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研究成果の概要（和文）：植物ウイルス病の多くで葉の緑色が薄くなったり，黄色くなったりする症状（退緑・
黄化）が認められる．これがどのような遺伝子やタンパク質の働きによって起こるのかを明らかにする目的で，
それ自体は植物に影響を及ぼさない薬品で処理した時にウイルス遺伝子等が働き，退緑・黄化症状を引き起こす
遺伝子組換え植物を5種類作製した．それらを用いて研究を進めたところ，ウイルス等の病原体から植物の身を
守る仕組みが，退緑・黄化の発症にも関わっていることが示された．

研究成果の概要（英文）：The loss of green pigment (chlorosis) or yellowing in the leaves are the 
common symptoms of plant virus diseases. To elucidate which genes or proteins are involved in the 
development of such chlorosis or yellowing symptoms, we generated five genetically modified plants, 
in which chlorosis or yellowing symptoms are induced by the treatment with a chemical that does not 
affect plants by itself. Studies using these plants have suggested that plants' functions 
responsible for the defense against pathogens including viruses are also involved in the development
 of chlorosis or yellowing symptoms.

研究分野：植物ウイルス病の発症機構の解析と耐病性分子育種

キーワード： 植物ウイルス病　遺伝子組換え植物　遺伝子発現解析　病害応答　葉緑体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 植物病害で多く見られる葉の退緑・黄化は
光合成を行う葉緑体の障害によって生じる
ため，植物の生産性低下に直結しており，こ
れを軽減することは作物保護の一戦略とな
り得る．従来の退緑・黄化病徴発現機構に関
する研究の多くは，葉緑体が崩壊あるいは機
能障害を受けた状態の植物を分子レベルで
記述するにとどまっていたが，近年，ウイル
スの RNA サイレンシング抑制因子による
miRNA依存性遺伝子発現制御の攪乱や，ウイ
ルス RNA に対するサイレンシングによる相
同配列を持つ葉緑体タンパク質（ChlIおよび
Hsp90C）の発現抑制などのメカニズムが報告
された．しかし，それらのメカニズムで退
緑・黄化のすべてを説明できるわけではなく，
種々の報告に基づいて病害シグナルを葉緑
体に伝達し，障害に導くメカニズムがむしろ
主要な経路ではないかと考えるに至った． 
 本研究代表者らは，カリフラワーモザイク
ウイルスの Tavタンパク質を薬剤誘導的に発
現する遺伝子組換えタバコ（iTavタバコ）を
作出し，これを用いた退緑・黄化の発症機構
に関する研究に着手していたが，上述の葉緑
体タンパク質の発現抑制による発症機構と
の比較解析を行う必要を感じていた．また，
上述の iTavタバコでは，発症機構に関わる遺
伝子を遺伝学的に解析するのが困難である
ため，同様に Tavタンパク質を発現する遺伝
子組換えシロイヌナズナ（iTavナズナ）の作
出も計画していた．さらに，ウイルス抵抗性
タンパク質から葉緑体に病害応答シグナル
を伝達する分子の候補として葉緑体タンパ
ク質である THF1を同定していた． 
 
２．研究の目的 
 本研究では iTav タバコと薬剤誘導的に葉
緑体タンパク質を発現抑制する植物の比較
解析，iTavナズナの解析，および THF1を介
した葉緑体へのシグナル伝達機構の解析を
通して，植物ウイルス病における退緑・黄化
の発症機構を分子レベルで明らかにするこ
とを目的とした． 
 
３．研究の方法 
1）薬剤誘導的に葉緑体タンパク質を発現抑
制する植物として，ChlI mRNA特異的な人工
マイクロ RNA（amiRNA），Hsp90C特異的な
領域のヘアピン RNA（hpRNA），または THF1 
mRNA 特異的な amiRNA を iTav タバコと同
様にデキサメサゾン（Dex）誘導性プロモー
ターの制御下に発現する遺伝子組換えタバ
コ（それぞれ i-amiChlI，i-hpHsp90C，および
i-amiTHF1 タバコ）を常法により作出した．
また，iTavナズナは iTavタバコと同じ遺伝子
をシロイヌナズナに常法により導入した． 
2）Tavタンパク質の検出はウェスタンブロッ
ティング法によって，ChlI，Hsp90C， THF1
およびその他の植物 mRNAは，RT-PCR法に
よって検出，または定量した． 

3）iTav ナズナの核をヨウ化プロピジウムで
染色し，BD Accuri C6 Flow Cytometer（BD 
Biosciences）で核相解析した． 
4）iTav ナズナ，i-amiChlI タバコ，および
i-hpHsp90C タバコの網羅的遺伝子発現解析
は，東京農業大学生物資源ゲノム解析拠点事
業の共同研究として RNA-seq 法によって行
った． 
 
４．研究成果 
1）iTav タバコにおける退緑・黄化誘導の分
子機構（発表論文４，６および７） 
 iTavタバコはDex処理 2日後には明確な光
合成関連遺伝子の発現抑制と統計的に有意
なクロロフィル量の減少を示し，7 日後には
肉眼でも視認できる程度の退緑，成長抑制，
およびチラコイド膜微細構造の崩壊を伴う
葉緑体障害を示した．また，Dex処理 1日後
には PR1a などの病態関連遺伝子の発現誘導
を示した．Tavタンパク質が PR1aの発現誘導
に関わるサリチル酸（SA）経路を抑制するこ
とが報告されていたことから，野生型タバコ
における一過性発現実験および iTav タバコ
におけるSA処理後のPR1aの発現誘導を検討
したところ，一過性発現系では PR1a の発現
誘導の抑制が認められたが，iTavタバコでは
抑制は認められなかった．また，サリチル酸
分解酵素を一過性発現させたところ，アグロ
バクテリウムによって誘導される SA 依存的
な PR1a の発現誘導は抑制されたが，Dex 処
理した iTavタバコにおける PR1aの発現誘導
は抑制されなかった．Tav の欠失変異遺伝子
を用いた解析から，Tav タンパク質による
PR1a の発現と退緑の誘導に関与するドメイ
ンが，サイレンシング抑制活性とトマトブッ
シースタントウイルスの p19によって誘導さ
れる細胞死を抑制する活性に関与するドメ
インと同一であることが示された．これらの
結果から，iTav タバコにおける退緑は，Tav
タンパク質の病原因子としての機能に対し
て植物が応答した結果であり，そのシグナル
伝達に SAは関与しないことが示唆された． 
 iTavタバコの退緑発症に植物免疫関連遺伝
子群が関与する可能性を検討する目的で，リ
ンゴ小球形潜在ウイルスベクターを用いた
RNA サイレンシングによる遺伝子発現抑制
系を構築し，ウイルスベクターの簡易定量法
を開発した．しかし，RNAサイレンシングの
誘導に長い期間を要したこと，および 6週齢
以上の iTav タバコでは Dex 処理による Tav
タンパク質の誘導効率が低かったことから，
解析を実施することができなかった． 
 
2）葉緑体タンパク質の発現抑制による退
緑・黄化と病害応答（発表論文１～３） 
 i-amiChlI タバコ，および i-hpHsp90C タバ
コにおいても，Dex処理 2日後に明確な光合
成関連遺伝子の発現抑制と統計的に有意な
クロロフィル量の減少を示し，7 日後には肉
眼でも視認できる程度の退緑と成長抑制を



示すことが分かった．i-amiChlI タバコでは
Hsp90C の発現抑制は認められなかったが，
i-hpHsp90C タバコにおいては ChlI の発現抑
制が認められた．これらの結果から，これら
の遺伝子の発現制御に違いがあることが示
唆された．また，これらの植物は病原体由来
の遺伝子を全く保有していないが，Dex処理
2日後までに PR1aの発現誘導が認められた．
特筆すべきことは，これらの植物における
PR1a の発現誘導が iTav タバコに比べて極め
て顕著であり，葉緑体における活性酸素種の
生成などが，PR1aの発現誘導に寄与すること
が示唆された． 
 i-amiChlI タバコ，および i-hpHsp90C タバ
コにおける RNA-seq 解析の結果（図 1），い
ずれにおいても病害抵抗性応答や細胞死に
関与する遺伝子の発現が高まっていること
が示された．しかし，i-hpHsp90Cタバコにお
いて細胞死の検出を試みたが，細胞死の兆候
は認められなかった．一方，i-hpHsp90Cタバ
コでは，細胞増殖関連遺伝子の発現抑制が認
められたが，i-amiChlIタバコでは認められな
かった．これらの結果は，これら 2種類の植
物における成長抑制のメカニズムが異なる
ことを示唆する． 

 
3）THF1による葉緑体へのシグナル伝達機構 
 トウガラシ属植物およびタバコのトバモ
ウイルス抵抗性タンパク質，Lおよび N'の N
末端領域と相互作用する因子として単離さ
れた葉緑体タンパク質 THF1は，抵抗性タン
パク質から葉緑体へのシグナル伝達に関与
すること，その伝達様式として THF1が細胞
質で抵抗性タンパク質と相互作用し，分解さ
れることが示唆された（発表論文５）． 
 THF1 が他の病害等ストレス関連シグナル
の伝達に関わる可能性を考え，THF1 と相互
作用するタンパク質を酵母ツーハイブリッ
ドスクリーニング法で探索し，タバコにおい
て 2種類の細胞質タンパク質，および 3種類
の葉緑体タンパク質が THF1と相互作用する
ことを明らかにした． 

 細胞質タンパク質である NbSRG3h は上述
のウイルス抵抗性タンパク質と同様に，細胞
質で THF1と相互作用し，分解に導くことが
示唆された（図 2）．シロイヌナズナの SRG3
が老化に関連して発現が高まることが示さ
れていることから，NbSRG3hは老化のシグナ
ルを葉緑体に伝達するものと考えられた． 

 
 もう一つの細胞質タンパク質 TIP3 は，葉
緑体包膜上で THF1と相互作用することが示
唆され，THF1 の葉緑体への輸送を調節して
いることが示唆された（図 3）．TIP3 は低温
ストレスによって発現誘導されることが示
され，低温ストレスシグナルの葉緑体への伝
達に関与するものと考えられた． 

 
 3 種類の葉緑体タンパク質についても上述
と同様の方法で相互作用が確認された（一例
を図 4に示す）． THF1がこれら葉緑体タン
パク質の機能を制御している可能性が考え

られたため，THF1の発現を Dex処理誘導的
に抑制する植物，i-amiTHF1 タバコを作出し

Dex処理によって発現が

増加した遺伝子 減少した遺伝子

植物免疫関連
細胞死関連

遺伝子
細胞増殖関連遺伝子

光合成関連遺伝子

i-hpHsp90C-
UP

i-hpHsp90C-
DOWN

i-amiChlI-
UP

i-amiChlI-
DOWN

 

 図 1．i-amiChlIおよび i-hpHsp90Cタバコに
おける RNA-seq解析．それぞれの植物にお
いて対照区と比較して発現が変動した遺伝
子を GOエンリッチメント解析に供した． 

 
 図 2．BiFC法による NbSRG3hと THF1の相
互作用の解析．―および＋，プロテアソー
ム阻害剤非存在下および存在下での解析． 

 
 図 3．BiFC法による TIP3と THF1の相互作
用の解析． 

 図 4．BiFC法による NbDVRhと THF1の相
互作用の解析． 



た．この植物も i-amiChlI タバコ，および
i-hpHsp90Cタバコとは異なり，強光条件（200 
μmole/m2 s）下では Dex処理 7日後に退緑を
示したが，80 μmole/m2 sの弱光条件下では退
緑は明確でなかった．また，光合成関連遺伝
子の発現に対する抑制効果も低かったが，
PR1a の 発 現 誘 導 は i-amiChlI お よ び
i-hpHsp90Cタバコよりも顕著であった（図 5）． 

 
4）iTavナズナにおける成長抑制機構の解析 
 iTavタバコは退緑・黄化の発症機構を解析
するために有用なモデル系であるが，タバコ
は異質四倍体で突然変異体を得るのが困難
であり，遺伝学的な解析には不向きである．
そこで，同じ Tavタンパク質発現系をシロイ
ヌナズナに導入した iTav ナズナを作出した．
Dexを含む培地で遺伝子導入系統のスクリー
ニングを行ったところ，複数の系統で成長抑
制が認められた．そのうち系統 6（以下，L6）
が顕著な Tavタンパク質の発現と成長抑制を
示した（図 6）ことから，これを主な解析対
象とした． 

 L6 の成長抑制が細胞の増殖および肥大成
長の抑制によって起こることが想定された
ため，フローサイトメトリーによる核相解析
を行った．その結果，Dex 処理した L6 にお
いて 2c の割合が高く，8c の割合が低かった
（図 7A）ことから，細胞増殖と核内倍加に
よる細胞肥大の両方が抑制されていること
が示された．これと一致して細胞増殖関連遺
伝子の発現変動が認められた（図 7B）． 

 
 Tav タンパク質の発現から細胞増殖と肥大
の抑制に至るシグナル伝達経路を明らかに
する目的で，遺伝子発現の網羅的解析を行っ
た．その結果，細胞増殖関連遺伝子の発現変
動が確認され，また，低温や浸透圧，脱水な
どのストレス応答遺伝子，およびアブシジン
酸およびエチレンに対する応答遺伝子の発
現量が増加し，オーキシンシグナル伝達系，
細胞分裂関連，微小管関連，アミノ酸輸送関
連，およびステロール代謝関連遺伝子等の発
現量が減少していた．これらの結果から，Tav
タンパク質の発現によって植物のストレス
応答系が活性化し，その結果として細胞の増
殖と肥大が抑制されることが示唆された． 
 上述のように Tavタンパク質によって誘導
される成長抑制に際しては，多様なストレス
応答系が活性化されていたが，そのうちどの
経路が Tavタンパク質によって直接活性化さ
れるのか，あるいは他のストレス応答経路の
活性化によって二次的に活性化されるのか
は明らかでない．そこで，この点について明
らかにする目的で L6 種子を変異原処理し，
突然変異体集団を作製した．Dexを含む培地

 

 図 5．3種類の葉緑体タンパク質発現抑制植
物における葉緑体関連，および免疫関連遺
伝子発現解析結果の比較．上向きの矢印は
発現量の増加，下向きは減少，横向きは変
化が認められなかったことを示す． 

 

 
 図 6．iTavナズナ L6における成長抑制と

Tavタンパク質の発現．iTavナズナ L6で
はDex処理したほぼすべての個体がTavタ
ンパク質を発現し，成長抑制を示した． 

 

 
 図 7．iTavナズナにおける細胞の増殖と肥
大の抑制．A）核相解析，B）細胞増殖関
連遺伝子の発現解析．異なるアルファベッ
トは統計的に有意な差があることを示す． 

 



上での成長抑制の回避を指標としてスクリ
ーニングを行い，これまでに 100系統以上の
突然変異体が得られた．今後，これらの詳細
の解析によってウイルス病における植物の
成長抑制に関する分子機構が明らかになる
と期待される．また，L6を長日条件下で育成
した場合には，Dex処理後の退緑は明確でな
かったが，短日条件下で栄養成長を促した後
で Dex処理した場合には，明確な退緑を示す
ことも見出した．今後の研究によって退緑発
症の分子機構についても解明が可能になる
と期待される． 
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