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研究成果の概要（和文）：本研究では、タバコの抵抗性因子Nとタバコモザイクウイルス因子p50との相互作用に
よってタバコ近縁種（ニコチアナ・ベンサミアナ）に誘導されるウイルス増殖抑制作用の分子機構を調べた。そ
の結果、このウイルス増殖抑制は、細胞死誘導に依存していないこと、活性酸素種の急激な発生が関与している
こと、ウイルスの細胞間移行タンパク質の機能が阻害されていること、およびテルペノイド合成系遺伝子の発現
上昇が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, molecular mechanisms to inhibitory effects on virus 
amplification that are induced in a tobacco-related species (Nicotiana benthamiana) by the 
interaction between the tobacco resistant factor N and the tobacco mosaic virus factor p50 are 
investigated. Results indicate the possibilities that the virus resistance is independent of cell 
death induction, may require rapid production of reactive oxygen species, may interfere with the 
function of virus cell-to-cell movement protein, and may involve the upregulation of genes for 
terpenoid biosynthesis.

研究分野： 植物病理学

キーワード： ウイルス抵抗性　過敏感反応　細胞死　エリシター　細胞間移行　移行タンパク質　トバモウイルス　
プラズモデスマータ
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１．研究開始当初の背景 
植物ウイルスが感染細胞から非感染細胞へ
と移行する過程である「細胞間移行」は、ウ
イルスの感染量や感染範囲を決定する重要
な感染過程である。一方、ウイルス感染に対
する植物の代表的な抵抗反応の一つとされ
ている「過敏感反応（以下、HR）」は、植物
の抵抗性因子と病原体の誘導因子（エリシタ
ー）との相互作用の結果、ウイルス感染組織
が細胞死を誘起し、当該ウイルスを局所的に
封じ込める現象とされる。ところが、実際に
は、細胞死が起きていない周辺組織にもウイ
ルスは存在することから、HR におけるウイル
ス抵抗性の本質は、単なる細胞死によるウイ
ルス封じ込めではなく、ウイルスの細胞間移
行を抑止する（移行抑止）作用にあると言え
る。近年、HRの分子機構の解明が国際的に盛
んに行われ、細胞死誘導に関与する遺伝子が
多数報告されてきているが、HR によって細胞
間移行がどのように抑制されるのかという
疑問はほとんど解明されていない。細胞死と
いう目に見える現象に注目が集まりがちで
あるが、細胞死の裏に潜む移行抑止作用の分
子機構を理解することが効果的なウイルス
防除法の開発を行う上で極めて重要となっ
ていた。タバコモザイクウイルス（TMV）と
タバコ（Nicotiana tabacum）の抵抗性因子
である N因子は、HR 研究の代表的なモデル材
料である。申請者は、この TMV-N 因子抵抗性
誘導の分子機構を研究してきた。その研究の
中で、TMV 由来のエリシター（p50）と N因子
をアグロバクテリウム浸潤法によってタバ
コの近縁種である N. benthamiana に一過的
に発現したところ、明瞭な細胞死を起こさず
にウイルス抵抗性だけが誘導されることを
見出した。具体的には、ER局在型 GFP をコー
ド す る ト マ ト モ ザ イ ク ウ イ ル ス
（ToMV-erGFP: ToMV は TMV 近縁種であり N因
子が抵抗性因子として働く）を Nと共発現す
る葉ではウイルス複製を示すGFPの蛍光範囲
が著しく減少しており、ToMV 感染に対する N
の抵抗性が誘導されていた。さらに、Nと p50
を共発現した葉では、ほとんどの蛍光が 1細
胞に留まっており、複製できるが細胞間移行
がほぼ完全に抑止されていた。よって、本実
験系を用いてGFP蛍光を指標に移行抑制作用
のみが誘導された組織を切り出し、細胞死に
依存しない抵抗性に特異的な遺伝子発現の
解析が可能となった。また、N 因子に関する
従来の研究では、ウイルスの細胞間移行に必
須のウイルス因子である移行タンパク質（MP）
の機能に着目した実験はほとんど行われて
いなかった。N と p50 の共発現により移行抑
止作用を誘導した組織における MP の局在や
動態を調べることはウイルス抵抗性の本質
を明らかにする上で重要であると考えた。以
上の経緯から本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
ウイルス抵抗性の代表例である過敏感反応

は、細胞死を伴うウイルスの局所的封じ込め
反応であるとされるが、実際には細胞死とは
別にウイルスの細胞間移行を抑止する抵抗
反応が起こっている。しかしながら、これま
での研究では細胞死の誘導機構と区別する
ことができず、その移行抑止作用の分子機構
は不明である。本研究では、タバコの抵抗性
因子Nとウイルスエリシターの共発現よって
タバコ類縁種で細胞死を伴わないウイルス
抵抗性を誘導する独自の実験系を用いて、細
胞間移行に着目した遺伝子発現解析および
ウイルス因子の機能解析を行い、効果的なウ
イルス抵抗性植物の開発に向けた基礎的知
見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) N. benthamianaにおける N抵抗性誘導の
最適化 
N 因子、p50 および ToMV の遺伝子導入用アグ
ロ バ ク テ リ ウ ム の 混 合 比 を 変 え 、 N. 
benthamiana に浸潤し、ウイルス抵抗性を誘
導する最適な条件を調べた。ウイルス抵抗性
の強度は、ToMV-erGFP 感染細胞のサイズ（GFP
蛍光を放つ細胞数）を指標として判断した。
濁度調整用として、EV をもつアグロバクテリ
ウムを浸潤した。 
(2) イオン流出度の測定 
アグロバクテリウムを浸潤させた組織を 1.0 
mL の滅菌 RO 水で 3 時間振とうさせ、伝導
率測定器を用いて電気伝導率を計測した。さ
らに、計測に用いた水を元のチューブに戻し
てオートクレーブを行い、試料内の全イオン
を水中に流出させた。オートクレーブ後の電
気伝導率に対する振とう直後の電気伝 導率
の割合を算出し、「イオン流出度」とした。 
 (3) 活性酸素種（ROS）の測定 
アグロバクテリウムを浸潤した一定時間後
に、活性酸素種と反応する化学発光基質 
L-012 を浸潤し、イメージアナライザーを用
いて化学発光を検出した。ImageJ を用いて化
学発光量を計測した。陽性対照実験として、
オオバコモザイクウイルス(PlAMV)の複製酵
素のヘリカーゼドメイン（HEL）を発現する
アグロバクテリウムを用いた。 
 (4) MP の局在解析 
N 因子、p50 および GFP 融合型 MP をコードす
る ToMV（ToMV-MPGFP）の遺伝子導入用アグロ
バクテリウムを N. benthamiana に浸潤し、
48 時間後の GFP の蛍光を観察した。対照実験
には、ToMV-MPGFP を導入させる代わりに、EV
をもつアグロバクテリウムを浸潤した。また、
アグロバクテリウム浸潤後 72 時間目の組織
を切り取り、0.75 mM のソルビトール溶液に 
3 時間浸して原形質分離を誘導し、プラズモ
デスマータへの局在を観察した。また、
mCherry 融合型プラズモデスマータ局在性タ
ンパク質（PDLP-mCherry）を用いて、植物由
来のタンパク質の細胞内局在に対するN抵抗
性の影響を調べた。 
(5) N 抵抗性を誘導した組織における抵抗性
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関連遺伝子の発現解析
p50 の共発現によるウイルス抵抗性は、
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