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研究成果の概要（和文）：オオバコモザイクウイルス（PlAMV）はNicotiana benthamianaにプログラム細胞死（PCD）
を伴う全身壊死を引き起こす。本ウイルスの変異体の壊死誘導能を解析したところ、外被タンパク質（CP）遺伝子への
変異、特に細胞間移行に必要なCPの３番目のアミノ酸ロイシンの変異体（L3A）の壊死誘導能が高いことが分かった。
また酵母two-hybrid法によりCPとPCD誘導能を持つPlAMVの複製酵素のHELドメインとの相互作用が示唆されたが、L3A変
異では相互作用の強さは変わらず、CPによるPCD抑制はHELとの相互作用によるものではないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Plantago asiatica mosaic virus (PlAMV) is a plant RNA virus and induces systemic 
necrosis in its infected Nicotiana benthamiana plants, which is associated with programmed cell death 
(PCD). In this project, we constructed PlAMV mutants and analyzed its necrosis-inducing ability, and 
found that PlAMV with mutation in its coat protein (CP) gene induced more severe necrosis in plants. This 
enhancement of necrosis-inducing ability is also observed in a PlAMV mutant that possesses leucine 
(residue in the 3rd position of CP) to alanine (L3A) mutation, which is important for its cell-to-cell 
movement function. Moreover, although yeast two-hybrid analysis revealed interaction between CP and 
helicase domain (HEL) of a replicase, which is an elicitor of necrosis, L3A mutation of CP did not 
abolish this interaction. This implied that CP and HEL interaction is not responsible for the PCD 
(necrosis) inhibition by CP.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 植物ウイルス
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１．研究開始当初の背景 
 植物はウイルスの感染に対し、さまざま
な防御応答反応を誘導しその増殖を抑制す
る。そのなかでも最も代表的なものが、ウイ
ルスの初期感染細胞で迅速に誘導され、ウ
イルスをその部位に封じ込めるプログラム
細胞死 (programmed cell death:PCD)であ
る。最近の研究は、PCD がウイルスの感染が
成立しない場合だけではなく、植物ウイル
スが宿主に全身感染し「全身壊死」の病徴
を示す場合にも誘導されることを示してお
り、植物が多くのウイルスに対し PCD を誘
導しうることを明らかにしつつある。 
 一方で、植物病原菌類、細菌を中心とす
る近年の急速な研究の進展は、病原体がエ
フェクターと呼ばれる病原性因子により、植
物の PCD を抑制して感染を成立させる過程
を 明 ら か に し て き た [PNAS 2006. 
103:2851-56; Science 2006. 311:222-226]。
このことは、PCD の抑制という戦略が、特に
生細胞が増殖に必要なウイルスなどの病 原
微生物の感染の成立に大きく寄与しうるこ
とを示唆している。しか しながら、植物ウ
イルスがこれに対抗する機構が存在するか
どうかは未解明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、PCD を伴う全身壊死を植物に引
き起こす RNA ウイルスを材料として、これ
まで未解明の、植物ウイルスによる宿主の
PCD 抑制機構の存在を明らかにすることを
目的とする。並行して、植物ウイルスの PCD
誘導機構の多様性を明らかにすることで、
PCD を引き起こさないウイルスがどのよう
に植物の防御応答を回避しているかについ
て重要な知見が得られると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 本研究は主に以下の手法で行った。 
 
（１）タバコ属のモデル植物 Nicotiana 
benthamiana に感染し PCD を伴う全身壊死を
引 き 起すオ オ バコモ ザ イクウ イ ル ス
（Plantago asiatica mosaic virus; PlAMV）
の各遺伝子の変異体を作出する。それぞれの
変異体を N. benthamiana にアグロインフィ
ルトレーション法により感染させ、PCD 誘導
の程度を調べる。 
 
（２）（１）で PCD 誘導能が上がっていた変
異 PlAMV は、変異の入っているタンパク質が
PCD 抑制能を持つと考えられる。そのタンパ
ク質で重要な機能を持つアミノ酸に変異を
導入し、PCD 誘導を直接に引き起こすタンパ
ク質との相互作用を解析することで、ウイル
ス感染に重要な機能とPCD抑制能の関係を明
らかにする。 
 
（３）上記で用いている PlAMV とは系統学的
に離れた植物 RNA ウイルス、ダイコンモザイ

クウイルス（Radish mosaic virus; RaMV）
のコードする各タンパク質を N. benthamiana
においてアグロインフィルトレーション法
により一過的発現させ、PCD 誘導能を持つタ
ンパク質を同定する。そのタンパク質の局在
を解析し、PCD 誘導機構を解析する。 
 
４．研究成果 
 
（１）PlAMV の CP 変異体は壊死がより強く生
じる 
 アルファフレクシウイルス科ポテックス
ウイルス属のオオバコモザイクウイルス
（Plantago asiatica mosaic virus; PlAMV）
の Li1 分離株は、Nicotiana benthamiana に
PCD を伴う全身壊死を引き起こし、この壊死
は複製酵素のヘリカーゼドメイン（HEL）に
より誘導されることが分かっている。そこで、
Li1 の複製酵素以外の、トリプルジーンブロ
ックタンパク質１、２、３（TGBp1,2,3）、お
よび外被タンパク質（CP）をそれぞれ発現し
なくなる変異体を作出し、アグロインフィル
トレーションにより N. benthamiana に接種
し病徴を観察した。 
 その結果、CP を発現しないウイルスは、細
胞間移行が生じていないにも関わらず接種
葉で激しい壊死が生じた。さらに、TGBp1,2,3
を発現しなくなる変異との組み合わせによ
り、接種葉でのウイルスの蓄積量に関わらず、
CP 変異により Li1 感染時の壊死が強まる、す
なわち CP が PCD を抑制している可能性が示
唆された。 
 
（２）CP の PCD 抑制メカニズムの解析 
 （１）における CP 変異体の壊死の激化
は、Ozeki et al., 2009 で示されたウイルス
の細胞間移行に必要な CP の３番目のロイ
シンのアラニン変異体（L3A）でも再現さ
れ、この際ウイルスの蓄積量は変わらない
ことがノーザンブロット解析により示され
た。また、PlAMV と同属のウイルスであ
る Bamboo mosaic virus において CP と
HEL が相互作用するとの知見があるが
（Lee et al., 2011 J. Virol）、PlAMV にお
いても、酵母 two-hybrid 法により CP と
PCD誘導能を持つPlAMVの複製酵素のド
メインである HEL との相互作用が示唆さ
れた。しかし、L3A 変異では相互作用の強
さは変わらず、CP による PCD 抑制は壊死
を誘導するエリシタータンパク質との相互
作用によるものではないと考えられた。 
 
（３）RaMV の PCD を伴う全身壊死のメカニズ
ムの解析 
 植物ウイルスの PCD 誘導機構の多様性を
明らかにする目的で、セコウイルス科コモウ
イルス属のダイコンモザイクウイルス
（ Radish mosaic virus; RaMV ） が N. 
benthamiana に引き起こす全身壊死のエリシ
ターの同定を試みた。 



 RaMV 感染植物の接種葉および上位葉にお
いて,複数の防御関連遺伝子の発現上昇が認
められた。さらに壊死が誘導される茎頂周辺
組織において、核 DNA の断片化が確認され、
PCD が誘導されていることが分かった。アグ
ロインフィルトレーション法により RaMV の
各ウイルスタンパク質を一過的に発現させ
たところ,ヘリカーゼタンパク質 (Hel)を発
現させた場合に壊死が認められた。また、こ
の PCD 誘導には、Hel の N 末端側に存在する
両親媒性ヘリックスが小胞体膜に局在し、元
来ネットワーク状の膜において小胞形成を
引き起こすことが関与していることがわか
った。 
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