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研究成果の概要（和文）：タバコモザイクウイルス (TMV) は一本鎖RNAゲノムをもつ。ゲノムRNAは宿主細胞内
の膜上に形成される複製複合体の中で相補鎖RNAを介して複製する。我々は、複製複合体の形成に先だって、ウ
イルスにコードされた複製タンパク質とゲノムRNAを含むリボ核タンパク質複合体 (PMTC) が形成されることを
見いだした。本研究では、PMTCの分子的実体とその形成機構の解明を目指して解析を行った。その結果、PMTCは
複数の複製タンパク質を含む巨大な複合体で、その形成には約70塩基にわたるACAに富む配列が必要であるこ
と、また、PMTC形成には宿主由来の因子が必要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The genome of tobacco mosaic virus (TMV) is a single-stranded RNA that 
replicates via the complementary RNA in a membrane-bound replication complex. Previously, we found 
that a ribonucleoprotein complex named PMTC that contains the genomic RNA and the replication 
proteins is formed prior to the establishment of the replication complex on membranes. In this 
study, we explored the molecular basis for the formation of PMTC and found that PMTC is a large 
complex containing multiple replication protein molecules, and that ACA-rich RNA of at least 70 
nucleotides is required for PMTC formation. It was also suggested host factors may play essential 
roles in PMTC formation.

研究分野：植物病理学
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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 

プラス鎖 RNAウイルスは、ウイルス粒子
内にmRNAとして機能するゲノムRNAをも
つ。ウイルスが宿主細胞に感染すると、ゲノ
ム RNAが宿主のタンパク質合成系により翻
訳され、複製に関与するタンパク質（複製タ
ンパク質と総称される）を生じる。真核生物
を宿主とするプラス鎖 RNAウイルスの複製
タンパク質はゲノム RNAを認識してオルガ
ネラ膜の細胞質側表面にリクルートし、複製
複合体を形成する。複製複合体の中ではマイ
ナス鎖 RNAが合成され、さらにこのマイナ
ス鎖 RNAを鋳型として多量の子孫（プラス
鎖ゲノム）RNAが複製されて細胞質に放出
される。 

 タバコモザイクウイルス (TMV) は代表
的な植物プラス鎖 RNAウイルスで、5′ 末端
にキャップ構造を有する約 6400ヌクレオチ
ドの１本鎖 RNAをゲノムとしてもつ。ゲノ
ム上にコードされる 130Kおよびそのリード
スルー産物である 180Kタンパク質はウイル
ス RNAの複製に必須である。130Kタンパ
ク質はRNAの5′ キャッピングを司るメチル
トランスフェラーゼ・グアニリルトランスフ
ェラーゼ様ドメインとヘリカーゼ様ドメイ
ンをもち、180Kタンパク質はそれらに加え
てポリメラーゼ様ドメインをもつ。 

 我々は、脱液胞化タバコプロトプラスト抽
出液（BYL）を用いて TMV RNAを試験管
内で翻訳し、複製させる系を確立した (引用
文献１)。これを用いて本研究開始時点までに
以下の知見を得ていた。 

(i) BYLから遠心により生体膜を除去して得
たmdBYLで TMV RNAを翻訳すると、複製
タンパク質が合成される。このとき 130K複
製タンパク質は、翻訳と共役してゲノムRNA
の 5′ 末端近傍の領域に結合し、非膜結合性
複合体 (pre-membrane-targeting complex: 
PMTC) を形成する。このとき、約 70ヌクレ
オチド領域がマイクロコッカルヌクレアー
ゼによる分解から保護される。 

(ii) 130Kタンパク質のMetIR断片（130Kタ
ンパク質からヘリカーゼドメインを欠失さ
せた約 70 kDaの断片）は、翻訳とは独立し
て TMV RNAの 5′ 末端近傍領域に結合する。
このことから、完成した 130Kタンパク質に
おいてはヘリカーゼドメインが標的 RNAへ
の結合を妨害していると考えられる。 

(iii) PMTCを BYL由来の生体膜と混ぜると
RNA複製が起きる。また、TMV RNAの 5′ 非
翻訳領域の配列をジャガイモ Xウイルス
RNAの相当配列に置換すると、130Kタンパ
ク質の合成は正常に起きるが、130Kタンパ
ク質のゲノム RNAへの結合とマイナス鎖
RNA合成は大幅に低下する。これらのこと
から PMTCは複製複合体の前駆複合体と考

えられる。 

(iv) PMTCに含まれる TMV RNAは、翻訳さ
れにくい。TMV RNAは、翻訳（リボソーム
が 5′ 末端から移動）とマイナス鎖 RNA合成
（RNAポリメラーゼが 3′ 末端から移動）と
いう二つの相容れない反応の鋳型となる。こ
のため、両反応が同一鋳型 RNA分子上で同
時に起きるとリボソームと RNAポリメラー
ゼの衝突が起き、いずれの反応も破綻する。
TMVはマイナス鎖 RNA合成が始まる前に
鋳型 RNAの翻訳を阻害してリボソームをゲ
ノム RNAから除去し、このジレンマを解消
していると考えられる（以上、引用文献２お
よび３に発表）。 

このように、PMTC形成はウイルス複製の
鍵となる重要な過程と考えられた。しかし、
PMTCの分子的実体や形成機構は明らかに
なっていなかった。 
 
＜引用文献＞ 
1. Komoda et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

101: 1863-1867 (2004). 
2. Komoda et al. J. Virol. 81: 2584-2591 

(2007). 
3. Kawmura-Nagaya et al. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 111: E1620–E1628 (2014). 
 
２．研究の目的 

本研究では、TMVの複製タンパク質が、
ゲノムRNAの5′ 末端近傍のどのような構造
をどのように認識して PMTCを形成するの
か、PMTC形成はどのようにマイナス鎖
RNA合成につながるのか、また、PMTCと
はどのような分子的実体をもつ複合体なの
かを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

BYLあるいはmdBYLを用いた試験管内
TMV RNA翻訳・複製系を利用した生化学的
な手法を用いた。 
 
４．研究成果 

(1) PMTCの形成に必要な TMV RNA上の配
列の推定を試みた。MetIR断片による PMTC
様複合体の形成に十分であることがわかっ
ている「TMV RNAの 5′ 末端から 100ヌク
レオチドの配列」の特徴を把握するため、当
該配列をランダムに並べ替えた配列を in 
silicoで 10000個作成し、それぞれについて
特定の 3塩基の並びが何回現れるかを調べた。
そして、その 3塩基の並びが、元のTMV RNA
の配列中で現れる回数以上に現れる確率 pを
算出した。この試行を、タバコモザイクウイ
ルスと同属の異種ウイルスの 5’ 末端配列に
ついても行ったところ、実際の配列中の出現
頻度がどのウイルスの配列においても配列



をランダムに並べ替えた場合に比して有意
に高かった（p < 0.05）のは「ACA」のみで
あった（TMVの場合 17回出現）。4塩基の
配列について同様の試行を行ったところ、そ
のような配列は存在しなかった。このことか
ら、PMTCの形成には「ACA」の 3塩基の
ブロックが繰り返しあらわれることが重要
であることが示唆された。この結果は、種々
の欠失を導入した結合標的 RNAを用いた実
験により限定された領域には特に密に ACA
配列が見いだされることと合致するもので
あった。 

(2) mdBYLを用いて試験管内合成した
MetIR断片を TMV RNAの 5′ 末端から 100
ヌクレオチドの配列をもつ RNA 
(TMV-5′-100 RNA) と混合し、ブルーネイテ
ィブポリアクリルアミドゲル電気泳動法に
より解析すると、TMV-5′-100 RNAを添加し
なかったときににはみられなかった位置に
バンドが検出された。その質量は約 1 MDa
と見積もられ、異なる 2種のタグを付した
MetIRを用いた実験から、複合体は複数の
MetIR分子を含み、かつ安定である（一旦形
成されるとMetIR分子の交換がほとんど起
こらない）ことが示唆された。 

(3) 5′ 非翻訳領域の配列をジャガイモ Xウイ
ルス RNAの相当配列に置換した TMV RNA
は、BYLを用いた翻訳・複製系で非常に低い
効率ながら検出可能なマイナス鎖 RNAを合
成した(前述；引用文献２)。このことから、5′ 
非翻訳領域のマイナス鎖 RNA合成への関与
は示唆されたが、それがマイナス鎖 RNA合
成に必要かは不明であった。そこで、5′ 末端
から 100ヌクレオチドの領域（非翻訳領域
68ヌクレオチドを含む）を、ACA配列を全
く含まない人工配列に置換した TMV RNA
誘導体 (TMV-OMi4) を作製し（コードされ
る 130Kタンパク質のアミノ酸配列は変わら
ない）、翻訳・複製反応を行ったところ、130K
タンパク質は合成されたもののマイナス鎖
RNAの蓄積は全くみられなかった。このこ
とからも、マイナス鎖 RNAの合成が PMTC
形成に強く依存することが示された。 

130Kタンパク質の TMV RNAへの結合部
位が 5′ 非翻訳領域に存在する生物学的意義
のひとつは、マイナス鎖 RNA合成（RNAポ
リメラーゼが 3′ 末端側から移動する）に先
立って翻訳を止め、TMV RNA上のリボソー
ム（RNA上を 5′ 末端側から移動し、タンパ
ク質を合成する）を排除することにあると
我々は考えた。この可能性を検討するために、
TMV-OMi4の移行タンパク質コード領域（複
製タンパク質コード領域の 3′ 末端側にあり、
改変しても複製が損なわれない）に TMV 
RNAのヌクレオチド番号 1-150の配列を挿
入し、翻訳複製反応を行ったが、マイナス鎖
RNAの合成は（ゲノム RNAの 3′ 末端近傍
に対する短い RNAの合成さえも）みられな
かった。また、PMTC形成時にヌクレアーゼ

から保護される領域を重複させた TMV 
RNA誘導体 (TMV-OMi2) を作製し、翻訳・
複製反応を行ったが、マイナス鎖 RNA合成
はみられなかった。興味深いことに、
TMV-OMi2 RNAをmdBYLを用いて翻訳し
た後ヌクレアーゼ処理したときに分解され
ずに残ったのは、主として野生型の TMV 
RNAを用いた実験で観察されたものと同じ
約 70ヌクレオチドの断片であった。各 TMV 
RNA誘導体の複製がマイナス鎖RNA合成開
始に至るどのような過程で破綻しているの
かを解明するには至っていないが、これらの
結果は複製タンパク質の結合配列はただ存
在すれば複製における機能を発揮できるわ
けではないことを示している。 

(4) PMTCに宿主因子が含まれる可能性を検
討するため、FLAGタグを付したMetIRと
結合標的配列を含む RNAを混合して複合体
を形成させた後に抗 FLAG抗体による精製
を行った。精製画分にはMetIRに加え、分
子量約 10万の宿主タンパク質が含まれ、こ
れを LC-MS/MS法により同定した。標的
RNAを添加しなかったとき、この宿主タン
パク質はMetIRと共精製されなかった。こ
の宿主タンパク質が TMV RNAの複製ある
いは PMTC形成に関与するかは不明のまま
であり、それを明らかにすることは今後の課
題である。 
アフィニティー精製したMetIR-PMTC
が得られたので、その形状の解明を目指して、
ネガティブ染色による透過型電子顕微鏡観
察を行った。いくつかの特徴的な像が得られ
たが、その形態に関して確定的な情報を得る
には至っていない。 

(5) アフィニティー精製したMetIRと結合標
的配列を含む RNAを混合しても複合体は形
成されないが、そこにmdBYLを添加すると
複合体が形成されることを見いだした。この
結果は、PMTC形成に宿主因子が必要である
ことを示唆するものである。 
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