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研究成果の概要（和文）：植物RNAウイルスが感染植物細胞内で形成する「ゲノム複製工場」はウイルスゲノム
の複製と、感染細胞から隣接細胞へのウイルスの移行の両過程に重要な役割を果たす。本研究では、ゲノム複製
工場の経時的な変遷を追跡した。その結果、ゲノム複製工場は小胞体膜の近傍で多数の微細な顆粒状構造として
形成され始め、やがて衝突と融合を繰り返して大型化し、核と同程度にまで成長することがわかった。ウイルス
複製酵素タンパク質は複製工場に局在し続けるが、一方でウイルスの細胞間移行を担うウイルス移行タンパク質
は複製工場の形成とは独立して顆粒状構造として形成され始め、時間の経過とともに複製工場と融合することが
わかった。

研究成果の概要（英文）：Our previous studies showed that the viral "genome replication factories" 
formed 
 by a plant RNA virus in infected cells play important roles in both the replication of the viral 
genome and the transfer of the viral genomes from infected cells to adjacent cells. In this study, 
we tracked the transition of the factories over time. We found that the factories began to form as a
 large number of fine granular structures in the vicinity of the endoplasmic reticulum membrane, and
 eventually increased in size through repeated collisions and fusions, and finally grew to the same 
level as the nucleus. The viral replication enzyme protein continued to exist in the factories, 
while the movement protein that facilitates for the viral cell-to-cell movement, began to form as 
granular structures independent of the factories and fused with the factories over time.

研究分野： 植物ウイルス学

キーワード： RNAウイルス　細胞間移行　複製複合体　移行タンパク質　細胞内輸送　小胞体膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ウイルスの大半はプラス鎖RNAゲノムを持つウイルスであり、農作物への被害も非常に大きい。本研究では
植物RNAウイルスの増殖機構の一端を解明した。ウイルスゲノムRMAを複製する複製複合体に関して、これまで小
胞体などの膜構造を足場として、袋状構造を形成してその内部で複製を行うというモデルが幾つかのウイルスで
提示されている。我々の結果は、感染極初期に形成され始める複製工場は膜から独立して形成され始め、融合を
繰り返して膜を巻き込んだ巨大な構造体を形成すること、およびウイルス移行タンパク質との融合は感染極初期
よりも後で起きることを初めて証明したものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
１．研究開始当初の背景 

 植物ウイルスの移行タンパク質（movement protein: MP）には、植物細胞間を繋ぐ極細の連
絡通路であるプラズモデスマータ（PD）に局在し、この透過性を高めて高分子の移行を助ける
働きがあることは 90 年代前半までに知られていた。タバコモザイクウイルス（TMV）などの研
究から、研究計画を策定した 2015 年後半の時点では、MP が PD に至る経路として acto-myosin
経路や膜輸送経路があることや、ミオシン VIII が TMV MP の PD 局在に必要であることなど
が明らかとなっていた。また申請者らによって、red clover necrotic mosaic virus（RCNMV）の
MP が複製複合体と共局在する性質があり、共局在性を失わせた変異 MP は RCNMV の効率的
な細胞間移行をサポートできないこと、さらにこの共局在が宿主の葉緑体局在性の NbGAPDH-
A によって仲立ちされることなどが明らかとなっていた。植物ウイルスの細胞間移行に関与す
る宿主遺伝子が数種類報告されているという状況であった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、マメ科植物の重要病害ウイルスで、二分節型ゲノム構造を採るプラス鎖 RNA
ウイルスである RCNMV の細胞間移行の全容を複製酵素複合体（Virus replication complex: VRC）
との関連に着目しつつ分子レベルで解明することである。申請者のこれまでの研究から、
RCNMV が感染初期に形成する表層小胞体膜上の多数の顆粒状 VRCs は、宿主タンパク質
NbGAPDH-A を介して MP をリクルートし、これによって効率的なウイルスゲノムの細胞間移
行を実現していることが明らかとなっていた。そこで、①RCNMV の細胞間移行に関与する宿
主因子の更なる同定とその機能解析、②RVNMV MP の翻訳語修飾の全容の解明と、これに関与
する宿主因子の同定委、③VRC 形成過程の解明および VRC 形成に影響を与える MP 機能ドメ
インの同定という課題の追求を通じて、ウイルスの細胞間移行機構の分子レベルでの解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、RCNMV MP と相互作用する宿主タンパク質を免疫沈降法によって単離し、質量
分析機を駆使して同定し、同時に MP の修飾状態を網羅的な解明を試みた。これらの宿主因子
候補タンパク質が RCNMV の増殖に影響を与えるのかについて、Agrobacteruim 法によって植
物細胞に一過的に過剰発現させる、またはウイルスベクターによるサイレンシング誘導した条
件下で RCNMV の増殖量を調べた。また一部の候補遺伝子についてはサイレンシング誘導形質
転換植物を作製し、RCNMV 増殖レベルを調査した。また、これらの遺伝子が VRC 形成や細胞
間移行過程でどのような役割を果たすのかについて、タンパク質と蛍光タンパク質との融合タ
ンパク質を植物細胞に一過的に発現させ、これを共焦点顕微鏡観察することによって詳細に調
べた。また、RNA ウイルスの複製中間産物である二本鎖 RNA に結合する能力を持つ、Flock 
House Virus の B2 タンパク質と GFP との融合タンパク質（B2-GFP）を発現する形質転換 N. 
benthamiana 植物（Monsion et al., 2018）を利用して、VRC の形成過程を共焦点顕微鏡観察に
よって経時的に観察して調べた。 
 
４．研究成果 

本研究では、植物 RNA ウイルスの細胞間移行機構を分子レベルで解明することを目的として、
①RCNMV MP と相互作用する宿主因子の単離とウイルス増殖への影響の評価、②RCNMV MP
の機能ドメインの探索、③RCNMV 複製複合体の形成過程の解析、以上 3 つの課題に主に取り
組んだ。 

このうち①に関して、MP-GFP を一過的に発現させた植物から免疫沈降法と質量分析によっ
て多数の宿主因子候補遺伝子を得た。また酵母ツーハイブリッド（Y2H）法によって MP と結
合する宿主タンパク質を多数同定した。Y2H 法によって同定された宿主遺伝子の解析はまだ行



われていない。免疫沈降法によって同定された遺伝子のうち、PK superfamily（PK）タンパク質
と Angustifolia（AN）タンパク質について、RCNMV 増殖への影響について調査した。PK と
GFP との融合タンパク質は細胞質中に小斑点状に局在するが、これを MP と共発現させた場合
には細胞壁中で MP と共局在することから、RCNMV MP の細胞壁中での機能発現に一定の役
割を果たし、且つ RCNMV の細胞間移行に関与する可能性が高いと考えられた。しかし PK 遺
伝子のサイレンシングを誘導した形質転換 N. benthamiana 植物への接種実験で、RCNMV の増
殖レベルに顕著な影響は認められなかった。PK 遺伝子の RCNMV 増殖への影響については、環
境要因や、他の宿主因子の影響など、さらなる調査を行う予定である。また、Angustifolia（AN）
遺伝子については、これを一過的に過剰発現させた場合には RCNMV の増殖が顕著に抑制され、
逆に発現抑制時にはウイルス増殖レベルが微増したことから、RCNMV 増殖に負の影響を及ぼ
す因子と考えられる。AN 遺伝子はストレス応答に関与する遺伝子であることが知られており、
ストレス顆粒の形成に関与すると考えられており、MP との相互作用が、後述する VRCs の形成
に影響するという可能性が考えられる。RCNMV 増殖阻害にどのように具体的に関与するのか
については、今後の課題である。 

②に関して、構造解析ソフトによって MP 内に予想された 5 つのαヘリックスと 11 のβシー
ト構造の大半が MP の機能にとって必要であることがわかった。とりわけ、N 末端付近と中央
付近の２つのαヘリックスの欠失変異は、RCNMV 感染細胞内に形成される VRCs の凝集を妨
げ、且つ MP の VRCs への共局在性を失わせ、その結果 RCNMV の細胞間移行を阻害すること
が分かった。同変異は RCNMV の複製には影響せず、且つ MP の PD への局在性と、この分子
排除限界を広げる能力には影響しない。さらにこれら２つのαヘリックスには、それぞれセリン
あるいはトレオニン残基が含まれ、それらをアラニンに置換した変異 MP も、欠失変異 MP と
ほぼ同じ表現型を示したことから、これらのアミノ酸のリン酸化が MP の細胞内局在性や VRCs
凝集機能と関連するという可能性が考えられる。今後はこれらのアミノ酸残基を、恒常的リン酸
化状態を模倣したアスパラギン酸置換によってどのような表現型が得られるかを調査し、さら
に放射性同位元素を用いた実験によって、実際にリン酸化が起きているのかどうかについて調
査を進める予定である。 

③に関して、上記の B2-GFP を発現する形質転換 N. benthamiana 植物を利用して、RCNMV
感染細胞内における二本鎖（ds）RNA の局在性を経時的に観察した。その結果、dsRNA は感染
後 5 時間後までに小胞体膜の近傍ではあるが僅かに離れた細胞質中で、微細な顆粒状構造とし
て形成され始めた。その後 dsRNA 顆粒は、acto-myosin システムによって駆動される原形質の
流動に乗って細胞内を移行し、他の dsRNA 顆粒と衝突と融合を繰り返して大型化し、小胞体膜
を巻き込んだ構造体への成長し、感染約 24 時間後には核と同定度の巨大な凝集体を一つ形成す
るということが分かった。dsRNA は感染ごく初期に形成される顆粒状構造の段階から、RCNMV
の複製酵素成分タンパク質である p27 と共局在しており、核と同サイズの凝集体になるまで共
局在し続けた。この結果は、感染初期の極小の dsRNA 顆粒もまた VRCs であり、「ウイルス複
製工場」はそのサイズと局在を変化させつつ成長することを示している。さらに、RCNMV 感染
に特異的な顆粒状構造はウイルス感染 8̃12 時間後には複数の細胞で観察されたことから、感染
後期に形成される巨大な凝集体は RCNMV の細胞間移行には関係ないことがわかった。また以
前の研究から、RCNMV MP は感染前期に形成される斑点状の VRCs と共局在することと、こ
の共局在性が RCNMV の効率的な細胞間移行に必須であることが分かっている。そこで感染初
期に形成される dsRNA 顆粒と MP との共局在性について調べたところ、MP が形成する極小の
顆粒と dsRNA 顆粒とは一部しか共局在しておらず、別個に存在することが分かった。この結果
は MP と複製複合体は別個に形成され、後に融合して共局在することを強く示唆する。 

以上の結果から、VRCs の凝集はウイルスの複製レベルには影響しないが、ある程度の大きさ
の斑点状構造の形成と MP との共局在が RCNMV の細胞間移行に必須であることがわかった。 
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