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研究成果の概要（和文）：植物ウイルスは宿主に極度に依存した感染環を有するため有効な化学農薬が存在しな
いことから、ウイルス抵抗性の利用が有効な防除法であり、その分子機構の解明は重要な課題である。本研究で
は植物ウイルスに対する抵抗性システムを対象とした解析を行い、未解明の点の多い植物ウイルス抵抗性遺伝子
JAX1の機能に重要な領域およびアミノ酸残基を新たに同定することに成功した。また、植物体におけるウイルス
の感染域を拡大する活性を有する配列を見出した。

研究成果の概要（英文）：Understanding the mechanism of plant antiviral immunity is important for 
disease-resistance breeding. I investigated whether various mutants of the noncanonical antiviral 
resistance factor JAX1 could inhibit viral replication, and identified some regions and amino acid 
residues that are crucial for the function of JAX1. I also revealed that a specific sequence 
enhances the spread of a plant virus in its host.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 植物ウイルス　抵抗性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
JAX1による抵抗性の発現に重要な領域およびアミノ酸残基を同定できたことから、本研究は特異な因子をコード
し未解明の部分の多い抵抗性遺伝子JAX1の分子機能の全容解明に向けた基盤的知見となると考えられる。また、
植物ウイルスの感染域を拡大する活性を有する配列を見出したことから、本研究はウイルスの全身感染様式の詳
細な理解に資すると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 植物ウイルスは宿主に極度に依存した感染環を有するため、他の病原体では有効な手段であ
る化学農薬を利用した防除は困難である。植物ウイルスの有効な防除法の一つとして、植物の有
するウイルス抵抗性システムの利用が挙げられる。抵抗性システムの一つとして、ウイルスに対
する細胞内受容体である nucleotide-binding leucine-rich repeat（NLR）タンパク質をコードす
る優性抵抗性遺伝子による抵抗性が挙げられる。当該抵抗性においては、NLR タンパク質がウ
イルスの侵入を検知したのち、複雑なシグナル伝達経路を経て抵抗性が発揮されるが（de Ronde 
et al., 2014）、その最下流でウイルス増殖が阻害される分子機構には不明な部分が多く残されて
いる。また、細胞内受容体以外をコードする優性抵抗性遺伝子による抵抗性の詳細な分子機構や、
ウイルスに対する抵抗性システムとして働く RNA サイレンシングの時空間動態などについて
も全容解明には至っていない。 
 
 
２．研究の目的 
 抵抗性活性を有する培養細胞由来抽出液を用いた新規な無細胞解析系を利用することにより、
NLR 型抵抗性遺伝子による抵抗性の最下流でウイルス増殖が阻害される分子機構の解明を試み
る。また、NLR ではなくジャカリンレクチンタンパク質をコードし、ポテックスウイルス属ウ
イルスの複製を阻害する優性抵抗性遺伝子 JAX1（Yamaji et al., 2012; Yoshida et al., 2019）の機能
領域を明らかにする。また、一般に植物の生長点が示す強固なウイルス抵抗性への関与が報告さ
れている RNA サイレンシング（Qu et al., 2005; Schwach et al., 2005）の生長点付近における
時空間動態の解明に向けた解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 ウイルスに対する細胞内受容体およびそれにより認識されるウイルスタンパク質（エリシタ
ー）を薬剤依存的に発現する培養細胞ラインを構築する。構築した培養細胞ラインに薬剤を処理
し人為的に抵抗性反応を誘導したのち、細胞抽出液を作出する。細胞抽出液を各種クロマトグラ
フィーに順次供試し活性を有する画分を絞り込むことで、ウイルス増殖を阻害する因子を特定
するとともに、その機能を明らかにする。 
 また、JAX1 の各種変異体を作出し、培養細胞由来抽出液中でのウイルス複製阻害活性等を調
べることにより、JAX1 の機能に重要な領域およびアミノ酸残基を明らかにする。 
 さらに、野生型植物および RNA サイレンシング関連因子を一過的に発現抑制した植物におけ
る各種ウイルスバリアントの動態を詳細に観察する。 
 
 
４．研究成果 
 抵抗性活性を示す培養細胞由来抽出液を得る目的で、NLR 型抵抗性タンパク質およびエリシ
タータンパク質を発現する植物培養細胞ラインの確立を試みた。複数種類のプロモーターの下
流に NLR タンパク質およびエリシタータンパク質のコード領域を連結したプラスミドを多数作
出し、培養細胞への形質転換を行ったところ、一部のコンストラクトで形質転換に成功し、一過
的なタンパク質の発現を確認した。しかし、NLR タンパク質およびエリシタータンパク質を安
定して発現可能な培養細胞ラインの構築には至らなかった。これらと並行して、植物-ウイルス
間相互作用解析のための新たなパソシステム確立に資することを目指し、園芸植物や野生植物
などを対象に新規ウイルスの探索を行ったところ、国内未発生ウイルスやゲノム情報の不明な
ウイルス等を検出し、そのゲノムを解読することに成功した。 
 NLR タンパク質およびエリシタータンパク質を発現する培養細胞ラインの確立に至らなかっ
たことから、これまでに植物培養細胞および培養細胞由来抽出液中での安定した解析の実績の
ある JAX1 を用いた解析を行った。これまで不明であった JAX1 の機能に重要な領域およびアミ
ノ酸残基の特定を目指して、まず JAX1 の各種領域を欠損したバリアントを複数作出した。各種
バリアントを培養細胞抽出液中で発現させ、ポテックスウイルスの複製に与える影響を in vitro
で調べたところ、複数のバリアントでウイルス複製阻害活性が低下または消失することを見出
した。さらに、機能に重要であった領域を中心としてアミノ酸配列を変化させた JAX1バリアン
トを多数作出し同様の解析を行ったところ、複数のバリアントでウイルス複製阻害活性が低下
または消失することを確認した。これらのことから、JAX1 遺伝子によるウイルス抵抗性発現に
重要な領域およびアミノ酸残基を絞り込むことに成功した。この成果は、未解明の点の多い NLR
以外の因子をコードする抵抗性遺伝子 JAX1 の分子機能の詳細な理解に貢献する成果であると
考えられる。 
 また、一般に強固なウイルス抵抗性を示すことの知られる生長点における RNA サイレンシン



 

 

グの動態解明に向けた解析を行った。ウイルス誘導性ジーンサイレンシングにより RNA サイレ
ンシングの鍵因子を一過的に発現抑制した Nicotiana benthamiana に対し、緑色蛍光タンパク質
（GFP）を発現するポテックスウイルス属ウイルスを接種し、GFP蛍光パターンを観察したとこ
ろ、野生型植物に接種した場合に比べ、植物体最上位部での蛍光が顕著に高まることを確認した。
同ウイルスの様々なバリアントを作出し同様の解析を行ったところ、植物体最上位部における
蛍光がより高まるバリアントを見出すことに成功した。植物体におけるウイルスの感染域を拡
大する活性を有する配列を見出すことができたことから、今後同配列の機能解明を通じて、ウイ
ルス全身感染の様式の理解が進むことが期待される。さらに、植物体内におけるウイルスの分布
をより詳細に観察するため、ウイルス接種植物を透明化試薬により透明化し、蛍光顕微鏡観察を
行ったところ、いくつかの条件において生長点近傍でウイルス由来と思われるシグナルを見出
すことに成功した。 
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