
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(A)（一般）

2016～2012

ウイルス誘導性ジーンサイレンシングによるファンクショナルゲノミクスの加速化

Acceleration of functional genomics by virus-induced gene silencing

１０２３３８６８研究者番号：

金山　喜則（Kanayama, Yoshinori）

東北大学・農学研究科・教授

研究期間：

２４２４８００６

平成 年 月 日現在２９   ５ １５

円    28,100,000

研究成果の概要（和文）：園芸作物においてゲノム関連情報の集積が進んでいるが、生産への貢献度は必ずしも
高くない。その主な理由の１つに、ファンクショナルゲノミクスの手法が、多様な種を含む園芸の分野において
確立していないことが上げられる。そこで、園芸作物へのウイルス誘導性ジーンサイレンシングの適用によっ
て、有用遺伝子の機能の同定を加速化することを本研究の目的とした。本研究では、制御対象となる遺伝子の生
理学的役割と園芸学上の有用性の解析を行った。また、多様な園芸作物に適用可能なウイルスベクターの開発を
行うとともに、宿主範囲が広く、高い汎用性が期待できるキュウリモザイクウイルスの感染機構の検討も行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of genome-related information is advanced in horticultural 
crops; however, its contribution to horticultural production is not necessarily high. One of the 
main reasons is that the functional genomics method to prove the function of a gene has not been 
established in the field of horticulture including various species. Therefore, the purpose of this 
study was to accelerate the identification of the function of useful genes by applying virus-induced
 gene silencing to horticultural crops. In this study, we analyzed the physiological role and 
horticultural importance of genes to be controlled in fruit trees, vegetables, and flowers. In 
addition, we tried to develop viral vectors applicable to various horticultural crops, and to 
examine the mechanism of infection related to the use of cucumber mosaic virus with potentially 
general versatility because of wide host range.

研究分野： 園芸学

キーワード： サイレンシング　園芸作物　果樹　野菜　花き
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルス誘導性ジーンサイレンシング
（VIGS）に関する論文の多くが、本研究開
始当初から過去５〜６年の間に発表されて
いることから、VIGS は比較的新しい研究分
野であったと言える。VIGS が主に植物病理
学の分野で研究されてきた経緯から、これら
の過去の知見の多くはタバコを用いた病害
抵抗性に関する研究に関するものであった。
タバコ以外の園芸作物を用いた論文もいく
つかみられたが、いずれも植物病理関係の研
究例が多く、園芸学上の主題である品質等に
関わる成果は少ないのが研究開始当初の現
状であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 研究代表者・分担者はこれまで、園芸生産
に関わる生理学的研究、遺伝学的研究に分子
生物学的手法を取り入れることによって一
定の成果を上げてきた。また、日本の園芸学
全体としても、ゲノム関連情報と生理学的情
報の蓄積において国際的に高いレベルにあ
った。しかし、多様な園芸作物における遺伝
子機能の証明の手段が脆弱であるため、精度
の高い情報を提供できず、蓄積された研究成
果が十分に生かされていないと考えられた。
研究代表者らが単離したバラ科果樹の転流
糖合成酵素遺伝子については、リンゴ自身の
形質転換によってその機能が証明された数
少ない研究例である。しかし、そのアグロバ

クテリウムによる形質転換体の作出と解析
には多大な労力と年月が費やされており、多
様な園芸作物において迅速な成果を上げる
手法としては限界がある（第 1 図）。VIGS は、
多様な種を含む園芸作物、あるいは種内でも
品種・系統などの遺伝的多様性が重要な園芸
作物における研究の発展のために不可欠な
技術であると考え、本研究をおこなった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の特色は、これまでのゲノム関連研
究や生理学的研究の成果として予想される
遺伝子の機能を、VIGS を活用して該当する
作物種自身において証明しようとする点と、
それによってファンクショナルゲノミクス
を加速化しようとする点である。本研究の進
展により、園芸学の分野における従来の研究
では有用形質との関連性については推測に
とどまっていた遺伝子の機能を、迅速に証明
することが可能となり、さらには、遺伝子か
ら表現型に到達する逆遺伝学的な手法の発
展を促すことから、精密な DNA マーカーの
開発にもつながることが期待できる。従来の
園芸学の分野における遺伝子機能の証明の
多くは、異なる種であるモデル実験植物への
導入において表現型が現れる場合にのみ成
立してきた。しかもこの手法では、異種植物
での証明であることから結果の解釈が限定
されてしまう。実際、果実や花などの生産に
関わる形質を検討するためには、モデル実験
植物であるシロイヌナズナやタバコは材料
としては脆弱であり、研究の対象となってい
る作物種自身において機能を証明すること
が求められている。 
 本研究の遂行によって、モデル実験植物を
利用することなく、園芸作物自身において、
直接、生産にかかわる諸形質と遺伝子との関
連性を明らかにすることが可能となる。さら
に園芸作物では、種内の品種・系統における
遺伝的多様性が重要であるが、煩雑で多大な
労力と時間を要するアグロバクテリウムに
よる形質転換法では、それらの比較検討は難
しい。本研究が実施されれば、迅速性と簡便
性をもつ VIGS によって品種・系統を網羅し
た遺伝子機能の証明が可能となる。したがっ
て、本研究遂行による波及効果は広く園芸学
全体に及び、一定の評価を得ている日本の園
芸学のさらなる発展に貢献することが可能
である。 
 このような学術的特色にもとづいて、本研
究では、園芸作物への VIGS の適用によって、
有用遺伝子の機能同定を加速化し、蓄積する
ゲノム関連情報や分子レベルでの情報の有
効活用を広く園芸分野において図ることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 材料としては、VIGS においてよく使用され
る Nicotiana benthamiana を VIGS（第２図）
の基本的な評価に使用するとともに、実際の
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感染とサイレンシングの前段階としてのウ
イルスの増殖にも用いた．その他、核果類を
はじめとする園芸作物の他に、基礎的な知見
を得るためにシロイヌナズナやタバコ
（Nicotiana tabacum）も用いた。ウイルス
としては Cucumber mosaic virus（CMV）、Apple 
Latent Spherical Virus（ALSV）等を使用し
た。栽培は基本的には、人工気象器やファイ
トトロンを用いた制御環境下でおこなった。
発現解析には Reverse transcription-PCR 法、
タンパク質の解析にはウェスタンブロット
法を用いた． 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 園芸作物には果樹、野菜、花きの３つのカ
テゴリーがあり多様な種を含んでいる。幅広
い種を含む園芸作物において、VIGS の対照と
なり得る生産や品質に関わる遺伝子につい
て解析した。 
 野菜においては、トマト果実の発育に関わ
る遺伝子として液胞膜に局在するプロトン
ピロホスファターゼ遺伝子について解析し
た。本遺伝子は開花 2 日後から 4 日後におい
て発現が高く、果実の初期成長に関与してい
ることが推察された。局在性を調べたところ、
種子およびその周辺で mRNA が検出され、果
実の初期成長を促進するオーキシンの輸送
に関わる重要な遺伝子であることが考えら
れた。また、トマトには野生種の染色体断片
を導入した系統が作成されており、第８染色
体に関して、糖度やアミノ酸などの有用成分
が増加する導入系統を見出した。糖度の上昇
には細胞壁インベルターゼやスクロース合
成酵素が関与しており、発現解析や成分分析
等の結果から、これらの遺伝子の発現が促進
され、果実の発育中期におけるデンプンが増
加した結果、成熟期の糖度が増加するという
メカニズムが考えられた。また、アミノ酸代
謝が糖によって促進されることも確認され
た。以上のように、果実の初期成長の促進お
よび糖の蓄積において重要な役割をはたす
ことが考えられ、果実の生産と品質の決定要
因としての制御対象遺伝子を示すことがで
きた。 
 花きにおいては、切り花類の周年栽培によ
る生産をおこなうため、花成制御が最も重要

な課題の１つであると考えられる。主要切り
花類の中でキクは短日植物であり、赤色光に
よる暗期中断や明期延長によって花成を遅
らせて物日需要に対応している。一方キク以
外の切り花類においては、四季咲きまたは長
日性の品目が多い。長日性切り花類を秋冬季
に開花させる場合、夜間の電照による長日処
理が必要となる。長日処理の光源としては従
来白熱電球が使用されてきたが、地球温暖化
防止の観点から、省電力で長寿命な発光ダイ
オード（LED）の使用が求められている。し
かし、LED は単色光を放射し、幅広い波長の
光を放射する白熱電球とは異なることから、
電照栽培への活用に当たっては光の色すな
わち光質が花成に及ぼす影響を十分に理解
する必要がある。長日性であるモデル実験植
物のシロイヌナズナの花成は、遠赤色光と青
色光によって促進されるが、短日植物におい
て長日効果を示す赤色光では促進されない
ことが知られている。そこで、このモデル実
験植物の性質が多様な切り花類に当てはま
るかどうかについての知見を得るとともに、
関連する分子機構を明らかにすることによ
って花成をコントロールしやすい品種開発
に資する知見を得るために、数種の長日性切
り花類を用いて LED による長日処理の影響を
調べた。その結果、モデル実験植物と同様に
遠赤色光と青色光によって花成が促進され
る種の他に、主に遠赤色光のみによって花成
が促進される種や、青色光、赤色光、遠赤色
光のすべてで花成が促進される種も存在す
ることが明らかとなった。その中で、種内で
光質と花成の関係に変異がみられた種にお
いて、花成関連遺伝子の解析をおこなったと
ころ、主要遺伝子のプロモータ—領域に大き
な変異がみられたことから、その遺伝子の発
現が光質の花成応答の違いを生じる原因で
あり、光質と花成の関係において制御対象遺
伝子であることが示唆された。 
 果樹においては、環境変動に対応して安定
した生産をおこなう必要がある。モデル実験
植物で種々の環境ストレス耐性遺伝子が明
らかになっているが、果樹では研究が遅れて
いる。低温耐性には適合溶質となり得る可溶
性炭水化物の蓄積や、低温耐性関連タンパク
質の蓄積が必要である。そこで、数種果樹に
おいてこれらの物質の蓄積や関連遺伝子の
発現と低温との関係を調べたところ、オリゴ
糖の蓄積や、種々の環境ストレス耐性に関わ
るとされている LEA タンパク質の１つの発現
が、制御対象遺伝子として有力であることが
明らかとなった。 
 果樹における実際の VIGS の検証について
は、ALSV の例を上げる。アンズおよびウメに
おいて、フィトエン不飽和化酵素遺伝子の部
分配列をアンズから単離して ALSV ベクター
に挿入し、アグロバクテリウムを介して N.  
benthamiana で増殖させた。増殖させたウイ
ルスをアンズおよびウメに感染させたとこ
ろ、アンズにおいて VIGS に由来する表現型
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第２図 VIGS の概要 



が認められた。さらに数種の核果類に範囲を
広げて検討したところ、甘果オウトウおよび
アーモンドにおいても VIGS に由来する表現
型が認められた。以上に実験結果から、VIGS
の汎用性を高めることができた。一方では、
同じ核果類でも種あるいは品種によっても
その効果違いがあることが明らかとなり、
VIGS の汎用性の向上にはさらに検討が必要
であると考えられた。 
 幅広い宿主をもつことからベクターとし
て有望な CMV については、感染機構と関連し
て抵抗性タンパク質との関係においても新
たな知見を得ることができた。また、RNase
を過剰発現させたタバコにおいて CMV の増殖
が抑制されることも示された。これらの成果
については、必ずしもサイレンシングとの関
係は明確ではないが、関連する成果としてウ
イルス耐性作物の作出に寄与するため、園芸
学的な意義を有すると考えられる。さらに、
他の園芸作物においても VIGS を検討すると
ともに、既に述べてきたベクターの他にも、
汎用性の向上を期待して Tobacco rattle 
virus (TRV）を用いた遺伝子発現の制御につ
いても検討した。 
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