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研究成果の概要（和文）：PSTVd-強毒株と弱毒株感染トマトの葉と茎に蓄積するPSTVd-small RNAは、茎より葉で、強
毒株より弱毒株で蓄積量が少なかった。感染により宿主マイクロRNAのmiR159とmiR319が強毒株で大きく減少した。
PSTVd全長配列、病原性領域除去配列、左末端、病原性、中央保存、PSTVd-small RNAホットスポット配列、トマトのgi
bberellin β-hydroxylase遺伝子、DCL2遺伝子、AGO2遺伝子のヘアピンRNAを発現する形質転換植物を作成した。PSTVd
配列由来ヘアピンRNAを発現するN.benthamianaはPSTVdの感染・増殖を遅延・抑制した。

研究成果の概要（英文）：Deep sequencing analysis of PSTVd-small RNA in leaf and stem of tomato infected 
with severe and mild PSTVd isolates revealed that PSTVd-small RNA was less abundant in leaf tissues than 
in stem, and in those infected with mild isolate than with severe. Reduction of PSTVd-small RNA in mild 
isolate was conspicuous especially in the regions containing the nucleotides 118, 126 and 201. Relative 
expression levels of some host microRNAs were down-regulated in PSTVd infected plants. Especially, miR159 
decreased to nearly 50% and miR319 decreased to 33-63% of that of the healthy.
Transgenic N.benthamiana and tomato lines expressing varieties of hairpin RNAs were created, which 
included various PSTVd-derived sequences, tomato gibberellin-related gene, DCL2 gene and AGO2 gene. Four 
of the 21 lines of transgenic N.benthamiana expressing hairpin RNA of PSTVd-related sequences showed 
delay of the infection and reduction of PSTVd accumulation.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
ウイロイドは約 250－400 ヌクレオチドの

環状 1 本鎖 RNA で、2 科 7 属 28 種に分類
されている。近年、欧米を中心に Potato spindle 
tuber viroid（PSTVd）、Tomato chlorotic dwarf 
viroid（TCDVd）など病原力の強いウイロイ
ドがトマトやナス科観葉植物で流行・流通し、
日本でも汚染種苗を介した突発的な発生が
報告され、世界各地で植物検疫上の重要課題
となり始めている。ウイロイドは、独自の遺
伝情報をコードしない“非コード RNA”で、
宿主転写系に依存して自己複製・増殖し、矮
化・葉巻など全身病状を起こす。なぜ、独自
の遺伝情報をコードしない小さな RNA が自
己複製し、病原性を有するのか？ウイロイド
は、細胞内調節因子としての RNA の役割、
RNA の細胞間/全身輸送、RNA 機能の進化な
ど、RNA の有する未知の多様な機能を解く鍵
を秘めている。 
ウイロイドは高い分子内相補性を有しヘ

アピン状ステム－ループ構造を形成する。強
力な RNA サイレンシング誘導能を有し、感
染細胞には多量のウイロイド small RNA（以
下 vd-sRNA）が蓄積する。ウイロイド誘導
RNA サイレンシングの発見以来、ノンコー
ディングなウイロイド RNA の機能発現（複
製、病原性、進化）には RNA サイレンシン
グが関連すると考えられ、精力的な研究が進
行している。特にウイロイド感染細胞に大量
に蓄積する vd-sRNA の生合成機構の解明は
病原性の謎を解く鍵と考えられ、申請者ら複
数グループによる vd-sRNA のディープシー
クエンス解析の結果、vd-sRNA は、①ウイロ
イドゲノムの全領域に由来し、複数のホット
スポット領域から生成すること、②プラス鎖
とマイナス鎖の両方から生成すること、③生
成ホットスポットのパターンやプラス鎖/マ
イナス鎖の量比には品種間差があること、④
罹病性品種ではプラス鎖由来が圧倒的に多
いこと、⑤宿主 miRNA 発現プロファイルも
品種特異的に変化する可能性があること、な
どが明らかになった。 
一方、PSTVd ゲノムの一部を欠失し感染性

を喪失させたヘアピン PSTVd-RNA を発現
する形質転換トマトが PSTVd 抵抗性を示す
ことが報告され、RNA サイレンシングを利用
したウイロイド抵抗性作物創出の可能性が
示唆されている。 
 
２．研究の目的 

ウイロイド感染は RNA サイレンシングを
誘導し、感染細胞内に大量の vd-sRNA を蓄
積する。 
本研究では第１に、強毒性と弱毒性のウイ

ロイド変異体を感受性と耐病性の宿主に感
染させ、感染植物の葉と茎に蓄積する
vd-sRNA をディープシークエンスで比較解
析する。 
第２に、ウイロイド誘導 RNA サイレンシ

ングとウイロイドの病原性発現機構の関連
性を明らかにする。 
ウイロイド感染細胞に大量に蓄積する

vd-sRNA が RISC 複合体や miRNA 発現を撹
乱して病徴発現に至る可能性を分析するた
め、ウイロイド自体の複製を伴わずにウイロ
イド－RNA サイレンシングを誘導する実験
系を構築する。すなわち、vd-sRNA ホットス
ポット配列由来のヘアピン RNA を発現する
形質転換植物、及び、抗ウイルス防御に関与
する RNA サイレンシングのキー因子である
DCL2 と AGO2 をノックダウンした形質転
換植物を作出し、遺伝学的手法を用いて解析
する。 
第３に、ウイロイド誘導 RNA サイレンシ

ングのウイロイド抵抗性機構を分析する。ウ
イロイドの様々な部分的領域に由来するヘ
アピン RNA を発現する形質転換体を作出し、
ウイロイドをチャレンジ接種し、感染抑制効
果を分析する。 
以上の検討事項を総括し、ノンコーディン

グなウイロイド RNA の病原性発現分子機構
を明らかにし、宿主の代謝系に悪影響を及ぼ
さずにウイロイドの感染を抑制する新規抵
抗性植物の創出戦略を考案する。 

 
３．研究の方法 
１）ウイロイド誘導 RNA サイレンシング

のキー因子 vd-sRNA の品種・組織特異性と
病原性及び抵抗性の関連性を解析するため、
PSTVd－基準株（強毒株）とダリア株（弱毒
株）の感染性 cDNA クローンから in vitro 転
写物を調製し、トマト Rutgers（感受性－激し
い矮化・葉巻症状）とマイクロトム（耐病性
－無病徴）に接種・感染させた後、顕著な病
徴を示す接種 3－4 週間後に、葉、茎から全
RNA を抽出し、small RNA 分画（15－30 nt）
を調製する。ディープシークエンス解析で品
種・組織別に PSTVd-sRNA の蓄積プロファイ
ルを分析し、バイオインフォマティクスで各
サンプルの PSTVd-sRNA の種類と検出頻度



を解析し、PSTVd ゲノム上にマッピングして、
品種（Rutgers、マイクロトム）、組織（葉、
茎）、病徴（野生型、弱毒型）の違いによる
PSTVd-sRNA 生成プロファイルを比較・評価
する。 
２）病徴発現との関係が示唆されるジベレ

リン生合成系の gibberellin β-hydroxylase 遺
伝子とブラシステロイド生合成系のマイク
ロトム矮性因子・シトクロム p450d（p450d）
に焦点を当て、発病による発現量、両遺伝子
由来 small RNA 蓄積量、及び関連する宿主
microRNA 発現量の変化を解析する。 
３）PSTVd 配列由来の様々なヘアピン

RNA を発現する形質転換植物を作出し、ウ
イロイド誘導 RNA サイレンシングが副次的
に宿主の遺伝子発現に悪影響を与えて病徴
発現に至るとする仮説（Wang et al, 2004）に
つ い て、感 染 植物に 大 量に蓄 積 す る
PSTVd-sRNA が直接宿主遺伝子発現に small 
interfering RNA（siRNA）として作用する可能
性と microRNA 経路など RNA サイレンシン
グ装置の撹乱を介して間接的に作用する可
能性の両面から検証する。 
４）PSTVd のほぼ全長、全長から病原性領

域除いた領域、左末端領域、病原性領域、中
央保存領域、PSTVd-sRNA ホットスポット配
列などに由来する様々な hp-PSTVd-RNA を
発 現 す る 形 質 転 換 植 物 に 蓄 積 す る
PSTVd-sRNA を定量的・定性的に分析し、各
形質転換体が示す PSTVd 抵抗力を分析・評
価する。 
 
４．研究成果 
Ⅰ．ウイロイド特異的 small RNA の品種・組
織特異性と病原性との関連性：PSTVd-強毒株
と弱毒株を感受性トマト（Rutgers）に接種し、
葉と茎に蓄積する PSTVd-small RNA のディ
ープシークエンス解析を行った。その結果、
葉と茎による PSTVd-small RNA のホットス
ポットパターンが変化し、全体の蓄積量が異
なっていた。すなわち弱毒株感染トマトでは
茎では強毒株の 50-90%、葉では 15-28%に減
少した.一方、強毒型と弱毒型間では両者の塩
基変異に対応して一部の PSTVd-small RNA
ホットスポットの蓄積量に違いが認められ、
特に 118、126、201 番塩基を含むホットスポ
ットでは弱毒株では蓄積量が激減していた。
また、PSTVd の病原性領域上鎖の第 49－89
番塩基及び下鎖の 294－312 番塩基の領域
に由来する PSTVd small RNA は弱毒株では
ほぼゼロに激減しており、病原性領域に由来
する PSTVd small RNA が病原性に関与する
とする仮説を支持する結果が得られた。 
次に、PSTVd-強毒株を 4 品種のトマトに感

染させ、PSTVd-small RNA 蓄積パターンのデ
ィープシークエンス解析を行なった。その結
果、品種により一部の PSTVd-small RNA ホッ

トスポットの蓄積量に違いが認められ、ウイ
ロイド特異的 small RNA の蓄積パターンはウ
イロイドの病原性、品種、及び組織により異
なることが明らかになった。 

PSTVd 感染トマトの茎と葉に蓄積する
small RNA のディープシークエンス解析で、
ウイロイド感染による宿主 miRNA 発現量変
化を分析した。ウイロイド感染で宿主 miRNA
は様々な影響を受けており、特に miR159 は
茎と葉の両方で豊富に発現していたが、
PSTVd 感染により葉では 60－78%、茎では
43－47%に減少した。また miR162 でも同様
に、葉では 61－76% 、茎では 51－57%に減
少した。miR319 は茎で葉より約 50 倍も豊富
に発現していたが、PSTVd 感染で 33－63%に
激減し、減少の程度は強毒株でより顕著であ
った。 
Ⅱ．ウイロイドを標的とする RNA サイレン
シングとウイロイド病原性発現機構の関連
性：ウイロイド特異的 small RNA が宿主遺伝
子発現に作用し病原性を発現する可能性を
検証するため、PSTVd のほぼ全長、PSTVd
左末端領域、PSTVd 全長から病原性領域を除
いた配列、PSTVd 特異的 small RNA のホット
スポットの 1 種（srPSTVd-257a）、トマト
gibberellin β-hydroxylase 遺伝子、トマト DCL2
遺伝子、トマト AGO2 遺伝子のヘアピン
(hp)-RNA を 発 現 す る 形 質 転 換 タ バ コ
（N.benthamiana）とトマト（マイクロトム）
を作成し、ホモ T2 世代を選抜した。各形質
転換系統は若干の生育遅延、稔性不良を示す
ものもあった。PSTVd 由来ヘアピン RNA を
発現するトマトは今後、PSTVd 抵抗性試験及
びウイロイド配列が RNA サイレンシングを
介して病徴発現に至る可能性を分析する研
究 の 強 力 な 材 料 と な る 。 gibberellin 
β-hydroxylase 遺伝子をノックダウンさせたト
マトはウイロイドの標的遺伝子特定に繋が
る実験に供試する予定でさらに解析を進め
ている。 
Ⅲ．ウイロイドを標的とする RNA サイレン
シングとウイロイド抵抗性機構の関連性：上
記Ⅱで作出した様々な PSTVd配列の hp-RNA
を発現するタバコ（N.benthamiana）21 系統に
PSTVd をチャレンジ接種し、各系統の PSTVd
抵抗性を分析した。その結果、 8 系統
（ hpPSTVd-ΔP:82 、 hpPSTVd-TL:85 、
hpPSTVd-P-uppo:54、 hpPSTVd-P-uppo:141、
hpPSTVd-257a:24 、 hpPSTVd-257a:25 、
hpPSTVd-CCR-uppo:114 、
hpPSTVd-CCR-dopo:81）が PSTVd 抵抗性を示
し、特に hpPSTVd:ΔP-82, hpPSTVd:Puppo-54, 
hPSTVd:Puppo-141 、 hpPSTVd:257a-24 、
hpPSTVd:257a-25 の 5 系統に感染率の低下と
PSTVd の増殖遅延効果が認められた。しかし、
一方で、ウイロイドは RNA サイレンシング
の標的となりながらも複製増殖を続けるこ



とから、ウイロイド複製と RNA サイレンシ
ングをつなぐ未知の経路が存在する可能性
が示唆された。 
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