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研究成果の概要（和文）：ウイロイドの病原性と宿主遺伝子発現ネットワーク攪乱作用を分析し、ウイロイド由
来small RNAによるカロース合成酵素遺伝子の発現阻害機構とウイロイドの弱毒化に関与する塩基を特定し、RNA
干渉を利用した新規ウイロイド耐性植物を作出した。
DCL2とDCL4をRNAiで抑制したトマトは、ウイロイド感受性になり、全身に壊疽を生じて枯死に至る新奇な現象を
見出し、CCS1、SOD1、miR398の発現量が異常に上昇することを突き止めた。
植物は基礎的自然免疫で活性酸素種を発生させてウイロイドの感染に対抗するが、RNAサイレンシングに異常を
きたすと防御機構に乱れを生じ、病徴が激化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed adverse effects of viroid infection upon the network of host 
gene expression and found that accumulation of a viroid-specific small RNA derived from the position
 39-59 of PSTVd genome caused down-regulation of callose synthase gene (CalS11-like) expression 
through RNA silencing pathway. We also developed novel viroid-resistant tobacco plants expressing 
viroid-specific small RNAs and identified a key nucleotide which attenuates PSTVd pathogenicity.
RNAi-mediated down-regulation of DCL2 and DCL4 made tomato plants susceptible to viroid infection. 
The plants infected with PSTVd produced severe systemic necrosis and died 3 to 4 months after 
infection, in which the expression level of CCS1, SOD1, and miR398 was abnormally elevated.
Although plants generate reactive oxygen species by fundamental innate immunity to counteract viroid
 infection, it became clear that abnormality in RNA silencing mechanism disturbs the defense 
mechanism and intensifies disease symptoms.

研究分野： 植物病理学

キーワード： ウイロイド　RNAサイレンシング　DCL2　DCL4　miR398a-3p　SOD1　CCS1
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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 
ウイロイド（viroid）は自己複製する環状

１本鎖 RNA というユニークな分子で、感
染植物に矮化、葉巻、果実障害などを引き
起こすことで知られるが、潜在的に感染す
るケースも多い。近年、ジャガイモやせい
もウイロイドなどポスピウイロイド属のウ
イロイドが、野菜の種子や花卉類などに潜
在して流通し、世界中で流行が続き、欧米
をはじめ日本国内でも国際植物検疫上の重
大な懸念材料となっている。 

RNA サイレンシングの観点からウイロ
イドの病原性を説明するものとして、まず、
図１モデル A に示すように、ウイロイド感
染で生じたウイロイド特異的 small RNA
（vd-sRNA）が宿主 mRNA 中に偶然に存在
する相同配列（21 塩基程度）を標的として
分解（或は翻訳阻害）することで正常機能
が損なわれ病状が発生するという仮説が提
案された（Wang et al., PNAS 2004）。実際に
この説を支持するケースとして、Peach 
latent mosaic viroid の特殊な変異体に存在
する挿入配列に由来する vd-sRNA が宿主
の相同配列を切断することで Peach Calico
（モモ伝染性白斑）症状が発生する可能性
が示された（Navarro et al., Plant J. 2012）。 
しかし一方で、これはむしろ特殊なケー

スと考えられ、ウイロイド病に特徴的な矮
化、葉巻、着色障害などの発生機構はより
複雑で、感染細胞中に多量に蓄積する
vd-sRNA が宿主の RNA サイレンシング機
構を撹乱し、植物の形態形成に重要な役割
を果たすマイクロ RNA（miRNA）の発現
レベル、さらに転写因子群の発現制御に影
響を与え、結果として植物ホルモン生合成、
光合成、防御関連遺伝子群など複数の遺伝
子ネットワークが撹乱されることに起因す
るのではないかと考えられるようになって
きた（図１、モデル B）。 
報告者らは数年来、ウイロイドの病原性

と RNA サイレンシングの関連性に関する
研究を続けており、ウイロイド感染植物に
蓄積する vd-sRNA のホットスポットパタ
ーンがウイロイドの病原性の強弱と相関し
て変動することを見出した。 
また、ジャガイモやせいもウイロイド

（PSTVd）の vd-sRNA（PSTVd-sRNA）の

次世代シークエンス（NGS）解析とマイク
ロアレイ解析から、PSTVd 感染トマトでは、
①葉緑体関連遺伝子群、植物ホルモン生合
成とシグナル経路関連遺伝子群の両方が変
化し、②特にジベレリン生合成経路のジベ
レリン β-水酸化酵素遺伝子の発現量が
PSTVd-sRNA の標的となって低下する可能
性があること、そして、③ジベレリンシグ
ナ ル 経 路 の 恒 常 性 に 関 わ る miRNA
（miR159）や他の miRNA（miR319）発現
量に変化が認められることなどを観察して
きた。 
さらに報告者らは、先行研究で RNA 干

渉（RNAi）により、6 種類の PSTVd-sRNA
（21 塩基）を発現する形質転換トマト、擬
態 RNA 分子を発現させて miR159 と
miR319 の発現レベルを低下させた形質転
換トマト、RNA サイレンシングのキー因子
AGO2、DCL2、DCL4、RDR6 遺伝子発現を
抑制した形質転換トマト、ジベレリン β-水
酸化酵素遺伝子発現を抑制した形質転換ト
マトなどを作出・選抜して本研究の準備を
進めてきた。 
そこでまず本研究では、PSTVd をこれら

の形質転換体トマトに感染させて、宿主細
胞・組織中の PSTVd-sRNA、miRNA、転写
因子、ジベレリン/その他植物ホルモン生合
成関連、光合成関連、及び防御関連遺伝子
群の蓄積・発現レベルを定量 RT-PCR、ハ
イブリダイゼーション或は NGS 解析で比
較分析することにした（図2、検討項目A）。 
次に、PSTVd-sRNA の標的候補遺伝子を

バイオインフォマティクスで予測し、
PSTVd-sRNA がその標的候補遺伝子を
RNAi 機能で切断する能力の有無を人工マ
イクロ RNA（amiRNA）法で分析し、予想
される位置で実際に切断が起こっているか
否か 3’-RLM-RACE 法で実験的に検証する
ことにした。 
さらに、PSTVd の部分配列由来のヘアピ

ン RNA を発現するウイロイド抵抗性植物
に PSTVd を感染させ、抵抗性を打破して増
殖した後代 PSTVd の塩基配列を分析して、
RNA サイレンシング標的配列とそれ以外
の領域の塩基変異発生率の比較から、RNA
サイレンシングを回避する変異が生じる可
能性の有無、つまり、ウイロイドの RNA
サイレンシング耐性機構を考察することに
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した（図 2、検討項目 B）。 
また、PSTVd 以外に、ホップ矮化ウイロ

イド（HSVd）とリンゴゆず果ウイロイド
（AFCVd）に関しても分析を行った。 

HSVd はホップ、キュウリ、ブドウ、カ
ンキツ、スモモ、モモなど多様な宿主に感
染するウイロイドである。病原性の異なる
2 種類の HSVd 変異体に感染したキュウリ
の RNAseq 解析により矮化や葉巻などの病
徴発現に関わる遺伝子ネットワークの網羅
的解析を行った（図 2、検討項目 A）。 

AFCVd はリンゴやホップに感染するウ
イロイドであるが、実験的にトマトに感染
させることが出来る。もともとの自然宿主
であるホップからトマトに感染させると多
様な宿主適応変異が生じる。宿主適応変異
が病原性に及ぼす影響、AFCVd 感染で生
成・蓄積する AFCVd-sRNA の生成パターン
の NGS 解析を行い、バイオインフォマティ
クス解析により AFCVd-sRNA の標的とな
る可能性のある宿主遺伝子を探索・特定し
た（図 2、検討項目 A）。 
 
２．研究の目的 
ウイロイドは約 250－430 ヌクレオチド

の環状 1 本鎖 RNA からなる植物の病原体
で、タンパク質情報をコードしない非コー
ド RNA であるが、宿主細胞内に侵入する
と転写系に依存して自己増殖し、様々な作
物に矮化・葉巻・果実異常・着色障害を特
徴とする病気を引き起こす。 
本研究では、ウイロイド感染で宿主細胞

中に大量に生成・蓄積する vd-sRNA が宿
主の miRNA と転写因子群の発現制御に及
ぼす影響を分析し、その影響を受けると予
想される特定の遺伝子（群）の発現レベル
を実験的に検証する。得られる結果を基に、
vd-sRNA が植物ホルモン生合成関連遺伝
子群・光合成関連遺伝子群・防御関連遺伝
子群など宿主遺伝子発現ネットワークに直
接的・間接的に与える影響を評価し、非コ
ード RNA が植物に病気を引き起こす病原
性分子機構の解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
検討事項 A-1：vd-sRNA、RNA サイレンシ
ングキー遺伝子（AGO2, DCL2, DCL4, 
RDR6）、マイクロ RNA（miR159、miR319）
及びジベレリン β 水酸化酵素遺伝子とウイ
ロイドの病原性 
検討事項 A-2：PSTVd-sRNA の標的候補遺
伝子の探索と実験的検証  
① PSTVd-sRNA の標的候補遺伝子の探索

と発現解析 
② amiRNA 法による PSTVd-sRNA と標的

候補遺伝子の相互作用の評価 
③ 3’-RLM-RACE 法による標的候補遺伝

子切断部位の検証 
検討事項 A-3：AFCVd-sRNA の標的候補遺
伝子の探索 

検討事項 B：ウイロイド抵抗性植物を用い
たウイロイドの RNA サイレンシング耐性
機構の分析―PSTVd 抵抗性タバコ（N. 
benthamiana）で増殖する抵抗性打破 PSTVd 
の変異率解析 
 
４．研究成果 
検討事項 A-1：vd-sRNA、RNA サイレンシ
ングキー遺伝子（AGO2, DCL2, DCL4, 
RDR6）、マイクロ RNA（miR159、miR319）
及びジベレリン β 水酸化酵素遺伝子とウイ
ロイドの病原性 
① PSTVd 感染組織中に多量に蓄積する
PSTVd-sRNA を発現する形質転換体トマト
の生育とウイロイド感受性 

PSTVd 感染組織中に最も多量に蓄積す
る 6 種類の PSTVd-sRNA （21 ヌクレオチ
ド）の配列を逆向きに 2 つ連結（逆向き反
復配列 Inverted Repeat；IR）したものを 35S
プロモーターに連結し、アグロバクテリウ
ム法でトマト（品種 Money maker）に遺伝
子導入し、 hpPSTVd-75M （ 1 系統）、
hpPSTVd-113P（3 系統）、hpPSTVd-256P（4
系統）、併せて 3 種 8 系統の T3 ホモ世代を
選抜した。これら 8 系統に PSTVd をチャレ
ンジ接種した結果、全ての系統が感染し、
接種 3～4 週目に上葉に糸葉や奇形がみら
れたものがあった。特に hpPSTVd-113P 系
統は PSTVd に高感受性となり、野生型には
見られない激しい矮化、葉巻症状を発現し
た。本来この実験は RNAi による PSTVd 耐
性 付 与 を 目 指 す も の で あ っ た が 、
hpPSTVd-113P 系統では当初の予想とは全
く逆の想定外の現象が観察された。今後、
この系統で観察される現象を分析すること
で、ウイロイドの病原性に関する新たな機
構の発見につながることが期待される。 
② 擬態 RNA 分子を発現させて miR159、
miRNA319 の機能を低下させた形質転換体
トマトの生育とウイロイド感受性 

 miR159 と miR319 の標的配列の切断部
位に変異を導入した擬態 RNA を発現させ、
それぞれ 3 系統の形質転換体を選抜した。
全系統で遺伝子の導入が確認されたが、ト
ランスジーン由来の転写物の発現量は検出
レベル以下であった。 
③ RNAi で RNA サイレンシングのキー因
子AGO2遺伝子発現をノックダウンした形
質転換トマトの生育とウイロイド感受性 

RNAi で AGO2 遺伝子発現をノックダウ
ンし、5 系統の形質転換体を選抜した。こ
れらの系統に PSTVd をチャレンジ接種し、
ウイロイドの蓄積量と病原性の変化を分析
した。その結果、AGO2-siRNA の蓄積量に
関わらず、AGO2 をノックダウンしたトマ
ト系統はウイロイドの感染に耐性を示し、
感染は認められたがほとんど病徴は現れな
かった。つまり AGO2 のウイロイドに対す
る防御は極めて限定的なものと考えられた。 
④ RNAi で RNA サイレンシングのキー因



子 DCL2 と DCL4 遺伝子発現をノックダウ
ンした形質転換トマトの生育とウイロイド
感受性 

RNAi で DCL2 と DCL4 の発現を同時に
ノックダウンし、3 系統の形質転換体
（ hpDCL2/4i-21-6 、 hpDCL2/4i-72E 、
hpDCL2/4i-82A）を選抜した。これらの系
統に PSTVd をチャレンジ接種した結果、
hpDCL2/4i-72E系統は PSTVdに高感受性と
なり、PSTVd の初期感染濃度が高まり、激
しい矮化・葉巻・全身壊疽が現れた。Small 
RNA の NGS 解析の結果、hpDCL2/4i-72E
系統では野生型に比べ PSTVd-sRNA のサ
イズ分布が激変し、21-nt 種は約 30%、22-nt
種は 95%以上減少し、24-nt 種は 10 倍以上
増加した。MiRNA 発現量も変動し、特に
miR398a-3pとmiR398は6～7倍に増加した。 
以上、DCL2 と DCL4 はウイロイドの感

染を完全に防ぐことはできないが、感染初
期の増殖/蓄積量を低下させる効果を有し、
もし、DCL2 と DCL4 に異常が起こると防
御機構に異常を来し、本来病原体から身を
守るために機能している活性酸素種の発生
を制御することが出来なくなり、結果とし
て激しい全身性の壊疽症状を発症するので
はないかと結論付けた。 
⑤ RNAi で RNA サイレンシングのキー因
子 RDR6 遺伝子発現をノックダウンした形
質転換トマトの生育とウイロイド抵抗性 

RNAiで RDR6の発現をノックダウンし、
3 系統の形質転換体を選抜した。これらの
系統に PSTVd をチャレンジ接種した結果、
hpRDR6-91B系統ではPSTVdの感染初期の
蓄積レベルが上昇したが、病徴の強さは野
生型と同じで、ほぼ無病徴であった。茎頂
部分を in situ ハイブリダイゼーションで分
析した結果、野生型に比べて茎頂部分への
侵入が進行することが確認された。 
⑥ RNAi でジベレリン β 水酸化酵素遺伝子
発現をノックダウンした形質転換トマトの
生育とウイロイド感受性 

RNAi でジベレリン β 水酸化酵素遺伝子
発現をノックダウンし、5 系統の形質転換
体を選抜した。hpGibHi-1-1 系統に PSTVd
を接種した結果、野生型に比べ感染が約 1
週間遅れたが、病徴は激化し、激しい葉巻、
黄化、脈壊疽症状が観察された。すなわち、
予想通り、ジベレリン β 水酸化酵素遺伝子
の発現量低下と PSTVd 病徴の激しさが相
関することが確認された。 
 
検討事項 A-2 
PSTVd-sRNA の標的候補遺伝子のバイオイ
ンフォマティクス探索と実験的検証 

vd-sRNA が起因となり様々な遺伝子・転
写因子を標的としてその発現制御に影響を
与えて病原性が発揮される可能性が明らか
にされつつある。バイオインフォマティク
ス解析等で PSTVd-sRNA との標的候補と
なりうる遺伝子（群）を予測した結果、以

下の 3種類の PSTVd-sRNAがトマト遺伝子
中に標的候補配列を有することが示唆され、
以下の実験的検証を行った。 
① PSTVd-sRNA-119P 

PSTVd のプラス鎖の 119－139 番に由来
する 21 塩基の PSTVd-sRNA（ PSTVd- 
sRNA-119P）はジベレリン β 水酸化酵素遺
伝 子 中 に 標 的 候 補 配 列 を 有 す る 。
PSTVd-sRNA-119P がジベレリン β 水酸化
酵素遺伝子中の標的候補配列を標的として
切断するかどうか amiRNA 法で分析した。
その結果、GFP 発光量の変化は見られず、
PSTVd-sRNA-119P がジベレリン β 水酸化
酵素遺伝子の発現を転写後 RNA サイレン
シングで分解して発現量を抑制する可能性
を示すことはできなかった。 
② PSTVd-sRNA-39P 

PSTVd の病原性の異なる変異体の病原
性領域に由来する 2 種類の 21 塩基の
PSTVd-sRNA （ PSTVd-sRNA-39P と
PSTVd-sRNA-40P）はカロース合成酵素遺
伝子（CalS11-like mRNA）中に標的候補配
列を有する。amiRNA 法で分析した結果、
PSTVd-sRNA-39P が CalS11-like mRNA を
RNA サイレンシング機構を介して切断す
る可能性が示唆され、さらに 3’-RLM-RACE 
法で分析した結果、切断部位は予想切断部
位と一致した。このことから、PSTVd 感染
によりプラズモデスマータ内壁のカロース
集積量が減少し、細胞間移行が促進される
可 能 性 を 明 ら か に し た （ Adkar- 
Purushothama et al., 2015a）。 
③ PSTVd-sRNA-44M 

PSTVd の強毒型と弱毒型には 9カ所の塩
基変異が観察されたので、各変異を 1 つず
つ相互に入れ替えた変異体を作成し、その
増殖/蓄積量と病原性を分析した結果、強毒
型の第 42 番塩基 C を弱毒型 U に変えると
弱毒化することが明らかになった。PSTVd
の強毒型と弱毒型に感染した感受性トマト
の small RNA の NGS 解析データ中には 42
番塩基を含む PSTVd-sRNAは 8種類検出さ
れ、特に PSTVd マイナス鎖の第 44 番～22
番から生成する PSTVd-sRNA-44M は発現
量も多く、トマトの予想 E3 ユビキチンプ
ロテインリガーゼ（UBR7）mRNA 中に標
的候補配列を有していた。 
 
検討事項 A-3 
（1）病原性の異なる HSVd 変異体－感染キ
ュウリの病徴発現に伴う遺伝子発現変動
（トランスクリプトーム）の網羅的解析 

HSVd-ホップ（基準株；HSVd-g54A）と
そのホップ適応変異体 HSVd-KFKi は 4 塩
基で異なり、HSVd-g54 がキュウリに強い
矮化症状を示すのに対して HSVd-hKFKi は
軽い矮化症状を示す。それぞれに感染した
キュウリから経時的に全 RNA を抽出し、
NGS による RNAseq 解析を行った結果、
HSVd 感染キュウリでは光合成関連遺伝子



群の発現量が低下していた。一方、RNA 依
存RNA合成酵素（特にCsRDR1とCsRDR2）
と防御関連遺伝子群の発現量が上昇してい
た。また、植物ホルモンシグナリング経路
に関連した遺伝子群が変化しており、これ
らの変化は強毒型の HSVd-g54A でより早
期に強く観察された（Xia et al., 2017）。 
（2）AFCVd の宿主適応変異で生じる宿主
適 応 変 異 体 の 分 子 構 造 の 特 徴 及 び
AFCVd-sRNA の標的候補遺伝子の探索 

PSTVd 以外のウイロイドに関しても同
様の分析を行った。AFCVd はリンゴやホッ
プから分離されたウイロイドであるが、ト
マトにも感染し、果実に特徴的な奇形や着
色障害を出す。AFCVd がトマトに感染する
際 に 生 じ る 塩 基 変 異 の 多 様 性 と
AFCVd-sRNA の生成パターンを分析する
た め に 感 染 ト マ ト の 葉 と 果 実 中 の
AFCVd-sRNA の NGS 解析を行った（Suzuki 
et al., 2017）。 
得られた AFCVd-sRNA の情報に基づき、

AFCVd-sRNA の標的となりうる配列を有
する多数のトマト遺伝子を特定したジベレ
リンやフラボノイド生合成系にかかわる遺
伝子やそれらの転写調節に関わる複数の遺
伝子が含まれていた。 
 
検討事項 B：ウイロイド抵抗性植物を用い
たウイロイドの RNA サイレンシング耐性
機構の分析―PSTVd 抵抗性タバコ（N. 
benthamiana）で増殖する抵抗性打破 PSTVd 
の変異率解析 

PSTVd のほぼ全長、中央保存領域上部、
中央保存領域下部など、PSTVd の様々な配
列に由来するヘアピン-RNA を発現する形
質転換 N. benthamina（T3 ホモ世代）を作
出・選抜し、PSTVd 抵抗性検定を繰り返し
て PSTVd の感染増殖を抑制する複数の系
統を選抜した（Adkar-Purushothama et al., 
2015b）。 
得られた抵抗性系統（No.24 と No.25）に

PSTVd（感染性 cDNA クローンから in vitro
で調製した均一の塩基配列を有する集団）
を接種し、5 週間後に感染・増殖した後代
PSTVd を回収し、NGS 解析を行ない各区
約 10000 リードの全長配列を取得した。感
染前と感染後の塩基配列を比較し、それぞ
れの形質転換系統が発現するヘアピン
PSTVd 配列、すなわち、RNA サイレンシ
ングの標的部位内に生じる変異率とそれ以
外の部位の変異率の違いを分析した。 
その結果、標的部位の変異率はそれ以外

の部位と同じで、ウイロイドは標的部位に
変異を生じることで RNA サイレンシング
を回避している可能性は支持されなかった。 
 
まとめと考察 
本研究において、RNA サイレンシングの

キー因子 DCL2 と DCL4 を RNAi でノック
ダウンすると PSTVd 耐性トマト品種が罹

病性に変化し、全身壊疽症状を呈して枯死
に至る新奇な現象を見出した。この感染植
物では CCS1 や SOD1 発現が増加し、それ
を負に制御するマイクロ RNA miR398 と
miR398a-3p の発現レベルが異常に上昇し
ていることを突き止めた。CCS1 は活性酸
素種（ROS）のスカベンジャーであるスー
パーオキシドジスムターゼ（SOD）に銅を
運搬して活性化させる酵素で、この結果か
ら「ウイロイド感染植物では防御反応とし
て ROS が発生していること、しかし DCL2
と DCL4 がノックダウンされたトマトでは
ROS の発生を制御することが出来なくな
り全身壊疽症状が発生しているのではない
か」という新たな着想を得た。ROS の発生
は様々な病原体の侵入に対して宿主が示す
基礎的自然免疫による抵抗性反応のひとつ
である。すなわち、ウイロイド感染で誘導
される自然免疫とその結果発動される防御
反応の制御がウイロイドに対する防御機構
として重要であり、且つ、その攪乱が病徴
の発現にも関与している可能性が明らかに
なってきた。 
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