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研究成果の概要（和文）：Brome mosaic virus (BMV)とシロイヌナズナ間の非宿主抵抗性には、ウイルス因子と
して2a複製酵素タンパク質のC末端のアミノ酸残基や3a移行タンパク質の発現量、また植物因子として
Dicer-like 2 と4が多層的に関与していることが明らかとなった。また、BMVに対するイネの抵抗性遺伝子とし
てCoiled-coil型のNLRタンパク質が同定され、さらに別の抵抗性遺伝子の存在も強く示唆された。この新規な抵
抗性遺伝子はBMVの3a移行タンパク質が機能する際に相互作用する植物因子の状態をモニターして抵抗性を発動
している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Brome mosaic virus (BMV) cannot infect Arabdopsis thaliana due to RNA 
silencing mediated by Dicer-like 2 and 4 and some strains of BMV are restricted their infection due 
to additional unknown resistance mechanisms. Specific amino acid residues in the C-terminal region 
of the 2a polymerase protein and high level accumulation of 3a movement protein are revealed to be 
solutions to overcome such unknown multi-layered resistance in a non-host. In rice-BMV system, we 
have identified a rice protein, RBM1, belonging to the class of coiled-coil, nucleotide-binding and 
leucine-rich repeat domain proteins, which confers the resistance in rice against BMV. Moreover, 
GWAS analysis using World Rice Collection strongly suggests that an additional resistance gene 
exists other than the RBM1 gene. RBM1 protein may initiate resistance against BMV by monitoring 
plant factor(s) that interact with 3a movement protein as the avirulence factor.

研究分野： 農学
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胞死

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物と病原体間の相互作用において、ある植物種は大多数の病原体に種レベルで抵抗性である。このような非宿
主抵抗性は植物ウイルスの抵抗性機構の解明に残された大きな課題のひとつである。本研究においてシロイヌナ
ズナが植物RNAウイルスのひとつのBMVに対して示す非宿主抵抗性の多層性に関与する宿主植物因子とウイルス因
子の一端が初めて明らかとなった。また、イネのウイルス抵抗性メカニズムには不明な点が多いが、その主動抵
抗性遺伝子のひとつの単離に成功し、さらに他の抵抗性遺伝子の存在が示唆されたことは、今後イネにとどまら
ず、重要穀物を含む単子葉植物の抗ウイルス育種の遺伝子素材の探索という点で意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) ウイルスは、作物における重要な病原体のひとつである。ウイルスが植物に感染する際、ウ
イルス因子と宿主因子が相互作用し、感染が成立する。これらの相互作用はウイルスの複製、細
胞間移行、全身感染、病徴発現や宿主の抵抗反応の誘起に影響する。近年、各過程に関与するウ
イルス因子は急速に解析されてきたが、宿主因子の実体や因子間の相互作用に関する報告は少な
く、それはウイルスの感染機構解明やウイルス病の防除法開発の大きな障壁となっている。 
 
(2) 植物RNAウイルスであるBromovirus属のタイプ種であるbrome mosaic virus (BMV)ではRNA
複製に関する多くの先駆的研究がなされてきた。我々は BMV および近縁の cowpea chlorotic 
mottle virus を用い、ササゲでの全身感染性の違いに重要な感染過程の同定（文献 4）やウイルス
因子中の重要なアミノ酸残基の同定（文献 6）に成功してきた。しかし、ササゲの扱いにくさか
ら宿主因子に関する知見を全く得られなかった。 
 
(3) そのような中、我々は同じ Bromovirus 属の spring beauty latent virus (SBLV)がモデル植物シロ
イヌナズナに効率よく全身感染することを発見した（文献 2）。この SBLV と BMV を用い、BMV
抵抗性を崩壊させる cpr5 という遺伝子変異を同定し、一細胞における増殖能力が全身感染性に
大きく貢献することを明らかにした（文献 3）。BMV はいずれの系統もシロイヌナズナに感染せ
ず、両者にはいわゆる非宿主抵抗性が存在する。一方、植物は RNA サイレンシングという強力
な抵抗性でウイルスに対抗するが、BMV ではこれに対して他の多くのウイルスが持つ抑制（サ
プレッサー）遺伝子や抑制機構が見つかっていない。サイレンシング欠損シロイヌナズナへの感
染性を複数の BMV 系統で調査した結果、全身感染する BMV 系統が見つかった。さらに非感染
系統や変異体の出現で感染性を獲得する系統も同定されつつある。このように非宿主抵抗性が崩
壊し BMV の感染を許容する現象が複数見つかってきたが、その背景にある抵抗性の分子メカニ
ズムやそれらの関連性は不明である。 
 
(4) 一方、米国の Ding ら（文献 1）は BMV-F 系統がイネに感染することを報告した。我々はこ
れまでに、BMV に対する優性の抵抗性遺伝子をジャポニカイネに同定しており、単離までもう
一歩である。以上のような学術的背景を受け、ブロモウイルスと 2 種のモデル植物（シロイヌナ
ズナとイネ）を用い、相互作用研究を推進していくとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
(1) BMV-シロイヌナズナ間の非宿主抵抗性に関わるウイルス因子と植物因子の特定： Dicer-like 
(DCL)遺伝子の 3 重変異体シロイヌナズナに感染する BMV 系統および非感染系統から出現した
変異体を非感染系統と比較解析し、感染特異性に関わるウイルス因子を特定する。BMV 抵抗性
の主動 DCL 遺伝子を特定すると共に DCL 遺伝子経路の下流に位置する Argonaute (AGO)遺伝子
等、既知の関連因子の関与を調査する。 
 
(2) BMV-イネ間の特異的抵抗性に関わる植物遺伝子の単離とウイルス因子の解析： BMV 抵抗性
イネ遺伝子を単離するとともにイネの BMV 抵抗性の性状を明らかにする。この抵抗性に関与す
るウイルス因子を同定し、単離した抵抗性遺伝子との相互作用について解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) BMV-シロイヌナズナ間の非宿主抵抗性の解析 
① DCL 遺伝子 3 重変異体植物に感染する BMV 変異体の解析： RNA サイレンシング因子の内
DCL2, DCL3, DCL4を欠損した3重変異体植物に感染できないBMV-M2系統から感染できるよう
になった変異体ウイルスを分離・構造解析し、適応変異の作動する感染ステップを調査する。3a
を発現する形質転換植物を作製し、ウイルス骨格からでなくとも 3a の高発現・高蓄積が BMV/
シロイヌナズナ間の非宿主抵抗性を乗り越える戦略のひとつであるとの仮説を検証する。また、
野生型 BMV の元々の宿主であるキノアやササゲに、適応変異体 BMV を接種し、感染性を調べ
る。3a の高発現ウイルスは自然界に存在しないことから、今回得られた適応変異体はむしろ自
然宿主においては感染性が低いことが予想され、非宿主と宿主への感染には 3a の発現に関して
トレードオフの関係があるとの仮説の検証を進める。 
② DCL 遺伝子 3 重変異体植物への感染性の異なる BMV 系統間の比較解析： 感染系統と非感染
系統の間でゲノム交換変異体や遺伝子断片置換体等を作成し、植物体やプロトプラストにおける
ゲノム RNA や各遺伝子産物の蓄積量調査を行い、3 重変異体植物における感染性に関わるウイ
ルス因子を特定する。 
③ BMV 系統間感染性に関与する植物因子の探索： 3 重変異の中で BMV の感染系統の感染に
寄与する遺伝子を特定する。また、DCL 遺伝子の下流で機能する AGO 遺伝子等のサイレンシン
グ関連遺伝子の変異体植物における BMV 感受性を調査する。 



 
(2) BMV-イネ間の特異的抵抗性の解析 
① BMV 抵抗性イネ遺伝子のファインマッピング： コシヒカリとハバタキの間の染色体断片置
換系統（CSSLs）やそのコシヒカリとの戻し交雑系統群を利用し、この領域内での組み換え個体
への BMV 感染試験から、候補遺伝子の領域を絞り込む。ファインマッピング用にこれまでに絞
り込んだ領域内に分子マーカーを整備する。 
② イネの BMV 抵抗性の性状解析と抵抗性遺伝子の品種間差異の調査：コシヒカリ、ハバタキ、
その染色体置換(CSSLs)系統の各プロトプラストにおける BMV の感染性や接種葉での細胞間移
行を調査・比較し、抵抗性の作動ステップを解明する。抵抗性遺伝子の単離に続いて、農林水産
省農研機構の World Rice Collection（文献 5）から様々な品種のイネを用意し、候補遺伝子の塩基
配列やアミノ酸配列の品種間差異を調査する。最終年度は GWAS によって新たに見つかった遺
伝子を単離する準備を行う。 
③ BMV 抵抗性遺伝子産物と相互作用するウイルス因子の探索：酵母 2 ハイブリッド法によっ
て抵抗性遺伝子産物全長あるいは部分的な機能ドメインと全 4 種のウイルスタンパク質の相互
作用を調査する。一方、Nicotiana benthamiana における Agroinfiltration 法の利用によって抵抗性
遺伝子の翻訳産物と共発現させた際に細胞死を誘導するウイルス因子の同定も試みる。 
 
４．研究成果 
(1) RNA サイレンシング因子の内 DCL2, DCL3, DCL4 を欠損した 3 重変異体植物に感染できない
BMV-M2 系統から感染できるようになった変異体ウイルスを 17 株分離した結果、全て RNA3 に
変異が見いだされ、適応変異が作動するのは接種葉における細胞間移行過程であった。プロトプ
ラスト実験によってウイルスタンパク質の発現を解析した結果、全ての適応変異体で共通して
3a 移行タンパク質が高発現していた。また、特殊な例として外被タンパク質遺伝子領域に大き
な欠失変異を持つ RNA3 と野生型の RNA3 が共存することでも適応変異体として振る舞えるこ
とが分かり、3 分節ゲノム型のブロモウイルスでも 4 分節ゲノム型ウイルスとして感染性を持つ
事が判明した。さらに 3a を発現す
る形質転換植物を作製し調査し
た結果、ウイルス骨格からでなく
とも 3a の高発現・高蓄積が BMV/
シロイヌナズナ間の非宿主抵抗
性を乗り越える戦略のひとつで
あることが示された（図 1）。また、
野生型 BMV の元々の宿主である
キノアやササゲに、適応変異体
BMV を接種し、感染性を調べた
結果、今回得られた 3a の高発現適
応変異体はむしろ自然宿主にお
いては感染性が低く、非宿主と宿
主への感染には 3a の発現に関し
てトレードオフの関係があるこ
とが明らかとなった。 
感染するF系統と非感染系統であるM1系統の間でゲノム交換変異体や遺伝子断片置換体等を

作成し、植物体やプロトプラストにおけるゲノム RNA や各遺伝子産物の蓄積量調査を行った結
果、RNA2 内の 2a タンパク質内の 2 アミノ酸置換も 3 重変異体植物における感染性に関わって
いることが明らかとなった（図 1）。3 重変異の中で BMV の感染系統の感染に寄与する遺伝子は
DCL2 と DCL4 であった。また、DCL 遺伝子の下流で機能する 10 種の AGO 遺伝子の変異体植物
におけるBMV感受性を調査した結果、少なくともAGO2が関わっていることが明らかとなった。 
 
(2) これまでにイネ 2 品種コシヒカリとハバタキの間の染色体断片置換系統（CSSLs）の感染性
を調べたところ第 8 染色体に BMV の感受性/抵抗性に関わる遺伝子が座乗している事が示唆さ
れていた。初年度は、そのコシヒカリとの戻し交雑系統群を利用し、この領域内での組み換え個
体への BMV 感染試験から、候補遺伝子の領域を絞り込んだ結果、50 kb の領域に 2 つの R 遺伝
子が発見されたのでそれぞれ感受性系統のイネに形質転換したところ、RBM1 (Resistance to 
Brome mosaic virus 1)と名付けた優性のCoiled-Coil, Nucleotide-Binding, Leucine-Rich Repeat型抵抗
性遺伝子を同定することができた。その遺伝子の塩基配列を 12 種類のイネ品種で比較検討した
結果、ジャポニカ型で抵抗性の K 型、インディカ型で感受性の H 型、およびインディカ型で抵
抗性の N 型に分類できた。九州大学の TILLING ラインを選抜することで RBM1 遺伝子中にスト
ップコドンを持つ変異体系統を得た。GFP, HA, myc の各種タグ配列を付加した RBM1 タンパク



質を発現するように RBM1 遺伝子を改変し感受性イネに形質転換した。その結果、幾つかのタ
グ配列を C 端に付加したコンストラクトで抵抗性を付与することができたことから、それらの
タグは RBM1 の機能に影響せず有効利用可能なことが示された。 

つぎに、農林水産省農研機構の World Rice Collection の様々なイネ品種に関して候補遺伝子の
塩基配列やアミノ酸配列の品種間差異を調査した結果、K 型でも感受性の品種があり、また H
型でも抵抗性の品種があることが判明した。この結果、初年度に単離した抵抗性遺伝子以外にも
新規な抵抗性遺伝子が存在することが強く示唆された。最終年度には、岩手生物工学研究センタ
ーとの共同研究によって、イネ 2 品種間の組み換え自殖集団の BMV 感受性試験を行った結果、
RBM1 が座乗する第 8 染色体以外の染色体に新規な抵抗性遺伝子が存在することが示唆された。
酵母2ハイブリッド法によって抵抗性遺伝子産物全長あるいは部分的な機能ドメインと全4種の
BMV タンパク質の相互作用を調査した結果、いずれの組合せでも相互作用は認められなかった。
一方、N. benthamiana における Agroinfiltration 法の利
用によって NB-LRR タンパク質と共発現させた際に
細胞死を誘導するウイルス因子の同定を試みた結果、
3a 移行タンパク質が見出された。これら 2 つの実験系
の結果から、RBM1 は 3a 移行タンパク質が機能する
際に相互作用する植物因子の状態をモニターして抵
抗性を発動している可能性が示唆された（図 2）。 
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