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研究成果の概要（和文）：タバコ培養細胞のプロトプラストから液胞を除いて得られる抽出液（BYL）を用い
て、potato virus X (PVX)の試験管内翻訳・複製系の構築に成功した。この系に基づく解析により、ウイルス抵
抗性遺伝子JAX1は、PVXの複製酵素を含む巨大複合体にターゲティングすることによりPVXの複製を阻害すること
が示唆された。この系はウイルス複製を阻害する分子のメカニズム解明に直接的に寄与するものである。

研究成果の概要（英文）：An in vitro translation/replication system of potato virus X (PVX) using 
vacuole- and nucleus-free lysates (BYL) from tobacco protoplast was developed. Analyses based on 
this system suggested that an antiviral resistance gene JAX1 inhibits PVX replication by targeting 
the huge complex of viral replicase. This system directly contributes to mechanism elucidation of 
potential inhibitors of plant virus replication.

研究分野：植物病理学

キーワード： 植物ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PVXが属しているポテックスウイルス属は農業上被害の大きい種を含んでいるが、当属の試験管内翻訳・複製系
はこれまで構築されておらず、初めての報告である。この系を構築したことにより、ウイルスの複製反応過程お
よび複製反応を阻害する分子の機能メカニズムを詳細に解析することが可能となった。これにより、今後効果が
高いウイルス防除法の確立に貢献すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
植物ウイルスおよびウイロイドは農作物に感染して病気を引き起こし、品質および生産量を
低下させ、世界中で農業生産に甚大な被害を与えている。その被害は全作物生産量の 10%以上
にも達すると言われ、局所的にはさらに深刻な被害を与えていると考えられる。従って、ウイ
ルス病およびウイロイド病の防除は農業生産において喫緊の課題である。植物ウイルスおよび
ウイロイドは、単一細胞内における複製、隣接細胞への移行、篩管流を介した全身組織への移
行という段階を経て植物へと感染する。植物はそれに対して複数の抵抗性機構を備えている。
ウイルス抵抗性機構としてよく知られているのが、ウイルス由来の病原性因子（エフェクター）
を植物の抵抗性遺伝子産物（R タンパク質）が認識することにより開始される ETI
（effector-triggered immunity）である。ETI においては、初期感染細胞で迅速に細胞死が誘
導されウイルスが封じ込められる[Nature, 2006, 444: 323-329]。また、RNA サイレンシング
も代表的なウイルス/ウイロイド抵抗性機構として知られている[Cell, 2007, 130: 413-426; 
Proc Natl Acad Sci USA, 2004, 101: 3275-3280]。RNA サイレンシングは、細胞内に侵入した
ウイルス、ウイロイドなどの異常な RNA を認識し、配列特異的に RNA を分解する機構であ
る。現在、このような抵抗性機構を利用し、R タンパク質を導入した遺伝子組み換え植物や
RNA サイレンシング機構を利用した弱毒ウイルスなどの防除法の開発が試みられているが、
遺伝子組み換え植物に対する世論は厳しく、弱毒ウイルスも適用ウイルス種が限られている。
一方、植物病原性の菌類や細菌に対しては、化学農薬が非常に有効な防除方法となっている。
しかし、ウイルスおよびウイロイドは生きた宿主植物の細胞内でしか増殖できない絶対寄生性
であり、人工的に培養できないため、菌類や細菌に対して通常行われるような農薬スクリーニ
ングを行なうことはできず、これまでに有効な化学農薬は開発されていない。以上より、現在
の所、ウイルス病、ウイロイド病の防除法としては抵抗性品種の利用や媒介昆虫の駆除など、
限られた方法しか存在しない。しかし、抵抗性品種の開発には長い時間を要し、抵抗性素材の
数も限られている。一度病気が発生すると、感染植物の伐採・除去が蔓延を食い止める唯一の
手段である。 
近年、ケミカルバイオロジーが新しい研究分野として勃興しつつある。ケミカルバイオロジ
ーは、「化学的観点から生命現象を解明する新しい学問分野」と定義され、狭義には核酸やタン
パク質といった生体高分子と特異的に相互作用する低分子化合物をプローブとして、生体高分
子の機能を解明するアプローチを指している[日薬理誌, 2008, 132: 4-6]。これに基づき、種々
多様な化合物を含む化合物ライブラリーを用いて、ある表現型の変化に着目してスクリーニン
グを行うことにより、その表現型の原因となる遺伝子を特定することが可能である。近年、動
物ウイルスの研究分野では、ケミカルバイオロジーに基づいた手法により、ヒトの C 型肝炎ウ
イルスやポリオウイルスの複製を抑制する化合物が発見され、その作用メカニズムが明らかに
された[Rev MedVirol, 2007, 17: 245-252; J Virol, 2011, 85: 2364-2372]。しかしながら、植物
ウイルスやウイロイドの研究においては、ケミカルバイオロジーに着目した研究は行われてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
植物ウイルスおよびウイロイドは農業生産に甚大な被害を及ぼすが、両者は絶対寄生性で培
養ができないため、菌類や細菌に対して通常行われるような農薬スクリーニングを行なうこと
はできず、これまでに有効な農薬は開発されていない。そこで、近年勃興しつつあるケミカル
バイオロジーの観点から、ウイルスまたはウイロイドの増殖を阻害する分子を特定すること、
そのための効率的実験系の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 タバコ BY-2 培養細胞のプロトプラストからパーコールを用いた密度勾配遠心によって液胞
および核成分を除いて得られる抽出液（脱液胞化タバコ BY-2培養細胞抽出液; BYL）を抽出し
た。この BYLにポテックスウイルス属の PVXの RNAを加えて翻訳・複製反応を行った後、
複製酵素およびゲノム新生鎖の検出を行った。複製複合体前駆体はスクロース密度勾配遠心と
BN-PAGEにより検出した。 
 
４．研究成果 
 

BYLを用いて PVXの試験管内翻訳・複製系の構築を試みた。BYLに PVXの RNAを加え、
翻訳反応を行ったところ、PVXゲノムにコードされる複製酵素が検出された。この複製酵素翻
訳後の BYLに RNA 合成基質を加えて反応させたところ、新生鎖 RNA の合成が確認された。
これにより、PVXの試験管内翻訳・複製系の確立に成功した。 
この系を用いて、ポテックスウイルス属ウイルスの増殖を阻害することが明らかとなってい
るシロイヌナズナ由来の抵抗性遺伝子 JAX1について、その詳細な機能メカニズムの解析をお
こなった。その結果、JAX1は BYL内で、ウイルスの複製酵素の翻訳は阻害しないが、ウイル
スの複製を阻害することが明らかとなった。 



次に、複製酵素の翻訳後に形成される複合体（複製複合体前駆体）に JAX1が与える影響を
解析した。膜成分を除いた BYLの画分中で、PVXの複製最小単位（レプリコン）の RNA を
用いて、試験管内翻訳複製反応を行ったところ、PVX の複合体前駆体は 1,000 kDa を超える
複合体であることが分かった。JAX1 存在下で複製複合体前駆体を検出すると、JAX1 が野生
型 PVXレプリコンの複合体前駆体にはターゲティングするが、JAXの抵抗性を打破する PVX
のレプリコンの複合体前駆体にはターゲティングしないことが示された。以上から、JAX1 は
PVXの複製酵素を含む、複製複合体前駆体にターゲティングすることにより PVXの複製を阻
害することが示唆された。本研究で確立された PVX の試験管内翻訳・複製系はウイルス複製
を阻害する分子のメカニズム解明に直接的に寄与するものである。 
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