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研究成果の概要：植物ウイルスのポティウイルスを用い、｢どのように宿主細胞を欺いて優先的

にウイルスの遺伝情報を翻訳し、抵抗性(ジーンサイレンシング)を回避するのか｣という基本的

命題について、VPg タンパク質が「分子擬態」で植物細胞を騙す分子機構を解明した。また、

HC-Pro タンパク質が病原性、特に弱毒性に関与していることを証明した。さらに、ポティウイ

ルスのベクター化に用いて成功し、ポティウイルス以外でも感染性クローンの構築に成功した。 
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２００６年度 6,900,000 2,070,000 8,970,000 

２００７年度 6,900,000 2,070,000 8,970,000 
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  年度  
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イルス、VPg、eIF(iso)4E、ウイルスベクター 
 
１．研究開始当初の背景 

擬態とは、魚や昆虫などで他のものに似せ
る(模倣する)ことで何らかの利益を得る生
命現象である。そこから派生した「分子擬態
（molecular mimicry）」という概念は以前か
ら存在し、特に免疫学の世界では宿主がもつ
分子レベルの防御機構を欺いて侵入しよう
とする病原体が、宿主分子と区別のつかない
擬態タンパク質を用いることで、非自己とし
て認識されることから逃れる場合に用いら
れてきた。 

これまでにウイルスタンパク質が細胞内
で宿主タンパク質とどのように相互作用し

ているかという研究報告は、世界中に多数あ
る。一方、研究代表者らはここ数年、数種ポ
ティウイルスの強毒株と弱毒株、あるいは宿
主範囲の異なる分離株の比較を通してウイ
ルスタンパク質の機能解析を進めていた過
程で、ウイルスタンパク質が分子擬態により
巧妙に宿主細胞を欺いている現象が多いこ
とに気がついた。たとえば、ポティウイルス
RNA の 5’末端には VPg というタンパク質が
結合している。VPg は細胞の mRNA の 5’末端
のキャップ(Cap)と競合して翻訳開始因子と
結合できるため、翻訳開始因子－VPg－ウイ
ルス RNAという複合体がさらにリボソームに

研究種目：基盤研究（A） 

研究期間：2005～2008 

課題番号：17208004 

研究課題名（和文） 植物ウイルスにおける分子擬態の解明とそれを利用したポティ 

 ウイルスベクター群の開発 

研究課題名（英文） Molecular mimicry by plant viruses and the development of  

 potyvirus-vectors to express foreign genes 

研究代表者 

夏秋 知英（NATSUAKI TOMOHIDE） 

宇都宮大学・農学部・教授 

 研究者番号：10134264 



 

 

結合してタンパク質合成(翻訳)を開始し、マ
クロチューブルに結合して細胞内を移動す
る、などを行う。もちろん Cap は塩基で VP
ｇはタンパク質であり、まさに分子擬態であ
る。同様の分子擬態が他のウイルスタンパク
質でも起きていると容易に想像できるので、
本研究では、ポティウイルスの各種タンパク
質の機能を分子擬態という視点で解析しよ
うとした。すなわちウイルスは宿主細胞に侵
入すると、脱外被タンパク質→感染初期タン
パク質の生産→ウイルス RNAの大量複製→ウ
イルスタンパク質の大量生産、という段階を
経て増殖し、さらには隣接細胞や全身に移行
する。いずれの段階でも、ウイルスタンパク
質は分子擬態により宿主細胞を欺いてその
機能を利用する。逆に分子擬態が働かない植
物は宿主となれない。植物ウイルスタンパク
質を分子擬態という視点から解析した報告
は世界的にもまだなく、本研究の独創的な点
であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、植物ウイルスのうち
(+)ssRNA をゲノムとするポティウイルスを
主に研究対象として取り上げ、ウイルスの根
本的な性状である｢どのように宿主細胞を欺
いて優先的にウイルスの遺伝情報を翻訳し、
ウイルス核酸を増殖させ、抵抗性(ジーンサ
イレンシング)を回避し、全身感染するのか｣
という点について、ウイルスタンパク質を分
子擬態という視点から捉え直してその機能
を解明することをまず第一の目的とした。 
(2) 次に、ウイルスタンパク質の分子擬態を
人為的に制御して、より有効なウイルスベク
ターの開発へと結びつけることを第二の目
的とした。すなわち理想的なウイルスベクタ
ーは宿主範囲が狭く、宿主に病徴を引き起こ
さず、媒介昆虫で媒介されず、複数の外来遺
伝子が挿入可能、というような性状を持つべ
きと考えられる。第一の研究目的で得られる
各種擬態タンパク質の機能と構造の解析結
果を利用し、ウイルス擬態タンパク質を自由
に改変して理想の植物ウイルスベクターの
構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) これまでに申請者らが得た宿主範囲や
病徴、増殖性などの病原性が異なる各種ポ
ティウイルス分離株の塩基配列を多数比較
し、ウイルスの性状に影響するアミノ酸や
塩基の変異を推定する。その後、その塩基
配列をもとに感染性全長cDNAクローンを構
築し、さらに点突然変異を導入したりキメ
ラウイルスを作製し、アミノ酸や塩基の変
異と機能の変化の相互関係を解明する。 
 
(2) ウイルスタンパク質を大腸菌で組換え

タンパク質として発現し、抗血清の作製な
どに用いる。なお、アミノ酸変異の影響が
判明したウイルスタンパク質から順次行う。 
 
(3) ポティウイルスタンパク質およびそれ
に直接的あるいは間接的に反応する植物タ
ンパク質との相互作用を解析する。すなわ
ち、上記の(1)で解明された変異を含むウイ
ルスタンパク質が分子擬態を示して相互作
用する植物タンパク質、および本来その植
物タンパク質と結合するはずの物質の３種
を用いて、分子擬態の分子機構を解明する。
すなわち、ウイルスの擬態タンパク質は他
の物質を追い出してでも自らが必要とする
植物タンパク質と結合していると考える。
このため、ウイルス擬態タンパク質と植物
タンパク質間の分子間相互作用をプルダウ
ンアッセイ、表面プラズモン共鳴センサー
(BIAcore)などによって測定し、その結合の
強さ、結合部位のアミノ酸配列の立体構造、
などを解明する。特にアミノ酸配列を変異
させて、結合の状態がどのように変化する
かを測定し、ウイルス擬態分子のどのアミ
ノ酸を操作すると理想の性質をウイルスタ
ンパク質に付与できるかを検討する。 
 
(4) ポティウイルスベクター群を開発する。
上記(1)や(3)の結果を受け、ズッキーニ黄斑
モザイクウイルス（ZYMV）、インゲンマメ黄
斑モザイクウイルス（BYMV）、カブモザイク
ウイルス（TuMV）の感染性クローンから外来
遺伝子発現や内在遺伝子抑制のためのポテ
ィウイルスベクター群を作製する。特に
HC-Pro を操作してサプレッサー機能を変化
させたり、VPg を変化させて宿主範囲を限定
したベクターを検討する。最終的には、「分
子擬態」の機能を応用して、1) 各種農作物
に感染できる複数のウイルスベクターを含
み、2) 複数の遺伝子の挿入・発現が可能で、
3) 強毒型と弱毒型を自由に制御でき、4) ア
ラビドプシスで有効利用できるベクターも
含む、ポティウイルスベクター群の構築とそ
の有効利用法の確立を目指す。特に HC-Pro
タンパク質はジーンサイレンシングサプレ
ッサーであるため、さまざまな増殖能力を持
つベクターの構築、すなわち外来遺伝子を大
量発現できる強毒型(サイレンシング抑制タ
イプ)と、ウイルス誘導性ジーンサイレンシ
ング(VIGS)により遺伝子の発現が抑制され
る弱毒型(サイレンシング感受性タイプ)の
ベクターの構築が可能と考えられる。 
 
４．研究成果 
(1) ポティウイルスの塩基配列の解析 
① 全塩基配列の決定：ポティウイルスの宿
主範囲や増殖性の決定に関与する VPg、ある
いは後述する病原性に関与する HC-Pro など



 

 

のウイルス遺伝子を解析するためには、まず
全塩基配列の決定と感染性全長 cDNA 解析が
必須の前提条件である。そこで本研究では、
カボチャモザイクウイルス(WMV)の全塩基配
列を決定して報告した。この報告はわが国で
は初である。また ZYMV に関しては強毒株と
弱毒株の全塩基配列を決定した(Wang et al., 
2006)。今後は WMV だけでなく、わが国で未
構築の感染性クローンを各種ポティウイル
スで構築していく。 
② ZYMV 分離株の識別の重要性：ZYMV の防
除には弱毒株（ワクチン株）の利用が有効で
ある。すでに開発された弱毒株 ZYMV-2002 は
京都府内では高い実用性を示したが、沖縄株
には干渉効果がないことが知られている。こ
のため、ZYMV-2002 の普及には他の地域で発
生している ZYMV に対する干渉効果を検証す
る必要がある。そこでまず、各地から ZYMV
を収集して合計 28分離株の HC-Pro 遺伝子領
域の塩基配列を決定したところ、分子系統樹
において明確な地域性をもつグループに分
けられた。次にできるだけ迅速に干渉効果を
評価するために、まずカボチャの子葉に
2002-YFP を一次接種し、その６日後に子葉の
一方にのみチャレンジ接種し、更にその 10
日後に病徴と蛍光を観察する手順を考案し
た。その結果，2002-YFP の干渉効果は，京都
市株（KYO）には高かった。一方、宮城県東
松島市（MU05-10）と愛媛県宇和島市株（EM17）
には、打破されたものの病徴発現が遅延した。
これらのことから、ZYMV の地域性が干渉効果
の有効性に影響すると考えられた。以上のよ
うに、本法でも ZYMV-2002 の干渉効果を迅速
に検定できることが判明し、その導入適地の
判別に利用できる可能性が示された。 
 
(2) VPg の分子擬態と翻訳開始因子との関連
性 
① VPg・翻訳開始因子の結合の解析：ポティ
ウイルスのゲノム結合蛋白質（VPg）が翻訳
開始因子と結合することがこれまでに推定
され、その相互作用は宿主植物のウイルス感
受性やウイルスの増殖に関係しているとの
報告があるが、その分子機構については詳細
には明らかになっていない。そこで本研究で
は、カブモザイクウイルス(TuMV)とモデル植
物のシロイヌナズナの翻訳開始因子 eIF4Eや
eIF(iso)4E との相互作用を詳細に解析した。
まず、TuMV の感染性 cDNA クローンより、大
腸菌による VPg 発現系を構築した。同様にシ
ロイヌナズナのESTクローンからeIF(iso)4E
の発現系も構築した。また、VPgと eIF(iso)4E
について、それぞれ変異体の調製も行った。
調製した種々の蛋白質を用いたプルダウン
アッセイによって、VPg と eIF(iso)4E の相互
作用について検討した。プルダウンアッセイ
の結果、VPg と eIF(iso)4E との結合が

eIF(iso)4E の mRNA のキャップ構造との結合
部位と重複しており、VPg が eIF(iso)4E に結
合したキャップ構造を排除できることを確
認した。さらに、この結合に関与している VPg
のアミノ酸領域がこれまでの報告とは異な
っていることを見出した。続いて、TuMV の
VPgがシロイヌナズナのeIF(iso)4Eと結合し、
その結合を介してさらに eIF(iso)4F との三
者複合体を形成することを明らかとし、VPg
のウイルスゲノム RNAの翻訳開始への直接的
な関与の可能性を指摘した（Miyoshi et al., 
Biochimie 2006）．次に、VPg と eIF(iso)4E
との結合が，宿主植物の翻訳開始因子複合体
とウイルスゲノム RNA 上の IRES との結合の
安定化に寄与している翻訳開始モデルを提
案した（Khan et al., J. Biol. Chem. 2006）。 
② VPg による翻訳阻害：さらに、VPg による
宿主植物細胞の翻訳阻害の可能性を小麦胚
芽無細胞翻訳系を用いて検討し、VPg の添加
が翻訳効率を低下させることを見出した。一
方、海外のグループは VPg の RNase 活性を報
告したが、今回の実験では RNase 活性は追認
できず、翻訳阻害は VPg の RNase 活性による
ものではないと考えられた。以上から、VPg
による宿主細胞mRNAの翻訳阻害は、VPgが「分
子擬態」によって翻訳開始因子と mRNA のキ
ャップ構造よりも強く結合できる能力を介
し、リボソームなど翻訳因子の略奪によるも
のと考えられた(Miyoshi et al., Biochimie 
2008）。 
以上の翻訳開始因子との結合や翻訳開始

阻害に関する研究成果は、下野新聞で平成 20
年 7 月 16 日に報道された。今後は、この結
合領域の解析を基にして、宿主植物のウイル
スに対する感受性やウイルスの増殖との関
係を調査していく予定である。 
 
(3) HC-Pro 抗血清の作成と解析 
ポティウイルス属ウイルスはプロテアーゼ，
病原性，アブラムシ伝搬性，ジーンサイレン
シングサプレッサーなどの機能を持つ
HC-Pro を有する。この多機能な HC-Pro は
ZYMV などでは弱毒性を決定しているが、その
メカニズムは不明である。そこで、ZYMV 弱毒
株の HC-Pro の機能を解析するために、まず
強毒株 Z5-1 とその弱毒株 ZYMV-2002 の
HC-Pro 領域を pQE30 ベクターに組み込み、得
られた形質転換体から His タグ融合 HC-Pro
を精製し、ウサギに免疫した。作製した抗血
清は ZYMV 感染葉から HC-Pro を特異的に検出
できた。次に Z5-1、ZYMV-2002、沖縄県分離
株 4Sおよびその弱毒株 4SCV のカボチャ感染
葉からそれぞれの CP が等しい濃度になるよ
うに調整して検定したところ、4SCV では感染
葉中の HC-Pro が 4S と比べて明らかに減少し
ていることが判明した。このような現象は
Z5-1とZYMV-2002の間では認められないこと



 

 

から、弱毒化の機構は 2種弱毒株間で異なる
ことが示唆された。 
 
(4) HC-Pro と病原性・干渉効果の関連 
ZYMVの防除に有効な弱毒株ZYMV-2002の干渉
効果は、沖縄県の ZYMV 分離株 4S には容易に
打破される。そこで 4S から弱毒株 4SCV を選
抜したところ、4S に対する高い干渉効果を確
認した。そこで、多機能タンパクである
HC-Pro 遺伝子領域に着目し、4S と 4SCV の
HC-Pro の塩基配列を決定して比較した。その
結果、両株間において塩基配列に 3箇所、ア
ミノ酸配列に 2箇所の変異が確認され、アミ
ノ酸変異は 2箇所ともメチオニンがイソロイ
シンに変異していた。次に、4S の感染性クロ
ーンの HC-Pro を 4SCV の HC-Pro と入れ換え
たキメラウイルスを作製し、キュウリとカボ
チャに接種したところ、ごく軽い病徴から無
病徴という 4SCV と同程度の弱毒化が認めら
れた。これにより、HC-Pro は 4S においても
病原性に関与していることが確認された。一
方カボチャにおいて、このキメラウイルスは
4Sに対して４SCVと同等の干渉効果を示した。
弱毒株 ZYMV-2002 で HC-Pro が弱毒性を決定
しているが干渉効果は決定していないこと
を合わせて考慮すると、一般的に HC-Pro は
弱毒性を決定しているが干渉効果には直接
関与していないと考えられた。さらに、4S 株
の HC-Pro においてメチオニンがイソロイシ
ンへの変異を導入した点変異体をそれぞれ
作製し、キュウリとカボチャに接種した結果、
160 番目のアミノ酸が弱毒性を決定していた。
次に 160番目のアミノ酸をバリンに置換する
と弱毒性を呈したが、ロイシンに置換した場
合は強毒性のままであった。さらに京都分離
株 Z5-1 でも 160 番目をメチオニンからイソ
ロイシンに置換したところ、明らかに弱毒化
した。よって、ZYMV において HC-Pro の 160
のアミノ酸は病原性に関与していることが
判明した。 
 一方、ZYMV の優良弱毒株 ZYMV-2002 は、元
株の強毒株 Z5-1 に強い干渉効果を示し、ま
た圃場レベルでも実用的な干渉効果を発揮
する。しかし沖縄株（4S）は ZYMV-2002 の干
渉効果を容易に打破する。そこで、干渉効果
の打破に関わるウイルス遺伝子を解明する
ために、感染性全長cDNAクローンを用いZ5-1
と 4S 株の間で様々なキメラウイルスを作製
した。これらのキメラウイルスに対する
ZYMV-2002 の干渉効果の試験では、Z5-1 の
5’-UTR と P1 を含む領域を 4S 株に置き換え
たキメラウイルスは ZYMV-2002の干渉効果を
打破した。一方、4S 株の 3’末端側約 2000
塩基を Z5-1 と置換したキメラ、逆に Z5-1 の
3’末端側を4S株に置換したキメラはともに
打破しなかった。また、ZYMV ゲノムの中央で
CI や NIa をコードする領域を置換しても、同

様に打破できなかった。さらに，他のキメラ
ウイルスのチャレンジ接種結果から、4S株に
よる ZYMV-2002の干渉効果打破には複数の遺
伝子が関与していることが示唆された。以上
のような弱毒ウイルスを中心とした解析の
成果は、日経新聞で平成 20 年 12 月 25 日に
報道された。今後とも、実用面と基礎的側面
の双方を持つような研究を推進したい。 
 
(5) オオムギ縞萎縮ウイルス（BaYMV）の分
子解析 
BaYMV は VPg を有してポティウイルス科の属
するが、ポティウイルス属とはゲノム RNA 数
や媒介生物などの性状が異なる。日本で発生
する BaYMVはビール大麦の品種に対する感染
性の違いから、これまでⅠ～Ⅳ型系統に大き
く分類されていた。本研究ではまず、それら
の全塩基配列を決定した。これまでの系統判
別法は，圃場における判別品種の反応に基づ
いて行われているが、BaYMVの病原性には VPg
が関与している可能性がある。そこで、この
領域の変異を詳細に解析し、各系統の VPg 領
域を RT-PCR-RFLPによる遺伝子診断でより正
確な系統判別が可能であることを示した。さ
らに、本手法は混合感染の検出も可能である
ことが示唆された。また、TuMVと同様に BaYMV
の 5’末端に結合している VPg と宿主植物の
翻訳開始因子（eIF4E または eIF(iso)4E）と
の相互作用がウイルス感染に関与している
と考えられる。日本で発生する BaYMV の系統
の違いは VPgの変異による可能性が考えられ
る。そこでこれらの系統の VPg 領域の塩基配
列を決定し、推定アミノ酸配列の比較解析を
行った。その結果、VPg の立体構造に変化を
与えると考えられるアミノ酸の置換や、ウイ
ルス抵抗性遺伝子（rym4）による抵抗性を打
破したヨーロッパ系統におけるアミノ酸変
異部位においても変異が認められた。VPg 内
の 1アミノ酸置換によりウイルス抵抗性を打
破する新たなウイルスが出現する可能性が
高いことから、今後も両タンパク質の相互作
用のメカニズムの解析を進め、ウイルス抵抗
性品種の育成に繋げたい。 
 
(6) 新しいウイルスベクターの構築の試み 
① 2 種外来遺伝子同時発現ベクターの構
築：弱毒株 ZYMV-2002 の感染性全長 cDNA ク
ローンをベースにして、ゲノムの CP と NIb
との間に NIa cleavage site と外来遺伝子導
入部位のセットを 2 組挿入し、2 種外来遺伝
子同時発現ベクターpZY2002dvec を構築した。
pZY2002dvec にある 2 箇所の外来遺伝子導入
部位のひとつに GFP 遺伝子、もう一箇所には
強毒 CMV-Pepo2b 遺伝子あるいは弱毒変異導
入 CMV-Pepo2bR46C 遺伝子、TBSV-P19 遺伝子
などを挿入したクローンをカボチャに接種
したところ、接種したすべての植物から GFP



 

 

由来の蛍光が観察され、全身感染が認められ
た 。 ま た 、 pZY2002-GFP-Pepo2b と
pZY2002-GFP-Pepo2bR46C が感染した植物で
は 病 徴 に 差 異 が 見 ら れ 、 pZY2002-GFP- 
Pepo2bR46C は軽微な病徴しか引起さなかっ
たのに対し、pZY2002-GFP-Pepo2b 感染植物は
明らかな病徴を呈した。また TBSV-P19 遺伝
子を挿入した pZY2002-GFP-TBSV-P19 も病徴
を引起した。以上の結果からことから、
CMV-2bと TBSV-p19は ZYMVの病徴発現に関与
できることが示された 2種外来遺伝子同時発
現ベクターの構築が可能であり、発現遺伝子
が機能することが判明した。  
②ポティ以外のウイルスのベクター構築：ポ
ティウイルス属とは異なり、Carlavirus 属は
分子生物学的解析が遅れている。そこで、そ
のメンバーであるキク Bウイルス（CVB）の
全塩基配列を世界で最初に決定したところ、
その全長は 8990nt で、CP のアミノ酸配列は
ドイツ株と 91.8％、インド株と 90.2％の相
同性を示した。ORF4 のアミノ酸配列の相同性
が最も低く、この領域は非常に変異に富むこ
とが判明した。次にポティウイルスで用いた
方法を適用して CVB の感染性全長 cDNA クロ
ーンを作製し、そのクローンをパーティクル
ガンで接種したところ、野生株と同様にキク
とシュンギクに無病徴で感染した（Ohkawa et 
al., 2008）。CVB の感染性クローンの構築も
世界初である。このようにポティウイルスの
分子解析に用いた方法が他のひも状ウイル
スに適用できることが判明し、今後の展開が
大いに期待できる。 
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