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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々な農作物に被害を出すポティウイルスの増殖過程を解析できる実験
系の確立を目指した。ポティウイルス科に属するクローバ葉脈黄化ウイルス（ClYVV）の感染性cDNAクローン
と、ClYVVの自然宿主であるエンドウを用いて、葉肉プロトプラスト感染実験系を新たに構築した。この実験系
を用いることで、エンドウがもつ劣性抵抗性遺伝子の一細胞レベルでのウイルス増殖への関与の有無等、ウイル
スと植物との相互作用の一部を解析可能となった。さらに本実験系が、ポティウイルスだけでなく、ルテオウイ
ルス属ウイルスの感染実験にも適用可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop an experimental system to analyze the 
multiplication process of potyviruses that cause damage to various agricultural crops. Using an 
infectious cDNA clone of clover yellow vein virus (ClYVV) and pea, a natural host of ClYVV, a 
mesophyll protoplast transfection method was newly developed. This experimental system made it 
possible to analyze some of the virus-plant interactions, such as the involvement of the recessive 
resistance genes of pea in virus multiplication at the single-cell level. Furthermore, we showed 
that this experimental system can be applied to virus propagation assays using not only potyviruses 
but also luteoviruses.

研究分野： 植物病理学

キーワード： ポティウイルス　エンドウ　劣性抵抗性遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス抵抗性品種の育種においては、劣性（潜性）抵抗性遺伝子の利用、すなわち遺伝子の欠損や変異によっ
てウイルス抵抗性を付与する方法が用いられる場合がある。ポティウイルスについては、翻訳開始因子の劣性ア
レルを含む複数の劣性抵抗性遺伝子が見つかっているが、それらの育種への利用は一部にとどまっている。本研
究では、エンドウがもつ様々な劣性抵抗性遺伝子の一細胞レベルでのウイルス増殖への関与について解析可能な
実験系を開発できた。本実験系は、近年見いだされている新たな劣性抵抗性遺伝子の研究や他のウイルス種を用
いた解析にも利用可能と考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物と病原体との相互作用を分子レベルで理解するためには、試験管内実験系やプロトプラ

ストを用いた一細胞実験系は有効な手段の一つである。タバコモザイクウイルス等、いくつかの
代表的な植物ウイルスについては、モデル植物を用いた実験系や試験管内翻訳複製系など、様々
な実験系が確立されており研究が進んでいる（PNAS 101: 1863-7, 2004）。しかし、ウイルスは
それぞれ宿主範囲が限定されているため、モデル植物を用いた既存の実験系が適用できなかっ
たり、自然宿主内での感染・増殖機構を再現できていない可能性のあるウイルスも多数存在する。 
 ポティウイルス属ウイルスは、長大なウイルスゲノムにコードされる遺伝子のほとんどがま
ず、約 350kDa の長大なポリプロテインとして翻訳されるなどの特徴があり、既存の試験管内
翻訳・複製系を用いた解析は難しい。我々はこれまでに、ポティウイルスの一種であるクローバ
葉脈黄化ウイルス（ClYVV）に抵抗性および感受性を示す 2 系統のエンドウ植物体および試験
管内翻訳系を用いて、ポリプロテインとは異なる読み枠に存在する pipo 遺伝子の発現量とウイ
ルスの病原性に相関があることを示した（J. Virol. 87: 7326-37, 2013）。さらに、既存の試験管
内実験系を用いた ClYVV の遺伝子発現解析を試みる中で、我々は新たな機能タンパク質 ALT の
存在を見いだした（Sci.Rep. 6: 21411, 2016）。 
ポティウイルス抵抗性を示す植物品種の中には、劣性（潜性）抵抗性遺伝子をもつものがある。

劣性抵抗性とは、植物遺伝子に欠損や変異が生じることで付与される抵抗性のことである。
ClYVV に対する劣性抵抗性遺伝子としては、エンドウの遺伝子 cyv1 や cyv2 が発見されている
（Phytopathology 97: 544-50, 2007; J Gen Plant Pathol 75: 241-9, 2009）。劣性抵抗性遺伝子
cyv2 は翻訳開始因子 eIF4E をコードする遺伝子のアレルであることが明らかとなった（Plant J., 
40: 376-85, 2004; Mol. Plant Microbe Interact. 20:1075-82, 2007 ; J Gen Plant Pathol 75: 241-9, 
2009）。一方、cyv1 遺伝子については未だ同定されていない。 
劣性抵抗性遺伝子とウイルスとの相互作用を明らかにする上では、宿主植物を用いた詳細な

解析が重要なポイントとなる。ClYVV はマメ科植物を自然宿主とするが、マメ科植物由来の試
験管内実験系やプロトプラストへの ClYVV 感染実験系の報告は無く、劣性抵抗性遺伝子がウイ
ルス増殖をどのように阻害するのかについて解析可能な新たな手法の開発が必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、自然宿主内での ClYVV 増殖プロセスの詳細を解析可能な試験管内実験系、また

はプロトプラストを用いた一細胞レベルでの実験系を開発することを目的とした。さらに、構築
した実験系を用いて、ClYVV の自然宿主であるエンドウがもつ劣性抵抗性遺伝子と ClYVV との
関係の一端を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
播種後 2～4 週間のエンドウ小葉から、葉肉プロトプラストを単離し、トランスフェクション

実験の条件検討を行った。cyv1 劣性抵抗性遺伝子をもつエンドウと ClYVV 感受性エンドウから
プロトプラストを単離し、cyv1遺伝子存在・非存在下でのClYVVの増殖効率の違いを比較した。
ClYVV としては、感染性 cDNA クローンにウミシイタケ由来ルシフェラーゼ遺伝子を付加した
ものを用い、ルシフェラーゼ活性を指標にウイルス増殖の定量を行った。また、エンドウプロト
プラストトランスフェクション実験系が他のウイルス種へ適用可能かを調べるため、ルテオウ
イルス属ウイルスを用いたウイルス感染実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ClYVV の自然宿主エンドウを用いた実験系の開発 
エンドウ由来の試験管内翻訳・複製系の構築のためには、エンドウ組織のカルス誘導、液体培

養化、プロトプラスト化、そして脱液胞化のステップを経る必要がある。そこで、エンドウの葉
や茎、胚軸等を用いたカルス誘導や液体培養化の条件検討を進めていた。しかし、胆振東部地震
に伴う停電による細胞状態の悪化などにより、最終的に良好な培養細胞を得ることはできなか
った。 
そこで次に、プロトプラストを用いた実験系の開発を行った。エンドウの小葉より葉肉プロト

プラストを効率よく単離する条件を見いだし、トランスフェクション実験に用いた。GFP 発現
カセットをもつプラスミドをエンドウプロトプラストに導入し、30％以上のプロトプラストに
GFP 蛍光が確認できるトランスフェクションの条件を決定した。この実験系を、ポティウイル
ス増殖と劣性抵抗性遺伝子との関係解明に用いることとした。 
 
（２）劣性抵抗性遺伝子 cyv1 をもつエンドウを用いた ClYVV 増殖解析 

ClYVV の感染性 cDNA クローンにルシフェラーゼ遺伝子を挿入し、ルシフェラーゼ活性を指
標に ClYVV の増殖を定量できるようにした。同様に、cyv1 抵抗性を打破する ClYVV（RB）に
もルシフェラーゼ遺伝子を挿入した。これら感染性 cDNA クローンをエンドウプロトプラスト



に導入すると、細胞由来 RNA ポリメラーゼⅡによって ClYVV RNA が合成され、それがウイル
スとして機能すれば複製を開始する。ただし、ウイルス複製活性と細胞由来の転写活性を見分け
るためには、一定時間後に転写活性を止める必要があった。そこで、トランスフェクション後に
転写阻害剤（Act D）を加えるタイミングや濃度の条件検討などを行い、ClYVV 増殖を解析可能
な条件を見いだした。次に、感受性エンドウおよび cyv1 エンドウ由来のプロトプラストを用い
たトランスフェクション実験を行い、一細胞レベルでの ClYVV 増殖への cyv1 劣性抵抗性遺伝
子の影響を解析した。その結果、cyv1 エンドウ由来のプロトプラストにおいて、ClYVV は RB
と同程度の増殖効率を示した。すなわち、cyv1 劣性抵抗性は、一細胞レベルでの ClYVV の増殖
には関与しないことを明らかにした。 
 
（３）エンドウプロトプラストを用いた実験系の他ウイルス種の研究への応用 
 エンドウプロトプラストトランスフェクションを用いたポティウイルス増殖試験が、マメ科
植物を宿主とする他のウイルス種にも適用可能かについて検討した。ダイズに被害を出すウイ
ルスである、ルテオウイルス科ルテオウイルス属のダイズ矮化ウイルス（SbDV）を対象に検討
を行った。SbDV の感染性 cDNA クローンを構築し、ルシフェラーゼ遺伝子を挿入した。また比
較として、複製酵素遺伝子に変異を導入した SbDV mutant cDNA クローンを作製した。エンド
ウプロトプラストトランスフェクションを行った結果、SbDV cDNA クローンを導入したプロト
プラストは SbDV mutant cDNA クローン導入プロトプラストと比較して、有意に高いルシフェ
ラーゼ活性を示した。すなわち、本実験系が SbDV 増殖試験や遺伝子発現解析にも利用可能で
あることが示された。 
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