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研究成果の概要：農業上の重要病原体の１つである植物ウイルスの複製機構を明らかにするた

め、ウイルスゲノム RNA 複製装置に含まれるタンパク質と RNA を解析した。その結果、RNA

複製に重要なタンパク質-タンパク質、およびタンパク質-RNA 相互作用の分子基盤を明らかに

した。また、ウイルスが RNA 複製あるいはタンパク質の翻訳に利用すると考えられる植物タ

ンパク質を同定した。 
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１．研究開始当初の背景 

 多くの植物ウイルスでRNAサイレンシング
サプレッサーが報告されていたが、いずれの
サプレッサーもウイルスがコードするタン
パク質であった。申請者は、一本鎖プラスセ
ンスRNAをゲノムとして持つダイアンソウイ
ルス属 Red clover necrotic mosaic virus 
(RCNMV)をモデルウイルスとして用い、RNA ウ
イルスの植物への感染機構の研究を行って
きた。そして、ウイルスの RNA サイレンシン
グ抑制機構において、RCNMV が以下の４つの
特徴を持つことを明らかにしていた。（1）RNA

複製酵素成分タンパク質（p27 と p88）以外
にウイルス RNA を必要とする。（2）RNA サイ
レンシング抑制活性がウイルスRNA 複製、特
にマイナス鎖RNA合成と強くリンクしている。
（3）RNAサイレンシング経路で二本鎖 RNA の
切断、特にミクロRNA（miRNA）のプロセッシ
ングに関与する Dicer 様タンパク質 1（DCL1）
の変異体アラビドプシスに効率よく感染で
きない。（4）DCLs が介在する miRNA の生合成
を阻害する。これらの結果から、申請者は、
DCLsを含むRNAサイレンシング関連タンパク
質を RCNMV は RNA 複製の宿主因子として用い、
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RNA サイレンシングを抑制するというモデル
を提唱した。RNA サイレンシング関連因子と
相互作用するタンパク質のウイルスによる
利用の可能性については動物レトロウイル
スで報告されていたが、その詳細については
明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、モデルウイルス RCNMV のウイ
ル RNA 複製に関わる複製酵素タンパク質 p27
と p88 の機能ドメインと RNA複製に必要なウ
イルス RNA シス因子を明らかにし、それらの
情報をもとに、RCNMV の RNA 複製に関わる宿
主因子、特に RNA 複製複合体に含まれる宿主
因子を同定することを目的とした。本研究で
同定される因子は、ウイルスRNAの複製とRNA
サイレンシング経路の双方で重要な働きを
していることが予想され、ウイルス RNA 複製
機構と RNA サイレンシング機構、すなわちウ
イルスの病原性発現と植物の抵抗性機構の
分子応答の解明に繋がる。 
 
３．研究の方法 
（１）タンパク質間あるいはタンパク質-RNA
間の相互作用に関わるp27 と p88 のドメイン
を以下の方法で調べた。p27 と p88、あるい
はエピトープタグ融合 p27 と p88 を RCNMV 
RNA とともにアグロインフィルトレーション
法、あるいはタバコ BY-2 細胞由来の脱液胞
化プロトプラスト抽出液（in vitro 翻訳複
製系；BYL）で発現させ、免疫アフィニティ
ー精製、ショ糖密度勾配遠心分離、および電
気泳動等をもちい p27 と p88、p27 及び p88
自身の結合、これらタンパク質の RNA との結
合、膜画分へのリクルート、RNA 複製複合体
形成などに必要なタンパク質ドメインと RNA
ドメインを解析した。 
（２）ウイルスタンパク質のキャップ非依存
的翻訳とRNA合成に必須のRNA1の 3′非翻訳
領域（UTR）に様々な変異を導入し、翻訳と
RNA 合成に及ぼす影響を in vitro 及びプロト
プラストで解析した。同様の解析を RNA２に
おいても行った。 
（３）生物活性を持つエピトープタグ融合
p27 と p88 を免疫沈降タグとして用い、アグ
ロバクテリウム介在一過的発現/ベンタミア
ーナ系（アグロインフィルトレーション法）
とタバコ BY2培養細胞から調整した in vitro
翻訳複製系（BYL）で RCNMV の RNA 複製複合
体に含まれるタンパク質をアフィニティー
精製し、質量分析によるタンパク質同定解析
に用いた。 
（４）ストレプトマイシンに結合する能力を
持つ RNA 配列（ストレプトタグ）を付加した
RNA1及びRNA2の様々なRNA断片を作成した。
これらの RNA をタバコ BY-2 細胞由来の脱液
胞化プロトプラスト抽出液内でウイルス複

製酵素と反応させ、 結合タンパク質をスト
レプトマイシン結合カラムで精製し、質量分
析によるタンパク質同定解析に用いた。 
 
４．研究成果 
（１）RCNMV がコードする RNA 複製酵素成分
タンパク質である p27 と p88 の相互作用 
① p27 の N末端と C末端側の２カ所が p27：
p27 の結合に関与 
 様々な領域に欠失を持つp27あるいはアラ
ニンスキャニング変異p27を用いた解析から、
尐なくとも p27 の C 末端から 40 アミノ酸の
領域が p27-p27 の結合に必要であること、ま
た N 末端 40 アミノ酸の領域は p27 の安定性
に関わり、N末端 80アミノ酸内にも p27-p27
の結合に必要な領域が存在することが分か
った。 
② p27：p27 結合と p27：p88 結合に特異的に
関わるアミノ酸 
 タンパク質-タンパク質間の相互作用に関
わると考えられるアミノ酸配列（疎水性アミ
ノ酸に囲まれた荷電あるいは芳香族環アミ
ノ酸）であり、且つダイアンソウイルス間で
保存されているアミノ酸配列４カ所に焦点
を絞り C 末端から 40 アミノ酸の領域でアミ
ノ酸変異を導入し調べると、207 番目のチロ
シン、214-215 番目のアルギニン、222 番目
のアルギニンは p27：p27 と p27：p88 のいず
れの結合にも重要であること、一方、230 番
目のフェニルアラニンは p27：p27 間の結合
には必要でないが、p27：p88 の結合に必要で
あることが分かった。p27：p88 の結合は効率
的なマイナス鎖合成に必要であった。 
 p27 単独では 380kDa の複合体が、
p27+p88+RNAでは480kDaの複合体が形成され
ることが分かった。 
ER 膜への局在性と RNA リクルートメント  
 p27 は単独で ER 膜に局在するが、局在化に
は C 端側半分は必要でなかった。一方、C 端
側半分に含まれる157-197番目のアミノ酸領
域がRNAの膜へのリクルートメントに重要で
あることが分かった。 
（２）RNA 複製複合体に含まれる宿主因子 
 アグロインフィルトレーション系と BYL 
系いずれにおいてもエピトープタグ融合 p27
およびp88特異的に免疫沈降する宿主タンパ
ク質としてHSP70とその他数種のタンパク質
が検出された。HSP70 はストレス関連タンパ
ク質でトムブスウイルスの複製酵素複合体
に含まれていることが最近報告された。
HSP70 ホモローグ遺伝子（cDNA）をタバコ細
胞から単離し、アグロインフィルトレーショ
ン法を用い Nicotiana benthamiana で過剰発
現させると共接種したRCNMVの複製を促進し
た。この結果は HSP70 が RCNMVRNA 複製酵素
複合体に含まれる宿主因子であることを強
く示唆する。また、HSP 関連タンパク質が RNA



 

 

サイレンシング経路で重要な役割を果たす
ことが知られており、RCNMV の RNA サイレン
シング抑制機構と関連性において、今後の研
究に繋がる。 
（３）RCNMV RNA に結合する宿主タンパク質 
 ストレプトタグ法を用い RCNMV RNA に特異
的に結合する宿主タンパク質を分離し，質量
分析により約10種のタンパク質を同定した。
その内の３つは、RNA1 の 5-UTR に結合する
AC rich binding factor (ACBF) 、
Threonyl-tRNA synthetase (ThrRS)、RNA1 の
3’UTR に 結 合 す る Poly(A)-binding 
protein(PABP)である。これら 3 種の遺伝子
の完全長cDNA をタバコ BY-2細胞より単離し
た．これらのタンパク質の過剰発現はウイル
ス RNA 合成と RNA1 の 3-UTR に存在する
3TE-DR1 が介在する cap 非依存的翻訳を促進
したことから、翻訳と RNA 複製に関与する宿
主因子である可能性が強く示唆された． 
（４）ウイルスタンパク質の翻訳と RNA 複製
制御に関わる新たなウイルス RNA の発見 
 感染後期に RCNMV RNA1 の 3-UTR に由来す
る約 450 塩基の低分子量 RNA（SR1f）が細胞
内に蓄積することを見出した。SR1fは，ゲノ
ムから転写されるサブゲノム RNA ではなく, 
RNA1 3-UTR の 5側近傍に存在する RNA 因子
が 53エクソリボヌクレアーゼ分解から 3 
側の RNAを守ることにより蓄積する分解中間
体であることを示した．また、 SR1f は，in 
vitro で cap 依存的翻訳と cap 非依存的翻訳
をいずれも濃度依存的に抑制すること明ら
かにした。SR1f は，感染後期でのウイルスの
翻訳を抑制し, 複製段階へとスムーズに移
行させるリボレギュレイターである可能性
が示唆された.分解からのプロテクションに
よってウイルスゲノムから制御RNAが生じる
という本発見は動物ウイルスを含め初めて
の報告であり、ウイルス学分野には大きなイ
ンパクトを与えると思われる。 
（５）p88 は RNA 複製においてシスにのみ機
能する 
 RCNMV は，2分節の 1本鎖プラスセンス RNA
をゲノムとして持つウイルスである．RNA1 に
は RNA 複製酵素成分タンパク質の p27 と p88
がコードされており, p88 は p27 のフレーム
シフト産物として翻訳される. RNA1は単独で
効率よく複製できる。しかし、p27 のみが翻
訳される RNA1 変異体は p88 をトランスに補
足しても複製できないことが分かった。一方、 
p88のみが翻訳されるRNA1変異体はp27をト
ランスに補足すると効率よく複製した。この
違いは各複製酵素成分の量によるものでは
なかった。このことから p88 は自らが翻訳さ
れた RNA1 に対してシスに作用し、その場合
にのみ RNA1 を複製できる機能を持つことが
分かった.このような機構は翻訳から RNA 複
製への制御スイッチとして機能しているこ

とが示唆される。一方、複製酵素をコードし
ていないRNA2は RNA1からトランスに供給さ
れる p88 と p27 により効率よく複製される。
RNA2 の 3-UTR には 2 つのステムループルー
プ構造（SL7 と SL8）からなる約35塩基の領
域が存在し、SL7 と SL8 は p27 複製酵素タン
パク質との結合における必要十分因子であ
ることを明らかにした。 
（６）RNA1 の翻訳と RNA 複製に関わる RNA
領域と二次構造 
 RNA1 の cap 非依存的翻訳は 3-UTR に存在
する RNA 因子（3TE-DR1）に依存して行われ
る。翻訳と RNA 合成における 3-UTR の機能を
推定RNA構造に基づいて解析したところ、cap
非依存的翻訳とマイナス鎖RNA合成に必要な
RNA ドメインはそれぞれ独立していることが
分かった。 
 3TE-DR1 依存翻訳機構での 3-UTR 以外の
RNA 解析では、5末端のステムループ構造も
重要であることが分かった．また、3TE-DR1
依存 cap非依存的翻訳はリボソームスキャニ
ング機構で行われ、5-UTR の要求性は宿主に
よりことなることを示した。翻訳におけるウ
イルス因子の要求性が宿主により異なる例
はこれまで報告されておらず、本結果は、ウ
イルスと植物の相互作用研究の新たな展開
への布石となろう。 
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