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研究成果の概要： 

ノンコーディング RNA 病原体“ウイロイド”の自己複製能と病原性を RNA サイレンシン

グの観点から解析した。ウイロイド感染植物に誘導されるウイロイドを標的とする RNA サイ

レンシングにより、ウイロイド分子は少なくとも５箇所のホットスポットが標的となり分解さ

れ、多様なウイロイド特異的 small RNA が宿主細胞内に蓄積することを明らかにした。ウイ

ロイドは想像以上に複雑な機構で RNA サイレンシングの標的になっていると考えられる 
RNA 配列の類似性を基に２次構造を予測する新しいプログラムを開発し、RNA の自己複製

と分子構造の関連性を解析するための基盤を構築した。 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・植物病理学 
キーワード：ウイロイド、ノンコーディングＲＮＡ、ＲＮＡサイレンシング、siRNA シークエ

ンス 
 
１．研究開始当初の背景 

ウイロイドは現在知られている最小の病
原体で、ジャガイモ、キュウリ、キク、ホッ
プ、カンキツ、リンゴ、ココヤシなど、様々
な農作物に感染し重大な病気を引き起こす。
その本体はわずか 246－401 ヌクレオチドの
RNA で、環状 1 本鎖という自然界では極め
て特異な分子構造を持つ。ウイロイドは感染
植物に矮化、葉巻、壊疽、果実の奇形や着色

障害など様々な重篤な病状を引き起こすに
もかかわらず、奇妙なことに、その分子中に
は一切のタンパク質情報を有しない。即ち、
タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ な い RNA 、
“Non-coding RNA”の一種であり、その特異
な分子構造中に自律複製と病原性に関わる
全ての要素を含み、病原性発現には RNA サ
イレンシングとの関連が指摘されている（佐
野輝男: ウイロイド－自律複製するノンコー



ディング RNA. 化学と生物 42 巻：508－
513. 2004、他）。 
独自のタンパク質情報を持たないウイロ

イドが、宿主植物細胞内で自律的に複製でき
るのは何故か？自律複製しない Non-coding 
RNA との違いをもたらす分子構造上の特徴
は何か？さらに、矮化や果実の奇形など、宿
主に形態異常を引き起こすのは何故か？本
研究は、ウイロイドを Non-coding RNA 或い
は機能性 RNA のひとつとする新しい視点で
捉え直し、近年急速に進展している RNA サ
イレンシング機構に関連する新規な発想に
基づいたウイロイド研究を展開した。 

 
２．研究の目的 
ウイロイドは 1970 年代初めに発見されて

以来、主にウイルス学的な観点から、分子構
造、複製機構、病原性、宿主相互作用などに
関する様々な研究が展開されてきた。しかし、
近年、ポストゲノム研究の進展の中で、RNA
サイレンシングという新しい防御機構の概
念が発見され、ゲノムの非翻訳領域に多数の
機能性 RNA（或は Non-coding RNA）が存
在し、タンパク質に翻訳されずに siRNA や
microRNA などの形で重要な役割を演じる
ことが明らかにされた結果、ウイルス学的な
観点に加え、機能性 RNA の観点からの研究
も必要不可欠になってきた。本研究は、この
ような新しい研究の展開を視野に入れ、植物
病理学（代表者：佐野）、植物分子遺伝学（千
田峰生）、バイオインフォマティクス（種田
晃人）の専門家に、ウイロイド研究のリーダ
ーの一人である R.A.Owens 博士を海外研究
協力者として組織し、RNA サイレンシング
機構という新しい概念に基づいてウイロイ
ドの病原性発現機構を捉えなおし、申請者ら
が蓄積してきたウイロイドの病原性発現機
構の分子基盤を解明しようとするものであ
る。 

本研究の結果、RNA サイレンシングとい
う新しい遺伝子発現制御機構に関する概念
の中で、ウイロイドの標的遺伝子が同定され、
病原性発現の分子基盤が解明されることが
期待される。また、病原性発現機構の解析を
通してカルコン合成酵素遺伝子など、植物の
生育（形態形成）に重要な役割を果たす遺伝
子の新しい機能と制御機構が明らかになる
ことも期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）ウイロイド感染により宿主植物に誘導
されるRNAサイレンシングと病原性の関係  

ポストゲノム研究の中心課題として、この
数年急速な進歩を遂げている Non-coding 
RNA の機能に関する新知見を基に、感染宿
主植物細胞内で自律的に増殖したウイロイ
ドが病原性発現に至る分子機構を分析する。 

まず Potato spindle tuber viroid（以下
PSTVd）感染トマトをモデル実験系として、
ウイロイド感染試験・病徴観察、宿主遺伝子
発現解析（ノザン解析等）を系統的に実施し、
矮化や果実の奇形・着色異常など栽培現場で
問題となる病徴発現に至る宿主側標的遺伝
子を同定する。 

また、標的遺伝子に関連する siRNA や
microRNA など small RNA の発現変化と標
的遺伝子のメチル化状態などを解析し、RNA
サイレンシング機構との関連性をベースに
その発現制御の分子基盤を考察する。さらに
以上のモデル実験系で得られた情報を基に、
より実用価値の高いキク（矮化）、ホップ（矮
化）、リンゴ（奇形、さび、斑入り果実）な
どのウイロイド病の病原性発現機構解明に
つなげたい。 

 
（２）自律複製能を生み出す分子構造のバイ
オインフォマティクス解析と実験的検証  

Non-coding RNA としてみた場合、ウイロ
イドの病原性はその分子構造・自律複製能と
切り離して考えることはできない。バイオイ
ンフォマティクスの解析手法を用いて、精度
の高いマルチプルアライメントから RNA２
次構造を予測する新規なプログラムを開発
し、既に申請者が保有している様々なウイロ
イド変異体とキメラ分子の感染性試験から
得られた結果を基に、自律複製能の有無と関
連する２次構造を予測する。予測に基づく新
たな変異体の感染実験と自律複製能を持た
ない正常細胞内の Non-coding RNA との同
プログラムによる比較をベースに、ウイロイ
ドの自律複製能と病原性をもたらす分子構
造上の特徴を分析する。 
 
４．研究成果 
（１）ウイロイド感染により宿主植物に誘導
されるRNAサイレンシングと病原性の関係 

①ウイロイドの病徴発現に関わる宿主遺
伝子：ウイロイド感染植物では発病に伴いフ
ラボノイド生合成系のキーエンザイムであ
るCHS発現量が特異的に低下することが明
らかになっている（申請者等未発表データ）。 

まず、CHS 転写量が低下した PSTVd 感染
トマトの PSTVd 特異的 siRNA と CHS 特異
的 siRNA の生成量を分析した。その結果、
多量のPSTVd特異的 siRNAが蓄積するにも
かかわらずCHS特異的 siRNA蓄積量の増加
は全く確認されなかった。即ち、PSTVd を
標的とするRNAサイレンシングがCHS転写
物を直接転写後分解することでその転写量
を低下させている可能性は否定された。 

そこで次に、ウイロイド感染植物のカルコ
ン合成酵素（CHS）遺伝子の発現量の解析を
行った。本研究費で購入した分析機器を活用
して、トマト CHS 遺伝子１（tchs1）、トマ



ト CHS 遺伝子 2（tchs2）及び既に感染によ
り発現量が低下すると報告されているエク
スパンシン遺伝子（Le-exp1）（Qi & Ding, 
2003）について発現量の定量的分析を行った。
その結果、tchs1 は 30－50％、tchs2 は 53
－80％、Le-exp1 は 0－84％の発現量の低下
を示した。特に、tchs2 の発現量が最も顕著
で、発病との関連性が高いことが明らかにな
った（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果を基に、さらに、ウイロイド感

染がフラボノイド生合成経路に及ぼす影響
を解析するための、フラボノイド生合成系で
chs 遺伝子の下流にある chi，f3h 及び fls 遺
伝子を分離・クローニングし，その発現解析
用のプローブを作成した。PSTVd をトマト
に感染させ，tchs2 及び chi，f3h，fls 遺伝子
発現量をノザンブロット法で経時的に解析
した。その結果，いずれの遺伝子も，発病前
の接種 7日目では健全葉と感染葉で発現量に
差はなかったが，病徴（葉巻）発現（14 日目）
に伴い，発病葉での発現量が減少し，tchs2
では健全に比べ約 65～90％も減少した．ウ
イロイド感染により CHS を含めたフラボノ
イド生合成経路が影響を受けることが，病徴
発現と関連する可能性が示唆された。 

しかし、一方で、tchs2 以外の遺伝子群の
発現レベルは低く、今後さらにリアルタイム
PCR 法等、より感度の高い手法で分析する必
要がある。また、フラボノイド生合成系がト
マトの生育にどのような役割を果たしてい
るかに関する情報が乏しく、chs 遺伝子の発
現低下がどのような過程で矮化や葉巻など
の病徴発現に結びつくか、今後、更なる研究
が必要である。 
②ウイロイド特異的small RNAの蓄積パ

ターンとシークエンス解析： まず、PSTVd
特異的siRNA（以下、srPSTVd）の経時的蓄
積パターンの詳細な分析を行ない、感染時期
に依存した特徴的な蓄積パターンを明らか
にした。即ちウイロイドが宿主細胞に侵入後、
細胞質を経由して核で増殖し、再び細胞質を
経由して隣接細胞に侵入するまでの間に、核
あるいは細胞質に存在する複数のDICERに
より切断されている可能性が示唆された。 

すなわち、ウイロイド感染植物に生じる

srPSTVd の経時的解析の結果、srPSTVd は
接種後 12 日目頃から検出レベルに達し、25
日目頃にかけて、茎頂部に近い葉原基からは
約 21 塩基の短い srPSTVd のみが検出され、
一方、明瞭な病徴が現れた下部展開葉では約
21 塩基の srPSTVd に加えて約 23-24 塩基の
srPSTVd が検出された。接種後 20 日目の試
料を選び、第１、３、４、６、８、９、10
葉に生成している srPSTVd のシークエンス
を行った結果、srPSTVd はウイロイド分子の
特定の領域から集中して生成してくること
が明らかになった。下部展開葉では 5領域に、
頂部葉原基ではそのうちの主に 3領域に集中
していた（下図Ａ）。また、領域によってプ
ラス鎖とマイナス鎖の頻度に偏りがあった
（下図Ｂ）。 
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さらに、ウイロイド感染植物に生じる
srPSTVd の茎と葉の分布及びサイズと極性
（プラス/マイナス）を解析した。茎では葉よ
り高濃度の srPSTVdが蓄積していた。また、
茎・葉共に、プラス鎖由来の srPSTVd には
約 21 塩基と 24 塩基の 2 種類が、マイナス鎖
には約 21 塩基の 1 種類が存在していた。24
塩基の srPSTVd は従来の手法ではクローニ
ング効率が極めて悪く、末端に何らかの修飾
がある可能性が考えられた。 
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（２）自律複製能を生み出す分子構造のバイ
オインフォマティクス解析と実験的検証 
①RNA配列用高精度マルチプルアライメン
トWebシステムの開発： 

2 本の RNA に共通な２次構造とペアワイ
ズアライメントを同時に得ることができる
Cofolga で、複製能を持つウイロイド変異体
と持たない変異体の２次構造予測を行い、両
分子間で構造上の変化を伴う可能性のある
領域を特定した。 
また、新規な変異を有する ADFVd を分

離・同定し、Cofolga で 2 次構造予測を試み



た。その結果、mfold では、従来報告された
ADFVd と新規変異体では異なる 2 次構造が
予測されたのに対して、Cofolga では両変異
体ともほぼ類似の 2次構造を予測することが
できた（下図）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図説明：塩基配列の異なる（相同性約 70％）
2 種類のウイロイドの配列類似性を基に予測
した２次構造モデル。Pospiviroid 科に属する
Potato spindle tuber viroid と Citrus 
exocortis viroid の予測された 2 次構造モデ
ルを示した。 

 
RNA 配列用高精度マルチプルアライメン

トウェブシステムのテスト版を完成し、ウェ
ブ上にて公開した。現在、計算時間の観点か
ら配列長が１５０塩基以内の直鎖 RNA、 配
列本数５本以下という制限を行っており、ウ
イロイド対応版（環状 RNA、配列長４００
塩基程度以内）の公開に向けてアルゴリズム
の改善を行っている。また、遺伝的アルゴリ
ズムによる二次構造を考慮した RNA 配列ア
ライメントアルゴリズムについて、論文を発
表した。 

遺伝的アルゴリズムを応用して新しいＲ
ＮＡ共通二次構造予測プログラムを開発し、
ベンチマークテストにより従来手法と比べ
て高効率に低配列類似度におけるＲＮＡ共
通二次構造予測を行えることを示した。ＲＮ
Ａの部分的配列類似性を基に、様々な変異を
有するウイロイドＲＮＡの２次構造予測が
可能になった。 
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