
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21年 5月 29日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要： 

植物パラレトロウイルスのもつ、1本のmRNAから複数のタンパク質を翻訳するポリシストロニ

ック翻訳機構の解明を行った。その結果、既知のカリフラワーモザイクウイルス P6と同様、

ダイズ退緑斑紋ウイルス P6のポリシストロニック翻訳を活性化する翻訳トランスアクティベ

ーター(TAV)活性を本研究で初めて証明した。さらに、CaMV P6のTAV活性は非宿主でも認めら

れたのに対し、SbCMV P6のTAV活性は宿主特異性があることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
パラレトロウイルスは、複製過程でDNA、RNA
両核酸の形をとり、逆転写酵素を持つウイル

スで、ゲノムがDNAであるものをいう（図1）。
ゲノムDNAから19S m RNAと、35S mRNAが転
写される。35S mRNAは、ポリシストロニック
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翻訳機構により5種類のタンパク質に翻訳さ
れ、その翻訳の活性化は 19S mRNAから翻訳
されるORF VIにコードされるP6の翻訳トラ
ンスアクティベーター（TAV）活性に依存し
ている（図2）。植物パラレトロウイルスは大
きくカリモウイルス科に分類されており、も
っとも研究されているのはカリモウイルス
属のカリフラワーモザイクウイルス(CaMV)
である。すでに P6の TAV活性が証明されて
おり、P6と相互作用する宿主タンパク質とし
て、リボソームラージサブユニットを構成す
るタンパク質が同定されていた。一方、ソイ
モウイルス属のダイズ退緑斑紋ウイルス
（SbCMV）では、詳細な研究がされていなか
った。 
また、植物パラレトロウイルスの宿主特異性
は P6が決定することが示唆されていたが、
それがTAV活性によるものなのかは、全く知
見がなかった。 
 
２．研究の目的 
宿主の異なるパラレトロウイルスとして、
CaMVと SbCMVを用いて、それらの P6の TAV
活性を宿主植物、非宿主植物で解析し、パラ
レトロウイルスの宿主決定機構を明らかに
するとともに、得られた知見を応用して植物
における新たなポリシストロニック翻訳系
を構築することを目的とする。 
P6のTAV活性検定には、構成的発現プロモー
ター下流に、第二ORFにCAT遺伝子を挿入し
たプラスミドを構築し、P6遺伝子をクローニ
ングしたプラスミド（図3）とともに植物へ 

共導入するのが一般的であった。本研究では、

非常に感度が高く、定量的な測定が可能な、

ホタルルシフェラーゼ（Fluc）を第二ORFに

挿入した。さらに、導入した植物細胞の活性

の高低は、内部標準として構成的発現プロモ

ーターである35Sプロモーター下流にウミシ

イタケルシフェラーゼ（Rluc）を挿入し、両

者に特異的に発光検出可能な基質を加えて

ルミノメーターで検出し、（Flucの値/Rluc

の値）でTAV活性を評価した（図4）。 

 

図1 CaMVとSbCMVのゲノム構造 
 
３．研究の方法 
 
遺伝子導入には、遺伝子銃を用いた。CaMVの
宿主でSbCMVの宿主ではないシロイヌナズナ、
SbCMVの宿主でCaMVの非宿主であるインゲン
等さまざまな植物種に導入し、TAV活性を評
価した。 
また、TAV活性に関与する宿主タンパク質の
探索として、SbCMV P6と相互作用するインゲ
ンのタンパク質のスクリーニングは、Gal4 
システムを用いた酵母 two hybrid法を用い
た。 
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図2｡ 植物パラレトロウイルスの翻訳機構 
 
 
４．研究成果 
(1) 内部標準として35Sプロモーターにウミ
シイタケルシフェラーゼ遺伝子（Rluc）を連
結したコンストラクトを用い、インゲン葉に
ボンバードメントすると、第二 ORFの Fluc
の活性は見られなかったが、SbCMVゲノムや
SbCMVの P6を共導入すると、Flucの活性は
上昇し、SbCMVのP6がTAV活性を持つことが 
 
 
 

図3 植物に導入したコンストラクト 
 
 
証明できた。さらに、SbCMVの非宿主である
Nicotiana benthamianaへ同様に共導入して
も Flucの活性は見られなかったことから、
SbCMVのP6は非宿主ではTAV活性がないこと
が示唆された。 
(2) 同様のTAV活性検定の系を用いてシロイ
ヌナズナやカブに感染するCaMVが、様々な
植物でTAv活性があるか検証を行った。その
結果、CaMVのP6は、宿主植物であるシロイ
ヌナズナやカブでは高いTAV活性を示したが、
非宿主植物であるインゲンでもTAV活性を有
することが確認された。 
(3) TAV活性に関与する宿主因子候補として
数種リボソームタンパク質がP6と相互作用
することが示唆されていた。本研究では
SbCMV P6と相互作用するタンパク質が数百ほ
どスクリーニングされた。これらすべてがP6
とin vivoで相互作用するのかは不明だが、
いくつかインゲンのリボソームタンパク質
が含まれていた。そこで、CaMV P6がインゲ
ンでもTAV活性を示したことから、酵母two 
hybrid法でCaMV P6とインゲンリボソームタ
ンパク質のシロイヌナズナのホモログが相
互作用するのではないかと考え、検定した。
しかし、CaMV P6とは相互作用しなかった。 
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以上のことから、SbCMVではP6のTAV活性は
宿主特異性に関与するが、CaMVでは関与しな
いことが示唆された。そのため、ポリシスト
ロニック遺伝子発現系の構築にはさらなる
解析が必要であることが示唆されたが、応用
面ではCaMV P6を用いることで適用植物が広
がることが期待された。

 
 
図4｡ Dual luciferase assay 
 
最近、P6にサイレンシングサプレッサー活性
があることが示された。そのため、CaMVでは
宿主特異性はP6のTAV活性以外の機能が宿
主特異性に関与する可能性が示唆され、さら

なる解析が必要であることが示された。  
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