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研究成果の概要（和文）：植物は、ウイルスに対する抵抗性機構としてRNAサイレンシング機構を備えている。
この抵抗性機構においてウイルスのRNAを切断する役割を担うAGO2遺伝子は、ウイルス感染時に発現誘導される
ことが知られている。しかし、ウイルスの何が認識され、どのようにAGO2遺伝子の発現が誘導されているのかは
不明であった。本研究では、red clover necrotic virusとベンサミアーナタバコをモデルとして、ウイルスの
複製が植物に認識されることで、転写レベルでAGO2遺伝子の発現が誘導されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：RNA silencing is a resistance mechanism against viruses in plants. In the 
anti-virus RNA silencing pathway in plants, AGO2 cleaves viral RNAs. It has been shown that AGO2 
gene is activated when plants are infected by various viruses. However, the mechanism behind AGO2 
induction in the anti-virus RNA silencing remains unclear. In this study, by utilizing 
agroinfiltration method in Nicotiana benthamiana, we showed that plant virus replication induces 
AGO2 expression at the transcriptional level. 

研究分野：植物保護科学

キーワード： 植物ウイルス　RNAサイレンシング　RNAサイレンシングの活性化　ウイルス複製　RNAサイレンシングサ
プレッサー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先行研究において、ウイルス抵抗性機構で重要な働きをするAGO2遺伝子の発現が植物ウイルス感染時に誘導され
ることが知られていた。しかし、その発現誘導機構は不明なままであった。本研究では、ウイルスの複製が植物
によって認識されることで、転写レベルでAGO2遺伝子の発現が誘導されることを明らかにした。これらの成果
は、植物病理学上学術的な意義のある成果であるとともに、将来的にウイルス抵抗性品種の作出や植物ウイルス
病に有効な植物免疫活性化剤の開発に活かされる可能性をもつ社会的にも意義深い成果である。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 植物は、RNA サイレンシングを利用してウイルス感染
を防いでいる。図 1 は、モデル植物のシロイヌナズナにお
いて、主に遺伝学的な解析によって明らかにされてきた抗
ウイルス RNA サイレンシング経路の模式図である。RNA ウイ
ルスの複製中間体または内在性の RNA 依存 RNA ポリメラー
ゼ(RDR1、 RDR6)の作用で生じた二本鎖ウイルス RNA が、
DCL4 または DCL2 によって切断される。この切断によって生
じたウイルス由来 siRNA (vsiRNA)が、主に AGO1 タンパク質
または AGO2 タンパク質に取り込まれる。これらの AGO-
vsiRNA 複合体が、配列特異的にウイルス RNA を切断する。
このうち、AGO1 タンパク質は 5'末端が U の vsiRNA を好ん
で取り込み、AGO2 タンパク質は 5'末端が A の vsiRNA を好
んで取り込むことが知られていた。 
 
(2) 他方、図１の抗ウイルス RNA サイレンシングを回避し
て感染するために、植物ウイルスは、RNA サイレンシングサ
プレッサー(RSS)を用いて対抗している。植物ウイルスがコ
ードするRSSの主な作用点は、vsiRNAまたはAGOタンパク質であることが明らかにされている。
つまり、DCL2/DCL4 によるウイルス由来二本鎖 RNA の切断ではなく、AGO1/AGO2 によるウイルス
RNA 切断を阻害することが、ウイルス感染に重要であると考えられていた。 
 
(3) 研究開始当初までの先行研究によって、上述の抗ウイルス RNA サイレンシングに関与する
因子群とそれらの役割、および様々な植物ウイルスの RSS の作用点が報告されていた。つまり、
抗ウイルス RNA サイレンシングとウイルス RSS による RNA サイレンシング抑制の質的な枠組み
がほぼ固まりつつあった一方で、時間的・量的・構造的な視点からの詳細な解析は非常に少ない
状況であった。例えば、シロイヌナズナの AGO2 や AGO5 など、いくつかの AGO 遺伝子の発現がウ
イルス感染時に誘導されることが示されていたが、他の RNA サイレンシング関連遺伝子の発現
が変化するかどうかは、詳細に検証されていなかった。また、特定の AGO 遺伝子の発現が誘導さ
れる際に、ウイルス側の何が植物に認識されるのかは不明であり、その発現がどのような経路を
介して誘導されるのかも不明であった。 
 
(4) 図 2 は、我々が研究に用いていてきた red 
clover necrotic mosaic virus (RCNMV)のゲノム構
造の模式図である。RCNMV は、RNA1 および RNA2 の
二分節(+)鎖の一本鎖 RNA をゲノムとして持ち、
RNA1 に p27 と p88 と呼ばれる複製酵素成分をコー
ドしている。p27 と p88 は複製複合体を形成し、
RCNMV RNA を複製する。先行研究において、RCNMV 感染細胞から p27 と p88 を免疫沈降したとこ
ろ、AGO2 タンパク質が共精製されていた。AGO2 タンパク質が複製酵素成分と共局在する事例は
他のウイルスでは報告されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 これまで、ウイルス感染時における RNA サイレンシング関連遺伝子の発現誘導について、その
詳細な分子機構や生物学的な意義に踏み込んだ研究はあまり行われていない。本研究の主要な
目的は、以下の(1)〜(4)の 4 点である。 
 
(1) AGO2 遺伝子の発現を誘導するのに必要なウイルス側の因子を同定し、植物にウイルス側の
因子が認識される機構を解析すること：何種類かの植物ウイルス感染時に AGO2 遺伝子の発現が
誘導されることが示されている。しかし、ウイルス側の何が植物に認識されることで AGO2 遺伝
子の発現が誘導されるかは不明である。そこで、本研究ではウイルス側の何が植物に認識されて
AGO2 遺伝子の発現が誘導されているのかを明らかにすることを目指した。 
 
(2) ウイルス感染後のどの段階で AGO2 遺伝子の発現が誘導され、いつまで発現誘導が続くのか
を明らかにすること：AGO2 遺伝子の発現誘導がウイルス感染のどの時期に誘導され、その発現
誘導がいつまで続くのかはあまり調べられていない。そこで、本研究では RCNMV 感染後の AGO2
遺伝子の発現変動を経時的に調べることで、AGO2 遺伝子の発現調節機構を明らかにすることを
目指した。 



 
(3) AGO2 遺伝子の発現誘導機構を植物側から解析して明らかにすること：植物ウイルス感染時
に AGO2 遺伝子の発現が誘導されることは示されているが、この発現誘導が転写レベルの活性化
によるものか、あるいは転写後レベルの発現制御によるものかは詳しく調べられていない。また、
AGO2 発現誘導に植物側のどの因子が関与しているかは不明である。そこで、本研究では AGO2 発
現誘導に関与する植物側の因子を明らかにすることを目指した。 
 
(4) RCNMV 以外のウイルス感染時にも同様の分子機構で AGO2 遺伝子の発現が誘導されるかどう
かを検証すること：複数種類のウイルス感染時に AGO2 遺伝子の発現誘導が起こることから、各
ウイルス間で共通の分子パターンによって AGO2 遺伝子の発現が誘導されていると予想される。
そこで、本研究ではRCNMV以外のウイルスの感染時にもRCNMV感染時と同様の機構によってAGO2
遺伝子の発現が誘導されるのかどうかを明らかにすることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) アグロインフィルトレーションを用いて RCNMV の因子を単独または組み合わせて発現させ
ることで、AGO2 遺伝子の発現誘導に必要な RCNMV の因子の同定を試みた。その結果を元に、RCNMV
感染過程の何が植物に認識されて AGO2 遺伝子の発現が誘導されているのかを検証した。AGO2 遺
伝子の発現量は RT-qPCR によって定量した。 
 
(2) RCNMV を感染させたプロトプラストにおいて、あるいはアグロインフィルトレーションで
RCNMV を感染させた接種葉において、AGO2 遺伝子の発現変動を経時的に調査した。AGO2 遺伝子
の発現量は RT-qPCR によって定量した。 
 
(3) RCNMV 感染時に転写レベルで AGO2 遺伝子発現が誘導されるかどうかを調べるためにレポー
ターアッセイを行った。また、RCNMV 感染時に転写後レベルで AGO2 遺伝子発現誘導が制御され
るかどうかを調べるために miR403 の影響を評価した。またゲノム編集タバコを作出し、ウイル
ス抵抗性に関与する RNA サイレンシング関連因子が AGO2 遺伝子の発現誘導に必要かどうかを検
証した。 
 
(4) RCNMV 以外のウイルス感染時にも同様の分子機構で AGO2 遺伝子の発現が誘導されるかどう
かを検証するために、RCNMV と同属に属する carnation ringspot virus (CRSV)をアグロインフ
ィルトレーションで感染させる系を構築した。その後、CRSV の感染性クローンを用いて AGO2 発
現誘導機構の一般性を検証した。 
 
 
４．研究成果 
(1) アグロインフィルトレーションを用いて RCNMV の因子を単独または組み合わせて発現させ、
AGO2 遺伝子の発現誘導の有無を調べたところ、以下の成果が得られた。 
 
① RCNMV の複製に必要な因子が揃っている場合に限り、AGO2 遺伝子の発現誘導が確認された。 
 
② RCNMV の複製因子は、自身の複製能だけでなく、RNA サイレンシングの抑制能も持つ。RCNMV
の 5'UTR 配列を人工配列に置換したコンストラクトを用いた実験から、RCNMV による RNA サイレ
ンシング抑制が起こる場合でも AGO2 遺伝子の発現誘導が起こらない場合があることを見出した。
この結果から、RCNMV 感染による AGO2 遺伝子の発現誘導には RNA サイレンシング抑制は必要な
く、ウイルス RNA の複製が必要であることが示された。 
 
③ p27 および p88 変異体を用いた実験から、AGO2 遺伝子の発現誘導が複製とリンクしているこ
とが確認された。 
 
(2) RCNMV を感染させたプロトプラストにおいて AGO2 遺伝子の発現変動を経時的に調査した結
果、接種 12 時間後で AGO2 発現量がピークとなり、その後 AGO2 遺伝子の発現量が減少していく
ことが明らかとなった。また、アグロインフィルトレーションで RCNMV を感染させた接種葉にお
いて AGO2 遺伝子の発現変動を経時的に調査した結果、接種 2 日後に AGO2 遺伝子の発現量がピ
ークとなり、その後 AGO2 遺伝子の発現量が減少していくことが明らかとなった。これらの結果
から、RCNMV による AGO2 遺伝子の発現誘導は複製と強くリンクしており、ウイルスの複製が完
了した際には AGO2 遺伝子の発現量がウイルス感染前のレベルに下降していくことが明らかとな
った。 
 
以上の(1)と(2)の結果はウイルスの複製と AGO2 遺伝子の発現誘導の関係を明確に示したもので
あり、意義深い成果である。 
 



(3)  
① RCNMV 感染時にレポーターアッセイを行った結果、転写レベルで AGO2 遺伝子発現が誘導され
ていることが強く示唆された。AGO2 プロモーターを部分的に欠失させる実験から、転写レベル
での AGO2 遺伝子発現誘導に必要な領域を絞り込んだ。他方、レポーターアッセイで認められた
レポーター遺伝子の発現上昇が AGO2 遺伝子そのものの発現上昇と比べると緩やかであったため、
RCNMV 感染時には未知の転写後レベルの制御によって AGO2 遺伝子の発現が上昇している可能性
が示唆された。 
 
② AGO2 mRNAの3'UTR中にあるmiR403の標的部位を改変する実験から、RCNMV感染時にはmiR403
を介した転写後レベルでの AGO2 遺伝子の発現制御は AGO2 遺伝子の発現誘導に重要ではないこ
とが示唆された。 
 
③ ゲノム編集によって作出された rdr6 変異体、dcl2/dcl4 変異体を用いた実験から、AGO2 遺
伝子の発現誘導には、複製に引き続いて細胞内で起こる vsiRNA 生合成の過程は必要ないことが
強く示唆された。 
 
④ ゲノム編集によって作出された ago2 変異体を用いた実験から、AGO2 は RCNMV に対する抵抗
性に関与していることが示された。また、ago2 変異体では AGO2 遺伝子の発現誘導がほぼ起こら
ないことが示された。 
 
(4) RCNMV 以外のウイルス感染時にも同様の分子機構で AGO2 遺伝子の発現が誘導されるかどう
かを検証するために、RCNMV と同属に属する CRSV をアグロインフィルトレーションで感染させ
る系を構築した。CRSV の感染性クローンを用いて AGO2 発現誘導機構を検証した結果、RCNMV 同
様に CRSV の複製によっても AGO2 遺伝子の発現が誘導されることが示唆された。この結果から、
複製を介した AGO2 遺伝子の発現誘導機構は、少なくともダイアンソウイルス属に属するウイル
ス間で共通であることが強く示唆された。 
 
(5) 本研究でアグロインフィルトレーションを行っていた過程で、コントロール用に用いてい
た空ベクターが RNA サイレンシングを誘導することを見出した。短すぎる T-DNA 領域は、植物に
トランスポゾンのように認識されると考えられた。この結果を原著論文として報告した。また、
この結果を踏まえて、以前に完了していた空ベクターをコントロールとして用いていたアグロ
インフィルトレーション実験を新たなコントロールとともに全てやり直した。 
 
コロナ禍の影響が大きく、当初予定していたすべての実験を完了させることはできなかったが、
本研究によってウイルスの複製を介した AGO2 遺伝子の発現誘導機構の一端が明らかとなった。
今後、本研究で得られた成果を基盤として、RNA サイレンシングを介したウイルス抵抗性機構が
より詳細に解明されていくと期待される。 
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