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１．研究計画の概要 
 
 細胞質ではオルガネラなど 20 nm以上の大
きな構造体は自然拡散では移動できない。し
かし、それ以上の大きさを持つ植物 DNAウイ
ルスは、植物細胞に侵入後、細胞質を移行し
て複製の場である核に到達し、複製後、再び
細胞質を移行して隣接細胞へと動いていく
ことができる。その機構は不明である。そこ
で、本研究では、植物 DNAウイルスが細胞骨
格（微小管、アクチン繊維）とモータータン
パク質（ダイニン、キネシン、ミオシン）を
細胞内移行に利用しているという仮説を立
て、それを検証することを目的とする。 
(1)ウイルス感染性クローンの構築 
植物 DNA ウイルスでは、カリモウイルス科ウ
イルス（カリモウイルス）とジェミニウイル
ス科ウイルス（ジェミニウイルス）が重要で
ある。それらを入手し、ゲノム DNAを抽出し、
感染性クローンを構築する。 
(2)ウイルスの細胞質移行に細胞骨格および
モータータンパク質がどの程度関与するか
の解析 
細胞骨格形成阻害剤がウイルス感染に及ぼ
す影響を調べる。ウイルス粒子表面に存在す
るウイルスタンパク質と、モータータンパク
質との相互作用を調べる。モータータンパク
質遺伝子のノックダウンあるいはノックア
ウトが、ウイルス感染に及ぼす影響を調べる。 
(3)ウイルスおよび細胞骨格の可視化 
ウイルス粒子を可視化するために、ウイルス
粒子表面に存在するタンパク質に蛍光タグ
を導入する。細胞骨格を可視化した細胞にお
けるその局在を観察する。 
 
２．研究の進捗状況 

 
(1)植物 DNA ウイルスであるジェミニウイル
ス 7種類の感染性クローンを構築し、カリモ
ウイルス 2種類の感染性クローンを入手した。
そのうち、Beet curly top virus (BCTV), Beet 
severe curly top virus, Beet mild curly top 
virus, カリフラワーモザイクウイルス
(CaMV)の 4種類が、実験植物であるシロイヌ
ナズナに感染することを確認した。 
(2) DNA ウイルスの感染に対する微小管形成
阻害剤 propyzamideおよびアクチン繊維形成
阻害剤 latrunculin B の影響を調べたところ、
両者とも CaMV 感染率を低下させたが、LatB
の影響がより大きかった。CaMVの外被タンパ
ク質と植物のモータータンパク質との相互
作用を酵母ツーハイブリッド法で調べたと
ころ、ダイニンの構成因子である light chain 
8 ホモログとの相互作用が検出されたが、ダ
イニンの他の構成因子の遺伝子がシロイヌ
ナズナゲノム中に存在しないことから、さら
なる検証が必要である。 
(3)モータータンパク質遺伝子をヘアピン型
に配置し、それらのサイレンシングを誘導し
てそれらの遺伝子をノックダウンするコン
ストラクトを構築した。シロイヌナズナのミ
オシン遺伝子がアグロバクテリウムの T-DNA
でノックアウトされたタグラインを入手し
た。 
(4)CaMV の 外 被 タ ン パ ク 質 と
virion-associated protein (P3)、および
BSCTV の外被タンパク質に 6 アミノ酸から成
る小さなテトラシステインタグを挿入した。
タバコ培養細胞の微小管とアクチン繊維を
GFPで可視化した細胞株を入手した。 
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３．現在までの達成度 
 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
実験に必要な感染性クローンを構築し、シロ
イヌナズナを含む宿主植物への感染系を確
立した。カリモウイルスの感染課程に微小管、
アクチン繊維の両方が関与することが示唆
された。ウイルスタンパク質は GFP などのか
さ高い蛍光タンパク質で標識するとその機
能を失う場合があることから、小さなペプチ
ドタグを選択し、その植物細胞内での検出条
件を確立した。一方、モータータンパク質遺
伝子の不活化と、そのウイルス感染への影響
の解析は重要であり、さらに迅速に進める必
要がある。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 
(1)モータータンパク質遺伝子をヘアピン
RNA により一過的にノックダウンする系、お
よび、それらの遺伝子をアグロバクテリウム
の T-DNAでノックアウトしたシロイヌナズナ
のタグラインを用いて、DNA ウイルスの感染
へのモータータンパク質の関与を明らかに
する。 
(2)カリモウイルスおよびジェミニウイルス
の粒子外側に存在するウイルスタンパク質
にテトラシステインタグを挿入した変異ウ
イルスを宿主植物に感染させ、FlAsH および
ReAsH 試薬を用いてそれらを可視化する。GFP
で可視化された細胞骨格を持つ植物培養細
胞にそれらウイルスを感染させ、細胞骨格と
ウイルスの局在を観察する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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