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研究成果の概要（和文）： 

 
 植物 DNA ウイルスは、植物細胞に侵入したのち、細胞質を移行して複製の場である核
へ到達し、複製後は細胞質を再び移行して隣接細胞とのチャネルである原形質連絡へと到
達する。そこで、この細胞質移行に細胞骨格が関与する可能性を検証し、アクチン繊維が
カリモウイルス感染に重要なはたらきをしていることを明らかにした。また、ウイルス粒
子を可視化するため、6アミノ酸から成るテトラシステインタグの有効性を検証した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 

 After entry into the host plant cell, plant DNA viruses must move toward a nucleus where they 

express their genes and replicate. After replication, they must move toward plasmodesmata. We studied 

to see whether plant cytoskeletons are involved in the viral intracellular movement and found that the 

actin filament plays an important role in Cauliflower mosaic virus infection.  
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１．研究開始当初の背景 

 

植物DNAウイルスは、見虫に媒介されて植物

細胞内に侵入したのち、複製の場である核等

へと細胞質を移行し、複製後、細胞質を移行

して隣接細胞への通路である原形質連絡に至

る。この細胞質移行の機構は不明であるが、

ブラウン運動による自然拡散ではないと考え

られている。なぜなら、細胞質にはオルガネ

ラ、細胞骨格、代謝物等が高密度に存在して

おり、概ね20 nm以上の構造物はほとんど動け

ないからである。動物DNAウイルスにおいて
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は、細胞骨格とその上を移動するモータータ

ンパク質を利用して細胞質を移行する例が多

く報告されている。たとえば、ヘルペスウイ

ルスは、ウイルス粒子を形成する外被タンパ

ク質が微小管上を移動するダイニンと相互作

用することにより、微小管を利用して細胞辺

縁部から核へと移行する。一方、植物ウイル

スでは、細胞質移行の機構は、ほとんどわか

っていない。 

 

２．研究の目的 

 

核を複製の場とする植物DNAウイルスには、

細胞質を移行するための何らかの機構が備わ

っていると予想される。そこで、植物DNAウ

イルスが、微小管やアクチン繊維といった細

胞骨格を利用して細胞質を移行する可能性の

検証を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

植物 DNAウイルスの感染性クローンを構築

し、植物への感染系を確立する。 

 

植物 DNAウイルスの植物感染における細胞

骨格の重要性を調べる。 

 

植物 DNAウイルスの粒子を形成するタンパ

ク質と植物モータータンパク質との相互作用

を調べる。 

 

植物ウイルスを可視化する系を確立し、細胞

骨格との共局在を調べる。 

 

４．研究成果 

 

（１）植物DNAウイルスの感染性クローンの

構築と植物への感染系の確立 

 

ジェミニウイルス科クルトウイルス属の Beet 

severe curly top virus (BSCTV)およびカリモウ

イルス科カリモウイルス属のカリフラワーモ

ザイクウイルス(CaMV)の感染性クローンを

構築し、モデル植物であるシロイヌナズナへ

の感染系を確立した。すなわち、BSCTVにお

いては、複製開始点とその周辺の領域を 2 つ

含む全長の 1.3コピー分のゲノムDNAをクロ

ーン化し、アグロバクテリウムのバイナリー

ベクターに導入し、アグロバクテリウムをシ

ロイヌナズナの葉に注射することで BSCTV

を効率的に感染させることができた。また、

同 様 の 方 法 で タ バ コ 野 生 種 Nicotiana 

benthamiana に感染させ、ウイルス粒子を精製

した。CaMV においては、複製中間体である

35S RNA のプロモーター部分の下流に 35S 

RNA の全長領域に相当するゲノム 1.1 コピー

分のゲノム DNAをクローン化し、シロイヌナ

ズナの葉に接種することで CaMVを効率的に

感染させることができた。また、同様の方法

でカブに感染させ、ウイルス粒子を精製した。

タバコ培養細胞およびシロイヌナズナ培養細

胞を入手した。 

 

（２）カリフラワーモザイクウイルスの感染

にはアクチン繊維が必要である 

 

植物に微小管形成阻害剤 propyzamide あるい

はアクチン繊維形成阻害剤 latrunculin B を濃

度を変えて処理し、抗チューブリン抗体およ

び抗アクチン抗体を用いてそれぞれの細胞骨

格を観察し、細胞骨格の形成が阻害される条

件を調べた。それらの条件におけるウイルス

感染の影響を調べたところ、微小管、アクチ

ン繊維の両者ともウイルス感染率を有意に低

下させたが、アクチン繊維形成阻害剤の影響

がはるかに顕著であった。これより、CaMV

の感染にはアクチン繊維が必要であることが

強く示唆された。 

 

（３）カリフラワーモザイクウイルスの外被

タンパク質はシロイヌナズナダイニン軽鎖の

ホモログタンパク質と相互作用する 

 

CaMV の外被タンパク質と、シロイヌナズナ

のダイニン軽鎖ホモログ、キネシン 2 種類お

よびミオシン 2種類との in vivo相互作用を酵



 

 

母ツーハイブリッド法で検証した。その結果、

ダイニン軽鎖ホモログとの相互作用が検出さ

れた。しかしながら、シロイヌナズナのゲノ

ム中にダイニン重鎖のホモログは見つかって

おらず、CaMV のシロイヌナズナ感染におけ

るダイニンの役割の解明にはさらなる検証が

必要である。 

 

（４）短いタグであるテトラシステインタグ

による植物ウイルス粒子の標識 

 

植物ウイルス粒子を蛍光タンパク質で可視化

することはできていない。これは、従来用い

られてきた緑色蛍光タンパク質(GFP)のよう

なかさだかいタグを外被タンパク質に融合す

ると、粒子が形成されなくなるからである。

そこで、6 アミノ酸からなる短いテトラシス

テインタグと、そのタグに結合すると蛍光を

発する FlAsH 試薬を用いて植物ウイルスを可

視化することを試みた。CaMV 粒子を可視化

するため、ウイルス粒子を構成する外被タン

パク質および、virion-associated proteinのさま

ざまな箇所にテトラシステインタグを挿入し

たさまざまな感染性クローンを作出したが、

植物への感染性が失われた。そこで、外被タ

ンパク質のカルボキシル末端が粒子の外側に

露出していることが報告されているトマトモ

ザイクウイルス(ToMV)の外被タンパク質の

カルボキシル末端に TC タグを挿入したとこ

ろ、 ToMV の感染性が CaMV と同様に失われ

た。そこでさらに、ToMV の外被タンパク質

に付加した TC タグの前にリードスルー配列

を挿入し、すべての外被タンパク質ではなく

一部の外被タンパク質のみが TC タグとの融

合タンパク質となるよう工夫したところ、感

染性のある組換えウイルスとなり、FIAsH 試

薬によりウイルス粒子に由来する蛍光が観察

された。同様の方法により、DNAウイルス粒

子を可視化し、さらには、標識した細胞骨格

との共局在を検証できる可能性が示された。 
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