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研究成果の概要（和文）： 植物ウイルスに対する抵抗性植物の開発には、植物が本来もつウイ
ルス抵抗性遺伝子の作用機序を分子レベルで明らかにする必要がある。本研究では、ウイルス

の感染拡大を抑制する作用をもつ植物遺伝子KELP の機能解析を進めた。その結果、多くの植物
に保存されている KELP は、少なくとも 2種のウイルス因子（移行タンパク質）と細胞内で相互

作用して、その因子の本来の機能を阻害することにより、ウイルスの感染を抑制していること

が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： In order to develop resistance plants for virus attacks, it is 
necessary to elucidate at molecular levels how inherent plant resistance genes act. In this 
study, we performed functional analyses of KELP genes, which had been shown to restrict 
virus infection spread. Our results have suggest that KELPs, conserved in a wide range of 
plant species, interact with a viral factor (movement protein) from at least two different 
viruses, interfere with their innate function, and consequently restrict virus spread. 
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１．研究開始当初の背景 
植物ウイルスは農作物に甚大な病害を引

き起こすが、駆除に有効な手段がないため、
植物の抵抗性遺伝子を利用したウイルス耐
性植物の開発が重要である。我々は、ウイル

スの感染拡大（細胞間移行）に抑制的に作用
する植物因子の研究を進めてきた。シロイヌ
ナズナ（Arabidopsis thaliana)がもつ KELP
と呼ばれる植物タンパク質はトマトモザイ
クウイルスとキュウリモザイクウイルスの
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移行タンパク質と in vitro で結合する。KELP
をボンバードメント法により一過的に過剰
発現させた植物葉では、トマトモザイクウイ
ルスの感染拡大（細胞間移行）が著しく抑制
されることが分かっていた。KELP を有用遺伝
子として十分に活用していくためには、ウイ
ルス感染抑制作用の分子機構を明らかにす
る必要があった。そこで、本研究では、（１）
一過的過剰発現実験において KELP がウイル
スの移行を阻害している分子機構を明らか
にする、（２）KELP を発現していないシロイ
ヌナズナ変異体を用いて、当該遺伝子のウイ
ルス感染における役割を調べる、（３） 他の
単子葉・双子葉植物に保存されている KELP
の類似遺伝子がウイルス感染抑制作用をも
っているかどうか検証する、ことを計画した。 
 

２．研究の目的 
（１）一過的過剰発現実験において、KELP は
移行タンパク質の機能にどのような影響を
与えているのか分子レベルで検証する。 
① 植物細胞内で KELP と移行タンパク質が
実際に相互作用しているのかどうかを調べ
る。 
② KELP が過剰発現している細胞において、
ウイルス感染時に移行タンパク質が正常に
機能しているのかについて検証する。 
 

（２）KELP 本来の機能およびウイルス感染に
おける本来の役割を調べる。 
 
（３）KELP のウイルス感染抑制作用がシロイ
ヌナズナ以外の植物にも保存されている一
般的な作用であるのかについて明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）① bimolecular fluorescence 
complementation（BiFC）法を用いることで
KELP とトマトモザイクウイルス移行タンパ
ク質の Nicotiana benthamiana 細胞内での相
互作用を検証した。 
 
② GFP と融合した移行タンパク質をコード
するトマトモザイクウイルスのプラスミド
を用いて、ボンバードメント法によりKELP
と共発現させ、移行タンパク質の局在の変化
を調べた。 
 
（２）KELP 遺伝子が破壊されたシロイヌナズ
ナの T-DNA 挿入変異体を使って、生育時にお
ける形態形成への影響を観察した。また、ト
マトモザイクウイルスを接種し、ウエスタン
解析によりウイルス蓄積量を測定した。 
 
（３）ブラシカ科植物（Brassica campestris）、
トマト（Solanum lycopersicum）、イネ（oryza 

sativa）、タバコ（Nicotiana benthamiana）
から KELP 類似遺伝子をクローニングした。
ボンバードメント法によりウイルスのプラ
スミドと Nicotiana benthamiana で共発現さ
せ、ウイルス感染抑制効果を調べた。ウイル
スには、トマトモザイクウイルスおよびキュ
ウリモザイクウイルスの移行タンパク質遺
伝子に置換したトマトモザイクウイルス変
異体を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）① これまでの研究から、 KELP と移行
タンパク質が細胞内で共局在していること
が分かっていたが、今回の BiFC 法を用いた
実験から、両タンパク質が直接的に相互作用
していることを示唆するデータ（図１）を得
ることができた。  
 

② 本来、感染細胞では移行タンパク質は主
に細胞間連絡（プラズモデスマータ）に局在
する（図２Ａ）が、KELP が発現している細胞
では、凝集や拡散している様子（図２Ｂ－Ｄ）
が見られた。このことから、KELP との相互作
用により、移行タンパク質は正しく細胞内で
局在することができず、本来の機能を発揮で
きない状態にあることが示唆された。 

①と②の結果を踏まえ、今後は、KELP と移行
タンパク質の相互作用がどの細胞内部位で
起こっており、その結果として移行タンパク
質にどのような変化が起こっているのか、な
ぜウイルスを移行させることができなくな
っているのかという点について解析を進め
ていく必要がある。 
 
（２）T-DNA 変異体と野生型シロイヌナズナ
の生育時の形態を比較したところ、両者に差
は見られなかった。また、野生型と比較して、
感染初期（接種数日間）では T-DNA 変異体で
ウイルスへの感受性が高まっている傾向が

（図１）BiFC 法による

KELP と移行タンパク

質との相互作用を示す

蛍光 

（図２）KELP発現下での移行タンパク質の局在の変化 

(A)通常の細胞内局在（細胞間連絡への局在） 

(B-D)KELP 発現下での細胞内局在（凝集や拡散） 
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見られた。このことから、KELP は通常の生育
には必須の遺伝子ではなく、自然界において
弱いながらもウイルス抵抗性因子として機
能している可能性が示唆された。ただし、デ
ータのばらつきが大きいことから、さらに実
験を重ねて結論を得る必要がある。 
 
（３）KELP 類似遺伝子を一過的に過剰発現さ
せた細胞では、KELP の時と同様に、トマトモ
ザイクウイルスの細胞間移行が著しく抑制
された。この結果は、KELP およびその類似遺
伝子には、共通して、ウイルス抑制作用があ
ることが分かった（図３）。また、キュウリ
モザイクウイルスの移行タンパク質遺伝子
と置換したトマトモザイクウイルス変異体
を用いた実験でも、KELP に感染抑制作用があ
ることが分かった。このことから KELP は異
なるウイルスに対しても感染抑制作用をも
つことが示唆された。 

以上の結果は、植物に広く保存されている
KELP 遺伝子群は、広汎なウイルスに対して感
染抑制効果をもつ有用な遺伝子である可能
性を支持するものであり、さらに研究を重ね
ることにより、ウイルス耐性植物の開発に貢
献できると考えられる。 
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