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研究成果の概要（和文）：植物プラス鎖RNAウイルスの一種であるタバコモザイクウイルス（TMV）の複製タンパ
ク質による複製鋳型RNA認識機構の詳細は不明である。本研究では、TMVゲノムRNAの5′末端領域に由来する複数
種の短鎖RNA断片の添加が、試験管内におけるTMV複製タンパク質-ウイルスRNA間相互作用およびTMV RNA複製を
阻害することを明らかにした。また、一部の短鎖RNA断片がTMV RNAおよびその他のRNAの翻訳を阻害することを
見出した。

研究成果の概要（英文）：Detailed mechanism of how replication proteins of tobacco mosaic virus (TMV)
 recognize the viral genomic RNA is unknown. This study revealed that small RNA fragments derived 
from a 5′-proximal region of the TMV genomic RNA inhibited the binding of TMV replication proteins 
to viral RNA, and TMV RNA replication in vitro. Some small RNA fragments also inhibited the 
translation of TMV and non-viral RNA.

研究分野： 植物ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、TMV複製タンパク質による複製鋳型RNAの認識に重要なRNA配列の同定に資する解析系を構築する
ことに成功したと考えられる。また、複数種の短鎖RNA断片がTMV RNAの複製をトランスに阻害したことから、複
製タンパク質によるゲノムRNAの認識過程がウイルス防除の標的となり得ること、当該短鎖RNA断片がウイルス防
除に利用し得ることを示すことができたと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 植物ウイルスは世界の農業生産に甚大な被害を与えることから、有効な防除法の構築に向け
その感染過程を理解することは重要な課題である。植物ウイルスの感染過程のうち、複製は最初
期に位置しウイルスのゲノム核酸の増幅を担う重要ステップである。植物ウイルスは一般に、ウ
イルス複製タンパク質、ウイルスゲノム RNA、宿主因子などを含む複製複合体を宿主生体膜上
に形成し、この内部でウイルスゲノムを複製する。世界の農業生産に大きな被害をもたらすトバ
モウイルスは、約 6,400 塩基のプラス 1 本鎖 RNA をゲノムに持つ。トバモウイルスの複製タン
パク質は、複製に先立ち、複製タンパク質とゲノム RNA を含む pre-membrane-targeting 
complex（PMTC）と呼ばれるリボヌクレオプロテイン複合体を形成すること、PMTC は宿主生
体膜に結合し成熟型の複製複合体を形成すること、複製タンパク質が翻訳と共役してウイルス
ゲノムRNAの 5′末端の約 70塩基の領域（ヌクレアーゼ耐性を示すことから、nuclease-resistant
（NR）領域と呼称）に結合することで PMTC が形成されることがこれまでに示されている
（Komoda et al., 2007; Kawamura-Nagaya et al., 2014）。しかし、PMTC 形成に際しトバモウ
イルスの複製タンパク質がどのように NR 領域を認識するかの詳細は明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、トバモウイルスの一種であるタバコモザイクウイルス（TMV）の複製タンパク
質によるNR領域認識機構の解明に向けた実験系の構築と、それを利用した複製タンパク質–NR
領域間相互作用に重要な RNA 配列の同定および性状解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）まず、TMV ゲノムの NR 領域に由来する様々な配列を持つ 9–33 塩基の短鎖 RNA 断片お
よびネガティブコントロールとして TMV ゲノムの外被タンパク質コード領域に由来する 30 塩
基の短鎖 RNA 断片を用意した（図 1）。続いて、TMV ゲノムの NR 領域を含む 5′末端の 110 塩
基の領域にストレプトマイシン結合アプタマーであるStreptoTagを連結したRNA（TMV1-110-
st）を in vitro 転写により合成した後、TMV1-110-st をストレプトマイシン付きビーズに結合さ
せた。ここに、予め各種短鎖 RNA 断片とインキュベートした TMV の 126-kDa 複製タンパク
質の部分断片 MetIR を加えた。ビーズ上に存在する MetIR をウエスタンブロットにより解析
することで、各種短鎖 RNA 断片が複製タンパク質–ウイルス RNA 間相互作用にどのような影
響を与えるかを調べた。 

 
 
 
（2）各種短鎖 RNA 断片の存在下で、TMV RNA を試験管内翻訳複製系 BYL（Komoda et al., 
2004）に添加し、翻訳および複製反応に供試した。TMV 複製タンパク質および新生 RNA の蓄
積をそれぞれウエスタンブロットおよびオートラジオグラフィにより解析することで、各種短
鎖 RNA 断片がウイルス RNA の翻訳・複製にどのような影響を与えるかを調べた。 
 
（3）各種短鎖 RNA 断片の存在下で、ルシフェラーゼ RNA を膜画分を除いた BYL において翻
訳させた後、ルシフェラーゼ活性を測定することにより、短鎖 RNA 断片がウイルス RNA以外
の RNA の翻訳に影響を与えるかを解析した。 

図 1. 本研究で用いた短鎖 RNA断片 



 
４．研究成果 
（1）NR 領域に由来する短鎖 RNA 断片が複製タンパク質–ウイルス RNA 間相互作用に与える
影響の解析 
 解析に供試した短鎖 RNA 断片のうち、TMV5830-5859（ネガティブコントロール）および
TMV18-26 は MetIR の TMV1-110-stへの結合を阻害しなかった。一方、TMV18-35、TMV18-
44、TMV45-72、TMV60-92 は MetIR の TMV1-110-stへの結合を阻害した。このうち、TMV18-
44 は他の短鎖 RNA 断片よりも低濃度で結合を阻害した。これらのことから、複数種の短鎖 RNA
断片が MetIR に結合することにより、競合的に MetIR の TMV1-110-stへの結合を阻害するこ
とが示唆された。 
 
（2）NR 領域に由来する短鎖 RNA 断片がウイルス RNA の複製に与える影響の解析 
 解析に供試した短鎖 RNA 断片のうち、TMV5830-5859 および TMV18-26 は BYL における

TMV RNA の複製を阻害しなかった（図 2）。一方、TMV18-35、TMV18-44、TMV45-72、TMV60-
92 は BYL における TMV RNA の複製を阻害した。このうち TMV18-44 は他の短鎖 RNA 断片

よりも低濃度で複製を阻害した。これらのことから、MetIR の TMV1-110-stへの結合を阻害し

た短鎖 RNA 断片（TMV18-35、TMV18-44、TMV45-72、TMV60-92）は、TMV RNA 複製も

阻害することが明らかとなった。 
 また、TMV5830-5859、TMV18-26、TMV18-35、TMV18-44 の存在下では、TMV 複製タン

パク質の蓄積は影響を受けなかった（図 2）。このことから、TMV18-35 と TMV18-44 は、複製

タンパク質の NR 領域への結合を阻害することにより TMV RNA 複製を阻害している可能性が

考えられた。一方、TMV45-72 および TMV60-92 の存在下では、TMV 複製タンパク質の蓄積

が予想外に阻害された。このことから、TMV45-72 および TMV60-92 による TMV RNA の複製

阻害は、翻訳阻害によっても引き起こされていると考えられた。 
 

 
 
（3）NR 領域に由来する短鎖 RNA 断片がルシフェラーゼ RNA の翻訳に与える影響の解析 
 TMV45-72 の存在下では、濃度依存的に試験管内におけるルシフェラーゼ活性が減少した。

一方、TMV5830-5859 および TMV18-44 の存在下では、ルシフェラーゼ RNA の翻訳は阻害さ

れないかされたとしても TMV45-72 を加えた場合より軽微だった。このことから、TMV45-72
は標的配列非依存的に RNA の翻訳を阻害することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 

図 2. 短鎖 RNA断片が TMV RNAの翻訳および複製に与える影響 
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