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研究成果の概要（和文）：ウイロイドは低分子の環状 1本鎖 RNAであるが、ひとたび宿主植物

細胞に侵入すると宿主の転写系に依存して自己複製し、様々な程度の病気を引き起こす。植物

をウイロイドの感染から保護する新しい戦略を模索するために、ウイロイド感染で誘導される

ウイロイド標的 RNA サイレンシングとウイロイドの病原性及び分子進化の関連性を分析した。

まず、ジャガイモやせいもウイロイド（PSTVd）感染トマトに蓄積する PSTVd 特異的 small 

RNA（srPSTVd）の大規模塩基配列解析の結果、PSTVd 高感受性トマト“Rutgers”ではプラ

ス鎖由来の srPSTVdが圧倒的に優占し（90％以上）、PSTVd耐性“Moneymaker”ではほぼ同程

度であった。srPSTVd は PSTVd分子のプラス鎖とマイナス鎖の全領域から生成していたが、複

数の特定の領域（ホットスポット）から特に多量に生成していた。両品種ともプラス鎖のホッ

トスポット部位は共通し、病原性領域と上部中央保存領域から多数の srPSTVd が生じていた。

一方、マイナス鎖由来の small RNA には品種間差があり、Moneymaker のホットスポット部位

はより多様であった。すなわち、ウイロイド特異的 small RNAの生成パターンには、品種特異

性が認められた。また、病原性の異なる PSTVd-Intermediate（強毒型）と PSTVd-dahlia（弱毒

性）を比較した結果、茎と葉で生成パターンとホットスポット部位に共通性があったが、部位

により生成量に違いが認められた。 

次に、ウイロイドの病原性発現に関与する宿主遺伝子を特定するため、PSTVd 感染トマトの

マイクロアレイ発現解析を行った結果、ジベレリン・他、複数の植物ホルモン生合成遺伝子の

発現量が変化していた。PSTVd感染で発現量が低下した遺伝子の中で PSTVdと 21 塩基程度の

相同配列を有するものを検索した結果、gibberellin β-hydroxylase が見出された。RNAゲルブロ

ットアッセイの結果、本遺伝子は葉より茎でより明瞭に発現量が低下していた。すなわち、本

遺伝子はウイロイド感染で誘導されるウイロイド標的 RNA サイレンシングの宿主側標的遺伝

子となる可能性が示唆された。また複数の microRNA 発現量にも有意な変動が認められた。 

RNAサイレンシングに関連する宿主遺伝子（DCL2、RDR6 など）或は PSTVd に由来する様々

な“ヘアピン RNA”を発現する形質転換トマトと N. benthamiana 系統を選抜・育成し、PSTVd

のほぼ全長のヘアピン RNA を発現する PSTVd-⊿TL とマイナス鎖由来の主要 srPSTVd である

srPSTVd-257a のヘアピン RNA を発現する N.benthamina 系統の T2 ホモ接合系統を得た。両系

統共に PSTVd の感染・増殖を阻害し、RNA サイレンシングを利用した新規ウイロイド抵抗性

戦略の可能性が示唆された。 

ホップ、ブドウ、カンキツ、スモモから分離した HpSVd 変異体をホップに 15年間持続感染
させ、それぞれの宿主適応過程を分析した結果、HpSVd-grape は 5 ヶ所の適応変異を生じ、新
たな変異体（HpSVd-hKFKi）に収斂進化した。HpSVd-hKFKi がホップ感染中に獲得した 5 箇所
の適応変異は、原宿主、適応宿主、第 3 宿主のいずれにおいても、複製能上のメリットは認め
られなかったが、srHpSVd 蓄積量が少なかったことから RNA サイレンシング誘導能が低下し
ていると判断された。特に 5 箇所の変異を含む srHpSVd リード数の全 srHpSVd リード数に占め
る比率が HpSVd-KFKi では HpSVd-grape より低下していたことから、5 箇所の適応変異により
HpSVd は RNAサイレンシングを回避した可能性が示唆された。 
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研究成果の概要（英文）：Viroids are small circular, single-stranded, non-coding RNAs, but, once 

infected into host plant cells, replicate autonomously depending on the host transcription machinery 

and caused severe to mild diseases on varieties of crop plants. To investigate the novel strategy to 

prevent plants from viorid infection, we have analyzed viroid-induced RNA silencing in relation to 

viroid pathogenicity and molecular evolution. First, by large-scale sequencing analysis using next 

generation sequencer on the biogenesis of PSTVd-specific small RNAs (srPSTVd), it was found 

that those derived from genomic strand was superior than those from anti-genomic strand, i.e., 9:1, 

in case of “Rutgers” tomato – a highly sensitive cultivar, but the ratio was almost 1:1 in 

“Moneymaker” tomato – a tolerant cultivar. In both cultivars, srPSTVds were derived in general 

from whole the molecule of both strands, but some specific regions – hotspots – produced more 

abundant srPSTVd. In the genomic strand, both cultivars showed the similar hotspot pattern, 

however, the cultivar-specific pattern was observed in the anti-genomic strand, i.e., Moneymaker 

showed more variable hotspots. The results indicated that the srPSTVd biogenesis is 

host/cultivar-dependent. We have also compared the hotspot patterns among PSTVd variants with 

different pathogenicity, i.e., the Intermediate (severe) and the Dahlia (mild) strains, and found that 

both of the strains showed the similar hotspot pattern in Rutgers tomato in leaves and stem with 

distinct abundance depending on the individual hotspots. 

To identify the host genes responsible to exhibit viroid-specific disease symptoms such as 

dwarf and/or leaf curling, we have then performed microarray analysis of gene expression in 

tomato cultivars (Rutgers and Moneymaker) with or without infecting PSTVd. Expression of the 

genes related to biosynthesis of most of the known plant hormones including gibberellin and auxin 

have more or less been altered by development of specific disease symptoms. Among them, we 

have surveyed genes containing a stretch of 21-nucleotide sequence homologous to PSTVd, and 

found that the gene encoding gibberellin β-hydroxylase contains a PSTVd-specific 21-nucleotide 

sequence and was down-regulated by PSTVd infection, suggesting that the gene could be a 

hypothetical target by PSTVd-induced RNA silencing. Several of the tomato microRNAs such as 

miR159 have also changed their expression levels. 

We have created transgenic tomato and Nicotiana benthemiana lines constitutively expressing 

hairpin RNA derived from various regions of PSTVd or from host genes relating to RNA silencing, 

i.e., DCL2 and RDR6. At present, transgenic N. benthamiana T2 lines expressing near full-length 

hairpin PSTVd (PSTVd-⊿TL) and one of the srPSTVd hotspots (srPSTVd-257a) derived from 

lower central region of anti-genomic strand successfully exhibited resistance to PSTVd infection. 

To investigate molecular evolution of viroid in relation to RNA silencing, we infected hops with 

natural Hop stunt viroid (HpSVd) isolates derived from four host species (hop, grapevine, plum and 

citrus). These plants were maintained for 15 years, then analyzed the HpSVd variants present. As 

the result, the variant originally found in cultivated grapevines gave rise to various combinations of 

mutations at positions 25, 26, 54, 193, and 281, and upon prolonged infection, these variants 

underwent convergent evolution resulting in a limited number of adapted mutants. Further analysis 

revealed that these five mutations did not give a merit upon the mutant to replicate either in the 

original host (grapevine), the adapted host (hops), and the third host (cucumber). However, the 



mutant accumulated less abundant srHpSVd in infected hops and cucumber, and especially the 

relative ratio of srHpSVd reads containing the five mutations per total srHpSVd reads were 

significantly downed, suggesting that the adapted mutant successfully escaped from viroid-induced 

RNA silencing by giving rise to the five mutations. 
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１．研究開始当初の背景 

ウイロイドは現在知られている最小の病
原体で、246－401ヌクレオチドの環状 1本鎖
RNAである。独自のタンパク質情報をコード
しない“ノンコーディング RNA”で、感染した
宿主の転写系に依存して複製・増殖する
（Flores et al 2005, Gas et al 2007）。自然界及び
農業現場には様々なウイロイド種とその多
様な変異体が存在し、時に深刻な病害を引き
起こす（Hadidi et al 2003）。ウイロイドは感染
植物に効率よくウイロイドを標的とする
RNAサイレンシングを誘導し、多量のウイロ
イド特異的 small RNA（分解産物、Vd-sRNA）
が生成される（Itaya et al 2001, Papaefthimiou 

et al 2001）。しかし、ウイロイドは RNAサイ
レンシングの標的となりながらも、RNAサイ
レンシングに耐性を示し、感染植物体中で活
発に複製・増殖を続ける（Itaya et al 2007, 

Martin et al 2007, Machida et al 2007）。 

ウイロイド感染で誘導される RNA サイレ
ンシングとウイロイドによる病徴発現との
関連性を示唆する実験結果が報告され
（Wassenegger et al 2000, Markatrian et al 2004, 

Sano & Matsuura 2004, Gomez et al 2008）、ウイ
ロイドを標的とする RNA サイレンシングが
宿主ゲノム中に存在する相同配列を標的と
することで宿主の正常な遺伝子と RNA 発現
経路が撹乱され、病徴発現に至るという仮説
が提唱されている（Wang et al 2004）。 

申請者らは、「ウイロイド感染で誘導され
る RNA サイレンシングの生物学的及び農学
的意義の解析」（科研費・基盤 C、H15－17）

及び「ノンコーディング RNA病原体“ウイロ
イド”の自律複製能と病原性発現の分子機構」
（科研費・基盤 B、H18－20）で、ウイロイ
ド感染で誘導される RNA サイレンシングに
よって感染細胞内に生成するウイロイド特
異的 small RNA（Vd-sRNA）の経時的蓄積パ
ターンを解析し、ウイロイドは複製の様々な
段階で RNA サイレンシングの標的となり、
複数の DCL で切断される可能性を明らかに
した（Sano & Matsuura 2004, Machida et al 

2007）。 

また、申請者を含めた独立の 3研究グルー
プによる Vd-sRNA のクローニングと塩基配
列解析から、Vd-sRNAはウイロイド分子全体
からランダムに生じるのではなく、複数のホ
ットスポットから生成されてくることが示
され、ウイロイドの特定の部位が RNA サイ
レンシングの標的となることが明らかにな
った（ Itaya et al 2007, Martin et al 2007, 

Machida et al 2007）。 

さらに、2007年以来、欧米の研究グループ
により、ウイロイドの病原性或いは病徴発現
と RNA サイレンシングに関して、宿主植物
中の Vd-sRNA の蓄積量が病徴の強さと相関
すること（Matousek et al 2007）、ウイロイド
の病徴発現は宿主のウイロイド特異的 RNA

サイレンシング活性に依存し、特に RNA 依
存 RNA ポリメラーゼ 6（RDR6）活性と関連
していること（Gomez et al 2008）、などが報
告されている。RDR6 は RNAサイレンシング
シグナルの増幅（ Primary siRNA から
Secondary siRNA への変換と増幅に関わると



されるものである（ Schwach et al 2005, 

Brodersen & Voinnet 2006）。 

 

２．研究の目的 

研究代表者らの今までの研究成果と海外
の関連分野の研究動向に基づき、本研究では
以下の 3 課題を設定して、ウイロイド感染で
誘導・蓄積する Vd-sRNA の生成特性、ウイ
ロイドの病原性発現と RNA サイレンシング
の関係、自然界に存在する多様なウイロイド
変異体の適応・分子進化への影響を併せて総
合的に考察する。 

課題① ウイロイド特異的RNAサイレンシ
ングの初期標的部位の特定： ジャガイモや
せいもウイロイド（Potato spindle tuber viroid; 

PSTVd）感染トマトに蓄積する PSTVd特異的
small RNA（srPSTVd）の塩基配列解析から、
PSTVdには少なくとも 5箇所の srPSTVd生成
ホットスポット、すなわち RNA サイレンシ
ング標的部位が存在することが明らかにな
った。srPSTVd の生成特性を分析し感染初期
の主要標的部位を特定する。 

課題② ウイロイド感染が宿主RNAサイレ
ンシング機構及び microRNA経路に及ぼす影
響の解析： ウイロイドは、複製の様々な段
階で複数の DCL（1～4）で切断されながら、
なおも活発に複製増殖を続ける。その結果、
感染植物には異常な量の Vd-sRNA が蓄積し
てくる。本研究は「この異常な Vd-sRNAが、
宿主の DCL、RDR6 或は RISC 複合体を構成
する Argonaute（AGO）蛋白質等を過剰にリ
クルートする（即ち RNA サイレンシング機
構を独占する）ことが、宿主の正常な発生・
分化・形態形成に関わる RNA サイレンシン
グ機構と microRNA発現経路を撹乱し、結果
としてウイロイドの病原性発現に至る」との
作業仮説のもと、アグロバクテリウム植物形
質転換法及び植物ウイルスベクター法によ
り、RNA 干渉でウイロイドの複製や宿主の
RNA サイレンシング関連遺伝子群の発現を
ノックダウンする実験系を構築し、RNAサイ
レンシングや microRNA経路に関わる遺伝子
機能を変化させた植物を作出して、ウイロイ
ド感染で誘導される RNA サイレンシングと
病徴発現の関連性を検証する。また、様々な
ウイロイド配列に由来するヘアピン RNA を
発現する形質転換植物を作出し、構成的にウ
イロイドを標的とする RNA サイレンシング
を誘導することで、感染初期にウイロイドの
複製を効果的に阻害する手法を検討する。ま
た、この植物自体の生育を分析することで、
「ウイロイド配列に対する RNA サイレンシ
ングが宿主の相同な遺伝子発現を乱し病原
性発現に至る」と考える従来の作業仮説
（Wang et al, PNAS 2004）を検証し、新規な
ウイロイド抵抗性戦略を考案し、その可能性
を評価する。 

課題③ ウイロイドの宿主適応と分子進化
に及ぼす影響の解析： ウイロイドは様々な
植物を宿主とし、各宿主に特異的な多様な変
異体が知られている。すなわち、ウイロイド
は新たな宿主に遭遇した時、宿主適応変異を
生じてゲノムの多様性を増大させている。宿
主側の抵抗性機構である RNA サイレンシン
グがウイロイドの宿主適応に及ぼす影響を
解析する。 

 

３．研究の方法 

① ウイロイド特異的RNAサイレンシング
の初期標的部位の特定： ウイロイド特異的 

RNA サイレンシングの初期主要標的部位を
特定するため、PSTVd 感染トマト（品種：
Rutgers、Moneymaker）の葉或は茎に蓄積する
srPSTVd の蓄積パターンを RNA ゲルブロッ
トアッセイで解析し、さらに small RNA画分
を調製して、次世代シークエンサー（イルミ
ナ社、GAII）により srPSTVd の大規模塩基配
列解析を行なった。 

② ウイロイド感染が宿主RNAサイレンシ
ング機構及び microRNA経路に及ぼす影響の
解析： RNA サイレンシングとウイロイドの
病徴発現の関連性を解析するため、PSTVd感
染及び健全トマト（品種：Moneymaker、
Rutgers）から RNA を抽出し、一部はマイク
ロアレイ法で、一部は次世代シークエンサー
（イルミナ社、GAII）による small RNAの大
規模塩基配列解析を行った。マイクロアレイ
解析で得られたデータから PSTVd 感染で発
現量が低下する遺伝子群を特定し、さらにそ
の中で PSTVd配列と相同な 21塩基の配列を
有する遺伝子を探索した。また、マイクロア
レイ及び次世代シークエンスで得られたデ
ータを分析して、PSTVd 感染トマト中の
microRNA 遺伝子の発現量を定量的に解析し
て、ウイロイド感染が特に植物ホルモン関連
遺伝子群のの発現に及ぼす影響を分析・評価
した。また、RNAサイレンシング関連遺伝子
をアグロバクテリウム或は植物ウイルスベ
クター（Potato virus M、Potato aucuba mosaic 

virus）に挿入し、RNAサイレンシング機能と
microRNA経路をRNA干渉でノックダウンす
る新しい実験系の構築に取り組んだ。さらに、
並行して、PSTVd配列及び srPSTVd のホット
スポット配列と相同のヘアピン RNA を発現
する形質転換トマトを作出し、ウイロイドを
標的とする RNA サイレンシングが宿主の遺
伝子発現と形態形成に与える影響を分析し、
且つ、その植物体のウイロイド抵抗性を評価
した。 

③ ウイロイドの宿主適応と分子進化に及
ぼす影響の解析： 研究代表者は、ホップ、
ブドウ、カンキツ、スモモから分離した主要
なホップ矮化ウイロイド（Hop stunt viroid; 

HpSVd）変異体をホップに感染させ、持続感



染状態で 15 年間継代維持してきた。感染後 5

年、10 年、15 年目に採集した葉から HpSVd

を分離し、RT-PCR で cDNA を増幅し、クロ
ーニングした。各サンプルからランダムに 10

個程度の cDNAクローンを選抜して子孫ウイ
ロイドの変異とその時間的変化を分析した。 

 

 

４．研究成果 
① ウイロイド特異的RNAサイレンシングの
初期標的部位の同定 

RNA サイレンシングによるウイロイドの
標的部位と分解過程を解明するため、PSTVd

感染トマトに蓄積する PSTVd 特異的 small 

RNA（srPSTVd）の次世代シークエンサーに
よる大規模塩基配列解析を行なった。 

まず、PSTVd-Intermediate 感染トマト（品
種Rutgers）の葉と茎の srPSTVd蓄積量をRNA

ゲルブロットアッセイで解析した結果、
srPSTVd は葉より茎で高濃度に蓄積し、プラ
ス鎖由来は 20－24 塩基と 27－29 塩基、マイ
ナス鎖由来は 21－24 塩基の多様なサイズが
観察された。そこで、茎と葉から srPSTVd を
含む 15－30塩基の small RNA分画を調製し、
次世代シークエンサーで解析した結果、茎で
は葉の約 34 倍の 90,869 個（リード数）の
srPSTVd 配列（15－29 塩基）が得られ、プラ
ス鎖 89,070個、マイナス鎖 1,799 個であった。
従来のシークエンス法では得られにくかっ
た 23塩基より長い srPSTVdが多数検出され、
その多くは、PSTVd 病原性領域（第 50－80

番付近）に由来し、複製の際の環状化/切断点
とされる第 88－89 番塩基を 5’末端とするも
のが多数検出された。また 21－22 塩基の
srPSTVd では第 30 番を 5’末端とするものが
最多で、26,903 個であった。次世代シークエ
ンスと RNA ゲルブロットアッセイの解析結
果に基づき、第 30－50 番付近が最初の標的
となること、第 50－80 番付近から生じる
srPSTVd は病原性発現に関与する可能性があ
ること、RNAサイレンシングがウイロイドの
複製に関与する可能性があることなどが今
後の検討課題として明確になった（佐野 2010、
Wang et al 2011）。 

そこで次に、PSTVd に対する感受性の異な
るトマト 2 品種（Rutgers と Moneymaker）及
び PSTVd 由来の配列を遺伝子導入したトマ
ト（Moneymaker）を用いて実験を行った。
Rutgers と Moneymaker に PSTVd-Intermediate

を感染させると、Rutgers には激しい矮化と葉
巻、Moneymaker には軽い矮化が現われた。
健全葉と各感染葉から srPSTVd を含む 15－
30 塩基の small RNA分画を調製し、次世代シ
ークエンサーによる大規模塩基配列解析を
行った。また、PSTVd 配列由来のヘアピン
RNAを発現する形質転換Moneymakerは恒常
的に PSTVdが感染・増殖した時と同じように

srPSTVd を細胞内に蓄積していたので、同様
に srPSTVd を含む small RNA分画を調製し、
次世代シークエンサーによる大規模塩基配
列解析を実施した。その結果、PSTVd 感染
Rutgers ではプラス鎖由来の srPSTVd が圧倒
的に優占し、Moneymaker ではプラス鎖由来
とマイナス鎖由来がほぼ同程度であった。両
品種ともプラス鎖から生じるホットスポッ
ト部位は共通し、病原性領域と上部中央保存
領域から多数の small RNA が生じていた。一
方、マイナス鎖由来の small RNAには品種間
差があり、Moneymaker のホットスポット部
位はより多様であった（図 1．赤矢印）。すな
わち、ウイロイド感染で誘導・蓄積するウイ
ロイド特異的 small RNAは、そのホットスポ
ットの位置、或はプラス鎖由来とマイナス鎖
由来の比率、などの点において、品種特異性
があり、病徴発現の強弱とも関連する可能性
が示唆されてきた（Wang et al 2011）。 
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本研究を実施中、研究代表者らは世界で初
めてダリアから PSTVdを分離した（Tsushima 

et al 2011）。この PSTVd分離株（PSTVd-dahlia）
は PSTVd-Intermediate と比較して 9 塩基の変
異を有し、トマト（Rutgers）に感染させたと
ころほとんど矮化症状が見られず、極めて弱
毒性の病原性を有していることが判明した。
そこで実験計画を一部変更して、この弱毒株
を実験系に加え、病原性の異なる PSTVdに感
染したトマトに蓄積する srPSTVdのホットス
ポットとプラス鎖/マイナス鎖比の分析を開
始した。すなわち、各 PSTVd 分離株感染トマ
ト葉と茎から今までと同様に srPSTVdを含む
15－30塩基の small RNA分画を調製し、次世
代シークエンサーによる大規模塩基配列解
析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 強 毒 型 の
PSTVd-Intermediate と弱毒性の PSTVd-dahlia

に感染したトマト（Rutgers）では、srPSTVd

を生じるホットスポット部位には共通性が
あり、茎と葉でもそのパターンに大きな違い
はなかったが、各ホットスポット部位により
生成量に若干の違いが認められた。現在、さ
らに詳細な srPSTVdの蓄積パターンを分析中
である（佐野、千田、海外研究協力者：Owens 

RA）。 



 

② ウイロイド感染が宿主RNAサイレンシン
グ機構及び microRNA経路に及ぼす影響の解
析 

PSTVd 感染で蓄積量が変化するトマト遺
伝子発現のマイクロアレイ分析及び次世代
シークエンスによるトマト microRNAの大規
模塩基配列解析： 次世代シークエンス解析
の結果、PSTVd感染トマト（Rutgers）に蓄積
する srPSTVdは感染トマト中の全 small RNA

の約 10％を占め、宿主の microRNA経路に影
響を与える可能性が強く示唆された。 

そこで、前項（1）に記載の PSTVd に対す
る感受性の異なるトマト 2 品種（Rutgers と
Moneymaker）及び PSTVd 由来の配列を遺伝
子導入したトマト（Moneymaker）の大規模シ
ークエンス解析に用いたものと同じ試料を
用いて PSTVd 感染トマト葉のマイクロアレ
イ発現解析を行った結果、ジベレリンを初め
とする複数の植物ホルモン生合成系とその
他複数の遺伝子群の発現量の変化が確認さ
れた。また、大規模シークエンスデータに含
まれる主要な microRNAの出現頻度を分析し
た結果、miR159 など複数の microRNAの発現
量に有意な変動が認められた（Owens et al 

2011、表 1）。 

 

表 1.  PSTVd感染トマト-マイクロアレイ分析結果 

TAIR ID Gene description
Fold expression change

PSTVd
(Rutgers)

PSTVd
(M’maker)

siRNA
(M’maker)

CaLCuV
(A.thal)

Abscissic acid
AT3G14440 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (S) -1.80 - - -
AT2G27150 aldehyde oxidase (S) - -1.34 - +1.14
AT4G19230 8'-hydroxylase (D) - -1.84 - -
AT4G34131 UDP-glucosyl transferase family (D) +9.99 - - -

Auxin
AT4G05530 short-chain dehydrogenase (S) - -1.25 - +1.33

Brassinosteroid
AT3G50660 22hydroxylase (S) - -0.66 -0.90 -0.21
AT3G02580 sterol-C5(6)-desaturase homolog (S) -1.31 - -
AT3G19820 campesterol synthesis (S) -2.73 - - -2.24
AT1G50430 sterol -7 reductase (S) +2.13 +1.56 - +1.25

Cytokinin
AT2G15490 UDP-glucosyl transferase (zeatin) (D) +1.79 - - -
AT3G11340 “           “      (zeatin?) (D) +5.74 +3.81 +4.41 -

Ethylene
AT4G11280 ACC synthase 11 (S) - -2.1 - -
AT1G05010 ACC oxidase (S) +4.59 +3.94 +2.64 -

Gibberellin

AT2G44800 gibberellin-hydroxylase (S) -1.66 -1.67 -2.38 -
AT4G25420 gibberellin 20-oxidase-1 (S) -2.58 -2.04 - -

Jasmonic acid
AT3G45140 lipoxygenase (S) - - -3.98 -
AT1G76690 12-oxophytodienoate reductase 1 +1.48 - - -
AT2G06050 12-oxophytodienoate reductase 3  +1.51 - - -1.25
AT2G46370 JAR1 (jasmonic acid-amino acid 

conjugating enzyme) 
- - -1.77 -

 

 

さらに、PSTVd感染で発現量が低下したト
マト遺伝子の中で、PSTVd 配列と 21 塩基程
度の相同性部分を有するものを検索した結
果、gibberellin β-hydroxylase など複数の遺伝
子が特定された。すなわち、これらの遺伝子
は PSTVd と相同な 21 塩基の配列を有し、
PSTVd 感染で発現量が低下することから、ウ
イロイド感染で誘導される RNA サイレンシ
ングの副作用として生じうる仮想の宿主側
標的遺伝子の候補と考えるに至った（佐野及
び R.A.Owens－海外共同研究者）。 

PSTVd の病徴発現に伴い発現量が低下す
るトマト遺伝子の RNA ゲルブロット解析： 
前項までの分析で、ウイロイド感染によりほ
とんど全ての植物ホルモン生合成系関連遺

伝子群とその発現調節に関与する microRNA

発現量に有意な低下が認められた。ウイロイ
ド感染植物には実際に矮化・発根の遅れなど
ジベレリンを初めとする植物ホルモンの機
能と密接に関連した症状が発現することか
ら、矮化・葉巻きなどの病徴発現と関連する
可能性のあるフラボノイド、オーキシン、ブ
ラシノステロイド、ジベレリン生合成関連遺
伝子を対象に RNA ゲルブロットアッセイに
よる分析を行った。すなわち、トマトのカル
コン合成酵素遺伝子（tchs1, tchs2）、マイクロ
トムの矮性因子（DWARF）とされる p450d、
細胞伸長に関与するエクスパンシン合成遺
伝子（Le-exp1）、gibberellinβ-hydroxylase、オ
ーキシン生合成酵素遺伝子などの遺伝子の
一部をクローニングしてプローブを作成し、
PSTVd 感染による各遺伝子発現量の変化を
解析した。その結果、既に研究代表者ら（科
学研究費・基盤（B）2006－2008年）或は Qi 

& Ding（2003）で明らかにされている tchs1、
tchs2 、 Le-exp1 に 加 え て 、 gibberellin 

β-hydroxylase も PSTVd 感染による矮化・
葉巻の発症に伴って発現量が低下すること
が確認された。これはマイクロアレイ解析の
結果を強く支持するものであり、特に葉より
茎でより顕著に発現量が低下していたこと
から矮化症状との関連性に焦点を当ててさ
らに RNA ゲルブロット分析を継続している。
また、PSTVd 感染トマトと健全トマトの次
世代シークエンス解析データに含まれる
gibberellin β-hydroxylase 遺伝子配列由来
small RNA 蓄積量の比較分析も現在継続中
である（佐野、千田、海外研究協力者：Owens 

RA）。 

PSTVd 由来ヘアピン RNA を発現する形質
転換植物の作出とその性状分析： PSTVdの
ほぼ全長、部分長及び srPSTVd ホットスポッ
ト配列に由来する人工ヘアピン RNA を発現
する形質転換トマト系統の作出に着手した。
まず、PSTVd の左末端の一部を欠失するほぼ
全長 RNA（PSTVd-⊿TL）、PSTVd の左半分
（PSTVd-left half）、PSTVdの病原性ドメイン
を欠失した配列（PSTVd-⊿P）、PSTVd の中
央保存領域下部マイナス鎖由来の srPSTVdホ
ットスポット配列（srPSTVd-257a）に基づき、
それぞれの人工ヘアピン遺伝子を構築し、
CaMV-35S プロモーター（全身発現性）或は
CoYMV プロモーター（師部伴細胞特異的発
現性）に連結して、アグロバクテリウムに導
入した。トマト及び Nicotiana benthamiana の
形質転換と平行して、アグロインフィルトレ
ーションで人工ヘアピン RNA のサイレンシ
ング誘導能を確認した。 

現在まで、上記の PSTVd-ヘアピン RNAを
発現する形質転換トマトと N. benthamiana の
形質転換体系統を選抜・育成中であるが、
PSTVd-⊿TL と srPSTVd-257a のヘアピン



RNAを発現する N.benthamina系統の T2ホモ
接合系統が得られ、その PSTVd感受性を分析
した結果、両系統共に PSTVd の感染・増殖を
阻害した。また、それぞれの形質転換体系統
を選抜する過程で、ウイロイド感染に類似し
た矮化症状、茎長部分の水浸状化（ガラス化）、
発芽（発根）障害などを示す系統がかなりの
頻度で観察された。これらの障害を有する系
統は十分な子孫植物が得られないことから、
その性状を十分に評価できないのが現状で
あるが、導入したPSTVd由来のヘアピンRNA

により誘導される RNA サイレンシングによ
り、植物側の植物ホルモン生合成関連遺伝子
発現或は microRNA代謝経路に悪影響が生じ
た可能性が考えられ、さらに実験系の構築を
検討中である（佐野、研究協力者：原田）。 

ウイルスベクターによる RNA サイレンシ
ング関連遺伝子ノックダウン系の構築： ウ
イロイド（PSTVd 及び HSVd）或いはトマト
の RNA サイレンシング関連遺伝子（DCL、
RDR6、AGOなど）の一部と相同な 2本鎖RNA

或はヘアピン RNA を発現するよう構築した
ウイルスベクターをトマト（品種：Rutgers、
Micro-Tom）に感染させ、RNAサイレンシン
グ関連遺伝子発現をノックダウンする実験
系の構築を目指し、PAMV をベースにして改
変したウイルスベクターを作製し、2 本鎖
RNAを発現する実験系を構築した。更に効率
の高いノックダウン系の構築に向けてヘア
ピン RNA を発現する構築を進めている。ま
た PAMV 以外にも PVMをベースにして改変
したウイルスベクターの作成を継続してい
る（畑谷）。 

 

③ ウイロイドの宿主適応と分子進化に及ぼ
す影響の解析 

ホップ矮化ウイロイド（HpSVd）-ブドウ変
異株（HpSVd-grape）を栽培ホップに感染さ
せ、持続感染状態で 15 年間維持した結果、
HpSVd-grape は年数の経過と共に多様な適応
変異体を生じ、5箇所（第 24,25,54,193,281 番
塩基）の変異を有するホップ適応変異体
（HpSVd-hKFKi）に収斂した（Ito-Kawaguchi 

et al 2009）。HpSVd-grape と HpSVd-hKFKi の
感染性 cDNAクローンを構築し、単独或は混
合してブドウ、ホップ、キュウリに感染させ
複製能・病原性を比較解析した結果、
HpSVd-KFKi はブドウで安定に複製する能力
を喪失し感染後すぐに HpSVd-grapeに復帰変
異した。ホップとキュウリでは安定に複製す
る能力を維持していたが、増殖量と病原性は
ホップでは HpSVd-grapeとほぼ同等～若干低
下、キュウリでは明らかに低下していた。す
なわち、HpSVdがホップに長期間持続感染中
に獲得した適応変異は、原宿主、適応宿主、
第 3宿主のいずれにおいても、複製能力の点
では利点をもたらさなかったと判断された。 

そこで次に両変異体に感染したキュウリ
とホップから srHpSVd を含む 15－30 ヌクレ
オチドの small RNA分画を調製し、次世代シ
ークエンサーによる大規模塩基配列解析を
実施した。その結果、HpSVd-grape の方が
HpSVd-KFKi よりホップとキュウリ共により
多量の srPSTVd を蓄積しており、より強く
RNA サイレンシングを誘導していることが
明らかになった。また、特に 5箇所の変異を
含む srHpSVdリード数の全 srHpSVdリード数
に占める割合が HpSVd-KFKi 感染ホップ・キ
ュウリでは HpSVd-grapeより低下していたこ
とから、5 箇所の適応変異により HpSVd は
RNA サイレンシングを結果として回避して
いることが示唆された（佐野）。 
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