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研究成果の概要（和文）：宿主の 7 回膜貫通型タンパク質 TOM1 および低分子量 GTP 結合タ

ンパク質 ARL8 は、トマトモザイクウイルス (ToMV) の効率のよい複製に必要である。脱液

胞化植物プロトプラスト抽出液を用いた試験管内 ToMV RNA 翻訳複製反応を TOM1 あるいは

ARL8 を欠損するシロイヌナズナ生体膜を用いて行うと、マイナス鎖 RNA の合成はほとんど

検出されなかった。また、出芽酵母において、ToMV 複製タンパク質と TOM1、ARL8 の両方

を共発現させると複製タンパク質はグアニリルトランスフェラーゼ活性を獲得したが、複製タ

ンパク質による RNA 合成は検出されなかった。これらの結果から、複製タンパク質は TOM1
とARL8が共存する膜との相互作用によりグアニリルトランスフェラーゼ活性を獲得できるが、

ポリメラーゼ活性を獲得するにはさらに別の要因が必要であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：A host seven-pass transmembrane protein TOM1 and a small 
GTP-binding protein ARL8 are required for efficient multiplication of tomato mosaic virus 
(ToMV) RNA. When in vitro ToMV RNA replication reactions using evacuolated plant 
protoplast extracts were performed using Arabidopsis thaliana membranes that lack either 
one of these proteins, negative-strand RNA synthesis was hardly detectable. When the 
replication protein of ToMV was co-expressed with TOM1 and ARL8, the proteins gained 
guanylyltransferase activity, but could not catalize ToMV RNA replication. Thus, 
interaction with TOM1- and ARL8-containing membranes confers guanylyltransferase 
activity to ToMV replication protein, however, it is not sufficient for the activation of its 
RNA polymerase activity.  
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１．研究開始当初の背景 
真核生物を宿主とするプラス鎖 RNA ウイル
スは、オルガネラ膜上に、ウイルスがコード
する複製タンパク質および宿主タンパク質
からなる複製複合体を形成し、その中で子孫
RNA を複製する。プラス鎖 RNA ウイルスの
一種であるトマトモザイクウイルス (ToMV)
の複製には宿主因子 TOM1（7 回膜貫通型タ
ンパク質）および ARL8（低分子量 GTP 結
合タンパク質）が必要である。TOM1 につい
ては、ToMV 複製タンパク質と相互作用する
ことから、複製タンパク質の膜結合への関与
が示唆されていたが、その詳細な機能は不明
であった。ARL8 は膜表在性タンパク質で（可
溶性画分にも微量検出される）、TOM1 と相
互作用することが知られていたが、ToMV 
RNA 複製における機能はやはり不明であっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、ToMV の複製機構に関する知識を
深め、ウイルス感染の人為的制御法開拓の基
盤を構築することを目的とする。真核生物を
宿主とするプラス鎖 RNA ウイルスは、オル
ガネラ膜上に、ウイルスがコードする複製タ
ンパク質および宿主タンパク質からなる複
製複合体を形成し、その中で子孫 RNA を複
製する。これまでのところ、RNA 複製複合
体の形成機構は不明のままである。本研究で
は、試験管内 ToMV RNA 複製系において、
TOM1 あるいは ARL8 を欠損させたとき、複
製複合体形成がどのような状態で停止する
のかを解析することにより、正常な複製複合
体形成がどのような中間段階を経て起きて
いるのかを明らかすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
脱液胞化プロトプラスト抽出液の調製と、抽
出液を用いたウイルス RNA 翻訳・複製反応
は Komoda らの論文 (Komoda, Naito and 
Ishikawa. 2004. Replication of plant RNA 
virus genomes in a cell-free extract of 
evacuolated plant protoplasts. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 101: 1863-1867.) に記載さ
れた方法で行った。ToMV 複製タンパク質の
グアニリル化は、反応液に[-32P]GTP と S-
アデノシルメチオニンを添加することによ
り行った。RNA へのキャップ付加は ToMV 
RNA の 5’末端約 30 ヌクレオチドに相当する
RNA を基質として用いて行った。 
 
 
４．研究成果 

 ToMV の複製複合体形成がどのような中間
段階を経て形成されるのかを解析する準備
として、TOM1 およびそのホモログである
TOM3, THH1 を欠損したシロイヌナズナ、
ARL8 の 3 個のホモログを欠損したシロイヌ
ナズナ、および野生型株シロイヌナズナから
液体培養細胞を樹立した。これらの細胞から
プロトプラストを調製し、エレクトロポ－レ
ーションにより ToMV RNA を導入しても、
ToMV RNA の複製は起きないことを確認し
た。そこで、これらシロイヌナズナ培養細胞
から得た生体膜を用いて試験管内で ToMV 
RNA の複製を行わせる系を確立し、TOM1
あるいはARL8遺伝子が欠損したシロイヌナ
ズナ培養細胞から得た生体膜を用いた反応
ではマイナス鎖 RNA 合成が起きないことを
見いだした。このことから TOM1 と ARL8
はマイナス鎖合成が起きる前の段階で複製
タンパク質に作用していることが示唆され
た。 
 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae は、
TOM1 あるいは ARL8 のホモログをもたな
い。そこで、出芽酵母で TOM1 あるいは
ARL8 あるいはそれら両方を共発現させたと
き ToMV の複製タンパク質の活性あるいは
様態に変化が起きるかを調べることを計画
した。そのために、ToMV の複製タンパク質
コード領域をプロモーター下流に挿入し、出
芽酵母に導入したが、複製タンパク質の発現
はみられなかった。ToMV の複製タンパク質
コード領域にはポリＡ付加配列様の配列が
見いだされたことから、当該配列に同義置換
を導入し、再度出芽酵母に導入すると、複製
タンパク質の発現が観察された。この実験系
を用いて、TOM1 が共発現すると、ARL8 の
存在の有無にかかわらず、膜結合複製タンパ
ク質の比率が高くなること、TOM1 と ARL8
が共発現すると、複製タンパク質の RNA キ
ャッピング能が活性化されることを見いだ
した。トバモウイルス RNA の複製における
子孫 RNA のキャッピングは、①子孫 RNA 5’ 
末端 3 リン酸のガンマ位リン酸基の除去、②
複製タンパク質の GMP 化、③複製タンパク
質に共有結合した GMP残基の子孫 RNA 5’ 2
リン酸への転移を経て起こる。TOM1 あるい
はARL8の有無と各ステップの進行の可否の
関係を明らかにするために、複製タンパク質
のGMP化および5’ 2リン酸末端をもつRNA
へのキャップ付加能を調べた。その結果、両
活性とも、TOM1 と ARL8 が共発現したとき
に限って検出されることが明らかになった。
また、生体膜を除去した、脱液胞化タバコプ
ロトプラスト抽出液で ToMV RNA を翻訳し
て複製タンパク質を合成しても、そのままで
は複製タンパク質の GMP 化能は微弱だった



が、除去してあった膜を再添加することによ
り活性は劇的に上昇した。 
 この研究の過程で、グアニリル化を受ける
複製タンパク質が、ジスルフィド結合を介し
て形成された、膜結合性の巨大な複合体に含
まれることを見いだした。さらに、複製タン
パク質のジスルフィド結合が、ToMV の RNA
複製に重要であることを示唆する結果を得
た。 
 以上により、TOM1 は ToMV 複製タンパク
質の膜結合を促進するが、単独では GMP 化
能を賦与できず、さらに ARL8 が共存するこ
とで当該酵素活性が活性化されると考えら
れた。出芽酵母では複製タンパク質の RNA
ポリメラーゼ活性は検出されず、この活性の
獲得には出芽酵母には欠けている何らかの
要因が存在すると考えられた。複製タンパク
質のジスルフィド結合形成に関しては、新規
の発見であり、後継課題でその複製における
役割を追求したい。 
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