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研究成果の概要（和文）：Red clover necrotic mosaic virus の複製酵素成分タンパク質と相互作用する宿主タンパ
ク質を免疫沈降/質量分析解析により多数同定し、それらのウイルス複製における機能解析を行った。その結果、RCNMV
は、シャペロンであるHsp70，Hsp90、膜輸送系に関わるARF1、ホスファチジン酸(PA)の産生に関わるホスホリパーゼD(
PLD)などを利用し宿主膜を改変してウイルスRNA複製工場を形成すること、また、複製複合体にはウイルス抵抗性に必
要な宿主タンパク質も含まれていたことからウイルスは抵抗性因子も複製の制御に利用してウイルスRNA複製を行うこ
とが分かった。

研究成果の概要（英文）：We identified several host proteins associated with viral RNA replication 
complexes of Red clover necrotic mosaic virus (RCNMV) and determined their roles in viral RNA 
replication. RCNMV encodes the replication proteins, p27 and p88. We found that p27 interacts with Hsp70 
and Hsp90 and regulate the assembly of the RCNMV replicase complex on the ER membrane. p27 recruits small 
GTPases, such as ADP ribosylation factor 1 (Arf1) and Sar1, which regulate the biogenesis of COPI and 
COPII vesicles, respectively, to the ER. These results suggest that the replication of RCNMV depends on 
the host membrane trafficking machinery and that RCNMV rewires the cellular trafficking pathways to build 
a viral replication factory. We also found that p88 interacts with phosphatidic acid (PA)-producing 
enzyme phospholipase D (PLD) and that PLD is essential for viral RNA replication. Together, our findings 
suggest that RCNMV hijacks many host proteins to achieve successful RNA replication in host cells.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物 RNAウイルスの複製に関わる宿主因子
としては、翻訳、ストレス、膜結合タンパク
質などでいくつかの因子が同定されていた
が、その情報は極めて限られていた。ダイア
ンソウイルス属の Red clover necrotic 
mosaic virus (RCNMV)をモデルウイルスとし
て用いてRNAウイルスの複製機構研究を行っ
ていた申請者らは、RCNMV は特定の VSR を持
たず、RNA 複製、特にマイナス鎖 RNA 合成が
起こる RNA複製複合体形成条件でのみ RNAサ
イレンシングを抑制することを見いだして
いた。また、RCNMV はマイクロ RNA（miRNA）
の生成過程を阻害することも同時に報告し
ていた。これらの結果は、ウイルス RNA 複製
と RNAサイレンシング機構が密接に関係して
いることを示唆していた。当時、既に多くの
植物ウイルスでRNAサイレンシングを抑制す
るRNAサイレンシングサプレッサータンパク
質が同定されていたが、タンパク質でなく
RNA 複製プロセス自身で RNA サイレンシング
を抑制するウイルスは報告されていなかっ
た。また、植物 RNA ウイルスが複製に利用す
る宿主タンパク質についてもその数は極限
られていた。これらの結果は RCNMV は宿主の
RNA サイレンシング関連因子を自らの RNA 複
製に利用することでRNAサイレンシングを抑
制しているモデルが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、RNA 複製を介して RNA サイレ
ンシングを抑制する植物RNAウイルス、RCNMV
をモデルウイルスとして利用して、ウイルス
RNA 複製タンパク質と相互作用するタンパク
質を同定し、ウイルス RNA 複製と RNA サイレ
ンシングを含む様々な植物のウイルス抵抗
性機構機構の分子ネットワークを解明する
ことを目的とする。本研究成果は、ウイルス
と植物の攻防における新たな分子基盤を提
供し、ウイルス抵抗性植物開発の道を拓くた
めの重要な情報を提供すると考える。 
 
３．研究の方法 

 エピトープタグ融合 RCNMV 複製酵素タン
パク質（p27とp88）を発現するRNA1とRNA2、
あるいはタグ融合 p27 と p88 を RNA2 ととも
にアグロインフィルトレーション法を用い
てベンサミアーナタバコで一過的に，あるい
はタバコ培養細胞から調整した in vitro 翻
訳・複製系で発現させ，アフィニティー精製、
分画し、共精製されてきたタンパク質をポリ
アクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE と Blue 
Native PAGE）で分画し，質量分析（LC/MS/MS）
により解析した。また RCNMV 移行タンパク質
（MP）と相互作用するタンパク質も同様にし
て解析した。宿主因子候補タンパク質として
同定されたタンパク質については，植物体で

は VIGS を利用した発現抑制，プロトプラス
ト系での阻害剤の影響，細胞内局在とタンパ
ク質相互作用については共焦点顕微鏡によ
る観察で調べ，タンパク質のウイルス感染に
おける機能と役割を明らかにした。また、RNA 
aptamer（ストレプトタグ）法を用いウイル
ス RNA に結合する宿主因子を精製し、質量分
析法を用いて同定後、上記と同様の解析を行
った。 

 ウイルス側のシス因子については RCNMV
の cDNA クローンに様々な変異を導入し、転
写ウイルス RNA を植物体とそれらのプロト
プラスト、あるいは培養細胞のプロトプラス
トに接種し感染性を調べた。また、タバコ
BY-2 培養細胞から調整した in vitro 複製翻
訳系を用い、翻訳とウイルス RNA 合成、およ
び RNA-タンパク質、タンパク質-タンパク質
間の相互作用を免疫生化学的に調べるとと
もに、相互作用に関わるタンパク質と RNA の
領域を解析した。 

 

４．研究成果 

 RCNMV 複製複合体に含まれる約 30 種のタ
ンパク質をRCNMV複製関連候補タンパク質と
して同定することができた。p27 と結合する
宿主タンパク質としてはシャペロンタンパ
ク質である HSP70，HSP90 及び膜輸送系に関
わる small GTPase である ARF1 と Sar1 を同
定した。HSP70 と HSP90 はいずれも RCNMV RNA
複製複合体（480 kDa 複合体）の形成に必要
であるが、過程の異なったステップで働くこ
とが明らかとなった。特に、HSP90 が RNA と
の会合ステップで重要な役割を担うことが
分かったのは重要な成果の一つである。 

 RNA 複製補助タンパク質である p27 は、ゴ
ルジ装置と共局在する Arf1 と結合し、Arf1
を RCNMV RNA 複製の場である小胞体膜へリク
ルートして，複製酵素複合体の形成とその維
持において重要な役割を担っていることが
分かった．p27 による Arf1 を介した小胞体膜
改変，すなわち RNA 複製場の構築が示唆され
た． 

 一方、p88 と相互作用する宿主タンパク質
としてホスホリパーゼ D（PLD）を同定した。
PLD と PLD がその生産に関わるフォスファチ
ジン酸（PA）が RCNMV の RNA 複製において重
要な役割を担うことが分かった。PLD は Arf1
により活性化されると報告されている。in 
vitro 翻訳複製系及びプロトプラスト系にお
いて PA を添加すると RCNMV RNA 複製が促進



されること、さらに RCNMV が感染した植物細
胞では PA 含量が増大することが分かった。
本発見は、細胞内膜リモデリングなどウイル
ス RNA 複製での PA の役割解明に繋がること
が期待できる。 

 RCNMV は、さらに NADPH オキシダーゼ
（Rboh）、カルシウム依存性タンパク質キナ
ーゼ（CDPK）など活性酸素種 (ROS)生成とカ
ルシウムイオンの関わる植物免疫シグナル
系を複製に利用している可能性がこれまで
の研究から浮上してきた。RCNMV 複製におけ
るこれらタンパク質の機能と役割について
は今後の研究に待たねばならない。 

 RNA サイレンシング関連タンパク質の研究
では、RCNMV 感染によって AGO2 と DCL3 の
mRNA の蓄積量が特異的に増大することが分
かった。また、新たな複製酵素複合体の質量
分析解析により、RCNMV 複製酵素タンパク質
が DCL2、AGO1、AGO2 と相互作用する可能性
が示唆された。 

 RCNMV の RNA 複製タンパク質と相互作用す
る宿主因子として、トバモウイルスに対する
抵抗性遺伝子として用いられているTm1遺伝
子がコードするタンパク質が同定された。
Tm1 ノックダウン植物は RCNMV に対する感受
性が増大したことから、Tm1 はトバモウイル
ス以外のウイルスにも抵抗性遺伝子として
利用できることが示唆された。このことは予
期せぬ大きな成果と考える。 

 RCNMV MP と結合する宿主タンパク質とし
てはグリセルアルデヒド３リン酸脱水素酵
(GAPDH-A)と germin-like protein を同定し
た。GAPDH-A は、MP を RNA 複製場へリクルー
トしRNA複製から細胞間移行へのステップに
おいて重要な役割を果たしていることが分
かった。 

 一方、RNA アプタマーを利用した解析によ
り、ウイルス RNA に結合するタンパク質とし
て poly(A)結合タンパク質（PABP）を同定し
た。PABP は RNA1 の 5’非翻訳領域のアデニ
ンリッチ領域に結合し、RNA1 のキャップ非依
存性翻訳おいて重要な役割を担うことを明
らかにした。 

 本研究の成果は、ウイルスと宿主間で繰り
広げられる分子ネットワークの新たな分子
基盤を提供し、本研究成果によりウイルス
RNA 複製機構の解明とウイルス抵抗性植物
作成への大きな道が拓かれたと考える。 
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