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研究成果の概要（和文）：ブロムモザイクウイルス（BMV）の種々の系統とイネの品種の間に
は全身感染性において様々な特異性がみられる。本研究ではこの特異性に関与するイネ因子と
ウイルス因子の同定を目指した。日本型品種が示す BMV抵抗性は染色体の 60万塩基の領域に
存在する優性遺伝子座によって支配されていた。BMV系統間でのイネへの感染の成否は 2a複
製酵素タンパク質 C末端領域のミスセンス変異が細胞間移行レベルで決定していた。 
 
研究成果の概要（英文）：Specific interactions are observed in systemic infection of rice varieties with 
Brome mosaic virus (BMV) strains. We have identified rice and BMV factors that are involved in such 
interactions. Genetic analysis suggested that resistance responses of japonica rice varieties to BMV were 
controlled by a single dominant locus (600 kb region). Mutational analyses suggested that differences in 
systemic infection of rice with BMV strains were determined at the level of intercellular movement by 
several missense mutations within the C-terminal non-conserved region of BMV polymerase protein 2a. 
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 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
２０１０年度 6,800,000	
 2,040,000	
 8,840,000	
 

２０１１年度 3,900,000	
 1,170,000	
 5,070,000	
 

２０１２年度 3,900,000	
 1,170,000	
 5,070,000	
 

年度 	
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総	
 計 14,600,000	
 4,380,000	
 18,980,000	
 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・植物病理学 
キーワード：遺伝学・遺伝子・ウイルス・植物・病理学 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) ウイルスは、作物における重要な病原体の
ひとつである。ウイルスが植物に感染する際、
ウイルス因子と宿主側の因子が相互作用し、
感染が成立する。これらの相互作用はウイル
スの複製、細胞間移行、全身感染、病徴発現
や宿主の抵抗反応の誘起に影響する。近年、
各過程に関与するウイルス因子は急速に解析
されてきたが、宿主因子の実体や因子間の相

互作用に関する報告は少なく、それはウイル
スの感染機構解明やウイルス病の防除法開発
の大きな障壁となっている。 
 
(2) 植物 RNA ウイルスであるブロモウイル
ス属には 6 種が知られており、なかでも
Brome mosaic virus (BMV)では RNA複製のモ
デルウイルスとして多くの先駆的研究がな
されてきた。我々はこれまでに BMV と近縁
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の Cowpea chlorotic mottle virusを用い、ササ
ゲにおける全身感染性の違いに重要な感染
過程の同定（Fujita et al., Mol. Plant-Microbe 
Interact. 13: 1195-1203, 2000）やウイルス因子
中の重要なアミノ酸残基の同定（Sasaki et al., 
Virology 279: 47-57, 2001）に成功してきた。
しかし、ササゲという実験植物の扱いにくさ
から宿主因子に関しては全く知見を得られ
なかった。そのような状況下で、我々は同じ
ウイルス属に分類される Spring beauty latent 
virus (SBLV)がモデル植物シロイヌナズナに
効率よく全身感染することを発見した
（Fujisaki et al., Arch. Virol. 148: 165-175, 
2003）。この SBLVと BMVを用い、BMVの
感染を制限するユニークな植物遺伝子を同
定し、一細胞における増殖能力がシロイヌナ
ズナでの全身感染性に大きく貢献すること
を明らかにした（Fujisaki et al., Virus Res. 140: 
103-111, 2009）。ただし、BMVと SBLVは近
縁だが別のウイルス種であるため、キメラウ
イルス等を利用したウイルス因子の詳細な
解析は全く行えていない。一方、過去に前述
のササゲを用いて BMV の 2 系統を用いた研
究がなされ、複製および移行レベルでの効率
の違いが 2系統のウイルスのササゲにおける
感染性の違いに貢献していることが明らか
となった（De Jong & Ahlquist., J. Virol. 69: 
1485-1492, 1995）。しかし、ササゲはモデル植
物としての用件を満たしておらず宿主因子
に関する研究は全く行われてこなかった。 
 
(3) そのような中、最近米国のDingらはBMV
のある系統（F 系統）がモデル植物のイネに
感染することを報告した（Ding et al., Mol. 
Plant-Microbe Interact. 19: 1229-1239, 2006）。こ
の中で、世界中で多くの研究者が用いている
M1 系統はイネに全身感染しないことも報告
された。我々は、それを受けて種々のイネ品
種に種々の BMV 系統を接種した結果、これ
までに興味深い組み合わせをいくつか発見
している。本研究ではそれらの組み合わせを
用いて研究することで、ウイルス−植物間相
互作用に関わる因子を同定し解析していく
との着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 植物因子の解析：興味深いことに、BMV-F
系統はこれまで調べたイネ品種の内、インド
型品種には感染するものの、日本型品種には
全く感染しない。インド型品種と日本型品種
の間には種々の有用な遺伝解析材料が整備さ
れているので、それらを利用して感染性の差
に関わる植物遺伝子の単離を目指す。F1雑種
の感受性・抵抗性検定を様々な組み合わせで
確認し、当該遺伝子がウイルスの感染増殖を
サポートする因子か抵抗性因子かについての

示唆を得る。 
 
(2) ウイルス因子の解析：BMV-F 系統と
BMV-M1 系統での感染性の違いには、3 分節
ゲノムのうち複製酵素成分 1a と 2a をコード
する RNA1と RNA2が主に関与し、ウイルス
の移行（3a）、粒子化（CP）に関わる遺伝子を
コードする RNA3 も補助的に機能している
(Ding et al., 2006)。これをさらに進めて感染特
異性に関わるウイルス因子を１塩基または１
アミノ酸レベルまで絞り込む。また、イネプ
ロトプラスト等を用いて、感染性の違いに関
わるステップを組織・分子レベル（翻訳・複
製・粒子化）で解析する。BMV-F系統は、明
瞭なモザイク症状や生育障害を誘導するが、
BMV-PV180 系統はそれらの病徴を全く示さ
ない。この違いに関わるウイルス因子も併せ
て調べる。最終年度には違いに関わるウイル
ス因子を利用してタンパク質あるいは RNA
レベルでのアフィニティー精製を利用して植
物因子を生化学的に同定することを試みる。 
 
(3) 応用研究：我々が発見した無病徴感染する
BMV-PV180 系統がイネのサイレンシングベ
クターとしての利用が可能かどうかを、
phytoene desaturase (PDS)遺伝子などモデル遺
伝子を用いて検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 (1) BMV-F 系統に対する感受性の差異に関
与する植物因子の同定 
①遺伝解析にも用いるために、BMV の感染した
イネを正確、迅速、大量に検出できるアッセイ系
の構築を行った。②予備実験から、BMV-F 系統
はインド型品種には感染するものの、日本型品
種には感染しないという傾向が見られていた。初
年度は、イネにおいてBMVへの感受性・抵抗性
に影響を与えるイネ遺伝子の同定にむけた遺伝
解析を行うための準備を行った。農業生物資源
研究所のイネゲノムリソースセンターにおいて整
備されている種々の交雑系統を遺伝解析に用い
るため、まずそれらの交配親における BMV の感
染性を調査した。③前項で得られた感受性や抵
抗性を示す品種の間で交配を行い、F1 種子、さ
らに F2種子を収穫しておいた。④染色体断片置
換系統群（CSSLs）を利用できる親品種が、明確
な感受性、抵抗性を示したササニシキ/ハバタキ
あるいはコシヒカリ/ハバタキの CSSLs の各ライン
に BMV-F 系統を接種し、感染試験を行った。イ
ルス感受性に関与する遺伝子座を含む染色体
断片を持つラインを、さらに片親と戻し交雑後、
自殖し、F2種子（約 3,000個）を作出した。また、
F2 種子を作出する期間中に既知のイネゲノム情
報を参考に分子マーカーを整備しておいた。⑤
前年度に用意したインド型品種ハバタキとジ
ャポニカ型品種コシヒカリの間で作成された



染色体断片置換系統群（CSSLs）の戻し交雑
F2集団を用いて分子マーカーを用いたマッピ
ングを行い、候補遺伝子領域を狭めていった。
さらに、ターゲット遺伝子の選定に利用する
ため、まず抵抗性の性質について一細胞レベ
ルか組織レベルか、あるいは過敏感細胞死を
伴うか等を調査した。 
 
(2) イネへの感染の成否、病徴発現に関与する
BMVの因子の解析 
①BMV-F 系統のイネへの感染が示されたことか
ら、他の入手可能な BMV系統についてもイネに
おける感染性を調査した。②BMV-F系統に感受
性の IR64のプロトプラストを用いた感染系を確立
することを試みた。イネ品種 IR8 に感染する
BMV-F と感染しない BMV系統の一細胞におけ
る複製量とイネ植物体での全身感染性に相関が
あるかどうかを検定した。また、緑色蛍光タンパク
質 (GFP) 遺伝子を利用し、イネ植物体レベル
で感染挙動を詳細に観察できる系を構築した。
③同程度に増殖するが病徴を誘導する BMV-F
系統と誘導しない BMV-PV180 系統の間でゲノ
ムあるいはゲノム断片交換変異体を作製し、病
徴発現の差に関わる領域を特定した。④接種葉
やイネプロトプラストでの感染を調査することによ
って、感染性の違いに関わるステップを組織レベ
ルや分子レベル（翻訳・複製・粒子化）で解析し
た。⑤イネに全身感染する BMV-F系統と感染し
ない KU2系統の間で絞り込まれた領域における
塩基配列の違いを比較し、点突然変異体を作製
することによって重要な塩基あるいはアミノ酸残
基を特定した。⑥前項の研究によって明らか
となった変異が BMV の複製、細胞間移行、
宿主特異性決定において果たす役割について、
新たに種々の欠失変異、点突然変異をもつウ
イルスを用いた感染実験を行うことにより解
析した。 
	
  
(3) 無病徴感染するBMV系統の選抜とサイレ
ンシングベクター系の構築 
① (2)で調査した種々のBMV系統の増殖量と病
徴の関係を整理し、サイレンシングベクターの候
補系統を選抜した。②イネのサイレンシングベク
ターとしての利用の可能性を、PDS 遺伝子など
モデル遺伝子を用いて検証した。BMVは球状ウ
イルスであるためゲノムに挿入する遺伝子断片
のサイズには限界がある。そこで、効率よくサイレ
ンシングを起こすために必要な 3分節ゲノム中の
挿入箇所の決定と挿入遺伝子断片の最適な長
さ等について調査した。③Potato virus X-タバコ
の系で用いられたような High- throughput な
機能的遺伝子ハンティングに利用可能なよう
に、機械的接種よりもさらに使用が簡便にな
ることが期待される Agrobacterium を用いた
サイレンシング誘導系の構築を試みた。 
	
 
	
 

４．研究成果	
 
(1) 抗BMV抗体を用いた免疫学的検出法であ
るドットブロット法と ELISA 法によって
BMV感染イネを正確、迅速、大量に検出でき
る系を構築できた。農業生物資源研究所のリ
ソースセンターを始めとする数カ所の研究所
において整備されている種々のイネ交雑系統
を遺伝解析に用いるため、まずそれらの交配
親における BMVの感染性を調査した（下図）。

その結果、インド型品種のハバタキ、IR24や
密陽 23号で効率良く全身感染し、日本型品種
のコシヒカリ、ササニシキ、アソミノリ、ア
キヒカリでは全く感染が見られなかった。こ
の結果、既存の染色体断片置換系統群やリコ
ンビナント自殖系統群が利用できることが分
かった。染色体断片置換系統群（CSSLs）を
利用できる親品種が、明確な抵抗性、感受性
を示したコシヒカリ/ハバタキの CSSLs の各
ラインに BMV-F 系統の感染試験を行った結
果、単一染色体の特定の領域に感染性の決定
因子が座乗することが明らかとなった。この
染色体断片を持つラインをコシヒカリと戻し
交雑後、自殖した F2種子が既に入手できてい
たため、それらを圃場で展開し genotyping を
行い、さらに各 F2種子から F3種子を収穫し
た。F3集団を分子マーカーでスクリーニング
し、当該領域の内部で組換えが起こっている
と予想される系統を選抜し、BMV-Fの感染性
を調査した結果、約 600 kbp にまで領域を絞
り込めた。初年度に用意したインド型品種ハ
バタキとジャポニカ型品種コシヒカリの間で
作成された染色体断片置換系統群（CSSLs）
の戻し交雑 F2集団を用いてマッピングし、候
補遺伝子領域を狭めた。しかし、当該領域内
での組換え個体が予想外に少なく、次のステ
ップに進めるだけの領域の狭小化はできなか
った。一方、農水省から、インディカの IR64
背景でコシヒカリの断片をもつ CSSLsとコシ
ヒカリ背景に IR64 の断片をもつ CSSLs を入
手し、感染性を調査した結果、当該染色体領
域はジャポニカイネの BMV 抵抗性の必要か
つ十分な領域であることが判明した。プロト
プラスト実験からジャポニカイネで見られる
BMV 抵抗性は一細胞レベルでも発現してい
ることが示唆された。 
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(2) BMV-F 系統がイネに感染したことから、
他の入手可能な BMV 系統についてもイネに
おける感染性を調査した（上図）結果、複数
の系統で感染性や病徴に差はあるものの全身
感染が見られた。BMV-F系統に感受性の IR64
のプロトプラストを用いた感染系を確立でき
た。イネ品種 IR64に感染する BMV-Fと感染
しない BMV-KU2 はともに一細胞において少
なくとも複製することが確認された。これら
2 系統間でキメラウイルスを作成し調査した
結果、RNA2 の違いがイネにおける全身感染
に重要であることが明らかとなった。イネ品
種 IR64 への感染性に重要であることが分か
った RNA2 を、感染する BMV-F と感染しな
い BMV-KU2 の間で組み換え、種々の遺伝子
断片置換体や点突然変異体を作製し、感染性
を比較した結果、RNA2がコードする 2aタン
パク質の C末端の非保存領域にアミノ酸変化
を引き起こす 4 塩基の違いが全身感染能の有
無に関与することが分かった。さらに感染性
の違いがウイルス感染のその過程に起因する
のかを特定するために、まず F系統、KU2系
統およびゲノム RNA 組み換え体のイネプロ
トプラストでの増殖能を調査した。しかし、
イネプロトプラストにおいては KU2 系統、F
系統およびそれらの組み換えウイルスの増殖
能に顕著な差は見られなかった。次に GFP遺
伝子を付加した変異体を用いて接種葉での細
胞間移行を観察したところ、F 系統と 4 塩基
置換変異を導入したKU2変異体ではイネにお
いて細胞間移行が観察されたがKU2系統では
ほとんど観察されなかった。以上の結果、
BMV のイネに対する全身感染性の違いは一
細胞における複製の違いではなく、少なくと
もウイルスの細胞間移行能の違いに由来する
ことが分かった。キノア(Chenopodium quinoa)
では細胞間移行能に差が認められなかったこ
とから、変異による細胞間移行能の違いには

イネ特異的な因子が関与していることが示唆
された。この 2aタンパク質の C末端非保存領
域をC端から 25アミノ酸ずつ欠失した変異体
RNA2 を 6 種類作製し、種々の植物のプロト
プラストでウイルス蓄積と植物葉での細胞間
移行を調査した。その結果、この領域にはウ
イルスの複製よりも、ウイルスゲノムの分解
を抑制する機能が含まれていることが示唆さ
れた。 
 
(3) 種々のBMV系統を複数のインド型品種に
接種し、増殖量と病徴の関係を詳しく調べた
結果、増殖量と病徴発現には相関があること
が判明した。本研究の申請時の予備実験では、
病徴を誘導する BMV-F 系統と誘導しない
BMV-PV180 系統には増殖量に大きな差は認
められないという結果が得られていたが、本
研究において定量実験に供した結果、病徴発
現と増殖量に正の相関関係があることが明ら
かとなった。BMVがイネに誘導する病徴に関
して、イネ品種 IR64に激しい壊死病徴を誘導
する BMV-KU3 と同程度に増殖するものの殆
ど病徴を発現しない BMV-M2 の間で種々の
組み換えウイルスを作成し調査した結果、
RNA2 と RNA3 に病徴発現に関与する因子が
存在していることが判明した。全身感染する
ものの弱い病徴しかし示さない BMV 系統を
選抜し、サイレンシングベクター化を試みた。
野生型で病徴を殆ど発現せず、植物遺伝子を
挿入した場合に効率良くサイレンシングを誘
導する BMV ベクターを作出するため、イネ
に効率良く感染できる系統として新たに KU4
系統の遺伝子操作系を作出した。KU4系統が
IR64で誘起する壊死病徴発現には CPの N末
端領域の欠失が関与していることが明らかと
なった。この結果を基に壊死病徴を発現しな
い変異型 KU4 系統あるいはそれを F 系統、
M2 系統、KU3 系統と様々に組み換えたウイ
ルスを用いて VIGS 誘導能を調べたが、病徴
が軽減する BMV 組み換え体はいずれもサイ
レンシング誘導能を失うか大幅に低下し、実
用には向かなかった。 
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