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研究成果の概要（和文）： RNA の脱プリン反応のメカニズムを解明し、かつ PAP がどのように

様々な RNA を認識しターゲットとするか理解するために、PAP の脱プリン反応活性および PAP

とカブモザイクウイルスの VPg との相互作用を、蛍光分光法などによって定量的な検討を行っ

た。PAP は VPg に対して高い親和性(Kd = 29.5 nM)を示した。さらに、VPg は小麦胚芽抽出液中

での RNA の PAP による脱プリン反応の強力な阻害活性を示し、タバコエッチウイルス(TEV)に由

来した RNA 構造と PAP への結合に関して拮抗を示した。これらの結果は、VPg が植物の防御メ

カニズムの 1つを抑制し、RIP の細胞毒性に対する VPg の有用性を示唆している。 

 

研究成果の概要（英文）： To elucidate the mechanism of RNA depurination, and to understand 

how PAP recognizes and targets various RNAs, the interactions between PAP and Turnip 

mosaic virus genome linked protein (VPg) were investigated. VPg can function as a cap 

analog in cap-independent translation, and potentially target PAP to uncapped 

IRES-containing RNA. In this work, fluorescence spectroscopy and HPLC techniques were 

used to quantitatively describe PAP depurination activity and PAP-VPg interactions. PAP 

binds to VPg with high affinity (29.5 nM); the reaction is enthalpically driven and 

entropically favored. Further, VPg is a potent inhibitor of PAP depurination of RNA in 

wheat germ lysate, and competes with structured RNA derived from tobacco etch virus (TEV) 

for PAP binding. VPg may confer an evolutionary advantage by suppressing one of the plant 

defense mechanisms, and also suggests the possible use of this protein against the 

cytotoxic activity of RIPs. 
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キーワード：感染・増殖 
 
 
１．研究開始当初の背景 

分子生物学的研究により、植物RNAウイルス

の感染増殖過程が近年急速に明らかになり

つつある。しかし、植物RNAウイルスが宿主

細胞に侵入して感染を成立させるという、感

染の初期段階の分子生物学的機構について

は、ウイルス・宿主植物の双方から関与する

分子は完全には明らかになっていない。 

研究代表者らは、モデル植物のシロイヌナ

ズナとそれを宿主とするカブモザイクウイ

ルス(TuMV：ポティウイルスのメンバー)との

実験系を用いて、シロイヌナズナの翻訳開始

因子の一種であるeIF(iso)4EがTuMVのゲノ

ム結合タンパク質(Viral Protein 

Genome-linked, VPg)に強固に結合してさら

にeIF(iso)4Gとの三者複合体を形成し、宿主

植物mRNAのキャップ構造との結合を阻害す

ることを見出した（Miyoshi, H. et al., 

Biochimie, 2008）。さらに、ウイルスゲノ

ムRNAへの翻訳への直接的な関与を見出した

（Khan, MA. et al., J. Biol. Chem., 2008

）。このeIF(iso)4EとVPgとの相互作用は、

シロイヌナズナの細胞に侵入したTuMVのゲ

ノムRNAが宿主植物細胞のmRNAに優先して翻

訳されることや、eIF(iso)4Eの発現が多く認

められる若い葉にTuMVが感染しやすいこと、

感染植物が正常に生育できないことなどを

説明できる現象である。本申請課題はこれら

の研究成果を発展させたものである。 

一方、アメリカヤマゴボウの抗ウイルス蛋

白(Pokeweed Antiviral Protein, PAP)は、

rRNA の sarcin/ricin ループから特定のプリ

ン残基を切断するRNA N-グリコシダーゼであ

り、リボソーム不活化タンパク質(Ribosome 

Inactivating Protein, RIP)として知られ、

translocation stepでタンパク質合成を停止

する。PAP はキャップ結合タンパク質でもあ

り、多くの植物、動物のウイルスに対する有

力な抗ウイルス物質としても知られている。 

また、TuMV の VPg はキャップ非依存の翻訳系

において、翻訳開始因子との相互作用を介し

てキャップ・アナログとして翻訳開始への直

接的な関与することが知られているととも

に、キャップのない IRES を持った RNA に対

する PAPを標的とすることができると考えら

れている。 

 

 

２．研究の目的 

そこで本研究課題では、アメリカヤマゴボ

ウの抗ウイルス蛋白(PAP)と VPg との相互作

用を、蛍光滴定法による反応速度論的な解析

と蛋白質生合成への影響で検討した。この様

な基礎的な検討の集積が、VPg による植物の

防御機構の抑制メカニズムの理解、つまり植

物ウイルスの病原性決定機構の解明へと繋

がる。 

 

 

３．研究の方法 

RNA の脱プリン反応のメカニズムを解明

し、かつ PAP がどのように様々な RNA を認識

しターゲットとするか理解するために、PAP

の脱プリン反応活性および PAPとカブモザイ

クウイルスの VPg との相互作用を、蛍光分光

法などによって定量的な検討を行った。 

 

 

４．研究成果 

VPg と PAP との相互作用を蛍光滴定法により

解析した結果を次頁の図 1に示した。 

 



 

 

 

図 1  VPg と PAP との相互作用 

○:5℃、▽:10℃、□:15℃、◇:20℃、△:25℃、

×：25℃(－)、 

内枠：van’t Hoff plot 

 

また、図１より求めた解離定数を下記の表 1

に示した。 

 

表 1  VPg と PAP との相互作用 

 

 

PAP は VPg に対して高い親和性(Kd = 29.5 

nM)を示した。 

さらに、VPg は小麦胚芽抽出液中での RNA の

PAP による脱プリン反応の強力な阻害活性を

示し、タバコエッチウイルス(TEV)に由来し

た RNA 構造と PAP への結合に関して拮抗を示

した。（図 2） 

これらの結果は、VPg が植物の防御メカニ

ズムの 1 つを抑制し、RIP の細胞毒性に対す

る VPg の有用性を示唆している。 

今後、これらの結果を基にしてTuMVのVPg

共結晶構造解析を行って、VPg による植物の

防御機構の抑制メカニズムの理解、つまり植

物ウイルスの病原性決定機構の解明への展

開を計りたい。 

 

 

図 2  TEV RNA の PAP による翻訳阻害の VPg

による抑制 

○：TEV1-143-luc-A50 RNA、 

□：TEV1-143-luc-A50 RNA + WT VPg、 

▽：TEV1-143-luc-A50 RNA + PAP after 1 min、 

▲：TEV1-143-luc-A50 RNA + WT VPg + PAP 

after 1 min、 

×：TEV1-143-luc-A50 RNA + VPg-220 + PAP 

after 1 min 
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