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研究成果の概要（和文）： 
トマト黄化えそウイルス（TSWV）の感染を cDNA から開始する実験系の確立を目指して、

TSWV のヌクレオキャプシドタンパク質および RNA ポリメラーゼ（L タンパク質）をそれぞ

れ大腸菌と出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) で発現させ、精製した。これらをゲノム RNA
と様々な条件で混合したが、RNA 合成活性は観察されなかった。この結果を受けて、TSWV
ゲノムにコードされるタンパク質とゲノム RNA を発現させるためのプラスミドを構築し、ア

グロインフィルトレーション法によって Nicotiana benthamiana 葉に導入したが、この場合も

感染は確認されなかった。一方、これらの実験の過程で翻訳伸長因子 eEF1A が TSWV の転写

反応を活性化する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Toward establishing an experimental system in which infection with Tomato spotted wilt 
virus (TSWV) can be initiated from its cDNA, we expressed TSWV nucleocapsid protein 
and RNA polymerase (the L protein) in Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae, 
respectively. We purified these proteins and mixed with in vitro-synthesized TSWV RNA in 
various conditions, however, we could not detect RNA synthesis. We also constructed 
plasmids to express TSWV-coded proteins and RNA in vivo, and introduced these plasmids 
into Nicotiana benthamiana leaves by the Agro-infiltration method, infection with TSWV 
did not occur. In the course of these trials, we obtained results that suggest that the 
translation elongation factor eEF1A plays important roles in mRNA transcription of TSWV. 
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１．研究開始当初の背景 
 トマト黄化えそウイルス（TSWV）は、難
防除性の昆虫アザミウマにより媒介される
ウイルスで、さまざまな作物に感染し、激し

い病徴を現して農業生産に大きな打撃を与
えている。TSWV はブニヤウイルス科に属す
るマイナス鎖 RNA ウイルスである。マイナ
ス鎖 RNA ウイルスはウイルス粒子内にヌク
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レオキャプシド (N) タンパク質に覆われた
ゲノム RNA と RNA ポリメラーゼを含む（以
下この複合体を単に「リボヌクレオプロテイ
ン (RNP)」と呼ぶ）。感染後、RNA ポリメラ
ーゼはゲノムRNAあるいはその相補鎖RNA
を鋳型として mRNA を合成し、ウイルスタ
ンパク質を発現する（図１）。mRNA の 5’末
端近傍は、宿主の mRNA に由来し、いわゆ
る「キャップスナッチング機構」により導入
される。また、複製の過程では、RNP からキ
ャップの付いていない全長相補鎖 RNA が合
成される。TSWV はこのような生活環をもつ
ため、ウイルス RNA のみを植物に直接接種
しても RNA ポリメラーゼを発現することが
できず、感染は起こらない。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ TSWV RNA の複製と転写 

 
 
 感染性のあるウイルスを cDNA から再生
する実験系は、当該ウイルスの遺伝子産物の
機能の解明をはじめとするウイルス学的な
性格付け、ひいては基礎的な知見に基づいた
ウイルス対策の立案のために必須である。し
かし、TSWV をはじめとする植物のマイナス
鎖 RNA ウイルスでは cDNA からのウイルス
再生系は確立されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 TSWV は、植物病原体として大きな農業被
害をもたらしている。ウイルスの防除のため
には、ウイルスの増殖機構、媒介昆虫等によ
る伝搬機構および病原性発現機構を明らか
にする必要がある。しかし、現在、これらの
解析の要となる遺伝子操作系が TSWV につ
いては確立されていない。本研究は、TSWV
のウイルス粒子に含まれ、感染性の中核を担
うリボヌクレオプロテイン複合体を試験管
内で再構築し、これを植物細胞に導入して感
染を成立させる系、あるいは、TSWV にコー
ドされるタンパク質と RNA を生体内で発現
させ、自己集合させる系を確立することによ
り、TSWV の遺伝子操作を可能にすることを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 TSWV RNA に対するクローン化 cDNA か
ら感染を起こす実験系を構築するために、ヌ

クレオキャプシド（N）タンパク質、RNA ポ
リメラーゼ（L タンパク質）およびマイナス
鎖ゲノム RNA からなり、感染性の実体を担
うリボヌクレオプロテイン（RNP）複合体を
再構成する。材料として、出芽酵母
（Saccharomyces cerevisiae）あるいは大腸
菌で発現させて精製した L および N タンパ
ク質、および試験管内転写反応により合成し
たゲノム RNA を用いる。この際、必要に応
じ、脱液胞化タバコプロトプラスト抽出液
（RNase およびプロテアーゼの活性が非常
に低く、この抽出液を用いてプラス鎖 RNA
ウイルスであるトバモウイルスのゲノム
RNA を翻訳し、複製させることができる：
Komoda et al. 2004. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 101: 1863-1867）を添加し、分子集合に
必要な宿主細胞由来の因子を補う。さらに、
これを植物に接種して感染を成立させる。 
 植物細胞内における TSWV にコードされ
たタンパク質と RNA の発現は、それぞれを
コードするプラスミドをもつ
Agrobacterium tumefaciens を混合して
Nicotiana benthamiana の葉に浸潤させる
ことにより行った。 
 
 
４．研究成果 
 TSWV の RNP 複合体の再構築に向けて、
同複合体の構成タンパク質であるLタンパク
質および N タンパク質を、ヘテロローガスな
系で発現させることを試みた。N タンパク質
は大腸菌で発現させることができた。大腸菌
で発現させ、精製した N タンパク質は、RNA
結合能を有していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 精製した TSWV N タンパク質の RNA 結合能．大

腸菌で発現させ、精製した TSWV N タンパク質あるい

はバッファーと 32P 標識した約 340 ヌクレオチドの１

本鎖 RNA を混合してインキュベートしたあと非変性ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動により解析した。 

 
 
 一方、L タンパク質は、大腸菌では発現さ



せることができなかったが、配列を出芽酵母
における発現に至適化した cDNA を用いる
ことにより、出芽酵母内で発現させることが
できた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ 出芽酵母における TSWV L タンパク質の発現．

誘導前、誘導後の酵母からの可溶性タンパク質ある

いは精製 TSWV を SDS-PAGE で分画し、クマシーブ

リリアントブルーで染色した。L の発現はウエスタン解

析によっても確認された。 

 
 
 しかし、部分精製したLタンパク質にRNA
ポリメラーゼ活性は確認できなかった。N タ
ンパク質、L タンパク質と鋳型 RNA を混合
しても顕著な鋳型特異的 RNA 合成は観察さ
れなかった。細胞由来の成分が、RNP の再構
築あるいは RNA ポリメラーゼ活性の発現に
必要である可能性を考え、脱液胞化タバコプ
ロトプラスト抽出液を添加したが、残念なが
らこの場合も鋳型特異的な RNA 合成活性は
検出されなかった。ただし、脱液胞化タバコ
プロトプラスト抽出液には比較的高い内在
性の RNA 合成活性があるので、微弱な活性
を見逃している可能性は否定できない。 
 以上の結果を受けて、方針を変更し、ウイ
ルスにコードされるタンパク質とウイルス
RNA を、ウイルス RNA に対する cDNA か
ら、植物細胞の中で発現することを計画した。
TSWV ゲノムにコードされる各タンパク質
（5 種類）をアグロインフィルトレーション
法によって発現させるためのプラスミドを
構築した。各タンパク質および T7 RNA ポリ
メラーゼを発現する植物に、T7 プロモータ
ーの下流に TSWV ゲノムをコードするプラ
スミドを接種したが、感染は確認されなかっ
た。 

 一方、ウイルス粒子から調製した vRNP と
脱液胞化タバコプロトプラスト抽出液を混
合すると転写反応が起きることを見いだし
た。さらに、脱液胞化タバコプロトプラスト
抽出液から転写活性化因子を精製したとこ
ろ、これが翻訳伸長因子 eEF1A である可能
性が示唆された。そこで eEF1A の阻害剤を
脱液胞化タバコプロトプラスト抽出液に添
加したところ転写活性化能が阻害された。従
って、eEF1A は TSWV の vRNA からの転写
を活性化する宿主因子であると考えられた。 
 主目的とした TSWV の遺伝子操作系は確
立できなかったが、本研究で確立した TSWV
タンパク質の発現系を利用するなどしてさ
らなる試みを続けたい。TSWV の転写に宿主
因子が必要であることの発見は、TSWV の転
写と複製の分子機構を考える上で非常に重
要であると考える。 
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