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研究成果の概要（和文）： 
 イネ縞葉枯ウイルス（RSV）はヒメトビウンカを媒介昆虫とするマイナス鎖 RNA ウイ
ルスである．植物のマイナス鎖 RNA ウイルスは遺伝子操作ができないため，増殖機構の
分子生物学的解析がほとんど行われていない．本研究では，RSV の遺伝子操作実験系の開
発を試みた．感染性 RSV 粒子の試験管内再構成を目指して，構成要素であるヌクレオキ
ャプシドタンパク質および RNA ポリメラーゼを，活性を有する形で得ることに成功した．
残念ながらこれらの因子と RNA を混合しても感染性ウイルス粒子の再構築には至らなか
ったが，マイナス鎖 RNA ウイルスの RNA ポリメラーゼは巨大なため，活性を有する精
製標品が得られた例はこれまでに数少ないことから，今後植物マイナス鎖 RNA ウイルス
の研究を発展させるための基盤を作ることができたと考えている． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Rice stripe virus (RSV) is a negative-strand RNA virus that infects Rice plants 

transmitted by small brown plant hopper. Due to the unavailability of reverse genetics 
systems, knowledge about how plant negative-strand RNA viruses multiply is limited. 
In this project, I tried to develop a reverse genetics system of RSV. To reconstitute an 
infectious ribonucleoprotein (RNP) complex, I succeeded to express and purify the 
nucleocapsid protein and RNA polymerase of RSV, components of RSV RNP. Although 
mixtures of these proteins with viral RNA did not result in formation of the infectious 
RNP, the materials obtained in this project would help further development of the 
study of plant negative-strand RNA viruses. 
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１．研究開始当初の背景 
農作物に多大な被害をもたらす昆虫媒介

性植物ウイルスのうち，昆虫体内でも増殖す
るものの多くはマイナス鎖 RNA ウイルスで
ある．ウイルスの増殖機構の解析には，遺伝
子操作実験（逆遺伝学実験）系が強力なツー
ルとなるが，RNA ウイルスの場合，cDNA
からの感染ができて初めて遺伝子操作が可
能となる．プラス鎖 RNA ウイルスのゲノム
は mRNA として機能し，RNA のみで感染性
を示すため，多くのプラス鎖 RNA ウイルス
の逆遺伝学実験系が 1980 年代以降に確立さ
れ，増殖機構の解明に著しく貢献してきた．
一方，マイナス鎖 RNA ウイルスのゲノムは
ヌクレオキャプシドタンパク質および RNA
ポリメラーゼとリボヌクレオタンパク質複
合体（RNP）を形成しており，裸の RNA は
感染性をもたない．このことが主な原因とな
り，植物のマイナス鎖 RNA ウイルスの逆遺
伝学実験系は未だ確立されておらず，増殖過
程の分子レベルでの理解はほとんど進んで
いない．したがって，マイナス鎖 RNA ウイ
ルスの研究を行うにあたり，逆遺伝学実験系
を開発することが急務であった． 
 
２．研究の目的 
イネ縞葉枯ウイルス（RSV）は，ヒメトビ

ウンカを媒介昆虫とするマイナス鎖 RNA ウ
イルスであり，国内のみならずアジア地域の
稲作に多大な被害を与えるウイルスである．
本研究は，RSV の逆遺伝学実験系を確立し，
マイナス鎖 RNA ウイルスの増殖機構の解明
に向けた基盤を作ることを目的とする． 
逆遺伝学実験系の確立に成功すればウイ

ルス遺伝子の機能解析が容易になり，植物細
胞および昆虫細胞内における増殖，細胞間移
行，媒介過程，病徴発現など増殖過程の様々
な段階に関与するウイルス遺伝子を明らか
にすることが可能となる．これにより，現在
知見が乏しいマイナス鎖 RNA ウイルスの増
殖サイクルについての理解が深まれば，新規
ウイルス防除策の構築に向けた第一歩とな
ることが期待できる．また，逆遺伝学実験系
はウイルスのベクター化や弱毒ウイルスの
開発等にも応用可能である．特に RNA4 にコ
ードされる p4 タンパク質は感染植物中でど
の宿主タンパク質よりも多く蓄積する非常
に発現量の多いタンパク質であるため，当該
ORF を用いた遺伝子発現ベクターは有用な
ものとなるだろう．  
 
３．研究の方法 
 
（１）RSV RNP の試験管内再構築 

RSV ゲノム RNA より cDNA を作製し，ク
ローン化する．このとき，ゲノム鎖および相
補鎖いずれの RNA も転写できるよう，cDNA

を 2 種類の逆向きに配置した試験管内転写用
プロモーターの間に挟む．ヌクレオキャプシ
ドタンパク質は分子量約 35,000 と比較的小
さいため，大腸菌等を用いて可溶性タンパク
質として発現できる条件を検討する．一方，
RNAポリメラーゼは分子量約 330,000 と巨大
なため，発現は困難を伴うかもしれない．そ
こで，高分子量タンパク質の発現に実績のあ
る出芽酵母や試験管内翻訳の利用，アグロイ
ンフィルトレーション法による植物細胞で
の発現を試みる．発現に成功したら，粗抽出
液あるいは部分精製標品等を用いて RNA ポ
リメラーゼ活性の有無を調べる．活性の測定
は，RNA ポリメラーゼとゲノム鎖あるいは相
補鎖となるウイルス RNA を混合し，RSV 粒
子がもつ RNA ポリメラーゼ活性についての
既報の方法（Toriyama, J. Gen. Virol. 67: 
1247-1255 [1986]）に従って行う．このとき，
ヌクレオキャプシドタンパク質が RNA ポリ
メラーゼ活性を調節する可能性があるため，
反応系に添加する． 
活性のあるタンパク質を得ることができ

たら，様々なバッファー条件において RNP
の再構築を試み，これを植物あるいは昆虫に
接種して増殖するかどうか調べる．ウイルス
の増殖が確認されたらウイルス粒子を回収
し，これが cDNA クローン由来の配列をもっ
ているか確かめた後，再度接種して感染性を
確認する．  
 
（２）植物細胞内における RSV RNP の構築 

RNP の再構築による逆遺伝学実験がうま
くいかなかった場合，細胞内でウイルスタン
パク質および RNA を発現させることによる
逆遺伝学実験系の確立を試みる．RNA ポリメ
ラーゼおよびヌクレオキャプシドタンパク
質をアグロインフィルトレーション法等に
よって植物細胞で一過的に発現し，さらにゲ
ノム RNAあるいは相補鎖RNAを導入するこ
とによりウイルスが増殖するかどうか調べ
る．RNA の導入法については，試験管内転写
産物の機械接種あるいは適切なプロモータ
ーの下流に cDNAをもつプラスミドを利用す
る． 
 
（３）RSV 逆遺伝学実験系の利用 

RSV の逆遺伝学実験系の確立に成功した
ら，ウイルス cDNAに部位特異的変異導入（フ
レームシフト変異，ナンセンス変異など）を
行い，各遺伝子の機能を喪失した変異ウイル
ス株を作製する．各変異株の植物細胞および
昆虫細胞における増殖能，植物葉における細
胞間移行能，植物体および昆虫体内における
全身移行能，媒介昆虫によるウイルスの獲得
能・媒介能・継卵伝染能，植物における病徴
等を調べ，各遺伝子がどの段階に必要か明ら
かにする．ウイルス増殖が認められた場合に



はウイルスを回収し，これが cDNA クローン
由来の配列をもっているか（機能を回復する
変異をもっていないか）確かめる．また，増
殖に必須でない遺伝子をレポーター遺伝子
と置き換えることなどにより，RSV の遺伝子
発現ベクター化の可能性を検討する．  
 
 
４．研究成果 
 
（１）RSV RNPの試験管内再構築 

RSVのゲノムをクローニングし，各分節の
RNAを試験管内転写によって合成することに
成功した．4分節あるゲノムのうち最長のもの
（RNA1）は，大腸菌内で非常に不安定であっ
たため，クローニングは困難を極めたが，菌
株や培養条件を検討することにより成功した． 

RSVのRNPの再構築を目指し，ヌクレオキ
ャプシドタンパク質およびRNAポリメラーゼ
の発現と精製を行った． 
ヌクレオキャプシドタンパク質は大腸菌を

用いて合成することができた．精製したヌク
レオキャプシドタンパク質の大部分は大腸菌
由来のRNAと結合しており，外来のRNAとの
結合活性を示さなかった．ヌクレアーゼ処理
を行い大腸菌由来のRNAを分解することによ
り若干の結合活性が見られたが，効率は著し
く低かった．一方で，RNA結合型と非結合型
のヌクレオキャプシドタンパク質を分離して
精製する条件を確立した．非結合型のヌクレ
オキャプシドタンパク質は，適切な温度・バ
ッファー条件下でRNAと結合させると，沈降
係数の大きなRNPを形成した．なお，この結
合は配列非特異的であった（図１）． 

 

図１．RSV ヌクレオキャプシドの RNA 結合

能．ゲルシフト法により，精製ヌクレオキャ

プシドタンパク質の RNA 結合能を調べた． 
 

RSV RNAポリメラーゼについてはさまざ
まな系で発現を試みたが，脱液胞化タバコプ
ロトプラスト抽出液（BYL）を用いた試験管
内翻訳および出芽酵母においてのみ発現が確
認できた．RNAポリメラーゼを翻訳したBYL
中で活性測定を試みたが，BYL中に存在する
非キャップRNA分解活性により鋳型RNAが
分解されたため，うまくいかなかった．また
BYLを用いた試験管内翻訳では，翻訳後に

RNAポリメラーゼを精製してヌクレアーゼを
除去するには十分な量を得ることができなか
った．一方，出芽酵母を用いた発現系におい
てRNAポリメラーゼを大量に発現させること
ができた．酵母細胞破砕液はBYL同様ヌクレ
アーゼ活性が高かったため，カラムクロマト
グラフィーによりRNAポリメラーゼを精製し
た．二価カチオンの種類や濃度など反応条件
を検討したところ，鋳型特異的なRNAポリメ
ラーゼ活性を検出することができた（図２）． 

 

図２．RSV RNA ポリメラーゼによる鋳型特

異的 RNA 合成活性．鋳型存在下で[α-32P]CTP
の取り込みを検出した．-：鋳型なし．R：RSV 
3’末端 (40 nt)．T：TSWV 3’末端 (40 nt)． 

 
しかし，RNAポリメラーゼ活性は数十塩基

までの短い鋳型を用いたときにのみ検出され，
現在までのところ数千塩基からなるゲノム全
長の複製には成功していない．また，得られ
たRNAポリメラーゼおよびヌクレオキャプシ
ド標品とRNAを混合し，宿主植物への接種を
試みたが，感染は確認できなかった．  
本研究の目標であったRSVの遺伝子操作実

験系の確立には至らなかったものの，RSV粒
子の構成因子を活性を有する形で得ることが
できたことは大きな進展である．本研究で得
られた材料は，感染性RNPの構築に向けた詳
細な条件検討に用いるだけでなく，RNAポリ
メラーゼの鋳型特異性等を含む生化学的特性
の解析に利用可能であり，今後の研究に向け
た基盤となる． 
 
２）植物細胞内でのRSV RNPの構築 
植物細胞内でのRSV粒子再構築を目指し，各タ
ンパク質およびRNAのアグロインフィルトレーショ
ンによるNicotiana benthamiana葉での一過的発
現を試みた．しかし，RNAポリメラーゼの発現が
認められなかったため中断した． 
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