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研究成果の概要（和文）：植物はウイルスの感染に対して、RNAサイレンシングならびに自然免疫応答という２つの防
御メカニズムを備えている。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TGBp1の機能解析を行い、
二本鎖RNA合成に関与するシロイヌナズナタンパク質SGS3およびRDR6と相互作用し、細胞内で凝集・不活化させること
を示した。また、植物ウイルスに対する自然免疫応答遺伝子JAX1の機能解析を行い、関与するウイルス側因子を解明し
た。以上を通じて、植物とウイルスの間で繰り広げられている多様な相互作用を包括的に解明した。

研究成果の概要（英文）：Plants combat with viruses using two defense mechanisms, RNA silencing and plant 
innate immunity. In this study, we analyzed the role of an RNA silencing suppressor, TGBp1. We found that 
TGBp1 interacted with Arabidopsis thaliana proteins SGS3 and RDR6, both of which are involved in 
double-stranded RNA synthesis, to aggregate and inactivate their activities in planta. We also analyzed 
the mechanism of JAX1-mediated resistance and revealed the a viral protein responsible for it. Based on 
these results, we elucidated various plant-virus molecular interactions.

研究分野：農学

キーワード： 植物・病原体相互作用
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１．研究開始当初の背景 
 世界の作物生産額の 15%は植物病害によ
り失われている。植物病害のうち、細菌病
と菌類病は化学農薬の普及によりその被害
が低減してきているものの、ウイルス病に
は防除効果のある化学農薬が存在しないた
め、その損失額は増える一方である。植物
ウイルスは化学農薬による防除が不可能な
ため、作物の近縁種や野生種との交配によ
る抵抗性育種が主要な防除手段である。そ
のため、植物がウイルスに対して示す防御
応答誘導メカニズムを解析することが重要
である。 
 ウイルスに対する植物の防御応答反応は
植物自然免疫応答と RNA サイレンシングに
大別されてきた。植物自然免疫応答において
は抵抗性遺伝子が主要な役割を担っている。
抵 抗 性 遺 伝 子 の ほ と ん ど は NB-LRR
（Nucleotide -Binding/Leucine-Rich Repeat）遺
伝子であり、NB-LRRタンパク質がウイルス
の感染を察知すると植物は様々な防御反応
とともに細胞死を誘導する。一方、申請者ら
は最近モデル植物シロイヌナズナを用いた
スクリーニングにより新規な植物ウイルス
抵抗性遺伝子 JAX1を同定した。JAX1はレク
チンをコードし、新規な抵抗性メカニズムを
誘導することを見出したが、その作用メカニ
ズムは不明である。 
 一方、RNAサイレンシングはウイルス特異
的な抵抗性反応であると考えられている。
RNAサイレンシングは RNAiとも呼ばれ、二
本鎖 RNA (dsRNA)などの異常な RNAを認識
し、その遺伝情報を siRNAと呼ばれる小分子
RNAとして蓄積して記憶し、同じ配列をもつ
RNAを分解するメカニズムであり、真核生物
がウイルスに対して示す直接的な抵抗性反
応である。これに対して植物ウイルスは RNA
サイレンシングサプレッサー(RSS)と呼ばれ
るタンパク質を発現し、サイレンシングを抑
制するが、その作用メカニズムの全容は不明
である。 
 このようにウイルス病発病に至る舞台裏
では RNA サイレンシングや自然免疫応答の
抑制を含めた複合的な植物・ウイルス間相互
作用が繰り広げられていると考えられてい
る。 
 
２．研究の目的 
 植物はウイルスの感染に対して、RNA サ
イレンシングならびに自然免疫応答という
２つの防御メカニズムを備えている。本研
究ではこれらを対象として、それぞれの防
御応答機構を詳細に解析し、植物の持つ防
御応答メカニズムを解明し、植物とウイル
スの間で繰り広げられている未解明の多様
な相互作用を包括的に解明する。 

３．研究の方法 
 本研究では植物ウイルスに対する防御応
答機構である植物自然免疫応答と RNA サイ
レンシングについてそれらのメカニズムを
解析した。JAX1はポテックスウイルス属ウ
イルスの感染を強く抑制する抵抗性遺伝子
であるが、JAX1 による抵抗性は自然免疫
応答の 1種であると考えられるため、JAX1
を材料として用いた。JAX1 抵抗性を打破
する植物ウイルス耐性株の単離・塩基配列
解読や、植物ウイルス変異体に対する JAX1
抵抗性の影響を解析することにより、JAX1
抵抗性に関わる植物ウイルス因子を明らか
にした。また、JAX1 抵抗性に関わる植物
側因子を解析した。 
 RNA サイレンシングと植物ウイルスの
相互作用を解析するため、RNAサイレンシ
ングサプレッサー（RSS）の機能解析を行
った。ポテックスウイルス属ウイルスがコ
ードする TGBp1は RNAサイレンシングサ
プレッサー（RSS）であるが、PlAMVがコ
ードする TGBp1 は同属ウイルスの中で最
も活性が強いことからこれを材料として用
いた。TGBp1形質転換体を利用し、表現型
解析、次世代シークエンスによる小分子
RNAの網羅的解析、ライブイメージング解
析などを駆使して TGBp1 の機能解明を行
った。 
 
４．研究成果 
 まず、ウイルスに対する植物の自然免疫
応答と RNA サイレンシングの解析に最適
なパソシステムを検討した。シロイヌナズ
ナに感染する植物ウイルスを探索・比較し、
ポテックスウイルス属の plantago asiatica 
mosaic virus（PlAMV）が最も効率よく全身
感染することを明らかにした。 
 JAX1 による抵抗性に関わるウイルス側
因子を解析し、ウイルス複製酵素が関与す
ることを明らかにした。ウイルス複製酵素、
移行タンパク質、外被タンパク質遺伝子に
それぞれ変異を導入し、JAX1 発現植物に
接種試験を行うことにより、JAX1 抵抗性
にはウイルス複製酵素が必要十分であるこ
とを明らかにした。さらに、自然免疫応答
に広く関わる植物遺伝子 SGT1 と
MAPKKK と JAX1 抵抗性との関連を調べ
るため、SGT1もしくはMAPKKKを発現抑
制した葉における JAX1 抵抗性を調べたと
ころ、いずれにおいてもウイルス抵抗性は
影響を受けなかったことから、JAX1 抵抗
性に SGT1、MAPキナーゼ経路が関与しな
いことが明らかになった。 
 ポテックスウイルスの RSS である
TGBp1 の機能解析を行った。PlAMV の
TGBp1 を形質転換した植物の表現型解析
を行った結果、tasiRNA 経路の変異体と同
様の表現型を示した。また、TGBp1形質転
換体から小分子 RNA 画分を抽出し、次世
代シークエンスにより小分子 RNA の蓄積



量を解析したところ、tasiRNA の蓄積量が
特異的に抑制されていたことから、TGBp1
が tasiRNA合成に関与する経路を標的とす
る可能性が考えられた。次いで、TGBp1が
tasiRNA 合成のどのステップを阻害するか
について解析した。すなわち(1)DCL1 によ
る pre-miRNAの切断、(2)切断後の RNA断
片を鋳型とした二本鎖 RNA合成、(3)DCL4
による二本鎖 RNA の切断、のいずれのス
テップを阻害するかを解析し、TGBp1が(2)
の二本鎖 RNA 合成を阻害することを明ら
かにした。そこで、この反応に関与するシ
ロイナナズナタンパク質 SGS3 および
RDR6 と TGBp1 の免疫沈降実験を行い、
TGBp1 がこれらと相互作用することを明
らかにした。さらに TGBp1、SGS3 の局在
解析を行い、SGS3 を単独で発現させた場
合は細胞質に散在しているが、TGBp1と共
発現させると核近辺に凝集することを明ら
かにした。TGBp1は SGS3/RDR6を凝集さ
せることによりこれらの機能を阻害するこ
とが示唆された。また、サイレンシングサ
プレッサー欠損 cucumber mosaic virusはサ
イレンシング因子が欠損したシロイヌナズ
ナミュータントで蓄積量が増加することが
明らかにされている。これを TGBp1形質転
換植物に接種したところ、ウイルス蓄積量
が劇的に増加した。この結果から、TGBp1
がサイレンシング経路を阻害する機能を持
つことが確かめられた。 
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