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研究成果の概要（和文）：Affinity精製と質量分析によって、Red clover necrotic mosaic virus（RCNMV）移行タン
パク質（MP）と相互作用する宿主タンパク質として、ベンサミアナ植物のGAPDH-Aタンパク質を同定した。GAPDH-AはRC
NMVの複製複合体（VRC）と小胞体膜上で共局在し、MPをVRCへとリクルートする作用を通じてRCNMVの細胞間移行に貢献
する宿主因子であることがわかった。また、MPの欠失変異体の解析から、細胞の表層に形成されるMPとVRCを含む小斑
点状構造はウイルスゲノムの複製には影響しないが、細胞間移行にとって必須の構造体であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using affinity purification and mass spectrometry, we have identified a host 
protein GAPDH-A from Nicotiana benthamiana plants as the interacting partner of the movement protein (MP) 
of Red clover necrotic mosaic virus (RCNMV). GAPDH-A colocalized with virus replication complex (VRC) of 
RCNMV on the endoplasmic reticulum. We revealed that GAPDH-A is the host factor protein that contributes 
to the viral cell-to-cell movement, through its function to recruit the MP to VRCs. Furthermore, we 
showed the cortical punctate structures that contain the MP and VRC are required for the viral 
cell-to-cell movement and are not required for the replication of viral genomic RNA.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物ウイルスの増殖戦略について、遺伝子
発現機構の解析や、一細胞レベルでの複製機
構の解明や関連宿主因子遺伝子の働きの解
明について近年研究が進んでいる。また植物
ウイルスの移行戦略については、移行タンパ
ク質（MP）の局在性や、関連宿主因子の探
索とその機能解析が幾つかのウイルスで行
われている。しかし一方で、複製過程と移行
過程との関連性、すなわち複製されたウイル
スゲノムがどのような過程を経てMPへと橋
渡しされるのかについての知見は得られて
いなかった。  
 本研究の申請段階で、申請者はプラス鎖
RNA ウイルスである Red clover necrotic 
mosaic virus（RCNMV）のMPが、C末端
70アミノ酸領域を介して RCNMV複製複合
体と共局在して細胞表層小胞体膜上に小斑
点状構造を形成し、この小斑点状構造形成が
ウイルスの細胞間移行にとって必須である
という結果を得ていた。また、RCNMV MP
と相互作用する宿主植物タンパク質として
Nicotiana benthamiana 植 物 の
Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH-A）を同定し、こ
れが RCNMV の細胞間移行にとって重要な
役割をもつ宿主因子である可能性を報告し
ていた。 
 
２．研究の目的 
 RCNMV は二分節型ゲノム構造をとる(+)
鎖 RNA ウイルスである。申請者らはこれま
で、RCNMVの翻訳・複製機構を詳細に解析
し、これに関与する宿主因子遺伝子の同定と
その機能解析を行ってきた。この過程で、他
に類例のないサイレンシング抑制機構も明
らかになった。 
 本研究の目的は、RCNMV MPと相互作用
する因子として同定された GAPDH-A が
RCNMV の細胞間移行において果たす役割
を解明すること、および RCNMV の MP と
複製複合体を含む小斑点状構造の形成過程
についての知見を得ることを通じて
RCNMV の細胞間移行機構を解明すること
である。 
 
３．研究の方法 
 Nicotiana benthamiana 植物からプロト
プラストを単離し、PEG接種法によってウイ
ルス RNAを接種し、約 1日培養した後、脱
水、固定操作を行い、免疫染色法によって蛍
光ラベルした二次抗体を用いてウイルスタ
ンパク質やウイルスの複製中間産物である
二本鎖 RNA を検出し、共焦点顕微鏡観察に
よって細胞内局在について調べた。 
 RCNMV MP と相互作用する因子として、
アフィニティー精製と質量分析によって同
定 さ れ た Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH-A）遺伝子の部分
配列を Nicotiana tabacum の同遺伝子の配

列に基づいて増幅し、全長 cDNA 配列は
RACE法によって決定した。 
 サイレンシング誘導のためのリンゴ潜在
球形ウイルス（ALSV）ベクターは pBI系バ
イナリーベクターに挿入し、アグロバクテリ
ウムを介した爪楊枝接種法で接種した。サイ
レンシングの誘導はReal Time RT PCRによ
って確認した。 
 GSTを N末端に付加したMPと、C末端
に myc タグを付加した全長 GAPDH-A を大
腸菌に発現させ、GST pulldownアッセイに
よって in vitro での結合を確認した。また
Bimolecular Fluorescence 
Complementation アッセイ法を利用して、
GAPDH-Aと YFPの C末端部分との融合タ
ンパク質を、アグロ注入法を用いてベンサミ
アナ葉に発現させ、MPと YFPの N末端と
の融合タンパク質を発現する組み換え
RCNMVウイルスの RNAを機械接種し、48
時間後に蛍光を共焦点顕微鏡観察した。 
 二次構造予測ソフトPSIPREDサーバーを
利用して RCNMV MPの二次構造を予測し、
αヘリックス領域として予測された 5つのド
メインを欠失させたウイルスを作製し、接種
実験に供した。 
 細胞内輸送経路の探索のため、細胞骨格ア
クチンや微小管に対する阻害剤として Lat B
および oryzalinを、また膜輸送システムの阻
害剤として Brefeldin あるいはドミナントネ
ガティブ型 Sar1[H74L]変異タンパク質を、
一過的にアグロバクテリウムを用いて発現
させて、これに同じくアグロバクテリウムを
用いて MP-GFP を発現させ、局在を共焦点
顕微鏡観察して調べた。 
 
４．研究成果 
 RCNMV MPと蛍光タンパク質との融合タ
ンパク質を植物細胞に発現させるか、または
免疫染色法を用いるなどして詳細に調べた
結果、感染の初期に細胞表層の微細な斑点状
構造に局在し、時間の経過とともにこの斑点
状構造が互いに融合してそのサイズが大き
くなり、感染後期には核に隣接して巨大な塊
状構造を 1つ形成することがわかった。これ
らの MP を含む構造体は RCNMV 複製酵素
成分タンパク質 p27や、ウイルス RNAの複
製中間体である二本鎖 RNA の局在と一致す
ることが明らかとなった。またMPの欠失変
異体の解析から、MPの C末端のアミノ酸残
基が小斑点状構造の形成にとって重要な領
域であり、これを欠失させた変異MPはMP
としての生物学的諸能力を保持しているに
も拘わらず RCNMV を細胞間移行させるこ
とが出来ず、この小斑点状構造が RCNMVの
細胞間移行にとって必要な構造であること
が以前の研究から明らかになっている。 
 RCNMV の細胞間移行に関与する宿主因
子の探索を目的として、Tandem Affinity 
Purification 法と質量分析によって、



RCNMV MP と相互作用する Nicotiana 
benthamiana 植物タンパク質を網羅的に解
析した。これらのうち、GAPDH-Aタンパク
質について、ウイルス増殖への影響について
詳細に調べた結果、GAPDH-A は RCNMV
の一細胞レベルでの増殖には関与せず、細胞
間移行過程に関与する宿主タンパク質であ
ることが明らかとなった。続いて GAPDH-A
の細胞内局在を調べたところ、GAPDH-Aと
GFP の融合タンパク質は葉緑体局在性を示
したが、RCNMV RNA1が複製している細胞
では細胞表層の小斑点状構造にも局在する
ことがわかった。このような局在性の変化は
RCNMV MPと GFPの融合タンパク質を一
過的に発現させた場合にも見られることか
ら、GAPDH-A は RCNMV の複製過程と密
接な関連をもつものと推察された。さらに、
BiFC アッセイによって RCNMV MP と
GAPDH-A が細胞表層の小斑点状構造にお
いて相互作用することがわかった。両者の結
合は in vitroでの免疫沈降実験によっても確
認された。GAPDH-A と RCNMV 複製酵素
タンパク質 p27との結合も in vitro免疫沈降
実験で確認された。さらには、GAPDH-A発
現を ALSV ベクターによって抑制した葉に
おいて、MP-GFP を発現する組み換え
RCNMVを接種したところ、細胞表層の小斑
点状構造が見られない細胞が多数観察され
た。以上の結果から、GAPDH-Aは RCNMV
の VRC と MP との間に介在し、MPがウイ
ルスゲノム RNA1 を捕捉して隣接細胞へと
輸送するために必要な宿主タンパク質であ
ることが明らかとなった。 
 RCNMVと同じ Dianthovirus属に属する
Carnation ringspot virusにGFP遺伝子を挿
入した組み換えウイルスを用いて、同様に
GAPDH-A サイレンシング誘導植物への接
種実験を行ったところ、RCNMVの場合と同
様にウイルス増殖の抑制が認められた。
RCNMV とは異なる科に属する Tomato 
mosaic virus（ToMV）の接種実験ではこの
ような抑制効果は見られなかったことから、
GAPDH-A は RCNMV の近縁のウイルスが
利用する宿主因子タンパク質であると考え
られる。現在、RCNMVと属は異なるが同科
の Tombusviridae に属するウイルスを用い
て、GAPDH-Aサイレンシングのウイルス増
殖抑制効果を調べる研究を計画している。将
来的には、GAPDH-A タンパク質が VRC に
局在することとウイルス移行との相関を示
すことが出来るかもしれない。 
 GAPDH-A の他にも RCNMV MP と相互
作用する宿主因子候補として、質量分析の結
果 Germin-like protein（GLP）が同定され
た。GLPは gene familyを形成しているが、
そのうちの幾つかは細胞壁に局在し病原体
感染への応答反応に関連すると言われてい
ることから、研究を進めた。GAPDH-Aの場
合と同様に ALSV ベクターによって遺伝子
発現を抑制し、続いて RCNMVを感染させる

実験を行ったところ、GLP発現抑制植物では
RCNMV の細胞間移行が抑制されることが
明らかとなった。しかし GLPと GFPとの融
合タンパク質の細胞内局在性を調べたとこ
ろ、細胞膜または小胞体膜に分布することが
わかったが、RCNMV感染による局在性の変
化は認められず、さらに免疫沈降実験によっ
て RCNMV MPと GLPとの相互作用につい
ても調べたが、相互作用する可能性は低いと
いう結果になった。これらの結果から、GLP
は膜系に局在しており、間接的に RCNMV感
染に関与することがわかったが、RCNMV感
染時における具体的な働きについては不明
である。 
  RCNMVゲノム RNAが表層小胞体膜に
形成される VRC からどのような経路を通っ
てプラズモデスマータ（PD）に到達するのか
は報告されていない。この問題について調べ
るために、各種阻害剤を用いて細胞骨格系や
膜輸送系を阻害した状態で MP-GFP もしく
は MP-mCherry を一過的に発現させるか、
もしくは組み換え RCNMVから発現させて、
共焦点顕微鏡観察によってMPの PD局在性
について詳細に調べた。その結果、小胞体膜
からゴルジ体を経由する膜輸送経路も、細胞
骨格を用いる経路もRCNMV MPのPD輸送
には用いられていないことが明らかとなっ
た。このような性質は幾つかの植物ウイルス
で報告されており、おそらく RCNMV MPは
小胞体膜上を拡散する過程で PDの細胞質側
に存在する受容体と結合することで PD局在
する性質を持つものと推測される。 
 続いて RCNMV MP の機能ドメインの解
析を目的として各種変異体MPを作製し、細
胞間移行への影響と細胞内局在の変化につ
いて解析した。構造予測ソフトによって MP
内に予測された 5つの αヘリックス構造を 1
個ずつ欠失させた変異 MPと GFPとの融合
タンパク質を発現する組み換え RCNMV を
ベンサミアナ植物に接種したところ、N末か
ら 1 番目〜3 番目の α ヘリックス欠失変異
MP は効率的なウイルス細胞間移行を行うこ
とが出来ず、1 番目と 3番目の欠失変異 MP
は PDには局在できたが野生型MPのような
細胞表層で小斑点状構造を形成出来ず、細胞
内に広く拡散して局在した。またこれらの欠
失変異MPは一細胞レベルでのウイルス増殖
には全く影響を与えなかったが、免疫染色法
によってウイルス RNA の複製中間体である
二本鎖 RNA を検出したところ、野生型
MP-GFP 発現細胞のような表層の小斑点状
構造を形成せず、細胞全体にシグナルが拡散
して存在することがわかった。この結果は、
ウイルス複製複合体（VRC）とMPの両方を
含む細胞表層の小斑点状構造は RCNMV 
RNA の複製に寄与するものではなく、
RCNMV の細胞間移行にとって重要な構造



であることを示している。 
 
 以上の RCNMV の細胞間移行に関与する
宿主因子 GAPDH-A の研究および RCNMV 
MPの解析を通して、細胞表層のMPと VRC
を含む小斑点状構造のウイルス細胞間移行
における重要性が改めて認識されるように
なった。これらの構造体はウイルス移行複合
体（Virus movement complex; VMC）と称
されるべきものと考える。 
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