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研究成果の概要（和文）：本研究では，ウイルスが持つ普遍的な分子パターンにより誘導される，新規免疫機構の解明
を目指した．その結果，コモウイルスにコードされるヘリカーゼ（Hel）タンパク質のアミノ末端領域に，新たな免疫
誘導領域を見出した．当該領域には，ウイルスの複製に関わる両親媒性ヘリックスが予測され，両親媒性ヘリックスが
免疫誘導に重要であることが示唆された．また，当該領域による免疫誘導活性は，ウイルス複製において両親媒性ヘリ
ックスが担う宿主細胞膜の変性活性と相関することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to reveal a novel plant immune system induced by a 
virus-encoded molecular pattern. As a result, we found an elicitor of immune responses in the N-terminal 
region of helicase proteins encoded by a comovirus. In this region, there is a predicted amphipathic 
helix involved in virus replication. We showed that the amphipathic helix is required for the induction 
of immune responses. In addition, we revealed that the elicitor activity is tightly correlated with the 
membrane modification activity, which is essential for the role of the amphipathic helix in virus 
replication.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物は，病原体に対して多層的な免疫機構
を備えている．細菌や菌類等の植物病原体に
対しては，過敏感反応（hypersensitive response; 
HR．Effector-triggered immunity（ETI）とも呼
ばれる）に加えて，病原体由来の普遍的分子
パ タ ー ン （ Pathogen-associated molecular 
patterns; PAMPs）により引き起こされる免疫
反応 PAMPs-triggered immunity (PTI)が知られ
ている．他方で，植物ウイルスに対しては，
HRおよびRNAサイレンシングの 2つの免疫
機構のみが知られ，PTI が存在するかは不明
である． 
２．研究の目的 
 本研究では，植物ウイルスに対する新規免
疫機構の解明を目的として，植物ウイルスに
コードされる PAMPs の同定および免疫誘導
における植物の反応を明らかにすることを
目指した． 
３．研究の方法 
 本研究では，タバコ属植物に細胞死症状を
引き起こす 2種類の植物ウイルス（ポテック
スウイルス，コモウイルス）を材料に用いた． 
(1) ポテックスウイルスの細胞死誘導因子の
探索には，コードされる各ウイルスタンパク
質を 35Sプロモーターの下流に接続し，アグ
ロバクテリウムを用いた一過的発現系を用
いて植物細胞内で発現させた．HR のシグナ
ル伝達に関わる宿主因子 SGT1の機能抑制に
は，ウイルス誘導性ジーンサイレンシング法
（virus-induced gene silencing; VIGS）を用いた． 
(2) コモウイルスの感染性 cDNA クローンの
構築には，コモウイルスの 2 分節のゲノム
RNAを逆転写することで作製した cDNAを，
それぞれバイナリーベクターに導入した．感
染性 cDNAクローンの接種にはアグロバクテ
リウムを用いた． 
 コモウイルスの細胞死誘導因子の探索に
おいては，コードされる各ウイルスタンパク
質を potato virus Xベクターに導入し，一過的
に発現させた．また，防御関連遺伝子の発現
解析には，リアルタイム PCRを用いた． 
 nHel 発現時の植物細胞の反応に関する解
析には，共焦点レーザー顕微鏡を用いた．ま
た，小胞体膜の様子を調べるため，小胞体膜
に局在するシグナルを付加した緑色蛍光タ
ンパク質（green fluorescence protein; GFP）を
用いた． 
 
４．研究成果 
 本研究課題では，植物ウイルスがコードす
る PAMPs の存在を想定し，植物ウイルスの
PAMPs により誘起される免疫反応の解明を
目指し，主に以下の 2項目について解析を行
った． 
(1) ポテックスウイルスの細胞死誘導因子の
同定と機能解析（2013年度） 
 タバコ属植物に細胞死を引き起こすポテ
ックスウイルスについて，細胞死誘導の原因
となるウイルスタンパク質（細胞死誘導因子）

の探索を行った．その結果，複製酵素に含ま
れるヘリカーゼ（Helicase; Hel）タンパク質が
細胞死誘導活性を有することを明らかにし
た．また，Hel タンパク質による細胞死に伴
って，ウイルス感染時の細胞死と同様に，植
物細胞では活性酸素生成が引き起こされる
ことが分かった． 
 次に，Hel タンパク質による細胞死が植物
の免疫反応の一つである過敏感反応（HR）と
類似した特徴を持つことに着目し，細胞死誘
導に関わるシグナル伝達経路について検討
を行った．その結果，HR に必須な SGT1 を
サイレンシングした植物において，Hel タン
パク質による細胞死が抑制された． 
 以上の解析により，ポテックスウイルスの
複製酵素に含まれる Helが細胞死誘導因子で
あることを明らかにするとともに，Hel によ
る細胞死誘導のシグナル伝達経路を明らか
にした．ポテックスウイルスの Helタンパク
質には，PAMPsの候補となりうる保存性の高
いアミノ酸配列が見出されたものの，これら
のアミノ酸配列と細胞死誘導活性との関係
については未解明のままであり，今後の解析
が必要である． 
 
(2) コモウイルスの細胞死誘導因子の同定と
機能解析（2013，2014年度） 
①コモウイルスの効率的感染系の構築と評
価 
 コモウイルスの効率的かつ再現性の高い
感染系の構築を目的として，感染性 cDNAク
ローンの構築を行った．作製した cDNAクロ
ーンの接種によりコモウイルスの症状が再
現された．また，コモウイルスにコードされ
るいくつかのウイルスタンパク質について
抗体を作製し，感染植物におけるウイルスタ
ンパク質の検出を行った． 
②コモウイルスの細胞死誘導因子の同定 
 タバコ属植物に細胞死を引き起こすコモ
ウイルスについて細胞死誘導因子の探索を
行った．その結果，コモウイルスにコードさ
れるタンパク質のうち，Hel タンパク質が細
胞死誘導活性を有し，さらに Helアミノ末端
領域の 74アミノ酸からなる領域（nHel領域）
のみで細胞死が誘導されることを示した．ま
た，nHelによる細胞死の特徴を調べる目的で，
HR との比較を行った．その結果，nHel によ
る細胞死の誘導に伴い，活性酸素の生成や防
御関連遺伝子の発現上昇，SGT1 発現抑制植
物における細胞死の抑制等の，HR と類似し
た反応が観察された． 
 次に，nHel領域内部において動植物ウイル
スの「複製」（ウイルスが増殖する過程）で
重要な機能を持つ両親媒性へリックスが予
測されたことに着目し，欠損変異やアミノ酸
変異を導入した変異 nHelを複数作製し，それ
ぞれの細胞死誘導活性を調べた．その結果，
nHelによる細胞死には，両親媒性へリックス
が重要な役割を果たすことが示唆された．ま
た，両親媒性へリックスがコモウイルスに近



縁なウイルス属にも共通することに着目し
て，複数のコモウイルスと他ウイルス属の
nHel領域を発現させたところ，いずれも細胞
死が誘導された．この結果からも，nHelによ
る細胞死における両親媒性へリックスの重
要性が示唆された． 
③ nHel 発現時における植物細胞の反応に関
する解析 
 nHel を発現させた際に引き起こされる植
物細胞の反応について解析を行った．共焦点
レーザー顕微鏡を用いて植物細胞内の動態
を詳細に調べたところ，nHelは小胞体膜上に
局在し，小胞体膜の激しい変性を引き起こす
ことが分かった．また，異なる細胞死誘導活
性を有する nHel 変異体による膜変性活性を
調べたところ，nHelによる膜変性活性は細胞
死誘導と相関することが示唆された． 
 膜合成阻害剤セルレニンは，ウイルス複製
に伴う宿主植物細胞膜の変性を抑制し，ウイ
ルス複製を阻害することが知られている．
nHelによる膜変性が，複製に伴う膜変性と共
通した反応であると予想し，nHel発現時に植
物細胞が示す反応について，セルレニン処理
による影響を評価した．その結果，セルレニ
ン処理により nHel による膜変性および細胞
死誘導はいずれも有意に阻害された．また，
セルレニン処理は HRの際に誘導される細胞
死には影響しなかった．以上の結果より，nHel
による細胞死誘導は，ウイルス複製に必要な
膜変性活性が引き金となる可能性が示唆さ
れた． 
 以上の解析により，コモウイルスの細胞死
誘導因子 nHel を同定した．また，nHel によ
る細胞死は HRと類似したいくつかの特徴を
示したが，膜変性活性との相関性の点で HR
と異なる特徴も見出された．さらに，nHel領
域の細胞死誘導活性はいくつかのウイルス
で共通するものの，当該領域のアミノ酸配列
相同性は 64%〜16%であった．一般に，細菌
などの病原体に見出される PAMPs は，フラ
ジェリンや翻訳伸長因子などの普遍的なタ
ンパク質分子内でも，種や属を超えて相同性
が高い数十アミノ酸からなる領域である．従
って，コモウイルスに見出された nHel領域は，
既存の PAMPs に類似した特徴と異なる特徴
を併せ持つことが分かる．今後は，nHel発現
時の植物細胞の反応について，受容やシグナ
ル伝達，遺伝子発現変動等の側面から，さら
に詳細な解析を行う必要がある． 
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