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論 文  内  容  の 要  旨  

植物ウイルスの感染が成立するためには様々なウイルス因子と植物側の因子との相互作用が親和的であることが必要であ  

る。ブロモウイルスは，最も研究の進んでいる植物ウイルスの1つであるが，ウイルス感染に関わる植物因子についてはほ  

とんど知見が得られていない。その原因の1つとして今までブロモウイルスの研究に広く用いられてきた月ro∽g研0∫α才c  

viru5（BMV）とCo耽少eachloroticmottlevirus（CCMV）が植物因子の研究に有用なモデル植物シロイヌナズナに対し  

て非常に弱い感染性しか示さないことがあげられる。そこで本研究では，シロイヌナズナ（accessionCol－0）に効率よく  

全身感染するブロモウイルスを探索し，みr吻ろgα〟砂わfβ乃fγ∠r〟∫（SBLV）がシロイヌナズナに効率よく感染することを  

見いだした。このSBLVを用い，感染に関わる種々の因子間の相互作用について解析を行った。   

第1章ではSBLVのもつウイルス因子について分子レベルでの解析を行うため，まずinvitroreSBLVRNAを合成で  

きる。DNAクローンを構築した。そしてSBLVゲノムの全塩基配列を決定し，本ウイルスの遺伝子操作系を確立した。   

第2章では，SBLV，BMV，CCMVの間でゲノムRNAl，RNA2およびRNA3を様々に入れ換えたゲノム交換体を作  

製し，それらの踊。。ff。乃。あg乃fゐα∽才α乃αにおける増殖能を調べ，ブロモウイルスの感染に関わるウイルス因子間相互作用  

に関する解析を行った。ブロモウイルスの細胞レベルでの増殖にはRNAlと2が同じウイルスに由来する必要があると考  

えられてきたが，SBLVのにRNA2は異なるブロモウイルスのRNAlとの組合せでRNAを蓄積した。一方，SBLVの  

RNAlは異なるウイルスのRNA2との組合せでウイルスRNAを蓄積できなかった。こうしたSBLVRNAlとRNA2の  
特徴は，それぞれのRNAがコードする1a，2aタンパク質が異なるウイルスの1a，2aタンパク質と機能的な複製酵素を形  

成できるか否かによって決定されていることをDNA発現ベクターを用いた実験で明らかにした。またCCMVのRNA2  

をSBLVのRNA2で交換したキメラウイルスは野生型のCCMVに比べて細胞間移行の効率が著しく低下した。このキメ  

ラウイルスとCCMVは1細胞レベルにおけるウイルス蓄積に顕著な差が認められないことから，ブロモウイルスの細胞間  

移行の段階に，RNA2に存在する因子が介在した新規の相互作用が関わっていることを示唆した。   

第3章ではC。1－0に対するBMV，CCMV，SBLVの感染性の違いに注目し，その感染性の違いを決定している機構に  

っいて解析を行った。その結果，BMVとCCMVは1細胞レベルでの増殖能がSBLVよりも低いこと，また，ゲノム交換  

体を用いた実験から，少なくともRNAlとRNA2がブロモウイルスの感染性決定に大きな役割を果たしていることを明ら  

かにした。BMVとCCMVの低い感染性の原因について植物側の抵抗性の関与を調べるため，サリチル酸（SA），ジャス  

モン酸（JA），エチレン（ET）の介在する防御応答が変化しているシロイヌナズナ変異体におけるブロモウイルスの感染  

性を調べた。その結果，抵抗性を誘導できない変異体に対して，BMVとCCMVは野生塑と同様に効率よく感染できなか  

ったが，糸状菌や細菌に対する抵抗性が増大している¢r5－2変異体において，効率よく全身感染することを明らかにした。  

¢r5－2変異体における1細胞レベルでのウイルス増殖能力はBMVでは増大していたが，CCMVでは顕著な違いが認めら  

れなかった。さらに，BMVではRNAlと2からの翻訳効率がcpr5－2変異体において増大することを示唆した。‘やr5－2  
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変異体ではSA，JA／ETを介したシグナル伝達経路が恒常的に活性化していると考えられているが，CPr5－2変異体におけ  

るこれら経路の遮断はBMVの感染性に顕著な影響を示さなかった。   

第4章ではシロイヌナズナの様々なアクセッションに対するSBLVの感染性を調べ，SBLVの感染がCol－0に比べて遅  

れるPla－0を同定した。1細胞レベルでのSBLV増殖はCol－0とPla－0との間で顕著な違いが認められず，また他のいく  

つかの植物ウイルスはPla－0に効率よく感染したことから，Pla－0ではウイルスの移行の段階がSBLVで特異的に影響を  

受けていると考えられた。   

第5章ではSBLVはCol－0など多くのアクセッションに対し，無病徴だがS96とEi－2に村しては病徴を示すことを明  

らかにした。SBLVは，S96とCol－0の植物体およびプロトプラストにおいて効率よく増殖し，病徴の発現はSBLV増殖  

とは独立した機構で成立していると考えられた。遺伝学的解析から病徴発現に関わる不完全優勢の核内遺伝子座且Sβヱを  

第4染色体上にマッピングした。   

以上の結果は，本研究で確立したブロモウイルス感染のモデル系がウイルス因子間相互作用の解析のみならず，植物とブ  

ロモウイルスとの相互作用の解析についても非常に有用であることを示すものである。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

ウイルス感染に関与する植物側の因子はほとんど明らかにされていない。本論文では，ブロモウイルス属のSBLVがシ  

ロイヌナズナに効率よく全身感染することを見いだし，ブロモウイルスの感染に関わる宿主因子の同定を視野に入れ，  

SBLVの遺伝子操作実験系を構築した。次にSBLVを含む3種のブロモウイルスを用い，感染に関わるウイルス因子の相  

互作用を明らかにするとともに，SBLVを用いて数多くのシロイヌナズナ変異体やアクセッションをスクリーニングし，  

ブロモウイルスの感染に関わるウイルス因子といくつかの宿主遺伝子についての研究をまとめたものである。本論文の評価  

すべき点は，以下の通りである。  

1．ブロモウイルス属のSBLVがモデル植物であるシロイヌナズナに感染することを見いだし，その遺伝子操作系を確立  

することによって，植物因子の解析も視野に入れたブロモウイルス感染研究のモデル系を確立した。  

2．SBLV，BMV，CCMV間でゲノム交換体を作製し，SBLVのRNA2はBMVやCCMVのRNAlとの組合せでもウ  

イルスRNAを蓄積させることができることを発見した。また，ウイルスタンパク質を発現するベクターを用いた実験から，  

SBLV RNA2の特徴は，RNA2にコードされている2aタンパク質がBMVやCCMVのRNAlにコードされている1aタ  

ンパク質と機能的な複製酵素を形成することができることに由来することを明らかにした。  

3．SBLVと比べBMVとCCMVがシロイヌナズナに村して低い感染性しか示さない原因は，BMVとCCMVの1細胞  

レベルでの増殖能力が低いこと，また，ゲノム交換体を用いた実験から，少なくともRNAlとRNA2がシロイヌナズナに  

おけるブロモウイルスの感染性決定に重要な役割を果たしていることを明らかにした。  

4．サリチル酸（SA），ジャスモン酸（JA）／エチレン（ET）の介在する防御応答が変化しているシロイヌナズナ変異体  

におけるSBLV，BMV，CCMVの感染性を調べ，SBLVはいずれの変異体にも効率よく感染すること，BMVとCCMV  

は野生型と同様ほとんどの変異体に効率よく感染できないが，ゆr5－2変異体では効率よく全身感染することを発見した。  

また，SA，JA／ETを介したシグナル伝達経路が遮断されたcp76－2変異体においてもBMVの感染性は顕著に影響されず，  

BMVの感染性の増加は糸状菌や細菌に村する抵抗性の誘導とは異なる機構で成立していることを明らかにした。  

5．cpr5－2変異体における1細胞レベルでのウイルス増殖能力はBMVでは増大していたが，CCMVでは顕著な違いが認  

められなかった。さらに，BMVではRNAlと2からの翻訳効率がcpr5M2変異体において高まっていることを明らかした。  

6．SBLVをシロイヌナズナの様々なアクセッションに接種してSBLVの感染がCoト0に比べて遅れるアクセッション  

Pla－0を同定した。この感染性の遅延は細胞間移行の段階で認められ，今まで報告の少ない細胞間移行に関わる植物因子の  

解析に新たな道を開いた。  

7．SBLVはCol－0をはじめ，多くのアクセッションに村して病徴を示さないが，病徴が誘導されるS96を発見した。ま  

た，その病徴発現に関わる遺伝子座∬βJを第4染色体上にマップした。   

以上のように，本論文は，ブロモウイルス感染におけるウイルス因子同相互作用の解析からウイルス因子間の相互作用を  
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機能レベルで明らかにするとともに，ウイルスの細胞間移行および病徴発現に関わる宿主因子の同定に新たな道を開いた。  

さらに植物の微生物に対する抵抗性機構はウイルスに村する抵抗性機構と必ずしも同じでないことを明らかにした。また，  

本研究で確立したシロイヌナズナを用いたブロモウイルス感染のモデル系は，今後，宿主因子を含めた植物ウイルス感染機  

構の研究に非常に有効であると考えられることから，本論文は，植物病理学，ウイルス学，植物生理学並びに農学に寄与す  

るところが大きい。   

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成15年2月17日，論文並びにそれに関連した分野にわたり，試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学  

力が十分あるものと認めた。  
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