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植物ウイルスの細胞間移行に関する分子生物学的研究
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十1((物ウイルスは1;'1ì ~ W(物の細胞に公人すると)~~()1三氏述絡を通過して細JJ8.IlU移

行し、!:芸染J或を f)Lげていく 。 捕物ウイルスの多くは科目JJ包 I~\j移行に必安な移行タン

ノfク (MP) と11子ばれるタンノfクをコードしている。

a本鎖 RNAウイルスである Tobaccomosaic virus (TMV)のMPは最も研究

の進んでいる MPで、原形質連絡を介した日大分 fの細胞間拡散を促進する活性

を持ち、 MP自身も細胞問移行すると考えられている。また、 TMVのMPはRNA

と結合し、細胞内では微小管に局在することがドlU甘されている。これらの知見に

基づき、 MPは TMVゲノム RNAと結合し、細胞骨格を利用して隣接細胞へウ

イルスを輸送するというモデルが提唱されている。 しかし、細胞における MPの

挙動に関しては、 η:し、に矛盾する報告例があり、またいくつかの実験結果につい

ては、それをモデルの根拠とすることについて疑義が生じている。

ウイルスの細胞間移行における MPの機能を詳細に解析するには、ある一細

胞にウイルスを感染させ、そこからウイルスが細胞問移行していく様子を l細胞

レベルで追跡できる系が有用である。そこで、本研究ではまず TMVと|司属のウ

イルスである Tomatomosaic virus (ToMV)をプラスミド DNAのままで感染さ

せることのできる系を構築した。 MP遺伝子を欠く ToMVの感染性プラスミドを

葉の細胞にパーテイクルガン法で導入した場合、ToMVの感染は 1細胞にとどま

っていたが、 MPを発現するプラスミドと共に導入した場合、 MP欠損 ToMVが

複数の細胞境界を越えて移行することが分かった。この trans-complementation実

験により、 MPはウイルスの移行に伴い、細胞聞を移行することが明らかになっ

た。また、 MP-GFP融合タンパクを用いた局在性の解析により、 MPの原形質連

絡への局在及び細胞間移行が、ウイルス感染により大きく促進されることが分か

った。このことから、ウイルスの移行と複製の聞には何らかの相互作用があるこ

とが示唆された。

さらに、 ToMVとは分類上異なるウイルスの細胞間移行を解析することが、
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ウイルス全般の細胞r:u移行のJmWi:につながると考え、 PotatoviruメX(PVX)の移

行に必安な 441R71iのタンパクのや動を解析した。 PVXの DNA感染系をnlしEた

trans-complementation実験の結果から、 25Kタンパク、 12Kタンパク、及び外被

タンパク (Cp) がウイルスの移行に伴い、細!泡聞を移行すること、 8Kタンノfク

は発現した細胞内でのみ機能すること、また、 8Kタンパクの役訓は 12Kタンパ

クの機能補助であることが明らかになった。さらに 12Kタンパクが GFPの細胞

間拡散を促進することを見いだした。これらの知見に基づき、 PVXの細胞間移

行の分子機構に閲するモデルを提附した。

あるウイルスの移行能欠損が、他のウイルスの MPによって相補される場合

がある。このような現象の分子基般を明らかにすることは、柏物ウイルスの移行

の分子機構を埋解する上での重要な知見を与えるはずである。そこで、本研究で

はToMVとPVXの DNA感染系を応jfJし、異種ウイルス問での移行の相補実験

を行った。その結果、 ToMVとPVXの MPは互いの移行能欠損を相補できない

こと、さらに、両者の移行能欠損が Cucumbermosaic virus (CMV)の細胞問移

行に必要な 3aタンパクと CPの共発現によって相補されることが分かった。し

かし、 C末端欠損 3aタンパク単独の発現により ToMVの移行能欠損は相補され

たが、 PVXは相補されなかったことから、 3a及び CPによる細胞問移行のメカ

ニズムは ToMVとPVXの問で異なっていることが示唆された。
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略語表

ウイルス名

ToMV : Tomato mosaic virus 

TMV : Tobacco mosaic virus 

SHMV : Sunn hemp mosaic virus 

CGMMV : Cucumber green mottle mosaic virus 

PVX : Potato virus X 

CMV : Cucumber mosaic virus 

WCIMV : White clover mosaic virus 

BSMV : Barley stripe mosaic virus 

タンパク名

MP : Movement protein (移行タンパク)

CP : Coat protein (外被タンパク)

3a : CMVの MP(3aタンパク)

3~C33 : C末端 33アミノ酸を欠失した CMVの 3aタンパク

erG3 : erG3GFP (ER局在化シグナルを融合した G3GFP)

Nm : NmGFP (SV40核移行シグナルーmGFP融合タンパク)

G4NE : G4NEGFP (GAL4 DNA結合ドメインーSV40核移行シグナル-EGFP融合

タンパク)

その他

TGB : Triple gene block 

SEL : Size exclusion limit (排除分子量限界)

ER : Endoplasmic reticulum (小胞体)

PM : Plasma membrane (原形質膜、細胞膜)
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ToMVの細胞問手多行の分子機構の解析

材料と方法

結果

考察

図と表(図3-----13、衣 1-----5) 
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十1((物ウイルスは植物に刈ーする ;J両院(体の-積で、 1;~1 ì~ tlr(物にモザイク症状や壊死、萎

新(ì1 ;I~:1犬など様々な病微をリ|き起こす。十1((物ウイルスが計ii:. tlr(物の全身に感染するまでに

は大きく分けて 3つの過れがある。伐梨、細胞laj移行、ある葉から別の葉への述距離移

行である。多くの植物ウイルスはそのゲノムに細胞間移行に必要なタンパクをコードし

ている。このタンパクは移行タンパク (movementprotein、MP) と呼ばれている。

ウイルス種によって MPの分f置やアミノ酸配列、発現様式は様々に異なる。Tobacco

mosaic virus (TMV)に代表される Tobamovirus属や Redclover necrotic mosaic virus 

(RCNMV)などの Dianthovirus属のウイルスはそれぞれ分f量約 30kDaおよび35kDaの

iii. .のMPをコードする (Deomet al. 1987， Meshi et al. 1987， Lommel et al. 1988， Vaewhongs 

and Lommel 1995) 0 Brome mosaic virus (BMV)をはじめとする Bromovirus属や Cucumber

mosaic virus (CMV)などの Cucumovirus属のウイルスも単-の MP(3aタンパク)を持

つが、 BMVや CMVの細胞間移行には 3aタンパクだけでなく、外被タンパク (Cp)

も必要である (Shmitzand Rao 1996. Canto et al. 1997)。また、植物ウイルスの中には複

数の MPを持つものも存在する。 Potatovirus X (PVX) に代表される Potexvirus属をは

じめ、 Carlavirus属、 Hordeivirus属、 Benyvirus属、 Pecluvirus属等のウイルスの MPは

互し、にオーノミーラップした3つの ORF(triple gene block、TGB)にコードされている (Beck

et al 1991， Gilmer et al 1992， Herzog et al. 1994， 1998， Petty et al. 1990)。

植物ウイルスの多くは植物体の細胞聞に存在する原形質連絡 (plasmodesmata) を介

して細胞間移行する。電子顕微鏡観察により、原形質連絡は細胞壁を貫通した細胞膜

(plasma membrane， PM)の中を desmotubleと呼ばれる小胞体膜 (endoplasmicreticulum， 

ER)の一部が貫通した構造になっていることが分かつている(図 l、Dinget al. 1992， 

Overall et al. 1982， Tilney et al. 1991)。植物体では様々な分子が原形質連絡の PMとER

の間隙 (cytoplasmicannulus) を通過して細胞聞を移動する。拡散によって原形質連絡

を通り抜けられる分子の大きさ、すなわち排除分子量限界 (sizeexclusion limit、SEL)

は組織によって異なる。様々な分子量の蛍光標識した分子をマイクロインジ、エクション

する実験により、原形質連絡の SELは、葉肉細胞間では 1kDa (Goodwin 1983， Lucas 



1995a，t人Wolfet al. 1989)、飾品細胞とその作細胞の1mでは 3kDa (Kempers et al. 1993)、

広の trichomeの細胞問では 7kDa (Waigmann et al. 1995)であることが版行されているわ

しかし、 . )jで、トウモロコシから ijiMiiされた KNOTTEDl をはじめ、キンギョソウの

DEFICIENCEや GLOBOSA、シロイヌナズナの PISTILLATA等、植物の|人jイ{三"'1:.のタン

パクやその mRNA等、数 kDaをはるかに越える巨大分fが細胞間を移行している liJ能

tl~.カらJ~II変されてし E る (Jackson et al. 1994， Lucas et al. 1995b， Carpenter et al. 1995， Hant1∞et al. 

1995， Perbal et al. 1996， Bouhidel et al. 1996)。また、茎lHに近い若い組織では、パーテイ

クルボンバードメントにより .;[& (1'0に発現させた緑色蛍光タンパク (greentluorescent 

~ protein、GFP、分子量約 26ゆ a)が細胞間を拡散することが版行されている (Oparkaet al. 

〆由、

1999)。これらの結果は、原形質j虫絡の SELの{直が、ある純のタンパクの発現によって

上わ1.したり、発生過程に応じて変化したりすることを意味する。

蛍光標識した 10'"'-20 kDaのデキストランを TMVや RCNMV等のリコンビナント

MPと共にマイクロインジェクションすると、デキストランが細胞聞を拡散することが

報;つされている (Waigmannet al. 1994， Fujiw訂aet al. 1993)。また、 TMVやCMV、White

clover mosaic virus (Potexvirusの-種)の MPを発現するトランスジ、エニックタバコの

葉において、約 lOkDaのデキストランが細胞間を拡散することが報告されている (Wolf

et al 1991， Vaquero et al. 1994， Lough et al 1998)。これらの実験から、 MPは原形質連絡の

SELを上昇させる機能を持っていると考えられている。また、 TMVや CMV、PVXの

MP白身が細胞間移行することを示唆する結果も報合されており (Crawfordand 

Zambryski 2000， Yang et al. 2000， Itaya et al. 1997)、SELを上昇させる機能とタンパク自身

の細胞間移行は多くの MPに共通する特徴であると考えられるようになった。しかし、

SELを上昇させる恥1pの活性や MP自身の細胞間移行に関しては、互いに矛盾するよう

な報缶もある(後述)。また、マイクロインジ、エクションを用いた実験の結果は MPの

本来の機能を反映していないことを示唆する結果も報告されている(後述)。したがっ

て、これらの MPの性質は再度調べ直す必要があると考えられる。

MP遺伝子を欠損するウイルスは細胞間移行できないが、 MPを発現するトランスジ

ェニック植物に接種すると細胞問移行する (Holtand Beachy 1991， Vaewhongs and Lommel 

2 
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1995， Kaplan et al. 1995)。すなわち刷物ウイルスの MPは、タトi"il)から{jh給することによ

っても機能する 。 また、 MPJ室ü~r を欠1'0 したウイルスや、ある 11村納I(山f円(~物勿においては移千 J で、

きないウイルス (こオれ1しを dependentvi日川n叩.Uωl恥附?討-とHテぶ)カがf人、 jり!申Rウイルス (helper vi口川r礼印"ll山I~凶?芯4 と 11呼fぶ)

とのIJi川j机.

によつて移千千わ行一]丁rするという(仔例ヲ列lカがす失知知11られている (Atabekov et al. 1999， Cooper et al. 1996， 

Giesman-Cookmeyer et al. 1995)。また、 MP遺伝子を他のウイルスの MPと入れ答えた

組み換えウイルスが細胞間移行するという例も報告されている (Solovyevet al. 1996， 

1997， Giesman-Cookmeyer et al. 1995)。

これらの現象は、異種ウイルス間で細胞間移行のメカニズムに共通した部分が存在

することを怠味する。このような異種ウイルス間での細胞間移行の相補に関する情報を

集め、移行機能の共通性と特異性を調べることは、槌物ウイルスの細胞間移行のメカニ

ズムを知る卜.で、重要な手がかりを与えることになると考えられる。しかしながら複数ウ

イルスの同H寺接種による解析では、 dependentvirusの移行能欠慣がhe恰erVlrusのMP以

タトのコンポーネントによって相補される líJ能Ilt を 1J~I~余することカすできなし E。また、 heやer

Vlrusの感染によって genesilencing等の植物の低抗性が打破された結果 dependentvirus 

の細胞間移行が起こっている可能性も否定できない。トランスジェニック植物や組み換

えウイルスを用いた解析は手間と時間がかかることや、感染性を持った組み換えウイル

スを作成することが困難な場合があることから、 一度に多くのデータを集めることが難

しい。さらに、これまでの解析では、ウイルスが細胞問移行したかどうかは主に病徴の

発現またはウイルス RNAやコートタンパクの感染植物における蓄積によって検出して

いたため、ウイルスが全く移行しないのか、それともごくわずかに(数細胞に)拡がる

のか区別されていなかった。

植物ウイルスの細胞間移行のメカニズムを知るためには植物細胞における MPの挙

動を知ることが不可欠で、ある。しかしマイクロインジ、エクションのように細胞の生理状

態を乱す可能性の高い方法や、大腸菌に発現させた組み換えタンパクを用いた解析は、

そのタンパク本来の生化学的な活性を反映しない結果を生じる可能性がある。したがっ

て何か別の方法を用いて MPの挙動を解析する必要がある。

3 



京のある l 細胞で MP を発現させることが細胞IIIJ移行を介めた MP のう~ðf)J を， V11ijべる

ためのイj効な千段である。パーテイクルボンバードメントによる泣イよ子導入はこのよう

な11(1<)に以過の'だ!険法で、ある。しかし、ウイルス感染細胞における MPのや動をl刈べる

には、泣伝{.が導入された細胞 (MPを J邑(1'0にうcJJ!させた細胞)にrnJ時にウイルスを

感染させなければならなし、。しかし RNAウイルスを研究対象にする場合、そのような

実験をすることは難しし、。そこで、 RNAウイルスを DNAによって感染させる系が有

川なツールとなる。 Morozovらは MP遺伝子を欠損した PVXの感染性プラスミドと、

MPを発現するプラスミドを共にパーティクルガンで、村i物の葉の細胞に導入することに

1"" より、 PVXの移行能欠損が相補されることを報告した(trans-complementation実験、

Morozov et al. 1997)。この実験系は、ある 1細胞にウイルスとは独立にMPを発羽させ、

かっその細胞にウイルスを感染させた状態で MPの挙動を解析することを可能にする。

また、この実験系は、異椅ウイルス問で、の細胞間移行相補実験にも応用できる。 DNA

感染系があれば目的とするタンパクを一過的に発現するプラスミドを構築するだけで相

補実験が行えるため、短期間で多くのデータを集めることが可能で、ある。また、レポー

ター遺伝子を組み込んだウイルスの DNA感染系を作成することにより、ウイルスの移

行を l細胞のレベルで検出することもできる。

，，-、

本研究では植物ウイルスの細胞問移行の分子機構を解明することを目的とし、

TOInato mosaic tobamovirus (ToMV) と PVXの DNA感染系を利用した trans-

com plementationの実験系を用い、ウイルス感染細胞におけるそれぞれの MPの挙動を

解析した(図 2)。また、 CMVの3aタンパクと CPも併せて用い、異種ウイルス聞での

移行能欠損相補実験を行い、植物ウイルスの細胞間移行のメカニズムについて考察した。

4 
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desmotubule (appressed ER) 

cytoplasm 
cytoplasm 

::plasmo倫 malproteins 

PM : plasma membrane 

CW : cell wall 

図1 原形質連絡の構造
電子顕微鏡観察により推定されている原形質連絡の構造を横式的に示す。細胞壁を貫通する孔の中に
ER膜の一部 (desmotubule) が入り込んでいる。また、原形質連絡内部の細胞膜及び~R膜にはタンパ
クが存在すると考えられている。

5 
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35SfToMV.GFP(dMP) 

+ 
35S/MP 

l35Spro>.-.-

図2 Trans・complementation実験

Mixed and precipitated 

on gold pa同icle

、当、
G G 
G 

G 

Trans-complementation実験の方法を模式的に示す。この図ではToMVの場合を例にとって説明する。感
染に伴ってGFPを発現するように改変し、さらにMP遺伝子を破壊した組み換えToMVのcDNAを
CaMV35Sプロモーターの下流に連結したプラスミド(感染性プラスミド)を構築する。一方MP遺伝
子をCaMV35Sプロモーターにより植物細胞内で一過的に発現するプラスミドを構築し、この2種類の
プラスミドを混合して金粒子にコーティングし、パーティクルボンバードメントにより葉の細胞に導
入する。感染性プラスミドからはToMVゲノムRNAが転写され、ウイルスが増殖する。また、もう一
方のプラスミドからMPが一過的に発現し、 ToMVの移行能欠損が相補される。感染細胞はToMV複製
に伴って発現するGFPの蛍光によって同定する。

6 



第2章 ToMVの細胞間移行の分子機構の解析
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TMVは、肢も山くからii)fj'Eされてきた十1((物ウイルスであり Tobamovirusとl呼ばれる

グループのタイプウイルスであるの TMVのゲノムはがJ6.4 kbの-本鎖 RNAであり、

粒rはゲノム RNAをrlJ心に外被タンパクがらせん;1犬に集介した 300nmX 18 nmの|リ筒

形である。 TMVは植物体の表rfTiにIU米た小さな傷から細胞内に侵入し、細胞質内で増

殖し、細胞間移行して感染域を拡げてし、く。やがてウイルスは飾部組織に到達し、 1111化

あるいは代謝産物と共に遠距離移行し、全身感染に至る。

TMVのゲノム RNAはプラス鎖 (mRNAとして機能する)であり、およそ 126kDa、

183 kDa、30kDa、17kDaの4稀:類のタンノfクをコードする(医13)0 126 kDaタンパク

と 183kDaタンノすクはウイルスのネ友裂をffうRNA複;製自孝*である。 183kDaタンノfク

は 126kDaタンパクの終止コドンにチロシンが入ることでさらに翻訳が続けられ生成す

る。 TMVが細胞に感染すると、これらの RNA複製酵素が RNAゲノムのマイナス鎖を

合成し、そこから再びプラス鎖が合成される。それと同時に 2穐類の短いサブゲノムが

合成され、これを mRNAとして 30kDaタンパクと 17kDaタンパクが翻訳される (Hunter

et al. 1976， Guilley et al. 1979， Watanabe et al. 1984)。このうち 17kDaタンパクが外被タン

パク (coatprotein， CP)であるoCP はウイルスが飾部を通って遠距離移行する際に必要

である。 30kDaのタンパクに関しては、このタンパクをコードする遺伝子に変異を持

つウイルスが感染細胞内で増殖はするものの周聞の細胞に拡がることが出来ないことや

(Ohno et al. 1983)、人工的に 30kDaタンパクの遺伝子に変異を導入したウイルスが細

胞間移行が出来なくなること (Meshiet a1. 1987)、また 30kDaタンパクを発現するトラ

ンスジ、ェニックタバコでは 30ゆ aタンパク遺伝子に温度感受性変異を持つ ToMVが非

許容溢度下でも細胞間移行しうることから (Deomet a1. 1987)、TMVの細胞間移行に必

須である事が証明された。この事実により、この 30ゆ aタンパクは移行タンパク

movement protein (MP) と呼ばれるようになった。このように TMVでは複製、細胞間

移行、遠距離移行という 3つの過程に必要な機能がそれぞれ別のタンパクにコードされ

ているため、これらの過程はそれぞれ独立に解析されてきた。

抗体を用いた局在解析により、 TMVの恥1pはタバコ感染葉において原形質連絡に
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)，，)イI~することがぶされている (Tomenius et a1. 1987)。また、 MPを発JJ!するトランスジ

工ニソクタバコにおいても MPの原形質連絡への川イEが観察されている (Dinget al. 

1992L，これらの制完治ij以から、 MPは原)tラ11j主絡に111Iらかのl;f;併を及ぼすと考えられ

た。

~~r勾細胞では、拡散によって細胞問を移行する分{-の分子量は約 1 kDaまでである

(Goodwin 1983， Lucas 1995a， b， Wolf et al. 1989) 0 ・)j'、TMVのMPを発現するトラン

スジェニック植物にマイクロインジ、エクションした場合、分子量約 10kDaのデキスト

ランが細胞問を拡散する (Wolfet al 1991)。また、大}}易I*iで発現させた TMVのMPと

)七に注入すると分子量 10'"'-20 kDaのデキストランの拡散が観察されることが報缶され

ている (Waigmannet al. 1994)。その際デキストランは11:人細胞から 2細胞以 1-，離れた

ところまで、拡がったことから、 MP自身も細胞間移行することが示唆された。このこと

から、 TMVの MPは原形質連絡の SELを増大させる機能を持っており、さらに MP自

身も細胞問移行すると考えられた。

その一方で、互いにイサ丙するような知見も報告されている。葉肉細胞では TMVの

MPによってデキストランの細胞問移行が促進され、 MP白身も細胞間移行することが

ぶ11変された (W泊gmannet al. 1994)。ところがtrichomeの細胞では s-glucuronidaseを融

合した MPの細胞間移行が観察されたにも関わらず、 MPとの同時注入によってデキス

トランの拡散は促進されないことが報告されている (Waigmannet al. 1995)。また、 TMV

の MPを発現するトランスジェニックタバコでは、圧力をかけてデキストランを注入す

る方法 (pressureinjection method) を用いた場合は、 10kDaのデキストランの細胞間拡

散が観察されるが (Waigmannet乱 1995，Storms et a1. 1998)、電場をかけて注入する方法

(iontophoresis method) を用いた場合は観察されない。このことからマイクロインジェ

クションによって得られる実験結果は MP本来の機能を反映していない可能性が考えら

れた (Stormset a1. 1998)。

葉の細胞に MP-GFP融合タンパクを発現する組み換え TMVを感染させると、 TMV

が移行していく様子が GFPの蛍光により観察される。この時、感染部位の最先端及び

感染部位中央すなわち感染初期及び後期の細胞において MP-GFP融合タンパクが原形

9 
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ZU主絡に }n) イI~する tぷ rがれUl祭されている (Padgett et al. 1996) 。さらに、 TMV!長染白!日\!~

のi!支先端jの細胞よりも光のJI:感染細胞にはMP-GFP，被合タンパクの蛍光は制祭されず、

MP!'山'1身はTMV!岳染に;光'eじfわ行Jして移fわ行rしていないことカが¥/jぶミ社11唆変された (Opa山訂川11げ川rけ'ka心ωaet ~.川d. 1円997引)0 

この永討結l占i!J¥ミは!感惑染細)リ胞l白包とJ非l卜:!感岳f染iたミ細)胞!泡包という相j述主主ι-Vj1J，j人f以'，'‘，

いう知見と矛矛，屑盾.するものである O

TMV感染中期の細胞では MP-GFP融合タンパクは細胞骨格との相 l(.作Jfjの結果と

思われるフィラメント状の局在や、不定形の塊状の局在を示す (Padgettet al. 1996， 

Heinlein et al. 1998、似13)。不定形の塊状の凝集体はERに関係した構造体であると考え

られている (Heinleinet al. 1998， Reichel and Beachy 1998)。フィラメント状の局在や、

不定形の塊状の局イEはTMV感染プロトプラストにおいても観察されている (Heinleinet 

al. 1995， 1998， Kawakami and Watanabe 1997、|文14)。またTMVのMPは-本鎖RNAと

配列非特異的に結合することがinvitroの系で示されている (Citovskyet al. 1990， 1992)。

これらの知見から、 MPがゲノム RNAと綾合体 (viralribonucleoprotein complex、

vRNP)を構成し、 vRNPが細胞骨格に沿って原形質連絡まで運搬され、 MPの活性によ

り拡げられた原形質述絡の内部を通過してウイルスは隣接細胞に移行していくというモ

デルが提唱されている。しかし、 MP-GFP融合タンパクの局在は必ずしもこのモデルで

推測されているようなTMVの細胞間移行の分子機構を反映していないと考えられる(後

述)。

本研究では、 TMVの細胞問移行の分子機構を解明するため、これまで矛盾した結

果が報告されている MP自身の細胞問移行の解析を行った。また、 MPの細胞内局在の

解析も併せて行った。その際、ウイルスの移行が活発に行われている状況下で MPの挙

動を解析し、またウイルス非存在下での MPの挙動と比較することが必要であると考え

られた。 trans-complementationの実験系はこのような目的には最適な手段である(第 1

章参照)。しかし、これまでウイルスの細胞問移行を容易に検出できるような TMVの

DNA感染系は報告されていなかった。そこで本研究では、まず Tobamovirus属のウイ

ルスである Tomatomosaic virus (ToMV)を用い、レポーター遺伝子を発現する ToMV

の DNA感染系を構築した。この系を用いて trans-complementation実験を行い、ウイル

A
U
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ス感染品位での MPの挙動を解析した。その結果、 ToMV感染細胞において MPはLに

原形質述絡に}lljイEし、細胞IMJ移行することが分かった。 ゾj、JI:感染細)抱では、 MPは

L に不定形の塊状の}，Jjイ1:及びフィラメント ;1犬の }'Ij イI~ を IJよし、 !lj()lZT:j!ii給への}'ìj{[ や|別式:

細胞への移行は極めて低い頻度でしか制祭されなかった。これらのことから、 ToMVの

細胞間移行と複製の聞には何らかの相正作用があることが示唆された。また、本章では

MP遺伝fをGFP遺伝子と共にパーティクルボンバードメントにより導入すると、 GFP

の細胞間移行が促進されることを見いだした。これにより原形質連絡の透過性を上昇さ

せるという MPの活性を、マイクロインジ、エクションに代わる方法で確認することがで

きた。

11 



fヘ

/、

材料とJjit

[ToMV の DNA~感染↑:'1:.フOラスミドの構築】

piL.G3、piL.G3(SF3)

pBI221 (Clontech)をテンプレートとし、 35Sfw及び35SrevプライマーをJIJ ~ ，た PCR

により CaMV35Sプロモーターをコードする 0.8kbpの DNA断片を増幅した。この断片

を SacIとXbaIで消化し、 pBluescriptKS+の SacI部位と XbaI音!日立の問に挿入し、 pb35S

を作製した。次に ToMVゲノム全長をコードする p1LW3をテンプレートとし、 TMV5fw

及びTMV5revプライマーを!日し、た PCRにより TMVゲノム cDNAの 5'末端の1.2kbp 

をコードする DNA断片を明rpli;し、 SnaIとSpeIで消化した後、 pb35SのAatI古r){v:とSpeI

刷、kの問に挿入して p35TMV5を作製した。 p1LW3をNcoIとSmaIで消化した TMVゲ

ノム cDNAの 3'末端の 0.9kbpを含む DNA断片を pBI221の NcoI部位とおCI部位の聞

に挿入し (SacI末端は Klenowfragment処理により 'Yi廿化した)、 pTMV3nを待た。次

に pTMV3nを SpeIと EaeIで消化した断片 (EaeI末端は子滑化)を p35TMV5の SpeI

部{伝と KpnI 部位 (KpnI 末端jは平滑化)に挿入し、 pL~n を作製したo pL~n の SpeI 部位

に p1LW3を SpeI消化して得られる TMVゲノム cDNAの中央部分をコードする DNA

断片を挿入し、 piLW3を作た。 p1LQG3::fus(東京大学:、渡辺雄一郎博士より分与、

Kawakami and Watanabe 1997) を KpnI と BstEII で消化した約 2kbpの断片を

pBluescriptKS+の KpnI 部位と子滑化した SacI 部位の間に挿入し、 pLQ~KB を作製したO

次に p1LW3 をテンプレートとし、 LF 及び~CX プライマーを用いた PCR により噌幅し

た断片を NcoI と BstEII で消化し、 pLQ~KB の NcoI 部位と BstEII 部位の聞に挿人し、

pL企CXKB を得た。 pL~CXKB の SmaI 部位と BstEII 青!日立の聞に p1LQG3::fus を SacI と

BstEIIで消化して (SacI末端は平滑化)得られる G3GFPをコードする断片を挿入して

pL~CG3KB を得た。 pL~CG3KB を KpnI と BstEII で消化した MP 及び G3GFP 遺伝子を

合む DNA断片を piLW3のKpnI部位と BstEII部位の間に挿入し、 piL.G3を得た。

また、 piL.G3のKpnIから AatIIまでのMP遺伝子を含む部分を pLQSF3(Meshi et al. 

1987)のKpnI-AatII断片と入れ替えて piL.G3(SF3)を得た。

12 
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piL.erG3、piL.erG3(SF3) 

pLdCXKBの KpnlからおCIまでの MP泣いjへを合む部分を pt5L18 (ToMVゲノム

cDNAのめJll1 i"il) 1 \i~から MP J宣伝rの 3'~(li;M までをコードする)の KpnI-Sacl I~万八ーと人れ

伴えて pt5LSBを作た。次に pt5LSBの、IZi'j'lイヒしたおcI部位に、 pBlerG3 (後述)から

erG3GFPをコードする|析片を BamHI-SαcI消化により切り出し、末端を、!Zi'J'J.化して挿入

し、 pLdCerG3を待た。 pLdCerG3をBstEIIで消化し、末端を平滑化した後 KpnI消化し

て得られる MP及びerG3GFP遺伝子を含む断片と piL.G3を SpeI-MluI消化し、 SpeI末

端を平滑化した TMVゲノム cDNAの 3'末端をコードする断片を piL.G3をKpnI部位と

MluI部位の間に挿入して piL.erG3を得た。

また、 piL.erG3の MP遺伝子を合む KpnI-AatII断片を pLQSF3の KpnI-AatII断片と

入れ替えて piL.erG3(SF3)を得た。

piL.Nm(SF3) 

pGBT9 (clontech)の Eco悶-SacI部位に pBlmGFP5ER(後述)から Eco則-SacI消化

により切り出した mGFP5遺伝子を挿入し、千!?られたプラスミドの EcoRI部位に SV40T

t克原の Nuclearlocalization signal (NLS) をコードするオリゴヌクレオチドを挿入して

pGNmGFPを得た。 pGNmGFPから NLS-mGFP(NmGFP)遺伝子を均JaI-SacI消化によ

り切り出し (HpaI末端を平滑化)、 pLdCX阻のXmaI部位とおcI部位の間に (X附 I末

端を平滑化)挿入し、 pLdCNmを得た。 pLdCNmをKpnIとBstEIIで消化して得られる

MP及びNmGFP遺伝子を含む断片を piL.erG3の KpnI部位と BstEII部位の聞に挿入し

てpiL.Nmを得た。

さらに piL.Nmの MP遺伝子を含む KpnI部位から AatII部位までの部分を pLQSF3

のKpnI-AatII断片と入れ替えて piL.Nm(SF3)を得た。

piL.G4NE 

pEGFPIRESneo (clontech) を NcoI-NotI消化し、末端を平滑化した後、 pLdCNmの

平滑末端化した Eco悶部位とおcI部位の聞に挿入し、 pLdCNEを得た。次に、 pGNmGFP

13 
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をテンプレートとし、G4DBN及びGFPN-linkプライマーをflJし】たPCRにより GAL4DNA

binding domainとNLSをコードする DNAl析川-を明|隔した。この 1~:Jr)'，'を KpnI-EcoRI?i'j 

化し、 pL~CNE のめ'}111白|げなと EcoRI i守口 f\i~の 1/\1に仲人し、 pKSG4NE を作た。 pKSG4NE

から G4NEGFPをコードする DNAI析n.をSmaI-BstEII?i'i化により切り lUし (SmaI/{~j;M 

は平滑化)、 pL~CXKB の平滑末端化した SmaI 部位と BstEII 制立の間に挿入し、

pL~CG4NE を得たo pL~CG4NE を B‘\，tEII 消化後、末端を平滑化し、 KpnI 消化して符ら

れるがJ2.5 kbpのDNA断片と、 piL.G3をSacI-局?nI消化して符られる 35Sプロモーター

及びTMVゲノムの 5'末端から 4390J;í~}~~ をコードする断片、 piL.G3 を SpeI 消化後、末

端を平滑化し SacI消化して得られる断l'J'を連結し、 piL.G4NEを得た。

プライマーの配列を以下に示す。プラスミド構築のために利川した制限酵素の認識配列

を枠で凹む。

35S-5' 5'- TGCねAGCTCPTCCCCAGATTAGCCTTTTCA -3' 

35S-3' 5'- GTCITCTAGAGGCC甘CTCC砧 ATGAAATGAACT -3' 

TMV5f 5'- GCGAAGC甘TACGT判TTTTTACAACAATTACCAA -3' 

TMV5r 5'- TTGCGTGTTCTTTτ1ACTAG甘CTCGAGAGAT -3' 

LF 5' - GT'liGAGCTCGA叫ATGGCTCTAGTTGTTAAA -3' 

~CX 5'一 CACGjGTTACCGAGCTCCCGGゆTTGAGTAAGACATAT -3' 

NLS-l 5'- AATTGCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCG -3' 

NLS-2 5'- AATTCGACCTTTCTCTTCTTTTTTGGAGGC -3' 

G4DBN 5'- T'IiGGTACCCGGGQATGAAGCTACTGTCTTC -3' 

GFP N-link 5'一 CCATTAACATCACCATCTA-3' 

【GFPvariantの一過性発現プラスミドの構築】

pBlmGFP5ER、pBIG3、pBlerG3、pBINm、pBIG4NE

pBIN m-gfp5-ER (Hasloff et aI. 1997， 1998)の約0.7kbpのおmHI-SacI断片 (GFPを

14 
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コードする)を pBI221の BamHI剖$1¥1.とSacI古1)1\!~の IIU に l lfi 人し、 pBlmGFP5ER を作製

した。

p1LQG3::fusをおCI列 ¥pV?i'j化し、ぶti什汁ij-化して1~;:られるがJ 0.6 kbpのフラグメン

トを pBImGFP5ERの、|えi'J'J.~zli出化した BamHI 部1\/~ と SacI 庁|日立の問にJ前人し、 pBIG3 を

作た。

pBlmGFP5ERをNcoI消化して得られる約 0.7kbpの DNA断片を pBIG3をNcoI消

化して得られる約 3.9kbpの断片とライゲーションして pBIerG3を得た。

pL，1CNm (上述)を AatII消化後末端を平滑化し、 SacI消化して得られる NmGFPを

コードする DNA断片を pBI221の平滑末端化したBamHI部位とおcI部位の問に挿入し、

pBINmを得た。

pKSG4NE (上述)を SmaI-SacI消化して得られる G4NEGFPをコードする DNA断

八-を pBI221の平滑末端化した BamHI部位と SacI部位の間に挿入し、 pBIG4NEを得た。

(MP 及び KNl の A過'1ゾ 1::発l)~フ。ラスミドの構築】

p35LM、p350MM

p1LW3をテンプレートとし、 LF、dCXの両プライマーを用いた PCRによって ToMV

のMPをコードする DNA断片を増幅した。その後XhoI消化し、末端を平滑化した後SacI

で消化した断片を、 pBI221の平滑末端化した BamHI部位とおcI部位の聞に挿入し、

p35LM作製した。また、 TMV(OM系統)の MPの配列を合む OM5H2(Meshi et al. 1982a， 

Takamatsu et al. 1983)をテンプレートとし、 LF、OM30revの両プライマーを用いた PCR

によって TMVのMPをコードする断片を増幅し、 XhoI-SacI消化し、 p35LMのXhoI-SacI

断片 (ToMVのMPをコードする)と入れ替え、 p350MMを得た。

p35Ll¥伍

p1LW3をテンプレートとし、 LF、LRの両プライマーを用いた PCRによって ToMV

のMPをコードする DNA断片を増幅した。この断片を SacI-HindII消化し、同様に消化

した pBluescriptKS+に挿入し、 pbLMを得た。 pEGFPIRESneo(Clontech)より EcoRI-NotI

15 



/へ

ハ

消化 (NotI末端は、V.i竹化した)で切り{I'Jした EGFP;宣伝fを合む|析川-を、 pbLMの EcoRI

部位と ~ I(i什氷河ij化した HindIII自1S1¥i:のItUにflTi人し、 pbLMEを作た。pbLMEを SacI-Sal1

ii'j化後末端を、|えd'Jイヒして伴られる MP-EGFPをコードする|析八-を、 pBI221を XhaI ìtl)1\ì~ 

とおcIiM似(Illrj末端は、I':i廿化した)の11¥1にflfi人し、 p35LMEを作た。

p35CgM、p35CcM、p350bM、p35WM

pCGI13 (Yamanaka et al. 1998) をテンプレートとし、 CgF2及びCgR2プライマーを

用いて PCRによって増幅した DNAI仰;-を EcoRI/SaLI消化したがJ600塩基対の断片

(Cg-TMVのMPのN末端からArg206までをコードする)を pBluescriptKS+のEcoRIlSaLI

部位に挿入し、 pbCgMlを作製した。さらに pCGO(Y amanaka et al. 1998) をテンプレ

ートとし、 CgF3及び CgR2プライマーを)11しEて PCRによってI1411話した DNA断片を

NspV/S，αII消化して得られた約 300塩基対-の断)-;-(Cg-TMVの MPの Glu186から C末

端までをコードする)を pbCgMl上のN.¥pV/Sal1部位に挿入し、 pbCgMを得たopbCgM 

を EcoRI-Sal1消化して得られる Cg-TMVの MPの全長をコードする断片の末端を平滑

化し、 pBI221の平滑末端化したXbaI部位と SacI部位の間に挿人し、 p35CgMを得た。

p35CcM、p350bM、p35WMはそれぞれ pCc6D4(Meshi et al. 1982b， c)、pOb企CG3

(Heinlein et al. 1995)、pCG9F2(Meshi et al. 1983， Saito et a1. 1988) をテンプレートとし、

SHMV30fw及びSHMV30revフライマー、Ob30fw及びOb30revプライマ一、CGMMV30fw

及び、CGMMV30revプライマーを用いたPCRにより、それぞれSHMV、Ob-TMV、CGMMV

の MPをコードする DNA断片を増幅し、 XbaI-SacI消化した後、 pBI221の XbaI部位と

おcI部位の聞に挿入して作製したO

プライマーの配列を以下に示す。プラスミド構築のために利用した制限酵素の認識配列

を枠で囲む。また、塩基置換変異を導入した部位を二重下線で示す。

CgF2 5'- TGAQGAATTC~ATATGTCTTACGAGCCTAAAGTGAG -3' 

CgR2 5'- TTC叶GTCGAqTTCTGAAAGTGTCAACCGCCTTG-3' 
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CgF3 5'一 CCGAATGTCGAAGG甘TTCG泊料GCGTG -3' 

CgR3 5' - GACIGTCGAClTGGT'$.AGCE1CGCTGTG -3' 

LR 5' - GACIAAGCTτ1AATACGAATCA!GAATJ;C|GCGACC -3' 

OM30rev 5'-AAG/GAGCTC|TTAAAACGAATCCGATTCGG -3' 

CGMMV30fw 5'- TT叶TCTAG斗ATGTCTCTAAGTAAGGTATC -3' 

CGMMV30rev 5'- T泊料AGCTC|TAGGTGTGATCGGATTGTA-3' 

SHMV30fw 5'- TATITCTAGAjATGTCTGAGGTGTC 

S1町 V30rev 5'一C叫GAGCTC|TAGGAGTCGGAATCGAGTA-3' 

Ob30fw 5'-AACITCTAGAtATGTCAAAGGCTATTGTC 

Ob30rev 5' -AAGjGAGCTC|TTAAATAAACGAATCGGATG -3' 

p35KNl 

KNl 遺伝子をコードする pDJX1 (Lucas et a]. 1995b) をNcυI消化後BamHI消化して

得られる KNlをコードする DNA断片を pBluescriptKS+の EcυR1部位と BamHI部位の

聞に (Eco悶末端は平滑化した)挿入し、 pKS.KNlを得た。 pKS.KNl を EcoR1-BamHI

消化し、末端を平滑化して得られる KNlをコードする DNA断片を pBI221の平滑末端

化したXhaI部位と SacI部位の間に挿入して p35KNlを得た。

【N.ben thamianaの栽培}

培養士としてはスミリンコンパル(住友林業)を用い、播種後温室で育成させた。

育成温度は 8時--18時の 10時間は 26
0C、18時--8時の 14時間は 240Cとし、 18時--20

時の 2時間補光ランプを点灯した。播種後約 2週間で 4--5枚の本葉が出た時点で新し

い植木鉢に植え替え、さらに 2--3週間温室で育成させ、長さ 8--10cmになった本葉を

実験に用いた。

【ノfーテイクルガンによる遺伝子導入】
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パーテイクルガンは Bio-Rad社製の PDS-ω00をJllしEた。金粒子!12消波の l調製は

Bio-Rad tf: のfW奨するノj~去を 111 し 3た。プラスミド DNA の金粒 fへのコーティングは以

ドのように行った。 2.5μgの DNAに付し 50%グリセロールに!12濁した 25μ!の令市1/:r 

を出介し、ボルテックスで説付しながら 25μlの2.5M CaC12及び 10μlの0.1Mスペル

ミジンを混合する。約 l分撹作した後、 1---2秒間遠心分離し、金粒子を沈!燥させる。

上清を除いた後759もエタノールを ωoμl加え、沈殿を乱さないようにすぐに除き、 ω0%

エタノールを ωoμl加え、再び除く。 100%エタノールによる洗浄をもう -度繰り返し

た後、金粒子の沈殿を 45μlの 1000/0エタノールを加え、チューブを指で弾いて懸濁し

た。また、複数種類のプラスミドを同時に導入する場合は、等量ずつの DNAを金粒子

懸濁液に加えた (2種頬fr-'JILy導入する場合は 25μlに対し1.25μgずつ)。

エタノールに懸濁した金粒子を 12μlずつマクロキャリア上に滴下し、風乾し、遺

伝子導入を行った。

撃ち込みの条件としてはラプチャーディスクーマクロキャリアーストッピングスクリ

ーンー試料台の距離をそれぞれ 17mm. 17 mm. 55 mmとし、ラプチャーディスクは 1350

pSlの破壊圧のものを!日し Eた。ヘリウムのボンベJEはラプチャーディスク破壊正+200psi 

とし、・20in.Hgの|食圧ドで撃ち込みを行った。遺伝子導入後の葉は MS寒天府地の上

で26C。、暗所で一定時間静置した。

【蛍光顕微鏡観察】

顕微鏡は KarlZeiss社製の Axioskop、共焦点顕微鏡は同社の CLSM410を用いた。

蛍光顕微鏡による GFPの観察の際、青色光励起の場合は KarlZeiss社製の No.lOフィル

ターセットまたは Chroma社製の 41014フィルターセットを用い、 uv励起の場合、

Chroma社製の 31022フィルターセットを用いた。また、画像のコンビューターへの取

り込みにはの C5810COLOR CHILLED 3CCD camera (Hamamatu Photonics) を用い、画

像の処理には Adobe社の Photoshop5.01を用いた。
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結果

[ToMVのDNA感染系と MPの J品1'101色刷による細胞間移行fjE欠Hlの相補}

Tobamovirusの MPの感染細胞における不動を解析するため、 trans-c01nplen1entation

の'夫!検系を桃築することにした。それには Tobamovirusの DNA感染系が必要となる。

そこで、 Tomatomosaic tobamovirus (ToMV) を材料に月jい、そのゲノムの cDNAを

Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S RNAプロモーターの下流にj主結し、ノfーテイクル

ガン法を月jしEた遺伝子導入により、 ToMVゲノム RNAを植物細胞内で発現するプラス

ミドを構築した。

ToMVゲノムの 5'末端から正確に転りされるようにするため、プロモーターの転写

開始点に ToMVのcDNAの5'末端が来るように連結した。 3'末端は nopalinesynthase遺

伝子のターミネーター配列に連結した。また、 ToMVの CP遺伝子はウイルスの復製及

び細胞問移行には必要で、はないため (Takamatsuet al. 1987)、GFP遺伝子と入れ替え、

ウイルス感染細胞を GFPの蛍光によって川定できるようにした。レポーターのGFPは、

アミノ酸置換により野生型のものより強し、蛍光を発する G3GFPとH子ばれるものを用い

た (Kawakamiand Watanabe 1997、表 1)。このようにして構築したプラスミドをpiL.G3

と命名した(図5A)。

piL.G3をNicotianabenthamianaの葉(長さ 8---10cm)にパーテイクルガン法により

導入した。図 6Aは遺伝子導入2日後に蛍光顕微鏡により観察した像で、 GFPの蛍光が

複数細胞に拡がっている様子が分かる。 一方、 ToMVの複製酵素の遺伝子にフレームシ

フト変異を持つプラスミドを N.benthamianaの葉に導入した場合には、 GFPの蛍光は観

察されなかった (datanot shown)。このことから GFPはプラスミド DNAから直接転写

された RNAから発現しているのではなく、ウイルス複製に伴い合成されるサブゲノム

RNAから翻訳されていることが確認された。これにより、 piL.G3の導入によってレポ

ーター遺伝子を持つToMVを感染させられることが分かった。

次に piL.G3の MP遺伝子にフレームシフト変異を導入したプラスミド piL.G3(SF3)

を構築し(図 5A)、N.benthamianaの葉の細胞に導入したところ、 GFPの蛍光は一細胞

にとどまっていた(図 6B)。導入した変異はすでに移行能欠損をもたらすことが分かつ
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ている (Meshiet al. ] 987)。そのほかにも MPの76砕けから 234砕けまでの ]58アミノ

般を欠fたした変児休や、 37砕けの SerをAlaに置換したアミノ般rn換変異体 (Kawakami

el al. 19り9)を感染させた場介にもIliJ燥の結果が科られた (dalanotメhown)。これにより、

DNA感染によっても MPに変YdをJS:つToMVは細胞11¥j移行で、きないことを丙現できた。

以後piLで始まる名前を持つプラスミドに由来するウイルスを ToMV.G3(SF3)のように、

ピリオドの後にレポーター遣いrの名前、かっこ内に MPの変異を示して表記すること

にする。

piL.G3(SF3)と共に p35LM(ToMVのMP遺伝子・を 35Sプロモーターの下流に連結し

たプラスミド:図 5B) を同U，~~に導入すると、 GFP の蛍光が後数細胞に拡がっている様

子が観察された(図 6C)。これは ToMV.G3(SF3)の移行能欠拡1が一過的に発現した MP

により相補された結果と考えられる。しかし、ウイルス感染の範囲を正確に同定するに

はレポーターの GFP自身が細胞間移行しないことが必要条1'1:となる。そこで、まずMP

がGFPを細胞間移行させている llf能性について検討した。

(MPによる GFPの細胞間移行の促進】

G3GFPを 35Sプロモーターにより一過的に発現するプラスミド pBIG3(図 5B)を

ほぼ完全に展開したN.benthamianaの葉に導入し、遺伝子導a入24時間後に観察すると、

ほとんどの遺伝子導入部位では G3GFPの蛍光は一細胞にとどまっていたが(図 7A)、

数%の部位において、明るく光る l細胞の周囲に弱く蛍光を発する細胞がハローとして

観察された(図 7B、表 2)。また、 48時間後では約 40パーセントの部位でハローが見

られた。このことは G3GFP自身がわずかながら細胞聞を拡散することを意味する。

pBIG3をp35LM(ToMVのMPを発現する)と共に N.benthamianaの葉に導入する

と、 24時間後には約 50パーセントの遺伝子導入部位で GFPの細胞問の拡散が観察さ

れた(凶 7C、表2)。また、 Tobaccomosaic virus (TMV)、Cg-TMV、Ob-TMV、Sunnhemp 

mosaic virus (SHMV)、Cucumberg陀enmottle mosaic virus (CGMMV)など他の tobamovirus

属のウイルスの MP遺伝子または Cucumovirus属の Cucumbermosaic virus (CMV)の

MPである 3aタンパク遺伝子を同時導入した場合も、遺伝子導入24時間後においてGFP
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発JJ~i"i[) 1ù~の 40---600/(JでG3GFPの細Jj包IlUのおよii交が観察された([立I70-G)。また、 トウモ

ロコシ山米のタンパクで、 )J日 )I~1'1述絡のSELを卜.舛させると;与えられている KNOTTEOI

(Lucωet al. 1995b)を11iJ 11 s=に党別させたJ幼介にも G3GFPの細胞IlIJの拡散が促進された

( I文17H、表 2)。なお、ネガテイブコントロールとして、 GAL4ONA-binding domainと

単純ヘルペスウイルスの転写活性化因子 VPI6のi転写活性化領域の融合タンパクを発現

するプラスミドと pBIG3 との同時導入を行ったが、 GFP の拡散の頻度はイT~'なに上昇し

なかった(表 2)。したがって、 GFPの細胞間拡散の促進は原形質連絡の透過性を高め

るという MPまたは KNIの機能を反映したものと考えられる。

上述の結果より、 MPの持つ SELを上昇させる活性を GFP遺伝子と MP遺伝子の同

H寺導入という別の方法を!日し、て検出することができることが分かった。しかしli司時にこ

の結果は MPの存イ1:卜.では GFPはウイルス感染細胞を正確に同定するためのレポータ

ーとしては適切ではないということも意味する。そこで GFPにシグナルペプチドまた

はタンパクを融合し、細胞内の何らかの器管に)，;j{E化させることにより、細胞問を移行

しないものを作製することにした。

細胞聞を拡散しないレポーターの候補として、 ERに局在する GFPが考えられた。

そこでG3GFPのN末端lこER移行シグナル及びC末端に ER保持シグナルを融合した

erG3GFP遺伝子を作製したoerG3GFPを一過的に発現するプラスミド (pBlerG3、図5B)

を葉の細胞に導入すると、 erG3GFPの蛍光は ERに局在し、遺伝子導入後 24時間、 48

時間のいずれにおいても erG3GFPが拡散した像は認められなかった(図 71)0 2'"'-3%の

遺伝子導入部位では隣り合った 2細胞で GFPの蛍光が観察されたが、それらは全て同

等の強度の蛍光を発していたことから、これらの部位では隣り合った 2細胞にプラスミ

ドが同時に導入されたものと判断された(表 2)。次に pBlerG3をp35LMと共に葉の細

胞に導入したが、複数細胞で erG3GFPの蛍光が観察される割合は 4----50/0で、 pBlerG3

単独で、導入した場合とほとんど変わらなかったO このことから、 erG3GFPは MPの存

在下でも細胞問移行しないことが示された。また、 pBlerG3とp35LMの同H寺導入では、

ERの売対犬が変化する細胞も観察された(図71，K、表2)。この結果はMPとERが相互

作用するという知見を支持するものであると考えられる (Reicheland Beachy 1998)。
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次に、細胞|人jで、核にJ(Oイrするタイプの GFPが利JiJ1fT能かどうか調べた。まず SV40

のnuclearlocalization signal (NLS) を融合した mGFP(NmGFPと名付ける)及びGAL4

DNA-binding domainとNLSを|訓!介した EGFP(G4NEGFPとy，1，Htる)を-)邑 (10 に允JJ~

するプラスミド pBINm及び pBIG4NEを作製した(IヌJ5B) 0 pBINmをip_独で、遺伝r導

入した;場介、 GFPの蛍光はやや核に伯く観察されたが、細胞質にも存在していた。こ

れは NmGFPの分子量が核膜孔を拡散によって通過できる大きさであるためと考えられ

る。 pBINmをp35LMと共に導入した場合、 24時間後で 270/0、48時間後で 57%の割合

でNmGFPのハローが観察された(1刈7N、表2)。しかし、 NmGFPの蛍光強度は弱く、

特に UV励起によって観察する場合、 NmGFPを発現している細胞と、拡散した GFPに

よって光っている細胞の区別は符易であった(図 7N，O、衣 2)0 pBIG4NEを単独で、j尊

入した場介、蛍光は核に局在し、細胞rmの拡散は 3----5%のj宣伝子j幕入部位でしか見ら

れなかった。また、 ToMVの MPを共発現させた場合でもハローが観察される割合は 5

----11%であった(図 7L，M、表2)。

以卜.の結果から、細胞聞を拡散しないレポーターとして erG3GFPとG4NEGFPが使

用可能で、あることが分かった。また、 JijI二の拡散は起こるが、 NmGFPを使用した場合

でも、遺伝子が導入された細胞とその周りの GFPが拡散した細胞を識別することは十

分可能であると思われた。

【Trans-complementation実験によって調べた MPの作用範間】

erG3GFPをレポーターとして持つ ToMVの DNA感染クローン piL.erG3を作製し、

N. benthamianaの葉に導入したO その結果、図 8Aに示すように、ウイルス感染に伴い

erG3GFPを発現する細胞の集団が観察され、ToMV.erG3の複製と細胞間移行を erG3GFP

の蛍光によって検出できることが分かった。 MP遺伝子にフレームシフト変異を導入し

たプラスミド piL.erG3(SF3)を導入した場合には、プラスミド由来のウイルス

ToMV.erG3(SF3)は移行で、きず、ウイルス感染は 1細胞にとどまっていた(図 8B)。ま

た、 piL.erG3(SF3)を p35LMと共に導入した場合にはウイルスの移行が相補され、複数

細胞でerG3GFPの発現が見られた(図9A、図 10A)。
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G4NEGFPをレポーターとして持つ ToMVの DNA!長染クローン piL.G4NEをjj;υ人し

た場介には、野生相の MPillイ1~rを持っているにもかかわらず、 ToMV.G4NEの細)J包11¥j

移行がrm~さされなかった(I文I8C) 0 piL.G4NEを p35LM とJl:~こ j与人した J必介には

ToMV.G4NEの帝国JJ包I1¥J移1i.がrü~/~さされた (data notメhown)。したがって、 ToMV.G4NE

は MPを発現していないか、発現量が低下していると考えられた。そこで、以後の実験

では Lに erG3GFPを、また i郊の実験では NmGFPをウイルス感染細胞を同定するた

めのレポーターとして用いた。

次に、移行能を欠損した ToMVが、 l細胞で J邑的に別のプラスミドから発現した

MPによって複数の細胞境界を越えて拡がることができるかを明らかにすることにした。

感染品位において遺伝子導入された細胞、すなわち最初に感染した細胞を同定するため、

piL.erG3(SF3)とp35LMに加え、 NmGFPを発現するプラスミド pBINmの 3荘を出合し

て葉の細胞に導入した。 NmGFPは青色光でも紫外光でも励起することができるが(表

1 )、 ToMV感染細胞が発現する erG3GFPは紫外光ではほとんど励起されないため、ウ

イルス感染部位を UV照射卜aで観察すると遺伝子a導入された細胞だけが蛍光を発する。

この)j法で、 ToMVが最初に感染した細胞からどれだけ離れたところまで移行するか調

べたところ、ウイルスの移行が観察された部位の約 900/0において、ウイルスは細}胞抱境

界を 2つ以上越えたところまで

果は l細胞でで、合成された MPがその細胞だだ、けでで、なくし、隣接した細胞においても機能した

と解釈でで、きる O 遺伝子導入された細胞を同定するためのレポーターを ERに局在するタ

イプの mGFP5ERに変えても同様の結果が得られた(図 9C.D、表 3)。また、ウイルス

復製のレポーターとして NmGFPを発現する感染性プラスミド piL.Nm(SF3)とp35LM、

pBlerG3という組み合わせで感染させた場合も結果は同様であった。ただしこの場合、

遺伝子導入された細胞は、青色光照射下で強く光り、 UV照射下で弱くなる蛍光を指標

に|可定した(図9E，F、表3)。

{他種TobamovirusのMPによる ToMV移行能欠損相補実験】

MPを欠く ToMVが他の Tobamovirusの MPの機能によって移行できるかどうか調
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べるため、 TMV 、 Cg-TMV 、 Ob-TMV 、 SHMV 、 CGMMV の MP を-過(I~ に発現するプ

ラスミド(それぞれ p350MM、p35CgM、p350bM、p35CcM、p35WM、|文I5B参n日)

を情築し、それぞれ piL.erG3(SF3)とJl:，こIliJllY呼人した。 ToMV.erG3(SF3)の移行能欠引

は、ここでJlJし、たどのウイルスの MP遺伝rによっても相補された(I文IIOA-F、夫4)。

しかし CGMMVの MP との同時導入では、 ToMV.erG3(SF3)の感染範聞は他の

Tobamovirusの MPとの同時導入の場合に比べて小さく、また ToMV.erG3(SF3)の移行

能欠損が相補されない訓合がやや高かった(凶 10F、表4)。このことから、N.benthamiana 

の葉における CGMMVの MPの活性は、他の Tobamovirusの MPに比べてやや劣ると

考えられた。このことが N.benthamianaにおいて CGMMVがあまり明刑しない(接種

葉においてのみ11い3レベルで増殖が検出される)ことの原因なのかもしれなしE。また、

Tobamovirusの MPと同様に原形質連絡の SELを上昇させると考えられる CMVの MP

である 3a タンパク(詳細は第 4章参照)及び KNl 遺伝子を!日J11寺導入しでも

ToMV.erG3(SF3)の細胞問移行は観察されなかった(図 22A、表 4、表 10)。これらの結

果より、 ToMV.erG3(SF3)の移行能欠損は、程度の差は見られるものの、今回調べた全

ての Tobamovirusの MPによって相補されることが分かった。また、 lf1-に原形質連絡の

SELの上昇によって ToMV.erG3(SF3)のRNAが移行するわけではないことが分かったO

(MP-GFP融合タンパクの細胞内局在と細胞問移行】

ToMVの MPが、遺伝子導入された細胞に隣接した細胞においても機能していると

いう結果から、 MPは少なくとも感染部位においては細胞聞を移行すると考えられた。

このことを直接証明するため、感染細胞及び非感染細胞における MP-GFP融合タンパ

クの細胞間移行能及び細胞内局在性を調べることにしたO

MPとEGFP(Clontech、表 1)の融合タンパクを一過的に発現するプラスミドp35L恥伍

(図 5B) をN.benthamianaの葉の細胞に導入すると、 MP-EGFP融合タンパクの不定形

の塊状の局在及びフィラメント状の局在が観察された。(図 llA、図 12A)。しかし、 GFP

の蛍光を発している部位の約 80%では、 MP-EGFPの蛍光が2細胞以上に分布する様子

は観察されなかった。残り約 20%の部位では、細胞壁内部に小さなドット状の蛍光が
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住}l~きされた。 またこのドット状の蛍光は彼数細胞の細胞慨にわたって観察された(Iヌ1]]8、

衣5)。細)リ胞l泡包ωνh:峨i:柁;主そ引|内付庁剖部|日:のドツ トj状犬の蛍〉光℃は MP-EGFPが原)形杉T釘[)辿虫絡lにこゴ)riJイ紅正したネあ結I古'f;f艮Lでで、あると
J与5.えられる (Atl此kinset a川l. ]円99引1)九O また、 MPド-EGFPの)似!4以;江ω川(り川)月形f杉:ラ;汀fT釘yTU[j辿!虫!巨;給への).-1

細}j胞!泡包では、イ不tユi:形の塊状の凝集体の数は減少する傾向にあった。これらの観祭紡.*から

MP-EGFP融合タンパクは細胞間を移行し得るが、その頻度は低いことが分かっt::.o

ウイルス感染が MP-GFP融合タンパクの局在パターンに及ぼす影響を調べるため、

p35LMEと共に piL.Nm(SF3)を導入した。ウイルス感染細胞は NmGFPを発現している

ため、 I!j:色光、紫外光のどちらをn日射しでも蛍光を発し、核が強く光る。一方、 MP-EGFP

は青色光照射下でのみ蛍光を発する。したがって励起光の切り答えにより、両者を区別

することができる。プラスミド導入 15時間後には MP-EGFPの蛍光はすでに検出でき

たが、 NmGFPの蛍光によるウイルス感染は確認できなかった (datanot shown)。プラ

スミド導入 24時間後ではウイルス感染及びウイルスの細胞問移行が観察された。この

とき、 MP-EGFPの蛍光は原形質連絡に局在し、また、遺伝子導入された細胞に隣接す

る細胞の細胞壁にも MP-EGFPの蛍光が観察された。細胞質内の不定形の凝集体は数、

大きさ共に減少しているか、全く見られなかった(図 llC)。プラスミド導入 40時間後

にはウイルスの感染域はほぼ最大に達していた。この時間においても MP-EGFPは原形

質連絡に局在し、恥1P-EGFPの蛍光が見られる感染部位のうち、約90%の部位でMP-EGFP

の複数細胞にわたる分布が観察された(図 llE、図 12B、表5)。また、細胞質内に MP-EGFP

の蛍光は観察されなかった。約 25%のウイルス感染部位では、ウイルスの細胞問移行

が観察された (MP-EGFPが機能している)にもかかわらず、 MP-EGFPの蛍光が観察さ

れなかった(表5)。

以上の結果から、 MP-EGFP融合タンパクの細胞内、細胞問の分布様式はウイルス

感染部位と非感染部位では大きく異なることが分かった。

p35LMEと piL.Nm(SF3)の同時導入において、 MP-EGFPの蛍光だけが観察される細

胞でもウイルスゲノム RNAは転写されていると考えられるが、このような部位で MP-

EGFPの蛍光が複数細胞で観察される割合は p35Ll¥伍のみを導入した場合と変わらなか

った(表 5)。また 3'末端領域を欠いた ToMVゲノムを発現する(すなわち複製酵素の
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みをう色刷すると考えられる)プラスミド p35LRpを p35LMEと共に細1j包に導入しでも

MP-EGFPが細胞間移行する川合は上昇しなかった(夫 5)。したがって、 MP-EGFPの

川イI~を変化させるには、ゲノム RNA や絞製酵素のイヂイI~だけで、なく、 ToMV が飽製のサ

イクルに入っていることカf必安であると考aえられる。
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[MPの細胞問移行)

!ドIII命で述べたように、マイクロインジェクションをJlJし、た解析では、 MP!tl身がネIII

胞IHJ移行するという結果が版行されていた (Waigmannet al. 1994， 1995)。一 -jj、MP-GFP

融合タンパクを発現する組み換え TMVを}lJいた解析では、 TMV感染部位では MPは

細胞fUJ移行していないことが報行された (Oparkaet al. 1997)。この互いに矛盾した械作

例のため、 MP自身に細胞問移行能があるのかという問題は未解決のままであった。

本研究では、 ToMV を材料にHJ い、 trans-complementation 実験によってこの点を I~j ら

かにすることを計画した。その結果、 N.benthamianaの葉において、 l細胞で a過的に

発現させた MPが、 ToMV.erG3(SF3)を2細胞以上離れたところまで移行させることが

できたことから、ある l細胞で発現した MPはその周凶の細胞においても機能しうるこ

とが明らかになった。また、 ToMV感染部位において-過的に発現した MP(MP-GFP) 

は、複数細胞にわたって原形質連絡に局在していることが分かった。非感染細胞では、

MP-EGFP融合タンパクの原形質連絡への局在と細胞間移行は低頻度にしか観察されな

かった。このことから、 MPは細胞問移行能を持つが、その細胞間移行はウイルスの感

染により大幅に促進されることが分かった。

【ToMVの細胞間移行のモデル】

Tobamovirusの細胞間移行に関して、 MPがゲノム RNA と複合体(viral 

ribonucleoprotein complex、vRNP)を形成し、 vRNP科目胞骨格に沿って原形質連絡まで

運搬され、 MPの活性により拡げられた原形質連絡を通過して隣接細胞に移行していく

というモデルが提唱されている。 trans-complementation実験で得られた結果を考慮する

と、 ToMVの MPはゲノム剛Aと共に vRNPの形で隣長細胞に移行していくと考えら

れる。移行した先の細胞で MPは再び利用され、その細胞で複製しているウイルスをさ

らに先の細胞に移行させるのであろう(図 13)。また、 部の vRNPは、隣接細胞で複

製に入ることなく、細胞境界を 2つ以上越えて移行するかもしれない。低頻度ではある

が、非感染細胞でも MP-GFP融合タンパクが細胞間移行することから、一部の MPは
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ìjí.独で細胞IIU移行するとィラえられる ([~I 13) 0 MP-GFP融介タンパクの後数細胞にわた

る分布は、 MPの移行と11iJ 11.)=にその mRNAが細胞11¥1移行し、|捺採細胞で制択された結

決である日Jim↑ノ1:も与-えられる。しかし、 MP泣いrと erG3GFP)立ü~r との 11iJ 11.)=呼入で

は、 erG3GFPの蛍光が絞数細胞にJ広がることはほとんとぐなかったことから、 MPが配列

非特異的に mRNAを移行させる可能性は否定される。また、ウイルス非感染細胞での

MP-GFP融合タンパクは主に細胞質内の凝集体となって局在した。しかし、 MP-GFP融

合タンパクが複数細胞にわたって観察される場合、その蛍光は主に原形質連絡に見られ、

特に遺伝子導入された細胞の周囲の細胞では凝集体は観察されなかった。したがって、

MP自身のmRNAが移行し、隣接細胞で翻訳されるという可能性も低いと考えられる。

ただし、ウイルス感染部位においては、 MPの原形質連絡への局在が促進されるため、

MP白身のmRNAが移行し、隣長細胞で翻訳される IJJ能性は現時点では行定できない。

[MP-EGFPの感染に伴う局在性変化及びToMVの綾製と細胞間移行の関連]

ウイルス非感染細胞では、 MP-EGFPは主に不定形の塊状の局在及びフィラメント

状の局在を示した。同様の局在は MP-GFP融合タンパクを発現する組み換え TMVをフ。

ロトプラストに感染させた場合や宿主植物の葉へ感染させた場合にも観察されているO

しかし、感染葉でこのような細胞質内の局在が観察されるのは、拡がりつつある感染部

位の先端から感染部位の中心に向かつて少し内部に入ったところであり、感染部位の最

先端部における MP-GFP融合タンパクの局在は原形質連絡に限定されている (Padgettet 

al. 1996)。つまり、塊状の凝集体やフィラメント状の構造が観察されるのは非感染細胞

や、ウイルスの移行が起こらないプロトプラストへの感染、感染葉においてはすでにウ

イルスの移行が終了していると考えられる部位の細胞などであり、それらは全てウイル

スの細胞問移行が活発には行われていない状況下であるといえる。言い換えると、 TMV

の移行と MP-GFP融合タンパクの塊状の局在やフィラメント状の局在には相関が無い

ということになる。

動物細胞では、正常な構造に折りたたまれなかったタンパクが分解しきれないほど

蓄積した場合、aggresomeと呼ばれる塊状の構造物ができることが知られている (Johnston

28 



('  

f、

et al. 1998， Garcia-Mata et al. 1999)。この怖j主体は正常な構造をとれなかったタンパクと

プロテアソームが微小包;を介した輸送によって11I心体の付近に集められてできる。刷物

細胞では aggresomeに相、りする構造物はまだFli;itされていないが、 MP-GFPi被介タンパ

クによってできる不定形の塊は、細胞にとってイJ告なタンパクのみ結に対する植物細胞

の応答の結果現れたものかもしれなしE。プロトプラストでは MPがプロテアソームによ

って分解されていることや (Reicheland Beachy 2(00)、感染中期J----後期の細胞では微小

管に沿った MPの局在が観察されること (Heinleinet al. 1995， Mclean et al. 1995， Padgett et 

al 1996) はagg陀some仮説とよく」致する。したがって MP-GFP融合タンパクの塊状及

びフィラメント状の局在は MPが活発に機能している状態ではなく、分解されていく

MPの様子を反映している可能性がある(1文I13)。

しかし、ウイルスの生活環において、細胞骨格を介したウイルス粒子やゲノム核酸

の細胞内輸送が重要であることは、動物ウイルスの例をみても明らかであり (Cudmoreet 

al. 1995. Sasaki et al. 1995. Suomalainen et al. 1999. Sodeik et al. 1997. Sodeik 2∞0)、
Tobamovirusの細胞間移行にも細胞甘絡を介した輸送系が関与している可能性は極めて

高い。 MP-GFP融合タンパクのフィラメント状の局在がこのことを反映しているかどう

かは疑わしいが、他の方法、例えば nocodazoleや brefeldinAなどの薬剤を用いた輸送

系の阻害などにより、ウイルスの細胞間移行と細胞骨格との関係を調べることができれ

ば大変興味深い知見が得られるのではないかと考えている。

ウイルス感染に伴い、 MP-EGFPの蛍光は原形質連絡に顕著に見られるようになり、

細胞質内の凝集体は減少する。この現象は MPがウイルス感染により速やかに利用され、

隣接細胞に移行していった結果であると解釈できる(図 13)。別の可能性として、ウイ

ルス感染によって何らかのタンパク分解系が誘導され、一過的に発現した MPの余剰分

(不定形の凝集体)が速やかに分解されることも考えられる(図 13)。第三の可能性と

して、ウイルスが複製している細胞に限って MP-EGFPの生成量が少なくなっていると

いうことも考えられる。しかし、ウイルス感染していない部位では、 MP-EGFP遺伝子

を単独で導入した場合と同様の局在パターンが見られ、蛍光強度も変わらない。また、

ウイルスの増殖が確認されるよりもず、っと早い時期(遺伝子導入後 15時間以内)にお
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いて、すで、に塊状にJiiJイ1:する蛍光は観察される。これらのことは、彼数プラスミドの[，iJ 

IIS:導入によってタンパク発羽目:が顕著に低下することはなく、また、ウイルスのHr:91([に

')e ¥，'って MP-EGFPは凝集体を形成するのに 1-分なだけ主私していることをなりょする。

したがって、 ウイルス!感惑染特jy兇t巳引引1M自l均句に MP-EGFP の合!成&.:，坑iA止;f: が{科低i氏t 卜.しているという 11リr了什f自能j泡危削E伝引針，↑性I~、

{私l氏王いと考考.えられる O

ウイルス感染細胞と非感染細胞の間で MPの局在や細胞問移行能に大きな遠いが存

在することは、ゲノム RNAを隣接細胞に運搬する際に、 MPがウイルスの複製複合体

と n~î接、あるいは間接的に相瓦作用していることを示唆する。 TMV 感染プロトプラス

トや感染葉において、 MPと複製復合体の局在が感染のある時期において一部重なると

いう報告例もこのことを支持する結果である (Heinleinet al. 1998， Mas and Beachy 1999， 

Szecsi et al. 1999)。

これらの観察結果から、 Tobamovirusの細胞問移行に必要な機能の一部は複製酵素

にコードされており、ウイルスの細胞間移行はウイルス複製と協調して行われているの

ではないかと考えられる。ウイルスの複製と移行の間に相互作用が存在することは、細

胞間移行に関して MPとウイルスの間には種特異性が存在することを示唆する。この可

能性に関しては、第3章で述べる PVXの DNA感染系も併せて利用し、第4章で検討

する。
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図3 ToMVとPVXの複製とタンパク合成
ゲノムRNAのプラス鎖から翻訳される約126kDaと約183kDaの2種類のRNA複製酵素により、プラス
鎖を鋳型にマイナス鎖が合成される。逆にマイナス鎖を鋳型にプラス鎖が合成され、ウイルスは増殖
する。また、マイナス鎖を鋳型に2種類のサプゲノムが合成され、それぞれのサプゲノムからMPとCP
が翻訳される。
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Infection wlth TMV-MP:GFP 

BY，・2 N. benthamiana 

7・却 H円

8・12HP' 

12・20HPI 

16・24HPI 

20・30HPI 

7・調 HPI

7・30HPI 

図4 組み換えTMVによって発現したMP・GFP融合タンパクの細胞内局在
A-G、TMV・MP:GFPをBY2プロトプラストに感染させた場合のMP-GFP融合タンパクの経時的局在変化。
MP:GFPは感染中期~後期にかけて不定形の塊状及び、フィラメント状の局在を示す (B・E)。また、感染細胞表
面から突起物を伸ばす (G) 0 H、N.benthamianaの葉におけるTMV-MP:GFPの感染部位。ウイルス感染は写真
右から左へ進行している。 I-N、感染部位の先端部から内部にかけてのMP-GFP融合タンパクの細胞内局在。
MP-GFP融合タンパクは感染初期及び後期の細胞では原形質連絡に局在し(I、 N、矢印)、感染中期~後期の
細胞で不定形の塊状の局在及びフィラメント状の局在を示す (J-M) 0 HPI: hour post inoc叫ation

Heinlein et al. 1998 Plant Cell vol. 10， 1107-1120 より引用
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ToMV genome r、__1:____ p35LM |358 hMVMP白T

(ToMV MP) 

p35LME |358>1ToMV MP|町 P凸T
(MP-EGFP) 

|358〉ITMVMP凸p350MM 
(TMV MP) 

piL.G3(SF3) 
----u.________~ 

…(SF3)屯'任ER-taFrB@制rwsEignal← 
p350bM|358 N ObMP凸T
(Ob-TMV MP) 

p35CgM l358 N CgMP凸T
~ (Cg-TMV MP) 

-Iv 1.....----. 
L-----. ・・・

piしNm(SF3)

1358 H CcMP白p35CcM 
NL5 (8HMV MP) 

寸 MP UG4DBEEGFPiL piL.G4NE 
p35WM 

1358 H WMP凸T
(CGMMV MP) 

NL5 

口p35YM 3a 
(CMV 3a) 

p35KN11358 H 凸KN1 
(maize KN1) 

rヘ
nosT 

pBIG3 
|358HG3GFP口

(G3GFP) 

nosT 
図5 実験に用いたプラスミドの模式図 pBlerG3 |おSR町 P口
(A) ToMVの感染性プラスミドの模式図。最上段に (erG3GFP) ¥ 
ToMVのゲノム構造を示す。矢印はサプゲノムプロモータ ER-targeting sign剖

ーの位置を示す。黒塗りの三角はフレームシフト変異を nosT 
導入した箇所、破線はMP及びCPのORFが残っているが、

ER|3寸…戸
翻訳されない部分を示す。 G4DBはGAIADNA binding 
domainの略。

(mGFP5ER) 人
ER-targeting signal 

(B) MP及びGFPの一過性発現プラスミドの模式図。プ
nosT 

ラスミド名の下()内に植物細胞内で発現するタンパク pBINm l邸党G問
の名前を記した。 (NmGFP) 

NL5 

pBIG4NE |358HG40BEEGFP白T
(G4NEGFP) ノ人

NLS 
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図6 ToMVのDNA感染
(A) piL.G3のN.benthamianaの本葉への導入から48時間後のウイルス感染部位。ウイルス感染に伴いGFP
の蛍光が拡がっている様子が観察される。 (B)piL.G3(SF3)を導入した場合。蛍光はー細胞にとどまって
いる。 (C)piL.G3(SF3)をp35LMと共に導入した場合、 ToMVの移行能欠損がp35LMから発現したMPによ
って相補され、 GFPの蛍光が複数細胞に拡がっている。 Bar=50仰n
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一 一
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M N 。

一

図7GFPの細胞問拡散
写真はすべてN.benthamianaの本葉にプラスミド導入後24時間で撮影したものである。 (A)pBIG3のみを導
入した。 GFPの蛍光がー細胞にとどまっている。 (B)pBIG3のみを導入した。約6%の遺伝子導入部位で
GFPの蛍光が複数細胞に拡がっている。 (C-H)pBIG3をp35LM(C)、p350MM(D)、p35CcM(E)、
p350bM (F)、p35YM(G)、p35KNl(H)と共に導入した場合、 GFPの細胞間の拡散が促進され、 GFPの
蛍光が複数細胞に拡がっている。(1)pBlerG3を導入した場合。 GFPの蛍光はー細胞にとどまり、 ERのネッ
トワークが観察される。 (J、K)pBlerG3をp35LMと共に導入した。 GFPの蛍光はー細胞にとどまっており
、ERの変形が観察される。また、 (K)のように隣接した二つの細胞に蛍光が観察される場合もあるが、と
れは遺伝子が二つの細胞に同時に導入された結果であると考えられる。 (L、M)pBIG4NEをp35LMと共に
導入した。核に強い蛍光が観察され、細胞質にもわずかに蛍光が観察される。ほとんどの遺伝子導入部位で
GFPの拡散は観察されないが (L)、隣接細胞でわずかに蛍光が観察される場合もある (M)g (N、0)
pBINmをp35LMと共に導入した。青色光照射下でGFPの細胞問拡散が観察されたが (N)、uv照射下では拡
散したGFPの蛍光は弱かった (0)g Bar=25仰n
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図8 erG3GFP及びG4NEGFPをレポーターとして持つToMVの感染
(A) piL.erG3を導入し、 48時間後に観察した。ウイルス感染に伴いerG3GFPの蛍光が拡がっている様子が
観察される。また、 ERの変形が見られる。 Bar=50μffio (B) piL.erG3(SF3)を導入した。 GFPの蛍光はー細
胞にとどまっている。 (C)piL.G4NEを導入した。野生型のMP遺伝子を持っているにもかかわらず、細胞

問移行が観察されない。 Bar=25μm
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図9 Trans-complementation実験によって調べたMPの作用範囲
写真はすべてプラスミド導入48時間後に撮影したものである。 A、C、Eは青色光照射下、 B、D、Fはそれ
ぞれ同じ視野をuv照射下で撮影した。 (A、B)piL.erG3(SF3)、p35LM、pBINmの3種類のプラスミドを
同時導入した。 (C、D)piL.erG3(SF旬、 p35LM、pBlmGFP5ERの3種類のプラスミドを同時導入した。
(E、F)piL.Nm(SF3)、p35LM、pBlerG3の3種類のプラスミドを同時導入した。 uv照射によって同定さ
れる遺伝子導入細胞 (Eでは最も強く光っている細胞)の輪郭を白線で、その細胞に境を接する一部の細
胞の輪郭を赤線で示した。赤線よりも先にウイルス感染細胞が観察されることから、白線で囲んだ細胞で
合成されたMPは、その周辺の細胞(赤線で囲んだ細胞)においても機能していることが分かる。
Bar=50μm。
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図10 異種TobarnovirusのMPによるToMV移行能欠損の相補
piL.erG3(SF3)をp35LM(A)、p350MM(B)、p350bM(C)、p35CgM(D)、p35CcM(E)、
p35WM (F)と共に導入した。全てのMPによってToMVの移行能欠損は相補されるが、 CGMMVのMP
遺伝子 (p35WM)の相補能は他のものと比べて弱いことが分かる。観察は全て遺伝子導入48時間後に
行った。 Bar=50問。
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図11 MP・EGFP融合タンパクの局在
(A) p35LMEのみを導入し、 40時間後に観察した。 MP-EGFPは不定形の塊状の局在を示し、 GFPの蛍光は
ー細胞にとどまっている。約80%の遺伝子導入部位でこのような局在が観察される。 (8)p35LMEのみを
導入し、 40時間後に観察した。塊状の構造物は少なく、細胞壁の原形質連絡と考えられる部分にドット状
の蛍光の局在が観察される(矢印)。また、約20%の遺伝子導入部位において、原形質連絡への局在が複
数細胞で観察される。 (C)p35LMEをpiL.Nm(SF3)と共に導入し、 24時間後に観察した。核に局在する
GFPの蛍光(白三角)はウイルス感染していることを示す。 MP-EGFPは原形質連絡に局在する(矢印)。
原形質連絡に局在する蛍光はuv照射下では観察されないことから、 MPに融合したEGFPによるものである
ことが確認できる (D) 0 (E) p35LMEをpiL.Nm(SF3)と共に導入し、 40時間後に観察した。 Cと同様、
MP-EGFPは原形質連絡に局在し(矢印)、その蛍光はuv照射下では観察されない (F) 0 Bar=25μm。
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図12 共焦点顕微鏡によるMP-EGFPの局在解析
(A) p35LMEのみを導入し、 40時間後に観察した。不定形の塊状の構造及びフィラメント状の局在が観察
される。 (B)p35LMEをpiL.Nm(SF3)と共に導入し、 40時間後に観察した。塊状の構造及びフィラメント
状の局在は観察されず、細胞壁のドット状の蛍光が観察される。強く光る丸い塊及び細胞質内に網目状に
見えるものは、核と細胞質に存在するNmGFPのシグナルであると考えられる。 Bar=25μm。
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図13 ToMVの細胞間移行のモデル
1、MPはウイルス複製の場で合成され、複製酵素と直接、または宿主因子を介して間接的に相互作用し、複
合体を形成する。
2、この複合体は微小管 (MT)またはアクチンフィラメント (MF)を利用して原形質連絡に到達する.そ
の後、複製酵素を含めた複合体全体、もしくはMP-RNA複合体のみが原形質連絡を通過する。一部のMPは単
独で隣接細胞に移行する。
3、隣接細胞に放出されたMPはウイルスをさらに先の細胞に移行させるために再利用される。
4、感染後期になり、ウイルスの移行が活発に行われなくなってくると、余剰分のMPはMTを介して細胞内
部に輸送され、凝集する。凝集したMPはプロテアソームによって分解される。またはウイルスの移行のた
めに再利用される。
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点1. GFP variantの"ゾlift

excitability 

GFP variant礼 subcellular localization 

UV blue-light 

G3GFP (G3) + nucleus -cytosol 

NmGFP (Nm) + + nucleus > cytosol 

erG3GFP (erG3) + ER 

mGFP5ER + + ER 

EGFph + nucleus -cytosol 

G4NEGFP + nucleus >> cytosol 

a ( )内にはプラスミドの名前に丹jいられた略称、を示す(図5参照)。

サE1IIiJ配列による genesilencingが起こる可能性を下げるため、他の GFPとは配列が異な

る(約 770/0identity) EGFPを別い、 ToMVMPとの融合タンパクを作製した。
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夫2. GFP variantsの細胞11iゅよ散と MPによる細胞問拡散の促進

frequency of GFP signaJs in two or more adjoining ceJJぉ

expressed proteins 

24-h post-bombardment 48-h poルbombardment

G3GFP 6/100(6) 541139 (39) 

G3GFP + ToMVMP 601115 (52) 21142 (50) 

erG3GFP 3/133 (2) 5/145 (3) 

erG3GFP + ToMVMP 3/55 (5) 2/48 (4) 

G4NEGFP 2/70 (3) 1/50 (2) 

G4NEGFP+ ToMVMP 4/87 (5) 5/47 (11) 

NmGFP 2/52 (4) 12/35 (34) 

NmGFP + ToMVMP 23/84 (27) 34/60 (57) 

G3GFP + TMV恥1p 981160 (61) n. d. 

G3GFP + Cg-TMV恥1p 751164 (46) 13/27 (48) 

G3GFP + SHMVMP 44/78 (56) n. d. 

G3GFP + CGMMVMP 771132 (58) n. d. 

G3GFP + Ob-TMVMP 871153 (57) n. d. 

G3GFP + CMV3aMP 30/47 (64) 20/34 (59) 

G3GFP + maize KNl 42/87 (48) 21135 (60) 

G3GFP + GAL4-VP16 5/39(13) n. d. 

データは(複数細胞で蛍光が観察された部位の数)/ (蛍光が観察された部位の総数)

を示す。()内の数字はその%である。また、 trichomeの細胞間では GFPの移行が MP

非存在下でも頻繁に観察されるため、数に含めていない。 n.d.: not determined 
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衣3. MPの.)位↑t党J}tによるToMVの移行の純IJFl

bombarded plasmids" cell-cell boundariesh 

piL.erG3(SF3) + p35LM + pBINm 8 (13) 

piL.erG3(SF3) + p35LM + pBlmGFP5ER 17 (18) 

piL.Nm(SF3) + p35LM + pBlerG3 4 (12) 

a プラスミドの構造は図5に示した。

2 or more 

54 (87) 

77 (82) 

30 (88) 

tota! no. of 

infection 

sites examined 

62 (100) 

94 (100) 

34 (100) 

b数字は表にぶした数の細胞境界を越えてToMV.erG3(SF3)移行した感染部位の数を示す。

( )内に全感染部位に対する割合を%で示す。典型的な感染パターンを図9に示した。
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ぷ4. f.ぷ々なMPによるToMV移行能欠Hiの相ネ"j

co-expre以ed ぉingle-cell 2 -:3 cells 4 or more cells total no. of infection 

protem infection (O/(J) infected (O/(J) infected (O/(J) 日itesexamined 

none 98 2 。 53 

ToMV MP 9 19 72 166 

TMVMP 4 21 75 56 

Cg-TMV MP 10 25 65 207 

SHMVMP 14 16 70 196 

CGMMVMP 20 54 27 97 

Ob-TMV MP 14 18 68 50 

KNI 96 4 。 26 

ToMVの感染性プラスミド piL.erG3(SF3)を単独で、 (none) または表に示したタンパク

を発現するプラスミドと共に導入し、遺伝子導入後 48n寺問で GFP発現細胞の数をカウ

ン卜した。左 3列の数字はウイルスの移行が相補された感染部位の数の全感染部位に対

する割合を%で示したものである。最右列に観察した全感染部位の数を示す。ただし、

葉肉細胞は細胞の形がわかりにくいため、数に含めなかっt:..o
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点5. ToMV後製による MP-EGFPの細}]包111]移行のiJ{進

Distribution of MP-EGFpn 

bombarded plasmid<l in uninfected sites in infected sitesc 

single 2 or more (0/0) 

p35LME 206 

p35LME + piL.Nm(SF3) 292 

p35L恥伍+p35LRp 39 

58 (22) 

82 (22) 

11 (22) 

aプラスミドの構造は図5に示した。

n.d. single 2 or more (%) 

25 8 71 (90) 

hsingle : MP-EGFPが遺伝子導入された細胞の内部及び、その細胞を同む細胞壁にのみ観

察された部位の数。 2or more : MP-EGFPが周辺の細胞の細胞壁にも観察された部位の

数。 n.d.:ウイルスの移行は観察されるが、 MP-EGFPの蛍光が観察されなかった部位の

数。()内に MP-EGFPの蛍光が観察された全ての部位の数に対し、 MP-EGFPが複数

細胞に分布する部位の割合%を示した。典型的な局在パターンを図 11、12に示したo

c感染細胞はuv照射ドでNmGFPの蛍光により同定した。
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第3章 PVXの細胞間移行の分子機構の解析

{"' 

戸¥

47 



-心』

Potato virus X (PVX) に代J三される Potexvirus以のウイルスは近年盛んに{iJf允され

ているウイルスグループのーつである。 PVXはがJ6.4 khの'本鎖のプラス飢 RNAをゲ

ノムとするウイルスであり、ひも:1犬の粒rを形成する。ゲノムにはがJ165 kDaの彼製酵

素と、 fi.いにオーバーラップした 3つの ORF(Triple gene block、TGB) にコードされ

ている分子量約 25kDa、12kDa.. 8 kDaの3種類のタンパク(それぞれ25Kタンパク、

12Kタンパク、 8KタンパクとH子ぶ)、及び約 25kDaのCPがコードされている(凶 14)。

TGBにコードされる 3種類のタンパクが PVXの MPであるが、細胞間移行にはこれら

( に加えて CPも必要で、ある (Chapmanet al. 1992)0 PVXの復製様式はTMVの場合と|寸

線、 RNA複製酵素によってマイナス鎖が合成され、それを鋳型にして再びプラス飢が

合成される。その際、ゲノム RNAと同時に約 2.1kb、1.4kb、0.9kbの3種類のサブゲ

ノムが合成される。 2.1kbのサブゲノムからは 25Kタンパク、 1.4kbのサブゲノムから

は 12Kタンパクが合成される。 8Kタンパクは、リボソームがある割合で 12Kタンパク

の制訳開始コドンを読み飛ばし (leakyribosome scanning)、1.4kbサブゲノムの 5'末端

から数えて2番目の開始コドンから翻訳が始まることによって合成される (Morozovet 

a1. 1991)0 O.9kbのサブゲノムからは CPが合成される。

Potexvirus属をはじめ、 Carlavirus、Hordeivirus、Benyvirus、Pecluvirus属等、 TGBを

持つウイルスのMPは、TGBの一仁流のORFにコードされるものから順にそれぞれTGBp1、f崎、

TGBp2、TGBp3と総称される。 PotexvirusのTGBp1はATP/GTPase活性を持ち、 invitro 

では RNAとの結合能が示されている (Rouleauet al. 1994， Kalinina et al. 1996)。また、

ある種の RNAhelicaseに見られるドメインを持っている (Wonget al. 1998)。さらに、

Potexvirusの一種である Whiteclover mosaic virus (WCIMV)のTGBplが、 10kDaのデ

キストランの細胞間の拡散を促進することが報告されており、 Potexvirusの TGBplは

TMVの MPと同様に原形質連絡の SELを上昇させる活性を持っていると考えられてい

る (Loughet al. 1998)。しかし PotexvirusのTGBp1は、 TMVの MPとは異なり、原形

質連絡には局在せず、主に感染細胞の細胞質内に形成される封入体に局在する (Davieset 

al. 1993， Rouleau et al. 1994， Chang et al. 1997)。
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N 末端に GFPを刷!介した PVXの 25Kタンパクは細)J包IHJ移行することカfFlUltされて

おり、PotexvirusのTGBplはそれCJ身細胞IlIJ移行する能力を持っと考えられている (Yang

ct al. 2000)。しかし、 N A~li;M に GFP を!被介した PVX の 25K タンパクはウイルスを細}J包

1/11移行させる機能を失っており、 C末端に GFPを!被介した場合、機能は保持するが25K

タンパク白身は細胞IIU移行しないという報告もある (Morozovet al. 1999)。

TGBp2及びTGBp3については TGBplほど研究が進んでいないが、膜タンパクに特

徴的な疎水性のドメインを持ち、細胞内でER股及び細胞膜や細胞壁に局在することや、

TGBp3の発現により TGBp2の細胞内局イ1:が変化することが報告されている (Hefferonet 

ハ al.1997， Solovyev et al. 2000)。

r、

PVXの CPは感染細胞においては主に細胞質rI1に蓄積するウイルス牧子内に観察さ

れ、 a部は原形質述絡に局在する (Rouleauet al. 1995， Oparka et al. 1996)。しかし CPは

原形質連絡の SELを上昇させることはない (Loughet al. 1998， Santa Cruz et al. 1998， 

Oparka et al. 1996)。また、単独で、発現させた場合には原形質連絡に局紅することも CP

I~~ 身が細胞問移行することもないと報告されている (Rouleau et al. 1995， Oparka et.a1. 

1996)。細胞問移行に CPが必要であることから PVXはウイルス粒子の形で移行すると

いう説と、ウイルス粒子とは異なる形のタンパクーRNA複合体 (vRNP) を形成して移

行しているとする二つの説があるが、そのどちらであるのかはまだ分かっていない

(Lough et a1. 1998， 2000; Santa Cruz et a1. 1998)。

以上のような知見から、 Potexvirusはゲノム RNAがTGBpl(25Kタンパク)及びCP

と複合体 (vRNP) を構成し、原形質連絡を通過していくというモデルが提唱されてい

る (Loughet al. 1998)。またその際、 TGBplが原形質連絡の SELを上昇させると考え

られているo 方TGBp2(12Kタンパク)及びTGBp3(8Kタンパク)はそれらが発現

した細胞内で機能し、 vRNPを複製の場から原形質連絡まで運搬する役割を担っている

と考えられている。

しかし、 TGBplの SEL上昇活性はマイクロインジ、エクションの実験によって示さ

れたものである。前章でも述べたとおりマイクロインジ、ェクションの実験結果は MP本

来の性質を反映していない可能性がある。そこで本研究では PVXの細胞間移行のメカ
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ニズムを解明することを11(1<)とし、 PVXのとどJの MPにSELを卜.}引夕引舛[ト-させるj爪司市斤川刑.吋イ刊，↑↑門"1午1:.があるの

かを GFP J泣立{七工~r との 11一 i加l日川11.‘れt手2. 人のゾ尖ミ!験5検食系を!川川|日jμし 3 て十検食討討.した O また、 PVX の DNA感染系

を1IJし、て trans-complementation実験を行い、 TGBタンパク及びCPの細胞川移行能につ

いても検J.jした。

そのがi!長、 PVX の細胞間移行に必.~~な 4 種類のタンパクのうち、 12K タンパクが原

形質連絡の SELを上昇させる能))を持つことが明らかになった。また、 trans-

complementation実験により、 25Kタンパク、 12Kタンパク、及びCPが感染部位におい

て細胞問を移行し、複数細胞において機能するのに対し、 8Kタンパクは移行せず、発

(" 現した細胞内で機能することを明らかにした。さらに本研究では 12Kタンパクの過剰

fヘ

発現により 8Kタンパクの変異による移行能欠損が相補されることを見いだした。これ

らの結果に基づき、本章では PVXの細胞問移行のメカニズムに関する新規のモデルを

提唱する。
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材料と)Jit

[PVXのDNA感染性プラスミドの構築】

piX.erG3 

pBlerG3 (第2fiz材料と)JiL参)!のから XbaI-SacI?i'j化 (SacI末端は子i甘化した)に

より切り/1'，した erG3GFPをコードする断片と、 pPVX201 (Baulcombe et al. 1995)の

ApaI-NheI断片-約 0.7kbpをpPVX201のApaI部位と平治末端化したお11部位の問に挿

入し、 piX.erG3を作製した。

piX.erG3(25fs) 

piX.erG3をApaIで切断し、末端を平滑化した後selfligationさせて piX.erG3(25fs)を作

た。

piX.erG3( 12fs) 

piX.erG3をXbaI消化し、末端を半j骨化した後、 ApaIまたはXhoIで切断した約0.3kbp 

及び1.8kbpの断片を piX.erG3のApaI部位と XhoI部位の問に挿入し、 piX.erG3(12fs)を

待た。

piX.erG3(8d) 
fヘ

piX.erG3をテンプレートとし、 8Kdel及び GFPrevプライマーを用いて PCRで増幅

した DNA断片を SmaI-NspV消化し、 pPVXUK3/0III(東北大学高橋博士より分与)を

ApaI-ScaI消化して得られる約 0.7kbpの断片と共に piX.erG3のApaI部位と NspV部位

の聞に挿入し、得られたプラスミドの Xbal部位から NspV部位までの断片を piX.erG3

のXbaI部位と NspV部位の聞に再び挿入して piX.erG3(8d)を得た。

piX .erG 3(8dm) 

piX.erG3(8d)をNhel消化し、末端を平滑化した後XbaI消化してして得られる約 1kbp 

の断片を pKF18kの XbaI部位と末端を平滑化した SalI部位の聞に挿入した。得られた
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('  

フ。ラスミドを MutanSuper Express Km Kit (TAKARA) をJljいてメitedirected mutagenesis 

を行い、 8K タンパク ORF の開始コドンを AUG から ACG に変児させた。変 y!~二導入に

)lJし、た 8kmutプライマーのl配ダIJはドlこぶすO 変j14をj主人したプラスミドから XhaI-N.¥pV

断)'，"を切り lH し、 piX.erG3 の Xbal 部位と N.\pV 点目f\/~の 1111，こ挿入して piX.erG3(8dm)をね

た。

piX.erG3(Cd) 

piX.erG3をNhelとXhoIで消化し、末端をーVi廿化した後selfligationさせてpiX.erG3(Cd)

を得た。

piX.erG3(TdCd) 

piX.erG3(8dm)をXbaI消化し、末端を平滑化した後NspV消化して得られる約 lOOObp

の断片を、 piX.erG3(Cd)の平滑化した Apal 部位と NspV 部位の問に挿入して

piX.erG3(TdCd)を待た。

p35X25、p35X12、p35X8、p35XCP

PVX (0系統)の TGB配列を含む pPVXUK3/0II1をテンプレートに TGBfw及び

TGBrevプライマーを用い、 PCRによって PVX(0 strain)の TGBをコードする DNA

断片を増幅したO この断片を XbaI消化し、末端を平滑化した後、 pBI221の平滑末端化

した XbaI部位とおcI部位の聞に挿入して p35X25を得た。また、 PCRで増幅した TGB

をコードする DNA断片を NdeI-ScaI消化し、末端を平滑化し、 pBI221の SmaI部位と

平滑末端化したおcI部位の問に挿入して p35X12を得た。 pPVXUK3/0II1をテンプレー

トとし、 PVX8Kfw及びTGBrevプライマ一、 PVXCPfw及びPVXCPrevプライマーを用

いた PCRによって 8Kタンパク及びCPをコードする DNA断片を増幅し、 XbaI-SacI消

化した後、 pBI221のXbaI部位と Sacl部位の聞に挿入して p35X8、p35XCPを得た。

プライマーの配列を以下に示す。プラスミド構築のために利用した制限酵素の認識
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(' 

配列を作で[JH む。また、 I伝法問換変jt を導入した音[)1立を;坑 f*J~で、 IJ~す O

PVX8Kdel 5'- TT斗CCCGG中ATCAATCACAGTGTTG -3' 

8kmu七 5'- CTTTGCTGATCTA♀GGAAGTAAATACA -3' 

GFPrevSpe 5'- AAGACTAGTTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC -3' 

TGBfw 5'一 CC甘TCTAG斗TTTGAATAAGATGGATATT -3' 

TGBrev 5' - AC斗GAGCTC陣GTATCAATGG砧 ACT -3' 

PVXCPfw 5' - TG刈TCTAG斗AAAGATGTCAGCACCAGC -3' 

PVXCPrev 5' - ACr:riGAGCTC|TGGGGTAGGCGTCGGTT -3' 

PVX8Kfw 5'- TGC|TCTAG判CTTTACTGATCTATGG -3' 

【N.benthamianaの栽培とノfーティクルガンによる遺伝子導入及び顕微鏡観察】

第2市の材料と方法を参照のこと。ただし、 PVX感染性フ。ラスミド(名前が piX.で、

始まるもの)のパーテイクルガンによる遺伝子導入では、ラプチャーディスクは 1100仰

の破壊庄のものを用いた。
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【TGBタンパクによる似月三氏述絡の SELの 1--タ-L】

Potato ViI・usXは、その細IJ包II¥J移行に Triplegene block (TGB) にコードされた 3FIRMi

のタンパク (25Kタンパク、 12Kタンパク、 8Kタンパク)と外被タンパク (Cp) の 4

栴知のタンパクを必要とする。 Tobamovirusと同様PVXの感染に伴い原形質連絡の SEL

が上芥する (Angellet a1. 1996) ことから、移行に必要な 4 種類のタンパクの rj-lに出(Jf~

質述絡の透過性を高める機能をJ与っているものが存在すると考えられる。 4種類のタン

パクのうち、どのタンパクにその機能が存i在するのかを、第 2章で用いた GFP遺伝f

ハ とのIji]時導入によるアッセイ系で、調べた。

~ 

TGBタンパクあるいは CPを-過的に発現するプラスミドp35X25、p35X12、p35X8、

p35XCPを作成し(図 15B)、pBIG3(G3GFPを一過的に発現する)と共にN.benthamiana 

の葉にパーテイクルガン法で導入した。遺伝子導入から 24IL}:I前後に蛍光顕微鏡観察し、

G3GFPの細胞間拡散(ハロー)が観察される頻度を調べたところ、 p35X12と pBIG3

の組み合わせで同時導入した場合のみ約半数の GFP 発羽音I~f\j~でハローが観察された(I文1

16B、衣6)0 p35X25、p35X8、p35XCPとの同時導入における GFPの拡散の頻度は pBIG3

単独で導入した場合と変わらなかった(図 16A.C. D、表 6)。この結果から、 12Kタン

パクが原形質連絡の透過性を上昇させる活性を持っていることが分かった。それ以外の

タンパクにはそのような活性は見い出されなかった。

【PVXのDNA感染系と trans-complementation実験】

pPVX201 (David Baulcombe 博士:より分与、 Baulcombeet al. 1995) は、 35Sプロモー

ターにより植物細胞内で PVXのゲノム RNAを発現するプラスミドであり、パーテイ

クルガンで植物細胞に導入することで PVXを感染させることができる。この PVXは

重複した CPサブゲノムプロモーターにより外来遺伝子を発現するように設計されてい

る。このプラスミドを利用し、複製に伴って GFPを発現する PVXの DNA感染プラス

ミドを構築した。 PVX感染細胞を正確に同定するため、細胞聞を拡散しない erG3GFP

(ERに局在する G3GFP。表 1参照)の遺伝子を pPVX201に組み込み、 piX.erG3を作
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成した([文[15A) 0 このプラスミドをパーテイクルガンで N.henthμI7lUlllll の京にj草人し

た。導入311後には、 |似凶文刈[ 1げ7Aに乃示ミしたように PVX!感岳染した細)胞抱の集卜1"[が俗制l祭されたO

j辺口山:1七{七伝iぶ¥{-へη.

j与主:人31日If後炎にfわ行rつたO

次に、細胞!日j移行能を欠損した PVXのコンストラクトを作成した。 25Kタンパク

j宣伝子と 12Kタンパク泣伝子にはそれぞれフレームシフト変異を導入し、 piX.erG3(25fs)

及び piX.erG3(12fs)を作成したo CP遺伝子には 635~包基の内部欠失変異を導a入した

piX.erG3(Cd)を作成した([災I15A) 0 以後これらのプラスミドから発現するウイルスを

fヘ PVX.erG3(25fs)、PVX.erG 3( 12fs)、PVX.erG3(Cd)のようにピリオドの後にレポーター遺

伝子、かっこ内に変呉の名前を入れて表記することにする。

rヘ

変異PVXのコンストラクトをN.benthamianaの葉に導入したところ、PVX.erG3(25fs)、

PVX.erG3( 12fs)、及び PVX.erG3(Cd)の感染は、全ての部位において l細胞にとどまって

いた(図 17B，C， D、衣 7)。これにより 25Kタンパク、 12Kタンパク、 CPの遺伝子を

欠く PVXは細胞1m移行で、きないことが確認された。

次に 25Kタンパク、 12Kタンパク、 CPを -過的に発現するプラスミドを、それぞ

れに対応する遺伝子に変異を導入した PVXの感染性プラスミドと共に導入し、 trans“

complementation実験を行った。その際、第2章と同様pBlmGFP5ERを共に導入し、 UV

照射によって遺伝子導入された細胞を同定できるようにした。 25Kタンパク、 12Kタン

パク及び CPの一過性発現により、各変異体 PVXの移行能欠損は相補され、複数細胞

で erG3GFPの発現が観察された。また、表 8に示すように、 76-83%の感染部位で、

遺伝子導入された細胞から細胞境界2つ以上越えたところまで PVXの感染は進行して

いた(図 18A-D.G. H、表 8)。したがって、 25Kタンパ夕、 12Kタンパク及びCPは、

発現した細胞に隣接する細胞においても機能することが明らかになった。このことから

これらのタンパクは PVXの移行に伴い、感染部位において細胞間移行することが示唆

された。

【8Kタンパク欠損変異体の表現型および 12Kタンパクの過剰発現による 8Kタンパク
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機能欠引の十Llf"j1 

8K タンノ f ク法fl~ r をイくifjイヒするため、 8K タンノくク ORF にフレームシフトを↑、I~ う 44

.1-:¥υ主の欠失変Y4を咋人したコンストラクト piX.erG3(8d)をイいえしたりこのフプoラスミドを
N爪'.b卸el仰n川1げ111加uω正“ωωunu叩叩4μω川iυ川11山l

て、 2---41聞の 1(.し、に|雑緩する細胞で erG3GFPの発現が観察され、 PVX.erG3(8d)はわず、

かながら細胞IlH移行することが分かった (datanot shown) 0 PVX.erG3(8d)には 12Kタン

パク ORFとオーバーラップした 8Kタンパクの N末端 23アミノ酸をコードする部分が

残っている。この 8Kタンパクの N 末端部分の発現が PVX.erG3(8d)の細胞間移行の原

( 因になっている IJJ拾I~主が考えられた。そこでこの部分の発現を完令に抑えるため、 上述

r、

の44塩ぷの欠火-に力[1えて、 8Kタンパク ORFの開始コドン AUGをACGに変える塩基

置換を導入した(図 15A)。この塩基置換は 12Kタンパクのアミノ般世換を伴わない。

この塩基置換を導入したプラスミド piX.erG3(8dm)を用いた実験でも、約 140/0の感染部

位でPVX.erG3(8dm)が複数細胞に拡がったことを示す像が観察された(凶 17F、表7)。

PVX.erG3(8d)、PVX.erG3(8dm)どちらの変民体も同程度に細胞間移行することから、 8K

タンパクは PVXの細胞問移行に必要不可欠なものではないことがぶ11変された。

このことを別のプラスミドの組み合わせで確認することにした。TGBタンパクと CP

の全てを欠くウイルスのコンストラクト piX.erG3(TdCd)を作成し(凶 15A)、p35X25、

p35X12、p35XCPの3種類のプラスミドと共に葉の細胞に導入した。25Kタンパ夕、 12K

タンパク、 CPの共発現により、図 17Hに例示するように、約 340/0の感染部位で

PVX.erG3(TdCd)の細胞間移行が観察された(表 7)。また、 piX.erG3(TdCd)を p35X25、

p35X12、p35X8、p35XCPの 4種類のプラスミドと共に導入した場合、ウイルスの移行

が観察される割合は 820/0に上昇した(図 171、表7)。この結果から、 8Kタンパクは PVX

が細胞問移行するために必要不可欠なものではないが、移行の効率を高めるために必要

であると結論づけられた。

25Kタンパク、 12Kタンパク、 CPを共発現させた場合、 PVX.erG3(TdCd)の細胞間

移行が観察される割合 (340/0)は PVX.erG3(8dm)単独の感染の場合 (14%) に比べて有

意に高かった(表 7)。このことから、 35SプロモーターによっておK タンパク、 12K
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タンパク、 CPのいずれかが過利発刻されたことで 8Kタンパクの機能欠損が相補され

た IIJtì~↑'1:が考えられた。

このIJJ能性を検討するため、 piX.erG3(8dm)を p35X25、p35Xl2、p35XCPのいずれ

か-っと共に葉の細胞に導入した。その結決、 piX.erG3(8dm)を p35Xl2と共に導入した

場介に、約 600/0の感染部位でウイルスの移行が観察された([文I171、表 7)。このことか

ら PVX.erG3(8dm)の移行能欠航は 12Kタンパクの過剰党現によって部分的に相補され

ることが判明した。一方、 p35X25または p35XCPとの同時導入では、ウイルスの細胞

間移行が観察される割合は piX.erG3(8dm)を単独で、導入した場合と変わらなかった(衣

〆"' 7)。また、positivecontrolとして piX.erG3(8dm)をp35X8と共に導入した場合には、約 90%

の庁|行、í~ で、 PVX の移行が観察された。 PVX.erG3(25fs)及び PVX.erG3(Cd)の移行能欠1Nは

12Kタンパクの一過的発現によって相補されなかった(凶 17K.L、表 7)。したがって

8Kタンパクの機能欠損は 12Kタンパクの過剰発現によって相補されることが分かった。

r---

【8Kタンパクの作用範囲}

-過的に発現した 8Kタンパクが、ウイルスの移行に伴って感染部位で細胞間移行

するかどうかを明らかにするため、 piX.erG3(8dm)、p3SX8、pBImGFPSERの 3種類の

プラスミドを N.benthamianaの葉に導入した。表8に示すように、約 910/0の感染部位に

おいて PVX.erG3(8dm)の感染域は遺伝子導入された細胞に隣接する細胞までであった

( [耳目、表 8)。残り 90/0の感染部位では PVX.erG3(8dm)は遺伝子導入された細胞に接

していない細胞まで移行していた。しかし、この割合は 8Kタンパク非存在下での

PVX.erG3(8dm)の細胞間移行のレベルと何程度であった。したがって 8Kタンパクは遺

伝子導入された細胞においてのみ機能し、ウイルスの移行に伴って細胞聞を移行するこ

とはないと考えられた。
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[12Kタンパクによる以形15述絡のSEL明大}

}J;UIラfTj主絡の透過↑:'1:.を IIZ11めるという機能は、多くの MPに共通すると考えられてい

る機能である。 tY<々 な分11}::のデキストランをマイクロインジェクションする)ji去によ

り、 Potexvirusの移行に必要なタンパクのqlでは TGBpl(25Kタンパク)がその機能を

iFlっているということが報告されていた (Loughet al. 1998)。しかし、第2章の序で述

べたように、マイクロインジエクシヨンにより伴られる結宋果.は必必、ずず、しも|七jj的とする夕ン

パク;本Jイキ本tイ+本+ド(長オ米|長毛の生化学的なj泊百削，性|

(""- たがつて!原京形質j連主給の透過性を上昇させるという MPの活性は、別の方法でで、も確カかEめて

r、

おく必要がある。

第2章では、 MPとGFPをそれぞれ-過的に党現するプラスミドをパーテイクルガ

ン法により葉の細胞に同時導入するという方法で、 TobamovirusのMPや CMVの3aタ

ンパクが GFPの細胞間の拡散を促進することをlifjらかにした。これらのタンパクは、

過去にマイクロインジェクションを用いた解析でも、原形質連絡の SELを増大させる

ことが報告されている (Waigmannet al. 1994， Wolf et al 1991， Vaquero et al. 1994)。した

がって、 MPとGFPの同時導入の実験系は、 MPの SEL増大活性を検出するための系

として利用可能であると考えられる。

PVXの TGBタンパク及びCPについてもこの系を用いて SEL増大活性を調べたと

ころ、 12Kタンパクがこの活性を持つことが分かった。 12Kタンパクが原形質連絡の透

過性を上昇させるという知見はこれまで得られていない。しかし Angellらは 25Kタン

パクを欠いた PVXが感染した細胞でも非感染細胞に比べてわずかにデキストランの移

行が促進されていることを報告し、 SELの増大にかかわるタンパクが 25Kタンパクだ

けではないということを述べている (Angellet al. 1996)。このわずかな SELの上昇は 12K

タンパクの機能によるものかもしれない。 12Kタンパクは膜タンパクに特徴的な疎水的

なドメインを持ち、細胞内で ERと思われる細胞内膜系と相互作用することが示唆され

ている (Solovyevet al. 2∞0)。一方、原形質連絡の構成成分の一つである desmotubule 
はER膜由来の構造であることから、 12Kタンパクは ERとの相互作用を介して原形質
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〆向、

j主絡のSELをI-j{させるのかもしれない。

こjれ〆Lまでで、SEL I上-J.夕灯丹iト-{活舌斤削'1"仇ゾq咋1:-をJ持-寺子つと与.えられてきた 2お5K夕ンパクについて、 そのj川丹川'1"ゾ

カf斗十食l山1'，されなカか、つた.fl川II!_山はイ不く什i印川り別jでで、あるカf人、 |卜卜-_J述主したよつにマイクロインジ工クシヨンを

)川川Ijれし、た角解干仰初析「にはi川!日川!リJ~題i垣抵Hι}点I

増大はイr~か 二次的な効果によるのかもしれない。 しかし trans-complementation 実験の結

果は PVX感染部位において 25Kタンパクが原形質連絡を通過していることを示唆して

いる。このことから 25Kタンパクがウイルス感染特異的に原形質連絡と相互作用し、SEL

を仁昇させる l可能性は否定で、きない。しかし GFP遺伝子との|中15導入の結果を見るか

ぎり、 PVXがコードするタンパクのうち、原形質連絡の SELの卜.昇に中心的な役割を

果たしているのは 12Kタンパクであると忠われる。

{感染細胞における TGBタンパク及びCPの細胞間移行】

Trans-complementation実験により、 25Kタンノfク、 12Kタンパク及び CPは l細胞

で一一過的に発現させた場合、隣接細胞においても機能し、ウイルスをさらにその先の細

胞まで移行させることが分かった。これにより、 25Kタンパク、 12Kタンパ夕、 CPの

3種類のタンパクは、 PVX感染細胞において、ウイルスの移行に伴って細胞聞を移行

していることが示唆された。一方、 8Kタンパクは発現した細胞においてのみ機能する

ことが分かった。

これまでにウイルス非感染細胞において 12Kタンパク及び CPが細胞間移行すると

いう報告はない。本章の序で述べたように、 N末端に GFPを融合した 25Kタンパクは

細胞間移行し、 一方、 C末端に GFPを融合した 25Kタンパクは移行しないと報告され

ている (Yanget al. 2ω0)。この2種類の融合タンパクに関して、両者とも PVXを移行

させる機能を持つという報告と (Yanget al. 2∞0)、C末端にGFPを融合した25Kタン
パクだけが PVXを移行させる活性を持つという報告がある (Morozovet al. 1999)。し

たがって、 25Kタンパクが細胞間移行能を持っているのかという問題は未解決のままで

あった。一方、ウイルス感染部位では、 l細胞で発現した 25Kタンパ夕、 12Kタンパク

及び CPが隣接細胞においても明らかに機能する。したがって、第2章で示した ToMV
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の場f?とliiJ;fぷに、 25Kタンパク、 12Kタンパク及び CPの細胞mJ移行は PVXの後製に

よって促進されると与-えられる。このことは PVXの移行と復製のHUにはイ"Iらかの十日正

作}l J がイヂイI~することをぶ11変する 。

Trans-complementationの尖験系を)ljし、た解析により、 Loughら (2000)は 25Kタン

パク及びCPがウイルスの移行に伴って細胞間移行していることを報合した(Loughet al. 

2∞0)。しかし、彼らの報告は、 12Kタンパクは l細胞で一過的に発現させた場合、そ
の細胞でのみ機能し、隣接細胞までしかウイルスを移行させられないという点で、本研

究で得た結果とは矛盾している。彼らの解析と本研究で、行った解析とはいくつかの点で

異なるが、最も重要と考えられる相違点は、用いた PVXベクターとウイルスの複製を

同定するためのレポーターにある。本研究では、重複した CPサブゲノムプロモーター

からレポーターとして erG3GFPを発現する PVXを用いたが、彼らの解析では、 GFP-

2A-CP融合タンパクを発現する PVXを用いている。 GFP-2A-CP融合タンパク自身は機

能しないが、自己切断活性を持つアミノ酸配列である 2A配列の働きにより、活性を持

つCPが生成し、このPVXは細胞間移行できるようになる (SantaCruz et al. 1996)。し

かし、 GFP-2A-CP融合タンパクを発現する PVXの移行は、重複した CPサブゲノムプ

ロモーターからGFPを発現するタイプのものに比べて遅いことが報告されている (Santa

Cruz et a1. 1996)。その理由として、 2A配列による自己切断が完全で、はないため、少な

からず存在する GFP-2A-CP融合タンパクが、ウイルスの細胞間移行において阻害的に

働いていることが考えられる。 Loughらが行った GFP-2A-CPを発現する PVXを用いた

trans早complementationの系では、 12Kタンパクまたは 8Kタンパク遺伝子を各変異 PVX

のコンストラクトと共に導入した場合、PVXの移行能欠績が相補されない割合が約 60%

---70%と非常に高い (Loughet a1. 2∞0)。一方、本研究では、 8Kタンパクの機能喪失が
12Kタンパクの過剰発現により相補されることを示した。このことから、 GFP-2A-CP

融合タンパクは12Kタンパクの機能に対して阻害的に働くのではないかと考えられる。

この観点から、 CPと 12Kタンパクとの相互作用、もしくは移行機能における両者の関

連性を調べてみると興味深い知見が得られるかもしれない。
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[PVXの細JJ包11¥j移行における 8Kタンパクの役川}

8Kタンパクを欠く PVXは、細11包frU移行能を〉己うでにはfたっていなかった。このこと

は、 PVXは 8Kタンパクを欠いても細JJ包I/U移行することができるが、効;不よく移1J~ーする

ためには 8Kタンパクの機能が必安であることをぷ11木する。また、 PVX.erG3(8dm)が細

胞IIIJ移行する割合は 12Kタンパクの過剰発現により l二-昇した。従って、 12Kタンパク

は 8Kタンパクが存紅しない場合、十分に機能できないが、過剰発現により、その機能

レベルを回復できると考えられる。すなわち、 8Kタンパクの役割は、 12K タンパクが

1-分にその機能を米-たせるように補助することであるといえる。

(' N. benthamianaの葉の表皮細胞では、 GFP-12K融合タンパクは、細胞内部の ER膜

r、

由来と考えられる構造に局在するが、 8Kタンパクを共に発現させると、 GFP-12K融合

タンパクの局在は細胞の周縁部に変化することが刊行止されている (Solovyevet al. 2∞0)。
このことから、 8Kタンパクの役割は 12Kタンパクを細胞の周縁部に局仇:させることで

あり、それによって山形質連絡の透過性を高める 12Kタンパクの機能を補助している

のではないかと考えられる。また、 12Kタンパクの過剰発現により 8Kタンパクの機能

欠損を相補できることから、 8Kタンパクが存イf:しない場合でも 12Kタンパクのごく 一

部は細胞周縁部に存在でき、機能すると考えられる。 8Kタンパクを欠く PVXが leaky

な表現型を示すのはそのためであろう。

【PVXの細胞間移行のメカニズム}

以前 Loughらによって提唱された Potexvirusの細胞間移行に関するモデルでは、ゲ

ノム RNAが TGBpl (25Kタンパク)及び CPと複合体 (vRNP) を構成し、原形質連

絡を通過していくとされる。その際、原形質連絡の SELを上昇させるタンパクは TGBpl

であると考えられている。 一方、 TGBp2(12Kタンパク)及び TGBp3(8Kタンパク)

は vRNPを複製の場から原形質連絡まで運搬する役割を担っており、原形質連絡に直接

働きかけたり、そこを通過する際に必要であるとは考えられていなかった。

本研究では l細胞で一過的に発現した 25Kタンパク、 12Kタンパク及び CPがウイ

ルスの細胞間移行に伴って隣接細胞に移行することを示した。さらに、 12Kタンパクが
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JJ;{ }杉T:j主絡のSELを明大させることを|リjらかにした。

これらの知見のうち、 25Kタンパク及び CPに関するものは、 Loughらの捉附した

モデルを文J、?するが、 l口2K夕ンパクの{役支;刈i月刊i地リについてはf修多|川正l正する必必、，1吹安泣必:がある o tI以フス、|卜卜、イ-にイ本う£叫;

究で|リ別り川jらカか、になつた知;比よをイ与考与号'J，庖ιした POωtexvi日ru山I路Sの細)泡11川i口川lりj移fわ行rσの〉モデデPルをJj足L山11削lV引J日iする (け|似弐刈l 
l円9)0

PVXゲノム RNAは25Kタンパク、 CP及び 12Kタンパクの 3/1-と複合体 (vRNP)

を構成し、以形質連絡を通過し、|捺銭細胞に移行していくと考えられる(凶 19-3)。隣

接細胞に欣/Hされた 25Kタンパク、 12Kタンパク及びCPはウイルスをさらに先の細胞

(' に移行させるために再利用されるのであろう(図 19-4)。

~ 

8Kタンパクの役割は 12Kタンパクの機能補助であることから、 8Kタンパクは 12K

タンパクと相 I[~作用し、 vRNP を原形質連絡、あるいはその近傍まで運搬することであ

ると考えられる。 12Kタンパク及び 8Kタンパクはそのアミノ酸配列から膜タンパクで

あることが戸予惣され、また、実際に細胞内で ER膜や細胞膜に局在することが知られて

いる (Hefferonet a1. 1997， Solovyev et al. 2000) 。これらのことを考慮すると、 PVX の v貯~P

は小胞輸送の系に乗って原形質連絡に到達するという可能性が考えられる(図 19-1)。

あるいは、 vRNPは8Kタンパクの働きにより、細胞周縁部(細胞膜)にまず輸送され、

細胞膜上を原形質連絡まで運搬されるという可能性も考えられる(図 19-1、2)。

原形質連絡に到達した vRNPは、 12Kタンパクの機能によって拡げられた原形質連

絡の内部を通過して隣接細胞に移行していくと考えられる。 8Kタンパクは発現した細

胞内でのみ機能することから、 vRNPが原形質連絡を通過する前に、 8Kタンパクは解

離するのであろう(図 19-3)0 PVX感染細胞では原形質連絡の中を貫通する desmotubule

が破壊されていることから (SantaCruz et al. 1998)、vRNPは原形質連絡内部の細胞膜上

を移動して通過するのかもしれない。
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図14 PVXの複製とタンパク合成

、
@ 

ゲノムRNAのプラス鎖から翻訳される約160kDaのRNA複製酵素により、プラス鎖を鋳型にマイナス
鎖が合成される。逆にマイナス鎖を鋳型にプラス鎖が合成され、ウイルスは増殖する。また、マイナ
ス鎖を鋳型に 3種類のサプゲノムが合成され、それぞれのサプゲノムからTGBタンパクとCPが翻訳さ
れる。ただし、 8Kタンパクは、 12KタンパクORFの開始コドンをリボソームが通過し(leak:yribosome 
sc組 ning)、8KタンパクORFの開始コドンを認識することによって合成される。
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図15 実験に用いたプラスミドの模式図
(A) PVXの感染性プラスミドの模式図。最上段の折れた矢印はサプゲノムプロモーターの位置を示
す。黒塗りの三角はフレームシフト変異、白塗りの三角は塩基置換変異を導入した箇所を示し、下向
きの矢印は内部欠失変異を導入した箇所を示す。破線は各TGBタンパクORFの配列が残っているが、
翻訳されない部分、また影付きの部分は翻訳される部分を示す。
(B) MP及びGFPの一過性発現プラスミドの模式図。プラスミド名の下()内に植物細胞内で発現す
るタンパクの名前を記した。
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図16 TGBタンパク及びCPによるGFPの細胞間拡散
pBIG3を (A)p35X25、 (B) p35X12、 (C) p35X8、 (D) p35XCPと共に導入した。 12Kタンパクを共発
現した場合にGFPの細胞聞の拡散が促進されたが(齢、他のタンパクとの共発現によってはGFPの拡散は
促進されなかった (A、C、D)。観察は全て遺伝子導入後24時間で行った。 Bar=25μm
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図17 PVXのDNA感染と移行能欠損の相補
(A) piX.erG3のN.benthamianaの本葉への導入から72時間後のウイルス感染部位。ウイルス感染に伴い
GFPの蛍光が拡がっている様子が観察される。 (B-G)各TGBタンパク及びCPに変異を導入したPVXの感
染部位。それぞれ (B)piX.erG3(25fs)、 (C) piX.erG3(12fs)、 (D) piX.erG3(Cd)、 (E、F)
piX.erG3(8dm)、 (G) piX.erG3(TdCd)を導入した。 piX.erG3(8dm)を導入した場合、約14%の部位で
PVX.erG3(8dm)の感染が複数細胞に拡がっていた (F) 0 (H) piX.erG3(TdCd)をp35X25、p35X12、
p35XCPの3種類のプラスミドと共に導入したところ、約34%の感染部位でPVX.erG3(TdCd)の移行が観察
された。(1)piX.erG3(TdCd)をp35X25、p35X12、p35X8、p35XCPの4種類のプラスミドと共に導入した
場合、約82%の感染部位でPVX.erG3(TdCd)の移行が観察された。(1)piX.erG3(8dm)とp35X12を同時導入
したところ、約60%の感染部位でPVX.erG3(8dm)の移行能欠損が相補された。しかし、 piX.erG3(25fs)と
p35X12を導入した場合 (K)及びpiX.erG3(Cd)とp35X12を導入した場合 (L)のいずれにおいてもPVXの
移行能欠損は相補されなかった。 B-Lも全て遺伝子導入後72時間で撮影したもの。 Bar=50μm
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Blue light UV light 

図18 Trans-complementation実験によって調べたTGBタンパク及びCPの作用範囲
(A、B)piX.erG3(25fs)、p35X25、pBlmGFP5ERの3種類のプラスミドを同時導入した。 (C、D)
piX.erG3(12fs)、p35X12、pBlmGFP5ERの組み合わせで導入した。 (E、F)piX.erG3(8dm)、p35X8、
pBlmGFP5ERの組み合わせで導入した。 (G、H)piX.erG3(Cd) p35XCP、pBImGFP5ERの組み合わせで導
入した。 A、C、E、Gは青色光照射下で、 B、D、F、Hは同ーの視野をuv照射下で撮影した。 uv照射によ
って同定される遺伝子導入細胞の輪郭を赤線で示した。 A、C、Gではこの細胞から細胞境界を2つ以上越
えた細胞(矢印)でもGFPの蛍光が観察されることから、 25Kタンパク、 12Kタンパク、 CPは遺伝子導入
細胞に隣接する細胞においても機能していることが分かる。一方、 EではGFPの蛍光は赤線で示した細胞
に直接境を接する細胞までしか鉱がっていないことから、 8Kタンパクは遺伝子導入細胞においてのみ機能
していると考えられる。 B出冨25μm。
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図19 PVXの細胞間移行のモデル
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1、TGBタンパクとCPは、ゲノムRNAと複合体 (vRNP)を形成し、輸送小胞によって細胞の周縁部に運搬され
る。またはゲノムRNA、25Kタンパ夕、 12KタンパクとCPの複合体が細胞周縁部に運ばれ、そこで8Kタンパ
クと結合する。
2、vRNPは細胞膜上または細胞周縁部のER膜上を原形質連絡まで移行する。
3、vRNPが原形質連絡に到達すると、 8Kタンパクは解離する。また、 12Kタンパクが原形質連絡に作用し、
SELを増大させ、ゲノムRNA、25Kタンパク、 12KタンパクとCPは隣接細胞に移行する。
4、隣接細胞に放出されたタンパクはウイルスをさらに隣の細胞に移行させるため、再利用される。

vRNPには複製に関わるコンポーネントが含まれている可能性も考えられるが、図を簡略化するため示さなかっ
た。
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ぷ6. TGB タンパク及び CP の GFP の細胞IIJJ拡散に刈-する ;;f;~!.~~Æ

expre以edproteins 

G3GFP 

G3GFP 

G3GFP 

G3GFP 

+ 25K 

+ 12K 

+ 8K 

+ CP 

frequency of GFP signals in 

lwo or more adjoining ceJlメ (0/0) 

17/283(6) 

1081192 (56) 

12/199 (6) 

101144 (7) 

データは遺伝子導入後 24R:.f f/りでの(複数細胞で GFPの蛍光が観察された部位の数)/ 

(GFPの蛍光が観察された部伎の総数)を示す。()内の数字はその%である。また、

tichomeの細胞間では GFPの移行が MP非存在下でも頻繁に観察されるため、数に合め

ていなし、。
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点7. ?千変児休 PVX のぷJJlI~~! と移行fjE欠Hlの十Urlli

PVX mutant co-ex pressed 民ingJe-ceIl 2 ceJJs 3 or more ceJJs 

protein (s) infection (0/0) infected (0/0) infected (%) 

PVX.erG3(25fs) 47 (100) 0(0) 0(0) 

PVX.erG3( 12fs) 58 (100) 0(0) 0(0) 

PVX.erG3(8dm) 101 (86) 13(11) 4 (3) 

PVX.erG3(Cd) 45 (100) 0(0) 0(0) 

PVX.erG3(TdCd) 30 (100) 0(0) 0(0) 

PVX.erG3(TdCd) 25K+12K+8K+CP 42 (18) 19 (8) 177 (74) 
/ヘ

PVX.erG3(TdCd) 25K+12K+CP 95 (66) 31 (22) 18 (12) 

PVX.erG3(8dm) 25K 100(87) 12(11) 2 (2) 

PVX.erG3(8dm) 12K 55 (40) 32 (23) 51 (37) 

PVX.erG3(8dm) 8K 13 (9) 22 (16) 105 (75) 

PVX.erG3(8dm) CP 73 (91) 6 (8) 1 (1) 

PVX.erG3(25fs) 12K 33 (100) 0(0) 0(0) 

PVX.erG3(Cd) 12K 58 (100) 0(0) 0(0) 

移行能を欠損した PVXの感染性プラスミドを単独で、または TGBタンパク及びCPを

発現するプラスミドと共に導入し、遺伝子導入後 72時間で GFPを発現している細胞の

数をカウントした。 ( )内の数字は全感染部位に対する割合を%で示したものである。

o ただし、葉肉細胞は細胞の形がわかりにくいため、数に含めなかった。
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夫8. TGBタンパク及びCPの-)品'1ゾ1:発現による移行能欠Hlpvxの感染範IJH

bombarded plasmidsa cell-cell boundariesh total no. of 

infection 

2 or more sites 

piX.erG3(25d) + p351X25 + pBlmGFP5ER 16 (17) 88 (83) 104 

piX.erG3( 12d) + p351X 12 + pBlmGFP5ER 22 (24) 68 (76) 90 

piX.erG3(8dm) + p35/X8 + pBlmGFP5ER 64 (91) 6 (9) 70 

piX.erG3(Cd) + p35IXCP + pBlmGFP5ER 9 (17) 44 (83) 53 

a プラスミドの構造は図 15に示した。

b数字は去にぶした数の細胞境界を越えて PVX.erG3(SF3)が移行した感染部位の数を示

す。()内に全感染部位に対する割合を%で示す。典型的な感染パターンを図 18に示

した。
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第 4章 異種ウイルス間での移行能欠損相補実験による

細胞間移行の解析
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十1((物ウイルスの MPは、ウイルス柿によってアミノ限配列や発JJl様式がそれぞれ呉

なっている。また、第 2，';'I:、第3fEでは ToMV、PVXの細胞!日j移行と絞烈カサ;あ，vM(10に

行われている IIJíj~ 'I'tがあることを述べた。これらのことから細胞!日j移行のメカニズムは

ウイルス稲によって民なり、 MPとウイルスの1111には特異性がJ存在すると考えられる。

しかし、あるウイルスの移行機能が異種ウイルスの移行能欠損をを相倒することを示唆

する研究結果も版行されている。 PVXを Tobamovirus属の SHMVや Hordeivirus属の

Barley stripe mosaic virus (BSMV) と共に抜柿すると、 PVXが本来移行できない種類の

植物において移行することや、 MP遺伝子を欠似した PVXが SHMVとの1fT]時接種によ

って細胞間移行することが報告されている (Atat児kovet al. 1999， Malyshenko et al. 1989)。

キメラウイルスをJJjしEた解ネ斤で、は、 BSMVの MP泣{云子を TMVの MPまたは RCNMV

(Dianthovirusの-つ)の MPと入れ替えても細胞間移行することや、 RCNMVの MP

を持つキメラ TMVが細胞間移行することも報行されている (Solovyevet al. 1996， 1997， 

Giesman-Cookmeyer et al. 1995)。また、 TMVのMPを発現するトランスジェニックタバ

コにおいて、 MPを欠損した CMVや RCNMVが細胞問移行することが報告されている

(Cooper et al. 1996， Giesman-Cookmeyer et al. 1995)。

Morozovら(1997)は、 25Kタンパクを欠く PVXの移行能欠損が、 ToMVやCr-TMV

のMPの一過性発現により相補されることを報行した (Morozovet al. 1997)。しかし一

方で、 TMVの MPを発現するトランスジェニックタバコにおいて 25Kタンパクを欠く

PVXが移行できないという報告もあり(Areset al. 1998)、PVXとTobamovirusの移行

機能が交換可能であるのかどうか分かっていなかった。

異種ウイルス問での細胞間移行の相補に関する知見を集め、その共通性と特異性を

解析することは植物ウイルスの細胞間移行のメカニズムを理解する上で重要な手がかり

を与えることになると考えられる。第 l章で述べたように、 DNA感染系は異種ウイル

ス問での細胞間移行の相補現象の解析に応用可能である。そこで本研究では ToMVと

PVXの DNA感染系を用いた廿ans-complementation実験により、異種ウイルス間での移

行能欠損相補の解析を行った。また、本研究では、 ToMVと PVXに加え、この両者と
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は分知 lJ14なる Cucumbermo刈lCVlr山 (CMV)のMPとCPもfjf:せて川い、解析を行っ

た。

CMVは 3う〉ailのプラスj;l'!RNAゲノム (RNAl、RNA2、RNA3) をJ、子つウイルスで

ある。 RNAl、RNA2には laタンパクと 2aタンノfクがコードされている(IヌI20A) 0 こ

の2種類のタンパクはウイルス俊製に必要なタンパクであり、 l細胞でのウイルス噌殖

には RNAlとRNA2だけで十分である。RNA3には 3aタンパクと CPの 2税類のタン

パクがコードされており ([~120A) 、 CMV の細胞問移行にはこの両者が必須である (Canto

et al. 1997)。したがって 3本のゲノム RNAがIi iJ 11与に宿主植物の細胞に侵入することが

全身感染に必要となる。

マイクロインジェクションを用いた解析により、 3aタンパクは 10kDaのデキスト

ランを細胞間拡散させることが報告されている (Vaqueroet al. 1994， Ding et al. 1995)。

第2章でも 3aタンパクは GFPの細胞聞の拡散を促進することが示されており、 3aタン

パクは原形質連絡の透過性を高める機能を持つと考えられる。また、 invirtoの系にお

いて 3aタンパクは配列非特異的に RNAを結合することも報告されている (Dinget al. 

1995， Li and Palukaitis 1996， Vaquero et al. 1997)。このような 3aタンパクの性質は TMV

の MPと類似している。しかし、 CMVの 3aタンパクを発現するトランスジェニックタ

バコでは MP欠損TMVは移行できないことが報告されている (Cooperet al. 1996)。

本研究ではまず、 ToMVと PVXの移行機能が互いの移行能欠損を相補できるか調

べた。その結果、 ToMVと PVXの MPの一過性発現によって、それぞれ互いの移行能

欠損は相補されないことを明らかにした。また、本章では CMVの 3aタンパクと CP両

者の一過性発現によって、 ToMVと PVX両者の移行能欠損が相補されることを明らか

にした。しかし CPを必要としなくなる変異 3aタンパクは ToMVを移行させるが PVX

は移行させないことから、 CMVの 3aタンパク及び CPによる細胞間移行のメカニズム

はToMVとPVXの間で異なっていることが示唆された。
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材料とノjiL

[CMV3a タンパク及び CP の A過件発JJ~ フoラスミドの構築】

p35YM、p35YMd33、p35YCP

CMV (y系統)の 3aタンパクをコードするプラスミド pYMI22(北海道大学訂川雅

之博士より分与)をテンプレートとし、 3a-fw及び 3aDelrevプライマーを用いた PCR

により増幅した DNA 断片 (C3a~C33 をコードする)を BamHI-SacI 消化し、 pBI221 の

BamHI部位と SacI部位の問に挿入して p35YMd33を得た。 pYMI22をBamHI消化し、

末端を平滑化した後 NdeI消化して符られる C3aをコードする断n-をp35YMd33の NdeI
部位と平滑化したおcI部位の聞に挿入して p35YMを得た。 CMVの CP遺伝子を含む

プラスミド pC3-3a247T(京都大学永野秀11行博士より分与、 Naganoet al. 1997) をテンプ

レートとし、 YCPfw及びYCPrevプライマーを月jしサこ PCRにより YCPをコードする断

片を増幅し、 BamHI-SacI消化して pBI221の BamHI部位とおCI部位の聞に挿入して

p35YCPを得た。

プライマーの配列を以下に示す。プラスミド構築のために利用した制限酵素の認識配列

を囲み線で示す。

YCPfw 

YCPrev 

3a-fw 

3aDelrev 

5' - AG'I1GGATCC~TGGACAAATCTGAATCA -3' 

5'- TT叶GAGCTC~GACTGGGAGCACTC -3' 

5' - GG刈GGATCCCATATGIGCTTTCCAAGGTA -3' 

5 '一 TcclGAGC吋 rAACTGCGCGCAT町

[N. benthamianaの栽培とパーテイクルガンによる遺伝子導入及び顕微鏡観察】

第2章の材料と方法を参照のこと。ただし、 PVX感染性プラスミド(名前が piX.で、

始まるもの)のパーテイクルガンによる遺伝子導入では、ラプチャーディスクは 11∞pSl
の破壊圧のものを用いた。
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【移行能欠似 PVXとTobamovirusのMP巡ら~ [-の|司時導入}

PVXの細胞11"1移行能欠Hiが Tobamovirusの MPの ';Mrl'l党JJ!'こよ って十UrllJされるの

かどうかを調べた。

25Kタンパクを欠く PVXのコンストラクト piX.erG 3(25 fs)を p35LM(ToMVの MP

を発現する:[ヌ158) と共に N.benthamianaの葉に導入し、 3日後に倒祭したところ、

PVX.erG3(25fs)の感染は全ての感染部位で、i細胞にとどまっていた(凶 21A、表 9)。

p35CcM (SHMVの MPを発現する:図 58) との同時導入によっても PVX.erG3(25fs)の

fヘ 移行は全く見られなかった(図 21D、表9)。しかし p350MM(TMVのMPを発現する。

r、

図 5B) と同時導入した場合、約 100/0の部{ιでウイルスの感染が数細胞におよがっている

様子が観察された([ヌJ21C、表 9)0 12Kタンパクまたは CPを欠く PVXのコンストラ

クト piX.erG3(12fs)またはpiX.erG3(Cd)とp35LMを同時導入した場合にも PVX.erG3(12fs) 

または PVX.erG3(Cd)の細胞間移行は観察されなかった(表 9)。また、 8Kタンパクを

欠くコンストラクト piX.erG3(8dm)と p35LM の同時導入ではがJ50/0の部位で

PVX.erG3(8dm)の細胞間移行が観察されたが、これは第3章に示すように 8Kタンパク

を欠く PVXがわずかに細胞問移行する能力を持っているためであると考えられた(表

9、表 7)。したがって、 PVXの TGBタンパク及びCPのどの機能も ToMVの MPによ

っては代替できないことが分かった。しかし、 TMVの MPが、弱いながらも PVXの移

行能欠損を相補したことから、全ての Tobamovirusの移行機能が PVXの移行能欠損を

相補しないわけではないことが示唆された。

TGBタンパク及び CPのいずれか一つだけを欠く PVXが感染した細胞では、それ

以外の TGBタンパクまたは CPが PVXのゲノム RNAと相互作用する可能性がある。

これにより、 ToMVの MPと PVXゲノム RNAとの相互作用が阻害され、その結果変

異 PVXの移行能欠損が相補されなかった可能性が考えられた。この可能性を検討する

ため、 TGBタンパクと CPを全て欠く PVXの感染性クローン piX.erG3(TdCd)をp35LM

と同時に導入したが、 PVX.erG3(TdCd)の細胞間移行は全ての感染部位において観察さ

れなかった(図 21E、表 9)。したがって、 PVXの移行能欠損は ToMVの MPによって
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十U1!1iで、きないことが分かったの

{移行fjE欠fJiToMVとTGBタンパク及びCP.ì出1~rとの 11iJ 11.):導入】
逆のゾミ!検として、 PVXのコードする移行機能によって ToMVの移行能欠1"iiが相怖

されるかどうか調べるため、MPを欠く ToMVの感染↑ノf::クローンpiL.erG3(SF3)を、各TGB

タンパクと CPを a過(1<]に発現する 4種類のプラスミドと共にN..benthamianaの葉に導

入した。しかし、 ToMV.erG3(SF3)の細胞問移行は観察されなかった(図 21F、表 9)0

tr'1 3章で、示したとおり、 PVX.erG3(TdCd)はこの 4樟煩のプラスミドとのInJIL]:存入によ

り、 820/0の感染部位で細胞問移行したことから(衣 7)、計 5種類のプラスミドの同時

導入によっても、 PVX.erG3(TdCd)の移行能欠損を相補するのに十分な量のタンパクが

発現していると考えられる。したがって、 PVXのコードする移行機能は ToMVの移行

能欠損を相補できないことが分かった。

[CMVの3aタンパクと CPによる ToMVとPVXの移行】

CMVのコードする移行機能によって ToMVあるし刈ま PVXの細胞間移行能欠損が相

補できるかどうか trans-complementation実験により調べた。 piL.erG3(SF3)を CMV(y 

系統)の 3aタンパク (MP) を発現するプラスミド p35YMと同時に導入した場合は、

ToMV.erG3(SF3)の細胞問移行は観察されなかった(閃 22A、表 10)。ところが、 CMV

の CPを 3a タンパクと共に発現させた場合には、約 90%の感染音I){立において

ToMV.erG3(SF3)の細胞間移行が観察された(図 22B、表 10)。なお、piL.erG3(SF3)とCMV

の CPを発現する p35YCPとの同時導入では ToMV.erG3(SF3)の移行は観察されなかっ

た(表 10)。この結果から、 CMVの 3aタンパクは原形質連絡の透過性を高め、問A

を結合する能力を有するが、それだけでは ToMVを細胞間移行させることはできず、

CMVの移行に必要なコンポーネント (3aタンパクと Cp)がそろった場合にのみToMV

を移行させうることが分かった。

3aタンパクの C末端 33アミノ酸を欠失させると、その CMVは細胞間移行に CPを

必要としなくなることが報告されている (Naganoet al. 1999)。この現象が ToMVの細
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11包IlIJ移行においても凡られるか検出Eするため、 C ~j;M 33アミノ般を欠失した 3aタンパ

ク (3~C33) を 35S プロモーターにより党現するプラスミド p35YMd33 を構築し、

piL.erG3(SF3 )と 11iJ 11 s=呼人した。そのあlj決、 CPがイヂイ1:しないにもかかわらず、 970/0の感

染白!日ιで ToMVの細JJ'rIHIJ移行が制祭された(1文122C、点 10)。このことから、 ToMVの
細胞間移行においても、 CMVの場合と同様に C末端 33アミノ般を欠失した 3aタンパ

クはCP要求性を失うことが分かった。

3~C33 rp_独の機能により CMV は細胞間移行する。しかし 3~C33 と同時に完全長

の 3a タンパクを発現するような組み換え CMV は、移行の速度が肝中111あるいは 3~C33

を発現する変異 CMVよりも遅いことが版行されている(京都大学、永野秀昭博士から

の私イ言)。この現象がMP欠損ToMVの移行の相補においても観察されるか調べるため、

piL.erG3(SF3 )と p35YM、 p35YMd33 を同 IF，~に j尊入した。その結果、 3a タンパクと 3~C33

の共発現により、 ToMV.erG3(SF3)の細胞II¥J移行が観察される訓介は 490/0にまで減少し

(図 22E、表 10)、3a企C33による ToMV.erG3(SF3)の移行は 3aタンパクによって阻害

されることが分かった。さらに、 piL.erG3(SF3)とp35YM、p35YMd33、p35YCPの 4種

類のプラスミドを導入し、 3a、 3~C33 及び CP の 3 者を共発現させると、ToMV.erG3(SF3)

の細胞間移行が観察される割合は 850/0にまで同復した。また、 ToMVの MPと3aを共

発現させた場合には、約 950/0の部位で ToMV.erG3(SF3)の細胞間移行が観察された。し

たがって、 ToMVの MPによる ToMV.erG3(SF3)の細胞間移行は、 3aの発現により阻害

されないことが分かった(表 10)。

PVXの移行能欠損を CMVがコードする移行機能によって相補できるかどうか同様

の実験によって調べた。移行能欠損変異体としては TGBタンパクと CPを全て欠く

PVX.erG3(TdCd)を用いた。 PVX.erG3(TdCd)の移行能欠損は 3a遺伝子との同時導入によ

っては相補されなかったが、 3aタンパクと CPの両遺伝子を供給した場合、約半分の感

染部位で PVXの移行が観察された(図 23A.B、表 11)。しかし ToMVの場合とは異な

り、 C3a~C33 の発現によっては PVX.erG3(TdCd)の移行能欠損は相補されなかったO ま

た、 C3a~C33 に加えて CP 遺伝子を供給しても PVX.erG3(TdCd)の移行能欠損は相補さ

れなかった(図 23C，D、表 11)。
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これらのがi米から、 MP欠打1ToMVの移行には CMVの3aとCPI，lut;-が必安で、ある

こと、 3a の c~1;Mの欠引により CP 安求性を失うこと、また、3~C33 の機能による ToMV

の移行に付して、完全長の 3a は 1~ 1lTi;: (1<] ，こ働くことなど、 ToMVとCMVはネ細U山l日JJ抱包ω|日川lハ川lリj移fわ行J : 

に|以山主対lして 3a 夕ンパク及びび、 CPへのイ依2衣〈イ存子孔，性|

しMP欠J損;員1PVX は 3勾~C3刀3 の機能によつて移行できないことカか瓦ら、 PVX の細胞IBj移行

に関しては 3aタンパク及びCPへの依存性がCMV、ToMVとは異なっていることが分

かった。
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かUlJJ包IIU移行における MPとウイルスの1111の特州ゾu
本市では、 ToMV と PVXの移行能欠1[1が 1(.し、の移行機能によって十IJ十|りされないこ

とをぶした。 !IIJjウイルスの MPは共に似)lZK辿絡の SEL1¥8大活ttをj'，):ち、 RNA結合fjB

を有することが報(itされている。しかし本研究で作られた結果は、ウイルスの細胞問移

行には、これらの能)Jだけでは不卜分であることを広味する。第2章では ToMVの MP

の局在性がウイルス伎製によって変化することから、 MPが複製酵素抜介イ体本の構)成瓦成分

または複製が起こることによつてi誘誘導される?石什i'i什i主川:.1大刈I-Y子子子a と相互作用するrJ

たo PVXの細)胞抱間移fわ行Jにおいても同様のことが}起t包込こる可能性を第3章でj述主べたO した

がって、 ToMVと PVXの問には、複製酵素や?iFji:|母子と MPとの相-lf_作JtJにおいて、

互いに交換不能なi勾係があるのかもしれなし】。別の I可a能性として、 ToMVと PVXの移

行機能が交換不能であった原因が、 MPと RNAの細胞内局在性の追いにあることが考

えられる。ウイルスの細胞問移行には、 MPがウイルスの複製の場に共存することが必

要であると考えられる。 ToMVも PVXも ER肢に由来する封入体内で複製すると考え

られている。しかし、それぞれのゲノム RNA の }1~J{fが互いの MP の同紅と重ならない

ため、それぞれのウイルスの移行能欠損が他方のウイルスの MPによって相補されなか

ったのかもしれない。いずれにせよ、どちらのウイルスの MPも他方のウイルスの移行

能欠損を相補できなかったことは、複製と細胞間移行との聞に何らかの相互作用が存在

するという説を支持する結果である。

ToMV、PVX両者の移行能欠損は CMVの 3aタンパクの単独発現によっても相補さ

れなかった。 3aタンパクは 10kDaのデキストランを細胞間拡散させ、また配列非特異

的に RNAを細胞間拡散させることがマイクロインジェクションを用いた解析によって

示されている (Dinget aI. 1995， Vaquero et al.1994)。また3aタンパクはRNA結合能を

持つことも報告されている (Vaqueroet al. 1997， Li and PaIukaitis 1996) 0 SEL増大活性や

悶 A結合能を有するにもかかわらず、 3a単独では ToMVや PVXの移行能欠損を相補

できないことからも、ウイルスの細胞間移行はこれらの機能だけでは説明できないこと

が分かる。
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[CMVの3aタンパクと CPによる ToMV及びPVXの移行能欠引の十llfllJ】

3aタンパクはiji.独では ToMVや PVXの移行能欠1"11を相1111できなかったが、 CMV

の CPとのjM古川によって ToMVとPVXII"j-X-の移行能欠J討を相補した。このことは、

transgeneから発現した 3aタンパクは MPを欠く TMVの細胞間移行を相補できないこ

と、また CMVの細胞問移行には 3aとCPの両者が必要で、あることと -致する (Cooperet 

al. 1996， Canto et al. 1997) 0 ToMVとPVXがコードする移行機能によって互いのウイル

スは移行できないことから、これらのウイルスの移行のメカニズムには決定的に異なる

部分があると与-えられる。にもかかわらず、 CMVがコードする細胞間移行の機能は両

ウイルスを移行させることができた。したがって CMVの 3aタンパクと CPは、ウイル

ス種非特異的にゲノム RNAまたは複製絞合体を細胞間移行させる能力があるのかもし

れない0

3aとCPの共発現によって、 ToMV.erG3(SF3)は約 90%の割合で細胞問移行したのに

対し、 PVX.erG3(TdCd)は約 50%しか移行しなかった。両ウイルスの移行の程度が異な

る原因として、 ToMVの複製複合体または移行に関わる宿主因子が、 PVXのものより

も 3aと高い親和性を持って相互作用しているということが考えられる。その根拠とし

て、 3~C33 の発現により ToMV の移行は相補されたが、 PVX の移行は相補されなかっ

たことが挙げられる。このことは 3~C33 が ToMV の MP と類似した性質を持つことを

示唆する。アミノ酸配列から立体構造を推測すると、 Cucumovirusの 3aタンパクと

TobamovirusのMPには類似した部分が存在することが報告されている (Melcher2000)。

このことから、両者の MPは共に 30Kタンパクスーパーファミリーという同じカテゴ

リーに分類できるといわれている (Melcher2000)。

【3aタンパクによる細胞間移行の阻害}

3~C33 は単独で MP 欠損 ToMV を移行させることができるが、完全長の 3a はでき

ない。つまり、 3~C33 は MP 欠損 ToMV の移行に関して活性型であり、完全長の 3a

は不活性型であると考えることができる。また、 3a企C33と 3aを共発現させた場合、
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3a企C33 による ToMV の移行がIqLi~: されたことは、ィ~ilíî'lゾ I~ )~~!の 3a がi1干It刷の 3仏C33に

刈ーし、 ドミナントネガテイブ効県を発持したと解釈できる。このド11宍効果の分{.機十tlj~ と

して与-えられることを|文124にIJ~す。

3aと CPが共存するj払-介、 3勾aはj川丹川，性|

及び?石?iけi主:_[仏凶大刈i子と共に移行 11リ可r能な衿複Jii合イ体本を形成する (閃 2μ4一lυ)03a仏企C3お3はCP非イ作子イ在i王:卜ド鳴で

も j泊円川'1"竹1"門門ゾq咋u乃尽別l早明~!で、あり、 移行瓦可可J能な彼合イ体本を形成できる ( [似凶文刻12μ4一iυ)0 しかし、 不活性唱の 3a 

と活性型!の 3~C33 が共存すると、両者が ToMV の複製被合体またはゲノム RNA また

は自主!大|子と競合的に相互:作川し、その結果、移行能をもっ復合体の形成が阻害される

と考えられる(図24-3、4)。

また、 ToMVのMPと3aタンパクの共発現では細胞IlU移行の阻害は観察されなかっ

たことから、 3aタンパクと ToMVの MPでは、相互作川部位が異なるか、相互作用す

る宿主l礼子が異なると考えられる(図 24、図 13参J!の。あるいは複製複合体または宿

主因 fとの相互作用において、 ToMVの MPの親和ttは 3aタンパクよりもはるかに高

いのかもしれない。

【移行相補現象の複雑性}

本章ではToMVとPVXのDNA感染系を用い、異樟ウイルス間での移行能欠損相補

現象を a細胞レベルで詳細に解析し、 ToMVと PVXの移行機能は互いに交換不能であ

ることや、 CMVの 3aとCPによって ToMVとPVXの移行能欠損は相補されることを

明らかにした。しかし一方で、 Tobamovirusの MPの中には PVXの移行能欠損を相補

しうるものがあることや、 CMVの 3aとCPの機能による移行の程度がToMVとPVX

では異なること、さらに C末端欠損 3aタンパクに対し、両ウイルスは全く逆の応答を

することも分かった。このような複雑な結果は、植物ウイルスの細胞間移行のメカニズ

ムが簡単に説明できるものではないことを意味する。植物ウイルスの移行のメカニズム

を理解するには、今後さらに多くの種類のウイルス及びその MPを用いた移行相補現象

の詳細な解析と共に、移行(または複製)に関わる宿主因子の単離、及び機能解析が必

要であろう。
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図20 CMVのゲノム構造と用いたプラスミドの構造
A、CMVのゲノム構造を模式的に示す。 RNAlとRNA2にコードされるlaタンパクと2aタンパクはウイルスの複
製を行う複製酵素である。 RNA3にコードされる3aタンパクとCPはウイルスの細胞問移行に必要なタンパクで
ある。 2bタンパクはgenesilencingを抑制する機能を持つことが報告されている (Brignetiet al. 1998)。
B、3aタンパク及びCPの一過性発現プラスミドの構造を示す。プラスミド名の下()内に発現するタンパクの
名前を記す。 33.OC33はC末端33アミノ酸を欠失した3aタンパクを意味する。
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図21 Tob釧ov凶s及び~VXの互いのMPを用いた町制s-complementation実験
(A-D) piX.erG3(25fs)をそれぞれ (A)p35LM、 (B、C)p350MM、 (D) p35CcMと共に導入し
た。 p350MMを同時導入したときのみ約10%の感染部位でごくわずかなPVX.erG3(25fs)の移行が観
察された (C) 0 (E) piX.erG3(TdCd)をp35LMと共に導入した場合もPVXの移行は観察されない。
(F) piL.erG3(SF3)をp35X25、p35X12、p35X8、p35XCPの4種類のプラスミドと共に導入した。
この場合もToMV.erG3(SF3)の移行能欠損は相補されない。 Bar=25仰n。
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図22 CMVの3aタンパク及びCPによるToMV移行能欠損の相補実験
(A) piL.erG3(SF3)をp3SYMと共に導入した場合、 ToMVの移行能欠損は相補されない。 (B)piL.erG3(SF3)、
p3SYM、p3SYCPの3種類のプラスミドを同時に導入した。 3aとCPの共発現によりToMV.erG3(SF3)の移行が観
察される。 (C)piL.erG3(SF3)とp3SYMd33を同時に導入した。 3adC33の発現によりToMV.erG3(SF3)の移行が観
察される。 (D)piL.erG3(SF3)、p3SYMd33，p3SYCPを同時に導入した。 (E)piL.erG3(SF3)、p3SYM、
p3SYMd33を同時に導入した。 3aの共発現により、 3adC33によるToMV.erG3(SF3)の移行が阻害され、ウイルス
の感染範囲が小さくなっている。写真は全て遺伝子導入後48時間で撮影した。 Bar=SOμm。
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図23 CMVの3aタンパク及びCPによるPVX移行能欠損の相補実験

(A) piX.erG3(TdCd)をp35YMと共に導入した場合、 PVXの移行能欠績は相補されない。 (B)piX.erG3(TdCd)、
p35YM、p35YCPの 3種類のプラスミドを同時に導入した。 CMVの3aタンパクとCPの共発現により
PVX.erG3(TdCd)の移行が観察される。 (C)piX.erG3(TdCd)とp35YMd33を同時に導入した。 3a.1C33を発現させて
もPVX.erG3(TdCd)の移行は観察されない。 (D)piX.erG3(TdCd)、p35YMd33、p35YCPを同時に導入した。
3a.1C33とCMVのCPを共発現させてもPVX.erG3(TdCd)の移行は観察されない。写真は全て遺伝子導入後72時間で
撮影した。 Bar=50μm。
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図24 CMVの3aタンパク及びCPによるToMVの細胞問移行のモデル
1、CPが共存する場合、 3aは活性型となり、 ToMV複製複合体及び移行に関わる宿主因子と相互作用することに
より、 ToMVを隣接細胞に移行させる。
2、C末端33アミノ酸を欠失すると、 CPが無くても3a(3aaC33)は活性型となり、 ToMVを移行させる。
3、3aと3aaC33が共存すると、不活性型の3aが複製複合体と相互作用することにより、 3aaC33が複製複合体と相
互作用できなくなり、移行の阻害が起こる。
4、移行阻害の別の原因として、 3aが移行に関わる宿主因子と結合することで移行可能な複合体が形成できなく
なることも考えられる。
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衣9. TobamovirusとPVXの立いの MPをJijし、た trans-complementation実験

vlruお

PVX.erG3 (25fs) 

PVX.erG3 (25fs) 

PVX.erG3 (25fs) 

PVX.erG3 (12fs) 

PVX.erG3 (8dm) 

co-expreωed 

protein (s) 

ToMVMP 

TMVMP 

SHMVMP 

ToMVMP 

ToMVMP 

2 or more cells 

infected (0/0) 

0/48 (0) 

5/54 (9) 

0/32 (0) 

0/33 (0) 

8/161 (5) 

~ PVX.erG3 (Cd) ToMVMP 1144 (2) 

f'. 

PVX.erG3(TdCd) 

ToMV.erG3(MPfs) 

ToMVMP 

25K+ 12K+8K+CP 

086 (0) 

1148 (2) 

移行能を欠慣したPVXまたはToMVの感染性フ。ラスミドを単独で、またはMPを発現す

るプラスミドと共に導入し、 PVX感染の場合は遺伝子導入後7211寺問、 ToMV感染の場合

は遺伝子導入後48時間でGFPを発現している細胞の数をカウントした。 ()内の数字

は全感染青I~伎に対する割合を%で示したものである 。 ただし、 業肉細胞は細胞の形がわ

かりにくいため、数に含めなかった。
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衣10. CMV 3a及び、CPによるToMVの移行能欠如の相補

Vlrus じo-expreωed メinglecelJ 2 to 3 celJs >3 cells 

protell1 (ぉ) infection (0/0) infected (0/0) infectcd (0/0) 

ToMV.erG3(MPfs) 3a 42 (98) 1 (2) 0(0) 

ToMV.erG3(MPfs) 3a+CP 8 ( 11) 19 (25) 49 (64) 

ToMV.erG3(MPfs) CP 22 (100) 0(0) 0(0) 

ToMV.erG3(MPfs) 3~C33 2 (3) 12 (16) 59 (81) 

ToMV.erG3(MPfs) 3~C33 +CP 7 (8) 37 (41) 46 (51) 

ToMV.erG3(MPfs) 3a + 3~C33 44 (50) 31 (36) 12 ( 14) 

ToMV.erG3(MPfs) 3a + 3~C33 + CP 14 (15) 25 (27) 55 (58) 

ToMV.erG3(MPfs) 3a+ToMVMP 4 (5) 14(16) 69 (79) 

移行能を欠損したToMVの感染性フ。ラスミドを、 CMVの3aまたはCPを発現するプラス

ミドと共に導入し、遺伝f導入後48時間でGFPを発現している細胞の数をカウン卜した。

( )内の数字は全感染部位に対する割合を%で示したものである。ただし、葉肉細胞

は細胞の形がわかりにくいため、数に合めなかった。

3a: CMV 3aタンパク、 CP:CMVCP、 3~C33 : C末端33アミノ酸欠失3aタンパク
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点11. CMV 3a及び、CPによるPVXの移行能欠出の-相補

VlrllS co-expressed PVX movement detected / 

protein (s) totaI no. of infection ぉites(0/0) 

PVX.erG3 (TdCd) 3a 0/44 (0) 

PVX.erG3 (TdCd) 3a+CP 106/205 (51) 

PVX.erG3 (TdCd) 3aAC33 3/59 (5) 

PVX.erG3 (TdCd) 3aAC33 +CP 3/55 (5) 

( 移行能を欠損した PVXの感染性フ。ラスミドを CMVの 3aまたは CPを発現するプ

o 

ラスミドと共に導入し、遺伝子導入後 72時間で GFPを発現している細胞の数をカウン

トした。()内の数字は全感染部位に対する割合を%で、ぶしたものである。ただし、

葉肉細胞は細胞の形がわかりにくいため、数に含めなかった。
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イ({iJf究ではパーテイクルガン法で、の j宣伝 r導入によるタンパクの J品的発JJ~系を不IJ

川し、 MP と GFP の共党現によって以 )1三賀)~絡の透過性

た。また、 ToMV及びPVXのDNA感染系をJHし、た trans-complementatio口実験により、

植物ウイルスの細胞問移行と復裂の間には何らかの相 fl~作Jljが存在することを見し、だし

た。さらに trans-complementation実験系により異種ウイルス問での移行能欠損相補完験

を行い、 ToMVとPVXの MPは他方のウイルスの移行能欠損を相補できないが、 CMV

の3aタンパクと CPの共発現によって ToMVとPVXのpfJj者の移行能欠損は相補される

ことを明らかにした。

刷物ウイルスの細胞間移行に閲するこれまでのほとんどの研究では、ウイルスの移

行能の有無は病徴発現や RNA、CPの蓄積によって判断された。したがってウイルスが

ごくわずかに移行する場合と全く移行しない場合とは実質的に区別されてこなかった。

本研究では細胞間を拡散しないタイプの GFP(ER局夜 GFP)を組み込んだウイルスの

DNA感染系を構築し、ウイルスの移行を l細胞レベルで観察することを可能にした。

このことにより、異種ウイルスIBJでの相補実験において、厳密な結果を得ることができ

るようになった。

【SEL上昇活性の解析における GFPとMPの共発現実験系の有用性】

多くの植物ウイルスの MPは原形質連絡の SELを増大させる活性を持っていると考

えられてきた。本研究ではGFP遺伝子との同時導入により、 TobamovirusのMPやCMV

の 3aタンパク及びトウモロコシの KN1に SEL増大活性があることを確認した。しか

し、 PVXの TGBタンパクについての解析で得られた結果は、マイクロインジ、エクショ

ン法によってこれまでに報告されていた知見とは一致しなかったO この相違点が実験方

法の違いから生じることは明らかであり、どちらかの方法が、目的とするタンパクの本

当の活性を見ていないということになる。 Stormsら(1998)はTMVの MPを発現する

トランスジ、エニック植物における 10kDaデキストランの細胞間拡散はインジ、エクショ

ンの方法によって観察される場合とされない場合があることを報告したOこのことから、
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から、これまでに制討さされているい大分 Jへのキ山l包Il¥j拡散は、 MPの11の機能を以|映した

現象ではなく、マイクロインジェクションによって細胞のf七月lA犬態が乱されたがiJA起こ

ったという IIJ能'Itを与-える必必"'1:.が'1:.じた。

GFPとMPのj山ぷrをパーティクルガン法により IriJ 11剖こ:導入して SELのJ竹大を検出

する方法では、細胞の作用状態はそれほど乱されていないと考えられる。また、 GFP

の細胞問のJ拡}広よ散は i追i当tイか(七1~ [-J導尊尊'入カか、ら 2μ4U寺問{後灸に制察しているのでで、¥、ボンパ一ドメント{直貞

後に起こるでで、あろう↑傷易;告害主存:応応、答反応が結果に大きく影響を与える可a有自能E伝剖，↑件|

るO したがって、本初f究で構築した GFPと MPの共発現系は、 MP本米の活性による

原形質連絡の SEL 上昇を検出することのできる実験系として利丹juT能であると考えら

れる。

【細胞問移行の分什幾構についてのこれからの解析】

本研究では ToMVの MPとGFPの融介タンパクを用い、ウイルス感染細胞におけ

るMPの局在解析を千-Jった。その結果、原形質述絡への MPの局在がウイルスの細胞間

移行において重要な;意味を持つことが示唆された。 MP-GFP融合タンパクは TMV感染

細胞において、原形質連絡への局在以外にも不定形の塊状の局在やフィラメント状の局

在を示すことが知られていた。このような局夜解析から、 TMVゲノム RNAと MPが

複合体を構成し、細胞骨格を介して原形質連絡へと運搬され、隣接細胞に移行していく

というモデルが考えられてきたが、フィラメント状の局在がこのモデルで考えられてい

るような MPの機能を反映していない可能性も十分にある。その一つの可能性として第

2章で述べた aggresome説が挙げられる。

しかし、植物ウイルスの細胞間移行に細胞骨格を介した輸送系が関わっている可能

性は高い。細胞問移行と細胞骨格との関係を調べる一つの方法として、レポーターを持

つウイルスを感染させた葉において、薬剤を用いて細胞骨格を破壊し、ウイルスの移行

に対する影響を調べるとし寸方法が考えられる。また、動物細胞ではがO/dynamitinを

過剰発現させると、微小管上を動くモーターである dynein-dynactin複合体が解離し、微

小管を介した輸送系が阻害されることが報告されている (Burkhardtet al. 1997， Echeverri 
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et al. 1996) 0 fl((物細胞で、もこのような系が開発できれば、ウイルスの DNA感染系とfJi:

川することで細胞竹格を介した細胞内輸送機構とウイルスのネ[I])J包|日j移行とのIUj係に I~jす

る新たな矢11見をfUられるのではないかと与えている。

[1I'j LI大Ifの探索及び、その機能解析への DNA感染系の!υIJ】

ToMVとpvxi両者の移行能欠HlはCMVの3aとCPの共発現によって相補された。

しかし、CP要求性を失った 3adC33によってMP欠損ToMVは移行したが、MP欠損PVX

は移行しなかった。このような羽象は、移行に関わる什ii:.1大Ifの存在を想定しなければ

説明できない。その因子は MPと結合することが考えられるが、ウイルスの移行と後製

のtHJに1iJJらかの相互作用が存配するlIJ能性があることから、移行に関わる宿主lま!子は絞

製俊介体の構成成分の一つであるかもしれなし'0

近年 TMVの MPと相 l工作)けする宿主因子として pectinmethyl esteraseや転りの

coactivatorの一種が単離されている (Dorokhovetal. 1999， Chen et al. 2∞O. Matsushita et al. 
1999)。しかし、これらの閃-f-が本、11にウイルスの移行をサポートする宿主因子である

のかをゆjらかにすることは、現イ1:のところ困難な状況である。本研究では、 CMVの 3a

と 3~C33 を用いた実験で、ウイルスの細胞間移行に対するドミナントネガテイフ、、効果

の検lJ'Jが可能であることを示した。このことは、ウイルスの DNA感染系と複数遺伝子

の同時導入が宿主因子とウイルスの移行タンパクとの関わりを解析する目的にも利用で

きる可能性があることを意味する。例えば単離されたIEI子の変異体の過剰発現によって

ウイルスの移行を阻害することができれば、その因子はウイルスの移行をサポートする

宿主伝I..rであると考えることができる O 今後 DNA感染系をHJい、ウイルスの細胞間移

行と宿主因子との関係を解析することにより、植物ウイルスの細胞間移行の分子機構を

知るための重要な手がかりが数多く得られると考えられる。
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本研究を 1J"" うにあたり、 fr{技ご指導~J]i し、たり(有巨大学大学院Jm学研究科、飯村夫助教授、

激励していただいた'{;- ~}::I枕樹|吋山県小物科小川允 Jiji-J iji-長に派く!乱首Jいたします。 Ob-

TMV及び G3GFPのクローンを分与-していただいた東京大字:大学院総合文化研究科の

渡辺雄一郎博士、 CMVの 3aタンパクのクローンを分IJ・していただいた北海道大学農学

研究科の石川雅之|専士、 CMVの RNA3のクローンを分与していただいた京都大学大学

院農学研究科の三瀬和之博士ならび、に永野秀附博士、 PVX(0系統)のクローンを分与

していただいた東北大学農学研究科の高橋英樹博土、 mGFP5ERのクローンを分与して

いただいた英国 MedicalResarch CounsilのJimmHaseloff博士、 PVXの感染性プラスミ

ドを分与していただいた SunsberryLabolatoryの OavidBaulcombe 博士に深く感謝いたし

ます。また、日頃の実験に関する貴重なアドバイスを頂いた京都大学大学院理学研究科

植物学教室分子細胞生物学分野(旧遺伝情報fl11]御学分野)の諸氏に厚 く御礼申し上げま

す。
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ABSTRACT 

Cell-to-cell movement 01' a plant virus requires expre以ionof the movement protcin (MP). 

However， it has not been fully elucidated how the MP functions in primary infected cells. By 

using a microprojectile bombardment-mediated DNA infection system for Tomato mosaicνirus 

(ToMV)， we found that the co-transfected ToMV MP gene exerts its effects not only in the 

initially infected cells but also in their sUITounding cells to achieve multicellular spread of 

movement-defective ToMV. Five other tobamoviral MPs examined also trans-complemented the 

fヘ movement-defectivephenotype of ToMV but the Cucwnher mosaic virus 3a MP did not. Along 

with cell-to-cell movement of the mutant virus， a fusion between MP and a green fluorescent 

/ヘ

protein variant (EGFP) expl宅ssedin trans was distributed multicellularly and localized primarily 

in plasmodesmata between infected cells. In contrast， in non-infected sites， the MP-EGFP 

fusion accumulated predominantly inside the bombarded cells as irregularly shaped aggregates， 

and only a minute amount of the fusion was found in plωmodesmata. Thus， the behavior of 

ToMV MP is greatly modulated in the presence of replicating virus and it is highly likely that the 

MP spreads in the infection sites， coordinating with the cell-to-cell movement of the viral 

genome. 
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INTRODUCTION 

Systemic infection of a plant virus involves replication in initially infected cells，札lbぉequent

local cell-to-cell movement through plωmodeメmata(the interce1lular channels providing 

ぉymplωmicconlinuity of plant cells [LlIcaぉelal. 1993: Ding 1998])， and long-distance 

movement throllgh the vaは1Ilartissues. It has been well established that moメ1plant virllses 

encode one or more proteins， referred to as movement proteins (MPs)， reqllired for their own 

cell-to-cell movement (as reviews， Atabekov and Taliansky 1990; Mallle 1991; Deom et al. 

1992). 

Tobacco mosaic virus (TMV) and related tobamoviruses encode a single， 30-kDa MP 

(Deom et al. 1987; Meshi et al. 1987). TMV MP is localized in plasmodesmata of infected 

tobacco leaveぉ(Tomeniuset al. ] 987) and in non-infected transgenic tobacco (Atkins et al. 

1991; Ding et al. 1992)， and is thought to increase the size exclusion limit (SEL) of the 

plasmodesmal poreメ(Wolfet al. 1989， 1991; Waigmann et al. 1994). At mid-to-Iate stages of 

infection， MP formed irregularly shaped aggregates inside the infected cells (Meshi et al. 1992; 

Padgett et al. 1996: Kawakami and Watanabe 1997) that involved the endoplasmic reticulum 

(ER) (Reichel and Beachy 1998)， and later associated with microtubules and microfilaments 

(Heinlein et al. 1995; McLean et al. 1995). MP co-localized， albeit not completely， with plus-

and minus-sense viral RNAs and a virus-encoded replicase component (Heinlein et al. 1998; 

Mas and Beachy 1999). MP can bind to single-strand nucleic acids in vitro to form a 

filamentous ribonucleoprotein complex (Citovsky et al. 1990， 1992) and also has an affinity for 

tubulin and actin (McLean et al. 1995). ln light of these observations， it has been proposed that 

the genomic RNA and MP assemble to form a viral ribonucleoprotein (vRNP) complex， which 

is then transported to plasmodesmata by using the cytoskeletal network; subsequently， the MP 

somehow modulates the plasmodesmal permeability， enabling vRNP to move through to the 

neighboring cells (as reviews， Carrington et al. 1996; Citovsky 1999; Lazarowitz and Beachy 

1999). Despite such vivid modeling of cell-to-cell movement of tobamovirus， the molecular 

mechanisms are stilllargely unknown and in addition， some observations appear to contradict 

each other. 

When bacterially expressed MP was microinjected into mesophyll cells of tobacco， the 
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plasmodesmal SEL rapidly (3 -5 min) increaメedfrom < 1 kDa to >20 kDa not only in the 

i吋ectedcells but also in far-distant cells (Waigmann et al. 1994). The injected MP itseJf moved 

between the trichome celJs of NicOfi([llo clevelal1dii without markedly increasing the basal 

plωmodeメmalSEL of -7 kDa (Waigmann and Zamt予ryski1995). In the epidermaJ celJs 01' 

TMV -in1'ected N. benfhamianα， vir川Iyexpre悩 edMP-green fluorescent protein (GFP) fusion 

was found only in and between infected ceJJs， and in addition， the increased plasmodesmaJ SEL 

occurred between celJs inside the infection foci but not between the most recently infected celJ見

and as-yet-uninfected immediate neighbors (Oparka et aJ. 1997). Moreover， a comparative 

study by two microi吋ectionmethods suggested that the increase in the pJasmodesmal SEL in 

fヘ MP-expressingtobacco tissues might not reflect a genuine biochemical activity of the MP 

/ヘ

(Storms et a1. 1998). 

The function of MP during the infection process has so f訂 beenanalyzed mainly by using 

infectious transcripts synthesized in vitro and transgenic plants. However， these methods result 

in expression of wild-type or modified MP in at least most of the infected cells and， therefore， 

the activity of MP in the primary infected cells may not have been fully delineated. Previously， 

Morozov et aJ. (1997) showed that a Pυfafo virus X mutant defective in cell-to-cell movement 

spread when an infectious DNA producing the mutant virus was co-bombarded with a 

separately cloned MP gene. This system makes it possible to introduce an MP gene in the 

primary infected cells only and to express it independently of virus infection. Here， we repo口

data from such trans-complementation experiments with infectious DNAs for GFP-tagged 

Tomato mosaic virus (ToMV) mutants. Results showed that tobamoviral MPs expressed in an 

epidermal ceJJ enable movement-defective ToMV to spread multiceJJularly and that infection 

greatly modulates the intercellular and intracellular distribution patterns of MP， implying co-

ordination of cell-to-cell spread and intracellular multiplication in tobamovirus infection. 

RESULTS 

DNA-mediated infection of ToMV. 

We constructed a series of infectious plasmids from which replication-competent ToMV (L 
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ト~train) derivativeぉweregenerated under the control of the CαlIl(jhnver mυ刈 icvi rlls (CaMV) 

35S RNA promoter after transfection by microprojectile bombardment. To monitor the 

infection， the CP gene， which iぉdispensablefor replication and cell-to-cell movement (Meshi et 

al. 1987; Takamat汎Iet al. 1987)， wωreplaced wilh a GFP gene. The 刈ructureメofinfecliollメ

plasmids are illustrated in Fig. 1 A， and the characteristicメofGFP variants are summarized in 

Table 1. 

When piL.G3， encoding G3GFP (Kawakami and Watanabe 1997) as a reporter (Fig. 1 A)， 

was bombarded into the epidermal cells of nearly expanded leaves of N. benthamiana， clusters 

of GFP-expres幻ngcells were observed 1 -2 days after bombardment by fluorescent 

fヘ microscopy，as shown in Fig. 2A. No GFP signals were detected when a plasmid harboring a 

mutation in the replicase gene was bombarded (data not shown). Therefore， the GFP signals 

observed were not derived from any mRNA directly tranぉcribedfrom the bombarded plasmids 

but from the subgenomic mRNA produced during the course of viral multiplication. When the 

MP gene of the infectious plωmid was mutated， the GFP signals were restricted to single cells， 

as seen in Fig. 2B for a frame-shift mutant derived from piL.G3(SF3) (Fig. 1 A). The same 

result was obtained with MP mutants having a point mutation resulting in an amino acid change 

from Ser37 to Ala (Kawakami et al. 1999) or an internal deletion (data not shown). 

Trans-complementation of movement-defective ToMV by transiently expressed 

fヘ
tobamoviral MP  genes. 

When an MP-defective construct was bombarded with another plasmid p35LM， from 

which ToMV MP  was expressed under the control of the 35S promoter (Fig. lB)， GFP-

positive cells formed clusters， as exemplified in Fig. 2C. This suggests that the defect in cell-to-

cell movement was complemented in trans by the co-bombarded MP  gene. However， because 

the trafficking of GFP itself might be potentiated in the presence of MP， we assessed this 

possibility prior to further analysis. 

G3GFP， initially used as a reporter， is a high fluorescent GFP variant localized in both the 

nucleus and the cytosol (Table 1 and Fig. 3A). When G3GFP alone was expressed， the 

bombarded sites formed halos at a frequency of -50/0 and -40% at 24-h and 48-h post-
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bombardment， reメpectively，in which 1 -3 cells adjoining a bombarded cell had weak GFP 

signals (Fig. 38). When co-expressed with ToMV MP， 500/0 or more of the GFP-positive sites 

formed haloぉevenat 24-h post-bombardment (Fig. 3C). Such enhancement of G3GFP 

diffusion wωnot ohserved with an unrelated protein、GAL4-VP 16 (data not shown). Although 

theぽ observationメwerecon日istentwith a recent report showing the cell-to・じelltrafficking of a 

soluble GFP alone (Oparka et al. 1999) as well ωwith the generally accepted activity of MP to 

promote the cell-to-cell trafficking of macromolecules through plasmodeぉmata(Wolf et al. 

1989，1991; Waigmann et al. 1994)， the results also indicated that when an active MP is 

produced， the cytosolic type of GFP variants，見uchas G3GFP， can no longer be used as 

appropriate reporters for explicitly identifying the infected cells. 

As an alternative， we examined an ER-Iocalized GFP， erG3GFP (Table 1)， which， as 

illustrated in Fig. 18， contained the ER-targeting signal at the N-terminus and the ER retention 

signal at the C-terminus. When erG3GFP was expressed singly or together with MP (Fig. 3E 

and F)， green fIuorescence was restricted to the bombarded cells and， therefore， erG3GFP was 

not transported by the ToMV MP. It should be noted that intracellular localization pattem of 

erG3GFP was apparently modulated in the presence of MP without viral multiplication 

(compare Fig. 3E and F)， confirming that TMV MP interacts with the ER (Reichel and Beachy 

1998). 

The activity of the MP gene in trans-complementing the movement-defective phenotype 

was re-examined by using piL.erG3(SF3) encoding erG3GFP in place of the CP (Fig. lA). In 

this experiment， the inoculum included a third plasmid expressing NmGFP or mGFP5ER (Fig. 

lB and Table 1) to identify the primary infected cells under UV irradiation. mGFP5ER 

(Haseloff and Siemering 1998) is localized in the ER and is non-traffickable， like erG3GFP. 

NmGFP had an NLS at the N-terminus to localize the fluorescence mainly in the nuclei. 

Because of its small size， NmGFP was not strictly localized in the nucleus and consequently 

trafficked between cells (Fig. 3G); however， the fluorescence intensity of the surrounding cells 

was low， particularly under UV irradiation (Fig. 3H). 

As shown in Fig. 2D-G， the movement-defective phenotype of the mutant derived from 

piL.erG3(SF3) was apparently complemented when ToMV MP was co-expressed from 
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p35LM. Mo日tinfection sites contained ωmany as 8 -20 GFP-positive cells at 48-h post-

bombardment. Importantly， the distribution pattern of the virally expresば derG3GFP indicated 

that in 8(ト900/('of the infection foci， the Jllovement-defective viruメ日preadfrom the initialIy 

infected cclls acro以 twoor more cell boundarieメ， asはJmmarizedin Table 2. The results clearly 

demonstrated that the ToMV MP gene exerts its effects not only in the initially infected cells but 

also in their surrounding cells. 

EssentialIy the same result was obtained when piL.Nm(SF3)， p35LM， and pBlerG3 were 

co-bombarded， as summarized in Table 2. piL.Nm(SF3) is a movement-defective construct 

encoding nuclear-localized NmGFP (Fig. I A)， and its strong nuclear fluorescence made it 

easier to count the number of the infected cells， as exemplified in Fig. 2H. In this experiment， 

the bombarded cells were identified by strong cytoplasmic signals of the ER-localized erG3GFP 

derived from pBlerG3 (Figs. 1 B and 2H). The distribution pattern of the GFP signals also 

demonstrated that the mutant virus spread across more than one cell boundary from the 

bombarded cells. 

To know the specificity of trans-complementation， we examined the activity of other 

tobamoviral MPs derived from TMV， Cg-TMV， Sunn hemp mosaicνirus (SHMV)， Cucumber 

green mottle mosaic virus (CGMMV)， and Ob-TMV， which were closely or distantly related; 

i.e.， the identity to the ToMV MP at the amino acid sequence level varies from 20% for SHMV 

MP to 770/0 for TMV MP (see Aguilar et al. 1996). When co-expressed with G3GFP， all of 

these MPs promoted halo formation at similar frequencies (50-600/0 of the bombarded sites at 

24-h post-bombardment)， confirming their expression in the bombarded cells and their 

modulation of the plasmodesmal permeability (data not shown). Co-bombardment experiments 

with piL.erG3(SF3) showed that all of them had the ability to trans-complement the movement-

defective phenotype (some are shown in Fig. 2I-L). However， the efficiency of 

complementation mediated by CGMMV MP， as evaluated by the number of infected cells in 

each infection site， was rather low (Fig. 2L). 

We also examined the Cucumber mosaic virus (CMV) 3a MP， which， like TMV MP， is 

known to be localized in plasmodesmata， to bind to single-strand RN A， to increase the 

plasmodesmal permeability， and to move from cell to cell (as reviews， Lazarowitz and Beachy 
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1999; Oing 1998). Expreωion of the active 3a MP in the bombarded cellメwasconfirmed by 

halo formation when co-expre以edwith the cytosolic G3GFP (Fig. 3D). However， the CMV 3a 

MP was unable to complelllent the defective movement of the ToMV mutant (Fig. 2M)， 

consistcnt with the observ川ionth川Illovement-defectiveTMV failed to spread in tranメgel1lc

tobacco expressing the 3a MP (Kaplan et al. 1995). 

Facilitation of the intercellular distribution of恥lP-EG FP by virus infection. 

The fact that the bombarded MP genes functioned beyond multiple cell-cell boundaries 

implied the presence of MP outside the initially infected cells. To confirm this， we examined the 

intracellular and intercellular distribution pattems of MP in infected and non-infected sites by 

Illeans of the f1uorescence of a fusion (MP-EGFP) between ToMV MP and an enhanced GFP 

variant， EGFP (Table 1). 

When p35LME harboring the 35S爪1P-EGFPgene (Fig. 1 B) was bombarded alone， most 

of the f1uorescence was inside the bombarded cells， accumulating into a number of irregularly 

shaped aggregates， which were sometimes associated with filamentous structures (Fig. 4A). 

Similar localization patterns have been reported for either virally or singly expressed MP-GFPs 

(e.g.， Kawakami and Watanabe 1997; Heinlein et al. 1998; Mas and Beachy 1999; Reichel et 

al. 1999). In -800/0 of the f1uorescent sites， MP-EGFP was restricted to the bombarded cells 

only (Table 3). In these sites， tiny f1uorescent spots in the cell wall， representing plasmodesmal 

fヘ associationof MP (Oparka et al. 1997)， were rarely found. In the rest of the sites (-200/0)， a 

small amount of MP-EGFP was detected as tiny fluorescent spots in the cell wall just 

surrounding the bombarded cells and that of 1 -3 a司joiningcells at the portions not directly 

connecting to the bombarded cells (Fig. 4B). An increasing number of tiny f1uorescent spots 

was usually accompanied with a decreasing number of intracellular aggregates. The 

observations suggest that MP-EGFP likely trafficked from cell to cell， although very 

inefficiently. The MP-EGFP mRNA did not seem to be transported， because cytoplasmic 

aggregates were never found in the neighboring cells. 

To reveal the effect of viral infection on the distribution paUem of MP-EGFP， we used 

piL.Nm(SF3) (Fig. 1) as a movement-defective construct (Fig. 4C-F). Infected cells were 
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identified under UV irradiation as tho将 havingstrongly fluorescing nuclei derived from the 

virally expreωed NmGFP (Table 1). The fluorescence of NmGFP remaining in the cytosol did 

not interfere with weak signals (fluorescent中ots)of MP-EGFP in the cell wall. At 15-h poメt-

bombardment， when MP-EGFP already accllllllllated to form aggregates， NmGFPぉignalswere 

barely found or were too wealくtogive evidence of infection. At 24-h post-bombardment， the 

infection was usually up to the immediate neighbors. Around this stage of infection， MP-EGFP 

was detected in the cell wall surrounding the bombarded cells and also between the adjoining 

(secondary infected) cells， as exemplified in Fig. 4C and D， while the cytoplasmic aggregates 

were diminished in both number and size or were undetectable. 

At 40-h post-bombardment (infection reached nearly to the maximum size around this time 

after bombardment)， each infection site contained a cluster of infected cells (Fig. 4E and F)， 

indicating that the 35S爪1P-EGFPgene trans-complemented the movement-defective phenotype. 

However， the activity of MP-EGFP (or the final size of infection reflecting the number of cell-

cell boundaries trafficked) appeared to be slightly lower than that of the authentic MP. MP-

EGFP signals were detected mainly in the cell wall as punctate spots (Fig. 4E). Remarkably， as 

many as -900/0 of the MP-EGFP-positive foci exhibited multicellular distribution of MP-EGFP 

(Table 3). It is notable that the MP-EGFP signals in the cell wall were typically found between 

already infected (N mGFP-positive) cells， but rarely between an infected cell and a detectably 

uninfected (NmGFP-negative) cell. The bombarded cell sometimes contained cytoplasmic 

aggregates of MP-EGFP; however， their size and number were much smaller than those 

observed in nonωinfected cells. 

The MP-EGFP fluorescence became rather weak at 40-h post-bombardment; in 25% of the 

infection foci， the fluorescence could not be detected even though the virus had spread across 

more than one cell boundary (Table 3). At 48-h post-bombardment， finding MP-EGFP signals 

was often difficult， whereas large and highly fluorescent intracellular aggregates， just like the 

pattem shown in Fig. 4A， were still c1early visible in non-infected (NmGFP-negative) cells. It 

is assumed that replicase proteins were expressed in many， if not all， of these non-infected 

sites. Actually， essentially the same distribution pattems were obtained when the 35Sル1P-

EGFP gene was co-bombarded with a replication-defective construct lacking the 3' non-coding 
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region of ToMV (data not shown). Therefore， expre以ionof the replicase gene alone (at leω1 

under the control of the 35S promoter) appear日tobe insufficient for modulating the subcellular 

localization pattern of MP-EGFP. In addition、thecell-to-cell trafficking of MP-EGFP in non-

infectedメitesoccurred at aぉimilarlevcl and at the same frequency (220/0) irrespective of whcthcr 

the inoculull1 included the infectiouメconstruct(Table 3). Taken together， it is likely that ToMV 

infection (or the presence of replicating virus) markedly affects the intracellular and intercellular 

distribution patterns of the MP-EGFP. 

DISCUSSION 

Microinjection studies have shown that bacterially expressed TMV MP can move from cell 

to cell (Waigmann et al. 1994; Waigmann and Zambryski， 1995). On the other hand， the 

localization of MP produced during infection and analysis of the plasmodesmal gating in 

expanding infection sites suggested that the virally expressed MP is not transported to as-yet-

uninfected distant cells (Padgett et al. 1996; Oparka et al. 1997). Further， Storms et al. (1998) 

revealed that the increase in the plωmodesmal SEL observed in MP-expressing tobacco tissueぉ

was a method-dependent phenomenon. Thus， it remained uncJear whether tobamoviral MP 

traffics multicellularly in infected sites， or how far the MP in a given cell exerts its effects from 

the MP-expressing cell. 

In this work， we employed trans-complementation experiments to cJarify this problem. 

/ヘ Resultsclearly showed that in N. benthamiana the transiently expressed MP gene enables 

movement-defective ToMV to move from the bombarded cells， through two or more cell 

boundaries， to their neighbors. Accompanied with multicellular spread of the movement-

defective virus， the MP (as evaluated by the fIuorescence of MP-EGFP) was intercellularly 

distributed and subsequently localized in plasmodesmata. In contrast， in non-infected sites， the 

cell-to-cell trafficking of MP-EGFP occurred only very infrequently. Taken together， it is likely 

that the MP itself moved from the initially infected cells to their neighbors， concurrently with the 

viral genome， as a component of vRNP or a free protein. In the neighboring cells， the MP could 

be re-utilized to move newly replicated viral RNA further away. Some vRNP (or genomic 

RNA) might be trafficked through more than one plasmodesma without entering the replication 
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cycle on the way. A possibility川illremains that the MP mRNA might also be transported along 

with thc genomic RNA in the infectedメite札

It is noteworthy that in non-infected cells， the MP-EGFP predominantly accumulated into 

highly flllorescent intracelllllar aggregateメ.SimiJar intracellular aggregates have been reported 

for viralJy expressed MP or MP-GFP fusions in tobacco protoplωts infected with TMV， 

ToMV， or Ob-TMV (e.g.， Meshi et aJ. 1992; Kawakami and Watanabe 1997; Heinlein et aI. 

1998; Mas and Beachy 1999)， and in leaf cells infected with TMV or Ob-TMV (Padgett et aJ. 

1996; Heinlein et al. 1998). In the Jatter case， the cytopJasmic aggregates of MP-GFP were 

found somewhat inward from the Jeading edge of expanding infection sites， whereas in the ceJls 

located at the front edge， f1uorescent signals of MP-GFP were primarily found in 

plωmodesmata. Collectively， the cells in which MP( -GFP) aggregated are non-infected ceJls 

lacking in replicating virus， protoplasts from which virus cannot move， and infected Jeaf cells 

from which active movement may have finished. Therefore， the presence of the cytopJasmic 

aggregates is not correJated with active cell-to-cell movement of tobamoviruses. 

In animal cells， it is known that when misfolded protein is produced at a level exceeding the 

capacity of proteasomes， so-called aggresomes (proteasome-enriched 1訂geaggregates) develop 

around the microtubule organization center with an aid of the cytoskeletal network (Johnston et 

aI. 1998; Garcia-Mata et al. 1999). Although the corresponding structures have not been 

revealed in plant cells， it is possible that the aggregates of MP( -GFP) are likewise formed as a 

result of host cell response to sequester problematic proteins， as brief1y argued by Mas and 

Beachy (1999). Proteasome-mediated degradation of MP expressed in protoplasts (Reichel and 

Beachy 2000) and the association of MP with microtubules at relatively later stages of infection 

(Heinlein et al. 1995; McLean et aI. 1995; Padgett et al. 1996) appear to be consistent with the 

aggresome hypothesis. Thus， the cytoplasmic aggregates may not necessarily represent the 

potentially active MP. 

As infection proceeded， the amount of MP-EGFP became very low or below the limit of 

detection; for example， around 24 h after bombardment， most signals of MP-EGFP were found 

in plasmodesmata， while only a small fraction was present in the intracellular aggregates. 

Assuming that the aggregates contain active MP， the change of the distribution pattem of MP-
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EGFP upon infection may hc explained by MP-EGFP (already ηnthesized and accumulated) 

being efficiently utilized in the bombarded ce]]s and trafficked to their neighbors. Alternatively， 

an excess amount of MP-EGFP might be efficiently deメtabilizedupon infection. Another 

po以 ibilitythat MP-EGFP ll1ight be expresぉedat a low level 中ecifica]]yin the cellメlater

undergoing infectionメeemsunlikely， considering the following observations: GFP derivativeぉ

used as reporters for identifying the bombarded ce]]s were stably detected in both infected and 

non-infected cells~ aggregate芯ofMP-EGFP were detected much earlier than the time when 

infected cells were recognized by the expression of a virally expressed GFP reporter~ and MP-

EGFP was stably detected in non-infected cells. 

It is evident that there is a remarkable difference in the distribution pattems of MP( -EGFP) 

between infected and non-infected sites， and the final distribution pattem (multicellular spread 

and plasmodesmal localization) of MP in infected sites is in good agreement with its cell-to-cell 

movement function. Apart from the mechanisms， the fact that the behavior of MP is greatly 

affected by infection suggests that the MP requires some factor specifically induced in the 

infected cells to fulfill its activity to transport the tobamoviral genome from cell to cell. 

Beachy and colleagues have shown that TMV MP colocalizes with vRNA and replicase 

component at least at certain stages of infection in tobacco protoplasts (Heinlein et al. 1998; Mas 

and Beachy 1999). Although such colocalization has yet to be observed in leaf cells from which 

virus moves actively， their finding suggests that MP is produced in close proximity to the 

f、 replicationmachinery in infected leaf cells. Together with our observations indicating that 
multicellular spread of MP in leaves is greatly enhanced in the presence of replicating virus and 

likely co-ordinates with the cell-to-cell movement of the viral genome， it is tempting to examine 

whether tobamoviral MP interacts， directly or indirectly， with replication machinery 

components. 

MA  TERIALS AND九'1ETHODS

Construction of infectious ToMV plasmids. 

The CaMV 35S RNA promoter sequence (仕om-864 to -1 relative to the transcription 
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initiation site) wωPCR-amplified from pBI22 1 (Clontech， Palo Alto司CA)with a問 tof 

oligonucleotide pri mers designed to have an A a 11引tebetween -1 and + 1 (see Yamaya: et al. 

1988)， and Sacl and XbaI sites at the ends. The amplified fragment was cloned between the 

Sacl and X ha 1メiteメofpBluescriptSK+ (Stratagene， La Jolla， CA) to generate pb35S. PCR-

amplified regions and ligation junctions in all constructions were confirmed by sequencing. 

Infectious plasmids (piL series， Fig. 1 A) were made via several intermediates， in which the 

wild-type ToMV cDNA sequence was derived from pLFW3 (Meshi et al. 1986). Briefly， a 

PCR-amplified ToMV ds-cDNA (仕omnucleotide 1 to 1229 [SpeI site]) was inserted between 

the AatI and SpeI sites of pb35S to generate p35ToMV5， in which the transcription initiation 

site corresponded to the 5' end of ToMV. The 3' part of the ToMV sequence (from nucleotides 

6099 to the 3' end; the SpeI-SmaI fragment of pLFW3) was ligated to the nopaline synthase 

gene (nos) terminator (the blunt-ended SacI-EaeI fragment of pBI221)， then inserted between 

the SpeI and blunted KpnI sites of p35ToMV5 to yield p35LL¥N. The intemal part of the ToMV 

sequence was inserted into the SpeI site of p35LL¥N to generate the full-Iength construct 

piLW3. The CP and MP genes were modified on subclones then returned to piLW3 or an 

appropriate infectious clone. piL.G3 (Fig. 1) had the SacI (blunted)-B stEII fragment of 

pTLQG3::fus (Kawakami and Watanabe 1997) encoding G3GFP plus a 19-bp linker-derived 

sequence in place of the ToMV sequence from nucleotide 5718 (the sixth codon of the CP gene) 

to 5799 (BstEII site). G3GFP expressed from piL.G3 had 12 extra amino acids at the N-

terminus (阻室主SIPISGGGG)prior to the authentic Met of GFP， in which the first 5 amino 

acids (underlined) were identical to those of the ToMV CP. piL.G3(SF3) and other plasmids 

with (SF3) in the name had a l-bp deletion at nucleotide 4935， resulting in frame-shifting at the 

tenth codon of the MP gene， as in pLQSF3 (Meshi et al. 1987). The sequence from nucleotide 

5703 (corresponding to the initiation codon of the CP gene) to 6098 (SpeI site) of piL.G3(SF3) 

was replaced with a fragment encoding erG3GFP (from the initiation codon to the SacI site of 

pBlerG3 [see later]) to yield piL.erG3(SF3). erG3GFP expressed from piL.erG3(SF3) had no 

CP-derived amino acids at the N-terminus. To create piL.Nm(SF3)， the G3GFP gene of 

13 
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piL.G3(SF3) waぉreplacedwith a synthetic ds-oligonucleotide encoding the NLS of SV 40 

large-T antigen， and the mGFP5-encoding EcoRI-SacI fragment of pB IN mGFP5ER (Haメeloff

et al. 1997; Haseloff and Siemering 1998). NmGFP expreωed from piL.Nm(SF3) had 

凶SYSIPAELPPKKKRKVEFat the N-terminus， followed by mGFP5‘in which 5 CP-derived 

amino acidぉareunderlined. 

Plasmids for expression of MP， GFP， and九fP-EGFP.

Each of the仕agmentsencoding a tobamoviral or cucumoviral MP was PCR-amplified with 

an appropriate cDNA clone as a template and inserted between the XbaI and SacI sites of 

fヘ pB1221.The resulting plasmids， p35LM (Fig. lB)， p35CgM， p350MM， p35CcM， p35WM， 

p350bM， and p35YM， contained the MP gene ofToMV (L strain)， Cg-TMV， TMV (OM 

fへ

strain)， SHMV， CGMMV (W strain)， Ob-TMV， and CMV (Y strain)， respectively. In all cases， 

the first A TG from the transcription initiation site co町espondedto the authentic initiation codon. 

The plωmid pBlmGFP5ER was constructed by replacing the BamHI-SacI fragment of 

pBINmGFP5ER for the correぉpondingfragment of pBI221. The larger BamHI 

(blunted)-N sp V仕agmentof pBlmGFP5ER was ligated with the SacI (blunted)-N sp V 

fragment of pTLQG3::fus encoding G3GFP to generate pBIG3 (Fig. lB). The expressed 

G3GFP had no extra amino acids at the N-terminus and 4 additional amino acids (HDEL) 

derived from mGFP5ER at the C-terminus. To express erG3GFP， pBlerG3 (Fig. lB) was 

constructed by replacing an NcoI fragment of pBIG3 with the corresponding仕agmentof 

pBlmGFP5ER to introduce the sequence for the N-terminal signal peptide. pBINm (Fig. lB) 

was constructed by inserting an AatII (blunted)-SacI fragment of piL.Nm between the BamHI 

(blunted) and SacI sites of pBI221. To create the MP-EGFP fusion gene， a point mutation was 

introduced at nucleotide 5686 of ToMV to generate an EcoRI site in a pBluescript-based 

subclone， into which the EGFP gene excised from pEGFPIRESneo (Clontech， Palo Alto) was 

inserted. The resulting MP-EGFP fusion gene was then inserted between the blunted XbaI and 

SacI sites of pBI221 to yield p35LME (Fig. lB). The MP-EGFP lacked the last 5 amino acids 

(DSDSY) ofthe ToMV MP and instead had the linker-derived 11 amino acids 

14 
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NSVDPRVPV AT before the first Met of EGFP. 

Microprojectile bombardment. 

Bombardment waメperformedwith PDS 1000 (Bio-Rad Laboratories， Hercule人 CA)

es記 ntiallyaccording to the manufacturer's instruction. Brietly， mature or nearly expanded 

leaves (8 -10 cm in length) of N. henthamiana (6 -8 weeks old) were cut and placed on an 

MS-agar plate at a target distance of 6 cm. Three mg of l-Ilm gold particles were coated with 5 

Ilg of plasmid DNA and divided into 6 equal parts， each of which was subjected to a shot with a 

rupture disk of 1，350 psi. In co-bombardment experiments， equal amounts of the respective 

plasmids (in total 5μg) were mixed before coating the gold particles. A single leaf wω 

bombarded twice， then incubated at 26 oC in the dark. At appropriate times after bombardment， 

leaves were cut into pieceメandGFP signals were observed under an epifluorescent microscope 

(Axioskop; Carl Zeiss， Germany). Images were obtained by a color-chilled 3CCD camera， 

C5810 (Hamamatsu Photonics， Hamamatsu， Japan). The filter set 41014 (Chroma 

Technologies， Brattleboro， VT) or No. 10 (Carl Zeiω， Germany) was used to ob児 rveGFP 

variants under blue-light irradiation， and the filter set 31022 (Chroma Technologies) under UV 

irradiation. 
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Table 1. Characteristics of GFP variants 

excitabiJity 

GFP variant;l subceJluJar Jocal ization 

UV bJue-Jight 

G3GFP (G3) + nucleus -cytoぉoJ

NmGFP (Nm) + + nucleus > cytosol 

erG3GFP (erG3) + ER 

mGFP5ER + + ER 

EGFPわ + nucleus -cytosoJ 

<l Abbreviations used in the plasmid names (see Fig. 1) are shown in parentheses. 

b EGFP was used only as the fusion protein with ToMV MP. The sequence of the EGFP gene 

differs considerably (-770/0 identity) from the coding sequences for the other GFP variants 

listed in this Table. 
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Table 2. MuJticeJJular中read01' movement-defective ToMV by the coゐombardedToMV MP 

gene 

bombarded plasmids" cell-cell boundariesh total 110. of 

infection 

2 or more sites examined 

piL.erG3(SF3) + p35LM + pBINm 8 (13) 54 (87) 62 (100) 

piL.erG3(SF3) + p35LM + pBlmGFP5ER 17 (18) 77 (82) 94 (100) 

piL.Nm(SF3) + p35LM + pBIerG3 4 (12) 30 (88) 34 (100) 

/ヘ aThe structures of the plasmids are shown in Fig.トIneach combination， the three plasmids， 

(' 

in order， produced movement-defective ToMV [piL.erG3(SF3) and piL.Nm(SF3)]， ToMV MP 

(p35LM)， and a GFP derivative absolutely (pBlmGFP5ER and pBlerG3) or mainly (pBINm) 

localized in the bombarded cells. 

b Data are presented as the number of infection sites in which the movement-defective virus 

spread across the indicated number of cell-ceJJ boundaries at 48-hr post-bombardment. The 

frequency (%) is shown in parentheses. Single-cell infection was not detected. Typical pattems 

are shown in Fig. 2D-H. 

21 



('  

A. Tamai. MPMI 

Table 3. Effect of infection on intercellular distribution of MP-EGFP 

Distribution of MP-EGFpn 

bombarded plasmid‘l in uninfected siteメ

single 2 or more (0/0) 

p35LME 206 

p35LME + piL.Nm(SF3) 292 

58 (22) 

82 (22) 

in infected site~ぐ

n.d. single 

25 8 

2 or more (0/0) 

71 (90) 

a p35LME encodes the 35srroMV MP-EGFP gene， and piL.Nm(SF3) is an infectious clone 

producing a movement-defective ToMV (see Fig. 1). 

h Data are presented as the number of the bombarded sites exhibiting different distribution 

patterns of MP-EGFP at 40-h post-bombardment: single， MP-EGFP was detected inside the 

bombarded cell and/or in the cell wall just surrounding the bombarded cell only; 2 or more， MP-

EGFP was present in the cell wal1 not adjoining the bombarded cell (i.e.， between two non-

bombarded cells); n.d.， MP-EGFP signals were not detected， even though multiple cells were 

infected. The percentage (%) of '2 or more' in the total number of MP-EGFP-positive sites are 

shown in parentheses. Typical patterns are shown in Fig. 4A， B， E， and F. 

c Infected cells were identified by strongly fluorescing nuclei having virally expressed NmGFP 

r under UV irradiation. All of the infected sites identified contained a cluster of infected cells. 
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Captions for Figures 

Fig. 1. A ， Schematic repreはntationof infectious ToMV plωmidメ.The genomic organiz川IOn

ofToMV iメメhownat the top. Boxcs、codingregionメ;thin lincs、nOI1-じodingregions. Bent 

arrows denote the starting positionメofthe subgenomic mRN Aメ.In piL.G3， the pentagon 

designates the CaMV 35S RNA promoter (35S) and the small box indicates the nos terminator 

(nosT). Boxes delineated with broken lines indicate non-expreωed portions derived from the 

MP or CP gene. The portions corresponding to the ER-targeting signal and NLS are in black. 

Closed triangles indicate the SF3 frame-shift mutation introduced at the tenth codon of the MP 

gene. B ， Schematic representation of the genes for ToMV MP， ToMV MP-EGFP， and GFP 

derivatives， which are expressed under the control of the 35S promoter. The protein expressed 

from each plωmid is shown in parentheses below the name of the plasmid. 

Fig. 2. Trans-complementation of movement-defective ToMV. Images were taken under blue-

light (A-D， F， and H-恥1)or UV irradiation (E， and G) at 48-h post-bombardment. Plasmid 

structures are shown in Fig. 1. A ， Bombardment of piL.G3 encoding the wild-type MP and 

G3GFP， resulting in multicellular infection. B ， Bombardment of piL.G3(SF3) with a frame-

sift mutation in the MP gene， resulting in single-cell infection. C， Co-bombardment of 

piL.G3(SF3) and p35LM with the 35S/ToMV MP gene， forming a cluster of GFP-positive 

cells. D-G， Co-bombardment of piL.erG3(SF3)， a movement-defective construct encoding 

erG3GFP， together with p35LM and pBINm encoding NmGFP (D and E) or with p35LM and 

pBlmGFP5ER encoding mGFP5ER (F and G). The initially infected (bombarded) cells were 

visualized by UV irradiation in E and G， and marked by arrows in D-G. H ， Co-bombardment 

of piL.Nm(SF3)， a movement-defective construct encoding NmGFP， together with p35LM and 

pBIerG3 encoding erG3GFP. Infected cells exhibit nuclear tluorescence derived from virally 

expressed NmGFP. An a汀owindicates the bombarded cell， having strong tluorescence of 

erG3GFP. I-M， Typical patterns obtained when piL.erG3(SF3) was co-bombarded with 

another plasmid expressing ToMV MP (1)， Cg-TMV MP (J)， SHMV MP (K)， CGMMV MP 

(L)， or CMV 3a MP (M). Bars = 50μm. 
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Fig. 3. Distribution patterns of GFP variants in the preぽ nceor absence of MP. Images were 

taken under blue-light (A-G) or UV irradiation (H) at 24-h post-bombardment. A and B ， 

bombardment of pBIG3 with the 3ラS/G3GFPgene. G3GFP fluorescence was restricted to the 

bombarded cell in A or formed a halo in B. C and D，什equentlyobserved patterns obtained 

when G3GFP was co-expressed with ToMV MP (p35LM) (C) or CMV 3a MP (p35YM) (D). 

E and F ， expression of ER-localized erG3GFP (pBlerG3) alone (E) or with ToMV MP 

(p35LM) (F). erG3GFP was not traffickable. Note that the ER was distorted in the presence of 

the MP (F). G and H ， co-expres日ionofNmGFP (pBINm) and ToMV MP (p35LM). NmGFP 

was detected in cells adjoining the bombarded cell (G)， but their f1uorescence intensity was 

weak under UV irradiation (H). Bars = 25μm. 

Fig. 4. Different distribution patterns of MP-EGFP in infected and non-infected sites. Images 

were taken under blue-light (A-C， and E) or UV irradiation (D and F) at 40-h (A， B， E， and 

F) or 24-h post-bombardment (C and D). A and B， bombardment ofp35LME， harboring the 

ToMV MP-EGFP fusion gene under the control of the 35S promoter. MP-EGFP accumulates 

into multiple aggregates in the bombarded celI (shown in A) or infrequently traffics from the 

bombarded celI to the neighboring cells (shown in B). Small arrows highlight tiny f1uorescent 

spots in the ceII waII， representing plasmodesmaI localization of MP-EGFP. C-F， Co-

bombardment of p35LME with piL.Nm(SF3)， an infectious clone producing a movement-

defective ToMV (see Fig. lA). Nuclear-locaIized NmGFP signaIs (arrowheads in D and F)， 

indicative of infection， were UV -excitable. Small arrows in C and E indicate plasmodesma-

localized MP-EGFP signaIs. Bars = 25μm. 
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