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要旨

　近年発見された転写後型ジーンサイレンシング（posttranscriptional gene silencing, PTGS）
は RNA を配列特異的に分解するプロセスであり、植物ではウイルス抵抗性としての役割
をもつ。ウイルスの複製などによって生成された 2 本鎖 RNA が約 25 nt に切断されて
small-interfering (si)RNAとなり、siRNAを取り込んだRNA-induced silencing complex (RISC)

複合体が、siRNAと相補的な 1本鎖RNAを分解する。
　ウイルスの感染によって、植物には病徴の出現などさまざまの現象が生じる。多くのウ
イルスはサプレッサーと呼ばれるタンパクにより PTGS を抑制することができるが、その
構造や作用メカニズムは互いに異なる。それまで原因がわからなかったウイルス感染にお
けるいくつかの現象が PTGS とサプレッサーの観点から説明可能となったことから、感染
現象の理解のためには PTGSを考慮に入れた解析が必要だとの認識が広がっている。
　この認識をふまえ、本研究では Tobacco mosaic virus (TMV)をはじめ Tobamovirusの感染
でみられる現象を PTGS の観点から解明することを目的とした。最初に、それまで知られ
ていなかった Tobamovirus の PTGS サプレッサーを同定することを試みた。GFP（green

fluorescent protein）遺伝子に対する PTGS が起きたタバコ Nicotiana tabacum に TMV や
Tomato mosaic virus (ToMV)を感染させるとGFP蛍光が復活したことから、Tobamovirusは
PTGS 抑制能をもつことが分かった。アグロインフィルトレーションアッセイにより、
ToMV の複製酵素である 130K タンパクが単独でサプレッサー活性をもつことを明らかに
した。siRNA 生成を完全には阻害しないことや、一度成立した PTGS は抑制できないこ
とから、130Kタンパクは PTGS 反応系のなかで siRNA が生成された後、新しく RISCが
形成されるステップを阻害していることが示唆された。
　TMV や ToMV はタバコにモザイク病を引き起こす。モザイク症状を呈した葉には緑色
の濃淡斑が生じ、濃淡のパターンとウイルス局在のパターンはよく一致することが知られ
ている。GFP の PTGS が抑制されたタバコでは、これに加えて GFP 蛍光のパターンもほ
ぼ完全に一致していたことから、モザイクのパターン形成には PTGS が深く関与している
ことが予想された。解析の結果、ウイルスに対する PTGS シグナルの移行と、シグナルを
受け取った細胞での PTGS の成立が、ウイルスの局在を決定することが示唆された。この
知見をもとに、新たなパターン形成機構モデルを提唱した。
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　クロスプロテクションはウイルスが感染した植物が、それと近縁のウイルスに対して抵
抗性となることをいう。そのメカニズムはまだ十分解明されていないものの、一部のクロ
スプロテクションは PTGS が原因であることが示されている。ToMV の弱毒株 L11A が感
染した植物はクロスプロテクションにより強毒株感染による発病を免れることが知られて
いた。また、サプレッサー解析の過程で L11A は PTGS 抑制能が低下したウイルスである
ことが判明したことから、L11A によるクロスプロテクションも PTGS に起因することが
予想された。ToMV 感染におけるクロスプロテクションのメカニズムを探るために解析を
進めたところ、ToMV に対するクロスプロテクションはウイルス感染後数時間以内に誘導
され、1 細胞レベルでも起こることが明らかとなった。L11A 感染植物におけるクロスプロ
テクションは PTGS だけでは説明できないことが示唆され、この結果をもとに ToMV が
感染した植物におけるクロスプロテクションのメカニズムを考察した。
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略語表

ウイルス名

AMV Alfalfa mosaic virus

BSMV Barley stripe mosaic virus

CaMV Cauliflower mosaic virus

CMV Cucumber mosaic virus

CTV Citrus tristeza virus

PMMoV Pepper mild mottle virus

PRSV Papaya ringspot virus

PVX Potato virus X

PVY Potato virus Y

TBSV Tomato bushy stunt virus

TCV Turnip crinkle virus

TEV Tobacco etch virus

TMV Tobacco mosaic virus

ToMV Tomato mosaic virus

TRV Tobacco rattle virus

TSWV Tomato spotted wilt virus

TYMV Turnip yellow mosaic virus

その他

CP coat protein

DGT dark green tissue

dpi days post inoculation

dsRNA double-stranded RNA

GFP green fluorescent protein
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GUS β-glucuronidase

HC-Pro helper component-proteinase

hpi hours post inoculation

miRNA microRNA

MP movement protein

NT nontransgenic

PTGS posttranscriptional gene silencing

RdRP RNA-dependent RNA polymerase

RFP red fluorescent protein

RISC RNA-induced silencing complex

RNAi RNA interference

siRNA small-interfering RNA

ssRNA single-stranded RNA

VIGS virus-induced gene silencing

YT yellow tissue
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序章

　世界には 600 種以上の多様な植物ウイルスが存在する。ウイルスが宿主植物に感染する
と細胞内で複製し、原形質連絡を介した細胞間移行と師管を介した長距離移行を経て、全
身へ感染してゆく。全身感染した植物にはモザイクや萎縮といった全身病徴が生じる。
　一方、植物はウイルス感染に対する種々の防御機構を備えている。ウイルス抵抗性はウ
イルスの増殖抑制、過敏感反応によるウイルスの局在化、長距離移行の阻害など様々のレ
ベルでおこることが知られている。近年、転写後型ジーンサイレンシング（posttranscriptional

gene silencing, PTGS）が新たなウイルス抵抗性機構として注目されるようになった（Hull,

2002）。
　PTGS はもともと、内在遺伝子と相同な外来遺伝子を導入した形質転換植物において、
内在、外来遺伝子の双方の発現が抑制される現象（コサプレッション）から発見された
（Napoli et al., 1990; Van Der Krol, et al., 1990, Smith et al., 1990）。転写されたあとのmRNA

が分解されることで発現抑制がおきることから、PTGS と名付けられた。PTGS と同様の
機構による RNA分解現象は植物だけでなく動物や菌類にも存在し、RNA silencingと総称
される。RNA silencingの反応は細胞内で 2本鎖RNA（double-stranded RNA, dsRNA）が生
成されることで始まる（Fire et al., 1998）（図 1を参照）。Dicerと呼ばれるRNaseが dsRNA

を 21～23 nt の長さに切断し、small-interfering RNA (siRNA)を生成する（Hamilton and

Baulcombe, 1999; Bernstein et al., 2001）。siRNAはRNA-induced silencing complex (RISC)と呼
ばれる複合体に取り込まれる。RISC が siRNA と相補的な配列をもつ RNA を標的として
認識し、切断することで、配列特異的なRNAの分解が起こる（Hammond et al., 2000）。植
物の PTGS反応については第 1章序論で触れる。
　RNA ウイルスは複製過程でマイナス鎖 RNA を合成するため、dsRNA を生成する可能
性がある。また、DNAウイルスから転写された 1本鎖RNA（single-stranded RNA, ssRNA）
や、RNAウイルスの ssRNAからも、内在性 RNA-dependent RNA polymerase (RdRP)の働
きにより dsRNA が生産される。その結果ウイルスは自身に対する PTGS を誘導し、同時
に PTGS による RNA分解の標的となる。ウイルス抵抗性としての PTGSは、感染後に獲
得され、多様なウイルスに適応でき、特異的である点で、動物の免疫のような機能をもつ
といえる（Waterhouse et al., 2001; Voinnet, 2001）。PTGSがウイルス抵抗性機構として重要
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であることは、PTGSを起こせなくなったシロイヌナズナの変異体がCucumber mosaic virus

(CMV)に対して感受性が高まることや（Mourrain et al., 2000; Dalmay et al., 2001）、次に述
べるように多くのウイルスが PTGSを抑制する能力を有することからも推察される。
　ウイルス抵抗性としての PTGS があるにも関わらずウイルスは全身感染できる。これは
ウイルスが PTGS 抑制機能をもつサプレッサータンパクをコードしているためである
（Voinnet et al., 1999）。現在までに 15以上のウイルス属でサプレッサー遺伝子が同定され
ている。サプレッサーの配列や構造はウイルスごとに異なり、その作用メカニズムも様々
である（第 1章序論、図 2を参照）。
　上述のように PTGS の変異体ではウイルスに対する感受性が高まることや（Mourrain et

al., 2000; Dalmay et al., 2001）、逆にサプレッサーに変異をもつウイルスは病原性が低下す
ることから（Ding et al., 1995; Kasschau et al., 1997; Szittya et al., 2003）、PTGSとサプレッサ
ーの力のバランスがウイルスの増殖、移行や病徴を大きく左右することが認知されるよう
になっている。また、ウイルス感染植物が示す現象として古くから知られていたモザイク
病徴（第 2章序論、Moore et al., 2001; Jorgensen et al., 1998）やリカバリー（第 2章序論、Ratcliff

et al., 1997; Covey et al., 1997）、クロスプロテクション（第 3章序論、Ratcliff et al., 1999）、
シナジズム（異種ウイルスの混合感染による劇症化、Pruss et al., 1997）などの原因を PTGS

の観点から説明しようとする流れが生まれた。ウイルスの感染生理を理解するためには、
PTGSを考慮にいれることが不可欠であるとの認識が広まっている。
　本研究の開始以前、ウイルスと PTGS に関する研究は主に Potyvirus、Cucumovirus およ
びPotexvirusを用いて行なわれていた。Tobamovirus属のタイプ種であるTobacco mosaic virus

(TMV)はウイルスとして最初に発見され、複製、移行、病徴発現や抵抗性などについても
っとも多くの研究蓄積がある（Scholthof, 2004）。しかし PTGSの観点から行われた研究は、
TMVが PTGS抑制能をもつことを示した Voinnet ら(1999)の報告以外にほとんどなく、サ
プレッサーも同定されていなかった。私は Tobamovirusの感染と PTGS がどのような関係
にあるのかを知りたいと考えた。TMV や ToMV 感染状況のもとでおこる諸現象はすでに
多くの解析がなされているが、もう一度 PTGS の側面から調べ直すことで、植物ウイルス
の感染生理に関する新たな知見が得られると考え、博士課程の研究テーマとして選択した。
　最初の目標として、Tobamovirus の PTGS サプレッサーを同定することを試みた。TMV

と同属の Tomato mosaic virus (ToMV)の弱毒株を用いた解析から、PTGSサプレッサーが複
製酵素の 130Kタンパクであることを同定し、その作用機構についても解析を行なった（第
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1章）。
　さらに、この過程で得られた知見をもとに、Tobamovirus がタバコに引き起こすモザイ
ク病徴に焦点をあて、その形成に PTGSが果たす役割について解析した。その結果、PTGS

はこれまで提唱されていたのとは違ったメカニズムでモザイクのパターンを形成するとの
結論を得た（第 2章）。
　クロスプロテクションは植物ウイルス学のみならず農業への応用にとっても重要な現象
であり、そのメカニズムは長年にわたり解析されてきたもののいまだに推測の域を出てい
ない。最近、一部のクロスプロテクションは PTGS によって説明できるとの報告がなされ
ている。Tobamovirus 感染におけるクロスプロテクションのメカニズムを解明することを
目的として解析を行なった結果、Tobamovirus によるクロスプロテクションは PTGS だけ
では説明できないことが強く示唆された（第 3章）。
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第１章　ToMVのPTGSサプレッサーの同定と性質

1.1　序論

　序章で述べたように、植物の PTGS 反応系の中心部分は動物や菌類とほぼ共通すると考
えられているが、植物だけに見られる特徴もいくつか存在する（図 1）。
　植物では dsRNAは、量的あるいは質的になんらかの異常な特性をもつ ssRNAが鋳型と
なり、RdRP によって生み出されると考えられている。シロイヌナズナでは ssRNA から
の dsRNAの生成には、RdRPである SDE1/SGS2/RDR6および RNAヘリカーゼと予想され
る SDE3が関与する(Dalmay et al., 2000; Mourrain et al., 2000; Dalmay et al., 2001)。
　シロイヌナズナには 4つのDicerホモログ（DCL1～4）があり、DCL2とDCL3が siRNA

の生成に関わっているとされる(Schauar et al., 2002; Xie et al., 2004)。動物の siRNAは約 21

～23 ntの長さであるが、植物には約 21～23 ntの「短い」クラスの他に約 25 ntの「長い」
クラスの siRNAが存在し(Hamilton et al., 2002)、それぞれ別のDCL活性により生成される
(Tang et al., 2003)。
　RISCについては、コムギ胚芽の細胞質抽出物から in vitroでの RISC活性（ssRNA切断
活性）が検出されているが、その構成因子は植物ではいまだ同定されていない(Tang et al.,

2003)。動物では Argonaute ファミリーの Ago2 が RISC の RNA 切断活性を担う構成因子
であることが明らかにされており(Liu et al., 2004)、シロイヌナズナの同ファミリーに属す
るAGO1の変異体も PTGSを起こさない表現型を示す(Fegard et al., 2000)。
　線虫では、内在性 RdRPにより siRNAをプライマーとして dsRNAの再合成が行われる
(Sijen et al., 2001)。植物ではそれに加えプライマーに依存しないRNA合成経路もあり、ど
ちらも dsRNA の増幅によって PTGS 反応の強化に寄与すると想像されている(Baulcombe,

2004)。
　植物では体の一部で起きた PTGS は、シグナル分子が原形質連絡を介した細胞間移行と
師部を介した長距離移行することにより、全身に拡大する(Palauqui et al., 1997; Voinnet and

Baulcombe, 1997)。シグナル分子の実体はいまだ明らかではないものの、siRNA またはそ
れに類する核酸であると予想されている(Mlotshwa et al., 2002)。短いクラスの siRNAの蓄
積は PTGS の細胞間移行に、長いクラスの siRNA の蓄積は全身性の PTGS に相関がある
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（Himber et al., 2003; Hamilton et al., 2002）。最近、PTGSを起こしているカボチャの一種
Cucurbita pepoにおいて、siRNAが師管に入り、長距離移行することが報告された（Yoo et

al., 2004）。
　RNA silencing の生物学的役割のひとつはトランスポゾンやウイルスなど「異質な遺伝
子」の抑制であると推測されており、植物の PTGS の主要な役割もウイルス感染に対する
抵抗性であると考えられている（Plasterk, 2002）。RNA ウイルスが感染した細胞では、ウ
イルス ssRNAが質的あるいは量的に異常な RNAとして認識され、宿主の RdRPによって
dsRNA に転換されることで生成する（図 1）。この結果、ウイルス感染によってウイルス
配列に対する PTGSが誘導される。また、dsRNAの再生産はRISCや PTGSシグナルを増
加させるのに役立ち、PTGS の全身移行はウイルスの感染拡大に先立って抵抗性を誘導す
るのに役立っていると考えられる。
　ウイルスは PTGSへの対抗手段として PTGS抑制タンパク（サプレッサー）を備えてい
ることが、最近の研究で明らかになった（Voinnet et al., 1999）。サプレッサーの同定およ
び機能解析には、大きく分けて 3 つの手法が用いられてきた。最初に用いられたのはサプ
レッサーの形質転換体による解析である。Anandalakshmiら(1998)とKasschauら(1998)は、
Potyvirusの一種である Tobacco etch virus (TEV)の HC-Pro遺伝子の形質転換タバコを作出
した。このタバコと、β-glucuronidase (GUS)遺伝子の PTGSが起きている形質転換タバコ
とを掛け合わせると、PTGSが解除されてGUSの発現が復活することから、HC-ProがPTGS

抑制能をもつことを示した。これよりも簡便で応用範囲の広い手法としてアグロインフィ
ルトレーションアッセイがある。green fluorescent protein (GFP)を形質転換した Nicotiana

benthamianaの葉に、GFP遺伝子を挿入した Tiプラスミドをもつアグロバクテリウムを注
入して一過的にGFPを発現させると、注入部位でGFP遺伝子に対する PTGSが誘導され、
PTGS状態は上位葉にも広がってゆく(Voinnet and Baulcombe, 1997; Voinnet et al., 1998)。し
かしサプレッサーも同時に発現させると、PTGSが抑制されGFPの発現が持続する(Voinnet,

2001; Johansen and Carrington, 2001)。第 3の手法は silencing reversal assayなどと呼ばれる。
PTGS を起こしている植物にウイルスを接種し、感染によって遺伝子の発現が復活してく
ればそのウイルスは PTGS抑制能をもつと判断される。この手法が上記 2つと異なるのは、
実際にウイルスが感染している状況で PTGS 抑制を解析する点である。Brigneti ら(1998)

はGFPに対する PTGSを誘導したN. benthamianaにPotato virus Y (PVY)またはCucumber

mosaic virus (CMV)を接種するとGFP蛍光が復活してくること、またPotato virus X (PVX)
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ベクターを接種しても GFP蛍光は復活しないが、PVYの HC-Proまたは CMVの 2bを発
現する PVX ベクターを接種すると蛍光が復活することから、これらをサプレッサーとし
て同定した。同様にして Voinnet ら(1999)は種々のウイルスが PTGS 抑制能をもつことを
報告した。これらの手法に分子生物学的な解析を組み合わせることでサプレッサー機能の
研究が行われ、そのメカニズムは多種多様であることが分かってきた(図 2)。
　サプレッサーとして分子機構の解明が最もすすんでいるのは Tombusvirus 属の p19 であ
る。p19は in vitroおよび in vivoで 2本鎖 siRNAに特異的に結合する活性をもち、siRNA

を隔離して RISC に利用されないようにすることで PTGS を抑制すると考えられている
（Silhavy et al., 2002; Lakatos et al., 2004）。
　p19 以外のサプレッサーでは分子レベルでの作用機構は未だ明らかにされていないが、
おもにアグロインフィルトレーションアッセイでの PTGS を抑制する様式や siRNA の蓄
積などから、その機構が推測されている。
　CMVの 2bおよび PVXの移行タンパクの一つである p25は、アグロインフィルトレー
ションアッセイにおいて局所的 PTGSは抑制できないが、上位葉での PTGS誘導は抑制す
ることから、PTGS シグナルの生成または全身移行を阻害すると考えられている(Guo and

Ding, 2002; Voinnet et al., 2000）。
　Turnip crinkle virus (TCV)の外被タンパクである CPは、PTGS の開始は抑制するが一度
成立した PTGSを抑制できないことや、アグロインフィルトレーションアッセイで siRNA

の蓄積がほとんどなくなることから、PTGS 反応系の上流のステップ（Dicer 活性など）
を阻害すると推測されている（Qu et al., 2003; Thomas et al., 2003）。
　Potyvirus の HC-Pro の解析ではアッセイ系ごとにことなる結果が得られており、これは
HC-Pro のもつ多機能性を反映していると思われる。HC-Pro を発現する形質転換タバコで
は siRNAが消失することから、HC-Proは siRNAの生成阻害を介して PTGSを抑制すると
考えられた（Llave et al., 2000; Mallory et al., 2001, 2002）。しかしHC-Pro形質転換シロイヌ
ナズナでは siRNA は減少するものの消失せず、RISC 活性または新規 RISC の形成を阻害
するのではないかと予想されている（Dunoyer et al., 2004; Chapman et al., 2004）。さらに
silencing reversal assay やアグロインフィルトレーションアッセイにおいて、いったん成立
した PTGSを解除できたことは（Brigneti et al., 1998; Llave et al., 2000）、既存のRISC活性
も阻害できることを示唆する。アグロインフィルトレーションアッセイにおいて、全身性
PTGS と相関している長いクラスの siRNA のみ消失させることから、全身性シグナルの
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生成を阻害するとも推測されている（Hamilton et al., 2002）。
　本研究では、PTGS サプレッサーが同定されておらずその作用機構も不明であった
Tobamovirus について、PTGS 抑制能を解析することにした。Tobamovirus は TMV をタイ
プメンバーとする。長さ 6.4 kbのプラス鎖の ssRNAをゲノムとし、長さ 300 nm、直径 18 nm

の棒状の粒子を形成する（図 3A, B）。ゲノムは少なくとも 4 つの遺伝子をコードしてい
る（図 3C）。130K タンパクと、その終止コドンを読み過ごした（リードスルー）産物で
ある 180K タンパクは、ゲノム RNA とサブゲノム RNA を合成する複製酵素であり、ゲ
ノムRNAをmRNAとして翻訳される。細胞間移行に必要な移行タンパク（movement protein,

MP）と、粒子形成や長距離移行に関わる外被タンパク（coat protein, CP）は、それぞれの
サブゲノムRNAから翻訳される。
　TMV や ToMV はタバコやトマトに感染してモザイク症状を引き起こす。モザイクにつ
いては第 2 章で詳しく述べるが、モザイク症状が現れた葉には緑色の濃淡が生じ、ウイル
スは淡緑色の領域に局在することが知られている。
　ToMV には野生型株より弱い病徴しか生じさせない株（弱毒株）がいくつか知られてい
る。そのうち ToMV-L11および ToMV-L11A株は病原性が非常に弱い弱毒ウイルスである。
L11は、野生型株である ToMV-L を感染させたトマトの茎を高温処理し、弱毒性を指標に
した選抜により得られた（大島ら, 1965）。L11Aは L11から、より復帰変異株の現れにくい
株を選抜して得られた(後藤と根本, 1971)。L11およびL11Aはタバコでも全身感染し、ほぼ
無病徴である（後藤と根本, 1971）。また、植物体における増殖量は L の約 5 分の 1 であ
る。序章で述べたように PTGS サプレッサーがウイルスの増殖や病徴に関わっている例が
多いことから、ToMV のこれらの弱毒株の PTGS 抑制能を解析することは、PTGS と病徴
発現の関係の理解につながると考えられた。
　まず、ToMVによるモザイク病徴と PTGS抑制能とがどのように関わっているのかを明
らかにしたいと考えた。この目的には、ウイルスが感染した状況下での PTGS 抑制を観察
できる silencing reversal assayが適している。Voinnetら(1999)は、GFP遺伝子に対する全身
性 PTGSを誘導したN. benthamianaにTMVを感染させると、葉脈に沿ってGFPの蛍光が
観察されGFP mRNA量も増加することから、TMVが PTGSを抑制する能力をもつことを
報告した。しかし、N. benthamianaは野生型 TMVや ToMVを接種するとモザイクではな
く全身壊疽を生じるため（Canto et al., 2004）、モザイクなどの病徴発現と PTGSとの関係
を記述することは不可能である。そこで、GFP 遺伝子に対する PTGS が自発的におこる
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形質転換タバコ（N. tabacum）を作出し、ToMV感染による病徴とGFP蛍光の復活を観察
した。その結果、ToMV感染において PTGS抑制能は病徴発現とカップルした形で発揮さ
れることが分かった。次に、弱毒株の解析を通じて ToMV のサプレッサーの同定および
作用機構の解析を行った。アグロインフィルトレーションアッセイによって ToMV の複
製酵素である 130Kタンパクは単独で PTGS抑制能をもつことを示した。ToMV 感染植物
の siRNAや RISC活性を解析した結果から、130Kタンパクは siRNAから新しく RISCが
形成されるステップを阻害することを明らかにした。



15

1.2　材料と方法

プラスミドの構築

(1) ウイルスRNAを試験管内転写により作製するためのプラスミド
・pTLW3、pTLJA1、pTLJ、pTLA

　pTLW3は、pUC18のPstIとEcoRIサイトの間に、T7プロモーター、pLFW3（Meshi et al.,

1986）の ToMV-L の全長 cDNA、およびリンカー配列が挿入されたプラスミドである。
ToMV-L11Aの全長 cDNAを含む pLFA1（Meshi et al., 1986）をBstXI/AccIII消化して得られ
る約 2.93 kbの断片を pTLW3の BstXI-AccIII部位に挿入して pTLJA1を作製した。pTLW3

および pTLJA1をNheI-KpnI消化して得られる約 2.47 kbの断片を入れ換えることにより、
pTLJおよび pTLAを作製した。

・pTLBN.G3、pTLBN.G3(J)

　piL.G3（Tamai and Meshi, 2001b）を KpnI/BstEII 消化して得られる約 1.41 kb の断片を
pTLW3の KpnI-BstEII 部位に挿入して pTL.G3-BstEII を得た。pTLW3を NcoI 消化して平
滑化しMluI消化して得られる約 0.92 kbの断片を、pTL.G3-BstEIIを BstEII消化後末端平
滑化し、MluI 消化した部位に挿入して、pTLBN.G3 を作製した。pTLBN.G3 を KpnI/MluI

消化して得られる約 3.0 kbの断片を pTLJの KpnI-MluI部位に挿入して pTLBN.G3(J)を作
製した。

・pTLBN.R1

　pTLdCIIは pTLW3の CP 遺伝子の開始コドン ATG（5704 nt）を AGAに変異させ、さ
らにCP遺伝子の 3'側 430塩基（5753 nt～6182 nt）を欠失させてBstEII部位を挿入したプ
ラスミドである。pTopo-DsRd は、単量体で蛍光を発する red fluorescent protein (mRFP)

（Campbell et al., 2002）のアミノ酸配列はそのままで、植物のコドン用法に最適化した改
変遺伝子をコードするプラスミドである（津田新哉博士より分与）。pTopo-DsRd を鋳型と
して BstEII-DsRd/1fwおよび BstEII-DsRd/678rvプライマー（下、制限酵素部位を下線で示
す。以下同様）を用いた PCR により得られる改変 RFP 遺伝子をコードする断片を BstEII

消化して、pTLdCIIの BstEII 部位に挿入して pTL.DsRd を得た。pTL.DsRdを NsiI 消化、
平滑末端化、KpnI消化して得られる約 2.1kbの断片を pTLW3のNcoI消化、末端平滑化、
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KpnI 消化した部位に挿入して pTLBN.R1 を作製した。ToMV-RFP の感染性トランスクリ
プトを作製するための鋳型として用いた。

BstEII-DsRd/1fw 5’-ACCGGTAACCATGGCTTCCTCCGAGATGT

BstEII-DsRd/678rv 5’-ACCGGTTACCTTAAGCACCAGTGGAATGCC

・pTX.erG3、pTX.GUS

　piX.erG3（Tamai and Meshi, 2001a）を ApaI/XhoI 消化して得られる断片を pP2C2S

（Baulcombe et al., 1995）の ApaI-XhoI 部位に挿入して pTX.erG3 を作製した。pBI121

(Clontech)を SmaI/SacI 消化して得られる GUS 遺伝子をコードする断片を pP2C2S の SalI

消化後末端平滑化した部位に挿入して pTX.GUSを作製した。

(2) 形質転換およびアグロインフィルトレーションのためのバイナリーベクター
・pBI121-erG3

　erG3GFP は N 末端にシグナルペプチドと小胞体リテンションシグナルをもつ G3GFP

（Kawakami and Watanabe, 1997）をコードする。pBIerG3（Tamai and Meshi, 2001b）を
XbaI/SacI消化して得られる erG3GFPをコードする約 0.8 kbの断片を pBI121の XbaI-SacI

部位に挿入して pBI121-erG3を作製した。

・pBI-L130NRT、pBI-L130J、pBI-L130FS、pBI-L180K(R2)

　pBI-L130NRT は pBI121 の XbaI-SacI 部位に ToMV の 130K遺伝子が挿入されたプラス
ミドである。130K の終止コドンは read through しやすいため、終止コドンをもう一つ付
加した。pTLJをXbaI/ApaLI消化して得られる約2.0 kbの断片をpBI-L130NRTのXbaI-ApaLI

部位に挿入して pBI-L130J を作製した。pBI-L130NRT を XbaI 消化、末端平滑化してセル
フライゲーションさせることにより、pBI-L130FSを作製した。pLFR2（Ishikawa et al., 1986）
をNheI/KpnI消化して得られる約 2.4 kbの断片を pTL.MR（Tamai et al., 2003）のNheI-KpnI

部位に挿入してpTL.MR.R2を作製した。pTL.MR.R2をXbaI/SacI消化して得られる約5.0 kb

の断片を pBI-L130NRTのXbaI-SacI部位に挿入して pBI-L180K(R2)を作製した。

・pMD1-PVY-HCPro、pMD1-TSWV-NSs、pMD1-TMV-p126、pBI-X25K
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　pMD1 は pBI121 由来の、クローニングサイトが改変されたプラスミドである（Barbara

Baker 博士より分与）。pMD1-PVY-HCPro、pMD1-TSWV-NSs および pMD1-TMV-p126 は
それぞれ PVY-O系統のHC-Pro遺伝子、Tomato spotted wilt virus (TSWV)のNSs遺伝子およ
び TMVの p126遺伝子が 35S プロモーターと Nosターミネーターの間に挿入されている
（津田新哉博士より分与）。pBI-X25kは、PVXのp25をコードするp35X25k（Tamai and Meshi,

2001a)をHindIII/EcoRI消化して得られる約 1.7 kbの断片を pBI121のHindIII-EcoRI部位に
挿入して作製した。
　

(3) RNAプローブを作製するためのプラスミド
・pSK-erG3、
　pBIerG3を SacI 消化、末端平滑化、XbaI 消化して得られる約 0.8kbの断片(erG3GFP 全
長をコードする）を pBluescriptII SK+（Stratagene）の XbaI-EcoRV 部位に挿入して作製し
た。

・pbLAB

　pTLW3を AatII消化、末端平滑化、BamHI消化して得られる断片（ToMVゲノムの 3'側
の約 0.7kbに相当する cDNA）を、pBluescript SK+のEcoRV-BamHI部位に挿入して pbLAB

を作製した。

形質転換植物の作出

　形質転換は Grayburn (1997)の方法により行った。pBI121-erG3 を保持したアグロバクテ
リウムLBA4404株をNicotiana tabacum cv. SamsunおよびN. benthamianaのリーフディス
クと共存させてカルス誘導し、再生個体から種子を得た。トランスジーンをホモにもつT3

個体を主に実験に使用した。N. tabacum の形質転換ラインである G3Sm1 はトランスジー
ンを 1遺伝子座にもち、G3Sm2は少なくとも 3遺伝子座にもつ。N. benthamianaの形質転
換ラインG3Nb3はトランスジーンを 1遺伝子座にもつ。

GFP蛍光およびRFP蛍光の観察

　GFP蛍光の観察には蛍光実体顕微鏡MZ-FLIII（Leica）を用い、フィルターセットはGFP

Plant (Leica, excitation filter 470/40 nm, barrier filter 525/50 nm)を用いた。画像はCCDカメラ
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DXM1200（Nikon）またはズームレンズ Zoom-Micro Nikkor（Nikon）を装着した CCD カ
メラ DC500（Leica）により取り込んだ。あるいは、FITC フィルター24902（Volpe AG）
を取り付けたハロゲンランプ Intralux 6000-1（Volpe AG）によって青色光を植物体に照射
し、カットフィルターSC52（富士写真フィルム）を取り付けたデジタルカメラCamedia E-20

（Olympus）を用いて約 1分間の露光により蛍光を撮影した。
　RFP蛍光の実体顕微鏡観察にはMZ-FLIII（Leica）とDsREDフィルター（Leica, excitation

filter 546/12 nm, barrier filter 560 LP nm）を用いた。
　画像処理は Photoshop（Adobe）を用いた。

GUS染色

　GUS染色はMartin et al.(1992)の方法に従った。ウイルス接種したタバコ葉をGUS染色
液[50 mM sodium phosphate (pH7.0)、0.1% Triton X-100、1 mM X-Gluc]中に浸し、陰圧処理
して液を浸透させた。37℃で一晩処理し、エタノール中に浸してクロロフィルを脱色し観
察した。

アグロインフィルトレーションアッセイ

　アグロインフィルトレーションはErickson et al. (1999)の方法に従った。各プラスミドを
保持したアグロバクテリウム C58C1/pGV2260 株を LB 培地で震盪培養し、集菌してアグ
ロインフィルトレーション培地 [1x MS salts、3.9 g/l MES、20 g/l sucrose、10 g/l glucose、200

μM acetosyringone、pH5.4 (KOH)] に 600 nmでのO.D.が 1.0となるように懸濁した。GFP

およびサプレッサーのコンストラクトを保持するアグロバクテリウム懸濁液を 1:2 の比で
混合し、シリンジで N. benthamianaの葉の細胞間隙に注入した。トランスフォーメーショ
ンの効率を高めるため植物体を 22℃で一日おいた後、22℃または 28℃に一定の日数おき、
観察とサンプリングを行った。

サザンブロット解析

　非形質転換タバコ、G3Sm1および G3Sm2の展開葉から CTAB法によりゲノム DNAを
抽出した。10 μgのゲノムDNAをHindIII消化して、0.9% TAEアガロースゲルで泳動後、
Hybond-N+（Amersham Biosciences）へ 0.4 M NaOHで 16時間アルカリトランスファーし
た。メンブレンをハイブリダイゼーション溶液[5x SSPE, 5x Denhardt's solution, 0.5% sodium
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dodecyl sulfate (SDS), 20 μg/ml salmon sperm DNA]中で、65℃で一晩保温してプレハイブ
リダイゼーションを行った。プローブは、erG3GFP 全長をコードする DNA を鋳型とし、
Rediprime Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences)によって 32P-dCTP標識し
て作製した。プローブを加えて 65℃で一晩保温してハイブリダイゼーションを行った。
メンブレンを 2x SSCで 65℃にて 3回洗浄後、オートラジオグラフィーを行った。

BY2プロトプラストへの感染とノーザンブロット解析

　ウイルス RNAのプロトプラストへの接種は基本的にWatanabe et al. (1987a)の方法に従
った。植え継ぎ 3日後の BY2培養細胞から得たプロトプラストを用いた。800 μlのエレ
クトロポレーションバッファー[5 mM MES、70 mM KCl、0.3 M D-mannitol、pH 5.8 (KOH)]

に懸濁した 1,000,000 個のプロトプラストに、接種源である感染性トランスクリプトを 20

μl加え、GenePulser（Bio-Rad）を用いて電気パルス[0.3 kV、100 Ω、125 μF]を与えた。
氷上に 30分、30℃で 5分静置した後、120xg、3分間の遠心によりプロトプラストを沈降
させて上清を除いた後、10 mlのプロトプラスト培地[4.6 g/l MS塩類(和光純薬)、0.2 mg/l

2,4-D、0.4 M D-mannitol、1% D-sucrose、100 mg/l myo-inositol、1 mg/l thiamine-HCl、pH 5.8

(KOH)]に懸濁し、暗所下、26℃で培養した。8 または 20 時間培養後、TRIzol LS reagent

(Invitrogen)を用いて全RNAを精製し、ノーザンブロットに用いた。

mRNAおよびウイルスRNAのノーザンブロット解析

　葉のサンプルは液体窒素中で粉砕したのち、TRIzol reagent (Invitrogen)を用いて全 RNA

を精製した。RNAサンプルをグリオキサール処理で変性した後 1%アガロースゲルで電気
泳動し、ナイロンメンブレンHybond-N (Amersham Biosciences)にブロットした。GFP mRNA

を検出するDNAプローブは erG3GFPのEcoRI-ClaI断片を鋳型としてRediprime II Random

Prime Labelling System (Amersham Biosciences)を用いて作製した。ToMV RNAを検出する
プローブはHindIII消化した pT732（Ishikawa et al., 1991a）を鋳型としてT3 RNA ポリメ
ラーゼにより試験管内転写して作製した。Hamilton and Baulcombe (1999)の方法によりプ
レハイブリダイゼーションとハイブリダイゼーションを行った。

siRNAのノーザンブロット解析

　siRNAの検出は基本的にHamilton and Baulcombe (1999)の方法に従った。低分子量RNA
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を精製するため、全RNAを 5% polyethylene glycol (PEG) 8000および 0.5 M NaClの存在下
で PEG 沈殿を行い、高分子 RNA を沈殿させて除去した。PEG 沈殿の上清をエタノール
沈殿して得られた低分子量 RNA をホルムアミドにとかしてサンプルとし、15%ポリアク
リルアミド-7M 尿素ゲルで電気泳動した。マーカーには 5'末端を放射性標識した 25 nt お
よび 20 ntの合成オリゴ RNAを用い、一部の実験では 3'末端を標識した同じ配列の DNA

をマーカーとした。（DNA マーカーは RNA マーカーより約 1 nt 速く泳動された。）泳動
後、ナイロンメンブレン Hybond-NX (Amersham Biosciences)に電気的にブロットした。ブ
ロットはTrans-Blot Cell (Bio-Rad)を用い、0.5x TBE中で 100V、45分間行った。ブロット
後のメンブレンを 20x SSC 中で 30分間平衡化し、80℃で 2 時間風乾し、UVクロスリン
クした。メンブレンをハイブリダイゼーション溶液[0.7% SDS, 50 mM sodium phosphate (pH

7.2), 0.3M NaCl, 5x Denhardt's solution, 45% formamide, 100 μg/ml salmon sperm DNA]中で、
40℃で 2 時間以上保温してプレハイブリダイゼーションを行った。[α-32P] CTP で標識し
た RNAプローブ（50～100 ntにアルカリ分解したもの）を 1,000,000 cpm/ml となるよう
加えて 40℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。40℃の 2x SSC中で 3回洗浄した後、
放射性シグナルをTyphoon 8600 (Amersham Biosciences)またはMolecular Imager FXpro (Bio-

Rad)により検出した。リプロービングする際にはメンブレンを 10 mM Tris-HCl (pH7.5)、
0.2% SDS 中で煮沸することによりプローブをはがした後、プレハイブリダイゼーション
とハイブリダイゼーションを繰り返した。

RT-PCR

　TLBN.G3 または TLBN.G3(J)の感染性トランスクリプトを接種して 6 日後の G3Sm1 タ
バコの接種葉を蛍光実体顕微鏡下で観察し、GFP 蛍光を発するウイルス感染部位を金属
管（直径 2 mm）を用いてくりぬいた。TRIzol reagent (Invitrogen)を用いて全 RNAを回収
し、Ready-to-Go RT-PCR beads (Amersham Biosciences)を用いて cDNAを合成した。cDNA

合成のプライマーは mRNAにはオリゴ(dT)12-16を用い、ToMV RNA には ToMV のプラス
鎖の 3'末端に相補的なプライマーLB1を用いた。PCRはExTaq (Takara Bio)を用い、94℃ 30

秒、55℃ 30秒、72℃ 1 分のサイクルで、erG3GFP mRNAと ToMV RNA の検出には 22

サイクル、アクチン mRNA の検出には 35 サイクル行なった。プライマーの配列を以下
に示す。
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ToMVの cDNA合成
LB1 5'-TGGGCCCCAACCGGGGGTTC

ToMV cDNAの増幅
L5300fw 5'-CCCAAATTACGGTATTACAACAAAGGATGC

G3rv1 5'-TGTGGGAGTTGAAGTTGTATTCCAA

erG3GFP cDNAの増幅
erG3/1fw 5'-ATGAAGACTAATCTTTTTCTCTTTCTCATC

erG3/792rv 5'-TTAAAGCTCATCATGTTTGTATAGTTCATC

アクチン cDNAの増幅
AC1 5'-ATGGCAGACGGTGAGGATATTCA

AC2 5'-GCCTTTGCAATCCACATCTGTTG

タンパク解析

　葉組織を 10倍量の 100 mM Tris-HCl (pH6.8)-4% SDS-12% 2-mercaptoethanol中で摩砕し
た。130K タンパクの検出の際にはプロテアーゼインヒビターCompleteMini (Roche-

Boehringer)を加えた。遠心後、上清をボイルし、等量の 20% グリセロールを加えた。CP

の検出には 15% SDS-ポリアクリルアミド電気泳動 (PAGE)後、ゲルをクマジーブルー染
色した。GFPと 130Kタンパクの検出にはそれぞれ SDS-12.2% および SDS-7.5% PAGE後、
タンパクを polyvinylidene difluoride (PVDF)メンブレンにブロットした。メンブレンを 1次
抗体であるウサギ抗GFP抗体（Clontech）またはウサギ抗 130Kタンパク抗体（Hagiwara et

al., 2003）で処理後、2次抗体として horse radish peroxydase conjugated anti-rabbit IgG antibody

(Amersham Biosciences)で処理した。バンドを ECL Western Blotting Detection System

(Amersham Biosciences)で検出した。

ウイルスおよび感染性トランスクリプトの接種

　ToMV は野生型株の L (Ohno et al., 1984)と、L に由来する弱毒株の L11および L11A

(Nishiguchi et al., 1985)を使用した。MluI消化した pTL-シリーズのプラスミド（ToMV）ま
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たは SpeI 消化した pTX-シリーズのプラスミド（PVX）を鋳型とし、T7 RNA polymerase

によって試験管内転写して感染性トランスクリプトを作製した。N. tabacum の葉に接種し
て増殖させた後、ウイルス粒子を精製して接種源とした。一部の実験では感染性トランス
クリプトをタバコまたは N. benthamianaに接種してウイルスを増殖させ、ウイルス粒子を
含む植物の摩砕液を接種源とした。接種はカーボランダムの粉末を葉に振りかけ、ウイル
ス溶液を約 20 μlおいた後、滅菌したガラス棒でこすることにより機械接種した。

植物の栽培

　本実験では N. tabacumおよび N. benthamianaを用いた。とくにことわらない限り 16時
間明、8時間暗、26℃または 28℃の条件で栽培した。
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1.3　結果

GFP形質転換タバコの性質

　Cauliflower mosaic virus (CaMV)の 35S プロモーター下流に GFP 遺伝子を挿入したコン
ストラクト（35S/GFPと表記する、図 5A）を導入した形質転換タバコ（Nicotiana tabacum cv.

Samsun）を作出した。G3GFP は野生型 GFP にアミノ酸置換を導入して強い蛍光を発し、
紫外光では励起されず青色光でのみ励起される（Kawakami and Watanabe, 1997）。本研究
では原形質連絡を介した細胞間移行が起こらない小胞体局在型の erG3GFP（Tamai and

Meshi, 2001b）を用いた。作出した形質転換ラインのうち、生長に伴って GFP蛍光が消失
（サイレンシング）していくラインが得られ、G3Sm2と名付けた（図 4）。G3Sm2は発芽
後 2週間では強い蛍光を発していたが、第 1本葉の主葉脈にそって蛍光が減少していた。
生長につれて蛍光の消失は進んでゆくが、その程度は大きく 2つに分類することができた。
消失の程度が弱い個体（weak phenotype）では、蛍光の消失は太い葉脈沿いにとどまり、
葉が完全展開した後でも葉脈間の GFP 蛍光は残っていた（図 4G）。消失の程度が強い植
物個体（strong phenotype）では、発芽後 4～5週間でほぼ全身の蛍光が消失した（図 4F）。
ただし茎頂では弱い蛍光が認められた。strong phenotype の個体から得た自殖後代を選抜
し、表現型が安定した系統（G3Sm2-1、以降はこの系統を G3Sm2 と呼ぶことにする）の
個体を以降の実験には用いた。また、GFP を恒常的に発現するライン G3Sm1 を選抜し、
コントロールとして用いた（図 4A~C）。
　G3Sm1、G3Sm2ともに外見的には全く正常に生長した。サザンブロット解析から、G3Sm1

は GFP遺伝子を 1コピー、G3Sm2は少なくとも 3コピーもつことが分かった（図 5A）。
GFP mRNA量はGFP蛍光の消失したG3Sm2では G3Sm1より少なかった（図 5B）。GFP

もG3Sm2ではほとんど検出できないレベルであった（図 5C）。さらに、G3Sm2特異的に、
GFP配列をもつ siRNAが検出された。siRNAは約 21~23 ntのものと約 25 ntの 2つのクラ
スの存在が認められた（図 5D）。この結果は PTGSを起こしている植物に見られる現象と
一致する（Hamilton and Baulcombe, 1999; Hamilton et al., 2002）。G3Sm2タバコはGFP遺伝
子配列をもつToMVおよびPVXに対して抵抗性を示したが、RFP遺伝子配列をもつToMV

やGUS遺伝子を発現する PVXに対しては感受性であった（図 6、図 12B）。これはG3Sm2

にGFP遺伝子配列をもつRNAを特異的に分解する活性があることを示している。
　以上の結果から、G3Sm2においては GFP の発現が PTGSにより抑制されていると結論
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した。

ToMV感染における病徴とサイレンシングの抑制

　ToMVはタバコにモザイク病を引き起こす。ToMVによる病徴の発現と PTGS抑制能の
関係を明らかにするため、G3Sm2にToMVを接種し、病徴とGFP蛍光を観察した。G3Sm2

のToMVによる病徴は、外見的に非形質転換タバコのものと同一であった。
　G3Sm2 のモザイク症状を呈した葉（モザイク葉）では、青色光の照射により非常に強
い緑色蛍光が認められた（図 7A）。蛍光顕微鏡による観察で小胞体のネットワークで蛍光
が見られることや、紫外線励起では蛍光が見られないことから、この蛍光は erG3GFP に
由来するものと考えられた。蛍光を発する部位からはウエスタンブロットとノーザンブロ
ットによりGFPとGFP mRNAが検出された（図 8C、図 10A）。また、非形質転換植物に
ToMV を接種した場合はこのような蛍光は認められず、G3Sm1 タバコではどの葉におい
ても GFP 蛍光の目立った変化は認められなかった（結果省略、図 19B を参照）。したが
って、ToMV が（おそらくゲノムにコードされた PTGS サプレッサーの働きにより）GFP

に対する PTGSを抑制したことが強く示唆された。
　次に、ToMV による病徴と PTGS の関連をより詳しく解析することにした。TMV によ
るタバコモザイク病を詳細に記述したAtkinson and Matthews (1970)の研究に従い、長さが
7.5～9 cmになった時点の第 5本葉に、ToMVを 10 μg/mlの濃度（Xanthi ncタバコに約
100 個の局部壊死斑を形成する濃度）で接種した。この接種条件では各葉の病徴は再現的
に現れる。接種時の G3Sm2 の蛍光は茎頂をのぞいて完全に消失している。Atkinson and

Matthews (1970)に従い接種葉（第 5本葉）をL0と呼び、その上の葉を順にL1, L2, , ,と呼
ぶことにする。
　L0～L2には目立つ病徴は生じず、GFP蛍光は消失したままだった。
　接種後３～4 日の L3と L4では、クラス I～IVの葉脈に沿って GFP 蛍光が認められた
（図 7C）。これらの葉では接種時には蛍光が消失していたため、一度起きた PTGSが解除
されたものと思われる。クラス III～IV の葉脈には葉脈透化と呼ばれる、葉脈が透き通っ
て浮き上がったように見える症状が現れ、GFP蛍光の分布とよく一致していた。
　L4 より上の葉では、モザイク症状の模様ときれいに一致した形で強い GFP 蛍光が見ら
れた。モザイク葉において葉の濃い緑色の部分は dark green tissue (DGT)と呼ばれ、薄い緑
色の部分は yellow tissue (YT)と呼ばれる（第 2章序論）。蛍光は、DGTではほとんど見ら
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れず、YT でのみ見られた(図 7B)。しかしながら、大きな DGT の内部には不規則な形を
した黄色い領域が存在し、そこでは弱い蛍光が見られた（第 2章で述べる）。ひとたびGFP

に対するサイレンシングが解除されると、その状態は葉が完全に老化するまで持続した。

ToMV複製酵素の変異による無病徴化とPTGS抑制能の欠損

　GFP に対する PTGS の抑制（すなわち ToMV の PTGS サプレッサー活性）が病徴と深
く関連したことから、病徴を生じない ToMV 弱毒株ではサプレッサー能はどうなってい
るのかという疑問が生じた。ToMV弱毒株である L11株と L11A株は、タバコに全身感染す
るにも関わらずモザイク症状を引き起こさない。L11と L11A を G3Sm2 に接種したところ
病徴はほとんど生じず、また GFP 蛍光を復活させることができなかった（結果省略、図
8）。
　L11Aは野生型株と比較して 10ヶ所に塩基置換変異をもち、うち 3ヶ所は複製酵素であ
る 130Kタンパクにアミノ酸置換変異をもたらす（Nishiguchi et al., 1985; Meshi et al.,1986）。
そのうちの最初の変異（1117 nt）はL11とL11Aに共通することから、この変異が弱毒化と
PTGS 抑制能欠損の原因であると考えられた。しかし、L11のゲノムは部分的にしかシー
ケンスされていなかったため、ほかの変異が原因であることも考えられた。そこで、1117 nt

の変異が原因であることを確認するために一連の組換えウイルスを作製し、それらの
PTGS抑制能を調べた。
　TLJA1（pTLJA1 の試験管内転写産物）は TLW3（野生型株 ToMV-L と同等）と比較し
て 4ヶ所の塩基置換をもち、3ヶ所のアミノ酸置換変異をすべてもつ（図 8A）。TLJA1は
Samsun タバコにはモザイク症状を引き起こさず、Xanthi nc には正常な局部壊死斑を形成
するなど、L11Aと同じ性質を示した。さらに、G3Sm2の GFPに対するサイレンシングを
抑制することもできなかった。したがって PTGS抑制能欠損の原因はこの 4つの変異のど
れかであると予想された。どの変異が原因なのか明らかにするため、これらの変異を部分
的にもつ 2種類の組換えウイルスを作製した。
　TLJ は TLJA1 の変異のうち 1117 ntの変異（これ以降、J 変異と呼ぶことにする）だけ
をもち、TLA は残りの 3 つの変異（まとめて A 変異と呼ぶことにする）をもつ。TLJ も
モザイク症状を示さず、かつ抑制能を欠損していた。一方、TLA は弱いながらもモザイ
ク症状を示し、かつ抑制能を保持していた（図 8B）。したがって、弱毒性と抑制能欠損に
は J変異のみで十分であることが分かった。
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　TLJ と TLJA1 が本当に全身感染していながら GFP のサイレンシングを抑制しないとい
うことを確認するために、上位葉のタンパク解析を行った（図 8C）。モザイク葉において
ウイルスはYTに多く存在し、DGTにはほとんど存在しないことが知られている（Atkinson

and Matthews, 1970）。これと一致して、TLW3とTLAによるモザイクのYTには多量のウ
イルス CPと GFPが検出され、DGT では少量しか検出されなかった（図 8C, レーン 6, 9

とレーン 5, 8）。TLJとTLJA1の無病徴な感染上位葉では、CPは一定量蓄積していたもの
の、GFP量はmock接種とほとんど変化がなかった（図 8C, レーン 7, 10）。したがって、
J 変異をもつ ToMV は全身感染性を有しながらも、PTGS 抑制能を欠損していることが分
かった。
　ただし、以下に述べる観察から、J変異は ToMVの PTGS抑制能を完全に失わせるもの
ではないと考えられた。TLJと TLJA1を接種した G3Sm2のモザイク葉に相当する葉（L5

以上の葉）は病徴を示さず GFP 蛍光も復活しないが、L3 と L4 は弱い葉脈透化症状を示
し、これらの葉ではかすかな GFP 蛍光も認められた。これは L11および L11A でも同様で
あった。この蛍光は感染初期にのみ見られ、時間が経つと蛍光は消失してしまう。このよ
うな現象は、これらのウイルスを小さな葉（長さ 2~3 cm）に接種した場合に、より顕著
に見られた（図 8D）。TLJ または TLJA1 を接種した場合には数日後に弱い退緑斑と葉脈
透化が現れ、それと一致して GFP 蛍光が復活した。しかしさらに数日たつとその蛍光は
消失してしまった。TLW3 を接種した場合にも同様に蛍光が復活し、それは消失せずに持
続した。したがって、ToMVは J変異によって PTGS抑制能を完全に失ったのではなく、
一過的に抑制する能力は保持しているものと想像された。
　TLJ および TLA、TLJA1 は複製酵素に変異をもつウイルスであるため、複製能力が低
下している可能性が考えられた。各ウイルスを BY2 細胞のプロトプラストに感染させ、8

hpi と 20 hpi でのウイルス量をノーザンブロットで解析した（図 9）。TLJ、TLA、TLJA1

はどれも TLW3とほとんど同じように増殖し、サブゲノム RNA の量にもごくわずかしか
差が認められなかった。したがってこれらの変異は ToMV の 1 細胞レベルでの複製能力
には影響しないものと考えられた。

ToMVのサプレッサーの性質(１)　siRNA生成を阻害しない

　序論で述べたように、ウイルスのサプレッサーの作用機構は多種多様であることが知ら
れている。ToMV のコードするサプレッサーの作用機構を明らかにするための実験を行な
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うことにした。
　siRNA の蓄積は PTGS の指標とされることから、まず最初に mock、TLJ または TLW3

を接種したタバコの上位葉（L6～L7、モザイク葉またはそれに相当する葉）におけるToMV

siRNAとGFP siRNAを解析した。
　TLJの上位葉におけるウイルス RNA量は TLW3の約 5分の 1であった（図 10A）。こ
れはL11Aにおけるこれまでの報告（Nishiguchi et al., 1990）と一致していた。G3Sm1への
接種実験で、L5における GFP mRNA量は mock、TLW3または TLJを接種したものの間
でほとんど差が見られなかった（図 10A、レーン 4~6）。（なお、TLW3を接種したG3Sm1 [レ
ーン 5]では、GFP mRNA量がやや低下しているように見える。各レーンには全RNA量を
そろえてローディングしており、ToMV RNAを大量に含むレーン 5では他のRNAが占め
る割合が低下したためと思われる。rRNA 量と見比べれば GFP mRNA 量はレーン 4~6 で
ほぼ同じといえる。）TLW3を接種した G3Sm2では GFP mRNA量が大幅に増加しており
（図 10A、レーン 8）、これはモザイク葉の YTで GFP に対する PTGSが抑制されたこと
（図 7）と一致する。mockおよびTLJ接種したG3Sm2上位葉でもわずかながらGFP mRNA

が検出されたものの（図 10A、レーン 7, 9）、ここでは病徴やGFP蛍光は見られなかった。
　全RNAから低分子量RNAを濃縮し、ノーザンブロット解析に供した（図 10B）。TLW3

または TLJ を接種したタバコでは ToMVに由来する small RNA が検出された。TLW3と
TLJ でバンドのパターンに大きな差は認められなかった。ToMV のマイナス鎖に由来する
siRNAはGFP siRNAと同様 21～23 ntと 25 ntの位置にバンドが見られたが、25 ntのバン
ドはGFP siRNAのものより薄かった。（これは 3回の独立な実験で再現的だった。）ToMV

のプラス鎖に由来する siRNAは 21～24 ntの位置にバンドが見られ、さらに 25 nt以上に
スメアバンドが現れた。GFP siRNA は G3Sm2 特異的に検出され、G3Sm1 では ToMV 感
染の有無に関わらず検出されなかった(図 10B)。
　これらの結果は ToMVに由来する siRNAが ToMV感染後に生産されたことを示してい
るが、上位葉における ToMV siRNA 生産のタイムコースや空間的分布を詳しく知ること
はできない。なぜなら、ウイルスが上位葉にいつ侵入し、葉のどの程度の領域まで感染し
たのか分からないからである。そこで G3Sm2 の接種葉（L0）で、接種後 2、4、6、8 日
後に siRNA解析を行うことにした（図 10C, D）。TLW3接種葉ではTLW3は接種 8日後ま
で増殖し続けた。一方 TLJ は 4 日後でほぼ増殖が停止した。この結果も L11A で報告され
た増殖パターンと一致した(Nishiguchi et al, 1990)。L0では GFP 蛍光が復活しないことと
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一致して、GFP mRNA量の顕著な増加も見られなかった（図 10C）。
　TLW3に由来する siRNAは 2 dpiから検出され、ウイルスが増殖するにつれて急激に増
加した（図 10D）。siRNA蓄積のタイムコースはTLJにおいてもほぼ同様であった（図 10D）。
したがって、ゲノム RNAに対するウイルス siRNA量の比を比較するならば、TLJ接種葉
の方が高く、それは時間が経つほど顕著になった（図 10C, D）（この理由は考察の項で述
べる）。GFP siRNAの量はTLW3およびTLJ感染でも影響を受けなかった（図 10D）。
　ウイルスに由来する siRNA が感染初期から生産されたことや、TLW3 と TLJ の感染葉
の間で ToMV siRNAおよび GFP siRNA量がほぼ等しかったことから、ToMVのコードす
るサプレッサーは siRNA生成のステップを直接的には阻害しないことが示唆された。

ToMVのサプレッサーの性質(２)　新規RISC形成の阻害

　TLW3を接種した G3Sm2の接種葉では GFPに対するサイレンシングは抑制されなかっ
た。この結果は ToMV のサプレッサーが、GFP mRNA に対する既存の RISC を阻害しな
いことを示唆する。一方で ToMV RNA 量が増加し続けたということは、サプレッサーは
ToMV RNAに対するRISCが新しく形成されるのを阻害すると解釈できる。しかし、G3Sm2

のうち蛍光消失の弱い植物体（前述、図 4G）では、葉がある程度展開してしまうと PTGS

がそれ以上進まなくなることを考えると、前実験の接種葉（L0）がもはや新規に PTGS

が起こらない状態である可能性も考えられる。そこで、L0 の細胞がまだ ToMV に対する
PTGS を新たに成立させることができるか否か、また ToMV のサプレッサーがその PTGS

を阻害できるか否かを調べることにした。
　この目的のために、図 11A に示す 2 つの組換え ToMV を作製した。TLBN.G3 と
TLBN.G3(J)は重複したCPサブゲノムRNAプロモーターの間にG3GFP ORFをもち、GFP

を発現する。TLBN.G3は野生型の 130K遺伝子をもつ。TLBN.G3(J)は 130K遺伝子に PTGS

抑制能の欠損に関与する J変異をもたせたウイルスである。もし L0で ToMV感染に伴っ
て PTGS が誘導され、かつ複製酵素が PTGS の抑制に関わっているならば、TLBN.G3(J)

に由来するGFP蛍光は弱くなることが予想される。
　図 11Bに 6 dpiでの感染部位の GFP蛍光を示す。非形質転換体およびG3Sm1の両方に
おいて、TLBN.G3感染部位では円盤状の、TLBN.G3(J)感染部位ではリング状の GFP 蛍光
が見られた。TLBN.G3(J)が形成したリング状の感染部位の中心では接種3～4日後からGFP

蛍光の低下が見られ始め、徐々に拡大した。G3Sm1 上の感染部位では、リング中心部の
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GFP 蛍光はリングの外側（非感染部位）よりも蛍光が暗かった。このことは、ウイルス
に対して PTGSが起動され、G3Sm1のトランスジーンに由来する GFPの発現も PTGSに
より同時に抑えられていると考えることで説明できる。
　そこで、本当にトランスジーン由来の GFP mRNA レベルが低下しているかどうか RT-

PCRにより調査した。感染部位の内部と非感染部位からそれぞれ全RNAを回収し、cDNA

を合成した。トランスジーン由来のGFP mRNA配列およびToMVの配列を特異的に PCR

で増幅した（図 11C）。コントロールとしてアクチン mRNA 配列を増幅した。ウイルスに
由来する PCR産物は感染部位のサンプルだけで検出された（図 11C、レーン 3, 5, 7, 9）。
GFP mRNA に由来する PCR 産物は TLBN.G3(J)の感染部位では非感染部位と比較して少
量しか増幅されなかったが（図 11C、レーン 7, 9）、TLBN.G3 の感染部位では非感染部位
および mock 接種と同じように増幅した（図 11C、レーン 3, 5）。この結果から、L0 の細
胞ではToMVゲノムを標的とした PTGSが成立する（すなわち新規のRISCが形成される）
ことが示され、さらに TLBN.G3 のコードするサプレッサーが新規の RISC 形成を阻害す
ることが示唆された。また、ToMV 複製酵素の J 変異によってこの阻害効果が弱まったこ
とから、複製酵素が PTGS抑制のプロセスに関与していることが強く示唆された。

ToMVのサプレッサーの性質(３)　一旦成立したPTGSを阻害しない

　ToMV を接種した G3Sm2 の接種葉（L0）では GFP 蛍光は復活せず、GFP mRNA量も
増加しなかった（前述、図 10C）。このことから、L0における一度成立した（GFP に対す
る）PTGSは、ToMV感染によって阻害を受けないことが示唆された。だが、G3Sm2のL0

で ToMVが感染しても GFP が発現してこない原因が、GFPの発現が PTGS以外の理由で
抑制されているという可能性も否定できなかった。（たとえば、GFP の発現が抑制されて
いる原因が、最初は PTGS であったが接種時期には transcriptional gene silencing に変わっ
ているような場合には、ToMV がどんなに強い PTGS 抑制能をもっていたとしても GFP

は発現してこないだろう。）ToMV のサプレッサーが既存の RISC を阻害できないことを
よりはっきりさせるため、GFP 配列をもつ PVX に対する G3Sm2 の抵抗性が、ToMV 感
染で影響を受けるかを調べることにした。
　実験手順を図 12Aに示す。まずG3Sm2にmockまたはToMVを高濃度（Xanthi ncタバ
コに約 500 個の局部壊死斑を形成する濃度）で接種した。4 日後、ToMV が接種葉のほぼ
全域に感染した時期に PVX-GFP と PVX-GUS（それぞれ erG3GFP と GUS を発現する組
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換え PVX）を混合接種し、3 日後に GFP 蛍光の観察と GUS 染色を行った（図 12B）。非
形質転換タバコではどちらの PVXもmock接種葉とToMV接種葉両方で感染した。G3Sm2

では、PVX-GUS は mock 接種葉と ToMV 接種葉いずれにも感染していたが、PVX-GFP

はどちらにも感染することができなかった。したがってToMVのサプレッサーは、G3Sm2

でいちど成立した PTGS 活性（すなわち既存 RISC の活性）には全く（あるいは無視でき
るレベルでしか）影響を与えないものと判断した。

ToMVのサプレッサーの性質(４)　ToMVの 130Kタンパクは単独でPTGSを抑制する

　ToMVの複製酵素のアミノ酸置換変異によりToMVの PTGS抑制能が失われること（図
8、図 10、図 11）から、130K タンパクそれ自体がサプレッサーである可能性が高いと考
えられた。これを確認するため N. benthamianaを用いたアグロインフィルトレーション実
験を行なった。この実験は 35S プロモーター下流につないだ GFP 遺伝子（35S/GFP）を
もつアグロバクテリウムの懸濁液をN. benthamianaの葉に注入すると、GFPの発現はPTGS

により数日以内に抑制されるが、サプレッサー遺伝子を同時に導入した場合には PTGS が
抑制されて GFP の発現が持続するというものである(図 13A、Voinnet, 2001; Johansen and

Carrington, 2001)。
　GFP形質転換 N. benthamianaである G3Nb3の葉に 35S/GFPをアグロインフィルトレー
ションで導入すると、注入後約 2日からGFP蛍光は減少した（図 13B）。図は注入後 22℃
において 5 日後の蛍光像である。ToMVの 130K遺伝子、あるいは既知のサプレッサーで
ある PVY の HC-Pro 遺伝子のコンストラクトを 35S/GFP とともに導入した場合には GFP

蛍光が持続したことから、PTGS が抑制されていることが分かった（図 13B）。130K 遺伝
子にフレームシフト変異を導入した 130K(FS)を導入しても GFP の発現は持続しなかった
（図 13B）。アグロバクテリウム懸濁液の注入部位で 130K タンパクが発現していること
をウエスタンブロットにより確認した（図 14A）。また、130K タンパクを単独で G3Nb3

に発現させても、GFPの発現が上昇することはなかった（結果省略）。したがって、ToMV

130Kタンパクは単独で PTGSサプレッサーとして機能することが示された。
　図 13Bの条件下（22℃、5日）で、J変異をもつ 130K（130K(J)と呼ぶことにする）は、
野生型よりもやや弱かったがサプレッサー活性を保持していた（結果省略）。しかし、J

変異の効果が温度依存性である可能性があること（TLBN.G3(J)は低温条件では円盤状の
感染部位を形成し、PTGS を抑制したように見えた。結果省略）や、PTGS 活性は高温の
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方が高いこと（Szittya et al., 2003）から、130K(J)が高温条件（28℃）でもサプレッサー活
性を有するかを調べた。図 13C に示すように、28℃でも 130K(J)は GFP に対する PTGS

を抑制したが、GFP 蛍光は 130K よりも弱かった。ウエスタンブロット解析により GFP

量を比較しても、130K(J)の方が少ない蓄積を示した（図 14B、レーン 4, 5）ことから、130K(J)

のサプレッサー活性は野生型よりも弱いと考えられた。注入部位における GFP mRNA 量
は GFP 蛍光の強さや GFP 量を反映するものであり、130K と 130K(J)を発現する組織は
130K(FS)よりも多量の GFP mRNA を蓄積していた（図 14C）。130K タンパクを発現する
組織でも GFP siRNAが蓄積していたことは（図 14D）、130Kが PTGS経路のうち siRNA

生成よりも下流のステップを阻害するとのアイデア（前述）とも一致する。コントロール
として用いた PVXの p25が長いクラス（約 25 nt）の siRNAの蓄積を阻害し、TSWVの
NSs が長いクラスと短いクラス（約 21～23 nt）両方の siRNA 生成を阻害していたことは
これまでの報告と一致していた（図 14D）（Hamilton et al., 2002; Takeda et al., 2002; Bucher et

al., 2003）。
　130K タンパクのサプレッサー活性は GFP 蛍光の強さや GFP mRNA 量から判断して
HC-Proより弱いと考えられたが（図 13C, 14C）、これはN. benthamianaを用いたせいかも
しれない。TLBN.G3 を N. benthamiana（非形質転換体または G3Nb3）に接種すると、タ
バコに接種したときよりも感染部位がリング状になる傾向がみられたことから（結果省
略）、ToMV のサプレッサー活性は N. benthamiana では十分に発揮されない可能性も考え
られた。
　130K のリードスルー産物である 180K タンパクのサプレッサー活性はアグロインフィ
ルトレーションで検出できたが 130Kタンパクよりも弱かった（図 13D）。TMV の複製酵
素である p126もサプレッサー活性を示した（図 13D）。
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1.4　考察

　本研究では PTGS を起こす GFP 形質転換タバコ（G3Sm2）を用いて、ToMV がコード
する PTGSサプレッサーとその性質について解析した。野生型ToMV（ToMV-LとTLW3）
は G3Sm2に目に見える病徴を生じさせ、それと一致して GFPのサイレンシングを抑制し
た（図 7）。L 株に由来する弱毒株である L11と L11A は病徴を引き起こさず、サイレンシ
ングの抑制も起こらなかった。これらの弱毒株の抑制能欠損の原因となる変異は複製酵素
の 1 アミノ酸置換であった（図 8）。アグロインフィルトレーションにより、130Kタンパ
クは単独で PTGSを抑制する能力をもつことを明らかにした（図 13、図 14）。

ToMV 130KによるPTGS抑制

　PTGSを起こした植物には siRNAが蓄積する（Hamilton and Baulcombe, 1999; Hamilton et

al., 2002）。動物と同様に植物でも 21 ntの短いクラスの siRNAはRISCに取り込まれて、
分解するべき RNA の認識に関与すると考えられている（Hamilton et al., 2002; Voinnet,

2002）。ToMV 感染葉ではこのクラスの siRNA がプラス鎖とマイナス鎖ともに存在してお
り、その量はウイルスの増殖に伴って増加した（図10）。また、TLBN.G3(J)を接種したG3Sm1

の感染部位で GFP mRNA 量が低下した（図 11）。これらの結果から、ToMV 感染細胞内
ではToMV RNAに対する PTGSが起動されると考えられた。
　序論でも触れたようにこれまでに多くのウイルスについてサプレッサーが同定され、そ
の機能解析が行なわれている。しかし、生化学的解析により分子レベルで作用機構が解明
されたのは現在のところ Tombusvirusの p19だけであり、p19は siRNA に結合することで
その機能を阻害する。他のサプレッサーについて標的分子や分子レベルでの作用機構が完
全に解明されたわけではないが、アグロインフィルトレーションアッセイの結果などから
作用機構の推測がなされている。
　アグロインフィルトレーションアッセイにおいて TCV のサプレッサーである CP や
Tomato spotted wilt virus (TSWV)のサプレッサーであるNSsは、GFP siRNAの蓄積をほぼ完
全に消失させることから、PTGS 反応系のかなり上流のステップ（dsRNA 生成や Dicer 活
性）を阻害すると予想されている（Qu et al., 2003; Bucher et al., 2003）（図 14D）。ToMVの
130K タンパクの場合、GFP siRNA 量はコントロールと比較してやや少ないものの蓄積は
しており、また野生型 130Kと 130K(J)での GFP siRNA量にも違いが見られなかった（図
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14D）。このことは 130K タンパクが PTGS 反応系において siRNA 生成よりも下流のステ
ップを阻害していることを示唆している。
　PVX のサプレッサーである p25 は PTGS シグナルの生成を阻害するが、ウイルスが複
製している部位で誘導される局所的な PTGS は抑制できないことが示されている(Voinnet

et al., 2000)。ToMV の場合は図 11 に示すように、TLBN.G3(J)は感染によって誘導された
PTGS の標的となって分解された一方、TLBN.G3 はこの PTGS を抑制していた。この結
果から ToMV のサプレッサーである 130K は、PVX の p25 とは異なりウイルス複製に由
来する局所的 PTGSの開始を抑制する活性をもつことが分かった。
　植物では長いクラスと短いクラスの siRNA が存在し、長いクラスの siRNA の蓄積は全
身性シグナルの生成と相関がみられる(Hamilton et al., 2002)。PVXの p25はシグナルの生
成を阻害し、それと一致して長いクラスの siRNA の蓄積を阻害する(Voinnet et al., 2000;

Hamilton et al., 2002)（図 14D）。ToMVの 130Kタンパクにはそのような活性は認められな
いにも関わらず（図 14D）、ToMV感染葉では長いクラスの ToMV siRNA量が少なかった
（図 10、GFP siRNAと比較）。一つの可能性は、ToMVが 130K以外にもサプレッサーを
コードしていて、長いクラスの siRNAの生成を積極的に阻害していることが考えられる。
もう一つの可能性として、ToMV の感染によって siRNA が生成される経路とトランスジ
ーンから siRNAが生成される経路が異なることが考えられる。シロイヌナズナにおいて、
ssRNA から siRNA プライマーに依存せず、RdRP である SDE1 により生産された dsRNA

からは、短いクラスの siRNAだけが生成される(Himber et al., 2003)。一般に RNAウイル
スに由来する siRNA は複製中間体として存在する dsRNA が切断されて作られると考えら
れているが、ToMV siRNAのもととなった dsRNAはウイルス複製中間体なのではなく、1

本鎖ゲノムやサブゲノム RNA が宿主 RdRP によって転換されて生じた dsRNA が大部分
なのかもしれない。実際、RNA ウイルスは膜に囲まれた構造体（複製複合体）の中で複
製すると考えられており、複製中間体が細胞質の Dicer によって直接切断を受ける可能性
は低いと思われる(Ahlquist, 2002)。いずれにせよ、長いクラスのToMV siRNA量が少ない
ことは、ToMVに対する PTGSのシグナルが全身に広がるのを妨げ、感染を成立しやすく
しているのかもしれない。
　G3Sm2の PVX-GFPに対する抵抗性は、ToMV感染によって打破されなかった（図 12）。
このことはToMVは一度成立したPTGSを抑制することができないことを示すと同時に、
サプレッサーである 130K タンパクが既存の RISC の活性を阻害しないことを示唆してい
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る。
　以上の結果を総合して、130K タンパクが PTGS 反応系において阻害するステップは、
siRNA生成より下流で、RISCによる ssRNA切断よりは上流の、siRNAを利用して新規に
RISC を形成するステップであると予想した（図 15）。また、siRNA が完全にはなくなら
ないが減少することから（図 14D）、siRNA を利用して dsRNA を再生産する経路を阻害
し、間接的に siRNA生成を阻害しているかもしれない（図 15、点線）。
　130K のリードスルー産物である 180K タンパクにも、弱いながらサプレッサー活性は
検出された（図 13D）。しかし、実際のウイルス感染において 180Kは 130Kの 10分の 1

程度しか発現しないことから、PTGS の抑制に貢献する度合いはかなり低いものと推察さ
れる。Tobamovirusの 130Kと 180Kは 1対 1の割合で結合して複製酵素複合体を形成する
と考えられており(Watanabe et al., 1999)、これが正しければ感染細胞内には複製に関与し
ない 130Kが過剰に蓄積していることになる。Hagiwaraら(2003)は ToMV感染細胞の密度
勾配遠心を用いた分画を行い、130K と 180K は液胞膜画分、小胞体膜と思われる画分お
よび細胞質画分に存在するが、ウイルス合成活性は液胞膜画分および小胞体膜画分にのみ
存在し、細胞質画分にはほとんどないことを示した。これらの知見に基づけば、130K の
うち細胞質にあって複製に関与していないものが PTGS の抑制に寄与しているとの仮説が
たてられる。プロトプラスト感染において、J変異をもつ TLJ、TLJA1は TLW3と比較し
て複製能力に差は認められなかったが（図 9）、130Kタンパクは約 3分の 1しか蓄積して
いなかった（結果省略）。また、アグロインフィルトレーションした組織で 130K(J)の蓄
積量は 130Kより少なかった(図 14)。TLJと TLJA1は、J 変異によって 130Kのうち細胞
質画分に存在するものの蓄積量が減少した結果、PTGS 抑制能が低下したのかもしれない
（萩原優香博士の観察結果）。興味深いことに、TMV の PTGS サプレッサーである p126

と GFP の融合タンパクは細胞質内に凝集体（cytoplasmic body）を形成し、その大きさと
PTGS抑制能の強さには相関があることが報告されている（Ding et al., 2004）。

ToMVによる病徴とPTGS抑制

　野生型 ToMVは G3Sm2において病徴と一致したパターンで PTGSを抑制した。すなわ
ち、L0～L2葉には目立つ病徴と GFP 蛍光は生じず、葉脈透化症状を示した L3、L4葉に
は葉脈に沿って GFP 蛍光が復活し、L4 より上のモザイク葉ではモザイクの模様と完全に
一致してYTにのみGFP蛍光が見られた（図 7）。
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　ウイルスを接種した時点で L0～L2の葉では GFPの蛍光は消失しており、PTGSは確立
していた。このような葉ではGFP RNAを分解するRISCが多く存在しており、130Kタン
パクは既存の RISC 活性を阻害できないために GFP に対する PTGS が抑制できないので
あろう（図 10）。
　葉脈透化を示した L3、L4葉もウイルス接種時には GFP蛍光が消失しており、PTGSは
既におきていたにもかかわらず、ToMV は GFP 蛍光を復活させることができた。これは
130Kタンパクが既存のRISCをある程度は阻害できるためかもしれない。あるいは、L3、
L4 のような若い葉では RISC の代謝回転が速く、新規の RISC 形成を阻害するだけでも
PTGS の抑制が可能なのかもしれない。G3Sm2 の小さな葉に接種すると TLJ でも一時的
に PTGSを抑制したことから（図 8）、この活性は 130Kタンパクに由来するものではない
（たとえば激しいウイルス増殖による細胞内の生理状態の混乱）ことも考えられる。
　モザイクはウイルスを接種した時点では非常に小さかった葉に生じる。このような葉で
の PTGS の抑制は新規 RISC 形成の阻害だけでも説明が可能である。葉が小さいときに
ToMV が感染して、新しい RISC が形成されなくなれば、その後の細胞分裂に伴って既存
の RISC は希釈される一方なので、PTGS は起きなくなるであろう。モザイク葉で DGT

と YTの分布が GFP蛍光の分布と非常によく一致していた。このことは PTGS（とその抑
制）がモザイクパターンの形成にも関与していることを示唆し、非常に興味深い。この点
は第 2章で詳しく述べる。

PTGS抑制能と病原性の関係

　本研究では G3Sm2を用いた GFP蛍光の復活を指標にして、ToMV弱毒株の L11Aと L11

が PTGS抑制能を欠損したウイルスであることを見いだした。弱毒性と PTGS抑制能欠損
の原因が 130Kタンパクの 1アミノ酸置換（J変異）であることを明らかにした（図 8）。
ToMVが複製している細胞ではウイルスを標的とするPTGSが起動され、J変異をもつ130K

はその PTGS を抑制する能力が低下していた（図 11）。アグロインフィルトレーションア
ッセイから、130K のサプレッサー能は J 変異によって完全に欠損するわけではないこと
も分かった（図 13, 14）。
　L11と L11A は接種葉において、接種後数日以内に増殖がほぼ停止する現象が知られ、オ
ートレギュレーションと呼ばれている(Kiho and Nishiguchi, 1984; Nishiguchi et al., 1990)。ま
た、全身感染はするがウイルス量は Lの約 5分の 1である。これらの特徴は J変異をもつ
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TLJにも共通していた（図10）。このような性質は J変異によってToMVを標的とするPTGS

を抑制する能力が低下し、ウイルス RNA が切断されるからだと考えられる。図 11 で示
したように、TLBN.G3 が円盤状の GFP 蛍光スポットを形成したのに対して TLBN.G3(J)

がリング状のスポットを形成したことは、この考えとよく一致する。
　TLW3、TLJ、TLA および TLJA1 を比較すると、PTGS 抑制能の強いウイルスほど激し
い病徴を引き起こすという相関関係が見られた（図 8）。Dingら(2004)も TMVの弱毒株と
その変異体の解析から TMV の PTGS サプレッサーが複製酵素 p126 であることを示し、
そのなかでウイルスの病原性と PTGS 抑制能の強さに正の相関があることを報告している。
また、前項で述べたように野生型ToMVを接種したG3Sm2の個体においても、病徴とPTGS

抑制に相関が見られた。植物ウイルスの病原性に PTGS サプレッサーが関わる例は多数報
告されており、Tobamovirus の複製酵素による PTGS 抑制能も病徴発現に何らかの役割を
果たしていると考えられる。近年、siRNA に類似した microRNA (miRNA)が mRNA の切
断や翻訳阻害による遺伝子の発現抑制を介して、形態形成をはじめとする様々なプロセス
に重要な役割を担っていることが明らかになった（Dugas and Bartel, 2004）。miRNAはDicer

によって生成されることや RISC 様複合体にとりこまれて mRNA の切断を行うなど、
miRNA経路と PTGS経路には共通する点が多い。miRNA経路はウイルスの PTGSサプレ
ッサーによっても影響を受ける。種々の PTGS サプレッサーを強制発現させたシロイヌナ
ズナでは、miRNA を介した mRNAの切断が阻害されて花や葉の形態異常が起こることか
ら、ウイルスによる病徴の一部はサプレッサーが miRNA 経路を阻害した結果生じる形態
異常であるとの説が提唱されている（Kasschau et al., 2003; Dunoyer et al., 2004; Chapman et al.,

2004）。したがって ToMV が引き起こす病徴も 130K が miRNA 経路を阻害したことによ
って生じ、L11Aなどの弱毒株は J変異によって miRNA経路を阻害できなくなったために
病原性を失ったのかもしれない。ToMV による病徴形成のメカニズムを明らかにするため
には、130KのmiRNA経路に及ぼす阻害効果を解析することも必要である。
　ToMVの病原性と PTGS抑制能の強さが常に相関するわけではないことを補足しておく。
TMVの 1系統であるV36は野生型株のU1と比較して複製酵素 p126に 1アミノ酸置換を
有し、ほぼ無病徴である(Lewandowski and Dawson, 1993)。V36をG3Sm2に接種しても病
徴は出さなかったが、弱い GFP 蛍光の復活が認められ、これは V36 と同じ変異を導入し
た ToMV でも同様であった（結果省略、平井克之氏の観察）。V36 の変異をもつ複製酵素
はmiRNA経路は阻害せず、PTGS経路だけを抑制する可能性が考えられる。
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　ToMV-L11A はトマト栽培において、強毒株感染による発病を防ぐクロスプロテクショ
ン効果のために長年利用されてきたが（Oshima, 1981）、そのメカニズムはまだ十分に解
明されていない。序論で触れたように（少なくとも一部の）クロスプロテクションには
PTGSが関与していることと、L11Aが PTGS抑制能を欠損していることを考え合わせると、
L11A のクロスプロテクションの原因も PTGS であると予想される。この点を第 3 章で論
じることにする。
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第 2章　Tobamovirusによるモザイク病のパターン形成に

おけるPTGSの役割

2.1　序論

　植物ウイルスが引き起こすもっとも代表的な症状はモザイクである（Hull, 2002）。モザ
イク症状をおこした葉は緑色の濃い領域と淡い領域が入り混じったまだら模様となる。一
枚のモザイク葉のなかで、緑色の濃い領域は dark green tissue (DGT)と呼ばれ、薄い領域は
yellow tissue (YT)と呼ばれる。YTに完全に囲まれた小さなDGTは dark green island (DGI)

とも呼ばれる。モザイク病は長年にわたって研究がなされており、特に Turnip yellow mosaic

virus (TYMV)とハクサイの系および TMVとタバコの系で詳しく解析されている(Reid and

Matthews, 1966; Atkinson and Matthews, 1970)。モザイク病の形成過程は様々な要因により
左右されるが、生育条件やウイルス接種のタイミングを一定にすればかなり再現的である。
モザイク症状は、ウイルスが侵入した時点で一定の大きさ以下の葉にのみ生じる。DGT

と YT の分布パターン（大きさ、数、位置など）の傾向は、ウイルスが侵入した時点の葉
の大きさによって決まる。パターンは葉がごく小さい時期に決定され、葉が老化するまで
変化することはない。
　モザイク葉の細胞形態の電子顕微鏡観察から、YT では柵状細胞が肥大化するなどの異
常が見られるのに対し、DGT の細胞形態は調べた限りでは正常であることが、TYMV を
はじめいくつかのウイルスについて報告されている（Chalcroft and Matthews, 1966; Atkinson

and Matthews, 1970; Honda and Matsui, 1974; Moore et al., 2001)。生化学的解析からも、DGT

の細胞は健全葉の細胞と変わらないことが示唆されている。
　Tymovirus、Tobamovirus、Cucumovirus、Potyvirus などが引き起こすモザイクにおいて、
ウイルスは YT に多量に蓄積し、DGT にはごく少量しか蓄積していないことが知られて
いる（Reid and Matthews, 1966; Atkinson and Matthews, 1970; Loebenstein et al., 1977; Suzuki et

al., 1989）。このような DGT は、同じウイルスや近縁のウイルスの重複感染に対しても抵
抗性を示す（Chalcroft and Matthews, 1967a, b; Atkinson and Matthews, 1970; Loebenstein et al.,

1977）。AtkinsonとMatthews (1970)はDGIの大きさや抵抗性に基づき、DGIの形成にはウ
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イルス種または系統ごとに特異的な拡散性の因子が関与すると予想した。
　モザイクに類似した現象としてリカバリーが挙げられるかもしれない。リカバリーは、
感染初期にはウイルスが盛んに増殖し激しい病徴を示していた植物が、ある時点からほと
んど無病徴でウイルスも含まない葉を展開させるようになる現象をいう。Nepovirus や
Caulimovirus の感染で見られるリカバリーは、感染植物でウイルス RNA に対する PTGS

が誘導された結果、塩基配列依存的なウイルス抵抗性を獲得したためであることが示され
ている（Ratcliff et al., 1997; Covey et al., 1997）。リカバリーで見られる抵抗性とモザイクの
DGT での抵抗性が現象的に類似していることから、DGT ではウイルスに対する PTGS が
おきているのではないかとの推測がなされた（Ratcliff et al., 1997; Jorgensen et al., 1998）。
　TEV の CP 遺伝子を導入した形質転換植物に TEV を接種すると、リカバリーを起こし
た組織ではウイルス RNAとともに CP遺伝子の mRNAまで PTGSの標的となり、分解を
受けていた（Limbo et al., 1993）。このような、ウイルスが PTGSを誘導した結果おこる遺
伝子発現の低下は特に virus-induced gene silencing (VIGS)と呼ばれている（Kumagai et al.,

1995; Ruiz et al., 1998）。また、Potyvirusがコードする遺伝子を導入したN. benthamianaに
そのウイルスを接種すると、はじめは強い病徴が生じ、その後リカバリーにより完全に無
病徴の葉が生じたが、その途中で展開する葉にはモザイク様の病徴が現れた。そのような
葉のDGIでは導入遺伝子に対するVIGSが起きていた（Guo and García, 1997; Moore et al.,

2001）。これらのことから、一般の（ウイルス配列と宿主遺伝子に相同性がない）DGT で
も、ウイルス配列に対する PTGS が起きていることが示唆された。Moore ら(2001)は、移
行性の PTGS シグナルが DGI 形成に必要な拡散性因子ではないかとの考えを提出してい
る。
　TMV によるモザイク葉では、DGT にウイルスがほとんど蓄積しておらず、TMV 感染
にも抵抗性を示す(Atkinson and Matthews, 1970)。また、第 1章で述べたように、ToMVが
感染した G3Sm2 の DGT では、GFP に対する PTGS が抑制されていなかった。これらの
ことから私は、Tobamovirusによるモザイクの DGT でウイルスが蓄積できず重複感染に対
しても抵抗性を示す原因は、DGT で TMV に対する PTGS が起動されているためと予想
した。この可能性を検証するため、モザイク葉での TMV に対する PTGS の解析を行った
結果、PTGSが起きている領域は DGTのごく一部であるが、この領域が DGTと YTの境
界を決定する上で重要な役割を担うことが強く示唆された。この結果に基づいて、モザイ
クのパターン形成のメカニズムについてのモデルを提出する。
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2.2　材料と方法

GFP蛍光の観察

　GFP蛍光の観察は第 1章の材料と方法（17ページ）と同様に行なった。

植物の栽培

　植物の栽培は第 1章の材料と方法（22ページ）と同様に行なった。

ウイルス接種

　TMVは標準的系統である TMV-OM（Nozu and Okada, 1968）を用いた。接種は第 1 章
の材料と方法（21ページ）と同様に行った。

プラスミド

・pTLGC30S

　pbLAB（第 1章）の NsiI部位に G3GFP遺伝子の配列の一部をもつオリゴヌクレオチド
リンカー（下、G3GFP 遺伝子に由来する配列を下線で示す）を挿入して pbLAB-GC30S

を得た。pbLAB-GC30S を BstEII-MluI 消化して得られる約 0.6 kb の断片を pTLW3 の
BstEII-MluI部位に挿入して、pTLGC30Sを得た。





5'-TGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAATGCA-3'

3'-ACGTACGACGACCCTAATGTGTACCGTACCTACTT-5'

・pbOM-NE

　TMV-OM 系統のゲノム RNA を鋳型に EcoRIAgeI-OM6395rv および SacI-OM3000fw プ
ライマーを用いて RT-PCR を行い、NcoI/EcoRI 消化して得られた断片（TMV ゲノムの 3'

側の約 0.94 kbに相当）を pBluescriptにクローニングして pbOM-NEを作製した。

EcoRIAgeI-OM6395rv 5'-TTCGAATTCACCGGTGGGCCCCTACCGGGG

SacI-OM3000fw 5’-CTCGAGCTCGCCGATGTCACACATTATCTG
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RNA解析

　TMVを接種して約 14日後のモザイク葉を、ディスポーザブル外科用メスを用いて true

DGT、pseudo DGTおよびYTに切り分けた。第 1章と同様にして全RNAを抽出し、GFP

mRNAと siRNA の解析を行った。TMV RNAおよび TMV siRNAをノーザンブロットで
検出するための RNAプローブは、pbOM-NEを鋳型として T7または T3 RNA polymerase

による試験管内転写により作製した。
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2.3　結果

TMVによるタバコモザイク病とPTGS抑制

　GFP蛍光が消失したG3Sm2タバコにTMV（OM系統）を接種した。Atkinson and Matthews

(1970)に従い、長さが 7.5～9 cmの第 5本葉に接種し、病徴とGFP蛍光を経時観察した（図
16）。ToMV を接種した場合（第 1 章）と同様に、L0～L2 の葉には目立った病徴や GFP

蛍光は認められなかった。接種後約 3～４日後の L3および L4では葉脈透化が生じ、葉脈
沿いに GFP 蛍光が復活した（図 17A）。約 1 週間後にはモザイクが生じ、YT でのみ強い
蛍光を発していた(図 16、図 17B)。モザイク葉の DGT と YT の分布パターンは葉がごく
小さい時期に決定され、その後は変化が見られなかった（図16）。AtkinsonとMatthews (1967)

は DGT を取り囲むような葉の辺縁部に細い YT がしばしば観察されることを報告してお
り、それと一致して、葉を縁取るように GFP 蛍光を発する領域が観察された（図 17C）。
モザイク葉の主脈の横断面を観察すると、GFP 蛍光は表皮でのみ検出され、ウイルス感
染領域を反映しているものと思われた（図 17D）。図 17Eに示すようにモザイク葉の DGT

と YT の境界ははっきりと分かれており、蛍光強度が中間的な細胞層は数細胞しか含まれ
なかった。
　TMV によるモザイクでは、初期の DGT は一様に濃い緑色をしており、TMV 粒子をほ
とんど含まない。しかし時間の経過とともにDGTの一部（pseudo DGTと呼ばれる）はウ
イルスを蓄積し、黄色化することが知られている(Atkinson and Matthews, 1970)。一方、ウ
イルスをほとんど含まず、濃緑色を維持する領域は true DGT と呼ばれる。図 17F に示す
ように、pseudo DGTとみられる黄色化した領域では弱いGFP蛍光が認められた。
　ToMVによるモザイクでは葉の奇形は弱く、多数の小さなDGTが生じる傾向があった。
一方TMVのモザイク葉はしばしば輪郭の変形と葉面の凹凸化を呈し、少数の大きなDGT

が生じるなどの点で ToMVと相違が認められた。しかし TMV感染においても、基本的に
は病徴と一致した形でG3Sm2の PTGSが抑制されることが分かった。

TMVモザイクにおけるウイルスおよび siRNAの分布

　TMVのモザイク葉で起きている PTGSの状態を調べるため、接種後約 14日のモザイク
葉を true DGT、pseudo DGT、YTに切り分け、RNA解析を行った（図 18）。YTには多量
の TMV が蓄積していた（図 18A）。true DGT サンプルからは微量の TMV ゲノムが検出
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されたが、これはYTが混入したためかもしれない。pseudo DGTでの蓄積量はDGTとYT

の中間であった。この TMV の分布パターンは NT、G3Sm1 および G3Sm2 すべてに共通
であり（図 18A、省略）、Atkinson and Matthews (1970)の報告とも一致する。GFP mRNA

は、G3Sm1 ではどのサンプルでもほぼ同じレベルであった。G3Sm2 では GFP 蛍光のパ
ターンと一致して、DGTには少なくYTには多量に蓄積していた。
　次に、低分子量 RNAを用いて small RNA解析を行った。もし TMVに対する PTGSが
原因で DGTのウイルス量が少ないのならば、DGTでは TMV siRNAが多く検出されると
予想された。しかしTMV siRNA量はTMVゲノム量と常に比例していた（図 18A, B）。
　なお、第 1章で述べた ToMVの場合と同様に、TMVプラス鎖に由来する small RNAは
約 26 nt よりも長いバンドがスメアとして検出されたのに対して、マイナス鎖に由来する
ものはほとんどが約 21～26 ntであった。また、長いクラスの siRNA量が少ないという特
徴も同様であった。
　GFP siRNAはG3Sm2でのみ検出された。GFP mRNAが多量に蓄積し PTGSが解除され
ていると思われる YT では、他と比較して GFP siRNA 量が半分程度に減少していたが、
消失してはいなかった（図 18B、レーン 8）。これは Tobamovirusのサプレッサーが siRNA

生成を抑制しない性質（第 1 章）を反映していると思われる。GFP siRNA はセンス鎖と
アンチセンス鎖でバンドパターンの違いは見られなかった。
　DGTが pseudo DGT化する以前の、接種後 7～10日後のモザイク葉を DGTと YTに切
り分け、RNA解析を行った（図 18A右、B右）。GFP siRNA量はYTでは DGTとほぼ等
量か（結果省略）、またはやや少なかった（図 18B、レーン 11）。TMVゲノムRNAはDGT

ではノーザンブロットで若干検出されたがごく少量であり、YTでは多量に蓄積していた。
TMV siRNA量はゲノム RNA量と正の相関を示した。したがって、初期の DGTにおいて
もTMVに対する強い PTGSは起きていないことが示唆された。

DGTにおけるウイルスに対するPTGS

　siRNA 解析の結果から、DGT で TMV に対する PTGS が本当に起きているのかという
疑問が生じた。TMV に対する PTGS が起きているのか、起きているとすればどこで起き
ているのかを確かめるため、GFP に対する VIGS（序論）を利用して PTGS 領域を可視化
する実験を行った。
　TLGC30Sは、ToMVの CP ORFの下流に 30 ntの GFP遺伝子配列を正の向きに挿入し
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た ToMVである（図 19A）。TLGC30Sを、GFPを恒常的に発現する G3Sm1タバコ（第 1

章、図 4）に接種した。ウイルスに対する PTGSが起きている領域ではGFPに対する PTGS

も誘導されてGFP蛍光が低下すると予想した。
　TLGC30Sは G3Sm1に全身感染して小さなDGIを生じた。NTタバコに接種したときも
同様の症状を示した。もし TLGC30S の GFP 配列と G3Sm1 の GFP 遺伝子との相互作用
によって強い PTGSが起きているなら、病徴は NTタバコよりも弱くなるはずなので、そ
のような強い PTGSは誘導されないものと考えられた。
　G3Sm1に野生型 ToMV（TLW3）と TLGC30Sを接種し、モザイク葉のGFP蛍光を観察
した（図 19B）。TLW3 のモザイクでは GFP 蛍光の強度は一様であったが、TLGC30S の
モザイク葉の DGT の一部では、GFP 蛍光強度の低下が認められた。このような領域では
TLGC30S に対する PTGS が誘導されており、GFP mRNA まで切断を受けたために GFP

の発現が低下したと考えられる。蛍光強度の低下は、DGT のなかでも YT に接した境界
部分で顕著であった（図 19B）。

true DGTではPTGS状態が維持される

　TMVのモザイクの DGT の中でも、pseudo DGT では感染初期にはウイルスはほとんど
蓄積していないが、時間の経過とともに黄色化し、ウイルスも大量に蓄積するようになる。
一方、YTに接する true DGTは濃い緑色を保ち、ウイルス蓄積量は少ないままであり、後
から TMVを機械接種しても抵抗性を示す（Atkinson and Matthews, 1970）。モザイク葉の
pseudo DGT化と PTGS抑制の関係を明らかにするため、G3Sm2にTMVを接種して 67日
後のモザイク葉を観察した（図 20）。このような古いモザイク葉では、pseudo DGT は甚
だしく黄色化し、GFP 蛍光も YT と同程度の強さを示した。これは TMV が pseudo DGT

で増殖した結果、その PTGS 抑制能によって GFP の発現が復活したためと考えられる。
一方、true DGTは濃緑色を保ち、YTを取り囲む帯のような形状を示した。GFP蛍光は弱
いままで、GFP に対する PTGS が持続していた。この結果から、YT と接した true DGT

では TMV に対する PTGS も誘導されているためにウイルスの増殖を許さず、また TMV

の接種に対しても抵抗性を示すのではないかと考えられた。
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2.4　考察

モザイク葉でのGFPに対するPTGSの抑制

　ToMVと同様に、TMVが感染したG3Sm2のモザイク葉では、YTでGFPの PTGSが完
全に抑制されていた（図 17B、18A）。YTでGFP siRNAが消失していなかったことは（図
18B）、Tobamovirusの PTGSサプレッサーが siRNAの生成より下流のステップを阻害する
との考えを支持する（第 1章、図 15）。pseudo DGTでは最初は全く GFP蛍光が認められ
なかったが、接種後約 2週間から弱い蛍光が見られ、約 2ヶ月後には YTとほぼ同じ強さ
の GFP 蛍光を発した。この現象は、pseudo DGT で GFP に対する PTGS が成立したあと
に TMVが増殖し（後述）、サプレッサーが新規 RISCの生産を抑制したため既存 RISCが
枯渇して、GFP の発現が回復したと解釈できる。true DGT では、2 ヶ月後でも GFP に対
する PTGS が維持されていた。これは TMV が true DGT で増殖できなかったためと考え
られる（後述）。

モザイク葉でのTMVに対するPTGS

　本研究では TMV siRNA量の解析から、モザイク葉で TMVに対する PTGSが起きてい
る領域を明らかにすることを試みた。実際にモザイク葉においてウイルスに対する PTGS

が起きている領域を、siRNA 量を判断材料として調べた報告はある。Hordeivirus の一種
であるBarley stripe mosaic virus (BSMV)がN. benthamianaに生じさせるモザイクでは、ウ
イルスは YTに多く DGI には少ないが、siRNA 量は逆に DGI に多く YTには少なかった
ことから、DGIではウイルスに対する PTGSが起きていることが示唆されている（Yelina et

al., 2002）。
　TMVゲノムRNAはYTで多く蓄積していたのに対し、初期のDGTと true DGTではご
く少量で、pseudo DGTはその中間であった（図 18A）。TMV siRNA量はTMVゲノムRNA

量と常に相関しており（図 18B）、DGT でウイルスが少ない原因が TMV に対する PTGS

であるとの確証は得られなかった。また、TMV に対する PTGS が抑制されていると思わ
れるYT（後述）でTMV siRNAが多量に検出されたこと（図 18B、レーン 4, 8, 11）、siRNA

が検出限界以下の量でも PTGS の成立には十分である可能性も否定できないことなどを考
慮すると、TMV siRNA 量は必ずしも TMV に対する PTGS の強さを反映するものではな
いと考えられた。さらに、true DGTのサンプルに TMV siRNAを多量に含む pseudo DGT
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や YTのサンプルが混入している可能性を排除できず、siRNA 量をもとにモザイク葉の各
領域における PTGSの強さを判断することは困難だと思われた。
　したがって本研究ではウイルスに対する PTGS が起きた領域を明らかにするために、
VIGSによるGFP蛍光強度の低下を指標とすることにした。TLGC30Sを用いた解析から、
少なくとも一部の DGT（または DGI）ではウイルスに対する PTGS が誘導されたと考え
られた（図 19）。このような PTGS は YT と隣接した領域で顕著に見られ、YT に近い細
胞ほど強く起きていた。また、YTと隣接した true DGTでは TMVがほとんどいない状態
が維持されることや重複接種に対して抵抗性を示すこと（Atkinson and Matthews, 1970）、
G3Sm2の true DGTでは GFP に対する PTGSが長期間維持されたこと（図 20）などを総
合すると、この領域はウイルスに対する PTGSが成立していると考えられる。
　しかし、DGTの中でも pseudo DGTではTMVが増殖し（図 18A）、GFPに対する PTGS

も抑制されたことから（図 17F、20）、pseudo DGTで TMVに対する PTGSが強く起きて
いるとは考えにくい。PTGS シグナルを受け取った細胞で PTGS が確立されるためには、
標的RNAが一定量以上蓄積していることが必要である（Palauqui and Vaucheret, 1998）。こ
の考えをモザイク葉にあてはめると、モザイク形成の初期に TMV 配列をもつ RNA（ウ
イルス自身、あるいは PTGS シグナル増幅の基質となりうるような RNA 断片）を全く含
んでいなかった細胞では TMV に対する PTGS がうまく誘導されないと考えられる。この
ような細胞に後から TMV が侵入すれば増殖可能なはずである。なお、pseudo DGT は概
して YT から離れた領域（初期 DGT の中央部）に生じる傾向にあったことは示唆的であ
る（図 17F、20）。
　YTでは GFPに対する PTGSが強く抑制されていたことや TMVが激しく増殖していた
ことから（図 17B, 18A）、TMVに対する PTGSも抑制されていると考えられる。

モザイクのパターン形成機構

　上記の結論は、DGTのなかでも YTに近い領域ほど TMVに対する PTGSが強く誘導さ
れることを意味している。Mooreら（2001）は PTGSシグナルが一点（DGIの中心）から
拡散し、一定量以上のシグナルを受け取った細胞集団が DGI を形成すると予想した。こ
れと逆に PTGSシグナルがYTからDGTに向かって拡散すると考えれば、TMVのモザイ
クパターン形成をうまく説明できる。
　図 21 にパターン形成のモデルを示す。TMV は師部を通って上位葉に侵入する。（ここ
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では TMV が主に葉の先端部から感染すると仮定する。）TMV は複製と細胞間移行を繰り
返して感染領域を拡大していく。感染細胞は PTGS を誘導しようとするが、TMV のサプ
レッサーがそれを抑制する。このような細胞が YT となる。YT では PTGS シグナルが生
産され、周囲の細胞に拡散する。ある時点で TMV の移行よりも PTGS シグナルの拡散が
先行して、PTGS があらかじめ成立した細胞が生じる。このような細胞が帯状に連なって
感染拡大を阻止する「障壁」を形成し、のちに true DGT となる。PTGS 維持のために必
要なシグナルは true DGT 内部で再生産されるか、または YT から細胞間移行により供給
される可能性が考えられる。N. benthamiana 葉でアグロインフィルトレーションによって
PTGS を起こした部位からは、シグナルが細胞間移行により拡散して、約 1 mm（10~15

細胞）離れた場所の細胞まで PTGSが誘導されるが（Himber et al., 2003、図 13Bの矢印）、
これは最終的な true DGTの幅とよく一致する（図 20）。TMVは true DGTの障壁を乗り越
えてDGT内部に侵入することはできないが、DGT内部にはシグナルも届かないのでPTGS

は成立していない。この領域に維管束など別のルートを通って TMV が侵入すると増殖し
て、pseudo DGTとなる。細川ら(1989)は蛍光抗体を用いた観察からDGTの内部にはTMV

が検出される細胞集団が存在し、その部位の中央部には小さな維管束が認められることか
ら、葉の生長が進んだ後にこの維管束を経由して侵入してきたウイルスが増殖したのでは
ないかと推測している。

モザイクの形成を左右するその他の因子

　もちろん、モザイクのパターン形成は PTGS だけで説明できるものでは決してない。モ
ザイクはウイルスが侵入した時点で一定の大きさ以下の葉にのみ生じることや、侵入した
時点の葉の大きさによってモザイクパターンが左右されることから、モザイクの形成は葉
の形態形成と密接に関連した現象であるといえる。
　まず、葉の大きさが違うことにより維管束系の発達程度がことなり、これはウイルスが
維管束系から放出されるタイミングや場所が各葉で異なることを意味する。さらに葉が発
達することによって原形質連絡の性質も変化することから、ウイルスの細胞間移行の速度
や PTGS シグナルの拡散の度合いも異なるであろう。このような違いはモザイク形成前の
ウイルス分布と、true DGTのできるタイミングを左右し、最終的にYTの分布に影響を与
えると考えられる。また、葉の生長そのものの影響も考慮しなければならない。Atkinson

とMatthews (1970)は、TMVを接種したタバコのL3および L4はウイルスが侵入してから
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モザイク葉が完全展開するまでに、平均して 7 回の細胞分裂がおこると報告している。葉
のなかで活発に細胞分裂する領域とそうでない領域のちがいも、当然モザイクのパターン
形成に影響を及ぼすであろう。
　同じ Tobamovirusでも TMVと ToMVではモザイクパターンは明らかに異なり（図 7 と
図 16 を比較）、これは両者の複製能、細胞間移行や長距離移行の能力、PTGS 抑制能など
の微妙な違いを反映していると思われる。また、第 1 章で述べたようにサプレッサーが
miRNA経路へ及ぼすの阻害効果も影響しているかもしれない。
　したがって、モザイク形成を理解するためにはウイルス側因子と、宿主側の因子につい
て詳細な情報が必要である。さらに解析を進め、両者の相互作用を総合的に理解してはじ
めて、モザイクの形成機構が解明されるだろう。
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第 3章　Tobamovirus感染におけるクロスプロテクション

のメカニズム
3.1　序論

　クロスプロテクション（干渉効果、交叉防衛）とは、あるウイルス（1 次ウイルス）が
感染した植物は、それと同種または近縁のウイルス（2 次ウイルス）の感染に起因する発
症を免れる現象である（次頁補足を参照）。McKinney（1929）は、緑色モザイクを生じる
系統の TMV が感染したタバコには、黄色モザイク系統の TMV を接種しても黄色モザイ
クは生じないことを観察し、これがクロスプロテクションの最初の報告とされている。そ
れ以来、クロスプロテクションのメカニズムについて多くの説が提唱されたが、決定的な
理論は得られていない（Matthews, 1991; Fraser, 1998; Pennazio et al., 2000; Hull, 2002）。
　1940年代には、1 次ウイルスの増殖により代謝産物（アミノ酸やヌクレオチド）が不足
するとの説が提案されたが、その可能性は非常に低いと考えられている（Matthews, 1991）。
　Bawden and Kassanis（1945）は、ウイルスの複製には特定の細胞内部位が必要であり、
1 次ウイルスがその部位を占有するために 2 次ウイルスが増殖できないと考えた。複製の
メカニズム自体がよくわかっていないために具体的な証明はなされていないが、クロスプ
ロテクションが近縁種の間でのみ起こることなどをうまく説明している。
　多量に蓄積した 1 次ウイルスのプラス鎖 RNA が、2 次ウイルスのマイナス鎖 RNA と
アニールして、複製の鋳型として使われなくするとのモデルも提出されているが、実験的
証拠はない（Palukaitis and Zaitlin, 1984）。
　ウイルス CP を発現する形質転換植物がそのウイルスに対して強い抵抗性を示すこと、
その場合でもウイルス粒子でなく RNA を接種すると抵抗性が弱いことから、細胞内に蓄
積した CP がウイルスの脱外被を阻害すると考えられている（Powel-Abel et al., 1986;

Register and Beachy, 1988）。クロスプロテクションでも 1 次ウイルス感染細胞に蓄積した
CPが、2次ウイルスの脱外被を阻害している可能性がある（Fraser, 1998）。
　Tobacco rattle virus (TRV)にGFP遺伝子配列をもたせたTRV-GFPが感染した植物では、
GFP配列に対する PTGSが誘導され、GFP配列を有する PVXに対して抵抗性を獲得した
（Ratcliff et al., 1999）。この結果は 2 つのウイルスが近縁種でなくとも配列相同性があれ
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ばクロスプロテクションが起こりうること、PTGS がクロスプロテクションの原因になり
うることを示している。
　クロスプロテクションのメカニズムはよくわかっていないが、農業的には弱毒株を 1 次
ウイルスとして接種しておくと強毒株感染による被害を軽減できるため、ウイルス病防除
の手法として実用化されている（Fulton, 1986）。この成功例としてCitrus tristeza virus (CTV)

によるカンキツトリステザ病、Papaya ringspot virus (PRSV)によるパパイヤ輪点病の防除
などがある。日本では ToMV の弱毒株である L11A 株がトマトモザイク病の防除に用いら
れてきた（Oshima, 1981）。
　本研究では、ToMV が感染した植物において、クロスプロテクションが生じるメカニズ
ムを解明することを目標とした。第 1 章でも述べたように、L11A はクロスプロテクショ
ンに有効な弱毒株を選抜することを目的として、野生型株である L を高温処理後、病徴
の弱さを指標とした選抜を繰り返して得られた弱毒ウイルスである（後藤と根本, 1971）。
L11A は長年にわたり弱毒株としてトマト栽培現場で用いられており、そのクロスプロテ
クションのメカニズムについて多くの解析がなされてきたもののいまだに推測の域を出て
いない。第 1 章の結果から、L11A は PTGS 抑制能が低下したウイルスであることが明ら
かとなった。また、上述のように一部のクロスプロテクションには PTGS が関与している
ことが知られている。したがって、L11A感染植物におけるクロスプロテクションにも PTGS

が関わっていることが予想された。解析を進めたところ、ToMV が感染した細胞に再度
ToMV が感染することができないことを見いだし、この性質がクロスプロテクションの主
因であろうと考えられた。しかし、この性質の主たる原因は PTGS 以外にあることが強く
示唆された。

補足

　クロスプロテクションは植物体内でウイルスが感染した領域だけにみられる抵抗性であ
り、ウイルスが感染していない領域にも誘導される獲得抵抗性とは区別される。
　「クロスプロテクション」の定義は 2 つあり、厳密に区別されずに使用されている。広
義のクロスプロテクションは、1 次ウイルスの感染が 2 次ウイルスによる発症を妨げるこ
とをさし、2 次ウイルスの増殖の有無は考慮しない。狭義には、1 次ウイルスの感染が 2

次ウイルスの増殖自体を阻害することをさす（Fulton, 1982）。現在では主に狭義に使用さ
れるが、かつては広義に使われていたことが多いと思われる。ここでは狭義に用いた。し



51

かし L11A に関してクロスプロテクションという場合には、さしあたって広義の意味で用
いることにする。L11A 感染植物での 2 次ウイルス（ToMV-L）の増殖の有無が不明だから
である（後述）。
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3.2　材料と方法

ウイルスの接種は第 1章の材料と方法を参照。

プラスミド

・pTL.G3-NsiI

　pTL.G3-BstEII（第 1 章、材料と方法の pTLBN.G3 の項に記載）を BstEII 消化、末端平
滑化、MluI 消化した部位に、pbLAB（第 1章）を NsiI 消化、末端平滑化、MluI 消化して
得られる約 0.2 kbの断片を挿入して、pTL.G3-NsiIを作成した。
　pTL.G3-BstEII と pT.G3-NsiI はそれぞれ ToMV-GFP(ΔCP1)および ToMV-GFP(ΔCP2)の
感染性トランスクリプト作製の鋳型として用いた。

・pTLBN.R1(J)

　pTL.DsRd（第 1 章、材料と方法の pTLBN.R1の項に記載）を NsiI 消化、平滑末端化、
KpnI消化して得られる約 2.1kbの断片を pTLJ（第 1章）のNcoI消化、末端平滑化、KpnI

消化した部位に挿入して pTLBN.R1(J)を作製した。
　pTLBN.R1、pTLBN.R1(J)および pTL.DsRd は、それぞれ ToMV-RFP、ToMV-RFP(J)およ
びToMV-RFP(ΔCP2)の感染性トランスクリプトを作製するための鋳型として用いた。

・pTX.R1、pTX.R1(Lseq)

　pTopo-DsRd（第 1章）を NcoI消化、末端平滑化、SalI消化して得られる、改変 RFPを
コードする約 0.68 kbの断片を pP2C2S（Baulcombe et al., 1995）のEcoRV-SalI部位に挿入
して pTX.R1を作製した。
　pTLW3を鋳型として SmaI-L5755fwおよび SmaI-L5900rvプライマーを用いた PCRによ
り得られる断片（ToMVのCP ORF中の、開始コドンATGを含まない 145 bpをコードす
る）を SmaI 消化して、pTopo-DsRd を XbaI 消化後末端平滑化した部位（RFP 遺伝子の 5'

側）に挿入して、CP ORF と RFP ORF の向きが一致したサブクローンである pTopo-LsD

を得た。pTopo-LsDをApaI-XhoI消化後末端平滑化して得られる約 0.83 kbの断片を pP2C2S

のEcoRV部位に挿入して pTX.R1(Lseq)を作製した。
　それぞれ PVX-RFP および PVX-RFP(Lseq)の感染性トランスクリプト作製の鋳型として
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用いた。

SmaI-L5755fw 5’-GGGCCCGGGCTGACCCTATAGAATTG

SmaI-L5900rv 5’-GGGCCCGGGATCGCCAGGAAATCTGACGG

・p30B-Cyc3、pTPBG

　p30B-Cyc3は、TMV-U1系統をもとに開発された発現ベクターである p30B（Shivprasad et

al., 1999）を母体とし、CPサブゲノムRNAプロモーターからCycle 3 GFP（Crameri et al.,

1996）が発現されるように改変されたプラスミドである。pTPBG は、PMMoV-J 系統の全
長 cDNAがT7プロモーター下流に挿入されたプラスミドである pTPW1（Kirita et al, 1997）
を母体とし、CPサブゲノム RNAプロモーターから erG3GFP（Tamai and Meshi, 2001b）
が発現されるように改変されたプラスミドである。（いずれも津田新哉博士より分与）。そ
れぞれ KpnI消化または XbaI消化したのち、TMV-GFPおよび PMMoV-GFPの感染性トラ
ンスクリプト作製の鋳型として用いた。

植物の栽培

　植物の栽培は基本的に 26℃で第 1 章の材料と方法と同様に行なった。ただし、
PMMoV-GFP は 26℃ではタバコ接種葉でほとんど細胞間移行しないため、PMMoV-GFP

を接種したタバコに限り 30℃で栽培した（図 26C）。

プロトプラストへの重複感染実験

　プロトプラストへのエレクトロポレーションによるウイルス接種は第 1 章の材料と方法
の通りに行なった。20 μl の mock（滅菌水）または ToMV-RFP トランスクリプトをエレ
クトロポレーションで 1次接種した後、10 mlのプロトプラスト培地に懸濁し、暗所、26℃
にて 0、4、8または 12時間の 1次培養を行なった。培養後、120xg、3分間の遠心により
プロトプラストを沈降させて上清を除き、800 μl のエレクトロポレーションバッファー
に再懸濁した。ToMV-GFPまたは PVX-GFPの感染性トランスクリプト 20 μlを加えてエ
レクトロポレーションにより 2次接種した。バッファーを 10 mlのプロトプラスト培地に
置換して、暗所、26℃にて 24 時間の 2 次培養を行なった。遠心によりプロトプラストを
回収し、蛍光顕微鏡で明視野像、RFP蛍光像、GFP蛍光像を撮影した。



54

蛍光の観察

　実体顕微鏡による GFP蛍光および RFR蛍光の観察は第 1章と同様に行なった。共焦点
レーザー顕微鏡は LSM 510 META (Karl Zeiss)を用いた。プロトプラストの観察には蛍光
顕微鏡Axiophoto (Karl Zeiss)を用い、浜松ホトニクス 3CCD Digital Camera C7780でコン
ピュータに画像を取り込んだ。

ウイルスの配列解析

　ToMV-L（Ohno et al., 1984）、TMV-U1（Dawson et al., 1986）、PMMoV-J（Kirita et al., 1997）
の全長ゲノム配列をもとに、ClustalW (http://clustalw.genome.jp/)を用いて系統樹を作製した。
相同性の解析はGenetyx-Mac version 12.2.0 (Genetyx Corporation)を用いた。
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3.3　結果

L11A感染上位葉における 2次ウイルスの挙動

　ToMV-L11A があらかじめ感染したトマトやタバコは、強毒な 2 次ウイルスの感染によ
る発病を免れる（後藤と根本, 1971）。第 1章で述べたように ToMV-L11Aは PTGS抑制能
が低下していることや J 変異をもつ ToMV が自身に対する PTGS を抑制できないことか
ら、L11A 感染植物は ToMV 配列に対する PTGS が全身で起き、その結果 2 次ウイルスに
抵抗性を示すことが予想された。そこで 2 次ウイルスの感染の有無を確認するための実験
を行った。1次ウイルスとして、モック、ToMV-L11Aまたは ToMV-Lを接種し、7日後に
上位葉に 2次ウイルスとして ToMV-GFP（図 22、第 1章の TLBN.G3に相当）を接種し、
蛍光を経時観察した。
　ToMV-GFPを接種して 6日後と 10日後の GFP蛍光像を図 23に示す。モック接種タバ
コおよび L11A 接種タバコでは多数の蛍光スポットが見られたが、L を接種したタバコで
は全く感染していなかった（図 23）。コントロールとして PVX-GFPを接種した場合には、
1 次ウイルスの種類に関係なく多数の蛍光スポットが観察された（結果省略）。モック接
種タバコと L11A感染タバコにおける ToMV-GFPの広がりかたには、以下の 2点において
差が認められた。第 1に、モック接種したタバコでは維管束系に沿ったGFP蛍光（図 22A、
矢印）が見られたのに対して、L11A 感染タバコではそのような感染部位が見られなかっ
た。第 2に、モック接種タバコでは ToMV-GFP接種 10日後でも感染領域が拡大していた
のに対して（図 22A, B）、L11A感染タバコでは 6日後には感染領域の拡大がほぼ停止して
いた（図 23C, D）。
　ToMV 配列に対する PTGS が全身で起きていると予想した L11A 感染植物で 2 次ウイル
スが感染できたことと、逆に PTGS が抑制されているはずの L 感染タバコで 2 次ウイル
スが全く感染できなかったことから、2次ウイルスが感染できるか否かの決定には、PTGS

以外の要因が重要であることが示唆された。そこで、ToMV-GFP およびレポーターとし
てRFPを発現するToMV（ToMV-RFP）を用いて、2種のToMVが同一組織（または細胞）
に感染した場合のウイルスの挙動を調べることにした。
　なお、ToMV-GFPやToMV-RFPはタバコでは上位葉に移行する能力を欠いているため、
1次ウイルスの全身感染の様子を蛍光で観察することはできなかった（結果省略）。



56

接種葉における同一細胞への共感染の解析

　ToMV-RFPは重複したCPサブゲノムRNAプロモーターの間にRFP ORFをもつ（図 22）。
ToMV-GFPと ToMV-RFPをタバコ葉に混合接種して、GFP 蛍光と RFP 蛍光を実体顕微鏡
で観察した（図 24A~C）。興味深いことに GFP 蛍光と RFP 蛍光を発する領域は全く重な
らず、明確な境界を形成していた。共焦点レーザー顕微鏡で境界部分を観察すると、この
境界線は 1細胞レベルで形成されていた（図 24D~F）。GFP蛍光とRFP蛍光をともに発す
る細胞は皆無ではないがごくまれにしか見つけることができなかった（図 25C）。このよ
うに ToMV どうしが同一細胞に共感染しない性質を便宜的に「排他的」と表現すること
にする。コントロールとして ToMV-GFP と PVX-RFP の組み合わせ（図 24G~L）、または
ToMV-RFP と PVX-GFP の組み合わせ（結果省略）で混合接種した場合には、共感染して
黄色く見える領域が多数観察され、排他性はないことがわかった。
　排他性とウイルスに対する PTGS の関係を調べた。ToMV-GFP と、130K に J 変異をも
ち PTGS抑制能が低下した ToMV-RFP(J)を用いて混合接種実験を行い、やはり排他的であ
ったことから（図 25C, D）、排他性は J変異の有無（すなわち PTGS抑制能の強さ）とは
無関係であることが分かった。またRFPを発現し、約 150 nt（PTGSのターゲットとして
は十分な長さであると思われる）の ToMV 由来配列をもつ PVX-RFP(Lseq)（図 22）と、
ToMV-GFP(J)を組み合わせて混合接種した場合には共感染した細胞が多数観察された（図
25E、黄色）。したがって、2 種のウイルスが相同配列をもっていることだけでは、排他性
の原因は説明できないと思われた。
　序論で触れたように CP が蓄積した細胞にはウイルスが侵入しても脱外被の阻害によっ
て感染が起こらなくなる例が知られている。この場合、ウイルス粒子でなくウイルスRNA

を接種すれば感染が成立する（Register and Beachy, 1988）。ToMV の排他性が脱外被阻害
によって起きるのかを確かめるため、ToMV-RFPと、CPを発現しない ToMV-GFP(ΔCP1)

（図 22）を混合接種した。もし脱外被の阻害が原因なら、ToMV-GFP(ΔCP1)はToMV-RFP

感染細胞に侵入して（逆も起こると思われる）、共感染が成立するはずである。しかし図
26A に示すように共感染は起こらなかったことから、脱外被阻害が排他性に寄与する割合
はごく少ないと思われた。
　クロスプロテクションは同種のウイルス間だけでなく、近縁種の間でも起こる（Hull,

2002）。ToMV どうしでみられた排他性が ToMV とその近縁種の間でも起こるのかを調べ
ることにした。TMV、ToMVおよびPepper mild mottle virus (PMMoV)は Tobamovirusに属
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する。3 種のウイルスの類縁関係と配列相同性を図 26B に示す。GFP 遺伝子をレポータ
ーとして発現する TMV（U1 系統）および PMMoV（J 系統）（それぞれ TMV-GFP、
PMMoV-GFP と呼ぶ）を ToMV-RFP と混合接種して蛍光を観察したところ、ToMV どう
しの場合と同様の排他性が見られた（図 26C）。
　ToMV と PMMoV との間の塩基配列の相同性はあまり高くなく、配列が完全に一致す
る部分は最大でも 34 塩基しかない。（前述の PVX-RFP(Lseq)は 150 塩基が完全に一致す
る。）したがって、共感染の可否を決定するのは配列相同性よりもむしろ細胞間移行や複
製のメカニズムの類似性である可能性が考えられた。
　たとえば、ひとたび ToMV が感染した細胞では原形質連絡の構造が変化してしまい、
ToMV が隣接細胞へ出て行くことはできても、隣接細胞からの侵入はできなくなっている
可能性が考えられる。もしこれが原因ならば、ToMV-GFP の GFP 蛍光スポットが広がっ
た後、同じ葉に ToMV-RFP を機械接種すれば、GFP 蛍光を発する細胞の集団のなかに 1

細胞だけ RFP を発する細胞を検出することができるはずである。しかし、そのような細
胞を見つけることはできなかったので（結果省略。PVX-RFP を接種した場合は GFP 蛍光
スポットの中に RFP 蛍光細胞が見いだされた）、排他性の原因を細胞間移行の阻害だけで
説明することは難しいと思われた。
　ToMV の複製そのものが排他性の原因である可能性も考えられた。いったん ToMV が
複製した細胞では複製に必要な細胞内部位あるいは宿主因子が枯渇したり、細胞内環境の
変化によって後から侵入したウイルスは複製できないことが考えられる。この仮説が正し
いとすると、同一細胞に ToMV-GFP と ToMV-RFP が同時に感染した場合には、共感染す
ると予想される。また、図 24E に示すような ToMV-GFPと ToMV-RFPの境界領域で共感
染している細胞は非常にまれであったことから、1 次ウイルスが感染してからかなり早い
時間内に 2 次ウイルスの増殖を許さない状態になることも予想された。これらの点を確認
するため、感染時間を厳密にコントロールできるプロトプラスト感染系を用いて実験を行
うことにした。

プロトプラスト感染におけるToMVの排他性

　タバコ培養細胞 BY2 のプロトプラストとウイルス感染性 RNA を混ぜて電気的パルス
を与えると、7 割以上のプロトプラストに同調的に感染させることができる（エレクトロ
ポレーション法）。この方法を用い、1次ウイルスが感染後、2次ウイルスの感染ができな
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くなるまでの時間を調べた（実験手順は材料と方法に記載）。なお、本実験では CP ORF

を完全に除いたToMV-GFP (ΔCP2)とToMV-RFP (ΔCP2)を用いた（図 22）。その理由はCP

を介したクロスプロテクションが起こる可能性を排除するためと、CP ORF を完全に除い
た ToMV の方が強い蛍光を発するので（結果省略）、感染細胞を感度よく検出できるため
である。簡便のため本項では ToMV-GFP (ΔCP2)と ToMV-RFP (ΔCP2)をそれぞれ ToMV-

GFPとToMV-RFPと呼ぶことにする。
　予備実験として、2 度のエレクトロポレーションと培養をしてもウイルス増殖に影響を
与えないのかを調べた。モックを 1次接種し、0、4、8または 12時間培養した（1次培養）。
ToMV-GFP または PVX-GFP を 2 次接種し、2 次培養を 24時間行ったのち、GFP 蛍光を
発する細胞の数を計測した。ToMV-GFP の場合、約 8 割の細胞に感染しており（図 28A

上）、1度だけの接種を行った場合（図 28A下、0’(24)）と比較してほぼ同じ感染効率であ
った。1 次培養の時間の影響もほとんどなかった。PVX-GFP の場合も感染効率は約 4 割
と低いものの、1 次培養の時間による影響はほとんど受けなかった（図 28B 上）。したが
って、2 度のエレクトロポレーションと培養そのものは 2 次ウイルスの感染効率と増殖に
影響を与えないことが確認できた。
　次に、1次ウイルスとして ToMV-RFPを接種後、2次ウイルスとして ToMV-GFPまたは
PVX-GFPを接種して培養を行い、GFP蛍光およびRFP蛍光を発する細胞をカウントした。
図 27に蛍光細胞の様子を示す。ToMV-RFPの感染効率は約 8割であった（図 28A下と B

下、赤と黄の和）。ToMV-RFP を 1 次接種後すぐに ToMV-GFP を 2 次接種した場合、
ToMV-GFP は約 6 割の細胞に感染した。また 2 つのウイルスの共感染は約 4 割の細胞で
認められた（図 28A下、0 h）。ところが ToMV-RFPを接種して 4時間後に ToMV-GFPを
接種した場合には、ToMV-GFP 感染細胞の割合と共感染細胞の割合はともに低下した。1

次培養が 8 時間になると、共感染細胞がほとんど見られなくなった（図 28A 下）。また、
RFP 蛍光を発する細胞は 8 割以上あるにも関わらず、GFP 蛍光を発する細胞のうち RFP

蛍光を発する細胞の割合は約 3 割と低かった。このことは ToMV-RFP 感染細胞で ToMV-

GFPの増殖阻害がおきていることを意味している。したがって、プロトプラストでもToMV

どうしの排他性が起こることが確認された。2 次ウイルスとして PVX-GFP を接種した場
合には、1 次培養の時間が長くなっても GFP 蛍光細胞の割合は低下せず、また PVX-GFP

感染細胞は大部分がToMV-RFPとの共感染を示した（図 28B下）。
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3.4　考察

2次ウイルスの増殖阻害の要因

　プロトプラストを用いた実験から、ToMVの感染後数時間以内に、新たに接種したToMV

の増殖が阻害されることが分かった。本実験では CPを発現しない ToMVを用いたので、
この現象はCPを介した抵抗性には無関係である。
　また、ToMV 配列を標的とした PTGS が原因である可能性も低いと考えられる。もし 1

次ウイルス感染後数時間以内に PTGS が誘導され、2 次ウイルスの RNA が切断されるの
ならば、1 次ウイルスの RNA も同じ割合で分解され、増殖が低下するはずである。図 9

で示したように、TLW3と TLJの間で感染 8または 20時間後においてほとんど蓄積量に
差がなかったことは、少なくともこの時間帯で 1 次ウイルスの増殖に影響を及ぼすほど強
い PTGSは起きていないことを示唆している。ただしプロトプラストでの 2次ウイルスの
増殖阻害が配列相同性に依存していないことをより明確に証明するためには、PVX-GFP

に ToMV 配列をもたせたものとそうでないものを 2 次ウイルスとして接種するなどの実
験が必要であろう。
　ToMV が感染後に、ウイルスの増殖を阻害する何らかの抵抗性因子が誘導されることが
考えられる。PVX の増殖が影響を受けなかったことから、この因子は ToMV 特異的な阻
害効果を持つはずである。しかも、すでに複製が始まっている 1 次ウイルスの増殖には影
響を与えていないと思われるため、この因子は 2 次ウイルスが感染してから数時間以内に
おこるイベントだけを阻害するという奇妙な性質をもつ。そのような因子は仮にあったと
してもウイルスの増殖を抑えるためには役に立たないであろうから、実在するかは疑問で
ある。
　ToMV の複製に必要な細胞内部位が占め尽くされたり、宿主因子が使い果たされたりし
た結果、2 次ウイルスが増殖ができなくなった可能性は高い。Tobamovirus の複製は小胞
体膜または液胞膜に囲まれた複製複合体の中で行われると考えられている（Heinlein et al.,

1998; Más and Beachy, 1999; Hagiwara et al., 2003）。シロイヌナズナでは Tobamovirusの複製
に必要な遺伝子として TOM1、TOM2A および TOM3 が同定されており、タバコやトマト
にもこれらのホモログが存在する(Yamanaka et al., 2000, 2002; Tsujimoto et al., 2003)。TOM1

と TOM3 は複製酵素と相互作用する膜タンパクであり、複製酵素を膜にリクルートする
ことで複製複合体形成の役割を担うと予想されている。TOM1 および TOM2A、TOM3 は
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Tobamovirusの複製には必要だがCucumovirusやBromovirusの複製には不要である。TOM1

をはじめとする、Tobamovirus 特異的に複製をサポートする宿主因子が 1 次ウイルスの複
製で使いつくされることで、2次ウイルスの複製ができなくなったのかもしれない。
　ToMV のプラス鎖合成は感染してから約 18 時間後まで持続するが、マイナス鎖合成は
約 6時間後には停止する（Ishikawa et al., 1991b）。この時間は、1次ウイルス感染後に 2次
ウイルスの共感染効率が急減する時間とよく一致する（図 27）。複製複合体は感染後 6 時
間以内に形成され、それ以降は細胞内環境の変化、宿主因子や細胞内部位の枯渇などによ
り新たな形成がおこらなくなることも考えられる。

接種葉での排他性

　接種葉では ToMV-GFP と ToMV-RFPの感染領域の間に 1 細胞レベルの境界線が形成さ
れ、共感染細胞はほとんど存在しなかった。接種葉での排他性もプロトプラストの場合と
同様に両ウイルスの感染の時間差が原因なのだろうか。TMV が 1 細胞だけ細胞間移行す
るのに 3~4 時間しか要さないことから（Kawakami et al., 2004）（本研究の ToMV-GFP と
ToMV-RFP はこれよりやや長い時間が必要かもしれない）、両ウイルスが 6 時間未満の時
間差で侵入する頻度はかなり高いと考えられる。6 時間未満の時間差で侵入した細胞のう
ち少なくとも 1 割は共感染が成立すると思われる（図 28A）。したがって共感染細胞は一
定の頻度で存在すると予想されるが、実際には非常にまれにしか見つからなかった。よっ
て感染葉では、ウイルス感染の時間差から生じる増殖阻害の他に、共感染を妨げる要因が
あることが推察される。たとえば一方のウイルスが侵入した細胞では非常に短時間のうち
に原形質連絡の構造が変化して、一方向の移行しか許さなくなるのかもしれない。
　PVX と ToMV は、互いに排除し合うことなく、あたかも独立に感染しているかのよう
な挙動を示した。これは PVX と ToMV の間に複製や細胞間移行の機構に共通する部分が
少ないからであろう（Tamai and Meshi, 2001a）。逆にToMVの近縁種であるTMVとPMMoV

は複製や細胞間移行の機構に ToMV と共通する部分が多いために、互いに排他的となる
ことが示唆される。また本研究の結果は、少なくとも CP を介した抵抗性または PTGS が
Tobamovirus間の排他性の主因ではないことを示唆している
　近縁のウイルスどうしが接種葉で空間的に互いを排除しあう現象は、PVX どうしの間
や、Alfalfa mosaic virus (AMV)の異なる系統間、異なるサブグループに属する CMV 間、
同種または異種の Potyvirus の間でもおこることが知られているが、メカニズムの解明は
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今後の課題として残されている（Divéki et al., 2002; Hull and Plaskitt, 1970; Takeshita et al.,

2004; Dietrich and Maiss, 2003）。

L11Aによるクロスプロテクション

　以上の考察をもとに、図 23 で示した上位葉での 2 次ウイルスの挙動を見直すことにす
る。
　1 次ウイルスが ToMV-L の場合、2 次ウイルスは上位葉に全く感染できなかった。この
上位葉はモザイク症状を発していた。したがってウイルスが多量に蓄積している YT の細
胞には、ToMVどうしの排他性により感染できなかったのだろう。また、DGIの一部（YT

との境界部）は、ToMVに対する PTGSが起きているために感染できなかったと考えられ
る（第 2章、図 21）。ToMVが感染しておらず、PTGSも起きていない DGIの中心部には
感染できそうであるが、感染スポットは見つからなかった。一つには ToMV の形成する
DGI がごく小さいため、そのような領域が非常に狭いことが考えられる。あるいは上位
葉に全身獲得抵抗性や局部抵抗性が誘導され、感染効率が極端に低下したのかもしれない。
2 次ウイルスの感染を阻止するという意味でなら、ToMV-L は（L11A よりも）強いクロス
プロテクション効果を発揮すると言えよう。しかしLは強い病徴を引き起こすことから、
農学的なクロスプロテクションの定義にはあてはまらない。
　L11A 感染上位葉には 2 次ウイルスが部分的に感染した。少なくともこの領域には L11A

が感染していなかったことを意味する。L と比較して L11A は上位葉への移行が遅いため
に、上位葉に未感染領域が存在したのかもしれない。L11A に関しては報告がないが、サ
プレッサー活性が低下した TMV 弱毒株である M 系統は、複製量や細胞間移行は正常な
のにも関わらず上位葉への移行が遅れることが知られている（Nelson et al, 1993）。
　L11A の長距離移行の早さは正常だが感染上位葉での移行が遅いという可能性も考えら
れる。Watanabeら（1987b）は、L11AのMPの発現量が少なく、そのために細胞間移行が
遅いのではないかと推測した。しかし、TLW3と比較して TLJ や TLJA1 の MP の発現量
に差がないことや局部壊死斑の大きさが同程度であったこと（結果省略）、TLBN.G3 や
TLBN.G3(J)の感染スポットの大きさに違いが見られなかったことから（図 11）、MP の発
現量の低下により細胞間移行能が低下しているとは考えにくい。それよりも、L11A に対
する PTGS が、ウイルスの感染拡大を妨げているのではないだろうか。図 21 で示したモ
ザイク形成機構のモデルに従えば、L11A 感染上位葉でウイルス感染が拡大する過程のど
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こかで PTGSシグナルが先行して PTGS領域が形成され、感染拡大を阻止すると考えられ
る。L11A の PTGS 抑制能は弱いために PTGS 領域は早く形成され、ウイルスがさほど広
がっていない段階で感染拡大が停止する。感染しなかった領域は pseudo DGT と同様ウイ
ルスに対する抵抗性がなく、2次ウイルスの感染が成立する。
　2 次ウイルスは感染できたが、その後の感染領域の拡大は明らかに阻止されていた（図
23）。2次ウイルスの感染拡大は PTGS領域によって阻止されたと考えられるが、PTGSが
まだ成立していない領域があったとしても L11A が感染している細胞には再感染できず、
いずれにしても感染拡大は停止する（図 29）。モック接種では維管束に沿った感染が見ら
れたが L11A 感染葉では見られなかったことは、2 次ウイルスが維管束系を介した上位葉
への移行も阻止されていることを示唆する。強毒株が感染しても上位葉への侵入ができな
ければモザイクは発病しない。

優れた弱毒株とは？

　当初の予想では、L11Aは自身に対する PTGSを誘導しやすいウイルスであり、PTGSに
起因するウイルス抵抗性がクロスプロテクションを生み出していると思われた。しかし本
研究の結果は、（発病を防ぐという意味の）クロスプロテクションは L11A の全身感染だけ
でも生み出され、PTGS の寄与は小さいことを示唆している。クロスプロテクション効果
をもつ ToMV 弱毒株に求められる性質は第一に無病徴性と全身感染性であると判断され
る。
　もちろん、L11A の PTGS 抑制能の低下が無病徴性につながった可能性は高い。また、
もし PTGS 抑制能が低下しすぎれば、全身感染できないウイルスになってしまうだろう。
L11A は PTGS 抑制能が適度に低下した結果、優秀な弱毒ウイルスとしての性質を備えた
と思われる。
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結論と今後の展望

　本研究ではまず Tobamovirusの PTGS 抑制能の解析を行ない、その知見をもとにモザイ
ク病とクロスプロテクションについても解析を行なった。
　Tobamovirusの複製酵素130KがPTGS抑制能をもつことを明らかにし、130Kは新規RISC

の形成を阻害することで PTGS を抑制することが示唆された。今後の課題として最初に挙
げられるのは、130K の PTGS 抑制メカニズムを分子レベルで明らかすることである。
Tombusvirusの p19は siRNAと結合して PTGS を抑制することが示され、これがサプレッ
サーの作用機構を分子レベルで解明した唯一の例である（Silhavy et al., 2002; Lakatos et al.,

2004）。130K についても生化学的なアプローチにより、PTGS 経路のどこを抑えているの
かを解明するべきである。また、そこから PTGS に関与する植物側の因子が同定できると
期待される。
　130K の変異によりウイルスの PTGS 抑制能と病原性が変化した。抑制能の低下と病原
性の低下はいかなる関係にあるのか、現時点で明確な答えはない。PTGS 抑制能低下によ
ってウイルス量が低下し、病徴が弱くなったとも考えられる。しかしウイルス量と病徴の
強さが常に相関するわけではなく（PMMoV の結果、津田新哉博士の私信）、これは今後
の検討課題である。サプレッサーが miRNA 経路を阻害する強さを調査することが、手が
かりとなるかもしれない。
　ウイルス感染の状況下で PTGS 抑制能を見る silencing reversal assay は、本研究では N.

tabacumの PTGS系統であるG3Sm2を用いたが（Kubota et al., 2003）、それ以外はすべて
N. benthamianaで行なわれている（Voinnet, 2001）。N. benthamianaはサリチル酸により誘
導される RdRPの 1つが欠損しており、ウイルス感受性と VIGS誘導活性が著しく増加し
た植物種であることが示唆されている（Yang et al., 2004）。これまでN. benthamianaを用い
て解析されたウイルスも G3Sm2 で解析してみれば、病徴や PTGS 抑制能についてこれま
でと違った見解が得られるかもしれない。予備的な実験から、PVXやCMV感染でもG3Sm2

のGFP蛍光が復活し、TMVとは異なるパターンであることが分かっている。
　モザイクのパターン形成は、従来考えられていたような DGI の中心から PTGS シグナ
ルが拡散するという単純なモデルでは説明できず、また PTGS だけでも説明できないこと
が分かった。パターン形成機構を解明するためには、ウイルスの複製、移行、PTGS シグ
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ナルの生成と移行、葉の発生に関する深い理解が必要である。また、サプレッサーを強制
発現させたタバコや、PTGS に必要な遺伝子の発現を（RNAi 法などで）抑制したタバコ
でモザイク病徴を調べることで、モザイク形成に対する PTGS の関与をより明確にできる
だろう。アンチセンス法により RdRPの 1つを発現抑制したタバコでは TMVに対する感
受性が増し、モザイクが生じなくなるとの興味深い報告がなされている（Xie et al., 2001）。
　モザイク病の発症メカニズムはパターン形成だけでなく、葉の形や細胞形態の異常、緑
色の濃さの違いが生じる原因を解明することも重要であるが、これらについても miRNA

経路の関与が予想される。葉の発生に関与するいくつかの遺伝子は miRNA によって発現
が制御されることが知られている（Palatnik, et al., 2003; McHale and Koning, 2004）。これら
の遺伝子の発現を DGT と YT で比較することで、モザイク病の原因の一端を明らかにで
きるかもしれない。
　クロスプロテクションに関して、２種類のレポーター遺伝子を導入した ToMV を BY2

プロトプラストへの感染実験に用いることで、クロスプロテクションが感染後数時間で、
1 細胞レベルで起こることが分かった。本研究の結果は、ToMV どうしのクロスプロテク
ションが CP を介した抵抗性や PTGS その他の塩基配列に依存する抵抗性である可能性が
低いことを示しているが、ではクロスプロテクションの実体は何か？という問いにはまだ
答えることができない。
　植物体でのクロスプロテクションは、ウイルスの複製、細胞間移行、長距離移行、獲得
抵抗性、PTGS など、ウイルス増殖をさまざまなレベルで複合的に阻害した結果であると
想像される。しかし、プロトプラストレベルで観察された排他性こそがクロスプロテクシ
ョンの主因であり本質であると考えられる。本研究で行なったプロトプラストでの実験は、
クロスプロテクションを最も単純化したモデル系となりうる。この実験系をベースとして、
クロスプロテクションの原因を探っていくことが可能ではないだろうか。
　クロスプロテクションをさらに単純化することも可能かもしれない。Komodaら（2004）
は BY2の細胞質抽出物をもとに、ウイルスの複製を in vitroで行なわせる実験系を開発し
た。この系を用いてクロスプロテクションを in vitro で再現できれば、クロスプロテクシ
ョンの本質にさらに近づくことができるだろう。
　弱毒株によるクロスプロテクションはウイルス病防除に用いられてきた。本研究の結果
から、優れた弱毒ウイルスとして第一に求められる性質は無病徴で全身感染することであ
り、それは PTGS 抑制能の低下によっても生み出されることが示唆された。これまで弱毒
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株は突然変異したウイルスの選抜にたよって開発されてきたが（Fulton, 1986）、サプレッ
サーやその他の病原決定因子に限定して変異を導入することで、弱毒ウイルス開発の効率
化がはかれるかもしれない。

　モザイク病とクロスプロテクションは現象としては古くから知られていながら、メカニ
ズムがほとんど解明されていない点で共通している。植物ウイルス感染にはこのような「古
くて新しい」問題がたくさん残されている。本研究がこれらの解明にむすびつくことを願
っている。
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