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論 文 内 容 の 要 旨

植物ウイルスの感染過程における重要なステップとして,ウイルスゲノムの複製と,細胞間移行の二つがあげられる｡本

研究では,これらのメカニズムの解明を目的として,大腸菌および辞母を用いたタンパク質大量発現系を利用し,各過程に

関与するウイルスタンパク質の機能解析を行った｡はじめに,プラスの一本鎖RNAウイルスであるbromovirusの細胞間

移行のメカニズムを解明するために,移行タンパク質である3aタンパク質の機能解析を行った｡

1.大腸菌を用いた3aタンパク質の大量発現系を確立した｡これまで,bromovirusの3aタンパク質の研究は主に分子

遺伝学的手法によって行われてきたが,この大量発現系の確立によって生化学的手法による機能解析が可能となった｡

2.精製した3aタンパク質を用いてgelreterdationassayおよびUVcross-1inkingassayを行い,3aタンパク質が一

本鎖RNAとcooperativeに結合することを明らかにした｡また, この結合反応はRNAの塩基配列に依存しないことを示

したOさらに,競合実験の結果から3aタンパク質はRNA,DNAに関わらず一本鎖,二本鎖の核酸に結合する能力を持っ

が,二本鎖に比べて一本鎖核酸により強く結合することを明らかにした｡これらの結果から,bromovirusは｢移行タンパク

質とウイルスゲノムRNAが複合体を形成して細胞間を移行する｣という,植物ウイルスの基本的な移行モデルに即した移

行形態をとると推察した｡

3.3aタンパク質中の核酸結合 ドメインを明らかにするために, 3aタンパク質の一部を欠損させた8つの欠失変異体

シリーズを作製し,核酸結合アッセイを行った｡その結果,3aタンパク質中の189番目から242番目までの54アミノ酸の

領域が核酸結合 ドメインであることを明らかにした｡この領域はタンパク質表面に露出しており,塩基性アミノ酸残基に

よってプラスに強く荷電していることから,マイナスに荷電している核酸と直接相互作用していると推察した｡

4.遠心分画法および電子顕微鏡観察法を用いてBMV感染オオムギ葉細胞における3aタンパク質の局在性を調べた結

果,3aタンパク質は感染組織中のプラズモデスマータおよびその周辺に局在していることを明らかにした｡さらに,3aタ

ンパク質はウイルスRNAの複製の場であるビロプラズムに局在していることから,ここで合成されたBMVRNAに3aタ

ンパク質が結合しプラズモデスマークの通過に適した複合体を形成した後,細胞間を移行するというモデルを考察した｡こ

のことから, 3aタンパク質は核酸結合の際に配列特異性を持たないがビロプラズムという限られた構造物の中で複合体を

形成することにより,ゲノムRNAのみを効率的に輸送できると推察した｡

5.つぎに,マイナスの一本鎖RNAウイルスとして最も研究の進んでいるsonchusyellownetvirus(SYNV)の複製

機構を解明するために,複製酵素の構成要素であるP夕㌢バク質の機能解析を行った｡酵母内でglutathione-S-transferase

(GST)とPとの融合タンパク質を発現させ放射性ラベルした後にアフイニティ精製するシステムを利用して,Pタンパク

質がリン酸化を受けることを明らかにし,リン酸化を介した複製制御機構の存在を示した｡

6.GST-P融合タンパク質と転写を制御するNタンパク質を同時に発現させ,グルタチオンビーズを用いたpulldown
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assayを行った結果,Pタンパク質がNタンパク質と複合体を形成することを示した｡また,同様の実験から,Pタンパク質

同士でも相互作用することを明らかにした｡他のラブドウイルスとの比較から,これらの現象は転写と複製の切り換え制御

に深く関わっていると推察した｡さらに,酵母内におけるこれらの結果は,酵母の発現システムが感染性ウイルス再構成系

の確立されていない植物ラブドウイルスの研究において有効な手段であることを示した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

植物ウイルスの感染性を決定する重要な要素として,ウイルスゲノムの複製と,細胞間移行の二つがあげられる｡本研究

紘,これらのメカニズムの解明を目的として,各過程に関与するウイルスタンパク質の機能解析を行ったもので,評価すべ

き主な点は次のとおりである｡

11プロモウイルスの細胞間移行のメカニズムを解明するため,3a移行タンパク質の機能解析を行った｡まず,大腸菌を

用いた3aタンパク質の大量発現系を確立し,精製 した3aタンパク質を用いて核酸結合アッセイを行った｡その結果,3a

タンパク質がRNAと結合することを明らかにして,｢移行タンパク質とウイルスゲノムRNAが複合体を形成して細胞間杏
移行する｣という,植物ウイルスの基本的な移行形態に関するモデルを支持する結果を得たO

2. 3aタンパク質中の189番目から242番目までの54アミノ酸p領域が核酸結合 ドメインであることを明らかにしたO

この領域は,タンパク質表面に露出している可能性が高く,塩基性アミノ酸残基によってプラスに強く荷電していることか

ら,マイナスに荷電 している核酸と直接相互作用しているという結合メカニズムを示した｡

3.遠心分画法および電子顕微鏡観察法によって, 3aタンパク質がプロモウィルス感染組織率のプラズモデスマークお

よびその周辺の細胞質,さらにウイルス複製の場であるビロプラズムに局在していることを明らかにしたOこの結果から,

複製されたウイルスRNAがビロプラズム内で移行タンパク質と結合し,隣接細胞への通路である原形質連絡に輸送される

という移行モデルを導いた｡このことから,3aタンパク質は核酸結合の際に配列特異性を持たないが,ビロプラズムという

限られた構造物の中で複合体を形成することにより,ゲノムRNAのみを効率的に輸送できると推察した｡

4.マイナスの一本鎖RNAウイルスであるsonchusyellownetvirus(SYNγ)の複製機構を解明するために,複製酵

素の構成要素であるPタンパク質の機能解析を行った｡その結果,Pタンパク質が転写を制御するヌクレオキャプシドタン

パク質と複合体を形成すること,また,Pタンパク質同士でも相互作用することを明らかにした｡

5.酵母の発現システムを利用して,Pタンパク質がリン酸化を受けることを明らかにし,SYNVにおけるリン酸化を介

した複製制御機構の存在を示唆した｡さらに,酵母を用いた研究によって得られたこれらの結果から,酵母の発現システム

が感染性ウイルス再構成系の確立されていない植物ラブドウイルスの研究において有効な手段であることを示した｡

以上のように本論文は,プロモウイルスの移行タンパク質の機能を分析し,ウイルスの細胞間移行様式を解明し,さらに,

植物ラブドウイルスの複製機構解明のための重要な知見を与えるもので,植物ウイルス学および植物病理学に寄与するとこ

ろが大きいO

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成12年1月20日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学

力が十分あるものと認めたo
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