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論 文 内 容 の 要 旨

カリフラワーモザイクウイルス (CaMV)は,コマツナ,ハクサイなどのアブラナ科植物を宿主とし,二本鎖DNAをゲ

ノムとする植物ウイルスである｡CaMVのゲノム上にコードされる6つのORF(ORFトⅤⅠ)については,それらの翻訳

産物が感染植物体内において検出されている｡しかし,そのうちORFIとORFIIIにコードされる遺伝子産物の機能は,

これまで不明であった｡本研究は,CaMVの植物体内での増殖過程におけるこれらの産物の役割を明らかにすることを目

的としており,その成果は以下のように要約される｡

1.ウイルスの遺伝子産物の機能の解析を行う上でプロトプラスト系の利用は極めて有効な手段となりうる｡ そこで,ク

ローン化されたCaMVDNAを高効率で宿主コマツナプロトプラストへ感染させる系を構築した｡本ウイルスのトランス

アクティベーターをコードする遺伝子を植物細胞内で発現するプラスミドとともにCaMVDNAを含むプラスミドを加え,

これにポリエチレングリコールを添加することにより,最高50%以上の高い効率でプロトプラストにウイルスを感染させる

ことに成功した｡

2･CaMVのORFI産物 (pI)については,既知のタンパク質との相同性やプラズモデスア一夕への局在性からウイル

スの細胞間移行への関与が考えられてきたが,その実験的証明はなされていなかった｡そこで,ORFI内部への塩基挿入

による変異体を作製し,それらの植物体とプロトプラストへの感染性について調べた｡その結莱,僕試した変異体は植物体

への全身感染能は喪失していたにもかかわらず,宿主プロトプラスト内においては野生株と同程度に増殖し,変異部位を保

持したまま粒子形成まで行われることが明らかとなった｡ したがって,PIは-細胞におけるウイルスの増殖には必須では

なく,CaMVの移行,とくにウイルスの細胞間移行に関与することが示唆された｡

3.CaMVのORFIII産物 (PIII)については,その生物学的な機能が全く明らかでない｡本研究では,CaMV感染葉

を非還元条件下でウェスタンブロット分析することによって,PIIIが植物体内でテトラマ-を形成していることを明らか

にした｡さらにショ糖密度勾配遠心分離の結果,PIIIテトラマ-がCaMVのコートタンパク質と共沈することが明らかに

なり,これらのことから,PIIIは感染植物体内でテトラマ-を形成し,ウイルス粒子に結合して存在することが示唆され

た ｡

4.PIIIテトラマ-はβ-mercaptoethanolに感受性であり,その形成にはPIII内部の2つのシステイン残基によるジス

ルフィド結合の関与が考えられた｡ これらのいずれか一方,あるいは両方をアラニン残基に置換した変異体を作製し,その

感染性とそこから発現されるPIIIの形態を調べたところ,2つのシステイン残基はCaMVの感染性には必須ではないが,

テトラマ-形成には関与していること,およびこれらの変異体ではPIIIの蓄積量が低下することが確認された｡一方,

pIIIのN末端に相当するオリゴペプチドがinvitroにおいてcoiled-coil構造によりテトラマ-を形成することが報告され

ている｡ したがって,感染植物体内においてPIIIは,coiled-coil構造によりテトラマ-を形成した後,2つのジスルフィ

ド結合により安定化され,これによりウイルス粒子-の強い結合能をもつとともに植物体内での安定性も増大することが考

えられた｡
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5.CaMVのORFIII領域に塩基挿入をもつ変異体を作製し,それらの植物体とプロトプラスト内での増殖について調

べた｡その結果,本変異体は植物体-の全身感染能を喪失しているにもかかわらず,プロトプラストでは野生株と同程度に

増殖し,ウイルス粒子形成も行うことが確認された｡したがって,PIIIはCaMVの植物体内での移行に関与していること

が強く示唆された｡

以上,本研究によりクローン化されたCaMVDNAのプロトプラスト感染系の確立がなされたとともに,これまで機能

が明らかでなかったORFIとORFIIIの遺伝子産物が,前者はプラズモデスマ一夕に局在することによって,また後者は

ウイルス粒子と碍合することにょって,いずれもCaMVの移行に関与することが示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

カリフラワーモザイクウイルス (CaMV)は,他の多くの植物ウイルスがRNAをゲノムとしてもつのに対して,2本鎖

DNAをゲノムとしてもつ数少ない植物ウイルスの一つである｡ 本ウイルスは,広くアブラナ科植物を宿主とし,これらの

植物に甚大な被害をもたらすことから,その病害防除の上からも,宿主植物体内における増殖機構や遺伝子産物の機能解析

に関して多くの研究がなされてきた｡しかし,本ウイルスのもつ6つの遺伝子のうち,ORFIとORFIIIにコードされる

遺伝子産物については,それらの機能が明らかでなかった｡本論文では,これまで困難であったCaMVDNAによるコマ

ツナプロトプラストへのウイルス感染系を確立し,本系を用いることにより,ORFIとORFIIIの機能を解析するととも

に,本ウイルスの植物体内での増殖過程におけるこれらのタンパク質の役割について考察を加えたものであり,評価される

内容は以下のとおりである｡

1.CaMVDNAを含むプラスミドを本ウイルスのトランスアクティベーターを植物細胞内で発現するプラスミドととも

に加え,さらにポリエチレングリコールを添加することにより,ウイルスの遺伝子機能の解析を行うに足る高い効率でのプ

ロトプラストへのウイルス感染を成立させることに成功した｡

2.ORFI変異体を作製し,その宿主植物体とプロトプラスト-の感染性を調べることにより,本遺伝子産物は,植物体

への全身感染には必須であるが,-細胞でのウイルスの複製,増殖には必要でないことを明らかにした｡

3.CaMVのORFIII産物が感染植物細胞内でテトラマ-を形成していることを発見するとともに,これがウイルス粒子

に結合していることを示した｡さらに,この形成には本産物内に存在する2つのシステイン残基によるジスルフィド結合が

関与していること,およびこれらの結合により,本産物の安定性と粒子への結合力が増大することを明らかにした｡

4.ORFIII産物が,植物体-の全身感染には必須であるが,CaMVのプロトプラスト内での複製,増殖には必要でない

ことを明らかにした｡･

以上のように,本論文はCaMVのORFIとORFIIIの産物が植物体での本ウイルスの増殖過程,とくにウイルスの移

行に関与することを明らかにするとともに,クローン化されたCaMVDNAのプロトプラストへの感染系を確立した｡得

られた知見は植物病理学,植物ウイルス学および分子生物学に寄与するところが大きい｡

よって本論文は,博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成12年9月25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)の学位を授与ざれる学力

が十分あるものと認めた｡
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