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第1章

緒言

植物ウイルスは次の4つの過程を経て植物体の全身に感染する。すなわち、植

物細胞への侵入・侵入した細胞でのウイルス複製、第一次感染細胞から隣接す

る細胞への原形質連絡を介した細胞間移行、そして師管を利用した組織間移行

である。植物体に全身感染したウイルスは、罹病植物から機械的な接触、接木

などの人為的な接触、あるいは節足動物、線虫、菌などの媒介生物により健全

植物に伝播し感染を拡大していく。これらの過程はウイルスと植物あるいは媒

介生物との複雑な相互作用により成り立っている。植物ウイルスは植物個体レ

ベルでの全身感染および植物個体間での伝播を成立させるためにウイルスゲノ

ムに様々な遺伝子をコードしており、そのほとんどはタンパク質として機能す

るものである。しかしながら、遺伝子数はウイルス種または属によって異なり、

少ないもので3種類、多いものでも数10種類とその数は決して多いとは言えな

い。このような限られた遺伝子を最大限に利用するため、植物ウイルスは一つ

のタンパク質が複数の機能を持っ、すなわち多機能性タンパク質をコードして

いる。

　ほとんどの植物ウイルスは、自身のゲノムを増幅させるための複製関連タン

パク質、ウイルスの細胞間移行を行うための細胞間移行タンパク質（MP）、ウ

イルス粒子を形成するための外被タンパク質をコードしており、これらのタン

パク質はウイルス感染を成立させるために基本的な役割を果たしている。しか

しながら、これらのタンパク質も多機能性を示す例がある。例えば、アルファ

モウイルス属のアルファルファモザイクウイルス（Alfalfa〃mosaic　virtLs；AMV）

ではウイルス複製に2種の複製関連タンパク質（P1、　P2）に加えてCPを必要
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とする（5・　6・28）。一方・ポテックスウイルス属のジャガイモウイルスX（Potato

virus・X；PVX）では細胞間移行するのにトYプルジーンブロック（TGB）と呼

ばれる3種類の細胞間移行タンパク質（P25、　Pl2、　P8）に加えてCPが必要で

あることが明らかになっている（88）。このようにCPの粒子形成以外の機能は

AMVとPVXでは異なることから、ウイルスタンパク質の多機能性はウイルス

の感染過程の多様性を産み出す要因の一つであると考えられる。

　植物ウイルスがコードする多機能性タンパク質の代表例としてポチウイルス

がコードするヘルパーコンポネントプロテアーゼタンパク質（HCPro）が挙げ

られる（55）。これまでに報告されているHCProの特性を以下に示すと、1）二

量体形成能（85）；2）アブラムシ伝播能（66）；3）プロテアーゼ活性と細胞間

移行能（12、71）；4）ウイルス複製と長距離移行能（17）；5）RNAサイレンシ

ングサプレッサー活性（2、7、40、41）である。これらの中で特に注目すべき

はHCProのRNAサイレンシングサプレッサーとしての機能である。

　RNAサイレンシングは真核生物に広く保存された塩基配列特異的RNA分解

機構であり、植物では転写後ジーンサイレンシング（PTGS）、カビではquelli皿g

センチュウ、ショウジョウバエおよびヒトなどの動物ではRNA　interference

（RNAi）と呼ばれている（16、32、107）。このRNA分解機構は二本鎖RNA

によって誘導され、二本鎖RNAはDICERと呼ばれるRNase　III様酵素により

21から25塩基のsmall　interfeing　RNA（siRNA）に切断される（29）。これらの

siRNAはRNA誘導サイレンシング複合体（RISC）と呼ばれるタンパク質の複

合体に取り込まれ、このRISCは取り込んだsiRNAと相補的な配列を持つ標的

RNAを分解する（31）。

植物では、RNAサイレンシングはウイルスやウイロイド、またはトランスポ

ゾンなどの分子寄生体に対する抵抗性機構として働いている（3、20、86、89、
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96）。植物ウイルス感染細胞ではウイルスゲノムの高次構造または複製中間体が

二本鎖RNAを形成することでウイルスゲノムに対するサイレンシングが誘導

され、ウイルス複製および蓄積が抑制される。一方、サイレンシングが誘導さ

れた細胞では標的RNA配列の情報を持ったサイレンシングシグナルが産生し、

細胞間および組織間移行し植物の全身にサイレンシングの効果を拡大させる

（27、33、61、65、90、91、92）。もし、ウイルスゲノム配列情報を持ったサイ

レンシングシグナルがウイルスの移行より早く植物全身に拡大すれば、植物全

身でウイルスに対する塩基配列特異的抵抗性が成立するためウイルスは全身感

染できなくなる。一方、ウイルスは植物のRNAサイレンシングを回避するた

め、サイレンシングサプレッサーをコードしている。これまでに30種類以上の

サイレンシングサプレッサーが同定されているが、これらの間でアミノ酸配列

のホモロジーは無い（72、93）。ポチウイルス属のHCPro（2、7、21、40、41）、

ククモウイルス属の2b（7、19、26、108）、トンブスウイルス属のPl9（13、

46、87）などが広く研究されており、これらのタンパク質はウイルスの複製お

よび移行には必須では無いが全身感染に必須である。一方、トマトモザイクウ

イルス（Tomato　mosaic　virlLs；ToMV）では130Kの複製タンパク質（44、45）、

PVXではTGBタンパク質のうちP25（4、94）、　Turnip　crinclde　virus（TCV）、

Cowpea〃mosaic　virzts（CPMV）およびカンキツトリステザウイルス（α㈱加磁α

vir2LS；CW）ではCPがサイレンシングサプレッサー活性を有することが報告

されており（10、15、52、67、84）、ウイルスの複製、粒子形成および細胞間移

行において基本的な役割を担うタンパク質自体がサプレッサーとしての活性を

持つ。このように植物ウイルスは植物との相互作用によりウイルスタンパク質

を多機能に進化させ、サイレンシングサプレッサーのようなウイルス感染をサ

ポートするための機能を獲得したと考えられる。つまり、ウイルスタンパク質
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の多機能性の理解は、ウイルスが宿主植物でどのように感染、増殖しているの

かを明らかにし・効率的な防除法を考える上で重要な課題である。

本研究で供試したリンゴク・・ティックリーフスポットウイルス（Apple

chlorotic　leafspot　virzcs；ACLSV）はリンゴステムピッティングウイルス（Appte

stem　pitting　virlLs；ASPV）、リンゴステムグルービングウイルス（Apple　stem

glrooving　vinLs；ASGV）と共にリンゴ高接病を引き起こす病原ウイルスで、1930

年代半ばから1970年代にかけて、わが国のリンゴ栽培に大きな影響を与えたウ

イルスである（53、54、64、101、106）。高接病になったリンゴ樹は、台木にえ

そや亀裂が生じ養水分の吸収が妨げられるため、リンゴ樹全体が衰弱し、やが

て枯死する。また、地上部の葉が黄化して小さくなり、果実も小型化するため

商品価値が著しく低下する。わが国では果樹の品種を更新する際、既存の栽培

リンゴ樹に新品種の穂木を接ぎ木する、いわゆる高接ぎが一般的に行われてき

た。またリンゴ樹の台木としてマルバカイドウ（MalttS　pntntfolia　Borkh．

varringo）やミツバカイドウ（MsieboldiiRehd．）などが広く用いられてきた。

高接ぎ病は海外から導入されたデリシャス系のリンゴに感染していた病原ウイ

ルスがマルバカイドウやミツバカイドウなどの台木に病原性を示すために、わ

が国のリンゴ樹に広く発生したとされている（34、99、101）。

　ACLSVはリンゴ以外にもモモ、オウトウ、スモモなどのバラ科果樹にも広

く感染し、樹種や品種、台木の種類によっては重要な病気を引き起こす。海外

では、各種果樹類の重要な病害を引き起こす系統が存在し、例えばアンズ、オ

ウトウ、スモモの果実のえそを伴ったピッティングを引き起こす系統が報告さ

れている（18）。フランスで分離されたACLSV」P（P863）は樹皮亀裂を起こし

ているスモモから（23）、ドイツではスモモからPlum　Pseudopox　Strain（PBMI）

が（39）、また、Balaton1（BAL　1）はハンガリーで激しいえそ果を引き起こし
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ている野生オウトウから分離された株である（24）。わが国では普通系（P205）

とミツバ潜在系（MO5）など多数の分離株が報告されている。本研究室では、

リンゴ輪状さび果病樹からA4とB6」ンゴ奇形果病樹から分離されたGCIOa、

㏄10c、㏄10f、　GC10hおよびGCIOjを分離し報告した（75、76、83、97、101）。

リンゴ輪状さび果病とリンゴ奇形果病とACLSVの直接的な関連は証明されて

いないが、わが国の多くの栽培リンゴ樹にはACLSVが潜在的に感染している

ため・今後も重要な病害を引き起こす危険性を持っている。

　地球温暖化は、今後果樹の品種構成や生育環境に大きな影響を与えると考え

られる。それに伴う栽培形態あるいは新品種の導入はACLSVの増殖能や病原

性にも大きな影響を与え、新たな被害をもたらす可能性もある。ACLSVの感

染、増殖に関与する遺伝子の機能を解析することは、ACLSVによる病害の発

生とその防除に対応する上での基礎的知見を提供する。また、果樹類のような

永年性の木本植物に適応してきたウイルスの研究はとくに宿主との相互作用に

おいて、草本植物を宿主とするウイルスとは異なる知見が得られることが期待

できる。

ACLSVはトリコウイルス属のタイプ種で、約720㎜の屈曲性に富んだひも

状ウイルスであり、一本鎖のRNAゲノムと21　kDaのCPから粒子が形成され

ている（51、58、102、103）。これまでに日本のリンゴ樹から分離された4株［P205

（ジーンバンクアクセッション番号：DI4996）、　MO5（AB326225）、　A4

（AB326223）、B6（AB326224）］とヨーロッパで分離された3株［P863（M58152）、

PBM　1（AJ243438）、　BAL　1（X99752）］の全ゲノム配列が決定されている（23、

24、75、76、77、83）。P205のゲノムRNAは7552塩基で、5’末端はキャップ

構造、3’末端はポリA配列を持っと考えられている。ACLSVゲノムには3つ

のオープンリーディングフレーム（ORF）が認められ、　ORF　Iがコードする216
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kDaのタンパク質はメチルトランスフェラ・・一一・ゼ、パパイン様プロテアーゼ、ヘ

リカーゼ、RNA依存RNAポリメラーゼの共通保存配列を含む複製関連タンパ

ク質・ORF2は50・ki）・のme（P50）、ORF3はCPをコードしている（77、　103）。

これらのタンパク質は本来の機能が明確に定義されているが、それに加えて

ACLSVの感染をサポートするような機能を持っ可能性がある。

　本研究ではACLSVのコードするタンパク質の多機能性を検証する目的で、

1）ACLSV」CPのアミノ酸変異の解析、2）ACLSVとリンゴ小球形潜在ウイル

ス（ALSV）のRNAサイレンシングサプレッサーの同定、3）ACLSV．P50のシ

ステミックサイレンシング抑制メカニズムの解析を行った。なお、本研究の一

部はすでにJoumal　of　Genera1　Virology　88：316－324（2007）、Joumal　of　General

Virology　88：2611－2618（2007）およびArchives　ofVirology　152：1839－1849（2007）

に発表した。

　本研究の遂行に当たり、終始暖かい御指導、御教授を下さり、さらに御校閲

の労を執られた岩手大学農学部教授吉川信幸博士、岩手大学農学部准教授磯貝

雅道博士、弘前大学農学生命科学部教授佐野輝男博士、山形大学農学部教授生

井恒雄博士に深く感謝申し上げる。

　東北大学農学部教授池上正人博士ならびにカルフォルニア大学デー・・一・・ビス校研

究員今辰哉博士には各種Tiプラスミドを分譲して頂いた。大阪府立大学生命環

境科学部教授大木理博士ならびに京都府農業資源研究センター研究員故小堀崇

博士にはキュウリモザイクウイルス（Cucumber　mosaic　virzas　；　CMV）の2b遺伝

子のcDNAクm　一一一ンを分譲して頂いた。英国ジョンイネス研究所教授DaVid

BaUlcombe博士にはGFP発現　IVicotiana　benthamiana　line　16cの種子を分譲して頂

いた。岩手大学農学部教授平秀晴博士ならびに岩手大学RI総合実験室技術専門

職員秋葉文仁氏にはアイソトープ実験の御指導、御教授を賜わった。岩手大学
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21世紀COEプログラム博士研究員高橋翼博士ならびに岩手大学農学部学術研

究員山岸紀子博士には多くの御助言、御協力を頂いた。最後に本研究の遂行と

研究室生活に当たっては、同僚各位の御協力と激励によるところが大きい。こ

こに深く感謝申し上げる。
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第2章

リンゴクロロティックリーフスポットウイルス外被タンパク質（ACLSV．cp）

のアミノ酸変異の解析

　わが国のリンゴ樹から分離されたACLSV分離株［普通系（P205；77、101）、

リンゴ輪状さび果罹病樹からの分離株（A4とB6；83）、ミツバ潜在系（MO5；

75、76．　101）、リンゴ奇形果罹病樹からの分離株（GCIOa、㏄10c、㏄10f、

㏄10hおよびGC　IOj；97）］、海外で分離された株［スモモ系（P863とPBS1；

23、39）、オウトウ系（BAL1；24）］およびリンゴ23樹から直接増幅した109

のcDNAクローン（弘前大学、佐野輝男博士からデータを提供して頂いた）の

CPアミノ酸配列に基づいた系統解析から、わ力週のACLSVは大きく2つのグ

ループに分かれることが明らかとされている（rg　1図；97）。これらの2グルー

プ間でアミノ酸配列を比較するとアミノ酸番号40，59，75，130，184の5ヶ所

のアミノ酸がほぼ全ての分離株で連動して変異しており、特に40番と75番の

アミノ酸の組み合わせ（アラニンとフェニルアラニンまたはセリンとチロシ

ン）が感染性に必須であることが明らかにされた（第2図；97）。本研究では、

CPの40番と75番のアミノ酸変異が細胞レベルでのウイルス複製および蓄積に

どのように影響するか解析した。

1．材料と方法

（1）Tiプラスミドを基にしたAcLsv感染性cDNAクローン（pBlcLsF）の

構築

本研究室保存のACLSV感染性cDNAクローン（pCLSF；78、79、81）を以
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第1図．　ACLSVの12分離株とcDNAクローンに含まれる109のCPアミノ

酸配列に基づいたACLSVの系統樹

2つのクラスター（P205タイプとB6タイプ）は円で囲んである。

系統樹を簡潔に示すため、109のcDNAクローンの名称と細かいブ

ートストラップ値は表示していない。
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第2図．ACLSV分離株のCPアミノ酸配列の比較

日本のリンゴ樹から分離された9株［P205（ジーンバンクアクセッション番号：Dl4996）、MO5
　（AB326225）、A4　（AB326223）、B6　（AB326224）、GClOa（AB326226）、　GC　10a（AB326226）、

GCIOc（AB326227）、GC10f（AB326228）、GCIOh（AB326229）］とヨーロッパで分離された3株
［P863（M58152）、PBM　1（AJ243438）、BAL　I（X99752）］のCPアミノ酸配列を比較した
アスタリスクは連動して変異している5箇所のアミノ酸（40、59、75、130、184番）を示している。

P205分離株のアミノ酸配列と異なるアミノ酸のみを表記している。



下の手順でTiプラスミドベクター（pBE2113－EGFP；60）のT－DNA領域上にク

ローニングした（第3図）

　pCLSFをSaclとEcoRIで切断後、1％アガロースゲル（0．1μg／mlエチジウ

ムブロマイドを含む）で電気泳動した。ノパリンシンターゼ（NOS）遺伝子の

ターミネータ・…一配列を含むpCLSFの3’末端配列を切り出し、　QIAquick　Gel

Extraction　Kit（QIAGEN社）を用いて回収した。このDNA断片を同じ制限酵

素で切断したpBE2　1　1　3－EGFPにライゲーションした。ライゲーション反応は

DNA　Ligation　Kit　ver2」　（TAKARA社）を用いて行った。ライゲーション産物

を以下の手順で大腸菌（DH5α）に形質転換した。－80℃で凍結保存しておい

たDH5αを氷上で溶解し、100μ1のDH5αに5μ1のライゲーション産物を

加え、穏やかに撹＃後、氷上に30分間静置した。続いて42℃で45秒間処理し、

ただちに氷上で2分間急冷した。37℃で予温しておいた900μ1のSOC（20

mgtmlのTryptone　peptone、5　mg／mlのYeast　eXtract、10　mM　NaC1、2．5mM　KCI、

10　mM　MgC12、10　mM　MgSO4および10mMグルコース）を加えて混合し、37℃

で1時間振擾培養した。37℃で予温しておいた50μg／mlのカナマイシンを含

むLB寒天培地（10　mg／mlのTryptone　peptone、5　mgtmlのYeast　eXtract、10　mg　lml

のNaCIおよび15　mg／mlのAgar）に培養液を塗り広げ、37℃で14　一　16時間培

養した。LB寒天培地上に形成した単一の白色コロニーを、滅菌済みの爪楊枝

を用いて、50μg／mlのカナマイシンを含む2mlの2×YT液体培地（16　mg／ml

のTryptone　peptone、10mg／mlのYeast・eXtractおよび5mg／mlのNaCl）に移し換

え、37℃で12－16時間振塗培養し、以下のアルカリ法で大腸菌からプラスミド

DNAを抽出した。まず培養液を1．5　ml容のマイクロチューブに移し、遠心分離

（14000rpm、1分間、4℃）し、菌体を沈殿し培地を除去した。沈殿に200μ1

の懸濁緩衝液［50　mM　Tris－HCI（pH8．0）、10mM　EDTA】を加えて懸濁した後、
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第3図．Tiプラスミドを基にしたACLsv－cDNAクローン（pBICLSF）の構築

ボックス内のEはトランスクリプショナルエンハンサー、PはCaMV

35Sプロモーター、Ωはトランスレイショナルエンハンサー、　Tはノパ

リンシンターゼ遺伝子ターミネーターを示している。
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2001L　1のアルカリ緩衝液［200　mM　NaOH、1％SDS（w／v）】を加えて穏やかに

撹持し、室温で5分間静置した。氷冷しておいた200Pt　1の3M酢酸カリウム

（pH　5．5）と20μ1のクロロホルムを加えて混合し、遠心分離（14000　rpm、10

分間・4℃）した。上清を新しいマイクロチューブ移し、600μ1のイソプロパ

ノールと60μ1の3M酢酸ナトリウム（pH　5．2）を加えて撹搾し、遠心分離

（14000　rpm、10分間、4℃）した。上清を除去し、　l　miの70％エタノールを

加えて遠心分離（14000rpm、5分間、4℃）後、沈殿を減圧乾燥し、50μg／ml

のRNaseAを含むTE緩衝液【10　m［M　Tris・・HCI（pH　8．0）、lmM　EDTA］に懸濁した。

プラスミドに挿入されたDNAはSacIとEcoR　Iで切断し、その長さを確認した。

得られたプラスミドをpBE2113－GFP3’とした（第3図）。

　次にpCLSFをHindillとBamH【で切断し、カリフラワーモザイクウイルス

（CaMV）35Sプロモーター配列を含む5’末端側断片を同じ制限酵素で切断し

たpBE2113－GFP3’にライゲーションし、　pBI5’GFP3’を作製した（第3図）。最後

にpCLSFをBamHIとSaclで切断して得られたDNA断片（塩基番号4171・－7208）

を同じ制限酵素で切断したpBI5’GFP3’にライゲーションして、　ACLSV全長

cDNAを含むTiプラスミド（第3図）を作製した。このプラスミドをpBICLSF

とした。

（2）pBICLSFを基にした変異型cDNAクローンの作出

　ACLSV－RNAがコードするP216、　P50およびCPの各遺伝子に変異を導入し

た6つの変異型クローン（pBICL△Rep、pBICL△MP、pBICLCPstop、　pBICLCPm40、

pBICLCPm75およびpBICLCPm40m75）を構築した（第4図）

D　複製関連タンパク質（P216）遺伝子に欠失を導入した変異型クローン
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pBICLCPm40m75

第4図．pBICLSFを基に構築したACLSV変異型クローンの模式図

ボックス内のPはCaMV　35Sプロモーター、　Repは216　KDaの複製関

連タンパク質、MPは5e　KDaの細胞間移行タンパク質、　CPは外被タン

パク質、Tはノパリンシンターゼ遺伝子ターミネーターを示している。

pBICLCPm40、　pBICLCPm75、　pBICLCPm40m75のCPボックス内の太

線は40番と75番のアミノ酸置換（アラニンからセリン、またはフェニ

ルアラニンからチロシン）を示している。
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ACLSVゲノムの4152－5727番に相当する1576塩基（RNAポリメラーゼの共通

保存配列を含む）を欠失させるため、pBICLSFをKpnlで処理し、1％アガロー

スゲル（0」μ9／mlエチジウムブロマイドを含む）で電気泳動した。ゲルから

約27000bpのDNA断片を切り出し、　QIAquick　Gel　Extraction　Kit（QIAGEN社）

を用いて回収した。セルフライゲーション後、このDNAをDH5αに形質転換

した。プラスミド抽出は2－1－（1）の方法で行った。得られたクローンをpBICL

△Repとした（第4図）。

2）細胞間移行タンパク質（P50）遺伝子およびCP遺伝子に欠失あるいはアミ

ノ酸置換を導入した変異型クローン

　本研究室保存のP50遺伝子の37番から286番のアミノ酸を欠失させたクロ

ーン（p△StUNhe；80、81）、　CP遺伝子にストップコドンを導入したクローン

（pCPstop；81）およびCP遺伝子の40番のアミノ酸をアラニンからセリンへ、

75番をフェニルアラニンからチロシンに置換したクローン（pCPm40、　pCPm75

およびpCPm40m75；97）をそれぞれBamHIとXbalで切断し、目的のDNA断

片をQIAquick　Ge1　Extraction　Kit（QIAGEN社）を用いて回収した。得られた

DNA断片を、同じ制限酵素で切断したpBI5’GFP3’にライゲーションし、得ら

れたクローンをそれぞれpBICL△MP、　pBICLCPstop、　pBICLCPm40、

pBICLCPm75およびpBICLCPm40m75とした（第4図）。

3）変異型CPを一過的に発現するTiプラスミドの作出

　CP遺伝子の40番のアミノ酸をアラニンからセリンへ、75番をフェニルアラ

ニンからチロシンに置換した変異型CPをCaMV35Sプロモーター制御下で一過

的に発現するTiプラスミド（pBE2　1　1　3－CPm40、・CPm75および一CPm40m75）を
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以下の手順で作製した。pBE2113ベクターはトランスクリプショナルエンハン

サー・CaMV35Sプロモーター、トランスレーショナルエンハンサー、クロー

二・ングサイト・NOSターミネーターから構成されているTiプラスミドベクタ

ーである（60）。

　pCPm40、　pCPm75およびpCPm40m75を鋳型としてpOlymerase　chain　reaction

（PCR）でCP遺伝子を増幅した。1μ1の鋳型DNA（10　ng）と2μ1のプラス

鎖プライマー［ACCPBam（十）；5’－CGCGGATCCArGGCGGCAGT㏄TGAAC－3’

（下線部はBamHI認識配列）］（10μM）、2p1のマイナス鎖プライー7・一一・IACCP

（一）；5’－ACTAAACGCAAAGATCAG－3’】（IOμM）、5plの10xbuffer　for

KOD－Plus－Ver．2（TOYOBO社）、3μ1の25　mM　MgSO4、5p．1の2mM　dNTPs

（TOYOBO社）、2山のKOD－Plus（1　unitipl；TOYOBO社）そして3e　plの滅

菌水を加えて混合し、初め94℃で5分間熱変性し、続いて、94℃30秒、55℃30

秒、68℃1分間を30サイクル繰り返し、最後に68℃で10分間インキュベート

した。PCR反応液に等容のTE飽和フェノール／クロロホルムを加えて、1分間

激しく撹枠した。遠心分離（14000rpm、5分間、4℃）後、水層を回収し、3倍

容の995％エタノールと0．1容の3M酢酸ナトリウム（pH　5．2）を加え、遠心

分離（14000rpm、10分間、4℃）した。上清を除去し、　l　mlの70％エタノー

ルを加え、遠心分離（14000rpm、5分間、4℃）後、沈殿を減圧下で乾燥し、

滅菌水で懸濁した。このPCR産物をBamHIとSaclで処理し、同じ制限酵素処

理したpBE2113－CPにライゲーションした。変異導入確認後、得られたクロー

ンをそれぞれpBE2113－CPm40、－CPm75、－CPm40m75とした（第5図）。野生

型CPとMP（P50）を発現するTiプラスミド（pBE2113－CP、－P50）は本研究

室保存のクローンを用いた（第5図；105）。CPフレームシフト変異体の作成に

はCPの開始コドンの5’末端側1塩基を欠失したプラス鎖プライマー
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［ACCpFSBam（＋）；5℃GCGGArCCTGGCGGCAGTGCTGAACCTC－3’（下線

部はBamHI認識配列）］とマイナス鎖プライマー［ACCP（一）］およびpCLSF

を鋳型DNAとして用いたPCRでCP遺伝子にフレームシフト変異を導入した。

pCR産物はBamHIとSaclで処理し、同じ制限酵素処理したpBE2113・CPにラ

ィゲーションした。変異導入確認後、得られたクローンをpBE2　1　1　3－FSCPとし

た。

　コントロールとしてベクター配列のみのTiプラスミドを構築した。

pBE2113－EGFPをBamHZ［とSaclで処理し、　EGFP配列を除去した後、　DNA

BIunting　kit（TAKARA社）を用いて平滑末端化し、セルフライゲーションした。

得られたクローンをpBE2113－P35Tとした。

（4）　アグロインフィルトレーション

1）アグロバクテリウムの形質転換

　Tiプラスミドのアグロバクテリウム（c58Cl）への導入は以下の手順で行っ

た。マイクロチューブに100μ1のC58C　l懸濁液と5－10μ1のDNA溶液を加え、

穏やかに混合した。液体窒素に2分間浸して急速凍結させた後、ただちに37℃

で5分間保温した。これにlm1のLB液体培地を加え28℃で3時間振邊培養し

た後、100μg／mlのカナマイシン、100μg／mlのリファンピシンおよび5μg／m1

のテトラサイクリンを含むLB寒天培地に培養液を塗り広げ、28℃で36－48時

間培養した。LB寒天培地上に形成した単一の白色コロニーを、滅菌済みの爪

楊枝を用いて、100μ9／mlのカナマイシン、100μ　9tmlのリファンピシンおよ

び5μg／mlのテトラサイクリンを含む4mlのLB液体培地に移し換え、28℃で

18－24時間振蓋培養した。培養液の一部を用いて2－1－（1）の方法と同様にプラ
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第5図．野生型CPおよび変異型CP（CPm4e、　CPm75、　CP血40m75）を一過

的に発現するTiプラスミドの模式図

ボックス内のEはトランスクリプショナルエンハンサー、PはCaMV

35Sプロモーター、Ωはトランスレイショナルエンハンサー、　CPは外

被タンパク質、Tはノパリンシンターゼ遺伝子ターミネーターを示して

いる。pBE2113－CPm40、－CPm75、・CPm40m75は40番と75番のアミノ

酸がアラニンまたはフェニルアラニンからチロシンに置換されており、

太線で示してある。
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スミドDNA抽出し・目的のプラスミドが導入されていることを確認した。残

りの培養液に終濃度が25％になるようにグリセロールを加えて混合し、グリセ

ロールストックとした。グリセロールストックは実験に用いるまで一80℃で保

存した。

2）アグロインフィルトレーション

　グリセロールストックから白金耳を用いてアグロバクテリウムを掻き取り、

100μg／mlのカナマイシン、100μg／mlのリファンピシンおよび5μg／miのテ

トラサイクリンを含むLB寒天培地に塗り広げ、28℃で36－48時間培養した。

寒天培地上で増殖したアグロバクテリウムを回収し、インフィルトレーション

緩衝液［10mM　MES（pH5．6）、10mM　MgCl2、150μMアセトシリンゴン］に

懸濁した。分光光度計でOD，ooを測定し、　OD600　＝　2．0あるいは1．0になるよう

に調整した後、25℃で3－4時間静置した。

　7－8葉期のNicotiana　occidentalisの展開葉（第5、6葉）にlml容のニードル

レスシリンジでアグロバクテリウム懸濁液を葉の裏から注入（インフィルトレ

ーション）した。二種のアグロバクテリウムを混合してインフィルトレーショ

ンする場合はインフィルトレーションする直前に各アグロバクテリウムを等量

混合した。インフィルトレーションした個体は、実験に用いるまで25℃のグロ

ースチャンバーで育成した。

（5）RNA抽出

1）全RNA抽出

全RNA抽出はTRI　reagent（Sigma社）を用いて以下の手順で行った。－80℃
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で凍結した葉組織O・1　9にlmlのTRI－reagentを加え、乳鉢と乳棒で十分に磨砕

した。磨砕液をマイクロチューブに移し、200μ1のクロロホルムを加え、5分

間激しく撹枠した。遠心分離（14000rpm、5分間、4℃）後、水層を回収し、

フェノールノクロロホルム抽出をもう一度行った。得られた水層に等容のイソプ

ロパノールと0．1容の3M酢酸ナトリウム（pH　5．2）を加えて撹枠し、室温で20

分間静地した。遠心分離（14000　rpm、15分間、4℃）後、得られた沈殿に1　ml

の70％エタノールを加え、再び遠心分離（14000　rpm、5分間、4℃）した。沈

殿を減圧下で乾燥後、滅菌水で懸濁した。これを全RNA溶液とした。

2）高分子一本鎖RNAの精製

　全RNA溶液から低分子RNA（約300nt以下）および二本鎖RJNAを除去する

ため、全RNA溶液に等容の4MLiClを加えて撹拝し、－20℃で1時間静置し

た。遠心分離（14000rpm、15分間、4℃）後、得られた沈殿にlmlの70％エ

タノールを加え、再び遠心分離（14000叩m、5分間、4℃）した。沈殿を減圧

乾燥し、滅菌水に懸濁した。このRNA溶液を高分子一本鎖RNA試料とした。

3）二本鎖RNAの精製

　二本鎖RNAの精製はIsogaiら（1998；36）の方法に従い以下の手順で行っ

た。全RNA溶液に等容の4MLiClを加えて撹搾し、－20℃で1時聞静置した。

遠心分離（14000rpm、15分間、4℃）後、上清を回収し、エタノール沈殿した。

沈殿を800μ1のSTE［50　mM　Tris－HCI（pH　7．0）、100　mM　NaCl、1mM　EDTA］

で懸濁後、200ju　1の99．5％エタノールと0．089のCC41セルロースパウダー

（Wattman社）を加えて30分間激しく撹枠し、遠心分離（1400e　rPm、1分間、

4℃）後、上清を除去した。沈殿に800μ1の洗浄緩衝液［50mM　T㎡s・HCI（7、0）、
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100　mM　NaCl・1mM　EDTA・15％エタノール］を加えて5分間激しく撹拝し、

遠心分離（14000rpm・1分間、4℃）後、上清を除去した。この洗浄操作を3

回繰り返した後・沈殿に200μ1の滅菌水を加えて5分間激しく撹絆し、二本鎖

RNAを溶出した。遠心分離（14000　rPm、1分間、4℃）後、上清を回収し、再

び200μ1の滅菌水で二本鎖RNAの回収操作を行った。得られた二本鎖RNA

溶液をエタノール沈殿し、減圧下で乾燥後、滅菌水に懸濁して二本鎖RNA試

料とした。

（6）　ノーザンプロット分析

1）プローブの調整

　ACLSVゲノムの3’末端領域（塩基番号6888－7552）のプラス鎖およびマイナ

ス鎖RNAに相補的なジゴキシゲニン（DIG）標識RNAプローブを次のように

調整した。制限酵素EcoRIまたはXbalで線状化したpBSKCLSCP（97）を

QIAqUick　Ge1　Extraction　Kit（QIAGEN社）を用いて回収した。得られた28μ1

の鋳型DNA溶液に5｝ptの10×DIG　RNA　Labeling　Mix（Roche社）、10μ1の5x

Transcription　buffer（Promega社）、5μ1の100　mM　DTT、2μ1のT3　RNA　pOlymerase

またはT7　RNA　polymerase（20　units／pl；Promega社）を加えて混合し、37℃で1

時間インキュベートした。反応終了後2μ1のDNase　I（10　unitsfptl；Promega社）

を加えて混合し、37℃で15分間インキュベートした。2μ1の0．2MEDTA（pH

8．0）を加えて反応を停止させ、25μ1の4　M　LiClと75μ1の99．5％エタノール

を加えて混合した後、－80℃で30分間静置した。遠心分離（14000　rPm、10分

間、4℃）後、沈殿に1m1の70％エタノールを加え、再び遠心分離（14000　rpm、

5分間、4℃）した。得られた沈殿を減圧乾燥し、100μ1の滅菌水で懸濁した。
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2）ノーザンプロット

　ノーザンプロットは以下の手順で行った。マイクロチューブに5μ｛のRNA

試料、2μ1のIO×MOPS緩衝液［0．4　M　MOPS（pH　7．0）、0．l　M酢酸ナトリウ

ム、10　mM　EDTA］、3μ1のホルムアルデヒド、10μ1のホルムアミドを加え

て混合後、65℃で15分間インキュベートし、ただちに5分間急冷してRNAを

変性させた。この溶液に2μ1の10×ローディング緩衝液［025％キシレンシ

アノール、025％プロモフェノールブルー（BPB）、50％グリセロール］を加

え、変性RNA試料を調製した。これを6％ホルムアルデヒドを含む1％アガ

ロースゲルで電気泳動した（4℃、1－1．5時間）。泳動用緩衝液には1×MOPS緩

衝液を用いた。泳動終了後、ゲルを2×SSC［0．3　M　NaC1、30　mMクエン酸ナ

トリウム（pH　7．0）］に10分間、20×SSCに30分間浸して平衡化した後、キャ

ピラリートランスファーによりナイロン膜（Hybond－N＋；Amersham社）にプ

ロットを行った。プロッティング緩衝液には20×SSCを用いた。プロット後、

ナイロン膜を2×SSCで軽く洗い、1時間ペーパータオル内で風乾した。その

後、膜をUVクロスリンカー（Cosmobio社）でO．25　JoUlesの照射量でUVを照

射し、RNAを固定した。

　ハイブリダイゼーションとシグナルの検出にはDIG　Nonhern　Starter　Kit

（Roche社）とDIG　Wash　and　Block　Buffer　Set（R㏄he社）を用いて推奨プロト

コールに従い以下のように行った。ナイロン膜をポリエチレンバッグに入れ、

100cm2当たりIOmlのDIG　Easy　Hybを加え、68℃で1－3時間プレハイブリダイ

ゼーションを行った。次に1mlのDIG　Easy　Hyb［100℃、5分間で熱変性した

DIG標ee　RNAプローブ（約1μ9）を含む］を加えて68℃で12－16時間ハイ

ブリダイゼーションした。ナイロン膜を取り出し、50mlの2xSSC、　O．1e／e　SDS
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で10分間（3回・室温）洗浄後・50mlの0．1・SSC，0．1％SDSで20分間（3回、

68℃）洗浄した。50m1の1　x　Washing　bufferで5分間、室温で洗浄後、50mlの1

×Blocking　solution（IO×Blocking　solutionを1xMaleic　acid　buf』で希釈したもの）

で1時間、室温でインキュベートした。次に、50m1のAntibOdy　solution［lx

Blocking　solutionでAnti－digoxigenin・・AP　conj　ugate（750　U／ml）をlOOOO倍希釈し

たもの］で1時間・室温でインキュベートした。膜を50m1の1　x　Washing　buffer

で20分間（3回、室温）洗浄した後、50mlの1・Detection　bufferで5分間、室

温でインキュベートした。ナイロン膜をサランラップの上に移し2mlの発光基

質（CDP－Star　detection　reagent；Amersham社）で5分間、室温でインキュベー

トした後、Biomax　Light　mm（Kodak社）へ露光した。

（7）イムノブロット分析

　葉組織の生重量当たり2倍量の磨砕緩衝液［0．1　M　Tris－HCI（pH　8．0）、0．　I　M

NaCl、0．Ol　M　EDTA］を加え、乳鉢と乳棒で磨砕した後、マイクロチュL・一ブに

移し、等量の2×サンプル緩衝液［O、1　M　Tris－HCI（pH　8．8）、4％SDS、4％メ

ルカプトエタノール、30％スクロース、0．05％BPB］を加え、十分に撹枠した

後、100℃5分間処理した。遠心分離（14000　rPm、5分間、4℃）後、上清を回収

し、タンパク質泳動試料とした。泳動にはT㎡s－glycine緩衝液（pH　8．3；0．6％

トリス、2．8％グリシン、0．1％SDS）を用い、　SDS－125％ポリアクリルアミ

ドゲルで電気泳動（120V定電圧）後、セミドライエレクトロブロッテイング

（ArTO社）によってPVDF膜（MillipOre社）に転写した。転写緩衝液にはO・1

M　Tris－HCI、　O．192　Mグリシン、20％メタノールを用いた。転写膜はブロッキ

ング液［0．02MTris－HCI（pH　7．5）、　O．5　M　NaCl、2％Tween－20、2％スキムミ
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ルク・2％ポリビニルピロリドン］に60分間浸した後、TTBS［O．02　M　Tris－HCI

（pH　75）・0・5MNaCl・2％Tween－20］で洗浄した（5分間、4回）。その後、

TTBSで1000倍に希釈した一次抗体（ACLSV抗血清またはP50抗血清）で反応さ

せた（37℃・30分間）。TTBSでPVDF膜を洗浄（5分間、4回）した後、3000

倍に希釈した2次抗体（アルカリフォスファターゼ標識抗ウサギ免疫グロブリ

ン・ヤギ血清）で反応させた（37℃、30min）。さらに、　TTBSで洗浄（5分間、

4回）した後、発色基質液［O．2　M　Tris－HC1（pH　82）、6mg／ml　Fast　Red　TR　salt、

lmg／ml　naphthol　AS－MDζphosphate］を用いて検出した。十分に発色した後、

蒸留水で洗浄し、反応を停止した。

2．結果

（1）変異型cDNAクm－一一一ンをアグロインフィルトレーションした葉組織から

のウイルスゲノムRNAの検出

　ACLSV感染性cDNAクローン（pCLSF）を用いた部位特異的突然変異体解

析から、CPの40番と75番のアミノ酸の組み合わせ（アラニンとフェニルア

ラニンまたはセリンとチロシン）が（ユ　quinoaとN．　occidentalisへの感染に必

須であることカミ示された（97）。本研究ではCPの40番と75番のアミノ酸置換

で感染性が消失した変異体に着目し、これらの変異体が細胞でのウイルス増殖

と細胞間移行のどちらが阻害されるか解析した。

　変異体の単細胞での増殖能を調べる方法として、アグロバクテリウムを介し

た接種法（アグロインフィルトレーション）を利用した。この接種法は、ウイ

ルス感染性cDNAクローンカミクローニングされたTiプラスミドを持つアグロバ
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クテリウム懸濁液を展開葉にインフィルトレーションすることで、インフィル

トレーションした組織の多数の細胞にウイルスcDNAを導入することができる。

その結果・同調したウイルス感染が誘導され、細胞間移行能とは独立して細胞

レベルでの増殖能を調べることが可能となる（14、22、25、94）。まず、Tiプ

ラスミドのT－DNA領域にCaMV35Sプロモーターに連結したACLSV感染性

cDNAクロHン（pBICLSF）を構築し・草本宿主での感染性を調べた。　pBICLSF

を含むアグロバクテリウム（以下クローン名で示す）懸濁液をN．　occidentalisの

展開葉にインフィルトレーションし、7日後の葉組織を用いてイムノブロット

分析を行いCPの蓄積を調べたところ、全ての接種個体でCPのシグナルが検出

された。また、接種個体での病徴は、野生型ウイルス（P205分離株）を機械的

接種した植物のものと同様であった。以上の結果から、pBICLSFはアグロイン

フィルトレーション法によりP205分離株の機械的接種と同等かそれ以上の感

染効率で接種できることが示された。

　pBICLSFを基にCPの40番と75番にアミノ酸変異を導入したクローン

（pBICLCPm40，　pBICLCPm75，　pBICLCPm40m75）を作出した（第4図）。比較対照

として、複製関連タンパク質の一部に欠失変異を導入し複製能を消失させた変

異体（pBICL△Rep）、細胞間移行タンパク質の一部を欠失し細胞間移行能を消

失させた変異体（pB正CL△MP）およびCP遺伝子コード領域にストップコドン

が導入されるように塩基置換を導入し完全長のCPタンパク質を発現できない

ようにした変異体（pBICLCPstop）も構築した（第4図）。これらの変異体をア

グロインフィルトレーション法でN．　occidentalisに接種し、インフィルトレーシ

ヨン後3日目にインフイルトレーションした葉組織から高分子一本鎖RNAを

抽出し、ノーザンプロット分析でウイルスゲノムRNA蓄積レベルを解析した。

　pBICLSFとpBICL△MPをインフイルトレーションした葉組織では・ほぼ同
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genomic　RNA

rRNA

≠評

第6図． ノーザンプロット分析によるpBICLSFおよび変異型cDNAクロv－一・・

ンをインフィルトレーションしたN．　occidentalisの葉組織からのウイ

ルスゲノムRNAの検出

各cDNAクローンまたはインフィルトレーション緩衝液のみ
（mock）をインフィルトレーション後3日目の葉組織から抽出した

高分子一本鎖RNAを試料として用いた。矢印または矢じり形の印

は、それぞれpBICLSFまたはpBICL△MP由来のゲノムRNAの位

置を示している。リボソームRNA（rRNA）のエチジウムブロマイ

ド染色像をローディングコントロールとして示した。
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レベルでウイルスゲノムの蓄積が検出されたが、pBICL△Repではその蓄積は

ほとんど検出されなかった（第6図）。この結果から、本実験系はACLSVの増

殖能を細胞レベルで調べることが可能であると考えられた。pBICLSFおよび

pBICL△MPのゲノムRNA蓄積レベルと比較して、　pBICLCPm40m75のそれは

同レベルで蓄積したのに対し、pBICLCPstop、　pBICLCPm40およびpBICLCPm75

はその蓄積が著しく低下していた（第6図）。以上の結果より、CP変異クロー

ンの感染性の消失は、細胞間移行より以前の細胞での増殖が阻害されているの

が主な原因であると考えられた。

（2）CP変異型cDNAクローンの植物細胞での複製能

　ウイルスの単細胞での増殖はゲノムRNAの複製、ウイルスタンパク質の合

成、ウイルス粒子の蓄積から成り立っている。単細胞での増殖が抑制され、感

染性が消失したCP変異型クローン（pBICLCPm40とpBICLCPm75）に複製能

カミあるか明らかにする目的で、pBICLSF、　pBICLCPm40、　pBICLCPm75および

pBICLCPm40m75をインフィルトレーションした葉組織でのウイ』ルスタンパク

質（MPおよびCP）とウイルスの複製中間体である二本鎖RNAの蓄積レベル

を解析した。

　インフィルトレーション後3日目に、全タンパク質を抽出し、イムノブロッ

ト分析でMPおよびCPの蓄積レベルを調べた。その結果、　pBICLSFと

pBICLCPm40m75ではMP、　CPともに同レベルで蓄積していたのに対し、

pBICLCPm40とpBICLCPm75ではそれらの蓄積はほとんど検出されなかった

（第7図A）。

　ACLSVを含む一本鎖RNAをゲノムとするウイルスにおいて、ウイルスゲノ
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第7図．pBICLSFおよびCP変異型cDNAクローンをインフィルトレーション
　　　　したN．occidentalisの3日目の葉組織からのウイルスタンパク質およ

　　　　びウイルスニ本鎖RNAの検出

A：P50（MP）またはCPに対する高血清を用いたイムノブロット分析

　矢印は、それぞれMPまたはCPタンパク質の位置を示している。

B：ACLSVゲノムのマイナス鎖を特異的に検出するRNAプローブに

　　よる二本鎖RNAのノーザンプロット分析。

　矢印はゲノムRNA、サブゲノムRNA1または2の位置を示してい

　　る。
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ム由来二本鎖RNAの蓄積は・ウイルスが複製していることを示す指標となる。

インフィルトレーション後3日目の葉組織から二本鎖RNAを抽出し、マイナ

ス鎖を特異的に検出するプローブを用いてノーザンプロット分析を行ったとこ

ろ・pBICLSFとpBICLCPm40m75では同レベルでウイルスゲノム全長RNA、

MPを発現するサブゲノムRNA　1およびCPを発現するサブゲノムRNA2が蓄

積していたのに対し、pBICLCPm40とpBICLCPm75ではそれらの蓄積が著しく

低下していた（第7図B）。以上の結果より、CPの40番と75番のアミノ酸の

組み合わせは効率的なウイルス複製に重要であることが示された。

（3）変異型CPの植物細胞での安定性

　CPの40番と75番のアミノ酸の一方のみに置換変異を導入すると、ウイルス

複製能が低下し、感染性が消失する。この理由として、変異導入されたCPは

複製に関与する何らかの機能が失われたか、あるいは植物細胞内での安定性が

低下し蓄積できないために、結果としてウイルス複製をサポートできないとい

う2つの可能性が考えられた。そこで、野生型CP（CP）と変異型CP（CPm40、

CPm75およびCPm40m75）を一過的に発現するTiプラスミドコンストラクト

（第5図）をアグロインフィルトレーションし、植物細胞でのCPタンパク質

およびCP－mRNA蓄積レベルを経時的に分析した。

　pBE2113－CP、－CPm40、－CPm75および一CPm40m75をN．　occidentalisの展開葉

にインフィルトレーションし、24時間、48時間、72時聞後にイムノブロット

分析でCPの蓄積レベルを調べた。その結果、　CPおよびCPm40m75は24時間

から検出され、48、72時間でも蓄積していたのに対し、CPm40とCPm75の蓄

積はいずれの時間においてもほとんど検出されなかった（第8図）。続いて、ノ
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第8図．野生型（CP）および変異型CP（CPm40、　CPm75、　CPm40m75）のN・　occidenta〃sでの安定性



一ザンプロット分析でCP－mRNAの蓄積レベルを調べたところ、　pBE2113．CP、

CPm40・・CPm75および一CPm40m75をインフィルトレーションした組織で、い

ずれの時間においてもmRNAの蓄積レベルにはほとんど差が認められなかっ

た（第8図）。以上の結果より、CPの40番と75番のアミノ酸の組み合わせは

CPタンパク質の安定性に重要であることが示された。

　野生型CPの蓄積がpBICLCPm40およびpBICLCPm75の複製能の低下を相補

するか解析するため、野生型CPを一過的に発現するTiプラスミドコンストラ

クト　（pBE2113・CP）　とpBICLSF、　pBICL△Rep、　pBICLCPstop、　pBICLCPm40、

pBICLCPm75およびpBICLCPm40m75（第4図）をアグロインフィルトレーシ

ョンで共発現させた。インフィルトレーション後3日目にノーザンプロット分

析でゲノムRNAの蓄積レベルを解析した。その結果、　pBICLCPstop、

pBICLCPm40およびpBICLCPm75のゲノムRNAの蓄積は相補されず、それば

かりでなくpBICLSFおよびpBICLCPm40m75の蓄積も阻害された（第9図A）。

このCPの一過性発現がpBICLSFの増殖を抑制する現象が、　CPタンパク質特

異的に起こるのか調べるため、vector、　CPのフレームシフト変異体（FSCP）お

よびMP（P50）をpBICLSFと共発現させたところ、　CPタンパク質を発現する

場合でのみゲノムRNA蓄積が抑制された（第9図B）。これらの結果は、　CP

はその発現量あるいは発現するタイミングによってはウイルス複製に対して阻

害的に働くことを示唆している。

3．考察

わが国のリンゴに感染しているACLSVはCPアミノ酸配列に基づいた系統解析
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第9図．CPの一過性発現によるpBICLSFおよび各変異型cDNAクローン由来

　　　　のゲノムRNA蓄積阻害

A：CPと各変異型cDNAクローンをアグロインフィルトレーション後

　3目目にインフィルトレーションした葉組織から抽出したRNAの

　　ノーザンプロット分析

B、pBICLSFと各Tiプラスミドコンストラ外をアグ・インフィルト

　　レーション後3日目にインフィルトレーションした葉組織から抽

　出したRNAのノーザンプロット分析

リボソームRNA（rRNA）のエチジウムブロマイド染色像をローデイン

グコントロールとして示した。
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で2つのタイプ（P205タイプとB6タイプ）に区別される（第1図；97）。また、

2つのタイプ間で40・59・75・130および184番の5箇所のアミノ酸は連動し

て変異している（第2図；97）。この5箇所のアミノ酸の部位特異的突然変異体

解析では・40番と75番の組み合わせ（アラニンとフェニルアラニンまたはセ

リンとチロシン）が草本宿主に対する感染性に重要であること明らかにされて

いる（97）。本研究ではCPの40番と75番のアミノ酸の組み合わせがACLSV

の感染　にどのように関与しているのか明らかにするため、感染性の消失した

変異体を用いたアグロインフィルトレーション法で各変異体の複製能および

CPの安定性を解析した。

　CPの40番と75番のアミノ酸をそれぞれ一方のみにアミノ酸置換（アラニン

からセリンまたはチロシンからフェニルアラニン）した変異体（pBICLCPm40

およびpBICLCPm75）ではウイルスゲノムRNA、二本鎖RNAおよびウイルス

タンパク質（MPとCP）の蓄積が著しく低下したのに対し、40番と75番両方

のアミノ酸を置換した変異体（pBICLCPm40m75）は野生型（pBICLSF）のそれ

らと同レベルであり（第6、7図）、CPの40番と75番のアミノ酸の組み合わせ

は効率的なウイルス複製に重要であると考えられた。この考えは、4G番と75

番の2箇所のアミノ酸の組み合わせが12のACLSV分離株およびリンゴ樹から

直接RFPCRで増幅したcDNAクローンにおいてもどちらかのタイプに保存さ

れているという結果からも支持される。つまり、この2箇所のアミノ酸の組み

合わせはACLSVの自然界での宿主である果樹類においても増殖に必須である

ことを強く示唆している。なぜ、2っのタイプが存在するかは明らかではない

が、リンゴに感染しているACLSVではP205タイプとB6タイプのどちらも見

出されるが、モモ、スモモ、アンズやオウトウなどの核果類に感染している

ACLSVではB6タイプのみが見出されている（1）。もしかしたら、2つのアミ
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ノ酸のタイプは宿主適応に関与するのかもしれない。カルモウイルス属の

HibiSCUS　chlorotic　ringspot　virUSとPelargonium　／70wer　break　virusではC　quinoaで

の継代接種によりCPの8または5箇所のアミノ酸が子孫ウイルスで変異する

ことが報告されている（50、69）。さらに、これらのアミノ酸変異はランダムに

起きるわけではなく、宿主適応あるいは加速された遺伝的浮動による現象であ

ることが示唆されている（50）。

　変異型CPタンパク質（CPm40、　CPm75およびCPm40m75）のN．・occidentalis

に対するアグロインフィルトレー一ションによる一過性発現試験では、CPの40

番と75番のアミノ酸の組み合わせはCPタンパク質のN．　occiden’alisでの安定

性に影響することが明らかとなった（第8図）。この結果からCP変異型cDNA

クローン（pBICLCPm40、　pBICLCPm75）の感染性の消失は、変異型CPタンパ

ク質が合成されても植物細胞内で安定に蓄積しないため、粒子形成および複製

を効率的に行うことができず、単細胞での増殖が抑制されるのが原因と考えら

れた。つまり、ACLSVの効率的な複製にはCPの蓄積が必要であることを強く

示唆している。しかしながら、pBICLCPm40またはpBICLCPm75と野生型CP

を一過的に発現するTiプラスミドコンストラクト（pBE2113－CP）をアグロイ

ンフィルトレーションで共発現させた相補試験を行ったところ、pBICLCPm40

およびpBICLCPm75の複製は相補されず、そればかりでなく野生型cDNAクロ

ーン（pBICLSF）の複製が阻害された（第9図）。この結果は、　CPはその発現

量あるいは発現のタイミングによってはウイルス複製に対して阻害的に働くこ

とを示唆している。

　植物ウイルスにおいてCPがウイルス複製に関与する例はわずかであり、ア

ルファモウイルス属のアルファルファモザイクウイルス（Alfalfa　mosaic　virus；

AMV）およびイラルウイルス属で報告されているのみである（5）。これらのウ
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イルスは・ゲノムRNAに加えてわずかなCPタンパク質あるいはCPサブゲノ

ムRNAが感染に必要で（6）・CPがゲノムRNAの3’末端非翻訳領域に結合す

ることがウイルス複製に必須である（28、43、63）。ACLSV‘・CPの複製における

機能は明らかではないが、CPとウイルスゲノムR［NAとの相互作用が効率的な

複製に重要なのかもしれない。
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第3章

ACLSVとリンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）のRNAサイレンシングサプレッ

サーの同定

RNAサイレンシングは真核生物に普遍的に認められる塩基配列特異的なRNA

分解機構である。植物においてはウイルスやトランスポゾンに対する抵抗性機

構さらには発生制御にも重要な役割を果たしている。一方で、ウイルスはRNA

サイレンシングを抑制するサイレンシングサプレッサーをコードしている。こ

れまでに30種類以上のサイレンシングサプレッサーが同定されているが、それ

らの間でアミノ酸配列のホモロジーはほとんど無く、作用機構も多様である（72、

89）。本研究では、ACLSVとリンゴ小球形潜在ウイルス（Apple　latent　sphericat

virZLS；ALSV）ALSVのゲノムにコードされるどの遺伝子にサイレンシングサプ

レッサー活性があるか解析した。

1．材料と方法

（1）アグロインフィルトレーションアッセイに用いたTiプラスミド

サイレンシングサプレッサー活性を調べるために以下のTiプラスミドを用い

た（第10－12図）。

1）GFP遺伝子を発現するTiプラスミド

mGFP5遺伝子および同遺伝子の二本鎖RNA配列を発現するTiプラスミド

（pBI．GFPとpBI－dSGFP；第10図）は池上正人博士（東北大学農学部）と
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pBl－GFP
［E＞・　liE　Hil

pBI－dsGFP P GFP int dヨ9 T

pBE2113・P35T
｛vector）

pBE21　1　3－HCPro E　P Q HCPro T

pBE2i13－2　b E P Q 2b　　T

第10図．アグロインフィルトレーションアッセイに用いたGFP遺伝子および

サイレンシングサプレッサーを一一過的に発現するTiプラスミドコン

ストラクトの模式図

pBI－GFP：mGFP遺伝子を発現する

pBI－dsGFP　：　mGFP遺伝子の二本鎖RNAが生成される

pBE2113－P35T：ベクター配列のみ

pBE2113－HCPro：CIYVVのHCProタンパク質を発現する

pBE2113－2b：CMV（pepo系統）の2bタンパク質を発現する

ボックス内のEはトランスクリプショナルエンハンサー・PはCaMV

35Sプロモーター、ΩはトランスレイショナルエンハンサrTはノパ

リンシンターゼ遺伝子ターミネーターを示している・
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今辰也博士（現カリフォルニア大学デービス校）に分譲して頂いた。

2）ポチウイルスとククモウイルスのサプレッサーを発現するTiプラスミド

　ポチウイルス属ウイルスのHC－Pro遺伝子、およびククモウイルス属ウイル

スの2b遺伝子はRNAサイレンシングサプレッサーとして機能することが報告

されている（2、7）。この2種の遺伝子をポジティブコントロールとして用いる

ため、これらを発現するTiプラスミドを以下の手順で作製した。

　HCPro遺伝子をクローニングするため、本研究室保存のクローバー葉脈黄化

ウイルス（Clover　yellow　vein　virus；ClYVV）（70）感ee　Chenopodium　quinoa葉か

ら2－1．一（5）の方法でRNA抽出し、逆転写PCRを以下の手順で行った。02

m1容のPcRチューブに2．25μ1のRNA溶液と1　plの01igo（dT）12プライマー（lo

μM）を加えて混合し、94℃で2分間熱変佐した後、氷中で急冷した。これに2

μ1の5　xRT　buflrer（TOYOBO社）、1　plの10　mM　dNTPs　Mixture（TAKARA社）、

0．5μ1のM－MLV　Reverse　Transcriptase（100　units／pl；TOYOBO社）、そして3．75μ1

の滅菌水を加えて混合し、42℃で1時間、94℃で5分間インキュベートし、cDNA

を合成した。続いて、得られたcDNAを鋳型として以下の条件でPCRを行った。

5plのcDNA溶液、プラス鎖プライマー［CLHCPro（十）；

5’－CAGCAACTGAGTAGGATAAG・3’］、マイナス鎖プライマー　［CLHCPro（一）；

5・．TATCACCTGCCCTGTCAArG－3・】（10　pM）、5μ1のlOxEx　Taq　Buffer（TAKARA

社）、10μ1の10・mM・dMiP　Mixture（TAKARA社）、1μ1のE・T・q　DNA　polym・・a・e

（5　unitS／μ1；TAKARA社）そして25μ1の滅菌水を加えて混合し・初め94℃で

5分間熱変性し、続いて、94℃30秒、52℃30秒、72℃1分間を30サイクル

繰り返し、最後に72℃で10分聞インキュベートした。PCR産物はpGEM－T　Easy

Vector　System（Promega社）を用いてTAクロー一ニングした。得られたクローン
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をpGEM－HCProとした。

　pGEM－HCProを鋳型として、プラス鎖プライマー［CIHCProBam（＋）；

5’－CGCGGATCCATGTCTGCAGGAGATTTG’1”1’T－3’（下線部はBamHI認識配列）］

とマイナス鎖プライマー【CIHCProSac（一）；
5’－TACATGAGCTCTCAACCAACTCTGTAAAA－3’（下線部はSacl認識配列）］

を用いたPCRでHCPro遺伝子を増幅した。

　キュウリモザイクウイルス（Cucumber　mosaic　virus；CMV）pepo系統の2b

遺伝子（CMV－2b；42、73、74）がクローニングされたpBKP2b［大木理博士（大

阪府立大学生命環境科学部）と小堀崇博士（京都府農業資源研究センター）よ

り分譲］を鋳型として、プラス鎖プライマー［Pepo2bBam（＋）；

5’－cGcGGArccArGGAArTGAAcGTAGGT－3’（下線部はBamHI認識配列）］と

マイナス鎖プライマー［Pepo2bSac（一）；
5’－TACATGAGCTCTCAGAAAGCACCTTCCG・3’（下線部はSacl認識配列）］を

用いたPCRでCMV－2b遺伝子を増幅した。　PCR反応は2－1．一（3）に記載し

た方法で行った。各PCR産物はBamHIとSaclで処理し、同じ制限酵素処理し

たpBE2113－EGFPにライゲーションした。得られたクローンをそれぞれ

pBE2　1　1　3・HCPro、　pBE2113－2b（第10図）とした。ネガティブコントロールとし

てベクター配列のみのpBE2113－P35Tを用いた（第10図）。

3）ACLSVゲノムにコードされる遺伝子を一過的に発現するTiプラスミド

　細胞間移行タンパク質（P50）遺伝子およびCP遺伝子を一過的に発現する

Tiプラスミド（pBE2113－P50および一CP）は本研究室保存のクローンを用いた

（第10図；105）。複製関連タンパク質（P216）遺伝子、　P50の開始コドンを欠

失したフレームシフト変異体は以下の手順で作製した。P216遺伝子のPCRに
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pBE2113－P216

pBE2113－P50 E P Q P50 T

pBE21　13－FSP50 ［E［El＞finyl

pBE2113・CP E P Ω CP T

pBICLSF P P2i6
P50
CP T

第11図．ACL，SV遺伝子を一過的に発現するTiプラスミドコンストラクトの

模式図

pBE2113－P216：複製関連タンパク質（P216）を発現する

pBE2113－P50：細胞間移行タンパク質（P50）を発現する

pBE2113－FSP50：フレームシフト変異導入しているためP50は

発現されない

pBE2113－CP：外被タンパク質（CP）を発現する

pBICLSF：ACLSV感染性cDNAクローン

ボックス内のEはトランスクリプショナルエンハンサー・PはCaMV

35Sプロモーター、Ωはトランスレイショナルエンハンサー・Tはノパ

リンシンターゼ遺伝子ターミネーターを示している。
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　よる増幅はpCLSFを鋳…型としてExpand　Long　Template　PCR　System（Roche社）

を用いて行った。1μ1の鋳型DNA（100　ng）　と2μ1のプラス鎖プライマー

［ACORF　I　Xba（＋）；5’一㏄TCTAGAArGGCTTTCTCTCTTArAGA－3’（下線部

はXbal認識配列）］、2｝dのマイナス鎖プライマー［ACORFISac（一）；

5’－TACArGAGCTCTCAGAATAAATTCTGGAGCT－3’（下線部はSacl認識配列）］、

5μ1の10xExpand　long　template　buffer　1、51，tiの10　mM　dNTPs　Mixture、　l　plの

Expand　Long　Template　enzyme　mixそして34　plの滅菌水を加えて混合し、初め

94℃で5分間熱変性し、続いて、94℃30秒、55℃30秒、68℃5分間を30サ

イクル繰り返し、最後に68℃で10分間インキュベートした。PCR反応液をフ

ェノール／クロロホルム抽出後、エタノール沈殿し、滅菌水で懸濁した。この

PCR産物をMbalとSaclで処理し、同じ制限酵素処理したpBE2113－EGFPにラ

イゲーションした。得られたクローンをpBE2113－P216とした（第11図）。

　P50フレームシフト変異体の作成にはP50の開始コドンを含む5’末端側5塩

基を欠失したプラス鎖プライマー［AC50kFSB㎜（＋）；

5’－CGCGGA　rCCGATAAGGoGTCACAAATTGA－3’（下線部はBamHI認識配列）ユ

とマイナス鎖プライマー［AC50kSac（・）；
5’－TACArGAGCTCTCACACACTTGGCGGAAGGT－3’（下線部はSτcl認識配列）］

およびpCLSFを鋳型DNAとして用いたPCRでP50遺伝子にフレームシフト変

異を導入した。PCR反応は2－］．一（3）に記載した方法で行った。　PCR産物は

BamHIとSaclで処理し、同じ制限酵素処理したpBE2113－EGFPにライゲーショ

ンした。得られたクロ・一一ンをpBE2113－FSP50とした（第ll図）。

4）ALSV二RNA2にコードされる遺伝子を一過的に発現するTiプラスミド

　ALSV－RNMにコードされる4種の遺伝子［細胞間移行タンパク質（42KP）
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遺伝子および3種のCP遺伝子（Vp25、　Vp24、　Vp20）；48ユとVp20遺伝子に

ストップコドンを導入した変異体（Vp20stop）を一過的に発現するTiプラスミ

ドを以下の手順で構築した。ALSV－RNA2のcDNAクローンであるpEALSR2

（49）を鋳型として、以下の各遺伝子に特異的なプライマーペアー［プラス鎖プ

ライマーにはBamHIサイトと開始コドン（下線部；Vp20stopBam（＋）にはス

トップコドン）を、マイナス鎖プライマーにはSaclサイトとストップコドン（下

線部）を付加した。］を用いたPCRで増幅した：42KPは42KPBam（＋）

（5’－GCGGATCCATGOCTTTTGAGCCAATT－3’）　　　と

（5’・－GGGAGCTCCTACTGACCTTCTAGCAGAT－3’）　；Vp25

（5’－GCGGArCCATGGGCCCTGArTTCACA－3’）

（5’－GGGAGCTCCTA．CTGTCCTATATTATA－3’）　；

（5㌧CGGATCCArGGGTTCTGACCCTTTT」3’）

（5’－GGGAGCTCCTAGGTGTAACCAGCTTTG－3’）

（5’－GCGGATCCATGGGTGCTTGTTTGAGT－3’）

　　　　　　42KPSac

　　　　　は　　Vp25Bam

とVp25Sac
Vp24　　は　　Vp24Bam

とVp24Sac
；　Vp20　は　　Vp20Bam

　とVp20Sac

（一）

（＋）

（一）

（＋）

（一）

（＋）

（一）

（5’－GGGAGCTCCTACTCGCCTACTAAAGG－3り；Vp20stopはVp20stopBam（＋）

（5’－ocGGATccTAGGGT（｝CTTGTTTGAGT・－3’）とvp20sac（一）。各PcR反応液を

フェノール／クロロホルム抽出後、エタノール沈殿し、滅菌水で懸濁した。これ

らのPCR産物をBamHIとSaclで処理し、同じ制限酵素処理したpBE2113・EGFP

にライゲーションした。得られたクローンをそれぞれpBE2　1　1　31－42KP、－Vp25、

－Vp24、－Vp20、　Vp20stopとした（第12図）。

（2）アグロインフィルトレーション

アグロバクテリウムへのTiプラスミドの導入、培養およびインフィルトレーシ
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pBE211342KP E P 42KP T

pBE2113－Vp25 E P Vp25 T

pBE2113－Vp24 E P Q Vp24 T

pBE2113●Vp20 E P　Ω Vp20　　T

pBE21　13－Vp20stOP

stOP

第12図．ALSV－RNMにコードされる遺伝子を一過的に発現するTiプラスミ

　　　　ドコンストラクトの模式図

pBE2113－42KP：細胞間移行タンパク質（42KP）を発現する

pBE2113－Vp25、　pBE2113－Vp24、　pBE2113－Vp2013種の外被タンパク

質（Vp25、　Vp24、　Vp20）をそれぞれ発現する

pBE2113－Vp20stop：ストップコドンが導入されているためVp20タン

パク質は発現されない

ボックス内のEはトランスクリプショナルエンハンサー・PはCaMV

35Sプロモーター、Ωはトランスレイショナルエンハンサー・Tはノパ

リンシンターゼ遺伝子ターミネーターを示している。

43



ヨンは2－1．一（4）に記載した方法で行った。アグロバクテリウム懸濁液の濃

度はOD600＝LOに調整し、2種のアグロバクテリウムを同時にインフィルトレ

ーションする場合は、インフィルトレーションする直前に各懸濁液を等量混合

した。7－8葉期のmGFP発現形質転換Nicotiana　benthamiana　line　16c［GFP－plant；

David　BaUlcombe博士（英国　ジョンイネス研究所）から分譲して頂いたユの展

開葉（第5、6葉）にインフイルトレーションし、25℃のグロー－u－一スチャンバーで

育成した。

（3）GFP蛍光観察

　mGFPの蛍光観察はBlack－Ray　Lamp　B　lOOAP　（UVP社）を用いて行った。暗

室で長波長UV照射しながら、レンズにイエローフィルターを装着したデジタ

ルカメラ（FinePix　S　1　Pro；Fuj　ifilm社）でGFP蛍光観察像を撮影した。

（4）RNA抽出

1）全RNA抽出

　全RNA抽出は2－1．一（5）に記載した方法で行った。

2）低分子RNAの濃縮

　全RNA溶液に等量のポリエチレングリコール（PEG）溶液（20％PEG8000・

2MNaCDを加え、氷上で1時間インキュベートした。遠心分離（14000　rPm・

20分間、4℃）後、上清を回収し、2．5－3倍容の99．5°／・エタノールとO・1倍容

の3M酢酸ナトリウム伍H52）を加えて撹搾し、－8・℃で2・分締置した・遠
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心分離（14000rpm、15分間、4℃）後、得られた沈殿にlm1の70％エタノー

ルを加え、再び遠心分離（14000叩m、5分間、4℃）した。沈殿を減圧下で乾

燥後、滅菌水で懸濁した。これを低分子RNA溶液とした。

（5）ノーザンプロット分析

1）プローブの調整

　mGFP－RNAめ試験管内転写を行うため、　pBluescript　SK（＋）にmGFP－cDNA

を以下の手順でクローニングした。pBI－mGFPをXbalとSaclで切断し、ゲルか

ら約700bpのDNA断片をQIAquick　Gel　Extraction　Kit（QIAGEN社）を用いて

回収し、同制限酵素で処理したpBluescript　SK（＋）にライゲーションした。得

られたクローンをpBSKmGFPとした。

　制限酵素Xbalで線状化したpBSKmGFPとT3　RNA　pOlymerase（Promega社）

を用いて、mGFPのプラス鎖RNA（7i3nt）に相補的なジゴキシゲニン（DIG）

標識RNAプローブを2－1．一（5）に記載した方法で作製した。

2）ノーザンプロット

　全RNAのノーザンプロットは2－1．一（5）に記載した方法で行った。低分

子RNAのノーザンプロットは以下の手順で行った。マイクロチューブに10μ1

の低分子RNA試料、10μ1のホルムアミドを加えて混合後・65℃で15分間イ

ンキュベートし、ただちに5分間急冷してRNAを変性させた。この溶液に2μ

1の10Xローディング緩衝液［0．25％キシレンシアノール、0．25％BPB、50％グ

リセロ＿．diル］を加え、変性RNA試料を調整した。これを7M尿素を含む15％

ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した（4℃、2・・V・　2－3輔）・泳動用緩衝
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液には1×TBE緩衝液（0．9　Mトリス、O．9　Mホウ酸、20　mM　EDTA）を用いた。

以後の操作は、2－1．一（5）に記載した方法と同様に行った。ただし、ハイブ

リダイゼーションおよびO．1×SSC、0．1％SDSによる洗浄操作は60℃で行った。

（6）イムノブロット分析

p50およびCPの葉組織からの検出は各タンパク質に特異的な抗血清を用い、2

－L－（6）に記載した方法で行った。

2．結果

（1）ACLSV遺伝子（P216、　P50、　CP）のローカルサイレンシング抑制能

ACLSVゲノムにコードされる3種の遺伝子（P216、　P50、　CP）にサイレンシ

ング抑制能があるかを調べるため、GFP発現N．　benthamiana　line16c（GFP・plant）

を用いたアグロインフィルトレーションアッセイを行った。この方法は未知の

サプレッサーを同定する際に非常に有効である。GFP－plantの展開葉にアグロイ

ンフィルトレーションでGFP遺伝子を過剰発現させると、インフィルトレーシ

ョンした領域で局部的なGFP遺伝子のサイレンシング（ローカルサイレンシン

グ）が誘導される。このとき、GFP遺伝子とともにサプレッサーの候補となる

遺伝子を共発現させることで、その産物がGFPに対して誘導されるサイレンシ

ングを抑制するかどうかを調べることができる（72、94）。ポジティブコントロ

ールとしてCIYVVのHCPro遺伝子（pBE2113－HCPro）、ネガティブコントロー

ルとしてベクター配列のみのpBE2113－P35Tを供試した（第10図）・
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　GFP－plantの展開葉にpBI－GFP（GFP）十pBE2113－P35T（vector）をアグロイ

ンフィルトレーションすると、2－3日後（2－3dpif；days　POst　infiltration）にGFP

蛍光が観察されたが、4－5dpifでGFP蛍光は消失した（第13図A）。一方、　GFP

＋pBE2113－HCPro（HCPro）をアグロインフイルトレーションした葉では2－3　dpif

で強いGFP蛍光が観察され、その後少なくとも二週間は強いGFP蛍光が維持

された（第13図B）。この結果から、CIYVVのHCProは他のポチウイルスの

それと同様に強いローカルサイレンシング抑制活性を有していると考えられた

（2、7、40）。ACLSVゲノムにコードされる3種の遺伝子を発現する各T｛プラ

スミド［pBE2113－P216（P216）、pBE2113－P50（P50）またはpBE2113－CP（CP）］

とGFPをアグロインフィルトレーションすると、2－3　dpifで強いGFP蛍光は観

察されず、4－5dpifでGFP蛍光は消失した（第13図c－D）。

　5dpifにインフィルトレーションした領域から全RNAを抽出し、ノーザンプ

ロット分析でGFP－mRNAの蓄積レベルを解析したところ、　GFPと共にvector、

P216、　P50またはCPをインフィルトレーションした各領域では、　GFP－mRNA

の蓄積が著しく低下しており、緩衝液のみを処理した葉（Mock）の蓄積レベル

と比較すると、少なくとも8倍減少していた。一方、GFPとHCProをインフィ

ルトレーションした領域のGFP－mRNA蓄積レベルはMockと比較しておよそ6

倍増加していた（第14図）。siRNAの蓄積はRNAサイレンシングが誘導され

ていることの指標となる（29、30）。そこで、5dpifの全RNA試料から低分子

RNAを濃縮し、ノーザン分析でGFP－siRNAの蓄積を解析した・その結果・GFP

と共にvector、　P216、　P50またはCPをインフィルトレーションした領域では・

21－25塩基のGFP．siRNAの蓄積が検出されたが、GFP十HCProの場合ではsiRNA

はほとんど検出されなかった（第14図）。

　P50およびCPがインフィルトレーションした領域で蓄積するかどうかを
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＋GFP

☆

第13図．GFPと各遺伝子をアグロインフィルトレーションしたN．　beiitliamiana　line　16c葉のGFP蛍光観察像

　　　　A：GFP十vector、　B：GFP十HCPro、　C：GFP十P216、　D：GFP十P50、　E：GFP十CP

　　　　インフィルトレーション後5日目にUV照射下でGFP蛍光観察像を撮影した。



＋GFP

GFP　mRNA

rRNA

GFP　siRNA

tRNA

mock　vector　HCPro　P216　　P50 CP

30nt

25nt

21　nt

第14図．　N．　benthamiana　line　16c葉のインフィルトレーションした領域から

抽出したGFP－mRNAおよびGFP－siRNAのノーザンプロット分析

GFPと各コンストラクトおよび対照として緩衝液のみ（mock）を

N．benthamiana　line　16c葉にインフィルトレーション後、5日目にイ

ンフィルトレーションした領域から抽出した全RNAと低分子RNA

を試料として用いた。矢印は、それぞれ21、25、30塩基のRNAの

位置を示している。リボソームRNA（rRNA）およびトランスファ

ーRNA（tRNA）のエチジウムブロマイド染色像をローディングコン

トロールとして示した。
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A
＋GFP
3dpi 5　dpi

♂〆
δ＜
ダ bS

50KDa

anti－P50

B
＋GFP

3dpi　　5dpi
ば

21KDa

anti・CP

第15図．　N．　benthamiana　line　16c葉でのP50およびCPタンパク質の…蓄積

A：P50に対する高血清を用いたイムノブロット分析

B：CPに対する高血清を用いたイムノブロット分析

GFPと各コンストラクトをN．　benthamiana　line　16c葉にインフィルトレ

ーション後、3と5日目にインフィルトレーションした領域から抽出し

た全ダンパク質試料を用いた。
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イムノブ゜ット分析で調べたところ・両タン・▽質とも3・dpifで蓄積が検出さ

れたが・　5dpifではその蓄積レベ・レは低下していた（第15図A、　B）。この結果

はP50とCPはローカルサイレンシングを抑制しないという結果を支持するも

のである。

　次に・ACLSV感染がローカルサイレンシングを抑制するかを調べるため、

GFPとpBICLSFをACLSVの草本宿主であるN．　occidentalisの展開葉にアグロ

インフィルトレーションした。ポジティブコントロールとしてGFP＋HCProを

インフィルトレー一ションした葉では2－7dpifで強いGFP蛍光が観察されたの

に対し、GFP＋pBICLSFの場合では、ネガティブコントロールのGFP＋vector

の場合と同様に強いGFP蛍光は観察されなかった（データ無し）。以上より、

ACLSVのコードする遺伝子（P216、　P50およびCP）にはローカルサイレンシ

ング抑制能は無いか、あるいはあったとしてもその活性は低いと考えられた。

（2）P50のシステミックサイレンシング抑制能

　サイレンシングが誘導された細胞では、標的RNA配列の情報を持つサイレ

ンシングシグナルが産生する。サイレンシングシグナルは原形質連絡（プラズ

モデスマータ）を通って細胞間移行し、師管を利用して植物個体全身に広がり

サイレンシングの効果を拡大する（27、61、65、90、91）。このような植物全身

に広がるサイレンシングは、局部的に誘導されるロv－一・・カルサイレンシングに対

してシステミックサイレンシングと呼ばれる。P216、　P50およびCPにシステ

ミックサイレンシング抑制能があるか調べるため、GFPと各遺伝子をGFP・・plant

にアグロインフィルトレーションし、上位葉でGFPのサイレンシングが誘導さ

れるか調べた。ポジティブコントロールとしてpBE2113－2b（CMV－2b）、ネガテ
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イブコントロールとしてvectorを用いた（第10図）。

　GFP＋vectorをインフィルトレーションした植物では、8dpifで上位葉での部

分的なGFP蛍光の消失が観察され、14　dpifでは全身でGFP蛍光の消失が観察

され（第16図B）・インフィルトレーションした個体のほぼ全て（30個体中29

個体）でGFP蛍光の消失が観察された（第1表）。一方、　GFP＋CMV．2bをイン

フィルトレーションした個体では、14dpifでGFP蛍光の消失は観察されず、

mock処理個体と同様のGFP蛍光が観察された（第16図A、　C；第1表）。CMV－2b

はこれまでの報告と同様に、システミックサイレンシングを抑制するサプレッ

サーとして機能することカミ示された（7、27）。

　GFP十P216またはCPをインフィルトレーションした個体では、　GFP＋vector

の場合と同様にほぼ全ての個体でGFP蛍光の消失が観察された（第1表）。一

方、GFP＋P50をインフィルトレーションした場合では30個体中22個体の個

体でm㏄k処理およびGFP＋CMV－2bの場合と同様のGFP蛍光が観察され、GFP

蛍光の消失が観察された個体（30個体中8個体）であっても、その程度はGFP

＋vector、　P216またはCPの場合と比較して弱く、一部の葉の主脈およびその

周辺でGFP蛍光の消失が観察されるのみであった［第16図D－（i）、（ii）；第1

表コ。P50にフレームシフト変異を導入したpBE2113－FSP50（FSP50）をGFPと

共にアグロインフィルトレーションしたところ、ほぼ全ての個体（30個体中28

個体）でGFP蛍光の消失が観察された（第16図E）。

　14dpifに上位葉から全RNAを抽出し、ノーザンプロット分析でGFP－mRNA

の蓄積レベルを解析したところ、GFP蛍光の消失が観察されたGFP＋vectorお

よびGFP＋FSP50をインフィルトレーションした個体の上位葉でGFP－mRNA

の蓄積が著しく減少していた。一方、mock処理個体、　GFP＋CMV・2bおよび

GFP＋P50をインフィルトレーションした個体の上位葉でのGFP・・n　RRNA　ge積レ
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出

第、6図．GFPと各遺伝子をアグ・インフィ・レトレーシ・ンしたN．・b・nthamiana　li…6・の上位葉のGFP蛍光観察像

A：インフィルトレーション緩衝液のみを処理、B：GFP＋vector、　C：GFP＋CMV－2b・D：GFP十P50・

E：GFP十FSP50

インフィルトレ＿シ。ン後14日目にUV照射下でGFP蛍光観熊を聯した．図中の矩日は一部の上葉の師部

およびその周辺に観察された部分的なGFP蛍光の消失部位を示している。



第1表．N．　benthami　ne　line16cでのアグロインフィルトレーションアッセイに

　　　おけるACLSV遺伝子のシステミックサイレンシング抑制効果

Tiプラスミド

コンストラクト

インフィルトレー　サイレンシングが

ションした個体数　観察された個体数a

抑制効果（％）

GFP＋Vector

GFP＋CMV－2b

GFP＋P216

GFP＋P50

GFP＋FSP50

GFP＋CP

GFP＋dsGFP＋vector

GFP＋dsGFP＋CMV－2b

GFP＋dsGFP＋P50

30

30

7

30

30

7

15

15

15

29

0

6

8b

28

7

14

13

6

　3．3

100

14．3

73．3

　6．7

　0

　6．7

13．3

60

aインフィルトレーション後14日目にシステミックサイレンシングが誘導され

ている個体を計数した。

bこれら8個体で観察されたシステミックサイレンシングは第15図D－（ii）に示

されるような程度の弱いものであった。
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＋GFP

mock　vector　CMV－2b　P50　FSP50

GFP　mRNA

rRNA

GFP　siRNA

tRNA

30nt
25nt

21　nt

第17図．　N．・bentha〃iiana・line・16cのインフィルトレーションしていない上位

葉から抽出したGFP－mRNAおよびGFP－siRNAのノーザンプロッ

ト分析

GFPと各コンストラクトまたは緩衝液のみ（mock）をN．　benthamiana

line　16c葉にインフィルトレーション後、14日目にインフィルトレ

ーションしていない上位葉から抽出した全RNAと低分子RNAを試

料として用いた。矢印は、それぞれ21、25、30塩基のRNAの位置

を示している。リボソームRNA（rRNA）およびトランスファーRNA

（tRNA）のエチジウムブロマイド染色像をローディングコントロー

ルとして示した。
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ベルはMock処理個体と同レベルであった（第17図）。続いて、　GFP．siRINAの

蓄積を解析したところ、GFP＋vectorおよびGFP＋FSP50をインフィルトレ＿

ションした個体の上位葉では、21－25ntのGFP－siRNAの蓄積が検出されたが、

mock処理個体、　GFP＋CMV－2bおよびGFP＋P50の場合にはsiR］NAは検出され

なかった（第17図）。この結果から、上位葉でのGFP蛍光の消失はサイレンシ

ングによる引き起こされていることが示された。つまり、P50タンパク質はN．

benthamianaでシステミックサイレンシングを抑制することが示された。

　P50が二本鎖RNAで誘導したシステミックサイレンシングの抑制効果を示

すか調べるため、GFP＋pBI－dsGFP（dsGFP）＋P50（またはv㏄tor、　CMV－2b）

の比率が1：1：2（OD600＝025：0．25：05）になるように各アグロバクテリウ

ム懸濁液を混合し、GFP－plantにアグロインフィルトレーションした。　VectOrあ

るいはCMV－2bを発現させた場合では、ほぼ全ての個体でGFP遺伝子のシステ

ミックサイレンシングが観察されたのに対して、P50を発現させた場合では15

個体中9個体でシステミックサイレンシングが抑制された（第1表）。この結果

から、P50はCMV－2bとは異なる作用機構でシステミックサイレンシングを抑

制することが示唆された。

　以上より、ACLSVゲノムにコードされる3種の遺伝子のうちP50がサイレ

ンシングサプレッサー活性を持つこと、またP50はHCProやCMV－2bとは異な

り、ローカルサイレンシングには影響せずにシステミックサイレンシングを特

異的に阻害することが明らかとなった。

（3）P50のサイレンシンシングシグナル移行阻害

P50はローカルサイレンシングには影響せずにシステミックサイレンシング
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を特異的に阻害する。そこで、P50がサイレンシングシグナルの産生あるいは

移行のどちらのステップを阻害しているのか明らかにするため、まず二種の

siRNA（21および25塩基）の蓄積レベルにP50の影響があるかどうか調べた。

サイレンシングシグナルの実体は未だ明らかではないが、siRNAが関与する可

能性が報告されており、21塩基のsiRiNAはシグナルの細胞間移行に、25塩基

は長距離移行に関与すると考えられている（30、33）。GFP＋P50（またはvector、

CMV二2b）をGFP－plantにアグロインフィルトレーションし、5dpifにインフィ

ルトレーションした領域から低分子RNAを抽出、濃縮し、ノーザンプロット

分析で二種のGFP－siRNAの蓄積レベルを調べた。その結果、　GFP＋P50をイン

フィルトレーションした領域での21および25塩基のsiRNA蓄積は、　GFP十

vectorをインフィルトレーションした場合の蓄積と同レベルであったのに対し、

GFP十CMV－2bの場合では二種のsiRNA蓄積は著しく抑制されていた（第18

図）。

　P50がサイレンシングシグナルの移行を阻害する可能性を検証するため、Guo

＆Ding（27）の方法に従い、　P50（またはvector、　CMV－2b）をGFP－plantの展

開葉の基部に、GFPを同展開葉の先端部にそれぞれアグロインフィルトレーシ

ョンし、上位葉でGFPのサイレンシングが誘導されるか観察した。この実験で

は、葉の先端部で産生したサイレンシングシグナルがP50の発現している基部

の組織を通過することになるため、P50がサイレンシングシグナルの移行を阻

害すれば、上位葉でGFPのサイレンシングは誘導されないことになる。先端部

にGFP、基部にvectorをインフィルトレーションした場合ではほぼ全ての個体

でシステミックサイレンシングが観察されたのに対し、P50を基部に発現させ

た場合では、20個体中10個体でシステミックサイレンシングが抑制された。

対照として用いたCMV．2bでは15個体中4個体であった。　P50は細胞間移行
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＋GFP

GFP　siRNA

tRNA

vector　CMV・2b P50

long　（25－26nt）

short　（21・22nt）

第18図．　N．・benthamiana・line・16cのインフィルトレーションした葉組織から

抽出したGFP－siRNAのノーザンプロット分析

GFPと各コンストラクトをN．ろenthamiana　line　16c葉にインフィル

トレーション後、5日目にインフィルトレーションした領域から抽

出した低分子RNAを試料として用いた。矢印は、それぞれ21－22nt、

25－26塩基の二種のsiRNAの位置を示している。トランスファー

RNA（tRNA）のエチジウムブロマイド染色像をローディングコント

ロールとして示した。
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第2表・N・　benthamiana　line　16c葉の異なる部位で発現させたP50のシステミック

　　　サイレンシング抑制効果

Tiプラスミド

コンストラクト

インフィルトレー　サイレンシングが観　抑制効果

ションした個体数　　察された個体数b　　　（％）

Vector（B）／GFP（T）a

CMV－2b（B）ノGFP（T）

P50（B）／GFP（T）

P50（T）／GFP（B）

15

15

20

5

14

4

10

5

6．7

73．3

50

0

a展開葉の基部（B）と先端部（T）に各コンストラクトを別々にインフィルトレー

ションした。

bインフィルトレーション後14日目にシステミックサイレンシングが誘導され

ている個体を計数した。
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タンパク質であり・自身が細胞間移行する能力を持っている（80）。そのため、

基部で発現したP50が先端部の組織まで移行し、サイレンシングが誘導されて

いる細胞でシグナルの産生を抑制している可能性が考えられる。この可能性を

排除するため、P50を先端部に、　GFPを基部にインフィルトレーションしたと

ころ、全ての個体でシステミックサイレンシングが誘導された（第2表）。以上

の結果より、P50はサイレンシングシグナルの産生よりはむしろ移行を特異的

に阻害することが示された。

（4）ALSV二RNA2にコードされる遺伝子（42KP、　Vp25、　Vp24、　Vp20）のサイ

レンシング抑制能

　ALSVゲノムは二分節の一本鎖RNAであり、RNA　Iには複製関連タンパク質、

RNA2には細胞間移行タンパク質（42KP）と3種の外被タンパク質（Vp25、

Vp24およびVp20）がコードされている（48）。　ALSVのRNA2にコードされる

4種のタンパク質（42KP、　Vp25、　Vp24およびVp20）にサイレンシング抑制能

があるかを調べるためGFP－plantを用いたアグロインフィルトレーションアッ

セイを行った。ポジティブコントロールとしてCMV－2b、ネガティブコントロ

ールとしてvectorを用いた（第10、12図）。

1）ローカルサイレンシング抑制能

　まず、インフィルトレーションした領域で誘導されるロー“カルサイレンシン

グを抑制するか解析した。GFP－plantの展開葉にGFP＋vectorをアグロインフィ

ルトレーションすると、3dpifではGFP蛍光が観察されず・5dpifでGFP蛍光

は消失した（第19図A）。一方、GFP＋CMV－2bの場合では・3および5dpifで
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強いGFP蛍光が観察された（第19図B）。　ALSVゲノムにコードされる4種の

遺伝子を発現する各Tiプラスミド［pBE2・1・1・342KP（42KP）、　pBE2113．Vp25

（Vp25）・pBE2113－Vp24（Vp24）またはpBE2113－Vp20（Vp20）］＋GFPをア

グロインフイルトレーションした場合では、42KP、　Vp25およびVp24ではGFP

＋vectorの場合と同様に、3－5dpifでGFP蛍光は観察されなかった（第19図C

－E）。一方、vp20＋GFPの場合では3dpifでGFP蛍光が観察されたが、5　dpif

ではその蛍光の強さは低下した（第19図F）。また、GFP＋pBE2113－Vp20stoP

（vp20stop）の場合では、3－5　dpifでGFP蛍光は観察されなかった（第19図G）。

5dpifにインフィルトレーションした領域から全RNAおよび低分子RNAを抽

出し、ノーザンプロット分析でGFPのmRNAおよびsiRNAの蓄積レベルを解

析した。GFPとvector、42KP、　Vp25、　Vp24、　Vp20あるいはVp20stopをインフ

ィルト　V・一ションした領域では、mock処理区と比較してGFP－mRNAの蓄積が

著しく抑制されていたが、GFP＋CMV」2bの場合ではMockと比較して蓄積レベ

ルが増加していた（第20図）。一方、GFPとvector、42KP、　Vp25、　Vp24、　Vp20

あるいはVp20stopを発現させた場合にはGFP－siRNAの…蓄積が検出されたのに

対し、GFP十CMV－2bの場合ではその蓄積はほとんど検出されなかった（第20

図）。これらの結果から、Vp20にローカルサイレンシング抑制能は無いかある

いは非常に弱いと考えられた。

2）システミックサイレンシング抑制能

　次に、システミックサイレンシングを抑制するか解析した・GFPとvector・

42KP、Vp25、Vp24あるいはVp20stopをインフィルトレーションした植物では・

14　dpifで全身でのGFP蛍光の消失が観察され（第21図A）・インフィルトレー

ションした個体のほぼ全てでGFP蛍光の消失が観察された（第3表）。一方・
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＋GFP

s

3dpif

5dpif

vector　CMV－2b　42KP　　Vp25 Vp24　　　Vp20　　Vp20stop

第19図．GFPと各遺伝子をアグロインフィルトレーションした7V．　benthamiana　line　16crsのGFP蛍光観察像

　　　　A：GFP十vector、　B：GFP十CMV－2b、　C：GFP十42KP、　D：GFP十Vp25、　E：GFP十Vp24・

　　　　F：GFP十Vp20、　G：GFP十Vp20stop

　　　　インフィルトレーション後3日目（3dpif）と5dpifにUv照射下でGFP蛍光観察像を撮影した。



＋GFP

GFP　mRNA

rRNA

GFP　siRNA

tRNA

←25nt
←21　nt

第20図．　N．・bentha〃iiana・line・16c葉のインフィルトレーションした領域から

抽出したGFP－mRNAおよびGFP－siRNAのノーザンプロット分析

GFPと各コンストラクトまたはインフィルトレーション緩衝液のみ

（mock）をN．　benthamiana　line　16c葉にインフィルトレーション後、

5日目にインフィルトレーションした領域から抽出した全RNAと低

分子RNAを試料として用いた。矢印は、それぞれ21、25塩基の

RNAの位置を示している。リボソームRNA（rRNA）およびトラン

スファー－RNA（tRNA）のエチジウムブロマイド染色像をローディン

グコントロールとして示した。
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第21図．GFPとvectorまたはVp20をインフィルトレーションしたN・

bentha〃iiana・line・16cの上位葉のGFP蛍光観察像

インフィルトレーション後14日目にUV照射下で撮影した。赤色の

矢印は、一部の上葉の師部およびその周辺に観察された部分的な

GFP蛍光の消失部位を示している。
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第3表．N　benthami’ana　Rine16cでのアグロインフィルトレーションアッセィ

　　　　におけるALSV－RNA2にコードされる遺伝子のシステミックサイレン

　　　　シング抑制効果

Tiプラスミド　　インフィルトレー　サイレンシングカミ観　　抑制効果

コンストラクト　　ションした個体数　　察された個体　　　　（％）

GFP＋Vector

GFP＋CMV－2b

GFP＋42KP

GFP＋Vp25

GFP＋Vp24

GFP＋Vp20

GFP＋Vp20stop

15

15

10

10

10

20

10

14

2

9

10

10

8b

10

6．7

86．7

10．0

0

0

60．0

0

aインフィルトレーション後14日目にシステミックサイレンシングが誘導され

ている個体を計数した。

bこれら8個体で観察されたシステミックサイレンシングは第20図B－（ii）に示

されるような程度の弱いものであった。
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GFP＋Vp20をインフィルトレーションした個体では、　m㏄k処理およびGFP＋

CMV－2bの場合と同様のGFP蛍光が観察され（20個体中12個体）、GFP蛍光の

消失が観察された個体（20個体中8個体）であっても、その程度は弱く、一部

の葉の主脈およびその周辺でGFP蛍光の消失が観察されるのみであった［第

21図B－（i）・（ii）；第3表］。14　dpifにインフィルトレーションしていない上位

葉を用いてのノーザンプロット分析によりGFPのmRNAおよびsiRNAの蓄積

レベルを解析した。GFP蛍光の消失が観察されたGFP＋v㏄torおよびGFp＋

Vp20stopをインフィルトレーションした個体の上位葉ではGFP－mRNAの蓄積

が著しく減少したのに対し、mock処理個体、　GFP＋CMV－2bおよびGFP＋Vp20

の場合ではGFP－mRNA同レベルで蓄積していた（第22図）。　GFP－siRNAの蓄

積を調べたところ、GFP＋vectorおよびGFP＋Vp20stopの場合では21－25ntの

GFP・siRNAが検出されたが、　GFP＋CMV－2bおよびGFP十Vp20の場合では検出

されなかった（第22図）。これらの結果よりVp20はシステミックサイレンシ

ングを抑制することが示唆された。

　Vp20がシグナルの移行を阻害するか調べるため、Vp20（またはvector、　P50、

CMV－2b）をGFP－plantの展開葉の基部に、　GFPを同展開葉の先端部にそれぞれ

アグロインフィルトレーションし、上位葉でGFPのサイレンシングが誘導され

るか観察した。先端部にGFP、基部にvectorをインフィルトレーションした場

合では、ほぼ全ての個体でシステミックサイレンシングが観察されたのに対し、

Vp20を基部に発現させた場合では10個体中6個体、　P50の場合では10個体中

5個体、CMV．2bでは8個体中6個体でシステミックサイレンシングが抑制さ

れた（第4表）。以上より、ALSV．RNMにコードされるVp20はP50および

CMV．2bと同様にサイレンシングシグナルの移行を阻害することが示された。
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＋GFP

GFP　mRNA

rRNA

GFP　siRNA

tRNA

←2§培
←24斑

第22図．　IV．・benthamiana・line・16cのインフィノレトシーションLて夢ない」二・泣

葉から抽出したGFP－mRNAおよびGF？－slRL￥，g　ptノーずンプロット

分析

GFPと各コンストラクトまたはインフィルトレーション緩衝液のみ

（mock）をN．　bentha〃iiana　line　16c葉にインフィルトレーション後、

14日目にインフィルトレーションしていない上位葉から抽出した

全RNAと低分子RNAを試料として用いた。矢印は、それぞれ21、

25塩基のRNAの位置を示している。リボソームRNA（rRNA）お

よびトランスファーRNA（tRNA）のエチジウムブロマイド染色像を

ローディングコントロールとして示した。
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第4表．N．　benthanu’ana　line　16c葉の基部に発現させたVp20のシステミックサイ

　　　レンシング移行阻害効果

Tiプラスミド

コンストラクト

Vector（B）／GFP（T）a

CMV－2b（B）／GFP（T）

P50（B）／GFP（T）

Vp20（B）／GFP（T）

インフィルトレー　　サイレンシングが　　抑制効果

ションした個体数　観察された個体数b　　（％）

8

8

董O

IO

7

2

5

4

125

75

50

60

a展開葉の基部（B）と先端部（T）に各コンストラクトを別々にインフィルトレー

ションした。

bインフィルトレーション後14日目にシステミックサイレンシングが誘導され

ている個体を計数した。
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3．考察

　本研究ではまず・ACLSVのコードする遺伝子にRNAサイレンシングサプレ

ッサー活性があるかN．　benthamiana　line　16c（GFP－plant）を用いたアグロィンフ

ィルトレーションアッセイで解析した。その結果、ACLSVのコードする3種

のタンパク質（P216、　P50およびCP）はいずれもアグロインフィルトレーショ

ンした細胞内で引き起こされるローカルサイレンシングは抑制しないが（第13、

14図）、P50を発現させた場合にはサイレンシングシグナルの移行によりイン

フィルトレーションしていない上位葉で引き起こされるシステミックサイレン

シングを抑制した（ag　16、17図、第1表）。　P50は多機能性タンパク質であり、

次のような機能を持つことが報告されている：1）ACLSV感染植物またはP50

発現形質転換植物の細胞内で原形質連絡（プラズモデスマータ）に局在し、師

管の側壁層および師板に蓄積する（104）；2）P50自身が細胞間移行能を持つ

（80）；3）他分子の細胞間移行を促進する（80）；4）プロトプラストの表面か

ら突出した管状構造を形成する（37、80）；5）2箇所の核酸結合ドメインを持

つ（38）；6）ACLSVと同属のブドウえそ果ウイルスのコードするMPの機能を

特異的に阻害する（37、105）。以上の機能に加えて、本研究でRNAサイレン

シングサプレッサーとして機能することを明らかにした。P50は30Kスーパー

ファミリーに属しており（62）、このスーパーファミリーのタンパク質でサイレ

ンシングサプレッサー活性があることを報告するのは本研究が初めてである。

　P50のシステミックサイレンシング抑制効果は完全ではなく、その抑制効率

は一本鎖RNAまたは二本鎖RNAでサイレンシングを誘導した場合でそれぞれ

73．3、60％であった（第1表）。この不完全な抑制効果はP50がローカルサイレ

ンシングを抑制しないことに起因しているかもしれない。なぜならローカルサ
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イレンシングを抑制しないタンパク質では、自身のタンパク質をコードする

mRNAがサイレンシングにより分解されるため、インフィルトレーション後2．3

日目で発現量が低下するからである（95）。実際にP50はインフィルトレ＿シ

ョン後3日目では高レベルで蓄積しているが、5日目ではその蓄積レベルは著

しく低下していた（第15図A）。

　本研究でコントロールとして用いたCMV　pepo系統の2bタンパク質

（CMV－2b）は一本鎖RNAでサイレンシングを誘導した場合ではローカルおよ

びシステミックサイレンシングを抑制した（第16－18図、第1表）。しかしなが

ら二本鎖RNAでサイレンシングを誘導した場合ではシステミックサイレンシ

ングを抑制しなかった（第1表）この結果はトマトアスパーミィウイルス

（Tomato　aspermy　virus；TAV）の2bタンパク質（TAV－2b）と同様であった（11）。

一方でP50は一本鎖、二本鎖RNAのどちらでシステミックサイレンシングを

誘導した場合でも阻害効果を示し（第1表）、また、二種のsiRNA蓄積に影響

しないことから（第18図）、CMV－2bタンパク質とは異なる作用機構でシステ

ミックサイレrンシングを抑制すると考えられた。さらに、P50がサイレンシン

グシグナルの産生と移行のどちらを阻害するか調べるため、P50をGFP－plant

の展開用の基部に発現させ、同じ葉の先端部でGFPのサイレンシングを誘導し

たところシステミックサイレンシングを阻害した（第2表）。以上の結果から、

P50はサイレンシングシグナルの産生よりはむしろ移行を阻害することが強く

示唆された。サイレンシングシグナルの実体は未だ明らかにされていないが、

サイレンシングシグナルはプラズモデスマータを介して細胞間移行し、さらに

師管を通って全身に拡大していく（65、92）。P50は細胞内ではプラズモデスマ

ータに局在し、さらに師管および師板に蓄積することから（80、104）、サイレ

ンシングシグナルが細胞間あるいは組織間移行する際にシグナル分子を捕獲し
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ているのかもしれない・あるいはサイレンシングシグナルの移行に関与する宿

主因子と相互作用する可能性も考えられる。

　ACLSVと同様に果樹を宿主とするALSVについてもサイレンシングサプレ

ッサーの解析を行った。ALSV・・RNA2にコー一ドされる3種の外被タンパク質

（Vp25・Vp24およびVp20）のうちVp20がサイレンシングサプレッサー・・一・・活性

を持ち・P50と同様にサイレンシングシグナルの移行を阻害することでシステ

ミックサイレンシングを抑制することを明らかにした（第19－22図、第3、4表）。

GFP配列をALSVゲノムに組み込んだALSV（GFP－ALSV）をGFP発現形質転

換亙励αcμmに感染させると、ALSVの感染している領域で形質転換植物由来

のGFP遺伝子のサイレンシングが誘導される（100）。しかしながら、　ALSV感

染は常にGFP遺伝子のサイレンシングに先行して拡大し、サイレンシングシグ

ナルの移行によるシステミックサイレンシングは観察されない。おそらく、

ALSVの感染拡大にはVp20のシステミックサイレンシングを抑制する機能が

重要な役割を果たしているだろう。

　P50およびVp20のようにシステミックサイレンシングを特異的に阻害する

サプレッサーの報告例は少なく、カンキツトリステザウイルス（Citrt，LS　tristeza

virus；CTV）のCPと1～ice　yellow　mottle　virus（RYMV）のPlタンパク質のみで

ある（30、33、52）。RYMV－P　1は長鎖siRNA（24－26nt）の蓄積を阻害するが、

CTV－CPはP50やVp20と同様にローカルサイレンシングにはほとんど影響せず

にシステミックサイレンシングを抑制する。興味深いことにACLSV、　ALSVお

よびCTVはいずれも永年性果樹を宿主とするウイルスであり、システミックサ

イレンシングを特異的に阻害する機能を持ったサプレッサーは果樹での持続的

感染に重要なのかもしれない。P50発現形質転換N．　occidentabsにACLSV－cDNA

クローン（pBICLSF）をアグロインフィルトレーションで接種すると・非形質
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転換体の場合と比較して激しい病気が引き起こされ、細胞レベルでの増殖量に

は顕著な差は認められないが・長距離移行能が促進される（データ無し）。これ

は形質転換植物が発現しているP50がサプレッサーとして機能することに起因

する可能性が考えられる。しかしながら、P50は細胞間移行タンパク質なので

システミックサイレンシング抑制能とは別にウイルス移行を促進した結果、激

しい症状が観察された可能性も考えられる。今後、P50のサイレンシングサプ

レッサーとしての機能がACLSV感染にどのように貢献しているか、また細胞

間移行タンパク質としての機能と関連するか明らかにする必要があるだろう。
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第4章

ACLSV－P50のシステミックサイレンシング抑制機構の解析

　第3章でACLSVゲノムにコードされる細胞間移行タンパク質（P50）がサイ

レンシングサプレッサーとして機能することを明らかにした。P50のサイレン

シングに対する作用機構はこれまでに報告されている多くのサプレッサーと異

なっており、サイレンシングシグナルの移行を阻害することで、植物全身にサ

イレンシングの効果が拡大するのを抑制していると考えられる。本研究では、

P50がどのようにしてサイレンシングシグナルの移行を阻害するか明らかにし

ようとした。

1．材料と方法

（1）欠失型P50変異体を一過的に発現するTiプラスミド

P50遺伝子の異なる領域を欠失した変異体を発現するTiプラスミド（第23

図；pBE2113・・PsO△A、　P50△B、－P50△C、－P50△D、－P50△E、・P50△E－P50

△G、）は本研究室保存のクローンを用いた（80、81）。

（2）P50発現形質転換Nicotiana　benthamianaの作出

　本研究室で田村（2006；82）の方法で作出したP50を発現する形質転換

Mcotiana　bentha〃2iana（P50c）からT1種子を得た。実験にはT1およびT2世代

の種子を用いた。
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pBE2113・P50

pBE2113・P50AA

p8E2M3・P50AB

pBE2113－P50∠IC

pBE2113・P50AD

pBE2113・P50AE

pBE2113－P50∠F

pBE2113・P50AG

［E［El＞c＝＝）｛1］
i

457’

　Deleted
amino　acid3

　　NA

396　一　457

346－393

288　一　347

216－284

171－2t4

127　一　164

37　一　f24

第23図．P50遺伝子を部分的に欠失した変異型P50を一過的に発現するTiプ

　　　　　ラスミドコンストラクトの模式図

　　　各欠失型P50変異体は右に示したアミノ酸領域を欠失している。ボッ

　　　クス内のEはトランスクリプショナルエンハンサー、PはCaMV　35S

　　　プロモーター、Ωはトランスレイショナルエンハンサー、Tはノパリン

　　　シンターゼ遺伝子ターミネーターを示している。
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（3）接木試験

GFP発現AI・　b・nthamiana・li・・16・（GFP－pl・nt）、　P50発現柵，。，加m、。。。　li。，C

（P50－plant）および非形質転換N・　benthamiana（M－・plant）を用いた2通りの接

木試験を行った（第24図）。P50－plantはT1およびT2世代の種子を用い、イム

ノブロット分析［2－1．一（7）］でP50の発現量が高い個体を選抜して実験に用

いた。

DP50－plant（またはNT－plant）を台木に用いる二段接ぎ

　P50－plant（またはNT－plant）を台木に、　GFP－plantを穂木に用いた接ぎ木は以

下の手Jizaで行った（第24図A）。植物はいずれも9－10葉期の個体を用いた。台

木となるP50－plant（またはNT－plant）の茎を剃刀で水平に切断し、第1－6葉を

残して上部を除去した。穂木となるGFP－plantは第7－10葉に相当する上部を用

い、第7－9葉は除去した。台木の切断面に垂直となるように約lcmの切れ込み

を入れ、くさび形に切断した穂木を台木の切れ込みに合うように接合し、接木

クリップまたはパラフィルムで接合部を固定した。

2）P50－plant（またはM・・plant）を中間台木に用いる三段接ぎ

　P50－plant（またはNr－Plant）を中間台木に、　GFP－plantを台木と穂木に用いた

接ぎ木は以下の手順で行った（第24図B）。植物はいずれも10－12葉期の個体

を用いた。台木となるGFP－Plantの茎を剃刀で水平に切断し、第1－6葉より上

部を除去した。P50－plant（またはNPPIant）の第6－8葉に相当する茎（約2cm）

を中間台木として用いた。中間台木は付随の葉は切除し、下部はくさび形に、

上部には垂直に約1cmの切れ込みをいれた。穂木となるGFP－plantは第8－12葉
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A

160－plant

B

166－plant

P50－plant

P50－plant
160つlant

第24図．GFP－plantとP5（トplantを用いた接木試験の原理

A：P50あるいはM－plantを台木とし、　GFP－plantを穂木として接木す

る

B：GFP－plantを台木、　P50またはNT－plantを中間台木、そしてGFP－plant

を穂木として接木する

台木の展開葉に一本鎖および二本鎖GFP－RNAをアグロインフィルト

レL－・一・ションで過剰発現させ、システミックサイレンシングを誘導した。

76



に相当する上部を用い・第8・11葉は除去した。台木の切断面に垂直となるよう

に約Icmの切れ込みを入れ・くさび形に切断した中間台を台木の切れ込みに合

うように接合した。同様の方法で中間台木の上部に穂木を接合させ、2箇所の

接合部は接木クリップまたはパラフィルムで固定した。

3）接木個体の育成条件

　接木個体は、接合部の乾燥を防ぎ、活着を促進するため、接木後約7日間は

水を張った透明なプラスチックケースに入れ湿度を保ち、弱光下で25℃のグロ

ースチャンバーで育成した。その後2－4週間は徐々に湿度を下げて馴化した。

（4）ゲルシフト解析

1）大腸菌を用いたP50の発現および精製

　pET3a（Novagen社）にP50遺伝子をライゲーションしたプラスミド

（pET3a－P50；38）で大腸菌［BL21（DE3）pLysS］を2－1．一（1）の方法で形

質転換した。ただし抗生物質として50μg／m1のカルベニシリンナトリウム、

34μg／mlのクロラムフェニコールを含むLB寒天培地を用いた。　LB寒天培地

上に形成した単一の白色コロニーを、滅菌済みの爪楊枝を用いて、50μ　9／mi

のカルベニシリンナトリウム、34μ9／mlのクロラムフェニコールを含む2ml

のLB液体培地に移し換え、37℃で12　一　16時間振邊培養した。この培養液Im1

を100m1のLB液体培地（50μ9／mlのカルベニシリンナトリウム・34μ9／ml

のクロラムフェニコールを含む）に加え、37℃で2時間振盟培養し、O．1　M　PTG

を最終濃度が0．4mMになるように加え、さらに2時間振蓋培養した。培養液

を氷中で10分間静置後、遠心分離（6000叩m、10分間、4℃）した。得られた
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沈殿に10mlのT・・E・［Tris－HCI（pH・8．・）、2mM　EDTA］を加え懸濁後、超音波

式ホモジナイザー（Titec社）を用いて氷中で20分間ソニケーションして大腸

菌を破砕し、遠心分離（10000　rpm、10分間、4℃）した。沈殿に10　mlのTsoE2

を加え懸濁後、超音波式ホモジナイザーを用いて氷中で20分間ソニケーション

し、遠心分離（10000rpm、10分間、4℃）で上清を除去した。この洗浄操作を

3回繰り返した後、10mlのTsoE2を加え懸濁し、タンパク質純化溶液とした。

　以下の方法でP50の変性および再生を行った。タンパク質純化溶液に尿素を

8Mになるように加え、5分間激しく撹枠後、遠心分離（140eo　rpm、10分間、

4℃）した。上清を透析膜で覆ったカップに分注し、タンパク質再生溶液［50mM

Tris－HCI（pH　8．0）、1mM　NaCI、25　mM　dithiothireitol（DTT）ゴMNDSB－201

（Calbiochem社）］に浸し、スターラーで穏やかに携持（4℃、14－20時間）し

ながら、タンパク質溶液の尿素を透IJ｛した。続いて滅菌水に浸し、スターラー

で穏やかに撹拝（4℃、1時間）し、滅菌水を移し変えるという操作を4回繰り

返した。透析後、タンパク質溶液をマイクロチューブに移し、遠心分離（14000

1pm、10分間、4℃）した。上清を再生タンパク質溶液とした。

　タンパク質試料は2－1．一（7）の方法でSDS－PAGEし、泳動終了後、ゲルを

クマジー染色液（0．25％クマジーブリリアントブルー、50％メタノール、10％

酢酸）で10－20分間浸し、続いて脱色液（10％メタノール、5％酢酸）に浸

してタンパク質バンドを検出した。タンパク質量を段階的に希釈したウシ血清

アルブミン（BSA）タンパク質試料を同じゲルで電気泳動し、検出されるバン

ドの濃さを比較することで目的タンパク質の濃度を測定した。

2）RNAの合成

　3’末端の2塩基が突出するような合成二本鎖siRNA（ds－siRNA）を作製する
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ためにmGFP配列を基にTAKARA　Custom　siRNA　Synthesisサービス（TAKARA

社）に依頼し・21塩基〔・iR［NAmGFP2i（・）、

（5’－UUGGCGAUGGCCCUGUCCUUU－3∋）と・iRNAmGFP21（．）；

（5’－AGGACAGGGCCAUCGCCAAUU－3’）］および25縫［・iRNAmGFP25（＋）；

（5’－ACUACCUGUUCCAUGGCCAACACUU－3・）と・iRNAmGFP25（．）

（5’－GUGUUGGCCAUGGAACAGGUAGUUU－3’）］のセンス鎖、アンチセンス

鎖RNAを合成した。これらの合成一本鎖RNA（ss－21、　ss－25）を用いて以下の

手順でds－siRNA（dS－21、　ds－25）を作製した。センス鎖、アンチセンス鎖の各

RNA（25μg）を等量混合し、溶液量の1／4量の5Xアニーリング緩衝液［］50

mM　HEPES－KOH（pH　7．4）、500　mM酢酸カリウム、10　mM酢酸マグネシウム］

を加え混合後、95℃で1分間、70℃で1分間加熱し、1時間かけて37℃まで温

度を下げ、さらに37℃で1時間インキュベートした。反応液を15％ポリアク

リルアミドゲル電気泳動（ポリアクリルアミドとビスアクリルアミドの比率は

39：1にした。）し、泳動終了後のゲルをエチジウムブロマイド染色Lた。UV

照射下で目的のバンドを含むゲル片を切り出し、マイクロチューブに移した後、

ゲル片（mg）当たり2倍容のPAG溶出液［0．5　M酢酸アンモニウム（pH　8．0）、

lmM　EDTA　（pH　8．0）、10・mM酢酸マグネシウム］を加え、37℃で12－18時間

インキュベートした。遠心分離（14000　rpm、10分間、4℃）後、上清を新しい

チュー一ブに回収した。ゲル片の残ったチューブに再び2倍容のPAG溶出液を加

え、37℃で4時間インキュベートした。遠心分離（14000　rpm、10分間、4℃）

後、上清を回収した。回収した上清はフェノール／クロロホルム抽出後、

ProbeQ皿t　G－50　Micro　Colums（Amersharn　＊±）を用いて酬し、　ds－21、－25溶

液とした。

　400塩基の二本鎖RNA（ds400）を合成するために、mGFPの5’末端から400bp
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のcDNA断片をpBlu・・cript・SK・｛こ以下の手順でクn一ニングした．　pBSKmGFP

を鋳型DNAとしてセンス鎖プライマー［・mGFPB。m（＋）；

（5’－C㏄GG醒CC灯GAGT繊GGAG触CT羊3・）（下線部はB。mHIサイト）］

とマイナス鎖プライマー［mGFP4・0）f・a（．）；

（5’－T㏄TC題GAmCGTCCTCCTTG蝋TCGA－3・）（下線部はXbalサイト）］

を用いたPCRを行い・PCR勘をBamHIとXb・1で切断後、ゲルから約4・・bp

のDNA断片を回収し、同制限酵素で処理したpBluescript　SK（＋）にライゲー

ションした。得られたクローンをpBSKmGF400とした。

　制限酵素BamHI（またはXbal）で線L状化したpBSKmGF400とT3　RNA

polymerase（あるいはT7　RNA　pOlymerase　；　Promega社）を用いて、　mGFPのマ

イナス鎖RNA（またはプラス鎖RNA）を2－L－（5）に記載した方法で作成

した。ただし、10xDIG　Iabeling　mixの代わりに最終濃度が各05　mMになるよ

うに2．5mMのrArP、　rCTP、　rGTP、　rUTP（Promega社）をそれぞれ加えて転写

反応を行った。

　ds400を作製する場合には、アニーリング反応後に反応液をエタノール沈殿

し、RNase　A／T　l溶液（10　mM　Tris－HCI（pH　8．0）、10mM　EDTA、300　mM　NaCl、

40ng／pt　1　RNase　A、0．2　unjts／μ　1　RNase　T　l）に懸濁後、37℃で1時間インキュベ

ートして二本鎖RNAの一本鎖RNA部分を分解した。反応液をフェノール／ク

ロロホルム抽出、エタノール沈殿後、5％ポリアクリルアミドゲル電気泳動し、

上述した方法でゲルから目的のバンドを回収した後、精製した。得られた溶液

をds－400溶液とした。

3）プローブRNAの5’末端標識

　2）で合成した二本鎖RNA（ds－21、　ds・25）と一本鎖RNA（ss－2　1、　ss－25）を
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T4　polynucleotide　kinase（T4PNK）と［γ一32P］ArPを用いて以下の手順で5・末

端を32P標識した。

　5μ1（lpmolノμDの合成RNA、15μ1の［γ一32P］ArP溶液（約6MBq；

GE　healthcare社）・10μ1の5×T4PNK緩衝液［50　mM　Tris－HCI（pH9．5）、10mM

MgCI2・5mM　DTT・5％グリセロール］、2μ1のT4　PNK（10　units／μ1；TAKARA

社）そして18μ1の滅菌水を加えて混合し、37℃で1時間インキュベートした。

反応液をフェノール／クロロホルム抽出後、上清をProbeQuant　G．50　Micro

Coh皿ns（Amersh㎜社）を用いて精製し、32P標識ds－21、－25プローブ溶液と

した。プローブ溶液は10fino1／μ1になるように調整し、実験に用いるまで一80℃

で保存した。標識せずに5’末端のリン酸化反応を行う場合には、［γ一32P］Arp

の代わりに最終濃度が1mMとなるようにATPを加えた。

4）ゲルシフトアッセイ

　1）で精製したP50と3）で32P標識した（iS・・21、　ds－25、　ss－21またはss－25プ

ローブを用いたゲルシフトアッセイを以下の手順で行った。

　1μ1のP50タンパク質溶液（O－1000　ng）、1μ1のRNAプローブ（10　fimol）、2

」u　1の5xゲルシフト緩衝液［50　mM　T6s－HCI（pH　7．5）、5　mM　NaCl、5　mM　EDTA、

5mM　DTT、25％グリセロール］、6μ1の滅菌水を加えて混合し、22℃で30

分間インキュベートした。反応液に1μ1の10×ローディング緩衝液（10mM

Tris－HCI（pH　7．5）、50％グリセロール、0．1％BPB）を加え混合後、　Novex　6％レ

タデーションゲル（lnvi仕ogen社）を用いてポリアクリルアミドゲル電気泳動

（200V、25分間）した。泳動緩衝液には05×TBEを用いた。泳動終了後のゲ

ルを固定液（12％メタノール、10・／，酢酸）に10分間浸し、3MMのろ紙（Wattman

社）の上に乗せ、ゲルドライヤー（ArTO社）で乾燥させた（80℃、2時間）。
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乾燥したゲルはX線フィルムに一8・℃で1日から7日間露光し、難した。

　コンペティションアッセイを行う場合には、500ngのP50と10丘nolの32P

標識RNAプローブを含む溶液に、標識していないRNA（100、200、400また

は800　fimol）を加えて同様に反応を行った。

（5）アグロインフィルトレーション

　アグロバクテリウムへのTiプラスミドの導入、培養およびインフィルトレー

ションは2－L－（4）に記載した方法で行った。アグロバクテリウム懸濁液の

濃度はOD600＝1．0に調整し、2種のアグロバクテリウムを同時にインフィルト

レーションする場合は、インフィルトレーションする直前に各懸濁液を等量混

合した。

（6）GFP蛍光観察

mGFPの蛍光観察および撮影は3－1．一（4）の方法で行った

⑦イムノブロット分析

P50タンパク質の葉組織からの検出は2－1．一（6）に記載した方法で行ったe

2．結果

（1）欠失aj　P50変異体のシステミックサイレンシング抑制能
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　P50のシステミックサイレンシング抑制能に関与するアミノ酸領域を調べる

ため、一連の欠失型P50変異体［第22図；pBE2　1　13－P50△A（△A）、pBE2113．p50△B

（△B）・pBE2113－P50△C（△C）、pBE2113－P50△D（ab）、・pBE2113．．P50△E（M）、

pBE2113－P50△F（△F）およびpBE2113－P50△G（△G）］を用いてアグロインフィ

ルトレーションアッセイを行い、GFP－plantでのシステミックサイレンシング抑

制能を調べた。ポジティブコントロールにはpBE2113－Pse（P50）、ネガティブ

コントロールにはpBE2113－P35T（vectoτ）を用いた。　pBI・・GFP（GFP）とPse、

△A、△Bまたは△Cを共にインフィルトレーションした鐘捧では、半分以上の

個体でシステミックサイレンシングが掬制されたが、GFI｝とvector、△D、△E、

△Fまたは△Gの場合では抑制効果はほとんど認められなかった（第5表）。こ

れらの欠失型P50変異体が植物細胞内で蓄穫するか調べるため、インフィルト

レーションした葉組織を用いてイムノブロット分析を行ったところ、全ての変

異体でタンパク質の蓄積が確認された（第25函き。以」二の結果から、P50のシ

ステミックサイレンシング抑制能にはN末端側の37－284アミノ酸を含む領域

が必要であると考えられた。

（2）P50発現植物でのサイレンシングシグナル移行の阻害

　サイレンシングシグナルは原形質連絡（プラズモデスマータ）を通って細胞

間移行し、その後師管を経由して組織間移行し植物個体全身に広がる（65、61、

90、91）。P50がサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害することは第3章

で報告した。本研究ではさらに第24図に示したようにP50－plantとGFP－plant

を用いた接木試験を行った。P50－plantはイムノブロット分析で展開葉および茎
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＋GFP

vec　P50∠IA∠但∠lc∠ID∠IE∠1F∠G

ど包．

第25図．欠失型P50変異体をアグロインフィルトレーションした

　　　　N．　benthamiana葉から抽出した全タンパク質のP5①抗血清を

　　　　用いたイムノブロット分析

インフィルトレーション後2日目の葉組織を用いた。図中のアスタリス

クは野生型および欠失型P50の位置を示している。
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第5表．N．　benthtvni’ana　1ine16cでのアグロインフィルトレーションアッセイに

　　　　おける欠失型P50変異体のシステミックサイレンシング抑制効果

Tiプラスミド

コンストラクト

インフィルトレー　サイレンシングが

ションした個体数　観察された個体数a

抑制効果（％）

GFP＋Vector

GFP＋P50

GFP＋△A

GFP＋△B

GFP＋△C

GFP＋△D

GFP＋△E

GFP＋△F

GFP＋△G

23

23

23

23

23

23

23

23

23

21

8

9

10

10

19

20

23

22

8．7

65．2

60．9

56．5

56．5

17．4

13．0

0．0

4．3

aインフィルトレーション後14日目にシステミックサイレンシングが誘導され

ている個体を計数した。
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でP50タンパク質が発現している個体を選抜し、実験に用いた（第26図）。

　P50－plantあるいはNT－plantを台木とし、　GFP－Plantを穂木として接木した個

体を作製し、台木の展開葉にGFP＋pBl－dsGFP（dsGFP）をアグロインフィルト

レーションし、サイレンシングを誘導した。インフィルトレーション後6週間

で、NT・plantを台木にした場合では14個体中12個体で穂木でのGFP遺伝子の

サイレンシングが観察された（第27図A、第6表）。一方、P50を台木にした

場合では18個体中7個体でシステミックサイレンシングが観察され、残りの

11個体ではサイレンシングは観察されなかった（第27図B、第6表）。これら

の結果から、P50は接木によるサイレンシングシグナルの台木から穂木への移

行を阻害することカζ示された。

　次に、P50がサイレンシングシグナルの師管を利用した組織間移行を阻害す

るか解析した。GFP－plantを台木とし、　P50－plantあるいはNT－plantの茎を中間

台として接木し、さらにその中間台の上にGFP－plantを穂木として接木した。

台木の展開葉にGFP＋dsGFPをアグロインフィルトレーションし、サイレンシ

ングを誘導した。インフィルトレーション後6週間で穂木のGFP蛍光を観察し

たところ、N㍗plantを中間台として用いた場合では、11個体中9個体でGFP蛍

光の消失が観察されたのに対し（第28図A、第6表）、P50－plantを中間台とし

た場合ではサイレンシングが誘導されたのは10個体中4個体で、残りの6個体

ではサイレンシングが阻害された（第28図B、第6表）。これらの結果は、P50

がサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害することを強く示唆するもので

ある。

86



Ieaf stem

NT P50－plant NT P50－plant

50KDa

第26図．P50発現N．　benthamiana（P50－plant）の葉組織および茎から抽出し

た全タンパク質のP50抗血清を用いたイムノブロット分析

T2世代のP50発現が確認された個体のうち5個体を示している。ネガ

ティブコントロールとして非形質転換体（NT－plant）を用いた。

矢印はP50の位置を示している。
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A B

第27図．P50－plantまたはNT・－plantを台木として用いた接木個体のGFP蛍光

観察像

A：GFP－plant（穂木）／NT－plant（台木）

B：GFP－plant（穂木）／P50－plant（台木）

第24図Aに示した接木試験を行った。台木の展開葉にアグロインフィ

ルトレーションでGFPのサイレンシンシング誘導後6週間目にUV照

射下でGFP蛍光観察像を撮影した。矢印は接木の接合部を示している。
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B

第28図．P50－plantまたはNT－plantを中間台木として用いた接木個体のGFP

蛍光観察像

A：GFP－plant（穂木）／NT－plant（中間台木）／GFP－plant（台木）

B：GFP－plant（穂木）／P50－plant（中間台木）／GFP－plant（台木）

第24図Bに示した接木試験を行った。台木の展開葉にアグロインフィ

ルトレーションでGFPのサイレンシンシング誘導後6週間日にUV照

射下でGFP蛍光観察像を撮影した。矢印は接木の接合部を示している。

89



第6表．P50－plantを台木または中間台木として用いた場合のシステミック

　　　サイレンシング抑制効果

台木穂木

　　　or
台木／中間台聴木

インフィルトレ

ーションした

　　個体数

サイレンシング　抑制効果

が観察された　　　（％）

　個体数n

　　Nr－plant／GFP－plant

　　P50－plant／GFP－plant

GFP－plant／NT－plant／GFP－plant

GFP－plant／P50－plant／GFP－plant

14

i8

11

10

12

7

9

4

14．3

61．1

18．2

60

aインフィルトレーション後6週間目に穂木でシステミックサイレンシングが

誘導されている個体を計数した。
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（3）P50のRNA結合特性

　これまでに報告されている植物ウイルスのサイレンシングサプレッサーの多

くはsiRNAや二本鎖RNA（dsRNA）結合能を有しており、このdSRNA結合能

はサプレッサーの共通の機能であることが示唆されている（47、59）。P50に

siRNAやdsRNA結合能があるか明らかにするため、大腸菌を用いて発現した

P50と［γ一32P］ATP標識した合成RNAプロー一・ブ（ds－21、　ds－25、　ss－21、　ss－25）

を用いたゲルシフトアッセイを行った。

　まず、P50タンパク質量を段階的に増加（0、62．5、125、250、500、　leOO　ng）

させ、ds－21およびds－25（いずれも10丘nol）と結合するか調べた。その結果、

ds－21またはds－25のどちらの場合でもP50タンパク質を加えない場合（O　ng）

では、フリーdsRNAのシグナルのみ検出されたが、　P50タンパク質を加えると

フリーdsRNAより移動度が遅いシグナルが検出され、そのシグナル強度はタン

パク質量に比例して増加した（第29図A）。この結果から移動度が遅延したシ

グナルはP50－RNA複合体のシグナルだと考えられた。また、［γ一32P］Arp標

識した21および25塩基の一本鎖RNA（ss・21、－25）をプローブとしてゲルシ

フトアッセイを行ったが、P50タンパク質量が62．5－1000　ngの場合でP50－RNA

複合体のシグナルは得られなかった（第29図B）。P50とds－21およびds－25の

結合が特異的であるか調べるため、非標識のds－21、　ds－25、　ss－21、　ss－25および

ds－400を用いたコンペティションアッセイを行った。　P50は500　ng、プローブ

はds－25（10　frnol）とし、100、200、400あるいは800　finolの非標ee　RNAをコ

ンペティターとして用いた。ss－21およびss－25をコンペティターRNAとして加

えた場合では、800伽ol（80倍）加えてもP50－RNA複合体のシグナル強度に影

響しなかった（第30図A）．一方でds－21、　ds－25およびd・40・をコンペティタ
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A
Competitor　RNA
　　（fmol）

　　　ss－21　nt　RNA　ss・25nt　RNA

　　　一一一■■∠－t
ぜ鴫詑ふ’ふ☆ぷ’ふ評

B
Competiter　RNA
　　（fmol）

8

ds．21nt　RNA　ds肩25nt　RNA

∠一■■∠頃■■

C

ds400nt
RNA（fmol）

マな““ふ“

第30図．大腸菌で発現したP50とds－25nt　RNAプローブにコンペティターRNAを加えたコンペティションアッセイ

A：コンペティターとして100から800　finolの一本鎖RNA（ss－21nt　RNAまたはss－25nt　RNA）を用いた

B：コンペティターとして100から800　fino　lの二本鎖RNA（ds－21nt　RNAまたはds－25nt　RNA）を用いた

C：コンペティターとして100から800丘nolの二本鎖RNA（ds－400nt　RNA）を用いた。

組み換えP50は500ng、プローブRNA（ds－25nt　RNA）は10血olを用いた。　Probe：プローブRNAのみ、

Cont：500　ngのP50とプローブRNA。矢印はP50とプローブRNA複合体、矢じり形の印はプローブRNAの

位置を示している。



一として加えた場合では、コンペティターの量が増加すると、P50－RNA複合体

のシグナル強度が低下した（第30図B、C）。以上の結果から、　P50は試験管内

でサイズ非特異的にsiRNAを含む二本鎖RNAに結合することが示された。

　P50の核酸結合ドメインは二箇所（82－125アミノ酸と126－276アミノ酸）

にマッピングされている（38）。P50の二本鎖RNA結合にはこの二箇Eliの核酸結

合ドメインのうちどちらが関与しているか調べるため、二種の欠失型P50変異

体［△D（216－284アミノ酸を欠失）、△G（37－124アミノ酸を欠失）］をP50

と同様に大腸菌で発現させ、ds－25プローブと結合するか調べた。△Gタンパク

質を用いた場合では、タンパク質量に比例してP50－RNA複合体のシグナル強度

が増加し、P50と△G間でシグナル強度に顕著な差は認められなかったが、△D

の場合ではP50または△Gと比較してP50－RNA複合体のシグナル強度が弱かっ

た（第31図）。この結果から、P50の二箇所の核酸結合ドメインのうち126－276

アミノ酸の領域が二本鎖RNAの結合に関与していると考えられた。

3．考察

　本研究では、ACLSVのサイレンシングサプレッサーであるP50がどのような

メカニズムでサイレンシングシグナルの移行を阻害し、システミックサイレン

シングを抑制するか明らかにするため、まずはP50のシステミックサイレンシ

ング抑制に必要なアミノ酸領域の同定を試みた。一・一・連の欠失型P50変異体（第

22図；△A、△B、△C、皿、皿、△Fおよび△G）を用いてアグロインフィルトレ

ーションアッセイで解析したところ、P50、△A、△Bまたは△Cではシステミッ

クサイレンシング抑制効果が認められたが、△D、△E、△Fまたは△Gの場合で

は抑制効果はほとんど認められなかった（第5表）。これらの結果から、P50の
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Recombinant　Protein（ng）

　　　P50　　△D　　△G

“　”ぷ’ヅぷ　”ぷ

P50・RNA　complex

Free　probe

第31図．大腸菌で発現したP50および欠失型P50変異体（△1）と△G）とds－25nt

　　　　　RNAプローブを用いたゲルシフトアッセイ

組み換えタンパク質は250、500または1000ng、プローブRNAは10finol

を用いた。矢印はP50とプローブRNA複合体のシグナル、矢じり形

の印はプローブRNAの位置を示している

95



システミックサイレンシング抑制能にはN末端側の37－284アミノ酸を含む領

域が重要であることが明らかになった。△A、△Bおよび△Cは細胞間移行能の無

い変異型ACLSV－cDNAクローンの感染を相補できることや、野生型P50と同様

にプラズモデスマータへ局在すること、また細胞間移行能および管状構造誘導

能を保持していることが報告されている（80、81）。一方、△D、E、△Fおよび

△Gはそれらの機能が完全に失われている（80、81）。従って、P50のシステミ

ックサイレンシング抑制には細胞間移行タンパク質としての機能が保持されて

いることが必要と考えられた。サイレンシングシグナルはプラズモデスマータ

を通って細胞間移行し、師管を経由して組織間移行することから（65、61、90、

91）、P50のプラズモデスマータへの局在や師管への移行と…蓄積が重要かもしれ

ない。イムノブロット分析により本研究で供試した欠失型P50変異体はシグナ

ルに差があるものの、植物細胞内で蓄積することが確認された（第25図）。こ

のシグナル強度の差は、蓄積レベルが異なるためか、あるいは抗原性の差なの

かは不明である。

　P50がサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害するかを明らかにするた

めP50発現N．　benthamiana（P50－plant；第26図）とGFP発ij　N．　benthamiana　1ine16c

（GFP－plant）を用いた接木試験を行ったところ（第24図）、　P50を台木として

用いた場合（第24図A）と中間台木として用いた場合（第24図B）のいずれに

おいても、非形質転換体（Nr－pl　ant）を用いたコントロールと比較して穂木での

システミックサイレンシング抑制効果が認められた（第27、28図、第6表）。

これらの結果から、P50は師管内でサイレンシングシグナルの移行を阻害するこ

とが示唆された。接木試験でのP50のシステミックサイレンシング抑制効率は

不完全であり（約60％）、アグロインフィルトレーションによる一過性発現の場

合と同様の結果となった。本研究で用いたP50－plantはホモ化されていない世代
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であるため・P50の発現量が影響しているのかもしれない。あるいは、　P50の作

用機構では完全にサイレンシングシグナル移行を阻害できない可能性も考えら

れる。

　P50と同様にCMV－2bもまた師管でサイレンシングシグナルの組織間移行を

阻害することが報告されている（27）。これに加えてCMV－2bはサイレンシング

抑制のために様々な機能を持っている：1）シロイヌナズナのRNAサイレンシ

ング誘導タンパク質複合体（RISC）の重要な構成因子の一つであるArgonautel

タンパク質に直接相互作用し、そのRNA切断活性を阻害する（108）；2）siRNA

を含む二本鎖RNA結合能を持ち、その能力が失われた変異体ではローカルおよ

びシステミックサイレンシング抑制能が低下する（26）；サリチル酸により発現

誘導されるシロイヌナズナのRNA－dependent－RNA　pOlymerase　1（RdR1）依存性

のCMV特異的siRNA産生を阻害する（19）。しかしながら、これらのどの機能

がサイレンシングシグナルの組織間移行の阻害に関与するかは明らかではない。

多くのサイレンシングサプレッサi－・一一はsiRNAや二本鎖RNAと結合能を持つこと

から、siRNAや二本鎖RNAへの結合がサプレッサーの共通の機能であることが

示唆されている（47、59）。そこで、P50がこれらのRNAに結合できるか調べる

ため、大腸菌で発現したP50と合成siRNAおよび二本鎖RNAを用いたゲルシ

フトアッセイで試験管内での結合能を解析した。その結果、P50は21および25

塩基の合成二本鎖siRNAに結合するが（第29図A）、一本鎖の合成siRNAには

結合しないことが示された（第29図B）。さらに、コンペティションアッセイに

より400塩基の二本鎖RNAにも結合することが明らかとなった（第30図C）。

これらの結果から、P50はサイズ非特異的な二本鎖RNA結合能を持っことが示

された。これまでに報告されているsiRNA結合能を持つサプレッサーは細胞内

でsiRNAと結合することで、標的mRNAの分解を防ぐと考えられる（13、47）。
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P50はこれらのサプレッサーと同様にsiRNAおよび二本鎖RNA結合能を持つが、

細胞内でのサイレンシングは抑制しない（第13、14図）。この違いはP50の細

胞内局在（細胞質表層およびプラズモデスマータに局在）と関連しているかも

しれない。

　P50の二箇所の核酸結合ドメイン［ドメインA（82－125アミノ酸）とドメイ

ンB（126－276アミノ酸）；38）のうちどちらが二本鎖RNA結合に関与するか

調べるため、二種の欠失型P50変異体［△D（216－284アミノ酸を欠失）、△G

（37－124アミノ酸を欠失）］を用いて解析したところ、ドメインBの216　”一一　276

アミノ酸の領域が二本鎖RNAの結合に関与することが示された（第31図）。こ

の2箇所のドメインの核酸結合能の違いは、P50がドメインAでウイルスゲノ

ムへ、ドメインBでサイレンシングシグナルへ結合することを意味しているの

かもしれない。これまでに報告されている多くのサイレンシングサプレッサー

はsiRNAまたは二本鎖RNA結合能を持つことから（13、45、46、47、59、87）、

P50の二本鎖RNA結合能もまたサイレンシング抑制に重要な役割を果たしてい

ると考えられる。今後、P50が植物細胞内でsiRNAあるいは二本鎖RNAに結合

するか明らかにする必要があるだろう。
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第5章　総合考察

　わが国のリンゴに感染しているACLSVはCPアミノ酸配列に基づいた系統解

析で2つのタイプ（P205タイプとB6タイプ）に区別できることが明らかにな

った（第1図）。また、2っのタイプ間で40、59、75、130および184番の5箇

所のアミノ酸は連動して変異している（第2図）。この5箇所のアミノ酸のうち

40番と75番の組み合わせ（アラニンとフェニルアラニンまたはセリンとチロシ

ン）が草本宿主に対する感染性に重要である（97）。すなわち、CPは粒子形成

の役割以外にウイルスの細胞レベルでの増殖あるいは細胞間移行に関与する可

能性が考えられた。そこで本研究では、感染性の消失した変異体を解析するこ

とで、CPの未知の機能を明らかにしようとした。まず、　Tiプラスミドを基にし

た感染性cDNAクロー一ン（pBICLSF）を構築し、アグロバクテリウムを介した

ウイルス接種系を確立した。pBICLSFのアグロインフィルトレーション法によ

る接種では、100％の感染率を示し、さらにインフィルトレーションした組織の

多数の細胞で同調した感染を誘導できるため、プロトプラストを用いた実験系

と同様に細胞レベルでのウイルス増殖能の解析できる（第6図）。本研究で確立

したpBICLSFのアグロバクテリウムを介した接種法は、効率的なウイルス接種

法が確立されていない果樹への接種にも応用できるかもしれない。

　pBICLSFを基にCPの40番と75番のアミノ酸をそれぞれ一方のみにアミノ酸

置換（アラニンからセリンまたはチロシンからフェニルアラニン）を導入した

変異体（pBICLCPm40およびpBICLCPm75）を作製し（第4図）、細胞レベルで

の増殖能を調べたところ、ウイルスゲノムRNA、複製型二本鎖RNAおよびウ

イルスタンパク質（MPとCP）の蓄積が著しく低下した。一方、40番と75番両

方のアミノ酸を置換した変異体（pBICLCPm40m75）は野生型（pBICLSF）のぞ
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れらと同レベルであった（第6、7図）。すなわち、この2箇所のアミノ酸の組

み合わせが効率的なウイルス複製に重要であると考えられた。これまでに報告

されたACLSVの12分離株およびリンゴ樹から直接RT－PCRで増幅したcDNA

クローンにおいては、CPアミノ酸番号40、59、75、130および184番の5箇所

のアミノ酸の組み合わせはP205およびB6タイプのどちらかに保存されている

が、本研究の逆遺伝学的な解析から、40番と75番のアミノ酸の組み合わせが重

要であることが証明された。一方、59、130および184番は遺伝的浮動により2

つのタイプに分かれたことが示唆された。40番と75番のアミノ酸の組み合わせ

がなぜ2つのタイプ存在するのか明らかではないが、2種のカルモウイルスで報

告されているように宿主適応と関連するかもしれない（50、69）。今後、この2

箇所のアミノ酸の組み合わせが果樹での増殖能あるいは病原性などに関与する

か明らかにする必要があるだろう。

　変異型CPタンパク質（CPm40、　CPm75およびCPm40m75）のアグロインフ

ィルトレーションによる一過性発現試験では、CPの40番と75番のアミノ酸の

組み合わせはCPタンパク質のN．　occidentalisでの安定性に影響することが明ら

かとなった（第8図）。この結果から、CP変異型cDNAクローン（pBICLCP醜40、

pBICLCPm75）の感染性の消失は、変異型CPタンパク質が合成されても植物細

胞内で安定に蓄積しないため、粒子形成および複製を効率的に行うことができ

ず、単細胞での増殖が抑制されるのが原因と考えられた。そこで、pBICLCPm40

またはpBICLCPm75の増殖が野生型CPの一過的な共発現で相補されるか解析

したところ、pBICLCPm40およびpBICLCPm75の複製は相補されず、そればか

りでなくpBICLSFのゲノムRNA蓄積が阻害された（第9図A）。このゲノムRNA

蓄積阻害はCPタンパク質の発現により誘導されることから（第9図B）、　CPは

その発現量あるいは発現するタイミングによってはウイルス複製に対して阻害
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的に働くことが示唆された。CPタンパク質の過剰発現による、ゲノムRNA蓄

積阻害がどのようにして引き起こされるのかは明らかではないが、この現象を

解明することで、CPのウイルス複製における機能を知ることができるかもしれ

ない。CPは粒子形成する以外に、ウイルス複製、病徴発現、細胞間移行、長距

離移行およびRNAサイレンシングの抑制などの様々な機能を持つことが他のウ

イルス種で報告されている（9、10、15、52、67、84）。本研究においてはACLSV－CP

がウイルス複製の効率にも重要な機能を持っことを明らかにした。CPがウイル

ス複製に関与する例はアルファモウイルス属のアルファルファモザイクウイル

ス（Alfalfa　mosaic　virzas；AMV）およびイラルウイルス属で報告されているのみ

である。これらのウイルスは、ゲノムRNAに加えてわずかなCPタンパク質あ

るいはCPサブゲノムRNAを感染に必要とし（5、6）、　CPがゲノムRNAの3’

末端非翻訳領域に結合することがウイルス複製に必須である（28、43、63）。

ACLSVにおいてもCPとウイルスゲノムRNAとの相互作用がゲノムの複製にと

って重要なのかもしれない。

　植物ウイルスが宿主植物に感染すると、ウイルスに対する基礎的防御機構で

あるRNAサイレンシングの標的となる（3、20、86、89、96）。多くのウイルス

はこのRNAサイレンシングを回避し、効率的に全身感染するため、サイレンシ

ングサプレッサーをコードしている（72、93）。本研究では、ACLSVのコード

するどの遺伝子がRNAサイレンシングサプレッサー活性を有するかをN．

benthamiana　linel6c（GFP－plant）を用いたアグロインフィルトレーションアッセ

イで解析した。その結果、ACLSVのコードする3種のタンパク質（P216、　P50

およびCP）のうちP50が、インフィルトレー一ションした細胞内で引き起こされ

るローカルサイレンシングには影響しないが、サイレンシングシグナルの移行

により引き起こされるシステミックサイレンシングを抑制した（第13－17図、第
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1表）。P50は一本鎖および二本鎖RNAのどちらでサイレンシングを誘導した場

合でもシステミックサイレンシングの阻害効果を示し（第1表）、二種のsiRNA

蓄積に影響しなかった（第18図）。また、P50がサイレンシングシグナルの産生

と移行のどちらを阻害するか調べるため、P50をGFP－plantの展開葉の基部に発

現させ、同じ葉の先端部でGFPのサイレンシングを誘導したところ、システミ

ックサイレンシングが阻害されたことから（第2表）、P50はサイレンシングシ

グナルの産生よりはむしろ移行を阻害することが強く示唆された。ACLSVと同

様に果樹を宿主とするALSVにっいてもサイレンシングサプレッサーの解析を

行ったところ、ALSV－RNA2にコードされる3種の外被タンパク質（Vp25、　Vp24

およびVp20）のうちVp20がサイレンシングサプレッサー活性を持ち、　P50と

同様にサイレンシングシグナルの移行を阻害することでシステミックサイレン

シングを抑制することを明らかにした（第19－22図、第3、4表）。P50および

Vp20のようにシステミックサイレンシングを特異的に阻害するサプレッサーの

報告例は少ない。カンキツトリステザウイルス（CitrtLS　tristeza　virus；CTV）の

CPとRice　yellow　mottle　virus（RYMV）のP1タンパク質のみである（30、33、52）。

RYMV－P　1は長鎖siRNA（24－26nt）の蓄積を阻害するが、　CTV－CPはP50やVp20

と同様にローカルサイレンシングにはほとんど影響せずにシステミックサイレ

ンシングを抑制する。ACLSV－P50は細胞間移行タンパク質、　ALSV－Vp20と

CTV－CPは外被タンパク質と機能的には全く異なるタンパク質であるにも関わ

らず、サイレンシングサプレッサーとしての性質は類似している点は非常に興

味深い。さらに、ACLSV、　ALSVおよびCTVはいずれも永年性果樹を宿主とす

るウイルスである。システミックサイレンシングを特異的に阻害する機能を持

ったサプレッサーは果樹での持続的感染に重要なのかもしれない。今後、ACLSV

およびALSVの果樹での感染、増殖過程の特徴とシステミックサイレンシング
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を特異的に阻害するP50およびVp20の機能との関連性を明らかにする必要があ

るだろう。

　ACLSV感染性cDNAクローン（pBICLSF）とGFPをアグロインフィルトレー一

ションでN．　occidentalisに共発現させてもGFP遺伝子のローカルサイレンシング

は抑制されなかった。また、外来遺伝子（GFP）および植物の内在性遺伝子配列

を組み込んだALSVは、感染細胞で効率的に標的遺伝子のサイレンシングを誘

導する（35、98、100）。これらのことは、ACLSVおよびALSVは細胞内で誘導

されるローカルサイレンシングを積極的に抑制しないことを示唆しており、サ

イレンシングサプレッサーの性質とも一致する。したがって、これらのウイル

スはサイレンシングサプレッサーでサイレンシングを抑制する手段のほかに、

何らかのサイレンシング回避機構を備えていることが考えられる。ALSVにおい

ては、サイレンシングが誘導されている細胞であっても、ウイルスゲノムおよ

び外被タンパク質が検出されるが、ウイルスゲノム由来のsiRNAは検出されな

いことから速やかにウイルス粒子化することでゲノムRNAを保護しているので

はないかと推測されている（IOO）。あるいは、土壌伝染性ウイルスであるビー

トえそ性葉脈黄化ウイルス（Beet　necrotic　yellow　vein　virtLS　；　BNYVV）やタバコ茎

えそウイルス（Tobacco　rattle　viruts；TRV）では、根特異的なサイレンシング抑

制能があることが報告されていることから（68）、ACLSVおよびALSVにも組

織特異的なローカルサイレンシング抑制活性があるのかもしれない。

　ACLSVのサイレンシングサプレッサーであるP50がどのようなメカニズムで

サイレンシングシグナルの移行を阻害するのか明らかにするため、まずはP50

のシステミックサイレンシング抑制に必要なアミノ酸領域の同定を試みた。一

連の欠失型P50変異体（第22図；△A、△B、△C、△D、△E、△Fおよび△G）を

用いてアグロインフィルトレーションアッセイで解析したところ、P50、△A、△B
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および△Cではシステミックサイレンシング抑制効果が認められたが、△D、△E、

△Fおよび△Gの場合では抑制効果は認められなかった（第5表）。この結果から、

P50のシステミックサイレンシング抑制能にはN末端側の37－284アミノ酸を

含む領域が重要であることが示された。△A、△Bおよび△Cは細胞間移行能の無

い変異型ACLSV－cDNAクローンの感染を相補でき、野生型P50と同様にプラズ

モデスマータへの局在、細胞間移行能および管状構造誘導能を保持しているが、

△D、△E、△Fおよび△Gは細胞内でそれらの機能が完全に失われる（37、80、

81）。従って、P50のシステミックサイレンシング抑制と細胞間移行タンパク質

としての機能は密接に関連しているのかもしれない。

　P50がサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害するか明らかにするため、

P50発現N．・benthamiana（P50－plant；第26図）とGFP－plantを用いた接木試験を

行ったところ（第24図）、P50を台木として用いた場合（第24図A）と中間台

木として用いた場合（第24図B）のいずれにおいても、穂木でのシステミック

サイレンシング抑制効果が認められた（第27、28図、第6表）。この結果はP50

が師管でサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害することが強く示唆して

いる。

　サイレンシングシグナルの細胞間移行と組織間移行は異なる分子が関与する

と考えられており（61、90）、細胞間移行には21から22塩基の短鎖siRNAがシ

グナル分子を構成する重要な因子である（21、30、33）。一方、組織間移行には

24－25塩基の長鎖siRNAが関与するという報告と（30、33）、　siRNA以外の核酸

分子が関与する報告がされているが（8、56、57）、未だ不明な点が多い。P50は

サイレンシングシグナルの移行経路であるプラズモデスマータおよび師管に局

在または蓄積することから（80、81、104）、P50がサイレンシングシグナル分子

に直接結合して移行を阻害しているのではないかと考え、P50のRNA結合能を
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ゲルシフトアッセイで解析した。その結果、　P50はサイズ非特異的な二本鎖RNA

結合能を持つことが示された（第29、30図）。この結果はsiRNAおよび二本鎖

RNAがサイレンシングシグナル分子であることを示しているのかもしれない。

また、P50の二箇所の核酸結合ドメイン［ドメインA（82－125アミノ酸）とド

メインB（126－276アミノ酸）；38）のうちドメインBの216　一一　276アミノ酸の

領域が二本鎖RNAの結合に強く働いていることが示された（第31図）。この2

箇所の核酸結合ドメインは、ウイルスゲノムRNAとサイレンシングシグナル分

子という二つの標的へ結合するためにその結合特性が異なるのかもしれない。

ドメインBの二本鎖RNA結合能がサイレンシンシグナル移行阻害に関与するか

調べる必要があるだろう。

　本研究ではACLSVのCPとP50が複数の機能を有する多機能性タンパク質で

あることを明らかにした。すなわちCPは粒子形成と効率的な複製に関与し、P50

は細胞間移行タンパク質としての機能に加えてサイレンシングサプレッサーと

して働く。これらの機能はどちらのタンパク質でも本来の機能と密接に関連し

ており、ウイルスの効率的な感染をサポートする機能である。ACLSVはバラ科

の果樹に広く感染し、世界中の果樹に広く分布している（51、102）。本研究で

明らかにしたCPとP50の多機能性はACLSVが果樹に適応するために進化して

きた結果なのかもしれない。本研究で得られた知見が今後の果樹ウイルス病の

効率的な防除法を講じる上で役立っことを期待したい。
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摘要

本研究ではリンゴクロロティックリーフスポットウイルス（ACLSV）の外被タ

ンパク質（CP）と細胞間移行タンパク質（P50）の多機能性を明らかにする目的

で、1）リンゴクロロティックリーフスポットウイルス外被タンパク質

（ACLSV－CP）のアミノ酸変異の解析、2）ACLSVとリンゴ小球形潜在ウイルス

（ALSV）のRNAサイレンシングサプレッサーの同定、3）ACLSV－Pseのシス

テミックサイレンシング抑制機構の解析を行った。結果は以下のように要約さ

れる。

1．リンゴクロロティックリーフスポットウイルス外被タンパク質（ACLSV℃P）

のアミノ酸変異の解析

（1）Tiプラスミドを基にしたAcLsv感染性cDNAクローン（pBlcLsF）を構

築し、アグロバクテリウムを介したウイルス接種系を確立した。本法による接

種では、インフィルトレーションした組織の多数の細胞で同調した感染を誘導

できるため、プロトプラストを用いた実験系と同様に細胞レベルでのウイルス

増殖能の解析が可能となった。

（2）pBICLSFを基にCPの40番と75番のアミノ酸をそれぞれ一方のみにアミ

ノ酸置換（アラニンからセリンまたはチロシンからフェニルアラニン）を導入

し感染性の消失した変異体（pBICLCPm40およびpBICLCPm75）を作製し、こ

れらの変異体の細胞レベルでの増殖能を調べた。その結果、これらの変異体は

ウイルスゲノムRNA、複製型二本鎖RNAおよびウイルスタンパク質（MPと

CP）の蓄積が著しく低下したのに対し、40番と75番両方のアミノ酸を置換し

た変異体（pBICLCPm40m75）は野生型（pBICLSF）のそれらと同レベルであっ
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た。以上より、CPの2箇所のアミノ酸の組み合わせは効率的なウイルス複製に

重要であることが明らかとなった。

（3）変異型CPタンパク質（CPm40、　CPm75およびCPm40m75）のアグロイ

ンフィルトレーションによる一過性発現試験では、CPの40番と75番のアミノ

酸の組み合わせはCPタンパク質のN．　occidentalisでの安定性に影響することを

明らかにした。また、pBICLCPm40またはpBICLCPm75の増殖が野生型CPの

一過性発現で相補されるか解析したところ、pBICLCPm40およびpBICLCPm75

の複製は相補されず、そればかりでなくpBICLSFのゲノムRNA蓄積が阻害さ

れた。このゲノムRNA蓄積阻害はCPタンパク質の発現により誘導されること

から、CPの蓄積はウイルスの効率的な複製に必須であるが、その発現量あるい

は発現のタイミングによっては阻害的に働くことを明らかにした。

2．ACLSVとリンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）のRNAサイレンシング

サプレッサーの同定

（1）ACLSVのコードするどの遺伝子にRNAサイレンシングサプレッサー活

性があるかを調べるため、N．　benthamiana　line16c（GFP－plant）を用いたアグロイ

ンフィルトレーションアッセイで解析した。その結果、ACLSVのコードする3

種のタンパク質（P216、　P50およびCP）およびpBICLSFの発現あるいは感染は

インフィルトレーションした細胞で誘導されるローカルサイレンシングを抑制

しなかった。一方、P50タンパク質の発現は上位葉で誘導されるシステミックサ

イレンシングを特異的に抑制した。P50は一本鎖、二本鎖RNAのどちらでシス

テミックサイレンシングを誘導した場合でも阻害効果を示し、二種のsiRNA蓄

積に影響しなかった。

（2）P50がサイレンシングシグナルの産生と移行のどちらを阻害するか調べる
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ため、P50をGFP－plantの展開葉の基部に発現させ、同じ葉の先端部でGFPのサ

イレンシングを誘導したところ、システミックサイレンシングを阻害した。以

上の結果から、P50はサイレンシングシグナルの産生よりはむしろ移行を阻害す

ることが明らかとなった。

（3）ACLSVと同様に果樹を宿主とするALSVについてもGFP－plantを用いて

サイレンシングサプレッサーの解析を行った。その結果、ALSV－RNA2にコード

される3種の外被タンパク質（Vp25、　Vp24およびVp20）のうちVp20のみがサ

イレンシングサプレッサー活性を持ち、ローカルサイレンシングにはほとんど

影響しないが、サイレンシングシグナルの移行を阻害することでシステミック

サイレンシングを抑制することを明らかにした。

3．ACLSV－P50のシステミックサイレンシング抑制機構の解析

（1）ACLSVのサイレンシングサプレッサーであるP50がどのようなメカニズ

ムでサイレンシングシグナルの移行を阻害するのか明らかにするため、まずは

P50のシステミックサイレンシング抑制に必要なアミノ酸領域の同定を試みた。

一連の欠失型P50変異体（△A、△B、△C、△D、△E、△Fおよび△G）にシステミ

ックサイレンシング抑制能があるか調べるため、GFP－plantを用いたアグロイン

フィルトレーションアッセイで解析したところ、P50、△A、△Bおよび△Cでは

システミックサイレンシング抑制効果が認められたが、△D、△E、△Fおよび△G

の場合では抑制効果は認められなかった。この結果から、P50のシステミックサ

イレンシング抑制能にはN末端側の37－284アミノ酸を含む領域が重要である

ことが示された。

（2）P50がサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害するか明らかにするた

め、P50発…現N．　benthamiana（P50－plant）を作出し、　GFP－pla皿tとの接木試験を行
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った。まず、P50－plantを台木に、　GFP－plantを穂木とした個体と、　GFP－plantを

台木、P50－plantを中間台、さらにGFP－plantを穂木とした個体を作出し、台木で

システミックサイレンシングを誘導した。その結果、P50－plantを台木あるいは

中間台木として用いた場合では、非形質転換体（NT－plant）を用いたコントロー

ルと比較して穂木でのシステミックサイレンシング抑制効果が認められた。こ

れらの結果から、P50は師管でサイレンシングシグナルの組織間移行を阻害する

ことが明らかにされた。

（3）　これまでに報告されているサイレンシングサプレッサーの多くはsiRNA

および二本鎖RNAに結合する。　P50もまたこれらのRNAへの結合能があるか

解析するため、大腸菌で発現させたP50と合成siRNAプローブを用いたゲルシ

フトアッセイにより核酸結合能を解析した。その結果、P50は21、25塩基の合

成siRNAおよび400塩基の二本鎖RNAに結合することが明らかになった。以上

より、P50はサイズ非特異的な二本鎖RNA結合能を持つと考えられた。また、

P50の二箇所の核酸結合ドメイン［ドメインA（82－125アミノ酸）とドメイン

B（126－276アミノ酸））のうちどちらが二本鎖RNA結合に関与するか調べる

ため、二種の欠失型P50変異体［△D（216－284アミノ酸を欠失）、△G（37－

124アミノ酸を欠失）］を用いて解析したところ、ドメインBの216－276アミノ

酸の領域が二本鎖RNAの結合に強く関与することが示された。
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