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学位論文内容の要旨

  テンサイは北海道の畑作農業における輪作体系の基幹作物である。テンサイそう根病は

テンサイの重要病害のーつで、ピートえそ性葉脈黄化ウイルス(Beet necrotic yellow

vein virus; BNYW)によっておこり、土壌菌Poら仰jつぬ艶ぬeに媒介される。汚染

圃場の対策として、pH低下処理や土壌消毒が有効とされ、また、抵抗性品種が開発され

ているが、適用範囲は限られている。本研究は、日本産BNnへ′についてウイルスの病

原性や伝搬性の遺伝子レベルでの解析と遺伝子診断への応用を目的として行い、以下の結

果を得た。

  1．BNnへ′の分離株は4～5種類の分節したRNAでゲノムが構成されている。BNnW

の日本産分離株くBNnヘ′－S）のRNA一1～RNA－4およびBNYvV－D－5、－R83、―S44、

－K79の分離株に含まれていたRNA－5の全塩基配列を決定した。その結果、RNA一1は

6746塩基で、237kDaのタンパク質くP237）をコードするーつのORFを有していた。

P237はN末端側からメチルトランスフウラーゼ・ドメイン、dNロパインディング・

ドメイン、ポリメラーゼ・ドメインをもち、．ウイルス複製に関与する。RNA一2は4609

塩基で、6個のORFがある。ORFlは21kDaの外被夕ンパク質（CP）が、またORF2

にはCPのシスト口ンのアンパー終止コドンからその読み過ごしタンパク質として54kDa

がコードされている。これはCPとの融合夕ンパク質75kDa（P75）として翻訳される。

ORF3、4、5には、それぞれ42kDa（P42）、13kDa（P13）、15kDa（P15）の、ト

リプル・ジーン・ブ口ック（1、GB）と呼ばれるタンパク質がコードされていた。ORF6

には、システインリッチな14kDaのタンパク質（P14）がコードされていた。RNA－3

は1774塩基で、25kDaのタンパク質（P25）、RNA―4は1465塩基で、31kDaのタン

パク質（P331）、RNA―5は1347～1342塩基で、26kDaのタンバク質（P26）をそれ

ぞれコードしていた。以上のRNA―1～―4の遺伝子構造は、フランス産分離株F2のそれ

と同じであった。

  2．BNY、ヘ′－Sと―F2の塩基配列を比較すると、RNA－1で1．4％、RNA―2で4．1％、RNA―3

で2．9％、RNA―4で3．6％の違いがみられた。各ORFのアミノ酸の違いは、P237で114％、

CPで2．1％、P42で0．5％、P13で1．7％、P15で3．0％、P14で7．0％、P25で6．4％、P31

で3．5％あった。それに対してS株とユーゴスラピア株（Y・u2）のCPと1、GBの塩基レ
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ベルの違いはそれぞれ0.7％、1.0％であった。このようにS株はF2株よりYu2株に近

縁であることがわかった。Koenig etむ(1995)の類別に従うとF2はB型に属するの

に対して、S分離株はYu2株と同様、A型に属すると考えられた。日本から分離された

4種のRNA―5には、わずかの差（0．3～0．9％）がみられたが、フランスから分離された

RNA．－5とは、塩基レベルで3．5～3．6％、アミノ酸レベルで3．9～4．8％の違いがみられた。

  3．汁液による継代接種で生じたBNnアゾの欠失変異株について解析した。2種の

RNA－2変異株（480～579塩基欠失）の欠失領域について解析した結果、いずれもCP

読み過ごしタンパク質のC末端領域に欠失が生じていることがわかった。40の野生分離

株から継代接種によって生じた13種のRNA―3変異株、13種のRNA14変異株、3種の

RNA―5変異株について解析したところ、すべてでORF内に欠失が生じていた。欠失塩

基数は、RNA－3では69～607塩基、RNA―4では303～549塩基、RNA－5では303～366

塩基であった。欠失領域のジャンクション近傍の塩基配列をみると、いくっかの分離株に

4～16塩基の一部不完全な反復配列が認められ、また、欠失のジャンクションの集中して

いる領域があったが、他の変異には顕著な特徴が認められなかった。変異の生じる分子機

構として、コピーチョイスカミ考えられる。

  4．形質転換によルウイルス抵抗性植物を得るため、BNいハ′のRNA－2にコードされ

ている3つのTGB遺伝子（P42、P13、P15）をそれぞれ単独、または組み合わせて、

アグ口バクテリウムによりN．み如と：たmabenめamfanaに導入した。その結果、P13とP15

の遺伝子、あるいはP13の変異遺伝子とP15遺伝子とをっないだDNAを導入したN．

ben出amぬnaの一部の系統で、接種葉から上位葉へのウイルスの移行が遅れる傾向が認

められ、抵抗性が獲得された。しかし、P42、P13およびP15をそれぞれ単独で導入し

た植物は抵抗性を示さなかった。

  5．BNnヘ′の5種類の分節RNAに対するcDNAク口ーンをジゴキシゲニン標識した

ものをプローブとして用い、ノーザン・ブ口ット・ハイブリダイゼーションにより各ウイ

ルスRNAを特異的に検出することができた。ドット・ブ口ット・ハイブリダイゼーショ

ンではlopgのRNAの検出が可能であった。テンサイ根から直接核酸を抽出した場合に

は非特異反応がみられ、検出が不十分であったが、サンプルを濃縮することにより検出が

可能となった。

  6．Iてr一PCRによってBNいへ′のRNA－3、RNA－4、RNA―5を検出するためのプライ

マーを設計した。検出感度は1pgであった。テンサイの根から効率よく検出するための

核酸抽出法を検討し、土壌検診法を確立した。Iて卜PCRの検出感度はEuSAと同等また

はそれ以上であった。この手法を用いて北海道内におけるRNA―5の分布を明らかにした。
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ビー トえそ 性葉脈黄化ウイルス(BNYVV)RNAの

構造解析および遺伝子を利用した診断と防除に関する研究

    本論文は、6章で構成され、図18、表7、図版1、弓1用文献132、総頁数99の和論文

で、他に参考論文14編が添えられている。テンサイそう根病はテンサイの重要病害のーつで、

ピートえそ性葉脈黄化ウイルス(BNYW)によっておこる。本研究では、日本産BNYWの全

塩基配列を決定して、これを遺伝子診断に応用した。内容は以下のように要約される。

  1．BNYVVの分離株 は4～5種類の 分節したRNAをゲノム とする。日 本産分離株

(BNY¥rV－S）のRNA一1-- RNAー4、および他の数分離株に含まれていたRNA―5の全塩基配列

を決定した。RNA―1は6746塩基で、237kDaのタンパク質(P237)をコードしていた。P237

はN末端側からメチルトランスフェラーゼ・ドメイン、dIxlTPパインディング・ドメイン、ポリ

メラーゼ・ドメインをもち、ウイルス複製に関与すると推定した。RNA一2は4609塩基で、6

個のORFがあった。ORF1は21kDaの外被夕ンパク質(CP)が、またORF2にはCPのシスト

ロンのアンバー終止コドンからその読み過ごしタンパク質として54kDaがコードされていた。こ

れはCPとの融合夕ンパク質75kDaくP75)として翻訳される。ORF3、4、5には、それぞれ42kDa

(P42)、13kDa (P13)、15kDa (P15)の、トリプル・ジーン・ブロック(TGB）と呼ばれる

タンパク質がコードされていた。ORF6には、システインルッチな14kDaのタンパク質（P14）

がコードされていた。RNA－3は1774塩基で、25kDaのタンパク質（P25）、RNA一4は1465

塩基で、31kDaのタンパク質（P31）、RNA―5は1347～1342塩基で、26kI）aのタンパク質（P26）

をそれぞれコードしていた。以上のRNAー1～―4の遺伝子構造は、フランス株（F2）と同じであ

った。
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  2．BNYW―Sと―F2の塩基配列を比較すると、RNA―1で1.4％、RNA―2で4.1％、RNA―3

で2.9％、RNA-4で3.6％の違いがみられた。各ORFのアミノ酸の違いは、P237で1.4％、CP

で211％、P42で0.5％、P13で1．7％、P15で3.0％、P14で7.0％、P25で6.4％、P31で315％あ

った。それに対してS株とューゴスラピア株(Yu2)のCPとTGBの塩基レベルの違いはそれぞ

れ0.7％、1.0％であった。このようにS株はF2株よりYu2株に近縁であることがわかった。日

本から分離された4種のRNAー5には、わずかの差（0．3～0．9％）がみられたが、フランスから分

離されたRNAー5とは、塩基レベルで3.5 --3.6％、アミノ酸レベルで3.9～4．8％の違いがみられた。

  3．汁液による継代接種で生じたBNYVVの欠失変異株について、遺伝子構造を解析した。2

種のRNA－2変異株は、CP読み過ごしタンバク質のC末端領域に欠失が生じていることがわかっ

た。40の 野生分離株から継代接種によって生じた13種のRNA―3変異株、13種のRNA-4変

異株、3種のRNAー5変異株について解析したところ、すべてでORF内に欠失が生じていた。欠

失領域のジャンクション近傍の塩基配列をみると、いくっかの分離株に4～ 16塩基の一部不完全

な反復配列が認められるので、これらの変異はコピーチョイスモデルによって生じると結論した。

  4．BNYWの 5種 類 の分 節 RNAに 対 す るcDNAク ローンを ジゴキシゲ ニン標識 したもの

をプ口ーブとして用い、ノーザン・ブ口ット・ハイブリダイゼーションにより各ウイルスRNAを

特異的に検出することができた。本法で、10pgのRNAの検出が可能であった。またテンサイ根

か ら 直 接 核 酸 を 抽 出 し 、 濃 縮 す る こ と に よ ル ウ イ ル ス RNAを 検 出 で き た 。

  5．逆 転写ーポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)によってBNYWのRNA－3、RNA－4、RNA―5

を検出するためのプライマーを設計した。検出感度はlpgであった。テンサイの根から効率よく

検出するための核酸抽出法を検討し、土壌検診法を確立した。RT-PCRの検出感度はEUSAと同

等またはそれ以上であった。この手法を用いて北海道内におけるRNA―5の分布を明らかにした。

本研究は、BNYWのゲノム構造を明らかにして、遺伝子診断法を確立したものであり、学

術上の貢献が大きく，学会においても高く評価されるものである。。

    よって審査員一同は、齊藤美奈子氏が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有す

るものと認めた。


