
博 士 （ 農 学 ） 佐 藤 昌 直

学 位 論 文 題 名

クローバー葉脈黄化ウイルス感染に対する

マメ科植物の応答に関する研究

―抵抗性およぴ病徴決定について一

学位論文内容の要旨

ク ロ ー パ ー 葉 脈 黄 化 ウ イ ル ス(CIYVV)ベク ター を利 用し た外 来遺 伝子 の発 現

  宿主の染色体とは独立に増殖するウイルスは，植物細胞での大量遺伝子発現系に適している．

マメ科植物は形質転換体の作成が難しく，これまでに外来遺伝子発現に関する報告はほとんど

ない，加えて，マメ科は遺伝子資源としても多様であり，ダイズなどの重要作物を含む農業上

有用な科である．ク口ーパー葉脈黄化ウイルス(CIYVV)はマメ科を中心に広い宿主範囲をもつ．

そこでCIYVVを利用し，マメ科をターゲットにした外来遺伝子発現系の構築を試みた，これ

までにRNAウイルスであるCIYVVの感染性cDNAク口一ンpCIYViを用いた遺伝子操作系

を確立し，またpCIYVVを外来遺伝子発現用に改変し，pCIYVV-Pst/CPを構築している．本研

究ではpCIYVV-Pst/CPのPlとHC-Proの間にgreen fluorescent protein (GFP)とglutamine synthase

(GS)を挿入し，感染に伴う外来遺伝子の発現を，ウエスタンブ口ットと両夕ンバクの生物学的

活性で確認した，これよりCIYVVベクターを利用した外来遺伝子発現系が確立され，植物内

で機能的なタンパクを発現できることが示された，また，GFP (cycle3)を螢光発光の強い

smRSGFP (C3-S65T)に置換することで，インゲンマメでもウイルス感染に伴う螢光を観察でき

ること，GFPとGSの両方をCIYVVベクターに挿入した場合，えそ誘導が大きく遅れること

を明らかにした．この成果を利用し，以下の宿主゛ウイルスの相互作用の解析を試みた，

インゲンマメのCIYVV抵抗性解析

  ウイルス感染は作物の収量，品質の低下にっながり，農業上の大きな問題である．ウイルス

感染を抑制するためにはウイルス抵抗性品種が用いられているが，抵抗性のメカニズムは明ら

かでないことが多い，本研究ではCIYVV抵抗性インゲンマメ品種Jolandaを同定し，この抵抗

性について解析を行った．JolandaはCIYVV接種に対して病徴を示さず，接種葉でのELISAで

もウイルスを検出できなかった，この結果からJolandaはウイルス感染の初期の過程で，複製

あるいは細胞間移行を阻害していると予想された．GFPを発現するCIYVVやレポーター遺伝

子を用いた解析を行ったところ，Jolandaでは細胞死を伴わずに，1細胞レベルで複製を阻害

する抵抗性が働いていることが示唆された．

  この抵抗性の遺伝学的背景を明らかにするために，Jolandaと感受性の大正金時を交配して
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得られた個体について遺伝学的解析を行ったところ，この抵抗性は劣性1因子に支配されてい

ることが明らかになった．

  ま た， Jolandaの抵 抗性を打破する変異ウイルスCIYVVBrがCIYVVを接種した中育F15

号か ら得 られ た． CIYVV-BrゲノムRNAに対するcDNA断 片を，pCIYW/C3-S65Tの対応 する

断片と入れ替えたキメラウイルスを構築し，Jolandaに接種したところ，CI-6k2-VPgの領域が

変異ウイルスに由来するキメラがJolandaに感染した．この領域の塩基配列を解析したところ，

VPgのN端から中央にかけての領域に3箇所のアミノ酸置換が見っかり，VPgがこの抵抗性

に関与していることが示唆された，

シロイヌナズナでのCIYVV感染における翻訳開始因子の必要性

  シロイヌナズナ，トウガラシ，レタスの翻訳開始因子の1つeukaryotic initiation factor (eIF)4E

あるいはそのアイソフオームeIF(iso)4Eが，CIYVVが属するPotyvirusの他のウイルスの感染

に必要であることが示されている．CIYVVおよびGFPでタグしたCIYVV/C3-S65Tはシ口イヌ

ナズナ野生株に全身感染する．またシ口イヌナズナではeIF4E，eIF(iso)4Eの変異体がすでに

単離されている．  そこで，CIYVVの感染にこれらのelF4E夕ンパク群が必要であるか検定

した．シロイヌナズナではeIF(iso)4EがPotyvirusに属するウイルスの感染に必要な因子である

と報告されていたが，eIF(iso)4E変異体であるAteIF (iso)4E-1にCIYVVは全身感染した，これ

よりeIF(iso)4EはCIYVV感染に必要ではないことが示された，一方，eIF4E変異体であるcum―1

ではCIYVV感染せず，抵抗性 であった．これらの結果からCIYVVは他のPotyvirusに属する

ウイルスと異なり，eIF(iso)4Eではなく，elF4Eがその感染に必要であることが明らかとなっ

た，従って，尸．otDlirsに属するウイルスはこれらを使い分けていることが示唆された，

CIYW感染により誘導されるエンドウの病徴に関する解析

  ウイルスが感染して誘導される病徴については，宿主側の遺伝的背景に関する解析があまり

なされておらず，知見が乏しい，CIYVVは，エンドウにえそやわい化やモザイクなどの病徴を

引き起こすが，品種ごとに病徴が異なることから，宿主側に病徴の決定因子があることが示唆

されている．これらの宿主因子を解析するために病徴，特にえそに関して遺伝学的解析を行っ

た．まず，モザイクを起こすェンドウ品種PI250438とえそを起こすPI343958を選抜した．そ

の交配子孫の解析結果は複雑で，病徴決定因子は複数あることが示唆された．しかし，それぞ

れの病徴に関して固定したF4系統とPI250438を交配して得られたF2世代の中に，えそ：遅れ

たえそ：モザイクが1:2:1に分離する系統があった．これより，えそを起こす主動遺伝子と考え

られる半優性の因子の存在を示した．

  これまでにウイルス感染の広がり，蓄積と病徴について，知見はほとんどない．本研究で

CIYVV感染で誘導されるエンドウのえそとモザイクについて，ウイルス感染の挙動と病徴の

相関を検定した．GFPでタグしたウイルスを用いた感染のモ二夕リング，ウェスタンブロット

による解析および遺伝学的解析から，ウイルス感染の広がり，蓄積の違いがえそ病徴誘導には

影響しないことが明らかとなった．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

クローバー葉脈黄化ウイルス感染に対する

マメ科植物の応答に関する研究

―抵抗性および病徴決定について→

    本論文は、図42、表14、引用文献130を含み6章からなる総頁数134の和論文で

ある。他に参考論文3編が添えられている。

    本研究は、green fluorescent protein (GFP)でタグしたクローバー葉脈黄化ウイルス

Clover yellorv vein virus(CIYW)の感染性cDNAを開発し、これを利用してインゲンマメのウ

イルス抵抗性機構とエンドウのえそ病徴誘導を遺伝学的・細胞生物学的に解析することを目的

とした。その内容は以下のように要約される。

クロ ーパー葉脈黄化ウイルス(CIYW)ベクターを利用した外来遺伝子の発現

    これまでにCIYWの感染性cDNAクローンpCIYWを用いた遺伝子操作系はすでに確立され

ている。本研究ではpCIYWのPlとHC―Pro遺伝子の問にGFPとglutamine synthase (GS)を

挿入し，これらの発現をウエスタンプロットとタンパクの生物学的活性で確認した。これよ

りCIYWベクターを利用した外来遺伝子発現系が確立され，また，GFP (cycle3)を蛍光発光の

強いsmRSGFP（C3―S65T）に置換した感染性クローンpclYvvル3－S65Tを用いると，イングンマ

メでもウイ少ス感染に伴う蛍光を観察できることを明らかにした。この成果を利用し，以下

の宿主一ウイルスの相互作用を解析した。

インゲンマメのClWV抵抗性解析

    ClYW抵抗性インゲンマメ品種Jolandaを同定し，この抵抗性について解析を行った。

Jol卸daはウイルス感染の初期の過程で，複製あるいは細胞間移行を阻害していることを明ら

かにした。GFPを発現するClYWやレポーター遺伝子を用いた解析から，Jolandaでは細胞死

を伴わずに，1細胞レベルで複製を阻害する抵抗性が働いていることが示された。また，

J01andaと感受性の大正金時を交配して得られた個体について遺伝学的解析を行ったところ，

この抵抗性は劣性1因子に支配されていることが明らかになった。
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  さらに ，Jolandaの抵抗性を打破する変異ウイルスCIYW－Brを分離した。CIYW－Brゲノ

ムRNAに対するcDNA断片を，pCIYW/C3ーS65Tの対応する断片と入れ替えたキメラウイルスを

用いて抵抗性に関与するゲノム領域を特定した。その結果、VPgがこの抵抗性に関与している

ことが示唆された。

シロイヌナズナでのCIYW一粂に韜ける翻駅■始因子の必要性

    シロイヌナズナ，トウガラシ，レタスの翻訳開始因子の1つeukaryotic initiation factor

(eIF) 4EあるいはそのアイソフオームeIF (iso) 4Eが，CIYWが属するPotyvirus属の他のウイ

ルスの感染に必要であることが示されている。CIYWはシロイヌナズナ野生株に全身感染す

る。また，eIF (iso) 4E変異体であるAteIF(iso)4E-1にも全身感染した。これよりeIF(iso) 4E

はCIYW感染 には必 要ではな いこと が示され た。ー 方，eIF4E変異体 であるctmr1はCIYW

に 抵抗 性 で あっ た 。 これ ら の結 果からCIYWは 他のPotyvirus属の ウイルス と異なり ，

eIF (iso) 4Eで は な く ， eIF4Eが そ の 感 染 に 必 要 で あ る こ と が 明ら か と な った 。

CIYWl粂により轟導されるエンドウの病欲に田する解析

    エンド ウのえ そ病微誘 導に関 して遺伝 学的解 析を行っ た。モザ イクを 起こす品 種

P1250438とえそを起こすPI343958の交配子孫の解析結果より，病徴決定因子は複数あること

が示唆された。しかし，交配子孫で見られた4つの病徴に関して固定したF4系統とPI250438

を交配して得られたF2世代の中に，えそ：遅れたえそ：モザイクが1:2:1に分離する系統があ

った。これより，えそを起こす主動遺伝子と考えられる半優性の因子の存在を示した。さら

に、GFPでタグしたウイルスを用いた感染のモニタリング，ウエスタンブロットによる解析お

よぴ遺伝学的解析から，感染の広がり，ウイルスの蓄積の違いがえそ病微誘導には影響しない

ことが明らかとなった。

    以上のように、CIYWに対するインゲンの抵抗性機構とエンドウのエソ病徴発現機構が遺

伝学的・細胞生物学的に明らかにされた。これらの研究成果は、関連学会で学術上高く評価さ

れている。

    よって審査員一同は、佐藤昌直が博士（農学）の学位を受けるのに十分が資格を有する

ものと認めた。
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