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  近年、PTGSにっいて盛んに研究され、PTGSの構成因子等詳細な知見が得られている。PTGS

は二本鎖RNAから誘導され、配列特異的なRNA分解の結果、遺伝子発現が抑制される現象

である。PTGSは二本鎖RNAによって誘導されることから、ウイルスに対する抵抗性反応

のーっとして考えられている。すなわちRNAウイルスは自身のゲノムを複製する際に二本

鎖RNAを形成するため、PTGSの標的になる。一方、ウイルスはPTGSに対抗するため、PTGS

を抑制するサプレッサータンパク質をゲノムにコードしている。現在まで、30を越える

ウイルス種からサプ．レッサーが同定されている。Cucumber mosaic virus (CMV)の2bはPTGS

サプレ・ッサーとして早い段階から同定されているが、その作用機作は不明である。本研究

ではPTGS抑制活性の異なるニつのCMV分離株を用いて、PTGS経路における2bの作用機

作について解明することを目的とした。

非放射性プローブによるsiRNAの検出方法の確立

  PTGS経路で二本鎖RNAがRNase IIIに属するDicerによって21～24ntのsiRNAへ分解

される。そのためsiRNAはPTGSの指標として考えられる。SiRNAの検出は放射性同位体

ラベルされたプローブを用いた手法が一般的である。しかし放射性同位体の使用は場所が

限定されることや被爆のりスクがあることなどの理由で，取り扱いが煩雑である。そこで

Digoxigeninを用いて、非放射性プローブによるsiRNAの検出方法を確立した。本研究で

は，この非放射性プローブ用いて、PTGSが生じている形質転換ペチュニア、ダイズ、そ

してウイルス由来のsiRNAの検出に成功した。さらにRNAプローブを用いて、センス鎖と

アンチセンス鎖のsiRNAも検出した。本方法はプローブの限定分解が必要でなぃこと、シ

グナルを得るまでの時間が短いことが特徴としてあげられる。

弱毒優良株CM95とその復帰突然変異株CM95Rの比較解析

弱毒優良株CM95は〃．benthaminaに対してほとんど病徴を示さないが、復帰突然変異株

CM95Rは激しいモザイク症状を示す。PTGSサプレッサーは病徴発現と関連性があること

から、CHS遺伝子のPTGSが生じており、白い花を咲かすペチュニアにウイルスを接種し

た結果、CM95R感染により紫色に着色した花を付けた。一方、CM95感染では花色に変化が

なかった。CHS遺伝子のmRNAとsiRNAを検出したところ、CM95R感染ではmRNAの蓄積が

回復し、siRNAが減少していることが明らかとなった。CM95 (A2b）とCM95R (R2b)の2b遺
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伝子の塩基配列を比較すると、1アミノ酸の変異が存在していた。これらのことからCM95

とCM95RのPTGS抑制活性の違いは、1アミノ酸によって支配されることが示唆された。

  ところで、CM95とCM95Rの複製量が異なることから、CM95とCM95R間のPTGS抑制活性

の違いがウイルス量に依存している可能性が考えられたため、CM95とCM95Rの複製量を
比較したところ、CM9RはCM95と比較して複製量がわずかに高いことが明らかとなった。

  また、CMVの2bの核移行シグナルはPTGS抑制活性に重要であると報告されている。A2b

とR2b問の1アミノ酸の違いが、細胞内局在に影響して、PTGS抑制活性の違いを生じた

可能性がある。細胞内局在性を観察するため、A2bまたはR2bをGFP遺伝子と繋ぎ、キメ

ラタンパク質による一過的な発現を行った。その結果、A2bとR2bのどち，らも核に局在す
ることから、PTGS抑制活性の違いが細胞内局在性によるものではないことが明らかとな

った。

PTGS経路におけるCMV 2bの作用機作の解明

  PTGS経路における2bの作用機作を解明するため、PTGS抑制活性の異なるCM95とCM95R
の2bを使用して生化学的な解析を行った。A2bとR2bのPTGS抑制活性を直接比較するた

め、アグロインフイルトレーション法を用いた。すなわち、GFP遺伝子を発現する形質転
換N． benthamianaにGFP遺伝子をアグロバクテリウムにより一過的に発現させる。っま

り、GFP遺伝子の発現過剰により人為的にPTGSが誘導され、GFP螢光が消失する。この時、
サプレッサー遺伝子を同時に発現した場合、GFP螢光が維持され、サプレッサーの活性を

比較することができる。アグロインフイルトレーションによるlocal silencing及び

systemic silencingに対する2bの抑制活性を解析した結果、R2bの抑制活性は高く、A2b
は低いことが明らかとなった。またGFPのsiRNAの蓄積を解析したところ、PTGS抑制活

性 の 高 い R2bで は siRNAが 減 少 し て い る ゛ こ と が 明 ら か と な っ た 。
  もっとも解析の進んでいるTomato bushy stunt virusのサプレッサーであるp19はsiRNA

と結合し、PTGSを抑制する。そこでCMV 2bのsiRNAに対する結合性を検討した。その結
果、PTGS抑制活性の高いR2bは二本鎖RNA及びsiRNAの両方に結合するが、1アミノ酸の

置換によりPTGS抑制活性が低いA2bはほとんど結合しないことが示された。っまりCMV 2b
のPTGS抑制活性はニ本鎖RNA及びsiRNAに対する結合活性が決定していることが明らか

となった。次に内在性の遺伝子発現を制御するmiRNAに対しての結合性についても検討し

たところ、R2bはp19と異なルニ本鎖miRNAと結合しないことが明らかとなった。使用し
たニ本鎖miRNAはsiRNAと異なルミスマッチがニつ存在していることから、CMV 2bはニ

本鎖RNAの構造を認識して結合していると示唆された。またCMV 2bは核移行シグナルが
PTGS抑制活性に重要であることから、核移行シグナルを欠損したR2bのsiRNA結合活性

を検討した結果、siRNAと結合しないことが明らかとなった。A2bとR2bのどちらも核に
移行することから、CMV．2bのPTGS抑制活性に核局在性よりも二本鎖RNAとsiRNAに対す
る結合性が重要であると示唆された。

  以上の結果を総合して、CMV 2bは二本鎖RNAとsiRNAに結合することから、~siRNAに
結合してRISCへの取り込みを阻害する、もしくは二本鎖RNAに結合することから、◎DCL
による分解を阻害して、PTGSを抑制すると考えられた。
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    学位論文題名

キュウリモザイクウイルスの

サイレンシングサプレッサーの解析

本 研究は 図33、引用文献134を含み、5章からなる総べージ105の
邦 文 論 文 で あ る 。 他 に 参 考 論 文 6編 が 添 え ら れ て い る 。

  近年、PTGSにっいて盛んに研究され、PTGSの構成因子について詳細な知
見が得られている。PTGSは二本鎖RNAから誘導され、配列特異的なRNA分
解の結果、遺伝子発現が抑制される現象である。PTGSは二本鎖RNAによっ
て誘導されることから、ウイルスに対する抵抗性反応のーっとして考えら
れている。一方、ウイルスはPTGSに対抗するため、PTGSを抑制するサプレ
ッサータンパク質をゲノムにコードしている。Cucumber mosaヱc virus (CMV)
の2bタンパク質はPTGSサプレッサーとして早い段階から同定されている
が、その作用機作は不明であった。本研究ではPTGS抑制活性の異なるニつ
のCMV分離株を用いて、PTGS経路における2bの作用機作にっいて解明する
ことを目的とした。
非放射性プローブによるsiRNAの検出方法の確立
  PTGS経路で二本鎖RNAがRNase IIIに属するDicerによって21～24ntの
siRNAヘ分解される。そのためsiRNAはPTGSの指標として考えられる。siRNA
の検出には放射性同位体でラベルされたプローブを用いた手法が一般的で
ある。しかし放射性同位体の使用は取り扱いが煩雑であるため、digoxigenin
を用いて、非放射性プローブによるsiRNAの検出方法を確立した。本研究
では，この非放射性プローブ用いて、PTGSが生じている形質転換ベチュニ
ア 、ダ イ ズ 、 そし て ウ イ ルス 由 来 の siRNAの 検出に成 功した 。
弱毒優良株CM95とその復帰突然変異株CM95Rの比較解析
弱毒優良株CM95はルbentカaml naに対してほとんど病徴を示さないが、復
帰突然変異株CM95Rは激しいモザイク症状を示す。PTGSサプレッサーは病
徴発現と関連性があることから、CHS遺伝子のPTGSが生じており、白い花
を咲かすペチュニアにCM95Rを接種した結果、感染により紫色に着色した
花を付けた。一方、CM95感染では花色に変化がなかった。CM95 (A2b)とCM95R



(R2b)の2b遺伝子の塩基配列を比較すると、1アミノ酸の変異が存在してい
た。これらのことからCM95とCM95RのPTGS抑制活´陸の違しヽは、1アミノ酸
によって支配されることが示唆された。
  ところで、CM95とCM95Rの複製量が異なることから、CM95とCM95R間の
PTGS抑制活性の違いがウイルス量に依存している可能性が考えられたため、
CM95とCM95Rの複製量を比較したところ、CM9RはCM95と比較して複製量
がわずかに高いことが明らかとなった。
  ところで、CMVの2bの核移行シグナルはPTGS抑制活性に重要であると報
告されているため、A2bとR2b問の1アミノ酸の違いが、細胞内局在に影響
して、PTGS抑制活性の違いを生じた可能性がある。そこでR2bとA2bの細
胞内局在性を解析したところ、どちらの2bも核に局在することから、PTGS
抑制活性の違いが細胞内局在性によるものではないことが明らかとなった。
PTGS経路におけるCMV 2bの作用機作の解明
  PTGS経路における2bの作用機作を解明するため、PTGS抑制活性の異な
るCM95とCM95Rの2bを使用して生化学的な解析を行った。A2bとR2bのPTGS
抑制活性を直接比較するため、アグロインフアルトレーション法を用いた。
アグロバクテリウムによりGFP遺伝子を一過的に発現させ、GFP遺伝子の
PTGSを人為的に誘導する。この時、サプレッサー遺伝子を同時に発現させ
た場合、GFP螢光が維持され、サプレッサーの活性を比較することができる。
アグロインフィルトレーションによるlocal silencing及びsystemic
silencingに対する2bの抑制活性を解析した結果、R2bの抑制活性は高く、
A2bは低いことが明らかとなった。またGFPのsiRNAの蓄積を解析したとこ
ろ、PTGS抑制活性の高いR2bではsiRNAが減少していることが明らかとな
った。
  最も解析の進んでいるTomato bushy stunt virusのサプレッサーである
p19はsiRNAと結合し、PTGSを抑制する。CMV 2bについてもsiRNAに対す
る結合性を検討した。その結果、PTGS抑制活性の高いR2bは二本鎖RNA及
びsiRNAの両方に結合するが、PTGS抑制活性が低いA2bはほとんど結合し
ないことが示された。っまりCMV 2bのPTGS抑制活性は、二本鎖RNA及びsiRNA
に対する結合活性と関連していることが明らかとなった。次に内在性の遺
伝子発現を制御するmiRNAに対しての結合性についても検討したところ、R2b
はp19と異なり二本鎖miRNAと結合しないことが明らかとなった。使用し
たニ本鎖miRNAはミスマッチがニつ存在していることから、CMV 2bは二本
鎖RNAの構造を認識して結合していると示唆された。

  以上の結果を総合して、CMV 2bは二本鎖RNAとsiRNAに結合することか
ら、OsiRNAに結合してRISCへの取り込みを阻害する、もしくは二本鎖RNA
に結合することから、◎DCLによる分解を阻害して、PTGSを抑制すると考
えられた。

  以上のように本論文はCMVの2bタンパク質のPTGS抑制メカニズムを2b
のsiRNAとニ本鎖RNAに対する結合活性によって説明しようとしたもので
ある。これらの研究成果は、関連学会でも学術上の高い評価を受けている。
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  よって、審査員一同は、後藤一法氏が博士（農学）の学位を受けるのに

十分な資格を有すると認めた。
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