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研究成果の概要（和文）：イネプロトプラストにTMV-RNAを導入してもTMVの増殖を見ることはないが、CMV-RNAとTMV-R
NAを同時に導入すると、CMVが増殖した細胞ではTMVが増殖できるという以前の研究を、マイクロRNAの見地から分子機
構解明を行った。植物細胞ではウイルス増殖にRNAサイレンシングが働くが、ウイルス遺伝子産物中にサイレンシング
を抑制するものがあると予想される。本研究で、CMVの2b遺伝子産物にそのような可能性があることが示され、それと
作用するタンパク質がイネ細胞にあると推定された。2b遺伝子を恒常的にイネ細胞Ocに発現させてウイルス増殖にどの
ような影響を与えるかの結論は今後に持ち越された。

研究成果の概要（英文）：We have shown previously that the propagation of TMV was not observed in rice prot
oplasts, when TMV-RNA was solely introduced into them.  However, TMV propagation was observed, when both T
MV-RNA and CMV-RNA were introduced into rice protoplasts.  This observation may be interpreted from the vi
ewpoints of microRNA functioning.  Generally speaking, it is said that upon virus infection, RNA silencing
 functions; however, in some of virus products, factors that suppress RNA silencing function upon virus in
fection.  Thus, in this study one of such factors is supposed to be a gene product of 2b of CMV.  It is in
ferred that certain factors in rice cells have been identified that interact with the 2b protein.
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1． 研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者は、1988 年に「植物ウイルス

であるタバコモザイクウイルス(TMV)RNA を、

イネプロトプラストへエレクトロポレーショ

ンで導入しても、ウイルスの増殖を観察しなか

っ た が 、 キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ル ス

(CMV)RNA を導入するとウイルスの増殖を確

認した。ところが、CMV-RNA と TMV-RNA
を同時にイネプロトプラストへ導入すると、

CMV の増殖した細胞の何割かに TMV が増殖

していること」を確認した。その時点では、こ

の観察に適当な解釈を与えることが出来なか

ったので、その事実のみを論文発表した(Plant 
Cell Rep. 7, 333, 1988)。ところが、その後マ

イクロ RNA が発見され、その細胞内での興味

深い挙動が明らかにされることにより、代表者

らが1988年に報告した内容は新しい見地から

見直すべきであるという見地に達したのが本

研究開始の段階の動機である。 

 
(2) 上記の点から、次のような可能性を考え

て、かつての結果を見直すこととした。即ち、

マイクロRNA系の作用を考慮したイネ細胞内

でのウイルスの増殖に関しては、まず、細胞内

では多くのウイルスが増殖を抑制されている

可能性があり、TMV-RNA でウイルス増殖が

見られなかったことは、この機構が第一義的に

作用しているものと考えられる。一方、

CMV-RNA でウイルス増殖が見られたことは

CMV では、ホスト細胞のウイルス増殖抑制機

能(RNA Silencing、あるいは Interference)が
解除されたものと考えられ、抑制解除

(Suppression と呼ばれている)が起こったかと

考えられる。そして、そのようなことが起こる

条件では、本来増殖抑制されている TMV の増

殖が可能になったものと考えた。そこで、この

ような見解の妥当性を考えて本研究に取り掛

かることとした。 

 
2． 研究の目的 
(1) まず、元となる現象を再確認する必要が

あるが、時間も経過しているのでかつての方法

をそのまま採用することは困難である。そこで、

現時点でどのようなことが可能であるかを検

討して、条件の再現を確立することが第一条件

であった。かつては、ウイルスをそのまま利用

することが出来、そこから直接 RNA の精製を

行ったが、それは現在ではそれぞれのウイルス

においてクローン化された DNA があるので、

クローン化された DNA を入手し、そこから

RNA を精製することを行うこととした。また、

かつてはウイルスの増殖を細胞レベルで直接

ウイルスに対する蛍光抗体を用いて染色し、蛍

光顕微鏡下で判定していたが、現時点では培養

した細胞の抽出物中にて、抗体を用いて判定す

る必要があることから、まず、これらの技術的

問題の解決から出発する必要があるので、その

点の解明を第一の目的とした。 

 
(2) 第 2 点は、2004 年以降イネゲノムは決定

されているので、その情報を用いてイネゲノム

中に上記背景に掲げた抑制因子、その解除因子

の探索を行うことを第二の目的とした。また、

手掛かりとしては介在する抑制因子、あるいは

その解除因子を分子生物学的方法で推定でき

る可能性があるので、それらを併用して仮説の

検証に援用することとした。 

 
3． 研究の方法 
(1) まず、ウイルス増殖系は従来の方法に従

って、イネ Oc 細胞を用いることとした。これ

は理研ストックセンターより入手した。細胞増

殖の様子はかつての条件とほぼ同じ状態であ

ることを確認することが出来た。また、エレク
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トロポレーション装置は市販の物とは仕様が

異なるので、所属機関のワークショップに依頼

して作成し、かつてとほぼ同機能の装置を入手

することができた。 

 
(2) ウイルス RNA については、まず、 TMV
は用いずに関連ウイルスであるトマトモザイ

クウイルス(ToMV)を用いることとしたが、こ

れは(独)農業生物資源研究所石川雅之博士よ

りクローン化された DNA を入手した。TMV
と ToMV は、ゲノム的にもきわめて近縁であ

ることが分かっている。一方、CMV は、大阪

府立大学大木 理博士よりクローン化された

DNA を入手して利用することとした。これら

のクローン化 DNA を用いて、大腸菌で RNA
を生産し、抽出し、精製してから、実験を遂行

することとした。 

 
(3) 細胞内においてウイルスの産物同定は、

細胞を一定時間培養して細胞抽出物を調製し、

これをSDS-PAGEにかけてタンパク質を泳動

させて、その泳動パターンを確認する。このパ

ターンがウイルス感染の有無でどのように異

なるかをウイルス産物に対する抗体によるイ

ムノブロッティングで調べる。  

  
(4)  なお、ウイルス増殖抑制機能 (RNA 
Silencing)を抑制する現象(Suppression)に関

わる機能を持つタンパク質として、CMV の遺

伝子産物の一つである 2b タンパク質がシロイ

ヌナズナで同定されているが、これについては

単離・精製が可能であるので、その大腸菌での

増殖をはかり、それと相互作用するタンパク質

の追跡も生化学的に行うこととした。ただし、

2b タンパク質がイネ細胞でも同様に作用する

かはこれまでのところ明らかにはなっていな

い。 

 
(5) また、上記 2b タンパク質をイネ細胞に恒

常的に生産させることは可能であるので、それ

らの細胞でウイルスの増殖のプロファイルが

どのようになるかをも確かめることとした。そ

のためには、まず、2b の遺伝子を単離して、

それをイネ細胞の形質転換系に導入して、形質

転換体を作ることが第一ステップであるので、

そのための作業を行うこととした。 

 
4．研究成果 
(1) イネ細胞の増殖は、従前と同様に行うこ

とが出来ることが確認された。ただし、プロト

プラストの調製は、当時よりは酵素の質がやや

低下しているので、調製されたプロトプラスト

の活性はやや低いと判断された。一方、増殖の

維持に関しては、別に行っているタバコ細胞と

は明らかに増殖の速度はおとり、しかも 1 週

間植継ぎのインタバルを遅らせるとオートリ

シスに相当する現象があることが見られた。た

だし、この点は今回の研究の主目標ではないの

で観察に止めた。 

 
(2) イネプロトプラストへ ToMV-RNA 感染、

および ToMV-RNA と CMV-RNA の共感染の

後、1 日間細胞を培養した後 SDS-PAGE で電

気泳動を行い、ゲルを抗体を用いてウイルスタ

ンパク質の検出を行った。元々の直接的蛍光抗

体法に比べ、検出感度が低く、この点の技術的

改良が今後の問題として残った。 

 
(3) 多成分系ウイルスである CMV の 2b 遺伝

子産物が、RNA 増殖阻止(RNA Silencing)を抑

制する可能性があり(Suppression)、それを分

子レベルで示す一つの方法は 2b タンパク質を

大腸菌で増殖させ、これと特異的に作用するタ

ンパク質をイネ細胞に探索することである。こ
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のために、2b タンパク質の産生を大腸菌で試

みたが、産物は見られるものの発現量が著しく

低下し、2b タンパク質が大腸菌の成育に影響

を与えることが観察され、この点の改善が課題

として残った。また、2b タンパク質と相互作

用するタンパク質の追跡は、His-tag 標識した

2b タンパク質を調製し、これをニッケルカラ

ムに載せ、そこにイネ細胞抽出物を流してアフ

ィニティー・クロマトグラフィーを行ったとこ

ろ 3 種類の 2 タンパク質が候補として挙がっ

てきた。従って、このようなタンパク質の存在

は確実と思われる。しかし、なおその同定には

更なる検討が必要である。イネゲノムにそれら

を追跡することは継続中である。 

 
(4) 多成分系ウイルスである CMV がウイル

ス増殖の抑制を解除する機能があるなら

(Suppression に相当)、それはウイルスの遺伝

子産物にその原因がある可能性があるので、5
ヶの成分をイネ細胞に発現させて、その細胞が

ウイルス感染にどのような挙動を示すかを調

べることとした。このため、アグロバクテリウ

ムによるイネ細胞の形質転換を試みたが、Oc
細胞は形質転換に抵抗性があり、他の品種ニホ

ンバレ、キンマゼでは、形質転換体が得られた

ものの肝心の Oc 細胞では、他研究室でも報告

のあるように困難であった。また、一過性の遺

伝子発現では発現は確認されたもののそのレ

ベルは低く、なお決定的な結果は得られていな

い。 
 従って、現時点での結論としては、提出した

仮説は妥当であると考えるが、細部の証明につ

いてはなお更なる検討が必要であると判断し

ている。 
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