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研究成果報告 

目的 

リンゴをはじめとする寒冷地果樹類に感染しているウイルスは、重大な病気を引き起こす場合もある

が、一般には植物体に影響せずに潜在的に感染している例が非常に多い。これは植物側のウイルスに対

する防御機構と、ウイルス側の病原力とのバランスの結果と考えることができる。本研究では先ず、寒

冷地果樹から分離したリンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）をウイルスベクターに改変し、これを利用

して、ウイルス感染と宿主の防御応答（ウイルス誘導ジーンサイレンシング、VIGS）の関連を明らか

にする。さらに応用研究として、果樹ウイルスベクターを利用したリンゴでのVIGS誘導システムの開

発研究を実施し、現在技術的に困難な果樹のポストゲノム研究の有効な新技術として利用しようとする。

 

研究結果 

1）リンゴ潜在性ウイルスを利用した遺伝子安定発現型ウイルスベクターの開発（図1） 
リンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）は病気を起こさない潜在性ウイルスである。本研究で先ずALSV

のウイルスベクターへ改変した。ALSV ゲノムのRNA2 がコードするポリタンパク質の Vp42 と Vp25
の間に外来遺伝子を導入するため、Vp42/Vp25 間のプロテアーゼ切断部位Ｑ/Ｇ前後の異なる数のアミ

ノ酸（3～9 個）を反復し、人為的にプロテアーゼ切断認識配列を付加した複数の感染性クローンを構

築した。さらに相同組み替えによる外来遺伝子の脱落を防ぐために、反復したプロテアーゼ切断部位Ｑ

/Ｇ前後のアミノ酸配列が変化しないように、コドンの第３番目に変異を導入したクローンも構築し、さ

らに、GFP 遺伝子を用いて、ウイルスベクターの安定性を調べた。プロテアーゼ切断部位Ｑ/Ｇ前後の

反復アミノ酸数が比較的多いクローン（pER2L10R19GFP、pER2L10R15GFP pER2L5R15GFP）では

3代継代接種以後はGFPの蛍光は検出されなくなり、GFP遺伝子に欠失が生じた。一方、Ｑ/Ｇ前後の

反復が 5 アミノ酸のクローン（pER2L5R5GFP）と pER2mL5mR5GFP（pER2L5R5GFP のコドンの

第3番目に変異を導入したクローン）では、9代継代接種後でもGFPは安定して発現していた。次に、

導入遺伝子のサイズと遺伝子の安定発現との関係を調べた。pER2L10R19、pER2L5R5GFP および

pER2mL5mR5GFPにサイズの異なる遺伝子、すなわちACLSV-MP（1500bp）、GFP（900bp）、ACLSV-CP
（700bp）、ACLSV-ΔCP1（450bp）、ACLSV-ΔCP2（300bp）を導入して、C.cquinoa で継代接種し、

導入遺伝子の安定性を調べた結果、ACLSV-MP（1500bp）に関しては、pER2L10R19で2代目以降、

pER2L5R5 で 4 代目以降、pER2mL5mR5 で 6 代目以降に遺伝子の脱落が認められた。一方、

pER2L5R5GFPおよびpER2mL5mR5GFPでは、GFP（700bp）よりサイズが小さな遺伝子はC. quinoa
で少なくとも 6～9 代継代接種しても安定に発現することが明らかになった。以上の結果より、プロテ

アーゼ切断部位Ｑ/Ｇ前後の反復アミノ酸数を少なくすることにより、700bp程度の遺伝子であれば安定

的に発現するウイルスベクター（ALSVベクター）を構築した（Li et al., 2004）。 
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2）複数の蛍光タンパク質で可視化したリンゴウイルスの作出とウイルス間相互作用の解析（図2） 
GFP 発現 ALSV ベクター（GFP-ALSV）を植物に接種すると、ウイルスの細胞間移行と全身移行の

様子を経時的に観察できると共に、植物の反応（病徴出現等）とウイルスの存在との関連を明らかにで

きる（学会発表：佐々木ら、2004、2005）。果樹類に感染しているウイルスは、ゲノムの塩基配列に多

数の変異が蓄積した複数の変異株から構成されている。これら変異株が同一組織内でどのように分布し

ているかを明らかにする目的で，YFP と CFP で別々にタグした ALSV を植物（C. quinoa）に同時混

合接種あるいは時期をずらして接種し、両蛍光の分布を調べた。C. quinoa（8葉期）の第3～6葉に同

時混合接種した葉では、接種後3日（3dpi）からYFPとCFPの点状蛍光が別々に観察され、その後蛍

光はリング状に拡大したが、両蛍光は重なり合わず空間的に分離したままであった。6～7dpi の上葉で

は，YFP とCFP は別々の葉脈（主にクラスⅢとⅣ）からアンロードし、その後も両蛍光は別々の領域

に混じり合うことなく広がった。CFP-ALSV を接種した葉に、時期（2～6dpi）をずらしてYFP-ALSV
を接種した場合、YFPの蛍光はCFP蛍光が広がっていない領域でのみ観察された。特に6dpiの葉では、

YFPスポットの数は、mock接種区の0～12%であった。以上から2種の蛍光タンパク質でタグしたALSV
は接種葉および上葉ともに別々に分布し、既にウイルス感染した領域には侵入できないことが明らかに

なった（学会発表：菅原ら、2005）。以上の結果は、異なる蛍光タンパク質でタグしたウイルスを用い

ることにより、リンゴウイルス変異株が植物体内で棲み分けている現象を明らかにした。この蛍光タン

パク質標識ウイルスは果樹ウイルス間の相互作用の研究の強力なツールとなる。 
 

3）ALSVベクターのジーンサイレンシング誘導ベクターとしての利用（図3） 
GFP発現タバコ（GFP-タバコ）にGFP遺伝子を導入したリンゴ小球形潜在ウイルス（GFP-ALSV）

を接種すると、接種葉では接種後 5 日（5dpi）から、上葉では 15dpi から GFP 蛍光が消失し始め、や

がて葉全体でサイレンシング（VIGS）が誘導されることは既に報告した（学会発表：山蔦ら、2004）。
GFP発現Nicotiana occidentalisにGFP-ALSVした場合も同様に、接種葉では4～5dpiから、また上葉

では 7dpi から蛍光が消失し始め、14dpi 以降に展開した葉では葉全体でGFP 蛍光は観察されなくなっ

た。GFP遺伝子の3’末端を欠失したDNA断片をALSVベクターに連結してサイレンシング誘導に必要

な塩基数を調べたところ、全長（約700bp）、300bp、200bp、100bpのいずれでもサイレンシングの速

度に差異は認められなかった。接種植物を 20℃、25℃、30℃で生育させて温度の影響を調べた結果、

高温（30℃）でサイレンシング効率が高かった。以上にように、ALSVはNicotiana属植物でGFP遺伝

子のサイレンシングを効率的に誘導することが明らかになった。次に、植物のendogenous gene のサ

イレンシングについて検討した。タバコからクローニングしたphytoene desaturase（PDS）遺伝子の

一部をALSVベクターに導入し、3種Nicotiana属植物（タバコ、N. occidentalisおよびN. benthamiana）
に接種した。その結果、タバコでは接種後15日、N. occidentalisでは接種後7日、N. benthamianaで

は接種後 12 日から上位葉の白色化が生じ、新たに展開する葉は全体が白化した。以上から、ALSV ベ

クターは transgene geneだけではなく、endogenous geneのサイレンシングも効率よく誘導すること

が明らかになった（学会発表：山蔦ら、2005）。現在ジャガイモXウイルス（PVX）やタバコ茎えそウ

イルス（TRV）ベクターが Nicotiana 属植物での VIGS に広く利用されているが、ALSV ベクターはこ

れらと同等か、それ以上効率的にVIGSを誘導するベクターである。このALSVベクターは、植物の発

熱関連遺伝子や寒冷耐性関連遺伝子の機能解析に利用可能であると共に、果樹（リンゴ）でのVIGS（こ

れまで世界的に例がない）の誘導にも期待される。 
 

来年度研究計画の概略 

1.  VIGSの誘導や抑制に関わるウイルス側の因子（サプレッサー）の同定 
リンゴウイルス（ALSV および ACLSV）のゲノムにコードされたどの遺伝子が植物の基本的防御機

構（VIGS）のサプレッサーとして機能するかを明らかにする。 
 

2.  同種および異種の果樹ウイルス間の棲み分け機構の解明 
2 種の蛍光タンパク質で可視化したリンゴウイルスを用いて、感染植物体内でのウイルスの棲み分け

機構を明らかにする。 
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3.  寒冷地果樹（リンゴ）でのVIGSの誘導 
リンゴから分離されたアントシアニジン合成酵素（ANS）をALSVベクターに組み込み、これを赤系

リンゴに接種することにより、リンゴでのVIGSの誘導を試みる。 
 

本研究拠点形成に関連して受けた研究助成（助成金名称および金額） 

科学研究費（基盤研究（B））2,700千円 
遺伝子組換え技術を応用した次世代型植物の開発に関する研究（（独）農業生物資源研究所）3,600千円
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図１ リンゴ小球形潜在ウイルス
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図２ 異なる蛍光タンパク質（YFPとCFP）で標識したALSVの棲み分け現象

接種葉 上位葉 上位葉

10dpi 11dpi6dpi

図２ 異なる蛍光タンパク質（YFPとCFP）で標識したALSVの棲み分け現象
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図３ ALSVベクターを用いた植物でのジーンサイレンシングの誘導

GFP発現タバコにおけるALSVベク
ターによるtransgene(GFP遺伝子)の
サイレンシング
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図３ ALSVベクターを用いた植物でのジーンサイレンシングの誘導

GFP発現タバコにおけるALSVベク
ターによるtransgene(GFP遺伝子)の
サイレンシング
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