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論 文 内 容 要 旨

植物 ウイルスは侵入 した細胞から隣接細胞、そして他の部位へ移行 し増殖す

る。 ウイルスの増殖は宿主の代謝系を利用して行われる。 ウイルスが感染植物

全体に移行 し増殖する場合 を全身感染 といい、その結果症状が全身に現れるの

が全身病徴 である。それに対 しウイルス増殖が感染部位近辺に限定 され る局部

感染がある。後者の場合、細胞が壊死 し壊死斑が形成 されることがある。すな

わち、ウイルス増殖部位が急激に壊死することによ り積極 的にウイルスの増殖

、複製 を阻害 し、ウイルスはその部位に封じ込められる。 このような現象は過

敏感反応 と呼ばれ、植物の積極的な抵抗反応の一つ と考え られている。過敏感

反応によ り形成 される局部壊死斑の周辺細胞 では代謝が活性化 され、一群のタ

ンパ ク質が生成される。これらは感染により特異的に生成 されることか ら感染

特異的タンパク質(pathogenesis-relatedproteins;略 してPRタ ンパク質)と

呼ばれている。PRタ ンパク質は種々の病原体感染に ともない局部壊死斑 を形成

した複数 の植物種 でその生成が確認 されている。タバ コでは5つ のグループのP

Rタ ンパク質が分離 ・同定され、このうち多くのもので遺伝子のクローニ ング

が行われ、その構造が明か となっている。一方、タバコ以外にいくつかの植物

種でPRタ ンパク質 の解析が行われてきたが、その機能など不明な点も多 い。本

研究 ではキュウリモザ イクウイルス(CHV)感 染ササゲ葉(yfgnaungulcロ1ata

cv.Kurodane-sanjaku)に おける過敏感反応 と関連 して生成す るPRタ ンパク質

(CpPR)の 性状 を明らかにすることを目的とし、その生化学的特性、及び遺伝

子構造解析を行 った。

第1章CpPRの 同定及び精製

ササ ゲ初生葉 にC卿 を接 種す る と約12時 間後に 直径0.3mm程 度 の くぼみ が現 れ

、14時 間 後 にそ の部位 の棚 状組織 が 褐変化 し壊 死斑 が形成 され る(Fig.1)。

壊 死斑 を形成 した ササ ゲ葉 よ り抽 出バ ッフ ァ[100剛Tris-HclpH8.3,0.3%

2-mercaptoethanol,1.5%polyvinylpolypyrrolidon(PVPP),5mMascorbate]

を用 い、CpPR4成 分 を検 出 した(Fig.2)。 検 出 したCpPRは10%poIyacrylamide

gelelectrophoresis(PAGE)に よ る易動度 の大 き い成 分 よ りCpPR-1,2,3,4と

命名 した 。 これ らの タ ンパ ク質 は銀染 色 を高度 に行 うことで健全 葉 中に もご く

わず かで あ るが 存在す るこ とが認 め られ た。CpPRの 精 製 を行 うた め、Native-

PAGEに よ り4成 分 を展 開 し、分離 したCpPRを それ ぞ れエ レ ク トロエ リュー シ ョ

ンによ り電 気泳 動的 に抽 出 した。 得 られ た精 製物 はNative-PAGEで 単一 のバ ン

ドと して検 出された(Fig.3)。

第2章CpPRの 性状

SDS-PAGE,IEF-PAGEよ りCpPR4成 分 の分子 量及 び等電点 はCpPR-1(14kDa,
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pl5.1),一2(14,5.3),一3(15,5.4),一4(15,5.6)'と 推 定 された 。IEF/

SDS2次 元電 気泳動 によ りCpPRは それ ぞれ単一 のス ポッ トとして検 出 され 、酸

性側(陽 極 側)よ りCpPR-1,2,3,4に 対応 した(Fig.4)・ 。CpPRの 生成 の経時 変

化 を観察 す るた め経 時的 にC即 接種 葉 よ りCpPRを 抽 出 した 。CMV(100μg/m1)

接種 後14時 間 目に約500～600の 壊 死斑 が褐変 化 し始 め ると同時 にCpPR-2が 銀染

色 したNative-PAGEで 検 出され始 め、他 の3成 分 はそれよ り約20分 遅 れ検 出 さ

れた(Fig.5)。cpPR-2は14時 間 目に検 出され始 めてか ら36時 間 目まで増 加 し

続 け、36時 間 目の生成量 はササ ゲ初生葉 の新鮮 重lg当 り10μ9に 達 した。一 方

、他 の3成 分 は検 出され始 めてか ら24時 闘 目まで増加 し続 け、それ 以降 はプ ラ

トーに達 した。本 タンパ ク質 の高次構造(4次 構造)を 分 析す るため 、還 元剤

を1次 元 目のSDS-PAGEに 加 えず 、2次 元 目のSDS-PAGEに 加 える こ とによ りジスル

フィ ド結 合 を解離 させた 。そ の結 果、CpPRは ポ リペ プチ ド鎖 間 の ジスル フ ィ ド

結合 を持 た な いモ ノマ ーであ るこ とが 明か とな った(Fig.6)。 次 に、ササ ゲ

と他 の植 物 のPRタ ンパ ク質 との血 清学 的関係 を検討 した。 すな わち 、CpPRと

分子 量(14～15kDa)及 び等電点(pl5～6)の 類似 した タバ コのPR-1cに 対す

る抗体 を用 いて ウエス タ ンブ ロッ トを行 った 。試料 として精 製CpPR-1～4、 コ

ン トロール としてT卿 感染 タバ コ(SamsunNN)葉 のPR-1画 分 をSDS-PAGEに 供試

した(Fig.7)。cpPR4成 分 は いずれ も抗 タバ コPR-1c抗 体 と反 応 したが、 反

応性 は弱か った 。CpPRの 生成 量 がプ ラ トーに達す るC即 接種48時 間後 にお ける

局在 部位 につ いて検 討 するた め、サ サゲ初生 葉 をphenylmethylsulphonyl

fluoride(P懸SF)に 浸漬 し細胞膜 を可 塑化 した後 、遠心分 離処理 によ り細胞 内

容物 と細胞 間隙抽 出物 とに分画 した 。各分画 をNative-PAGEに よ り分 析 した 結

果 、CpPR4成 分全 てが主 に細胞 間隙中 に存在 した(Fig.8)。 また 、経 時的 に局

在部 位 を分析 した ところ 、24時 間 目までCpPRは 細胞 内容物 に 、それ 以後 は細

胞間 隙中で主 に検 串され た(Fig.9)。CpPRが 局在 する細胞 間 隙は植物 の タ ン

パ ク質分解 酵 素が多 く存在 す る ことが知 られ て いる。そ こで 、CpPRの タ ンパ

ク質分解 酵素 に対 する耐性 につ いて8taphylococcusaureusV8proteaseを 用

いて調べ た(Fig.10)。 その結果 、100μgのCpPRに 対 し20μgのV8proteaseを

処理 しほぼ完全 に部分 分解産 物 に消化 された ことか ら、本 タンパ ク質 は タンパ

ク質 分解酵 素 に耐性 であ る ことが明か となった。

第3章CpPRの ア ミノ酸配 列分析

CpPR4成 分 はC哲V接 種 後 の生 成時期 、 そ の他 生化学 的性質 がよ く似て お り、類

似 の構造 を とる こ とが予想 された 。そ こで、ペ プ タイ ドマ ッピ ングに よ りタ ン

パ ク質 の1次 構 造 を解析 した。V8protease処 理 後SDS-PAGEに 供試 した 結果、

CpPR4成 分 の 限定分解産 物 の泳 動 パ ター ンが きわ めて類 似 して いる こ とカ・ら、

1次構 造上類 似 したV8protease切 断認識 部位 を持つ と考え られ る(Fig.11)。

CpPR4成 分 を2次 元電 気泳動 に よ り展 開後PVDF(polyvinylidenedifluoride)
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に転 写 し、ア ミ ノ酸 シーケ ンサ ーに供試 した 。その結 果、4成 分 の味 端 アミ ノ

酸配 列 は決 定 した10ア ミノ酸 残基 中、8ア ミ ノ酸残 基 目でCpPR-1,2がGln、CpPR
-3
,4がGluで あ る以 外は相 同で あった(Fig.12)。CpPR-2,4をV8protease処 理

し得 られた 限定分解 産物 のア ミノ酸配列 を決定 した ところ 、きわ めて類 似 して

いるこ とが 明か となった(Fig.13)。

第4章CpPRの 塩基配列分析

CpPR4成 分のべプタイ ドマッピング並びにN末端ア ミノ酸配列の解析より部分

1次構造 を決定 し、各成分はその領域内で類似 したアミノ酸配列を有すること

が示された。そこでタンパ ク質の諸性状の情報がコー ドされている1次構造 を

解析するためCpPR生 合成が認 められ始めたササゲ初生葉よ りcDNAラ イブラリー

(3。5x105ク ローン)を 作成 した。前章において決定 したCpPR-3のN末 端アミノ

酸配列中コ ドン縮重度の少ないアミノ酸 を多く含む領域の塩基配列に相補的な

オリゴヌクレオチ ドを合成 した(Fig.14)。 本オリゴヌクレオチ ドをプローブ

としてcDNAラ イブラリーより選択 したポジティブクローンのシーケンスを行っ

た結果、oRF及 び5',3'非 翻訳領域 を含むクローンpcp8(Fig.15)は 推定 される

分子量および等電点からCpPR-3を コー ドする事が明か となった。また、本 クロ
ーンはマメ科やパセ リのPRタ ンパ ク質 と80器以上の相同性が認められた(Fig .

16)。pCP8は これらのタンパク質の塩基配列中、3'非 翻訳領域以外の大部分 で

高 い相同性が認められた。

第5章CpPRの 発現調節機構の解析

CpPRはNative-PAGEに よ りCMV接 種 後14時 間 目よ り確認 された 。本 タ ンパ ク質

の発 現は ウイル ス感染 によ り急激 に増 高す る ことか ら、その発現 機構 に興味 が

もた れる 。CHV接 種 後4時 間毎 にtotal㎜Aを 抽 出 し、pCp8を プ ロー ブ として ノザ

ンハ イブ リダイゼ ーシ ョンを行 った 。そ の結果 、接種12時 間後 よ りCpPRの 転 写

物 が生成 す るこ とが 明か とな った(Fig.17)。 また、小麦胚 芽抽 出物 に よ り1n

vftrotranslationを 行 った ところ、同様 に接 種12時 間後 か ら15～16kDaの 翻

訳産物 が顕 著に増 加す る ことが認 め られた(Fig.18)。 これ らの結果 よ り、Cp

PRの 発現 は主に転 写 レベル で調節 されて いる と考 え られ る。次 に、CpPR遺 伝子

の構 成 を検 討す るため、 ササゲ葉 よ りゲ ノムDNAを 抽 出 しpCp8を プ ローブ と し

たゲ ノミックサザ ンハ イブ リダイゼ ーシ ョンを行 った(Fig.19)。 ゲ ノムDNA

にお いて複数 のハ イブ リダイズ したバ ン ドが検 出 された こ とか ら、CpPRは 複数

の遺 伝子 にコー ドされ 各遺伝 子 に少な く とも1～2コ ピー存在す る と考 え られ、

総遺 伝子 数 はか な り多 いこ とが示 唆 され た。
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第6章 総合考察

ササゲ初生葉にC脚を接種する と14～15時 間後に壊死斑が形成 される。この

ような急激な壊死斑形成には極端 な代謝変化を伴 う。CHV感 染ササゲ葉に壊死

斑が形成された直後に感染に特異的なCpPR4成 分が検出された。このCpPRは 壊

死斑における褐変化が進むにつれ増加 し、接種48時 問後には感染葉の可溶性 タ

ンパク質の約端を占めることから、壊死斑形成 との関連が注 目された。CpPRの

生化学的性状、及び1次構造の解析よ り4成分はきわめて類似 したものであるこ

とが示された。4成 分を支配す る遺伝子はおそらく同一の進化的起源 を持ち、

進化の過程で一部塩基配列の変化があったと推定される。すなわち、CpPRは1

つのgenefamilyを 形成 し、互 いにhomologousgeneで ある と考え られる。この

メカニズムは、PRタ ンパク質がウイルス感染後短時間に大量に生成されること

を反映 していると考えられる。また、CpPR-3の 塩基配列の解析の結果、マメ科

とパセ リのPRタ ンパク質と高 い相同性が認められたが、タバコのPRタ ンパク質

に対 しては比較的相同性が低かった。 したがって、タバコとマ メ科のPRタ ンパ

ク質は進化的に早期に分離 したと考 えられるが、タバコのPR-1に 対する抗体 と

反応性を持つことから、なんらかの機能 を支配する領域 は比較的保存されてい

る可能性が示唆された。また、CpPR遺 伝子がマメ科 と隔たった種のパセ リと高

い相同性が認められたことから、CpPRは 進化において比較的初期のタンパク質

であ り、その構造 は大きく変化 していな いと考えられる。
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2:CpPR-2,lane3:CpPR-3,lane4:CpPR-4)digestedwith20ｵgof

V8protease.10NgofeachCpPRwereappliedtoelectrophoresis
andstainedbyCoomassieblue.Peptidefragmentsnumbersare
indicatedontherightside.
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10203040・SO60
TACCCTttTCCATTCTCTTCGTCTGGTTCGTTAAGCATGCCCGTTTTCAGTTCGAG● 凹●tAl魯V●1Ph6ThrPh㊤61u

70BO901001101]O
CACCAACCMCTTCTCCCCTCCCTCCTGCCACCCTi7ACAMCC7CTiCTCAMGACCCC
A8PGユUτhr曾h【S●rPrOV● ユAユ●PτOAλoThrレ●UヤyrLy●ALoL●uV● 工Ly塵A8PA16

130140150乳60乳70乳80
CACMGTCCTCCGMACCCCTTCATTCCTTCMGGTCTTCAMTCCtCGACCGCMC
夢LopA●n=1●V◎ユPfoLy8A1邑VA1A●P5●1rPh●Ly撃S● τ》oユC1"1ユ●V邑1Cl腰01yA●n

1902002ユ02202302`O
GG職CG6《 義CC《↑C《ハC鵬6A-TGAGCAT㏄AGAOAC… ¢7TτG↑G
ClyGlyProGlyThrllsLytty.ll.S.rPML.uCluA.pG3yGluTnzLytYneV.3

xsoxsonoxeoxsoaoa
漁C…TAC真 《OC轟A督A6A7GAαX=轟 ハハCτ船GGATAC鳥 ㏄TACAGCA↑TGTτGGA
し■u瓢 ●Ly81h61u触 ●n● 為●PCIuAbA富r山 脚Gly7y2s●rTyrs■ τ翼ユ●Va1Gly

3103203703tO350360

GG-C轟6ハC義C70C八CAC～ ㌦CA1℃ハC轟《TCCACハCC…CτCハ6↑6ATGCC
C17A二 匹轟瓦5L●uPrO《 璽P7hrAl皐6Lu』y●1ユ ■τh=竃1●A5pThlrLy8し ●u5ΩrA3PCユy

3703BO390100110120

麗㎝CG6ACG一 ㌧汽GC↑CAOC轟7みAハ《TACCハC瓦AC《A轟GGAGA7GC7CC《
SorA8r凶31yGly8● 蟹v●1Vo1Lγ8隔 腫8●【1墓●』y8↑yτ翼18AgnLy■ClyA8ρA1●Pτ0

430`40450450470480
CCC汽AC6轟AGAT6刃 ㌧CTC船 ㎜ … ㏄C猷GAG7GAT6CTC77T↑CAハG6TCみ7C
ProA.nCluMpClut..uLyNl.OlyLy.A3.Ly.S.rA.pAl.L.uPMLy.y.Ille

4905005105205305弓O
GAGQC'fTACCMTTGCCCAACGCTTOMTTATTACCTGCGTCTTTCCCTGTGTGTTTATC
61甑1■7yτ6工nL●uM● 鵡n《b

SSO360S70SBO390600
TTMMTTGGCttTCMCATACAGTCTTTMGTTAACTTtTGTTCTAAGGTTATCTTTG7

6106206306`0650650
ATCGCTAGTCAACGATAAGTTA7AATAAAGCAMGTA7TACTTAATATGAAAAAAA

6706BO
一

Fig.15.Nucleotidesequenceanddeducedaminoacidsequence

withinopenreadingframeofthepCpBclone.Polyadenylation

signalareindicatedbyunderline.
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Fig.17.InductionofCpPRmRNAincowpealeavesafterinocula-

tionwithCMV.TotalRNAwasextractedatdifferenttimeafter
inoculation(lane1:0hr,lane2:4hr,lane3:8hr,lane4:12hr,
lane5:16hr,lane6:20hr,lane7:24hr,lane8:mockinoculation,

lane9:healthy).Aliquotsof10Kgandprobe(pCpB)
control(laneIO:IOpg,lane11:100pg)areappliedtothegel.
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Fig.18.Invitrotranslationanalysis.Poly(A)mRNAextracted

atdifferenttimeafterinoculation(lane1:4hr,lane2:8hr,lane

3:12hr,lane4:16hr,lane5:20hr,lane6:24hr,lane7:mockinocu一

認鵠 、謎d8畿 糊,器n呈.竃憲 。艦(盤 嚇26。ce盤'翼.鯉 う
Translationproductswereelectrophoresisunderdenatured

conditionbySDSandappliedtofluorography.Arrowindicates

deducedpositionofCpPRs.Sizemarkersareindicatedonthe

leftside.
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Fig.19.Genomicsouthernhybridizationanalysis(left:ethidium-

stainedgel,right:autoradiography)。GenomicDNAwasdigested

with10unitsoftherestrictionenzymes(ユane1:BamH工 、lane

2:EcoRI,lane3:Hindlエ エ、 ユane4;Ps亡 工).Sizemarkers

(Hi1】dlI工frag旧entsofλDNA)areloadedonthelane凹.
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審 査 結 果 の 要 旨

キ ュ ウ リモザ イ ク ウイ ルス(cucumbermosaicvirus;CMV)に 感 染 した サ サ ゲ(Vigna

unguiculatacv.Kurodane-sanjaku)葉 に は過敏感反応に よ り局部壊死斑が形成 され る。この際特

異的に生成 され る感染特異的 タンパ ク質(CpPRタ ンパ ク質)の 生化学的性質及 び遺伝子構 造 の

解析 を行 い,そ の変動を分子 レベルで解明 した。

CMV接 種14時 間 後 に局部 壊死 斑 を形 成 した ササ ゲ初 生葉 よ り可 溶性 タ ンパ ク質 を抽 出 し

Native-PAGEに 供 試 した結果,4成 分のCpPRタ ンパク質 を検出 した。これ らは壊死斑形成 に と

もない生成され,可 溶性 タンパク質 の約1%に 達する ことから壊死斑形成に関連 す るタンパク質

であることが明 らか となった。

本 タ ンパ ク質4成 分の性状 を解析す るため精製法 としては,Native-PAGEに よ り展 開 した各

成分を電気泳動 的に精製す るエ レク トロエ リューシ ョン法 が,変 性を伴わず高度 に精製す る方法

であった。本精製法に よ り得 られた精製CpPRタ ンパ ク質 を用 い分子量,等 電点を検討 した結 果,

低 分子(14～15kDa)の 酸 性 タンパ ク質(pl5.!～5.6)で あ る ことがわか った。本 タ ンパ ク質は

壊 死 斑 の 周 辺 細 胞 に お い て 生 成 さ れ る こ と か ら,そ の 所 在 に 注 目 し,phenylmethyl

sulphonylfluoride(PMSF)に よ り細胞膜 を可塑化 した後,細 胞間隙中の成分 を分画 した。その結

果,CpPRタ ンパ ク質は細胞 間隙抽 出物 中に検 出 され る分泌 タ ンパ ク質 であ る こ とが 明 らか と

な った。 また,過 敏感反応 を示す タバ コ(Nicotianatabacumcv.SamsunNN)で そ の生成が確

認 され,本 タンパ ク質 と分子量,等 電 点の類似 した感染特異的 タンパ ク質PR-1aと の 血清学的 関

係を ウエスタンブ ロッ ト法に よ り検 討 し,反 応性が認め られた ことか ら,こ れ ら低分子量の酸性

感染特異的 タンパ ク質は 自然界に広 く分布す ることが示唆 された。

CpPRタ ンパ ク質はその発現時期,分 子量,等 電 点な どか ら4成 分は類似 した1次 構 造 で あ る

と考 え られ,そ の部分ア ミノ酸配列 分析を行 った。N末 端及び,内 部領域 の部分 ア ミノ酸配列に

おいてほぼ相同であ ることか ら,4成 分 は極めて類似 した1次 構造 を有す る。

タ ンパ ク質の情報が コー ドされ ている1次 構造を分析す るた め,サ サ ゲのcDNAラ イ ブ ラ リー

を作成 し,CpPRタ ンパ ク質を コー ドす るクロー ンのシーケンスを行 った結果,マ メ科 や パセ リ

の感染特異的 タソパ ク質 と高 い相同性が認め られた。 また,ノ ザ ソハイブ リダイゼ ーシ ョソ,in

vitrotranslation実 験 よ り,CpPRタ ンパ ク質 のmRNAがCMV接 種 後12時 間 目よ り急激 に生成 さ

れ ることか ら,転 写 レベルでそ の合成が調節 され ることを明らかに した。 さらに,ゲ ノ ミックサ

ザ ンハイ ブ リダイゼーシ ョンによ り複数のハイブ リダイズ した バ ン ドが検 出 され た ことか ら,

CpPRタ ソパ ク質遺伝子はマルチ ジー ンフ ァ ミリーを形成す ることが明 らか となった。

以上 のよ うに,本 研究 は ウイル ス感染組織 における壊死斑形成関連 タンパ ク質 の解析 を行 った

もので あ り,過 敏感反応機構 を解明す る上での重要 な基礎的知見を得た ものであ る。 よって,審

査員一同は本論文提 出者 は博士(農 学)の 学位 を受け るに値す ると判定 した。
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