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論 文 内 容 要 旨

ウィルス病は,糸 状菌病,細 菌病と並んで農作物に多大な被害をもたらす重要な病害の一つ

である。 しか しなが ら,実 用的な抗ウイルス剤が未だ開発されていないため,そ の防除は専 ら

感染植物の除去や媒介昆虫の駆除に頼 らざるをえないのが現状である。

このような状況のなかで,近 年急速に発展した植物組織培養技術 と遺伝子組み換え技術 とが

合体 し,外 来遣伝子を導入 したウイルス抵抗性植物が作出された。すなわち,タ バコモザイク

ウイルス(TMV)外 被タンパク質(CP)遺 伝子のアグロバクテリウムを介 したタバコへの導入が最

初に報告された。この形質転換タバコはTMVのCPを 恒常的に発現してお り,TMVの 感染に対

し抵抗性を示した。それ以降,こ の原理を他のウイルスにも応用 した成功例が次々と報告され

るようになり,植 物ウイルス全般に応用可能な技術であることが確認された。その後,ウ ィル

ス複製酵素遺伝子,ウ イルス細胞間移行タンパク質遣伝子など外被タンパク質以外のウイルス

由来遺伝子を導入 した植物においてもウイルス抵抗性が認められるということが明 らかとなっ

た。更 に最近では,リ ボソーム不活化タンパク質遺 伝子やウイルス特異抗体遺伝子などウイル

ス以外の遺伝子を用いた抗ウイルス形質転換体が作出された。 しか しながら,そ れ らはウィル

ス増殖抑制効果が不充分であった り,植 物自体に障害が現れるなど,実 用化に問題を残 した。

またそれ らの形質転換体でのウイルス抵抗性機構 も充分解明されているとは言えない。

本研究では,遺 伝子組換えによるウイルス抵抗性植物の作出を更に発展させることを目的と

し,ウ イルスの外被タンパク質遺伝子,ア ンチセンス導入法 も含め,新 たな試みとしてウイル

スRNAを 特異的に切断するリボザイムの利用,ま たウイルスゲノムに由来 しない遺伝子として

哺乳動物のもつ抗ウイルス機構に着 目し,こ れを担う遺伝子を植物に導入 して,そ れぞれの形

質転換植物のウイルス抵抗性のレベルや特徴を比較検討した。

第1章 ウ イル ス外 被 タ ンパ ク 質遺 伝 子 を利 用 した ポ テ ィ ウイル ス 抵 抗 性

ポティウイルスは植物 ウイルスの中で最も多 く,ま た農業上最も大きな被害をもた らすウイ

ルス群である。インゲンマ メ黄斑モザイクウイルス(BYMV)は 主にマメ科を宿主とするポティ

ウイルスのなかで最も重要なウイルスであ り,血 清学的に近縁とされ るクローバ葉脈黄化ウイ

ルス(CIYVV)と 共に,日 本全国のソラマメやインゲンマメに大きな被害をもたらしている。本

研究では,ま ずBYMV抵 抗性植物の作出を目的 とし,BYMVの ゲノムRNAの 全塩基配列 を決
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定 し,そ の構造 を明 らか に した(第1図)。 このCP遺 伝 子に翻 訳 開始 コ ドンを付加 し,タ バ コ と

、Moo亡fanaben酌amfanaを 形質転換 したところ,タ バコ,1>ben出amfanaの いず れも充 分検

出でき るレベル のCPを 発現 してお り,そ の発現量は1mg組 織あた り2-10ngで あった(第2図)。

BYMVは タバ コには感 染 しな い ため,抵 抗 性 の検 定 は多 くのポテ ィウイル スが感 染 するN.

ben酌amfanaを 用 い,R1世 代 の植物 ににBYMVを 接種 して上位 葉にお ける発病 を観察 した(第

3図)。 そ の結 果,非 形質転換体 は接種後11日 で全個 体 が発病 したの に対 し,CP導 入個 体 は接

種14日 後で も30%(B801系 統),10%(B805系 統)し か発病 せず,強 いBYMV抵 抗性 を示 した。

次 に,こ のウイル ス抵抗性 のスペ ク トル の広 さを確かめ るため,BYMVと 近縁のポテ ィウイル

スで あるCIYVVと 遠 縁 のポテ ィウイ ル スで ある ジャガイ モYウ イ ルス(PVY)を 同様 に接種 し

た。B805系 統 にCIYVVを 接種 した ところ,1日 程度 の発 病の遅延が認め られ た ものの接種13

日目には 全個体 発病 し,ほ とん ど抵 抗 性は認 め られ なか った(第4図)。 さ らにPWを 接種 した

ところ,B801,B805系 統 共 に全 く抵抗性 を示 さず接種後11日 目まで に全個体発病 した(第5

図)。 この ことか ら,BYMVCP導 入植物 は,ホ モ ロガス なBYMVに 対 しては抵抗性 を示す が,

近縁 なポテ ィウイル スであ るCIYVVに 対 してはほ とん ど抵 抗性 が認 め られず,遠 縁 のポテ ィウ

イルスであるPVYに は全 く抵抗性 を示 さな い ことが明 らか となった。

第2章 リボザイム,ア ンチセンスおよび外被タンパク質遺伝子導入タバコ

に お け る キ ュ ウ リモ ザ イ ク ウイ ル ス 抵 抗 性

リボザイムは自己切断活性をもったRNA分 子であ り,様 々な生物か ら見いだされている。な

かでも植物ウイルスのサテライ トRNA由 来のハンマーヘッド型 リボザイムは,そ の単純な構造

から トランスに作用させ ることも容易であり,生 体内での特定遺伝子 の発現抑制に応用が期待

されている。 しかしながら,植 物ウイルスRNAの 切断に関 してはfnv伽oで の実験例のみ

で,加vlvoの 実験例はない。そ こで多 くの農作物にモザイク病を引き起 こす多犯性のキュウ

リモザイクウイルス(CMV)の3a遺 伝子をターゲットとして,そ のコー ド領域約860bpの アンチ

センスに1箇 所または2箇 所 リポザイム配列を組み込んだ改変遺伝子を構築 し,タ バコに導入し

た。対照にはリボザイム配列 を含まないアンチセ ンス,そ してCP遺 伝子導入タバ コを用い,

CMVに 対する抵抗性 を比較 してリポザイムの応用の可能性を検討 した。
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構築 した3種 類のリボザイム(第6図)の 切断活性を確認するため,∫nvf亡roで 転写 したリボザ

イムRNAを 粒子より精製 したCM▽RNAと 混和 し,反 応後アガロース電気泳動を行ってそのパ

ターンを比較 した(第7図)。65℃ で10分 間熱変性を行った場合,Rz2,Rz3,Rz4の リボザイム

を混和 したものは予想され た長さのRNA3の 切断片が確認され,ま たいずれ の場合 もRNA3以

外の成分については変化がなく,今 回構築したリポザイムの活性 とそ の特異性が確認された。

一方
,リ ポザイム配列を含まないAs5で はCM▽RNAに 変化はなかった。しか しなが ら,反 応

前の熱変性を省いた場合,い ずれのリボザイムもその切断活性が著 しく低下 した。

上記の3種 類のリポザイム(Rz2,Rz3,Rz4)と 対照のアンチセ ンス(As5),外 被タ ンパク質

(CP)の 発現ベ クターを用いてタバコを形質転換 した。得 られた形質転換体のR1世 代を用いて

CMV抵 抗性検定 を行ったところ,Rz204,As508,CP711の3系 統が比較的強い抵抗性を示 し

たため,更 なる検定 を行った。まずそれぞれの系統の抵抗性程度 を調べるため,2,10,50μ

g/m1と3段 階の濃度でCM>を 接種 した(第8図)。 その結果,CP711は 低濃度接種でほぼ完全の

非常に強い抵抗性を示したが,高 濃度のウイルスを接種 した場合には発病が遅延するだけで全

個体が発病 した。すなわちCP711の 抵抗性は高濃度ウイルス接種によ り打破される発病遅延型

であった.一 方Rz204は,高 濃度接種で も全個体が発病することはなく,発 病遅延型 と無病徴

型が混在 していた。As508はCP711と 同様に,高 濃度接種でその抵抗性が打破された。

次にR2世 代Rz204-1にCMVを 接種 したところ,Rユ 世代 と同様に抵抗性のばらつきが観察さ

れ,高 度抵抗性(HR),中 度抵抗性(MR),低 度抵抗性(LR)の3つ のタイ プに分類された。これ

ら抵抗性の異なる個体におけるウイルス増殖の違いを明らかにするため,葉 位毎のウイルス蓄

積量をEUSA法 で調べたところ,病 徴の激 しい個体 ・葉位ほどウイルスの蓄積量が多く,ウ ィ

ルスの移行 ・増殖 と病徴発現 とが一致することが確認された(第9図)。

Rz204後 代において見 いだされた抵抗性のばらつきと導入遺伝子の発現との関係を明 らかに

するため,接 種7日 後に接種葉(第6葉)と 上位葉(第8葉)を 採取し,全RNAを 抽出 してノーザ ン

解析 を行った(第10図)。 その結果,ウ イルスRNAの 蓄積は病徴 と一致し,Rz204-1のHRタ イ

プの上位葉では全 くウイルスRNAは 検出されず,LRタ イプはAs508-1(Sタ イプ:抵 抗性な し)

やCP711-3(LRとSタ イプ)と 同等以上にウイルスRNAの 蓄積が認め られ た。一方,ト ランス

ジーンRNAの 蓄積量はCP711-3の 場合は抵抗性の程度 と比例し,LRタ イプで多く,Sタ イプで

少なかった。またR1世 代では抵抗性が認められたにも関わらず,R2世 代で抵抗 性が全く消失
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して しまったAs508に おいては,全 くトランスジーンの蓄積が認め られなかった。 これに対 し

Rz204-1のHRタ イプはシグナル の総量としてはLRタ イプより多かったが,分 子量が完全長の

約半分 と推定 される分解産物が接種葉,上 位葉共に検出され,そ の量 は接種葉では完全長の転

写産物 とほぼ同量であり,上 位葉では完全長の転写産物がほとんど検 出されず大部分が分解産

物であった。このような分解産物はR2204-1の 脈 タイプでは検出されなかった。このことから

Rz204-1のHRタ イプにおいては トランスジーンRNAの 分解が生じてお り,そ の活性は上位葉

でより高いことが明 らかとなった。また接種前の トランスジーンRNAの 蓄積量は抵抗性の弱い

個体ほど多く検出され,接 種後はその差が更に明瞭になり,MRタ イプや照 タイプではほとん

ど検出されなかった(第11図)。 このことか らRz204後 代の抵抗性の程度 とトランスジーンの蓄

積量の間には負の相関があるととが確認された。

導入遺伝子の不活化現象(genesilenci㎎)は,導 入遺伝子の複数コピーがゲノムに組み込ま

れた場合に生じやすいことが示されている。Rz204のR1世 代はカナマイシン培地上での耐性:

感受性の分離比が3:1で あることから,カ ナマイシン耐性遺伝子に関しては1コ ピー導入され

ていると予想 され,Rz204-6は1遺 伝子座ホモ系統と思われる。Rz204後 代で観察 された抵抗

性のばらつきが導入遺伝子の接合性によって支配されているかどうか を確かめるため,非 形質

転換体 にホモ系統のRz204-6-23を 交配し,ヘ テロ系統WT×Rz204-6-23を 作出 した。そ して

このヘテロ系統 とRz204-6-23自 殖系統とのウイルス抵抗性の レベルを比較 したと ころ,自 殖

ホモ系統 はその親と同様に全 く全身発病せず,す べてHRタ イプの抵抗性を示した(第12図)。

それに対 し交配 したヘテロ系統は分離世代R1の 抵抗性と同様にHRタ イプか らLRタ イ プまで

様々な抵抗性 を示し,導 入遺伝子のヘテロ化によって抵抗性のタイプ も多様化 した。 ここで作

出したヘテロ系統 とホモ系統 における導入遺伝子のゲノム上での存在 を確認するため,そ れぞ

れの 個体 のゲ ノムDNAを 用 い てサザ ン解析 を行 った(第13図)1そ の結果,ホ モ系統

Rz204-6-23selfも ヘテロ系統WT×Rz204-6-23も 導入遺伝子は3遺 伝子座であり,そ のうち2

遺伝子座は断片の長さから不完全な形で挿入されたものと考えられた。

第3章 哺乳動物抗 ウイルス機構を利 用 した複数 ウイルス抵抗 性

ウイルス感染動物細胞ではウイルス増殖抑制因子としてインターフェロンが生成することが
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知 られて いる。イ ンター フェ ロンは2',5Loligoadenylatesynthetase-nucleasesystem,

P1/elF-2αproteinkir鵬e-phosphoprotelnphosphatasesystemやMxタ ンパ ク質 の合成

等 を誘導 し,ウ イルスや感 染細胞 の増殖 を阻害す る。本研 究では,こ のイ ンター フェ ロンシス

テ ム に着 目 し,イ ンタ ー フェ ロ ンの作 用 に よ って 誘 導 され る2曾,5Loligoadenylate

synthetase(2-5Aase),double-strandedRNArdependentprotelnkinase(PKR)を 植物

に導入 する ことによ り,全 てのRNAウ イル スに対す る抵抗性付 与 を試 み た。2-5Aaseは イ ン

ター フェロンによ って誘導 され る遺伝子 のひ とつで,二 本鎖RNAに よって活性化 され,ATPを

21,5Lボ スポ ジエステル 結合で重合 し2',5'rAを 合成す る。2',5'rAは 細胞内 に不活化型 とし

て存在す るRNaseLに 結合 して これ を活性化 し,細 胞 内RNAの 分解 を促進 して ウイル スの増殖

を抑制す る。植物 細胞 においてRNaseLの 存在 は確認 されて いないが,も し同様 の働 き をもっ

RNaseが 存在す れば,RNAウ イル ス全て に対す る抵抗 性が期待 され る。 またPKRも イ ンター

フェ ロンによ って誘導 される遺伝子 で,二 本鎖RNAと 結合 して活性化 し,e酔2α をリン酸化

す る ことによ りタ ンパ ク質:合成を阻害す る。 いず れの遺伝子 も二本鎖RNA,す なわちRNAウ

イル ス複 製 中間体(も しくは二 本鎖RNAウ イル スゲ ノム)と 結合 してそ の活 性化 が起 こる という

誘導型であ り,ウ イルスが感 染 していない健全植物では植物に害作用 はな く,RNAウ イル ス感

染細胞で のみ抗 ウイル ス作用が発揮される と期待 され る。

2-5Aase導 入タバ コについては,カ ナマイ シン耐性遺伝子の導入が確 認された32個 体 中,2-

5Aase遺 伝子 の導入 も確認 され た個体は29個 体得 られたが,予 備検定 お よび1次 検定 の結果,

有意 なCMV増 殖 の抑制が確 認 され たのは,ME116た だ1個 体 であった(第14図)。 このME116

のR1個 体 を用いで ノーザ ン解 析を行 ったと ころ,適 切な位置 に明瞭 なバ ン ドが検 出 され,マ ウ

ス2-5Aaseの 発現が確認 された(第15図)。 一方,PK:R導 入タバ コにつ いては,カ ナマイ シン耐

性遣 伝子の導入が確認 された個 体は36個 体得 られ たが,そ の うちPKR遺 伝 子の導入 も確認 され

たのはPK1の1個 体 のみであ った。 このPK1のR1個 体 につ いて ノーザ ン解 析 を行 った と ころ,

予想 される位 置に シグナルは検出 されなか った(第15図)。

導入遺伝子 の発現 が確認 され,1次 検定で もCMV接 種葉 におけるウイル ス増殖抑制が 認め ら

れたME116のR1世 代 を用 いて,CMVとP▽Yに 対す る抵抗性 を検討 した 。CMVとPVYに つい

ては,接 種後 の上位 葉 の病 徴 発現 を経時的 に観察 した(第 ユ6図,第17図)。 その結果,CMV,

PVYい ずれの場合 も非形 質転 換体 と比べて1～3日 の発病遅延 が認 め られ,グ ル ープの異なる2
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種のウイルスに抵抗性を示す ことが明らかとなった。しかしながら,い ずれの場合 も発病遅延

後に全株発病 し,ま たCM▽ 接種 の場合,対 照として加えたCMV外 被 タンパク質導入タバコ

(CP711)よ り抵抗性は弱かった。

PKR遺 伝子が導入されたタバコは1個 体(PK1)し か得 られなかったため,こ のPK1のR1世 代

を用いて,CMVとTMVに 対する抵抗性を検討した。その結果,CMV接 種に対 し病徴発現の遅

延 と病徴の軽減が認め られ,ま たTMV接 種に対 し接種葉局部病斑数の減少が認められた(第18

図,第19図)。 いずれも強い抵抗性ではないが,グ ループの異なる2種 のウイルスに対する抵抗

性が確認された。

ま と め

遺伝子組換えを利用したウイルス抵抗性植物作出を更に発展させる ことを目的 とし,ウ イル

ス外被タンパク質,リ ポザイム,ア ンチセンス,イ ンターフェロン誘導性抗ウイルス遺伝子 を

導入 した形質転換植物を作出し,以 下の結果を得た。

1)BYMVの ゲノムRNAの 全塩基配列を決定し,外 被タンパク質遺伝子をN.わen亡12am1'anaに

導入 した。 この形質転換体はホモロガスなBYMVに 対しては抵抗性を示 したが,ヘ テロロガ

スなポティウイルスには充分な抵抗性を示さなかった。

3)CMV3a遺 伝子 を切断するようにデザインした リボザイムは,1nvf亡 π)でCMVRNA3を 切

断したが,反 応前に熱変性を行わない場合は著 しく切断活性が低かった。

3)CMV外 被タンパク質遺伝子導入タバコ,3aア ンチセンス導入タバコのすべて,お よびほと

んどのリボザイム導入タバコのCMV抵 抗性は,高 濃度のCMV接 種により打破 され,病 徴遅

延型であ ったが,リ ポザイム導入個体の1系 統は高濃度のウイルス接種によっても打破され

ない無病徴型の高度抵抗性を示 した。

4)高 度抵抗性 を示 したリポザイム導入 タバコ個体において,ト ランスジーンRNAの 部分分解

産物が検:出され,ト ランスジーンRNAの 不活化によるウイルス抵抗性獲得が予想 された。

5)哺 乳動物の2-5Aa記 およびPKR遺 伝子を導 入したタバコは,複 数ウイルス抵抗性を獲得し

た。

一65一



Metal-bindingsiteNTP-bindingmotif

呈1離1器、鰹1
1lll

Polymerasemotif

盟膿 ・el
ii

1116KII6盟ll

P1 HC-Pro P3 CI

'M
・IM・MbCP

VPglPro

33K/52K
Y/S

噛
KYYRVG/G

rotese

41K

＼7'K/22K
FQ/SFE/S

27K159K131K

FE/S

FQIAFQ/GFQ/SFQls

幽

第1図BYMV遺 伝子の予想される構造
上部は見いだされたモチーフ,下 部はプロテアーゼの予想認識配列を示す.

N.∫ αわαc肘η王 1>,わ θη晒ση1ぽαηα

駆 …2B・ ・6麟 誰…1B・ ・5早&

_軸 幽脚_、 磁 麟 灘_褐_

第2図 形質転換体RO世 代のウエスタン解析
1レーンあた り1mg組 織相当のSDS可 溶タンパク

質を泳動 した.矢 印は31kDaの 位置を示す.

00

80

60

40

20

1

全

身

発

病

株

率

%

0

累一 累一)k

‡ 麗器/
　 W　 y陣/

震潔

02468]0]2]4

接 種 後 日数

第3図 形質 転 換 侃beπ 訪a∫η'aηaのBYMV抵 抗 性

00

80

60

40

20

1

全

身

発

病

株

率

%

0

+B805

一)K-W旺d-type

x・ 》K
e

x'

×
'

x-x-x

xノ

02468101214

接種後日数

第4図 形質転換配beη 肋am泊 ηaのCiYVV抵 抗性

00

80

60

40

20

1

全

身

発

病

株

率

%

0

一x-8801

-x-6805

一)K-Wild-type

米一)k

累ノ

累!

ー
ノ
∠

ー

X
024681012

接 種 後 日数

第5図 形 質 転換 配beη 酌am'aηaのPVY抵 抗 性

一ss一



CMVRNA3一
570-572

㎝

一 ・鼓
且

CP

159-151

㏄

G
♂

η
で

G
^
q
u
c
c
G
u

ム
且
G
c
ム
G
G
A
G

尋CA

l轟
書§ 尉吻m・
Ad
OU

Ribozyme

xZz

τ

G掃
UC
CG
U

艦
き

呈
8
㌔

尋

㍉
吋

A
G

U
C
C
6

U

ch
ハ
き

c
き

G
㌔

圏

Rz4

Ass

第6図 リボザイム,ア ンチセンスおよびCP遺 伝子の構築
矢印は転写方向を示す.

熱処理無 反応前熱処理

Rz2Rz3Rz4AssNoneRz2Rz3Rz4Ass

隅
剛騰 避:叡∵騨

_〆 鞘卸
ト.1

韓

「ジ
鰻鱒

醤
纏★麟

穰

爆姻

噌贈鍵繕ll
第7図 めv海 ひ にお け る リボ ザ イ ム によ るCMVRNA3の 切 断

fnv伽oで 転 写 した リポ ザ イ ム(Rz2,Rz3,Rz4)と ア ン チセ ンス

(As5)をCMVRNAと 混 和 した.白 抜 きarrowheadは 切 断 さ れ

たCMVRNA3,aster量skは 転 写RNAを 示 す.Noneは 転 写RNA

を 混 和 しな いCMVRNAの み の も の.

一67一



100

80

60

40

20

0

2ｵg/ml

02468101214

十Rz204

一一昌 一As508

一●・一CP711

一→レ←Control

全
身

発

病

株

率

%

100

80

60

40

zo

0

100

80

60

40

10u9/ml

20

0

02468101214

50ｵg/ml

02468101214

接種後日数

第8図 ウイルス接種濃度の違いによるCMV抵 抗性の変化

1.5ELISA値

(A405)

5!'/ perr:
鍾』圖

冷 Il

/1 i/ 』

1 /・ 一

/.

.5 /1 1 14=1
rP璽

[

7 」F 夢C・ntr・1

0 塵
678

膨 乙閣
7

繍 窃;窃

9

Rz204-1-1
Rz204-1-19

Rz204-1-12(H
1011

葉位

第9図Rz204-1後 代における葉位ごとのウイルス蓄積量

第6葉 に接種 し,接 種8日 後に測定 した.

一68一



Probe:TCR

蜘

欝
Rz204

H-ttype

聯 卿 鱒 ◎ 鱒 鱒 勲 くCMV脳 紛

餌姻W罵

ピ
鑑
響

、雛

.鱒

盤
偲
慧
羅

、蜘

」

饗幽

饗
鍵

幽

罵

∵
丁撫

Rz2041As508

LRtype(Stype
CP711

LRtype

CP711

Stype

Probe:Omega

潔灘レ

撫縷

∵

4
唯
写
'

麟

'確 鱒=話 羅

第10図R2植 物におけるウイルス接種7日後のウイルスRNへとトランスジーンRNへの検出

上下同一サンプルをプロッ トし,上 のシー トはTCRプ ローブによりウイルスRNAを,

下のシー トはOmegaプ ローブによりトランスジーンをそれぞれ特異的に検出した.
HR,LRは 表2-2に 示したレベルの抵抗性を示す.Sは 全く抵抗性が認められない個

体.そ れぞれ左 レーンは接種葉,右 レーンは非接種上位葉,

接 種 前(Probe:3A)

接 種8日 後(Probe:Omega)

懲 ・嚇 螂.講 繊 辮 「

晦lM聯

警鱒 麓 鴎燃

灘 鋤 藁 壌 糠;蔑 、撫.騨

}皿 ・y隅

瓶、細 墾犠 』「 ㍉:調

第11図Rz204後 代(R2)植 物の接種前(第5葉1接 種葉)と接種8日 後(第8葉1非 接種葉)における

トランスジーンRNAの 蓄積量 シー トの上下は同一個体由来.

一69一



100

0

0

0

0

8

6

4
.

2

全

身

発

病

株

率

%
×
/

X・X・ 》k・XX・X・X-X・X・)K-X

/
x

Wild-type

WTXRz204-6-23

CP711-3self

0一 一L口

024681012

接 種 後 日数

Rz204-6-23self

141618

第12図Rz204自 殖後代および非形質転換体との交配個体における抵抗性

EcoRIBam班

12341234

Pbk

23

%
"

聯

繍

曝

恥
野癬

囲

㈱ 噺ψ

闇4
.3

一2.3
脚2

.1

12B

Probe
-

BantHIEcoRI

NPTII Pm Rz20rCP T

<ト ー → レ く醇一 一 一 一→ 》

0.8kbca.LOkb

LB

1.0

第13図 形 質 転換 体 の ゲ ノミ ッ クサ ザ ン解 析

lane1:Wild-type,lane2:CP711-3self,

]ane3:Rz204-6-23self,lane4:Wild-typexIZz204-6-23

一70一



ELISA値

(A405)

fSD

6

4

2

1

8

6

4

2

0

1

1

1
・

0

0

0

0

ME115ME116ME205Wild-

type

第14図2-5Aase導 入 タバ コ 当代 の1次 検 定 .

(CMV接 種 葉 の ウイ ル ス増 殖)

Wild-ME
PKltype116

<卜PKR

《◎ 一2-5Aase

第15図2-5Aase遺 伝子,PKR

遺伝子導入タバ コにおける導入
』遺伝子の発現

プローブはPCRラ ベルした2-5Aase
cDNA,PKRcDNAを 混和して用い

た.矢 印は トランスジーン転写産物
の位置を示す.

00

80

60

40

20

0

1

全

身

発

病

株

率

%

一一f-ME116

かCP711

十Wild-type

02468101214

接 種 後 日数

第16図2-5Aase遺 伝 子 導 入 タバ:コのCMV抵 抗 性

00

80

60

40

20

1

全

身

発

病

株

率

%

0

+ME116

一一B-Wild-type

02468
接種後日数

101Z14

第17図2-5Aase遺 伝子導入タバコのPW抵 抗性

00

80

60

40

20

0

1
全

身

発

病

株

率

%

一●一一PK1

一一Wild-type

036912151821

接種後日数

第18図PKR遺 伝子導入タバコのCMV抵 抗性

200

局 部 壊 死 斑150

数 士SD

/100c而 燦100

第19図

50

O

Wild-PKl

type

PKR遺 伝 子導 入 タバ コのTMV抵 抗 性

T
"

鎚
日

繭
口 暉

印 鱒

口

壁蕪

鋸
一 藷≡

圏

一71一



論 文 審 査 結 果 要 旨

ウイル ス病 は,農 作物 に多大な被害を もた らす重要 な病害の一つであ るが,実 用的な抗 ウイルス剤

が未だ開発 され てお らず,防 除は感染植物 の除去や媒介昆虫の駆 除に よっているのが現状である。近

年外来遺伝子導入 に よる形質転換 ウイルス抵抗性植物の作 出が進 め られ て きている。

本研 究では,遺 伝子組換えに よるウイルス抵抗性植物の作出を更に発展 させ ることを 目的 とし,ウ

イルスの外被 タンパ ク質遺伝子,ア ンチセンス導入法 も含 め,新 たな試 み として ウイル スRNAを 特

異的に切断す る リボザイ ム,ま た ウイルスゲノムに 由来 しない遺伝子 として哺乳動物の もつ抗 ウイル

ス機構 に着 目し,こ れを担 う遺伝 子を植物 に導入 した形質転換植物 を作 出 し,ウ イル ス抵 抗性 の レベ

ルや特徴 を比較検討 し,以 下の結果 を得 た。

1)宮 城県 において ソラマ メに大 きな被 害 を もた ら して いる イ ンゲ ンマ メ黄斑 モザ イ ク ウイル ス

(BYMV)に 対応 す るた めBYMVの ゲノムRNAの 全 塩基配列 を決定 し,外 被 タ ンパ ク質遺伝 子 を

瓦6ε η読α履 απαに導入 した。 この形質転換体はヘテ ロロガスなポテ ィウイルスに は充分 な抵 抗性 を

示 さなか ったが,ホ モ ロガスなBYMVに 対 しては抵抗性 を示 し,今 後 の ソラマ メの導入 に 向け て の

展望を 開いた。2)キ ュウ リモザイ クウイルス(CMV)の3a遺 伝子を切断す るようにデザ イン した

リボザ イムは,伽 碗70でCMVRNA3を 切断 したが,反 応前 に熱変性を行わない場 合は著 しく切断

活性 は低い。CMV外 被 タンパ ク質遺伝 子導入 タバ コ,3aア ンチセ ンス導入 タバ コのすべ てお よびほ

とん どの リボザイ ム導入 タバ コのCMV抵 抗性 は,高 濃度 のCMV接 種 に よ り打破 され,病 徴遅延型で

あったが,リ ボザイ ム導 入個体 の1系 統は高濃度 の ウイル ス接種に よって も打破 され ない無病徴型の

高度抵抗性を示 した。3)高 度抵抗性を示 した リボザイム導入 タバ コ個体において,ト ランスジーン

RNAの 部分分解産物 が検 出され,ト ランス ジー ンRNAの 不活化に よるウイルス抵抗性獲得が予想 さ

れた。4)哺 乳動 物のイ ンターフ ェロンシステ ム関連 の2,5-01igoadenylatesynthetaseお よびdouble

strandedRNA-dependentproteinkinase遺 伝子を導入 した タバ コは,複 数 ウイルス抵抗性 を獲得 し

た。

以上 のよ うに本 論文 は ウイル ス抵抗性の形 質転換植物作 出上重要な多 くの新知見 を示 したもの で,

審査員一同は博士(農 学)「の学位を授 与す るに値す る と判定 した。
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