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論 文 内 容 要 旨

緒言

植物DNAウ イル スの一種 で あ るジ ェ ミニ ウイル ス科 ベ ゴモ ウイル ス属 の ウイ ル ス は

世 界 各 地 で 農業 上 重 要 な作 物 に被害 を与 えて い る。 ベ ゴモ ウイル ス は2分 節 ゲ ノム型

(DNA・A,DNA・B)、 単 一 ゲ ノム 型(DNA-A)、 単 一 ゲ ノ ム/サ テ ラ イ トDNA型(DNA-A,

DNA一 β)に分 け られ る。サテ ライ トDNAβ は単一ゲ ノム型 ベ ゴモ ウイル ス に附 随 し、病 徴

発現 に関 与 して い るが 、遺伝 的 起源 や病 原 性発現機 構 は不 明で あ る。世界 各 地 の トマ ト

栽 培 にお いて 発生 す る トマ ト巻 葉病 はべ ゴモ ウイ ルス に よ る重 要病害 の一 つ で あ る。 し

か し、遺 伝 的 に異な る単 一ゲ ノム 型 ベ ゴモ ウイ ルス とサ テ ライ トDNAβ の複合体 に よ っ

て 引 き起 こされ る トマ ト巻 葉病 の病 因 につ いては ほ とん ど知 られ てい な い。従 っ て 、 ト

マ ト巻 葉 病 に関与 す る単一 ゲ ノム型 ベ ゴ モ ウイル ス とサ テ ライ トDNAβ の分 子 特性 を明

らか にす る ことは、 ウイル ス生 態 学 、疫病 学 、病 害防 除 の研 究 に有意 義 な情 報 を与 え る

もの と思 われ る。

本研 究 で は、イ ン ドネシア にお いて発生 す る トマ ト巻葉 病株 か ら2種 類 の単一 ゲ ノム

型 ベ ゴモ ウイル ス(1b〃1α'01αゾ`μア'」4vαvか鋸,ToLCJAV;濯g8r伽 〃3アε〃owv8'〃v'7〃5一【Java】,

AYVVPaval)及 びサテ ライ トDNAβ(DNAβ01,DNAβ0勾 を分離 し、 トマ ト巻葉病 が単 一ゲ

ノム型 ベ ゴモ ウイ ル ス とサ テ ライ トDNAβ の複合体 によ って 引き起 こされ 、サ テ ライ ト

DNAβ の コー ドす るβC1遺 伝子 が病 徴発現 とRNAサ ィ レン シング抑制 に関与す る ことを

明 らか に した。 さ らに、 トマ ト栽 培地 付 近 に 自生す る雑 草 の 濯98ro'〃〃2ω 〃ツ20'485か ら

ToLCJAVとAYVV[Java】 の間で遺 伝 的 組換 えによ って生 じたべ ゴモ ウイル ス を分離 し、

トマ ト巻 葉病 の病 態系 につ いて考 察 した。

第1章 トマ ト巻 葉 病 株 か ら分 離 さ れ た ベ ゴモ ウ ィ ル ス 、 サ テ ライ トDNAβ 、 組 換

えDNAの 分 子 特 性

1432種 類 の異な る単 一ゲ ノム型 ベゴモ ウイルスのゲ ノム構造及び分子 系統解 析

本 章 で は イ ン ドネ シ ア 、 ジ ャ ワ の トマ ト栽 培 に 発 生 す る 巻 葉 病 の病 原 ベ ゴ モ ウ イ ル ス

の 分 子 特 性 を 明 らか に す る 目的 で 、 トマ ト巻 葉 病 株 よ り分 離 さ れ た べ ゴ モ ウ イ ル ス と サ

テ ライ トDNAβ の解 析 を 行 った 。

トマ ト巻 葉 病 株 か ら抽 出 した 全DNAを 鋳 型 にPCRク ロー ニ ン グ に よ り塩 基 配 列 の 異

な る2種 類 のべ ゴ モ ウイ ル ス(}avavims-1,Javavims・2)が 得 られ た 。 全 塩 基 配 列 を 決 定 し

た と こ ろJavaviπ1s-1は2752塩 基 、Javavirus-2は2735塩 基 か らな って い た 。Javavirus・

1とJavavirus・2は 共 に 単 一 ゲ ノム(DNA-A)か らな り、6つ のORF(Vl,V2,C1,C2,C3,C4)

と遺 伝 子 間 非 翻 訳 領 域 に ス テ ム ・ル ー プ 構 造 が 確 認 さ れ た(Fig.1-1)。 ス テ ム ・ル ー プ 構
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造 近 傍 に はC1複 製 関 連 タ ン パ ク 質(τeplicationassoc三ated・protein:Rep)の 結 合 部 位 と考 え ら

れ る 繰 り返 し配 列(itemn)(Javavirus・1,GGTCTCAA;∫avavims-2;GGAGACA)が 存 在 した 。

Javaviτus-1とJavavinls・2ゲ ノムDNA・A成 分 の全 塩 基 配 列 を 基 に した 分 子 系 統 解 析 で

は 、 ア ジ ア 地 域 で 分 離 さ れ た トマ トや 減.ω πy20ゴ磁5感 染 単 一 ゲ ノム 型 ベ ゴ モ ウイ ル ス グ

ル ー プ に 属 す る こ とが 示 さ れ た(Fig.1・2)。V1外 被 タ ンパ ク 質(coatprotcin:CP)の ア ミ ノ

酸 配 列 を基 に した 分 子 系 統 解 析 で は 、JavavimS-1は トマ トか ら分 離 され た べ ゴ モ ウ ィ ル

ス グ ル ー プ と ク ラ ス タ ー を形 成 し、Javavims・2は バ.`oηy20'4θ3か ら分 離 さ れ た べ ゴ モ ウ

イ ル ス グ ル ー プ と ク ラス タ ー を形 成 した(Fig.1-3)。Javavinls・1の 全 塩 基 配 列 の比 較 で は 、

既 報 の バ887α襯3ン8〃owvθ1κv'躍5(AYVV)と87%、Javaviπus-2と85%の 相 同性 を示 し、Java

virus・2はAYVVと92%の 高 い相 同 性 を示 した♂Javavims-1のCPア ミ ノ酸 配 列 の 比 較 で

は 、AYVV、Javavims・2と87%の 相 同 性 を示 し、Javavirus・2はAYVVと97%の 高 い 相 同

性 を示 した 。D:NA・A成 分 の 全 塩 基 配 列 、CPの ア ミ ノ酸 配 列 の 相 同 性 が90%以 上 を 同 種

とす る ベ ゴ モ ウイ ル ス 分 類 ・命 名 基 準 に従 い 、Javavilus・1を1b〃74'oJα ガ`翼'1」 αv4v'7媚

(ToLCJAV)、Javavirus・2を 濯g87α∫麗〃 ア8〃owv8∫ ηv'7μ5{Java】(AYVV」pava】)と 命 名 した 。

1・2:2種 類 の 異 な るサ テ ライ トDNAβ と組 換 えDNAの 解 析

ToLCJAV及 びAYVV」[Java1混 合 感 染 トマ ト株 の全DNAを 鋳 型 にPCRク ロー ニ ン グ に

よ り塩 基 配 列 の異 な る2種 類 の サ テ ライ トDNAβ(DNAβOl,DNAβ02)が 得 られ た。DNAβOl

は 全 長 が1346塩 基 、DNAβ02は 全 長 が1354塩 基 か らな って い た 。DNAβ01とD:NAβ02

に は1つ のORF(βCl)が 存 在 し、ToLCJAVとAYVV」 【Java】に類 似 した ス テ ム ・ル ー プ構

造 が 確 認 さ れ た(Fig.1・1)。 また 、D:NAβ01とDNAβ02に は200塩 基 程 度 の ア デ ニ ン に 富

む 領 域(A-richregio盤,～65%A)が 存 在 し 、 ス テ ム ・ル ー プ 構 造 近 傍 に はToLCJAVと

AYVV」pava】 に 類 似 したiteron様 配 列(GGTGTGTA,GGTAGAAA,GGAGAAG)が 存 在 した 。

全 塩 基 配 列 を基 に した 分 子 系 統 解 析 で は 、DNAβOlとDNAβ02はAYVVDNAβ と同 じク

ラ ス.ター を 形 成 した(Fig.1・4)。D:NAβolとDNAβ02全 塩 基 配 列 の 比 較 で は 、93%の 高 い

相 同 性 を示 し、AYVVD:NAβ と は そ れ ぞ れ81%の 相 同 性 を 示 した 。DNAβOlとDNAβ02

はToLCJAV、AYVいIJava】 との相 同 性 は な く 、 ベ ゴ モ ウ イ ル ス ゲ ノ ムDNAに 由来 す る成

分 で は な い こ とが 考 え られ た 。

トマ ト巻 葉 病 株 全D:NAを 鋳 型 にPCRク ロー ニ ン グ に よ りサ テ ラ イ ト様DNAが 分 離 さ

れ た 。 全 塩 基 配 列 は1299塩 基 か らな り、1つ のORF(βCl)と ス テ ム ・ル ー プ構 造 が 確 認

され た(Fig.1・1)。 また 、ス テ ム ・ル ー プ構 造 近 傍 に はAYVV」pava】 と 同 じitoron(GGAGACA)

が 存 在 した 。サ テ ライ ト様DNAに つ い て 、遺 伝 学 的組 換 え解 析 を行 っ た と こ ろ 、ToLCJAV

で はnt.77-1213(P=2.580xlO●5)とnt.190・216(P冨3.670x10'4)、AYVV{Java】 で はnt.1155・39

(P=2.870x10'B)、DNAβ01で はnt.367・883(P=9.981x10幽5)、DNAβ02で はnt450・1110(P雷
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4.210xlo'9)の 領 域 で 遺 伝 的 組 換 え が 生 じて い た(Fig.1・5)。 従 って 、 サ テ ラ イ ト様DNAは

4種 の成 分 に 由来 す る組 換 えD:NA(recombinantDNA:recDNA)で あ る こ とが 明 らか にな っ

た 。

第2章 サ テ ライ トDNAβ の病原性 と宿 主応 答解 析

2-1:ベ ゴ モ ウ イ ル ス 、 サ テ ライ トDNAβ 、 組 換 えDNAに よ る トマ ト巻 葉 病 の誘 尋

本 章 で は 、 トマ ト巻 葉 病 を 引 き 起 こす 原 因 と な るベ ゴ モ ウイ ル ス とサ テ ライ トDNAβ

の感 染 性 及 び 病 徴 誘 導 に つ い て 検 討 した ♂

ToLCJAV、AYVV-Pava】 、DNAβOl、DNAβ02、recDNAの 感 染 性 ク ロー ン を バ イ ナ リー

ベ ク タ ー に 構 築 した(Fig.2-1)。 感 染 性 ク ロー ン は オg70δασ∫87伽3∫ μ〃2ψ`'8π5を 介 して 、

トマ ト(L躍op8ア5ゴ`oη8∫oμ18π'μ〃3cv.Hausu血omotaro)に 接 種 し た 。ToLCJAV、AYVV」Pava】

の 接 種 区 で は ウ イ ル ス が 全 身 感 染 し た が 無 病 徴 で あ っ た(Fig.2-2)。ToLcJAv!DNAβ01、

AYVV{Java】1DNAβ01の 接 種 区 で は 軽 い巻 葉 症 状 が 見 られ 、 ウ イル ス ゲ ノムDNA、DNAβ

が 共 に検 出 さ れ た(Fig.2-2)。ToLCJAVIDNAβ02、AYV>」 【Java]1DNAβ02の 接 種 区 で は 、 自

然 感 染 株 と 同 様 の巻 葉 症 状 が 見 られ 、ウイ ル ス ゲ ノムDNA、DNAβ が 共 に検 出 さ れ た(Fig.

2・2)。ToLCJAV!Rec、AYVV一 【Java]!Recの 接 種 区 で は 、 無 病 徴 で あ り 、AYVV・ 【Java]の存 在

下 の み でrecDNAが 検 出 さ れ た(Fig.2-2)。ToLCJAV!AYVV一 【Java】1DNAβ011DNAβ02!recDNA

接 種 区 で は 、ToLCJAWDNAβ02、AYVV・[Java】 ノD:NAβ02の 接 種 区 と 同 様 の巻 葉 症 状 が 見 ら

れ た(Fig.2-2)。

DNAβ に は ヘ ル パ ー ウ イ ル ス ゲ ノムDNAに 特 異 的 なiteronが 存 在 しな いが 、DNAβ01

及 びDNAβ02は 共 に異 な る 種 の べ ゴ モ ウ イ ル ス で も複 製 した 。 ベ ゴ モ ウ イ ル ス のitero簸

の 塩 基 数 、 配 列 は ウ イ ル ス に 特 異 的 で あ る が 、iteron中 に共 通 して 保 存 さ れ るGGAま た

はGGTの3塩 基 が 、Repタ ンパ ク 質 の 結 合1ζ 重 要 で あ る。ToLCJAVのiteron(Ω 皿CTCAA)

とAYVV一 【Java】のiteron(GGAGACA)とDNAβ の3つ のiteron様 配 列(Ω ΩエGTGTA,

GGTAGAAA,GGAGAAG)に は 共 にGGTま た はGGAの 保 存 配 列 が 存 在 す る。DNAβ の複

製 に お い て はRepタ ンパ ク 質 がiteron様 配 列 の 全 て の塩 基 を認 識 す る の で は な く、 特 定

の塩 基 配 列 を認 識 し、 結 合 が 起 る と考 え られ る 。

2・2:サ テ ライ トDNAβ の コ ー ドす るβσ1遺 伝 子 の機 能 解 析

トマ ト巻 葉 病 がToLCJAVIDNAβ02ま た はAYVV[Java】1DNAβ02の 複 合 体 に よ っ て 引 き

起 こ され 、D:NAβ02が 病 徴 誘 導 に 重 要 で あ る こ とが 明 らか に な った 。 そ こでDNAβ02の

コー ドす るβC1遺 伝 子 の機 能 解 析 及 び 病 原 性 に つ い て 検 討 した 。
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βC1遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン に 舳me-shift変 異 を 導 入 し た 感 染 性 ク ロ ー ン

(ToLCJAV!DNAβ02mβCl,AYVV{Java】!DNAβ02mβCl)を 構 築 し、1W'oo"α"α δεπ'加2π'α〃4へ

接 種 を 行 っ た 。ToLCJAV接 種 区 で は軽 い 下 巻 の 巻 葉 症 状 、ToLCJAV!DNAβ02接 種 区 で は

激 しい 下 巻 の 巻 葉 症 状 が 現 れ た(Fig.2-3)。ToL,CJAVIDNAβ02mβC1接 種 区 に お い て は 、

ToLCJAV接 種 区 と 同 様 に 軽 い 下 巻 の 巻 葉 症 状 が 現 れ た(Fig.2-3)。AYVV[Java】 接 種 区 で

は激 しい 上 巻 の 巻 葉 症 状 、AYVV」IJava】1DNAβ02接 種 区 で は 激 し い下 巻 の 巻 葉 症 状 が現

れ た(Fig.2-3)。AYV獅 【Java】1DNAβ02mβC1接 種 区 に お い て は 、AYVV【Javal接 種 区 と 同様

に 激 し い上 巻 の 巻 葉 症 状 が 現 れ た(Fig.2-3)。

Po'4'ovゴ7鋸 ■(PVX)ベ ク タ ー に よ り 瓦 δεη'勧〃2'α〃4中 で βC1遺 伝 子 を発 現 させ た と こ

ろ 、 ヘ ル パ ー ウイ ル ス が 存 在 し な くて も、ToLCJAVIDNAβ02、AYVV」 【Java】1DNAβ02感 染

瓦 ∂8π'加〃'απα と同 様 な ウ イ ル ス 様 病 徴 を示 した(Fig.2・4)。 多 く の植 物 ウ イ ル ス の 病 原

性 遺 伝 子 がRNAサ イ レ ン シ ン グ の 抑 制 因 子(サ プ レ ッサ ー)と して 機 能 す る こ とが 知 ら

れ て い る。 そ こで 、GFPを 発 現 す る 瓦68励 α〃2'oηα1inel6cにPvxベ ク ター を 用 い て 、

G〃 遺 伝 子 とβC1遺 伝 子 を 共 発 現 させ た と こ ろ 、RNAサ ィ レン シ ン グ の抑 制 活 性 が認 め

られ た(Fig.2-5)。 以 上 の 結 果 か ら 、 βc1遺 伝 子 は 宿 主 植 物 で の 病 徴 発 現 と病 徴 の 進 展 に

必 要不 可 欠 な 遺 伝 子 で あ り、 さ ら にRNAサ イ レ ン シ ン グ の サ プ レ ッサ ー と して 機 能 す る

こ とが明 らか に な っ た。

第3章 葉 脈 黄 化 症 状 を示 す ∠g8'伽 〃8ω"ッzof4ε5か ら分 離 され た ベ ゴ モ ウイ ル ス 、

サ テ ライ トDNAβ の分 子 特 性

トマ ト巻 葉 病 発 生 地 付 近 に は べ ゴ モ ウ イ ル ス の 感 染 に よ り葉 脈 黄 化 症 状 を 示 す オ.

`oπy20'485が 自 生 し、 トマ ト巻 葉 病 の 伝 染 源 とな る 可 能 性 が 示 唆 され て い る。 本 章 で は 、

葉 脈 黄 化 症 状 を 示 す オ.`oη ツzo'4ε3よ り分 離 さ れ た べ ゴ モ ウイ ル ス の 分 子 特 性 と トマ ト巻

葉 病 との 関 連 性 に つ い て検 討 した 。

葉 脈 黄 化 症 状 を示 す 濯.`o〃 ッ20ゴ485か ら抽 出 した 全DNAを 鋳 型 にPCRク ロー ニ ン グ に

よ りベ ゴ モ ウ イ ル ス(Javavirus-3)を 分 離 した 。Javavirus・3は 単 一 ゲ ノ ム(DNA・A)で 全 長

が2747塩 基 か らな って い た 。Javavirus-3に は6つ のORF(Vl,V2,Cl,C2,C3,C4)、 ス テ

ム ・ル ー プ構 造 、iteron(GGAGACA)が 存 在 した(Fig.3・1)。Javavirus・3ゲ ノムDNA・A成

分 の 全 塩 基 配 列 を基 に した 分 子 系 統 解 析 で は 、 ア ジ ア 地 域 の トマ トや オ.ω ηγzo'4θ3か ら

分 離 さ れ た 単 一 ゲ ノ ム 型 ベ ゴ モ ウ イ ル ス グ ル ー プ に 属 し、ToLCJAVと 同 じ ク ラ ス ター を

形 成 した(Fig.3-2)。Javavirus・3ゲ ノムDNA-A成 分 の 全 塩 基 配 列 の 比 較 で は 、ToLCJAV

と91%、AYVV{Java1と89%の 相 同 性 を 示 し、CPの ア ミ ノ酸 配 列 の 比 較 で は 、ToLCJAV

と98%、AYVV{Java】 と87%の 相 同性 を示 した(Table3-1)。 遺 伝 学 的 組 換 え 解 析 を行 っ た

と ころ、Javavinls-3ゲ ノ ムDNAのnt.2389・2692領 域 はToLCJAVのORFCI、C4、 遺 伝
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子 間 非 翻 訳 領 域 の5'末 端 側 がAYVV{Java]と の 間 で 遺 伝 的 組 換 え(3.739x10-m)が 生 じて い

る こ とが 明 らか に な った(Fig.3・3)。 従 って 、Javavirus-3を1b〃3α'o'α ゾ`〃"」 加 αvゴ躍5一

IAgelatum】(ToLCJAV・IAgeratum】)と 命 名 した 。

Tol,CJAV・ 【Ageratum】 感 染 濯.`oηy20∫483よ りサ テ ラ イ トDNAβ(DNAβ03)を 分 離 した 。

DNAβ03の 全 長 は1360塩 基 か らな り、1つ のORF(βCl)、 ス テ ム ・ル ー プ 構 造 、A-1ichegion、

iteτo駐様 配 列(GGTGTGTA,GGTAGAAA,GGAGAAG)が 存 在 した(Fig.3・1)。DNAβ03の

全 塩 基 配 列 を 基 に した分 子 系 統 解 析 で は 、ToLCJAy1AYVV」 【Java]DNAβOl及 びDNAβ02

を含 むAYvvDNAβ と ク ラ ス タ ー を形 成 した(Fig.3・4)。DNAβ03の 全 塩 基 配 列 の 比 較 で

は 、ToLCJAV!AYVV」Pava】DNAβ01及 びDNAβ02と そ れ ぞ れ94%、87%の 高 い 相 同 性 を

示 した 。

摘要

1.イ ン ドネ シ ア にお いて 巻 葉 症 状 を示 す トマ トか らToLCJAV、AYVV」IJava】 、DNAβOl、

DNAO2、recDNAを 分 離 した 。ToLCJAV、AYVV」[Java1は 単 一 ゲ ノム か らな り、DNAβOI

は病 徴 の 進 展 に 関与 せ ず 、DNAβ02はToLCJAVま た はAYVV」pava】 の 存 在 下 で トマ

トに巻 葉 症 状 を 誘導 した 。遺 伝 学 的 組 換 え 解 析 か らrecDNAはToLCJAV、AYVV」Pava】 、

DNAβOl、DNAO2の4種 のDNA成 分 に 由来 す る組 換 えDNAで あ り、AYVV」pava】 の

存 在 下 で の み 複 製 した 。

2.DNAβ02の コ ー ドす るβC1遺 伝 子 億 変 異解 析 か ら、 病 徴 発 現 に 関 与 して い る こ とが 明

らか に な っ た 。 βC1遺 伝 子 は ヘ ル パ ー ウ イ ル ス が 存 在 しな く と も宿 主 植 物 に ウ イ ル

ス 様 病 徴 を 誘 導 し、 さ らにRNAサ イ レ ン シ ン グ の抑 制 活 性 が 認 め られ た 。

3.葉 脈 黄 化 症 状 を 示 す 濯.`oπ ッ20ゴ485か ら分 離 さ れ たToLCJAV一 【Ageπatum】は 、ToLCJAV

とAYVV」IJava1の ゲ ノ ムD:NA成 分 に 由来 し、 異 な る2・ 種 類 の べ ゴ モ ウ イ ル ス の混 合

感 染 に よ り新 種 のべ ゴモ ウイ ル スが 生 じ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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ThefollowingsequenceswereobtainedfromGenBankandusedfor

comparisonsandphylogeneticanalysis:Ageratumenadonvirus(AEV:

Aj437618),.4g召m旗 η7"汲)}ジv初 π(防'η σv1鴨3{H血an2】(AYVCNV.

【耳臓2]:AJ495813),∠4gerσ 蹴 泌yθ πowvεfπ 爵 ゴ乙側 肋vゴ η∫5(AYVSLV:

AF314144),.4gθrα'翼 η2ア6〃owv¢ ゴ"7㌃ガwα π 胃πご5・[Taiwa皿 】(AYVTV.

[TW]:AF307861),Ageratumyellowveinvirus(AYVV:X74516),

・4927α如η7アε〃owv窃'"vr躍3{Java】(AYVVのIJava】lAB100305),&ッ 加 α"

σ""膨 ε必切～ ゴ削3(SbCLV:ABO50781),7b加 σωZθqジ σ貿ア1」φd隣vゴ 川5

(TbLC3V:ABO28604),TomatoleafcurlBangalorevirus(ToLCBV:

Z48182),1b〃1α 如1ε げ σμκ8σ ㎎ 如伽 んvゴr翼5(roLCBDV:AF1$8481),

TomatoleafcudJねvaviτus(TbLCJAV:AB100304》%η3α 如 」αプ αご冠

κ αrηα如加 りか粥(ToLCKV:U38239),T∂ 魏4如Zθ げ`鋸rZ五 σ05v,r以5

ぐroLCLV:AF195482),Tb加 α如Zθ げo翼7ZNβwD8Z乃 ゴv伽3{Severe】

(TbLCNDV・Svr:Ul5015,DNA・A),乃 η1αfo陀 げo鴛 擢PんJZ脚 ∫πθ8露 月囎

(ToLCPV:ABO5059'7),TomatoleafcurlTaiwanvirus(ToLCTWV:

U88692),7b卿 α如 惚げ σ翼冠1η'7翼3.(ToLCV:S53251),7b初 σの アθ'あ1gZα ゾ

σμ7Zσ ゐ∫ηαvゴr邸(TYLCCNV:AF311734),To用4foア θπowZε げ α1アZ

&τrの ηゴ4晦'潮3ぐrYLCSV:X61153),乃 η3α如 アθ〃∂wZθ げo翼 ア」窃 αゴZ4η4

v力嘱8{11(TYLCTHV{1】:X63015,DNA喝A),1bη7α ω 粥Zlow～ ¢qプσ麗ア」

町励3(TYLCV:Xl5656).

一239一



Tabb3-1.Nucleσtidemda曲oaddsequ㎝ceid㎝ 髄盤es(%)betwe㎝

Javavirus-3andotherbegomovitusea

伽
To回 凪L1只R凪V豊V2CIC2C3C4

∬t腫1重 π虞8亀9亀 亀■8亀3亀a置

AEV

AYVCNV{Hn2】

AYVSLV

AYVTV側

AYVV

AYW{Java]
SbLCV

TbLCハ1

ToLCBDV

ToLCBV

ToLC]AV
ToLCKV

ToLCLV

ToLCNDYSvr

TaLCPV

ToL(剛

ToLCV
rn.ccrrv

TYLCSV

TYLCfHV一[Ij

TYLCV

碍
兜

知

銘

%

弱
鴉

成

箱

麟

鰯
一衡
砂

確

の

知

σ
の

60

知

"

α

90
飼

91

91

認

駆

61
創

碍

鱒
一⑪

万
⑲

碍

η

砺

ω

60

刀
"

凹

風
鴎

拓

勇

郷
一糾

貌
㊧0

π

蜜9

か

91

四
帥

81

お

η
80
究

81

π
%

"

㎝
四
91

90

%

碍
%

65

"
一%
碍

観

箔

θ

ω
知

知

θ

π

陶
叩
%

躍

認

肋

訂

駈

η
殴

拓

男
一お

即

81
η

殴

80

殴
η

冗

η

67

乃

η

聞

90

π
知

ω

碍

知

楯
一η

桝
60

"

71

6
η

6

"

6

砺

η

の

碍

砂
"
「
刀
"

閥

初

"

刀
万

醐

6

酪

邸

71
衡

71

67

碍

"

の

祀

冗
糾
}η

σ

71

知

鶴
一71
η

お

60

σ

6

"
邸

η

衡

刀

お

刀

糾

鴎

即
師

"

π

万

弧
一π
叙

知

η

招

刀
万

π

循

"

許

47

鴉
鯉
一
鴎
墾

51

50

σ

⑪
π

覗

σ

⑲

η
硲

η

婚

刀

Nt;nucleotide,aa;aminoacid

IR;血 飴r9㎝ic爬 暫o血,】」【R;10a血 盛㎎ ㎝ic爬gionっRIR;dφt血 飴r96nic

爬gion.

Highcstvaluesare面bolda駐dundor競 鵬d・

v覧qo畠
団瞑1澱　 　 　

[ト τ→ ぐ一 ま一 ← 一一一 一 一 一 一{コ

M刀9竃 世o
z麹震2■口

⊥

5葦

勢BYVMVDNAβ

100.(珪LCVD脚02蝕

0紅.CVPN邸0匪 劇止

CLC蹴VD欺 β

CLQIVDMβ0豊 軸

91

HLCVD潤Al501・P諭k

恥LCVDHAβ0レPd【

MYWDNA-Y47

AYWDNA

im

ToLCVartDNA

100

so

」幽隔■●囮■3

7㎜

Aw肌 脚周

衡

76

90

DN邸 α3←

100τbLC賦V〃wVV{」 呵D獣 ρ01

85「IbLCIAV/AYVV{」 肌 】DNへPO2

ggAYLCVDMβ01rP回 匡

100ZLCVDRAβ01・P醜

OKLCVDMβ03ハ 敵

ChLCVDM501世

恥LCVDMβ01・P虚

恥CSVDNAβ 一Y35

TYLCCNVDNA-Y8

一
朋■翻■ll闘1■ ■■■顧■■引1圏llIl腫1,1圏1■lIl闘 胴露1随 ■1腫 旧1"旧lI

100

EpYWDNA-m

HWMVD翼 邸

厩 昏3同3.Asch㎝o蝕ic爬p鵬s㎝ta樋 ㎝ofthe爬comb㎞t㈹ 亭onsinJava

v㎞6-3.Po㎞tia1爬 。ombin紅ionb爬akpo㎞ 鱈3md伽P跡ob自bility(P)1h挺

tho並dica1ed爬gioosdonothavea爬oomb血1a価onoゴghla爬p爬sonted.

1h。sh曲gp血e鵬 血dic鵬 血。v㎞1g㎜mi。DNAofther◎c㎝b触 繊

region.11ieopencircleindicatesthestemloop-formingrogion.

←0
,1

OKLCVDNAβ01層Eg5「.

醗g.34Nelghbor・jo血hlgphy童ogenetictroeob㎞ ◎dfbrDNAβ03,a鱈d

otherbegomovirusDNAmolecules.Thetreewasrootedonthe

sequenceofTomatoleafcur!virussatelliteDNA(ToLCV-s1DNA:

accessionno.U74627),adistinctsequenceintheDNAofother

begomovinues.Theverticaldistancesarearbitraryandthehorizontal

distancesareproportionaltothecalculatedmutationdistances.The
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アe〃owZ召 げoπ71v'7翼5DNAβ01魯Pぬstan(AYLCVDNAβ01・P.ak:

AJ316026),AYVVDNAβ.(AJ252072),β 舵 η宙 ア4めwり ε'"朋084ゴcvゴ 間

DNA6(BYVMVDNAβ:AJ308425),C海 む好c副 暫旗3DNA601・Pak

(ChLCVDNAβOl・PakAJ316032),σoπo躍Z顔 プ6翼γ'ル向 露4πvゴ川3DNAβ

(CLCuMVDNAβ=AJ292769),Co伽"'θ げ α∫71悔 川5DNAβ01・hdia

(CLCuVβOlglnd:AJ31603.8),亙 翼ρα如 ㎡麗η3アε〃ow昭 ゴπvゴ 川3DNAβ

(EpYVVDNAβ ・m:AJ438938),H∫ うf3副8」 εげ σ鋸ア'悔 摺3DNAβOl・

Pa㎞ ㎞(肌CVDNAβ01・P盛 湘297908),κoη の 躍 弼η81bw昭 ゴπ

欄DNAβ(IWWVDNAβ:職6040),M伽5脚 ア8〃o糊 η

吻r翼5DNAβ(MYVvDNAβ ・Y47:AJ421482),oた アαzα ヅ`翼r'吻 ア翼5

DNAβOl・Egypt(OkLCVDNAβ01・Egy:AF397217),α ㎏α 」8げ α∫7Z

廊r謀5DNAβ01・Pak㎞(OkLCVDNAβ01學PakA』316029),0レoZ顔 ブ

α胡Zvゴ削3DNAβ02。Pak楓3n(Ok㏄VDNAβ02・PakAJ316030),0陶rα

Ze4ブc翼r～vゴ 那DNAβ03・P3kis㎞(OkLCVDNAβ03・Pak:AJ316031),

7bう α``oσ μ71y5ゐoofvゴ 削3・Y35DNAβ(TbCSVDN畢Y35:AJ421484),

1bゐ α㏄o地 げ σ繧冠vゴr露5.DNAβ0トPakis伽1(冊LCVDNAβOl・Pakis伽:

AJ316033),ToLCJAV/AYVV。pava】DNAβOlandDNAβ02
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andZ'朋 如'8げ 側7'
.vゴr翼5DNAβ01・Pakistan(ZLCVDNAβOl・Pak:

AJ316041).
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論 文 審 査 結 果 要 旨

ベ ゴモ ウイル ス(環 状一本鎖DNAウ イル ス)に よる重 要病害 の一 つであ る トマ ト巻 葉病 は,世 界

各地 の トマ ト栽培地域 において発 生 し,深 刻 な被害 を与 えてい る。本 研究で は トマ ト巻葉 罹病株 か ら

病原ベ ゴモ ウイル ス とサテ ライ トDNAを 単離 してそれ らの分子特性 を解析 し,ト マ ト巻葉病 の病 因

を明 らかに した。

イ ン ドネ シアにおいて採取 した トマ ト巻葉病株 よ り2種 類 の単一ゲ ノム型ベ ゴモ ウイル ス(v㎞s-1,

vilus-2),サ テ ライ トDNAβ(DNAβol,DNAβ02)及 び サテ ライ ト様DNAを 分離 した。全塩 基 配列

に基づ いた分子系統解析か らvirus-1は 新種 のべ ゴモ ウイルス(1b㎜'oZε げcκrlJ々四v1アκ∫,ToLCJAV)

で あ り,v㎞s-2はA88履 麗〃zyεJZowvβ切v∫rκ∫(AYVV)の 一 系統 で あ るこ とか らA88rα ∫研2yθZZowvε∫η

v伽3一[Java](AYVV一[Java])と 命 名 した。 サ テ ラ イ ト様DNAは 遺 伝 学 的 解 析 か らToLCJAV,

AYVV一[Java],DNAβ01,DNAβ02の4種 類 に由来す る組 換 えDNA(rccombinantDNA:recDNA)で

あるこ とが明 らかになった。

ToLCJAV,AYVV一[Java],DNAβ01,DNAβ02,recDNAに つ いて それ ぞ れ の感 染 性 ク ロー ンを構

築 して トマ トに接種 実験 を行 い,ど の よ うな病徴 を誘導す るかを調べ た。そ の結 果,ToLCJAVま た

はAyVV一[Java]は トマ トに おい て 無 病 徴 で あ っ た が,TbLCJAVIDNAβ02ま た はAYVV一[Java]

1DNAβ02接 種 トマ トにおいては 自然 感染株 と同様 な巻 葉症状 が認め られた。恥LCJAVlDNAβ01ま た

はAYVV一[Java]!DNAβ01接 種 トマ トでは,軽 い巻葉症状 が現れ,TbLCJAVlrecDNAま た はAYW一

[Java]/recDNA接 種 トマ トで は,無 病徴 で あった。.この よ うに トマ ト巻 葉病 の病原 ウイル スの多様

性 が 明 らか にな った。 また,DNAβ02の コー ドす る βC1遺 伝 子 は病徴発 現 に関与す る と した。 さ ら

に,RNAサ イ レンシングは植物 が本来 もっているウイル ス感 染防御機構 であ るが,βC1遺 伝子 はこの

RNAサ イ レンシ ングを抑制す るこ とが明 らか になった。

イ ン ドネ シアの トマ ト巻葉病発生地付 近に 自生 し,葉 脈黄化症状 を示すA88履 κ配coπyzo漉 ∫か ら,

ベ ゴモ ウイル ス とサテ ライ トDNAβ を分離 した。 この ウイル スは単一 ゲ ノムか らな り,遺 伝 学的組換

え解 析 か らToLCJAVとAYVV一[Java]と の間での組換 えによって生 じた こ とが明 らかに なった。 こ

のよ うに,異 種 ベ ゴモ ウイル スの混合感 染に伴 う組換 えによ り,新 規 のべ ゴモ ウイル スが生 じる可能

性 を示 唆 した。 また,A88r伽 〃露COπyZO娩∫のよ うな雑 草 が,ト マ ト巻 葉病の伝染源 にな っている こ と

を示唆 した。

本研 究は,ト マ ト巻 葉病 におけ る病原ベ ゴモ ウイル ス とサテ ライ トDNAの 分子特性 と トマ ト巻 葉

病 の病 因の一 端 を明 らか に した。 これ らの知 見は,単 一型ベ ゴモ ウイル スの生態学,疫 学,病 害 防除

の研究 に有意義 な情報 を提供す るもの と思われ る。従 って,審 査員一 同は,本 研 究者 が博 士(農 学)

の学位 を授与す るに値す るもの と認定 した。
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