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論 文 内 容 要 旨

第1章 諸論

大 部分 の植 物 ウイル ス は、+鎖RNAを ゲ ノ ム と して 持 って い る。本 研 究

で用 いた タ バ コモ ザ イ ク ウイル ス(TMV)は 、 らせ ん を巻 い た約6400ntの 一

本 鎖RNAゲ ノ ム に コー トタ ンパ ク質 が同 様 に らせ ん状 に積 み重 な り ウイ ル

ス外 殻 を形 作 った構 造 を と って い る(Fig.1)。 ゲ ノムRNAは3っ の非 構 造

タ ンパ ク質 と構造 タ ンパ ク質 で あ る コー トタ ンパ ク質(CP)を コー ドして

い るn・2}。3つ の非 構 造 タ ンパ ク質 は、 大 き さにタ って それ ぞ れ130Kタ

ンパ ク質 、130Kタ ンパ ク質 の終 止 コ ドンを リー ドスルー して 翻訳 され る

180Kタ ンパ ク質 、 お よ び30Kタ ンパ ク質 と呼 ば れて い る(Fig.2)。

130K/180Kタ ンパ ク質 は直 接 ゲ ノムRNAか ら翻 訳 され るの に対 して 、30Kタ

ンパ ク質 とCPは い った ん そ れ らを コー ドす るサ ブ ゲ ノ ムRNAが 合 成 され 、

そ こか ら翻 訳 され る。 それ ぞ れの タ ンパ ク質 の基 本 的 な機 能 が最 近 分 子

レベ ルで 解 明 されて きた 。130K/180Kタ ンパ ク質 は ウイ ル スの複 製 酵 素 で

あ り3,、30Kタ ンパ ク質 は ウイル スの細 胞 間転 移(cell-to-cellmove-

ment)に 関 与 す るタ ンパ ク質 で あ る こ とがわ か った4,・5,。 また 、CPは 構

造 タ ンパ ク質 で あ る だ けで な く、 ウ イ ル スの遠距 離 移 行(longdistance

movement)に 関 与 して い る こ と もわ か って い る6,。 しか し、 ま だ詳 細 な

機 能 に関 して は不 明 な点 も多 い。 本研 究 で はTMVの 非 構 造 タ ンパ ク質 に着

目 し、1)非 分節 ゲ ノ ム型 ウイ ル スで あ るTMVの 複製 酵 素 が 、分 節 ゲ ノ ム

型 ウイル スの複 製酵 素 の よ うに ゲ ノ ムRNAの 複製 に対 して トラン スに機 能

し うるか の検 討 、2)複 製酵 素 を トラ ンスに機 能 させ ゲ ノ ムRNAを 複 製 さ

せ る系 を利 用 して 、複 製 酵 素 を コー ドして い る ゲ ノムRNA領 域 内 に存 在 す

る ゲ ノ ムR甑 の複 製 に関 して シス に働 く領 域 の検 索 、3)形 質 転換 植 物 中

で発 現 した複 製 酵素 が機 能 す るか の検 討 、4)30Kタ ンパ ク質 の 修飾 の解

析 と修 飾 と機 能 発現 の関 係 、 な どにっ いて検 討 した。

第H章 、タ バ コモザ イ ク ウイル ス の コー ドす る複製 酵 素 の、 ゲ ノ ムRNAの

複 製 に対 す る トラ ンスの機能

植 物 ウ イル スに は、TMVの よ うな一 本 のRNAを ゲ ノム とす る非 分 節 ゲ ノ

ム型 ウイル ス ど、 プ ロモ モザ イ クウ イ ル ス(BMV)な どの よ うに複数 のRNA

を ゲ ノ ム と して持 つ分 節 ゲ ノ ム型 ウ イ ル スが存在 す る。 ゲ ノ ム の複製 に

際 して 、分 節 ゲ ノ ム型 ウイル スの複 製 酵素 は複 製酵 素 を コー ドして い な

い ゲ ノ ムを認 識 し複 製 させ て い る。 つ ま り、複製 酵 素 は ゲ ノ ムRNAの 複製

に対 して トラ ンスに機 能 して い る。 しか し非 分節 ゲ ノ ム型 ウイル スで あ

るTMVの 複 製酵 素 は、 翻訳 され た ゲ ノ ムRNAの みを認 識 ,し複 製 させ て い る

(シ スの機 能)可 能 性 もあ り、 ゲ ノ ムRNAの 複 製 に対 して トラ ンス に機能

して い るか は ま った くわか って い なか った。一 方 、非 分 節 、分節 ゲ ノ ム

型 の ウイル ス の コー ドして い る タ ンパ ク質 、特 に複製 酵 素 の ア ミノ酸 配
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列 を比較す ると相同性 がかな り高 いこ とがわか っていた7⊃(Fig.3)。 そ

こで本研究で は、非分節型ゲノムを持つTMVのRNAを 、複製酵素を合成す

るRNA(複 製 酵素供与変異体)と 合成 しないRNA(複 製酵素欠損変異体)

の2本 に人工 的に分割 し分節 ゲノム型 とし、複製酵素供与変異体か ら産

生 された複製酵素が、複製酵素欠損変異体 に対 して トランスに機能 し複

製 させ ることがで きるか を検討 した。 その結果、非分節 ゲノム型 ウイル

スで あるTMVの 複製酵素 も分節型 ウイル スの複製酵素 と同様 に、ゲノム

脳Aの 複製 に関 して トランスに機能 す る ことがわか った。

皿一1ゲ ノ ムRNAの 複製 に対 す る トラ ンスの機 能

TMV-L株 の完 全 長RNAに 対 す るcDNAを 、 λフ ァー ジ由来 のRNAポ リメ ラー

ゼ に対 す るプ ロ モー ター 、(Pmプ ロモ ー タ ー)の 転 写 開 始部 位 の直後 に連

結 し、転 写 終 了 部位 直 後 に幽1の 認 識 部 位 を導 入 し ク ロー ン化 す る こと

に よ ってinvitroで 感 染 性 の あ るTMV-RNAを 合成 す る こ とので き るプ ラ ス

ミ ド(pLFW38》)を 用 いて 、複 製 酵素 供 与 変異 体 合 成 用 プ ラス ミ ド(pLDCS

29)と 複 製 酵 素 欠損 変 異 体合 成 用 プ ラ ス ミ ド(pLDR28)を 作成 した 。

pLDCS29お よびpLDR28か らinvitroでRNAを 合成 した。 以 後 、invitroで

合 成 したRNAお よび その 複製 され たRNAを プ ラス ミ ドの"p"を 除 いて標 記

す る6LDCS29お よ びLDR28の 構 造 を 、 野 生 型 のRNA(LFW3>と 比 較 した も

の をFig.4に 示 した。LDCS29はCPを コー ドして い る領域 に欠 損 を導 入 した

変 異 体 で あ る。 複 製酵 素(130K/180Kタ ン.バク質)を コー ドす る領 域 と、

後 に述 べ る5'3'末 端 部 分 の ゲ ノ ムRNAの 複 製 に関 して必 須 の領 域 は そ

の ま ま残 って い るた め 、複 製酵 素 を発 現 し複 製 す るカ㌔CPが 発 現 され な

い た め ウイル ス粒 子 は形 成 しな い。 ま たLDR28は 、130K/180Kタ ンパ ク質

を コー ドして い る領域 の大 部分 を欠 損 させ た変 異体 で あ り、単 独 で は複

製 で きない。 これ ら二 種 の合成RNAを 、 同 時 にタ バ コ培 養 細 胞 よ り調 製 し

た プ ロ トプ ラス トにエ レク トロポ レー シ ョン法 によ って 導入 し、経 時 的

にRNAを 抽 出 した 。Fig.5に 抽 出 したRNAの 、CP領 域 に対す るcDNAを ブ ロー

ブ(プ ロー ブA)と した ノー ザ ン分 析 の結 果 を示 した。CP領 域 を プ ロー プ

と した た め 、LDCS29は 複 製 して い るが 検 出 され な い。 この 図 か ら解 るよ

うに、培 養3時 間後 に は導入 したLDR28が 、LDR28を 単 独 で導 入 した と き

とLDCS29と 同 時 に導 入 した時 の両 方 に み られ る(Fig.5,lanes1,5)。

しか し、時 間 が 経過 す る に した が って 、 単 独 で導 入 した と きに はLDR28の

バ ン ドは検 出 され な くな った(Fig .5,1anes1-4)。 これ らの こ とか ら、

LDR28を 単 独 で導 入 した とき に検 出 され た バ ン ドは、導入 したRNAの 分 解

され残 った もの で あ る と考 え られ る。 一 方 、LDCS29と 同時 に導入 した と

き に は、 ほ とん ど変 わ らな い レベ ル でLDR28が 検 出 され た(Fig.5,1anes

5-8)。 この こ とは同 時 に導入 した細 胞 中 で は 、LDR28が 分 解 され る一 方

で新 た に複 製 され た こ とを示 唆 して い る。LDR28をLDCS29と 同時 導入 した
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際 と、単 独 で導 入 した 際 に検 出 され たLDR28の 差 を 、 オー トラ ジオ グ ラ フ

ィー のバ ン ドの濃 さに よ って算 出 し、 新 た に合成 されたLDR28と し、 そ の

経 時 的 な変化 を グ ラフ に示 した(Fig.6)。 こ.の結 果 か ら、LDR28の 複 製

は培 養 初期 に活 発で あ り、培 養 後9時 間 くらいで 定常 状 態 とな る こ とが

わ か った 。複 製 の結 果 と して産 生 され た と考 え られ るCPサ ブゲ ノ ムRNAも 、

LDR28とLDCS29を 同 時 に導 入 した細 胞 でLFW3と 同 様 に検 出 され 、 この こ と

もLDR28が 複 製 した こ とを裏 付 けて い る(Fig.5,Ianes5-8,13-16)。

以 上 の結 果 か ら、非分 節 ゲ ノ ム型 のTMVの コー ドす る複 製 酵 素 も、分 節

ゲ ノ ム型 の ウイ ル ス のそ れ と同 様 にゲ ノムRNAの 複製 に関 して トラ ンス に

機 能 す る こ とが わ か った。 しか し、LDR28の 複製 量 はLFW3の 約1/30で あ り、

そ の効率 の違 い が非分 節 型 と分 節 型 の違 いを現 して い るの か も しれ な い。

H-2複 製酵素 の トランスの機能 に よって複製 された変異体ゲ ノム

RNAの 、 ウイルス粒子形成

H-1でTMVの コー ドす る複製酵素が トランスに機能 し、複製酵素欠損

変異体 ゲノムRNAを 複製 させ ることがわ か った。 そこで、 この系によ って

複製 された変異 体ゲノムRNAが ウイルス粒子を形成 しているかを検討 した。

H-1で 述 べ たLDR28とLDCS29を 同 時 に導 入 し、20時 間培 養 した プ ロ

トプ ラ ス トか ら リン酸 バ ッフ ァー によ って可 溶性 成 分 を抽 出 し、抽 出 液

を電 子 顕 微 鏡 に よ って観 察 した。 また 、抽 出液 を シ ョ糖密 度 勾 配 遠 心 に

よ って ウイ ル ス画分 を分取 し、RNAを 抽 出 しノ ーザ ン分 析 を行 った 。

LDR28とLDCS29を 同 時 に、 お よびLFW3を 導入 した プ ロ トプ ラス ト抽 出液

を電 子 顕 微 鏡 に よ って観 察 した結 果 をFig.7に 示 した 。LFW3を 導 入 した プ

ロ トプ ラス ト抽 出 液 か らは、300nmの ワイ ル ドタ イ プ のTMVが 観察 された

の に対 して 、LDR28とLDCS29を 同 時導 入 した ものか らは280nmと100nmの2

種 の棒 状 ウイ ル スが観 察 され た。 密度 勾 配遠 心 の各 画分 をSDS-PAGE後 、

TMV抗 体 を 用 い て ウエ ス タ ン分 析 を した 結果 をFig.8に 示 した 。 ウイ ル ス

の 画 分(a)と ウ イル スの存在 しな い画分 くb)か らRNAを 抽 出 し、 ノー ザ ン分

析 を した結 果 をFig.9に 示 した。AはTMv-cDNAの 完全 長 を プ ロー ブ(プ ロ
ー ブB)と して用 い 、BはH-1で 述 べ た プ ロー ブA(CP領 域 に対 す るcDNA)

を用 い た。Aよ り、 ウイル ス画 分 中 に はLDCS29とLDR28の 大 き さに相 当 す

るRNAが 検 出 され た。 またBよ り、 プ ロー ブAに よ ってLDR28と 予 想 され る

バ ン ドの み検 出 され た。 これ らの こ と に よ って 、LDR28お よびLDCS29と

もに ウイ ル ス粒 子 を構 成 して い る こ とが わか った。 ま たLDCS29の 粒 子 形

成 の た め に はCPはLDR28か ら供 給 され る必要 が あ り、LDCS29が 粒 子 形成 し

た こ とに よ ってTMVの 粒 子 形 成 に関 してCPが トラ ン スに働 く こと も明 らか

に な った。
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第 皿章 複製酵素 をコー ドする領域中 の、ゲノムR酷 の複製 に関 して シス

に働 く領域

各種欠損変異体め解析 によって 、ゲノムRNAの3'9,お よび5u日,の

末 端領域 には、ゲノムRNAの 複製 に必須 な シスの領域が存在す ることがわ

か りその領域 が特定 された。一方、30Kタ ンパ ク質 、およびCPを コー ドし

て いる領域 は、欠損 させて もゲノムRNAの 複製能は保持 され ることもわか

ってい る4㌔ しか し、複製酵素 を コー ドしている領域 は欠損によって複

製酵素 その ものが合成 されな くな り、 シスの領域 を特定す ることは不 可

能だ った。 しか し、H章 で述べたよ うに複製酵素 を トランスに働かせ る

ことによって複製酵素 をコー ドして い る領域を欠損 させて もゲノムRNAが

複製 され る系 がで き、それによって複製酵素を コー ドす る領域に存在 す

るゲノムRNAの 複製 に関 して シスに働 く領域 も決定で きるよ うになった。

pLFW3を もと に して、 複 製酵 素 を コー ドす る領 域 に様 々な大 き さの 欠損

を導 入 した プ ラ ス ミ ドを作 成 した。 そ れ らの プ ラ ス ミ ドか らinvitro

で 合 成 したRNAの 構造 をFig.10に 示 した。 これ らのRNA(LDRs)を 、 それ ぞ

れLDCS29と 同 時 に タバ コプ ロ トプ ラ ス トに導 入 し、20時 間培 養 後RNAを 抽

出 し、各 変 異 体 の ゲ ノ ムRNAの 複 製 様 式 を比 較 した。

抽 出 したRNAのCP領 域 に対 す るcDNAを プ ロー ブ(プ ロー ブA)と した ノ
ー ザ ン分 析 の結 果 をFig .11Aに 、 またFig.11Aの1anes1、6-10を 長 時 間

露 光 した結 果 をFig.11Bに 示 した 。Fig.11Bか らわ か る よ うに、各 変 異 体

ゲ ノ ムRNAはLDCS29と 同 時 に導 入 す るこ とに よ って プ ロ トプ ラ ス ト中 で す

べ て 複製 した 。 しか し複 製 量 、複 製 様 式 に はか な りの違 いが あ る こ とが

わ か った。Fig.11Aか らわ か るよ うに 、LDR28が 最 も複製 量 が 多 か った

(lane8)。 ま た、 そ れ よ り も小 さな 欠 損 を持 った 変異 体(LDR22、24)や 、

大 きな 欠損 を持 った変 異 体(LDR29、21)も 、LDR28と 比較 す る と複 製 量 が

少 な か った(1anes6-10)。 この違 い はLDR28とLDR24、 お よ びLDR28と

LDR20で 顕 著 で あ り、 この こ とか ら180Kタ ンパ ク質遺 伝 子 の3'側 約1/3の

部 分(TMV-cD酷4529-4937)に ゲ ノ ムRNAの 複 製 に関 して負 に働 く領 域 が 、

ま た30Kタ ンパ ク質遺 伝 子 の5'側 約 半分 の部 分(TMV-cDNA4938-5263)に

正 に働 く領域 が存 在 す る と考 え られ る。

第IV章 形質転換タバコ中で発現 された複製酵素の機能発現

近年 、植物 の形質転換系(特 にAgrobacteriumを 用 いた系)が かな り日

常的な技術 にな って きた。植物 ウイル ス学 の分野 で もその技術を利用 し

て、 ウイルス遺伝子を導入 した形質転換植物を作成 し解析す る手法が取

り入れ られて きている。形質転換植物 中で発現 されたT脚 の複製酵素が複

製能 を持っか どうか を調 べるために、本研究で は複製酵素 を産生す る複
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製酵素供与変異体 に対す るcDNAを タバ コに導入 し、,形質転換 タバ コ植物

を作成 し解析 した。

IV-1複 製酵素供与変異体cDNAを 導入 した形質転換 タバ コの作成 と変

異体の複製

TMV-RNAの 全 長 に対 す るcDNAを 、CaMV35Sプ ロモー ター の転 写開 始 部 位

の 直後 に接 続 し、AgrobacteriumのTiプ ラス ミ ド中間 ベ ク ター に導入 した

プ ラス ミ ド(pOKL4)とpLDCS29を 用 いて 、 中 間 ベ ク ターpOKLDCS29を 作 成 し

た。 このpOKLDCS29を 用 いて 、常 法 に よ って 形質 転 換 タバ コ植物(LDCSタ

バ コ)を 作 成 した 。 この形 質 転 換 タバ コ植 物 体 を用 いて 、cDNAの 導入 、

RNAの 発 現 を検 討 した 。 ま た複 製 中 間体 で あ る一鎖RNAを 検 出 した。 なお

L4タ バ コ は、Yamayaら1Pの 作 成 したTMV-L株cDNAの 全 長 が 組 み込 まれ て

い る形 質 転換 タバ コで あ る。

LDCSタ バ コにLDCS29-cDNAが 導 入 され て い る こ とを確 認す るた め に 、

LDCSタ バ コ葉 か ら抽 出 したDNAを 、TMV-cDNAの 全 長 を プ ロー ブ(プ ロー ブ

B)と して サザ ン分 析 を行 った(Fig.12)。 独 立 した5個 体 の形 質 転換 体

全 て か らLDCS29-cDNAの 組 み込 み を示 す2本 のバ ン ドが 検 出 され た 。組 み

込 ま れたcDNAの 発 現 を 検 討 す る た め に、 サ ザ ン分 析 に供 した植 物2個 体

の葉 か らRNAを 抽 出 し、 プ ロー ブBを 用 いて ノ ーザ ン分 析 を行 った(Fig.

13)。Fig.13か らわ か る よ うに 、LDcsタ バ コ植 物 中 でLDcs29-RNAが 発現

して いたo

細 胞 内RNA中 の 、LDcs29-RNAの 占め る割 合 を調 べ るた め に、Fig.13,

1ane1のRNAを 用 いて ドッ ト分 析 を行 った(Fig.14)。Fig.14か ら、

LDCSタ バ コ葉RNA1μgあ た りLDCS29-RNAが 約1ng存 在 す る こ とがわ か った。

これ は全RNAの0.1%に 相 当す る量 で あ り、 一 般 にCaMV35Sプ ロモ ター か ら

転 写 され る外 来 のRNA量 と比 較 す る とか な り多 か った。 こ の こ とはLDCSタ

バ コ植 物 で 転写 されたLDCS29-RNAが 、 ウイル ス複 製 機構 に よ って複 製 し

て い る こと を示 唆 して い る。LDCS29-RNAが 形 質 転 換植 物 中 で複製 して い

る こ とを裏 付 け るた め に、複 製 中 間体 であ る一鎖RNAを 検 出 した6検 出 に

は、 一鎖RNAに 対 して特 異 的 な リボ プ ロー ブを用 いたRNaseProtection

Assayに よ って 行 った(Fig。15)。Fig.15か らわ・か る・よ うにLDCSタ バ コ中

に、RNaseの 分解 を受 け なか った バ ン ドが検 出 され た 。 この こと はTMVの

複 製 中 間 体 で あ る、TMV-RNAに 対 す る一 鎖RNAが 存 在 す る こ とを示 して い

る。 これ らの こと によ って 、形 質 転換 タバ コ植 物 中 で 発現 されたLDCS29

-RNAは 、 ウイ ル ス複 製 機 構 に よ って複 製 して い るこ とが わ っか った6以

上 の結 果 は 、 と り もな お さずLDCS29一 鼎Aか ら発 現 され た 複製 酵 素 が機 能

した こ とを示 して い る。
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IV-2,形 質転換 タバ コ中で発現 された複製酵素の、ゲノム脳Aの 複製 に

対す る トランスの機能

IV-2に お いて 、LDCSタ バ コ中 で複 製 酵素 が発 現 して い る ことが わか

った。 この複 製酵 素 が 、1章 で述 べ た よ うにゲ ノ ムRNAの 複製 に対 して ト

ラ ソスに機 能 す るか を検 討 した。

LDCSタ バ コ葉 か らプ ロ トプ ラ ス トを調 製 し、複 製 酵 素 欠損 変 異体 合成

RNA(LDR)を 導 入 した。20時 間培 養 後 タ ンパ ク質 を抽 出 し、LDRの 複製 の

結 果産 生 され るCPを ウエ ス タ ン分 析 に よ って 検 出 した 。、

Fig.16にLDcs29タ バ コ プ ロ トプ ラス トにLDRを 導 入 し抽 出 した タ とバ ク

質 の、TMV抗 体 を用 い た ウエ スタ ン分 析 の結 果 を示 した。 この図 か らわ か

る よ うに 、LDR22、 お よびLDR24か ら、 ゲ ノ ムRNAの 複 製 の結 果産 生 され た

CPが 検 出 された 。 ζの こ とは、形 質 転 換 タバ コ細 胞 中 で 発現 され た 複製

酵 素 が 、 トラ ンス に機 能 しLDRを 複 製 させ た こ とを示 して い る。

第V章 タバ コモザ イクウイルスの細 胞間移行 タンパ ク質 の リン酸化

TMVの30Kタ ンパ ク質 は ウイ ル ス感 染 の際細 胞 間 間隙 に集 積 し13,」 そ の

大 き さを広 げ る13,こ とに よ つて ウイ ル スが細 胞 間 を移 行 で きる よ う1ヒす

る 働 きを して い る。一 方 、 プ ロ トプ ラ ス トにTMVを 感 染 させ る と、∴30Kタ

ンパ ク質 は、細 胞 質 中 の 電子 密 度 の濃 い領域 に特 異 的 に集 積 す る即.こ と

もわ か って い る。

Atabekovら!5}は 、30Kタ ンパ ク質 の 温 度感 受 性 変異 体 で あ るLS1株 が

cAMPの 添 加 に よ って その 機能 が回 復 す るこ とを見 い だ し、.30Kタ ンパ ク質'

がcAMP依 存 型 の リン酸 化 酵素 に よ って リン酸 化`され て い るので はな い か

と考 え た。 この章 で は 、30Kタ ンパ ク質 がinvivoで リ ン酸 化 して い るの

か を検討 し、 リ ン酸 化 と30Kタ ンパ ク質 の機 能 発 現 につ いて 検 討 した。・

V-1リ ン酸 化 、 お よ び リ ン酸 化 ア ミノ酸 の決 定

タバ コプ ロ トプ ラ ス トへTMV-RNAを 導 入 し、H332PO4を 培 地 に加 え培 養

した 。6時 間 培 養後 タ ンパ ク質 を抽 出 し、30Kタ ンパ ク質 抗 体 によ って 免

疫 沈 降 させ、sDs-PAGEに よ って検 出 した(Fig,17)。Fig,17か らわ か る

よ う に、TMVを 感 染 させ た プ ロ トプ ラ ス トに特 異 的 に沈 降 され た30Kタ ン

パ ク質 のバ ン ドが検 出 され た。 この こ とは、30Kタ ンパ ク質 が植 物 細 胞 内

で リ ン酸 化 され て い るこ とを示 して い る。

30Kタ ンパ ク質 の リン酸 化 され た ア ミノ酸 を決 定 す るた め に、電 気 泳 動

した 際 の リン酸化 された30Kタ ンパ ク質 のバ ン ドを切 り出 し、 ゲル か らタ

ンパ ク質 を抽 出後 タ ンパ ク質 を部 分 加 水分 解 した 。分 解 した タ ンパ ク質

一7一



を 、TLCを 用 いた2次 元 電 気 泳動 に よ り展開 しオー トラ ジオ グ ラ フ ィー に

よ って ス ポ ッ トを検 出 した。 ま た、 リン酸 化 された30Kタ ンパ ク質 を部 分

加 水 分 解 した もの をTLC電 気 泳動 した結 果 をFig.18に 示 した 。 標準 品 との

比 較 か ら、30Kタ ンパ ク質 の リン酸 化 され た ア ミノ酸 はSerの み で あ る こ

とがわ か った。

V-2リ ン酸化部位の解析、および リン酸化 の意味

リン酸化 されたSerの タ ンパ ク質申の部位を検討 し、 リン酸 化が30Kタ

ンパ ク質の機能発現 に関与 してい るか を検討 した。

pLFW3を 基 に して各 種30Kタ ンパ ク質 部 分欠 損 変 異体cDNAを 作 成 しRNAを

合 成 し(Fig.19)、 細胞 内 で の リン酸 化 の有 無 を検討 した。

Fig.19に 示 した変 異 体 の30Kタ ンパ ク質 の リン酸 化 を検 討 した結 果 を

Fig.20に 示 した 。Fig.20か らわ か るよ うに、LQD261とLQD9/142を 感 染 さ

せ た プ ロ トプ ラ ス トか らは リン酸 化 され た欠損30Kタ ンパ ク質 のバ ン ドが

検 出 され た が 、LQD233とLQDNFか らは検 出 され な か った。 この こ とか ら、

30Kタ ンパ ク質 の234-261番 目の ア ミノ酸 中 のセ リンが リ ン酸 化 され て い

る と考 え られ る。LQD233は 植 物 中 で細 胞 間転 移 はす るがLFW3に 比 べ る と

不 十分 で あ る こ とが わか って い る!5,。 この こ とは、30Kタ ンパ ク質 の リ

ン酸 化 は そ の機 能 発 現 に対 して直 接 関与 して い るわ けで はな い が 、 その

機 能 を変 化 あ るい は増 強 させ て い る と考 え られ る。
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第VI章 総括

本研究で は、TMVの コー ドす る非構造 タ ンパク質の機能について検討 し

た。 その結 果、複製酵素 である130K/180Kタ ンパ ク質が分節型 ゲノム ウイ

ル スと同様にゲノムRNAの 複製 に関 して トランスに機能す ることがわか っ

た。 また、 この複製酵素 を トランスに機能 させる系 によ って複製 された

変異体RNAが ウイル ス粒子を形成 してい ることもわか った。 さらに、複製

酵素 を トランスに機能 させる系を利用 して、いままで調べ ることので き

なか った複製酵素を コー ドしている領域中のゲノムRNAの 複製 に関 して シ

スに働 く領域 を検討 し、180Kタ ンパク質遺伝子 の3'側1/3の 領域(TMV-

cDNA4529-4937)に 複製 に関 して負 に働 く領域 が存在す ることがわか っ

た。 また形質転換植物 中で発現 された複製酵素 が、複製 に関 して機能す

る こともわか った。 ウイル スの細胞 間転移 に関す る30Kタ ンパ ク質 につい

て は、細胞 内で リン酸化 されてい ることを突 き止 め、 リン酸化 された ア

ミノ酸 はセ リンであることがわか った。 この リン酸化 と30Kタ ンパ ク質 の

機 能にっい七の関係 にっいてはまだは っきりと した結論 は出て いないが、

機能 を増強す るような働 きがあるので はないか と今の ところ考えている。

このよ うにTMVの コー ドしている非構 造 タンパク質の機能 について新 た

な知見 を述べた。 これ らの結果 を足がか りに して、今後 さらに研究 を発

展 させて行 きたい。
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copynumberstandard(5copies/haploid).
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tobaccoand(B)TMV-RNA.(A)Lane1,normaltobacco;lane2,

poKLDcs29-transgen.ic・.:tgbacco.which.co亡 セ6.βpondsto.the.・1自ne..:Lof

SouthernandNorthernanalyses;lane3,pOKL4-transgenictobacco.
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tobaccoprobedwith32P-labeledplus-strandTMV-RNA(thick

arrow).Lane1,pOKLDCS29-transgenictobacco;lane2,norma-

tobacco;lane3,normaltobaccowithoutthe_RNasetreatment;lane

4,probe.ThecRNAshowstheexpectedsizeofminus-strand.
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Fig,17,Detect工onoftheエ エ1幽phOsphoryユationofthe30K

protein.Mock-inoculated(lanes1,3and4)andTMV-infected

(lanes2,5and6)protoplastswere32P-labelledinvivo.Lanesl

and2wereanalyzeddirectly.Lanes3and5,andlanes4and6

wereanalyzedafterimmunoprecipitationbyanti-30Kproteinan-

tiserumandnormalserum.30Kindicatesthemobilityofthe30K

proteindetectedbyWesternblotanalysis.
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論 文 審 査 の 要 旨

タバコモザイクウイルス(TMV)の 一本鎖RNAゲ ノムは3つ の非構造タンパク質 と構造タン

パク質であるコー トタンパク質をコー ドしている。3つ の非構造タンパク質は,大 きさによって

130Kタ ンパク質,180Kタ ンパク質,お よび30Kタ ンパク質と呼ばれている。それぞれのタソパ

ク質の基本的な機能が最近分子レベルで解明されてきたが,ま だ詳細な機能に関 しては不明な点

も多い。本論文は非分節ゲノム型 ウイルスである あTMVの 複製酵素が,分 節ゲノム型ウイルス

の複製酵素のようにゲノムRNAの 複製に対 して トランスに機能すること,複 製酵素をコー ドし

ているゲノムRNA領 域内にゲノムRNAの 複製に関 してシスに働 く領域が存在すること,形 質転

換植物中で発現した複製酵素が機能すること,30Kタ ンパク質は修飾されている等について明ら

かにしたものである。

第一に,TMVのRNAを,複 製酵素を合成するRNA(複 製酵素供与変異体)と 合成 しない

RNA(複 製酵素供与変異体)の2本 に人工的に分割 し分節ゲノム型 とし,複 製酵素供与変異体か

ら産生された複製酵素が,複 製酵素欠損変異体に対しトランスに機能 しうるか否かを調べた結

果,TMVの 複製酵素も分節型 ウイルスの複製酵素 と同様に,ゲ ノムRNAの 複製に関して トラン

スに機能することを明らかに した。またこの複製酵素を トランスに機能させる系によって複製 さ

れた変異体ゲノムRNAが ウイルス粒子を形成 していることを明らかにした。

第二に,第 一で述べた方法を用いると,複 製酵素を トランスに働かせる事によって複製酵素を

コー ドしている領域を欠損させてもゲノムRNAが 複製される系ができる。そ こで複製酵素を

コー ドする領域に様々な大きさの欠損を導入 したプラスミドを作成 し,そ れから加 η酢oで 合成

したRNAを 複製酵素供与変異体RNAと 同時にタバ コプロ トプラス トに導入 して,各 変異体

RNAの 複製様式を解析 した。その結果180Kタ ンパク質遺伝子の3'側1/3の 領域に複製に関 し

て負に働 く領域が存在することが明らかにした。

第三に,形 質転換植物中で発現 されたTMVの 後製酵素が複製酵素が複製能を持つか どうかを

調べるために,複 製酵素を産生する複製酵素供与変異体に対す るcDNAを タバコに導入 した結

果,複 製酵素が複製に関して機能することを明らかに した。

第四に,ウ イルスの細胞間転移に関係する30Kタ ンパク質について,細 胞内でリン酸化されて

いることを見いだし,リ ン酸化 されているアミノ酸はセ リンであることを明らかにした。

以上のように,本 論文は主 としてTMVの 複製酵素について,い ままで不明であった幾つかの

機能を明らかにしたもので,こ れ らの知見は植物ウイルス学に新知見を加えるものと思われ,審

査員一同は博士(農 学)を 授与するに値するものと判定した。
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