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 植物ウイルスは、秩序だった遺伝子発現によって宿主特異的な感染から発病に至るまでの

プロセスを、実に巧妙に制御している。カピロウイルス属のタイプ種であるリンゴステムグ

ルービングウイルス（Apple stem grooving virus: ASGV）は、リンゴやカンキツのほかユリにも

感染するという広い宿主範囲を有するが、その遺伝子発現機構は明かでない。ASGV のゲノ

ムは 6496 塩基からなるプラス 1 本鎖 RNA であり、ほぼ全長にわたる ORF1 には、RNA 複製

酵素（replicase: Rep）に特徴的な保存配列と外被タンパク質（coat protein: CP）の保存配列が

認められる 241 kDa タンパク質をコードする。また、ゲノムの 3'末端寄りに ORF1 と重複す

る ORF2 は、ウイルスの細胞間移行に関わる移行タンパク質（movement protein: MP）とウイ

ルスゲノムから発現するタンパク質をプロセスするプロテアーゼ（protease: Pro）の保存配列

を含む 36 kDa タンパク質（p36）をコードする（図１）。本研究では ASGV のゲノムにコード

される遺伝子の機能を探るとともに、その発現機構を明らかにすることを目的として行った。 

 

1. CP および p36 の発現機構の解析 

 ASGV 感染植物に存在するウイルス RNA の解析を目的として、ノーザンブロット解析を行

った。その結果、ゲノム RNA に相当する 6.5 kb の RNA のほかに、それぞれ CP と p36 のサ

ブゲノム RNA と推定される 1.0 kb と 2.0 kb の RNA が検出された。1.0 kb のサブゲノム RNA



から発現が推定される CP の分子量は 27 kDa であり、これは ASGV 粒子から検出される CP

の分子量と一致した。これらサブゲノムRNAから推定されるCPコーディング領域および p36

遺伝子の翻訳開始コドンを他のコドンに改変した変異株を構築したところ、いずれも感染性

を消失した。以上から、CP および p36 は ASGV の感染に必須なタンパク質であり、それぞれ

サブゲノム RNA を介して発現することが示された（図１）。 

 

2. p36 の機能解析 

 感染に関わる p36 の機能解析を目的として MP と Pro それぞれの保存配列にアミノ酸置換

を導入して検定植物 Chenopodium quinoa における病原性を比較した。その結果、MP 保存配

列の変異株はすべて感染性を消失したが、Pro 保存配列の変異株では感染性に影響しないもの

も確認された。一方、プロモータの下流に p36 と green fluorescent protein（GFP）との融合タ

ンパク質の遺伝子を接続したコンストラクト（p36-GFP）を構築し植物細胞に導入したところ、

既知の MP に特徴的な細胞内局在、すなわち微小管や原形質連絡への局在を示した。また、

MP の保存配列を改変した変異 p36-GFP では、その局在性が失われるものが認められた。以

上の結果より、p36 は MP であることが示された。 

 

3.  DNA 修復系欠損大腸菌株を用いたウイルスゲノムへのランダム変異導入による新規変

異株の作出 

 CP は、先の解析によりサブゲノム RNA を介して発現することが明らかになったが、ゲノ

ム構造上は Rep との融合タンパク質としても発現することが予想される。そこで、ORF1 に

おける遺伝子発現機構をより詳細に調べる目的で、ASGV のゲノム全長へのランダム変異導

入を試みた。感染性転写 RNA 合成用のゲノム全長 cDNA クローンを DNA 修復系欠損大腸菌

株に導入・培養することによってランダム変異を導入したのち、それらの集団を正常大腸菌

株に導入して個々の変異株を固定・分離した。任意に選択した変異 cDNA クローン 50 株をテ

ンプレートとして感染性ウイルス RNA を合成し、C. quinoa における病原性をもとにスクリ

ーニングした結果、病原性を消失した非感染変異株を 6 株、野生株よりもやや軽微な病徴を

発現する弱毒変異株を 2株、感染性を示すが病徴を発現しない無病徴変異株を 1株単離した。

これらの変異株に関して、ゲノム RNA の全塩基配列を決定したところ、各変異はゲノム全長

にわたりランダムに挿入されていた。以上の結果より、植物ウイルスに初めて応用した本法

は、従来の変異導入法より簡便かつ効率的であると考えられた。  

 

4.  1 塩基のサイレント変異による病原性の変化に関する解析 

 ランダム変異導入により作出された無病徴変異株（ASGV-RM21）は、塩基配列解析の結果、



Rep の保存配列の直下にあるゲノムの 4646 番目の塩基（nt 4646）に、1 塩基のサイレント変

異（GGU; Gly→GGC; Gly）を有するのみであった。ウェスタンおよびノーザンブロット解析

により感染植物組織内におけるウイルス量を比較したところ、ASGV-RM21 では野生株に比

べてウイルス複製量の低下が示されたことから、ASGV の nt 4646 の 1 塩基変異はウイルスゲ

ノムの複製効率に影響することが示された。ウイルスゲノムのサイレント変異によって病徴

が劇的に変化する現象は、これが初めて見出された例である。 

 

5.  nt 4646 付近に予測される RNA の高次構造と病原性の関連 

 nt 4646 付近のゲノム RNA の二次構造を解析した結果、この塩基を含み 41 塩基からなる強

固なステムループ構造が予測され（図１）、ASGV-RM21 では 1 塩基置換によってステムルー

プ構造が変化することがわかった。さらに、nt 4646 を野生株の U から A あるいは G に置換

した変異株 ASGV-U4646A、ASGV-U4646G、およびその周辺の別の部位に 1 塩基置換による

サイレント変異を導入した変異株 ASGV-G4616C、ASGV-U4631C、ASGV-G4649A を作出した。

これらいずれの変異株も野生株とは異なる RNA 二次構造が予測され、病原性およびウイルス

複製量は野生株に比べて低下していた。以上の結果から、このステムループ構造が Rep の発

現に関与していることが示唆された。 

 

6. ORF1 にコードされる Rep 領域の発現様式の解析  

 ゲノムRNAの二次構造の変化がRepの翻訳レベルの調節に影響している可能性を検証する

ため、ゲノム RNA の in vitro 翻訳解析を行った。その結果、ORF の全長に相当するタンパク

質に加えて、ステムループ構造の周辺で翻訳を終えた場合とサイズが一致する短いタンパク

質のバンドが検出され、ORF1 は翻訳の際に、途中に予測されるステムループ構造付近で、何

らかの機構により一部翻訳を終止した短いタンパク質を発現することが示唆された。一方、

病原性の低下をもたらすサイレント変異を導入したコントラクトでは、ORF 全長のタンパク

質に対する短いタンパク質の発現レベルは野生株より低下する傾向が見られた。このことよ

り、ASGV の病原性の低下は、ステムループ構造の変化に伴う両タンパク質の発現レベルの

変化と相関していると推測された。 

 ステムループ構造周辺で翻訳が終止する機構を調べる目的で、プロモータ、開始コドン、

ステムループ構造周辺配列に続き、3 通りのフレームに各々GFP 遺伝子を結合したコンスト

ラクトを構築し、植物細胞に導入した結果、開始コドンに対してプラス 1 フレームに結合し

た GFP は発現しなかったが、in-frame（±0 フレーム）及びマイナス 1 フレームに結合した

GFP の発現が認められた。以上の結果より、ORF1 が翻訳される際、ステムループ構造とそ

の周辺の配列によりある頻度でマイナス 1 フレームシフトが起こり、その直後のマイナス 1



フレームの終止コドンで翻訳を終止した短いタンパク質（transframe protein: TFP）と、フレー

ムシフトせずに翻訳を続けた結果、長いタンパク質（frame protein: FP）が発現することが示

された（図１）。フレームシフト翻訳により翻訳を終止する短いタンパク質が発現する機構

は、ウイルスではこれが初めて見出された例である。 

 

7. ウイルス感染に必要な FP の発現領域の解析と他のウイルスとの進化的関連 

 ORF1 の翻訳の際、フレームシフトによって発現する TFP は、Rep の保存配列の全てを含

むこと、またORF1の 3'末端にコードされるCPはサブゲノムRNAから翻訳されることから、

ASGV の感染には FP は ORF1 全長の融合タンパク質として翻訳される必要がない可能性が

ある。 そこで、感染に必要な FP の発現領域を解析した。翻訳される FP の長さを TFP とほ

ぼ同じになるように 0 フレームに終止コドンを導入した変異株を作出したところ、この変異

株は感染性を消失した。一方、ORF2 と重複する ORF1 領域に終止コドンを導入した変異株

は、FP が ORF1 全長融合タンパク質として発現しないにもかかわらず感染性を示し弱い病徴

を発現した。すなわち、ASGV の感染は TFP のみでは成立しないが、FP は ORF1 全長の融合

タンパク質として発現する必要はなく、感染に必須な CP はサブゲノム RNA から発現するこ

とが示された。このように終止コドンによって ORF1 が分かれた ORF 構成は、カピロウイル

ス属と近縁なトリコウイルス属のウイルスに見られ（図 2）、 両属の進化的な関連性が示唆

された。 

 以上、本研究において、ASGV にはゲノムの ORF 構造からは予測されない遺伝子の発現機

構と病原性の制御機構が存在することを明らかにした。 
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図2.　 カピロウイルス（ ASGV、変異 ASGV)とトリコウイルス（ ACLSV）の
ゲノム構造の比較

ORF1: 216 kDa

ORF2: 50 kDa

ORF3: 21 kDa

5’
ORF1: 183 kDa

ORF2: 36 kDa

ORF3: 27 kDa
CP

Mt P-Pro Hel
(A)n

Pol

3’
Cap

MP
 Rep

CP
Mt P-Pro Hel

(A)n
Pol

3’
Cap

MP
 Rep

5’

ORF2: 36 kDa

ORF1: 241 kDa

5’

Mt P-Pro Hel
(A)n

Pol

3’
Cap

MP
 Rep CP

カピロウイルス属

図1.　 ASGVの遺伝子発現のモデル .　 Mt, methyltransferase domain; P-Pro, papain-like protease domain;
Hel, NTP-binding helicase domain; Pol, RNA-dependent RNA polymerase domain ; sgRNA, サブゲノム RNA
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