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論文の内容の要旨

　タバコモザイクウイルストマト系（TMV－L）は（十）鎖一本鎖RNAをゲノムとして持つ棒状単粒子の植物ウ

イルスである。TMVを含むトバモウイルスグループのウイルスは，タバコ，トマト，トウガラシといったナス

科植物を中心に幅広い宿主域を持ち，世界的に農作物に大きな被害を与えているウイルスの一つである。TMV

を含む植物ウイルスの防除の有効な手段は，抵抗性品種の育種であるが，抵抗性を打破する変異株の出現が問題

となっている。このため，ウイルスがどのように宿主の持つ抵抗性を打破するかを解明することは，植物病理学

や育種学上重要な課題である。

　TMv－Lのゲノムには，130K／180Kタンパク質，30Kタンパク質，コートタンパク質の4つのタンパク質をコー

ドする遺伝子が存在し，そのうちユ30K／180Kタンパク質はウイルスの複製と関係している。トマトの持つ

TMV抵抗性遺伝子丁狐一1は植物細胞中でのウイルス複製を阻害する遺伝子であるが，このT㎜一1抵抗性は，ユ30

K／180Kタンパク質の979番目のアミノ酸（AA979）の変異（G1n979→G1u）によって打破されることが知られ

ていた。この丁肌一1抵抗性打破の機構として，丁搬一ユ遺伝子産物と130K／180Kタンパク質は静電気的な力によっ

て相互作用しているが，G1uの持つ負電荷によってこの相互作用がくずれ，抵抗性が打破されるとする考えが提

唱されていた。

　本研究では，AA979の変異とT㎜一1抵抗性の打破との関係をさらに詳細に調べることを目的とし，電荷に着目

してAA979を，負電荷を持つAsp，電気的に中性なAsn，ne，正電荷を持つHis，Lys，Argに変換した

TMV－RNA（TLAsp，TLAsn，TLI1e，TLHis，TLLys，TLArg）を部位特異的な変異導入によって作成し，これら変

異体について，エレクトロポレーション実験によってTm－1抵抗性の打破を調べた。その結果，TLne，TLHisは

抵抗性を打破しないが，TLAspのみならずTLLysも抵抗性を打破すること，また，TLAdn，TLArgも低いレベ

ルではあるが抵抗性を打破することが判明した。このようにAA979が正電荷を持つ場合にもT㎜一ユ抵抗性が打

破されたことより，Tm－1遺伝子産物と130K／180Kタンパク質の相互作用は，従来の仮説のように単純に静電

気的な力のみによっては説明できないことが明らかとなった。

　また上記の結果より，TLneはタバコ細胞申では野生型ウイルスと同様に複製するが，トマト細胞中では

T㎜一1の有無に関わらず複製が認められないという，極めて特殊な挙動を示すことが判明した。そこで，TLne
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をT㎜一1を持たないトマト植物個体に感染させる実験を行ったところ，野生型ウイルスと比べると遅いが，ウイ

ルスの増殖が認められた。このトマト植物個体申で増殖したTLneの子孫ウイルスのAA979付近の塩基配列を

調べると，AA979のコドンにAUU（I1e）からAAU（Asn）あるいはUUU（Phe）のような二次的な変異が起こっ

ていることが判明した。これらの結果から，TMV－Lは130K／18CKタンパク質のヱアミノ酸の変異によって，

宿主特異性がウイルスの複製レベルで容易に変化することが明らかとなった。

　さらに，本研究で得られた成果より，AA979ウイルスの130K／180Kタンパク質が宿主因子と相互作用し，複

合体を形成する際に重要な役割を果しているのではないかと考えられた。この複合体が形成されないとウイルス

は複製しないが，AA979の変異は宿主因子との複合体形成能を変化させ，宿主特異性を変えるものと考えられた。

また，丁狐一1は変異を持った宿主因子遺伝子である可能性があると考えられた。

審査の結果の要旨

　本論文は，タバコモザイクウイルス（TMV）の宿主抵抗性打破機構の解明を目的として研究を行ったもので

ある。これまでの研究から，トマトの持つTMV抵抗性遺伝子丁聰一1はウイルスにコードされる複製酵素130

K／180Kタンパク質の979番目のアミノ酸（AA979）がG1nからG1uへと変異することによって打破されること

が知られており，G1uの持つ負電荷が丁狐一王抵抗性打破に大きな役割を果しているのではないかと推察されてい

た。

　そこで，本研究では，抵抗性打破のメカニズムをさらに詳細に調べるため，AA979をAsp，AsΩ，ne，His，Lys，

Argに変換したTMV変異体（TLAsp，TLAsn，TLI1e，TLHis，TLLys，TLArg）を遺伝子操作により作成した。そ

して，これらの変異体を用いて，トマト培養細胞に直接感染させるとともに，植物個体にも接種実験を行い，ウ

イルスの複製の有無により，Tr1抵抗性遺伝子の打破を調べた。その結果，AA979が負の電荷を持つ場合のみ

ではなく正の電荷を持つ場合にもウイルスの複製が認められ，抵抗性が打破されることを明らかにした。このこ

とは，抵抗性の打破は，AA979の電荷によってではなく，アミノ酸の変異そのものが関係していることを明確

に示したものであり，大変高く評価される。

　また，AA979をneに変換したTMV変異体（TLne）を用いた接種実験と，増殖したウイルスの塩基配列の解

析結果から，TLneはトマト植物個体内でアミノ酸の二次的な変異を起こすことにより，その複製機能を回復す

ることができることを明らかにした。このことは，1つのアミノ酸の変異によってウイルスの宿主特異性が複数

レベルで容易に変化し得ることを示した初めての報告であり，大変注目される。

　以上のように，本研究は，ウイルスタンパク質の1つのアミノ酸が変異することにより，宿主の抵抗性が打破

されることを明確に示すとともに，また，1つのアミノ酸の変異がウイルスの宿主特異性までを変化させてしま

うことを明らかにしたものであり，ウイルスと宿主の相互作用の解明に重要な知見をもたらすばかりではなく，

ウイルスの抵抗性晶種の育成やその防除にとっても大きな示唆を与える研究であると判断される。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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