
の現象（BRODERSEN and VIONNET, 2006）についても RNAi

と表現する。

植物において RNAi を誘起するには，ヘアピン型

dsRNAを発現する遺伝子を細胞に導入するのが一般的

である。この現象は，イネやシロイヌナズナをはじめと

する多くの植物種において遺伝子機能の解析ツールとし

て用いられている。近年のウイルス病抵抗性植物の開発

においては，ウイルスの侵入以前に当該ウイルス配列に

対して RNAiを誘起させることにより，後から進入して

きた標的となるウイルス遺伝子を効果的に分解するとい

う方法が主流となってきている。しかし，それらの効果

は，免疫性，発病遅延型抵抗性や罹病性と多様である

（MANSOOR et al., 2006）。

イネ萎縮ウイルス（Rice dwarf virus : RDV）は，イネ

萎縮病の病原ウイルスである。イネ萎縮病の防除におい

て，抵抗性品種の利用が最も有効な手段の一つであるが，

RDVに対する抵抗性遺伝資源はいまだ報告されておら

ず，現在もなお，伝染源の除去や媒介昆虫を殺虫剤で駆

除する方法等に依存している。

RDVがコードする 12種タンパク質の諸性質について

は，その複製におけるおおよその機能と役割が明らかと

なった。この詳細については，本ミニ特集の他稿を参照

されたい。

本稿では，RDV複製機構の分子基盤情報から考案し

た RDV 抵抗性導入戦略の構築について紹介したい

（SHIMIZU et al., 2009）。

I RNAi標的配列の選抜とイネへの導入

イネにおいて効率的に RNAiを誘導するためのバイナ

リーベクターとして pANDAが開発されている（MIKI

and SHIMAMOTO, 2004）。このベクターは，Gateway 獏 sys-

temを用いて RNAiベクターの構築が簡便化されるよう

に工夫が施されている。

そこで，上記ベクターを用いて RDV抵抗性イネの作

出を試みた。まず，RDVの複製機構の分子情報を基に

して標的ウイルス遺伝子について検討した。その結果，

ウイルス合成工場であるバイロプラズマの基本マトリッ

クスを構築し，ウイルス複製の足場として重要な役割を

担っている Pns12 をコードする遺伝子（WEI et al.,

は　じ　め　に

ウイルス病抵抗性遺伝子組換え植物の開発は，最初の

報告から既に 20年が経ち，様々なウイルス―植物の組

み合わせで行われてきた。その多くは，ウイルス由来の

遺伝子を導入することによって植物に抵抗性を付与する

というもので，この抵抗性は pathogen ― derived resis-

tance（PDR）と呼ばれている。また，PDRによる抵抗

性機構として，導入遺伝子から翻訳されたタンパク質が

関与する抵抗性と，導入遺伝子から転写された RNAが

関与する抵抗性とに大別されている。今日では，後者の

抵抗性機構として，転写後型遺伝子発現抑制（post ―

transcriptional gene silencing, PTGS）が関与していると

考えられている（BAULCOMBE, 1996 ; PRINS et al., 2008）。

PTGSの現象は，最初にペチュニアで報告された。そ

の後，転写後に起こる遺伝子発現抑制の例が次々と報告

されるようになり，PTGS と呼ばれるようになった。

PTGSと同様の RNAの特異的切断を伴う遺伝子の発現

抑制機構として，菌類の quelling，線虫の RNA 干渉

（RNA interference, RNAi）が別々に発見されたが，その

後の研究からこれらの現象は真核生物に広く保存された

遺伝子発現抑制機構として認識されるようになり，この

総称として RNAサイレンシングと呼ばれるようになっ

た。しかし，線虫では RNAiという用語が使われ続け，

ショウジョウバエやヒトなどでも RNAiという用語のま

ま研究が進展したことから，今日では，RNAiが一般的

に定着している。線虫で RNAiを発見した FIREとMELLO

（FIRE et al., 1998）両博士が 2006年にノーベル賞を受賞

したのは記憶に新しい。現在，RNAiという用語は，生

体内で二本鎖（ds）RNAから切断された 22塩基前後の

short interfering RNA（siRNA）が引き金となって，こ

れと相補的な配列をもつ標的 RNAが分解されるという

配列特異的な遺伝子の発現抑制現象に用いられている。

本稿ではこれ以降，植物における RNAサイレンシング
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と，Pns4の発現抑制が間に合わなくなり，ウイルスが全

身に蔓延して発病に至ったのではないかと推察される。

III Pns12 ―RNAiイネの強度抵抗性

前章の Pns4 ―RNAiイネと同様に，Pns12 ―RNAiイネ

の自殖後代 T1について RDV接種検定を行った。

その結果，導入遺伝子が形質転換当代から受け継がれ

た Pns12 ― RNAi後代イネは，極めて強い抵抗性を示し，

その収穫に至るまで発病する株は認められなかった（口

絵①，図― 3，表― 1）。一方，導入遺伝子の後代への遺伝が

認められなかった株は，前項と同様に罹病した（表― 1）。

RDVと同科に属する乳児嘔吐下痢症を引き起こすロ

タウイルスでは，NSP2遺伝子がコードするタンパク質

はバイロプラズマを構成し，RDVの Pns12に相当する。

2006 a）を候補遺伝子として選抜した。また，抵抗性の

程度を比較する目的で，RDVの感染後期に機能すると

想定される Pns4をコードする遺伝子（WEI et al., 2006 b）

についても RNAiの標的遺伝子として選抜した。これら

2種遺伝子について，ORF開始コドンから 500塩基を

RNAiの引き金として働くように構築した DNAベクタ

ーを用いて，それぞれイネ ‘日本晴’ を形質転換した。

このようにして得た Pns12および Pns4の遺伝子配列

を導入した形質転換イネの複数系統から，導入遺伝子由

来の 21～ 24塩基からなる siRNAが検出された（図― 1）。

このことから，作出した形質転換イネにおいてデザインし

たとおりにRNAiが誘起されていることが明らかとなった。

II Pns4 RNAiイネの発病遅延型抵抗性

前章で siRNAの蓄積が認められた Pns4 ― RNAiイネ

の自殖後代 T1において，RDVに対する抵抗性が付与さ

れたか否かについて解析した。

各系統 2～ 3葉期のイネに対して，1株当たり 10頭

の RDV保毒ツマグロヨコバイを 1日間放飼することで

虫媒接種（RDVは機械的接種では植物に感染しないた

め）した後，病徴の出現状況を観察した。その結果，導

入遺伝子が形質転換当代から受け継がれた Pns4 ― RNAi

後代イネは，いずれの系統においても接種後 8週間目で

も病徴が認められない RDV抵抗性を示す株（図― 2左）

と原品種 ‘日本晴’ と比較して 2～ 4週間程度遅れて発病

するという発病遅延型抵抗性を示す株が見いだされた

（図― 2中央）。一方，導入遺伝子の後代への遺伝が認め

られなかった株は，空ベクター（pANDA）で形質転換し

たイネおよび原品種 ‘日本晴’ と同様に，接種後 2週間以

内に典型的な RDVの病徴が認められた（図― 2，表―
　

1）。

Pns4を標的としたイネが示した遅延型抵抗性の機構

として，次のことが考えられる。ウイルス感染の初期段

階では，Pns4の発現抑制効果による細胞内ウイルス増

殖が阻害されたことで見かけ上は抵抗性を示したが，バ

イロプラズマで増殖した子孫ウイルスが一定量を超える
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表－1 遺伝子組換えイネ自殖後代 T1における
RDV抵抗性

標的遺伝子 系統 n S－ S＋ D

Pns12 #13
#18
#27

32
32
32

5
4
5

0
0
0

0
0
0

Pns4 #01
#36
#60

32
32
32

9
3
8

0
0
0

6
4
9

n：接種株数，S：接種後 2週以内に発病した
株数，D：接種後 2～ 8週で発病した株数，R：
接種後 8週においても無病徴の株数，－：導入
遺伝子が遺伝しなかった株，＋：遺伝した株．

R

27
28
27

17
25
15

空ベクター #02
#05
#14

32
32
32

30
32
30

0
0
0

2
0
2

日本晴 64 61 0 3Probe :
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図－1 RNAi形質転換イネ当代における siRNAの蓄積

感受性（S） 抵抗性（R） 発病遅延型 
抵抗性（D） 

図－2 Pns4 ―RNAiイネ自殖後代が示す発病遅延型抵抗性
引用文献 9）より転載．



ういう意味で，いずれのウイルス遺伝子を標的とするか

が強度抵抗性を付与するうえで重要なポイントとなるで

あろう。しかしながら，ウイルスタンパク質の機能解析

が進展していないウイルスについては，RNAiの標的と

して全ウイルス遺伝子の各々に対して RNAi植物を作出

することが実用レベルに到達する近道の一つになるかも

しれない。一方，単一の標的遺伝子では十分な抵抗性が

得られなかった場合でも，複数の標的ウイルス遺伝子を

連結して同時に発現抑制する RNAiベクターの構築や，

異なる標的遺伝子を発現する RNAi植物間で交配するこ

とで，抵抗性強度が改良できる可能性が考えられる。さ

らには，強力なプロモーターで導入遺伝子をドライブさ

せるといった遺伝子工学的工夫を凝らすことも有効な手

段となろう。

イネのウイルス病は，いったん大発生すると広大な面

積で数年間続くという特徴がある。今後，農薬などの使

用を最小限にした飼料用およびバイオマスエネルギー用

作物を粗放栽培した圃場では，病害虫が発生しやすくな

り，これが温床となって食用イネにも被害が拡大すると

いう事態が懸念される。また，地球温暖化による気温の

上昇は，ウイルス媒介昆虫の日本への飛来数の増加や生

息域・越冬可能域の北上等の誘因となることから，これ

まで東南アジアで主に発生していたイネのウイルス病が

我が国で猛威を振るう可能性も予測される。近年，媒介

昆虫の飛来源である中国ではイネ縞葉枯病およびイネ黒

すじ萎縮病が，ベトナムではイネグラッシースタント病

およびイネラギッドスタント病が大発生して現地の稲作

に甚大な被害を与えている。それぞれ後者の病原ウイル

スは RDVと同科に分類されることから，筆者らが開発

した RDV抵抗性導入戦略を応用して，現地の栽培品種

に展開されることを期待したい。

本研究の一部は，（独）生研センター「新技術・新分野

創出のための基礎研究推進事業」の一環として行われた

ものです。
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このタンパク質の発現を RNAiで抑制すると，バイロプ

ラズマの構築が阻害されるだけでなく，ウイルス RNA

の合成阻害，ウイルス全タンパク質の合成阻害，ひいて

はウイルス粒子の産生阻害といったウイルス複製サイク

ルの多くの局面に影響を及ぼすことが報告されている

（SILVESTRI et al., 2004）。Pns12 ― RNAiイネが示す抵抗性

もこれと同様の機構が働くことにより，ウイルス複製を

効果的に抑制できたのであろうと推察される。

お　わ　り　に

これまでに，多くの宿主―ウイルス間の組み合わせで

ウイルス病抵抗性遺伝子組換え植物の開発が行われてき

たが，実用化に至ったのは Papaya ring spot virusの外被

タンパク質を導入した抵抗性パパイヤの品種 ‘レインボ

ー’（GONSALVES, 2006）などごく少数である。

本稿で概説したように，RDVの Pns12をコードする

遺伝子を発現抑制させたイネは，本ウイルスに対して完

全な抵抗性を示した。このイネは，ウイルスタンパク質

を発現することなく植物自身に生来備わっている自己防

御機構を利用するものである。また，本防御機構は，標

的配列が最大で 24塩基一致していれば発動するので，

500塩基長からなる標的配列はウイルスの進化過程にお

ける少々の RNA変異や RNA配列がわずかに異なる他

の RDV系統にも RNAiが機能するといった優位性を兼

ね備えているものと思われる。このような実用レベルに

達する抵抗性をイネに付与できた背景には，RDV感染

細胞内におけるウイルス複製様式についての分子基盤情

報が蓄積していたことが挙げられよう。

一方，本稿の Pns4 ― RNAiイネのように闇雲にウイル

ス遺伝子を発現抑制させた場合，ある程度の抵抗性は得

られるが実用レベルに達しない可能性が予想される。そ
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原品種
‘日本晴 ’

系統 #13 系統 #18
Pns12遺伝子配列
導入イネ 

系統 #05
空ベクター
導入イネ 

図－3 Pns12 ―RNAiイネ自殖後代が示す強度抵抗性
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