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株が用いられ，トマトモザイクウイルス（Tomato mosa-

ic virus : ToMV），Cucumber green mottle mosaic virus

（C G M M V），ズッキーニ黄斑モザイクウイルス

（Zucchini yellow mosaic virus : ZYMV），キュウリモザイ

クウイルス（Cucumber mosaic virus : CMV）等の弱毒株

が植物ウイルスワクチンとして実用化されている。これ

らウイルスの病原因子であるタンパク質をコードする遺

伝子として，ToMVでは 130K複製酵素遺伝子，ZYMV

では HC ― pro遺伝子，CMVでは 2b遺伝子が既に報告

されている。これら病原タンパク質のアミノ酸が変異す

ることにより，ウイルスの毒性が低下している。

従来の弱毒ウイルスの作出方法は，感染植物を高温や

低温で処理したり，亜硝酸ソーダ処理，紫外線処理をす

ることよりウイルスの毒性低下を誘導する方法であっ

た。つまり，これらの処理をすることによりウイルスの

病原タンパク質のアミノ酸配列に変異が起こり（厳密に

はウイルスのゲノム核酸の塩基配列に変異が起こるの

で，コードするアミノ酸配列が変化する），その結果弱

毒化したウイルス株を選抜する。上記の T o M V や

CGMMV，ZYMV等の弱毒株もこれらの方法により作

出されている。一方で，従来の方法では弱毒化が困難な

ウイルスが存在する。MNSVはその一つであった。

MNSVは，メロンに感染すると葉に褐色のえそ斑を

形成し（図― 1 a），また，果実内部には空洞・空隙が発

生し経済品質を著しく減少させる。MNSVは土壌に生

息する絶対寄生菌であるオルピディウム菌によって媒介

されるため（FURUKI, 1981），その防除は困難である。そ

こで，MNSVによるメロンえそ斑点病防除技術を開発

するために，弱毒性MNSVの開発が取り組まれた。し

かしながら，高温処理や紫外線処理では感染性を保持し

たままえそ病徴を示さない弱毒性MNSVは作出できな

かった。したがって，弱毒性MNSVを作出するために

は，まずは，えそ病徴を引き起こすMNSVの病原因子

を決定し，えそ病徴の発病機構を解明する必要があろう

と考え，研究を始めた。

II MNSVの病原因子 p29複製酵素の性質

MNSVは，トンブスウイルス科カルモウイルス属に

分類される小球形ウイルスであり，ゲノム RNAには五

は　じ　め　に

植物ウイルスが宿主植物に感染して引き起こす病気は

ウイルスの種によって様々であり，モザイク，黄化や退

緑，葉脈透過症状，えそ斑等がその代表的な病徴として

挙げられる。ウイルスはゲノム核酸と粒子を構成する外

被タンパク質からなるごく微少な病原体であり，ウイル

スのゲノム核酸には感染に必要なほぼ最小限のタンパク

質のみがコードされている。コードされるタンパク質の

数はウイルス種によって様々（4～ 10数個）であるが，

その中で病徴発現に関与しているタンパク質を病原因子

（virulence factor）と呼ぶ。病原因子であるウイルスタ

ンパク質（病原タンパク質）の性質はウイルスの毒性，

すなわち，ウイルスが植物個体に引き起こす病気の激し

さを決定している。病原タンパク質中のアミノ酸が変異

するとウイルスの毒性が激しくなったり，逆に全く病徴

を示さなくなって弱毒化したりする。病原タンパク質の

性質を決定しているアミノ酸残基を病原性決定アミノ酸

と呼ぶ。ウイルス核酸がコードする病原タンパク質や病

原性決定アミノ酸を決定する基礎的知見は，弱毒ウイル

スの作出やその性状解析等，応用研究にとっても重要と

なる。本稿では，メロンやスイカ等のウリ科植物に感染

し，えそ斑点病を引き起こす病原ウイルスであるメロン

えそ斑点ウイルス（Melon necrotic spot virus : MNSV）

の病原因子とえそ病徴の発病機作について，研究を始め

るに至った経緯，研究により得られた知見（MOCHIZUKI

et al., 2009），さらに今後の展開の可能性についての考

察をご紹介したい。

I 病原タンパク質の変異と弱毒化

現在，植物体内に感染しているウイルスを不活性化す

る有効な化学薬剤はなく，植物ウイルス病害に対する防

除法の一つは，交叉防御を利用した植物ウイルスワクチ

ン接種による予防である。植物ウイルスワクチンには宿

主植物に感染してもほとんど病気を引き起こさない弱毒

Induction Mechanism for Necrotic Symptom Caused by Melon
necrotic spot virus. By Tomofumi MOCHIZUKI

（キーワード：メロンえそ斑点ウイルス，えそ病徴，毒性，病原
因子，ウイルス複製酵素，ミトコンドリア，弱毒化）
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and MARTELLI, 1987 ; YOSHIDA et al., 1980）。また，細胞質で

翻訳されたタンパク質がミトコンドリアへ移行するため

のシグナル配列が p29のアミノ（N）末端に存在すること

が CIUFFREDA et al.（1998）により予測されている。これら

のことから，p29は植物細胞内でミトコンドリアに局在

しており，それとミトコンドリアの形態異常とえそ病徴

とに何らかの関係があることが予想された。そこで，p29

が発現した N. benthamiana葉の細胞内小器官を遠心分

離により分画して p29を検出する方法と，p29に蛍光タ

ンパク質を融合させて生細胞における局在性を蛍光観察

する方法を用いて解析した。その結果，MNSVの p29は

ミトコンドリアに局在し（図― 2 b），ミトコンドリア膜を

貫通する膜内在性のタンパク質であることがわかった。

続いて，p29の 268個のアミノ酸残基の中で毒性を発

揮するために必要な領域の決定を行った。変異誘導法で

は毒性を決定するアミノ酸残基は見つけられなかったの

で，p29を細切れにしたタンパク質断片を多数作成し，

CMVベクターを用いて N. benthamiana葉で発現させた

（図― 2 a）。その結果，p29のえそ斑の形成には 36番目

～ 76番目のアミノ酸残基が重要であることがわかった。

では，この 36番目～ 76番目のアミノ酸残基はどのよう

に p29のえそ斑形成に関与しているのか？　コンピュ

ータプログラムにより，55番目～ 75番目の 21アミノ

酸残基が疎水性αへリックスを構成することが予測され

た。そこで，この 21アミノ酸残基を p29から取り除く

とえそ斑を形成しなくなり，この疎水性αへリックスが

p29のえそ斑形成に必須であることが明らかになった。

膜内在性タンパク質の疎水性αへリックスは脂質 2重

膜を貫通する領域（膜貫通領域： Transmembrane

domein TMD）であり，タンパク質の膜局在性に関与す

る。したがって，55番目～ 75番目の疎水性αへリック

ス（TMD2と呼ぶ）を取り除くことにより，p29のミト

コンドリアへの局在が変化しているのではないかと予想

された。そこで，TMD2を取り除いた p29を蛍光タン

パク質で標識して細胞内局在性を観察したところ，ミト

コンドリアに局在しなくなることが明らかになった

（図―
　

2 c）。このことは，TMD2が p29のミトコンドリ

ア局在に機能していること，さらに，p29のミトコンド

リア局在はえそ斑を形成するために必須であることを示

している。実際に様々な p29断片を用いて観察を行っ

たが，ミトコンドリアへ局在しなくなった p29断片は

すべて TMD2が不完全であり，えそ斑の形成能を失っ

ていた。例えば，p29のカルボキシ（C）末端から 202

アミノ酸残基を欠損させた断片（ここでは p29 ―Δ C202

と呼ぶ）は TMD2が半分欠けており，ミトコンドリア

つのタンパク質― p29および p89（複製酵素），p7Aお

よび p7B（細胞間移行タンパク質），並びに CP（外被タ

ンパク質）―がコードされている（GENOVÉS et al., 2006 ;

RIVIERE and ROCHON, 1990）。これら五つのMNSVタンパ

ク質を，CMV を基にしたウイルスベクターを用いて

Nicotiana benthamiana葉で個々に発現させたところ，

複製酵素タンパク質である p29 を発現させた N. ben-

thamiana葉にのみえそ斑病徴が現れた（図― 1 b）。この

結果から，MNSVのえそ病徴の病原因子は p29であり，

p29は単独で植物体にえそ病徴を引き起こせることが明

らかになった。

続いて，p29がえそ病徴を引き起こす発病機作を探る

ために，p29が発現しえそ斑が形成された N. benthami-

ana葉の病斑周辺の細胞内微細構造を電子顕微鏡により

観察した。p29が発現した細胞では，特徴的な異常とし

てクリステ構造が崩壊し変形したミトコンドリアの凝集

が認められた（図― 1 d）。そのほかにも葉緑体の変形や

液胞膜の崩壊が観察された。

以前の研究により，MNSVが感染したメロン細胞内

では，ミトコンドリア外膜にウイルス複製複合体と見ら

れる小胞構造が観察されている（図― 1 c）（Di FRANCO

a b

c d

図－1 a：MNSVを接種したメロン子葉に形成されたえそ
斑．b：MNSVの p29を発現する CMVベクターを接
種した Nicotiana bethamiana接種葉に形成されたえ
そ斑．c：MNSVが感染したメロン細胞内のミトコン
ドリア膜に形成された，ウイルス複製複合体様小胞
体．d：p29が発現して形成されたえそ斑周辺の細胞
内で観察された，クリステ構造が崩壊したミトコン
ドリア．線は 200 nmを示す．
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胞内のミトコンドリア生理活性の変化を観察した。その

結果，p29を発現させた細胞ではMito ― Trackerによる

染色が観察されなくなり（図― 3），p29の発現によりミ

トコンドリアの生理活性が減退していることが示唆され

た。このミトコンドリア生理活性の減退は，先に述べた

TMD2を取り除いた p29断片を含むえそ斑を形成しな

い p29断片すべてで観察されなかったことから，ミト

コンドリア生理活性の減退とえそ病徴の発病には高い相

関関係があることが示された。

さらに，ミトコンドリア生理活性の減退はMNSVが

感染したメロン細胞においても観察された。MNSVを

接種したメロンプロトプラストにおけるミトコンドリア

の生理活性をMito ― Trackerを用いて観察したところ，

MNSV感染細胞ではMito ―Trackerによる染色が検出さ

れなくなった。

以上の結果をまとめると，①MNSVがコードする複

製酵素 p29のミトコンドリアへの局在がえそ病徴を引

き起こす，② p29のミトコンドリアへの局在には 55番

目～ 75番目のアミノ酸残基が形成する TMD2が必要で

ある，③えそ誘導には，TMD2に加え前後数十アミノ

酸残基が必要である，④ p29発現細胞，およびMNSV

感染細胞ではミトコンドリア生理活性が減退する，とい

うことがわかった。この結果からMNSVの感染による

への局在性もえそ斑形成能も喪失している（図― 2 a）。

一方で，ミトコンドリアへ局在した p29断片のすべ

てがえそ斑病徴を引き起こしたわけではなかった。p29

の N末端から 35アミノ酸残基を欠損させた断片（p29 ―

Δ N35）はミトコンドリアへ局在してえそ斑を形成す

るが，アミノ末端から 10アミノ酸残基をさらに削った

断片（p29 ―Δ N45）は，完全な TMD2を保持しミトコ

ンドリアへ局在するにもかかわらずえそ斑形成能を喪失

した（図― 2 a）。このことは，TMD2はえそ斑形成の必

要条件であるが十分条件ではないこと，すなわち，p29

のえそ誘導には TMD2による p29のミトコンドリアへ

の局在とともに，さらに TMD2前後の数十アミノ酸残

基が必要であることを示している。

III p29の発現によるミトコンドリア
生理活性の減退

p29がミトコンドリアに局在することがなぜえそ病徴

を引き起こすか？　この疑問に対する部分的な証拠を得

るために，p29の発現によりミトコンドリアの生理活性

がどのように変化をするのかを解析した。そのために，

ミトコンドリア膜電位依存的に染色する色素，すなわ

ち，生きて活動しているミトコンドリアのみを染色する

色素（Mito ― Tracker）を用いて，p29を発現させた細
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図－2 a：各 p29の欠損断片の構造図とえそ斑形成能．p29のボックス内の黒色
ボックスは，それぞれ推測される膜貫通領域（TMD）1～ 3を示す．えそ
斑形成の下の＋および－は，それぞれえそ斑を形成する，形成しないを示
す．b：蛍光タンパク質を融合した p29の細胞内局在性．左写真の白色シグ
ナルは p29の局在を示し，右写真の白色シグナルはミトコンドリアの局在
を示す．p29の局在とミトコンドリアの局在は一致する．c：55～ 75番目
のアミノ酸残基の TMD2を欠いた p29 ―Δ TMD2の細胞内局在性．p29 ―Δ
TMD2の局在を示す白色シグナルは細胞質全体へと拡散している（左）．右
写真の白色シグナルはミトコンドリアの局在を示す．
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酸がMNSVのゲノム RNA複製に果たす役割を明らかに

する必要がある。もう一つは，アミノ酸置換を伴わない

遺伝子変異を導入する方法である。動物ウイルスである

ポリオウイルスでは，アミノ酸配列はそのままにウイル

スタンパク質遺伝子のコドン配列を改変し，ウイルスを

弱毒化することに成功している（COLEMAN et al., 2008 ;

ROBINSON, 2008）。これら方法論の確立や，人為的な組換

え技術により作出した弱毒ウイルスの使用法が今後の課

題である。
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えそ病徴の発症機構について，「ゲノム RNAの複製の

ために，ミトコンドリア膜上で p29ともう一つの複製

酵素である p89が共同して複製複合体を形成し，それ

によりミトコンドリア膜が形態異常を起こすことでその

生理活性が減退し，えそ病徴の発現につながる」という

仮説が立てられた。

お　わ　り　に

MNSVでは病原因子とウイルス複製酵素が一致して

おり，MNSVの引き起こすえそ病徴はゲノム RNAの複

製というウイルス活動に密接に関係していることが推察

された。弱毒化を目指して行った高温処理や紫外線処理

による変異誘導法ではMNSVの感染性が減少するばか

りだったことは，p29複製酵素の変異がウイルス複製能

を低下させていたためと考えられる。したがって，従来

の病原タンパク質にアミノ酸変異を誘導する方法では，

弱毒MNSVを作出することは困難ではないかと結論づ

けられた。えそ病徴の誘導に必須である p29のミトコ

ンドリアへの局在は，MNSVの複製にとっても必須で

あり，ウイルス RNAの複製という行為自体がえそ病徴を

引き起こす引き金になっているのではないかと考えている。

では，得られた知見からどのような弱毒化MNSVを

作出する戦略が考えられるのか。一つは，TMD2前後

のアミノ酸残基を標的に人為的にアミノ酸変異を導入す

ることであろう。TMD2に変異を導入すると p29のミ

トコンドリアへの局在が変化するためにMNSVの感染

性が損なわれる可能性が高いが，TMD2前後の毒性領

域のアミノ酸変異は p29の毒性のみを減少させる可能

性を残している。今後，TMD2とその前後数十アミノ

M
ito―T

rakcer色
素
 

p29

接種後3 h 接種後6 h 接種後9 h 接種後12 h 接種後18 h

図－3 蛍光標識した p29が発現した Nicotiana benthamiamaプロトプラストにお
けるMito ―Tracker色素による染色の減退

p29シグナルは接種後 6時間目から検出される．接種後 6，9時間目の p29
発現細胞ではMito ― Tracker色素による染色が検出される．接種後 12，18
時間目の p29発現細胞ではMito ― Tracker色素による染色が観察されなく
なる（白矢印）．一方で，p29 が発現していない健全細胞では，Mito ―
Tracker色素による染色が検出される（白ヌキ矢印）．
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