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第1章緒 論

植物レオウイルスは直径約 60~70 nmの球形粒子で

あり27.29，42，43，72，75)，10~12 本に分節される 2 本鎖 RNA

ゲノムを1了することから動物レオウイルスと類似性が認
められ，植物レオウイルスと命名されている14，25，46，47，74)。

また，植物レオウイルスは昆虫体内で橋殖して植物に

伝染されること，すなわち昆虫と植物の両宿主体内で鳩

殖する性質を持っていることが初めて明らかにされ15，16，

17) ，その当H寺の植物ウイノレス学においてがfしいl時代を聞

くことになった。最近の分子生物学の央fJ見で見ると，植

物細胞と動物細胞では遺伝子発現に関与する mRNAの

構造には明らかな差が認められるので，植物レオウイノレ

スは昆虫と植物体内での培殖機作を分子レベノレて、解明す

るのに興味深いウイルスである。

現在植物レオウイノレスは，それらの粒子構造，ゲノム

分節数，及び媒介昆虫の種類から subgroup1・2・3に

分類されているが8)，各ウイルスによってその研究の

進展度には大きな差がある。その中で woundtumor 

virlls (WTV)はすでに全分節ゲノムの両末端の塩基配

列が決められたとともに分節ゲノム No.12の全出基配

列が決定された2)。また，イネ萎縮ウイルスでは分節ゲノ

ム No.10の全版基配列が決定されるに至っている88)。

木研究では，植物レオウイルス subgrollP1に属する

イネ萎縮ウイノレス (rWV)と sllbgrollp3に属するイネ

ラギッドスタン卜ウイルス (RRSV)の2本鎖 RNAに

関して実験を行し、，まず RDVに対しては煎糖密度勾配

遠心分離で得られた4層のバントの中の粒子を分離し，

各層粒子の諸性質を分析を行うとともにゲノム RNAの

5'末端のifjl基を決定した。一方 RRSVに対しては各分

節ゲノムの分子量を電顕を用いて測定し，すでにポリア

グリルアミドケ、ル電気泳動 (PAGE)を用いて測定され

た分子量と比較検討した。また， RRSV粒子由来の

RNA 依存 RNAポリメラ一七を同定し，そのポリメラ

一七によって合成された転写産物を用いて cDNAを合

成，その1'1"で分節ゲノム No.9の庖基配列を決定した。

第2章蕨糖密度勾配遠心分離で得られた

4種類の RDV粒子

第 1節緒

NAKATAら57)は RDV粒子を CsCl密度勾配遠心

分離によって T1， M 1， M 2， Bの4種類の粒子に分け，

それら粒子の構成蛋白とポリメラーゼ活性との関連性を

示唆した。

本章では1m糖密度勾自己遠心分離によって得られた
RDVの各粒子についてゲノム，構成蛋白質及ひ:ポリメ

ラーゼ活性に関して比較検討した。

第 2節実験材料および方法

1. ウイルスの純化

ウイルス源は， RDV感染イネから 2令期のツマグロ

ヨコパイ (Nephotettixcinciticeps Uhl.)に獲得させ，

4 令期から+;1虫になったところで 2~3 業期のイネ(農林

8号)に放餌して接種した。感染したイネは3，""，，4カ月後

刈り取って -800Cで保存し， UYEDA and SHIKATA89) 

の方法に従って RDVを純化した。

2. PAGE 

電気泳動にはスラブゲノレ(19x 20 x 0.15 cm)を用いた。

核酸の分析には5%ポリアクリノレアミトゲルを用いて20

mA，401時間電気泳動を行った。緩衝液は LEONING40)

の緩衝液であった。

ウイノレス構成蛋白質の分析には MAIZEL44)の disc

PAGEを用いて行った。 stackingゲルは3%，separa-

tionゲルは 10%ゲノレで，緩衝液は0.05Mトリヌ， 0.38
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M グリシン， 0.1%ドデシノレ硫酸ナトリウム (SDS)であ

った。泳動は100Vで7U寺間行った。

3. ポリメラーゼ反応

各粒子のボリメラーゼ活性は UYEDAand SHlKA-

TA90)の反応、液の中で35CO，1~2時間反応させた後，反

応産物の中に取込まれた αぷ PUTPの活性によって測

定した。測定方法は，各反応液から 5μ4をガラスマイク

ロフィルタ (GF/C.2.'1 cm)に吸収させ，このフィルタを

5% trichJoro acetic acid ('1'CA)， 10 mMピロリン酸

ナトリウム 10<Wmsで5分間4回洗浄後，エタ/ーノし

で洗1主，乾燥させ tolunebased scintillatorで cpmを

測定した。

第3節受験結果

1. 煎糖密度勾配遠心分離による4種類の粒子の分離

50 gの RDV感染イネ組織から部分純化したウイノレ

スより1O~40% の煎糖密度勾配遠心分離によって各粒

子を分離した。 Fig.1は RPS25ロータで25，000rpm， 

1時間遠心分離した後の遠心チューブ内での分離パター

ンを'Jミし，各粒子の4つのパンドが見える。各パンドは

上からそれぞれ'1'op1 (T 1) '1'op 2 ('1' 2)， Bottom 1 

(B 1)， Botlom (B 2)と名付けた。

遠心分離した各粒子は ISCOで分取し， T粒子は

OD254=1.935で， B粒子の OD254=5.67に比べると約

Top 

1/3の値であった。また'1'1と1'2，B 1と B2はきオつ

めて近接しているため各分画を分けるには Fig.2のよ

うに各粒子の ISCO上でのピーク(矢印)部分を分耳元し

た後，高速遠心分離によって沈澱させ，さらに1O~40%

。目9
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司
岬
町

口
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民
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・
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Fig. 2. Ultraviolet absorption pattern of RDV 

particles in density gradient fractionator 

(ISCO， Model UA-2). RDV particles were 

centrifl1ged in 10-40% Sl1crose density 

gradient， and fractionated. Arrow repre-

sents th巴 directionof sedimentation. 
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Fig. 1. Sedimentation pattern of RDV particles 

after 10-40% sucrose density gradient cen-

trifl1gation for 1 hr at 25，000 rpm (Hitachi 

RPS-25 rotor). 

-ー『幽ー・ー

Fig. 3. UJtravioJet absorption patt巴rnsof RDV 

particles separated by 2nd 10-40~も sucrose

density gradient centrifl1gation. Arrow 

represents the direction of sedimentation 

Arrow heads represent the collected zone 

of each particle. 



132 北海道大学段学部'l'¥¥文紀要第 16巻第l号

81 

Fig. 4. Electron micrographs of RD¥' particles prepared after 2nd 10-40% sucrose 

density gradient centrifugation. Bar = 100 nm. 
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の熊糖密度勾配遠心分離した。

Fig.3は2回の煎糖密度勾配遠心分南mから成る ISCO
上での各粒子の分離パターンである。各粒子のピークは，

その分離位置から見て完全に分離されたことが分るが，

T1の後部と T2の前部，B1の後部と B2の前部は混合

状態であった。そこで，最終的に高速遠心分離でそれぞ

れのピーク部分(矢印)のJ弘分取して沈澱させた。

2 電顕による観察

2回の渋糖密度勾配遠心分離から得られた各粒子の構

造を電顕で観察した。 0.1M リン酸緩衝液 (pH6.0)に

懸濁した各粒子はカーボン蒸着とおl水処理したホルムパ

ール膜のグリッド (150メッシュ)にのせ， 2%の PTA

(pI-I 6.0) で 3~5 分間染色し，同上の緩衝液で洗浄し検

鏡した。検鏡に用いた電顕は ]EM100-Bで，検鋭倍率

は20，000倍であった。

その結果 Fig.4のように粒子， T1は全粒子が，核酸

を欠損している中空純子， T2粒子は僅かの核酸を合ん

でいる半中空粒子であった。 また B1とB2粒子は粒

子構造の差が見られず，両者とも核酸を含んでいる完全

粒子であった。また，各粒子の直径は4種類ともに約70

nmでその差は認められなかった。

3. 核酸の PAGE

各粒子の被酸の分析には5%PAGEを用いた。各粒

子(約2μg)は0.1M トリスー塩酸 (pH8.0)， 1% SDS， 

0.1 M NaCl， 2 mM  EDT Aで40oC， 15分間放置し蛋白

質を分解した後，フェノール.クロロホルム (1;11で2回

処理した。水相の核酸は2.5倍量のエタノーノレと 1/10墳

の3M酢酸ナトリウム (pH5.2)を加え -30oCで1ITSs放

置し，15，000rpmで5分間遠心分離によって沈澱させた内

電気泳動は 15/，{Jの蒸溜水に懸濁した核酸に 3llfの色

素 (1% フロモブエ/ール 7" ル， 1% クサンシアノーノ~， 

50%グリセロール)を加え， 20mAで'::0時間行った。

泳動後ゲノLは1flgfmeのエチジウムブロマイドで染色，

トランスイルミネータを用いて発色させ，撮影した。

その結果， Fig. 5のように T1粒子では核酸が検出さ

れず， T2， Bl， B2粒子では量的な差はあるが， 12本の

分節ゲノムすべてが検出された。ただし，分節ゲノム

No.11と12は1つのパンドに見える。

4. disc PAGE TCAによる蛋白質の分析

各ウイノレス粒子は電気泳動のため， 10%の TCAで

OoC 30分間放置，低速心遠分離によって沈澱させ， 5% 

TCAで1回，アセトンで1回洗副長した44)。得られた蛋

白質は， 1% SDS， 1% 2ーメノレカプトエタノーノl-， 10% 

グリセロール， 2mM  EDTA， 0.031¥1トリス塩酸 (pH

T 1/ i3 I 日ン

Fig. 5. Analysis of genome dsRNAs extracted 

from RDV particles. Genome dsRNAs 

were exrtactecl as clescribed in the text 

and separatecl in 570 P AGE for 40 hrs 

at 20mA. 

Fig. 6. Analysis of structural proteins of H.DV 

particles. Proteins of RD¥' VlfJOnS were 

preparecl as describecl in the text ancl 

seperatecl in disc-PAGE for 7 hrs at 100 V. 
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6.7)に溶し， 100
0

Cで90秒間放置後電気泳動を行った。

泳動時聞は 100Vで7時間であった。泳動後ケ、ノレはクー

マシーブリリアントフツレ-R液 (2%クマシーフリリア

ントブルー R，50%メタノール， 20%酢酸)で 30分間

染色， 5%メタノール， 7%酢酸で 14時間脱色した。 Fig.

6は各粒子の構成蛋白質の分離パターンである。その時

の分子量のマーカはSDS-PAGEマーカー(Biochemical

Tokyo)を使った。

その結果から検出された構成蛋白質は9種類で，その

分子量は， 1: 184 K， 2・178K， 3・159K，4: 122K， 5: 

109 K， 6: 83 K， 7: 65 K， 8: 38 K， 9: 36 Kであった。

各粒子における構成蛋白質の差を見ると， T 2， B 1， B2 

粒子は9つのすべての蛋白質が検出され，その中で6

(83K)の蛋白質は T1または'1'2のノ〈ンドの濃さと比

べて B粒子のバンドは非常に薄かった。また中空粒子

である'1'1粒子の場合は， 1 (184 K)， 3 (159 K)， 7 (65 K) 

の蛋白質が欠損しており，それらをコア蛋白質であるこ

とを示唆している。 NAKATAら57)のコア蛋白質は I

(193K)， 1lI(131K)， V(62K)であった。また NAKATA

ら57)は完全粒子のみを実験に用いて7種類の構成蛋白

質を検出したことに対して本実験では完全粒子である

B1， B2では薄く，中空粒子である'1'1，'1'2で濃いパ

ンドの2種類の蛋白質(178K，83 K)を新しく検出した。

Table 1は SDS-PAGEマーカーの分子量から算出

した各構成蛋白質の分子墨ーで、あって，これらをNAKATA

の結果と比較した。

5. 各粒子のポリメラーゼ活性の比較

4種類粒子のポリメラーゼ活性を測定するため 2回

Table 1. Structural proteins of RDV virions 

obtained on disc-PAGE and their 

comparison to those previously re司

ported 

竺~112.Jo.l )1 Mr I Location 
1 1 184K 11 I 1 193K 1 core 

2 1 178K 11 

3 1 159K 11 II 1 152K 1 outer protein layer 

4 1 122K 11 III 1 131K 1 core 

5 1 109K 11 IV 1 110K 1 outer protein layer 

6 83K 

7 65K V 62K 1 cor巴

8 38K 羽 46K underlying capsomere 

9 36K VlI 45K underlying capsomere 

1) NAKATA et al. (1978) 

Table 2_ Polymerase activity of RDV 

particles 

RDV 
cpm 

particle 
1st experiment I 2nd experimen 

1'1 15 / 

1'2 20 / 

B1 7470 10762 

B2 3780 3078 

の煎糖密度勾配遠心分離によって分離された各粒子 10

p.gを反応液の中で1時間反応させ， それらの活性は 50

μ6の反応液から 51'&を取り，取り込まれた cpmの測

定によって比較した。その結果'1'able2のように，1'1，

T2粒子には活性がなく， B 1， B2粒子には活性が認め

られたが， B 1 粒子の活性は B2 粒子の 2~3倍であ

った。

以上の結果から見ると，ポリメラーゼ活性は B1粒子

に集中しており，前述したように2回の煎糖密度勾配遠

心分離によって各粒子を完全に分離するのは不可能であ

る点から考えると'1'able2における B2粒子の活性も

B1から由来したものではなし、かと考えられる。そこで，

2回の煎糖密度勾配遠心分離後， B1， B2粒子を ISCO

を用いて 0.3m&ずつ 10分画を取り，各分画5μdが持つ

ポリメラーゼ活性を一定量のウイルス (OD2曲=0.05)当

りcpmに換算して見た (Fig.7)。その結果 B2粒子の

場合， B1粒子の分画に近くなるほど活性が高くなり，結

局ポリメラーゼ活性は B1粒子と強い相関を示した。

6. EDTA処理による B2粒子の B1粒子への位置

変換

レオウイノレスはキモトリプシンによって粒子の外被蛋

白が分離され，ポリメラーゼが活性化する10，32，73)，また

heat shockによるポリメラーゼの活性化の報告もあ

る11)。ロタウイルスの場合も heatshock，または EDTA

処理によるポリメラーゼ活性化の報告がある84)。

4種類の RDV粒子のポリメラーゼ活性を調べた結

果，その活性は B1に集中しており，電顕によって粒子

構造の差が認められない B2粒子では活性が少ないこと

が分った。そこで， B2粒子のポリメラーゼ活性の増加，

または粒子構造の変化を与えるため， B粒子を heat

shock， EDTAまたはキモトリプシン処理をし，煎糖密

度勾配遠心分離での分離パターンの変化とポリメラーゼ

活性の変化を試した。

キモトリプシン処理条件は 10mg/mfjキモトリプシ
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Fig.9. 

ン， 0.15 M NaCl， 10 mMトリスー塩酸(pH8.0)で380C，

1時間行った。 heatshockの条件は0.1M リン酸緩衝

液 (pH6.0)で700C，40秒間放置した。 EDTA処理条

件は10mM  EDT A， 10 mMトリスー塩酸 (pH8.0)で

380C，40分開放置した。各処理に用いられたウイルスの

量は0.1mgで，反応系は 1meであった。
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Table 3. Polymerase activity of H.DV 

B particle treated with chy-

motrypsin， heat shock and 
EDTA 

Treatment 

n
 
m
 

ny 
x
 
e
 

・d

l

一

n

n
-
っ“

p且
寸
i
l
i
-

-
n
 
m
 

ny 
x
 

Chymotrypsin 4454 31043 

Heat shock 4322 32532 

EDTA 4698 40042 

6922 57424 

Fig.8 は各処理を終えた B 粒子を1O~40% 煎糖密度

勾配遠心分離した時の分離パターンであって， Fig. 9は

ISCOでのそれらの分離パターンで、ある。対照として無

処理の4種類の RDV粒子を用いた。

その結果，キモトリプシン処理と heatshock処理した

粒子は B2粒子の部分が存在するのが見えるが， EDTA

処理の粒子は B2粒子の部分がなくなり， B 1粒子のパ

ンドしか見えなかった。 これは EDTA処理によって

B2粒子の荒糖密度勾配遠心分離後，その位置が B1粒

子の位置へ変換さわた結果と考えられる。

そこで，各処理によるポリメラーゼ活性の変化を調べ

るため，各処理粒子を高速遠心分離によって沈澱させ，

それら粒子がもっポリメラーゼ活性を調べた。その結果，

各処理を受けた粒子の中では EDTA処理粒子が多少高

い活性を示したが，無処理粒子の活性よりは低いので，

EDTA処理によるポリメラーゼ活性の増加は期待でき

ないものと思われる (Table3)。

第4節考 察

が確認された。また T2粒子には，1'1粒子が持ってい

ない核蛋白質 (184K， 122 K， 62 K)と考えられる構成蛋

白質を持っていることからも明らかにされる。しかし，

1'1粒子とともに1'2粒子にもポリメラーゼ活性はなか

った。

B1とB2粒子の場合，それらの構成蛋白質，核酸，

または電顕による粒子構造の分析では差がなかったが，

煎糖密度勾配遠心分離によって B1とB2に分離され，

また B2粒子のポリメラーゼ活性は B1 粒子の 1/2~1/3

であった。ナレオウイルスの場合，キモトリプシン処理

によって capsomere蛋白質の η を分解させ，ポリメラ

ーゼを活性化させるが32.77)， RDVのB粒子はキモトリ

プシン処理による粒子構造の変化は起らず，ポリメラー

ゼ活性も増加しなかった。一方， EDTA処理を受けた

B粒子は}t1i糖密度勾配遠心分離後 B1粒子しか見えすや，

これは B2粒子が EDTA処理によって B1粒子へ変

換されたと認められる。しかし， EDTA処理粒子のポリ

メラーゼ活性は無処理粒子の活性より低かった。

第3章 RDVゲノム RNAの 5':末端解析

第1節緒 言

カイコ多角体ウイノレス (CPV)の5'末端がキャップ構

造であることが解明された以来17，18，19)，植物レオウイル

スではWTVのmRNAのキャップ構造，mGpppAmpー

が明らかになった60)。

MIURA54)はRDVゲノム dsRNAの 5'末端構造が

“5' mGpppA 

3' 

(+) 
3'" 

G 5' 
(-) 

NAKATAら57)は CsCl密度勾配遠心分離によって であると推定しているが，まだそれを証明する実験結果

RDVを4種類の粒子，すなわち1'， M 1， M2， B粒子に は報告されていない。そこで本章ではその推定を確める

分離するとともにそれら各粒子の蛋白質を分析すること ため， RDVゲノム dsRNAの 5'末端の塩基の解析を

によって7種類の蛋白質の構成位置を決定した。しかし 行った。

CsCl密度勾配遠心分離から産生される粒子は CsClに 第2節受験材料および方法

よってウイルスの外被蛋白質が部分的に破壊される過程 1. ゲノム dsRNAの抽出

からできる粒子である。 ゲノム dsRNAを抽出するために純イヒウイノレス 3rng 

一方，本実験で用いられた煎糖密度勾配遠心分離から を1%SDS， 0.1 M NaCl， 1 mM  EDT A， 0.1 M トリ

得られた4種類の粒子は植物細胞での RDVの存在形態 ス庖酸に溶し， 400Cで15分間放置し蛋白質を分解し

であろうと思われる。ただし，細胞内では RDV粒子は た。その後フェノーノレ.クロロホルム (1・1)処理によっ

脂質様の膜に図まれているが17)，それは純化のl時ク戸ロ て蛋白質を取り除き，さらにエーテル処理から水層の水

ホルム，またはフレオン処理によって分解されたと考え j替の残存有機溶媒を除去した。水相の dsRNAは2.5倍

られる。分離される 4種類の粒子は大きく TopとBot- 量のエタノールと 1/10量の 3M酢酸ナトリウム(pH5，2) 

tom粒子に分けられるが，従来中空粒子と知られた Top を加えドライアイスの中で5分間放置した後，遠心分離

粒子の中にも T2粒子のように核酸を含んでいること によって沈澱させた。
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得られたのRNAはイオン交換樹脂を用いてさらに

精製した。すなわち， 5M尿素， 25mMトリス塩酸(pH

8.0)で懸渇した SephadexA-25カラム(直径lOmm，

長さ 20cm)に dsRNA約100μgを吸着させ，向上の

緩衝液でカラムを洗い，多糖類等ーを除去した後， 0.5M

NaCl， 5M尿素， 25mMトリス一塩酸 (pH8.0)で ds

RNAを溶出させた。溶出液は 1mtずつ分画を取り，各

分画の吸光{直を測定することによって dsRNA分画を

選別した。

2. 5'末端の標識

dsRNA 5'末端の標識は MAXAMand GILBERT48) 

の方法に従って行った。精製されたのRNAは calf

intestinal alkaline phosphatase (CIP)を用いて 5'末

端を脱リン酸化させた。脱リン酸化したのRNAはT4

polynucleotide kinaseによって 5'末端を T_32pATP 

で標識した。標識された dsRNAは10mMトリスー塩

酸 (pH8.0)， 1 mM  EDT A で懸:渇した SephadexG-

50カラム(直径0.3cm，長さ 3cm)を通して遊離の 32p

を除去した。

3. RNase P1による dsRNAの分解

5' :末端の塩基を解析するため用いられた RNA分解

酵素は RNaseP1 (penicillium nuclease)であった。

この酵素は非特異的な RNaseの1種類で， 5'末端のリ

ン酸基を残しながら RNAを分解するので， 5'末端を

32pで標識した時，この酵素で分解することによってそ

の塩基の解析が可能になる問。

32pで標識した dsRNA3μgは RNaseP1で分解す

る前に20μ の蒸溜水に溶し， 1000Cで4分間熱処理し

た後OTに急冷 2本鎖の RNAを1本鎖に変性した。
変性の RNAにはキャリアとして Escherichiacoli (E. 

COll)のトランスファ-RNA (tRNA) 50μgを加え

RNase P1分解反応を行った。反応条件は20mM酢酸

ナトリウム (pH5.2) 50 p.tに RNaseP1 5μgを加え

370C 19で時間であった。

4. ペーパークロマトグラフィー

RNase P1分解によって得られる mononucleotide

は二次元展開のベーパークロマトグラフィ一法に従って

分析した。分解 RNA25 !，t (1~5x 104 cpm)を一次元

展開液，イソ酪酸:アンモニア水 (5:3)に飽和させた

Whatman 3MMペーパー (30x30 cm)に吸収させ，

向上の展開液の中で 23時間展開させた。一次元展開が

6時間乾燥させた後， x-線フィルムを用いてオートラジ
オグラフをとって， mononucleotideの移動位置を分析

することによって 5'末端の塩基を決定した。マーカー

として pA，pG， pC， pU (P-L Biochemical)が用いら

れた。

第3節実験結果

1. 5'末端を 32pで標識したのRNAは Sephadex

G-50カラムを通して遊離の 32pを除去，精製しした後，

5% PAGEを用いて，その分析を行った。 Fig.10はそ

の時のオートラジオグラフであって， 12本の分節ゲノム

すべてが標議されたことが分る。

2. ペーパーロクマトグラフィー

RNase P1で分解された 5'末端標識 RNAは二次元

展開ペーパークロマトグラフィーによって分解産物を解

析した。ペーパークロマトグラフィーでの分離パターン

は4種類の塩基を用いて決定した。その分離パターン

は，一次元展開では pAと pCが完全に分離されるが，

pGとpUは同ーの位置で検出される。しかし， pGと

pUは二次元展開によって分離ができ，その結果4つの

塩基のベーパーでの移動位置が可能になる (Fig.lLA)。

機議参

終ったペーパーは室温で13時間乾燥させた後，二次元展 Fig. 10. Analysis of genome dsRNA (A)， and 5' 

関イソプロパノール:塩酸:蒸潟水 (70: 15 : 15)， を35 32P-labeled genome dsRNA of RDV (B) 

時間行った。二次元展開が終ったペーパーは室温で 5~ by 5r" PAGE for 24 hrsat 35 mA. 
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Fig. 11. B は RNasePjで分解した 5'末端標識 れた。

RNAを二次元展開後，オートラジオグラフをとった結 以上の結果から RD¥'ゲノム dsRNAの 5'末端の塩

果であって， pAが最も強い感度をもって検出され，ま 基は(ー)鎖が Aであり， (+)鎖の 5'末端は何かの原因

た pGもわずかながらも検出された。 で一部のキャッブ。構造がなくなったのでキャップ構造の

分離された4種類塩基は Whatman3MMペーパ一 次の海基が標識され，その結果 Gが検出されたと考えら

でのそれらの移動部位を切り出し，その cpmをiJ!Jj定し れる。

た (Table4)。その結果， pAは総僚識活性の 50%に至

っていてP また pG にも 20~25% の標識活性が確認さ

A 

pUつ

pcO 
今

¥
j
d

A

ハ
r【ーも¥

pG¥J 

1st dimension ~一一

B 

-，戸(+)o v 一一-.:5" 

3'一一一 一一一 A5' 
(ー)

c
o
 

第4節考 察

;'vIIURA54) '1 RD¥'ゲノム dsRNAの 5'末端がキャ

ップ構造であろうと推定した。

本実験の結果 RD¥'ゲノム sdRNAの5'末端に標識

する時， (十)鎖の 5'末端がキャップ構造であると， (ー)

鎖の 5'末端のみに標識されるはずである。しかし，ベ-

4ークロマトグラフィーによって 5'末端の 3Zp標識塩

基を分離した時， pAが50%の標識活性をもって検出さ

れたとともに pGにも 23%の相対標識活性が検出され

た。もし， (+)鎖の 5'末端が非キャップ構造であれば，

検出される種類の塩基がもっ標識活性は問量のはずであ

る。そこで，考えられることは，ゲノム dsRNAのうち

一部の(+)鎖の 5'末端はキャップ構造でない可能性が

ある。

SKUPら78，79，80)はレオウイルスの複製 cycleの中で

感染初期にはキャップ構造をもっている mRNAが転

写されるが，感染後期にはキャップをもっていない

mRNAが転写されるという，キャップ依存転写と非キ

ャップ依存転写の機作を明らかにした。 RDVの複製

cycleに関Lてはまた充分な解析がないが，本実験の結

果からみて，非キャップ構造のゲノム RNAが産生され

る可能性もありえるのではなL、かと思?う。

またlI.IIURA54)は RD¥'ゲノム dsRNAのキャップ

燐造の次の塩基が Aで，(一)鎖の 5'末端が Gであろう

凶

C
ω
E
F
官

官

C
N

Table 4. Radioactivity of nucleotide obtained 

from pap巴rchrmatography 

cpm 
Nucleotide 一%

1st experiment 2nd experiment 

Fig. 11. Two-dimensional paper chromatography pA 25570 3669 52 。fthe RNase P 1 digested products of 
pC 6392 888 12 

RDV 5' 32p幽labeledRNA. The chroma-

togram of nucleotides was identi五ed pG 10602 2162 23 

from the ultraviolet absorption of added pU 6976 1041 13 
markers (A). (B) is autoradiograph of the TotaJ 49540 7767 100 
chromatogram. 
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と推定したが，本実験の結果はその反対で，キャップ構

造の次の塩基が Gで、， (ー)鎖の 5'末端が Aであったこ

の結果は UYEDAら朗)が RDV分節ゲノム No.lOの

cDNAから決定した末端の塩基と一致した。

第4章 RRSV粒子由来の dsRNA依存 RNA

ポリメラーゼ

第1節緒 言

RRSVは直径約65nmの球形のウイルスであり，そ

の外被蛋白は innercapsidとspikeをもっ不安定の

outer capsidで構成されている点から CPVの粒子構

造と類似性がある13，52，64，75)。

RRSV のゲノムは分子量 0.5~2.7 X 106の10本に分

節したのRNAであり9，34，臼)，植物レオウイルス suι

group 3に属する唯一のウイルスである8)。

植物レオウイルス粒子はRNAポリメラーゼ活性をも

つことが一般であって， subgroup 1では羽ITV4，59，臼)，

RDV38，39)， rice gall dwarf virus (RGDV)39)で，また

subgroup 2では五jidisease virus (FDV)31)でポリメ

ラーゼ活性に関する報告がある。

本章では RRSV粒子由来の RNAポリメラーゼ活性

を確認するとともに，川 vltroでの最適反応条件を明ら

かにし，その諸性質を他の植物レオウイルスの場合と比

較した。

第2節実験材料および方法

1 ウイルスの純化

RRSVは感染植物から 2令期のトビイロウンカ (Ni-

lapavata lugens Stål) に 3~7 日間獲得させ，親虫にな

った時に 4~5葉期のイネ(金南風)に放飼，接種した。

感染イネは3カ月以上成長させてから刈り取り，ウイル

スの純化に用いた。

ウイルスの純化は，感染イネ 50g i;こ200msのリン酸

カリウム緩衝液 (pl-l6.0)と40msの CC14を加え磨砕，

撹伴，低速遠心分離した得られた。粗汁液に 40msのフ

レオンを加え 6
0
Cで3分間悦伴し，さらに低速遠心分離

した。次は 3%のトリトンメ 100を水相に加え 60Cで1

時間撹伴，低速遠心分離によって得られた水相のウイル

スは20%束、糖クッションを用いてどCで25，000rpm， 

1時間遠心分離し沈澱させた。沈澱したウイルスは 10

mMトりスー塩酸 (pH8.0)に懸潟， 20~50% 煎糖密度勾

配遠心分離し， lSCOを用いてウイノレスの分画を選別し

た選別されたウイルスの分間は 60Cで36，000rpm， 1時

間遠心分離を行い，沈澱させた。沈澱のウイルスは 10

J1lM トリスー塩酸 (pH8.0)に懸濁して本実験に用いら

れた。

2 反応条件

RRSV粒子由来のポリメラーゼ活性の測定に用いた

反応系は UYEDAand SHIKATA90)の反応系に準じて

組成した。ただし，最適反応条件を決めるためには

O.IMトリス塩酸の pHは7.5から 9.5まで， MgClzの

濃度はOから lOmMまで， S-adenosyl-L-methionine 

(SAM)の濃度はOから 10mMまで，温度は250Cから

45
0
Cまで調節した。ポリメラーゼ活性の測定方法は第

2章，第2節の 3に述べたようである。

3 核酸の抽出

ゲノム dsRNAおよび転写産物の ssRNAは pro-

teinase K 処理によって抽出した2)。

純化ウイルス，または反応、液を200f1g/m13 proteipase 

K，25mMトリス塩酸 (pH7.5)， 0.1 M NaCl， 7.5 mM  

EDT A， 2.4% SDSになるように調節し，37"Cで30分

間放置した。次にアェノール処理2回，クロロホルム:

イソアミルアルコノレ (24:1)処理2回から得られた水相

の RNAは2.5倍量のエタノールと 1/10量の 3M酢酸

ナトリウム (pH5.2)を加え沈澱させた。

4. ハイプリダイゼーション

転写産物とゲノム dsRNAとのハイブリダイゼーシ

ョンは SMITHand FURUICHI82)の方法に従って行

った。

ハイブリダイゼーションの前に転写産物 (5xl04cpm) 

とゲノム dsRNA(5μg)を90%，DMSO， 2 mMトリ

ス塩酸 (pH8.0)に混合し， 500Cで1時間変性させた。

変性の RNAは2.5倍量のエタノールと 1/10量の 3M

酢酸ナトリウムを加え沈澱させ，ハイブリダイゼーショ

ン緩衝液 (0.3M NaCl， 10 mMトリス塩酸， pH 7.5， 

1 mM  EDTA， 0.2% SDS)に溶し， 73Tで6時間ハイ

ブリダイゼーションさせた。ハイブリ夕、イゼーション反

応が終った RNAは7M尿素 3%PAGEで分析する

前に780Cで2分間処理した。

第3節実験結果

1. 純化ウイルスのポリメラーゼ活性

IミRSV粒子由来のポリメラーゼ活性を確認するため，

部分純化したウイノレスは 20~50% 薦、糖密度勾配遠心分

離後ISCOを用いて 1.5msずつ分画を取った。 Fig.12 

はその時ウイノレスを含む分商を 2%uranyl acetate 

(UA)で染色し，電顕(JEM100-B)で観察した結果で

あって，ウイルス粒子は RRSVに特異な spikeをもっ

ていた。

Fig. 13は各分画がもっポリメラーゼ活性を測定した
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Fig. 12. E!ectron micrograph of purified RRSV virions. Bar = 100 nm. 
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Fig. 13. Association of RNA po!ymerase activity with RRSV particles. Co!umns 

after sucrose density gradient cenrtifugation were divided into 10 fractions 

(1.5 msjfraction) and assayed for absorbance at 260 nm. The fractions were 

pelleted and assayed for po!ymerase activity for 2hr at 35 C. Sedimentation 

was from !eft to right arrow). 

結果であって，それらの活性は RRSVの吸光度と比例

していることから RRSV粒子はポリメラーゼ活性をも

っていると認められる。

また，50psの反応液に純化 RRSV15~20μg を入れ，

時間経過によるその活性の変化を調べてみた (Fig.14)。

その結果 2回の反復実験において，ともに同様のパタ

ーンで，時聞が経過することによって活性も増加した。

この結果からも RRSV粒子はポリメラーゼ活性をもち，

その活性は持続的に増加することが分った。

2. 最適反応条件

RRSVポリメラーゼ反応の最適条件を決めるため，

RDVのポリメラーゼの最適反応条件を基にしてお，90)，

pH， MgC!2の濃度， SAMの濃度，および温度を変え

ながら各条件での活性を比較した (Fig.15)。

その結果， 0.lMトリス塩酸の場合は pH8.5でポり

メラーゼ活性が最も高く達し，それ以上の pHになると

活性が落ち始めた。温度は 30~400C で活性が最高値を

示し， 450Cでは急激に落ちた。 MgC!2の濃度は8mM

で活性が最も高く達し，1OmMからはわずかながらも

落ち始めた。また， RRSVポリメラーゼ活性は SAM

によって増加し， 1~5mM の SAM を加えた時活性は O

mM  SAMの活性と比べて約5倍の増加が認められた。

以上の結果から得られた最適反応条件に基づいて

RRSVの標準反応系は， 0.1M トリス塩酸 (pH8.5)，8 

mM  MgC12， 4 mM  phosphoeno! pyruvate， 40 Ujms 

pyruvate kinase， 1 mM  NTPs 51'Ci 32P-UTP， 5 mM  

SAM， 0.6 mgjmsベントナイト， 5~10μgRRSV (反応

系は50μs)に組成した。



前述の様準反応系で400C2時間反応させた後得られ

た転写産物を 7M尿素一3%PAGEを用いて分析し

た。分子量の訊IJ定のためにマーカーとして TMVRNA 

(2.1 X 106)， MS 2ファージ RNA(1.24 x 106)， E. coli 23 S 

RNA (1.0 x 106)と 16S RNA (0.53x 106)を用いた。

その結果， Fig. 16 のように転写産物の分節 No.1~4，

7と8，9と10はこのゲル上で‘は分離せず， 1本のバンド

にみえたが，各分節のパンドの分子量はゲノム dsRNA

のほぼ1/2であって，これはゲノム dsRNAの全長の転

写産物であると認められる。

3. キモトリプシン処理による活性の増加

RRSV粒子ポリメラーゼ活性の特性を明らかにする

ため， Table 5のように反応系を組成し，その時の活性

の変化を調べてみた。

その結果， phosphoenol pyruvateとpyruvatekinase 
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Table 5. Characteristics of RRSV RNA 

polymerase activity 

32P-UTP 

Reactionmixture 1nr(ccaoptrempd) o， - ?ら

Standard1) 2600 100 

-PEP and P. kinase2) 1220 47 

+Chymotrypsin (200μg/ms) 4350 167 

+DNase 1 (50μg/ms) 2670 103 

十RNaseA (50μg/ms) 50 M ワ

1) Standard reaction mixture prepared as de-

scrib巴din the text. 

2) PEP = phosphoenol pyruvate; P. kinaseニニ

pyruvate kinas巴.

A B 

Fig. 17. Stimulation of RNA synthesis in 
vitro by adding chymotrypsin(200μg/ 
ms) to reaction mixture. RNApro-

ducts prepared from chymotrypsin-

added reaction mixture (A) and that 

without (B) were analyzed in 7 M 

urea-3% PAGE. 

が欠損された場合，その活性は標準反応系での活性の

47%であった。 DNase1を添加した時はその活性には

変化がなかったが， RNase A を加えた時は活性がほぼ

完全になくなり， RRSVポリメラーゼは RNA依存

RNAポリメラーゼであると認められる。また，反応系

にキモトリプシンを添加することによってその活性は

167%増加した。 Fig.17はキモ卜リプシン添加の反応

液から得られた転写産物を 7M尿素-3%PAGEで分

析した結果で、あって，キモトリプシンを加えなかった反

応液から得られた転写産物より大量の転写産物が得られ

たことが分る。

キモトリプシンを添加した反応液の中のウイノレス粒子

を電顕で観察した時，粒子の spikeが分解され，小さく

なっていることが確認された (Fig.18)。一方キモトリプ

シン無添加の反応液でのウイノレス粒子は， spikeをもっ

完全粒子であった。これはキモトリプシン添加によって

粒子の spikeが分離され，それによってポリメラーゼ活

性が増加したことと考えられる。

4. ハイプリダイゼーション

得られた転写産物が RRSVの転写産物であることを

確認するため，前述のハイブリダイゼーション方法を用

いてゲノム dsRNAとハイプリダイゼーションを行し、，

5% PAGEで分析した (Fig.19)。その結果， 10本の分

節ゲノムと一致するハイプリダイゼーションのパンドが

検出され，これは RRSV粒子由来のポリメラーゼが 10

本の分節ゲノム RNAの全長を転写したものと考えら

れる。

第4節考 察

RRSV粒子も他の植物レオウイルスと同様にポリメ

ラーゼ活性をもっていることが本実験によって明らかに

なった。ポリメラーゼ反応においての最適条件はすでに

報告された他の植物レオウイルスの反応条件と大きい差

はなかった (Table6)。しかし， RRSVのポリメラーゼ

活性は他の植物レオウイルスとはちがって SAMによ

って増加する。 WTV69)，RDVまたはイネ黒条萎縮ウ

イノLス (RBSDV)B7)は SAMによる活性の増加は見ら

れなかったO

RRSV粒子構造は CPVと類縁関係があるが， SAM 

によってボリメラーゼ活性が増加する点でも類縁性があ

った。 CPVは， SAMが methyltransferateあるL、は

CPV転写復合体の SAM認識蛋白と結合することによ

って mRNAの合成がはじまる91)。また， CPVの転写

復合体には少なくとも 2個所の SAM結合部位があっ

つて，その 1つは転写調節部位であり，もう 1つは RNA

methyl化部位である40)0 RRSVの場合， 1~5mM の

SAMを反応系に加えることによって活性が約5倍増加

したことから RRSVの転写系には少なくても SAMに

よる転写調節部位が存在すると考えられる。

またレオウイルスはキモトリプシン処理によって外被

蛋白が分解され，その結果ポリメラーゼが活性化す
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A 邑

Fig. 18. Conversion of the RRSV spike by chymotrypsin. Virus particles were 

incubated for 30 min at 350C in the reaction mixture. The preparations 

were stained with 2~も uranyl acetate and examined under a el巴ctron

microscope (JEM 100-B). (A) Particles showing partilly digested spikes 

after chymotrypsin treatment (200μgfms). (B) Particles showing the 

spikes before treatment with chymotrypsin. Bar = 100 nm. 

Fig. 19. Hybridization of the RNA products to 

RRSV genome RNAs. (A) Ethidium bro司

mide司stain巴dRRSV genome RNAs. (B) 

The RNA products (x 10 cpm) were hybri・

dized to RRSV genome RNAs (5μg) as 

described in the text and separated in 

5% PAGE for 24 hrs at 30 mA. 
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Table 6. Optimum conditions of RNA poly-

merase activity in vitro of plant 

reovlruses 

Viruses 
Temperature pH 

MgC12 
(OC) (mM) 

WTV1) 28-30 8.2-8.5 7.5 

RDV2) 35 8.5-9.0 4.0 

RGDV3) 25 8.0-8.5 コO
FDV4} 35 8.5-9.0 8.0 

RRSV 35-40 8.5 8.0 

1) BLACK and KNIGHT (1970); REDDY et al. 

(1977) 

2) KODAMA and SUZUKI (1973); UYEDA and 

SHIKA T A (1984) 

3) YOKOYAMA et al. (1984) 

4) IKEGAMI and FRANCKI (1976) 

る10，32)。一方植物レオウイルスの場合はキモトリプシン

処理によるポリメラーゼ活性の増加に関する報告はな

い。しかし， RRSVはキモトリプシン (200μg/ms)を反

応液に加えることによってその活性が約167%増加し

た。キモトリプシン処理を受けた RRSV粒子を電顕で

観察した時，粒子の spikeが分解されて小さくなった二

とが確認され，キモトリプシン処理による RRSV粒子

構造の変化がポリメラーゼ活性を増加させたと考えら

れる。

第5章 RRSVゲノム dsRNAの電顕に

よる分子量測定

第 1節緒 言

10 本の RRSV 分節ゲノムの分子量は 0.49~2.70 X 106 

であって， この4直は CPVまたは RDVゲノムをマー
カーとして PAGEでの移動度から算出した分子量であ

る9.34，61)。

GALYNSKIら21)は CP¥'ゲノム dsRNAを glyoxal

で完全変性させた後アカロースケ、ノレを用いてそれらの分

子量を測定した結果，以前の CPVゲノムの分子量より

高い値を得た。この結果から考えると， CPVゲノムを

マーカーとして算出した RRSV，RDV等のゲノムの

分子量も高くなるべきである。実際に， UYEDA and 

SHIKATA90) f主TMVRNA， MS2ファージ PNA，E. 

coli 23 Sと 16SRNAを分子量のマーカーとして

RDVゲノム dsRNAを glyoxalで変性させ， PAGE 

を用いてそれらの分子量を測定した結果，分節ゲノム

No.8から 12までの分子量がすでに報告された分子量

より高かった。このような結果からも RDVゲノムを

分子量のマーカーとして算出した RRSVゲノムの分子

量も高くなるべきである。

そこで，本章では電顕を用いて RRSVゲノムの分子

量を測定し，すでに PAGEによって算出された分子量

と比較検討した。

第2節実験材料および方法

1. dsRNAの抽出と分離

dsRNAは第4章，第2節の 3の方法に従って抽出し，

5% PAGEで15mA， 44時間泳動， 10本の分節ゲノム

を分離した。泳動後ケ、ルはエチジウムブロマイド (1f1g/ 

ms)で染色， トヲンスイノレミネータで発色させカミソ

リを用いて各分節ゲノムのパンドを切り出した。ゲノレか

らのRNAの回収は MAXAMand GILBERT48)の方法

に従って行った。すなわち，切り出したゲルは3msの

核酸抽出用緩衝液 (0.5M酢酸アンモニウム， 0.01 M酢

酸マグネシウム， 0.5 M EDT A， 1% SDS)を加え際砕

し，室温で1晩間振藍させた後低速遠心分離によってゲ

ルから RNAを分離した。水相の RNAはイソブタ/

ール処理によってその量を約0.3msに減らしてから 2.5

倍量のエタノールと 1/10量の 3M酢酸ナトリウム (pH

5.2)を加え，沈澱させた。

2. シトクロム C分子膜

ゲルから回収した各分節ゲノムはシトクロム C分子

膜を用いてグリッド上に吸着させた37}00.23μgのRNA

を25μdの hyperphase(60 pg/msシトクロム C，50%

ホルムアミト， lOmMトリスー塩酸， pH 8.0， 1 mM  

EDTA)に懸渇し，直径5.7cmのベトリ皿の hypop-

6
7
8
 

Fig. 20. Separation of RRSV genome dsRNA 

segments in 5% PAGE. 
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Segment 1・2 Segn可ent3・4

Segment 5 Segn可ent6

Fig.21. Electron micrograph of RRSV genome dsRNA segments. Bar=100nm. 
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Segment 7 Segment 8 

Segηlent 9 Segment 10 
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hase (20%ホノレムアミド 1mMトリス一塩酸， pH 8.0， 

O.lmM EDTA)上にスライドカラスを用いて落し，そ

の時 hypophase上にできるシトクロム C分子膜をコ

ロシオン支持膜のグリッド(150メッシュ)で吸着させた。

シトクロム C分子膜をグリッドの支持膜上に吸着させ

た後， 50 mM  UA， 90%エタノー/レで30秒間染色，イソ

ベンタンで脱水し，乾燥した。

3 検鏡

検鏡のためシトクロム C分子膜を吸着させたグリッ

ドは，白金:パラジウム (8:2)を蒸着金属に用いて回転

shadowingを行った。グリッドと蒸着源との距離は7

cm，角度は 10度，回転速度は約60rpmであったコグリ

ッドはさらにカーボン蒸着をして支持膜を補強してから

電顕(JEM100-B)を用いて 10，000倍で観察，撮影した。

第 3節実験結果

1 検鏡

Fig.20は RRSVの分節ゲノムを 5%PAGEで分離

した時の分離パターンで、あって，分節5から 10までまで

は単一のパンドで検出されたが，分節 1と2，3と4は重

復されたパンドで検出された。したがって検鏡には分節

1と2，3と4が混合されている状態で行った。

Fig.21は前述のシトクロム C分子膜の方法に従って

製作したグリッドを電顕， ]EM 100-Bを用いて 1万倍

で撮影しさらに6倍鉱大した時の RRSVゲノムの分

節である。各分節 dsRNA，主一様な蛋白質(シトクロム

C)の中に涼として観察される。

2 分子量の測定

6万倍に拡大した各分節は，幅 1mmのコンパスを用

いて各分節当り 100分子ずっその長さを測定した。測定

された各分節ゲノムの平均長さから分子量および塩基対

類を算出するためには，同様の条件で撮影した 1、MVの

dsRNAとすでに全塩基配列が決定された RDVの分節

ケソム No.lOの平均長さを用いた (Table7)0 Fig. 22 

は各分節ゲノムの測定長さの histogramである。

3. PAGEから算出した分子量との比較

前述のように算出した各分節ゲノムの分子量をすでに

PAGEによって測定，報告された分子量と比較した

(Table 8)。

BOCCARDO and MILNE9)が報告した分子量は FUJII-

KAWATAら14)の CPVゲノムの分子量をマーカーとし

て測定した分子量で、あって，一方 OMURAら61)が報告

した分子量は GALYNSKIら21)の CPVゲノムの分子量

をマーカーとして測定した値である。そこで，GALYNSKI

ら21)は glyoxal変性によって CPVゲノムの分子量を

Table 7. Size estimates of rice ragged stunt 

Vlrus genome segments 
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Table 8. Molecular weight of rice ragged 

stunt virus gemone segments and 

its compariso to previously dete-

rmined values 

eg~ I M， 
m即叩吋川川e凹酬イ叫n叫イ4tイ4小いI(いい(収(X1叫1問問 肱…CA叫A拙R即D叩O

&(1M98IL5)NE ctaL(1984)et at.(1983) 

1 2.15 3.6，1 
2.48 2.15 

2 2.13 3.35 

「、~ 2.38 3.10 
2.13 2.30 

4 2.37 3.38 

5 1.80 1.75 1.73 2.38 

6 1.53 1.30 1.36 1.76 

7 1.29 1.15 1.26 1.55 

8 1.28 1.10 1 ')') 1.52 

9 0.78 0.50 0.59 0.88 

10 0.76 0.49 。目53 0.85 

FU]II-KAWATAら14)の値より高く得たためにその分

子量をマーカーとして測定した RRSVゲノムの分子量

も当然、高くなったものと考えられる。また KAWANO

ら34)は RDVゲノムの分子量をマーカーとして RRSV

ゲノムの分子量を測定したが，その RDVゲノムの分子

量も FUJII-KAWATAら14)の CPVゲノムの分子量

から算出した値であって，その結果 BOCCARDOand 

MILNE9)の RRSVゲノムの分子量とほぼ同じである

ことが分る。

本実験の結果から得られた RRSVゲノムの分子量は

OMURAら61)の分子量とは全分節において大きい差が

あった。一方 BOCCARDO and MILNE9)，または

KAWANOら34)の分子量とは分節ゲノム No.1から 5

まではほぼ同じかわずかの差しかなかったが，分節ゲノ

ム No.6からはその差が大きくなり，低分子の分節ゲノ

ムへ行くほどその差が大きくなることが認められた。

第4節考 察

RRSVゲノム dsRNAの分子量を電顕を用いて測定

したが， FU]II-KAWATAら14)の CPVゲノムの分子量

をマーカーとして測定した PAGEによる分子量よりは

高い値を， GALYNSKIら21)の CPVゲノムの分子量を

マーカーとして測定した RRSVゲノムの分子量よりは

低い値を得た。すなわち，ゲノムの分子量を測定する時

は，用いられるマーカーの分子量の正確性が要求される。

RDVゲノムの分子量を同様の方法によって測定した

時， RRSVの場合と同巳く，低分子の分節へ行くほど

PAGEによって算出した分子量より高い値が得られ

た回)。ーブ'j， TMV， RNA， MS 2ブァージ RNA，E. 

coli 23 Sと16SRNAをマーカーとして算出した

RDV分節ゲノムの分子量は，電顕によって算出した分

子量とほぼ同じであって，その結果からもマーカーの重

要性が認められる。ただし， PAGEによる分子量の測

定は， PAGEそのの組成が変わることによって移動度

も変化し，分子量の算出に影響を与えることがあるの

で34)，PAGE による分子量測定の問題性を示唆して

L 、る O

電顕によって測定された RRSV分節ゲノムの分子量

の正確さは，その後分節ゲノム No.9の塩基配列が決

定されることによって明らかになったが，電顕によって

算出された分節ゲノム No‘9の迩基対数1，215に対し，

決定された塩基配列は 1，121であった。

第6章 RRSV RNAのクローニングと分節

ゲノム No.9の塩基配列決定

第 1節緒 言

植物レオウイルスは昆虫と植物の両方の体内での

biomechanismを研究するのに非常に有用なウイルス

であって，その究明のためには分子レベルでの解析が要

求される次第である問。

最近，植物レオウイルス subgropup1に属する WTV

は，遺伝子組換え技術を用いて 12木の分節ゲノムの

cDNAの遺伝子ライブラリを作り，その中で分節ゲノ

ム No.12の全塩基配列が決定された2)。また WTVと

同ーの groupである RDVの場合は，分節ゲノム No

10の全庖基配列が決定され，その両末端の4つの塩基配

列が WTVと一致していることが明らかになった阻)。

本章では RRSVの遺伝子解析の第一歩として，ゲノ

ムのクローニングとその塩基配列の決定を試した。第4

章では RRSV粒子がポリメラーゼ活性をもち，そのポ

リアラーゼ活性は 10本の全分節ゲノムを転写すること

を明らかにした。そこで，本実験では RRSV粒子のポ

リメラーゼから転写される 1本鎖 RNAを用いてクロ

ーニングを行い。ゲノムの 2本鎖 RNAを用いてクロ

ーニンクーした時の効率と比較検討した。また合成した

cDNAの中で分節ゲノム No.9 cDNAのに関しては

その全塩基配列を決定した。

第 2節 実験材料および方法

1. RNAの抽出

純化ウイルスからは dsRNA第4章，第2節の3の方

法に従って抽出し， 5% PAGEを用いて 15mA， 44時

間泳動し，各分節を分離した。 ゲノレから RNAの回収
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は ZASSENHAUSらめの電気泳動による回収方法に従

って行った。

一方転写産物の合成は，第4章，第 3節の 2に述べた

標準反応、系に準じて行った。ただし，反応系は1.2mC， 

純化 RRSVは0.7mgであって，ポリメラーゼ活性を増

加させるために 0.2mg/mCキモトリプシンを添加した。

RNAを抽出した後，粒子由来のゲノム dsRNAから

ssRNAを分離するため，水相の RNAを 2MLiClで

40C 1晩間放置し，低速遠心分離した。沈澱の ssRNA

は蒸溜水に溶し， 2.5倍量のエタノールと 1/10量の 3M

酢酸ナトリウム (pH5.2)を加えて澱沈させ， cDNAの

合成に用いた。

2・cDNAの合成

dsRNAからの cDNA合成は CASHDOLLARら12)

の方法に準じて行った。すなわち， dsRNAは熱処理に

よって変性させ， 3'末端に poly(Aトtailを付けた後逆

転写酵素を用いて first-strandcDNAを合成した。鋳

型の RNAは NaOHで分解し，残った first-strand

cDNAはアニーリング， RNAポリメラーゼ?を用いて修

復させることによって cDNAを合成した。合成された

cDNAの 3'末端には dC-tailを付け，プラスミトベク

ター pBR322 (P<t 1 cut， poly dG-tail)とアニーリン

グし E.coli HB 101への形質転換に用いた。

転写産物 (ssRNA)からの cDNA合成は GUBLER

and HOFFMAN22)の方法に準じて行った。まず dsRNA

の場合と同様に 3'末端に poly(A)-tailを付けた後，逆

転写酵素を用いて 1st-strandcDNAを合成した。次に

RNaseHで鋳型の RNAを分解しながら DNAポリメ

ラーゼで2本鎖の cDNAを合成した。 Poly(dC)ーtail-

ingとベクタ-pBR 322とのアニーリングは dsRNA

の場合と同様であった。

3. 形質転換

ベクター pBR322とアニーリングした合成の cDNA

は SLEIGHら81)の CaCl2処理法に準じて E.coli HB 

101への形質転換を行った。また，増殖されたコロニー

は ampicillin培地を用いて合成の cDNAが pBR322 

のおt1部位に取込まれたと推定されるコロニーを選別

した。

クローニングから得られた cDNAをファージ M13

にサブクローニンクーするため，ファーシベクタ-M13 

とアニーリングした cDNAは， HANAHAN24)のCaC12

RbCl処理法に準じて E.coli 1M 109への形質転換を

行った。

4. DNAの抽出

挿入 cDNAの分析には alkalinelysis法で3)，ベク

ターファージ M 13のサブクローニングには CsCl勾配

遠心分離法相.92)で抽出した DNAを用いた。また JM

109感染ファージの ssDNAはフェノーノレを用いて抽出

し50，51)，シークエンス反応に用いた。

5. ハイプリダイゼーション

クローニング、から得られた cDNAは 32pで標識した

分節ゲノム dsRNAをプロープとしてドットプロット

ハイプリダイゼーション33)を行い，各分節ゲノムのクロ

ーンを選別した。プロープとして用いたRNAの変性条

件はホノレムアミドで 1000C，10分であった。

ドットプロットハイブリダイゼーションから選別した

cDNAはシークエンスに用いる前，サーザントランスフ

ァーハイブリダイゼーションお)行い，ベクタ-pBR 322 

の Pst1部位に挿入された cDNAと分節ゲノム RNA

との相同性を確めた。

6. シークヱンス

cDNAの塩基配列決定は，ベクタ-M 13 mp 18，ま

たは mp19を用いて dideoxyシークエンス法に従って

行った50，51，70，71)。すなわち， cDNAをjtlj限酵素で、切断

し，得られた cDNA断片をファージ M 13にサブクロ

ーニングして，そこで得られた透明のプラークから

ssDNAを抽出し， シークエンスキット (TakaraBio-

medical)を用いて dideoxyシークエンス反応を行った。

制限酵素で、切断された cDNAの断片によっては決定

できない塩基配列は， exonuclease III によるデレーシ

ヨン法的に従って決定した。

ゲノム RNAの末端の境基配列は， cDNAの 5'また

は 3'末端部位に存在する制限酵素による切断断片をプ

ライマーとして，プライマエクステンションを行い，塩

基配列を決定した。その時，鋳型として 5'末端の場合は

転写産物の ssRNAを， 3'末端の場合はゲノム dsRNA

の(ー)鎖、を用いた。また， 3Zpで標識したプライマーは

熱処理によって変性させ， 7M尿素-8%PAGEで1本

鎖の DNAiこ分離，実験に用いた。

第3節実験結果

1. cDNAの分析

ゲノム dsRNAからの cDNA合成は， 5%PAGEで

各分節ゲノムを分離し，その中で、分節ゲノム No.9の

cDNAを合成した。転写産物からの cDNA合成は，全

分節ゲノムの混合状態で行った。

lst-strand cDNAを合成した後， ssRNAからの

cDNA合成の場合は Bio-gelカラムを， dsRNAから
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リダイズし，分節ゲノム No.9の cDNAであることが

認められた。

しかし，選別された3つの cDNAは，Pst Iで切断

し， 7.5%RAGEでその挿入 cDNAの長さを測定した

結果 3っとも約600塩基対であって，また4塩基認識

酵素である Sau3 AI Hpa IIによる切断部位が同じで

あることが確認された (Fig.25)。

一方， ssRNAのクローニンクーから得られた cDNA

クローンの中 100の cDNAに対して分節ゲノム No.7，

8， 9， 10をプロープとしてドットプロットハイブリダイ

ゼーションを行った結果，分節ゲノム No.7は10，分節

ゲノム No.8は5つ， 分節ゲノム No.9は3つ， 分節

ゲノム No.10は4つの cDNAとハイブリダイズした

(Fig.26)。

選別された各分節ゲノムの cDNAは，さらに PstI 
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の cDNA合成の場合は SephadexG-100カラムを通

して分画を取り，低分子の合成 DNA(約300塩基対以

下のもの)を除去することができた。

dsRNAからのク戸ーニングの場合， 5μgの分節ゲノ

ム No.9から 12個のクローンが ampicillin格地によ

って選別された。それらの挿入 cDNA の長さは 300~

400坂基対のものが9つ， 600塩基対のものが3つであ

った。

一方， ssRNAからのグローニングを行った結果， 20

μgの ssRNAから約1，000のクローンが得られた。そ

の中で500クローンに対して ampicillin感受性を調べ

た結果493のクローンが選別された。選別された cDNA

の長さはアガロースケールを用いて測定した。 Fig.23は

測定された 493cDNAの長さの分布図であってそれら

の 90% 以上が 500~1 ，800 塩基対の挿入 cDNA を含ん

でおり，最大3，400塩基対の cDNAが合成されたこと

が分る。

2. cDNAの選別

dsRNAのクローニング、から得られたcDNAの中で，

約600境基対の挿入 cDNAをもっ3つの cDNA'7ロ

ーンに対し，分節ゲノム No.9をプロープとしてドット

プロットハイプリダイゼーションを行った。その結果，

Fig.24のように3つの cDNA'7ローンともにハイブ

150 

Screening of cloned genome dsRNA 

segment 9 (pRRS9) by dot blot hy-

bridization. pBR 322 was used as 

control. 
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Fig. 26. Screening of cloned genome seg-

ments by dot blot hybridization. 

Ninety五vecDNAs were prepared 

randomly from 493 transformants 

by alkaline lysis procedure. The 

cDNAs were dotted onto nitrocel-

1 ulose filters (11 X 8 cm)， and then 
hybridized individually with 32P-la-

beled genome dsRNA segment 7 (A)， 

8 (B)， 9 (c) and 10 (D). 

Fig. 27. Sizing of insert DNAs by Pst 1 dgi目

estion. Size markers were BgII/.:-1ci" 

1 and .-11 u 1 fragm巴ntsof pBR322. 

要警

で、切断し挿入 cDNAの長さ(塩基対数)を測定した

(Fig.27)。以上の結果から決められた各分節ゲノムの

cDNAを Table9に示した。

3. pRRS 9の制限酵素による切断地図作成

ドットプロットハイブリダイゼーションによって選別

された分節ゲノム No.9の cDNA(pRRS 9)は，さら

Table. 9. Size estimates of the insert cDNAs 

screned by del blot hydridization. 

Clone No 
No. of 
base pair 

Estimate 
condition 

一一一一

pRRS 7-1 

3 

5 

16 

17 

27 

43 

47 

52 

80 

pRRS 8-15 

48 

49 

87 

91 

pRRS 9-26 

41 

600 

1000 

1200 

500 

1000 

1330 

800 

600 

1200 

400 

400 

1300 

1350 

400 

400 

610 

620 

Non cut 

Pst 1 cut 

Non cut 

p，.t 1 cut 

Non cut 

Non cut 

Pst 1 cut 

Non cut 

Pst 1 cut 

60 900 

pRRS 10-21 610 

620 

p.，[ 1 cut 

400 Non cut 

610 Pst 1 cut 

にサーザントランスファーハイプリタイゼーションを行

い，挿入 cDNAの分節ゲノム No.9との相向性を確

認した (Fig.28)。すなわち， pRRS9-26 (lane 1) 41 

(lane 2)， 16 )lane 3)，を Pst1で・切断し， 1%アグロー

スゲルてす市入 cDNAを分離した。その時，対照として

pRRS 10を用いた(fig.28. A)。分離された挿入 cDNA

をニトロセルロースフィルターペーパーに移し，分節ゲ

ノム No.9をプロープとしてハイブリダイゼーション

を行った結果， pRRS 10とはハイブリダイズしなかっ

たのに対して， pRRS 9の 3つの cDNAとはハイブリ

ダイズしたことが確認されたので (Fig.28. B)， pRRS 9 

つの cDNAは分節ゲノム No.9のクローンであるこ

とが認められた。

そこで，選別された cDNAは制限酵素による切断地

図の作成のため 4塩基認識酵素または6塩基認識酵素



152 北海道大学農学部邦文紀要第 16巻第 1号

2 

線畿勢

Fig. 28. Identification of insert DNAs cor-
responding to genome dsRNA seg-
ment 9. (A) Insert DNAs， pRRS9-26 
(lane 1)， pRRS9-41 (lane 2)， pRRS-60 
(lane 3)， were digested with Pst 1 and 
electrophoresed in 15も agarosegel 
together with pRR10 (lane 4). The 
figure on the left represent length 
in numbers of base pairs. Size mar-
kers were ;1111 1 fragments of pBR 
322. (B) Digested DNAs were trans-
ferred onto nitrocellulose filter (4x7 
cm)， and hybridized with 32P-labled 
g巴nomedsRNA segment 9. Lane 1-
3: pRRS 9-26， 41， and 60， respecti-
vely; lane 4: pRRS 10 as control. 

Fig. 29. Analysis of cleavage sites in pRRS 
9 by Sau3A 1 and Hpa 11. pBR 322 
was used as size marker. 

ヰ

を用いて切断部位の有無を調べた。その結果 4嵐基認

識酵素の中では，Sau 3 AIとHραIIの認識部位が存

在し (Fig.29)， 6坂基認識酵素の中では Ava1の認識

部位が存在することが確認された (Fig.30)。そこで，

pRRS 9-141は， 900以上の塩基対をもっ50の cDNA

クローンの中で、ドットプロットハイブリダイゼーション

によって選別されたクローンでーあって，その挿入 cDNA

の長さは約900t話基対であった。

以上の結果から得られた制限酵素の認識部位を基にし

て;il1J限酵素切断池図を作成した (Fig.31)。その結果，各

クローンから作成された pRRS9の全長は約1，100塩基

Fig. 30. Analysis of cleavage sites in pRRS 9 

by rlva 1. Size marl三巴rs wereBgI 

l/;lcc 1 and .-l/u 1 fragments of pBR 

322. 

pRRS9-26 

pRRS9-41 

pRRS9-60 

pRRS9-141 

pRRS9 5:s S s s 
o 200 400 

?牛 ?S3. 
600 800 1000 

Fig. 31. Analysis of cleavage sites in pRRS 9. 

The number of nucleotides are in-

dicated below the gene frame. a， h 

and s represent of λz'a 1， Hpa II 

and Sau3A 1 cleavage sites， respe-
ctively. 
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対であった。

4. pRRS9の塩基配列決定

pRRS9の塩基配列は主に，制限酵素による切断片を

ファージ M 13 mp 19にサーブクローニングし， di開

deoxyシークエンス法に従って決定した。また 5'末端

の約350塩基配列はデレーション法によってシークエン

スを行い，Sau 3 AI 断片と断片の連結部位の塩基配列

を確認した (Fig.32)。すなわち， pRRS 9-26の Sau

3AI切断断片， pRRS9-60の Sau3AI断片と Hpa

s a
4
o
 ，。
h 
単一切目。。 よ-F

1000 

5:$ $ 
O 2OO 4白。
弓』幽』一一一一 一一 - 4 -一 一

s 

Fig. 32. Strategy for determining the nu司

cleotide sequence of cloned genome 

segment 9. The number of nu-

cleotides are indicated below the 

gene frame. The arrows show the 

location and direction of nuc!eotide 
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10 
NNATAAATCT CGCC 

24 34 44 64 64 74 
ATGAAGACTGCCTTTGCCAGAGATCCTTTTACAGCTCCTGCTACAGGTACGTACGGAACC 
MetLysThrA1aPheA1aArgAspProPheThrA1aProA1aThrG1yThrTyrG1yThr 

84 94 104 114 124 134 
ATATATGCCTCCAGATCATTGCCCCGACTCTCTATCTCTAAGTTCTTGGAAGATGCAAAT 
1 leTyrA1aSerArgSerLeuProArgLeuSerI 1eSerLysPheLeuG1uAsp A1aAsn 

144 154 164 174 184 194 
CCAGAAATTTATGAACTATCGAGATATGAAGCGCTCGGAACCAACAGACCCAGCTCAGGG 
ProGluIleTyrGluLeuSerArgTyrG1uA1aLeuGlyThrAsnArgProSerSerG1y 

204 214 224 234 244 254 
AAGCGAGCAATGCAACCAGCCGTCAGTAAACCAGCTTTACTGGAAACCGTATTCACACTC 
LysArgAlaMetG1nProA1aVa1SerLysProA1aLeuLeuG1uThrVa1PheThrLeu 

264 274 284 294 304 314 
GATATATGGTACAGAAGGACGAACAACCAGAACATCGGCAATTTAAGAGATTCGGTATCT 
Aspl1eTrpTyrArgArgThrAsnAsnG1n~snl1eG1yAsnLeuArgAspSerValSer 

324 334 344 354 364 374 
CGATTTCTATCTGATGATCGAGTAAGAGAAGCGGTGATGGTGCGACTAGATTTAGACATT 
ArgPheLeuSerAspAspArgVa1ArgG1uA1aVa1MetVaIArgLeuAspLeuAspIle 

384 394 404 414 424 434 
GTTGTCCAGCTAAAAGAATACTGGTTGATAGTTAAAGACAAAGAAGCCCAGACTTTCGCG 
ValValGlnLeuLysGluTyrTrpLeul1eValLysAspLysGluAlaGlnThrPheA1a 

444 454 464 474 484 494 
GACCGATTGGCCTTTGACTCGCATCTATTTGTCAATCGCGGCGAAAACGCGAATTATGAT 
AspArgLeuAlaPheAspSerHisLeuPheVa1AsnArgGlyG1uAsnA1aAsnTyrAsp 

604 514 524 534 544 554 
CTTGTAACTCAGACGTTCATTCCGAGTGATGCTTTTCTTAAGGATAACTTTAAGACGGAA 
LeuValThrG1nThrPhel1eProSerAspAlaPheLeuLysAspAsnPheLysThrGlu 

564 574 584 594 604 614 
GCACTTAAGAAGTTGTTGCTAAGTGTCCAAAACCATACGGGACTAGACGCTGGATTGCAA 
AlaLeuLysLysLeuLeuLeuSerVa1G1nAsnHisThrG1yLeuAspA1aG1yLeuG1n 

624 634 644 654 664 674 
GGTGATAGTTTGAAAGCGACTTACAACATTGGCCTAGGACATATTCTCGAGGATGAGGCC 
G1yAspSerLeuLysA1aThrTyrAsnlleG1yLeuG1yllisIleLeuG1uAspGluA1a 

684 694 704 714 724 734 
CTCCTGTACCGTCAAGGTGTGGCTCTACAACAAATGGCTTTTGCGGAGTTGGAATTAGCT 
LeuLeuTyrArgG1nG1yVa1A1aLeuG1nG1nMetAlaPheA1aG1uLeuG1uLeuAla 

744 754 764 774 784 794 
AGAGGAGCAGAGAAAGAGGCGTTTCCAGCAACCTTCGATCTAAGCAATAGACCGGCTTGC 
ArgGlyAlaGluLysGluAlaPheProA1aThrPheAspLeuSerAsnArgProA1aCys 

804 814 824 834 844 854 
AACTTGATCCTTAAGCGAACGTGTAAGTGGTATCAACAAACGTTTAAGGATGAGGAGAGA 
AsnLeu!leLeuLysArgThrCysLysTrpTyrGlnG1nThrPheI.ysAspG1uG1uArg 

864 874 884 894 904 914 
AAGGAATTTGCGAAGAGTTTGTGGGTGGATGAGTTTGCCGAGGCTAATTGGAACACAGGT 
LysG1uPheAlaLysSerLeuTrpValAspGluPheAlaG1uAlaAsnTrpAsnThrG1y 

924 934 944 954 964 974 
AATTTGTCTTTTGGCTTTTCAACCACATTAAATGTAATTGAGAGATGGCGTTTGACCAGA 
AsnLeuSerPheG 1 yPheSerTh rThrLeuAs nV a 111 eG 1 uAr gTrpAr gLeuTh t'Arg 

984 994 1004 1014 1024 1030 
TTTTATGTTCATATGTACTCATCTGTGCATATATATTCTCAGAAGGCCTCGGGGTA GGA 
PheTyrVa1HisMetTyrSerSerVa1HislleTyrSerGlnLysA1aSerGly 

1040 1050 1060 1070 1080 
AACGCTG GGGATCAAGG TGAATTGAAA TGAGGACTTC TCACCCTCAT GGACATT 

1090 1100 1110 1120 
CGG CCTCTTCACG GGTGGCACCA GCTTCGGAAT N 

Fig. 36. Nucleotide sequence and predicted amino acid sequence of RRSV 

genome segment 9 cDNA. 
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ーション法に用いられたクローンは pRRS-141であっ

て， exonuclease IIIの反応時聞は 30秒であった。

シークエンスの分析に用いたゲノレは 7M尿素 8%

PAGE であって，泳動は 1，200~1 ，500 V で 4~8 時間行

い， -80
o

C で 12~16 時間オートラジオグラフをとった。

Fig.33はその結果から得られたオートラジオグラフの

1例であってそれぞれ 5'末端の 89塩基と 331塩基から

3'末端への塩基配列を読むことができる (Fig.36参照)。

分節ゲノム No.9の両末端の塩基配列はプライマー

エクステンション法に従って決定した。用いられたフ。ラ

イマーは， 5'末端の場合は pRRS9-26の5'末端側に存

在する 41塩基対の AluI( Sau 3 AI切断断片であり， 3' 

末端の場合 pRRS9-60は3'の末端に存在する 46塩基

対の HaeIII/ Sau 3 AI切断断片であった。その結果，

V末端では20の塩基配列が， また 3'末端では 11の塩

基配列が決定された (Fig.34)。そこで， 3'末端の第1番

目の塩基配列はシークエンス反応が停止することによっ

て1つの濃いパンド(N)で検出されたことに対して，

V末端の場合は第1と2番目の塩基配列が濃いノミンド

(NN)で検出され，これは 5'末端の第1番目の塩基はキ

ャップ構造を逆転写酵素が誤読した可能性もあるが1)，

その解析は今後検討の必要がある。

以上の結果から得られた分節ゲノム No.9の総塩基

数は 1，121であった。そこで分節ゲノム No.9に存在す

る openreading frame (ORF)を調べるため， 1方向

に対してその相補佐の方向をもっ塩基配列を作成しそ

の時できる initiationcodon (ATG)および termina-

tion codon (TGA， TAG， TAA)を1つの塩基をずら

しながら調べた (Fig.35)。その結果， Fig. 35の +3

frameのように最長の ORFが見つかった。この ORF

を基にして作成した分節ゲノム No.9の主主基配列およ

びアミノ酸配列が Fig.36で， ORFは5'末端から 15

番目の塩基(ATG)からはじめ， 1，028番目の塩基(TAG)

で終り，そこからできるアミノ酸は338，分子量は38，592

であった。

第4節考 察

RRSVの RNAクローニングをゲノム dsRNAと転

写産物を用いて行った。 dsRNAからのグローニングは

PAGE によって各分節ケ、ノムを分離しその中で分節ゲ

ノム No.9の cDNAを合成したが合成効率は低く，

約5ρgの dsRNAから 12のクローンが得られ，それ

ら挿入 cDNA の長さは 300~600 復基対であった。 ま

た600右足基対の3つの cDNAは告u限酵素による分析か

ら同様のクローンで、あることが認められた。このような

結果は dsRNAを鋳型として lst-strandDNAを合成

する時，変性させた RNAが反応中にまたアニーリング

された結果で‘あろうと考えられる。

一方，転写産物からの cDNA合成は，その方法も簡単

で，合成効率も高く，約20μgの転写産物から 1，000以上

のクローンが得られた。 dsRNAから合成した cDNA

と比較のため，まず分節ゲノム No.9のcDNAクロー

ンを選別し，制限酵素を用いてその長さを測定した結果，

約 1，100塩基対の cDNAであることが分った。

得られた cDNAを用いて分節ゲノム No.9の塩基配

列を決定した結果， その全長は1，121塩基であることが

分った。また分節ゲノム No.9の cDNAfこ存在する

ORFの initiationcodon付近の塩基配列 CGCC.

ATGA)は， KOZAK39)が報告した真核細胞 mRNA

の initiationcodon付近に存在する共通の塩基配列

(CtCCAUG~) と一致した。この ORF からは合成さ
れる蛋白質の分子量は38，592であって， HAGIWARA 

ら23)が報告した RRSVの構成蛋白質の中 spikeの構

成蛋白質の分子量 (37K)とほぼ同様であった。

摘 要

1. 薦糖密度勾配遠心分離から得られた4種類の

RDV粒子

RDV 粒子は1O~40% 燕糖密度勾配遠心分離によっ

て4種類の粒子に分けられる。各粒子の移動位置から

T 1， T 2， B 1， B 2と名付けて，それらの粒子の構造，構

成蛋白，核酸，ポリメラーゼ活性の差を調べた。各粒子

は熊糖密度勾配遠心分離を2反復して分離した。

電顕では T1は完全中空粒子， T2は半中空粒子であ

った。 B1とB2は核酸を含んでいる完全粒子で両者の

差は認められなかった。各粒子の蛋白質は disc-PAGE

で分子量1.84~0.36 X 105の9本のパンドが得られた。

T1は上から 1，3， 7番のパントが欠損し， T2，B1， B2 

では量的な差はあるが，すべて 9本のバンドが検出さ

れた。各粒子の核酸を 5%PAGEで分析すると， T1で

は核酸がなく， T2， B 1， B2では12本の分節ゲノムが

検出された。ポリメラーゼ活性は T1とT2ではなく，

B1とB2を煎糖密度勾配遠心分離によって分画し，各

分画の活性を比べると， B 1と最も強い相関を示したo

B2は EDTA添加によって煎糖密度勾配遠心分離で

B1に移行した。

2. RDVゲノム RNAの 5'末端解析

二次元ペーパークロマトグラフィーを用いて RDVゲ

ノム dsRNAの 5'末端塩基を分析した。純化ウイルス
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から抽出したのRNAを CIPで処理し， 5'末端のリン 分節ゲノムは5%PAGEで分離抽出し，シトクロム C

酸基を除去した後， T4 polynucleotide kinaseを用いて 分子膜を用いて展開，白金蒸着を行った。検鏡は電顕，

7_32pで5'末端を標識した。 32p_標識 RNAは RNase ]EM 100-Bで1万倍で行い，その時分子量のマーカ-

P1で5'倶uのリン酸基を残しながら完全分解し，二次元 として， TMV dsRNAとRDVの分節ゲノム No.10 

ベーパークロマトグラブィーに展開，オトラジオグラフ も同様の条件で検鏡した。分子量の算出は，各分節ゲノ

をとるとともに4つの塩基がもっ 3Zp活性を測定， 5'末 ム100分子の平均長を測定し，同様の条件から測定した

端の塩基を決定した。 TMVの dsRNAとRDVの分節ゲノム No.lOの平

その結果， AとGの2つの塩基が検出されたが， Aの 均長から換算した。

相対活性が52%に対し， Gは23%であった。その原因 その結果， OMURAら61)が報告した分子量に対して

は(+)鎖 RNAの5'末端がキャップ構造であるが，そ は全ての分節ゲノムにおいて低い値になり，一方 Boc-

の約半分にキャップをなくした分子が含まれているた CARDO and MILNE9)，または KAWANOら34)が報告

め，キャップ構造の次の複基Gが標議されたものと考え した分子量とは，分節ゲノム No.1から 5まではほぼ同

られる。以上の結果から RDVゲノム dsRNAの5'末 じであったが，分節ゲノム No.6からは電顕によって測

端は: 定された分子量の方が大きくなり，特に分節ゲノム No.

“5' G 

3' 

(+) 
3'" 

A5' 

と解析される。この結果は UYEDAら88)が RDV分節

ゲノム No.lOの cDNAから決定した塩基配列の結果

と一致した。

3. RRSV粒子由来の RNA依存 RNAポリメラ

ーゼ

RRSV粒子の RNAポリメラーゼ活性を調べた。反

応液は UYEDAand SHIKATA90)に準じて調製し，

RNAポリメラーゼ活性は40C。で2時間反応させた後，

5% TCA不溶分画への α・32pUTPの取込を測定して

調べた。

その結果，煎糖密度勾配遠心分離液のカラムを15分画

に分け，各分画のポリメラーゼ活性を測定したところ，

RRSV粒子を含む分画のみ活性を示した。電顕で観察

した時，この RRSV粒子の分画にはすべて RRSV特

有の spikeをもっ完全粒子が認められた。

最適反応条件は， 35~40oC で pH は 8.5， 8mM の

MgC12であった。反応、液の中に DNaseを加えても活

性に変化がなく， RNaseの添加によって活性が消失し

た。またポリメラーゼ活性は， 1~5mM の SAM，また

は0.2mg(mCキモトリプシンの添加によって橋加した。

合成された転写産物を PAGEによって分析しまた

RNAとハイブリダイゼーションを行った結果，全ての

分節ゲノムに対応する全長の相補 RNAが合成された

ことが認められた。

4. RRSVゲノム dsRNAの電顕による分子量測定

RRSVゲノム dsRNAの子量を電顕を用いて測定，

PAGEによって測定された分子量と比較検討した。各

9と10の場合は0.25X 106以上の差が認められた。

5. RRSVRNAのクローニングと分節ゲノムNo.

9の塩基配列決定

RRSV RNAのクローニングをゲノム dsRNA，また

は転写産物を用いて行った。

dsRNAからのクローニングは CASHDOLLAR12)の

方法に準じて分節ゲノム No.9のcDNAを合成したが，

その効率は低し取れた3つの cDNAも同ーのクロー

ンであった。

一方，転写産物からのクローニングは GUBLERand 

HOFFMANZ2)の方法に準じて cDNAを合成した結果，

約20μgの転写産物から 1，000以上のクローンが得ら

れた。

cDNAの中で分節ゲノム No.9のクローンを選別す

るためドットプロット，またはサーザントランスファー

ハイブリタイゼーションを行い，その結果4つの cDNA

が選別された。これら4つの cDNAは制限酵素による

分析から全長約1，100塩基対の cDNAであることが分

った。

塩基配列はデレーション法または詰IJ限酵素で切断した

DNA断片を M 13ファージでサフクローニングし，

dideoxyシークエンス法に従って解析し， 1，090の塩基

配列を決定した。また 5'と3'末端の塩基配列は，転写

産物またはゲノム RNAを鋳型としてプライマーエク

ステンションを行い， 5'末端から 20はの塩基配列を， 3' 

末端からは11の塩基配列を決定した。その結果， RRSV

分節ゲノム No・9の全長の 1，121の塩基配列が決定され，

その中に338アミノ酸の蛋白質をコードする ORFが見

つかった。その蛋白質の分子量は38，592であった。
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Summary 

1. Four RDV particles obtained from 10-4070 

sucrose density gradient centrifugation. 

RDV particles were separaled into 4 zones， upp司

er-top (T 1)， lov er-top (T 2)， upper-bottom (B 1)， and 

lower-bottom (B2)， by their sedimentation position 

in 10-4070 sucrose density gradient centrifugation. 

Structure， genome dsRNA， structural protein， and 

polymerase activity of the particles were analyzed 

and compared each other. 

Electron microscopy and 5% PAGE of Tl 

showed complete loss of genome dsRNA， and disc-

PAGE of T 1 showed complete loss of structural 

protein No.l， 3， 7 which indicated as a core protein. 

Twelve genome dsRNA segments and 9 structural 

proteins of RDV were detected in T 2， B 1 and B2， 

even if there are concentration differences of the 

components. 

T 1 and T 2 had no polymerase activity. Analysis 

of Bl and B2 polymerase activity fractionated by 

2nd sucrose density gradient centrifugation showed 

that B 1 had strong correlation with the polymerase 

activity than B2. The sedimentation position of 

B2 in sucrose density gradient centrifugation was 

moved into B 1 zone by EDTA treatment. 

2. Identification of 5' -terminal nucleotide of 

RDV genome dsRN A. 

The 5'-terminal nucleotide of RDV genome 
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dsRNA was analysed. 1n order to label the 5'-

terminal of the dsRNA， it was necessary to remove 

phosphates of 5にterminalwith calf intestinal pho-

sphatase (CIP)， and then 5'-terminal n山 leotides

labeled with r_32P. 32p labeled dsRNA was dige-

sted by RNase P 1 and analyzed by two-dimensional 

paper chromatography. 

A and G were detected by autoradiograph of the 

two-dimensional paper chromatography， and the 
labeled ratio of radioactivity was 5270 (A)， 23% (G) 

resp巴ctively. lf the 5'-terminal of + strand RNA 
is cap structure (7mGpppNp回一)， only one nucleot!de 

should be detected. 1t indicated that about one-

half of + strand RNA had no cap structure and 
their 5'-terminal was labeled. From these results， 

the 5'-terminal was analyzed as follow; 

5' G 
(+) 3' 

3' 
(一)

A5' 

3. Characterization of RNA polymerase associ-

ated with RRSV. 

The RNA polymerase associated with RRSV was 

characterized. Activity was optimum at 35-40oC 

in 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5) and 6-8 mM  MgC12. 

S-Adenosyl・L-methionine stimulated the activily 

about 5-6 fold. lt was also stimulated in the pre-

sence of chymotrypsin (200 flgfmO). 

The molecular weights of I~NAs synthesized in 

vitro were calculated to be about half those of the 

respective genome segments. The synthesized 

RNAs hybridized to the genome RNAs， and the 
hybrids migrated identically to the genome RNAs 

in PAGE. These results indicate that RRSV 

particles transcribe full-length copies of the ge-

nome RNAs. The characteristics of the poly司

merase are discussed in relation to those of other 

members of the Reoviridae 

4. Size of dsRNA genome segments of RRSV 

by electron microscopy. 

Molecular weight of genome dsRNA segmects of 

RRSV was estimated by electron microscopy. The 

segments separated by 5% PAGE were examined 

using a cytochrome c method. TMV dsRNA and 

RDV dsRNA segment 10 were used as size markers. 

Estimated molecular weights of the dsRNA 

segments were S. 1-2: 2.48， S. 3-4: 2.43， S.5: 1.80， 

S. 6: 1.53， S. 7: 1.29， S. 8: 1.28， S. 9: 0.78， S. 10 : 

0.76X106， respectively. The values of S.1-5 were 

in agreement with those previously reported by 

PAGE. However， in the case of the S.6-10， the 
values were higher than those previously reported 

by PAGE. Reliability of sizing of dsRNA by 

electron microscopy is discussed. 

5. 民10lecularc10ning and nuc1eotide seqUence 

of RRSV genome segment 9. 

Single-stranded RNA， which was transcribed by 

RNA polymerase associated with RRSV， was con-
verted to cDNA and cloned into plasmid pBR 322. 

Approximately 1，000 transformants were generated 

from 20μg of transcript RNAs and about 90% of 

insert DNAs had 500-1，800 base pairs. Virus spe-

cific DNAs screened by dot blot or southern trans-

fer hybridization， and four cDNA were corre-

sponded to genome dsRNA segment 9. The se-

quence of genome dsRNA segment 9 cDNA was 

determined. 

The genome segment 9 cDNA was 1，121 nucle-

otides in length and possessed a open reading 

frame that extended 338 codons from the五rstATG 

codon. The open reading frame encoded a protein 

with a predicted !lfr of 38，592. 


