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第1章 緒言 

 

 植物ウイルスの感染による病気の発生を化学農薬や栽培法により制御することは困

難である。最もよく行われる防除法は作物への抵抗性遺伝子の導入であり、抵抗性を誘

導する多くの優性又は劣性遺伝子が見つかっている（Bruening 2006）。しかし、このよ

うな抵抗性遺伝子を用いるにはいくつかの問題がある。一つは、単一の遺伝子による抵

抗性はウイルスの変異によって打破されやすいため（Lecoq et al. 2004）、どのようにし

てこの抵抗性を維持するのかという点である。また、植物とウイルスの組合せによって

は抵抗性の遺伝資源が非常に限られる場合もあり（Walsh et al. 1999）、これらのことか

ら考えると、ウイルスに対して完全な抵抗性を持たせるよりもウイルス感染による病徴

を抑えて病害による損失を最低限に抑えるという方法のほうがより現実的であると考

えられる。 

 カブモザイクウイルス（Turnip mosaic virus, TuMV）によるウイルス病は世界各国で

発生している。モモアカアブラムシやダイコンアブラムシをはじめとする、少なくとも

89 種の昆虫により非永続的に伝搬される。その宿主範囲は広く、アブラナ科の他キク

科、アカザ科、ナデシコ科及びナス科など 20 科もの植物に感染し、世界中で感染が確

認されている（Walsh and Jenner 2002）。キュウリモザイクウイルス（Cucumber mosaic 

virus, CMV）に次いで重要な植物ウイルスとされ、特にアジア、北アメリカ、ヨーロッ

パで Brassica 作物に被害を及ぼしている。病徴はえそ条斑、退緑斑紋、えそ斑紋、葉の

奇形、植物体の萎縮など様々である。ハクサイ（B. rapa subsp. pekinensis）においては、

えそ病徴が早期に発現すると大幅な減収となり被害は大きく、発病株は Erwinia 

carotovora subsp. carotovora にも感染しやすくなる。モザイクも早期に発現すると結球し

なくなるため被害が大きいが（土崎ら 1993）、中後期に発現した場合はえそに比べると

収量・品質に対する影響は小さい。TuMVによる多様な病徴はウイルス系統及び品種の

1



組合せや、環境要因も関与している。一般に、低温でえそ条斑を生じ、高温ではモザイ

クを生じやすい傾向にある。また、圃場では CMV との重複感染も検出され、その場合

には病徴が激しくなる。TuMV の防除法として、媒介昆虫であるアブラムシの防除が挙

げられるが、その効果は十分ではない。その他の防除法として、抵抗性遺伝子の導入が

挙げられるが、ハクサイの TuMV に対する抵抗性遺伝子は TuRB01b（TuMV Resistance in 

Brassica 01）、retr01（recessive TuMV resistance 01）、retr02 及び ConTR01（Conditional TuMV 

Resistance 01）（Qian et al. 2013; Rusholme et al. 2007; Walsh and Jenner 2006）の 4遺伝子

しか報告がない。TuRB01b は B. napus が持つ抵抗性遺伝子 TuRB01のホモログであると

推定されているが、TuRB01b は非病原性遺伝子である TuMV の CI遺伝子の変異によっ

て抵抗性が打破されてしまう（Jenner et al. 2000; Walsh et al. 1999; Walsh et al. 2002）。一

方、retr01 と ConTR01 は組み合わせることによって比較的広範な TuMV 系統に対して

抵抗性を示すことが報告されている（Rusholme et al. 2007）。retr02 は、TuMV-C4 系統対

して抵抗性を示すが、そのほかの系統について議論されていない（Qian et al. 2013）。こ

のように利用できる抵抗性遺伝子は限られているため、ウイルスの変異による抵抗性の

崩壊を前提として、感染後の病徴をいかに軽減させるか考えた育種を進める必要がある

のではないかと考えられる。そのためには TuMV 感染による多様な病徴がどのように

誘導されるのか、そのメカニズムを知る必要があるが、それについて十分な知見を得ら

れていないのが現状である。そこで第 3 章では TuMV に感染したハクサイの病徴誘導

機構を明らかにすることを目的に、抵抗性、えそ病徴及び葉の奇形誘導に関する遺伝子

の遺伝学的な関係を明らかにするとともに、抵抗性及びえそ病徴の誘導に関わる遺伝子

座の fine mappingを行った。さらに、ハクサイにおけるえそ病徴の誘導に関わる TuMV

の非病原性遺伝子の同定も試みた。 

 病原体に対する防除を考えるとき、圃場では農薬を用いるのが一般的である。しかし、

ウイルスは宿主が持つゲノム転写・翻訳機構を利用して自身を増殖することから、ウイ
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ルスの増殖だけを抑制するのに効果的な農薬はほとんど開発されていない。しかしウイ

ルスに感染した植物はただそのままウイルスの増殖を許すのではなく、RNA サイレン

シングという防御機構によってウイルスの増殖に対抗している。ウイルスが植物体内で

増殖する際、ウイルス自身がコードする複製酵素により複製中間体としてウイルスの

dsRNAが生成される。この dsRNAは dsRNA特異的分解酵素である Dicer様タンパク質

（DCL）によって 21～24 ヌクレオチド（nt）の small interfering RNA（siRNA）に切断

される。siRNAは RISC（RNA-induced silencing complex）と呼ばれるタンパク質複合体

に取り込まれ、そこで 1 本鎖 RNA にほどかれる。RISC は保持する siRNA 鎖に相補的

な RNA 配列を認識し、RISC を構成するスライサータンパク質 AGO（Argonaut）によ

ってその相補的な RNA 配列、つまりウイルス RNA を切断し、ウイルスの増殖を抑制

している。これに対してウイルスもカウンター攻撃として RNA サイレンシングサプレ

ッサー（RSS）を産生する。RSSを siRNA、DCL または AGOなどに結合させることで

RNAサイレンシング機構を阻害し、ウイルス RNAの切断・分解を阻害している。植物

ウイルスの感染は、この攻防の上に成り立っている。Shimura et al.（2008）は、in vitro

の実験からアスコルビン酸（ascorbate acid, AsA）にはウイルス RSSと siRNAが結合す

るのを阻害する効果があることを見出した。AsA により RSS の機能が阻害されると、

RNA サイレンシングが抑制されないため、植物のウイルス防御機構が阻害されない。

つまり、AsA に抗ウイルス効果があることを見出した。AsA は植物細胞内に比較的多

量に存在し、抗酸化物質あるいは還元剤として働くほか、酵素の cofactor及び細胞の分

化や伸長の調節を担う物質、また、シグナル伝達物質として機能することが報告されて

おり（Gallie 2013a）、その細胞内の濃度は多様な制御をうけていると考えられる。そこ

で第 4 章では、まず第 3章で用いた材料を用いて、B. rapaが TuMV の感染に応答して

抗ウイルス物質である AsA の蓄積を誘導するのか調べた。その結果、抵抗性を示す組

合せで 50%程度 AsA の蓄積量が増加するのが認められたため、さらにこの抵抗性と連
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動した AsA蓄積量の誘導メカニズムについて詳細な解析を行った。 

 先述したように現在 TuMV を含め植物ウイルスに有効な薬剤はほとんど開発されて

いないが、Shimura et al.（2008）による報告及び本研究第 4章の結果から AsA が TuMV

に対する抗ウイルス剤として有効である可能性が示唆された。そこで第 5章では、AsA

の抗ウイルス剤としての効果を検証する目的でまずその検定方法を確立し、その上でよ

り効果の安定した AsA誘導体の評価などを行った。 

 本論文の第 6 章では、以上の研究結果に基づいて Brassica 作物における TuMV によ

る病害の防除において病徴制御の面からの育種が重要であることを議論する一方、抗ウ

イルス作用を示す AsA の蓄積誘導という新たに見出された TuMV に対する Brassica 作

物の防御メカニズムについて、さらにはそれらの知見に基づいた農薬としての AsA の

可能性について考察した。 
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第 2章	
 研究史  

 

1. カブモザイクウイルス（Turnip mosaic virus, TuMV） 

(1) TuMVのゲノム構造 

TuMVはポティウイルス科ポティウイルス属の一本鎖（+）RNAウイルスである。約

10kbのゲノムを持ち、5’末端には共有結合により VPg (viral protein genome-linked) が結

合し、3’末端はポリ A 配列となっている。単一の ORF にはポリプロテインがコードさ

れており、翻訳と同時または翻訳後にウイルス自身から産生されるプロテアーゼによっ

て切断されて P1, HC-Pro (helper component-proteinase), P3, 6K1, CI (cylindrical inclusion), 

6K2, NIa (nuclear inclusion a), NIb (nuclear inclusion b) 及び CP (coat protein) の各タンパ

ク質が生産される（Walsh and Jenner 2002）。以下、各タンパク質の機能について述べる。 

 

① P1タンパク質 

ウイルスの増殖や移行に関与するほか（Klein et al. 1994; Verchot and Carrington 1995a, 

b）、一本鎖及び二本鎖の RNAに非特異的に結合する能力を持ち、HC-Proとの複合タン

パク質の状態で宿主植物の転写後ジーンサイレンシングのサプレッサーとして機能す

る（Kasschau and Carrington 1998）。P1自身の C末端側にあるヒスチジン、アスパラギ

ン酸、セリンの 3アミノ酸を認識して自身をポリプロテインから切断するプロテアーゼ

の機能も持つ（Riechmann et al. 1992）。 

 

② HC-Pro 

HC-Proは複数の機能を持つタンパク質である（Maia et al. 1996）。N末端側の領域に

は特定のウイルス粒子をアブラムシの口針に留める機能を持ち、アブラムシによるウイ

ルス伝播の特異性を制御するドメインが存在する（Wang et al. 1998）。また、中央の領

5



 
 

域はウイルスゲノムの増殖や全身移行に関与しており（Cronin et al. 1995）、この領域に

は 2つの RNA結合ドメインが存在する（Burd and Dreyfuss 1994; Nagai 1996）。サプレッ

サーとしての機能や（Anandalakshimi et al. 1998; Brigneti et al. 1998; Kasschau and 

Carrington 1998）、Potyvirus の混合感染における病徴の深刻化、ウイルスの蓄積にも関

与している（Pruss et al. 1997; Vance et al. 1995）。C末端側の領域には自身の C末端を切

断するプロテアーゼとしての機能も有する（Maia et al. 1996）。原形質連絡の size 

exclusion limit（SEL）の増大にも関与している（Rojas et al. 1997）。 

 

③ P3タンパク質 

P3に変異を導入した研究により、P3はウイルスの複製に関与することが明らかとな

っている（Klein et al. 1994）。P3は RNA結合活性を持たないため（Merits et al. 1998）、

ウイルスの複製に関与するためには CIとの相互作用が必要となる（Rodrifuez-Cerezo et 

al. 1993）。実際、P3 が細胞質に局在し、CI タンパク質の構造が形成される初期段階か

ら両者が結合していることが確認されている（Rodrifuez-Cerezo et al. 1993; Langenberg 

and Zhang 1997）。TuMVにおける研究により、P3が病徴決定に関与していることが明

らかとなっている（Jenner et al. 2002, 2003）。 

 

④ 6K1タンパク質 

6K1は通常 P3タンパク質と結合している。Plum pox virusのこの複合体における変異

体を用いた研究により、これらは病徴決定に関与していることが明らかとなっている

（Saenz et al. 2000）。 

 

⑤ CIタンパク質 

CIは ATPase活性や、RNAヘリカーゼとしての活性を持ち（Lain et al. 1990, 1991）、

6



 
 

ウイルスの複製に関与している（Chen et al. 1994）。他にも NTPとの結合、NTPase活性、

RNAとの結合などの報告があり、上流には RNA結合ドメインが存在する（Fernandez et 

al. 1995; Lain et al. 1990, 1991）。また、感染細胞の原形質連絡においても ATPase活性を

示し、ウイルスの細胞間移行にも関与している（Chen et al. 1994）。TuMVにおける研究

により、CI が病徴決定に関与していることも明らかとなっている（Jenner et al. 2000, 

2002）。 

 

⑥ 6K2タンパク質 

	
 6K2の中央に位置する疎水性ドメインを介して小胞体から生じる小胞と結合し、さら

に複製に関わるタンパク質を小胞体膜上に固定させる働きによりゲノムの増殖に関与

している（Schaad et al. 1997）。この際、VPgや NIaなどと複合体を形成して働くと考え

られている。 

 

⑦ NIaタンパク質 

NIaは N 末端側の VPgドメインと C 末端側のプロテアーゼドメインの二つのドメイ

ンを持つ。また、核局在シグナルとしての機能を持つことが報告されている（Hajimorad 

et al. 1996; Martin et al. 1992）。VPgドメインはウイルスの複製と宿主の遺伝子型に対す

る特異性に関して重要な役割を果たしている（Riechmann et al. 1992; Merits et al. 1998）。

また、タンパク質同士の相互作用にも関与しており、VPgと宿主の eIF4Eとの相互作用

はウイルスの複製にとって重要である（Andino et al. 1999）。プロテアーゼドメインは自

身だけでなく他のタンパク質のポリプロテインからの切断も担っている（Kim et al. 

1998）。 
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⑧ NIbタンパク質 

NIbは 2つの独立した核局在シグナルを有している（Li et al. 1997）。また、NIbタン

パク質は RNA依存性 RNAポリメラーゼとしての機能を持つ（Hong and Hunt 1996）。

NIa の VPg ドメインやポリメラーゼドメインとの結合や NIb と宿主のポリ A 結合タン

パク質との相互作用が報告されているが（Hong et al. 1995; Fellers et al. 1998; Li et al. 

1997, Daros et al. 1999）、これらのウイルス増殖との関与は明らかにされていない（Wang 

et al. 2000）。 

 

⑨ CPタンパク質 

CPは大まかに 3つのドメイン N末端、Core、C末端に分けることが出来る。HC-Pro

と CPの複合体はアブラムシによるウイルス伝播に重要な働きをする（Pirone and Blanc 

1996）。HC-Proと CPはそれぞれ移行タンパク質であり、原形質連絡の排除分子量限界

を増大させることでウイルス RNAの細胞間移行を促進している（Rojas et al. 1997）。CP

の Core領域はウイルスの細胞間移行に、N末端及び C末端側は全身移行に関与してい

る（Dolja et al. 1994）。また、CPの Core領域はタンパク質同士の結合やタンパク質と

RNA の結合に関与しており、これらは非ビリオン複合体の形成に関与している

（Fedorkin et al. 2000）。他にも、Core領域はウイルス RNAのカプシドタンパクによる

被覆に関与している。CPと NIbの相互作用によってウイルス RNA合成を制御している

（Hong et al., 1995）。さらに、ウイルスや宿主の因子と相互作用する CPの特異的な高次

構造体の形成が、リボソーム系により活性化されていることを示唆する報告もある

（Mahajan et al. 1996）。この高次構造体によってウイルスゲノムの増殖が増大すると考

えられている。 
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(2) TuMVの伝搬様式と宿主範囲 

TuMV は、モモアカアブラムシやダイコンアブラムシをはじめとする、少なくとも

89 種の昆虫により非永続型に伝搬される。その宿主範囲は広く、アブラナ科をはじめ

として 20科の植物に感染し、世界中で感染が確認されている（Walsh and Jenner 2002）。

CMV に次いで、2 番目に重要な植物ウイルスとされ、特にアジア、北アメリカ、ヨー

ロッパでは brassica作物において被害を及ぼしている。 

 

(3) TuMV感染による病徴 

TuMVがダイコン、キャベツ、ハクサイ、カブなどの Brassica植物に感染すると、モ

ザイク病やえそモザイク病などを引き起こす。えそモザイク病では葉脈にえそ条斑、葉

脈間には黒褐色の斑点や輪点を多数生じる。ハクサイにおいては、えそモザイクが早期

に発病すると大幅な減収となるため被害が大きく、発病株は Erwinia carotovora subsp. 

carotovoraにも感染しやすくなる。モザイク病も早期に発病すると結球しなくなるため

被害が大きいが（土崎ら 1993）、中後期に発病した場合はえそモザイク病に比べると収

量・品質に対する影響は小さい。TuMVによる多様な病徴は、TuMV系統の違いや品種

による違いのほか、温度条件などの環境要因も関与している。一般に、低温でえそ条斑

を生じやすく、高温ではモザイクを生じやすい傾向が認められている。また、圃場では

CMVとの重複感染も検出されており、重複感染では一般に病徴が激しくなる。 

 

(4) TuMVに対する Brassica植物の抵抗性遺伝子 

TuMVに対する抵抗性遺伝子についてはアブラナ（B. napus）で多くの報告がある。

アブラナで最初に同定された抵抗性遺伝子として、数種類の TuMV 系統に高度抵抗性

（extreme resistance）を示す優性遺伝子 TuRB01 があり、これは A ゲノムの染色体 N6

上に座上している（Walsh et al. 1999）。アブラナは複 2倍体で Aゲノムと Cゲノムを持
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っており、Aゲノムはカブやハクサイが含まれる B. rapa、Cゲノムはキャベツが含まれ

る B. oleracea由来であると考えられている。TuRB01は進化の過程で B. rapaから受け継

がれた遺伝子であることが示唆される。TuRB02は TuMV-CHN1に対する感受性の程度

に関する遺伝子として Cゲノムの N14染色体に座上する（Walsh et al. 1999）。TuRB03

は TuRB01 と同様、A ゲノムの染色体 N6 上に座上する単一優性抵抗性遺伝子である

（Hughes et al. 2003）。これらの遺伝子はいずれもマッピングはされているものの、その

単離・同定はなされていない。また、マッピングはされていないが、交雑の結果から抵

抗性遺伝子 TuRB04及び TuRB05の存在が示唆されている（Jenner et al. 2002）。これらの

遺伝子は互いに独立であり、TuRB05に対して TuRB04が上位に働く。TuRB04は高度抵

抗性を誘導し、TuRB05は過敏感反応（HR）を誘導した。 

	
 ハクサイが持つ抵抗性遺伝子として、上述した TuRB01のハクサイホモログとされる

TuRB01bの報告がある（Rusholme 2000）。また、複数の TuMV系統に対する抵抗性遺伝

子として劣性抵抗性遺伝子 retr01 と優性抵抗性遺伝子 ConTR01 があり、前者は後者に

対して上位に働く（Rusholme et al. 2007）。retr01は染色体 R4上に、ConTR01は染色体

R8 上にマッピングされているがその単離・同定はされていない。このほかにも、劣性

抵抗性遺伝子 retr02が遺伝学的に同定さている。これについては、マッピングによる座

上領域の特定と、Arabidopsis thalianaの TuMV劣性抵抗性遺伝子との相同性解析の結果

から染色体 A04上の Bra035393が候補遺伝子とされている（Qian et al. 2013）。 

 

(5) TuMVの非病原性遺伝子 

抵抗性を打破する TuMV 変異体を用いて、各抵抗性遺伝子に対するウイルスの非病

原性遺伝子の同定がいくつかなされている。TuRB01に対する非病原性遺伝子として CI

が報告されている（Jenner et al. 2000）。TuRB03に対しては P3の報告があり（Jenner et al. 

2003）、TuRB04に対しても P3であることが報告されているが（Jenner et al. 2002）、これ

10



 
 

らはそれぞれ異なるアミノ酸位置での変異により抵抗性を打破する。また、TuRB05 に

対する抵抗性は TuMVの CIにおける T5447Cという塩基の変異により打破されるが、

同一の塩基変異を導入した感染性クローンを TuRB01を有するアブラナに接種しても抵

抗性の打破は観察されていない（Jenner et al. 2002）。 

 

2. ウイルスに対する植物の防御反応 

(1) 過敏感反応（hypersensitive reaction, HR） 

植物が病原体の侵入を受けると、大きく分類して二つの経路により抵抗性反応が引き

起こされる。一つは、細菌の鞭毛タンパク質フラジェリンに代表されるような、病原体

が持つ共通構造体（ペプチド、タンパク質、脂質、多糖類等）である microbial-, 

pathogen-associated molecular patterns（MAMPS, PAMPS）を認識することで誘導される

PAMP-triggered immunity（PTI）がある。細胞膜上に宿主が持つ pattern recognition receptor

（PRRs）によって認識する。これが病原体の侵入に対する植物の最初の防御反応と言

える。一方、PTIをかいくぐり細胞内に侵入した病原細菌は、宿主の細胞内で増殖しや

すい環境を整えるためにエフェクターと呼ばれるタンパク質を分泌する。二つ目の防御

機構はこれを認識することで誘導される effector-triggered immunity（ETI）である。宿主

はこのエフェクターを nucleotide binding site（NB）及び leucine rich repeat（LRR）ドメ

インを持つタンパク質により認識する。このタンパク質をコードする遺伝子を抵抗性遺

伝子と呼ぶ（Jones and Dangl 2006）。エフェクターは遺伝子対遺伝子説（gene-for-gene 

theory）では非病原性遺伝子として説明される。ETIが誘導されると、宿主細胞は侵入

部位において、多糖類やフェノール類の蓄積による形態学的変化、活性酸素の発生、フ

ァイトアレキシンや PRタンパクの生成など生化学的な変化を急激に引き起こす。これ

らの反応を HRといい、それによって引き起こされる細胞死を過敏感細胞死という。タ

バコモザイクウイルス（Tobacco mosaic virus, TMV）とタバコ（Nicotiana tabacum）の例
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では、TuMVの複製酵素の一部 p50が N遺伝子にコードされる TIR（toll-like receptor）

-NB-LRRタンパク質によって認識され HRが誘導される（Padgett and Beachy 1993; 

Whitham et al. 1994）。また、CMVと A. thalianaの組合せでは、CMVの CPが、RCY1に

コードされる CC（coiled-coil）-NBS-LRRタンパク質によって認識され HRが誘導され

る例が報告されている（Takahashi et al. 2001）。 

 

(2) 高度抵抗性（extreme resistance, ER） 

ER において、侵入したウイルスはほとんど検出されず、また、顕微鏡レベルでも細

胞死は観察されない。Soybean mosaic virusの HC-Pro及び P3とダイズの Rsv1の組合せ

や（Wen et al. 2013）、Potato virus X（PVX）の CPとジャガイモの Rxの組合せ（Bendahmane 

et al. 1999）による ERなどが報告されている。ERは HRと独立した経路により誘導さ

れると考えられていたが、Rx の配列解析の結果 NB-LRR 型の抵抗性遺伝子構造を持つ

ことが明らかとなり、さらに、PVX の CPを過剰発現させると Rxによって HR が誘導

されることが示された。また、HR 細胞死に対して ER がエピスタティックな関係ある

ことも示されている（Bendahmane et al. 1999）。 

 

(3) 全身獲得抵抗性（systemic acquired resistance, SAR） 

	
 病原体の侵入により植物体で抵抗性反応が誘導されると、侵入を受けていない部位へ

の攻撃に備えるため、植物体全体に防御反応が誘導される。この抵抗性を SARと言い、

SARは broad-spectrumな誘導抵抗性である。PTIまたはETIにより病原体を認識すると、

侵入部位においてサリチル酸（SA）が蓄積し、その後全身で SAが蓄積する。SAシグ

ナリングが SAR誘導に関与することが、SAシグナリング欠損変異体を用いた実験によ

り明らかにされている（Pieterse et al. 2009）。 

	
 近年の報告により、SAR誘導のメカニズムが徐々に明らかとなってきている。SAシ
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グナリングにより細胞内の酸化還元状態が調節されて還元状態となると、NPR1（non 

expressor of pathogen-related genes 1）タンパク質のシステイン残基が還元され、モノマ

ー化する。これが核に移移行し、転写因子である TGA1及び TGA4と相互作用して PR

（pathogenesis-related）遺伝子の活性化が誘導される。このとき NPR1 は DNA-binding

活性の cofactor として働き、この複合体が SAR 調節遺伝子発現を活性化するというこ

とが報告されている（Fobert and Després 2005）。 

 

(4) 局部獲得抵抗性（local acquired resistance, LAR） 

SAR は病原体の侵入を受けた植物体全体で誘導される抵抗性反応であるのに対し、

LARは病原体の侵入を受けた細胞周辺で誘導される抵抗性反応を言う。例として、TMV

を接種したタバコ接種葉で観察される、SAの蓄積増加や、PR 1及び PR 2の発現増加

などがある（Lazzarato et al. 2009）。 

 

(5) 抵抗性誘導シグナル物質 

① 活性酸素種（reactive oxygen species, ROS） 

ROS は病原体に対する抵抗性反応において、細胞死に関与する物質として知られ、

スーパーオキシドアニオンラジカル、ヒドロキシルラジカル、過酸化水素及び一重項酸

素が含まれる。病原体に対する抵抗性において、抵抗性誘導シグナル物質として重要な

サリチル酸及びエチレンの誘導や、PR タンパク質及び抗菌性物質であるファイトアレ

キシンの誘導に関与している。中でも過酸化水素は ROS の主要物質であり、膜透過性

を持つことから植物体全体への抵抗性シグナル物質として機能している。また、

oxidative burst と呼ばれる感染部位での一過性の過酸化水素の蓄積増加は HR の誘導に

関与している。さらに、その後に全身の非感染部位で生じる microburstと呼ばれる過酸

化水素の蓄積は SARの誘導に関与すると考えられている（Alvarez et al. 1998）。病原体
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の感染だけでなく、傷害によっても植物体全体で過酸化水素の蓄積が増加することが知

られており、ROSは植物の防御機構に深く関与していると言える（Sandermann 2000）。 

 

② サリチル酸（salicylic acid, SA） 

SA は病原体への抵抗性反応において重要な役割を果たす植物ホルモンとして知られ

ている。HRなど、病原体侵入後の早期の反応においてその誘導シグナルとして機能し

ているとされており、ほかにも前述した SAR への関与も知られている。抵抗性誘導の

マーカー遺伝子である PR 1, 2及び 5は SAを介して誘導される（Derksen et al. 2013）。

Biotrophicな病原体に対する HR, SARなどの抵抗性反応には SAがシグナルとして関与

し、necrotrophic な病原体及び土壌中の共生微生物による感染に対して誘導される防御

反応である induced systemic resistance（ISR）にはジャスモン酸やエチレンがシグナルと

して機能し、病原体によってシグナル経路が使い分けられていることが明らかとなって

きている（Pieterse et al. 2009）。 

 

③ ジャスモン酸類縁体（jasmonates, JAs） 

抵抗性シグナルとして誘導されたジャスモン酸（JA）は JAコンジュゲート合成酵素

JAR1によって、すばやくジャスモン酸イソロイシン（JA-Ile）に変換される。これが生

体内での活性体であるとされている（Van der Does et al. 2013）。JA-Ileは F-boxタンパク

質である COI1（coronatine insensitive 1）と相互作用し、JAZ（Jasmonate Zim-domain）タ

ンパク質をユビキチン化の後、タンパク質分解酵素により JAZタンパク質を分解する。

JAZ タンパク質は JAs 誘導遺伝子の転写因子に結合してその発現を抑制しているため、

JAZタンパク質の分解によってこれらの遺伝子の誘導が活性化される。抵抗性に関わる

JAs誘導遺伝子として PDF1.2（plant diffensin 1.2）や PR 3,4が挙げられる（Derksen et al. 

2013）。 
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④ エチレン（ethylene） 

エチレンは necrotrophicな病原体及び土壌中の共生微生物による感染に対する ISRに

おいて、一般的にジャスモン酸類縁体とともにシグナルとして働いている（Pieterse et al. 

2009）。エチレンはまず小胞体で ETR1/2、ERS1/2及び EIN4などのレセプタータンパク

質により認識され、このレセプタータンパク質は CTR1（constitutive triple response）と

結合する。これはさらに EIN2 と結合し、核に局在するようになる。核において EIN3

及び EIN3様転写因子の分解を抑制することで、これらの転写因子を活性化させ、さら

に ERF（ethylene response factor）転写因子を活性化させる。活性化された ERFは 11塩

基の保存配列（TAAGAGCCGCC）から成る GCC boxを認識して転写を行う。PR遺伝

子など抵抗性に関わる遺伝子がこの GCC box をコードしており、このようにしてエチ

レンによる抵抗性誘導シグナル経路が機能している（Broekaert et al. 2006）。 

 

⑤ アブシジン酸（Abscisic acid, ABA） 

ABAは乾燥など非生物的ストレスに反応して蓄積されるシグナル物質として、また、

種子休眠、発芽、実生の生長及び根の伸長など形態学的な変化を誘導する植物ホルモン

として知られている。このほかにも生物的ストレスに対するシグナル物質であることが

明らかとなっており、報告は少ないものの、他の植物ホルモンとの相互作用や防御反応

におけるシグナルとして機能しているという報告がある。アラビドプシスの

Plectrosphaeria cucumerina及び Alternaria brassicicolaに対する抵抗性において重要なシ

グナルとして機能することや、抵抗性反応において JAsと相乗効果を示すことが報告さ

れている（Derksen et al. 2013）。 

 

(6) ウイルスに対する RNAサイレンシング 

RNAサイレンシングは植物のウイルスに対する防御反応において重要な役割を果た
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している。ウイルスが植物に感染して複製する際、ウイルス自身がコードする複製酵素

により複製中間体としてウイルスの dsRNAが生成される。宿主の持つ RNA依存性 RNA

複製酵素（RDR）の 1つである RDR6によっても dsRNAが増幅される。これらの dsRNA

は dsRNA特異的分解酵素である Dicerによって 21～24ヌクレオチド（nt）の siRNAに

切断される。A. thalianaでは DCL1～DCL4の 4種類の Dicerが確認されているが、この

うちDCL2とDCL4が重要でそれぞれ 22nt、21ntの siRNAを生成する（Ding 2010）。siRNA

は RISCと呼ばれるタンパク質複合体に取り込まれ、そこで 1本鎖 RNAにほどかれ、

片方のRNAを放出する。RISCは保持する siRNA鎖に相補的なRNA配列を認識し、RISC

の一部であるスライサータンパク質 AGOによってその相補的な RNA配列、つまりウ

イルス RNAを切断する。ウイルス RNAの切断には AGO1が主要な役割を果たしてい

るが、AGO2や AGO7が関与することも報告されている（Qu et al. 2008; Takeda et al. 

2008）。さらに、切断されて短くなった RNAは、RDR6によって dsRNAに再度変換さ

れて二次的な siRNA生成が行われる（Wang et al. 2011a）。 

 

3. アスコルビン酸（Ascorbic acid, AsA） 

(1) AsAの機能 

AsAはビタミン Cの名前で一般的によく知られている物質であり、細胞内で水溶性

の抗酸化物質として機能している。植物細胞内に比較的豊富に蓄積されている物質であ

る（Zechmann 2011）。植物細胞における機能は多様であり、主要な抗酸化物質として働

くほか、酵素の cofactor、細胞の生長・伸展の制御及びシグナル伝達物質などとして働

いている（Gallie 2013a）。また、プログラム細胞死、病原体に対する応答、植物ホルモ

ンに対する応答、開花や老化、環境ストレスへの応答などにも関与することが報告され

ている（Linster and Clarke 2008）。 
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(2) AsA代謝経路 

① AsA合成 

	
 哺乳類においては、AsAはD-glucoseを起点とした 1つの経路で合成されるのに対し、

植物の合成経路はこれと大きく異なっていることが近年明らかとなっている（Gallie 

2013a）。植物における AsA合成経路は少なくとも 4つあることが報告されている。そ

のうちの一つであるマンノース／ガラクトース経路はよく研究されている経路である。

この経路上で AsA前駆体とされる L-galactoseや L-galactono-1,4-lactoneを外から投与す

ると AsA蓄積量が増加することが明らかとなっている（Conklin et al. 1997; Wheeler et al. 

1998）。また、この経路上の酵素 GDP-mannose-pyrophosphorylase（VTC1）、GDP-L-galactose 

phosphorylase（VTC2, VTC5）及び L-galactose-1-P phosphatase（VTC4）の各遺伝子欠損

変異体では、野生型に比べてそれぞれ 10%、30%及び 40%まで AsA蓄積量が低下する

ことが明らかとなっている（Conklin et al. 2006; Pavet et al. 2005）。vtc変異体の報告から、

マンノース／ガラクトース経路による AsA合成は主に葉組織での AsAの蓄積に寄与し

ていることが示唆されており、AsA合成能としてこの経路が重要な役割を果たしている

と考えられる（Gallie 2013a）。次に、ペクチンを起点としたガラクツロン経路がある。

この経路上の酵素 GalURについて、イチゴ由来の遺伝子を A. thalianaで過剰発現させ

たときに AsA蓄積量が増加することが報告されている（Agius et al. 2003）。一方で、イ

チゴの実における GalURによる AsA合成量は小さいということが示唆されており、こ

の経路の総 AsA蓄積量への寄与は小さいと考えられている（Loewus 1963）。これらの

ほかに、グロース経路、ミオイノシトール経路の存在が明らかになっているが、これら

の合成経路については報告が少なく、より詳細な研究が必要である。 

 

② AsAの酸化及びリサイクル 

	
 AsAはアスコルビン酸酸化酵素（Ascorbate oxidase, AO）やアスコルビン酸過酸化酵
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素（Acorbate peroxidase, APX）により触媒されて酸化されると、モノデヒドロアスコル

ビン酸（MDHA）になる。これはさらに非酵素的な反応により DHAへと変換される。

DHAはさらに 2,3-diketogulonic acidへ自然酸化され、分解される（Wang et al. 2010）。

AsAが抗酸化物質として機能する際には、このように自身が酸化される反応が生じてい

る。MDHAや DHAはそのまま分解されるのではなく、還元反応により AsAにリサイ

クルされる。MDHARはモノデヒドロアスコルビン酸リダクターゼ（MDHAR）により、

DHAはデヒドロアスコルビン酸リダクターゼ（DHAR）によって AsAにリサイクルさ

れる。タバコの MDAHRを過剰発現させた A. thalianaにおいてわずかに AsA蓄積量が

増加したという報告があるが（Yin et al. 2010）、一方でトマト MDHARを過剰発現させ

た場合に AsA蓄積量が減少したという報告もあり（Haroldsen et al. 2011）、MDHARに

ついては十分な研究がなされていないのが現状である（Gallie 2013b）。DHARについて

は多くの報告があり、A. thaliana、コメ、トマト、ゴマ、タバコ、バレイショ、トウモ

ロコシなどの DHARを過剰発現させることで AsA蓄積量が増加することが明らかとな

っている（Gallie 2013a, b; Wang et al. 2010）。DHARの活性は細胞内の AsAプールサイ

ズや酸化還元の調節に大きく寄与していると言える。 

 

(3) ストレスに対する AsAの蓄積応答	
 

A. thalianaにおいて傷害によって AsA蓄積量が増加することが報告されている（Suza 

et al. 2010）。このとき、傷害によって AsA合成経路の酵素遺伝子の発現が上昇している

ことから、合成経路が活性化されたことで AsA蓄積量が増加したことが強く示唆され

た。傷害を受けると、ジャスモン酸（JA）が蓄積することが知られていることから、ジ

ャスモン酸メチル（MeJA）処理による AsA蓄積量の変化も調べたところ、増加するこ

とが明らかとなった。よって、A. thalianaにおいては、傷害により JA類縁体が蓄積し、

これがシグナルとなって AsA合成が促進され AsA蓄積量が増加することが示唆されて
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いる。ホウレンソウ（Spinacia oleracea）及びコマツナ（B. campestris）では、低温によ

る AsA蓄積量増加が報告されている（Tamura 1999）。これは、低温ストレスにより生

じる活性酸素種を消去するためだと考えられている。 

 

(4) AsAの抗ウイルス性 

AsAの新たな機能として、抗ウイルス作用を持つことが明らかとなっている（Shimura 

et al. 2008）。植物はウイルスの侵入に対して RNAサイレンシングという防御機構によ

って、ウイルス RNAを切断・分解し、増殖を抑制している。これに対してウイルスは

RNA サイレンシングサプレッサー（RSS）を産生し、RNA サイレンシング機構の重要

な構成要素である siRNA、DCL及び AGOなどに結合することで RNAサイレンシング

機構を阻害する。Shimura et al.（2008）は 5000種類の化合物に対して、surface plasmon 

resonance（Biacore） assay によってウイルス RSS タンパク質と結合する物質のスクリ

ーニングを行い、8つの候補化合物を得た。さらにゲルシフトアッセイによる結合強度

の確認及び、Nicotiana benthamianaプロトプラスト系によるCMVの 2b及びTomato bushy 

stunt virus（TBSV）の P19といった RSSの阻害効果を調べる実験を行った。その結果、

RSSの機能を阻害し、抗ウイルス効果の高い化合物の一つとして AsAを見出した。AsA

をはじめ、8 つの候補化合物は負に帯電しており、これが正に帯電しているウイルス

RSSの RNA結合ドメインと結合するものと考えられている。 
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第 3章 Brassica rapa作物の Turnip mosaic virus に対する抵抗性遺伝子座 Rnt1 のえそ

病徴への関与 

 

背景及び目的 

 

植物ウイルスは、農薬や栽培法などによる防除が困難であることから、ウイルス病の

制御には抵抗性遺伝子の導入が最も有効な方法であり（Bruening 2006）、現在、種々の

ウイルスに対して抵抗性を誘導する多くの優性または劣性遺伝子が同定されている。し

かし、単一の抵抗性遺伝子による抵抗性はウイルスの変異によって打破されることがあ

るため、抵抗性遺伝子を用いる際、どのようにしてこの抵抗性を維持するのかという点

が問題となる（Lecoq et al. 2004）。一方、ウイルスに感染した植物において病徴を抑制

する耐性遺伝子はウイルスに対する打破の危険性が少なく有用である（Uchibori et al. 

2009; Zhu et al. 2003）。また、ウイルス感染による被害の程度は、えそやモザイクといっ

た病徴により異なるので、病徴のタイプの遺伝的制御も必要である。 

 TuMV はポティウイルス属のウイルスであり、アブラナ科作物を含む広範な植物に感

染する（Walsh et al. 2002）。B. rapaでは、TuMV感染による病徴のタイプやその程度は

品種により様々であるが、全身えそは植物体が枯死するためその被害は最も大きい。ま

た、ハクサイ（B. rapa subsp. pekinensis）では、えそを生じた組織は軟腐病菌（Erwinia 

carotovora subsp. carotovora）などその他の病原菌が感染しやすくなるため（Tamura 1984）、

ウイルスによるえそ病徴は軽微であっても被害は大きくなる。一方、モザイクは葉の奇

形、収量や品質の低下を招くが、その程度が軽微な場合は病徴は目立たず経済的な被害

は小さい。したがって、B.rapa において TuMV による被害を軽減するためには、えそ

病徴を抑制するなど、病徴の制御が効果的であると考えられる。しかし、アブラナ科作

物における TuMV による病徴誘導のメカニズムや病徴発現を制御する遺伝子に関する
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研究は少ないのが現状である。アブラナ（B. napus）では、TuMV-UK1 に対する抵抗性

遺伝子 TuRB01 と密接に連鎖する全身えそを誘導する遺伝子の報告がある（Jenner et al. 

2000）。一方、TuMV の P3タンパク質は非病原性因子であるほかに、B. napus や B. juncea

に対する病徴の程度を決定する因子でもあることが明らかとなっている（Jenner et al. 

2003）。また、A. thaliana では、TuMV の P3 と宿主の TuNI 遺伝子との相互作用により

えそが誘導され、このえそは HR様の細胞死であることが報告されている（Kaneko et al. 

2004; Kim et al. 2008; Kim et al. 2010）。 

第 3章では、B. rapa における TuMV による病徴誘導のメカニズムを明らかにするこ

とを目的として、TuMVに対する抵抗性遺伝子とえそ病徴誘導遺伝子を同定し、それら

の関係について解析した。また、TuMV 側のえそ病徴誘導因子の同定も行った。 
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材料と方法 

 

1. 材料 

(1) 供試ウイルス 

 Turnip mosaic virus（TuMV）のダイコン系統（TuR1）、キャベツ系統（TuC）、アブラ

ナ系統（UK1）を用いた。また、UK1 の変異体として得られた UK1 mutant （UK1m）、

site-directed mutagenesisによりUK1感染性クローンを基にアミノ酸変異を伴う塩基置換

を導入した感染性クローン UK1-P3m、UK1-CIm 及び UK1-CPm を用いた。接種源は各

感染性クローンを Nicotiana benthamiana に接種後、これをカブ品種「雪姫かぶ」で継代

したものを用いた。「雪姫かぶ」はグロースチャンバー（温度 21℃、12 時間日長）で育

成した。 

 

(2) 供試植物 

ハクサイ品種「秋まさり」「優春」「はやひかり」「山東白菜」「Tropical Delight」及び

カブ品種「早生大蕪」並びにそれらの自殖・交雑後代を用いた。 

 

2. 方法 

(1) 植物個体の養成 

 植物は MLR-350 グロースチャンバー（SANYO）で 21°C、12 時間日長、150 mol/m/s

で育成した。 

 

(2) ウイルスの接種 

播種後約 1 週間の展開した子葉に汁液接種を行った。接種する葉には接種前にカーボ

ランダムを適当量振りかけた。乳鉢に接種源 0.1 g あたり 1ml となるように 0.1 M リン
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酸緩衝液を入れ、さらにリン酸緩衝液 1 mlあたり 2.3 mgのDIECAを加えて溶解させた。

ここへ接種源を入れて乳鉢でよくすりつぶした。綿棒に汁液を含ませ、葉の表側を丁寧

に擦った。接種後すぐに水をかけてカーボランダムや余分な汁液を洗い流した。 

 

(3) 植物組織からの Total RNA 抽出 

 乳鉢に 0.1 g の葉組織に対し、1 ml の TRIzol（Invitrogen）を入れ、乳棒でよく磨際し

た。磨砕液を 4°C、12,000 G で 10 分間遠心し、上清を回収した。これに 200 l のクロ

ロフォルムを加えて、15 秒ボルテックスをかけて室温で 3 分放置した。4°C、12,000 G

で 15 分間遠心し、上清を回収した。回収した上清の半量のイソプロパノールと半量の

沈殿バッファー（0.8 M Sodium citrate, 1.2 M NaCl）を加え、室温で 10 分放置した。4°C、

12,000 G で 10 分間遠心した。上清を捨て、ペレットを 80%エタノールでリンスした。

エタノールを除き、ペレットを風乾し、40 l の H2O にペレットを溶解した。 

 

(4) 逆転写反応及び PCR による cDNA の合成並びにクローニング 

逆転写反応は AMV Reverse Transcriptase XL（Takara）のキットを用い、添付のプロト

コールに従って行った。逆転写産物は 10×Buffer for KOD-Plus-ver.2（東洋紡）5 l, 2 mM 

dNTP 5 l, 25 mM MgSO4 3 l, Forward Primer（10 M）1.5 l, Reverse Primer（10 M）0.75 

l, KOD-Plus-ver.2 1 l, 逆転写反応産物 3 l, H2O2 30.75 lを94°C 2分の後、98°C 10秒、

Tm 値-5°C 30 秒、68°C 1 分/1 kb を 30 サイクルで増幅した。プライマー配列は Table 1

に示す。合成した cDNA は pCR-XL-TOPO ベクター（Invitrogen）または pGEM-T ベク

ター（Promega）にクローニングした。 

 

(5) 大腸菌への形質転換、プラスミドの抽出 

① コンピテントセルの調整 
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 -80°C で凍結しておいた大腸菌（JM109 株）を LB プレート（Bacto-Trypton 2 g, 

Bacto-yeast extract 1 g, NaCl 2 g, Agar 3 g, up to 200 ml）にストリークし、37°C で 14~16

時間培養した。シングルコロニーの大腸菌を 1 M MgCl2（フィルターろ過滅菌）及び 1 M 

MgSO4（フィルターろ過滅菌）を 30 l ずつ加えた SOB 液体培地（Bacto-Trypton 10 g, 

Bacto-yeast extract 2.5 g, 1M NaCl 5 ml, 1M KCl 1.25 ml, up to 500 ml）3 ml に入れ、37°C で

14~16 時間振とう培養した。SOB 液体培地 200 ml、1 M MgCl2及び 1 M MgSO4を 20 l

ずつ加え、そこに振とう培養した培養液 2 ml 入れて 550 nm で吸光度が 0.4~0.8 になる

まで約 2 時間振とう培養した。氷上に 10 分間静置し、氷冷したナルゲンチューブに移

し、4°C、3,500 rpm で 10 分間遠心し上清を捨てた。これに TFB（35 mM 酢酸カリウム, 

50 mM CaCl2･2H2O, 45 mM MnCl2･4H2O, 100 mM 塩化ルビジウム, 15% ショ糖, 酢酸で

pH 5.8 に調製, up to 100 ml）を 4 ml 加え、静かにペレットを懸濁した。4°C、3,500 rpm

で 10 分間遠心し、上清を捨てた。TFB を 1 ml 加え、静かに懸濁した。DMSO を 70 l

ずつ加え、100 l ずつ分注し、-80°C で保存した。 

 

② 大腸菌の形質転換 

 コンピテントセルを氷上で溶かし、クローニングした反応液 10 l を加え、氷上で 30

分静置した。42°C、45秒インキュベートし、その後急冷した。2YT液体培地（Bacto-tryptone 

3.2 g, Bacto-yeast extract 2 g, NaCl 2 g, up to 200 ml）を 900 l加えて総量を 1 mlとし、37°C

で振とう培養した。これを LB-amp プレート（アンピシリン終濃度 50 l/ml）にストリ

ークした。ただし、ブルーホワイトセレクションを行なう場合はプレートに 50 l の 2% 

X-gal 溶液（5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル--D ガラクトピラノシドを N,N-ジメチル

ホルムアミドで 2%に溶解）と 100 mM IPTG（イソプロピル- -D(-)チオガラクトピラ

ノシド）溶液をストリークした後に大腸菌をストリークした。プレートを 37°C で一晩

培養した。 
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③ プラスミド抽出 

 LB 液体培地（Bacto-Trypton 2 g, Bacto-yeast extract 1 g, NaCl 2 g, up to 200 ml）を 5 ml

ずつ分注し、カナマイシンを 50 mg/ml となるように加えた。滅菌した爪楊枝で単コロ

ニーをつつき、爪楊枝ごと試験管に入れた。これらの作業はクリーンベンチ内で行なっ

た。37°C の恒温振とう機で一晩培養した。一晩培養した培養液を室温、5,000 rpm で 1

分間遠心し、集菌して培養液を除いた。200 l の冷蔵しておいた Solution 1（50 mM グ

ルコース, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl pH 8.0）で懸濁した。チューブに Solution 2（0.2 

M NaOH, 1% SDS）を 300 l 加え転倒混和した。チューブを氷中に 5 分間置いた。チュ

ーブに冷蔵しておいた Solution 3（3.0 M 酢酸カリウム）を 300 l 加え転倒混和した。

チューブを氷中に 5 分間置いた。室温、10,000 rpm で 10 分間遠心し、上清を新しいチ

ューブに移した。RNase A（DNase-free）を最終濃度 20 l/ml になるように加えた。37°C

で 1 時間インキュベートした。クロロホルムを 400 l 加え、30 秒間転倒混和した。室

温、5,000 rpm で 1 分間遠心し、上層を新しいチューブに移した。移した上層と等量の

イソプロパノールを加え、転倒混和した。室温、13,000 rpm で 10 分間遠心し、イソプ

ロパノールを除いた。70%エタノールを 500 l 加えてペレットやチューブの内壁を洗い、

室温、13,000 rpm で 1 分間遠心した。エタノールを除き、約 5 分間ペレットを風乾させ

た。32 l の滅菌水を加え、DNA を溶解した。氷中で冷却した 4 M NaCl 8 l 及び 13% 

PEG8000 40 l を加えてよく混ぜ、氷中に 20 分間置いた。4°C、13,000 rpm で 15 分間遠

心した。上清を除き、70%エタノール 500 l でペレットを洗った。エタノールを除き、

ペレットを風乾させた。滅菌水 20 l を加えてプラスミド DNA を溶解した。 

 

(6) DNA 配列解析 

DNA 配列解析は、ABI PRIZM 310 Genetic Analyzer を用い、添付のプロトコールに従

って行った。プライマー配列は Table 1 に示す。 
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(7) 塩基置換導入感染性クローンの作成 

 塩基置換を導入した感染性クローン（UK1-P3m、UK1-CIm 及び UK1-CPm）は

QuickChange SiteDirected Mutagenesis Kit（Strategene）により、UK1 感染性クローンに変

異を導入して作成した。 

 

(8) 植物組織からの Total DNA 抽出（CTAB 法） 

 新鮮な葉を抽出用バッファー（50 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM NaCl, 2% CTAB, 1% 

Polyvinylpyrrolidone-40）700 l で磨砕した。磨砕液を 60°C、30 分間インキュベートし

た。この際、5~10 分おきに取り出して軽く混合した。室温で 2 分間放冷したあと、ク

ロロホルム/イソアミルアルコール（24:1）を 700l 加え、30 秒ほど転倒混和した。室

温で 5 分間、5,000 rpm で遠心した。上層を移し、等量のイソプロパノールを加えて転

倒混和した。室温で 5 分間、14,000 rpm で遠心し、上澄みを取り除いた。70%エタノー

ルを 500 l 加え、DNA のペレットを洗浄した。室温で 3 分間、14,000 rpm で遠心した。

上澄みを取り除き、DNAペレットを風乾させた。50 l の TEバッファー（10 mM Tris-HCl 

pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0）を加えて DNA を溶解させた。 

 

(9) DNA 多型マーカー 

BRMS SSR マーカー配列は野菜茶業研究所が公開している VegMarks データベース

（http://vegmarks.nivot.affrc.go.jp/VegMarks/jsp/index.jsp）から得た。indel PCR マーカーは

Brassica データベース（BRAD; http://brassicadb.org/brad/）で公開されているハクサイゲ

ノム配列 Scffold000009 及び Scaffold000129 をもとに作成した。作成したプライマー配

列は Table 2 に示す。 
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Table 1 Primer's sequences used for amplification and sequencing of TuMV-UK1m  

Primer name   Primer's sequence (5'3') 

P1,HC-F Amplification Forward CACAAATCTTTCAAAGCATTCAAGC 

P1,HC-R  Reverse GGATCCATGAGTGTCCTCCCATTC 

P3,CI-F Amplification Forward CTGTGGAACAACTCATCAAATTCACGAG 

P3,CI-R  Reverse TCCAAGAACTCCACAAAGTACCAGCAC 

6K2,NIa-F Amplification Forward GAATGCTGATCACTCATTTGCTAC 

6K2,NIa-R  Reverse GCTCGAACAGCCACCGATTCTGC 

NIb,CP-F Amplification Forward GAATATACAAGCATCGCAACCG 

NIb,CP-R  Reverse CTTATAGTCTACCAGCATACAAC 

P1，HC-F1  Sequencing  CGTTATCAAAGCAATCACC 

P1，HC-F2  Sequencing  CGTGTTGAGGATGCACGAGG 

P1，HC-F3  Sequencing  CATGTTGACACGATCCCTGG 

P1，HC-F4  Sequencing  CAAGTTGTACGATGCCAGG 

P1，HC-F5  Sequencing  CAATCACTGAGCAGTGCAAAC 

P1，HC-F6  Sequencing  GGTGAGAGAGGATACCATGC 

P1，HC-F7  Sequencing  CGAGGAGAATAAAATGTAC 

P1，HC-R1  Sequencing  CTGTGTACAGTTTAGGTTGC 

P3-F1  Sequencing  TAGTCAGAGTGTGTTAGCCC 

P3-F2  Sequencing  AAGCGAAGCCGATTTAGGCG 

CI-F1  Sequencing  AGGACAGAAGGGAAGTTCAT 

CI-F2  Sequencing  AATCTCAGTGATGACCAGTGG 

CI-F3  Sequencing  CAAGCTACAATGAGGTAGACG 

CI-F4  Sequencing  AGGTCACGCTCTGCGAATAG 

CI-F5  Sequencing  ATTAGCCATACCTCACCGAG 

CI-F6  Sequencing  CGAACTTCTCACTGCAGAGCA 

6K2，NIa-F1  Sequencing  GAGTATGGAGCTCTTGAGGC 

6K2，NIa-F2  Sequencing  GATCCTGAAGATTTCTCTGC 

6K2，NIa-F3  Sequencing  GTAACTCCATGTTCAGAGGG 

6K2，NIa-F4  Sequencing  CAATAATGCCAGTGGAGAAC 

NIb，CP-F1  Sequencing  GCTAATCTCAGACCTCGAC 

NIb，CP-F2  Sequencing  GATGAGAATGACATATTCG 

NIb，CP-F3  Sequencing  GTATTGCGATGCTGATGGCTC 

NIb，CP-F4  Sequencing  GAGCCAGAGCGAATAGTATC 

NIb，CP-F5  Sequencing  GGTGAAACGCTTGATGCAGG 

NIb，CP-F6  Sequencing  CTCAATGGTTTAATGGTCTGG 

NIb，CP-F7  Sequencing  GTACAACGGTAGAGAACACG 
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Table 2 Primer's sequences for amplification of indel PCR markers 

Indel PCR 

marker 

 
Primer's sequence (5'3') 

9-2.4M Forward ATCCACCGGAGATAGTTGCGAAAGC 

 Reverse AGGTCTCCGTTTAAAGTTAGCCTCC 

129-center Forward AACAAGTGCATCTGTGTTCACCAGCAAG 

 Reverse GATTCGTAGGTACTTTACTCAGTGGTC 

129-0.3M Forward ATGGCACTTGTCCTCGCAAACTGTAC 

 Reverse GCGCGTTTAAGCTCAAGGAGAATGAG 
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結果 

 

TuMV-UK1に対する B. rapa の病徴誘導因子 

 TuMV に感染した B. rapa において、病徴のタイプがどのように決定されるのか明ら

かにするため、TuMV-UK1 系統及びこれに関与する突然変異系統 UK1mをハクサイ 3

品種、カブ 1品種に接種した。ハクサイ品種「優春」は TuMV-UK1 感染により全身え

そを生じた。また、マイルドなモザイクがえそとともに生じる場合もあった。ハクサイ

品種「はやひかり」におけるえそ病徴は「優春」で観察されるものよりもマイルドであ

った。「はやひかり」では、より小さく、少数のえそ病斑が生じ、感染葉は徐々に退緑

した（Figure1）。「はやひかり」の葉脈に沿ったえそは、葉のカールを引き起こした。ま

た、「はやひかり」のマイルドなモザイクを生じた感染葉では奇形も観察された。カブ

品種「早生大蕪」は UK1 に対してモザイクを示した（Figure 1）。一方、ハクサイ品種

「秋まさり」と「秋まさり」由来の実験系統 AS9は UK1 に対して抵抗性を示した（Figure 

1）。UK1を「秋まさり」や AS9の子葉に接種すると、ほとんどの場合病徴は見られず、

まれにわずかなえそ斑点が観察された。よって、UK1 に対する「秋まさり」の抵抗性

は高度抵抗性であると考えられた。この抵抗性は UK1の変異により打破され、感染し

た個体は全身えそを示した（Figure 1）。この UK1変異体（UK1m）に対する他の 3品種

の病徴は、マイルドなモザイクに変化した。これらの結果から、TuMV の感染により現

れる病徴のタイプは、品種とウイルス系統の組合せにより決定されると考えられた。 

 病徴誘導に関する宿主側の因子を同定するために、「優春」「はやひかり」及び「秋ま

さり」から自殖第 1（S1）集団を得て、UK1 に対する反応を調べた。「優春」から得ら

れた全ての S1植物は全身えそを示したが、「はやひかり」及び「秋まさり」から得られ

た S1集団の UK1 への反応は「はやひかり」や「秋まさり」と異なっていた（Table 3）。

「はやひかり」S1集団ではモザイク 34個体、えそ 11個体に分離した。この S1植物に
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おけるえその程度は「はやひかり」が示すものよりも激しく、「優春」と同程度であっ

た。S1集団において、「はやひかり」と同程度のマイルドなえそはほとんど観察されな

かった。これらの結果から、「はやひかり」におけるえそは単一の劣性遺伝子により制

御されており、この遺伝子をヘテロ型で持つ「はやひかり」ではえその発現が環境要因

や遺伝的背景により大きく影響を受けていることが示唆された。一方、葉の奇形は S1

集団のうちモザイクを示した 34個体中 20個体で観察された。このことから、「はやひ

かり」の葉脈のえそに伴う葉の奇形は他の因子によるものであると考えられた。「秋ま

さり」の S1集団は抵抗性 29個体、モザイク 9個体に分離したことから、「秋まさり」

は UK1に対して優性の抵抗性遺伝子を持つことが明らかとなった（Table 3）。なお、AS9

は「秋まさり」S2集団の中から、この抵抗性遺伝子をホモで持つ系統として選抜した系

統である。抵抗性と全身えそを誘導する遺伝子間の対立性を調べるため、「秋まさり」

と「優春」を交雑し F1及び F2集団を得た。F1集団では抵抗性 46個体と感受性 50個体

に分離し、理論比 1:1 に適合した（Table 3）。F2世代 12集団のうち、F1で抵抗性を示し

た個体に由来する 6集団では各集団内で“抵抗性”と“えそ”に分離し、F1で感受性を

示した個体に由来する 6集団は各集団内で“えそ”と“モザイクまたはマイルドなえそ”

に分離した。これらの分離比はそれぞれ 3:1と 1:3 となった（Table 3）。これらの結果よ

り、抵抗性遺伝子とえそ誘導遺伝子は同座またはごく近傍で連鎖していること、抵抗性

遺伝子はえそ誘導遺伝子に対して優性、または上位下位の関係にあることが示唆された。

一般的に、上述のような古典的な遺伝解析では劣性遺伝子同士以外遺伝子間の同座性を

証明することは困難である。この問題に対して、同座であると証明されるまで異なる遺

伝子座の遺伝子として扱うか、同座でないと証明されるまで複対立遺伝子として扱うか

2通りの方法がある。病害抵抗性に対する遺伝子記号が極端に増えるのを避けるために、

イネいもち病で行われているように（Inukai et al. 1994）ここでは後者を用いることとし

た。ここでは便宜的に、「秋まさり」の抵抗性遺伝子と「優春」のえそ誘導遺伝子を Rnt1
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（Resistance and necrosis to TuMV）遺伝子座の複対立遺伝子としてそれぞれ Rnt1-1及び

rnt1-2とした。「秋まさり」由来で、えそ病徴を誘導しない劣性の複対立遺伝子は rnt1-3

とした。rnt1-2は rnt1-3に対して不完全劣性であり、その結果 rnt1-2/rnt1-3 は葉脈に沿

ったマイルドなえそを伴う葉の奇形となる。 

 Rnt1遺伝子座の染色体上の位置を決定するために、まず VegMarks データベースをも

とに作成した SSRマーカーと、Rnt1-1を持つ AS9及び UK1 に対して感受性であるハク

サイ品種「山東白菜」から得た S1集団である SS11 を交雑した F2集団 46個体用いて連

鎖解析を行った。その結果、Rnt1は第6染色体上のSSRマーカーBRMS221及びBRMS013

の間に位置することが明らかとなった。より詳細なマッピングのため、BRADの情報を

もとに BRMS221及び BRMS013を含む scaffold sequenceから indel PCRマーカーを作成

し、AS9と SS11 の F2集団 142個体のうち感受性を示した 32個体を用いて Rnt1とマー

カーとの連鎖解析を行った。その結果、scaffold000129 内に作成した indel PCR マーカー

129-centerと Rnt1-1は共分離したことから、これらは組換え価 0%でごく近傍に連鎖し

ていることが明らかとなった（Figure 2）。 

 Rnt1-1と既に報告されている TuRB01b（Walsh and Jenner 2006; Walsh et al. 1999）はい

ずれも TuMV-UK1 系統を用いて同定されたこと、染色体 R6 上に座上していること、ま

た、これら 2つの抵抗性遺伝子に対する TuMVの非病原性遺伝子が CIであることから

（Walsh et al. 2002）、Rnt1-1と TuRB01b が同一の遺伝子である可能性が考えられた。そ

こで TuRB01b を持つハクサイ品種「Tropical Delight」（Walsh et al. 2002）に UK1mや次

節で作成した UK1-CIm を接種したところ、「Tropical Delight」の抵抗性は Rnt1-1抵抗性

に対して上位にあることが明らかとなった。すなわち AS9は UK1mや UK1-CImの感染

により全身えそを示したが、「Tropical Delight」は抵抗性を示した（Figure 1）。接種葉に

病斑は見られなかったことから、「Tropical Delight」の抵抗性も高度抵抗性であると考え

られた。これらの結果により、Rnt1-1は TuRB01b とは異なる遺伝子であることが示唆
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された。 

 

TuMV-UK1の病徴誘導因子 

 AS9の UK1 に対する抵抗性はまれに打破され、えそを生じて全身感染に至った。「優

春」、「はやひかり」及び「早生大蕪」にこの AS9 の TuMV 感染葉を接種源として接種

すると、その病徴は UK1 のものから変化した（Figure 1）。この UK1変異体（UK1m）

は AS9に全身えそを誘導するが、「優春」及び「早生大蕪」では病徴はよりマイルドな

モザイクとなった（Figure 1）。また、「はやひかり」において、葉の奇形は UK1接種時

よりもより軽微なものとなった。これらの病徴変化に関与するウイルス遺伝子を同定す

るため、RT-PCRにより UK1mゲノム配列の増幅を行い（Figure 3）、クローン化し配列

解析を行った。その結果、UK1mは 3518番目（P3）、3636 番目（6K1）、5480 番目（CI）

及び 9113番目（CP）の位置に塩基置換が生じていることが明らかとなった（Figure 3）。

6K1における変異を除き、その他の変異はアミノ酸変化を伴う非同義置換となっており、

P3 では Val から Ala（V1173A）、CI では Val から Glu（V1827E）、CP では Val から Ala

（V3038A）となっていた。いずれの変異が病徴の変化や抵抗性の打破に関与している

のか明らかにするため、site-directed mutagenesisによりそれぞれの変異を含む UK1 の感

染性クローンを作成した。各感染性クローン UK1-P3m, -CIm, -CPm をまず Nicotiana 

benthamianaに接種し、この感染葉を接種源として用いた。感染性試験の結果、CIにお

ける変異（V1827E）が全ての病徴変化と抵抗性の打破に関与していることが明らかと

なった（Figure 1, Table 4）。P3の変異（V1173A）はいずれの品種や系統でも病徴に影響

しなかったが、CP の変異（V3038A）は「早生大蕪」での病徴をわずかに軽減させた。

これらの結果から、UK1 の CI における 1827 番目のアミノ酸が抵抗性と病徴（えそ、

モザイク及び葉の奇形）に関与しているということが明らかとなった。Jenner et al.（2000）

は、B. napusが持つ TuMV-UK1 抵抗性遺伝子 TuRB01による抵抗性を打破する TuMVの
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アミノ酸変異箇所が CI 遺伝子における N1686D 及び H1857R であることを明らかにし

ている。しかし、これは本研究で明らかにした CIの変異箇所（V1827E）とは異なるも

のであった。 
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AS9 Yu-shun Wase-ohkabu Haya-hikari 

UK1 

UK1m 

UK1- 
  CIm 

Tropical Delight 

Figure 1 Symptoms on Brassica rapa plants infected with various TuMV isolations.  

 Systemic symptoms on four cultivars of Brassica rapa subsp. pekinensis and B. rapa subsp. rapa cv. Wase-

ohkabu at 14 dpi with Turnip mosaic virus (TuMV) strain UK1, UK1m or UK1-CIm. UK1m was a 

spontaneous mutant of UK1. An amino acid substitution at position 1827 in CI detected in UK1m was 

introduced in UK1 to create UK1-CIm. Classification of symptom expression to TuMV in each cultivar is 

shown in Table 2. In Haya-hikairi systemically infected with UK1, small necrotic lesions and veinal necrosis 

were observed on the chlorotic leaf. Resistance was only performed in the combinations of AS9/UK1 and 

Tropical Delight/UK1, UK1m and UK1-CIm. In the rest of combinations of B. rapa cultivars and TuMV 

strains, all plants were systemically infected by TuMV. The systemic infection was confirmed by hammer 

blotting or ELISA. 
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Table 3 Reaction of three Chinese cabbage cultivars and their selfed or crossed populations to Turnip mosaic virus (TuMV) 

strain UK1 

Cultivar or 

cross 
Generation Family

a
 

Reaction to TuMV-UK1 
Total Expected ratio 

2
 

R NM nM M 

Yu-shun   0 18 0 0 18   

Yu-shun S1  0 83 0 0 83   

          
Haya-hikari   0 0 4 0 4   

Haya-hikari  S1  0 11 0 34 45 1:3 0.01
ns

 

          
Aki-masari   18 0 0 0 18   

Aki-masari S1  29 0 0 9 38 3:1 0.04
ns

 

          
Aki-masari F1  46 0 50 0 96 1:1 0.17

ns
 

  /Yu-shun          

          
Aki-masari F2    R3 10 2 0 0 12 3:1 0.08

ns
 

  /Yu-shun    R5 5 0 0 0 5 3:1 0.31
ns

 

    R15 12 1 0 0 13 3:1 0.39
ns

 

    R16 8 1 0 0 9 3:1 0.17
ns

 

    R12 74 29 0 0 103 3:1 0.55
ns 

    R21 80 27 0 0 107 3:1 0.003
ns 

    S4 0 4 0 13 17 1:3 0.02
ns

 

    S6 0 3 0 15 18 1:3 0.13
ns

 

    S7 0 5 0 17 22 1:3 0.01
ns

 

    S17 0 1 0 6 7 1:3 0.08
ns

 

    S21 0 1 0 5 6 1:3 0.04
ns

 

    S24 0 5 0 13 18 1:3 0.01
ns

 

R: resistance, NM: necrosis with mosaic, nM: mild necrosis with mosaic, M: mosaic 

ns: not significant 
a
 F2 families generated from F1 plants of a cross between Aki-masari and Yu-shun 
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BRMS-201 

BRMS-221 

BRMS-013 

129-0.3M 

Rnt1, 129-center 

17.9 
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41.9 

BRMS-227 

BRMS-108 
BRMS-127 

BRMS-261 

BRMS-226 
BRMS-014 

BRMS-013 

BRMS-221 
BRMS-309 

BRMS-184 

BRMS-252 

BRMS-201 

BRMS-027 
BRMS-101 

BRMS-125 

15.9 

47.4 
49.0 
52.8 

67.8 
64.0 

75.0 

80.5 
82.7 

120.1 

129.8 
130.3 

R6 

1.6 
9-2.4M 

Figure 2 Linkage relationships between the resistance gene Rnt1-1 to TuMV-UK1 in 

Chinese cabbage (B. rapa subsp. pekinensis) cv. Aki-masari and the SSR markers on linkage 

group R6.  

 The left map was developed by the National Institute of Vegetable and Tea Science in Japan 

(http://vegmarks.nivot.affrc.go.jp/VegMarks/jsp/index.jsp). Names of SSR markers are to the 

right of the vertical lines and map distances are to the left. 
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P1 HC-Pro  P3 6K 

1 CI NIa NIb CP VPg 

1000 bp 

P1,HC-F P1,HC-R 6K2,NIa-F 6K2,NIa-R 

NIb,CP-F NIb,CP-R 

V1173A V1827E V3038A 

6K 

2 

P3,CI-F P3,CI-R 

Figure 3 Mutations detected on the genomic sequence in TuMV-UK1.  

 Black and white triangles indicate nonsynonymous and synonymous substitutions, respectively. 

Primers used for the RT-PCR are marked by arrows. 
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Table 4 Type of systemic symptoms induced by the TuMV strain UK1, the mutant 

derived from UK1 (UK1m) and the UK1 infectious clones after the introduction of 

single amino acid substitutions in P3, CI and CP (UK1-P3m, -CIm and -CPm), 

respectively, in three cultivars of B. rapa subsp. pekinensis and B. rapa subsp. rapa cv. 

Wase-ohkabu. 

TuMV strain 

and mutant 

Reaction or symptom type to TuMV 

AS9 Yu-shun 
a
 Haya-hikari 

a
 Wase-ohkabu 

a
 

  UK1    R      NM      nM    M+++ 

  UK1m      NM      M+      M+    M+ 

  UK1-P3m      R      NM      nM    M+++ 

  UK1-CIm      NM      M+      M+    M+ 

  UK1-CPm      R      NM      nM    M++ 

R: resistance, NM: necrosis with mosaic, nM: mild necrosis with mosaic, M: mosaic 
a
 Number of plus signs indicates the severity of the mosaic 
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考察 

 

 本章において、B. rapaと TuMV の系における病徴のタイプは宿主の Rnt1 遺伝子座と

ウイルスの CI遺伝子における遺伝子型の組合せにより決定されるということが明らか

となった。B. rapaにおいて Rnt1-1は UK1 に対して抵抗性を誘導したが、rnt1-2は全身

えそ、rnt1-3はモザイクを示す。さらに、rnt1-2と rnt1-3のヘテロ接合体では、葉脈に

沿ったマイルドなえそを伴う葉の奇形を生じたが、この表現型は環境要因または遺伝的

背景によって変化しやすかった。Rnt1-1と rnt1-2の同座性については、古典的な遺伝解

析方法の限界により、明確に示すことはできなかった。しかしながら、UK1 の CIにお

ける単一のアミノ酸変化（V1827E）によって Rnt1-1による抵抗性が打破され、rnt1-2

による全身えそが抑制されたことから、Rnt1-1及び rnt1-2から生じる翻訳産物は直接ま

たは間接的に UK1 の CIの同一のドメインと相互作用していると考えられる。さらに、

Rnt1-1は CIの V1827E変異により全身えそを生じた。これらの結果から rnt1-2は Rnt1

遺伝子座の複対立遺伝子の一つであることが強く示唆された。「はやひかり」において

マイルドなモザイクを誘導する遺伝子と rnt1-2との対立性について本研究では明らか

にしていない。しかし、「はやひかり」や「優春」において、UK1 感染で生じたえそが

UK1-CIm感染では誘導されなかったことから、「はやひかり」は rnt1-2を持つことが示

唆された。 

 TuMV に感染した B. rapa において、rnt1-2は rnt1-3よりも被害の大きい全身えそを

誘導することから、育種においては rnt1-2遺伝子を取り除かなければならない。しかし、

TuMV に全身感染した B. rapa は不稔になりやすく、ウイルスを感染させて rnt1-3/rnt1-3

遺伝子型を選抜し、その個体から採種することが困難である。このような特性を持つ場

合は DNA多型マーカーを用いるのが効果的である。本研究では、indel PCR マーカー

129-centerが Rnt1のごく近傍で連鎖していることを明らかにした。このマーカーは選抜
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マーカーとしてだけでなく、マップベースクローニングの際に Rnt1 遺伝子座の指標と

しても用いることができる。 

 TuMV 感染における B. rapa の全身えそ誘導機構については明らかにしていない。し

かし、筆者が所属する研究室の研究グループは、TuMV を接種した A. thaliana において

観察される全身えそが抵抗性反応であるHR細胞死と同様の現象であるということを報

告している（Kim et al. 2008）。また、TMVに対して HRを誘導する N. tabacum の N遺

伝子は、コード領域やプロモーター領域の変異によって HRから全身えそに変化する

（Dinesh-Kumar et al. 2000）。従って、抵抗性反応である HRと全身えそとの違いは、細

胞死によってウイルスの増殖と移行を阻害できるかどうかにある。Rnt1-1による抵抗性

が CIの変異によって打破され全身えそとなるのは HRが全身に誘導された結果である

と捉えることができる。ERも HRも非病原性遺伝子及び抵抗性遺伝子の相互作用によ

って誘導されるが、ERはそれら 2つの遺伝子産物のアフィニティが高い場合に誘導さ

れ、アフィニティが低い場合は HRを誘導すると考えられている（Bendahmane et al. 

1999）。よって、V1827E変異により CI及び Rnt1-1遺伝子産物との間の相互作用が弱ま

ったため ERから HRに変化したと考えられる。また、全身えそを誘導する rnt1-2は

V1827E変異を持つ CIとは相互作用できないため、えそが誘導されないと考えられた。 

 本研究において、TuMV による病徴は宿主の抵抗性遺伝子座 Rnt1 と TuMV の CI遺伝

子によって決定されるということを明らかにした。Rnt1 遺伝子座は TuMV に対する抵

抗性だけでなく、えそや葉の奇形も制御しており（Table 5）、Rnt1遺伝子座と非病原性

遺伝子 CIとの複雑な相互作用により異なる病徴をもたらしていた。さらに、CIタンパ

ク質はおそらく他の宿主因子とも同じドメインにより相互作用しているものと考えら

れた。TuMV による異なる病徴発現について明らかにするためには、Rnt1座の各対立遺

伝子と CIについてのより詳細な研究が必要であるといえる。 
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Table 5 Relationship between genotype and phenotype in the Rnt1 gene of B. rapa 

Genotype Phenotype Cultivar or line 

  Rnt1-1/Rnt1-1      AS9 

  Rnt1-1/rnt1-2 extreme resistance     --- 

  Rnt1-1/rnt1-3      Aki-masari 

    

  rnt1-2/rnt1-2 necrosis with mosaic     Yu-shun 

  rnt1-2/rnt1-3 mild necrosis with mosaic     Haya-hikari 

   
  rnt1-3/rnt1-3 mosaic     Wase-ohkabu 
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第 4 章 Rnt1-1 による TuMV 抵抗性と連動したアスコルビン酸蓄積量の増加とその誘

導機作 

 

背景及び目的 

 

AsA は植物の細胞内に比較的多量に蓄積されている抗酸化物質である（Zechmann 

2011）。植物での生合成経路はマンノース／ガラクトース経路というメインの経路のほ

か、ミオイノシトール経路、グロース経路、ガラクツロン経路の合計 4つの経路により

合成される（Figure 4; Gallie 2013a; Suza et al. 2010）。また、酸化型 AsAであるモノデヒ

ドロアスコルビン酸（MDHA）やデヒドロアスコルビン酸（DHA）を還元することで

AsAをリサイクルする経路も存在している（Figure 4; Gallie 2013b）。この還元経路を担

う酵素の 1 つデハイドロアスコルビン酸リダクターゼ（DHAR）を過剰発現させた A. 

thalianaやN. tabacumでAsA蓄積量が 2～4倍に増加することが報告されており（Chen et 

al. 2003; Wang et al. 2010）、さらに筆者は DHAR遺伝子のホモログの 1つを欠損させた

変異体で AsA蓄積量が約 40%減少することを明らかにしている（unpublished）。このよ

うに、植物体内での AsA 蓄積には合成経路だけでなく、DHA や MDHA の還元による

リサイクル経路も重要な役割を果たしている。 

AsA は植物体内でエチレン、アブシジン酸、ジベレリン及びアントシアニン生成の

cofactor としても働いており、さらに、細胞分裂や細胞の伸長の調節にも関与している

（Gallie 2013a）。また、還元剤として植物体内の酸化還元バランスの調節や、活性酸素

を消去することを介して光合成や呼吸にも関与している（Gallie 2013a）。一方、傷害や

低温などの非生物的ストレスに応答して AsA蓄積量が増加することが、A. thaliana、ホ

ウレンソウ（Spinacia oleracea）及びコマツナ（B. campestris）で報告されている（Suza et 

al. 2010; Tamura 1999）。おそらくこれらの非生物的ストレスによって生成される活性酸
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素（ROS）を消去するためであると考えられている。しかし、これらの AsA 蓄積量増

加のメカニズムは十分明らかになっていない（Suza et al. 2010）。Wolucka et al.（2005）

は N. tabacumにジャスモン酸メチル（MeJA）を処理すると AsA蓄積量が増加すると報

告した。N. tabacum懸濁細胞を用いた実験で、AsA合成やリサイクル経路に関与する酵

素遺伝子のMeJA処理による発現量変化を調べたところ、合成経路の酵素遺伝子の発現

が上昇することが明らかになっており、非生物的ストレスによる AsA蓄積量増加は JA

シグナルを介して植物体内での AsA の合成が促進された結果ではないかと考えられて

いる。一方、生物的ストレスによる AsA蓄積量増加の報告として CMVの弱毒系統を接

種したトマトや Pepper mild mottle virus（PMMoV）の弱毒系統を接種したピーマンにお

いて AsA 蓄積量が 30-40%増加するという報告がある（Kanda and Tsuda 2008; Sayama 

2003; Tsuda et al. 2005）。しかし、弱毒系統の感染では細胞死は起こらないため活性酸素

が生じることはなく、植物が何のために AsA 蓄積量を増加させるのか、またどのよう

なメカニズムで増加させるのかについては明らかになっていない。 

RNA サイレンシングとは、ウイルスの侵入に対する植物の防御機構である。ウイル

スが植物に侵入し、宿主植物の機構を利用して複製を始めると、複製中間体として二本

鎖 RNAができる。植物は細胞内でこの二本鎖 RNAを特異的分解酵素である DCLによ

って、21～24 ヌクレオチドの siRNA に切断する。siRNA は RISC と呼ばれるタンパク

質複合体に取り込まれ、RISCはこの siRNAと相補的な RNAを細胞内で探し出し、RISC

を構成する AGOによってそれを切断する。ウイルス由来の siRNAであれば、ウイルス

RNAを切断することとなるため、RNAサイレンシングはウイルス増殖に対する防御機

構として機能している。しかし、ウイルスは RNA サイレンシングに対するカウンター

攻撃として RNA サイレンシングサプレッサー（RSS）を生産し、siRNA、DCL あるい

は AGO に結合させることで RNA サイレンシング機構を抑制している。Shimura et al.

（2008）は、in vitroにおけるスクリーニングにより RSSと siRNAの結合を阻害する物
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質として AsAを見出し、AsAに抗ウイルス性があることを示した。 

AsA は植物細胞内に比較的多量に含まれる物質であること、外生 AsA には抗ウイル

ス作用があること（Shimura et al. 2008）及び弱毒系統ではあるが CMV や PMMoV に感

染したトマトやトウガラシの果実で AsA 蓄積量が増加することを考え合わせると

（Sayama 2003; Tsuda et al. 2005）、植物のウイルスに対する防御機構の一つとして AsA

の蓄積を誘導する機構の存在が考えられる。この AsA を介したウイルスに対する防御

反応の誘導機構について明らかにすることは、前章で扱った高度抵抗性など不明な点の

多いウイルス抵抗性の機構を理解する上でも、また AsA を抗ウイルス剤として利用す

る上でも重要であると思われる。そこで本章では、前章で用いた B. rapaと TuMV の系

を用いて B. rapaにおいても TuMVの感染により AsAの蓄積量が増加するのか、また増

加する場合品種間でどの程度変異があるのか調べた。その結果、Rnt1-1による高度抵抗

性を示す品種において特に顕著な AsA 蓄積量の増加が認められたことから、本章では

この高度抵抗性と連動した AsA 蓄積量増加に着目し、その誘導メカニズムを明らかに

する目的で研究を行った。 
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Figure 4 Pathways involved in ascorbic acid  (AsA) synthesis, oxidation and recycling in 

plants.  

 Proposed AsA biosynthetic pathways and ascorbate-glutathione cycle in plants. Arrows 

indicate a series of enzymatic reactions on each pathway and the genes encoding each 

enzyme studied in this study were described on the pathways. MIOX: myo-inositol 

oxgenase, PMI: phosphomannnose isomerase, VTC1: GDP-mannose pyrophosphorylase, 

VTC2: GDP-galactose phosphorylase, VTC4: L-galactose-1-P phosphatase, GalDH: L-

galactose dehydrogenase, GalUR: D-galacturonate reductase, GLDH: L-galactono-1,4-

lactone dehydrogenase, APX: ascorbate peroxidase, tAPX: APX localized at thylakoid, 

AO: ascorbate oxidase, MDHAR: monodehydroascorbate reductase, DHAR: 

dehydroascorbate reductase, GR: glutathione reductase.  
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材料と方法  

 

1. 材料 

(1) 供試ウイルス 

	
 Turnip mosaic virus（TuMV）のアブラナ系統（UK1）及び、UK1に由来する突然変異

系統で Rnt1-1を持つ「秋まさり」に病原性となる UK1m2系統を用いた。また、TuMV

のダイコン系統（TuR1）に黄色蛍光タンパク質（YFP）をつなぎ、ウイルスの複製とと

もに YFPが生産される形質転換ウイルス（TuMV-TuR1-YFP）を用いた。接種源はカブ

品種「雪姫かぶ」で継代したものを用いた。「雪姫かぶ」はグロースチャンバー（温度

21℃、12時間日長）で育成した。 

 

(2) 供試植物 

Rnt1-1を持つハクサイ品種「秋まさり」及び「空海 65」（犬飼未発表）、rnt1-2をもつ

ハクサイ品種「優春」並びに rnt1-3を持つカブ品種「早生大蕪」及び「雪姫かぶ」の 5

品種を用いた。 

Arabidopsis thaliana野生型Columbia（Col-0）及びAscorbate oxidase遺伝子（At5g21100）

欠損変異体 SALK_108854を用いた。変異体は Arabidopsis Biological Resource Centerよ

り入手した。 

 

2. 方法 

(1) 植物個体の養成 

	
 植物は MLR-350グロースチャンバー（SANYO）で 21°C、12時間日長、150 µmol/m/s

で育成した。 
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(2) ウイルスの接種 

ハクサイ及びカブは播種後約 1週間の展開した子葉に、A. thalianaは播種後約 4週間

のよく展開したロゼッタ葉に汁液接種を行った。接種は第 3章の方法と同様に行った。 

 

(3) 総アスコルビン酸（AsA）及び酸化型アスコルビン酸（DHA）蓄積量の測定 

植物組織の 5倍量の 6%メタリン酸溶液で植物組織を磨砕し、室温、14,000 rpmで 20

分遠心した。上清をとり、総 AsA測定時はこれを 5%メタリン酸で 10倍希釈し、DHA

測定時は 5%メタリン酸で 5 倍希釈して 60 µl の検液とした。検液は検体と盲検体を準

備した。総 AsA測定時には 0.2% 2,6-ジクロロインドフェノール溶液、DHA測定時には

5%メタリン酸を 10 µl加えてよく混ぜ、5分おいた。1%塩化第一すず-5%メタリン酸溶

液を加えてよく混ぜた。検体にヒドラジン液（2,4-ジニトロフェニルヒドラジン 0.4 g、

濃硫酸 5 ml、up to 20 ml）を 30 µl加え、37°Cで 3時間インキュベートした。インキュ

ベート後、氷中で冷却し、85%濃硫酸を 150 µl加えた。盲検体にはヒドラジン液を 30 µl

加えた。よく混ぜて室温で 30分放置した。530 nmの吸光値を測定した。0, 10, 20, 40 µg/ml

の AsA溶液を用いた検量線をとり、AsA量への換算を行った。 

 

(4) ELISA 

	
 	
 96穴マイクロプレートを用意し、1穴あたり 200 µlとなるように必要な抗体溶液量

を計算した。抗体溶液は抗 TuMVγ-グロブリン（O.D.=1.4）を 0.05 M炭酸ナトリウム

緩衝液（pH 9.6）で 1000 倍に希釈して作成した。希釈した抗体溶液をマイクロプレー

ト 1穴当り 200 µlずつ分注した。マイクロプレートの上面をパラフィルムで密封し、37℃

で 3～4 時間静置してマイクロプレートに抗体を吸着させた。PBS-T 溶液（NaCl 8 g, 

KH2PO4 0.2 g, Na2HPO4·12H2O 2.9 g, KCl 0.2 g, NaN3 0.2 g, Tween-20 0.5 ml, up to 1 L）でプ

レートを 3回洗浄した。新鮮な葉組織を 0.05～0.1 g用意し、葉組織を PBS-T溶液（葉
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組織 0.1 g当り 1 ml）でよく磨砕した。磨砕液を 10,000 rpm、4°Cで 10分間遠心した。

遠心後、氷中に置いた。プレートに上清を 1穴あたり 200 µl分注した。マイクロプレー

トの上面をパラフィルムで密封し、4°Cで一晩インキュベートした。溶液を捨て、PBS-T

溶液でプレートを 5 回洗浄した。抗 TuMVγ-グロブリンアルカリフォスファターゼコ

ンジュゲート（1mg/ml, 1%BSA）を PBS-T溶液で 1000倍に希釈した。希釈した抗体溶

液をマイクロプレート 1穴当り 200 µlずつ分注した。マイクロプレート上面をパラフィ

ルムで密封し、37°Cで 3～4時間インキュベートした。抗体溶液を捨て、PBS-T溶液で

プレートを 4回洗浄した。基質溶液（p-ニトロフェニルりん酸二ナトリウムを 10%ジエ

タノールアミン（pH 9.8）に 1 mlあたり 1 mgを溶解）をマイクロプレート 1穴当り 200 

µl ずつ分注した。マイクロプレートの上面をパラフィルムで密封し、37°C でインキュ

ベートし、発色させた。405 nmにおける吸光値を測定した。 

 

(5) 定量 RT-PCR 

葉組織からの Total RNAの抽出は第 3章と同様に行った。定量 RT-PCRはGenomeLAB 

GeXP Start Kit（Beckman Coulter）を用い、添付のプロトコールに従いつつ、改良を加え

て行った。これは、競合 PCR により一度に複数の遺伝子の発現量を解析することがで

きる。予備的な実験により、それぞれの遺伝子発現解析に用いるリバースプライマーは

1～1000 nMで調整した。逆転写（RT）反応は 48°C 1分、37°C 5分、42°C 60分、95°C 

5分で行った。マルチプレックス PCRは RT産物 9.3 µl、5×PCR buffer （ユニバーサル

フォワードプライマー及び dNTPが含まれる）4 µl、フォワードプライマー（各プライ

マーは 20 nMで調整）2 µl、Thermo-Start DNA polymerase（ABgene） 0.7 µl、25 mM MgCl2 

4 µlにより、95°C 10分の後、94°C 30秒、55°C 30秒、68°C 1分を 35サイクルで PCR

反 応 さ せ た 。 す べ て の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 5’ 側 に は

5’-AGGTGACACTATAGAATA-3’の 18 ヌクレオチドがついており、PCR 反応において
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ユニバーサルフォワードプライマーがこの配列にアニールする。3’側は各遺伝子特異的

な配列となっている。96-well CEQ electrophoresis plate（Beckman Coulter）に 1ウェルあ

たり CEQ sample loading solution（Beckman Coulter）38 µl、PCR産物 1µl、CEQ DNA size 

standard 400 1 µl（Beckman Coulter）を入れ発現解析を行った。発現解析は Beckman CEQ 

8800 及び解析ソフト eXpress profiling analysisにより行った。解析したデータは内部標

準として設定した 3遺伝子 PP2A, actin8及び TIP41の数値の相乗平均を算出し、この値

を用いて標準化した。用いたプライマー配列を Table 6に示す。 

 

(6) APX, DHAR, AO及び MDHARの活性測定 

① APX活性測定 

葉サンプルの 10 倍量の磨砕バッファー（50 mM HEPES, 0.5 mM AsA, 0.5% Triton 

X-100, 20%ソルビトール）で磨砕した。磨砕時に液量の 5%（w/v）ポリアミドを加えた。

磨砕液を 4°C、14,000 rpmで 15分遠心し、上清を取りさらに 30分遠心した。これを粗

酵素液とした。0.1 M リン酸カリウムバッファー（pH 7.0） 1 ml、5 mM AsA 100 µl、

50 mM EDTA 40 µl、dH2O 535 µl、1 mM H2O2 200 ml、粗酵素液 125 µlを混ぜ、直ちに

290 nmの吸光値を測定した。AsAの酸化による値の減少を APXの活性として算出した。

1分間で 1 µmolの AsAを酸化する酵素量を 1ユニットとして数値化した。 

 

② DHAR活性測定 

葉サンプルの 10倍量の磨砕バッファー（0.1 M リン酸バッファー（pH 7.5）7.5 ml、

Triton X-100 75 µl、0.5 M EDTA 30 µl、ソルビトール 3 g、up to 15 ml）で磨砕した。磨

砕時に液量の 5%（w/v）ポリアミドを加えた。磨砕液を 4°C、14,000 rpmで 15分遠心

し、上清を取りさらに 30分遠心した。これを粗酵素液とした。0.1 M リン酸カリウム

バッファー（pH 7.0）1 ml、5 mM DHA 200 µl、50 mM 還元型グルタチオン 200 µl、50 
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mM EDTA 40 µl、dH2O 497.5 µl、粗酵素液 62.5 µlを混ぜ、直ちに 265 nmの吸光値を測

定した。DHAが還元され AsAが生成されることによる数値の増加を DHARの活性とし

て算出した。グルタチオンによっても DHA還元により AsAが生成されるため、粗酵素

液を磨砕バッファーに置き換えた測定も行い、この数値を差し引いた。1分間で 1 µmol

の AsAを生成する酵素量を 1ユニットとして数値化した。 

 

③ AO活性測定 

	
 0.5 mM EDTA及び 0.75 M NaClを含む 0.1 M リン酸バッファー（pH 5.6）10 mlにTriton 

X-100 50 µl、ソルビトール 2 gを溶解したものを磨砕バッファーとした。葉サンプルの

10 倍量の磨砕バッファーで磨砕し、磨砕時に液量の 5%（w/v）ポリアミドを加えた。

磨砕液を 4°C、14,000 rpmで 15分遠心し、上清を取りさらに 30分遠心した。これを粗

酵素液とした。0.5 mM EDTAを含む 0.1 Mリン酸バッファー（pH 5.6）1.775 ml、5 mM 

AsA 100 µl、粗酵素液 125 µlをよく混ぜ、直ちに 265 nmの吸光値を測定した。AsAの

酸化による値の減少を AOの活性として算出した。1分間で 1 µmolの AsAを酸化する

酵素量を 1ユニットとして数値化した。 

 

④ MDHAR活性測定 

	
 葉サンプルの 10倍量の磨砕バッファー（DHAR活性測定用と同組成）で磨砕した。

磨砕時に液量の 5%（w/v）ポリアミドを加えた。磨砕液を 4°C、14,000 rpmで 15分遠

心し、上清を取りさらに 30分遠心した。これを粗酵素液とした。0.1 M TES バッファ

ー 1 ml、5 mM NAD(P)H 40 µl、10 mM AsA 500 µl、8 U/ml ascorbate oxidase 250 µl、dH2O 

85 µl、粗酵素液 125 µlをよく混ぜ、直ちに 340 nmの吸光値を測定した。NAD(P)Hの酸

化による吸光値の減少を MDHARの活性として算出した。1分間で 1 µmolの NAD(P)H

を酸化する酵素量を 1ユニットとして数値化した。 
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(7) 植物ホルモン及び類縁体蓄積量の測定 

植物ホルモン及び類縁体の蓄積量測定は、タンデム質量分析法を用いた高速液体クロマ

トグラフィにより、Matsuura et al.（2009）の報告に従って行った。 
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Table 6 Primer's sequences used for quantitative RT-PCR 

Primer name   Primer's sequence (5'3') 

BrPP2A -F Forward AGGTGACACTATAGAATAATTTGATGCAATATTCTGAACTCTCA 

BrPP2A -R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAACAACTTAGGCTGTTTGCATGA 

BrTIP41-F Forward AGGTGACACTATAGAATAACCTGAGGGGGAAGCTAGTC 

BrTIP41-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGACTCCATTGTCAGCCAGTTCA 

BrACT8-F Forward AGGTGACACTATAGAATAACATTCCAGCAGATGTGGATCTC 

BrACT8-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAAACCCAGAGAGTTTTGTCACAC 

BrMIOX-F Forward AGGTGACACTATAGAATAGCTGGCTATGAAGTAATTAGTCCTG 

BrMIOX-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAACTCGCTATGGATGATTGTGA 

BrVTC1-F Forward AGGTGACACTATAGAATATTTTCATCTTTGTGCTTTCGG 

BrVTC1-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATTACAAAACACCAAATGACTTTTAAC 

BrVTC2-F Forward AGGTGACACTATAGAATATTCTCCGGCGAAAATTGG 

BrVTC2-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATGCGGCAAAGGGTTAGTCT 

BrVTC4-F Forward AGGTGACACTATAGAATAAAGCTGGACAGGTGATTCGT 

BrVTC4-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAACCATTCGCAGCTGTTGTTT 

BrGalDH-F Forward AGGTGACACTATAGAATATGGGAAACACAGGTCTCAAA 

BrGalDH-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATTAATGCCTTGTCGGAACG 

BrGalUR-F Forward AGGTGACACTATAGAATATGAAGTGGAGGAATGCAAGA 

BrGalUR-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAGCAGTCAAAACAATGCCCTT 

BrGLDH-F Forward AGGTGACACTATAGAATAATACGCAGCACTGGCTCTCT 

BrGLDH-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAGTCTCCGGCTGGTTAAAGTTC 

BrAPX3a-F Forward AGGTGACACTATAGAATAACAACATAGTATGACCTGGATTAAAGA 

BrAPX3a-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAGAGCCACGAAGCAAAAGATT 

BrAPX3b-F Forward AGGTGACACTATAGAATACAACGTCTACAGTCACTATGGC 

BrAPX3b-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAGAGAAGAGAAGGGGAATGCGT 

BrAPX4-F Forward AGGTGACACTATAGAATACTGCATTGACAAAGCTAAGTGG 

BrAPX4-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATTGTTGTCACGCTTATGCTCA 

BrtAPXa-F Forward AGGTGACACTATAGAATATTCCACCCAAAAGAAAGAGC 

BrtAPXa-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAACAAGAGGACCAAAACGCTG 

BrtAPXb-F Forward AGGTGACACTATAGAATACACTTGTCGAGGGAACTTTTC 

BrtAPXb-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATAGCTAAGGGCCTCAACGAA 

BrAOa-F Forward AGGTGACACTATAGAATAAATCCAACCCCTTCCAGA 

BrAOa-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGACGCCCATTTTGTGTACTTATC 

BrAOb-F Forward AGGTGACACTATAGAATAAATCCGCACGTCCATCTCT 

BrAOb-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAGTAGCTAAGCGTGTTCAACCC 

BrAOc-F Forward AGGTGACACTATAGAATAGGGAAGAAAGAGCCATTGA 

BrAOc-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATGTTGGTAACGATGTGCTGC 
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BrMDHAR-F Forward AGGTGACACTATAGAATAGGTGAGTCAGCATATAGTTCCAG 

BrMDHAR-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAGAGGCTTCTCCATCATCACCA 

BrDHAR1-F Forward AGGTGACACTATAGAATAACTAGTTCCATCTGCTCCGC 

BrDHAR1-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGAAGCATAATAGATTGTTTGGTTAGAACA 

BrDHAR2-F Forward AGGTGACACTATAGAATACGTGCGAAATCTGAAGATCG 

BrDHAR2-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGACGGAGACGTTAGCGAGATGA 

BrGR1-F Forward AGGTGACACTATAGAATACACACACCATCTTAGAGAGTTTGG 

BrGR1-R Reverse GTACGACTCACTATAGGGATCATAGTGAGTCTCGGTTGTAGC 
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結果 

 

Rnt1-1抵抗性と連動したアスコルビン酸蓄積量の増加 

TuMV-UK1 系統に対して Rnt1-1 による高度抵抗性を示すハクサイ品種「秋まさり」及び「空

海 65」、rnt1-2 により全身えそを示す「優春」及び rnt1-3 によりモザイクを示すカブ品種「早生

大蕪」及び「雪姫かぶ」を用いてUK1接種後 4日目のアスコルビン酸蓄積量をMock区と比較

した。なお、アスコルビン酸には還元型アスコルビン酸の他に酸化型アスコルビン酸であるデヒ

ドロアスコルビン酸が存在するため、ここでは還元型アスコルビン酸を AsA、酸化型アスコルビ

ン酸を DHA と表記し、両者を合わせた総アスコルビン酸を総 AsA と表記した。Rnt1-1 を持つ

「秋まさり」では Mock 区に比べ接種区で総 AsA 蓄積量が有意に 62%増加し、同じく Rnt1-1

を持つ「空海 65」でも有意に 50%増加した（Figure 5）。感受性となる組合せでは、モザイク病

徴を示す「早生大蕪」では有意な増加は認められず、同じくモザイク病徴を示す「雪姫かぶ」で

は有意に 18%増加した（Figure 5）。一方、rnt1-2 により全身えそを示す「優春」は有意に 17%

減少した（Figure 5）。このように顕著な総 AsA 量の増加は、抵抗性の組合せにおいて特異的

に生じることが明らかとなった。 

次に 50~60%の総AsA量の増加がどの程度ウイルス耐性に寄与するのか明らかにするため、

アラビドプシスにおいて総 AsA 量が野生型の Col-0 に比べて約 33%増加することが判明して

いるアスコルビン酸オキシダーゼ（ao）（Yamamoto et al. 2005）変異体のウイルス耐性について

調べた。そもそも AO はアポプラストに局在して AsA からモノ酸化型アスコルビン酸（MDHA）

への酸化を触媒する酵素であり、AOの活性が抑えられることで AsAからMDHAへの酸化が

抑制されるため AsA 蓄積量が増加する。Col-0 と ao 変異体各 6 個体に黄色蛍光タンパク質

（YFP : yellow fluorescent protein）を組み込んだ TuMV系統 TuR1-YFP No. 5を接種し、非接

種上位葉において YFP蛍光が認められた葉組織のみサンプリングして ELISAによるウイルス

蓄積量の比較を行ったところ、ao変異体では ELISA 値で約 20%減少していることが示された
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（Figure 6）。この結果から 50%前後の総 AsA量の増加によってウイルス耐性が有意に増大す

るものと考えられた。 

 そこで、この総 AsA 蓄積量の増加と Rnt1-1 による高度抵抗性との関係を明らかにする目

的で、まずUK1及びUK1m2（UK1に由来する突然変異系統で「秋まさり」に病原性）をそれぞ

れ「秋まさり」に接種して、接種後の総AsA量を継時的に測定した（Figure 7）。その結果、感受

性の組み合わせではAsA蓄積量が増加する傾向は認められないが、抵抗性の組み合わせに

おいてMock区に対して接種 3日目で有意に 40%、6日目で有意に 35%増加するという結果

を得た。以上の結果から、Rnt1-1 による抵抗性反応と連動して AsA 蓄積量が増加すること及

びこの増加が接種後 3日目から起こることが明らかとなった。 

 植物体内でのAsA合成には主要経路であるマンノース／ガラクトース経路の他、ミオイノシト

ール経路、グロース経路、ガラクツロン経路の少なくとも 3 つの経路が関与することが明らかと

なっている（Gallie 2003a）。また、AsAが抗酸化物質として作用する場合には活性酸素を消去

するために酸化酵素であるアスコルビン酸パーオキシダーゼ（APX）や AO の基質として働き

AsA 自身が酸化されることで活性酸素を消去する。酸化された AsA は酸化型 AsA である

DHAやMDHA となるが、これらを還元酵素であるデヒドロアスコルビン酸リダクターゼ（DHAR）

やモノデヒドロアスコルビン酸リダクターゼ（MDHAR）によってリサイクルする経路も存在してお

り（Figure 4）、この還元経路の促進によっても AsA 蓄積量が増加することが報告されている

（Chen et al. 2003; Wang et al. 2010）。上述の、抵抗性と連動した AsA蓄積量の増加にいずれ

の経路が関与しているのかを明らかにするため、これらの経路に関与する酵素のうち遺伝子

の配列が明らかになっているものを用いて酵素遺伝子の発現量の解析を行った。Figure 7 に

おいてAsA蓄積量を測定した葉と同一の葉からRNAを抽出し、UK1接種直後、1日目、3日

目、6 日目について各遺伝子の発現量を調べて Mock 区とウイルス接種区を比較した。合成

経路上の遺伝子について見てみると、VTC4 や GLDH など一部の遺伝子で発現量が減少傾

向にあったものの、増加する傾向の遺伝子は認められなかった（Figure 8）。一方、酸化経路で
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は、APX4 や tAPX 遺伝子の発現量が接種後 3 日目においてウイルス接種区でいずれも約

40%減少していることが明らかとなった（Figure 8）。さらに還元経路については、DHAR1 遺伝

子の発現量が接種後 3 日目においてウイルス接種区で約 30%増加していることが明らかとな

った（Figure 8）。これらの結果から、AsA蓄積量の増加は合成経路の活性化よりもむしろ酸化

経路の抑制と還元経路の促進によるものではないかと予想された。そこで次に、酸化・還元酵

素それぞれの酵素活性を測定した。ウイルス接種後 1, 3, 5, 7日目に接種葉におけるウイルス

接種区及びMock区での APX, AO, DHAR及びMDHARの酵素活性を測定し、比較した。

APX の活性はウイルス接種 5日目においてウイルス接種区で 23%減少していた（Figure 9）。

また、AOの活性もウイルス接種 5日目においてウイルス接種区で 28%減少していることが示さ

れた（Figure 9）。一方、DHARについては、ウイルス接種 5日目においてMock区に比べてウ

イルス接種区で 38%増加していることが示された（Figure 9）。MDHARについてはわずかに減

少する傾向にあった（Figure 9）。これらの結果から、Rnt1-1 による高度抵抗性と連動した AsA

蓄積量の増加は、AsA の酸化抑制と DHA の還元促進によるものであることが強く示唆され

た。 

 

アスコルビン酸含量とウイルス耐性との関係 

 Rnt1-1抵抗性と連動した AsA蓄積量の増加は、ウイルスに対する防御反応の 1つと考えら

れたことから、次にその誘導シグナルを同定するため、抵抗性誘導シグナルとして報告のある

過酸化水素、サリチル酸（SA）、ジャスモン酸（JA）、アブシジン酸（ABA）が酸化・還元経路の

制御に関与しているかどうか解析を行った。まず、上述の 4つのシグナル物質を「秋まさり」に

噴霧処理し、AsA蓄積量が変化するかどうかを調べた。25 mMの過酸化水素を処理して酸化

ストレスを与えた場合には処理後 1, 6, 12, 24時間のいずれにおいても AsA蓄積量が増加す

る傾向にあることが示された（Figure 10）。1, 10, 50, 100 Mの SA処理では 24時間後に AsA

蓄積量を測定した場合、いずれの濃度でも大きな変化は認められなかった（Figure 10）。一方、
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MeJAで同じ濃度の処理を行ったところ、10 M処理で最もAsA蓄積量が増加し、17%増加し

た（Figure 10）。また、ABA処理ではいずれの濃度でも AsA蓄積量がMock区よりも減少する

傾向にあり、50 M処理で最大 32%減少した（Figure 10）。以上の結果より、過酸化水素及び

MeJA処理によってAsA蓄積量は増加すると考えられた。しかし、統計的に有意な差は得られ

なかったことから、最適と思われた条件（過酸化水素の場合 25 mM処理で 24時間後の測定、

MeJA処理の場合 10 Mで 24時間後の測定）で、さらに独立した 2回の実験を行った。3回

の結果を合わせて対応のある t検定を行うと、いずれの処理によっても統計的に有意に AsA

蓄積量が増加していることが確認された（Table 7）。AsA蓄積量の増加に重要と考えられた

AsAの酸化・還元経路に、過酸化水素やMeJAがどのような影響を与えるのか、遺伝子発現

レベルで調べた。過酸化水素処理では、AOaの発現上昇やMDAHRの発現低下などが観察

されたものの、これらは抵抗性誘導時とは異なる発現パターンであった（Figure 11a）。一方、

MeJA処理の場合は APX3a, APX3b及び APX 4の発現量が有意に減少するとともに、

DHAR1の発現量が有意に増加しており、抵抗性誘導時の発現パターンと類似した結果とな

った（Figure 11b）。一方、過酸化水素処理では AO遺伝子の発現量は増加する傾向にあって、

酵素活性レベルで見てみても、DHARの活性が24%減少するなど、発現解析と同様の結果が

得られ、やはり抵抗性誘導時とは異なるパターンとなった（Figure 12a）。MeJA処理では APX

の活性が有意に 10%減少、DHARの活性が有意に 9%増加し、遺伝子発現量の結果と同様

に抵抗性誘導時と類似したパターンとなった（Figure 12b）。AOの活性も有意に 2.5倍増加す

ることが見いだされた（Figure 12b）。以上の結果から、Rnt1-1による抵抗性と連動した AsA蓄

積量の増加には、シグナル物質として過酸化水素や SAあるいはABAではなく、JAが関与し

ており、この JAによって APX遺伝子の発現抑制及び DHAR遺伝子の発現促進が誘導され

ているものと考えられた。一方で、抵抗性誘導時と異なりMeJA処理ではAOの活性上昇が見

いだされたことから、JA以外の未知の因子も働いていることが示唆された。 
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Rnt1-1抵抗性と連動したアスコルビン酸蓄積誘導の機作 

前述の結果から、Rnt1-1 による抵抗性と連動した AsA 蓄積量増加は JA を介して誘導され

ていると考えられた。しかし、高度抵抗性の誘導には SA 及びエチレンが関与しているとの報

告があることから（Sansregret et al. 2013）、実際に Rnt1-1による抵抗性が誘導される際に植物

ホルモンの蓄積量がどのように変化するのか接種直前、接種 6, 12, 24, 48, 72時間後に測定し

た。SA及びSAの不活性体であるサリチル酸グルコシド（SAG）については、Mock区に比べて

ウイルス接種区において接種後後 6～12 時間から蓄積量が減少し始めた（Figure 13）。いず

れも接種後24時間の時点でMock区に比べて最も蓄積量が低くなっており、SAは43%、SAG

は 53%の減少であった。JAはMock区、ウイルス接種区とも接種 24時間後に上昇し、その後

48時間後の時点ではMock区に比べて蓄積量が 73%低かった（Figure 13）。一方で、JA類縁

体で JAの活性体であるジャスモン酸イソロイシン（JA-Ile）や、JAから合成される チュベロン酸

（TA）及びチュベロン酸グルコシド（TAG）はウイルス接種区で蓄積量が高く推移していることが

明らかとなった。Mock区に比べてウイルス接種区で JA-Ileは接種後 24時間で約 1.8倍、TA

は接種後24時間で約 2.7倍、TAGは接種後 48時間で約 3.6倍の蓄積量を示した（Figure 13）。

これは、一過的に生合成された JAが、速い速度でこれらの JA類縁体などへ変換されているこ

とを示唆している。また、ABA は接種後 6 時間からウイルス接種区では蓄積量が低い値で推

移した（Figure 13）。以上の結果から、抵抗性誘導時において蓄積量が増加する物質は、

JA-Ileなど、JAに由来する物質であると考えられた。 
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Figure 5 Increase of AsA content in response to Turnip mosaic virus 

(TuMV) infection in Brassica rapa plants.  

The TuMV strain UK1 was inoculated to the second true leaves of the five 

B. rapa cultivars carrying different alleles at the TuMV resistance gene 

locus Rnt1 2 weeks after sowing. The AsA contents in the inoculated 

leaves were measured 4 days post inoculaition. Error bars indicate 

standard error of biological triplicates. A single and triple asterisks 

indicate significance at P<0.05 and P<0.001, respectively, by Student’s t 

test.  
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Figure 6 Suppression of viral accumulation by the T-DNA insertion 

mutation in the ascorbate oxidase (AO) gene (At5g21100) of the 

ecotype of Col-0 in Arabidopsis thaliana.  

a, Comparison of the total ascorbic acid contents between the ao 

mutant and the wild type Col-0. b, Viral accumulation was 

suppressed in the ao mutant inoculated with Turnip mosaic virus 

(TuMV) strain TuR1-YFP expressing yellow fluorescent protein. 

Three-week-old Arabidopsis plants were inoculated with TuR1-YFP; 

the infected fluorescent tissues on non-inoculated upper leaves were 

harvested 9 DPI under blue light and the levels of virus accumulation 

were measured by an enzyme-linked immunosorbent assay. A single 

asterisk indicates significance at P<0.05 by Student’s t test. 
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Figure 7 Changes of total ascorbic acid (AsA) content and the ratio of  

dehydroascorbic acid (DHA) to AsA in Brassica rapa cultivar Akimasari inoculated 

with Turnip mosaic virus (TuMV) avirulent strain UK1 (upper) and virulent strain 

UK1-m2 (lower). 

 Each TuMV strain was inoculated to the second leaves of 2-week-old Akimasari 

plants. The contents of AsA and DHA were measured 0, 1, 3 and 6 days post 

inoculation (DPI). Error bars indicate standard error of biological triplicates.   
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Figure 8 Expression of the genes involved in ascorbic acid (AsA) synthesis, 

oxidation and recycling in the Akimasari plants inoculated with Turnip mosaic 

virus strain UK1.  

Transcript levels were determined with quantitative RT-PCR 0, 1, 3 and 6 days 

post inoculation (DPI). Solid and broken lines indicate UK1 inoculated and 

mock-treated plants, respectively. Error bars indicate standard error of 

biological triplicates. MIOX: myo-inositol oxgenase, PMI: phosphomannnose 

isomerase, VTC1: GDP-mannose pyrophosphorylase, VTC2: GDP-galactose 

phosphorylase, VTC4: L-galactose-1-P phosphatase, GalDH: L-galactose 

dehydrogenase, GalUR: D-galacturonate reductase, GLDH: L-galactono-1,4-

lactone dehydrogenase, APX: ascorbate peroxidase, tAPX: APX localized at 

thylakoid, AO: ascorbate oxidase, MDHAR: monodehydroascorbate reductase, 

DHAR: dehydroascorbate reductase, GR: glutathione reductase.   
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Figure 9 Activity of the enzymes involved in AsA oxidation and recycling in 

the Akimasari plants inoculated with Turnip mosaic virus strain UK1.  

Enzyme activities were quantified 0, 1, 3 and 6 days post inoculation (DPI). 

Solid and broken lines indicate UK1-inoculated and mock-treated plants, 

respectively. Error bars indicate standard error of biological triplicates. APX: 

ascorbate peroxidase, AO: ascorbate oxidase, DHAR: dehydroascorbate 

reductase, MDHAR: monodehydroascorbate reductase. 
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Figure 10 Induction of ascorbic acid (AsA) accumulation by signal molecules involved in 

plant defense reaction.  

Akimasari plants were splayed with 25 mM H2O2 solution and the second true leaves were 

sampled 1, 6, 12 and 24 hours after treatment. For the treatments by salicylic acid, methyl-

jasmonate and abscisic acid, the second true leaves were sampled 24 hours after treatment. 

Grey and white colors are AsA and dehydroascorbic acid (DHA), respectively. Error bars 

indicate standard error of biological triplicates. A single asterisk indicates significance at 

P<0.05 by Dunnett’s test. 
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Mock H2O2
* Mock JA* Mock SAns 

Exp. 1 694.41  738.28  818.09  955.29  783.75  859.09  

Exp. 2 838.85  897.29  636.62  684.96  721.62  626.06  

Exp. 3 418.79  515.15  804.40  890.04  781.80  718.20  

      

* : P>0.05,  ns : not significant 

Statistical significant was calculated by Student’s pared t test using 

the average values of three independent experiments. 

Table 7 Induction potency for ascorbic acid accumulation in H2O2, 

salicylic acid (SA) and methyl-jasmonate (MeJA) 
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Figure 11 Alteration of expression in the genes involved in AsA oxidation 

and recycling in the Akimasari plants by the treatment of 25mM H2O2 (a) or 

10 mM methyl-jasmonate (b).  

Transcript levels were determined with quantitative RT-PCR 24 hours post 

treatment. Solid and broken lines indicate UK1-inoculated and mock-treated 

plants, respectively. Error bars indicate standard error of biological 

triplicates. A single and double asterisks indicate significance at P<0.05 and 

P<0.01, respectively, by Student’s t test. APX: ascorbate peroxidase, tAPX: 

APX localized at thylakoid, AO: ascorbate oxidase, DHAR: 

dehydroascorbate reductase, MDHAR: monodehydroascorbate reductase, 

GR: glutathione reductase. 
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Figure 12 Alteration of activity in the enzymes involved in AsA oxidation and recycling in 

the Akimasari plants by the treatment of 25 mM H2O2 (A) or 10mM methyl-jasmonate (B). 

Enzyme activities were quantified 24 hours post treatment. Error bars indicate standard error 

of biological triplicates. A single asterisk indicates significance at P<0.05 by Student’s t test. 

APX: ascorbate peroxidase, AO: ascorbate oxidase, DHAR: dehydroascorbate reductase, 

MDHAR: monodehydroascorbate reductase. 
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Figure 13  Changes in contents of plant hormones and their derivatives in the 

Akimasari plants inoculated with the Turnip mosaic virus strain UK1.  

Content of each compound was quantified 0, 12, 24, 48 and 72 hours post 

inoculation (HPI). Solid and broken lines indicate the UK1 inoculated and mock-

treated plants, respectively. Error bars indicate standard error of biological 

triplicates. JA: jasmonic acid, JA-Ile: jasmonoyl-isoleucine conjugate, TA: 

tuberonic acid, TAG: TA gulucoside, SA: salicylic acid, SAG: SA glucoside, 

ABA: abscisic acid. 
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考察  
 

	
 植物はウイルス感染に対する防御手段として RNAサイレンシングの機構を発達させ

たが、ウイルスはこの RNAサイレンシングに対する counter defenseとして RNAサイ

レンシングサプレッサー(RSS)を産生して対抗している（Peláez and Sanchez 2013a）。サ

プレッサーのいくつかは RNA サイレンシングの誘導に必要な siRNA に結合して RNA 

サイレンシングを抑制するが、Shimura et al.（2008）はこのサプレッサーと siRNAの結

合を阻害する物質として AsA を見出した。AsA は植物の細胞に多量に存在する化合物

であることを考えると、内生 AsA の生理機能の一つとして抗ウイルス作用があるので

はないかと考えられた。一方、ウイルス感染と内生 AsAとの関係については、CMVの

弱毒系統を接種したトマトや PMMoV の弱毒系統を接種したピーマンにおいて AsA 蓄

積量が 30-40%上昇するという報告がある（Sayama 2003; Tsuda et al. 2005; Kanda and 

Tsuda 2008）。AsAのサプレッサー阻害効果を合わせて考えてみると、植物は AsAの抗

ウイルス作用を利用するためにウイルス感染に応答して AsA 蓄積量をさらに増加させ

る機構をもっているのではないかと考えられた。そこで、本研究ではまず第 3章で扱っ

た Brassica 作物と TuMV の系において同様の現象が生じるのか調べた。TuMV-UK1 接

種に対して Rnt1-1により高度抵抗性を示すハクサイ 2品種、rnt1-2により全身えそを示

すハクサイ 1品種及び rnt1-3によりモザイクを示すカブ 2品種を用い、感受性の品種に

おいてウイルスが接種葉に拡がり始めると考えられる接種後 4 日目において総 AsA 蓄

積量の測定を行った。その結果、感受性の 3品種ではモザイクを示す「雪姫かぶ」で約

18%総 AsA 量が有意に増加したものの、他の 2 品種では増加は認められなかった。一

方、予想に反して高度抵抗性を示すハクサイ 2 品種（「秋まさり」及び「空海 65」）に

おいて総 AsA蓄積量が 50~60%増加することが見出された（Figure 5）。この 50%程度

の総 AsA 蓄積量の増加がどの程度抗ウイルス性に寄与しているのかを調べるため、次

に、アラビドプシスの変異体による実験を行った。アスコルビン酸酸化酵素 AO遺伝子
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における T-DNA挿入変異によって総AsA蓄積量が野生型に対して訳 33%増加した変異

体（Yamamoto et al. 2005）を用いてそのウイルス耐性を野生型と比較したところ、変異

体でウイルスの蓄積が抑えられていることが示された（Figure 6）。また、氷川（2012）

の報告でもカブ品種において AsA 含量とウイルス耐性の間に有意な相関が認められて

いるが、AsA が高含量でウイルスに耐性の品種と AsA が低含量でウイルスに対して感

受性の品種を比べると、AsA含量の差は 50%程度であった。従って、Rnt1-1による高度

抵抗性に連動して生じる総 AsA 蓄積量の 50~60%の増加は抗ウイルス性を示すのに十

分であると考えられた。このように AsA は植物体内に蓄積されている抗ウイルス化合

物という点ではファイトアンチシピン、ウイルスの侵入に応答して蓄積量が増加すると

いう点ではファイトアレキシンとして位置づけられると考えられた。 

	
 高度抵抗性は細胞レベルでウイルスの増殖を抑制する抵抗性であり（Kang et al. 2005）、

ウイルスの侵入のかなり早い段階で誘導されると考えられる。一方、高度抵抗性と連動

した総 AsA 蓄積量増加はウイルス接種後 3 日目から観察された（Figure 7）。おそらく

この時点ではすでに高度抵抗性は確立されており、総 AsA 蓄積量の増加は直接この抵

抗性に寄与していない可能性がある。N. tabacumの TBSVに対する高度抵抗性では、SA

とエチレンがシグナルとして働いている（Sansregret et al. 2013）。本研究では、高度抵

抗性と連動した総AsAの蓄積が JAを介した経路によって誘導されることを明らかにし

たが、もし Rnt1-1による高度抵抗性においても SAとエチレンが関与しているなら、総

AsAの蓄積は高度抵抗性とは異なる経路で誘導されている可能性が出てくる。なぜなら、

SA 経路と JA 経路の間にはクロストークが存在し互いに拮抗的に働くと考えられるた

め（Koornneef and Pieterse 2008）、JAによる総 AsAの蓄積と SAによる高度抵抗性が同

時に誘導されるとは考えにくいからである。おそらく SAを介した高度抵抗性がまず誘

導され、この抵抗性が確立した後にこれに影響を与えないタイミングで JAの蓄積誘導

とこれに引き続く総 AsAの蓄積が誘導されるものと考えられる。このように総 AsAの
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蓄積誘導は高度抵抗性自体に寄与する可能性は低いと考えられるものの、ウイルスに対

する耐病性を増大させるのに十分な量が増加することから、むしろ局部獲得抵抗性とし

て誘導されている可能性が考えられる。さらに全身獲得抵抗性として誘導されるのかど

うか確かめるため非接種上位葉での総 AsA 蓄積の推移を調べたところ、有意ではない

ものの一過的に AsA増加の傾向が認められた（data not shown）。しかし、これについて

は今後 AsA の酸化・リサイクル経路に関わる遺伝子の発現などさらに解析し明らかに

する必要がある。 

	
 Figure 14に本研究で明らかとなった Rnt1-1による高度抵抗性と連動した総 AsA蓄積

量増加の誘導経路を示す。第 3章で明らかにされたように Rnt1-1と非病原性因子 CIタ

ンパクとの間の相互作用によって高度抵抗性が誘導されるが、この高度抵抗性が確立し

た後に JA類縁体が蓄積しこれらにより AsAの酸化抑制並びに酸化型 AsAである DHA

の還元経路が活性化され AsAが蓄積する。これとは異なり、傷などの非生物的ストレ

スを受けた場合、発生する活性酸素種を消去するために AsA合成経路上の遺伝子の発

現が活性化されることが報告されているが（Suza et al. 2010）、AsA合成経路上には多く

の酵素が関わっており、そのため AsAの合成には少なくとも数時間かそれ以上の時間

がかかると考えられる（Bartoli et al. 2006）。一方、AsAの酸化あるいはリサイクルに関

わる反応はともに一反応であり、特に DHAが分解や他化合物へ転用されないように

DHARによって AsAに還元することによって迅速に AsAプールサイズを増加させるこ

とが可能だと思われる。局部獲得抵抗性のような防御反応においてもこの迅速な AsA

プールサイズの増加が重要であり、そのため AsAの合成経路ではなく酸化・還元経路

がターゲットされているのであろう。 

	
 植物における酵素的な AsAの酸化には細胞内で働く APXとアポプラストで働く AO

が関与しているが（Conklin and Barth 2004; Yamamoto et al. 2005）、Rnt1-1抵抗性に伴う

総 AsA含量の増加においては両方の発現が抑制されることによって AsAの酸化が抑え
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られていると考えられた。しかし、MeJA処理では APXの発現は抑制されるが AOの発

現は逆に促進された（Figure 11b）。H2O2（Figure 11a）及び SA処理（data not shown）に

おいても AO遺伝子の発現を抑制する作用は認められず、また ABA処理では AO遺伝

子の発現が抑制傾向にあったものの（data not shown）、ウイルス接種後の ABA蓄積量

は低下していたことから（Figure 13）、高度抵抗性に連動した総 AsAの蓄積誘導におけ

る AOの制御にはそれら以外の因子が関わっており、その因子と JA経路との間には複

雑なクロストークが存在すると想定された（Figure 14）。AsAのリサイクル経路ではDHA

を還元する DHARと MDHAを還元する MDHARが働いている。Rnt1-1抵抗性では

DHARの発現が大きく増加するが、MDHARの発現はむしろ抑制される傾向にあった

（Figure 8）。しかし、その抑制程度はわずかであり、AsAリサイクル経路の活性化に対

する影響は小さいものと考えられた。 

	
 Rnt1-1 による高度抵抗性に連動した総 AsA 蓄積量の増加では、AsA の合成経路では

なく酸化・還元経路の制御が重要であった。AsAの酸化が抑制され DHAの還元が促進

されることから、AsAの増加とともに DHAの減少が予想された。実際、DHARの過剰

発現体を用いた研究の多くでは、DHARの活性増加によって AsA量、AsA/DHA比とも

に増加している例が多い（Chen et al. 2003; Qin et al. 2011; Wang et al. 2010）。しかし、本

研究では UK1接種後の「秋まさり」における AsA/DHA比は Mock処理の場合と大きな

違いはなかった。DHAは植物体内において、AsAが酸化されて H残基が 2つ付加され

た構造だけでなく、pH や温度によってダイマーや、水和型の構造をとり常に遷移して

いると報告されている（Wechtersbach et al. 2011）。本研究で、植物はウイルス感染とい

う強く連続したストレス条件にさらされており、その代謝状態は不安定であったと考え

られる。よって、DHA の構造が安定した状態になかったため、それぞれの分子形態に

ついて正確な定量が困難だったのではないだろうか。よって、Rnt1-1抵抗性で観察され

る AO、APX の発現抑制や DHAR の発現促進では総 AsA の増加は起きても AsA/DHA
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比の有意な増加は観察されないのかもしれない。 

	
 TuMV-UK1に対し Rnt1-1による高度抵抗性を示す「秋まさり」において、UK1接種

後の植物ホルモンの蓄積量を見ると、JAは接種後 6時間と 48時間でウイルス接種区の

ほうが Mock区よりも蓄積量が低くなった（Figure 13）。特に接種後 48 時間における減

少程度は大きかった。一方、JA類縁体である JA-Ile及び JAに由来する TA, TAGの蓄

積量は Mock区に比べてウイルス接種区で期間を通じ高く推移する傾向にあった

（Figure13）。特に、JA-Ileは接種後 24時間、TAGでは JAが減少する接種後 48時間に

おいて顕著に増加した。TAGは TAの配糖体であり、TAは JAを前駆物質として合成

されることを考えると（Wakuta et al. 2010）、接種 48時間で JAの合成量が減少してい

るのは矛盾するように見える。しかし、JA-Ileや TAGは JAがあって初めて合成される

ことから（Wakuta et al. 2010）、おそらく接種後 24時間から 48時間の間に JAが一過的

に増加し、増加した JAが速やかに JA-Ileや TA, TAGに変換されるのではないかと考え

られた。また、JA-Ileがシグナルとして機能する活性体であるということ（Staswick and 

Tiryaki 2004）、TAがバレイショ塊茎形成のシグナル物質として機能していること

（Yoshihara et al. 1989）、さらに TA及び TAGが傷害や病原体による攻撃などのストレ

スに応答するシグナル物質として機能している可能性が示唆されていること（Seto et al. 

2009）を考えると JAよりはむしろ JAに由来するこれらの物質が Rnt1-1抵抗性におけ

る総 AsA蓄積誘導においてシグナルとして機能している可能性がある。これらの JA類

縁体のうちどの物質が重要なのか、それらは相乗的に働くのかなど、今後さらに研究を

進めて明らかにする必要がある。 

	
 本研究では、B. rapa作物において TuMVに対する高度抵抗性が発現すると、それに

伴い局部獲得抵抗性の一つとして抗ウイルス作用をもつ AsA の蓄積が誘導されること

及びこの AsA 蓄積には JA 類縁体がシグナルとして介在し、主に AsA の酸化経路の抑

制とリサイクル経路の促進によって AsA 蓄積量が増加することを明らかにした。ウイ
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ルスに対する高度抵抗性は細胞死を伴わない抵抗性であるが、そのメカニズムについて

は不明な点が多く、獲得抵抗性が誘導されるという報告もない。過敏感細胞死（HR）

を伴う抵抗性では、HRが生じるとその周辺の非感染部位に SA 及び JA, エチレンを介

した局部獲得抵抗性が誘導され、さらに全身の非感染組織に SAを介した全身獲得抵抗

性が誘導される（Tsuyumu et al. 2005）。本研究では、HRで観察される局部獲得抵抗性

と同様に高度抵抗性においても JA経路を介した接種葉での抵抗反応が誘導されること

を初めて報告した。また、本研究から、植物が生物ストレスに応答して AsA 含量を増

加させる場合にそれがどのような経路を制御して行われるのか、関与する誘導シグナル

も含めて初めて明らかにされた。上述したように、迅速な防御応答が必要な場面では植

物はもっとも効率的な方法を選択し抗ウイルス性をもった AsA の蓄積誘導を行ってい

るものと考えられる。 

	
 内生AsAの 50%程度の増加で B. rapa植物の TuMVに対する耐性は有意に増加すると

考えられた。そのため、比較的低濃度の AsA処理によっても B. rapa植物を TuMVに対

して抵抗的にできる可能性がある。次章では、外から投与する AsAが TuMVに対する

抗ウイルス剤としてどの程度有効かその検証を行った。 

76



AsA 

MDHA 

DHA 

AO APX MDHAR DHAR 
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Figure 14 A model of induction pathway for ascorbic acid (AsA) accumulation 

observed in the plants carrying the extreme resistance gene Rnt1-1 after inoculation 

of the Turnip mosaic virus strain UK1. 

 The interaction between Rnt1-1 and the cylindrical inclusion (CI) protein of UK1 

activates the jasmonate (JA)-mediated signaling pathway resulting in enhancement 

and suppression of expression of dehydroascorbate reductase (DHAR) gene and 

ascorbate peroxidase (APX) gene, respectively. Expression of ascorbate oxidase 

(AO) gene is suppressed by an unknown factor that antagonistically acts to JAs. Up-

regulation of DHAR and down-regulation of APX and AO lead to increment of AsA 

level. MDHA: monodehydroascorbate, DHA: dehydroascorbate. 

 

Rnt1-1 CI 
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第 5章 Brassica rapa 作物における TuMVに対するアスコルビン酸の抗ウイルス剤と

しての効果 

 

背景及び目的 

 

宿主のウイルス防御機構である RNA サイレンシングに対してウイルスは RNA サイ

レンシングサプレッサー（RSS）を産生し、この RSSは RNAサイレンシング機構に重

要なDCLやAGOタンパクあるいは siRNAと結合することでRNAサイレンシングを阻

害する（Peláez and Sanchez 2013a）。一方、植物の細胞内に比較的多量に含まれているア

スコルビン酸（AsA）には、この RSS と siRNA との結合を阻害する作用のあることが

Shimura et al.（2008）による in vitro の実験から明らかにされた。さらに、本研究の第 4

章では、実際に植物が細胞内で産生する AsAに抗ウイルス作用があり、B. rapa 植物が

TuMV の侵入を受けた際、防御反応の一つとして AsA 蓄積の誘導が起こることも明ら

かにした。これらの事実は、AsA が有効な抗ウイルス剤である可能性を示唆している。

これまで効果の高い抗ウイルス剤はほとんど開発されていないため、本章では実用化を

念頭に、化学的により安定なAsA各種誘導体の抗ウイルス効果についてB. rapaとTuMV

の系を用いて検討した。 

また、AsAが間接的な RNAサイレンシング活性化物質として in vivoでも働いている

かどうか明らかにする目的で、ここではより高い抗ウイルス性を示した AsA の酸化型

であるDHAを用い、このDHAがRNAサイレンシングの働かないArabidopsisのdcl2/dcl4

二重変異体において抗ウイルス作用を示すかどうかを調べた。DCL2及び DCL4 はウイ

ルスの 2 本鎖 RNA を切断し RNA サイレンシングに必要な siRNA を生ずるタイプ III

のリボヌクレアーゼで（Peláez and Sanchez 2013b）、この両酵素がない Arabidopsis の

dcl2/dcl4 二重変異体では TuMV に対して RNA サイレンシングがほとんど働かない
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（Garcia-Ruiz et al. 2010）。もし DHAが RNAサイレンシングを間接的に活性化する働き

をもつのであれば、逆に RNAサイレンシングをあらかじめ不活性化した植物では DHA

もウイルスに対して効果を示さないはずである。この点を明らかにすることで、AsAに

RNAサイレンシング活性化作用があることを改めて示した。 

79



材料と方法 

 

1. 材料 

(1) 供試ウイルス 

 Turnip mosaic virus（TuMV）のダイコン系統（TuR1）に黄色蛍光タンパク質（YFP）

をつなぎ、ウイルスの複製とともに YFP が生産される形質転換ウイルス

（TuMV-TuR1-YFP）を用いた。接種源はカブ品種「雪姫かぶ」で継代したものを用い

た。また、圃場の罹病植物から分離した TuMV-C2 を用いた。この接種源はハクサイ品

種「優春」で継代したものを用いた。接種源とした植物はいずれもグロースチャンバー

（温度 21℃、12時間日長）で育成した。 

 

(2) 供試植物 

カブ品種「早生大蕪」及び「耐病ひかり」を用いた。また、A. thaliana 野生型 Columbia

（Col-0）及び dcl2/dcl4二重変異体（CS66078）を用いた。変異体は Arabidopsis Biological 

Resource Center より購入した。 

 

(3) 供試化合物 

 水溶性AsA誘導体である L(+)-アスコルビン酸 2-硫酸エステル二ナトリウム二水和物

及び酸化型アスコルビン酸は、いずれも濃度 20 mM とし 0.2%（v/v）Tween 20を添加

した。脂溶性 AsA誘導体である L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル（AsA-Pal）は

展着剤が添加されたマイクロエマルジョン化されたものを用い、AsA-Palが 1 mM とな

るように懸濁して用いた。 
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2. 方法 

(1) 植物個体の養成 

 植物はMLR-350グロースチャンバー（SANYO）で 21°C、12時間日長、150 mol/m/s

で育成した。 

 

(2) ウイルスの接種 

ハクサイ及びカブは播種後約 1週間の展開した子葉に、A. thalianaは播種後約 4週間

のよく展開したロゼッタ葉に汁液接種を行った。接種は第 3 章の方法と同様に行った。 

 

(3) AsA誘導体の処理 

半葉法においては、綿棒を用いて葉の片側にのみ塗布した。植物体または葉全体に処

理する場合はスプレーにより処理した。 

 

(4) ELISA 

ELISAは第 4章と同様の方法で行った。 
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結果  

 

アスコルビン酸の抗ウイルス効果解析法の確立  

	
 まず、ウイルス感染に対する投与 AsA の効果を評価するための解析法の確立を行っ

た。ウイルス感染への葉組織の感受性は、AsAを処理した葉でも処理していない葉でも

同一でなければならないことから、解析法として半葉処理を用いた。まずウイルスをカ

ブ品種「早生大蕪」の葉全体に接種し、AsA を綿棒で葉の片側半分にのみ塗布した。

TuMV-TuR1 に感染した「早生大蕪」はモザイクを示すが、接種葉での感染点の数を視

覚化するため、感染部位において YFP を生産する TuMV 感染性クローン

（TuMV-TuR1-YFP）を用いた。AsAは水中で容易に酸化され、また、DHAは不安定な

化合物であることが知られていたため、安定な AsA誘導体である水溶性の L(+)-アスコ

ルビン酸 2-硫酸エステル二ナトリウム二水和物（AsA-SO4）及び脂溶性のアスコルビン

酸パルミチン酸エステル（AsA-Pal）を選んだ。AsA-Palを処理した葉の右側では感染点

は無処理の左側と比べて有意にその数が減っていた（Figure 15, 16a）。また、AsA-SO4

や AsA-Palによる薬害は観察されなかった。これらの結果から、以降の解析法としてこ

の半葉処理を用いることとした。 

	
 次に、AsA 誘導体の抗ウイルス効果を検出するのに最適なウイルス接種法と AsA 誘

導体処理の間隔について検討した。ウイルス接種 1 時間後及び 6 時間後に AsA 誘導体

を処理し、3日後に蛍光観察により感染点数を測定した。感染点数は接種 1時間後処理

で AsA-SO4処理で 45%、AsA-Pal処理で 32%減少した（Figure 16a）。また、AsA-SO4及

び AsA-Palとも、接種 6時間後処理よりも接種 1時間後処理のほうが効果が大きかった

（Figure 16a）。これらの結果から、AsA処理は接種した時点からの処理が早ければ早い

ほど効果的であることが示唆された。 

	
 AsA誘導体の複数回処理による効果を調べるために、まず AsA-Palを接種 1時間後に
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植物体全体に噴霧し、その後 24時間ごとに合計 6回噴霧した。これは、噴霧した AsA

が細胞内で徐々に酸化・分解し、その効果が継時的に減少すると考えたからである。複

数回処理の後、接種葉におけるウイルス蓄積量を ELISAにより測定した。AsA-Palの複

数回処理による葉への薬害は無く、ウイルス蓄積量は有意に 38%減少した（Figure 16b）。 

 

アスコルビン酸誘導体及び酸化型アスコルビン酸の抗ウイルス効果  

	
 酸化型アスコルビン酸（DHA）はヘルペスウイルス、インフルエンザウイルス及び

ポリオウイルスなどの動物ウイルスに対して強い抗ウイルス剤として働くことから

（Furuya et al. 2008）、AsA誘導体（AsA-SO4及び AsA-Pal）と DHAの抗ウイルス効果を

比較することとした。カブ品種「早生大蕪」において 20 mM DHA 処理によって

TuMV-TuR1-YFP感染点数が 80%減少し、このとき薬害は見られなかった（Figure 17）。

品種ごとの DHA及び TuMVへの感受性の違いを避けるため、また、TuMV自然分離系

統への DHA の抗ウイルス効果を見るため、カブ品種「耐病ひかり」と TuMV-C2 とい

う品種・ウイルス組合せ（えそ斑点を生じる）を用いて同様の実験を行った。20 mM DHA

処理によって感染点数が 65%減少し、さらに、DHA の複数回処理によってウイルス蓄

積量が ELISA 値で約 40%減少した（Figure 18）。これらの結果から、DHA は動物で報

告された（Furuya et al. 2008）ように、植物においても抗ウイルス剤として機能するこ

とが示された。 

	
 これまでの結果及び Shimura et al.（2008）の報告から、AsA誘導体が抗ウイルス剤と

して機能するメカニズムは、葉の表面から吸収された後、細胞内で RSS 阻害剤として

機能することによるものであると予想された。そこで、AsA誘導体や DHAが直接 TuMV

ウイルス粒子に作用している可能性を除くため、次の 2つの実験を行った。AsA誘導体

及び DHA を TuMV 接種源磨砕液に混ぜて接種試験を行った。それぞれの最終濃度は

AsA-SO4は 2 mM、AsA-Palは 0.1 mM、DHAは 2 mMとした。これらの濃度は噴霧処理
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に用いた濃度よりも低いが、細胞内の AsA 濃度のレベルを考慮して設定した。接種試

験の結果、「早生大蕪」の葉における感染点数に AsA 誘導体及び DHA は影響を示さな

かった（Figure19）。この結果から、AsA誘導体及び DHAは TuMV ウイルス粒子に直接

作用してウイルス粒子を破壊しているのではないということが示された。 

 次に、「早生大蕪」の本葉第 1 及び第 2 葉に TuMV を接種し、1 時間後に葉柄から切

り取り、切り取った葉柄の先端を 20 mM AsA-SO4溶液に浸す「葉挿し法」を行った。「葉

挿し法」では AsA誘導体は直接細胞内に取り込まれるため、細胞内での AsA の効果を

より明確に観察できると考えた。水に浸したコントロールと比べて、感染点数は 70%

減少し（Figure 20a）、さらに、感染点サイズの抑制も観察された（Figure 20b）。 

 

Arabidopsisの dcl2/dcl4二重変異体における DHAの抗ウイルス効果 

 AsA誘導体やDHAがウイルスRSS阻害剤として機能することが示唆されたことから、

DHA が実際に植物のサイレンシング機構で機能していることを明らかにするため、サ

イレンシング機能を欠損させた植物での DHA の効果を解析した。DCL2 及び DCL4 は

A. thalianaに感染したTuMVを分解するためのサイレンシング機構において重要なダイ

サーとして機能している（Garcia-Ruiz et al. 2010）ことから、A. thaliana dcl2/dcl4 二重変

異体を用いることとした。結果は、野生型の Col-0 では、無処理区と比較して DHA 処

理によってウイルス蓄積レベルが減少したが、dcl2/dcl4 変異体では DHA処理の効果は

得られなかった（Figure 21a）。この結果では統計的な有意差を示すことはできなかった

が、Figure 3 及び 4で示したカブ品種とは異なり、A. thaliana は葉が小さく接種が困難

であり、また、個体ごとにウイルスへの感受性が異なるためであると考えられる。一方、

全身移行の遅速についてはよりはっきりとした結果を得た。野生型 Col-0 では、DHA

処理により TuMV の全身移行が遅れたのに対し、dcl2/dcl4 変異体では mock 処理区と

DHA 処理区との間で全身移行のタイミングに差がなかった（Figure 21b）。しかし本実
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験では、予想に反して dcl2/dcl4 変異体に TuMV を接種した時には、ウイルスの全身移

行が野生型の Col-0に比べて必ずしも促進されなかった。すなわち、見かけ上、dcl2/dcl4

変異によってウイルスに対する感受性が高くなったような観察結果にはならなかった。

この原因は不明だが、過去に Garcia-Ruiz et al.（2010）の論文でも同様の現象が報告さ

れている。ただし、少なくとも Col-0より抵抗的になってウイルスの移行が抑制される

ことはなかった。したがって、dcl2/dcl4 変異体において DHAの効果が観察されなかっ

た原因は、dcl2/dcl4 変異によるサイレンシング機構の破壊のためだと思われ、AsAとサ

イレンシングの 関係を強く示唆するものである。 
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NT NT AsA-Pal AsA-Pal 

Figure 15 Assay system using half-leaf treatments to observe the effect of ascorbic 

acid (AsA)-derivatives (e.g. AsA-Pal) on Turnip mosaic virus (TuMV) in Brassica 

rapa cv. Wase-ohkabu. 

 Plants were grown for 14 days at 21C with a 12-h photoperiod. The second true 

leaf was mechanically inoculated with TuMV-TuR1-expressing the yellow 

fluorescent protein (TuMV-TuR1-YFP).  a, AsA-Pal was applied only to the right 

side of the leaf 1 h later with the cotton swab. b, Viral infection sites are seen as YFP 

fluorescent spots 4 days post-inoculation. NT: nontreated. 
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Figure 16 Effect of ascorbic-acid (AsA) derivatives on Turnip mosaic virus (TuMV) 

infection in turnip plants. 

 a, Number of infection sites on inoculated leaves of Brassica rapa cv. Wase-ohkabu at 3 

days postinoculation (DPI) when treated with AsA derivatives at 1 h or 6 h 

postinoculation (HPI) with TuMV-TuR1-expressing the yellow fluorescent protein 

(TuMV-TuR1-YFP). Plants were grown and treated as described for Figure 15. Mock 

treatment was done with water containing 0.2% (v/v) Tween20. Data are from at least 

eight replicates. Statistical significance was evaluated with Student’s t test for paired 

sample; **P < 0.01 and ns: no significant difference. NT: nontreated. b, Effect of regular 

AsA-Pal treatment on viral accumulation in inoculated leaves of B. rapa cv. Wase-

ohkabu. Plants were prepared as described for Figure 15. AsA-Pal was sprayed on the 

entire plant 1 HPI with TuMV-TuR1-YFP, then every 24 h for a total of six sprays. The 

enzyme-linked immunosorbent assay was carried out at 8 DPI. Data are from six 

replicates. Error bars indicate standard errors. Statistical significance was evaluated with 

Student’s t-test for independent samples; *P < 0.05.  
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Figure 17 Comparison of antiviral effect of the ascorbic acid (AsA) 

derivatives and dehydroascorbic acid in Brassica rapa cv. Wase-ohkabu 

after inoculation with Turnip mosaic virus-TuR1-expressing the yellow 

fluorescent protein. 

 Experiment was done as in Figure 16. Data are from at least eight 

replicates. Statistical significance was evaluated with Student’s t test for 

paired samples; ** P < 0.01, ***P < 0.001 and ns: no significant 

difference. NT: non-treated.  
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Figure 18 Effect of treatment with 20 mM dehydroascorbic acid (DHA) on number of 

virus infection sites and virus accumulation in leaves of Brassica rapa cv. Taibyo-

hikari inoculated by a Turnip mosaic virus (TuMV) strain C2. 

 Plants were grown as described for Fig. 15. a, Treated, inoculated leaf at 3 days 

postinoculation (DPI). b, Number of infection sites after nontreatment or DHA 

treatment at 3 DPI. c, Viral accumulation in inoculated leaves after control or regular 

DHA treatment at 7 DPI as measured in an  ELISA with absorbance at 405 nm. DHA 

was sprayed on the entire plant 1 h postinoculation with TuMV-C2, then every 24 h 

for a total of six sprays. Data are from at least six replicates. Error bars indicate 

standard errors. Statistical significance was evaluated with the paired sample t-test (b) 

or the independent samples t-test (c); **P < 0.01. NT: non-treated. 
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Figure 19 Inoculation tests of Brassica rapa cv. Wase-ohkabu using sap 

containing the ascorbic acid (AsA) derivatives and dehydroascorbic acid 

(DHA). 

 The Turnip mosaic virus-TuR1-expressing the yellow fluorescent protein 

(TuMV-TuR1-YFP)-infected leaf was ground in 10 volumes of 0.1 M 

phosphate buffer and AsA-SO4, AsA-Pal or DHA were added to the sap for 

final concentrations of 2, 0.1 and 2 mM, respectively. Viral infection sites were 

observed as YFP fluorescent spots 4 days postinoculation. Data are from six 

replicates. Means followed by the same letter did not differ significantly 

(Tukey's test at P = 0.05). Error bars indicate standard errors. 
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Figure 20 Effect of an ascorbic acid (AsA) derivative, AsA-SO4 on Turnip mosaic virus 

(TuMV) in detached leaf assay. 

 First and second true leaves of Brassica rapa cv. Wase-ohkabu were cut out from the basal 

part of petiole 1 h postinoculation, and the cut edge of the petiole was put into the Petri dish 

containing 20 mM AsA-SO4 . After 18 h, sample leaves were transferred to the Petri dish 

containing water and incubated at 21C with a 12-h photoperiod for 6 days. a, Change in the 

number of infection sites on the leaves infected by TuMV-TuR1-expressing the yellow 

fluorescent protein (TuMV-TuR1-YFP). Data for the 20 mM AsA-SO4 treatment at 6 days 

postinoculation (DPI) were judged to be equal to that at 4 DPI because infection spots had 

merged and could not be differentiated from each other. b, Fluorescent stereomicrographs of 

second true leaves at various times after inoculated with TuMV-TuR1-YFP . Scale bar is 3 mm.  
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Figure 21 Effect of dehydroascorbic acid (DHA) on viral accumulation in Arabidopsis thaliana 

ecotype Col-0 and the dcl2/dcl4 mutant. 

 Plants were grown for 30 days at 21ºC with a 12-h photoperiod. Three rosette leaves were 

mechanically inoculated with Turnip mosaic virus-TuR1-expressing the yellow fluorescent 

protein (TuMV-TuR1-YFP). DHA was sprayed on the entire plant 1 h postinoculation and then 

every 24 h for a total of six sprays. a, Viral accumulation levels in inoculated leaves were 

measured at 7 days postinoculation using an ELISA. Data are from three replicates. Error bars 

indicate standard error. b, Systemic infection of dcl2/dcl4 mutant by TuMV-TuR1-YFP after 

DHA treatment. Upper, noninoculated leaves were monitored for YFP fluorescence for 10 days 

after viral inoculation. Five to six plants were used for each test. Similar results were obtained 

twice. 
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考察 

 

 AsA及び DHAの作用機構について、Furuya et al.（2008）はフリーラジカルの形成や、

ウイルスへの直接的な結合が動物ウイルスに対するAsAやDHAの抗ウイルス効果とし

て機能しているのではないかと仮説を立てていた。しかし、著者が所属する研究室にお

ける過去の研究結果から、アスコルビン酸アニオンやアスコルビン酸ラジカルなどの負

に帯電した AsA 類が、正に帯電した RSS などのウイルスタンパク質に結合するものと

考えている。現段階では、AsAの抗酸化作用が関与するかどうかについては定かではな

い。実際、AsA類による抗酸化作用と抗ウイルス性の関与について報告はなく、他の要

因が AsAによる抗ウイルス作用に関与することが示唆されている（Furuya et al. 2008）。 

 本研究の結果及び過去の報告から、AsA誘導体や DHAは RSSの阻害物質として働い

ているものと予想している。TuMV への抗ウイルス効果が最も高かったのが DHA であ

った。これは、DHA が持つヘミケタール構造が最も適していたということを示唆して

いる。一方、ヒトでは AsAよりも DHAのほうがグルコーストランスポーターを介して

細胞内に取り込まれやすく（Vera et al. 1995）、取り込まれた DHAは AsAに還元され、

細胞内で抗酸化物質として機能する。もし同様のことが植物でも起こっているとすれば、

還元された DHA（つまり AsA）が細胞内で抗酸化物質として機能していることになる。

実際、DHAは植物体内で DHARによって還元される（Chen et al. 2003）。DHAのヘミ

ケタール構造形成によるアスコルビン酸アニオンの不均衡化は、細胞内での AsA 濃度

の上昇において重要であると考えられており（DiLabio and Wright 2000）、これらのこと

から、AsAと比較して DHAのほうが強い抗ウイルス効果を示したのは、少なくとも細

胞内への取り込まれやすさも影響しているものと考えられた。 

 本章では AsA誘導体、特に DHAが強い抗ウイルス効果を示すことを明らかにし、B. 

rapa と TuMV の系において AsA が抗ウイルス剤として利用できる可能性を見出した。
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また、半葉法や噴霧による葉表面からの処理方法よりも、葉柄から直接植物体内へ吸収

させる葉挿し法のほうがウイルス感染初期での増殖及び複製抑制効果が高かった

（Figure 17, 18, 20）。このことから、植物組織内への AsAの浸透性を高めることで、よ

り高い抗ウイルス効果を得られることが示唆された。 
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第 6章 総合考察  

 

 本研究では、アブラナ科作物における TuMV 感染によるえそ病徴の誘導機作を明ら

かにする目的で、B. rapa の TuMVに対する抵抗性遺伝子及びえそ病徴誘導遺伝子の同

定並びにそれらの遺伝子の遺伝的な関係について解析を行った（第 3 章）。その結果、

ハクサイ品種「秋まさり」がもつ TuMV-UK1 に対する高度抵抗性遺伝子（Rnt1-1）と

「優春」のえそ誘導遺伝子（rnt1-2）は対立遺伝子であることが示唆された。また、ウ

イルス側の CI遺伝子の変異によって Rnt1-1による抵抗性が打破される場合も表現型が

えそ病徴に変わることが示された。これらの結果は、宿主の抵抗性遺伝子座における遺

伝子型とウイルス側の非病原性遺伝子における遺伝子型の組み合わせによって、宿主側

において抵抗性反応を誘導する場合もあれば、見かけ上罹病性反応と捉えられるえそを

誘導する場合もあるということを意味している。ここで誘導されるえそは、おそらくタ

バコやアラビドプシスなどで報告されている HR様のえそ反応であり（Kim et al. 2008）、

本質的には抵抗性反応と変わらないと思われる。従って、逆説的ではあるが、ウイルス

感染によるえそ病徴の発現を未然に防ぐにはウイルスとの組み合わせによりえそを誘

導する可能性のある抵抗性遺伝子をあらかじめ育種的に取り除くことが必要になる。本

研究では Rnt1座に密接に連鎖する DNA多型マーカーとして 129-centerを見い出してお

り、このマーカーを選抜に用いることでえその要因となる Rnt1-1 や rnt1-2 を効率的に

除くことが可能になろう。しかし、これだけではえその発症を防げてもウイルス感染に

よる他の被害の根本的な解決方法にはならないため、ウイルス耐性の向上に向けた別の

取り組みが必要である。TuMV に対する耐性遺伝子の報告は少ないが、本研究で内生

AsAが TuMV耐性に寄与していることを初めて示した（第 4章）。実際、氷川（2012）

はカブ品種間で AsA 蓄積量と TuMV 耐性の間に正の相関関係があることを見出してお

り、AsA 含量に関する成分育種が直接 TuMV 耐性育種につながる可能性が高い。今後
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の TuMV育種は、抵抗性が崩壊した場合のリスクが大きい Rnt1-1などの major geneの

導入ではなく、AsA含量に関わる量的形質遺伝子座（QTL）の集積などが一つの方向性

として考えられる。 

 Rnt1遺伝子座は、第 6染色体上の scaffold000129配列内に設計した indel PCRマーカ

ー129-centerと共分離したことから、Rnt1座はこのマーカーのごく近傍に連鎖している

と考えられた。最近 B. rapa Genome Sequencing Project によりハクサイ品種

「Chiifu-401-42」のゲノム情報（283.3 Mb）が明らかにされたが（Wang et al. 2011b）、

この情報と本研究結果を合わせて考えてみるとRnt1が scaffold000129配列内の約 300 kb

の領域内に座乗していると推定された。本研究では Rnt1 の同定までには至っていない

が、この約 300 kb の領域内には CC-NB-LRR の構造を持つ 3 つの R 遺伝子様配列

（Bra037448、Bra037451及び Bra037453）がクラスターを形成しており、これらのいず

れかが目的の遺伝子である可能性が高いと考えられる。 

 ハクサイ、カブでは品種により TuMVを接種した葉において AsA蓄積量が増加する

現象が観察された。特に Rnt1-1による高度抵抗性を示すハクサイ品種「秋まさり」お

よび「空海 65」では AsA含量がともに 1.5倍程度に増加した。この AsA蓄積量の増加

は Rnt1-1による高度抵抗性と関連があると考えられたことから、本研究ではその誘導

メカニズムの解析を行った（第 4章）。その結果、AsA蓄積量の増加は JAシグナルを

介して AsAの酸化抑制及び酸化型 AsA（DHA）の還元促進が起きることによるもので

あることが明らかとなった。接種葉における AsA蓄積量の増加は接種 3日後から観察

され、1細胞レベルで迅速に誘導されていると考えられる高度抵抗性とはタイムラグが

ある。このことから、AsA蓄積量の増加は高度抵抗性の一因であるというよりも、さら

なるウイルス感染に備えた獲得抵抗性の側面が強いのではないかと考えられる。 

 本研究で得られた「高度抵抗性が JAシグナル系発動に必須であるという観察結果」

については、高度抵抗性を有する 2つの異なる品種において同様の結果を得ていること
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から、“この１品種のみに特異的な現象ではなかったか”という指摘を否定できる。で

は、なぜ JAシグナル系に高度抵抗性が必須なのだろうか。一つの説明として、感染初

期に増殖するウイルス濃度が高度抵抗性によって極めて低レベルに抑制されるためで

はなかろうか。ウイルス濃度が低い場合には、SAによる抵抗性は SAの過剰生産を抑

制するために一過性となり、その後に JA系が立ち上がったとしても何ら不思議なこと

ではない。一方、ウイルスが感受性品種に感染し、高濃度に増殖した場合には、SAに

よる基礎抵抗性が長期間維持され、JA系は SAの拮抗によって発動しないと考えること

にも矛盾がない。微生物が植物に病気を誘導しないレベルで感染し、低濃度で植物体に

蓄積する、いわゆる共生の場合には、植物で JA系が主に発動されていることが判明し

ており（後述する）、これと同様の現象ととらえると理解できることである。 

高度抵抗性の誘導に JAシグナルが関与しているという報告はこれまでにないが、JA

シグナルを介した抵抗性反応については多くの報告がある。Necrotrophicな病原菌や食

害昆虫による攻撃あるいは物理的な傷に対する防御反応の誘導に JAが関わっている他

（Pieterse et al. 2009）、根圏において共生微生物の感染を受けた場合に誘導される

induced systemic resistance（ISR）のシグナルとしても JAは働く（Pieterse et al. 2009）。

このうち吸汁昆虫による食害や傷はウイルスの侵入を媒介するものであり、ウイルス感

染の可能性を高めるものである。こうしたストレスに対して JAを介した抵抗性が誘導

される場合、同じ JAシグナル経路によってウイルスに対する防御としての AsA蓄積も

誘導されている可能性がある。さらに N. glutinosa及びワタ (Gossypium hirsutum) では

JA処理により RNAサイレンシング機構で重要な働きをする RDR6の発現が上昇するこ

とが報告されている（Wang et al. 2012; Yang et al. 2011）。JAを介して RDR6発現上昇と

AsA蓄積増加が同時に起こるとすれば、2つの側面から RNAサイレンシング機構を活

性化させることが可能である。このようにウイルス防御という面から見てみると、ウイ

ルスの媒介機会の減少、RNAサイレンシングの活性化、ウイルスサプレッサータンパ
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クの阻害といった一連の抗ウイルス防御システムが JAシグナルを介して統御（とうぎ

ょ）されているように見える。今後、これら抗ウイルス反応が相互にどのように関連し

て制御されているのか明らかにすることは、ウイルスに対する植物の基礎抵抗性を理解

するとともにウイルス耐性育種の方法を考えていく上で重要であると思われる。 

 植物ウイルスに対する有効な農薬はこれまでほとんど無かったが、AsAは抗ウイルス

剤として有望であることが本研究より示された（第 5章）。本研究では B. rapaと TuMV

の系において AsA の抗ウイルス効果を検証したが、この効果は TuMV に限定されるも

のではない。AsA はウイルスのサプレッサータンパクと siRNA の結合を阻害すると考

えられているが、サプレッサータンパクが siRNA と結合する場合その間の結合は静電

気的なものであり、負に荷電している AsA は正に荷電しているサプレッサータンパク

の siRNA 結合部位に結合してその機能を阻害する。従って、同様なメカニズムによっ

てRNAサイレンシングを抑制するサプレッサータンパクに対してAsAはすべて抗ウイ

ルス効果を示すことが期待される。実際、本研究の結果が報告された後、DNA ウイル

スであるトマト黄化葉巻ウイルスに対しても AsA が有効であることが報告された（影

山ら 2012）。また、ウイルスに留まらず AsA は抗菌性物質として糸状菌に対しても有

効であることが報告されている。イネいもち病菌の場合では、AsA溶液中で正常な付着

器の形成が阻害される（Egan et al. 2007）。アルタナリアの場合は、培地中に添加された

AsAによって正常な菌糸の進展が阻害された（Botanga et al. 2012）。糸状菌の場合、先

端生長の誘導シグナルとして活性酸素種が重要な役割を果たしており、AsAによって活

性酸素種が消去されることで正常な菌糸の進展などが阻害されるものと考えられる

（Tudzynski et al. 2012）。一方、アルファルファに 0.02% AsAをインフィルトレーショ

ンすると、茎での alfalfa aphidや blue-green aphidなどアブラムシの生殖率が減少するこ

とが報告されている（Goggin et al. 2010）。このように AsAの防御効果はウイルス、糸

状菌、昆虫と広範囲に渡っており、汎用性農薬としての可能性をも秘めている。 
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 AsAの農薬としての利用場面は圃場栽培だけではない。抗ウイルス剤としての利用を

考えた場合、ウイルスフリー株育成のための茎頂培養における培地への添加剤としても

有効である。アスパラガスのアスパラガスウイルスフリー株育成や、ニンニクのリーク

イエローストライプウイルス及びタマネギ萎縮ウイルスフリー株育成において、茎頂培

養時に AsA を培地に処理することでウイルスフリー化率が高まることが報告されてい

る（長谷部ら 2013; 松尾ら 2013）。この他にも、水耕栽培において培養液中に AsAを

添加するなど様々な利用方法が考えられる。農薬としての AsA の問題点は、AsA が化

学的に不安定な物質であり、水溶液中で容易に酸化・分解されてしまうことである。こ

の問題は、AsA-SO4及び AsA-Palのようなより化学的に安定した誘導体を合成し用いる

ことで解決できる。これらの誘導体は植物細胞内に取り込まれた後、分解されて AsA

として働くと考えられる。また、L-ガラクトースのような AsA 合成の前駆物質を投与

する方法もあるかもしれない。L-ガラクトースも AsA に比べると化学的に安定で、植

物細胞に吸収された後 AsA に変換される。AsA 誘導体については共同研究を行ってい

る農薬メーカーで農薬化が進められており、農薬としての AsA の有効性が圃場で実証

されていくものと思われる。 

 本研究では、ハクサイの Rnt1-1遺伝子による TuMV抵抗性において AsAの蓄積が誘

導されることを見出し、この AsA 蓄積がウイルスに対する防御反応として起きている

ことを明らかにした。さらにこの AsAを植物体に処理することによって TuMV 感染を

防ぐことができることを示し、AsAの農薬化への端緒を開いた。これらの研究結果が基

礎研究だけにとどまらず、応用技術として実際の農業に活用される知見、技術となるこ

とを期待したい。 
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摘要 

 

第 3章 Brassica rapa作物の Turnip mosaic virus に対する抵抗性遺伝子座 Rnt1 のえそ

病徴誘導への関与 

 

・ハクサイ品種「秋まさり」、「優春」、「はやひかり」及びカブ品種「早生大蕪」に TuMV-UK1

系統を接種すると、「秋まさり」は高度抵抗性、「優春」は全身えそ、「はやひかり」は

わずかなえそと退緑、「早生大蕪」はモザイク病徴を示した。 

 

・「秋まさり」の抵抗性を打破する UK1 変異系統（UK1m）をその他の 3品種に接種す

ると、いずれもマイルドなモザイクに病徴が変化した。よって、TuMVの感染により現

れる病徴のタイプは、品種とウイルス系統の組合せにより決定されると考えられた。 

 

・「秋まさり」「優春」及び「はやひかり」の自殖第 1 集団への UK1 接種試験の結果か

ら、「秋まさり」は UK1 に対する単一の優性抵抗性遺伝子をヘテロ型で有し、「優春」

はえそ誘導遺伝子をホモ型で有し、「はやひかり」は単一の劣性えそ誘導遺伝子をヘテ

ロ型で有することが明らかとなった。 

 

・「秋まさり」の抵抗性遺伝子と「優春」のえそ誘導遺伝子の対立性を調べるため、2

品種を交雑し、F1集団に UK1 を接種すると、抵抗性と感受性が理論比 1:1に分離した。 

 

・F1世代で抵抗性を示した個体から F2世代として 12 集団を得た。これらに UK1 を接

種したところ、6集団で“抵抗性”と“えそ”が 3:1 に分離し、残りの 6集団で“えそ”

と“モザイクまたはマイルドなえそ”が 1:3 に分離した。よって、「優春」のえそ誘導

111



遺伝子が不完全劣性遺伝子であり、「秋まさり」の抵抗性遺伝子と「優春」のえそ誘導

遺伝子は同座か密接に連鎖していることが示された。 

 

・「秋まさり」の抵抗性遺伝子と「優春」のえそ誘導遺伝子を Rnt1（Resistance and necrosis 

to TuMV）遺伝子座の複対立遺伝子とし、抵抗性遺伝子を Rnt1-1、えそ誘導遺伝子を

rnt1-2、えそを示さず感受性となる遺伝子を rnt1-3とした。 

 

・Rnt1遺伝子座の fine mappingの結果、第 6染色体上の scaffold000129内に作成した indel 

PCR マーカー129-center と組換え価 0%でごく近傍に連鎖していることが明らかとなっ

た。 

 

・「秋まさり」の抵抗性を打破し、「優春」「はやひかり」「早生大蕪」の病徴を変化させ

る UK1mの配列解析の結果、P3, CI及び CPにおける変異はアミノ酸の変化を伴う非同

義置換であった。これらの非同義置換を 1 箇所ずつ導入した感染性クローンを作成し、

上記のハクサイ及びカブ 4 品種に接種したところ、CI における変異（V1827E）を導入

したクローン（UK1-CIm）で UK1mと同様の反応・病徴を示した。よって、TuMV-UK1

の病徴決定因子は CIであることが明らかとなった。 
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第 4 章 Rnt1-1 による TuMV 抵抗性と連動したアスコルビン酸蓄積量の増加とその誘

導機作 

 

・ハクサイ、カブにおける TuMV 感染による AsA 蓄積量の変化を調べると、Rnt1-1 に

よる高度抵抗性を示す品種「秋まさり」及び「空海 65」において有意にそれぞれ 50%

及び 62%増加し、高度抵抗性の組合せにおいて AsA蓄積量が最も増加した。 

 

・AsA 蓄積量が野生型よりも 33%増加した ao 変異体に TuMV-TuR1-YFP を接種したと

き、ウイルス蓄積量が ELISA値で 20%減少し、ウイルス耐性が有意に増大した。 

 

・「秋まさり」に UK1 及び UK1m2（UK1 に由来する突然変異系統で、「秋まさり」に病

原性）を接種し継時的に総 AsA 量を測定したところ、Rnt1-1 による抵抗性誘導時に、

接種後 3日目から AsA蓄積量が有意に約 40%増加することが明らかとなった。 

 

・AsA合成、酸化及びリサイクル経路に関与する酵素のうち、遺伝子の配列が明らかに

なっているものを用いて酵素遺伝子の発現量の解析を行った結果、合成経路上で増加す

る傾向の酵素遺伝子は認められなかった。一方、酸化経路上の APX4 及び tAPX 遺伝子

の発現量が減少し、リサイクル経路上の DHAR1遺伝子の発現量が増加することが明ら

かとなった。 

 

・酸化及びリサイクル経路の酵素活性を測定すると、APX 及び AO の活性はウイルス

接種後 5日目に減少し、DHARはウイルス接種後 5日目に増加し、MDHARはわずかに

減少する傾向にあった。 
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・抵抗性誘導シグナルとして知られる過酸化水素、SA、JA（MeJA）及び ABA 処理に

よる AsA 蓄積量の変化を調べると、過酸化水素処理では AsA 蓄積量が増加、SA 処理

では変化は認められず、MeJA処理では AsA蓄積量が増加、ABA処理では AsA蓄積量

が減少した。 

 

・遺伝子発現解析の結果、過酸化水素処理では AOa の発現上昇や MDHAR の発現低下

が認められた。一方、MeJA処理では APX3a、APX3b及び APX4 の発現量が有意に減少

するとともに、DHAR1 の発現が有意に増加していることが見いだされ、これは Rnt1-1

による抵抗性誘導時と同様のパターンであった。 

 

・酵素活性の測定で、MeJA 処理で APX の活性が有意に 10%減少、DHAR の活性が有

意に 9%上昇し、Rnt1-1 抵抗性誘導時と類似したパターンとなったことから、抵抗性と

連動したAsA蓄積量の増加においてシグナル物質として JAが関与することが示唆され

た。一方、MeJA処理において抵抗性誘導時には観察されなかった AOの活性上昇も観

察され、JA以外の未知の因子も働いていることが示唆された。 

 

・Rnt1-1 による抵抗性誘導時の植物ホルモン蓄積量の推移を調べると、Mock 区に比べ

てウイルス接種区で JA-Ile は接種後 24 時間で約 1.8 倍、TA は接種後 24時間で 2.7 倍、

TAGは接種後 48時間で約 3.6倍に変化した。 

 

・Rnt1-1による高度抵抗性と連動した総 AsA蓄積量の増加が JAを介した経路によって

誘導されることを明らかにした。 
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第 5章 Brassica rapa 作物における TuMVに対するアスコルビン酸の抗ウイルス剤と

しての効果 

 

・投与 AsA の効果を評価するための解析法として、葉全体にウイルスを接種し、その

半分にのみ AsAを綿棒で塗布し、そしてウイルス感染点数による比較を行うという「半

葉法」を確立した。 

 

・投与 AsA として、安定な AsA 誘導体である水溶性の AsA-SO4及び脂溶性の AsA-Pal

をそれぞれ 20 mM 及び 1 mM で投与すると、薬害は観察されず、抗ウイルス性を示し

た。 

 

・ウイルス接種 6 時間後よりも 1 時間後に AsA 誘導体を処理したほうが抗ウイルス効

果が大きかったことから、AsA処理は接種した時点から早ければ早いほど効果的である

ことが示唆された。 

 

・AsA-Pal 複数回処理でも葉への薬害はなく、ウイルス蓄積量は有意に 38%減少した。 

 

・動物で抗ウイルス効果が報告されていた DHA を投与すると、カブ品種「早生大蕪」

に接種した TuMV-TuR1-YFPの感染点数が 80%減少し、カブ品種「耐病ひかり」に自然

分離系統 TuMV-C2 を接種（えそ斑点を生じる）した場合にも感染点数が 65%減少した

ことから、DHAは植物においても抗ウイルス剤として機能することが示された。 

 

・AsA誘導体及び DHAを接種源磨砕液に混ぜて接種試験を行っても、感染点数に影響

はなく、AsA誘導体及び DHAは TuMV ウイルス粒子に直接作用して破壊しているので
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はないということが示された。 

 

・ウイルス接種 1 時間後に接種葉を葉柄から切り取り、切り取った先端を 20 mM 

AsA-SO4溶液に浸す「葉挿し法」により、感染点数は 70%減少し、感染点サイズも抑制

され、直接細胞内に取り込ませた場合に高い効果を示すことが示された。 

 

・TuMV を分解するためのサイレンシング機構において重要な DCL2及び DCL4 を欠損

させた dcl2/dcl4 二重変異体と野生型の A. thaliana を用いて、TuMV 接種時の無処理と

DHA投与でのTuMV全身移行への効果を比較すると、野生型ではmock区に対してDHA

処理区で TuMV の全身移行が遅れたのに対し、変異体では mock 区も DHA 処理区も全

身移行のタイミングには差が無く、DHA による抗ウイルス性がサイレンシング機構に

関与することが強く示唆された。 
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