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はじめに

自然界には菌類、細菌類からウイルス・ウイロイドに至るまで様々なクラスのおびただしい数の病原体

が存在する.あらゆる病原体には厳密な宿主特異性が存在し、多数の病原体のうちのごく一部がある特定の

生物種を宿主とするに過ぎない。即ち、一握りの極めて特殊な能力を発達或いは偶然に獲得したもののみ

が、ある生物種を宿主として利用することが可能になるのである.

ウイロイドは塩基教わずか246から402の新しいクラスのRNA病原体であるo 4∞Iこ満たないRNA分子の

暗号文字或いはそれによって規定される分子構造中に、ある特定の生物種を宿主とするか否かの情報が存在

している。ウイロイドは自律複製能を有するRNAで、子孫ウイロイドは親ウイロイドRNA(プラス鎖)か

ら写しとられたRNA(マイナス鎖)を経て元の形に複製される.複製の過程でDNAIこ逆転写されたり、タ

ンパク貨に翻訳されたりする要素を一切含まない。これは、 RNA分子のどこが、どのようにして宿主特異

性決定因子になるかを解析するためのモデル実験系として、ウイロイドが極めて適した材料であることを意

味している.

私達はホップ嬢化病を中心とした研究において、自然界に存在するウイロイドには多様な(塩基配列上

の)変異があり、宿主植物の違いにより各々特徴ある変異体が分商量されることを観察してきた (S釦 oet剖.

1986， 1989， 2000， 2∞1 ;石黒ら.1997) 0 またウイロイドの分子構造と病原性の関係を解析する過程で、

様々な変異体を作成する方法について検討し (S釦 oet剖.1992，佐野ら.1999，田中1999，山本1999，戸塚

20∞)、自然界に存在する変異を様々な組み合わせで持つ変異体ライブラリーを傭築する方法を確立して

きた(田中&佐野.1999) 0 本研究は、これら一連の研究成果を踏まえて、自然界の様々な宿主に見出され

るウイロイド変異体が各々の宿主に適応してきた過程を実験的に再現し検置することを誌みたものである。

即ち、自然界に存在する様々な変異をランダムに組み合わせた変異体集団を人為的に作成し、それが異なる

宿主中で選抜され適応していく過程を観察することにより、自然界の様々な宿主に見出される変異体が分化

して来た必然性或いは偶然性を実鉦的に検置した(第1章)ーまた、自然界の様々な宿主から分醸したウイ

ロイド変異体を特定の宿主に感染させ長期間継代培養した後、各々の変異体がその宿主中でどのように変異

していくかを経時的に解析することにより、宿主の選択圧或いは病原体の宿主適応について考察した〈第2

章)0 



第 1章 構原体の宿主適応一四ー改良cDNAシャツフリング選抜法によるホップ婚化ウイ口イド宿

主連応の実験的再現

1 - 1 按究の概略

木ップ嬢化ウイロイド (Hopstunt viroid : HSVd)は、果樹類を中心に世界中に広〈分布しており、現在

知られているウイロイドの中では最も広く・多機な宿主に感染しているウイロイドである(表 1) 0 HSVd 

の自然感掻宿主{事、キュウリ、ホップ、ブドウ、カンキツ、スモモ、モモ、アンズ、アーモンド、ザク口な

どである。これら自祭感染宿主から分離されるHSVdは寄主に応じた特徴ある犠棒配列を者している.全準

装E罪j情報に器づく分子系統樹解析は、細々の宿主から分服されるHSVdが大きくホップーブドウ、キュウ

リーカンキツ、スモモーモモーアンズーアーモンドの3グループとグループ間のりコンビネーシ翠ンで生じ

たと考えられる 2，3のサブグループからなることを示している(隠 1)。

これらグループの存在とその分子系統関係は、自然感染宿主にHSVdがどのような経路で感染してきた

か、つまり長い議事の歴史の中でHSVdがどのような経路で分事場と宿主織を拡大してきたのかiこ関する私

避の興昧を輯激する。さらに、需主によって特積ある変具体が分蔵されることは、 HSVdが宿主場を拡大す

る過程で、新しい宿主により良〈漉応した変異体が選抜されて愈たことを苧懇させる.残念ながら、私遣は

今までこれらウイ2イドの過去に関する情報を手iこ入れることはほとんど不可能であった.何故なら、接般

のみから出来ているウイ口イ判手、核タンパク賓からなるウイ)t"スと問機、まず化省として残ることはない

からで怠る。従って、弘遣は化石に残された甑拠を纂に、過去に起こったでおろうウイ口イドの分化と宿主

適応の過程を検寵することはできないのである。

しかし、今私遣はHSVdが各議主に適応する過程で起こったであろう車、即ち f現義自然界!こ分布してい

るHSVdがどのように宿主域を砿大し、頼書主に適応してきたのか?J議いは f現在自然界に分布している

HSVd変異体が各宿主に適応する過程で、宿主側の選択圧は変興に対してどのように作用して来たのか?J

などの問いに対して、 〈おそらく〉実験的に検証できる大変有効な手法を手にしているーその可能性を詰め

た魅力的な手法とは「ランダムDNAシャツフリング選抜法Jと呼ばれる手法である。まず、議撚界に存在

する犠qな変異を持つ桓胃な機敏の遺伝子を人為的にランダムに分解後、混ぜ合わせて、再構築する，これ

によって自然界に存証する変異がランダムに組み合むさった非常に多畿な変異体集留がで者あがる.次にこ

れに自的にかなった方法で濡択圧を加えることで、自然界に存在するもの以上の機能を有する新規変異体を

選抜することがでをる.さらにその選抜した変異体を器に関様な撮作恋繰り返すことにより、一帰すぐれた

新規変異体へと遺伝子老人為的に進化させることができるのである。この事法は『詑験饗肉進化Jとも呼iま

れ、様々な機能性タンパク質の改良や創出への活用が期待されている。

本誌験構究で、私遣はこのランダムDNAシャツフリング法を一部改良して、ブドウ・ス奄モ・カンキツ

から分調医されたHSVd変異体から、各専の変異を様式Fに組み合わせたランダム変異体銀自を構築した骨これ

をHSVdの自然感染宿主であるホップ、キュウり、カンキツ、モモ、ブドウ及び非宿主であるシロイヌナズ

ナiこ接種し、各感換個体中で生き延びてくる子孫HSVdの埴基配列を解析した。量後に、各宿主から最も頻

繁に分草される子孫HSV舗を異体の型、鰐ち各宿主に鰻も適応した変異体がどのようなものであるかを実験

的に検証するによって、上に述べたような問い、庫ち f現在自然界に分布しているHSVd変異体が各宿主iこ

適応する過程で、宿主欄の選択庄は変異に対してどのように作思して来たのか?Jなどに対する異体的な解

答が得られるはずである。さらに本研究の結果から『豊穣界の指定から分雌される変異体はその宿主に最も

内
ノ
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表 1、果樹類のウイロイドと病気及び謀本での発生
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ウイロイド{略号)

カンキツ頚 カンキツエキソ3ーディスウイロイド (CEVd)

Citrus bent leaf viroid (CBLVd) 

カンキツウイロイドトしSH(CVd I-LSH) 

:JJンキツウイロイ利Ia， 11お(CVd1Ia， IIb) 

ま宿

リンゴ

ニホンナシ

セイヨウナシ
カ-)判

ブドウ

ホップ嬢化ウイ口イド (HSVd)

モモ latentmo踊 icウイロイド (PLMVd)

木ップ嬢化ウイ口イド (HSVd)

ホップ語化ウイ口イド (HSVd)

モモ

モモ latentmo綿 icウイ口イド (PLMVd)

モモ latentπ防縮icウイロイド (PLMVd)

モモ latentmo銘記ウイ巴イド (PL.MVd)
ホップ媛住ウイロイド (HSVd)

ホップ嬢化ウイロイド (HSVd)

ホップ婚化ウイ口イド (HSVd)

Av以湘.dosunblotch viroid (ASBVd) 

スモモ

ウメ

オウトウ

アンズ

アーモンド

ザクロ

アポカド

*2:毘本では未発生。

令
J
W

*， :日本の栽培品寝での病探性は不明。
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適応したものが必然的に選ばれてきたのか、或いは偶然遺ばれたものがたまたま安定した型として定着して

いるのか?Jという病原体の宿主適応に関する最も基本的で重要な問いかけに対する実証的な解答の一例を

与えるであろう。

1 -2 実験材料と方法

ウイロイド源:HSVdーブドウ分醸株 (HSVd-g)、ーカンキツ分醸株 (HSVd-cit)及びースモモ分醸株

(HSVd-pl)は各々自然分麗株から作出した完全長cDNAクローンを用いた.全てダイマー化した完全長

cDNAから試験管内で合成した転写物をキュウリに接種し、感染性を有することを確認したものである.

改良ランダムcONAシヤヴフリング法によるHSVdランダム蜜墨体集団の纏築:HSVd-g、HSVd-cit、

HSVd-pl各分醸株の完全長cDNAクローンから 4組の合成プライマーを用いたPCRで、各々を4つのcONA

断片に分けて増幅した〈図2A) 0 また、 HSVd-gの全長cDNAの上流にT1RNAポリメラーゼのプロモータ

ー配列、下流にペーパークリップ型リポザイム配列、を含むプラスミドpHSV-Rb3-#llからT7RNAポリメ

ラーゼプロモータ-E列とペーパークリップ型リポザイム配列をPCRで増幅した(図 2B) 0 3種類の

HSVd分醸株に由来する 4断片(合計 12断片)、T7RNAプロモーターE列及びペーパークリップ型リポザ

イム配列をPAGEで分障・精製した後、各々 (14断片)が等モル比となるように混合し、低温度 (0.25μ

g/ml)のDNasel存在下で25t、5分間の限定分解を行なった(図 2C) 0 その後、プライマー無添加PCR

により、ランダムな組み合わせでHSVd全長cDNAを再構築し、最終的に両端のプライマ一、即ちT7RNAポ

リメラーゼプロモーターの5・末端とペーパークリップ型リボザイム配列の3・末端に対応するプライマ一存在

下でPCRを行ない、 HSVdランダム変異体cDNAsを増幅した(図 20)。なお、 PCR増幅中の複製ミスによ

り生じる人為的な変異の発生を愚小限に抑えるために、全てのPCR反応は変異率の少ないPwoDNAポリメ

ラーゼ(ペーリンガーマンハイム:ロシュ・ダイアグノスティックス)を用いて行なった。構築したHSVd

ランダム変異体cDNAsからMEGねcriptRNA転写キット (An制on)を用いて37C、一晩転写し、 HSVdラン

ダム変異体集団を作成した.この転写物を以下の誌験の接種源とした.

HSVdランダム蜜異体集団{撞種源)の多犠件の績定:本書式験においては、如何に均一にシャツフリングさ

れた変異体集団を作製できたかが重要なポイントになる。偏りのある変異体集団を接種源とすれば、選抜さ

れてくる子孫ウイロイドの種類と頻度にも大きな偏りが生じるはずであり、ウイロイドの宿主適応或いは宿

主による選択圧の客観的で正確な評価は獲しい。ランダムcONAシャツフリングに用いたHSVdの3変異株

聞には、 3分自E株全てで異なっている塩基が1箇所、 2分自E掠で異なっている塩基が32箇所、存在する。

従って、もし完全にランダムなシャツフリングができれば、 33X2
27
=3，623，878，656通りの組合せ、つま

り、 30億種以上の変異体を含むHSVdランダム変異体集団(接種源)が構築できるはずである。作成した接

種源がどれくらい多様な変異体から構成されているかを解析するために、上記の転写RNA試料からHSVdの

中央保存領織に対応する 1組のプライマー (HSV83MとHSVd78P)を用いてRT-PCRを行ない、 HSVdの

全長cONAを合成・増幅した.これをpGEM-Tベクターに組み込み、大腸菌を形質転換して多数の形質転

換体を得た，約 60個のcDNAクローンをランダムに選抜してその塩基配列を決定し、接種源に含まれる

HSVd変異体の種類とその頻度を解析した。

RJV 
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櫨種獲の冨型企櫨纏:HSVdランダム変異体cDNAsから諒験管内で合或した転写物1∞れg及び10∞ngを20

μiの接種用緩欝液 (1∞mMリン緩緩衝液，pH7.5、10mg/mlベントナイトを含む}に溶解し、キュウリ

(品種:回議〉は子葉に汁濠接種、ホップ〈品種:キリン2号〉 ・カンキツ〈工トログシトロン} ・ブドウ

(品種:スチューベン実生〉・モモ〈品種:改良川中島昌挑〉は新展開業に汁液撮種と茎に切り付け接種を

行なった。各漉肢とも各植物5本ずつを供試した。ただし、 1∞ngの転写物議種区の亭ュウりは 10本を供

読した。シロイヌナズナは20獲のエ沼タイプをそれぞれ5本ずつ供試し、 6-8.期の充分に展開した黛

!こ汁液接種したe 接種後、各纏物は 20-30t、補助ランプで日長を 16時間iこ調整した間信這室で栽培

した。

感量の確霊及び子孫HSVdの謹基世列解析..接種後適当な詩期に、各接種撞暢から塞藁を採取し、

ISOPLANT (ニッポンジーン〉或いはしiら (1995)の手摘に従って低分子量史NAを抽出した。感染の櫨認

はノザンハイブリダイゼーシ濁ンで以下のように行なった。抽出した益分子量RNA5-50μ誌を8M尿素・

5%PAGEで分雌後、ポジティブチャージナイ口ンメンブレン(バイオダイン、ポール社) (こ転噂した帯 DIG

模様HSVdcRNAをブ口一ブとして、 Uら (1995)の平瀬に従いハイブリダイゼーシ藷ンを行ない、 HSVd

惑婦の有禦を確認した。感染が確認された棋料は、さらに踏出のHSVd中央保存領主義に対応する 1組のプラ

イマー (HSV83M、HSVd78P)を用いてRγ叫 PCRを行ない、 HSVdの全長cD持Aを合成・増輔した。これを

pGまM-Tベクターに組み込み、大語複を形質舷換して多数の影質転換体を得た揖各続科から 5或いは 10 

笛のcDNAクローンをうンダムに選抜してその塩基配列を決定し、子線HSVd変異体の獅煩とその頻度を解

析した。

1 -3 実験結果

HSVdランダム蜜皇位集団{撞種蓋}の多纏埜

接種濠としたHSVdランダム夜具体集毘〈鵠糠源)から鉛舗の独立のcDNA夕日一ンを任意に漉抜し、全

長境基E列を決定した脅得られ史認鍾のcDNA夕日一ンの全埴基配列を多重整列させた結果、独立の護基配

列を有するもの44錯、 2個のcDNAクローンで護基配列が一致したもの 6組 (12信〉、 3傭のcDNAク口一

ンで塩基配列が一致したもの 1範 (3儲〉であった.また、持SVdの3つの変異株間のいずれかで変異が認

められた30箇所について、 65傭全てのcDNAクローンにおける各々の変異型の出現頻度をまとめて示し

た。塩基番号58と59間のカンキツ変異韓に見られるGの挿入、継器番号59のスモモ変異株のG、権義番号

265のカンキツ変異株のAなど、出現練度が撞壌に低いものが一部iこ認められた.また、連続した変典、例

えば [1特 /149，151， 152]、[204，205， 206， 207]などではほとんど出現績度が問ーでおることから、鴫

接した変異の中には DNaseIによる醸定分解では分援できなかったものがあったことが予想された。しか

し、全体として、各々の変典型の出現頼度特に大きな信りは認めるれず、変異体集団の宿主適応或いは宿

主の灘択圧を評婚するに十分なランダム変異悼集団を構績できたものと考えた.

59舗のcDNAクローンの多量E列をもとに分子系統樹を作製した(国 3)。

叩 γ叩



M67 

母集団解析数

59cDNAクローン 219 

M38 

M54 

0.01 

独立 : 44個

2つ同じ: 6組

3つ同じ: 1組

M“ 

M44 

M70 

図 3.接種源-HSVdランダム変異体の分布
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各宿主で轟櫨された子主張HSVd蜜墨依の解析

キュウリ

1∞ngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 1ヶ月後、接種した 10本中 6本!こHSVd感染に

特徴的な葉巻・嬢化症状が観察された。この6本から低分子量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼー

ションで感染を確認後、 RT-PCRにより子孫HSVdを増幅した。増幅した子孫HSVdcDNAを7.5%PAGEで

分厳・回収し、 pGEM-Tベクターに挿入し、大腸菌を形質転換して多数の形質転換体を得た.それぞれの

感染植物から 10個の形質転換体を任意に選抜し、塩基配列を決定した.

その結果、感染個体によってそれぞれ異なる変異体が検出された。 HSVd-gの塩基配列を基準として変異

していた塩基の番号と変異を各個体毎に以下に示した。例えば、 HSVd-gの1∞番目のGがAに変化してい

た時には、 100Gー>Aと示した.また、 100番目と101番目の塩基の聞にGが挿入されていた時には、

1∞/101 +Gと示した。キュウりはC、接種源濠度1∞ng/plantはC1∞、個体番号 1はC1α刊、同じ塩基

配列のcDNAクローンが5個検出された時にはC100-1(5)、異なるcDNAクローンが1個ずつ3つ検出された

場合にはC10Q-1(1 a)、C1∞-1(1 b)、C100-1 (1c)と示した.なお、任意に選抜した形質転換体の中には

HSVd以外の配列を含む場合があったため、状況に応じてcDNAクローンを追加して解析した。そのため以

下に示すように、解析したcDNAクローン数が5或いは 10以外のケースを含んでいる.

個体NO.1

C1αト1(1 O);{1 0 clones; 39A->de1) 

個体NO.2

C1αト3(9);{9clones; 58U->AG) 

個体NO.5

C1Q(ト5(8);(8clones; 108G->A， 114/115 +A， 148/149 +U， 151 Gー>U，152Cー>G，185/1 86 +U， 

193U->C， 204C->deI， 206/207 +G) 

C1αト5(2);{2clones; 58U-> AG) 

個体NO.6

C1αト6(8);{8clones; the鎗 W砲 togrωe旬pe)

C1αト6{1a);(1 clone; 204Cー>U)

C1α〉ー6{1b):{1 clone: 173Uー>C)

個体NO.8

C1 QO-8(7);{7 clones; 1 14/1 15 +A， 148/149 +U， 151 G->U， 152Cー>G，185/186 +U) 

C1αト8(3);(3clones; tt砲鎗W砲 togras:鳩砂pe)

個体NO.9

C1αト9(8);{8clones; the鎗 meto grape type) 

C1∞-9{1 a);{1 clo問;38/39 +A) 

C1α)-9{1 b);{1 clone: 286Uー>C)

また、 1α)()ngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 1ヶ月後、援種した5本中 3本lこHSVd

感換に特徴的な葉巻・媛化症状が観察されたe この 3本から低分子量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイ

-9-



ゼーションで感染を確認後、 RT-PCRにより子孫HSVdを増幅した.増幅した子孫HSVd-cDNAを7.5%

PAGEで分雌・回収し、 pGEM-Tベクターに挿入し、大腸菌を形質転換して多数の形質転換体を得た。そ

れぞれの感染植物から 5個の形質転換体を任意に選抜し、塩基配列を決定した。

結果を同様に以下に示した.

個体No.1

C1αX>-1 (4): (4 clones: 204Cー〉偽1，206/207 +G， c耐us防pe)

C1 000-1 (1 a); (1 clo間;175Cー>U，204Cー>del，206/207 +G) 

C1αX>-1 (1 b); (1 clone; 38/39 +A) 

個体No.3

C1αX>-3(4); (4 clones:廿 時 縄 問tOgrape切 e)

C10α〉ー3(1a); (1 clone; 19Gー>A，24A->U， 38/39 +A， 185Uー>del，212C->U， 241 Uー>C，

246Aー>G)C1αX>-3(1b): (1 clone; 24A->U， 38/39 +A， 185Uー〉悔し239Cー>A，241Uー>C，

246Aー>G)

個体No.5

C1αX>-5(3); (3 clones; 204Cー>de1，205Gー>U，206Aー>U，207U->G)

C1αXト5(1a); (1 clone; 2例 C一>deI，205Gー>U，206Aー>U，207Uー>G，213G->C， 215Gー>A)

C1αX>-5(1 b); (1 clone， 2ωC->deI，205G->U，206Aー>U，207Uー>G，23OCー>U)

C1α冶-5(1c); (1 clone， 144A->G， 204Cー>del，205G->U， 206A->U， 207Uー>G)

生立Z

1∞ngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 4ヶ月後(接種1年目の秋)及び1年後(接種2

年目の審)の 2圏、接種した5本の植物から低分子量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで検

定したが、全く感染は認められなかった。

一方、 1∞OngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 3ヶ月半後(接種1年の秋)に低分子

量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで検定した結果、 5本中2本 (No.1，No.2)でHSVd感染

が確認されたo RTーPCRで子孫HSVdを増幅し、 7.5%PAGEで分障・回収後、 pGEM-Tベクターに挿入

し、大腸菌を形質転換して多数の形質転換体を得た。それぞれの感染植物につき 5-10個の形質転換体を

任意に選抜し、塩基配列を決定した.

HSVd-gの塩基配列を基準として変異していた塩基の番号と変異を各個体毎に以下に示した。例えば、

HSVd-gの1∞番目のGがAIこ変化していた時には、 1∞Gー>Aと示した。また、 1∞番目と101番目の塩基

の聞にGが掃入されていた時には、 100/101+Gと示した.ホップは Hと表配し、接種源灘度は

1∞O噌 /plantのみ感染が認められたので表記しなかった.接種3ヵ月後に検定したとするとH3M、接種1

年後ならH1Y、個体番号 1はH3M-1、一つの個体から同じ配列のcDNAクローンが5個検出された時には

H3M-1 (5)、異なるcDNAクローンが1個ずつ3つ検出された時にはH3M-1(la)、H3M-1(lb)、H3M-1(lc) 

と表配した.
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倒体NO.1

H3.5M-1 (2); (2 clones; 58沙 >AG，114/15 +A， 148/149 +U， 51 G→U， 152C->G， 226U→del， 

228A->C， 231/232 +G) 

H3.5M叶 (la);(1 clones; 58U->AG， 114/15十A，116Gー>A，148/149 +U， 51G->U， 152C四>G，

226Uー>del，228A時>C， 231/232 +G) 

H3.5M-1(lb); (1 clone: 58U四>AG，114/115 +A， 148/149 +U， 151G->U， 152C四>G)

個体NO.2

H3.5M-2(8); (8 clones; 204ひ>U，205G叩>U，206A→G.207lト>del)

H3.5M-2(1ω; (1 clone: 181怯>C， 2i倒 C->U，205G->U， 2ωA→G.207lト>deI)

H3.5M-2(1 b); (1 clone: 15OU->C， 204C→ U，205G也 >U，206A->G. 207U叩>del)

H3.5M-2(1 c); (1 clone; 204C→U，205Gー>U， 2ωん>G.207怯>de1，246A->G)

さらに、強種植物安浩軍内で纏代培養して、接種 1年半後〈接種2年目の秋〉に誕分子量RNA安抽出

し、ノザンハイブリダイゼーションで綾定した結果、 5本中 3本 (No.1，No.2， No.3)でHSVdの感染が確

寵された。畏T叩 PCRで子議HSVdを増備し、 7.5%PAGE分援・回収後、 pGEM叩 γベクターに挿入し、大腸

聾を形質転換して多数の形質転換体を得た。それぞれの感染植物につ脅 5ベ G債の形質舷換縁を任意に耀

接し、権部配列を決定した。

個体No.1

H1.5Y山 1(2); (2 clones; 38/39 +A， 148/149 +U， 151 G相 >U，152C四>G)

H1.5Y叩1(1 a): (1 clo問;お/27+C， 148/149十U，151Gー>U，152C->G)

同 .5Y-1(1b); (1 clone; 26C->deI， 148/149 +U， 151G四>U，152C叩>G， 255U叫>C)

H1.5Y寸 (1c): (1 clone: 148/149十U，151 G->U， 152C->G， 185/186 +U， 226U→del， 228A->C， 

231/232 +G) 

H1.5Y-1(ld): (1 clone; 148/149 +U， 151G叩>U， 152C->G) 

僧体NO.2

H1.5Y四 2(4);(4 clones:廿官路間切grapetype) 

H1.5Y-2(1a): (1 clone: 13∞叩>A，例法>C， 22∞→.A)

H1.5Y耐乏(1b): (1 clone; 3怠/39+A，) 

H1.5Y-2(1c}; (1 clone; 258Uー>C)

H1.5Y-2(1 d): (1 clone， 39A-<deI) 

彊体持0.3

H1.5ト 3(la);(1 clone; 44A叩>G， 204ひ >U.2ωG->C， 206A->G， 207lト>del)

H1.5Y-3(1 b); (1 clone; 204Cー>UU)

H1.5Y-3(1 c); (1 clone; 204C叩>U，205G->U， 206A->G， 207怯 >A)

H1.5Y叩3(ld);(1 cIone， 18U叩>C，26Cー>del，148/149 +U， 151G->U， 152C->G) 

H1.5Y-3(1 e); (1 clone: 2併 C→制， 205G->U，206A→U，207ル>G)

H1.5や 3(lf);(1 clone: 39A田>de1，204C→U，2i尚弁>de1，207U叩>del)
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カンキツ

1∞ngのHSVdランダム変異体蔽写物後機種した区では、 4ヶ月後〈接種1年自の秩〉及び 1年後{接種

2年自の審)の 2閥、接種した5本の植物から抵分子量RNAを描出し、ノザンハイブリダイゼーションで

検定したが、全く感染は認められなかった。

一方、 1∞OngのHSVdランダム変異体舷写物を接種した箆では、 6ヶ月後(接穣 1年の枇}に低分子量

投NAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーシ調ンで検定した結県、 5:2ド中 1本 (No.5)守HSVcU感染が護認さ

れた.さらにRT.叩 PCRで確認したところ、 NO.5の他、 No.3からもわずかながら増幅が確認された.場構麟

片を7.5%PAGEで分権・閤収後、 pGEM附 γベクターに揮入し、大揚曹を形質伝換して多数の形寅転換体を

得た.感染儲体No.1につき 10舗の第質艇換体を任意に選抜し、塩基配列を決定した。検定植物にはエト

口グシトロンを用いたので選抜・増援して者たcDNAクローンは震と表記した。クローン及びその変異の袈

記はホップの場合に準じた。

信倖NO.5

壬壬

E6制四5(2);(2 clones; 148/149 +U， 151G叫 >U，152C->G， 192U山>c)

E6M-5(1a); (1 clone; 26C->deI， 27A叩>G，5SU->deI， 242/243 +UU) 

E6M四 5(1b); (1 clor喝;38/39 +A， 148/149十U，151G町 >U，152C->G) 

E6M-5(lc); (1 clone， 148/149 +U， 151G叩>U，152C“>G)

E6M-5(ld); (1 clo憎 ;26Cー<del，148/149 +U， 151 Gー>U，152C叩>G)

E6M-5(1 e); (1 clor精:26C->伽~I， 148/149 +U， 151G->U， 152C骨>G，288Uー>A)

E6M四 5(lf);(1 clone; 47Aー>G， 148/149 +U， 151G->U， 152C叩>G)

E6M-5(1 g}; (1 clone: 26C->お1，27A->GlP 242/243 +UU， 245A→U) 

10伽 gのHSVdランダム変異体転写物を繊細した区では、 4ヶ丹後〈接種1年自の款〉及び1年後{接種

2年百の審〉の 2閥、掻種した5本の植物から誕分子量RNA悲抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで

検定したが、全く感僚は認められなかっ免。

1000ngのHSVdうンダム変異体転写穂告接種した区では、 2ヶ月後(接種 1年の夏)Iこ低分子量RNAを

抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで検定した結果、 5本中 2本 (No.2，No.5)でHSVd感染が確認窓

れた。 RT中 CRで子孫HSVdを増幅し、 7.5"PAGEで分艦・闘収後、 pGEM-Tベクターに挿入し、大揚菌

を形質転換して多数の形質転換体を得た.それぞれの惑絵模暢につ者5-9信の影質転換体後在意に選抜し、

権基配列を決定した申モモで選議・増擁してきたcDNAクローンは Pと表記した.クローン及びその変異の

載記はホップの場合に準じた.

信義No.2

P2M-2(2); (2 clones;廿穂組n鴫 tograpetyJ:埠)

P2M-2(1 a); (1 clone; 255Uー>C)

P2M由 2(1b); (1 clone; 45C->A， 183U->C) 
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P2M-2(1 c): (1 clone: 4OA->G) 

個体No.5

P2M叩5(1a):(1 clone: 26C->deI， 27A->G， 58U->AG， 1 14U->C， 136U->む， 204C->del， 

205G->U，206A->G，201U->G，215G叩>U，239C…>del，242/243十UU)

P2M時 5(1b): (1 clone: 131 U->C， 209A一>G)

P2M山5(1c); (1 clone; 2U->A， 25U->A， 26Cー>A，32A一>U，38/39 +A， 46A->U， 105C->U， 

114/115 +A， 148/149 +U. 151Gー>U.152Cー>G.162A->C. 276Gー>C)

P2M-5(1 d); (1 clone; 18U->A， 26C叫 >del，27A->G， 36A…>G， 58AU>AG， 204C->U， 272Lト>A)

P2M-5(1e); (1 clone: 4OA->G. 249Uω>C) 

P2M-S(1 f); (1 clone; 26C叩>del，27A->G， 58U->AG， 114U四 >C，204C->del， 205G->U， 

2部 A->U.207U叩>G， 242/243 +UU) 

P2M-5(lg); (1 clone; 138G->U， 204C->del， 205G->U， 2侃 A->U，207Uー>G，242/243十υu)

P2M-5(1 h): (1 clone: 98A->U. 114/115 +A. 14悉/149+U， 151G->U， 152C->G. 226U->del， 

228A->C， 231/232 +G， 241 Uー>C，242C->U，256U->G，257G->U)

P2M-5(1 i}: (1 clone: 226U->del， 228A->C， 232/232 +G. 242/243 +UU) 

また、 3ヶ丹単後(接種1年の秋〉に諮菌感染の認められなかった3本側0.1， No.3. No.4)から低分子

量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで検定した結果、 3本 (NO.1，No.3， No.4)でHSVd感染

が磁認された。畏T山 PCRで子接持SVdを増躍し、 7.5%PAGEで合離・回収後、 pGまM 棚 Tベクターiこ挿入

仏大腸欝を形質転換して多数の形質転換体を得た。感染植鞠 (No.3，No.4)につき 5錨の形質転換体を任

意に選抜し、組器IlJlJを決定した。

個体NO.3

P3.5M-3(2); (2 clones; 204C->U， 205G->U， 206A->G. 207U->del) 

P3.5M-3(1 a); (1 clone; 33G->A. 126C->U. 184U->C. 204Cー>U.2関 G->U，2飴 A一>G，

207U->de1) 

P3.5M時 3(1b); (1 clone: 97G叩>A，2i似ひ>U，205G叩>U，2部介>G.207l上>de1，245A:→U)

個体NO.4

P3.5M-4(3); (3 clonω; 58U->AG， 114/115+A， 148/149+U， 151G叫 >U，152C山>G， 226U->deI， 

228Aー>C， 231/232 +G) 

P3.5M叩4(1a); (1 clone， 58U->AG， 114/115 +A， 148/149 +U， 150U山>A，151G->U，152C->G， 

226lト>de1，228A“>C， 231/232 +G) 

P3.5M-4(1 b}; (1 clone: 58U->AG， 136U->C， 243C->UU) 

さらに、嬢種1年単後{接種2年自の秋) (こ毎分子量RNAを抽出し、ノザンハイプリダイゼーシ環ンで検

定した結果、 5本中 2本 (No.1，No.3)でHSVdの感染が椴寵された掛 RT-PCRで子孫HSVdを増幅し、 7.5

%PAGE分雌・回収後、 pGEM叩 Tベクターに挿入し、大腸菌を形質藍換して多数の形黄転換体を得た。惑

染植物4偏体制。.1，NO.2， NO.3， NO.4)につ者各々 S叩10偲の形質転換体を任意iこ選抜し、塩基EJlJを決
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定した。

健体NO.1

P1.5Y-l(2); (2 clones; 148/149 +U， 151G四 >U，152C時>G)

P1.5Y-1 (1 a); (1 clo附:17lト>del，26C->deI， 148/149 +U， 151G叩>U，152C->G) 

P1.5Y寸 (1b); (1 clone; 26C→悔い48/149+U， 151G->U， 152C->G， 286lト>C)

P1.5Y-1(lc); (1 clone: 26C由>del，148/149 +U， 151G->U， 152C->G) 

P1.5Y時 l(ld);(1 clone: 148/149 +U， 151G山>U，152C->G， 192U->C)

錨体NO.2

P1.5Y-2(3); (3 clones: 148ノ149+U， 151G->U， 152C山>G)

P1.5Y山2(1a);(1 cl∞e;8Aー>G， 148/149 +U， 151G->U， 152C→G，157G->A) 

P1.5Y叩2(1b); (1 clone; 148/149 +U， 151 G四>U， 152C->G， 192Uー>c)

P1.5Y叩2(lc);(1 clone: 26C->cteI， 148/149 +U， 151G->U， 152C->A) 

個体No.3

P1.5Y-3(1 a); (1 clone; 26C->deI， 27 A叩>G， 242/243 +UU) 

P1.5Y叩3(lb);(1 clone:38/39 +A， 131U->A， 148/149 +U， 151G->U， 152C叩>G)

P1.5Y-3(1 c); (1 clone: 38/39 +A， 148/149十U，151 G->U， 152Cー>G， 169/170 +U) 

P1.5Y-3(ld); (1 clone; 228A->G， 242/243 +UU) 

P1.5Y叩3(1e); (1 clone; 148/149 +U， 151 G->U， 152Cー>G)

P1.5Y山3(1f);(1 clone: 26C叩〉偽1，27 A->G， 39A->deI， 242/243 +UU) 

鍾体NO.4

P1.5Y-4(2a): (2 clones; 38/39 +A， 148/149 +U， 151G叩>U，152C叩>G)

P1.5Y叫 4(2b);(2 clone; 26C叩>cteI，27A山>G， 39A時>del，242/243 +UU) 

P1.5Y-4(1a): (1 clone; 148/149 +U， 151G叫 >U，152C->G， 2∞C->U) 

P1.5Y-4(1 b); (1 cl僻鳴:26C→del，148/149十U，151Gゅ U，152C->G， 177U->C) 

~史

1∞ngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 4ヶ月後〈鏡糠1年自の軟〉及び1年後〈接種2

年自の響〉の 2問、搬種したS本の植物から低分子量RNAそ抽出し、ノザンハイブリダイゼーシ笥ンで検

定したが、全く感簸は認められなかった。

一方、 1広治ngのHSVdランダム密具体事長ヰ物を艶織した区では、 4ヶ月後〈接種 1年の秩)(こ低分子最

RNA豪描出し、ノザンハイブリダイゼーシ剖ンで検定した結果、 5本中 1本 (No.2)で感接が擁認され

た.さらにRT'叩 PCRで構露したところ、 NO.2の他、 2本 (No.1，No.3)でHSVcU接続が確認された，増幅高

片を7.5%PAGEで分聾・間収後、pGEM-Tベクターに挿入し、大腸躍を形鋼転換して多数の形質転換体を

得た.それぞれの感論植物につき 5-10留の影費紙織体を経意に選抜し、謹基配列を決定した。ブドウで

選抜・増殖してきたcDNAク口一ンはSと表配した。ク口一ン及びその変異の袈配は木ップの場合に準じ

た。
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個体NO.1

G4M-1 (3); (3 clones; the縄問tOgr，卸e旬pe)

G4M-1(1a); (1 clone; 157Gー>A)

G4M-1(1b); (1 clone; 38/39 +A， 96Aー>G，1ω/181+A，264U->A) 

G4M-1 (1c); (1 clone; 36Aー>G)

G4M-1(1d); (1 clone; 38/39+A， 180Uー>A)

G4M-1 (1 e); (1 clone; 39Aー>de1，157Gー>A)

G4M-1(1f); (1 clone， 38/39 +A， 96Aー>G， 1鈎 /181+A，264Uー>A)

G4M-1(lg); (1 clone; 36A->G) 

G4M-1 (1 h); (1 clone; 38/39 +A， 180Uー>A)

個体NO.2

G4M-2(8); (8 clones; the泊町晦 togr卸 etype) 

G4M-2(1 a); (1 clone; 2OC->U) 

G4M-2(1 b); (1 clone; 244Cー>A，266Aー>U，273G->U) 

個体NO.3

G4M-3(3); (3 clones; the鎗 W槍 tOgr，卸etype) 

G4M-3(1a): (1 clone: 221 Uー>A)

G4M-3(1 b); (1 clone; 262Uー>C)

さらに、接種 1年半後(接種2年目の秋)Iこ低分子量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで

検定した結果、 5本中 2本 (No.1，No.2)でHSVdの感染が確認された。 RT-PCRで子孫HSVdを増幅し、

7.5%PAGE分蔵・回収後、 pGEM-Tベクターに挿入し、大腸菌を形質転換して多数の形質転換体を得た.

それぞれの感染植物につき 5-10個の形質転換体を任意に選抜し、塩基配列を決定した.

個体NO.1

G 1.5Y-1 (6); (6 clones;廿噌鎗metogr，卸etype) 

個体NO.2

G 1.5Y-2(4); (4 clones;廿砲錨metogr，却e防pe)

シロイヌナズナ

1∞ngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 1ヶ月後、 20種類のエコタイプ毎に、 5本の植

物をひとまとめにして低分子量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで検定したが、全てのエコ

タイプでHSVdの感染は認められなかった。 RT-PCRでも確認したが、結果は全て陰性であった。

また、 1∞OngのHSVdランダム変異体転写物を接種した区では、 2ヶ月後、 20種類のエコタイプ、 5本

ずつの植物を全てひとまとめにして低分子量RNAを抽出し、ノザンハイブリダイゼーションで検定した結

果、 HSVdの若干の増殖を示唆する薄い陽性シグナルが確認された。 RT-PCRで確認したところ、 HSVdに

相当するDNA断片の増幅が確認されたので、増幅断片を7.5%PAGEで分樟・回収後、pGEM-Tベクターに

挿入し、大腸菌を形質転換して多数の形質転換体を得た。 5個の形質転換体を任意に選抜し、塩基配列を決
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定した結果、 HSVd-gとHSVd働 plのキメラ檀遣を持つ変異体が検出された.そこで、この変異体安含む

RNA抽出獲を再度20獅嬢のエコタイプ各S本に接種し、 1ヶ丹後、今度は各エコタイプ鰐に5本の植物密ひ

とまとめにして低分子量RNAを抽出した。しかし、ノザンハイブリダイゼーションの結果、 HSVd感染を示

唆するシグナルはいずれのエコタイプからも検出されず、これがシロイヌナズナで安定に増殖する議いはシ

口イヌナズナに適応した変異体とは場えられなかった。
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第 2章 宿主選択圧ーーーホップ，ブドウ，スモモ，カンキツに適応したホップ嬢化ウイロイド変異

体はホップでどのような選択圧を受けるか?

2 -1 実験の概略

ホップ嬢化ウイロイド (Hopstunt viroid : HSVd)は、果樹類を中心に世界中に広〈分布しており、現在

知られているウイロイドの中では最も広く・多様な宿主に感染しているウイロイドであるo HSVdの自然感

染宿主は、キュウリ、ホップ、ブドウ、カンキツ、スモモ、モモ、アンズ、アーモンド、ザクロなどであ

る.これら自然感染宿主から分聾されるHSVdは宿主に応じた特徴ある塩基配列を有している.全塩基配列

情報に基づく分子系統樹解析は、種々の宿主から分蔵されるHSVdが大きくホップーブドウ、キュウリーカ

ンキツ、スモモーモモーアンズーアーモンドの3グループとグループ聞のリコンビネーションで生じたと考

えられる 2、3のサブグループからなることを示している(図 1) 0 

宿主によって特徴ある変異体が分蔵されることは、 HSVdが宿主蟻を拡大する過程で、新しい宿主により

良く適応した変異体が選抜されてきたことを示唆している.また、それぞれの宿主に適応した変異体は、そ

の宿主上で準安定な形に落ち着いていて、さらに変異する速度は極めて遍くなっているものと考えられる.

即ち、それぞれの宿主から分蔵される特徴ある変異体は適応地形における準安定な穴に落ち込んでいる状態

で、容易にそこから抜け出し新らたな変異体へと変化できない状況に置かれている.それでは、ある宿主か

ら分蔵されるHSVd変異体が、その形に落ち着く過程で、宿主の選択圧はどのように関って来たのだろう

か?例えば、現在ブドウから分蔵される変異体はブドウという宿主に準安定的な形に適応しており、今後ブ

ドウの品種或いは栽培形態によほどの大きな変化が起こらない限り、少なくともブドウ上では短期間のうち

にそう大きく変化することはないと考えられる.しかし、このブドウ変異体が何らかの要因で他の宿主に種

の壁を越えて感染した場合、何が起こるだろうか?おそらく、ブドウ変異体は新しい宿主中で準安定な状態

から抜け出し、その宿主中でより安定な形へと変化するはずである.そして、新宿主中で安定を失った変異

体が再び準安定な形に落ち着く過程で、新宿主の選択圧が新しい適応の型に何らかの影響を及ぼすはずであ

る.変異の方向は、少なくとも偶然だけで決定されてはいないものと予想される.

本試験研究で、我々はホップ・ブドウ・スモモ・カンキツから分聾されたHSVd変異体をホップに援種し

た。各々の変異体に感染した株を圃場に定植して、自然毅培条件下で 10年間隔雌栽培した.ホップは宿根

性の一年生草本植物で、地上部は毎年新しいものに生え変わるが、地下茎が残り翌年の新生個体を生じる.

つまり、自然界のブドウ・スモモ・カンキツに準安定な形で適応した変異体をホップという新しい宿主中で

1 0年間を継代培養したわけであるo 1 0年後、それぞれの感染株からHSVdを再分隠し、全塩基配列を解

析した.それを接種前の各変異体の全塩基配列と比較することで、ホップという新宿主中でそれぞれの変異

体がどのように変化したか?即ち、ホップという宿主の選択圧はそれぞれの変異体にどのような影響を及ぼ

したかが明らかになるはずである.また、それぞれの変異株がホップという宿主で10年聞の継代培養の聞

にどのくらい変異したか(変異率)も算出できるはずである.

各変異体が特定の宿主中で一定期間中にどのように・どのくらい変化したかを実験的に検置するによっ

て、本報告書の冒頭に述べたような聞い、即ち『現在自然界に分布しているHSVd変異体が各宿主に適応す

る過程で、宿主側の選択圧は変異に対してどのように作用して来たのか?Jなどに対する具体的な解答が得

られるはずである.さらに本研究の結果から f自然界の宿主から分蔵される変異体はその宿主に最も適応し

たものが必然的に選ばれてきたのか、或いは偶然違ばれたものがたまたま安定した型として定着しているの
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か?Jという病原体の宿主適応に関する量も基本的で重要な問いかけに対する実霊的な解答の一例を与える

であろう。

2-2 実験の方法と材料

ウイロイド渥:HSVdーブドウ分厳株 (HSVd-g)、ーカンキツ分厳株 (HSVd-cit)、ースモモ分蔵株

(HSVd-pl)、及びーホップ分瞳株 (HSVd-hop)は各々自然界の感築株から分障し、キュウリで継代培養

した.各感染キュウりからウイロイドを抽出し接種源とした。また一部を漉結保存し、接種前の全塩基配列

の解析に用いた.

桂種湿の自邸左檀種..各HSVd分厳株感染キュウりから抽出した低分子量RNA約1∞μgを5∞μlの接種用

緩衝液 (1∞mMTris-HCI， pH7.5、1伽ng/mlベントナイトを含む)に溶解し、ウイルスフリーホップ(品

種:キリン2号) 1本あたり1∞μlを接種した。接種は、新展開業への汁液接種と茎への切り付け接種で

行なった.接種は 1993年5月に実施し、各分厳株とも 5本ずつ供諒した.接種後、各植物は無加温のガ

ラス室で 10月まで義培し、感染を確認した後、圃場に仮植して休眠・越冬させた.翌 1994年4月、圃

渇に定植し、 1 0年間それぞれの感染株間で伝染が起こらないように厳密な管理のもとで悶厳栽培を行なっ

た。

各HSVd分量橡の棒種前後の盗基E列決定:援種に用いた各HSVd分厳株抽出液、及び 10年間圃場で踊醸

毅培した各HSVd分自E株感染ホップから再抽出したHSVd抽出液を用いた。それぞれのウイロイド詑料から

HSVdの中央保存領域に対応する 1セットのプライマー (HSV83M、HSVd78P)を用いてRT-PCRを行な

い、 HSVdの全長cDNAを合成・増幅した.これをpGEM-Tベクターに組み込み、大腸菌を形質転換して多

数の形質転換体を得た.各HSVd変異体の接種前及び接種 10年後の録料からそれぞれ 10個のcDNAクロ

ーンをランダムに選抜してその塩基配列を決定し、それぞれのHSVd変異体の種類とその頻度を解析した.

2-3 実験の結果

HSVd -ホヴプ分量稼:HSVd-ホップ分醸株の 1993年5月接種前の鼠料から得た10個のcDNAクローン

のコンセンサス塩基配列をもとに、接種 10年後 (2002年)にホップから再抽出した鼠料から得た 9個

のcDNAクローンに認められた全ての塩基変異を、 cDNAクローン毎に示した.分母は解析したcDNAクロー

ン数、分子は観察されたcDNAクローン数を示す.すなわち、 5/91ま纏基配列を解析した 9個のcDNA中5

個でそうであったことを示す。

5/9: same to the 0同gin剖

1/9: 42Aー>G， 121Aー>G， 261A->G

1/9: 281 A->U 

1/9: 281Aー>U，284Uー>c

1/9: 199Uー>c
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9個のcDNAクローン中、 5個のcDNAには変異は認められず、 4個のcDNAクローンに合計7箇所の変異

が認められた。 281Aー>Uの変異が2個のcDNAクローンで検出された以外、単独のマイナ一変異であった。

総変異数 (7)を、 HSVdーホップ分麓株の総塩基数 (297)に解析したcDNAクローン数 (9)を乗じた数

(2673)で割った値が 1塩基当たりの変異率となる。 HSVdーホップ分厳株のホップ纏代10年間の 1塩基当

たりの変異率は ro.∞2旬、 1年間の 1塩基当たりの変異率は rO.αX>26Jであった。

HSVd -ブドウ分撞犠:HSVd-ブドウ分厳株の 1993年 5月接種前の試料から得た10個のcDNAクローン

のコンセンサス塩基配列をもとに、接種 10年後にホップから再抽出した試料から得た 9個のcDNAクロー

ンに認められた全ての塩基変異を、 cDNAクローン毎に示した。分母は解析したcDNAクローン数、分子は

観察されたcDNAクローン数を示す。すなわち、 4/9は塩基配列を解析した 9個のcDNA中4個でそうであっ

たことを示す。

4/9: 26C->A， 281 Uー>A(only 54G is different from HSVd-hop) 

2/9: 25Uー>de1，54G->A(25Uー>deland 281 U are different from HSVd-hop) 

2/9: 26C->A， 54Gー>A(only 281 U is different from HSVd-hop) 

1/9: same to the original HSVd-hop 

25Cー>A、25Cー>del、54Gー>A、281Uー>Aの4つの変異が各々複数のcDNAクローンで認められた。大

変興味深いことに、 これらの変異はいずれもHSVdーホップ分麓株と同じになる変異で有り、明らかに

HSVdーブドウ分慮株がホップで継代中にHSVdーホップ分厳株と同一化する方向に変化していることが明ら

かになった。特に、一つのcDNAクローンはHSVdーホップ分醸株と全く同じ配列に変化していた。

9つのcDNAクローン中に合計16個の変異が認められた。総変異数 (16)を、 HSVdーブドウ分醸株の総

塩基数 (297) に解析したcDNAクローン数 (9)を乗じた数 (2673)で割った値が 1塩基当たりの変異率

となる。 HSVd-ブドウ分醸株のホップ継代10:年間の 1塩基当たりの変異率は rO.α)60J、1年間の 1塩基

当たりの変異率は rO.α腕 OJであり、ホップ分橿株の2.3倍の変異率であった。

HSVd -スモモ分腫株:HSVd-スモモ分慮綜の 1993年5月接種前の試料から得た10個のcDNAクローン

のコンセンサス塩基配列をもとに、接種 10年後にホップから再抽出した試料から得た10個のcDNAクロー

ンに認められた全ての塩基変異を、 cDNAクローン毎に示した。分母は解析したcDNAクローン数、分子は

観察されたcDNAクローン数を示す。すなわち、 6/10は塩基配列を解析した10個のcDNA中6個でそうで

あったことを示す。

6/10: 59Uー>AA，6OGー>A，206Uー>c

1/10: 59U->AA， 60Gー>A，182U-C，206U->C

1/10: 61 C->A， 151 U->C， 206Uー>c

1/10: 59Uー>A，60/61 +A， 206Uー>c

1/10: 59Uー>AA，2∞Uー>C， 206U一>C
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59Uー>AA，60Gー>A，206U->Cなどが複数のcDNAクローンに共通して見られた変異であった。ただ

し、この変異とHSVdーホップ分樟株の配列の関連は認められなかった。

10個のcDNAクローン中に合計39個の変異が認められた。総変異数 (39)を、 HSVd-スモモ分醸株の総

塩基数 (297) に解析したcDNAクローン数 (10)を乗じた数 (2970)で割った値が1塩基当たりの変異率

となる。 HSVd-スモモ分聾株のホップ継代10年間の 1塩基当たりの変異率は rO.0131J、 1年間の 1塩基

当たりの変異率は rO.∞131Jであり、ホップ分腫株の5.1倍の変異率であった。

HSVd -カンキツ分量縁:HSVd-カンキツ分腫株の 1993年5月接種前の試料から得た10個のcDNAク

ローンのコンセンサス塩基配列をもとに、接種 10年後にホップから再抽出した読料から得た10個のcDNA

クローンに認められた全ての塩基変異を、 cDNAクローン毎に示した。分母は解析したcDNAクローン数、

分子は観察されたcDNAクローン数を示す。すなわち、 3/10は塩基配列を解析した10個のcDNA中3個でそ

うであったことを示す。

3/10: 25Uー>AA，26Gー>A，31A-U， 107Aー>G，153Uー>A，286Uー>C(廿砲sarr陪 pos耐onto 281 of 

HSVd-hop and grapevine) 

1/10: 25Uー>AA，31 A->U， 39Aー>G， 107A一>G， 153U->A， 286U一>c

1/10: 25Uー>AA，26G->A， 31 A->U， 107 Aー>G， 153Uー>A，219A->G， 286Uー>c

1/10: 3G->A， 25Uー>AA，26Gー>A，31 A->U， 34Aー>de1，107Aー>G， 152Uー>A，286Uー>C

1/10: 25Uー>AA，26Gー>A，31A-U， 107A->G， 117Gー>A，153Uー>A，286Uー>C

1/10: 25Uー>AA，26Gー>A，31A-U， 39Aー>G， 107Aー>G， 153Uー>A，286Uー>c

1/10: 25Uー>AA，26G->A，31A-U，107Aー>G，286Uー>c

1/10: 25Uー>AA，250Aー>G， 270Aー>G

25U->AA、26Gー>A、31A-U、107Aー>G、153Uー>A、286Uー>Cなどが複数のcDNAクローンに共通し

て観察されたo 25Uー>AA、26G->A、31A-UなどはHSVdーホップ分樟株の配列と類似していた。 286U-

>cはホップ分障株の281に相当する塩基であるが、変異の型(ホップではA)は異なっていた。

10個のcDNAクローン中に合計51個の変異が認められた.総変異数 (51)を、 HSVdーカンキツ分醸榛の

総塩基数 (302)に解析したcDNAクローン数 (10)を乗じた数 (3020)で割った値が 1塩基当たりの変異

率となるo HSVdーカンキツ分醸株のホップ纏代10年間の 1塩基当たりの変異率は rO.0168J、1年間の 1

塩基当たりの変異率は rO.∞168Jであり、ホップ分醸株の6.5倍の変異率であった。
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第 3軍旗とめ

ランダムcDNAシャツフリング法で作製したHSVdランダム変異体集団を接擁したキュウリ、木ツプ、ブ

ドウ、カンキツ、モモから経時的に子孫HSVdを抽出し金権誕配列を解析した。得られた全てのcDNAクロ

ーンの全壊基配列を義HSVdであるブドウ、スモモ、カンキツ変異議の全壊基配列と多量整列させ、系統樹

解析を行な3た〈密4)。また、 3種の毅HSVd摺で変異が認められた 30館所の変典型を抽出して多蝿盤

舜させ、同様に系蕊樹解析を行なった〈図5) 0 全塩基配列情報に基づく系統樹も夜具簡所のみの情報に器

づく系統樹もほぼ問機の結果を樽いたが、綱審Bに若干の遣いが認められた。

全塩基配列に基づく系統樹で、子縁HSVdは大きく 3つのグループに分かれたe 各々のグループiこ克られ

た特徴を以下に示した。

( 1 ) HSVd吋スモモ変異義に鎮叡したグループは、モ告とホップで選抜された変異体のみを含んでい

1之島

(2) HSVd叩カンキツ変異株に類似したグループは、キュウリ、エトログシト口ン、ホップ、モモで選

披Zされた箆異体を含んでいた。特に1伽g/mlの転噂物を接種したキュウト健体No.8で選抜され

た変異体 rCl00-S(8)Jはカンキツ変異韓と橿めてよく媛叙していた。ま充、エトログシト口ン

で選抜されたものの多くもこりグJv-プiこ麗した。

(3) HSVd叩ブドウ変異議{こ鍍叙したグループは、全ての帯主で選抜されたものを含んでいた。特に

討SVd叩ブドウ変異訴と金〈問じ配列をもつものが、全ての宿主から高頼度に検出されたことか

ら、この型は全ての宿主にもっともよく適応した変異体であることが明らかになった。

また、宿主別に見ると、

(4)ブドウでは、 HSVd-ブドウ変異体議いはそれに極めて戴恕した変異体のみが選抜されてきた。こ

れは、自繋界の援護ブドウかち分離されるものの誌とんどがこの壁であることと纏めてよく一致し

た.つまり、ブドウという宿主は本来HSVdlこiまそれほど漉した宿主ではなく、憎めて限られた盟

のみが感続増殖を許されるのではないかと考えられる。この考えは、自然界でブドウはHSVdの港

在感揖宿主であり、ウイロイド灘肢も低いという事実からも裏付けられる。

(5)一方、ホップとモモでは、多擦な変異体が選抜されてきたことから、比較的ルーズに持SVd変異体

の惑染噂揺を許すものと考えられた事自終界のスモモ、そそ、アンズなど核集類から分聾された変

異体iこも、典型的なスモモ裂のほか、ブFウ璽変異体が複数含まれていることから、本研究で確認

された傾向は、自然界の変異体の分柑状況を良く反映させている結果と考えられる。また、本研究

において、ホップでは比較的ルーズ(多機〉な変異体の漉嫁が認められたのに皮して、自然界の

ホップではブドウ変異綜額似のもののみが報告されている轟これは、震に串聾者 (Sanoet al. 

2∞1、添付資料3)が示唆したように、日本の木ッブ接化績はブドウiこ惑来しているHSVdーブド

ウ変異株がホップに惑染して完全したとする復建を事付ける結果と考えることが出来るだろう。

(6)カンキツでは、まだ解析した惑湯量僧体教が 1本であるため、明確な傾向を蛤じることはできな

い。ただ、解析した限りでは、カンキツ復興株に類似の変異告有する変異体が選抜諮れる傾向が認

められ克ので、ブドウ同様に、感染増殖できる変異体の許容範聞は隈られている可能性がおる。今

後さらに解析が必要であるe

以上、ランダムcDNAシャツフリング選抜法で、 HSVdランダム変異体の異なる宿主中での選抜の方向性

愛実験的に解析した結果、自銭界の感染宿主で認<<>られる疲異体の分布様式と鎖似の傾向が認められな。こ
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のことは、現在自然界の様々な宿主に感染しているHSVd分庫株に認められる特徴ある変異が、各々の宿主

による方向性のある(正の)選択圧によって生じてきたとする考えを強く示唆するものであった。

また、表2に3種の親ウイロイドで変異が認められた 30箇所の変異について、各々の変異の型毎に接

種前と接種後の出現頻度をまとめて示した。部位によってどの型が選ばれるかについて明らかな傾向が認め

られた。以下に概略を示した。

( 1 )塩基番号25-59番までの範囲ではブドウ或いは/及びカンキツに見られる変異が選択され、スモ

モに見られる変異は淘汰される傾向が認められた。

(2 )塩基番号114-152番までの範囲ではブドウ及びスモモに見られる変異が選択され、カンキツの変

異は淘汰される傾向が認められた。

(3 )塩基番号193-206番までの範囲ではブドウに見られる変異が強く選択され、カンキツ或いは/及

びスモモに見られる変異は強く淘汰される傾向が認められた。

(4)塩基番号207-266番までの範囲ではブドウとカンキツに見られる変異が強く選択され、スモモの

変異は強く淘汰される傾向が認められた。

( 5)一般にブドウ変異株に認められる変異の型は選抜される傾向にあったが、塩基番号58/59、

185/186の2ヵ所の欠失は淘汰される傾向が認められた。

今後は宿主別に各郡位の接種後出現頻度をより詳細に分析し、宿主によって選択と淘汰の晴好に異なる

方向性があるかどうか調査する必要がある。

自然界のホップ、ブドウ、スモモ、カンキツから分蔵したHSVd変異株をホップに接種し、自然条件下で

継代栽培した。 10年後HSVdを再分厳して全塩基配列を決定して、接種前の全塩基配列と比較した。その

結果、以下のような事実が明らかになった。

( 1 )ホップ分障株は 10年間ほとんど変化しなかった。

(2 )ブドウ分厳株はホップ分庫株と同一化する方向に変化していた。特に驚くべきことに、一つの

cDNAクローンはホップ分厳縁と全く同ーの形に変化していた。即ち、ブドウ変異株は、ホップ中

では一定の方向性をもって変異し、それは自然界のホップから分障される形と同一化するものであ

ることが明らかになった。このことは、ホップ嬢化病の病原がブドウに感染しているHSVd変異株

に由来するとする申積者らの仮説を直接裏付けるE拠である。

(3)各分車株に認められた変異数から 1年間 1部位当りの変異率を算出した。その結果、ホップ変異

株 (0.00026)、ブドウ変異株 (0.0006)、カンキツ変異株 (0.00131)、スモモ変異株

(0.∞168)であった。植物ウイルス或いはウイロイドで、 1年間 1部位当りの変異率が実験的に

明らかになったのはこれが初めてと考えられる。また、変異体によって変異率が異なることが明確

に示されたのもこれが初めてと考えられる。

以上の結果から、各々の宿主に対する適応度の違いによって継代中の変異率に大きな違いが出る可能性

が示唆された。これは病原体の宿主適応及び変異の問題を考える上で極めて重要な概念に関わる点であ

る。今後、この実験データーを再確認して、適応度と変異率に関する概念を明確にして行く予定である。
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鈎95 91 62 058/(潟9

A 059 

32嶋 9389 114/115 

36 55 68 67 148/149 

s8 58 68 67 G 151 

38 58 68 67 C 152 

88 68 67 57 185/186 

55 85 98 96 U 193 

54 52 79 n c 204 

54 52 84 82 G 2部

79 35 54 81 A 2関

78 84 82 51 U 207 

94 92 33 51 U 226 

95 93 51 33 A 228 

51 94 92 33 C 230 

95 93 51 s3 U 231 

10199 52 54 U 241 

10199 51 33 c 242 

72 53 52 47 242/243 

101鈎s4 52 u 256 

10199 52 54 G 定57

63 G 265 

38 A 266 

やや低下 (1)、
* : HSV小ぶどう分離縁の塩基番号に基づく。

本:接種後、出現頻度がやや上昇〈合〉、 20%以上上昇〈合的、

20%以上低下(， 1)、ほとんど変化しない〈今)。

山 25叩
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