
論文の内容の要旨 

 

論文題目 タバココナジラミのトマト黄化葉巻ウイルス 

媒介機構に関する研究 

氏  名  内堀 美和 

【序論】 

植物ウイルスの多くは、それぞれ特定の媒介昆虫によって媒介されるが、媒介昆虫特異性のメ

カニズムは解明されていない。トマト黄化葉巻ウイルス (Tomato yellow leaf curl virus; TYLCV) は、

1本鎖環状 DNA をゲノムとするジェミニウイルス科ベゴモウイルス属のウイルスであり、葉の黄

化、葉巻、落果などの病徴をひきおこすトマト黄化葉巻病の重要病原である。TYLCVは、唯一の

媒介昆虫であるタバココナジラミによって循環型・非増殖型様式で特異的に媒介される。タバコ

コナジラミは、TYLCV 感染植物の篩管液を吸汁することにより TYLCV を獲得する (獲得吸汁)。

獲得された TYLCV は、食道とフィ

ルターチャンバーを通過し、盲のう

から下行中腸へと運ばれ、中腸円筒

細胞から血体腔へと侵入し、血体腔

内を血リンパの流れにのって循環し、

唾液腺に特異的に侵入し、唾液とと

もに次の吸汁行動 (接種吸汁)で次の

宿主植物に感染すると考えられてい

る (図 1)。TYLCV の媒介には、中腸

および唾液腺の細胞の通過が必須で

あり、この通過の可否が TYLCV 媒

介能を決定する要因であると考えら

れる。しかし、TYLCV 侵入に関する

詳細な機構は不明である。 

一般に、エンベロープを持たない

動物ウイルスは宿主細胞内にエンドサイトーシス (EC)を介して侵入する。ジェミニウイルスと同

じように DNA をゲノム核酸として持つ Simian virus 40 はカベオラ・脂質ラフト仲介型 ECによっ

て宿主サル細胞に侵入する。また、循環型・増殖型様式で媒介される RNAウイルスであるイネ萎

縮ウイルスはクラスリン仲介型 EC によってヨコバイの培養細胞に侵入する。これらのことから

タバココナジラミ中腸円筒細胞への TYLCV侵入には、いずれかの EC機構が関与していると予想

されるが、現在までに解析は行われていない。 

そこで本研究では、TYLCV 媒介昆虫であるタバココナジラミと非媒介昆虫であるオンシツコナ

ジラミの消化管における TYLCVの様態および ECに着目し、消化管の細胞への TYLCV 侵入機構

の解明を試みた。 

   
【結果および考察】 

タバココナジラミおよびオンシツコナジラミの

血リンパからの TYLCV 検出 

媒介昆虫特異性に関与する組織を特定するため

に中腸から血体腔への通過に着目し、タバココナ

ジラミおよび非媒介昆虫である同科異属のオンシ

ツコナジラミに TYLCV 感染植物を吸汁させ、血

リンパを含む脚から TYLCV ゲノム DNA を PCR

法により検出した。その結果 (図 2)、オンシツコ



ナジラミの血リンパを含む脚から TYLCV ゲノム DNA が検出されないことから、TYLCV が中腸

内腔から中腸を通過し血体腔へ移行できるか否かが昆虫の TYLCV 媒介能を決定する一因である

と考えられた。 

 

 

植物／コナジラミ細胞内の TYLCV の様態 

1) TYLCV感染 Nicotiana benthamiana 観察 

免疫電子顕微鏡法を確立するため、アグ

ロバクテリウム法により TYLCV 感染性ク

ローンを Nicotiana benthamiana に接種し、

10 日後の接種葉を化学固定後、Spurr 樹脂

包埋した。ウェスタンブロット法で特異性

を確認した抗 TYLCV 抗体と金コロイドを

用いて免疫電子顕微鏡法により観察した 

(図 3)。その結果、健全な N. benthamiana

の核では観察されない免疫反応のある電

子密度の高い構造物が TYLCV 感染植物の

核内で観察された。このことから、この構

造物が TYLCVであることが推察された。 

 

 

2) コナジラミ消化管観察 

 媒介昆虫であるタバココナジラミの中腸 (下行中腸、上行中腸)および盲のう内での TYLCV 局

在を調べるために、TYLCV 感染植物あるいは健全植物を 7日間吸汁させたタバココナジラミのメ

ス成虫の消化管の断面を透過型電子顕微鏡 (TEM)により観察した。その結果、TYLCV 感染植物

を吸汁した昆虫の下行中腸、上行中腸、盲のうにおいて細胞内の小胞様構造の中に電子密度の高

い構造物が観察された。抗 TYLCV

抗体と金コロイドを用いた免疫電

子顕微鏡法で (図 4)、この構造物に

免疫反応が認められたことからこ

の構造物が TYLCVであることが推

察され、TYLCV は下行中腸、上行

中腸、盲のうのいずれからも侵入し、

小胞に局在することが示唆された。

さらに、3個の中腸について約 1 µm

間隔で切片を作製し、TYLCV の含

まれる小胞様構造の小胞全体に占

める割合を計測した結果 (図 5)、最

も割合の高かった下行中腸前部と

盲のうがTYLCVの主な侵入部位で

あることが示唆された。 

一方、タバココナジラミと同様に

TYLCV 感染植物を 7 日間吸汁させ

たオンシツコナジラミのメス成虫

では、小胞様構造は観察されたもの

の免疫反応のある電子密度の高い

構造物は見られなかった (図 4)。し

たがってTYLCVはオンシツコナジ

ラミの中腸に侵入しないことが示

唆された。 



コナジラミの盲のうの機能 

1) 透過型電子顕微鏡による構造観察 

盲のうは食べ物を中腸へ送り出すポ

ンプとして機能し、クチクラ内膜がある

ために TYLCV 侵入に向かない器官で

あると考えられてきたが、上記のように

盲のうが主要な TYLCV 侵入組織のひ

とつであることが明らかになったため、

盲のうの構造を詳細に再調査した。

TYLCV感染植物を 7日間吸汁させたタ

バココナジラミのオス成虫の盲のう、食

道、直腸のうの内部構造を TEM観察し

た (図 6)。その結果、食道および直腸の

うの内腔側にはクチクラ内膜が存在し

たが、盲のうにはクチクラ内膜は存在せ

ず、微絨毛が存在する中腸と類似の構造

であった。 

 

2) pH 測定 

pH 指示薬で中腸と盲のうの pH の違いを調べ

た結果、中腸が中性から弱酸性であったのに対

し、盲のうは酸性であった。このことから、盲

のうには何らかの消化機能があることが示唆さ

れた。 

 

3) 盲のうの位置 

タバココナジラミオス成虫およびメス成虫の

消化管の位置の違いを、食用色素を混和した

30%スクロース液を吸汁させることで調べた。

その結果、中腸は雌雄に関わらず腹部に位置し

ていたが、盲のうはオスでは腹部に、メスでは

胸部の唾液腺付近に位置していた。さらに、オ

ス成虫とメス成虫を分けて媒介実験を行った結

果、媒介効率はメス成虫の方が高かった。これ

らの結果から、盲のうと唾液腺の距離が媒介効

率に影響する一因である可能性が示唆された。 

 

 

タバココナジラミ中腸細胞への TYLCV侵入経路 

1) 内部移行マーカーの取り込みに対する阻害剤の効果 

タバココナジラミ中腸円筒細胞への TYLCV侵入経路として EC に着目した。カベオラ・脂質ラ

フト仲介型ECにより細胞に取り込まれる標識コレラトキシンβサブユニット (CT-B) およびクラ

スリン仲介型 EC により細胞に取り込まれる標識トランスフェリン (TF) をそれぞれタバココナ

ジラミに吸汁させ、中腸細胞への取り込みを共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、CT-B の取

り込みは 0.16 mM ナイスタチンにより、TFの取り込みは 1.6 mM クロルプロマジンにより、そ

れぞれ特異的に阻害された。 

 

 

2) エンドサイトーシス阻害剤による血リンパへの移行阻害 

 タバココナジラミ中腸円筒細胞への TYLCV 侵入にカベオラ・脂質ラフト仲介型 EC あるいはク



ラスリン仲介型ECが関与するか推定する

ために、各 EC 阻害剤である 0.16 mM ナ

イスタチンあるいは 1.6 mM クロルプロ

マジンを、粗精製した TYLCV 粒子ととも

にタバココナジラミに吸汁させた。中腸内

腔から円筒細胞を通り血リンパへ移行し

た TYLCV は、そのゲノム DNA を nested 

PCR により脚から検出した (図 7)。その結

果、吸汁 3 時間後では、阻害剤未処理区 

(DMSO、純水)およびクロルプロマジン処

理区でTYLCVが脚から検出されたものの、

ナイスタチン処理区では検出されなかっ

た。一方、吸汁 24 時間後では全ての処理

区において脚から TYLCV が検出された。 

この結果から、0.16 mM ナイスタチンにより TYLCV の

中腸から血体腔へのTYLCV移行が一定期間阻害されるこ

とが示唆され、TYLCV が脂質ラフト仲介型 EC を用いて

中腸円筒細胞へ侵入していることが示唆された。 

 

3) 内部移行マーカーと TYLCV の共局在 

 カベオラ・脂質ラフト仲介型 EC 内部移行マーカーであ

る CT-B を TYLCV とともに獲得吸汁させたタバココナジ

ラミの中腸を、抗 TYLCV 抗体と抗コレラトキシン抗体、

各抗体に対する金コロイドを用いて免疫電子顕微鏡観察

した (図 8)。その結果、TYLCV の含まれる小胞様構造に

CT-B の免疫反応が認められ、TYLCVと CT-B が共局在す

ることが示唆された。 

 

 

【結論】 

 非媒介昆虫のオンシツコナジラミとの比較から、TYLCVの媒介昆虫特異性には中腸から血体腔

にかけての通過の可否が関与すると考えられた。TEM 観察により、TYLCV はタバココナジラミ

の下行中腸、上行中腸の円筒細胞あるいは盲のうの上皮細胞から侵入し、小胞様構造に局在する

ことが示唆された。TYLCV を含む小胞様構造数の割合は、下行中腸前部および盲のう前部で多く、

これらの部位が主要な TYLCV 侵入部位であることが示唆された。一方、オンシツコナジラミの

中腸円筒細胞では小胞様構造は観察されるものの TYLCVの免疫反応は観察されず、TYLCVの媒

介昆虫特異性は中腸細胞への侵入の可否に起因することが示唆された。さらに、タバココナジラ

ミの盲のうは、内腔側に微絨毛を持つ中腸と類似の組織であり、酸性 pH を有することから何ら

かの消化機能を持つ可能性が示唆された。メス成虫の盲のうは胸部に位置し唾液腺との近さから

TYLCVの媒介効率に影響する組織である可能性があった。最後に、タバココナジラミの中腸円筒

細胞で TYLCVと CT-B が同じ小胞様構造に共局在し、中腸内腔から血リンパへの TYLCV移行が

ナイスタチンにより阻害されたことから、TYLCVの中腸円筒細胞への侵入にカベオラ・脂質ラフ

ト仲介型 ECが関与していることが示唆された。 
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