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第１章 緒論  

1.1 植物病とは 
	 植物は地球上の、特に地上の生物の生命活動を支える基盤であり、植物を欠いては現在の生

態系は成り立たない。なかでも人類は他の生物以上に、その生活を植物に依拠している。すな

わち食糧として植物を摂取するだけでなく、衣料、医薬品、嗜好品、園芸など、およそ人間的

な活動のほとんどが植物を必要としている。植物病とは、人間が植物を利用しようとするとき、

様々な原因で人間の利用に適さなくなった植物の状態の総称である。具体的な植物病の原因と

しては、菌類、細菌、ファイトプラズマ、線虫などの微生物やウイルス、ウイロイドの他に、

昆虫などによる食害（虫害）や雑草との競合による雑草害、あるいは不適な栽培環境による障害

（生理障害）などがある。 
 
	 先に述べたように植物はあらゆる生物の活動の基盤であり、植物をとりまく環境には様々な

生物が存在している。この中には植物に病気を引き起こす菌類、細菌、ファイトプラズマ、線

虫などの微生物やウイルス、ウイロイドが存在する。これらによる病気は感染性であり、一度

発生すると感染が新たな植物へと広がり大きな被害を引き起こすことがある。よって、植物病

の中でも微生物による病気は速やかに発生を確認した上で早急に感染植物の除去などの対策を

講じなければならない。このとき重要になるのが迅速かつ正確な診断である。また、微生物に

よる病気は発生が確認された後、対策が有効になるまでに大きな被害が出る。よって、出来る

限りその発生を未然に防ぐことが求められる。これを植物病の防除とよび、様々な防除対策が

研究され試みられている。次節では、植物病の診断と防除について詳しく記す。 

1.2 植物病の診断と防除 
	 植物に病害が発生した際、何らかの対策を講じる必要がある。しかしその原因が分からなけ

れば、適切に対処することはできない。特に、感染性の病気であれば早急な対策が必要である

が、病原体の種類によって対処法は異なる。よって診断の第一の目的は病気の原因を明らかに

することである。また、ある一つの病気でも発生状況によって、採るべき対処方法が異なるこ

ともある。従って、発生状況や被害状況を把握し、適切な対処法を立案することが診断の 終

的な目的である。 
 
	 まず、微生物による感染性の病気なのかそれ以外の原因によるものかを判断することは防除

対策を立てる上で欠かせない。ある微生物がある特定の病害の原因となる病原体であると判定

するためには、一般にコッホの原則を満たさなければならない。コッホの原則は、ドイツの医

学者 Robert Koch が提唱したもので、本来は動物の疾病の病原確認の際の指針のひとつである
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が、植物の微生物病にも準用されている (難波, 2008)。コッホの原則とは、①特有の症状を持
つ病気が発生し、その病患部に特定の微生物が検出されること、②その微生物が罹病植物から

純粋に分離され、培養されること、③分離・培養した微生物を健全な植物に人工的に接種し、

原病徴が再現されること、④接種により再現された病患部から接種源と同一の微生物が再び検

出されること、の 4 つの条件からなる。これは未知病害が発生したときの病原を決めるための
原則であって、既知病害の場合③④は省略されることが多い。 
 
	 植物病の防除は、耕種的防除、物理的防除、生物的防除、化学的防除に分けられる (難波, 
2008)。耕種的防除は追肥や除草、温度・湿度の管理など栽培条件を整えるもので、病原体に対
する抵抗性作物を利用することもこれに含まれる。物理的防除は、害虫の駆除や、罹病植物の

駆除、遮断、残渣の処理などがある。生物的防除は微生物農薬や天敵昆虫を用いる方法である。

化学的防除は化学合成農薬を中心とした防除法で、植物病に対して広く用いられる方法である。

ある病害の原因が判明した後、これらの防除から有効な方法を選び組み合わせることで防除対

策を立てることになる。 

1.3 植物ウイルス 
	 植物病を引き起こす病原体の一つに植物ウイルスがある。ウイルスをどう定義するかについ

ては議論があるが(Raoult and Forterre, 2008、Koonin and Dolja, 2014)、多くのウイルスは外
被タンパク質 (coat protein; CP)と呼ばれる構造に核酸が包まれた粒子と呼ばれる形態をとる。
あるウイルス種を構成する核酸は 1分子から数分子の RNAまたは DNAであり、これをウイル
スのゲノムと呼ぶ。ゲノム核酸の種類によってウイルスは、一本鎖 DNA ウイルス、二本鎖
DNAウイルス、一本鎖RNAウイルス、二本鎖RNAウイルスに分類される。ウイルスは自身の
細胞を持たず、宿主細胞内でのみ自身のゲノムを増殖することができる。ゲノムには宿主細胞

への感染に必要ないくつかのタンパク質がコードされている。 
 
	 植物ウイルスは植物細胞内あるいは昆虫細胞内で増殖できるウイルスである (池上ら, 2009)。
植物ウイルス全体のおよそ 70%はプラス一本鎖 RNA（mRNA と同じ極性の RNA をプラス鎖
RNA、その相補鎖 RNAをマイナス鎖 RNAと呼ぶ）をゲノムに持つ。植物ウイルスの粒子は細
胞表面の傷口や媒介昆虫を介して宿主である植物細胞内に侵入し、ゲノム核酸からCPが解離し
て（脱外被）、感染を開始する。まず、ウイルスは植物細胞の翻訳機構を利用してゲノム上にコ

ードされたタンパク質を翻訳し、ウイルスゲノムを複製する。RNA ウイルスの場合、複製に必
要な RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) を複製酵素として自身のゲノムにコードしてい
る。初期感染細胞で増殖したウイルスは原形質連絡 (プラズモデスマータ) を介して隣接細胞に
移行する。この過程を細胞間移行と呼ぶ。多くのウイルスがこの細胞間移行を担う移行タンパ

ク質 (movement protein; MP) をゲノム上に有する。細胞間移行を繰り返し初期感染細胞から
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周辺細胞へと感染を拡げた後、ウイルスは維管束系へと到達し、維管束系を介して植物体全身

へ移行する。この過程を長距離移行と呼ぶ。 
 
	 植物ウイルスの伝染は昆虫などによる媒介生物による伝染、種子や花粉、栄養繁殖器官、接

ぎ木を介した伝染、汁液の接触による伝染に分けられる (池上ら, 2009)。汁液による伝染は細
胞表面の傷口から起こるため、剪定器具を介して起こることが多い。吸汁昆虫による伝染の場

合、ウイルスは昆虫の口針を通して植物の篩部細胞に注入される。 
 

侵入 

脱外被 

複製 細胞間移行 

ウイルス 

長距離移行 

 

図 1.1	 植物ウイルスの感染過程 
ウイルスは植物細胞の傷口から、もしくは媒介虫により細胞内に侵入する。その後、脱外被を経

て自身のゲノムを複製する。ある程度蓄積すると、原形質連絡を通り隣接細胞に細胞間移行する。

篩部細胞に到達したウイルスは、篩管流によって植物体全身へ長距離移行する。 

1.4 植物ウイルス病の診断と防除 
	 作物生産の植物病による損失額は年間 600 億ドルに及ぶと考えられているが、その中でもウイル
ス病は菌類病に次いで 2番目に大きな被害を与えている (Reddy et al., 2009)。植物ウイルスは植物
体内で増殖し、媒介虫等により伝搬されるため、地域全体における特定の作物生産に壊滅的な被害

を与える場合が多い。また、植物ウイルスには、感染していても軽微な病徴しか引き起こさない

事例や、無病徴で潜在感染する事例も知られている。生理障害と見分けがつきにくい場合もあ

り、ウイルス病と知らずに適切な処置がなされないことも多い。ウイルスは感染植物体内で自

身のゲノム中に容易に変異を蓄積するという特徴を有するため、突如としてこれまでにない激

しい病徴を引き起こすことや、新たな植物に感染可能になることもある。また、異なる 2 種類
以上のウイルスが同一宿主に重複感染することにより病徴が劇化する事例も多数存在する。従
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って、新たなウイルス病のパンデミック（大流行）を抑止するためにも、早期の診断によりウイ

ルスの発生を確実に発見しウイルスの蔓延や被害の拡大を阻止するよう対策を講じなくてはな

らない。 
 
	 ウイルス病の主な診断手法として、電子顕微鏡を用いた検鏡による診断法、検定植物に対す

る接種結果（病徴）をもとに判定する生物学的診断法、病原微生物のゲノム塩基配列情報を利用

した分子生物学的診断法、抗原抗体反応を応用した血清学的診断法が挙げられる (池上ら, 
2009)。これらの手法を組み合わせることで、ある特定の病害とウイルスの組み合わせにおいて
コッホの原則を満たした場合に、試験に供したウイルスがその病害の病原体であると判定する

ことができる。 
 
	 菌類病や細菌病に対しては、治療や防除・予防に有効な農薬が開発されているが、ウイルス

病に対しては、農薬として用いうる有効な薬剤は無い (池上ら, 2009)。これは、上述したよう
にウイルスが自身では増殖システムを完結できず、宿主の代謝系に依存して増殖することから、

ウイルス増殖のある過程を特異的に阻害することが難しいためである。従って、ウイルス病の

拡大をいち早く阻止するために取りうる手段は感染植物の除去や媒介生物の駆除などの物理的

防除法に限られるため、迅速な診断技術の開発やウイルスの伝染経路の解明がウイルス病防除

において肝要となる。 
 
	 また、植物が本来有する病害抵抗性を利用してウイルス病を防除する耕種的な方法もある。

実際に、育種により抵抗性遺伝子を導入したウイルス抵抗性品種が作出され、農業現場で広く

用いられている。現在、抵抗性品種に広く用いられている抵抗性遺伝子は、対応するウイルス

種が有する特異的なウイルスタンパク質を認識することで抵抗性を発揮するものが多い 
(Zereva and Pooggin, 2012)。よって全てのウイルス病を防ぐためには、全てのウイルスに対す
る抵抗性遺伝子が必要となるが、ウイルスの種が多いため現実的ではない。また、このような

抵抗性は、抵抗性遺伝子産物による認識を避けるような変異ウイルスの出現により打破されて

しまう点も問題である (Harrison, 2002)。よって持続性が高く、より広域な病原体に対して有
効な抵抗性を発見し実用化することが求められている。 

1.5 細菌・糸状菌に対する植物の抵抗性 
	 植物は環境中で常に様々な微生物に晒されており、この中には植物に感染し得るものが存在

する  (Chisholm et al., 2006)。これに対し植物は多層的な防御戦略を備えている 
(Muthamilarasan and Prasad, 2013)。第一のレイヤーは葉のワックス層、細胞壁、クチクラ
脂質などの物理的構造や植物細胞に含まれる抗菌物質などの二次代謝産物である。この抵抗性

を打破した病原体を認識し誘導する抵抗性が第二のレイヤーである。この第二のレイヤーのよ
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うに、何らかの防御反応を誘導する抵抗性を動的 (能動的) 抵抗性と呼ぶ (Muthamilarasan 
and Prasad, 2013)。「植物免疫 (plant immunity) 」は普通この第二のレイヤーを指す (Jones 
and Dangl, 2006)。植物免疫もさらに2つのレイヤーに分けて考えられており、これらを担うの
が細胞表面および細胞内の受容体である。植物は、これらの受容体を介して病原体の存在を認

識することで防御応答を引き起こす (Dodds and Rathjen, 2010)。植物免疫の第一のレイヤー
は細胞表面の受容体により細菌や糸状菌の共通分子パターン (pathogen-associated molecular 
patterns; PAMPs) を認識することで引き起こされる防御応答である。この受容体を pattern 
recognition receptor (PRR)、防御応答を pattern-triggered immunity (PTI) と呼ぶ。PAMPs
は病原体の生存に必須の構造であり、例えば細菌では鞭毛の構成タンパク質 flagellin が、菌類
では細胞壁の構成成分であるキチンが PRRに認識される。よって PTIは広範な病原体を標的と
した特異性の低い防御応答である。PTI はイオンの漏出、過酸化水素 (H2O2) などの活性酸素
種の蓄積、種々の感染特異的タンパク質 (pathogenesis-related protein; PR タンパク質) の産
出などを伴う複合的な反応である (Spoel and Dong, 2012)。他方で、病原体はこのような PTI
を抑制するために種々のエフェクターを分泌する。エフェクターは PRR による認識を妨げるも
のや、細胞内の PTI 誘導シグナルカスケードを阻害するものなどがあり (Chisholm et al., 
2006)、その作用機構は病原体の種によって様々である。植物免疫の第二のレイヤーは植物がこ
のエフェクターを直接、または間接的に認識することで誘導される防御応答である。この認識

を担うのが細胞内のレセプターであり、そのほとんどが核酸結合ドメイン (nucleotide-binding 
site; NBS) およびロイシンリッチリピート  (leucine-rich repeat; LRR) を有する NLR 
(nucleotide-binding leucine-rich repeat) 型タンパク質である (Dangl et al., 2013)。エフェク
ターの認識を契機に誘導される防御応答を effector-triggered immunity (ETI) と呼ぶ。PTIが
広範な病原体に対する非特異的な防御応答を担うのに対し、ETI はある病原体の種の、その中
でも一部のレース (race) が生産するエフェクターを認識したときにのみ引き起こされる特異性
の高い防御応答となる。古典的な抵抗性研究においては、植物が抵抗性遺伝子座 R (resistance) 
を、病原体がそれに対応する非病原性遺伝子座 Avr (avirulence)を有している場合に、ある植物
がある病原体の種に抵抗性を有するとされている。近年の研究によりこの Avr 遺伝子がエフェ
クターを、R遺伝子が細胞内受容体 NLR型タンパク質をコードする例が多いことが明らかにさ
れてきた (Dangl et al., 2013)。NLR が関わる抵抗性を特に NLR 抵抗性 (NLR-mediated 
resistance) と呼ぶことがある。ETIは PTIと似た反応を引き起こすが、より速い反応で程度が
激しく、しばしば過敏感反応 (hypersensitive response; HR) と呼ばれる細胞死を伴う (Dodds 
and Rathjen, 2010)。PTIおよびETIで引き起こされる反応は植物ホルモン、特にサリチル酸、
ジャスモン酸、エチレンによって調整されている (Dodds and Rathjen, 2010)。また、サリチ
ル酸を介して、初期感染細胞での防御応答は全身に伝達され、全身獲得抵抗性 
(systemic-acquired resistance) と呼ばれる抵抗性が誘導される 。以上のような植物が有する
防御システムとそれをかいくぐる病原体との関係は、植物と病原体の軍拡競争により進化、獲
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得されてきたものだと考えられている (Jones and Dangl, 2006)。 

1.6 ウイルスに対する抵抗性機構 
	 植物ウイルスは細胞表面の傷口や媒介昆虫によって直接細胞内に侵入するため、植物細胞表

面の受容体を介して直接認識される事例はこれまでに報告されていない (Ronde et al., 2014)。
一般に、植物ウイルスに対する動的抵抗性は細胞内でウイルスを認識することで誘導される。

動物ではウイルスに対する PRR が存在し、ウイルスの PAMPs として、二本鎖 RNA (dsRNA; 
double-stranded RNA)、一本鎖 RNA、DNAなどが認識される (Zvereva and Poogin, 2012)。
植物ではウイルスに対する PRRは知られていないが、RNAウイルスに由来する dsRNA構造を
認識するシステムとして RNA サイレンシングを備えている (Zvereva and Poogin, 2012)。
dsRNAは一般的に RNAウイルスの感染過程で必ず生じる構造であることから、dsRNAを植物
RNAウイルスの PAMPsとし、RNAサイレンシングを PTIと考えることもある (Nakahara et 
al., 2012)。RNAサイレンシングではウイルス由来の dsRNAが認識されたのち、dsRNAから生
じた small interference RNA (siRNA) と相補的な配列を切断することで、ウイルスの蓄積が阻
害される (Soosaar et al., 2005)。ほとんどのウイルスはRNAサイレンシングを抑制するための
タンパク質、RNAサイレンシングサプレッサーをゲノムにコードしている。 
 
	 細胞内でウイルスを認識する受容体として NLR 型タンパク質がある。NLR 型タンパク質は
上述の ETI においては病原体のエフェクターを認識する細胞内受容体であるが、細胞内でウイ
ルスゲノムから翻訳されたタンパク質を認識する受容体でもある。NLR 遺伝子はウイルに対す
る免疫においても、ウイルス種特異的な抵抗性を担っており、様々なウイルスに対する R 遺伝
子が NLR型タンパク質をコードすることが示されている (Zvereva and Poogin, 2012)。対応す
る Avr はウイルスの CP、MP、複製酵素、サイレンシングサプレッサーなど多様である。ウイ
ルスに対するNLR抵抗性でも細菌や糸状菌に対するETIと同様の防御応答を誘導し、しばしば
HRを伴う。このような抵抗性は、ウイルスの感染拡大を阻止するために複数の細胞で抵抗性が
誘導されるため、組織レベルの抵抗性と呼ぶことができる。NLR 抵抗性の中には HR を伴わな
いものもある。例えば、potato virus X (PVX) に対するジャガイモの R遺伝子、Rxによる抵抗
性である。Rx は NLR 型タンパク質をコードしており、対応する Avr は PVX の CP である 
(Bendahmane et al., 1999)。Rxが CPを認識すると、他の NLR抵抗性とは異なり、細胞死を
伴わずに初期感染細胞で速やかにウイルス蓄積を阻害する防御応答が誘導される 
(Bendahmane et al., 1999)。このような抵抗性を高度抵抗性 (extreme resistance) と呼ぶ。そ
の抵抗性の実体は未だ明らかになっていないが、Rx 抵抗性はプロトプラストにおいてもウイル
ス蓄積を阻害することが示されていることから (Kohm et al., 1993)、細胞レベルの抵抗性と呼
ぶことができる。 
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	 植物ウイルスに対する R 遺伝子には NLR 型タンパク質とは異なるタンパク質をコードし、
RNA サイレンシングとも NLR 抵抗性とも異なる機構でウイルス感染を阻害する抵抗性が知ら
れている。一つが tomato mosaic virus (ToMV) に対するトマト (Solanum lycopersicum) の抵
抗性遺伝子 Tm-1、もう一つが tobacco etch virus (TEV) に対するシロイヌナズナ (Arabidopsis 
thaliana) の RTM1である。Tm-1は Rxと同様に細胞レベルでウイルス蓄積を阻害することが
示されている。ToMV はトバモウイルス属 (Genus Tobamovirus) に属するウイルスである。
Tm-1に対する Avrは複製酵素であるが、その作用機構は NLR抵抗性の様に Avrの認識後に抵
抗性反応を誘導する動的抵抗性ではない。Tm-1は複製酵素と結合することでその機能を直接阻
害するタンパク質であることが示されている (Ishibashi et al., 2007、Ishibashi et al., 2013)。
何らかの防御応答を誘導する動的抵抗性に対して、Tm-1のような作用機作を持つ抵抗性を「静
的抵抗性」と呼ぶ (石橋ら, 2007)。一方、RTM1 はジャカリンレクチンタンパク質である 
(Mahajan et al., 1998)。TEVはポティウイルス属 (Genus Potyvirus) に属するウイルスである。
RTM1抵抗性は TEVの長距離移行を阻害することが示されているが (Chisholm et al., 2000)、
その詳細な機構は明らかにされていない。RTM1 抵抗性には複数の因子が関与する。RTM1 以外
にRTM2およびRTM3が関与し、RTM2は small heat shock proteinをRTM3はmeprin and TRAF 
homology（MATH）ドメインを含むタンパク質をコードすることが示されている (Whitham et 
al., 2000、Cosson et al., 2010)。さらに同じく RTM1による抵抗性に必要な遺伝子座として RTM4、
RTM5 が存在することが見出されているが、コードするタンパク質については不明である (Cosson 
et al., 2012)。 
 
	 また、あるウイルスの感染に必要な宿主因子の欠損あるいは変異が、そのウイルスに対する抵

抗性を付与することもある。このような抵抗性は劣性遺伝することから劣性抵抗性と呼ばれる。

これに対し、R遺伝子による抵抗性は優性抵抗性と呼ばれる。 
 
	 本研究では、植物ウイルス病に対する高度抵抗性を利用した効果的なウイルス防除法の確立を

目指し、新たなウイルス抵抗性遺伝子の探索を行った。その結果、ポテックスウイルス属 (Genus 
Potexvirus) に対する抵抗性遺伝子 JAX1を同定した。JAX1はジャカリンレクチンタンパク質
をコードしていた。 
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図 1.2	 植物ウイルスに対する防御機構 
植物ウイルスに対して植物が有する防御機構は主に RNAサイレンシングと NLR抵抗性で成り
立っていると考えられている。RNAサイレンシングはウイルスの二本鎖 RNAを認識すること
で、NLR抵抗性は NLR型タンパク質が対応するウイルスタンパク質を認識することで誘導され
る。 

1.7 アルファフレキシウイルス科ウイルスとベータフレキシウイルス科ウイルス 
	 植物ウイルスの分類は、宿主域、伝染方法、ウイルスの粒子形状、血清反応、理化学的性状

などの所見に加え、ウイルスゲノム核酸の塩基配列情報が基準として用いられている。特に昨

今では、塩基配列情報が優先的な分類基準となりつつある。国際ウイルス分類委員会 
(International Committee on Taxonomy of Viruses; ICTV) によりこれらの知見を統合した、
目 (order)、科 (family)、亜科 (sub-family)、属 (genus)、種 (species) の階層構造による分類
が行われている。 
 
1.7.1 フレキシウイルス科 
	 フレキシウイルス科 (Family Flexiviridae) は直鎖状プラス一本鎖の RNAをゲノムとしても
ち、粒子が直径 10 ~ 15 nm、長さ 470 ~ 1,000 nmのひも状のウイルスが属するウイルス科とし
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て2005年の ICTV Virus Taxonomy 第8次レポートに登録されていた (Fauquet et al., 2005)。
その後、複製酵素の全長アミノ酸配列に基づく系統解析により、既存のフレキシウイルス科は 2
つのグループに分かれることが明らかになった。また、全てのプラス鎖 RNAウイルスの複製酵
素に基づいた系統解析において、フレキシウイルス科は小球状のウイルス粒子を有するティモ

ウイルス科 (Family Tymoviridae)と近縁であることが明らかになった。以上のような経緯を経
て、2008 年の Virus Taxonomy 第 9 次レポートでは、新設のティモウイルス目  (Order 
Tymovirales) の下にアルファフレキシウイルス科 (Family Alphaflexiviridae)、ベータフレキ
シ ウ イ ル ス 科  (Family Betaflexiviridae) 、 ガ ン マ フ レ キ シ ウ イ ル ス 科  (Family 
Gammaflexiviridae)およびティモウイルス科  (Family Tymoviridae) の 4 科が設けられた 
(King et al., 2012)。 
 
1.7.2 アルファフレキシウイルス科とポテックスウイルス属 
	 アルファフレキシウイルス科は、本研究の第 3 章で扱ったポテックスウイルス属 (Genus 
Potexvirus) が属するウイルス科である。直鎖状プラス 1本鎖 RNAをゲノムとしてもち、直径
12 ~ 13 nm、長さ 470 ~ 800 nmのひも状粒子を形成する。ゲノム RNAは 5.9 ~ 9.0 kbで、5´
末端に m7G5´ppp5´Np構造 (GTPのグアニンの 7位がメチル化されたキャップ構造)、3´末端に
poly A配列を有する。ゲノム上には属により 5つもしくは 6つの ORFを有する。短い 5´非翻訳
領域(untranslated region; UTR)に続く ORF1には複製酵素がコードされている。複製酵素には
methyltransferase (MET)、helicase (HEL)、polymerase (POL) ドメインが保存されており、
いくつかのウイルスはこれらに加え、alkylated DNA repair protein (AlkB) ドメインを有する。
植物に感染するアルファフレキシウイルス科ウイルスは ORF2~4 にトリプルジーンブロックタ
ンパク質 (triple gene block proteins; TGBp) をコードしており、これらは細胞間移行に関わる。
ORF5 には外被タンパク質 CP をコードしている。アレキシウイルス属 (Genus Allexivirus)、
ロラウイルス属 (Genus Lolavirus)、マンダリウイルス属 (Genus Mandarivirus) のウイルスは
ORF6に核酸結合タンパク質 (nucleic acid binding protein; NABP) をコードしている。 
 
	 本論文第 3章ではポテックスウイルス属ウイルス（以下ポテックスウイルス）である Plantago 
asiatica mosaic virus (PlAMV) に対する抵抗性遺伝子を同定した。ポテックスウイルスは直径
13 nm、長さ 470 ~ 580 nmのひも状粒子をもち、プラス 1本鎖ゲノム RNAは約 5.9 ~ 7.0 kb
で 5つの ORFが存在し、それぞれ複製酵素、TGBp1、2、3、CPをコードする。複製酵素のみ
がゲノム RNAからリボソームにより直接翻訳される。タイプ種である Potato virus X (PVX) で
はゲノムから 2 種類のサブゲノム RNA が産生され、それぞれから TGBp、CP が翻訳されるこ
とが示されている。ポテックスウイルス属は単子葉、双子葉植物の広範な植物に感染するが、そ

れぞれの種の宿主域は比較的限られる。 
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1.7.3 ベータフレキシウイルス科とカルラウイルス属 
	 ベータフレキシウイルス科は、本研究の第 2章で扱ったカルラウイルス属 (Genus Carlavirus) 
が属するウイルス科である。直鎖状プラス 1本鎖 RNAをゲノムとしてもち、直径 12 ~ 13 nm、
長さ 600 ~ 1000 nm以上のひも状粒子を形成する。ゲノム RNAは 5.9 ~ 9.0 kbで、5´末端に
m7G5´ppp5´Np構造、3´末端に poly A配列を有する。ゲノム上には属により 3 ~ 6つの ORFを
有する。全てのベータフレキシウイルス科ウイルスで短い 5´UTRに続く ORF1に複製酵素がコ
ードされている。複製酵素にはMET、HEL、POLドメインが保存されており、ほとんどのウイ
ルスはこれらに加え、AlkBドメインおよび papain-like protease (P-Pro) ドメインを METと
HELドメインの間に有する。その他の ORF上には細胞間移行に関わるタンパク質がコードされ
ており、カピロウイルス属 (Genus Capillovirus)、シトリウイルス属 (Genus Citrivirus)、トリ
コウイルス (Genus Trichovirus) およびビチウイルス属 (Genus Vitivirus) のウイルスでは単
一のMPを有し、その他の属のウイルスは ORF2 ~ 4に TGBpをコードしている。これらの下
流にの ORF には CP がコードされており、カルラウイルス属ウイルス、ビチウイルス属ウイル
スおよびいくつかのトリコウイルス属ウイルスでは も 3´末端側の ORF に NABP をコードし
ている。 
 
	 本論文第 2 章ではカルラウイルス属ウイルス (以下カルラウイルス) である Helleborus net 
necrosis virus (HeNNV) による病害を診断し、HeNNVのゲノムを解析した。カルラウイルス
属はベータフレキシウイルス科に属する。カルラウイルスは直径 12 ~ 15 nm、長さ 610 ~ 700 
nmのひも状粒子をもち、プラス 1本鎖ゲノム RNAは 8.3 ~ 8.7 kbで 6つの ORFが存在し、そ
れぞれ複製酵素、TGBp1、2、3、CP、NABPをコードする。複製酵素のみがゲノム RNAから
リボソームにより直接翻訳される。その他の ORFはゲノムから産生される 2種類のサブゲノム
RNA から翻訳される。一般的にそれぞれのウイルスの宿主範囲は狭いが、中には広い範囲の実
験宿主に感染することが報告されているものもある。ほとんどのカルラウイルスはアブラムシに

よって非永続的に伝搬されることが知られている。 
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第２章 黒死病に感染したクリスマスローズより

分離されたフレキシウイルス  

2.1  ク リ ス マ ス ロ ー ズ に 発 生 す る black death 病 お よ び Helleborus net 
necrosis virus  
	 クリスマスローズ (Helleborus spp.) はキンポウゲ科 (Ranunculaceae）に属する常緑の多年
草である。クリスマスローズの原種はいくつか種類があり、ヨーロッパや中国などに広く自生

している。晩冬から初春にかけて開花することから園芸家の間で冬の庭を彩る観賞用植物とし

て好まれる (Burrell and Tyler, 2006)。花のように見える観賞部は植物学上「がく」に当たる部
分であるため、比較的観賞期間が長い（図 2.1）。また、栽培が比較的容易で様々な交雑種
（Lenten rose, H. x hybridus）が作出されていることなどから愛好家も多い。 
 
	 クリスマスローズに発生する植物病として、black death disease (以下 black death病) が近
年海外で広く問題となっている。black death 病は 1990 年代初頭に欧州諸国での発生が初めて
文献に記載された (Rice and Strangman, 1993)。病徴は、展開直後の葉の葉脈に沿って黒変が
生じるほか、茎およびがくに黒変を生ずる場合がある (図 2.2)。black death病の原因について
は長らく不明のままであったが、2004 年に米国の研究グループが同症状を示すクリスマスロー
ズよりウイルスを分離したことを報告した (Eastwell et al., 2004)。分離されたウイルスはその
CP のアミノ酸配列からカルラウイルスに近縁のウイルスであることが示された。さらに、
2009 年には同研究グループがこのウイルスの全長塩基配列を決定し、本ウイルスがカルラウイ
ルス属に分類される新種のウイルスであることを示し、Helleborus net necrosis virus 
(HeNNV)と命名した (Eastwell et al., 2009)。その後、米国の G5、H6分離株の全長配列が決
定されたほか、I6 分離株の部分配列が決定されている (Eastwell et al., 2009)。次いで、2010
年ニュージーランドでもクリスマスローズから HeNNVが分離され（NZ分離株）、部分塩基配
列が決定されている (Liefting et al., 2010)。 
 
	 このように、black death病の症状を示すクリスマスローズから HeNNVが分離されることか
ら、black death病と HeNNVの強い関連性が示唆されている。しかし人工接種により感染に成
功したという例はなく、クリスマスローズへの自然感染が報告されているのみで、HeNNV が
black death 病の病原であるかどうかは不明である (Eastwell et al., 2009、Liefting et al., 
2010)。 
 
	 これらのカルラウイルス属に関する知見からHeNNVのゲノム上にも 6つの ORFが保存され
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ていると推定されており、5´末端側から順に RdRp、TGBp1、2、3、CP、NABPをコードして
いると考えられた (Eastwell et al., 2009、図 2.3)。 
 

 
図 2.1	 クリスマスローズ 
A. クリスマスローズ植物体、B. がく; 花のように見える観賞部はがくである 

 
                                           （Eastwell et al., 2009） 
図 2.2 クリスマスローズ black death病の症状と病原菌類による病徴（Eastwell et al., 2009） 
(A) black death病の症状; 葉脈に沿った黒変症状。 
(B) black death病の症状; がくに生じた黒変症状。 
(C) Coniothyrium helleborii (菌類) による黒死病斑に類似した葉の褐変症状。 
(D) Botrytis cinerea （菌類）による病徴。葉や茎、がくが枯死し、組織上に胞子が形成してい
る (矢印）。 
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図 2.3 helleborus net necrosis virusの推定ゲノム構造（Eastwell et al. 2009） 
RdRP; RNA-dependent RNA polymerase (複製酵素)、TGBp; triple gene block protein、CP;  
coat protein (外被タンパク質)、NABP; nucleic acid binding protein (核酸結合タンパク質) 
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2.2 材料と方法 
2.2.1 実験に用いた植物試料 
	 東京都のクリスマスローズ (Helleborus spp.) 生産圃場において、植物体の黒変症状や茎葉
の奇形を伴う本邦未記載の病害の発生が確認され、生産者より東京大学植物病院に依頼があり

診断を行った。本病の症状は、海外で報告のあるクリスマスローズ black death病に類似してい
た。 
 
2.2.2 病原菌の分離 
	 菌類の感染有無を判定するため、組織分離を行った。組織分離とは、植物の感染組織を水寒

天（water agar, WA）上に置床して培養し、伸展した菌糸を分離する手法である。WA中には
寒天以外の栄養素が存在しないため、植物組織を栄養分とすることのできる微生物のみが優先

的に生育できる。このため、この手法により分離される菌類が病原菌である可能性が高い。ま

ず、葉の病斑部と無病徴部の境界領域の組織をおよそ 5 mm角に切除し、0.25%次亜塩素酸ナト
リウム水溶液中で数分間撹拌して表面殺菌した後、直ちに 1.5％水寒天（1,000 mlあたり Agar 
15 g）上に置床した。 
 
	 また、細菌の感染有無を判定するため、画線培養による分離を試みた。本法は、植物組織中

に存在する細菌類を栄養豊富な培地上に接種してコロニーを形成させ、分離する手法である。

形成されたコロニーのうち多数のコロニーを形成した細菌が病原である可能性が高い。およそ 5 
mm角の感染葉切片を 500 µlの滅菌水中に懸濁し、懸濁液を Nutrient Agar (NA、1,000 mlあ
たりラブ−レムコ寒天培地 23 g、NaCl 5 g) 平板培地上に画線した。いずれも 25˚C、暗黒下に
静置して培養し、経過を観察した。 
 
2.2.3 電子顕微鏡観察 
	 ウイルス粒子を観察するため、ダイレクトネガティブ染色法による電子顕微鏡観察を行った。

およそ 5 mm角の感染組織片を 20 µlの 2% phosphotungstic acid (pH 7.0) 中で磨砕し、カーボ
ン蒸着した支持膜付きの銅製グリッド上に付着させ、余分な粗汁液をろ紙に触れさせて除き風

乾後、電子顕微鏡観察に供試した。作製したグリッドの観察には、透過型電子顕微鏡

JEM-1010（JEOL）を用いた。 
 
2.2.4 分子生物学的診断 
	 クリスマスローズ black death病と強い関連があるとされているHeNNVに対する特異的プラ
イマーを設計し、以下に記す方法により RT-PCR を用いた分子生物学的診断を行った。さらに、
得られた増幅産物の塩基配列を解析した。 
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2.2.4.1	 RNA抽出 

	 RT-PCRの鋳型とする全 RNAを CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) 法により植物
組織罹病部から抽出した。試料 0.2 gを液体窒素中で磨砕し、2 mlの 2 × CTAB Buffer (1.4 M 
NaCl、1% PVP-10 [polybinyl-pyrrolidone]、2% CTAB 、0.1 M Tris-HCl [pH9.5]、 20 mM 
EDTA [pH8.0])、20 µlメルカプトエタノール（1%）に溶解し、65˚Cで 10分間処理した。処理
後、等量のクロロホルム/イソアミルアルコール（CIA, 24:1）を加えて十分に撹拌した。15,000 
×g、常温下で 15 分間遠心分離し、水層を回収して等量の CIA を再度加え、十分に撹拌した。
15,000 ×g、常温下で 15分間遠心分離後、水層を回収し、1/3量の 8 M LiClを加えて混和した。
–20˚Cに 2時間置いた後、18,000 ×g、4˚Cで遠心分離して沈殿を回収し、200 µlの DEPC処理
水に溶解した。18,000 ×g、4˚C で 10分間遠心して水層を回収し、等量の 2−プロパノールを加
えて混和した。–20˚Cに 30分間置いた後、15,000 ×g、4˚Cで 30分間遠心した。沈殿を回収し、
１mlの 70%エタノール加えて転倒混和した。15,000 ×g、4˚Cで 15分間遠心し、沈殿を回収し
て、デシケーターで減圧乾燥した。乾燥後、RNase free water適量に溶解し、分光光度計によ
り濃度測定して RNA濃度が 500 ng/ µlになるように調製した。 
 

2.2.4.2	 RT-PCR 

	 抽出した全 RNA を鋳型として、RT-PCR 法による検出を行った。プライマーは既報の
HeNNV 米国分離株の外被タンパク質（CP）アミノ酸配列をもとに、縮重プライマー
（degenerate primer）を設計した。設計したプライマーは表 2.1に示した。 
 
	 RT-PCRには SuperScript III one step RT-PCR System (Invitrogen) を使用し、添付のプロ
トコールに従った。forward プライマーとして degenerate-F、reverse プライマーとして
degenerate-Rを用い、500 ng の全 RNAを鋳型とし、2 × Reaction Mix 12.5 µl、SuperScript 
III RT/Platinum Taq Mix 1 µl 、各プライマーを終濃度 0.2 µMになるように加え、 終容量は

25 µl とした。55˚C、30分の逆転写反応後、94˚C、2分で逆転写酵素を失活させ、続けて PCR
反応を 40サイクル（熱変性 94˚C 15秒、アニーリング 60˚C 30秒、伸長反応 68˚C 20秒を１サ
イクルとする）行った。反応終了後、2％アガロースゲルと 1 × TAEバッファーを用いた電気泳
動法により、目的の DNA 断片が増幅されていることを確認した。分子量マーカーには 100 bp 
DNA ladder (TaKaRa) を用いた。 
 

2.2.4.3	 塩基配列の決定と解析 

	 得られた増幅産物が HeNNV 由来であるか確認するため、dyedeoxyterminator 法を用いて
PCR 産物のダイレクトシークエンスを行い、塩基配列を決定した。PCR 産物 5 µl に 2 µl の
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ExoSAP-IT (GE Healthcare) を加え、37˚Cで 15分間静置後、80˚Cで 15分間処理し、PCR反
応時の余剰なプライマーおよび dNTP を失活させた。ExoSAP-IT 処理した PCR 産物をシーク
エンス反応に用いた。プライマーは degenerate-F または degenerate-R を用いた。シークエン
ス反応は 50-250 ng の PCR 産物を鋳型とし、5×Seq buffer (Applied Biosystems) 1.5 µl、
PreMix (Applied Biosystems) 1 µl、プライマー を終濃度5 µMになるように加え、 終容量10 
µlで行った。96˚C、3分で熱変性した後、25サイクルの反応（熱変性 96˚C 15秒、アニーリン
グ 50˚C 5秒、伸長反応 60˚C 1分を１サイクルとする）を行った。シークエンス反応後の試料を
純化するため、カラム Sephadex G-50 SuperFine (Applied Biosystems) を用いて精製した。ウ
ェルにカラム担体適量と 300 µlの DDWを加え、室温で 2時間置いてカラム担体を水和した。
カラムを 910 ×gで 5分間遠心し、カラムから過剰な水分を除去した。シークエンス反応後の試
料をカラムにアプライし、910 ×gで 5分間遠心して精製した。精製した試料は減圧乾燥機によ
り完全に乾燥させた後、15 µl のホルムアミドに溶解しよく混和した。この溶液を 95˚C で 5 分
間熱処理し、直ちに氷水中で急冷させて一本鎖の状態に変性させた。変性後、PRISM 3130 
DNA Sequencer (Applied Biosystems) により塩基配列の解読を行った。塩基配列の解析には
DNA解析ソフトウェア ATGC Ver. 4.2（GENETYX）を用いた。 
 
	 DNA解析ソフトウェア GENETYX-MAC Ver. 13.1（GENETYX）を用いて決定した塩基配列
をDNA配列をアミノ酸配列に変換した。得られたアミノ酸配列と既報のHeNNV米国分離株の
CPアミノ酸配列を DNA Data Bank of Japan （DDBJ） のサーバーにおける CLUSTAL Wア
ルゴリズム （http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html） によりアラインメントを行った。 
 
2.2.5 接種試験 

2.2.5.1	 クリスマスローズへの接種 

	 検出されたウイルスが本症状の原因であることを確かめるために、接種試験を行った。感染

葉 0.1 gに 0.1 M リン酸バッファー 1 mlを加え乳鉢でよく磨砕し、ウイルス感染葉粗汁液を作
製した。健全クリスマスローズの新展開葉にカーボランダムを振りかけ、粗汁液を機械的に接

種した。接種後 2 日間、25˚C の定常温室条件下で遮光して静置したのち、日照時間 20 時間/日
で植物を維持し、3 週間観察した。3 週間後、接種した葉の上位葉より CTAB 法を用いて RNA
抽出し、上述の縮重プライマーにより RT-PCRを行った。 
 

2.2.5.2	 他種植物への接種 

	 分離されたウイルスの宿主範囲を調べるために、上述と同様の方法で、他の植物にも接種試

験を行った。供試植物は、カルラウイルスが宿主とする植物よりアカザ（Chenopodium 
amaranticolor）、センニチコウ（Gomphrena globosa）、ササゲ（Vigna unguiculata）ペチ
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ュニア（Petunia hybrida）、Chenopodium quinoa、Nicotiana clevelandii、Nicotiana 
glutinosaの７種とした。いずれの植物も発芽してまもない植物体の新展開葉に接種した。  
 
2.2.6 ウイルスの全長塩基配列決定および系統解析 
	 本研究で分離した HeNNV の分子生物学的性状を明らかにするために、ウイルスゲノムの全
塩基配列を解析し、系統解析を行った。 
 

2.2.6.1	 HeNNV全塩基配列決定のためのプライマーの設計 

	 2009年に報告された HeNNV米国分離株 G5、H6の全塩基配列（accession No. FJI96835、
FJI96836）をもとに、プライマーの設計を行った。配列は NCBI サーバーを通じて GenBank
データベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）より入手した。配列を DNA Data Bank of Japan
（ DDBJ ） の サ ー バ ー に お け る CLUSTALW ア ル ゴ リ ズ ム

（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）によりアラインメントを行った。アラインメントデ
ータを基に、両分離株間で保存されている配列を探索し、全塩基配列を決定するためのプライ

マーを設計した。設計したプライマーは表 2.1に示した。 
 

2.2.6.2	 RT-PCRおよび塩基配列の決定 

	 HeNNV感染が確認された植物体より前述と同様の手順で全 RNAを抽出し、これを鋳型とし
て上記のプライマーを用いてRT-PCR反応を行った。RT-PCR後、得られた増幅産物を PCRの
際に用いたプライマーにより上述と同様の方法でダイレクトシークエンスした。5´末端配列の
決定は 5´-Full Race Core Set (TaKaRa) を用いて 5RACE法により行った。 添付されたプロト
コールに基づいて cDNA合成を行い、nested PCRを含めた 2段階の LA-PCRにより得られた
DNA増幅断片を pGEM-T Easyベクター (Promega) にクローニングした。LA-PCRに用いた
プライマーは、1st PCRにはHeNNV-5´RACE1 (5´- GGAAGTACAGTGTACAGCATATAA -3´)
を、2nd PCR には HeNNV-5´RACE2 (5´- TTTCTAAGGTTTTACACACTGGGT -3´) を用い
た。 
 

2.2.6.3	 塩基配列およびアミノ酸配列の解析 

ダイレクトシークエンスおよび 5´RACE により得られた塩基配列を、DNA 解析ソフトウェア
ATGC Ver. 4.2（GENETYX）を用いてアセンブルし、断片配列のコンティグを作成し、HeNNV
の全塩基配列を決定した。得られた全塩基配列はDNA解析ソフトウェアGENETYX-MAC Ver. 
13.1 （GENETYX） により解析を行った。また、同ソフトウェアを用いて DNA配列をアミノ
酸配列に変換し、前述と同様に解析した。アミノ酸配列のドメイン検索には、NCBI サイト内
の BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) お よ び  CD-Search 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) を用いた。またアミノ酸配列の膜貫通
ドメイン検索には SOSUI engine ver. 1.11 (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) を用いた。 
 

2.2.6.4	 系統樹作成 

	 マルチプルアラインメントには DNA Data Bank of Japan (DDBJ) の CLUSTAL W 
(http://www. ddbj.nig.ac.jp/E-mail/clustalw-j.html) を用いて行い、アラインメントの表示には
GENE DOC 2.6.002 を用いた。このアライメントをもとに、MEGA3.1 を用いて近隣結合法 
(neighbor-joining (N-J) 法) により系統樹を作成した。系統樹の枝 (root) の統計的な確からし
さは、元のアラインメントからブートストラップリサンプリングを 1,000 回繰り返すことで計
算した。アミノ酸配列および塩基配列の相同性の計算には上述のClustalWを用いた。系統解析
に用いた他種ウイルスの配列はすべて GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/) より収
集した。 
	 系統樹の作成に用いた HeNNV分離株の名前（accession numberを並記）は以下の通りであ
る。G5 (FJ196835)、H6 (FJ196836)、 I6 (partial sequence、 FJI96838)、NZ (partial 
sequence、GQ499837、GQ499838)。 
	 系統樹の作成に用いたカルラウイルスの名前 (略称、accession number を並記) は以下の通
りである。blueberry scorch virus (BlScV、NC_003499)、carnation latent virus (CLV、
X52627)、chrysanthemum virus B (CVB、NC_009087 partial sequence)、garlic common 
latent virus (GarCLV partial sequence、AB004804)、hop latent virus (HpLV、NC_002552)、
hop mosaic virus (HpMV、NC_010538)、 ligustrum necrotic ringspot virus (LNRSV、
NC_010305)、narcissus symptomless virus (NSV、NC_008552)、lily symptomless virus 
(LSV、NC_005138)、passiflora latent virus (PLV、NC_008292)、potato virus M (PVM、
NC_001361)、potato virus S (PVS、NC_007289)、red clover vein mosaic virus (RCVMV、
NC_012210)、garlic latent virus (GarLV、NC_003557)、aconitum latent virus (AcLV、
NC_002795)、narcissus common latent virus (NCLV、NC_008266)、poplar mosaic virus 
(PopMV、NC_005343)、 daphne virus S (DVS、NC_008020)、 potato virus P (PVP、
EU338239)、hippeastrum latent virus (HipLV、NC_011540)、phlox virus B (PhVB、
NC_009991)、 sweet potato chlorotic fleck virus (SPCFV、NC_006550)、 choleus vein 
necrosis virus (CVNV、NC_009764)、butterbur mosaic virus (ButMV、NC_013527)。 
NABP 以外の系統樹の作成においては、アウトグループとしてポテックスウイルス属の potato 
virus X (PVX、NC_001455)を用いた。NABP の系統樹の作製においては、アウトグループと
してアレキシウイルス属の garlic virus A (GarV-A, AB010300)を用いた。
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表 2.1 HeNNVの検出、全長塩基配列解読に使用したプライマー 
プライマー名 配列 (5´ -> 3´) 

degenerate-F GAYAGRTTYTTGAAGCTTAAGARTTYAA 
degenerate-R GCGTTNACYAGCATRTAATTCCA 
HeNNV-5´RACE1 GGAAGTACAGTGTACAGCATATAA 
HeNNV-5´RACE2 TTTCTAAGGTTTTACACACTGGGT 
HeNNV-1F GGATAAACACAACTCGGCATAATTCGGC 
HeNNV-1R ACCCTTTTCCTAATCCTAAGCA 
HeNNV-2F ACTGCAATGAGCCAAGTTTTTC 
HeNNV-2R TTSACAGRCCTTGATAAAGCTGA 
HeNNV-3F TCCTCGATATKAGCATAACTTT 
HeNNV-3R CCTTTGCGCACTTCTCTGTKTTCTTT 
HeNNV-4F GATAAGCTTGCTGGTGAYCCYTGG 
HeNNV-4R GCTAAAMCTAAGAACTCCCATTTGC 
HeNNV-5F CACCTGCTCAAGTCKGACGTTGC 
HeNNV-5R AAAATGTTCGCCATATCCCC 
HeNNV-6F GGCTTCGAAACTGGACGACCC 
HeNNV-6R TTAAAAGCAAATTTATTTTAAACGTTCCACG 
oligo (dT) TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 

 
 

 
2.2.7 HeNNV 検出 RT-LAMP プライマーの作製 
	 RT-PCR より迅速性に優れた HeNNV 検出手法を確立するために、RT-LAMP 反応のための
プライマーを作製した。LAMP (loop-mediated isothermal amplification) 法は近年開発された
遺伝子増幅法で、60 ~ 65˚Cの一定温度で特定の遺伝子配列を迅速かつ効率的に増幅する手法で
ある (Notomi et al., 2000)。LAMP反応は等温で進行するためサーマルサイクラーを必要とせ
ず、ウォーターバスや家庭用の電気ポット、水筒など比較的安価な器具で行うことができる。

さらに、LAMP 反応の進行によって生じるピロリン酸イオンは、反応液中のマグネシウムイオ
ンと会合して不溶性の塩を生じるため、この白濁を観察することにより目視で増幅の有無の判

別が可能であり（Mori et al., 2001）、電気泳動を必要としない。 
 

2.2.7.1	 プライマー設計 

	 LAMPに用いるプライマー4種 (forward inner primer; FIP、reverse inner primer; RIP、
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forward outer primer; FOP、reverse outer primer; ROP、以下これら 4種をまとめてプライマ
ーセットとする)の設計はweb上の LAMP法プライマー設計支援ソフトウェア Primer Explorer 
V4  （http://primerexplorer.jp） を用いて行った。上記で得られた HeNNV日本分離株全塩基
配列をもとに、Primer Explorer V4 ソフトウェア上で計算されたプライマーセットの末端安定
性、ダイマー形成能、Tm値に基づきプライマーセット 2種を設計した。これらのプライマーセ
ットの配列を DNA解析ソフトウェア ATGC Ver. 4.2（GENETYX）を用い、HeNNV日本分離
株と全塩基配列の報告されている米国 G5、H6 分離株の全塩基配列とアライメントした。この
結果から、どの分離株ともアニールするプライマーセット 2 種を決定した。プライマーセット
の配列を表 2.2に示した。 
 

2.2.7.2	 リアルタイム RT-LAMP反応 

	 リアルタイム RT-LAMP反応は Isothermal master mix (Optigene) を用いて行った。この試
薬は増幅反応の基質となる dNTP、反応に必須の塩類および、二本鎖 DNAにインターカレート
する蛍光物質、反応副産物を分解するピロホスファターゼ、鎖置換性DNA合成酵素改変体を含
有する。DNA の増幅をインターカレーターの蛍光強度をリアルタイムにモニタリングすること
で特異的増幅産物を検出する。リアルタイム RT-LAMP の反応は、鋳型 RNA 溶液 1 µl に
Isothermal master mix 12 µl、AMV RTase 15 U/ µl、FIP 16 µM、RIP 16 µM、FOP 2 µM、
ROP 2 µMを加え、 終容量 25 µlで行った。増幅反応を 63˚Cで 30分行った後、98˚Cから徐々
に温度を下げて増幅産物の融点を解析し、増幅の特異性を確認した。LAMP 反応および遺伝子
増幅のリアルタイム検出は Genie II (Optigene) を用いて行った。検出時間は増幅速度が 大と

なるまでの時間とした。結果の解析には Genie ソフトウェア (Optigene) を用いた。 
 

2.2.7.3	 ループプライマーの適用 

	 RT-LAMP 反応では、ダンベル構造の 5´末端側に相補的な配列を持つループプライマーを用
いることで DNA合成の起点を増やし、 検出時間を短縮することができる。上述の web上ソフ
トウェア Primer Explorer V4を用いてループプライマー（forward loop primer; FLP、reverse 
loop primer; RLP）を設計した。ループプライマーの配列を表 2.2 に示す。15 µl Isothermal 
master mix、15 U/ µl AMV RTase、16 µM FIP、16 µM RIP、2 µM FOP、2 µM ROP、鋳型
RNA溶液 1 µlを含み、 終容量 25 µlとし、上述と同様の温度条件でリアルタイム RT-LAMP
反応を行い検出時間を調べた。 
 

2.2.7.4	 温度条件の検討 

	 さらに 適な温度条件を探索するため、決定されたループプライマーを含むプライマーセッ

トを用いて 60 ~ 67˚Cまで 1˚Cずつ温度を変えてリアルタイム RT-LAMP反応を行い検出時間
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を調べることにより、 も短時間で検出される温度を決定した。 
 

2.2.7.5	 簡易サンプル RNA抽出法の検討 

	 植物組織をつまようじで３回突き刺し、つまようじの先に付着した汁液を直接 RT-LAMP 反
応のテンプレートとできるかを検討した。汁液の付着したつまようじの先端部を RT-LAMP 反
応液に直接浸漬し、リアルタイム RT-LAMP 反応を行った。プライマーや温度条件は、上記の
実験で も検出時間の短かったものを適用した。 
 

�
�	���� # �
�	�� � (5´ -> 3´)
1 FIP GACACAAGTGACACCATTACAATTTAACAGATGTTGGCGTTGTT

RIP TATTGCAAGCTTTATCCTGACCGTAGTGGCAACGACTCCTC
FOP CGTAGAGCACGTCAAGTC
ROP ATTTAAACGTTCCACGACAT
FLP TAGCCACCTGAGACAGATGGATT
RLP GGCATAGAGTACTCGACACCCGCTCCA

2 FIP GGACACAAGTGACACCATTACAATTGCGTTGTTATCGCGTCAT
RIP TATTGCAAGCTTTATCCTGACCGTAGTGGCAACGACTCCTC
FOP ACGTCAAGTCAACAGATGTT
ROP ATTTAAACGTTCCACGACAT
FLP GCCACCTGAGACAGATGGATTT
RLP GGCATAGAGTACTCGACACCCGCTCCA

�2.2 HeNNV������RT-LAMP�
�	�
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2.3 結果 
2.3.1 我が国におけるクリスマスローズ black death 症状発生の確認と helleborus net 
necrosis virus の検出 
	 我が国のクリスマスローズ (Helleborus spp.) 生産現場において、2003 年頃より原因不明の
黒変症状が問題となっていた (栄森、竹内, 2003)。本研究では東京都のクリスマスローズ生産者
より本邦未記載の黒変症状についての診断依頼を受け、まず本症状の原因を調べた。 
 
	 被害植物の茎葉部には葉脈に沿ってすじ状に黒変、または黒色斑点が生じており、特に展開

直後の新芽・新葉で顕著であった。また、クリスマスローズの観賞部位であるがくにも同様の

すじ状の黒色斑点が見られ、著しく外観を損なっていた（図 2.4、2.5）。病徴を示す新出葉は生
育が悪く、症状の激しい茎葉では壊死が観察された。本症状は、欧州を中心に発生が確認され

ている、black death病の症状と酷似していた（Rice and Strangman, 1993、Eastwell et al., 
2004）。 
 
	 依頼時の試料を用いて、本症状の原因を調べた。まず、菌類の感染有無を調べるために、組

織分離を行った。病原の可能性のある菌類を分離するため、感染組織の切片を WA 上に置床し
た。その結果、培養後一週間以上を経ても、菌類感染を示唆する菌糸の伸展は確認されなかっ

た。また、細菌の感染有無を調べるため、感染組織の懸濁液を NA 上で画線培養した。その結
果、一週間以上の培養期間を経ても細菌類の感染を示唆するコロニー形成は確認されなかった。

さらに、ウイルスの感染有無を調べるため、症状を示す組織粗汁液の電子顕微鏡観察を行った。

症状を示す組織の粗汁液を、ダイレクトネガティブ染色法により染色し、検鏡した結果、長さ

600 ~ 900 nmのひも状ウイルス粒子様構造が多数観察された (図 2.6)。 
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	 2006 年、米国において黒変症状を呈する black death病に罹病したクリスマスローズに新種
のカルラウイルスである helleborus net necrosis virus (HeNNV) が感染していることが報告さ
れ、黒変症状と HeNNV感染との関係が示唆された (Eastwell et al. 2004)。診断依頼のあった
本罹病株の症状が black death病と酷似していたこと、ひも状ウイルス粒子が観察されたことか
ら、本罹病株には我が国では未発生の HeNNVが感染していることが疑われた。 
 
	 そこで、本罹病株より reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) を用いて
HeNNVの検出を試みた。この時点では、HeNNVのゲノム情報については米国分離株の CPア
ミノ酸配列しか報告されていなかったため、このアミノ酸配列をもとに縮重プライマー

（degenerate primer）を設計した。症状を示す罹病展開葉、新葉、がくからそれぞれ全 RNA
を抽出し、RT-PCR を行った後、サンプルの一部を電気泳動した。その結果、予想された約
460 bp の位置に特異的な DNA 断片の増幅がいずれの組織からも検出された。一方、健全な植
物体の組織からは特異的な増幅産物は検出されなかった（図 2.7）。続いて、この罹病組織特異的
な増幅産物が HeNNV に由来する配列であるかを検証するため、増幅産物の塩基配列を解読し
た。決定された塩基配列を GENETYX-MAC Ver. 13.1を用いてアミノ酸配列に変換し、既報の
HeNNV分離株の CPアミノ酸配列と比較したところ、CPアミノ酸部分配列で 90%以上の高い
相同性を示した（図 2.8）。このことから、本罹病株においてHeNNVの感染を結論した。以下、
本分離株を HeNNV日本分離株（HeNNV-J）とする。 
 
	 上記で検出された HeNNV-J が本黒変症状の原因であることを確かめるために、接種試験を
行った。RT-PCR により HeNNV 感染が確認されたクリスマスローズの罹病葉を用いて粗汁液
を作成し、健全クリスマスローズに機械的に接種した。しかし、３週間経過後も、接種葉、上

位葉ともに病徴は再現されなかった。上位葉より全 RNA を抽出し、上述の縮重プライマーを
用いて RT-PCRを行ったが、特異的な DNA断片の増幅は検出されなかった。 
	  
	 クリスマスローズでは病徴が再現されなかったため、引き続き HeNNV-J の病原性を確かめ
ると同時に宿主範囲を調べるために、同様の接種試験を他の７種類の植物（アカザ  [C. 
amaranticolor]、センニチコウ[G. globosa]、ササゲ[V. unguiculata]、ペチュニア[P. hybrida]、
C. quinoa、N. clevelandii、N. glutinosa）に対して行った。本接種試験に用いた植物は、複数
のカルラウイルスに共通した宿主植物や検定植物から選んだ。しかし、いずれの植物において

もウイルス感染を示す病徴は現れず、RT-PCRの結果も陰性であった (表 2.3)。 
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図 2.4 診断依頼のあったクリスマスローズの発生症状１ 
(A) 葉脈に沿った黒変症状。 
(B) がくに生じたすじ状の黒色班点。 
 
 

 

 
図 2.5 診断依頼のあったクリスマスローズの発生症状 2 
(A) 新展開葉に生じたすじ状の黒色斑点。 
(B) 新展開葉に生じた黒色斑点。 
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図 2.6 症状を呈するクリスマスローズ粗汁液の電子顕微鏡観察像 
長さ 600-900 nmのひも状ウイルス様粒子構造が観察された。 
 

 
図 2.7 RT-PCRによる HeNNV感染の検定 
罹病組織特異的に DNA断片が増幅された。 
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図 2.8 HeNNV日本分離株（J）と米国分離株（G5、H6、I6）の CPアミノ酸部分配列の比較 
アライメント図の上の数字はアミノ酸数を示す。10アミノ酸目から 20アミノ酸ごとに星印を付
けた。黒色背景は 4分離株間で、灰色背景は 3分離株間でアミノ酸が一致していることを示す。 
 

!"� (��) $� RT-PCR
�������� (Helleborus spp.) - -
�
� (Chenopodium amaranticolor) - -
����	 (Gomphrena globosa) - -
��� (Vigna unguichlata) - -
����� (Petunia hybrida) - -
Chenopodium quinoa - -
Nicotiana clevelandii - -
Nicotiana glutinosa - -

'2.3 �%()�#��!"����%()�& 
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2.3.2 HeNNV 日本分離株（HeNNV-J）の全長塩基配列解析および系統解析 
	 これまでの実験で、東京都において問題となっている黒変症状を示すクリスマスローズに対

し、海外において black death病と関係があるとされているHeNNVが感染していることが示さ
れた。しかし、本ウイルスについての知見は未だ乏しく、全長塩基配列の決定されている分離

株も G5、H6 の 2 分離株のみで、ゲノム上にコードされているタンパク質について他のウイル
スとの詳細な比較などはも行われていない。そこで本ウイルスの分子生物学的性状を明らかに

すべく以下の実験を行った。 
 
	 HeNNV-Jの性状を明らかにするため、全塩基配列の解読を行った。全長塩基配列の解読にあ
たって、米国の研究グループが 2009年にHeNNV米国分離株G5、H6について全長塩基配列を
報告したため、これらの配列をもとに全長解析のためのプライマーを設計した（表 2.1）。まず、
縮重プライマーを用いた RT-PCR により HeNNV 感染の確認されたクリスマスローズ植物組織
より全 RNA を抽出した。この全 RNA をテンプレートとして、G5、H6 分離株の全長塩基配列
を基に設計したプライマーにより RT-PCR を行い、5 つの増幅産物を得た。これらの配列に対
して PCRで用いたプライマーによりダイレクトシークエンスを行い、米国分離株の 5´末端から
の塩基数で 1,488 ~ 3,030番目、2,853 ~ 4,665番目、4,466 ~ 5,936番目、5,879 ~ 7,542番目、
7,475 ~ 8,542番目の領域について塩基配列を決定した。さらにゲノムの 5´末端側の塩基配列を
解読するため 5´RACE 法を行い、プライマーHeNNV-1F、HeNNV-1R を用いて 5´RACE 産物
のダイレクトシークエンスを行った。これら 6つの断片配列を ATGC Ver. 4.2によりアセンブ
ルしたところ、5´末端から 3´末端まで全長をカバーすると考えられる単一のコンティグが得ら
れた。 
 
	 決定した塩基配列を DNA解析ソフトウェア GENETYX-MAC Ver. 13.1によって解析した。
その結果、米国の G5、H6分離株の記載と同様、ゲノム上には 6つのORFが存在すると推定さ
れ、それぞれ 5´末端側からRdRp、TGBp1、2、3、CP、NABPがコードされると考えられた。
3´末端に poly (A) 配列を持ち、ゲノムサイズは poly (A) 配列を除いて 8,541 塩基であった。
5´UTRは 1 ~ 58番目、3´UTRは 8,482 ~ 8,541番目であった。 
 
	 HeNNV-Jの全長塩基配列を米国のG5、H6分離株と比較したところ、G5分離株と 99%、H6
分離株と 81%の相同性を示した (図 2.9)。さらに、これらの分離株とともに、部分配列が報告
されている米国の I6分離株 (FJI96838)、ニュージーランドの NZ分離株 (GQ499837、
GQ499838) を加えて分子系統解析を行った。RdRpの部分配列（J株の 5´末端からの塩基で
5,315 ~ 5,541番目）による系統解析の結果、J分離株と G5分離株、H6分離株と I6分離株がそ
れぞれ同じクレードに含まれることが示された。NZ分離株は他の分離株とは遠縁であった (図
2.10)。CPと NABPの部分配列（J株の 5´末端からの塩基で 8,111 ~ 8,473番目）を用いた系統
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解析でも同様の系統関係が得られた (図 2.10)。 
 

2.3.2.1	 ORF1の遺伝子構造解析 

	 HeNNV G5分離株の全長塩基配列から HeNNVゲノム上には 6つの ORFが存在し、他のカ
ルラウイルスとの比較類推から 6つの ORFはそれぞれ RdRp、TGBp1、2、3、CP、NABPが
コードされていると推定されていた (Eastwell et al., 2009)。しかし、各 ORFの詳細な解析は
なされていなかったため、今回分離された HeNNV-J の配列を用いて機能ドメインおよびモチ
ーフ配列の解析をおこない、それぞれの ORF にコードされているタンパク質の機能を検証し
た。 
	 59 ~ 5,929 ntに存在する ORF1にコードされるタンパク質は推定分子量 221 kDaであった。
アミノ酸配列をもとにドメイン構造を予測したところ、他のカルラウイルスの RdRp に保存さ
れている 6 個のドメインのうち、MET ドメイン、OTU 様システインプロテアーゼ（OTU-like 
cysteine protease）ドメイン、C23 ファミリーシステインエンドペプチダーゼ（C23 family 
endopeptidase）ドメイン、POLドメインが予測された（図 2.11）。HELドメインおよび AlkB
ドメインについてはそれぞれの部分配列が予測された。AlkBドメインは 2-オキソグルタル酸依
存性および鉄 (II) イオン依存性オキシゲナーゼに見出されるドメインであり (Bratlie and 
Drablos, 2005)、鉄 (II)イオンとの相互作用に必須のアミノ酸モチーフ (H-X-D motif [745 ~ 
779aa]、H [800aa]、R-X5-R motif [809 ~ 815aa]) は保存されていることから、HeNNV-Jのこ
の領域は AlkBと同様の活性を有する可能性がある。HELは二本鎖 RNAの塩基対、および一本
鎖 RNA の分子内に形成される高次構造を解き、複製酵素による RNA 合成の進行を進める活性
を有する (池上ら, 2009)。HeNNV-J では核酸結合に重要なモチーフ (GTFGSGKS [1149 ~ 
1156aa]) や NTPase活性のモチーフ (LFVVGDPCQ [1257 ~ 1265aa]) (Kadaré and Haenni, 
1997) が保存されており、他のカルラウイルスの HELドメイン領域と HeNNVの該当領域の配
列の保存性が高いことから、この領域がヘリケース活性を有する可能性がある。以上のことから、

ORF1にコードされる 221 kDaのタンパク質は、RdRpをコードしていると考えられた。 
 
	 他のカルラウイルスと配列一致度を調べたところ、塩基配列での一致度は 22 ~ 58%であり、
アミノ酸配列での一致度は 41 ~ 47%であった。なかでも、PopMV (47%)、PhVB（46%）と高
いアミノ酸配列一致度を示した。	 	  
 

2.3.2.2	 ORF2、3、4の遺伝子構造解析 

	 HeNNV-Jの ORF2は 5,960 ~ 6,793番目に、ORF3および ORF4はそれぞれ 6,642 ~ 6,968
番目および 6,956 ~ 7,159番目に存在しており ORF2、3および 3、4は互いに重複しいた。この
構造は他のカルラウイルスにコードされる TGBに類似していた。ORF2にコードされるタンパ
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ク質は 234残基からなり推定分子量 26 kDaであった。ORF2にコードされるタンパク質は他の
カルラウイルスにコードされる TGBp1と同様に 25 ~ 226aa に HELドメインが予測された。
(図 2.12)。以上のことから ORF2にコードされるタンパク質は TGBp1であると考えられた。ま
た、他のカルラウイルスの TGBp1と比較したところアミノ酸配列で 28 ~ 43%の一致度を示し、
特に HpLV (43%)、LNRSV (42%)と高い一致度を示した。 
 
	 ORF3および 4にそれぞれコードされるタンパク質の推定分子量は 11.5 kDaおよび 7.4 kDa
であった。ORF3 にコードされるタンパク質には 2 つの膜貫通領域 (transmembrane domain; 
TMD [12 ~ 34aaおよび 72 ~ 93aa]) が存在し、38 ~ 50aaには保存配列が見出された (図 2.13)。
ORF4にコードされるタンパク質には 1つの膜貫通領域 (4 ~ 26aa) が存在し、32 ~ 46aaには
保存配列が見出された (図 2.14)。これらの特徴はそれぞれ他のカルラウイルスの TGBp2、3と
共通していた。以上のことから ORF3 および ORF4 にコードされるタンパク質は、それぞれ
TGBp2およびTGBp3であると考えられた。また、他のカルラウイルス属のTGBp2とアミノ酸
配列を比較したところ、34 ~ 51%の一致度を示し、特に PopMV (51%)、ButMV (47%)、PVP 
(47%) と高い一致度を示した。他のカルラウイルス属の TGBp3 と比較でのは、13 ~ 40%の一
致度を示し、特に PopMV (40%)、 CVNV (38%)、PhVB (38%) と高い一致度を示した。 
 

2.3.2.3	 ORF5の遺伝子構造解析 

	 HeNNV-Jの ORF5は 7,226 ~ 8,155番目に存在しており、コードされさるタンパク質の推定
分子量は 34.8 kDa であった。他のカルラウイルスと同様に保存配列 (123 ~ 262aa) および
A/GFDFモチーフ (FFDS [238 ~ 241aa]) が見出されたことから (図 2.15)、ORF5にコードさ
れるタンパク質は CPであると考えられた。他のカルラウイルスの CPのアミノ酸配列を比較し
たところ 34 ~ 48%の相同性を示し、特に GarLV（48%）、CLV（48%）、GarCLV（47%）と
高い相同性を示した。 
 

2.3.2.4	 ORF6の遺伝子構造解析 

	 HeNNV-Jの ORF6は、8,155 ~ 8,481番目に存在しており、コードされるタンパク質の推定
分子量は 12.2 kDa であった。カルラウイルス属の ORF6 にコードされる NABP は、
cystein-rich protein (CRP) とも呼ばれる。NABPは同じベータフレキシウイルス科ではヴィテ
ィウイルス属、トリコウイルス属にコードされるほか、他の科でもアレキシウイルス属、マン

ダリウイルス属 (Genus Mandarivirus)、ホルデイウイルス属 (Genus Hordeivirus)、フロウイ
ルス属 (Genus Furovirus)、ペクルウイルス属 (Genus Pecluvirus)、ベニウイルス属 (Genus 
Benyvirus)、トブラウイルス属 (Genus Tobravirus) にも見出される。カルラウイルス属の
CVBがコードする NABPは、塩基性モチーフ (basic motif) およびジンクフィンガーモチーフ 
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(zinc-finger motif: C-X2-C-X12-C-X4-C) を有し、核酸への結合活性、核局在性を有するほか、
PVX ベクターで一過的に発現させると細胞死を誘導する  (Lukhovitskaya et al., 2009)。
HeNNVの ORF6にコードされるタンパク質においても basic motif (KKRR [49 ~ 52aa]) およ
び zinc-finger motif (C-WR-C-YRVIGGLCLPKN-C-NGVT-C [59 ~ 80aa]) が見出された (図
2.16)。ORF6にコードされているタンパク質は、他のカルラウイルスの NABPと比較したとこ
ろ、アミノ酸配列で 12 ~ 26%の相同性を示した。 
 
	 以上の結果から、HeNNV-Jは他のカルラウイルスと類似した遺伝子構造を有しており、5´末
端から RdRp、TGBp1、2、3、CP、NABPをコードしていることが強く示唆された。 
 

2.3.2.5	 他のカルラウイルスとの系統解析 

	 HeNNV のカルラウイルス属内における系統関係を明らかにするために、すべての ORF につ
いてそれぞれの HeNNV-Jのアミノ酸配列をもとに系統解析を行った。ClustalWよりにマルチ
プルアラインメントを作成した後、これをもとに MEGA3.1 を用いて分子系統樹を作成した(図
2.17)。 
 
	 RdRp アミノ酸配列による系統樹では、HeNNV は PopMV と も近縁であった。CP アミノ
酸配列による系統樹では、系統関係はおおよそ RdRp 配列による系統関係と類似していたが、
も近縁のウイルスは RCVMV であった。RdRp、CP による系統樹では大きく PopMV を含む

グループ (以下 Aグループ) と PhVBを含むグループ (以下 Bグループ) の２つのグループに分
かれ、HeNNVは Aグループに属した。 
 
	 TGBp1アミノ酸配列による系統樹でも RdRpや CPでの系統樹と同様の Aグループと Bグル
ープに分かれたが、HeNNV は B グループに含まれた。また、HeNNV は B グループ内で他の
ウイルスとクラスターを形成しなかった。TGBp2 アミノ酸配列による系統樹では HeNNV は
GarLVと も近縁であった。またTGBp2では、RdRpと全く同様の２つのグループに分かれ、
HeNNVはRdRp、CPでの系統樹と同様Aグループに属した。一方、TGBp3についての系統樹
は他のどの ORF についての系統樹とも類似しないが、HeNNV は PopMV、CVNV と近縁であ
った。 
 
	 NABPアミノ酸配列による系統樹は他のどのORFについての系統樹とも類似せず、さらに顕
著な特徴として系統的に独立した 3つのグループ 、すなわち PopMVが含まれるグループ、
SPCFVが含まれるグループ、NSV、RCVNV、CVNV、PhVBが含まれるグループに分けられ
ることが分かった。NABPについての系統樹では HeNNVは PopMVグループに属し、グルー
プ内では他のウイルスとクラスターを形成しなかった。 
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J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100
GGATAAACACAACTCGGCATAATTCGGCTTAATTCAAAACAATCAAGTCAATTACGTAATGGCACTCACATACAGGAGTCCCATCGAGAATGTGCTAACA
GGATAAACACAACTCGGCATAATTCGGCTTAATTCAAAACAATCAAGTCAATTACGTAATGGCACTCACATACAGGAGTCCCATCGAGAATGTGCTAACA
GGATAAACACAACTCGGCATAATTCGGCTTAATTCAAAACAATCAAGTCAATTACGTAATGGCACTCACATACAGGAGTCCCATCGAGAATGTGCTAACA
                                                                                                    

       
       
 :  100
 :  100
 :  100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       120         *       140         *       160         *       180         *       200
ACATTTACAACAACTGAGCAGAGCTCCATCTCTGCTCCAGCAGTTAAATGGTACAAAGATCACGAGGCCGAGCACTTTGCCTTATTCAATTACGCGCTCC
ACATTTACAACAACTGAGCAGAGCTCCATCTCTGCTCCAGCAGTTAAATGGTACAAAGATCACGAGGCCGAGCACTTTGCCTTATTCAATTACGCGCTCC
ACATTTACGACAACCGAGCAGAGCTCCATCTCTGCTCCAGCTGTTAAATGGTACAAAGATCACGAGGCCGAGCACTTTGCCTTATTCAATTACGCGCTCC
                                                                                                    

       
       
 :  200
 :  200
 :  200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       220         *       240         *       260         *       280         *       300
CTGAGTTAGCTAAACAGCGACTATGGCAAAGCGGTCTGTATCTAAGTCCATTTTCCGCGCTACCCCACAGCCACCCAGTGTGTAAAACCTTAGAAAATTA
CTGAGTCAGCTAAACAGCGACTATGGCAAAGCGGTCTGTATCTAAGTCCATTTTCCGCGCTACCCCACAGCCACCCAGTGTGTAAAACCTTAGAAAATTA
CTGAGTTAGCTAAACAGCGACTATGGCAGAGCGGTCTCTATTTAAGTCCATTTTCTGCTTTACCTCACAGCCACCCAGTGTGTAAAACTCTTGAGAATTA
                                                                                                    

       
       
 :  300
 :  300
 :  300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       320         *       340         *       360         *       380         *       400
TATGCTGTACACTGTACTTCCCACTTATGTAGATAATACCTTTTATTTCGTAGGGATAAAGAATCACAAATTAGAATTTCTGAAGCAAAGACGAAAACAC
TATGCTGTACACTGTACTTCCCACTTATGTAGATAATACCTTTTATTTCGTAGGGATAAAGAATCACAAATTAGAATTTCTGAAGCAAAGACGAAAACAC
CATGCTATACTCTGTACTTCCCACTTATGTAGATAATACTTTTTATTTTGTAGGAATCAAGAATCACAAATTAGAATTCTTGAAGCAGAGGCGGAAGCAC
                                                                                                    

       
       
 :  400
 :  400
 :  400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       420         *       440         *       460         *       480         *       500
GTCAATCTCGTCGAAAGCCTAAATCGGTATGTAACGAGTGCTGATAAATTCAGGTATCCAAATGACTTTGTCATTGCTAGGAGTGAAGAAATTTGCGGCC
GTCAATCTCGTCGAAAGCCTAAATCGGTATGTAACGAGTGCTGATAAATTCAGGTATCCAAATGACTTTGTCATTGCTAGGAGTGAAGAAATTTGCGGCC
GTCAATCTTGTTGAAAGTTTGAATAGATACGTCACGAGCGCTGACAAATTCAGGTATCCAAACGACTTTGTGATCGCAAGAAGTGAGGAGATCTGCGGGC
                                                                                                    

       
       
 :  500
 :  500
 :  500
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       520         *       540         *       560         *       580         *       600
TCAAGAGGCATCAGAGATTCTTATCAAATCCTTCACTCAAAACGCTGCTGCCGGATGTCGTTGCAAAATCGCAAAAGAATCTTTTCTTTCACGATGAAAT
TCAAGAGGCATCAGAGATTCTTATCAAATCCTTCACTCAAAACGCTGCTGCCGGATGTCGTTGCAAAATCGCAAAAGAATCTTTTCTTTCACGATGAAAT
TGAAGAGGCATCAAAGATTTTTATCGAATCCCTCACTAAAAACTTTGTTACCTGATGTAGTGGCAAAATCCCAGAAGAATCTCTTCTTCCACGATGAGAT
                                                                                                    

       
       
 :  600
 :  600
 :  600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       620         *       640         *       660         *       680         *       700
ACACTACTGGGATTATGACAGTTTAACGACCTTCTTGGAAATCGTCAAACCGAACAAGCTTGTATGCACAATGGTCTACCCCCCTGAACTCTTAGTTGGT
ACACTACTGGGATTATGACAGTTTAACGACCTTCTTGGAAATCGTCAAACCGAACAAGCTTGTATGCACAATGGTCTACCCCCCTGAACTCTTAGTTGGT
ACACTACTGGGATTACGATAGCCTCACAACCTTTCTCGAGATCGTCAAGCCTAATAAACTTGTGTGCACAATGGTCTATCCCCCAGAACTTCTTGTTGGC
                                                                                                    

       
       
 :  700
 :  700
 :  700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       720         *       740         *       760         *       780         *       800
GCTAAAGAGAGCCTGAATCCTTGGTGCTACCATTTTGAGGTGCAAGGTGATTCTTTCCGGTTTTATCCTGATGGAGTGAGAACGGAAGGATATACCCAAC
GCTAAAGAGAGCCTGAATCCTTGGTGCTACCATTTTGAGGTGCAAGGTGATTCTTTCCGGTTTTATCCTGATGGAGTGAGAACGGAAGGATATACCCAAC
GCTAAGGAGAGTTTAAATCCTTGGGGCTATCATTTTGAGGTACAAGGCGACTCCTTCCGATTCTATCCTGACGGAGTGAGAACGGAGGGGTACACCCAAC
                                                                                                    

       
       
 :  800
 :  800
 :  800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       820         *       840         *       860         *       880         *       900
CTCTTGCGGGTGGTAATCTACTGAAAGCAAACTCCATTGTCTTGGCTGATGGCACAACATATGGGGTGGATCTTCTATGCAGCAAGTTTGCGCACCATTT
CTCTTGCGGGTGGCAATCTACTGAAAGCAAACTCCATTGTCTTGGCTGATGGCACAACATATGGGGTGGATCTTCTATGCAGCAAGTTTGCGCACCATTT
CACTCGCAGGCGGTAATCTATTGAAGGCAAATTCGATTGTCCTTGCGGATGGAACAACCTATGGGGTTGACCTTTTATGTAGCAAGTTTGCGCATCATTT
                                                                                                    

       
       
 :  900
 :  900
 :  900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *       920         *       940         *       960         *       980         *      1000
GATTGGTCTTTCCAAGGGTGAGTCAAAATTTCCTGTGGACCGCGCCTTTGGAGATTTTGATGCTGTCAGCGCCGAGGGATTAAAGAAGATCTGCGCGAGG
GATTGGTCTTTCCAAGGGTGAGTCAAAATTTCCTGTGGACCGCGCCTTTGGAGATTTTGATGCTGTCAGCGCCGAGGGATTAAAGAAGATCTGCGCGAGG
GATAGGTCTCTCTAAAGGCGAGTCGAAATTTCCCGTGGATCGCTCCTTTGGGGATTTTGACGCCGTGAGTGCTGAGGGCTTGAAAAAGATATGCGCAAGG
                                                                                                    

       
       
 : 1000
 : 1000
 : 1000
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1020         *      1040         *      1060         *      1080         *      1100
GTGCAAGGTGCAATACCTATATCTTACGGAACAATTTCAAGGATTTATAGGTATTTGCGCACGCTAAACAAGCCTGATACCCAATCTGCGATGGCTAAAC
GTGCAAGGTGCCATACCTATATCTTACGGAACAATTTCAAGGATTTATAGGTATTTGCGCACGCTAAACAAGCCTGATACCCAATCTGCGATGGCTAAAC
GTGCAGGGTGCAATACCGATAGCTTACGGCACAATCTCTAGAATTTATCGGTATTTGCGCACGTTAAACAAGCCGGACACCCAATCAGCCATGGCGAAAT
                                                                                                    

       
       
 : 1100
 : 1100
 : 1100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1120         *      1140         *      1160         *      1180         *      1200
TAAGTCAGCTACTCCCTGAACCAAGTGGGTATGAGATCAAATTTGTGCAGGACTTCAGCAAGCTGGTCATCAACACTCCTGTGACGCAAACAATGTTCAC
TAAGTCAGCTACTCCCTGAACCAAGTGGGTATGAGATCAAATTTGTGCAGGACTTCAGCAAGCTGGTCATCAACACTCCTGTGACGCAAACAATGTTCAC
TGAGTCAACTACTTCCTGAACCCAGCGGATACGAAATCAAGTTCATTCAGGATTTTAGTAAACTTGTCATCAGCACGCCTGTGACGCAGACAATGTTCAC
                                                                                                    

       
       
 : 1200
 : 1200
 : 1200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1220         *      1240         *      1260         *      1280         *      1300
GAACAATTACTGTGAGGCAATGTTACAAAGTCTTATTGCAAGTGCTCCGCCAATTCTTGGGAAGTACTTCAGTAAATTTGCCGCTCTTACCCTTGATAAA
GAACAATTACTGTGAGGCAATGTTACAAAGTCTTATTGCAAGTGCTCCGCCAATTCTTGGAAAGTACTTCAGTAAATTTGCCGCTCTTACCCTTGATAAA
AAACAACTACTGCGAGGCAATGCTACAAAGTCTGATCGCTAGTGCGCCGCCAATCTTGGGCAAGTACTTCAGCAAGTTTGCCGCCCTCACTCTGGATAAA
                                                                                                    

       
       
 : 1300
 : 1300
 : 1300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1320         *      1340         *      1360         *      1380         *      1400
TTCATTGAGGAGTTAAAACCTTTAACCTTCAATTTGAAACTCAGGGAGTATAAAAGCACAAGTAATTGCAACATCGATTATTTCGACTTTGCGGCTGATC
TTCATTGAGGAGTTAAAACCTTTAACCTTCAATTTGAAACTCAGGGAGTATAAAAGCACAAGTAATTGCAACATCGATTATTTCGACTTTGCGGCTGATC
TTCATTGAGGAGTTGAAGCCGCTAACTTTCAATCTTAAACTCAGGGAGTACAAGAGCACAAGTAATTGCAACATCGATTACTTTGATTTTGCTGCAGACT
                                                                                                    

       
       
 : 1400
 : 1400
 : 1400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1420         *      1440         *      1460         *      1480         *      1500
TGGAGCCACAGACGGTTTTGCAGCTACTAGATGACGGCTTTCAAAGCTCTAGAATGTTTTATGGTGAGCGCACACGAGCGCTTTATTACTGCAATGAGCC
TGGAGCCACAGACGGTTTTGCAGCTGCTAGATGACGGCTTTCAAAGCTCTAGAATGTTTTATGGTGAGCGCACACGAGCGCTTTATTACTGCAATGAGCC
TAGAGCCACAGACGGTTCTGCAACTACTTGATGACGGTTTCCAGTGCTCGAAGATGTTCTATGGTGAGCGTGCAAGATCGCTCTACCACTGCAATGAGCC
                                                                                                    

       
       
 : 1500
 : 1500
 : 1500
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J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1520         *      1540         *      1560         *      1580         *      1600
AAGTTTTTCATGTTTCGATTTTGATGATTCTGTTTTAGAGCGGACCCTTACCGCTTATTTTGTTAACGCACATGGAAGTGAGTCCCAAGTAAGATTTAGT
AAGTTTTTCATGTTTCGATTTTGATGATTCTGTTTTAGAGCGGACCCTTACCGCTTATTTTGTTAACGCACATGGAAGTGAGTCCCAAGTAAGATTTAGT
AAGTTTTTCTTGTTTTGATTTTGATGATTCAATTCTAGAGCGGACTCTTACCGCCTACTTTGTAAATGCGCATGGAAGTGAATCCCAAGTTAGATTTAGT
                                                                                                    

       
       
 : 1600
 : 1600
 : 1600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1620         *      1640         *      1660         *      1680         *      1700
CTCGGGCGTTTAAAGCACTTTTCGTGTGCATTCTTGCGGAAGTGCTCACTAACTGCCCAAGCATGCTGGGGTGTGACAACTGAAATGCTGCTTAGGATTA
CTCGGGCGTTTAAAGCACTTTTCGTGTGCATTCTTGCGGAAGTGCTCACTAACTGCCCAAGCATGCTGGGGTGTGACAACTGAAATGCTGCTTAGGATTA
CTTGGGCGCCTGCGACATTTTTCGTATGCATTCTTACGGAAATGCTCGCTAACCGCTCAAGCTTGCTGGGGTATAACCACTGAAATGTTGCTTAGGATTA
                                                                                                    

       
       
 : 1700
 : 1700
 : 1700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1720         *      1740         *      1760         *      1780         *      1800
GGAAAAGGGTCGAAGCGATCCTTGTTAGATTTTACAATTTTAGCTTCTTTTTAGAACCTTCCGTCTGGTTTGCGGAAACAAAACGGAGGCGCAATGTGCG
GGAAAAGGGTCGAAGCGATCCTTGTTAGATTTTACAATTTTAGCTTCTTTTTAGAACCTTCCGTCTGGTTTGCGGAAACAAAACGGAGGCGCAGTGTGCG
GGAAAAGGGTTGAGGCAATCCTTGTTAGATTTTACAAATTTAGTTTTTTTACAGAGCCCGCTGTGTGGTTTGCTGAGGGGAATCGAAGACGAAATGTGCG
                                                                                                    

       
       
 : 1800
 : 1800
 : 1800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1820         *      1840         *      1860         *      1880         *      1900
CTATCTAAACGCAACGGATGAAATCCCCACAGGTCTATTCTGCCGTAATGATCTGTACAAAAGTGTCATCGGGGAACTTATTTTGAAACGCCAAGCGAGA
CTATATAAACGCAACGGATGAAATCCCCACAGGTCTATTCTGCCGTAATGATCTGCACAAAAGTGTCATCGGGGAACTTATTTTGAAACGCCAAGCGAGA
CTATCTAAACGCAACGCGTGAAATCCCCACAGGTTTGTTCTGTCGCAATGATATTTACAAAGGCGTCATTAGTGAGCTCTTGATTAAACGGAGGGCTAGT
                                                                                                    

       
       
 : 1900
 : 1900
 : 1900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      1920         *      1940         *      1960         *      1980         *      2000
ACCCCTGCTGAAATCCCCATTGCGCCCGTTAATGAAAGCCACACTGAGGCTCTTACTATGCTGGAATTAGAGCCTGATTCTGATAGCGATGATGGCGTGG
ACCCCTGCTGAAATCCCCATTGCGCCCGTTAATGAAAACCACACTGAGGCTCTTACTATGCTGGAATTAGAGCCTGATTCTGATAGCGATGATGGCGTGG
ACCCCAATGGATAATCCCAAGCCTGCTGAAGAAGAACCTCAGCCTGGAGCCCTGACCATGCTCGAACTCGAGCCTGACTCTGGCAGTGATGACGATGTGA
                                                                                                    

       
       
 : 2000
 : 2000
 : 2000
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2020         *      2040         *      2060         *      2080         *      2100
CTTTACCTGAAACTATCCAAAGTTTCACTTGTAAGTGTGGTTGCATTTTGCCCTTTTTTAACGTCATTGGAGCTGATTTGTGCATTCTACCTACGCCTGA
CTTTACCTGAAACTATCCAAAGTTTCACTTGTAAGTGTGGTTGCATTTTGCCCTTTTTTAACGTCATTGGAGCTGATTTGTGCATTCTACCTACGCCTGA
TTCTTCCAAGAATTGTCCAGAGTTTCACCTGCAAGTGTGGGACTATCTTACCTTTCTTCGATGTTGTAGGTGCTGATCTGTGTATCCTCCCGACCCCCGA
                                                                                                    

       
       
 : 2100
 : 2100
 : 2100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2120         *      2140         *      2160         *      2180         *      2200
TAAACTAAAAGGTCGCACTGCAGGTTGGTACTCAAAAGATGGAAGGCCATACTCATACAATGGTGGGGCTCACAAATCTCTTGGATGGCCGATCTGGCTT
TAAACTAAAAGGTCGCACTGCAGGTTGGTACTCAAAAGATGGAAGGCCATACTCATACAATGGTGGGGCTCACAAATCTCTTGGATGGCCGATCTGGCTT
TAAATTAAGGGGCCGCAATGCTGGTTGGTACTCCAAAGATGGGAGGCCCTATTCTTACAACGGTGGAGCGCACAAATCGCTCGGTTGGCCGATTTGGCTT
                                                                                                    

       
       
 : 2200
 : 2200
 : 2200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2220         *      2240         *      2260         *      2280         *      2300
GATACATTCTTGGAATTAAATGCTCACGGGTACGGTCCCTTTGATTCGGTACTAGTGCAGGAGTATTCGAATGATTCTGGCATCGGCTACCACGCAGATA
GATACATTCTTGGAATTAAATGCTCACGGGTACGGTCCCTTTGATTCGGTACTAGTGCAGGAGTATTCGAATGATTCTGGCATCGGCTACCACGCAGATA
GACACTTTTTTGGAATTGAATGCACACGGTTATGGTCCTTTTGACTCGGTCCTAGTGCAGGAGTATTCCAATGATTCTGGCATAGGTTACCACGCTGATA
                                                                                                    

       
       
 : 2300
 : 2300
 : 2300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2320         *      2340         *      2360         *      2380         *      2400
ACGAGGAGATTTTTAAGCCGGAGGGTGCGATCCTGACTATGTCTATCCGCGGTAGCGCTTCCTTCGGTTTGAAATGCTCCGCTGGCGAGTGCGGTTTTGA
ACGAGGAGATTTTTAAGCCGGAGGGTGCGATCCTGACTATGTCTATCCGCGGTAGCGCTTCCTTCGGTTTGAAATGCTCCGCTGGCGAGTGCGGTTTTGA
ACGAAGAAATTTTTAAACCGGATGGGGAGATTTTAACTATGTCTATACGTGGGAGTGCCTCCTTCGGCTTGAAATGCGCCGCAGGTGAGTGTGGCTTTGA
                                                                                                    

       
       
 : 2400
 : 2400
 : 2400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2420         *      2440         *      2460         *      2480         *      2500
GCACCTTGAATGCACCTCTTTCGTTATGCCCAGCGGTTTGCAACAAACGCACAAACATCGGGTTTTCGGAACTAAAGGCAATCGGATATCCCTTACATTT
GCACCTTGAATGCACCTCTTTCGTTATGCCCAGCGGTTTGCAACAAACGCACAAACATCGGGTTTTCGGAACTAAAGGCAATCGGATATCCCTTACATTT
ACACCTTGAGTGCACTCCATTTGTTATGCCAGGCGGCCTGCAACAGACGCACAAACATCGAGTGTCCGGAACCAGAGGGAGTCGTATTTCCCTCACTTTT
                                                                                                    

       
       
 : 2500
 : 2500
 : 2500
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2520         *      2540         *      2560         *      2580         *      2600
CGCATGTTGAGGGATAGTGCATACCTGAGCTCCGATGGGAGTGACAATGGTTTGGGATCTGACCATGACGAAGAAGATCACGCCAACTTCACTGAGTCTT
CGCATGTTGAGGGATAGTGCATACCTGAGCTCCGATGGGAGTGACAATGGTTTGGGATCTGACCATGACGAAGAAGATCACGCTGACTTTACTGAGTCTT
CGTATGTTAAGGGAAGGCGCTTACCTGAGTTCTGACGAGAGTGCCAATGGCTTTGGTTCTGACCACGACTCTGAGGAGGAAGATGCACTTGCAGAAGCTT
                                                                                                    

       
       
 : 2600
 : 2600
 : 2600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2620         *      2640         *      2660         *      2680         *      2700
CTGAAACTTTCGGGGTCAAACTCGATCTGCGAAAGACACACCCATTGAACGCTTTCAAGCCCATTGAAGTGCCCGCTGACGGAGATTGTTTTTGGCATGC
CTGAAACTTTCGGGGTTAAACTCGATCTGCGAAAGACACACCCATTGAACGCTTTCAAGCCCATTGAAGTGCCCGCTGACGGAGATTGTTTTTGGCATGC
CAGAGACATTTGGGGTCAAGCTTGATTTGAGGAAGACTCACCCACTGAGCGCCTTCAAACCAATCGAGGTTCCTGCTGATGGGGATTGCTTTTGGCATGC
                                                                                                    

       
       
 : 2700
 : 2700
 : 2700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2720         *      2740         *      2760         *      2780         *      2800
TGTAGGCTACCTTATAGGCTTAAATGGCAGTGAAGTGAAGAAAGCTGTAGCTGAGAGATCCAAAGTAGAACTAAAGGCTAATGCAGAGCTCACTGCGCAA
TGTAGGCTACCTTATAGGCTTAAATGGCAGTGAAGTGAAGAAAGCTGTAGCTGAGAGATCCAAAGTAGAACTAAAGGCTAATGCAGAGCTCACTGCGCAA
CGTGGGCTATCTAATTGGTTTAAATGGCGTCGAAGTGAAAAAAGCTGTTGCAGGACGCGCTAAAGTGGAACTTAAGTCCAATGAAGCACTTACTAAGCAA
                                                                                                    

       
       
 : 2800
 : 2800
 : 2800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2820         *      2840         *      2860         *      2880         *      2900
ATGGGGAACAAGGTTTTTGCTGAAAATGAAGCCTTTGCTGCAGCTTGTGTGCTCCTCGATATTAGCATAACTTTTATAATAAGTGATGAGGGGCACAGTG
ATGGGGAATAAGGTTTTTGCTGAAAATGAAGCCTTTGCTGCAGCTTGTGTGCTCCTCGATATTAGCATAACTTTTATAATAAGTGATGAGGGGCACAGTG
TTGGGGAATAAAGTCTTTGCAGAGAATGAGGCCTTTGCAGCCGCGTGCGTAATCCTCGATATGAGCATAACTTTCATCATTAGTGAGGAAGGGCACAGCG
                                                                                                    

       
       
 : 2900
 : 2900
 : 2900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      2920         *      2940         *      2960         *      2980         *      3000
TCATCTTCAACAAAGAAGGATCCACTCTAATGCTCTACATCAAACTCCAGAATACTCACTGCAGTCCACTTTTGCCTAGGAATGACTGTGTGATTGTCGC
TCATCTTCAACAAAGAAGGATCCACTCTAATGCTCTACATCAAACTCCAGAATACTCACTGCAGTCCACTTTTGCCTAGGAATGACTGTGTGATTGTCGC
TCATCTTTAGCAAAGAAGGGTCCACTCTGATGCTCTACATCAAATTACAGCATACCCATTGCAGTCCATTGCTGCCAAGGAATGATTGTGTGATCGTCGC
                                                                                                    

       
       
 : 3000
 : 3000
 : 3000
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J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3020         *      3040         *      3060         *      3080         *      3100
AGGTGCATCAGCTTTATCAAGGCCTGTGAAGGACGTCTACAAAGTGCTAATGCGGCGCGAGCACTCTCTAATTTTCAAACAGCTCTGCGCTGGGGAAGGT
AGGTGCATCAGCTTTATCAAGGCCTGTGAAGGACGTCTACAAAGTGCTAATGCGGCGCGAGCACTCTCTAATTTTCAAACAGCTCTGCGCTGGGGAAGGT
TGGCGCTTCAGCTTTATCAAGGTCTGTCAAAGATATATATAAAGTGCTAATGAGGCGTGAATACGCTTTAATCTTCAAACAACTTTGCGCAGGTGAAGGG
                                                                                                    

       
       
 : 3100
 : 3100
 : 3100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3120         *      3140         *      3160         *      3180         *      3200
CTCAGTTTGATGCTTCTTGGGCAGTTCTTCTCCATCTTCGATATTCACGCATATATTAATTTCGAAGGTGAACACATGGAGGTGAACGAAAGTGGCAGTT
CTCAGTTTGATGCTTCTTGGGCAGTTCTTCTCCATCTTCGATATTCACGCATATATTAATTTCGAAGGTGAACACATGGAGGTGAACGAAAGTGGCAGTT
CTGAGCTTGATGCTTCTAGGGCAGTTTTTCTCCATCTTTGATATTCACGCGTACATCAACTTTGAAGGCGAGCACATGGAAGTTAATGAGAGCGGAAGTC
                                                                                                    

       
       
 : 3200
 : 3200
 : 3200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3220         *      3240         *      3260         *      3280         *      3300
TAAAACGCTGCTTTACAGTTGAGCAGGAGCATATTGCACACAATGTCAAAATGGGCTGCAGTGCTATCACACCCACAATGACTGGTAGCAACAATGCTGT
TAAAACGCTGCTTTACAGTTGAGCAGGAGCATATCGCACACAATGTCAAAATGGGCTGCAGTGCTATCGCACCCACGATGACTGGTAGCAACAATGCTGT
TGAAGAGGTGCTTCACGGTCGAGCAAGAACACATCACACATAATGTCAAAATGGGCTGCAGTGCAATCACGCCAACCATGACTGGTAGTAACAACTCTGT
                                                                                                    

       
       
 : 3300
 : 3300
 : 3300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3320         *      3340         *      3360         *      3380         *      3400
AAGCTTGAAAAGCCTCAAGATTCTGAAAGCATGCGGGACTGAGTTGGTGTACACTGTCGAGGAAGAGCGAGCACGTCGATTAGCCGATAGTTTACACAGT
AAGCTTGAAAAGCCTCAAGGTTCTGAAAGCATGCGGGACTGAGTTGGTGTACACTGTCGAGGAAGAGCGAGCACGTCGATTAGCCGATAGTTTACACAGT
GAGCTTAAAAAGTTTAAAAGTCTTGAAAACCTGCGGGACGGAGCTAACATACATCGTTGAAGAAGAGAGAGCTCGCCGTTTAGCAGGCAGCCTACATAGC
                                                                                                    

       
       
 : 3400
 : 3400
 : 3400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3420         *      3440         *      3460         *      3480         *      3500
GGAACCACGGGAGCTGTCTGTTCTTCACTCTTCAATGGTACGCCAAATCTCTTGCAAGGGTTGAATCCCGATTGGGAAGCGAGGAATGTAGTGGCCATAC
GGAACCACGGGAGCTGTCTGTTCTTCACTCTTCAATGGTACGCCAAATCTCTTGCAAGGGTTGAATCCCGATTGGGAAGCGAGGAATGTAGTGGCCATAC
GGCACCACCGGGGCAGTGTGCTCTTCGCTCTTCAACGGGACTCCAAATCTTCTGCAGGGGCTAAATCCTGACTGGGAAGCGAGGAACGTGGTTGCAATAC
                                                                                                    

       
       
 : 3500
 : 3500
 : 3500
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3520         *      3540         *      3560         *      3580         *      3600
TAGGTACATTTGGCTCTGGGAAAAGCACCTTATTCAAGGATTTATTCAGAAGGAATCCCGGAAAGCTAATATGCTTTGTTTCACCAAGAAGAAGTCTGGC
TAGGTACATTTGGCTCTGGGAAAAGCACCTTATTCAAGGATTTGTTCAAAAGGAATCCCGGAAAGCTAATATGCTTTGTTTCACCAAGAAGAAGTCTGGC
TTGGGACTTTCGGATCAGGAAAAAGCACCTTATTCAAGGAGTTATTCAAGAAAAACCCAGGAAAATTAATATGTTTCGTTTCTCCACGAAGGAGCCTTGC
                                                                                                    

       
       
 : 3600
 : 3600
 : 3600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3620         *      3640         *      3660         *      3680         *      3700
GCAGGAAATCAAAGAGAGCGTGTTTGGAAAGTGCACTTCACCCGATGGTAAATTCAAAATTGTGAGAAATAAGAAAAACTGTAACTTCAATGTCTGCACT
GCAGGAAATCAAAGAGAGCGTGTTTGGAAAGTGCACTTCACCCGATGGTAAATTCAAAATTGTGAGAAATAAGAAAAACTGTAACTTCAATGTCTGCACT
GCAAGAAATCAAAGAGAGTGTGTTCGGGAAGAGCGCCACAGAAGGTGGTAAGTTCAAAATAGTGAGAAATAAGAAGAACTGCAACTTCAACGTCTGCACA
                                                                                                    

       
       
 : 3700
 : 3700
 : 3700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3720         *      3740         *      3760         *      3780         *      3800
TTTGAGACATTTCTCAAATTGGCCAAAGGTTTGAAAGCGGGGCACACCCTAGTCCTGGACGAAATTCAATTGTACCCACCTGGCTATTTGGATCTTGTTG
TTTGAGACATTTCTCAAATTGGCCAAAGGTTTGAAAGCGGGGCACACCCTAGTCCTGGACGAAATTCAATTGTACCCACCTGGCTATTTGGATCTTGTTG
TTCGAGACCTTCCTCAAACTTGCTAAAGGCCTTAAGGCGGGGCACACTCTTGTACTTGATGAGATTCAGCTGTACCCACCTGGTTATTTGGACCTAGTGG
                                                                                                    

       
       
 : 3800
 : 3800
 : 3800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3820         *      3840         *      3860         *      3880         *      3900
CTTGTTTGGTTCCCAGGAGTTGTCACCTTTTTGTCGTTGGGGATCCCTGTCAAAGTAATTATGACAGTGAAGGTGACCGCAGCATTTTCTCAGGGGCCGC
CTTGTTTGGTTCCCAGGAGTTGTCACCTTTTTGTCGTTGGGGATCCCTGTCAAAGTAATTATGACAGTGAAGGTGACCGCAGCATTTTCTCAGGGGCCGC
CCTGTTTAGTGCCGAGGAGTTGCCACCTCTCCGTCGTTGGCGATCCTTGCCAGAGTAATTACGATAGTGAGGGTGATCGCAGTATCTTTGCTGGGGCCGC
                                                                                                    

       
       
 : 3900
 : 3900
 : 3900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      3920         *      3940         *      3960         *      3980         *      4000
AAGTGACATACACAAAATGCTTGCTAACGCAAAGTACAAATTCGTGACTAGAAGTCGGAGGTTTTTCAACAAAACTTTTTCCGGGAGGCTGCCATGCGCT
AAGTGACATACACAAAATGCTTGCTAACGCAAAGTACAAATTCGTGACTAGAAGTCGGAGGTTTTTCAACAAAACTTTTTCCGGGAGGCTGCCATGCGCT
GAGCGACATTCACAAACTGCTTGCTGGCGCGAAGTACAAATTCGTCACGAGGAGCCGCAGATTCTTCAACAAAACCTTCCTGGGGAGGCTGCCTTGCGCT
                                                                                                    

       
       
 : 4000
 : 4000
 : 4000
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4020         *      4040         *      4060         *      4080         *      4100
ATGGATGATAGCAAACTGGTCGTATCTGAGGAATATTTCATGGCTCGGAGTTTTGAAGAAGTCCGTAGCTTTAGCAAGGTTTTTACTGAAGTCTTCCTAG
ATGGATGATAGCAAATTGGTCGTATCTGAGGAATATTTCATGGCTCGGAGTTTTGAAGAAGTCCGTAGCTTTAGCAAGGTTTTTACTGAAGTCTTCCTAG
ATGGATGAAAACAAACAGACCGTATCAGAAGAGTACTTCATGGCCCGCAGCTTTGATGAGGTTCGAAGCTTAAGCAAGGTTTTCACAGAAGTTTTCCTAG
                                                                                                    

       
       
 : 4100
 : 4100
 : 4100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4120         *      4140         *      4160         *      4180         *      4200
TGCCTGGTTTTGACGAGAAGAAGATCATCAAAGCGCATTTCCCCAATTGCGAAAATATCTTAACATTTGGGGAGTCAACTGGTAGAACTTTTGAATACGG
TGCCTGGTTTTGACGAGAAGAAGATCATCAAAGCGCATTTCCCCAATTGCGAAAATATCTTAACATTTGGGGAGTCAACTGGTAGAACTTTTGAATACGG
TGCCCGGTTTTGATGAAAAGAAGATCATTAAGGCACACTTCCCGAACTGTGAGAACATCTTGACCTTTGGGGAATCCACCGGCAGAACTTTTGAGTATGG
                                                                                                    

       
       
 : 4200
 : 4200
 : 4200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4220         *      4240         *      4260         *      4280         *      4300
CTCCATTCTGATCACGCAAAGTGGCTTTAGCGTGTGCGAGCAAAGATGGATAACTGCACTCTCCAGATTCTCTAGAAATTTGCTCTTCTTAAATTTGACC
CTCCATTCTGATCACGCAAAGTGGCTTTAGCGTGTGCGAGCAAAGATGGATAACTGCACTCTCCAGATTCTCTAGAAATTTACTCTTCTTAAATTTGACC
TTCTATTTTGATCACACAAAGTGGTTTCAGTGTGTGCGAGCAGAGATGGATAACTGCACTCTCTGGATTTTCCAGGAACCTACTGTTTTTGAACTTGACT
                                                                                                    

       
       
 : 4300
 : 4300
 : 4300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4320         *      4340         *      4360         *      4380         *      4400
GAGGCGAGCTTCGAGGCCATTGCTGAGAACATGGATGATCGTGCACTTGGGAAATTTTTCACACAGAGTGCTTCAATCGATGACTTACGGAAAATATTGC
GAGGCGAGCTTCGAGGCCATTGCTGAGAACATGGATGATCGTGCACTTGGGAAATTTTTCACACAGAGTGCTTCAATCGATGACTTACGGAAAATATTGC
GAGGCTAGCTTCGAAGCAATTGCAGAGAATATGGATGATCGAGCCCTTGGTAAGTTCTTCACACAGAGCGCGTCCATTGATGACTTGCGAAAGATTTTGC
                                                                                                    

       
       
 : 4400
 : 4400
 : 4400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4420         *      4440         *      4460         *      4480         *      4500
CCGGGGAACCACATTTTGCGGATTACTATGTACCAAAGCTTGGCAAAGACCACTGCGTTAGAGAGGATAAGCTTGCTGGTGATCCTTGGTTGAAAACAAT
CCGGGGAACCACATTTTGCGGATTACTATGTACCAAAGCTTGGCAAAGACCACTGCGTTAGAGAGGATAAGCTTGCTGGTGATCCTTGGTTGAAAACAAT
CTGGGGAACCACTCTTTGCTGATCATTATGTGCCTAAGCTCGGTAAAGACCACTGTGTGCGGGAAGATAAGCTTGCTGGTGACCCCTGGCTAAAAACCAT
                                                                                                    

       
       
 : 4500
 : 4500
 : 4500
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J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4520         *      4540         *      4560         *      4580         *      4600
GGTGTTCCTTGGCCAAGAAGAGGATGTTGAAAAGTCAGAGATTGAAGAAGCGATATTGGCTGAACCATGGTTCAAAACTCACCTCCCCCTCTGTGAGATG
GGTGTTCCTTGGCCAAGAAGAGGATGTTGAAAAGTCAGAGATTGAAGAAGCGATATTGGCTGAACCATGGTTCAAAACTCACCTCCCCCTCTGTGAGATG
GGTTTTTCTGGGCCAAGAAGAAGATGTCGAGAAGGTGGAGATTGAGGAAGCAATCTTAGCTGAACCTTGGTTTAAAACTCACCTACCCCTTTGCGAGATG
                                                                                                    

       
       
 : 4600
 : 4600
 : 4600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4620         *      4640         *      4660         *      4680         *      4700
GAAAGTGTGCGAGCTTCTTGGGTCCAAAATTTCAAAGCAAAAGAAAACAGAGAAGTGCGCAAAGGCTATCTCGTGAGCGATCAATTTACAGATGAGCACT
GAAAGTGTGCGAGCTTCTTGGGTCCAAAATTTCAAAGCAAAAGAAAACAGAGAAGTGCGCAAAGGCTATCTCGTGAGCGATCAATTTACAGATGAGCACT
GAGAGTGTCCGAGCCTCTTGGGTTCAAAATTTTAAAGCGAAAGAACACAGAGAAGTGCGCAAAGGTTATCTTGTGAGCGATCAGTTCACCGATGAGCACT
                                                                                                    

       
       
 : 4700
 : 4700
 : 4700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4720         *      4740         *      4760         *      4780         *      4800
CAAAAAATAGGGGAAAAATACTCACAAATGCCGCTGAGCGCTTTGAAGCCATTTACCCAAGGCACAAAAACAGCGATACTGTTACTTTTCTTATGGCCGT
CAAAAAATAGGGGAAAAATACTCACAAATGCCGCTGAGCGCTTTGAAGCCATTTACCCAAGGCACAAAAACAGCGATACTGTTACTTTTCTTATGGCCGT
CGAAGAACAGAGGGAAGGTCCTCACCAATGCGGCCGAACGTTTTGAAGCAATCTACCCAAGGCATAAGAATAGCGATACCGTGACCTTTCTCATGGCCGT
                                                                                                    

       
       
 : 4800
 : 4800
 : 4800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4820         *      4840         *      4860         *      4880         *      4900
GAAGAAGCGCTTAAGATTTTCTAAACCTATGGTTGAGTGCGCTAAGCTAAATGAGGCTAGAGGCTACGGAAAGTATCTACTTGACAATTTCTTGAAATTT
GAAGAAGCGCTTAAGATTTTCTAAACCTATGGTTGAGTGCGCTAAGCTAAATGAGGCTAGAGGCTACGGAAAGTATCTACTTGACAATTTCTTGAAATTT
GAGAAAACGTTTGCGTTTTTCGAACCCAATGGTGGAGTGTGCCAAGCTTAATGAGGCTAGGGGTTATGGGAAATACCTACTCGACAATTTCTTAAAATTC
                                                                                                    

       
       
 : 4900
 : 4900
 : 4900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      4920         *      4940         *      4960         *      4980         *      5000
GTGCCGTTAAAAGCCCAGCACAATCCTGAATTCATGGCCAGGAGTGTGAGAGATTTCGAAGAAAAGAAGACAAGTAAGAGTGCAGCAACAATAGAAAACC
GTGCCGTTGAAAGCCCAGCACAATCCTGAATTCATGGCCAGGAGTGTGAGAGATTTCGAAGAAAAGAAGACAAGTAAGAGTGCAGCAACAATAGAAAACC
GTGCCGTTAAAGGCTAAACATAACCCTGAATTTATGGCTAGAAGTGTGAGGGATTTTGAGGAAAAGAAAACAAGCAAAAGCGCTGCGACCATTGAAAATC
                                                                                                    

       
       
 : 5000
 : 5000
 : 5000
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5020         *      5040         *      5060         *      5080         *      5100
ATTCTGGACGCTCTTGTAGGGATTGGCTAGCAGATGTGGGGCTCATATTTATGAAGTCCCAGATTTGCACCAAATTCGACAACAGATTCCGTGTGGCCAA
ATTCTGGACGCTCTTGTAGGGATTGGCTAGCAGATGTGGGGCTTATATTTATGAAGTCCCAGATTTGCACCAAATTCGACAACAGATTCCGTGTGGCCAA
ATGCAGGGCGCTCTTGTCGGGATTGGTTGGCAGACATGGGACTTATATTCATGAAGTCGCAAATCTGCACTAAATTCGATAACAGATTCCGTGTTGCTAA
                                                                                                    

       
       
 : 5100
 : 5100
 : 5100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5120         *      5140         *      5160         *      5180         *      5200
AGCTGCGCAATCGATAGTTTGCTTCCAGCATTCAGTACTGTGTCGATTCGCCCCATATATGAGGTACATCGAGATGAAACTACAGGAAGCCCTGCCGAAG
AGCTGCGCAATCGATAGTTTGCTTCCAGCATTCAGTACTGTGTCGATTCGCCCCATATATGAGGTACATCGAGATGAAACTACAGGAAGCCCTGCCGAAG
AGCCGCACAATCTATTGTTTGTTTTCAACACTCTGTGCTCTGCCGATTTGCGCCATATATGAGGTACATTGAAATGAAACTGCAGGAGGCACTGCCAAAG
                                                                                                    

       
       
 : 5200
 : 5200
 : 5200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5220         *      5240         *      5260         *      5280         *      5300
AACTTCTATATTCATAGCGGCAAGGGCTTGGAAGAGTTGAACAAATGGGTGCTTGGTGGTAATTTCCGGGGTATTTGCACCGAATCTGACTATGAAGCTT
AACTTCTATATTCATAGCGGCAAGGGCTTGGAAGAGTTGAACAAATGGGTGCTTGGTGGTAATTTCCGGGGTATTTGCACCGAATCTGACTATGAAGCTT
AATTTCTACATTCATAGTGGTAAGGGCTTGGAAGAATTGAACAAATGGGTTCTCAGCGGCAATTTCAGAGGTATCTGCACCGAGTCTGATTATGAAGCAT
                                                                                                    

       
       
 : 5300
 : 5300
 : 5300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5320         *      5340         *      5360         *      5380         *      5400
TTGATGCAAGCCAAGACCAGCACATAGTGGCTTTTGAGCTGGCTTGCATGGAATACCTCGGACTACCAAAAGACCTCATTGCCGACTATTGCTACATCAA
TTGATGCAAGCCAAGACCAGCACATAGTGGCTTTTGAGCTGGCTTGCATGGAATACCTCGGACTACCAAAAGACCTCATTGCCGACTATTGCTACATCAA
TCGACGCTAGTCAAGATCAACATATCGTGGCTTTTGAACTAGCTTGCATGGAGTACCTCGGAATCCCGAAGGACCTCATTGCTGATTATTGCTACATAAA
                                                                                                    

       
       
 : 5400
 : 5400
 : 5400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5420         *      5440         *      5460         *      5480         *      5500
AACGCACCTGGGTTCCAAATTGGGGTCTTTCGCAATTATGCGCTTCTCTGGGGAGGCTAGCACTTTTCTCTTCAATACCATGGCAAACATGTTATTCACT
AACGCACCTGGGTTCCAAATTGGGGTCTTTCGCAATTATGCGCTTCTCTGGGGAGGCTAGCACTTTTCTTTTCAATACCATGGCAAACATGTTATTCACT
GACGCACTTGGGGTCAAAATTAGGGTCCTTTGCAATCATGCGTTTTTCAGGGGAGGCAAGTACTTTCCTTTTCAACACCATGGCTAATATGCTCTTTACC
                                                                                                    

       
       
 : 5500
 : 5500
 : 5500
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5520         *      5540         *      5560         *      5580         *      5600
TTCCTGCGGTACGAGTTGACTGGGAAAGAGTTCATTAGTTTCGCTGGGGATGACATGTGCGCCTCTAAGAGGTTGAGGGTAAGCGTTGAGCATGAGAGCT
TTCCTGCGGTACGAGTTGACTGGGAAAGAGTTCATTAGTTTCGCTGGGGATGACATGTGCGCCTCTAAGAGGTTGAGGGTAAGCGTTGAGCATGAGAGCT
TTTCTTCGATATGAGCTAACCGGGAAGGAATTCATTAGTTTTGCTGGGGATGATATGTGTGCTTCTAAACGCCTGAGGGTAAGTACGGAGCACGAAAGCT
                                                                                                    

       
       
 : 5600
 : 5600
 : 5600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5620         *      5640         *      5660         *      5680         *      5700
TTCTAGGGAAACTAAAATTGAAAGCAAAAGTCAACTTCACTACCAACCCAACTTTTTGCGGGTGGTGTCTTACAACCGATGGGATCTTTAAAAAACCCCA
TTCTAGGGAAACTAAAATTGAAAGCAAAAGTCAACTTCACTACCAACCCAACTTTTTGCGGGTGGTGTCTTACAACCGATGGGATCTTTAAAAAACCCCA
TCCTTGGGAAATTAAAGTTGAAAGCCAAGGTGAACTTCACTGCAAATCCGACGTTCTGCGGATGGTGCCTGACCACTGATGGGATATTTAAGAAGCCTCA
                                                                                                    

       
       
 : 5700
 : 5700
 : 5700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5720         *      5740         *      5760         *      5780         *      5800
ACTAGTTTTCGAGAGGCTGTGCATAGCTAAAGAAACCAATAACCTGGCTAATTGCATTGATAATTACGCAATTGAGATTTCCTATGCTTACAAACTTGGG
ACTAGTTTTCGAGAGGCTGTGCATAGCTAAAGAAACCAATAACCTGGCTAATTGCATTGATAATTACGCAATTGAGATTTCCTATGCTTACAAACTTGGG
ATTGGTTTTTGAGAGGTTGTGCATTGCGAAAGAGACCAACAATCTGGCAAATTGCATAGATAACTATGCTATCGAAGTCTCATATGCTTACAAACTTGGG
                                                                                                    

       
       
 : 5800
 : 5800
 : 5800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5820         *      5840         *      5860         *      5880         *      5900
GAAGCCGCAGTTAGGCACATGAGCATTGAGGATATGGAAAGTTATTACAACTGTGTGCGAATAATTATCAAGAACAAACACCTGCTCAAGTCGGACGTTG
GAAGCCGCAGTTAGGCACATGAGCATTGAGGATATGGAAAGTTATTACAACTGTGTGCGAATAATTATCAAGAACAAACACCTGCTCAAGTCGGACGTTG
GAAGCTGCAGTTCAGCACATGAGTATTGAGGATATGGAAAGCTATTACAATTGTGTGAGAATCATAATCAAAAATAAGCACCTGCTCAAGTCTGACGTTG
                                                                                                    

       
       
 : 5900
 : 5900
 : 5900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      5920         *      5940         *      5960         *      5980         *      6000
CAAAGACCTTTGCAAATGGGAGTTCTTAGGTTTAGCTTAGGTTTTAGCTATAATATTGAATGGATTATCTAGTGAATAAATTGTATAAGAATAAAGATTT
CAAAGACCTTTGCAAATGGGAGTTCTTAGGTTTAGCTTAGGTTTTAGCTATAATATTGAATGGATTATCTAGTGAATAAATTGTATAAGAATAAAGATTT
CAAAGACTTTCGCAAATGGGAGTTCTTAGTTTTAGCTTAGGTTTTAGCTATAGTATTGAATGGATTACTTAGTGAATAAATTGTATACAAATAAAGATTT
                                                                                                    

       
       
 : 6000
 : 6000
 : 6000
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J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6020         *      6040         *      6060         *      6080         *      6100
TGAACGCACCACTTTGCCACTCAGCTCTCCAATTGTTATTAATTGTGTGCCTGGTGCAGGCAAGAGTACGTTCATTAAGGACTTAATCGATTCCGATTCT
TGAACGCACCACTTTGCCACTCAGCTCTCCAATTGTTATTAATTGTGTGCCTGGTGCAGGCAAGAGTACGTTCATTAAGGACTTAATCGATTCCGATTCT
TGAGCGCACGAACTTGCCGCTTGGCTCACCGATCGTCATCAATTGCGTGCCTGGCGCCGGTAAAAGTACCTTCATCAAGGACTTGATCGATCACGACCCT
                                                                                                    

       
       
 : 6100
 : 6100
 : 6100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6120         *      6140         *      6160         *      6180         *      6200
CGTTTTGTGGGTTTAACCTTCGGTGCCGTACCCAACCCTGATCTGAGCTCTCGCGGCATCATTTCCATTAAAGATTACCAACCCAAATCTGGAGATCTAG
CGTTTTGTGGGTTTAACCTTCGGTGCCGTACCCAACCCTGATCTGAGCTCTCGCGGCATCATTTCCATTAAAGATTACCAACCCAAATCTGGAGATCTGG
CGTTTCGTAGGTTTGACTTTTGGTGCTGTACCACATCCTGACCTGAGCTCGCGCGGTATCATTGCTGCTTCAGATTACCAACCAAAAGCTGGAGATCTTG
                                                                                                    

       
       
 : 6200
 : 6200
 : 6200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6220         *      6240         *      6260         *      6280         *      6300
TGTTGATCGACGAATATACCGAGGGTGATCATTCCAACTTGAACGCGTTGGCTTTGTTTGGAGACCCACTTCAGAGCAATTCTAAGCACCCCAAACCACC
TATTGATCGACGAATATACCGAGGGTGATCATTCCAACTTGAACGCGTTGGCTTTGTTTGGAGACCCACTTCAGAGCAATTCTAAGCACCCCAAACCACC
TTTTGGTCGACGAATACACTGAGGGTGATTATACCGACTTGAACGCTTTGGCTTTGTTTGGGGACCCACTTCAGTGTAGTTCTAGGAGTACTAAGCCACC
                                                                                                    

       
       
 : 6300
 : 6300
 : 6300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6320         *      6340         *      6360         *      6380         *      6400
TGCGCACTTCGTTGCTACTTTCTCACATCGTTTTGGGGAAAAAACTGCTAAATTACTCCGCGACCTAGATTTCCACGTTCACGCTGAGGGTGCTGATCAA
TGCGCACTTCGTTGCTACTTTCTCACATCGTTTTGGGGAAAAAACTGCTAAATTACTCCGCGACCTAGATTTCCACGTTCACGCTGAGGGTGCTGATCAA
GGCACATTACACGGCTACTTTCTCGCATCGGTTTGGGACTAACACTGCTAAACTTTTACGGGATTTGGACTACCACGTTCACGCTGAGGGTGAGGATCGT
                                                                                                    

       
       
 : 6400
 : 6400
 : 6400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6420         *      6440         *      6460         *      6480         *      6500
GTTGCCCTTGGTAATCTTTACGATTTGGACCCAATTGGGCAGATTGTGGCTGTCGAACCTGAGGTGATCGCTCTACTTTGCAAGCATAATTGCGATTTCT
GTTACCCTTGGTAATCTTTACGATTTGGACCCAATTGGGCAGATTGTGGCTGTCGAACCTGAGGTGATCGCTCTACTTTGCAAGCATAATTGCGATTTCT
GTCACTTTCGGAAATCTCTACGATTTGGATCCCATTGGACAGAATGTGGCTGTCGAGCCTGAAGTAATCTCTCTACTTTGTAAGCACAATTGCGATTTCC
                                                                                                    

       
       
 : 6500
 : 6500
 : 6500
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6520         *      6540         *      6560         *      6580         *      6600
TGGATCTCAAACAGGCCAGGGGTAAAACTTTTGATCGGGTGACCTTCTACTGCGCTGAGAGTAATATAACTCCCGAGCTGCGCGCGGATTACTTTGTTGG
TGGATCTCAAACAGGCCAGGGGTAAAACTTTTGATCGGGTGACCTTCTACTGCGCTGAGAGTAATATAACTCCCGAGCTGCGCGCGGATTACTTTGTTGG
TCGATCTTAAACAAGCTAGAGGCAAAACGTTTGACTGTGTAACCTTTTACTGTGCTGAGAGCACCATTAGCGCGGATCTACGCGCGGATTACTTTGTTGG
                                                                                                    

       
       
 : 6600
 : 6600
 : 6600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6620         *      6640         *      6660         *      6680         *      6700
TTTAACCAGGCACAGGAAGGAGTTGTTGATCTTAAATCCATATGCCGCTCTCTCCACCACCTGATCACTCTAGGAGTTTTCTTGCACTGGCCGTTGGTCT
TTTAACCAGGCACAGGAAGGAGTTGTTGATCTTAAATCCATATGCCGCTCTCTCCACCACCTGATCACTCTAGGAGTTTTCTTGCACTGGCCGTTGGTCT
CTTGACCAGACATAGAAGGGAGCTTCTGATTTTGAATCCTTATGCCTCTCTCTCCACCGCCTGATCACTCTAGGAGTTTCCTCGCTTTAGCTGTTGGCCT
                                                                                                    

       
       
 : 6700
 : 6700
 : 6700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6720         *      6740         *      6760         *      6780         *      6800
TACTTGTGCTATTTGCTTGTTCGCTCTAACTAGATCTACATTGCCACACGTGGGTGATAATTTGCATTCGTTACCACACGGGGGTTGTTATCGTGACGGC
TACTTGTGCTATTTGCTTGTTCGCTCTAACTAGATCTACATTGCCACACGTGGGTGATAATTTGCATTCGTTACCACACGGGGGTTGTTATCGTGACGGC
GACTCTCGCTGTTTGCTTGTTCGCTCTAACAAGGTCCACCTTACCGCACGTGGGAGATAACATACATTCGTTGCCACACGGGGGTTGTTACCGTGACGGC
                                                                                                    

       
       
 : 6800
 : 6800
 : 6800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6820         *      6840         *      6860         *      6880         *      6900
ACTAAACAGATATACTACGGAAAACCTGCCAGTCGGGTACCTTCTAGTAACCTCTTCGGTGGCTTTGGCTTCACTACCGCGGTTCTAATTGCTGTCATAC
ACTAAACAGATATACTACGGAAAACCTGCCAGTCGGGTACCTTCTAGTAACCTCTTCGGTGGCTTTGGCTTCACTACCGCGGTTCTAATTGCTGTCATAC
ACCAAACAGATTTCATACGGNAAGCCCGCTGGTAGGGTACCTTCCAGTAACCTCTTTAGTGGTTTCGGTTTTTCAACCGCCTTGTTCATTGCTGTTGTAC
                                                                                                    

       
       
 : 6900
 : 6900
 : 6900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      6920         *      6940         *      6960         *      6980         *      7000
TCGCTGGTCTGACCATCTACAAAGGGCGACGCACGGTTGTTTGTCACTCCTGCAGATGCAGTCATTAAATTGCTTCATCATTGCTGCCGCAGGTTCATGC
TCGCTGGTCTGACCATCTACAAAGGGCGACGCACGGTTGTTTGTCACTCCTGCAGATGCAGTCATTAAGTTGCTTCATCATTGCTGCCGCAGGTTCATGC
TCGCTGGTCTGACCATTTACAAGGGGAGACGCACAACTGTTTGTCACCTCTGCAGATGCAATCATTGAGCTTCTTCATTGTCGCTGCCGCGGGCTCTTGC
                                                                                                    

       
       
 : 7000
 : 7000
 : 7000
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7020         *      7040         *      7060         *      7080         *      7100
ATACTTGGCTATCTACTACTAGAACGACTGTTTGCCGTTAACGACCCTTGCACCGTGCATATTAGCGGAGAGTCCGTTAGGATTATTGGCTGTGCTTTCA
ATACTTGGCTATCTACTACTAGAACGACTGTTTGCCGTTAACGACCCTTGCACCGTGCATATTAGCGGAGAGTCCGTTAGGATTATTGGCTGTGCTTTCA
GTTCTTGGCTACCTACTCTTGGAGCGTTTATTTGCCTCTAGTGATCCTTGCACTGTGCATATTAGTGGTGAATCCGTGAGAATTGTCGGCTGTGCTTTCA
                                                                                                    

       
       
 : 7100
 : 7100
 : 7100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7120         *      7140         *      7160         *      7180         *      7200
CACCTGATTTTATAGAATACGCGAGAACACTCAAGCCGTTTGACCACGGGTTTGTTTAACCTTAGGTTTGCGGTTGCGTCATTCGAATTACAGTGATAGG
CACCTGATTTTATAGAATACGCGAGAACACTCAAGCCGTTTGACCACGGGTTTGTTTAACCTTAGGTTTGCGGTTGCGTCTTTCGAATTACAGTGATAGG
CGCCAGATTTCATAGATTACGCGAAATCGCTTAAACCGTTTGACCACGGGTTTGTTTAACCTTAGGTTTGCGGTTGCGTCATTCGAAATACAGTGATTGG
                                                                                                    

       
       
 : 7200
 : 7200
 : 7200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7220         *      7240         *      7260         *      7280         *      7300
GAATAATAAGACAAGGTCAAGACGAATGCCGACTGAACAGGAAATCGAACAACAGCGGCGAACTGCTGAGGCGCAACAAATTGAACGCAACCGGAGGAGT
GAATAATAAGACAAGGTCAAGACGAATGCCGACTGAACAGGAAATCGAACAACAGCGGCGAACTGCTGAGGCGCAACAAATTGAACGCAACCGGAGGAGT
GAATAATAAAACGAGATCAAGAAGAATGCCTACCGAACAAGAGGTTGAACAGCAGCGGCGCACCGCTGAGGCACAACAAATTGAGAGGAACCGGAGAACC
                                                                                                    

       
       
 : 7300
 : 7300
 : 7300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7320         *      7340         *      7360         *      7380         *      7400
AATACGGAAACGCAGCAACAACAAAGGCAGGCCACACCCCCGAGAAGGCAGCAGGCACTTGATTTGGAGGATGAAGAACAGGCTGTTGGGCTCGAAAAGA
AATACGGAAACGCAGCAACAACAAAGGCAGGCCACACCCCCGAGAAGGCAGCAGGCACTTGATTTGGAGGATGAAGAACAGGCTGTTGGGCTCGAAAAGA
AACAGTGAAACGCAGCAGCAGCAAAGGCAGGCTACGCCTCCACGTAGGCAGCAAGCACTTGATTTGGAGGATGAGGAACAGGCCGTTGGACTCGAGAAAA
                                                                                                    

       
       
 : 7400
 : 7400
 : 7400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7420         *      7440         *      7460         *      7480         *      7500
CACTACTCGATAGATTTCTTAAGCTTAAAGAGTTCAACTTAAATAATCTAACTGCAACGCGCCTTGTAAACTCTGGCTTCGAGACTGGACGTCCCAAAGC
CACTACTCGATAGATTTCTTAAGCTTAAAGAGTTCAACTTAAATAATCTAACTGCAACGCGCCTTGTAAACTCTGGCTTCGAGACTGGACGTCCCAAAGC
CACTACTAGATAGATTTCTCAAGCTTAAGGAGTTCAACCTGAATAATTTGACGACCACGCGCCTTGTGAATTCTGGTTTTGAAACCGGAAGACCCAAAGC
                                                                                                    

       
       
 : 7500
 : 7500
 : 7500
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J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7520         *      7540         *      7560         *      7580         *      7600
GCGTGTAGCCGCTTCCATGCGAGGGGACATGGCGAACATTTTCACCAGTCCGACCTTAGACACGCTGCAAGCACTACCTTGGAATCCTGTATCGTCGCGC
GCGTGTAGCCGCTTCCATGCGAGGGGACATGGCGAACATTTTCACCAGTCCTACACTTGACACGCTGCAGGCCCTGCCTTGGAATCCTGTCTCATCTCGT
ACGCGTTGCAGCATCCATGAGGGGGGATATGGCGAACATTTTCACTAGTCCAACATTAGACGCGTTGCAAGCTCTACCCTGGAATCCTGTTTCATCGCGT
                                                                                                    

       
       
 : 7600
 : 7600
 : 7600
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7620         *      7640         *      7660         *      7680         *      7700
CTGGCTACTGCCGAAGAGTTGGCGAAGATTTCAGCTAAGATTGAAGCACTGGGTTTTCCCAGAGATCAATTGGCCAAACTCTTCTGGGATGTGAGTCGGT
TTGGCTACCGCCGAAGAACTGGCCAAAATTTCAGCTAAGATTGAAGCGCTGGGCTTCCCCAGGGATCAATTGGCCAAACTCTTCTGGGATGTGAGTCGAT
TTGGCAACTGCTGAAGAATTAGCAAAGATTTCTGCAAAAATTGAAGCCCTGGGGTTCCCAAGAGATCAACTGGCGAAGCTCTTTTGGGACGTGAGTCGGT
                                                                                                    

       
       
 : 7700
 : 7700
 : 7700
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7720         *      7740         *      7760         *      7780         *      7800
ACTGTGCTAGCAATAGTTCCTCACCTTACAGCGATCCAAAAGGCGTTATTGAATTTGATGGAGGAGCAATCACCCGCGATGCAGCGTTGGCAGTCATCCG
ACTGCGCTAGCAATAGTTCCTCACCTTATAGCGACCCAAAAGGAGTCATCGAATTTGACGGAGGAGCAATCACTCGTGATGCTGCATTGGCAGTCATCCG
ACTGCGCGAGCAATAGTTCATCGCCGTTTAGCGATCCTAAGGGCGTCATTGAATTCGACGGAGGGGCCATCACTCGTGATGCCGCACTTGCTGTCATCCG
                                                                                                    

       
       
 : 7800
 : 7800
 : 7800
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7820         *      7840         *      7860         *      7880         *      7900
AGATATTAGCTCACTTCGCAGGGTGTGCCGCAGTTACTCCAAAATCGTTTGGAACTATATGCTGGTAAACGCACAGCCTCCAGAGGACTGGCAAGCAAAG
AGATATTAGCTCTTTGCGTAGGGTATGTCGCAGTTACTCCAAAATCGTTTGGAACTACATGCTGGTTAACGCGCAGCCTCCGGAGGATTGGCAAGCTAAG
AGACATTAGCTCCTTGCGTAGGGTCTGTCGAAGTTACTCCAAAATCGTTTGGAACTACATGTTGGTTAACGCGCAGCCCCCTGAAGACTGGCAAGCCAAG
                                                                                                    

       
       
 : 7900
 : 7900
 : 7900
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      7920         *      7940         *      7960         *      7980         *      8000
GGCTTCACTGAAAACACCAAATATGCAGCCTTTGATTTCTTCGATAGCATCATGAACTCTGCTGCCATACAGCCAGCTGAGGGCCTCATTCGGAAACCAA
GGTTTCACCGAGAACACCAAATACGCAGCCTTTGACTTCTTCGATAGCATCATGAACTCGGCAGCTATACAGCCAGCAGAGGGGCTTATTCGTAAACCAA
GGCTTTACAGAAAATACTAAGTATGCGCCCTTCGACTTCTTTGATAGCATTATGAACTCTGCAGCCATACAGCCAGCTGAAGGTCTGATTCGGAAGCCAA
                                                                                                    

       
       
 : 8000
 : 8000
 : 8000
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      8020         *      8040         *      8060         *      8080         *      8100
CGCCTGAAGAGGTAATTGCTAACGAGACTCACAAACGCTTGGCGCTTGATAGGGCTTCTGCAAATCGGAGGTTTGCTAATTATTCCGCTGAAGTCACTGG
CGCCTGAAGAAATTATTGCTAACGAGACTCACAAACGCTTGGCGCTTGACAGGGCTTCTTCGAATCGGAGATTTGCTAATTATTCTGCTGAAGTCACTGG
CACCTGAAGAGATAATTGCGAACGAGACTCACAAACGCCTGGCACTTGATAGGGCTTCCTCCAACCGGAGGTTTGCTAATTATTCCACTGAAATCACTGG
                                                                                                    

       
       
 : 8100
 : 8100
 : 8100
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      8120         *      8140         *      8160         *      8180         *      8200
GGGTAAATTCGGACGAGAATTGAAGAGGAGTTACCGCGGTTCTGAGAGCGACTAATGAGAATCAGAGATCAGAAACGTGCTTTGTGTAGTGTGTTTTCCT
GGGGAAATTCGGACGAGAATTGAAGAGGAGTTACCGCGGTTCTGAGAGCGACTAATGAGGATCAGAGATCAGAAACGTGCTTTGTGTAGTGTGTTTTCCT
GGGTAAATTCGGACGAGAATTGAAGAGGAGTTACCGCGGGTCTGAGAGTGACTGATGAGGATTAGAGATCAGAAGCGTGCTTTGTGTAGTGTGTTTGCTT
                                                                                                    

       
       
 : 8200
 : 8200
 : 8200
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      8220         *      8240         *      8260         *      8280         *      8300
TCTATTGTGGAAATAACCGCAATTATGCGGACGTTGTTGGTTTGATTATGTCGTTTGTGTTATCCAACGCTGTTGGCTTTGGAACGTCGAACTACGCGAA
TCTATTGTGGAAATAACCGCAATGATGCGGACGTTGTTGGTTTGATTATGTCGTTTGTGTTATCCAACGCTGTTGGCTTTGGAACGTCGAACTACGCGAA
TCTATTGTGGAAATAACCGCAGTTATGCGGATGTTGTCGGTGTGATTTTGTCATTTGTGCTATCCGACTCTGTCGGCTTTGGAACGTCAAACTACGCCAA
                                                                                                    

       
       
 : 8300
 : 8300
 : 8300
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      8320         *      8340         *      8360         *      8380         *      8400
AAAACGTAGAGCACGTCAAGTCAACAGATGTTGGCGTTGTTATCGCGTCATCGGTGGACTCTGTCTACCTAAAAATTGTAATGGTGTCACTTGTGTCCCT
AAAACGTAGAGCACGTCAAGTCAACAGATGTTGGCGTTGTTATCGCGTCATCGGTGGACTCTGTCTACCTAAAAATTGTAATGGTGTCACTTGTACCCCT
AAAGCGTAGGGCGCGCCAAGTCAATAGATGTTGGCGTTGTTACCGCGTTATCGGCGGACTTTGTCTACCTAAAAATTGTAATGGTGTCACTTGTGTCCCG
                                                                                                    

       
       
 : 8400
 : 8400
 : 8400
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                                                                                    
         *      8420         *      8440         *      8460         *      8480         *      8500
ACATCATCAAATATTGCAAGCTTTATCCTGACCGGGCATAGAGTACTCGACACCCGCTCCAGGAGGAGTCGTTGCCACTAAAACTTAATTAATGATATGT
ACATCATCAAATATTGCAAGCTTTATCCTGACCGGGCATAGAGTACTCGACACCCGCTCCAGGAGGAGTCGTTGCCACTAAAACTTAATTAATGATATGT
ACATCATCAAATATTGCAAGCTTTATCCTGACTGGGCATAGAGTACTCGACACCCGCTCCAGGAGGAGTCGTTGCCACTAAAACTTAATTAATGATATGT
                                                                                                    

       
       
 : 8500
 : 8500
 : 8500
       

     
     
J  : 
G5 : 
H6 : 
     

                                          
         *      8520         *      8540  
CGTGGAACGTTTAAA-TAAATTTGCTTTTAATATATTTTTGC
CGTGGAACGTTTAAAATAAATTTGCTTTTAATATATTTTTGC
CGTGGAACGTTTAAAATAA-TTTGCTTTTAATATATTTTTGC
                                          

       
       
 : 8541
 : 8542
 : 8541
        

 
図 2.9 HeNNV日本分離株（J）と米国分離株（G5、H6、I6）の塩基配列比較 
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図 2.10 HeNNV分離株の部分塩基配列を用いた系統樹 
アウトグループとしてカルラウイルス属の poplar mosaic virus (PopMV) を用いた。J分離株は
G5分離株と も近縁であった。 
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HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *        20         *        40         *
MALTYRSPIENVLTTFTTTEQSSISAPAVKWYKDHEAEHFALFNYALPEL
MALTFRSPLEEVLTNFSSTEQSLISKTAINHYSNLESSLFNFFNLNVDAY
MALTYRSPIEEVLTSYTTAEQSEIASTSMRTYKEIEIANHQWFNFHLSPV
MALTYRSPVEEVLTSFTTSEQSEIARGAVQGLLKLEEFNHNLFNFALSPI
MALTYRSPIEEMLNSFTTIEQSLVSATALQGIRKEENNNYENFSYALPVK
                                                  

       
       
 :   50
 :   50
 :   50
 :   50
 :   50
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
        60         *        80         *       100
AKQRLWQSGLYLSPFSALPHSHPVCKTLENYMLYTVLPTYVDNTFYFVGI
SKEKLINSGIYLSPFSGVPHSHPVCKTLENHILYRVLPSLIDSTFTFVGI
AKQRFFNAGIYLSPFSVLPHSHPCCKTLENYLLYRVLPSYLDATFFFVGI
AKQRLCGSGIYLSPFSYVPHSHPACKTLENYNLYQVVCPLIDHRFYLVGI
SKEKLVRSGIYLSPYSAMPHSHPVCKTLENYMLYRVLPGYLDSSFYFVGI
                                                  

       
       
 :  100
 :  100
 :  100
 :  100
 :  100
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       120         *       140         *
KNHKLEFLKQRRKHVNLVESLNRYVTSADKFRYPNDFVIARS----EEIC
KEAKLQFLRQRHSHLNLVQLINRYVTSADRLRYPSEFHITPS----KAIE
KECKIKALKAMNKKLEFCELINRYVTSADQWRYPTDTFVVNGGAPAQSIS
KQSKLCFLKGRNRKMDMVECINRMVTSRDKLRYGNDFVVQAG----QPGT
KNSKLDFIKQRNSTLSMTIAINRYVTSADKLRYGSEFTCVRS----KQSG
                                                  

       
       
 :  146
 :  146
 :  150
 :  146
 :  146
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       160         *       180         *       200
GLKRHQRFLSNPSLKTLLPDVVAKSQKNLFFHDEIHYWDYDSLTTFLEIV
VCEKWGRFGKSDSLRELLPACITHKPRALFLHDELHYWNLKELKVFLLAV
TLRSIFGSGDADSTKTLIPKVLTVNRRNVFLHDELHYWTPQELGGFLDAT
VKKNSRTVTFYPELASLVPHEIKFRSRALFLHDELHYWSKESLAIFLDQC
GLLAKHGGFSSETLSTLVPSLISVKARKLFIHDELHYWSKNDLRCFLQVV
                                                  

       
       
 :  196
 :  196
 :  200
 :  196
 :  196
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       220         *       240         *
KPNKLVCTMVYPPELLVGAKESLNPWCYHFEVQGDSFRFYPDGVRTEGYT
KPEKLLGTLVFPPELLQGVHESLNPWCYTFEVDDKWLHYYPDGVKTEGYT
GVNKMLATVVIPPELLIGAKGSMNKWCYEFEITGETLRFYPDGVAAEGYE
SPELMLATVVIPPELLLKAKESMNKWCYEFEVKGPDLYFYPDGVRAEGYI
KPEMVLATLVYPPELLAGSKISLNPWCYEFDIYKDRLLFYPDGVRSEGYN
                                                  

       
       
 :  246
 :  246
 :  250
 :  246
 :  246
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       260         *       280         *       300
QPLAGGNLLKANSIVLADGTTYGVDLLCSKFAHHLIGLSKGESKFPVDRA
QPRNSGYLLRLSKIHLSDGSTYCVDLVYSCYSHHIIALTLGDAVRKPFNA
QPMSCTYLLKTKQIITRGGNIYSVDLLCSKFSHHLIAFTRGDLKTKTYHV
QPAGCVYLLTTNKMITPGGQVYCFDIISSKFAHHVIAITRGEALVKKENS
QPVGGGYLLKTSRIVLPNGDVYCVDLIHSKFAHHVIAITRGDRVVPCTRT
                                                  

       
       
 :  296
 :  296
 :  300
 :  296
 :  296
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       320         *       340         *
FGDFDAVSAEGLKKICAR-VQGAIPISYGTISRIYRYLRTLNKPDTQSAM
FSGFDATTFQGLKKLDLRGIGPCLPISFSVVNRIYRYLRTLQKPDLASAM
FSDFEAVSANFLKPILGQ-EYSCFPISYTNLSKIYRYLCTLSKPDVMSAV
FSNFEAIGSSFASKLLHD-EYPCFPISYEVVMKLYTYLSSLNSPDVKSAV
FGDFDAISVESLVGVCGN-VQACYPISYSTVSKIYRYLQTLVKPDGQSAM
                                                  

       
       
 :  345
 :  346
 :  349
 :  345
 :  345
       

������	��
�

 



 

 42 

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       360         *       380         *       400
AKLSQLLPEPSGYEIKFVQDFSKLVINTPVTQTMFTNNYCEAMLQSLIAS
AKLSQILPEPTSFQIKFIREFSELVIKTETCSNLFQNNVLLDIKNFFASQ
AKLGQIVPEPTAFELKFTMEFAKLVIKVGTKNSLILPDLWEDFKVFSLSF
AKLRQLVEHPTAFEVQFTIEFANLYIRCGVNLDIFTPSTKTLLLKSLAVL
AKLGQIVAEPTGHEVKFVQDFSRFVIGTHSISSIIMPDYKKKIAGFLAGL
                                                  

       
       
 :  395
 :  396
 :  399
 :  395
 :  395
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       420         *       440         *
APPILGKYFSKFAALTLDKFIEELKPLTFNLKLREYKSTSNCNIDYFDFA
LPKRLAATVDAYKISSLDEFLEKMEPYSFTIKLVEATALMDIIFNFDRDI
LPAVVSKQFSCFVKSTLDDFVSNLCPLRFDVQLEVVDCRNIIADLVDKGI
MPALLTKYSKKLMRVSFTSFVSHLKPLSFNVKCETIDLKTHAKPCYDRLI
LPHFASRMFAAYREVTLDNFISTLRPFSFIQPLSSLDESLWDELHFYDMS
                                                  

       
       
 :  445
 :  446
 :  449
 :  445
 :  445
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       460         *       480         *       500
ADLEP------QTVLQLLDDGFQSSRMFYGERTRALYYCNEPSFSCFDFD
EGFEHEVDIVAELEAFANPKNPHAHNAKTTPYFCEPYCDAVEFCVQKMAK
AIIDG---------------------------------------------
PPGID---------------------------------------------
FDIEAHMDTPSKMDESFKKDGKKAIPDRDGEPYSMLVDAQSGHVDYIELE
                                                  

       
       
 :  489
 :  496
 :  454
 :  450
 :  495
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       520         *       540         *
DSVLERTLTAYFVNAHGSESQVRFSLGRLKHFSCAFLRKC-----SLTAQ
LVLVKAAGLLYHGMPVMGGHQAHDIFLDVARRIPLVDYCCGFGLEEEIRL
--LDPEPLPRPSIDPTEPQVSLDDRESALYFNAHVETYWE-----VFEVD
--SLMNCLEFGKITSGKENFSREPAPYSFSLNETCHLHCA-----PEELL
IRNLVAVLARYIARSFGNSQVCEFSFDMVADACKNVLLRS-----QGLGW
                                                  

       
       
 :  534
 :  546
 :  497
 :  493
 :  540
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       560         *       580         *       600
ACWGVTTEMLLRIRKRVEAILVRFYNFSFFLEPSVWFAETKRRRNVRYLN
VFIEKFIGLVRKHSRSNVLEIPTGLDWFMFPRRRNVFYLTCTPEAIVATK
EFIKLLGLWLSNLFSFPEICVLEFDGLERFAHQHFGSETINNLIRTQDRF
IANMKFLGDLESFTFSSTDQVLAGAATVFRPLYQFLFSILG-----EYCV
LLLHELGREVIEMIQRKAGAYCAHLRVTFSSGSSDLTWFLSRKRGCR-LY
                                                  

       
       
 :  584
 :  596
 :  547
 :  538
 :  589
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       620         *       640         *
ATDEIPTGLFCRNDLYKSVIGELILKRQARTPAEIPIAPVNESHTEALTM
LMRGMWDNVVNELAASSALIKRIGITLSDRNTPVAPLEVVLPPAPEPIKQ
HFWDSVFIISAKLSKQRSGITSLPQGRFLTYHSVATLQPLSKEPTVAIVG
DYCLMQAARKQRIEKNERTAAKVLALPWFSNESYGDVTVYPAPVFNCLEH
IKDYYHGAYFDHSDAFSAVLEDIQRWKIPAIKEGLPLVREIEVVAPTDAE
                                                  

       
       
 :  634
 :  646
 :  597
 :  588
 :  639
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       660         *       680         *       700
LELEPDS--------DSDDGVALPETIQSFTCKCGCILPFFNVIGADLCI
EGSNGSVGVSNELAEDAIANFTPPAFIRNFSCSCGLEMPISSVVGGDFVY
ELPIEEV--------KREDENFALLEYPPLSCACGLSIPCSEALSLNFDF
EEENWGA--------ADTVDDIEPMLLNLFNCVCGAGIQWTVAFHVELLD
MCKLLEE--------RLKDPNMPPTAVSAEACACGANLGLGVFEGAEFVN
                                                  

       
       
 :  676
 :  696
 :  639
 :  630
 :  681
       

������	��
�
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HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       720         *       740         *
LPTPDKLKGRTAGWYSKDG-RPYSYNGGAHKSLGWPIWLDTFLELNAHGY
FDLPDVLPGRRAAWFTKDGSTAYTYKGGKHASMGWDERLDLLLEIHGFEG
ITFRDALRNRVAAYFSRDG-SSYSYNGGSHASQGWPVELDDLLLVHGENP
VSIDDRLLNRRAAFYSKGC-FGYSYNGGNHVGHEWLDNFDSFLAINGHDL
ILMPDKVGSRKCGWYSMDG-SPYSYNGGSHTSQGWPEWIDVLLTLNGVGQ
                                                  

       
       
 :  725
 :  746
 :  688
 :  679
 :  730
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       760         *       780         *       800
GPFDSVLVQEYSNDSGIGYHADNEEIFKPEGAILTMSIRGSASFGLKCSA
SLFDSALVQEYEQGARIGFHSDDESIFKVGSEILTMQLKGTSRFAIQGSR
VAFDSVLVQRYNQGGGIGFHSDNESIFQEGGSICTFQFGGSCIFSFSCSL
NYFNCVLFQQYDGGHGIGFHSDDEELFEKNSKILTICIQGDCEFRFRCAT
VGYDCLLAQEYAQGGKLGFHRDDEPNLDVGASIFTVNLYGEATFMLKGKG
                                                  

       
       
 :  775
 :  796
 :  738
 :  729
 :  780
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       820         *       840         *
GECGFEHLECTSFVMPSGLQQTHKHRVFGTKGNRISLTFRMLRDSAYLSS
CYGSSALLGGCHFTMPAGFQETHKHSVAECSSGRTSITFRVLKGTEQPSA
GVHHNVLKGDCKFTMPAGFQETHKHKVSECTEGRVSFTFRRLRIRESGLL
GETGFFMEAPKQFMMPEGFQESHKHAVRGCSPGRISATFRRAKVPPVDDF
HLTKLHLRPSQCFTMPHGFQESHKHAVEGCSKGRVSLTFRVLKKRGLALV
                                                  

       
       
 :  825
 :  846
 :  788
 :  779
 :  830
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       860         *       880         *       900
DGSDNGLGSDHDEEDHANFTESS---------------------------
PLHPTNEKVEPGGGAVSSRLGAPEELS---------------------AF
EEIKPDGRGPELIEELKMEGDSTS--------------------------
LTSENGKVDSENGVDDGGESECLS--------------------------
RRLSSPEPANGPEGDDSSTASSAEADDGAKMVSAAGAHSRVPTVRSPMEV
                                                  

       
       
 :  848
 :  875
 :  812
 :  803
 :  880
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *       920         *       940         *
--ETFGVKLDLRKTHPLNAFKPIEVPADG-DCFWHAVGYLIGLNGSEVKK
DYQIGPVRVENVGGPRAGSYTLTDVPGDG-SCFFHAVGLSFNLTGLALRR
SEVIIFDVEITAIDLTPEHLISIEVPGDG-NCFWHSLGYFLGVEGPELKR
FIDNLGVSHTVQKNVNIAPFVVREVSGENNMCFWNCLSFLLNLDALPLKN
NYDLYGVPIEAETFEGLDRFKRVQVPGDG-YCFWHSIGFLMGLEGTELKK
                                                  

       
       
 :  895
 :  924
 :  861
 :  853
 :  929
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
       960         *       980         *      1000
AVAE--RSKVELKANAELTAQMGNKVFAENEAFAAACVLLDISITFIISD
ALLDAAPEIGGMFPAEAFAELRGGGAVSDVCVCYVAHALKSSIAVISHHE
IARKRFKNELGLCNDDFPNAQLEGDNFAELEVVCACSKLFNIEFIVCSLE
NLSKGLEKLRGTTIHATLAEQLAPGAMAEDDVISLCCQIFSLEIVVHSLS
ICKR--LSKDLIESDLSLAKQYEGATFAEAEVIASVVHHYDFSIQVYYPE
                                                  

       
       
 :  943
 :  974
 :  911
 :  903
 :  977
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1020         *      1040         *
EGHSVIFNK-EGSTLMLYIKLQNTHCSPLLPRNDCVIVAGASALSRPVKD
G--CMRVFCPDNWENKIDLLHKDGHYNVVNYKNDCALLAVAETLGRTKRE
GRESMRFMPPGEINICVLLGFGHAHYKPMVPRNDCVPRAIAEALGRSLRE
LGCTTNFAT-EDAEKRIDILHDNEHFSLLFYKNDCFVSAVAQTFSRDTNE
DNVLWNLGV-LAEKRSTLLFVKVCTLSPWFPKNDCVITATVEALGRSYAD
                                                  

       
       
 :  992
 : 1022
 :  961
 :  952
 : 1026
       

��������	��
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HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1060         *      1080         *      1100
VYKVLMRREHSLIFKQLCAGEGLSLMLLGQFFSIFDIHAYINFEGEHMEV
VTEVVCKAKHGGLLRSMRTGEGLKVELLGELFKIFSIKALVKCNGQLHRL
VFGVLSRKENSSLYALLGGSGGVDIDDLEDFFNLFDIRAYVDLDGKWYSL
MYRVLADKKFDELTELLRLGCGLTIEDLEVGFKLLNIKAHIMKDGEYLQI
VFGVLSRVSNSHILAEVNSGEGVSSFILEEYFKLFGIQASIIWDGELICL
                                                  

       
       
 : 1042
 : 1072
 : 1011
 : 1002
 : 1076
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1120         *      1140         *
NESGSLKRCFTVEQEHIAHNVKMGCSAITPTMTGSN-----NAVSLKSLK
NPEGKILGHYRLEDGHIQVDKGLIKQLGSAPVKVIEHP-----VHGSGMV
NPKGHLERHFNLNDGHMTFKPKDGVELFKTKKACVLQKGKNKKLPEDCAL
NDSGEINGFYSLTDEHLVACPPFSKSLFATKTILNS----NEHLAVTAIK
NEIGREKKAFEIVEGHMTHLPARKAQNMPQLLSKNV-----EVFSRRALS
                                                  

       
       
 : 1087
 : 1117
 : 1061
 : 1048
 : 1121
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1160         *      1180         *      1200
ILKACGTELVYTVEEERARRLADSLHSGTTGAVCSSLFN--GTPNLLQGL
LIAAVATQLSFEINAEIGDKLAECLVSGRTGVISSQLFN--GRQKLTIPA
KLRLSGTVLPYNWDARRANALLGSMHVARTGVLSSELFNGVALRTVQGPS
MLREVGSELIYPASLDRASNFERSLLKGCTGIRSSTLFAGLSSRLKEG--
ILRKAGTEIHYNVSRRRACELADSLLQGSTGAICSATFN--LCGSLIEHV
                                                  

       
       
 : 1135
 : 1165
 : 1111
 : 1096
 : 1169
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1220         *      1240         *
NPDWEARNVVAILGTFGSGKSTLFKDLFR--RNPGKLICFVSPRRSLAQE
GSDGKSRAVNLITGVFGCGKSTLMKRSFES--GLGSKCYFVTPRRSLADI
KQENQQREVCAILGTFGAGKSSLLSRLFP--RLKGCAIHFVSPRKGLATD
-HNDHERSLTTVLGTFGSGKTSLIKRAVVNFKKSGRVVHFVSPRRSLADA
EVKDHAREVTAVLGTFGAGKSRLFKEFIS--KSPGRCVTFVSPRKALAEA
                                                  

       
       
 : 1183
 : 1213
 : 1159
 : 1145
 : 1217
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1260         *      1280         *      1300
IKESVFGKCTSPDGK-----FKIVRNKKNCNFNVCTFETFLKLAKGLKAG
FSDELTS----------------GRIKTKTTVVVQTYEKFLRMLESVEPR
MRG-----LMSSALNCTGPETKMKKAIRKANWEVSTFEIFLLNIDRIKDG
LIQSLGLTDRSGTCIDGKGGSKRKGKKSSQNTFVRTFETFLIQNSRVGGN
VKTEIFGESREGKKKG----RNGKRDGKSANWNVFTFEVFLKMAAKSKPG
                                                  

       
       
 : 1228
 : 1247
 : 1204
 : 1195
 : 1263
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1320         *      1340         *
HTLVLDEIQLYPPGYLDLVACLVPRSCHLFVVGDPCQSNYDSEGDRSIFS
DVVIFDEMQLFPHGYFDLTFSIMSQEVPTVCLGDLCQSDYDCATDRSELG
TTVFLDEIQLFPPGYLDTVCGLLSDGCEIFVIGDPCQSDYDSEKDRSILT
DLVFFDEIQLFPPGYLDYTPMLLPATVQFFILGDPLHSDYDSMNDRHVFL
QVVIIDEVQLYPPGYLDLALTLMRSDVNVFVVGDPCQSDYDSEKDRAVFE
                                                  

       
       
 : 1278
 : 1297
 : 1254
 : 1245
 : 1313
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1360         *      1380         *      1400
GAASDIHKMLANAKYKFVTRSRRFFNKTFSGRLPCAMDDSKLVVSEEYFM
CYQSDMQRLLQSAKYTYYTRSHRFQNSNFAGRLPCQFQPEYFTNHEDFTI
ELGSDVDRLLLGKDYKYVSTSRRFGNARFEGRLPCFFLTGTLTFDEPFVC
GYESDICNLLKGREYKYNILSRRFSNKMFASRLPCSFKSECFTTDEPYVM
GVPSDISRLLANQTYKFVCRSRRFKNEIFIGRLPCKLQSSDCELREEYYC
                                                  

       
       
 : 1328
 : 1347
 : 1304
 : 1295
 : 1363
       

�����	������
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HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1420         *      1440         *
ARSFEEVRSFSKVFTEVFLVPGFDEKKIIKAHFPN-CENILTFGESTGRT
LHGFESLNDIAG--LDCILVSSFNEKTAVKALTFG-RVSVQTFGESTGLT
QNGLNGALEVDRKFREVVLVSSFMEKHVIQAIYGE-SQEVLTFGESTGRT
LQGFGANLDEIKNFSEVYLVASFVEKNFVKAHLGE-NVKVLTFGESTGLT
CSNFEDVDSLAEPYRKVFLVSSFDEKRIIRAHYPDPGVQCLTFGESTGMT
                                                  

       
       
 : 1377
 : 1394
 : 1353
 : 1344
 : 1413
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1460         *      1480         *      1500
FEYGSILITQSGFSVCEQRWITALSRFSRNLLFLNLTEASFEAIAENMDD
FNSGAIFISEVSKLASEQRWLTALSRFRMNLTFVSDLGCDSSMLAEVFSG
FNFGTLLISESSILTSEKRWLTALSRFRKNICFLNALESSFDEIAKRFSG
FERGSVFITESAFKTSECRWVTALSRFSRNLILINMLETTFESLASQRST
FKYGTILITPGASKVNERRWLTCLSRFAYNVAFLNMSGVSYPTLVDMYSN
                                                  

       
       
 : 1427
 : 1444
 : 1403
 : 1394
 : 1463
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1520         *      1540         *
RALGKFFTQSASIDDLRKILPGEPHFADYYVPKLGKDHCVREDKLAGDPW
RVLGRFLSGKANVCDLRGLLAGSPDLQEDFPTTVGKNQGLVEEKVVGDPW
KVLGSFLSKQAKVDDLLKMLPGNPKFVESFVQPIGKSFGVFEEKLMGDPW
TVLGRFLRGTADPSHTLENLPGKPIAQYGFTHCVGRNLGVREAKLQGDPW
RALGKFFCGRAGLDDLLEHLPGDPNFEDSFQHKIGKAAGLKEEKVAGDPW
                                                  

       
       
 : 1477
 : 1494
 : 1453
 : 1444
 : 1513
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1560         *      1580         *      1600
LKTMVFLGQEEDVEKSEIEEAILAEPWFKTHLPLCEMESVRASWVQNFKA
LKAMLFLGQETDEQEVAPEVAEVALEVFKTHAPRCELEGVRARWHEKIQA
LKSELFLGQDEEMADEQMAEFIEQQSWFKTHLPKCERETLRARWVHRIMA
LKSEIFLGQEDDMQEIEEVAELVQKEIFKTHLPRCDLEGLRAQWNDKILS
LKCMLDLSQEEDMEAEEVYEICCAEPWFKTHLPRSELESIRAGWVHKIME
                                                  

       
       
 : 1527
 : 1544
 : 1503
 : 1494
 : 1563
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1620         *      1640         *
KENREVRKGYLVSDQFTDEHSKNRGKILTNAAERFEAIYPRHKNSDTVTF
KEFREKRMGYLVSEQFTDEHSKNNGKKLTNAAERFETIYPKHKNSDTVTF
KEDREFHFKDLRTEQFADDHGKNRGARLTNAAERFESIYPRHKASDTLTF
KEAREFKFRNLVTEQFTDCHSKQKGKILTNQAERFETIYPRHRASDTLTF
KEAREVRIKDLITNQFTDQHSKNHGVKLTNAAERFETIYPRHRASDTATF
                                                  

       
       
 : 1577
 : 1594
 : 1553
 : 1544
 : 1613
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1660         *      1680         *      1700
LMAVKKRLRFSKPMVECAKLNEARGYGKYLLDNFLKFVPLKAQHNPEFMA
IMGARKRLRFSKPLVEARKLQDAKVYGEFMLQNFPKYVPLRKQHNKGFMD
LMAVKKRLRFSKPHVECAKIKQADMFGPFLLKEFLKKVPLPNRGRPELMA
LMAVKKRLRFSKPHLECAKLKEAEPYGKFLLDEFLKRIPLKPHHRHDLMS
LMAVKKRLRFSKPHIEMAKLREAELFGESMLKLFLKHVPLKEGHNCEFME
                                                  

       
       
 : 1627
 : 1644
 : 1603
 : 1594
 : 1663
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1720         *      1740         *
RSVRDFEEKKTSKSAATIENHSGRSCRDWLADVGLIFMKSQICTKFDNRF
KALRDFESKKVSKSAAIIANHAGRSCRDWLADVGLVFMKSQHCTKFDNRF
EAVRDFELKKISKSGATIQNHAGRSCKDWLIDLGLVFSKSQLCTKWGNRF
EALHDFEEKKVSKSAAIIENHANRSCSDWLADVGLVFSKSQICTKWDNRF
RANRDFELKKTSKSAATIENHAQRSCRDWLADVGLVFMKSQLCTKWDNRF
                                                  

       
       
 : 1677
 : 1694
 : 1653
 : 1644
 : 1713
       

�������	���
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HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1760         *      1780         *      1800
RVAKAAQSIVCFQHSVLCRFAPYMRYIEMKLQEALPKNFYIHSGKGLEEL
RDAKAAQSIVCFQHAVLCRFAPYMRYIEMKLQEVLPSNFYVHSGKGLDEL
IKAKAAQTIVCFQHAVLCRFAPYMRYIEKNPSEALPRNLYIHSGKSLEEL
RSAKAAQTIVCFQHSVLIRFAPYMRYIEKKVLEVLPKKYYIHSGKGLEEL
RNAKAAQSIVCFQHAVLCRFAPYMRYIEMKLNEVLPPNFYIHSGKSLEEL
                                                  

       
       
 : 1727
 : 1744
 : 1703
 : 1694
 : 1763
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1820         *      1840         *
NKWVLGGNFRGICTESDYEAFDASQDQHIVAFELACMEYLGLPKDLIADY
SEWVKKGKFEGICTESDYEAFDASQDQYIMAFELKVMEYLGIPKDLIADY
NEWVKVAKFEGICTESDYEAFDASQDHYIMAFEVSLMRYLGLPVDLIEDY
NQWVCDNKFHGICTESDCEAFDASQDQYIMAFEIALMEYLGLPRSLINDY
DAWVKRYKFSGVCTESDYEAFDASQDQYIMAFELAVMKHLRLPADLIEDY
                                                  

       
       
 : 1777
 : 1794
 : 1753
 : 1744
 : 1813
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1860         *      1880         *      1900
CYIKTHLGSKLGSFAIMRFSGEASTFLFNTMANMLFTFLRYELTGKEFIS
VYIKTHLGSKLGNFAIMRYSGEASTFLFNTMANMLFTFLRYDVKGNEFIC
KFIKTHLGCKLGNFAIMRFSGEASTFLFNTMANMLFTFLRYDLNGSEYIC
KYIKTHLGCKMGALAIMRFSGEASTFLFNTLANMLFTFLRYDLNGQESIC
KYIKTHLGSKLGSFAIMRFSGEASTFLFNTMANMLFTFMRYDMNGSEAVC
                                                  

       
       
 : 1827
 : 1844
 : 1803
 : 1794
 : 1863
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
         *      1920         *      1940         *
FAGDDMCASKRLRVSVEHESFLGKLKLKAKVNFTTNPTFCGWCLTTDGIF
FAGDDMCANTKLRKVDTHESFLSKLKLKAKVGFVNKPTFCGWNLCSDGIY
FAGDDMCASKRLRVSDKFEGFLSKLKLKAKVDFVASPTFCGWNLVNFGIY
FAGDDMCANRRLRVNLKHEDFLGKLKLKAKVAFTKRPTFCGWNLTHFGIY
FAGDDMCASKHLRVQSEHDKFLDKLKLKAKVQFTEKPTFCGWNLCPDGIY
                                                  

       
       
 : 1877
 : 1894
 : 1853
 : 1844
 : 1913
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                                  
      1960         *      1980         *      2000
KKPQLVFERLCIAKETNNLANCIDNYAIEISYAYKLGEAAVRHMSIEDME
KKPQLVLERLCIAKETNNLTSCIDNYAIEVSYAYRMSEKATMRMSEEELD
KLPQLVFERMCIAKERNILADCIDNYAIEVSYAYKLGELATNHMDEEEME
KKPQLVFERMCIAKETNNLHNCIDNYAIEISFAYVKGELAVCHMDKEELD
KKPQLVLERMCIARETNNLANCIDNYAIEVAFAYKMGERATNRMSEEELN
                                                  

       
       
 : 1927
 : 1944
 : 1903
 : 1894
 : 1963
       

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
RCVMV : 
GarLV : 
PopMV : 
        

                                 
         *      2020         *   
SYYNCVRIIIKNKHLLKSDVAKTFANGSS----
SHYNCLRIIIKNKHLMKSEAANIFKASDVGLGI
AFYNCVKVIIKNMHIMKSDVANIFRNNPC----
AFYNCVRVVVKSKHLLKSNVRELFKNEVET---
SHYSCVRTIVQNKTLIKSDVWGVFSRGSE----
                                 

       
       
 : 1956
 : 1977
 : 1932
 : 1924
 : 1992
       

������	��
�

図 2.11 HeNNVを含む複数のカルラウイルスにコードされる RdRpアミノ酸配列のア
ライメントと予測される機能ドメインおよびモチーフ配列 
カルラウイルスのRdRpアミノ酸配列に予測されるMET、HEL、POLドメインを青色
の破線で示した。AlkBドメインは緑色の破線、OUT様システインプロテアーゼ は赤
色、C23ファミリーエンドペプチターゼを紫色の実線で示し、Autocatalytic cleavage 
site (自己触媒的切断部位) は紫色の四角で示した。HeNNVに予測される HELドメイ
ンと AlkBドメインの部分配列はそれぞれ青色、緑色の実線で示した。 
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HeNNV : 
AcLV  : 
PhVB  : 
DVS   : 
HipLV : 
        

                                                  
         *        20         *        40         *
-----MDYLVNKLYKNKDFERTTLPLSSPIVINCVPGAGKSTFIKDLIDS
-----MDVLTNLLNKYG-FQRLHSKLSKPIIIHCVPGAGKSSLIRELLAT
-----MDVLVKFASDYG-FVRLNSKLGKPIVFHCVPGAGKSHLIRKLIEY
MYLKYMDLLVDVALEFG-FTRVSSVLRSPVIFHCVPGAGKSTLIRELINR
-----MDILLEKLNSVG-FVRIASRLRAPLVVHCVPGAGKSTLIRELLIE
                                                  

      
      
 :  45
 :  44
 :  44
 :  49
 :  44
      

        
        
HeNNV : 
AcLV  : 
PhVB  : 
DVS   : 
HipLV : 
        

                                                  
        60         *        80         *       100
DSRFVGLTFGAVPNPDLSSRGIISIKDYQPKSGDLVLIDEYTEGDHSNLN
DDRFIAYTGGIADEPNLCGRWIKKWEGTAPL-DRLVLIDEYTLLQELPD-
DSRFRAYTLGEADQAQLSGVRIQALSERTTE-GPYDLLDEYCQHDCATEG
DHRFIAFTAGEPDPPNLSGRAIKKYIGSIPK-DRFVLLDEYNVLESIPDG
HTCFKAYTGGSPGVPELSGRFVRPISEFTEG-EENVLIDEYTLCPSIPAG
                                                  

      
      
 :  95
 :  92
 :  93
 :  98
 :  93
      

        
        
HeNNV : 
AcLV  : 
PhVB  : 
DVS   : 
HipLV : 
        

                                                  
         *       120         *       140         *
ALALFGDPLQSNSKHPKPPAHFVATFSHRFGEKTAKLLRDLDFHVHAEGA
CFAAFGDPFQTNTNL-VHPASFICKHSKRFGIATAALLRDLGFDITAEGD
FFAVFGDPFQSTTVN-HLRADFICKKSRRFGSCTAQLLRALGFDVEATGQ
VYACFGDPLQVAVQR-NQEAHFVCNFSRRFGSATAQFLRGLGFEIAAEGQ
TLAVFGDPCQPGIDH-KLTAHFICKDSKRFGSQTSEFLCKLGFEISAKGQ
                                                  

      
      
 : 145
 : 141
 : 142
 : 147
 : 142
      

        
        
HeNNV : 
AcLV  : 
PhVB  : 
DVS   : 
HipLV : 
        

                                                  
       160         *       180         *       200
DQVALGNLYDLDPIGQIVAVEPEVIALLCKHNCDFLDLKQARGKTFDRVT
DVVQISNIYEAEPRGVVVYFEEEVGCPLRSHCVEALHVSDIQGKTFEEVT
DIVQIKGLYEVDPADQIIYFEEEVGCLLRRHGVEASNIREVIGKSFNSVT
DTVEIRDIYAVDPKGQIVFFERSIGCLLKAHSVEAKHISEIRGQTFDHVT
DEVVVQELFDSEPRGVIVFLHKEVECLLRAHSAEGFSCQQVQGKTFDEVC
                                                  

      
      
 : 195
 : 191
 : 192
 : 197
 : 192
      

        
        
HeNNV : 
AcLV  : 
PhVB  : 
DVS   : 
HipLV : 
        

                                       
         *       220         *         
FYCAESNITPELRADYFVGLTRHRKELLILNPYAALSTT
FVTGECG-PITSRVQSFQCLTRHRTFLHILCPNGTYTSA
FVTAESKIPFESRGWVFQCLTRHRESLLILSPDASYTST
FVTESND-PRSDLPSAFQCLTRHRVSLLVLTPNATYSTA
FISAEPF-EAARAKEHYICLTRHRKRLQILCPNATYTTS
                                       

      
      
 : 234
 : 229
 : 231
 : 235
 : 230
      

������	��
�
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図 2.12 HeNNVを含む複数のカルラウイルスにコードされる TGBp1アミノ酸配列の
アライメントと予測される機能ドメインおよびモチーフ配列 
HEL ドメインを青色の破線で示した。 
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HeNNV : 
GarLV : 
PopMV : 
RCVMV : 
NSV   : 
        

                                                  
         *        20         *        40         *
MPLSPPPDHSRSFLALAVGLTCAICLFALTRSTLPHVGDNLHSLPHGGCY
MPLSPPPDHTRTYFAGAIGVCVALCLYTLTRSTLPHVGDNIHSLPHGGCY
MPLSPPPDHSKTFLVAAAGLSLVLCLYTLTRSTLPGVGDNIHSLPHGGQY
MPLTPPPDYSKAVLSICVGLGLAVVLFTATRSTLPHVGDNIHHLPHGGLY
MPLTPPPDYSTSYFAIATGLGIGLSVFLLTRNTLPHTGDNIHHLPHGGRY
                                                  

      
      
 :  50
 :  50
 :  50
 :  50
 :  50
      

        
        
HeNNV : 
GarLV : 
PopMV : 
RCVMV : 
NSV   : 
        

                                                  
        60         *        80         *       100
RDGTKQIYYGKPASR-VPSSNLFGGFGFTTAVLIAVILAGLTIYKGRR-T
QDGTKRIFYNRPAKN-FPSSNLPLSFTSPVLLLGILIGLIFLSEKIRSSS
RDGTKSINYCSPGKS-YPSSNLLRGGHFPALCAILLISGAILISYRFQ-P
KDGTKSIAFGRPGGG-NLTRDTFVRPPAPLFLVIGLVLLITWVSIRDS-R
RDGTKRIDYCGPSSKPDFYSNSKNIPFLIVFTIVAVILYLSRDSWNTKKR
                                                  

      
      
 :  98
 :  99
 :  98
 :  98
 : 100
      

        
        
HeNNV : 
GarLV : 
PopMV : 
RCVMV : 
NSV   : 
        

               
         *     
VVCHSCRCSH-----
RTRMTCSCNHS----
GALSRCGVTH-----
VNRGHCSCVRS----
KICLLCSQNCQHPST
               

      
      
 : 108
 : 110
 : 108
 : 109
 : 115
      

��
�	�	���	��	
�	������
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図 2.13 HeNNVを含む複数のカルラウイルスにコードされるTGBp2アミノ酸配列のア
ライメントと予測される機能ドメインおよびモチーフ配列 
膜貫通領域 (TMD) を青色で示し、TGBp2保存配列 (Conserved sequence) を橙色で
示した。 
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HeNNV : 
CVNV  : 
PopMV : 
DVS   : 
CVB   : 
        

                                                  
         *        20         *        40         *
---MQSLNCFIIAAAGSCILGYLLLERLFAVNDPCTVHISGESVRIIGCA
MLTDPQLIKLAILAAAVTFAALLLSNG-WGSTCNCVVHISGESVRITGCE
MWSDSLVSRVCVPIIVVCTSIALLNVVSFRSECSCVVHITGESIDIRGCS
MSLNISLSLLHVGLIVFTVLCILGSLYLSPSGSQCVIIITGESIKILNCE
---MSLSYLDLLLAFGCVLAVGVIINCFSVSHNNCVIEITGEAVRISGCT
                                                  

     
     
 : 47
 : 49
 : 50
 : 50
 : 47
     

        
        
HeNNV : 
CVNV  : 
PopMV : 
DVS   : 
CVB   : 
        

                     
        60         * 
FTPDFIEYARTLKPFDHGFV-
FTKDFIGYAKTLRVANNKE--
FTPDFIEYAKTLRVFNHRYQE
MTPAFLEYAKGLHVERI----
FDRTFVELVKGLKPARH----
                     

     
     
 : 67
 : 68
 : 71
 : 67
 : 64
     

��
�	�	���	��	
�	������

図 2.14 HeNNVを含む複数のカルラウイルスにコードされる TGBp3アミノ酸配列の
アライメントと予測される機能ドメインおよびモチーフ配列 
膜貫通領域 (TMD) を青色で示し、TGBp3 保存配列 (Conserved sequence)を橙色
で示した。 
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HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                                                  
         *        20         *        40         *
---------MPTEQEIEQQRRTAEAQQIERNRRSNTETQQQQRQATPPRR
-----------------------------MSETAEQKALREAKGKMDVNT
MSTSETEEQRSRRQASERSEVTRRKNDAAVRARQDAAIDSEAPVDVQETS
--------------------MTNEEEELNRVRNLPTRNPGTELEGERSKA
-------------MPEKRLEEDVGSQGQTGPNNPPQQHQGEQSAVSGMVS
                                                  

      
      
 :  41
 :  21
 :  50
 :  30
 :  37
      

         
         
HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                                                  
        60         *        80         *       100
QQALDLEDEEQAVGLEKTLLDRFLKLKEFNLNNLTATRLVNSGFETGRPK
GGSDVLEFIKDEEKLQENLLKRFQKLKELKVKSLSSSVVFNGGWEDGRVR
VNDVDLRQMENRVQEAKRVLERFNKLKKFQADNMTAGEIKNGGFETGRPK
VNDVGVMEREGFEAVLRRSEDRFNKLKEKCIAELSCINVTNCGWESGRPK
VNEVDLRNLQNRVEEAEKFMQRFQKLKEFNSQNLTAGELKNGGFESGRPP
                                                  

      
      
 :  91
 :  71
 : 100
 :  80
 :  87
      

         
         
HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                                                  
         *       120         *       140         *
ARVAASMRGDMANIFTSPTLDTLQALPWNPVSSRLATAEELAKISAKIEA
LPVSDKMKVDPSNVFSSPTLDDLQKLGWRAESNACATAEELGKISAQLEA
LNIAANLRGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQ
AQLADSLKGDASNIFTRPSMDALLVRNYAPESNNLATAEELAKISAKVQA
AKISEHLRGSTANVFTRPSLDALQMMDFKPESNMIVTAEELAAITAKLEG
                                                  

      
      
 : 141
 : 121
 : 150
 : 130
 : 137
      

         
         
HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                                                  
       160         *       180         *       200
LGFPRDQLAKLFWDVSRYCASNSSSPYSDPKGVIEFDGGAITRDAALAVI
LGVPKEKMAAAFWDIARYCTSVGSSPFVNPKGTIDFPNGSITRDAAFAVI
LGVPTERLAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVYAVI
LGAPEECLAEVFWDICMYCTTAGSSPNVNPKGTISIGGRVVTRDMVVAVI
LGVPTERSAPICWAVARYCANTSTSPYTDPKGVFEFPGGAITRDAVFAVI
                                                  

      
      
 : 191
 : 171
 : 200
 : 180
 : 187
      

         
         
HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                                                  
         *       220         *       240         *
RDISSLRRVCRSYSKIVWNYMLVNAQPPEDWQAKGFTENTKYAAFDFFDS
KKFSSLRQVCRSFAPITWNYMHITNQPPEDWAKKRLKYDDRFAAFDPFDF
KEVTTLRAFCRAFAPVVWNEMLIAKRPPAGWQTKGYTASTKFAAFDTFDY
KEYSTLRQVCRCYAPVVWNYMLLNEQPPANWDAKGFTENTKYAAFDTFDA
REVTTLRAFCRAFAPITWNQMLFAKSPPENWQAKGYTYETRYAAFDVFDF
                                                  

      
      
 : 241
 : 221
 : 250
 : 230
 : 237
      

         
         
HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                                                  
       260         *       280         *       300
IMNSAAIQPAEGLIRKPTPEEVIANETHKRLALDRASANRRFANYSAEVT
VESPAAIQPAEGLVVRPTPENYVAFFTHKRLALANSDRSKRFANNSSGVS
VLNSACVQPLEGIIRVPTDEETIAHMTNKRIAIDRNRRNGRFSSTNSLVT
VTNKAAIQPLEGLIRAPTDAERIAFATHKKLALAKNSQNSRYANTSAEVT
VQNPAAIQPLEGLLRIPTAEEKIAHATNKRLALDRNRRNARFSSTDSLVT
                                                  

      
      
 : 291
 : 271
 : 300
 : 280
 : 287
      

         
         
HeNNV  : 
RCVMV  : 
GarCLV : 
GarLV  : 
CLV    : 
         

                   
         *         
GGKFGRELKRSYRGSESD-
GGMFGCDNKVNFPNRPC--
GGMFGKDIKTNFNGSNNAD
GGFFGCVPKNNFRENRC--
GGMYGKDIKTNFNGSNNSD
                   

      
      
 : 309
 : 288
 : 319
 : 297
 : 306
      

��������
�������	��
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図 2.15 HeNNVを含む複数のカルラウイルスにコードされるCPアミノ酸配列のアラ
イメントと予測される機能ドメインおよびモチーフ配列 
CP 保存配列 (Conserved sequence) を橙色で示し、A/GFDF motif を青色で示し
た。 
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HeNNV : 
PopMV : 
GarLV : 
CLV   : 
DVS   : 
        

                                                  
         *        20         *        40         *
--MRIRDQKRALCSVFSFYCGNNRNYADVVG--LIMSFVLSNAVGFGTSN
-MVNMRKVLALMQVFRERYDHKCDFNFCDIAVSIVCRSELDFINEPGLSN
MLIKQRTYRRLLRAIFKLHTNKNCVDLIDI----IVSKIVCDNAGASR--
--MRERKLRKTLEDLFKRFASVQHGHSDCVN---IIIAKIKSGQPGESKY
MNAEQSAVCEILISVFEAHGACVPLAICEN----ICRRAFPFYPGGGRSS
                                                  

      
      
 :  46
 :  49
 :  44
 :  45
 :  46
      

        
        
HeNNV : 
PopMV : 
GarLV : 
CLV   : 
DVS   : 
        

                                                  
        60         *        80         *       100
YAKKRRARQVNRCWRCYRVIGGLCLPKNCNGVTCVPTSSNIASFILTGHR
YAKKRRAKRLGRCVRCFRVNPGFYFTKRCDGITCVPGISWNYDVEDYIKR
YARARRAKSIGRCPRCFRCSPGFSFTKNCDSKTCVPGISYNVKVKDFIVN
AQATYELSQYARCPRCARVSPGFYFTTRCDGKTCSLVYQPDADLLEFIGI
YARKRRALSIGRCHRCYRVWPPFYYTTRCDNKTCVSGISLNKKVQDFILW
                                                  

      
      
 :  96
 :  99
 :  94
 :  95
 :  96
      

        
        
HeNNV : 
PopMV : 
GarLV : 
CLV   : 
DVS   : 
        

                        
         *       120    
VLDTRSRRSRCH------------
GRVTGDRETPSTFHGYGYPVGHKT
GVTM--------------------
DLCVRSK-----------------
GVTEVIPHPGFNF-----------
                        

      
      
 : 108
 : 123
 :  98
 : 102
 : 109
      

����	�
�������	�����������	�

図 2.16 HeNNVを含む複数のカルラウイルスにコードされる NABPアミノ酸配列のア
ライメントと予測される機能ドメインおよびモチーフ配列 
塩基性モチーフ  (basic motif) を青色で、ジンクフィンガーモチーフ  (zinc-finger 
motif)を橙色で示した。 
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図 2.17 カルラウイルスの各 ORFアミノ酸配列に基づく系統樹 
NABP 以外の系統樹については、アウトグループとしてポテックスウイルスの
potato virus X (PVX) を用いた。NABPの系統樹については、アウトグループとし
てアレキシウイルスの garlic virus A (GarV-A) を用いた。RdRp、CP、TGBp1、
TGBp2の系統樹では A、Bの２つのグループに分けられた。 



 

 54 

 

2.3.3 RT-LAMP 法による HeNNV 検出手法の確立 
	 植物のウイルス病に対しては、弱毒ウイルス (いわゆる植物ワクチン) を用いる一部の例を除
くと、防除に有効な薬剤が存在しないため、早期診断に基づく感染植物の速やかな除去が肝要

である。ウイルスの早期診断には高感度な検出手法が必要であるが、HeNNV の検出手法はこ
れまで確立されていなかった。 
 
	 特定のウイルスを検出するには RT-PCR 法が一般的であり、本研究でも縮重プライマーを設
計し（表 2.2）、RT-PCR 法により HeNNV を検出したが（図 2.7）、RT-PCR 法は RNA 抽出な
どの煩雑な操作に時間がかかり、さらに PCR 反応、電気泳動にも時間を要する。そこで本研究
では RT-LAMP法を用いた迅速な HeNNV検出手法を検討した。 
 

2.3.3.1	 RT-LAMPプライマーの設計 

	 LAMP法は、4つのプライマー（プライマーセット）を用いて標的配列のほぼ全域にわたる 6
つの領域を認識することで、2 つのプライマーにより両端の２つの領域を認識する PCR 法と比
較して極めて高い増幅特異性を有する。ここでは、日本分離株だけではなく他の分離株も検出

できるように、配列の変異による擬陰性の可能性を低くするため分離株間で高い配列保存性を

有する遺伝子領域を標的とした。日本分離株の全長配列をもとに Primer Explorer V4を用いて
5セットのプライマーセットが選別された。この中から米国分離株G5、H6分離株と保存性の高
い領域 (3´末端側、およそ 8,300 ~ 8,520 番目)に設計されたプライマーセット 2セット（#1お
よび#2）を選び作成した（表 2.2、図 2.18）。 
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図 2.18 RT-LAMPプライマーセットの設計領域 
ゲノムアライメントの上側にプライマーセット#1、下側にプライマーセット#2 の領域を示し
た。 

 

2.3.3.2	 リアルタイム RT-LAMP反応 

	 2セットのプライマーセットについてリアルタイムRT-LAMP反応を行い、特異性を評価する
ため、増幅反応を 63˚C で 30 分行った後、98˚C から徐々に温度を下げて増幅産物の融
点を解析することで増幅の特異性を確認した。感染植物より抽出した全 RNA をテンプレ
ートにしたとき、いずれのプライマーセットでも特異的な増幅が検出された（図 2.19）。一方、
非感染植物より抽出した全 RNA をテンプレートとしたとき、プライマーセット#1 では増幅が
見られるものの融点の解析により非特異的な増幅産物であることがわかった。プライマーセッ

ト#2 では増幅は検出されなかった。これ以降は、より検出時間の短かったプライマーセット#2
を用いて実験を行った。 
 
	 ダンベル構造の 5´末端側に相補的な配列を持つループプライマーを用いることでDNA合成の
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起点を増やし、検出時間を短縮することができる。Primer Explorer V4を用いて設計したルー
ププライマーを作成し、検出時間の短縮を試みた。その結果プライマーセットにリバースルー

ププライマー (reverse loop primer, RLP)を加えた区において検出時間が短縮された（図 2.20）。
ループプライマーを用いない区では 11分 48秒であったのに対し、RLPを用いた区では 8分 18
秒であった。一方、FLP を用いた区ではループプライマーを用いない区と比べて検出時間が短
縮されることはなかった。これらの結果より、今回作成したループプライマーのうち RLP のみ
が効果があることが示されたため、これ以降、RLP をプライマーセットに加えて実験を行っ
た。  
 
	 プライマーセット#2にRLPを加えたプライマーセットを用いて検出時間が も短くなる 適

温度を検討した。その結果、65 ~ 67˚Cで反応した区で も検出時間が短く、6分 52秒であった
（図 2.21）。 
 
	 さらに、RT-LAMP 反応に持ち込むまでの時間の短縮を試みた。通常はテンプレートに用い
る RNAを得るために植物組織から CTAB法などの RNA抽出を行う必要があり、煩雑な作業と
時間を要する。そこで、つまようじの先で検体植物組織を突き刺し、つまようじの先に付着し

た汁液を RT-LAMP 反応のテンプレートとして反応液に直接浸漬する簡易抽出法により
RT-LAMP反応を行った。反応温度 65˚Cで RT-LAMP反応を行ったところ、11分 35秒で感染
植物特異的に増幅が検出された（図 2.22）。 
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図 2.16 2種類のプライマーセットによるリアルタイム RT-LAMP反応 
(A) 増幅曲線。縦軸は蛍光強度、横軸は反応時間を表す。両プライマーセットとも感染植
物から抽出した全 RNAをテンプレートにしたときのみ増幅が検出された。  
(B) 融点解析。横軸は温度、縦軸は増幅産物の蛍光強度の温度微分を表す。A で赤の破線
が示す増幅は非特異的な反応であることが、増幅産物の融点解析により確認された。 
 

A 

B 
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図 2.17 loop primerを用いた real-time RT-LAMP反応 
縦軸は蛍光強度、横軸は反応時間を表す。reverse loop primer (RLP) を適用したとき (緑
の曲線)、検出時間が も短くなった。 

図 2.18 適な温度条件の検討 
縦軸は蛍光強度、横軸は反応時間を表す。65 ~ 67˚C で も検出時間が短くなった (青、
緑、黄色の実線)。 
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図 2.19 つまようじを用いた簡易法によるリアルタイム RT-LAMP反応 
(A) 増幅曲線。縦軸は蛍光強度、横軸は反応時間を表す。 
(B) 融点解析。横軸は温度、縦軸は増幅産物の蛍光強度の温度微分を表す。つまようじを用いた
簡易法でも特異的な増幅が確認された。 
 

A 

B 
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2.4 考察 
	 全世界の理論上可能な作物生産高に対しておよそ 36％が植物病により損なわれているという
試算がある（難波, 2008）。さらに、実際の生産量のうちおよそ半分は、植物病の防除によって
損失を免れた結果であると推定されている（難波, 2008）。人口増加により将来の安定的な食糧
供給が危ぶまれている中で、このような植物病による被害は無視できないものであり、より効

果的な防除法を確立することが農業上の課題となっている。実際に野菜や果物などの病害対策

は生産現場からの要請も多く農業政策上重要な課題として位置づけられることから、多くの研

究者によって研究がなされ知見が蓄積してきている。これに対し生産量の少ないマイナークロ

ップ（minor crop）に発生する植物病に関する研究はおろそかになりがちであり、防除対策を立
てる際に参考にすべき知見も少ない。 
 
	 本研究ではクリスマスローズというマイナークロップのウイルスについての研究を行った。

クリスマスローズはアマチュアの園芸家が独自に交配・育種し、極めて多くの種類の花を作出

して楽しんでいる。よって一つ一つの個体が園芸家にとって貴重な植物である。黒死病は一度

罹病すると直ちに処分する他ないため、このような愛好家にとって長年問題となっていたウイ

ルス病であった。しかし、あくまでマイナークロップであるため、その病原ウイルスについて

の研究はなされないままであった。本研究では、黒死病罹病クリスマスローズにカルラウイル

スである HeNNV が感染していることを示した。また、HeNNV は世界的にもほとんど研究さ
れていなかったため、全ゲノムを解読し、各 ORFの配列を詳細に解析した。ウイルスは自身の
ゲノムおよびコードされるタンパク質が感染過程のほとんどを規定していると言えるため、こ

のようにウイルスの遺伝子構造を明らかにすることは、早期の診断・防除だけでなく基礎研究

においても重要な基盤的知見となる。本研究では明らかにした HeNNV のゲノム配列をもとに
RT-LAMPを用いた簡易診断技術を確立した。 
 
2.4.1 クリスマスローズに発生した black death 症状の診断 
	 本研究は、東京都の生産圃場においてクリスマスローズに発生した原因不明の病害について、

東京大学植物病院への診断依頼が契機となり開始され、発生症状、電子顕微鏡観察による所見、

分子生物学的診断により罹病株への helleborus net necrosis virus (HeNNV) の感染を確認し
た。 
 
	 1990 年代初頭より、black death 病は欧州諸国のクリスマスローズ園芸家や生産者を悩ませ
ていた。HeNNVは海外においてクリスマスローズ black death病から分離されることから、こ
の症状との因果関係が示唆されている (Eastwell et al., 2009、Liefting et al., 2010)。本研究で
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初めて我が国においても black death病の症状を示すクリスマスローズからHeNNVが分離され
た。 
	 ある微生物が特定の病害の原因であることを証明するためには通常コッホの原則を満たさな

くてはならない。本研究においても HeNNV が本症状の原因であることを証明するために、
HeNNV感染植物の汁液をクリスマスローズに機械的に接種したが、HeNNVの感染は確認され
ず病徴は再現されなかった。よって、本症状の原因を HeNNV と断定することはできなかった。
しかし、本症状が海外で報告されている black death病の症状と酷似していること、海外で報告
されている black death病からHeNNVが分離されるという知見から本症状を black death病と
診断した。本病害は国内初報告となるので、病名として「クリスマスローズ黒死病」を提案し

た。 
	  
	 植物ウイルスの中には汁液接種の困難なウイルスが存在する。HeNNV に関しても諸外国で
汁液接種に成功したという報告が未だなされていないことを考えると、汁液接種の困難なウイ

ルスであると判断される。 
 
	 今後、本病の防除対策構築に向け、HeNNV が黒死病を単独で引き起こしうる病原体である
か、もしくは他のウイルスとの重複感染が必要であるのかを判定しなくてはならない。まず、

汁液接種に代わる方法として接ぎ木接種またはカルラウイルスの一般的な媒介生物であるアブ

ラムシを用いた吸汁接種を行い、病原性の再現および HeNNV の再分離を試みる必要がある。
さらに、精製したウイルス粒子の機械的接種、あるいは全長ゲノムRNAを鋳型とした cDNAク
ローンを作出し、in vitro転写されたウイルスゲノム RNA の機械的接種や、アグロインフィル
トレーション法による接種によって病原性の再現および HeNNV の再分離を行い、HeNNV が
唯一の病原体であることを証明する必要があろう。HeNNV 単独で病原性がない場合には重複
感染の可能性を検討するため、罹病組織の電子顕微鏡観察により、HeNNV 以外の病原体が見
られない調べる必要がある。また、ウイルスの複製中間体である dsRNAを抽出し、配列を決定
することにより他のウイルス感染の有無を調べることも必要である。さらに、宿主範囲の探索、

媒介生物の特定を行なうことで、防除戦略を構築することができると考えられる。 
 
2.4.2 HeNNV ゲノム解析 
	 HeNNV の全長塩基配列は米国の G5、H6 分離株で報告されているが、ゲノム構造の詳細な
解析はこれまでなされていなかった。本研究では J 分離株の全長塩基配列を決定し、まず、他
のHeNNV分離株間での系統解析を行った。その結果、J分離株はG5分離株と塩基配列で 99%
の配列一致度を示し、 も近縁であった。このことから、J分離株の侵入拡散経路について３つ
の仮説が考えられる。すなわち、J分離株が日本から米国に渡った可能性、あるいは逆に米国か
ら日本に渡った可能性、あるいは他の国から日本と米国に渡った可能性があるが、どの可能性
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が も確からしいかは現時点の知見では判断できない。しかし、配列情報のある HeNNV 分離
株は本分離株でいまだ５分離株目であり、今後欧州の分離株などの塩基配列が解読されれば、

本ウイルスの侵入経路が明らかになることが期待され、今後の拡散防止対策の構築にとって非

常に重要な知見となると考えられる。 
 
	 HeNNV G5分離株の全長塩基配列から HeNNVゲノム上には、他のカルラウイルスとの比較
類推から 6 つの ORF が存在し、RdRp、TGBp1、2、3、CP、NABP がコードされていると推
定されていた (Eastwell et al., 2009)。本研究では J分離株の配列を用いて機能ドメインおよび
モチーフ配列の解析をおこない、それぞれの ORFにコードされているタンパク質のアミノ酸配
列から機能を検証した結果、RdRp、TGBp1、2、3、CP、NABP がコードされていることが示
唆された。 
 
	 また、HeNNV はカルラウイルス属に属するが、他のカルラウイルスとの系統関係は詳細に
解析されていなかった。ウイルスの分子系統樹はウイルスの進化の過程、宿主や媒介生物との

関係を反映することがあり、そのウイルスの性状に迫る上で重要な知見となり得る。 
 
	 一般的にウイルスの感染に も重要な RdRp に基づいた系統関係はウイルスの進化の過程を
反映すると考えられている（Martelli et al., 2007）。RdRpによる系統樹は PopMVを含むグル
ープ (A グループ) と、PhVB を含むグループ (B グループ) の２つのグループに大きく分かれ
る特徴（ブートストラップ値 91）が認められた (図 2.17)。このグループは構成ウイルスをほと
んど変えることなく TGBp1（ブートストラップ値 67）、TGBp2（ブートストラップ値 44）、
CP（ブートストラップ値 99）による系統樹でも認められた。一方で、TGBp3、NABP による
系統樹の樹形は RdRpによる系統樹の樹形と著しく異なっていた。TGBp3についてはタンパク
質の分子量が小さく、保存配列以外の領域での相同性が著しく低いために他の系統樹と異なる

樹形になったと考えられる。 
 
	 HeNNVはRdRp、TGBp2、CPによる系統樹においては PopMVを含むグループ (PopMVグ
ループ) に属した。しかし、TGBp1 による系統樹においては、HeNNV 以外の PopMV グルー
プウイルスのTGBp1はRdRpの系統樹と同様のグループを形成する一方で、HeNNVのTGBp1
のみが PhVB を含むグループに属した。このことから、PopMV グループの中で HeNNV の
TGBp1 のみが他のウイルスとは異なる選択圧を受けていたと考えられる。ベータフレキシウイ
ルス科に属する grapevine virus Aをはじめとした多くのウイルスで NABPは RNAサイレンシ
ングサプレッサーとして機能することが報告されていたが（Zhou, 2006、Ghazala, 2008、
Alvarado, 2009 ）、 近カルラウイルス属の PVMでも NABPが RNAサイレンシングサプレッ
サー能をもつことが報告された（Senshu et al., 2011）。また、PVMにおいては NABPと共に、
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TGBp1も RNAサイレンシングサプレッサーとして機能することが報告された（Senshu et al., 
2011 ）。よって HeNNVの TGBp1も RNAサイレンシングサプレッサーの機能を持つ可能性が
ある。NABP の系統樹を見ると HeNNV はカルラウイルスのメジャーグループに属すものの、
他のウイルスとクラスターを形成しないことがわかる（図 2.17）。このことから、HeNNV では
NABP もメジャーグループ内の他のウイルスとは異なる選択圧を受けたと考えられる。仮に、
HeNNVの TGBp1およびNABPが RNAサイレンシングサプレッサーであるとすると、両者が
特異な選択圧を受けていることは興味深い。両タンパク質の宿主との相互作用における役割を

解析することで、他のカルラウイルスとは異なる感染機構が見出される可能性がある。 
 

2.4.3 HeNNV の早期検出手法の確立 
	 植物のウイルス病に対しては、防除に用いうる薬剤は無く、早期診断と感染植物の速やかな

除去が植物ウイルス病防除の要となる。黒死病の症状は菌類による病害や生理障害と見分けが

つきにくいため、生産者や園芸家にとっては適切な対処法を判断することが難しい。もし、ウ

イルスが感染しているにも関わらず、ウイルス感染の判断に時間を費やし、適切な処置が施さ

れなければ、その間にウイルス感染は拡大し得る。また、カルラウイルスはアブラムシ伝搬に

よって他のウイルスと共存し、組み換えなどによって２種類の RNAサイレンシングサプレッサ
ーを巧みに駆使することで宿主に適応する可能性もあり、新たな宿主の獲得を防止するため早

期診断・除去が不可欠であると考えられる。 
 
	 本研究では HeNNV を簡易・高感度に検出し、感染植物をただちに除去することが本病害の
拡大および新規ウイルス病の発生を阻止する上で重要であると考え、RT-LAMP 法を用いた
HeNNV 検出手法を確立した。特定のウイルスを検出するには RT-PCR 法が一般的であるが、
RNA 抽出などの煩雑な操作に時間がかかり、さらに PCR 反応、電気泳動にも時間を要する。
本研究で確立した検出法では RNA抽出の過程を経ることなく、検定植物につまようじを突き刺
し、先端に付着した汁液により LAMP反応を行うことが可能である。さらに、PCRと比べて増
幅効率のよい LAMP 反応にさらに増幅の起点を増やすループプライマーを加えることで、リア
ルタイム LAMP装置を用いて 15分以内に LAMP反応の増幅産物を検出することが可能になっ
た (図 2.22)。本研究で確立した LAMP法を用いた診断法により、HeNNV感染の早期検出が可
能になると考えられた。本法が HeNNV 感染拡大の抑制や新たなウイルス病発生抑制の一端を
担うことを期待したい。 
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第３章 ポテックスウイルスに対する抵抗性遺伝

子 JAX1 に関する研究  

3.1 レクチン 
	 レクチンは可逆的に糖に結合するタンパク質の総称である (Sharon and Lis, 1989)。ほぼ全て
の生物がレクチンを有しているが、初めて同定されたレクチンはヒトの赤血球を凝集させる植物

タンパク質であった (Van Damme et al., 1998)。レクチンは特定の単糖もしくはオリゴ糖を認
識することから自己-非自己認識に関わる分子であると考えられており、病原体の認識に関わっ
ている可能性が示唆されている。実際、フィコリンやマンノース結合レクチンを含むいくつかの

動物レクチンは病原体を認識し、補体系 (脊椎動物、無脊椎動物が有する自然免疫系の一つ) を
活性化する (Fujita, 2002)。さらに、C型レクチン受容体 (c-type lectin receptors; CLRs) は動
物が有する 4つの PRR (Toll/interleukin-1受容体、NOD様受容体、RIG1様受容体、CLRs) の
うちの一つであり、病原体認識、特に菌類の認識を担う受容体である (Pålsson-McDermott and 
O´Neill, 2007、Willment and Brown, 2008)。植物レクチンは多様な活性を有することが示され
ており、例えば動物細胞において細胞表面の糖を認識することで抗微生物、抗ガン活性を示すが、

植物における役割の詳細はほとんど分かっていない (Sharon and Lis, 1989、Peumans and Van 
Damme, 1995、Cowan, 1999、Van Damme et al., 2004、Lam and Ng, 2011)。ほとんどの植
物レクチンは外生的な糖には結合するが植物内生の糖とは結合しないことから、防御応答に関わ

っている可能性がある (Van Damme et al., 2004)。多くの植物レクチンが様々な生物ストレス、
非生物ストレスによって誘導され、抗細菌、抗菌類、抗昆虫活性を示すことからも植物レクチン

が防御応答に関わっていることが示唆されている (Chrispeels and Raikhel, 1991、Peumans 
and Van Damme, 1995、Van Damme et al., 2004)。 
 
	 また、植物レクチンは病原微生物の認識に関わっている可能性もある。ダイズ (Glycine max) 
のレクチン、β-グルカン結合タンパク質は Phytophthora sojaeの PAMPであると考えられてい
る β-グルカンと強く相互作用することが示されている (Mithöfer et al., 2000、Fliegmann et al., 
2004)。シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) やイネ (Oryza sativa) においては糸状菌に対
する PRR がキチンと結合する LysM ドメインを有するレクチンであることが示されている 
(Miya et al., 2007、Shimizu et al., 2010)。 
 
	 さらに、シロイヌナズナの RESTRICTED TEV MOVEMENT1 (RTM1) はジャカリンレクチ
ンをコードする遺伝子であり、tobacco etch virus (TEV) の長距離移行を阻害する (Chisholm et 
al., 2000、図 3.1)。本研究では、ポテックスウイルスに対する抵抗性を付与するジャカリンレク



 

 65 

チン遺伝子 JAX1 を同定した。JAX1 抵抗性は植物ウイルス感染の初期段階を阻害しており、
RTM1抵抗性とその機構が異なることが示唆された。このようなレクチン遺伝子が同定されたこ
とから、植物-ウイルス間の相互作用においてレクチン抵抗性 (lectin-mediated resistance; 
LMR) が重要な役割を持っている可能性が示唆された。 
 

(Mahajan et al, 1998) 

RTM1なし RTM1あり 

C24� Col-3�

C24� Col-3�
(Chisholm et al, 2001) 

A B 

 

図 3.1 RTM1抵抗性 
(A) TEV感受性エコタイプおよび抵抗性エコタイプにおけるGUS発現TEVの感染。Arabidopsis 
thalianaの C24エコタイプは RTM1を有しておらず、TEVが全身感染する。青い染色は GUS
による発色で、TEVの感染を示す。Col-3エコタイプは RTM1を有しており、TEVは接種葉に
のみ感染する。C24と Col-3で接種葉での蓄積には差がないことから、RTM1抵抗性はウイルス
の長距離移行を阻害すると考えられている。 
(B) プロモーター:レポーター解析による RTM1の発現解析。RTM1のネイティブプロモーター
により GUS を発現し、GUS を染色している。RTM1 は維管束組織で発現していると考えられ
る。 
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3.2 材料と方法 
3.2.1 抵抗性エコタイプのスクリーニング 

3.2.1.1	 植物 

	 Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC, Ohio State University, Columbus, OH) よ
りシロイヌナズナの 45 種類のエコタイプの種子を入手した。シロイヌナズナはグロースチャン
バーを用い、明期 16 時間、暗期 8 時間、23ºC の条件で生育させた。Nicotiana benthamiana
は明期 16時間、暗期 8時間、25ºCの条件で生育させた。 
 

3.2.1.2	 ウイルスとスクリーニングのためのウイルス接種 

	 本研究では plantago asiatica mosaic virus (PlAMV)に対する抵抗性エコタイプを探索した。
PlAMV はアルファフレキシウイルス科ポテックスウイルス属に属するプラス 1 本鎖 RNA をゲ
ノムに持つウイルスである。ポテックスウイルスの多くは主にナス科植物を宿主としアブラナ科

植物には感染しないが、PlAMV はアブラナ科植物であるシロイヌナズナのエコタイプ Col-0 に
感染する（Minato et al. 2014）。これまでに緑色蛍光タンパク質 green fluorescent protein (GFP) 
で標識した PlAMV の感染性バイナリーベクターpPlAMV-GFP が作製されており（図 3.2A、
Minato et al. 2014）、これを形質転換したアグロバクテリウムをシロイヌナズナの葉に注入する
ことでウイルスを接種した（アグロインフィルトレーション）。植物に感染したウイルスは GFP
蛍光を発するため、UV照射により目視でウイルスの感染有無を観察できる。シロイヌナズナへ
の PlAMV-GFP の接種は播種 2 週間後のロゼット葉にアグロインフィルトレーション法で行っ
た。 
 

3.2.1.3	 アグロインフィルトレーション法 

	 ウイルスの感染性 cDNA配列を有するバイナリーベクターを freeze-thaw法 (An et al., 1988) 
によりアグロバクテリウム EHA105 株へ形質転換した。形質転換したアグロバクテリウムを
LB/Kan 液体培地 (1,000 ml あたり Bacto-tryptone 10 g、Yeast extract 5 g、NaCl 10g、
kanamycine 50 mg) 上で 28ºCで 12-20時間振盪培養し、3,000 ×g、室温で 15分遠心して集菌
した。上清を取り除き、インフィルトレーションバッファー (10 mM MgCl2、10 mM MES、150 
µM acetosyringone、pH 5.7) を加え懸濁した。OD600=1.0 となるようにインフィルトレーショ
ンバッファーを加え、室温、遮光下で 3時間静置した。この菌液を 1 mlのシリンジを用いてシ
ロイヌナズナのロゼット葉の背軸側に注入した。 
 

3.2.1.4	 スクリーニング 
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	 1次スクリーニングとして、1エコタイプにつき 2個体に PlAMV-GFPを接種し、接種 20日
後に GFP 蛍光の有無を観察した。植物体全身で蛍光が観察されたエコタイプを感受性エコタイ
プとした (図 3.2B)。接種葉でのみ蛍光が観察されたエコタイプおよび全く蛍光が観察されない
エコタイプを抵抗性エコタイプとし 2 次スクリーニングに供試した (図 3.2C)。2 次スクリーニ
ングでは 1エコタイプにつき 7個体に PlAMV-GFPを接種し、同様に GFP蛍光の有無を観察し
抵抗性エコタイプを選抜した (図 3.2D)。上位葉で蛍光が観察されなかったエコタイプに対して
は GFPのベクターからの抜け落ちを考慮し、RT-PCRによっても上位葉から PlAMVが検出さ
れないことを確かめた。シロイヌナズナからの RNA抽出には Qiagen社の RNeasy plant mini 
kitを用いた。 
 

3.2.1.5	 RT-PCR 

	 RNeasy plant mini kitにより抽出した全 RNAを鋳型に cDNAを合成した。cDNA合成には
Reverse Transcriptase XL (AMV) (TaKaRa) を用いた。約 500 ngの RNAに Oligo dTプライ
マー 1 µM、MgCl2 5 mM、dNTP Mixure 1mM、Ribonuclease Inhibitor (TaKaRa) 0.8 U/µl、
10×RNA PCR Buffer 1.5 µl、5U/µlの AMV Reverse Transcriptaseを 0.2 µlを加え、RNase 
Free DWで 終容量を 15 µlとした。逆転写反応は 42℃ 30分、99℃ 5分とし、その後氷冷し
た。この RT産物を鋳型に PCRを行った。PCRには KOD -Plus- (TOYOBO) を用いた。RT産
物 2.5 µlにプライマー各 0.3 µM、10×PCR Buffer for KOD -Plus- 5 µl、dNTP Mixture 0.2 
mM、MgSO4 1 mM、1U/µlの KOD -Plus-を 1 µl加え、DWで 終容量 50 µlとした。94ºC 2
分の後、PCR反応を 40サイクル (熱変性 94˚C 15秒、アニーリング 55˚C 30秒、伸長反応 68˚C 
60秒/kbを１サイクルとする) 行った。PlAMV検出プライマーは表 3.1に示した。 
 

3.2.1.6	 機械的接種 

	 アグロインフィルトレーション法は接種圧が高く、蓄積量の微細な差異を判別するには不向

きな接種法である。そこで、抵抗性エコタイプの抵抗性を詳細に解析するために PlAMV-GFP
の機械的接種を行った。機械的接種の接種源として PlAMV-GFP 感染 N. benthamiana の葉を
用いた。PlAMV-GFP感染葉 0.1 g当たり 1 mlの 0.1 Mリン酸バッファー (pH 7.0) 中で摩砕し
粗汁液を得た。シロイヌナズナのロゼット葉にカーボランダムをかけ、綿棒を用いて粗汁液を

ロゼット葉に擦り付けた。接種 3日後および 4日後に接種葉をUV照射下で観察し、ウイルス感
染による蛍光斑の数とサイズを計測した。また、接種 3~5 日後にかけて蛍光斑の広がりの速度
を調べた。また、接種葉でのウイルス蓄積量を比べるためにノーザンブロット解析を行った。 
 
3.2.1.7	 ノーザンブロット解析 
	 ノーザンブロット解析には Roche Diagnostics社の digoxigenin (DIG) システムを用いた。ノ
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ーザンブロットは DIG アプリケーションマニュアルに従った。接種 4 日後の接種葉および接種
20日後の接種葉より抽出した全 RNAを 95ºCで 5分間変性処理し、ホルムアルデヒド変性アガ
ロースゲル (1.2%アガロース、1×MOPS、5%ホルムアルデヒド) を用いて分離した。泳動後エ
チジウムブロマイド染色を行い、UV 照射下でのリボソーム RNA の染色像を LAS-4000 mini
（Fujifilm）を用いて撮影した。アガロースゲルで分離した RNA を、Turboblotter システム
（Schleicher&Schuell）を用いて Nyron Membrane, positively charged（Roche Diagnostics）
に転写した。転写後のメンブレンを DIG Wash and Block Buffer Set（Roche Diagnostics）を
用いて洗浄し、DIGラベルしたRNAプローブをハイブリダイゼーションした。その後、10,000
倍希釈した Anti-Digoxigenin-Fab fragment 抗体を用いて抗体反応し、CDP star（New 
England Biolab）を用いて検出した。検出に用いた RNAプローブは、PlAMVの CP遺伝子領
域全体を標的に、DIG Northern Starter Kit（Roche Diagnostics）を用いて作成した。CDP-star
による化学発光の検出には LAS-4000 mini（Fujifilm）を用いた。 
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Ler� Col-0� Sf-2� Ma-0� Kb-0� Is-1� Gr-3� Ga-0� Eil-0� Dra-0�

D"

 

図 3.2 スクリーニングに用いたウイルスの感染性バイナリーベクターとPlAMV抵抗性エコタイ
プスクリーニングの実験例 
(A) 抵抗性エコタイプのスクリーニングに用いた PlAMV-GFP のゲノム構造の模式図。GFP は
CPとの融合タンパク質として CPサブゲノムプロモーターにより発現される。PlAMV-GFP感
染性 cDNA は 35S プロモーターの制御下で発現される。接種はアグロインフィルトレーション
法により行った。 
(B) PlAMV-GFP感染による表現型。アグロインフィルトレーション法によりPlAMV-GFPをシ
ロイヌナズナのエコタイプに接種し、接種 20 日後に GFP 蛍光を UV 照射下で観察した。全身
感染、接種葉のみ感染、非感染の 3 つの表現型が観察された。全身感染した植物を感受性、接
種葉のみの感染および非感染の植物を抵抗性エコタイプとした。 
(C) 1次スクリーニングの例。各エコタイプにつき 2個体に PlAMV-GFPを接種した。黄色で囲
んだエコタイプは抵抗性エコタイプと推定されたものを示す。 
(D) 2 次スクリーニングの例。1 次スクリーニングで選抜したエコタイプを各 7 個体ずつ
PlAMV-GFP を接種した。赤字でラベルし、黄色で囲んだエコタイプは選抜された抵抗性エコ
タイプを示す。 
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表 3.1 本研究で用いたプライマー 
プライマー名 配列 (5´ -> 3´) 
JAX1-F TTTGGATCCCTGGAAGATCCATCGGGTAC 
JAX1-R TTTCTCGAGGAATTCTTACTTAGCAGGAGA AAG CGG 
JAX1UP-F AAAGTCGACGGATCCGATTGATGGGTTCCATGGAAA 
JAX1UP-R CCTGATGGTGTAGCCATAGAATTGG 
RTM1-F CCCGTCGACATGAAGATAGGACCTGTAGGGAAGCATGA 
RTM1-R CCACTCGAGTCAGCCCAGTACAATTTTTGACTCTGTTTCC 
AV3-F a CCATGGAAATTAGTTATATAGTAGAT 
AV3-R a CTAAGAGCCCCGATGGCG 
CMV-F b ATGGACAAATCTGAATCAACCAG 
CMV-R b TCAGACTGGGAGCACTCCAG 
PVX-F c ATTTCAATTGCATCAGCACCAGCTAGCACAACACAG 
PVX-R c TAAAAACTAGTTGGTGGTGGTAGAGTGACAAC 
PVY-F d GTGCCAAAGCTTGGAACCTGG 
PVY-R d TCCTCCTTCTCTGAAAGGTGAT 
RaMV-F e ATGAATTCCATATGTGCTACAACAGTGGAGTACG 
RaMV-R e AATTCTCGAGAGGCGAAGTGGCATCAACATC 
TMVW-F f ATGTCATACAACATCACGAACTCG 
TMVW-R f CTATTTAGCCGGCGCAGTAG 
TRV1F g GTTGATCAACTCGTTGTTCGGTCC 
TRV1R g CAGCTCTCTGTGCCTTCTTCC 
TuMV-F h TGGAATTCCCGATCAAACCG 
TuMV-R h CTCACCACATGCGCTAACAC 
WClMV-F i AAACATATGGCAACCACCACAGCAAC 
WClMV-R i AAACTCGAGCTGGGGATAGGTAATAAGGG 
RaMV-F j TCTGCCAATGAAACGGAGG 
RaMV-R j  CCCCTGCCATTACCTTTGTG 
AtActin-F k TGGCATCACACTTTCTACAA  
AtActin-R k CCACTGAGCACAATGTT  
AtPR1-F l CAACTTAGAAAAATGAATTTTACT 
AtPR1-R l GAAAGACATTAACTATAATAATTAATTAT 
AT1G20726301F m TAGTATCTTCTTTCCTTCTCCA 
AT1G20727800R m CTGAATCTCTACAATTGCTCG 
AT1G21387101F n TTTGTCTGCAGCTCCACTTTA 
AT1G21388400R n CTCAGTTCTCACTTGGTTCTT 
AT1G21493416F o CCCATCAATAGTGACTGATCCACTCTG 
AT1G21495195R o GGGTGAAGATACTGCAAGAGGTATGTG 
AT1G21520196F p GAGCTTACGGACCCGTGATCTTTGT 
AT1G21521340R p CCTGTTCTGGTCTGGTTGTCTGAAT 
AT1G21609001F q GTTCCAATATTATTCTTTTCTTC 
AT1G21610400R q ATTTTGTGTGTAACAATTCTATG 
AT1G22051301F r TCGATCATCGTAGTTTCTATTTC 
AT1G22053100R r CTGAATGTATCTTTGCTGATTG 
a-i AV3 a、CMV b、PVX c、PVY d、RaMV e、TMV f、TRV g、TuMV h およびWClMV iの
RT-PCRに用いたプライマー 
j RaMVのリアルタイム RT-PCRに用いたプライマー 
k シロイヌナズナのアクチンのリアルタイム RT-PCRに用いたプライマー 
l PR-1の RT-PCRに用いたプライマー 
m-r SNP20.7 m、SNP21.3 n、SNP21.4 o、SNP21.5 p、SNP21.6 qおよび SNP22.0 rのプライマー 



 

 71 

3.2.2 抵抗性遺伝子のマッピングおよびクローニング 

3.2.2.1	 マッピング 

	 抵抗性遺伝子のラフマッピングは、シロイヌナズナの 5 つの染色体を網羅する 23 の simple 
sequence length polymorphism ( SSLP ) マーカーを用いた連鎖解析により行った。抵抗性エ
コタイプとして選抜されたエコタイプ Bay-0を感受性エコタイプ Col-0と交配し作出した F1植
物をさらに自殖させ F2 植物を得た。PlAMV-GFP が全身感染する F2 個体 1500 からゲノム
DNAを抽出した。DNAの抽出は Qiagen社の DNeasy plant mini kitを用い製品マニュアルに
従って行った。ファインマッピングは、Col-0 の配列か Bay-0 の配列かを判別できる 6 つの 
single nucleotide polymorphism (SNP) マーカーを用いて河内らの手法に従って行った
（Kawachi et al. 2006）。まず、SSLPマーカーの ciw1に隣接するSNPマーカーであるSNP20.7
および nF5I14に隣接する SNP22.0を用いて F2植物を解析した。これら 2つの SNPマーカー
間で組換えの起こった植物個体に対し、さらに内側に 2 つの SNP マーカーSNP21.3 および
SNP21.6を設計し遺伝子型を解析した。この過程をもう一度、2つの SNPマーカーSNP21.4お
よび SNP21.5を用いて行うことで抵抗性遺伝子座を 130 kbに絞った。SSLPマーカーのプライ
マ ー 情 報 は The Arabidopsis Information Resource (TAIR)  database 
(http://www.Arabidopsis.org/) から取得した。 SNPマーカーのプライマー配列は表 3.1に示し
た。 
 

3.2.2.2	 JAX1配列解析 

	 Bay-0およびCol-0より抽出した全DNAに対し、JAX1-FおよびJAX1-Rプライマー (表 3.1)
を用いて PCR をすることでそれぞれの JAX1 のゲノム配列を増幅した。また、Bay-0 および
Col-0より抽出した全 RNAに対し、同プライマーセットを用いて RT-PCRすることでそれぞれ
の JAX1の cDNA配列を増幅した。3増幅断片について配列を解析し、Bay-0と Col-0の間で配
列比較をした。RT-PCRの方法は 3.2.1.5に記した。PCRには KOD -plus- を用いた。PCRの
方法は 3.3.1に記した。配列解析の方法は 2.2.6に記した。 
 

3.2.2.3	 抵抗性の相補実験に用いたコンストラクト 

・pJAX1-JAX1 
	 推定 JAX1 プロモターター領域および JAX1 配列を含む約 3.5 kb の断片を JAX1UP-F と
JAX1-Rプライマーを用いて Bay-0より抽出した DNAから PCRにより増幅した。PCRの方法
は 3.3.1 に記した。増幅産物をバイナリーベクターpCAMBIA1301 に同ベクター上の 35S プロ
モーター配列および GUS遺伝子配列と置換する形で組換え、pJAX1-JAX1を作出した。  
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・p35S-JAX1 
	 上述の通り増幅した JAX1の cDNAを pENTR 1Aにクローニングし、pENTR-JAX1を作出
した。これを LRクロナーゼによる Gateway technology (Invitrogen) を用いてバイナリーベク
ターpEarleyGate100に組換えた (Earley et al., 2006)。このベクター上には 35Sプロモーター
が搭載されている。作出したコンストラクトを p35S-JAX1とした。 
 

3.2.2.4	 シロイヌナズナの形質転換 

	 シロイヌナズナのエコタイプ Col-0への形質転換は floral dip法を用いた (Clough and Bent, 
1998)。pJAX1-JAX1 および p35S-JAX1 を保持するアグロバクテリウムの菌液にシロイヌナズ
ナの花序を浸し、その後結実した種子から形質転換された種子を選抜した。p35S-JAX1 形質転
換種子については pEarley ベクター上に搭載されている除草剤バスタに対する耐性遺伝子を利
用し、芽生えにバスタ処理することで形質転換種子を選抜した。得られた形質転換植物を

P35S-JAX1 とした。pJAX1-JAX1 形質転換種子については pCAMBIA1301 上に搭載されたハ
イグロマイシン耐性遺伝子を利用し、種子をハイグロマイシンを添加したムラシゲスクーグ寒

天培地上に播種し選抜した。得られた形質転換植物を PJAX1-JAX1とした。 
 

3.2.2.5	 リアルタイム RT-PCR 

	 ウイルス蓄積量を定量するためのリアルタイム RT-PCR解析には SYBR Greenによるインタ
ーカレーター法と Thermal Cycler Dice Real Time System (TaKaRa) を用いた。上述の通りに
抽出した全 RNAに対し DNase I (TaKaRa) を用いて DNAを完全に取り除き、cDNAを合成し
た。cDNA合成は High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems) を用いた。DNase
処理した RNA 1 µgに対し、10 × RT buffer 1 µl、25 × dNTP 0.4 µl、10 × random primer 1 µl、
RTase 0.5 µlを加え、DWで 終容量 10 µlとした。逆転写反応は 25ºC 10分、37ºC 120分行っ
た。得られた cDNAを 100倍希釈し、これを鋳型として SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa) を
用いてリアルタイム PCR 反応を行った。cDNA 2.5 µlに対し、2 × SYBR Premix Ex Taq II 
10µl、各プライマー0.3 µM を加え、DW で 終容量 20 µlとした。用いたプライマーは表 3.1
に示した。リアルタイム PCR 反応の増幅産物相対定量解析には Thermal Cycler Dice Real 
Time System Single Software version 1.00を用い、second derivative maximum法によって各
遺伝子の相対値を算出した。 
 

 
3.2.3 JAX1 の発現解析 

3.2.3.1	 発現解析に用いたコンストラクトおよび形質転換植物 

	 Bay-0より抽出した DNAに対し、JAX1UP-Fおよび JAX1UP-Rプライマー (表 3.1)を用い
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て約 2 kbの推定 JAX1プロモーター領域を増幅した。増幅産物を pCAMBIA1301上の 35Sプ
ロモーター領域と入れ替える形で組換え、pJAX1-GUS を作出した。このベクターを上述の
floral dip法により Col-0に形質転換し、PJAX1-GUSを作出した。コントロールの P35S-GUS
は pCAMBIA1301を Col-0に形質転換することで作出した。 
 

3.2.3.2	 β-glucuronidase (GUS) 染色 

	 PJAX1-GUS の植物体を GUS 染色液 (1 mM 5-ブロモ 4-クロロ 3-インドリルグルクロニド
（X-gluc）、10 µg/ml シクロヘキシミド、50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.0)、5%メタノール、1 
mM DTT) に浸し、30 ~ 40分間脱気した後 37ºCで 3時間静置した。その後、70%エタノール
で脱色し観察した。 
 
3.2.4 Nicotiana benthamiana への JAX1 形質転換 

3.2.4.1	 p35S-FLAG-JAX1 

	 3.3.2と同様の方法で pENTR-JAX1と Gateway technology を用いて JAX1遺伝子をバイナ
リーベクターpEarleyGate 202にクローニングした。pEarley202には 35Sプロモーターが搭載
されており、また目的タンパク質の N末端に FLAGエピトープタグを付加するような配列を有
している。得られたコンストラクトを p35S-FLAG-JAX1とした。 
 

3.2.4.2	 N. benthamianaへの形質転換 

	 p35S-FLAG-JAX1 の N. benthamiana への形質転換は、leaf disk 法により行った。まず、
p35S-FLAG-JAX1 をアグロバクテリウムに形質転換した。これを LB/Kan 液体培地で 28ºC で
一晩振盪培養して菌液を得た。N. benthamianaの展開葉を切り取り中性洗剤で洗った後、クリ
ーンベンチ内で 2%次亜塩素酸ナトリウム溶液に 10 ~ 20分間浸し殺菌した。滅菌水でこれをす
すぎ、滅菌濾紙上で 1 cm 四方の切片を作成した。この切片をアグロバクテリウムの菌液に 60
秒浸し、余分な水分を除いて茎葉分化培地 (ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 1 袋/l、3% シ
ョ糖、0.8% 寒天、1ug/ml ベンジルアデニン、0.1ug/ml ナフタレン酢酸) に置床した。遮光
下 28ºC で２日間静置した後、アグロバクテリウムを殺菌するためにクラフォランを含んだ 
(500 µg/ml) 茎葉分化培地に切片を移し、明所 26ºCで 2日静置した。形質転換された細胞を選
抜するためにバスタを含んだ (1 ml/l) 茎葉分化培地に移し、明所 26ºCで静置し、2週間毎に同
組成の新しい培地に移した。シュートが分化した後、これを切り取り、クラフォランとバスタ

を含んだ根分化培地 (ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類1袋/l、3% ショ糖、0.8% 寒天) に移
した。発根した植物をプラントボックスに作成した根分化培地上に移植し育てた。馴化処理を

した後、鉢に移植し栽培した。JAX1-Fおよび JAX1-Rプライマーを用いた PCRと FLAG抗体
も用いたウェスタンブロット解析により形質転換の確認を行った。得られた形質転換植物を
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P35S-FLAG-JAX1とした。 
 
3.2.4.3	 ウェスタンブロット解析 
	 P35S-FLAG-JAX1形質転換 N. benthamianaより PBS (137mM NaCl、2.7 mM KCl、10 
mM Na2HPO4、1.8 mM KH2PO4、pH 7.4) を用いて全タンパク質を抽出した。抽出したタン
パク質を 12% SDS-PAGE ゲルでサイズ分離し、セミドライ式のブロッティング装置

TRANSBLOT SD (BIO-RAD) を用いて、ゲルから PVDF メンブレン  Immobilon-P 
(Millipore) にタンパク質を転写した。転写後、メンブレンをウェスタンブロット解析した。ウ
ェスタンブブロットは ECL Western Blotting Detection System (GE Healthcare) を用いた。
転写後のメンブレンをBlocking Buffer (5% スキムミルクを含むPBS) に浸し室温で 2時間振盪
しブロッキングした。ブロッキング後のメンブレンを 1 次抗体として 1,000 倍希釈した
monoclonal anti-FLAG M2 from mouse (SIGMA Aldrich)、2次抗体として 5,000倍希釈した
Anti-Mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Sheep (GE Healthcare)を用いて抗原抗体反応を行っ
た。メンブレンに ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare) を処理し、
LAS-4000 miniを用いてシグナルを検出した。 
 
3.2.5 接種葉レベルおよび細胞レベルの JAX1 抵抗性評価 

3.2.5.1	 アグロインフィルトレーション法によるタンパク質の一過的発現 

	 pPlAMV-GFP 、 p35S-FLAG-JAX1 、 pJAX1-JAX1 お よ び vector control と し て
pCAMBIA1301 を保持するアグロバクテリウムを用意した。それぞれの菌をインフィルトレー
ションバッファーに懸濁し OD 1.0とした。共発現させたいタンパク質	 のそれぞれを発現する
プラスミドを保持するアグロバクテリウムの懸濁液を 1:1で混ぜ、N. benthamianaの葉にアグ
ロインフィルトレーションした。アグロインフィルトレーションの方法は 3.2.1.3 に記した。
JAX1タンパク質の発現はウェスタンブロット解析により確認した。 
 

3.2.5.2	 プロトプラストを用いた解析 

・プロトプラストの調整 
	 20 mlのシロイヌナズナ懸濁培養細胞液を遠心して細胞を集め、0.4M マンニトール液で洗浄
した。遠心後マンニトール液を除き、10 mlの酵素液 (1% cellulose Onozuka R-10 [Yakult]、
0.2% macerozyme R-10 [Yakult]、0.4 M マンニトール、10 mM CaCl2、20 mM MES-KOH、
pH 5.7) を加え 25ºC で 90 分間緩やかに振盪した。酵素処理後、細胞を W5 バッファー (154 
mM NaCl、125 mM CaCl2、5 mM KCl、5 mM グルコース、1.5 mM MES-KOH、pH 5.6) で
2回洗浄し、径 100 µmのナイロンメッシュで濾過しプロトプラストを分離した。 
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・PEG法による遺伝子導入 
	 調整したプロトプラストを氷上で 30 分間静置した。血球計算盤を用いてプロトプラストの数
を計測し、1 ml当たり 5 × 106の密度にW5バッファーで調整した。プロトプラスト液を遠心し、
W5 バッファーを取り除き、取り除いた量と同じ量の MaMg 溶液 (0.4M マンニトール、15 
mM MgCl2、5 mM MES-KOH、pH 5.6) を加え再懸濁した。300 µlのプロトプラスト液に 100 
µgのサケ精子キャリア DNAを加え、10 µgの pPlAMV-GFPと共発現したいタンパク質のバイ
ナリーベクタープラスミド DNAを 10 µg加えた。vector controlとして pEarleyGate100を用
いた。次に 300 ml の PEG-CHS 溶液  [0.4 M マンニトール、0.1 M Ca(NO3)2、40% 
polyethylene glycol 4000] をプロトプラストとプラスミドの混合液に加えた。室温で 30分間静
置後、10 mlのW5バッファーで 2回洗浄した。遺伝子導入したプロトプラストは 2 mlのW5
バッファーに再懸濁そ、遮光下 23ºCで静置したのち観察した。 
 
3.2.6 HR 細胞死の検出 

3.2.6.1	 トリパンブルー染色 

	 トリパンブルーは死細胞を青く染色する試薬である。これを用いてウイルス接種葉の死細胞

を観察した。トリパンブルーを含むラクトフェノール溶液 (10 gフェノール、10ml グリセロー
ル、10 ml 乳酸、10 ml DW、10 mg トリパンブルー) を 99%エタノールで 2倍希釈した溶液に
接種 4日後の接種葉を浸し、3分間煮沸し室温で一晩静置した。染色した葉を抱水クロラール溶
液 (抱水クロラール 1 kgを DW400 mlに溶解したもの) で脱色した。 
 

3.2.6.2	 3,39-diaminobenzidine (DAB) 染色 

	 DAB はペルオキシダーゼの発色基質であり、ペルオキシダーゼと活性酸素の存在下で褐色に
発色し、沈着する。これを用いてウイルス接種葉の H2O2の蓄積を検出した。1 mg/ml の DAB
溶液に接種 4日後の接種葉を浸し、30 ~ 40分脱気した後遮光下室温で 2時間静置した。99%エ
タノール中で脱色し、脱色後エタノールを水に置換した。 
 
3.2.7 植物ホルモン経路の変異体 
	 植物ホルモン経路の変異体 eds5-1 (Glazebrook et al., 1996)、ein2-1 (Alonso et al., 1999)、
jar1-1 (Staswick et al., 1992) を ABRCより入手した。それぞれバックグラウンドは Col-0で、
eds5-1 はサリチル酸合成経路の変異体、ein2-1 はエチレンシグナル伝達経路の変異体、jar1-1
はジャスモン酸シグナル伝達経路の変異体である。 
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3.2.8 RNA サイレンシングと JAX1 抵抗性の比較で用いたコンストラクト 
	 pIR-GFP は千秋らの作成した 35S プロモーター下に GFP の逆方向反復配列を持つベクター
で、GFPの二本鎖 RNA配列を発現し、GFP RNA配列に対する RNAサイレンシングを誘導す
るベクターである (Senshu et al., 2009)。 
 
	 p19は Tomato bushy stant virus (TBSV) が有する RNAサイレンシングサプレッサーである。
p19は RNAサイレンシング経路で産出される siRNAと結合することで、ウイルス RNAの切断
を妨げる。ここでは、D. C. Baulcombe 博士より分譲いただいた p19を発現するバイナリベク
ターpBin-P19を用いて実験を行った。 
 
3.2.9 JAX1 抵抗性の範囲 

3.2.9.1	 P35S-FLAG-JAX1形質転換 N. benthamianaへの様々なウイルスの接種 

	 N. benthamianaを宿主とし明瞭な病徴を引き起こす下記のウイルスを選び、機械的に接種し
た。それぞれのウイルスを検出するプライマーは表 3.1に記した。 
potato virus X (PVX、Genus Potexvirus)、white clover mosaic virus (WClMV、Genus 
Potexvirus)、asparagus virus 3 (AV3、Genus Potexvirus)、tobacco mosaic virus (TMV、
Genus Tobamovirus)、cucumber mosaic virus (CMV、Genus Cucumovirus)、tobacco rattle 
virus (TRV、Genus Tobravirus)、turnip mosaic virus (TuMV、Genus Potyvirus)、tobacco 
etch virus (TEV、Genus Potyvirus)、potato virus Y (PVY、Genus Potyvirus)、radish mosaic 
virus (RaMV、Genus Comovirus) 
 

3.2.9.2	 RTM1抵抗性と JAX1抵抗性との比較で用いたコンストラクト 

・pTEV-GFP 
	 TEV-GFP の感染性バイナリークローンを作出するために、TEV の HAT 系統を American 
Type Culture Collection (ATCC) より取り寄せ、pCAMBIA1301に GUS遺伝子と入れ替える
形でクローニングし、pCAMBIA-TEVを作出した。この TEV配列中の P1と HC-Proの切断サ
イトに 12 塩基 (5´- CCCGGGAGATCT -3´) のマルチクローニングサイトを挿入した。ここに
GFP遺伝子の cDNA配列を挿入し、pTEV-GFPを作出した。 
 
・p35S-RTM1 
	 Col-0 より抽出した RNA に対し、RTM1-F と RTM1-R プライマーを用いた RT-PCR により
RTM1の cDNA断片を得た。これを 3.2.2に記した方法により pEarleyGate100にクローニング
した。これを p35S-RTM1とした。 
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3.3 結果 
3.3.1 抵抗性エコタイプのスクリーニング 
	 植物ウイルスへの抵抗性遺伝子を同定するために、PlAMV に対して抵抗性を示すシロイヌナ
ズナエコタイプのスクリーニングを行った。感受性エコタイプと抵抗性エコタイプを簡便に識別

するために、PlAMV-GFPをアグロインフィルトレーションにより接種し、接種 20日後にウイ
ルス感染の有無を UV照射下での GFP蛍光を目視により判定した（図 3.2）。1次スクリーニン
グには 45のエコタイプを供試し、抵抗性エコタイプの候補を 2次スクリーニングに供試した。
その結果、Bayreuth-0 (Bay-0)、Drahonin-2 (Dra-2)、Eilenburg-0 (Eil-0)、Gabelstein-0 (Ga-0)、
Isenburg-1 (Is-1) の 5つのエコタイプで GFP蛍光が上位葉で観察されなかった (図 3.3A)。一
方で、Columbia-0 (Col-0) や Landsberg erecta (Ler) を含むその他のエコタイプでは植物体全
身で GFP蛍光が観察されたため、感受性エコタイプと判断した。GFP蛍光での判別結果を検証
するために、ウイルス特異的プライマーを用いた RT-PCR を行った。PlAMV-GFP を接種した
上記 5つのエコタイプおよび Col-0の接種葉または上位葉より RNAを抽出し、RT-PCRにより
PlAMVを検出した。その結果、全てのエコタイプで接種葉では PlAMVが検出されたが、Col-0
以外の 5 つのエコタイプでは上位葉からは PlAMV は検出されなかった (図 3.3B)。以上より、
Bay-0、Dra-2、Eili-0、Ga-0、Is-1を PlAMVに対する抵抗性エコタイプとして選抜した。 
 

	 次に、これらのエコタイプが示す抵抗性の特徴を解析した。抵抗性を詳細に解析するために

PlAMV-GFPをアグロインフィルトレーション法ではなく機械的に接種した。上記で観察された
5つの抵抗性エコタイプの抵抗性の表現型は似ていたので、ここでは Bay-0の表現型を詳細に解
析することにした。まず、接種葉または上位葉でのウイルス蓄積量を Col-0と Bay-0とで比較す
るために、PlAMV特異的なプローブを用いてノーザンブロット解析を行った。上位葉では Col-0
でのみ PlAMVの蓄積が検出され Bay-0では検出されなかった (図 3.4A)。これは 1次スクリー
ニングの結果と一致していた (図 3.3)。接種葉での PlAMV蓄積量は Col-0と比べて Bay-0で著
しく低下していた (図 3.4A)。UV照射下による GFP蛍光を観察した結果においても接種葉にお
ける GFP蛍光斑は Col-0と比べ Bay-0で小さくなり、数も少なかった (図 3.4BC)。接種葉にお
ける PlAMV-GFPの広がりも Col-0に比べて Bay-0で遅かった。Bay-0の接種葉における 1つ
の蛍光斑に含まれる細胞数は、接種 2日後および 3日後で Col-0より少なかった (表 3.2)。接種
3日後から 5日後において同じ蛍光斑を観察したところ、蛍光の広がりは Col-0に比べ Bay-0で
遅かった (図 3.5)。以上の結果より抵抗性エコタイプ Bay-0においては、接種葉における PlAMV
の蓄積が抑制されていることが示された。



 

 78 

 

Col$0&

Ga$0& Is$1&Eil$0&

Dra$2&Bay$0&

A"

B"
Co
l$0
&

Ga
$0&

Is$
1&

Eil
$0&

Dr
a$2

&

Ba
y$0

&

���&

���&  

 
図 3.3 抵抗性シロイヌナズナエコタイプのスクリーニング結果 
(A) PlAMV-GFP が全身感染できない抵抗性エコタイプ。エコタイプ Col-0、Bay-0、Dra-2、
Eil-0、Ga-0、Is-1にPlAMV-GFPをアグロインフィルトレーション法により接種し、GFP蛍光
を接種 20日後に UV照射下で観察した。Col-0では PlAMV-GFPの蛍光が全身で観察された一
方で、Bay-0、Dra-2、Eil-0、Ga-0、Is-1では接種葉でのみ蛍光が観察された。 
(B) (A) の 5 つのエコタイプの接種葉および上位葉からの PlAMV-GFP RNA の検出。

PlAMV-GFPの RNAを CP特異的プライマーにより増幅した。 
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図 3.4 Bay-0のウイルス抵抗性 
(A) Col-0および Bay-0における接種葉および上位葉でのウイルス蓄積。ウイルス抵抗性を評価
するため、PlAMV-GFP 感染植物の粗汁液を Col-0 および Bay-0 に機械的に接種した。接種 4
日後接種葉および接種 20 日後の上位葉より抽出した全 RNA に対し CP 特異的プローブを用い
たノーザンブロット解析により PlAMV-GFP のプラス鎖を検出した。rRNA をエチジウムブロ
マイド染色し、ローディングコントロールとした。 
(B) Col-0および Bay-0の接種葉における PlAMV-GFPによる蛍光斑。(A)で PlAMV-GFPを接
種した Col-0および Bay-0の接種葉を接種 3日後に UV照射下で観察した。 
(C) 両エコタイプの PlAMV 接種葉における蛍光斑の数。(B)における蛍光斑の数を両エコタイ
プともそれぞれ 4枚の接種葉について接種 3日後、4日後に計測した。グラフは 4枚の蛍光斑数
の平均値を示した。エラーバーは標準偏差を示す。 
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表 3.2 Col-0と Bay-0の接種葉における PlAMV-GFP蛍光斑のサイズ比較 
接 種 後

日数 

(DAI) 

エコタイプ 
合計 a 

(n) 

	 1細胞 b 

	 (n [%]) 

	 2細胞  

	 (n [%]) 

	 3細胞  

	 (n [%]) 

	 ≥ 4細胞 

	 (n [%]) 

	 2 
	 Col-0 55   12 (22)    5 (9)    6 (11)    32 (58) 

	 Bay-0 6    2 (33)    1 (17)    1 (17)     2 (33) 

	 3 
	 Col-0 33    3 (9)    1 (3)    0 (0)    29 (88) 

	 Bay-0 11    4 (36)    1 (9)    0 (0)     6 (55) 

PlAMV-GFP感染植物の粗汁液をCol-0およびBay-0に機械的に接種し、接種葉におけるウイル
ス蛍光斑を蛍光実体顕微鏡下で観察した。 
a 蛍光斑の数の合計 
b 蛍光斑の数とそれぞれの割合 
 

5 DAI 4 DAI 3 DAI 5 DAI 4 DAI 3 DAI 

Col-0 Bay-0 

 
図 3.5 Col-0および Bay-0の接種葉での PlAMV-GFP感染広がりの比較 
PlAMV-GFP感染植物の粗汁液をCol-0およびBay-0に接種した。接種葉を切り取り密閉した湿
室に静置した。3、4、5日後に蛍光実体顕微鏡で接種葉の同じ組織を観察した。4回の反復を行
った。スケールバーは 0.5 mm。 



 

 81 

3.3.2 抵抗性遺伝子のマップベースクローニング 
	 ウイルス抵抗性の遺伝学的基盤を明らかにするために、Col-0と Bay-0を交配しその子孫世代
を用いて表現型の分離比分析を行った。F1世代に PlAMV-GFPを接種し UV照射下で観察した
ところ、PlAMV-GFP が全身感染する個体は無く、F1 世代の個体全てが PlAMV 抵抗性であっ
た (表 3.3)。このことは Bay-0 の PlAMV 抵抗性という表現型が優性であることを示していた。
F1世代を自殖させたF2世代 100個体にPlAMV-GFPを接種したところ、29個体でPlAMV-GFP
が全身感染し、71個体で全身感染しなかった (表 3.3)。この抵抗性個体と感受性個体の個体数の

比 71:29は χ2検定により 3:1に分離していることが確かめられた (χ2 = 0.85; p> 0.2)。よって
Bay-0 の PlAMV 抵抗性は単一優性遺伝子座によるものであることが示された。Dra-2、Eil-0、
Ga-0、Is-1それぞれと Col-0の交配による分離比分析も同様の結果が得られた (表 3.4)。 
 
	 染色体上の抵抗性遺伝子領域を絞り込むためにマップベースクローニングを行った。PlAMV
抵抗性は優性抵抗性であるため、Col-0と Bay-0の交配による F2世代を用いた。まず 23の SSLP
マーカーを用いて連鎖解析を行い、抵抗性遺伝子座が 1番染色体上の SSLPマーカーnga280と
も強く連鎖し、抵抗性遺伝子座のセントロメア側の SSLPマーカーciw1とテロメア側の SSLP

マーカーnF5I14 と同時連鎖することが明らかとなった (図 3.6A)。Dra-2、Eil-0、Ga-0、Is-1
それぞれと Col-0の交配による F2を用いた連鎖解析でもそれぞれのエコタイプの抵抗性遺伝子
座は同様に SSLP マーカーnga280 と も強く連鎖した (表 3.5)。Bay-0 の抵抗性遺伝子座を同
定するために、さらに SNPマーカーを用いた連鎖解析を行った。SSLPマーカーciw1と nF5I14
の間に設計した 6つの SNPマーカー (表 3.1) を用いて F2世代のゲノムの当該領域を増幅し、
配列を Col-0型か Bay-0型か調べた。その結果、SNPマーカーSNP21.4と SNP21.6の間の 130 
kbに抵抗性遺伝子座を絞り込んだ (図 3.6A)。 
 
	 抵抗性遺伝子を同定するために TAIRのデータベースを参照し、この 130 kb内にある遺伝子
のアノテーションを調べた。NLR 型の遺伝子はこの領域には存在しなかったが、ジャカリンレ
クチンをコードする遺伝子座 At1g58160 を見出した。この遺伝子はポティウイルスに対する抵
抗性遺伝子 RTM1と類似していた (Chisholm et al., 2000)。Bay-0および Col-0の本遺伝子座
のゲノム DNA および cDNA の配列を解析したところ塩基の多型が存在した。Bay-0 の cDNA
配列においては At1g58160タンパク質 157 aaの完全な ORFがコードされていた。一方、Col-0
の配列においてはTAIRのデータベース上の情報と異なり、第 1エキソンに終止コドンが存在し、
At1g58160タンパク質の N末端 36 aaのみ翻訳されるような配列であった(図 3.6B、3.7AB)。 
Bay-0以外の抵抗性エコタイプ (Dra-2, Eil-0, Ga-0, and Is-1) の At1g58160の配列にも完全長
のタンパク質がコードされており、一方で感受性エコタイプ Ler では Col-0 と同様に N 末端の
36 aa の断片が翻訳されるような配列となっていた (図 3.7B)。At1g58160はジャカリンレクチ
ンをコードしていたことと、以下に記述する抵抗性の相補試験の結果から本遺伝子を JAX1 
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(JACALIN-TYPE LECTIN REQUIRED FOR POTEXVIRUS RESISTANCE 1)と名付けた。 
 
	 JAX1 は、RTM1 や jacalin と類似した単一のジャカリンレクチンドメインを有している。ジ
ャカリン様タンパク質は 7 つの植物レクチンファミリーの１つである (Van Damme et al., 
1998)。jacalin のインタクトな ORF は 217 aa のポリペプチドをコードしているが、成熟型の
jacalin は 4 つのサブユニットから構成され、各サブユニットは翻訳後プロセシングにより生じ
た 133 aaの α鎖と 20 aaの β鎖からなる。JAX1、RTM1および jacalinのアミノ酸配列を比較
したところ α鎖は JAX1と RTM1で保存されている一方で、β鎖は欠いていた (図 3.6C)。シロ
イヌナズナのゲノム上には 48のジャカリンレクチン遺伝子が存在し、これらはそれぞれ 1つか
ら 6つの jacalin α鎖を有している (Nagano et al., 2008)。これらの中で単一の jacalin α鎖のみ
を有しているのは JAX1と RTM1を含めて 9つのみである。JAX1のアミノ酸配列は RTM1と
37%、jacalinと 29%の配列類似度を示した。 
 
	 Bay-0の PlAMV抵抗性が JAX1によって与えられるものであるかを調べるために、Bay-0の
ゲノム DNA断片を Col-0に形質転換することで相補試験を行った。JAX1の ORFと推定プロモ
ーター領域を含む約 3.5 kb の DNA 断片を Bay-0 よりクローニングしたコンストラクト
pJAX1-JAX1を作出した。この pJAX1-JAX1を Agrobacteriumにより Col-0に形質転換した。
得られた形質転換体（PJAX1-JAX1）にアグロインフィルトレーション法によって PlAMV-GFP
を接種したところ、ほとんどの形質転換体で全身感染しなかった (73個体中 61個体) (図 3.8A)。
PlAMV 特異的プライマーを用いたリアルタイム RT-PCR 解析により接種葉および上位葉での
PlAMV-GFPの蓄積量を形質転換体と非形質転換体とで比較した。その結果、接種葉での蓄積量
は PJAX1-JAX1と非形質転換体とで差は無かったが、上位葉においては PJAX1-JAX1で顕著に
蓄積量が抑えられていた (図 3.8B)。この抵抗性の表現型はBay-0のものに似ていた (図 3.3)。 さ
らに、JAX1遺伝子産物を過剰発現させるため、JAX1の cDNA断片を CaMVの 35Sプロモー
ターと融合させたコンストラクト p35S-JAX1 を作出し、Col-0 に形質転換した。得られた形質
転換体（P35S-JAX1）に PlAMV-GFP を接種したところ、全ての形質転換体で全身感染しなか
った (10個体中 10個体) (図 3.8A)。リアルタイム RT-PCRの結果、P35S-JAX1では上位葉の
みならず、接種葉においても PlAMVの RNAは検出されなかった (図 3.8B)。以上の結果より、
JAX1は Bay-0における PlAMV抵抗性を司る遺伝子であることが示された。 
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表 3.3 Bay-0の抵抗性表現型の遺伝解析およびシグナル経路変異体の PlAMVに対する反応 

植物 抵抗性 感受性 

Col-0  0  21 
Bay-0  21  0 
F1 (Col-0 X Bay-0)  10  0 
F2  71a  29a 
eds5-1 / JAX1 b  10  0 
jar1-1 / JAX1 b  10  0 
ein2-1 / JAX1 b  10  0 
表に示した植物に PlAMV-GFP を接種した。ウイルス感染に対する反応を接種 20 日後に GFP
蛍光が全身に広がったか (感受性)、全身に広がらなかったか (抵抗性) で評価した。 
a χ2 (3:1) = 0.85; P > 0.2 
b eds5-1、 jar1-1および ein2-1の遺伝的バックグランドは Col-0。 
 

表 3.4 Dra-2、Eil-0、Ga-0および Is-1における抵抗性の遺伝的解析 
植物 抵抗性 感受性 

Dra-2  7  0 
Eil-0  7  0 
Ga-0  7  0 
Is-1  7  0 
F1 (Col-0 X Dra-2)  4  0 
F2 (Col-0 X Dra-2)  87 a  28 a 
F1 (Col-0 X Eil-0)  NT b  NT  
F2 (Col-0 X Eil-0)  90 c  19 c 
F1 (Col-0 X Ga-0)  5  0 
F2 (Col-0 X Ga-0)  89 d  22 d 
F1 (Col-0 X Is-1)  5  0 
F2 (Col-0 X Is-1)  103 e  21 e 
上記の植物に PlAMV-GFPを接種した。接種 20日後に PlAMV-GFPの GFP蛍光の広がりを観
察し、全身に広がっているものを感受性、全身に広がらなかったものを抵抗性とした。 
a χ2 (3:1) = 0.026; P > 3 
b NT ; not tested 
c χ2 (3:1) = 3.33; 0.02>P > 0.01 
d χ2 (3:1) = 1.59; P > 0.05 
e χ2 (3:1) = 4.30; 0.01>P > 0.005 
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図 3.6 JAX1遺伝子のクローニング 
(A) 連鎖解析による抵抗性遺伝子座の同定。上段の図で 1番染色体上の SSLPマーカーの位置と
遺伝的距離を cM で示した。下段には抵抗性遺伝子座の候補領域を絞り込むために設計した

SNPマーカーを示した。括弧内には 1500の F2個体のうちマーカーの位置で組換えが起きた個
体数を示した。抵抗性遺伝子座は SNP21.4と SNP21.6の間の約 130 kbの領域にマッピングさ
れた。 
(B) JAX1の cDNA遺伝子構造の模式図。開始コドン (83塩基)、5´-イントロンスプライシング
サイト (313 nt)、終止コドン (873 nt)、3´末端 (959 nt) の位置を示した。模式図の下に配列解
析で見出された Col-0と Bay-0の塩基多型を示した。 
(C) Bay-0 JAX1の推定アミノ酸配列、jacalin、RTM1アミノ酸配列のアライメント。灰色およ
び黒でそれぞれ保存された残基および同一の残基を示した。両矢印で jacalinの α 鎖と β鎖の位
置を示した。 
 
 
表 3.5 1番染色体上の SSLPマーカーを用いた Dra-2、Eil-0、Ga-0および Is-1の連鎖解析 

抵抗性エコタイプ nga63 ciw1 nga280 nga111 

Dra-2 17/40 4/40 0/42 NT a 

Eil-0 15/38 NT 0/36 8/36 

Ga-0 NT NT 0/38 NT 

Is-1 NT 2/28 0/36 NT 

抵抗性エコタイプを Col-0と交配した F1植物を自家交配して F2個体を得た。 
PlAMV-GFP感受性 F2個体を 1番染色体上の SSLPマーカーを用いて解析した。各マーカーで
の組換え個体の数を示した。 
a NT ; not tested 
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図 3.7 At1g58160 cDNA配列の解析 
(A) Col-0および Bay-0の At1g58160塩基配列のアライメント。At1g58160の cDNAを Col-0
およびBay-0から抽出した全RNAから増幅した後、配列を決定しアライメントを作成した。赤
枠は Col-0の At1g58160 cDNA中に見出された終止コドンの位置を示す。 
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(B) At1g58160にコードされるタンパク質のアミノ酸配列アライメント。Bay-0、Ga-0、Dra-2、
Eil-0、Is-1、Col-0 および Ler が有する At1g58160 cDNA の推定アミノ酸配列のアライメント
を作成した。PlAMV抵抗性エコタイプ (Bay-0、Ga-0、Dra-2、Eil-0、Is-1)は 157 aaのタンパ
ク質をコードしているのに対し、感受性エコタイプ (Col-0、Ler)は N末端の 36 aa断片をコー
ドしていた。 
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図 3.8 JAX1遺伝子の相補解析 
(A) JAX1 形質転換 Col-0 における PlAMV-GFP の全身感染阻害。非形質転換 Col-0、
PJAX1-JAX1 および P35S-JAX1 形質転換 Col-0 にアグロインフィルトレーション法により
PlAMV-GFPを接種した。接種 20日後にUV照射下で観察した。GFP蛍光はウイルス感染を示
す。 
(B) JAX1形質転換植物における PlAMV-GFP RNAの定量解析。PlAMV-GFP接種植物 6個体
の接種 5日後の接種葉、接種 20日後の上位葉およびコントロールとしてバッファーのみを接種
した植物 (mock) 3 個体の接種 20 日後の上位葉から全 RNA を抽出した。非形質転換植物、
PJAX1-JAX1 および P35S-JAX1 形質転換植物のそれぞれの抽出 RNA に対し、リアルタイム
RT-PCR解析をした。内在性アクチンの mRNA蓄積量を内部標準として用いた。非形質転換植
物の接種葉における PlAMV-GFP RNA の蓄積量の平均値を基準 (1.0)とした相対蓄積量を示し
た。エラーバーは標準偏差を示す。 
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3.3.3 JAX1 の発現解析 
	 JAX1 が組織特異的な発現パターンを示すかを調べるために、Bay-0 の各組織から抽出した
RNA に対し、JAX1 特異的プローブを用いてノーザンブロット解析を行った。ロゼット葉と花
では同程度の JAX1転写産物が検出された (図 3.9A)。ステムにおいて JAX1 mRNAレベルが上
昇しており、根では検出限界以下であった。次に、組織内での詳細な発現パターンを調べるため

に、GUS 染色による組織化学解析を行った。GUS 遺伝子を JAX1 プロモーターもしくは 35S
プロモーターの制御下に置いたバイナリーベクターを Col-0 に形質転換した。GUS 染色の結果
P35S-GUS 発現植物では葉のほとんどの細胞が発色するのに対し、PJAX1-GUS 発現植物では
主に維管束で発色が検出された (図 3.9B)。さらに、PJAX1-GUS では子葉において維管束とそ
の周辺の細胞が、ステムにおいて維管束での発色が検出された。根においては維管束での発色に

加え、頂端分裂組織での強い発色が検出された (図 3.10)。 
 
	 次に JAX1の発現がウイルス接種により変動するかを調べた。PlAMV接種葉を接種時点から
経時的に採集し、それらから全 RNAを抽出し JAX1特異的プローブを用いたノーザンブロット
解析を行った。その結果、PlAMV接種葉でのJAX1 mRNAの蓄積量はウイルス非接種葉に比べ、
増大することも減少することも無かった (図 3.9C)。これらの結果から JAX1 の発現は PlAMV
の感染に反応しないことが示された。 
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図 3.9 JAX1の発現解析 
(A) JAX1 の組織特異的発現パターン。Bay-0 エコタイプの根、ロゼット葉、ステム、花より全
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RNA を抽出し、JAX1 cDNA をプローブとしてノーザンブロット解析を行い、JAX1 転写産物
の量を解析した。rRNA をエチジウムブロマイド染色し、ローディングコントロールとした。
植物 2 個体を各組織の解析に用いた。下段にロゼット葉における蓄積量の平均値を基準 (1.0) 
とした JAX1 mRNAの相対蓄積量を示した。 
(B) GUSを用いた JAX1発現パターンの組織化学解析。JAX1プロモーターもしくは 35Sプロモ
ーター融合 GUS遺伝子を Col-0に形質転換した (それぞれ PJAX1-GUS、P35S-GUS)。形質転
換植物に GUSの基質である X-glucを浸潤し、37ºCで 12時間静置し、GUS発現パターンを観
察した。非形質転換 Col-0をネガティブコントロールとして用いた。 
(C) ウイルス接種葉における JAX1 転写量。PlAMV 接種植物およびコントロールとしてバッフ
ァーのみを接種した植物 (mock) の接種 0日、2日、4日後の接種葉から抽出した全 RNA に対
し JAX1 cDNAをプローブとしてノーザンブロット解析を行った。rRNAをエチジウムブロマイ
ド染色し、ローディングコントロールとした。 
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図 3.10 PJAX1-GUS形質転換植物における GUS発現の詳細観察 
図 3.5で示された PJAX1-GUS形質転換Col-0の植物体全体 (A)、子葉 (B)、ステム (C)、根端
分裂組織 (D) の写真。 
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3.3.4 異なる科の植物 N. benthamiana においても JAX1 はウイルス感染を強く阻害する 
	 N. benthamianaは PlAMVの宿主植物の一つである。一般的な R遺伝子は単離された植物と
異なる科の植物では抵抗性を示さない (Narusaka et al., 2013)。そこで、シロイヌナズナの抵抗
性遺伝子である JAX1が異なる科の植物であるN. benthamianaにおいても PlAMVへの抵抗性
を付与するかを調べた。 
 
	 まず、35S プロモーターにより全身で恒常的に JAX1 を発現する形質転換 N. benthamiana  
(P35S-FLAG-JAX1) を作出した。ここでは JAX1タンパク質に FLAGペプチドタグを付加した
コンストラクトを用いた。得られた形質転換体 2ライン (line 3、line 11) について PCRおよび
抗 FLAG 抗体を用いたウェスタンブロット解析により JAX1 がゲノムに挿入され発現している
ことを確かめた (図 3.11BC)。次に、形質転換体の抵抗性を調べた。コントロールとして非形質
転換 N. benthamianaに PlAMV-GFPを接種したところ、接種 20日後に接種葉および上位葉で
GFP 蛍光が観察され、PlAMV-GFP の全身感染が確かめられた (図 3.11A)。これに対し、
P35S-FLAG-JAX1では PlAMV-GFPを接種し 20日後に観察したところ、line 3、line 11とも
に接種葉においても上位葉においても蛍光は観察されなかった。このことは JAX1 によって
PlAMV-GFPの感染が阻害されたことを示していた。以上より、JAX1は異なる科の植物である
N. benthamianaに対しても PAMVに対する強い抵抗性を付与することが示された。 
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図 3.11 JAX1形質転換 N. benthamiana 
(A) JAX1形質転換 N. benthamianaにおける PlAMV-GFPの感染阻害。非形質転換植物および
35S-JAX1形質転換植物の 2ラインに PlAMV-GFPを接種した。 
接種 20日後に UV照射下で観察した。GFP蛍光はウイルス感染を示す。 
(B) 形質転換植物での JAX1 遺伝子の確認。非形質転換植物および P35S-FLAG-JAX1形質転換
植物の 2ライン (ライン 3、ライン 11) から抽出した全 DNAに対し JAX1特異的プライマーを
用いて PCRし、JAX1を増幅した。 
(C) 形質転換植物での JAX1の発現。非形質転換植物および P35S-FLAG-JAX1形質転換植物の
2ラインから抽出した全タンパク質に対し抗 FLAG抗体を用いてウェタンブロット解析した。 
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3.3.5 JAX1 はウイルス蓄積を細胞レベルで阻害する 
	 P35S-JAX1 形質転換シロイヌナズナおよび N. benthamiana において、JAX1 を高発現させ
た場合に、接種葉においてもウイルス感染が強く阻害されることが示された (図 3.8AB、3.11)。
そこで、JAX1は PlAMV感染を早い段階で阻害するかを調べた。まず、JAX1を N. benthamiana
の葉でアグロインフィルトレーション法を用いて一過的に発現することで、接種葉における

PlAMV 感染への影響を調べた。コントロールとして PlAMV-GFP と pEarleyGate100 (vector 
control) をアグロインフィルトレーション法により共発現した場合、接種 5日後に接種葉でGFP
蛍光が観察され PlAMVが蓄積していることが示された (図 3.12A)。これに対し、PlAMV-GFP
と p35S-JAX1 を共発現した葉では GFP 蛍光は全く観察されなかった。ノーザンブロット解析
によってウイルス RNA の蓄積を検出したところ、vector control を共発現した葉ではウイルス
RNAの蓄積が検出されたのに対し、p35S-JAX1を共発現した葉では検出されなかった(図3.12B)。
JAX1 の発現はウェスタンブロット解析によって検出された (図 3.12C)。以上の結果から
PlAMV-GFP の蓄積は JAX1 によって接種葉で強く阻害されることが示された。さらに JAX1
のネイティブプロモーターにより JAX1 を一過的に発現したときにも接種葉でのウイルス蓄積
はやや抑えられた (図 3.13)。以上の結果と、Bay-0において PlAMV-GFPを機械的に接種した
際、ウイルス感染が接種葉で阻害されていたことから (図 3.4B)、JAX1は PlAMV感染の初期段
階を阻害していると考えられた。 
 
	 次に単一細胞におけるウイルス蓄積に対する JAX1の影響を調べるために、JAX1を導入した
シロイヌナズナのプロトプラストにおける PlAMVの蓄積を調べた。シロイヌナズナ (Col-0) の
培養細胞からプロトプラストを調整し、PlAMV-GFP プラスミドと共に、vector control 
(pEarleyGate100)、pJAX1-JAX1、あるいは p35S-JAX1プラスミドを遺伝子導入した。導入 2
日後、vector controlと共に PlAMV-GFPを導入したプロトプラストではGFP蛍光が観察され、
pJAX1-JAX1 を導入したプロトプラストでは vector control の区よりも弱い蛍光が観察された 
(図 3.14A)。さらに p35S-JAX1 を導入したプロトプラストでは顕著に蛍光が弱まっていた。リ
アルタイム RT-PCR 解析により PlAMV-GFP の RNA 蓄積への JAX1影響を解析したところ、
vector controlを導入した区に比べ、pJAX1-JAX1導入区では 45 ~ 65%、p35S-JAX1導入区で
は 10%に PlAMV-RNA の蓄積量が抑えられていた (図 3.14B)。さらに、JAX1 によるウイルス
蓄積阻害を RNAサイレンシングによる蓄積阻害と比べた。PlAMV-GFPへのサイレンシングを
誘導するために、35Sプロモーター下に GFPの逆方向反復配列を備え、GFPの二本鎖 RNAを
発現する pIR-GFPベクターを用いた。この二本鎖 RNAによって RNAサイレンシングが誘導さ
れ、GFP配列を含む RNAが分解される (Senshu et al., 2009)。プロトプラストに PlAMV-GFP
と pIR-GFPを導入し、JAX1を導入した場合とウイルス蓄積阻害の程度を比べた (図 3.14AB)。
その結果、p35S-JAX1 導入区の方が pIR-GFP 導入区よりもウイルス蓄積量が減少していた。
JAX1 も IR-GFP も同じ 35S プロモーターで転写されていることを考慮すると、このことは
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JAX1 によるウイルス蓄積阻害効果の方が二本鎖 RNA による阻害効果よりも強いことを示
すと考えられた。以上の結果より、JAX1は細胞レベルでウイルス蓄積を強く阻害すること
が示された。 
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図 3.12 N. benthamiana接種葉での JAX1によるウイルス感染阻害	  
(A) JAX1を発現した N. benthamianaの葉における PlAMV-GFPの蛍光。アグロインフィルト
レーション法により PlAMV-GFP と共に vector control もしくは JAX1 を共発現した。vector 
controlは pEarleyGate100を用いた。接種 5日後に UV照射下でウイルス蓄積を示す GFP蛍光
を観察した。 
(B) インフィルトレーション葉における PlAMV-GFP RNAの蓄積。(B) のインフィルトレーシ
ョン葉より抽出した全 RNAに対し PlAMV CPの cDNAをプローブとしてノーザンブロット解
析を行い、ウイルス RNAのプラス鎖を検出した。rRNAをエチジウムブロマイド染色し、ロー
ディングコントロールとした。 
(C) インフィルトレーション葉における JAX1の蓄積。(B) のインフィルトレーション葉より抽
出した全タンパク質に対し抗 FLAG 抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った。全タンパ
ク質を CBB染色し、ローディングコントロールとした。 
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図 3.13 N. benthamianaの葉で JAX1ネイティブプロモーターにより JAX1を発現したときの
ウイルス蓄積阻害 
N. benthamianaの葉にアグロインフィルトレーションにより PlAMV-GFPと vector control、
PJAX1-JAX1 もしくは P35S-JAX1 を共発現した。pJAX1-JAX1 に対する vector control は
pCAMBIA1301を、p35S-JAX1に対する vector controlは pEarleyGate100を用いた。接種 5
日後にウイルス蓄積を示す GFP蛍光を UV照射下で観察した。 
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図 3.14 プロトプラストにおける JAX1抵抗性によるウイルス蓄積阻害 
(A) JAX1 発現プロトプラストにおける PlAMV-GFP 蛍光強度の低下。PlAMV-GFP と vector 
control、pJAX1-JAX1、p35S-JAX1もしくは pIR-GFPを含む混合 DNAを、Col-0の懸濁培養
細胞から調整したプロトプラストに導入した。vector control は pEarleyGate100 を用いた。
pJAX1-JAX1および p35S-JAX1はそれぞれ JAX1のネイティブプロモーターおよび 35Sプロモ
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ーターの制御下で JAX1 を発現する。pIR-GFP は GFP の逆方向反復配列を発現し、GFP の
RNAサイレンシングを誘導する。接種 2日後に蛍光実体顕微鏡でウイルス蓄積を示すGFP蛍光
を観察した。スケールバーは 100 µmを示す。 
(B) ウイルス RNAのリアルタイム RT-PCR解析。接種 2日もしくは 3日後のプロトプラストよ
り全 RNA を抽出し、CP 特異的プライマーを用いたリアルタイム RT-PCR を行った。PlAMV 
RNA蓄積量は各サンプルのアクチン mRNAの蓄積量で標準化した。vector control発現プロト
プラストにおけるPlAMV-GFPのRNA蓄積量の平均値を基準 (1.0) に相対蓄積量を示した。エ
ラーバーは標準偏差を示す。 
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3.3.6 JAX1 抵抗性は他のウイルス抵抗性と機構が異なる 
	 JAX1 抵抗性の機構を調べるために、JAX1 抵抗性を他のウイルス抵抗性反応と比較した。ま
ず、NLR型の抵抗性遺伝子による抵抗性反応と比較するために、細胞死などの NLR抵抗性反応
の特徴が JAX1 抵抗性にも観察されるかを調べた。NLR による抵抗性のポジティブコントロー
ルとして、cucumber mosaic virus の yello strain (CMV[Y]) に対する抵抗性遺伝子 RCY1によ
る抵抗性を用いた (Takahashi et al., 2004)。RCY1はシロイヌナズナのエコタイプ C24が有す
る CMV (Y) に対する抵抗性遺伝子で、NLR 型のタンパク質をコードしている。細胞死を検出
するために、CMV (Y) を C24に接種し、4日後に接種葉をトリパンブルー染色した。その結果、
CMV (Y) 接種葉は顕著に青色を呈した。しかしながら、PlAMV-GFPを接種した Col-0および
Bay-0 の接種葉ではトリパンブルーによる染色は観察されなかった (図 3.15A)。このことは、
JAX1 抵抗性は細胞死を伴わないことを示していた。次に、NLR 抵抗性反応に特徴的な過酸化
水素 (H2O2) の蓄積を検出する DAB染色を行った。C24の CMV (Y) 接種葉では顕著に褐色を
呈したが、Col-0 および Bay-0 の PlAMV-GFP 接種葉では全く染色されなかった (図 3.15B)。
このことは JAX 抵抗性では H2O2が蓄積しないことを示していた。次に、抵抗性関連遺伝子で

ある PR-1の発現パターンを解析した。PR-1はシロイヌナズナにおける NLRによる抵抗性反応
の代表的なマーカー遺伝子である (Kachroo et al., 2000)。PR-1特異的プローブを用いてノーザ
ンブロット解析を行ったところ、C24の CMV (Y) 接種葉では PR-1の転写産物が蓄積していた
が、Col-0 および Bay-0 の PlAMV-GFP 接種葉においては蓄積していなかった (図 3.15C)。こ
のことは JAX1 抵抗性では PR-1 が誘導されないことを示していた。以上の結果より、NLR 抵
抗性で誘導される反応は JAX1抵抗性では起こらないことが示唆された。 
 
	 植物ホルモンは植物の発生過程を司るシグナル分子であるが、そのうちのいくつか、特にサリ

チル酸、ジャスモン酸、エチレンは植物免疫においても重要な役割を果たしている (Bari and 
Jones, 2009)。JAX1抵抗性においてもこれらの植物ホルモンを介したシグナル経路が働いてい
るかを調べるために、SA欠損変異体 (eds5-1)、ET非感受性変異体 (ein2-1)、JA非感受性変異
体 (jar1-1)、と Bay-0を交配し、PlAMV-GFPを接種した。その結果、JAX1を有するこれらの
変異体 (eds5-1/JAX1, ein2-1/ JAX1, and jar1-1/JAX1) のいずれも PlAMV-GFPは全身感
染しなかったことから (表 3.3)、JAX1 抵抗性はこれらの変異の影響を受けないことが示さ
れた。よって JAX1抵抗性はサリチル酸、エチレン、ジャスモン酸を介したシグナル経路非
依存的な抵抗性機構を持つことが示唆された。 
 
	 RNAサイレンシングも重要な植物のウイルス抵抗性である。RNAサイレンシングによる
ウイルス抵抗性機構ではウイルス RNAを認識してこれを分解する。RNAサイレンシングは
HR 非依存的であり、細胞レベルのウイルス蓄積を強く阻害する。そこで、JAX1 抵抗性機
構と RNA サイレンシング機構の関係を調べた。もし JAX1 抵抗性が RNA サイレンシング
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機構の一部であれば、JAX1 抵抗性は RNA サイレンシングサプレッサーによって抑制され
る。PlAMV-GFPを IR-GFPと共に N. benthamianaの葉にアグロインフィルトレーション
法により共発現した場合、GFP 蓄積は観察されなかった (図 3.16)。ここに、さらに TBSV
のサイレンシングサプレッサーである p19を共発現した場合は GFP蛍光が観察されること
から、サイレンシングによるウイルス蓄積阻害が p19 により妨げられることを示している。
同様に PlAMV-GFPと JAX1、さらに p19を共発現した場合は、p19を発現しなかった場合
と同様に GFP蛍光が観察されなかった。以上の結果より、JAX1抵抗性は siRNAにより引
き起こされる RNAサイレンシング機構非依存的な機構を持つことが示唆された。 
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図 3.15 JAX1抵抗性は NLR抵抗性と特徴が異なる 
(A) トリパンブルー染色による死細胞の検出。Col-0、Bay-0 の PlAMV 接種葉およびコントロ
ールとしてバッファーのみ接種した植物 (mock) を接種 4 日後にトリパンブルー染色し、死細
胞を観察した。ポジティブコントロールとしてシロイヌナズナのエコタイプ C24 に CMV を接
種し、トリパンブルー染色した。C24は CMVに対する NLR型の R遺伝子、RCY1を有する。 
(B) DAB (3,3´-diaminobenzidine) 染色によるH2O2の検出。(A)の 4日後の接種葉に DAB溶液
を浸潤した。ポジティブコントロールの CMV 接種 C24 の葉が褐色を呈し始めた時点で染色反
応を止めた。 
(C) PR-1遺伝子のノーザンブロット解析。Col-0、Bay-0の mockおよび PlAMV接種植物から
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接種 4日後に全 RNAを抽出した。PR-1特異的 cDNAプローブを用いたノーザンブロット解析
により PR-1の転写産物を検出した。rRNAをエチジウムブロマイド染色し、ローディングコン
トロールとした。 
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IR-GFP 
vector�

PlAMV-GFP 
JAX1 
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IR-GFP 
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PlAMV-GFP 
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図 3.16 JAX1抵抗性は RNAサイレンシングサプレッサーによって影響を受けない 
N. benthamianaの葉にアグロインフィルトレーションによりPlAMV-GFPと図に示された各ベ
クターを共発現した。p19は TBSVが有する強力なサイレンシングサプレッサーである。接種 4
日後にウイルス蓄積を示す GFP蛍光を UV照射下で観察した。白い点線はインフィルトレーシ
ョンパッチ。 
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3.3.7 JAX1 はポテックスウイルスに対する広域な抵抗性を付与する 
	 JAX1により PlAMV 以外のウイルスに対する抵抗性が付与されるかを調べた。表 3.6に挙げ
た様々なウイルス属のウイルスを図 3.11Aで示した P35S-JAX1形質転換N. benthamianaに接
種し、全身感染するかを調べた。ポテックスウイルスである PVX、WClMV、AV3 を接種した
ところ、接種 20日後において病徴は観察されず、 接種葉および上位葉からもウイルス RNAは
検出されなかった (表 3.6)。ポテックスウイルス以外の属のウイルス (TMV, CMV, TRV, 
TuMV, TEV, PVY, and RaMV) を接種したところ、接種 20日後において各々のウイルスに
特徴的な病徴を呈しており、接種葉および上位葉からウイルス RNAの蓄積が検出された。
以上の結果より、P35S-JAX1形質転換 N. benthamianaは接種した全てのポテックスウイルス
に対して抵抗性であるが、他属のウイルスには感受性であることが示され、JAX1は広くポテッ
クスウイルス属のウイルスに対する抵抗性を付与することが示唆された。 
 
	 PVXに対する Rx抵抗性は PVXの CPにより誘導される動的抵抗性であるが、一度誘導され
ると PVXとは関係のない CMVに対しても効果がある (Kohm et al., 1993)。JAX1抵抗性がポ
テックスウイルスの接種により誘導された条件下で他属のウイルスに対して抵抗性を発揮する

かを調べるために、Bay-0 に RaMV と PlAMV を共接種し、RaMV 感染が阻害されるかを検証
した。接種 20日後、上位葉から PlAMVの RNAは検出されなかった一方で RaMVの RNAは
検出されたことから、RaMVが Bay-0に全身感染したことが示された (図 3.17A)。さらに JAX1
抵抗性が全身感染を妨げない程度に RaMV 感染に影響を与えていないか調べるために、接種葉
での RaMV RNAの蓄積量をリアルタイム RT-PCRで解析したところ、PlAMVとの共接種区と
単独接種区で差は認められなかった (図 3.17B)。以上の結果より、JAX1抵抗性はポテックスウ
イルスの感染条件下においても RaMV感染にほとんど影響を与えないことが示された。 
 
	 後に、JAX1抵抗性を RTM1抵抗性と比較した。JAX1は PlAMVの蓄積を細胞レベルで阻
害することが示された。RTM1抵抗性は TEVの長距離移行を妨げることが示されているのみで
その詳細な機構は不明である (Chisholm et al., 2001)。そこで、PlAMVに対する JAX1抵抗性
と TEVに対する RTM1抵抗性を比較した。PlAMV-GFPと JAX1を N. benthamianaの葉にア
グロインフィルトレーション法により一過的に共発現した場合、4 日後において GFP 蛍光は観
察されなかった (図 3.18A)。一方で、TEV-GFP を RTM1 と共発現した場合には 4 日後におい
て蛍光が観察された。リアルタイム RT-PCR 解析およびウェスタンブロット解析の結果と合わ
せて、RTM1 はこの系において TEV の感染を阻害し得ないことが示された (図 3.18B)。また、
PlAMV-GFP と RTM1 の共発現区では蛍光が観察され、TEV-GFP と JAX1 の共発現区でも蛍
光が観察されたことから、PlAMV は RTM1 の影響を受けず、TEV は JAX1 の影響を受けない
ことが示された。以上の結果より、JAX1抵抗性と RTM1抵抗性はウイルス感染阻害機構の作用
点が異なることが示唆された。 
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表 3.6 JAX1抵抗性は広域なポテックスウイルスに対して特異的な抵抗性を示す 

  非形質転換体  JAX1形質転換体 

ウイルス種 ウイルス属 接種葉 上位葉  接種葉 上位葉 

PVX Potexvirus + +  - - 

WClMV Potexvirus + +  - - 

AV3 Potexvirus + +  - - 

TMV Tobamovirus + +  + + 

CMV Cucumovirus + +  + + 

TRV Tobravirus + +  + + 

TuMV Potyvirus + +  + + 

TEV Potyvirus + +  + + 

PVY Potyvirus + +  + + 

RaMV Comovirus + +  + + 

いくつかの属の植物ウイルスを非形質転換 N. benthamianaあるいは JAX1形質転換 N. 
benthamianaに接種した。接種 20日後に、それぞれのウイルスに対する特異的プライマーを用
いて RT-PCRし、ウイルス蓄積の有無を判定した。+、ウイルス特異的増幅産物が検出された; -、
増幅が検出されなかった。 
PVX; potato virus X、WClMV; white clover mosaic virus、AV3; asparagus virus 3、TMV; 
tobacco mosaic virus、CMV; cucumber mosaic virus、TRV; tobacco rattle virus、TuMV; 
turnip mosaic virus、TEV; tobacco etch virus、PVY; potato virus Y、RaMV; radish mosaic 
virus  
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図 3.17 JAX1発現植物における PlAMVと RaMVの共接種実験 
(A) Bay-0における PlAMVとの共接種時の RaMV全身感染。アグロインフィルトレーション法
により PlAMVと RaMVを Col-0および Bay-0に共接種した。接種 20日後に上位葉から抽出し
た RNAに対し、PlAMVおよび RaMV特異的プライマーを用いて RT-PCRした。 
(B) Bay-0における PlAMVとの共接種時の RaMV蓄積。Bay-0に RaMVを単独接種もしくは
RaMVと PlAMVを共接種した。接種 2日もしくは 3日後に接種葉から抽出した全 RNAに対し
RaMV 特異的プライマーを用いてリアルタイム RT-PCR によりウイルス量を測定した。アクチ
ンmRNAの蓄積量を内部標準とした。接種 2日後にRaMV単独接種した接種葉におけるRaMV
蓄積量の平均を基準 (1.0) として、相対蓄積量を示した。エラーバーは標準偏差を示す。接種
2 日後においても 3 日後においても、RaMV 単独接種区と RaMV と PlAMV の共接種区におい
て RaMVの RNA蓄積量に有為差は無かった (P > 0.05)。 
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図 3.18 JAX1抵抗性と RTM1抵抗性の比較 
(A) TEV-GFP、PlAMV-GFP の RTM1 もしくは JAX1 共発現時の蛍光。TEV-GFP (左) 、
PlAMV-GFP (右) と vector control (上段)、RTM1 (中段) もしくは JAX1 (下段) を発現するバ
イナリベクターを N. benthamianaの葉にアグロインフィルトレーションした。接種 4日後 UV
照射下でウイルス蓄積を示す GFP蛍光を観察した。 
(B) インフィルトレーションパッチにおけるウイルス RNA の蓄積。(A)のインフィルトレーシ
ョンパッチから抽出した全RNAに対し、GFP特異的プライマーを用いてリアルタイムRT-PCR
解析を行った。ウイルス RNA の蓄積量は各サンプルの eEF1A mRNA 蓄積量で標準化した。
vector controlと共発現した区の TEV-GFPまたは PlAMV-GFPの RNA蓄積量を基準 (1.0) と
して相対蓄積量を示した。エラーバーは標準偏差を示す。 
(C) インフィルトレーションパッチにおける JAX1 および RTM1 の蓄積。(A)で TEV-GFP と
vector control、JAX1あるいは RTM1をアグロインフィルトレーションしたパッチより抽出し
た全タンパク質に対し、抗 FLAG 抗体を用いてウェスタンブロット解析した。同様の結果は

PlAMV-GFPと vector control、JAX1あるいは RTM1をインフィルトレーションしたパッチか
らも得られた。全タンパク質を CBB染色し、ローディングコントロールとした。 
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3.4 考察 
	 本研究では植物ウイルスに対する抵抗性を付与する新たなレクチン遺伝子を同定した。これま

で 10 種類以上の抗植物ウイルス優性抵抗性遺伝子が単離されているにもかかわらず、そのほと
んどは NLR型のタンパク質をコードする遺伝子である (Fraile and García-Arenal, 2010)。RTM1
はポティウイルスへの抵抗性を司る遺伝子で、初の植物ウイルス抵抗性レクチン遺伝子として単

離されたが (Chisholm et al., 2000)、それ以来 10年以上にわたって新たな植物ウイルス抵抗性
レクチン遺伝子は単離されず、植物免疫におけるレクチンの重要性は不明なままであった。本研

究ではポティウイルスとは全く異なるポテックスウイルスを標的とするレクチン抵抗性遺伝子

JAX1が同定された。また、JAX1は RTM1とは異なるウイルスの感染段階を阻害することも示
された。抵抗性の標的や、阻害する感染段階の異なるレクチン遺伝子が存在することが示された

ことで、植物ウイルスに対するレクチン抵抗性 (lectin-mediated resistance; LMR) の普遍性が
強く示唆される。 
 
3.4.1 植物ウイルスに対するレクチン抵抗性 
	 JAX1を有する抵抗性シロイヌナズナエコタイプにおいてウイルス蓄積が接種葉で抑制される
ことが示された。PlAMV-GFP を Bay-0 に機械的に接種すると、ウイルスの感染は少数の局所
的な感染斑内 (local infection foci) に抑えられ、ウイルス RNAの蓄積量は Col-0における蓄積
量と比べて著しく少なかった (図 3.4)。しかし、アグロインフィルトレーション法によって
PlAMV-GFP を Bay-0 もしくは PJAX1-JAX1 形質転換植物に接種すると、ウイルス蓄積量は
Col-0における蓄積量と差がなかった (図 3.3、3.8)。このような蓄積量の違いはアグロインフィ
ルトレーション法によるウイルス接種は接種圧が極めて高いということに起因していると考え

られる (Bendahmane et al., 2000)。すなわち、Bay-0および PJAX1-JAX1形質転換植物の接
種葉における JAX1 抵抗性が一部、高い接種圧によって打破されている可能性がある。ポテッ
クスウイルスは接触伝搬されることから、機械的接種によって観察された Bay-0 での抵抗性の
表現型が JAX1の本来の機能を反映したものであると考えられる。 
 
	 本研究では、JAX1 抵抗性と RTM1 抵抗性でウイルス感染阻害の作用が異なることも示した。
PlAMV-GFP を機械的に接種した際、Bay-0 の接種葉における蛍光斑の数と大きさは感受性エ
コタイプにおけるものよりも少なく小さかった (図 3.4)。これに対し、GUS発現 TEVをRTM1
を有するエコタイプ Col-0 に機械的に接種した際の感染斑の数と大きさは、感受性エコタイプ
C24に接種した際と比べて差がなかった (Mahajan et al., 1998)。さらに、アグロインフィルト
レーション法によるN. benthamiana葉上での一過的発現系においても、JAX1は PlAMV-GFP
の蓄積を接種葉で阻害する一方、RTM1 は TEV-GFP の蓄積に影響を与えなかった (図 3.18)。
また、プロトプラストを用いた実験により JAX1 は細胞レベルのウイルス蓄積を阻害すること
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が示され (図 3.14)、RTM1は長距離移行を阻害することから (Chisholm et al., 2001)、JAX1
抵抗性と RTM1抵抗性は異なるウイルス感染段階を阻害していると考えられる。 
 
	 また、JAX1 の植物体内における発現パターンを解析した。JAX1 プロモーターによる GUS
の発現は主に維管束細胞で観察されたが、葉肉細胞においても一定のレベルで発現していた 
(図 3.9BC)。JAX1 プロモーターによる GUS の発現は根の維管束細胞および根端分裂細胞にお
いても観察された (図 3.10)。しかし、JAX1 転写産物の蓄積は Bay-0 の根においては検出され
なかった (図 3.9A)。この結果の相違は、Bay-0 において根特異的な JAX1 発現制御が他にも存
在し、根における JAX1発現を抑制していることに起因する可能性がある。 
 
	 JAX1抵抗性は細胞レベルでウイルス感染を阻害することが示された。細胞レベルの感染阻害
を司る抵抗性遺伝子として Rxや Tm-1があるが、これらの遺伝子を有する植物は対象のウイル
ス感染を完全に抑える (Adams et al., 1986、Ishibashi et al., 2007)。JAX1も 35Sプロモータ
ーにより発現させたシロイヌナズナおよびN. benthamianaでは、PlAMV-GFPの感染を接種葉
レベルで完全に抑える (図 3.8、3.11)。さらに、シロイヌナズナプロトプラストにおいても 35S
プロモーターにより発現させた JAX1はウイルス蓄積を完全に抑えた。よって JAX1は植物に高
度抵抗性を付与するものであると言える。しかし、JAX1をネイティブプロモーターにより発現
させた植物は PlAMV-GFP のアグロインフィルトレーションによる接種に対して、接種葉での
蓄積を抑えなかった (図 3.3、3.8)。また、JAX1はネイティブプロモーターで一過的に発現させ
た場合でもN. benthamianaの葉およびシロイヌナズナのプロトプラストにおいてPlAMV-GFP
感染に対してある一定の阻害効果を発揮するが、35S プロモーターによる発現時と比べるとそ
の程度は弱い (図 3.13、14)。soybean mosaic virus (SMV) に対して高度抵抗性を付与する
Rsv1 による抵抗性でもこれと同じように条件によってはウイルス感染を完全に阻害しない現象
が知られている (Hajimorad and Hill, 2001)。すなわち、Rsv1を有する大豆品種は SMVを機
械的に接種した場合は SMV に対して完全に抵抗性となるが、接ぎ木により接種した場合には
HR様の病斑を生ずる。プロモーターによる JAX1抵抗性の表現型の違いは、JAX1のネイティ
ブプロモーターと 35Sプロモーターで転写活性が違うことに起因していると考えられる。JAX1
のネイティブプロモーターは主に維管束細胞で活性化することから、JAX1抵抗性はウイルスが
葉肉細胞に接種された場合はあまり影響を与えず、維管束に到達したときに強く感染を阻害す

る抵抗性である可能性がある。このことが原因で JAX1 をネイティブプロモーターで発現させ
た場合は接種葉レベルではウイルスの感染を完全に阻害しないものと考えられる。また、JAX1
の転写はウイルス接種による誘導を受けないため (図 3.9C)、ウイルスに対して十分な応答がで
きていない可能性もある。 
 
3.4.2 植物ウイルスに対するレクチン抵抗性の普遍性 
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	 レクチンは植物のウイルス抵抗性において重要な役割を持っている可能性がある。同じレク

チンである JAX1とRTM1はウイルスの異なる感染段階を阻害するが、このことは同じNLR型
の複数の抵抗性遺伝子が異なる抵抗性作用機作を持つことに相当する。すなわち、多くの NLR
型の抵抗性遺伝子による抵抗性はHRを伴う組織レベルの抵抗性であるが、ジャガイモの 2つの
Rx遺伝子 (Rx1、Rx2) と大豆の Rsv1による抵抗性は HRを伴わない細胞レベルの高度抵抗性
である (Bendahmane et al., 1999, 2000、Hajimorad and Hill, 2001)。Rxおよび Rsv1抵抗性
は、HRが関わる抵抗性の活性因子であるSGT1およびRAR1を必要とすることから、これらの
抵抗性と他の NLR 型抵抗性遺伝子による抵抗性との間には共通の機構があると考えられる 
(Peart et al., 2002、Liu et al., 2004、Fu et al., 2009)。異なる作用機作を有する JAX1抵抗性
と RTM1 抵抗性との間にも同じレクチン抵抗性遺伝子による抵抗性として、何かしら共通の機
構が存在する可能性がある。さらに、JAX1はシロイヌナズナの抵抗性遺伝子であるが、異なる
科の植物であるN. benthamianaでも PlAMV感染を阻害した。このことはレクチンによるウイ
ルス抵抗性機構が植物の科を超えて保存されている可能性を示唆している。以上より、植物ウ

イルスに対する LMR は NLR 型の遺伝子による抵抗性と同じように植物抵抗性において重要な
位置を占めている可能性がある。 
 
	 LMR は植物ウイルスに対して広いスペクトラムを持った抵抗性である可能性がある。JAX1
抵抗性は本研究に供試した全てのポテックスウイルスの感染を阻害した一方で、ポテックスウイ

ルス属以外の属のウイルスの感染には影響を与えなかった。ポテックスウイルスとは系統的に遠

縁な RaMV に対しては、PlAMV と共接種しても JAX1 抵抗性の影響はなかった (図 3.17)。こ
れらの結果は JAX1 抵抗性がポテックスウイルス特異的な広域抵抗性であることを示している。
これに対し、RTM1はいくつかのポティウイルスに対して抵抗性を発揮し、他属のウイルスには
抵抗性を発揮しない (Decroocq et al., 2006)。このように、ある属に対して広域な抵抗性を発揮す
ることから、LMR は対象のウイルス属内で共有する共通パターンを標的として阻害している可
能性がある。同様に、NLR 型抵抗性遺伝子による抵抗性も同じ属内のいくつかのウイルスに対
して発揮される。N および R 遺伝子はそれぞれトバモウイルス属およびポテックスウイルス属
のいくつかのウイルスに対して抵抗性を発揮するが、他属のウイルスには影響を与えない 
(Tobias et al., 1982、Baure`s et al., 2008)。このことは 1つの抵抗性遺伝子が特定のウイルスグル
ープに対する抵抗性を担うことによって、植物が多様なウイルスに対して広く抵抗性を発揮して

いる可能性を示唆している。現在までに同定されたウイルス抵抗性レクチンは RTM1 と JAX1
のみであるが、多くの抵抗性遺伝子座が多様な植物ウイルスに対して HRを伴わない抵抗性を司
っていることから (Solomon-Blackburn and Barker, 2001、Kang et al., 2005)、この中には未同定
のレクチン遺伝子が存在し抵抗性を発揮している可能性がある。 
 
3.4.3 植物ウイルスに対するレクチン抵抗性の機構 
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	 レクチンは自己-非自己の認識分子と考えられているため、NLR型の Rタンパク質がウイルス
を認識するように、レクチンも未知の機構によりウイルスを認識している可能性がある。シロイ

ヌナズナはゲノム上に 48 のジャカリンレクチン遺伝子を有しているが、その 1 つである MBP 
(At3g16450) はいくつかの糖と特異的に相互作用する (Nagano et al., 2008、Takeda et al., 2008)。
JAX1および RTM1はMBPとアミノ酸配列上、高い類似度を示すため、これらも糖と結合する
可能性がある。このことと、動物の免疫系においてレクチンは糖鎖修飾されたタンパク質を認識

し機能することを考えると (Fujita, 2002)、JAX1と RTM1も糖鎖修飾されたウイルスタンパク
質を認識する可能性がある。実際に、PVX の CP の N 末端は糖鎖修飾されていることが示され
ている (Baratova et al., 2004)。plum pox virus (PPV) は RTM1抵抗性により感染を阻害される
ウイルスであるが  (Decroocq et al., 2006)、PPV の CP の N 末端も糖鎖修飾されている 
(Fernández-Fernaández et al., 2002)。さらに、RTM1抵抗性に対する PPVの Avr領域は CPの N
末端であり、糖鎖修飾部位と重複していることから (Decroocq et al., 2009)、RTM1抵抗性は糖
鎖修飾された外被タンパク質を認識して発揮されている可能性がある。JAX1も外被タンパク質
もしくはその他の糖鎖修飾されたウイルスタンパク質との直接的な相互作用により、あるいは糖

鎖修飾された宿主タンパク質を介して間接的にウイルスを認識している可能性がある。 
 
	 動物の免疫系において、レクチンは病原体の PAMPsを認識して補体系を活性化したり、病原
体をオプソニン化して食細胞に取り込まれやすくしたり、直接病原体を凝集して病原体を不活化

したりする (Fujita, 2002)。さらに、レクチンの PAMPs 認識を起点として炎症性サイトカイン
やケモカインなどを含むシグナル経路が活性化する (Willment and Brown, 2008)。これら動物の
免疫におけるレクチンの働きから類推すると、JAX1 抵抗性の作用機構の一つの可能性として、
JAX1 がウイルスを認識し下流の抵抗性反応を引き起こすという機構が考えられる。JAX1 抵抗
性は NLR抵抗性で起こるような、HRや防御関連遺伝子の発現が起こらず (図 3.15)、植物ホル
モンを介さずに抵抗性を発揮していることから (表 3.3)、JAX1 は未知の抵抗性反応を引き起こ
している可能性がある。RTM1抵抗性でも、RTM1の他に small heat shock様タンパク質 RTM2
とMATHドメインを持つ RTM3が必要であることが示されている。これらの機能は未だ明らか
になっていないが、RTM1抵抗性はこれらの因子が関わるシグナル経路を介して発揮される可能
性がある (Whitham et al., 2000、Cosson et al., 2010)。あるいは、ウイルスに直接結合し凝集して
いることも考えられる。JAX1抵抗性は単一細胞においてウイルス感染を阻害することから、ウ
イルスの翻訳に関わる宿主因子もしくはウイルスの複製酵素を凝集させることでこれらを不活

化している可能性もある。 
 
	 植物レクチンは動物細胞において動物ウイルスの感染を阻害する効果を発揮することが知ら

れている (Balzarini et al., 1992、Cowan, 1999、Lam and Ng, 2011)。糖タンパク質は通常ウイル
スのエンベロープ表面に露出していることから、植物レクチンはこれらのウイルス糖タンパク質
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を認識し結合することで感染を阻害していると推測されている。このような植物レクチンによる

動物レクチンの感染阻害能は、植物における植物ウイルスの感染阻害能に由来する可能性もある。

植物ウイルスに対する LMRの普遍性が本研究により示されたことは、この考えを強く支持する
ものである。よって、LMR の機構を解明していくことは植物ウイルスに対する防御機構を解明
するに留まらず、動物、植物に共通する免疫系の解明につながる可能性を持つ。 
 
3.4.4 JAX1 抵抗性の作用機構についての今後の研究展開 
	 本研究では、ポテックスウイルスに対する広範な抵抗性を付与するジャカリンレクチン遺伝子

JAX1 を同定した。JAX1 抵抗性は細胞レベルでウイルス感染を阻害する高度抵抗性であり、そ
の機構はNLR抵抗性や同じジャカリンレクチンであるRTM1による抵抗性とも異なることが示
唆された。Rx 抵抗性が誘導されたプロトプラストではポテックスウイルス以外の他属のウイル
スも蓄積できなくなることから、Rx 抵抗性は動的抵抗性で誘導された抵抗性は非特異的なもの
であると考えられている (Kohm et al., 1993)。これに対し、Tm-1抵抗性は静的抵抗性であり、
プロトプラストにおいて他属ウイルスの感染は阻害しない (Ishibashi et al., 2007)。本研究で
RaMVと PlAMVを Bay-0に対して共接種しても、JAX1抵抗性は RaMVの感染を阻害できな
いことが示された (図 3.17)。このことは JAX1 抵抗性が Tm-1 のような静的抵抗性であるか、
あるいは動的抵抗性であるが誘導された抵抗性がポテックスウイルスに特異的に作用するもの

であることを示唆している。しかし、この系では PlAMV と同一細胞に感染していない RaMV
が存在し、そのような RaMV が全身感染したことも考えられることから、プロトプラストにお
いて同様の実験をする必要がある。また、Tm-1抵抗性はタバコ無細胞抽出液 BYL (evacuolated 
tobacco protoplast extract)を用いた in vitroウイルス翻訳/複製系においてウイルス複製を阻害
することが示されている (Ishibashi et al., 2007)。BYLには核が存在しないため、動的抵抗性は
発揮されないと考えられる。よって、この系を用いることでも JAX1が静的抵抗性であるか否か
を明らかにすることができると考えられる。JAX1は細胞レベルでウイルスの蓄積を阻害するこ
とから、ウイルスの翻訳または複製を阻害していると考えられる。BYL を用いた in vitro 系で
は翻訳と複製を切り離して反応させることができる。この系を用いて Tm-1抵抗性は複製を阻害
していることを明らかにした。今後、BYL を用いて JAX1 抵抗性の作用点をより詳細に解析す
ることで安定性の理由が明らかになれば、他のウイルスに対しても同じ作用点を標的とすること

で、より効率的な防除対策を構築できると考えられる。 
 
3.4.5 新たな抵抗性遺伝子の可能性 
	 緒論で述べたように現在、抵抗性品種で利用されている植物ウイルスに対する R 遺伝子はほ
とんどが NLR型のタンパク質をコードするものである。しかし、NLR抵抗性は抵抗性のスペク
トラムが狭いことが問題である。すなわち、本研究ではクリスマスローズのウイルス病を扱った

が、このようなマイナークロップのウイルス病は知られているだけでも数多く存在する上、研究
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がなされていないために存在が知られていないウイルス病も多いと考えられる。このような個々

のウイルスに対する抵抗性遺伝子の探索がなされるとは考えにくいため、ウイルスに対する広域

抵抗性の発見は強く求められるものである。 
 
	 現在までに同定されている植物ウイルスに対する R遺伝子はNLRがほとんどであるが、Tm-1
の存在や本研究により RTM1 に次いで JAX1 が植物ウイルスの感染を阻害するジャカリンレク
チンとして見出されたことは NLR以外のウイルス抵抗性遺伝子が存在することを強く示唆して
いる。本研究により、既存の RTM1 に加えて JAX1 という 2 つの異なるウイルス抵抗性ジャカ
リンレクチンの存在が証明され、レクチン抵抗性が植物ウイルス抵抗性の普遍的機構の一つであ

ることが強く示唆された。このことから、植物にコードされるレクチン遺伝子から抵抗性遺伝子

を探索することも有効な戦略の一つであると考えられる。また、 近になってジェミニウイルス

である tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) に対する R遺伝子 Ty-1は RNAサイレンシング
に関わる RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) をコードすることが明らかになった 
(Verlaan et al., 2013)。これらのことから、現存する植物遺伝子源の中には未知の抵抗性遺伝子
が多数存在する可能性が考えられる。その中には PTI のように特異性が低く広域なウイルスに
対して感染を阻害するような抵抗性が存在する可能性がある。実際に、JAX1抵抗性はポテック
スウイルスに対して広いスペクトラムを有することが明らかになり、近縁の属に対して抵抗性を

有するかどうかこれから研究する必要があるが、このような広域な抵抗性が多く発見されれば、

ウイルス病に対する防除対策の幅が広がる。新たな抵抗性遺伝子の探索を続けて行くことがウイ

ルス病の被害の軽減に貢献することになるだろう。 
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摘要  
	 植物病による作物生産の損失額は年間 600 億ドルに及ぶと考えられているが、その中でもウ
イルス病は菌類病に次いで 2番目に大きな被害を与えている。しかし、ウイルスに対する有効な
農薬はほぼ存在せず、現在植物が有する抵抗性を防除手段として利用しているが、ウイルス抵抗

性の知見は乏しい。よって、個々のウイルスの性状・感染機構の知見を深めることに加え、植物

の有する抵抗性研究を発展させることが有効な防除対策の確立に不可欠である。 
	 このような背景の下、本研究ではまず我が国でクリスマスローズに発生した植物ウイルス病の

診断を通して、その原因と考えられたベータフレキシウイルス科カルラウイルスの遺伝子構造を

解析した。さらに、アルファフレキシウイルス科ポテックスウイルスに対する抵抗性遺伝子を探

索し、高度抵抗性を司る新規抵抗性遺伝子 JAX1を同定した。 
 
1	 黒死病に感染したクリスマスローズより分離されたカルラウイルス  
1.1	 クリスマスローズに発生した病害の診断 
	 東京都内の生産者より、クリスマスローズに発生した黒変症状について診断依頼があり調査

を行った。症状を観察したところ、欧州諸国を中心に発生が確認されている black death 病の
症状と酷似していた。被害植物の茎葉部は葉脈に沿ってすじ状に黒変、または黒色斑点が生じ、

特に展開直後の新芽、新葉で顕著であった。また、がくにも同様のすじ状の黒変、黒色斑点が

見られ著しく外観を損なっていた。罹病部からはクリスマスローズに感染して被害を及ぼす糸

状菌や細菌は分離されなかった。一方で罹病部から抽出した粗汁液を電子顕微鏡観察した結果、

ひも状のおよそ 600 ~ 900 nmのウイルス様粒子が観察された。そこで、米国で black death病
より分離されたカルラウイルス helleborus net necrosis virus (HeNNV) のゲノムを特異的に増
幅可能なプライマーを用いて、RT-PCR による HeNNV の検出を試みた。その結果、特異的な
約 400塩基の DNA断片が増幅された。増幅 DNA産物の塩基配列を決定し、HeNNV米国分離
株の外被タンパク質部分配列と比較したところアミノ酸配列で 90%以上の高い相同性を示した。
以上の結果から本罹病植物に対する HeNNV の感染が証明された。これは、日本における
HeNNV の初発生確認である。罹病植物の症状および HeNNV が分離されたことをふまえ、ク
リスマスローズ black death病の日本初発生を報告し、本病の和名として「クリスマスローズ黒
死病」を提案した。 
1.2	 HeNNV日本分離株の全ゲノム解析 
	 HeNNV のゲノム性状に関する知見は極めて限られているため、本分離株 (J 株) の全長ゲノ
ム塩基配列を決定し解析した。その結果、本分離株は 3´末端に poly (A) 配列を持ち、ゲノムサ
イズは poly (A) 配列を除いて 8,541 塩基であった。ドメイン解析と他のカルラウイルスとの比
較解析の結果、ゲノム上には 6 つの ORF が存在し、それぞれ複製酵素（RdRp）、移行タンパ
ク質（TGBp1〜3）、外被タンパク質（CP）、核酸結合タンパク質（NABP）をコードしていた。
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得られた配列情報を基に LAMPプライマーを作製し、簡易・迅速な診断系を確立した。 
2	 ポテックスウイルスに対する抵抗性遺伝子 JAX1 に関する研究  
植物のウイルス抵抗性機構を解明するために、新たなウイルス抵抗性遺伝子を探索した。

plantago asiatica mosaic virus (PlAMV) はアルファフレキシウイルス科ポテックスウイルス属
に属するウイルスであるが、本研究では PlAMVに対する抵抗性遺伝子の同定を試みた。 
2.1	 PlAMV抵抗性シロイヌナズナエコタイプ 
	 まず、シロイヌナズナのエコタイプ 45 種を対象に、PlAMV 抵抗性エコタイプのスクリーニ
ングを行った。 GFP を発現する PlAMV 感染性クローン (PlAMV-GFP) をアグロインフィル
トレーション法により接種し、接種 20 日後に GFP 蛍光を観察することでウイルス感染を判定
した。その結果、大部分のエコタイプに PlAMV-GFP が全身感染したのに対して、Bay-0、
Dra-2、Eil-0、Ga-0、Is-1の 5つのエコタイプでのみ GFP蛍光が接種葉でのみ観察され、上位
葉で観察されなかった。この結果をウイルス RNA の蓄積によっても確かめるために、PlAMV
特異的プライマーを用いてRT-PCRを行った。その結果、接種葉からはウイルスRNAが検出さ
れたが、上位葉からは検出されなかった。以上の結果から、これらの 5エコタイプを PlAMV抵
抗性エコタイプと判定した。 
	 次に、5エコタイプのうちの Bay-0に対して PlAMV抵抗性の特徴を解析した。抵抗性の強さ
等を正確に評価するために機械接種法により PlAMV-GFP を接種し、接種葉におけるウイルス
蓄積量を解析し、蛍光斑の数を計測した。Bay-0 および PlAMV 感受性エコタイプ Col-0 に
PlAMV-GFPを接種し、接種 20日後に接種葉および上位葉より抽出したRNAに対して PlAMV
特異的プローブを用いたノーザンブロット解析を行った。その結果、Bay-0 の接種葉において
はウイルス RNA の蓄積が検出されたが、上位葉では蓄積は検出されなかった。しかし、Bay-0
接種葉におけるウイルス蓄積量は Col-0の接種葉におけるウイルス RNA蓄積量と比べて少なか
った。また、接種葉における GFP 蛍光斑数を計測したところ、Col-0 に比べて Bay-0 では顕著
に少なかった。以上の結果から、Bay-0の PlAMVに対する抵抗性は、接種葉レベルで機能する
ことが示唆された。 
2.2	 抵抗性遺伝子のマップベースクローニング 
	 ウイルス抵抗性の遺伝学的基盤を明らかにするために、Bay-0と Col-0を交配しその子孫世代
を用いて表現型の分離比分析を行った。F1世代、F2世代を用いた解析により、本抵抗性が単一
優性遺伝子座によるものであることが示された。続いて F2世代の PlAMV感受性個体を用いた
マッピング解析により、抵抗性遺伝子座を 1番染色体長腕の約 130 kbの領域に絞り込んだ。抵
抗性遺伝子を同定するために、TAIRデータベースを参照し、当該領域に存在する遺伝子のアノ
テーションを調べた。このうちジャカリンレクチンをコードするAt1g58160に着目した。Col-0
および Bay-0 よりゲノム DNA を抽出し、At1g58160 の遺伝子配列を解析したところ、Bay-0
の遺伝子上には全長のジャカリンレクチンタンパク質がコードされているのに対し、Col-0 の遺
伝子では途中に終止コドンが存在し偽遺伝子化していた。相補実験の結果、Bay-0 の
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At1g58160により Col-0で PlAMV抵抗性が相補されたことから、本遺伝子が Bay-0の PlAMV
抵抗性を司ることが示された。本遺伝子はジャカリンレクチンをコードすることから

jacalin-type lectin required for potexvirus resistance 1 (JAX1) と名付けた。 
2.3	 JAX1抵抗性の機構解析 
	 JAX1の発現パターンを解析した。Bay-0において PlAMV接種 0、2、4日後で JAX1 mRNA
の転写量は変動しなかった。よって JAX1 の転写はウイルス感染による変動を受けないことが
示された。JAX1 の推定プロモーター領域と GUS を用いたレポーター解析により、主に維管束
組織で発現していることが示された。 
	 一般的な抵抗性遺伝子は単離された植物と異なる科の植物では抵抗性を示さない。異なる科

の植物でJAX1がウイルスに対する抵抗性を付与するかを調べるために、35Sプロモーターによ
って JAX1 タンパク質を恒常発現する Nicotiana benthamiana (P35S-JAX1 )を作出した。
PlAMV-GFP を接種したところ、接種葉を含む植物体全体において全くウイルスの蛍光が観察
されなかった。 
	 上記の実験より JAX1 は接種葉レベルで強くウイルス感染を阻害していることが示された。
さらに、JAX1が細胞レベルでウイルス感染に影響を与えるか調べるために、シロイヌナズナプ
ロトプラストに PlAMV-GFP を接種した。その結果、JAX1 をトランスフェクションしたプロ
トプラストではウイルス蓄積量が強く抑えられた。 
	 さらに、既存のウイルス抵抗性反応と JAX1 抵抗性を比較した。既存のウイルス抵抗性遺伝
子による抵抗性では、抵抗性反応に活性酸素種の蓄積や過敏感細胞死を伴うが、種々の解析の

結果、JAX1抵抗性ではこのような反応は伴わなかった。 
	 後に、JAX1抵抗性に感受性のウイルス範囲を調べるために N. benthamianaを宿主とする
種々のウイルスを P35S-JAX1に接種したところ、ポテックスウイルスは感染を阻害されたが、 
ポティウイルスをはじめ、他属のウイルスは全身に感染した。 
	 以上を要するに、JAX1 は広くポテックスウイルスに対する抵抗性を付与し、細胞レベルで細

胞死を伴わずにウイルス感染を完全に阻害する高度抵抗性を付与する抵抗性遺伝子であること

が示された。 

 

	 本研究ではベータフレキシウイルス科に属するカルラウイルスである HeNNV の遺伝子構造
を明らかにし、これを基に診断系を確立した。また、アルファフレキシウイルス科に属するポ

テックスウイルスに対する高度抵抗性遺伝子 JAX1 を同定した。本研究の成果はフレキシウイ
ルスによる病害をウイルス、植物の抵抗性の両側面から研究することでウイルス病被害の軽減

に貢献するものと考えられる。 
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