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はじめに

植物ウイルスベクターは，ウイルスの感染・増殖能を利
用して外来遺伝子を植物体で簡便に発現できる系として，
遺伝子の機能解析などの基礎研究から医薬品の生産など応
用分野で広く利用されている 16, 50, 57)．植物は，ウイルス
やウイロイド，トランスポゾンなどの分子寄生体に対する
防御メカニズムである RNAサイレンシング機構を生来持
ち，ウイルスの増殖や移行を阻止しようとする．ウイルス
感染によって誘導される RNAサイレンシング機構を植物
遺伝子の発現抑制ツールとして利用しようとするのが植物
ウイルスベクターを用いたウイルス誘導ジーンサイレンシ
ング（VIGS）である．VIGSは植物の逆遺伝学的解析ツー
ルとして利用されるようになり，各種植物のゲノム解析が
進むなか，ポストゲノムの有力な解析技術としてその有用
性はますます高まっている．本稿では，植物の遺伝子機能
解析に利用される VIGS用ベクターの種類とその利用につ
いて解説する．

1．RNAサイレンシング機構と VIGS

免疫機構をもたない植物において RNAサイレンシング
機構はウイルス感染に対する防御機構として重要な役割を
担っている．植物に RNAウイルスが感染すると，ゲノム RNA
の複製型 2本鎖 RNAあるいはゲノム RNA内で部分的に形
成された 2次構造が RNase III-type dsRNA endonuclease
活性を持つ Dicer-like enzyme (DCL)により 20数塩基の
siRNAに切断される 35)．これらウイルスゲノム配列由来の
siRNAは RNA-induced silencing complexes (RISC)に取り
込まれ，siRNAと相補的な配列を持つ標的 RNA（ウイル
スゲノム RNA）を RISC が分解する 45)．VIGS用に構築さ
れたウイルスベクター（VIGSウイルスベクター）に植物
遺伝子の一部を連結し，これを植物に感染させると，上で
述べたように RNAサイレンシング機構が誘導されてウイ
ルス RNAが RISCの標的になると同時に，ベクター内に
連結されていた植物遺伝子配列に相同な植物mRNAが分解
されるため，その発現は特異的にノックダウンされること
になる 45)．
従来，逆遺伝学的手法として行なわれてきた変異体の作

出や形質転換法が多大な労力や時間を要するのに対し，
VIGSは，標的遺伝子配列を含むウイルスベクターを植物
に接種すれば容易に誘導されることから，植物の環境やス
トレス応答，生育や代謝等に関与する遺伝子の解析を短期
間に効率よく行うことができる 2)．農作物や果樹類に適用
できれば病害抵抗性や品質，生育特性など農業上重要な形
質に関与する遺伝子の同定にも利用できる．実験植物やモ
デル植物とは異なり，作物種によっては形質転換系が確立
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していないものや形質転換効率が非常に低い場合も多く，
また品種ごとに特有の性質を有し組織培養さえ困難な例も
ある．そのため主要農作物や果樹類で利用できる遺伝子機
能解析ツールとしての VIGSウイルスベクターに大きな期
待が寄せられている 48, 58)．

2．VIGSウイルスベクターの種類

1995年にタバコモザイクウイルス (TMV) ベクターを用
いたベンサミアーナタバコの phytoene desaturase (PDS)
遺伝子の発現抑制が報告された 27)．これが 植物における
VIGSウイルスベクターの最初の報告である．VIGSウイル
スベクター開発初期の報告はその対象植物が植物病理学分
野の実験植物であるベンサミアーナタバコに集中していた．
これはベンサミアーナタバコがウイルス感染に対して感受
性が高く，VIGSによるノックダウンの表現型が現れやす
いという特性によるものであった．しかし，ベンサミアー
ナタバコで得られた情報を他の植物種に直接当てはめるこ
とには限界があり，実際に研究対象となる植物種に適した
VIGSウイルスベクターが報告されはじめた．表 1にこれ
まで報告された VIGS用ウイルスベクターとその宿主をま
とめた．多くのベクターはベンサミアーナタバコで利用さ
れるものであるが，それらのベクターに加えて，現在では
トマトやジャガイモなどのナス科植物，ダイズなどのマメ
科植物，各種ウリ科植物やバラ科果樹類で安定的に VIGS
を誘導できるベクターが開発されている．

VIGSウイルスベクターに必要とされる条件としては，1）

植物に対する病原性が弱いこと（標的遺伝子のノックダウ
ンによる表現型が明確に識別できるようにウイルス感染の
影響が無いこと）や 2）感染植物に均一に全身感染するこ
と，3）安定した（効率的な）接種法が確立していること，
4）農作物においては栄養生長期の茎葉だけではなく収穫物
となる果実や種子の解析も重要であるため，長期間にわた
って遺伝的に安定なことなどが挙げられる．病原性の強い
ウイルスは強力なサイレンシングサプレッサーを持つこと
が多く，サプレッサー活性を低下させないかぎり VIGSウ
イルスベクターには適さない．また感染植物体内での分布
が不均一なウイルス種では VIGSによる表現型も均一に現
れない．

VIGSウイルスベクターの開発では先ず，ファージの T7
や T3プロモーターまたはカリフラワーモザイクウイルス
35Sプロモーターを用いたウイルスゲノムの感染性 cDNA
クローンを構築する．対象ウイルスの感染性クローンがで
きれば，そのゲノム上に標的遺伝子配列を導入するための
制限酵素サイトを付加しウイルスベクター化する．カロテ
ノイド合成に関わる PDS遺伝子やクロロフィル合成に必要
な SU遺伝子は，その発現がノックダウンされると組織が
白色化し VIGS効果を視覚的に確認できるため，VIGSベク
ターの有効性の判断に用いられてきた（表 1，図 1）．
使用するプロモーターやクローニング用ベクターの種類

により，その後の操作が異なる．例えば，T7や T3プロモ
ーターを用いた感染性 cDNAクローンの場合は，標的遺伝
子配列を連結した後試験管内転写によりウイルス RNAを

図 1 リンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）ベクターを用いたタバコ，キュウリ，ダイズでの VIGS ：

（a）と（b）クロロフィル合成に必要な SU遺伝子の一部を導入した ALSVベクターを接種したタバコ（a）とキュウリ（b）で

の葉のクロロシス．（c）と（d）ダイズ PDS遺伝子の一部を導入した ALSVベクター（soyPDS-ALSV）による種子と次世代

個体の PDS遺伝子の VIGS．（c）soyPDS-ALSV感染ダイズに形成された莢（左）とその縦断面（右）．下側の種子胚は VIGS

が誘導され白色化している．上側の緑色の種子胚はウイルスに感染していない．（d）右は soyPDS-ALSV 感染種子由来の個体で

全身でクロロシスが誘導されている．左は非感染個体．
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表 1. 植物の VIGS 用ウイルスベクター
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合成し，植物に機械的に接種する．これに対して 35Sプロ
モーターと Tiプラスミドを用いた場合には，プラスミドを
含む Rhizobium radiobacter培養液をインフィルトレーシ
ョン法などで直接植物の葉や根に導入し，ウイルスを感染
させることができる（図 2）．

VIGSベクターに導入する標的遺伝子配列は，理論的に
はパーフェクトマッチする 23塩基でよいが 28, 54)，異なる
サイズの標的遺伝子を連結したウイルスベクターのサイレ
ンシング効果（表現型）を比較した結果，筆者らは 200塩
基程度（以上）を連結している．また，標的遺伝子上のど
の領域を導入するかも表現型に影響する場合がある 24)．

3．VIGSウイルスベクターの利用

タバコ茎えそウイルス(TRV)ベクターはベンサミアーナ
タバコやシロイヌナズナ，トマトなどで各種遺伝子の機能
解析に現在最も広くされている．VIGS用ベクターとして
も改良が重ねられ，強力なプロモーターとターミネーター
を持つ Tiプラスミドベクターに導入された TRVベクター
は，植物の葉や果実にアグロイノキュレーション法で簡便
に直接接種することが可能となっている 15, 31, 32, 47)．また，
TRVベクターの外来遺伝子導入サイトはウイルスのタンパ

ク質読み枠（ORF）の外側に配置しているため，挿入する
配列は翻訳領域でも非翻訳領域でもかまわない．さらに，
Ligation independent cloning (LIC)法により標的配列を挿
入できる GATEWAYシステムをベースとした TRVベクタ
ーも構築されており，ハイスループット解析に対応した
VIGSシステムが構築されている 11)．
植物には，ウイルスの茎頂分裂組織への侵入を監視もし

くは阻止するシステムが存在し，多くのウイルスは茎頂分
裂組織に侵入できない 14, 36)．しかし，TRVはこの監視シ
ステムをくぐり抜け茎頂分裂組織に侵入することができる
ため，分裂組織における遺伝子解析ツールとしても利用で
きる 47)．

VIGSは，適切な VIGS用ベクターを選択することで，栄
養生長期の茎葉だけではなく，果実や根における遺伝子機
能解析にも利用可能である．Yangら（2010）は果実の成
熟過程の研究モデル植物のトマトにおいて，標的遺伝子を
導入した TRVベクターをトマト果実に直接接種すること
で，F-box遺伝子（SI-EBF1と SI-EBF2）が成熟や老化に
関わることを明らかにした 64)．また，Valentineら（2004）
は TRVの線虫伝搬に必要な 2b遺伝子を含む TRV-2bベク
ターがシロイヌナズナやトマトの根に効率よく侵入するこ

図 2 VIGS による植物遺伝子の機能解析：

標的遺伝子配列の一部をウイルスベクターに組み込み，T7/T3プロモーターを利用した場合には試験管内転写 RNAを，35S

プロモーターに連結したクローンではプラスミド DNAを直接植物に接種する．ハイスループット VIGSでは cDNAライブラ

リーに含まれる cDNAをウイルスベクター（Tiプラスミドベクター）に連結し，アグロバクテリアに導入する．続いて細菌培

養液を植物（ベンタミアーナタバコ）の葉にシリンジを用いてインフィルトレーションする（爪楊枝で細菌のコロニーをその

まま葉に接種する方法もある）．接種した植物に現れる表現型を解析し，標的遺伝子の機能を明らかにする．
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とを見出し，RML1遺伝子などの根の発育を制御する遺伝
子の VIGS誘導に成功している 59)．
マメ科の中の最重要作物であるダイズの有力な VIGS用

ウイルスベクターとしては Bean pod mottle virus (BPMV)ベ
クターが開発されている 65-67）（表 1）．最初はウイルスの接
種に試験管内転写産物を用いていたが，その後 35Sプロモ
ーターを利用したコンストラクトが構築され，cDNAクロ
ーンを直接植物に接種することが可能となった 66, 67）．
BPMVはポリタンパク質による遺伝子発現様式をとるが，
ゲノム RNA2の細胞間移行タンパク質（MP）と外被タン
パク質（L-CP）との間に発現を目的とした遺伝子を導入し，
さらにウイルスゲノム非翻訳領域に VIGSによる抑制を目
的とした遺伝子を導入できるように改良され，2種類の遺
伝子の発現と抑制を同時にできる BPMVベクターも開発さ
れた 65）．
筆者らの研究室で構築した Apple latent spherical virus

(ALSV)ベクターは，リンゴから単離された潜在性ウイルス
をベクター化したものである 29）（表 1）．自然宿主はリンゴ
のみであるが，実験的には各種植物（シロイヌナズナ，ナ
ス科，ウリ科，およびマメ科植物など）にも無病徴（潜在）
感染するという特徴を持つ．ALSVは茎頂分裂組織や葉原
基に速やかに侵入し 62, 63），その後展開した葉全体に均一
に分布するため，植物体の全身で均一なサイレンシングを
長期間安定して誘導し続けることができる 24）（図 1）．
ALSVベクターは，これまで VIGSベクターが利用できな
かったウリ科植物やリンゴ，ナシなどの果樹類でも安定し
たサイレンシングを誘導できるベクターとして今後の利用
が期待される．また，筆者らが行なったダイズ PDS遺伝子
の VIGS誘導では，ダイズの栄養成長期の茎葉だけではな
く，感染植物に形成された種子の胚や，その種子由来の発
芽期幼植物でも PDS遺伝子をノックダウンすることが可能
であった 61）（図 1）．このように ALSVベクターの種子伝
染性を利用することで，種子で発現する遺伝子の抑制や，
発芽直後に発現する遺伝子の機能解析にも利用できる．

DNAウイルスであるベゴモウイルス属の Tobacco curly
shoot virusや Tomato yellow leaf curl China virusも VIGS
ベクターとして利用されている 23，53）（表 1）．これらのウイ
ルスではサテライト様DNAに標的遺伝子配列を連結し，ヘ
ルパーウイルスと一緒に接種することで，ナス科植物での
VIGSの誘導に成功している．サテライト分子を利用した
VIGSベクターとしては，サテライトタバコモザイクウイ
ルスを用いた satellite virus-induced silencing system
（SVISS）がタバコ内在性遺伝子のサイレンシングに有効で
あることが報告されている 18）．

VIGSベクターの能力を遺憾なく発揮させるためには環
境条件にも配慮する必要があるようである．Fuら（2006）
は，比較的低温と低湿度（15℃，30％ RH）で育成するこ
とによりトマトにおける TRVベクターによる PDS遺伝子

の VIGS効果が通常の育成条件（21℃，30-60％ RH）より
安定して持続することを報告している 15）．また，Tuttleら
（2008）は Cotton leaf crumple virus (ClCrV)ベクターによ
る magnesium cheletase subunit I遺伝子のワタでのサイ
レンシングは昼温 22℃，夜温 18℃の条件のときに生育期
間を通じて持続したことを報告している 56）．

4．VIGSベクターのハイスループット解析への利用

VIGSウイルスベクターを大規模な遺伝子スクリーニン
グに利用した例がいくつか報告されている 4, 11, 34)（図 2）．
Luら（2003）は植物病原細菌 Pseudomonas syringaeに対
する Pto-mediated resistanceに関与する遺伝子をスクリ
ーニングする目的で，ベンタミアーナタバコから調製した
cDNAをジャガイモ Xウイルス（PVX）ベクターに組み込
み，得られた 4992クローンをそれぞれベンサミアーナタバ
コにアグロインフィルトレーション法で接種した．続いて，
抵抗性遺伝子 Ptoと非病原性遺伝子 AvrPtoを PXVベクタ
ー感染葉でトランジエントに発現させ，過敏感反応が抑制
されたクローンを解析することにより，HSP90が抵抗性に
強く関与していることを明らかにした 34)．また Dongら
（2007）はトマトの 400種類の EST配列を TRVベクター
に組み込み，各 TRVベクタークローンをそれぞれベンサ
ミアーナタバコに感染させて各 EST配列の抑制による表現
型を解析することで，トマトの SIMADS1遺伝子が花器官
の形成に重要な役割を持つことを明らかにした 11)．

5．VIGSの限界と今後の課題

VIGSでよく指摘される点は，標的遺伝子の発現を完全
に抑制することができないことである．VIGSによる表現
型は，標的遺伝子の種類（機能）や抑制の程度，さらに
VIGSが誘導される範囲などに影響を受けることになる．例
えば，表 1に示した VIGSウイルスベクターがすべて植物
全体に均一なサイレンシングを誘導するわけではなく，ベ
クターと植物種によっては部分的なサイレンシングしか誘
導ができない場合もある．また，ウイルスベクターによっ
ては挿入遺伝子が不安定で短期間のうちに脱落してしまう
ことがある 6)．TRVベクターをはじめとして，ベンサミア
ーナタバコやシロイヌナズナなどの実験植物では有効な
VIGSベクターが利用できるが，その他の植物，特に重要
な作物になるとベクターの種類は限定され，必ずしも実験
系がシステム化されていないものも多い．今後は，各種植
物で安定に VIGSを誘導する VIGSベクターを開発すると
共に，TRVベクターで確立されているような効率的かつ簡
便な接種法を各ベクターでも確立する必要がある．特にハ
イスループット解析のような大規模な遺伝子スクリーニン
グが VIGSシステムで利用できるようになれば，各種植物
の遺伝子機能解析が一段と進むであろう．
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おわりに

モデル植物のゲノム解読が終了した現在，各種農作物で
ゲノム解読，ESTデータおよびマイクロアレイデータの収
集が積極的に進められており，農作物の遺伝子機能解析ツ
ールとしての VIGSベクターの有用性はますます高まると
いってよい．ウイルスに感染しない植物は存在しないので，
どんな植物にも VIGSベクター適用の可能性はあり，今後，
より多くの植物種で利用できる VIGSベクターの開発やそ
のハイスループット解析への対応などの問題が克服できれ
ば，モデル植物と比べて非常に遅れていた，あるいは困難
であった各種作物の遺伝子機能解析が一層容易になるであ
ろう．
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Virus-induced gene silencing (VIGS) is a technology that exploits an RNA-mediated antivirus
defense mechanism in plants and has been shown to have great potential in plant reverse genetics. When
the virus vector carries sequences of plant genes, virus infection triggers VIGS that results in the
degradation of endogenous mRNAs homologous to the plant genes. The system is well established in
Nicotiana benthamiana and several reliable VIGS vectors have been developed for other plant species
including important agricultural crops. Here, we describe the use of VIGS technology to determine
gene function and plant virus vectors for induction of VIGS in plants. 


