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研究成果の概要（和文）： 
 植物は、病原菌との遭遇に際し，抵抗性反応を誘導し、元来病気かからない。病気にかかるの

は、例外的な出来事である。本研究では、この抵抗性誘導を抑制する病原菌側の因子を特定し、

さらにこれに結合する植物の因子を発見し、この因子の抵抗性誘導分子への結合の特異性によ

り、抵抗性反応のオン，オフが決定されることを明らかにし、これらの因子の改変で抵抗性反

応を常にオンにすることによる新しい植物病害防除の戦略を示すことが出来た． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Plants have evolved to escape from the infection by inducing resistance response upon 
exposure to pathogens.  Disease development an be considered as an exceptional event.  
In this study, we have identified the bacterial factor to suppress the induction of resistance 
response in plant and found that this factor determines the specificity of infection by 
switching on or off the induction of resistance response depending on the specific binding to 
the effector of the pathogenic.  From these findings, we could show a new strategy for the 
control of plant diseases by escaping from the intrinsic induction of resistance response.  
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始当初には、植物病原菌が特定の植
物品種に抵抗性反応を誘導するには，病原菌
側が持つ非病原力(avr)遺伝子と植物側の持
つ抵抗性(R)遺伝子との間で特異的な組み合

わせが必要であると考えられていた（遺伝子
対遺伝子説）。カンキツかいよう病菌の apl1
遺伝子は、広範な Xanthomonas 属細菌に存在
する avrBs3 遺伝子ファミリーに属し、その
翻訳産物は、タイプ III 分泌機構を介して，
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病原細菌体内から植物細胞内に注入され、病
徴（かいよう症状）発現に導くことが知られ
ていた。 
 タイプ III分泌機構によって注入されたこ
のグループのエフェクターについては、我々
は、植物細胞の違いによって，‘発病’（実際
には，抵抗性反応誘導の抑制）、あるいは、
全く逆の‘抵抗性誘導’に導くという“avr
二元説”を提唱していた。 
 そこで、この相反する反応の誘導の切り替
えには、植物側の因子との相互作用によると
考えられることから、これらの因子との結合
の分子機構を明らかすれば，植物が本来持つ
抵抗性誘導反応を選択的にオンにすること
が可能になると考えて、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 殆どすべての植物病原が avr 遺伝子を持つ
が、本遺伝子が抵抗反応の誘導を逆に抑制す
るサプレッサー活性ももつことを発見した。
本研究は、この発見に基づいて、「なよな病
気にかからない植物」を作出するための新し
い分子育種戦略を確立することを目的とす
る。 
 すなわち、①avr 遺伝子のサプレッサー活
性発現に協同で働く植物因子の活性や生産
を抑えたり、②サプレッサー活性を阻害する
植物因子の活性や生産を高めることにより、
病原との遭遇に際し、抵抗性反応の誘導が保
証される植物を作出する戦略を構築するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
（１）エフェクターやそれらの生産遺伝子の
植物細胞内への導入：タンパク質の導入には，
非 植 物 病 原 細 菌 で あ る Pseudomonas 
fluorescens（Pf）にタイプ III 分泌機構に関
与するhrp遺伝子クラスターを持つコスミド
クローン（pHIR11）の形質転換体に、さら
にエフェクター生産遺伝子を形質転換して，
この二重形質転換体を植物に接種すると、こ
れらのエフェクターが植物細胞内に注入さ
れ，その機能を解析した。また、対象遺伝子
を植物細胞内で発現させて，その解析を行う
際や、後述の遺伝子サイレンシングを行う際
は、Agrobacterium tumefasciens のベクタ
ーに組み入れた後、これをエレクトロポレー
ション法で直接導入した。 
（２）植物粗抽出液中の Avr 結合分子の単
離：結合分子については、それぞれ原理の異
なる２種の生体分子間相互作用解析装置
（IASYS, Affinix）を用いた．いずれの場合
も、大腸菌発現ベクターによる大量生産後、
純化したエフェクターを固定化し、これに各
種植物の粗抽出液の硫酸アンモニウム塩析
分画液をそのまま、あるいは、各種カラム溶
出分画を反応させ，結合シグナルで検出する。

これにより、結合タンパク質の一つが、ペク
チンメチルエステラーゼ（PME）であること
を見いだした． 
（３）Avr 及び PME の植物細胞内局在性：
カンキツかいよう病菌の apl1 遺伝子及びカ
ンキツ PME 遺伝子の５’又は３’末端側に、
Green Fluorescent Protein (ECFP) 又 は
Diser Red (DsRed)遺伝子を融合させた遺伝
子構築し、これらの融合遺伝子を上記 A. 
tumefasciens の一過的発現用ベクターに組
み込み、これらをタバコ葉にエレクトロポレ
ーションにより導入し、共焦点レーザー顕微
鏡で発光励起の異なる波長で、それぞれの融
合タンパク質の細胞内局在性について観察
した。  
（４）Avr のプロモーター結合解析：
Xanthomonas axonopodis pv. citri の Apl1, 
X. vesicatoria の AvrBs3 それぞれを大腸菌
大量発現系で高発現させ、純化した後，これ
を upa ボックスを有する植物プロモーター
領域の蛍光標識 DNA を標的としたゲルシフ
トアッセイを行って、この DNA に結合する
ことが出来るかどうかについて解析を行っ
た． 
（５）新 hrp 制御遺伝子の探索：カナマイシ
ン耐性遺伝子カセットの融合によるランダ
ムな変異作製法を用いて，植物病原細菌の感
染に不可欠であるタイプ III 分泌機構関連遺
伝子（hrp）の HrpG，HrpX に依存しないで，
生産制御に異常をきたし、病原性が著しく低
下した変異株をイネ白葉枯れ病菌（X. oryzae 
pv. oryzae）より分離し、hrp 遺伝子群の制御
について遺伝子融合体を用いて詳細に解析
した。 
（６）カンキツ葉 TERT 遺伝子の単離、かい
よう形成に果たす役割解明：真核生物の異常
分裂の際に増高するテロメレース活性が、か
いよう症状形成時にも見られることを発見
したので，本酵素生産遺伝子 TERT をカンキ
ツ葉より単離し、その塩基配列を決定した．
次に、本遺伝子の転写誘導について、RT-PCR
法により解析した．また、本遺伝子の植物
RNAi 用コンストラクを作成した。次に、こ
のサイレンシングコンストラクトを前接種
した後、カンキツかいよう病菌を多針接種し、
その後の水浸病斑の形成、かいよう形成に及
ぼす影響について，観察した。 
 
４．研究成果 
（１）Avr の二元説の普遍性： P. fluorescens 
(pHIR11)に導入した形質転換体は、一般エリ
シターの植物細胞への注入により、過敏間反
応を誘導する。この形質転換体にさらに、植
物病原細菌の各種 avr 遺伝子（avrBs3, 
avrXa7, avrXa10, avrB, avrRps4, avrPto, 
avrRpt2）を導入した二重形質転換体は、
avrRpt2 以外のすべての場合、HR を誘導し



 

 

なくなった．この時、Pf (pHIR11) 接種では，
HIN1, PAL, PR1, RbohB 等の抵抗性関連遺
伝子の転写が増高するのに対し、avr 遺伝子
をさらに導入した形質転換体は、この増高が
見られなくなったことから，殆どの avr がサ
プレッサー活性を有することが示唆された。 
（２）ペクチンメチルエステラーゼ（PME）：
カンキツかいよう形成因子 Apl1 結合タンパ
ク質の存在を生体分子間相互作用解析装置
で調べたところ、ジャガイモ、タバコの粗抽
出液には存在しないが，カンキツの粗抽出液
にのみ存在することがわかった。この解析を
指標に、純化し、N 末端の配列は、修飾され
ており決定できなかったが、中央部の断片の
アミノ酸配列の結果から、本タンパク質がペ
クチンメチルエステラーゼ（PME）であるこ
とが示唆された。実際、市販の PME が Apl1
と結合することが確認された。また、カンキ
ツから PME 遺伝子を単離し、その塩基配列
を決定した。 
（３）Apl1 と PME の植物細胞内局在：PME
は、翻訳後、中央部あたりでプロセッシング
を受け，前半（インヒビター）部と後半部（成
熟タンパク）部とに別れる。励起波長の異な
る蛍光タンパク質との融合体を単独、或は混
合発現させた植物細胞内に於ける局在性の
解析から、両者が細胞内で結合することによ
って、①PME のプロセッシングが阻害され
ること、②Apl1 は、その各局在配列によって
植物の核内に移行されるが，結合されること
によって，この移行が阻害されることが判明
した．Apl1 は、タバコ、トマトの PME には
結合できず、カンキツの PME と特異的に結
合することが明らかになった．これらの結果
から，Apl1 がカンキツ細胞内で PME と結合
して，それぞれの活性及び局在性を変化する
ことによって、サプレッサー活性とエリシタ
ー活性の仕分けをしていることが示唆され
た。 
（４）upa ボックスへの結合：AvrBs3 が抵
抗性遺伝子 Bs3 のプロモーター領域の
upaBox に結合するが，Apl1 も同配列を認識
して，結合することをゲルシフトアッセイで
示すことができた。このことから、Apl1 が
upaBox を介して，植物の遺伝子群のプロモ
ーターに結合して，転写即死することが示唆
された。 
（５）その他の病原性関連遺伝子の制御機
構：植物病原細菌が抵抗性反応を誘導するに
しても、抑制するにしても、これをコントロ
ールする細菌側の因子（エフェクター）をタ
イプ III 分泌機構によって注入するが、この
機構構築に関与する遺伝子の生産を司る新
規遺伝子 lrpX を発見した。植物病害耐性植
物作出の際の、別なターゲットをあげること
が出来た． 
（６）テロメレースのかいよう形成における

役割：カンキツかいよう症状は，細胞肥大と
異常細胞分裂を伴う。そこで、動物等で、こ
のような細胞増生に関与することが知られ
ているテロメレースの活性を調べると、かい
よう形成の直前に増高することが観察され
た。そこで、カンキツよりテロメレース遺伝
子（TERT）を単離し、その塩基配列を決定
した。次に、TERT 遺伝子のサイレンシング
コンストラクトを作成し，これを前もって一
過的にサイレンシングを誘導させた後に，カ
ンキツかいよう病菌を接種したところ，水浸
病斑の形成には影響を与えないものの，かい
よう形成の時期を遅らせると同時に、病斑拡
大も抑えられることが解った。従って，かい
よう病耐性付与に、TERT 遺伝子の生産抑制
が有効であることが明らかになった． 
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