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研究成果の概要（和文）：いもち病はイネの最重要病害である。いもち病に対して高度抵抗性のイネ育種を目的
に、イネ－いもち病菌相互作用の分子機構を解明した。その結果、(1)三組のイネ抵抗性タンパク質といもち病
菌非病原力因子の相互作用について、詳細な分子機構が明らかになった。(2) 対となって機能するイネ抵抗性遺
伝子の機能と進化のパターンが示された。(3)いもち病菌から分泌される病原力因子の機能が明らかになった。
本研究で得られた知見を基に、病原菌の任意の因子を認識可能な人工抵抗性タンパク質をエンジニアすることが
可能となる。

研究成果の概要（英文）：Rice blast caused by the ascomycete fungus Magnaporthe oryzae is the most 
devastating disease of rice. Cross-breeding of genes for resistance proteins, including 
intracellular immune receptors of the NLR class, has been the most economical way to control the 
disease. Therefore, an in-depth molecular understanding of NLR function is important. To this end, 
we have been studying three pairs of rice NLRs and the M. oryzae avirulence effectors (AVRs) they 
detect: Pia - AVR-Pia, Pii - AVR-Pii and Pik - AVR-Pik. In each case, the paired NLRs function 
together, with one acting as a “sensor” to detect the AVR effector and the second as a “helper” 
involved in transducing the immune signal. Each of the sensor NLRs contain a non-canonical 
integrated domain (ID): RGA5 and Pik-1 harbor an HMA integrated domain (ID), whereas Pii-2 contains 
a NOI ID. This study revealed detailed molecular interactions of the three AVRs with cognate rice 
NLRs.

研究分野：植物遺伝学、植物病理学、ゲノム科学

キーワード： イネ  　いもち病菌 　分子間相互作用　共進化　耐病性　抵抗性遺伝子 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
作物に耐病性を付与する育種において、抵抗性遺伝子は最も広く利用されている。しかしこれらの遺伝子がコー
ドする抵抗性タンパク質の分子機能は明らかでない。本研究により、植物抵抗性タンパク質による病原菌因子認
識の分子機構が、結晶構造レベルで示された。さらに、病原菌因子が植物を操作する機構の一端も明らかとなっ
た。本研究を基盤として人工抵抗性タンパク質をエンジニアすることにより、植物耐病性の増強を通じて世界の
食料安全に貢献することを目標とする。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 
イネいもち病は、子囊菌イネいもち病
菌(Magnaporthe	 oryzae)によるイネの
最重要病害であり、世界の作物の 7 最
重要病害の一つである(Pennisi,	 E.	
2010,	Science)。いもち病防除には、環
境負荷およびコストを最小にする上
で、抵抗性品種の育種と利用が最も効
果的である。イネのいもち病抵抗性研
究に関して、真性抵抗性タンパク質(R-
protein)をコードする抵抗性遺伝子
(R-gene)の単離同定が進んできた。植
物の R-protein は、病原菌から分泌さ
れるレース特異的なエフェクター因子
を直接的または間接的に認識すること
により過敏感細胞死(HR)を誘導し、抵
抗性を発揮する。R-protein によって認
識されるような病原菌エフェクター
を、非病原力(Avirulence)エフェクタ
ー(AVR)と呼ぶ。報告者らは、いもち病
菌全ゲノムの連関解析により、３種類
の AVR 遺伝子、AVR-Pia、AVR-Pii、AVR-
Pik の単離同定に成功した(Yoshida	 et	
al.	2009,	Plant	Cell)。これらの AVR
を特異的に認識するイネの R-gene については、報告者らが Pia	(Okuyama	et	al.	2011,	Plant	
J.)、Pii(Takagi	et	al.	2013,	New	Phytol.)を、Ashikawa らが Pik	(Ashikawa	et	al.	2008,	
Genetics)	を単離した。３種類の R-gene は、各々強く連鎖した一対の Nucleotide	Binding(NB)	
Site-Leucine	Rich	Repeat(LRR)型タンパク質の遺伝子(Paired	R-gene)から構成されることも
判明している(図１)。AVR-Pik は、機能未知の 113 アミノ酸のタンパク質をコードする遺伝子
で、A-E の５対立遺伝子がある（図２）。Pik-1 による AVR-Pik 認識は、前者の CC-NB 領域が後
者と直接結合することにより起こり	(Kanzaki	et	al.	2012,	Plant	J.)、異なる Pik 対立遺伝
子による AVR-Pik 対立遺伝子の認識程度がこれらの産物間の結合強度を反映していることも示
された。AVR-Pik は、イネ Pik に認識されない状況下では、いもち病菌の病原性に寄与すると
考えられる。そこで、AVR-Pik と相互作用するイネタンパク質を酵母 2-ハイブリッド(Y2H)法で
スクリーンしたところ、低分子の Heavy	Metal	binding	domain	Associated	protein	(sHMA)が
数種類同定された(図３)。HMA ドメインのアミノ酸配列は、AVR-Pik と結合する Pik-1 の CC-NB
ドメイン内にも保存されており、さらに劣性で抵抗性機能を発揮するイネ圃場抵抗性遺伝子産
物 Pi21(Fukuoka	 et	 al.	 2009.	 Science)	にも保存されていることが明らかとなった(Cesari	
et	al.	2013.	Plant	Cell)。	
	

２.	研究の目的 
 

上記知見に立脚して、3 つの大きな研究目標を設定した。(1)sHMA と AVR-Pik 相互作用の機能
解析および sHMA/AVR-Pik、Pik-1/AVR-Pik の物理的結合の解析、AVR-Pia、AVR-Pii 相互作用因
子同定	 (2)対として機能する NB-LRR 型抵抗性遺伝子(Paired	 R-gene)の機能および進化解析、
(3)いもち病菌の感染にとって重要な新規イネ罹病性遺伝子(S-gene)の単離同定である。	
	

３.	研究の方法 
 
(1)sHMA と AVR-Pik 相互作用の機能解析および sHMA/AVR-Pik、Pik-1/AVR-Pik の物理的結合の

解析、AVR-Pia、AVR-Pii 相互作用因子同定		
sHMA の機能および sHMA と AVR-Pik 相互作用を、生化学的・遺伝学的に解析した。	英国 Norwich
の研究グループと共同で sHMA/AVR-Pik、Pik-1/AVR-Pik のタンパク質複合体の結晶構造解析を
実施した。AVR-Pii の相互作用因子を免疫沈降法などにより同定した。	
	
(2)対として機能する NB-LRR 型抵抗性遺伝子(Paired	R-gene)の機能および進化解析、	
イネ大規模交配集団を利用して、ゲノム情報と遺伝学的方法を駆使してイネ新規抵抗性遺伝子
を同定し、その構造と機能・進化を解明した。	
	
(3)いもち病菌の感染にとって重要な新規イネ罹病性遺伝子(S-gene)の単離同定	
AVR-Pik が結合するイネの sHMA 遺伝子のノックアウトを実施し、それがもたらす抵抗性増強に
ついて検討した。 

�



	
４．研究成果	
	
 (1)sHMA と AVR-Pik 相互作用の機能解析お

よび sHMA/AVR-Pik、Pik-1/AVR-Pik の物理的

結合の解析、AVR-Pia、AVR-Pii 相互作用因子
同定		

	

①	 sHMA と AVR-Pik 相互作用	

	

イネゲノム上に存在する 100 以上の低分子
Heavy	 Metal	 binding	 Associated	 domain-
containing	proteins	(sHMA)遺伝子の内、葉
で発現している sHMA と AVR-Pik の相互作用
を酵母 2 ハイブリッド法で調べたところ、
sHMA1、sHMA2 など複数のタンパク質と結合
することが示された（図４）。これは、pull-
down	 assay においても確認された。いもち
病菌のエフェクターAVR-Pik がイネの sHMA
に 与 え る 影 響 を 調 べ る 目 的 で 、 N.	
benthamiana において両者を一過的に発現
させ、sHMA1 タンパク質の安定性と局在を調
べたところ、sHMA１は、細胞質と膜上の両方
に局在し、細胞質において分解されて低分
子化すること、さらに AVR-Pik-D の存在下
で細胞質 sHMA１が安定化することが示され
た(図５A)。さらに N.	benthamiana	で一過
的に発現させた GFP-sHMA1 の局在を顕微鏡
観察すると、通常では GFP-sHMA1 は細胞内
の粒状構造に集積するが、AVR-Pik-D の存在
により細胞質全体に分布が変化することが示された(図５B)。AVR-Pik-D は、sHMA1 に結合する
ことにより sHMA1 の細胞内局在と安定性を操作する機能をもつことが示唆される。CRISPR/Cas9
による sHMA1、sHMA2、sHMA3 のノックアウト(KO)系統を作出し、親和性のいもち病菌株を接種
したところ、sHMA2 の KO が顕著に病斑のサイズを減少させることが示された。この結果から、
sHMA2 は、いもち病菌がイネに感染する上で重要な宿主因子をコードする罹病性遺伝子
(Susceptibility	 gene:	 S-gene)であることが判明した。これらの結果から、いもち病菌は、
AVR-Pik により宿主 sHMA を安定化すること
により、感染を成立させている可能性が示
唆される。	
	
②	 	sHMA/AVR-Pik、Pik-1/AVR-Pik の物理

的結合解析	

	

sHMA1と AVR-PikおよびPik-1と AVR-Pikの
結合構造解析は、英国NorwichのJohn	Innes	
Centre の Mark	 Banfield 教授および The	
Sainsbury	Laboratoryの Sophien	Kamoun教
授の研究グループと共同研究として実施し
た。Pik を構成する対立遺伝子の一つ Pikp
の Pikp-1 の HMA ドメインと AVR-Pik の結合
結晶構造の解明に成功した	 (図６：
Maqbool,	Saitoh	et	al.	2015,	eLife)。本
成果は、NLR タンパク質と AVR の結合構造と
しては世界初の成果である。引き続き Pikm-1 の HMA ドメインと AVR-Pik-D/AVR-Pik-E/	 AVR-
Pik-A の結合結晶構造解明にも成功した(De	la	Conception	et	al.2018,	Nature	Plants)。得
られた構造の情報を用いて、Pikp-1 の HMA ドメインを改変することにより、より広い認識範囲
をもつ抵抗性タンパク質の作成に成功した(De	 la	 Conception	 et	 al.2019,	 eLife)。さらに
sHMA1 と AVR-Pik-D 結晶構造の解析も終了した。これらの解析より、Pik による AVR-Pik の認
識特異性が、両者の結合強度によって決定されていることが原子間相互作用のレベルで明らか
になった。	
	
③	 AVR-Pia、AVR-Pii 相互作用因子同定	

AVR-Pia は、Pia を構成する paired	 NLR の RGA5 の HMA ドメインと結合することが報告されて
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おり(Cesari	 et	 al.2015)、AVR-
Pikと同様にイネのsHMAが標的因
子であると推定される。AVR-Pii
の相互作用因子については、AVR-
Pii と結合するイネ因子として
OsExo70-F3 を同定した。OsExo70-
F3 は、小胞輸送に関わる exocyst
複合体の構成成分と考えられる。
イネにおいて OsExo70-F3 の遺伝
子発現を RNAi 法により抑制する
と、Pii 抵抗性遺伝子による AVR-
Pii の認識が消失したことから、
Piiが OsExo70-F3 を guard してい
ることが示唆された(Fujisaki	et	
al.	2015,	Plant	J.)。さらに、Pii
を構成する Pii-2 の C 末には
Integrated	 Domain	 (ID)として
RIN4/NOI ドメインが存在する。本研究において OsExo70-F3 がこのドメインと結合することが
明らかになった(Fujisaki	 et	 al,	 2017,	 bioRxiv)。Pii-2 の RIN4/NOI ドメインが、宿主の
OsExo70-F3 タンパク質を guard しており、AVR-Pii の作用で OsExo70-F3 の状態に変更が生じ
た場合に抵抗性反応が誘導される機構が推察される。本研究結果は、AVR エフェクターが標的
とする宿主因子を NLR が ID を介して guard している可能性を示唆し、ID の新たな機能を提唱
する内容である	(図７:	Fujisaki	et	al.	2017)。	
	
	(2)対として機能する NB-LRR 型抵抗性遺伝子(Paired	R-gene)の機能および進化解析	
イネおよびいもち病菌ゲノム情報を活用して、新規にいもち病菌「2012-2」菌株に対する「WRC17」
の新規抵抗性遺伝子を連関解析により単離同定し、Pias と命名した。Pias は、報告者らが過去
に品種「ササニシキ」から単離同定した Pia 遺伝子座と同座で、これらは互いに対立遺伝子の
関係にある。Pia は、RGA4 と RGA5 の paired	 NLR 遺伝子から構成され、前者が細胞死誘導の
Helper	NLR、後者が細胞死抑制と AVR 認識能を有する Sensor	NLR と考えられている。RGA5 は、
ID として HMA ドメインを保有することが知られている(Okuyama	et	al.	2011)。Pias も同様に
Pias-1 と Pias-2 の NLR	 pair から構成されているが、Pias-2	 は、ID として DUF761 ドメイン
の配列を保有していることが示された。RGA5/Pias-2 の対立遺伝子の配列を調べたところ、HMA、
DUF761 以外に、Protein	Kinase、WRKY	ドメインなどを ID として保有する RGA5/Pias-2 対立遺
伝子が存在すること、RGA5/Pias-2 対立遺伝子の系統関係と Oryza 属の種間の系統関係が一致
せず、異なるタイプの RGA5 対立遺伝子が Oryza の各種内に維持されていることなどが明らか
となった。この発見は、種を超えた多型	(trans-species	polymorphisms)	が RGA5 遺伝子座に
維持されていることを示し、この遺伝子座に強い balancing	selection が働いていることを示
唆する。さらに、いもち病菌「2012-2」菌株から AVR-Pias の単離にも成功した。N.	benthamiana
とイネを用いた解析から、Helper である RGA4 と Pias-1 が機能上交換可能であることも示され
た。本研究の進展により、多数の病原体が標的とする宿主因子の保存されたドメイン配列を ID
に挿入することにより、広範囲の病原体を認識して抵抗性を誘導する人工 R-タンパク質のエン
ジニアが実現する可能性がある。	
	

(3)いもち病菌の感染にとって重要な新規イネ罹病性遺伝子(S-gene)の単離同定。	
上記①で示したように、S-geneであるsHMA遺伝子のノックアウトにより、いもち病抵抗
性の増強が可能となる。今後、網羅的にいもち病菌感染にとって重要な因子の遺伝子を
順次同定し、その機能欠損型対立遺伝子を用いることにより、持続性の高い抵抗性品種
を育成することが可能となる。	
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