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研究成果の概要（和文）：植物は病気から身を守るため、病原体が放出する分泌蛋白質（Avrエフェクター）を
抵抗性蛋白質により直接的または間接的に認識して病原体の存在を感知し、病原体に対する抵抗性を発揮してい
る。私たちは、“2つの異なる抵抗性(R)蛋白質による病原体の認識機構”を発見し、これを用いた病害抵抗性作
物の分子育種技術の構築に成功した。本課題では、炭疽病菌から網羅的に分泌蛋白質を取得するとともに、Avr
エフェクターとこれら２つのR蛋白質の相互作用を解析し、植物ゲノムと、異なる4種の病原体ゲノム（アブラナ
科野菜類炭疽病菌、ウリ類炭疽病菌、青枯病菌、斑葉細菌病菌）の生物間相互作用による適応共進化の謎に迫っ
た。

研究成果の概要（英文）：Plant disease resistance, known as gene-for-gene relationship, requires a 
resistance (R) gene in the host plant and a cognate avirulence (Avr) gene in the insect, pest, or 
pathogen. The R-gene product detects the corresponding Avr gene product and initiates signal 
transduction to confer resistance.
  A pair of Arabidopsis thaliana resistance proteins, RPS4 and RRS1, recognizes the cognate Avr 
effector from the bacterial pathogens Pseudomonas syringae pv. tomato expressing avrRps4 
(Pst-avrRps4), Ralstonia solanacearum, and the fungal pathogen Colletotrichum higginsianum and leads
 to defense signaling activation against the pathogens. We investigated whether RPS4 is physically 
associated with RRS1, and how Avr effectors function with RPS4/RRS1.
  In conclusion, our data indicated that RPS4/RRS1 is required for active defence responses, and 
some structural domains that constitute these R proteins contribute to the interaction of RPS4 with 
RRS1.

研究分野： 植物保護科学
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１．研究開始当初の背景 
植物の病原体に対する抵抗反応は、Flor
氏が唱えた遺伝子対遺伝子説により、植物
の抵抗性(R)遺伝子と、対応する病原体の非
病原力(Avr)遺伝子の１対１の組み合わせ
によって決定されると考えられている。し
かし、シロイヌナズナのゲノム上には約150
の抵抗性遺伝子しか存在せず、地球上に存
在する 10 万種以上の多様な微生物に対す
る抵抗性はどのようなメカニズムによって
発揮されているのかは不明である。 
私たちは、シロイヌナズナのゲノム上で隣
接する異なる2つのR遺伝子(RPS4と RRS1)
がセットで、異なる 4 種の病原体（アブラ
ナ 科 野 菜 類 炭 疽 病 菌 Colletotrichum 
higginsianum 、 ウ リ 類 炭 疽 病 菌
Colletotrichum orbiculare、トマト斑葉細
菌病菌 Pseudomonas syringae pv. tomato 
DC3000 expressing avrRps4 、青枯病菌
Ralstonia solanacearum）の攻撃を認識し
て抵抗反応を起動することを世界に先駆け
て発見し、植物による病原体の認識と応答
反応における新説“デュアル抵抗性(R)蛋白
質システム”を提唱した(Narusaka M. et al. 
Plant J. 2009)。本研究により、植物の免
疫系も動物と同様に少ない遺伝子を組み合
わせることにより多様な病原体を認識して
防御系を発動していることを分子レベルで
明らかにした。 
これまでに R 遺伝子を利用した分子育種

が試みられてきたが、(1)現在までに発見さ
れた R 遺伝子は植物の科(family)を超えて
機能しない(2)作物への R 遺伝子の単独の
導入により矮化または抵抗性の機能不全を
生じ病害抵抗性作物の分子育種に利用でき
ないことが問題であり、モデル植物で得た
知見を実用植物へ応用することが困難であ
った。そこで私たちは、シロイヌナズナ由
来の 2つの R遺伝子(RPS4 と RRS1)を、アブ
ラナ科、ナス科およびウリ科作物に同時に
導入した結果、これら形質転換体は正常に
生育し、かつ、複数の病害に抵抗性を示す
ことを明らかにした(国際特許登録番号：
5516993 (JP)等、Narusaka M. et al. PLOS 
ONE 2013)。これに対して、それぞれ単独で
の R 遺伝子の導入では抵抗性を付与できな
かった。これはシロイヌナズナ由来のデュ
アル R 遺伝子を作物へ導入し、病害抵抗性
作物を創製できた世界初の事例である。ま
た最近、Williams らにより、二つの R蛋白
質 RPS4 と RRS1 が相互作用することが示唆
された（Science 2014）。しかしながら、
デュアル R 蛋白質システムを構成する 2 つ
の R 蛋白質の機能、デュアル R 蛋白質によ
る病原体の認識機構および、デュアル R 蛋
白質をコアとする病害防御応答シグナル伝
達ネットワークは未解明の部分が多い。 
 このような R 遺伝子セットはシロイヌナ
ズナゲノム上に少なくとも 9 セット存在し、
これら遺伝子セットも同様な機能を有する

ことが期待され、本システムの普遍性を示
唆している。また、他のグループにより、
これまでにゲノムが解読された植物種にお
いてもデュアル R 遺伝子セットが発見され
ている。本メカニズムを明らかにすること
は、モデル植物において蓄積された植物免
疫の知見が様々な植物において応用可能と
なり、かつ、様々な植物に存在するデュア
ル R 遺伝子セットを活用することで耐病性
育種のための遺伝子資源が豊富になる。ま
た、生物間相互作用による適応共進化の謎
を明らかにすることで、新規な抵抗性育種
法の開発に貢献する。 
 
２．研究の目的 
病原細菌は数十種、病原糸状菌は千種以上
の分泌蛋白質遺伝子をゲノム上に有してい
ると推定され、これらの膨大な分泌蛋白質
（エフェクターと呼ばれる）を駆使するこ
とで、植物細胞および組織の破壊を行い、
植物が本来発揮するべき抵抗性を妨害して
その感染を成立させている。これに対して、
植物は R 蛋白質により病原体が放出する分
泌蛋白質（特に Avr エフェクターという）
を認識し病原体に対する抵抗性を発揮して
いる。本課題では、この Avr エフェクター
と R 蛋白質（デュアル R 蛋白質）の相互作
用を解析し、植物ゲノムと、病原体ゲノム
の生物間相互作用による適応共進化の謎に
迫る。 

３．研究の方法 
私たちは、これまでにシロイヌナズナのゲ
ノム上で隣接する異なる 2 つの R 遺伝子
(RPS4 と RRS1)がセットで、異なる 4種の病
原体の攻撃を認識して抵抗反応を起動する
“デュアル R 蛋白質システム”を発見した
が、その仕組みの詳細は不明である。私た
ちがデュアル R 蛋白質システムを提唱して
以来、他の研究グループからも複数の植物
種において 2 つの R 遺伝子が病原体の認識
に関与していることが報告されており、本
システムが植物の抵抗性発現に普遍的なシ
ステムであることを示唆している。本課題
では、デュアル R 蛋白質システムの分子基
盤を明らかにするために、未同定の炭疽病
菌の Avr エフェクターの同定を試み、さら
に、異なる 4 種の病原体の Avr エフェクタ



ーとデュアル R 蛋白質の相互作用を比較解
析することで Avr エフェクターの認識蛋白
質およびその認識ドメイン、認識機構の解
明を試みた。 
(1) デュアル R 蛋白質システムが認識す
るアブラナ科野菜類炭疽病菌 Avr エフェク
ターの探索 
共同研究により、複数の炭疽病菌のゲノム
を解読して、細胞膜を透過するためのシグ
ナルペプチドを N 末端に有する分泌蛋白質
をコードする遺伝子（エフェクター）を推
定し、アブラナ科野菜類炭疽病菌のエフェ
クター候補遺伝子の網羅的なクローニング
を試みた。次いで、これらリソースを用い
て Avr エフェクターの同定を試みた。 
 
(2) デュアルR蛋白質による異なる4種の
病原体認識機構の解明 
これまでにP. syringae pv. tomato DC3000 
expressing avrRps4 (Pst-avrRps4)が分泌
す る Avr エ フ ェ ク タ ー AvrRps4 、 R. 
solanacearum が分泌するAvrエフェクター
PopP2 を取得している。さらに、 C. 
higginsianum および C. orbiculare の Avr
エフェクターを取得することで、これら 4
種の Avr エフェクターとデュアル R 蛋白質
の相互作用を比較解析し、デュアル R 蛋白
質システムによる異なる 4 種の病原体の認
識機構を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) デュアル R 蛋白質システムが認識す
るアブラナ科野菜類炭疽病菌 Avr エフェク
ターの探索 
アブラナ科野菜類炭疽病菌の 480 種のエ
フェクター候補遺伝子のクローニングに成
功した。これら 480 種のエフェクター候補
遺伝子を pSfinX ウイルスベクターにクロ
ーニングし、このプラスミドをアグロバク
テリウムに導入した。本アグロバクテリウ
ムをデュアル R 遺伝子を形質転換した
Nicotiana benthamiana の葉に注入し、過
敏感細胞死(HR 細胞死)を指標にして、Avr
エフェクターを探索した。 

その結果、デュアル R遺伝子を形質転換し
た N. benthamiana に特異的に HR 細胞死を

誘導する Avr エフェクター候補遺伝子を複
数個得た。 
上記で取得した Avr エフェクター候補遺
伝子を 35S プロモーターによる高発現バイ
ナリーベクター（pBI 系）に載せ替えた。
これら遺伝子を導入したアグロバクテリウ
ムと、デュアル R 蛋白質を高発現するコン
ストラクトを導入したアグロバクテリウム
を混合して、N. benthamiana の葉に注入し、
HR 細胞死を指標にして、Avr エフェクター
を特定を試みた。その結果、HR 細胞死を誘
発する 2種の候補遺伝子を発見した。 
これら候補遺伝子が Avr エフェクターか
どうかを評価するため、本遺伝子を破壊し
たアブラナ科野菜類炭疽病菌を作製した。
本破壊株の評価を行った結果、それぞれ単
独では Avr エフェクターの機能を有してい
なかったが、セットで Avr エフェクターと
して機能している可能性が考えられるため、
2重破壊株を作製している。 
 本候補遺伝子の機能を明らかにするため、
これら遺伝子を過剰発現したシロイヌナズ
ナを作製した。その結果、これらを導入し
たシロイヌナズナは生育異常が認められ、
植物において何らかの作用を行うとの知見
を得た。 
 本課題において、炭疽病菌の Avr エフェ
クターの決定的なエビデンスは得られなか
ったが、取得した 480 種のエフェクター候
補遺伝子は病原菌の感染戦略を解明するた
めの貴重なリソースおよびツールになる。 
 
(2) デュアルR蛋白質による異なる4種の
病原体認識機構の解明 
私たちはPst-avrRps4が分泌するAvrエフ
ェクターAvrRps4、R. solanacearum が分泌
する Avr エフェクターPopP2 を取得した。 
AvrエフェクターとデュアルR蛋白質をN. 
benthamiana で一過的に発現して免疫沈降
により相互作用を比較解析した結果、
AvrRps4 存在下では RPS4 および RRS1 がミ
クロソーム画分から減ずることが明らかに
なった。 
次いで、異なる病原体の Avr エフェクター
とデュアル R 蛋白質をベンサミアーナタバ
コで一過的に発現し、HR細胞死を指標とし
てデュアル抵抗性蛋白質 RPS4/RRS1 のモチ
ーフの機能解析を行った。両 R 蛋白質のモ
チーフを改変して機能の変化を解析した結
果、デュアル R 蛋白質の N 末端側のモチー
フが病原体の認識または抵抗性誘導に重要
であることを明らかにした。 
これまでは R 蛋白質の部分構造で解析さ
れることが多かったが、私たちは R 蛋白質
を構成するモチーフおよびドメインがそれ
ぞれ重要な役割を担っており、R 蛋白質全
長での解析が重要であることを立証した。 
 
(3)今後の展望 



現在、作物の病害の防除は殺菌性の化学合
成農薬に大きく依存しているが、病原体の
薬剤耐性の発達が深刻化しており、農業お
よび食料の安定供給が危機に瀕している。
植物が本来備えている病気に対する抵抗力
を活用した病害防除技術を普及することで、
病害虫の薬剤抵抗性の発達を抑制し、病害
による被害を抑え、作物増収が達成できれ
ば、持続的かつ付加価値の高い作物生産を
実現し、食の安全の確保、日本の国際競争
力の向上に貢献する。 
“デュアル抵抗性遺伝子システム”の発見
により、植物の免疫系も動物と同様に少な
い抵抗性遺伝子を組み合わせることで多様
な病原体を認識して防御系を発動している
ことが明らかとなった。今後、デュアル抵
抗性蛋白質システムを活用した作物保護技
術の実用化を進めていきたい。 
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