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研究成果の概要（和文）：植物病原糸状菌が分泌するエフェクターは、宿主植物の細胞内へ侵入して免疫反応を
抑制するが、病原性機能の分子メカニズムはまだよくわかっていない。本研究において、オオムギうどんこ病菌
の付着器発芽管に含まれるタンパク質を網羅的に質量分析して多数同定したエフェクター候補タンパク質の中か
らAPEC1に焦点をあて、それがAVRエフェクターであるかを明らかにするとともに、宿主細胞内局在及びそれに寄
与するアミノ酸配列の同定、さらには病原性機能を解析するためのAPEC1過剰発現シロイヌナズナ形質転換体の
作製、共免疫沈降法による相互作用タンパク質の単離と同定を行い、病原性機能の分子メカニズムの解明に取り
組んだ。

研究成果の概要（英文）：Effectors secreted from filamentous pathogens enter host plant cells to 
suppress the immune responses. However, the molecular mechanisms of the virulence functions are not 
yet well understood. In this study, we analyzed the proteins contained in the appressorial germ 
tubes of barley powdery mildew fungus (Blumeria graminis f. sp. hordei) with mass spectrometry and 
found a number of appressorial effector candidate (APEC) proteins. Among them, we focused on APEC1 
and analyzed the possibility of AVR effector, the host cell localization, and the virulence 
function. Finally, we were able to find a peroxisome-localized protein as a target of APEC1.

研究分野：植物病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　植物は病原菌の分子パターンを認識したり、抵抗性を持つ植物では抵抗性タンパク質がエフェクターを認識す
ることにより、感染行動を停止させる。近年、コムギ黒さび病菌の新たなレースUg99がアフリカ大陸で出現し、
今まで抵抗性であったコムギに感染するようになって西アジアまで拡散して作物病害パンデミックとして問題と
なっている。それに加え、本来イネに感染するいもち病菌がコムギにも感染するようにホストジャンプした報告
も出始め、植物病原糸状菌の感染メカニズムの全容解明が急務となっている。本研究で得られた知見は、これら
病原菌に共通する感染戦略を理解する上で多大なる貢献となり得るものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物病原糸状菌が分泌するエフェクターは、植物の細胞内へ侵入して免疫反応を抑制するが、
病原性機能の分子メカニズムはまだよくわかっていない。これまでに、オオムギうどんこ病菌
（Blumeria graminis f. sp. hordei）をムギ類作物におけるエフェクター研究のモデル病原菌と
捉えてプロテオーム解析を行い、単離した付着器分泌型エフェクター候補の中で APEC1 が病
原性機能を持つ可能性があることを見出していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、APEC1 が新規の AVR エフェクターであるかを明らかにするとともに、AVR
エフェクターであるならば Rタンパク質による認識機構、あるいはその病原性機能を解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）APEC1 は AVR エフェクターか？ 
 APEC1 が AVR エフェクターとして HR 細胞死を引き起こすかどうか調べる際、通常では安定形
質転換体を作製するなどして解析すべきであるが、形質転換可能なオオムギ品種が Golden 
Promise のみに限られており、供試するオオムギうどんこ病菌のレースが Golden Promise の持
つ R遺伝子 Mla8 が認識し得る AVR を持つため、技術的に本実験には適さない。そのため、パー
ティクルガンによる一過的発現系を用いた。各抵抗性遺伝子を持つ品種に GFP 及び APEC1 遺伝
子を導入し、HR 細胞死により GFP 蛍光が消失し得る品種があるかを解析した。 
（２）APEC1 の病原性機能の解析 
 APEC1 が病原性機能を持つか明らかにするために、パーティクルガンにより APEC1 をオオム
ギ細胞へ導入した後に非適応型菌であるエンドウうどんこ病菌を接種して侵入できるようにな
るかどうか解析した。また、シロイヌナズナに APEC1 を高発現させ、同様にエンドウうどんこ
病菌が侵入できるようになるか調べた。 
（３）APEC1 の宿主細胞内局在解析 
 APEC1 が病原性機能を持つことから、宿主細胞内の免疫応答をかく乱すると考えられる。そ
のため、宿主細胞内のどこに局在するのか調べるために APEC1-GFP をオルガネラマーカーとと
もにパーティクルガンで導入し、共焦点顕微鏡を用いて局在解析を行った。また、局在に必要
とされるアミノ酸配列を同定するために削り込み解析を行った。 
（４）APEC1 の標的宿主タンパク質の探索 
APEC1 の病原性機能の分子メカニズムを解明するために、標的とする宿主タンパク質の探索
を行った。APEC1-GFP を発現させたベンサミアナ葉からタンパク質を抽出し、共免疫沈降法に
より相互作用するタンパク質を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）APEC1 は AVR エフェクターではない可能性が高い 
 マックスプランク研究所との共同研究で同定した AVRa1 をポジティブコントロールとして、
AVRa1 と GFP 遺伝子を Mla1 を持つ品種に導入すると GFP 蛍光が減少することから、AVRa1 の認
識によりHR細胞死が引き起こされ、GFP発現細胞が死んだために蛍光が消失したと考えられる。
この実験系を用い、９アリルの Mla、Mlk1、Mlg、Mlp を持つ品種において APEC1 を発現させて
も GFP 蛍光の減少は見られなかった。このことから、少なくとも試験した抵抗性タンパク質に
ついては APEC1 は認識されないことがわかった。 
（２）APEC1 は病原性機能を持つ 
 APEC1 を導入したオオムギ細胞においてはエンドウうどんこ病菌が侵入できるようになるこ
とから侵入抵抗性を抑制する機能を持つことがわかった。またさらに、シロイヌナズナに過剰
発現させると顕著な成育阻害及びクロロシスを引き起こすことから、発生初期から発現させる
と葉細胞において何らかの異常を引き起こすことが明らかとなった。 
（３）APEC1 の宿主細胞内局在解析 
 APEC1-GFP をオオムギ及びベンサミアナで発現させるとペルオキシソームに局在することが
明らかとなった。また削り込み実験により C末端の数アミノ酸が局在に必要であることがわか
った。 
（４）APEC1 の標的宿主タンパク質の探索 
 APEC1-GFP と相互作用するタンパク質を共免疫沈降法と質量分析により同定したところ、ペ
ルオキシソームに局在するタンパク質であることがわかった。そのタンパク質に異常があると
クロロシスを起こすと考えられた。 
 
以上の結果より、APEC1 は宿主のペルオキシソームタンパク質を標的とし、免疫応答をかく乱
する病原性機能を持つことが明らかとなった。 
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