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研究成果の概要： ACR 毒素レセプター遺伝子 ACRS の mRNA 結合蛋白の遺伝子の解析・応用と、
宿主特異的 ACR・ACT 毒素生合成遺伝子クラスターの配列構造・機能解析等を推進した。分子量
30 kD の ACRSmRNA 結合蛋白の諸性質を明らかにし、ACRSmRNA の修飾には複合体形成が重要で
あることを示した。また、ACR・ACT 毒素生合成遺伝子クラスターの座乗する dispensable 染色
体を明らかにし、標的遺伝子破壊法と RNA サイレンシング法で、病原性・毒素生合成に関与す
る遺伝子群を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
世界的主要果樹の一つでありながら、カン

キツは生化学・分子レベルでのストレス・防
御応答に関わるシグナル伝達関連の基礎研
究進展が十分とはいえない。樹木は研究材料
として扱い難いという難点もあるが、カンキ
ツは組織培養技術等が発展しており、ラフレ
モン品種等は非常に生育が旺盛で、当研究機
関が所在する四国地方では年中核酸抽出が
可能な若葉を入手できる事から、分子レベル

のストレス・防御応答研究も進展は可能であ
ると考えた。 

近年、植物病原糸状菌が植物感染時に発揮
する宿主特異性に関する様々な分子メカニ
ズムが明らかになってきた。宿主特異的な感
染の誘導因子の一つとして、植物病原糸状菌
が生産する宿主特異的毒素が知られている。
宿主特異的毒素の多くはいくつかの特定の
糸状菌の 2次代謝産物であり、それぞれの宿
主植物に対して 10-9〜10-8 Mの低濃度で選択



的毒性を示し、菌の毒素生産性の有無と病原
性の有無、さらに植物の毒素感受性と病害感
受性が一致する。植物への感染場面で，宿主
特異的毒素は菌の植物組織への侵入直前の
胞子発芽・付着器形成時に生産・放出される。
毒素という名称から、宿主特異的毒素生産菌
は、毒素が宿主の細胞死を誘起し、死細胞に
菌が感染するものと一般に考えられてきた
が、宿主特異的毒素の作用には毒性とともに、
宿主の抵抗反応の抑制作用も含まれると予
想されてきた。 
本研究対象である宿主特異的 ACR毒素とそ

のレセプターは、植物病害の発生宿主特異性
を説明できる可能性が極めて高いモデルで
ある。ミトコンドリア膜に存在する ACR 毒素
のレセプター蛋白は４量体を形成し、多くの
膜貫入型レセプターと配列の類似性を示す。
このレセプター遺伝子を大腸菌で発現させ
ると通常毒素耐性の大腸菌が感受化し、酸素
消費が停止して死に至る。本毒素とレセプタ
ー間の相互反応は、動物細胞のアポトーシス
の重要なステップである Bax蛋白とミトコン
ドリア膜の VDAC 蛋白の相互反応に類似して
おり、４量体膜貫入型孔形成レセプターと毒
素との反応によるミトコンドリア膜の孔形
成により細胞死が誘起される。このように病
原性因子（ACR 毒素）とそのレセプターが明
らかになっている研究例は、世界の分子植
物・微生物相互反応研究分野で数例しかない。
そこで、このモデルの機能解析は本分野で先
駆的であり、また本研究結果で得られる毒素
耐性植物はこれまでにない新しい形の病害
耐性モデルとなると考えた。 
今日までに、Alternaria 属、Cochliobolus

属を中心とした 19 種の宿主特異的毒素生産
糸状菌が報告されており、この中の 7種を含
む Alternaria 属の宿主特異的毒素生産菌は
病害発生当初はそれぞれ固有の別種として
同定・分類されてきた。しかしながら、異な
る毒素を生産する各菌の胞子形態が A. 
alternata と一致することから、これらの病
原菌は異種ではなく、A. alternata の病原性
に関する種内変異系統（病原型、pathotype）
であると考え、分子系統学的解析からもこの
病原型説の正当性が確認されている。この７
種の病原型は、それぞれ異なる宿主特異的毒
素を生産し、その中の 6毒素は化学構造も明
らかにされている。また宿主特異的毒素生合
成を支配する生合成遺伝子クラスターの存
在がこの中の 6種の病原型から明らかにされ、
これらのクラスターのいずれも 2 Mb 以下の
小型染色体に座乗していることも明らかに
なってきている。 
そのため、A. alternata は本来自然界に広

く分布する腐生的な糸状菌であったが、この
腐生的 A. alternata がそれぞれ固有の宿主
特異的毒素生合成遺伝子クラスターを獲得

することにより、宿主特異的毒素生産能を得
て病原菌化し、また生産する宿主特異的毒素
の種類により、異なる宿主植物にそれぞれ特
異的に病原性を示す各病原型に分化したも
のと現在では考えられてきている。これらの
Alternaria 病原型の中の２つがカンキツの
病原菌であり、これら２菌の毒素生合成酵素
遺伝子クラスターも dispensableな小型染色
体に座乗し、腐生菌・毒素非生成菌はこの小
型染色体自体を保持せず、このクラスター・
小型染色体の配列構造・機能の解析は、菌の
植物病原化への進化の過程を明らかにする
格好のモデルとなると考え、他の Alternaria
属菌の病原機構との比較を試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、植物と病原菌の相互反応にお

ける宿主特異性の分子機構の一例を明らか
にすることを目的としていた。これまでの研
究で、特異性を決定する病原菌側の因子であ
る宿主特異的毒素の生合成酵素遺伝子クラ
スターの部分領域と、宿主ミトコンドリアゲ
ノムに座乗するその毒素のレセプター遺伝
子の単離に成功した。これらの成果を基盤と
して、このレセプター遺伝子 mRNA の人為的
な翻訳阻害により、宿主植物を毒素感受性
（＝毒素生成菌に対する感受性）から抵抗性
に変換できると確信し、レセプター遺伝子
mRNA の翻訳阻害機構（プロセッシング機構）
と毒素による防御機構の抑制機構の解明を
目的とした。 
また菌側の毒素生合成酵素遺伝子クラス

ターは dispensable な小型染色体に座乗し、
腐生菌・毒素非生成菌はこの小型染色体を保
持しないことから、糸状菌の植物病原化への
進化の過程が明らかになると考え、ACR・ACT
毒素生産菌の毒素生合成クラスターの配列
構造・機能の解析と、他の Alternaria 属菌
の病原機構との比較を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ACRSmRNA 結合蛋白遺伝子の感受性植物
での発現に向けた ACRSmRNA 修飾機構の解明  

本研究課題で用いるカンキツラフレモン
と Alternaria leaf spot 病菌 (A. alternata 
rough lemon pathotype)のモデルでは宿主特
異的 ACR 毒素が病原性の主因子であり、先に
も述べたように ACR毒素のレセプター遺伝子
ACRS をラフレモンミトコンドリアゲノムか
ら既に単離している。これまでの研究で、本
病 へ の 抵 抗 性 は ミ ト コ ン ド リ ア で の
ACRSmRNA のプロセッシングによるレセプタ
ー翻訳阻害に支配され、レセプターの不在が
ACR 毒素耐性および本病原菌の感染に対する
抵抗性につながっていることを明らかにし
ている。そこで、ACRSmRNA アフィニティーカ



ラムを用いて、毒素抵抗性カンキツ品種葉組
織磨砕液の可溶性蛋白画分から分子量 30 kD
の ACRSmRNA 結合蛋白の単離に成功し、Ｎ末
と内部アミノ酸配列をもとにデザインした
プライマーによる RACE と RT-PCR で、この 30 
kD 蛋白遺伝子の単離を試みた。 
  本研究では、アグロバクテリウム法を用い
たラフレモンへの本 30kD 蛋白遺伝子の挿入
も試みたが、研究の進展とともに ACRSmRNA
プロセッシングは当初の予想以上に複雑な
現象であることが明らかになり、この 30kD 
ACRSmRNA 結合蛋白の機能解析を詳細に進め
た。さらに、これらの毒素作用とカンキツ防
御機構抑制との関係を明らかにするための、
各種防御関連遺伝子の単離と機能解析を進
め、親和、不親和な関係にある品種・毒素に
よるこれらの防御関連遺伝子の発現挙動を
明らかにした。 

（２）ACR、ACT 毒素生合成遺伝子クラスター
の座乗する 1.05Mb dispensable 染色体の配
列構造・機能解析 

ACR 毒素生合成遺伝子クラスターの座乗す
る 1.05Mb dispensable 染色体の異なる部分
領域約 100 kb がそれぞれ挿入された２つの
BAC クローン、ACT 毒素生合成遺伝子クラス
ターの座乗する 1.9Mb dispensable 染色体の
部分配列の cosmid クローン等を保持し、平
均冗長度を 5としたショットガン法でそれぞ
れ 500-600 kb の配列決定を行った。 
この配列結果は、アノテーション後平均冗

長度が 5のコンティグ領域をそれより低い領
域で仮に結び、それぞれの継続配列をアイラ
ンドとして取得し、この解析情報をもとに、
推定 ORF の検索をすべての領域で行い、800 
bp 以上の推定 ORF 領域をリストアップした。
同時に、相同解析により既存の遺伝子との配
列類似性を検定し、両者のデータを合わせて、
既存または未知の遺伝子をコードする推定
ORF 領域を導き出した。さらに、上記の推定
ORF 領域の内部領域でプライマーを設定し、
RT-PCRにより推定ORF領域の転写物がACR毒
素生産状態で培養した菌体の mRNA 中に存在
することを確認した。 
上記の検定により ORF 領域を確認し、確認

した ORFのゲノム内部領域でプローブを作製
して、ゲノムサザンブロット解析によりこれ
らの遺伝子の分布を調査した。分布検定に用
いる菌株は a) 米国カンキツ圃場で分離し
た A. alternata 菌株 40 菌株、b）米国他世
界６カ国のカンキツ圃場で分離した A. 
alternata 菌株 15 菌株、c) 宿主特異的毒素
生産性の異なる病原型 A. alternata 菌株 15
菌株の合計 70 菌株を用いた。 

これらの検定により、ORF の存在が毒素生
産性と完全一致するかどうか、採取された地
域によって遺伝子の保存性・コピー数に差が
あるかどうか、宿主特異的毒素の毒素化学構

造とその生合成遺伝子の分布に相関性はあ
るかどうかの３点を明らかにし、毒素生産性
に関与しそうな ORF は、標的遺伝子破壊法、
サイレンシング法で、毒素生産における役割
と機能を検定し、さらに毒素生産欠損株の病
原性、毒素非生産 Alternaria 属菌の病原性
を検定することにより、病原性における宿主
特異的毒素の役割を明らかにした。 
 
４．研究成果 

カンキツにおける ACR 毒素感受性は ACRS
遺伝子の存在・不在では決定されていなかっ
た。ミトコンドリアにおける本遺伝子の推定
ORF領域の転写物への修飾を 3′RACE により解
析した結果、推定する ORF のフルサイズの転
写物は ACR毒素感受性のラフレモンミトコン
ドリア RNA からのみ検出され、検定したすべ
ての毒素抵抗性カンキツミトコンドリア RNA
では、転写物が断片化し分解されていた。推
定 ORF中に含まれる植物ミトコンドリア遺伝
子の processing モチーフと 3′RACE 産物から
得た断片配列情報から、ACR 毒素抵抗性カン
キツのミトコンドリアでは本遺伝子の転写
物は processing モチーフの下流で切断され
ることが明らかとなった。一般に RNA 修飾・
分解に関与する因子は、ターゲット RNA を認
識するサブユニット、触媒サブユニット、基
質結合サブユニット等からなる複合タンパ
クである例が多い。そこで ACRSmRNA 領域の
アフィニティカラムを作製し、毒素耐性カン
キツ品種の組織磨砕液から ACRSmRNA に結合
する 30 kDa のタンパク質の単離に成功した。
本タンパクの遺伝子（AmBP30）を単離し、配
列を決定したところ、RNA 結合ドメインを保
有し、RPN 型の RNA 結合タンパクであること
が明らかになった。しかしながら、研究の過
程で本 30kDa タンパクは選択的に ACRSmRNA
領域に結合するが、RNA 切断・分解能は保有
していないことが明らかになり、ACRSmRNA の
認識サブユニットであると考え、酵母 2ハイ
ブリッド法を用いた相互反応する他のサブ
ユニットの選抜等の複合体研究が全望の解
明に不可欠であることが明らかになった。 

植物病理学の分野では、古くから病原菌の
感染認識により起動するプログラム細胞死
（過敏感反応死）が、強く抵抗性とリンクす
ることが示されてきた。それでは、ACR 毒素
により誘導される細胞死も抵抗性誘導とリ
ンクするかを検討した。ACR 毒素生産菌 A. 
alternara rough lemon pathotype を噴霧接
種した後に各種遺伝子発現様式を検定した
結果、本菌接種後 2時間以内の極めて早い時
点では各種抵抗性関連遺伝子の発現を非病
原菌接種時と同様に誘起するが、これらの遺
伝子発現はその後急激に抑制され、この防御
機能のサプレッサー的抑制が感染の成立と
宿主の罹病性の一端を担っていた。ここで



ACR 毒素のサプレッサー的機能の解析に用い
たラフレモン抵抗性に役割をもつ遺伝子群
は、ラフレモン葉に菌胞子を接種して、抵抗
性を誘導させた葉から RNA を抽出し、無処理
葉 RNA との subtractive PCR を行い、抵抗性
誘導下で特異的に発現している遺伝子の探
索により明らかにした。これらの遺伝子は先
に単離した lipoxygenase 遺伝子(RlemLOX)、
hydroperoxide lyase 遺伝子(RlemHPL)、
epoxide hydrolase 遺伝子(RlemEH)、allene 
oxide synthase 遺 伝 子 、 PGIP 遺 伝 子
（RlemPGIP）、キチナーゼ遺伝子（RlemAchi）
の他に、nonspecific lipid transfer protein
遺 伝 子  (RlemLTP) 、 14-3-3 遺 伝 子
（ Rlem14-3-3 ）、 UV resistant 遺 伝 子
（RlemUVR）、メタロチオネイン遺伝子
（RlemMT）等を単離して研究を進めた。それ
らの結果、宿主特異的毒素はレセプターを持
たない毒素非感受性植物を宿主として認識
せず、サプレッサー的抵抗反応抑制や細胞死
を誘起しないが、毒素非感受性植物にとって
は分泌される毒素は異物であり、各種揮発性
物質、細胞壁成分断片由来の一般的エリシタ
ー等による抵抗性誘導とともに、さらに付加
的な誘導を促している可能性が示され、
Pathogen-associated molecular patterns 
(PAMPs)としての機能を保持する物質である
ことが明らかになった。 
宿主特異的毒素の生合成遺伝子解析と

Alternaria 属菌の病原性を支配する遺伝子
についても精力的に推進した。Alternaria 
brown spot 病菌の生産する ACT毒素生合成遺
伝子クラスターに関する研究については、部
分的類似化学構造を持つ日本産のナシ黒斑
病菌の AK 毒素生合成酵素遺伝子のホモログ
が、米国産の ACT 毒素生産菌ゲノムの 1.9Mb
の染色体に座乗し、標的遺伝子破壊や RNA 
silencing 法でこれらの生合成遺伝子産物の
機能が毒素生産に直結することを明らかに
した。ACT 毒素生合成に関与する 10 遺伝子の
全長配列とその機能を明らかにし、本毒素の
生合成に関与する遺伝子のほぼ全容を明ら
かにした。また ACR 毒素の生合成に関与する
遺伝子もいくつか機能解析を進め、ACR 毒素
生合成遺伝子クラスターは 1.5Mbの染色体上
に座乗することを明らかにした。さらに、ACR
毒素と ACT毒素の２つの異なる宿主特異的毒
素を生産し、ACR 毒素生合成遺伝子クラスタ
ーと ACT毒素生合成酵素遺伝子クラスターの
両方を保有する菌株を圃場から分離し、これ
らの毒素生合成酵素遺伝子クラスターは水
平移行する可能性を示した。この 2毒素を生
産する dual 病原型菌株には、これら ACT 及
び ACR 毒素クラスターの双方が座乗し、両ク
ラスターの座乗する染色体の部分領域の双
方が存在することを明らかにした。細胞壁分
解酵素等が病原性の主因子である他の

Alternaria 属病原菌はこれらのクラスター
（＝小型染色体）を持たない事から、宿主特
異的毒素生産菌の病原性における毒素の役
割が一層明らかになった。 
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