
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

平成２３年５月１６日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）： 

 キュウリモザイクウイルス黄斑系統［CMV(Y)］に対する抵抗性を制御している抵抗性遺伝

子 RCY1 は、CC(Coiled-coil)-NB (Nucleotide binding) –LRR (Leucine-rich repeat)ドメインを有する

タンパク質をコードしている。同タンパク質の機能と、相互作用する宿主タンパク質について

解析を行ったところ、(1) CMV(Y)罹病性 C24変異体の解析から、RCY1タンパク質内の CC、
NBS、LRRの各ドメインが、その機能に必須である、(2) RCY1タンパク質を細胞内で発現させ

ると自発的細胞死が誘導されるが、分割した各ドメインを共発現させた場合、ドメイン間の相

互作用や自発的細胞死が誘導されない、(3) RCY1 による CMV(Y)抵抗性は、RCY1タンパク質

の蓄積量によって特異的に制御されており、その蓄積量により抵抗性の強度が決定される、(4) 
RCY1 タンパク質と相互作用する宿主タンパク質として、43kDa タンパク質と ‘GHKL’ATPase
モチーフを有する NTPaseが同定された。これらの結果は、抵抗性タンパク質 RCY1 の機能解

明に新規な知見を提供するものと考えられる。 
 

研究成果の概要（英文）： 

Resistance gene to CMV(Y), RCY1, encodes CC-NBS-LRR-containing protein. In this study, we 
analyzed the molecular aspect of a complex composed by RCY1 and other host proteins. In conclusion, 
(1) RCY1-conferred resistance to CMV(Y) required three structural domains: CC, NBS and LRR in 
RCY1 protein, (2) HR-cell death was induced by Agrobacterium-mediated transient expression of RCY1, 
but co-expression of all combination of CC, NBS and LRR domain proteins in plant cell did not induce 
not only the cell death but also molecular interaction among them, indicating that three domains are not 
able to act trans-complimentarily, (3) A protein with molecular weight of 43kDa and a NTPase 
containing ‘GHKL’ATPase motif were identified as a RCY1-interacting proteins. These finding will 
give a new insight for understanding the function of RCY1 protein conferring the resistance to CMV(Y). 
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１．研究開始当初の背景 

 この 10年の間に約 30種類の病害抵抗

性遺伝子が植物から単離された。その構

造解析の結果、抵抗性遺伝子は、主要な

5 つのクラスに大別されている。その中

で、最も多くのメンバーが報告されてい

る NBS-LRR クラスでは、抵抗性遺伝子

の下流で機能しているシグナル伝達系に

ついても解析が進められており、大多数

の NBS-LRR クラス抵抗性遺伝子は、

NDR1(膜結合タンパク質)を介したシグ

ナル伝達系に依存するものと、EDS1(リ
パーゼ様タンパク質)を介したシグナル

伝達系に依存するサブクラスに分かれる

ことが明らかになっている。さらに、各

サブクラスに属するメンバーは、抵抗性

遺伝子産物(以下、抵抗性タンパク質)と相

互作用することが明らかになっている

RAR1 や SGT1 の依存性からも、それぞ

れのサブグループへの対応付けが確認さ

れている。しかし、単離された抵抗性遺

伝子の中で、抵抗性タンパク質自体の機

能解析が詳細に進められているものは、

国外のグループが研究を行なっているタ

バコモザイクウイルス抵抗性遺伝子 N、
ジャガイモ X ウイルス抵抗性遺伝子 Rx、
Pseudomonas 抵抗性遺伝子 RPM1 と RPS2
など一部の代表的な抵抗性遺伝子に限ら

れている。特に Rx タンパク質では、CC 
(Coiled-coil)、NBS (Nucleotide-binding site)、
LRR (Leucine-rich repeat)ドメイン間の相

互作用による折りたたみ構造をとってお

り、 非病原性因子である PVX 外被タン

パク質を LRR ドメインが感知し、Rx タ

ンパク質の折りたたみ構造が変化するこ

とによって、CC ドメインがシグナルを

下流に伝達するモデルが提唱されている。

また、N タンパク質は、NBSドメインを

介して多量体を形成しており、その構造

による N タンパク質の安定化が抵抗性誘

導に重要な役割を果たしているとの報告

がある。 
 一方、これまでに単離された NBS-LRR
クラス抵抗性遺伝子の中には、キュウリ

モザイクウイルス抵抗性遺伝子 RCY1 の

ように、NDR1 と EDS1のいずれにも依

存せずに抵抗性を誘導するユニークなも

のも見出されている。残念なことに国内

では、特定の抵抗性遺伝子を単離し、さ

らにその解析を進めている研究例はほと

んどないが、本研究代表者らは RCY1 の
下流シグナル伝達機構の解析から、この

RCY1 は他の多くの NB-LRR クラス抵抗

性遺伝子と異なり、新規なシグナル伝達

系を介して CMV 抵抗性を誘導すること

を明らかにしている。したがって、RCY1
は、国外で研究が進められている N、Rx、
RPM1 など上述の遺伝子とは異なる機構

で CMV 抵抗性反応を制御している可能

性が高いと考えられる。 
２．研究の目的 

 本研究では、新規な抵抗性遺伝子産物で

ある RCY1 タンパク質が、CMV 抵抗性を

どのような分子機構により制御している

のかを明らかにするため、(a) RCY1タンパ

ク質の CC、NBS、LRR ドメインへの変異

導入による抵抗性誘導能の喪失、(b) CC、
NBS、LRR ドメインの相互作用による

RCY1 タンパク質の分子構造について解析

を行なう。同時に(c) RCY1タンパク質と相

互作用する宿主タンパク質の同定および、

(d) その複合体によって制御されている下

流シグナル伝達系の解析を行なう。そして、

それらの解析から知見を合わせ、CMV 抵

抗性におけるRCY1タンパク質の機能解明

に迫る。 
３．研究の方法 
(1) 突然変異源(EMS)処理により、CMV 罹

病性 1 アミノ酸置換変異体を作出する。

同変異体を、以降の RCY1 タンパク質ド

メイン間の相互作用および RCY1 タンパ

ク質の多量体形成の解析に利用する。 
(2) HA および myc タグを付与した RCY1
タンパク質の CC、NBS、LRR ドメイン

を N. benthamiana 葉組織中で一過的に発

現させ、細胞死誘導を指標として抵抗性

誘導活性、各ドメイン間の結合を調べる。 
(3) HAタグ付きRCY1タンパク質を発現す

る形質転換植物を作出し、HA タグ抗体を

用いて RCY1 タンパク質を検出するとと

もに、CMV 抵抗性を評価する。 
(4) 同 RCY1-HA 形質転換植物を用いて、

免疫共沈法により、RCY1 結合宿タンパ

ク質の単離を行う。 
(5) 単離されたタンパク質の機能解析を、

ALSV ウイルスベクターを用いた遺伝子

ノックダウンシステムを用いて行う。 
(6) RCY1 の対立遺伝子 HRT がコードする



 

HRT タンパク質と相互作用する宿主タン

パク質を単離し、同結合タンパク質と

RCY1 タンパク質との結合を解析する。

さらに、同結合タンパク質の機能から、

下流シグナル伝達系について考察する。 
 
４．研究成果 
(1) RCY1 タンパク質の各ドメインへの変タンパク質の各ドメインへの変タンパク質の各ドメインへの変タンパク質の各ドメインへの変

異導入による機能解析異導入による機能解析異導入による機能解析異導入による機能解析 
 突然変異源(EMS)処理により得られた

CMV(Y)罹病性 C24 変異体 8 ラインの

RCY1 の塩基配列解析の結果、4ラインは

LRRドメイン、１ラインはCCドメイン、

3 ラインは NBSドメインに変異が生じて

おり、各ドメインが RCY1 の機能に必須

であることが明らかになった。 
(2) 各ドメインの相互作用による各ドメインの相互作用による各ドメインの相互作用による各ドメインの相互作用による RCY1 タタタタ

ンパク質の分子構造の解析ンパク質の分子構造の解析ンパク質の分子構造の解析ンパク質の分子構造の解析 
 HA および myc タグを付与した RCY1
タンパク質全長、同タンパク質CC断片、

CC-NBS断片、NBS-LRR断片、LRR断片

を発現するアグロバクテリウムを作出し、

N. benthamiana 葉で一過的に発現させた

ところ、完全長タンパク質では細胞死の

誘導が確認されたが（図 1）。しかし、ド

メイン断

片の組合

せでは、

CMV 感染

の有無に

かかわら

ず、すべて

の断片間

で細胞死

誘導や物

理的相

互作用

を確認

することはできなかった。 
(3) RCY1-HA 形質転換体の作出とウイル形質転換体の作出とウイル形質転換体の作出とウイル形質転換体の作出とウイル

ス抵抗性評価ス抵抗性評価ス抵抗性評価ス抵抗性評価 
 細胞内における RCY1 タンパク質の動

態を把握するため、HA タグを付加した

RCY1 をコードするベクター(RCY1-HA)
を構築し、RCY1-HA の一過的発現系およ

び RCY1-HA を安定的に発現する形質転

換体(Col::pRCY1-HA)を作出した。RCY1
を形質転換した罹病性シロイヌナズナは、

すべて CMV(Y)抵抗性を示したが、その

程度は形質転換ラインで異なっていた

(図 2)。 

 
 3 ラインの Col::pRCY1-HAを用いて、

CMV(Y)抵抗性と RCY1-HA タンパク質

の蓄積量の関係を解析したところ、抵抗

性の強度と RCY1-HA の蓄積量に正の相

関が認められた(図 2)。さらに、RCY1-HA
タンパク質を高レベルに蓄積するライン

における他の病原体（P. syringae pv tomato 
DC3000や病原性 CMV-B2 系統など）に

対する抵抗性を調べたが、いずれも野生

型と同様の罹病性を示した。したがって、

RCY1 により制御される CMV(Y)抵抗性

は、植物の健全状態での RCY1 タンパク

質の蓄積量によって特異的に制御されて

おり、その蓄積量により抵抗性の強度が

決定されると考えられた。 
(4) RCY1-HA形質転換体形質転換体形質転換体形質転換体を利用したを利用したを利用したを利用したRCY1
結合タンパク質の単離結合タンパク質の単離結合タンパク質の単離結合タンパク質の単離 
 RCY1-HA 形質転換体の葉組織磨砕液

を、抗 HA 抗体結合アガロースビーズと

インキュベートすることによって、

RCY1-HA タンパク質複合体をトラップ

できることを確認した(図 3-1, 2)。次に、

トラップ(免疫共沈)された RCY1-HA タ

ンパク質複合体を SDS-PAGEで解析した

ところ、分子量約 43kDaの RCY1結合タ

ンパク質と推定されるバンドが検出され

た(図 3-3)。 
 次に、ALSV ベクターを用いたサイレ



 

ンシングによる遺伝子発現ノックダウン

法を利用して、RCY1 結合タンパク質の

機能解析を計画した。はじめに、その予

備実験として同ベクターを用いて RCY1
自体のノックダウンを行ったところ、

RCY1 のサイレンシングによるノックダ

ウンとともに抵抗性の消失が確認できた

ことから、同ベクターは RCY1 結合タン

パク質の機能解析のツールとして利用で

きることが明らかになった。しかし、研

究期間内に、同結合タンパク質の機能に

ついて結論を得るまでには至らなかった。 
(5) RCY1 タンパク質と相互作タンパク質と相互作タンパク質と相互作タンパク質と相互作用する宿主用する宿主用する宿主用する宿主

タンパク質と下流シグナル伝達系タンパク質と下流シグナル伝達系タンパク質と下流シグナル伝達系タンパク質と下流シグナル伝達系におけにおけにおけにおけ

る役割る役割る役割る役割 
 シロイヌナズナエコタイプDi-17では、

RCY1 の対立遺伝子座が、TCV 抵抗性遺

伝子HRTになっていることが明らかにな

っている。EMS 処理による TCV 罹病性

変異体のスクリーニングから遺伝子

CRT1 が同定されていた。この CRT1 は、 
‘GHKL’ATPase モチーフを有する NTPase
をコードしており、同タンパク質は、HRT
タンパク質や RCY1 タンパク質と、直接

結合することが明らかになった。さらに、

CRT1タンパク質とRCY1-HAタンパク質

を植物細胞で一過的に発現させる実験に

より、CRT1タンパク質は RCY1タンパク

質の安定性の制御を介して、CMV(Y)抵抗

性に寄与している可能性が考えられた。

また、 CRT1タンパク質は、他の複数の

NB-LRR 型抵抗性タンパク質とも相互作

用することから、病害抵抗性タンパク質

の機能発現において基本的な役割を果た

しているものと推察された。 
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