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研究成果の概要（和文）：オオムギうどんこ病菌の侵入により表皮細胞内のプラスチドに含まれるデンプンが消
失することを見出しており、そのメカニズムを解明することを目的として、プラスチド局在型のGFPを発現させ
た形質転換オオムギ系統にデンプン結合型のmCherryを発現させ観察したところ、侵入部位付近では分散したGFP
蛍光が観察されたが、プラスチドより小さい赤色蛍光が原形質流動に乗って細胞内に分散していく様子が見ら
れ、崩壊したプラスチドから流出したことがわかった。APEC29のin vitroでの活性調査については、大腸菌を用
いたリコンビナントタンパク質の発現を試みたが封入体となったため引き続き調査を進めている。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms underlying the reduction of starch in 
the plastids in epidermal cells during the penetration of barley powdery mildew pathogen (Bgh), 
transgenic barley lines expressing plastid-localized GFP and starch-bound mCherry were observed 
after infection with Bgh. Dispersed GFP fluorescence was observed near the site of penetration, but 
mCherry fluorescence smaller than the plastid was observed dispersing into the cell, suggesting that
 starch was leaked out of the collapsed plastid. For the analysis of APEC29 activity in vitro, 
recombinant protein expressing using E. coli has become an inclusion body, so we continue to try 
protein synthesis using other expression system.

研究分野： 植物病理学

キーワード： オオムギうどんこ病菌　デンプン　プラスチド崩壊　アミラーゼ　エフェクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、オオムギうどんこ病菌の侵入時に宿主表皮細胞内のプラスチドが崩壊してデンプンが露出すること
が明らかになった。この研究によって栄養摂取メカニズムの全容が解明されることにより、表皮細胞に特化した
防除法の開発につなげることができる。宿主表皮細胞内にあるデンプンの分解、吸収を阻害するような技術開発
に貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 従属栄養を行う植物病原菌としては、炭素源として光合成産物である糖を摂取できる環境を
構築することが感染成立の大前提である。葉肉細胞に感染するタイプの病原糸状菌は葉緑体由
来の糖を豊富に得ることができるが、葉緑体が存在しない表皮細胞にのみ感染するタイプの病
原糸状菌、例えばオオムギうどんこ病菌がどのようにして糖を得ているのかわかっていない。葉
から単離した一層の表皮細胞にも感染し得ることから、近隣の葉肉細胞からの転流がなくても
栄養摂取できることを意味する。そこで表皮細胞を調べたところデンプンを含むプラスチドが
数多く存在することが明らかとなっていた。オオムギうどんこ病菌が付着器を形成して侵入を
試みるタイミングでそれらのデンプンが消失することがわかったため、何らかのメカニズムで
プラスチド内のデンプンを分解し、糖を吸収するという感染メカニズムの存在が示唆されてい
た。また、オオムギうどんこ病菌のプロテオミクス解析によりデンプン分解に関与すると想定さ
れる APEC29 が得られていたため、本菌は付着器形成時に APEC29 を宿主表皮細胞に送り込
み、プラスチド内のデンプンを分解するのではないかと考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、APEC29 タンパク質が宿主細胞内に移行するアミラーゼとして機能すること
及びプラスチド包膜が崩壊することでデンプンが露出するメカニズムを明らかにすることであ
る。 
 
３．研究の方法 
①APEC29 のアミラーゼ活性と宿主表皮細胞内局在解析 
 APEC29 がアミラーゼとして機能するか確かめるために、リコンビナントタンパク質を作製し
て活性を測定する。当然のことながら、オオムギうどんこ病菌には光合成を行う能力がないため
デンプンを合成することができない。アミラーゼ様配列を持つ APEC29 の役割としては宿主細胞
が合成したデンプンを分解することであると考えるのが順当である。APEC29 がプラスチド内の
デンプンを分解する能力を有するのかを検証するために、アミラーゼ活性を持つのかを調査す
る。また、プラスチドに移行するかどうかを GFP を融合させて蛍光顕微鏡で解析する。 
②デンプンを含むプラスチドの動態解析 
 オオムギうどんこ病菌の侵入後に表皮細胞内のデンプンが消失することを見出している。デ
ンプンはプラスチドに内包されているため、プラスチドがどのような挙動を示すのかを解析す
る。具体的にはプラスチド局在シグナル配列を付加した GFP を発現させた細胞にオオムギうど
んこ病菌を接種し、どのように変化するのかを調べる。 
 
４．研究成果 
 APEC29 がアミラーゼ活性を有するかを確かめるためにリコンビナントタンパク質の作製を試
みた。N 末端に His タグを付加した APEC29 は大腸菌を用いて発現させることはできたものの不
溶性となってしまった。C 末端に GST タグを付加した APEC29 も封入体を形成して不溶性画分に
いってしまった。そのため、タンパク質をリフォールディングさせてアフィニティカラムで精製
することチャレンジしたがうまくいかなかった。グアニジンで可溶化後に透析膜中でゆっくり
リフォールディングさせても不溶性になってしまった。しかし、ごく僅かではあるが可溶化した
タンパク質が認められ、その他の夾雑タンパク質の除去にも成功したため現在 in vitro で活性
測定に取り組んでいる。 
 APEC29 の C 末端に GFP 付加した APEC29-GFP をオオムギ表皮細胞内で発現させたところ、N末
端配列の有無に関わらずプラスチドには局在せず細胞質に局在することが明らかになった。こ
の結果から、プラスチド内に含まれるデンプンを APEC29 が直接分解するとは考えにくいという
結論に至った。 

 プラスチド局在シグナル配列を付加した GFP を発現させたオオムギ形質転換体（tpGFP）を作

製し、オオムギうどんこ病菌を接種したところ、侵入部位にプラスチドが集積し、プラスチドの

形状に蛍光を発するものもあれば、不明瞭な GFP 蛍光が分散することが明らかになった。このこ

とから、プラスチドが崩壊し、内部の GFP が流出したのではないかと考えられた。次に、デンプ

ンに結合する GBSSI（Granule bound starch synthase）の C末端に mCherry を付加したタンパ

ク質を tpGFP 形質転換体に発現させ、プラスチド内部のデンプン粒をモニターできる実験系を

構築した。そこにオオムギうどんこ病菌を接種すると、侵入部位付近では、プラスチドの GFP 蛍

光に囲まれていない mCherry 蛍光が観察されることを発見した。緑色蛍光を発するプラスチド

と比較して明らかにサイズが小さい赤色蛍光が原形質流動に乗って細胞内に分散していく



様子が見られ、侵入部位付近で崩壊したプラスチドから流出したことがわかった。以上の結

果から、本菌の侵入時にプラスチドが崩壊し、内部のデンプンが露わになるという現象が起こる

ことが示唆された。APEC29 はプラスチドに局在できないため、露出したデンプンを分解するの

ではないかと考えられた。プラスチド崩壊を引き起こす候補因子については複数同定してい

るがメカニズム解明には至っておらず、引き続き調査を進めている。 
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