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研究成果の概要（和文）：作物に重要病害を引き起こすキサントモナス属の病原菌は、多数のTALエフェクター
を植物細胞内に分泌する。TALエフェクターは、転写因子として宿主遺伝子の転写を制御することができる、病
原力の鍵因子である。そのため、TALエフェクターの機能抑制により重要病害を克服できると考えられる。イネ
NB-LRR型受容体Xa1がもつccBEDドメインが、TALエフェクターと相互作用することが明らかになった。そこで、
TALエフェクターをトラップするため、ccBEDドメインを過剰発現するイネを作出した。しかし、ccBEDは核でTAL
エフェクターと相互作用するものの、転写因子としての機能を阻害しないことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Xanthomonas spp. cause a variety of diseases in economically important 
crops. The pathogens secret a large number of TAL effectors into plant cells. TAL effectors function
 as the transcription factor in host cells. Therefore, TAL effectors are most important virulence 
factors. Thus, it seems that suppression of TAL effectors may result in enhancement of disease 
resistance in host plants. We found that the ccBED domain of rice NB-LRR receptor Xa1 interacts with
 TAL effectors. To inhibit the function of TAL effectors, we generated transgenic rice plants 
over-expressing the ccBED domain. Although nuclear interaction between the ccBED domain and the TAL 
effector was observed, the ccBED domain did not inhibit the transcriptional activities of the TAL 
effectors.

研究分野： 植物免疫学

キーワード： エフェクター　イネ　病原力

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的な環境変動により、病害虫の発生地域が変化・拡大することで、農業生産に大きな損失をもたらしてい
る。また、環境保全の観点から、病原菌を殺すのではなく、病原菌の病原力を抑制する技術の開発が望まれる。
キサントモナス属の病原菌は、多くの重要病害を引き起こすことが知られている。キサントモナスの病原菌がも
つTALエフェクターは、病原力の鍵因子であるため、TALエフェクターの機能を抑制する技術を開発できれば、次
世代の耐病性技術として非常に有効であると考えられる。

※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 

植物は、細胞膜上に存在する病原菌認識受容体で、病原菌の構成成分を分子パターンとして

認識して、迅速に多様な防御反応を誘導する。一方、病原菌は、宿主の免疫反応を阻止するた

めに、「エフェクター」と総称される病原力因子を宿主細胞内に分泌する。エフェクターは、

効率的に宿主の免疫応答を抑制するため、免疫誘導の起点となる受容体やその周辺に存在する

因子、あるいは信号伝達に関わる主要因子の機能や活性を阻害することが知られている。ま

た、一部のエフェクターは転写因子として、宿主の遺伝子発現を制御することで、病原菌の増

殖に有利な栄養環境を作り出している。このように、エフェクターは病原力の根源であり、エ

フェクターの機能を阻害できれば、病原菌の感染力は非常に低下し、作物の病害を抑制できる

と期待できる。しかし、エフェクター機能を阻害するという観点での耐病性研究は、これまで

に行われてきていない。 

 

２．研究の目的 

病原菌のエフェクターは、病原力の鍵因子である。そこで、エフェクターの機能を抑制する

ことで、病原菌の感染力を弱体化する次世代型の耐病性技術の開発を行う。本研究では、イネ

と白葉枯病菌の相互作用をモデルシステムとして用いる。白葉枯病菌は、約20個の

Transcriptional Activator-like (TAL) エフェクターをもち、それらが病原力において非常に

重要な働きをしている。これまでの解析により、イネNB-LRR型受容体Xa1がもつccBEDドメイン

がTALエフェクターと相互作用することが明らかになった。そこで、本研究では、TALエフェク

ターが結合するccBEDドメインを利用し、全てのTALエフェクターを同時に抑制する技術の開発

を行う。 

 

３．研究の方法 

(1)イネの形質転換体の作製 

 ccBED ドメインを過剰発現させるためのコンストラクトをアグロバクテリウムに導入し、イネ

カルスに感染させた。ハイグロマイシン耐性を指標にして、形質転換細胞を選抜し、再生培地に

より形質転換植物を得た。 

 

(2)タンパク質間相互作用の解析 

 細胞内におけるタンパク質間相互作用を解析するため、Bimolecular fluorescence 

complementation (BiFC)法および Split NanoLuc Luciferase complementation(SNLC)法を用い

た。BiFC 解析には、VENUS 蛍光タンパク質を N 末端側と C 末端側に分けたコンストラクトを用

い、イネプロトプラストで一過的に発現させ、蛍光顕微鏡を用いて解析した。SNLC 法では、

NanoLuc ルシフェラーゼを Large Bit と Small Bit に分けたコンストラクトを用い、ルシフェラ

ーゼ活性の測定にはプレートリーダーを用いた。酵母 Two Hybrid 法には、LexA と VP16 を用い

た実験系を使用した。 

 

(3)白葉枯病抵抗性の解析 

 白葉枯病菌の懸濁液を、イネ葉にシリンジで注入し、2日後あるいは 4日後の菌の増殖量を解

析した。菌の増殖を定量的に解析するために、接種部位から DNA を調製し、リアルタイム PCR を

用いて、イネのゲノム DNA に対する白葉枯病菌のゲノム DNA の量を解析した。さらに、剪葉接種

により白葉枯病菌を感染させ、病斑の伸展を解析した。 

 

(4) 転写活性の解析 

解析するプロモーターにルシフェラーゼのコード領域を連結することで、レポーターコンス

トラクトを作製した。エフェクターの発現には、CaMV35S プロモーターやユビキチンプロモータ

ーを利用したコンストラクトを用いた。イネプロトプラストに、エフェクターとレポーターのコ



ンストラクトを導入し、ルシフェラーゼ活性を測定することで、転写量を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) TAL エフェクターと ccBED ドメインの相互作用 

 白葉枯病菌に対する抵抗性を誘導するイネ NB-LRR 受容体 Xa1 は、白葉枯病菌がイネの細胞内

に分泌する TAL エフェクターを認識することが知られている。白葉枯病菌は、20 個程度の TAL

エフェクターを持っているが、TAL エフェクター間でアミノ酸配列は高度に保存されており、Xa1

は全ての TAL エフェクターを認識すると考え

られる。Xa1 がもつ ccBED ドメイン、NB ドメ

イン、LRR ドメインの各ドメインについて、TAL

エフェクターであるAvrXa7と Xoo1132との相

互作用を行った。各ドメインと TAL エフェク

ターをイネプロトプラストで一過的に発現さ

せ、SNLC 解析を行った。その結果、ccBED ドメ

インが、TAL エフェクターと相互作用すること

が明らかになった（図１）。 

ccBEDドメインとTALエフェクターにGFPを融合させたタンパク質を発現させるコンストラク

トを作製し、イネプロトプラストで一過的に発現させた。その結果、ccBED ドメインと TAL エフ

ェクターは核に局在することが明らかになった。このことから、ccBED ドメインは核に移行する

活性を持っていると考えられるが、ccBED に存在する核移行シグナルを特定することができなか

った。BiFC 法を用いて、ccBED と TAL エフェクターの相互作用の解析を行ったところ、両タンパ

ク質は核で相互作用していることが明らかになった。さらに、TAL エフェクターを N末端領域と

C末端領域に分け、ccBED の相互作用解析を行ったところ、ccBED は、TAL エフェクターの C末端

領域と相互作用していることが明らかになった。TAL エフェクターのアミノ酸配列は高度に保存

されているため、ccBED ドメインを過剰発現させることで、全ての TAL エフェクターを阻害でき

る可能性が示唆された。 

酵母 Two Hybrid 法を用いて、ccBED と TAL エフェクターの相互作用を解析した。しかし、相

互作用は検出されなかった。そのため、ccBED と TAL エフェクターの相互作用には、イネ細胞に

存在する何かの因子が必要である可能性が示唆された。 

 

(2) ccBED 過剰発現イネの作成と解析 

 CaMV35S プロモーターを用いて、ccBED ドメインを過剰発現するイネ系統を 5系統作出した。

併せて、ccBED に GFP を融合させたタンパク質を発現する系統も作出した。これらの系統に、剪

葉接種法および葉へのインフィルトレーション法により、白葉枯病菌を感染させ、病斑の伸展お

よび菌の増殖量を解析した。本実験において、ccBED の過剰発現により、白葉枯病菌の増殖が抑

制されることを期待したが、菌の増殖量は、野生型と同じであった。 

 

(3) ccBED ドメインが TAL エフェクターの転写活性に与える影響 

 TAL エフェクターである AvrXa7 は、イネの SWEET14 遺伝子のプロモーターに結合し、強制的

に転写を誘導することが知られている。そこで、AvrXa7 の標的配列を含む SWEET14 遺伝子のプ

ロモーターを単離し、ルシフェラーゼ遺伝子と連結してレポーター遺伝子を作製した。AvrXa7 と

レポーター遺伝子のコンストラクトをイネプロトプラストに導入し、ルシフェラーゼ活性を測

定することで、AvrXa7 による転写活性を測定できた。この実験系で、ccBED ドメインを共発現さ

せたが、AvrXa7 の転写活性への影響は見られなかった。BiFC 解析や SNLC 解析の結果から、ccBED

ドメインは、AvrXa7 と相互作用していると考えられるが、AvrXa7 を阻害する活性がないことが

示唆された。このことが、ccBED 過剰発現イネにおいて、白葉枯病抵抗性が向上しなかった原因

ではないかと考えられる。ccBED ドメインは、核において TAL エフェクターと相互作用すること

ができるため、ccBED ドメインに TAL エフェクターの活性を阻害する機能ドメインを融合できれ

ば、その過剰発現により白葉枯病菌に対する抵抗性を向上できるのではないかと期待される。 
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