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研究成果の概要（和文）：　ACR毒素レセプターをコードするACRS遺伝子は、毒素非感受性品種ミトコンドリアではmRN
Aが分解される。そこで、ACRSmRNAに結合するAmBP30を中心としたACRSmRNA 分解複合体の構成タンパク質群の特定に向
けて、AmBP30をBaitとしリスボン cDNAを酵母two hybrid法で選抜し、選抜タンパクおよびAmBP30のポリクローナル抗
体を作成して、免疫沈降後、TOF-MS解析により同定し、AmBP30複合体タンパク質を特定した。さらに、ACR・ACT毒素生
合成遺伝子群を標的遺伝子破壊・RNA silencing法で検定し、毒素生産に直結することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：   ACRS gene encoding ACR-toxin receptor is degraded in mitochondria from the toxi
n-insensitive citrus cultivars. To identify the component proteins consisting ACRSmRNA degradation protein
 complex with AmBP30, which is ACRS mRNA-binding protein, yeast two hybrid with AmBP30 as the bait and imm
uno-precipitation using AmBP30 and Y2H-selected protein antibodies following the precipitated protein anal
ysis by TOF-MS confirmed multiple proteins as the components of ACRSmRNA degradation protein complex. Furt
hermore, roles of multiple genes in ACR and ACT-toxins biosynthesis were confirmed using target-gene disru
ption and RNA silencing.
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１． 研究開始当初の背景 
 

植物と病原糸状菌の相互反応の中には、
菌の分泌する宿主特異的毒素への感受性・
抵抗性によって発病の有無が決定される例
が知られる。先に我々は、病原菌ゲノムに
おけ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。 
宿主特異的 ACR 毒素の作用機構と毒素

レセプター研究で、ACR 毒素がラフレモン
等の特定のカンキツ品種にのみ NAD+等の
ミトコンドリア補因子の漏出による TCA
回路の停止や酸化的リン酸化の脱共役を誘
起し、ACR 毒素に対する感受性はミトコン
ドリアゲノムにコードされる毒素のレセプ
ター遺伝子 ACRS で決定され、毒素への感
受性/抵抗性は ACRSmRNA へのプロセッ
シングの有無により決定されることを明ら
かにした。世界において宿主特異的毒素の
レセプター単離の成功例は、テキサス型細
胞質雄性不稔トウモロコシのＴ毒素レセプ
ター（Turfl3）と本研究の２例のみである。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、ACRSmRNA プロセッシン

グに関与する 30kD タンパク(AmBP30)の
プロモーター解析、本 AmBP30 タンパク
を中心とした mRNA プロセッシング複合
体構成タンパクの特定、ACR 毒素・ACT
毒素生合成遺伝子クラスターの詳細解析と
他の宿主特異的毒素生合成遺伝子クラスタ
ーとの比較解析を中心に研究を進め、植物
病原菌と宿主植物間における特異性決定機
構を解明する。 

 
３． 研究の方法 

 
ACR 毒素感受性・非感受性品種を用いて

AmBP30 遺伝子プロモーター配列の比較
を行い、転写の差を誘起する因子を特定す
る。 
AmBP30 複合体の構成タンパクの特定に
は、酵母 two hybrid 法・免疫沈降法を用い
て、AmBP30 タンパクと相互反応し、
tRNA-Ala の介在領域の修飾に関与する可
能性の高い構成タンパクを特定する。 

ACR 毒素生合成遺伝子クラスターや
ACT 毒素生合成遺伝子クラスターが座乗
する染色体のゲノム配列より、各毒素生合
成に関与する遺伝子を単離して、各遺伝子
の 機 能 を 標 的 遺 伝 子 破 壊 法 ・ RNA 
silencing 法を用いて検定する。また A. 
alternata が生産する他の宿主特異的毒素
生産菌の毒素生合成遺伝子クラスターが座
乗する染色体とも配列比較して、共通領域
を解析する。 
 

４． 研究成果 
 

AmBP30 遺伝子プロモーター解析に関
しては、プロモーター配列を ACR 毒素感
受性品種と非感受性品種で比較すると、毒
素感受性の品種のプロモーターにのみ負の
転写制御因子の結合サイトが見られる事が
明らかになった。毒素非感受性品種では、
AmBP30 遺伝子発現が誘導され、翻訳され
た AmBP30 
タンパクは他のタンパク群と複合体化して、
毒素レセプター遺伝子 ACRS を含む
tRNA-Ala の介在領域を分解していると推
測される。一方、感受性品種では本領域は
分解されず、その領域に座乗する ACRS 遺
伝子が翻訳され、毒素感受化していると考
えているため、AmBP30 遺伝子が毒素感受
性品種で負の転写制御因子で抑制されてい
ることは我々の仮説を支持する結果である。 
 これまでの研究成果から、ACR 毒素レセ
プターをコードする ACRS 遺伝子は
tRNA-Ala の介在領域に座乗し、毒素非感
受性品種のミトコンドリアでは、RNA に
転写後、tRNA-Ala の 5’エキソンと 3’エキ
ソンが切り出され、不要部分として分解さ
れていると考えられる。しかしながら、毒
素感受性ミトコンドリアではこの分解に不
備が起こり、その領域に座乗する ACRS が
翻訳され 4 量体孔形成レセプターが生産さ
れると考えている。 
そのため tRNA-Ala の介在領域の分解機

構の解明が、本ミトコンドリア病の発生・
特異性の決定機構の解明に直結する。本研
究では ACRS 遺伝子 mRNA に結合する
AmBP30 を中心とした複合体の構成タン
パク群を特定するために、AmBP30 を Bait
としてリスボン cDNA を酵母 two hybrid
法で選抜し、AmBP30 と相互反応して
RNA 修飾に関与する可能性のある 5 クロ
ーンを選抜した。これらの cDNA 全長を単
離して、再度遺伝子全長を用いた酵母 two 
hybrid での AmBP30 と相互反応を確認後、
この中で RNA 分解に関与する事が知られ
ている一つのタンパクおよび AmBP30 の
合成部分アミノ酸配列を抗原にしてポリク
ローナル抗体を作成した。これらの抗体を
用いて免疫沈降後、毒素非感受性品種リス
ボンの精製ミトコンドリア画分からの沈降
タンパクを TOF-MS 解析により同定した。
その結果、沈降タンパクに含まれていた 3
つのタンパクに着目し、これらのタンパク
遺伝子全長を単離し、AmBP30 との相互反
応を再度酵母 two hybrid 法で確認して、2
つのタンパクを AmBP30 と複合体化する
タンパクとして特定した。 

これまでの研究で、ACT 毒素生合成遺伝
子クラスターは約 2Mb、ACR 毒素毒素生
合成遺伝子クラスターは約 1.5Mb の小型
染色体に座乗し、何れの染色体も毒素生産



菌のみが保有する事を明らかにしてきた。
これらの染色体ゲノムの contig 配列から
ACT 毒素生産菌にのみ存在する ACTTS1 
(Non-ribosomal peptide synthase:NRPS)、
ACTTS2 (dehydrogenase) 、 ACTTS3 
(polyketide synthase)、ACTTS4 (NRPS)、
ACTT5 (acyl-CoA synthetase)、ACTT6 
(enoyl-CoA hydratase)と、ACR 毒素生産
菌にのみ存在する ACRTS1(hydroxylase)、
ACRTS2 (polyketide synthase)、ACRTS3 
(cyclase/thioesterase)を明らかにした。何
れの遺伝子もクラスター中に複数コピー存
在するが、標的遺伝子破壊法で機能するコ
ピー数を減らすと毒素生産性が減少し、さ
らに RNA silencing 法で knock-down 株を
作成して遺伝子転写物が検出不可能になる
と毒素生産も停止することから、これらの
遺伝子が毒素生産に直結することを明らか
にした。 
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