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研究成果の概要（和文）：植物は病原体を認識し、抵抗性を示すが、病原体は突然変異によって

その認識を回避する場合がある。本研究ではカプシクム属植物から単離した数種類のウイルス

抵抗性遺伝子を用い、植物がウイルスを認識する仕組みを明らかにすることを試みた。異なる

ウイルスを認識できる抵抗性遺伝子の組換え体を用い、認識するウイルスの種類を決定してい

る領域を明らかにした。また、野生タバコから類似の抵抗性遺伝子を新規に単離した。 
 
研究成果の概要（英文）：Plants recognize pathogens to resist pathogen infection, but some pathogens 
escape the recognition by mutation. In this study, the mechanism for virus recognition by plants was 
studied using several alleles of virus resistance gene from Capsicum plants. Recombination between 
resistance genes recognizing different sets of viruses revealed the region determining the recognition 
specificity. In addition, an similar virus resistance gene was isolated from a wild tobacco species. 
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１．研究開始当初の背景 
植物病害のうち、ウイルスによるものについ
ては有効な薬剤が存在しないため、その防除
は抵抗性品種の利用に大きく依存している。
しかし、ウイルスは変異を起こしやすく、抵
抗性を打ち破る変異体、すなわち抵抗性打破
ウイルスの出現が農業生産現場で問題とな
っている。我々は、抵抗性打破ウイルスに対
して有効でかつ、抵抗性打破ウイルスの出現
を抑制できる新規抵抗性遺伝子を創出する
基盤を形成する目的で、ピーマン、トウガラ

シ等のカプシクム属植物のトバモウイルス
抵抗性遺伝子 L について、複数のアレル（対
立遺伝子）をクローン化した。 
 L には以前から L1、L2など複数のアレルが
存在することが知られており、それぞれ L1

遺伝子型、L2遺伝子型などと呼称されてきた。
L の遺伝子型とトバモウイルスの病原型の間
には、表１に示す階層的な関係があること、
すべての L 遺伝子産物がトバモウイルス外被
蛋白質（CP）を認識して抵抗反応を起こすこ
とが知られている。 
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表１．L 遺伝子型とトバモウイルス病原型間
の階層的関係 

トバモウイルス病原型 遺伝子
型（アレ
ル） 

P０ P１ P1,2 P1,2,3 P1,2,3,4

ℓ × × × × × 

L1 ○ × × × × 

L1 ○ ○ × × × 

L1 ○ ○ ○ × × 

L1 ○ ○ ○ ○ × 

×, 感受性（全身感染が起こる）；○, 抵抗性． 
 
このような階層的な関係を成立させる遺伝
子の構成として、各 L 遺伝子型はそれぞれ１
種類の蛋白質をコードしており、それらが単
独で階層的な認識を行う、すなわち各 L 遺伝
子型で認識スペクトルが異なるというモデ
ルと、それぞれのトバモウイルス病原型に対
応する抵抗性遺伝子が個別に存在し、各 L 遺
伝子型はそれらを単独もしくは組み合わせ
て持っているとするモデルが考えられた。
我々は L3 遺伝子の精密マッピングを行い、
Nicotiana benthamiana における一過性発現お
よびタバコの安定形質転換体で L3 遺伝子を
同定した。クローン化した L3遺伝子は、多く
の病害抵抗性遺伝子に見られる coiled-coil 
(CC) 、 nucleotide binding site (NB) および
Leucine-rich repeat (LRR)の各ドメインからな
る、いわゆる CC-NB-LRR 型の病害抵抗性蛋
白質をコードしていた。種々のトバモウイル
ス病原型の CP との共発現実験において表１
に示す階層性を再現した。また、L1、L2 およ
び L4 の各遺伝子型についても L3 と相同な遺
伝子をそれぞれ異なる植物種からクローン
化し、同様な実験でそれぞれが単独で階層的
な認識能を規定していること、すなわち各 L
遺伝子型がそれぞれ異なる認識スペクトル
を示すことを明らかにした。しかし、クロー
ン化した各遺伝子型の構造を比較するだけ
では、階層的な認識がどのようにして行われ
ているかを明らかにすることはできない。 
 ピーマンやトウガラシなどのカプシクム
属作物では、生産現場において抵抗性打破ウ
イルスが出現し、甚大な被害をもたらしてい
る。この抵抗性打破のメカニズムを詳細に理
解するとともに、抵抗性打破されない新規抵
抗性遺伝子を開発する基盤を形成するため
には、L 遺伝子産物（L タンパク質）による
トバモウイルス CP 認識のメカニズムを詳細
に理解する必要があると考えた。L 遺伝子に
は上述のように複数のアレルが存在し、さら
にそれらの認識には表 1 に示した階層性が認
められる。すなわち、L 遺伝子の各アレルに

コードされる抵抗性タンパク質は、それぞれ
異なる認識スペクトル（認識範囲）を示す。
この L 遺伝子の特性は、認識機構の研究にお
いて非常に有用であり、広く植物病害抵抗性
タンパク質による病原体認識機構を考える
うえでも、有用な知見を与えるものと期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
（1）すでに単離済みの各 L 遺伝子型がそれ
ぞれ単独で異なる認識スペクトルを示すこ
とを明らかにしている。そこで、各遺伝子型
間のキメラの作製および点変異導入によっ
て認識スペクトルを決定するL蛋白質の構造
を特定する。 
（2）L 蛋白質とトバモウイルス CP の相互作
用様式を解析する。 
① 各遺伝子型 L タンパク質と各病原型トバ
モウイルス CP の相互作用の有無を明らかに
する。相互作用が認められた場合、その強さ
が認識スペクトルを決定する主たる要因で
あるか否かを明らかにする。 
②L タンパク質とトバモウイルス CP の相互
作用に関与するLタンパク質のドメイン構造
を明らかにする。 
③L タンパク質とトバモウイルス CP の相互
作用に関与する第三のタンパク質を探索し、
L タンパク質による CP 認識における役割を
解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）L 遺伝子アレル間のキメラ形成と点変異
導入による認識スペクトルを決定する構造
の特定 
これまでにクローン化した７種類の L 遺伝子
アレルにコードされる抵抗性タンパク質は、
相互に 97％以上のアミノ酸同一性を示す。そ
れらの間の多型は、ほぼ C 末端側 1/3 に集中
していることから、それぞれの遺伝子型の認
識スペクトルをこの領域が規定しているこ
とが推察される。そこでまず、各 L 遺伝子型
間のキメラを作製し、認識スペクトル決定領
域を特定する。さらにこの領域中にある繰り
返し配列中の溶媒に露出されている、すなわ
ち他の蛋白質との相互作用に関与すると考
えられるアミノ酸残基を L遺伝子型間で置換
し、認識スペクトル決定に与るアミノ酸残基
を特定する。キメラおよび変異型 L 遺伝子の
機能解析は、これまで L 遺伝子の同定・解析
に使用している N. benthamiana を用いた一過
性発現系における過敏感細胞死誘導を指標
として行う。 
（2）L 蛋白質への免疫タグの挿入 
本研究までの検討から、L 蛋白質の N および
C 末端のいずれにも蛋白質検出のための免疫
タグを、遺伝子機能を損なわずに付加するこ
とはできなかった。そこで、L 蛋白質の様々



 

 

な箇所に６アミノ酸を挿入した変異L蛋白質
を 12 種類作製し、その機能の有無を検討し
たところ、６アミノ酸の挿入によって機能障
害の生じない部位を 8 カ所見いだすことがで
きた。そこで、それらの挿入変異に耐性の部
位に対して HA、c-Myc および FLAG 等の免
疫タグを挿入し、抵抗性タンパク質のウェス
タンブロッティングによる検出の可否とそ
の機能への影響を明らかにする。 
（3）免疫共沈法による L タンパク質-トバモ
ウイルス CP 相互作用の解析 
免疫タグを付加した L3 タンパク質と P0−CP
を N. benthamiana で共発現し、2-3 日後に非
変性条件下で抗タグ抗体を用いて免疫沈降
を行う。沈降物を抗 CP 抗体を用いたウェス
タンブロッティングによって解析し、L 蛋白
質と CP の相互作用の有無を明らかにする。
相互作用が確認できた場合は、種々の病原型
およびL遺伝子型の組み合わせで同様な検討
を行い、免疫共沈法によって検出される相互
作用と認識スペクトルの相関を明らかにす
る。 
（4）酵母ツーハイブリッド法（Y2H）による
L タンパク質と相互作用する蛋白質の探索 
N. benthamiana および L3遺伝子を持つトウガ
ラシ（Capsicum chinense PI 159236）から
mRNA を抽出し、酵母ツーハイブリッド法用
の cDNA ライブラリーを作製する。この
cDNA ライブラリーを、L タンパク質の CC
ドメインを用いてスクリーニングし、これと
相互作用するタンパク質をコードする cDNA
クローンを単離する。 
 
４．研究成果 
（1）各 L 遺伝子アレル間のキメラ解析によ
る認識スペクトル決定ドメインの特定 
L 遺伝子アレル間でキメラを作製し、トバモ
ウイルス CP 認識スペクトルを決定している
ドメインを特定した。最も認識スペクトルの 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．L 遺伝子の広スペクトル認識に必要な
各遺伝子型の LRR 領域 
LRR ドメインを緑で、広スペクトル認識に必
要な領域を橙色で示す。P0、P1、P1,2 および
P1,2,3はトバモウイルス病原型を示す。認識さ
れる CP を R で示す。 
狭い L1 遺伝子とその他の遺伝子型との間の
キメラを作製し、それらの認識スペクトルを
一過性発現系において検討した。その結果，

L2、L2b、L3および L4の広い認識スペクトルに
必要な領域は、LRR ドメインの C 末端側約
550 アミノ酸残基の領域に含まれ、それぞれ
の遺伝子型で異なることが示された（図１）。
このことは、それぞれの L タンパク質の複数
の領域が認識に関与し、認識スペクトルに影
響をお呼びしていることを示唆する。 

次に、図 1 において橙色で示した広スペク
トル認識に必要な領域に含まれ、かつ、
xxLxLxx モチーフの溶媒に露出されていると
考えられるアミノ酸残基に着目した。L タン
パク質の 1127 番目のアミノ酸残基は、L1、L2

および L3 ではアスパラギン、L2b ではヒスチ
ジンであり、L4ではアルギニンである。この
座位のアミノ酸の陽性荷電と認識スペクト
ルの間に正の相関が認められることから、こ
の座位に変異を導入し、認識スペクトルへの
影響を検討した。その結果、上述の傾向が確
認されたが、L3において同座位をアルギニン
に変化させても認識スペクトルは L4 と同様
であった。以上を併せ考えると、L タンパク
質の認識スペクトルは、複数の xxLxLxx モチ
ーフがそれぞれ種々のトバモウイルス CP と
直接または間接的に相互作用し、その相互作
用の総和が認識の成否を決定しているとい
う仮説が導かれた。 
 
（2）L タンパク質への免疫タグの挿入 
L タンパク質とトバモウイルス CP の相互作
用を解析するために必須のツールとして、L
タンパク質に免疫タグを導入した。上述のよ
うに N-および C-末端のいずれに免疫タグを
付加した場合にもLタンパク質の機能は完全
に消失した（図 2）。 
 
 
 
 

 
図 2．L タンパク質への免疫タグの導入 
 
 
しかし、CC ドメインと NB ドメインの間の
領域で、二次構造予測においてターンが予測
される領域、2 か所では L タンパク質の機能
をほとんど損なうことなく HA、FLAG およ
び c‐Myc タグを挿入することができた。 
 
（3）免疫共沈法による L タンパク質-トバモ
ウイルス CP 相互作用の解析 
免疫タグを付加した L3 タンパク質と各種ト
バモウイルス CP を N. benthamiana で共発現
し、免疫共沈法によってこれらタンパク質間
の相互作用の有無を検討した。当初、CP の
検出には、ウイルス粒子に対する抗体を用い
ていたが、検出感度が不十分であったため、
c-Myc タグを 7 コピー融合させた CP 発現系



 

 

を構築した。これを用いた結果、過敏感細胞
死を誘導する組合せでは免疫共沈降が観察
され、L タンパク質と CP の間の物理的な相
互作用が証明された。また、(1)において決定
した認識スペクトルを決定する領域を L1、L2、
および L4と交換することによって、それぞれ
と同じ認識スペクトルを持ち、かつ免疫タグ
を挿入されたキメラLタンパク質発現ベクタ
ーを構築し、各アレルのコードする L タンパ
ク質とトバモウイルス CP の相互作用を検討
した。その結果、L3タンパク質に関する解析
と同様に過敏感細胞死を誘導する組合せで
は免疫共沈降が観察され、L タンパク質とト
バモウイルス CP の物理的な相互作用が、L
タンパク質による CP 認識の分子的な基盤と
なっていることが示された。 
 
(4)Lタンパク質の変異体を用いた Lタンパク
質-トバモウイルス CP 間の物理的相互作用と
CP 認識との相関に関する解析 
上述のように、L 遺伝子のアレル間の比較に
おいては、L タンパク質とトバモウイルス CP
の物理的な相互作用が、L タンパク質による
CP 認識の成否を決定する分子基盤となって
いることが示された。この点についてさらに
詳細に解析する目的で、L4 の持つ 32 個の
xxLxLxx モチーフを xALALAx に置換した変
異タンパク質シリーズを作製し、まず、CP
認識スペクトルへの影響を検討した。LRR の
N 末端側 1/3 領域内の xxLxLxx モチーフに変
異を導入したものは、すべてウイルス認識能
を失っていた。一方、C 末端側 2/3 領域内の
xxLxLxx モチーフに変異を導入したものでは，
認識範囲の狭小化が認められ、上位の病原型
に分類されるウイルスの CP から認識できな
くなった。さらに、複数の変異を組合せるこ
とによって認識範囲のさらなる狭小化が認
められた。それら多重変異Lタンパク質では、
認識可能な CP に対しても変異の数に比例し
て細胞死誘導能が弱まり、これと相関して免
疫共沈法で検出される L タンパク質-CP 間相
互作用も低下していることが観察された。以
上の結果から、CP と複数の xxLxLxx モチー
フとの間の相互作用の総和が，L タンパク質
の認識スペクトルを決定することが示唆さ
れた。 
 
(5) L タンパク質と相互作用する植物タンパ
ク質の探索 
L タンパク質の CP 結合ドメインを特定する
目的で、CC-NB ドメインあるいは LRR ドメ
インに分けて CP と共発現し、免疫沈降法に
よって L-CP 間相互作用の検出を試みた。そ
の結果、認識スペクトルを規定する LRR ドメ
インもその他のドメインも単独では CP と相
互作用しなかった。すなわち、L タンパク質
は全長分子でなければ CP と相互作用しない

こと、および、CC および／または NB ドメ
インも CP との相互作用に何らかの役割を果
たしていることが示唆された。これまでに解
析された抵抗性タンパク質では、CC などの
N-末端側ドメインと相互作用する第三のタ
ンパク質が病原体タンパク質の認識に重要
な役割を果たしていることが報告されてい
る。そこで L タンパク質と相互作用する第三
のタンパク質を同定することを目的とし、
Y2H スクリーニングを行った。 

N. benthamiana および C. chinense PI 159236
の cDNA ライブラリーから L タンパク質の
CC ドメインと相互作用するタンパク質をコ
ードするものとして、2 種類の cDNA が複数
回ずつ単離された。そのうちの一方は機能未
知のタンパク質であり LIPM1 と名付けられ
た。もう一方の LIPM2 は、Thylakoid formation 
1 (ThF1)として報告されているものと同一で
あった。これらの遺伝子のそれぞれまたは両
方を、リンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）
ベクターを利用して RNA サイレンシングを
誘導することによって発現抑制し、L タンパ
ク質の機能に対する影響を検討した。その結
果、LIPM1 および LIPM2 のいずれを発現抑
制した場合にも、L タンパク質によって CP
依存的に誘導される細胞死が早まることが
明らかになった。このことは、これらのタン
パク質が L タンパク質による CP 認識、ある
いはその後の抵抗性シグナルの伝達に関与
していることを示唆する。 
 
(6)N´遺伝子の単離と L 遺伝子との比較解析
Nicotiana sylvestris の N´遺伝子は、L 遺伝子と
同様にトバモウイルスの CP を認識し、TMV
に対しては抵抗性を示さないが、ToMV、
PaMMV および PMMoV を含むさまざまなト
バモウイルスに対して抵抗性を示す。N´遺伝
子および L 遺伝子群が構造的に保存されてい
る可能性が指摘されていたことに加え、L 遺
伝子アレル間で N-および C-末端領域が完全
に保存されていたことから、L 遺伝子全長の
増幅に用いたプライマーセットで N´遺伝子
の増幅を試みた。増幅された約 4 kb の DNA
断片をクローニングし、全塩基配列を決定し
たところ、L 遺伝子と 68.7％のアミノ酸配列
同一性を示す CC-NB-LRR 型抵抗性タンパク
質をコードする遺伝子が得られた。この遺伝
子について一過性発現系を用いた機能解析
を行ったところ、N´遺伝子の認識スペクトル
を再現することが示され、得られた遺伝子が
N´遺伝子そのものであることが示された。 

N´遺伝子と L 遺伝子の間のキメラ遺伝子を
作製し、その認識特異性を N´および L 遺伝子
と比較した。その結果、やはり LRR ドメイン
が認識特異性の決定に重要な役割を果たし
ていることが示された。しかし、L 遺伝子ア
レル間のキメラ解析の場合とは異なり、LRR



 

 

ドメイン内の相同領域で組換えた L-N´キメ
ラのうち、いくつかは完全に機能を喪失して
いた。このことから、これら 2 つの抵抗性遺
伝子は、共通の祖先から進化し、同じトバモ
ウイルスを認識するという機能を保持して
はいるものの、そのタンパク質のサブドメイ
ン構造レベルでは機能分化が起こっており、
それゆえに異なる認識特異性を示すと考え
られた。 

 
上述のように、本研究ではトバモウイルスの
CP を認識する抵抗性遺伝子、NB-LRR 型の L
および N´遺伝子について解析し、LRR ドメイ
ンが CP の認識に重要な役割を果たすことを
明らかにした。また、L タンパク質の CC ド
メインと相互作用するタンパク質として
LIPM1 および 2 を単離した。これらは発現抑
制法によってLタンパク質機能に関与するこ
とが示唆された。これらの成果は、今後新た
な抵抗性遺伝子を開発するうえで重要な基
礎的知見となる。 
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