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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの 2 つの異なる抵抗性蛋白質（RRS1 および RPS4）が

協調的に働き、複数の病原体に対する抵抗反応に関与している“デュアル抵抗性蛋白質システ

ム”を発見した。この 2 つの抵抗性蛋白質について、シロイヌナズナの 20 種の生態型における

アミノ酸配列を比較した結果、RPS4 は生態型間で高い相同性を示したのに対して、RRS1 にはロ

イシンリッチリピート(LRR)配列や C 末端領域において生態型間の高い多様性が存在した。そこ

で、RRS1 および RPS4 の構造と機能を解明するために RRS1 および RPS4 に部位特異的に変異を

導入し、病害抵抗性に関するアミノ酸配列を特定した。	 

 
研究成果の概要（英文）：We	 found	 that	 both	 Arabidopsis	 RRS1	 and	 RPS4	 are	 required	 for	 
resistance	 to	 Colletotrichum	 higginsianum,	 Ralstonia	 solanacearum	 and	 Pseudomonas	 
syringae	 pv.	 tomato	 strain	 DC3000	 expressing	 avrRps4.	 These	 two	 adjacent	 R	 genes	 confer	 
resistance,	 in	 tandem	 or	 individually,	 to	 three	 distinct	 pathogens	 with	 very	 different	 
infection	 strategies	 and	 virulence	 mechanisms.	 The	 comparison	 of	 amino	 acid	 sequences	 
of	 the	 RPS4	 alleles	 from	 twenty	 ecotypes	 revealed	 the	 protein	 sequences	 were	 highly	 
similar.	 On	 the	 contrary,	 we	 found	 several	 variations	 in	 the	 LRR	 domain	 and	 C-terminal	 
region	 of	 RRS1	 by	 comparing	 twenty	 ecotypes.	 Natural	 variation	 in	 receptor-type	 R	 proteins	 
often	 occurs	 in	 their	 LRR	 domain,	 typically	 at	 the	 solvent	 exposed	 β-strand/	 β-turn	 
structure.	 The	 strong	 selection	 pressure	 at	 the	 LRR	 domain	 suggests	 that	 this	 is	 the	 domain	 
directly	 binds	 to	 the	 pathogen	 determinants	 that	 are	 evolving	 fast.	 We	 introduced	 some	 
amino	 acid	 changes	 into	 RPS4	 and	 RRS1,	 and	 we	 revealed	 the	 structure	 and	 function	 of	 RPS4	 
and	 RRS1	 proteins.	 	 
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１．研究開始当初の背景 
	 遺伝子対遺伝子説は、植物の病原体による
疾病が植物の R-遺伝子と対応する病原体の
Avr-遺伝子の組み合わせによって決定され
るというものである。しかし、例えばモデル
実験植物シロイヌナズナのゲノム上には約
150 の R-遺伝子しか存在せず、多様な病原体
に対する抵抗性はどのようなメカニズムに
よって発揮されているのか、遺伝子対遺伝子
説のみでは説明できず、新たな作業仮説の構
築を必要としている。	 
	 代表者は、natural	 variation 解析および
逆遺伝学的解析によりアブラナ科野菜類炭
疽病菌に対応する R-遺伝子 RCH3/RPS4および
RCH2/RRS1-R	 (for	 Recognition	 of	 C.	 
higginsianum)を同定した。これらはそれぞ
れトマト斑葉細菌病と青枯病に対応する R-
遺伝子として知られており、このことから植
物の異なる２つの R-遺伝子が異なる３つの
病原体の攻撃を認識し、抵抗性を誘導するこ
とを発見した。これは、シロイヌナズナのゲ
ノム上に存在するわずか150個の R-遺伝子で
あっても、その組み合わせにより無数の病原
体に対応できることを意味する。また、植物
は病原体の攻撃に対して様々な防御系を持
っていることが知られている。植物は動物の
ような効率的な循環系と血球のような稼働
細胞を持たないため、個々の細胞が病原体認
識から防御応答までの全メカニズムを有し
ている。近年、動物の自然免疫と植物の耐病
性の分子機構に類似した機構があることが
明らかになってきた。細菌および糸状菌など
の病原体は一群の宿主細胞移行性タンパク
質（エフェクター）を分泌して宿主（植物、
ヒト、動物）に感染し、病気を引き起こす。
しかし、動植物は感染時における病原体成分
をどのような機序で認識するのか未解決な
部分が多い。本研究の知見は植物の病害の防
御機構の解明、予防、創薬への応用に不可欠
である。また、これらの研究は生物の普遍原
理を見いだすための題材として貴重であり、
動植物における免疫系の解明に大きな貢献
を果たすものとして期待できる。	 
	 
２．研究の目的 
	 本課題により、植物の病原体認識および抵
抗反応起動システムを明らかにするととも
に、植物の免疫系も動物と同様に、少ない遺
伝子を組み合わせることにより多様な病原
体を認識し、防御系を発動している可能性に
ついて明らかにする。具体的には以下の２課
題を推進する。課題１：植物において複数の
R-タンパク質が同時に病原体を認識し防御
応答を誘起する現象に関わっていることを
証明する。２つの R-遺伝子が炭疽病菌に対す
る応答反応に必須であることを証明し、さら
にトマト斑葉細菌病と青枯病の認識におい

ても複数の R-タンパク質が関わっている可
能性を明らかにする。	 
	 課題２：２種の R-タンパク質間に存在する
相互作用を解析する。タンパク質間相互作用
を解析することで、２つの R-遺伝子が相互作
用しているのか、相加的に作用しているのか
を酵母などを用いて細胞レベルの実験系を
使い検討する。さらに、それぞれのタンパク
質と相互作用する因子を探索し（Two-hybrid
システムなどによる解析）、病原菌の認識か
ら下流への防御シグナル伝達経路を解明す
る。また、シロイヌナズナ生態型間で、２つ
の R-タンパク質のアミノ酸配列を比較し、３
種の病原体に対する宿主の病害感受度と R-
タンパク質の構造との相関を解析すること
で、抵抗性発揮に必須のアミノ酸配列および
タンパク質の構造が明らかになる。	 
 
３．研究の方法 
（ 材 料 ） シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis	 
thaliana)、アブラナ科野菜類炭疽病菌
(Colletotrichum	 higginsianum)、トマト斑
葉 細 菌 病 菌 (Pseudomonas	 syringae	 pv.	 
tomato	 strain	 DC3000	 expressing	 avrRps4)、
青枯病菌(Ralstonia	 solanacearum) 
(1)植物において複数の R-タンパク質が同時
に病原体を認識し防御応答を誘起する現象
に関わっていることを証明する。 
（研究計画）	 
①	 RCH2/RRS1-R と RCH3/RPS4 の両者が炭疽

病菌に対する応答反応に必須であること
を証明する。そのため２つの遺伝子がゲ
ノム上に隣接して存在していることで、
お互いの機能に干渉しあっている可能性
を排除する（破壊株に加えて形質転換植
物における遺伝子発現パターンの解析）。
特に、３種の病原菌に対して抵抗性を示
す生態型を用いて研究を行う。生態型
Ws-0 には RCH2/RRS1-R および RCH3/RPS4
の両遺伝子が破壊された変異体が存在し、
この変異体に RCH2 または RCH3 遺伝子を
導入した形質転換体を用いて３種の病原
菌に対する防御応答を解析するとともに、
遺伝子発現パターンを解析する。 

②	 トマト斑葉細菌病と青枯病の認識におい
ても複数のR-タンパク質が関わっている
可能性を明らかにする。（予備的なデー
タの追試と確認） 

(2)２種の R-タンパク質間に存在する相互作
用の解析 
（研究計画） 
①	 スクリーニング用 cDNA ライブラリーの

作製 
②	 細胞レベルの実験系を使いタンパク質間

相 互 作 用 の 解 析 （ RCH2/RRS1-R と
RCH3/RPS4 が直接相互作用をするかどう
か） 



 

 

③	 それぞれのタンパク質と相互作用する因
子の探索（酵母 Two-hybrid、スプリット
ユビキチンシステムなどによる解析） 

④	 natural	 variation 解析による R-タンパ
ク質の構造を解明（生態型間のアミノ酸
配列を比較し、抵抗性発現に必須のアミ
ノ酸配列とタンパク質構造を明らかにす
る） 

⑤	 連携研究者が得たエフェクター分子とR-
タンパク質の相互作用の解析 

 	 
４．研究成果	 
(1)植物による病原体の認識と応答反応にお
ける新仮説“デュアル R-遺伝子モデル”を検
証することを目的として研究を行った。３種
の病原菌に対して抵抗性を示す生態型であ
る Ws-0 を用いて解析を行った。Ws-0 のタグ
ラインをスクリーニングして得た変異体で
ある RPS4 に変異を有する rps4-21 および、
RRS1 に変異を有する rrs1-1、rrs1-2 変異体
は 、 ア ブ ラ ナ 科 野 菜 類 炭 疽 病 菌
(Colletotrichum	 higginsianum)に対して感
受性となった。本現象は RPS4と RRS1-R遺伝
子による変異体への相補実験により実証さ
れた。以上により、炭疽病菌に対する抵抗性
誘導には両遺伝子が R-遺伝子として機能し
ていることが明らかとなった。また、これら
変異体を用いた解析により、トマト斑葉細菌
病 菌 (Pseudomonas	 syringae	 pv.	 tomato	 
strain	 DC3000	 expressing	 avrRps4)と青枯
病菌(Ralstonia	 solanacearum)に対しても、
RRS1-R と RPS4 の両者が抵抗性誘導に必須で
あることが明らかになった。さらに、rps4-21
と rrs1-1 の交配によって得た２重変異体
rps4-21/rrs1-1を用いた解析により、RRS1-R
と RPS4 蛋白質は相加的ではなく、協調的に
相互作用していることが示唆された。炭疽病
菌に抵抗性と感受性の 20 種類のシロイヌナ
ズナ生態型の natural	 variation 解析により、
RPS4蛋白質の950番目のチロシンが抵抗性発
現に重要であることが示唆された。一方、
RRS1-R 蛋白質においては、C 末端側のアミノ
酸配列が重要であることが示唆された。	 
	 
(2)植物において複数の抵抗性蛋白質が同時
に病原体を認識し防御応答を誘起する現象
に関わっていることを証明するために研究
を行った。３種の病原菌：アブラナ科野菜類
炭疽病菌(Colletotrichum	 higginsianum)、
トマト斑葉細菌病菌(Pseudomonas	 syringae	 
pv.	 tomato	 strain	 DC3000	 expressing	 
avrRps4) お よ び 青 枯 病 菌 (Ralstonia	 
solanacearum)に対して、感受性および抵抗
性シロイヌナズナ生態型の RRS1 と RPS4 蛋白
質のアミノ酸配列の比較解析（natural	 
variation 解析）により、抵抗性発現に必須
なアミノ酸配列を検証した。その結果、炭疽

病菌と青枯病菌に対する抵抗性発現には、
RRS1蛋白質のC末端領域のアミノ酸配列が重
要だが、斑葉細菌病菌に対しては必ずしも必
要ではないことが明らかとなった。以上から、
２つの抵抗性蛋白質による各病原菌（エフェ
クター）の認識のための作用機序が異なるこ
とが示唆された。３種の病原菌に対して抵抗
性を示す生態型である Ws-0 のタグラインを
スクリーニングして得た変異体（RPS4に変異
を有する rps4-21、RRS1 に変異を有する
rrs1-1）と、これらを交配して得たダブル変
異体を用いたマイクロアレイ解析により、炭
疽病菌に対する防御応答を解析した。その結
果、炭疽病菌の感染に対して特異的に発現
（抑制）する遺伝子群が明らかになった。今
後は、これら遺伝子の機能について詳細に解
析し、病原菌の感染に対する植物の防御シグ
ナル伝達機構を明らかにする。	 
	 
(3)デュアル抵抗性蛋白質システムを構成す
る 2 つの抵抗性蛋白質 RPS4 および RRS1 につ
いて、シロイヌナズナの 20 種の生態型にお
ける各抵抗性蛋白質のアミノ酸配列を比較
した結果、RPS4 は生態型間で高い相同性を示
したのに対して、RRS1 にはロイシンリッチリ
ピート(LRR)配列や C 末端領域において生態
型間の高い多様性が存在した。LRR 配列は特
定の蛋白質や分子と特異的に相互作用して
いると考えられていることから、RRS1 が多様
な蛋白質を認識するための強い選択圧を受
けていることを示唆している。そこで、RRS1
および RPS4 の構造と機能を解明するために
抵抗性蛋白質 RRS1 および RPS4 に部位特異的
に変異を導入し、病害抵抗性に関する表現型
が変化した変異体を複数個得た。特に、RRS1
の WRKY ドメインや、ロイシンジッパーにア
ミノ酸置換を導入した変異体は、形状が矮性
化するとともに防御応答遺伝子が常時活性
化された表現型を示した。このことから、
RPS4 は防御応答を活性化し、RRS1 は RPS4 を
介した防御応答を負に制御する因子である
ことが示唆された。	 
	 
(4)酵母 Two-hybrid およびスプリットユビキ
チンシステムにより、2 つの抵抗性蛋白質
RPS4 および RRS1 と相互作用する因子の探索
を試み、数十個のクローンを得た。現在、こ
れらクローンの解析を進めている。	 
	 
(5)アブラナ科野菜類炭疽病菌から得たエフ
ェクター分子と 2 つの抵抗性蛋白質 RPS4 お
よび RRS1 との相互作用を解析した。その結
果、RPS4 または RRS1 と特異的に作用するエ
フェクター分子の発見には至らなかったが、
植物に過敏感細胞死を誘導する新規エフェ
クター分子を発見した。今後、炭疽病菌の感
染戦略における本因子の機能を解析する予



 

 

定である。	 
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