
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２３年 ５月１０日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
品種特異的抵抗反応を誘導する非病原力エフェクターが同時にサプレッサー機能をも有するが、

カンキツかいよう病菌の非病原力様でかいよう形成を司るエフェクター、PthA、もサプレッサ

ー機能も持つ。我々は、PthA エフェクターが宿主植物であるカンキツの Pectin Methyl 
Esterase (PEM)前駆体に特異的に結合することを発見した。このことから、PthA と結合出来

ない他植物の PME 前駆体遺伝子の導入、カンキツ PME 前駆体遺伝子への変異導入などによ

ってこの結合をコントロールし、かいよう形成カスケードに導かないようにできる可能性を示

すことができた。さらに、非病原力エフェクターと反応する植物因子を改変し、非病原力エフ

ェクターのサプレッサー機能抑制することにより耐病性植物創出に導く可能性を示唆出来た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We had found that avirulence factors possess the suppressor function in addition to the 
common eliciting function of cultivar-specific resistance responses. PthA, a canker-forming 
effector with homology to the avirulence effector (AvrBs3) group commonly found in 
xanthomonads, was found to possess the suppressor function too.  Here we found that 
PthA can bind specifically to the precursor for pectin methyl esterase (PME) of Citrus led to 
the new strategy to create the canker-resistant Citrus by the introduction of the PME 
precursors of other plant sources together with the introduction of mutation into the citrus 
PME precursor or gene silencing of PME precursor gene of Citrus by RNA interference.  
We suggest this modification of the suppressor activities of avirulence effectors by 
modification of their binding protein in the host plants as a new strategy for the 
construction of disease-resistant plants.    
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１．研究開始当初の背景 
 植物病原菌の非病原力遺伝子は品種特異
的抵抗性反応を誘導することで知られてい
るが、我々はこれが条件によっては全く逆の
抵抗性反応誘導抑制（サプレッサー）作用を
も持つことを発見していた（avr 遺伝子二元
説）。カンキツかいよう病菌(Xanthomonas 
axonopodis pv. citri, Xac) は 、
xanthomonadsに広く分布する非病原力遺伝
子 avrBs3 遺伝子ファミリーと９０％以上の
高い相同性を示しながら、その翻訳産物がカ
ンキツ内では主要な病原性因子（かいよう形
成を司る）として作用する pthA 遺伝子を持
っている。カンキツかいよう病菌において、
pthA 遺伝子は本来抵抗性誘導を司る遺伝子
であったと考えられるが、カンキツ植物内で
おそらく植物成分と相互反応し、抵抗性誘導
能力を失い、その結果病原性発現に向かった
と考えられた。実際、我々はカンキツ細胞タ
ンパク質であるペクチンメチルエステラー
ゼ(Pectin methyl esterase, PME)前駆体が
PthA エフェクターと結合することを見いだ
していた。このことから、カンキツでサプレ
ッサー機能を抑制することによってかいよ
う病耐性を付与することができると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 上記の発見から、カンキツかいよう病菌の
PthA エフェクターとカンキツ PME 前駆体
の結合をコントロールすることによって、植
物の抵抗性反応を抑制して発病に導けなく
することにより、抵抗性に導くことができる
と考えた。すなわち、カンキツ内での PME
前駆体の発現を RNA 干渉によって抑制した
り、突然変異の導入により PthA エフェクタ
ーとの結合を変化させたりする作業と、PthA
エフェクターと結合しない他の植物の前駆
体 PME を発現させる準備作業を組み合わせ
て、カンキツかいよう病抵抗性植物を作出す
る。なお、供試した殆どの非病原力遺伝子が
二つの異なる作用（抵抗性誘導と病原性発現）
を有することを発見しており、カンキツかい
よう病耐性獲得のための戦略を用いること
によって、広範な植物に病害抵抗性を付与す
ることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）PthA エフェクターとカンキツ PME 前駆
体との結合様式を調べるため、PME 前駆体の
N末端側または C末端側に蛍光標識タンパク
質（DsRed 或は GFP）と、対応する蛍光タン
パク質で標識下 PthA をタマネギ鱗片細胞内
にエレクトロポレーションによって導入し
て発現させ、共焦点レーザー顕微鏡の緑色、
赤色、それらの混合（黄色）領域で像を観察

し、両因子の結合の有無、局在部位を調べた。 
（２）PthA エフェクターやその他の AvrXa3
ファミリー因子と、各植物の PME、そして他
の非病原力因子と第三の因子として結合す
る RIN4 との結合体形成を生体分子間相互作
用検出器（AffinixQ）で解析した。 
（３）（２）の単独、結合タンパク質の植物
遺伝子のプロモーター領域への結合をゲル
シフトアッセイによって解析し、植物遺伝子
発現制御の可能性を調べた。 
（４）我々はカンキツかいよう形成に際しテ
ロメレース（TERT）遺伝子が増高することを
見いだしていたが、本遺伝子の発現を RNA 干
渉によって抑制することがかいよう形成に
与える影響について調べた。 
 
４．研究成果 

（１）PthAエフェクターがプロセッシングを

受ける事を発見した。このことより、このプ

ロセッシングもPME前駆体との結合に影響を

与える可能性が示唆された。 

（２）カンキツのかいよう形成の際、カンキ

ツのテロメレースの生産誘導が必要である事

をTERT遺伝子のジーンサイレンシングコンス

トラクトを用いて明らかにした。また、この

ことより、カンキツにおけるジーンサイレン

シング実験系を確立することが出来た。 

（３）カンキツかいよう形成の際、かいよう

形成の際みられる細胞肥大を司るインドール

酢酸合成系の遺伝子が誘導される事を確認し

、かいよう形成機構の一端を解明した。 
（４）ピーマン斑点細菌病菌の avrBs3,イネ
白葉枯れ病菌の avrXa7, avrXa10 等の非病原
力遺伝子と、同じ avrBs3 遺伝子ファミリー
に属し、互いに 90％以上の相同性を示しなが
らカンキツかいよう形成を司る pthA 遺伝子
との間で、また、これらの遺伝子のキメラコ
ンストラクトについて、非病原性 Xac 変異株
形質転換体を用いたカンキツ葉接種後の病
原性、タバコ葉接種後の過敏感反応誘導能に
ついて調べた。その結果、AvrBs3 エフェクタ
ーファミリーに共通して中央部に見られる
繰り返し部がそれぞれの特異性決定に重要
な役割を果たすが、また、その直後の領域も
特異性決定に関与する事がわかった。 
（５） Xanthomonas 属細菌の多くが生産する
AvrBs3 エフェクターファミリーのうち宿主、
役割の異なるAvrXa3, AvrXa10, AvrXa7, Apl1
が共通してピーマンの抵抗性遺伝子 RBs3 の
プロモーター領域に存在する upaBox に結合
する事をゲルシフトアッセイによって確認
した。これにより、Avr エフェクターとプロ
モーター領域の結合が第三の因子によって
決定される事が示唆された。 
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