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研究成果の概要（和文）：いもち病はイネの最重要病害である．いもち病の防除は主に農薬と抵抗性品種を使って行わ
れている．しかし，抵抗性品種がどのようにしてその抵抗性を発揮するかについて，まだ完全に理解されていない．本
研究はイネのいもち病抵抗性遺伝子Piaの抵抗性発現のメカニズムについて，いもち病菌のAVR-Pia遺伝子との相互作用
を詳細に明らかにしようとしたものである．本研究の結果，いもち病菌はイネに侵入する前からAVR-Pia遺伝子を発現
しはじめること，分泌後AVR-Piaタンパクは二量体を形成し，イネのPiaタンパク質と相互作用することがわかった．こ
れらの知見は，いもち病抵抗性を理解するのに役立つものと期待される．

研究成果の概要（英文）：Rice blast is the most important disease or rice. Blast is usually controlled by a
grochemicals and resistant cultivars, but knowledge about molecular mechanisms of rice resistance toward b
last is limited. This study aimed to elucidate the molecular mechanism of rice blast resistance by analyzi
ng interaction of rice blast resistance gene Pia and blast virulence gene AVR-Pia. Results of this study i
ndicated that AVR-Pia gene is started to be expressed before the penetration into rice cells, and after th
e secretion, AVR-Pia protein forms homodimer, and detected by rice Pia gene product. This study will contr
ibute to further understanding of rice-rice blast interaction, which is the first step of resistance induc
tion.
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１．研究開始当初の背景 
いもち病はイネの最重要病害である．いもち
病の防除には，抵抗性品種の有効活用と適切
な薬剤による管理が有効とされているが，イ
ネのいもち病抵抗性遺伝子の働きを十分に
引き出すことが出来れば，減農薬と安定的な
防除体系を再構築することが出来ると考え
られる． 
 植物における病原菌への抵抗性，すなわち
免疫システムの遺伝的背景は
「gene-for-gene」説に従うことが知られて
いる．具体的には，AVR 遺伝子を持つ病原菌
が宿主植物に感染を試み，AVR 遺伝子産物を
産生したとき，宿主の R遺伝子産物によって
認識され，宿主における抵抗性反応（過敏感
反応，HR）を誘導するというものである． こ
のような知識を実際の作物生産につなげる
ために最も重要でかつ未解明な部分は，AVR
遺伝子産物をR遺伝子産物が認識する機構で
ある．この部分を分子レベルで理解すること
が出来れば，作物の持つ R遺伝子産物の働き
を誘導するための分子の動きをコントロー
ルすることが可能になる．イネ−イネいもち
病菌間においても， R 遺伝子，AVR 遺伝子の
クローニングが進んでいる．しかし，R遺伝
子産物によるAVR遺伝子産物の認識について
は，分子レベルでの理解は進んでいない．  
 
２．研究の目的 
本研究では，イネの持ついもち病抵抗性遺伝
子Piaの働きを分子レベルで解明するために，
Pia による抵抗性反応の誘導に必須であるイ
ネいもち病菌の AVR-Pia タンパク質と，その
他の未知のタンパク質との相互作用を，時間
的，空間的，タンパク構造的な面から解析を
行う．具体的には，上記のタンパク質相互作
用について，①構成要素の解明，②時間・空
間的位置の特定，③構造解析に基づく理解 
を行う．①については，Pia タンパク質が実
際に何を認識しているのかを明らかにする．
AVR-Pia タンパク質のイネ内におけるターゲ
ット分子である可能性が高い．②については，
上記の相互作用がいつ，どこで起こるのかを
顕微観察を用いて明らかにする．③について
は，上記の相互作用をタンパク質構造解析し，
それぞれの分子がどのように相互作用する
かを分子レベルで明らかにする． 
 以上のことにより，イネのいもち病抵抗性
の分子メカニズムを明らかにし，あらたない
もち病防除法の確立につなげる． 
 
３．研究の方法 

（１）「Pia/AVR-Pia相互作用の時間・空間的
位置の特定」 
組換えAVR-Piaによるイネの病斑様斑点の誘
導は，イネ葉身をペーパーディスクを装着し
たペンチで圧迫し，そこにタンパク質溶液を
滴下することにより行った．DAB染色は，処理
葉をDABで染色し，アルコール脱色を行った．
イネPR1遺伝子の発現は，SYBR Green法による
Real-Time PCRを用いて定量した．Pls1遺伝子
の破壊はpDESTR（Abe et al., Curr. 
Microbiol., 52, 210-215 (2006)）を用いて
行った．EGFP蛍光は蛍光顕微鏡を用いて観察
した． 
（２）「Pia/AVR-Pia 相互作用の構成要素の
解明」 
AVR遺伝子の一過性発現は，Okuyama et al., 
Plant J., 66, 467-479 (2011)の方法で行っ
た． 
（３）「Pia/AVR-Pia相互作用の構造生化学的
解明」 
AVR-Pia タンパク質の結晶は，X線回折及び
核磁気共鳴スペクトル解析によってその構
造を解析した． 
 
４．研究成果 
（１）「Pia/AVR-Pia相互作用の時間・空間的
位置の特定」 
 PiaとAVR-Piaの相互作用を解析するための
抗体の有効性を担保するため，抗体作成の抗
原となった組換えAVR-Piaタンパク質
(rAVR-Pia)をイネに処理し，その反応を解析
した．その結果， Piaを保持するイネでは，
rAVR-Pia処理後滴下位置から離れた場所に褐
色斑点が見られたが，Piaを持たないイネ品種
や，BSA・水処理ではその様な反応は見られな
かった．この病斑状の斑点はDABで染色され，
また，抵抗性に発現に関与するOsPR1遺伝子の
転写も増大していたことから，活性酸素蓄積
を伴う過敏感反応であることが示唆された．
以上のことから，rAVR-PiaはPiaを持つイネに
認識され，抵抗性反応を誘導したと考えられ
，抗AVR-Pia抗体の有効性が担保された．そこ
で，抗AVR-Pia抗体を用いていもち病菌由来の
イネ中の分泌されたAVR-Piaを定量した結果, 
全可溶性タンパク質に占める割合は病斑状斑
点を誘導する組換えタンパク質量より遥かに
少なく, いもち病菌感染時の効率的な
AVR-Pia認識には他の要素が介在している可
能性が示唆された. 
 一方，AVR-Pia遺伝子の発現時期に関する検
討を行った．AVR-PiaのプロモーターにGFP遺
伝子を連結させたコンストラクトをいもち病
菌に導入し，その発現を調べたところ，付着
器及び侵入菌糸でその発現が確認された．さ
らにより正確に発現の開始について調べるた
め，付着器は形成するがイネ細胞に侵入でき



ないpls1 変異株を作成し，そこに同構造を導
入して調べたところ，付着器内でのAVR-Pia
発現が確認された．従って，AVR-Piaはイネ細
胞への侵入以前にその発現を開始しているこ
とが明らかとなった． 
 
（２）「Pia/AVR-Pia 相互作用の構成要素の
解明」 
AVR-Piaをイネのプロトプラスト内で一過的
に発現させ分画したところ、約半分は可溶性
画分に蓄積していたが、残りは不溶性画分に
認められた．浮遊密度勾配遠心の結果，不溶
性画分のAVR-Piaは何らかの宿主生体膜成分
と直接的もしくは間接的に相互作用している
と考えられた． 
一方，Piaを構成する２つのNBS-LRR型タンパ
ク質遺伝子,RGA4とRGA5の機能解明について
研究を実施した。Piaをもたないイネ品種のプ
ロトプラストにおいて、RGA4の過剰発現が細
胞死を誘導すること,RGA4とRGA5の共発現に
よってRGA4の細胞死効果が抑制される傾向が
認められた。AVR-Piaは、RGA5のC-末のHeavy 
metal associated (HMA)領域に結合するが、R
タンパク質以外のイネ側相互作用因子は未同
定である。現在、AVR-Piaのイネ側相互作用因
子の探索中である。 
 一方，AVR-Piaタンパク質同士の相互作用を
弱めた変異体を作成することに成功した．こ
の変異体はY2HでRGA5とは相互作用するが，そ
の変異を導入したいもち病菌はPiaイネの抵
抗性誘導に変化が見られた． 
 
（３）「Pia/AVR-Pia相互作用の構造生化学的
解明」 
 AVR-Pia結晶は形成が不安定であり，X線回
折を行うことは出来なかったが，NMRにより構
造解析を行った．15N、13C安定同位体ラベル
化試料を作製し核磁気共鳴(NMR)法を用いて
測定したところ、ピークの分離が非常に良い
1H-15N HSQCスペクトルが得られ，主鎖のアミ
ド－アミドプロトン由来の予測相関ピーク62
個全てを観測することが出来，さらに構造を
推測することができた。得られた構造は単量
体を示しているが、yeast two hybridの結果
は酵母内においてAVR-Piaが二量体以上で存
在する可能性も示しているため、溶液中での
構造精密化を行っている．パルスプログラム
を導入したところ，最大で二量体である結果
を示したが，さらに全て同位体ラベルしてあ
る試料，あるいは同位体ラベルした標品とし
ていない標品を巻き戻し調整時に等モル混合
を行い，２量体の構造解析を行っている． 
 一方， AVR-Pita, AVR-Pikに関しても大腸
菌の大量発現に成功し、巻き戻し法にて精製
標品を得ることに成功した。さらにAVR-Pik
の結晶様固体を得ることに成功した．  

（４）まとめ 
本研究により，イネいもち病菌がいもち病抵
抗性遺伝子を持つイネに感染する際のAVR遺
伝子の発現，発現後のAVRタンパク質の挙動と
構造，イネのR遺伝子産物の機能について理解
が深まったと言える．以下の3点に要約できる
． 
 
① AVR-Piaタンパク質は感染の初期，付着
器形成時にはすでに発現を開始してい
る． 

② 発現開始後，AVR-Piaタンパクはおそら
く２量体を形成し，イネ細胞内に取り込
まれる．AVR-Piaの発現量はごく微量で
あり，AVR-Piaを効率よく取り込むため
の因子が存在する． 

③ RGA4タンパク質は細胞死誘導活性が有
り，RGA5タンパク質はそれを抑える役割
をしている．AVR-PiaとRGA5が結合する
ことによりRGA4による過敏感反応が誘
導されると考えられる．AVR-Piaの2量体
化を阻害すると，RGA5との結合能は保持
しているものの，過敏感反応の誘導は抑
えられため，AVR-Piaの2量体化はRGA4に
よる細胞死の誘導に必要な可能性があ
る． 

 
これらの知見は，今後のイネ—いもち病菌の
抵抗性相互作用の解明に貢献するものであ
る． 
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