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研究成果の概要（和文）：イネの病害抵抗性遺伝子BSR1は、高発現することで広範囲の病原菌に対する抵抗性を付与す
ることができるリン酸化酵素遺伝子である。マイクロアレイ解析及び遺伝学的な解析の結果、BSR1による病害抵抗性に
は病害抵抗性ホルモンであるサリチル酸はほとんど関与していないことが明らかになった。つぎにBSR1の機能喪失イネ
の解析から、BSR1がイネの本来有する病害抵抗性に寄与していることが確認された。さらに、BSR1の高発現により、イ
ネでは白葉枯病、いもち病の2大病害に加え、他2種類の病害に対しても抵抗性を付与できることが示された。双子葉作
物のトマトにおいても斑葉細菌病に抵抗性になることが示された。

研究成果の概要（英文）：Overexpression of BSR1, a novel kinase gene, confers broad-spectrum disease resist
ance against bacterial and fungal pathogens in rice. Microarray and genetic analyses uncovered that the re
sistance is largely independent of the salicylic acid pathway. Loss-of-function analyses showed that BSR1 
is involved in innate immunity of rice. Overexpression of BSR1 conferred resistance against two more disea
ses in addition to leaf blight and blast in rice. Further, overexpression of BSR1 conferred resistance to 
bacterial speck in dicot tomato.
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１．研究開始当初の背景 
植物の病害を克服するには、農薬により
防除する方法もあるが、コストや農薬噴霧
の手間等を考えると、植物自身の持つ抵抗
性機構を強化した耐病性作物を開発するこ
とが望まれる。イネの病害ではいもち病、
白葉枯れ病は日本における２大病害であり、
これらの病原菌に対する耐病性品種が求め
られている。更に今後需要の増加が見込ま
れる飼料イネやバイオマス作物などでは、
特定の病気だけでなく、より広範囲の種類
の病害に有効な遺伝子が求められている。 
近年イネの完全長 cDNA13,000 種類を網
羅的に過剰発現させた約２万系統の形質転
換シロイヌナズナ系統（イネ FOX ナズナ系
統）が、理化学研究所植物科学研究センタ
ー、農業生物資源研究所、岡山県生物科学
総合研究所（現 岡山県農林水産総合セン
ター生物科学研究所）の共同研究により作
製された。我々は新規の耐病性遺伝子を単
離する目的で、イネ FOX ナズナ系統にトマ
ト斑葉細菌病菌(Pseudomonas syringae pv. 
tomato DC3000)を接種し、ほとんどの系統
が菌の感染により死滅する中で生き残る抵
抗性系統を選抜した。その中で更に、病原
糸状菌のアブラナ科野菜類炭疽病菌
(Colletotrichum higginsianum)にも抵抗
性になる系統を選抜しその原因遺伝子を特
定した。こうして選抜された 11 個の遺伝子
を順次イネで過剰発現すると、その中の１
つの遺伝子が細菌病の白葉枯病および糸状
菌病のいもち病両方に強い抵抗性を示した。
いもち病抵抗性の程度は、既存の極強いも
ち病抵抗性品種「戦しょう」以上の非常に
強いレベルであった。このように、２種の
植物種において４種類の病原菌に抵抗性を
示したことから、本遺伝子を BSR1 
(Broad-spectrum resistance 1)と命名した。
BSR1 はその遺伝子配列から、新規のレセプ
ター様細胞内リン酸化酵素（Receptor-like 
cytoplasmic kinase, RLCK）をコードして
いると予測された。 
植物における病原菌由来物質(PAMPs)を
認識する受容体（Pattern Recognition 
Receptor, PRR）としてシロイヌナズナでは
FLS2やEFRが知られているが、これらのPRR
は PAMPs を受容すると BAK1 と結合し
PRR,BAK1 共にリン酸化され RLCK である
BIK1 をリン酸化し、シグナルを細胞内に伝
達することが最近明らかにされた。しかし
ながら BIK1 から核にどのようにシグナル
を伝達するかについてはまだ明らかにされ
ていない。 
BSR1 は BIK1 とアミノ酸配列上の類似性
を有する RLCK なので、イネで BIK1 と同様
に PRR からのシグナルを細胞内に伝達して
いる可能性が考えられた。また BSR1 過剰発
現イネは白葉枯病およびいもち病にも強い
抵抗性を示したことから、我々は BSR1 はイ
ネの複数の PRR からのシグナルによりリン

酸化され、そのシグナルを細胞内に伝達し、
その結果抵抗性応答を引き起こしているの
ではないかと予想した。しかしながら抵抗
性機構の実際については研究開始当初は全
く明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
イネの BSR1 遺伝子は、過剰発現すること
で広範囲の病原菌に対する抵抗性（シロイ
ヌナズナとイネ両方で細菌病および糸状菌
病にそれぞれ抵抗性）を付与することがで
きる新規のリン酸化酵素遺伝子である。ま
たシロイヌナズナの BIK1 との構造的類似
性から、BSR1 は耐病性シグナル伝達初期に
機能している可能性が考えられる。本研究
では BSR1 による病害抵抗性について分子
生物学的・遺伝的・植物病理学的手法を用
いて明らかにすることを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1)BSR1 下流の遺伝子解析 
BSR1 過剰発現(BSR1-OX)イネの抵抗性機
構についての情報を得るために、BSR1-OX
イネと WT にいもち病菌を感染させ、感染後
経時的に植物体より RNA を調製し、44K マ
イクロアレイ解析により発現レベルに差の
ある遺伝子を網羅的に探索する。解析結果
をもとに、BSR1 による耐病性機構の活性化
が、サリチル酸(SA)経路、ジャスモン酸経
路、エチレン経路等の既知の経路を介して
いるのか予測する。SA 経路が予測された場
合は、SA 含量の低下した nahG イネと交配
することにより、SA の関与の有無を明らか
にする。 
また BSR1 誘導性の代表的な遺伝子をイ
ネに導入・過剰発現し、BSR1 同様の抵抗性
が得られるかどうか調べる。 
 
(2)機能喪失型変異イネを用いた BSR1 のイ
ネにおける本来の機能の解析 
RNAi 法を用いてノックダウンイネを作
製する。BSR1 の発現レベルは葉で高くない
ので、いもち病菌を感染数日後に上昇する
BSR1 の発現レベルを比較することにより、
ノックダウンされている形質転換イネを選
抜する。得られたノックダウンイネでいも
ち病抵抗性、白葉枯病抵抗性が低下するか
どうか調べる。 
また本来の下流遺伝子を明らかにするた
めに、マイクロアレイ解析で見出された、
過剰発現イネで発現の上昇しているシグナ
ル関連遺伝子について、ノックダウンイネ
で逆に低下するかどうかリアルタイム PCR
により解析する。 
さらに TOS17 変異イネ系統群の PCR スク
リーニングにより BSR1 のノックアウトイ
ネを探索する。 
 
(3)BSR1 相互作用タンパク質の単離・同定 
BSR1 タンパク質を HPB（HA-PreScissioin 



site-Biotinyl domain）タグを付けてイネ
植物体で発現させる。HPB タグはビオチン
化ドメインを持っているので、BSR1-HPB 融
合タンパク質は植物内でビオチン化され、
streptavidin ビーズに結合させることが
できる。BSR1-HPB を高発現する形質転換イ
ネ、及びコントロールとして GUS-HPB を高
発現する形質転換イネを作製し T1 種子を
得る。T1 イネで病害抵抗性が認められる場
合は、streptavidin ビーズを用いて BSR1
相互作用タンパク質を単離・同定する。 
一方で酵母の two-hybrid 法等を用いて
既知のイネの PRR との相互作用を調べる。
two-hybrid 法による解析については明治
大学の渋谷直人教授、賀来華江准教授の協
力により行う。 
 
(4)BSR1 による抵抗性の植物病理学的解析 
BSR1 による抵抗性がどこまで広範か調
べるために、過剰発現イネを用いて細菌病
である籾枯細菌病、糸状菌病であるごま葉
枯病、ウイルス病である縞葉枯病ウイルス
（RSV）病に対して抵抗性検定を行う。RSV
については（独）農業・食品産業技術総合
研究機構の笹谷孝英博士の協力により保毒
ヒメトビウンカを用いて接種する。さらに
双子葉作物のトマトにおいても、BSR1-OX
マイクロトムが斑葉細菌 (P. syringae pv 
tomato DC3000) 病に抵抗性になるかどう
か調べる。 
病原菌は宿主植物への寄生性の程度から、
絶 対 寄 生 菌 (biotroph) 、  殺 生 菌
(necrotroph)、 その中間である条件的腐生
菌(hemibiotroph)に分類される。これまで
BSR1 による抵抗性が明らかになっていた
菌のうち、トマト斑葉細菌病菌、アブラナ
科野菜類炭疽病菌、いもち病菌については
すべて条件的腐生菌に分類される。一方で
農業的には殺生菌も重要であり、灰色カビ
病菌（Botrytis cinerea）等は双子葉作物
で甚大な被害をもたらす糸状菌である。よ
って BSR1-OX シロイヌナズナを用いて灰色
カビ病に対する抵抗性検定を実施する。 
  
４． 研究成果 
(1)BSR1 下流の遺伝子解析 
BSR1 の下流遺伝子を同定するために、
BSR1-OX イネと WT イネで発現レベルに差
のある遺伝子をマイクロアレイ解析によ
り比較した。いもち病菌非感染時でも
BSR1-OX イネと WT の発現パターンに顕著
な違いが見いだされた。BSR1-OX イネでは
WRKY45 遺伝子を含む BTH（SA アナログ）
誘導性遺伝子の 4 割以上が発現増大して
いることが示された。SA 下流の主要な転
写因子遺伝子 WRKY45 の発現レベルをリア
ルタイム PCR で確認すると、BSR1-OX イネ
で 10 倍程度に増大していた。また、
BSR1-OX イネで発現増大している遺伝子
の半分以上はいもち病感染により発現が

誘導される遺伝子であった。以上より
BSR1-OX イネにおける抵抗性が、WRKY45
を含む SA 経路を介していることが予想さ
れた。BSR1 と WRKY45 や SA 経路との上下
関係を調べるために、BSR1-OX イネと、SA
含量の低下した nahG イネを交配し交配種
子を得、WRKY45とOsNPR1の発現を調べた。
すると両遺伝子共に WT に比べ BSR1-OX で
は発現が上昇し、BSR1-OX/NahG 植物では
NahG と同程度まで発現が低下していたの
で、BSR1-OX における両遺伝子の高発現は
内在性 SA に依存していることが示された。
いもち病抵抗性検定を行ったところ、
BSR1-OX/NahG では BSR1-OX よりやや弱い
ものの、WT に比べ有意に強い抵抗性を示
した。よって、BSR1-OX における抵抗性の
増大には内在 SA 経路はあまり寄与してな
く、むしろそれ以外の経路が主に関与する
ことが示唆された。 
マイクロアレイにより同定した BSR1 の
下流候補遺伝子の 5種について過剰発現イ
ネを作製し、いもち病抵抗性検定を行った
ところ、2 種について抵抗性の傾向が認め
られた。これらの遺伝子については今後さ
らに詳細な解析を行う予定である。 
 
(2)機能喪失型変異イネを用いた BSR1 のイ
ネにおける本来の機能の解析 
BSR1 遺伝子の 3’-UTR 配列をノックダ
ウンベクターpANDA に連結し、ノックダウ
ンイネを作製した。発現レベルはいもち病
感染 3日目で WT と比較するとノックダウ
ンイネで 1/2～1/3 に低下していた。ノッ
クダウンイネではいもち病抵抗性及び白
葉枯病抵抗性が低下していたため、BSR1
はイネの本来の抵抗性に寄与しているこ
とが示された。 
またマイクロアレイ解析で見出された、
BSR1 過剰発現イネで発現の上昇するシグ
ナル関連遺伝子の 2 つについてノックダ
ウンイネで発現レベルの低下が認められ
た。これらの遺伝子は BSR1 の本来の下流
遺伝子である可能性があるので、今後過剰
発現イネを作製し抵抗性検定を行う予定
である。 
さらにTOS17ミュータントパネルのPCR
検索により、BSR1 のエキソンに TOS17 が
挿入しているノックアウト系統を１系統
取得した。 
 
(3)BSR1 相互作用タンパク質の単離・同定 
BSR1-HPB を高発現する形質転換イネ、
及びコントロールとして GUS-HPB を高発
現する形質転換イネを作製し T1 種子を得
た。Western ブロットにより BSR1-HPB を
高発現していることを確認し、稔性が低い
ながらも種子を得たが、発現が最高レベル
のものは不稔であった。また高発現してい
るイネで病害抵抗性検定を実施したが、顕
著な抵抗性は認められなかったため、この



実験は中断した。 
一方で酵母の two-hybrid 法を用いて、既
知のイネの PRR である OsCERK1（キチンエ
リシターの受容体キナーゼ）、Xa21（白葉枯
病抵抗性遺伝子がコードする受容体キナー
ゼ）、OsFLS2（フラジェリンの受容体キナー
ゼ） の細胞内ドメインと BSR1 との相互作
用を調べたが、相互作用は認められなかっ
た。 
 
(4)BSR1 による抵抗性の植物病理学的解
析 
BSR1-OX イネは籾枯細菌病、ごま葉枯病
に対しては顕著な抵抗性を示した。RSV 抵
抗性検定についても、WT よりやや抵抗性の
傾向が認められた。また、BSR1-OX マイク
ロトムの斑葉細菌病抵抗性検定を行ったと
ころ抵抗性を示した。さらに BSR1-OX シロ
イヌナズナで殺生菌の灰色カビ病に対して
抵抗性検定を行ったところ、予備的なデー
タではあるが抵抗性が認められた。 
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