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研究成果の概要（和文）：植物病原細菌の宿主特異性決定機構を明らかにすることを目的として、植物病原細菌Acidov
orax avenae N1141菌株のTAD1分子の認識と免疫誘導機構について研究を行った。研究の結果、細胞外へ分泌されたTAD
1がTIPと名付けたタンパク質と相互作用し、イネの免疫反応を誘導している可能性が示唆された。さらに、TAD1が誘導
する免疫反応のひとつであるイネの過敏感細胞死には過敏感細胞死の正の制御因子であるOsNAC4の発現誘導が伴うこと
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：I studied the induction mechanism of plant immune responses that induced by 
pathogenic bacterial effector. I showed that TAD1 effector of Acidovorax avenae N1141 strain is secreted 
to extracellular and is interacted with rice protein named TIP. Furthermore, I found that hypersensitive 
(HR) cell death induced by TAD1 is accompanied with the expression of OsNAC4 as a key positive regulator 
of HR cell death.

研究分野： 農芸化学、植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 特定の植物病原細菌が感染できる植物種は
限定されている。これは植物が侵入してきた
細菌を認識し、免疫反応を誘導するためであ
る。植物の免疫システムは鞭毛構成タンパク
質であるフラジェリンなどのPAMPsを認識し
て早期に誘導される活性酸素の発生などの
PTI（PAMP-triggerd immunity）と呼ばれる
免疫反応と細菌がTypeIII分泌装置を介して
植物細胞内に分泌するエフェクターを植物
が認識することによって誘導される ETI
（Effector-triggerd immunity）の 2段階で
誘導されることが知られている。特に ETI 免
疫反応は過敏感細胞死などを含む強力な免
疫反応であり、感染の成立・不成立を左右す
る重要な反応である。 
 研究対象である単子葉植物を宿主とする
褐条病細菌 Acidovorax avenaeは菌株間の宿
主特異性が非常に厳密である。例えば、ヒエ
に対して病原性のN1141菌株はヒエを病気に
するが、この菌株をイネに接種すると免疫反
応が誘導されるため感染は成立しない。 
 これまでの研究で、N1141 菌株を非宿主で
あるイネやタバコに接種するとETI免疫反応
のひとつである過敏感細胞死が誘導される
ことを明らかにした。また、この過敏感細胞
死が N1141 菌株の TypeIII 分泌装置欠損株で
は誘導されないことから、TypeIII 分泌装置
を介して植物細胞内へ分泌されるエフェク
ターがこのような免疫反応誘導に関与して
いることを明らかにした。さらに、N1141 菌
株のトランスポゾン変異株の大規模スクリ
ーニング法やTypeIII分泌装置欠損株を用い
たプロテオーム解析を行い、イネの過敏感細
胞死誘導に関与する TAD1 エフェクターを同
定した。興味深いことに tad1 遺伝子欠損株
はイネだけでなくタバコにおいても過敏感
細胞死誘導能を失っており、一方で、宿主で
あるヒエに対する病徴発現能も失っていた
ことから、TAD1 エフェクターが N1141 菌株の
宿主特異性を決定していることが示唆され
た。 
 しかし、非宿主であるイネやタバコにおけ
る細菌の認識機構や免疫反応誘導機構につ
いては明らかになっておらず、この植物病原
細菌の宿主特異性決定機構を理解するため
には、この TAD1 エフェクターの認識と免疫
反応誘導機構を分子レベルで詳細に明らか
にすることが必要であった。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの研究で A. avenae N1141 菌株の
過敏感細胞死誘導に関与する TAD1 エフェク
ターを同定し、植物種間における宿主特異性
を決定していることが示唆された。そこで、
本研究ではN1141菌株の宿主特異性決定機構
を明らかにすることを目的として、植物にお
ける TAD1 分子の認識機構と免疫反応誘導機

構について研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) TAD1 エフェクターの細胞内輸送機構 

 
 TAD1 の植物細胞内への輸送について CyaA
法を用いて解析を行った。この方法では、菌
体内で発現させたエフェクターと CyaA(アデ
ニル酸シクラーゼ)との融合タンパク質が植
物細胞内へ輸送され、植物細胞内のカルモジ
ュリンにより活性化して ATP を cAMP へ変換
するため、cAMP 量を測定することでエフェク
ターの細胞内への輸送を確認することがで
きる。この方法を用いた cAMP EIA により、
野生株またはTypeIII分泌装置欠損株にTAD1
の CyaA 融合タンパク質を発現させた菌株を
接種したイネ培養細胞における cAMP 量を測
定した。 
 
(2) TAD1 の認識機構 

 
 TAD1の相互作用因子について、イネのcDNA
ラ イ ブ ラ リ ー を プ レ イ と し た 酵 母
two-hybrid 法による相互作用分子のスクリ
ーニングを行い、TAD1 の相互作用因子を明ら
かにした。 
 
(3) TAD1 認識による免疫反応誘導機構 

 
 TAD1 によって誘導される過敏感細胞死に
イネの過敏感細胞死の正の制御因子である
イネ転写因子 OsNAC4 が関与するかどうかを
tad1 遺伝子欠損株や TAD1 を発現させたイネ
プロトプラストを用いて調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) TAD1 エフェクターの細胞内輸送機構 

 
 TAD1 の植物細胞内への輸送について調べ
るために、野生株と TypeIII 分泌装置欠損株
に TAD1 の CyaA 融合タンパク質を発現させた
菌株をそれぞれ作製し、イネ培養細胞へ接種
した。接種 9 時間後のイネ細胞内の cAMP 量
を cAMP EIA によって測定した。その結果、
TAD1 はイネ細胞内へ分泌されていないこと
が明らかとなった。そこで、Hrp 誘導培地上
清への TAD1 の分泌を確認したところ、TAD1
が Hrp誘導培地上清へ分泌されていることが
明らかとなった。このことから、イネによる
TAD1 の認識がイネ細胞内ではなくイネ細胞
外で行われ、免疫反応が誘導されているとい
う新たな可能性が得られた。 
 
(2) TAD1 の認識機構 

 
 植物における TAD1 の相互作用因子を明ら
かにするため、イネの cDNA ライブラリーを
プレイとした酵母 two-hybrid 法による相互



作用分子のスクリーニングを行った。その結
果、50 個の TAD1 と相互作用するタンパク質
をコードする候補遺伝子を同定した。次に、
そのうち特に相互作用が強く見られた 11 種
類の遺伝子全長について、TAD1 との相互作用
を確認したところ、約 700 アミノ酸から成る
TIP と名付けたタンパク質とのみ相互作用が
認められた。この TIP の細胞内局在予測を行
ったところ細胞質に局在することが明らか
となったことから、TAD1 は TypeIII 分泌装置
から細胞外へ分泌されたのち、イネ細胞内に
取り込まれ、TIP と相互作用している可能性
が示唆された。 
 
(3) TAD1 認識による免疫反応誘導機構 

 
 TAD1 によって誘導される免疫反応につい
てさらに詳しく解析を行うため、過敏感細胞
死誘導時に発現誘導されるイネの転写因子
OsNAC4 が TAD1 によって誘導される過敏感細
胞死に関与するかどうかをリアルタイム
RT-PCR を用いて調べた。その結果、tad1 遺
伝子欠損株を接種したイネ培養細胞では
OsNAC4 の発現誘導が認められなかった。また、
TAD1 を発現させたイネプロトプラストで
OsNAC4 の発現誘導が認められたことから、
TAD1 は OsNAC4 の発現誘導を介して過敏感細
胞死を誘導している可能性が示された。 
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