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研究成果の概要（和文）：植物の免疫システムおよび病原体の感染戦略の理解は、抵抗性作物の分子育種そして病原体
制御技術の開発に繋がる。現在の最重要課題は、免疫システムの制御因子およびエフェクターの同定にある。そこで、
病原体を感染させた植物細胞において、病原体由来の因子と相互作用する因子を網羅的に調べる技術の確立を行った。
本技術確立の鍵となる、解析する材料の調製法、そしてプロテオーム解析技術の最適化・確立に成功した。

研究成果の概要（英文）：Identification of pathogen effectors and their targets in host plants are 
important subjects for understanding plant immunity to improve disease resistance. We have optimized and 
established the proteomics method to identify effectors and their targets all at once.

研究分野： 植物プロテオミクス

キーワード： プロテオミクス　エフェクター
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１．研究開始当初の背景 
 
 植物は、パターン認識受容体（PRR）を用
いて、微生物の保存性の高い細胞成分を認識
することで、広範の病原体に対する抵抗性を
発揮する（PRR-triggered immunity: PTI）。
一方、病原体は多数のエフェクタータンパク
質を分泌し、PTI システムを標的として抑制
することで感染を成立させる。 
 これまでPTIシステム制御因子の同定を目
指し、遺伝学的手法に基づくスクリーニング
が精力的に行われてきたが、PRR 下流の制御
因子は殆ど同定されていない。その主たる原
因として、遺伝子の機能重複や変異体の致死
性に由来する遺伝学的手法の限界が議論さ
れている。最近の病原体エフェクターの研究
は、エフェクターを分子プローブとした手法
が、PTI システム制御因子の同定に有効であ
ることを示した。ゲノム解析技術の進化は、
病原体の持つエフェクター候補の探索を可
能にしたが、作用機作が明かされたエフェク
ターの数は少なく、アミノ酸配列からの機能
推定も難しい。つまり現時点では、ゲノム情
報のみでは、実際のエフェクターおよびその
標的の推定は極めて難しい。そこで、まず
個々のエフェクター候補因子の免疫応答へ
の作用を調べることでエフェクターを同定
し、その上で標的因子の同定を試みる流れの
研究が盛んになってきている。しかし、同定
効率に著しく難がある。 
 
２．研究の目的 
 
 病原体を感染させた植物細胞において、病
原体由来の因子と相互作用する因子を網羅
的に調べる技術を確立することで、エフェク
ターとPTIシステム制御因子を同時に効率よ
く同定できると考えた。最近、申請者らが得
意とするショットガンプロテオミクス技術
を利用し、細胞内でのタンパク質複合体のダ
イナミクスを解析する方法論が生み出され
た。そこで本研究課題では、この方法を確
立・応用することで、病原体感染に伴う植物
細胞内でのタンパク質複合体の変動を解析
し、エフェクターと標的因子（PTI システム
制御因子）の複合体の一斉同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
 
 植物と病原体の組み合わせは数多くある
が、均一かつ同調的に感染させるシステムが
確立されている、シロイヌナズナとトマト斑
葉病菌 Pseudomonas syringae pv. tomato 
DC3000（Pto DC3000）の相互作用を解析する。
シロイヌナズナは、Pto DC3000 をパターン認
識受容体（PRR）を用いて認識し、PRR を活性
化する。ところが Pto DC3000 は、シロイヌ
ナズナに感染することが出来る。つまり、Pto 
DC3000 のエフェクターは、PRR の活性化にと
もなう抵抗性反応を阻害している。エフェク

ターとの相互作用を検証する際に、PRR 活性
化にともなう植物側の状態変化も考慮する
必要があると考えられる。そこで、エフェク
ターを注入できない変異体 Pto DC3000 hrcC-
を利用することで、３つのコンディションを
比較し、エフェクターの標的因子の同定を試
みる。 
 
４．研究成果 
 
 この解析系で最も重要な点の１つは、植物
細胞へのエフェクターの注入効率にある。例
えば、シロイヌナズナに Pto DC3000 を接種
した際に、１０％の細胞にしかエフェクター
が注入されなければ、標的因子の１０％しか
相互作用による影響を受けないことになる。
そうすると、データ解析は煩雑になり、検出
感度の面で問題が生じることも考えられる。
そこで、注入効率（感染効率）が１００％に
近づくようにシステムの最適化を行った。
Pto DC3000 に AvrRPM1 因子を持たせると、シ
ロイヌナズナは速やかに細胞死を誘導する
ため（過敏感細胞死）、Pto DC3000 AvrRPM1
接種にともなう細胞死を見ることで、エフェ
クターの注入効率を知ることができる。そこ
でこの系を用いて、エフェクターの注入効率
が高い感染条件、また解析に適する接種後の
時間帯を見出した。 
 解析の成功には、質の高い定量的プロテオ
ームデータの取得も重要である。そこで、
LC-MS システムやデータ解析手法の最適化・
確立を平行して行った。その成果として、確
立した解析システムを利用した研究の成果
を原著論文として 5本発表した。それら以外
にも、オオムギうどんこ病菌のエフェクター
候補因子、ビクトリンの標的因子の同定など
にも成功した。Pto DC3000 のエフェクターお
よびその標的因子の同定は解析中である。 
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