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研究成果の概要（和文）：植物と病原菌の相互作用は、互いの生物に強力な自然選択をもたらす。こうした自然選択は
、それぞれの生物種のゲノム上にその痕跡を残す。近年のゲノム解読技術の進展により、生物間相互作用がもたらす自
然選択をゲノム解析から明らかにすることが可能となった。本課題では、こうした技術により同定されたイネ抵抗性タ
ンパク質といもち病菌のエフェクタータンパク質の相互作用の分子機構を解明した。さらに、イネを材料に、選択が働
いた遺伝子領域をゲノムシーケンスにより迅速に同定する技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Strong reciprocal natural selection between a host plant and a pathogen leaves 
DNA signatures on the genomes of respective organisms. By employing whole genome sequencing and detecting 
DNA signatures of selection, we succeeded in isolating two rice resistance (R-) genes (Pia and Pii) and 
three Magnaporthe oryzae avirulence effector (AVR) genes (AVR-Pia, AVR-Pii, AVR-Pik). Molecular 
interactions between rice R-protein Pik and Magnaporthe AVR-Pik revealed that their genes are coevolving. 
We also have developed a series of methods including MutMap and QTL-seq to quickly detect selection 
signature by whole genome resequencing.

研究分野：植物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
遺伝子間の相互作用は、生物進化の重要
な要素である。しかし、解析の複雑さの
ために研究が遅れていた。遺伝子間相互
作用は、同一遺伝子の対立遺伝子間、同
じゲノム内の異なる遺伝子間、異なるゲ
ノムの遺伝子間で生じる。遺伝子間相互
作用による自然選択は、ゲノム上に痕跡
を残す。近年のゲノムシーケンス技術の
急速な発展により、 選択がゲノム上に残
した痕跡を詳細に解析することが可能と
なった。 本課題では、異なるゲノムの遺
伝子間で見られる相互作用に注目し、植
物-病原菌相互作用の研究を展開した。さ
らに、ゲノムシーケンス技術を活用して、
集団の個体に対して人為選択、自然選択
の働いたゲノム領域を迅速に同定する技
術開発にも取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
 
(1)植物-病原菌・寄生者相互作用のゲノム
解析およびエフェクターの同定 
 
植物病原菌は、エフェクター（病原力因
子）の作用により、宿主に侵入する。エ
フェクターの同定は、植物-病原菌相互作
用の最重要課題である。本課題では、病
原菌(寄生者)のエフェクター遺伝子、宿
主生物のエフェクター標的遺伝子、さら
に抵抗性遺伝子を同定し、それらの機能
解明を目指すとともに、生物間相互作用
によるゲノム進化の法則を見いだすこと
を目指す。重点的に研究する実験系は、
イネ−いもち病菌の相互作用である。いも
ち病は、イネの最重要病害であり、耐病
性水稲系統の育種はイネ育種の重要な課
題である。 
 
(2) 全ゲノム解析による selective sweep
検出技術の開発と利用 
 
生物種の全ゲノム解析を活用して、生物
集団に自然、人為選択が働いた際に生じ
るゲノムの selective sweep を検出する一
般的な手法を開発し、応用することを目
指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)植物-病原菌・寄生者相互作用のゲノム
解析およびエフェクターの同定 
 
イネ、いもち病菌両種共に 2005年に全ゲ
ノム配列が公表されており、ゲノム解析
による相互作用の基礎研究にも適してい
る。私たちの研究グループでは、2008年
に日本産いもち病菌 Ina168菌株の全ゲノ
ムシーケンスを実施し、2005年に公開さ

れた 70-15 菌株のゲノム情報と合わせて
約 1300 種類の分泌タンパク質遺伝子を
同定した。計 23のいもち病菌株を対象に、
連関（association）解析を実施した結果、
3種類の非病原力遺伝子 AVR-Pia, AVR-Pii, 
AVR-Pik を同定した(Yoshida et al. 2009, 
Plant Cell)。非病原力遺伝子とは、病原菌
エフェクターの内、宿主の抵抗性遺伝子
(R-gene)によって認識される因子をコー
ドしている遺伝子である。イネ側には、
AVR-Pia, AVR-Pii, AVR-Pik をそれぞれ認
識する抵抗性遺伝子Pia, Pii, Pikが存在す
る。Pia は私たちのグループによって
(Okuyama et al. 2010, Plant J)、Pik は、
Ashikawaらによって（Ashikawa et al. 2009, 
Genetics）単離同定済みである。 
本研究では、既に同定済みの 3 種類の

非病原力因子と対応するイネ側抵抗性タ
ンパク質の相互作用、さらに抵抗性遺伝
子を保有しないイネ系統において、
AVR-Pia, AVR-Pii, AVR-Pik が相互作用し
て病原性に関与するような因子の同定を
進める。これらの研究を通じて、病原菌−
宿主の相互作用を分子レベルで明らかに
するとともに、相互作用がゲノムの共進
化におよぼす影響を明らかにする。 

 
(2) 全ゲノム解析による selective sweep
検出技術の開発と利用 
 
報告者らの研究グループでは、現在まで
に、品種「ひとめぼれ」を材料として、
EMS 処理により 12,000 系統の変異系統
群を作出した。さらに、「ひとめぼれ」を
共通親として、23系統のイネ系統と交配
し、Recombinant Inbred Lines (RILs)を計約
3000系統育成した。これらの遺伝子資源
は、様々な表現型を示す。これらの材料
を用いて全ゲノム解析により表現型の原
因遺伝子を同定する技術開発を進めてい
る。その目的で、突然変異系統と親系統
（ひとめぼれ）を交配し、得られた F２
個体群から変異形質を示す個体を集め、
20 個体の DNA をバルク化してシーケン
スし、親系統のゲノム基準配列と比較し
て原因遺伝子を同定する新手法 MutMap
法の開発を進める。さらに、イネ遠縁交
雑後の F2 個体からいもち病耐病性の個
体を複数選抜し、その DNA をバルクシ
ーケンシングして解析することにより、
一度に多数の耐病性 QTL を同定する手
法の開発も進める。 
	
４．研究成果	
	
イネーいもち病菌相互作用の分子機構を
明らかにする目的で、既に単離済みのい
もち病菌 AVR-Pia, AVR-Pii, AVR-Pikと、
対応するイネ抵抗性遺伝子Pia, Pii, Pikの
相互作用を中心に研究を展開した。以下、



①AVR-Pik/Pik 相互作用、②AVR-Pia/Pia
相互作用、③AVR-Pii/Pii 相互作用、④そ
の他のエフェクター候補タンパク質の順
に、研究成果を報告する。 
①AVR-Pik/Pik 相互作用: いもち病菌非病
原力因子 AVR-Pik には、5 種類のアリル
が存在し、互いに 1〜4アミノ酸で異なっ
ている。これらのアリル間の DNA 変異
は、全て非同義置換で、同義置換が存在
しないことから、AVR-Pik に強い正の自
然選択が働いている事が推察された
(Yoshida et al. 2009)。一方、AVR-Pikを認
識するイネ抵抗性遺伝子Pikは、Ashikawa
ら(2010)により単離され、Pik-1 と Pik-2
の２つの NBS-LRR 型タンパク質をコー
ドする密接に連鎖した２遺伝子からなる
ことが示された。その後の研究により、
Pik-1のN-端のCoiled-coil(CC)ドメインに
対応する遺伝子領域に非同義置換が集積
していることが示された(Costanzo and Jia, 
2011)。報告者らは、AVR-Pik と Pik-1 双
方の遺伝子に見られる強い自然選択の痕
跡は、これらの因子間の相互の選択によ
ると推察して、酵母 2 ハイブリッド法に
より AVR-Pik と Pik-1 の CC ドメインの
物理的相互作用を調べたところ、これら
が直接結合することが明らかになった。
さらに、 Pik の異なるアリルによる
AVR-Pik の異なるアリルの認識の有無と
これらのアリル間の結合の有無が完全に
一致する事も示された。このことから、
いもち病菌 AVR-Pik とイネ Pik は arms 
race 型の共進化をしている可能性が強く
示唆された。この成果は、Kanzaki et al. 
(2012)として、Plant J. に報告した。さら
に英国 Norwich の Kamoun 博士及び
Banfield 博士の研究グループと共同研究
を実施し、AVR-Pikと Pik-1の HMAドメ
インの結合結晶構造を解明して eLife 誌
に報告した(Maqbool et al. 2015)。本成果
は、NLR型の植物抵抗性タンパク質と病
原菌のエフェクターの結合構造としては
世界初の知見である。 
② AVR-Pia/Pia 相 互 作 用 :  AVR-Pia 
(Yoshida et al. 2009)および Pia (Okuyama 
et al. 2010)は、過去に報告者のグループが
単離した。これらの相互作用の研究は、
共同研究者であるフランス INRA の
Thomas Kroj博士のグループで進展した。
AVR-Piaは、Piaを構成する２つのタンパ
ク質 RGA4と RGA5の内、RGA5の C端
の HMA ドメインと物理的に結合するこ
とを示して報告した(Cesari et al. 2013, 
Plant Cell)。 
③AVR-Pii/Pii相互作用: イネ側のPii抵抗
性遺伝子は、最近まで未単離であったが、
2013 年に、下記 MutMap 法を活用して、
報告者が単離に成功した  (Takagi et al. 
2013, New Phytologist)。さらに AVR-Pii
と相互作用するイネ因子として、細胞外

分泌に関わるタンパク質 exo70-1 を同定
した。イネ Pii 抵抗性遺伝子の AVR-Pii
認識にとって exo70-1 が必須であること
を示した(Fujisaki et al. 2015, Plant J.)。 
④その他のエフェクター候補タンパク
質:	またいもち病菌のエフェクター候補
タンパク質をコードする遺伝子 78 種類
の遺伝子破壊を実施した。殆どの遺伝子
では表現型に影響はなかったことから、
多くのエフェクターの機能が重複してい
ることが示唆された。唯一強い表現型が
現れた遺伝子 MC69 は、いもち病菌のイ
ネ侵入に必須であることを明らかにして
報告した（ Saitoh et al. 2012, PLoS 
Pathogens）。 
 
(2) 全ゲノム解析による selective sweep
検出技術の開発と利用 
 
全ゲノム解析によりイネ突然変異系統の
表現型の原因遺伝子を迅速に同定する技
術 MutMap法を開発して報告した(Abe et 
al. 2012, Nature Biotechnol.)。MutMap法で
は、突然変異体を、変異処理に用いた親
系統と交配し、F２で分離する突然変異型
の子孫 20個体の DNAをバルク化して全
ゲノムシーケンスし、親系統の基準配列
に対してアライメントする。ゲノム上の
特定の箇所にアライメントされたショー
トリード全体の内、SNP を含むリードの
割合を SNP-index と定義し、横軸に染色
体位置、縦軸に SNP-index のグラフを作
成し、SNP-indexが１となるゲノム領域を
探索することにより、突然変異表現型の
原因 SNPを一度の全ゲノム解析で迅速に
同定することが可能となった。本技術の
発展型として、MutMap-Gap法を開発し、
上記の通りイネ抵抗性遺伝子 Pii の単離
同定に成功した(Takagi et al. 2013, New 
Phytologist)。さらに、MutMap+法(Fekih et 
al. 2013, PLoS One)も開発して利用を開
始した。MutMap 法を活用して、耐塩性
突然変異体の原因遺伝子を同定し、耐塩
性水稲系統を育成した(Takagi et al. 2015, 
Nature Biotechnol.)。 
	 一方、遠縁系統間の交配により得られ
た F2や RILsの分離集団において形質値
で子孫を分類し、形質値の極端な子孫の
DNAをバルク化してシーケンスし、迅速
に QTL を同定するための技術 QTL-seq
法を開発した（Takagi et al. 2013, Plant J.）。
さらに、本技術を用いる事によりイネ品
種「Nortai」由来のいもち病菌圃場抵抗性
遺伝子 QTL の同定に成功した。QTL-seq
法は、分離集団に人為選択を加えた後、
選択されたゲノム領域を同定する一般的
技術である。従って、本技術を自然集団
に対して適用することにより、迅速に自
然選択を受けたゲノム領域を同定するこ
とが可能となる。今後、QTL-seq 法を交



配集団および野外集団に適用することに
より、選択を受けたゲノム領域を体系的
に検出する研究が可能となったと考えら
れる。 
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