
	 

様式 C-19	 

科学研究費補助金研究成果報告書	 

平成 23年	 5月 13日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：イネいもち病菌の非病原性遺伝子 AVR-Piaの単離と同定に成功した．
AVR-Pia遺伝子は中国産菌株を使って解析されたものと同じ遺伝子であった．AVR-Pia遺伝子
はイネいもち病菌のイネ感染時にのみ発現し，親和性相互作用ではその産物はイネ細胞内の侵

入菌糸の BIC から宿主細胞へと分泌されていることが示唆された．また，Ina168m95-1 にお
ける AVR-Pia 遺伝子の欠失は，2 コピーのトランスポゾン Occan 間の相同組換えであること
が示唆された．日本菌株においては，AVR-Pia の有無を PCR で調べることにより病原性の判
定が可能であることがわかった． 
 
研究成果の概要（英文）：Successful molecular cloning and identification of AVR-Pia avirulence gene 
from Magnaporthe oryzae was demonstrated in this study. AVR-Pia gene was located at the same 
position as the locus which was genetically analyzed using Chinese isolates. AVR-Pia was expressed 
only during infection, and the product was found to be secreted into compatible host cells, through BICs 
of the infection hyphae. Mechanism of gene deletion in the mutant Ina168m95-1 was elucidated to be 
the homologous recombination between two adjacent copies of the DNA transposon Occan. PCR 
amplification of the gene is effective way to determine the pathogenicity toward rice cultivar with Pia R 
gene.  
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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．本病

害の防除のために数多くのイネのいもち病

真性抵抗性遺伝子が解析され，抵抗性品種の

育成が行われ，実際に圃場でも防除効果をあ

げている．しかし，その効果は恒久的なもの

ではなく，イネいもち病菌（Magnaporthe 
grisea）の病原性変異により品種のいもち病
抵抗性の崩壊の歴史が繰り返されてきた（浅

賀，1987）．現在では種々の真性抵抗性遺伝
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子をもつ同質遺伝子系統によるマルチライ

ンを使用することで，いもち病の防除効果を

上げている(新潟県農林水産部ホームページ)
が，これらの抵抗性が恒久的に崩壊しないと

いう保証はない．その持続的利用のためには，

イネといもち病菌の宿主特異性の分子的基

盤を明らかにし，さらにその病原性の変異機

構を解明することが必要不可欠である． 
いもち病菌とイネの宿主特異性は

gene-for-gene説に従うことが知られている
（Orbachら，2000）．つまり，真性抵抗性遺
伝子（R遺伝子）を持つイネに，その真性抵
抗性遺伝子に特異的に対応する優性の非病

原性遺伝子（AVR遺伝子）をもついもち病菌
が感染行動を起こすと，イネ側に過敏感反応

が誘導され，病原菌の感染は抑制される．従

って，前述の病原性変異は，R遺伝子に対応
した AVR遺伝子の変異の結果と考えられる．
病原性変異の詳細な知見を得るためには，

AVR遺伝子の詳細な解析が不可欠である．こ
れまでにクローニングされている非病原性

遺伝子は PWL2, AVR-Pita, AVR1-CO39, ACE1
の４例あり，日本のイネ品種に導入されてい

る抵抗性遺伝子に対応するものに Pi-taに対
応する AVR-Pitaがあるが，マルチラインの持
続的利用を目指した宿主特異性の分子機構

や変異機構の解明には，さらに多くの異なる

AVR遺伝子を単離し，詳細に解析する必要が
あった． 
研究代表者は，日本産イネいもち病菌

Ina168株を用いて，イネ品種愛知旭に由来す
るいもち病抵抗性遺伝子 Piaに対応する非病
原性遺伝子 AVR-Pia に関する解析を進め，
Ina168株のAVR-Pia領域を 1199bpまでに絞り
込むことに成功していたが，その領域内のど

こに AVR-Piaがあるかは，既存のタンパク質
と相同性を示す配列が存在せず，現在のとこ

ろ未同定であった．  
 
２．研究の目的 
	 本研究では，AVR遺伝子 AVR-Piaを単離し，
その遺伝子産物の特徴を明らかにするとと
もに，病原性変異を起こす主要な遺伝子変異
の機構を明らかにすることを目標とする．ま
た，農業現場で応用可能な病原性判別システ
ムを構築する． 
 
３．研究の方法 
AVR-Pia遺伝子の単離：1199bp領域の中より
AVR-Piaの cDNAを特定することにより推定
し，イネへの接種を行うことで最終的に単離
する．推定 cDNAにフレームシフト変異など
を導入して検討した．また，他の菌株で解析
された AVR-Piaと同一であることを，中国産

菌株の遺伝子解析で明らかにした． 
AVR-Pia遺伝子の発現の特徴付け：AVR-Pia
遺伝子の発現を定量 PCR法をもちいて解析
し，さらに GFP融合タンパク質をもちいてそ
の産物の挙動を明らかにした． 
Ina168m95-1 における突然変異機構の解明：
AVR-Piaを欠失した変異株である
Ina168m95-1株において，AVR-Piaと共に欠失
した DNA領域の両端を Ina168由来のコスミ
ドクローンの塩基配列解析と,	 PCR，サザン
解析を用いたm95-1株と Ina168株の構造の比
較により明らかにした．これにより，変異機
構の推定を行った． 
病原性判定システムの構築：圃場分離株にお
ける配列の解析から，PCRを用いた簡便な病
原性判定システムを構築した． 
 
４．研究成果	 

AVR-Pia遺伝子の単離	 

 Ina168 株由来の 1199 bp の DNA 領域(領域
Vm)に，AVR-Pia が存在すると考えられていた．
DNA 領域 Vm を 5'末端から欠失させた 702 bp
の領域(領域 Vq)を PCR により増幅し，愛知旭に
対して病原性をもつIna168m95-1株に形質転換
した．愛知旭に対する接種試験の結果，この領
域 Vq は非病原性を相補した．本領域内には大
小 14 の ORF が存在しており，これらに対して 1
塩基挿入によるフレームシフトを 6 箇所導入した．
そして，形質転換体を作成し，接種試験を行っ
た結果，最大長である 255 bp の ORF が
AVR-Piaであると証明した． 
 一方，安田伸子氏（中央農業総合研究センタ
ー）より， AVR-Pia の遺伝解析(Yasuda et al., 
2006)に用いた中国産菌株の交配後代を分譲し
ていただき，日本産菌株と中国産菌株の
AVR-Pia が同一であるか，本研究で得た
AVR-Pia 領域をプローブとした RFLP と愛知旭
への病原性の後代における分離の比較を行っ
た．その結果，両者が一致し，  Ina168 の
AVR-Pia と中国産菌株の AVR-Pia は同一の遺
伝子であることが示された． 
 
AVR-Pia遺伝子の発現の特徴付け	 
	 定量 RT-PCR を用いて，感染過程での
AVR-Pia遺伝子の発現を解析した．その結果，
親和性の組み合わせ，非親和性の組み合わせ
に関わらず，接種後 24 時間後に発現が見ら
れた．親和性の組み合わせでは，その後
AVR-Pia 遺伝子の発現が継続して上昇してい
くのに対し，非親和性の組み合わせでは，24
時間後以降，発現は減少し，42 時間後にはほ
とんど発現が見られなくなった．以上のこと
から，AVR-Pia はいもち病菌の付着器形成~
イネへの侵入時に発現することが明らかと
なった（図１）．	 
	 AVR-Pia と GFP の間にスペーサーとなるア
ミノ酸配列(GGS)を入れ，それぞれの機能を



阻害しないように工夫したベクターを作成
し，Ina168m95-1 に形質転換で導入した．ス
ペーサーを 12 アミノ酸にしたところ，
AVR-Pia の機能が相補された．この形質転換
体を親和性イネである新２号に非切断葉鞘
裏面接種し，蛍光顕微鏡観察を行った．その
結果，AVR-Pia タンパク質は接種後 24 時間以
降，侵入菌糸で検出された．まず，付着器形
成後の初期侵入菌糸の先端に，その後侵入菌
糸が球状に分化した後は，BIC	 (Biotrophic	 
interfacial	 complex)に局在することが明ら
かとなった．一方，シグナル配列を除去した
AVR-Pia タンパクは侵入菌糸全体に分布した．
いもち病菌の他のエフェクターは BIC を介し
てイネ細胞に分泌されることが知られてい
ることから，AVR-Pia も BIC を介して分泌さ
れ，さらにシグナル配列が BIC への局在と分
泌に重要であることが示唆された（図２，３）．	 

	 
	 
また，Yeast	 two	 hybrid	 解析の結果，AVR-Pia
はイネ Pia 遺伝子である RGA4,	 RGA5 の産物
とは相互作用しないが，AVR-Pia タンパク分
子間の相互作用があることが明らかとなっ
た．	 
	 
Ina168m95-1 における突然変異機構の解明： 
 サザン解析，パルスフィールドゲル電気泳動の
結果，Ina168 株中には合計３コピーの AVR-Pia
遺伝子が同一染色体上にあ り ，変異株
Ina168m95-1 では全てのコピーが欠失している
ことがわかった． 
 AVR-Pia遺伝子を含むより広いDNA領域を取
得するために，クローン 46F3 に隣接したコスミド
クローン 9E12 を得た．配列を決定したところ，
9E12 は 46F3 の 5’側に位置し，両者を併せて
53kbにわたる領域が明らかになった．9E12中に
は，トランスポゾン Occan全長と，レトロトランスポ
ゾン MINE が含まれていた．この AVR-Piaの 3’
領域の DNA 塩基配列から，トランスポゾンな
どの反復配列以外の部分について，PCR によ
り存在の有無を解析した．その結果，AVR-Pia
の 3’側に存在する DNA 型トランスポゾン
Occanの 3’側はすべて Ina168m95-1 株に存在
することが確認された．これにより，	 
Ina168m95-1 株における AVR-Pia の欠失に
Occanが関与したことが示唆された． 
	 さらに，m95-1 株の AVR-Pia 欠失部位の両
端の配列を得ることが出来た．新たに得られ
た 5’側の配列は，Ina168 においても保存され
ていた．詳細な解析の結果，m95-1 株におけ
る３コピーの AVR-Pia の欠失は，AVR-Pia の
両側に位置する２コピーの Occanの間での相
同組換えによって起こったことが明らかと
なった（図４）． 
 

 
 

病原性判定システムの構築：イネ品種愛知旭

に病原性のいもち病菌圃場分離株よりDNAを

抽出し，AVR-Piaをプローブとしたサザン解析

を行った．当研究室に保存されていた圃場分



離株と，新たに北海道空知管内の圃場から分

離した愛知旭に病原性の株からは，AVR-Pia

の配列が増幅されなかった．以上の解析結果

より日本産菌株におけるAVR-Piaの存在形態

には点変異は存在せず，野生型コピーを保有

するか，しないかの２通りであることが示唆

された．AVR-Piaを増幅するプライマーによる

PCR方が病原性判定システムとして使用でき

ると考えられた．	 
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