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研究成果の概要（和文）：本来病原性決定因子としてしか考えられてこなかった、植物病原糸状

菌が生成する宿主特異的毒素には、毒素非感受性の非宿主植物においては、病害抵抗性関連遺

伝子の発現を誘導する活性があることを明らかとした。また、宿主特異的毒素によって誘導さ

れる新たな病害抵抗性関連遺伝子を多数発見し、宿主特異的毒素の毒素作用以外の作用を明ら

かにし、毒素非感受性植物が宿主特異的毒素をエリシターとして認識している可能性を明らか

とした。 

 
研究成果の概要（英文）：Host-selective toxins (HSTs) are known to be secondary metabolites 
with toxicity towards distinct plant genotypes, but the role of the HST in insensitive 
plants is unknown. I found that mRNA levels of some defense-related genes in response 
to a strain of A. alternata that produces a host-selective toxin (HST) reached a maximum 
faster than in response to a non-HST strain of A. alternata on a HST-insensitive plant. 
In adition, I found a lot of novel defense-related genes in response to HST on 
HST-insensitive plant. These results indicate that HST might work as an elicitor to induce 
the defense response in HST-insensitive plants.  
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１．研究開始当初の背景 

植物の病害抵抗性機構は、多くの種におい
て分子レベルのモデルが構築されている。し
かしながら、カンキツを含む果樹においては、
植物病原菌防御応答にかかわるシグナル伝
達関連の基礎研究例が極端に少ない。申請者
はこれまで、ラフレモンを材料として研究を
進め、植物病原糸状菌に対する病害抵抗時に

強く発現している遺伝子群を多数単離して
いる。 
更にその研究過程で、ラフレモンに対して

病原性を示さない菌株において、宿主特異的
毒素生成菌株と非生成菌株の接種時におけ
る各種抵抗性遺伝子の挙動を解析したとこ
ろ、毒素生成菌株接種時に強く、または早く
各種抵抗性遺伝子が誘導されることが明ら

機関番号：16201 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2009～2010 

課題番号：21780039 

研究課題名（和文） 宿主特異的毒素による毒素非感受性植物への抵抗反応誘導機構 

  

研究課題名（英文） Effect of host-selective toxin to toxin-insensitive plant 

 

研究代表者 

五味 剣二（GOMI KENJI） 

香川大学・農学部・助教 

 研究者番号：50511549 



 

 

かとなった。これまで、宿主特異的毒素は病
気を引き起こす際の病原性決定因子として
位置づけられていたが、本研究成果は、宿主
特異的毒素が病原性を示さない組み合わせ
のときには、逆に、抵抗性遺伝子発現を強く
誘導させる“エリシター様活性”を有する
可能性を示すものである。しかしながら菌株
が統一されていない、精製した毒素単独処理
の場合、処理葉表面に傷を付けないと毒素が
作用しないため、各種抵抗性遺伝子発現の傷
害誘導が引き起こされて精密な実験ができ
ない等の問題により、宿主特異的毒素の毒素
作用以外の作用を正確に結論付けることが
できていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、毒素生産菌株から作製した毒
素欠損株を用いて菌株を統一することによ
り、宿主特異的毒素の病原性決定因子以外の
役割を正確に解明することを目的とし、宿主
特異的毒素のエリシター活性や、宿主特異的
毒素に反応し、発現が誘導される遺伝子の解
明をする。 
 
３．研究の方法 

ラフレモンに対して病原性を示さないが
宿主特異的 ACT 毒素を産生する Alternaria 
alterna tangerine pathotype SH20 菌株を使
用し、ラフレモン‐SH20 菌株の“不親和な組
み合わせ”を基盤に、SH20 菌株から作製した
毒素欠損株を用いて以下の２点の実験を行
い宿主特異的毒素の不親和な組み合わせ時
の作用を検証した。 

（１）宿主特異的毒素の非感受性植物にお
ける作用解析 

毒素単独処理や、ラフレモン葉にＳＨ２０
菌株と、毒素生合成能欠損ＳＨ２０菌株を接
種した時の病害抵抗性関連遺伝子の発現挙
動を、ノーザンブロットにより検証すること
によって、宿主特異的毒素の抵抗性関連遺伝
子の発現に対する影響を検証した。 

 
（２）宿主特異的 ACT 毒素によって発現が誘
導される新規遺伝子群の探索 

これまで、宿主特異的毒素非感受性植物に
おいて、宿主特異的毒素に反応する遺伝子の
存在は全く調べられていない。そこで、宿主
特異的毒素によって誘導される新規遺伝子
を特定するため、ＳＨ２０菌株を接種したラ
フレモン葉から調整したＲＮＡと、毒素生合
成能欠損ＳＨ２０菌株を接種したラフレモ
ン 葉 か ら 調 整 し た Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 、
Subtractive PCR 法（右上図）を行い、ＳＨ
２０菌株接種時に発現が強い遺伝子を網羅
的に解析した。また、この解析によって、こ
れまでに明らかとされなかったカンキツ病
害抵抗性に重要な新規遺伝子を探索した。 

 
４．研究成果 
（１）宿主特異的毒素の非感受性植物におけ
る作用解析 
①精製した宿主特異的毒素単独処理の検証 
 ACT毒素単独処理の条件を検討するため、
ACT毒素粗抽出画分を感受性品種であるイヨ
の葉の葉柄に滴下処理し、経時的観察を行っ
た。その結果、毒素による壊死は引き起こせ
るものの、その度合いが処理葉によってばら
ばらであったため、遺伝子発現の挙動を解析
するための条件としては適さないと判断し、
毒素生成菌株と非生成菌株の胞子接種での解
析が最適であると結論付けた。 
 
②マーカー遺伝子の選定 
宿主特異的毒素のエリシター効果を検証す

るためには、指標とする病害抵抗性関連遺伝
子の選定が必須である。申請時は６種類の遺
伝子しか検証していなかったため、平成２１
年度にこれまでに当研究室で蓄積してきた２
２種類のカンキツ病害抵抗性関連遺伝子を用
いて、ACT毒素生成菌と非生成菌をラフレモン
葉に接種した時における発現挙動の差異を解
析した。その結果、１６種類の遺伝子の発現
において、毒素非生成菌接種時と比べて差異
が認められた。１６種類のうち、再現性の高
かった、リポキシゲナーゼ（ＬＯＸ）、アレ
ンオキシドシンターゼ（ＡＯＳ）、ヒドロペ
ルオキシドリアーゼ（ＨＰL）、フェニルアラ
ニンアンモニアリアーゼ（ＰＡL）、カルコン
シンターゼ（ＣＨS）、酸性キチナーゼ（ＡＣ
ＨI）、塩基性キチナーゼ（ＢＣＨI）、エポ
キシドハイドロレース（ＥＨ）の遺伝子挙動
の結果を図１に示す。また、その発現挙動パ
ターンには以下の３タイプがあることが明ら
かとなった。 
（タイプ１）接種後、発現量が最大になるま
での時間が短い遺伝子；ＬＯＸ、ＡＯＳ、Ｈ
ＰL、ＢＣＨI、ＥＨ 



 

 

（タイプ２）誘導されるまでの時間は変わら
ないが誘導される発現量が多い遺伝子；ＡＣ
ＨI 
（タイプ３）最大発現量やその時間にそれほ
ど差異はないが、長時間発現誘導されている
遺伝子；ＰＡL、ＣＨS 

さらに、本解析はシグナル伝達経路の上流
遺伝子、下流遺伝子の両方を用いて行ったが
、どちらの遺伝子群において差異が認められ
たため、ACT毒素にはかなり広範なエリシター
作用がある可能性が示された。 

 
③毒素欠損変異株接種時における病害抵抗性
関連遺伝子の発現挙動解析 

宿主特異的毒素のエリシター効果を正確に
検証するため、平成２１年度に選定した１６
種類の病害抵抗性関連遺伝子マーカーの内、
最も反応性が高いことが予想された５種類の
遺伝子（ＬＯＸ、ＨＰL、ＡＣＨI、ＢＣＨI
、ＥＨ）を用いて、ACT毒素生成菌株と毒素欠
損変異株を不親和の組み合わせのラフレモン
葉に接種した時における発現挙動の差異を解
析した。その結果、４種類の遺伝子（ＬＯＸ
、ＨＰL、ＢＣＨI、ＥＨ）で、ACT毒素生成菌
株接種時の方で発現量が短時間で最大、また
は、発現量が毒素欠損変異株接種時よりも多
いという結果が得られた。残りのＡＣＨI遺伝
子おいては、毒素欠損変異株接種時の方が強
く発現誘導がかかるということが明らかとな
り、毒素非生成菌接種時と異なる結果が得ら
れた（図２）。これらのことから、宿主特異
的毒素が不親和の組み合わせ時においては、
多くの病害抵抗性関連遺伝子の発現を誘導す
る活性があることが判明した。さらに、宿主
特異的毒素によって発現が抑制される遺伝子
が存在することも明らかとなり、宿主特異的

毒素のサプレッサー活性の可能性も見出せた
。以上のことより、職種特異的毒素が非感受
性植物においても認識されている可能性が高
いことが示された。 
 

 
（２）宿主特異的 ACT 毒素によって発現が誘導さ

れる新規遺伝子群の探索 

宿主特異的ＡＣＴ毒素によって、マーカー
遺伝子の発現挙動が変化することが明らか
となり、毒素非感受性植物において、宿主特
異的毒素には、遺伝子発現を誘導または抑制
する活性があるということが明らかとなっ
た。そこで、宿主特異的毒素によって誘導さ
れる新規遺伝子を特定するため、ＳＨ２０菌
株を接種２時間後のラフレモン葉から調整
したＲＮＡと、毒素生合成能欠損ＳＨ２０菌
株を接種２時間後のラフレモン葉から調整
したＲＮＡを用いて、Subtractive PCR 法を
行い、ＳＨ２０菌株接種時に発現が強い遺伝
子を網羅的に解析した。サブトラクション後、
ＰＣＲで増幅した遺伝子断片をベクターに
ライゲーションし、大腸菌に形質転換するこ
とでクローンを得た。得られた５００クロ―
ンをシークエンス解析し非特異的な配列を
持つクローン除いた結果、１３３個のクロー
ンが得られた。各クローンの塩基配列を用い
て相同性検索したところ、６２クローンが機
能既知の各遺伝子と相同性を持つことが明
らかとなり、７１クローンが機能未知という
結果となった。機能既知の遺伝子のうち、既
に病害抵抗性に関与することが報告されて
いる遺伝子を含む一覧を表１にまとめた。表
１の赤字で示したＬＯＸ、ＨＰL は先のノー

図１ ラフレモン葉に宿主特異的毒素生成
菌（ＳＨ20）と非生成菌（Ｏ－９４）を接種
した時の病害抵抗性関連遺伝子の挙動解析 

図２ ラフレモン葉に宿主特異的ＡＣ
Ｔ毒素生成菌株（ＳＨ20）と毒素欠損株
（ＳＨ20－ＡＣＴ）を接種した時の病害
抵抗性関連遺伝子の挙動解析 



 

 

ザンブロットで使用したマーカー遺伝子で、
ＳＨ２０株接種時に強く発現誘導されるこ
とが既に明らかとなっているため（図２）、
今回の Subtractive PCR 実験において本遺伝
子が単離されたことは、実験の信頼性の高さ
を示すものである。今回得られた遺伝子の一
部と、新たに調整したＲＮＡを用いて再現性
を確認したところ、図３に示したように再現
性が得られたことから、これら遺伝子群が宿
主特異的ＡＣＴ毒素反応遺伝子である可能
性が高いと判断した。 

 

 

 

 

これら遺伝子の中には、近年当研究室の研
究で明らかとされ、カンキツ病害抵抗性機構
に重要な役割を持っていることが示唆され
ている植物揮発性モノテルペンを合成する
酵素遺伝子（表１クローン番号３７０）が含
まれていた。カンキツは多くの揮発性モノテ
ルペンを放出するが、それぞれを合成する酵
素遺伝子は、ラフレモンにおいてはこれまで

２つしか単離されてきていない。今回の研究
により、新たなモノテルペン合成酵素遺伝子
が単離されたことは、今後のカンキツ病害抵
抗性機構における揮発性モノテルペンの役
割の解明に大きく貢献すると思われる。今回
の実験で単離されてきた他のクローン一覧
を表２にまとめた。 
 

 
これらの結果から、宿主特異的毒素によっ

て様々な遺伝子の発現が誘導されており、植
物体内で様々なシグナル伝達機構が発動し
ていることが明らかとなり、宿主特異的毒素
の影響が多岐にわたっている可能性が示唆
された。 
以上のことから、本研究成果は、宿主特異

的毒素の病原性決定因子以外の役割を明ら
かにすると共に、植物‐微生物間相互作用時

表１ 宿主特異的ＡＣＴ毒素によって
発現誘導される遺伝子一覧（病害抵抗性
に関与すると思われる遺伝子） 

図３ Subtractive PCR によって得られた
遺伝子の再現性の確認 

表２ 宿主特異的ＡＣＴ毒素によって
発現誘導される遺伝子一覧（その他） 



 

 

において、植物側は相互作用する相手の生物
を特定するために、様々な物質を認識するシ
ステムを有していることを明らかとしたと
考えられる。 
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