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研究成果の概要（和文）：オオムギのいもち病抵抗性遺伝子Rmo2とコムギの抵抗性遺伝子Rwt7は共にprotein 
kinaseをコードしており、それぞれ非病原力遺伝子PBY2およびPWT7を認識する。Rmo2とRwt7のN末端にはHMAドメ
インが存在し、エフェクター認識の役割を果たすと考えられた。そこでドメインスワップコンストラクトを用い
たプロトプラストアッセイを試みたところ、Rmo2-HMAはPBY2を、Rwt7-HMAはPWT7を特異的に認識することが明ら
かになった。また、イネおよびアワいもち病菌のエフェクターを立体構造に着目して選抜したところ、Rmo2によ
って認識されるエフェクターを一つ見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：The barley blast resistance gene Rmo2 and the wheat resistance gene Rwt7 
recognize the avirulence genes PBY2 and PWT7, respectively. It was hypothesized that the integrated 
domain at the N-terminus of Rmo2 and Rwt7 plays an important role in effector recognition. Using 
protoplast assays with domain swap constructs, it was revealed that the integrated domain of Rmo2 
specifically recognizes PBY2, while the integrated domain of Rwt7 specifically recognizes PWT7. 
Additionally, by screening the effectors of rice and foxtail millet blast fungi based on the 
three-dimensional structure, we successfully identified an avirulence effector gene recognized by 
Rmo2.

研究分野： 植物病理学

キーワード： いもち病菌　抵抗性遺伝子　オオムギ　コムギ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NBS-LRR型抵抗性遺伝子に見られるintegrated domainによるエフェクター認識メカニズムが明らかにされる中、
本研究では、protein kinase型抵抗性遺伝子における同ドメインのエフェクター認識機構の一端を解明した。
その結果、統合ドメインによる認識拡張が、分子種に依存せず抵抗性遺伝子の分子機能進化において重要な役割
を果たすことが示唆された。
この認識機構を応用することで、新たなエフェクターを標的としたムギ類の分子抵抗性育種技術の開発が期待さ
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
イネ科植物いもち病菌 Pyricularia oryzae は、植物属特異的寄生菌群に分化している。オオムギ

のいもち病菌菌群に対する抵抗性は、７H 染色体上に座乗する単一の遺伝子座 Rmo2 によって支
配されており、この座には異なる菌群を認識する複数のアリルが存在する（図１）。抵抗性品種
Russian No.81 と感受性品種 Nigrate の交配系を用いて詳細遺伝地図を作成したところ、Rmo2 候
補遺伝子を 1 遺伝子に絞り込むことに成功した。候補遺伝子を導入したオオムギ形質転換体に
いもち病菌を接種したところ、抵抗性を示したた
め、候補遺伝子が Rmo2 であると証明された。一方、
同様の構造を有するオーソログ遺伝子がコムギ
7AS, 7DS 染色体上に座乗しており、7DS 上のオー
ソログについてマーカーを作成し、マッピングを試
みたところ、エンバク菌、ライグラス菌、シコクビ
エ菌に共通に保有されている PWT7 に対応する抵
抗性遺伝子 Rwt7 と完全連鎖した。Rwt7 候補遺伝子
を導入したオオムギ形質転換体を作出し、
Br48+PWT7（コムギ菌 Br48 に PWT7 を導入した形
質転換体）を接種したところ、抵抗性を示したため、
候補遺伝子が Rwt7 であると証明された。以上から、
Rmo2 及びそのコムギオーソログは、オオムギ、コ
ムギにおいていもち病菌を認識する基幹的な抵抗
性遺伝子であることが示唆された。単離に成功した
Rmo2, Rwt7 は receptor-like protein kinase 型の抵抗性
遺伝子であり、その N 末端側に heavy metal 
associated (HMA) domain を有していることが判明
し、対応する非病原力（AVR）遺伝子産物が HMA
ドメインによって直接認識され特異性が成立して
いる可能性が浮上した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は“菌群－植物属間特異性”における HMA ドメインのエフェクター認識機構及び

その遺伝子機能進化過程の解明である。PBY2 は Rmo2 が認識する AVR 遺伝子の一つである。
PWT7 は Rwt7 によって認識される AVR 遺伝子である。両 AVR 遺伝子は単離に成功している。
オオムギ Rmo2 とコムギ Rwt7 の HMA ドメインと protein kinase ドメインをスワップさせたキメ
ラコンストラクトを作成し、それらを導入したオオムギ形質転換体、及びプロトプラストを用い
て各種 AVR 遺伝子に対する反応を調査する。さらに Rmo2 によって認識される他の AVR 遺伝子
の逆遺伝学的探索を３項で述べるプロトプラストアッセイ法で試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)オオムギ Rmo2 とコムギ Rwt7 のドメインスワップ形質転換体を用いた AVR 認識ドメインの
特定 

Rmo2 と Rwt7 の HMA ドメインをスワップしたキメラコンストラクトをそれぞれ作成し、これ
らをオオムギにアグロバクテリウム法を用いてそれぞれ導入した T2 系統を作出した。作出した
T2系統にいもち病菌を接種し、導入コンストラクトの機能証明を行った。 

 
(2)ドメインの再予測とプロトプラストを用いた細胞死アッセイ 

Alphafold2, InterPro Scan を用いて Rmo2 と Rwt7 の HMA, protein kinase ドメインを改めて予測し
直し、ユビキチンプロモーターに接続したスワップコンストラクトを構築した。それらをオオム
ギプロトプラストに導入し、細胞死アッセイを試みた。オオムギプロトプラストには AVR 遺伝
子、抵抗性（R）遺伝子、Luciferase（LUC）遺伝子の過剰発現ベクターを導入する。AVR 遺伝子
と R 遺伝子が相互作用し細胞死した場合、発光値の低下が期待される。 

 
(3) Yeast-Two Hybrid 法による AVR エフェクターと抵抗性遺伝子 HMA ドメイン間の相互作用 

(2)の結果を受けて、Yeast-Two Hybrid 法による HMA ドメインと AVR エフェクターの分子間相
互作用の確認を行った。 

 
(4) Rmo2 によって認識されるアワ菌の AVR 遺伝子の逆遺伝学的探索 



先行研究において、Rmo2 は複数のイネ菌・アワ菌
AVR 遺伝子を認識していることが示唆されている。
Rmo2 の HMA ドメインは PBY2 以外の MAX エフェ
クター構造を有するエフェクタ―コード遺伝子を認
識していると考えられた。そこで、イネ菌 PO12-7301-
2、アワ菌 GFSI1-7-2 の MAX（Magnaporthe AVRs and 
ToxB-like）エフェクター遺伝子を感染時 RNA-seq デ
ータ（接種 24 時間後と 48 時間後）と Alphafold2, 
InterProScan の予測に基づき選抜した。次に、それら
を過剰発現用ベクターに繋ぎ、Rmo2 発現ベクターと
ともにオオムギプロトプラストの中にトランスフェ
クションし、ルシフェラーゼアッセイによって細胞
死の有無を検出した。Rmo2 による認識の結果、細胞
死が起こり、発光の低下を引き起こしたエフェクタ
ー遺伝子が AVR 遺伝子である(図 2)。 
 
４．研究成果 
(1)先行的に準備を進めていたスワップコンストラクトを導入したオオムギ形質転換体は、すべ
ての接種組み合わせにおいて感受性を示し、期待通りの結果を得ることはできなかった。各遺伝
子の配列類似性をもとにスワップコンストラクトを構築したが、その際に、抵抗性遺伝子として
機能するために重要な構造を壊してしまった可能性が考えられた。そこで、改めて、ドメイン構
造予測を行い、オオムギのプロトプラストアッセイを用いて、スワップコンストラクトの機能を
検証することにした。 
 
(2) Alphafold2, InterProScan を用いて再度 HMA, protein kinase ドメインを予測し直したところ、
Rmo2, Rwt7 ともに N 末端の 77 アミノ酸が HMA ドメインであると特定し、Rwt7 の HMA ドメイ
ン（Rwt7-HMA）を Rmo2 の Kinase に接続したコンストラクト（H7P2）を構築した。プロトプ
ラストアッセイを試みたところ、Rmo2 は PBY2 と同時にトランスフェクションした場合のみ発
光値が低下した一方、H2P7 ではこのパターンが逆転し、PWT7 との共発現時にのみ発光が低下
した。即ち、Rmo2, Rwt7 の各 HMA ドメインがそれぞれ PBY2, PWT7 の認識を担うことが示唆さ
れた。 
 
(3)上述の 77 アミノ酸からなる Rmo2-HMA/Rwt7-HMA と、AVR 遺伝子産物である PBY2,PWT7
の間の相互作用を Yeast two Hybrid 法を用いて検証した。その結果、Rmo2-HMA は PBY2 と相互
作用するが PWT7 とは相互作用しないことが明らかとなった。一方、Rwt7-HMA は PBY2,PWT7
とは共に相互作用しない結果となった。後者の原因として、HMA ドメインの N 末端側が AVR
認識に関与しており、N 末端に接続させている tag が期待する相互作用を阻害してしまっている
可能性が考えられるため、C 末端側にクローニングし、再度試験する予定である。 
 
(4)イネ菌 PO12-7301-2, アワ菌 GFSI1-7-2 を感受性オオムギ品種 Nigrate に接種し、接種 24 時間
後および 48 時間後の total RNA を抽出し、RNA-seq を行った。感染時 RNA-seq データを基に構
築した transcript の中から分泌シグナルを有するエフェクタ―遺伝子を予測し、その中から、イ
ネ菌群、アワ菌群において保存的であり MAXエフェクター構造を持つものを 9 つ選抜した。こ
れらを過剰発現用ベクターに繋ぎ、Rmo2 発現ベクターとともにオオムギプロトプラストの中に
トランスフェクションし、細胞死アッセイを試みたところ、選抜したエフェクターのうちの 1 つ
において発光の減少が観察された。このことから、当該遺伝子が Rmo2 によって認識されるイ
ネ・アワ菌の AVR エフェクターの一つであることが示唆された。今後、本遺伝子を導入したコ
ムギいもち病菌形質転換体を作出し、接種試験を試みる予定である。また本法が AVR エフェク
ターの同定に有効であることが示唆されたので、コムギの抵抗性遺伝子 Rwt7 によって認識され
るイネ・アワ菌の AVR エフェクターの探索も同様に行う予定である。 
 
(5)、NBS-LRR 型抵抗性遺伝子に HMA が integrate し、病原菌エフェクタ―を認識する例はよく
知られているが、本研究では receptor kinase 型遺伝子に HMA が integrate し、 病原菌エフェクタ
―を認識することが、プロトプラストアッセイ、Yeast two Hybrid 法から示唆された。病害抵抗
性遺伝子は、NBS-LRR, receptor like kinase などの分子種に限らず、エフェクタ―をトラップする
ためのデコイモチーフを integrate させ、その認識範囲を拡大させる方向に進化してきていると
考えられた。 
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