
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

青枯病菌のタンパク質分解酵素エフェクターによる過敏感反応誘導と罹病化機構の解明

Induction of Hypersensitive Response and Susceptibility by Protease Effector from Ra
lstonia solanacearum

５０２１３００４研究者番号：

一瀬　勇規（Ichinose, Yuki）

岡山大学・その他の研究科・教授

研究期間：

２４６５８０４２

平成 年 月 日現在２６   ４   ９

円     3,200,000 、（間接経費） 円       960,000

研究成果の概要（和文）：　ナス科植物青枯病菌が分泌する病原性因子エフェクターの中から，本菌の非宿主で台木ナ
スのトルバムビガーに細胞死を伴う激しい防御応答（HR）を誘導するRip36を同定した．Rip36はZnプロテアーゼモチー
フを有するが，このモチーフに変異を導入するとHR誘導能を失ったことから，Rip36はトルバムビガーの標的タンパク
質を分解することでHRを誘導したと考えられた．一方，rip36欠損変異株の宿主ナスにおける増殖能は野生株と変わら
ず，ナスに対する病原性に必須の因子ではないことが判明した．

研究成果の概要（英文）：Ralstonia solanacearum causes bacterial wilt disease in more than 200 plant specie
s, including economically important Solanaceae species. R. solanacearum injects virulence factor proteins 
effectors into plant cytoplasm, then induces hypersensitive response (HR) in nonhost plants and disease in
 host plants. In this study we identified one effector Rip36 induces HR in the nonhost wild eggplant Solan
um torvum in an Hrp-dependent manner. Rip36-induced HR requires the putative Zn-protease motif. On the oth
er hand, Rip36 is a dispensable virulence factor to cause disease in eggplant, because rip36-defective mut
ants grew well in host eggplants as the wild type.

研究分野：

科研費の分科・細目：

植物病理学

キーワード： 非病原力因子　エフェクター　過敏感反応　病原性　Zn依存性プロテアーゼ　非宿主

農学・植物病理学



 

 

１．研究開始当初の背景 

 ナ ス 科 植 物 青 枯 病 菌 Ralstonia 

solanacearum は多くのナス科植物に感染す

る難防除性の土壌病原細菌であり，防除法

の確立と耐病性作物の育種が急務といえる．

本菌の RS1000 株は非親和性のナス台木品

種トルバムビガーに強い過敏感反応(HR)

を誘導する．この HR はタイプ III 型分泌シ

ステムに依存するため，トルバムビガーに

注入されるエフェクターが非病原力因子

(Avr)として認識されると考えられた．研究

分担者の向原は本菌 RS1000 株が生産する

ほぼ全てのエフェクター (72 種)を同定し

た（Mukaihara et al., 2010, Mol. Plant-Microbe 

Interact. 23: 251）．そのうちの一つ Rip36 は，

トルバムビガーで一過的に発現させると

HR を誘導することと遺伝子破壊株で HR

誘導能が無くなることから，トルバムビガ

ーに対する Avr と考えられた（未発表）．

Rip36はZnプロテアーゼの活性ドメインを

有し，病原性大腸菌の生産するエフェクタ

ーNleD に相同性を示す．NleD は宿主自然

免疫系の MAP キナーゼを切断し，炎症反

応を阻害することにより病原性を示すこと

が知られているが（Baruch et al., 2011, 

EMBO J. 30: 221），Rip36 の親和性ナス品種

に対しての機能は全く明らかでない．また，

トルバムビガーによる Rip36 認識機構も詳

細は未知のままである． 

 

２．研究の目的 

 ナス科植物青枯病菌 Ralstonia solanacearum 

RS1000株のエフェクターRip36はナスの台木

品種トルバムビガーに強い過敏感反応(HR)

を誘導する．Rip36 は Zn プロテアーゼモチー

フを有し，病原性大腸菌の生産するエフェク

ターNleD に相同性を示す．NleD は宿主自然

免疫系の MAP キナーゼを切断し，炎症反応

を阻害することにより病原性を示すことが

知られているが，Rip36 の親和性ナス品種に

対しての機能は全く明らかでない．そこで，

本研究では Rip36 のナス品種に対する機能と

標的タンパク質を解析し，エフェクターを介

した親和性/非親和性決定の分子機構を明ら

かにすることを目的とする． 

 

３．研究の方法 

 本研究では Rip36 の機能解析のために，Zn

プロテアーゼモチーフ HELIH を失活型配列

の HALIH に改変した変異 Rip36 をデザイン

し，両タンパク質を抵抗性トルバムビガーと

罹病性千両２号で発現させ HR 誘導能並びに

防御応答抑制能を解析する．また，RS1000

の rip36 変異菌をトルバムビガーと千両２号

に接種し，感染レベルでの応答を野生株と比

較する．さらに，Rip36 の標的タンパク質の

同定のため，トルバムビガーと千両２号から

それぞれ cDNA ライブラリーを作成し，rip36

を bait プラスミドに組み込み，酵母を用いた

Two-Hybrid SystemによりRip36と相互作用す

る標的タンパク質候補の cDNA を単離する．

得られた候補タンパク質から真性の標的タ

ンパク質を同定するために，「HR 誘導」と「病

害抵抗性」という異なる２つの観点から検証

を行う． 

 

４．研究成果 

(1) Rip36によるHR誘導機構の解析 

 Rip36のZnプロテアーゼモチーフHELIHを

不活性型HALIHに改変させたrip36変異遺伝

子(rip36E149)を作出した．この変異遺伝子並

びに野生型rip36遺伝子を，アグロバクテリウ

ムを介した一過的発現プラスミドを用いてト

ルバムビガーで発現させた．その結果，野生

型rip36遺伝子は過敏感反応（HR）を引き起こ

したが，rip36E149AはHRを引き起こさなかっ



た．また，両遺伝子をRalstonia solanacearum

の非宿主タバコで発現させてもHRは誘導さ

れなかった．さらに，R. solanacearumの野生

株はトルバムビガーにHRを誘導したが，本菌

のrip36欠損変異株 (∆rip36)並びにRip36のア

ミノ酸置換変異株 (rip36E149A)を接種しても

HRは誘導されなかった．以上の結果は，Rip36

がトルバムビガーに特異的にHRを誘導する

非病原力因子であることを示している．さら

に，Rip36E149AはRip36と同レベルで植物細

胞に移行することを確認した．このことは，

Rip36のトルバムビガーに対するHR誘導能に

プロテアーゼ活性が必須であることを示して

いる．一方，∆rip36，rip36E149Aの両変異株

ともに宿主ナスの罹病性品種千両２号に対す

る病原性に影響は与えず，Rip36は本菌の千両

２号に対する病原性に必須ではないことが判

明した．これらの成果は，2014年に国際誌

Molecular Plant Pathologyにおいて公表した． 

(2) 酵母two-hybrid systemによるRip36標的タ

ンパク質遺伝子の探索 

 無処理のトルバムビガーの葉から，あるい

はR. solanacearumを接種3, 6時間後の葉から

RNAを精製し，Clontech社のSMART法に従い

cDNAを作成後，pGADT7-Recに組込み，GAL4

の転写活性化ドメインとの融合タンパク質を

生産するcDNAライブラリーを酵母Y187株で

作成した．一方，rip36並びにrip36E149Aを

pGBKT7に挿入し，GAL4のDNA結合ドメイン

との融合タンパク質として発現させるため，

酵母Y2H Gold株に導入した．両酵母を接合後，

常法に従って，Rip36あるいはRip36E149Aと

相互作用するタンパク質のcDNAを検索した．

その結果，いくつかの候補を得ることはでき

たが，確実な陽性クローンを得るには至らな

かった． 

(3) Rip36 と相同性を示す Pseudomonas 

syringae の HopH1 エフェクターの機能解析 

 HopH1 は Rip36 と同様 Zn プロテアーゼモ

チーフを有し，全ゲノム解析の終了した菌株

の う ち P. syringae pv. tomato DC3000 

(DC3000)と P. syringae pv. syringae B728a 

(B728a)では hopH1 を有するが，P. syringae pv. 

phaseolicola 1448A (1448A)は有していない．

そこでそれら菌株をトルバムビガーに接種

すると，hopH1 を保有する DC3000 と B728a

は HR を誘導し，保有しない 1448a は誘導し

なかった．更に DC3000 あるいは B728a の

hopH1 を 1448A に導入すると HR を誘導した．

このことから P. syringaeの hopH1も非宿主ト

ルバムビガーに HR を誘導する非病原力因子

として機能することが判明した．さらに，Zn

プロテアーゼモチーフの２アミノ酸残基に

変異を導入 (E150AH153A)することにより

HR 誘導活性を失い、Rip36 と同様，HopH1

においてもそのプロテアーゼ活性が HR 誘導

に必要であることが推察された． 

 (4) R. solanacearum Rip36 を発現する形質転

換シロイヌナズナの作出 

 Rip36 の植物細胞内機能の解析を目的に，

デキサメタゾン（Dex）誘導性プロモーター

の制御下で Rip36 を誘導発現するシロイヌナ

ズナを複数ライン作出した．Dex 存在下で

Rip36 の発現を誘導した植物に顕著な生育阻

害は観察されなかった．このことは，Rip36

の植物細胞内での作用部位が細胞増殖・維持

に関わる基本システム以外の経路、例えば自

然免疫経路等である可能性を示唆する． 
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