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研究成果の概要（和文）：イネ抵抗性遺伝子Pik1及びRGA5のもつHeavy metal associated (HMA) ドメインは、
直接的相互作用によっていもち病菌（Magnaporthe oryzae）から分泌されるエフェクターを認識する。いもち病
菌のエフェクターAVR-PikDは、複数のHMAドメインを含む低分子タンパク質（sHMA）を、直接的相互作用によっ
て安定化させることを見出した。sHMA遺伝子は、罹病性遺伝子として機能し、活性酸素種を負に制御することが
明らかとなった。これらの発見は、いもち病菌エフェクターとイネタンパク質の間の進化モデルを考察する上で
重要な知見となるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The rice R-gene protein Pik-1 and RGA5 have an integrated Heavy 
Metal-Associated (HMA) domain that directly binds secreted effector proteins from the rice blast 
fungus Magnaporthe oryzae. The HMA domain is also found indefines a family of small proteins of rice
 designated as small HMA-containing proteins (sHMAs).  We discovered that the M. oryzae cytoplasmic 
effector AVR-Pik-D binds six members of the sHMA family, and stabilizes sHMA1 in planta. Knockdown 
of sHMA genes in rice enhanced infection by a compatible isolate of M. oryzae, indicating that sHMAs
 are required for rice susceptibility to blast infection, and can therefore be considered as 
susceptibility (S-) genes.  sHMA proteins negatively regulate the accumulation of reactive oxygen 
species (ROS), potentially by interacting with a protein that scavenges ROS.  Our findings led us to
 propose an evolutionary model in which M. oryzae evolved the AVR-Pik effector to bind and stabilize
 sHMA proteins and increase host susceptibility.

研究分野： 植物病理学

キーワード： HMAドメイン　エフェクター遺伝子　いもち病抵抗性遺伝子　活性酸素種　罹病性　酵母2ハイブリッド
法

  ４版



(1)	研究開始当初の背景	

	 いもち病菌(Magnaporther	oryzae)のもたらすいも

ち病は、イネの最重要病害であり、農業にとって克服

すべき大きな課題である。いもち病菌とイネの間には、

「遺伝子対遺伝子説」で説明できる明確な AVR 遺伝子

と R 遺伝子間の相互作用が存在する。現在までの研究

で、申請者らは以下の知見を明らかにした。	

1）いもち病菌から３種類の非病原力遺伝子 AVR-Pia,	

AVR-Pii,	AVR-Pikを単離した	

2）AVR-Pia に対応するイネ抵抗性遺伝子 Pia として、

２つの ORF、RGA4 と RGA5 を同定した。	

3）Pia による AVR-Pia の認識は、は RGA5 と AVR-Pia

の直接タンパク質相互作用によってもたらされるこ

とを明らかにした。さらに、RGA5 は RGA4 の誘導する

細胞死を抑制することを見いだした。	

4)	Pik の本体である Pik1 及び Pik2 のうち、AVR-Pik	

は Pik1 と直接的タンパク質相互作用し、さらに、

AVR-Pik と Pik のアリル間での階層的な特異的抵抗性

をも決定している。	

	 植物病原菌の分泌するエフェクターは、植物の基礎

的抵抗性や代謝を操作することにより、病原菌感染の

効率を高めていることが、近年示唆されている。しか

しエフェクターの機能が詳細に明らかになっている

例はまだ数少なく、イネ-いもち病菌においてはほと

んど明らかとなっていない。	

	 申請者らは、酵母 2-ハイブリッド法により、AVR-Pik

の相互作用因子として、イネから Heavy	 Metal	

Associated	Domain（HMA）をもつ複数の低分子タンパ

ク質（sHMAs）を同定した。これらの sHMAs の HMA ド

メインのアミノ酸配列は、AVR-Pik を認識するイネ抵

抗性タンパク質 Pik1 の AVR-Pik 結合領域、さらに、

Piaの AVR-Pia認識に関わるRGA5の AVR-Pia結合領域

に相同性をもつことが明らかとなった。また、強力な

圃場抵抗性遺伝子として知られる劣性の抵抗性性遺

伝子 pi21 の産物も HMA ドメインを有することが報告

されている。しかし Pi21 が感染性にどの様に機能し

ているかは明らかになっていない。	

	

	

(2)	研究の目的	

(1)	イネ sHMA タンパク質群の網羅的単離	

	 sHMA遺伝子を網羅的にクローン化し、AVR とのタン

パク質相互作用、発現誘導性、ノックダウンまたは過

剰発現による病害感染性への影響などの詳細を明ら

かにする。	

(2)	イネ sHMA タンパク質の機能解析	

	 sHMA 遺伝子のいもち病菌罹病性に関与すると考え

られる生化学的、細胞生物学的現象について解析する。

また、イネ由来タンパク質の中から、sHMA タンパク質

と結合するタンパク質を単離同定し、関与する罹病性

に関わる因子を明らかにする。さらに、AVRがイネsHMA

に結合することにより、sHMA 機能がどのように変化し、

罹病性増強に寄与するのか(エフェクターの機能解

明)も併せて進める。加えて、sHMA タンパク質の結晶

構造解析によりAVR-Pikとの結合について詳細につい

ても明らかにする。	

	(3)	HMA ドメイン遺伝子を利用した抵抗性育種	

	 病害感受性イネ品種と非感受性イネ品種との間で

sHMA 発現量またはゲノム上の遺伝子数を比較検討し、

sHMA 遺伝子の罹病性への影響を推定する。sHMA 遺伝

子または機能遺伝子のイネ欠損突然変異体を単離同

定し、抵抗性品種母本とする。Pik の要素 Pik1 と Pia

の要素RGA5は、何れもHMAドメインを介してAVR-Pik、

AVR-Pia と結合する。	そこで、Pik1 の HMA ドメイン

と RGA5 の HMA ドメインを交換することにより、Pik

とPiaの認識特異性を変換することが可能かどうかを

調べ、広範囲のエフェクターを認識する R-gene タン

パク質の作出のための基盤を構築する。	

	

	

(3)	研究の方法	

(1)	イネ sHMA 遺伝子群の特性解析	

①	 AVRとのタンパク質相互作用：	 イネにおけるHMA

ドメインをもつ低分子タンパク質遺伝子 cDNA をイネ

データベースより網羅的に単離し、系統樹を作成する。

また、AVR（申請者らが同定した AVR-Pik•AVR-Pia•	

AVR-Pii など）とのタンパク質相互作用マップを完成

させる。この際には、日常的に実施している酵母ツー

ハイブリッッド法または共免疫沈降法等を用いて解

析する。	

②	 イネ sHMA 遺伝子の発現誘導性：	 いもち病菌接

種によるイネ sHMA遺伝子の発現誘導性を RT-PCR法等

を用いて解析する。AVR とのタンパク質相互作用が認

められた sHMA 遺伝子の中で、発現量が高い遺伝子は

いもち病菌エフェクターの標的としての可能性が高

いものと考えられる。従って、発現量の高い sHMA 遺

伝子を優先して実験に使用する。	

③	 sHMA 遺伝子ノックダウン•過剰発現のいもち病罹

病性への影響：	 様々な sHMA 遺伝子の保存性の高い

HMA ドメイン内の配列、及び特異性の高い 3’UTR の配

列を用いたノックダウン、または sHMA 遺伝子の過剰

発現イネを作出し、親和性いもち病菌レースを接種す

ることで罹病性への機能を推定する。	

④	 ひとめぼれ突然変異系統群の利用：	 ひとめぼれ

突然変異系統群を利用して、TILLING 法により sHMA

遺伝子に変異の入った系統を選抜し、いもち病接種試

験により抵抗性の程度を判別する。	

⑤	 HMA ドメイン置換による抵抗性遺伝子の機能変

換：	 HMAドメインが２種類の抵抗性遺伝子 Pikと Pia

の HMA ドメインを置換した遺伝子を人工的に構築し、

AVR 認識が置き換わるかどうかを検討する。これらは、

イネプロトプラスト一過的発現系による過敏感細胞

死解析法、或いはイネ形質転換体を用いたいもち病接

種によって比較検討する。	

	

(2)	イネ sHMA の機能解析：	

①	 sHMA の ROS における機能解析：	 sHMA 遺伝子の

罹病性への機能を明らかにするため以下の解析を進

める。活性酸素種（ROS）は抵抗性反応の免疫学的機

構のシグナルとしての作用が知られていることから、

sHMA の ROS 生成能、或いは ROS 消去能への機能を検討

する。細菌由来のエリシターを処理し ROS を

Nicotiana	benthamiana タバコ細胞内で生成させ、

sHMA を過剰発現させた場合の H2O2の蓄積量を in	vivo	

でのルミノール法、或いは in	vitro での吸光度法に

より測定比較する。また、金属イオン結合能について

IMAC カラムを用いて検討する。	

②	 sHMA と相互作用するタンパク質の同定：	 イネ由



来遺伝子の中から、sHMA タンパク質と相互作用する遺

伝子を酵母 2ハイブリッド法、或いは MS/MS 解析によ

り単離同定し、sHMA の罹病性への機能を検討する。ま

た、sHMA タンパク質の安定性への AVR の関与について

sHMA 遺伝子タンパク質の N.benthamiana タバコ葉へ

の一過的過剰発現により、Western 解析法や共免疫沈

降法により検討する。	

③	 結晶構造解析：	 精製タンパク質を用いた結晶構

造解析により、sHMA 或いは抵抗性遺伝子 Pik,Pia 内に

存在する HMAドメインと AVRとの詳細なタンパク質結

合について明らかにする。	

	

	

(4)	研究成果	

1)	イネsHMAタンパク質群の網羅的単離と病害抵抗性

への関与	

①	 いもち病菌を接種したイネ葉において作製した

cDNA より、いもち病菌由来の AVR-Pik を Bait にした

Two-hybrid 法によって結合タンパク質スクリーニン

グをおこない、4 種類の低分子 HMA ドメインタンパク

質遺伝子（sHMA1,2,11,12）を単離した。これらの sHMA

タンパク質は、N末側によく保存された HMA ドメイン、

C 末側に配列に多様性をもったプロリン過多領域が存

在する。イネの 98 種の sHMA	について系統樹を作成し、

主に 3種に分類され、4種の sHMAは同一のグループに

存在した。このグループに存在する sHMA は全て染色

体 2或いは 4 番に集中して座乗していた。また、sHMA1

及び 11 について、イネ品種間での配列を比較したと

ころ、Japonica	16 系統では非同義置換の変異は無く

十分に保存されていたが、 indica 及び Oryza	

rufipogonでは sHMA1 で 5 アミノ酸付加、sHMA11 で 6

アミノ酸欠失が見出された。このグループに存在する

11 種の sHMA について、AVR-Pik を含む 4 種の AVR と

の結合を酵母2ハイブリッド法によって確認したとこ

ろ、6 種の sHMA（sHMA1,2,8,11,12,13）が特異的に

AVR-Pik と強く結合した。AVR-Pik には 4 種のアリル

が存在し、イネ抵抗性遺伝子 Pik との結合強度によっ

て、アリル間での階層的な抵抗性を示す。sHMA1 は

AVR-Pik のこれら全てのアリルと結合した。AVR-Pik

はいもち病菌由来の分泌性タンパク質であり、感染を

成立させるためのエフェクターとして sHMA を標的に

している可能性が考えられ、qRT-PCR において葉身で

特に発現量の高い sHMA1 を中心に、sHMA3	(Pi21),	

sHMA11について特に注目して研究を遂行した。	

	

②	 sHMA1 の保存性の高い HMA ドメインの部分領域を

使い、3 種の sHMA 遺伝子がノックダウンされた RNAi

形質転換イネを作出した。親和性のいもち病菌レース

の接種をおこなったところ、この RNAi 個体において

は有意に罹病性が低下し、基礎的抵抗性に関与する複

数の遺伝子の発現が上昇していた。これらの結果は、

少なくとも 3 種の sHMA 遺伝子がイネ細胞内で個々に

或いは協働して基礎的抵抗性を負に制御する罹病性

遺伝子として機能していることを示唆している。	

	

③	 上記 11 種の sHMA 以外の 98 遺伝子について、イ

ネ発現データベース（RiceXPro）により葉身組織で発

現量の特に高い sHMA 遺伝子を選抜し、同様にノック

ダウン-イネ形質転換体への親和性のいもち病菌の接

種試験をおこなったが、顕著な抵抗性への影響は認め

られなかった。現在、引き続き、基礎的抵抗性に大き

く関わる新規な sHMA の同定を進めている。また、耐

病性育種素材の作出を目指し、ひとめぼれ EMS 突然変

異集団から sHMA1 或いは sHMA11 遺伝子の変異個体の

選抜をTILLING法を用いて試みた。現在までのところ、

非同義置換の変異を有する sHMA が複数系統得られた

が、翻訳停止に至る変異は見出されず、いもち病菌に

対する抵抗性が顕著に向上した系統は認められなか

った。引き続き、高度抵抗性系統の作出を目指し選抜

をおこなっている。また、エフェクター認識部位置換

による抵抗性遺伝子の機能変換を目指し、抵抗性遺伝

子 Pia の RGA5-HMA ドメインと Pik-m の Pikm1-HMA ド

メイン間の入れ替えによる、AVR の認識の変換を試み

た。しかし、HMA ドメインの変換による AVR 認識の明

瞭な変換は認められなかった。このことは HMA ドメイ

ン周辺の領域もAVR認識に関与することを示唆するも

のと考えられる。	

	

(2)	イネ sHMA タンパク質の機能解析	

①	 sHMA 遺伝子がノックダウンされた形質転換イネ

を使った接種試験により、sHMA は基礎的抵抗性を負に

制御していることが示唆された。sHMA はどの様なメカ

ニズムで抵抗性を制御しているのだろうか。この機構

を明らかにするため、基礎的抵抗性のシグナルとして

機能する活性酸素種（ROS）に特に注目し研究を遂行

した。Nicotiana	benthamiana タバコ葉に細菌由来の

エリシターflg22 を処理すると、PAMP 免疫応答（PTI）

によって植物細胞内で ROS が発生される。イネ sHMA1

を一過的に過剰発現させた N.benthamianaタバコ葉に

おいて同様に flg22 を処理すると、ROS の蓄積が顕著

に抑制されることを見出した。この現象は sHMA3 及び

11 においても同様に認められた。sHMA には N 末側の

HMA ドメイン内に金属イオン結合モチーフ（MxCxxC/S）

が存在する。このモチーフをアラニンで置換した変異

型 sHMA1 を作製し、同様に flg22 による ROS 誘導試験

をおこなったところ、sHMA1 による ROS 蓄積の抑制は

解除されることが明らかとなった。この現象は sHMA3

及び 11 においても同様に認められた。これらの結果

は、イネ或いはタバコ細胞内への病原菌の感染によっ

て発生した ROS の蓄積を sHMA が抑え、そのため PAMP

免疫応答が低下し基礎的抵抗性が抑えられたことが

原因として考えられた。さらに、sHMA への金属イオン

結合能がROS蓄積の抑制能に寄与することも示唆して

いる。	

	

②	 N.benthamiana タバコ或いはイネ葉の細胞内容物、

精製 sHMA1 タンパク質及び ROS として H2O2を用いて、

同様の ROS の蓄積実験をおこなった。細胞内容物を加

えることで H2O2の蓄積は徐々に低下していく。これは

細胞内容物に含まれるROS消去系の酵素或いは何らか

の化合物が関与しているものと考えられる。sHMA1 単

独では ROS 蓄積に影響はなかったが、細胞内容物とと

もに sHMA1を加えると ROSの蓄積がより強く抑制され

ることが明らかとなった。さらに、煮沸した細胞内容

物を使った場合ではsHMA1の効果は認められなかった。

これらの結果は、タバコ或いはイネの細胞内容物に含

まれる酵素タンパク質に対して、sHMA が働きかけるこ

とで生じる現象であることを示唆している。では、こ



の sHMA が関わる ROS 蓄積抑制現象に金属イオンは関

わっているのだろうか。EDTA を処理した同様の試験条

件では sHMA1 の抑制能が低下することから、何らかの

金属イオンが重要な機能を担っていることが示唆さ

れた。sHMA1 の金属イオンとの結合能をみるために

IMAC カラムを使って試験したところ、少なくとも亜鉛

(Zn2+)及び銅(Cu2+)との結合が示唆された。	

	

③	 sHMA1 を一過的に過剰発現させた N.benthamiana

タバコ葉の細胞内容物を、ゲル濾過クロマトグラフィ

ーで処理し、sHMA1 のタンパク質複合体の形成を検討

した。その結果、sHMA1 単独のタンパク質の分子量よ

りも大きな複合体が確認され、細胞内容物中の何らか

のタンパク質と結合する可能性が示唆された。現在、

酵母 2 ハイブリッド法、或いは MS/MS 解析により、

sHMA1 結合タンパク質の同定をおこなっており、ROS

消去系酵素、膜タンパク質などの候補を単離している。

現在これらの候補タンパク質について、sHMA とのタン

パク質相互作用、或いは ROS 消去能に対する sHMA の

効果などを通して、sHMA1 標的タンパク質の同定を進

めている。	

	

④	 いもち病菌から分泌された AVR-Pik はイネの

sHMA とタンパク質相互作用することが明らかになっ

ている。では、AVR-Pik は sHMA に対してどの様に機能

しているのだろうか。N.benthamiana タバコ葉に一過

的に sHMA1 を過剰発現させ、経時的にそのタンパク質

の蓄積量を追跡調査した。その結果、sHMA1 タンパク

質は他のタンパク質と比較して蓄積が急激に低下す

ることが明らかになり、sHMA1 は選択的分解されてい

る可能性が考えられた。現在、sHMA タンパク質の蓄積、

或いは細胞内局在性に対するAVR-Pikの機能を調査し

ている。また、酵母2ハイブリッド法による解析から、

AVR-PikはsHMAのHMAドメインとタンパク質相互作用

することが認められた。一方、C 末側の配列多様性を

もつプロリン過多領域は、sHMA の標的タンパク質との

結合に関与する可能性が考えられた。また、異なった

sHMA 間での相互作用を検討したところ、sHMA1,	3,	9,	

15 においてホモ 2 量体を形成することが見出され、ヘ

テロ 2 量体を示す sHMA の組合せも認められた。これ

らの結果は、sHMA は単独で機能するのではない可能性

を示唆している。	

	

⑤	 共同研究により結晶構造解析を使って、AVR-PikD

は抵抗性遺伝子 Pik-pの HMAドメインとの結合部位の

特定に成功している。さらに、AVR-Pik のアリルによ

る結合強度の違いが抵抗性認識を決定していること、

或いは AVR-Pik と sHMA との結合部位も明らかとなっ

た（Maqbool	et	al.	2015）。また、HMA ドメインをも

つ抵抗性遺伝子 Pia の 2 種の NBS-LRR（RGA4・RGA5）

の認識機構について共同研究で解析した。その結果、

Pia の RGA4 はイネ細胞内で起爆装置として機能する

が、通常は RGA5 がその暴発を抑えており、いもち病

菌から分泌されたエフェクターAVR-Pia を RGA5 が認

識すると RGA4-RGA5 の相互作用が解除されて RGA4 が

homo-dimer となり細胞死が誘導され抵抗性反応がも

たらされるという抵抗性遺伝子の新しいモデルを提

示した（Cesari	et	al.	2014）。	
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