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研究成果の概要（和文）：植物病原糸状菌はエフェクターと呼ばれる一群の分泌タンパク質を用いて、宿主植物
の防御機構を攪乱し、感染を成立させる。本研究ではウリ科作物に病害を引き起こすウリ類炭疽病菌において同
定されたエフェクターNIS1に焦点をあてた。植物は病原糸状菌における特異的な分子パターン（PAMPs）を認識
し、抵抗反応を誘導する。研究の結果、病原糸状菌において広く保存されているNIS1は、このPAMPsによって誘
導される抵抗性に必要なタンパク質リン酸化酵素を標的とすること、本エフェクター機能は炭疽病菌などの感染
戦略において重要な役割を担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plant pathogenic fungi establish the infection of their host plants by using
 a set of secreted proteins called effectors. This study focused on the effector NIS1 identified in 
a cucumber anthracnose fungus Colletotrichum orbiculare. Plants activate defense responses via the 
recognition of Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs).  The study revealed that NIS1, widely
 conserved in plant pathogenic fungi, targets protein kinases critical for the PAMP-triggered 
immunity and plays important roles for infection strategies of plant pathogenic fungi including 
Colletotrichum species.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
植物の病気の７割以上は糸状菌によって引

き起こされている。したがって、植物病原糸

状菌の感染戦略を解明し、その知見を基盤と

して、より有効な防除技術を開発することは

作物保護における重要課題の一つである。植

物はキチンなどの糸状菌の PAMPs	

(Pathogen-Associated	Molecular	Patterns)	

を認識し防御応答を活性化するが、このよう

な防御応答は PAMP 誘導型免疫と呼ばれる。

一方、植物病原糸状菌は、エフェクターと呼

ばれるタンパク質を分泌し、この PAMP 誘導

型免疫を抑制する。植物病原糸状菌のゲノム

には、数百の機能未知の分泌タンパク質遺伝

子が存在しており、これらはエフェクター候

補として捉えることができる。このことより、

植物病原糸状菌は多数のエフェクター分子

群を駆使することにより植物を制圧してい

ると推定できる。	

	 しかしながら、具体的な機能が明らかにな

っている糸状菌エフェクターの例はまだ限

られているのが現状である。申請者は炭疽病

菌（Colletotrichum 属菌）を主な研究対象と

して植物病原糸状菌のエフェクターを研究

しており、その研究の一つとして、アグロバ

クテリウムを利用した植物における一過的

なタンパク質発現系を用い、ベンサミアナタ

バコに過敏感様細胞死を誘導する病原菌因

子をスクリーニングした。その結果として、

過敏感様細胞死を誘導するウリ類炭疽病菌

（Colletotrichum	orbiculare）の分泌タン

パク質を発見し、本分子を NIS1（Necrosis	

Inducing	Secreted	protein	1）と命名した。

NIS1 は特徴的なドメインを有さない比較的

小さなタンパク質であり、本菌のエフェクタ

ーの一つであることが示唆された。また、

NIS1 は植物病原糸状菌において広く保存さ

れていた。	

	

２．研究の目的 
本研究の目的は、同定した NIS1 のエフェク
ター機能の詳細を明らかにすることである。
すでに NIS1 は、植物免疫反応の一つである
疫病菌の PAMP である分泌タンパク質 INF1 が
誘導する過敏感細胞死反応を抑制すること、
また、シロイヌナズナの PAMP 誘導型免疫に
関わる因子である BAK1（Brassinosteroid	
insensitive	1-associated	receptor	kinase	
1）と相互作用することを見出していた。本
研究では、具体的には、(1)	NIS1 の BAK1 へ
の結合が、BAK1 にどのような影響を与えるの
か、(2)	NIS1 は INF1 による過敏感細胞死以
外の植物免疫反応を抑制できるのか、(3)	
NIS1 は BAK1 以外の植物因子も標的としてい
るのか、(4)NIS1 が標的とする植物因子は炭

疽病菌を含む植物病原糸状菌への抵抗性に
実際に貢献しているのか、という問題に取り
組んだ。	
	
３．研究の方法 
本研究では、NIS1	のエフェクター機能の解
明を目指したが、その研究方針・方法は以下
の通りである。	
	
(1)	NIS1 の BAK1 への結合とその機能阻害	
NIS1 存在下での BAK1 タンパク質の状態を調
べるために、両タンパク質をベンサミアナタ
バコにおいて一過的に発現させた。それぞれ
のタンパク質遺伝子を T-DNA 領域内に組み込
んだバイナリーベクターを有するアグロバ
クテリウムをベンサミアナタバコに注入接
種した。アグロバクテリウムを接種した植物
サンプルについて、トータルタンパク質を抽
出し、ウエスタンブロット解析をおこない、
それぞれのタンパク質を検出した。BAK1 のリ
ン酸化能への影響については、in	vitro での
自己リン酸化アッセイによって調査した。
NIS1 タンパク質はタバコ培養細胞を用いて
作成し、BAK1 タンパク質は大腸菌を用いて作
成した。共免疫沈降実験については、上述と
同様にアグロバクテリウムを用いて当該タ
ンパク質を一過的に発現させ、そのサンプル
を実験に用いた。	
	
(2)	NIS1 による他の免疫反応の抑制	
活性酸素生成実験については、ルミノールを
用いた化学発光測定法を用いた。試験するベ
ンサミアナタバコ様のリーフディスクを作
成し、PAMP	である flg22 を処理したのち、
ルミノールを加え、発光を測定した。	
	
(3)	BAK1 以外の標的因子の探索	
活性酸素生成への抑制能に関する実験結果
に基づき、BIK1(BOTRYTIS-INDUCED	KINASE1)
を NIS1 の新たな標的候補として解析した。
NIS1 と BIK1 間の相互作用については、上述
と同じく、ベンサミアナタバコにおいて一過
的に当該タンパク質を発現させ、共免疫沈降
実験を実施して調査した。	
	
(4)炭疽病菌の感染戦略における NIS1 の重要
性	
ベンサミアナタバコにおいて NIS1 が炭疽病
菌への抵抗性を抑制するかを調べるために、
MoNIS1 を一過的に発現させた後に、ウリ類炭
疽病菌を接種し、イネいもち病菌の NIS1 ホ
モログである MoNIS1 の発現の影響を評価し
た（ウリ類炭疽病菌の NIS1 は細胞死を起こ
すので、細胞死誘導活性がない MoNIS1 を使
用している）。具体的には、接種葉における
壊死斑の数を定量化し評価した。一方、シロ
イヌナズナにおける NIS1 の重要性の評価に
ついては、NIS1 が標的とする BAK1 や BIK1 が
欠損した変異体に、不適応型炭疽病菌である
クワ炭疽病菌を接種することでおこなった。



各シロイヌナズナラインにおいてクワ炭疽
病菌の侵入菌糸の形成率を測定し評価した。	
	
４．研究成果	
	
(1)	NIS1 による BAK1 の機能阻害	
NIS1 と BAK1 の結合によって、BAK1 の機能が
阻害されるかを調査した。まず、NIS1 の存在
下で BAK1 の蓄積量に変化はなく、NIS1 が
BAK1 を分解する可能性、あるいは逆に安定化
している可能性は低いと推察された。BAK1 は
細胞膜上に存在する受容体様キナーゼであ
る。そこで、NIS1 の結合によって、BAK1 の
キナーゼ活性(リン酸化能)が阻害されるか
を調査した。in	vitro リン酸化アッセイによ
って調査した結果、NIS1 は BAK1 の自己リン
酸化を明確に阻害することが判明した。さら
に酵母ツーハイブリット解析により、NIS1 が、
BAK1 の細胞質領域に結合することを見出し
た。この部分の大半はキナーゼドメインであ
り、このことは NIS1 が BAK1 の自己リン酸化
を阻害した結果をさらに支持した。	
	 また、NIS1 側についてはカルボキシル末端
の 30 アミノ酸を削っても BAK1 との結合能は
保持されている一方、60 アミノ酸を削った場
合、その結合能は消失することを明らかにし
た。このことより、NIS1 のカルボキシル末端
60 アミノ酸がその結合に必要であることが
示唆された。重要なポイントとして、カルボ
キシル末端の 30 アミノ酸の欠失変異体は
INF1 による過敏感細胞死を抑制した一方、60
アミノ酸欠失変異体は、その抑制能を消失し
ており、NIS1 の BAK1 への結合能と INF1 誘導
細胞死への抑制能との間に相関性が見出さ
れた。	
	 さらに、他の植物におけるシロイヌナズナ
BAK1 オルソログに対する NIS1 の結合能を調
査した。まず、ベンサミアナタバコの NbSERK3
について調査した。ベンサミアナタバコに異
なるエピトープタグが付加された NIS1 およ
び NbSERK3 を一過的に発現させ、共免疫沈降
実験をおこない、その相互作用を調査した。
その結果、NIS1 は NbSERK3 と共精製され、両
者の相互作用が強く示唆された。さらにイネ
のオルソログ OsBAK1 についても同様の実験
を実施し、OsBAK1 と NIS1 の相互作用を確認
した。	
	
(2)	NIS1 は flg22 による活性酸素の生成を抑
制する	
INF1 が誘導する過敏感細胞死以外の植物免
疫反応を NIS1 が抑制できるのかを調べるた
めに、細菌の PAMP である flg22 処理によっ
てベンサミアナタバコにおいて誘導される
活性酸素生成に NIS1 が影響を与えるかを調
査した。その結果、NIS1 の存在下において、
flg22 依存的な活性酸素の生成は顕著に阻害
され、NIS1 が INF1 による過敏感細胞死以外
の免疫反応を抑制することが明らかとなっ
た。さらにアブラナ科炭疽病菌およびイネい

もち病菌の NIS1 ホモログが、ウリ類炭疽病
菌の NIS1 と同様に flg22 が誘導する活性酸
素生成を抑制することを明らかにし、NIS1 の
エフェクター機能の保存性が強く示唆され
た。	
	
(3)	NIS1 は BIKI を標的とする	
シロイヌナズナにおける flg22 依存的な活性
酸素の生成においては、NADPH 酸化酵素であ
る RbohD が必須の役割を果たしている。この
RbohD	は BIKI	にリン酸化されることにより、
活性化することが近年になり明らかにされ
ている。NIS1 が flg22 による活性酸素生成を
抑制した結果より、BAK1 と同様のキナーゼド
メインを有する BIKI を NIS1 が標的とする可
能性が示された。そこで、NIS1 と BIKI の相
互作用の有無を検討した。その結果、NIS1 は
BAK1 に加えて、BIKI とも相互作用すること
を明らかにした。さらに、NIS1 による BIK1
のリン酸化能への干渉について、BIK1 の自己
リン酸化アッセイにより調査した。その結果、
NIS1 の存在下において、BIK1 の自己リン酸
化能は顕著に低下し、NIS1 が BIK1 のリン酸
化能を阻害することが強く示唆された。さら
に NIS1 による BIK1 と RbohD の相互作用への
干渉について調査した。具体的には、これら
3 種の当該タンパク質をベンサミアナタバコ
において一過的に発現させ、共免疫沈降実験
を実施した。その結果、NIS1 存在下において、
BIK1とRbohDの相互作用は阻害されることを
発見した。	
	
(4)植物病原糸状菌の感染戦略における NIS1
の重要性	
NIS1が BAK1およびBIK1を標的としているこ
とを示す結果をうけ、シロイヌナズナの BAK1
あるいは BIK1 の変異が、炭疽病菌への抵抗
性に影響をあたえるかを調査した。その結果、
BAK1 および BIK1 がシロイヌナズナのクワ炭
疽病菌への抵抗性に関与することが判明し
た。さらに MoNIS1 を発現させたベンサミア
ナタバコにおいて、ウリ類炭疽病菌への感受
性が増大することも明らかにした。これらの
結果より、NIS1 のエフェクター機能が炭疽病
菌の病原性に貢献していることが強く示唆
された。	
	 一方で、イネいもち病菌の場合は、NIS1 の
ホモログ遺伝子（MoNIS1）の標的破壊株は、
イネ、オオムギに対する病原性を顕著に低下
させることを見出しており、これらの結果よ
り、植物病原糸状菌において広く保存されて
いるエフェクターNIS1 は、PAMP 誘導免疫機
構の中核分子を標的とすることで、炭疽病菌、
イネいもち病菌などの様々な植物病原糸状
菌の病原性発現に貢献していることが推察
された。また、植物病原糸状菌の NIS1 ホモ
ログ間における詳細な系統解析の結果、イネ
いもち病菌が現有する NIS1 ホモログ遺伝子
（MoNIS1）は、担子菌からの水平移動によっ
て獲得された可能性が示された。	
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