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研究成果の概要（和文）：ファイトプラズマは微小植物病原細菌であり、植物の花を葉に変化させる「葉化」な
どのユニークな症状を引き起こし、世界中の農業生産に甚大な被害をもたらしている。最近、申請者らは、ファ
イトプラズマのゲノム上にコードされる葉化実行因子「ファイロジェン」と、そのターゲット因子「MADSドメイ
ン転写因子」を明らかにした。また、MADSドメイン転写因子の立体構造が解明された。本研究では、これら最新
の知見をもとに、ファイロジェンの機能解析・構造解析を行い、ターゲットとの相互作用を分子レベルで解析し
た。

研究成果の概要（英文）：Phytoplasmas are plant pathogenic bacteria. They induce unique symptoms like
 phyllody, transformation of plant floral organs into leaf-like structures, and cause serious 
damages to crop production worldwide. We recently revealed the virulence factor of phyllody, 
phyllogen, and the target, MADS-domain transcription factors. Moreover, the tertiary structure of 
MADS-domain proteins were resolved. Taking advantage of these findings, we analyzed the function and
 structure of phyllogen and also analyzed the molecular interaction between phyllogen and the 
target.     

研究分野：植物病理学

キーワード： ファイトプラズマ
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１．研究開始当初の背景 
 
 花器は種子･果実生産のほか観賞用として
付加価値が高く、品種改良により多様な形質
を持った花器が生み出されている。「ファイ
トプラズマ」は花器を葉化する植物病原微生
物であり、葉化した花（ボタン・シャクヤク
等）は 1,000年以上前から付加価値が認めら
れ、珍重されており、我が国でも病気と判明
する以前は葉化病を発病した緑アジサイが
緑花品種として高値で取引されていた。この
ように、葉化による園芸植物の付加価値は極
めて高い一方で、葉化病は植物を衰弱させ枯
死に至らしめる昆虫媒介性の重要病害であ
るため、農業生産における園芸植物としての
利用は困難である。また、葉化病の発症機構
は不明であった。 
 花はがく・花弁・雄しべ・雌しべの各花器
官から構成されるが、これらの花器官は葉が
変化したものである（Nature, 2001）。これ
は文豪ゲーテも示唆していた。植物細胞が葉
から花器官に分化するメカニズムは植物に
普遍的であり、MADSドメイン転写因子群が
その主要実行因子である。従って、葉化病に
これら転写因子群が関わることは容易に想
像されるが真偽は不明であった。 
 申請者らは葉化病誘導の分子機構を世界
で初めて解明した（Plant Journal, 2011, 
2014）。葉化病の原因遺伝子はファイトプラ
ズマゲノムに共通して存在することから、
「ファイロジェン（PHYLLOGEN）」と命名
した。ファイロジェンは植物に導入すると、
MADS ドメイン転写因子群の一部に選択的
に結合し、分解することにより花の葉化を引
き起こすことを明らかにした。また最近、
MADS ドメイン転写因子の立体構造が解明
され、ファイロジェンの機能を分子レベルで
解明できる可能性が出てきた。 
 
２．研究の目的 
 
 ファイトプラズマは微小植物病原細菌で
あり、植物に黄化･萎縮･天狗巣･葉化などの
ユニークな症状を引き起こし、世界中の農
業生産に甚大な被害をもたらしている。特
に植物の花を葉に変化させる「葉化病」は、
ときに植物の商品価値を高めることから、
植物病防除の観点から大きな問題をはらん
でいるが、その発症機構は不明である。最
近、申請者らは、ファイトプラズマのゲノ
ム上にコードされる葉化実行因子「ファイ
ロジェン」と、そのターゲット因子「MADS
ドメイン転写因子」を明らかにした。また、
MADS ドメイン転写因子の立体構造が解
明された。本研究では、これら最新の知見
をもとに、ファイロジェンの構造解析を行
い、ターゲットとの相互作用を分子レベル
で解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

 
 葉化因子ファイロジェンの機能解析・構造
解析を通じて、ファイロジェンと宿主因子の
相互作用の構造的メカニズムを分子レベル
で解明・利用し、葉化病の抑制因子を開発す
るとともに、花に新規形態を付与する技術の
開発を目指す。研究手法の流れとしては、ま
ずファイロジェンが標的とする MADS ドメ
イン転写因子を特定し、その後にファイロジ
ェンタンパク質の構造解析・構造予測を行う。
それに基づき、MADSドメイン転写因子中
におけるファイロジェンとの結合領域を特
定する。すなわち、yeast two hybrid法に
よりファイロジェンと特異的に結合する
MADS ドメイン転写因子を明らかにする。
ついで、MADSドメイン転写因子分解能を
ハイスループットに評価可能な YFP レポ
ーター法を利用し、ファイロジェンと結合
した MADS ドメイン転写因子の分解活性
を解析する。MADSドメイン転写因子は核
局在性であるため、GFPと融合させて植物
で一過的に発現させると、核に YFP 蛍光
が観察される。しかし、ファイロジェンを
共発現させると MADS ドメイン転写因子
の分解により YFP も分解され、核の蛍光
が消失する。そこで、新たにファイロジェ
ンとの結合が確認された MADS ドメイン
転写因子をファイロジェンと共に発現させ
ることにより蛍光の消失が起こるかを観察
する。 
 また、同じ実験系を用いて、MADSドメ
イン転写因子に部分的欠失変異を導入する
ことにより、蛍光が消失しない変異領域を
スクリーニングし、ファイロジェンにより
認識される領域を特定する。これらのデー
タに基づいて、MADS ドメイン転写因子と
ファイロジェンに点変異を導入し、それぞれ
により葉化病抑制能および新たな葉化能を
持つ機能性タンパク質の開発をおこなう。 
 
４．研究成果 
 
 植物の花器官分化では、A、B、C、Eの
4 クラスに分類される MADS ドメイン転
写因子が器官特異的な組み合わせで機能す
る（ABCEモデル）。A、EクラスのMADS
ドメイン転写因子が欠失したシロイヌナズ
ナでは、ファイロジェン形質転換シロイヌ
ナズナと同様の花器官の変異が観察される
ため、ファイロジェンがこれらの機能を阻
害している可能性が考えられた。そこでフ
ァイロジェンと、シロイヌナズナのMADS
ドメイン転写因子である APELATA1
（AP1; クラス A）、SEPALLATA3（SEP3; 
クラス E）の相互作用を解析した。Yeast 
two hybrid法により、ファイロジェンは両
MADS ドメイン転写因子と結合すること
が示された。さらに、これらの MADS ド
メイン転写因子から成る多量体の形成がフ
ァイロジェンによって阻害されることが、



in plantaで示された。また、ファイロジェ
ンを形質転換したシロイヌナズナにおいて
は、AP1や SEP3による遺伝子の発現制御
が阻害されていた。以上のことから、ファ
イロジェンは Aクラス、EクラスのMADS
ドメイン転写因子の機能を阻害し、シロイ
ヌナズナに花器官の形態を誘導すると考え
られた。 
 ファイロジェンによる標的 MADS ドメ
イン転写因子の機能阻害機構を更に解析す
るため、YFP を付加した標的 MADSドメ
イン転写因子を Nicotiana benthamiana
葉においてファイロジェンと共に一過的に
発現させ、YFP蛍光を観察した。その結果、
YFP融合MTFの蛍光はファイロジェン存
在時には著しく減衰していた。このことか
らファイロジェンによって MADS ドメイ
ン転写因子の蓄積量が低下したと考えられ
た。従って、ファイロジェン存在下でこれ
らの MADS ドメイン転写因子は分解へと
誘導されるものと考えられ、分解誘導経路
のさらなる解析を行った。その結果、植物
細胞内の主要なタンパク質分解経路である
プロテアソームを阻害した場合に、ファイ
ロジェンによる YFP-SEP3 の分解誘導が
抑制された。以上より、ファイロジェンは
標的 MADS ドメイン転写因子のプロテア
ソームを介した分解を誘導し、花器官の形
態異常を引き起こすと考えられた。 
 ファイロジェンはわずか 91 アミノ酸の
小型タンパク質であり、類似のタンパク質
はこれまで報告されていない。ファイロジ
ェンタンパク質の大量発現・精製により構
造解析を行った。また、核局在性のMADS
ドメイン転写因子を利用した YFP レポー
ターアッセイ系を利用し、MADSドメイン
転写因子の部分変異体をファイロジェンと
ともに発現させて核の蛍光の有無を観察し、
MADS ドメイン転写因子中のファイロジ
ェン結合領域を特定した。これらの情報を
もとに、ファイロジェンと MADS 転写因
子の結合特異性に関わるアミノ酸残基を詳
細に探索した結果、相互作用に重要な部位
を見出した。 
 本研究により、葉化病の抑制因子や花器
官の形態制御技術を開発するうえで基礎と
なる重要な知見が得られた。ファイロジェ
ンの機能改変と植物への導入は、花の新た
な育種技術として期待される。MADSドメ
イン転写因子群は植物に普遍的に存在する
ため、本研究の成果は広く植物に応用可能
である。既に花卉では青いカーネーション
やバラなどの形質転換体が品種として市場
化されており、将来的にはファイロジェン
を用いた様々な葉化品種による花卉市場に
おける新たな分野開拓が期待される。 
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