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研究成果の概要（和文）：　植物病原菌はエフェクターと呼ばれるタンパク質を植物細胞内に注入し抵抗反応を
抑制することで、感染を成立させている。一方、抵抗性を示す植物は、抵抗性（R） 遺伝子産物を用いてエフェ
クターを認識し、防御応答を誘導する。
　本研究により、シロイヌナズナのR遺伝子RPP4により認識されるべと病菌エフェクターAvrRPP4を同定すると共
に、異なるべと病菌分離株由来のAvrRPP4アレルの解析により、宿主細胞内での局在変化、または感染時の発現
抑制を通して、RPP4による認識を回避している機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Pathogens secrete virulent proteins, termed effectors, that are delivered 
into plant cells, resulting in establishment of infection. To detect pathogen effectors, plants have
 evolved receptors called Resistance (R) proteins, resulting in resistance to pathogens.
　This study uncovered a downy mildew effector, AvrRPP4, recognized by Arabidopsis R gene RPP4, and 
that its unrecognised alleles evade recognition by polymorphism of expression and subcellular 
localization.

研究分野： 植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 植物と病原菌は、自身の存続をかけた攻防
により共進化してきた。植物病原菌はエフェ
クターと呼ばれる病原性タンパク質を植物
細胞内に注入し、植物の防御反応を抑制する
ことで、感染に成功する。一方、抵抗性を示
す植物は、抵抗性 (R)遺伝子産物を用いてエ
フェクターを認識し、過敏感反応 (hyper 
sensitive response: HR)と呼ばれる細胞死
を伴う強力な防御応答を誘導する。つまり、
R 遺伝子により認識されるエフェクターは本
来強力に植物の抵抗反応を抑制する能力を
有していること、およびエフェクターは認識
を避けるために進化してきたことが考えら
れる。 
 Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa)は、
シロイヌナズナにべと病を引き起こす絶対
寄生の卵菌であり、その全ゲノム配列はすで
に 明 ら か と さ れ て い る  (Science, 
330:1549-51, 2010)。また、7つの異なる Hpa
分離株のゲノム配列もすでに決定されてお
り、それら分離株間の比較ゲノミクスが可能
となっている (未発表)。シロイヌナズナの
Col-0 遺伝子型は、R 遺伝子 RPP4 により Hpa
の分離株 Emoy2を認識することが知られてい
るが、認識されるエフェクター (AvrRPP4）
は同定されていなかった。以前、研究代表者
は非病原性株 Emoy2  (RPP4による認識)およ
び病原性株 Waco9 (RPP4 による認識回避)を
接種したシロイヌナズナ (Col-0)において
RNA シークエンシングによるトランスクリ
プトーム解析を行い、感染時のエフェクター
の発現パターンを明らかにしていた (PLoS 
Pathog. 10(10):e1004443, 2014)。そこで、
ゲノム配列を決定した 7つの Hpa分離株間の
比較ゲノミクス解析、および Emoy2 と Waco9
間の比較トランスクリプトミクス解析によ
り、AvrRPP4 候補を選抜した。ベンサミアナ
タバコ植物においてアグロバクテリウムを
介 し て RPP4 と 候 補 エ フ ェ ク タ ー 
(Candidates)を一過的に共発現させたとこ
ろ、RPP4と Candidate 1 (AvrRPP4)を共発現
させた部位において HR細胞死が観察された。
以上の研究により、シロイヌナズナの R遺伝
子 RPP4 により認識される Hpa エフェクター
AvrRPP4 を同定していた。また、AvrRPP4 は
宿主細胞内で細胞質と核内、特に核小体に局
在すること、および核内に局在することが
RPP4 による認識に必要であることを明らか
にしていた。 
 
２．研究の目的 
 
 上述の通り、AvrRPP4 は対応する R 遺伝子
RPP4が存在しない場合、強力に植物免疫を抑
制する能力を有していることが考えられる。
また、RPP4による認識を回避している Hpa 分
離株由来の AvrRPP4アレルが、植物との共進
化の過程でどのように認識を回避するよう

に進化したのかを理解することは、広範囲か
つ永続的な病害防除を目指す上で非常に重
要である。そこで本研究では、新規の病害防
除法の開発を目指し、AvrRPP4 が標的とする
宿主側の因子を同定・解析することにより、
AvrRPP4の“植物免疫抑制機構”、ならびに“認
識回避機構”の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) AvrRPP4 の認識回避機構の解明 
 
 AvrRPP4 (Emoy2 由来)に加えて、シロイヌ
ナズナと Hpa の相互作用において RPP4 によ
り認識されない Hpa 分離株 (Waco9, Cala2, 
Emco5, Maks9, Hind2)由来の AvrRPP4アレル
について生化学的な解析を行うことにより、
AvrRPP4の認識回避機構を解明する。 
 
(2) AvrRPP4 の植物免疫抑制機構の解明 
 
 酵母 2 ハイブリッド法、および免疫沈降・
質量分析法により AvrRPP4の宿主相互作用因
子 (標的タンパク質) を同定する。同定した
宿主相互作用因子の過剰発現株・欠損変異株、
および AvrRPP4 過剰発現株において、エリシ
ターにより誘導される抵抗反応、および病害
抵抗性の評価を行うと共に、トランスクリプ
トーム解析を行うことで、AvrRPP4 が標的と
する植物免疫機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) AvrRPP4 の認識回避機構の解明 
 
 シロイヌナズナと Hpaの相互作用において
RPP4により認識されない Hpa分離株 (Waco9, 
Cala2, Emco5, Maks9, Hind2)由来の AvrRPP4
アレルをクローニングし、ベンサミアナタバ
コにおいて RPP4 と一過的に共発現させたと
ころ、RPP4 と Waco9/Cala2 アレル、および
Emco5/Maks9 アレルを共発現させた部位にお
いて HR細胞死が観察される一方、Hind2アレ
ル (AvrRPP4Hind2)と共発現させた部位では HR
細胞死が観察されなかった。興味深いことに、
AvrRPP4Hind2 は核小体内に局在する割合が顕
著に減少していた。上述の通り、AvrRPP4 の
核局在が RPP4 による認識に必要であること
から、AvrRPP4Hind2は宿主細胞内での局在を変
化させることで RPP4 による認識を回避して
いる可能性が考えられた。そこで、核移行シ
グナル配列（NLS）を付加した AvrRPP4Hind2コ
ンストラクト (NLS-AvrRPP4Hind2)を作製し、
ベンサミアナタバコにおいて RPP4 と共発現
させたところ HR 細胞死を誘導した。また、
Emoy2 アレル (AvrRPP4)と Hind2 アレル 
(AvrRPP4Hind2)の配列を比較したところ、
AvrRPP4Hind2では AvrRPP4が持つ推定の核局在
シグナル配列（NLS）内に一カ所の一塩基多
型が見つかった。そこで、AvrRPP4 および



AvrRPP4Hind2由来の推定 NLSに GFPを結合した
コンストラクト（GFP-NLSEmoy2、GFP-NLSHind2）
を作製したところ，GFP-NLSEmoy2では核小体内
での顕著な GFP蛍光が観察されたのに対して、
GFP-NLSHind2では観察されなかった。以上の結
果より、AvrRPP4Hind2は宿主細胞内局在を変化
させる遺伝子変異により RPP4 による認識を
回避していることを明らかにした。 
 続いて、RPP4 による認識を回避している
Hind2 以外の Hpa 分離株の認識回避機構につ
いて調べたところ、少なくとも分離株 Waco9
は感染時に AvrRPP4の遺伝子発現を抑制する
ことで RPP4 による認識を回避していること
を明らかにした。現在、RPP4 による認識を回
避している分離株と認識される分離株間の
交配により得られたラインにおいて AvrRPP4
の遺伝子型と表現型（RPP4 による認識の有
無）を調べており、これまでの結果と合わせ
て論文を投稿する予定である。 
 
(2) AvrRPP4 の植物免疫抑制機構の解明 
 
 薬剤誘導型のプロモーターに AvrRPP4を連
結したコンストラクトを rpp4 欠損シロイヌ
ナズナ変異体に導入した形質転換体を作製
した。AvrRPP4 が植物免疫機構を標的として
いる場合、作製した形質転換体は薬剤による
AvrRPP4 発現誘導後、病原菌（特に Hpa）に
対する罹病性が増加すると予想された。しか
し、形質転換体は、逆に Hpa に対する抵抗性
が増加し、防御応答マーカー遺伝子である
PR1 の発現レベルも増加していた。この結果
より、AvrRPP4は RPP4以外の R遺伝子にも認
識される可能性が示唆された。同時に、この
形質転換体を使用することによる AvrRPP4の
“植物免疫抑制機構”の解析が難しくなり、
現在その解析はストップしている。 
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