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研究成果の概要（和文）：本研究では、MEK2の構成的活性化（MEK2DD）によるHR様細胞死を抑制する青枯病菌エ
フェクターを探索し、clone 42を同定した。clone 42の発現はクロロシスを誘導し、宿主の防御関連遺伝子の発
現を増加させた。ベンサミアナタバコ葉におけるclone 42を発現するアグロバクテリウムの菌数を解析した結
果、GFPを発現する対照と比較して優位な菌数の低下が見られた。よってclone 42 は、宿主に認識される可能性
が示唆された。以上より、clone42によるHR様細胞死抑制は、clone42の宿主認識により、MEK2DDを発現するアグ
ロバクテリウムの感染効率低下に起因すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate a mechanism of hypersensitive (HR) cell death, the most 
important issue in plant immunity. In this study, we screened for the Ralstonia solanacearum 
effector and identified clone 42 that suppresses HR-like cell death induced by constitutive active 
form of MEK2 (MEK2DD). Agrobacterium-mediated expression of clone 42 in Nicotiana benthamiana 
resulted in chlorosis as well as increased expression of PR1. Infection of Agrobacterium expressing 
clone 42 in N. benthamiana leaves showed significant reduction compared to the control expressing 
GFP. These results suggested that clone 42 was recognized by the host. Taking into account, we 
conclude that the suppression of HR-like cell death by clone 42 is due to the reduced infection 
efficiency of coinfiltrated Agrobacterium expressing MEK2DD.

研究分野：植物病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
青枯病菌はナス科作物を含む200種類以上の植物に感染し、学術誌による投票では第2位の重要植物病原細菌であ
るにもかかわらず、病原性因子であるエフェクターの機能解析は他の植物病細菌と比較して報告例が少ない。本
研究では、青枯病菌エフェクターの一つであるclone42が、タバコ属のモデル植物ベンサミアナタバコによって
認識されることが示された。今後、本エフェクターの認識機構や病原性機能の解明につながる研究の出発点とな
り得る点は、学術的に意義がある。また、本エフェクターを認識する抵抗性遺伝子が同定された場合は、タバコ
属植物の抵抗性強化に役立つ育種材料となり得る点は、社会的にも意義があると言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 植物病原細菌は、病原性因子であるエフェクターを宿主細胞へ輸送する機構としてタイプ III 分泌
系を持ち、エフェクターを宿主の細胞内へ注入する。細胞内へ分泌されたエフェクターは、パターン認
識受容体自体および以降のシグナル伝達などを抑制し、pattern-triggered immunity を阻害することで
感染を成立させようとする。一方、植物は抵抗性（R）タンパク質がエフェクターを直接または間接的に
検出して、過敏感(HR)細胞死を誘導することで、病原菌を感染部位に封じ込め、感染を阻止する。 
(2) MEK2 は、上流の MAPKKK である MAPKKKα、そして MAP キナーゼの WIPK、SIPK と特異的な
経路 (MAPKKKα-MEK2-WIPK/SIPK) を構成し、複数の R タンパク質が誘導する HR に必要とされる
（Plant Cell 22:260, 2010）。恒常的活性型 MEK2DD の過剰発現は、防御関連遺伝子の発現や ROS 生
成を伴い、HR 様細胞死を誘導することが知られており、MEK2 は植物免疫において重要な役割を担う
と考えられる。上記 MAP キナーゼ経路の下流では、転写因子 WRKY8 等のリン酸化を介して、HR 細
胞死誘導における活性酸素種（ROS）生成に必須な、NADPH オキシダーゼをコードする RbohB 遺伝
子の発現が活性化される（Plant Cell 27: 2645, 2015）。また、エチレンシグナルの細胞死への関与も示
唆されているが（Cell Res. 18:422, 2008）、これらの関連などは不明である。しかしながら，MEK2DD 誘
導性 HR 様細胞死のメカニズムは十分解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は感染生理における重要課題である過敏感(HR)細胞死のメカニズムを解明する研究である。
ナス科植物では複数の抵抗性（R）タンパク質が誘導する HR 細胞死に、MAPKKKα - MEK2 – 
WIPK/SIPK が構成する MAP キナーゼ経路が介在している。しかしながら、本経路の制御因子や本経
路以降 HR 細胞死までの機構は十分に解明されていない。これらを明らかにすべく、MEK2 の構成的
活性化である MEK2DD による HR 様細胞死を指標に、ベンサミアナタバコ葉を用いたアグロインフィルト
レーション法を活用した一過的に発現系により、HR 様細胞死を抑制する青枯病菌エフェクターを探索
する手法を新たに確立した。同定した青枯病菌エフェクターについて、MEK2DD による HR 様細胞死過
程のいずれの段階を抑制するか明らかにすると共に、細胞死抑制機構や青枯病菌の病原性への関
与についても明らかにする。また、研究過程でベンサミアナタバコによって認識される青枯病菌エフェ
クターも同時に同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)  MEK2DD による HR 様細胞死を抑制する青枯病菌エフェクターの探索と同定 
青枯病菌は約 70 のエフェクターを保有し、他の植物病原細菌と比較して 2～3 倍多いエフェクターレ
パートリーを有している(BMC Genomics. 14:859, 2013)。申請者はこれらのエフェクターの中に、
MEK2DD による HR 様細胞死を抑制するものも存在すると仮定した。申請者の研究室では、現在までに
青枯病菌 GMI1000 株のエフェクターについてクローン化を実施した。さらに、クローン化した全てのエ
フェクターについて、ベンサミアナタバコを用いたアグロインフィルトレーションによる共発現を行い、
MEK2DD による HR 様細胞死を抑制するエフェクターの探索を行った。 
（2） clone 42 による MEK2DD 誘導性 HR 様細胞死の抑制段階の解析 
clone 42 による MEK2DD 誘導性 HR 様細胞死の抑制が、MEK2DD の発現に影響を与えているか解析す
るため、ベンサミアナタバコ葉において、clone42とMEK2DDをアグロインフィルトレーション法により共発
現し、MEK2DD のタンパクレベルおよび mRNA レベルを、ウェスタンブロット解析と RT-qPCR 解析により
それぞれ検討した。 
（3） clone 42 の細胞内局在解析 
clone42 の GFP 融合タンパク質を発現するコンストラクトを作製し、アグロインフィルトレーション法により
ベンサミアナタバコ葉で発現させた。GFP-clone42 は共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
（4） clone 42 の各種変異型による MEK2DD 誘導性 HR 様細胞死抑制の解析 
clone42 の N 末端領域、C 末端領域、14-3-3 タンパク質結合モチーフ、ヌクレオシド-2 リン酸類縁体
加水分解酵素ドメイン内の活性中心部位に相当する保存アミノ酸、以上に欠失またはアミノ酸置換を
導入した変異型を作製した。これらを用いて、clone42のMEK2DD誘導性 HR 様細胞死抑制能に与える
影響を解析した。 
（5） clone 42 のベンサミアナタバコ葉における単独発現による影響の解析 
clone42 野生型および各種変異型を発現するアグロバクテリウムをアグロインフィルトレーション法により
ベンサミアナタバコ葉で発現させ、発現部位に起こる変化を、日数を追って観察した。 
（6） clone 42 を発現するアグロバクテリウムのベンサミアナタバコ葉における増殖の解析 
clone 42 野生型および各種変異型を発現するアグロバクテリウムを、GFP 発現するアグロバクテリウム
を対照として、ベンサミアナタバコ葉に注入し、その後発現箇所から葉片を採取し、単位面積あたりの
アグロバクテリウムの菌数を計数した。 
 
４．研究成果 
青枯病菌エフェクターはバイナリーベクターにクローン化し、MEK2DD と共発現を行い、MEK2DD による
HR 様細胞死を抑制するエフェクターをスクリーニングした。その結果、複数ポジティブクローンが得ら
れ、初期に単離された clone42 を詳細に解析することとした。clone 42 は、N 末端領域の 14-3-3 タン
パク質結合モチーフと、それ以外のヌクレオシド-2 リン酸類縁体加水分解酵素ドメインから構成されて
いた。ウェスタンブロット解析により、clone42 はMEK2DDのみならず共発現したタンパク質のレベルを非



特異的に低下させていることが示された。この現象が転写抑制によるものであるかを確認するため、
RT-qPCR を用いた発現解析を行った結果、タンパクレベルの低下は転写抑制が原因であることが明
らかとなった。また、clone42 の単独発現においては、明瞭なクロロシスを誘導し、宿主の防御関連遺
伝子の発現を増加させることも示されていた。よって clone42 は、宿主に何らかのメカニズムで認識さ
れる可能性が示唆された。clone42 の各種変異型を作製し、MEK2DD 誘導性 HR 様細胞死の抑制、
clone42 と共発現した MEK2DD の mRNA レベル、clone42 によるクロロシスなどを解析したところ、C 末端
欠損変異型では全ての現象が対照実験区と同等レベルに回復した。clone42 が C 末端領域に依存的
に宿主に認識される可能性が考えられたため、各変異型を形質転換したアグロバクテリウムを用いて、
ベンサミアナタバコ葉感染後の cfu を解析した結果、C 末端欠損変異型以外の菌数が優位に低下した。
この結果から、clone42 を発現するアグロバクテリウムが存在すると、clone42 の宿主認識によって誘導
される防御応答によって共発現している MEK2DD の発現も抑制され、見かけ上 HR 様細胞死抑制が起
こる可能性が強く示唆された。よって、これまで clone42 の病原性と考えられた転写抑制などの機能は、
アグロバクテリウムの感染効率の低下に起因することが明らかとなった。また興味深いことに、clone42
の C 末端欠損変異型では一連の現象が認められなくなることから、宿主認識には C 末端が重要な役
割を担っていることが示唆された。 
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