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研究成果の概要（和文）：植物は、RNAウイルスに対して複数の免疫システムを備えている。これらの免疫シス
テムは、相互に影響し合うことが示唆されつつあるが、その仕組みは明らかになっていない。本研究では、抗ウ
イルス免疫の一つ「劣性免疫」を決定する植物側因子「劣性免疫因子」の機能を調べ、免疫システム間の相互作
用を理解することを目指した。その結果、劣性免疫因子は、複数の植物側因子と結合し、その機能からNMD免疫
との関連性が示唆された。さらに、劣性免疫植物ではホルモン性免疫が上昇したが、ウイルス増殖阻害には関与
しなかった。以上から、ウイルスに対する劣性免疫は、ウイルス以外の他の病原体に対する免疫に影響する可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Plants deploy multiple innate immune systems against RNA viruses. Although 
recent studies suggested the interplay among the anti-viral immune systems, the molecular mechanisms
 of such interplay remain elusive. This study aims to reveal the molecular function of a plant 
factor governing recessive immunity, also referred to as recessive resistance, and thereby to 
understand the interplay between recessive immunity and other anti-viral immune systems. As results,
 we successfully isolated several plant factors which interacts with the recessive immune factor, 
some of which implied a molecular rink between recessive immunity and nonsense-mediated decay (NMD) 
immunity. Moreover, the results demonstrated that upregulation of plant hormone-mediated immunity is
 dispensable for the impairment of viral accumulation in recessive immunity, suggesting that 
recessive immunity against a plant virus may affect other innate immune systems targeting other 
plant pathogenic microbes than viruses.

研究分野：植物微生物相互作用
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ウイルスの防除法の一つに、植物の抗ウイルス免疫を利用した抵抗性育種がある。なかでも、劣性免疫は一
部のウイルス種の防除に利用されているが、その適用範囲は限定的である。本研究では、研究代表者らが特定し
た新たな劣性免疫因子について、抵抗性育種への応用可能性を検討するため、植物が持つ複数の抗ウイルス免疫
への影響を調べた。また、劣性免疫因子は、植物細胞内でウイルスが増殖する際に利用する宿主因子という側面
を持つ。本研究により、劣性免疫がウイルス以外の他の病原体に対する免疫機構に影響する可能性を明らかする
とともに、ウイルス増殖における宿主因子の機能について基礎的な知見を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物は、細菌、糸状菌などの病原微生物に対抗するため、「植物免疫」と総称される一連の免疫
システムを備えている。植物免疫は、主に細菌や菌類を用いた研究がさかんに行われ、病原体由
来の共通分子パターン(PAMPs)により誘導される PAMPs-triggered immunity (PTI)と、病原 
体から分泌されるエフェクタータンパク質により誘導される Effectors-triggered immunity 
(ETI)の 2つに大別される[Nature, 2006. 444:323-329]。両者は、認識をになう受容体構造の違
いや、シグナル伝達のタイミングや強度が異なることから明確に区別される。しかし誘導される
植物 mRNA群や植物ホルモンなどで共通しており、2つの免疫機構は複雑に相互作用すること
が知られている[EMBO J, 2017. 36:2758-2769]。  
他方で、ウイルスに対する植物免疫（抗ウイルス免疫）は、ウイルスが独特のライフサイクルを
持つことなどから、細菌や菌類の場合と大きく異なっている。抗ウイルス免疫には、サリチル酸
などの植物ホルモンを駆動力とし、ETIに類似した「ホルモン性免疫」に加えて、ウイルスの増
殖に必須な翻訳開始因子 eIF4E や eIF4G などの宿主因子の欠損による「劣性免疫」、ウイルス
ゲノム複製の中間産物である二本鎖 RNA を分解する「RNA サイレンシング」がある。さらに
最近になって、RNA 代謝機構の 1 つである nonsense-mediated decay (NMD)を介した免疫
「NMD免疫」[CellHostMicrobe, 2014. 16:391-402]や、糖鎖に結合するレクチンタンパク質が
受容体となる「レクチン抵抗性」が発見された。これまで、それぞれの抗ウイルス免疫に関する
研究が進められ、認識されるウイルス由来の構造、認識をになう植物側の受容体、その下流で働
くシグナル伝達経路などが明らかにされている。さらに最近になって、NMD関連因子 smg7変
異体で ETI が活性化すること[CellHostMicrobe, 2014. 16:376-390]などが相次いで報告され、
PTIとETIの相互作用と同じように、抗ウイルス免疫システム間の相互作用が示唆されている。
しかし、抗ウイルス免疫システム間の相互作用については知見が限られており、その分子実態は
解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、抗ウイルス免疫システム間の相互作用を明らかにし、副作用のないウイルス耐
性植物の作出に向けた知見を得ることである。研究代表者らは、植物ウイルスの一群であるポテ
ックスウイルスに対して劣性免疫を示すシロイヌナズナ変異体から、劣性免疫因子 EXA1 を特
定した[Plant J, 2016. 88:120-131]。本研究では、EXA1が抗ウイルス免疫のうち劣性免疫・ホ
ルモン性免疫・NMD免疫に関わり、複数の抗ウイルス免疫の相互作用を制御するのではないか
という仮説のもと、抗ウイルス免疫における EXA1 の多面的な機能の解明を通じて、抗ウイル
ス免疫システムの相互作用を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)酵母ツーハイブリッド法による劣性免疫因子との結合因子のスクリーニング 
酵母ツーハイブリッド法では、EXA1 全長を bait として、シロイヌナズナの cDNA ライブラリー
に対して、結合因子のスクリーニングを行った。選択培地上で生育したコロニーの塩基配列を解
読し、特定された植物側因子について RT-PCR により全長の mRNA を取得した。その後、全長 mRNA
を用いて、酵母ツーハイブリッド法により結合を確認した。 
(2)EXA1 結合因子の細胞内局在解析 
酵母ツーハイブリッド法で同定した結合因子について細胞内局在解析を行った。結合因子に
green fluorescence protein (GFP)遺伝子を融合させ、アグロインフィルトレーション法によ
り植物の表皮細胞で発現させた。蛍光観察にはレーザー顕微鏡を用いた。 
(3)EXA1-結合因子間の結合領域の特定 
EXA1 のアミノ酸配列に予測される結合モチーフに着目し、結合モチーフを改変した EXA1 変異遺
伝子を作出した。結合モチーフを改変した EXA1 と結合因子間の結合の有無を、酵母ツーハイブ
リッド法により評価した。 
(4)exa1 変異体における各坑ウイルス免疫の遺伝子変動解析 
exa1 変異体において、ホルモン性免疫および NMD 免疫それぞれのマーカー遺伝子の発現変動を
リアルタイム PCR により調べた。マーカー遺伝子の発現変動の算出には、野生型植物をコントロ
ールとして用いた。 
(5)劣性免疫における他の抗ウイルス免疫の影響の評価 
ホルモン性免疫変異体と劣性免疫変異体を交配させた二重変異体に対して、ウイルス接種を行
った。ホルモン性免疫のマーカー遺伝子の発現を調べるとともに、劣性免疫の単独変異体におけ
るウイルス増殖量の違いにより、ホルモン性免疫による劣性免疫への影響を評価した。NMD 免疫
については、EXA1 と結合する NMD 因子の変異体に対してウイルス接種を行い、ウイルス増殖へ
の影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)劣性免疫因子との結合因子のスクリーニング 
劣性免疫因子 EXA1 の機能について手がかりを得るため、EXA1 と結合する植物側因子のスクリー
ニングを酵母ツーハイブリッド法により行った。選択培地に生育したコロニーについて、塩基配
列の解読を行ったところ、多数の結合因子候補を得ることができた。なかでも、NMD 関連因子で



ある SMG7 が同定されたことから、EXA1 による劣性免疫と NMD 免疫との関連性が予想された。ま
た、smg7 変異体の一部のアリルは、ETI と類似した反応を自発的に起こす表現型が知られてお
り、この結果はホルモン性免疫との関連性も示唆している。EXA1 には、そのアミノ酸配列から
２つの推定結合モチーフ（GYF ドメインおよび YLL モチーフ）が予測されるが、酵母ツーハイブ
リッド法により同定された結合因子の多くが、いずれかの推定結合モチーフに対応するアミノ
酸配列上の特徴を有していた。以上のことから、同定された結合因子には、EXA1 の機能の発現
に関わる重要な因子が含まれていると予想している。 
 
(2)EXA1 結合因子の細胞内局在解析 
EXA1 が細胞内でどのような因子と機能するのかを明らかにするため、酵母ツーハイブリッド法
で特定した結合因子について細胞内局在を調べた。まず、いくつかの結合因子について GFP 遺伝
子を融合させ、アグロインフィルトレーション法により発現させ、レーザー顕微鏡で観察を行っ
た。その結果、EXA1 の場合と同様に、いくつかの結合因子は細胞質内で特徴的な顆粒状の構造
に局在することが分かった。顆粒状構造がどのような機能や特徴を持った構造なのかは引き続
き検討が必要であるが、EXA1 の細胞内局在を観察した際にも似た構造が観察されることから、
ウイルス増殖に関わる宿主因子を含んだ重要な構造であるかもしれない。 
 
(3)EXA1-結合因子間の結合領域の特定 
酵母ツーハイブリッドで同定されたいくつかの結合因子では、EXA1 に推定される特有の結合モ
チーフ（GYFドメインおよびYLLモチーフ）に対応すると予想されるアミノ酸配列を有している。
EXA1 のなかで結合因子との相互作用に重要なモチーフを特定するため、推定結合モチーフに変
異を導入し、酵母ツーハイブリッド法により結合因子との結合を評価した。その結果、推定結合
モチーフに変異を導入した EXA1 変異遺伝子は、結合因子との結合を失うことが示された。 
 
(4)exa1 変異体における各坑ウイルス免疫の遺伝子変動解析 
exa1 変異体におけるホルモン性免疫および NMD 免疫の変動を明らかにするため、ホルモン性免
疫あるいは NMD 免疫の指標となるマーカー遺伝子の発現解析を行った。ホルモン性免疫の評価
には植物ホルモンであるサリチル酸により発現誘導される PR-1 遺伝子を用いた。NMD 免疫の評
価には、NMD により mRNA の 5’末端構造が異なる variant が生じることが知られている遺伝子
(AT2G45670 など)を用いた。その結果、exa1 変異体においては、ウイルス接種を行った条件もし
くは行っていない条件のいずれでも、野生型植物に比べて PR-1 の発現が上昇することが分かっ
た。また、exa1 変異体と野生型植物では、NMD 発動の程度を示す指標で顕著な違いは見られなか
った。以上のことから、exa1 変異体においては、ホルモン性免疫が活性化されるのに対して、
NMD 免疫は変動していないことが示唆された。 
 
(5)劣性免疫によるウイルス蓄積低下における他の抗ウイルス免疫の影響の評価 
劣性免疫によるウイルス蓄積量の低下に対して、他の抗ウイルス免疫がどのように影響するの
かを調べた。ホルモン性免疫の影響を評価するため、exa1 変異体とホルモン性免疫の欠損変異
体を交配させた二重変異体を用い、ホルモン性免疫のマーカー遺伝子の発現を調べるとともに、
ウイルス蓄積量を exa1 単独変異体と比較した。その結果、二重変異体ではウイルス接種条件下
で単独変異体に比べて PR-1 の発現量が著しく低下したが、ウイルス蓄積量は単独変異体を比較
しても同程度であった。このことから、劣性免疫によるウイルス蓄積量低下には、ホルモン性免
疫は影響しないことが示唆された。次に、NMD 免疫の影響を評価するため、EXA1 の結合因子のう
ち NMD 関連因子である SMG7 の変異体に対してウイルス接種を行った。EXA1 が SMG7 を介して劣
性免疫および NMD 免疫に影響する場合、smg7 変異体でも exa1 変異体と同様にウイルス蓄積低下
が起こると予想した。しかし、smg7 変異体では野生型に比べてウイルス蓄積に顕著な変化が見
られなかった。この結果から、劣性抵抗性におけるウイルス蓄積低下に NMD 免疫は関与しない可
能性が示唆された。 
 
本研究では、EXA1 の欠損により生じる劣性免疫について、EXA1 との結合因子のスクリーニング
や、劣性免疫に対する他の抗ウイルス免疫の影響を調べることにより、抗ウイルス免疫間の相互
作用に迫った。その結果、EXA1 は NMD 関連因子の SMG7 と結合し、exa1 変異体ではホルモン性免
疫のマーカー遺伝子の発現が上昇することが分かった。その一方で、NMD 免疫とホルモン性免疫
は、劣性免疫におけるウイルス蓄積抑制には影響しないことが示唆された。以上のことから、ウ
イルスに対する劣性免疫は、ウイルス以外の他の病原体に対する免疫に影響する可能性が示唆
された。 
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