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研究成果の概要（和文）：植物のNB-LRR型受容体は、病原菌が植物細胞内に分泌するエフェクターを認識して強
い免疫反応を誘導する。しかし、NB-LRR受容体がどのように免疫反応を誘導しているかについては殆ど理解され
ていない。本研究では、イネのNB-LRR型受容体Xa1に相互作用する転写因子ERF101を同定し、ERF101がXa1誘導免
疫の正の制御因子として働くことを明らかにした。さらに、白葉枯病菌のTALエフェクターが転写因子として宿
主遺伝子の発現を誘導することが知られているが、TALエフェクターが宿主の転写装置を利用していることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：Plant NB-LRR receptors recognize pathogen-derived effectors secreted into 
plant cells, and induce strong immune responses. However, the molecular mechanism of how NB-LRR 
receptors induce immunity is largely unknown. In this study, we found that rice transcription factor
 ERF101 that interacts with rice NB-LRR receptor Xa1 functions as a positive regulator for 
Xa1-mediated immunity. Bacterial transcription activator-like (TAL) effectors possess the 
transcriptional activity that induces expression of host genes. We found that TAL effectors utilize 
host proteins involved in transcriptional regulation. 

研究分野：植物免疫学

キーワード： 植物免疫　NB-LRR　エフェクター　イネ　病害抵抗性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的な環境変動により、病害虫の発生地域が変化・拡大することで、農業生産に大きな損失をもたらしてお
り、新たな耐病性技術の開発が望まれている。NB-LRR型受容体は、様々な病虫害に対して抵抗性を誘導するた
め、古くから農業現場で利用されてきた。しかし、NB-LRR型受容体が未だにどのように免疫反応を誘導している
かは理解されていない。NB-LRR型受容体の免疫活性化機構を理解できれば、病害虫抵抗性を付与する次世代型農
業技術の開発に貢献することが期待される。また、病原菌のエフェクターは病原力の鍵因子として働いており、
その機能解明は、病原菌の増殖を抑制する技術に結びつくことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 耐病性育種では、古くから、病原体に対して強い抵抗性を誘導する病害抵抗性遺伝子座が広く

利用されてきた。この病害抵抗性遺伝子座がコードするタンパク質の多くは、NB-LRR 受容体で

あり、1,990 年代中頃から、病害抵抗性遺伝子として、多数の NB-LRR 受容体が同定されている。

ここ 20年の研究により、NB-LRR 受容体は、病原菌のエフェクターを認識する受容体であること

が明らかになった。また、植物は非常に多くの NB-LRR 受容体をもつことから、NB-LRR 受容体が

病害抵抗性の獲得において中心的な役割を果たしてきたことが示唆される。しかし、NB-LRR 受

容体によるエフェクターの認識機構に関しては、知見が増えつつある一方で、NB-LRR 受容体が

どのように免疫反応を活性化しているかは殆ど明らかになっていない。さらに、NB-LRR 受容体

は、病原菌だけにとどまらず、害虫の認識に関わる重要な受容体であり、本受容体による免疫誘

導機構の解明は、育種学、植物病理学、害虫学に渡る農学研究において極めて重要な課題である

と考えられる。 

イネの最重要病害の一つである白葉枯病を引き起こす白葉枯病菌 (Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae)は、イネ細胞内に Transcription activator-like(TAL)エフェクターを分泌する。TAL エ

フェクターは、イネの核において転写因子として働き、病原菌の増殖に有利な環境を作り出す宿

主遺伝子の発現を誘導することが知られている。しかし、TAL エフェクターが、どのように宿主

遺伝子の発現を誘導しているかについては全く明らかになっていなかった。植物に重要病害を

引き起こす Xanthomonas 属の病原菌において、TAL エフェクターは病原力の鍵因子として働いて

おり、その制御機構の解明は、耐病性育種に貢献することが期待される。 

 

２．研究の目的 

イネの白葉枯病抵抗性タンパク質として同定されている NB-LRR 型受容体 Xa1 は、白葉枯病菌

の TAL エフェクターを認識して、免疫反応を誘導することが知られているが、Xa1 が、どのよう

に TAL エフェクターと相互作用し、どのように免疫反応を誘導しているかは不明であった。そこ

で、Xa1 と TAL エフェクターの間の相互作用を解析し、Xa1 による TAL エフェクターの認識機構

を明らかにする。さらに、Xa1 の相互作用因子として同定した転写因子 ERF101 の解析を行い、

ERF101 が Xa1 誘導免疫にどのように関与しているかを明らかにする。さらに、TAL エフェクター

と相互作用する宿主因子を同定し、TAL エフェクターがどのように宿主遺伝子の転写を制御して

いるのかを明らかにする。これら一連の研究により、NB-LRR 型受容体による免疫反応の誘導機

構と TAL エフェクターによる転写制御機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 
(1) タンパク質の細胞内局在解析 
 各タンパク質の N末端側あるいは C末端側に、GFP を融合させたタンパク質を発現させるため
のコンストラクトを作成する。それらをイネのプロトプラストで一過的に発現させ、蛍光顕微鏡
で細胞内局在を解析した。 
 
(2)タンパク質間相互作用の解析 
 細胞内におけるタンパク質間相互作用を解析するため、Bimolecular fluorescence 
complementation (BiFC)法および Split NanoLuc Luciferase complementation(SNLC)法を用い
た。BiFC 解析には、VENUS 蛍光タンパク質を N 末端側と C 末端側に分けたコンストラクトを用
い、イネプロトプラストで一過的に発現させ、蛍光顕微鏡を用いて解析した。SNLC 法では、
NanoLuc ルシフェラーゼを Large Bit と Small Bit に分けたコンストラクトを用い、ルシフェラ
ーゼ活性の測定にはプレートリーダーを用いた。酵母 Two Hybrid 法には、LexA と VP16 を用い
た実験系を使用した。 
 
(3)白葉枯病抵抗性の解析 
 イネ葉に、白葉枯病菌の懸濁液をシリンジで注入し、2日後あるいは 4日後の過敏感反応およ
び菌の増殖を解析した。菌の増殖を定量的に解析するために、接種部位から DNA を調製し、リア
ルタイム PCR を用いて、イネのゲノム DNA に対する白葉枯病菌のゲノム DNA の量を解析した。
同様に、接種部位から RNA を調製し、リアルタイム PCR を用いて、SWEET14 の発現量を解析した。 



 
(4) RNA シークエンス解析 
白葉枯病菌の接種部位から RNA を調製し、シークエンスライブラリーを作製した。その後、イ
ルミナ Hiseq4000 を用いて塩基配列を決定した。得られた RNA シークエンスデータを、HISAT2
ソフトウエアを用いて解析した。 
 
(5) 転写活性化解析 
解析するプロモーターにルシフェラーゼのコード領域を連結することで、レポーターコンス
トラクトを作製した。エフェクターの発現には、CaMV35S プロモーターやユビキチンプロモータ
ーを利用したコンストラクトを用いた。イネプロトプラストに、エフェクターとレポーターのコ
ンストラクトを導入し、ルシフェラーゼ活性を測定することで、転写量を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）Xa1 と TAL エフェクターの相互作用解析 

 Xa1 は、ccBED-NB-LRR 型受容体である。Xa1 の細胞内局在を調べるため、全長、ccBED ドメイ

ン、NB(Nucleotide binding)ドメイン、LRR (Leucine rich repeat)ドメインに GFP を付加した

コンストラクトを作製し、イネプロトプラストで一過的に発現させた。その結果、全長と ccBED

では、核で GFP 蛍光が観察され、他のコンストラクトでは細胞質で観察された。この結果から、

Xa1 は核に局在し、ccBED ドメインが核に移行する活性を持つことが明らかになった。しかし、

ccBED ドメインの中のどの配列が核移行シグナルとして働いているかについては特定できなか

った。 

TAL エフェクターは、中央部に DNA 結合ドメインとして働く反復配列をもち、C末端領域に核

移行シグナルと転写活性化ドメインをもつ。白葉枯病菌の TAL エフェクターである AvrXa7 と

Xoo1132 の GFP 融合タンパク質をイネプロトプラストで発現させたところ、TAL エフェクターは

核に局在することがわかった。さらに、C末端側に核移行シグナルがあることと一致して、C末

端側が核に移行する活性をもつことがわかった。 

BiFC 法を用いて、TAL エフェクターが、Xa1 の ccBED、NB、LRR のうち、どのドメインと相互

作用するのかを解析したところ、TAL エフェクターは ccBED ドメインと核で相互作用することが

わかった。TAL エフェクターと ccBED ドメインの相互作用は、イネプロトプラストを用いた SNLC

解析でも確かめられた。しかし、酵母 Two Hybrid 解析では、相互作用は確認できず、ccBED ド

メインと TAL エフェクターは間接的に相互作用していることが示唆された。 

 

（２）Xa1 に相互作用する ERF101 の同定と解析 

 Xa1 による免疫活性化機構を解明するため、ccBED ドメインを利用して酵母 Two Hybrid スク

リーニングを行った。その結果、AP2/ERF 型転写因子である ERF101/RAP2.6 を同定した。BiFC 解

析により、Xa1 と ERF101 が核で相互作用することが明らかになった。Xa1 の ccBED ドメインと

ERF101 の相互作用は、SNLC 解析でも確認された。さらに、SNLC 解析と BiFC 解析により、ERF101

もまた TAL エフェクターと相互作用することがわかった。しかし、ERF101 と TAL エフェクター

の間の相互作用は、ccBED と TAL エフェクターの間の相互作用と比較すると、非常に弱いことが

分かった。その一方で、ERF101 と TAL エフェクターの間の相互作用は、酵母 Two Hybrid 法にお

いても検出された。このことは、ERF101 が、直接 TAL エフェクターと相互作用することを示し

ており、Xa1 が、ERF101 を介して TAL エフェクターを認識している可能性を示唆している。 

 

（３）ERF101 の機能解析 

 Xa1 誘導免疫における ERF101 の機能を解析するため、Xa1 をもつイネ黄玉品種に ERF101 を過

剰発現させるためのコンストラクトを導入した。得られた ERF101 過剰発現体の葉に白葉枯病菌

T7174 株を接種し、Xa1 誘導免疫を解析した。黄玉では、Xa1 による典型的な過敏感反応である

褐色斑と弱い Water soaking が形成された。一方、ERF101 過剰発現体では、Water soaking は見

られず、強い褐色斑が形成された。白葉枯病菌の増殖量を解析したところ、ERF101 過剰発現体

における菌量は、黄玉に比べ非常に減少しており、ERF101 の過剰発現により、強い抵抗性が誘

導されていることが明らかになった。さらに、白葉枯病菌の TAL エフェクターAvrXa7 によって

発現が誘導されるイネ SWEET14 遺伝子の発現を解析したところ、菌の増殖量と一致して、ERF101



過剰発現体では SWEET14 の発現が強く抑制されていた。 

 ERF101 過剰発現体における抵抗性の上昇が、Xa1 に依存しているかを明らかにするため、Xa1

誘導免疫を抑制することが知られている interfering TAL (iTAL)エフェクターをもつ T7133 株

を ERF101 過剰発現体に接種した。その結果、ERF101 過剰発現体では、黄玉と同様に罹病性病斑

が得られた。さらに、Xa1 を持たないイネ日本晴品種を用いて ERF101 過剰発現体を作製したと

ころ、抵抗性の増強が見られなかった。このことから、黄玉バックグラウンドの ERF101 過剰発

現体の抵抗性の上昇は、Xa1 に依存していることがわかった。以上の結果から、ERF101 は、Xa1

誘導免疫において、ポジティブレギュレーターとして働いていることが明らかになった。 

 

（４）erf101 変異体を用いた解析 

ERF101 の 機 能 を 解析す るた め、

CRISPR/Cas9 システムを用いて、ERF101 の

機能欠損変異体を作製した。上記の解析に

より、ERF101 が Xa1 誘導免疫のポジティブ

レギュレーターとして機能していること

が明らかになったため、erf101 変異体では

抵抗性が低下することが予測された。

erf101 変異体に T7174 株を接種したとこ

ろ、黄玉とも ERF101 過剰発現体とも異な

る淡褐色斑が形成された。菌の増殖量を解

析したところ、予測に反して、erf101 変異

体が、ERF101 過剰発現体と同等の強い抵抗

性を誘導していることがわかった。実際、

erf101 変異体では、SWEET14 の発現も抑制されていた。erf101 変異体における抵抗性の向上が、

Xa1 に依存しているかどうかを調べるため、erf101 変異体への T7133 株の接種と日本晴バック

グラウンドの erf101 変異体の作製を行った。それらの解析の結果、erf101 変異体の抵抗性の向

上もまた、Xa1 依存的であることがわかった。この結果から、図１に示すように、ERF101 によっ

て抑制されている X因子が存在し、X因子もまた Xa1 誘導免疫において、ポジティブレギュレタ

ーとして機能していることが推定できた。 

 

（５）ERF101 過剰発現体と erf101 変異体の RNA シークエンス解析 

ERF101 過剰発現体と erf101 変異体は、T7174 株に対して、同程度の強い抵抗性反応を誘導し

た。その一方で、過敏感反応の表現型は大きく異なっていた。このことは、ERF101 過剰発現体

と erf101 変異体では、異なる免疫反応が誘導されていることを示唆している。そこで、ERF101

過剰発現体と erf101 変異体に T7174 株を接種し、RNA シークエンス解析を行った。DEGs 

(differentially expressed genes)を比較したところ、ERF101 過剰発現体と erf101 変異体で

は、異なる遺伝子群の発現が変化していることがわかった。さらに、ERF101 過剰発現体と erf101

変異体において発現が変化した DEG のプロモーター領域のシス配列を解析したところ、ERF101

過剰発現体の DEG では bHLH 型転写因子のシス配列が濃縮され、erf101 変異体の DEG では Myb 転

写因子のシス配列が濃縮された（図１）。この結果より、ERF101 過剰発現体と erf101 変異体で

は、異なる制御系が変化することにより、抵抗性が向上していることがわかった。このことは、

ERF101 と X因子が、Xa1 誘導免疫の異なるシグナル系を制御していることを示唆している。 

 

（６）TAL エフェクターと SRO1a の相互作用 

 白葉枯病菌の TAL エフェクターは、イネの細胞質に分泌された後、TAL エフェクター自身がも

つ核移行シグナルにより核に移行する。しかし、TAL エフェクターがどのように宿主遺伝子の発

現を誘導しているのかについては殆ど明らかにされていない。そこで、TAL エフェクターと相互

作用する因子の探索を行い、SIMILAR TO RCD ONE (SRO)ファミリーに属するタンパク質を見出

した。SRO ファミリーのタンパク質は、WWE ドメイン、 poly (ADP-ribose) polymerase catalytic 

(PARP)ドメイン、RCD1-SRO-TAF4 (RST)ドメインをもち、これまでに多様な転写因子と相互作用



することが知られている。酵母 Two hybrid 解析により、TAL エフェクターが、イネの SRO ファ

ミリータンパク質である OsSRO1a と OsSRO1b と相互作用することが明らかになった。さらに、

BiFC 解析により、OsSRO1a と OsSRO1b は、核で TAL エフェクターと相互作用することが明らか

になった。 

 

（７）OsSRO1a/OsSRO1b による TAL エフェクターの転写制御 

 OsSRO1a と OsSRO1b が、TAL エフェクターの転写活性に与える影響を解析するために、TAL エ

フェクターAvrXa7 によって制御される SWEET14 のプロモーターを単離し、ルシフェラーゼに連

結させたレポーターコンストラクトを作製した。レポーターコンストラクトと一緒に AvrXa7 を

プロトプラストに導入したところ、SWEET14 の転写の活性化が検出された。さらに、SWEET14 の

転写活性は、OsSRO1a と OsSRO1b との共発現により増加した。このことから、OsSRO1a と OsSRO1b

が、TAL エフェクターの転写活性を制御していることが明らかになった。 

 OsSRO1a と OsSRO1b の機能を植物体レベルで解析するために、OsSRO1a および OsSRO1b の機能

欠損変異体の作出を行った。CRISPR/Cas9 法を用いて、OsSRO1a の機能欠損変異体の作出に成功

したが、OsSRO1b については変異体が得られなかつた。OsSRO1b は恒常的に発現していることか

ら、OsSRO1b が再分化過程で重要な機能をもっている可能性が考えられる。OsSRO1a 機能欠損変

異体に、白葉枯病菌 T7174 株を接種し、AvrXa7 による SWEET14 遺伝子の発現を解析した。その

結果、OsSRO1a 機能欠損変異体では、僅かではあるが、野生型に比べて顕著に SWEET14 遺伝子の

発現が減少していることがわかった。差が僅かだった原因として、SRO ファミリーがリダンダン

トに機能している可能性が考えられる。以上の結果から、TAL エフェクターは、SRO ファミリー

と相互作用することで、宿主遺伝子の転写を制御していると考えられる。 
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