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研究成果の概要（和文）：アブラナ炭疽病菌を含む複数の病原菌を認識するデュアルR蛋白質システムは、RPS4
とRRS1が協調して病原菌に対する抵抗性を誘導する。この作業仮説ではRRS1がRPS4の制御因子として機能すると
推察した。そこで、RRS1のC末端領域に変異を導入して、アブラナ炭疽病菌およびトマト斑葉細菌病菌に対する
応答反応を調査した。その結果、C末端領域のアミノ酸置換によって両病原菌に対して感受性となる領域や、過
剰に抵抗性が誘導される領域が存在することが明らかとなった。本研究により、RRS1のC末端領域が多様な病原
体の認識機構に関わり、病原菌を認識するために重要な役割を担っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that the dual R-protein system, which recognizes 
multiple pathogens including Colletotricum higginsianum, induces resistance through the 
collaboration between RPS4 and RRS1. In this hypothesis, we suggest that RRS1 functions as a 
regulatory factor for RPS4. Therefore, we investigated the response to C. higginsianum and 
Pseudomonas syringae by introducing mutations in the C-terminal region of RRS1. The results showed 
that amino acid substitutions in the C-terminal domain conferred susceptibility to both pathogens, 
as well as regions that led to excessive resistance. This study revealed the involvement of the 
C-terminal region of RRS1 in the recognition mechanism of diverse pathogens.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 抵抗性蛋白質　エフェクター　アブラナ科炭疽病菌　シロイヌナズナ　植物免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物と植物が生存するためには、病原体を認識し、排除するシステムが不可欠である。これまで、個々のR蛋白
質はそれぞれ単独で機能し、病原体と１対１で対応すると考えられていた。このため、シロイヌナズナのゲノム
上に存在するわずか150個のR遺伝子で、数十万の病原微生物にどのように対応しているのか説明が困難であっ
た。しかし、本研究成果により、わずかなR遺伝子で無数の病原体に対応するメカニズムを解明し、植物の免疫
系も動物と同様に少ない遺伝子を組み合わせることで多様な病原体を認識して防御系を発動していることが明ら
かとなった。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物病原糸状菌のゲノム上には、宿主植物の防御応答を

阻止するために発達させた 1000 種以上の分泌蛋白質遺伝
子（以下、エフェクターとする）の存在が推定され、これ
らのエフェクターを宿主植物細胞内に分泌することで、感
染を成立させると考えられている。これに対して、植物は
R 蛋白質を介して病原菌のエフェクター（特に、AVR エフ
ェクターという）を認識し、抵抗反応を発動させることで
対抗している。私たちは、シロイヌナズナのゲノム上で隣
接する２つの R 蛋白質(RPS4 と RRS1)がセットで、異な
る 5 種の病原体（アブラナ科野菜類炭疽病菌：以降、アブ
ラナ炭疽病菌と略す、ウリ類炭疽病菌、トマト斑葉細菌病
菌、青枯病菌、黒腐病菌)の攻撃を認識して抵抗反応を起動
することを世界に先駆けて発見し、植物による病原体の認
識と応答反応における新説“デュアル R 蛋白質システム”
を提唱した 1, 2)。これまでの私たちの研究から、RPS4 お
よび RRS1 が協調的に働いて複数の病原体に対する抵抗
反応に関与すること、また、RRS1 が本システムの制御因
子であり、病原体を認識していることが示唆されている。
さらに、R 遺伝子（蛋白質）は植物の科(family)を超えて
は機能しないという植物病理学の定説を覆し、シロイヌナ
ズナ由来のデュアル R 遺伝子を異なる科の作物へ導入す
ることで病害抵抗性作物を創製できることを世界で初め
て実証した 3)。 
最近、デュアル R 蛋白質システムを構成する RRS1 の C

末領域に存在する WRKY モチーフが病原体の AVR エフ
ェクターに対する“おとり”になり、抵抗性が発揮される
という decoy(おとり)モデルが提唱された。しかしながら、
デュアル R 蛋白質システムを構成する因子およびその機
能の詳細や、本システムが複数の病原体を認識する機構については十分に分かっていない。また、
アブラナ炭疽病菌の AVR エフェクターの同定には至っていない。 
 
２．研究の目的 
病害抵抗性育種では、R遺伝

子を発見し、作物に導入する
ことが伝統的に行われてき
た。しかし、R 遺伝子を異な
る「科」の作物に単独で形質
転換しても、抵抗性が安定的
に発揮できない例が数多く
報告されており、これは植物
の「科」間ゲノムのコンフリ
クトと捉えることができる。
しかし、私たちはゲノム上で隣接したデュアル R 遺伝子セットを同時に異なる「科」の植物に
導入した場合、抵抗性が付与され、生育も正常であることを明らかにした（図参照）。私たちが
独自に開発した網羅的なモチーフ・ドメイン検索プログラム Ex-DOMAIN (exhaustive domain 
and motif annotator using InterProScan)4)により、このような R 遺伝子セットはシロイヌナズ
ナのゲノム上に少なくとも 46 セット、キュウリのゲノムには 10 セット存在した。これら遺伝
子セットも同様な機能を有することが期待され、本システムの普遍性を示唆している。また、他
のグループにより、これまでにゲノムが解読された植物種においてもデュアル R 遺伝子セット
が発見されている。本メカニズムを明らかにすることは、モデル植物において蓄積された植物免
疫の知見が様々な植物において応用可能となり、かつ、様々な植物に存在するデュアル R 遺伝
子セットを活用することで耐病性育種のための遺伝子資源が豊富になる。また、生物間相互作用
による適応共進化の謎を明らかにし、新規な抵抗性育種法の開発に貢献する。本研究の成果は、
病害抵抗性作物の創製や、植物の抵抗性発動を標的とした次世代型の病害防除剤であるプラン
トアクティベーター（植物免疫賦活剤）の開発に寄与する。 
AVR エフェクターの探索については、これまでに 3 種の炭疽病菌のゲノムを解読し、約 300 種

のエフェクター遺伝子をクローニングした。これらの遺伝子についてデュアル R 遺伝子を導入
した Nicotiana benthamiana に対する応答を解析することで、アブラナ炭疽病菌の AVR エフ



ェクターを同定する。 
 本課題では、デュアルR蛋白質システムを構成する 2つのR蛋白質(RPS4/RRS1)のうちRRS1
について、RRS1 の各モチーフおよび C 末端領域の多様性が病原体（AVR エフェクター）の認
識とどのように関わっているのかを明らかにすることで、デュアル R 蛋白質システムによる多
様な病原体の認識機構の全貌を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) アブラナ炭疽病菌の AVR エフェクターの同定 
デュアル R 蛋白質（RPS4/RRS1）は、アブラナ炭疽病菌が分泌する AVR エフェクターを認識

することで抵抗性を発動すると考えられることから、本 AVR エフェクターを発見することでデ
ュアル R 蛋白質システムの全貌を解明できる。これまでにアブラナ炭疽病菌の約 300 種のエフ
ェクター遺伝子をクローニングした。N. benthamiana はアグロバクテリウムを用いて葉へ遺伝
子を注入し、葉の一部のみにおいて一過的に遺伝子を発現させて解析することが可能なシステ
ムである。このシステムを用いて、デュアル R 遺伝子を形質転換した N. benthamiana に約 300
種のエフェクター遺伝子を注入し、抵抗反応である過敏感細胞死を指標として選抜することで、
AVR エフェクターを同定する。 
 
(2) R 蛋白質 RRS1 に特徴的なモチーフおよび C 末端領域の多様性と病原体認識機構の解明 
私たちは RRS1 が RPS4 の制御因子と予想しており、RRS1 の機能を解明することで、2 つの

R 蛋白質の相互作用を明らかにする。RRS1 の各モチーフおよび C 末端領域にアミノ酸置換を
導入し、RPS4 との相互作用を生化学的解析および、N. benthamiana のシステムを用いて細胞
レベルの実験系により解析し、病原体認識に関わるドメインを特定する。 
 
(3) デュアル R 蛋白質システムによる複数の病原体認識機構の解明 
既に同定済みの病原細菌が分泌する AVR エフェクター（AvrRps4、PopP2）と、アブラナ炭疽

病菌が分泌する AVR エフェクターを認識する RRS1 の認識ドメインとの結合実験および、N. 
benthamiana のシステムを用いて細胞レベルの実験系により解析し、本ドメインによる多様な
病原体の認識機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) アブラナ炭疽病菌の AVR エフェクターの同定と AVR エフェクター - RRS1 間相互作用の
解明 
当初に想定された通り、AVR エフェクターの同定は非常に困難であった。現在までに、アブラ

ナ炭疽病菌が有する 1000 種以上の推定エフェクターのうち、約 500 遺伝子について評価した
が、１次選抜で取得したエフェクター候補遺伝子では過敏感反応を誘導するエフェクターが高
い確率で認められたのに対して、3 次選抜以降では、その確率は低下した。これはエフェクター
を予測するアプリケーションの精度に起因すると考えられた。また、低発現系では AVR エフェ
クター特有の抵抗反応が認められる候補遺伝子が得られたが、高発現系では顕著な特異性が認
められなかった。現時点では、デュアル R 蛋白質システムが特異的に認識する AVR エフェクタ
ーの同定には至っていないが、R 蛋白質を介さず、インフィルトレート接種のみで過敏感反応を
誘導するエフェクターが数種類得られており、これらが宿主植物に対して、感染時に機能する可
能性が示唆された。これらのエフェクターについて、インフィルトレート条件を検討し、デュア
ル R 蛋白質システムの AVR エフェクターとしての機能を検討する。 
次いで、アブラナ炭疽病菌にランダムな変異を導入し、炭疽病菌に抵抗性を示すシロイヌナズ

ナ生態型 Ws-2 に感染する変異株の探索を行った。本実験は、目的とする AVR エフェクター遺
伝子が破壊されたことで、デュアル R 蛋白質システムが炭疽病菌の侵入を認識できなくなり、
感染が成立することが想定されることによる。4315 個の変異株をスクリーニングした結果、弱
い感染を示す変異株が得られたものの、感染が成立した変異株の取得には至らなかった。以上に
より、炭疽病菌のゲノム上に存在する AVR エフェクターは単独ではなく、複数種存在する可能
性が示唆された。 
 
(2) R 蛋白質 RRS1 に特徴的なモチーフおよび C 末端領域の多様性と複数の病原体認識機構の
解明 
デュアル R 蛋白質システムを構成する RRS1 蛋白質の C 末端領域が病原菌の認識に関わって

いるとの作業仮設を立てた。そこで、RRS1 の C 末端領域の機能を明らかにするため、本領域に
アミノ酸置換を導入し、その機能を解析した。C 末端に変異を導入した変異型 RRS1 遺伝子を、
RRS1 遺伝子が欠損しアブラナ炭疽病菌およびトマト斑葉細菌病菌に対して感受性を示す rrs1-
1 シロイヌナズナ変異体へ導入し、T3 ホモラインを作製した。次いで、本形質転換体に両病原
菌を接種して感受度検定を行った。アミノ酸を置換した領域が病原菌の認識に関与しない場合
は、機能相補により病原菌に対して抵抗性を示すようになる。その結果、変異型 RRS1 遺伝子を
導入した形質転換体のうち、機能相補しないアミノ酸領域が明らかとなり、RRS1 の C 末端領
域の 18 アミノ酸が両病原菌の認識に関与する重要な領域であることが示唆された。一方で、
RRS1 の C 末端領域の 6 アミノ酸への変異は、植物に恒常的な抵抗性を誘導し、かつ、奇形葉



を生じるとともに生育の抑制が認められた。このことは、本アミノ酸領域が RPS4 の制御に関
与していることを示唆している。また、C 末端領域からさらに上流の 3 ヶ所のアミノ酸におい
て、その置換によりアブラナ炭疽病菌に対して感受性となる領域が認められた。以上により、
RRS1 の構造が複数の病原菌を認識するために重要な役割を担っていることが示唆された。 
 

(3) デュアル R 蛋白質システムによる複数の病原体認識機構の解明 
RRS1 の C 末端領域は、青枯病菌 Ralstonia solanacearum の認識に関わっていることが報告

されている 5)。本課題においても、RRS1 の C 末端領域がアブラナ炭疽病菌およびトマト斑葉細
菌病菌の認識に関わっていることが明らかとなった。そこで、RRS1 の C 末端領域の 24 アミノ
酸配列のうち、RPS4 の制御に関与する可能性が示された 6 アミノ酸に着目した。本領域をアラ
ニンに置換した変異型 RRS1 はアグロバクテリウムを介した実験系において、RPS4 との共イ
ンフィルトレートにより抵抗反応である過敏感細胞死を誘導した。本検定系を用いて、RPS4 の
制御に関わるアミノ酸の特定を試み、RRS1 の C 末端領域と RPS4 の作用部位が推定できた。 
 

(4) まとめ 
エフェクターを認識する受容体（R 蛋白質）の多くは、核酸結合ドメイン (nucleotide binding 

site: NB)とロイシンリッチリピートドメイン(leucine-rich repeat domain: LRR)を有しており
NB-LRR 型受容体(NB-LRR receptor: NLR)と呼ばれている。ペア NLR である RPS4/RRS1 に
よる病原体の受容と免疫誘導は、RRS1 が有する WRKY ドメインが decoy(おとり)として機能
しエフェクターを受容する。次いで、RRS1 の変化を RPS4 が認識し、免疫シグナルは
EDS1/PAD4 および EDS1/SAG101 を経て、それぞれヘルパーNLR である ADR1 および NRG1
に伝達され、過敏感反応を誘導すると考えられている 6, 7)。本研究により、異なる 2 つの NLR
である RPS4/RRS1 ペアがセンサーNLR となり、複数の病原体（異なるエフェクター）を認識
することが示唆された。 
現在、作物の病害の防除は殺菌性の化学合成農薬に大きく依存しているが、病原体の薬剤耐性

の発達が深刻化している。植物が本来備えている病気に対する抵抗力を活用した病害防除技術
（R 遺伝子を利用した病害抵抗性作物の育種、プラントアクチベーターなど）を普及すること
で、病害虫の薬剤耐性の発達を抑制し、病害虫による被害を抑えて作物増収が達成できれば、持
続的かつ付加価値の高い作物生産に貢献する。 
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