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研究成果の概要（和文）： 
 植物—病原体相互作用の場において、菌の生産する毒素は病原性因子として、一方、エリシタ
ーは非病原性因子として機能する。両者は植物細胞死（プログラム細胞死）の誘導因子という
共通の作用を示すが、その病理学的意義は正反対である。本研究では、宿主特異的 AAL 毒素
および INF1エリシターを用いて、necrotrophic病原菌Aiternaria alternataの感染過程においては、
毒素／エリシターの区別なく誘導される細胞死が菌の感染を有利に導き、両者ともに病原性因
子として機能することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Toxins and elicitors from plant pathogens appear to function as virulence and avirulence factors, 
respectively. While, both factors have a common role as an inducer for programmed cell death in plant 
cells. Here we provide evidence that cell death in a host plant induced by both host-specific AAL-toxin 
and INF1 elicitor leads to the compatible reaction in the infection process of necrotrophic plant pathogen 
Alternaria alternate. Both the toxin and the elicitor might act as pathogenicity factors in 
host-necrotrophic pathogen interactions. 
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１．研究開始当初の背景 
 植物—病原体相互作用の場において、感染
に対する最も顕著な植物応答は感染組織の
細胞死である。この細胞死は、病原が、糸状
菌、細菌、またはウイルス等様々であろうと
も、普遍的に観察される現象の一つである。
さらに細胞死は、親和性あるいは非親和性の
関係、すなわち、植物が感受性あるいは抵抗
性両者の場合においても認められる。それら
の代表的事例は、感受性植物において病原菌
毒素により誘導される細胞死であり、抵抗性
植物の場合は過敏感細胞死である。細胞死の

病理学的意義は、多種多様な植物—病原体の
組み合わせにおいて検討されおり、特に近年、
プログラム細胞死との関連で議論されるこ
とが顕著である。このような細胞死研究の流
れにおいて、病理学的に重要な疑問が浮かび
上がってきた。それは、「非親和性（抵抗性）
と親和性（感受性）の組み合わせそれぞれに
おいて現れる細胞死は、機能的、機構的に区
別されうるのか？」という疑問であり、言い
換えれば、「細胞死（プログラム細胞死）が
非親和性・親和性両者の関係において誘導さ
れるなら、なぜ前者の場合は、植物の抵抗性
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（菌の拒絶化）に、一方後者では、植物の感
受性（菌の受容化）という全く正反対のアウ
トプットに至るのか？」という問いかけであ
る。さらに病原菌側にたてば、この質問は、
共に細胞死誘導因子である毒素あるいはエ
リシター（過敏感反応誘導因子としてのエリ
シター）の本質的な意義と機能の比較という
点に向かうと考えられる。 
 Alternaria 属菌は殺生菌（necrotroph）ある
いは腐生菌として知られ、宿主植物にのみ毒
性を示す二次代謝産物（宿主特異的毒素）を
生産することが明らかとなっている。一般的
に宿主特異的毒素を処理した感受性細胞で
は、膜電位の脱分極、イオンフラックスの変
化など、過敏感細胞死によく似た現象が誘起
されることは以前より知られていた。また近
年、トマトアルターナリア茎枯病菌（A. 
alternata tomato pathotype）が生産する AAL
毒素などは、それぞれの宿主細胞に対してプ
ログラム細胞死（アポトーシス）を誘導する
ことが明らかにされている。すなわちこれら
の病原菌は、宿主細胞の自殺を促し、最終的
に感染を成立させているようにも見なすこ
とができる。一方、さび病菌などに代表され
る活物寄生菌（biotroph）、あるいはジャガイ
モ疫病菌（Phytophthora infestans）など感染過
程において少なくとも一時期は生細胞との
相 互 作 用 が 必 要 で あ る 半 活 物 寄 生 菌
（hemibiotroph）においては、遺伝子対遺伝子
説に基づく相互作用の結果として生じる過
敏感細胞死が抵抗反応の主役となっている。
例えば、Phytophthora 属菌は、INF1 などペプ
チド性のエリシチンエリシターを生産し、非
宿主に過敏感細胞死を伴う抵抗反応を誘導
する。このようなエリシター誘導性細胞死も
またプログラム細胞死（アポトーシス）であ
ることは広く認識されている。 
 上述のように、抵抗性／感受性の組み合わ
せにおいて生じる細胞死が、プログラム細胞
死の範疇に含まれるという事実は、植物病理
学研究の歴史の上でも非常に重要な発見で
あり、その誘導機構、シグナル伝達過程など
に関する分子レベルの研究が、世界中で進行
している。しかしこれらの検討は、抵抗性あ
るいは感受性の組み合わせにおける細胞死
それぞれに焦点を絞ったものである。 本研
究課題では、病原菌由来の毒素として宿主特
異的 AAL 毒素，エリシターとして疫病菌由
来の INF1 を材料として、上記の問いかけに
対する決定的な実証的解答を得ることを目
指す。得られた成果は、絶対寄生菌（biotroph）
から殺生菌（necrotroph）に至る広範な植物病
原体と植物の相互作用、また抵抗性と感受性
という病理学的には全く正反対な現象を統
一的に理解，解釈する手がかりとなることが
期待される。 
 

２．研究の目的 
 申請者らは、すでに AAL 毒素の大量純化
法を確立している。また、毒素生合成遺伝子
クラスター全領域を A. alternata トマト菌か
らクローニングしており、本菌の形質転換系、
遺伝子ターゲッティング（ノックアウト）系
も確立した。一方、P. infestans の INF1 エリシ
ターに関しては、S. Kamoun 博士との共同研
究により、inf1 遺伝子クローンを入手してお
り、INF1 蛋白質の大量調整も可能である。以
上を踏まえて本研究では、以下の点について
検討する。①INF1 エリシターを前処理したタ
バコ・トマト植物に necrotroph 病原体である
A. alternata を接種し、エリシター誘導性の過
敏感細胞死（プログラム細胞死）の影響を調
査する。②逆に、AAL 毒素処理した毒素感受
性トマト植物に、P. infestans トマト菌を接種
し、毒素の(hemi)biotroph 菌に対する影響を検
定する。さらに、③それぞれの化合物処理葉、
菌接種葉における抵抗反応のマーカー遺伝
子の発現を調査する。これらの組み合わせに
より、エリシター／毒素が互いの機能を相補
できるのかどうかが明らかとなる。すなわち、
エリシター処理組織において necrotroph 菌の
感染が成立すれば、その菌にとってエリシタ
ーは毒素と機能的に同義である。しかし、毒
素の機能が単に細胞死を誘発することでな
く、さらに付加的な要因（抵抗反応系の停止
など）も包含しているなら、感染は成立しな
いと考えられる。一方、毒素／(hemi)biotroph
菌の組み合わせで感染が抑制されるならば、
本来感受性誘導因子であるはずの毒素も、本
菌にとってはエリシターと同義であると見
なされよう。 
 以上の検討結果を踏まえ、さらに研究計画
の次のステップでは、エリシター／毒素分子
自体のヘテロロガス発現系を利用した検討
を進める。すなわち、④疫病菌由来 INF1 エ
リシター遺伝子 inf1 を、A. alternata 中で高発
現させ、INF1 生産 necrotroph 菌を作出する。
この場合、非病原性 A. alternata を用いれば、
INF1 生産 A. alternata を、AAL 毒素生産菌（ト
マト茎枯病菌）を用いれば、INF1／AAL 毒素
ダブル生産菌の創出が可能である。また、⑤
AAL 毒素生合成系を導入した疫病菌の作出
も試みる。以上のストラテジーにより作出し
た組換え菌を植物に接種し、感染の正否を検
定することにより、エリシター／毒素の機能
と意義が明確になると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、これまで宿主特異的毒素研
究に携わっており、近年、トマトアルターナ
リア茎枯病菌などにおいて、毒素生合成遺伝
子のクローニングに成功している。さらに、
トマト菌においては、毒素生合成遺伝子クラ
スター全域の構造および機能解析、さらに毒



 

 

素生合成を支配する CD 染色体の解析を通し
て、病原性の進化に関する知見を蓄積してい
る。また、これら研究を通して、Alternaria
属菌における遺伝子導入、遺伝子ターゲッテ
ィングの系を確立している。一方、共同研究
者は、疫病菌を材料として、エリシターによ
る抵抗反応誘導機構、細胞死誘導に至るシグ
ナル伝達系の分子解析において、先端的な研
究を展開している。従って、両研究グループ
の共同研究により、従来、個別の系として扱
われてきた毒素とエリシターによる細胞死
という生物現象を包括的に取り扱い、比較解
析を進めることが可能となった。これは、当
該分野における極めて合理的かつ先進的な
研究形態であると考えている。これらの成果
に基づき、本研究課題では、毒素とエリシタ
ー、さらにその作用の結果誘導される細胞死
をキーワードとして、正反対の病理現象であ
る抵抗性／感受性両者の接点を見出し、植物
—病原体相互作用の統一的理解を目指すもの
である。研究方法は以下の通りである。 
 
(1) エリシターによる過敏感細胞死が
necrotrophic 病原体の感染に及ぼす影響 
 INF1 エリシターに関しては、S. Kamoun 博
士の協力により、inf1 遺伝子クローンを用い
た INF1 蛋白質の大量調製が可能である。
INF1 を前処理したタバコあるいはトマト植
物に A. alternata を接種し、エリシター誘導性
の過敏感細胞死（プログラム細胞死）の影響
を調査する。GFP 発現 A. alternata マーカー菌
株（作出済み）を用いて、感染行動を詳細に
検討する。また、リアルタイム PCR 法を利用
した感染組織内における菌のバイオマス定
量法を確立して、菌の組織内進展度を正確に
評価する。今回、新たなアイデアとして、INF1
および AAL 毒素両者に高度感受性の野生種
タバコ N. umbratica を材料とすれば、毒素と
エリシター両者による壊死の影響を正確に
比較することが可能となる。エリシター処理、
菌接種した組織における各種抵抗反応関連
遺伝子、シグナル伝達関連遺伝子の発現を同
時に調査し、感染行動と対比させる。 
 
(2) エリシター／毒素分子のヘテロロガス発
現系を利用した機能解析  
 上述したエリシター／毒素の比較実験の
結果を踏まえ、以下の検討を進める。計画の
基本は、遺伝子組換え（導入あるいは KO）
系を利用した、自然界には存在しないエリシ
ター（INF1）生産 necrotroph 菌（A. alternata）
の作出である。 
 疫病菌由来 INF1 エリシター遺伝子 inf1 を、
高発現プロモーターである Pgpd 制御下で A. 
alternata（GFP 発現株）中において発現させ、
INF1生産 necrotroph菌を作出する。この場合、
非病原性 A. alternata 由来の INF1 生産 A. 

alternata、また、AAL 毒素生産菌（トマト茎
枯病菌）由来の、INF1／AAL 毒素ダブル生産
菌の両者を作出する。inf1 発現 A. alternata の
INF1 生産能を検定すると共に、タバコ、トマ
ト植物への接種実験を行う。GFP 発現 A. 
alternata マーカー菌株を用いて感染行動を詳
細に検討すると同時に、リアルタイム PCR 法
を利用した感染組織内の菌バイオマス定量
法を利用して、評価を行う。 
 
４．研究成果 
 INF1 エリシターおよび病原菌毒素による
細胞死が A. alternata の感染に及ぼす影響 
 necrotrophic 病原菌である A. alternata 菌群
は、細胞死を誘導する宿主異的毒素(HST)生
産に依存して感受性植物への感染を成立さ
せる。一方 Phytophthora 属は、過敏感反応(HR)
細胞死を誘導するエリシチンエリシターに
より、非宿主植物に抵抗反応を誘導する。本
研究では、感受性あるいは抵抗性という異な
る相互作用に関与する細胞死の意義と、それ
を誘導する毒素／エリシターの病理学的役
割を比較検討した。HST 非生産性 A. alternata
は、非宿主である Nicotiana benthamiana 上で
HR 細胞死を誘導せず侵入菌糸も形成しない。
一方、N. benthamiana に HR 細胞死を誘導す
る INF1 エリシター、あるいは A. alternata が
生産する非特異的毒素であるテヌアゾン酸
を処理後、非病原性 A. alternata を接種すると，
形成された壊死組織中への菌糸進展および
胞子形成が観察された。A. alternata の感染は、
エリシター／毒素の区別なく形成された壊
死により導かれることが示唆されたため、
INF1 生産 A. alternata を形質転換により作出
し、その感染行動を観察した。その結果、inf1
遺伝子発現形質転換体の培養濾液処理によ
り N. benthamiana 上に HR 様細胞死が誘導さ
れたが、胞子接種では N. benthamiana への感
染は認められなかった。 
 
 細胞死誘導型エリシターおよび毒素の A. 
alternata 感染に与える影響 
 トマトアルターナリア茎枯病菌（ A. 
alternata tomato pathotype，茎枯病菌）が生産
する宿主特異的 AAL 毒素は感受性植物に細
胞死を誘起し、菌の感染を成立させる。一方
Phytophthora 属が生産するエリシチンエリシ
ターは非宿主に過敏感反応細胞死を伴う抵
抗反応を誘導する。本研究では、AAL 毒素と
エリシチンエリシターINF1 を処理した N. 
benthamiana（AAL 毒素非感受性）および N. 
umbratica（AAL 毒素感受性）に茎枯病菌ある
いは毒素非生産性 A. alternata を接種し、A. 
alternata の感染における細胞死誘導型エリシ
ターと毒素の役割について比較検討した。N. 
umbratica への茎枯病菌接種では壊死を伴う
菌の感染が観察された。N. benthamiana ある



 

 

いは N. umbratica 上で A. alternata の感染が成
立しない組み合わせにおいては、AAL 毒素あ
るいは INF1 処理で細胞死を誘導すると、壊
死組織中への菌の進展が観察された。以上の
結果から、necrotrophic 病原菌 A. alternata の
感染過程においては、エリシター／毒素の区
別なく誘導される壊死が菌の感染を有利に
導き、毒素・エリシターともに病原性因子と
して機能することが示唆された。 
 
グルタチオンペルオキシダーゼ NuGPX1 の
AAL 毒素による細胞死への関与 
 AAL毒素は、トマトアルターナリア茎枯病
菌の生産する宿主特異的毒素であり、宿主に
プログラム細胞死を誘導する。しかし、細胞
死のシグナル伝達経路は明らかになってい
ない。そこで、AAL毒素や茎枯病菌に感受性
であるN. umbraticaを用いて、AAL毒素による
細胞死に関与する因子の単離を試みた。ウイ
ルス誘導型ジーンサイレンシング法でラン
ダムに遺伝子をサイレンシングした N. 
umbraticaに茎枯病菌を接種し、病徴が抑制さ
れることを指標として約 5,000 遺伝子をスク
リーニングした。その結果、Glutathione 
peroxidase (GPX) 遺伝子NuGPX1 が得られた．
さらに，NuGPX1 サイレンシング葉では、AAL
毒素による毒素細胞死も抑制された。GPXは、
グルタチオンによるH2O2

 

の還元を触媒する
酵素である。AAL毒素処理したN. umbratica
葉では活性酸素の蓄積が確認されたことか
ら、NuGPX1 の局在する細胞内小器官での活
性酸素の蓄積量が毒素細胞死に重要な役割
を果たすと考えられる。 

エチレンシグナル経路のFumonisin B1による
プログラム細胞死への関与 
 N. umbratica において AAL 毒素による細胞
死にエチレンシグナル経路が重要な役割を
果たすことを明らかにし、AP2/ERF 転写因子
である NuERF4 が AAL 毒素細胞死に関与す
ることを示した。さらに、シロイヌナズナに
おいてもエチレン経路および NuERF4 ホモロ
グがプログラム細胞死に関与するか調べる
た め 、 AAL 毒 素 の 構造 類 似体 であ る
Fumonisin B1 (FB1) を用いた。FB1 でエチレ
ンシグナル変異体を処理すると野生型の植
物と比較して細胞死が遅延した。NuERF4 の
AP2ドメインとシロイヌナズナのERFのAP2
ドメインを用いた多重アミノ酸解析の結果、
NuERF4 のシロイヌナズナのホモログである
シロイヌナズナ ERF4 homolog (AEH1) を特
定した。FB1 で aeh1 変異体を処理したところ，
細胞死が遅延した。また、AEH1 の過剰発現
体を作出し、野生型と比較して発現量が変化
する遺伝子をマイクロアレイにより探索し
た結果、候補遺伝子を同定した。 
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