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研究成果の概要（和文）：本研究では、ファイトプラズマのもつ花の葉化誘導ペプチド「ファイロジェン」の新
規機能の解明を目的とした。まず葉化以外の植物体への影響を解析するため、「非葉化型」および「葉化型」フ
ァイロジェンの形質転換体を作出するとともに、ウイルスベクターによる簡便かつ効率的なタンパク質発現系を
構築した。また、ファイロジェン遺伝子の多様性を明らかにするため、ファイトプラズマの効率的なゲノム解析
法を構築した。さらに、ファイロジェンの新たな分子機能を解明するため、「非葉化型」ファイロジェンと相互
作用する新規宿主因子を同定し、ファイロジェンによる宿主因子の分解機構を詳細に解析した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to elucidate the novel function of phyllogen, a 
phyllody-inducing peptide in phytoplasmas. To elucidate novel effects on plants, we constructed 
transgenic plants of phyllogen genes and a simple and efficient protein expression system using 
viral vectors. In addition, we developed an efficient genome sequencing method to reveal the 
diversity of phyllogen genes. To elucidate the novel molecular function of phyllogen, we identified 
novel host factors that interact with a non-phyllody inducing phyllogen and analyzed the degradation
 mechanism of host factors by phyllogen in detail.

研究分野：植物保護科学

キーワード： ファイトプラズマ　葉化　ファイロジェン　エフェクター

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
作出したファイロジェン遺伝子の形質転換体およびウイルスベクターを用いた植物体への簡便かつ迅速なタンパ
ク質発現系を目的に応じて使い分けていくことで、ファイロジェンによる植物体への様々な影響を詳細に解析可
能であることが期待される。また、構築したファイトプラズマゲノムの効率的な解読法を用いることで、ファイ
ロジェン遺伝子の多様性および機能分化への理解が進むことが期待される。さらに、ファイロジェンと相互作用
する新規宿主因子や既存の宿主因子の分解機構を詳細に解明したことから、本研究はファイロジェンの新規機能
の解明に向けた基盤的知見となると考えられる。

※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 
病原体から分泌される多種多様なタンパク質(エフェクター)は宿主の様々な細胞機能を改変
し、感染に有利な環境を作り出すため、エフェクターの機能分化や多様化は病原体の進化を理解
する上で重要である[Trends Microbiol (2020) 28:523–535]。しかし、これまでにひとつのエフ
ェクターファミリーに関して機能を統合的に解析し、ファミリー内部での多様化、機能分化の道
筋について理解を試みている事例は少ない。ファイトプラズマは昆虫によって媒介され、世界中
の作物生産に甚大な被害を及ぼす植物病原菌である。そのエフェクターの１つであるファイロ
ジェンは植物の花形成に関わる MADS-box転写因子(MTF)に結合しプロテアソームを介した分
解を誘導することで、ファイトプラズマに共通の症状の１つ、花の「葉化」を引き起こす[The 
Plant Journal (2014) 78, 541–554]。ファイトプラズマは退行的進化を遂げた細菌であり、生存
に必須な限られた遺伝子しか持っていない。そのため、ファイトプラズマ間で高度に保存される
ファイロジェンは病原体進化において重要な役割を担うと考えられる。 
これまでに、ファイロジェンは花形成以外を制御するMTFとも結合することが報告されてい
るため[PLoS Biol (2014) 12, e1001835]、実際は植物のあらゆる生育過程で影響を及ぼしており、
葉化はその一端に過ぎない可能性が高い。また、ファイトプラズマを媒介する昆虫の誘引など葉
化に非依存的な機能も報告されている[Front. Plant Sci (2016) 7:885]。以上のことから、ファイ
ロジェンは様々な機能を獲得・喪失したことでファイトプラズマの宿主適応に貢献した可能性
が高いが、これまでの研究は「葉化」のみに注目されてきたため、機能分化の詳細な分子機構は
未解明のままである。申請者は網羅的なファイロジェン遺伝子の機能解析により、わずか 1 ア
ミノ酸の多型により葉化誘導能を失った「非葉化型」ファイロジェンが複数のファイトプラズマ
に保存されることを見出した[Mol Plant Pathol (2020) 21:1322–1336]。「非葉化型」ファイロジ
ェンは基本的な立体構造や宿主因子との結合活性を保持しつつも標的 MTF との特異性が変化
していたことから、葉化誘導とは独立の新しい標的と機能をもつことが想定され、エフェクター
を用いた病原体進化の観点から極めて興味深い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、「非葉化型」ファイロジェンに着目し、葉化とは独立したファイロジェンの新規
機能とその分子機構の解明を目指す。これまでにファイロジェンは葉化誘導だけでなく媒介昆
虫の誘引に関わるなど、その多機能性が示唆されているが、葉化誘導と完全に切り分けて解析す
ることは困難であった。本研究では、申請者が独自に発見した「非葉化型」ファイロジェンを用
いることで、この問題の解決が可能である。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 「葉化型」および「非葉化型」ファイロジェンによる植物体への様々な影響を比較検証する
ため、野生型シロイヌナズナにそれぞれのファイロジェン遺伝子を形質転換し、継代していくこ
とでホモ系統の作製を行う。植物体への形質転換には時間と労力がかかるため、それと並行して
ウイルスベクターとして様々な植物で利用されるタバコ茎えそウイルスベクターを用いたタン
パク質の効率的発現系の構築を行う。 
 
(2) 様々なファイトプラズマのゲノム情報からファイロジェンの機能分化や多様化を網羅的に
解析するため、感染植物 DNAからのファイトプラズマゲノム濃縮系を構築し、フィールドサン
プル由来のファイトプラズマゲノムの解読を行う。 
 
(3) ファイロジェンの新たな分子機能を解明するため、yeast two hybrid法を用いて、シロイヌ
ナズナの cDNA ライブラリーから「非葉化型」ファイロジェンと結合する宿主因子を網羅的に
探索するとともに、宿主因子の分解機構を詳細に解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 野生型シロイヌナスズナに「非葉化型」に加えて、「葉化型」ファイロジェン遺伝子の形質転
換を行い、継代していくことでホモ系統を得ることができたため、「葉化型」および「非葉化型」
ファイロジェンによる植物体への様々な影響を比較検証することが可能となった。また、口蹄疫
ウイルスの 2A ペプチド遺伝子を用いてタバコ茎えそウイルスベクターを用いたタンパク質発
現系を改変し、植物体への簡便かつ迅速なエフェクター発現系を構築した。いずれもファイロジ
ェンの機能を比較するための実験系として有用であり、目的に応じて使い分けていくことでフ
ァイロジェンによる植物体への影響を詳細に解析可能であることが期待される。 
 



(2) ファイトプラズマ感染植物由来の全 DNA から真核生物に特有の CpG メチル化 DNA を除
去することで、原核生物であるファイトプラズマの DNAを濃縮することに成功した。濃縮した
ファイトプラズマゲノムを用いて希少なフィールドサンプル由来のアジサイ葉化病ファイトプ
ラズマのドラフトゲノムを効率的に決定し、ファイロジェンを含む 13遺伝子のエフェクターを
同定した。今後、本手法により様々なファイトプラズマゲノムを解読することで、ファイロジェ
ンを含むエフェクターの多様性および機能分化への理解が進むことが期待される。 
 
(3) 「非葉化型」ファイロジェンと相互作用する宿主因子の探索の結果、ファイロジェンはMTF
に加えて、多様な宿主因子と結合することが明らかになった。そこで、特定した因子との結合が
ファイロジェンに共通の機能かどうか検証するため、「葉化型」ファイロジェンとの相互作用を
解析したところ、当該因子の中には「葉化型」ファイロジェンとも相互作用とする因子と「非葉
化型」のみが相互作用する因子が含まれることが明らかになった。続けて、植物細胞内で特定し
た因子を「非葉化型」ファイロジェンと同時に発現させ、分解誘導されるかどうか検証したとこ
ろ、一部の因子は「非葉化型」ファイロジェンにより分解されることが明らかになった。以上よ
り、「非葉化型」ファイロジェンは MTF とは異なる新しい標的をもつことが明らかになり、葉
化誘導とは独立したファイロジェンの新たな機能の解明に向けた基盤的知見を得ることができ
た。 
加えて、ファイロジェンが多様な宿主因子を同一の機構で分解を誘導するかどうか検証するた
め、「葉化型」ファイロジェンが MTF を分解するメカニズムについてより詳細に解析した。そ
の結果、MTFはファイロジェンを介してプロテアソームとユビキチン化タンパク質の両方を認
識するシャトル分子の一種である RAD23と相互作用し、複合体を形成した。さらに、この複合
体に含まれるファイロジェンはユビキチン化される一方で、このユビキチン化はMTFの分解に
必須でないことが明らかになった。以上より、ファイロジェンはユビキチンの代わりに標的MTF
と RAD23に結合し、両タンパク質の相互作用を直接仲介することで、標的因子のユビキチン非
依存的なプロテアソーム分解を誘導すると考えられた。「非葉化型」ファイロジェンでは MTF
との結合特異性が変化しているものの、MTFとの結合に重要な立体構造と RAD23との結合性
は維持されている。そのため、今後新しく同定した宿主因子がファイロジェンによってユビキチ
ン非依存的に分解されるかどうかを検証していくことでファイロジェンの新規機能をより詳細
に解析できることが期待される。 
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