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研究成果の概要（和文）：植物病原細菌ファイトプラズマのもつ病原性因子ファイロジェンはファイトプラズマ
に共通の症状の1つ、花の「葉化」を引き起こす。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)、およびユビキチンに結合してポリユビキチン化タンパク質をプロテアソームへと運ぶシャトルタンパク
質であるRAD23に結合し、プロテアソームを介したMTFの分解を誘導する。本研究では、ファイロジェン
/MTF/RAD23の三者を主軸とした複合体形成機構の統合的な理解のため、三者が相互作用する際に必要な分子構造
や結合様式を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Phyllogen is a conserved virulence effector of phytoplasma known for its 
phyllody inducing ability. Previous research has demonstrated that phyllogen binds to two key 
proteins: MADS-box transcription factors (MTFs) and RAD23, a shuttle protein involved in the 
transportation of polyubiquitinated proteins to the proteasome. This interaction triggers the 
proteasome-mediated degradation of MTFs. In this study, we investigated the molecular structures 
responsible for the interaction between these three components, providing a comprehensive 
understanding of the molecular mechanism underlying the formation of the phyllogen/MTF/RAD23 ternary
 complex.

研究分野：植物保護科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ファイロジェン/MTF/RAD23が三者間で相互作用する際に必要な分子構造や結合様式を明らかにし
た。その結果、ファイロジェンはユビキチンの代わりに標的MTFとRAD23の保存領域に結合し、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ことが示唆され
た。今後は、本研究で明らかになった結合領域を標的にした化合物を探索することで、ファイロジェンの機能を
阻害する新規防除法の開発が期待される。

※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。



1．研究開始当初の背景 

 抗生物質や抵抗性品種は病害防除において必要不可欠であるが、薬剤耐性菌/抵抗性打破

株の出現、および宿主に共生する微生物叢や抵抗性誘導を介した植物の生育への二次的な

影響を避けるため、病原体のもつ様々な細胞機能を標的にした新規防除法の研究開発が必

要である。エフェクターは種々の病原体が独自に獲得した分泌タンパク質の総称であり、病

原体の感染に有利になるように宿主の様々な細胞機能を改変する[Trends Microbiol 

(2020) 28:523–535]。そのため、エフェクターの立体構造や標的宿主因子に対する認識機構

の解明は病原体の感染戦略を理解するだけでなく、それらを応用して各病原体に対する特

異的な防除戦略を効率的に設計するための基盤情報を得るうえで重要となる。 

 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。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し、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]。同時に、ファイ

ロジェンはポリユビキチン化タンパク質に結合してプロテアソームへと運ぶシャトルタン

パク質である RAD23 とも結合するため、ファイロジェンによる MTF 分解においてファイロ

ジェン/MTF/RAD23 の三者を主軸とした複合体形成が仮定されているが[PLoS Biol. (2014) 

12, e1001835]、その実体は明らかになっていない。すなわち、これまでにファイロジェン

について機能の基盤となる立体構造[Biochem. Biophys. Res. Commun. (2019) 513,952-

957.]や MTF との結合に重要な表面残基[Mol. Plant Pathol. (2020) 21,1322-1336.]が明

らかになっているが、MTF および RAD23 については不明だった。以上より、ファイトプラズ

マの病原性に関する分子構造基盤の解明のため、ファイロジェン/MTF/RAD23 が相互作用す

る際に必要な分子構造や結合様式に基づく複合体形成機構の統合的な理解が必要と考えら

れる。同時に、ファイロジェンを含めファイトプラズマのエフェクターは病原性および伝染

性を高めると考えられているため[Proc. Jpn. Acad., Ser. B. 2019 95:401–418]、ファイ

トプラズマに対する新規防除法の開発に向けた分子基盤を得る上でも極めて重要である。 

 

2．研究の目的 

 本研究の目的は、ファイロジェン/MTF/RAD23 間の結合様式に基づく複合体の形成機構の

解明と、ファイロジェンを標的にした新規防除法の開発である。申請者はこれまでにファイ

ロジェンに着目することで、ファイトプラズマのエフェクターの機能に重要な分子構造を

独自に明らかにしてきた。第 1に、ファイトプラズマのエフェクターとして初めてファイロ

ジェンの立体構造を解明し、ファイロジェンが MTF どうしの多量体化を担う K ドメインと

類似したαヘリックス構造を形成することで MTF および RAD23 との結合能を獲得したこと



を明らかにした[Biochem. Biophys. Res. Commun. (2019) 513,952-957.]。第 2に、

ファイロジェンファミリーの統合的解析により、MTF との結合にはタンパク質表面に露出し

た親水性アミノ酸が関与することを見出した[Mol. Plant Pathol. (2020) 21,1322-

1336.]。一方で、MTF および RAD23 については未解明であるものの、ファイロジェンは本

来花をつけない裸子植物やシダ植物を含む広範な植物の MTF を分解するため、それぞれの

標的因子には複合体形成に関わる植物共通の新規な構造学的特徴が存在すると想定される。

本研究では、申請者が明らかにした独自の知見と網羅的な結合解析に基づいてファイロジ

ェンと結合するために必要なアミノ酸残基とその結合様式を特定する。これにより、ファイ

トプラズマによる葉化病の発病に重要なこれまでにない創造的な分子構造基盤を明らかに

し、新規防除法の開発に応用する。 

 

3．研究の方法  

(1) ファイロジェンはシロイヌナズナの持つ様々な MTF および RAD23 に結合することが明

らかになっているが、ファイロジェンとの結合に必要な最小単位は不明である。そこで、シ

ロイヌナズナの持つ MTF および RAD23 について、様々な長さの欠損変異体を作出し、yeast 

two hybrid 法および共免疫沈降法を用いてファイロジェンとの結合性を検証する。ファイ

ロジェンには立体構造および機能が既に明らかになっている onion yellows ファイトプラ

ズマのファイロジェン (PHYLOY) を用いる。続けて、ファイロジェンとの結合に重要なアミ

ノ酸残基を特定するため、最小結合領域に保存されたアミノ酸をアラニンに置換した変異

体を作出する。作出した各変異体について、PHYLOYとの結合性を評価することで、PHYLOYに

よる認識に重要なアミノ酸を網羅的に特定する。次いで、特定したアミノ酸が他のファイロ

ジェンとの結合に重要かどうか検証するため、PHYLOYと同一性の低いファイロジェンについ

ても結合性を評価し、ファイロジェンファミリー全体に対して重要なアミノ酸を絞り込む。 

(2) ファイロジェンファミリーに保存されるαヘリックス上の複数のアミノ酸が MTF との

結合に重要であることが報告されているものの、それ以外のアミノ酸の影響および RAD23と

の結合に重要なアミノ酸は不明である。そこで、ファイロジェンにランダムにアミノ酸変異

を導入し、yeast two hybrid 法により MTF との結合に関与するアミノ酸について網羅的な

スクリーニングを試みる。また、ファイロジェンホモログ間の葉化誘導活性の比較解析から

機能に重要なアミノ酸を絞り込む。 

(3) 得られた結果と立体構造情報、および植物細胞内でのファイロジェン/MTF/RAD23 の三

者間相互作用解析を元に、三者間の結合様式を決定し、ファイロジェン/MTF/RAD23 複合体

モデルを構築する。 

 



4．研究成果 

(1) MTF においては、ファイロジェンは MTF どうしの四量体化を担う領域に対して、四量

体化関連残基を介して相互作用することが示唆された。RAD23 においては、ファイロジェン

はユビキチン結合ドメインである UBA2 ドメインと結合することが確認された。いずれの領

域も本来は宿主因子間の相互作用を担う領域で、植物間で高度に保存されるため、ファイロ

ジェンが広範な植物に葉化を誘導することを裏付ける知見と考えられた。MTF の四量体化領

域および UBA2 ドメインは、PHYLOYと配列同一性の低いファイロジェン (PHYLPnWB) とも結合

することが確認されたため、ファイロジェンファミリー全体に対して重要なアミノ酸であ

ることが示唆された。 

(2) ファイロジェンのランダム変異ライブラリーの中から、MTF との結合に関与する複数の

アミノ酸を特定した。また、ファイロジェンホモログ間の葉化誘導活性の比較解析から、機

能に重要なアミノ酸を特定した。これらのアミノ酸は、結合に関連する既知のアミノ酸とと

もに、立体構造上で特定の領域に集中していたため、当該領域が MTF との結合に働くと考え

られた。 

(3) 各タンパク質の立体構造情報をもとに、AIによる高精度なタンパク質複合体予測プロ

グラムである ColabFold を用いて、ファイロジェン/MTF 複合体の構造を予測した。その結

果、(1)で明らかにした MTF におけるファイロジェンとの結合に重要な領域と、(2)で明らか

にしたファイロジェンにおける MTF との結合に重要な領域とが相互作用面を形成すること

が予測され、ファイロジェンと MTF の複合体の結合モデルを構築できた。さらに、植物細胞

でファイロジェン/MTF/RAD23 を共発現させ、共免疫沈降解析によりファイロジェン

/MTF/RAD23 のタンパク質間相互作用を解析した結果、MTF と RAD23 はファイロジェンを介

して相互作用し、三者からなる複合体が形成されることを明らかにした。興味深いことに、

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

複合体形成および 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 の保存領域に結合し、両タンパク質の相互作

用を直接仲介することで、標的因子をプロテアソームへと運搬し、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。今後は、本研究で明らかになった結合領域を標

的にした化合物を探索することで、ファイロジェンの機能を阻害する新規防除法の開発が

期待される。 
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葉化誘導能をもたないファイロジェングループと葉化誘導能を制御する1アミノ酸多型の特定
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全ゲノム情報の比較に基づくファイトプラズマの種内近縁性の評価

ファイロジェンは宿主因子の保存領域に結合する

ファイロジェンはユビキチン非依存的にプロテアソーム分解により標的を分解するユニークな病原性因子である

ファイトプラズマの葉化誘導因子ファイロジェンは2種類の宿主因子の相互作用を仲介する
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タンパク質の新たな分解システム ―ファイロジェンによる葉化誘導メカニズム解明で発見! 
https://www.a.u-tokyo.ac.jp/topics/topics_20220302-1.html 
プロテインノックダウン技術の確立に一歩近づく 
https://www.a.u-tokyo.ac.jp/topics/topics_20230330-1.html  
ファイトプラズマの病原性獲得の原動力を明らかに 
https://www.a.u-tokyo.ac.jp/topics/topics_20230511-1.html
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