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研究成果の概要（和文）：穂いもち病圃場抵抗性 Pb1 は、すでに育種利用されているいもち

病圃場抵抗性遺伝子であり、真性抵抗性に関わる R タンパク質と類似の構造を有する。本

研究では、Pb1 によるシグナル伝達が、WRKY45 への直接的なタンパク質間相互作用を

介していることを明らかにした。また、このタンパク質間相互作用により WRKY45 のタ

ンパク質が安定化し、その結果防御応答が亢進することが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Panicle blast1 (Pb1) is useful gene for rice breeding, and its protein 
structure is similar to that of true resistance proteins. In this study, we identified that Pb1 
directly interacts with WRKY45 transcription factor and the interaction is required for the 
resistance. The interaction stabilizes WRKY45 protein, and enhances the defense 
activation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
いもち病は全国的に発生する稲の最重要病
害である。Pb1 は、すでに育種利用されて
いるいもち病圃場抵抗性遺伝子であり、真
性抵抗性に関わる R タンパク質 と類似の
構造を有する(Fujii et al 1999, Hayashi et 
al 2010)。しかしながら、Pb1 による抵抗
性は、真性抵抗性とは異なり安定で菌系特
異性も認められない。このような抵抗性の
特性を決定する要因を分子レベルで明らか

にし、真性抵抗性との違いを明らかにする
ことは、Pb1 遺伝子の育種利用に重要であ
る。多年に渡る QTL マッピングによるPb1
遺伝子単離によって、今まで未知であった
圃場抵抗性メカニズム解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
Pb1 による抵抗性の特性を規定する要因の 
一つとして、感染認識から抵抗性発現に至
るシグナル伝達が重要と考えられる。酵母
を用いたタンパク質間相互作用解析から、
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Pb1 と WRKY 転写因子と相互作用するこ
とが示唆されていた。本研究では、Pb1 か
ら WRKY へのタンパク質間相互作用を介
したシグナル伝達の検証、およびその分子
機構の詳細な解明によって、Pb1 による抵
抗性の安定性の分子基盤を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Pb1—WRKY45のタンパク質間相互作用の検
証 
両者のタンパク質が相互作用するか検証す
るために、Pb1およびイネの WRKY転写因子の
部分長および全長領域を用いた。in vitroの
実験として Yeast two hybrid、GST-pill down
法、免役沈降法、および in vivo の実験とし
て Split Luciferase assay 法を行った。 
 
(2)いもち病接種による Pb1 抵抗性発現 
日本晴および Pb1過剰発現体にいもち病を接
種し、経時的にタンパク質および RNAを抽出
し、その発現解析を行った。 
 
(3)Pb1抵抗性の WRKY45への依存性の解析 
Pb1遺伝子を有するイネ系統に、WRKY45遺伝
子の発現を抑制する形質転換植物を作成し
た。この形質転換植物を用いて、穂いもち病
抵抗性を検定し、Pb1抵抗性が WRKY45 に依存
するか否かを検証した。また、Pb1-WRKY45相
互作用能が低下した Pb1変異体(Pb1-Quad)を
過剰発現する形質転換イネを同様に作成し、
いもち病抵抗性を評価した。 
 
(4)Pb1による WRKY45活性化機構の解析 
Pb1による WRKY45への活性化機構を分子レベ
ルで明らかにするために、Pb1と WRKY45 をイ
ネプロトプラスト内で共発現させることに
よって、WRKY45の挙動を解析した。また、共
発現による WRKY45 の転写活性化能を解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1)Pb1は WRKY45と相互作用する 
Pb1 の Coild coil (CC)ドメインを用いて
Yeast two hybrid 法で、イネの数種の WRKY
転写因子との相互作用を検証した。その結果、
Pb1 の CC ドメインは、WRKY45 と相互作用す
ることが明らかになった。さらに、大腸菌で
発現させた Pb1-CC ドメインと、小麦胚芽抽
液で発現させた WRKY45 の相互作用を
GST-Pull dwon法により確認した。Pb1-CC ド
メインのうち WRKY45 と相互作用に必要なア
ミノ酸を予測して、アミノ酸置換を導入し
WRKY45 との相互作用を調べた。その結果、4
つのアミノ酸置換を導入した Pb1-Quad にお
いて、相互作用が低下していた。Pb1 および
Pb1-Quad の全長タンパク質を、小麦胚芽抽出

液を用いて合成し、全長の WRKY45 との相互
作用を免疫沈降法により調べた。その結果、
Pb1で相互作用が確認され、Pb1-Quadでは相
互作用能が著しく低下していた。さらに、
Split Luciferase assay法により、植物体内
での Pb1-WRKY45 の相互作用を確認し、
Pb1-Quad-WRKY45 では相互作用能力が低下し
ていることを確認した。 
 
(2)Pb1 過剰発現体では WRKY45 の経路が亢進
する 
日本晴および Pb1過剰発現体に、いもち病を
接種し経時的に WRKY45 および、その下流の
遺伝子の発現を解析した。その結果、WRKY45
タンパク質および RNA は、Pb1 過剰発現体に
おいて対照の日本晴に比べて強い発現を示
した。WRKY45 の下流遺伝子である WRKY62 お
よび RDX 遺伝子の発現も同様に、Pb1 過剰発
現体において発現量が亢進していた。これら
の結果から、Pb1 抵抗性は WRKY45 に依存して
いることが強く示唆された。 
 
(3)Pb1 抵抗性は WRKY45 に依存しており、そ
の抵抗性は相互作用に依存している 
Pb1抵抗性が WRKY45に依存しているかを検証
するために、Pb1 系統および Pb1 過剰発現体
の WRKY45 を発現抑制する形質転換イネを作
出した。これらの植物を用いて、いもち病抵
抗性検定を行うと、Pb1 遺伝子が発現してい
るにもかかわらず、その抵抗性が著しく低下
していた。さらに、Pb1-Quad を過剰発現する
形質転換イネも、その抵抗性が低下していた。 
これらの結果から、Pb1 抵抗性は WRKY45に依
存しており、その抵抗性発動にはタンパク質
間相互作用が必須であることが明らかにな
った。 
 
(4)Pb1 は WRKY45 を安定化させ抵抗性反応を
亢進する 
WRKY45は転写活性化因子であり、過剰発現体
はいもち病にきわめて強い抵抗性を示す
(Shimono et al 2007:Shimono et al 2012)。
また、WRKY45の研究から、ユビキチンプロテ
アソーム分解系により、タンパク質蓄積に負
の制御がなされていることが明らかにされ
た(Matsushita et al 2012)。このことから、
Pb1は WRKY45のタンパク制御機構に関与する
仮説を立て、研究を進めた。その結果、イネ
培養細胞において、Pb1と WRKY45 を共発現さ
せると WRKY45タンパク質の蓄積が増加した。 
一方で、Pb1-Quad と WRKY45 を共発現させて
も、WRKY45 の蓄積は限定的であった。さらに、
WRKY45の転写活性化能を、Pb1共発現下で測
定すると、WRKY単独に比較して約４倍程度に
上昇していた。これらのことから、Pb1 抵抗
性メカニズムは、ユビキチンプロテアソーム
分解から WRKY45 を保護し、タンパク質の蓄



積を促進することで、WRKY45 に依存した防御
応答を亢進していることが示唆された。 
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