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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、イネいもち病菌の3つの非病原力エフェクタ－AVR-Pia、AVR-Pii、AVR-Pik
と1つの病原性分泌タンパクMC69の同定に成功するとともに、イネにおいては、いもち病抵抗性（R）遺伝子Piaの単離
同定に成功している。その後、MC69がイネいもち病菌およびウリ類炭疽病菌の感染に共通して必要な病原性分泌タンパ
ク質であることを見出した。また、イネのRタンパク質Pik1が直接的タンパク質相互作用によってAVR-Pikを認識するこ
とを明らかにした。さらに、R遺伝子Piiの単離同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have successfully identified three avirulence effectors AVR-Pia, AVR-Pii, AVR-P
ik and a pathogenicity protein MC69 from the rice blast fungus Magnaporthe oryzae. In addition, a rice bla
st resistance (R) gene Pia has been isolated. We have then found out that MC69 is a secreted protein and r
equired for infection by monocot and dicot fungal pathogens, M. oryzae and cucumber anthracnose fungus Col
letotrichum orbiculare, respectively. We also revealed that an R protein Pik1 recognizes AVR-Pik through d
irect protein-protein interaction. Furthermore, another R gene Pii has been successfully isolated.
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１．研究開始当初の背景 
 植物病原体とそれらの宿主は攻撃、防御そ
して反撃という戦いの中で常に進化してき
た。植物の抵抗性は、抵抗性（R）遺伝子産
物が病原体の非病原力（AVR）タンパク質を
認識することによって生じる場合がある（遺
伝子対遺伝子モデル）。AVR タンパク質はエ
フェクターとして知られる病原体由来分泌
型病原力タンパク質の一群で、対応する R遺
伝子産物を発現する植物において過敏感細
胞死を伴う強度の抵抗性を引き起こす。 
 イネいもち病は子嚢菌Magnaporthe oryzae
（Couh and Kohn, 2002 Mycologia 94:683）
によって引き起こされるイネの最重要病害
である（Talbot, 2003 Annu. Rev. Microbiol. 
57:177）。イネいもち病菌エフェクターの機
能と宿主ターゲット因子、さらに AVR-R 遺伝
子相互作用を解明することは、いもち病防除
の効果的な手段を考案するためにも重要で
ある。さらに、イネいもち病菌由来 AVR 遺伝
子の同定と解析は、いもち病菌の病原性機構
およびいもち病菌のエフェクターとその宿
主ターゲットの共進化機構の理解に役立つ
であろう。 
 日本産イネいもち病菌 Ina168 菌株は、未
同定の 9 つの非病原力遺伝子（AVR-Pia、
AVR-Pii、 AVR-Pik、 AVR-Pikm、 AVR-Piz、
AVR-Pita2、AVR-Pizt、AVR-Pib、AVR-Pit）
を保有している。そこで応募者らは、Ina168
の全ゲノム配列を決定し、既報のアメリカ産
70-15 菌株のゲノム配列と比較したところ、
70-15 には存在しない 316 個の分泌タンパク
質遺伝子（pex1-pex316）の存在が確認され
た。数個の非病原力遺伝子を様々な組合せで
有する 23 のいもち病菌菌株を材料にして
pex1-pex316 の DNA 多型を PCR 増幅によって
調べたところ、pex22 と非病原力遺伝子
AVR-Pia 、 pex33 と AVR-Pii 、 pex31 と
AVR-Pik/Pikm/Pikp がそれぞれ連関している
ことが示された。pex22 が AVR-Pia 本体であ
ることを証明するために、AVR-Pia を保有し
ていない菌株に pex22 を含む DNA断片を導入
し、R 遺伝子 Pia を有するイネ品種「ササニ
シキ」に接種したところ、抵抗性が誘導され
た。同様に AVR-Pii を保有していない菌株に
pex33 を含む DNA 断片を導入した形質転換体
は、R 遺伝子 Pii を有するイネ品種「かけは
し」に抵抗性を誘導した。また、AVR-Pik、
AVR-Pikm、AVR-Pikp を保有していない菌株に
pex31 を含む DNA 断片を導入した形質転換体
は、R 遺伝子 Pik、Pikm、Pikp をそれぞれ有
するイネ品種「関東 51 号」「ツユアケ」「K60」
全てに抵抗性を誘導した。以上の結果より、
pex22、pex33、pex31 がそれぞれ対応する
AVR-Pia、AVR-Pii、AVR-Pik/Pikm/Pikp 本体
であることが証明された（Yoshida et al., 
2009 Plant Cell 21:1573）。一方、応募者ら
は病原力エフェクター遺伝子を同定するた
めに、イネいもち病菌予想分泌タンパク質遺
伝子のうち、112 個の遺伝子破壊株を各々作

出し、供試した菌株の野生株と比較した。そ
の結果、MC69 と名付けた遺伝子破壊株の表現
型は、培養状態の菌糸、胞子形成率、付着器
形成率ともに、野生株と変化がなかったもの
の、イネとオオムギへの病原性、イネ葉鞘組
織における侵入率および侵入菌糸進展の低
下を示した。また、MC69 プロモーターで MC69
と緑色蛍光タンパク質（GFP）の融合タンパ
ク質を発現させる形質転換いもち病菌を液
体培養し、抗 GFP 抗体により融合タンパク質
の存在を調べたところ、培養ろ液中に検出さ
れた。以上の結果から、MC69 は植物侵入時に
菌体外に分泌される病原力エフェクターで
あると考えられた。 
 本研究では AVR-Pia、AVR-Pii および
AVR-Pik/Pikm/Pikp（以降 AVR-Pik と表記）、
MC69 のターゲットとなる植物タンパク質の
同定を試み、イネいもち病菌由来エフェクタ
ーと植物との相互作用の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
 いもち病はイネの最重要病害であるため、
イネのいもち病抵抗性機構およびいもち病
菌のイネへの感染機構の解明は非常に重要
な課題である。病原体から分泌される様々な
エフェクター因子が、植物への病原性および
植物の抵抗性誘導に重要な役割を果たすと
いう機構が近年明らかになってきている。し
かしながら、いもち病を含む糸状菌病におい
てはエフェクター関連研究は、未だ未発表の
状況である。応募者らは現在までに 3つの非
病原力遺伝子（抵抗性誘導）と 1つの病原力
遺伝子の単離同定に成功している。本研究で
は同定されたエフェクターのターゲットと
なる植物タンパク質の同定を試み、エフェク
ターと植物との相互作用の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 エフェクターターゲットを同定する手段
として（1）当研究センターで作出したイネ
突然変異系統へのイネいもち病菌接種試験、
（２）酵母２ハイブリッド法、（３）in planta
共免疫沈降法の手法を用いた。 
 
４．研究成果 
 AVR-Pia、AVR-Pik、AVR-Piiに対応する抵抗
性遺伝子の中で、AVR-Pikに対応するPikは既
に報告されており、Rタンパク質Pikは2種の
CC-NBS-LRR型タンパク質Pik1とPik2から構成
されている（Ashikawa et al., 2008 Genetics 
180:2267）。そこで、AVR-PikとPiKの相互作
用を酵母２ハイブリット法とin planta共免
疫沈降法で調べた結果、Pik1が直接的タンパ
ク質相互作用によってAVR-Pikを認識するこ
とが明らかとなった（Kanzaki et al., 2012 
Plant J. 72:894）。 
 PiaとPiiは未同定であったので、これら２
遺伝子の単離を試みた。その材料として、当
研究センターで作出したイネ突然変異系統群
を供試した。 



 品種「ササニシキ」は、Pia 抵抗性遺伝子
を保有するので、AVR-Pia を保有するいもち
病菌に対して抵抗性を示す。そこで、「ササ
ニシキ」突然変異系統 3,000 系統に AVR-Pia
をもつイネいもち病菌を接種し、罹病する系
統を選抜した。その結果、独立の２系統が得
られ、Pia の単離同定に成功した。Pia 遺伝
子座は、隣接する逆向きの 2つの NBS-LRR 型
タンパク質遺伝子、RGA4、RGA5 によって構成
されることが明らかになった（Okuyama et 
al., 2011 Plant J. 66:467）。 
 同様に、Pii 抵抗性遺伝子を保有する品種
「ひとめぼれ」突然変異系統 3,000 系統に
AVR-Pii を保有するいもち病菌を接種し、罹
病する系統を選抜した結果、独立の２系統が
得られ、Pii の単離同定に成功した。Pik、Pia
と同様にPiiも密接に連鎖した逆向きの２つ
の ORF Pii1 と Pii2 によって構成されている
ことが示された（Takagi et al., 2013 New 
Phytol. 200:276）。 
 MC69については、他の植物病原糸状菌の病
原性にも必要とされるか否かを調べるため、
ウリ類炭疽病菌のMC69相同遺伝子を欠失させ
たところ、それによってキュウリとNicotiana 
benthamianaへの病原性が低下した。この結果
から、MC69は単子葉および双子葉植物にそれ
ぞれ病原性を示すイネいもち病菌およびウリ
類炭疽病菌の感染に共通して必要な病原性分
泌タンパク質であることが明らかとなった（
Saitoh et al., 2012 PLoS Pathog. 8:e1002711
）。 
 酵母2ハイブリッド（Y2H）法を用いて、同
定済みの3種類のAVR、AVR-Pia、AVR-Pii、
AVR-PikおよびMC69と相互作用するイネ由来
因子の候補を選抜した。 
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