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研究成果の概要（和文）：　本研究課題において以下のことを明らにした。（1）いもち病菌由来AVR-Pikアリルがイネ
Pikアリルに特異的かつ階層的に認識される。（2）AVR-Pikは遺伝子変異が高いPik1のCoiled-Coilドメイン（CC）に特
異的かつ直接的にタンパク質相互作用する（3）AVR-PikとPikのアリル間でのタンパク質相互作用は抵抗性反応の特異
的認識のパターンと一致する。
　以上より、イネ由来Pikは、いもち病菌由来AvrPikとの共進化の中で、AVR-Pikとのタンパク質直接的結合を介して抵
抗性を獲得し、Pik1の変異がAVR-Pikアリルに対する抵抗性認識に重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Between pathogen and host, attack and counter-attack impose strong reciprocal sele
ction on the involved organisms, leading to the development of arms race evolutionary dynamics.  Here we s
how that Magnaporthe oryzae avirulence gene AVR-Pik and cognate rice resistance (R-) gene Pik are highly v
ariable with multiple alleles differing by DNA replacements causing amino acid changes.  There is a tight 
recognition specificity of AVR-Pik alleles by different Pik alleles.  We found that AVR-Pik physically bin
ds the N-terminal coiled-coil (CC) domain of Pik in yeast 2-hybrid assay as well as in in-planta co-immuno
precipitation assay.  This binding specificity correlates the recognition specificity between AVR and R-ge
nes.  We propose that AVR-Pik and Pik are locked up in arms race co-evolution that is driven by their dire
ct physical interactions.
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１．研究開始当初の背景 
 
いもち病菌のもたらすいもち病はイネの最も被害の大
きい病害であり、農業にとって克服すべき大きな課題で
もある。いもち病菌の感染に対する１つの防御手段とし
て、イネには、いもち病菌由来の非病原力遺伝子（AVR）
に対応する抵抗性遺伝子を介した免疫機構が存在する。
先に申請者らは、いもち病菌から３種類の非病原力遺伝
子 AVR-Pia・AVR-Pii・AVR-Pik を単離した（Yoshida et 
al. 2009）。また、AVR-Pia に対応するイネ抵抗性遺伝子
Pia の候補として、染色体上に隣接して座上する 2 種類
の NBS-LRR タンパク質遺伝子 RGA4 及び RGA5 の同定にも
成功し、イネ形質転換体を用いた接種試験によって、こ
れらが Pia の本体であることを証明した（Okuyama & 
Kanzaki et al. 2011）。また一方、A〜E の５種類のアリ
ルが存在する AVR-Pik に対して、イネ抵抗性遺伝子は、
Pik・Pik-m・Pik-p・Pik-s・Pik-h が Pik アリルとして
存在することが示唆されている。申請者らは、イネ抵抗
性遺伝子 Pik アリルと、いもち病菌非病原力遺伝子
AVR-Pik アリルの相互作用は階層的であることを明らか
にした。しかし、何故、AVR-Pik アリルと Pik アリルと
で階層的抵抗性が現れるのかは明らかとなっていない。 
 イネ抵抗性遺伝子 Pikm の原因遺伝子として、染色体
上に隣接して座上する 2種の NBS-LRRタンパク質遺伝子
Pikm1及びPikm2が既に同定されている2)。品種間のDNA
変異の調査では、Pikm2 は DNA 配列がよく保存されてい
る一方、Pikm1 で特に変異が集中することが報告されて
いる。この結果は、抵抗性遺伝子 Pikm の Pikm1 の変異
が AVR-Pikに対する抵抗性を決定していることを示唆し
ている。これは、Pia の本体である RGA4 は RGA5 よりも
遺伝子変異が高いという事実と類似している。以上を総
合すると、イネ抵抗性遺伝子 Pik は、いもち病菌 AVR-Pik
との共進化の中で抵抗性を獲得し、Pikm1 の変異が
AVR-Pik アリルに対する抵抗性認識に重要な役割を担っ
ていることが考えられる。またさらに、AVR-Pik/Pik の
相互作用がの誘導する抵抗性では、AVR-Pia/Pia 相互作
用（AVR-Pii/Pii も同様）によるものとは明らかに異な
る極めて強い過敏感細胞死が観察された。この現象は、
AVR-Pik/Pik の抵抗性誘導システムと、AVR-Pia/Pia の
抵抗性誘導システムとでは異なる機構が働いているこ
とを示している。抵抗性遺伝子 Pik アリルである Pikm
及び Pia の本体は、共に 2種類の NBS-LRR タンパク質で
ある。これらの抵抗性遺伝子は何故２種類のタンパク質
を必要とするのか、どの様な機構で２種類のタンパク質
が非病原力因子AVRを認識して抵抗性をもたらすかは明
らかとなっていない。 
 

２．研究の目的 
対応するイネ品種を用いて抵抗性遺伝子Pikアリルの塩
基配列を決定し、アリル間でのアミノ酸変異を明らかに
する。さらに、Pik アリルを判別する DNA マーカーを開
発する。また、いもち病菌 AVR-Pik の全てのアリルを同
定し、階層的抵抗性の解明を完成させる。また、Pikm1
と AVR-Pik、Pikm2 と AVR-Pik、Pikm1 と Pikm2 の間の直
接的タンパク質相互作用の有無を明らかにする。さらに
結合がタンパク質のどの領域で行われているかなどの
詳細についても明らかにする。また、場合によってはタ
ンパク質相互作用に関係する仲介タンパク質を同定す
る。Pik アリル及び AVR-Pik アリル間での直接的タンパ
ク質相互作用の解析を網羅的におこない、タンパク質相
互作用マップを作成する。そしてこのマップが階層的抵
抗性と結びついたものであるかを明らかにする。さらに、
抵抗性遺伝子と非病原力遺伝子のアリルの相互作用に
よるいもち病抵抗性および過敏感細胞死誘導能を、一過
的遺伝子発現或いは形質転換体を用いた解析によって
明らかにする。また、mutation や deletion を加えたコ
ンストラクトを用いて、過敏感細胞死や抵抗性反応に必
要な遺伝子領域を明らかにする。以上の事象を明らかに
することで、イネといもち病菌の間の階層的抵抗性の免

疫学的機構、或いは 2種の抵抗性遺伝子の抵抗性誘導機構
を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 

(1)Pik アリル・AVR-Pik アリルの全セットの収集 

イネ抵抗性遺伝子 Pik・Pik-m・Pik-p・Pik-s・Pik-h の

Pikm1・Pikm2 遺伝子のアリルの全長を、対応するイネ品種

より単離し変異を比較する。AVR-Pik アリル A〜E を単離し、

Pik アリルとの階層的抵抗性を見いだした。しかし、Pik と

Pikm での抵抗性の差異を示す AVR-Pik アリルは見いだされ

ていない。そこで、Pik と Pikm での抵抗性の差異を示す

AVR-Pik アリルを単離する。 

(2)Pik・AVR-Pik 間での直接的タンパク質相互作用解析 

酵母 two-hybrid 法、精製タンパク質或いはタバコ植物への

一過的発現による pulldown 法により Pikm1・Pikm2・AVR-Pik

間で、直接的タンパク質相互作用が見られるかどうかを確

認する。 

(3)Pik アリル・AVR-Pik アリル間でのタンパク質相互作用 

酵母 two-hybrid 法、精製タンパク質或いはタバコ植物への

一過的発現による pulldown 法により、Pik アリル・AVR-Pik

アリル間での直接的タンパク質相互作用を解析する。さら

に、Pik アリルの各ドメインと、AVR-Pik アリルとのタンパ

ク質相互作用を確認する。 

(4)一過的発現系によるイネ-いもち病菌アリル間相互作用 

抵抗性遺伝子 Pikm1 及び Pikm2 の各アリル、そして AVR-Pik

アリルとの組合わせで、イネ protoplast を用いた一過的発

現解析試験をおこない、イネ-いもち病菌の対応遺伝子アリ

ル間での相互作用による細胞死誘導性について検討する 

(5)接種試験によるイネ-いもち病菌アリル間相互作用 

親和性のいもち病菌レースに各 AVR-Pik アリルを導入した

形質転換いもち病菌を、各 Pik アリルをもつイネ品種に接

種試験し、イネ-いもち病菌の対応遺伝子のアリル間で特異

的認識が見られるかどうかを比較検討する。 

(6)Pikm1・Pikm2・AVR-Pik の細胞死誘導性の解析 

イネ protoplast を用いた一過的発現解析試験により、

Pikm1・Pikm2・AVR-Pik の様々な組合わせにおける細胞死誘

導能を解析し、タンパク質相互作用の結果と併せて比較検

討する。また、同様の試験を、いもち病菌 AVR-Pia 及び対

応するイネ抵抗性遺伝子 Pia の因子 RGA4・RGA5 についても

比較検討する。 

 

 
４．研究成果 
 
 Pik アリルと avrPik アリルの特異的認識認識機構につい

て、以下の知見が得られた。 

（1）いもち病菌接種による抵抗性検定、及びイネ一過的過

敏感細胞死検定をおこない、いもち病菌由来 AVR-Pik アリ

ルがイネ Pik アリルに特異的かつ階層的に認識されること

を明らかにした。 

（2）AVR-Pik-Pik 間のタンパク質間相互作用についてそれ

ぞれのアリルを用いて検討した結果、AVR-Pik は、Pik1 の

遺伝子変異が高い Coiled-Coil ドメイン（CC）に特異的か

つ直接的にタンパク質相互作用することを明らかにした。 

（3）AVR-Pik と Pik のアリル産物間でのタンパク質相互作

用は、抵抗性反応の特異的認識のパターンと一致すること

を明らかにした。 

（4）進化解析の結果、Pik1 と Pik2 はそれぞれ 2種のグル

ープに分かれること、AVR-Pik アリルは抵抗性認識の程度が

高い Dアリルが最初に出現したこと等が明らかとなった。    



 以上の結果を総合すると、イネ Pik は、いもち病菌

AVR-Pik との共進化の中で、AVR-Pik とのタンパク質直

接的結合を介して抵抗性を獲得し、Pik1 の変異が

AVR-Pik アリルに対する抵抗性認識に重要な役割を担っ

ていることが示唆された。病原菌エフェクターと宿主植

物抵抗性遺伝子産物とが、直接的にタンパク質相互作用

するという知見は、数例しかない。さらに、病原菌エフ

ェクターと宿主植物抵抗性遺伝子産物の各アリル間で

階層的特異的認識が認められ、且つその認識に両者の直

接的タンパク質相互作用が重要な役割を担っていると

いう知見は、植物では 2 例目、イネ-いもち病菌では新

規な知見である。また、病原菌-宿主植物間において、

arms race の共進化が起こった証拠でもあり、生物学的

にも意義のある研究成果であると考えられる。以上の結

果は、Plant Journal (2012.72:894-907)において発表

した。 

 

 また、Pia の 2 種の NBS-LRR（RGA4・RGA5）の認識機

構について、以下の知見が得られた。 

(1)イネ protoplast または、Nicotiana benthamiana タ

バコを用いた一過的発現解析により、RGA4 単独で細胞死

を引き起こし、RGA5 がそれを抑制すること、さらにその

抑制を AVR-Pia が解除することを明らかにした。 

(2) RGA4 或いは RGA5 は homo-dimer を形成し、RGA4 と

RGA5 は CC ドメインで hetero-dimer を形成すること、さ

らに AVR-Pia は RGA5 の C 末の HMA ドメインと直接的相

互作用することを明らかにした。 

 以上の結果を総合すると、Pia の RGA4 はイネ細胞内で

起爆装置として機能するが、通常は RGA5 がその暴発を

抑えており、いもち病菌から分泌されたエフェクター

AVR-PiaをRGA5が認識するとRGA4-RGA5の相互作用が解

除されてRGA4が homo-dimerとなり細胞死が誘導され抵

抗性反応がもたらされる可能性が示唆された。近年、2

種の NBS-LRR が抵抗性遺伝子が機能する例が、様々な病

原菌-宿主植物で報告されている。しかし、その機構は

謎であった。本成果はその機構を明らかにするものであ

り、植物病理学のブレークスルーとなる大きな成果であ

ると考えられる。この成果は、共同研究として EMBO 

Journal に発表した（印刷中）。 
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