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研究成果の概要（和文）：病原体に対する植物の防御において、抵抗性蛋白質は病原体認識の特異性を特定する植物側
の因子である。私たちはこれまでにシロイヌナズナの2つの異なる抵抗性蛋白質（RPS4およびRRS1）が協調的に働き、
複数の病原体に対する抵抗反応に関与している“デュアル抵抗性蛋白質システム”を発見した。本研究課題では、デュ
アル抵抗性蛋白質と相互作用する因子を検索し、デュアル抵抗性蛋白質をコアとする病害防御応答シグナル伝達ネット
ワークの解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：We found that RPS4 and RRS1 function as a dual resistance protein system that 
prevents infection by three distinct pathogens (Anthracnose; Colletotrichum higginsianum, Bacterial wilt; 
Ralstonia solanacearum, and Bacterial speck; Pseudomonas syringae pv. tomato strain DC 3000 expressing 
avrRps4). We demonstrated that a pair of Arabidopsis NB-LRR-type R genes, RPS4Ws and RRS1Ws, function in 
two Brasscicaseae, but also in two Solanaceae. In this study, we analyzed that whether a pair of 
neighboring genes, RPS4 and RRS1, function cooperatively as a dual resistance protein system and then 
this system are tightly regulated. Our finding will contribute to a new strategy for creating 
pathogen-resistant vegetables and crops by a transgenic approach.

研究分野： 植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
	 植物の病原体に対する抵抗反応は、Flor が
唱えた遺伝子対遺伝子説により、植物の抵抗
性遺伝子と、対応する病原体の非病原力遺伝
子の１対１の組み合わせによって決定され
ると考えられている。しかし、シロイヌナズ
ナのゲノム上には約 150 の抵抗性遺伝子しか
存在せず、地球上に存在する 10 万種以上の
多様な微生物に対する抵抗性はどのような
メカニズムによって発揮されているのかは
不明である。	 
	 私たちは、シロイヌナズナのゲノム上で隣
接する異なる 2 つの抵抗性遺伝子(RPS4 と
RRS1)がセットで、異なる 3 種の病原体（ア
ブラナ科野菜類炭疽病菌 Colletotrichum	 
higginsianum 、 ト マ ト 斑 葉 細 菌 病 菌
Pseudomonas	 syringae	 pv.	 tomato	 DC3000	 
expressing	 avrRps4、青枯病菌 Ralstonia	 
solanacearum）の攻撃を認識して抵抗反応を
起動することを世界で初めて発見し、植物に
よる病原体の認識と応答反応における新仮
説“デュアル抵抗性蛋白質システム”を提唱
した(Narusaka	 M.	 et	 al.	 Plant	 J.	 2009)。
本研究により、植物の免疫系も動物と同様に
少ない遺伝子を組み合わせることにより多
様な病原体を認識して防御系を発動してい
ることを分子レベルで明らかにした。これま
でに抵抗性遺伝子を利用した分子育種が試
みられてきたが、(1)現在までに発見された
抵抗性遺伝子は植物の科(family)を超えて
機能しない(2)作物への抵抗性遺伝子の単独
の導入により矮化または抵抗性の機能不全
を生じ病害抵抗性作物の分子育種に利用で
きないことが問題であった。そこで私たちは、
アブラナ科、ナス科およびウリ科作物にシロ
イヌナズナ由来の 2 つの抵抗性遺伝子(RPS4
と RRS1)を同時に導入した結果、これら形質
転換体は正常に生育し、かつ、複数の病害に
抵抗性を示すことを明らかにした。これに対
して、それぞれ単独での導入では抵抗性を付
与 で き な か っ た (PCT/JP2009/063474 、
Narusaka	 M.	 et	 al.PLOS	 ONE	 2013)。これは
シロイヌナズナ由来のデュアル抵抗性遺伝
子を作物へ導入し、病害抵抗性作物を創製で
きた世界初の事例である。しかしながら、デ
ュアル抵抗性蛋白質システムを構成する 2つ
の抵抗性蛋白質の機能や、デュアル抵抗性蛋
白質をコアとする病害防御応答シグナル伝
達ネットワークは全く明らかにされていな
い。	 
	 
２．研究の目的 
	 複数の病原体を認識するデュアル抵抗性
蛋白質システムは、2つの抵抗性蛋白質(RPS4
と RRS1)より構成される。シロイヌナズナの
20 種の生態型において、両蛋白質のアミノ酸
配列を比較すると、RPS4 は生態型間で高い相
同性を示すが、RRS1 は LRR から C 末端領域に
おいて生態型間の高い多様性が認められた
(Narusaka	 M.	 et	 al.	 Plant	 J.	 2009)。一方

で、ロイシンジッパー(LZ)モチーフおよび
WRKY モチーフといった保存配列も存在した。
抵抗性蛋白質に特徴的な LRR 配列は特定の蛋
白質や分子と特異的に相互作用していると
考えられていることから、RRS1 が多様な病原
体を認識するための強い選択圧を受けてい
ることが示唆された。	 
	 また、私たちは本システムが、植物の科の
壁を超えて病原菌を認識し、病害抵抗性を誘
導することを明らかにした。そこで、本シス
テムを応用面で最大限活用するために、この
デュアル抵抗性遺伝子（抵抗性蛋白質）シス
テムを構成する RPS4 および RRS1 蛋白質によ
る病原体認識から抵抗性発現に至る一連の
作用機構の解明をめざし、本システムに関わ
る構成因子の同定と、デュアル抵抗性蛋白質
システムの分子基盤を明らかにすることで、
抵抗性蛋白質を利用した病害抵抗性育種の
技術開発に貢献する。	 
	 本研究では病原体認識に深く関わると予
想されるデュアル抵抗性蛋白質システムを
構成するシロイヌナズナの抵抗性蛋白質
RRS1 に着目し、抵抗性蛋白質をコアとする病
害防御応答シグナル伝達ネットワークの解
明を試みた。	 
	 
３．研究の方法 
（材料）シロイヌナズナ（ Arabidopsis	 
thaliana）（Ws-2;炭疽病に抵抗性、Col-0;炭
疽病に感受性）、ベンサミアーナタバコ
(Nicotiana	 benthamiana)、タバコ(Nicotiana	 
tabacum) 、アブラナ科野菜類炭疽病菌
（Colletotrichum	 higginsianum）、トマト斑
葉 細 菌 病 菌 (Pseudomonas	 syringae	 pv.	 
tomato	 strain	 DC3000	 expressing	 avrRps4)、
デュアル抵抗性遺伝子導入アブラナ科作物
(Brassica	 rapa,	 Brassica	 napus)	 
	 
(1)	 抵抗性蛋白質 RRS1 への部位特異的変異
の導入による RRS1 の機能解明	 
	 抵抗性蛋白質 RRS1 に部位特異的に変異を導
入し、RRS1 の機能とデュアル抵抗性蛋白質シ
ステムの仕組みを明らかにする。まず、シロ
イヌナズナの 20 種の生態型（抵抗性および
感受性生態型を含む）における各 RRS1 のア
ミノ酸配列を比較し、特徴的なアミノ酸配列
領域を特定している。そこで、抵抗性遺伝子
RRS1 の変異体（rrs1-1：Ws-2	 background、
炭疽病菌に感受性）もしくは、RPS4との二重
変異体(rps4-21/rrs1-1)に部位特異的アミ
ノ酸置換を行った変異 RRS1 を相補し、RRS1
の機能発現にとって重要なアミノ酸配列を
特定する。	 
(2)	 生化学的手法によるデュアル抵抗性蛋
白質と相互作用する因子の検索	 
	 生化学的手法によりデュアル抵抗性蛋白質、
特に RRS1 と相互作用する因子を検索する。
標識ペプチド（タグ）を融合した抵抗性蛋白
質を用い、免疫沈降により相互作用する因子
を同定する。モデル実験植物ベンサミアーナ



 

 

タバコで一過的に蛋白質を発現して蛋白質
間相互作用を解析できる実験系を構築する。
本系を用いて、デュアル抵抗性蛋白質が複合
体を形成することを明らかにし、これらと相
互作用する因子の探索を行う。さらに、取得
した因子についてウイルスベクターを用い
たサイレンシグを行い、その機能をベンサミ
アーナタバコで解析する。	 
(3)	 サプレッサー変異体の解析	 
	 RRS1 の破壊変異体(rrs1-1)に変異原処理
(EMS 処理)し、アブラナ科炭疽病菌に対する
抵抗性が復帰したサプレッサー変異体(5 ラ
インを取得済み)を解析することで、抵抗性
蛋白質による病原体の認識以降の情報伝達
系を明らかにする。サプレッサー変異体 5ラ
インについて、定法に従い変異位置の同定を
行う。また、新たなサプレッサー変異体の取
得を試みるとともに、変異体 5ラインについ
て、病原菌に対する耐性評価およびその特性
を調査する。	 
	 (4)	 病害抵抗性作物の分子育種における基
盤技術の構築	 
	 サプレッサー変異体の解析で明らかにな
った遺伝子や、デュアル抵抗性蛋白質と相互
作用する因子をアブラナ科作物などに形質
転換し、耐病性を評価する。この際必要とな
るベクターを開発する。また、私たちがこれ
までに整備したハクサイのゲノムリソース
を 有 効 に 活 用 し (Wang,Narusaka	 et	 
al.Nature	 Genetics	 2011)、病害抵抗性作物
の分子育種の基盤技術を構築する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)抵抗性蛋白質 RRS1 への部位特異的変異の
導入による RRS1 の機能解明	 
	 RRS1 のロイシンジッパー(LZ)モチーフの
役割と機能を明らかにするため、LZ モチーフ
にアミノ酸置換を導入した RRS1ΔLZ を
rrs1-1変異体へ相補した結果、本形質転換体
は葉の一部がクロロシスを形成するととも
に極度に矮小化した(図 1)。さらに、rrs1-1/	 
RRS1ΔLZ 相補体における病害防御応答のマ
ーカー遺伝子 PR1 の発現解析の結果、PR1 遺
伝子の恒常的な発現が認められ、本相補体が
恒常的に抵抗反応を発現していることが示
唆された。一方で、RRS1 と RPS4 の二重変異
体(rps4-21/rrs1-1)に RRS1ΔLZ を導入した
結果、植物体は正常に生育し、PR1 遺伝子の
恒常的な発現も生じなかった。次いで、アグ
ロバクテリウムを介した一過的発現系を用
いてタバコ葉へ RRS1ΔLZ、RPS4 および RRS1
を組み合わせて、共インジェクションした。
その結果、RRS1ΔLZ と RPS4 を共インジェク
ションした区のみ過敏感反応（HR）が認めら
れ、RRS1ΔLZ 遺伝子単独では HR が生じない
ことから、HR 反応には RPS4 が関与すること
が示唆された。以上により、RRS1 による RPS4
の制御が本システムにおいて重要な役割を
果たしていることが示唆された(図 1)。	 
	 また、RPS4 および RRS1 の両抵抗性蛋白質

には、ヌクレオチド結合蛋白質に共通して存	 

	 
図 1	 変異体における RRS1 ロイシンジッパー	 
	 	 の影響	 
	 	 
在するコンセンサス配列（GXXXXGKT/S、
p-loop モチーフ）が存在する。GKT を AAA に
置換した変異を RRS1 および RPS4 欠損変異株
に導入した結果、形質転換植物はアブラナ科
野菜類炭疽病菌に対して感受性を示し、本モ
チーフは抵抗性発現に必須であることが示
唆された。現在、詳細な解析を行っている。	 
(2)生化学的手法によるデュアル抵抗性蛋白
質と相互作用する因子の検索	 
	 デュアル抵抗性蛋白質システムを構成す
る 2つの抵抗性蛋白質と相互作用する因子を
同定し、デュアル抵抗性蛋白質システムを構
成する蛋白質複合体の全貌を明らかにする
ことを試みた。一般的に、植物体からの抵抗
性蛋白質の検出は、その発現量が低いことか
ら困難である。そこで、RPS4 および RRS1 を
検出するために最適なタグの選定を行った。
その結果、それぞれ 3xFLAG および 4xMyc を N
末端へ融合することにより、植物の全蛋白質
抽出試料から、両蛋白質の全長検出に成功し
た。さらに、高度な実験の再現性をめざし、
両蛋白質の検出法を検討した結果、カリフラ
ワーモザイクウイルスの 35S プロモーターに

Ω配列を付加お
よび、ホスファ
ターゼ阻害剤/
脱リン酸化阻害
剤 の PhosSTOP	 
(Roche) を 添 加
することで、両
蛋白質の発現量
が増加し、抵抗
性蛋白質を安定
に検出できる系
の構築に成功し
た。そこで、両
蛋白質の局在を

細胞質(Sol)、小胞体(Micro)および核(Nuc)
画分に分画し、ウェスタンブロット解析を行
った結果、両蛋白質が小胞体画分に共通して
多く存在することを明らかにした（図 2）。さ
らに、小胞体画分において抵抗性蛋白質
(Myc-RRS1 および FLAG-RPS4)を用いた免疫沈
降を行った結果、両蛋白質が複合体を形成し
て存在していることが示唆された。一方、(1)
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において解析した RRS1 の LZ 領域および
P-loop モチーフに変異を導入すると、小胞体
画分における検出量が低下し、複合体形成の
安定性に影響することが示唆された。	 
	 また、生化学的解析などにより、デュアル
抵抗性蛋白質システムに関与する因子とし
て EDS1 が推定された。そこで、EDS1 をサイ
レンシングしたベンサミアーナタバコを作
製し、上述の一過的発現系を用いた解析を行
った。その結果、EDS1 をサイレンシングした
ベンサミアーナタバコでは、RRS1ΔLZ遺伝子
と RPS4 遺伝子を共インジェクションしても
HR の誘導が認められなかった。以上により、
RRS1では LZモチーフがRPS4による抵抗反応
起動の重要な因子であり、そのシグナル伝達
には EDS1 を介するか、もしくはデュアル抵
抗性蛋白質複合体の形成に EDS1 が必要であ
る可能性が示唆された(図３)。	 
	 

図 3	 サイレンシング植物を用いたデュアル
抵抗性蛋白質システムの機能解析	 

	 
(3)サプレッサー変異体の解析	 
	 原因遺伝子の特定をめざし、5 種のサプレ
ッサー変異体(E4-2,	 E6-1,	 E7-1,	 E7-2 およ
び E13-1)について Ws-2 と 3 回の戻し交雑を
行い、5週育成させた結果、E7-1 を除く 4 種
の変異体が矮小化することから、これら変異
体は、常時抵抗反応が誘導されていることが
推察された(図 4)。さらに、生育に影響しな	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図 4	 播種 5 週後のサプレッサー変異体	 
	 
いサプレッサー変異体の探索を試みたが、新
たな変異体の取得には至らなかった。サプレ
ッサー変異体の多くが矮小化することから、
RRS1 が病原体認識から細胞内の抵抗性誘導
を起動するために、重要な役割を担っている
ことが示唆された。また、E7-1 における変異
の同定が病害防御応答におけるシグナル伝

達ネットワークの解明に寄与することが示
唆され、現在、さらなる戻し交雑および原因
遺伝子の特定を試みている。	 
	 
	 (4)病害抵抗性作物の分子育種における基
盤技術の構築	 
	 私たちはデュアル抵抗性蛋白質を導入し
た耐病性コマツナおよびナタネの作製に成
功している。デュアル抵抗性蛋白質を導入し
た耐病性コマツナおよびナタネについて、そ
の病害耐性の付与効果を検討するため、世代
を経た個体について、耐病性検定を行った。
その結果、コマツナでは T3世代においても、
シロイヌナズナの RPS4遺伝子または RRS1遺
伝子を単独で導入した株では耐性が得られ
ず、両遺伝子を導入(RR)したラインでのみア
ブラナ科炭疽病菌に対する耐性が認められ
た(図 5)。また、ナタネ T2 世代においてもア
ブラナ科炭疽病菌に対して耐性が維持され
ていた。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図 5	 T3 コマツナにおける耐病性検定	 
	 
	 さらに、デュアル抵抗性蛋白質システムと
相互作用する因子を導入するためのベクタ
ー作製を行い、新たな因子の導入に向けた基
盤を構築した。	 
	 以上より、デュアル抵抗性蛋白質システム
において、RRS1 は負の制御、RPS4 は正の制
御を担っていることが示された。デュアル抵
抗性遺伝子は、2つを同時に導入することで、
同種内および科を超えた作物において安定
した耐病性作物の創製を可能とする育種ツ
ールになることが示唆された。	 
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