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研究成果の概要（和文）：ファイトプラズマに適したRNA-seq技術の開発によりORF領域及びORFが存在しないゲ
ノム領域からも多数の転写産物が生じていることを明らかにした。また、ファイトプラズマ感染植物からファイ
トプラズマのRNAのみを取り出し、ゲノム上における転写起点を網羅的に特定する手法を確立し、ORFが存在しな
いゲノム領域から転写されるRNAにも転写開始点が見出されることを明らかにするとともに、ファイトプラズマ
に共通して見出される複数のプロモーター配列を特定した。いずれも初の知見であり、ファイトプラズマの遺伝
子および小分子RNAの発現制御の解明に直接的に寄与するものである。

研究成果の概要（英文）：The development of RNA-seq technology suitable for phytoplasma revealed that
 a large number of transcripts are generated from the genomic region where ORF region and ORF do not
 exist. We also established a method to extract only phytoplasma RNA from phytoplasma-infected 
plants and comprehensively identify transcription start sites on the genome. The sites are also 
found in RNA transcribed from noncoding regions. Some putative promoter sequences commonly found in 
phytoplasmas. These data are the first findings and directly contribute to elucidation of expression
 control of phytoplasma genes and small RNAs.

研究分野： 植物病理学

キーワード： ファイトプラズマ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 病原微生物（ウイルス、細菌、菌類）は宿
主への感染を成立させるために、宿主との複
雑な相互作用をおこない、多層的な抵抗性機
構を回避する必要がある。病原微生物が宿主
に分泌する病原性因子「エフェクター」は相
互作用の実行因子であり、これまでに多数同
定され機能が解明されてきた。これまでに病
原微生物から単離されたエフェクターのほ
とんどはタンパク質であり、これらエフェク
ターは宿主細胞内に分泌され、感染に有利に
なるように宿主の代謝系を操作している
［Nat Rev Genet, 2005. 6:206–220; FEMS 
Microbiol Rev, 2011. 35:1100–1125; Curr 
Opin Plant Biol, 2012. 15:477–482］。 
 RNAサイレンシングは小分子RNAを介し
た遺伝子発現制御機構であり、真核生物に広
く保存されている。小分子 RNA は相補的配
列を持つ mRNA 特異的な切断・分解をもた
らすほか、相補的配列を持つゲノム DNA 領
域のメチル化を介した転写抑制にも関与す
る［Cell, 2009. 136:642–655］。RNA サイレ
ンシングは病原体との相互作用においても
重要な働きを担っており、ウイルスに対する
防御機構でもある［Nat Rev Genet, 2005. 
6:206–220］。また逆に、ウイルス由来の小分
子 RNA が宿主の遺伝子発現を抑制し、病原
性に関わる事例も知られている［PLoS 
Pathog, 2011. 7:e1002021］。近年、植物と植
物病原菌類の間でも小分子 RNA のやり取り
がおこなわれることが明らかになってきた
［Plant Cell, 2010. 22:3130–3141］。特に、
植物病原菌類が生産する小分子 RNA により、
植物側の抵抗性関連遺伝子の発現が抑制さ
れたことから［Science, 2013. 342:118–123］、
菌類の小分子 RNA がエフェクターとして機
能することが示された。一般に、塩基配列は
アミノ酸配列よりも変異頻度が高いため、小
分子 RNA 型エフェクターはタンパク質型エ
フェクターと比較して配列の最適化が生じ
やすく、エフェクターとしての進化的優位性
は高いと考えられる。 
 しかしながら、病原細菌における小分子
RNA 型エフェクターの報告はこれまでのと
ころ存在しない。原因の一つとして、細菌は
真核生物のような RNA サイレンシングの機
構を持たず、小分子 RNA の機能に関する研
究分野が大きく遅れていることが考えられ
る。近年では CRISPR のような RNA サイレ
ンシングに準ずる機構の存在が明らかにな
る な ど ［ Nat Rev Microbiol, 2008. 
6:181–186］、小分子 RNA の役割が注目され
始めているが、まだ真核生物における RNA
サイレンシングと比べると不明な点が多く
残されている。 
 ファイトプラズマは昆虫媒介性の重要植
物病原細菌であり、幅広い植物の篩部細胞内
に寄生し、萎縮、叢生、花の葉化などユニー
クな病徴を引き起こす。近年いくつかの分泌
タンパク質が病徴に関わるエフェクターと

して報告されているが［Curr Opin Microbiol, 
2012. 15:247–254］、感染性に関わるエフェ
クターは発見されておらず、その感染成立メ
カニズムは依然として謎に包まれている。申
請者はこれまで、ファイトプラズマのエフェ
クタースクリーニングにより、花の葉化を引
き起こす分泌タンパク質を単離し、その機能
解明をおこなっている［日植病報 , 2012. 
79:36］。その過程において、ファイトプラズ
マは既知のエフェクターのホモログを持た
ないこと、感染性に関わるエフェクターが未
だ見出されないことを確認してきた。これら
のことは、従来の分泌タンパク質型のエフェ
クターとは異なる病原性因子の存在を示唆
すると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景のもと、申請者はファイトプラ
ズマの新規病原性因子として小分子 RNA 型
エフェクターの存在を想定して、まずファイ
トプラズマに感染した植物の小分子 RNA の
大規模シークエンスおよびファイトプラズ
マゲノム情報とのマッチングにより、ファイ
トプラズマから生産される小分子 RNA を網
羅的に特定することを目的とした。次に、そ
れら候補配列について、発現制御機構を解析
することにより、機能に関する知見を得るこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
 ファイトプラズマのゲノム情報をもとに、
ファイトプラズマ感染植物から、網羅的に転
写開始点の予測をおこなった。つづいて、従
来の知見ではファイトプラズマの RNA を大
量に解読する技術がなかったため、ファイト
プラズマに適した大規模 RNA シークエンス
解析技術の開発をおこなった。さらに、ファ
イトプラズマの転写開始点を網羅的に特定
する大規模 RNA シークエンス解析技術の開
発をおこなった。 
 
４．研究成果 
 ファイトプラズマのゲノム上には、様々な
位置で RNA の転写開始点が予測され、転写
制御系についても明らかになった。また、従
来の方法と比較して、きわめて高効率にファ
イトプラズマの転写産物を解読することが
できた。その結果、ファイトプラズマゲノム
上の ORF の多くから転写産物が検出される
とともに、ORF が存在しないゲノム領域から
も多数の転写産物が検出された。さらに、転
写開始点の網羅的特定により、ORF が存在し
ないゲノム領域から転写される RNA にも転
写開始点が見出されることを明らかにする
とともに、ファイトプラズマに共通して見出
される複数のプロモーター配列を特定した。
いずれも初の知見であり、ファイトプラズマ
の遺伝子及び小分子 RNA の発現制御の解明
に直接的に寄与するものである。 
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