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研究成果の概要（和文）：植物の免疫レセプターには病原体因子と直接結合する外来の挿入ドメイン（ID）を進
化的に獲得することで、病原体を認識し、宿主植物に耐病性を誘導する機能を持つものが知られ、IDは宿主－病
原体間相互作用を理解する上で重要な情報として近年注目されている。
本研究ではイネの免疫レセプター、Piiの解析を通じ、PiiのIDが病原体因子との結合ではなく、病原体因子が作
用する宿主因子の監視に重要な役割を果たす可能性を示した。これはID機能の推測範囲を広げる結果であり、ID
の配列情報から、宿主－病原体因子間ネットワークを予測する国際的な試みに大きな波及効果を与えるものであ
る。

研究成果の概要（英文）：Currently, it has been known that plant NLR type immune receptors have 
integrated domains (IDs) derived from other host proteins. Some reports showed that IDs bind to 
pathogen effectors and enable NLRs to recognize pathogen effectors, directly. Therefore, IDs are 
regarded as important information to understand host-pathogen interactions. 
In this study, we found the ID of rice NLR, Pii, and showed that the Pii-ID did not contribute to 
direct binding to cognate fungal effector, AVR-Pii. On the other hand, Pii-ID had crucial roles in 
the interaction with OsExo70-F3, an AVR-Pii-interactor required for Pii-dependent resistance, and in
 the recognition of AVR-Pii. These results indicate that Pii-ID may function by detecting host 
accessory protein targeted by pathogen effectors. This finding is different from the known ID 
function as pathogen effector-interacting domain, and may expand speculated functions of NLR-ID.

研究分野： 植物病理
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１．研究開始当初の背景 
(1) 病原菌に対する植物の真性抵抗性は、一
般的には植物のNLR型抵抗性タンパク質が病
原菌の非病原性因子（AVR）を直接的もしく
は間接的に認識して誘起される。このうち間
接的認識機構は、イネをはじめとする単子葉
植物ではよく知られておらず、認識に介在す
る宿主因子の報告もない。 
 
(2) 申請者らはイネのNLR型抵抗性タンパク
質Piiとそれに認識されるイネいもち病菌の
非病原性因子 AVR-Pii を解析し、Pii と
AVR-Pii は直接相互作用しないが、AVR-Pii
はイネの OsExo70-F2/F3 と相互作用し、
OsExo70-F2/F3 はこの Pii 依存的抵抗性に特
異的かつ必須の役割を果たすことを示した。
これらの結果は Piiが OsExo70-F2/F3 を介し
て、間接的に AVR-Pii を認識する可能性を示
している。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、ユニークな AVR 認識機構が
期待される Pii依存的抵抗性を単子葉植物で
のモデルとし、抵抗性関連因子の同定とそれ
らの相互作用解析を通じ、植物の病原体認識
機構、抵抗性発現機構の未知の側面を解明す
ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) イネのノックアウト及びノックダウン
株を作出することで OsExo70-F2 もしくは
OsExo70-F3のどちらがPii依存的抵抗性に主
要な役割を果たしているのかを明らかにす
る。 
 
(2) Pii、AVR-Pii、OsExo70-F2/F3 の 3 者間
相互作用を酵母ツーハイブリッド法（Y2H）
や共免疫沈降法（co-IP）などを用いて検討
す る 。 加 え て 、 AVR-Pii の 存 在 が
OsExo70-F2/F3 の局在、修飾等の性状に変化
をもたらすのかどうか調査し、変化が見いだ
された時は3者間相互作用への影響も調査す
る 。 同 時 に そ の 逆 の 作 用 で あ る 、
OsExo70-F2/F3 の存在が AVR-Pii に及ぼす影
響も調べる。 
 
(3) Pii、OsExo70-F2/F3 と相互作用する宿主
因子を探索し、Pii 依存的抵抗性への関与を
調べる他、Piiを持つイネ品種「ひとめぼれ」
のEMS変異体集団から抵抗性に関連する因子
の順遺伝学的同定を試みる。これらにより、
Pii による AVR-Pii 認識に関わる因子の同定
を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) イネのノックダウン株を用いた解析か
ら、特に OsExo70-F3 が Pii 依存的抵抗性に
主要な役割を果たしていると考えられた。 
 
(2) Piiを持つイネ品種「ひとめぼれ」の EMS

変異体集団から Pii依存的抵抗性が変化した
変異体をスクリーニングにより単離し、順遺
伝学的解析を行った。原因遺伝子として同定
されたものは lesion mimic を引き起こす
P450 遺伝子と２つの Pii 遺伝子（Pii-1 と
Pii-2）であり、Pii が隣接する２つ paired 
NLR 遺伝子により構成されていることが、遺
伝学的に証明された。 
 
(3) Pii および OsExo70-F3 と相互作用するイ
ネ因子を co-IP や Y2H で探索した。Pii-1／
Pii-2 の様々な領域を用いた探索からは、
OSK1 等のキナーゼを含む因子が、OsExo70-F3
を用いた探索からは Syntaxin 等の小胞輸送
系に関わる因子を含むインタラクターが見
出され、Pii および OsExo70-F3 共通の相互作
用因子として Inositol phosphatase が同定
された。次に、それらを発現抑制し、Pii 依
存的抵抗性への影響を調べたが、抵抗性への
明瞭な関与は認められなかった。 
 
(4) Exo70 は他の因子とともに exocyst 
complex を形成し、細胞の小胞輸送を制御す
ることが知られている。そこで、OsExo70-F3
がイネの exocyst complex の構成メンバーと
相互作用するかを調べたところ、Y2H で SEC8
や SEC15 との相互作用が認められ、exocyst 
complex を形成しうると考えられた。次に、
それら exocyst complex の構成メンバーの発
現抑制を試みた。多くのものは発現抑制が困
難で致死遺伝子と考えられたが、いくつかの
メンバーでは発現抑制に成功した。しかし、
Pii 依存的抵抗性への影響は認められず、
OsExo70-F3 が exocyst complex の機能を介し
て Pii依存的抵抗性に関与するという証拠は
得られていない。 
 
(5) 遺伝学的に抵抗性への関与が示されて
いる Pii、AVR-Pii、OsExo70-F3 に関してそ
の相互作用の詳細について解析を行った。
AVR-Pii は Pii との直接的な相互作用は認め
られないが、OsExo70-F3 と相互作用すること
は以前に示している。本研究ではまず、
AVR-Pii に様々な変異を加え、OsExo70-F3 と
の相互作用を調べたところ、いくつかの変異
で相互作用が阻害され、それらの変異体はい
ずれも Pii依存的抵抗性の誘導能を失ってい
た。これは抵抗性誘導における AVR-Pii と
OsExo70-F3 間相互作用の重要性を支持する
結果である。 
 
(6) AVR-Pii と OsExo70-F3 間相互作用がそれ
ぞれの性状に与える影響について検討を行
った。性状解析の結果、両タンパク質はそれ
ぞれ２〜３量体を形成していると考えられ
たが、AVR-Pii—OsExo70-F3 間相互作用はこの
多量体形成に影響しなかった。この他、タン
パク質の切断／修飾の有無の電気泳動レベ
ルでの評価や可溶性画分／生体膜画分への
分画パターンについて、AVR-Pii—OsExo70-F3



間相互作用の影響を調べたが、相互作用によ
る性状変化を捉える結果を得るにはいたっ
ていない。 
 
(7) AVR-Pii と Pii との直接的相互作用は検
出できない。そこで本研究では OsExo70-F3
と Pii（Pii-1 と Pii-2）との相互作用につい
て解析した。Y2H の結果、OsExo70-F3 は Pii-2
の C末端領域と相互作用することが示された。
この領域には NOI ドメインのコアモチーフ
（PxFGxW）が存在することが分かった
(Fig.1)。これはシロイヌナズナの抵抗性制
御因子である RIN4 タンパク質に保存され、
AvrRpt2 cleavage site として知られるモチ
ーフである。近年、植物の NLR 型免疫レセプ
ターは外来因子に由来する配列をイレギュ
ラーに持つことが知られ、Integrated domain 
(ID)と呼ばれている。近年の解析ではこの ID
が病原体の因子と直接結合し、NLR の病原体
認識に中核的な役割を果たすことが知られ
ているが、Pii においてはこの PxFGxW モチー
フが ID に相当すると考えられる。 

 
(8) Pii-2 に認められる NOI ドメインのコア
モチーフに変異を導入したところ(Fig.1)、
OsExo70-F3 との相互作用が阻害されること
が分かった(Fig.2)。 
さらに、前述の「ひとめぼれ」EMS 変異体集

団より得られた Pii-2のノックアウトライン
において、NOI ドメインのコアモチーフに変
異を導入した変異 Pii-2遺伝子を発現させた
ところ、野生型の Pii-2の発現の場合とは異
なり、Pii-2 ノックアウトラインの形質が相
補されず、抵抗性は回復しなかった(Fig.3)。
これはコアモチーフへの変異によって Pii-2
遺伝子の機能が失われたと考えられた。 

 
(9) PxFGxW モチーフは Pii以外の様々なイネ
のタンパク質にも認められる。イネにおいて
も同モチーフを持つタンパク質として RIN4
様タンパク質のほか、RIN4 とは大きく構造が
異なるタンパク質が複数見出された。Y2H の
結果、OsExo70-F3 はイネ RIN4 様タンパク質
と特異的に結合することが分かった。 
 
以上の結果は Pii が RIN4 に由来すると思わ
れる PxFGxW モチーフを ID として持つこと、
それが Pii の OsExo70-F3 との相互作用、お
よびAVR-Pii認識に重要な役割を果たすこと
を示している。これは NLR 型免疫レセプター
が ID を介して、病原体因子のみならず、
OsExo70-F3 の様な宿主因子の監視にも寄与
するという、新規の認識機構の可能性を示す
ものである。 
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