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はじめに 

 

一昨年に第５５回植物感染生理談話会事務局を引き継いだ際、新型コロナウ

イルスの存在はおろか、世界中がこれほどまで未曽有のパンデミックに見舞われ

るとは想像すらしていなかった。たった 1 種類の病原性ウイルスの出現によっ

て、それまでの世界のあらゆる日常とおびただしい人命が失われ、全人類の叡智

をもってしても完全克服には程遠い状況が続いている。驚異的な速さで新規開発

されたワクチンの国内接種と東京 2020 オリンピック・パラリンピックの開催準

備が進む中、一縷の望みをかけて当談話会の現地開催準備を進めたが、新型コロ

ナウイルス感染症は拡大の一途を辿り、ついに当談話会始まって以来の web 開催

を決断するに至った。 

現地開催する予定であった九州地域は農業が盛んであり、地理的・気候的に

も新しい植物病害が発生しやすい。そこで、「植物病害研究のフロントライン -

病原体との熱き闘い-」というテーマのもとで、植物病理学はもとより、植物生

理学の分野からも精力的な研究活動を進められている研究者をお招きし、最新の

話題提供をお願いした。今回のテーマを決めるにあたり、フロントラインという

言葉には 2 つの意味を込めさせて頂いた。一つは九州という開催地の地域性であ

り、もう一つは研究の最前線である。今回は植物免疫研究の世界的トップランナ

ーである津田賢一先生と植物の発熱のしくみに関する第一人者である稲葉靖子

先生を特別講師としてお招きし、さらに国内外のフロントラインで活躍する 11

名の気鋭の講師陣に微生物と植物の相互作用や病原体の病理学的・生態学的特徴

などについて、２つのフロントラインから最新の研究成果・情報を話題提供して

頂く。 

病原体が感染するしくみ、植物が病気になるしくみ、そして病原体そのもの

のしくみを深く理解することは病害と病原体の制圧に必要不可欠である。植物保

護科学分野は人類が現在直面している新型コロナウイルスとの闘いに感染生理

学、免疫学、疫学、診断、防疫などの面において共通概念が多いと感じている。

病害防除による食糧生産の安定化は間違いなくコロナ禍に苦しむ全世界の社会

情勢の安定化と平和に結びつく。当談話会の参加者が世界のフロントラインに位

置する研究者の話題提供により植物―微生物間相互作用の理解を深め、植物病害

防除研究展開に新たなヒントを得ることを切に願う。  

研究の展開には発想の転換と同じ志を持ち合わせた者同士の交流の場が欠か

せない。例年であれば当談話会への参加が困難であった参加者もおられるであろ

う。コロナ禍をきっかけとした今回の web 開催が植物感染生理学分野のフロント

ラインを実感・共有できる場になることを祈念する。 

 

 

令和 3 年９月 編者しるす 
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ビフィズス菌とキサントモナス属細菌に共通して認められる 

ユニークな糖鎖分解酵素群

中村正幸・藤田清貴・岩井 久 

Nakamura, M., Fujita, K., and Iwai, H. 

Unique glycolytic enzymes present in Bifidobacterium spp. and Xanthomonas spp. 

in common  

Abstract 

We clarified the functions of three uncharacterized enzymes, xcv2724, xcv2728, and xcv2729, 

in Xanthomonas euvesicatoria, the causal agent of bacterial spot of tomato and pepper. The genes 

corresponding to the three enzymes are homologs of hypBA1, hypBA2, and hypAA from 

Bifidobacterium longum and are unique to Xanthomonas spp. among plant pathogenic bacteria. 

We revealed that they degrade the arabinofurano-oligosaccharides present on hydroxyproline 

(Hyp)-rich glycoproteins (HRGPs) such as extensin and solanaceous lectins in plant cell walls. 

These enzymes work coordinately to degrade the oligosaccharides. First, XeHypAA (XCV2728), 

belonging to the glycoside hydrolase (GH) 43 family, releases L-arabinose from L-

arabinofuranose (Araf)-α1,3-Araf-ß1,2-Araf-ß1,2-Araf-ß-Hyp (Ara4-Hyp), cleaving its α1,3 

bond; second, XeHypBA2 (XCV2729), belonging to the GH121 family, releases the disaccharide 

Araf-ß1,2-Araf from Araf-ß1,2-Araf-ß1,2-Araf-ß-Hyp (Ara3-Hyp); finally, XeHypBA1 

(XCV2724), belonging to GH family 127, releases L-arabinose from Araf-ß-Hyp (Ara-Hyp). In 

summary, the main oligosaccharide structure of Ara4-Hyp on the HRGPs is degraded to Ara3-Hyp, 

then to Ara-Hyp, and finally to Ara monosaccharides by the action of these three enzymes. HRGPs 

containing oligosaccharide substrates have been reported to contribute to plant defense, and 

interestingly, the promoter region of the operon (xehypBA2 and xehypAA) contains the PIP-box. 

We then analyzed the expression level of the operon gene in hrp-inducing medium and in plants 

and constructed gene-deletion mutants. However, although the operon was evidently upregulated 

by HrpX, three single-gene deletion mutants (ΔxehypBA1, ΔxehypBA2, ΔxehypAA) and even a 

triple-gene deletion mutant (ΔxehypBA1-BA2-AA) remained pathogenic, suggesting that these 

three enzymes are not involved in the pathogenicity of X. euvesicatoria. In this review, we discuss 

the meaning of existence of these enzymes in Xanthomonas spp. and bifidobacteria. 

Key wards: Xanthomonas, sugar chain, arabinofuranosidase, hydroxyproline-rich glycoproteins 

鹿児島大学農学部 Faculty of Agriculture, Kagoshima University, Kagoshima 890-0065, Japan 
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はじめに 

腸内細菌であるビフィズス菌は、他の微生物に存在しないユニークな糖代謝酵素を多

く持つ新規酵素の宝庫である。そのビフィズス菌から、当大学の藤田らにより、アラビ

ノオリゴ糖鎖(アラビノースが 2〜4 個結合)を特異的に分解する新規の酵素群が発見さ

れた (Fujita et al., 2011, 2012, 2014)。本酵素群は、3 つの酵素 (HypAA, HypBA2,

HypBA1) から成り、協調的に働くことでアラビノオリゴ糖鎖を単糖のアラビノース(Ara)

に分解する。非常に興味深いことに、本酵素群のオルソログが、植物病原細菌では

Xanthomonas 属細菌にのみ存在しており、また、基質となるアラビノオリゴ糖鎖構造は、

自然界では、植物細胞壁に存在する糖タンパク質のエクステンシンとナス科レクチンに

のみ認められる(図 1)。これら糖タンパク質は、病害抵抗生に関わっていることが知ら

れており、特にエクステンシンは、抵抗性誘導の際、細胞壁を強化し、木部組織や師部

組織に蓄積することで、病原体侵入のバリアになるとされている(Benhamou et al.,

1990; Showalter, 1993; Balaji and Smart, 2012; Otulak-Kozieł et al., 2018)。ま

た、エクステンシンを高発現させたシロイヌナズナでは、細菌の侵入抑制効果が高まっ

たことも報告されている(Wei and Shirsat, 2006)。

 以上のバックグラウンドを考慮すると、当然 Xanthomonas 属細菌の保持するこれら酵

素群と病原性との関わりに期待が高まる。そこで、我々は、トマト斑点病細菌(X. 

euvesicatoria 以下 Xe)由来の各酵素の組み換えタンパク質を作成し、ビフィズス菌と

の機能比較を行なった(Nakamura et al., 2018)。また、各酵素遺伝子の発現解析および

破壊株を作出し、病原性との関わりを調査した。本稿では、これまで得られた結果を基

に、ビフィズス菌と Xanthomonas 属細菌におけるこれら酵素群の存在意義について考察

する。 

1. アラビノオリゴ糖鎖構造

基質となるアラビノオリゴ糖鎖(β-L-アラビノフラノシド結合)は、植物細胞壁に存

在するエクステンシンとナス科レクチンにのみ認められる。エクステンシンとナス科レ

クチンは、hydroxyproline-rich glycoproteins(HRGP)と呼ばれる糖タンパク質で、ヒ

ドロキシプロリン(Hyp)を豊富に含んでいる(図 1)(Ashford et al., 1982; Akiyama et

al., 1980)。アラビノオリゴ糖鎖は、この Hyp 残基に結合しており、アラビノース(Ara)

が 3 つβ1,2 結合した Ara3-Hyp と、その非還元末端にもう 1 つのアラビノースがα1,3

結合した Ara4-Hyp が主に存在しており、双子葉植物の場合、Ara4-Hyp が、Hyp 残基の

33%〜75%に結合している(Lamport and Miller, 1971)。β-アラビノオリゴ糖鎖は、植

物に広く分布しているにも関わらず、その分解酵素の存在は、ビフィズス菌で見つかる

までは、全く知られていなかった。

図 1 エクステンシンとアラビノオリゴ糖鎖の構造 . Ara,アラビノース; Gal,ガラクトース; 

Hyp,ヒドロキシプロリン; Ser, セリン. 
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2. ゲノム上に存在する hypAA, hypBA2, hypBA1 の遺伝子クラスター

ビフィズス菌と Xe のゲノムマップを図 2 に示す。ビフィズス菌のゲノム上には、3 つ

の酵素遺伝子がタンデムに存在し、hypBA2 と hypAA はオペロンを構成している。同じ

ように、Xe のゲノム上でも、hypBA2 と hypAA はオペロンを構成し、hypBA1 は、その下

流に位置している。また、Xe の hypBA2-hypAA オペロンのプロモーター領域には、HrpX

のシスエレメントである PIP-box 配列(Fenselau and Bonas, 1995; Koebnik et al.,

2006)が認められる。さらに興味深い点として、HypBA2-HypAA オペロンに隣接して、プ

ロテアーゼと予想される遺伝子(xcv2726, xcv7277)が位置しており、モチーフ検索を行

うと、HRGP に豊富に含まれるプロリンを認識して切断するプロテアーゼのモチーフが

認められる。

2-1. HypAA (α -L-arabinofranosidase)

の機能 

 HypAA は GH43 ドメインを有してお

り、Ara4-Hyp の非還元末端に存在する

α-L-Ara残基を切断することで、Araと

Ara3-Hyp に分解する働きを持っている。

本酵素は、α-L-Ara 残基のα1,3 結合構造を特異的に認識するため、Ara3-Hyp や Ara2-

Hyp には全く作用しない。これは、ビフィズス菌と同じ働きであるが、大きく異なる点

は、ビフィズス菌由来 HypAA は、シグナルペプチドに加え、C 末端側に膜アンカリング

領域が存在していることから、細胞膜に結合した状態で、菌体表層に局在しているが、

Xe 由来 HypAA には、シグナルペプチドは存在するものの、アンカリング領域はなく、

細胞外へと完全に分泌される。 

2-2. HypBA2(β-L-arabinobiosidase)の機能

HypBA2 は、Ara3-Hyp に特異的に作用し、β-Ara2を遊離する非常にユニークな働きが

ある。Ara4-Hyp や Ara2-Hyp には作用しない。本酵素は、β-アラビノオリゴ糖鎖のβ-

アラビノフラノシド結合を切断する新規の酵素であり、CAZy 糖質加水分解酵素の新た

な GH121 ファミリーとして登録されている(Fujita et al., 2011)。こちらも、ビフィ

ズス菌と同じ働きであるが、HypAA 同様に、ビフィズス菌由来 HypBA2 には、シグナル

ペプチドと膜アンカリング領域が存在しているのに対し、Xe 由来には、シグナルペプ

チドのみである。

2-3. HypBA1(β-L-arabinofranosidase)の機能

HypBA1 は、機能未知の糖質分解酵素である Pfam DUF1680 ドメインを含んでおり、新

規の DH127 ファミリーに登録されたものである(Fujita et al., 2014)。Xe 由来 HypBA1

の機能を解析したところ、特に Ara-Hyp に対し良く作用し、単糖の Ara を遊離した。

Ara2-Hyp と β-Ara2 にはごく僅かに作用し、Ara4-Hyp と Ara3-Hyp には全く作用しなか

った。ビフィズス菌由来 HypBA1 は、Ara3-Hyp、Ara2-Hyp、Ara-Hyp、β-Ara2に作用し、

Xe とは基質特異性に違いが見られた。また、ビフィズス菌由来には、シグナルペプチ

図 2 酵素群の遺伝子マップ
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ドと膜アンカリングは存在せず、内分泌であることから、HypBA2 により遊離されたβ-

Ara2を体内に取り込んだ後に、単糖 Ara に分解する役割を担っていると考えられる。一

方、Xe 由来には、シグナルペプチドが存在していることから、HypAA と HypBA2 同様に

細胞外へ分泌される。 

2-4. Xeにおける HypAA, HypBA2, HypBA1 の協調的作用

上記に述べたそれぞれの酵素の機能を総合すると、以

下の様な基質分解の流れが考えられる(図 3)。アラビノ

オリゴ糖鎖の中で最も含量の高い、Ara4-Hyp に対し

HypAA が作用することで、Ara3-Hyp が残り、続いてその

Ara3-Hyp に対し HypBA2 が作用することで、Ara-Hyp が

残る。最後に、Ara-Hyp に対し HypBA1 が作用すること

で、HRGP 上の全てのアラビノースが遊離される。このよ

うに、3 つの酵素による協調的な働きにより、HRGP 上の

アラビノースは全て遊離されることになる。

3. Xe 由来 hypAA, hypBA2, hypBA1 の遺伝子発現解析

hypBA2-hypAA オペロンのプロモーター領域には、HrpX

の結合する PIP-bxo 配列(TTCGCN15-TTCGC)が存在する。

そこで、hrp誘導培地(XVM2)および Micro-Tomを用いて、

発現解析を行なった(図 4)。その結果、XVM2 では、培養

10 時間後に最も高い発現が認められ(図 4B)、hrpX の発

現ピークと一致していた(データは示していない)。一方、⊿hprX 株での発現誘導は認

められなかった(図 4C)。Micro-Tom

においても、接種 15 時間後には発

現の誘導が認められ、30 時間後に

は最も高い発現が確認できた(図

4D)。以上の結果から、hypBA2-hypAA

オペロンは、HrpX により制御され

ていると考えられた。hypBA1 のプ

ロモーター領域には、PIP-bxo 配列

は、認められないもものの、hypBA2-

hypAA オペロンと同じような発現

パターン示し、HrpX により、直接あ

図 3 各酵素による基質分解の

流れ 

図 4 hypBA2-hypAA オペロンの発現解析 

RT-PCR, mRNA (レーン 1); gDNA(レー

ン 2); cDNA(レーン 3) (A). qRT-PCR, NYG

および XVM2 における野生株(B); ⊿hrpX

株(C); Micro-Tom における野生株(D). 
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るは間接的に制御されていることが示唆された(データは示していない)。 

4. Xe 由来 hypAA, hypBA2, hypBA1 の遺伝子破壊

当然ここまで来れば、病原性との関わりが期待される。そこで、それぞれの遺伝子を

単独で破壊した⊿xehypBA1、⊿xehypBA2、⊿xehypAA 株およびこれら 3 遺伝子を同時破

壊した⊿xehypBA1—BA2-AA 株を作出し、Micro-Tom への接種を行なった。その結果、残念

ながら期待に反し、いずれの破壊株も野生株と変わらない病原性を示した(図 5)。 

5. ビフィズス菌および Xeにおけ

る hypAA, hypBA2, hypBA1の

存在意義 (図 6)

まず、ビフィズス菌における

これら酵素遺伝子郡の存在意義

としては、腸内での優先的な炭

素源獲得が考えられる。腸内細

菌には、ビフィズス菌以外に、

Bacteroides 、  Salmonella 、

Clostridium、Escherichia 属細

菌などが存在するが、いずれの

腸内細菌にもこれら酵素群の遺

伝子クラスターは認められな

い。よって、腸内に届いた植物

繊維に含まれるアラビノオリゴ

糖鎖は、ビフィズス菌が優先的

に分解できることになる。また、

ビフィズス菌由来 HypAA および HypBA2 には、C 末端側に、アンカーが存在しており、菌

体表層に局在していることから、菌体周辺に存在するアラビノオリゴ糖鎖を分解するこ

とで、遊離糖を直ちに体内に取り込むことができる。ビフィズス菌は、アラビノースを

グルコースと同程度に資化することができることからも、ビフィズス菌にとってのこれ

ら酵素群は、腸内での優位な炭素源獲得に大きく貢献していると考えられる。そのため

現在、プレバイオティクスの観点からも研究が進められている。 

 では、Xanthomonas 属細菌におけるこれら酵素遺伝子群の存在意義は何であろうか。

現在データベース上に Xanthomonas 属細菌の内、18 種のゲノム情報が公開されている

が、その全てにこの酵素遺伝子郡が保存されている。ビフィズス菌(Bifidobacterium 属)

の場合、一部の B.longum に認められ、その亜種や他の B. breve、B. bifidum、B. 

pseudolongum などには認められない。またそれ以外の細菌では、一部の放線菌に認めら

れるだけである。この様に、特に Xanthomonas 属細菌に広く保存されていることを考え

ると、これらの酵素遺伝子郡は、Xanthomonas 属細菌が元々保持していたのではないか

と予想される。例えば、紅藻類が細胞壁に含む多糖類のポルフィランは、海洋細菌の

Zobellia galactanivorans が保持する酵素により分解されるが、その酵素遺伝子が、日

図 5 遺伝子破壊株の Micro-Tom への接種試験 
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本人の腸内に存在する Bacteroides plebeius にも存在している(Hahemann et al., 

2010)。他国の菌株には存在していないのである。つまり、海藻を良く食べる日本人の腸

内で、過去に Z. galactanivorans から B. plebeius へとその酵素遺伝子が水平伝搬し

たと考えられている。もしかすると、同じような事がビフィズス菌と Xanthomonas 属細

菌の間でも、ヒトの腸内で(Xanthomonas 属細菌感染の野菜を食べたことで)起きたのか

もしれない。 

基質となるアラビノオリゴ糖鎖は、自然界では、植物細胞壁に存在するエクステンシ

ンとナス科レクチンにみに認められ、これらの HRGP は、植物の抵抗性にも関わってい

る。Xe 由来 HypAA、HypBA2、HypBA1 は、ビフィズス菌と同様に、協調的に働くことによ

り、HRGP の Hyp 上に位置するアラビノオリゴ糖鎖を単糖にまで分解する。しかし、ビフ

ィズス菌と大きく異なる点は、いずれの酵素にもアンカーは存在せず、全て外分泌され

る点である。また、Xanthomonas 属細菌には、アラビノースを資化できる種は少なく、

Xe も資化できない種の 1 つである。これらを考え合わせると、Xanthomonas 属細菌はこ

れら酵素群を炭素源獲得のために保持しているわけではなく、抵抗性に関与する HRGP を

破壊する目的で持っているかのように思える。事実、hypBA2-hypAA オペロンが HrpX に

より制御されている。さらに、これら酵素遺伝子のクラスター中には、プロリンを認識

して切断するプロテアーゼもコードされている。糖タンパク質は、糖鎖が分解されると

構造的に不安定になり、プロテアーゼにより容易に分解されるようになることを考える

と、Xanthomonas 属細菌の持つこれらすべての酵素郡は、HRGP の糖鎖からタンパク質ま

でをターゲットにしたものであることがうかがえる。しかしながら、Xe の各酵素遺伝子

の破壊株では、病原性への影響が全く認められなかった。その結果を支持するように、

実は、プロリンを認識するペプチダーゼの遺伝子は、コード領域内に終始コドンが挿入

されていることが判明し、偽遺伝子化していることが分かった。これらの結果から考え

られることは、おそらく本酵素郡は、Xe の病原性(力)遺伝子として働いていた時代があ

ったものの、現在は、宿主との共進化の中でもはや無用な存在になってしまったのかも

しれない。

図 6 本酵素群のビフィズス菌および Xanthomonas 属細菌における役割とは？ 
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おわりに 

残念ながら、これまでの研究では Xanthomonas 属細菌に保存されているこれら酵素群

が、病原性(力)に関わっている証拠は見つかっていない。しかしながら、これだけのバ

ックグランウドがあることを考えると、全く関わっていないと結論付けるのは拙速かも

しれない。正直な気持ち、ここで止めるには未練がある。そんな折、ウリに感染する褐

斑病細菌(X. cucurbitae)のゲノム情報が公開された。早速調べたところ、予想通り本酵

素郡をコードする遺伝子は保存されていた(図 7)。それに加え、同クラスター内に、α-

galactosidase と思われる遺伝子もコードさていた。HRGP 上に存在する糖鎖は、Hyp(ヒ

ドロキシプロリン)上のアラビノオリゴ糖鎖だけでなく、Hyp と必ず一緒に存在する

Ser(セリン)上に、α結合したガラクトースが位置している。常に、このガラクトースの

存在が気になっており、ガラクトースを Ser から遊離する酵素が存在しないものかと思

っていたところに、褐斑病細菌の遺伝子マップを見たときには、もしやまだ、菌種と宿

主の組み合わせによっては、病原性(力)に関わっているものもが存在するのではという

期待が出てきた。さらに、本細菌には、hypBA1 が 2 つコードされており(他種では 1 つ

のみ)、それらの相同性は 70%であることから、それぞれ異なる機能を持っている可能性

もある。また、プロリンを認識するペプチダーゼの配列を見たところ、フレームシフト

も起きていない。もう 1 つ付け加えるなら、本細菌は、アラビノースを資化できる種で

もある。もちろんこれまでと同じ様に病原性に関わっていない可能性も十分あるが、少

しばかりの期待を胸に、褐斑病細菌の解析までは完遂しようと思っている。 
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モデル生物カイコの植物病理学における利用

飯山和弘 

Iiyama, K. 

Use of silkworm larvae, Bombyx mori, as an animal model in plant pathology 

Abstract 

Microorganisms that can infect both the plant and animal kingdoms are called cross-
kingdom pathogens. It has been demonstrated that not only mammalian species but also non-
mammalian species are also useful as infection models. Here, the studies concerning an 
entomopathogenic bacterium, Serratia liquefaciens will be introduced, and the usefulness of 
silkworm as an infection model is also proposed. A strain of S. liquefaciens isolated from an 
antlion was highly virulent against silkworm. Serralysin-like metalloproteases were secreted into 
the culture filtrate of the strain, and purified protein caused lethal effect. However, inoculation 
test using protease-deficient mutants ascertained that the proteases were not major virulence factor. 
Subsequently transposon library was created to search virulence-related gene, and four virulence-
decreased mutants were screened from the library. Flanking sequence analysis indicated that 
transposons were inserted into the lipopolysaccharide (LPS) biosynthetic genes. Interestingly, 
survival ratios of the mutants was dramatically decreased in intact horse serum, but not in heat-
inactivated serum. These results suggested that complement system was activated in the intact 
serum, and membrane attack complex was formed, resulting in decreased survival ratios. Since 
the complement system is triggered by bacterial recognition, LPS might inhibit molecular 
interaction by modifying the bacterial surface. Although complete complement system is not 
known in insect, it was shown that several C-type lectins bind to the bacterial surface, and trigger 
the innate immunity. In plant, recognition is the first step in pathogen-plant interaction, therefore, 
LPS structure, especially O-antigen may important characteristics for virulence in pathogenic 
bacteria. Although S. liquefaciens is not plant pathogenic bacteria, LPS-deficient strains in this 
study will be applicable to the research for plant host-microorganism interaction. Such study will 
contribute understanding of common response in plants and animals against 
compatible/incompatible microorganisms. In addition, research on infection mechanisms of cross-
kingdom pathogens will be also promoted. For these studies, silkworm will be one of the useful 
animal models. 

Key words: model organism, silkworm, virulence, cross-kingdom pathogen, lipopolysaccharide 
九州大学大学院農学研究院 Faculty of Agriculture, Kyusyu University, 744 Motooka, Nishi-
ku, Fukuoka, 819-0395, JAPAN 
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はじめに

 病原微生物の宿主範囲はさまざまであり、単一の生物種に限られる狭宿主性のものか

ら、多数の種に感染する広宿主性まで多岐にわたる。宿主範囲が植物界や動物界といっ

た界の内部に止まらず、双方の生物種に感染性を示す微生物は、特に Cross-kingdom 
pathogen と呼ばれ、病原性機構や宿主との相互作用、生態系における影響などを焦点に

した研究が展開されている（van Baarlen et al., 2007）。この中には、古くから植物病原と

して知られている Pantoea、Burkholderia 属細菌や、動物の病原である Pseudomonas、
Salmonella、Serratia、Enterobacter、Enterococcus 属細菌などが含まれる（Kirzinger et al., 
2011）。 

日和見感染菌であり、院内感染の原因菌として知られる緑膿菌 P. aeruginosa には植物

に病原性を示す菌株が存在する。マウスの全層熱傷接種モデルにおいて致死作用を示す

UCBPP-PA14 株は、葉への注入接種法によりシロイヌナズナのエコタイプ Llagostera や

Columbia に軟腐症状を誘導する（Rahme et al., 1995）。 
緑膿菌は多くの病原力因子を産生することが知られている。Ⅱ型分泌機構で分泌され

るエクソトキシン A（ExoA）は主要な外毒素の一つで、ジフテリア毒素と同様に動物細

胞のタンパク質合成に必須なペプチド鎖伸長因子２を ADP リボシル化することにより

不活化し、タンパク質合成を阻害する（Iglewski and Kabat, 1975）。Ⅲ型分泌機構で分泌

されるエクソエンザイム S（ExoS）も同様に、ADP リボシルトランスフェラーゼ活性を

有し、GTP 結合タンパク質などを標的分子とする（Rocha et al., 2003）。さらに、エラス

ターゼ A（LasA）、エラスターゼ B（LasB）、プロテアーゼⅣ（PrpL）、アルカリプロテア

ーゼ（AprA）などのプロテーゼ群、エクソトキシン U（ExoU）、エクソトキシン T（ExoT）、
エクソトキシン Y（ExoY）などの外毒素群、細胞膜のリン脂質分解により細胞溶解活性

を持つホスホリパーゼ C（PlcH または PlcS）など多数のタンパク質分子が緑膿菌の動物

に対する病原性に寄与することが示されている（Bleves et al., 2010）。
また低分子化合物においては、フェナジン化合物であるピオシアニンや蛍光性シデロ

ホアのピオベルジン、バイオサーファクタント（生物性界面活性剤）のラムノリピドが

病原性に深く関与するとされている（ Jurado-Martín et al., 2021）。ピオシアニンは

NAD(P)H から電子を受け取り還元型ピオシアニンとなり、酸素と反応することによって

活性酸素種の過酸化水素やスーパーオキシドを生成する。ラムノリピドは swarming 運
動や気道上皮細胞の早期浸潤に関与することが明らかにされている。

Rahme et al.（1995）は、動物において同定された病原力因子が植物においても機能す

るかを明らかにする目的で、緑膿菌 UCBPP-PA14 株の exoA および plcS変異株を作出し

た。これら変異株は、シロイヌナズナに対する病原力が減少したことから、植物におい

ても病原性に寄与すると考えられた。

一方、植物に対する病原性関連遺伝子として gacA が知られる。GacA は P. fluorescens
（synonym, P. protegens）CHA0 においてピオルテオリン pyoluteorin、2,4-ジアセチルフロ

ログルシノール 2,4-diacetylphloroglucinol、シアン化水素等の抗菌性を示す二次代謝化合

物の産生に関与する調節因子（global antibiotic and cyanide control）として最初に同定さ

れた（Laville et al., 1992）。その後 P. syringae pv. syringae B728a および変異株を用いた解

析によって、gacA は病斑形成、プロテアーゼ産生およびシリンゴマイシン産生に関与し、
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重要な病原性関連遺伝子であることが示された（Rich et al., 1994）。 
UCBPP-PA14 株をマウスに接種したときの致死率は、約 77％（22個体中 17個体）で

あった。これに対し gacA 変異株接種区では全く死亡個体が認められなかった。そのた

め、gacA は植物のみならず動物に対する病原性においても重要な役割を担っていると考

えられた（Rahme et al., 1995）。緑膿菌の植物に対する病原性は一部の菌株に限られ、本

細菌種に普遍的な表現型とは言い難いが、植物および動物の双方に病原性を示す細菌種

の存在および病原力因子の共通性を明確に示した意義は大きいといえる。

 病原細菌の感染研究において、人と同じ哺乳類であるマウスが最も頻繁に使われてい

るが、無脊椎動物も多く使用されている。例えば線形動物のセンチュウ Caenorhabditis 
elegans、昆虫のキイロショウジョウバエ Drosophila melanogaster、ハチミツガ Galleria 
mellonella、カイコ Bombyx mori などがよく知られている。 
 哺乳類動物である人への病原性を研究するにあたり、同じく哺乳類であるマウスが最

も適したモデル生物種であることに恐らく疑いはないであろう。しかし、マウスは、飼

育に要する面積や飼育費用が高いという短所がある。また移動性が高く、自然界でも生

存できることから、高度な逃亡防止策を講じる必要がある。特に遺伝子変異株を用いた

病原性試験の多くは遺伝子組換え実験に該当し、適切な設備が重要である。また実験生

物としての哺乳類動物の使用は倫理的に高度な配慮が必要とされる。以上の理由から、

日常から哺乳類動物を使用しない研究者にとって、マウスを用いた感染実験は極めて敷

居が高いものである。

このような現状において、センチュウ、キイロショウジョウバエ、ハチミツガ、カイ

コなどは飼育し易く、専門外の研究者が比較的容易に使用できる感染モデル生物である。

もちろんこれらのモデル生物においても、マウスと同様な短所を有しているものがある。

例えば、キイロショウジョウバエやハチミツガは移動性が高く、生物的隔離という点で

はマウスとさほど変わりがないであろう。研究の内容によっては、センチュウやキイロ

ショウジョウバエは小さすぎるという場合もあるかもしれない。しかし別の研究におい

ては、その小ささが長所となることもある。全ての生物には感染モデルとして一長一短

あり、それぞれの研究内容に合致したモデル生物を選定することが最も重要である。

 我々はこれまで、カイコを感染モデル生物として用いてきた。カイコは、チョウ目（鱗

翅目）カイコガ科に属する昆虫であり、野外には生息していない。野生種のクワコ B. 
mandarina を家畜化したものであり、幼虫が作る繭から絹糸をとる目的で、品種改良を

重ねてきた昆虫である。カイコと人類との長く、深い関わりから生み出されたといえる

カイコの形質はモデル生物としての長所につながっている。例えば、カイコは餌を求め

て長距離移動を行うことができず、人から桑葉を与えられなければ生きていけない。ま

た多くのカイコ成虫は翅が小さく、飛翔能力を欠いている。このような野外での生存能

力の低さや移動性の低さは生物隔離における大きな利点である。

 さらに研究室内の飼育においては以下の点で使い勝手がよい。まずは、絹糸をとるた

めに実際に使用されている実用品種の卵（蚕種）が比較的安価で販売されていることで

ある。販売されている蚕種は休眠卵であり、浸酸処理によって人工的に休眠を打破する

ことができる。そのため、年間を通じて実験に供することができる。
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 またカイコの餌は桑葉であるが、人工飼料が製造・販売されており、通年飼育を可能

としている。カイコの大きさは品種によって大きく異なるが、使用している実用品種の

場合、４齢幼虫において４〜５ cm 程度であり、手に持って接種するには手頃の大きさ

である（Fig. 1）。 
 他の特筆すべき形質として、共食いをしないことがある。絹糸

生産性を向上させるために高密度で飼育されてきたカイコは、同

種他個体を捕食することはない。もし共食いする動物種を大量飼

育する場合は、個別飼育する必要があり、飼育や給餌に多くの時

間を割くことになるであろう。

我々は、カイコなどのモデル生物を使い、P. aeruginosa、S. 
liquefaciens、Enterobacter sp.、Paenibacillus popilliae などの病原性

に関する研究をこれまで実施してきた（Iiyama et al., 2007, 2008, 
2015, 2018; Chieda et al., 2011; Morishita et al., 2019）。今回は S. 
liquefaciens を用いた研究例を紹介するとともに、カイコの植物

病理学における利用を提案することで、話題提供としたい。

1. ウスバカゲロウの幼虫から分離した細菌

ウスバカゲロウの幼虫は、乾燥した砂地に営巣、す

り鉢状の落とし穴を作り、落ち込む昆虫などの体液

を吸汁する。体液吸汁の前に胃液と唾液とから成る

消化液を注入し、獲物を麻痺および外部消化する。

Yoshida et al.（2001）は、本種幼虫の外部消化液から

分離した E. aerogenes の GroEL 様タンパク質が殺虫

活性を有することを報告した。シャペロンタンパク

質である GroEL は、不安定なタンパク質中間体など

の正しい高次構造の形成（フォールディング）に寄与

している。GroEL は ATP の存在下で、補助因子とし

て機能する GroES と複合体を形成する。この複合体

内で変性タンパク質のフォールディングが進行する

と考えられている。「良い」タンパク質の印象が強い

GroEL が毒素として機能するのは驚きであった。さ

らに、外部消化液からは殺虫性 Bacillus cereus や S. marcescens などの細菌も分離され、

ウスバカゲロウなどの昆虫種は有用なバイオリソースの宝庫であると考えられた。

我々は福岡県内でウスバカゲロウの幼虫を採集し、外部消化液からグラム陰性細菌を

ターゲットとして、MacConkey II培地を用いて細菌の分離を実施した（Egami et al., 2009）。
各種生理試験の結果から、S. liquefaciens、E. cloacae および Salmonella–Escherichia/Shigella
近縁種が分離されたことが明らかになった。

これら菌株をカイコの血体腔内に注入接種したところ、S. liquefaciens を接種した個体

だけが 24 時間以内に全て致死し、本菌は強い殺虫活性を有していることが明らかにな

った（Fig. 2）。またワモンゴキブリ Periplaneta americana に対しても同様に致死効果を

Fig. 1. Mass rearing of B. mori 
larvae using artificial diet and 
inoculation of bacterial suspension 
into the haemocoel 

Fig. 2. Virulence of the bacterial groups from 
antlion against B. mori larvae 
Approximately 105 cells of each isolate were 
inoculated into the hemocoel of B. mori larvae. 
Five larvae were injected and three replicates per 
trial were performed. Percentage of mortality was 
monitored every 24 h after inoculation. Values are 
expressed as mean values standard error of the 
group. 
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示した。

E. cloacae はトウガラシに病原性を示したり（García-González et al., 2018）、バナナに

共生し、黒シガトカ病に生物的防除活性を示したり（Macedo-Raygoza et al., 2019）と植

物との関連が深い。そのため、ウスバカゲロウから分離した E. cloacae が植物に及ぼす

影響について検討する必要がある。

2. 人工培地に分泌される殺虫成分の精製

S. liquefaciens Kuo1-1 の培養上清をカイコ血

体腔内に注入したところ、やはり殺虫活性を

示した。そのため殺虫成分が菌体外に分泌さ

れていると考え、その精製を試みた。

 透析膜の透過性、耐熱性などの予備的検討

から本成分はタンパク質であると推察され

た。そこで、タンパク質の一般的な精製方法で

ある硫酸アンモニウム沈殿、イオン交換クロ

マトグラフィーおよびサイズ排除クロマトグ

ラフィーによって、殺虫性タンパク質を SDS−
ポリアクリルアミド電気泳動において 48 kDa
の単一バンドとなるまで精製した。

この精製タンパク質はプロテアーゼ活性を

有していた。実際 S. liquefaciens Kuo1-1 は、大

量のプロテアーゼを菌体外に分泌していた

（Fig. 3）。そこで S. liquefaciens Kuo1-1 のナリ

ジキシン酸耐性変異株である FK01 の培養上

清をカゼインザイモグラフィーに供試したと

ころ、48 kDaだけでなく、52 kDa のプロテア

ーゼ活性バンドが検出された。両バンドとも

セリンプロテアーゼやシステインプロテアー

ゼの阻害剤による活性低下は認められず、EDTA 処理によってのみ阻害されたため、金

属プロテアーゼであることが示された（Fig. 4）。
以上の結果を踏まえ、液体培地中に分泌されていた殺虫活性タンパク質はセラリシン

様プロテアーゼであると考えられた（Miyata et al., 1970a, 1970b）。 
次にセラリシン様プロテアーゼの保存領域を足がかりに、48 kDa および 52 kDa のセ

ラリシン様プロテアーゼ遺伝子をクローニングし、それぞれ ser1 および ser2 とした（甲

斐原ら, 2010; Kaibara et al., 2012）。Ser1、Ser2 ともに、セラリシンファミリーに特徴的な

亜鉛結合モチーフ HEXXHXUGUXH、メチオニンターン SXMXY、グリシンリッチリピ

ート GGXGXD を有していた。さらにカルボキシル末端は ABC トランスポーター配列

DXXX であり、I 型分泌機構で菌体外に分泌されると考えられた。

セラリシン様プロテアーゼは、Serratia 属だけでなく、Pseudomonas 属細菌そして

Dickeya 属細菌や Pectobacterium 属細菌などの植物病原細菌も産生することが知られて

Fig. 3. Protease production by S. liquefaciens 
Kuo1-1 isolated from antlion 
The strain was streaked on LB medium containing 2% 
skimmed milk, and the plate was incubated at 30°C 
for 2 days. 
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Fig. 4. Effect of protease inhibitors on the 
proteolytic profile of S. liquefaciens FK01, 
nalidixic acid resistant mutant of Kuo1-1 
In the casein zymography, the gels were treated 
with buffers containing EDTA, metalloprotease 
inhibitor (gel 2), or inhibitor cocktail for serine and 
cysteine proteases (gel 3). As control, the gel was 
treated without inhibitor (gel 1). 
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いる。セラリシン様プロテアーゼを保持する

生物学的意義について、基質特異性などの酵

素学的特徴を元に検討する必要がある。

3. プロテアーゼ欠損変異株の作出および病

原性

常法により FK01 を親株として、ser1 破壊
株（FK02）、ser2 破壊株（FK03）および両遺

伝子破壊株（FK04）を作出した（Kaibara et al., 
2012）。これら変異株に加えて、それぞれの相

補株を作出し（Fig. 5）、カイコを用いた病原

性検定を実施したところ、変異株において顕著な病原力の低下は認められなかった。そ

のためセラリシン様プロテアーゼは、本菌の病原性発現において補助的な役割を担って

いる可能性は残されるが、主要な病原力因子は別に存在すると考えられた。人工培地中

で検出された生理活性物質が、必ずしも宿主内で同様に産生され、機能するわけではな

いという好例であった。

 植物病原細菌のセラリシン様プロテアーゼは、植物の細胞壁成分や宿主免疫関連分子

の分解を通して、病原性に寄与することが推定されているが、まだ明らかではなく（Figaj 
et al., 2019）、残された課題である。 

4. トランスポゾンライブラリーの構築、病原力低下変異株の選抜およびゲノム解析

我々は無作為な変異株集団を得るために、FK01 株のトランスポゾンライブラリーを

構築した（Rossignol et al., 2001; 平ら, 2014; Taira et al., 2016）。約 1500変異株をカイコに

針接種し、24時間以内に致死させなかった４変異株（ET0234、ET0373、ET0418、ET0964）
を選抜した。トランスポゾン NKBOR 内の配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼ

ーション解析により、ゲノム内への１箇所挿入であると考えられた（Fig. 6CD）。 
次に FK01 の全ゲノム解析を実施した（Taira et al., 2014）。Velvet（Zerbino et al., 2008）

による配列再構築（アセンブリー）の結果、49 コンティグ（28 スキャフォールド）とな

り、コンティグ総長は約 5.28 Mb（GC 含量 55.8％）であった。N50 および N90 はそれぞ

れ、3.04 Mb および 296 kb となった。MiGAP（Sugawara et al., 2009）によるアノテーシ

ョンの結果、タンパク質をコードする遺伝子が 4884 と予測された。 
S. liquefaciens ATCC 27592Tの完全ゲノム配列（Nicholson et al., 2013）に、長い順に７

つの FK01 スキャフォールドをマッピングしたところ、ほぼ全ての領域を網羅しており、

高精度のドラフト配列が得られた（Fig. 6B）。 
トランスポゾンが挿入された周辺領域の塩基配列から、破壊された遺伝子を特定した。

ET0373 において、トランスポゾンは waaL に挿入されていた（Fig. 6A）。waaL はリポ多

糖（LPS）生合成関連遺伝子であり、O抗原をリピド A コアに繋げる（Fig. 7）O抗原リ

ガーゼをコードしている（Feldman et al., 2005）。hldD-waaF-waaC-wabK-waaL-wabM はオ

ペロン構造であることが予測され、waaL の下流に位置する wabM も極性効果により発

現していないと考えられる。wabM は Klebsiella pneumoniae では外部コア（outer core）の 
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Fig. 6. Physical maps of the transposon insertion site in mutant strains originating from S. liquefaciens FK01 (A); comparison of 
the genomes of ATCC 27592 and FK01; physical map of NKBOR (C); and Southern hybridization (D) 
Insertion sites and orientation of NKBOR are shown on restriction maps as flags (A). On the restriction maps, “E” and “B” mean
fragments in kb for EcoRI and BamHI sites, respectively. Homology percentages (identities/positives) of the corresponding genes of K.
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合成に関与し、グルコース

残基を付加する糖転移酵

素 で あ る （ Regué et al., 
2005）。 
 その他の病原力低下変

異株（ET0234、ET0418、
ET0964）において、トラン

スポゾンは全て同一の予

測 オ ペ ロ ン （ wzm-wzt-
wbbM-glf-wbbN-wbbO-
SLIQ_04080）内に挿入されていた（Fig. 6A）。ET0234 においては glf 内へ、また ET0418
および ET0964 では wbbO への挿入が確認された。やはり極性効果によって、その下流

の遺伝子の発現は阻害されていると考えられた。glf、wbbN および wbbO も糖転移酵素遺

伝子であり、O抗原の一種である D-ガラクタンⅠの生合成に関与している（Guan et al., 
2001; Kos and Whitfield, 2010）。 

これらの知見に基づき、病原力が低下したトランスポゾン変異株は全て LPS変異株で

あると考えられる。これら変異株に当該オペロンを相補したところ、ET0373 においては

部分的に、その他の変異株においては FK01 と同程度にまで病原力が回復した（Fig. 8）。
今回は、多コピーのプラスミドによって相補したため、導入した遺伝子が複数存在する

ことになる。そのため遺伝子量効果によって ET0373 の相補株においては部分的な回復

にとどまった可能性がある。

興味深いことに、waaL は S. liquefaciens ATCC 27592Tに相同遺伝子が存在していた（ロ

ーカスタグ M495_24230）が、glf や wbbO 相同遺伝子は無かった（Fig. 6B）。そのため

ATCC 27592Tは O抗原が D-ガラクタンⅠである LPS を持たず、FK01 とは血清型が異な

ると考えられる。むしろ FK01 は D-ガラクタンⅠを持つ K. pneumoniae 血清型 O1 や S. 
marcescens 血清型 O16 と血清学的には近縁であると推察された（Szabo et al., 1995）。K. 
pneumoniae において、O1 型 LPS は病原力に寄与することが示されている（Hsieh et al., 
2012）。今後、S. liquefaciens においても血清型と病原力との関連について検討する必要

Fig. 2. Taira et al. 
two-column width: 168 mm

0 48 96 144 192 240 0 48 96 144 192 240

Hours after inoculation

0 48 96 144 192 2400 48 96 144 192 240

M
or

ta
lit

y 
(%

)

0

20

40

60

80

100
ET0234 ET0373 ET0418 ET0964

Fig. 8. Virulence of transposon mutants against B. mori 
Cells (104) were injected into the hemocoel of five 4th instar larvae. FK01 (parent strain), transposon mutants, 
and complemented strains are shown as closed circles, triangles, and squares, respectively. For comparison, the 
result of FK01 is shown in all graphs (100% mortality at 24 h after inoculation). Plots indicate averages ± 
standard errors (n = 3) 
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がある。

ゲノム解析が終了した植物病原性細菌においては、D-ガラクタンⅠ生合成遺伝子が存

在しないことが、相同性検索によって示された。このことは、植物病原細菌全般におい

て、D-ガラクタンⅠを O抗原とする LPS が存在しないことを意味するわけではないが、

主要な O抗原ではないのかもしれない。D-ガラクタンⅠ生合成遺伝子の導入が病原力に

及ぼす影響を検討することは興味深い。

5. 正常ウマ血清中における生存率

LPS は内毒素とも呼ばれ、さまざまな生理活性を有する。オートクレーブ加熱死菌に

おいても、LPS は菌体から遊離したり、熱変性したりしない。そこで FK01 の LPS変異
株、相補株の加熱死菌をカイコ血体腔内に接種したが、いずれも致死効果は認められな

かった。そのため、LPS が直接的に殺虫活性を発揮するわけではないと考えられた。 
そこでカイコ血体腔における、S. liquefaciens と

宿主の免疫関連分子との相互作用を推定するた

めに、正常ウマ血清を用いた生存試験を実施し

た。なお、用いた正常ウマ血清には、S. liquefaciens
と反応する抗体は存在していないことを凝集反

応により確認した。

無処理あるいは 56°C、30 分間の非働化処理し

た血清と細菌懸濁液を混合し、37°C で１時間保温

し、希釈平板法によって生菌数を算出した。血清

の代わりにリン酸緩衝生理食塩水を用いた場合

の生菌数に対する比率を生存率とした（Fig. 9）。 
無処理の血清を用いた場合（Fig. 9黒カラム）、

変異株において生存率の低下が認められた（空ベ

クター pBBRmKO2）。また生存率は当該オペロ

ンのプラスミド相補（pLPS2 または pLPS3）によ

って完全に回復した。生存率の低下の程度は変異

株によって大きく異なり、waaL 変異株である

ET0373 において特に顕著であった。D-ガラクタ

ンⅠの生合成変異株と推察されるその他の変異株においては、トランスポゾンの挿入位

置によって生存率が異なっていた。オペロンの上流領域への挿入が認められた ET0234
は、より下流領域に挿入された ET0418 や ET0964 よりも生存率の低下が見られた。この

ことは、ET0418 や ET0964 の O抗原は完全ではないものの、部分的な機能を発揮するこ

とを示唆している。一方、非働化血清（Fig. 9白カラム）を用いた場合、生存率の低下は

確認されなかった。非働化処理は、血清中に含まれる補体を不活化することから、LPS
は補体反応による殺菌作用を克服する機能を有すると考えられる。

補体経路は、最終的に第５〜９成分（C5b、C6~C9）により細胞侵襲複合体（MAC, 
Membrane attack complex）を形成し、細菌細胞膜に孔を形成し、殺菌する（Fig. 10）。第
３成分（C3）が補体経路の中心的な酵素であり、C3 の活性化（C3→C3b）に至るまで異
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Fig. 9. Survival ratios of transposon mutant 
strains after co-incubation with normal horse 
normal serum. 
Closed and open columns indicate intact and 
heat-inactivated serum. Columns indicate 
averages ± standard errors (n = 3). Identical 
letters above the columns are not significantly 
different according to Tukey’s honestly 
significant difference test (p = 0.05). 
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なる３つの異なる経路が知ら

れている。

古 典 的 経 路 （ Classical 
pathway）においては、抗体と

抗原とが結合した免疫複合体

を起点とする活性化経路であ

るが、今回は特異的抗体を含

まない正常血清であり、本経

路ではない。残り２つはレク

チン経路（Lectin pathway）およ

び別経路（Alternative pathway）
である。

高分子炭水化合物およびリ

ピド A などの細菌表面構造は

それぞれ、レクチン経路および別経路の標的分子となりうる（Corbett et al., 2010）。LPS
変異株における生存率の低下は、レクチンまたは別経路による捕体系によって MAC が

引き起こされた結果であり、O 抗原はその初期反応を阻害し、生存率の向上に寄与して

いると推察された。

完全な補体系は昆虫では知られていないが、カルシウム依存性レクチン（C 型レクチ

ン）は昆虫の自然免疫に寄与していることが知られている（Watanabe et al., 2006）。カイ

コゲノム中には 21個の C 型レクチン遺伝子が予測されており（Tanaka et al., 2008），Bm-
LBP（Koizumi et al., 1997, 1999）、immulectin（Kim et al., 2003; Takase et al., 2009）および

BmMBP（Watanabe et al., 2006）の 3 種 C 型レクチンの機能解析がなされている。

特に Bm-LBP は、LPS のリピド A 部分に結合し、この結合は D-ガラクタン I によって

阻害される。この場合、自然免疫反応は引き起こされないか、遅延する（Koizumi et al., 
1997）。そのためカイコにおいてもレクチン分子による異物認識に端を発する自然免疫

が感染防御に重要な役割を担っていると考えられる。一方、病原体から見れば、被認識

分子であるリピド A を O 抗原で修飾あるいは隠蔽することによって認識阻害を引き起

こし、感染をより優位に成立させていると推察される。

 植物においても異物認識が抵抗性発現の重要な初期応答であり、病原体の表面構造は

被認識分子となる。実際、植物病原細菌においても、LPS と病原性との関連は以前から

論じられてきた（Erbs et al., 2010）。またピアス病の病原菌である Xylella fastidiosa にお

いては、O 抗原が植物による認識を遅延させることが示されている（Rapicavoli et al., 
2018）。 

S. liquefaciens は植物に対して病原性を示さないが、親株や LPS変異株を植物葉に注入

したときの宿主応答の差異を比較することにより LPS の重要性を明らかにできるだろ

う。また、病原体を検出する技術として、血清学的手法は古くから用いられてきた。グ

ラム陰性細菌において、LPS の O抗原は、その名の通り主要な抗原である。病原体の血

清学的検出という応用研究の過程で蓄積された情報は、宿主－病原体相互作用の解明と

いう基礎的研究の基盤になり、今後も推進すべき研究領域であろう。これらの研究を通
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Fig. 10. Complement activation pathways. 
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18



して、動物および植物の自然免疫の共通性や Cross-kingdom pathogen に関する知見が深

まるのではないだろうか。またそのような研究において、動物モデルとして「使いやす

い」カイコを活用できるものと考える。

おわりに

 本発表では、微生物の植物宿主と動物宿主に対する共通の病原性発現機構における研

究について、感染モデル生物であるカイコの利活用を提案した。この他に、植物病理学

におけるカイコの重要な活用例として、生物的防除素材の安全性試験が挙げられる。多

数の候補株の安全性試験において哺乳類を用いて実施するのは困難である。病原細菌の

哺乳類とカイコへの病原性との間に相関があるため、我々は土壌から分離した生物的防

除素材の候補菌株の安全性試験にカイコを使用している（井上ら，2021）。 
 植物病理学を専門とする研究室にとって、哺乳類を使った動物実験は手軽にできるも

のではないだろう。研究過程において、動物実験の必要性が出た時に、カイコを使えな

いだろうか、と一考していただければ幸いである。
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カンキツグリーニング病原細菌における生存戦略

藤原和樹*・藤川貴史* 

Fujiwara, K., and Fujikawa, T. 

Survival Strategies of Candidatus Liberibacter asiaticus in citrus plants 

Abstract 

Many phytopathogenic bacteria enter the host through wounds and stomata and exhibit pathogenicity 

by colonizing the intercellular spaces and xylem vessels. In contrast, Candidatus Liberibacter 

asiaticus (CLas), which causes citrus greening disease, infects only the phloem. The pathogen has no 

ability to diffuse themselves and are not transmitted to new hosts except by direct contact with the 

phloem. On the other hand, when the infection of CLas is established, the plant suffers from the failure 

of translocation of nutrients and the reduction of immune functions, resulting in the malformation and 

discoloration of the tissues in citrus plants. There is no effective treatment to date for the disease. 

Recently, many studies have made a significant progress in understanding the pathogenicity of CLas 

and development of citrus greening disease. This article introduces new insights into the potential 

role of CLas pathogenicity and molecular mechanisms behind development of citrus greening disease. 

Key words: Citrus greening disease, Candidatus Liberibacter, pathogenesis 

はじめに 

 多くの植物病原細菌が宿主の傷口や気孔から侵入し、細胞間隙や導管部で増殖しながら

病原性を発揮する。これに対して、カンキツグリーニング病菌は篩部に感染し、植物体内

でも外界から隔離された環境でのみ生存できる。自身では拡散する能力は無く、篩部に直

接接触する以外に新たな宿主には伝搬されない。一方で、カンキツグリーニング病菌の感

染が成立すると，植物では栄養成分の転流不全や免疫や応答機能の低下などが起こり、目

視でも確認できるような組織の奇形や変色などの生育不全が認められ、やがて枯死する。

これまでに有効な治療法が無いため、カンキツの「不治の病」とされてきた。最近、カン

キツグリーニング病菌の病原性に関する基盤的研究が盛んに展開され、宿主―カンキツグ

リーニング病菌間の相互作用について理解が深まっている。本話題では、カンキツグリー

ニング病菌の感染生理について、これまでの海外の研究動向もふまえて紹介する。

*農業・食品産業技術総合研究機構植物防疫研究部門 Institute for Plant Protection, National

Agriculture and Food Research Organization (NARO), Tsukuba, Japan, 2-1-18 Kannondai, Tsukuba, 

Ibaraki, 305-8666, JAPAN 
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1. カンキツグリーニング病とは

カンキツグリーニング病は、1919 年に中国で初めて発見され、発病したカンキツ樹の様

子が「黄色い龍」のように見えたことから、中国語の英語綴りで Huanglongbing：HLB（黄

龍病）と名付けられた（Graca, 1991）。1925 年には、福建省の長山地区と越春地区において、

本病による果実の成熟不良が観察された（Lin, 1956）。その後、1929 年に南アフリカで発生

したことを機に、果実の成熟不良による緑色の着果状態を表す “greening”と呼ばれるよう

になった（Su, 1998）。本病は、生理障害と間違われることが多く、しばしば発生国により

呼び名が異なっていたが、現在では Huanglongbing もしくは Citrus greening disease で表記さ

れることが一般的である。本病の発生地域は、世界中で拡大の一途をたどっており、2021

年時点で、アメリカや中南米など世界中のカンキツ主要産地を中心に 64 ヵ国で発生、また

は発生の疑いがあるとされている。我が国では、沖縄県全域と鹿児島県の奄美群島の一部

（徳之島、沖永良部島、与論島）において、本病の発生が確認されている（Iwanami, 2021）。 

カンキツグリーニング病は、篩部に局在するカンキツグリーニング病菌によって引き起

こされ、病原体として Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)、Ca. L. africanus (CLaf)、およ

び Ca. L. americanus (CLam)の 3 種が知られている（Bove, 2006）。これらのうち、CLas が主

要な病原体として南北アメリカやアジアで蔓延している。カンキツグリーニング病菌は、

体長わずか 3 ミリメートルのミカンキジラミ（Diaphorina citri）が篩部を吸汁する際に虫媒

伝搬される（Bove, 2006）。また、感染樹の接ぎ木により、篩部組織の直接的な接触を介し

ても伝搬される。カンキツグリーニング病に感染すると、無病徴の潜伏期間を経て、葉が

黄化し、樹勢の低下により低木や小枝が形成され、果実が未熟化する。感染が重篤化する

と、激しい落葉や、季節に関係なく花芽が開花される”flushing”、さらには根の生育抑制が

生じ、最終的には枯死する。一方で、亜鉛やマグネシウムといった栄養素の欠乏症と非常

に似ているため、本病に特有の病徴を見極めるのが非常に難しいことが知られている。 

2. カンキツグリーニング病菌の細菌学的特性

CLas は、ゲノムサイズが約 1300 kbp と小さく、主要な代謝経路を大きく欠損している

（Duan et al., 2009; Katoh et al., 2014; Zheng et al., 2015）。CLas と近縁である α-プロテオバク

テリア網の細菌群と比較すると、CLas は糖類、脂肪酸、アミノ酸、および二次代謝産物の

代謝に関与するほとんどの遺伝子を保有していない。一方で、糖類、脂肪酸、芳香族アミ

ノ酸、ヒスチジン、システインなどのアミノ酸類を人工的に補うことで、in vitro での増殖

性が向上する（Fujiwara et al., 2018）。また、CLas はゲノム中に ATP トランスロカーゼをコ

ードする遺伝子を保有しており、CLas が宿主のエネルギーを利用し生存していることが示

唆されている（Vahling et. al., 2010）。そのため、CLas は自身に必要な養分を自らの力では

産生できないものの、”エナジーパラサイト”として宿主に依存することで生存を可能にし

ていると考えられている。

3. 病原細菌の病原性と植物免疫応答

植物病原細菌に対する植物の免疫応答は、リポ多糖や鞭毛構成タンパク質であるフラジ
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ェリンなど細菌種間によく保存された分子パターン Microbe/Pathogen Associated Molecular 

Patterns (MAMPs/PAMPs)を認識することで誘発され、MAMPs-Triggered Immunity (MTI)と呼

ばれる。加えて、植物の持つ受容体 disease resistance (R)タンパク質が感染時に病原細菌が

植物細胞内に分泌するエフェクタータンパク質を認識することにより活性化する免疫応答

が存在し、Effector-triggered immunity (ETI)と呼ばれる。この２つの免疫応答の連携により、

潜在的な病原細菌や非病原性の細菌に対しては PTI により広範囲に感染を抑制し、エフェ

クターを持つ毒性の高い病原細菌に対しては ETI により感染を抑制する。さらに、植物で

PTI や ETI が誘発されると、全身獲得抵抗性 (SAR) の活性化につながる防御シグナル伝達

経路が活性化する（Jones and Dangl., 2006）。PTI や RTI、SAR の活性化においてサリチル酸

(SA)とその誘導体は、多くの植物種の防御応答において中心的な役割を担っている（An and

Mou, 2011; Vlot et al., 2009）。

3-1. カンキツグリーニング病菌の MAMPs/PAMPs

CLas は、植物免疫応答の活性化と SA 合成を誘導する潜在的な PAMPs を保有している

（Duan et al., 2009）。これまでに、CLas のフラジェリンタンパク質に起因する PTI が実験

的に確認されている（Zou et al., 2012）。Fla タンパク質の植物体における一過性発現は、タ

バコ植物において細胞死やカロース沈着、植物免疫応答に関連する BAK 1 と SGT 1 遺伝子

のアップレギュレーションを誘導する。従って、CLas のフラジェリンは PAMP として作用

し、CLas に対する宿主の免疫系を活性化することが示唆されている（Duan et al., 2009; Zou 

et al., 2012）。一方で、ペプチドグリカンやリポ多糖などの他の PAMPs については、CLas に

おける PTI 誘導との関連は未だ不明である。CLas は、篩部に感染することに特化し、植物

の免疫応答を回避する戦略として PTI 誘導を低減させることで、宿主内部での生存を可能

にしてきたと推察される。 

3-2. カンキツグリーニング病菌の病原性

細菌は、様々な分泌・透過装置を保持しており、外部環境への適応や病原性の発揮に利

用されている。細胞内外に分泌される分子のうち、宿主に移行し生理機能や免疫を攪乱す

る因子はエフェクターと呼ばれる（Jones and Dangl, 2006）。CLas は、病原性に関与するエ

フェクタータンパク質を送達する分泌系を保有しているが、他の多くの植物病原細菌とは

異なり、宿主細胞へのエフェクター移行を促進する injectisome である III 型分泌系をコー

ドしていない（Duan et al., 2009）。一方で、CLas は細胞からタンパク質を Sec トランスロコ

ン依存的に細胞外へ分泌する一般的な Sec 分泌系を保有している（Natale et al., 2008）。

CLas は複数の Sec 依存的エフェクター (SDE) をコードしており、いくつかは宿主であ

るカンキツや媒介虫ミカンキジラミの体内で発現していることが知られている（Thapa et al., 

2020）。このうち、SDE 1 遺伝子(CLIBASIA_05315)は宿主で高発現しており、CLas の病原

性に深く関与すると考えられている。宿主における CLas 感染と発病に関して、SDE 1 は宿

主のパパイン様システインプロテアーゼ (PLCP) の酵素活性を阻害することが実験的に明

らかとなっている（Clark et al., 2018）。SDE 1 を発現したトランスジェニックカンキツは、
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CLas に対する過敏性応答（HR）を引き起こす（Clark et al., 2020）。また、タバコ植物を用

いた SDE1 タンパク質の一過性発現により、葉の黄化症状やクロロシス、さらにデンプン

蓄積の誘導が認められている（Pitino et al., 2018）。PLCP は、植物の病原菌に対する防御応

答に関与する主要な役割を担っていることが知られている（Misas-Villamil et al., 2016）。従

って、SDE1 の PLCP 活性阻害は、カンキツグリーニング病の発病に寄与していると考えら

れている。 

4. カンキツグリーニング病と老化症状

カンキツグリーニング病に感染したカンキツでは、特有の黄化症状やクロロシスを示す

ものの、栄養欠乏や老化状態の葉と非常に似ている。植物は、低栄養状態またはストレス

下において若い組織に栄養を再配分する生存戦略として、成熟した組織の老化を開始する

とされている（Killingbeck, 1996）。植物の老化に関連する SRG1 遺伝子や SEN1 遺伝子は、

感染カンキツでは健全カンキツよりも高い発現量を示し（Liao and Burns, 2012; Fu et al., 

2016）、SAG 遺伝子の発現量は、SDE 1 遺伝子の発現量の増加に伴い増加する（Clark et al., 

2020）。興味深いことに、いくつかの PLCP は植物の老化に関与する（Liao and Burns 2012）。

また、Arabidopsis thaliana における SAG12 は、PLCP をコードし、老化プロセス下の窒素分

配を補助する役割が示されている（James et al., 2018）。加えて、SDE1 の作用は、新葉での

活性は低く、成育が進んだ葉では活性が高い（Clark et al., 2020）。従って、CLas の感染によ

る葉の黄化症状の発生は、植物の生育年齢に依存し、SDE 1 による PLCP 活性阻害を介し

た細胞老化プロセスへの関与が推察される。 

5. 病原細菌のサリチル酸分解作用による植物免疫応答の抑制

病原細菌は植物の免疫応答を巧みに回避する手段を獲得し感染を成立させる。

Pseudomonas 属、Ralstonia 属、Bacillus 属、Agrobacterium 属、Rhizobium 属、Sinorhizobium

属、Burkholderia 属などの多くの病原細菌は、ゲノム中に SA を代謝する SA ヒドロキシラ

ーゼをコードする遺伝子を保有している。SA ヒドロキシラーゼは、フラビンタンパク質モ

ノオキシゲナーゼであり、ナフタレン分解経路の構成酵素の一つである。SA ヒドロキシラ

ーゼは、ナフタレン分解能を保有する Pseudomonas putida や P. stutzeri、Burkholderia cepacia

で詳しく研究されている（You et al., 1990; Bosch et al., 1999）。これらの細菌では、SA はナ

フタレンの分解中間体として生産され、SA ヒドロキシラーゼによってカテコールに変換さ

れる。トマト青枯病菌 Ralstonia solanacearum は植物 SA を分解して、自身を植物免疫応答

から保護し、また宿主に対するその病原性を増強することが報告されている（Lowe-Power

et al., 2016）。

CLas が感染した宿主では、SA 経路の活性化が誘導される（Nehela et al., 2018）。CLas は

宿主の免疫応答を回避する手段として、SA ヒドロキシラーゼをコードする SahA 遺伝子

(CLIBASIA_00255)を獲得しており、SA を代謝することで免疫応答を回避していると考え

られている（Li et al., 2017）。さらに、SA 存在下で病害抵抗性に関与する pathogenesis-related 

(PR)タンパク質の発現が優位に低減する。感染樹にカンキツかいよう病菌 Xanthomonas citri
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を接種すると、健全カンキツとくらべて菌密度が増加する（Li et al., 2017）。一方で、CLas

の SA 分解活性を上回り、SA が高濃度で蓄積されていることも知られている（Nehela et al., 

2018）。CLas の感染に起因する SA 経路の活性化と不活性化のバランス関係については、感

染初期と後期での違いが示唆されている（Li et al., 2017; Clark et al., 2020）。CLas 感染初期

では、長期間の無病徴感染が発生することが知られており、この期間において CLas は SA

経路を不活性化することで、宿主体内で定着や増殖を可能にしていると考えられている。

対照的に、感染が進むにつれて SA 経路が恒常的に活性化した状態となり、カンキツかい

よう病菌を接種しても病斑は進展しない。すなわち、CLas は植物の免疫系が活性化した状

態でも感染を成立させ生存している。これについては、CLas が生息する組織部位で部分的

に SA 経路を不活性化することで、免疫応答を回避していると推察される。CLas 感染と SA

不活性化との関連については、更なる解析が必要ではあるが、CLas は SA を直接制御し、

植物の免疫応答を回避することで、感染を成立させていると考えられている。 

おわりに 

カンキツグリーニング病を引き起こす CLas の病原性は、植物組織を積極的に破壊する

のではなく、植物の免疫応答を攪乱し、また逆に生理作用を巧みに利用することで、植物

の篩部という内部組織への感染を可能にしている。CLas は、生存に必須の養分を自身では

産生できないため、宿主の養分に大きく依存している。この宿主依存的な特性により宿主

との相互作用が行なわれる結果、カンキツグリーニング病が発生する。特徴的な病徴とし

ては、葉の黄化症状や篩部でのデンプン蓄積が挙げられ、これらが CLas エフェクターSDE 

1 の作用に起因していることが明らかとなってきた。特に、SDE1 エフェクターの標的であ

る PLCP は、植物の免疫応答の獲得だけでなく、細胞の老化制御に深く関与している。CLas

の感染により宿主の養分が吸収され、細胞の老化や生育異常が発生することは、CLas の異

名である“エナジーパラサイト”を象徴する生理異常現象であると言える。 

宿主の免疫応答機構では、CLas の感染により PTI や ETI、SAR が誘導される。植物の免

疫系を制御する SA は、CLas の感染により蓄積が誘導される。一方で、CLas が直接 SA を

制御することで免疫応答を回避していること、また宿主の異なる生育ステージで SDE1 の

活性に違いがあることも明らかになっている。これは、カンキツグリーニング病菌が宿主

体内で長期間にわたり潜伏状態にあることや、宿主での感染部位が偏在する原因となって

いると考えられる。 

植物が病原体を認識して植物免疫応答を能動的に誘導することを、病原体の視点で捉え

ると、病原体によって免疫応答を受動的に誘導させられているとも考えられる。カンキツ

グリーニング病が発病すると、SA が恒常的に高濃度で蓄積され、免疫系が活性化した状態

になる。一見、宿主が CLas を排除している状態にあると考えられるが、仮に CLas が好ん

で免疫系を誘導しているとしたら、宿主は異常状態を引き起こされていることになる。実

際に、植物免疫応答の誘発下であっても、CLas は宿主体中で増殖し、病徴も展開する。今

後は、CLas の生化学的性状、植物ホルモンのクロストーク、さらには他のエフェクター因

子の働きに着目して研究を展開することで、カンキツグリーニング病の感染生理について、
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さらに理解を深めることができると考える。将来的には、病原体の生化学的な特性や毒性

機序に基づいたカンキツグリーニング病の治療方法の開発に期待がもたれる。 

謝辞 

本研究の一部は、イノベーション創出強化研究推進事業（０１００４A）の支援を受けて実

施した。 

引用文献 

An, C., and Mou, Z. (2011) Salicylic acid and its function in plant immunity. J. Integr. Plant Biol. 

53:412-428. 

Bosch, R., Moore, E. R. B., García-Valdés, E., and Pieper, D. H. (1999) NahW, a novel, inducible 

salicylate hydroxylase involved in mineralization of naphthalene by Pseudomonas stutzeri 

AN10. J. Bacteriol. 181:2315-2322.  

Bove, J. M. (2006) Huanglongbing: A destructive newly emerging century old disease of citrus. J. 

Plant Pathol. 88:7-37. 

Clark, K., Franco, J. Y., Schwizer, S., Pang, Z., Hawara, E., and Liebrand, T. W. H. (2018) An 

effector from the Huanglongbing-associated pathogen targets citrus proteases. Nature 

Commun. 9:1718.  

Clark, J. K., Pang, Z., Trinh, J., Wang, N., and Ma, W. (2020) Sec-Delivered Effector 1 (SDE1) of 

‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ Promotes Citrus Huanglongbing. MPMI. 33:1394-1404. 

Duan, Y., Zhou, L., Hall, D. G., Li, W., Doddapaneni, H., Lin, H., Liu, L., Vahling, C. M., Gabriel, 

D. W., Williams, K. P., Dickerman, A., Sun, Y., and Gottwald, T. (2009) Complete genome

sequence of citrus Huanglongbing bacterium, ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ obtained 

through metagenomics. MPMI. 22:1011-1020. 

Fu, S., Shao, J., Zhou, C., and Hartung, J. S. (2016) Transcriptome analysis of sweet orange trees 

infected with ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ and two strains of Citrus Tristeza Virus. BMC 

Genomics. 17:349. 

Fujiwara, K., Iwanami, T., and Fujikawa, T. (2018) Alterations of Candidatus Liberibacter 

asiaticus-Associated Microbiota Decrease Survival of Ca. L. asiaticus in in vitro Assays. Front. 

Microbiol. 9:3089. 

Graca, J.V. (1991) Citrus greening disease. Annu. Rev. Phytopathol. 29:109-136. 

James, M., Poret, M., Masclaux-Daubresse, C., Marmagne, A., Coquet, L., Jouenne, T., Chan, P., 

Trouverie, J., and Etienne, P. (2018) SAG12, a major cysteine protease involved in nitrogen 

allocation during senescence for seed production in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol. 

59:2052-2063.  

Jones, J. D. G., and Dangl, J. L. (2006) The plant immune system. Nature. 444:323-329.  

Iwanami, T.(2021) Occurrence and Control of Citrus Greening (Huangkingbing, HLB) in Japan. 

JARQ. in press. 

27



Katoh, H., Miyata, S., Inoue, H., and Iwanami, T. (2014) Unique features of a Japanese ‘Candidatus 

Liberibacter asiaticus’ strain revealed by whole genome sequencing. PLoS One 9:e106109. 

Killingbeck, K. T. (1996) Nutrients in senesced leaves: Keys to the search for potential resorption 

and resorption proficiency. Ecology. 77:1716-1727. 

Li, J., Pang, Z., Trivedi, P., Zhou, X., Ying, X., Jia, H., and Wang, N. (2017)‘Candidatus 

Liberibacter asiaticus’ Encodes a Functional Salicylic Acid (SA) Hydroxylase That Degrades 

SA to Suppress Plant Defenses. MPMI. 30:620-630. 

Liao, H. L., and Burns, J. K. (2012) Gene expression in Citrus sinensis fruit tissues harvested from 

huanglongbing-infected trees: Comparison with girdled fruit. J. Exp. Bot. 63:3307-3319. 

Lin, K. H. (1956) Observation of yellow shoot on citrus. Acta Phytophylacica Sinica. 2:237-242. 

Lowe-Power, T. M., Jacobs, J. M., Ailloud, F., Fochs, B., Prior, P., and Allen, C. (2016) 

Degradation of the plant defense signal salicylic acid protects Ralstonia solanacearum from 

toxicity and enhances virulence on tobacco. MBio 7:e00656-16. 

Misas-Villamil, J. C., Hoorn, R. A. and Doehlemann, G. (2016) Papain-like cysteine proteases as 

hubs in plant immunity. New Phytol. 212:902–907. 

Nehela, Y., Hijaz, F., Elzaawely, A. A., El-Zahaby, H. M., Killiny, N. (2018) Citrus 

phytohormonal response to Candidatus Liberibacter asiaticus and its vector Diaphorina citri. 

Physiol. Mol. Plant Pathol. 102:24-35. 

Natale, P., Brüser, T., and Driessen, A. J. M. (2008) Sec-and Tat-mediated protein secretion across 

the bacterial cytoplasmic membrane—Distinct translocases and mechanisms. Biochim. 

Biophys. Acta 1778:1735-1756. 

Su, H. J. (1998) Epidemiological review on citrus greening and viral diseases of citrus and banana 

with reference to disease free nursery system. Horti. Sci. (Prague). 34:159-166. 

Thapa, S. P., De Francesco, A., Trinh, J., Gurung, F. B., Pang, Z., Vidalakis, G., Wang, N., Ancona, 

V., Ma, W., and Coaker, G. (2020) Genome-wide analyses of Liberibacter species provides 

insights into evolution, phylogenetic relationships, and virulence factors. Mol. Plant Pathol. 

21:716-731.  

Vahling, C. M., Duan, Y., and Lin, H. (2010) Characterization of an ATP Translocase Identified in 

the Destructive Plant Pathogen “Candidatus Liberibacter asiaticus”. J. Bacteriol. 192:834-840. 

Vlot, A. C., Dempsey, D. A., and Klessig, D. F. (2009) Salicylic acid, a multifaceted hormone to 

combat disease. Annu. Rev. Phytopathol. 47:177-206.  

You, I. S., Murray, R. I., Jollie, D., and Gunsalus, I. C. (1990) Purification and characterization of 

salicylate hydroxylase from Pseudomonas putida PpG7. Biochem. Biophys. Res. Commun. 

169:1049-1054.  

Zheng, Z., Deng, X., and Chen, J. (2015) Whole-genome sequence of “Candidatus Liberibacter 

asiaticus” from Guangdong, China. Genome Announc. 2:e00273-14. 

Zou, H., Gowda, S., Zhou, L., Hajeri, S., Chen, G., and Duan, Y. (2012) The destructive citrus 

pathogen, ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ encodes a functional flagellin characteristic of a 

28



pathogen-associated molecular pattern. PLoS One 7:e46447. 

29



ウイルス、アザミウマ類および植物の相互作用の解明と 

それを活用した防除技術開発 
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Tomitaka, Y., Sakurai, T. and Abe, H. 

 

Elucidation of interactions among viruses, thrips, and plants and development of control 

methods based on the interaction 

 

Abstract 

 

Most of plant viruses are transmitted by insects such as aphids, whiteflies, and thrips. 

Viruses induce chemical and physical changes in the host to efficiently transmit from plant to 

plant. Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) causes necrotic yellow and necrosis diseases 

of vegetables including tomatoes and green peppers, and to flowers such as chrysanthemum and 

dahlia, and causes economic damage, yield loss, and loss of quality. TSWV is transmitted in a 

circulative and propagative manner by thrips such as western flower thrips (Frankliniella 

occidentalis). TSWV has been controlled using the virus resistance genes of the cultivars and by 

controlling the vector using insecticides. However, the emergence of TSWV that can no longer 

be controlled using the resistance gene of the cultivars and the development of resistance to 

insecticides by thrips is a serious problem worldwide. To develop a novel way to control thrips 

and TSWV, we analyzed the mechanism of the interaction mechanism among virus, insect, and 

plant. Our results showed that jasmonate (JA) plays an important role in a plant’s response and 

resistance to thrips, and that the JA-regulated plant defense has a negative impact on the 

performance and preference of thrips. Moreover, the salicylic acid (SA)-regulated plant defense 

was activated by TSWV infection. On the contrary, the level of JA-regulated plant defense by 

thrips feeding on TSWV-infected plant was lower. Therefore, our findings revealed that the 

crosstalk between SA and JA plays an important role in the attractiveness of TSWV-infected 

plants for western flower thrips. In addition, the attractiveness of TSWV infected plant was still 

observed on the plant infecting with non-thrips transmitted TSWV, indicating that the 

transmissibility of TSWV by thrips is not associated with the preference of vector thrips. To 

develop the novel control method for the thrips and TSWV, we conducted push-pull assay by 

using TSWV-infected plant and Methyl Jasmonate (MeJA). The results showed that most of the 

thrips were moved from MeJA-treated plants to TSWV-infected plants. The results also suggested 

that TSWV-infected plant and MeJA were useful for attractant and repellant for thrips, 

respectively. However, application of MeJA inhibit plant growth. We therefore chose prohydro-

jasmone (PDJ) as repellants for practical use in the field. As the results, the number of the thrips 

in on PDJ-treated plants were decrease than that of healthy plants. In this presentation, we also 

introduce the effects of application of PDJ against thrips and other insects.  

 

Key words: orthotospovirus, thrips, attraction, repellant 
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はじめに 

 農作物に病気を引き起こす植物ウイルスの大部分は、感染と生存を媒介者に依存して

いる (Whitfield et al. 2015)。植物ウイルスを媒介する最大の種類は昆虫であり、最もよく

知られている植物ウイルスの媒介昆虫は、アブラムシ類、アザミウマ類、ヨコバイ類、

ウンカ類およびコナジラミ類である。ウイルスは、植物から植物への感染を効率的に行

うために、感染した宿主植物に化学的および物理的変化を誘導することで、媒介者と宿

主の相互作用に影響を及ぼしている（Eigenbrode et al. 2002, Hurd 2003, Belliure et al. 2005）。

さらに、植物ウイルスは、媒介昆虫の摂食嗜好性や摂食行動を変化させて伝染効率を高

めることで、効率的に拡散できると考えられている (Stafford et al. 2011, Ingwell et al. 2012, 

Shrestha et al. 2012, Moreno-Delafuente et al. 2013)。 

オルトトスポウイルスは、トスポウイルス科オルトトスポウイルス属に分類され、基

本的にアザミウマの幼虫によって獲得さ

れ、循環、増殖型で媒介される(German et 

al. 1992)。本ウイルスは、直径約 80~110 nm

の球状のエンベロープを有するビリオン

を有し、3 つの一本鎖 RNA 分節(L、M、お

よび S)から構成されている(Murphy et al., 

1995, Jones 2005, Whitfield et al. 2005, 

Germen et al. 1992) (図１)。それら分節ゲノ

ムには、細胞間移行タンパク質 (NSm)、

RNA サイレンシングサプレッサ―活性を

有する非構造タンパク質 (NSs)、ヌクレオ

カプシドタンパク質(N)、RNA依存 RNAポ

リメラーゼ  (RdRP) および膜タンパク質

(GN/GC) がコードされている。また、本ウ

イルスはヌクレオカプシドタンパク質の

アミノ酸配列の系統樹に基づいて、Asia と

Americas という 2 つの主要なグループに分

けられる(Pappu et al. 2009)。 

オルトトスポウイルスの媒介虫であるアザミウマ類は世界中に広く分布しており、

6000 種以上が知られている。そのうち約 1%のアザミウマ類が農業生産に被害をもたら

していると考えられている（He et al. 2020）。 

アザミウマ類は、花粉食性、葉食性のような異なる摂食タイプに分類される。我が国

においてオルトトスポウイルスを媒介する主要なアザミウマ類は、ミカンキイロアザミ

ウマ (Frankliniella occidentalis)、ヒラズハナアザミウマ (Frankliniella intosa)、ネギアザ

ミウマ (Thrips tabaci)、ミナミキイロアザミウマ (Thrips palmi)が知られ、前者 2 種は花

粉食性、後者 2 種は葉食性である。 

オルトトスポウイルスのうち、世界的に農作物への被害が大きいウイルスとして、ト

マト黄化えそウイルス(Tomato spotted wilt orthotospovirus、TSWV)とメロン黄化えそウイ

ルス(Melon yellow spot orthotospovirus、MYSV)がある。TSWV は、オルトトスポウイルス

属のタイプ種であり Americas グループに属し、主にミカンキイロアザミウマによって媒

介され、世界中においてトマトやピーマンなどのナス科作物などに感染して黄化えそ病

を引き起こし、収量の減少や枯死に至らしめることもある。一方、MYSV は Asia グルー

図 1 トマト黄化えそウイルスの粒子の電気顕

微鏡像（A）およびゲノム構成(B) 
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プに属し、主にミナミキイロアザミウマによって媒介され、キュウリやメロンなどのウ

リ科作物に感染して黄化えそ病を引き起こし、収量の減少を招いている。 

これまでに TSWV と MYSV による農作物の被害の大きさだけでなく、循環・増殖型

の媒介様式やゲノムの特徴も合わさり、それらのウイルスは基礎および応用研究の対象

として着目され研究が行われてきた。特に、TSWV については、ウイルス自体としての

興味だけでなく、植物あるいはアザミウマ類との 2 者間相互作用についても着目され、

多くの研究が行われてきた。その後、TSWV、アザミウマ類および植物との 3 者間の相

互作用についても着目され、TSWV が感染したピーマンでは非感染植物と比べて、より

効率的にミカンキイロアザミウマが誘引されるなどの報告がされてきた(Maris et al. 

2004)。一方、我々はウイルス、アザミウマ類および植物の相互作用について着目し、

TSWV や MYSV 等のウイルス感染やアザミウマ類による食害に対する植物の応答やア

ザミウマ類の行動について解析を行ってきた。また、それらの現象をもとに、新たなア

ザミウマ類およびオルトトスポウイルスの防除技術開発も手掛けてきている。本稿では、

ウイルス、アザミウマ類および植物間の相互作用によるウイルスとアザミウマ類の巧み

な生存戦略について紹介するとともに、その生物間相互作用を利用したアザミウマ類お

よびウイルス病の防除技術についても紹介したい。 

 

１．ウイルス、アザミウマ類および植物の相互作用 

1.1 アザミウマ類と植物の相互作用 

アザミウマ類はウイルスを媒介するだけでなく、それ自身による食害が作物の成長や

収量の低下を招くために、農業生産にとって最も重要な害虫の 1 つである。植物の恒常

的かつ誘導的な防御応答が植食性昆虫に対する免疫を誘導することが報告されてきたが

(Kessler and Baldwin 2002, Howe and Jander 2008, Howe and Schaller 2008)、これまでに植

物の分子、代謝および生理学レベルでの研究は、鱗翅目の幼虫 (毛虫) とアブラムシの

食害に対する反応に焦点を当てられている

だけであった。さらに、毛虫は咀嚼型とい

う様式で植物を食害するが、対照的にアザ

ミウマ類、コナジラミ類やアブラムシ類な

どの吸汁型の様式で食害する昆虫が宿主植

物に機械的な損傷を与えるのは稀であるた

めに、ほとんど解析されてきていなかっ

た。そこで、アザミウマ類に対する植物の

防御応答を解析した。シロイヌナズナ (col) 

を用いて、ミカンキイロアザミウマの食害

によって応答する防御関連遺伝子を解析し

たところ、ジャスモン酸関連遺伝子である

VSP2 および CHIB 遺伝子の発現上昇が認め

られた (Abe et al. 2008)。 また、シロイヌ

ナズナのコロナチン非感受性(coi1-1)変異体

を用いてアザミウマによる食害を解析した

ところ、食害痕が増加することが明らかとな

った。一方、ジャスモン酸メチルを処理した

col では、ミカンキイロアザミウマによる食

害痕が減少した（図 2）。したがって、ミカ

図 2 シロイヌナズナのリーフディスクにお

けるアザミウマによる食害痕(A, 左;無処理,

右;ジャスモン酸メチル処理)．食害痕の面積

(B)．Abe et al. (2008) 図 4 を改編して引用． 
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ンキイロアザミウマに対する植物の防御応答には、ジャスモン酸が重要な役割を果たし

ているということが明らかとなった。これらの結果により、植物は吸汁性の微小昆虫の

食害に対しても、毛虫等の咀嚼性害虫に対する応答と同様の反応で防御していることが

示された。 

 

1-2. ウイルス感染がアザミウマ類の行動に及ぼす影響 

TSWV は、植物とアザミウマ類の両方に感染することができる。そのため、TSWV の

直接的なアザミウマ類への影響と植物を介した間接的なアザミウマ類への影響の両側面

から解析が行われてきた。直接的な影響としては、TSWV 保毒虫では非保毒虫と比較し

て、繁殖成功率が高いことも報告されている(Ogada et al. 2013)。一方、間接的な影響と

しては、TSWV 感染植物にアザミウマ類が誘引されるとともに、感染植物体上で孵化し

たアザミウマ類は発育が促進されることが明らかになっている(Maris et al. 2004, Shalileh 

et al. 2016)。このように、TSWV 感染によるアザミウマ類への正の影響が多く報告され

てきている。上述したようにミカンキイロアザミウマが植物を加害した際には、ジャス

モン酸を介した防御応答が働き、アザミウマを忌避することが明らかとなっていたが、

TSWV 感染植物では、その忌避効果がキャンセルされアザミウマ類が誘引されるという

ことが示唆された。まず初めにシロイヌナズナを用いて TSWV 感染株におけるアザミウ

マ類の行動を解析した。 

TSWV が感染したピーマンでは

非染植物と比べて、ミカンキイロ

アザミウマが高率的に誘引される

ことが報告されてきたが(Maris et 

al. 2004)、そのメカニズムについて

は謎であった。そこで TSWV、ミ

カンキイロアザミウマおよびシロ

イヌナズナを用いて、TSWV 感染

植物のミカンキイロアザミウマに

対する誘引性を解析するととも

に、その作用機作を解析した。

TSWV を保毒させたミカンキイロ

アザミウマ (TSWV保毒虫) と保毒

させていていないミカンキイロア

ザミウマ (TSWV非保毒虫) をシロ

イヌナズナ (Colombia) に放飼し、

食害痕を経日的に観察した。その結果、TSWV 保毒虫を放飼した植物では日数の経過と

ともに食害痕が増加した（図 3）。さらに、TSWV 保毒虫を放飼したシロイヌナズナで

は、TSWV 非保毒虫を放飼した場合と比べて、次世代の幼虫数が有意に増加した。これ

は、アザミウマ類の視点で考えると、TSWV 感染植物を加害することによって、個体群

の増加に有利に働くと考えられる。一方、TSWV の視点から考えると、TSWV 感染植物

にアザミウマ類の幼虫が多く寄生することによって、保毒虫の割合が増加し、アザミウ

マ類を介して自身の分散の機会を増加させていると考えられる。すなわち、TSWV とミ

カンキイロアザミウマは win-win の関係にあると推察された。 

これまでに TSWV、ミカンキイロアザミウマと植物の相互作用には多くの研究の蓄積

があるが、MYSV、ミナミキイロアザミウマと植物の相互作用については少なかった。

図 3 トマト黄化えそウイルス(TSWV)感染がアザ

ミウマの食害行動に及ぼす影響．非 TSWV 保毒虫

放飼（上段）および TSWV 保毒虫放飼（下段）. 

Abe et al. (2012) 図 1 を改編して引用． 
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そこで我々は TSWV、ミカンキイロアザミウマおよび植物間で認められた現象が、異な

る遺伝系統に属する MYSV、ミナミキイロアザミウマおよび植物においても適用される

か否かに興味を抱いた。キュウリを用いてミナミキイロアザミウマに対する MYSV の直

接的および間接的な影響を解析した。その結果、MYSV 保毒虫は非保毒虫と比べて、す

べての発育ステージにおいて差が認められなかった。また、MYSV 感染キュウリに対す

るミナミキイロアザミウマの誘引性も認められなかった (Adachi et al. 2020)。したがっ

て、ウイルス感染によるアザミウマ類の行動は、ウイルス種、アザミウマ種および植物

の組合せによって異なることが示された。これはウイルスおよびアザミウマ種によって

拡大戦略が異なることを示唆している。 

 

1-3. ウイルス感染植物に対するアザミウマ類の誘引性の作用機作 

 TSWV 感染植物に、アザミウマ類が誘引されることは Maris et al. (2004)だけでなく、

我々の試験においても明らかとなった。そこで、その作用機作について解析した。 

初めに、TSWV が感染したシロイヌナズナおよびミカンキイロアザミウマによる食害を

受けたシロイヌナズナの防御応答を解析した。TSWV 感染植物ではサリチル酸(SA)シグ

ナル伝達経路の指標遺伝子（BGL2 および PR1）の発現上昇が認められた。一方、ミカン

キイロアザミウマによる食害を受けた植物ではジャスモン酸(JA) シグナル伝達経路の

指標遺伝子（LOX2 および VSP2）の発現上昇が認められた。また，ミカンキイロアザミ

ウマによる食害を受けた TSWV 感染植物では、SA により JA を介した防御応答が抑制

され、ミカンキイロアザミウマが誘引されることが明らかとなった。さらに、coi1-1 植

物を用いたミカンキイロアザミウマの選好性では，誘引効果が失われ、サリチル酸を処

理した植物では誘引効果が認められた（図 4）。したがって、植物の SA と JA のクロス

トークがミカンキイロアザミウマに対する植物の誘引性に重要であることが解明された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-4. 非虫媒伝染性ウイルスとアザミウマ類の相互作用 

これまでの結果から、TSWV が植物に感染することによるミカンキイロアザミウマの

誘引性は、ウイルスと媒介者の両者にとって生存に有利に働いていると考えられた。一

方、それらのウイルスと媒介者は特異的な関係を有しているかどうかに興味が持たれた。

そこで、ミカンキイロアザミウマの誘引効果における TSWV とミカンキイロアザミウマ

の相互作用の効果を解析するため、TSWV を植物に接種継代して単一病斑分離を繰り返

図 4 ミカンキイロアザミウマの選好性試験．シロイヌナズナ (Colombia)の Mock

および TSWV 感染植物 (A)，シロイヌナズナ (coi1-1)の Mock および TSWV 感染

植物 (B)，シロイヌナズナ (Colombia)の Mock およびサリチル酸処理植物 (C)． 

Abe et al. (2012)の図 5 を改変して引用． 
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し、アザミウマ類で媒介されない TSWV 変異株（非虫媒性 TSWV）を作出した。初めに、

非虫媒性 TSWV 感染植物に対するミカンキイロアザミウマの食害を解析した。その結

果、野生型 TSWV 感染植物と同等の食害痕の面積が認められた。さらに、ミカンキイロ

アザミウマに対する非虫媒性 TSWV 感染植物の誘引性を解析した結果、野生型 TSWV

感染植物と同等にミカンキイロアザミウマを誘引した。次に、非虫媒性 TSWV 感染に対

する植物の防御応答を解析したところ、BGL2およびPR1遺伝子の発現上昇が認められ、

野生型 TSWV と同様に植物の SA と JA のクロストークがミカンキイロアザミウマに対

する誘引性に関与すると考えられた。したがって、ミカンキイロアザミウマに対する

TSWV 感染植物の誘引性には、TSWV とミカンキイロアザミウマの相互作用ではなく、

TSWV と植物の相互作用が重要な役割を果たしていることが解明された。なお、本解析

において、非媒介 TSWV の遺伝子配列を解読したところ、Gn/Gc 遺伝子に多くの変異が

認められたことから、それらの変異が TSWV の虫媒介性の欠失に関与していることが推

察された。したがって、ウイルスの虫媒能と媒介虫の誘引効果に特異的な関係はないと

推察された。 

 

２．ジャスモン酸類を用いたアザミウマおよびオルトトスポウイルスの防御技術の開

発 

2-1. ジャスモン酸メチル処理植物とウイルス感染植物を用いた push-pull 法によるア

ザミウマ類の行動制御 

近年、アザミウマ類などのウイルス媒介虫の化学農薬に対する抵抗性が発達し、防除

が困難となっており、世界的な問題となっている（Jensen 2000）。一方、生物の行動を

利用した害虫の行動制御法のひとつとして push-pull 法が知られている。push は害虫に

対する忌避効果を、pull は誘引効果を示している。本法を使用することによって、それ

ぞれ単独で使用するよりも、より強く害虫の行動を制御できる方法である（Pickett et al. 

2014）。我々のウイルス、アザミウマ類および植物の相互作用の研究から、ジャスモン

酸の忌避効果とウイルス感染植物の誘引効果を利用して push-pull 法によるアザミウマ

類の行動制御技術が構築できると考えられた。そこで、モデルケースとして Datura 

stramonium を用いて TSWV 感染植物とジャスモン酸メチルを用いて、ミカンキイロアザ

ミウマの行動制御について解析した。試験は、ガラスハウスの中央に健全植物あるいは

ジャスモン酸

処理植物を配

置し、その周

囲に健全植物

あ る い は

TSWV 感染植

物を配置させ

る合計 4 通り

の組み合わせ

での区を設置

し て 実 施 し

た。次に、中央の

植物にミカンキ

イロアザミウマ

を 放 飼 し た の

図 5 各実験区におけるミカンキイロアザミウマ分布率の経日的変化．

中央および外周部にそれぞれ MeJA 処理と TSWV 接種(A)，無処理と

TSWV 接種 (B)，MeJA 処理と無接種 (C), 無処理と無接種 (D)を配

置した． 
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ち、中央および周囲の植物体上のアザミウマ数を計数した。その結果、中央の植物にジ

ャスモン酸メチル(MeJA)を処理し、周囲の植物に TSWV を接種した場合に、最も多くの

アザミウマが周囲の株に移動した（図 5）。したがって、TSWV 感染植物と MeJA を用

いた push-pull 法はアザミウマ類の行動制御法として有用であることが示された（津田

ら、2012）。 

 

2-2. プロヒドロジャスモンを用いたアザミウマ類およびオルトトスポウイルスの 

防除 

MeJA を処理した植物はミカンキイロアザミウマを忌避することが明らかとなった。

しかしながら、MeJA を処理した植物では、生育が極端に抑制されることが明らかとな

った。そこで、MeJA よりも植物の生育抑制効果が小

さく、アザミウマ類に対する忌避効果を有する物質と

して、ジャスモン酸の類縁体であるプロヒドロジャス

モン（PDJ）の利用が考案された。これまでに PDJ を

主成分とする植物成長調整剤、プロヒドロジャスモン

液剤（商品名：ジャスモメート液剤）が上市されてお

り、リンゴなどの果皮の着色促進に利用されていた。

そこで、トマトのアザミウマ類を対象とした本剤の利

用を目的として研究が進められたところ、本剤を植物

に散布することによって、アザミウマ類に対する忌避

効果が発揮され、無処理と比較してアザミウマ類の密

度が低減することが明らかとなり（図 6）（安部ら、

2017）、トマト・ミニトマトのアザミウマ類を対象とし

て農薬登録がなされた。さらに、ピーマンやキュウリな

どの野菜類や花き類のアザミウマ類に対する効果や線

虫類に対する効果についても解析し、それら作物への本

剤の適用拡大について研究が進められている。 

 

おわりに 

 本稿では、ウイルス、アザミウマ類および植物の相互作用について紹介した。近年、

ウイルス、媒介虫および植物の 3 者間の相互作用に関する研究が数多く報告され、ウイ

ルス感染がその媒介虫を誘引するだけでなく、様々な害虫の行動にも影響することが明

らかとなり、自然界において多様な生物種が複雑に相互作用しながら生態系が構築され

ていると考えられている。今後、３者間の相互作用に関する研究が深化するだけでなく、

複数種の生物が織りなす生態系に焦点を当てた研究も発展すると思われる。   

オルトトスポウイルスに関する研究は、これまでに本ウイルスを含めた植物のネガテ

ィブセンスの RNAウイルスの逆遺伝学的手法がなかったために、遺伝子の機能解析は、

変異株の作出やリアソータントの作出によって行われてきた（Sin et al. 2005, Tomitaka et 

al. 2015）。一方、最近、Feng et al.（2020）はマイナス鎖の植物ウイルスでは初めて TSWV

の感染性クローンの構築に成功した。これによって、オルトトスポウイルスのウイルス

そのものの研究に加え、アザミウマ類および植物との相互作用の研究の新たな時代が到

来し、オルトトスポウイルス、アザミウマ類および植物の相互作用の研究が、さらに発

展していくと思われる。 

図 6 シロイヌナズナ

(Colombia)を用いたミカンキ

イロアザミウマの選好性試験 
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世界中で化学農薬に対して抵抗性を発達させた害虫の発生が問題となっているなかで、

近年、新たな資材の開発とそれを用いた防除法が注目されている。我が国においても、

トマト黄化葉巻ウイルスを媒介するコナジラミ類の対策としてグリセリン酢酸脂肪酸エ

ステル乳剤（商品名：ベミデタッチ）が上市されるなど、新たな資材が開発されてきて

いる（Kashima et al. 2015）。本稿で紹介したプロヒドロジャスモンを主成分とするジャ

スモメート液剤についても最近トマトのアザミウマ類を対象として農薬として登録され

た。今後は、アブラムシ類やダニ類などウイルス媒介虫に対しても忌避剤が開発、利用

されることにより、環境に配慮した持続可能な媒介虫およびウイルス病防除の実現が期

待される。
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タマネギべと病との闘い

～卵胞子の生態に関して新たに分かったこと～ 

渡邊 幸子＊ 

Watanabe, S. 

Control of onion downy mildew caused by Peronospora destructor 

～Recent advances in the studies of the basic biology of oospores～ 

Abstract 

This study investigated the possible role of Peronospora destructor oospores in the soil as 

a primary source of onion downy mildew epidemics. Oospores were extracted from the 

debris of diseased leaves stored outside during the summer season. The  resulting oospore 

suspensions containing fine leaf debris were used for the germination and inoculation ex-

periments in the laboratory. Germination of oospores buried in the soil in cups using mem-

brane filters occurred at approximately 0.5-1.0% rate. The oospore suspensions were bur-

ied into artificial culture soil in cups at depths of 2–3 cm or 5.5 cm (near the bottom of the 

cup) before sowing onion seeds. After raising these plants in cups placed in a growth cham-

ber at 15 °C for more than 40 days, some of the plants showed leaf chlorosis and distortion. 

The presence of P. destructor in symptomatic plants was confirmed by histological obser-

vation and species-specific PCR. Thus, we have experimentally demonstrated that the be-

lowground inoculum of P. destructor containing germinable oospores causes primary in-

fection. In the belowground part of these diseased plants, intercellular hyphal growth and 

oospore formation were detected extensively only in specific roots that had grown to the 

depth of inoculum; these roots were considered to be the primary site of soil -borne infec-

tion. In the field experiments, we have also confirmed that P. destructor infection of onion 

plants could be induced by sowing onion seeds or by planting seedlings into soil containing 

oospore-bearing refuse from mildewed onions. 

Key Words: onion downy mildew, Peronospora destructor, primary infection, oospore 

germination, belowground infection. 

＊佐賀県農業技術防除センター Saga Prefectural Agriculture Technological Support 

Center, Kawasoe, Saga, Saga, 840-2205, JAPAN. 
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はじめに 

タマネギべと病は、卵菌類の Peronospora destructor によって引き起こされ、世界

各国のタマネギに発生する重要病害である。タマネギの作付面積が北海道に次いで

全国第 2 位の佐賀県では、秋播きの作型で、早晩性の異なる品種を組み合わせた栽

培が盛んであるが、近年、べと病が多発生傾向にある。特に、本病が大発生した 2016

年産タマネギでは、中晩生品種を中心に甚大な被害を受け、記録的な不作となった

（善・菖蒲，2017）。 

タマネギべと病の的確な発生予察、防除を行ううえでは、本病菌の生態解明を進

める必要がある。本病菌は、卵胞子によって一次伝染し、分生胞子によって二次伝

染すると考えられているが、特に卵胞子の生態には不明な点が多い。例えば、卵胞

子の発芽については、Mckay（1957）や高橋ら（1958）が確認しているものの、そ

の後 60 年間余り、再現の報告がない。また、いずれも、水中での発芽観察が主であ

り、より圃場条件に近い土中での発芽データの報告はない。さらに、卵胞子の接種

系については、Jones（1897）や塩飽・松尾（1972）が、卵胞子を含む本病の罹病残

渣をすき込んだ土壌でタマネギを育成して、べと病の発病を報告しているものの、

実験室内で卵胞子を人工的に接種してタマネギを安定的に発病させることに関し

ては、これまでのところ明確な報告事例がないようである。 

このように、卵胞子の生態に関する基礎的な知見が不足している中、圃場におけ

る第一次伝染の実態や、その後の発病消長についても不明な点が残されている。そ

こで、本講演では、佐賀県農業試験研究センターにおいて行ったこれらに関する試

験研究で得られた、いくつかの新たな知見について紹介する。なお、本稿は、渡邊・

菖蒲（2019）をもとに、追加の情報を加筆したものである。  

1. 卵胞子の生存期間

Mckay (1957）は、アイルランドの野外でタマネギべと病罹病残渣を保管し、そこ

から定期的に卵胞子を抽出して、発芽状況を調べた。その結果、卵胞子の生存期間

は、最大で 25 年間に及ぶことを報告している。このように、耐久体である本病菌卵

胞子は、長期間の生存が可能とされているが、日本国内における実態は不明である。 

そこで、2018 年 5 月に佐賀県内のタマネギ栽培圃場から、べと病によって枯死し

た葉を採取し、各種条件で保管した。その後、保管した枯死葉から定期的に卵胞子

図 1．高張液中での「原形質分離と復帰」を指標とした卵胞子の生死判別  

塩化ナトリウム（NaCl）水溶液中で原形質分離が誘導され（①～③）、かつ、蒸留水処理によって

原形質復帰した（③～⑤）タマネギべと病菌卵胞子。 
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を抽出した。抽出法はエンドウべと病菌の手法（Van der Gaag and Frinking，1996）

を参考にしたが、葉をミルサーで破砕すると卵胞子の生存率が低下することが予備

調査で明らかになったことから（データ略）、本研究では葉は人力によって破砕した

（後述の卵胞子の発芽試験、接種試験についても同様）。卵胞子の生存率は、ホウレ

ンソウべと病菌における「原形質分離と復帰」を指標とした手法（Kunjeti et al., 2016）

で調べた。すなわち、塩化ナトリウム水溶液中で原形質分離が誘導され、かつ、蒸

留水処理によって原形質復帰したものを（図 1）、生存卵胞子として調査した。

その結果、「5℃や 15℃で恒温（乾燥）保管」した卵胞子の生存率は、半年経過し

ても全く低下しなかった一方で、「室温保管」「野外地表面静置」「土中埋設」の卵胞

子の生存率は、春～秋にかけて大きく低下した（図 2）。乾燥保管では生存率が低下

しない一方で、土中で保管した卵胞子の生存率が約半年で大きく低下した点は、エ

ンドウべと病菌卵胞子における生存率の推移（Van der Gaag and Frinking，1997a）と

ほぼ一致した。本研究における野外でのタマネギべと病菌卵胞子の生存期間は、

Mckay（1957）の報告より短い可能性が高いが、単年の試験であるので、今後も再

現性を確認する必要がある。なお、草場・川邑（2019）も、「原形質分離」を指標と

した卵胞子の生存率推移の調査を 2017 年に行っており、土壌中への埋設によって、

30 週間後までに生存率が大きく低下することを報告している。

 

 

 

 

 

 

2. 卵胞子の発芽と感染能力

Mckay（1957）は、前述の野外で保管したタマネギべと病罹病残渣（時間経過と

ともに微生物分解等により粉状に変化）から卵胞子を抽出し、発芽状況を調べた。

その結果、少なくとも 2～3 年、多くは 4 年以上保管した残渣から抽出した卵胞子

において、発芽を確認した。このことから、卵胞子が感染能力を獲得するには、4 年

以上の成熟期間が必要であると考察している。  

本研究では、前述の 2018 年 5 月に野外の地表面付近に静置したタマネギべと病

罹病残渣（時間経過とともに黒化し、粉状に変化）から、同年の 7 月に卵胞子を抽

出した。さらに、ソルガムべと病菌卵胞子の発芽調査手法（Pratt，1978）を参考と

し、卵胞子をメンブレンフィルターで挟み、カップの底付近の内面に貼り付けると

図 2．タマネギべと病菌の卵胞子の生存率

の推移（2018 年） 

各月のサンプルの調査日は異なる（例えば

9 月の調査日は 5℃保管が 18 日、15℃保

管が 10 日）。5 月の卵胞子抽出時だけ粉

砕機（ミルサー）を使用したが、その後の実

験で粉砕機によって生存率が約 20％低下

することが判明した。よって 5 月の生存率

は、この点を考慮して補正した。なお、5 月

は、室内保管区の調査しか行っていない

が、これを各区共通の試験開始時の生存

率とみなして図示した。 
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ともに（接種）、カップ内に人工培土を充填し、タマネギを播種し、15℃恒温条件で

管理した（試験 1）。その結果、8 月には卵胞子の発芽と考えられる現象を確認した

（図 3）。メンブレンフィルター内には約 500～1000 個の卵胞子が滴下されており、

そのうちの少なくとも 5 個以上の卵胞子について、発芽と考えられる現象を確認し

たため、発芽率は 0.5～1%程度と考えられる。さらに、9 月にはカップ内で生育し

た本葉 1～2 葉期のタマネギ苗 16 株のうち 4 株が、葉の黄化・湾曲症状を呈してべ

と病を発病した（表 1）。これらの症状は、圃場での一次感染株の症状（Yarwood, 1943; 

高津ら , 1957; 出水 , 1963）と一致していた。なお、病徴を示した苗の組織内に P. de-

structor が存在することは、種特異的 PCR による検出（Fujiwara et al., 2021）と、高

湿度条件下でのべと病菌の分生胞子形成等により確認した（データ略）。 

一方、卵胞子の無接種区では、発病しなかった（表 1）。9 月には、前述の罹病残

渣から取り出した卵胞子の抽出液をカップ内の底付近に潅注（接種）し、人工培土

を充填してタマネギを播種し、15℃恒温条件で管理した（試験 2）。その結果、11 月

にはカップ内で生育した本葉 1～2 葉期のタマネギ苗 35 株のうち 8 株が、発病した

（表 1、図 4）。 

このように、本研究において、タマネギべと病菌の卵胞子液の接種により、実験

室内で一次感染および発病を再現することに、初めて成功した。他のべと病菌では、

ポピーべと病（Montes-Borrego et al., 2009）、エンドウべと病（Van der Gaag and Frink-

ing, 1997b）、ソラマメべと病（Van der Gaag and Frinking, 1997c）、ソルガムべと病

（Schuh et al. 1987）、トウジンビエべと病（Shetty et al., 2016）において、罹病残渣

や汚染土を地下部の接種源として、制御条件下での発病を再現したと報告されてい

る。 

図 3．タマネギべと病菌卵胞子の発

芽と考えられる現象  

各矢印は、べと病菌の卵胞子発芽
の特徴（Pratt, 1978）を示す。 

A: 古い発芽菅は、細胞質が途切
れ途切れとなり、数珠状の形状を
有する。 

B、C: 発芽菅は、卵胞子内部から
卵胞子壁を貫通する。 

D: 細胞質が発芽菅に流れ出すに
つれ、発芽菅の反対側の卵胞子
内部から、空洞化が進行する。 

なお、A, D に小さく丸く写っている
ものは、メンブレンフィルターに空い
ている 8µm 径の円筒状孔。 
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これらの室内試験とは別に、タマネギ圃場からべと病によって枯死した葉を

2017 年春に採取し、同年春にタマネギ栽培歴がない別の圃場にすき込み、その圃

場で秋からタマネギ栽培を開始したところ、初年目の栽培（2017 年冬～2018 年

春）から一次感染株が発生した（データ略）。以上のことから、佐賀県において

は、春に野外で形成されたタマネギべと病菌卵胞子は、秋にかけて生存率が大き

く低下する一方で（図 2）、一部は夏～秋に感染能力を有した状態で（表 1）、当年

のうちに一次伝染源になると考えられた。この点は、Mckay（1957）の報告（感染

能力の獲得には 4 年以上必要）とは異なった。  

 なお、Van der Gaag and Frinking（1997d）は、エンドウべと病菌卵胞子において、

実験室で保管した乾燥葉上の卵胞子は発芽せず、野外の自然条件下で保管した卵胞

子が発芽することを確認している。そのうえで、卵胞子が発芽および感染能力を獲

得するには、一定期間の自然風化（暴露）が必要であると考察している。Jang and 

Saffeulla（1990）も、ダイコンべと病菌卵胞子において、罹病葉中に形成されて間も

ない新しい卵胞子に比べて、1 年間野外で保管した罹病葉中の卵胞子では、感染能

力が高まることを確認している。Mckay（1957）や筆者も、野外の自然条件下で保

管したタマネギべと病罹病残渣から卵胞子を抽出し、発芽試験や接種試験に用いて

いる。 

 罹病残渣の保存条件と、そこから抽出した卵胞子を接種した場合のタマネギの感

染・発病との関係については、今後も追試を行っていく予定である。  

注 1）5/21 に、タマネギ圃場からべと病で枯死した葉を採取し、野外地表面に静置（図 3 の△に対応）。
注 2）メンブレンフィルターで挟み、土壌中に接種。注 3）卵胞子抽出液を潅注。注 4）回収したメンブレ
ンフィルターに残存していた卵胞子を調査し、発芽と考えられる現象を確認（図 3）。注 5）図 4 参照。

図 4．タマネギべと病菌卵胞子の土壌接種

により発病したタマネギの幼苗  

矢印で示した部分では、葉が黄化し湾曲
するべと病特有の症状を示した。 
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3. 卵胞子の形成

タマネギべと病菌は、罹病したタマネギの組織内に卵胞子を形成する。高橋ら

（1958）は、収穫期の枯死葉で卵胞子の形成が顕著であると報告しており、事実、

佐賀県内のタマネギ圃場でも同様の現象が広く観察されている。一方で、Mckay

（1957）は、タマネギの苗（young plants）の段階でも葉に卵胞子が形成されるとし

た。また、塩飽・松尾（1972）は、卵胞子が越年罹病株（一次感染株）の葉だけで

なく、褐変した根の一部にも少量形成されると報告している。 

本研究において、前述の人工培土を用いた卵胞子の接種試験（表 1 の試験 2 に準

じ、土壌中に潅注）を、2018 年秋～冬に繰り返し行ったところ、いずれの試験でも、

本葉 1～2 葉期の苗の一部が発病し、各発病苗の葉と根の組織内には、菌糸の伸長

とともに、多数の卵胞子が観察された（図 5）。また、成熟した卵胞子だけでなく、

受精中の卵胞子や、蔵卵器内で形成途中の卵胞子も高頻度で確認されたことから、

これらの卵胞子は、発病苗の組織内で新たに形成されたと考えられた。卵胞子の形

成は、地上部では、子葉と第 1 葉の基部付近に顕著に認められた。地下部では、一

部の根に特異的かつ豊富に認められた。なお、卵胞子が形成された根に褐変等の症

状はなく、見かけ上は健全であり（図 5）、塩飽・松尾（1972）の報告と異なった。

古田・井手（2021）の最近の研究では、筆者らと同様の手法による人工培土を用い

た卵胞子の接種試験で、タマネギ苗を経時的に調査した結果、地上部よりも根で先

行して卵胞子が形成されたとしている。この点については、本研究で、卵胞子が一

部の根に特異的かつ豊富に形成された点と合わせて、「その伝染源としての役割」や

「卵胞子のタマネギへの侵入経路との関連性」等、様々な観点から今後も検討が必

要である。 

図 5. タマネギべと病菌卵胞子の土壌接種によって発病した株に形成された卵胞子  

A：卵胞子を接種した人工培土で育苗し、べと病を発病した株。青色矢印は、卵胞子の
形成を確認した部位を示す。  

B：卵胞子が形成された根（A の根 2）  

C：卵胞子が形成されていない根（A の根 4）  

子葉

１葉

２葉

A
B

C
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4. 苗床での第一次伝染とその後の発病状況

タマネギべと病菌卵胞子による苗床での第一次伝染に関しては、育苗期間中に感

染した株の多くは、本圃に定植後、年を越してから発病することが知られている。

一次感染株（発病株）は、葉身が黄化・湾曲した全身症状を呈する。発病時期や症

状の特徴から、「越年罹病株」「全身感染症状株」などとも呼ばれる。条件が整うと、

一次感染株（発病株）上に分生胞子が多数形成され、これが重要な二次伝染源とな

る。 

このように、苗床での感染から発病に至るおおまかな経過は明らかにされている

ものの、苗床感染による発病時期の詳細や、育苗期間と発病との関係は不明である。

そこで、本研究では 2017 年春に、べと病に罹病したタマネギ収穫残渣を苗床予定

地にすき込み、その後、タマネギを播種して育苗した。さらに、育苗日数を変えて、

クリーンな本圃に定植し、苗床感染株の発病状況を調査した（表 2）。

 

 

 

 

その結果、慣行の育苗期間である 60

日育苗区（適期定植）では 2018 年 2～

3 月に、78 日育苗区（定植遅延）では

同年 2～4 月に、本圃において断続的

に、一次感染株（越年罹病株）が発生

した（図 6）。発病株は、60 日育苗区よ

り 78 日育苗区の方が多かった（図 6）。

一方で、苗床に罹病残渣をすき込まな

い対照区では、全く発病しなかった。

以上のことから、苗床で感染した苗を

クリーンな本圃に定植した場合、翌年

2～4 月に断続的に発病すること、育苗

期間が長引くと（定植遅延）、苗床での

感染リスクが高まり、その後のべと病

の発生が多く、発病期間も長引くこと

が明らかになった。ただし、この事例

は、あくまでも 2018 年産タマネギで

の結果であり、気象条件が異なる複数

年次での評価が必要である。

図 6. 苗床で一次感染し、本圃で発病した株の
消長 (2018 年 ) 

原則として 2～3 日に１回、全株調査を行っ
た。発見した発病株は、その都度抜き取り、圃
場外に持ち出した。発病株数は、旬ごとに集
計した値を図示した。  
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表2.　苗床感染を想定した試験の概要

5-6月 5-6月

罹病残渣
すき込み

罹病残渣
すき込み

① 苗床感染 (適期定植) 60日 11/27 1,580

② 苗床感染 (定植遅延) 78日 12/15 1,572

③ 無感染 無し ×
9/27

（ﾀｰｻﾞﾝ）
61日 高設ｾﾙ(購入培土) × 11/27 469

試験区
感染
場所

苗床（2017年） 本圃（2017～18年）

播種
（品種）

育苗
期間

育苗
方法

定植 株数

苗床 〇
9/28

（ﾀｰｻﾞﾝ）
地床 ×
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5. 本圃での第一次伝染とその後の発病状況

タマネギべと病菌卵胞子による第一次伝染は、苗床でだけでなく、定植後の本圃

でも起こると考えられてきた。しかし、その科学的根拠は、過去に行われた小規模

なポット試験のみで、実態については不明な点が多い。そこで、2017 年春に、べと

病に罹病したタマネギ収穫残渣を本圃予定地にすき込み、健全苗を定植して、発病

状況を調査した（表 3）。また、本県のタマネギ栽培においては、早生品種はマルチ

栽培、中晩生品種は無マルチ栽培が主体であるが、本圃でのマルチ被覆の有無が一

次感染株の発生に及ぼす影響を調べた。  

 

 

 

その結果、本圃汚染区では、2018 年

1～3 月に一次感染株（越年罹病株）が

発生した（図 7）。一方で、罹病残渣の

すき込みがない対照区では、一次感染

株は全く発生しなかった。また、本圃

汚染区では、マルチ被覆の有無にかか

わらず、一次感染株が発生した（図

7）。なお、2015～16 年、16～17 年に

行った試験でも、同様の結果が得られ

た（データ略、試験は早生品種のみで

実施）。以上のことから、本病の第一

次伝染は、定植前の苗床でだけでな

く、定植後の本圃においても、マルチ

被覆の有無にかかわらず起こること

が実証された。これにより、本病の発

生歴のある本圃では、圃場のローテー

ションや夏期の湛水、定植直後の薬剤

散布といった、一次伝染対策の必要性

が裏付けられた。
図 7. 本圃で一次感染し、その後発病した株の消
長 (2018 年 ) 

調査方法等は、図 6 の注釈を参照。 
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表3.　本圃感染を想定した試験の概要

5-6月 11月
罹病残渣
すき込み

ﾏﾙﾁ
被覆

① 本圃感染(早生･ﾏﾙﾁ) 有り 454

② 本圃感染(早生･無ﾏﾙﾁ) 無し 492

③ 本圃感染(中晩生･無ﾏﾙﾁ) 9/27 ﾀｰｻﾞﾝ 61日 無し 11/27 492

④ 無感染(早生･無ﾏﾙﾁ) 9/22
七宝早生

7号
60日 11/21 401

⑤ 無感染(中晩生･無ﾏﾙﾁ) 9/27 ﾀｰｻﾞﾝ 61日 11/27 469

定植

本圃（2017～18年）

試験区
感染
場所

苗床（2017年）

播種 品種
育苗
期間

育苗
方法

株数

11/21

本圃
9/22

七宝早生
7号

60日

高設セル
(購入

培土)

〇

無し × 無し
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おわりに 

タマネギべと病菌は、絶対寄生菌で、人工培養できない。このことが、本病菌の

生態解明の障壁の一つとなってきた。今回の研究で、実験室内での卵胞子の土壌接

種により、卵胞子の発芽と、タマネギでの一次感染を再現することが可能となった。

これが一つの契機となり、今後、卵胞子からタマネギへの侵入経路の詳細や、一次

伝染に適した気象条件などの未解明な部分についても、理解が進むことが期待され

る。そうして得られる知見の集積が、新たな発生予察法や防除法の創出につながっ

ていけば幸いである。  
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植物免疫を調節する病原体サプレッサーと内生サプレッサー 

豊田 和弘 1,2,3*・Aprilia Nur Fitrianti2・Mai Thanh Luan2・川﨑 達弘 2・門田日陽里 3・ 

椎葉 紀香 3・伊藤 千晶 2・長谷川晴香 3・白石 友紀 4 

ABSTRACT 

TOYODA, K.1,2,3*, APRILIA, N.F.2, MAI, T.L.2, KAWASAKI, T.2, MONDEN, H.3, SHIIBA, N.3, 

ITOH, C.2, HASEGAWA, H.3 and SHIRAISHI, T.4 (2021). Regulation of plant immunity by 

pathogen- and plant-derived suppressors. 

In 1992 we determined the chemical structures of two suppressors, supprescins A and B, which are 

secreted by Mycosphaerella pinodes (syn. Peyronellaea pinodes), a causal agent of Mycopshaerella 

blight on pea. According to the "zigzag model" proposed by Jones and Dangl (2006), both 

supprescins are considered to be host-specific effectors for avoiding/suppressing the host’s 

pattern-triggered immunity (PTI). In our separate study to investigate the origin of the suppressors, 

we isolated similar constituent(s) from healthy leaves of Arabidopsis plants and identified a CEP 

peptide as one of possible candidates for endogenous suppressor. Exogenous CEP peptide inhibits 

or delays elicitor/MAMP-induced defense responses in Arabidopsis, promoting disease 

susceptibility even against non-adapted fungal and bacterial pathogens. In this chapter, we present 

our recent advances in research on pathogen- and plant-derived suppressors and, especially, 

propose new possibilities of CEP-mediated regulation of plant immunity. 

Key words: Arabidopsis thaliana, c-terminally encoded peptide (CEP), defense suppression, 

disease susceptibility, endogenous suppressor, pattern-triggered immunity (PTI), suppressor 

１．はじめに 

病原体による宿主植物への侵入と定着は，植物が備える基礎的抵抗性の効果的な抑制に

依存する．この 10 年余り，細胞膜のパターン認識レセプターを起点とするパターン誘導

性免疫（PTI）の研究は急速に進み，これと並行して様々な病原体から宿主植物による認識

を回避したり，下流のシグナル伝達系を阻害（攪乱）するエフェクター分子が明らかとな
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ってきた．従来の培養ろ液などからの分離・精製に基づいた探索とは別に，現在では公開

データを使った in silico 解析，あるいは取得したゲノム情報や RNA-seq データなどから

絞り込んだ候補遺伝子を解析するなど多様なアプローチが行われるようになっている．こ

のような解析では，宿主特異的毒素やサプレッサーのような罹病性反応（防御応答の抑制，

壊死の誘導，不適応型菌に対する感染誘導など）を指標として精製が行われた場合とは異

なり，病原体の侵入ステージに応じた複数のエフェクターの存在とそれらの役割を明らか

にすることが期待される．こうした中，著者らはエンドウ褐紋病菌 Mycosphaerella pinodes

をモデルとして，同菌が分泌する２種のサプレッサーの構造を決定し，それらの宿主植物

における作用点と，影響を受けるシグナル伝達経路や防御応答について解析を進めてきた

（Shiraishi et al., 1997; Toyoda et al., 2011, 2016）．一方で，サプレッサーの起源に迫る課題

として，エンドウを始めとする複数の植物種の健全葉から類似成分（模倣分子）を分離す

ることに成功し，これを内生サプレッサー（endogenous suppressor）と称している（Nasu et 

al., 1992）．今回は，病原体および植物由来のサプレッサーに関する研究についての最近の

成果を紹介するとともに，著者らが考える内生サプレッサーを介した植物免疫の新たな調

節機構についても触れてみたい．

２．エンドウ褐紋病菌が分泌するサプレッサー 

1978 年，エンドウ褐紋病菌の柄胞子発芽液の中から宿主植物（エンドウ）のファイトア

レキシン（ピサチン）生成を抑制する物質を発見し，本因子を抵抗性抑制因子（サプレッ

サー）と名付けた(Shiraishi et al., 1978)．当時，サプレッサーの作用については，エリシタ

ーの構造の一部が切り出され，その生成物による拮抗の結果という見方もあったが，80 年

代後半から，同菌が生産する２種のサプレッサー（図１a; Shiraishi et al., 1992）とエリシ

ターの構造の一部が決定された(Matsubara and Kuroda, 1987)．エリシター(Glc-Man-Man 糖

鎖がタンパク質のセリン残基に O-グルコシド結合した分子量約 70 kDa の糖タンパク質)

で前処理したエンドウ葉には後接種した同菌による感染は著しく抑制されるが，サプレッ

サーとの混合処理下には通常のように感染する．他方で，エンドウ褐紋病菌の自然宿主を

含む 13 種のマメ科植物に対する病原性と，それらに対するサプレッサーの感染誘導作用

図１．エンドウ褐紋病菌が分泌するサプレッサーの構造（a）とモデル宿主 Medicago truncatula 上での

キク花腐病菌 Mycosphaerella ligulicola（不適応型病原菌）に対する感染誘導作用（b）．写真は接種後 6

日目に撮影し，数字は処理したサプレッサーの濃度（g/ml）を示す．
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が調べられ，サプレッサーが作用する植物種は褐紋病菌の宿主範囲と完全に一致すること

が確かめられた（表１，図１b; Oku et al., 1980; Toyoda et al., 2013）．また，柄胞子を水に懸

濁し，発芽液に含まれるエリシターとサプレッサーの生成パターンについても詳しく調べ

られ，サプレッサーの生産（分泌）がエリシターのそれより先行していることから，褐紋

病菌はサプレッサーを生産することによって宿主植物による認識を回避して感染を図って

いるとの考えに至った（Shiraishi et al., 1997）．事実，エリシターで処理されたエンドウで

は，ピサチンの生合成が転写レベルから急速に活性化されるのに対し，サプレッサーの共

存下には著しく抑制（遅延）される（Yamada et al., 1989)．また，ピサチン生産以外にも PR-

タンパク質（キチナーゼ，-1,3-グルカナーゼ）の活性化（Yoshioka et al., 1992）や，ピサ

チンとは異なる抗菌性物質（感染阻害物質）の生成（Yamamoto et al., 1986）など複数の防

御応答がサプレッサーの共存下では抑制（遅延）される（表２; Shiraishi et al., 1997; Toyoda

et al., 2011, 2016）．興味深いことに，褐紋病菌が生産するサプレッサーは，ササゲやダイズ

などの非宿主植物には効果はなく，逆にエリシターとして作用する(Amano et al., 1997,

2013; Yoshioka et al., 1992)．このように，サプレッサーの作用には厳密な特異性があり，さ

らにエリシターの構造との類似性がみられないことから，その作用はエリシターの作用部

位（受容体）に対する拮抗の結果ではなく，褐紋病菌による宿主感染への重要な寄生戦略

であることを示している．現在，Jones and Dangl（2006）が提案している「ジグザグモデ

ル」に当てはめれば，本因子はパターン誘導性免疫を回避するための宿主特異的エフェク

ターであり，ETS（Effector-triggered susceptibility）を担うものである．

表１．エンドウ褐紋病菌の各種マメ科植物に対する病原性ならびに同菌から分離した

サプレッサーの不適応型病原菌に対する感染誘導作用

a 褐紋病菌はエンドウ以外にも赤クローバー，ナツフジ，キハギ，アルファルファおよびタルウマゴヤシ

に病原性を示す．表内には接種後 4 日目の侵入菌糸の伸展を − ～ ++++ で示している． 

b ナシ黒斑病菌は表内のいずれの植物種にも感染しない． 

c ナシ黒斑病菌の分生胞子を褐紋病菌から調製したサプレッサー（50 g/ml）とともに接種すると，同菌

が病原性を示す 6 種の植物で感染誘導作用が認められた． 
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３．サプレッシンＡおよびＢの宿主特異的な作用機構 

細胞内エネルギー通貨として知られるアデノシン３リン酸（ATP）は，細胞膜に存在

する H+ 輸送性 ATPase によって利用され，この反応が生命活動の維持に必須であるこ

とは周知の事実である．しかし著者のグループは，植物細胞の外側（細胞壁）に細胞膜

ATPase とは明らかに異なる（分子量，基質特異性，至適 pH，カチオン要求性など）

ATP 加水分解酵素を見出した（Kiba et al., 1995, 1996a）．その後，暗所生育したエンド

ウ芽生えの細胞壁から精製を試み，同酵素が  NTP/NDPase （ EC3.6.1.5; NTP

diphosphohydrolase）であることを明らかにした（Kiba et al., 2006a）．興味深いことに，

精製酵素や組換えタンパク質（PsAPY1）の活性は病原菌由来のエリシターの処理で活

性化し，逆にサプレッサーで著しく阻害された（Kawahara et al., 2003; Kiba et al., 1996a,

2006a;）．細胞壁に存在する NTP/NDPase はエンドウだけでなく，ササゲ，インゲンや

ダイズにも認められ（Kiba et al., 1995），現在ではエクト型 ATPase（ecto-ATPase/apyrase）

と呼ばれる細胞外酵素である．細胞外 ATP が介するシグナル伝達において重要なモジ

ュレーターとしてもよく知られている（Clark et al., 2021）．

著者らが調べた限り，褐紋病菌のサプレッサーはエンドウの活性は阻害するが，非宿

主植物（ササゲ，インゲン，ダイズ）の活性は阻害しない（Kiba et al., 1995）．このこと

は，褐紋病菌が宿主の細胞表層にあるエクト型 ATPase（PsAPY1）を標的とし，同酵素

の宿主特異的な阻害が防御応答の抑制と関連していることを示している（Shiraishi et al., 

1997; Toyoda et al., 2011, 2016）．事実，組換え PsAPY1 タンパク質とビオチン標識した

エリシターおよびサプレッサーを用いた結合アッセイから，それぞれの PsAPY1 に対

する結合部位は異なっており，サプレッサーに対する Kd 値はエリシターよりも約３倍

高いことが示された（Kiba et al., 2006b）．この結果は，著者らの様々な in vivo および in

vitro での解析において，サプレッサーの作用が常に優位に現れることを説明するもの

であり，サプレッサーがエリシターと共存する実際の感染現場で効果的なエフェクター

として働くことを意味している．以上に基づくと，PsAPY1 は細胞表層での病原菌由来

の代謝産物との直接的な相互作用（結合）を通して防御応答を開始する１スイッチであ

り，宿主に適応した褐紋病菌はこれを標的とするサプレッサーを積極的に分泌している

ということになる．実際，ササゲ由来の組換えタンパク質（VsNTPase1）で調べた限り，

例外はあるが，カビ以外にも細菌由来の MAMP（フラジェリン，ゲノム DNA など）

の処理で ATPase 活性が促進されることが明らかとなっている（Takahashi et al., 2006）． 

なお，紙面の都合上，PsAPY1 を介するエリシターシグナルの伝達機構と褐紋病菌サ

プレッサーによる宿主特異的な制御機構の詳細については著者らの総説（豊田ら，2014; 

Toyoda et al., 2011, 2016）を参照されたい． 

４．内生サプレッサーの発見 

褐紋病菌のサプレッサーの起源についての研究を進める中で，健全な植物体（エンドウ）

から類似物質（模倣分子）の有無について調べ，褐紋病菌のサプレッサーと同じ（類似の）

作用をもつ物質を分離した（Nasu et al., 1992）．これを受けて，植物が構成的に備え，自身

の免疫を抑制できる物質を「内生サプレッサー（endogenous suppressor）」と呼ぶことを提

唱した．実際に，エンドウからの精製標品は褐紋病菌のサプレッサーと同じようにエンド
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ウの ATPase を抑制し，エリシター/MAMP で誘導される防御応答を阻害する（表２; Nasu

et al., 1992; 1995）．また，同物質で処理されたエンドウ葉は本来感染しない不適応型菌に

よる感染を許して発病する．類似の物質はオオムギの健全葉の磨砕液中にも見出され，こ

れで処理したオオムギ葉にはうどんこ病菌の親和性レースだけでなく，非親和性レースに

よる感染が促進される（Shiraishi et al., 1989）．

表２. エンドウ褐紋病菌ならびにその宿主植物から分離したサプレッサーの作用

内生サプレッサーの推定される役割としては，過剰な防御応答を抑制し，「成長」と「防

御」のトレードオフを最適化することが挙げられる．しかし，健全な植物体が多数の微生

物による感染を許して罹病化するわけではないので，通常は極めて低濃度で存在（局在）

するか，あるいは受容体（作用点）が発現していないと考えるのが妥当である．このよう

な考えに基づいて，著者らはシロイヌナズナ（Columbia-0）からの内生サプレッサーの精

製に挑み，2020 年に不適応型菌に対する感染誘導作用をもち，かつパターン誘導性免疫を

抑制する物質の単離に成功した（Mai et al., 2020）．興味深いことに，部分精製標品ととも

に不適応型菌をシロイヌナズナ葉（野生型 Col-0）に接種すると，通常ではみられない病

斑形成が観察され，さらにジャスモン酸やサリチル酸を介したシグナル伝達系の欠損植物

体ではより激しい病徴が現れるようになった（図２）．この結果は，内生サプレッサーが不

適応型菌に対して最初の障壁となるパターン誘導性免疫を効果的に抑制していることを示

している．事実，内生サプレッサーで処理した植物体では，パターン誘導性免疫の指標と

なる ROS バーストや PTI 関連遺伝子の発現は著しく抑制された（Mai et al., 2020）．

その後活性画分のさらなる精製と特徴づけが進められ，分子量 3,000 Da 以下で熱およ

びプロネース K 耐性を有し，ニンヒドリン反応とビウレット反応に陽性の活性成分を 

HPLC で単一のピークとして精製した（Mai et al., 2020）．驚いたことに，同精製標品の 

MS/MS 解析から，これが c-terminally encoded peptide 5（CEP5）のフラグメントであるこ
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とが明らかとなった（Mai et al., 2020）．CEP5 は，106 アミノ酸からなる前駆体から C 末

端側の 15 アミノ酸が切り出された短鎖のペプチドであり，植物の成長に必須な窒素獲得

のためのシグナル伝達に関連する全身移動性のホルモン様分子である（Ohyama et al., 2008; 

Tabata et al., 2014）．そこで，同定したフラグメントと成熟型 CEP5 を合成し，これらの不

適応型菌に対する感染誘導と防御応答の抑制活性について調べたところ，処理された植物

体は不適応型菌（糸状菌および細菌）に感受性になるとともに，いずれの合成ペプチドも

精製標品と同じように flg22 誘導性の免疫応答（ROS 生成，MAPK 活性化やカロース合

成など）を抑制することが明らかとなった（Aprilia, N.F. et al., in prep.）．CEP5 によるパ

ターン誘導性免疫の抑制については，flg22 以外にもキチンオリゴ糖，elf18，PGN，LPS や

傷害関連分子パターンである Pep1 でも認めている．したがって，CEP5 はそれぞれの受

容体の下流にある共通の因子（プロセス）に影響し，免疫応答の誘導のタイミングや強度

を調整しているのではないかと予想している．実際に調べた限り，CEP5 遺伝子は通常低

レベルで発現しているが，flg22 などの MAMP の処理に応答して誘導される．

図２．シロイヌナズナ Col-0 の健全葉から分離した内生サプレッサーの不適応型菌に対する感染誘導

作用．シロイヌナズナに病原性のないエンドウ褐紋病菌（Mp）の分生胞子を水（DW）または内生サプ

レッサーの部分精製標品（ES-1; 10 mg/ml）とともに 4 週齢の野生型 Col-0，npr1-2 および jar1-1 植

物体に接種した（＊）．内生サプレッサーとともに接種された Col-0 葉には病徴が現れるが，npr1-2 お

よび jar1-1 では激しい病徴が観察された．写真は接種後 4 日目の様子を示す．バー＝1 cm．

５．内生サプレッサーの受容体は？ 

窒素要求シグナル伝達における CEP ペプチドの受容体については，名古屋大学の松林

教授らグループによって２種の LRR 型キナーゼ（CEPR1/2）が明らかにされている（Tabata 

et al., 2014）．そこで，これらの単独・二重変異体（Nossen-0 バックグラウンド）を使って，

flg22 誘導性の ROS 生成について調べたところ，CEP5 は遺伝子型に関係なく抑制した

（Aprilia, N.F. et al., in prep.）．同様に，異なる変異アリル cepr1-3（Col-0）でも調べたが，

抑制作用は遺伝子変異に影響されなかった．このことから，CEP ペプチドを介した免疫抑

制は窒素要求のシグナル伝達経路とは独立しており，CEPR1/2 と異なる未知の受容体が関

連しているものと考えられた．実際，窒素要求と免疫抑制にそれぞれ必要とされる CEP ペ

プチドの濃度域は大きく異なっており，それらが別々の受容体で調節されていることは間

違いない．つまり，それぞれが必要とする生体内濃度や受容体の発現様式の違いが CEP ペ

プチドの多面的な役割を可能にしているのではないかと今のところ推測している．
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６．最後に 

病原体サプレッサーの「模倣分子」として発見された内生サプレッサーは当初，植物に

とって不利（不要）であり，その生物的意義について懐疑的な見方が多かった．しかし今

回紹介したように，植物が構成的に備える内生サプレッサーが生育に欠くことができない

窒素獲得のための全身シグナル伝達を担うペプチドホルモンと同じであることが明らかと

なった．今後，CEP 遺伝子欠損個体（過剰発現個体）などを使って詳細に解析を進めてい

く必要があるが，もしそれらが同一分子で行われているとすれば，「成長」と「防御」のト

レードオフの仕組みの謎に迫ることはさほど困難でないのではないかと考えている．さら

に無理をして推し測れば，宿主植物に適応した病原体は，侵入や定着を図るために宿主体

内の内生サプレッサーを利用していることも考えられなくもない．

近年，解析技術が急速に進歩し，病原体と宿主植物の双方向からの研究が可能となった．

こうした中，植物に感染し発病させる線虫や病原細菌の分泌成分（ゲノム）の中に，宿主

植物が備え，自身の形態形成を調節するペプチドホルモンの模倣分子が含まれている例が

いくつか報告されている（Eves-van den Akker et al., 2016; Pruitt et al., 2017; Wang et al., 2011）．

著者らは病原体の模倣分子を宿主植物へ探し求めたが，上記の研究は宿主植物の模倣分子

を病原体に見出した例になる．「鶏が先か，卵が先か」という因果性のジレンマの議論は敢

えて避けた上で，病原体のすべてとは思わないが，一部は宿主植物の野生祖先種やその近

縁種からこれらが構成的に備える免疫抑制因子（内生サプレッサー）を何らかの形で獲得

して，現在のように適応できるようになったとも考えられなくはない．病原体のゲノム解

析や，それらの比較ゲノム解析を通して，宿主植物種と病原体に共通して保存されている

遺伝子や模倣分子についての解析が一層進められることを期待している．
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植物と病原菌の相互作用におけるファイトアレキシンの役割
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Role of Phytoalexins in Plant-Pathogen Interactions 

Abstract 
Phytoalexins are antimicrobial secondary metabolites produced in plants during the induction of 

plant disease resistance. Phytoalexins are produced by host plants at optimal timing and 
concentrations in response to pathogen attack and contribute to plant disease resistance by 
accumulated in plant cells or being secreted extracellularly. Many of these phytoalexins are thought 
to exert their antimicrobial activity by targeting the cell walls or membranes of pathogens, but their 
mechanisms of action are still largely unknown. It is known that many plant pathogens have the 
ability to metabolize (detoxify) phytoalexins produced by host plants. To investigate the resistance 
mechanisms of Solanaceae plants to potato late blight pathogen Phytophthora infestans, we 
performed virus-induced gene silencing (VIGS)-based screening to identify the genes involved in 
the resistance of Nicotiana benthamiana to P. infestans. Most of the genes isolated from N. 
benthamiana as essential genes for resistance against P. infestans were genes for enzymes directly 
involved in the biosynthesis of sesquiterpenoid phytoalexin, capsidiol, or factors that regulate the 
expression of enzyme genes. This result indicates that phytoalexins play a central role in non-host 
resistance to P. infestans in N. benthamiana. In this article, we will review our analyses of genes 
involved in phytoalexin production in Solanaceae plants. We also introduce our recent studies on 
the metabolism of phytoalexins by gray mold pathogen Botrytis cinerea. 

Key words: Botrytis cinerea, capsidiol, Nicotiana benthamiana, Phytophthora infestans, potato, 
rishitin 
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はじめに

植物が環境中の微生物、病原菌に対して示す抵抗性は、侵入前抵抗性と侵入後抵抗性

に大別される。侵入前抵抗性のうち、植物が本来備えている構造や成分による抵抗性は

静的抵抗性と呼ばれ、クチクラや細胞壁の厚さ、硬さおよび疎水的環境といった物理的

障壁と、フェノール類、配糖体（サポニン）、有機硫黄化合物など、病原菌の攻撃を受

ける前から植物体内外に存在する低分子の抗菌性物質（いわゆるファイトアンティシピ

ン）による化学的障壁からなる（Morrissey and Osbourn, 1999）。一方、動的な侵入前抵

抗性として、侵入に対する障壁として働くパピラの形成（Vance and Scherwood, 1977）、

抗菌物質の局所的な分泌などがある（Lipka et al., 2005）。侵入後抵抗性には、PRタンパ

ク質の生産、抗菌物質（ファイトアレキシン）の生産誘導と蓄積（Dixon et al., 2001）お

よび過敏感細胞死の誘導（Ebel and Mithöfer, 1998; Goodman and Novacky, 1994）などが挙

げられる。病原菌（微生物）の感染を抑制する主要な要因は、植物と病原菌の組み合わ

せにより様々であり、侵入前と侵入後抵抗性を明確に区別できない場合もある。

動的抵抗性が誘導される過程において、植物体内で生成される抗菌性の二次代謝産物

はファイトアレキシンと総称されており（Müller and Börger 1940）、これまでに様々な

植物種から数百種の

多様な構造のファイ

トアレキシンが見出

されている（Brooks
and Watson, 1985、図

1）。ファイトアレキ

シンは病原菌による

攻撃に応答して、最

適なタイミング、最

適な濃度で宿主植物

によって生成され、

植物細胞中に蓄積あ

るいは細胞外に分泌

されることで、植物の病害抵抗性に寄与している（Hammerschmidt and Dann, 1999）。こ

れらファイトアレキシンの多くは、病原菌の細胞壁あるいは細胞膜を標的として抗菌性

を発揮していると考えられているが、その作用機作は殆ど明らかになっていない。

一方で、多くの病原菌が宿主植物によって生成されるファイトアレキシンを代謝（解

毒）する能力を持っていることが知られている（Pedras and Ahiahonu, 2005）。最もよく

知られているファイトアレキシンの代謝酵素として、ピサチン脱メチル化酵素がある。

ピサチンを生産するエンドウに対する病原菌の病原性とピサチン脱メチル化酵素の生成

能に相関があることから、本酵素が病原菌の宿主範囲の決定因子であることが示されて

いる（Coleman et al., 2011）。また、1960年にピサチンの精製を報告したCruickshankが、

50種の植物病原菌に対するピサチンの抗菌性を評価したところ、5種がピサチンに対す

る高い耐性を示し、その全てがエンドウの病原菌であった（Cruickshank, 1962）。これ

図 1. 植物が生産する多様なファイトアレキシン

60



らの報告は、ファイトアレキシンに対する耐性は、病原菌が植物に感染するために基本

的な性質として備えている能力（基本的親和性の要素）であることを示唆している。

著者らはこれまでに、ジャガイモの最重要病原菌であるジャガイモ疫病菌に対するナ

ス科植物の抵抗性機構を明らかにするために、ナス科のモデル植物であるベンサミアナ

（Nicotiana benthamiana）を用いた抵抗性関連遺伝子のスクリーニングを行ってきた。そ

の結果、疫病菌抵抗性が低下したベンサミア

ナから単離された原因遺伝子の多くが、ファ

イトアレキシンの生合成に直接関与する酵素

遺伝子あるいは酵素遺伝子の発現を制御する

因子をコードする遺伝子であった（表1）。

このことは、現在では注目されることも少な

くなったファイトアレキシンが、ベンサミア

ナの非宿主抵抗性に中心的な役割を担ってい

ることを示唆した。

本稿では、著者らがこれまでに取り組んで

きたナス科植物のファイトアレキシン生成に

関与する遺伝子群の解析について概説する。

また後半では、最近取り組んでいる植物病原

糸状菌、特に灰色かび病菌によるファイトア

レキシンの代謝、耐性化機構の研究について

紹介する。

1. ベンサミアナのジャガイモ疫病菌に対する
抵抗性に必須な遺伝子群のスクリーニング

ベンサミアナは、アグロバクテリウムを介

した遺伝子の一過的発現、ウイルス誘導型遺

伝子サイレンシング（VIGS）などが容易に行

えるため、逆遺伝学的なアプローチの研究の

モデル生物として広く用いられている。一方

で、研究例は多くはないものの、ランダムな

遺伝子のサイレンシングを行えば順遺伝学的

な研究（つまり機能欠損株のスクリーニン

グ）にも用いることが可能である。ベンサミ

アナはAllotetraploid（異質四倍体）であるた

め（Goodin et al., 2008）、機能的に冗長な遺

伝子を2コピー持っていることが多く、VIGS
は相同遺伝子を同時に抑制できるという点で

も有用である。

実験室で生育した幼齢のベンサミアナはジ

ャガイモ疫病菌に対して感受性を示すが、成

表１. VIGSスクリーニングにより単離されたベンサミア

ナのジャガイモ疫病抵抗性に必須な遺伝子
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熟化したベンサミアナは疫病菌抵抗性である（Shibata et al., 2011）。ベンサミアナにジ

ャガイモ疫病菌が自然感染した報告例はなく、本来のベンサミアナはジャガイモ疫病菌

に対して非宿主抵抗性を持つ植物であると言える。この抵抗性に必須な遺伝子を単離す

るため、まずサイレンシングベクターにランダムなベンサミアナ遺伝子を挿入したライ

ブラリを作成した。ベンサミアナの健全葉およびINF1エリシター（ジャガイモ疫病菌の

分泌タンパク質）処理葉から調製した平均断片長約 350 bpのcDNAを、サイレンシング

ベクターにクローニングした。このランダムなcDNA断片を含むサイレンシングベクタ

ーを用いて約3,000株のベンサミアナの遺伝子サイレンシング株を作出した。VIGSで誘

導された植物の約15％は、矮化や部分的な黄化・白化などの著しい生育障害が見られた

一方で、約2.5％の植物（82系統）では、ジャガイモ疫病菌を接種した際の顕著な抵抗性

の低下が認められた。これら82系統の植物から、疫病菌の抵抗性に関与する遺伝子の候

補として33個のユニークな遺伝子が単離された。加えて、いくつかの既知の防御関連遺

伝子やスクリーニングによって単離された遺伝子の関連因子についても、サイレンシン

グ株を作出した。また、必要に応じて標的遺伝子以外のサイレンシング（いわゆるoff 
target effect）を誘導しないサイレンシング株を再度作出し、疫病菌抵抗性の低下が確認

された標的遺伝子を、抵抗性関連遺伝子とした（表1, Shibata et al., 2016）。 

2. ベンサミアナのカプシジオールの生合成および分泌に関与する因子
1) メバロン酸経路およびファイトアレキシン生合成酵素遺伝子
メバロン酸経路は、全て

の真核生物に保存されてい

る主要な代謝経路であり、

生体膜の構成成分であるス

テロールや多様なイソプレ

ノイド由来の二次代謝産物

の前駆体生成に関与する

（Hartmann,  1998）。上記

のスクリーニングにより、

ベンサミアナの疫病菌抵抗

性に必須な遺伝子として、

メバロン酸経路の5つの酵素

遺伝子が単離された（表1、
図2）。ナス科の植物では、

NicotianaおよびCapsicum属

植物のカプシジオールや

Solanum属植物のリシチン

などの主要なセスキテル

ペノイドのフィトアレキ

シンは、メバロン酸経路

を経由して生成される

図 2. ナス科植物のファイトアレキシン合成経路 
Solanum 属植物は、リシチン、ルビミンなど、Nicotiana 属および

Capsicum 属植物はカプシジオールを主なファイトアレキシンとして生

産する。赤字の酵素遺伝子が、ベンサミアナの VIGS スクリーニングに

より、ジャガイモ疫病菌抵抗性に必須な遺伝子として単離された。
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（Bailey et al., 1975; Katsui et al., 1968、図2）。ベンサンミアナはメバロン酸経路の各酵

素の遺伝子を複数持っており、INF1エリシターで処理すると一部の遺伝子発現が活性化

され（Rin et al., 2020）、カプシジオールの前駆体であるファルネシル2リン酸の生産が

促進される。ベンサミナアはカプシジオールおよび関連するファイトアレキシン（デブ

ネイオール、カプシジオール3-アセテート、図2）の生産に関与する酵素である5-epi-
aristolochene synthase（EAS）および5-epi-aristolochene dihydroxylase（EAH）の遺伝子を

それぞれ10および6コピー持っており（Rin et al., 2020）、これらは遺伝子重複によって

コピー数が増えたと推定される。カプシジオール生産の最終反応を触媒する酵素の遺伝

子が抑制されたNbEAHサイレンシング株ではカプシジオールの生産が特異的に抑制され、

疫病菌への抵抗性が低下した（Shibata et al., 2010, 2016）。これらの結果は、ベンサミア

ナのジャガイモ疫病菌に対する非宿主抵抗性にカプシジオールが中心的な役割を担って

いることを示している。

2) PDR型ABCトランスポーターによるカプシジオールの病原菌感染部位での分泌
ジャガイモ疫病菌は、主に宿主植物の表皮細胞の境目から侵入し、葉肉細胞の細胞間

隙に入り込んで成長し、植物細胞内に吸器を形成する。植物が疫病菌の増殖を抑制する

ためには、植物細胞の細胞質で生産されたフィトアレキシンは細胞外に輸送される必要

がある。VIGSスクリーニングにより、ベンサミアナの疫病菌抵抗性に必須な遺伝子とし

て、PDR（多剤耐性）型ABCトランスポーターNbABCG1およびNbABCG2をコードする

遺伝子が同定された（Shibata et al., 2016）。ベンサミアナゲノムから見つかった17の
ABCG型トランスポーター遺伝子のうち、NbABCG1とNbABCG2の発現だけがINF1エリシ

ターの処理によって上昇し

た。NbABCG1とNbABCG2の両
方（NbABCG1/2）をサイレン

シングすると、細胞質から葉

面へのカプシジオールの分泌

が損なわれたことから、これ

らABCトランスポーターがカ

プシジオールの輸送体である

ことが示唆された。さらに、

NbABCG1/2のタバコのオルソ

ログであるNtPDR1のATPase活
性がカプシジオールによって

活性化されることが示され、

カプシジオールがNtPDR1によ

り輸送されることが直接的に

示されている（Pierman et al., 
2017 ） 。 GFP 標 識 し た

NbABCG1および2は細胞膜で検

出され、ジャガイモ疫病菌の侵

図 3. カプシジオールのトランスポーターNbABCG1a のジャガイモ

疫病菌侵入部位への局在 a, 付着器; z, 遊走子嚢 
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入時にはその侵入部位にGFP蛍光が局在化することから、NbABCG1/2が病原体の侵入部

位での局所的なファイトアレキシン分泌に関与することが示唆されている（Shibata et al., 
2016、図3）。 

3) ベンサミアナのジャガイモ疫病菌に侵入前抵抗性に関わる遺伝子群
ジャガイモ疫病菌のベンサ

ミアナへの感染の試みの殆ど

は、表皮細胞層で阻止される

（図4）。NbABCG1/2サイレン

シング株では、ジャガイモ疫

病菌の侵入率が有意に上昇し

たことから、これらのトラン

スポーターが侵入前の防御に

も関与していることが示され

た。一方で、NbEAS遺伝子の

サイレンシングによりカプシ

ジオール生産を抑制しても、

ジャガイモ疫病菌の侵入頻度

に影響はなかった（Shibata et al., 2016）。 以前の研究で、タバコにおけるNbABCG1/2
のオルソログが、恒常的に産生される抗菌性ジテルペンであるスクラレオールの細胞外

への分泌に関与することが報告されている

（Crouzet et al., 2013）。そこで、ジテルペン合成

に関与するゲラニルゲラニルピロリン酸合成酵素

であるNbGGPPS遺伝子をサイレンシングしたとこ

ろ、疫病菌の侵入率が上昇した（Shibata et al., 
2016）。したがって、NbABCG1/2は、ジテルペン

輸送を介した侵入前抵抗性、およびカプシジオー

ル輸送を介した侵入後抵抗性のいずれにも関与し

ていることが示唆された。

4) フィトアレキシンの生産におけるエチレンを介
したシグナル伝達の役割

VIGSスクリーニングで単離されたジャガイモ

疫病菌抵抗性に必須な遺伝子には、エチレン生産

に関連する6つの酵素遺伝子が含まれていた（表

1）。また、エチレンのシグナル伝達因子である

NbEIN2のサイレンシング株では、カプシジオー

ル生産が抑制され、ジャガイモ疫病菌に対する

抵抗性も低下した。NbEASとNbEAH の発現はエ

チレン処理で上昇し、NbEIN2をサイレンシング

a

a

a

図 4. 疫病菌のベンサミアナ表皮での感染行動  
（左）ジャガイモ疫病菌はベンサミアナの表皮細胞の境目から

侵入を試みる。（右）付着器（a）直下でカロースの蓄積が認め

られる。菌糸（青）はカリコフローホワイト、カロース（緑）

はアニリンブルーで染色した。 Bars = 30 um. 

図 5. ベンサミアナ（Nb）およびジャガイモ

（St）のファイトアレキシン生産および分

泌に関与する遺伝子のプロモーター領域に

見出される GCC ボックス様の配列 
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すると低下した。さらに、メバロン酸経路のいくつかの遺伝子の発現もエチレン処理に

よって上昇することから、エチレンがベンサミアナのファイトアレキシン生成誘導を制

御する植物ホルモンであることが示された。また、NbEIN2のサイレンシングにより、

NbABCG1/2の発現も減少した（Ohtsu et al., 2014; Shibata et al., 2010, 2016）。NbEAS、
NbEAHおよびNbABCG1/2のプロモーター領域には、エチレンに制御される遺伝子プロモ

ーターの共通モチーフであるGCCボックスが確認された（伏見ら2015; Rin et al., 2017; 
Takemoto et al., 2018、図5）。同様に、ジャガイモのリシチン生成に関与する酵素遺伝子、

NbABCG1/2のジャガイモのオルソログのプロモーター領域にもGCCボックス様の配列が

認められることから（図5）、ジャガイモにおけるフィトアレキシンの生産・分泌の主

要な制御因子もエチレンであると推定された。

5) 核-細胞質間輸送のファイトアレキシン生成誘導における役割
VIGSスクリーニングによって、核膜孔での核-細胞質間の輸送に関連する複数の因子の

遺伝子が単離された（表 1 ）。

NbNup75は、核膜孔の細胞質側と核

側の両方に存在する核膜孔複合体

の構成要素である（Kampmann and 
Blobel, 2009）。NbNup75の発現を抑

制した植物では、エリシター処理

によって誘導されるエチレン生

産、メバロン酸経路の酵素遺伝子

群、およびNbEASとNbEAHの発現誘

導が抑制され、その結果カプシジ

オールの生産が著しく減少した

（Ohtsu et al., 2014）。NbNup75サイ

レンシング株では、核質でのmRNA
の異常な蓄積が観察されたことか

ら、核から細胞質へのmRNAの輸出

が防御反応の適切な活性化に重要な

ステップであると考えられる。ま

た、低分子GTPaseのNbRan1、2およ

びRan結合タンパク質NbRanBP1、
エクスポーチンNbXpo1など、核膜を介したタンパク質やRNA輸送の制御因子の遺伝子

をサイレンシングした株においても、カプシジオールの産生が減少し、疫病菌抵抗性が

低下することが示されている（Mizuno et al., 2019a, 2019b、図6）。 

6) 分泌タンパク質NbSAR8.2m
スクリーニングで得られたサイレンシング株の中で、最もジャガイモ疫病菌への抵抗

性の低下が著しかった株では、機能未知の分泌タンパク質NbSAR8.2mをコードする遺伝

子の発現が抑制されていた。NbSAR8.2mサイレンシング株に感染したジャガイモ疫病菌

図 6. ベンサミアナの抵抗性誘導における核膜孔複合体

を介した輸送機構の役割（推定図）
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は、ジャガイモへの感染時のように多数の吸器を形成

し、感染が植物体全体に拡がる（図7）。sar8.2m破壊
株では、INF1エリシター処理によるファイトアレキ

シン生産誘導に異常は認められないが、疫病菌感染時

のファイトアレキシン生産は顕著に低下する（今野ら

2018）。ベンサミアナ野生株に接種した場合と比較し

て、sar8.2m破壊株に感染している疫病菌では多くの

エフェクター遺伝子の発現量が増加しており（今野ら

2021）、恐らくその結果として、宿主のファイトアレ

キシン生産に関連する酵素遺伝子の発現が抑制されて

いた。このことから、SAR8.2mは疫病菌感染時のファ

イトアレキシン生産に必須な因子であると考えられる

が、この分泌タンパク質がどのようにジャガイモ疫病

菌に作用しているかは不明で、現在解析中である。

3. ジャガイモにおけるリシチン生合成および
分解機構

ジャガイモ、トマト、ナスなどのSolanum属

の植物は、メバロン酸経路を介して生産され

るファルネシル二リン酸を前駆体として、セ

スキテルペノイドであるルビミン、オキシルビミン、リシチンなどのファイトアレキシ

ンを生産する。放射性同位元素を用いたトレーサー実験により、ソラベチボンとルビミ

ンがリシチンの前駆体で

あることが明らかになっ

ているが、これまでのと

ころ、リシチン生成に関

わる最初の2つの反応を

触媒する酵素しか同定さ

れていない（ Back and 
Chappell, 1995; Stoessl and 
Stothers, 1983; Takahashi et 
al., 2007）。ソラベチボ

ンからリシチンへの予測

される中間体に基づい

て、リシチン合成経路を

触媒する酵素は4-6種類と

推定している（図8）。

一方で、ルビミンやリシチンなどは塊茎では蓄積するが、葉組織では検出されない

（Rohwer et al., 1987）。Yoshiokaら（2019）は、ジャガイモのファイトアレキシン生成

の初発酵素であるPVSの遺伝子サイレンシング株の葉では、ジャガイモ疫病菌や夏疫病

図 8. ジャガイモにおけるリシチンの合成経路（推定）

図 7. SAR8.2mサイレンシング株のジャガイモ疫

病菌接種による病徴 対照株では植物細胞死が認

められるが、SAR8.2m サイレンシング株では多

数の吸器（h）形成が観察される。Bars=40 µm. 
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菌への抵抗性が低下することを報告している。この結果は、ジャガイモ葉では、既知の

ファイトアレキシン以外のベティスピラディンを前駆体とする検出が困難な抗菌物質が

生産されている可能性を示している。

1) リシチン生合成酵素遺伝子の単離の試み
ジャガイモ疫病菌由来の細胞壁成分エリシ

ター（HWC）を処理したジャガイモ塊茎お

よびトマト果実のリシチン生産量を調査

し、同じサンプルの RNAseq 解析を行うこと

で、リシチン生産量と相関する発現パター

ンを示す酵素遺伝子群をリシチン生合成酵

素 の候補遺伝子 と し てリスト 化 し た

（Camagna et. al., unpublished）。これら酵素

の活性を検出するため、ベンサミアナ葉で

のアグロバクテリウムを介した一過的発現

系を用いた実験系を構築した。まず、前駆

体であるファルネシル 2 リン酸の生産を誘導

するため、INF1 エリシターを処理したとこ

ろ、ベンサミアナの 3 種のファイトアレキシ

ンの生成が認められた（図 9）。ベンサミア

ナ葉に前もって PVS を発現させると新たな

ピーク（構造未決定）が検出され、さらに

PVS と POX を同時に発現させると、ソラベ

チボンが検出された（図 9）。この結果か

ら、ジャガイモのファイトアレキシン生合

成系の一部がベンサミアナ葉で再現できる

ことが示された。そこで、RNAseq 解析で見

出された候補遺伝子をさらに発現させて生

合成系を解明することを目指しているが、

現在まで新たな酵素遺伝子の単離には至っ

ていない。一方で、本実験系を応用して、

リシチンの解毒・代謝に関与するジャガイモ遺伝子が単離された。

2) リシチンの解毒化に関与するシトクロム P450 - SPH
ファイトアレキシンは病原菌だけではなく植物細胞に対しても毒性を示すことが知ら

れており（Lyon, 1980; Polian et al., 1997）、病原菌が排除された後に速やかに分解される

必要がある。1970 年代後半に、ジャガイモの健全組織においてリシチンがリシチン-M1
（13-hydroxyrishitin）に解毒代謝されることが報告されたが（Ishiguri et al., 1978）、その代

謝機構は長らく不明であった。ジャガイモ由来のシトクロム P450（CYP762L）遺伝子を

図 9. ベンサミアナでの一過的遺伝子発現系に

よるリシチン生合成経路の解明の試み

（上）ベンサミアナへの INF1 エリシター処理

による 3 種類のファイトアレキシンの生産 
（中）ジャガイモ PVS 遺伝子の発現による新た

なピーク（赤矢印）

（下）PVS および POX の発現によるソラベチ

ボンの生産。GCMS により検出。 
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発現させたベンサミアナ葉

にリシチンを注入したとこ

ろ、速やかにリシチン-M1 に

変換された（図 10）。この

シトクロム P450 は、リシチ

ン前駆物質であるソラベチ

ボン、ルビミンさらにはカ

プシジオールもヒドロキシル化することから、 SPH（ Sesquiterpenoid phytoalexins
hydroxylase）と名付けた。StSPH 相同遺伝子はセスキテルペノイドの抗菌性物質を生産

するトマト，ナス，タバコ、ピーマンなどナス科植物でのみ見いだされ、ゲノム重複に

よるコピー数の増加も認められた。以上の結果から、本酵素を介したファイトアレキシ

ン解毒がナス科植物に共通した機構であることが示された（Camagna et al., 2020）。

4. 病原糸状菌によるカプシジオールおよびリシチンの解毒・代謝
カプシジオールおよびリシチンが、植物病原性糸状菌および卵菌の生育をどの程度阻

害するのかを明らかにするため、種々の病原菌にこれらファイトアレキシンを処理し、

生育の阻害とファイトアレキシンの代謝能を調べた。その結果、ナス科植物から分離さ

れた病原糸状菌 8 種のうち、6 種がカプシジオールを、5 種がリシチンを代謝し、これら

病原菌では 100 µM のカプシジオールあるいはリシチン処理による生育阻害は殆ど認め

られなかった。一方で、供試した 4 種の植物病原性卵菌（すべて Phytophthora 属菌）で

は、カプシジオールおよびリシチン代謝能は認められず、ファイトアレキシンによって

生育が著しく阻害された（黒柳ら 2016）。この結果は、ファイトアレキシンの解毒化能

が病原性糸状菌の基本的な能力として比較的広範な菌に獲得されているのに対して、

Phytophthora 属菌ではファイトアレキシン生産の（エフェクターによる）抑制が必要で

あることを示している。供試した菌の中でも、多犯性の病原菌である灰色かび病菌

Botrytis cinerea および菌核病菌 Sclerotinia sclerotiorum は、カプシジオールおよびリシチ

ンの高い代謝能と耐性を示した。

5. 灰色かび病菌によるファイトアレキシンの分解および排出機構
灰色かび病菌は 1,400 種以上の植物への感

染が知られている極めて多犯性の病原菌で

あり、様々なファイトアレキシンを解毒・

代謝することが知られている（Elad  et al., 
2016; Pedras and Ahiahonu, 2005）。灰色かび

病菌にカプシジオールあるいはリシチンを

処理すると、これらのファイトアレキシン

は速やかに代謝される。カプシジオール

は、脱水素反応によりカプセノンに解毒化

され（Ward and Stoessl, 1972）、さらに酸素

添加反応により変換された。一方で、リシチ

図 10. ジャガイモ SPH によるリシチンの代謝（解毒化）

図 11. 灰色かび病菌によるカプシジオール

およびリシチンの解毒代謝
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ンは（恐らく複数のシトクロム P450 による）酸素添加反

応よって 3-4 種類の代謝物に変換された（図 11）。カプ

シジオールとリシチンは構造的に極めて類似しているに

もかかわらず、代謝のプロセスは異なる。この様な使い

分けはどの様に行われているのだろうか？そこで、カプ

シジオール、リシチンおよびブドウのファイトアレキシ

ンであるレスベラトロールを処理した灰色かび病菌の

RNAseq 解析を行い、発現パターンを比較した。

灰色かび病菌は、約 12,000 の（タンパク質をコードし

た）遺伝子を持っているが、これらファイトアレキシン

の処理によって顕著に発現誘導される（Log2 
FC>2、P<0.05）遺伝子を調べたところ、それぞ

れの処理区で 20 数遺伝子が見出され、異なる処

理区間で共通する遺伝子は少なかった（図 12、黒柳ら 2018）。この結果から、灰色かび

病菌は異なるファイトアレキシンに応答して、違うセットの遺伝子群の発現を活性化す

ることが示された。

1) 灰色かび病菌のカプシジオール解毒に関与する脱水素酵素 BcCPDH
カプシジオール処理によって最も顕著に発現誘導された灰色かび病菌の遺伝子は、

Short chain dehydrogenase をコードしており、カプシジオール解毒化において脱水素反応

（図 11）を担っていると推定された。この遺伝子をイネ科牧草の共生糸状菌 Epichloë 
festucae（エンドファイト）において異所発現したところ、本来カプシジオールに感受性

のエンドファイトが耐性化し、カプシジオールを脱水素してカプセノンに代謝する能力

を獲得した。そこで、この脱水素酵素を

CPDH（Capsidiol dehydrogenase）と名付け

た。灰色かび病菌の cpdh破壊株を作出した

ところ、カプシジオールのカプセノンへの

代謝能が失われ、カプシジオールを産生す

る植物への感染能が低下した（図 13、黒柳
ら 2019）。灰色かび病菌を、20 科 54 種の

植物に接種して BcCPDH 遺伝子の発現を調

査したところ、本遺伝子はカプシジオール

を生産する植物への感染時にのみ特異的に

発現誘導されることが示された。

2) 灰色かび病菌のリシチン耐性に関与する ABC トランスポーターBcatrB
リシチンおよびレスベラトロールに発現誘導される遺伝子として、ABC トランスポー

タをコードする BcatrB遺伝子が単離された（図 14）。本遺伝子は、レスベラトロール、

カマレキシンおよびフェニルピロール系殺菌剤に対する灰色かび病菌の耐性に関与する

ことが既に報告されている（Schoonbeek et al., 2001）。BcatrB のリシチン耐性における

図 12. 異なるファイトアレキシンの処理で発現

誘導される灰色かび病菌の遺伝子数の比較

図 13. 灰色かび病菌 cpdh破壊株のピーマン（カプ

シジオールを生産）への病原性の低下

ジャガイモへの病原性は野生株と同等であった。
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機能は明らかではなかったため、BcatrB 遺伝子破壊株を作出し表現型の調査をしたとこ

ろ、リシチンに対して感受性となり（図 14）、トマトにおける病原性も低下した一方で、

ベンサミアナでの病徴に変化はなかった。この結果より、BcatrB はリシチンを生産する

植物への病原性に関与すること

が示された。灰色かび病菌を、

13 科 21 種の植物に接種して

BcatrB 遺伝子の発現を調査した

ところ、ジャガイモ以外にもア

ブラナ科およびマメ科植物への

感染時に発現誘導が認められ

た。BcatrB 遺伝子の発現はアブ

ラナ科およびマメ科植物由来の

ファイトアレキシン（ブラシニ

ン、カマレキシン、メディカル

ピン）の処理によっても活性化した。一方で、BcatrB 遺伝子の発現はカプシジオール処

理によって誘導されず、BcatrB 遺伝子破壊株のカプシジオール耐性は野生株と同等であ

った（Bulasag ら 2021）。以上の結果から、灰色かび病菌は植物の生産するファイトア

レキシン（あるいはその抗菌活性）を認識して、適切な解毒化・耐性化機構を活性化し

ていることが示唆された。

おわりに

 植物が持つ微生物への抵抗性機構の重要性を評価するのは難しい。例えば、ある植物

は、腐生菌、基本的親和性を持たない非適応型の植物病原菌、適応型の非親和性菌、軽

度の病徴を示す病原菌など、様々な微生物と対峙しており、それぞれの微生物に対して

有効な抵抗性の要素は異なる。研究の対象となる植物-病原菌の系は、病害の問題となる

基本的親和性を持っている病原菌の異なる系統とその宿主植物の関係が扱われることが

多く、ファイトアレキシン生産のような基本的な抵抗性機構はすでに打破されてしまい、

両者の戦いの争点が別の要素に移っている場合も多いだろう。1960-70年代の植物病理学

研究ではファイトアレキシンの単離と構造決定が盛んに行われたが、その植物-病原菌に

おける重要性を明確に示した研究は、未だに限られている。

例えば、TMV を接種したタバコで真菌の細胞壁分解酵素であるキチナーゼやグルカナ

ーゼの遺伝子発現が活性化されるように、植物の抵抗性応答誘導の全てが常に合理的で

あるわけではない（主となる病原菌の感染後の日和見感染に備えているとの説明もでき

るが）。また病原菌についても同様で、著者らがナス科植物以外の病原菌を用いてカプ

シジールやリシチンの分解活性を調べたところ、メロンつる割病菌 Fusarium oxysporum f.
sp. melonis がカプシジオールを分解し、ムギ類赤かび病菌 F. graminearum がリシチンを分

解したうえにリシチン処理で生育がむしろ促進される（資化している）など、代謝能と

病原性は必ずしも合理的に説明できない（黒柳ら 2016）。植物も病原菌もいつも有効と

は限らないカードを維持することで、生き残りさらに発展する可能性を高めているのだ

ろう。

図 14. ABC トランスポータ遺伝子 BcatrBのリシチン耐性への役割

（左）ファイトアレキシン処理時の BcatrB 遺伝子の発現誘導。

（右）BcatrB 破壊株（DatrB）はリシチンへの耐性が低下する。 
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solanacearum  species  complex 
 

Abstract  

 

   The  so i l -bo rne  Gram-negat ive  bet a -p ro teobacter ium Rals tonia  so lanacearum  

speci es  complex  (RSSC) causes  a  devas t ing  bact er i a l  wi l t  d i sease  on  over  250 

p lant  speci es  wor ldwide.  An  RSSC phy lo type I  s t ra in ,  R .  p seudosolanacearum  

s t r a in  OE1-1 ,  produces  methy l  3 -hydroxymyris t a te  (3 -OH MAME) as  a  quorum 

sens ing  (QS)  s ignal  v i a  the  methyl t ransferase  PhcB  and secre t es  the  chemical .  

The s t r a in  OE1 -1  senses  ex t racel lu la r  3 -OH MAME th rough  the  sensor  h i s t id ine  

k inase  PhcS ,  l eading  to  the  funct iona l  LysR fami ly  t ransc r ip t ional  r egula to r  

PhcA,  which  regula tes  QS-dependent  genes  respons ib l e  fo r  the  QS -dependent  

pheno types  inc luding  v i ru l ence .  To  e lucidat e  t he  QS  s ignal l ing  cascade  o f  

s t r a in  OE1 -1 ,  we  ident i f i ed  PhcK as  a  QS - re l a t ed  sensor  h i s t id ine  k inase ,  and  

PhcR and PhcQ as  QS - re l a t ed  response  regula to rs  wi th  a  receiver  domain  and  

no  DNA-binding  domain .  The t r ansc r ip tome analys i s  wi th  RNA sequencing  of  

mutan t  wi th  del e t ion  of  each  o f  these  genes  showed that  PhcK was  involved  in  

fu l l  express ion  of  phcA ,  i ndependent ly  o f  ex t racel lu la r  3 -OH MAME content .  

PhcQ mainly  cont r ibute d  to  the  regula t ion  o f  QS -dependen t  genes  by  funct iona l  

PhcA ,  in  which  PhcR was  par t i a l ly  involved ,  dependent ly  on  ext racel lu l a r  3 -

OH MAME content .  An ou te r  membrane - locat ed  lec t in  LecM ,  and  

ext racel lu l a r ly  sec re t ed  secondary  metabol i t es ,  ra l fu ranone  and  ma jor  

exopolysacchar ide  EPS I ,  a re  r equi red  fo r  OE1 -1  v i ru l ence .  Thei r  product ion  i s   

induced  dur ing  QS .  LecM affected  the  QS act ivat ion  through the  enhanced   
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s tab i l i ty  o f  ex t racel lu la r  3 -OH MAME.  In  addi t ion ,  r a l fu ranone and  EPS I  were  

associ a t ed  wi th  the  feedback  loop  of  r egula t ion  of  QS -dependent  genes .  Overal l ,  

the  i n tegra t ed  in t racel lu l a r / in t ercel lu lar  s ignal l i ng  of  OE1 -1  cel l s  v i a  

ra l fu ranone  and  EPS I ,  coupled  wi th  QS of  which  ac t iv i ty  i s  dependent ly  on 

LecM -media ted  ex t racel lu la r  3 -OH MAME s t abi l i ty,  cont r ibute  to  t he  e l aborat e  

and  tunable  regula t ion  o f  OE1-1  v i ru l ence .  

 

Key words :  Rals ton ia  pseudosolanacearum ,  quorum sens ing ,  v i ru l ence  

 

はじめに  

多くのグラム陰性細菌は、クオラムセンシング  (QS)シグナルを分泌し、細胞

外に存在する QS シグナルを感知して、自らの細菌密度をはかり知る。そして、

周囲の細菌密度の変化に応じて、細胞間情報伝達を行い、特定の遺伝子の発現を

制御できる QS を用いて、行動を集合的に変化させて、病原性因子の産生・分泌

やバイオフィルムの形成などを行う  (Ba l tenneck  et  a l . ,  2021 ;  Ham,  2013)。グラ

ム陰性細菌の QS シグナルとして、N -アシルホモセリンラクトン環と 4‐18 の炭

素鎖を有するアシルホモセリンラクトン  (AHL)が最も有名である  (Ga l loway  et  

a l . ,  2011) 。 AHL 以 外 に も 、 Xanthomonas  campes tr i s 、 Pseudomonas  

aeruginosa および Burkholder ia  cenocepacia などにより拡散性シグナル因子

DSF が、Vibr io  harveyi によりオートインデューサー2 (AI- 2)が、P.  aeruginosa

により 2-ヘプチル 3-ヒドロキシ -4 -キノロン  (PQS )が、V .  cholerae や V.  harveyi

などによりコレラオートインデューサー1 (CAI-1 )が、QS シグナルとして産生さ

れる。これらの QS シグナルの構造は、細菌種に特徴的である。これまでに、植

物病原細菌の病原力に関わる物質生産の QS による制御と、QS に関与するシグ

ナル伝達系の報告は数多くあるが、その全容が解明された事例はない。  

土壌生息性のグラム陰性細菌である青枯病菌 Rals tonia  so lanacearum  speci es  

complex  は、250 以上の植物種に萎凋症状をもたらし、世界の農業生産に甚大な

被害を与えている  (Mans f i e ld  et  a l . ,  2012) 。 Phylo type I の青枯病菌 R .  

pseudosolanacearum  OE1-1 株  (OE1-1 )は、植物の根の根冠周辺の表皮細胞表面

に付着後、皮層細胞の細胞間隙に侵入する。そして、皮層細胞を破壊し、その内

部で増殖を行い、QS を起動して、細胞集団構造物であるマッシュルーム型バイ

オフィルム  (mBF)を形成する  ( Inoue  e t  a l . ,  i n  p repara t ion )。mBF の形成に伴い、

青枯病菌は、病原性をプライミングする  (Hayashi  e t  a l . ,2019a)。そのため、QS

は、OE1-1 の病原力に不可欠なシグナル伝達系である  (Hik i chi  et  a l . ,  2017)。  

1990-2000 年代に、phylo type I IA の青枯病菌 R.  so lanacearum  AW1 株  (AW1)

を用いて、QS 機構の解明が行われた  (Schel l ,  2000)。AW1 は、メチルトランス

フェラーゼである PhcB タンパク質  (PhcB)により産生した QS シグナル methyl  

3-hydroxypalmi ta t e  (3 -OH PAME)を分泌し、細胞内膜に局在するセンサーヒス

チジンカイネース  (SK)である PhcSタンパク質  (PhcS)を介して受容する  (Fl avie r  

et  a l . ,  1997)。Sche l l  (2000)は、phcB 遺伝子  (phcB )、phcS 遺伝子  (phcS )、お
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よび phcB と phcS とオペロンを形成し、リン酸基レシーバードメインを有する

が DNA 結合ドメインを持たないレスポンスレギュレーター  (RR)である PhcR タ

ンパク質  (PhcR)をコードする phcR 遺伝子  (phcR )それぞれの欠損株 ΔphcB、

ΔphcS および  ΔphcR  の、QS 起動時に誘導される主要な菌体外多糖 EPS I 産生

量、および植物細胞壁分解酵素 Egl による endoglucanase 活性と Pme による

pect in  methyl  es te rase 活性の結果から、AW1 の QS シグナル伝達系を提案した。

3-OH PAME を受容し、自己リン酸化した PhcS は、PhcS と 2 成分制御系を成す

PhcR をリン酸化する。低細菌密度の AW1 では、リン酸化されていない PhcR は、

LysR  型転写制御因子 PhcA タンパク質  (PhcA)に結合し、PhcA の機能を阻害す

る。一方、高細菌密度で QS が起動した AW1 では、リン酸化 PhcR は PhcA に結

合できず、PhcA は転写制御因子として機能する。しかし、この Schel l の提案の

基になった研究 (C lough  et  a l . ,  1997)で、EPS  I 産生量、endoglucanase 活性お

よび pect in  methyl  es t erase 活性が、ΔphcB に比べて、ΔphcR では有意に高く、

Schel l の提案には、矛盾が認められた。さらに、3-OH PAME 処理により、OE1-

1 の QS 能に増大は認められなかった  (Hik i chi  et  a l . ,  2017)。  

そこで、OE1-1 の QS シグナル伝達機構の解明を目的に、我々は、まず、OE1-

1 が、QS シグナルとして、3-OH PAME ではなく、methyl  3 -hydroxymyris t a t e  

(3OH-MAME)を産生することと、青枯病菌菌株は、QS シグナルとして、3-OH 

PAME と 3OH-MAME のいずれかを産生することを明らかにした  (Kai  et  a l . ,  

2015)。そして、 3-OH PAME と 3OH-MAME それぞれの産生系を解明した  

(Uj i t a  et  a l . ,  2019)。3-OH MAME のアナログ化合物の中から、OE1-1 の QS 能

阻害活性のある PQI 化合物を選抜した  (Yoshihara  et  a l . ,  2019)。この PQI 化合

物を処理すると、トマト植物の青枯病発病が顕著に減少した。すなわち、QS は、

OE1-1 の病原力の主幹シグナル系であり、青枯病防除のための格好の標的である

ことを明らかにした  (Hik i chi  et  a l . ,  2017)。さらに、PhcB と PhcS のアミノ酸

配列を基にした青枯病菌菌株の系統解析から、 3-OH PAME を産生する

phylo type I I I  の祖先種から、phylo type I、 I I および IV への分化が行われ、

phylo type I と IV それぞれで 3-OH MAME 産生と受容の分化が行われたことを

明らかにした  (Kai  e t  a l . ,  2015 ;  Senuma et  a l . ,  2020 ;  Takemura  et  a l . ,  submi t t ed )。

QS シグナルの産生と受容が、青枯病菌の病原力と分化に重要な位置づけである

ことは明らかとなったが、QS シグナル伝達系は未解明なままであった。そこで、

OE1-1 のゲノム情報を基に、QS におけるシグナル伝達に不可欠な 2 成分制御系

の SK と RR をコードすると推定された遺伝子それぞれの欠損株の中から、QS 能

喪失株を選抜した。本稿では、RNA-sequencing  (RNA-seq)を用いて、QS 能喪

失株のトランスクリプトーム解析から得られた QS に依存した遺伝子の発現制御

機構とともに、QS シグナル伝達系に関する新知見を紹介する。  

 

1.  QS 能喪失株の選抜  

 QS シグナル伝達系には、SK による QS シグナルの受容と自己リン酸化、そし

て、SK から RR へのリン酸基の伝達が重要である  (Capra  and  Laub ,  2012;  Gao 
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and S tock ,  2009)。そこで、ゲノム配列から SK をコードすると推定された  遺伝

子それぞれの欠損株を OE1-1 から作製し、これら欠損株の QS 能として、QS 依

存形質  であるバイ  オフィルム形成能、 EPS I 産生能、運動能  ( swimming 

mot i l i ty )  および病原力を解析した。そして、 RSc1351 遺伝子 (phcK )欠損株

(ΔphcK )の QS 能が、ΔphcB と phcA 遺伝子  (phcA )欠損株 (ΔphcA )  と同様に、

OE1-1 と比較して、著しく低下することを見出した  (図 1;  Senuma et  a l . ,  2020)。  

 DNA 結合ドメインを有さな

い RR をコードする phcQ 遺伝

子  (phcQ )は、phcB、phcS およ

び  phcR とオペロンを構成する  

(Sal anoubat  et  a l . ,  2002;  Tang  

et  a l . ,  2020 ) 。 phcQ 欠損 株  

(ΔphcQ )の QS 能は、ΔphcA と

同様に、OE1-1 と比較して顕

著に低下した。一方、phcR 欠

損により、 QS 能は低下した

が、その程度は、phcA 欠損と

比べて低かった。さらに、ト

マト植物に根部浸漬接種を行

うと、 ΔphcK と ΔphcQ は、

ΔphcA と同様に、導管への侵

入能を失い、病原力を喪失し

た。一方、ΔphcR は、導管へ

の侵入能を維持し、OE1-1 と

ほぼ同等の病原力を示した。  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 .  青枯病菌菌株のバイオフィルム形成能と運動能
( s w i m m i n g  m o t i l i t y )  

* ,  O E 1 - 1 の値と有意差あり  ( p < 0 . 0 5 )。  

 

2.  PhcK は phcA の発現制御に関わる  

 OE1-1、ΔphcB、ΔphcA および ΔphcK を 1/4×M63 培地で OD 6 0 0 =0 .3 まで培養

し、抽出した RNA を用いて、RNA-seq によるトランスクリプトーム解析を行っ

た。OE1-1 で発現が認められた 4,304 遺伝子のリード数を基に、それぞれでの菌

株での発現量の相対的比較値 log( fo ld  change)と fa l se  d i scovery  ra t e (q 値 )を R  

に て 算 出 し 、 q 値 <0 .05

で、 2<log( fo ld  change)と

log( fo ld  change)<-2 になっ

た 遺 伝 子 そ れ ぞ れ を 、

OE1-1 と比較して有意に発

現が上昇・低下すると判断

した。OE1-1 と比較して、

ΔphcB と ΔphcA いずれも

で、発現が有意に低下した

334 遺伝子を QS 誘導遺伝  

表 1 .  青枯病菌 O E 1 - 1 株と比較して、変異株にて発現が有

意に変化する遺伝子数  
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子と、発現が有意に上昇した 151 遺伝子を QS 抑制遺伝子とした  (表 1)。QS 誘

導遺伝子と QS 抑制遺伝子を QS 依存遺伝子と称する。ΔphcA  と ΔphcB における

QS 依存遺伝子の log( fo ld  change)を x 軸と y 軸それぞれにプロットすると、高

い正の相関  (y=0.9365x+0.0492 ,  r 2 =0.9779)を示した  (図 2)。  

 OE1-1 と比較し、ΔphcK では、434 遺伝子  (PhcK 誘導遺伝子 )の発現が有意に

減少し、187 遺伝子  (PhcK 抑制遺伝子 )の発現が有意に上昇した  (表 1;  Senuma 

et  a l . ,  2020)。332 個の PhcK 誘導遺伝子と 144 個の PhcK 抑制遺伝子それぞれ

が、QS 誘導遺伝子と QS 抑制遺伝子に含まれた。ΔphcA と ΔphcK における、こ  

れら遺伝子の log ( fo ld  change)  

を x 軸と y 軸それぞれにプロッ

ト す る と 、 高 い 正 の 相 関  

(y=0.9851x-0 .0981;  r 2 =0 .9862)

を示した  (図 2)。  

 興味深いことに、 PhcK 誘導

遺伝子の中に、 phcA が含まれ

た。 qRT-PCR 解析による発現

解 析 で も 、 phcA の 発 現 は 、

OE1-1 と比較して、ΔphcK で有

意に低かった  (図 3)。一方、

phcB の発現に、phcK 欠損によ

る影響は認められなかった。  

 OE1-1 において、phcA と同等

の発現量を示し、その発現は

QS に依存しない RSc0480 遺伝

子のプロモータと phcA の ORF

の融合 DNA を含むプラスミド

による  ΔphcK の形質転換株

phcA -compΔphcK の  phcA 発現

量と QS 能は、OE1-1 と同等に

なった  ( 図 3) 。 0 .1μM 3-OH 

MAME 含有培地で培養すると、

ΔphcB と OE1-1 と 同 様 に 、

phcA -compΔphcK の QS 能が増

したが、ΔphcK の QS 能に変化

は認められなかった。一方、培

地 へ の 3-OH MAME 添 加 の

phcA 発現量への影響は、いずれ

の菌株でも認められなかった。  

 すなわち、QS に必要な phcA

の発現に、 PhcK が関与し、そ

の制御は細胞外の 3-OH MAME

量に依存しないと考えられた。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 2 .  Q S 能低下株で発現が有意に変化する Q S 依存遺

伝子の、Δ p h c A  と Q S 能低下株での発現量比較  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

図 3 .  0 . 1 μ M  3 - O H  M A M E 含有培地で培養した青枯病

菌における q R T - P C R による p h c A の発現量解析とバイ

オフィルム形成能解析  

* ;  3 - O H  M A M E 無添加の値と有意差あり  ( p < 0 . 0 5 )  
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3.  PhcQ と PhcR は PhcA の機能化に関わる  

 1/4M63 培地で培養した ΔphcR と ΔphcQ  から抽出した RNA を用いて、RNA-

seq によるトランスクリプトーム解析を行った。OE1-1 と比較して、ΔphcQ では、

430 遺伝子  (PhcQ 誘導遺伝子 )の発現が有意に減少し、189 遺伝子  (PhcQ 抑制遺

伝子 )の発現が有意に上昇した  (表 1;  Takemura  et  a l . ,  submi t ted )。PhcQ 誘導遺

伝子と PhcQ 誘導遺伝子それぞれの中で、326 遺伝子  と 102 遺伝子が QS 誘導遺

伝子と QS 抑制遺伝子に含まれた  (表 1)。ΔphcA と ΔphcQ おける、これら遺伝子

の log( fo ld  change)を、x 軸と y 軸それぞれにプロットすると、高い正の相関  

(y=0.9857x-0 .0742;  r 2 =0.9464)を示した  (図 2)。  

 一方、ΔphcR では、OE1-1 と比較して、101 遺伝子  (PhcR 誘導遺伝子 )の発現

が有意に減少し、67 遺伝子  (PhcR 抑制遺伝子 )の発現が有意に上昇した  (表 1)。

PhcR 誘導遺伝子および PhcR 抑制遺伝子それぞれの中で、81 遺伝子および 40 遺

伝子が、QS 誘導遺伝子と PhcQ 誘導遺伝子、および QS 抑制遺伝子と PhcQ 抑  制

遺伝子に含まれた。ΔphcA と ΔphcR おける、これら遺伝子の log( fo ld  change)

を、 x 軸と y 軸それぞれにプロットすると、正の相関 (y=0.5191x+0.1259 ;  

r 2 =0.8651)を示した  (図 2)。  

 3-OH MAME 含有培地で培養したところ、OE1-1 で認められた QS 能の増大が、

ΔphcQ と ΔphcR では認められなかった。PhcQ と PhcR は、リン酸基レシーバー

ドメインを有するが DNA 結合ドメインを持たない RR なので、3-OH MAME 受

容により、PhcS からリン酸基を受け取った PhcQ と PhcR は、QS に依存する遺

伝子の PhcA による発現制御に関わると考えられた。すなわち、24 .3%の QS 誘

導遺伝子と 26.5%の QS 抑制遺伝子の PhcA による制御には PhcQ と PhcR を必

要とし、73.4%の QS 誘導遺伝子と 41.1%の QS 抑制遺伝子の PhcA による制御

には PhcQ を必要とすると考えられた。  

 

4.  QS により産生が誘導される LecM は 3-OH MAME の細胞外安定性に関わる  

 青枯病菌細胞の外膜に局在すると推定されるレクチン LecM タンパク質

(LecM)をコードする l ecM 遺伝子  ( l ecM )の発現は、低細菌密度時に、 I I I 型分泌

装置の構造タンパク質をコードする hrp 遺伝子群の転写制御因子 HrpG タンパク

質により誘導される  (Val l s  et  a l . ,  2006)。そして、LecM は、植物細胞上への固

着に関与するため、 l ecM 変異株  ( l ecM -mutan t )は導管へ侵入することができず、

病原力を喪失する  (Mori  et  a l . ,  2016)。一方、高細菌密度になり、QS が起動す

ると、機能化 PhcA により、hrpG 遺伝子の発現が抑制される  (Yoshimochi  et  a l . ,  

2009)。一方、 l ecM の発現は、機能化 PhcA により誘導される (Mori  et  a l . ,  2016)。

寒天培地上で形成されたコロニー形態から、 l ecM -mutant は菌体外多糖産生能が

低下すると推察された。そこで、QS 能を測定したところ、 l ecM 変異により、

QS 能が著しく低下した  (Hayashi  et  a l . ,  2019a;  図 1)。1/4M63 培地で培養した

l ecM -mutant の RNA-seq によるトランスクリプトーム解析から、 l ecM 変異によ

り、94 .6%の QS 誘導遺伝子の発現が有意に低下し、91 .4%の QS 抑制遺伝子の

発現が有意に上昇することが明らかとなった (表 1)。ΔphcA と l ecM -mutant にお
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ける、これら遺伝子の log( fo ld  change)を、x 軸と y 軸それぞれにプロットする

と、高い正の相関  (y=0 .9299x–0.121;  r 2 =0.9912)を示した。  

 興味深いことに、 l ecM 変異により、phcB を含む QS 関連遺伝子の発現に有意

な変化は認められなかったが、細胞外の 3-OH MAME 含量が著しく低下した。  

1 .0μM 3 -OH MAME 含有

培地で培養したところ、

OE1-1 と ΔphcB と同様

に、 l ecM 変異株の EPS I

産生量が増加した  (図 4)。

すなわち、QS により産生

が誘導される LecM は、細

胞外の 3-OH MAME の物

質安定性に関わり、OE1-

1 の QS 能の活性化に関わ

ると考えられた。  

 

 

 

 

 

 

 

 
図 4 .  l e c M - m u t a n t の 3 - O H  M A M E 量と 3 - O H  M A M E 添加

による E P S  I 産生への影響  

* ;  3 - O H  M A M E 量 ,  O E 1 - 1 の値と有意差あり  ( p < 0 . 0 5 ) ;  E P S  

I 産生量 ,  3 - O H  M A M E 無添加の値と有意差あり  ( p < 0 . 0 5 )  

 

5 .  EPS  I は、QS に依存する遺伝子の PhcA による発現制御に関わる  

 QS により産生が誘導される 2 次代謝物質である主要な菌体外多糖 EPS  I は、

青枯病菌の病原力因子であり、導管の閉塞に関わると考えられている  (Genin  

and  Denny ,  2012)。一方、青枯病耐病性トマト植物は、EPS I を認識して、耐病

性を示す  (Mi l l ing  et  a l . ,  2011)。さらに、根を介して EPS I 産生能欠損株  

(ΔepsB )を青枯病感受性トマト植物に接種すると、ΔepsB は導管へ侵入すること

ができず、病原力を示さない。一方、導管へ直接接種すると、トマト植物は萎凋

症状を呈する。そのため、EPS I は植物–青枯病菌相互作用に関わる因子である

と推察される。興味深いことに、ΔepsB の swimming mot i l i ty は OE1-1 と比較

して有意に増大した  (図 1 ;  Hayashi  et  a l . ,  2019b)。これまでに、EPS  I の青枯病

菌細胞間情報伝達に関わる役割は不明であった。そこで、1/4M63 培地で培養し

た ΔepsB  の RNA-seq によるトランスクリプトーム解析を行ったところ、EPS I

産生能欠損により、95.5%の QS 誘導遺伝子の発現が有意に低下し、98.0%の QS

抑制遺伝子の発現が有意に上昇した  (表 1)。ΔphcA と ΔepsB における、これら

遺伝子の log ( fo ld  change)を、x 軸と y 軸それぞれにプロットすると、高い正の

相関  (y=1.0053x+0.0463;  r 2 =0 .9707)を示した  (図 2)。さらに、epsB 欠損により、

phcB を含む QS 関連遺伝子の発現に有意な変化は認められなかった。すなわち、

QS により産生が誘導される EPS  I は OE1-1 の細胞間シグナル伝達因子であり、

その受容により、QS、とくに、PhcA による QS に依存する遺伝子の発現のフィ

ードバック制御に関わると考えられた。  

 

6.  ラルフラノンは、QS に依存する遺伝子の PhcA による発現制御に関わる  

 青枯病菌の病原力に関わる、QS により産生が誘導される 2 次代謝物質として、

ラ ル フ ラ ノ ン を 同 定 し た  ( I sh ikawa  et  a l . ,  2019;  Kai  et  a l . ,  2014) 。

Transaminase である RalD タンパク質と fu ranone  syn thase である RalA タンパ
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ク質により産生されたラルフラノン I が、細胞外に分泌され、酵素的・非酵素的

な酸化反応それぞれにより、ラルフラノン L、ラルフラノン J およびラルフラノ

ン K、およびラルフラノン B を介してラルフラノン A が産生される  (Kai  et  a l . ,  

2016;  Pau ly  e t  a l . ,  2013;  Wackier  et  a l . ,  2011)。トマト葉実験系において、ト

マト細胞表面において増殖した OE1-1 は、マイクロコロニーを形成し、それら

が融合して秩序だった細胞集団構造物である mBF を形成することを明らかにし

た  (Mori  et  a l . ,  2016)。そして、トマト植物から抽出した細胞間隙液を用いた

mBF 形成 ex  v ivo 系を用いて、マイクロコロニー形成は QS により抑制されるこ

とを明らかにした  (Mori  et  a l . ,  2018a)。一  方、ラルフラノンは、QS によるマイ

クロコロニー形成抑制を阻害することを明らかにした。さらに、ラルフラノン J

とラルフラノン K は、マイクロコロニーの融合による mBF の成熟に不可欠であ

った。すなわち、ラルフラノンは、OE1-1 の増殖に伴う、病原力、とくに、  

mBF 形成に関わる細胞間情報伝達因子であると考えられた  (Mori  et  a l . ,  2018a)。

寒天培地上で形成されたコロニー形態から、ラルフラノン産生能喪失株  (Δra lA )

は菌体外多糖産生能が低下すると推察された。さらに、QS 能喪失株と同様に、

Δra lA は導管への侵入能を喪失し、病原力を喪失した。そこで、1/4M63 培地で

培養した Δ ra lA の RNA-seq によるトランスクリプトーム解析を行ったところ、

Δra lA において、90 .4%の QS 誘導遺伝子の発現が有意に低下し、91.4%の QS 抑

制遺伝子の発現が有意に上昇した  (Mori  et  a l . ,  2018b;  表 1)。ΔphcA と Δ ra lA に

おける、これらの遺伝子の log ( fo ld  change)を、x 軸と y 軸それぞれにプロット

すると、正の相関  (y=0 .881x-0 .1021;  r 2 =0.8747)を示した  (図 2)。さらに、ra lA

変異により、QS 関連遺伝子の発現に有意な変化は認められなかった。すなわち、

QS により産生が誘導されるラルフラノンは、OE1-1 の細胞間情報伝達因子であ

り、mBF 形成の制御に関わるとともに、QS に依存する遺伝子の PhcA による発

現制御の正のフィードバックに関わると考えられた。  

 

おわりに  

 今回紹介したエビデンスを基

にした OE1-1 の QS シグナル伝達

の推定図を図 5 に示した。OE1-1

の QS は、PhcK が関与する phcA

発現制御系と、PhcB により産生

される 3-OH MAME 受容により

リン酸化される PhcQ と PhcR が

関与する PhcA 機能化系により構

成 さ れ る 。 そ し て 、 PhcQ と

PhcR それぞれが関与し機能化し

た PhcA により、QS に依存する

遺伝子の発現が制御されると考

えられた。さらに、QS により産

生が誘導される LecM による細胞  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

図 5 .  青枯病菌 O E 1 - 1 株の Q S シグナル伝達の推定図  
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外の 3-OH MAME の安定性増強と、ラルフラノンと EPS I による機能化 PhcA に

よる QS に依存する遺伝子の発現制御への正のフィードバック制御により、QS 能

は相乗的に増加すると考えられた。RNA-seq での、QS 依存遺伝子のリ－ド数を  

用いた heat  map 解析を行い、

作製した階層クラスター樹形

図  (図 6)から、QS 依存遺伝子

の発現制御に、 PhcR が部分

的に関与し、 PhcQ が強く関

与すると推察された。ラルフ

ラノンと EPS  I によるフィー

ドバック制御と LecM による

3-OH MAME の安定性の付与

による QS 能の相乗作用が、

OE1-1 の高い QS 能を支えて

いると考えられた。その寄与

度は、EPS  I>LecM>ラルフラ

ノンと推定された。  

 今後、 PhcS による 3-OH 

MAME 受容機構とともに、

PhcK が関与する phcA 発現制

御機構を解明することで、

OE1-1 の QS シグナル伝達系

の全貌の解明につながると期

待される。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 6 .青枯病菌菌株における Q S に依存する遺伝子のトラ

ンスクリプトームの h e a t  m a p 解析  
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Introduction 

Plants are colonized by commensal, beneficial, and pathogenic microbes such as 
bacteria that significantly affect plant growth and reproduction as well as environmental stress 
tolerance in nature and agricultural fields (Trivedi et al., 2020). Plants require bacterial 
colonization for their survival in nature (Durán et al., 2018), but ironically, some bacteria cause 
serious disease to plants (Nobori et al., 2018a), pointing to a dilemma that plants face. 
Therefore, the fundamental question is how plants engage with beneficial bacteria while at the 
same time restricting pathogenic bacteria. However, despite extensive studies into the 
molecular and genetic bases of plant immunity, we still lack fundamental knowledge of how 
plants affect bacterial metabolism to control their function and growth in plants (Nobori et al., 
2018a). In addition, interactions between plants and each neighbouring microbial species are 
fundamental building blocks that collectively determine the structure and function of the plant 
microbiota contributing to plant health, but the molecular basis of such interactions is poorly 
characterized (Nobori and Tsuda, 2019). 

Multidimensional regulatory landscape of plants and bacteria  

We studied both plant and bacterial transcriptome and proteome responses during 
interaction with pathogenic and commensal bacteria in the model plant Arabidopsis thaliana 
(Hillmer et al., 2017; Mine et al., 2018; Nobori et al., 2021, 2020, 2018b; Winkelmüller et al., 
2021). These studies revealed that 1) mechanisms by which plants control bacterial 
metabolisms to regulate bacterial growth and behavior in plants. 2) qualitatively similar yet 
quantitatively different plant transcriptome responses including typical pattern-triggered 
immunity responses to pathogenic and commensal bacteria. 3) bacterial transcriptome 
responses in plants that are characteristic to pathogenic or commensal bacteria. 4) taxonomy-
independent and strain-specific responses of commensal bacteria in plants. Furthermore, we 
characterized a set of plant immune responses to different commensal bacteria and found 
strain-specific elicitation of specific plant immune responses. Notably, we found that certain 
bacterial strains (isolated from healthy plants) caused disease on or killed plants deficient in a 
specific plant immune response but not wild-type plants. These results suggest that plants 
discriminate between different bacteria at the execution of plant immunity in addition to at the 
recognition of microbes. Moreover, the plant microbiota from healthy plants contain conditional, 
opportunistic pathogens which do not harm plants in a community context, providing an 
important clue how plants maintain healthy microbiota and their own health in nature.  

Plant secreted proteases mediate antibacterial resistance and structure the plant 
microbiota 

 We uncovered that evolutionarily conserved plant proteases (SAP1/2) directly 
suppress the growth of the bacterial pathogen Pseudomonas syringae in A. thaliana (Wang et 
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al., 2019). Secretion of SAP1 and SAP2 into the apoplast, which is the site that is colonized 
by the pathogen, was required for its antibacterial activity. We found that SAP1 cleaves a 
highly conserved bacterial protein, MucD, thereby inhibiting bacterial growth. Overexpression 
of SAP1 increased resistance but did not trigger immune activation associated with plant 
growth retardation, pointing to the utility of secreted proteases as plant disease management. 
mucD shows strong signatures of purifying selection among bacteria. Notably, mucD 
sequences from Pseudomonas, often associated with plants in nature, were under positive 
selections at specific amino acid residues such as the one cleaved by SAP1, suggesting 
evolutionary pressure from plants on mucD and potential contribution of SAP1 to the structure 
and function of plant microbiota (Wang et al., 2019). Indeed, we found that wild-type, SAP1 
overexpression, and sap1 sap2 double mutant plants harboured distinct bacterial communities 
when grown in a natural soil, suggesting that these plant proteases act as a gateway for control 
of non-virulent and commensal as well as pathogenic bacterial proliferation. Supporting to this 
notion, we found that SAP overexpression enhanced plant growth while sap1 sap2 mutation 
led to poor plant growth when they were grown in natural soil. 

Perspective 

We are beginning to comprehend how plants control diverse bacteria including beneficial and 
pathogenic bacteria as well as microbiota and how the plant microbiota contribute to plant 
health. To fully understand plant-microbe interactions in changing environments, we must take 
advantages of rich resources available for model plant species. However, at the same time, it 
is urgent to develop experimental systems for various plants including crops and vegetables 
in order to understand diversities and evolution of plant-microbe interactions and to contribute 
to sustainable agriculture. To this end, we are developing synthetic microbial communities and 
high-throughput plant phenotyping platforms that allow us to investigate dynamics of various 
crop growth and health affected by microbial communities. I envision that such analyses 
illuminate mechanisms underlying beneficial and detrimental effects of microbes 
(communities) on crop plants and effects of plants on the function of microbes, thereby 
contributing directly to agricultural practice. 
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発熱性を持つソテツの再発見と発熱植物研究の新展開 
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Mechanism underlying floral thermogenesis and its role in plant reproduction 

はじめに
種子植物の花（花序や球果を含む）による発熱には、訪花昆虫の誘引や昆虫との相利共

生等、種子植物の生殖機構に絡む主要な役割がある。一般的に、花の温度を外気温に対し

て 0.5℃以上上昇させる能力を持つ植物のことを「発熱植物」と呼び、発熱能力の高い植物

では、花の温度が外気温に対して 20℃以上も上昇する。これまでに報告された発熱植物の

中で、約半数は裸子植物のソテツ（ソテツ科とザミア科から成る）が占め、残りを占める

被子植物の大部分はサトイモ科植物である。本講演では、発熱植物の中で、我が国にも自

生するソテツ（Cycas revoluta）とサトイモ科植物ザゼンソウ（Symplocarpus renifolius）
の研究を中心に、これまで明らかとされた知見（発熱分子機構、発熱の生理的意義等）を

紹介して、最後に、発熱植物研究の今後の展望についても触れたい。

裸子植物ソテツ（C. revoluta）の発熱諸特性 
日本に自生する Cycas revoluta という学名を持つソテツは、ソテツ科に属し、九州南部

から沖縄諸島にかけて広く分布する。ソテツが発熱植物であることを最初に報告したのは、

アメリカの植物学者ウィリアム・タングであり、彼は、約 40 種のソテツの花（正確には、

球果）の温度を測定して、ザミア科に含まれる複数のソテツで、

花の温度が外気温に対して 10℃以上も上昇していることを発見

した (Tang, 1987)。彼はこの論文の中で C. revoluta を含むソテ

ツ科植物の発熱性についても検討したが、ザミア科に比べてソテ

ツ科植物の発熱能力は微弱であると結論付けている。特に C. 
revoluta は、外気温に対して花の温度をわずか 1.6℃しか上昇し

ていないことが報告され、その後、十分な検証はなされなかった。

しかしながら、我々の調査から、本植物の雄花は、花の体温を外

気温に対して最大で 11.5℃、雌花は 8.3℃も上昇させる能力を持

ち、両者とも花の体温は 10 日以上に渡り外気温より高く保たれ

ることが明らかとなった。また、赤外線サーモグラフィーにより

雄花の発熱を熱画像として明瞭に捉えられることも確認できた

（図 1）。さらに、雄花と雌花を、定温（22℃）・暗条件で静置した

ところ、両者ともに自発的な発熱による体温の振動が観察され

図 1  P lan t  Physio logy  
(2019 年 6 月号 )  の表
紙
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た。一連の実験から、 C. revoluta の球果は、雄花・雌花ともに発熱性を備え、発熱能力が

高いとされるザミア科ソテツと同程度の発熱能力を持つことが明らかとなった (Ito-Inaba 
et al., 2019)。 

C. revoluta 雄花の発熱分子機構とミトコンドリア特性 
シアン耐性呼吸酵素（AOX）は、余剰エネルギー解消に役割を持つこと、発熱性を持つ

被子植物の複数種において発現や活性が発熱組織で高いことから、植物の発熱に重要な役

割を持つと考えられてきた。しかしながら、発熱性を持つ裸子植物ソテツでは、AOX と発

熱との関連性に関して十分な検証が行われていなかった。

そこで我々は、C. revoluta 雄花を用いて、ソテツの発熱における AOX の役割を調べる

ことにした。まず、雄花の主要組織である小胞子葉（発熱組織）と小胞子のう（非発熱組

織）から生化学的にミトコンドリア（Mt）を単離して、両組織間で AOX キャパシティの

比較を行った。その結果、小胞子葉 Mt は、小胞子のう Mt に比べて、AOX 経路の働きが

活発であることがわかった。イムノブロッティングによる解析でも、AOX タンパク質は、

小胞子葉 Mt では検出されたが、小胞子のう Mt では検出されなかった。さらに、雄花で発

現する 2 つの AOX 遺伝子（CrAOX1 および CrAOX2）の単離・同定を行い、qPCR 解析

を行った結果、小胞子葉における CrAOX1 の発現は、CrAOX2 の発現に比べ、100 倍も高

いことがわかった。以上の結果から、小胞子葉 Mt における CrAOX1 を介した呼吸経路が、

ソテツ雄花の発熱に役割を持つことが示唆された (Ito-Inaba et al., 2019)。
次に我々は、C. revoluta 雄花の小胞子葉と小胞子のうの細胞内構造を透過型電子顕微鏡

（TEM）により観察して、両者のミトコンドリア形態に違いがあるかを検討した 2)。その結

果、小胞子葉では、円形でマトリックス密度が一様のミトコンドリアが多数観察されたの

に対し、小胞子のうでは、特定の形態を持つミトコンドリア集団は観察されなかった。ま

た、小胞子葉では、断面積が 2 µm2以上の大きさを持つ巨大なミトコンドリアが、表皮に

おいて全体の 1 割程度観察されたが、類似のミトコンドリアは、小胞子のうでは観察され

なかった (Ito-Inaba et al., 2019)。 

サトイモ科発熱植物の発熱機構に関する研究

発熱性を持つサトイモ科植物は、これまでに 36 種程度の報告がある。我々は現在、複数

のサトイモ科発熱植物にフォーカスした研究を推進しているが（図 2）、中でもザゼンソウ

（S. renifolius）は、花序における安定した発熱を長期に渡り持続でき、植物の発熱を研究

する上では優れた研究材料と考えている。ザゼンソウの発熱を最初に報告したのは、アメ

リカの植物学者ロジャー・ヌットソンであり、彼は本植物の発熱は低温により誘導され、

呼吸を活発化して体温を上昇させることを見出している (Knutson, 1974)。
我々がザゼンソウ研究に着手した当時、AOX とは異なる機構で余剰エネルギー解消に

役割を持つ脱共役蛋白質（UCP）が、

本植物の熱生産に寄与すると考えら

れていた。そこでまず、当時報告され

ていた 2 つの UCP アイソフォーム

（SrUCPA/B）の解析を進め、発熱組

織で主に発現しているのは SrUCPA
であることを見出した (Ito-Inaba et 
al., 2008)。また、ザゼンソウ花序に

おけるミトコンドリアの形態的特徴

図 2 サトイモ科発熱植物  
左から、クワズイモ（ Alocasia  odora）、フィロデンド
ロ ン （ Philodendron sel loum ）、 ザ ゼ ン ソ ウ （ S .
ren i fol ius）、ナベクラザゼンソウ（ S.  nabekuraensis） 
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を、花弁、めしべ、おしべの各組織において精査したところ、特に花弁では、発熱終了期

に比べ、発熱期において、多くのミトコンドリアを含んでいた (Ito-Inaba et al., 2009a)。
さらに、熱産生能力を持たない近縁種ミズバショウとの比較により、花序における AOX の

働きはザゼンソウの方がより活発であることを明らかとした (Ito-Inaba et al., 2009b)。ト

ランスクリプトーム解析では、発熱期の花で呼吸やミトコンドリア機能に関わる遺伝子の

発現が高く、発熱を終えると、これらの遺伝子に代わりストレス応答や液胞代謝に関わる

遺伝子の発現が上昇することを見出した (Ito-Inaba et al., 2012a; 2012b)。以上の結果か

ら、ザゼンソウの熱産生には、AOX の働きに加えて、ミトコンドリアの量的効果や呼吸代

謝に絡む遺伝子の発現が重要であることが示唆された。

おわりに

上記の研究により、裸子植物でも被子植物でも、生殖器官における熱産生には AOX を介

した呼吸経路が主要な役割を持つことを明らかとし、当該器官に含まれるミトコンドリア

の特徴的形態の一端の解明にも成功した。しかし一方で、AOX と植物の発熱との因果関係

については今なお不明な点も多く、AOX 以外の分子が植物の発熱により直接的に関与する

可能性は十分に考えられる。現在、ソテツとザゼンソウの双方において de novo RNA-seq
の解析を進めており、興味深い分子が多数見いだされている。並行して、最近我々は、発

熱植物から取り出した遺伝子をモデル植物に導入して、機能解析を行い得ることを示した

(Ito-Inaba et al., 2016)。さらに、当該遺伝子を酵母や発熱植物から単離した細胞に導入し

て、機能解析を行う実験系も確立しつつある。今後は、これらの研究を粘り強く続け、得

られた候補分子の中から、発熱誘導に関わる真の遺伝子を同定していきたいと考えている。 
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古典遺伝学的アプローチによるいもち病菌の

病原性変異機構の解明 

草場 基章 

Ku sa b a ,  M.  

T h e  m e c h a n i s m  u n d e r l y i n g  p a t h o g e n i c  v a r i a t i o n  i n  P y r i c u l a r i a  o r y z a e  

i n f e r r e d  f r o m  t h e  c l a s s i c a l  g e n e t i c s  a p p r o a c h  

A b s t r a c t  

To  a c c e s s  t h e  g e n e t i c  m e c h a n i s m  u n d e r l y i n g  p a t h o g e n i c  v a r i a t i o n  i n  

P y r i c u l a r i a  o r y z a e ,  t h r e e  a v i r u l e n c e  ( A v r )  g e n e s  A v r P i k ,  A v r P i z  a n d  

A v r P i z - t ,  w h i c h  c a u s e d  t h e  b r e a k d o w n  o f  r e s i s t a n c e  i n  r i c e  c u l t i v a r s  i n  

J a p a n  i n  t h e  1 9 6 0 ’ s ,  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  a  c r o s s  b e t w e e n  p a r e n t a l  i s o l a t e s  

8 4 R - 6 2 B  a n d  Y 9 3 - 2 4 5 c - 2 .  C o n s t r u c t i n g  a  g e n e t i c  m a p  i n c l u d i n g  t h e  Av r  

g e n e s  a n d  C H E F - S o u t h e r n  a n a l y s i s  o f  t h e  p a r e n t a l  i s o l a t e s  u s i n g  s e l e c t e d  

m a r k e r s  f r o m  t h e  m a p  a s  p r o b e s  c o u l d  a s s i g n  Av r P i z  a n d  Av r P i z - t  t o  

c h r o m o s o m e s  3  a n d  7  i n  Y 9 3 - 2 4 5 c - 2 ,  r e s p e c t i v e l y.  S u r p r i s i n g l y,  A v r P i k  

w a s  a s s i g n e d  t o  a  s m a l l  a n d  e x t r a  c h r o m o s o m e  o f  1 . 6  M b  i n  8 4 R - 6 2 B .  

E v e n  m o r e  s u r p r i s i n g ,  t w o  A v r  g e n e s  A v r P i k m  a n d  A v r P i k p  i n  8 4 R - 6 2 B  

w e r e  a l s o  s u g g e s t e d  t o  b e  l o c a t e d  o n  t h e  1 . 6 M b  c h r o m o s o m e  s i n c e  t h e y  

w e r e  c l o s e l y  l i n k e d  t o  A v r P i k .  T o  f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e  A v r P i k ,  

p o s s e s s i o n s  o f  P e x 3 1  h o m o l o g s  i n  t h e  g e n o m e s  o f  p a r e n t a l  i s o l a t e s  w e r e  

e x a m i n e d .  A  g e n e  f a m i l y  e n c o d i n g  s e c r e t e d  p r o t e i n  P e x 3 1 s  i n  P .  o r y z a e  

c o n s i s t s  o f  f i v e  h o m o l o g s ,  P e x 3 1 - A  t o  - E .  A m o n g  t h e m ,  P e x 3 1 - A  a n d  - D  

a r e  k n o w n  t o  h a v e  A v r P i k m  a c t i v i t y  a n d  A v r P i k / A v r P i k m / A v r P i k p  

a c t i v i t i e s ,  r e s p e c t i v e l y .  W e  i d e n t i f i e d  P e x 3 1 - A  a n d  - D  i n  t h e  1 . 6 M b  

c h r o m o s o m e  o f  8 4 R - 6 2 B .  T h e s e  f i n d i n g s  c o u l d  c l e a r l y  e x p l a i n  t h e  l i n k a g e  

r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  A v r P i k ,  A v r P i k m  a n d  A v r P i k p  a n d  t h e  c h r o m o s o m a l  

a s s i g n m e n t s  o f  t h e s e  t h r e e  A v r  g e n e s .  W e  a l s o  f o u n d  t h e  t r a n s l o c a t i o n  o f  

P e x 3 1 - A  f r o m  t h e  1 . 6 M b  c h r o m o s o m e  t o  c h r o m o s o m e 1  o f  Y 9 3 - 2 4 5 c - 2  i n  

t h e  g e n o m e  o f  a  F 1  i s o l a t e  f r o m  t h e  c r o s s  b e t w e e n  8 4 R - 6 2 B  a n d  Y 9 3 - 2 4 5 c -

2 .   A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  i n  o u r  s t u d y  i s   

佐賀大学農学部  F a c u l t y  o f  A g r i c u l t u r e ,  S a g a  U n i v e r s i t y,  1  H o n j o u - m a c h i ,  

S a g a ,  S a g a ,  8 4 0 - 8 5 0 2 ,  J A PA N  

t h a t  t h e  l o s s  o f  t h e  1 . 6  M b  c h r o m o s o m e  l e a d i n g  t o  p a t h o g e n i c i t y  m u t a t i o n  
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w a s  o b s e r v e d  i n  s u b c u l t u r e s  o f  a  F 1  p r o g e n y.  T h i s  p h e n o m e n o n  m a y  

p r o v i d e  a  n e w  i n s i g h t  i n t o  t h e  m e c h a n i s m s  g e n e r a t i n g  p a t h o g e n i c  

v a r i a t i o n  o f  t h i s  f u n g u s .  

 

K e y  w o r d s :  r i c e  b l a s t ,  P y r i c u l a r i a  o r y z a e ,  s u p e r n u m e r a r y  c h r o m o s o m e s ,  

Av r  g e n e ,  b r e a k d o w n  o f  r e s i s t a n c e  

 

はじめに  

イネいもち病は子のう菌の一種 P y r i c u l a r i a  o r y z a e（以下、イネいもち病

菌）により引き起こされるイネの重要病害として知られている。本病の防除

に最も有効な手段の一つは抵抗性イネ品種の作付けである。一方、イネいも

ち病菌は極めて変異性が高く、新規に開発された抵抗性品種に対して病原性

を獲得した変異レースが容易に生み出される。このようなレースの出現によ

り、抵抗性品種が罹病性品種に転落する、所謂、抵抗性の崩壊が日本を含む

世界各地でしばしば生じ問題となってきた。イネいもち病に対して永続的に

効果を発揮する抵抗性品種の開発には本菌がレース変異を起こす遺伝的メカ

ニズムの解明が必要となる。イネいもち病菌のレースがイネ品種に感染でき

る・できないといった病原性の特異性は g e n e  f o r  g e n e  t h e o r y  ( F l o r ,  1 9 5 5 )

で説明される非病原力遺伝子と抵抗性遺伝子の一対一対応により決定される

（S i l u e  e t  a l . ,  1 9 9 2）。従って、本菌のレース変異は非病原力遺伝子の変異に

起因すると考えることができる。本稿では日本における抵抗性崩壊に関与し

たイネいもち病菌の非病原力遺伝子について、筆者の研究室で行った古典遺

伝学的アプローチによる遺伝解析を紹介する。また、我々が見出した非病原

力遺伝子の新たな変異メカニズムについても解説する。  

 

1 .  日本で起こった抵抗性の崩壊  

本題に入る前に研究の背景として日本で起こった抵抗性の崩壊について若

干触れておきたい。戦後の食糧難の時代背景の下、日本では 1 9 4 0 年代からコ

メ増産に向けた施策の一環としてイネいもち病抵抗性育種への本格的な取り

組みが始まった。それにより、 1 9 6 0 年代までに中国などの外国稲の持ついも

ち病抵抗性遺伝子を導入した、クサブエ、テイネ、ユーカラなどの高度抵抗

性品種が多数育成された（山崎・高坂 ,  1 9 8 0）。これら品種は商業品種として

生産圃場での作付けが始まった当初はいもち病に対して高い防除効果を示し

ていた。ところが、作付け開始から数年後にはいもち病が多発するようにな

り、高度抵抗性品種から罹病性品種に転落する抵抗性崩壊が起きてしまった

（山崎・高坂 ,  1 9 8 0）。育成に 1 0 年以上を費やしたこれら抵抗性品種が数年

で罹病化してしまった現象は当時の育種家達を大きく落胆させたと言われて

いる。  
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る非病原力遺伝子の同定  

ある病原菌の菌株の所属レースの同定は、異なる抵抗性遺伝子をそれぞれ

単独で保有する品種のセット（判別品種）に菌株を接種し、その菌株の品種

特異的な病原性のパターンを調べることにより行われる。日本のイネいもち

病菌に対しては表 1に示す

1 2品種が判別品種として

用 い ら れ て い る

（ K i y o s a w a ,  1 9 8 4 ;  

Y a m a d a  e t  a l . ,  1 9 7 6）。こ

れら各品種の有する抵抗

性遺伝子は上述の外国稲

から日本の品種に導入さ

れ た も の と な っ て い る

（H a y a s h i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  

井 辺 ・ 松 本 ,  1 9 8 5 ;  

K i y o s a w a ,  1 9 6 9 ）。著者

の研究室では研究に着手

するに当たり、これら判

別品種が持つ抵抗性遺伝

子 に 着 目 し た 。 す な わ

ち、 g e n e  f o r  g e n e  t h e o r yからは、抵抗性の崩壊に関わった非病原力遺伝子の

同定はこれら判別品種の抵抗性遺伝子に対応するものをイネいもち病菌のゲ

ノムから探せば良いことになる。一方、我々が研究を開始した当時、抵抗性

遺伝子P i t aに対応する非病原力遺伝子Av r P i t aのみが分子遺伝学的手法により

同定されていたにすぎず（ J i a  e t  a l .  2 0 0 0）、各抵抗性遺伝子に対応する非病

原力遺伝子は同定どころか本当に存在するのかさえ不明となっていた。これ

は、日本産イネいもち病菌の菌株間では交配が生じないため遺伝解析が不可

能となっていたことに起因する。そこで、筆者の研究室では片親として稔性

の高い中国産イネいもち病菌株Y 9 3 - 2 4 5 c - 2を用い、日本産菌株 8 4 R - 6 2 Bとの

交配系を確立した（表1）（ Lu o  e t  a l .  2 0 0 2）。本交配系では、両親菌株間の病

原性の違いから F 1世代の 菌株集団では、P i k、P i k m、P i z、P i t a、P i t a 2、

P i z t、P i k pのそれぞれの抵抗性遺伝子に対して表現形質（非病原性・病原性）

の遺伝分離を観察することができる（表 1）。そこで、この中でも、特に、P i k、

P i z、P i z tに対する遺伝分離に焦点を絞り解析を進めることにした（ Lu o  e t  a l .  

2 0 0 2 ;  2 0 0 4 ;  2 0 0 5）。各抵抗性遺伝子を有する関東 5 1号、フクニシキ、とりで

1号に F 1世代 11 5株を接種したところ、各品種に対する非病原性：病原性の分

離は1  :  1に適合した（表2）。したがって、各品種に対する表現形質の分離は 1

遺伝子座の対立遺伝子の分離で説明できると考えられた ( Lu o  e t  a l .  2 0 0 4 )。

また、両親菌株がともに病原性を示す感受性イネ品種を片親として作出され

た各品種の F 3系統、ならびに、各抵抗性遺伝子を同定する際に供試された基

表 1 親菌株として使用したイネいもち病菌の日本産レース

判別イネ品種に対する病原性   

レース判別 a  

イネ品種  
抵抗性遺伝子 b  

両親菌株  

8 4 R - 6 2 B  Y 9 3 - 2 4 5 c - 2  

新 2 号  P i s h  V  V  

愛知旭  P i a  V  V  

石狩白毛   P i i  V  V  

関東 5 1 号  P i k  A  V  

ツユアケ  P i k m  A  V  

フクニシキ  P i z  V  A  

ヤシロモチ  P i t a  A  V  

P i  N o .  4   P i t a 2  A  V  

とりで 1 号  P i z t  V  A  

K 6 0   P i k p  A  V  

B L 1   P i b  A  A  

K 5 9   P i t  A  A  

a  K i y o s a w a  ( 1 9 8 4 )および Y a m a d a ら（ 1 9 7 6） .  
b  H a y a s h i ら ( 1 9 9 8 ) ,  井辺・松本 ( 1 9 8 5 )および K i y o s a w a  
( 1 9 6 9 ) .  

A ,  非病原性 ;  V ,  病原性 .  
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準菌株（K i y o s a w a  1 9 7 4）を利用した遺伝解析により、関東 5 1号、フクニシ

キ、とりで 1号に対する非病原性を支配する遺伝子が各品種の有する抵抗性遺

伝子に一対一に対応した非病原力遺伝子（Av r P i k、Av r P i z、Av r P i z t）として

同定可能であることを明らかにした ( Lu o  e t  a l .  2 0 0 4 )。  

 

3 .  Av rP i k、Av rP i z、Av rP i z t の座乗染色体  

次に我々は Av r P i k、Av r P i z、Av r P i z t について連鎖地図を作成し、染色体

歩行法による単離を試みた。結局、この 3 遺伝子の単離は我々の研究室では

行うことができず、Av r P i k は 2 0 0 9 年に Yo s h i d a ら（ 2 0 0 9）により（後述）、

Av r P i z t は 2 0 0 9 年に Li ら（2 0 0 9）によりそれぞれ単離された。しかしなが

ら、単離に向けた取り組みの中で Av r P i k については極めて興味深い知見が得

られた。連鎖地図は上記の F 1 世代 11 5 株から選んだ 6 0 株について各種分子

マーカーの遺伝分離のデータから作成した（ Lu o  e t  a l .  2 0 0 5） (図 1 )。連鎖地

図は 7 つの連鎖群 LG A～ L G D で構成されたが、Av r P i k、Av r P i z、Av r P i z t は

それぞれ別の連鎖群 LG A、L G D、L G G にプロットされた (図 1 )。我々は各連

鎖群と両親菌株の染色体との対応関係から 3 つの非病原力遺伝子の座乗染色

体の同定を試みた。染色体との対応は各連鎖群に含まれていた R F LP マーカ

ーのプローブを C H E F 電気泳動で分画した両親菌株の染色体にハイブリダイ

ズさせる C H E F - S o u t h e r n 分析により調査した（ Lu o  e t  a l .  2 0 0 5）。その結果、

Av r P i z と Av r P i z t を含む連鎖群 L G D、 L G G はそれぞれ両親菌株の第 3、第 6

染色体に対応することが明らかとなった。つまり、Av r P i z と Av r P i z t の座乗

染色体は第 3、第 6 染色体と同定された (図 1 )。一方、Av r P i k であるが、両親

菌株のうち 8 4 R - 6 2 B は常染色体である 7 本の染色体に加え、小型の染色体

（1 . 6 M b 染色体）を保有する (図 2 )。不思議なことに、 LG A の中で Av r P i k と

密接に連鎖した R F L P マーカーのプローブは 1 . 6 M b 染色体にハイブリダイズ

した。さらに、興味深いことに、Av r P i k と離れた位置にあるマーカーのプロ

ーブは両親菌株ともに第一染色体にハイブリダイズした。つまり、L G A は

1 . 6 M b 染色体と第一染色体を補足していると考えられ、Av r P i k は 1 . 6 M b 染色

体を補足する L G A の部分に座乗している可能性が考えられた。そこで、

Av r P i k と 1 . 6 M b 染色体の連鎖を確認するために、連鎖地図作成に使用した F 1

世代 5 9 菌株（ 6 0 菌株から死亡により使用不可となった 1 株を除く）について

C H E F 電気泳動による直接観察により 1 . 6 M b 染色体保有の有無を調査した (表

3 )。その結果、 1 菌株の例外（ F 1 - 3 2 7、後述）を除き、Av r P i k の保有・非保

表 2   8 4 R - 6 2 B  および Y 9 3 - 2 5 4 c - 2 の F 1 世代菌株集団における 3 つの日本産レース判別  

イネ品種に対する非病原性 /病原性の分離  

品種  
両親菌株      F 1 世代     χ 2  

P  
8 4 R - 6 2 B  Y 9 3 - 2 4 5 c - 2    A  :  V     1  :  1   

関東 5 1 号   A  V   6 7  :  4 8   3 . 1 4  0 . 0 8  

フクニシキ   A  V   6 2  :  5 3   0 . 7  0 . 4  

とりで 1 号   A  V    6 2  :  5 3    0 . 7  0 . 4  

A ,  非病原性 ;  V ,  病原性 .        
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有（関東 1 号に非病原性と病原性）と 1 . 6 M b 染色体の保有・非保有は完全に

一致した（表 3）（ Lu o  e t  a l .  2 0 0 7）。すなわち、Av r P i k は 1 . 6 M b 染色体と強

く連鎖することから同染色体上に座乗することが強く示唆された。  

また、1 . 6 M b 染色体そのものも奇妙な性質を有していた。このような小型

の染色体は一般的には生存に必須な遺伝子が座乗しない過剰染色体と考えら

れる（C o v e r t  1 9 9 8）。そして、生存に必須な遺伝子が座乗しないため、過剰

染色体は保有する菌株と保有しない菌株との交配では次世代に非メンデル遺

伝することが報告されている（ J o n e s  1 9 9 5）。ところが、上述の F 1 世代では

1 . 6 M b 染色体の保有・非保有は 3 0： 2 9 となり 1：1 の分離比に適合した（表  

3）（ Lu o  e t  a l .  2 0 0 7）。そこで、 1 . 6 M b 染色体に座乗する遺伝子について検討

を行ったところ、 1 . 6 M b 染色体は第一染色体の部分領域が過剰染色体に転座

して形成されたキメラ染色体であることが明らかとなった（ Lu o  e t  a l .  2 0 0 7）。

つまり、転座した第一染色体の部分領域が 8 4 R - 6 2 B の第一染色体と 1 . 6 M b 染

色体との間に共分離が生じやすい傾向をもたらし、両染色体を捕捉する領域

間にも連鎖関係が生まれたものと推定された。また、 1 . 6 M b 染色体がメンデ

ル遺伝をする要因として、この第一染色体の部分領域に生存に必須の遺伝子

が座乗する可能性が示唆された。  

 

4 .  Av rP i k と Av rP i km および AvrP i k p との連鎖関係  

Av r P i k は座乗染色体がユニークなことに加え、他の非病原力遺伝子との連

鎖関係にも興味深い性質が観察された。上述の F 1 世代 5 9 菌株をツユアケ

( P i k m )と K 6 0 ( P i k p )に接種したところ、関東 5 1 号に非病原性の菌株のほとん

どはツユアケと K 6 0 に非病原性となり、病原性の菌株はこれら 2 品種に病原

性となった（表  3）（K u s a b a  e t  a l .  2 0 1 4）。例外は F 1 - 3 9 0 であり、この菌株

はツユアケのみに非病原性を示した。すなわち、Av r P i k は P i k m と P i k p に対

図 2 .  両親菌株 8 4 R - 6 2 B および Y 9 3 -

2 4 5 c - 2 の電気泳動核型 .  a  C H E F 電気泳

動分画により観察された両親菌株の染色

体バンド .  b  電気泳動核型の模式図 .  1～ 7

の番号を付けた染色体は常染色体（第 1

染色体～第 7 染色体）に対応 .  

図 1 .  両親菌株 8 4 R - 6 2 B および Y 9 3 - 2 4 5 c - 2 の

F 1 世代菌株集団における各種遺伝マーカーの分

離データから作出した連鎖地図 .  C h 1～ C h 6 は両

親菌株の染色体（第 1 染色体～第 6 染色体）に対

応 .  1 . 6 M b  C h は 1 . 6  M b  染色体に対応 .  
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応する非病原力遺伝子（Av r P i k m と Av r P i k p と推定）と連鎖していることが

示唆された。また、Av r P i k  が 1 . 6 M b 染色体に座乗するならば、連鎖する

Av r P i k m と Av r P i k p も 1 . 6 M b 染色体に座乗すると考えられる。ところが、

F 1 - 3 9 0 は 1 . 6 M b 染色体を保有しておらず、この仮説を支持していない（表 3

および図 3）。  

 

この 3 遺伝子の連鎖関係は Yo s h i d a ら（ 2 0 0 9）によって Av r P i k がクロー

ニングされたことにより解明された。

Yo s h i d a らは Av r P i k の候補遺伝子として分泌タンパク質をコードする P e x 3 1

を同定した。P e x 3 1 は A から E のホモログに分化しているが、P e x 3 1 - D には

P i k に加え、P i k m と P i k p に対しても非病原性を誘起する活性、すなわち、

Av r P i k  / Av r P i k m / Av r P i k p として機能することを見出した（Yo s h i d a  e t  a l .  

2 0 0 9 ;  K a n z a k i  e t  a l .  2 0 1 2）。また、P e x 3 1 - C  は非病原力遺伝子としての機

能がないものの、P e x 3 1 - A は Av r P i k m の機能のみを有することが明らかとな

った（Yo s h i d a  e t  a l .  2 0 0 9 ;  K a n z a k i  e t  a l .  2 0 1 2）。そこで、両親菌株の保有

する P e x 3 1 ホモログの同定を試みた。P e x 3 1 - E の部分配列をインサートに持

つプラスミドクローン  p P e x 3 1 をプローブとして用い、両親菌株の F o s m i d ラ

イブラリーからスクリーニングを行った。得られた陽性クローンの塩基配列

解析から、Y 9 3 - 2 4 5 c - 2 は P e x 3 1 - C を保有し、 8 4 R - 6 2 B は P e x 3 1 - D と P e x 3 1 -

表 3  8 4 R - 6 2 B  および Y 9 3 - 2 5 4 c - 2 の F 1 世代菌株集団における 1 . 6 M b 染色体 ,  病原性に

関する表現型 ,  P e x 3 1 ホモログの分布  

1 . 6  M b a  

染色体  

表現型 b    P e x 3 1  ホモログ c  
菌株数  備考  

関東 5 1 号  ツユアケ  K 6 0    A  C  D  

+  A  A  A   +  +  +  4   

+  A  A  A   +  -  +  2 0  8 4 R - 6 2 B  型  

+  A  A  A   -  +  +  5   

-  V  A  V   +  -  -  1  F 1 - 3 9 0  

-  V  V  V   -  +  -  2 8  Y 9 3 - 2 4 5 c - 2  型  

+  ( V )  ( V )  ( V )    +  +  +  1  F 1 - 3 2 7  

a  + ,  保有 ;  - ,  非保有 .  

b  A ,  非病原性 ;  V ,  病原性 .  ( V )は病原性が弱いことを示す .  

c  P e x 3 1 ホモログの分離データは p P e x 3 1 をプローブとした X h o I - R F L P 分析による .  

 
図 3 .  F 1 世代菌株 F 1 - 3 9 0 で観察された

1 . 6 M b 染色体と第一染色体間の P e x 3 1 ホ

モログの転座 .  a  P e x 3 1 ホモログの R F L P

分析による識別 .  両親菌株および F 1 - 3 9 0

の全 D N A を制限酵素 X h o I により切断後 ,   

P e x 3 1 ホモログをインサート配列とする

p P e x 3 1 をプローブとしてハイブリダイゼ

ーションを行った .  b ,  c  C H E F - S o u t h e r n

分析による P e x 3 1 ホモログ座乗染色体の

同定 .  両親菌株および F 1 - 3 9 0 の染色体を

C H E F 電気泳動で分画後 ( b ) ,  p P e x 3 1 をプ

ローブとしてハイブリダイゼーションを

行った ( c ) .  
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A を保有することが明らかとなった（K u s a b a  e t  a l .  2 0 1 4）（表 3）。また、こ

れら 3 つのホモログは p P e x 3 1 をプローブとし、制限酵素 X h o I を用いた R F L P

分析により、それぞれハイブリダイゼーションバンドのサイズの違いから識

別可能となった（図 3 a）。この R F LP 分析により F 1 世代 5 9 菌株における

P e x 3 1 ホモログの遺伝分離を調査した。その結果、 F 1 世代のほとんどの菌株

は P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A を 2 つとも保有する、あるいは、P e x 3 1 - C のみを保有

する親型に類別された（表  3）。すなわち、P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A は密に連鎖し

ていることが明らかとなった。P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A の両方が遺伝した親型の

F 1 世代では P e x 3 1 - A の活性（Av r P i k m）が P e x 3 1 - D にマスクされる。すなわ

ち、関東 5 1 号、ツユアケ、K 6 0 に同時に非病原性、あるいは、病原性となる

F 1 世代が大多数となったのは P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A の連鎖で説明可能となっ

た。また、上述の F 1 - 3 9 0 は P e x 3 1 - A を単独で保有している唯一の F 1 世代菌

株であり、P e x 3 1 - A のみを持つことでのツユアケのみに非病原性となったこ

とが明らかとなった。また、この菌株は P e x 3 1 - D のみ保有する 5 菌株と合わ

せて、少数生み出された組換え型の F 1 世代であること、すなわち、ツユアケ

のみに非病原性となる菌株が例外的になるのも P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A の連鎖に

起因する現象として説明可能となった。次に P e x 3 1 ホモログの座乗染色体を

p P e x 3 1 を両親菌株の染色体にハイブリダイズさせる C H E F - S o u t h e r n 分析に

より調査した。その結果、Y 9 3 - 2 4 5 c - 2 については第一染色体からハイブリダ

イゼーションシグナルが検出された（図 3 b , c）。従って、P e x 3 1 - C の座乗染色

体は第一染色体と同定された。一方、 8 4 R - 6 2 B では 1 . 6 M b 染色体のみからシ

グナルが観察され（F i g .  3 b , c）、P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A の座乗染色体は 1 . 6 M b

染色体と同定された。このことより、Av r P i k、Av r P i k m および Av r P i k p、す

なわち、関東 5 1 号、ツユアケ、K 6 0 に対する非病原力遺伝子が 1 . 6 M b 染色

体に座乗するとした筆者らの仮説が証明された。一方、 F 1 - 3 9 0 では興味深い

ことに P e x 3 1 - A が第一染色体に転座していた（K u s a b a  e t  a l .  2 0 1 4）（表 3 お

よび図 3）。この転座により、F 1 - 3 9 0 は例外的な表現型（ツユアケのみに非病

原性、かつ、 1 . 6 M b 染色体非保有）を示したことが明らかとなった。 1 . 6 M b

染色体は第一染色体の部分配列を保有するため、減数分裂時に Y 9 3 - 2 4 5 c - 2 の

第一染色体との希に対合が生じる可能性が考えられる。この対合が P e x 3 1 - A

の転座を引き起こしたと推定された。  

 

5 .   F 1 - 3 2 7 で観察された 1 . 6 M b 染色体の消失変異  

以上より、P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A が 1 . 6 M b 染色体に座乗することが明らかと

なった。従って、 1 . 6 M b 染色体を保有する F 1 菌株は必ず関東 5 1 号、ツユア

ケ、K 6 0 に非病原性となる。ところが、 F 1 - 3 2 7 は例外であり、 1 . 6 M b 染色体

を保有するにも関わらず 3 品種に病原性を示した（表 3）。その一方、 F 1 - 3 2 7

の 3 品種に対する病原性は弱く、他の F 1 菌株よりも形成する病斑数が極端に

少なかった（表 3）。本研究の接種実験は菌株を培地上で培養し、形成された

胞子を植物体に噴霧接種することにより行った。 F 1 - 3 2 7 では培養時に一部の
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細胞で 1 . 6 M b 染色体が消失する変異が生じ、 1 . 6 M b 染色体を保有しない胞子

が低率で形成されると考えれば、その弱い病原性を説明することができる。

そこで、 F 1 - 3 2 7 が関東 5 1 号に形成した病斑から分離した後代菌株について

1 . 6 M b 染色体の保有を調査した（K u s a b a  e t  a l .  2 0 1 4）（図  4）。F 1 - 3 2 7 と後

代菌株の染色体を C H E F 電気泳動により分画したところ、 F 1 - 3 2 7 では 1 . 6 M b

染色体の保有が確認されたが、後代菌株では 1 . 6 M b 染色体に対応する染色体

バンドが観察されなかった。また、これら後代菌株を関東 5 1 号、ツユアケ、

K 6 0 に接種した。接種は反復して行ったが、毎回、完全展開した病斑が多数

形成された。すなわち、これら３品種に対する病原性については F 1 - 3 2 7 と比

較して明らかな向上が認められた。さらに、接種は F 1 - 3 2 7 が明確な病原性反

応を示す新 2 号 ( P i k - s )および非病原性反応を示す B L1  ( P i b )に対しても行っ

たが、これら品種に対しては F 1 - 3 2 7 と同じ反応を示した。すなわち、上述の

病原性の向上は P e x 3 1 - D と P e x 3 1 - A が非病原性に関与する品種に対してだけ

に生じていた。これらのことより、 F 1 - 3 2 7 では 1 . 6 M b 染色体が消失したこと

により、 3 品種に特異的な病原性獲得が生じたこと、つまり、レース変異が生

じたことが明らかとなった。 1 . 6 M b 染色体の消失変異は他の F 1 菌株では観察

されておらず、 F 1 - 3 2 7 に特異的な現象の

ようである。前述の通り、 1 . 6 M b 染色体

はメンデル遺伝をするが、これは本染色

体の第一染色体由来領域にハウスキーピ

ング遺伝子が座乗するためと推定されて

いる。この仮説が正しければ、 1 . 6 M b 染

色体の消失は致死性の変異となる。一

方、F 1 - 3 2 7 では第一染色体の遺伝子とし

てこのハウスキーピング遺伝子を Y 9 3 -

2 4 5 c - 2 から受け継いだため、 1 . 6 M b 染色

体は生存に必須の染色体ではなくなった

のかも知れない。  

 

おわりに  

先に C h u m a ら（C h u m a  e t  a l .  2 0 11）はヤシロモチの抵抗性遺伝子 P i t a に

対応する非病原力遺伝子 Av r P i t a は菌株によっては常染色体でなく、過剰染

色体に座乗することを見出した。本研究は過剰染色体に座乗するイネいもち

病菌の非病原力遺伝子の 2 例目の報告となる。一方、本研究で著者らが見出

した 1 . 6 M b 染色体は第一染色体の部分配列と過剰染色体のキメラであり、本

染色体は第一染色体の部分配列を有することでこれまでに報告の無いような

遺伝的変異を F 1 世代菌株集団に生じさせていた。一つは過剰染色体と第一染

色体間の非病原力遺伝子（P e x 3 1 - A）の転座現象であり、もう一つは、

1 . 6 M b 染色体の消失による病原性獲得変異である。本研究で見出した 1 . 6 M b

染色体を原動力とする遺伝的変異が自然界で生じている本菌の病原性変異に

図 4 .  F 1 世代菌株 F 1 - 3 2 7 に由来する単

胞子分離菌株 ( 3 2 7 - K a - 1 ,  - 6 ,  - 9 )で観

察された 1 . 6  M b 染色体の消失変異 .  

1 . 6 M b 染色体は矢印で示す .  
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関わっているかは不明である。しかしながら、実際に日本で抵抗性崩壊が起

きた抵抗性遺伝子に対応する非病原力遺伝子にこのような特異な変異を起こ

す可能性があることは極めて興味深いと考えられる。  

ここ 1 0 年ぐらいの間に普及した次世代シーケンサーは本菌の非病原力遺伝

子の遺伝解析に変革をもたらした。現代では非病原力遺伝子の研究にイネ品

種に対する非病原性・病原性の遺伝分離から非病原力遺伝子を追う従来型の

遺伝解析は必ずしも必要としなくなった。今回、紹介する筆者らの研究はま

さにこのような古典遺伝学的アプローチによるものである。次世代シーケン

サーを利用した研究が全盛期を迎えた今、古典遺伝学を基調とした解析から

得られる研究発想はむしろ新鮮なものとして捉えていただけるのではと考え

る。本稿が温故知新となれば幸いである。  
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病原ウイルス探索のいま - 潜在性ウイルスの感染生理 - 

関根健太郎* 

Sekine, K.-T. 
 

Now in search of pathogenic viruses 
- Infectious physiology of latent viruses - 

 
Abstract 

 
High through-put sequencings (HTS) make it easy to identify viruses via metagenomic analyses. 
In the past decade, various plant viruses have been detected using HTS and corresponding 
bioinformatics analyses. Bioinformatics can reveal novel viral genomes efficiently based on 
homology searching. However, it is difficult to find genetically distant viruses, such as viruses 
belonging to novel families, through homology-based analysis. Additionally, it is unclear 
whether the expected virus has accurately been presented on detection of virus-like partial 
sequences. These issues associated with searching viruses via metagenomic analyses need to 
be solved. Furthermore, HTS has been applied to detect pathogenic viruses that are causative 
agents of plant diseases. Diseased plants, especially perennial plants, are occasionally infected 
by multiple virus species. HTS-based metagenomic analyses could identify the causative 
viurses comprehensively. Kobayashi et al. (2009) established an exhaustive plant RNA virus-
detection method, “DECS analysis”, which has contributed to finding novel viruses from 
several diseased plants. Yanagisawa et al. (2016) improved DECS analysis with HTS. Many 
viruses have been identified with DECS analysis. These viruses were considered as candidates 
of the causative agents for the diseases. Partial sequences of pararetrovirus are the most 
troublesome. Also viruses previously identified as a latent virus are doubted to be innocent. 
Generally, the candidate should be proven as the causative agent by following Koch’s 
postulates. However, these postulates sometimes present hindrances in proving that a candidate 
virus is a pathogen. Often, a virus cannot be isolated or inoculated. Even when a virus 
successfully infects healthy plants, no symptom may appear under an experimental 
environment. Although novel viruses can be identified easily recently, confirmation of their 
pathogenicity is always the most important parameter for diagnosing plant diseases.  
 
Key words: plant virus, dsRNA, high through-put sequence, deep sequence, DECS method 
                                                                             
*琉球大学農学部  Faculty of Agriculture, University of the Ryukyus, Nishihara, Okinawa 
903-0213, JAPAN. 
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はじめに 

頻発する病害については、長い農業の歴史の中でその原因が明らかにされ、耐病性

作物の育種や防除技術の開発が進められてきた。一方、グローバル社会は栽培作物の

多様化を促し、病害も併せて多様化しており、地球規模で対策しなければならない病

害が増えている。このような病害に対する最も有効な防除手段は、病原体を早期に発

見し、蔓延を未然に防ぐことである。特に感染後の治癒が不可能なウイルスによる病

害は壊滅的な被害をおよぼしかねない。従来ウイルス病の診断は、PCRや ELISAなど
ウイルスの基本骨格である核酸またはタンパク質を特異的に検出する個別検定法を用

いて、病原ウイルスの感染の有無を検知するものが一般的であり、限られた病害の情

報をもとに、病原ウイルスを推測して検定を実施しなければならない。そのため、想

定外のウイルスや未知のウイルスが感染していた場合には、その病原ウイルスを検出

することはできない。マイナークロップや栽培作物以外の植物に感染するウイルスに

関する知見は非常に限定されており、未だ同定されていないウイルスが多く残されて

いると推察される。分子生物学のめざましい発展とともに、網羅的なウイルス検出技

術が様々に開発されてきた（Kobayashi et al. 2012）。特に高速シークエンス技術（High 
Through-put Sequencing; HTS；deep sequencing）を駆使して、感染が疑われる宿主や、
環境中などの大量の遺伝子配列情報の中からウイルスゲノム配列情報が探索されるよ

うになっている（Barba et al. 2014, Roosinck et al. 2015）。これにより比較的簡便にウイ
ルスを見出すことが可能となった。このようなゲノム解析研究から、メガウイルスな

どのそれまでウイルスと認識されていなかった巨大ウイルスの存在も明らかにされて

いる。ゲノム情報からウイルス感染が疑われた場合には、実際にこのウイルスが感染

しているかについての検証、さらには、コッホの原則に従った病原体としての同定が

必要である。しかし、ウイルス学の進歩に伴って、コッホの原則では証明できない感

染症の存在が明らかになっており、ウイルスが存在しても発病しない場合や、実験に

よる症状の再現が不可能な場合、必ずしも全ての発症例でウイルスが検出されない場

合などが挙げられる。本講演では、近年の高速シーケンシング技術を用いた病原ウイ

ルス探索の現状と、コッホの原則に沿った病原体同定が難しい例として、他種のウイ

ルスの重複感染の事例と、特に不顕性感染することが報告されている潜在性ウイルス

の関与が疑われる病害について紹介する。 
 
1. 網羅的な植物ウイルス検出技術による病原候補ウイルスの探索 
 病気の植物に感染しているウイルスを特定する場合、既報の病害の病徴との比較や

ウイルス粒子の電子顕微鏡による形態観察や、外被タンパク質の分子量、検定植物へ

の感染試験による宿主範囲を知ることなどにより、ウイルス種を類推していく。一方

で、ゲノム配列情報を得ることができれば、種を特定することができる。網羅的なウ

イルス検出技術とは、ウイルスの核酸やタンパク質に対して、種特異的に検出するプ

ライマーや抗体を用いる方法とは異なり、一回の検定によって、ウイルスのゲノム配

列やタンパク質のアミノ酸配列を直接解析することで、感染ウイルス種を同定する技

術である。ウイルスの分類における「属」間で保存された遺伝子配列がある場合には、
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この属に含まれるウイルス種を包括的に検出可能なユニバーサルプライマーを用いた

PCR による検定方法が開発されているが、全ウイルスを対象とする PCR 検定法は確立

されていない。仮に微生物相解析で用いられているような種を特定可能な遺伝子領域

（ミトコンドリア COI 領域やリボソーム ITS 領域など）があれば、DNA メタバーゴー

ディング技術のように、シーケンシングによって種を判別可能であるが、残念ながら

全てのウイルスゲノムに共通するコンセンサス配列は見つかっていない。一方、植物

ウイルスの多くはゲノム情報を RNA として有し、その感染サイクルの中で 2 本鎖 RNA

（dsRNA）の状態を必ずつくり、いわば dsRNAの蓄積はウイルス感染マーカーとして利

用することができる。つまり dsRNAを特異的に抽出することで、ウイルスのゲノム RNA

の存在を効率的に検出することが可能である。Kobayashi et al.(2009)は、HTSが今

ほど普及する以前に、サンガーシーケンサーの利用を前提とした網羅的ウイルス検出

技術「DECS法」を開発した。DECS法は、植物の dsRNA 結合タンパク質 DRB4を用いて

ウイルス由来の dsRNAを抽出し、この逆転写産物を網羅的に増幅した後、クローニン

グしてシーケンス解析することで、得られた塩基配列情報からウイルス種を特定、ま

たは類推する技術である。現在では、dsRNA の抽出工程は、Plant viral dsRNA 

enrichment kit (MBL 社)などの製品が市販されている。また、Yanagisawa et al. 

(2016)が HTS と組み合わせることでウイルス検出効率を飛躍的に高めた DECS-C 法を

確立して、blueberry shoestring virusのゲノム全長を決定するなど、わが国の植物

検疫の現場においても活用されている（図１）。 

 
図１．網羅的ウイルス検出技術「DECS-C 法」 

ここではディープシーケンサーIonPGM を利用した手法を一例として挙げている。 
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また、ディープシーケンサーの出力データ量が多いため、リボソーム RNAを除く全

RNA を網羅的にシーケンシングすることで、宿主の RNA とウイルスのゲノム RNA の塩

基配列情報をまとめて解読し、ウイルスゲノム様配列を探索することも可能である。

さらに RNA サイレンシング機構で生じる 21-24 塩基の小分子 RNA（siRNA）を網羅的に

シーケンシングすることで、RNA ウイルスに限らず DNA ウイルスの塩基配列情報を得

ることも可能である。HTS の出力データ量が大量になるほど、高感度かつ信頼性の高

いウイルスゲノム情報の取得が可能である。他方、大量の塩基配列情報を効率よく解

析するためには、相応のランニングコストと高度な情報解析技術「バイオインフォマ

ティクス」が必要となる。HTS の 1 塩基あたりのランニングコストは年々低下してい

る一方で、出力される最大データ量が指数対数的に増えており、一回のランに複数サ

ンプルを投入することで 1 サンプルあたりのランニングコストを抑えることができる。

データ解析については、多重のフィルタリング、mappingや de novo assembly、 BLAST®

相同性検索などを駆使して、可能な限り計算時間を短縮し、信頼性を高めたウイルス

様配列検出プログラムが様々に開発されている。著者は、迅速性・簡便性をもとめて

一分子シーケンサーMinION（Oxford Nanopore社）を利用したウイルス RNA検出技術

を確立している（図 2）。直接 RNAの塩基配列を読むことが可能であるため、ゲノム全

長を一つのシーケンスリードとして得ることができる点が最大の利点であり、長鎖の

シーケンスをウイルスゲノムの一つのコンセンサスとして、新規ウイルスゲノム情報

を同定することが可能になると考えている。しかし、現実的には dsRNAのコピー数が

多量に必要であることなどの課題が見出されており、dsRNA の濃縮方法や一分子シー

ケンサーのライブラリ作製工程の最適化を検討している。以上のように、ウイルスゲ

ノム配列を検出することは比較的簡便になっている。 

 

図 2．ナノポアシーケンサーを利用した RNA ダイレクトシークエンス結果の一例 
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2.効率的なウイルス検出技術 
病原体の候補として植物ウイルスが見出された際には、ウイルスの単離を目的とし

て宿主植物の探索を行う必要がある。単病斑分離が可能な宿主を見つけることができ

れば、ウイルスを純化することができるためである。しかし多くの植物においては、

感染しないか、顕著な病徴を呈さないため、感染の有無を検定する必要が生じる。ま

た、必ずしも接種実験がすぐにできないこともあるため、生産現場において病徴を呈

する植物と健全植物におけるウイルス感染の有無を調査することも、病原体であるこ

とを裏付ける大切な根拠を得られる可能性がある。既知のウイルスであれば、抗体を

利用したイムノクロマトグラフィーが最も簡易に迅速な検出が可能である。一方で、

新規ウイルスについては、抗体作製には時間を要することから、ゲノム情報を元に PCR
などの分子生物学的な遺伝子検出手法を早期にデザインする。新型コロナウイルスの

流行で一般的となったリアルタイム PCRは 1-2 時間程度でウイルスの検出が可能であ

る。近年では、マイクロ流路を利用した高速リアルタイム PCR装置が販売されており、

10 分以内で植物ウイルスを検出することも可能である（Furutani et al. 2016; 関根ら, 
2017）。簡便性の面からは LAMP法も有力なウイルス検出技術である。近年では、PCR
増幅産物をクロマトグラフィーで可視化する DNA クロマトグラフィーが実用化され

ており、LAMP と併せることで簡便かつ高感度な信頼性の高い検定が可能であり、特

にマルチプレックス化が可能である点で優れているため、今後植物ウイルス検出への

応用が期待される（図３）。これらの効率的なウイルス検出技術は、植物への接種実験

のみならず、生態学的な調査に活用され、作物だけでなく、圃場周辺の雑草における

ウイルスの感染状況の調査が行われている。個別検定法に比べるとコストがかかる

HTSを用いた網羅的検出技術ではあるが、野生植物でのウイルスの網羅的調査研究も
実現可能になってきている（神谷ら, 2017）。新型コロナウイルスのようなパンデミッ

クを起こすウイルスのみならず、ゲノム配列の多型解析によるウイルスの生態の理解

が、細胞、植物、ローカル、およびグローバルな視点で進められている。このような

情報は、ウイルス病害の防除に活用されるのみならず、病原ウイルスを特定する上で

も有用な情報となる。 

 
図３．DNA クロマトグラフィーを用いた TYLCV の検出（協力：ファスマック社） 
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3.病原ウイルスの探索 
 上述のように、植物に感染しているウイルスを同定することは比較的容易になった。

一方で、近年、病原ウイルスを特定する必要がある場合は、マイナークロップの新興

病害や長らく原因不明のままに病原体が特定されていないケースがほとんどである。

見出されたウイルスが病気を起こしている病原体か否かを明らかにするためには、コ

ッホの原則を満たすことを証明する必要がある。すなわち、１）病原体を単離、２）健全

植物へ接種、３）病徴を再現、４）再び病患部より病原体が単離できることを示さなければなら

ない。しかし、ウイルスの種によっては、単離が困難なものや、接木以外に接種方法が

見出せないものがある。また、果樹や花きなどの多年生の植物は、候補病原体が見つ

かっていても、感染試験による病徴の再現に時間がかかることや、そもそも実験に用

いる健全個体を容易に準備できないなどの障壁がある。また、挿木、球根、いもなど

の栄養繁殖によって増殖されている植物においては、顕著な病徴がないものであって

も、不顕性感染しているウイルスが存在し、複数種のウイルスが重複感染しているこ

とも珍しくない。「latent virus」と名付けられたウイルスが必ずしも病原性を持たない

無害な存在として無視してよいのか？常に悩ましい問題である。著者が近年研究対象

としている沖縄の作物の病害においては、病原ウイルスの同定が容易ではないケース

が多く、以下にいくつかの事例を紹介したい。 
 
3-1. 重複感染 シマトウガラシのモザイク病 
 沖縄県では、シマトウガラシ（キダチトウガラシ；Capsicum frutescens）の果実を泡
盛に漬けたコーレーグースという調味料が古くから親しまれており、沖縄本島や種々

の離島において栽培が盛んである。近年、国内産の香辛料の需要は高く、生産量の増

加が期待されている作物の一つである。シマトウガラシは、多年生の植物であり、露

地で栽培されていることが多く、ウイルスの感染の機会が非常に多く、顕著なモザイ

クや矮化症状があっても果実が収穫できる限りは抜去されないこともあり、ウイルス

の多重感染が容易に予想された。黄化や矮化、モザイク症状の激しいシマトウガラシ

から HTS を用いた dsRNA の網羅的解析を実施したところ，pepper mild mottle virus 
(PMMoV), pepper veinal mottle virus (PVMV), pepper vein yellows virus (PeVYV), tobacco 
vein clearing virus (TVCV)と相同性を持つ配列がそれぞれ検出された。汁液接種で感染

させられる PMMoVや PVMVについては、単病斑分離や虫媒伝染の選択性を利用して

純化することができ、戻し接種によってシマトウガラシへの単独の病原性を調べるこ

とができた。一方で、汁液接種の難しい PeVYV と TVCV については、病原性の解析
が進んでいない状況にある。パラレトロウイルス（逆転写酵素を持つ DNA ウイルス
の総称）である TVCVは、ゲノム全長が存在するか、植物ゲノム内に存在しているの

か、ウイルス粒子として存在するのかなど詳細を明らかにしていく必要がある。また、

なぜ dsRNA の網羅的解析でパラレトロウイルスが検出されるのかについても興味が

持たれる。沖縄県内のピーマンやパプリカなどのトウガラシ属作物においてもウイル

ス性の病害と考えられる被害が多数報告されており、watermelon silver mottle 
orthotospovirus（WSMoV）の感染によって生じるピーマン壊疽輪紋病は網羅的ウイル
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ス検出技術を用いて同定した病害の一つである。この壊疽輪紋病発症株においても、

PMMoV の混合感染が認められた株があった。多年生のシマトウガラシに感染してい

るウイルスがピーマンなどへ広がっていないかについての調査が今後必要である。先

行的に実施した沖縄県内のモザイク症状を呈するトウガラシ属における PeVYV の感
染状況の調査ではシマトウガラシ以外のピーマンやパプリカ、トマトでも感染が見つ

かった（谷口ら, 2021；令和 3 年度園芸学会秋季大会発表予定）。この際に、DNAウイ
ルスであるベゴモウイルスの感染も広く認められた。 
 

 
             図 4．シマトウガラシのモザイク病とピーマン壊疽輪紋病 

 
 
3-2. 病原性未同定のウイルス パインアップル萎凋病（仮称） 
パインアップル萎凋病（pineapple mealybug wilt disease；和名なし）は世界的に広く

知られる病害であり、カイガラムシ、もしくは、これに媒介されるウイルス pineapple 
mealybug wilt-associated virus （PMWaV）種群の関与が示唆されている病原未同定の病

害である（図５；Dey et al., 2018）。カイガラムシによる伝染以外の接種方法がないた

めに、ウイルス単独での病徴再現試験ができないため、病原体を同定できていない。

病原体候補となるウイルスとして PMWaV1-5 の 5 種が様々な組み合わせで重複感染

しており、RNA サイレンシングサプレッサーの機能解析から、病徴誘導の主たる要因

が PMWaV2 であると有力視されているが、PMWaV2 が感染していたとしても必ずし

も萎凋病を発症するとは限らない。パインアップルの台湾からの輸入苗において、萎

凋症状に加え不定形の壊疽を持つ個体について、網羅的ウイルス検出技術を適用した

結果、PMWaV1-3に加え、2種の DNAウイルス、さらに sugarcane mosaic virusの感染
が確認された。この SCMVの接種に成功しておらず、病徴の再現ができていない。仮

に接種に成功したとしても、ウイルスの感染していない植物を準備する必要がある。

生長点培養や種子から育てることによって PMWaV の感染していない植物を用意する
ことができるが、DNAウイルスについては植物のゲノム内に挿入されているため、除

くことが難しいことがわかった。また、生長点培養では PMWaV を全て除ける場合と

除けない場合があることがわかった。これによって PMWaVと SCMVのそれぞれの種
を分離できる可能性があると考えられた。ただし生長点培養は、いつでも大量にでき
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るものではないため、1 個体から分離していくことは非常に難しい。葉肉細胞から再

分化できればより効率的に培養個体でウイルスを分離することができるものと推察さ

れる。このように同定されたウイルスを個々に分離して、ウイルスの性状を詳細に解

析していくことが今後重要であると考えられる。なぜなら、ゲノム情報からウイルス

を発見できるようになり、PMWaV のように病原性が不明のウイルスが増加傾向にあ
り、例えば検疫の現場などでは、その検査対象が否応なしに拡大するためである。 

 

図５．パイナップルの萎凋病（仮称） 

 

3-3. 潜在性ウイルス パッションフルーツ異常症（仮称） 
沖縄県農業研究センターでは沖縄県内で発生しているウイルス感染が疑われる葉

の奇形や葉巻症状などを持つ異常症個体（133 個体）の全県的な大規模な調査を実施

したところ、passiflora latent virus（PLV; 和名トケイソウ潜在ウイルス）が 80%を超え
る感染率であった（図６）。著しい矮化症状を発症した PLV 感染株において、網羅的
ウイルス検出技術を実施したところ、PLV以外に感染しているウイルスは確認されな

かった。当該ウイルス株を PLV沖縄パッションフルーツ分離株（PLV-OP）として、健
全なパッションフルーツやクサトケイソウ、キノアに接種したところ、顕著な病徴は

見られなかった。latentの名の通りだとすると不顕性感染するものとして、別の病原体

を探索するかもしれない。しかし網羅的ウイルス検出技術で PLVのみが検出されたこ

とから、PLVによって生じた病害である可能性を探ることにした。パッションフルー

ツ生産現場での病害は秋から冬にかけての栽培期に異常症の発症が見られる一方、春

から夏にかけての栽培期にはあまり症状が見られないということから、温度が影響し

ているのではないかと考えられた。低温条件で接種試験を試みたものの、特にウイル

スの有無で生育に顕著な差は見られなかった。PLV-OP で試行錯誤を繰り返している

間に、新たに沖縄県農業研究センターで分離された株（PLV-NP）はキノアで顕著な病

徴を示していた。沖縄県農業研究センター温室において、OP、NP 株をキノアにそれ
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ぞれ接種し、qRT-PCRにより増殖量を比較した結果、NP株の方が OP株よりも増殖量
が多く、接種 2週後の症状が明瞭であった。NP株もパッションフルーツにおいて顕著

な病徴を呈さなかったが、生産現場での発生状況を考えると環境の要因や品種が影響

することが予想されるため、増殖量の多い NP 株を用いて、低温下で病徴の再現がで

きないか検討している。OP株は、キノアにおいても不顕性感染していたため（沖縄農

業研究センターでは接種葉で症状あり）、OP 株と NP 株に対するキノア細胞内応答を

mRNAのプロファイルから解析することで、代謝変動から病徴発現機構を紐解く一助

となると期待している（Takahashi et al. 2017）。 
 

 
図６．トケイソウ潜在ウイルス 2分離株のキノアにおける病原性の差異 

 
おわりに 

コッホの原則が、病原体を同定する上で基本となることは変わらない。しかし既に

多くの病害について原因究明がなされており、特に病原体の分離や感染試験の難しい

ものほど未同定病害として残されている。遺伝子配列ベースの新たな病原体探索が活

発化した結果、重複感染や、病原性不明のウイルス、潜在ウイルスとして報告のある

ウイルスが、新病害の病原体の特定をより複雑にしている。病原性因子や病害の発症

メカニズムを明らかにすることで病原体を同定する手法がますます必要となってくる。

その一方で、病害を及ぼさない不顕性感染する無害な潜在性ウイルスが、本当に無害

であることを証明することも重要である。 
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ニンニクウイルスの宿主適応戦略を逆手にとった 

ウイルス駆逐作戦 
 

Hangil Kimㆍ増田 税 
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A strategy to prevent viral diseases in garlic by taking advantage of viral host 

adaptation tactics 

 

Abstract 

   Onion yellow dwarf virus (OYDV) is a common potyvirus infecting Allium species, which 

includes garlic and onion. OYDV is transmitted by aphids in a non-persistent manner, and the vector 

transmission is mediated by a viral protein, helper component proteinase (HC-Pro). When we 

investigated viral infection of garlic samples from various Japanese regions, we noticed that 

Hokkaido OYDV isolates were always detected together with another potyvirus, leek yellow stripe 

virus (LYSV). We analyzed the OYDV HC-Pro genes and found that all the HC-Pro sequences from 

the Hokkaido OYDV isolates lacked ~ 100 amino acids in their N-terminal region. Our analysis of 

the RNA silencing suppressor (RSS) activity of HC-Pro showed that the short-type HC-Pro of 

Hokkaido OYDV isolates lost their RSS activity, while LYSV HC-Pros showed strong RSS activity. 

Because the deleted region includes a crucial motif for aphid transmission, we tested aphid 

transmissibility of Hokkaido OYDV isolates with or without co-infection of LYSV, and confirmed 

that the Japanese OYDV carrying a short-type HC-Pro was transmitted only when the plants were co-

infected by LYSV. In addition, because the interaction between LYSV HC-Pro and OYDV coat 

protein was detected, LYSV HC-Pro may compensate for a disability of the aphid transmissibility of 

the OYDV strains containing a deficient HC-Pro. We presume that the Japanese OYDVs may take 

some advantages of mixed-infection with LYSV for their spread and survival. 

 

Key words: Onion yellow dwarf virus, Leek yellow stripe virus, HC-Pro, RNA silencing suppressor, 

Aphid transmission, Garlic 
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北海道大学大学院農学研究院 Research Faculty of Agriculture Hokkaido University, Kita 9, Nishi 

9, Kita-ku, Sapporo 060-8589, JAPAN 

112



Introduction 

Garlic, a valued crop as a spice seasoning over the world, is a common host of several viral species 

of Potyvirus, Carlavirus and Allexivirus (Arya et al., 2006; Conci et al., 2003; Dovas et al., 2001; El-

Wahab, 2009; Fayad-André et al., 2011; Mohammed et al., 2013). Among them, onion yellow dwarf 

virus (OYDV), a garlic-infecting potyvirus, is one of the most important viral pathogens, commonly 

detected together with another potyvirus, leek yellow stripe virus (LYSV). Symptoms of garlic virus 

diseases are usually induced in mixed-infection 

of several virus species including potyviruses, 

carlaviruses and allexiviruses, and the co-

infection of the viruses often causes severe 

yellow mosaic/stripe with stunting in infected 

garlic plants (Fig. 1). Both LYSV and OYDV 

are nonpersistently transmitted by several 

species of aphids (Drake et al., 1933; Lunello et 

al., 2002), and it has been generally considered 

that the transmission of OYDV and LYSV is 

mediated by the helper component proteinase 

(HC-Pro), which may function as a ‘bridge’ 

between the potyviral coat protein (CP) and the 

aphid stylet. 

   In Japan, garlic plants have been broadly cultivated, mainly in Aomori Prefecture. To establish an 

effective control system against the garlic viral diseases, several attempts have been made to generate 

virus-free garlic (Ayabe and Sumi, 1998; Takaki et al., 2005). However, the virus-free garlics have 

been quickly re-infected via an insect vector, and the viruses have been spread over the garlic fields 

by vegetative reproduction. To overcome such problems, biological control using attenuated viral 

strains has been tested. Among the attenuated OYDV isolates, Takaki et al. (2006) found the isolate 

whose HC-Pro has an N-terminal deletion (~ 100 amino acids) including a crucial motif (KITC) for 

aphid transmission. 

   About 15 years passed from the first report of the OYDV isolate carrying a short-type HC-Pro 

(OYDV-S). We wondered if the viral population in the Japanese garlic fields changed. In this study, 

we investigated garlic-infecting viruses in garlic samples from the various Japanese fields and 

analyzed the garlic-infecting potyviruses to understand how those viruses have survived in the 

Japanese garlic field. 

Figure 1. Symptom of garlic plants infected with viruses 

including OYDV and LYSV. 
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1. Viral detection from Japanese garlic plants 

We first investigated viral infection in several garlics produced in the various Japanese local regions. 

 

For the viral detection, RT-

PCR analysis was conducted 

using specific primers for 

LYSV, OYDV and 

allexiviruses. We found that 

almost all the garlic samples 

were infected with LYSV in 

Hokkaido and the other 

regions in Japan, whereas 

OYDV was always detected 

together with LYSV (Table 1). 

For allexiviruses, it was 

frequently detected in the 

main island but scarcely 

detected in Hokkaido. Then, 

we focused on OYDV isolated 

in Hokkaido because the 

OYDV strains seemed to be 

dependent on LYSV for their 

spread. 

 

2. HC-Pros of the Hokkaido OYDV strains lacked ~ 100 amino acids in the N-terminal region 

The potyvirus HC-Pro has multiple functions: viral polyprotein cleavage, suppression of RNA 

silencing, viral replication, long-distance/cell-to-cell movement and aphid transmission (Blanc et al., 

1998; Carrington et al., 1989; Cronin et al., 1995; Kasschau and Carrington, 2001; Pruss et al., 2004; 

Rojas et al., 1997). We focused on the HC-Pro gene because it is involved in insect transmission 

(Blanc et al., 1998). For the sequencing analysis, RT-PCR was first conducted to amplify the full-

length sequence of the HC-Pro genes isolated from the garlic samples of different origins. 

Interestingly, the RT-PCR products from the Hokkaido garlic samples were always ~ 300 bp shorter 

than those from the America and Spain samples (Figure 2).  

Table 1. Detection of viruses in Japanese garlic samples (Kim et al., 2020) 
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Figure 2. N-terminal deletion of the Hokkaido OYDV isolates. Arrowheads on the left side indicate the OYDV HC-Pros 

analyzed in this study. 

 

Sequencing analysis of the amplified PCR products showed that all the HC-Pros from the Hokkaido 

OYDV isolates lacked ~ 100 amino acids in the N-terminal including KITC motif (Figure 2), 

suggesting that the OYDV strains carrying a short-type HC-Pro (Takaki et al., 2006) became 

predominant in the Japanese garlic field. 

 

3. HC-Pros of Hokkaido OYDV strains do not have RSS activity 

Because HC-Pro is one of the most studied viral RSSs, we investigated whether the ~ 100 amino acid 

deletion affects the OYDV HC-Pro’s function in suppression of RNA silencing. As a result, all the 

OYDV HC-Pros could not effectively suppress RNA silencing with the conventional agroinfiltration 

method in N. benthamiana. However, in onion, which is a natural host for OYDV, the long-type 

OYDV HC-Pro (America) showed distinct RSS activity (Figure 3). In contrast, all the short-type HC-

Pros from Hokkaido OYDV isolates (Tokoro, Hakko and Tokachi) had no RSS activity, suggesting 

that the region of N-terminal deletion is crucial for RSS activity. The HC-Pros of two LYSV strains 

(LYSV-K and LYSV-O) had strong RSS activity in onion cells (Figure 3). Considering that OYDV 

was always associated with LYSV (Table 1), the Hokkaido OYDV strains may depend on LYSV for 

RSS activity. 
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Figure 3. Assay for RSS activity in onion epidermis. GFP was co-expressed with HC-Pro by agroinfiltration. Scale bars: 

50 μm 

 

4. Hokkaido OYDV strains may depend on LYSV for spread 

We wondered how the Hokkaido OYDV-S strains spread in the field and could survive in spite of 

their lack of the KITC motif and aphid transmissibility. Because almost all the OYDV-S isolates in 

the Hokkaido fields were co-infected with LYSV, we hypothesized that the Hokkaido OYDV-S strains 

may be transmitted by aphids in aid of LYSV HC-Pro. To verify the hypothesis, we conducted aphid 

transmission using the OYDV-S strains with or without LYSV. The transmission of the viruses was 

determined by RT-PCR. 

 

Table 2. Aphid transmission of LYSV, OYDV-S and OYDV-L (Jayasinghe et al., 2021) 

 

As a result, the OYDV-S alone could not be transmitted by aphids (Myzus persicae), whereas, when 
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[OYDV-S + LYSV]-infected garlic plants were used as an inoculum, both viruses were transmitted 

together (3 out of 18 garlic plants) (Table 2). When garlic or onion plants infected with the OYDV 

carrying a long-type HC-Pro (OYDV-L) was used as an inoculum, the OYDV-L could be transmitted 

by aphids. Taken together, these results indicate that the OYDV-S strains cannot be transmitted by 

aphids, but the presence of LYSV may compensate for an OYDV disability of aphid transmission.  

   Finally, we tested the direct interaction between LYSV HC-Pro and OYDV CP. To verify the in 

vitro interaction, LYSV HC-Pro and OYDV CP proteins were fused to the maltose-binding protein 

(MBP) and synthesized in E. coli. The fusion proteins were used for co-immunoprecipitation (Co-IP). 

As a result, LYSV HC-Pro was co-precipitated with OYDV CP indicating that both proteins could 

interact in vitro (Figure 4). The interaction between LYSV HC-Pro and OYDV CP was also confirmed 

in planta (Jayasinghe et al., 2021). All these data indicate that LYSV may interact with OYDV CP 

and function as a ‘bridge’ between the viral particle and aphid stylet. 

 

 

Figure 4. Interaction between LYSV HC-Pro and OYDV CP. The interaction between in vitro-synthesized MBP-LYSV-

HC-Pro-FLAG and MBP-OYDV CP was examined by Co-IP. Both proteins were co-incubated and precipitated using 

anti-OYDV CP antibodies. The LYSV HC-Pro-FLAG in the precipitant was detected by western blot analysis using anti-

FLAG antibody. 

 

Conclusion 

Over the centuries, virus-infected garlics in the field have been cultivated and selected by garlic 

growers. In Japan, various attempts have been made to generate virus-free garlic, and farmers have 

aggressively eliminated the symptomatic plants in the garlic fields. Because the virus-infected plants 
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with severe symptoms are easily detected and eliminated by the growers, the selection by human may 

have acted as a selective force for the viruses. Therefore, the Japanese OYDV-S strains have some 

advantages of inducing mild symptoms concealing their infections. 

   On the other hand, in the co-infection with LYSV, the OYDV-S strains could be still transmitted 

by aphids. The in trans interaction between LYSV HC-Pro and OYDV capsid would make aphid 

transmission of both viruses possible. Therefore, the Japanese environment of garlic cultivation may 

have generated the OYDV-S strains, which have some advantages under the human-made selection 

pressure, and those strains may be transmitted by aphids using LYSV for their spread and survival. 
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