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カ ン キ ツ か い よ う 病制圧 に 向 け ての分子生物学的戦略
つ 申

静岡大学農学部植物病理学研究室 露
む
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し ん
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じ

は じ め に

一般 に ， 植物細菌病の薬剤散布 に よ る 防除 は難 し い。

こ れ は病原細菌の増殖場所がた い て い の場合， 細胞間隙

に あ る た め と い わ れて い る 。 し た が っ て ， 薬剤散布 は，

病原細 菌 の 宿主植物 へ の 侵入前 で し か通常有効 で は な

い。 し た が っ て ， 細菌病 を制圧す る た め に は ， 薬剤散布

以外の 方法で， 植物組織内 に お け る 病原細菌 と 宿主植物

と の 相互作用 の 時期 も 抑 え る よ う に し な り れ ば な ら な

い。 こ の た め に は， 病原細菌 と 宿主植物の相互作用 に お

け る 標的 に つ い て十分な情報が必要であ る 。 こ れ ら の情

報が得 ら れれ ば， 植物の遺伝子操作技術が近年発達 し て

い る の で， 異種生物の遺伝子 を 導入 し た り ， 本来持つ遺

伝子 を 改変 し た り す る こ と に よ り ， 植物体内 に お け る 病

原細菌の活動 を抑 え る こ と がで き る 。

最近， カ ン キ ツ か い よ う 病菌 で は ， 植物細胞核内へ移

行す る 全 く 新 し い タ イ プの発病因子が発見 さ れ， カ ン キ

ツ体内での こ の 因子の生産， 分泌， さ ら に は病徴発現 ま

での一連の過程が明 ら か に な っ て き て お り ， 細菌病制圧

に 向 け て研究す る モ デル系 と し て 注 目 さ れて い る 。 我々

の研究室 も こ の よ う な考 え で， こ の 因子 に つ い て種々 角

度か ら 検討 を 行 っ て い る 。 本稿で は ， ま ず， こ の 因子が

ど の よ う な構造 を し て お り ， ど の よ う に植物核 内 に 移行

し， ど の よ う に か い よ う を形成す る よ う に な る の か に つ

い て ， 現在 ま で に 明 ら か に さ れて い る 情報 を紹介 し， 次

に， こ れ ら の情報 を 基 に カ ン キ ツ か い よ う 病制圧 の た め

の戦略 に つ い て 私見 を述べ る 。

I か い よ う 形成機構

1 か い よ う 形成 因子の構造

か い よ う 形成因子 は ， Xanthomonas 属細菌の レ ー ス

特異性決定 に 関与す る 多 く の 非病原力遺伝子 (avr) と

相 向 性 を 示 す 遺 伝 子 (ρtん4) と し て 発 見 さ れ た

(SWARUP et al. ， 1991) 。 こ れ ら の遺伝子 (avrBs3 フ ァ ミ

リ ー と 呼ばれて い る ) は互い に 高 い相 向性 を示す ばか り

で な く ， 中央部 に 102 塩基 を 1 単位 と し た 15�30 個 の
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繰 り 返 し 配列 を 持 つ こ と で共通 し て い る ( 図 -1 ) 。 し た

が っ て ， こ の遺伝子の翻訳産物 で は， 中央部 に 33 個 の

ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド が タ ン デ ム に 並 ぶ こ と に な

る 。 明確な レ ー ス 分化が見 ら れ な い カ ン キ ツ か い よ う 病

菌で， avr 遺伝子 と 相 向性 を示す遺伝子が存在す る の は

不思議 な話で あ る が， 本遺伝子 を カ ン キ ツ の弱病原性細

菌 で あ る Xathomonas citrumello 等 に 導 入 す る と ， か

い よ う 症状 を 形成 す る よ う に な る 。 し た が っ て ， か い よ

う 病菌 ρtル4 遺伝子 は， 非親和 関係 に あ る 植物 に お け る

抵抗性反応 を つ か さ ど る avr 遺伝子 と は 異 な り ， 親和

関係 に あ る 宿主植物 に お け る 病原性発現 を つ か さ ど る 。

カ ン キ ツ か い よ う 病菌 に は ， ρtル4 相 同 領 域 が 複 数

( L  9 株 で は 三個) 存在 し， こ れ ら は い ず れ も プ ラ ス ミ

ド 上 に存在す る (TSUYUMU et al. ， 1996) 0 L 9 株で は ， こ

の 内一 つ の み が完全 な か い よ う 形成能 を 持 っ て お り ， 残

り は， 全 く 持た な い か， 不完全 に し か持た な い も の で あ

っ た 。 こ れ ら 三領域の DNA 境基配列 を調べて み る と ，

上記遺伝子内繰 り 返 し配列部 に お い て 若干 の 違 い が見 ら

れた だ 砂 で， そ れ以外の翻訳領域や， 翻訳領域上流 247

塩基 ま での領域 と 下流 1 1 1 塩基 ま での領域 の 塩基配列が

完全 に一致 し て い た 。 し か も ， こ れ ら の両端 は逆向 き の

繰 り 返 し配列 に な っ て お り ， こ の領域全体が動 く 因子 と

し て 機能 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た (KANAMORI and 

TSUYUMU， 1998) 。 な お， 繰 り 返 し 部 の み の 違 い に よ っ

て ， か い よ う 形成能 を持 っ た り ， 持た な か っ た り す る わ

け で あ る か ら ， こ の繰 り 返 し部 は か い よ う 形成 に 必須 な

領域で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た ， こ の よ う に相向性の 高

い領域が同一細胞内 に 複数存在 し て い る こ と か ら 予想 さ

れ る こ と で あ る が， 相 同組換 え に よ っ て繰 り 返 し配列部

が容易 に 変化す る こ と が確認 さ れて い る 。

そ の他の構造上の特徴 と し て は， 繰 り 返 し配列部 に 続

い て ロ イ シ ン ジ ッ パ ー と 核局在性配列 ( 図 1 ) が存在す

る 。 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー は タ ンパ ク 質ー タ ン パ ク 質相互作

用 に 関与す る 可能性 を 示唆 し て お り ， 核局在性配列 は植

物細胞核 内 へ移行す る こ と を 示唆 し て い る 。 後述 す る

5' 末端
| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  LZ NLS 

繰り返し配列部 (X I02bp) 3' 末端
図 ー 1 Xanthomo即s 属細菌の avrBs3 遺伝子 フ ァ ミ リ ー

の共通構造
LZ : ロ イ シ ン ジ ッ パー ， NLS : 核局在位配列.
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が， 種々 解析 に よ っ て ， こ れ ら の配列が予想された機能

を 持 ち ， 病徴発現 に 不可 欠 で あ る こ と が立証さ れ て い
る o

2 かい よ う 形成 因子の分泌

か い よ う形成因子 (þthA 翻訳産物) に は， シ グ ナ ル

ペプチ ド が見 ら れ な い の で， 一般的な菌体外 タ ンパ ク 質

の 分泌機構 と は 異 な る 機構で分泌さ れ る よ う で あ る 。
ρthA 遺伝 子 を 持 つ プ ラ ス ミ ド と タ イ プ 凹 分 泌 機構

(図-2) を つ か さ ど る hrþ ク ラ ス タ ー を持 つ プ ラ ス ミ ド

の両方 を大腸菌 に 持た せ る と ， こ の大腸菌 は カンキ ツ に

か い よ う 様症状 を呈す る よ う に な る (投稿中)。 ま た ，

か い よ う 病 菌 の わφ 遺伝子欠損変異株 は か い よ う 症状

を呈す る こ と がで き な い。 こ れ ら の こ と か ら ， こ の か い

よ う形成因 子 は タ イ プ II I 分泌機構 に よ っ て か い よ う 病

菌 の 内膜 と 外膜 を一気 に 通過す る 必要があ る と 考 え ら れ

る 。 さ ら に ， 少 な く と も 一部の植物病原細菌では， タ イ

プ III 分泌機構の 出 口 は線毛 と な っ て 突 出 し て い る こ と
が発見さ れて い る 。 か い よ う 形成因子は以下 に 述べ る ご

と し 植物細胞内へ移行す る の で， 子し を持つ線毛は本因

子 を植物細胞内 に注入す る う え で便利 な構造か も し れな

し 〉。

3 か い よ う 形成因子の植物細胞核への移行

先 に ， か い よ う形成因子 に は核局在性配列が存在す る

こ と を述べた。 þthA 遺伝子 の核局在性配列 コ ー ド 部 の

上流領域 を 除 き ， レ ポ ー タ ー 遺伝 子 gus を 組 み 入 れ た

融合体 を 植物細胞内 に 導 入 す る と ， GUS 活性 は 植物細
胞核内 の み に 観察さ れ る 。 し か し ， 同 じ シ ス テ ム で， 核

局在性配列 に 部位指定変異作成法 に よ り 変異 を 導入す る

レ線毛( つ )
外 脱

( ペ リ プラ ズ ム ) 内 服

リ。 。
エ リ シ タ- ATP ADP 
病原

等
性因子

h叩遺伝子 ク ラ ス タ ー
1 1  1 1  11 1  11 1 11 1 1 1 1 1 1  

図 - 2 植物病原細菌の hゆ 逃伝子 ク ラ ス タ ー に よ る タ イ

プ日l分泌機構

と ， GUS 活性 は細胞質 内 全体 に 広が っ て し ま う よ う に

な る (YM\G a nd GABllIEL， 1 995)。 こ の こ と か ら ， か い よ

う形成因子の核局在性配列 は 自 身が核 に 移行す る た め に
機能 し て い る こ と が わ か る 。 な お， þthA が avrBs3 遺

伝子 フ ァ ミ リ ー と 高 い相向性 を 示す わ け で あ る か ら ， 非

病原力造伝子の作用機構 と し て提唱さ れて い る エ リ シ タ

ー : レ セ プ タ ー モ デ /レ ( KEEN， 1990) か ら す る と ， か い

よ う形成因子 を認識 し て ， 結合す る レ セ プ タ ー の存在が

予想され る 。 植物病原糸状菌で は ， こ の レ セ プタ ー は細
胞表層 に 存在す る が， Xatnthomonas 属細菌 で は ， と ん

で も な い と こ ろ (核内) に存在 し て い る ら し い。
4 か い よ う 形成因子の レ セ プ タ ー

エ リ シ タ ー : レ セ プ タ 一説か ら ばか り でな く ， か い よ

う形成因子が ロ イ シンジ ッ パ ー を持つ こ と か ら も ， こ の

因子 と 結合す る レ セ プ タ 一様分子の存在が予測 さ れ た 。

そ こ で， IAsys ア フ ィ ニ テ ィ ー セ ンサ ー を 用 い て カンキ

ツ 葉抽 出 液 と 純化 し た か い よ う 形成 因 子 を 反応 さ せ る
と ， 特異的結合反応を示す信号が検 出 さ れ， レ セ プ タ 一

様分子の存在が確認さ れ た 。 そ こ で， こ の レ セ プタ 一様

分子 を か い よ う 形成因子 を 固定化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ 」 に よ り 純化 し て， そ の N -末端ア ミ ノ 酸

配列 を決定 し た 。 こ の部分的配列 に つ い て タ ンパ ク 質 ア

ミ ノ 酸配列 デー タ パンク で高い相向性 を 示す タ ンパ ク 質

を調べた と こ ろ ， そ の一 つ は リ ク'ニン合成 に 関与 す る 酵

素であ っ た (GLYCIUI( and TSUYU�IU， 未発表) 。 こ の レ セ

プ タ 一様タンパ ク 質の直接の機能 に つ い て は い ま だ確認

されて い な い の で， 直 ち に か い よ う 形成機構 に つ い て 言

及す る こ と は で き な い が， か い よ う 形成因子 と の複合体

の形成 に よ り ， リ ク'ニン合成が直接活性化さ れ る と か，

か い よ う 形成 に 関与す る 植物遺伝子の転写が制御さ れ る
の で あ ろ う 。 こ の点が明 ら か に な れ ば， カンキ ツ か い よ

う形成機構の完全解明 も 近 い と い え る 。

5 か い よ う 形成 因 子単独でか い よ う が形成 さ れ る の

か ?

前 に も 述べ た が， 大腸菌 に þtん4 遺伝子 と p. りringae

pv . syrl11gae の hψ 遺伝子 ク ラ ス タ ー を持た せ る と ， こ

の大腸菌 は カンキ ツ 葉 に か い よ う 症状 を 呈す る よ う に な

る 。 ま た ， þthA 遺伝子 を パー テ ィ ク Jレ デ リ パ リ 一法や，
根頭がん し ゅ 病菌 を 用 い て カンキ ツ 細胞 内 に 導入 し で
も ， か い よ う 形成が見 ら れ る (G細川L， 私信)。 逆 に 言

え ば， か い よ う 形成因子が植物細胞核内 に 入 る こ と がで
き な け れ ば、， か い よ う は 形 成 さ れ な い。 し た が っ て ，

p仇4 遺伝子の発現， 遺伝子産物の 分泌， 植物への注入，

レ セ プタ 一様分子 と の結合， か い よ う 形成経路の ス イ ッ

チ オ ン等 の 各反応 を抑 え れ ば， か い よ う 形成 を 阻止す る
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こ と がで き る は ず で あ る 。

も ち ろ ん， 自 然界でかい よ う 病菌がカ ン キ ツ に発病 さ

せ る た め に は， か い よ う 形成因子の ほ か に も ， か い よ う

病菌 の 傷 口 や 気孔 か ら の 侵入， 植物細胞 間 隙 内 で の 増

殖， 植物細胞 と の相互作用 な ど の 際 に ， 病原細菌 は そ れ

ぞれ巧妙な工夫 を し て い る わ 砂 で あ る か ら ， 多数の病原

性関連因子 を 当 然備 え て い る こ と を忘れて は な ら な い。

し た が っ て ， 植物病害防除 を考 え る と き ， 当然 こ れ ら の

病原性関連遺伝子及びそ れ ら の翻訳産物 も 今後かい よ う

病制圧 の た め の標的 と な る の で あ る が， こ れ ら に つ い て

は い ま だ実体がつ か め て い な い も の が多 い の で， 現状で

は こ れ ら を標的に し た か い よ う 病防除戦略 を考 え る の は

難 し い。

E か い よ う 病制圧の た め の戦略

こ れ ま でに述べた ρthA に よ る か い よ う 形成機構 を ，

筆者の推察 も 入 れ て 図 3 に ま と め た 。 こ の か い よ う 形

成 ま での各段階 を 阻害 し て ， か い よ う 病 を制圧す る た め

の具体的戦略 を 考 え て み よ う 。

1 か い よ う 形成因子の生産 を 阻害する

か い よ う 形成因子お よ び そ の 分泌 に 必 要 な タ イ プ III

分泌機構の構成 タ ンパ ク 質の生産 を ゼ ロ に 抑 え れ ば， 手

っ 取 り 早 く か い よ う 形成 を抑 え る こ と がで き る 。 レ ポ ー

タ ー遺伝子融合体 を 用 い た 生理学的実験か ら ， か い よ う

病菌 を植物成分 を加 え た 最小培地で生育 さ せ る と ， こ れ

ら の タ ンパ ク 質生産遺伝子の発現が誘導 さ れ る こ と がわ

か っ て い る 。 し か し ， ど の よ う な遺伝子発現系 に お い て

も ， 非誘導時の ( こ の場合 は ， ペ プ ト ン， 酵母エ キ ス な

ど を含 む栄養豊富 な条件での培養) 遺伝子の発現量 は ゼ

ロ で は な く ， 基底状態 の わ ずか な 発現が必ず存在す る 。

し た が っ て ， こ の よ う な戦略 は効率的 と は い え ず， 発病

を軽減で き て も ， 制圧 と ま で は い か な い であ ろ う 。 こ れ

ら の タ ンパ ク 質 を 特異 的 に 不活化す る 方策が あれば， 話

は別 で あ る が。

2 か い よ う 形成因子の分泌， 植物細胞への注入 を阻

害する

タ イ プ III 分泌機構で， 線毛 が植物側 に 突 出 し た 例 を

述べた が， 細菌の線毛 は細胞 に 吸着す る 際 に レ セ プタ ー

が存在す る と 考 え ら れて い る 。 植物側 に レ セ プ タ ー が存

在す る の で あ れ ば， こ の レ セ プタ ー を 改変すれば， か い

よ う 形成因子の植物への注入 を 阻害す る こ と がで き る で

あ ろ う 。 hゅ ク ラ ス タ ー は 同属 の細菌間で相 同性が高 い

こ と が知 ら れ て お り ， こ の戦略 は Xanthomonas 属細菌

に よ る カ ン キ ツ 以外の植物病害 を抑 え る た め に も 有効で

あ る と 期待 さ れ る 。

(かいよ う 病菌)

(カ ンキツ細胞)

亡=弓詔
核移行
タ ンノfク

核

図 - 3 か い よ う 形成機構 に つ い て の仮説

ま た ， 最近， 我々 は病原細菌が宿主細胞 に 吸着 す る ス

テ ッ プが発病 に必要であ る こ と を 示す結果 を 得 て い る 。

こ の こ と か ら ， か い よ う 形成因子が病原細菌か ら タ イ プ

III 機構 に よ っ て 植物細胞内 へ 注入 さ れ る た め に は， 病

原細菌が植物細胞表面 に し っ か り 密着 し て 固定 さ れ， 両

細胞の連結 を安定化 さ せ る 必要があ る の で は な い か と 考

え て い る 。 我々 は， か い よ う 病 菌 を は じ め と し た

Xanthomonas 属細菌 と ナ ス 科植物青枯病菌で発見 し た

新規環状 グル カ ン が こ の 吸着物質で は な い か と 考 え て い

る (TALAGA et al . ，  1996) 。 こ れ を 分解す る 酵素 を植物 に

持た せ る こ と に よ っ て ， 病原細菌か ら 植物への か い よ う

形成因子の注入 は 不安定 に な る と 考 え ら れ る ， こ れ を戦

略のーっ と し て 加 え て も よ い か も し れ な い 。

3 か い よ う 形成因子の核内 への移行 を 阻害 する

植物で は ， 核移行性タ ンパ ク 質の核局在性配列 を認識

し， 結合 し て ， 核内へ移行 さ せ る タ ンパ ク 質が同定 さ れ

て い る 。 し た が っ て ， こ の標的 タ ンパ ク 質の核移行 を つ

か さ ど る タ ンパ ク 質 を 改変す れ ば， か い よ う 形成 を 抑 え

る こ と がで き る 。 し か し ， こ の よ う な タ ンパ ク 質 は他の

重要 な核局在性 タ ンパ ク 質の移行 に も 必要 で あ る は ずで

あ る か ら ， 植物の 生理 に 致命的 な 障害 を も た ら す可能性

が あ り ， か い よ う 病制圧の標的 と し て は適当 で は な い か

も し れな い。

4 か い よ う 形成因子 と 標的 タ ン パ ク 質の結合 を 阻害

する

カ ン キ ツ 細胞核内 に か い よ う 形成因子の レ セ プタ 一様

タ ンパ ク 質が存在す る こ と に つ い て は既 に 述べ た が， こ

の レ セ プ タ 一様 タ ンパ ク 質 の 改変 は か い よ う 形成 を 抑 え

る 戦略 と し て よ さ そ う で あ る 。 こ の場合 も ， も ち ろ ん標

的 タ ン パ ク 質が植物の正常 な生理の た め に な ん ら か の役

割 を 果た し て い る 可能性 は あ る が， こ の タ ン パ ク 質の活

性部位 と 結合部位が異 な る こ と は期待で き る の で， 結合

部位の み を遺伝子 レ ベ ル で改変す る こ と は可能 な は ずで
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あ る 。

5 か い よ う 形成因子 : 標的 タ ン パ ク 質複合体の作用

点 を 改変 す る

こ れ は か い よ う 形成 の た め の最後の ス テ ッ プ と な る も

のであ り ， そ れだ げ に こ の作用点 は特異的であ る こ と が

予測さ れ る 。 し た が っ て ， こ の作用点 を 阻害 し で も ， 植

物の正常 な生理 に 及ぽす影響 は 少 な い と 考 え ら れ， こ の

方法 も 有効な戦略 と 考 え ら れ る 。 現在の と こ ろ ， こ の作

用 点 は不明であ る が， レ セ プ タ 一様迫伝子の ク ロ ー ニ ン

グが可能 と な っ て い る の で， 発現ベ ク タ ー を大量発現す

る こ と に よ り ， 作 用 点 の 機能 等 が 明 ら か に な る で あ ろ

つ 。

6 か い よ う 形成過程の複数阻害の利点

今後， か い よ う病制圧 に 上記の よ う な戦略 を と る 際，

こ れ ま で述べて き た か い よ う 形成過程 の 各段階 に お け る
戦略 を複数組み合わ せ る こ と が重 要 で あ る 。 複数の阻害

を組み合わ せ る こ と に よ り ， か い よ う 形成 を よ り 有効 に

抑 え る こ と がで き る し， カ ン キ ツ か い よ う病菌の変異に

よ り 阻害耐性の 系統が出現す る の を抑 え る こ と がで き る

か ら であ る 。

お わ り に

植物の発病は ， 病原菌 と 植物 と の複雑な相互作用 の 結

果 と し て 現れ る も の で あ る か ら ， 病原菌 の み を抑 え よ う

と す る 従来 の 方法 に は 限界があ る 。 特 に ， 植物体内 に 潜

り 込んで生息す る 細菌 に よ る 病害 で は 防除が難 し い。 こ

の本稿 を 通 し て ， 病原菌一植物の特異的相互作用 に 関 す

る 知見 を 基 に ， 各種病害の 制圧 に 向 け て 分子生物学的手

法 を駆使 し た戦略 を 考 え る こ と がで き る よ う に な っ て い

る 時代 に 入 っ て い る こ と を訴 え る こ と がで き れば と 願 っ

て い る 。 な お ， こ こ で 紹 介 し た 研究成果の一部 は ， 当研

究室の古谷， I週 中 ， 金森， 近藤， GllYCIUK， 杉本， 永井，

石原 ら に よ る も の であ り ， 記 し て 謝意 を 表 し た い。
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陸軍扇圃;tZ!i国閉園E覇軍軍

土 と 農薬一環境中 に お け る 農薬のゆ く え-
鍬塚昭 三 山 本広基 著

A 5 判， 200 頁 定価 3 ， 675 円 (本体 3 ， 500 円 + 税) 送料 310 円

土 は ， 多 く の も の に 対 し て 分解能力 を持 ち ， 環境浄化 に 大 き く 寄与 し て い る . 本書 は ， こ の 土 と 良薬

と の 関係 に つ い て 取 り ま と め た 告 で， 土 そ の も の の ， 性質 ・ 分類 ・ 土境 中 の 生物 の 解説か ら ， 土壌 中 に

お け る 良薬の挙動 で は ， 散布 さ れ た 山誕の行方， 出�の分解 汲岩 と 移動 ・ 土壌生物への影響 に つ い て

解説， ま た 良薬各論 で は， 代表 的 な 32 種類の J�薬 に つ い て 具体例 を 解説 し て い る . 付 表 と し て ， 各稲山

菜の土岐 中 に お け る 半減期， 土J袋吸器試験 用 の 土;嬢資料の土性の表 を収載す る . こ の 分野 を 理解 す る た

め の格好の手引 書 で あ る .

お 申 し 込 み は ， 直接本会出版情報 グ ル ー プ に 申 し 込 むか， お近 く のぞl'I苫てもお取 り 寄せ 下 さ い.
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