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１ 研究課題名：ミトコンドリア病発生制御分子の認識機構の解明 

 

２ 研究者氏名：秋光 和也 

 

３ 研究のねらい： 

糸状菌の生産する毒素により引き起こされる植物ミトコンドリア病に関する研究を進める。この

毒素への感受性は、ミトコンドリアゲノム遺伝子 ACRS で決定され、毒素への感受性／抵抗性は

ACRSmRNA へのプロセッシングの有無により決定される。本研究は、この核ゲノム由来の

ACRSmRNA プロセッシングに関連する蛋白質の遺伝子単離と制御メカニズムの解明を目指す。

また、本毒素により阻害される宿主防御機構と、病原菌において毒素生合成に関与する遺伝子ク

ラスターの単離と解析を進める。 

 

４ 研究成果： 

カンキツに感染する病原性 Alternaria 菌の感染機構に関する研究を進めた。特定のカンキツ品

種に発病する Alternaria 病は、1903 年オーストラリアで最初に報告され、現在では世界各地のカ

ンキツ栽培地帯で重要病害となっている。本病原菌は、当初A. citriと同定されたが、後にタンゼリ

ン・マンダリン等を宿主とする系統とラフレモンを宿主とする系統の異なる宿主範囲を持つ２系統

の A. alternata により引き起こされ、またそれぞれの系統が異なる宿主特異的毒素を生産すること

が明らかになった。現在では、これら２系統は A. alternata tangerine pathotype と A. alternata 
rough lemon pathotype と呼ばれ、またそれぞれの系統が生成する ACT および ACR 毒素はその

化学構造も明らかにされた（図）。 

 
図 ACT・ACR 毒素の化学構造 

 この宿主特異的毒素の一つである ACR 毒素の

第一次作用点は宿主細胞のミトコンドリアにあり、

毒素の作用機構は酸化的リン酸化の脱共役と補

因子の漏出による TCA 回路の停止である。この

毒素に対する宿主カンキツのレセプター遺伝子探

索を進め、ドーパミン、グルタミン酸、黄体形成ホ

ルモン等のレセプターの部分領域と高い相同性

を示すラフレモンミトコンドリアゲノム遺伝子

ACRS を単離した。 

ＡCRS 遺伝子を介した宿主特異性決定機構の

解析をさらに進展させ、毒素への感受性／抵抗性 

は本遺伝子転写物へのプロセッシングの有無により制御されていることも明らかにした。ACR 毒

素はラフレモンミトコンドリアにのみ、脱共役と TCA 回路関連補因子のミトコンドリア外部への漏出

を誘起する。また、pH 電極と単離ミトコンドリアを用いた解析でも、ACR 毒素処理直後から膜電位

の消失がおこり、ACR 毒素の作用機構は毒素処理直後に起こるミトコンドリア膜への孔（pore）形

成ではないかと推測された。ACRS の推定アミノ酸配列から本遺伝子産物の分子量は 6683 と算

出されたが、 ACRS 抗体により、ラフレモンミトコンドリア画分から本遺伝子産物の 2,3,4 量体が検

出され、ACRS は SDS-PAGE により解離しない SDS 耐性型多量体を形成することが明らかとなっ

た。このような SDS 耐性型の多量体形成蛋白質は、孔形成型の膜貫入レセプター蛋白質に多く、

ACR毒素の作用であるミトコンドリア膜への孔形成による脱共役と TCA 回路の補因子の漏出と合

致した。そこで、サブミトコンドリアパーティクルを用いたミトコンドリア膜の孔形成の実測を試みた。

サブミトコンドリアパーティクルとは、ミトコンドリア膜に膜蛋白質等を貫入されたままの状態で、リ

ポーソームを形成させたものである。このサブミトコンドリアパーティクル形成時に蛍光色素である

ANTS とその消光剤である DNTP の複合体を混入して、毒素処理後に孔形成が起きて、

ANTS/DNTP が漏出すると DNTP が解離して、ANTS 由来の蛍光が測定できる。本手法により、孔

形成の実測を行ったところ、ラフレモンミトコンドリア膜に毒素を処理した場合にのみ、膜に孔形成
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がおきて膜内の物質の漏出が認められた。この膜への孔形成は、ACRS を発現させた大腸菌膜

由来のパーティクルを用いた検定においても認められ、ラフレモンミトコンドリアにおける ACR 毒素

処理後の孔形成は ACRS 発現産物との相互反応の結果誘起されることを明らかにした。 

 先にも述べたように、ACR 毒素への感受性／抵抗性は本遺伝子転写物へのプロセッシングの

有無により制御されている。このプロセッシングに関与する因子は核遺伝子支配であり、毒素抵

抗性の 2 品種の細胞を融合させ、核とオルガネラの由来が異なるサイブリッドにすると、核因子と

オルガネラの不親和により ACRSｍRNA のプロセッシングが起きずに毒素感受化する。そこでこ

の核遺伝子由来のプロセッシングに関与する因子の単離に向けて 2 つの研究を進めた。 

一つ目の研究は、ACRS を発現ベクターにより発現させることにより感受化した大腸菌ゲノムに、

毒素抵抗性植物の cDNA ライブラリーを溶原化させ、ACRS と cDNA の共発現により毒素感受性

が消失した個体を選抜した。毒素感受性が消失した個体の挿入 cDNA を解析したところ、19 bp の

cDNA でその配列から ACRSmRNA の 3 カ所にアニールする可能性が示された。近年、短鎖の

RNA が microRNA として生物的に重要な役割を果たすことが明らかにされてきた。この 19 bpRNA

が ACRSmRNA の修飾にどのような役割を持つのかは現時点では明らかではないが、継続してそ

の役割の解明に努めたい。 

次に ACRSmRNA を StrepTag 法でセファロースに結合させてアフィニティーカラムを作製した。

このカラムを用いて、毒素抵抗性カンキツ葉組織磨砕液の可溶性蛋白質画分から分子量約 30kd

の ACRSmRNA 結合蛋白質を単離した。本手法は、mRNA と 30kd 蛋白質が結合した状態で回収

するが、mRNA 結合は 30kd 蛋白質のトリプシンへの耐性を誘導し、アミノ酸内部配列の決定が困

難であった。そこで、mRNA を解離させる条件下でトリプシン処理して、6 つのトリプシン処理断片

からそれぞれ 3 から 7 残基のアミノ酸配列を決定した。この配列をもとに RT-PCR で本蛋白質遺

伝子の内部配列を決定したところ、動物の RNP タイプの RNA 結合蛋白質と配列類似性が認めら

れた。これまで、植物では RNP タイプの RNA 結合蛋白質の研究例は少ないが、葉緑体に局在す

る同タイプの RNA 結合蛋白質の研究例で、免沈により premature な tRNA が落ちてきた例があっ

た。葉緑体での研究はその後進んでいないが、ACRS はミトコンドリアゲノムの tRNA-Ala の介在

領域に座乗することから、本 30kd 蛋白質は標的とする ACRSmRNA 結合蛋白質であり、本蛋白質

を毒素感受性カンキツで発現させ、ミトコンドリアに局在させることにより、ACRSmRNA 結合による

翻訳阻害を引き起こし、毒素レセプターの欠損による耐性化が期待できると考えている。 

ACR および ACT 両毒素を生産し、タンゼリン及びラフレモンの両植物に対し病原性を示すフロリ

ダ産圃場菌株 BC3-5-1-OS2A を得た。この OS2A 株の染色体をパルスフィールド電気泳動で解

析したところ、これまで 10 個の生合成遺伝子を単離して、その機能を解析してきた ACT 毒素生合

成遺伝子クラスターが 1.05Mb の小型染色体に座乗し、ACR 毒素生合成関連遺伝子は 2.0Mb と

1.05Mb 染色体に座乗することが明らかとなった。この ACR 毒素生合成関連遺伝子は、ACR 毒素

生産菌株のみが保有する 1.5 Mb の小型染色体に座乗することを明らかにした。本病原菌 HC1 株

のゲノム DNA を用いて BAC ライブラリーを作製して、HC1 株の 1.5 Mb 小型染色体に座上するゲ

ノム領域から作製した RP10-2 プローブを用いて BAC ライブラリーを選抜し、BAC クローン 3M8 を

得た。この BAC クローン 3M8 の挿入ゲノム領域約 100,000 bp の塩基配列決定をショットガン法に

より試み、総決定配列数610,740 bpからアッセンブル解析を行い、平均リダンダンシー5.34で配列

長が数百 bp から 58,600 bp の 16 個の contigs を得た。得られた contigs の配列解析により推定

ORF を導き出し、各種 Alternaria 宿主特異的毒素生産・非生産菌ゲノムにおけるそれぞれの ORF

配列の分布検定を行ったところ、その中に rough lemon pathotype のゲノムにのみ特異的に存在

する ORF がいくつか存在することが明らかとなった。 

さらに、ACR 毒素感受性のラフレモンの防御機構を明らかにするために、非病原性 Alternaria
属菌 (SH20) を接種して抵抗性を誘導したラフレモン葉から調製した cDNA と、無処理葉から調

製した cDNA を用いて subtractive PCRを行い、抵抗性誘導下でより強く発現する遺伝子の探索を

試みた。得られた 500 クローンの配列を解析した結果、 約 6％のクローンが抵抗性に関連すると

既に報告されている遺伝子と相同性を示し、 約 10％は病原菌以外のストレス応答性関連遺伝子

と相同性を示した。得られた各遺伝子の解析を順次進展させ、10 個の遺伝子の機能解析を完了

した。また、Alternaria 属菌で宿主特異的毒素を生産しない菌株も用いて、毒素以外の病原性因
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子として細胞壁分解酵素の機能を解析した。 

 

５ 自己評価： 

研究開始時の最大の目標とした ACR 毒素のレセプター遺伝子 mRNA に結合する蛋白質の単

離に成功した。このことから研究期間の目標の最低限はクリアーしたと考える。また、ACR 毒素生

合成に関与する遺伝子クラスターも特定でき、標的遺伝子破壊法を用いた個々の遺伝子の機能

解析が順調に進んでいる。さらに、病原菌に対する防御関連遺伝子の単離と、毒素を生産しない

タイプの Alternaria 属菌の病原性因子として細胞壁分解酵素の機能を解析することができた。こ

れらの成果より、当初の目標以上の進展・成果が得られたと考える。今後これらの成果の論文公

表により、より目に見える形で成果を示していく。 

 

６ 研究総括の見解： 

糸状菌毒素 ACR に対するミトコンドリア遺伝子のコードする受容体ＡＣＲＳを同定し、そのミトコ

ンドリア膜に穴を開ける機構を明らかにしたこと、核遺伝子でコードされる３０ＫＤ蛋白質がＡＣＲＳ

ｍＲＮＡに結合して翻訳を阻害することによりＡＣＲＳの産生を抑え毒素耐性をもたらす機構を解明

したこと、は研究の目的を見事に達成した成果として高く評価できる。１９ｂｐＲＮＡの関与などまだ

解けない謎の解明が楽しみである。植物におけるこのような機構の存在の意義から何か人の疾

病克服へのヒントが期待される。 
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