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略号 
 
‒LW: synthetic defined medium lacking leucine and tryptophan 
‒LWH: synthetic defined medium lacking leucine, tryptophan and histidine 
‒LWH + 3AT: synthetic defined medium lacking leucine, tryptophan and histidine with 
3-amino-1,2,4-triazole  
‒LWAH: synthetic defined medium lacking leucine, tryptophan, histidine and adenine 
AP1: APETALA 1 
CBB: coomassie brilliant blue 
DTT: dithiothreitol 
DW: distilled water 
EtBr: ethidium bromide 
GFP: green fluorescent protein 
GST: glutathione S-transferase 
GUS: β-glucuronidase 
MTF: MADS-box transcription factor 
OD: optimal density  
ORF: open reading frame 
OY onion yellows 
PCR: polymerase chain reaction 
PDB: protein data Bank 
PHYL1: phytoplasmal effector causing phyllody symptoms 1  
PMU: potential mobile unit 
RAD23: radiation sensitive 23 
RMSD: root mean square deviation 
SAP54: secreted AYWB protein 54 
SD: synthetic defined medium 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SEP: SEPALLATA 
TRV: tobacco rattle virus 
Y2H: yeast two hybrid assay 
YFP: yellow fluorescent protein  
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第１章 緒論 

1.1 ファイトプラズマ属細菌 

1.1.1 植物病原細菌ファイトプラズマ 

 ファイトプラズマ属細菌 (‘Candidatus Phytoplasma spp.’) は、1,000種以上の様々な植物の篩部

に感染し病気を引き起こす、絶対寄生性の植物病原細菌である。ファイトプラズマに感染した植物は、

正常な生育が阻害され、農作物に収量の減少および品質の低下を引き起こすため、しばしば農業上問

題となる。ファイトプラズマに対する抵抗性品種や農業現場で有効な治療手段は確立していないため、

一度発生すると篩部吸汁性昆虫に媒介されて急速に蔓延し、発生地域に壊滅的な経済的被害を与える 

(Strauss, 2009; Gurr et al., 2016; Macrone, 2017; Kumari et al., 2019)。そのため、ファイトプラ

ズマの昆虫媒介や病原性を中心とした生物学的性状を理解し、ファイトプラズマ病の防除戦略の基盤

を構築していくことが農業上重要である。 

 ファイトプラズマは、1967年に萎縮黄化症状を示す植物の超薄切片観察によりその存在が初めて確

認され (土居ら, 1967)、その後、世界各国で様々な植物の病原不明の類似病害の原因であることが追

認された。ファイトプラズマは細胞壁を持たず、電子顕微鏡下において細胞膜に包まれた不定形粒子 

(直径0.2‒0.8 µm) として観察される (図1.1)。このような形態はヒトや家畜を含む動物に感染し病気

を引き起こすマイコプラズマ (mycoplasma) と類似しているため、発見当初はmycoplasma-like 

organism (MLO) と呼ばれた。その後、分子系統解析によりMLOはマイコプラズマ属と同じ

Mollicutes綱において独立した単系統群を形成することが判明した (Namba et al., 1993)。その後、

2004年にMLOは新設の暫定属（ファイトプラズマ属）に分類された。 

 ファイトプラズマを媒介する昆虫は、ヨコバイ、ウンカ、キジラミといったカメムシ目昆虫である 

(図1.2)。植物においてファイトプラズマは篩部のみに局在し、昆虫が感染植物の篩管液を吸汁するこ
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とで、口針を介して昆虫の中腸に到達する。その後、昆虫の体内で増殖しながら腸壁を通過して血体

腔内に侵入し、やがて唾腺を含む昆虫の全身に感染する。ファイトプラズマを保毒した昆虫が新たに

健全植物を吸汁することで、ファイトプラズマは唾液とともに植物の篩管内に放出され、新たな植物

へと感染する (図1.2; Namba, 2019)。なお、昆虫を介さない伝染様式として、接ぎ木等の栄養繁殖

による伝染や、ファイトプラズマに感染した寄生植物ネナシカズラ (Cascuta spp.; ヒルガオ科ネナシ

カズラ属) による伝染が知られている (Kaminska and Korbin, 1999)。 

 

図1.1 ファイトプラズマの電子顕微鏡写真 

 植物の篩管で観察されたマイコプラズマ様微生物 (赤矢頭) の電子顕微鏡写真。(土居ら, 1967)。 

  

Plate I
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図1.2 ファイトプラズマの感染環 

 ファイトプラズマは植物の篩部から口針を介して篩部吸汁性昆虫に獲得され、昆虫の腸に入る (獲得吸汁)。吸汁された

ファイトプラズマは昆虫体内の3つの障壁 (腸、血体腔、唾腺) を越えて新たに植物に媒介される (接種吸汁)。新たな植

物に侵入したファイトプラズマは増殖して植物体全身の篩部に感染し、様々な特徴的な症状を引き起こす (難波, 2017)。 
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1.1.2 ファイトプラズマの分類 

 分子系統学的にファイトプラズマ属はマイコプラズマ属やスピロプラズマ属など、細胞壁を欠きゲ

ノムサイズが極めて小さい細菌からなるFirmicutes門Mollicutes網に分類される (図1.3)。これまで

にファイトプラズマ属には40以上の暫定種が報告されている (Namba, 2019)。各暫定種は

International Journal of Systemic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) への掲載により認めら

れ、その際には基準となる参考株 (reference strain) が定められる。新たな暫定種として認められる

基準は、16S rRNA遺伝子の1,200塩基以上の配列が、既存のいずれの参考株の配列とも配列同一性

が97.5%未満である場合、あるいは97.5%以上であっても宿主範囲、媒介昆虫、病原性などが既存の

暫定種と大きく異なる場合である (IRPCM, 2004)。 

 他のMollicutes網の細菌 (マイコプラズマやスピロプラズマなど) の多くは人工培地上で単離およ

び純粋培養が可能であるが、ファイトプラズマの純粋培養は困難である (Namba, 2019)。そのため、

ファイトプラズマに対しては一般的な細菌の解析で行われているような生物学的性状の解析や、形質

転換体の作出は困難であり、ゲノム情報に基づいた分子生物学的研究によりその性状や病原性の解析

が行われている。 
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図1.3 ファイトプラズマ属の系統学的位置と分類体系 

 ファイトプラズマ属はマイコプラズマと同じMollicutes綱に属する。現在では40以上の暫定種に分類される 

(Namba, 2019)。 

  

operons.39) When closely related phytoplasmas with-
in the same ‘Candidatus’ species are compared,
housekeeping gene sequences are used in addition to
those of 16S rDNA sequences for finer molecular
characterization.40)–42)

These findings dramatically simplified the de-
tection, diagnosis, and classification of MLOs, as well
as encouraging phytoplasma research around the
world.

4. Maintenance and mutation of phytoplasmas

Since the late nineteenth century, microbiology
has relied on the ability to grow pure cultures of
microorganisms on artificial media.43) Such culture
enables the isolation, maintenance, propagation, and
mutagenesis of microorganisms of interest, and plays
central roles in many studies of microbial taxonomy
and plant pathology. However, it is difficult to
culture phytoplasmas, and maintenance requires
periodic insect-vector-mediated transmission or
grafting. The onion yellows phytoplasma (‘Ca. P.
asteris’) OY-W (wild-type line) was selected for
study because it has been stably maintained in a

plant host [garland chrysanthemum (Glebionis cor-
onaria)] using an insect vector (Macrosteles strii-
frons), and has been widely used as an experimental
model in Japan. Garland chrysanthemum is a small
long-lived plant that is suitable for propagation of
both the phytoplasma and its insect vector. The
isolation of phytoplasma mutant lines was attempted
to identify the determinants of differences in their
phenotypes. OY-M (mildly pathogenic line) was
isolated from OY-W, which has been maintained
with the aid of plant and insect hosts for 20 years
(Fig. 5A); the mutant exhibits almost no plant
pathogenicity.44),45) The genome size of OY-W is ca.
1 million base pairs (Mbp) but that of OY-M is ca.
0.86Mbp. Furthermore, OY-NIM (non-insect-trans-
missible derivative of OY-M) was isolated after
maintenance of OY-M in plants via periodic grafting
onto healthy plants over 2 years (Fig. 5B).45) OY-
NIM was not detected in the insect vector at any time
after acquisition feeding on OY-NIM-infected plants,
implying that the mutant cannot be acquired or
multiply in the insect. The development of these first
phytoplasma mutants (Fig. 5C) allowed us to take

Fig. 4. Phylogenetic tree of life. MLOs are included in class Mollicutes (together with mycoplasmas), but they form a distinct group
designated as the new genus ‘Ca. Phytoplasma’. More than 40 species have been described to date. This figure was reproduced with
modifications based on the original literature.124)

S. NAMBA [Vol. 95,404
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1.1.3 ファイトプラズマのゲノム解析 

 ファイトプラズマのゲノムは、2004年にタマネギ萎黄病ファイトプラズマ弱毒株 (‘Ca. P. asteris’ 

OY-M strain) で初めて解読された (Oshima et al., 2004)。OY-Mは全長約860 kbpの環状染色体に

加え、2つのプラスミドを有する (Nishigawa et al., 2001, 2002a, 2002b)。他のMollicutes綱細菌

と同様に染色体のGC含量は28%と低く、754個のORFの存在が予測された (Oshima et al., 2004)。

うち、257個は既知の遺伝子と相同性が認められず、機能未知であった (Oshima et al., 2004)。その

後、次世代シーケンサーの登場によりファイトプラズマのゲノム解読は様々な種・系統で進み、2019

年10月現在では、7系統の全ゲノム (Bai et al., 2006; Kube et al., 2008; Tran-Nguyen et al., 2008; 

Andersen et al., 2013; Orlovskis et al., 2017; J. Wang et al., 2018) および、20系統以上のドラフ

トゲノム配列 (Carle et al., 2011; Saccardo et al., 2012; Chung et al., 2013; Mitrović et al., 2014; 

Chen et al., 2014; Kakizawa et al., 2014; Pacifico et al., 2015; Quaglino et al., 2015; Lee, et al., 

2015; Chang et al., 2015; Fischer et al., 2016; Zamorano and Fiore, 2016; Cho et al., 2019; 

Coetzee et al., 2019; Music et al., 2019) が報告されている。 

 これらのゲノム情報から、ファイトプラズマゲノムの特徴の１つとして、核酸再利用系、転写・翻

訳、細胞膜合成、タンパク質輸送に関わる遺伝子を維持している一方で、多くの代謝系関連遺伝子を

欠損していることが挙げられる (Oshima et al., 2013)。これは、ファイトプラズマが植物体の中でも

特に環境の安定した篩部組織に生息することにより、遺伝子の多くを失う退行的進化を遂げたためと

考えられる。ファイトプラズマの人工培養系がこれまでに確立されていないことも、他のMollicutes

綱細菌と比較して多くの代謝系関連遺伝子を失ったことに起因すると推察されている。  
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図1.4 退行的進化を遂げたファイトプラズマの代謝経路 

 ファイトプラズマゲノムでは他の細菌がもつ代謝経路の遺伝子の多くが欠失している (難波, 2017)。青色: 枯草菌 

(Bacillus subtilis)、マイコプラズマ、ファイトプラズマで保存されている代謝経路。赤色: マイコプラズマ、ファイトプ
ラズマで失われている代謝経路。緑色: ファイトプラズマで失われている代謝経路。 
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1.1.4 Potential mobile unit (PMU) 

 代謝経路に関わる遺伝子の欠失に加え、遺伝子の重複が多いこともファイトプラズマのゲノムの特

徴として挙げられる。一般的な細菌のゲノム上に１コピーしか存在しない遺伝子群でも、ファイトプ

ラズマのゲノム上には多コピー存在する場合がある (表1.1)。OY-M系統では、このような重複遺伝

子群が主に4カ所の領域に集中し、全遺伝子の18％、全ゲノム領域の23％を占める (Jomantiene and 

Davis, 2006)。また、重複遺伝子群は5′-fliA-ssb-himA-hflB…tmk-dnaB-dnaG-tra5-3′ のような規則

性をもつ遺伝子クラスター (約10‒20 kbp) を形成することが多い (図1.5)。このクラスターは多くの

ファイトプラズマゲノム上に存在し、DNA複製関連遺伝子ならびに転移酵素をコードする遺伝子を含

むことから、複製しながらゲノム上を転移するトランスポゾン様の領域と推測され、potential mobile 

unit (PMU) と呼ばれている (Bai et al., 2006; Oshima et al., 2013; Chung et al., 2013; Ku et al., 

2013; Cho et al., 2019; Music et al., 2019)。 

 PMUには、ゲノム構造の多様性を増加させる意義があると考えられている (Arashida et al., 

2008a)。PMUには繰り返し配列が多く、相同組換えや大規模な欠失が生じやすいためである。また、

PMUの重複遺伝子が新しい機能を獲得する可能性や、PMUの転移に伴って遺伝子が破壊される可能

性が指摘されている。Arashidaらは、OYファイトプラズマを由来とするOY-M分離株 (弱毒株) と

OY-W分離株 (強毒株) のゲノムの差異は、上記に挙げたようなPMUの転移による遺伝子の獲得や破

壊によって生じたのではないかと考察している (Arashida et al., 2008a)。 

 さらに、PMUには多数のエフェクターが保持されているという特徴がある (Sugio and Hogenhout, 

2012)。エフェクターとは、宿主細胞内で直接作用する病原体のタンパク質のことであり、病原体が感

染を成立させるために宿主環境を制御する役割をもつ (Wirthmueller et al., 2013; 1.3.1項)。‘Ca. P. 

asteris’ Aster yellows witches' broom (AY-WB) 系統の場合、ゲノム上に予測される56個のエフェ
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クターのうち、34個がPMUに座乗している (Toruño et al., 2010)。例えば、昆虫体内で機能すると

考えられているSAP36や、植物に形態異常を引き起こすSAP11やSAP54がPMUに座乗している 

(Sugio and Hogenhout, 2012; 3.1.2項)。PMUは宿主体内で機能するエフェクターを多数保持する

ことを通じて、ファイトプラズマの宿主生物への適応にも寄与していると考えられている。 
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遺伝子a COGb コピー数 機能 

dam L 7 DNAアデニンメチラーゼ 

dnaB L 15 DNAヘリカーゼ 

dnaG L 14 DNAプライマーゼ 

fliA K 13 RNAポリメラーゼシグマサブユニット 

hflB O 24 ATP依存型Znプロテアーゼ 

himA L 15 DNA結合タンパク質 (ファージ組み込み宿主因子)  

sbcC L 5 DNA修復に関するタンパク質 

smc D 6 細胞分裂関連タンパク質 

ssb L 17 一本鎖DNA結合タンパク質 

tmk F 11 チミジル酸キナーゼ 

tra5 L 12 トランスポザーゼc 

uvrD L 8 UVによるDNA損傷の際に働くDNAヘリカーゼ 

表1.1 OY-Mゲノムに複数コピー存在する遺伝子 (Arashida et al., 2008a)  
a 遺伝子名はCOG (Clusters of Orthologous Groups of proteins: http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

COG/index.html) データベースから採用した。 
b COGによる分類: D, 細胞分裂と染色体の分割; F, 核酸の輸送と代謝; K, 転写; L, DNA複製, 修復, 組換え) ; O, 翻訳後

修飾, タンパク質代謝, シャペロン 
c 挿入配列 (insertion sequence: IS) 様配列の構成要素 
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図1.5 OYファイトプラズマゲノム上に存在するpotential mobile unit (PMU) 

 ‘Ca. P. asteris’ OY-Mのゲノム上に存在するPMUを示した。tmk-dnaB-dnaG-tra5を含むPMUを実線で、
hflB-uvrDを破線で、fliA-ssb-himAを点線で示している (Arashida et al., 2008a)。  
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1.2 花の形態異常を伴うファイトプラズマ病 

1.2.1 様々な植物における花の形態異常 

 ファイトプラズマ病の最大の特徴は、宿主植物に独特の形態異常を引き起こす点である。代表的な

例として、ファイトプラズマは双子葉・単子葉植物含めた様々な被子植物に花の形態異常を引き起こ

すことが報告されている (図1.6; Chaturvedi et al., 2010; Musetti and Pagliari, 2019)。花の形態異

常を呈する植物はその特徴的な外観から古来より珍重されてきたが、放置しておけば病気の感染源と

なるため商業利用には適さない。以下では、花のユニークな形態異常を引き起こす一方で、近年農業

生産における被害が国内外で注目されているファイトプラズマ病3例 (アジサイ, ゴマ, イチゴ) につ

いて要約する。 

 

アジサイ (Hydrangea spp.)  

 アジサイはアジサイ科アジサイ属の低木落葉樹である。アジサイは日本原産であるが、1789年にイ

ギリスに導入されて以後、フランス、ドイツ、ロシア、アメリカなど世界各国で栽培されている。花

の形態異常がファイトプラズマ感染によるものだと解明される以前は、花色や形態の希少さから、感

染アジサイが希少品種として登録されていた事例もある。しかし、当該アジサイからファイトプラズ

マが検出されたため、現在では品種登録から除外されている。 

 葉化症状を呈するアジサイにファイトプラズマが感染していることは、ベルギー (Schneider and 

Seemüller, 1994a, b)、イタリア (Welvaert et al., 1975; Bertaccini et al., 1992)、カナダ (Hiruki et 

al., 1994)、フランス (Cousin and Sharma, 1986)、アメリカ (Hearon et al., 1976) で報告された。

ベルギーで報告されたHYDP系統、およびイタリアで報告されたHYPh系統について16s rRNAの
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遺伝子配列が解読されたところ、いずれも‘Candidatus Phytoplasma asteris’に属していた 

(Schneider and Seemüller, 1994a, b; Bertaccini et al., 1992)。 

 日本では1994年から1995年にかけて、栃木県、静岡県、大分県で採取された緑化または葉化症

状を示すアジサイ、ガクアジサイ、ヤマアジサイにおいて、電子顕微鏡観察、PCRなどにより、ファ

イトプラズマの感染が初確認された (Kanehira et al., 1996)。これら3株のアジサイに感染したファ

イトプラズマの16S rRNA遺伝子の塩基配列は互いに一致した一方で、海外でアジサイ葉化病の病原

として報告されていた‘Ca. P. asteris’を含む既知の種と相同性が低く、新暫定種 ‘Ca. P. japonicum’

に属するJapanese hydrangea phyllody (JHP) 系統であると報告された (Sawayanagi et al., 1999)。

さらに、2011年に群馬県で発生した葉化アジサイのファイトプラズマ種を同定したところ、‘Ca. P. 

asteris’に属することが明らかとなり、本系統はHydrangea phyllody (HP) 系統と命名されている (図

1.6A; Takinami et al., 2013)。 

 ファイトプラズマが感染したアジサイは数年以内に枯死するため、重要病害として認識されている。

アジサイは品種改良の際に有性繁殖を行なう以外は、挿し木による栄養繁殖による繁殖を行なうこと

が一般的である (川原田ら, 2010) 。そのため、病気の母樹が用いられた場合は伝染源の拡散につなが

る。 

 

ゴマ (Sesamum indicum)  

 ゴマはゴマ科の一年草であり、主にミャンマー、中国、インドなどで盛んに生産されている。ゴマ

は主に種子が食材や食用油などの油製品の材料とされるなど、広く利用される。特に、ゴマの生育の

早さは、中間作物として有用である (Salehi et al., 2017)。一方で、他の主要作物と比べて栽培体系が

確立しておらず、生物的あるいは非生物的ストレス耐性をもつゴマの品種の開発が遅れている。生物

的ストレスの中でも、ファイトプラズマによるSesame phyllody disease (SP) は熱帯、亜熱帯におけ
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る重要病害であり、発病したゴマでは主に花の緑化、葉化、および突き抜け症状が生じるために種子

が出来ず (図1.6B)、大きな経済的損失につながる (Rao et al., 2015)。SPは熱帯・亜熱帯地域を中心

に様々な国 (韓国、インド、ミャンマー、イラン、オマーン、台湾、タイ、トルコ、ブルキナファソ、

エチオピア、イラク、イスラエル、メキシコ、ナイジェリア、スーダン、タンザニア、ウガンダ、ベ

ネズエラ) で報告されている (Salehi et al., 2017)。これまでに、接ぎ木、ネナシカズラ、および4種

のヨコバイ (Hishimonus phycitis, Orosius albicinctus, O. cellulosus Lindberg, Circulifer 

haematoceps) によって伝染することが報告されている (Salehi et al., 2017)。葉化症状を呈するゴマ

からは互いに遠縁な関係にある4種のファイトプラズマ (‘Ca. P. asteris’, ‘Ca. P. aurantifolia’, ‘Ca. P. 

phoenicum’, ‘Ca. P. trifolii’) が同定され (Nabi et al., 2015; Salehi et al., 2017)、SPは様々なファ

イトプラズマによって引き起こされることが明らかになっている。 

 

イチゴ (Fragaria × ananassa)  

 イチゴはバラ科の多年草であり、世界各地で栽培されている。中でもアメリカ大陸で広く栽培され

て、米国とメキシコのイチゴ生産量は中国に次いでそれぞれ２位、３位である他、アルゼンチン、チ

リなど他の中南米諸国も重要なイチゴ生産国である。ファイトプラズマによるイチゴの花の形態異常

は、中央ヨーロッパで1959年に初めて発見されて以降 (Blattný jun C and Blattný sen C, 1959)、

カナダ (Gundersen et al., 1996)、チェコ (Honetšlegrová et al., 1996)、イタリア (Contaldo et al., 

2012)、アメリカ (Jomantiene et al., 1998)、アルゼンチン (Fernández et al., 2015)、メキシコ 

(Pérez-López and Dumonceaux, 2016)、ブラジル (Melo et al., 2018)、チリ (Cui et al., 2019) な

どラテンアメリカを中心に報告されている。花器官の形態異常を引き起こしたイチゴ果実は加工すら

できなくなり、商業価値を失うため (図1.6C; Pérez-López et al., 2017)、これらのファイトプラズマ

病はイチゴ生産における脅威となっている。これまでに、ヨーロッパとカナダでは ‘Ca. P. asteris’に
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属するファイトプラズマが検出されている一方で、アメリカと南米で検出されたファイトプラズマは

全て‘Ca. P. asteris’とは系統的に遠縁であり、一部は‘Ca. P. hispanicum’に属することが示された 

(Davis et al., 2016; Pérez-López et al., 2019; Cui et al., 2019)。これらのファイトプラズマの媒介昆

虫や伝染経路などは不明である。 

 

  

 
図1.6 ファイトプラズマによる花の形態異常 

 (A‒G) ファイトプラズマ感染により葉化症状を呈する植物。(A) アジサイ (白矢頭で示した株が葉化症状を呈する) 

(Takinami et al., 2013)。(B) ゴマ (Akhtar et al., 2008)。花弁が葉のような構造になり、雌しべから新たに茎を生じ
る。(C) イチゴ (Melo et al., 2017)。(D) Purple coneflower (Fránová et al., 2013)。(E) トマト (Navratil et al., 
2009)。(F) カボチャ (Salehi et al., 2015)。(G) カリフラワー (Cai et al., 2016)。 
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1.2.2 ファイトプラズマによる花器官の様々な形態変化 

 嵐田らはJHPファイトプラズマに感染したアジサイの症状についてさらに詳細な観察を行った。緑

化症状のアジサイは、がく片が緑化 (花器官が緑色を呈する) するだけで、他の花器官は正常である。

葉化症状のアジサイは、がく片が葉化 (花器官が葉のような構造になる)、花弁・雄しべは緑化、柱頭

は葉化し、子房は消失する。突き抜け症状を呈するアジサイは、葉化症状が見られたアジサイで見ら

れた症状に加え、雌しべが茎頂に変化し、そこからまた葉化した花が伸長する (図1.7)。以上より、

ファイトプラズマ感染植物で見られる緑化、葉化、突き抜け症状は同じメカニズムで誘導され、程度

の強弱により現れる病徴が、緑化＜葉化＜突き抜けへと変わる可能性が考えられた (Arashida et al., 

2008b)。また、各花器官別に見ると、がく片＞雌しべ＞花弁＞雄しべ、の順に葉化が起きやすいこと

も示唆された。  
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図1.7 JHPファイトプラズマ感染アジサイの花器官における形態観察 

 (A, E, I) 健全。(B‒D, F‒H, J‒L) JHPファイトプラズマ感染アジサイ。(B, F, J) 緑化症状を呈したアジサイ。がく片が

緑化している。(C, G, K) 葉化症状を呈したアジサイ。がく片は葉化し、中央部は緑化している。(D, H, L) 突き抜け症状

を呈したアジサイ。葉化症状に加えて、雌しべが茎頂へと変化している。(Arashida et al., 2008b)。  
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1.3 ファイロジェンによる葉化誘導機構 

1.3.1 葉化誘導因子ファイロジェンの同定 

 花器官への形態異常の原因を探るため、まず初めに宿主植物の生殖組織におけるファイトプラズマ

の局在が調べられてきた。その結果、ファイトプラズマは葉化した花器官の篩部組織に局在するもの

の、茎頂分裂組織にはいなかったことから、ファイトプラズマは篩部組織から間接的に茎頂分裂組織

に影響を与えることで葉化を誘導していることが示唆された (Arashida et al., 2008b)。そこで、ファ

イトプラズマから菌体外に放出され、宿主の細胞機能に直接作用するエフェクターを対象とした病原

性因子の探索が行われてきた。 

 MacLeanらはゲノム情報に基づき‘Ca. P. asteris’ aster yellows witches’ broom (AY-WB) 系統の

エフェクターを一つずつシロイヌナズナに形質転換した。その結果、ファイトプラズマ感染植物と類

似した葉化や緑化等の花器官の形態異常を呈するラインを見出し、原因タンパク質としてsecreted 

AYWB protein 54 (SAP54) を同定した。Maejimaらは‘Ca. P. asteris’ onion yellows (OY) 系統に

も当該タンパク質のホモログが保存され、葉化、緑化、突き抜け等の激しい花器官の形態異常を植物

に誘導することを見出し、それをコードする遺伝子をphytoplasmal effector causing phyllody 

symptoms 1 (PHYL1) と命名した (Maejima et al., 2014; 図1.8)。Yangらもまた‘Ca. P. aurantifolia’ 

peanut witches’ broom (PnWB) 系統のもつPHYL1OYホモログ (PHYL1PnWB) をシロイヌナズナに形

質転換し、同様の花器官の形態異常を引き起こすことを明らかにした (Yang et al., 2015)。以上のよ

うに、機能的に類似したホモログが複数種のファイトプラズマに見出されることから、これらはファ

イトプラズマに保存された遺伝子群であると考えられており、phyllody-inducing gene family 

(phyllogen: ファイロジェン) と総称されている (Maejima et al., 2014)。 
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図1.8 ファイロジェン発現植物の花の表現型 

 (A) 正常なシロイヌナズナの花。(B‒D) PHYL1OYを形質転換したシロイヌナズナの花 (Maejima et al., 2014)。形質
転換体では、がく片 (se) と花弁 (pe) が葉のような構造に変化し (B)、分裂組織が増え(C)、雌しべや、各花器官の基

部から先端に花をつけた茎が生じる (D)。(Maejima et al., 2014)。 
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1.3.2 花のABCEモデルとMADSドメイン転写因子 (MTF) 

 一般的な被子植物の花は、がく片、花弁、雄しべ、雌しべの4つの花器官から構成されている。各

花器官の形態形成には、A、B、C、Eクラスに分類されるMADSドメイン転写因子群 (MADS-box 

transcription factors: MTFs) が関与している。MTFsには四量体を形成することでDNAと結合する

性質があり、定められた組合せのMTFsの四量体が下流の遺伝子の発現を制御することで各花器官の

形成を誘導する (カルテットモデル; Theissen and Saedler, 2001; Kaufmann et al., 2005)。 

 葉化誘導因子ファイロジェンが同定される以前から、ファイトプラズマが感染した植物において、

一部のMTFの発現量が変動することが報告されていた (Pracros et al., 2006; Kitamura et al., 2009; 

Su et al., 2011; Himeno et al., 2011)。加えて、ファイトプラズマ感染植物が呈する花器官の形態異

常は、AおよびEクラスに属するMTFの欠損変異体の表現型に類似していた。Aクラスに属する

APETALA 1 (AP1) を欠失したシロイヌナズナは二次花を形成する (図1.9A)。また、近縁なMTFで

あるCAULIFLOWER (CAL)をコードする遺伝子とAP1の二重変異体シロイヌナズナでは、花器官の

分化が生じずに花芽が無数に生じる (図1.9B)。Eクラスに属するMTFはシロイヌナズナには4つ存

在し (SEPALLATA1‒4: SEP1‒4)、SEP1,2,3の三重変異体シロイヌナズナは花弁、雄しべががく片に

類似した形態を示すとともに、雌しべが茎に変化する (図1.9C)。さらに、SEP1,2,3,4の四重変異体

シロイヌナズナはがく片、花弁、雄しべが葉に類似した形態を示す (Ditta et al., 2004)。シロイヌナ

ズナだけでなく、Eクラスに属するMTFの機能が喪失したペチュニアやガーベラでも同様の花の形態

異常が観察される (図1.9D‒F)。以上の表現型はPHYL1OYやSAP54の形質転換体で見られる花の形

態異常と類似していることから (図1.8)、ファイロジェンはAクラスやEクラスに属するMTFsの機

能を阻害することで葉化を誘導する可能性が考えられていた。 
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図1.9 MTFの機能欠失による花の形態異常 

 (A) ap1変異体シロイヌナズナ。二次花の形成されている (Gregis et al., 2006)。(B) ap1/cal二重変異体シロイヌ
ナズナ。花芽が増生している (Ditta et al., 2004)。(C) sep1/sep2/sep3三重変異体シロイヌナズナ。花弁、雄しべの
代わりにがく片 (2, 3) が形成され、雌しべの代わりに先端に新たな花をもつ茎の構造 (4) が生じる (Ferrario et al., 
2003)。(D) Eクラスに属するFBP2遺伝子を欠失したペチュニア。(C)と同様の形態異常が生じる (Eckardt et al., 
2003)。(E) 正常なガーベラの花 (T. Zhang et al., 2017)。(F) ガーベラのもつ複数のSEP-like遺伝子の機能が喪失し
たガーベラの花。葉のような構造が生じる (T. Zhang et al., 2017)。 
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1.3.3 ファイロジェンによる標的MTFの分解誘導 

 そこで、PHYL1OYとSEP3、AP1、CALの結合能について、yeast two hybrid (Y2H) 法を用いて

検証したところ、PHYL1OYがこれらのMTFsに結合することが明らかになった (Maejima et al., 

2014)。続いて、PHYL1OYがSEP3、AP1、CALの蓄積量に与える影響について、in plantaでのタン

パク質の一過的発現によって検証したところ、PHYL1OYにはこれらのMTFsの蓄積量を減少させる活

性があることが明らかになった (図1.10A)。一方で、PHYL1OYはSEP3、AP1、CALの発現量には影

響を与えないことが明らかになった (Maejima et al., 2014)。さらに、形質転換体では、AP1とSEP3

の下流で正に制御されるBクラス (Ng and Yanofsky, 2001; Wu et al., 2012) に属するMTF 

(APETALA 3: AP3およびPISTILLATA: PI) の発現量が低下していることが明らかになった (図

1.10B)。これらの結果から、PHYL1OYはAおよびEクラスのMTFの分解を誘導し、その下流のB

クラスMTFの発現を抑制することで花の形態形成に関わるMTFの機能を阻害することが示唆された。 

 
図1.10 In plantaでのPHYL1のMTFsの蓄積量に与える影響の検証 

 (A) SEP3、AP1のN末端側にYFPを付加し、Nicotiana benthamiana葉にてGUSまたはPHYL1OYと共発現さ
せたところ、GUS区で観察されるYFP蛍光がPHYL1OY区では観察されなかった (Maejima et al., 2014)。(B) PHYL1OY
形質転換シロイヌナズナにおけるBクラスのMTF (AP3, PI) の発現変動。PHYL1OY形質転換シロイヌナズナではAP3

とPIの発現量が低下しているが、それ以外のMTF (SOC1, SVP, AGL24) は低下しない (Maejima et al., 2014)。  
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1.3.4 MTFの分解誘導におけるプロテアソーム系との関わり 

 プロテアソームは真核生物に広く保存された巨大なタンパク質複合体であり、細胞内で異常な構造

をとるタンパク質や不要なタンパク質を選択的に分解する機能を担う (Saeki, 2017)。一般的に、プロ

テアソームの分解の標的となるタンパク質は複数のユビキチンからなるポリユビキチン鎖による修飾 

(ポリユビキチン化) を受ける (Dantuna et al., 2009)。ポリユビキチン化されたタンパク質は、直接

的に、あるいはRADIATION SENSITIVE23 (RAD23)などのシャトルタンパク質を介してプロテアソ

ームへと運ばれる (Saeki, 2017)。このようなシャトルタンパク質は、プロテアソームおよびユビキチ

ンと相互作用するドメインを持つため、ユビキチン化タンパク質をプロテアソームに輸送すると考え

られる (図1.11A; Dantuna et al., 2009)。酵母を用いた実験では、ユビキチン化タンパク質とプロテ

アソーム間の相互作用は、2つのシャトルタンパク質、RAD23とDOMINANT SUPPRESSOR OF 

KAR2 (DSK2) に大きく依存していることが示されている (Tsuchiya et al., 2017)。シロイヌナズナ

のゲノム上には4つのRAD23アイソフォーム (RAD23A‒D) が存在する (Farmer et al., 2010)。 

 これまでにプロテアソーム阻害剤を用いた実験によって、ファイロジェンによるMTFの分解誘導

はプロテアソーム系を介して行われていることが明らかとなっている (図1.11B; Maejima et al., 

2014; MacLean et al., 2014)。さらに、ファイロジェンはMTFだけでなく、シロイヌナズナのもつ

4つのRAD23アイソフォーム (RAD23A‒D; Farmer et al., 2010) のうちRAD23C/Dに結合する性

質があること、rad23C/D二重変異体ではファイロジェンの葉化誘導能が著しく阻害されることも示

された (図1.11C‒D; MacLean et al., 2014)。 

 以上より、ファイロジェンによる標的MTFの分解誘導はプロテアソーム系を介して行われ、

RAD23は分解誘導において重要な役割を果たす可能性が高い。ただし、MTFの分解誘導において
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RAD23タンパク質がどのように関わるか、またユビキチンなどその他の因子の関わりについての詳

細は不明である。  



第 1章 緒論 

� ���

 

図1.11 ファイロジェンの機能とプロテアソームとの関連 

 (A) プロテアソーム分解におけるRAD23の機能。プロテアソーム分解の標的タンパク質は、ユビキチン活性化酵素 

(E1)、ユビキチン結合酵素 (E2)、およびユビキチンリガーゼ (E3) によってユビキチン化を受ける。RAD23はポリユ

ビキチン化タンパク質と19Sプロテアソームサブユニットのregulatory-particle non-ATPase subunit 1(Rpn1) に

結合することでポリユビキチン化タンパク質をプロテアソームへと輸送する (Dantuna et al., 2009)。(B) プロテアソ
ーム阻害剤処理時におけるファイロジェン (PHYL1OY) のSEP3分解能 (Maejima et al., 2014)。プロテアソーム阻害
剤の1つであるclasto-Lactacystin β-Lactone処理時にYFP-SEP3の蛍光が回復する。(C) 酵母内におけるファイ

ロジェン (SAP54) とシロイヌナズナのもつ4つのRAD23アイソフォーム (RAD23A‒D) との結合能。SAP54と

RAD23C/Dを発現する酵母は選択培地 (‒L/W/H) 上で生育することから、両者は結合すると考えられる。(D) ファイ

ロジェン (SAP54) を形質転換したシロイヌナズナの花。ファイロジェンを過剰発現してもrad23C/D変異体では花の
形態異常が軽微になる (MacLean et al., 2014)。  
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1.3.5 ファイロジェンによる葉化誘導モデル 

 以上の知見から、ファイトプラズマによる葉化誘導モデルは次のように提唱されている。葉化誘導

因子ファイロジェンは篩部細胞に局在するファイトプラズマによって分泌され、AクラスとEクラス

のMTFに結合してプロテアソーム系を介した分解を誘導する。それに伴ってBクラスの遺伝子の発

現量も低下する。結果、各花器官を形成するために必要なMTFsの機能を阻害し、葉化をはじめとし

た花器官の形態異常が誘導されると考えられる (図1.12)。 

 さらに、Kitazawaらはファイロジェンがアブラナ科のシロイヌナズナだけでなくナス科 (ペチュニ

ア)、ゴマ科 (ゴマ)、キク科 (ヒマワリ) 植物にも花の形態異常を引き起こすことを明らかにしている 

(図1.13; Kitazawa et al., 2017)。また、ファイロジェンが双子葉植物、単子葉植物を問わず複数の植

物の花器官形成関連MTFの分解を誘導したことから、ファイロジェンは広く被子植物の葉化に関与

することが示唆されている (Kitazawa et al., 2017)。以上より、ファイロジェンは花器官形成に関わ

るMTFと結合・分解することで、広範な植物で観察される花器官の形態異常の誘導において重要な

役割を担うと考えられる。 
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図1.12 ファイロジェンによる葉化誘導モデル 

 ファイロジェンはファイトプラズマから分泌されたのち、AおよびEクラスのMTFと結合してプロテアソーム系を介

した分解を誘導する。さらに、それぞれのMTFの下流で制御されるBクラスのMTFの発現を抑制する。カルテットモ

デルでは、各ABCEクラスの転写因子が図のように四量体を形成し、各花器官形成に関わる遺伝子の発現を制御すると

考えられている (Theissen and Saedler, 2001)。図の黒い曲線は、ターゲット遺伝子のプロモーター領域を表す。四

量体のうち各二量体がプロモーター領域中のCArGボックスと呼ばれるDNAモチーフ (灰色) にそれぞれ結合すると考

えられている (Kaufmann et al., 2005)。ファイロジェンがA、BおよびEクラスのMTFの機能を阻害することで葉
化が引き起こされると考えられる (難波, 2017)。 
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図1.13 ファイロジェンは様々な植物の花の形態異常を引き起こす 

 ウイルス (apple latent spherical virus: ALSV) ベクターを用いたPHYL1PnWB発現植物の表現型 (Kitazawa et al., 
2017)。ALSV-empty接種植物では花の形態異常は観察されない。ALSV-PHYL1PnWB接種植物では葉化症状が観察さ

れる。 
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 以上のように、葉化病はファイトプラズマが感染した様々な植物で報告され、花が葉のような構造

に変化する病害である。発病した植物は最終的に不稔を引き起こすとともに病気の感染源ともなるた

め、農家にとっての懸念事項である。ファイトプラズマのゲノム解読が進んだことをきっかけに、病

原性因子としてファイロジェンが同定され、その標的因子が明らかになるなど葉化病の発症機構が解

明されつつある。そのため、ファイロジェンの構造や配列の保存性および多様性を解析することは、

ファイトプラズマの病原性に関する分子機構の理解を深める上で重要である。 

 一方で、ファイロジェンの立体構造や配列情報に基づいて機能を解析した研究は少なく、葉化誘導

に重要な構造やアミノ酸についての知見は乏しかった。そこで本研究ではまず、ファイロジェンの結

晶構造解析を行い、ファイトプラズマのエフェクターで初めてその立体構造を決定し、αヘリックス

構造が機能に重要であることを明らかにした (第２章) 。次に、ファイロジェン間で保存されたαヘリ

ックス上のアミノ酸モチーフに着目したファイロジェン遺伝子の新しい探索法を用いて多様なファイ

トプラズマからファイロジェンを同定した。同定したファイロジェンの配列・系統解析を行ったとこ

ろ、ファイロジェンファミリーは4つの異なるグループ (Phyl-A, -B, -C, -D) に分かれ、ファイトプ

ラズマ属内で種を越えて水平伝搬している可能性が示唆された (第３章) 。最後に各グループのファイ

ロジェンの機能を比較解析することで、葉化誘導能を持たないグループ (Phyl-B) を発見した。さらに

phyl-Bグループに特徴的なアミノ酸多型に注目することで、phyl-Bグループに特徴的な１アミノ酸が

ファイロジェンの葉化誘導能を決定することを明らかにした (第４章) 。 
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なお、本研究の第２章は以下の国際学術誌にて発表された。本研究の第３章および第４章の内容は国

際学術誌に投稿中で、5年以内に雑誌等で刊行予定である。 

 

Iwabuchi N, Maejima K, Kitazawa Y, Miyatake H, Nishikawa M, Tokuda R, Koinuma H, 

Miyazaki A, Nijo T, Oshima K, Yamaji Y, Namba S. (2019) Crystal structure of phyllogen, a 

phyllody-inducing effector protein of phytoplasma. Biochemical and Biophysical Research 

Communications 513: 952‒957. 
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第２章 ファイロジェンの葉化誘導能に重要なαヘリックス構造 

2.1 序文 

2.1.1 タンパク質の構造生物学的解析 

 構造生物学の基本概念は「理解するためには見る必要がある」という古典的な考え方に立脚してい

る (Liljas et al., 2012)。たとえ非常に小さい生体高分子であっても、その立体構造や運動性に基づい

て生命現象を理解・推定する学問であり、現代の生命科学において柱となる分野の1つである。 

 ワトソンとクリックによって解明されたように、DNA分子は通常、その配列情報に関わらず単純な

二重螺旋構造をとる。その一方で、タンパク質はその不規則で多様な構造により、様々な機能を獲得

する。タンパク質の構造の多様性については、1958年に初めてミオグロビンの立体構造を明らかにし

たJohn Kendrewも次のような言葉で表現している (Branden and Tooze, 2000)。“おそらくこのタ

ンパク質分子の最も顕著な特徴は、複雑なことと対称性を欠如していることである。その構造には、

直感的に予測できる規則性がまったくなく、また、タンパク質構造に関するどんな理論が予測したも

のよりも複雑である”。以上のように、タンパク質の構造生物学的解析は配列情報では得られない三次

元情報をもとに生化学的機能およびその作用機序を理解・推定する上で重要である。今日では、デー

タベースの充実や構造解析技術の進歩により、タンパク質の構造生物学的な考え方や実験に容易にア

クセス可能になった。 

 植物病原菌のエフェクターの多くは宿主の防御応答を抑制することで病原体の感染に重要な役割を

果たすものの、既知のタンパク質とは配列類似性が低いため、その生化学的機能を推定することは難

しい (Franceschetti et al., 2017)。近年では、植物病原菌のゲノム情報が集積したこともあり、様々

なエフェクターの立体構造情報をもとに、植物の防御応答関連因子との結合や、酵素活性など分子的

な作用機序について研究が進められてきた (図2.1: Wirthmueller et al., 2013; Franceschetti et al., 
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2017)。難培養性細菌であるファイトプラズマにおいても近年では様々な種あるいは系統のゲノム情報

が集積し、病徴に関わるいくつかのエフェクターの機能が明らかになった。しかし、多くのファイト

プラズマのエフェクターは既報の植物病原菌のもつエフェクターと配列の類似性をもたず、立体構造

も不明だったため、配列情報のみでその生化学的機能とその作用機序を予測することは困難であった。 
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図2.1 植物病原菌のエフェクターの多様な立体構造 

 マゼンタ色はαヘリックス、緑色はβストランドを示す。Cf: Cladosporium fulvum, Ha: Hyaloperonospora 
arabidopsidis, Lm: Leptosphaeria maculans, Ml: Melampsora lini, Mo: Magnaporthe oryzae, Pa: Pythium 
aphanidermatum, Pc: Phytophthora capsica, PDB ID: Protein Data Bank ID, Ps: Pseudomonas syringae, Ptr: 
Pyrenophora tritici-repentis, Xc: Xanthomonas campestris, Xo: Xanthomonas oryzae。(Wirthmueller et al., 
2013; Franceschetti et al., 2017)。  
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2.1.2 タンパク質の基本構造 

 タンパク質を構成するアミノ酸 

 タンパク質を構成するアミノ酸は20種類あり、炭素にアミノ基、カルボキシ基、側鎖、水素が結合

し、側鎖の性質によって各アミノ酸の性質が決定する (河合ら, 2018)。疎水性アミノ酸 [アラニン (A), 

バリン (V), ロイシン (L), イソロイシン (I), プロリン (P), メチオニン (M), フェニルアラニン (F), 

トリプトファン (W)] は球状タンパク質の内側や膜タンパク質の膜中に多く見られ、側鎖の形成する

疎水性相互作用に寄与している。親水性アミノ酸は球状タンパク質の表面に存在して水分子と接し、

溶解性を付与したり、酵素の活性部位に位置して基質と水素結合を形成するなどの役割をもつ。中性

の親水性アミノ酸にはセリン (S), トレオニン (T), チロシン (Y), アスパラギン (N), グルタミン 

(Q), システイン (C) が含まれる。酸性の親水性アミノ酸にはアスパラギン酸 (D), グルタミン酸 (E) 

が含まれる。塩基性の親水性アミノ酸にはリシン (K), アルギニン (R), ヒスチジン (H) が含まれる。

グリシン (G) は側鎖をもたず、立体障害が少ないため、後述する二次構造間の折れ曲がり部位に局在

することが多い。 

 

基本的な二次構造 

 タンパク質の主鎖の特徴的な部分構造のことを二次構造という。規則的な二次構造としてαヘリッ

クスと複数のβストランドからなるβシートがあり、アミノ酸の種類によってどちらの構造を形成し

やすいかが決まる。 

 αヘリックスはアミノ酸の主鎖が右巻きの螺旋構造を形成し、側鎖が螺旋の外側に出ているような

構造であり、最も一般的な二次構造である。αヘリックスの螺旋は1巻あたり3.6残基で構成されて

いるため、1残基あたり100°回転する。そのため、ヘリックス軸を上から見下ろすとアミノ酸の側鎖
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はヘリックス軸から100°おきに突出する。その結果、アミノ酸配列が3‒4残基離れたアミノ酸残基の

側鎖はヘリックスの同一側面から突き出ることになる。多くのαヘリックスでは、[abcdefg]nの形式の

7残基反復 (heptad repeat) の中で、aとd残基を疎水性アミノ酸が占めている。このような性質は

とりわけ、コイルドコイル構造を形成するαヘリックスによく見られる (Lupas and Blassler, 2017)。

また、親水性残基と疎水性残基が配列上で3‒4残基離れて繰り返し分布すると、αヘリックスの一側

面が疎水性、その反対側の側面が親水性となる。このようなヘリックスは両親媒性ヘリックスと呼ば

れ、ヘリックスどうしの相互作用を安定化させる性質がある。 

 βストランドは主鎖が伸び切った構造をとり、βストランドが平行に2本以上並び、隣接したアミ

ノ酸どうしが水素結合により結合することでβシートが形成される。 
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2.1.3 ファイロジェンの標的となるMTFとRAD23タンパク質の立体構造 

 MTFはタンパク質の構造から２つの系統 (タイプIおよびII) に分類され、ファイロジェンは主に

タイプIIのMTFに結合する (MacLean et al., 2014)。タイプIIのMTFはMIKCと呼ばれる４つの

ドメイン [MADS DNA binding (M), intervening (I)、keratin-like coiled-coil (K)、C-terminal (C)] に

よって構成される (Kaufmann et al., 2005)。Mドメインは核移行シグナルを持ち、DNAとの結合特

異性に、IドメインはMTFどうしの特異的な二量体化形成に、KドメインはMTFどうしの二量体お

よび四量体化を形成するためのタンパク質間相互作用に、Cドメインは多量体化形成と転写調節を担

う (Kaufmann et al., 2005; Smaczniak et al., 2012; Puranik et al., 2014; Lai et al., 2019)。特に、

Kドメインを介したMTFの多量体化は花の形態形成に重要である (Hugouvieux et al., 2018) が、フ

ァイロジェンもまたKドメインに結合することが知られる (MacLean et al., 2014)。X線結晶構造解

析により、シロイヌナズナのEクラスMTFの１つであるSEP3のKドメインは２つのαヘリックス

構造を有することが明らかとなっている (図2.2A, B; Puranik et al., 2014; Rümpler et al., 2018)。K

ドメインのアミノ酸配列では、疎水性および親水性残基が規則的に配置されており (図2.2C, D; 

Rümpler et al., 2018)、両親媒性の性質を有している。同構造解析によって明らかになったKドメイ

ン多量体の構造により、ヘリックス内部の疎水性残基がMTFの多量体化に関与していることが示唆

されている (Puranik et al., 2014)。 

 RAD23は4つのドメイン、ubiquitin-like domain (UbL)、ubiquitin-associated domain (UBA) 1、

XPC/Rad4結合ドメインおよびUBA2ドメインによって構成される (図2.2E; Dantuma et al., 2009)。

RAD23はUbLドメインを介してプロテアソームと結合する一方で、UBAドメインを介してポリユビ

キチン鎖と結合することで基質をプロテアソームへと運搬すると考えられている (Dantuna et al., 

2009)。これまでにファイロジェンがRAD23のいずれのドメインに結合するかは不明である。 
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 ファイロジェンの標的となるMTF (Kドメイン) およびRAD23については、図2.2の通り立体構

造データが集積されている。その一方で、ファイロジェンの立体構造については報告がない。そこで、

本章ではX線結晶構造解析によってファイロジェンの立体構造を決定することで、ファイロジェンに

よるMTFおよびRAD23の認識機構について立体構造を通して分子レベルで理解することを目指した。 
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図2.2 ファイロジェンが認識するMTFとRAD23の立体構造 

 (A) SEP3のKドメインのコイルドコイル構造。Kドメインは3つのコイルドコイル構造 (K1、K2、K3サブドメイ

ン) に分けられる。K1サブドメイン (黄色) はSEP3の二量体化に関与する。K2サブドメイン (赤) はSEP3二量体の

安定性に関与し、K3サブドメイン (青) はSEP3二量体同士の相互作用 (四量体化) に関与する (Rümpler et al., 
2018)。(B) SEP3のKドメインの四量体の立体構造 (PDB ID: 4ox0) 。黄: ヘリックス1の二量体化相互作用面、緑: kink

領域、赤: ヘリックス2の二量体化相互作用面、青: ヘリックス2の四量体化相互作用面 (Rümpler et al., 2018)。(C) 
SEP3のKドメイン単体の立体構造。分子間および分子内相互作用に関与しているロイシン残基を緑色で示した 

(Rümpler et al., 2018)。(D) SEP3、AP3、およびPIサブファミリーにおける、SEP3のKドメインの四量体の分子
間および分子内相互作用に関与するロイシン残基に相同な部位のアミノ酸頻度 (Rümpler et al., 2018)。(E) ヒトの
RAD23ホモログ (hHR23A) の各ドメインの立体構造。Ubiquitin-like domain (UbL) ドメイン (PDB ID：1P98) 、

ubiquitin-associated domain (UBA) 1 ドメイン (PDB ID：1IFY) 、XPC/Rad4結合ドメイン (PDB ID：1TP4) お

よびUBA2ドメイン (PDB ID：1DV0) (Dantuna et al., 2009)。 
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2.2 材料および方法 

2.2.1 材料 

遺伝子配列の合成 

 RAD23C (Genbankアクセッション番号 NM_001202864) の遺伝子配列は、GeneArt® Strings™ 

DNA Fragments (Thermo Fisher Scientific) に受託して合成した。 

 本研究では異なるコドン使用頻度を持つ4種類のPHYL1OY (Genbankアクセッション番号 

AB812838) 遺伝子配列を使用した。オリジナルのコドン使用頻度を持つPHYL1OYはpGBKT7ベク

ターへのクローニングに用いた (2.2.6項参照)。大腸菌のコドンに最適化して合成されたPHYL1OY 

(PHYL1OYoptEc) は遺伝子合成サービス (GenScript) により合成され、結晶構造解析に用いた (2.2.3

項参照)。シロイヌナズナのコドンに最適化して合成されたPHYL1OY (PHYL1OYopt) は遺伝子合成サ

ービス (Eurofin Genomics) により合成され、pGADT7ベクターへのクローニングに用いた (2.2.6

項参照)。PHYL1OYoptとは別にシロイヌナズナのコドンに最適化して合成されたPHYL1OY 

(PHYL1OYopt2) はGeneArt® Strings™ DNA Fragmentsにより合成され、その他の実験に用いた。

最適化後の塩基配列は図2.3の通りである。依頼配列は塩基配列断片として合成され、PHYL1OYopt2

には、pENTAベクター (後述) にクローニングするため5′端に 

5′-AAGGAACCAATTCAGTCATG-3′ を、3′端に 5′-AAGCTGGGTCTAGAT-3′ を付加した。 
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図2.3 最適化PHYL1OYの塩基配列 (Iwabuchi et al., 2019) 

 淡灰色、濃灰色、黒色の背景はそれぞれ50%、75%、100%以上の同一性を示す。 
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植物 

 本章で用いた植物はシロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana エコタイプCol-0)、N. benthamiana

である。シロイヌナズナの栽培は明条件16時間、暗条件8時間、23度恒温に保たれた人工気象室で

行った。種子をバーミキュライト上に直播し、ハイポネックスを添加した水を週に一回与えて育成し

た。N. benthamianaは実験期間を通じて25˚C・明条件15時間、20˚C・暗条件9時間に設定した人

工気象室において育成した。 

 

 

2.2.2 遺伝子のクローニング・変異導入 

pENTAベクターへのクローニング 

 pENTAベクターは、pENTRベクター (Invitrogen) 由来の組み換え配列 (attL配列カセット) を有

し (Himeno et al., 2010)、対となる組み換え配列 (attR配列カセット) を有するベクターと配列カセ

ットの相同組み換えが可能である (LR反応)。本研究では目的の遺伝子をpENTAベクターへクローニ

ングしたのち、様々なベクターへの組み換えを行った。SEP1、SEP3は既報のコンストラクトを用い

た (Maejima et al., 2014, 2015)。遺伝子合成したPHYL1OYおよびRAD23CのpENTAへのクロー

ニングについて、詳細な手順を以下に記載した。以降、特別な断りが無い限り、ライゲーション後の

大腸菌への形質転換、プラスミド回収は本項に準じて行った。 

 

1. pENTAベクターを制限酵素SalI-HF、EcoRV-HFを用いて切断した。組成は以下の通りであり、

37℃で16時間反応させた。 
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10×CutSmart buffer (NEB) 5 µl 
SalI-HF (NEB) 1 µl 
EcoRV-HF (NEB) 1 µl 
DNA + DW 43 µl 
Total 50 µl 

 

2. 0.7% (w/v) アガロースゲルを用いて反応液を泳動し、EtBrで染色後、UV照射下で目的のバン

ドを切り出した。ゲルからillustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GEヘルスケ

ア) を用いてDNA断片を精製した。精製は付属のマニュアルに従い行った。 

 

3. ゲル精製後のベクターと合成遺伝子を混合し、GeneArt® Seamless Cloning and Assembly Kit 

(Invitrogen) を用いてライゲーションした。操作は付属のマニュアルに準じた。 

 

4. ライゲーション後のサンプルに10倍量の大腸菌DH5α株のコンピテントセル (ニッポンジーン) 

を加え、氷上で15分間静置した。 

 

5. サンプルを42℃で45秒間加熱した。 

 

6. 氷上で5分間静置したのち、SOC培地 [2% (w/v) Bacto-tryptone (Difco), 0.5% (w/v) Yeast 

Extract (Difco), 8.6 mM NaCl、2.5 mM KCl、10 mM MgCl2、20 mM glucose] を300 µl加

え、37℃で1時間振盪培養した。 

 



第２章 ファイロジェンの立体構造解析 

� �
�

7. 大腸菌をLB/Ampicillin平板培地 (1% Bacto tryptone, 0.5% Yeast extract, 0.5% NaCl, 100 

µg/ml Ampicillin) に塗抹して37℃で一晩静置した。 

 

8. 形成されたコロニーを爪楊枝でつつき、YT/Ampicillin (1.6% Bacto tryptone, 1% Yeast extract, 

0.5% NaCl, 100 µg/ml Ampicillin) 液体培地中で37℃、16時間振盪培養し、アルカリSDS法

でプラスミドを精製した。 

 

 

PHYL1OY遺伝子の変異導入 

 pENTAベクターにクローニングしたPHYL1OY遺伝子の変異導入はGeneArt™ Site-Directed 

Mutagenesis System (Invitrogen) を用いて、キットに付属のマニュアルに従って行った。使用した

プライマーは表2.1に示した。 

 

 

塩基配列決定 

 得られたプラスミドの塩基配列はBigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life 

Technologies) を用いて行った。詳細な手順は以下の通りである。プラスミドを鋳型として、BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) およびベクター上に設計されたプライ

マーM13F (5′-GTAAAACGACGGCCAGT-3′)、M13R (5′-CAGGAAACAGCTATGAC-3′) を用いて

シーケンス反応を行った。96ºC 3分、 (96ºC 15秒, 48ºC 30秒, 60ºC 4分) を1サイクルとして25

サイクルの反応を行い、4℃で保存した。次いで、Sephadex G-50 Superfin (GEヘルスケア) 適量と

蒸留水330 µLをウェルに加え、2時間静置した後に910×gで5分間遠心し、水分を除去することに
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より作成した96穴カラムを用いてシーケンス反応産物を純化した。カラム精製後のシーケンス反応産

物は減圧乾燥し完全に乾燥させた。乾燥させたサンプルにHi-Di Formamide (ABI) 15 µLを加えた

後95℃で5分間反応させ、Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies) を用

いて塩基配列を決定した。得られた塩基配列はシーケンスアセンブリ用のソフトフェア ATGC ver. 

4.3.5 (GENETYX) を用いて解析した。 
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表2.1 第2章で使用したプライマー (Iwabuchi et al., 2019) 
プライマー名 配列 (5'→3') 標的遺伝子 目的 
AD_SEP1_F CCAGTACCAGATTACGCTCATATGGGAAGAGGAAGAGTA SEP1 

Y2H (pGADT7 
vector) 

AD_SEP1_R ATGCCCACCCGGGTGGAATTCTCAGAGCATCCATCCTGG SEP1 
pENTA_to_pGADT7_R TGCCCACCCGGGTGGAAGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGAT genes cloned in pENTA 
Rad23C_to_pGADT7_F ACCAGATTACGCTCATATGAAGATATTTGTGAAAACTCTC Rad23C 
Phyl1_to_pGADT7 ACCAGATTACGCTCATATGAATAAGGATATTGCTTCTGC PHYL1OYopt1 
SEP3-BDF AGAGGAGGACCTGCAAATGGGAAGAGGGAGAGTAGA SEP3 

Y2H (pGBKT7 
vector) 

SEP3-BDR CGACGGATCCCCGGGCCTCAAATAGAGTTGGTGTCAT SEP3 
PHYL1opt2_GBK_F AGAGGAGGACCTGCATATGAACAAGGATATCGCTTC PHYL1OYopt2 
PHYL1opt2_GBK_F ACGGATCCCCGGGAATTCTCAGTTGTTCTCATCGTTG PHYL1OYopt2 

pEG202-3Flag-F ATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGACGACGATGA
CAAGATCACAAGTTTGTACAAAAAAGC pEarleyGate202 

pEarleyGate202
発現ベクターの改
変 pEG202-3Flag-R GATGTCATGATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGT

CCATGGTAATTGTAAATGTAATTGTAATG 

OYW_K28KAA_F GAGAACATTATCAACCTCAAGGCTGCTTACAAGATCAGAA
AGAACGC 

PHYL1OYopt2 PHYL1OYのアラニ
ン挿入変異体作製 

OYW_K28KAA_R GCGTTCTTTCTGATCTTGTAAGCAGCCTTGAGGTTGATAAT
GTTCTC 

OYW_L68LAA_F CAGAACCTTGAGAACCTCGCTGCTATCCACAACCAGAAG
GAG 

OYW_L68LAA_R CTCCTTCTGGTTGTGGATAGCAGCGAGGTTCTCAAGGTTCT
G 

OYW_P53PAA_F GCTCTCTAACAACGATCCTGCTGCTAACAAGAACACCCTC
CTC 

OYW_P53PAA_R GAGGAGGGTGTTCTTGTTAGCAGCAGGATCGTTGTTAGAG
AGC 

OYW_Q75QAA_F CAACCAGAAGGAGCAGGCTGCTCTTAAGACCTACCAGAA
GC 

OYW_Q75QAA_R GCTTCTGGTAGGTCTTAAGAGCAGCCTGCTCCTTCTGGTTG 
2A-PHYL1oyopt2F TCCAACCCTGGGCCCATGAACAAGGATATCGCTTC PHYL1OYopt2 

植物体でのタンパ
ク質発現 

PHYL1oyopt2R GTCCTTAAATCCCTAGTTGTTCTCATCGTTGAGGG PHYL1OYopt2 
pTRV2-OY-F CGATACGTCCTAATCCCATGAACAAGGATATCGCTTCTG PHYL1OYopt2 
pTRV2-1173-1193F TAGGGATTTAAGGACGTGAAC TRV 
pTRV2-2A-F CGATACGTCCTAATCCCAATTTTGACCTTCTTAAGCT 2A 
2A-R GGGCCCAGGGTTGGACTCGA 2A 
2A-sGFP-F AGTCCAACCCTGGGCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA sGFP 
pTRV2-sFGP-R ACGTCCTTAAATCCCTACTTGTACAGCTCGTCCA sGFP 
trv-F GCTGCTAGTTCATCTGCAC 

TRV 
ウイルス感染およ
び挿入配列の保持
の確認 trv-R GCACGGATCTACTTAAAGAAC 
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2.2.3 タンパク質精製および結晶化 

 PHYL1OYの結晶の調製は㈱プロテインウェーブに依託した。以下に詳細を述べる。5′および3′末端

に制限酵素BamHIおよびSalI部位を有するPHYL1OY遺伝子 (図2.1; PHYL1OYoptEc) を、これらの

制限酵素を用いてpGEX-4T-1 (GEヘルスケア) にクローニングした。クローニングしたプラスミドを

大腸菌BL21 (DE3) (NEB) に形質転換し、PHYL1OYを大腸菌中で大量発現させた。大量培養後に集菌・

凍結保存された菌体を氷上で融解し、溶菌バッファー (50 mM Tris-HCl pH8.0, 500 mM NaCl, 1 

mM DTT) を加えて懸濁した。さらに1/1000量のprotease inhibitorを溶菌バッファーに添加して

超音波破砕を行った。超音波破砕後のLysate を遠心分離 (40,000 rpm, 60min, 4℃) して上清を回

収した。次に平衡化バッファー [50 mM Tris-HCl pH8.0, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% (v/v) 

glycerol] を加え、GSTrap FF column (GEヘルスケア) に上清をアプライした。その後、平衡化バッ

ファーでカラムを洗浄し、5 mMの還元型glutathioneを含む溶出バッファー [50 mM Tris-HCl 

pH8.2, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% (v/v) glycerol] で目的タンパク質を溶出した。溶出液をス

ピンカラムVIVASPIN 20 (Sartorius) を用いて濃縮したのち、Thrombin protease (GEヘルスケア) 

を加えてGST融合タンパク質のThrombin認識配列を切断することでN末端側のGSTを除去した。

その後、GST除去後の画分の透析を行い、濃縮された溶出画分に含まれる還元型glutathione濃度を

下げた。透析後の溶出液を再度GSTrap FF columnにアプライし、GSTが除外された目的蛋白質を

回収した。次に、希釈バッファー [20 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM DTT, 10% (v/v) glycerol] を加え

てNaCl濃度を2倍希釈したのち、さらにResource Q column (GEヘルスケア) にアプライした。そ

の後、目的蛋白質を回収した後、結晶化バッファー (20 mM Tris-HCl pH8.0, 150 mM NaCl, 5 mM 

DTT) による透析でバッファー置換後、タンパク質濃度が10 mg/mLになるまで濃縮した。1 mlの

タンパク質溶液を同容量の沈殿剤緩衝液 [100 mM sodium citrate pH5.0, 2.1 M (NH4)2SO4, 250 
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mM MgCl2, 2.5% (v/v) glycerol] と混合し、沈殿剤緩衝液に対して蒸気拡散させ、3日後に293Kで

棒状結晶を得た (図2.4A)。 

�

�
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2.2.4 ヨウ素化誘導体作製および構造決定 

 PHYL1OYの結晶構造解析を行う上では、構造既知の分子構造を利用する分子置換法 (Molecular 

Replacement Method) が適用できなかったため、SAD法 (Single Anomalous Dispersion Method) 

を適用して構造解析を行った。SAD法で構造解析を行うためには，原子の異常分散効果の大きな重原

子を結晶内に導入する必要があるが，ここではヨウ素分子 (I2) を成長後の結晶にドープする蒸気拡散

ヨウ素ラベル法 (Vaporizing Iodine Labeling: VIL) および過酸化水素-蒸気拡散ヨウ素ラベル法 

(Hydrogen Peroxide VIL: HYPER-VIL) 法を適用した (Miyatake et al., 2006)。1 mLのヨウ素溶液 

(0.67 M KI, 0.47 M I2) を15時間結晶化ウェルに封入した (図2.4B)。結晶の色が暗黄色に変わった

後、ヨウ素粒子はピペッティングにより除去した。さらにヨウ素化を促進するため、1 mLの30％過

酸化水素液滴も結晶化ウェルに封入した。結晶を凍結保護緩衝液 [100 mM sodium citrate pH5.0, 

2.1 M�(NH4)2SO4, 400 mM MgCl2, 15% (v/v) glycerol] に移した。ヨウ素標識結晶は、ビームライン

PX－III (Swiss Light Source) で最大解像度2.4 ÅまでＸ線を回折した。回折データはXDSパッケー

ジを使用して処理した (Kabsch et al., 2010) 。この結晶は空間群P212121 (斜方晶系) に属し、セルパ

ラメータはa = 42.843 Å、b = 60.664 Å、c = 124.874 Åだった。データはPHENIXパッケージに

よって分析した (Adams et al., 2010)。ヨウ素部位の初期検索とそれに続くI-SADフェージングは

AutoSolウィザードを使用して行った (Terwilliger et al., 2009)。初期モデルは自動構築ウィザードに

よって構築した (Terwilliger et al., 2008)。プログラムCoot (Emsley et al., 2004) を用いて、モデル

の再構築と修正を行った。すべての立体構造の図はプログラムICM (Abagyan et al., 1994) または

UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) を使って描いた。DALIサーバを使用して構造が類似してい

るタンパク質を検索した (Holm et al., 2010)。  
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図2.4 本研究で得られたPHYL1OYの結晶と作製方法 

 (A) VIL法 [(a)-(c)] およびHYPER-VIL法 [(d)-(e)] の概略図 (宮武, 2007)。 (a) ハンギングドロップ蒸気拡散法に

より調製された目的結晶。(b) 少量のKI/I2溶液ドロップをカバーガラス上に乗せ、結晶化ウエル内に封入する。ただちに、

ヨウ素 (I2) 蒸気が結晶化ウエル内に蒸気拡散する。(C) I2が目的結晶内に徐々に浸透する。通常この際、結晶に褐色の着

色が見られる。その後、I2がチロシンと共有結合を形成、あるいはヨウ素陰イオンI- がイオン結合をするために必要な時

間、温度などの条件は結晶によって異なる。(d) さらにヨウ素化反応を進行させたい場合には、触媒として30%過酸化

水素を図のように結晶化ウエル中に封入する。過酸化水素が蒸気拡散し、結晶化ドロップに浸透する。(e) 結晶化ドロッ

プ中に酸素気泡が発生し、結晶が酸化的環境におかれ、チロシンのヨウ素化反応が促進される。。(B) I2ドープする前の

斜方晶系の結晶写真。(C) I2ドープした結晶の写真。ドーピング時間は15時間。ドープされない透明な結晶は硫安の析

出結晶である。結晶化ドロップ中には酸素気泡が発生している。 
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2.2.5 配列解析および構造予測 

 ファイロジェンファミリーのアミノ酸配列のマルチプルアライメントはMUSCLEアルゴリズムを

用いてMEGA7で作成した (Kumar et al., 2016)。ファイロジェンファミリーに共通した二次構造の

予測にはソフトウェアPROMALS3Dを使用した (Pei et al., 2008)。PHYL1OYの立体構造に基づく他

のファイロジェンの構造予測にはI-TASSERサーバーを使用し、予測されたモデルの中で最も信頼度 

(confidence score: C score) が高いものを選抜した (Y. Zhang et al., 2008)。αヘリックスの螺旋軸

に垂直な断面に各アミノ酸残基の位置を投影したモデル (Helical wheelモデル) は各タンパク質のア

ミノ酸配列をもとにAdobe Illustrator CS4を用いて作製した。 

 

 

2.2.6 Yeast two hybrid assay (Y2H)  

 Y2H法はタンパク質間相互作用を解析するために広く用いられる手法であり、細胞内で2つのタン

パク質を発現させた酵母の選択培地上での生育程度を観察することで、相互作用の有無を検証する。

本項では酵母の転写因子GAL4が2つのドメイン [DNA-binding domain (BD), activation domain 

(AD)] に分割可能なことを利用し、両ドメインをファイロジェン、または宿主因子に付加したコンス

トラクトを酵母細胞内で発現させ、GAL4の機能が回復するかを試験し、タンパク質間相互作用を検

証した。 

 

タンパク質発現用コンストラクトの作出 

 AD-SEP3、BD-PHYL1OY融合タンパク質は既報のコンストラクトを使用した (Maejima et al., 

2014)。AD-SEP287‒220 (87‒220アミノ酸) 、SEP457‒257 (57‒257アミノ酸) 融合タンパク質はMate & 



第２章 ファイロジェンの立体構造解析 

� ���

Plate cDNA library of A. thaliana (Takara) より得た。PHYL1OY、PHYL1OY変異体、SEP3をpGBKT7

ベクター (Clontech) にクローニングし、BDドメインを付加した。同様にPHYL1OY、SEP1、RAD23C

をpGADT7ベクター (Clontech) にクローニングし、ADドメインを付加した。詳細な手順は以下の

通りである。 

 

1. 各遺伝子配列をPCRにより増幅した。鋳型には各遺伝子配列がクローニングされたpENTAベ

クター (2.2.2項に記載) を用いた。使用したプライマーは表2.1に記す。 

 

2. 2.2.2項でのpENTAへのクローニング操作に準じ、ベクター、インサートの制限酵素処理、ラ

イゲーション、大腸菌への形質転換、プラスミド回収を行った。使用した制限酵素はNdeI-HF 

(NEB)、EcoRI-HF (NEB) であり、メーカー推奨のバッファーを用いて、2.2.2項と同様に行った。

また、pGBKT7、pGADT7の形質転換された大腸菌の選抜にはそれぞれKanamycin、Ampicillin

を用いた。 

 

3. 精製したプラスミドにインサートが挿入されているかどうかを、2.2.2項でのpENTAへのクロ

ーニング操作に準じ、確認した。シーケンス時に用いたプライマーは、ベクター上に設計された

プライマーであるT7F (5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′)、AD3′R (pGADT7ベクター用; 

5′-CTGTGCATCGTGCACCATCT-3′)、BD3′R (pGBKT7ベクター用; 

5′-TTTTCGTTTTAAAACCTAAGAGTC-3′) である。 

 

酵母への形質転換・選抜 
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 各pGADT7コンストラクトとpGBKT7コンストラクトが1種類ずつ形質転換された酵母を、酢酸

リチウム法によって作出した。酵母はSaccharomyces cerevisiae AH109株あるいはY2H Gold株 

(Clontech) を用いた。操作はClontech社によってオンラインで公開されているMatchmaker GAL4 

Two-Hybrid System 3 kit (https: 

//www.med.upenn.edu/robertsonlab/assets/user-content/documents/Matchmaker%20Two-Hyb

rid%20System.pdf) に従い、酢酸リチウム法によりpGADT7とpGBKT7ベクターを同時に形質転換

したのち、BD、ADの相互作用を検証した。形質転換体の選抜にはロイシン (L) とトリプトファン (W) 

を欠く合成培地 [SD/‒LW] を用いた。タンパク質の相互作用を評価するための選択培地には以下の3

種類を用いた: ロイシン/トリプトファン/ヒスチジン (H) を欠く合成培地 (SD/‒LWH)、5 mMの3-

アミノ-1,2,4-トリアゾール (Sigma-Aldrich) を含むSD/‒LWH (SD/‒LWH + 3AT)、およびロイシン

/トリプトファン/アデニン (A)/ヒスチジンを欠く合成培地 (SD/‒LWAH)。 

 

 

2.2.7 MTFの分解誘導活性試験 

クローニング 

 pEarleyGate vector series (Earley et al., 2006) はLR反応を介して様々なタンパク質にタグを付加

し、植物内で発現可能である。本実験ではpENTAベクターにクローニングしたSEP3を、LR反応を

介してpEarleyGate 203ベクターに挿入することで、N末端にmycタグを付加した。また、pENTA

ベクターにクローニングしたPHYL1OYおよびPHYL1OY変異体を、改変pEarleyGate 202ベクター 

(pEarleyGateN3×flag) に挿入することで、N末端に3×flagタグを付加した。pEarleyGate 202ベク
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ターの改変は2.2.2項と同様にGeneArt™ Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen) を用いて、

キットに付属のマニュアルに従って行った。LR反応の詳細な実験手順は以下の通りである。 

 

1. 1 µlのLR clonase II enzyme mix (Thermo Fisher Scientific)、1 µlの各pENTAベクター、1 µl

のpEarleyGateベクター、2 µlのDWをエッペンチューブ内で混合し、室温で一晩静置した。 

 

2. エッペンチューブに0.5 µlのProtein K (Thermo Fisher Scientific) を加え、37˚Cで10分間静

置した。 

 

3. 2.2.2項でのpENTAへのクローニング操作に準じ、大腸菌への形質転換、プラスミド回収を行

った。大腸菌の選抜にはそれぞれKanamycinを用いた。 

 

4. pEarleyGateベクター上の配列を認識するプライマーattB1F 

(5′-ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3′)、attB2R 

(5′-ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3′) を用いてPCRを行い、各遺伝子配列が正しく挿

入されていることを確かめた。 

 

アグロバクテリウムへの形質転換 

 クローニングしたプラスミドのアグロバクテリウム (Agrobacterium tumefaciens EHA105菌株) 

への形質転換はfreeze-thaw法により行った。以下に具体的な方法を述べる。各プラスミド (約1 µg) 

を1.5 mlエッペンチューブに分注し、30 μlのアグロバクテリウムのコンピテントセルと混合した。

分注したエッペンチューブを液体窒素内で1分間凍結させた。室温でエッペンチューブの温度を上昇
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させ、SOC培地を300 µl加え、28°Cで３時間震盪培養した。形質転換されたアグロバクテリウムを、

選抜用の抗生物質 (kanamycin 50 μg/ml) を含むLB固形培地に塗布して28°Cで2日間培養した。

単コロニーを抗生物質入りのYT (1.6% Bacto tryptone, 1% Yeast extract, 0.5% NaCl) 液体培地で

一晩培養し、等量の50%グリセロール溶液と混合して液体窒素で急冷した (グリセロールストック)。

作製したストックは-80℃で保存し、実験ごとに取り出して用いた。 

 

N. benthamiana 葉での一過的発現 

 各タンパク質はアグロインフィルトレーション法 (Johansen and Carrington, 2001) を用いて植

物細胞内で一過的に発現させた。本法では、Tiプラスミドに由来するバイナリーベクターのT-DNA

領域に外来遺伝子をクローニングし、これを導入したアグロバクテリウムの培養液を植物組織の細胞

間隙に注入する。これによりバイナリーベクター上の外来遺伝子は植物細胞核へと移行し、一過的に

発現する。各タンパク質の発現用アグロバクテリウムをYT/Kan液体培地で一晩培養し、OD600値が

1.0になるようにアグロインフィルトレーション用バッファー[10 mM MgCl2, 10 mM MES (pH5.7), 

150 µM 3,5-Dimehoxy-4-hydroxyacetophenone]で調整した。サイレンシングサプレッサーP19、

myc-SEP3、および各3×flag-PHYL1OY変異体を形質転換したアグロバクテリウムを1: 10: 1の比で混

合した。注射針で穴をあけたN. benthamiana上位葉に、各菌液を1 mlテルモシリンジを用いて葉

の裏面から注入接種した。接種した植物を36時間、25℃で静置した。 

 

ウェスタンブロット 

 植物内で発現させた各タンパク質の蓄積量はウェスタンブロット法により確認した。詳細な手順は

以下の通りである。 
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1. 接種葉を液体窒素中で磨砕し、タンパク質抽出用サンプルバッファー[62.5 mM Tris-HCl (pH 

6.8), 5% 3-Mercapto-1,2-propanediol, 2% sodium dodecyl sulfate, (SDS), 5% sucrose, 0.5% 

Bromophenol blue]を加えて混合した。 

 

2. 抽出液を15,000 rpm、4℃で30分間遠心し、上清を回収した夾雑物を取り除いた。 

 

3. サンプルを95℃で5分間加熱し、熱変性させた。 

 

4. 各サンプルを5 µlずつ用いて、タンパク質をSDS-PAGEにより分離した後、iBlot 2 Dry Blotting 

System (Invitrogen) によりゲル内のタンパク質をポリフッ化ビニリデン (polybvinylidene 

difluoride: PVDF) 膜状に転写した。転写後のPVDFメンブレンは5%スキムミルク-PBST [5% 

(w/v) スキムミルク, 1×PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4Ö12H2O, 1.8 mM 

KH2PO4, pH 7.4), 0.05 % (v/v) Tween20] 中で1時間以上振盪し、ブロッキングした。 

 

5. iBind™ Western Systems (Invitrogen) を用いて一次抗体、二次抗体反応を行った。myc融合タ

ンパク質の標識には抗myc抗体 (clone 4A6; Millipore) 、flag融合タンパク質の標識には抗flag

抗体 (clone M2; Sigma-Aldrich) を用いた。二次抗体反応にはhorseraddish peroxidase (HRP) 

標識された抗マウス抗体 (GEヘルスケア) を用いた。 

 

6. Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) を用いて、標識されたタンパク質の検出を行った。反

応は付属のマニュアルに準じた。 
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7. タンパク質抽出効率を検証するため、反応後のPVDFメンブレンをCBB染色液 (Bio-Rad) で染

色した。 

 

 

2.2.8 TRVベクターの改変およびファイロジェンのクローニング 

 ウイルスベクターとは、ウイルスゲノムに外来遺伝子配列を組み込み、ウイルスの感染・増殖能を

利用して宿主内で目的遺伝子を過剰発現あるいは発現抑制するように改変したウイルスのことである。

例えば、ウイルスゲノム内に目的の外来遺伝子を導入した感染性クローンを植物に接種すると、ウイ

ルスが増殖した部位ではウイルスのタンパク質発現機構を介して目的タンパク質が発現される。形質

転換とは異なり、ウイルスベクターを利用する場合、目的遺伝子の発現または抑制にあたって、組織

培養など煩雑な作業を必要としないため非常に簡便である。 

 

Tobacco rattle virus (TRV)  

 本実験では、タバコ茎えそウイルス (tobacco rattle virus: TRV) をウイルスベクターとしてシロイ

ヌナズナ、N. benthamianaでのPHYL1OYの発現を試みた。TRVはビルガウイルス科トブラウイル

ス属に属する植物ウイルスであり (図2.5)、2分節のプラス一本鎖RNA (RNA1, RNA2) をゲノムと

する。RNA1およびRNA2はそれぞれ約6.8kb、4.5kbであり、5'末端は基本的なキャップ構造 

(m7G5'ppp5'Ap) をもち、3'末端にポリA構造はなくtRNA様構造を持つ。RNA1は4つの非構造タン

パク質 (134K, 194K, P1a, P1b) をコードする。194Kは134Kの終止コドンのリードスルーによっ

て翻訳され、いずれもウイルスの複製に関与する。P1aは移行タンパク質でウイルスの細胞間移行に

関与する。P1bはRNAサイレンシングサプレッサーとしての機能を有し、種子伝染にも関与する。
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RNA2はウイルスの外被タンパク質 (CP)、および2つの非構造タンパク質 (P2b, P2c) をコードする。

P2bおよびP2cは線虫によるウイルス伝搬に関与するが、いくつかの系統では欠落している (King et 

al., 2011)。 

 TRVはシロイヌナズナ、N. benthamiana、トマトなどでウイルス誘導ジーンサイレンシング 

(virus-induced gene silencing: VIGS) ベクターとして各種遺伝子の機能解析に広く利用されている 

(Macfarlane, 2010)。また、近年では外来遺伝子の発現にも利用されている (Tian et al., 2014)。 

 

 

図2.5 tobacco rattle virus (TRV)  

 (A) ダイレクトネガティブ染色法によるTRVのウイルス粒子の電子顕微鏡写真。スケールバーは100 nm。(B) TRV

のゲノム構造と各ORFの発現様式。P2bおよびP2cの発現様式は不明である。(King et al., 2011)。 

 

 

TRVベクターの作成 

 本研究で用いたウイルスベクターはDr. Savithramma Dinesh-Kumar (University of California) 

より分譲頂いたTRVベクター (pTRV1; YL192, pTRV2-MCS; YL156) をもとに作製した (図2.6)。
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両プラスミドには2つの35Sプロモーター直下にそれぞれRNA1、またはRNA2が組み込まれてい

る。加えて、RNA2のCPコード領域の下流にはマルチクローニングサイト (MCS) が挿入され、任

意の遺伝子配列を挿入することでVIGSベクターとして利用可能である。なお、P2bおよびP2cコー

ド領域は欠失している。CPの直下にGFP遺伝子配列を挿入することで、TRV感染時にCP-GFP融合

タンパク質を発現するベクターとしても利用可能である (Tian et al., 2014)。 

 

 いくつかの植物ウイルスベクターは、自己切断配列であるfoot-and-mouth-disease virus (FMDV) 

の2Aペプチドを介してウイルスタンパク質と外来遺伝子を融合させることで単独の外来遺伝子を発

現させる (Minato et al., 2014a)。2Aペプチドは真核細胞内で翻訳過程においてポリペプチドの「切

断」を促進する18‒22アミノ酸のオリゴペプチドである (Gao et al., 2016)。そこで本研究ではTRV

ベクターによる効率的なタンパク質発現系の構築のため、2A配列を介してCPの直下にsGFPを融合

させることにより、CP-sGFP融合タンパク質に加えて、本来の大きさのsGFP導入タンパク質が発現

できるようにした。 

 

 ベクター構築のため、まずPCRにより2A-sGFP融合DNA断片を増幅した。増幅したDNA断片

をinverse PCRにより増幅したpTRV2-MCSのCPコード領域の直下に導入し、CP-2A-sGFP融合タ

ンパク質を発現するpTRV2-sGFPを得た。ライゲーションにはGibson Assembly Master Mix (New 

England BioLabs) を付属のマニュアルに従って用いた。プラスミド回収後、pTRV2ベクター上の配

列を認識するプライマーtrv-F、trv-R (表2.1) を用いてPCRを行い、各遺伝子配列が正しく挿入され

ていることを確かめた。 
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PHYL1OYのTRVベクターへの挿入 

 改変したTRVベクターを用いてCP-2A-PHYL1融合タンパク質を発現させるため、pTRV2-sGFP

のsGFP遺伝子配列をPHYL1OYまたはPHYL1OY変異体に置き換えた (図2.6; pTRV2-PHYL1OY)。具

体的には、各遺伝子配列をクローニングしたpENTAベクター (2.2.2項参照) を鋳型にPCRを行い、

インサート配列を増幅した。また、pTRV2-sGFPを鋳型にinverse PCRを行い、ベクター配列を増幅

した。ゲル精製後のインサートとベクターを混合し、GeneArt™ Seamless Cloning and Assembly Kit 

(Invitrogen) を用いてライゲーションした。操作は付属のマニュアルに準じた。また、GENEART® 

Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen) を用いてpTRV2-PHYL1OYの2Aペプチド配列を除

外することで、従来のTRVベクター同様に2Aペプチドを介さずにCP全長に融合させたCP-PHYL1OY

タンパク質を発現するpTRV2 (図2.6; pTRV2-CP-PHYL1OY) を構築した。各プラスミド回収後、前

述の通りインサートチェックPCRを行い、各遺伝子配列が正しく挿入されていることを確かめた。 

 

図2.6 本研究で使用したTRV発現ベクター 

 TRVの各ゲノムは2つのカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーター (2×35S) の直下に挿入した。濃灰色

の四角は、left border (LB)、right border (RB)、self-cleaving ribozyme (Rz)、およびnopaline synthase (NOS) 

ターミネーターを表す。白色、黒色の四角はマルチクローニングサイト (MCS) およびFMDV 2Aペプチドを表す。実

線の矢印は、クローニングおよびTRVの感染を確認するためのRT-PCRに使用したtrv-Fおよびtrv-Rの位置を示す。 
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2.2.9 TRVベクターの植物への接種 

 TRVゲノムの第一分節および第二分節を発現させるためのアグロバクテリウムを2.2.7項と同様の

手法で1: 1の比率で混合し、シロイヌナズナ、N. benthamianaにアグロインフィルトレーション法

によって接種した。接種には、播種後3‒4週後のシロイヌナズナ、4‒5週後のN. benthamianaを用

いた。接種後の植物は2.2.1項に記載した条件下でそれぞれ生育させて、花の形態を観察した。 

 

 

2.2.10 TRV感染植物からのウイルス検出 

 シロイヌナズナにおけるTRV感染の有無を確認するため、ウイルス接種後約4週間の植物のRNA

を抽出し、RT-PCRを行った。RNA抽出はISOSPIN Plant RNA Kit (ニッポンジーン) を用いて、付

属のマニュアルに従って行った。得られたRNA 10 ngを鋳型として、TRVの第二分節ゲノムを特異

的に増幅するプライマーtrv-F、trv-Rを用いたRT-PCRを行い、ウイルスの検出およびPHYL1OY遺伝

子の有無を確認した。なお、本プライマーセットはゲノム上でPHYL1OY遺伝子を含む領域を増幅する

ように設計されているため、増幅産物のサイズからPHYL1OY遺伝子が保持されているか判別可能であ

る。RT-PCRはSuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen) を用いて行った。増幅産物は2% (w/v) アガロースゲルを用いて電気泳動し、EtBrで染

色したのちUVを照射してサイズを確認した。 
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2.3 結果 

2.3.1 PHYL1OYの立体構造 

 PHYL1OYの結晶構造を分解能2.4 Å、R-work/R-free = 0.2741/0.3066 (PDB ID: 6JQA) まで精密

化して決定した (表2.2)。R-workは最終的に得られたタンパク質の座標が、実験で測定されたX線回

折強度とどれくらい一致しているかを示す定量的な指標であり、実験で得られた全ての回折振幅とモ

デルから計算できる回折振幅の差の絶対値の平均に相当する。R-workに対してR-freeはランダムに

選抜した回折データに対して計算した値である。R因子はいずれもより低い値が得られたとき、正し

い立体構造を構築できていることを示す。分解能が2.0 Åのデータでは、R-workの値が0.20、R-free

の値がR-workプラス0.05くらいになるまで精密化を行うことが一般的であり (河合ら, 2018)、得ら

れたPHYL1OYの結晶構造は充分に精確なものと考えられた。決定した結晶構造は4つのサブユニット 

(chain A‒D) からなる四量体を形成し (図2.7A)、各サブユニットはランダムループによって連結され

た２つのαヘリックスからなるコイルドコイル構造を形成した (図2.7B)。このPHYL1OY四量体の重

要性を調べるため、PHYL1OY同士の相互作用をY2H法により検証したところ、BD-PHYL1OYおよび

AD-PHYL1OY を共発現する酵母は選択培地 (SD/-LWH) で生育せず、両者の相互作用は認められなか

った (図2.7C)。タンパク質の立体構造の比較サーバーであるDALIを用いて、PHYL1OYと類似の立

体構造をもつタンパク質を検索したところ、Pseudomonas syringaeのエフェクターAvrRps4C (PDB 

ID: 4B6X) と構造的に類似していた (zスコア 7.7, 平均RMSD = 1.92Å) (図2.8A)。AvrRps4Cは221

アミノ酸からなるAvrRps4のC端側88アミノ酸からなるタンパク質であり、AvrRps4が植物への

分泌後に切断されることで生じる (Sohn et al., 2009)。両タンパク質は共通して2つの両親媒性αヘ

リックスの疎水性面がヘリックス内部に向いているコイルドコイル構造を形成していたが、両タンパ

ク質の形成する表面電荷分布は異なっていた (図2.7B, 2.8C)。  
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図2.7 PHYL1OYの結晶構造 (Iwabuchi et al., 2019) 

 (A) 結晶構造解析により観察されたPHYL1OY四量体。タンパク質のN末端とC末端をそれぞれ図示した。(B) PHYL1OY
単量体のリボンモデル (左) と表面電荷モデル (右) (ヨウ素原子を含まないサブユニットAの7‒91番目の残基からなる)。

表面電荷モデルでは青が正電荷、赤が負電荷に帯電していることを示す。(C) Y2H法によるPHYL1OYどうしの相互作用

解析。BD-SEP3およびBD-emptyをそれぞれポジティブおよびネガティブコントロールとして用いた。 (D) PHYL1OY
のもつそれぞれのαヘリックスのhelical wheelモデル。左上の図に示すように、ヘリックス1あるいは2のC末端、

N末端からアミノ酸の投影を行った。各円の数字および色は、PHYL1OYの各アミノ酸残基の位置および化学的性質を示

す。7残基反復 (heptad repeat) 内のアミノ酸残基はa‒gの記号を付けて表す。  
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表2.2 PHYL1OYの立体構造解析データと構造精密化の統計値 (Iwabuchi et al., 2019) 

Protein PHYL1OY 
Wavelength (Å) 1.7 

Resolution range (Å) 40.52‒2.402 (2.488‒2.402) 
Space group P 21 21 21 
Unit cell (Å) 42.843 60.664 124.874 90 90 90 
Total reflections 194152 (20164) 
Unique reflections 24467 (1296) 
Multiplicity 7.9 (8.2) 

Completeness (%) 85.56 (52.53) 
Mean I/sigma (I) 8.21 (1.91) 
Wilson B-factor (Å2) 44.03 

R-merge 0.1374 (0.9488) 
R-meas 0.147 (1.013) 
R-pim 0.05178 (0.3528) 
CC1/2 0.996 (0.713) 
CC* 0.999 (0.912) 

Reflections used in refinement 20963 (1296) 
Reflections used for R-free 2093 (141) 

R-work 0.2741 (0.3063) 
R-free 0.3066 (0.3186) 
CC(work) 0.895 (0.645) 
CC(free) 0.794 (0.709) 

Number of non-hydrogen atoms 2829 
Macromolecules 2794 
Iodine atoms 19 
Solvent 16 

Protein residues 335 
RMS(bonds) (Å) 0.017 
RMS(angles) 1.87 

Ramachandran favored (%) 84.69 
Ramachandran allowed (%) 8.16 
Ramachandran outliers (%) 7.14 
Rotamer outliers (%) 0 
Clashscore 45.1 

Average B-factor 89.32 
Macromolecules 89.27 
Iodine atoms 128.32 
Solvent 51.32 

Number of TLS groups 12 
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図2.8 AvrRps4CとPHYL1OYの立体構造比較 (Iwabuchi et al., 2019) 

 (A) AvrRps4CとPHYL1OYの立体構造の重ね合わせ。(B) AvrRps4Cのhelical wheelモデル。ヘリックス1あるい

は2のC末端、N末端からhelical wheelにおけるアミノ酸の投影を行った (左上図)。各円の数字および色は、AvrRps4C

の各アミノ酸残基の位置および化学的性質を示す (図2.7D参照)。7残基反復 (heptad repeat) 内のアミノ酸残基は

a‒gの記号を付けて表す。(C) AvrRps4C単量体のリボンモデル (左) および表面電荷モデル (右)。青: 正電荷、赤: 負電

荷に帯電。 
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2.3.2 PHYL1OYと他のファイロジェンの構造比較 

 二次構造予測サーバーであるPROMALS 3Dを用いて、PHYL1OY以外の既知ファイロジェンの二次

構造を予測したところ、2つのαヘリックス構造が保存されていることが示唆された (図2.9A, 表2.3)。

興味深いことに、両αヘリックス内に繰り返し存在する疎水性残基の保存性は高かった (図2.9A)。こ

れらの中で葉化誘導能が示されている２つのファイロジェン、SAP54およびPHYL1PnWB (それぞれ、

PHYL1OYの分泌領域に対して86.8％および50.0％のアミノ酸同一性) のホモロジーモデリングを、

PHYL1OYの立体構造に基づきI-TASSERを用いて行った。得られた立体構造モデルはPHYL1OYと同

様に各両親媒性αヘリックスの疎水性面がヘリックス内部に向いているコイルドコイル様構造を形成

していた。I-TASSERで予測されたモデルの信頼度を示すconfidence score (C score) は ‒5から2

の値で算出され、SAP54およびPHYL1PnWBのC scoreはそれぞれ ‒0.45 および ‒1.10 であった。

ヘリックス内部および表面電荷の分布もまたPHYL1OYと類似していた (図2.9B, 2.10)。  
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図2.9 ファイロジェン間の配列および構造の類似性 (Iwabuchi et al., 2019) 

 (A) 既報のファイロジェンの分泌領域のマルチプルアライメント。淡灰色、濃灰色、黒色の背景はそれぞれ60%、80%、

100%以上の同一性を示す。黒矢印は、それぞれのαヘリックス内に保存された疎水性残基を示す。PHYL1OYの7残基

反復 (a‒g) およびPROMALS3Dソフトウェアによって予測されたファイロジェンの共通の二次構造をアラインメント

の下に示した。全ての系統名とアクセッション番号は表2.3に記載した。ダガー (†) は葉化誘導能が報告されているフ

ァイロジェンを示す。(B) I-TASSERによって予測された立体構造モデルに基づくSAP54およびPHYL1PnWBの各ヘリ

ックスのhelical wheelモデル。ヘリックス1あるいは2のC末端、N末端からhelical wheelにおけるアミノ酸の投

影を行い、各円の数字および色はそれぞれのファイロジェンの各アミノ酸残基の位置および化学的性質を示す (図2.7D

参照)。  
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図2.10 I-TASSERを用いたSAP54とPHYL1PnWBのホモロジーモデリング 

 (Iwabuchi et al., 2019) 

 (A) SAP54、PHYL1PnWB、およびPHYL1OYの立体構造の重ね合わせ。(B) SAP54とPHYL1PnWBのリボンモデル (左) 

および表面電荷モデル (右)。青: 正電荷、赤: 負電荷に帯電。
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表2.3 第2章で用いたファイロジェン遺伝子の由来となるファイトプラズマ系統 

暫定種 系統名 略称 ファイロジェン遺伝子のア

クセッション番号 

‘Ca. P. asteris’ apricot chlorotic leafroll  AY-A AB862479  
aster yellows AY2192 AB862480  
aster yellows from apricot A-AY AB862477  
aster yellows witches' broom AY-WB CP000061  
atypic aster yellows AVUT AB862478  
carrot yellows CA-76 AB862481  
chrysanthemum yellows  CYP JSWH01000189  
eggplant dwarf ED AB862482  
gladiolus witches' broom GLAW AB897828  
gladiolus witches' broom GLAWC AB862483  
leontodon yellows LEO AB862484  
maryland aster yellows AY1 DQ837760  
oilseed rape virescence RV AB862487  
onion yellows OY AB812838  
primula green PrG AB862485  
severe western aster yellows SAY AB862488  
tomato yellows TY EF200537 

‘Ca. P. aurantifolia’ 'Echinacea purpurea' witches'-broom EPWB LKAC01000004  
peanut witches' broom PnWB AMWZ01000001 

‘Ca. P. phoenicium’ picris echioides yellows PEY AB862490  
ChiP ChiP PUUG01000078 

‘Ca. P. pruni’ bellis virescence BellVir MH756633  
clover proliferation CP AB862489  
poinsettia branch-inducing JR1 AKIK01000122  
spiraea stunt SP1 EF200539  
Vc33 Vc33 LLKK01000018 

‘Ca. P. solani’ 231/09 231/09 FO393428  
284/09 284/09 FO393427 

‘Ca. P. trifolii’ catharanthus phyllody CPS AB897827 
‘Ca. P. ziziphi’ jujube witches' broom JWB-nky CP025121 

 第2章で用いたファイトプラズマ系統とそのファイロジェン遺伝子配列のGenBankアクセッション番号を示す (Iwabuchi 

et al., 2019)。 
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2.3.3 PHYL1OY変異体のMTF、RAD23Cとの結合能 

 結晶構造解析により、ファイロジェンは2つのαヘリックス構造を持つことが明らかになった (図
2.7)。そこで、ファイロジェンの構造と機能の関連を検証するため変異導入試験を行った。2つのアラ
ニン残基をPHYL1OYのヘリックス1領域 (PHYL1OYK28KAA)、ループ領域 (PHYL1OYP53PAA)、またはヘリ
ックス2領域 (PHYL1OYL68LAAおよびPHYL1OYQ75QAA) に挿入した４つの変異体を構築した (図2.11A)。
2.1.2項で述べたとおり、αヘリックスの螺旋は1巻あたり3.6残基で構成されているため、1残基あ
たり100°回転すると考えられる。つまり、PHYL1OYK28KAA、PHYL1OYL68LAAおよびPHYL1OYQ75QAA変異体
はアラニンを2残基挿入することでアラニンの挿入位置を起点として元のアミノ酸配列を2アミノ酸
ずつずらし、αヘリックスの螺旋が200°回転していると考えられる (図2.11B)。 
 Y2H法を用いて宿主因子との結合性を検証したところ、BD-PHYL1OYP53PAAおよび各AD-SEP1‒4を
発現する酵母は、BD-PHYL1OYの発現時と同様に選択培地で生育した (表2.4)。また、BD-PHYL1OYP53PAA

およびAD-RAD23Cを発現した酵母も選択培地上での生育が観察された。一方で、BD-PHYL1OYK28KAA、
-PHYL1OYL68LAAまたは-PHYL1OYQ75QAAを各AD-SEP1‒4またはAD-RAD23Cと共発現する酵母は選択培
地上での生育は観察されない、あるいは‒LWHでの生育が観察されるのみだった (表2.4)。以上より、
2つのαヘリックス構造はいずれも、PHYL1OYのMTFおよびRAD23Cとの相互作用に重要であるこ
とが示された。 
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図2.11 PHYL1OY変異体の作製 (Iwabuchi et al., 2019) 

 (A) PHYL1OYの二次構造の模式図。矢印は、2つのアラニンが挿入された位置を示す。 (B) PHYL1OY変異体 

(PHYL1OYK28KAA、PHYL1OYL68LAAおよびPHYL1OYQ75QAA) のhelical wheelモデル。ヘリックス1あるいは2のC末端、N

末端からhelical wheelにおけるアミノ酸の投影を行った (図2.7D参照)。挿入された2つのアラニン残基は赤枠で示す。 

 
 
 
 
 
表2.4 PHYL1OY変異体のSEP1‒4およびRAD23Cとの結合性 (Iwabuchi et al., 2019) 
BD\AD empty SEP1 SEP2 SEP3 SEP4 RAD23C 
empty ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
PHYL1OY ‒ +++ +++ +++ +++ ++ 
PHYL1OYK28KAA ‒ + + ‒ ‒ ‒ 
PHYL1OYP53PAA ‒ ++ ++ ++ ++ ++ 
PHYL1OYL68LAA ‒ + ‒ ‒ ‒ ‒ 
PHYL1OYQ75QAA ‒ + ‒ + ‒ ‒ 

 表内の記号は各コンストラクトを形質転換した酵母の生育程度を示す。+++: すべての選択培地で生育。++: ‒LWH 

+3AT、‒LWHおよび‒LWで生育。+: ‒LWHおよび‒LWで生育。‒: ‒LWのみで生育。  
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2.3.4 PHYL1OY変異体のSEP3に対する分解誘導活性試験 

 アグロインフィルトレーション法によってN. benthamiana葉にmyc-SEP3、および各3×

flag-PHYL1OY変異体を共発現させ、myc-SEP3の蓄積量を比較した。その結果、PHYL1OY (Maejima et 

al., 2014) と同様に、3×PHYL1OYP53PAA共発現時にはmyc-SEP3の蓄積量が著しく減少した (図2.12)。

一方で、いずれかのαヘリックス中にアミノ酸挿入変異を有する変異体 (PHYL1OYK28KAA、PHYL1OYL68LAA

およびPHYL1OYQ75QAA) はmyc-SEP3の蓄積に影響を及ぼさなかった (図2.12)。 

 

図2.12 PHYL1OY変異体のSEP3分解能 (Iwabuchi et al., 2019) 

 N. benthamiana葉において、サイレンシングサプレッサーP19、mycタグを付加したSEP3、および3×flagタグ
を付加した各PHYL1OY変異体を形質転換したアグロバクテリウムをOD600 = 1.0に調整後、1: 10: 1の比率で混合し共

発現させた。36時間後にタンパク質を抽出し、ウェスタンブロット法により各タンパク質を検出した。Myc-SEP3の検

出には抗myc抗体 (α-myc) を、3×flag-PHYL1OY変異体の検出には抗flag抗体 (α-flag) を用いた。SDS-PAGEの

泳動のコントロールとしてCBB染色を行った。  
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2.3.5 TRVベクターを用いたファイロジェンの効率的な発現 

 アグロバクテリウム系を用いた植物への外来遺伝子の導入は、一度作製できれば種子をとったのち

形質転換植物を大量に栽培可能であるが、作製には多くの時間と労力を要する。さらに、ファイロジ

ェン形質転換植物は葉化症状を呈し、結果として不稔になるため、形質転換植物の維持が困難である。

そこで、様々なファイロジェンおよびその変異体の機能を簡便かつ迅速に解析するため、ウイルスベ

クターとして様々な植物で利用されるTRVベクターシステム (Macfarlane, 2010) を用いたファイロ

ジェンの植物内発現系の構築を行った。Tianら (2014) の報告に準じ、RNA2のCP遺伝子直下に

PHYL1OY遺伝子を導入することで、CP-PHYL1OY融合タンパク質を発現するTRVベクターシステム

を作出した (図2.6; pTRV2-CP-PHYL1OY)。構築したTRVベクターをアグロインフィルトレーション

によってシロイヌナズナに接種したところ、接種後20‒30日で軽微な花の形態異常 (非対称的ながく

片および花弁) が認められたが、35S: : PHYL1OY形質転換植物 (Maejima et al., 2014) とは異なり、

花器官の葉化は観察されなかった (図2.13B)。なお、外来遺伝子を発現しないTRV (TRV-empty) を

接種したシロイヌナズナでは花の形態異常は観察されなかった (図2.13A)。 

 TRV-CP-PHYL1OYがシロイヌナズナに葉化を引き起こさなかった原因の1つとして、ファイロジェ

ンのN末端にウイルスのCPタンパク質が付加したことによる機能阻害が考えられる。そこで、FMDV 

2AペプチドをCPとPHYL1OYの間に挿入したコンストラクトを作出し (図2.6; pTRV2-PHYL1OY)、

2Aペプチドの機能によりPHYL1OYを単独で発現させることを試みた。TRV-PHYL1OYに感染したシ

ロイヌナズナは35S: : PHYL1OY形質転換植物と同様に葉化 (図2.13C)、および突き抜け (図2.13D) 

を誘導した。以上より、FMDV 2Aペプチドを用いたTRVベクターの改変により、ファイロジェンあ

るいはその変異体の機能を簡便・迅速に検証することが可能と考えられた。以降の実験では、FMDV 

2Aペプチドを用いたTRVベクターにより、ファイロジェンとその変異体を発現させた (第4章)。  
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図2.13 TRVベクターを用いたファイロジェン発現系の改良 

 (A) TRV-emptyに感染したシロイヌナズナの花の表現型。(B) TRV-CP-PHYL1OYに感染したシロイヌナズナの花の

表現型。(C, D) TRV-PHYL1OYに感染したシロイヌナズナの花の表現型。 
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2.3.6 PHYL1OY変異体接種シロイヌナズナの花器官の形態 

 作出したTRVベクターシステムを用いて、各PHYL1OY変異体の葉化誘導能を検証した。その結果、

TRV-PHYL1OYP53PAAに感染したシロイヌナズナはTRV-PHYL1OYと同様に葉化を誘導した一方で、

TRV-PHYL1OYK28KAA、-PHYL1OYL68LAAまたは-PHYL1OYQ75QAAに感染した植物では花の形態異常は観察さ

れなかった (図2.14A)。また、ナス科タバコ属のモデル植物であるN. benthamianaにおいても同様

の結果が得られた (図2.14B)。各シロイヌナズナからRNAを抽出し、RT-PCRによりTRVの感染を

検証したところ、TRVの感染および挿入されたPHYL1OY遺伝子の保持が確認された (図2.14C)。以

上より、PHYL1OYの両方のαヘリックスが葉化誘導能に重要であることが示唆された。 
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図2.14 PHYL1OY変異体の葉化誘導能 (Iwabuchi et al., 2019) 

 (A) TRV-PHYL1OY変異体に感染したシロイヌナズナの花の表現型。(B) TRV-PHYL1OY変異体に感染したN. 
benthamianaの花の表現型。(C) RT-PCRによるシロイヌナズナにおけるTRVベクターの感染の確認。各変異体につ
き2個体のシロイヌナズナを供試した。  
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2.4 考察 

2.4.1 2つのαヘリックス構造は葉化誘導能に重要である 

 本研究では、OYファイトプラズマの持つファイロジェンであるPHYL1OYの結晶構造を決定した 

(図2.7A)。これは、ファイトプラズマのエフェクターとしても初めての結晶構造解析事例である。

PHYL1OYの立体構造は、表面残基の電荷分布を除いてPseudomonas syringaeの持つエフェクターの

1つであるAvrRps4Cと類似し、２つのαヘリックスからなるコイルドコイル構造を有していた (図

2.8A)。また、葉化誘導能が報告されている他の2つのファイロジェン (SAP54, PHYL1PnWB) も

PHYL1OYと同様にコイルドコイル構造を有していることが予測されたことから (図2.10)、本構造がフ

ァイロジェン間で共通の構造であることが示唆された。 

 一般的に、コイルドコイル構造はタンパク質間相互作用に重要である (Mason et al., 2004)。

AvrRps4Cは本構造を有することで標的宿主因子であるenhanced disease susceptibility (EDS1) およ

びWRKYタンパク質と相互作用する (Halane et al., 2018)。即ち、PHYL1OYの2つのαヘリックス

からなるコイルドコイル構造も宿主因子との相互作用に関与することが示唆される。そこで、ヘリッ

クス１あるいはヘリックス２にアミノ酸挿入変異を導入したところ、SEP1‒4およびRAD23Cとの相

互作用 (表2.4)、SEP3の分解 (図2.12)、および植物体への葉化誘導能が喪失した (図2.14)。一方で、

ループ領域へのアミノ酸挿入変異は、いずれの活性にも顕著な影響を及ぼさなかった (表2.4, 図2.13, 

14)。以上より、両へリックスは宿主因子とのタンパク質相互作用を初めとしたファイロジェンの機能

に重要であることが示された。 
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2.4.2 αヘリックスを介したMTFおよびRAD23との結合様式 

 ファイロジェンファミリーの特徴の1つとして、2つのαヘリックス内に疎水性残基が繰り返し存

在し、その保存性が高いことが挙げられる (図2.9A)。興味深いことに、ファイロジェンが標的とする

MTFのKドメインも、同様に2つのαヘリックス構造をもち、その内部に疎水性残基の繰り返しを

有する (Rümpler et al., 2018)。これらの残基はMTFが多量体化を形成する際の疎水性相互作用面と

して働くことが示唆されている (Puranik et al., 2014)。また、タイプIIのMTFの間でKドメイン内

のアミノ酸配列は保存性が高く、特に、ファイロジェンの標的となるEクラスのMTFではKドメイ

ン内の疎水性残基が植物間でよく保存されている (図2.2C, D; Rümpler et al., 2018)。以上のような

ファイロジェンとMTFの立体構造の類似性から、ファイロジェンとMTFの相互作用はMTFどうし

の多量体化形成と類似している可能性が高い。即ち、ファイロジェンはMTFどうしの多量体化形成

と同様に、両因子のαヘリックスの疎水性相互作用面を介してMTFを認識する可能性がある 

(Rümpler et al., 2015)。このような分子機構はファイロジェンが様々な植物に葉化を誘導する上で重

要であると考えられる。 

 RAD23はファイロジェンと相互作用し、葉化誘導に必須な宿主因子であるが (MacLean et al., 

2014) その相互作用様式は不詳である。Y2Hの結果、ヘリックス領域に変異導入されたPHYL1OY変

異体 (PHYL1OYK28KAA、PHYL1OYL68LAAおよびPHYL1OYQ75QAA) はRAD23Cとも結合できず、それぞれの

αヘリックスはMTFだけでなく、RAD23Cとの相互作用にも重要であることが示された (表2.4)。

一方で、RAD23のもつ4つの機能ドメインはそれぞれ異なるタンパク質と相互作用し、その相互作

用様式も解析されつつあるものの (図2.2E)、ファイロジェンがいずれのドメインに結合するかは不明

である。そのため、その結合様式を両者の立体構造や既存の知見に基づき予測することは、現状難し

い。今後は三者の立体構造情報に基づいて、MTFの分解誘導において、ファイロジェンがαヘリック
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スを介してどのようにMTFとRAD23の両タンパク質に相互作用できるのか、詳細に解析されること

が期待される。�

�
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第３章 αヘリックスを標的にした様々なファイロジェン遺伝子の探

索と配列解析 

3.1 序文 

3.1.1 ファイトプラズマ属内におけるファイロジェンの保存性 

 葉化や緑化といった花の形態異常はファイトプラズマに特徴的な病徴であり、様々な種あるいは系

統のファイトプラズマに感染した植物で報告されている (図3.1)。花器官の形態異常を引き起こすフ

ァイトプラズマの種や系統に偏りはなく、幅広いファイトプラズマが花器官の形態異常を引き起こす

性状を有している。 

 一方で、これまでに報告されている40以上のファイトプラズマ暫定種の中で、ファイロジェン遺伝

子は7暫定種のファイトプラズマで同定されているのみで、同定された種・系統は限られている (‘Ca. 

P. asteris’, ‘Ca. P. aurantifolia’, ‘Ca. P. phoenicium’, ‘Ca. P. pruni’, ‘Ca. P. solani’, ‘Ca. P. trifolii’

および‘Ca. P. ziziphi’) (Chung et al., 2013; Mitrović et al., 2014; Maejima et al., 2014; J. Wang et 

al., 2018; Fernández et al., 2019)。そのため、ファイトプラズマの中には葉化を引き起こすものの未

だにファイロジェン遺伝子が同定されていない暫定種 (例: ‘Ca. P. japonicum’) あるいは系統 [例: 

‘Ca. P. asteris’ hydrangea phyllody (HP) 系統; ‘Ca. P. aurantifolia’ faba bean phyllody (FBP), 

cleome phyllody (CLP) 系統] が数多く存在する (Sawayanagi et al., 1999; Arashida et al., 2008b; 

Takinami et al., 2013; Anabestani et al., 2017)。すなわち、これらのファイトプラズマ暫定種・系

統が引き起こす花の形態異常が、ファイロジェンによるものかは不明である。 
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図3.1 様々なファイトプラズマが引き起こす花の形態異常 

 (A) ‘Ca. P. asteris’ RP系統に感染したセイヨウアブラナ (Zwolińska et al., 2019)。(B) ‘Ca. P. phoenicium’ CP3
系統に感染したニチニチソウ (Barbosa et al., 2012)。(C) ‘Ca. P. japonicum’ JHP系統に感染したアジサイ。(D) ‘Ca. 
P. aurantifolia’ HAP1系統に感染したヒマワリ(Mulpuri and Muddanuru, 2016)。(E) ‘Ca. P. trifolii’ PTL系統に
感染したニチニチソウ (Choueiri et al., 2007)。(F) ‘Ca. P. pruni’ CMI系統に感染したニチニチソウ (Jakovljević et 
al., 2015)。(G) ‘Ca. P. malaysianum’ MaPV系統に感染したニチニチソウ (Nejat et al., 2009)。(H) ‘Ca. P. 
hispanicum’ StrPh系統に感染したイチゴ (Cui et al., 2019)。 
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3.1.2 ファイロジェン遺伝子の探索手法 

 ファイロジェンの探索には、これまで2つの手法が用いられてきた。1つは、既報のファイロジェ

ン遺伝子の周辺塩基配列情報に基づく特異的プライマーを用いたPCR解析である。これまでにいくつ

かのファイロジェン遺伝子はファイトプラズマゲノム上でPMU (1.1.4項参照) の周辺に存在するこ

とが報告されている (Jomantiene et al., 2007; Sugio and Hogenhout, 2012)。前島らはこの情報に

基づいて、PMU特異的プライマーを用いたPCRののち、増幅断片に対してPHYL1OY特異的プロー

ブを用いたサザンブロットハイブリダイゼーション解析を行うことで (図3.2)、4暫定種16系統のフ

ァイトプラズマからPHYL1OYと相同性の高いファイロジェンを同定した (‘Ca. P. asteris’ 13系統, 

‘Ca. P. pruni’ 1系統, ‘Ca. P. phoenicium’ 1系統および‘Ca. P. trifolii’ 1系統; Maejima et al., 

2014)。Fernándezらも同様に、既報のファイトプラズマゲノム情報をもとにファイロジェン遺伝子

の周辺に設計したプライマーを用いたPCRによって、‘Ca. P. pruni’ Bellvir系統からファイロジェン

を同定した (Fernández et al., 2019)。ただしこれらのアプローチは、たとえファイロジェンを有して

いる系統でも、参考とする既知ファイロジェンあるいは周辺配列と配列同一性が低い場合には単離で

きず、様々なファイロジェン遺伝子を網羅的に探索することは困難である。 

 

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 



第３章 様々なファイロジェン遺伝子の探索と配列解析 

� 
	�

 
図3.2 PMU特異的プライマーを用いたファイロジェン遺伝子の同定 

 (A) ファイトプラズマゲノム上のPMUの構造とファイロジェン遺伝子の概略図。黒矢印は (B) で用いたPMU特異

的プライマーを表す。斜線のボックスは (C) で用いたPHYL1OYプローブの位置を表す。(B) PMU特異的プライマーを

用いたPCR結果。1: ‘Ca. P. mali’ AP15系統、2: ‘Ca. P. ulmi’ EY-C系統、3: ‘Ca. P. fraxini’ ASHy2系統、4: ‘Ca. 
P. phoenicium’ PEY系統、5: ‘Ca. P. asteris’ CA-76系統、N: negative control (DW)。(C) PHYL1OY遺伝子のプ
ローブを用いたサザンハイブリダイゼーション結果。レーン番号は (B) と同じファイトプラズマ系統を示す。  
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 もう１つはファイトプラズマの全ゲノムあるいはドラフトゲノムを決定し、既報のファイロジェン

と相同性の高い遺伝子を探索することである。実際に、近年ドラフトゲノムが解読された‘Ca. P. 

aurantifolia’ PnWB系統から、PHYL1OYとは塩基配列同一性が低い (70.3％) ファイロジェン 

(PHYL1PnWB) が見出された (Chung et al., 2013)。PnWB系統は葉化を引き起こすファイトプラズマ

系統であり (Su et al., 2011)、PHYL1PnWBは葉化を誘導することが確かめられている (Yang et al., 

2015; Kitazawa et al., 2017)。PHYL1PnWBは前島らによって同定されたファイロジェンとは、遺伝子

だけでなくその周辺配列もPHYL1OYとは大きく異なっていた。また、PnWB系統の持つ唯一のPMU

はPHYL1PnWBの周辺に位置していないため、PMU特異的プライマーを用いたPCRでは見つからなか

った可能性がある (図3.3; Chung et al., 2013)。以上より、ゲノム解読はPCRと異なり既報のファイ

ロジェンに特異的なプライマーを使用しないため、既報のファイロジェン遺伝子およびその周辺配列

の同一性が低いホモログの探索に有効である。しかし、ドラフトゲノム情報でファイロジェン遺伝子

が見つからない場合 (Quaglino et al., 2015; Lee et al., 2015; Fisher et al., 2016)、全ゲノムを決定

しない限り、ファイロジェン遺伝子の有無が判別できるわけではない。一方で、ファイトプラズマは

難培養性細菌で、かつそのゲノム上には重複領域が多数存在するため、他の細菌と比較して全ゲノム

決定は難しい。 

 以上のように、これまでファイロジェンの同定のために用いられてきた手法にはそれぞれ短所があ

り、様々なファイトプラズマに対し網羅的かつ効率的に探索することは困難であった。そこで本章で

は上記２つの手法とは別のアプローチを開発し、ファイロジェンが見つかっていないファイトプラズ

マ暫定種・系統からファイロジェン遺伝子を同定することを試みた。 
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図3.3ファイロジェン周辺の遺伝子構造 

 赤矢印はファイロジェン遺伝子を表す。黒矢印はPMU上に特徴的な遺伝子を示す (表1.1)。相同な遺伝子は同じ色 (赤

と黒を除く) の矢印で示す。それ以外の遺伝子は灰色の矢印で示す。予測される遺伝子名を矢印の上に記載した。Sugio 

and Hogenhout, 2012、Chung et al., 2013、およびChang et al., 2015を参考に自作。 
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3.2 材料と方法 

3.2.1 供試ファイトプラズマ系統 

 本研究で使用したファイトプラズマ系統は表3.1の通りである。PoiBIおよびChV系統由来のDNA

はQIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) を使用して、PoiBI感染ポインセチアあるいはChV感染ニチ

ニチソウから抽出した。それ以外のファイトプラズマ由来のDNAは研究室で保管している抽出DNA

を用いた。研究室で保管している抽出DNAのうち、3系統のファイトプラズマ (‘Ca. P. aurantifolia’ 

FBP, ‘Ca. P. fragariae’ SY, ‘Ca. P. asteris’ PvWB) は感染植物由来DNAをREPLI-g Mini Kit 

(QIAGEN) を用いて全ゲノム増幅を行い以降の実験に用いた。  
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表3.1 第3章で用いたファイロジェン遺伝子の由来となるファイトプラズマ系統 

暫定種 系統名 略称 ファイロジェン遺伝子のア

クセッション番号 

‘Ca. P. asteris’ aster yellows 24126 AY-J LC388988a 
carrot yellows  CA LC388989a 
clover phyllody  KVF LC388991a 
diplotaxis virescence  DIV LC388990a 
garlic yellows GY LC388981a 
henon-bamboo witches’ broom HBWB LC388982a 
hydrangea phyllody HYDF LC388983a 
hydrangea phyllody HP LC388992 
mulberry dwarf MD LC492887 
porcelain vine witches’ broom PvWB LC388972 
rhus yellows RhY LC388985a 
sumac witches’ broom SWB LC388987 

‘Ca. P. aurantifolia’ chrysanthemum virescence ChV LC388993, LC388994Ψ  
cleome phyllody CLP LC388979a  
crotalaria phyllody CrP LC388980a  
faba bean phyllody FBP LC388974  
soybean phyllody SOYP LC388986a  
witches’ broom of lime WBDL LC388975 

‘Ca. P. fragariae’ strawberry yellows SY LC388969 
‘Ca. P. fraxini’ ash yellows ASHy2 LC388976Ψ 
‘Ca. P. japonicum’ Japanese hydrangea phyllody JHP LC388970 
‘Ca. P. oryzae’ rice yellow dwarf RYD LC388973 
‘Ca. P. phoenicium’ naxos yellows NaxY LC388977a 
‘Ca. P. pruni’ poinsettia branch-inducing PoiBI LC388995 
‘Ca. P. trifolii’ lucerne virescence LUM LC388984a  

potato witches’ broom PWB LC388978a 
‘Ca. P. ziziphi’ jujube witches’ broom JWB LC388971 
 第3章で用いたファイトプラズマ系統とそのファイロジェン遺伝子配列のGenBankアクセッション番号を示す。a : フ

ァイロジェン遺伝子の部分配列のみ決定。Ψ : 遺伝子の途中に生じた終止コドンによりC末端が欠失している。  
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3.2.2 プライマー設計およびPCR解析 

 第3章で使用したプライマーを表3.2に示した。ファイロジェン遺伝子の探索のため、3系統のフ

ァイロジェン (PHYL1OY, PHYL1PnWB, SAP54遺伝子) の分泌領域内の2箇所の保存領域をもとに縮重

プライマー (PHYL-F/R) を設計した (図3.4A)。なお、これら3系統のファイロジェンはいずれもシ

ロイヌナズナに葉化を誘導することが報告されている (MacLean et al., 2011; Maejima et al., 2014; 

Yang et al., 2015)。本プライマーを用いて、表3.1に記載したファイトプラズマDNA (‘Ca. P. 

aurantifolia’ ChVおよび‘Ca. P. pruni’ PoiBI系統を除く) からPCRを行い、ファイロジェン配列を

部分的に増幅した。PCRにはKOD FX (TOYOBO) を用い、詳細な条件は以下に示した。PHYL1MD、

PHYL1SWB、PHYL1PWB、およびPHYL1PoiBI遺伝子 (‘Ca. P. asteris’ MD, SWB, ‘Ca. P. trifolii’ PWBお

よび‘Ca. P. pruni’ PoiBI系統のファイロジェン)は、‘Ca. P. asteris’ PvWB、HP、‘Ca. P. pruni’ JR1

系統のいずれかの配列をもとに設計したプライマーを用いたPCRにより増幅した (表3.2)。以上の

PCR産物をExoSAP-IT (Affymetrix) を用いて精製し、BigDye Terminator Kit (Applied Biosystems) 

およびPCRで使用した各プライマーを使用して配列を決定した。それぞれのファイトプラズマの16S 

rRNA遺伝子配列は、既報の手法と同様に決定した (Iwabuchi et al., 2018)。 

 

2×KOD FX PCR buffer 5 µl 
 

94℃ 3 min 1 cycle 
dNTP mix 2 µl 

 
94℃ 15 sec 

35‒45 cycles PHYL-F (5 µM) 0.6 µl 
 

45℃ 30 sec 
PHYL-R (5 µM) 0.6 µl 

 
68℃ 30 sec 

KOD FX 0.2 µl 
 

68℃ 7 min 1 cycle 
DW 0.6 µl 

 
4℃     

DNA (10 ng/µl) 1 µl 
    

Total 10 µl 
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3.2.3 Genome walking解析 

 3.2.2項で決定したファイロジェンの全長配列を決定するため、Genome walkingによって上流お

よび下流の未読領域の配列決定を行った。Genome walkingはAPAgene Gold Genome Walking Kit 

(Bio S＆T) を用いて付属のマニュアルに従って行った。鋳型には100 ngのファイトプラズマ感染植

物由来のゲノムDNAあるいはゲノム増幅したDNA (3.2.1項に記載) を用いた。Genome walking

に用いた各ファイロジェン遺伝子に特異的なプライマー (gene specific primers: GSPs) は、プライマ

ーPHYL-F/Rを用いて増幅したファイロジェンの部分配列 (3.2.2項) に基づいて設計した (表3.2)。

Genome walkingにより得られたPCR産物は、Illustra™GFX PCR DNA Gel Band Purification Kit 

(GEヘルスケア) を用いて、キットに付属のマニュアルに従って精製した。精製したDNA断片を

pCR4-TOPOベクター (Invitrogen) にTAクローニングし、GSP、M13FおよびM13Rプライマー

を用いて配列を決定した。3.2.2項、3.2.3項で得られた配列情報 (ファイロジェンの部分配列、およ

びその上流、下流配列) を、ATGCバージョン4.3.5ソフトウェア (Genetyx) を用いてアセンブルし

た。アセンブル配列が正しく得られていることを確認するため、genome walkingにより決定した、

ファイロジェン部分配列の上流および下流の配列をもとにプライマー (表3.2) を設計し、PCRを行っ

た (図3.4B)。  

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 
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図3.4 分泌領域の保存配列を標的にしたファイロジェンの同定法 

 (A) 葉化誘導能が報告されている3系統のファイロジェン (PHYL1OY, PHYL1PnWBおよびSAP54) のマルチプルアラ

イメント。濃灰色および黒色の背景はそれぞれ60%、100%以上の同一性を示す。黒色の矢印はファイロジェン遺伝子

の部分配列の増幅のために用いたPHYL-F/Rプライマーの位置を示す。(B) ファイトプラズマゲノムに存在するファイ

ロジェン遺伝子の同定の概略図。黒矢頭はPHYL-F/Rプライマー、白矢頭はそれぞれのファイロジェンに特異的なgene 

specific primers (GSPs) を示す。  
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表3.2 第３章で使用したプライマー 
プライマー名 配列 (5'→3') 標的遺伝子 目的 
PHYL-F ATTGAAGAAAAYATAATTAATTTAAAA PHYL1 PHYL1 遺伝子の同定お

よびgenome walking PHYL-R ATAAGTTTTTAATTGTTCTTTTTG PHYL1 
ASHy2_F_GSPa GGCGATGAATGATAACGAAGCTGGAACTAG PHYL1ASHy2 

PHYL1 遺 伝 子 の
genome walking 

ASHy2_F_GSPb GCAAGAGAAAAAGTTAAAATAAAAG PHYL1ASHy2 
ASHy2_F_GSPc GATAATTTTCAAAAAATTGAAATTCTTATTC PHYL1ASHy2 
ASHy2_R_GSPb CTTTTATTTTAACTTTTTCTCTTGC PHYL1ASHy2 
ASHy2_R_GSPc GAATAAGAATTTCAATTTTTTGAAAATTATC PHYL1ASHy2 
FBP_F_GSPb CGCAAAAGAAATAACAAACATAAATAAAAC PHYL1FBP 
FBP_F_GSPc CAGTTAATCTCACTGATGATCAAAAAG PHYL1FBP 
FBP_R_GSPb GTTTTATTTATGTTTGTTATTTCTTTTGCG PHYL1FBP 
FBP_R_GSPc CTTTTTGATCATCAGTGAGATTAACTG PHYL1FBP 
HP_R_GSPa TTAAATTGTTTAAAAGGTTTTTATAAGTTTTTAATTGTTC PHYL1HP 
JHP_R_GSPa ATTATGAATTAAATTTTCTAAATTTTGTTTCAACAC PHYL1JHP 
JHP_R_GSPb GTTGTATTTCTCTTTCTATATTTATTTTTTC PHYL1JHP 
JHP_R_GSPc CAACACTAAAAGATTATTTTTTCTAGG PHYL1JHP 
JWB_F_GSPb AAAATTTATGATAATGCAAMMAAAATAACAAA PHYL1JWB 
JWB_F_GSPc CTGATRATCAAAAAGAAAWTCTCTTAAAATTA PHYL1JWB 
JWB_R_GSPb TTTGTTATTTTKKTTGCATTATCATAAATTTT PHYL1JWB 
JWB_R_GSPc TAATTTTAAGAGAWTTTCTTTTTGATYATCAG PHYL1JWB 
RYD_F_GSPb AAAAAATAAATACAGAAARAGAAATA PHYL1RYD 
RYD_F_GSPc AAACAAAATTTAGAAAAWTTAATTYATAAT PHYL1RYD 
RYD_R_GSPb TATTTCTYTTTCTGTATTTATTTTTT PHYL1RYD 
RYD_R_GSPc ATTATRAATTAAWTTTTCTAAATTTTGTTT PHYL1RYD 
SY_F_GSPb CACAGAAAAAGAATTAAACACATTATC PHYL1SY 
SY_F_GSPc GAAGAAACAATCTTTTAGYGTTAAAAC PHYL1SY 
SY_R_GSPb GATAATGTGTTTAATTCTTTTTCTGTG PHYL1SY 
SY_R_GSPc GTTTTAACRCTAAAAGATTGTTTCTTC PHYL1SY 
WBDL_R_GSPa CTTTTTGATTATTAACTAATTGTTTGCTATTTTCTTG PHYL1WBDL 
ASHy2_F1 AAGGAACCAATTCAGTCATGAATGATAACGAAGCTGGAAC PHYL1ASHy2 

Genome walking解析
の確認 

ASHy2_R1 AAGCTGGGTCTAGATTTAATCATGTAAATAATTTAAAAGTGTTT PHYL1ASHy2 
JHP_F1 AAGGAACCAATTCAGTCATGAATAAAGATATTGCTAGCAC PHYL1JHP 
JHP_R1 AAGCTGGGTCTAGATTTAATTATTTTCATCATTTAAAGTCTTTAA PHYL1JHP 
JWB_F1 AAGGAACCAATTCAGTCATGGATCCAAAACTTCCAGAAAC PHYL1HP, 

PHYL1JWB JWB_R1 AAGCTGGGTCTAGATTTAGTTATTTTCATCATTTAAATTGTTTA 
RYD_F1 AAGGAACCAATTCAGTCATGAATAAAGATATTGCTACTACTAG PHYL1RYD 
RYD_R1 AAGCTGGGTCTAGATTTAATTATTTTTATTATTTAACATGTTTAAAAG PHYL1RYD 
SY_F1 AAGGAACCAATTCAGTCATGGATAAAGATATTCCTAGTACTG PHYL1PvWB, 

PHYL1SY SY_R1 AAGCTGGGTCTAGATTTAATCATTTAAATTTTTTAAAAGAATTTG 
WBDL_F1 AAGGAACCAATTCAGTCATGGATCCAAACCTTCCAG PHYL1FBP, 

PHYL1WBDL WBDL_R1 AAGCTGGGTCTAGATTTAGTTATTGTCATCATTTAAATTC 
PHYL1JWB_F2 AGAATAAATAAATAAGGAGTTATAAGTTAAA PHYL1HP PHYL1SWB遺伝子の同定 gepA-uniR AAACAGGVCCRTRAAKCCAHGC PHYL1HP 
JR1_F2 CAAAATGAAATATCAATTTAACAATAATTGG PHYL1JR1 PHYL1PWB遺伝子の同定 PhylR6 TGTTGGTACCATTCTTTGGTGCGTTG PHYL1JR1 
FRA_IGS_F GGGGTAAAAAATTAAAGGAGTTAYGAATTA PHYL1PvWB PHYL1MD遺伝子の同定 FRA_IGS_R TCAGCTGRGGTGATTTCGTA PHYL1PvWB 
PoiBI-F1 TGAAACCAAAAGAAGTCAAAATGAAATATC PHYL1JR1 PHYL1PoiBI遺伝子の同定 PoiBI-R1 CTACTATTCCTTGTTTTAATCTTTGGATGC PHYL1JR1 
AUR-1 GGCAAAACAATGTAATCCGTAAACCTAGC PHYL1ChV PHYL1ChV遺伝子の同定 AUR-2 GGGGATTGTGTTTAGGTTATTTAAACGAAGAC PHYL1ChV 
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AUR-3 GGCAATATTCATATGAACGTAACCAAA PHYL1ChVΨ PHYL1ChVΨ遺伝子の同定 AUR-4 CTATATGACATTACCTCGGCTGAGGGA PHYL1ChVΨ 
SN910601 GTTTGATCCTGGCTCAGGATT 16S rRNA 

16S rRNA 遺伝子の同
定 SN910502 AACCCCGAGAACGTATTCACC 16S rRNA 

SN020522 TCGCCGTTAATTGCGTCCTT 16S rRNA 
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3.2.4 次世代シーケンス解析 

 ‘Ca. P. aurantifolia’ ChV系統の2つのファイロジェン遺伝子 (PHYL1ChV, PHYL1ChVΨ) は、イルミ

ナMiSeqシーケンサーを用いたドラフトゲノム解析により同定した。ライブラリーの調製はNextera 

XT DNA Sample Prep Kit (Illumina) を用いて付属のマニュアルに従って行った。構築したライブラ

リーを次世代シーケンサーMiSeq (Illumina) により解読した。シーケンスはペアエンドで150塩基解

読した。得られたシーケンスリードはCLC Genomic workbench (CLC-bio) を用いて‘Ca. P. 

aurantifolia’ PnWB系統のドラフトゲノム (GenBankアクセッション番号: GCA_000364425.1) へ

のマッピングを行った。TBLASTNを用いた相同性検索によってChV系統の2つのファイロジェン 

(PHYL1ChV, PHYL1ChVΨ) を同定した (Camacho et al., 2008)。AUR-1/AUR-2プライマーを用いた

PCRによりPHYL1ChV遺伝子を含む約1.6 kbpのゲノム領域を増幅した。また、AUR-3/AUR-4プラ

イマーを用いたPCRによりPHYL1ChVΨ遺伝子を含む約0.9 kbpのゲノム領域を増幅した。増幅した

PCR産物は3.2.2項と同様に配列決定した。 

 

3.2.5 配列および分子系統解析 

 ファイロジェンファミリーの塩基およびアミノ酸配列のマルチプルアライメントにはアルゴリズム

MUSCLEを用いた (Edger et al., 2004)。ファミリー内で共通の二次構造の予測はソフトウェア

PROMALS3Dを用いて行った (Pei et al., 2008)。シグナルペプチド切断部位の有無と位置の予測に

はSignalP 4.1プログラム (http: //www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) を用いた。配列同一性の計算

にはMUSCLEアルゴリズムを用いたペアワイズアラインメントに基づいてプログラムSequence 

Demarcation Tool (SDT) バージョン1.2 (Muhire et al., 2014) を用いた。ファイロジェンファミリ

ーの塩基配列に基づく系統樹は、近隣結合法に基づき、MEGA version 7.0 (Kumar et al., 2016) に
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よって作成した。ファイトプラズマの16S ribosomal DNA遺伝子の系統樹は、SN910601/SN910502

プライマー間の塩基配列をもとに、同様の手法で作成した。外群にはAcholeplasma laidlawii PG-8A 

(GenBankアクセッション番号: CP000896) を用いた。ファイロジェンの構造予測は2.2.5項と同様

の手法で行った。立体構造の可視化およびKyte-Doolittleの指標に基づく疎水性の程度の算出には

UCSF Chimeraを用いた (Pettersen et al., 2004)。アミノ酸配列の保存度の算出にはConSurfサーバ

を用いた (Ashkenazy et al., 2016)。  
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3.3 結果 

3.3.1 共通領域を標的としたファイロジェンの探索 

 3系統のファイロジェンタンパク質 (PHYL1OY, PHYL1PnWB, SAP54) のマルチプルアライメントを

行ったところ、分泌領域内に保存されたモチーフが2か所存在した (図3.4A)。これらの保存モチーフ

に縮重プライマー (PHYL-F/R) を設計し、様々なファイトプラズマ系統からファイロジェン遺伝子の

部分配列の増幅を試みた。なお、設計したプライマー領域は既報のいずれのファイロジェン遺伝子に

おいても保存性が高かった (図3.6)。PHYL-F/Rを用いたPCRを行ったところ、9暫定種25系統の

ファイトプラズマゲノムDNAから177‒210 bpのDNA断片が増幅された (図3.5)。そのうち、4暫

定種 (‘Ca. P. fragariae’, ‘Ca. P. fraxini’, ‘Ca. P. japonicum’, ‘Ca. P. oryzae’) ではこれまでにファ

イロジェン遺伝子は同定されていなかった (表3.1)。増幅断片の配列を決定し塩基配列同一性を算出

したところ、それぞれのDNA断片は既報のファイロジェン遺伝子のいずれかと70％以上の同一性を

示した。以上より、増幅されたDNA断片はいずれもファイロジェン遺伝子の一部であることが示唆

された。 

 

図3.5 様々なファイトプラズマゲノムからのファイロジェン遺伝子の検出 

 PHYL-F/Rプライマーを用いたPCRによって25系統のファイトプラズマからファイロジェン遺伝子の部分配列を増

幅した。レーン1: AY-J, 2: CA, 3: KVF, 4: DIV, 5: GY, 6: HBWB, 7: HYDF, 8: HP, 9: PvWB, 10: RhY, 11: SWB, 12: 

MD, 13: CLP, 14: CrP, 15: FBP, 16: SOYP, 17: WBDL, 18: SY, 19: ASHy2, 20: JHP, 21: RYD, 22: NaxY, 23: 

LUM, 24: PWB, 25: JWB, N: negative control (DW)。系統名およびアクセッション番号は表3.1に示した。 
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3.3.2 Genome walkingによるファイロジェンの周辺配列解析 

 ファイロジェン遺伝子の部分配列の上流および下流配列の決定をGenome walkingにより試みた。

供試系統には3.3.1項で増幅した25系統のうち、9系統 (‘Ca. P. asteris’ HPおよびPvWB, ‘Ca. P. 

aurantifolia’ FBPおよびWBDL, ‘Ca. P. fragariae’ SY, ‘Ca. P. fraxini’ ASHy2, ‘Ca. P. japonicum’ 

JHP, ‘Ca. P. oryzae’ RYDおよび‘Ca. P. ziziphi’ JWB系統) を選抜した。その結果、202‒1358 bp

の上流配列と464‒1508 bpの下流配列を決定し、3.3.1項で決定した配列とアセンブルを行った。ア

センブルが正しく行われたことを確認するため、上流および下流配列上に設計したプライマーを用い

たPCRを行った (図3.4B)。その結果、予想されたサイズのDNA断片が増幅された。 

 決定した各系統のファイロジェン遺伝子およびその周辺配列を解析したところ、リボソーム結合部

位 (5'-AAGGAG-3'; Berg et al., 1999)、開始コドン、および終止コドンが既報のファイロジェン遺伝

子とほぼ同じ位置に存在した (図3.6)。ASHy2系統およびChV系統のファイトプラズマは遺伝子の

途中に終止コドンが生じ、αヘリックスを欠失したファイロジェン (PHYL1ASHy2Ψ, PHYL1ChVΨ) をもっ

ていた (図3.6)。同定したファイロジェンのうち、αヘリックスを欠失したファイロジェンを除いて、

各ファイロジェンのアミノ酸配列上にはシグナルペプチド切断部位、疎水性残基の保存された分泌領

域内の2つのαヘリックス構造 (2.3.2項参照) が既報のファイロジェンと同様に予測された (図3.7)。

以上のように、新たに9系統のファイトプラズマからファイロジェン遺伝子の全長を決定した。 

 各ファイロジェンのアミノ酸配列上にはシグナルペプチド切断部位、ならびに２つのαヘリックス

構造が既報のファイロジェンと同じ位置に予測された (図3.7)。いずれのファイロジェンでも2つの

αヘリックス上に、葉化誘導に重要な疎水性残基が保存されていた (図3.7, 3.8; ヘリックス1のa, b, 

dおよびe残基、ならびにヘリックス2のa, dおよびg残基)。2.1.2項で述べた通り、２本のαヘリ

ックスがコイルドコイル構造を形成する場合、aおよびd残基は疎水性であることが多い (Lupas and 
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Blassler, 2017)。ファイロジェンにおいても、両ヘリックス上で保存された疎水性残基のうち、aおよ

びd残基は２つのαヘリックスの内側に向いていた (シグナル配列を除くPHYL1OYにおけるI20, I24, 

L27, I31, L58, I69, L76およびL83残基; 図3.8)。一方で、ヘリックス1のbおよびe残基 (I25お

よびA35) ならびにヘリックス2のg残基 (L61, L68およびL82) はタンパク質表面に露出し、宿主

因子との結合に重要と考えられた (図3.7, 3.8)。以上より、ファイロジェンに保存された疎水性残基

はタンパク質の構造安定性と宿主因子との結合に重要であることが示唆された。 
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図3.6 ファイロジェン遺伝子の塩基配列のマルチプルアライメント 

 ファイロジェン遺伝子およびその上流、下流領域のアラインメント。淡灰色、濃灰色、黒色の背景はそれぞれ60%、80%、100%以上の同一性を示す。Ψは途中に生じた終止コドン

によってC末端が欠失したファイロジェンを示す。青、緑、赤枠はそれぞれリボソーム結合部位、開始コドン、および終止コドンを示す。黒矢印はPHYL-F/Rプライマーを示す。 
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図3.6 ファイロジェン遺伝子の塩基配列のマルチプルアライメント 
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図3.6 ファイロジェン遺伝子の塩基配列のマルチプルアライメント 
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図3.6 ファイロジェン遺伝子の塩基配列のマルチプルアライメント (続き) 
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図3.7 ファイロジェンのアミノ酸配列の保存性と構造学的特徴 

 (A) ファイロジェン全長アミノ酸配列のマルチプルアラインメント。ファイロジェンのアミノ酸配列はMUSCLEアル

ゴリズムでアラインメントした。ファイロジェンファミリーに共通の二次構造はソフトウェアPROMALS3Dを用いて

アラインメントの下に示した。黒矢頭はファイロジェンで保存された疎水性残基を示す (2.3.2項参照)。白矢頭はphyl-B

グループ (3.3.3項) を除くファイロジェンで保存された親水性残基 (K30およびN64: 第4章参照)を示す。各残基の

保存性の程度の算出にはConsurfサーバーを用いた (Ashkenazy et al., 2016)。背景色は保存性の程度を示す (図
3.7B右下参照)。 

 (B) PHYL1OYの立体構造における疎水性度および保存度。疎水性の程度の算出にはUCSF Chimeraを用いて

Kyte-Doolittleの指標に基づいて算出した。保存性の程度の算出は (A) と同様に行った。(左) リボンモデル、(中央) 疎

水性表面モデル、(右) 保存性表面モデル。  
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図3.8 PHYL1OYのもつ両αヘリックスのアミノ酸の保存度 (helical wheelモデル) 

 図2.7と同様に、ヘリックス1あるいは2のC末端、N末端からアミノ酸の投影を行った。各円の数字は、PHYL1OY
の各アミノ酸残基の位置を示す。7残基反復 (heptad repeat) 内のアミノ酸残基はa‒gの記号を付け、図2.7と同様

に表す。円の中の色は図3.7Aと同様にアミノ酸の保存度を示す。 
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3.3.3 ファイロジェンファミリーの配列解析 

 本章で新たに同定したファイロジェンも含め、ファイロジェンファミリー内の配列同一性をペアワ

イズアラインメントに基づき算出したところ、塩基レベルで66.4‒100％、アミノ酸レベルで40.9‒

100％とファミリー内の配列同一性は低かった (図3.9)。そこで、ファイロジェンファミリーの系統関

係を調べるため、43系統のファイトプラズマ由来の完全長ファイロジェン塩基配列を用いて系統樹を

作成した。その結果、ファイロジェンファミリーは4グループ (Phyl-A, -B, -Cおよび-D) に分かれる

ことが示された (図3.10B)。これらの系統群のブートストラップ値はそれぞれ78%、99%、99%、99%

であった。各グループは複数のファイトプラズマ種で構成され、16S rRNA遺伝子の系統関係とは一

致しなかった (図3.10A)。 

 4グループのうち、phyl-Aグループに属するファイロジェンが最も多く、6種29系統のファイト

プラズマ (‘Ca. P. asteris’ 19系統, ‘Ca. P. pruni’ 4系統, ‘Ca. P. phoenicium’ 2系統, ‘Ca. P. trifolii

‘ 2系統, ‘Ca. P. japonicum’ 1系統および‘Ca. P. oryzae’ 1系統)で構成された。Phyl-Bグループは、

2種3系統のファイトプラズマ (‘Ca. P. asteris’ 2系統および‘Ca. P. fragariae’ 1系統) で構成された。

Phyl-Cグループは、3種5系統 (‘Ca. P. pruni’ 2系統, ‘Ca. P. solani’ 2系統および‘Ca. P. fraxini’ 1

系統) で構成された。Phyl-Dグループは、3種9系統 (‘Ca. P. aurantifolia’ 5系統, ‘Ca. P. asteris’ 2

系統および‘Ca. P. ziziphi’ 2系統) で構成された (図3.10B)。興味深いことに、‘Ca. P. asteris’および

‘Ca. P. pruni’由来のファイロジェンは様々なグループに属していた。具体的には、‘Ca. P. asteris’で

はMDおよびPvWB系統はphyl-B、HPおよびSWB系統はphyl-D、その他の系統はphyl-Aグルー

プに属していた。また、‘Ca. P. pruni’では、BellVirおよびVc33系統はphy-C、その他の系統はphyl-A

に属していた (図3.10B)。全長配列が明らかでないファイロジェン遺伝子も含めて、PHYL-F/Rプラ
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イマー領域間の部分配列にもとに系統樹を作製したところ、同様の結果が得られた (図3.11)。以上よ

り、ファイロジェンファミリーは16S rRNA遺伝子とは異なる進化を遂げたことが示唆された。 
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図3.9 ファイロジェンファミリーの塩基配列同一性 

 (A, B) 配列解析プログラムSequence Demarcation Tool (SDT) (Muhire et al., 2014) を用いて、MUSCLEア
ルゴリズムによるペアワイズアラインメントに基づく塩基 (A) およびアミノ酸 (B) 配列の同一性を算出した。 
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図3.10 ファイロジェンファミリー全長に基づく系統解析 

 (A, B) 16S rRNA遺伝子 (A) およびファイロジェン遺伝子全長 (B) の系統樹。MUSCLEアルゴリズムでアライン

メントしたのち、近隣結合法で作製した。16S rRNA遺伝子の系統樹の外群としてAcholeplasma laidlawii PG-8A系
統を用いた。各枝の数字は1,000反復実行したのちのブートストラップ値 (70%以上) を示す。スケールバーはサイト

ごとの塩基置換数を示す。Ψは途中に生じた終止コドンによってC末端が欠失したファイロジェン変異体を示す。系統名

およびアクセッション番号は表3.1に示した。背景色は両遺伝子を持つファイトプラズマの属する暫定種を示す。 
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図3.11 ファイロジェンファミリー部分長に基づく系統解析 

 (A, B) 16S rRNA遺伝子 (A) およびファイロジェン遺伝子の部分長 (PHYL-F/Rプライマー領域) (B) の系統樹。系

統樹の作製は図3.10と同様に行った。 
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3.3.4 Phyl-B、Cグループのファイロジェンの立体構造予測 

 各グループのファイロジェンの立体構造を比較するため、2.3.1項で決定したPHYL1OYの立体構造 

(PDB ID: 6JQA) をもとにphyl-Bおよびphyl-Cグループに属するPHYL1SYおよびPHYL1231/09のホ

モロジーモデリングを行った。その結果、得られたモデル (Cスコアはそれぞれ0.21および-0.08) は、

PHYL1OY (phyl-A, 2.3.1項) ならびにPHYL1PnWB (phyl-D, Liao et al., 2019) の立体構造と同様の疎

水性表面からなるコイルドコイル構造を有していた (図3.12)。以上より、ファイロジェンファミリー

では立体構造上に保存された疎水性残基が機能に重要であることが示唆された。 

 

図3.12 ファイロジェンファミリーの立体構造比較 

 PHYL1OY (phyl-A) の立体構造 (2.3.1項) をもとにI-TASSERを用いて、PHYL1PnWB (2.3.2項) と同様にPHYL1SY 

(phyl-B) とPHYL1231/09 (phyl-C) のホモロジーモデリングを行った。Phyl-Dグループの立体構造比較にはPHYL1PnWB
を用いた (PDB ID: 6INR). 疎水性の程度の算出にはUCSF Chimeraを用いてKyte-Doolittleの指標に基づいて算出し

た。�  
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3.4 考察 

3.4.1 保存領域を標的とした新たなファイロジェン遺伝子の同定法 

 これまでに葉化誘導因子ファイロジェンの同定には2つの手法 (ファイロジェン遺伝子の周辺配列

に特異的プライマーを用いたPCR、および次世代シーケンス解析) が用いられてきた (Chung et al., 

2013; Maejima et al., 2014; Mitrović et al., 2014; Fernández et al., 2019)。しかし、いずれの手法

においても多様なファイロジェン遺伝子を網羅的かつ効率的に探索することは困難であった。本研究

では、ファイロジェンの保存領域に設計したプライマーを用いた新しいファイロジェン探索手法を開

発した (図3.4)。その結果、これまでにファイロジェン遺伝子が同定されていない4暫定種 (‘Ca. P. 

fragariae’, ‘Ca. P. fraxini’, ‘Ca. P. japonicum’および‘Ca. P. oryzae’) を含む、9暫定種25系統から

ファイロジェン遺伝子の全長あるいは部分長を決定した (図3.5‒7)。決定したファイロジェン遺伝子

では、リボソーム結合部位 (5'-AAGGAG-3')、開始コドン、終止コドン (図3.6)、シグナルペプチド切

断部位、2つのαヘリックス構造 (図3.7) が保存されていたことから、各ファイロジェンは翻訳され、

Secシステムによって植物細胞内に分泌されることが示唆された。既報のファイロジェン遺伝子と合

わせて考えると、本研究によりファイロジェンファミリーは少なくとも11暫定種59系統のファイト

プラズマに保存され (表2.1, 3.1)、かつファミリー内での配列同一性は低いことが示された (図3.9)。

以上より、本手法は様々なファイトプラズマからファイロジェン遺伝子を網羅的かつ効率的に探索す

るのに有効であることが示唆された。  
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3.4.2 ファイロジェン遺伝子の水平伝搬の可能性 

 ファイトプラズマはファイロジェン以外にも様々なエフェクターをもつが、各エフェクターとファ

イトプラズマの進化との関係については不明な点が多い。本研究では、系統解析によってファイロジ

ェンファミリーは4つのグループで構成され、かつ16S rRNA遺伝子に基づくファイトプラズマ属の

進化とは独立した進化を遂げていることが示唆された (図3.10, 3.11)。とりわけ、同一暫定種に属す

るファイトプラズマでも系統によって異なるグループのファイロジェンをもつことは興味深い。例え

ば、‘Ca. P. asteris’ではphyl-A、-Bおよび-Dグループ、‘Ca. P. pruni’ではphyl-Aおよび-Cグループ

のファイロジェンをもつ系統が存在する (図3.10, 3.11)。細菌は水平伝播によって他の細菌から遺伝

子を獲得することがあることから (Hacker et al., 1997; Pallen and Wren, 2007)、考えられる原因の

１つとして、ファイロジェン遺伝子が異なるファイトプラズマ種あるいは系統間で水平伝搬した可能

性が挙げられる。 

 これまでに、詳細な分子機構は不明であるものの、ファイトプラズマ属において遺伝子の水平伝搬

が生じていることはすでに示唆されている。特にファイトプラズマゲノム上に存在するPMUは、多

様なファイトプラズマ種において遺伝子の水平伝搬に関与することが示唆されている (Toruño et al., 

2010; Andersen et al., 2013; Chung et al., 2013; Ku et al., 2013; Cho et al., 2019; Music et al., 

2019)。ファイロジェンファミリーにおいては、phyl-Aグループに属するファイロジェンのほとんど

がPMUの周辺にコードされている (Jomantiene et al., 2007; Sugio and Hogenhout, 2012; 

Maejima et al., 2014)。Phyl-Dについても、‘Ca. P. ziziphi’ JWB-nky系統のゲノムから同定された

ファイロジェンがPMUの周辺にコードされている (J. Wang et al., 2018)。3.1.1項で述べた通り、

葉化は幅広いファイトプラズマによって引き起こされる症状であるため、PMUを介したファイロジェ
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ン遺伝子の水平伝搬により、多様なファイトプラズマが葉化誘導能を獲得・共有したことが示唆され

た。 

 ファイトプラズマは幅広い植物に感染し、遠縁なファイトプラズマであっても同一宿主植物に共感

染する事例もあるが (Wei et al., 2016)、ファイトプラズマを媒介する昆虫はファイトプラズマ種ある

いは系統ごとに異なる (Gonella et al., 2019)。そのため、ファイトプラズマ間の遺伝子の水平伝搬は

共通の植物宿主に共感染したときに促進されている可能性が高い。一方で、ファイトプラズマのゲノ

ム情報を除いて、これまでにファイロジェンと同一性の高い配列は見つかっていないため、その起源

は不明である。今後、新たな細菌のゲノム情報が蓄積していく中で、ファイロジェンの祖先となるア

ミノ酸配列を探索し、ファイトプラズマの進化におけるファイロジェン遺伝子の進化の軌跡を辿る手

がかりとしたい。 
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第４章 αヘリックス上のアミノ酸多型による葉化誘導能の多様性 

4.1 序文 

 これまでにいくつかのファイトプラズマのエフェクターホモログは機能分化していることが報告さ

れているが (Chang et al., 2018; Pecher et al., 2019)、その原因となるアミノ酸の特定まで至ってい

る事例はない。ファイロジェンファミリーは様々なファイトプラズマ暫定種・系統に保存され、その

立体構造はファミリー内で共通していた (第２, ３章)。一方で、ファミリー内の配列同一性は低く (第

３章)、葉化誘導能の解析は３系統のファイロジェンでしか行われていなかったため (第１章)、ファイ

ロジェンファミリー内での機能の保存性と重要なアミノ酸残基は不明であった。また、MTFおよび

RAD23との結合についても、２つのαヘリックス構造が重要な役割を果たすことが明らかになったも

のの (第2章)、結合に関与するアミノ酸残基の特定には至っておらず、その詳細な分子メカニズムは

不明であった。 

 以上を踏まえ本章では、第３章で新たに同定したファイロジェンの中から配列的に多様なものを選

抜し、それらの葉化誘導能を比較解析した。その結果、ファミリー内の特定グループ (phyl-Bグルー

プ) に属するファイロジェンは、葉化誘導能を喪失していることを発見した。最後に、phy-Bグルー

プと他のグループ間で異なるアミノ酸残基に着目することで、葉化誘導能に重要な１アミノ酸を特定

し、その役割について考察した。 
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4.2 材料と方法 

4.2.1 遺伝子のクローニング 

 各ファイロジェン遺伝子の機能解析のため、シグナルペプチドを除く分泌領域をクローニングした。

本研究で使用したファイロジェンのうち、シロイヌナズナのコドンに最適化したPHYL1OYおよび

PHYL1PnWB遺伝子は既報のものを使用した (2.2.1項; Kitazawa et al., 2017)。その他のファイロジェ

ン遺伝子は2.2.1項と同様に遺伝子合成を行った (図4.1)。PHYL1231/09、PHYL1JHP、PHYL1JWB、PHYL1SY、

およびPHYL1PWB遺伝子にはpENTAベクター (2.2.2項) にクローニングするため5′端に 

5′-AAGGAACCAATTCAGTCATG-3′ を、3′端に 5′-AAGCTGGGTCTAGAT-3′ を付加した。

PHYL1FBPおよびPHYL1PvWB遺伝子は、pTRV2ベクター (2.2.8項) にクローニングするため5′端に 

5′-TCCAACCCTGGGCCC-3′ を、3′端に 5′-TAGGGATTTAAGGAC-3′ を付加した。合成した各遺

伝子は、2.2.2項と同様にpENTAベクターにクローニングした。pENTAベクターにクローニングす

るためのPHYL1FBPおよびPHYL1PvWB断片はPCRにより合成遺伝子から増幅した。PHYL1MDおよび

その他のファイロジェンの変異体を作製するため、pENTAベクターにクローニングしたPHYL1PvWB、

あるいは各ファイロジェン遺伝子をもとに、GeneArt™ Site-Directed Mutagenesis System 

(Invitrogen) を用いて変異導入を行った。本章で使用したプライマーは表4.1に記載した。  
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図4.1 最適化した各ファイロジェンの塩基配列 

 PHYL1231/09 (A)、PHYL1FBP (B)、PHYL1JWB (C)、PHYL1JWB (D)、PHYL1PvWB (E)、PHYL1PWB (F)、PHYL1SY (G)。

白背景で示された塩基が変更箇所である。 
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図4.1 最適化した各ファイロジェンの塩基配列 (続き) 
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表4.1 第4章で使用したプライマー 
プライマー名 配列 (5'→3') 標的遺伝子 目的 
ENTA_FBPoptF AAGGAACCAATTCAGTCATGAATCCTAATTTGCCTGGG PHYL1FBP pENTA ベクターへのク

ローニング ENTA_FBPoptR AAGCTGGGTCTAGATTCAGTTGTTGTCGTCGTTGAG PHYL1FBP 
ENTA_PvWBoptF AAGGAACCAATTCAGTCATGGATAAGGATATCCCTAGCAC PHYL1PvWB, PHYL1MD pENTA ベクターへのク

ローニング、RT-PCR ENTA_PvWBoptR AAGCTGGGTCTAGATTCAGTCGTTGAGGTTCTTGAG PHYL1PvWB, PHYL1MD 
pTRV2-1153-1172R GGGATTAGGACGTATCGGAC TRV 

植物体でのタンパク質発
現 

pTRV2-1173-1193F TAGGGATTTAAGGACGTGAAC TRV 
pTRV2-2A-F CGATACGTCCTAATCCCAATTTTGACCTTCTTAAGCT 2A 
2A-R GGGCCCAGGGTTGGACTCGA 2A 
2A-sGFP-F AGTCCAACCCTGGGCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA sGFP 
pTRV2-sFGP-R ACGTCCTTAAATCCCTACTTGTACAGCTCGTCCA sGFP 
2A-STOL-F TCCAACCCTGGGCCCATGAACAACAACGAGGCTGG PHYL1231/09 
pTRV2-STOL-R GTCCTTAAATCCCTATCAATCGTTGAGAGACTTGA PHYL1231/09 
2A-JHP-F TCCAACCCTGGGCCCATGAACAAGGATATCGCTTC PHYL1JHP 
pTRV2-JHP_JWB-R GTCCTTAAATCCCTATCAGTTGTTCTCATCGTTGA PHYL1JHP, PHYL1JWB 
2A-JWB-F2 TCCAACCCTGGGCCCATGGATCCTAAGCTCCCTGAGAC PHYL1JWB 
pTRV2-OY-F CGATACGTCCTAATCCCATGAACAAGGATATCGCTTCTG PHYL1OY 
2A-PHYL1PnWB-F AGTCCAACCCTGGGCCCATGGATCCTAAGCTCCCTGA PHYL1PnWB 
pTRV2-PHYL1PnWB-
R ACGTCCTTAAATCCCTAGTTCTTCTCATCGTTGAGA PHYL1PnWB 
2A-fragariae-F TCCAACCCTGGGCCCATGGATAAGGATATCCCTTC PHYL1SY 
pTRV2-fragariae-R GTCCTTAAATCCCTATCAATCGTTGAGGTTCTTGA PHYL1SY 
2A-MD-F TCCAACCCTGGGCCCATGGATAAGGATATCCCTAGCAC PHYL1MD 
pTRV2-MD-R GTCCTTAAATCCCTATCAGTCGTTGAGGTTCTTGAG PHYL1MD 
pGBK-STOL-F AGAGGAGGACCTGCATATGAACAACAACGAGGCTGG PHYL1231/09 

Y2H (pGBKT7 vector) 

pGBK-STOL-R TCGACGGATCCCCGGGAATTCTCAATCGTTGAGAGACTTG
A PHYL1231/09 

pGBK-FBP-F AGAGGAGGACCTGCATATGAATCCTAATTTGCCTGGG PHYL1FBP 
pGBK-FBP-R TCGACGGATCCCCGGGAATTCTCAGTTGTTGTCGTCGTTGA

G PHYL1FBP 
pGBK-JHP-F AGAGGAGGACCTGCATATGAACAAGGATATCGCTTC PHYL1JHP 
pGBK-JHP_JWB-R TCGACGGATCCCCGGGAATTCTCAGTTGTTCTCATCGTTGA PHYL1JHP, PHYL1JWB 
pGBK-JWB-F2 AGAGGAGGACCTGCATATGATGGATCCTAAGCTCCCTGAG

AC PHYL1JWB 
pGBK-PvWB-F AGAGGAGGACCTGCATATGGATAAGGATATCCCTAGCAC PHYL1PvWB, PHYL1MD 
pGBK-PvWB-R TCGACGGATCCCCGGGAATTCTCAGTCGTTGAGGTTCTTGA

G PHYL1PvWB, PHYL1MD 
pGBK-fragariae-F AGAGGAGGACCTGCATATGGATAAGGATATCCCTTC PHYL1SY Y2H (pGBKT7 

vector), RT-PCR pGBK-fragariae-R TCGACGGATCCCCGGGAATTCTCAATCGTTGAGGTTCTTGA PHYL1SY 
FRAopt_Q30K_F AACCTCAAGGATAAGATCAGGGAAAACGCTGTGAAG PHYL1SY 

PHYL1の変異導入 

FRAopt_Q30K_R TTTTCCCTGATCTTATCCTTGAGGTTGATGATGATC PHYL1SY 
FRAopt_R64N_F CTCAAGAGAAACCTCACCGATCTCATCAACAATC PHYL1SY 
FRAopt_R64N_R GAGATCGGTGAGGTTTCTCTTGAGAACGAGGAGG PHYL1SY 
FRAopt_R64D_F CTCAAGAGAGATCTCACCGATCTCATCAACAATC PHYL1SY 
FRAopt_R64D_R GAGATCGGTGAGATCTCTCTTGAGAACGAGGAGG PHYL1SY 
FRAopt_R64K_F CTCAAGAGAAAGCTCACCGATCTCATCAACAATC PHYL1SY 
FRAopt_R64K_R GAGATCGGTGAGCTTTCTCTTGAGAACGAGGAGG PHYL1SY 
FRAopt_R64Q_F CTCAAGAGACAACTCACCGATCTCATCAACAATC PHYL1SY 
FRAopt_R64Q_R GAGATCGGTGAGTTGTCTCTTGAGAACGAGGAGG PHYL1SY 
STOLopt_K24Q_F AACATCAAGAACCAAATCAGAGAGAACGCTTCTAAG PHYL1231/09 
STOLopt_K24Q_R TTCTCTCTGATTTGGTTCTTGATGTTCACGATGATC PHYL1231/09 
STOLopt_N61R_F ATCCTCACCAGACTCACTAAGCTCATCAACAACC PHYL1231/09 
STOLopt_N61R_R GAGCTTAGTGAGTCTGGTGAGGATCTTGGTGAGG PHYL1231/09 
OYWopt2_K30Q_F GAGAACATTATCAACCTCAAGTACCAAATCAGAAAGAACG

CTGTTAAG PHYL1OY 

OYWopt2_K30Q_R CTTAACAGCGTTCTTTCTGATTTGGTACTTGAGGTTGATAAT
GTTCTC PHYL1OY 

OYWopt2_N64R_F CCTCGCTCTCAAGCAGAGACTTGAGAACCTCATCCACAAC PHYL1OY 
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OYWopt2_N64R_R GTTGTGGATGAGGTTCTCAAGTCTCTGCTTGAGAGCGAGG PHYL1OY 

PHYL1の変異導入 

PnWBopt_2mt_F GAACATCATCAACCTCAAGCAACAAATCTACGATAACGCT
ACCAAG PHYL1PnWB 

PnWBopt_2mt_F GTTATCGATGAGCTGCTTGTATCTCTCTTTGAGCTTGAGAA
GG 

PHYL1PnWB 

PnWBopt_87R TTGCTTGAGGTTGATGATGTTC PHYL1PnWB 
PnWBopt_190F TACAAGCAGCTCATCGATAAC PHYL1PnWB 
PvWB_G30C_F GATATCCCTAGCACCTCTAACAAGCACCAGAACAACGACA

AC PHYL1PvWB 

PvWB_G30C_R GTTGTCGTTGTTCTGGTGCTTGTTAGAGGTGCTAGGGATAT
C PHYL1PvWB 

SEP1_plsT_F CCGGGGTGGATGCTCTGAAATTCGCGGCCGCAC AtSEP1 

pENTA vector への終
止コドンの導入 

SEP1_plsT_R GTGCGGCCGCGAATTTCAGAGCATCCACCCCGG AtSEP1 
SEP2_plsT_F CCCTGGCTGGATGCTGTGAAATTCGCGGCCGCAC AtSEP2 
SEP2_plsT_R GTGCGGCCGCGAATTTCACAGCATCCAGCCAGGG AtSEP2 
SEP4_plsT_F CTTCCCTGGATGGATGGTCTGAAATTCGCGGCCGCAC AtSEP4 
SEP4_plsT_R GTGCGGCCGCGAATTTCAGACCATCCATCCAGGGAAG AtSEP4 
Rad23D_to_pGADT7_
F ACCAGATTACGCTCATATGAAGATTTTCGTGAAGACTCTC RAD23D Y2H (pGADT7 

vector) Rad23D_to_pGADT7_
R 

TGCCCACCCGGGTGGAATTATTGATCTTCAAACTCATGCAT
GTG RAD23D 
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4.2.2 TRVベクターを用いたファイロジェンの発現 

 各ファイロジェンおよびその変異体を、TRVベクター (2.2.8項参照) を用いてCP-2A-PHYL1融

合タンパク質として植物体で発現させた。各ファイロジェン遺伝子 (PHYL1231/09、PHYL1FBP、PHYL1JHP、

PHYL1JWB、PHYL1MD、PHYL1PvWB、PHYL1PWB、PHYL1PnWBおよびPHYL1SY) とその変異体のpTRV2

ベクターへの導入は2.2.8項に準じて行った。TRVベクターの植物体への接種は2.2.9項に準じて行

い、ウイルス感染とファイロジェン遺伝子の有無は2.2.10項に準じて確認した。 

 

4.2.3 ファイロジェン形質転換シロイヌナズナの作出 

 形質転換体の作出はpFAST-G02ベクター (インプランタイノベーションズ) を用いて行った。本ベ

クターには種子特異的なOLE1 (Oleosins1) プロモーターにGFP遺伝子が連結されたシストロンが含

まれており、種子のGFP蛍光の有無を指標に形質転換体の選抜が可能である (Shimada et al., 2010)。 

 

 ファイロジェンをシロイヌナズナに形質転換するため、LR反応により遺伝子をpFAST-G02ベクタ

ーへクローニングした。LR反応、大腸菌への形質転換、プラスミド精製、配列確認の詳細な手順は

2.2.7項に準じた。クローニングしたプラスミドを2.2.7項と同様にアグロバクテリウムに形質転換し

た。当該アグロバクテリウムをLB液体培地 (選抜マーカーとしてspectinomycin 100 ppmを添加し

た) で28°Cにおいて一晩培養した。培養液を3,000×g、25°C、10分の条件で遠心したのち、上清を

除き、5% (w/v) sucroseにOD600値が0.8となるように懸濁した。懸濁液にSilwet L-77 (バイオメデ

ィカルサイエンス) を終濃度0.05% (v/v) となるように加えた。花芽を付けたシロイヌナズナから、

開花済みの花をはさみで切り取ったのち、開花前の花芽に菌液を数秒間浸した。接種個体を暗所・多

湿条件で一晩静置した後、人工気象室で生育させた。約1ヶ月後に種子を回収し、実体蛍光顕微鏡 
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(LEICA M165 FC, LEICA) 下でGFP蛍光の有無を観察することで、形質転換が成功した種子を選抜

した。選抜した種子を生育させ、形成された花器官の表現型を観察した。各形質転換植物から2.2.10

項と同様にRNAを抽出し、各ファイロジェンに特異的なプライマーを用いてRT-PCRを行うことに

より、発現を確認した。 

 

 

4.2.4 Yeast two hybrid assay (Y2H) 

 AD-SEP1、SEP2、SEP3、SEP4、AP1、およびRAD23C融合タンパク質およびBD-PHYL1OY、

PHYL1PnWBおよびPHYL1PYR融合タンパク質は既報のコンストラクトを使用した (Maejima et al., 

2014; Kitazawa et al., 2017; 2.2.6項)。AD-RAD23D、BD-PHYL1231/09、PHYL1FBP、PHYL1JWB、

PHYL1MD、PHYL1PvWB、PHYL1PWB、およびPHYL1SYとPHYL1SY変異体の構築、およびは酵母への形

質転換・選抜は2.2.6項と同様に行った。使用したプライマーは表4.1に記載した。 

 

4.2.5 MTFの分解誘導活性試験 

 シロイヌナズナおよびN. benthamianaの育成は2.2.1項に準じて行った。各タンパク質は、LR反

応 (2.2.7項参照) によりpEarleyGate vector series (Earley et al., 2006) にクローニングすることで

様々なタグを付加し、植物体で一過的に発現させた。myc-SEP1、-SEP2、-SEP4、-AP1融合タンパ

ク質の作製にはpEarleyGate 203 (Earley et al., 2006) を用いた。SEP1-、SEP2-、SEP3-、SEP4-、

AP1-3×myc融合タンパク質の作製にはpEarleyGateC3myc (Okano et al., 2014) を用いた。3×

flag-PHYL1融合タンパク質の作製にはpEarleyGateN3×flag (2.2.7項参照) を用いた。myc-SEP3は

2.2.7項で作製したものを用いた。ウイルスサイレンシングサプレッサーP19、myc融合タンパク質、
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3×flag融合タンパク質を形質転換したアグロバクテリウムを、インフィルトレーションバッファーを

用いてOD600値1.0に調整し、1: 10: 1の比率で混合した。混合液を、播種後4週目のN. benthamiana

の葉にインフィルトレーションした。接種後36時間の接種葉を回収し、タンパク質抽出用サンプルバ

ッファー (2.2.7項参照) でタンパク質を抽出した。抽出したタンパク質を18,800×g、4℃で30分間

遠心分離して夾雑物を除去し、上清を回収したのち95℃で5分間インキュベートした。2.2.7項に従

って目的のタンパク質は、抗flag抗体 (clone M2; Sigma-Aldrich) または抗myc抗体 (clone 4A6; 

Millipore) を用いて検出した。  
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4.2.6 共免疫沈降 

 植物体内でのファイロジェンと各MTFとの結合を検証するため、免疫沈降によるflagタグ融合タ

ンパク質の精製とウェスタンブロット法による各タンパク質の検出を行った。詳細な手順は以下の通

りである。 

 

1. 2.2.7項と同様にアグロインフィルトレーション法によって、タンパク質をN. benthamiana葉

で発現させた。 

 

2. 36時間後に接種葉を採集し、1×RIPAバッファー [150 mM NaCl, 0.5% (w/v) Sodium 

Deoxycholate, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)] を1 g/2 mLになるよ

うに添加して、氷上で磨砕した。 

 

3. 抽出液を18,000×g、4℃で30分間遠心し、上清を回収した。うち60 µlを20 µlの4×タンパク

質抽出用バッファー (組成は2.2.7項に記載) と混合した (Input)。 

 

4. 残った抽出液をサンプルごとに700‒800 µlずつエッペンチューブに回収し、30 µlのEZviewTM 

Red ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma-Aldrich) を加えて4℃で90分間撹拌した。 

 

5. 抽出液を1000×g、4℃で1分間遠心し、上清を取り除いてアフィニティーゲルを回収した。回

収したアフィニティーゲルの洗浄のため、1 mlの1×RIPAバッファーを添加し、再遠心して上

清を取り除いた (5回繰り返した)。 
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6. Flag融合タンパク質の溶出のため、アフィニティーゲルに400 ng/µlの3×Flagペプチド 

(Sigma-Aldrich) を30 µl加え、再遠心して上清を回収し、10 µlの4×タンパク質抽出用バッフ

ァーと混合した (IP)。 

 

7. Input、IPを95℃で5分間加熱して、熱変性させた。 

 

8. Input、IPを2.2.7項と同様にウェスタンブロットに供し、各タンパク質を検出した。  
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4.3 結果 

4.3.1 Phyl-Bグループのファイロジェンは葉化を誘導しない 

 これまでにphyl-Aまたはphyl-Dグループに属する3系統のファイロジェン(PHYL1OY, SAP54お

よびPHYL1PnWB)が、シロイヌナズナに葉化を誘導することが報告されている (MacLean et al., 2011; 

Maejima et al., 2014; Yang et al., 2015)。葉化誘導能がファイロジェンファミリー内で保存されてい

るか検証するため、PHYL1OYおよびPHYL1PnWBに加えて、配列の異なる様々なファイロジェン 

(phyl-A: PHYL1JHPおよびPHYL1PWB、phyl-B: PHYL1MD、PHYL1PvWBおよびPHYL1SY、phyl-C: 

PHYL1231/09、phyl-D: PHYL1FBPおよびPHYL1JWB) を選抜し、葉化誘導能を評価した。2.3.5項と同様

に、TRVベクターを用いて各ファイロジェンをシロイヌナズナで発現させたところ、TRV-PHYL1JHP、

-PHYL1PWB、-PHYL1231/09、-PHYL1JWB、-PHYL1FBP、または-PHYL1PnWBのいずれかに感染したシロイ

ヌナズナはTRV-PHYL1OYと同様に葉化が生じた (図4.2A)。各花器官を詳細に観察したところ、がく

片、花びら、雄しべは、肥大・分岐したトライコームで覆われた葉に類似した構造に、雌しべは先端

に二次花に類似した構造をもつ茎のような構造に変化していた (図4.2A)。さらに、PHYL1231/09 

(phyl-C) またはPHYL1PnWB (phyl-D) を、SEP1‒4およびAP1と共にN.benthamiana葉で一過的に

発現させたところ、PHYL1OY (Maejima et al., 2014, 2015) と同様に各MTFの蓄積量が減少した (図

4.3A, C, D)。 

 一方で、phyl-Bグループに属するファイロジェン(PHYL1MD, PHYL1PvWBおよびPHYL1SY)をTRVベ

クターにより発現させたシロイヌナズナでは、いずれも花器官の形態異常が観察されなかった (図

4.2B)。RT-PCRを行ったところ、いずれの個体にもTRVが感染し、かつファイロジェン遺伝子が抜

け落ちていないことが確認された (図4.2C)。また、35S:: PHYL1MD、35S:: PHYL1PvWBおよび35S:: 

PHYL1SY形質転換シロイヌナズナ (図4.2D)、TRV-PHYL1MD、-PHYL1PvWB、および-PHYL1SYに感染
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したN. benthamiana (図4.4) でも同様に花器官の形態異常は見られなかった。Phyl-Bグループに属

するファイロジェンの配列はほぼ同一なため (アミノ酸レベルで92.4％以上)、代表してPHYL1SYを

用いてSEP1‒4およびAP1の分解活性を検証した。その結果、PHYL1OYと比較してPHYL1SYはSEP1‒

4またはAP1を分解しなかった (図4.3B)。また、phyl-Aグループに属するが、フレームシフト変異

によりαヘリックスが削れ、SEP3の分解を誘導しないPHYL1PYR (Maejima et al., 2014; 図3.6) を

シロイヌナズナに形質転換したところ、phyl-Bグループの形質転換体と同様に花器官の形態異常を誘

導しなかった (図4.2D)。  
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図4.2 様々なファイロジェンの葉化誘導能の比較 

 (A, B) TRVベクターによりphyl-A、C、およびDグループ (A) あるいはphyl-Bグループ (B) のファイロジェンを

発現するシロイヌナズナの花の形態。葉化した花では、葉のような構造になったがく片、花弁、雄しべおよび突き抜けた

雌しべが観察された。(C) RT-PCRによるTRVの感染およびファイロジェン遺伝子の抜け落ちの確認。2.2.10項に従

い、TRV接種後約30日のシロイヌナズナの花からRNAを抽出し、RNA2のインサート挿入領域の周辺に設計したプ

ライマーを用いてRT-PCRを行った。(D) phyl-Bグループ (PHYL1MD, PHYL1PvWBおよびPHYL1SY) およびαヘリック

スを欠失したファイロジェン (PHYL1PYR; Maejima et al., 2014) を形質転換したシロイヌナズナの花の形態。 
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図4.3 様々なファイロジェンの花のMTFの分解能 

 (A‒D) 各ファイロジェン発現時のシロイヌナズナのA、EクラスMTFの蓄積量。ウイルスサイレンシングサプレッサ

ーP19、myc-MTF融合タンパク質 (SEP1‒4およびAP1) および3×flag-PHYL1融合タンパク質 [phyl-A: PHYL1OY, 

phyl-B: PHYL1SY (B), phyl-C: PHYL1231/09 (C)またはphyl-D: PHYL1PnWB (D)] の形質転換したアグロバクテリウムを

OD600値1.0に調整したのち、1: 10: 1の比率で混合し、N. benthamianaの葉にアグロインフィルトレーションした。
接種後36時間でタンパク質を抽出し、mycあるいはflag融合タンパク質の蓄積量を抗flag抗体 (α-flag) あるいは抗

myc抗体 (α-myc) を用いたウェスタンブロットにより検出した。SDS-PAGEの泳動のコントロールとしてCBB染

色を行った。 
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図4.4 TRV-PHYL1感染N. benthamianaの花の形態 

 TRVベクターによりphyl-Aグループ (PHYL1OY) あるいはphyl-Bグループ (PHYL1MD, PHYL1PvWBおよび

PHYL1SY) のファイロジェンを発現するN. benthamianaの花の形態。Phyl-Bグループのファイロジェンを発現する
N. benthamianaでは花の形態異常が観察されない。 
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4.3.2 様々なファイロジェンのMTF、RAD23との結合特異性の比較 

 phyl-Bグループの葉化誘導能の喪失に関与する宿主因子を解明するため、Y2H法を用いて、各フ

ァイロジェンとAまたはEクラスのMTF、およびRAD23C/Dとの相互作用能を比較した。葉化誘

導能をもつファイロジェン (phyl-A: PHYL1PWB, phyl-C: PHYL1231/09, phyl-D: PHYL1FBPおよび

PHYL1JWB) は、PHYL1OYおよびPHYL1PnWBと同様にSEP1‒4、AP1、RAD23C/Dと相互作用した (表

4.2)。葉化誘導能をもたないファイロジェンのうち、SEP3と結合できないPHYL1PYR (Maejima et al., 

2014) はAP1、SEP1、SEP2、SEP4、RAD23C/Dにも結合しなかった (表4.2)。以上より、PHYL1PYR

はAまたはEクラスのMTFおよびRAD23C/Dに結合できないために葉化誘導能を失ったことが示

唆された。一方で、phyl-Bグループ (PHYL1MD, PHYL1PvWBおよびPHYL1SY) はSEP1とRAD23C/D

とは葉化誘導能をもつファイロジェンと同程度に相互作用したが、 SEP2、SEP3およびAP1との相

互作用は弱く、SEP4とは結合しなかった (表4.2)。以上より、phyl-BグループはRAD23C/Dには結

合するものの、AおよびEクラスのMTFとの相互作用能が低下したことによって葉化誘導能を失っ

たことが示唆された。 
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表 4.2 グループごとのMTFとRAD23との結合特異性 
group BD\AD empty SEP1 SEP2 SEP3 SEP4 AP1 RAD23C RAD23D 
 empty – –a –a –b –a –b –a – 

Phyl-A 
PHYL1OY ‒ +++a +++a ++a +++a ++ ++a ++ 
PHYL1PWB ‒ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
PHYL1PYRΨ ‒b ‒ ‒ ‒b ‒ ‒ ‒ ‒ 

Phyl-B 

PHYL1MD ‒ ++ + + ‒ + ++ ++ 
PHYL1PvWB ‒ ++ + + ‒ + ++ ++ 
PHYL1SY ‒ ++ + + ‒ + ++ ++ 
PHYL1SYR64N ‒ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ 
PHYL1SYQ30K/R64N ‒ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Phyl-C PHYL1231/09 ‒ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Phyl-D 
PHYL1FBP ‒ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
PHYL1JWB ‒ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
PHYL1PnWB ‒ ++ ++ ++c ++ ++ ++ ++ 

 表内の記号は各コンストラクトを形質転換した酵母の生育程度を示す。+++：すべての選択培地で生育。++：‒LWH 

+3AT、‒LWHおよび‒LWで生育。+：‒LWHおよび‒LWで生育。‒：‒LWのみで生育。Ψは途中に生じた終止コドン

によってC末端が欠失したファイロジェン変異体を示す。a 2.3.3項に基づいて記載。b Maejima et al., 2014。c Kitazawa 
et al., 2017。 
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4.3.3 N64残基はファイロジェンの葉化誘導能に重要である 

 Phyl-Bグループの葉化誘導能の喪失に関わるアミノ酸残基を特定するため、phyl-Bと他のグループ

の間でファイロジェンのアミノ酸配列を比較した。その結果、PHYL1PWBを除くphyl-A、-C、および

-Dグループに属する全てのファイロジェン間で保存されている2つの親水性残基 [シグナル配列を除

くPHYL1OYで30番目のリジン (K30) および64番目のアスパラギン (N64)] がphyl-Bグループに

属するファイロジェンではグルタミン (Q30) およびリジン (R64) に置換していた (図4.5A, 4.6, 

4.7)。両残基 (K30およびN64) はPHYL1OYの立体構造において、PHYL1OYの表面に露出し、同じ方

向を向いていた (図4.5A)。両残基が葉化誘導能に重要であるかどうかを検証するため、PHYL1OYの

K30/N64をphyl-Bグループと同じアミノ酸に置換した変異体 (PHYL1OYK30Q、PHYL1OYN64Rおよび

PHYL1OYK30Q/N64R) を作製し、4.3.1項と同様に葉化誘導能およびMTFの分解能を評価した。その結果、

PHYL1OYK30QはPHYL1OYと同様に葉化を引き起こした (図4.5B)。一方で、PHYL1OYN64Rは非対称なが

く片や花弁を引き起こすなど花の形態異常を誘導するものの、葉化を誘導せず、PHYL1OYK30Q/N64Rは花

の形態異常を引き起こさなかった (図4.5B)。また、PHYL1231/09 (phyl-Cグループ) およびPHYL1PnWB 

(phyl-Dグループ) について、K30およびN64に相当するアミノ酸 (PHYL1231/09ではK24およびN61、

PHYL1PnWBではK30およびN63) に変異を導入したところ、PHYL1OYと同様の結果が得られた (図

4.5B)。ウェスタンブロット解析の結果、PHYL1OYK30Q/N64RはPHYL1OYよりも各MTFの分解能が低下

していた (図4.5C)。以上より、N64はファイロジェンの葉化誘導能を決定し、K30はその補助的な

役割を担うことが示唆された。この仮説は、30番目のアミノ酸がKではなくQであるPHYL1PWBが、

なおも葉化誘導能をもつことからも支持されると考えられる (図4.2A)。 
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図4.5 葉化誘導能をもつファイロジェンのK30およびN64残基への変異導入試験 

 (A) PHYL1OYの立体構造 (2.3.1項参照) とK30およびN64残基の位置。置換した２アミノ酸 (K30およびN64) お

よびファイロジェンファミリー内で各ヘリックスに保存された疎水性残基 (ロイシン [L], イソロイシン [I], およびアラ

ニン[A]) は棒で示した。各アミノ酸の保存度は図3.7と同様に算出した。(B) PHYL1OYのK30およびN64残基とそれ

に相当するアミノ酸 (PHYL1231/09ではK24およびN61、PHYL1PnWBではK30およびN63) に変異を導入したPHYL1

変異体を発現したシロイヌナズナの花の形態。(C) 3×flag-PHYL1OYK30Q/N64R発現時におけるシロイヌナズナのAおよびE

クラスMTFの蓄積量。タンパク質の発現と検出は図4.3と同様に行った。 

  

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 



第４章 アミノ酸多型による葉化誘導能の多様性 

� ��
�

 

図4.6 ファイロジェンの立体構造におけるMTFとの結合に重要なアミノ酸の位置 

 PHYL1OY単量体 (2.3.1項参照) のリボンモデル (左) および表面モデル (右)。K30およびN64残基を赤色の棒とパ

ッチで示した。PHYL1PnWBとSEP3の相互作用に重要な疎水性残基 (PHYL1OYではL61とL65に相当する) を橙色の

棒とパッチで示した (Liao et al., 2019)。 
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図4.7 ファイロジェンファミリーのK30/N64残基の保存性 

 ファイロジェンファミリーの部分配列 (PHYL-F/Rプライマー間領域, 第３章) のアラインメントはMUSCLEアルゴ

リズムに基づいて作製した。淡灰色、濃灰色、黒色の背景はそれぞれ60%、80%、100%以上の同一性を示す。黒矢印

はphyl-Bグループで変異していたアミノ酸を示す。全ての系統名とアクセッション番号は表2.3および表3.1に記載し

た。  

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 
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4.3.4 R64Nの変異によってPHYL1SYの葉化誘導能が回復する 

 Phyl-Bグループのファイロジェンの葉化誘導能の喪失がK30およびN64残基の変異 (Q30および

R64) によるものかどうか検証するため、PHYL1SYのQ30およびR64残基をPHYL1OYと同じK30

およびN64に置換した変異体 (PHYL1SYQ30K, PHYL1SYR64NおよびPHYL1SYQ30K/R64N) を作製し、葉化誘導

能およびMTF分解能を評価した。その結果、PHYL1SY
Q30Kは花の形態異常を引き起こさなかったが、

PHYL1SYR64NとPHYL1SYQ30K/R64Nはいずれも葉化を引き起こした (図4.8A)。また、雄しべの葉化は、

PHYL1SYQ30K/R64Nによってのみ引き起こされた (図4.8A)。一方で、R64残基をNとは別の親水性残基 

[アスパラギン酸 (R64D), リジン (R64K)およびグルタミン (R64Q)] に置換したところ、PHYL1SYR64D

とPHYL1SYR64Kは花の形態異常を引き起こさず、PHYL1SYR64Qは花の形態異常を引き起こしたものの、

葉化を引き起こさなかった (図4.8A)。ウェスタンブロット解析によりMTF分解能を評価したところ、

PHYL1SYR64NおよびPHYL1SYQ30K/R64NはPHYL1SYと比べてMTFを分解することが示唆された (図4.8B, 

C)。以上より、phyl-BグループはN64の変異によってMTFの結合能が低下したことで (表4.2)、葉

化誘導能を失ったことが示唆された。 
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図4.8 葉化誘導能をもたないPHYL1SYのQ30およびR64残基への変異導入試験 

 (A) TRV-PHYL1SYおよびその変異体に感染したシロイヌナズナの花の形態。PHYL1SYR64NおよびPHYL1SYQ30K/R64Nを発

現するシロイヌナズナでは、葉のような構造になったがく、花弁および突き抜けた雌しべが観察された。PHYL1SYQ30K/R64N

を発現するシロイヌナズナではさらに葉のような構造になった雄しべも観察された。(B, C) 3×flag-PHYL1SYR64N (B) あ

るいは3×flag-PHYL1SYQ30K/R64N (C) 発現時におけるシロイヌナズナのAおよびEクラスMTFの蓄積量。タンパク質の

発現と検出は図4.3と同様に行った。  
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4.3.5 N64残基はK30残基と協調してファイロジェンとMTFとの結合に関わる 

 葉化誘導におけるN64残基の役割についてさらに検証するため、PHYL1SY変異体とAおよびEク

ラスMTFとRAD23との相互作用能を調べた。Y2Hの結果、PHYL1SYR64NはSEP2、SEP3、SEP4、

AP1との結合能がPHYL1SYと比べて強まった。さらに、PHYL1SYQ30K/R64Nは葉化誘導能をもつファイロ

ジェンと同程度にまで結合した (表4.2)。また、共免疫沈降により植物体内での各MTFとPHYL1SYR64N

およびPHYL1SYQ30K/R64Nの相互作用能を評価した結果、SEP1-、SEP2-、SEP3-、SEP4-およびAP1-3×

mycは、PHYL1SYとは共沈せず、PHYL1SYR64NおよびPHYL1SYQ30K/R64Nと共沈した (図4.9)。さらに、

共沈した各MTFの量はPHYL1SYR64Nと比べてPHYL1SYQ30K/R64Nのほうが多かった (図4.9)。以上より、

N64はもう一つの親水性残基K30とともにファイロジェンとAおよびEクラスのMTFとの相互作

用に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 

 
図4.9 植物体におけるPHYL1SY変異体と花のMTFとの結合能 

 SEP1‒4およびAP1-3×mycと3×flag-PHYL1SYまたはその変異体を発現するアグロバクテリウムをOD600値1.0に

調整したのち、1: 1の比率で混合し、N. benthamianaの葉にアグロインフィルトレーションした。接種後36時間で
タンパク質を抽出し、α-flag抗体を用いて免疫沈降 (IP) を行った。タンパク質の発現と検出は図4.3と同様に行った。  

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 



第４章 アミノ酸多型による葉化誘導能の多様性 

� ����

4.4 考察 

4.4.1 αヘリックス上の1つのアミノ酸多型による葉化誘導能への影響 

 第3章によりファイロジェンファミリーは4つのグループに分類されることが明らかになったが、

葉化誘導能がファイロジェンファミリー内でどの程度保存されているかは不明だった。ファイロジェ

ンファミリーのうち、phyl-A、-C、-Dに属するファイロジェン (phyl-A: PHYL1JHPおよびPHYL1PWB, 

phyl-C: PHYL1231/09, phyl-D: PHYL1FBPおよびPHYL1JWB) は、いずれも既報のファイロジェン 

(phyl-A: PHYL1OY, SAP54; phyl-D: PHYL1PnWB) と同様にシロイヌナズナに葉化を引き起こした (図

4.2A)。また、AおよびEクラスのMTFやRAD23C/DとPHYL1OYあるいはPHYL1PnWBと同程度に

結合した (表4.2)。加えて、PHYL1231/09およびPHYL1PnWBは、SEP1‒4およびAP1をPHYL1OYと同

様に分解することも確認できた (図4.3A, C, D)。以上より、phyl-A、-C、-Dグループはファイロジ

ェンファミリーの中で葉化誘導能をもつグループであることが示唆された。ただし、phyl-Aグループ

に属するファイロジェンのうち、PHYL1PYRはフレームシフト変異によりC末端の約30アミノ酸、即

ちヘリックス2のほとんどを欠失しており (図3.6)、SEP3と結合できず、その分解も誘導しない 

(Maejima et al., 2014)。また、35S:: PHYL1PYR形質転換シロイヌナズナは花の形態異常を引き起こさ

なかった (図4.2D)。加えて、PHYL1PYRはSEP3以外のMTFおよびRAD23C/Dとも結合しなかった 

(表4.2)。以上より、phyl-A、-C、-Dグループに属するファイロジェンでも、PHYL1PYRのようにαヘ

リックスの欠失によりAおよびEクラスのMTFおよびRAD23C/Dとの結合能を失い、葉化誘導能

を失う場合もあることが示唆された。 

 一方で、phyl-Bグループに属するすべてのファイロジェン (PHYL1MD, PHYL1PvWBおよびPHYL1SY) 

はシロイヌナズナおよびN. benthamiamaに花の形態異常を誘導しなかった (図4.2B, D, 4.4)。各フ

ァイロジェンは、αヘリックスを欠失したファイロジェンとは異なりSEP1やRAD23C/Dとの結合

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 



第４章 アミノ酸多型による葉化誘導能の多様性 

� ����

能は維持されていたものの、SEP1以外のAおよびEクラスのMTFとの結合能は葉化誘導能をもつ

ファイロジェンと比べて低下していた (表4.2)。また、PHYL1SYはPHYL1OYと比較してAおよびE

クラスのMTFを分解しなかった (図4.3C)。そこで、phyl-Bグループのファイロジェンに特有のアミ

ノ酸多型が葉化誘導能に与える影響を調べたところ、64番目のアスパラギン (N64) の変異により

phyl-Bグループは葉化誘導能を失ったことが示唆された (図4.8A)。加えて、64番目のアスパラギン

は30番目のリジンと協調してMTFとの結合、およびMTFの分解能に重要な役割を果たしていた (表

4.2, 図4.8B, C, 4.9)。以上より、phyl-BグループはN64の変異によってMTFとの結合特異性が変

化することで葉化誘導能を失ったことが考えられた。 

 

 

 

4.4.2 MTFとの結合におけるファイロジェンの親水性アミノ酸の役割 

 第2章では、ファイロジェンが標的であるMTFのKドメインと同様に両親媒性の2つのαヘリッ

クス構造をもつことが明らかになった。また、αヘリックスにアラニン残基を挿入する変異実験 (第2

章) や、αヘリックス上の2つの疎水性残基の変異実験 (Liao et al., 2019) により、ファイロジェン

とMTFの結合には疎水性残基が重要であることが示唆される。本章では、葉化誘導能が失われた

phyl-Bグループに特徴的なアミノ酸残基に着目することで、ファイロジェンの葉化誘導能を決定する

1つの親水性アミノ酸 (N64) を特定した (図4.7B, 4.8A)。では、N64はどのようにファイロジェン

のMTFとの結合に関わるのだろうか？ 

 1つ目の仮説として、N64がαヘリックスの形成に重要であり、両残基の変異によってphyl-Bグル

ープのファイロジェンの立体構造が不安定になることが考えられる。しかし、Y2H法により、酵母内

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 
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ではphyl-BグループのファイロジェンもSEP1やRAD23C/Dとの結合能を維持していたことから 

(表4.2)、phyl-Bグループのファイロジェンでも立体構造は維持されていると考えられる。 

 2つ目の仮説として、ファイロジェンとMTFとの結合には疎水性、親水性残基が両方とも関与して

いることが考えられる。コイルドコイル構造の内側に向いている保存された疎水性残基とは異なり、

N64はファイロジェンの立体構造上で表面に露出していた (図4.5A)。しかしながら、N64に加えて、

PHYL1PnWBとSEP3の相互作用に重要な2つの疎水性残基 (Liao et al., 2019; PHYL1OYではL61と

L65に相当する) もファイロジェンの表面に露出している (図4.6B)。これらの3アミノ酸 (L61, N64, 

L65) は互いに近くに存在し、特にN64はL61とL65のいずれにも隣接していた (図4.6)。以上より、

これらの疎水性、親水性残基が形成する表面構造がファイロジェンとMTFの間で生じる相互作用面

に重要であることが示唆される。興味深いことに、SEP3の多量体化形成においても疎水性残基の周囲

に存在する親水性残基がSEP3多量体の安定化に重要であることが示唆されている (Puranik et al., 

2014)。以上より、疎水性残基と親水性残基の形成するファイロジェンの表面構造がMTFの相互作用

に重要であることを示唆している。加えて、K30残基もN64と同じ側の表面に露出するため、同様の

機構でN64の機能を補助していることが考えられる。 

 一方で64番目のアミノ酸を、アスパラギンと類似した側鎖をもつグルタミンに変えてもPHYL1SY

の葉化誘導は回復しなかった (図4.8A)。グルタミンの側鎖はアスパラギンと比べて側鎖が炭素1つ分

長く、立体障害が生じやすいため (Bogan and Thorn, 1998)、N64の側鎖の立体構造が相互作用に特

に重要であることを示唆している。今後は、他のアミノ酸残基についても解析し、第2章で明らかに

した立体構造情報と共にファイロジェンと宿主因子の相互作用における各アミノ酸の役割を包括的に

理解することで、ファイロジェンによる葉化誘導機構が分子レベルで詳細に解明されることが期待さ

れる。 

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 
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第５章 総合考察 

5.1 ファイロジェンの葉化誘導能に重要な分子構造とアミノ酸 

 一般にタンパク質の構造と機能は進化的に関連していることが多く、構造は配列よりも保存されて

いることが多い (Illergård et al., 2009) 本研究ではX線結晶構造解析により、OYファイトプラズマ

のもつファイロジェン (phyl-Aグループ: PHYL1OY) が2つの両親媒性αヘリックス構造からなるコ

イルドコイル構造を形成することを明らかにした。また、ファイロジェンのアミノ酸配列の特徴の1

つとして、2つのαヘリックス上で疎水性残基が繰り返し存在し、その保存性が高いことも挙げられ

た (図2.9A)。PHYL1OYの各αヘリックス構造への変異導入試験により、両へリックスともタンパク

質相互作用を初めとするファイロジェンの機能に重要であることが示された。本構造は、PHYL1OYと

同一性の低いファイロジェン (phyl-B: PHYL1SY, -C: PHYL1231/09, -D: PHYL1PnWB) においても同様に

予測された(図2.10, 3.12)。さらに、αヘリックス構造が欠失したものを除いた広範なファイロジェン

が、MTFとの結合の程度に差があるものの宿主タンパク質との相互作用能を示した (表4.2)。以上よ

り、疎水性残基の保存された２つのαヘリックス構造は、ファイロジェンファミリーが標的タンパク

質と相互作用するための構造学的特徴であると考えられる。 

 一方で、タンパク質の構造が同じでも進化の過程で機能に重要なアミノ酸配列が変化し、その特異

性が変化することもある (Franceshetti et al., 2017; Concepcion et al., 2018)。本研究では、葉化誘

導能を失ったphyl-Bグループのファイロジェンに特徴的なアミノ酸多型を解析することで、ファイロ

ジェンとMTFとの結合に重要な2つのアミノ酸 (K30およびN64) を特定した。特に、64番目の残

基はファイロジェンの葉化誘導能を決定し、30番目のアミノ酸はMTFとの結合能およびMTFの分

解誘導能についてN64の機能を補助する役割を果たしていた。以上より、ファイロジェンはMTFと

RAD23に結合するための構造的基盤としてαヘリックス構造をもちつつ (第2章; Liao et al., 2019)、
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αヘリックス表面上のアミノ酸配列の違いにより系統ごとにMTFとの結合特異性を変化させている

ことが示唆される。このようなファイロジェンの特徴的な分子構造は、系統ごとに多様な機能を獲得

する上で重要である可能性が考えられる。 

 以上より、本研究ではファイロジェンによる葉化誘導能に必須な立体構造 (疎水性残基の保存され

た2つのαヘリックス構造) とMTFとの結合特異性に重要なアミノ酸 (K30およびN64) が明らかと

なった。一方で、いくつかのモデルは予想されているものの (MacLean et al., 2014; Liao et al., 2019)、

ファイロジェンとMTFのKドメインやRAD23との結合様式は依然として不明瞭なままである。本

研究で得られた構造学的知見が、ファイロジェンによるMTFのプロテアソーム系を介した分解誘導

における三者 (ファイロジェン、MTF、RAD23) の詳細な分子動態の解明に役立つことを期待する。 

 

5.2 ファイトプラズマの病原性とファイロジェンのアミノ酸多型との関連 

 これまでにファイロジェンを始めとして、植物に形態異常を誘導するいくつかのファイトプラズマ

エフェクターで、複数のホモログの機能が比較解析されてきた (Sugawara et al., 2013; Maejima et 

al., 2014; Chang et al., 2018; Pecher et al., 2019)。その中で、ファイロジェンや叢生症状を引き起

こすSAP11では標的因子との結合能や分解能などにホモログ間で違いがあることが報告されている 

(Maejima et al., 2014; Chang et al., 2018; Pecher et al., 2019)。一方で、これらの知見では解析さ

れたエフェクターホモログの数は少なく、ホモログ間のアミノ酸配列の違いがエフェクターの機能と

ファイトプラズマの病原性にどう影響するかについては知見が乏しかった。本研究では、幅広いファ

イトプラズマから同定した多様なファイロジェン遺伝子 (第3章) の葉化誘導能を比較し、１つのアミ

ノ酸の違いによりファミリー内で葉化誘導能に多様性があることを明らかにした (第4章)。具体的に

は、ファイロジェンファミリーは葉化誘導能をもつグループ (Phyl-A, -C, -D) と、64番目のアミノ酸
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が変異したことで葉化誘導能を失ったグループ (Phyl-B) に大別された (図4.2A, B)。興味深いことに、

各ファイロジェンの由来となるファイトプラズマが感染植物に引き起こす症状を比べると、ファイト

プラズマのもつファイロジェンの葉化誘導能とそのファイトプラズマが感染した植物に引き起こす症

状には関連性が見出された。すなわち、葉化誘導能をもつファイロジェンが属するグループのファイ

ロジェンは主に葉化症状を引き起こすファイトプラズマから同定した (図3.10, 3.11)。一方で、葉化

誘導能をもたないphyl-Bグループをもつファイトプラズマが感染した植物ではこれまでに葉化症状

が報告されていない (ノブドウ, PvWB系統: Jung et al., 2003; クワ, MD系統: Jiang et al., 2004; イ

チゴ, SY系統: Tanaka et al., 2008)。このことは、ファイロジェンという1つのエフェクターのわず

かなアミノ酸配列の違いによって、ファイトプラズマの病原性の強さが決定される可能性を示唆して

いる。Phyl-Bグループを持つファイトプラズマが感染した植物がいずれも樹木や栄養繁殖性の植物で

あることを考えると、このような多年生の植物では葉化症状がファイトプラズマの感染環に必ずしも

重要ではないかもしれない。一方で、phyl-Bグループで特異的なアミノ酸多型に加えて、ファイロジ

ェンファミリーには多くのアミノ酸多型が存在する (図3.7)。今後は、今回特定したアミノ酸に加え

て、様々な位置で見られるアミノ酸多型と機能の関係を包括的に解析することで、ファイトプラズマ

系統間で生じるファイロジェンの進化の全体像を捉えることが期待される。 

 

5.3 葉化誘導能をもたないファイロジェンの生物学的意義 

 花器官が葉化するとファイトプラズマが局在する篩部組織が増大し (1.3.2項)、若い枝葉が伸長し続

ける。そのため、葉化した植物では媒介昆虫による吸汁を受けやすくなり、ファイトプラズマが新た

な植物へと伝染する機会が高まると考えられる。篩部吸汁性昆虫によって媒介されるファイトプラズ

マにとっては、様々な植物を葉化させることは非常に重要な生存戦略であると考えられる (Namba, 
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2019)。では、葉化誘導能をもたないphyl-Bグループのファイロジェンが2種3系統の異なるファイ

トプラズマで維持される理由は何であろうか？Phyl-BグループはいくつかのMTFとの結合能は低下

していたものの、RAD23C/Dとの結合能は他のグループのファイロジェンと変わらず維持していた 

(表4.2)。さらに、phyl-BグループのMTFとの結合特異性の変化の原因はたった２つのアミノ酸 (K30

およびN64) の置換であり (表4.2, 図4.9)、他のファイロジェンと共通の構造基盤を保っていると考

えられた。これらのことから、phyl-Bグループは葉化誘導能を喪失しているものの、別の機能を有し

ている可能性がある。興味深いことに、phyl-Aグループのファイロジェンの１つであるSAP54は花

器官の形態形成以外の段階で働くMTFにも結合し (MacLean et al., 2014)、葉化誘導能とは無関係

に植物にファイトプラズマの媒介昆虫を誘引する役割を果たす (Orlovskis and Hogenhout, 2016)。

今後、phyl-Bグループの機能の有無を詳細に解析することで、ファイロジェンファミリーの未解明の

機能やその分子機構の解明につながる可能性がある。 
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摘要  

 
 植物病原細菌ファイトプラズマは篩部吸汁性の昆虫によって媒介されるMollicutes綱細菌であり、様々
な植物の篩部に感染して特徴的な症状を引き起こす。近年、ファイトプラズマのゲノム解読の進展に伴い、
ファイトプラズマから分泌されるエフェクタータンパク質がこれらの症状を誘導する病原性因子として同
定され、ファイトプラズマ病の発症機構が解明されつつある。これらのエフェクターの構造や配列の保存性
および多様性を解析することは、ファイトプラズマの病原性に関する分子機構の理解を深める上で重要であ
る。 
 葉化病はファイトプラズマが感染した様々な植物で報告され、花が葉のような構造に変化する病害である。
これまでにファイトプラズマのエフェクターの一つであるファイロジェンが、様々な植物に対する葉化誘導
因子として同定されている。ファイロジェンは花の形態形成に重要なMADSドメイン転写因子群 
(MADS-box transcription factors: MTFs) とプロテアソームのシャトルタンパク質であるradiation 
sensitive 23 (RAD23) に結合し、プロテアソーム系を介してAおよびEクラスのMTFを分解することが
明らかにされている。しかし、ファイロジェンの立体構造や配列情報に基づいて解析した研究は少なく、葉
化誘導に重要な構造や配列とそれらの機能についての知見は乏しい。 
 
1. ファイロジェンの葉化誘導能に重要なαヘリックス構造 
 ファイロジェンの標的となるMTFや
RAD23の立体構造データは集積しているが、
ファイロジェンの構造は不明であった。そこで
当研究室で維持しているタマネギ萎黄病 
(onion yellows: OY) ファイトプラズマのファ
イロジェン (PHYL1OY) の立体構造を、X線結
晶構造解析により決定した。その結果、
PHYL1OYは２つのαヘリックス (ヘリックス
1, 2) がループで繋がれたコイルドコイル構造
を形成した (図1A)。PHYL1OYの立体構造に基
づくホモロジーモデリングにより、本構造は他
のファイトプラズマが持つファイロジェン 
(SAP54、PHYL1PnWB) でも同様に予測された。既報のファイロジェンのアミノ酸配列をアラインメントした
ところ、いずれのαヘリックスにも疎水性残基が一定間隔で繰り返し保存されていた。以上より、ファイロ
ジェンファミリーには２つのαヘリックス構造が保存されていることが示唆された。本構造は、MTFのも
つ4つのドメインのうちファイロジェンとの結合に重要なKドメインと類似した構造であった。次に、フ
ァイロジェンの構造と機能の関係を明らかにするため、PHYL1OYの４箇所の異なる部位に２つのアラニン残
基を挿入した変異体 (ヘリックス1: PHYL1OY

K28KAA, ループ: PHYL1OY
P53PAA, ヘリックス2: PHYL1OY

L68LAAおよ

(図1) PHYL1OYの構造とシロイヌナズナへの葉化能の関係。(A) PHYL1OY
は２つのヘリックスからなる立体構造をとる。(B) ヘリックスをつなぐルー
プへの変異は葉化能に影響しないが、どちらのヘリックスに変異を入れても
葉化能が失われる。 
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びPHYL1OY
Q75QAA) を作製し、MTFおよびRAD23との結合能、MTFの分解能、植物体への葉化誘導能を検

証した。葉化誘導能の検証には任意の外来遺伝子を発現可能なtobacco rattle virus由来のウイルスベクタ
ーを用いた。その結果、ヘリックス１あるいはヘリックス２にアラニンを挿入した変異体 (PHYL1OY

K28KAA, 
PHYL1OY

L68LAA, PHYL1OY
Q75QAA) では、 葉化誘導能を初めとする全ての機能が失われた (図1B)。一方で、ル

ープ領域に挿入した変異体はいずれの機能もPHYL1OYと同様に維持していた。以上より、ファイロジェン
の機能に２つのαヘリックスが深く関わることが示唆された。 
 
2. αヘリックスを標的にした様々なファイロジェン遺伝子の探索と配列解析 
 系統的に多様なファイトプラズマが植物に葉化症状を引き起こすことが知られているが、ファイロジェン
遺伝子はその中で限られた暫定種・系統でしか同定されていなかった。より幅広いファイトプラズマからフ
ァイロジェンを得ることを目的として、２つのαヘリックスの保存性の高い領域にプライマーを設計して
PCRを行い、様々なファイトプラズマからファイロジェン遺伝子を増幅し、配列を解析した。 
 まず、PHYL1OY、SAP54、PHYL1PnWBのαヘリックス上の保存領域にプライマーを設計し、幅広いファイ
トプラズマDNAを鋳型にPCRを行った。その結果、これまでにファイロジェン遺伝子が同定されていな
い4種 (‘Ca. P. fragariae’, ‘Ca. P. fraxini’, ‘Ca. P. japonicum’および‘Ca. P. oryzae’) を含む、9暫定種
25系統のファイトプラズマから想定サイズのDNA断片が得られた。得られたDNA断片は既報のファイロ
ジェンと70%以上の同一性を示したため、ファイロジェン遺伝子の一部であることが示唆された。そのう
ち、9系統についてgenome walkingにより上流および下流配列を決定することでファイロジェン遺伝子の
全長配列を決定した。決定したファイロジェン遺伝子の上流にはリボソーム結合予測サイト 
(5'-AAGGAG-3')、および開始コドンが、下流には終止コドンが既報のファイロジェンと同じ位置に存在し
た。いくつかの系統ではファイロジェン遺伝子の途中に生じた終止コドンにより、いずれのαヘリックスも
欠失していた。それらのケースを除き、同定したファイロジェンにはN末端のシグナル配列切断サイトと、
それに続く疎水性残基の保存された２つのαヘリックスが予測された。既報のものも含めて、ファイロジェ
ンの全長配列を用いて配列同一性を算出したところ、塩基では66.7-100%、アミノ酸では44.1-100%で
あった。以上より、これまでの知見と合わせて、11種59系統の幅広いファイトプラズマが多様なファイロ
ジェン遺伝子をもつことが明らかとなった。 
 興味深いことに、ファイロジェン遺伝子の塩基配列に基づいて系統樹を作製したところ、4グループ 
(Phyl-A, -B, -C, -D) に分かれ、16S rRNA遺伝子に基づく系統関係と一致しなかった。さらに、同種ファイ
トプラズマどうしでも異なるグループに属するファイロジェンを持つことがあった。以上より、ファイロジ
ェン遺伝子はファイトプラズマ属の進化とは独立に進化を遂げていることが示唆された。 
 
3. αヘリックス上のアミノ酸多型による葉化誘導能の多様性 
 いくつかのファイトプラズマのエフェクターは、ホモログ間で機能に差異があることが報告されている。
そこで、葉化誘導能がファイロジェンファミリー内で保存されているか検証した結果、phyl-A、-C、-Dグ
ループのファイロジェンは、いずれも葉化誘導能を維持していた (図2)。一方で、phyl-Bグループはいずれ
も葉化誘導能を失っていた。また、葉化誘導能をもつファイロジェンはいずれもMTFの分解を誘導したが、
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phyl-Bグループに属するPHYL1SYはほとんど分解
を誘導しなかった。MTFおよびRAD23との結合能
を比較したところ、葉化誘導能をもつファイロジェ
ンはいずれもMTFおよびRAD23との結合能を維持
していた。一方で、phyl-Bグループのファイロジェ
ンはRAD23との結合能を維持していたものの、い
くつかのMTFとの結合能が低下していた。以上より、
phyl-BグループはRAD23との結合能を維持しなが

らも、MTFと結合し分解を誘導する活性が低下したために、葉化誘導能を喪失したことが示唆された。 
 次に、phyl-Bグループの葉化誘導能の喪失の原因となるアミノ酸を特定するため配列を比較したところ、
αヘリックス表面に露出している２つの親水性残基 [30番目のリジン (K30) と64番目のアスパラギン 
(N64)] が、phyl-Bグループではそれぞれグルタミン (Q30) およびアルギニン (R64) に置換していた (図
3A)。そこで、PHYL1OY (phyl-Aグループ) のK30、N64残基をphyl-Bグループと同じアミノ酸に置換し
た変異体 (PHYL1OY

K30Q, PHYL1OY
N64R, PHYL1OY

K30Q/N64R) を作製したところ、PHYL1OY
K30Qはシロイヌナズナの

花に激しい形態異常を引き起こしたが、PHYL1OY
N64Rは軽微な形態異常を引き起こすのみで、PHYL1OY

K30Q/N64R

は形態異常を全く引き起こさなかった。また、phyl-Cとphyl-Dグループの当該アミノ酸を置換した変異体
でも、同様の結果が得られた。さらに、PHYL1OY

K30Q/N64RはPHYL1OYと比べてMTFの分解能が低下していた。
以上より、N64がファイロジェンの葉化誘導能を決定し、K30はその補助的な役割を担うことが示唆され
た。 
 さらに、PHYL1SYのQ30、R64残基をそれぞれK30
およびN64に置換した変異体 (PHYL1SY

Q30K, 
PHYL1SY

R64N, PHYL1SY
Q30K/R64N) を作製したところ、上述

の結果と一致して、PHYL1SY
Q30Kは花の形態異常を全く

引き起さなかったが、PHYL1SY
R64Nでは葉化誘導能が回

復し、PHYL1SY
Q30K/R64NではPHYL1SY

R64Nより激しい葉化
を引き起こした (図3B)。また、MTFの分解も
PHYL1SY

R64Nで回復し、PHYL1SY
Q30K/R64Nでより顕著にな

った。一方で、PHYL1SYのR64残基をアスパラギン以
外の親水性残基 (アスパラギン酸、リジン、グルタミン) 
に置換しても葉化誘導能は回復しなかった。最後に、
MTFおよびRAD23との結合能を検証したところ、
PHYL1SY

R64NはPHYL1SYと比べて各MTFとの結合能が
回復し、PHYL1SY

Q30K/R64Nではより顕著になった。以上よ
り、phyl-Bグループは、N64の変異によってMTFと
の結合能が低下したことで葉化誘導能を失ったことが
示唆された。Phyl-Bグループをもつファイトプラズマ

(図2) グループ間の葉化誘導能の比較。Phyl-A、-C、-Dグループで
はシロイヌナズナに葉化を誘導するが、phyl-Bでは見られない。 

(図3) 葉化誘導に重要なアミノ酸の特定。(A) Phyl-Bグルー
プで生じたアミノ酸多型の位置。Phyl-Bグループではそれぞ
れQあるいはRに置換している。(B) Q30Kの変異では変異
導入前と同様に葉化を誘導しないが、R64Nの変異で葉化誘
導能が回復し、Q30K/R64Nの変異で葉化症状が激しくなる。 

本箇所については、5年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開 
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の感染植物には葉化症状が観察されないことから、一つのエフェクターのわずかなアミノ酸の違いがファイ
トプラズマの病原性の強弱を決定している可能性が示唆された。 
 
 以上を要するに、ファイロジェンによる葉化誘導能に必須な構造 (αヘリックス) とMTFとの結合特異
性に重要なアミノ酸 (K30およびN64) が明らかとなり、葉化病の発症機構に関する分子構造学的な知見が
得られた。本研究で得られた知見がファイトプラズマのエフェクターの機能と進化の全容解明に向けた基盤
となることが期待される。�
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