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1. tengu遺伝子の保存性の解析 

1.1. 序文 

ファイトプラズマ属は、約 30の種を含む多様な細菌群である。ファイトプラズマ属細菌は、植

物に葉化や緑化、てんぐ巣症状など、形態異常を伴う病徴を引き起こすことが知られており、

その病徴の詳細は病原となるファイトプラズマの種類によって異なることがある。たとえば

Saccardoらは、Ca. P. pruniの４系統（JR1p, MA1p, MW1p, VACp）がニチニチソウにおいて、

それぞれ緑化、葉化、植物の衰弱、萎縮叢生および葉の小型化を最も顕著に引き起こすことを

報告しているが(Saccardo et al. 2012)、このようなファイトプラズマの病原性の違いが、どのよ

うな要因によるものであるのかは未だ不明である。 

	
 近年、一部のファイトプラズマ系統において、ゲノム配列の解読が進んだことをきっかけに

病原性機構の解明が進み、TENGUや SAP11, SAP54などのファイトプラズマの「分泌タンパ

ク質」群が、病徴の誘導などの病原性に関与することが示されている(Hoshi et al. 2009; 

MacLean et al. 2011; Sugio et al. 2011a)。このように一部のファイトプラズマ系統において病

徴誘導機構の一端が明らかにされたことで、病徴誘導機構がファイトプラズマ系統間でどの程

度保存されているのかを解析する事が可能になりつつある。 

	
 そこで、本章では植物にてんぐ巣症状を誘導する分泌タンパク質 TENGU がファイトプラズ

マ系統間で保存された病徴誘導因子であるかを解析した。まず、多数のファイトプラズマ系統

を収集し、tengu 相同遺伝子の単離を試みた。また、単離された tengu 相同遺伝子が形態異常

誘導活性をもつタンパク質をコードするかを、ウイルスベクターを用いた一過的発現系で確認

することで、TENGU がファイトプラズマにおいて保存された病原性因子であるかを調べた。

さらに、tengu 相同遺伝子の配列を比較し、ファイトプラズマ属における tengu 遺伝子の進化

について考察した。 

1.2. 材料と方法 

1.2.1. 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 2.1の通りである。 
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1.2.2. 植物の育成方法 

OY ファイトプラズマは宿主植物にシュンギク(Chrysanthemum coronarium)および媒介昆虫

ヒメフタテンヨコバイ(Macrosteles striifrons)を用いて維持した。これらの植物および昆虫はい

ずれも 23˚Cに保たれた温室において育成した。 

tengu相同遺伝子の機能解析には、N. benthamiana を用いた。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。 

1.2.3. TENGU相同遺伝子の単離 

	
 各ファイトプラズマ系統からの tengu相同遺伝子の単離は、感染植物から抽出した全 DNAを

鋳型とする、PCR 反応により行った。PCR プライマーは 485F、486R を用いた（表 2.2）。こ

れらは OY-M ファイトプラズマのゲノムにおいて tengu 遺伝子の上流 (PAM485) および下流 

(PAM486) の遺伝子と相補的なプライマーである。PCR反応産物は、0.7％アガロースゲル上で

電気泳動したのち UV ライト照射下で増幅の有無を確認した。遺伝子増幅が認められた場合に

は、ダイレクトシークエンスを行い、増幅産物の配列をシークエンサーにより解析した。 
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1.2.4. 遺伝子の系統解析 

ファイトプラズマの 16S ribosomal DNA 遺伝子の系統樹は、Acholeplasma laidlawii の 16S 

ribosomal DNA 遺伝子を外群とし、近隣結合法に基づき作成した。系統樹の作成には MEGA 

version3.1 ソフトウェアを用いた。ORF の相同性検索は BLAST を用いて行い、配列のアライ

ンメントは Clustal Wソフトウェアを用いた。膜貫通ドメインの予測は SOSUIプログラム ver. 

1.11を、シグナル配列の予測には SignalPプログラム ver 3.0を用いた。 

1.2.5. ウイルスベクターを用いた一過的発現 

Nicotiana benthamiana における外来遺伝子の一過的発現は、ジャガイモ X ウイルス(potato 

virus X: PVX)を利用したウイルスベクターを用いて行った（図２.1）。PVXは約 6kbのプラス

一本鎖 RNAをゲノムに持つ植物ウイルスであり、ゲノム RNA上に 5’末端側から順に複製酵素

(RNA-dependent RNA polymerase: RdRp)、移行タンパク質であるトリプルジーンブロックタ

ンパク質(triple gene block protein 1, 2, 3: TGBp1, 2, 3)、外皮タンパク質(coat protein: CP)を

コードしている。本研究で用いたウイルスベクターは、University of Cambridge の D. C. 

Baulcombe 博士より分譲いただいたベクターpPVX201 をもとに作成されたものである。

pPVX201 ベクターは、イギリスにおいて単離された PVX（UK3 分離株）を基に作成された感

染性 cDNAクローンであり、ウイルスゲノム上の TGBp3をコードする ORFと CPをコードす

るORFとの間に、プロモーター配列とマルチクローニングサイトが挿入されている。このため、

pPVX201のマルチクローニングサイトに外来遺伝子を導入して植物に接種すると、ウイルスの

感染・増殖に伴って外来遺伝子を発現させる事ができる。 

	
 本研究では、pPVX201の CaMV35Sプロモーター及び PVXゲノム cDNA配列を、バイナリ

ーベクターpCAMBIA1301 の T-DNA 領域に挿入して得られたウイルスベクターpCAMV を用

いた（図 2.2）。  
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1.2.6. ベクター構築 

ACLR, PPT, AYWBの各系統のゲノムにコードされる TENGU相同遺伝子産物の分泌領域を植

物 内 で 一 過 的 に 発 現 す る ベ ク タ ー 、 pCAMV-ACLRtengu, pCAMV-PPTtengu, 

pCAMV-AYWBtenguは以下のように作出した。まず、ACLR系統および PPT系統の、感染植

物の全 DNAを鋳型にし、TENGU成熟タンパク質をコードする配列を PCR反応によって増幅

した。プライマーは ACLR-F, ACLR-R, PPT-F, PPT-R を用いた（表 2.2）。PCR 増幅断片を

pCAMVベクターの SalI、SmaIサイト間に挿入し、pCAMV-ACLRtengu, pCAMV-PPTtengu

を得た。AY-WB系統の TENGU相同遺伝子については、AY-WB系統ファイトプラズマのゲノ

ム DNAの入手が困難だったことから、公開されている配列情報を基にプライマーAYF, AYRを

設計し、PCR反応によって tengu分泌領域をコードする遺伝子断片を作出した。得られた遺伝

子断片を pCAMVベクターの SalI, SmaIサイト間に挿入して pCAMV-AYWBtenguを得た (図

2.3)  
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1.2.7. アグロインフィルトレーション法 

アグロインフィルトレーション法(Johansen & Carrington, 2001)は植物細胞内で一過的に遺伝

子を発現させる方法である。アグロインフィルトレーション法では、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(Agrobacterium tumefaciens)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。外来遺伝子

としてウイルスの感染性 cDNAクローンを導入すると、ウイルスの cDNAがアグロバクテリウ

ムの働きで植物のゲノム中に組み込まれてウイルス感染性 RNAが転写されるため、宿主植物に

おいては高い確率でウイルス感染がおこる。本研究では、アグロインフィルトレーション法を

ウイルスベクターpCAMVの接種に用いた。 

 

1.2.7.1. アグロバクテリウムの形質転換 

アグロバクテリウムのコンピテントセルは以下の手順に従って作成した。アグロバクテリウム

（EHA105 菌株）のグリセロールストックを 28˚C 、2xYT 液体培地中で OD600=0.5 になるま

で培養し、集菌した。沈殿に 5 mL 20mM CaCl2を加え激しく撹拌した後、再び 3000×gで 5

分間遠心分離した。沈殿した菌体を 500 µL 20mMCaCl2に溶解し、コンピテントセルストック

とした。 

	
 アグロバクテリウムの形質転換は、freeze-thaw法で行った。アグロバクテリウムコンピテン

トセル 10 µl に形質転換するベクターを少量 (1 µl 程度) 混合し、液体窒素により 1分間急冷し

た後 100 µl SOC培地を加えて 28˚Cで 3時間振盪培養した。培養液を、カナマイシンを加えた

LB固形培地に塗布し、28 ˚Cで 48時間静置培養した。 

1.2.7.2. アグロインフィルトレーション法 

LB固形培地から抗生物質耐性を示したアグロバクテリウムのシングルコロニーを選抜し、5 ml 

の 2×YT液体培地中で 16時間振盪培養した。3,000 ×g、5分間遠心分離によりアグロバクテ

リウムを集菌し、インフィルトレーションバッファー (10 mM MgCl2, 10 mM MES (pH5.7), 

150 µMアセトシリンゴン)に OD600=1.0となるよう懸濁した。懸濁液を遮光して室温において 3

時間静置したのち、針のついていない 1 mlシリンジを用いて N. benthamianaの展開葉の背軸

側から注入した。  
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1.3. 結果 

1.3.1. tengu相同遺伝子の単離 

 tengu 遺伝子がファイトプラズマ系統間で保存されているか、相同性遺伝子の探索を行った。

まずはCa. Phytoplasma のうち、OY-M系統以外のゲノム情報が解読されているAYWB系統、

PAa系統、AT系統の３系統についてBLASTXによる相同性検索を行った(Bai et al. 2006; Kube 

et al. 2008; Tran-Nguyen et al. 2008)。OY-M系統における tengu遺伝子の全長をクエリー配

列とし、BLASTxによる相同性検索を行ったところ、AYWB系統の ORF (AYWB_168) が相同

性を示した。AT 系統および PAa 系統のゲノム上には tengu 遺伝子と類似の配列は存在しなか

った（図 2.4）。また、近年ゲノムのドラフト配列が報告されたファイトプラズマ 5 系統におい

ても、tenguの相同遺伝子は確認されなかった。 

 

	
 ゲノム解読が終了していない系統については、各系統の感染植物から抽出した DNAを鋳型と

し、tengu遺伝子の前後の遺伝子を認識するプライマーを用いた PCR反応によって tengu遺伝

子の単離を試みた。供試したファイトプラズマ系統で tengu 周辺の遺伝子構造が保存されてい

る場合には、この PCR反応によって、tengu遺伝子を含む DNA断片が増幅される。多様なフ

ァイトプラズマ系統について PCR反応を行った結果、OY, AYWB系統と同じ AYグループに属

する 11 系統において、増幅が認められた（図 2.5）。各増幅断片のシークエンス解析を行って、

各 tengu 相同遺伝子の配列を解読し、その遺伝子産物のアミノ酸配列のアラインメント作成し

た（図 2.6）。Signal Pおよび SOSUIプログラムによる予測を行った結果、全ての TENGU相

同遺伝子産物は N 末端に一つの膜貫通領域を含む、32 アミノ酸からなるシグナル配列をもち、

38アミノ酸からなる領域が分泌されると考えられた。 
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1.3.2. tengu相同遺伝子における機能の保存性 

	
 tengu相同遺伝子が単離された系統のうち、AYWB, PPT, ACLR, KVの 4系統においては分

泌される機能領域部分にアミノ酸配列の多型が認められた事から（図 2.7A）、これらの相同遺伝

子の産物が保存された機能を有しているかどうかを、ウイルスベクターを用いた一過的発現に

より解析した。なお、PPT系統と KV系統のコードする TENGU相同遺伝子産物は、成熟型タ

ンパク質部分のアミノ酸配列が同一である事から、以降の実験は PPT系統のみについて行った。

AYWB, PPT, ACLR系統における TENGU相同遺伝子産物の成熟型タンパク質を発現するウイ

ルスベクターを構築し、N. benthamiana に接種したところ、いずれの場合も TENGU 成熟型

タンパク質を発現させた場合と同様の萎縮・叢生症状を誘導した（図 2.7B）。このことから

TENGU相同遺伝子産物は、いずれも形態異常誘導の機能を持つことが示された。 
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1.4. 考察 

1.4.1. ファイトプラズマにおける病徴誘導機構の保存性 

	
 本章では、tengu相同遺伝子の単離を試み、その結果、AYグループのファイトプラズマにつ

いては、供試した 11系統のすべてから tengu相同遺伝子が単離された。ウイルスベクターを用

いた一過的発現実験により AY グループのファイトプラズマの tengu 相同遺伝子は、全て形態

異常誘導能を有する機能的なオーソログであることが示された。一方、AYグループに属さない

ファイトプラズマ系統については、全塩基配列が解読された Ca. P. mali AT系統および Ca. P. 

australiense PAa系統のゲノム上には tengu相同遺伝子は存在せず、近年ゲノムのドラフトシ

ークエンスが解読された 5 系統のファイトプラズマにおいても tengu 相同遺伝子は見いだされ

なかった。また、その他のゲノム配列が明らかでない系統についても、tengu相同遺伝子の単離

は成功しなかった。すなわち TENGU は AY グループのファイトプラズマにおいては保存され

た病原性因子であると考えられたものの、ファイトプラズマ属全般に必須のものではないこと

が明らかになった。 

	
 また TENGUを保持しない、AT, Vacp, JR1p系統のファイトプラズマは、それぞれリンゴ、

ニチニチソウ、ポインセチアにてんぐ巣症状を誘導することが知られている(Jarausch et al. 

1996; Neriya et al. 2011; Saccardo et al. 2012)。これらのファイトプラズマ系統は TENGUに

よらないメカニズムで、てんぐ巣症状を引き起こしていると考えられる。これまでに実験的に

機能が解析されたファイトプラズマの分泌タンパク質のうち、SAP11 はシロイヌナズナにおい

て萎縮叢生症状引き起こすことが報告されている（図 1.10）。上記の３つのファイトプラズマは、

配列類似性は高くないものの SAP11の相同遺伝子を保持しており AT, Vacp, JR1p系統ファイ

トプラズマによるてんぐ巣症状には、SAP11が関与している可能性が考えられる。 

1.4.2. TENGUの由来 

	
 これまでに 9つのファイトプラズマ系統について、ゲノム配列の概要が明らかにされており、

ファイトプラズマ属全体で、350を超える分泌タンパク質遺伝子を持っている事が明らかになっ

ている。Saccardらは、ゲノムが解析されたファイトプラズマの各系統について、形態異常誘導

能を持つ３つの分泌タンパク質の有無を比較している(Saccardo et al. 2012)(図 2.8)。
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 その結果、形態異常を誘導する分泌タンパク質はいずれもファイトプラズマ属において完全

に保存されてはいないこと、ファイトプラズマ系統により病原性因子の組み合わせが異なるこ

とが明らかになっている。Saccardo らは、特に緑化や葉化を引き起こす系統においてのみ葉化

因子として知られている SAP54の相同遺伝子が存在することを報告しており、このことはファ

イトプラズマ系統間の病原性因子の違いが、病徴の違いを説明しうる例として興味深い（図 2.9）。 

 また、SAP11と SAP54の有無は、ファイトプラズマ系統の進化と一致していない。この原因

として、ファイトプラズマ系統の共通祖先が SAP11 や SAP54 を保持していたものの、その後

系統の分化に伴って一部のファイトプラズマ系統においてこれらの因子が失われた可能性、あ

るいは複数の系統が独立に SAP11 や SAP54 を獲得した可能性が考えられる。IChP 系統の

SAP54 相同遺伝子は、近縁な JR1p 系統の SAP54 相同遺伝子よりも、遠縁な OY-M 系統や

AYWB系統のもつ SAP54（相同）遺伝子と高い配列一致性（それぞれ順に 79%, 93%, 86%）を

示している。さらに、SAP54、SAP11、および OY-M 系統におけるそれぞれの相同遺伝子

（PAM049, PAM519）はいずれも重複遺伝子が集中している領域に存在している(Sugio et al. 

2011b)（図 2.10）。これらの分泌タンパク質遺伝子は可塑的な周辺遺伝子領域に座乗していたた

めに、ファイトプラズマ系統間で水平伝搬獲得したのかもしれない。	
  

 対照的に、tengu 遺伝子が存在する周辺領域には、重複遺伝子はコードされていない。tengu

遺伝子がゲノム上の安定的な領域に座乗していることは、tengu遺伝子が AYグループの系統の

みに存在する事と関係しているかもしれない。 
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2. TENGUの形態異常誘導能に関わる部分配列 

2.1. 序文 

	
 ファイトプラズマの分泌タンパク質である TENGU は、植物に萎縮叢生症状を誘導する機能

を持つ病原性因子であり、そのホモログタンパク質は、AYグループのファイトプラズマに保存

されている。TENGU にはアミノ酸配列の類似性を示す既知のタンパク質はなく、モチーフな

ども見いだされないことから、その分子レベルでの機能や性状は明らかではない。 

	
 そこで、本章では TENGU の性状について知見を得ることを目的として解析を行った。まず

TENGU 成熟型タンパク質を構成する 38 アミノ酸のうち、どの部分が機能に重要であるか、

TENGU の部分配列を N. benthamiana 内で過剰発現させ、形態異常を誘導する部分を探索し

た。続いて TENGU が植物内でプロセシングを受けるかどうか検証した。その結果、TENGU

が植物側の因子によるプロセシングを受けることが示唆されたため、そのプロセシング機構の

解析を行った。最後に、TENGU のアミノ酸置換体を作出し、プロセシングの有無と、病徴誘

導機効率の関連について解析を行った。 

 

2.2. 材料と方法 

2.2.1. 植物の育成方法 

シロイヌナズナ (A. thaliana エコタイプ Col-0) 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

を添加した水を与える方法で育成し、播種後 35日の植物を実験に用いた。N. benthamianaの

育成は第 2章で述べた手法で行った。 
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2.2.2. ベクター構築 

グルタチオン-S-トランスフェラーゼ (glutathione-S-transferase: GST) 融合タンパク質発現ベ

クター 

TENGU成熟型タンパク質の N末端側に GSTを融合した組換えタンパク質 GST-TENGU作出

のための大腸菌内発現ベクターpGEX-TENGU は、以下のように作出した（図 3.1）。まず、

pCAMV-TENGU(Hoshi et al. 2009)を鋳型とし、プライマーpGEXtengu-F、pETtenguR(表 3.1)

を用いた PCRにより TENGUの成熟型タンパク質をコードする領域を増幅した。増幅した断片

を、T7プロモーター下流で N末端に GSTタンパク質を付加した融合タンパク質を発現する大

腸菌発現ベクター、pGEX-4T-1 (GE Healthcare)の BamHI, XhoIサイト間に挿入した。 

	
 続いて、TENGU成熟型タンパク質遺伝子のC末端側にGST遺伝子を融合したDNA断片を、

リコンビナント PCR法により作出した。まず TENGU成熟型タンパク質をコードする DNA断

片および gst遺伝子を、pCAMV-tenguおよび pGEX-4T-1ベクターから PCR反応によりそれ

ぞれ増幅した。用いたプライマーはそれぞれ、pETTENGU-F, TENGUgst-R と tenguGST-F, 

GSTecI-Rである。増幅した TENGU遺伝子断片と GST遺伝子断片を混合して鋳型とし、プラ

イマーに  pETTENGU-F、GSTecI-R を用いた PCR 反応を行って、融合タンパク質をコード

する DNA 断片を増幅した。この DNA 断片を大腸菌発現ベクターpET30a の NdeI、EcoRI サ

イト間に挿入し、発現ベクターpET-TENGU-GSTを得た (図 3.2)。 
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 TENGU成熟型タンパク質の推定プロセシング部位周辺（12、13番目のアミノ酸）に変異を

導入したタンパク質を発現するベクターを、以下の手法で構築した。pET-TENGU-GSTを鋳型

とし、フォワードプライマーに 12、13番目のコドンをアラニン指定するコドンに置換した変異

をもつプライマー、12AA13-F リバースプライマーに GSTec1-R を用いた PCR 反応を行って、

目的の変異を導入した TENGU-GST融合遺伝子断片を増幅した。増幅された遺伝子断片を精製

し、pET30aベクターの NdeI, EcoRIサイト間に挿入し、pET-12AA13GSTを得た。 
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 ACLR 系統、AYWB 系統、PPT 系統のファイトプラズマがコードする TENGU 相同遺伝子

産物を発現するベクターは、以下のように作出した（pET-ACLRGST, pET-AYWBGST, 

pET-PPTGST; 図 3.4）。まず、各ホモログタンパク質をコードするウイルスベクター

（pCAMV-ACLRtengu、pCAMV-AYWBtengu、pCAMV-PPTtengu; 図 2.3）から、プライマ

ーpETARTF, TENGUgst-R を用いて TENGU ホモログ断片を PCR 増幅し、tenguGST-F, 

pETART-R を用いて PCR 増幅した GST 遺伝子断片と混合して、リコンビナント PCR 反応に

より融合した。このとき、pETART-F, pETART-R プライマーには pET30a に相補的な配列を

付加しておくことで、末端が pET30aベクターと相補的な増幅産物を得た。この増幅産物をNdeI

と EcoRIで切断・線状化した pET30aベクターと混合し、GENEART (Life Technologies) 反

応によるクローニングを行った。GENEART反応は、メーカー推奨の条件で行った。 
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植物内発現ベクター 

TENGUタンパク質が植物体内でプロセシング可能性を検証するため、myc-GST-TENGUおよ

び対照として myc-GST を植物内で発現するベクターを構築した。まず GST 遺伝子あるいは

GST-TENGU融合タンパク質遺伝子を pGEX-4T-1あるいは pGEX-TENGUから、それぞれプ

ライマーGST-Fと GST-R、あるいは GST—Fと GSTTENGU-Rを用いて PCR増幅した。増幅

産物を GATEWAY システムのドナーベクターである pENTR (Life Technologies) の SalI, 

EcoRIサイト間に挿入した。得られたドナーベクターと、目的タンパク質の N-末端に myc配列

を付加するデスティネーションベクターであるpEarleygate 203(Earley et al. 2006) の間でLR 

Clonase II Enzyme mix (Life Technologies) による LR反応を行い、pEarleygate203-GST, 

pEarleygate203-GST-TENGUを作出した。 
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ウイルスベクター 

TENGU タンパク質の機能に関わる部分を探索するため、TENGU 成熟タンパク質の一部を発

現する一連のコンストラクト pCAMV-N19, pCAMV-N12, pCAMV-N11, pCAMV-N10, 

pCAMV-N8 および pCAMV-C19 を作成した（図 3.7）。まず TENGU 成熟タンパク質の N 末

端側 19、12、11、10、8アミノ酸、あるいは C末端側 19アミノ酸部分に、翻訳開始のための

メチオニン残基を付加したタンパク質（以下それぞれをN19, N12, N11, N10およびN8とする）

をコードする配列を、pCAMV-tenguを鋳型とした PCR反応により増幅した。増幅した遺伝子

断片を pCAMVベクターの SmaI、SalIサイト間に挿入することで、pCAMV-N19, pCAMV-N12, 

pCAMV-N11, pCAMV -N10, pCAMV-N8 および pCAMV-C19を得た。 

TENGU アミノ酸置換変異体を発現するウイルスベクターは以下のように構築した。TENGU

アミノ酸置換変異体をコードする pET-12AA13GSTを鋳型にして PAM765-F, PAM765-Rを用

いて PCR増幅し、得られた変異 tengu遺伝子断片を pCAMVベクターの SalI, SmaIサイト間

に挿入し、pCAMV-12AA13を得た。 
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2.2.3. 大腸菌でのタンパク質発現・精製 

GST 融合組換えタンパク質の発現精製は以下のように行った。各種組換えタンパク質発現ベク

ターを導入した大腸菌（BL21 株）を、カナマイシン入りの液体培地中で培養した。大腸菌が

OD600 =0.7 に増殖した時点で培地中にイソプロピル -ß-チオガラクトピラノシド 

(isopropyl-beta-thiogalacto pyranoside: IPTG) を終濃度 1 µMとなるよう添加し、GSTタンパ

ク質あるいは TENGU, TENGU相同遺伝子産物および TENGUアミノ酸置換変異体の GST融

合タンパク質の発現を誘導した。発現誘導後 2 時間の時点で、遠心分離により大腸菌を沈殿と

して回収した。菌体からの GST 融合タンパク質の精製は発現ベクターpGEX-4T-1 に添付のプ

ロトコルに従って行った。菌体を PBS (phosphate buffered saline: 137 mM NaCl, 2.7mM KCl, 

10mM Na2HPO4, 1.8mM KH2PO4, pH 7.4 ) 中に懸濁し、5分間の超音波処理により破砕した。

大腸菌由来のタンパク質分解酵素による組換えタンパク質の分解を防ぐため、破砕液にプロテ

アーゼインヒビターフッ化フェニルメチルスルホニル (phenylmethilsulfonyl fluoride: PMSF)

を終濃度 1µM添加し、さらに終濃度 1% TritonXを添加して、30分室温でインキュベートした。

インキュベートした破砕液を 4度、10,000×gの条件で 15分間遠心分離し、可溶性タンパク質

を含む上清画分と不溶性タンパク質を含む沈殿とに分離した。目的とする GST融合タンパク質

を含む上清画分を回収し、glutathione-sepharose 4B (Fast Flow) (GE Healthcare) ビーズを用

いたアフィニティークロマトグラフィーに供した。glutathione-sepharose 4B ビーズ（ベッド

ボリューム 1 ml）を充填した PD-10 (GE Healthcare) カラムに、回収した上清画分を通し、ビ

ーズに目的タンパク質を吸着させた。50ml以上の Tween-PBS (0.05% (v/v) Tween 20, PBS)、

さらに 50ml以上の PBS によりカラム上の非特異的な吸着物を洗浄したのち、溶出バッファー

（100mM Tris, 20mM glutathione, 200mM NaCl, pH9.5）5mlを、カラムに通して、ビーズに

吸着した GST融合タンパク質を溶出した。精製したタンパク質は SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) で単一バンドが得られることにより夾雑物がない

ことを確認し、実験に用いた。 
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2.2.4. in vitro processing assay  

TENGUおよび TENGU相同遺伝子産物、TENGUアラニン置換変異体の in vitro processing 

assay は以下のように行った。 

	
 播種後 35日のシロイヌナズナの地上部 2.0 gを、液体窒素を用いて凍結磨砕し、4 mlの 20 mM 

tris(hydroxymethyl)aminomethane (以下、Tris) バッファー (pH8.0) を加えて抽出液を得た。

この抽出液を 10,000 xg, 4˚C の条件で 5 分間遠心分離して植物残渣を除いた上清を、20mM 

Trisバッファー(pH8.0) により 10倍あるいは 100倍希釈し、プロセシング反応に使用した。 

	
 プロセシング反応は、基質となる TENGUあるいはその変異体などの GST融合タンパク質約

3.5µg (10µL) を、90µLの植物抽出液と混合し、室温で静置する方法で行った。12時間語に反

応溶液の一部を回収し、等量の Laemliバッファーと混合し、99˚C、5分間の熱処理によってタ

ンパク質を変成させた。12% ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE によりタンパク質

を分離したのち、ゲル内の全タンパク質を CBB-one (Nacalai tesque)を用いて染色した。プロ

セシング反応の有無は、基質タンパク質の、バンドの移動度の変化により判断した。 

 

2.2.5. プロテインシークエンス解析 

	
 TENGU-GST 融合タンパク質プロセシング産物のプロテインシークエンス解析は、以下のよ

うに調整したサンプルを用いた。解析したいタンパク質を含む溶液を、SDS-PAGEにより分離

した後、ゲル内のタンパク質をポリフッ化ビニリデン（polyvinylidene difluoride: PVDF）膜上

に転写した。その後 PVDF膜を coomasie brilliant blue (CBB) 染色液（0.25% (w/v) CBB、30%

メタノール、10% 酢酸）に数秒間浸漬したのち脱色液（90% メタノール）に浸漬し、膜上のタ

ンパク質を染色した。移動度に基づいて目的タンパク質のバンドを確認し、PVDF 膜をメスで

切り出した。東京大学農学生命科学研究科先端機器分析室において、切り出した PVDF 膜をエ

ドマンシークエンス解析に供した。解析は同分析室の黒岩氏に依頼し、サンプルにつき 10サイ

クルを行った。 

2.2.6. イムノブロット法 

	
 植物内で発現させた myc-GST-TENGU 融合タンパク質がプロセシングされるかどうかの確

認を、myc エピトープタグを認識する抗体を用いたイムノブロットにより確認した。

pEarleygate-GST-TENGU あるいは pEarleygate-GST をもつアグロバクテリウムを接種した

N. benthamiana葉から、接種 4日後あるいは 5日後に全タンパク質を抽出した。抽出にはタン
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パク質分解酵素阻害剤 Complete mini (Rosche) を規定の濃度で添加した PBSを用いた。得ら

れたタンパク質溶液を SDS-PAGEにより分離し、セミドライブロッターを用いて、PVDF膜上

に転写した。ブロット後の PVDF 膜をブロッキングバッファー（2.5％  (w/v) 脱脂粉乳

Tween-PBS）中で 1時間室温にてブロッキング反応を行った。その後一次抗体反応を、抗 myc

抗体（clone 4A6, Millipore）を PBSで 5,000倍に希釈した抗体溶液中で 50分間、37˚Cにて行

った。PVDF 膜を Tween-PBS 中で 10 分間、室温で振盪する洗浄工程を 3 回繰り返したのち、

二次抗体反応を、アルカリフォスファターゼ (alkaline phosphatase: AP) 標識された抗ウサギ

抗体を PBSで 5,000倍に希釈した抗体溶液中に 37˚C、50分間浸漬する事で行った。PVDF膜

を PBS中で 10分間、2回、室温にて洗浄した後、APバッファー (66 mM Tris, 100 mM NaCl, 

10 mM MgCl, pH=9.5) 中で 10分間洗浄した。AP発色反応は 0.45 mg/mLニトロブルーテト

ラゾリウム (nitro-blue tetrazolium chloride: NBT)、0.175 mg/mL ブロモクロロインドリルリ

ン酸 (5-bromo-4-chloro-3’-indolylphosphatase p-toluidine salt: BCIP) を含む APバッファー

中に、室温・暗所で PVDF 膜を浸漬する事により行い、適度な染色が得られた時点で、PVDF

膜を流水で洗浄し反応を停止した。 

2.2.7. 質量分析 

in vitro processing assay産物の質量分析は、以下のように行った。in vitro processing assay

後の反応液に 10分の 1容量の 1%トリフルオロ酢酸（trifluoroacetic acid: TFA）溶液を添加し、

最終濃度 0.1% TFAに調整した。チップ形状の C18カラム（Ziptip, Millipore）を、100%アセ

トニトリル、0.1% TFA水溶液をピペッティングすることで前処理した後、調整した反応液をピ

ペッティングして反応液中のペプチドをカラム上に吸着させた。同じカラムで 0.1%TFA水溶液

をピペッティングしてカラムを洗浄する作業を３回行った後、吸着した物質を 100%アセトニト

リルにより溶出した。得られた溶出液を、東京大学農学生命科学研究科内の先端機器分析室に

おいて飛行時間型質量分析計 (Time-of-flight mass spectrometor: TOF-MS) により解析した。

解析は同分析室の堀氏に行っていただいた。得られたスペクトルの解析には、Protein 

Prospector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) サイト内のMS-Fitソフトウ

ェアを用いた。 
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2.3. 結果 

2.3.1. 機能部分配列の探索 

	
 TENGUは、植物細胞質中に分泌される部分が 38アミノ酸からなる低分子の病原性因子であ

り、N. benthamianaにおいては主茎の伸張の抑制と葉の増加を誘導する。本章ではこの形態異

常の誘導に関わるアミノ酸配列部分を明らかにするため TENGU のアミノ酸配列の一部を発現

するウイルスベクターを構築し、N. benthamiana に病徴を誘導する部分を探索した。まず

TENGUの N末端側の 19アミノ酸と、C末端側の 19アミノ酸とに、それぞれ翻訳開始のため

のメチオニン残基を付加したタンパク質を（N19, C19）を N. benthamianaで発現させて病徴

誘導の有無を調べた（図 3.8A, B）。ポジティブコントロールとして TENGU成熟型タンパク質

を発現するベクター (pCAMV-tengu) を、ネガティブコントロールとして空ウイルスベクター 

(pCAMV) を用いた。3週間後に各接種個体の、草丈・主茎上に着生した葉の数・葉の相枚数を

記録し、接種コンストラクト間で主茎の平均節間長（草丈／主茎の葉の数）、および葉の総数に

与える影響を比較した。(図 3.8C) 

図 3.8Cは、供試した各コンストラクトについて、接種個体の主茎の平均節間長および葉の総数

の分布を表している。ポジティブコントロール (TENGU)と N19 (N19) 接種個体では、ネガテ

ィブコントロール (vector) と比較して主茎の平均節間長が短く、葉の枚数が多い個体の割合が

多かった。これに対して、C19 (C19) 接種個体では、平均節間長および葉の総数の分布はネガ

ティブコントロール (vector) と差がなかった。すなわち、C 末端 19 アミノ酸のみでは形態異

常を誘導することができず、TENGU による形態異常の誘導に成熟型タンパク質の N 末端配列

のいずれかの部分が必要であること、また形態異常の誘導には N末端 19アミノ酸のみで十分で

あることが明らかになった。 
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 さらに TENGUの成熟型タンパク質の N末端側 12,11, 10, 8アミノ酸にメチオニンを付加し

たタンパク質（以下、それぞれ N12、N11、N10、N8）を発現するウイルスベクターを構築し、

N. benthamianaに形態異常を誘導するかどうかを調べた（図 3.9A）。その結果、N12, N11を

発現させた場合、ポジティブコントロールと同様に、主茎の平均節間長が短く、葉の総数が多

い個体の割合が増加した。一方、N10 発現植物および N8 発現植物においては平均節間長の分

布と葉の総数の分布はネガティブコントロールと同様であった（図 3.9B, C）。このことから、

TENGUによる形態異常の誘導には、成熟タンパク質の N末端 11アミノ酸のみで十分であるこ

とが明らかになった。さらに 11 番目のロイシン残基を削った N10 が形態異常を示さないこと

から、11番目のロイシン残基が形態異常誘導に重要である可能性が考えられた。 

表 3.2は、上述の接種実験において、接種コンストラクトごとに形態異常を示した株の割合を示

している。興味深いことに、TENGU の部分配列は、ポジティブコントロールの成熟型タンパ

ク質域全長とほぼ同程度かそれ以上の割合で形態異常を誘導した。すなわち、TENGU の N 末

端 11アミノ酸部分は、単独でタンパク質全長の活性を再現するのに十分な機能ドメインである

と考えられる。 
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2.3.2. in vitro プロセシングの可能性の検証 

	
 植物における生理活性ペプチドは、100アミノ酸前後の前駆体タンパク質として転写翻訳され

た後、プロセシングにより機能ドメインが切り出されて働くものが多く知られている（表 1.3）。

これらの生理活性ペプチドでは、機能領域部分のペプチドは、機能領域を含むより大きなサイ

ズのタンパク質よりも高い生理活性を示すことから(Kondo, 2006)、プロセシングはペプチドの

活性に関与していると考えられている。このような生理活性ペプチドのプロセシングの解析は、

植物の全タンパク質を抽出した抽出液を、ペプチドの前駆体配列を含む組み換えタンパク質と

混合する、in vitro processing assayによって行なわれることが多い(Guo et al. 2011; Ni & 

Clark 2006; Stenvik et al. 2008)。 

	
 3.3.1節の解析により、TENGUにおいては成熟型タンパク質の N末端 11アミノ酸が形態異

常誘導能をもつ機能領域であること、また機能領域のみの活性は TENGU の成熟型タンパク質

全長と同程度かそれ以上に高いことが明らかになった。そこで本節では、TENGU の成熟型タ

ンパク質がプロセシングを受けるか、in vitro processing assayにより検証した。 

	
 in vitro processing assayには、TENGUの成熟型タンパク質の C末端にグルタチオン Sト

ランスフェラーゼ（glutathione-S-transferase: GST）を融合した、TENGU-GST融合タンパク

質を用いた。TENGU-GST は大腸菌内で組み替えタンパク質として発現・精製し、得られたタ

ンパク質は、バッファーと混合した状態で、室温で 48 時間以上安定であった（図 3.10A）。こ

の TENGU-GST融合タンパク質をシロイヌナズナ抽出液（以下、植物抽出液）と混合した場合

には、12時間後に TENGU-GSTタンパク質の分解が確認された（図 3.10B）。一方、コントロ

ールとして用いた組換え GSTタンパク質は、バッファーと混合した場合と植物抽出液と混合し

た場合のいずれも、12 時間以上安定であった。このことから、TENGU の配列部分が植物抽出

液によりプロセシングされる可能性が示唆された。 

	
 この in vitro processing assayにおける TENGU-GST融合タンパク質のプロセシング部位を

明らかにするため、TENGU-GSTを植物粗抽出液と混合し、12時間後の反応液から、グルタチ

オンセファロースカラムにより GSTタンパク質を含む C末端側の断片を回収して、プロテイン

シークエンス解析に供した。その結果、TENGU 成熟タンパク質の 13 アミノ酸から 17 アミノ

酸に相当する配列が解読され、TENGU-GSTタンパク質が TENGU成熟型タンパク質の 12番

目のロイシン残基と 13 番目のイソロイシン残基の間で切断されていることが明らかになった

（図 3.11）。 
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2.3.3. 質量分析によるプロセシング産物の特定 

	
 プロテインシークエンスの結果、TENGU 成熟型タンパク質は 12 番目のロイシン残基と 13

番目のイソロイシン残基の間で切断されることが示された。TENGU の活性領域は成熟タンパ

ク質の N末端 11アミノ酸であることから、TENGUはプロセシングされることによって活性型

領域を含む 12 アミノ酸を生じるだろうと予想される。そこで、TENGU-GST タンパク質のプ

ロセシングによって生じるペプチド種を、マトリクス支援レーザー脱離イオン化法ー飛行時間

型質量分析 (matrix assisted laser desoption/ionization time-of-flight mass spectrometry: 

MALDI-TOF-MS)により解析した（図 3.12）。 

	
 その結果、TENGU-GST融合タンパク質と植物抽出液とを混合し、12時間静置した反応液か

らは、ピークが主に 5つ検出され、それぞれの質量電荷比は 1,992、2,364、2,587、2,835、3,204 

(mass to charge ratio: m/z) であった。一方、TENGU-GST融合タンパク質を抽出バッファー

と混合した対照実験の反応液からは、ピークが主に4つ検出され、それぞれの質量電荷比は1,922、

2,832、2,958、3,204 (m/z) であった。すなわち、in vitro processing 反応によって生じるピー

クは、質量電荷比 2,364と 2,587 (m/z) の二つであり、これらの値は、それぞれ TENGUの成

熟型タンパク質の 19アミノ酸、21アミノ酸に翻訳開始のためのメチオニンを付加したタンパク

質の分子量と一致していた。なお、検出が期待された切断産物である TENGU の N 末端 12 ア

ミノ酸にメチオニンを付加したタンパク質の予想分子量は 1,520 Daであり、これに相当する質

量電荷比のピークはいずれの実験区においても認められなかった。 

	
 以上の結果を総合すると、TENGUの in vitro assayにおいては、TENGU成熟型タンパク質

配列は 12番目ロイシン、13番目のイソロイシンの間、19番目のグルタミン酸と 20番目のアス

パラギンの間、21番目のグルタミンと 22番目のスレオニンの間の、少なくとも三箇所で切断さ

れると考えられる。また、その結果として TENGU 成熟型タンパク質の N 末端 19 残基および

N末端 21残基からなるペプチドが蓄積することが確認された。 
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2.3.4. in vitro processingの特性 

	
 続いて TENGUをプロセシングする機構について知見を得るため、一連の阻害実験を行なっ

た。まず、プロセシングに用いる植物抽出液をあらかじめ 99度で 5分間処理したのちに実験に

供した（図3.13A、熱処理+）。その結果、熱処理を行わないコントロールでは12時間後に約30kDa

の分解産物のバンドが観察されるのに対し、熱処理を行った場合には切断産物に相当するバン

ドは観察されず、プロセシングには宿主のタンパク質など熱に弱い因子が関与していることが

明らかになった。さらに、植物抽出液を調整後、10倍および 100倍に希釈して実験に用いた（図

3.13A）場合、用いる植物抽出液の希釈倍率が高いほど、反応 12時間後、TENGU-GSTタンパ

ク質の分解産物に相当するバンドは薄く、TENGU-GST タンパク質全長に相当するタンパク質

のバンドは濃く観察された（図 3.13A）ことから、TENGUのプロセシングに宿主の因子が関与

している可能性が支持された。そこで、プロテアーゼ阻害剤を添加し、プロテアーゼ活性を阻

害することによりプロセシング反応がおこらなくなるか調べた。プロテアーゼの中でもセリン

プロテアーゼの一群を非可逆的に阻害する薬剤である PMSFを添加した場合、12時間反応後に

生成する約 30kDaの産物の量が PMSF非添加区と比較して減少した。以上から、植物のセリン

プロテアーゼが TENGUのプロセシングに関与する可能性が考えられた(図 3.13B)。 

 

2.3.5. 植物体内におけるプロセシングの検証  

 ファイトプラズマ感染植物において、TENGU は篩部の細胞質中に分泌されると考えられる。

一方の、in vitro processing assayで使用する植物抽出液は液胞に局在するプロテアーゼなど、

通常感染植物内における TENGU との相互作用が期待されない因子も含まれている。そこで、

本節では、in vitro processing assay で認められた現象が実際に感染植物内で起き得るかを検証

した。 
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 TENGUを N. benthamianaにおいて一過的に発現した際に、in vitro processing実験と同様

のプロセシングが起こるかどうか調べた。具体的には、TENGU 成熟型タンパク質の N 末端に

myc-GST タンパク質を融合したタンパク質（myc-GST-TENGU）、あるいは myc-GST のみの

コントロールタンパク質をアグロインフィルトレーション法により発現し、インフィルトレー

ション 4日後および 5日後に、蓄積するタンパク質のサイズを mycタグに対するイムノブロッ

ティングによって解析した（図 3.14）。 

	
 その結果、myc-GSTタンパク質を発現させた植物からは、4日後、5日後ともに myc-GSTタ

ンパク質の分子量に相当するバンドが検出されたのに対し myc-GST-TENGU タンパク質を発

現する植物では、4日後に myc-GST-TENGUに相当すると思われるバンドが検出され、5日目

にはこのバンドに加えて移動の早い新たなバンドが検出された。この移動度の異なるバンドは

myc-GST-TENGUとmyc-GSTとの中間的なサイズを示しており、バンドのパターンが in vitro 

processing assayで認められたバンドの変化に類似していることから、myc−GST-TENGUが植

物体内でプロセシングされたことによる切断産物である可能性が考えられた。 
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2.3.6. TENGUアミノ酸置換変異体の形態異常誘導活性 

	
 これまでの解析により、TENGU 成熟型タンパク質が宿主因子によるプロセシングを受ける

ことで機能領域を含むペプチドを生じること、また、類似のプロセシング現象は TENGU 成熟

型タンパク質を植物体内で発現させた場合にも認められることが明らかになった。そこで、本

節では TENGU のプロセシング現象とその形態異常の誘導機能との関連について、TENGU の

推定プロセシング部位の一部に変異を導入した変異体を用いて解析した。 

	
 3.3.3、3.3.4節の結果から、TENGU推定プロセシングサイトは 3つ予想されている、このう

ちのひとつを挟む 12 番目のロイシン残基と 13 番目イソロイシン残基をアラニンに置換した変

異 TENGU成熟型タンパク質（以下、12AA13）を発現するコンストラクトを作出した。 

	
 まず 12AA13が形態異常を誘導するかどうか、N. benthamianaにおける一過的発現により調

べた。野生型の TENGU 成熟型タンパク質と、12AA13 を発現するウイルスベクター、および

空のベクターを N. benthamianaに接種し、3週間後に形態異常が誘導されるか、接種植物の草

丈、主茎に着生する葉の枚数、葉の総枚数を測定した（図 3.15）。その結果、12AA13を発現し

た植物では、節間伸長が抑制されるものや葉が増加する個体の割合が少なく、形態異常誘導能

は失われてはいないものの、野生型の TENGU 成熟型タンパク質と比較して著しく低かった。

表 3.3 は野生型の TENGU 成熟型タンパク質と 12AA13 の形態異常誘導効率を示している。

12AA13 は野生型と比較して形態異常誘導効率が半分以下に低下していた。12AA13 変異体は

TENGU成熟型タンパク質の N末端 11アミノ酸からなる機能領域を含んでいることから、導入

したアミノ酸置換がプロセシングの効率に影響することで形態異常誘導機能が低下した可能性

が考えられた。 
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そこで、実際に 12AA13 変異タンパク質のプロセシング効率を調べるため、12AA13の C 末端

側に GSTを融合した組換えタンパク質（12AA13-GST）を作出し、in vitro processing assay

を行った。12AA13-GST を 植物粗抽出液あるいは抽出バッファーと混合して 12 時間後に

SDS-PAGEで分子量の変化を解析した。その結果、12AA13-GST（レーン: 12AA13）はバッフ

ァーと混合した場合には分子量が変化しなかったが、植物粗抽出液と混合した場合には 12時間

後にプロセシングによると考えられるバンドの移動度の変化が見られた（図 3.16A）。すなわち、

12AA13タンパク質は、野生型の TENGU成熟型タンパク質（レーン：WT）と同様にプロセシ

ングされ得ることが明らかになった。 

	
 続いて、この 12AA13-GSTの in vitro processing assay 後の産物をMALDI-TOF-MS解析

に供し、プロセシングにより生じる断片を解析した。その結果、野生型 TENGU-GST融合タン

パク質のプロセシング反応液に認められたピークはいずれも存在せず、12AA13 変異

TENGU-GST 融合タンパク質のプロセシング反応液のうちにはペプチドが蓄積していない事が

明らかになった（図 3.16B）。以上の結果から、TENGU のプロセシングによって生じる 19 ア

ミノ酸あるいは 21アミノ酸からなるペプチドの蓄積は、TENGUによる形態異常の誘導に関与

している可能性が考えられた。 
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2.3.7. TENGU相同遺伝子産物におけるプロセシングの保存性 

 TENGU は AY グループに保存された病原性因子であり、AYWB 系統、ACLR 系統、PPT 系

統のコードする TENGU相同遺伝子産物は、成熟型タンパク質のアミノ酸配列に多型があるが、

いずれも N. benthamiana で発現させた際に、形態異常を誘導する機能的なオーソログである

（第二章）。そこで、これらのアミノ酸配列の異なる TENGU相同遺伝子産物においてもプロセ

シング現象が保存されているのか、in vitro processing assay によって調べた。AY-WB, ACLR, 

PPT系統のコードする TENGU相同遺伝子産物について、それぞれ成熟型タンパク質の C末端

側に GSTを融合した組換えタンパク質を作出し、植物粗抽出液あるいは抽出バッファーと混合

して 12時間室温で静置した。SDS-PAGEにより、静置前後の分子量の変化を解析したところ、

AYWB, ACLR, PPT系統いずれの系統の TENGU相同遺伝子産物も 12時間後にバンド移動度

の変化が認められ、OY-Mの TENGUと同様にプロセシングされた（図 3.17）。このことから、

プロセシング現象はアミノ酸配列の異なる相同遺伝子産物においても認められる現象であるこ

とが確認できた。 
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2.4. 考察  

2.4.1. TENGUプロセシングは３カ所でおこる 

	
 本章では、TENGUの機能領域を探索し、成熟型タンパク質の N末端 11アミノ酸が機能に十

分である事を示した。また、成熟型タンパク質がプロセシングを受けることを見いだし、TENGU

がプロセシングされることが形態異常誘導する機能に関わる可能性を示唆した。本研究の結果、

TENGUがプロセシングされると考えられた部位を図 3.18に示す。 

	
 本研究では TENGU のプロセシング部位の解析を、C 末端断片のプロテインシークエンス解

析および N 末端断片の質量分析の２種の方法により行った。その結果、プロテインシークエン

ス解析においては 12-13 アミノ酸間がプロセシングされていた一方で、N 末端断片の質量分析

では 12アミノ酸からなる断片は検出されず、解析手法により結果に違いが生じた。 

	
 この原因は不明であるが、以下のような可能性が考えられる。検出された３カ所のいずれで

も切断が起こるが、N末端 12アミノ酸からなる断片が不安定で質量分析で検出されない可能性、

あるいは植物のプロテアーゼ活性は生長の過程や周辺の環境に応じて厳しく制御されているた

め、実験間の植物サンプルの微妙な違いによって、個々のプロテアーゼ活性の強さに違いがあ

り、実験時により TENGU プロセシングの主要な部位が異なる可能性である。In vitro 

processing assay においては複数の切断産物が確認されることはこれらの可能性を支持してい

る。 

2.4.2. プロセシングにはセリンプロテアーゼが関与する 

	
 各種阻害験により、プロセシング機構を解析したところ、TENGU は熱に弱い宿主の因子に

よるプロセシングをうけると考えられた。特にセリンプロテアーゼ阻害剤である PMSF の添加

がプロセシング反応をやや阻害したことから、TENGU のプロセシングにはセリンプロテアー

ゼが関与すると推測される。しかし、PMSF はプロセシングを完全には阻害しなかった。この

理由としては、インビトロプロセシング複数箇所で切断が起きているために、一種類のプロテ

アーゼ阻害剤を添加しただけではタンパク質の分解を完全に阻害することができない可能性が

考えられる。  
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2.4.3. 12AA1変異体のプロセシングで、ペプチドが検出できない理由 

	
 12番目と 13番目の残基をアラニン置換した TENGU変異体 (12AA13) はプロセシングをう

けるものの、その結果生成するペプチドが蓄積しなかった。このことは、12番目と 13番目の残

基がペプチドの安定性に関わる可能性を示唆している。図 3.3.6-3Aの 12AA13-GSTタンパク質

の in vitro processing assayでは、中間的なサイズの切断産物の蓄積は認められず、このことは、

12AA13のプロセシングの結果生成する短いペプチドが、不安定である可能性を支持している。 

2.4.4. 	
 TENGUプロセシングの意義 

	
 	
 TENGU のプロセシングは、TENGU 成熟型タンパク質を含む融合タンパク質を植物内で

発現させた場合にも認められることから、TENGU プロセシングはファイトプラズマ感染植物

体内で実際に起こり得る現象だと考えられる。また、TENGU 部分配列が、TENGU 成熟型タ

ンパク質全長よりもやや高い萎縮叢生症状誘導効率を示すこと、およびプロセシングが TENGU

相同遺伝子産物において広く認められることは、TENGU のプロセシングがその機能に重要で

あるという仮説と矛盾しない。	
  

	
 この仮説を検証するため TENGUのプロセシング部位の一つを挟む 12番目と 13番目のアミ

ノ酸に変異を導入した TENGU変異体 12AA13を作出したところ、野生型よりも弱い形態異常

誘導能を示した。この TENGU 変異型体は病徴誘導に十分な N 末端 11 アミノ酸部分を保持し

ており、さらにその安定性やプロセシング効率は野生型と同程度であるが、質量分析の結果、

プロセシングによって生じるペプチドの蓄積は確認されなかった。すなわち、変異型 TENGU

においてはプロセシングによって生成するペプチド断片が不安定であり、このために病徴誘導

効率が減少した可能性が考えられた。 
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4. 総合考察 

4.1 ファイトプラズマ属における病徴誘導機構の進化 

	
 本研究において、tengu相同遺伝子は供試した AYグループのファイトプラズマのすべてから

単離され、そのアミノ酸配列は AYグループ内でよく保存されていることが明らかになった。ま

た他のファイトプラズマの病原性因子が、ファイトプラズマゲノム内の転写性遺伝子クラスタ

ーに座乗することと対照的に、tengu遺伝子はゲノム内の重複遺伝子の少ない領域に座乗してい

た。これらの tengu遺伝子の特徴は、tengu遺伝子が AYグループのファイトプラズマとともに

進化してきたと考えるとよく説明できる。 

	
 AYグループに属さないファイトプラズマ系統の一部、例えばリンゴなどに感染する Ca. P. 

maliは、てんぐ巣症状をひき起こすことができるものの、tengu遺伝子を保持していない(Kube 

et al. 2008)。従って、これらのファイトプラズマは TENGUによらないメカニズムで、てんぐ

巣症状を誘導していると考えられる。すなわち、ファイトプラズマの感染によって引き起こさ

れるてんぐ巣症状は外見上よく似ているが誘導メカニズムの異なる症状からなるようである。

ファイトプラズマ属においててんぐ巣症状を誘導するメカニズムが複数進化していることは、

宿主植物においててんぐ巣症状を呈することが、ファイトプラズマの生存に重要であった可能

性を示唆している。ファイトプラズマが植物に形態異常を誘導する意義については、媒介昆虫

を誘引する作用があるのではないかと推測されている(Hoshi, 2009)。 

4.2 TENGUの病原性が宿主因子によって制御されることの意義 

	
 本研究では、一過的に発現させた TENGUタンパク質が、植物内においてプロセシングを受

けることを明らかにした。また、TENGUがプロセシングされることによって生じる産物が病

徴誘導に関わるという仮説が示唆された。 

	
 植物病原細菌の病原性因子が宿主によるプロセシングを受ける例として、Pseudomonas 

syringae の AvrRPS4 (Sohn et al. 2009) がある。AvrRPS4は全長 221アミノ酸からなる病原

性因子であり、TypeIII分泌機構によって植物細胞質中に分泌された後に切断され、133アミノ

酸の N末端側断片と 88アミノ酸の C末端断片を生じる。AvrRPS4のプロセシング能を失った

変異体は宿主の抵抗性を抑制することができない。すなわち、AvrRPS4においても、プロセシ

ングされることはその病原性の機能に必須である。 

	
 また、病原性因子の中には、プロセシング以外の宿主による翻訳後修飾を受けるものがある。

例えばP. syringae のエフェクターであるAvrPphBのN末端には脂質修飾モチーフが存在し、
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このモチーフ部分が宿主内で脂質修飾されることで AvrPphBが細胞膜上に局在し、同じく膜上

に存在する宿主因子を分解する(Dowen et al. 2009)。 

	
 このように病原性の発揮に、宿主による翻訳後修飾を必要とする例は少なくない。病原性の

発揮に宿主の機構を利用する意義としては、病原性因子が活性をもつ時期や場所を制御してい

る可能性が考えられる。例えば、TENGUは感染植物体内を移動することが示されているが、

ファイトプラズマは、TENGUのプロセシングに宿主のプロテアーゼを利用することで、プロ

テアーゼの発現部位のみで、機能ペプチドが生じるように TENGUの活性を調節しているのか

もしれない。 

	
 また、あるファイトプラズマ菌株を複数の遺伝型の異なる植物に接種すると、ファイトプラ

ズマのもつ病原性因子に違いがないにも関わらず、宿主によってしばしば異なる病徴を示すこ

とがある(Cettul & Firrao 2011)。この原因としては、宿主の遺伝型により、ファイトプラズマ

抵抗性やファイトプラズマの病原性因子のターゲットとなる因子が異なるなどの可能性が考え

られる。さらに一つの可能性として、TENGUのプロセシングが起こるかどうか、すなわち宿

主がプロセシングプロテアーゼを保持しているかどうかの違いが、宿主による病徴の違いに関

与しているかもしれない。TENGUはシロイヌナズナの粗抽出液によって切断され、さらに N. 

benthamiana,においては in vivoで切断されることが確認されたが、このことは TENGUがシ

ロイヌナズナにおいても N. benthamianaにおいても形態異常を誘導することと矛盾しない。 

 

4.3 TENGUと植物のペプチド性因子との比較 

TENGUは成熟型タンパク質が 38アミノ酸からなるペプチドであり、植物の形態形成に影響す

る病原性因子である。植物においては、内在性のペプチド性因子が形態形成に重要であり、そ

の機能や構造などの特性が解析されている。そこで、以下では本研究で明らかになった TENGU

の分子レベルの特徴を、既知の植物内在性のペプチド性因子の特徴と比較する。 

	
 植物内在性のペプチド性因子は細胞非自律的に働く CLEや stomagenなどの分泌ペプチドと、

細胞自律的に働く ROT4,や POLARISとに大きく分けることができる(松林, 2010)。TENGUは

篩部細胞内に分泌されると考えられ、分泌後には細胞外に移行するシグナルなどを持たないた

め、通常は細胞内で機能すると予想される。しかし、抗 TENGU抗体を用いた免疫染色の結果、

TENGUは篩部の発達していない茎頂部分にも局在することが示されており、TENGUが細胞

外に放出される可能性も否定できない(Hoshi et al. 2009)。また、今回 TENGUが N末端 11ア

ミノ酸の機能ドメインを持つ事、その機能ドメインを含む短いペプチドがプロセシングされる
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ことが示されたが、これらの特徴は植物のもつ分泌ペプチドにも共通して認められる特徴であ

る(Kondo et al. 2006; Ni & Clark 2006; Ohyama et al. 2009)。また、内在性のペプチド性因子

である PSK前駆体の一つや、RALFL23は、セリンプロテアーゼである site-1-proteaseにより

プロセシングされる(Srivastava et al. 2008; Srivastava et al. 2009)が、TENGUのプロセシン

グにもセリンプロテアーゼが関与することが示唆された。このように翻訳後修飾ペプチドに共

通して認められる特徴の一部が TENGUにも共通して認められたことは、TENGUペプチドの

作用機構を考える上で興味深い。例えば、植物内在性の分泌ペプチドの一部は、生成する細胞

と異なる細胞に受容され、細胞間シグナル分子として機能することが知られている。TENGU

もまた篩部細胞内に分泌された後植物の組織間を移動しており、植物の分泌ペプチドと同様に

離れた組織に働いているのかもしれない。 

4.4 TENGUとセンチュウの CLEエフェクターとの比較 

 TENGUのほかにも病原体がコードするペプチド性の病原性因子として、植物病原センチュウ

の持つ CLEエフェクターが知られている。 

 植物病原センチュウは、植物の根の維管束鞘細胞に口針とよばれる器官を差し込み、生きた細

胞から栄養を摂取する絶対寄生性生物であり、寄生した細胞内に口針を介して病原性因子を分

泌することによって、寄生細胞の分化運命をかく乱し、寄生に適した細胞へと作り替える(Davis 

et al. 2000)。植物細胞に分泌されるエフェクター分子を生成する組織から調整した cDNAライ

ブラリーの解析から、分泌シグナル配列をもつエフェクター候補分子が明らかにされている

(Gao et al. 2003)。その一つのエフェクターは機能的な CLEドメインを持っており、CLEエフ

ェクターと呼ばれている(Wang et al. 2005; Mitchum et al. 2008)。CLEエフェクターは、植物

細胞内に分泌された後、何らかのメカニズムで細胞外に移行し、プロセシングを受けたのちに

細胞表面の受容体に受容されると考えられている(Guo et al. 2011)。実際に受容体の変異体はセ

ンチュウの感染に抵抗性を示すことから(Replogle et al. 2011)、CLEエフェクターによって植

物内在性のシグナル伝達経路をかく乱する寄生戦略をとっていると考えられる。 

 TENGUと CLEエフェクターを比較すると、TENGUは植物を含めてこれまでファイトプラ

ズマ以外の生物から類似の配列が報告されたことはないことから、植物宿主においても、昆虫

宿主においても分子擬態としては働いている可能性は低い。TENGUがどのように形態異常を

誘導するのか明らかになれば、植物におけるペプチドの生理活性の新たな知見になると考えら

れる。 
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5. 摘要 

	
 ファイトプラズマは、昆虫によって媒介される微小な植物病原細菌の一群で、主要作物を含

む 700種以上もの植物の篩部に感染する。ファイトプラズマが感染した植物は、黄化、草丈の

萎縮、枝分かれの増加（叢生）、花器官の葉化など、さまざまな特徴的な形態異常を示す。それ

らの形態異常により、感染植物は成長が阻害され、作物の品質が低下し、収量が減少すること

から、ファイトプラズマが植物の形態形成に影響する分子機構を明らかにし、その防除法を確

立することは重要な課題である。 

	
 近年、ファイトプラズマのゲノム解読が完了したことをきっかけに、ファイトプラズマによ

る病徴の誘導に関わるファイトプラズマの分泌タンパク質の研究が進展を見せている。

Tengu-su inducer (TENGU) はそのひとつであり、植物にてんぐ巣症状（萎縮叢生症状）を誘

導する活性を持ち、分泌される領域が 38アミノ酸からなる低分子タンパク質である。TENGU

を植物体内で発現させるとオーキシン初期応答遺伝子群の発現が抑制されることが明らかにな

っているが、その分子レベルでの機能は不明であり、詳細な作用機構も明らかではない。そこ

で、本研究では TENGUの作用機構を解明する一助とするため、その性状を解析し、病徴誘導

活性との関連を明らかにすることを目的とした。 

 

5.１．TENGUの保存性に関する解析 

 

	
 ファイトプラズマ属は、30以上の暫定種を含む多様な細菌群であり、系統によって誘導する

病徴には多様性が認められる。たとえばてんぐ巣症状はファイトプラズマ感染により共通して

誘導される病徴であるが、植物の萎縮・叢生の程度等に系統により違いがある。そこで本研究

では、まず植物にてんぐ巣症状を誘導する分泌タンパク質である TENGUが、ファイトプラズ

マ属内で保存されているか解析し、ファイトプラズマ属における病徴誘導機構の保存性につい

て考察した。 

	
 まず、多数のファイトプラズマ系統を収集し、tengu相同遺伝子の単離を試みた。その結果、

はじめに TENGUが単離されたタマネギ萎黄病ファイトプラズマ系統とその近縁な系統を含む

AYグループのファイトプラズマについては、供試した１１系統のすべてから tengu相同遺伝子

が単離された。ウイルスベクターを用いた一過的発現実験により AYグループのファイトプラズ

マの tengu相同遺伝子は、全て病徴誘導活性を有する機能的なオーソログであることが示され

た。一方、AYグループに属さないファイトプラズマ系統については、全塩基配列が解読された

Ca. P. mali AT系統および Ca. P. australiense PAa系統のゲノム上には tengu相同遺伝子は存

在せず、近年ゲノムのドラフトシークエンスが解読された５系統のファイトプラズマにおいて

も tengu相同遺伝子は見いだされなかった。また、AYグループに属さず、ゲノムが解析されて
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いない系統からの、tengu相同遺伝子の単離も成功しなかった。すなわち TENGUは AYグル

ープのファイトプラズマにおいては保存された病原性因子であると考えられたものの、ファイ

トプラズマ属全般では保存されていないことが明らかになった。AY以外のグループに属する

AT, Vacp, JR1p各系統のファイトプラズマは TENGUを保持しないものの、それぞれリンゴ、

ニチニチソウ、ポインセチアにてんぐ巣症状を誘導することが知られていることから、ファイ

トプラズマ属は TENGUにより誘導される経路以外にも、てんぐ巣症状を誘導するメカニズム

を有していると考えられる。本研究により、TENGUをコードする tengu遺伝子が AYグルー

プ内で認められ、ファイトプラズマの分子系統樹とその有無が一致することが明らかになった。 

 

5.２．TENGUのプロセシングに関する解析 

	
 TENGUのN末端シグナル配列を除いた成熟型タンパク質である 38アミノ酸のうち病徴誘導

に重要な配列を解析した。まず TENGUの N末端側 19アミノ酸、C末端側 19アミノ酸をそれ

ぞれ発現させ病徴誘導活性を調べたところ、N末端には病徴誘導活性が認められたが、C末端

側には活性が認められなかった。そこで、N末端部分に着目し、さらに領域を絞り込んだとこ

ろ、N末端 11アミノ酸には病徴誘導活性が認められ、N末端 10アミノ酸は活性を示さなかっ

た。すなわち、TENGUの N末端 11アミノ酸が病徴誘導活性を有しており、11残基目が病徴

誘導に必要であることが示された。興味深いことに、N末端 11アミノ酸を含む短い部分配列は、

TENGUの成熟型タンパク質全長よりも高い病徴誘導活性を示した。また、この 11アミノ酸は

機能的なホモログ間でよく保存されており、TENGUにおける病徴誘導に重要な領域であると

考えられた。 

	
 植物の形態形成を制御する生理活性ペプチドは、その一部が翻訳後プロセシングを受けるこ

とが知られている。TENGUは部分配列のみで機能することが明らかになったことから、続い

て TENGUがプロセシングされるかどうかを検証した。TENGUの Glutathione-S-Transferase

融合タンパク質を植物のタンパク質と混合して、分解されるかどうかを調べる in vitro 

processing assayを行った結果、TENGU-GSTタンパク質の分解が認められた。一方、対照と

して用いた GSTタンパク質は分解されず、TENGU配列部分が特異的にプロセシングされるこ

とが示された。次いで、切断部位の解析を行った。まず、プロセシング後の C末端側断片のペ

プチドシークエンス解析を行ったところ、TENGUの 13-17アミノ酸に相当する配列が解読さ

れ、TENGUが 12と 13番目のアミノ酸の間でプロセシングされることが示唆された。次いで、

プロセシング後の反応液に含まれる N末端断片ペプチドの質量分析を行った結果、N末端の 19

アミノ酸と 21アミノ酸に相当する質量イオンを示すピークが得られた。以上の結果から、

TENGUのプロセシングは少なくとも 12, 13アミノ酸の間、19, 21アミノ酸の間、20, 21アミ
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ノ酸の間の三カ所で起こり、結果として 19あるいは 20アミノ酸からなるペプチドが蓄積する

ことが明らかになった。 

	
 続いて TENGUのプロセシングに関わる機構を明らかにするため、プロセシング活性の阻害

実験を行った。その結果、TENGUのプロセシングは植物粗抽出液を熱処理した場合、および

セリンプロテアーゼインヒビターPMSFを添加した場合に阻害されたため、TENGUは植物の

セリンプロテアーゼによって切断されると考えられた。 

	
 In vitro processing assayに用いる植物粗抽出液には、通常液胞などに局在しているペプチダ

ーゼなどが混在していると考えられ、植物内での TENGUと植物との相互作用を完全に再現し

ているわけではない。そこで、TENGUのプロセシング現象が植物体内でも起こりうるのかを

検証するため、myc-GST-TENGUタンパク質を in plantaで発現させた場合に分解するのかを

調べた。myc-GSTタンパク質を Nicotiana benthamiana内で発現させたところ、予想される分

子量のバンドが検出されたが、myc-GST-TENGUタンパク質を発現させた場合には予想される

分子量のバンドに加えて、分解産物に相当するやや小さいサイズのバンドが検出された。これ

らの結果から、TENGU配列は植物体内でもプロセシングされることが示された。 

	
 また、TENGUのプロセシングがファイトプラズマ系統間で保存された現象であるのかを明

らかにするため、アミノ酸配列の異なるホモログの GST融合タンパク質を作出し、プロセシン

グされるかを解析した。その結果、すべての機能的な TENGUオーソログがプロセシングされ、

TENGUのプロセシングがホモログ間で保存された現象であることがわかった。 

	
 さらに、プロセシングが TENGUの病徴誘導活性と関連しているかを解析することを目的と

して、TENGUのプロセシング部位の一つを挟む 12番目と 13番目のアミノ酸に変異を導入し

た TENGUの変異体（12AA13）を作出し、病徴誘導活性を解析した。その結果、12AA13は野

生型の TENGUよりも低い頻度で病徴誘導活性を示した。そこで、12AA13が正常にプロセシ

ングされているかを解析した。12AA13の GST融合タンパク質のプロセシング効率は野生型の

TENGUと差がなかったが、N末端断片をペプチドを質量分析によって検出したところ、野生

型 TENGUと異なり、ピークが検出されなかった。これらの結果から、12AA13タンパク質は

プロセシングを受けるが、その結果生成する N末端側ペプチド断片が植物内で蓄積しないと考

えられた。12AA13変異の導入により N末端側ペプチド断片が不安定になった可能性が考えら

れる。 

 

	
 本研究の結果、TENGUがファイトプラズマ系統間で保存されることを見出し、TENGUが

植物内でプロセシングされること、N末端領域がてんぐ巣症状の誘導に重要であることを明ら

かにした。今後 TENGUおよびそのプロセシングによって生じるペプチドの作用機構が明らか

になれば、植物病原体による新たな病原性誘導機構が明らかになると考えられる。 
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6. 略語一覧 

AP alkaline phosphatase 

BCIP 5-bromo-4-chloro-3'-indolylphosphatase p-toluidine salt 

CBB coomasie brilliant blue 

CLE CLAVATA/ESR-related  

CLV3 CLAVATA3 

EPF1 epidermal patterning factor1 

GST glutathione-S-transferase 

IPTG isopropyl-beta-D-1-thiogalactopyranoside 

MALDI-TOF-MS matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry 

MLO mycoplasma-like organism 

NBT nitro-blue tetrazoliu chloride 

PBS phosphate buffered saline 

PMSF phenylmethilsulfonyl fluoride 

PMU potential mobile unit 

PSK phytosulfokine 

PVDF polyvinylidene difluoride 

RALFL23 rapid alkalization factor like 

RFLP restriction fragment length polymorphism 

SAP secreted protein of AY-WB phytoplasma  

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

Tat twin-arginine target 

TDIF tracheary element differentiation inhibitory factor 

TFA trifluoroacetic acid 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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