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論 文 の 内 容 の 要 旨

カンキツかいよう病菌(j払出加皿OJ】a5d亡d)の発病遺伝子b払A)の翻訳産物

(PthA)には､中央部に34個のアミノ酸からなるペプチドを一単位として17.5

個タンデムに繋がった繰返し配列と､それに続く核局在性配列(自身が核内に移行す

るために必要な配列)が存在するが､本遺伝子を単独で宿主植物細胞内で発現させる

と(TranSientexpression)､かいよう症状が見られるようになることが報告されてい

る｡本論文は､これらの特徴から発病機構を予測し､それに関与する植物側の･因子を

発見し､この基本構造を明らかにしたものである｡

申請者は宿主植物細胞内にPtbAと結合する物質が存在することを予測し､まず､

PthAの大腸菌内大量発現系を構築し､これを活用して得た純化PthAを固定化した

生体分子間相互作用検出システム(Iasis)を用いてカンキツ葉内粗抽出液との相互作

用の有無を調べた｡その結果､硫酸アンモニウム塩析分画にその活性が存在すること

を見い出している｡そこで､申請者は､PtbAを固定化したアフィニテイクロマトグ

ラフイーを用いて､ストレス下で栽培したカンキツ葉粗抽出液よりPtbA結合蛋白質

の純化を試み､3種の蛋白質の純化に成功している｡さらに､抗PtbAモノクローナ

ル抗体を用いたウエスタンプロッティング法により､3種の内2種の蛋白質がPthA

に特異的に結合すること､他の植物ではこのような特異的結合蛋白質が存在しないこ

とを確認している｡次に､この2種PthA結合蛋白質の内25kDの蛋白質のN末端

アミノ酸配列を決定し､このアミノ酸配列が病態リグニン合成に関与するCCoAMT

(C嘩oyl-Coenzyme A3-0-methカtranSferase)によく保存されていることを見い
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出している｡そこで､このN末端アミノ酸をコードするDNA混合オリゴマーを合成

し､これを一方のプライマーとし､各種CCoAMTで保存されたC末端部を他方のプ

ライマーとして､PCR法で増幅した後､増幅断片をプローブとしたコロニーハイプ

リグイゼーションにより､25kD結合蛋白質の相同領域をカンキツ葉よりクローニ

ングすることに成功している｡さらに､得られたクローンのDNA塩基配列を決定し

た結果､種々植物で報告されているCCoAMTの塩基配列と高い相同性を示すことを

明らかにしている｡

また､申請者は､カンキツかいよう病菌接種部のリグニン染色を用いた光学顕微鏡

による組織学的観察を行い､病斑部細胞周辺(細胞間隙)にリグニンが集積されてい

ることを見い出している｡これらの結果から､申請者はPthAがCCoAMTと結合す

ることにより､病態リグニン合成が変化し､細胞肥大に導き､その結果､かいよう症

状を呈するようになるという仮説を提唱している｡

なお､植物病原細菌による発病機構として､従来､発病因子を植物細胞外に分泌し､

植物細胞外より危害を加えると考えられていたので､本発病機構は全く新しい発病機

構の発見と言え､今後の病害抵抗性細胞育種や新しい防除法の開発に重要な示唆を与

えるものである｡また､〆ムAは多くのプ払出血皿Ona5属細菌の非病原力遺伝子

(avirulentgene,aVZ)と90%以上の高い相同性を示すことが知られており､本発見

は､プ払出ム0皿Onaβ属細菌に対する品種レベルの抵抗性発現機構の開明にも重大な示

唆を与えるものである｡

審 査 結 果 の 要 旨

主査及び副査の4名は､学位論文の査読を行った後､平成12年1月25日

に学位申請者の口頭発表に活発な質疑応答を行った｡

本論文は､植物病原細菌であるカンキツかいよう病菌Ⅹanthomonascitri

の病原性遺伝子PtbAを宿主植物内で発現させると､細胞肥大をおこし､か

いよう症状を呈するようになる事に着目し､この遺伝子による発痛機構解明に

導く､重要な発見をしている｡

申請者は､まず､宿主植物細胞内に本遺伝子翻訳産物(PtbA)と結合する物

質が存在することを生体分子間相互作用検出システムを用いて発見している｡

そこで､申請者は､PtbAを固定化したアフィニテイクロマトグラフイーを用

いて､PtbA結合蛋白質の純化を試み､これに成功している｡この純化蛋白質の

PthAへの結合が特異的であることを､抗PthAモノクローナル抗体を用いたウ

キスタンブロツティング法により確認している｡次に､本PtbA結合蛋白質のN

末端アミノ酸配列を決定し､このアミノ酸配列が病態リグニン合成に関与する

CCoAMT(C曲oyl-Coen2:ymeA3-0-methyltranSferase)によく保存されてい

ることを見い出している｡次に､このN末端アミノ酸をコードするDNA混合

オリゴマーを合成し､これを一方のプライマーとし､CCoAMせのC末端部を他
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方のプライマーとしてPCR法で増幅した後､増幅断片プローブとしたコロニー

ハイプリグイゼーションにより､この相同領域をクローニングすることに成功

している｡得られたクローンのDNA塩基配列を決定したところ､種々植物で報

告されているCCoAMTと高い相同性を示すことが明らかになった｡また､本論

文では､カンキツかいよう病菌接種部における組織学的観察から､病班周辺部

にリグニンが集積されていることを見い出している｡これらの結果から､申請

者はPthAがCCoAMTと結合することにより､病態リグニン合成が変化し､か

いよう症状に導く可能性を示唆している｡

以上のごとく､本論文は､植物病原細菌による新しい発病機構を分子生物学

的手法を用いて明らかにしたものであり､十分な独創性があり､学述的価値が

高いものであるといえる.｡また､審査委員の質問等には､全て独自の解釈も含

めながら的確に答えたことから､岐阜大学大学院連合農学研究科の学位を得る

ために十分な条件を備えていると審査委員全員一致で認めた｡
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