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研究成果の概要（和文）：本研究では植物免疫における細胞膜マイクロドメインの役割を明らかにするために、
マイクロドメインが減少したシロイヌナズナの形質転換系統、及び変異体を確立した。その系統を用いたプロテ
オーム解析等により、主要な免疫タンパク質がマイクロドメインに存在することを明らかにした。また、マイク
ロドメインが病害応答時の活性酸素種の産生に貢献することも明らかにした。以上の結果から、シロイヌナズナ
の免疫においてマイクロドメインが重要な働きをすることを示した。

研究成果の概要（英文）：To reveal the role of plasma membrane microdomains in plant innate immunity,
 we established the Arabidopsis transgenic lines and mutants in which microdomains were decreased. 
Proteome analysis showed that major immune proteins existed on microdomains. We also demonstrated 
that microdomains contributed to the generation of reactive oxygen species during disease response. 
These results suggest that microdomains play an important role in Arabidopsis immunity.

研究分野： 植物分子細胞生物学

キーワード： 植物免疫　細胞膜　マイクロドメイン　スフィンゴ脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、恒常的にマイクロドメインが減少したシロイヌナズナ系統を作出することができたため、マイク
ロドメインに関する生化学実験や生理学実験を容易に行うことが可能となった。そのため、マイクロドメインの
植物免疫における役割を解明することができた。マイクロドメインは免疫以外にも様々な環境ストレス応答や生
育に関与することが示唆されているため、本研究で確立した実験系は他の生理学的機能とマイクロドメインの関
係の解明にも展開できる。またマイクロドメインの機能が解明できれば、マイクロドメインを利用した植物機能
の強化が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜にはマイクロドメインと呼ばれる、スフィンゴ脂質とステロールを中心とした脂質と
タンパク質が集積した特殊な小ドメインが点在する。植物免疫に関連するタンパク質の足場と
してマイクロドメインが注目される一方、植物免疫において本当にマイクロドメインが必要な
のか、その本質的な重要性を証明する研究はなかった。これまでに、イネのスフィンゴ脂質脂肪
酸 2-ヒドロキシラーゼ（FAH）を発現抑制することにより作出したマイクロドメイン減少イネを
用いた解析から、イネの免疫にマイクロドメインが関与することを明らかにしていた。しかし、
マイクロドメインによる免疫の制御は植物共通の機構であるのか明らかにされておらず、現状
ではマイクロドメインと植物免疫の関係を理解したとは言い難かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新たにシロイヌナズナを用いて免疫におけるマイクロドメインの機能を解析す
ることにより、マイクロドメインによる植物免疫制御機構の共通性や相違性、及び包括性を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロドメインが減少したシロイヌナズナ系統の作出 
RNAi 法によりシロイヌナズナの FAH1 と FAH2 を同時に発現抑制した系統 RNAi-FAH1/2 を確立し
た。また、ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 により、fah1 変異体を作出し、既存の fah2 変異体と掛
け合わせることにより、fah1fah2 二重欠損変異体を作出した。 
 
(2)スフィンゴ脂質分析 
RNAi-FAH1/2 系統、及び fah1fah2 二重変異体から脂質を抽出し、液体クロマトグラフィータン
デム型質量分析装置（LC-MS/MS）により、スフィンゴ脂質分子種を定量分析した。 
 
(3)細胞膜の解析 
fah1fah2 二重変異体から細胞膜を抽出し、そのスフィンゴ脂質分子種を LC-MS/MS により分析し
た。また、流動性可視化試薬 di-4-ANEPPDHQ を用いた蛍光観察により、シロイヌナズナ野生型と
fah1fah2 二重変異体の細胞膜の流動性を比較した。さらに、マイクロドメイン可視化プローブ
を用いて、シロイヌナズナ野生型と fah1fah2 二重変異体の細胞膜表層のマイクロドメインを比
較した。 
 
(4)細胞膜タンパク質の解析 
シロイヌナズナ野生型と fah1fah2 二重変異体から細胞膜を抽出し、LC-MSMS を用いたプロテオ
ーム解析を行うことにより、細胞膜タンパク質を比較した。また、fah1fah2 二重変異体の細胞
膜で減少している免疫タンパク質に対しては、細胞膜画分を抽出しウエスタンブロット解析を
行った。 
 
(5)耐病性解析 
flg22 やキチン処理を行い、病害応答時に産生される活性酸素種（ROS）の解析を行った。また、
flg22 やキチン処理時の耐病性遺伝子の発現解析を行った。また、AvrRPT2 を有するシュードモ
ナス菌の感染実験を行った。 
 
(6)FAH 過剰発現シロイヌナズナ系統の解析 
FAH1、あるいは FAH2 を過剰発現したシロイヌナズナ系統（FAH1-OX、及び FAH2-OX）のスフィン
ゴ脂質分析を LC-MS/MS を用いて行った。また、AvrRPT2 を有するシュードモナス菌の感染実験
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロドメインが減少したシロイヌナズナ系統の作出 
CRISPR/Cas9 により作出した fah1 変異体、及び fah2 変異体は、野生型と比べて見た目の表現型
に大きな違いは見られなかったが、RNAi-FAH1/2、及び fah1fah2 二重変異体は矮小な表現型を示
した。 
 
(2)スフィンゴ脂質分析 
RNAi-FAH1/2 系統、及び fah1fah2 二重変異体のスフィンゴ脂質分析を行った結果、野生型に比
べてセラミド、グルコシルセラミド、グリコシルイノシトールホスホセラミドの 2-ヒドロキシ
脂肪酸が大幅に減少していることを明らかにした。上記の(1)の結果と合わせて、2-ヒドロキシ
スフィンゴ脂質は植物の生長に重要であることが明らかとなった。 



 
(3)細胞膜の解析 
2-ヒドロキシスフィンゴ脂質が細胞膜に与える影響を調べるために、fah1fah2 二重変異体の細
胞膜のスフィンゴ脂質分析を行った。その結果、fah1fah2 二重変異体の細胞膜のセラミド、グ
ルコシルセラミド、グリコシルイノシトールホスホセラミドの 2-ヒドロキシ脂肪酸が大幅に減
少していることを明らかにした。また、2-ヒドロキシスフィンゴ脂質と細胞膜の流動性の関係を
調べるために、蛍光イメージング実験を行った。その結果、fah1fah2 二重変異体の細胞膜の流
動性が上昇していることが明らかになった。したがって、2-ヒドロキシスフィンゴ脂質は膜の秩
序を高めることが示された。さらに、マイクロドメイン可視化プローブを用いたマイクロドメイ
ンの可視化を行った結果、fah1fah2 二重変異体はマイクロドメインが減少していることが明ら
かになった。以上の結果から、2-ヒドロキシスフィンゴ脂質はマイクロドメインの形成に関与す
ることが明らかとなった。 
 
(4)細胞膜タンパク質の解析 
2-ヒドロキシスフィンゴ脂質と細胞膜タンパク質の関係を明らかにするために、細胞膜のプロ
テオーム解析を行った。その結果、fah1fah2 二重変異体で減少している 163 タンパク質を同定
した。その中にはパターン認識受容体や NADPH オキシダーゼなど、17 個の免疫関連タンパク質
が含まれていた。これらのうち主要な免疫タンパク質に対して細胞膜画分のウエスタンブロッ
ト解析を行った結果、BAK1, CERK1, RBOHD, GPA1 が fah1fah2 変異体の細胞膜で減少しているこ
とを明らかにした。 
 
(5)耐病性解析 
上記の(4)の解析で病害応答時の ROS の産生に関与する RBOHD が減少していたことや、フラジェ
リンの共免疫受容体 BAK1 やキチンの共免疫受容体 CERK1 も減少していたことから、flg22 及び
キチン処理時の ROS の産生量を調べた。その結果、flg22 処理、およびキチン処理時ともに
fah1fah2 で ROS の産生量が減少していることが明らかになった。その一方で、flg22 やキチン処
理時の耐病性関連遺伝子の発現量を解析した結果、fah1fah2 では野生型よりも発現が増加して
いることが明らかになった。また、2-ヒドロキシスフィンゴ脂質と耐病性の関係を明確にするた
めにシュードモナス菌（AvrRPT2）の感染実験を行った。イオン漏出量を調べた結果、fah1fah2
ではイオン漏出量が低下していたことから、過敏感反応が抑制されることが明らかになった。そ
の一方で、菌の増殖量については野生型と変化がなかった。以上の結果から、2-ヒドロキシスフ
ィンゴ脂質は ROS の産生や過敏感反応の制御には関与する一方で、耐病性には影響を与えない
ことが明らかとなった。 
 
(6)FAH 過剰発現シロイヌナズナ系統の解析 
FAH の過剰発現がスフィンゴ脂質組成と耐病性に与える影響を調べるために、まず FAH1 過剰発
現系統、および FAH2 過剰発現系統のスフィンゴ脂質分析を行った。その結果、両系統とも 2-ヒ
ドロキシスフィンゴ脂質量の割合が増加していることが明らかになった。次に AvrRPT2 を有す
るシュードモナス菌の感染実験を行った結果、耐病性が向上していることが明らかになった。以
上の結果から、2-ヒドロキシスフィンゴ脂質の増大は、耐病性の向上に寄与することが明らかと
なった。 
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