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研究成果の概要： 病原体の感染に対する植物の防御応答において、細胞死を伴った一連

の抵抗反応が誘導される。活性酸素と一酸化窒素 (NO) は抵抗反応の誘導・増幅シグナル

として機能していると考えられ、植物体内でのそれらの生成系の解析を行った。また、ス

ーパーオキシド(O2
-)と NO との反応物であるパーオキシナイトライト (ONOO-) が細胞死を

誘導し、植物の基礎抵抗性に関与している可能性を示した。さらに細胞死を誘導するセラ

ミド関連化合物を特定し、抵抗反応誘導機構の解明における有用性を示唆した。 
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１．研究開始当初の背景 

 

植物組織に病原菌が感染すると、スーパー
オキシドアニオン (O2

-) や過酸化水素 
(H2O2) といった活性酸素分子種の急激な生
成（オキシダティブバースト）が起こること
が広く知られる。これら活性酸素が植物の感
染応答反応を誘導するシグナル因子として
働くことが支持されている。一方で、O2

- が関
与しない応答反応もあり、O2

- を介さない情報
伝達経路の存在が考えられた。先に当該研究

室では、活性窒素分子である一酸化窒素 
(NO) が新たなシグナル因子として働く可能
性を見いだした。研究開始時までに明らかに
した以下の成果を踏まえて、本研究課題を設
定した。 
 

(1) 活性酸素生成系 

 O2
-生成系としてNADPH酸化酵素複合系の活

性 本 体 で あ る gp91phox の ホ モ ロ グ 
(respiratory burst oxidase homolog：rboh) 
遺伝子(StrbohA および StrbohB)が機能する
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こと、オキシダティブバーストの制御に Ca2+、
タンパク質リン酸化酵素が関与することを
明らかにした。 
 

(2) 植物の感染防御応答における NO の関与 

植物の感染防御応答において NO が生成し、
その NO が複数の応答反応の誘導に関与する
ことを示した。例えば、ジャガイモ塊茎組織
に NO 生成剤を処理するとファイトアレキシ
ン（リシチン）の生成・蓄積が起こった。タ
バコ懸濁培養細胞 (BY-2) にエリシタータ
ンパク質 (INF1) を処理すると NO 生成が誘
導される。エリシター処理した BY-2 細胞に
おいて誘導される細胞死、41 kD タンパク質
リン酸化酵素の活性化、防御関連遺伝子の発
現は、いずれも NO 消去剤の添加により顕著
に抑制され、NO 生成がこれらの反応に関与す
ると推測された。 
 

(3) NO 生成系 

植物での NO 生成機構については、NO 合成酵
素 (NOS) は単離されておらず、詳細は不明
であった。NO 生成系の候補として硝酸還元酵
素 (NR) に着目した。ジャガイモ疫病菌非親
和性菌を接種、あるいは疫病菌菌体壁成分エ
リシターを処理したジャガイモ塊茎におい
て、NR遺伝子の発現とNRタンパク質の蓄積、
NO 生成活性の誘導が認められた。ジャガイモ
から単離した NR 遺伝子 (StNR5 および
StNR6)の発現がエリシター処理ジャガイモ
塊茎において誘導され、感染防御反応への関
与が示された。 
 
 
２．研究の目的 
 

植物の感染防御応答において、動的抵抗反

応の始動と統御を司る活性酸素分子種の機

能を理解するため、O2
- 生成系に関する解析

に加え、もう一方の活性分子種である NO 生

成について、生成系およびその機能解析を進

める。また、O2
- と NO は協調して細胞死誘導

のシグナル因子として働いている可能性を

想定し、O2
- と NO との反応物であるパーオキ

シナイトライト (ONOO-) の検出と機能解析

を行う。以下の課題の解明を目的とした。 

 

(1)  ジャガイモ植物における O2
-生成機構 

(2)  NO 生成機構 

(3)  ONOO-の検出と過敏感細胞死誘導の作用

機構 

(4)  ジャガイモ疫病菌からの O2
-の生成活性

を持つエリシター分子の精製とその作用

機構 

 

３．研究の方法 

 

(1) O2
-生成、NO 生成、ONOO-生成の測定 

 O2
-生成の検出は O2

-特異的発光試薬である

L-012 を用い、高感度発光画像解析装置 

(Aquacosmos 2.5、浜松ホトニクス) を用い

て化学発光量を測定した。NO 生成の検出は

NO 特異的蛍光試薬 DAF-2DA を用い、ONOO-生

成の検出は蛍光試薬 APF を用いて行った。ど

ちらも蛍光実体顕微鏡下で蛍光像を観察し、

蛍光量の定量は CCD カメラで撮影した画像を

解析ソフトを用いて数値化することにより

行った。 

 

(2) 各種遺伝子サイレンシング株の作出 

 rboh、NR、NOA1 各遺伝子単独のサイレンシ

ング株や二重サイレンシング株をウイルス誘

導型遺伝子サイレンシング (virus-induced 

gene silencing：VIGS)法により作出した。目

的 DNA 断片を挿入したウイルスベクターによ

り形質転換されたアグロバクテリウムを、播

種後 18 から 20 日目のベンサミアナタバコ 

(Nicotiana benthamiana) 葉の細胞間隙に注

入した。ウイルス接種後 3‐4 週間の植物の上

位葉を使用した。 

 

(3) 細胞死の定量 

 細胞死の定量はエバンスブルー法により行

った。染色後、色素を溶出した可溶化液の A595

を測定した。 

 

(4) O2
-生成エリシターの精製と構造解析 

 ジ ャ ガ イ モ 疫 病 菌  (Phytophthora 
infestans) 菌体のメタノール抽出物を材料

として、O2
-生成の活性測定を指標に O2

-生成エ

リシターの精製を試みた。得られたエリシタ

ーについて NMR 解析、MS 解析により構造決定

を行った。 

 

 
４．研究成果 
 

(1) O2
- 生成系とその活性調節 

O2
- 生成を担うNADPH酸化酵素の活性本体

であるrboh遺伝子として、先にジャガイモ塊

茎から単離したStrbohA とStrbohB に加え、

葉組織において機能する病原菌誘導性の

StrbohC とStrbohDを単離した。 阻害剤と過

剰発現ジャガイモ植物を用いた解析の結果、

StrbohC と StrbohD は MAPK (mitogen-  

activated protein kinase) カスケードによ

り転写レベルで制御されることを明らかにし

た。 



また、StrbohB の N 末端領域の Ser82 をリ

ン酸化する酵素のスクリーニングを抗リン

酸化ペプチド抗体を用いて行い、2 種の Ca2+

依存性タンパク質リン酸化酵素 (CDPK) 

StCDPK4 および StCDPK5 を単離した。StCDPK

の機能解析をベンサミアナタバコを用いて

行った結果、恒常活性型 StCDPK5 は、StrbohB

の Ser82 と Ser97 をリン酸化することにより

O2
- 生成を誘導すると推定された。 

 

(2) NO 生成系とその活性調節 

NO生成系として、硝酸還元酵素 (NR) が機

能することに加え、動物細胞におけるNO生成

系として知られるNO合成酵素 (NOS) が植物

においても機能すると推定された。植物にお

けるNOS 本体は不明であり、NOSの活性調節タ

ンパク質をコードすると推定されるAtNOA1ホ
モログであるNbNOA1 をベンサミアナタバコ

より単離した。VIGS法により作製したNbNOA1
サイレンシング葉において、INF1エリシター

により誘導されるNO生成ならびに防御関連遺

伝子の発現が抑制され、INF1エリシターに応

答したNO生成には、NR に加えてNOA1が関与す

ることが示唆された。植物細胞においてもア

ルギニンを基質としたNO生成機構が存在する

ことが推測されるが、植物のNOSの詳細につい

ては未だに不明な点が多く、今後の課題であ

る。 

 

(3) O2
-生成エリシターの精製と関連化合物 

抵抗反応誘導活性 

 活性酸素分子種の統御シグナルとしての

機能解析を行うため、ジャガイモ疫病菌菌体

のメタノール抽出物を材料として、O2
-生成の

活性測定を指標に O2
-生成エリシターの精製

を試みた。精製した活性物質の１つはセラミ

ドであると推定された。そこで、セラミド関

連化合物 10 種についてジャガイモ懸濁培養

細胞に対する O2
- 生成活性を調べたところ、

いずれの化合物も活性を示さなかった。一方、

調 べ た 化 合 物 の う ち N, N-dimethyl 

sphingosine (DMS) はジャガイモ塊茎に対し

てファイトアレキシンの生成蓄積を誘導し

た。DMS はジャガイモ懸濁培養細胞に対して

細胞死を誘導し、この細胞死において核での

クロマチン凝集が認められた。また、ベンサ

ミアナタバコ葉やタバコ懸濁培養細胞 BY-2

においても DMS処理により細胞死の誘導が認

められた。従って、DMS は過敏感細胞死を誘

導するエリシター物質であることが示唆さ

れた。 

 

(4) S-ニトロソ化タンパク質の検出 

植物の抵抗反応誘導時にS-ニトロソ化に

より制御をうける標的タンパク質を特定する

ため、ジャガイモ葉抽出タンパク質にNO供与

体GSNOを処理し、ビオチンスイッチ法を用い

てS-ニトロソ化されるタンパク質の検出を行

った。 その結果、S-ニトロソ化タンパク質が

認められ、ビオチン標識したS-ニトロソ化タ

ンパク質をアビジンアガロースにより精製し、

得られたタンパク質を質量分析計を用いた解

析により同定した。近年、植物におけるS-ニ
トロソ化やその制御因子についての報告がな

されているが、NOシグナルの直接的な標的分

子として、S-ニトロソ化タンパク質の特定が

望まれる。 
 

(5) 植物の病害抵抗反応へのパーオキシナ

イトライトの関与 

 O2
- はNOと協調して細胞死誘導のシグナル

因子として働いている可能性が高く、O2
- と

NO との反応物である ONOO-の存在と機能が推

定される。ベンサミアナタバコ葉において、

INF1 エリシター処理により ONOO- 生成が誘

導された。O2
- 生成酵素である NbRbohB、NO

生成に関与する NbNOA1 および NbNR をベンサ

ミアナタバコ葉においてサイレンシングし

たところ、INF1 処理により誘導される ONOO-

生成が抑制され、植物体内で生成される O2
- 

と NO から ONOO-が生成されることが示唆さ

れた。また、ベンサミアナタバコ葉に対して

病原性を示さないインゲン炭そ病菌を接種

したところ、病原性を示すウリ類炭そ病菌接

種の場合と比較して、より多くの ONOO-生成

が認められた。また NbRbohB および NbNOA1
をサイレンシングしたベンサミアナタバコ

葉にウリ類炭そ病菌を接種したところ、病斑

数が上昇し、 ONOO-発生剤を処理することに

より病斑数が減尐した。従って、ONOO-は病原

菌に対する植物の基礎抵抗性に関与する可

能性が示された。 
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