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研究成果の概要（和文）：植物は、それぞれの病原菌を構成する因子を、病原菌に特有な分子パ

ターン（PAMPs）として認識し、迅速な抵抗性を誘導する。本プロジェクトでは、PAMPs 誘導抵

抗性における低分子量Gタンパク質Rac/Ropの活性化機構を解析し、PAMPs誘導抵抗性が、PAMPs

を認識する受容体キナーゼ－Rac/Rop 活性化因子(GEF)－Rac/Rop による信号伝達により調節さ

れていることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Plants induce a series of immune responses through recognition 
of pathogen-derived molecules (Pathogen-associated molecular patterns; PAMPs).  We 
analyzed the molecular mechanism of activation of Rac/Rop GTPase during PAMPs triggered 
responses, and found that Rac/Rop GTPase is regulated through activation of Rac/Rop GEF 
by PAMPs receptor.    
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１．研究開始当初の背景 
 植物が病原体から身を守るためには、迅速
なかつ適切な病原体の感染認識および抵抗
性誘導が必要である。植物は、それぞれの病
原体を構成する因子を、病原体に特有な分子
パターン(Pathogen- associated molecular 
pattern (PAMP))として認識し、効果的な抵
抗性反応を誘導する。近年、様々な PAMPs が

同定され、細菌のべん毛の構成タンパク質で
あるフラジェリン、細菌表層のリポ多糖やペ
プチドグルカン、翻訳伸長因子 (EF-Tu)など
が、糸状菌では、エルゴステロール、キチン
類、・グルカンや細胞壁結合タンパク質など
が PAMPs として報告されている。植物では、
PAMPs 受容体としてフラジェリンを認識する
FLS2 や、EF-Tu を認識する ERK などのロイ



シンリッチリピート(LRR)をもつ受容体型キ
ナーゼや、キチンやβグルカンの結合部位を
もつ受容体が単離されている。しかし、PAMPs
受容体が病原体由来の因子をリガンドとし
て認識後、どのように一連の抵抗性反応を誘
導するのか、その分子機構は明らかになって
いない。  
 植物には、他の生物に比べ非常に多くの受
容体型プロティンキナーゼ (Receptor-like 
kinase: RLK)の遺伝子が存在する。中でも、
植物では 6番目のキナーゼドメインの保存配
列であるアルギニン(R)とアスパラギン酸
(D)が他のアミノ酸に置き換わっている
non-RD クラスに属する RLK が多く存在し、こ
れまでに同定された、 FLS2 や ERK を含むす
べての病原体認識関連の RLK は、この
non-RD クラスに含まれる (Dardick & Ronald, 
PLoS   Pathogens, 2006)。したがって、こ
の  non-RDクラスのRLKがPAMPsの認識およ
び抵抗性誘導に重要な役割を果たしている
ことが示唆される。non-RD クラスの RLK の相
互作用因子として、低分子量 G タンパク質
Rac/ Rop（アラビドプシスでは Rop、他の植
物では Rac という表記が使用されている）の
活性化因子である GDP-GTP 交換因子(GEF)が
単離された(Kaothien et al. Plant J, 2005)。
このことから、PAMPs を認識した RLK からの
信号が Rac/Rop GEF－Rac/Rop を介して伝達
され、一連の耐病性反応が誘導されている可
能性が強く示唆される。そこで、本研究課題
では、RLK-Rac/RopGEF-Rac/Rop の信号伝達系
の解析を通じて PAMPsによって誘導される抵
抗性反応の分子基盤を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 これまでに単離された PAMPs 受容体は、植
物において特異的に大きな進化を遂げた
non-RD クラスの RLK をコードしている。RLK
は細胞外に存在する LRR で PAMPs を認識し、
細胞内のプロティンキナーゼドメインを通
じて、その情報を伝達している。この non-RD
型 RLKのキナーゼドメインに結合するタンパ
ク質として単離された PRONE 型の RopGEF は、
PAMPs の情報伝達をつかさどる第一候補であ
ると考えられる。したがって、本研究課題で
は、    PAMPs 誘導抵抗性に関わる Rac/Rop 
GEF を同定し、RLK による PAMPs の認識、
Rac/Rop GEF-Rac/Rop を介した情報伝達につ
いて、その分子機構を明らかにする。実際に
は、Rac/Rop GEF の過剰発現体あるいは発現
抑制体を用いて PAMPs 信号伝達に関わる
Rac/RopGEFを同定するとともに、RLKのPAMPs
信号の認識から Rac/RopGEF の活性化に至る
過程を、植物病理学的・遺伝学的・生化学的・
分子生物学的手法を用いて解析する。また、
PRONE 型 Rac/Rop GEF はリン酸化による翻訳
後修飾をうけることが知られており、リン酸

化による Rac/Rop GEF の活性制御について解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)PAMPs 誘導抵抗性関与する Rac/Rop GEF の
単離 
 イネ低分子量 G タンパク質 OsRac1 は、キ
チンなど PAMPs によって活性化される。そこ
で、イネに存在する 11 種類の PRONE 型 GEF
の中から OsRac1 に対して高い GEF 活性をも
つものを選ぶ。さらに、酵母 Two Hybrid 法
を用いて、OsRac1 の GEF を探索する。 
(2) RacGEFの過剰発現体あるいは機能欠損変
体の解析 
 Rac GEF の過剰発現体あるいは機能欠損変
異体の病害応答を解析し、PAMPs 誘導抵抗性
への関与を調べる。 
(3)RacGEF と PAMPs 受容体の相互作用 
RacGEF と PAMPs 受容体との相互作用を、酵母
Two Hybrid 法や BiFC 法を用いて解析する。 
(4) PRONE 型 GEF のリン酸化による制御 
 PRONE 型 GEF の活性は分子内相互作用によ
って抑制され、その抑制はリン酸化によって
解除される可能性が示唆されている。そのた
め、リン酸化による PRONE 型 GEF の活性制御
について解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)PAMPs 誘導抵抗性に関与する Rac/Rop GEF
の単離 
 イネには 11 種類の PRONE 型 GEF が存在し
た。そこで、PAMPs誘導抵抗性に関わる OsRac1
に対して高い GEF 活性をもつ PRONE 型 GEF を
同定するため、全ての GEF の組換えタンパク
質を調製し、OsRac1 に対する GEF 活性を in 
vitro の実験系を用いて調べた。その結果、
GEF7を含む４つのGEFが高いGEF活性を示す
ことがわかった。同時に、酵母 Two Hybrid
法を用いて OsRac1 と相互作用する GEF を探
索したところ、GEF7 に加えて、PH-DH ドメイ
ンをもつ新規な GEF候補(OsSWAP70)が得られ
た。そこで、OsSWAP70 の組換えタンパク質を
調製し、OsRac1 に対する GEF 活性を調べたと
ころ、高い GEF 活性を示すことがわかった。
そこで、OsSWAP70 がもつ各ドメインについて
GEF 活性を調べたところ、DH ドメインが GEF
活性を有していることが明らかとなった。 
 
 (2) RacGEF の過剰発現体あるいは機能欠損
変体の解析 
 PRONE 型 GEF のうち、OsRac1 に対して高い
GEF 活性を示す 4 種の GEF について過剰発現
体を作成した。得られた組換体植物について、
防御遺伝子の発現を解析したところ、その全
てで防御遺伝子の発現が上昇していること
が明らかになった。このことは、GEF の過剰
発現により、防御反応を誘導できることを示



している。そこで、それらの GEF にいもち病
菌を感染させ、抵抗性が向上しているかどう
かを調べた。しかし、顕著な抵抗性の上昇は
観察されなかった。これは、全長タンパク質
として過剰発現させたために、分子内相互作
用が起こり、GEF 活性が抑制されたためであ
ると考えられた。そこで、GEF 活性をもつ
PRONE ドメインのみを病原菌感染誘導プロモ
ーターによって発現させるコンストラクト
を作製し、それを導入した植物体を作製した。
その植物体にいもち病菌を感染させると感
染に伴って PRONE ドメインが発現し、防御反
応の発現も誘導されることがわかった。さら
に、いもち病菌の伸展が顕著に抑制され、
PRONE ドメインに依存した Rac の活性化によ
り、防御反応を誘導できることがわかった。 
 SWAP70 遺伝子はイネでは 2個、シロイヌナ
ズナでは 1個のみ存在する。そこで、シロイ
ヌナズナの SWAP70機能欠損変異体を用いて、
PAMPs 誘導抵抗性への関与を調べた。PAMPs
抵抗性への影響を見るため、TypeIII 分泌シ
ステムを欠損し、強く PAMPs 抵抗性を誘導す
る P. syringae DC3000 hrcC 株を、SWAP70 変
異体に感染させ、菌の増殖量を調べた。その
結果、変異体では野生型に比べて、菌が 2倍
に増えることがわかった。このことは、
SWAP70がPAMPs誘導抵抗性に関与しているこ
とを示唆している。つぎに、抵抗性遺伝子
RPM1 に依存した抵抗性誘導に関しても解析
を行った。その結果、変異体では RPM1 に依
存した過敏感反応が抑制されており、SWAP70
が抵抗性遺伝子に依存した抵抗性反応にお
いても重要な役割を果たしていることがわ
かった。 
 (3)RacGEF と PAMPs 受容体の相互作用 
 PRONE 型 GEF は、細胞膜に存在する受容体
型キナーゼと相互作用することが示唆され
ている。そこで、キチンの受容体である CERK1、
べん毛タンパク質の受容体である FLS2、白葉
枯病菌がもつ AX21 の受容体である Xa21 を用
いて、PRONE型GEFとの相互作用を解析した。
しかし、顕著な相互作用は酵母 Two Hybrid
法では検出できなかった。そこで、BiFC 法を
用いて、細胞内における GEF と CERK1 受容体
の相互作用を解析したところ、細胞膜で両タ
ンパク質が結合していることがわかった。し
たがって、キチン認識による防御応答は、
CERK1-GEF-OsRac1 を介して誘導されている
と考えられる 
 (4) PRONE 型 GEF のリン酸化による制御 
 バイオイメージングを用いて、細胞内にお
ける OsRac1 の活性をモニターするための実
験系を構築した。この実験系を用いて、PRONE
型 GEF による OsRac1 の活性化を調べたとこ
ろ、GEF の全長を用いた場合、OsRac1 を活性
化することが出来ないことがわかった。これ
は、GEF の分子内相互作用により、活性が抑

制させているためであると考えられた。そこ
で、GEF 活性をもつ PRONE ドメインのみを発
現させたところ、OsRac1 を活性化できること
がわかった。このことにより、分子内相互作
用により、GEF の PRONE ドメインがマスクさ
れ、活性が抑制されていることを確証するこ
とができた。そこで、GEF の PRONE ドメイン
以外の領域で、リン酸化を受ける可能性があ
るアミノ酸配列を検索したところ、C 末端領
域にリン酸化されると考えられるセリン残
基やスレオニン残基が存在することが明ら
かになった。そこで、セリンをアスパラギン
酸に置き換えた GEFの疑似リン酸化変異体を
作製し、OsRac1 の活性化を調べたところ、疑
似リン酸化変異体により OsRac1 が活性化さ
れることがわかった。このことは、PRONE 型
GEF の GEF 活性がリン酸化によって制御され
ていることを強く示唆するものである。 
 以上のように、一連の研究により、PAMPs
誘導抵抗性が受容体キナーゼ(RLK)-Rac/Rop 
GEF-Rac/Rop を介して誘導されていることを
明らかにし、当初、計画していた目的を達成
することができた。今後、さらに受容体キナ
ーゼによる GEF の活性化機構について、詳細
に解析を行っていく必要がある。 
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