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研究成果の概要（和文）：植物は遺伝子発現制御を通じて病害抵抗性を誘導するが、その仕組みには不明な点が
多い。本研究では、研究代表者の先行研究において、免疫関連遺伝子の発現制御に関与すると推定されたAHL転
写因子とlong non-coding RNA (lncRNA)の機能解析を進めた。AHL転写因子はクロマチン構造を変化させ、免疫
関連遺伝子を転写制御に関わることを明らかにした。興味深いことに、このAHL転写因子の過剰発現体は、本来
免疫が抑制される高温条件においても、抵抗性を発揮することを見出した。他方、lncRNAについては、それがコ
ードする分泌型ペプチドが免疫応答だけでなく、生殖過程も制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Upon pathogen recognition, plants reprogram gene expression at a genome-wide
 level, leading to pathogen resistance. However, it is poorly understood which molecular players 
participate in the regulation of transcriptional reprogramming that confers pathogen resistance. 
Based on our previous study, we hypothesized roles of a AHL transcription factor and a long 
noncoding RNA (lncRNA) in the regulation of transcriptional reprogramming. In this study, we have 
shown that the AHL transcription factor induces chromatin remodeling and regulate defense gene 
expression. Moreover, we have found that overexpression of this AHL transcription factor confers 
pathogen resistance under an immune-suppressive high-temperature condition. We have also uncovered 
that the long noncoding RNA encodes a small peptide with an N-terminal signal peptide sequence, and 
that this secreted peptide has a dual function in defense activation and reproduction.

研究分野：植物病理学

キーワード： 植物免疫　遺伝子発現制御　Long noncoding RNA　シグナル伝達　細胞間コミュニケーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の免疫応答はゲノムワイドな遺伝子発現変動を伴うが、その制御機構については不明な点が多い。本研究で
は、AHL転写因子による免疫関連遺伝子の制御機構の一端を明らかにした。特に、AHL転写因子の過剰発現が高温
による抑制に対して頑健な病害抵抗性を付与するという発見は、深刻化する地球温暖化に対応した植物病害防除
技術の開発に繋がるかもしれない。また、新規に発見したlncRNAがコードする分泌型ペプチドが、免疫応答の活
性化だけでなく、生殖過程も調節することを発見した。この成果は、病害抵抗性の向上だけでなく、病原体感染
による結実率の低下を緩和する技術開発に繋がるかもしれない。

※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 
 病原体による農作物の減収は、現代農業が抱える最重要課題の一つである。植物は、病原体を
認識し、抵抗性を誘導する自然免疫系を備えている。植物免疫応答は、大規模な遺伝子発現変動
（転写リプログラミング）を伴うが、そのダイナミクスに注目した研究は乏しく、どの遺伝子の
発現変動が、どのタイミングで起こることが、抵抗性の発揮に重要であるのか分かっていなかっ
た。研究代表者らは、病原細菌 Pseudomonas syringae感染時のシロイヌナズナのゲノムワイドな
遺伝子発現変化を経時的にとらえた RNA-seq データの解析から、病原体の感染初期に起こる素
早い転写リプログラミングこそが抵抗性の発揮に必要であることを突き止めた。同 RNA-seq デ
ータのさらなる解析から、AHL転写因子と新規に同定した long noncoding RNA (lncRNA)が抵抗
性誘導に関与することが推定された。 

 植物病原体が感染する組織は、表皮や葉肉、維管束など様々であることを考えると、組織ごと
に異なった免疫応答を起こす可能性が考えられる。また、植物は局所的な免疫応答を全身性の応
答へ繋げる能力も持つことを考えると、感染を受けた器官における組織間コミュニケーション
が免疫応答を調節することもありうる。しかし、植物免疫研究における RNA-seq解析の多くは、
感染葉など、複数の異なる組織の集合体から抽出した RNAを用いているため、組織間コミュニ
ケーションを介した遺伝子発現制御を解析することは困難であった。 
 
２．研究の目的 
課題 1では、抵抗性誘導に関与することが推定された AHL転写因子に着目し、それらの植物
免疫における役割、および、遺伝子発現を制御する仕組みの解明を目指した。 

課題 2では、上述の RNA-seqデータの解析から見出した新規 long noncoding RNAの機能解明
を目指した。 

課題 3では、組織間コミュニケーションを介した遺伝子発現制御の可能性を探るために、組織
特異的なプロモーターの制御下で免疫受容体を発現する植物の作出を目指した。 
 
３．研究の方法 
（課題 1）解析候補の AHL転写因子を欠損するシロイヌナズナ変異体やそれぞれの AHL転写因
子を過剰発現するシロイヌナズナ形質転換体を作出し、P. sryingae に対する抵抗性を評価した。
また、RNA-seq により、AHL 転写因子による発現調節を受ける遺伝子群をゲノムワイドに同定
した。さらに、ベンサミアーナタバコにおけるアグロバクテリウムを用いた一過的タンパク質発
現系と NanoBiTを組み合わせたタンパク質間相互作用の定量的評価系を確立し、AHL転写因子
と相互作用因子候補の相互作用アッセイを行った。また、緑色蛍光タンパク質 GFP や赤色蛍光
タンパク質 mScarletとの融合タンパク質を用いて、AHL転写因子と相互作用因子候補の細胞内
共局在を解析した。 

（課題 2）同定した新規 lncRNA の細菌由来の免疫エリシターである flg22 に対する転写応答を
RT-qPCRによって調査した。免疫活性化に伴う明確な転写誘導が認められた lncRNAに着目し、
ゲノム編集によってこの lncRNAのコード領域を欠失させた。また、過剰発現体も作出した。ゲ
ノム編集個体の表現型観察、抵抗性試験、機能相補実験、および、過剰発現体の表現型観察や抵
抗性試験を通じて機能解析を進めた。この lncRNAは、そこにコードされる分泌型のペプチドと
して働くことが判明したため、細胞外に分泌されると推定された領域を合成し、シロイヌナズナ
への投与実験を行った。 

（課題 3）植物は、病原体が免疫を抑制するために植物細胞内へと分泌するエフェクタータンパ
ク質を検知する免疫受容体を備えている。このタイプの免疫受容体である RPS2 は、P. syringae
のエフェクターAvrRpt2を検知して、この病原体の感染を封じ込める強力な抵抗性反応を誘導す
る。RPS2を欠損したシロイヌナズナ変異体に対して、表皮特異的プロモーター、葉肉細胞特異
的プロモーター、維管束特異的プロモーター、あるいは、孔辺細胞特異的プロモーターの制御下
で RPS2を発現する植物の作出を試みた。さらに、エストラジオール誘導性プロモーターの制御
下で AvrRpt2エフェクターを発現でき、かつ、RPS2を欠損したシロイヌナズナ変異体に対して、
表皮特異的プロモーター、葉肉細胞特異的プロモーター、維管束特異的プロモーター、あるいは、
孔辺細胞特異的プロモーターの制御下で RPS2を発現する植物の作出を試みた。 
 
４．研究成果 

（課題 1）解析候補の AHL 転写因子を欠損するシロイヌナズナ変異体の解析から、免疫を正に
制御するものを同定した。さらに、多重変異体を作出したところ、免疫を正に制御するものを含
む 3つの AHL転写因子を欠損させたシロイヌナズナは矮化することを発見した。RNA-seq解析



から、この三重変異体では免疫関連遺伝子の発現が恒
常的に上昇していることが分かった。これに合致する
ように、ahl 三重変異体は野生型よりも高い細菌抵抗
性を示した。恒常的な免疫関連遺伝子の発現上昇、細
菌抵抗性の向上、矮化を示すシロイヌナズナ変異体は
これまでにも同定されている。このような自己免疫活
性化変異体の表現型は多くの場合、27℃の高温条件で
栽培すると抑制されることが知られている。既知の自
己免疫活性化変異体と同様に、高温条件で栽培した ahl
三重変異体は野生型と同等の免疫関連遺伝子の発現、
細菌抵抗性、生長を示した (図 1)。以上より、これら
の 3つの AHL転写因子の機能不全は免疫を活性化し、
その免疫応答は高温により抑制されることが明らか
になった。また、ahl三重変異体の EMS変異体スクリーニングから、生長阻害がキャンセルされ
た変異体を複数同定した。これらのサプレッサー変異体の解析は、ahl三重変異体が示す自己免
疫活性化のメカニズム解明に役立つと考えている。 

他方、細菌抵抗性に寄与する AHL 転写因子に着目した研究も進めた。この AHL 転写因子を
過剰発現するシロイヌナズナは生長阻害を示すことを発見した（図 1）。接種試験から、この AHL
過剰発現体は細菌抵抗性の上昇を示すことを明らかにした。興味深いことに、ahl三重変異体と
は異なり、過剰発現体が示す細菌抵抗性の上昇や矮化は高温による抑制を受けなかった（図 1）。
さらに、この AHL転写因子の欠損による細菌抵抗性の低下は、27℃の高温条件では認められな
かったことから、その機能は高温で抑制されることが示唆された。通常条件（22℃）と高温条件
（27℃）で栽培した AHL過剰発現体の RNA-seq解析から、この AHL転写因子は、クロマチン
リモデリングに関わる遺伝子や、免疫に関与する植物ホルモンであるサリチル酸の応答性遺伝
子の発現を制御しており、この遺伝子発現制御は高温条件下でも維持されることを明らかにし
た。さらに、GFP 融合 AHL タンパク質の細胞内局在解析などを通じて、この AHL 転写因子は
クロマチン構造を変化させ、サリチル酸応答性遺伝子の発現を制御する TGA転写因子の局在を
変化させることを見出した。本研究で確立した、ベンサミアーナタバコにおける一過的タンパク
質発現系と NanoBiT を組み合わせたタンパク質間相互作用の定量的なアッセイ系を用いて、こ
の AHL 転写因子とサリチル酸経路関連因子との相互作用を探索した。NPR1 はサリチル酸受容
体として働き、TGA転写因子との相互作用を介してサリチル酸応答性遺伝子の発現を制御する。
NanoBiTを利用したタンパク質間相互作用解析から、この AHL転写因子はサリチル酸受容体で
ある NPR1や TGA転写因子とは結合しないが、NPR1と TGA転写因子の相互作用を促進する働
きがあることを明らかにした。以上より、この AHL転写因子はサリチル酸応答性遺伝子の発現
を制御する新規因子であり、クロマチンリモデリングに関与することが明らかになった。 

（課題 2）flg22処理によって 100倍以上の発現上昇を示す lncRNAである lncR30に着目して研
究を進めた。lncR30 は糸状菌由来の免疫エリシターであるキチン処理によっても発現が誘導さ
れた。ゲノム編集により lncR30 をコードする領域を欠失させた。このゲノム編集個体は花粉の
発生異常と稔性の若干の低下を示した。興味深いことに、このゲノム編集個体は野生型植物と同
程度の細菌抵抗性を示した一方で、細菌感染によって成熟長角果数が顕著に減少した。すなわち、
lncR30 は免疫活性化時に発現が誘導され、病原体感染に伴う生殖阻害を緩和する働きがあるこ
とが示唆された。lncR30 には数十アミノ酸をコードする ORF が予測されたため、lncR30 が
lncRNAとして機能するのか、それとも lncR30にコードされるペプチドが機能を担うのかを調査
した。開始コドンに塩基置換を導入した lncR30 はゲノム編集個体で見られる花粉発生の異常を
相補できなかったことから、lncR30 にコードされるペプチドがその機能に重要であることが明
らかになった。そこで、名称を Peptide Required for Pollen Development (PRPD)へと改めた。PRPD
は N 末端にシグナル配列を持つ分泌型ペプチドと予想された。PRPD の様々な欠失変異体を用
いた相補実験から、その機能に重要な領域を特定した。この領域を合成し、シロイヌナズナに処
理すると、細菌抵抗性を向上させることを発見した。PRPDの過剰発現体も細菌抵抗性の向上を
示したことから、PRPDは花粉発生を制御するだけでなく、免疫活性化能を持つことが明らかに
なった。PRPD を欠失させたゲノム編集個体が野生型植物と同程度の細菌抵抗性を示したのは、
PRPDと同様の機能を有する遺伝子が他にも存在するからかもしれない。 

（課題 3）シロイヌナズナの rps2変異体において、表皮特異的プロモーター、葉肉細胞特異的プ
ロモーター、維管束特異的プロモーター、あるいは、孔辺細胞特異的プロモーターの制御下で
RPS2を発現する形質転換体の作出に成功した。また、エストラジオール誘導性プロモーターの
制御下で AvrRpt2 エフェクターを発現する rps2 変異体に対して、表皮特異的プロモーター、葉
肉細胞欲的プロモーター、維管束特異的プロモーター、あるいは、孔辺細胞特異的プロモーター
の制御下で RPS2を発現する植物の作出にも成功した。組織間コミュニケーションを介した免疫
応答の制御機構の解明に向けた実験材料が整ったと考えている。 
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