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研究成果の概要（和文）：質膜のRBOHによってROSバーストが誘導される。ROSは防御応答のマーカーとして観察
されているが、その作用機構はわかっていない。ROSセンサーと反応してジスルフィド結合を形成する酵母の
YAP1のC末端断片を予め原形質膜に局在させることによって、ROSセンサータンパク質をYAP1結合タンパク質とし
て精製し、多岐に渡る102のROSセンサー候補を得た。これら候補の中で、NbGLRのリコンビナントタンパク質を
作製してH2O2で処理した後、スルフェニル化されるシステイン残基に結合するBTDで化学ラベルし、特異的抗体
を用いて標的システイン残基のin vitroでのスルフェニル化を確認した。

研究成果の概要（英文）：ROS bursts are induced by RBOH in the plasma membrane. ROS has been observed
 as a marker of defense response, but its mechanism of action is not known. ROS sensor protein was 
purified as a YAP1-binding protein. A wide variety of 102 ROS sensor candidates were obtained. Among
 these candidates, the recombinant protein of NbGLR was treated with H2O2, then the protein was 
chemically labeled with a BTD that binds to the sulfenylated cysteine residue. The sulfenylation of 
the target cysteine residue was confirmed in vitro using a specific antibody.

研究分野：植物免疫学

キーワード： 活性酸素種　ROSセンサー　植物免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ROSの作用機構を標的タンパク質の酸化による構造変化に基づいて明らかにする試みであり、植物免
疫の実態を突き止めることができるものと考えられる。作物生産においては、殺菌性農薬に依存して生産量を確
保しているが、環境負荷に懸念が持たれている。このような状況において、作物に免疫を附与する免疫誘導剤の
開発が急務である。本研究で得られる成果は、ROSによる抵抗性や免疫細胞死の制御機構を提供するのみでな
く、新たな植物免疫誘導剤の開発に貢献するものである。

※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 

植物免疫反応は、Pattern-triggered immunity (PTI) とそれに続く Effector-triggered immunity (ETI) 
とで構成される。PTI、ETI のいずれにおいても、原形質膜の NADPH オキシダーゼ、RBOH 
(respiratory burst oxidase homolog) によって活性酸素種 (ROS ; O2-, H2O2, OH・) が誘導される。こ
のように、植物は病原菌の分子パターンに続いてエフェクターを認識し、二段階の免疫応答を始
動する。いずれにおいても、RBOH によって急激な ROS の生成反応である ROS バーストが誘導
される。PTI を誘導する flg22 では、弱い一過的な ROS バーストが誘導される。一方、ジャガイ
モの抵抗性受容体である Rpi-blb2 と疫病菌のエフェクターである Avrblb2 を発現させると、ETI
が始動して MAPK-WRKY 系路が活性化し、連続的で激しい ROS バーストと細胞死が誘導され
る。 

ROS バーストは PTI では弱く、
ETI ではより激しく起こり、免疫
細胞死に重要な役割を果たす。第
RTIとETIとでは異なる遺伝子や
反応が誘導されるが、同じ ROS
に起因する応答であり、その機構
は未詳である。ROS である H2O2

は、そのセンサータンパク質のシ
ステインのチオール基 (–SH) を
酸化し (–SOH；スルフェン酸)、
分子内または分子間でジスルフ
ィド結合 (–S–S–) を形成する。
あるいは、スルフェン酸が還元型
グルタチオン  (GSH) と反応し
て S–グルタチオン化 (–S–SG) することによって ROS センサータンパク質の構造を変化させ、
様々な細胞応答を引き起こすことが知られている (図１)。ROS はそのセンサータンパク質を酸
化することによって構造を変化させ、様々な細胞応答を引き起こすと考えられている。しかし、
植物免疫応答に関与する ROS センサーについては未開拓である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ROS センサーと結合する酵母の YAP1 を用いることによって、PTI と ETI におけ

る ROS センサータンパク質を精製する系を思考した。植物免疫応答の鍵を握る ROS センサータ
ンパク質を網羅的に探索し、機能を明らかにすることで ROS による免疫統御機構を明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究では、ROS センサーを獲得する
目的で、原形質膜局在タグを付加した
16aa-YAP1C タンパク質をベンサミアナ
タバコ葉に一過的に発現させる。その後、
flg22-PTI および agro-infiltration 法によっ
て Rpi-blb2/Avrblb2-ETI を誘導し、16aa-
YAP1C をタグによる２段階精製法によ
ってアフニティー精製する。還元剤であ
る DTT によってジスルフィド結合を切
断して、ROSセンサータンパク質を得る。
flg22 処理、未処理、さらに Rpi-blb2を導
入、未導入の葉から精製した標的タンパ
ク質を Isobaric Tag でそれぞれ標識し、
iTRAQ 法によって LC-MS/MS 解析する
(図２)。この方法では、２段階目の MS 解
析で標識したタンパク質の質量に変化を
もたらすことができるため、すべてのサ
ンプルを混合して定量的なプロテオーム
解析が可能となる (図２)。 
 
 
 
 

図１ ROSセンサーの酸化と YAP1Cによる阻害 
 
 
 
 

図２ iTRAQ法によるROSセンサータンパク質の定量的
プロテーオム解析 



４．研究成果 
ROS は、植物免疫応答を局部的、全身的に伝える重要なシグナル分子であると認識され、世
界中で免疫マーカーとして認識されているが、その作用機構はわかっていない。そこで、ROS の
生産酵素である RBOH をサイレンシングしたベンサミアナタバコ葉をスルフェニル化されたシ
ステイン残基に結合する dimedone で処理し、後に flg22 による PTI-ROS バーストと Rpi-
blb2/Avrblb2 による ETI-ROS バーストをそれぞれ誘導して電気泳動した。その後、抗 dimedone
抗体を用いて RBOH に依存したタンパク質のスルフェニル化について調べた。その結果、多く
のタンパク質が PTI と ETI においてスルフェニル化されることを確認した（図３）。これらの結
果は、免疫応答における RBOH 依存的な ROS センサーの重要性を示しているものと思われた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

PTIとETIでスル
フェニル化したタ
ンパク質をプロテ
オーム解析し、ROS
センサーと結合す
る酵母のYAP1を用
いることによって、
多岐に渡る 102 の
ROS センサー候補
を得た。まず Ca2+チ
ャネルとして知ら
れている NbGLR 
(glutamate receptor-
like) の解析に着手
した (図４)。本遺
伝子を抑制したベ
ンサミアナタバコ
では、ウリ類炭疽病
菌の感染が顕著に

なるため、免疫応答を正に制御することが明らかとなった (図４)。NbGLR のリコンビナントタ
ンパク質を H2O2で処理した後、dimedone に比べ 100倍以上の強度でスルフェニル化されるシス
テイン残基に結合する BTD (benzothiazine-based probe) で化学ラベルし、抗体を用いて標的シス
テイン残基の in vitro でのスルフェニル化を確認した (図５)。この結果は、NbGLR が ROS セン
サーとして機能する可能性を示している。 

 

図４ ROSセンサー候補の獲得および抵抗性における役割 
PTI、ETIによって誘導される 102の ROSセンサー候補が得られた。この中
で原形質膜 Ca2+チャネルであるNbGLRを抑制し、ウリ類炭疽病菌を接種し
た結果、組織内に侵入し、著しく病斑が拡大した 
 

図５ BTD 用いた NbGLR のスルフェニル化
の確認 
ROSセンサー候補の NbGLRの C末端を合成
し、スルフェン酸に BTDを結合させ、クリッ
ク反応によってビオチン付加反応を行った。そ
の後、抗ビオチン抗体を用いてスルフェニル化
を確認した。その結果、NbGLR-CTD WT では
H2O2 の濃度に依存してバンドが確認された
が、変異体NbGLR-CTD CSではこれらのバン
ドが消失した。 
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図３ dimedoneによる ROSセンサーの確認 
PTIと ETIにおいて、RBOHに依存したスルフェニル化が確認された。 

Figure 3. Induction of protein sulfenylation by NbRBOHB-dependent
ROS burst.
(A)Suppression of Rpiblb2/Avrblb2 induced protein sulfenylation by silencing
of NbRBOHB.

(B) Suppression of flg22 induced protein sulfenylation by silencing of
NbRBOHB.
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