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研究成果の概要（和文）：本研究により、線虫種で高度に保存されたTrehalaseの基質結合部位にMAMPとして植
物免疫の誘導活性があることが明らかとなった。さらに、遺伝学的手法を用いてこのペプチドを認識する植物の
受容体としてLecRK-V.5が単離された。LecRKの多重遺伝子欠損変異体を作成してMAMPペプチドへの応答性を調べ
るとともにLecRK-V.5の細胞外領域とMAMPペプチドとの結合を検証して、国際論文に投稿する予定である。植物
による線虫の認識機構は謎に包まれていたが、本研究により植物と線虫の相互作用において働くMAMPsとその認
識に必須な受容体キナーゼが同定され、これが世界で最初の報告になると期待される。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that the peptide containing the substrate-binding site 
of Trehalase from nematodes can induce immunity as MAMP (microbe-associated molecular patterns) in 
Arabidopsis. The peptide sequence exhibits remarkable conservation among nematode species, including
 plant parasitic nematodes. Through comprehensive genetic analyses, we have successfully identified 
LecRK-V.5, a receptor-like kinase, as the specific plant receptor for this peptide. Although 
nematode-derived MAMPs and their recognition systems in plants had been unclear for a very long 
time, this study shed light on the understanding of the molecular mechanism of nematode recognition 
by plants. 

研究分野： 植物免疫

キーワード： 植物寄生線虫　PAMP　植物免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物寄生線虫は世界で最も被害額の大きな病原体の１つであるが、植物による線虫の認識機構については研究が
進んでいなかった。本研究により、線虫由来のMAMPsとその認識に必須な植物の受容体キナーゼが同定された。
この受容体を足掛かりとして、線虫に対する植物免疫機構の解明や、受容体の活性化を抑制する病原性機構等、
様々な研究の発展が期待できる。また、この受容体を作物に導入することにより、線虫認識能力を付与できる可
能性もあり、応用研究への発展も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
植物寄生線虫は世界で最も被害額の大きな病原微生物の１つであり、新規防除法の開発は急務
である。しかし、線虫に対する植物の免疫機構について分子レベルの研究が進んでおらず、特に
植物がどのように線虫を認識するのかはわかっていない。その理由として挙げられるのは、植物
寄生線虫の増殖に膨大な時間と労力がかかること、そして、免疫反応は線虫の感染部位で局所的
に起こるため高精度の解析が難しいことである。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では植物が認識する線虫の物質を単離するとともに、遺伝学的アプローチにより、植物の
受容体の同定を目指す。これにより、植物による線虫の認識機構を分子レベルで解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
植物寄生線虫は培養に多大な労力がかかり、生化学的手法による MAMP の探索に〸分な量の線虫
を確保することは技術的に大変難しい。例えばネコブ線虫をトマト 1 個体に接種して２ヶ月後
に得られる線虫量は数〸㎎程度である。そこで、研究代表者は植物寄生線虫の代わりにモデル線
虫である Caenorhabditis elegans を MAMP 同定の材料とすることを考えた。その理由は、これま
で同定された細菌、糸状菌由来の MAMPs の多くは病原微生物だけでなく、微生物一般に保存され
ていること、そして C. elegans は１世代が約３日と短く増殖が容易であることにある。そこで
研究代表者は C. elegans の大量培養システムを構築し、これまでに 1 kg 以上を集めた。そし
て大量の C. elegans を用いて、クロマトグラフィーによる MAMP の精製をおこなった。モデル植
物であるシロイヌナズナの遺伝学手法を用いて、同定した MAMP の認識を担う受容体の探索を行
った。 
 
４．研究成果 
 
(1)C. elegans 破砕液には MAMP 活性がある 
ネコブセンチュウである Meloidgyne incognita
の破砕液にはシロイヌナズナの免疫反応を誘導
することが報告されている(New Phytologist, 
211, 276–287)。そこで、M.incognita の破砕液、
及び C. elegans の破砕液をシロイヌナズナの芽
生えに処理して網羅的遺伝子発現解析を行った。
すると、両方の破砕液処理により 621 遺伝子の発
現が共通に上昇した(図 1A)。また、この 621 遺
伝子について Gene ontology 解析を行ったとこ
ろ、免疫関連遺伝子(defense response (GO:0006952)、defense response to fungus 
(GO:0050832)等)が多く含まれていた。さらに、既知の MAMP である細菌のフラジェリン由来
のペプチド flg22 や Chitin 処理により発現が誘導される遺伝子群と比較したところ、多く
の遺伝子が C. elegans の破砕液処理によっても発現が上昇した(図 1B)。よって、M.incognita
の破砕液と同様に、C.elegans の破砕液にもシロイヌナズナに免疫関連遺伝子の発現を誘導させ
る MAMP 活性があることが示唆された。 
 
(2) C. elegans 破砕液からの MAMP 精製 
C. elegans 破砕液には MAMP 活性があるこ
とが確認できたので、クロマトグラフィー
により MAMP 精製を試みた(図 2A)。MAMP 活
性の測定にはマーカー遺伝子である
CYP71A12 のプロモーターに GUS 遺伝子を
融合したカセットを発現したシロイヌナ
ズナ(pCYP71A12:GUS)を用いて、根におけ
る発現を簡便に調べるシステムを構築し
た。CYP71A12はインドールグルコシノレー
ト系の抗菌性物質の合成に関わる酵素で
あり、MAMP 活性画分処理により、根、特に
根端部位で強い発現が誘導される。このシ



ステムを用いて、性質の異なるカラムクロマトグラフィーを用いて精製を繰り返し(図 2A)、最
終的にタンパク量と MAMP 活性のピークが一致する画分を得た(図 2B)。 
 
(3)MAMP 活性画分から同定された Trehalase 由来のペプチドは MAMP 活性を持つ 
カラムクロマトグラフィーにより精製され
た画分に含まれるタンパク質を LCMSMS で
同定したところ、Trehalase (CeTre3)が同
定された。Trehalase は trehalose を、
Glucose 2 分子へと分解する反応を触媒す
る加水分解酵素であり、線虫は Trehalose
を分解してエネルギーとして使っていると
思われる。Trehalase は N 末端に Signal 
peptide を持つ分泌タンパク質であり、
様々な線虫の Secretome 解析で分泌タンパ
ク質として同定されている。例えばマツノ
ザイ線虫ではマツからのシグナルを認識後
に Trehalase の分泌が促進される(Front. 
Plant Sci.668064)。また、昆虫寄生線虫は
Trehalose を直接吸収することができないために分泌型の Trehalose により、Glucose へ分解し
て吸収することが報告されている。植物寄生線虫が同様に分泌型 Trehalose を用いて、Trehalose
を Glucose に分解して吸収しているかは明らかにされてはいないが、この分泌型 Trehalase は
植物寄生線虫を含めた様々な線虫で高度に保存されている。そこで、C.elegans と植物寄生線虫
の Trehalase の配列を比較したところ、特に配列保存性が高い領域が 5つあった。タンパク質由
来の MAMP の多くは高度に保存された領域が認識されることから、この 5つの高度に保存された
領域の配列をペプチド合成し、シロイヌナズナに処理して CYP71A12 の発現を調べた。その結果、
基質結合部位由来のペプチド(TreCe24)が CYP71A12 の発現を劇的に誘導した(図 3)。 
 
(4)植物寄生線虫由来のペプチド(TrePPN31)は CYP71A12 の発現を強く誘導する 
植物寄生線虫における TreCe24 の保存性をしら
べたところ、この配列は非常によく保存されて
いた(図 4A)。24 アミノ酸より少し長い 31アミ
ノ酸のペプチド(TreRKN31)の MAMP活性の方が高
かったため、以降の実験にはネコブセンチュウ
(Root knot nematode)由来の TreRKN31 を使用し
た。この TreRKN31 は TreCe24 と同様に根の先端
に非常強い CYP71A12 の発現を誘導し(図４B)、
また根全体に茶色物質の蓄積を誘導すること
が分かった(図 4C)。根の茶色化は、植物寄生線
虫を抵抗性植物に接種した時に見られる現象
と酷似しており、線虫に対する防御応答に寄与
していると思われる。 
 
 
 
 
 
(5)TreRKN31 は線虫破砕液、または MAMP 処理により誘導される遺伝子の多くの発現を誘導する 
TreRKN31 をシロイヌナズナの芽生えに処理し
て網羅的遺伝子発現を行った(図 5)。TreRKN31
により誘導される遺伝子群と C.elegans, 
M.incognita 破砕液処理により誘導される遺
伝子群を比較すると、線虫破砕液により誘導
される遺伝子群のうち非常に多くの遺伝子
が TreRKN31 により発現誘導されることが分か
った(図 5A)。次に GO 解析を行ったところ、
TreRKN31 により誘導される遺伝子群には生物
ストレス、防御関連遺伝子に関連する遺伝子
が 多 く 含 ま れ て い た （ ”response to 
external biotic stimulus(GO:0043207)”, 
“response to other organism(GO:0051707) 



”, “response to biotic stimulus(GO:0009607)”, “defense response to other 
organism(GO:0098542)”, “defense response(GO:0006952)”等）。そこで、flg22、及び chitin
誘導性遺伝子群と比較したところ、MAMP 誘導性遺伝子群のうち非常に多くの遺伝子の発現が
TreRKN31 により発現誘導されることが分かった(図 5B)。 
 
(6)シロイヌナズナのエコタイプ Cvi-0 は TreRKN31 に非感受性である 
TreRKN31 に対する感受性をシロ
イヌナズナの様々なエコタイ
プで比較したところ、Cvi-0 は
TreRKN31 に非感受性であること
が分かった。TreRKN31 感受性で
ある Col-0,及び Cvi-0 の芽生
え に TreRKN31 を 処 理 し て
CYP71A12 の発現を調べたとこ
ろ 、 TreRKN31 は Col- ０ に
CYP71A12 の発現を誘導したが、
Cvi-0 に CYP71A12 の発現を誘
導しなかった(図 6)。一方、
DAMP(Damage-associated 
moleculer pettern) で あ る
Sccop12 ペプチドは Col-0, Cvi-0 に CYP71A12 の発現を誘導した。そこで、Col-0 と Cvi-0 を用
いて TreRKN31 の認識に必要な遺伝子の探索を行うことにした。 
 
(7)TreRKN31 は線虫破砕液、または MAMP 処理により誘導される遺伝子の多くの発現を誘導する 
Col-0 と Cvi-0 を掛け合わせた F1 植物は全て TreRKN31 感受性となり、F2 植物では TreRKN31 感受
性と非感受性がおよそ 3:1 に分離した。そこで、F2 植物で非感受性を示す個体を集めてゲノム
DNA を精製し、それらをプールしてゲノムシークエンスを行った。得られたシークエンスデータ
より、感受性系統と非感受性系統のシロイヌナズナに存在する SNP の割合を調べ、非感受性系統
が持つ SNP の偏りがある染色体領域を探索した。すると、3 番染色体の末端付近でほとんどの
SNPs が Cvi-0 のものに置換した領域が存在した。よって、Col-0 のゲノムのこの領域に TreRKN31
感受性に必須な遺伝子が存在すると思われる。これと並行して、Col-0 と Cvi-0 を交配して作成
された組み換え近交系(Recombinant Inbred Line: RIL)を用いて、それぞれの RIL ラインの
TreRKN31 感受性を調べたところ、ゲノムシークエンスで絞り込まれた領域に存在するマーカー
c3_22147 の近傍に TreRKN31 感受性に必須な遺伝子が存在することが分かった。さらに、このマ
ーカーの近傍で組換が起こった RIL を用いてその組換位置を調べることによりさらなる絞り込
みを行ったところ、最終的に 23 遺伝子が存在する領域まで絞り込むことに成功した。この中に
は非常によく似た受容体キナーゼ、L-type lectin receptor kinase(LecRK)が 4 つ存在してい
た。4 つの LecRK のアミノ酸配列を非常に似ているものの、LecRK-V.6(At3g59730)と LecRK-



V.8(At3g59750)においては、細胞質のキナーゼ領域と、細胞外領域にそれぞれ欠失した領域が存
在していた。 
 
(8) lecrk-v.5(At3g59700)遺伝子欠損変異体では TreRKN31 に対する感受性が低下する 
遺伝学的な解析によって絞り込まれた 23 遺伝子の遺伝子欠損変異体を用いて TreRKN31 感受性を
調べたところ、受容体キナーゼ LecRK-V.5(At3g59700)をコードする遺伝子の破壊株が TreRKN31
に対して低感受性を示した(図 8)。この変異体では TreRKN31 処理により誘導される成長抑制、及
び根の茶色化が部分的に抑制されていた。この領域に存在する他の 3 つの受容体キナーゼの欠
損変異体は TreRKN31 誘導性の芽生えの成長抑制や、根の茶色化について変化は見られなかった。
CYP71A12 の発現について調べたところ、lecrk-v.5 では TreRKN31 誘導性の CYP71A12 の発現が顕
著に低下しており、lecrk-v.7(At3g59740)遺伝子欠損変異体でも若干の低下が見られた(図 9)。
よって、LecRK-V.5 だけでなく、LecRK-V.7 も TreRKN31 の認識に寄与している可能性が考えられ
る。 

 
 
(9)まとめ 
本研究によって、線虫種で高度に保
存された Trehalase の基質結合部位
に MAMP活性があることが明らかとな
った。さらに、遺伝学的手法を用いて
このペプチドを認識する受容体とし
て LecRK-V.5が単離された。寄生線虫
の中には分泌型 Trehalase により
Trehaloseを分解してGlucoseを吸収
するものが知られており、植物はこ
の分泌型の Trehalase を LecRK を介
して認識して免疫反応を誘導すると
思われる(図 10)。現在、LecRK の多重
遺 伝 子 欠 損 変 異 体 を 作 成 し て
TreRKN31 への応答性を調べるととも
に LecRK-V.5 の細胞外領域のリコン
ビナントタンパクを作成してペプチ
ドとの結合を検証して、国際論文に
投稿する予定である。これまで植物
による線虫の認識機構は謎に包まれていたが、本研究により、植物と線虫の相互作用において働
く MAMPs とその認識に必須な受容体キナーゼが同定され、これが世界で最初の報告になると期
待される。この受容体を導入することにより作物に線虫認識能力を付与できる可能性もあり、今
後の研究のさらなら発展も期待できる。 
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