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研究成果の概要（和文）：細胞膜にはナノドメインと呼ばれる、スフィンゴ脂質とステロールを中心とした脂質
とタンパク質が集積した特殊な微小領域が点在する。研究代表者はスフィンゴ脂質を改変することにより、ナノ
ドメインが減少したシロイヌナズナ変異体を作出した。その変異体を用いた解析により、シロイヌナズナにおい
て病害応答時にナノドメインが活性酸素種の産生を正に制御することを明らかにした。また、植物ナノドメイン
の簡易的な可視化方法も確立した。

研究成果の概要（英文）：In the plasma membrane, there are specialized nano-scale domains called 
nanodomains, in which lmainly sphingolipids and sterols accumulate. By modifying sphingolipids, the 
principal investigator has created an Arabidopsis mutant with fewer nanodomains. Analysis of the 
mutant revealed that nanodomains positively regulate the production of reactive oxygen species 
during disease response in Arabidopsis thaliana. We also established a simple visualization method 
for plant nanodomains.

研究分野： 植物分子細胞生物学

キーワード： スフィンゴ脂質　細胞膜　ナノドメイン　シロイヌナズナ　免疫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノドメインは細胞膜に点在する特殊な領域であり、様々なタンパク質の相互作用や活性化の足場となる。本研
究により、植物のナノドメインが耐病性タンパク質を制御することにより、免疫に関与することを明らかにし
た。この結果は、複雑に制御される植物免疫の解明に、細胞膜の視点から貢献するとともに、将来的に耐病性を
強化した作物の作出に繋がると期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜にはナノドメインと呼ばれる、スフィンゴ脂質とステロールを中心とした脂質とタン

パク質が集積した特殊な微小領域が点在する。研究代表者はこれまでにイネにおいて、ナノドメ
インが活性酸素種の産生を介して、いもち病耐性に貢献することを明らかにした。しかし、ナノ
ドメインが制御する免疫経路には、未だ不明な点が多く残されている。研究代表者はシロイヌナ
ズナを用いたプロテオーム解析により、植物免疫に関連するナノドメイン局在性タンパク質候
補として、免疫受容体 BAK1 と CERK1、三量体 G タンパク質サブユニット GPA1、サブユニット
AGB1、サブユニット AGG1 と AGG2、NADPH オキシダーゼ RBOHD などを同定した。この結果は、ナ
ノドメインが上記タンパク質を介した多様な免疫経路を制御する可能性を示しているが、その
関係性や制御機構は未解明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞膜ナノドメインが制御する植物免疫経路を特定し、病害抵抗性におけるナノ

ドメインの重要性を明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1)スフィンゴ脂質変異体の細胞膜脂質解析 
 研究代表者はこれまでに、ナノドメイン主要構成脂質であるスフィンゴ脂質がもつ脂肪酸のヒ
ドロキシル化がナノドメインの形成に重要である可能性を示している。そこで、スフィンゴ脂質
脂肪酸ヒドロキシラーゼ FAH1 と FAH2 のシロイヌナズナ二重変異体 fah1fah2 を用いた解析を行
っている。fah1fah2 変異体の細胞膜において、スフィンゴ脂質脂肪酸のヒドロキシル基が減少
しているか調べるために、シロイヌナズナ野生型と fah1fah2 変異体から細胞膜を抽出し、スフ
ィンゴ脂質分析を行った。また、ステロールとリン脂質の分析も行った。 
 
(2)スフィンゴ脂質変異体のナノドメイン解析 
 fah1fah2 変異体においてナノドメインが変化しているか調べるために、シロイヌナズナ野生
型と fah1fah2 変異体における細胞膜の流動性解析を、di-4-ANEPPDHQ を用いて行った。また、
ナノドメイン可視化プローブである GFP-D4L を用いて、fah1fah2 変異体においてナノドメイン
が変化しているか観察を行った。 
 
(3)分子動力学解析による脂質のシミュレーション解析 
 スフィンゴ脂質脂肪酸のヒドロキシル化がナノドメインの形成に与える影響をより深く調べ
るために、分子動力学解析を行った。ヒドロキシル基をもつスフィンゴ脂質とヒドロキシル基を
もたないスフィンゴ脂質における、脂質間の距離、および水素結合の頻度を解析した。 
 
(4)細胞膜のイムノブロット解析 
 プロテオーム解析によって同定した、免疫に関連するナノドメイン候補タンパク質が、ナノド
メインに関連するか調べるために、シロイヌナズナ野生型と fah1fah2 変異体から細胞膜を抽出
し、それらの特異抗体を用いたイムノブロット解析を行った。 
 
(5)細胞膜タンパク質のナノドメイン局在解析 
 プロテオーム解析によって同定した、免疫に関連するナノドメイン候補タンパク質が、ナノド
メインに関連するか調べるために、それらタンパク質と蛍光タンパク質と融合したコンストラ
クトを作製し、共焦点レーザー顕微鏡を用いた局在解析を行った。さらに、ナノドメイン可視化
プローブである GFP-D4L との共局在解析も行った。 
 
(6)耐病性解析 
 ナノドメインが免疫に関与するか調べるために、病害応答時におけるシロイヌナズナ野生型
と fah1fah2 変異体において、耐病性遺伝子の発現解析を行った。さらに、活性酸素種の産生を
調べた。また、シュードモナス菌に対する耐性も調べた。 
 
４．研究成果 
(1)スフィンゴ脂質変異体の細胞膜脂質解析 
 シロイヌナズナ野生型と fah1fah2 変異体の細胞膜におけるスフィンゴ脂質組成を調べた結果、
細胞膜においても fah1fah2 変異体のヒドロキシ脂肪酸は減少し、その一方でノンヒドロキシ脂
肪酸は増加していた。その結果、野生型と比べて fah1fah2 変異体のスフィンゴ脂質総量は変化
せず、ヒドロキシ脂肪酸の割合が低下するということが明らかになった。また、fah1fah2 変異
体におけるステロールの量やリン脂質の量は細胞膜では変化していないことも明らかとした。 
 



(2)スフィンゴ脂質変異体のナノドメイン解析 
 fah1fah2 変異体における細胞膜の流動性を野生型と比較した結果、fah1fah2 変異体では細胞
膜の流動性が高まっていることが明らかとなった。ナノドメインは流動性の低い高秩序領域で
あるため、fah1fah2 変異体においてナノドメインが減少している可能性が示唆された。また、
細胞膜の詳細な観察により、野生型では観察された高秩序のドット状構造が、fah1fah2 変異体
においては観察されないことも明らかにした。さらに、GFP-D4L を fah1fah2 変異体と掛け合わ
せたシロイヌナズナ形質転換体を作製し、ナノドメインの観察を行った結果、fah1fah2 変異体
では野生型よりもナノドメインが減少していることを明らかにした。 
 
(3)分子動力学解析による脂質のシミュレーション解析 
分子動力学シミュレーション解析の結果、脂肪酸にヒドロキシル基をもつスフィンゴ脂質は、

スフィンゴ脂質同士の距離が 10Å内であることを明らかにした。一方、脂肪酸にヒドロキシル
基をもたないスフィンゴ脂質を用いると、スフィンゴ脂質同士の距離は 10Å内ではなく、20Å
程度になることを明らかにした。また、スフィンゴ脂質脂肪酸のヒドロキシル基は、高頻度で水
素結合を形成することも見出した。 
 
(4)細胞膜のイムノブロット解析 
 プロテオーム解析により同定された BAK1、CERK1、GPA1、AGB1、および RBOHD が fah1fah2 変
異体の細胞膜において変化しているか調べるために、細胞膜のイムノブロット解析を行った。そ
の結果、fah1fah2 変異体において BAK1、CERK1、GPA1、RBOHD の量が、野生型と比較して減少し
ていることを明らかにした。 
 
(5)細胞膜タンパク質のナノドメイン局在解析 
 BAK1 と RBOHD がナノドメインに局在するか調べるために、赤色蛍光タンパク質を付加したコ
ンストラクトを作製し、シロイヌナズナ形質転換体を作出した。共焦点レーザー顕微鏡で観察し
た結果、BAK1 も RBOHD も細胞膜状でドット状に観察することができた。GFP-D4L との共局在解析
を行った結果、BAK1 も RBOHD も GFP-D4L と共局在したことから、ナノドメインに局在すること
が明らかとなった。 
 
(6)耐病性解析 
 ナノドメインがシロイヌナズナの免疫に関わるか調べるために、ナノドメインが減少した
fah1fah2 変異体を用いた耐病性遺伝子発現解析を行った。細菌のべん毛成分であるフラジェリ
ン（flg22）を処理した結果、FRK1、Chitinase、Nit4、WRKY53、WRKY75、および MYB51 の発現量
が fah1fah2 変異体において野生型よりも増加することが明らかになった。また真菌の細胞壁成
分であるキチン処理した際にも、耐病性遺伝子の発現が fah1fah2 変異体において野生型よりも
増加することが明らかになった。その一方で、活性酸素種の産生量は、flg22 処理時もキチン処
理時も fah1fah2 変異体において野生型よりも減少していた。さらに、シュードモナス菌の感染
実験を行った結果、flg22 誘導性免疫は fah1fah2 変異体において野生型と変わらなかった。ま
た、AvrRPT2 をもつシュードモナス菌に対する耐性も fah1fah2 変異体において野生型と変わら
なかった。以上の結果から、シロイヌナズナのナノドメインは病害応答時における活性酸素種の
産生には関わるが、病原菌に対する耐性には影響を与えないことが明らかになった。 
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