
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ３月 ７日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 微生物（あるいは病原体）由来特有分子パターンとして、細菌の非メチル化 DNA を同定し

た。病原体由来分子パターンとしてはハーピンの認識機構に取り組み、タバコ野火病菌は、タ

バコが獲得した高度なハーピン応答性防御機構を回避すべく、ハーピン遺伝子に内部欠損を加

え、タバコの認識と防御応答を避けることにより病原性を発揮することを逆遺伝学的に明らか

にしたが、シロイヌナズナにおける細菌 DNA やハーピンの受容体分子の同定には至らなかっ

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Bacterial non-methylated DNA was identified as one of 
microbe/pathogen-associated molecular patterns (MAMP/PAMP). We investigated harpin 
recognition system in tobacco plant as one of molecular patterns and found that an 
ancestor of Pseudomonas syringae pv. tabaci might have disrupted harpin gene, hrpZ by an 
internal deletion to evade tobacco defenses and confer the ability to cause disease in 
tobacco plants. Although we screened the receptor genes for bacterial DNA and/or harpin 
protein in Arabidopsis thaliana, the corresponding mutant lines were not identified. 
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１．研究開始当初の背景 
 病原体を含む微生物に特徴的な分子に保存

された一部の分子パターンMAMPは動植物に認

識され、防御応答を誘導する。動物ではMAMP

の受容体としてTLRファミリーが同定されて

いる。植物ではこれらMAMPは従来エリシター

と呼ばれ、エリシターの認識機構に関わる研

究が展開されてきた。植物に防御応答を誘導
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するMAMPとして、細菌では鞭毛フラジェリン

のflg22ペプチド、翻訳伸長因子EF-Tuのelf26

ペプチドの他、リポ多糖(LPS)，低温ショック

タンパク質のRNP-1が報告されている．また，

病原体に特有の分子パターン

(Pathogen-Associated Molecular 

Pattern, PAMP)であるハーピンも激しい防御

応答を誘導する。一方、卵菌類では壊死誘導

タンパク質，トランスグルタミナーゼの

pep-13ペプチド，脂質転移タンパク質のエリ

シチン，β-グルカンが，糸状菌ではキシラナ

ーゼ，β-グルカン，キチン，エルゴステロー

ルなどが知られている。これらMAMP/PAMPに対

する植物の受容体として、flg22に対するFLS2、

elf18に対するEFR、キシラナーゼに対する

LeEix1/2、β-グルカンに対するGBP、キチン

に対するCEBiPが知られているのみである。日

本においてはGBPやCEBiPなど糖MAMPに対する

受容体研究は進んでいるものの、ペプチド

MAMPなど、糖以外のMAMPに対する受容体研究

は滞っているのが残念ながら現状である。ま

た、近年シロイヌナズナにおけるflg22や

elf26の受容にはFLS2やEFRだけでなく、別の

受容体様キナーゼ(receptor-like kinase, 

RLK)であるBAK1が必要であることが判明した。

このようにRLKはMAMPの受容とその後のシグ

ナル伝達に重要な役割を担っていることが推

測されるものの、殆どのRLKの機能は未だ明ら

かにされておらず、多くのMAMPに対する受容

体の解明が望まれていた。 

 
２．研究の目的 
 研究代表者はこれまでにエンドウ褐紋病

菌の糖ペプチドエリシター、ジャガイモ疫病

菌の INF1 エリシチン、Pseudomonas syringae

のハーピンやフラジェリンといった多くの

ペプチド MAMP/PAMPを用いて抵抗性誘導の発

現機構の解明を目指して研究を推進してき

た。それらの知見を基盤に、研究代表者は

MAMP（LPS, ペプチドグルカンなど）や植物

病原菌に特有の PAMP（ハーピンやエリシチ

ン）に対する受容体の殆どが未同定であるこ

とから、植物における MAMP 受容体研究の重

要性を認識している。このような状況の中、

MAMP/PAMP の処理は MAMP/PAMP の受容体遺伝

子を含む多くの受容体様キナーゼ

（receptor-like kinase, RLK）の遺伝子発

現を誘導することがフラジェリン(flg22)や

EF-Tu (elf26)を用いたマイクロアレイ解析

により明らかにされた。また、シロイヌナズ

ナでは全部で 610 の RLK 遺伝子が存在し、

個々の遺伝子が T-DNAの挿入により破壊され

たタグラインを利用することが可能となっ

ている

(http://signal.salk.edu/tabout.html)。実

際に、このような手法で実際に EF-Tu に対応

する受容体 EFR の遺伝子が単離されている

(Zipfel et al., 2006)。近年タグラインが

益々充実し、両染色体上の同一遺伝子がホモ

でタグされたノックアウトラインの入手が

可能となってきた。このようなゲノム解析情

報と遺伝資源の飛躍的な整備向上により、

MAMP 受容体遺伝子の同定を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 米国ソーク研究所や我が国の理化学研究

所などではシロイヌナズナの遺伝子に T-DNA

が挿入された変異株のリソースが整備され

ている。また、これまでにシロイヌナズナで

単離された FLS2 や EFR などの MAMP 受容体遺

伝子の発現は MAMP の処理で誘導されること

も知られている。そこで、MAMP 処理により発

現が誘導される受容体様キナーゼ遺伝子に

ついて、T-DNA が挿入された変異株を入手し、

変異がホモ挿入系統であることを確認後、

様々な MAMP を処理し、その非感受性変異株

をスクリーニングすることにより、受容体遺

伝子の同定に取り組むこととした。また、新

規 MAMP/PAMPとして動物で認識することが知

られている細菌の非メチル化 DNAのエリシタ

ー活性を解析するとともに、従来から植物病

原細菌の PAMP としてよく知られているハー

ピンについてその認識機構をタバコとシロ

イヌナズナにおいて解析した。特にハーピン

に対して強い防御応答を誘導するタバコに

対しては、ハーピン遺伝子を相補したタバコ

野火病菌を用いてタバコの応答を解析し、病

原体認識とその回避の進化的な攻防を明ら

かにしようとした。 
 
４．研究成果 

 本研究ではまず、新規 MAMP として細菌

の非メチル化 DNA を同定した。大腸菌から

精製したプラスミド DNA を様々な制限酵素

で消化後、シロイヌナズナに処理すると活性

酸素の生産、カロースの沈着、実生の生育阻

害といった防御応答が誘導された。この防御

応答は DNA を EcoRI や HaeIII などの制限酵

素で切断した場合、HapII や SmaI などの CpG



 

 

配列で切断する制限酵素を用いた場合より

強く誘導され、CpG 非メチル化配列の関与が

推定された。そこで、細菌 DNA を EcoRI で
消化後、CpG メチラーゼ処理すると防御応答

の誘導能は低下した。また、これらの応答は

シロイヌナズナにエンドサートーシス、タン

パク質リン酸化酵素、タンパク質合成などの

阻害剤を処理することにより低下し、それら

のイベントが防御応答に必要であることが

判明した。また、これまで単離した全てのタ

バコ野火病菌のハーピン遺伝子 hrpZ は内部

が欠損していることを我々は見出している

が、本菌にインタクトな hrpZ 遺伝子を相補し

て、タバコに接種したところ、防御応答を誘

導し、病原性が著しく低下することを見出し

た。これらのことから、タバコ野火病菌では

タバコが獲得した高度なハーピン応答性防

御機構に対応するべく、ハーピン遺伝子に内

部欠損を加え、タバコからの認識を避け、病

原性を発揮してきたとの仮説を提唱した。こ

のように病原細菌と植物との進化の攻防の

一場面を明らかにすることができたが、シロ

イヌナズナにおける細菌 DNA やハーピンの

受容体分子の同定には至らなかった。 
 ハーピン以外のMAMPとしては、タイプ４

線毛ピリンのアミノ末端の配列が種を超えて

保存されていること，ピリンの欠損変異株

(∆pilA)と野生株をシロイヌナズナに接種した

場合に、ピリンの欠損変異株接種では弱い防

御応答しか誘導しないことから、ピリンは新

規MAMP候補である可能性を考え、そのエリ

シター活性の検定を試みてきたが、N-末端の

ペプチド合成は著しく高い疎水性のため成功

せず、同様な理由で大腸菌における組換えタ

ンパク質の精製にも至らなかった。また、

Agrobacteriumを用いたピリンの一過的発現も

バックグランドが高く、エリシター活性を評

価することはできなかった。本研究では、多

くのLRR-PK遺伝子のホモ挿入変異株シロイ

ヌナズナのリソースを得た。これらは今後活

用できると考えている。 
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