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研究成果の概要（和文）：キチン受容体を介した植物免疫シグナル伝達機構について検討し、リガンドであるキチンオ
リゴ糖による受容体2量体形成、活性化機構を明らかにした。また、受容体の自己リン酸化部位とその機能を解析し、
キチン応答に重要な部位を見出した。受容体直下でシグナル伝達系を制御する細胞質型受容体キナーゼ（RLK）PBL27を
見出すとともに、植物免疫受容体はキナーゼの基質特異性によって異なるRLKを利用していることを示した。構造的に
類似したキチン受容体と共生シグナル受容体が下流のシグナル伝達系を切り分けている構造基盤を明らかにするととも
に、これらの進化的関連を推測する上で重要な新知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Plant immune signaling mediated by chitin receptor was the subject of this 
project. Molecular mechanism of ligand-induced receptor dimerization and activation was clarified by 
biochemical and NMR studies. CERK1 autophosphorylation sites required for chitin responses were also 
identified. A cytoplasmic receptor-like kinase (RLK), PBL27, was shown to regulate chitin-induced gene 
expression and callose accumulation. It was also suggested that the signaling receptor kinases choose 
downstream RLKs based on their substrate specificity. Structural basis for the switching of defense and 
symbiotic responses by the kinase domains of LysM receptors was clarified. Dual function of a LysM 
receptor, OsCERK1, in defense and mycorhizal symbiosis was revealed, indicating close evolutional 
relationships of LysM receptors serving for these apparently opposite responses.

研究分野：農学・境界農学・応用分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
植物は動物に見られるような特化した免
疫系をもたない。その一方で、植物は自然環
境下で多くの潜在的病原菌にさらされてい
るにもかかわらず容易には感染・発病しない
ことが知られている。こうした植物のもつ基
礎的な病害抵抗性の主要な要因として注目
されているのが、MAMPs＊認識に基づく生体
防御系の存在である。この生体防御系は、細
菌の鞭毛タンパク質であるフラジェリンや
菌類細胞壁のキチンなどを認識することで
微生物の侵入を検出し、さまざまな防御応答
を開始することによって侵入微生物を排除
する機能をもっている。MAMPs 認識に基づ
く植物の生体防御系は動物の先天性免疫系
とさまざまな点で類似性が認められ、こうし
た点からも植物の生体防御機構を「植物免
疫」として位置づける考え方が一般化しつつ
ある。 
（＊Microbe-Associated Molecular Patterns、
PAMPsともいう。種々の微生物に共通して存
在するが高等動植物には存在しないような
分子をいう） 

図１．植物のパターン認識受容体   
Zipfel, Curr. Opinion Immunol., 20, 10 (2008) 
 
MAMPs 認識に関わる受容体（パターン認識
受容体）に関しては、フラジェリンペプチド
受容体（FLS2）が 2000 年にスイスのグルー
プによって初めて報告された。その後、同じ
グループによって原核生物特有の翻訳伸長
因子（EF-Tu）の受容体（EFR）が発見され、
この２つが細菌に対する代表的なパターン
認識受容体となっている。一方、植物病原菌
として重要な真菌類を認識する受容体に関
しては、ある種の菌類が分泌するキシラナー
ゼに対する受容体が報告されているものの、
広範な菌類をカバーするパターン認識受容
体は不明であった。申請者らはこれまでに、
菌類細胞壁の骨格を形成するキチンの断片
（キチンオリゴ糖）が広範な植物細胞に作用
して防御応答を誘導することを報告すると
ともに、キチンオリゴ糖に対する特異的受容
体が植物細胞膜に存在することを報告して
きた。申請者らは、このキチン受容・伝達に
不可欠な２種類の受容体分子を世界に先駆
けて同定し、それぞれ CEBiP（Kaku et al., 
PNAS, 103, 11086 (2006)）および CERK1（Miya 
et al., PNAS, 104, 19613 (2007)）と命名した。 

CEBiPはそのキチンオリゴ糖に対する特異的
な結合性をもとに、イネ細胞膜から生化学的
手法によって単離された。CEBiPはそのアミ
ノ酸配列から、細胞外ドメインにキチン結合
部位と予想される LysMモチーフを持ち、短
い膜貫通ドメインを持つと予測されたが、細
胞内ドメインの存在は示されなかった。この
ことから、細胞内へのシグナル伝達には別の
分子が関わっていることが予測され、こうし
た推測に基づく逆遺伝学的解析からシロイ
ヌナズナ CERK1 が同定された。CERK1 は
CEBiP同様、細胞外ドメインに LysMモチー
フをもつ受容体様キナーゼであり、この変異
によりキチンオリゴ糖に対する応答性が完
全に失われることから、キチンシグナル伝達
で中心的な役割を担うことが明らかになっ
た。これらのことから、CEBiP と CERK1 は
真菌類のMAMPsを認識する代表的な受容体
として位置づけられている（図１）。一方、
大変興味深いのは、CEBiP や CERK1 がマメ
科植物の根粒形成誘導因子である nod-factor
（根粒菌が分泌するキチンオリゴ糖誘導体）
受容体の NFR1などと非常によく似た構造を
もつことである。このことはキチン受容体と
nod-factor 受容体が分子進化上で密接な関係
をもつことを示しており、類似したリガン
ド・受容体がどのようにして微生物の排除あ
るいは共生という正反対の応答を誘導する
のかという興味深い問題を提起している。 
 
２．研究の目的 
以上のように植物のパターン認識受容体
の同定が急速に進展する一方で、リガンドで
あるMAMPsの結合がどのようにして受容体
の活性化につながるのか、また、受容体下流
のシグナル伝達系の起動に結びつくのかに
関してはほとんど分かっていない。本研究に
お い て は 、 キ チ ン オ リ ゴ 糖 に よ る
CEBiP/CERK1 型受容体の活性化、下流のシ
グナル伝達系の起動、防御応答誘導の分子機
構を明らかにすることを目的とした。また、
上に述べたような nod-factor による根粒形成
誘導系との分子的接点についても検討する
こととし、以下の 4点を当初の目標とした。 
(1)それぞれの植物において、CEBiP、CERK1
型分子の両方が必要なのかを明らかにする。
CERK1 型受容体キナーゼ自身がキチンオリ
ゴ糖結合活性をもつかどうかを明らかにす
る。 
(2)CEBiPおよび CERK1型分子が受容体複合
体を形成するか、また、キチンオリゴ糖はど
のようにして受容体を活性化するかを明ら
かにする。 
(3)受容体直下流を中心にシグナル伝達系の
新規因子を探索し、それらの機能解析を行う。
また、防御応答制御におけるMAPKカスケー
ドの位置づけを明らかにする。 
(4)防御応答誘導と共生に向かう経路の切り
替えの機構についての知見を得る。 
 



３．研究の方法 
(1)CERK1と CEBiP型分子の両方の存在がシ
ロイヌナズナのキチン応答に必須かを知る
ため、シロイヌナズナ CEBiPホモログの役割
を変異体や発現タンパク質のキチン結合性
から検討した。CERK1自身がキチン結合性を
もつかを異種発現系を用いて調製したタン
パク質を用いて調べた。 
(2)受容体複合体形成の可能性を種々の相互
作用解析手法により検討した。また、キチン
オリゴ糖による活性化機構を受容体キナー
ゼの自己リン酸化を指標として解析した。シ
グナル伝達における自己リン酸化の意義に
ついても並行して解析した。 
(3)Y2H などにより CERK1 型受容体キナー
ゼ細胞内ドメインと相互作用する因子を探
索し、それらの生化学的、生物学的機能を解
析した。MPK3/6の KO-KD形質転換体を用い
て、防御応答におけるMAPKカスケードの役
割を調べた。 
(3)キチン受容体と nod-factor 受容体の分子進
化的関連を調べるため、キメラ受容体を用い
た nfr1 変異体の相補実験や、OsCERK1 欠損
イネにおける菌根菌共生への影響などを調
べ、防御と共生応答の分子的接点を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)植物間でのキチン受容体の差異 
モデル植物であるイネとシロイヌナズナに
おいて、キチン受容・シグナル伝達にCEBiP
、CERK1の2つの分子が必要とされるかどうか
調べた結果、イネではこれら2つの分子が必要
であるのに対し、シロイヌナズナではCEBiP
を必要としないことが分かった。さまざまな
生化学的実験から、シロイヌナズナでは
CERK1自身がキチン結合性を持つのに対し、
イネのOsCERK1は結合性を示さないことが
明らかになったことから、イネとシロイヌナ
ズナではキチン受容体の分子構成とそれぞれ
の機能が異なることが示唆された(Shinya et 
al., 2012)。また、シロイヌナズナのAtCEBiP
は生化学的性質がイネのCEBiPときわめて類
似しているにもかかわらずCERK1を介したキ
チン応答には関与していなかった。その一方
で、AtCEBiP欠損変異体では病害抵抗性が優
位に低下することから、AtCEBiPは通常のキ
チン応答とは異なる形で植物免疫に関わるこ
とが示唆された(Narusaka et al., 2013)。 
(2)キチンオリゴ糖による受容体活性化機構 

2種類の LysM型分子、 CEBiPおよび
OsCERK1からなるイネキチン受容体の活性
化機構を調べた結果、CEBiPへのキチンオリ
ゴ糖の結合により、これら2種類の分子が受容
体複合体を形成することを明らかにした
(Shimizu et al., 2010)。また、CEBiP細胞外ドメ
インへのキチンオリゴ糖の結合を、NMRやさ
まざまな生化学的手法で解析した。その結果
、2分子のCEBiPが細胞外ドメインの中央部に

存在するLysM構造を通じて、1分子のキチン
オリゴ糖をサンドイッチ状に挟み込むように
して複合体を形成することが受容体活性化の
引き金となることを明らかにした(Hayafune et 
al., 2014)。これらの結果は、リガンドによる
受容体活性化のユニークな機構を示すものと
して興味深い。 
受容体の活性化と下流のシグナル伝達起動
には、CERK1受容体キナーゼの自己リン酸化
が必須であることが分かっていることから、
自己リン酸化部位とその機能の解析を進めた
。その結果、in vitroで30か所のSer/Thrおよび
10ヵ所のTyr残基がリン酸化されることを見
出した。また、これらのうちかなりの部分が
in vivoでもリン酸化されていることを確認し
た。これらのリン酸化部位をAlaあるいはPhe
に置換したCERK1遺伝子をcerk1変異体に導
入し、キチン応答を調べた結果から、複数の
自己リン酸化部位がキチン応答に大きな影響
を与えることが明らかになった。 

(3)キチン受容体下流のシグナル伝達系因子

の解析 

キチン受容体CERK1直下のシグナル伝達機
構を明らかにするため、CERK1と直接相互作
用し、キチンシグナル伝達に関わる細胞質型
受容体様キナーゼ（RLCK）の探索を行った。
イネにおいてキチンシグナル伝達に関わるこ
とが示されているRLCK185のシロイヌナズナ
ホモログPBL27の機能解析を行ったところ、
PBL27は原形質膜においてCERK1と相互作用
し、キチンシグナル伝達および病害抵抗性に
寄与することが明らかになった。PBL27の
MAMP応答に対する寄与をさらに明らかにす
るため、キチンオリゴ糖およびフラジェリン
ペプチドflg22による活性酸素生成、カロース
蓄積、防御応答関連遺伝子発現を調べた結果
、PBL27ノックアウト変異体ではキチン誘導
性のカロース蓄積や防御応答関連遺伝子発現
が低下している一方で、flg22に対する応答は
影響を受けていないことが明らかになった。
FLS2/BAK1を介したflg22シグナル伝達では
別のRLCKであるBIK1が重要な役割をしてい
ることが知られていることから、これらの結
果は異なるタイプのパターン認識受容体（
PRR）は下流のシグナル伝達に異なるRLCK
を利用していることを示唆している。この点
をさらに明確にするため、大腸菌で発現した
CERK1およびBAK1,FLS2それぞれのキナー
ゼドメインによるPBL27,BIK1のリン酸化を
調べたところ、CERK1が選択的にPBL27をリ
ン酸化したのに対し、BAK1はBIK1を選択的
にリン酸化した。これらの結果は、異なるPRR
はそのキナーゼドメインの基質特異性に基づ
いて異なるRLCKを選択・利用しているという
ことを示唆している。 



以上の検討から、植物のパターン認識受容体
がそのキナーゼの基質特異性にもとづいて下
流のシグナル伝達系因子を使い分けていると
いう興味深い事実を示すことができた 
(Shinya et al., 2014)。 

(4)防御応答と共生応答の進化的関連および

そのシグナル伝達の切替えの機構 

植物のLysM型受容体分子に属するCEBiPや
CERK1はキチンを認識して免疫応答を誘導す
る。一方、構造的に類似した、マメ科植物の
LysM型受容体であるNFR1やNFR5は、根粒菌
の分泌する共生シグナルであるNod-factorを
認識し、根粒形成を誘導する。本課題では、
これらのLysM型受容体のキナーゼドメイン
が極めて類似したアミノ酸配列を持つことに
注目し、キナーゼドメインの部分的置換を行
ったキメラ分子を利用したミヤコグサnfr1変
異体の相補実験により、キナーゼドメイン中
の特徴的アミノ酸配列、YAQの有無が下流の
免疫応答と共生応答の切り分けにつながって
いることを明らかにした（Nakagawa et al., 
2011）。このことは、このYAQ配列の獲得が
根粒菌共生の進化過程の重要なイベントであ
ったことを示唆するものであった。一方、そ
の後の検討から、このYAQ配列は根粒菌共生
をしないさまざまな植物のCERK1ホモログ中
にも保存されていることが明らかになった。
このことと、多くの陸上植物が菌根菌と共生
すること、また、菌根菌共生と根粒菌共生は
シグナル伝達系上流部分で共通した経路を必
要とすることを考え合わせると、YAQ配列を
有するこれらのCERK1ホモログがキチン応答
に加えて、菌根菌共生にも関与することが示
唆された。こうした可能性を実験的に検証す
るため、キチン誘導性の免疫応答に必須であ
ることが知られている、イネのOsCERK1のノ
ックアウト変異体を作出し菌根菌に対する応
答を検討した結果、OsCERK1はキチン応答に
必須であるだけでなく、菌根菌共生にも必要
であることが明らかになった (Miyata et al., 
2014)。この結果は、単一の受容体キナーゼが
免疫応答と共生応答という対照的な生物機能
に関わるという極めて興味深いものであり、
植物・微生物の共生に関わる受容体、シグナ
ル伝達系の進化を考える上で極めて重要な示
唆を与えるものと考えられる。 
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