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研究成果の概要（和文）： 

植物は病原菌の感染に対して様々な抵抗性反応を示す。本研究では、イネをモデル植物とし
て用い、代表的な抵抗性反応である、抗菌性タンパク質の生産とファイトアレキシンと総称さ
れる抗菌性二次代謝産物の生産において、それぞれ重要な機能を果たしている転写因子である
OsWRKY53 と OsTGAP1 について、それらの標的遺伝子を同定するとともに、活性化機構を追
究し、植物における病害抵抗性発現機構を理解するための重要な知見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Plants respond to pathogen infection a variety of defense reactions. In this study, we investigated 

functional analysis of the key transcription factors OsWRKY53 and OsTGAP1 that are, respectively, 

involved in expression of antimicrobial proteins and production of phytoalexins in rice. According to 

chromatin immunoprecipitation-sequencing, the binding sites of OsWRKY53 and OsTGAP1 were 

identified comprehensively. Key information on activation mechanisms and interacting factors of these 

two transcription factors were also obtained.  
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１．研究開始当初の背景 

 植物の病害抵抗性には、病原菌特有の分

子パターン（MAMPs あるいは PAMPs と総称

される）であるキチンオリゴ糖、フラジェ

リン、リポ多糖などのエリシターにより誘

導される基礎的抵抗性と病原体由来の非病

原性遺伝子産物（AVR タンパク質）と植物

由来の抵抗性遺伝子産物（R タンパク質）

との相互作用により誘導される特異的抵抗

性が存在する。病原菌感染時に通常誘導さ
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れる基礎的抵抗性は、一般には、親和性病

原菌の侵入を阻止できるほど強力なもので

はないが、基礎的抵抗性を人為的に増強す

ることにより病害抵抗性の付与は可能であ

る。実際、R タンパク質依存の特異的抵抗

性は、基礎的抵抗性を特異的な機構で顕著

に増強することにより誘導される場合があ

る。オオムギのうどん粉病に対する R タン

パク質 MLA は、うどん粉病菌由来の AVR タ

ンパク質と相互作用することにより、基礎

的抵抗性を負に制御する WRKY 型転写因子

の機能を抑制し、結果として基礎的抵抗性

を病原菌感染特異的に増強しオオムギにう

どん粉病抵抗性を付与している。したがっ

て、基礎的抵抗性発現に至る情報伝達機構

の解明は、植物の病害抵抗性発現機構を総

合的に理解するためにきわめて重要である。

我々は、これまで、キチンオリゴ糖などの

エリシターのシグナル伝達系中流・下流の

解明を目的として、イネにおける代表的な

基礎的抵抗性反応である PR タンパク質と

総称される抗菌性タンパク質やファイトア

レキシンと総称される抗菌性二次代謝産物

の生産に至る情報伝達に関与する転写因子

の同定・機能解析を行ってきた。本研究で

は、我々が解析対象としてきたエリシター

応答性転写因子のうち、イネの病害抵抗性

において特に重要な機能を果たしていると

考えられる OsWRKY53 と OsTGAP1 の 2種につ

いて、下流標的遺伝子の網羅的同定や当該

転写因子自体の発現・作用機構の解明を行

い、OsWRKY53(抗菌性タンパク質の生産に関

与する分子スイッチの一つ）と OsTGAP1(フ

ァイトアレキシン生産を制御するマスター

転写因子）を介した病害抵抗性発現機構の

総合的理解を目指す。 

 

２．研究の目的 

 PR タンパク質の生産は、すでに述べたよ

うに代表的な基礎的抵抗性反応の一つで、

現在実用化されている病害抵抗性誘導剤は、

PRタンパク質を誘導することが示唆されて

いる。OsWRKY53 は、キチンエリシター処理

により早期に誘導される転写活性化因子で、

主に PR タンパク質の発現に関与すると考

えられ、過剰発現によりイネにいもち病菌

抵抗性を付与することから、イネの病害抵

抗性を制御する重要な分子スイッチの一つ

と考えられる。そこで、本研究では、クロ

マチン免疫沈降 (ChIP) と次世代型高速シ

ーケンサーを組み合わせた ChIP-sequence

により、OsWRKY53 の標的遺伝子を網羅的に

同定するとともに、OsWRKY53 遺伝子自体の

転写発現制御機構の解明、OsWRKY53 の翻訳

後修飾の解析、OsWRKY53 と相互作用する因

子の同定・機能解析等を行い、OsWRKY53 に

よる標的遺伝子の発現誘導機構の解明、

OsWRKY53を中心とした遺伝子ネットワーク

の解明を行う。また、本研究を行う過程で

見出した、イネの病害抵抗性を負に制御す

る転写因子である OsWRKY28 についても詳

細な特徴付けや過剰発現体の表現型の解析

を行い、当該転写因子の機能解明を試みた。 

一方、病原菌感染により誘導される抗菌

性二次代謝産物であるファイトアレキシン

の生産も、代表的な基礎的抵抗性反応の一

つである。最近、農業生物資源研究所の

Ohashi らと申請者らとの共同研究により、

親和性、非親和性イネいもち病菌がともに

ファイトアレキシンを分解・無毒化する能

力を持っているが、非親和性菌が侵入した

場合には親和性菌が侵入した場合より早期

にファイトアレキシン生産が誘導されるこ

と、イネにファイトアレキシンを前もって

処理しておくことにより親和性菌に対する

病害抵抗性を付与できることが明らかにな



 

 

った。以上の事実は、ファイトアレキシン

のレベルがイネの病害抵抗性の重要な制御

要因の一つであることを強く示唆している。

我々は、イネのゲノム情報を活用して、イ

ネのジテルペン型ファイトアレキシンであ

るモミラクトン類やファイトカサン類の生

合成経路の解明研究も行っており、その全

容を遺伝子レベルで明らかにしつつあるが、

最近、ジテルペン型ファイトアレキシン生

合成最上流のメチルエリスリトールリン酸

(MEP)経路の酵素遺伝子群から下流の

P450 酵素・デヒドロゲナーゼ遺伝子に至る

までの生合成酵素遺伝子全体の発現制御に

関与し、転写活性化能を有する bZIP 型の

マスター転写因子 OsTGAP1 を同定するこ

とに成功した。OsTGAP1 遺伝子のノック

アウト株培養細胞では、ファイトアレキシ

ン生合成遺伝子の発現抑制が確認され、過

剰発現株培養細胞では生合成遺伝子の発現

はエリシター未処理では微弱であるものの

キチンエリシター処理した場合は劇的な発

現の増強が見られた。実際、エリシター処

理した過剰発現株においてはモミラクトン

類やファイトカサン類の集積量は顕著に増

大し、コントロールの培養細胞にエリシタ

ー処理した場合の 5～10 倍にも達すること

が示されている。また、OsTGAP1 はファ

イトアレキシン生合成遺伝子だけでなく、

プロテアーゼインヒビター、ホスホリパー

ゼ D などの防御関連遺伝子の発現制御にも

関与していることが示唆されている。そこ

で、本研究の二つ目の課題として、

OsTGAP1 を中心とした遺伝子ネットワー

クの解明に向けて、ChIP-sequence による

OsTGAP1 の標的遺伝子の網羅的な同定、

OsTGAP1 の翻訳後修飾の解析、OsTGAP1

と相互作用する因子の同定・機能解析等を

試みることとした。また、ファイトアレキ

シン生産制御機構や生合成遺伝子の機能解

析に関連した研究テーマで、Iowa 州立大学

グループ、南京農業大学グループ、東京理

科大学グループと共同研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 解析対象としている 2 種の転写因子

(OsWRKY53, OsTGAP1)を恒常的に発現す

るイネ形質転換体培養細胞を作製する。それ

ら形質転換体細胞から調製したクロマチン

画分を材料とし、それぞれの転写因子を特異

的に認識する抗体を用いて行ったクロマチ

ン免疫沈降（ChIP）と次世代型高速シーケ

ンサーを組み合わせた ChIP-sequence、お

よび当該形質転換体培養細胞におけるキチ

ンエリシター応答性遺伝子のマイクロアレ

イ解析の結果を考え合せることにより、両

転写因子の標的遺伝子を網羅的に同定した。

また、両転写因子の翻訳後修飾の解析、両転

写因子と相互作用するタンパク質遺伝子の

酵母 two-hybrid 法等による探索も併せて行

い、両転写因子による標的遺伝子の発現誘導

機構、両転写因子それぞれを中心とする遺伝

子ネットワークの解明を試みた。イネのファ

イトアレキシンの定性・定量分析は、

LC-MS/MS システムを用いて行った。 

 

４．研究成果 

OsWRKY53 の標的遺伝子を網羅的に同定す

るため、HAエピトープ付加型 OsWRKY53 恒常

的発現株イネ培養細胞からクロマチン画分を

調製し、抗HA抗体を用いたChIPを行った。こ

うして得られた ChIP DNAの塩基配列を次世

代型高速シーケンサーを用いて網羅的に解

析し、多数の標的遺伝子を同定した。これら

の標的遺伝子には複数の転写因子遺伝子を含

む防御関連遺伝子が高い割合で含まれており、

OsWRKY53を起点とする、防御応答に関するシ



 

 

グナルカスケードが機能していることが示唆

された。また、OsWRKY53はキチンエリシター

により活性化されるMAPKカスケード 

(OsMKK4-OsMPK3/6)によりリン酸化されるこ

とが示された。そこで、OsWRKY53のN末端側に

存在する６カ所の予想リン酸化サイトを全て

アスパラギン酸残基に置換した、擬似リン酸

化体のOsWRKY53（OsWRKY53Asp）を発現するコ

ンストラクトを作製し、イネ培養細胞を用い

たレポーター・ジーンアッセイで転写活性化

能を検定したところ、擬似リン酸化により転

写活性化能が増強されることが強く示唆され

た。また、OsWRKY53標的候補遺伝子のうちで

WRKY型転写因子やキチナーゼ等をコードする

病害抵抗性への関与の可能性が高い7遺伝子

について, プロモーターへのOsWRKY53の結合

能の有無をゲルシフトアッセイにより調べた

ところ, 全ての遺伝子について結合が認めら

れた。さらに、OsWRKY53、及びOsWRKY53Asp

と相互作用するタンパク質を酵母two-hybrid

法等により探索したところ、VQ 

domain-containing proteinファミリーの一

種をコードする遺伝子（OsVQ）がOsWRKY53お

よびOsWRKY53Aspの相互作用因子候補として

得られた. OsVQとOsWRKY53および

OsWRKY53Aspの相互作用については，ゲルシフ

トアッセイにおいてOsVQタンパク質を共存さ

せることで，両タンパク質の結合により見ら

れるスーパーシフトが認められた。現在、組

み換えタンパク質を用いたpull-down assay

によっても解析を進めている。OsWRKY53Asp

を過剰発現させたイネ (AspOX) では、対照区

と比較した際のイネいもち病菌に対する抵抗

性の上昇が通常型OsWRKY53の過剰発現株 

(OX) よりも顕著に見られることも示された。 

イネの防御応答を負に制御する転写因子で

あるOsWRKY28についても機能解析を行った。

OsWRKY28過剰発現体イネではいもち病菌に抵

抗性が低下し、それを裏付けるように病原菌

感染後の防御遺伝子の発現も低下していた。

OsWRKY28が病原菌感染後早期に誘導されるこ

と、また防御応答は植物にとって負荷が大き

い生理反応であることを考え併せると、

OsWRKY28などの負の制御因子は、植物の防御

応答が過度の負荷にならないように調整する

機能を果たしている可能性が考えられる。 

一方、イネのジテルペン型ファイトアレキ

シンの生合成酵素遺伝子群の発現を制御する

マスター転写因子OsTGAP1についても、

OsTGAP1過剰発現体の作製を行うとともに、

OsTGAP1を特異的に認識する抗体を作製し、そ

れらを用いて、ChIP-sequenceによる標的遺伝

子の網羅的同定を試み、イネゲノム中におい

て約2700箇所のOsTGAP1の結合位置を同定

することに成功した。主要なジテルペン型フ

ァイトアレキシンであるモミラクトンやファ

イトカサンの生合成遺伝子はそれぞれ４番染

色体、２番染色体上でクラスターを形成して

いることが示されているが、興味深いことに、

これらのクラスター内の生合成酵素遺伝子に

ついては一部の上流域にのみ弱い結合が見ら

れただけで、遺伝子間領域およびクラスター

領域の両端に強い結合が見出された。このよ

うなクラスター領域の外側や遺伝子間領域に

おける結合が、クラスター内の遺伝子の転写

制御において重要な意味を持っている可能性

があり、更なる追究が必要と考えられる。 

我々はOsTGAP1が関与する転写制御機構

について、知見を得るためOsTGAP1の相互作

用タンパク質の酵母two-hybrid システムによ

るスクリーニングを行い、ヒストン修飾やク

ロマチンリモデリングに関与することが予想

されるENT-domainを有するタンパク質を同

定した。この事実はクラスター領域の外側や

遺伝子間領域に結合したOsTGAP1を足掛か

りにENT-domainタンパク質がクラスター領



 

 

域に結合し、この領域のヒストン修飾の変化

やクロマチンリモデリングを引き起こし、そ

の結果クラスター全体の転写が活性化される

ような機構が存在している可能性を示してい

るのかもしれない。 

一方、ジテルペン型ファイトアレキシン生

合成酵素遺伝子については、MEP経路の初発

段階を触媒するデオキシキシルロースリン酸

合成酵素をコードするOsDXS3のみについて、

転写開始点付近に明確なOsTGAP1の結合が

見出された。そこで、OsDXS3に注目し、その

転写制御機構を詳細に解析することにした。

OsDXS3の転写開始点付近に存在する結合領

域には、OsTGAP1の予想結合配列である

TGACG-motif (TGACGT)が２つ近接して存在

していた。まず、ゲルシフトアッセイにより、

OsTGAP1はこれら２つのTGACG-motifを認識

し、結合していることが示された。さらにレ

ポーター・ジーンアッセイにより、これらの

２つのTGACG-motifがエリシター未処理時の

プロモーター活性に関与していることが明ら

かになった。 

以上に加えて、Iowa州立大学グループ、

とは、イネのファイトカサン生合成遺伝子

クラスターに存在するシトクロムP450酵素

遺伝子の機能解析、南京農業大学グループ

とは、イネのシトクロムP450酵素遺伝子

CYP71Z2の機能解析、および微生物由来の

タンパク質エリシターのファイトアレキシ

ン誘導作用、東京理科大学グループとは、

イネのファイトアレキシン生産の制御にお

けるカルシウムイオンチャンネルの機能に

ついて共同研究を行った。 
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