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研究成果の概要（和文）：植物は、微生物のもつ特有の分子（MAMPs/PAMPs）を認識して、様々な防御応答を誘導する
。これまで我々は真菌の細胞壁構成多糖であるキチンの断片がMAMPとして機能することを報告してきた。本研究では構
造の異なる2種類のLysM受容体（CEBiPとOsCERK1）の複合体形成がイネキチンシグナル応答系に重要であり、CEBiPが糖
リガンドの主要な結合分子であること、またCEBiPの特定のLysMドメイン及びアミノ酸残基がキチンの結合に関与する
ことを明らかにした。さらに我々はCEBiPがサンドイッチ型に糖リガンドを挟むように二量体形成することがシグナル
応答系の起動に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plants have the ability to recognize microbe/pathogen-associated molecular pattern
s (MAMPs/ PAMPs) and initiate various defense responses. Chitin, a major component of fungal cell wall, is
 a representative fungal MAMP and triggers defense signaling in a wide range of plant species. 
We identified two types of LysM-receptors, CEBiP and OsCERK1, which play important roles for chitin oligos
accharide-induced defense signaling in rice. In this study, we found that the heteromeric receptor complex
 of CEBiP and OsCERK1 is essential to activate its downstream signaling in rice and GPI anchored protein, 
CEBiP, is a major protein for ligand perception. We also found that one of the LysM domains in the extrace
llular region and the isoleucine residue in position 122 are the critical site/position for chitin binding
 in CEBiP. We also indicated that the sandwich typed dimerization of CEBiP is required for chitin mediated
 signal transduction in rice.
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１．研究開始当初の背景 
 植物は動物のようなマクロファージを中
心とした自然免疫系やリンパ球を介した獲
得免疫系を持っていない。しかし、植物は病
原菌の細胞表層を構成する分子や病原菌が
分泌するさまざまな分子（エリシター）を認
識して防御応答を開始する能力をもつこと
が知られている。近年、これまでエリシター
と呼ばれてきた分子の多くが動物の自然免
疫 で Pathogen/Microbe-Associated   
Molecular Patterns (PAMPs/MAMPs) と呼ば
れる分子群と共通する構造や位置づけをも
ち、また、植物の基礎的病害抵抗性で重要な
役割を果たしていることが明らかになって
きた。 
我々は、イモチ病菌を含む多くの菌類の細

胞壁に共通して存在する MAMP の一つである
キチンに注目し、この断片がイネ培養細胞に
おいて活性酸素生成、防御応答関連遺伝子の
発現、抗菌性物質の合成などの多様な防御応
答を誘導する強いエリシター活性をもつこ
とは明らかにした（Shibuya & Minami, 
Physiol. Mol. Plant Pathol. 2001）。これ
らの防御応答は、キチンオリゴ糖の重合度
（６量体以上）と構造に高い特異性を示し、
イネ細胞にはキチンオリゴ糖エリシターに
対する特異的受容体が存在すると確信した。
これまで我々はこの応答系に関わる2種類の
LysM 受容体（CEBiP（Chitin elicitor binding 
protein，Kaku et al, PNAS,2006）と OsCERK1
（Chitin Elicitor Receptor Kinase 1）を
同定した。しかしこれらの受容体分子の詳細
な特性、受容体の糖鎖認識メカニズム及びそ
のシグナル応答系の起動との関連性が不明
である。 
 
２．研究の目的 
我々はイネにおける CEBiP 及び OsCERK1 受

容体の特性とそのリガンド受容の分子機構
を明らかにすることを目的として解析を行
い、この研究により得られた成果が、高機能
型のキチンオリゴ糖エリシター受容体の開
発につながり、植物自身のもつ免疫能力を強
化し、化学農薬に頼らない「安全・安心」な
耐病性植物（作物）の作出を可能にし、今後
の食糧問題の解決につながると期待してい
る。 
 
３．研究の方法 
① イネキチン受容体である OsCERK1 の C

末側に Myc を付加したイネ形質転換体

（ OsCERK1-Myc ） を 作 製 し た 。 こ の
OsCERK1-Myc の膜画分を用い、免疫沈降法に
よりCEBiPとの複合体形成の可能性について
調べた。 
② イネの膜画分を単離し、ホスホリーパ

ゼ C による処理を行い、CEBiP 及び OsCERK1
型分子の特性解析を行った。 
③ CEBiP の糖鎖認識に関わる部位を検索

するため、CEBiP の細胞外領域にある複数の
LysM をそれぞれ欠失させた変異体あるいは、
非キチン結合性のCEBiP型分子のものと入れ
替えた変異体タンパク質をベンサミアナタ
バコの葉で一過的に発現させ、それらの
CEBiP 改変タンパク質のキチンオリゴ糖への
結合性を親和性標識実験にて調べた。 
④ 受容体キナーゼ型構造を持つ OsCERK1

のキチンに対する結合活性の有無は、コルロ
イダルキチンとの結合反応性により測定し
た。 
⑤ シロイヌナズナ CERK1 の X線構造解析

の情報に基づいて、CEBiP の分子モデリング
を行い、リガンドドッキングシミュレーショ
ンを行い、CEBiP のリガンド結合に関わるア
ミノ酸残基を推測し、それらのアミノ酸残基
をアラニンに置換することにより、キチンに
対する結合活性について解析した。 
 

４．研究成果 

 ① CEBiPがGPIアンカータンパク質であ

り、受容体キナーゼ型OsCERK1と異なる構造を

持ち、この両分子が、協同してイネのキチン

シグナル応答系の起動に重要である事を明ら

かにした。 

② CEBiPの細胞外領域に局在する複数

LysMドメイン（LysM）中の中央にあるLysMが

キチンの結合に活性を持つことを明らかにし

、また、CEBiPのC末端側の80アミノ酸残基を

削除したベンサミアナタバコ発現変異体にお

いても、キチンリガンドに対する結合性を保

持していた。 

  ③ OsCERK1がコロイダルキチンに結合

する活性を持たず、構造的相同性の高いシロ

イヌナズナAtCERK1とは異なる性質であるこ

とを明らかにした。このことは植物間には、

キチンエリシターシグナルの受容形態に違い

がある応答系が存在するという重要な知見を

得た。 

 ④ 分子モデリングにより作成された

CEBiP受容体とリガンドとのドッキングシミ

ュレーション解析を行った結果、キチンの結



合に関わるアミノ酸残基を推測した。特定の

アミノ酸残基をアラニンに置換した変異体タ

ンパク質の解析の結果、122番目のイソロイシ

ン残基がリガンドの結合に重要であることを

明らかにした。またイソロイシンの側鎖の鎖

長の変化がリガンドの結合性に深くかかわる

ことを明らかにした。 

 ⑤ イネのキチン受容体であるCEBiPは

GPIアンカータンパク質である。このCEBiPの

細胞膜における動態を調べるために、キチン

結合活性が保持され、且つCEBiPの細胞外領域

に蛍光タンパク質（GFP）が付加可能な部位の

探索を行った。その結果、キチンオリゴ糖と

の親和性標識実験から、キチン結合能を保ち

ながら、蛍光タンパク質が付加可能な2つの部

位を見つけることができた。またスプリット

YFPをそれぞれ付加したCEBiPをベンサミアナ

タバコ発現させた結果、YFPタンパク質の融合

による蛍光を観察することを明らかにした。

この実験により、細胞膜におけるCEBiPおよび

OsCERK1の複合体形成の解析の可能性をしめ

した。 
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