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研究成果の概要（和文）：イネの病害抵抗性の制御因子である OsPti1a は、細胞膜上で複合体を

形成している。OsPti1a 複合体の動態について解析したところ、OsPti1a の機能はこの複合体へ

の可逆的な結合による制御ではなく、複合体内での相互作用による制御である可能性が示唆さ

れた。また、複合体の構成因子候補因子として、細胞膜型プロトンポンプである OSA タンパク

質を同定し、遺伝学的な解析により細胞膜型プロトンポンプがエリシター応答における初期反

応に関与している可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：OsPti1a, which is a negative regulator of defense responses in 

rice, forms a protein complex at plasma membrane. The dynamics of OsPti1a-associated 

protein complex was investigated. As a result, it was indicated that OsPti1a functions 

through protein modification in the complex. Additionally, we identified an Osa protein, 

which encodes plasma membrane H+-ATPase, as a candidate factor included in the protein 

complex. Our analysis revealed that the Osa is involved in the early response to elicitor 

treatment. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

植物が病原体に対して抵抗性を示す潜在能

力を持っていることは広く知られている。こ

れまでに病害抵抗性応答の分子機構の解明へ

向けて、病害抵抗性制御因子のスクリーニン

グが精力的に行われ、抵抗性(R)遺伝子をはじ

め、病原体の認識に関わる因子の同定が進め

られてきた。その結果、認識に関わる受容体

タンパク質の構造は植物種を超えて非常に高

く保存されていることが明らかとなり、その

類似性から下流のシグナル経路も共通してい

ることが示唆された。しかしながら、病原体

の認識から抵抗性反応に至るシグナル伝達の

分子機構は依然として不明である。 

我々は、これまでにイネにおいて OsPti1a

が病害抵抗性反応を負に制御する因子である
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こと、また OsPti1a は R タンパク質によるシ

グナル制御に深く関与していることを明らか

としてきた。さらに、OsPti1a が制御因子と

して機能するためには、細胞膜上で複合体を

形成する必要があることを見出した。しかし、

OsPti1a により病害抵抗性発動制御の分子機

構については不明である。そこで、OsPti1a

を含むタンパク複合体の正体を解明するた

め、OsPti1a と細胞膜上で相互作用する因子

を免疫沈降法により精製し、候補因子の一つ

として細胞膜プロトンポンプ（H+-ATPase）を

コードする Osa 遺伝子を同定した。 

病害抵抗性反応を引き起こす病原体等の成

分(エリシター)に対する植物の応答の一つと

して、細胞内 pH の変化(培地のアルカリ化)

が知られており、この反応に細胞膜プロトン

ポンプが重要な機能を果たしていることが示

唆されている。また、遺伝学的な解析から、

シロイヌナズナの細胞膜プロトンポンプであ

る、AHA1/AHA2 は病害抵抗性応答の抑制因子

であり、かつ R タンパク質の活性化に重要な

RIN4タンパク質の相互作用因子としても知ら

れおり、抵抗性の誘導に関与していることが

報告されている。しかしながら、病害抵抗性

における細胞膜プロトンポンプの機能および

その役割、制御機構などその正体については

まだほとんど分かっていない。 

 

２． 研究の目的 
 

OsPti1a の機能に必須と考えられる膜複合

体に着目し、構成候補因子の機能解析を進め

る。特に、病害抵抗性誘導シグナルに関与し

ていることが強く示唆される、細胞膜プロト

ンポンプファミリーである Osa 遺伝子を中心

に解析を進めるとともに、膜複合体構成候補

因子について順次解析を進め、OsPti1a によ

る病害抵抗性発動制御の分子機構を明らかと

することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 

(1) 病害抵抗性の誘導時における、OsPti1a

を含む膜複合体の動態について解析するた

め、イネ種子由来の培養細胞を用いてエリシ

ター処理を行い、病害抵抗性の誘導時におけ

る膜複合体の経時的な動態についてゲル濾過

法により解析した。 

 

(2) Osa 遺伝子はゲノム情報から遺伝子フ

ァミリーを形成していると考えられ、これら

の遺伝子間で機能の重複が予測される。しか

し、ノックアウト変異体を解析したところ、

Osa は遺伝子ファミリー間での機能の重複性

は見られないことが示唆された。そこで、細

胞膜プロトンポンプである OSA が、イネにお

いて病害抵抗性の誘導に関与するか解析す

るため、変異をホモに持つ osa 変異体種子か

ら培養細胞を作成し、エリシター応答を解析

した。また、osa 変異体ならびに ospti1a 変

異体のそれぞれヘテロ個体同士を交配し、二

重変異体を作成した。 

 

(3) 相補試験ならびに過剰発現体の獲得の

ため、Osa 遺伝子をトウモロコシ UBQ プロモ

ーターにつないだコンストラクトを作成し、

osa ホモ変異体および野生型である日本晴、

また ospti1a 変異体に形質転換し、エリシタ

ー応答ならびに病害抵抗性について解析し

た。 

 

(4) Osa以外の膜複合体候補因子の同定にむ

け、単離されている候補因子について、Yeast 

two hybrid 法により OsPti1a と相互作用する

因子を探索した。 

 
４．研究成果 
 

病害抵抗性の発動時におけるOsPti1aを含



 

 

む膜複合体の動態について解析した結果、エ

リシター処理 10 分～180 分後では、OsPti1a

複合体の分子量に変化はみられなかった。

ospti1a 変異体では、この時間内にエリシタ

ー処理に対する生理応答が野生型とは異な

るにもかかわらず、複合体の分子量が変わら

なかったことは、OsPti1a の機能は複合体へ

の可逆的な結合による制御ではなく、複合体

内での相互作用による制御である可能性が

考えられた。 

osa 変異体培養細胞では、無処理時の培地

の pH がそもそも野生型に比べ高い傾向が観

察された。このことは OSA の機能欠損により

H+の細胞外への排出効率が低下しているた

めと考えられた。一方、エリシター処理によ

る培地のアルカリ化は、osa 変異体でも同様

に観察された。しかしながら、エリシターに

対する感受性は osa 変異体で高く、OSA がエ

リシター応答における初期応答に関与して

いる可能性が強く示唆された。Osa 遺伝子を

過剰発現させたイネでは、イネいもち病菌に

対する抵抗性の程度には差は見られなかっ

た。 

OsPti1a と Osa の遺伝的相互作用を調べる

ため、OsPti1a 欠損変異体に Osa 遺伝子を過

剰させた形質転換体を作成したが、OsPti1a

欠損変異体で見られる自発的な抵抗性反応

の誘導に変化は見られなかった。細胞膜型プ

ロトンポンプの活性の制御は転写だけでは

なく、リン酸化等による転写後制御が重要で

あることが示されている。そのため、過剰発

現だけでは十分な機能の増強には到らない

可能性も考えられた。そこで、機能欠損によ

る影響を調べるため、ospti1a-osa 二重変異

体を作成し、F2種子を得た。今後、両遺伝子

の機能欠損が抵抗性反応に与える影響を解

析予定である。 

Osa 以外の OsPti1a 複合体候補因子を同定

するため、さらに単離されている複合体候補

因子 10 個について、Yeast two hybrid 法に

よりOsPti1aと相互作用する因子を探索した

が、直接相互作用するものは得られなかった。 
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