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研究成果の概要（和文）：急激な活性酸素種 (ROS) は、植物免疫応答に重要はシグナルとして機能する。植物のNADPH
オキシダーゼであるRBOHのN末端側が、カルシウム依存性プロテインキナ－ゼ (CDPK) により直接リン酸化されて活性
化される。本研究では、RBOHのリン酸化動態を可視化するバイオセンサーを作製し、病原菌が感染した細胞でRBOH活性
を時空間的に観察することを目的とした。本センサーは、リン酸化に応答して蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET) が起こ
るように設計されている。センサー構造の最適化を試みたが、FRETに基づく十分な蛍光強度が得られなかった。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS) are important signaling molecules in plant 
immunity. Plant NADPH oxidase is termed as respiratory burst oxidase homologue (RBOH). Previously, we 
found that a calcium-dependent protein kinase (CDPK) activates RBOH by direct phosphorylation of the 
N-terminal region. Here, we tried to optimize a biosensor to patio-temporally monitor phosphorylation of 
the RBOH by CDPKs. However, we could not obtain fine construct of the sensor to generate enough intensity 
of fluorescence based on fluorescence resonance energy transfer (FRET).

研究分野： 植物免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 活性酸素種 (ROS) の生成は、主に原形
質膜に存在する NADPH オキシダーゼであ
る RBOH (respiratory burst oxidase homolog) 
によって引き起こされる (①)。RBOH は、
転写レベルに加え、翻訳後修飾により活性
調節されることが知られていた。申請者は、
ジャガイモ StRBOHB の N 末端側に存在す
る 82 番目および 97 番目のセリン残基のリ
ン酸化が活性化に必要であり、疫病菌の接
種やエリシター処理により少なくとも
Ser82 がリン酸化されることを見いだした 
(②)。さらに、カルシウム依存性プロテイ
ンキナ−ゼである StCDPK5 が、Ser82 およ
び Ser97を in vivoでリン酸化することを世
界に先駆けて報告してきた (②)。その後、
シロイヌナズナにおいても RBOH がリン
酸化されること、複数の CDPK が RBOH
の活性調節に関わることが相次いで報告
された(③、④)。しかし、CDPKによるRBOH
のリン酸化を実際にイメージングした例
はない。RBOH のリン酸化をモニターする
バイオセンサーを作製して植物細胞に導
入することにより、世界で初めてライブ画
像によりリン酸化状態の動態を一細胞レ
ベルで明らかにできる。本研究により、
RBOH活性化に関わるシグナルの分子基盤
を構築する。 
 
２．研究の目的 
 植物は病原菌の攻撃に応答して急激な
ROSの生成を引き起こす。この反応はROS
バーストと呼ばれ、過敏感反応において重
要な役割を果たす。ROSバーストは、NADPH 
オキシダーゼである RBOHによって引き起
こされる。これまでに、RBOHのN末端側が、
カルシウム依存性プロテインキナ－ゼ 
(CDPK) により直接リン酸化されて活性化
されることを発見した。本研究では、RBOH
のリン酸化状態の動態を一細胞レベルで明
らかにできるバイオセンサーを構築し、新
たなシグナルネットワークの発掘を可能に
する先駆的モデルを提示する。 
 
３．研究の方法 
(1) StRBOHBの82番目のリン酸化セリン残
基は、他のRBOHメンバーにも共通に存在す
るCDPKのリン酸化モチーフを含んでいる。
本研究では、申請者がこれまで取り組んで
き た ジ ャ ガ イ モ の StRBOHB あ る い は
NbRBOHBを用いる。まず、バイナリーベク
ターにエフェクターとして働く恒常活性型
変 異 体 StCDPK5-CA と 非 活 性 型 の
StCDPK5-CA-K/Mを35Sプロモーターの下
流に挿入する。StRBOHB由来のN末端側断
片、リン酸化セリン認識ドメイン、そして2
種類の蛍光タンパク質として、mVenus 
(YFP)とmCerulean (CFP) を連結したコンス

トラクト  (バイオセンサー) をもう一方の
35Sプロモーターの下流に挿入する。 
 FRETの強度には、２種の蛍光タンパク質間
の距離と角度が重要であることが知られてい
る。より反応の安定した高感度なバイオセン
サーを得るには、リン酸化に依存して生体内
で２種の蛍光タンパク質が理想的な配置をと
る構造を探索する必要がある。そこで、
StRBOHBのN末端側でリン酸化ペプチド抗体 
(抗pSer82 抗体) により検出される82番目の
セリンを含み、in vitroでリン酸化が確認され
ているRBOH断片を作成し、その周辺配列の
長さを検討する。このバイナリーベクターを、
アグロインフィルタレーション法によってベ
ンサミアナに導入して発現させる。葉組織か
ら粗抽出液を調製し、マルチプレートリーダ
ーを用いてFRET蛍光 (YFP/CFP) の強度を測
定し、効率よくFRET反応が起こるコンストラ
クトを作製する。 
(2) バイオセンサーをベンサミアナ、ジャガイ
モに導入し、蛍光顕微鏡あるいは共焦点レー
ザー顕微鏡で解析する。これらの実験により、
病害シグナルに応答したRBOHの活性化を時
空間的に解析する。 
 
４．研究成果 
 植物は、病原菌の攻撃に応答して急激な
ROS の生成を引き起こす (⑤)。この免疫反応
は ROS バーストと呼ばれ、過敏感反応におい
て重要な役割を果たすことが知られている。
ROS バーストは、主に NADPH オキシダーゼ
である RBOH によって引き起こされる。これ
までに、RBOH の N 末端側が、CDPK により
直接リン酸化されて活性化されることを見
出した (②)。本研究では、RBOH のリン酸化
動態を可視化するバイオセンサーを作製し、
病原菌が感染した細胞で RBOH 活性を時空
間的に観察することで、ROS の新たなシグナ
ルネットワークの発掘を可能にする先駆的
モデルを提示することを目的とした。 
 本センサーは、CDPK による基質タンパク
質のリン酸化に応答し、2 種の隣接した蛍光
タンパク質間で FRET が起こるように構成さ
れている。蛍光タンパク質である YFP と CFP
による FRET の強度は、YFP と CFP 間の距離
と角度が重要であり、RBOH のリン酸化に依
存して生体内で理想的な配置をとる構造を
模索する必要がある。そこで、平成 26 年度
は、サイズの異なる様々な RBOHB の N 末端
断片を調製し、FRET コンストラクトに導入
して蛍光強度の最適化を試みた。FRET 強度
比 (ON/OFF) については、1.3 以上であるこ
とが実用レベルのセンサーの目安とされる。
しかし、今回この数値を上回る蛍光強度は得
られなかった。 
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