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研究成果の概要（和文）：サリチル酸（SA）は植物の免疫応答を制御する植物ホルモンであり、病原菌の感染拡
大を防ぐ全身獲得抵抗性（SAR）を誘導する。SAシグナル伝達では、NPRタンパク質がSA受容体として機能し、SA
応答性遺伝子の発現を制御する。本研究では、NPRタンパク質及びSA応答性遺伝子の転写調節因子の複合体形成
を検証し、NPRタンパク質を介したSAシグナル伝達の制御機構に関する構造生物学研究を実施した。

研究成果の概要（英文）：Salicylic acid (SA) is a plant hormone that regulates the immune response of
 plants and induces systemic acquired resistance (SAR) to prevent infection of plant pathogens. In 
SA signaling, NPR proteins function as SA receptors and control the expression of SA responsive 
genes. In this study, we investigated the complex formation of NPR proteins and the transcription 
factor for SA responsive genes, and then conducted a structural biology study on the regulation 
mechanism of SA signaling by NPR proteins.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
サリチル酸（SA）は植物の免疫応答を制御

する植物ホルモン（セカンドメッセンジャ
ー）であり、病原菌の感染によって SA 内生
量が上昇すると、感染部位では病原菌を隔離
する過敏感反応（HR）が起こり、周囲の細胞
では感染拡大の阻止に備えた全身獲得抵抗
性（SAR）が誘導される。SAR を誘導する薬
剤「抵抗性誘導剤」は従来の殺菌性農薬と異
なり、宿主作物に作用するため薬剤耐性菌が
出現せず、持続的かつ効果的な薬剤として利
用できる。代表的な抵抗性誘導剤オリザメー
ト（プロベナゾール）は、実に 40 年にわた
りイネいもち病の防除等で水稲栽培に欠か
せない薬剤である。抵抗性誘導剤のこうした
優れた特徴から、他の作物種と土壌病害を含
む広範な病害への適用が望まれている。しか
しながら、既存の抵抗性誘導剤の作用点は不
明である場合が多く、また SAR 誘導の基礎を
なす分子機構の理解は不十分である。 

SA シグナル伝達では、シロイヌナズナの 3
種類のNPRタンパク質NPR1, NPR3, NPR4が
SA 受容体として機能し、SA 応答性遺伝子の
発現を制御することが提案されている（図 1）。 

図 1：SA シグナル伝達の制御モデル 
 
このモデルにおいて、SA は作用点となる受
容体 NPR3 及び NPR4 に対して異なる親和性
で結合し、NPR1 に対する NPR3 と NPR4 の
相互作用を真逆に調節する。このモデルは SA
がその内生量に応じてHR細胞死と SARを切
り分けて誘導することを説明する一方、複数
の NPRタンパク質が機能分担して SAシグナ
ル伝達を複雑に制御していることを示唆し
ている。異種の NPR タンパク質における SA
の選択的作用とそれに依存した機能変換の
分子機構を理解することは、HR 細胞死を回

避して SAR を効果的に誘導するための薬剤
開発等への応用につながることが期待され
る。 
 
２．研究の目的 

NPR タンパク質 NPR1, NPR3, NPR4 は共に
BTB ドメイン（Cul3 E3 ユビキチンリガーゼ
結合部位）と Ankyrin リピート（多様な分子
間相互作用に関与）からなり、構造の類似性
が高いことが予想されるが、SA シグナル伝
達の制御においては異なる機能を分担して
いる。本研究では、NPR1, NPR3, NPR4 が形
成する各種複合体を検証し、NPR タンパク質
を介した SA シグナル伝達の制御機構を構造
生物学的手法により解析する。また、植物ホ
ルモンを介した他の宿主植物-寄生生物間の
応答機構についても構造生物学的な検討を
行う。 
 
３．研究の方法 
（1）SA シグナル伝達制御モデルの生化学的
解析 
大腸菌の異種タンパク質発現系を用いて

NPR タンパク質を生産し、各種クロマトグラ
フィー法により精製する。プルダウンアッセ
イ、ゲルシフトアッセイ、等温滴定カロリメ
トリー（ITC）等の相互作用アッセイ法によ
り、SA の存在・非存在下での複合体形成を
解析し、in vitro で制御モデルを検証する。 
 
（2）SA 受容体複合体の構造解析 

安定かつ単分散性を示す各種複合体を調
製して Sparse Matrix 法で結晶化を行い、X 線
結晶構造解析法により立体構造を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）SA シグナル伝達制御モデルの生化学的
解析 

NPR1は SA非存在下でNPR4と相互作用し、
SA 存在下で NPR3 と相互作用することで SA
シグナル伝達を制御するモデルが提案され
ている。各 NPR タンパク質は大腸菌の異種発
現系により可溶性タンパク質として得られ、
精製した NPR タンパク質の SEC 解析を行っ
た結果、NPR タンパク質はいずれも単量体と
多量体の平衡状態であった。NPR タンパク質
と同様に Ankyrin リピートをもつ BSS1/BOP1
は細胞内における会合・離散によってブラシ
ノステロイド（BR）シグナル伝達を制御する
ことから、NPR タンパク質の多量体形成もま
た機能調節に関連する可能性が考えられる。 
異種の NPR タンパク質における相互作用

を検討したところ、NPR タンパク質間の相互
作用は SA 非依存的であった。一方、NPR タ
ンパク質の単量体と多量体を分取して、SA
応答性遺伝子の制御に関わる TGA 転写因子
との相互作用を解析した結果、NPR タンパク
質は単量体の状態で TGA 転写因子と複合体
を形成できることが示された。また、TGA 転
写因子の DNA に対する結合能は NPR タンパ



ク質及び SA により影響を受けなかった。植
物細胞内において NPR1 のシステイン（Cys）
残基は SA 依存的に酸化されることが知られ
ている。このため、酸化模倣変異体を調製し
て TGA 転写因子との相互作用を検討し、特
定の Cys 残基の酸化模倣変異が転写因子との
相互作用に影響することが示唆された。以上
の知見より、SA シグナル伝達の転写調節の
機構として、NPR タンパク質-TGA 転写因子
間の SA 依存的な相互作用様式の変化が考え
られる。 
 
（2）SA 受容体複合体の構造解析 

NPR タンパク質と本研究で形成が確認で
きた各種複合体の構造解析のために、主に
NPR タンパク質の性状を変異導入・タグ融合
により改善させることを検討し、結晶化スク
リーニングを行った。具体的には、NPR タン
パク質は分子内に 10 以上の Cys 残基をもち、
これらが非特異的な分子間ジスルフィド結
合形成による NPR タンパク質の会合性の要
因と考えられたため、各 Cys 残基の変異体を
検討した。また、結晶化促進のための融合タ
グを多様なリンカー配列を介して融合させ
た。これらの検討により NPR タンパク質の性
状を改善した結果、SA 存在下で NPR4 の単
独結晶及び NPR1-TGA2-DNA 複合体結晶を
取得した。期間内では、X 線回折実験によっ
て構造解析に十分な分解能の X 線回折デー
タを収集するには至らなかったが、SA シグ
ナル伝達の中心的な制御機構解明を進展さ
せるための基礎データとして今後も活用し
ていく。 

 
（3）植物ホルモンを介した宿主植物-寄生生
物間の応答機構の構造生物学的解析 
宿主植物-寄生生物のコミュニケーション

物質として働くストリゴラクトン（SL）シグ
ナル伝達を検討した。宿主植物の根から分泌
されるSLに応答して発芽する寄生植物Striga 
hermonthica の SL 受容体として複数の HTL
タンパク質が存在する。HTL タンパク質はア
ミノ酸配列から 3 つのクレードに分類されて
いるため、各クレードの HTL タンパク質を調
製して解析した。これにより、SL と植物の発
芽誘導活性を示す他のブテノライド化合物
に対する各クレードのリガンド結合性を明
らかにした。また、X 線結晶構造解析により
決定した各クレードの HTL タンパク質の立
体構造を比較解析することにより、リガンド
結合性の違いを規定するアミノ酸残基の進
化的置換位置を決定した。これらの知見は、
HTL タンパク質の制御を介して寄生植物の
防除に機能する薬剤等の設計に役立つこと
が期待される。 
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