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研究成果の概要： 
植物病原細菌Pseudomonas syringae pv. tabaci(Pta)の鞭毛構成タンパク質フラジェリンは非宿

主植物に対し激しい防御応答(HR)を誘導するが、宿主タバコには顕著には誘導しない。本研究で

はフラジェリン分子中のHR誘導ドメインがアミノ末端側の保存配列(flg22)に存在することを見

出した。また、フラジェリンに結合するラムノースや修飾ビオサミンなどの糖鎖は、鞭毛の安定

性を高めた。従って、糖鎖にはflg22の露出を防ぐことで防御応答を回避する機能が推測された。 
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１．研究開始当初の背景 

 申請者らは、Pseudomonas syringaeの鞭毛

構成タンパク質フラジェリンは非宿主に対し

激しい防御応答（過敏感反応，HR）を誘導す

ることを見出してきた。P. syringaeのタバコ

病原型細菌pv. tabaci(Pta)のフラジェリン

は非宿主ダイズにHRを誘導するが、宿主タバ

コに対しては顕著な防御応答は誘導しない。

一方、P. syringaeのダイズ病原型細菌pv. 

glycinea (Pgl)のフラジェリンは、タバコに

対しHRを誘導するが、宿主ダイズに対しては

顕著な防御応答を誘導しない。さらに、両フ

ラジェリンの推定アミノ酸配列が同一である

こと、フラジェリンは糖タンパク質であるこ

と、両フラジェリン遺伝子(fliC)を発現ベク

ターに組込み、大腸菌で生産させた組換えフ

ラジェリンは糖鎖を持たず、タバコに同様な

HRを誘導することが判明し、これらのことよ

りフラジェリンの有するHR誘導特異性はフラ

ジェリンの糖鎖修飾により決定されているこ



とが推測された。また、フラジェリンのアミ

ノ末端側に保存された22アミノ酸配列からな

るペプチドflg22は、防御応答誘導能を有する

ことが、スイスのBollerにより報告されてい

たが、flg22以外の領域に防御応答を誘導する

部位があるか否かなどの実験的なデータは乏

しい状況であった。 

 このような背景のもと、本研究では、(1)

フラジェリン分子中のHR誘導ドメインの同定、

(2)フラジェリンが宿主に対してHRを誘導し

ないメカニズムの解明、(3)フラジェリンによ

る防御応答誘導の解析を目的とした。 

２．研究の目的 

(1)フラジェリン分子中のHR誘導ドメインの

同定 

 フラジェリン分子ではN末端近傍のflg22が

防御応答を誘導することが知られているが、

他に防御応答を誘導するドメインは存在しな

いのかは不明なため、組換えペプチドを用い

てHR誘導ドメインを同定する。 

(2)フラジェリンが宿主に対してHRを誘導し

ないメカニズムの解明 

 PtaとPglのフラジェリンはアミノ酸配列が

同一であるのにも関わらず、そのHR誘導特異

性は異なってる。この特異性には糖鎖が関わ

っていると推測されるが、糖鎖修飾機構並び

に糖鎖構造は不明である。そこで、flg22によ

る誘導される防御応答における糖鎖の関与、

糖鎖構造、糖鎖修飾機構について解析する。 

(3)フラジェリンによる防御応答誘導の解析 

 フラジェリン処理によって発現が誘導され

る遺伝子を同定し、それらの機能解析を行う。 

３．研究の方法 

(1)フラジェリン分子中のHR誘導ドメインの

同定 

 フラジェリン遺伝子fliCを基に、アミノ末

端側、カルボキシ末端側、両側、あるいは中

央部を欠損させた発現ベクターを構築し、大

腸菌を用いて組換えフラジェリンペプチドを

生産する。それぞれのペプチドをシロイヌナ

ズナ葉にインフィルトレートし、カロースの

蓄積や細胞死の誘導を観察することにより、

フラジェリン中の防御応答誘導ドメインを同

定する。 

(2)フラジェリンが宿主に対してHRを誘導し

ないメカニズムの解明 

①PtaとPglのフラジェリン糖鎖の構造を解

析し、両糖鎖間で異なる構造を見出す。 

②糖鎖欠損変異株の鞭毛安定性を形態学的

に観察する。 

③Pta並びにPglではfliC遺伝子の上流に２

つのフラジェリン糖鎖の修飾に必要な

遺伝子(fgt1, fgt2, 申請時はorf1, 

orf2と命名)が存在する。PtaとPglの各

Fgt1, Fgt2が異なる糖を転移する可能性

を考え、両遺伝子の入換え変異株を作出

する。各入換え変異株に由来するフラジ

ェリンのHR誘導能、糖鎖構造を解析する。 

④flg22中のD43が防御応答誘導能に必須の

アミノ酸であるとの報告がある。そこで、

D43A, D43Vのflg22ペプチドに加え、変

異株由来のフラジェリンを調製し、防御

応答誘導能を解析した。また、併せて

D43A, D43V変異株の病原性を調査した。 

(3)フラジェリンによる防御応答誘導の解析 

 フラジェリン応答性遺伝子を同定し、高発

現形質転換植物を作出し、病害応答における

遺伝子産物の機能を解析する。 

４．研究成果 

(1)フラジェリン分子中のHR誘導ドメインの

同定 

 フラジェリンタンパク質のアミノ末端側部

分を有する組換えペプチドのみがシロイヌナ

ズナに対して防御応答を誘導した。このこと

からflg22以外に防御応答誘導ドメインが存

在する可能性は低いと考えられた。しかしな

がら、糖鎖の関与については不明である。 



(2)フラジェリンが宿主に対してHRを誘導し

ないメカニズムの解明 

①PtaとPglのフラジェリン糖鎖は共にラムノ

ースを主成分とすること、Ptaのラムノー

スは殆どL体であるのに対し、Pglのラムノ

ースはL体に加えてD体も混在しているこ

とが判明した。また、S201のセリンにはL-

ラムノースが２つ結合し、先端にビオサミ

ン誘導体が結合していることが判明した。 

②糖鎖欠損変異株の鞭毛は不定形を示し、運

動能が低下した。これは安定性の低下に起

因すると考えられた。 

③PtaとPglの間でfgt1, fgt2を入換えた変異

株を作出したが、ラムノースのキラリティ

に変化は無かった。従って、D-ラムノース

を転移する酵素遺伝子は別に存在すると

考えられた。また、入換え変異株のHR誘導

能についても顕著な変化は無かった。 

④flg22のD43A並びにD43Vペプチドは防御応

答誘導能を完全に欠損していたことから、

D43は防御応答誘導に重要なアミノ酸であ

ることが判明した。一方、D43A, D43V変異

株由来のフラジェリンは、防御応答誘導能

を維持し、D43に依存しない防御応答誘導

ドメインの存在が示唆された。また、D43A, 

D43V変異株は運動能力と、宿主タバコに対

する病原性が著しく低下した。これらのこ

とから、植物は細菌の病原性の維持に必須

なアミノ酸配列を認識して防御応答を始

動する機構を備えていることが判明した。 

(3)フラジェリンによる防御応答誘導の解析 

 フラジェリンをシロイヌナズナに処理する

とWRKY41遺伝子の発現が誘導された。そこで

WRKY41高発現シロイヌナズナを作出した。本

形質転換シロイヌナズナは、半活物寄生性病

原細菌であるP. syringae pv. tomatoに対す

る抵抗性が増高するものの、殺生性病原細菌

であるErwinia carotovoraに対する感受性が

高まった。従って、フラジェリン処理により

サリチル酸経路の活性化を伴う防御応答が誘

導されたと考えられた。 
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