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研究成果の概要（和文）： 
シロイヌナズナ lic1 変異体は,不適応型菌によって壊死斑を形成し、その原因遺伝子は

MACPF ドメインを有する機能未知タンパク質をコードする。本研究では、本変異体の壊死

斑形成は菌の侵入を伴っておらず、	 lic1 変異体が非宿主抵抗反応において不適切な細胞

死を引き起こすこと、そして、LIC1 による細胞死制御には、PEN2 による抗菌物質合成が関

与することを明らかにした。また,	 LIC1 が細胞膜に局在すること、LIC1 ホモログと協調し

て機能することを示した。さらに EDR1 および GSH1 が非宿主抵抗性に関与することを発見

した。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
The	 Arabidopsis	 lic1	 mutants	 developed	 lesions	 by	 non-adapted	 pathogens,	 and	 the	 gene	 

responsible	 for	 the	 mutants	 encodes	 a	 MACPF	 domain	 protein	 with	 unknown	 function.	 	 

In	 this	 study,	 we	 showed	 that	 lesion	 development	 in	 the	 lic1	 mutants	 is	 not	 due	 to	 

pathogen	 entry,	 indicating	 that	 LIC1	 is	 required	 for	 regulation	 of	 cell	 death	 in	 

nonhost	 defense,	 and	 that	 PEN2-dependent	 synthesis	 of	 anti-microbial	 metabolite	 is	 

involved	 in	 LIC1-mediated	 regulation	 for	 cell	 death.	 We	 also	 indicate	 that	 LIC1	 is	 

localized	 in	 plasma	 membrane,	 and	 functions	 together	 with	 LIC1	 homologs.	 Furthermore,	 

we	 found	 that	 EDR1	 and	 GSH1	 are	 involved	 in	 nonhost	 resistance.	 	 	 	 
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１．研究開始当初の背景	 
(1)	 非宿主抵抗性に関する遺伝子レベルの
研究の幕開け	 
非宿主抵抗性は、膨大な病原菌と対峙しなけ
ればならない植物が獲得した必須の生存戦
略である。強度と持続性を兼ね備えた本抵抗
性の耐病性作物育種への応用は、かねてより
大きな期待が寄せられているが、その分子メ
カニズムの理解は非常に乏しい。しかし、近
年、欧米のグループによって、オオムギうど
んこ病菌（シロイヌナズナを宿主植物としな
い）に対する非宿主抵抗性が、部分的に崩壊
しているシロイヌナズナの pen変異体が分離
され、その解析より、PEN1（シンタキシン）,	 
PEN2（糖質分解酵素）,	 および PEN3（ABC ト
ランスポーター）遺伝子がその原因遺伝子と
して同定された（Collins	 et	 al.	 2003	 Nature	 
425,	 937;	 Lipka	 et	 al.	 2005	 Science	 310,	 
1180;	 Stein	 et	 al.	 2006	 Plant	 Cell	 18,	 731）。
このことは、多層的で解析が困難であると考
えられていた非宿主抵抗性の分子メカニズ
ムも、分子遺伝学的解析などを通じて、１枚
１枚そのベールを剥がしていけることをは
っきりさせた。	 
	 
(2)	 炭疽病菌に対する非宿主抵抗性	 
申請者は、炭疽病菌とシロイヌナズナを用い
て、高等植物が獲得した非宿主抵抗性を支え
る分子機構の解明に取り組んでおり、本抵抗
性が過敏感細胞死に依存しない、侵入阻止型
抵抗反応によって成立していることを明ら
かにしていた(Shimada	 et	 al.2006	 MPMI	 19,	 
270)。また、上記の PEN1 遺伝子は、炭疽病
菌に対する非宿主抵抗性には必要ではなく、
一方、PEN2 および PEN3 は若干の関与をして
いることを発見していた。これらの結果は、
条件的腐生菌である炭疽病菌に対する非宿
主抵抗性に必要な因子は、絶対寄生菌である
うどんこ病菌に対する因子とは、かなり相違
があることを示唆している。そこで、申請者
は、炭疽病菌への非宿主抵抗性が低下する新
たな変異体の分離を試みた。	 
	 
(3)	 LIC1の同定	 
ウリ類炭疽病菌やクワ炭疽病菌を非宿主植
物であるシロイヌナズナに接種しても、細胞
死を伴わない侵入阻止型抵抗性が発揮され
るため、外観としては何の変化も見られない。	 
我々は、EMS 変異処理をおこなったシロイヌ
ナズナ集団に対して、これらの炭疽病菌の接
種により、壊死斑が形成されるシロイヌナズ
ナ lic 変 異 体 （ Lesions	 induced	 by	 
nonadapted	 Colletotrichum）をスクリーニ
ングし、複数の lic変異体の分離に成功した。
得られた lic変異体は、いずれも野生型植物
と見分けがつかないが、病原菌を接種した場

合、特異的に壊死斑が形成される。その中の
lic1変異体（lic1-1,	 lic1-2）に対するポジ
ショナルクローニングにより、原因遺伝子で
ある LIC1の同定に成功した。LIC1遺伝子は、
機能未知のタンパク質をコードしていた（未
発表データ）。	 
	 
２．研究の目的	 
(1)	 LIC1遺伝子の生理機能の解析	 
lic1変異体においては、非宿主抵抗性が部分
的に崩壊しているが、その崩壊の詳細は明ら
かではない。不適応型の炭疽病菌の感染行動、
植物の抵抗反応の細胞学解析を通じて、本変
異体において非宿主抵抗性のどの過程に欠
損が生じているかを明らかにする。	 
	 
(2)LIC1 タンパク質の分子機能の解析	 
LIC1 タンパク質は機能未知のタンパク質で
あり、その細胞内局在性は不明である。レポ
ーター遺伝子を用いて、LIC1遺伝子の発現様
式および LIC1 タンパク質の細胞内局在性を
明らかにする。また、lic1変異の分子機能解
析をおこなう。さらに LIC1 タンパク質と相
互作用するシロイヌナズナ因子を探索し、そ
の機能解析をおこなう。これらの研究より、
LIC1 の分子機能を解明する。	 
	 
(3)lic表現型を示す他の変異体の研究	 
lic1 変異体とは異なる遺伝子に変異を有し、
lic 表現型を示す変異体の探索をおこなう。
変異体が見つかった場合、その原因遺伝子を
特定し、その機能を調査する。	 
	 
(4)非宿主抵抗性の多層構造の解析	 	 
lic1変異体においては、非宿主抵抗性の崩壊
はあくまで部分的なものである。lic1変異体
を用いて、非宿主抵抗性の多層構造のアウト
ラインについて解析する。lic1変異体に対し、
pen2 および pen3 の変異を導入し、その抵抗
性崩壊がさらに進行するかを解析する。また、
他の抵抗性（基礎的抵抗性など）に関わる因
子の変異体についても、lic1変異体との多重
変異体を作出・解析する。さらに、他の lic
表現型を示す変異体の解析などより、新規の
遺伝子が見つかった場合、それらについても
多重変異体を作出・解析する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
(1)LIC1 の生理機能の解析	 
シロイヌナズナを宿主としない不適応型の
炭疽病菌を lic1 変異体に接種すると、明確
な壊死斑を形成するが、アブラナ科炭疽病菌
（シロイヌナズナに感染する）とは異なり、
壊死斑の拡大は観察されない。したがって、
lic1 変異体における非宿主抵抗性の崩壊は、



 

 

部分的なものであると考えられる。lic1変異
体における抵抗性崩壊の詳細を明らかにす
るため、変異体における炭疽病菌の感染行動
の詳細を細胞学的に解析し、病原菌の感染行
動のどのステップが、lic1変異体において壊
死斑形成を引き起こすのかを特定する。	 
	 
(2)LIC1 の時空間制御の解析	 
LIC1 タンパク質の細胞内局在は明らかでは
ない。LIC1 タンパク質のカルボキシル末端に
GFP を融合したタンパク質が同因子のプロモ
ーター下で発現するコンストラクトを作成
し、lic1変異体に導入することにより相補性
をテストする。	 
	 
(3)LIC1 の相互作用因子のスクリーニング：	 
LIC1 の 分子機能解析のために、酵母
two-hybrid	 システム（GAL4 システム）を用
いて LIC1 と相互作用するシロイヌナズナ因
子を調査する	 
	 
(4)lic表現型を示す他の変異体の研究	 
既存の病害抵抗性変異体（非宿主抵抗性との
関連の報告はないもの）について、不適応型
炭疽病菌の接種により lic表現型を示すもの
をスクリーニングする。	 
	 
(5)多重変異体解析	 
PEN2 および PEN3 遺伝子への変異は、炭疽病
菌への非宿主抵抗性に若干の影響を与える。
この PEN2-PEN3 経路と LIC1 の関係を明らか
にするために、lic1pen2 および lic1pen3 二
重変異体を作出する。あわせて、炭疽病菌へ
の非宿主抵抗性について明確な変化が見出
されなかった既存の病害抵抗性変異体（pad4,	 
eds1,	 rbohD,	 rbohFを含む）についても、lic1
変異体との二重変異体を作出する。	 
	 
４．研究成果	 
	 
研究代表者のグループが同定したシロイヌ
ナズナの非宿主抵抗性に関与する遺伝子
LIC1を中心に、本研究を推進した。	 
	 
(1)非宿主抵抗反応時の細胞死制御と LIC1	 
シロイヌナズナを宿主としない炭疽病菌（不
適応菌）は、野生型シロイヌナズナに対して
は見た目上、何の変化も引き起こさないのに
対し、lic1変異体に対しては明確な壊死斑を
形成する。まず、lic1変異体上における不適
応菌の感染行動の詳細を調査した。その結果、
不適応型菌は、本変異体において侵入率の上
昇を示さなかった。この結果は、抗菌物質生
産に関わる PEN2 遺伝子の変異体において、
顕著な侵入率の上昇が見出されるのとは対
照的であった。したがって、lic1変異体の壊
死斑は、菌侵入に依存するのではなく、抵抗

反応時の細胞死の抑制能の欠損によると推
定された。一方で、不適応型の炭疽病菌の
pen2 変異体への侵入行動の詳細を調査した
結果、炭疽病菌がメラニン化した付着器を介
さない、新規の侵入機構（hyphal	 tip-based	 
entry:	 HTEと命名）を有することを発見した。	 
	 
(2)	 lic1依存的細胞死とサリチル酸経路	 
lic1変異体における壊死斑形成（細胞死）は、
pad4や esd16変異の導入によって部分的に抑
制され、lic1変異依存的な細胞死には、サリ
チル酸経路が関与していることが判明した。	 
	 
(3)	 lic1依存的細胞死と抗菌物質経路	 
驚くべきことに、lic1変異体に対して、pen2
変異を導入した結果、lic1変異依存的な細胞
死が部分的に抑制されることが明らかとな
った。さらに PEN2 関連抗菌物質を排出する
と推定されている ABC トランスポーター遺伝
子 PEN3の変異を lic1変異体に導入した。そ
の結果、lic1	 pen3	 二重変異体においては、
lic1単独変異体と比較して、さらに壊死斑形
成が激しくなることが判明した。この結果は、
PEN2 がその合成に関与する抗菌物質の蓄積
が、lic1変異体における細胞死に関与してい
ることを強く示唆した。PEN3 がコードする
ABC トランスポーターは、flg22 処理時のカ
ロース合成に必要であることが報告されて
おり、PEN3 が PEN2 関連抗菌物質を排出する
ことにより、カロース合成が誘導されること
が示唆されている。flg22 処理時のカロース
合成を lic1 変異体で調べた結果、pen3 変異
体とは異なり、そのカロース合成は誘導され、
LIC1 は flg22 処理時における PEN2 関連抗菌
物質の排出には必須ではないことが示唆さ
れた。また、lic1	 pad3 変異体の解析より、
lic1 表現型へのカマレキシンの関与の度合
いは低いことが明らかになった。	 
	 
(4)	 GFP を用いた LIC1 の発現・局在解析	 
LIC1とGFPの機能的な融合タンパク質遺伝子
を LIC1 プロモーター下で発現させた結果よ
り、LIC1 の細胞膜への局在が示唆された。ま
た、LIC1 の発現は不適応型炭疽病菌の接種に
より誘導されたることを明らかにした。	 
	 
(5)	 LIC1の相同遺伝子の機能解析	 
LIC1の２種類の相同遺伝子について、欠損変
異体を分離し、不適応型炭疽病菌を接種した
が、lic1表現型は観察されなかった。しかし、
lic1 変異体に相同遺伝子の変異を導入した
結果、lic 表現型が助長されることが見出さ
れた。さらに、酵母ツーハイブリットアッセ
イより、LIC1 と相同タンパク質の相互作用を
示唆する結果を得ている。これらの結果より、
動物の MACPF タンパク質のように、LIC1 と
LIC1 の２種類の相同タンパク質は、複合体を



 

 

形成し協調的に機能していると推定された。	 
	 
(6)	 EDR1の非宿主抵抗性への関与	 
EDR1 と呼ばれる遺伝子の変異体が、lic表現
型を示すことを発見した。edr1 変異体では、
lic1変異体とは異なり、不適応型菌が侵入す
ることで壊死斑形成が引き起こされていた。
さらに、edr1	 pen2	 二重変異体を作成・解析
した結果、EDR1 は PEN2 とは独立して、非宿
主抵抗性における侵入阻止に貢献している
ことを明らかにした。そこで、EDR1 により制
御される因子を探索するために、edr1変異体
について、マイクロアレイ解析を実施した結
果、ディフェンシンと呼ばれる抗菌タンパク
質をコードする遺伝子の発現が、この edr1
変異体において著しく低下していることが
明らかとなった。この edr1 変異体における
ディフェンシンの発現が、MYC2と呼ばれる転
写因子をコードする遺伝子の変異を導入し
た場合、復帰することを発見した。また、こ
の edr1	 myc2二重変異体においては、edr1変
異体と比較して、非宿主抵抗性が回復してい
ることを明らかにした。さらに、ディフェン
シン遺伝子を edr1 変異体において恒常的に
発現させた場合も、その抵抗性の回復が起き
ることを見出した。これらの結果より、炭疽
病菌への非宿主抵抗性には、抗菌タンパク質
であるディフェンシンの EDR1 を介した発現
誘導が必要であることを明らかにした。	 
	 
(7)	 GSH1の非宿主抵抗性への関与	 
グルタチオン生合成に必要なγ―グルタミ
ルシステインシンセターゼ遺伝子をコード
する GSH1 の変異体が lic 表現型を示すこと
を発見した。GSH1 に変異を有する pad2 変異
体では、不適応型炭疽病菌であるクワ炭疽病
菌の侵入率の上昇が見出され、さらに変異体
では接種時におけるグルタチオン含量が顕
著に低下していた．この結果より、侵入阻止
型抵抗性への GSH1 依存的なグルタチオン合
成の関与が強く示唆された。興味深いことに，
pad2 変異体においては侵入菌糸が接種部位
を越えて伸長していた。さらに、トリパンブ
ルー染色より、edr1 変異体あるいは pen2 変
異体の接種部位において見られる細胞死が、
pad2 変異体では顕著に弱まっていることが
示唆された。この結果より、GSH1 依存的なグ
ルタチオン生合成が、侵入阻止型の非宿主抵
抗性に加えて、侵入後の過敏感反応に必要で
あることが明らかになった。	 
	 
本研究により、LIC1がコードする MACPF タン
パク質の抗菌反応における役割をはじめて
発見することができた。本研究は、抗菌物質
自体が植物細胞死を誘導すること、さらに、
MACPF タンパク質がこの細胞死誘導について
抑制機能を有することを示しており、本成果

は非宿主抵抗性のみならず、植物の細胞死研
究においても大きなインパクトを与えると
考えられる。今後、この LIC1 がどのように
抗菌反応時の細胞死制御を実行しているの
か、本因子、および、そのホモログに対して、
より詳細な分子的研究をおこない明らかに
していきたい。また、本研究で、新たに EDR1
および GSH1 が、不適応炭疽病菌に対する侵
入阻止型抵抗性に関与していることを発見
した。本成果は想定されていた非宿主抵抗性
の重層性を実証したものである。また、興味
深いことに GSH1 は侵入後の抵抗性において
も重要な役割を果たしていることを明らか
にしており、今後、侵入後の抵抗性における
過敏感反応にグルタチオンがどのような役
割を果たしているのかについて、更に研究し
ていく予定である。	 
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