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研究成果の概要（和文）：真菌細胞壁の主要な成分の一つであるキチンは、植物による認識後、植物免疫機構を活性化
することが知られている。本研究では、植物のキチンを介した微生物認識機構において、シロイヌナズナ・イネの2種
のモデル植物の間で、キチン受容体複合体の構成因子や、それら構成因子の分子特性が異なることを示した。また、シ
ロイヌナズナキチン受容体直下でキチンシグナル伝達に関与する受容体様細胞質キナーゼPBL27の特性解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Chitin is a major structural component of fungal cell walls and its perception 
triggers plant immune responses. Comparative analysis of chitin receptors in two model plants, 
Arabidopsis and rice, indicated species-specific differences in components of the receptor complex and 
their molecular characteristics. We also demonstrated that receptor-like cytoplasmic kinase PBL27 is an 
immediate downstream component of AtCERK1 signaling pathway in Arabidopsis.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
植物と外敵となる微生物との間には、感

染・防御をめぐって様々な攻防が行われてい
る。植物が微生物を非自己として識別し、植
物免疫機構を活性化することは、この攻防の
植物側の初期の重要なステップである。その
ため、微生物認識に関わる受容体の発見は、
植物-微生物間のインターフェースでの攻防
の分子メカニズムを理解するひとつの契機
となった(Boller et al., 2009)。また、微生物認
識に関する受容体は、基礎研究としてだけで
なく、受容体を利用した高機能植物の開発と
いう観点でも注目されてきていた(Lacombe 
et al., 2010)。 
微生物認識に関わる受容体として、キチン

受容体 CEBiP（膜受容体）、CERK1（膜貫通
型受容体キナーゼ）は、特に真菌の認識に関
わる受容体として世界で初めて単離されて
おり、植物の真菌に対する防御応答において
重要な役割を果たしていることが明らかに
なっていた（Kaku et al., 2006, Miya et al., 
2008）（図１）。また複数の微生物が、植物表
層での感染を成立させるために、キチン認識
系を妨害する因子（エフェクター）を産生し
ていることが、複数の研究で明らかにされつ
つあった（de Jonge et al., 2010, Mentlak el al., 
2012）。この様な点からも、キチン受容体は
真菌に対する感染-防御の決定において重要
な役割があると考えられ、多くの研究が推進
されていた。 

図１．植物のキチン受容体を介した植物-微
生物の相互作用 
 植物は微生物細胞壁より遊離したキチン
オリゴを受容体で認識することで微生物を
検知する。対して微生物もこの認識系を撹乱
する分子を有しており、植物と微生物との間
での分子レベルの攻防が起こっている。 
 
 
我々はキチン認識系の解析として、シロイ

ヌナズナ・イネ・マメ等のキチン認識機構に
おいて、キチン認識に重要な因子の同定・解
析を行ってきた（Kaku et al., 2006, Miya et al., 
2008, Fliegmann et al., 2011）。その結果、モデ

ル植物であるシロイヌナズナとイネの間で、
キチン認識に関わる分子機構に違いがある
ことを示唆する結果が得られた。植物に広く
存在するキチン認識系が、植物間で違いがあ
ることは非常に興味深かく、この点の解析は、
病原菌に対する防御に重要なキチン受容体
の理解を深めるだけなく、先に述べたような、
キチン認識系を妨害するエフェクターを含
めた、キチン受容体に関連する研究に対して
も重要な知見を提供する事が期待された。 
一方で、キチン受容体による微生物認識後、

細胞内のどのような因子を活性化し、一連の
防御応答に至るのか、不明な点も多かった。
特に、キチン受容体によって検出された微生
物の認識において、どのように細胞外から細
胞内にシグナルが伝達されるのか、また、受
容体直下で機能する因子を明らかにするこ
とが期待されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シロイヌナズナとイネにおい

て、キチン認識に関わると想定される分子の
生化学的、生物学的機能解析を行い、シロイ
ヌナズナ・イネのキチン認識機構に関わる分
子を明確にする。また、認識に関わる分子の
特性解析を行うことで、シロイヌナズナ・イ
ネそれぞれのキチン認識の分子機構を明ら
かにすることを目的とした。 

キチン受容体直下の因子の解析として、イ
ネキチン受容体 OsCERK1 直下で機能する受
容体様細胞質キナーゼ OsRLCK185 が報告さ
れた（Yamaguchi et al., 2013）。本研究では
OsRLCK185 のシロイヌナズナのホモログで
ある受容体様細胞質キナーゼ PBL27 に着目
して特性解析を行うこととした。 
以上のように、植物のキチン認識系の分子

メカニズムおよびその下流のシグナル伝達
系を明らかにしていく。さらに、代表的なモ
デル植物であるシロイヌナズナ・イネのキチ
ン認識機構および受容体直下因子の比較解
析から、キチン認識機構の植物種間の共通
性・特殊性を見出すことを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナ CEBiP 型分子のキチン認
識系における役割の解析 
シロイヌナズナにおいて、CERK1 型分子が

キチン認識に必須であることは既に明らか
であったが、CEBiP 型分子の関与は不明であ
った。そこで本研究では、3 種ある CEBiP 型
分子の中からキチン結合性を示す分子を見
出し、そのノックアウト変異体の解析を行っ
た。さらに、3 種存在するシロイヌナズナ
CEBiP型分子を全て欠損した三重変異体の作
出を行い、キチン応答性への影響および、病
原菌に対する抵抗性を調べることで、CEBiP
型分子の役割を示す。応答解析については、
活性酸素種の蓄積や防御応答遺伝子の発現
により評価した。 
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(2) シロイヌナズナおよびイネの CERK1 型
分子の細胞外ドメインの機能解析 
 シロイヌナズナおよびイネの CERK1 型分
子の細胞外ドメインの機能解析として、キチ
ン結合性を解析した。シロイヌナズナ・イネ
CERK1 型分子を、それぞれベンサミアナタバ
コを用いて発現したのち、膜画分を可溶化し、
コロイダルキチンを用いたキチン結合性解
析により、キチン結合能を評価した。一方で、
キメラ受容体（細胞外シロイヌナズナ
AtCERK1/細胞内イネ OsCERK1 またはその
逆）を用いて AtCERK1 細胞外ドメインの機
能解析を行った。シロイヌナズナ cerk1 ノッ
クアウト変異体に、前述のキメラ受容体およ
びイネ OsCERK1 を発現させるコンストラク
トを形質転換し、活性酸素生成を指標にキチ
ン応答解析を行った。 
 
(3)シロイヌナズナ CERK1 直下で機能する受
容体様細胞質キナーゼ PBL27 の解析 

PBL27 の特性解析として、局在解析、相互
作用解析、および pbl27 ノックアウト変異体
の解析を行った。細胞内局在は、PBL27-GFP
をベンサミアナタバコで発現し、蛍光顕微鏡
観察により解析した。相互作用解析では、
PBL27 および CERK1 をベンサミアナタバコ
で共発現し、免疫沈降法、BiFC 法により解析
を行った。pbl 27 ノックアウト変異体を用い
たキチン応答解析として、活性酸素種の蓄積、
カロース蓄積、防御応答遺伝子の発現により
評価した。 
さらに、PBL27 が他のエリシター認識に関

与するのかどうかを明らかにするため、バク
テリア由来の代表的なエリシターである、フ
ラジェリンによって誘導される防御応答へ
の関与を調べた。pbl 27 ノックアウト変異体
を用いて、フラジェリンのエリシター活性に
重要な 22 アミノ酸ペプチドである flg22 に対
する一連の防御応答を解析した。一方で、フ
ラジェリン受容体である FLS2 の直下で機能
することが知られている膜受容体 BAK や受
容体様細胞質キナーゼ BIK1 について、PBL27
やキチン応答との関与を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) シロイヌナズナ CEBiP 型分子のキチン認
識系における役割の解析 
 シロイヌナズナにおいては、CERK1 型分子
がキチン認識に必須であることは明らかに
されていたが、CEBiP 型分子の寄与は不明で
あった。また、3 種存在する CEBiP 型分子
（LYM1, LYM2(AtCEBiP), LYM3）のキチン結
合性の評価の実験から、LYM2 のみがキチン
結合性を有することを明らかにしていた。そ
こで、シロイヌナズナのキチン認識機構にお
ける CEBiP 型分子の関与を明らかにするた
めに、キチン結合能のある CEBiP 型分子であ
る LYM2 の欠損変異体を含め、3 種のそれぞ
れの CEBiP 型分子の欠損変異体、3 種全ての
CEBiP 型分子を欠損させた 3 重変異体を用い

てキチン応答解析を行った。活性酸素種の蓄
積や防御応答遺伝子の発現により評価した
結果、いずれの変異体においても野生型と比
較してキチン応答性に変化がなかった。また、
AtCEBiP 過剰発現体を用いて、活性酸素種の
蓄積を解析したところ、同様に、キチン応答
性は野生型と比較して変化がなかった。 
イネの CEBiP のノックダウン変異体では、

キチン応答性が低下するのに対して、シロイ
ヌナズナの CEBiP 型分子のノックアウト変
異体では、本実験で調べた限りのキチン応答
性解析では影響は認められなかった。一方で
シロイヌナズナの LYM2 は、イネ CEBiP と同
等のキチンオリゴ糖に対する親和性を示す
ことを明らかにしている。このように、シロ
イヌナズナとイネは、いずれも構造およびキ
チン結合能において類似した分子を有する
が、キチン認識系への寄与において差異が認
められた。 
 さらにシロイヌナズナLYM2が何らかの機
能を有するか明らかにするために、キチン応
答性解析に加えて抵抗性への寄与について
解析を行った。真菌に対する抵抗性試験を行
ったところ、シロイヌナズナ CEBiP 欠損変異
体では、野生型と比較して病斑形成が促進さ
れたことから、シロイヌナズナ CEBiP は抵抗
性に関わる何らかの機能を有していること
が示唆された。 
 
(2) シロイヌナズナおよびイネの CERK1 型
分子の細胞外ドメインの機能解析 
 シロイヌナズナ、イネの CERK1 型分子で
ある AtCERK1 および OsCERK1 は、ノックア
ウト/ノックダウン変異体の解析から、キチン
認識に寄与する重要な分子であることは明
らかになっていた。これら CERK1 型分子の
機能解析として、細胞外ドメインのキチン結
合能を、コロイダルキチンを用いて評価した。
その結果、AtCERK1 がコロイダルキチンに結
合したのに対して、イネ OsCERK1 はコロイ
ダルキチンに対して結合能を示さなかった。 
 シロイヌナズナ cerk1 ノックアウト変異体
にイネ OsCERK1 を発現させた場合、キチン
応答は認められなかった。さらにキメラ受容
体（AtCERK1 細胞外ドメイン/ OsCERK1 細
胞内ドメイン、またはその逆）を、シロイヌ
ナズナ cerk1 ノックアウト変異体にて発現さ
せ、活性酸素生成を指標にキチン応答解析を
行った。その結果、細胞外ドメインにキチン
結合性を有する、「AtCERK1 細胞外ドメイン/ 
OsCERK1 細胞内ドメイン」は、キチンオリ
ゴ糖処理による活性酸素種の産生誘導が認
められたが、逆の「OsCERK1 細胞外ドメイ
ン/ AtCERK1 細胞内ドメイン」ではキチンオ
リゴ糖による活性酸素種の産生誘導は認め
られなかった。 
 
(3)シロイヌナズナおよびイネのキチン認識
機構の共通性・差異 
キチン認識系において、シロイヌナズナ・



イネともに構造的に類似した蛋白質を有し
ているが、イネが CEBiP/OsCERK1 の 2 種の
受容体を必要とするに対して、シロイヌナズ
ナの CEBiP 型分子はキチン応答に関与せず、
CERK1 が単独で受容体として機能する可能
性を示した。植物に広く存在するキチン認識
系が、シロイヌナズナとイネの間で違いがあ
ることは非常に興味深い。他の植物のキチン
認識系が、シロイヌナズナ・イネのどちらの
タイプであるのか明らかにすることは、今後
の課題である。 
 
 (4) シロイヌナズナ AtCERK1 直下で機能す
る受容体様細胞質キナーゼ PBL27 の解析 

キチン受容体の直下で機能する受容体様
細胞質キナーゼについて解析を行った。既に
報告のあった、イネキチン受容体 OsCERK1
直下で機能する受容体様細胞質キナーゼ
OsRLCK185 のホモログである、シロイヌナ
ズナ PBL27 に着目して解析を行った。その結
果、PBL27 は原形質膜に局在しており、
AtCERK1 の細胞内ドメインと相互作用する
ことを明らかにした。次に、pbl27 ノックア
ウト変異体を用いた解析より、キチン誘導性
のカロース蓄積や防御関連遺伝子発現を含
む、複数のキチン応答が低下したが、活性酸
素種の蓄積誘導には影響が認められなかっ
た。一方で、PBL27 がキチン以外の植物免疫
シグナルに関して機能を有しているかどう
か解析を進めたところ、フラジェリン受容体
FLS2 を介したシグナリングへの関与は限ら
れていると考えられた。これらのことから、
PBL27 は AtCERK1 直下で、キチンシグナル
伝達に機能する受容体様細胞質キナーゼで
あることが示唆された。そこで、AtCERK1
の細胞内ドメインにより、PBL27 が直接リン
酸化されていることが明らかになった。実際、
シロイヌナズナにキチン処理した際に見ら
れる、PBL27 のリン酸化が、cerk1 ノックア
ウト変異体では観察されなかった。以上の結
果より、シロイヌナズナ PBL27 はイネ
OsRLCK185と同様にキチン受容体CERK1の
直下でキチンシグナル伝達に寄与している
ことが明らかになった（図２）。 
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