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研究成果の概要（和文）：一部のWRKY型転写因子は、MAPKによってリン酸化されることで植物免疫を始動する。
植物免疫に関与するMAPKが多くの光合成関連遺伝子や二酸化炭素の固定を司る遺伝子を抑制することを見出し
た。この阻害は、ベンサミアナタバコ葉の表皮細胞において葉緑体での活性酸素種 (ROS) 生産を引き起こす。
ジャガイモ疫病菌のエフェクターがレセプターで認識されると、WRKYに依存した表皮細胞における葉緑体ROSバ
ーストが誘導され、表皮細胞への病原菌侵入に対する抵抗性が賦与された。これらの結果は、MAPK-WRKY系路が
ベンサミアナタバコ葉の表皮細胞において病原菌の侵入阻害を誘導することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Multiple WRKY transcription factors function in plant immunity through 
phosphorylation by MAPKs. Here, we show that plant immune WRKYs downregulate the large number of 
photosynthesis-related genes and inhibit photosynthetic CO2 fixation. This inhibition results in 
chloroplastic reactive oxygen species (ROS) burst in Nicotiana benthamiana epidermal cells. Sensing 
of Phytophthora infestans effector by a cognate receptor also induces the WRKY-dependent 
chloroplastic ROS burst in epidermal cells, conferring resistance to invasion of P. infestans into 
epidermal cells. These results suggest that the MAPK-WRKY pathway triggers epidermal cell-specific 
chloroplastic ROS burst to prevent pathogen invasion in N. benthamiana leaves.

研究分野：植物免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物が病原菌を認識して生体防御機構を始動すると、細胞死を伴った激しい免疫応答が誘導される。この誘導過
程には、主にMAPキナーゼであるSIPKが関与する。しかし、その作用機構はほとんど明らかになっていない。本
研究では、SIPKの基質であるWRKY型転写因子の下流遺伝子を網羅的に探索・比較することによって、植物免疫応
答の制御機構を明らかにすることを目的とする。成果として、MAPK-WRKY系路がベンサミアナタバコ葉の表皮細
胞において病原菌の侵入阻害を誘導することを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 感染できない植物病原菌が感染を試みる
と、感染過程の極初期に活性酸素種 (ROS) 
が生産され、植物免疫応答が誘導される。免
疫シグナル伝達では、MAPキナーゼ (MAPK) 
カスケードが主役を担っており、様々な抵抗
反応を制御している。SIPK/WIPKを活性化す
る MAPK キナーゼである MEK2 の恒常的活
性型変異体、MEK2DDをベンサミアナタバコ 
(Nicotiana benthamiana) 葉で発現させると、
ROSが生産され、HR (過敏感反応) 様の細胞
死が誘導される。これまでに、MAPKカスケ
ード (MEK2-SIPK) が、NADPH オキシダー
ゼである NbRBOHB に依存した ROS バース
トを制御していることを報告してきた 
(Yoshioka et al. 2003; Asai et al. 2008)。申請者
は、SIPK の基質の１つとして NbWRKY8 転
写因子を同定した  (Katou et al. 2005)。
NbWRKY8は Dドメインを介して SIPKと結
合し、N 末端側の 62、67、79、86、98 番目
のセリン (SPクラスター) がリン酸化される
ことを明らかにした (Ishihama et al. 2011; 
Ishihama and Yoshioka 2012)。さらに、SPク
ラスターを有するWRKYの中で、NbWRKY7, 
8, 9, 11, 12, 14の疑似リン酸化変異体を発現
させると、細胞死が誘導された。 

NbWRKY8 が MAPK によってリン酸化さ
れると転写活性化能を獲得し、ROS生産を伴
った HR様細胞死を誘導することを見いだし
た。さらに、SIPK の基質である NbWRKY8
がファイトアレキシン (PA) の合成遺伝子で
ある HMGR やエチレン合成遺伝子である
ACSを制御し、一方で NbWRKY7, 8, 9, 11が
重複して ROS 生産遺伝子である NbRBOHB
を活性化することが明らかになってきた (図
１下)。これらの中には、細胞死を誘導する
WRKYも存在するが、そのメカニズムはわか
っていない。 
 
２．研究の目的 
 
植物が病原菌を認識して生体防御機構を
始動すると、細胞死を伴った激しい免疫応答
が誘導される。この誘導過程には、主にMAP
キナーゼである SIPK が関与することが報告
されてきた。しかし、その作用機構はほとん
ど明らかになっていない。申請者は、SIPKの
基質として NbWRKY8 を含む多数の基質
WRKY型転写因子を同定してきた。これらの
中で、NbWRKY14 の疑似リン酸化変異体を
発現させた場合、ROSを僅かに誘導するのみ
であるにも関わらず、NbWRKY8より激しい
HR様細胞死が誘導され、一方で NbWRKY13
は細胞死を全く誘導しないことを見いだし
た。本研究では、NbWRKY8、NbWRKY13お
よび NbWRKY14 の下流遺伝子を網羅的に探
索・比較することによってデータベースを構
築し、遺伝子抑制システムを駆使して植物免
疫応答の制御機構を明らかにすることによ

って、未解決であった MAP キナーゼによる
細胞死誘導のしくみを明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) それぞれの WRKY の疑似リン酸化変異
体をベンサミアナ葉に一過的に導入し、
RNAを調製して RNA-Seq (RNAシーク
エンス) 解析を行う。この解析によって、
各 WRKY によって誘導される遺伝子情
報を得る。 

(2) これらの実験で得られたデータを比較
解析することによって、細胞死誘導に関
する候補遺伝子を発掘する。 

(3) ウイルス誘導型ジーンサイレンシング
(VIGS) システムを用いて候補遺伝子を
迅速にノックダウンし、各 WRKY 誘導
による細胞死を始め、防御関連遺伝子発
現に対する影響を調べる。 

 
４．研究成果 
 
植物免疫には、病原菌の構成成分である分
子パターンとパターン認識受容体との相互作
用で引き起こされる PTI (pattern-triggered 
immunity) と、病原菌のエフェクターを抵抗性
タンパク質が認識することで細胞死が誘導さ
れる ETI (effector-triggered immunity) とが存在
する。一般に、ETI は HR 細胞死を伴う。こ
の細胞死誘導過程には、MAPKカスケードが
関与していることが知られている。WRKYの
過剰発現解析の結果、NbWRKY7、NbWRKY8、
NbWRKY9、NbWRKY11、NbWRKY12 およ
び NbWRKY14 は、細胞死誘導活性を有する
ことが示された。また、これらWRKYを同時
にノックダウンすると、活性型のMEK2DD誘
導による細胞死が抑制されることから、
MEK2-SIPK/WIPK カスケードは複数の
WRKY を介して細胞死を誘導するものと思
われた。 
細胞死誘導に関与する NbWRKY8 および

NbWRKY14と、誘導しない NbWRKY13の疑
似リン酸化変異体を発現させ、トランスクリ
プトーム解析を行った。その結果、細胞死を
誘導するNbWRKY8 とNbWRKY14の下流で
は多くの光合成関連遺伝子の発現が抑制さ
れていた。光合成速度を測定した結果、これ
ら WRKY の発現区では光合成速度が有意に
低下していた。一般に、光合成速度の低下は
葉緑体において過剰な還元エネルギーを発
生させ、光化学系にて ROS生成を誘発させる。
葉緑体での ROS 生成を評価するため、H2O2

と反応する DABで染色した。WRKY発現に
応答した表皮細胞の葉緑体では、DABの酸化
による褐色が観察された。さらに、葉緑体に
おける ROS 蓄積の細胞死に及ぼす影響を調
べる目的で遮光実験を行ったところ、WRKY
による葉緑体での H2O2 蓄積および細胞死が
抑制された。 



表皮細胞の葉緑体における H2O2 蓄積は
ETIで誘導され、NbWRKY7, 8, 9, 11, 12, 14を
サイレンシングすると抑制された。以上の結
果は、MAPK-WRKY経路が光合成を阻害し、
葉緑体に ROS生成を誘発すること、そして葉
緑体での ROS 蓄積は細胞死の誘導に関与す
ることを示している。しかし、MAPKの活性
化は葉肉細胞の葉緑体にも H2O2 蓄積を誘導
するが、WRKYの疑似リン酸化変異体を過剰
発現させても葉肉細胞での変化は認められ
なかった。この結果は、MAPK-WRKY 経路
が表皮細胞の抵抗性に寄与することを示し
ている。そこで、ジャガイモ疫病菌をベンサ
ミアナタバコ葉に接種して、感染行動を観察
した。NbWRKY7, 8, 9, 11, 12, 14をサイレンシ
ングした結果、ETI に依存した抵抗性が打破
され、表皮細胞に疫病菌が侵入することが明
らかになった。しかし、疫病菌の侵入菌糸が
葉肉細胞に達すると HR細胞死が誘導され、
感染が阻止されている様子が確認された。こ
れらの結果は、MAPK-WRKY 経路が ETI に
おける表皮細胞特異的な抵抗性に関与する
ことを示しているものと思われた。 
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