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研究成果の概要（和文）：植物免疫応答の解明にむけて、リン酸化プロテオミクス手法を用いて同定したPSIG1
（MARK1から呼称変更）は、病原菌感染時の細胞死を制御する因子であることが明らかとなった。そこで、PSIG1
の分子機能の解明にむけて、PSIG1の相互作用因子の単離、同定を試みた。その結果、PSIG1の相互作用因子とし
てシロイヌナズナにおいてRNA分解制御に関わるSMG7が同定された。PSIG1とSMG7は物理的に相互作用すること、
さらに細胞内で共局在することを見出した。以上の結果は、PSIG1が病原菌感染時にmRNAの制御に関与し、細胞
死を制御している可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：To reveal the plant immune components, we have performed phosphoproteomics 
approach, and identified PSIG1 that functions as a negative regulator of cell death during pathogen 
infection. For exploring of the molecular function of PSIG1, we assessed the subcellular 
localization of PSIG1, and identified PSIG1 interacting protein. One of the interactors of SMG7 
which functions as a regulator of mRNA decay in Arabidopsis thaliana. PSIG1 physically binds to 
SMG7, and PSIG1 and SMG7 were co-localized around P-bodies using Agroinfiltration method in 
Nicotiana benthamiana. These results suggest that PSIG1 might regulate mRNA metabolism for 
controlling cell death during pathogen infection.

研究分野：植物病理学

キーワード： リン酸化　植物免疫　細胞死　RNA metabolism

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 植物の備える「Resistance (R) -gene 
mediated resistance」は、特定の感染性病
原体と宿主植物の相互作用で発動される病
害抵抗性機構である。病原菌が分泌する「エ
フェクター」と植物の「Rタンパク質」の特
異的認識により規定され、急速な過敏感反
応（Hypersensitive Response: HR）を誘導
し、侵入した病原体を封じ込める。エフェ
クターと R タンパク質は多様性に富んでい
るが、それらの相互作用により引き起こさ
れる HR は植物種間を超え共通しており、極
めて強力な抵抗性機構である。その効果の
高さから、育種において R-gene の導入が、
様々な作物品種で試みられてきている。一
方、R-gene 導入イネにおいて、僅か数年で
病原性レースが発生して抵抗性が打破され
るなど、特定の R-gene 導入による育種では
病原菌の進化速度に対応できない問題点が
提起されている。その解決策として、普遍
性の高い HR 誘導の分子機構を理解し、
R-gene 導入に因らず「R-gene mediated 
resistance」を強化する全く新しい育種法
を編み出すことが期待されている。HR 誘導
の分子機構に関しては、Rタンパク質がエフ
ェクターを認識する仕組みの詳細は明らか
になりつつあるが、多様な「エフェクター」
－「Rタンパク質」ペアが HR を誘導する仕
組みは全く分かっていない。その理由とし
て、従来の研究アプローチによる、新しい
HR 制御因子の同定の困難さが議論されてい
る。 
申請者は、最新のプロテオミクス手法を
利用したスクリーニングにより、順遺伝学
的手法を含む従来法では難しいと考えられ
る、新たな病害抵抗性制御因子の同定を進
めてきた。その中で同定した MARK1
（ MAMP-responsive phosphoprotein for 
appropriated ROS kinetics : MARK）は、
MAMP（微生物分子パターン）応答性の活性
酸素種（ROS）生成に必要な、リン酸化タン
パク質である。その後の解析から、MARK1
を PSIG1 (Plant-SMY2 type Ilu type GYF 
domain containing protein 1)と命名した。
psig1 変異体の詳細な解析を進めた結果、
psig1 変異体は通常生育時の疑似病斑を形
成しないが、エフェクターと R タンパク質
の相互作用に伴う HR を亢進させるという、
これまでに報告のない非常にユニークな表
現型を示すことが分かった。そこで本研究
課題では、HR 誘導に関わる全く新しい因子
PSIG1 の解析を通じ、HR 誘導の分子機構の

解明に取り組んだ。 

PSIG1 は、分子機能が全く未知の、陸上
植物に特徴的な因子である。psig1 変異体
は、非親和性病原性細菌 Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000) 
avrRps4 および Pto DC3000 avrRpm1 のスプ
レー接種で、野生型では見られない細胞死
が強く誘導される。Pto DC3000 avrRps4 接
種による細胞死は、TIR-NB-LRR 型 R タンパ
ク質である RPS4（AvrRps4 を認識する）の
制御因子 EDS1 との二重変異体で抑制され
る。つまり、psig1 変異体は R タンパク質
の活性化に伴う HR 細胞死を抑制する制御
因子であると考えられる。 

特筆すべきことに、psig1 変異体は R-gene 
mediated resistance が活性化しやすい特
徴を有するが、擬似病斑（エフェクター認
識なしでの R タンパク質の無秩序な活性化
による細胞死）を形成しない。一般に、病
原菌に抵抗性を示す変異体の多くは、擬似
病斑形成による生育不良を起こす。これは、
植物が限られたエネルギーを防御応答に割
くために引き起こされる生育阻害である
（Trends in Plant Science, 2014 Sep 30. 
pii: S1360-1385(14)00228-3）。抵抗性の強
化と生育不良の解消というジレンマは、解
決すべき課題の１つである。psig1 変異体
の HR 制御機構を理解は、生育不良のトレー
ドオフなしに R-gene mediated resistance
を強化できる技術の開発に繋がると期待さ
れる。これまでに PSIG1 タンパク質の分子
機能を探るために様々な解析を進めており、
PSIG1 は RNA 分解制御に重要とされる
Processing Body (P-body)に寄り添って局
在することを明らかにした。また、PSIG1
と相互作用する因子（PSIG1-interacting 
protein: PIP）を 17 種類同定することに成
功した。興味深いことに、その中の１つの
SMG7 は、幾つかの生物種において P-body
での RNA 分解制御に関わることが報告され
ている因子であった。smg7 変異体を単離し
て解析したところ、psig1 変異体と同様の
HR誘導を亢進する表現型を示すことが分か
った。これらの予備的知見は、PSIG1 が
P-body での RNA 分解制御を介して HR 誘導
を調節していることを示唆している。 
 
２．研究の目的 

PSIG1 と SMG7 の機能解析を通じて、
P-body による HR 誘導制御という新しい
「R-gene mediated resistance」制御シス



テムの一端を解き明かすことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PSIG1 の SMG7 制御機構の解明 
PSIG1 と SMG7 の相互作用の様式および生
理的意義の解析を明らかにすることを目
的として、PSIG1, SMG7 の組換えタンパク
質を精製し、相互作用の様式を検討した。
また、推定される相互作用部位に変異を導
入することで、相互作用における重要性を
検証した。次に、相互作用に重要なアミノ
酸配列を置換した pPSIG1::PSIG1Y575A を
psig1-1 変異体に形質転換し、相補個体を
作出した。ホモ化した T3 世代に関して、
psig1変異体で認められる病原細菌感染時
の細胞死を指標とし、相互作用の重要性に
ついて検証した。 
 PSIG1-GFP, SMG7-CFP, DCP1-mCherry など
を Agroinfiltration 法によりニコチアナ
ベンサミアナタバコで一過的に発現させ、
その局在について検討した。psig1-1 変異
体に pPSIG1::PSIG1-GFP を導入した形質
転換体ならびに , smg7-4 変異体に
pSMG7::SMG7-TagRFP を導入した形質転換
体の作出を試み、その局在変化について検
証を試みた。 
(2) psig1 ならびに smg7変異体における過敏
感細胞死が亢進する原因の特定 
 psig1 変異体と smg7 変異体では、非親和
性病原細菌接種時に共通して細胞死が亢
進することから、共通した因子群の制御不
全が引き起こされているものと推察され
た。そこで、RNA-seq 解析を行い、psig1
変異体と smg7 変異体で共通して発現変動
が認められる因子の同定を試みた。 
(3) PSIG1 制御因子の同定 
PSIG1のリン酸化部位のアミノ酸配列を基
に、PSIG1 の制御因子の同定を試みた。 
 

４．研究成果 

（1）（2）本研究では、PSIG1 が病原菌感染時
の細胞死の制御に関わる新奇な因子である
こと、mRNA 分解制御に関わる SMG7 と相互作
用することを見出し、PLoS Genetics 誌で発
表した（Matsui et al., 2017）。上述の通
り、PSIG1 は分子機能が全く未知の陸上植物
に特徴的な因子であった。PSIG1 の相互作用
因 子 と し て 同 定 し た SMG7 は
nonsense-mediated RNA decay と呼ばれる
RNA 分解制御機構に関わることが報告され
た（Riehs-Kearnan et al., 2012）。smg7-1
変異体は、擬似病斑を形成するなど、一連

の植物免疫応答が活性化される。さらに、
Gloggnitzer らは、SMG7 が有する NMD 自己
調節能を不活性化した SMG7-∆UTR 形質転換
体を作出し、病原性細菌 Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000（Pto DC3000）
に対して、より罹病性が高まることを報告
した(Gloggnitzer et al., 2014 Cell Host 
Microbe）。SMG7-∆UTR 形質転換体は Type III 
secretion system (TTSS)を欠損した Pto 
DC3000 hrcC-に対する抵抗性は野生型と同
程度であった。すなわち、NMD は病原菌感染
時の抵抗性の活性化に重要であることを示
している。SMG7-∆UTR 形質転換体の Pto 
DC3000 に対する表現型は、psig1 変異体の
表現型と一致している。 
PSIG1がNMDに直接関与するかは現時点で
は明らかではない。しかしながら、PSIG1 と
SMG7 がタンパク質―タンパク質相互作用を
すること、ストレス条件下において細胞内
で PSIG1 と SMG7 が共局在すること、PSIG1
は RNA 分解に関わる P-bodies とも関連した
局在を示すことからも、PSIG1 が RNA 制御に
関わると推察している。 
PSIG1 と SMG7 の細胞内共局在の解析に向
けて、形質転換植物の作出を試みた。しか
しながら、作出段階でSMG7の 3’UTRが SMG7
の制御に重要であることが報告された。さ
らに、選択マーカーが原因の生育異常が起
きてしまったことから、プラスミドの再構
築が必要となった。現在、解析を進めるま
でに至っていない。今後は、再度 SMG7-RFP
を構築し、作出済みの PSIG1-GFP と交配す
ることで、局在変化について解析を進める
必要がある。 
 
PSIG1 の分子機能について、２つの独立し
た研究グループからも研究報告が相次いだ。
Hashimoto らのグループは、ポテックスウイ
ルスの増殖に必須な植物遺伝子 exa1 として
psig1 変異体を単離、同定した（Hashimoto et 
al., 2016 Plant J.）。exa1 変異体はポテッ
クスウイルスの蓄積が減少する。このウイ
ルス蓄積の減少は、 R-gene mediated 
resistance の構成的な活性化に起因するも
のではない。すなわち、PSIG1 が植物病原ウ
イルスの複製に関わる何らかの機能を有す
ることを示唆している。 
Wu らのグループは R-gene である SNC1 の
表現型が強まる変異体 MUSE11(mutant, 
snc1-enhancing)を単離し、原因として
PSIG1 に変異が生じていることを明らかと
し た （ Wu et al., 2017 eLIFE ）。



psig1/exa1/muse11（以降 psig1 と記載）の
欠損は、R-gene（RPS4, RPM1, RPS2）の転
写量に影響を与えない。しかしながら、RPS4, 
RPM1ならびにRPS2タンパク質蓄積量が増加
した。さらに、PSIG1 は elF4E1, eIF4E1B と
相互作用することで、翻訳阻害を引き起こ
し、Rタンパク質の蓄積を制御する可能性に
ついて報告している。驚いたことに、Wu ら
の研究グループでは、psig1 変異体が構成的
な植物免疫応答を示しており、病原性細菌
Pseudomonas syringae pv. maculicola 
ES4326 に対する抵抗性が高まっていた。こ
の点は、当研究グループや、Hashimoto らの
報告とは異なっていた。 
我々は、psig1 変異体が構成的な植物免疫
応答の活性化が認められないこと、さらに、
psig1 変異体が病原性細菌 Pto DC3000 に対
してより罹病性を示すことを明らかにして
いる。また、後述の RNA-seq 解析結果から
も、通常条件下において構成的な防御応答
は活性していなかった。以上の結果は、
psig1 変異体は少なくとも生育する環境条
件の影響を受け、植物免疫の活性調節に影
響が出やすい可能性を示唆している。 
植物―病原菌相互作用における psig1 変
異体の過敏感細胞死が亢進する原因の特定
することを目的として、RNA-seq 解析を試み
た。PSIG1 と SMG7 の相互作用に着目し、
psig1 変異体と smg7 変異体に共通して発現
変動する遺伝子群の探索を進めた。その結
果、mock 処理では、野生型、psig1 変異体、
smg7 変異体において遺伝子発現変動にほと
んど差は検出できなかった。このことは、
psig1 変異体や smg7-4 変異体において構成
的な植物免疫応答の活性化が認められない
ことと一致する。一方で、病原菌を接種し
たサンプルでは、psig1 変異体、smg7 変異
体で共通して発現変動する遺伝子群を見出
した。発現変動した遺伝子には、R-gene も
多数含まれることが明らかとなった（未発
表）。本結果は、PSIG1 や SMG7 が制御する分
子機構が欠損することに伴い、制御下の
mRNA がより蓄積する可能性を示唆している。
また、PSIG1 や SMG7 で共通して発現が低下
した遺伝子群には、RNA 関連因子が多数含ま
れることも明らかとなった（未発表）。 
今後は、psig1 変異体で発現変動した遺伝
子群が病原菌感染時に誘導される細胞死の
原因となっているかを明らかにすることが
重要となる。今後は、psig1 変異体の表現型
が回復する多重変異体の作出などを試みる
ことで、原因となる遺伝子の同定、さらに

は細胞死誘導機構の詳細に迫ることが可能
となる。 
 
(3) PSIG1 制御因子の同定 
PSIG1のリン酸化部位のアミノ酸配列を
基に、PSIG1 の上流で機能する制御因子の
同定を試みた。PSIG1 のリン酸化部位は、
MAPK の基質に共通するものであった。ま
た、PSIG1 は MAMP 処理後 10 分という早期
にリン酸化修飾されることから、flg22 処
理で早期に活性化する MPK6 をモデルとし
て、PSIG1 のリン酸化について in vitro 
phosphorylation assay を行った。PSIG1
ならびに MPK6 について組換えタンパク質
を作出し、リン酸化反応を行った。MPK6
を活性制御のため、MKK4DD タンパク質も
精製し、リン酸化反応に供試した。リン酸
化反応産物は、電気泳動でバンドサイズの
変動などを確認すると共に、LC-MS/MS に
よりリン酸化ペプチド検出を試みた。しか
しながら、現在までに in vitro における
MPK6 による PSIG1 のリン酸化は検出でき
ていない。MPK3/6 などが上流因子である
可能性はあるものの、実験系の再検討が必
要と考えられる。 
PSIG1 相互作用因子として、2 種類の
protein kinase が同定できており、今後
はそれら protein kinase に着目して解析
を進めることで、PSIG1 の詳細な分子制御
機構の理解が可能となると考えている。 
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