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研究成果の概要（和文）：病原菌の感染は枯死、生産性および品質の低下をもたらすため、その防止および軽減
は農作物生産において最も重要な課題のひとつである。本研究では、植物が病原菌を認識した際に動因される初
発応答であるCa2+シグナルとROSシグナル、その相互作用として機能するCa2+・ROSネットワークの動態につい
て、新たな測定系を開発するとともに、その計測を行なった。
シロイヌナズナを用いた解析の結果、病原応答に関与するCa2+シグナルが先んじて生じるROSシグナルにより動
因されることを示す直接的な結果が得られた。また、このCa2+シグナルの動因を担う遺伝子として、３つの候補
遺伝子を同定するに至った。

研究成果の概要（英文）：Infection with pathogens leads withering, reduction of productivity and 
quality, so its prevention and alleviation is one of the most important issues in agriculture. In 
this study, we analyzed Ca2+ signal and ROS signal, which is the initial response driven by plants 
when they recognize pathogenic bacteria, and the dynamics of Ca2+・ROS network functioning by their 
interaction.
Analysis using Arabidopsis thaliana resulted in a direct result indicating that the Ca2+ signal 
involved in the pathogenic response is driven by the ROS signal generated ahead of time. In 
addition, we have newly identified three genes  responsible for pathogen-related Ca2+ signal.

研究分野： 植物生理学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然界には多種多様な植物病原菌が存在し、植物はこれに抵抗し、自らを守るためのシステムを有する。植物が
病原菌を認識した際に動因される初発応答として、Ca2+シグナルとROSシグナルが動員されるが、どちらが先ん
じて起こるのか、その順位と関連性については未だ明らかではなかった。本研究では、我々が新たに開発した発
光プローブおよび２波長検出器を用いることで、Ca2+シグナルとROSシグナルの同時計測を行うことにより、病
原応答に関与するCa2+シグナルが先んじて生じるROSシグナルにより動因されることを示す直接的な結果が得ら
れた。

※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 

 病原菌の感染は枯死、生産性および品質の

低下をもたらすため、その防止および軽減は

農作物生産において最も重要な課題のひと

つである。植物の細胞において、その生育環

境からの外的ストレスは主に細胞膜上の受

容体によって認識されたのち、細胞質カルシ

ウムイオン濃度（[Ca2+]c）変化を中心とした

化学シグナルに変換される。これにより細胞

内の酵素活性制御、遺伝子発現制御を行うこ

とで、細胞は受容したストレスに応じた適応

反応を示す。[Ca2+]cは定常状態において非常

に低く保たれており、ストレスによる Ca2+透

過チャネルの活性化は非常に大きな[Ca2+]c

上昇（Ca2+シグナル）を引き起こす。病原菌

感染シグナル分子であるエリシターは、速や

かに Ca2+シグナルを動因することが報告され

ている。また、近年の研究成果より、Ca2+シ

グナルは細胞質のみならず葉緑体やミトコ

ンドリアなどのオルガネラ内、また細胞—オ

ルガネラ間のコミュニケーションにおいて

も極めて重要な役割を担っていることが明

らかとなってきた。 

 活性酸素種（ROS）は DNA の損傷や細胞死

を誘導する毒性物質として古典的に知られ

ているが、近年の研究から細胞内 ROS 濃度

（[ROS]c）上昇＝ROS シグナルが細胞の分裂

や分化、細胞内オルガネラ間のコミュニケー

ションに於いて極めて重要な役割を果たす

ことが明らかにされてきた。興味深いことに、

高等植物においては、気孔の閉孔や病原スト

レス応答の初期過程に関与する Ca2+シグナル

の動因には細胞膜上の膜電位依存型 Ca2+透過

チャネルの活性化に先んじて ROS生成が起こ

ることが推定されている。また、細胞膜上で

活性酸素種生成を行う NADPH oxidase の活性

化には Ca2+の結合が必要であることが報告さ

れている。このような Ca2+シグナルと ROS シ

グナルの相互作用、すなわち Ca2+・ROS ネッ

トワークは、植物の病原菌感染応答のみなら

ず、気孔の閉鎖を誘導する Ca2+オシレーショ

ンの生成や細胞内シグナルのフィードバッ

ク、さらには細胞間・器官間での情報伝播に

おいて主要な役割を果たしていると考えら

れている（総説：Jeandroz et al., 2013 Plant 

Physiol. 163: 459-470, Steinhorst and 

Kudla 2013 Plant Physiol. 163: 471-485.）。

しかしながら、その分子機構については未だ

明らかにされていない点が多い。その最大の

原因は、植物細胞における[ROS]c 上昇（ROS

シグナル）をリアルタイム検出する実験手法

が確立されていなかった為である。 

 この課題を解決するため、我々は先行研究

において、発光二枚貝由来の ROS 応答性発光

タンパク質をコードする人工遺伝子を作成

し、出芽酵母を用いて細胞質 ROS プローブと

して実用化するとともに、構造改変した発光

基質を用いることで発光波長の重なりを解

消し、分光ルミノメーターを開発することで、

Ca2+シグナル、ROS シグナルを同時計測するシ

ステムを構築した。 

 

２．研究の目的 

Ca2+シグナル・ROS シグナルの同時計測を行

うことは、高等植物の細胞内シグナル伝達に

おけるCa2+-ROSネットワークの分子機構解明

に向けた最も有効なアプローチである。本研

究では、病原菌感染シグナル分子であるエリ

シターに応答した Ca2+シグナル・ROS シグナ

ルの個別、同時計測を野生型シロイヌナズナ 

のほか、各種の遺伝子破壊株を用いて計測す

るための遺伝子発現ベクターおよび発光強

度計測系を構築し、病原菌感染応答に関与す

る新たな遺伝子を同定する。また、個体レベ

ルでのイメージング計測系を構築すること

により、全身応答システムへの関与について

も明らかにすることを目指す。 

 

３．研究の方法 

研究試料にはモデル植物であるシロイヌ



ナズナ植物体およびタバコ培養細胞を用い、

Ca2+シグナルの計測にはオワンクラゲ由来の

Ca2+応答性発光タンパク質であるエクオリン、

ROS シグナルの計測には上述の発光二枚貝由

来のROS応答性発光タンパク質をそれぞれ細

胞質特異的に発現する遺伝子組換え植物を

試料として、ルミノメーターを用いて発光強

度のリアルタイム計測を行なった。先行研究

において我々は、これらを共発現する遺伝子

組換え植物を作出、選抜して用いたが、植物

体内における還元反応により、ROS 応答性発

光タンパク質の発光基質酸化型セレンテラ

ジンがエクオリンの発光基質である還元型

セレンテラジンへと遷移することで分光計

測に支障をきたしたことから、ROS 応答性発

光タンパク質を単独発現する遺伝子組換え

植物を新たに作出し、選抜して用いることと

した。また、既に 35S プロモーター導入が行

われている遺伝子組換え株での発現効率を

高めるため、UBQ10 プロモーター下流にエク

オリンまたは ROSレポーター遺伝子を導入し

たベクターを構築した。Ca2+シグナル・ROS

シグナルの同時計測を行う際には、マイクロ

テック・ニチオン株式会社（船橋市）と共同

開発した２波長分光ルミノメーターを用い、

それぞれの幼植物または切り取り葉を１つ

ずつ同一のキュベットにいれて、実験に用い

た。超高濃度 CO2 環境下での植物栽培にはセ

ンサー付きレギュレータを取り付けた小型

インキュベーターを用い、網羅的遺伝子発現

解析にはマイクロアレイ法を用いた。     

 

４．研究成果 

シロイヌナズナ植物体を用いた研究では、  

病原菌感染シグナル分子(エリシター)であ

る flg22 を投与した際の Ca2+シグナル、ROS

シグナルについて、それぞれ計測を行なった。 

シロイヌナズナ の場合においては、Flg22 投

与後速やかに ROSシグナルにピークが見られ、

その減衰後においても定常状態よりも高い

状態が維持された。flg22 に応答した Ca2+シ

グナルが NADPH oxidase 阻害剤である DPI に

よって抑制されることから、Ca2+透過チャネ

ルの活性化に引き続いて Ca2+シグナルが細胞

膜上の NADPH oxidase を活性化することで細

胞外にROSが生成し、周囲の細胞におけるROS

感受性の Ca2+透過チャネルを活性化すること

でその情報を伝播すると考えられてきた。本

計測では Ca2+シグナルに先んじてピークに達

する ROS シグナル(細胞内での ROS 濃度上昇)

が検出されており、Ca2+-ROS ネットワークの

複雑性、双方向性について、新たな知見を得

ることができた。 

鍵遺伝子の探索を目的としていくつかの

遺伝子破壊株について解析したところ、ある

Ca2+透過チャネルの破壊株においてシグナル

の低下が見出された。本研究と並行して、

我々は国際宇宙ステーション（ISS）での農

作物生産を目的として、ヒトが生活する閉鎖

環 境 で あ る ISS に 特 有 の 超 高 濃 度

CO2(3000-6000 ppm)が植物の生育、遺伝子発

現に及ぼす影響を解析している。超高濃度CO2

環境では培地 pH の低下、酸化ストレスの影

響が懸念されることから、抗酸化物質の蓄積

が起こり、病原抵抗性にも変化が見られるも

のと考えられた。そこで超高濃度 CO2 環境下

において栽培したシロイヌナズナ幼植物を

試料として、抗酸化活性および flg22 に応答

した Ca2+シグナルの計測を行なった。まず抽

出液の抗酸化活性を調べたところ、通常大気

で栽培した対照区の２倍程度の抗酸化活性

が見られた。しかしながら Ca2+シグナルの強

度には有意な差は見られなかったことから、

抗酸化物質の蓄積は病原菌感受性には影響

しないものと考えられた。極めて興味深いこ

とに、上述の Ca2+透過チャネル破壊株におけ

る flg22 応答性 Ca2+シグナルは超高濃度 CO2

環境下で栽培することにより、野生型と同程

度まで亢進した。そこで網羅的遺伝子発現解

析を行ったところ、超高濃度 CO2 環境下で栽



培した際にはこの Ca2+透過チャネル破壊株で

特異的に、病原菌感染応答に関与するレセプ

ターキナーゼ、転写因子それぞれ１つずつの

発現が亢進することが明らかになった。その

分子機構については未だ明らかでない点が

多いものの、最適化を進めることで CO2 処理

という極めて安価かつ簡便な手法を通じた、

新たな免疫賦活法を確立することができる

かもしれない。 

病原菌感染応答と同様に、Ca2+-ROS ネット

ワークがその初発応答に関与する生理応答

として、重力感知機構が挙げられる。本課題

で作成した UBQ10:エクオリンベクターや計

測手法を用いることにより、シロイヌナズナ

機械刺激受容チャネルである MCA1 が重力刺

激応答性 Ca2+シグナルの動因に寄与すること、

すなわち植物における重力センサーの分子

実体のひとつであることを明らかにするこ

とができた。この例が示すように、本研究に

おいて開発した発現ベクター、発光強度計測

系などの研究リソースは今後、幅広い目的で

の応用が期待される。 

タバコ培養細胞を用いた研究では、病原菌

エリシターであるクリプトゲインに対する

応答および浸透圧ストレス応答について、

Ca2+シグナルおよび ROS シグナルの計測を行

った。クリプトゲインに対する応答では Ca2+

シグナルの動因に引き続いて細胞外 ROSの生

成が起こることが報告されている。しかしな

がら、細胞内 ROS 濃度はクリプトゲイン添加

直後から定常状態よりも高い状態に遷移し

たものの、Ca2+シグナルの後に起こる細胞外

ROS 生成に同期する顕著なピークは見られな

かったことから、その細胞質への流入（オー

トクリン作用）はあまり起こらないものと考

えられた。また、低浸透圧に対する応答では

Ca2+シグナルおよび ROS シグナルがほぼ同時

に動因されていた。ここでの細胞質における

ROS 生成を担う酵素や分子機構の解明には至

らなかったものの、両者が協調して動因され

ること、そのタイムスケールについては一端

を明らかにすることができたと考えられる。 
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