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研究成果の概要（和文）：植物の防御応答として生成した一酸化窒素(NO)の機能を理解するために、NOの直接的
な標的分子を特定することを試みている。これまでに植物の病原菌感染防御応答時に生成するNOが関与する生体
物質修飾機構として、主にタンパク質のニトロソ化が解析されてきた。本研究課題では感染防御応答時の植物体
中の活性窒素生成と核酸のニトロ化について検討した。その結果、植物の病原菌感染防御応答時には活性酸素の
生成量および8-ニトログアニンの存在量が増大し、核酸のニトロ化が進行することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate roles of nitric oxide in plant defense system, nitric oxide 
targeting molecules in host plant cells have been identified. So far, nitrosylated-proteins as 
molecular modification mechanisms in host plant cells attacked by the plant pathogens has been 
identified mainly. In this study, we investigated DNA nitration in plant defense against pathogen 
attacks.

研究分野： 植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物の感染防御において、活性酸素種、
特にスーパーオキシドアニオン (O2

-) 生成
は初期応答の典型であり、動的な抵抗反応
の始動と統御機能において重要な意味を持
つことを明らかにしてきた。その研究を進
める過程で、O2

- 生成が関与しない応答反
応も存在することがわかってきた。例えば、
O2

- 生成だけでは典型的感染応答反応であ
る過敏感細胞死を誘導しない。そこで別の
活性酸素分子の関与を想定し、一酸化窒素 
(NO) に着目するに至った。NO が低分子性
抗菌物質(ファイトアレキシン)の生成を引
き起こすことを 1996 年に申請者らが報告
し、以後 NO が植物の感染防御応答時に生
成すること、その NO が複数の応答反応の
誘導に関与することを示している。 NO は
反応性に富むラジカル分子であり、形態形
成、成熟過程、気孔の閉鎖、休眠の抑制、
アブシジン酸処理や傷害などのストレスに
対する応答といった様々な植物の生理現象
に、NO は深く関わっている。 

NO の関与する修飾機構にタンパク質の
S-ニトロソ化がある。タンパク質のシステ
イン残基は反応性に富むチオール基を有し、
ジスルフィド結合を介したタンパク質のフ
ォールディングに関与することや活性中心
として機能することが知られている。近年、
植物における S- ニトロソ化やその制御因
子についての報告がなされ、当該研究室で
もジャガイモ植物とその疫病菌の系におい
て、S-ニトロソ化タンパク質の網羅的検索
を行い、NO 標的ニトロソ化タンパク質の
解析を行っている。また、NO と O2

-との反
応物であるパーオキシナイトライト
(ONOO-)は、タンパク質に含まれるチロシ
ン残基のニトロ化を引き起こす。当該研究
室でも防御応答における ONOO-の標的タ
ンパク質の同定を試みている。しかしこれ
までのいずれの研究においても、ニトロ化
や S-ニトロソ化の主たる標的分子はタン
パク質であり、他の生体分子は標的と見な
されてこなかった。ヌクレオチドを含む核
酸の修飾機構を視野に入れた本研究は、 
NO 研究の新たな展開をもたらすことが期
待される。 
 
 
２．研究の目的 
 植物の感染防御応答における一酸化窒素 
(NO) 生成の機能解析の一環として、NO の
直接的な標的分子の探索を目指している。

これまでに当該研究室では、ジャガイモ植
物とその疫病菌の系において、ニトロ化や 
S-ニトロソ化の標的タンパク質の探索とそ
れらの機能について解析を行って きた。
本研究では、NO およびパーオキシナイトラ
イト (ONOO-)の直接的な標的分子として、
核酸分子、特に 8-ニトログアニンおよびそ
の関連物質の検出とシグナル伝達における
機能解析を行うことを目的とする。その研
究成果により、新たな過敏感細胞死誘導に
至るシグナル伝達機構解明の端緒が得られ
ることが期待される。  
 
 
３．研究の方法 
 供試植物材料としてジャガイモ（塊茎デ
ィスクおよび懸濁培養細胞）と、一部解析
のモデル系としてベンサミアナタバコ植物
を用いた。ジャガイモ塊茎組織には品種さ
やかを用いて塊茎ディスクを作成した。懸
濁培養細胞には同品種の塊茎由来の培養細
胞を用いた。これらジャガイモ由来試料に
は DW または疫病菌由来の細胞壁成分エリ
シター（HWC）を処理した。ベンサミアナ
タバコには本葉 6 葉期の第 4 本葉に DW ま
たは INF1 エリシターを接種した。 
核酸のニトロ化の指標となる 8-ニトログ

アニンの測定では、上記植物体を破砕し、
遠心分離した上清を測定試料とした。8-ニ
トログアニンの定量はELISA法に基づく市
販キットを用いて、吸光プレートリーダー
により測定した。 

NO と ONOO-の検出の検出については、
NO 蛍光プローブ（DAF2-DA）およびパー
オキシナイトライト（ONOO-）の蛍光プロ
ーブ（NiSPY-3）をそれぞれ用いて、蛍光プ
レートリーダーを用いて NO と ONOO-の検
出を試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)供試植物材料の検討 
 当該研究課題の遂行に適する供試植物材
料の選抜を試みた。ジャガイモ塊茎ディス
ク、ジャガイモ懸濁培養細胞とベンサミア
ナタバコ葉を用いた。対象区を DW 処理と
し、ベンサミアナタバコ葉には INF1 エリ
シター、ジャガイモ塊茎組織には HWC を
処理し、経時的に供試試料を回収し、市販
の定量キットを用いて核酸のニトロ化の標
的分子となることが予想される 8-ニトログ
アニンの定量を行ったところ、ベンサミア
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