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研究成果の概要（和文）：本研究課題は植物の免疫システムとそれを抑制する病原体の攻撃システムの分子機構
を解明することである。変異体スクリーニングと生化学的・遺伝学的解析により、キノンおよび過酸化水素のセ
ンサーとして新規の受容体様キナーゼを同定し、植物免疫における重要因子であることを明らかにした。また、
免疫制御因子の同定、およびゲノム解析等による病原体エフェクターの同定に成功し、植物と病原体の攻防の分
子実態が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This research project aims to elucidate the molecular mechanisms of the 
plant immune system and the pathogen attack system that suppresses it. Through mutant screening and 
biochemical and genetic analyses, we identified novel receptor-like kinases as sensors of quinone 
and hydrogen peroxide, which are important factors in plant immunity. We also succeeded in 
identifying immunoregulators and pathogen effectors by genomic and other analyses, and clarified the
 molecular nature of the attack and defense between plants and pathogens.

研究分野： 農学

キーワード： 植物病原体相互作用　免疫受容体　過酸化水素　キノン　シグナル伝達　ゲノム　プロテオーム　エフ
ェクター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
90億とも予測される世界人口の需要に対応するためには、食糧生産量を大幅に増加させる必要があり、これまで
の病原体の管理によって、食糧生産の安定供給を達成してきているものの、病原体による被害は依然として世界
の収穫量の１０～１６パーセントに達するといわれている。病原体に対する植物が本来もつ免疫システムを理解
して利用すること、そして病原体が如何に進化してそれを破っていくかを解明することで、新しい防除システム
の基礎を確立し、食糧安全保障に貢献する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
植物や動物は“自然免疫系”と総称される高度に発達した細胞ベースの防御システムを進化させ、
非自己であるウイルス、細菌、カビ、線虫など多種多様な病原体由来の物質を感知し、身を守っ
ている。これに対し病原体は、様々な低分子化合物やタンパク質を宿主細胞内に多数注入するこ
とにより、この自然免疫系を抑制し感染の確立を狙う。これらの複雑な免疫機能に関与する多く
の因子が明らかになってきているものの、それぞれの因子が必ずしも生化学的な機能として繋
がってはおらず、植物免疫システムは依然として不明な部分が多い。また、この植物免疫システ
ムを凌駕するために多種多様に進化した病原体は、ユニークな攻撃戦略を確立しているはずだ
が、その理解はごく一部に限られていた。 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、植物免疫における重要タンパク質、およびその複合体の同定、そしてその構造決定
をし、植物免疫システムの分子メカニズムを解明する。最重要ターゲットとしては過酸化水素・
キノンのセンサー候補とその複合体の同定とその遺伝学的・生化学的機能解析により、レドック
スシグナルの本質的な理解を目標とする。さらに免疫レセプター複合体、オキシダーゼ複合体、
スーパーオキシドディスムターゼ等、申請者の研究室において単離された生化学的機能の不明
なものを中心にその機能の関連性を理解し、伝達系を理解する。植物免疫関連タンパク質はこれ
を抑制して病原性を確立する必要がある病原体のターゲットになっているはずである。病原体
から病原体因子を単離し、その植物ターゲットを同定することで、新規の植物免疫因子が同定出
来る可能性が高い。しかしながら、糸状菌や線虫等の真核生物である病原体のゲノム解析は遅れ
ており、各属におけるリファレンスゲノムの確立に止まっている。本課題では、病原体ゲノムを
多数解析し、植物免疫システム等をターゲットとする病原エフェクターの単離をめざし、その免
疫抑制機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) カルシウムセンサーを発現させたシロイヌナズナを用いた実験で、キノンあるいは過酸化
水素を添加すると細胞質内のカルシウム濃度が急激に上昇することを確認したことから、変異
体スクリーニングをおこない、キノンおよび過酸化水素の添加時にカルシウム濃度が上昇しな
い変異体を 12 系統獲得した。次世代シーケンサーを用いた解析で、原因遺伝子がコードするタ
ンパク質は膜貫通ドメインを持つ LRR-RLK であることから、細胞膜タンパク質である可能性が
高い。これを検証するため、GFP 等の蛍光マーカーをタンパク質の C 末にタグし、変異体の相
補実験をおこない機能性を確認した後、共焦点顕微鏡等でその細胞内局在を明らかにする。また
本タンパク質に対する特異的抗体を作成する。このクラスの LRR-RLK に特異的なシスティン残
基が過酸化水素。キノンのセンシングに関与しているかを調べるために、システィン残基をアラ
ニンに変換し、センシング能が損なわれるかを検証する。また変異体を用いて、植物免疫シグナ
ルにどのような影響を与えるかを検証する。具体的には、病原体の分子パターンである鞭毛ペプ
チド flg22 やカビ細胞壁由来のキチン等を処理した変異体において、細胞質内 Ca2+の上昇が変化
するかどうかの定量解析をおこなう他、下流の MAP キナーゼの活性化をウエスタンブロットと
特異的抗体を用いて定量する。また、RNA-seq 解析から、誘導される遺伝子群を同定しシグナル
伝達系を明らかにする。トマト斑葉細菌を接種して、その病原性を定量する。 
 

(2) 本研究室においてこれまでに解析をおこなってきた植物免疫における重要タンパク質を中
心に、これらタンパク質の複合体構成因子の同定をいくつかの相補的な手法を用いて試みる。主
には免疫沈降法で精製した複合体を高感度質量分析し、その複合体構成因子候補の同定を進め
る。同定された因子は、シロイヌナズナやベンサミアーナタバコ等の植物内で発現させて、免疫
沈降法や蛍光タンパク質をつかってその結合を細胞内で確認し、シロイヌナズナにおける T-
DNA KO 体や CRSIPR/CAS9 の変異体解析や,ベンサミアーナタバコにおけるサイレンシングシ
ステム・相補実験等を用いて機能解析を進める。植物免疫の表現型の解析としては、上記のよう
に、各病原体への抵抗性の変化や、病原体分子パターンへの応答（活性酸素の蓄積、MAP キナ
ーゼの活性化、カルスの蓄積、防御遺伝子群の活性化、植物免疫関連タンパク質の安定性）の変
化を詳細に解析して、植物免疫応答の全体像を得る。 
 

(3) 病原体の多様性から病原体因子を同定するため、各種病原体のゲノム・トランスクリプトー
ムをおこない、病原体解析の分子解析基盤確立を推進する。炭疽病菌は 10 菌以上の他、病原細
菌、フザリウム、線虫、および寄生植物のゲノム解析し、高度に保存され感染時に発現している
分泌性の小型タンパク質（コアエフェクター候補）を同定する。GFP 等のタグを付け、ベンサミ
アーナタバコにおける発現をおこない、その機能を詳細に解析する。特定した因子については植
物のターゲットを同定するため、GFP のタグを付け植物内で発現して共免疫沈降法・高感度質量



分析等をおこなう。特定されたターゲットについては上記のように機能解析をおこない、病原体
がどのようにして植物免疫機構を抑制して病原性を発揮するか解明する。また、同様な解析を他
病原体にも応用し、病原体因子とその植物ターゲットの同定を推進する。 
 
４．研究成果 
 
(1) シロイヌナズナを用いて遺伝学的スクリーニングおよび機能解析をおこない、植物における
キノンおよび過酸化水素のセンサーが LRR-RLK(ロイシンリッチリピート・レセプター様キナ
ーゼ)であることを発見した（図 1）。これをコードする遺伝子（CARD1 と命名）が、陸上植物で
高度に保存されていることから、その機能も陸上植物で重要であることが示唆された。蛍光マー
カーである GFP を C 末にタグし、変異体の相補実験をおこない、共焦点顕微鏡によって細胞膜
に局在することを明らかにした。さらに、抗体を作成、局在を生化学的にも確認した。また、こ
のファミリーの受容体に特異的なシスティン残基を変異させたタンパク質を発現させ、キノン
及び過酸化水素機能に重要なシスティン残基 C345 および C405 を同定した(図 1)。また、下流
の MAP キナーゼの活性化にこのタンパク質が必要であることが明らかになった。変異体におい
てキノンおよび過酸化水素の添加時にトランスクリプトーム解析をおこなったところ、野生株
に対して植物免疫関連の遺伝子群の発現が特異的に減少していた。さらに変異体に植物病原菌
であるトマト斑様細菌を接種し
たところ、免疫レベルが減少して
いた。また、キノンの添加時に気
孔が締まることが観察され、この
現象が変異体では見られないこ
とから、気孔を介して植物免疫を
発現させるのに、キノンが重要で
あることが示唆された。この発見
は Nature 誌に発表し、新聞報道
等でも紹介された(10)。これまで
に、植物免疫システムにキノンが
関与しているという報告はなく、
非常に新規性の高い発見となっ
た。今後の展望としては、ベンサ
ミアナタバコにおいて強発現さ
せる系を確立したことで、mg 単
位の細胞外部位のタンパク質を
得て結晶化に成功しており、認識
機構の解明が期待される。 
 
(1) 病原体由来物質が認識され植物免疫が活性化
する際に、受容体キナーゼの複合体が形成され
る。その後、リン酸化カスケードが活性化され
るが、この際のリン酸化プロテオーム解析をお
こなってセンサー下流のシグナル伝達系におい
てリン酸化されるタンパク質群および各リン酸
化部位（109 箇所）を同定した(15、図 2)。この
中には細菌の鞭毛を与えたときにリン酸化され
るタンパク質である NADPH オキシダーゼ（図
1）、ABC トランスポータである PEN3、カルシ
ウム ATPaseACA8 等が含まれており、リン酸化
部位が共通していた。このことは病原性エフェ
クター侵入によって活性化されるシグナル伝達
系と鞭毛等の分子パターンを認識して活性化す
るシグナル伝達系がエフェクターを認識して活
性化されるものと一部重複していることが明ら
かになった。この結果は New Phytologist 誌に発
表した(15、図 2)。また、本研究室においてこれ
までに解析をおこなってきた植物免疫における
重要タンパク質である活性酸素発生酵素群と
PAMP 受容体群を中心に、これらタンパク質の複
合体構成因子およびリン酸化タンパク質の同定
を試みた。主には免疫沈降法で精製した複合体お
よびリン酸化ペプチドを高感度質量分析器した。
同定された因子を PAMP 受容体の結合因子と比
較した所、両者のリストに含まれる LRR 型受容体型キナーゼ (LRR-RLK)および新規タンパク

図１：本課題で明らかになった植物免疫システムにおける

キノン・過酸化水素のシグナル伝達系の概念図 

図2 植物免疫活性時に特異的にリン

酸化レベルが上昇するタンパク質群 



質 PB1CP(図 1)を同定した。シロイヌナズナにおける欠損変異体では PAMP 誘導性の活性酸素生
成、MAPK リン酸化、及び病原細菌に対する抵抗性が亢進していた。一方で過剰発現体では、
PAMP 誘導性の活性酸素生成、MAPK のリン酸化、及び病原細菌に対する抵抗性が抑制されて
いた。これらの結果はこの LRR-RLK が PAMP 誘導性の活性酸素生成、MAPK 活性化、及び病原
細菌に対する抵抗性を負に制御することを示している。論文は、一部 bioRxiv に発表（原著は
New Phytologist に Revision 中）した他、さらにもう 1 報投稿準備中である。さらに、ケミカル
バイオロジー的手法によって同定された免疫阻害剤が、植物免疫のマスターレギュレータであ
る NPR1 の核内蓄積を阻害することで機能することを発見した(1, 27)。この発見は Nature 
Communications 誌に掲載され、国内外で高い評価を得ている(1)。今後の展望としては、この
阻害剤のターゲットがスーパーオキシドディスムターゼ(SOD,図１)であることをスクリーニン
グおよび結晶解析から発見しており、新規の免疫制御機構の発見が期待される。 

 
(3) 病原体のデノボゲノム解析としては、ロングリードシークエンサー等を用いて,サトイモ疫
病菌（卵菌, Phytophthora colocasiae）(2)、炭疽病菌（カビ, Colletotrichum fructicola, C. 
siamense, C. aenigma, C. tropicale, C. viniferum, C. higginsianum, C. shisoi, C. trifolii, C.spinosum, C. 
sidae, C. orbiculare）(3,16,17,19,21)、フザリウム（カビ, Fusarium oxysporum f. sp. raphani, F. 
oxysporum f.sp. rapae, F. oxysporum f. sp. conglutinans, F. oxysporum f. sp. cubense）(7,8,22)、タバコ
野火病菌 Pseudomonas amygdali pv. tabaci)、ストライガ（寄生植物,Striga asiatica）(4,14)、コ
シオガマ（寄生植物 Phtheirospermum japonicum）(12)、ネコブセンチュウ (線虫,Meloidogyne 
arenaria)(5,20,25)のゲノムを論文として発表した。ロングリードシークエンシングによる染色
体レベルでのゲノムアセンブリーの成功より、全染色体レベルでの比較ゲノム解析が可能とな
った（図 3）。例えば、染色体の欠
損や置換などの詳細解析が可能と
なった他、遺伝子同定が迅速にお
こなえるようになった。さらに、
真菌の病原菌はミニ染色体に病原
性遺伝子を座乗させていることを
報告した(3, 6, 8)。ゲノムシーク
エンスによりミニ染色体が同定で
きたことは大きな進歩と言える。
同時に、機能的に重複するエフェ
クターを研究するために、複数の
遺伝子破壊がしばしば必要とされ
るが、遺伝子ターゲティングに使
用できる選択マーカーの数は限ら
れている。そこで、連続的な形質
転換を可能にするマーカーリサイ
クルシステムを確立した(24)。さ
らに、エフェクターをコードする
遺伝子を単離し、宿主植物の免疫
をどのようにしてかいくぐるのか
を解明した(26)。寄生植物に関し
ても全ゲノム詳細解析をおこな
い、宿主からのシグナル受容体の
進化(10)、寄生器官の発生機構(11,13,23)、遺伝子の水平伝播など(14)、寄生植物ならではの重
要知見を明らかにした他、新規トランスクリプトーム解析法を開発し、宿主側の免疫機構も解
析し、特に寄生植物ストライガへの抵抗性は宿主のリグニン組成に大きく依存することが解っ
た(18)。炭疽病菌に関してはエフェクターとして CEC3 が植物の核を肥大させる機能を持つこ
と(6)、NLP1 がメロンで細胞死を誘導すること(9)、フザリウムエフェクターがペアとして機能
して、シロイヌナズナ特異的な免疫を阻害すること(8)、ベト病菌のエフェクターが、シロイヌ
ナズナの抵抗性遺伝子産物である NLR 型センサーをかいくぐる進化をしてきたこと(26)等を論
文発表しており、研究目的は達成されたと判断する。今後の展望としては、確立できたデノボ
解析法を駆使して、さらに多くの病原体のゲノムを解析していくこととインフォマティクス技
術で予測したエフェクター候補の機能スクリーニングをおこない、病原性の本質とその進化を
明らかにして行くことが期待される。 
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