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研究成果の概要（和文）：植物の病害応答に重要な役割を果たす、細胞膜上に点在するマイクロドメインの機能
解明のため、その主要構成脂質をターゲットとした植物マイクロドメイン可視化プローブの開発を行った。植物
ステロールに結合する可視化プローブGFP-D4Lを開発し、細胞膜上のマイクロドメイン構造の可視化に成功し
た。恒常的にGFP-D4Lを発現するシロイヌナズナ系統の作出も行い、病害応答時にマイクロドメインが特定の動
態を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the functions of microdomains scattered on the plasma 
membrane, which play an important role in plant disease response, we have developed plant 
microdomain visualization probes targeting their major constituent lipids. We developed a 
visualization probe, GFP-D4L, which binds to phytosterols, and succeeded in visualizing microdomain 
structures on the plasma membrane. We also generated an Arabidopsis line that constitutively 
expresses GFP-D4L and showed that the microdomain exhibits specific dynamics during disease 
response.

研究分野： 植物分子生理学

キーワード： マイクロドメイン　ステロール　可視化プローブ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
毎年、世界の作物の約15%が病害によって失われている。原因となる病原体と植物細胞の接点は細胞膜であるた
め、細胞膜には多数の免疫タンパク質が存在する。免疫タンパク質の多くは細胞膜マイクロドメインに局在する
ため、植物のマイクロドメインの機能解明は重要である。本研究では、植物マイクロドメインの可視化プローブ
を開発し、病害応答時におけるマイクロドメインの動態を解明した。マイクロドメイン機能の理解は、将来的に
マイクロドメインの改変による耐病性を強化した作物の作出に繋がると期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜は均一な構造ではなく、「マイクロドメイン」と呼ばれる小さく強固なスフィンゴ脂質・
ステロール集積領域が点在している。マイクロドメインはタンパク質の足場となり、それらの相
互作用や活性を制御することにより、病害応答を含めた様々な植物生理機能に関与する。マイク
ロドメインは外部刺激に応じて形態や挙動を変化させると考えられている。したがって、マイク
ロドメイン自身も病害応答時に適切な形態や挙動の変化を示すことにより、免疫タンパク質の
挙動や活性を制御することが推察される。しかし、植物マイクロドメインの動態は、病害応答時
に限らずこれまで観察されたことはない。この原因は、植物特有の脂質から形成されるマイクロ
ドメイン可視化プローブが存在しないことである。このため、マイクロドメインが植物免疫にお
いてどのように作用するか、その詳細なメカニズムは未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、マイクロドメイン主要構成脂質であるスフィンゴ脂質、及びステロールをターゲッ
トとした、植物マイクロドメインを特異的且つ容易に可視化するプローブを開発することを目
的とした。可視化プローブの開発により、植物免疫におけるマイクロドメインの作用機序の解明
を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 植物スフィンゴ脂質をターゲットとしたマイクロドメイン可視化プローブの開発 
 Necrosis and ethylene-inducing peptide 1-like protein (NLP)は様々な病原菌が植物細胞
を破壊するために分泌する毒性タンパク質である。NLP は植物スフィンゴ脂質の 1種であるグル
コシルイノシトールホスホセラミド（GIPC）と特異的に結合する。GIPC は植物スフィンゴ脂質
の 60%以上を占め、マイクロドメインに最も多く集積している脂質である。そこで、無毒化した
NLP に蛍光タンパク質を融合させたタンパク質を作製することにより、GIPC を標的とする植物
マイクロドメイン可視化プローブの開発を試みた。 
 
(2) 植物ステロールをターゲットとしたマイクロドメイン可視化プローブの開発 
 Perfringolysin O（PFO）はウエルシュ菌が産生する毒素で、コレステロールに結合するタン
パク質である。PFO のドメイン 4（D4）はコレステロール結合ドメインで、D4と GFP を融合させ
た GFP-D4 は、コレステロールを主体とする動物のマイクロドメインを可視化することが可能で
ある。しかし、植物にはコレステロールはほとんど存在しない上に、-シトステロール等の植物
特有のステロールには PFO 及び D4は結合しない。そこで、D4を植物ステロールに結合するよう
改変することにより、植物ステロールを標的とする植物マイクロドメイン可視化プローブの開
発を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 植物スフィンゴ脂質をターゲットとしたマイクロドメイン可視化プローブの開発 
① 改変 NLP の作製 
 NLP は毒性、及び GIPC との結合に重要なアミノ酸は同定されているが、明確な毒性ドメイン
や GIPC 結合ドメインは存在しない。GIPC への結合能を保持したまま、無毒化した NLP を開発す
るため、まず NLP の N末端、または C末端を欠損した断片タンパク質を複数種類作製した。大腸
菌を用いることにより、それら断片タンパク質を大量発現させた。しかし、いずれの断片タンパ
ク質も可溶化しなかったため、植物に対する毒性解析や GIPC との結合解析を行うことができな
かった。 
 そこで、NLP に変異を導入したタンパク質を複数種類作製し、大腸菌を用いた大量発現を行っ
た。変異タンパク質はいずれも可溶化し、アフィニティークロマトグラフィーにより精製するこ
とに成功した。Nicotiana benthamiana の葉を用いた毒性解析を行った結果、変異 NLP の 1つは
野生型 NLP と異なり、植物に対して毒性をもたないことを見出した。また、GIPC との結合能を
調べるため、カリフラワーから精製した GIPC を用いた結合解析を行った結果、上述した毒性を
もたない変異 NLP は野生型 NLP と同等の GIPC 結合能を保持していた。したがって、GIPC へ結合
する毒性のない変異 GIPC タンパク質の作製に成功し、これを mNLP と名付けた。 
 
② GFP-mNLP の作製 
 GIPC に結合する可視化プローブを開発するため、mNLP に GFP を融合させた GFP-mNLP を作製
した。GFP-mNLP を大腸菌で大量発現させたところ、分解することなく可溶化させることに成功



した。アフィニティークロマトグラフィーにより精製した GFP-mNLP が GIPC との結合能をもつ
か、精製した GIPC との結合解析を行った。その結果、GFP なしの mNLP より結合能は低下するも
のの、GIPC に結合することが明らかになった。また、Nicotiana benthamiana の葉を用いた毒性
解析により、GFP-mNLP も植物に対する毒性をもたないことを明らかにした。 
 
③ 精製した GFP-mNLP の蛍光観察 
 GFP-mNLP が植物の細胞膜に結合し蛍光観察できるか調べるため、精製した GFP-mNLP を播種後
7日のシロイヌナズナに処理し、子葉と根の細胞を観察した。その結果、子葉でも根でも細胞膜
上に GFP 蛍光を観察することができたため、GFP-mNLP が細胞膜の GIPC に結合することにより、
細胞膜を可視化できることが明らかになった。 
 
④ 恒常的 GFP-mNLP 発現シロイヌナズナ系統の作出 
 病害応答など植物生理機能におけるマイクロドメインの機能を解明するためには、恒常的に
マイクロドメインが可視化できる植物系統を作出、つまり GFP-mNLP を恒常的に発現する植物系
統を作出することが必要である。GIPC は細胞膜の外葉（細胞外側）に偏在しているため、細胞
外へ分泌させるシグナルペプチド（SP）を融合させた GFP-mNLP（SP-GFP-mNLP）を作製し、シロ
イヌナズナに導入した。しかし、発現させるプロモーターにかかわらず、T1 個体を選抜するこ
とはできなかった。GFP-mNLP を植物細胞内に大量に発現させると、植物がダメージを受ける可
能性を考えている。 
 
(2) 植物ステロールをターゲットとしたマイクロドメイン可視化プローブの開発 
① 植物ステロールに結合する D4の開発 
 植物特有のステロールに結合する D4 を作出するため、GFP-D4 に変異を導入した変異 GFP-D4
を複数種類作製した。それらを大腸菌を用いて大量発現させたところ、いずれも分解することな
く可溶化に成功した。アフィニティークロマトグラフィーにより精製した変異タンパク質につ
いて、購入した-シトステロール等の植物ステロールとの結合性を調べたところ、GFP-D4L と名
付けた変異タンパク質が最も結合能が高かった。したがって、以降は GFP-D4L を用いて解析を行
った。 
 
② 精製した GFP-D4L の蛍光観察 
 GFP-D4L が植物の細胞膜に結合し蛍光観察できるか調べるため、精製した GFP-D4L を播種後 7
日のシロイヌナズナに処理し、子葉と根の細胞を観察した。その結果、子葉でも根でも細胞膜上
に GFP 蛍光を観察することができたため、GFP-D4L が細胞膜のステロールに結合することによ
り、細胞膜を可視化できることが明らかになった。また、細胞膜上の詳細な局在を観察するため
に、細胞膜の蛍光観察に有用な全反射照明蛍光顕微鏡を用いた観察を行った。その結果、GFP-D4L
は細胞膜上でドット状の構造に局在することが明らかとなり、マイクロドメインを可視化でき
ることが示唆された。 
 
③ 恒常的 GFP-D4L 発現シロイヌナズナ系統の作出 
 病害応答など植物生理機能におけるマイクロドメインの機能を解明するためには、恒常的に
マイクロドメインが可視化できる植物系統を作出、つまり GFP-D4L を恒常的に発現する植物系
統を作出することが必要である。ステロールは細胞膜の外葉（細胞外側）に偏在しているため、
細胞外へ分泌させるシグナルペプチド（SP）を融合させた GFP-D4L（SP-GFP-D4L）を作製し、シ
ロイヌナズナに導入した。SP-GFP-D4L を恒常的に発現するシロイヌナズナ形質転換系統が得ら
れたため、播種後 7日の子葉の観察を行った結果、GFP-D4L は細胞膜に局在し、また細胞膜表面
のドット構造を観察することができた。ステロール合成阻害剤を処理した際には、細胞膜表面の
ドット構造に蛍光は観察されなかったため、GFP-D4L はステロール由来のマイクロドメインを可
視化できることが明らかになった。 
 
④ 病害応答時におけるマイクロドメイン動態の観察 
 病害応答時におけるマイクロドメインの動態を観察するため、病原性細菌のべん毛成分であ
る flg22、及び病原性糸状菌の細胞壁成分であるキチンを GFP-D4L 発現シロイヌナズナ系統に対
して処理し、細胞膜表面の蛍光観察を行った。未処理時には細胞膜上に均一に分布しているマイ
クロドメインが、flg22 及びキチン処理時には、細胞膜上でマイクロドメインが密集する領域と
散在する領域に分かれ、不均一な分布を示した。また、flg22 及びキチン処理時には、ナノドメ
インのサイズも大きくなっており、病害応答時にナノドメインが特定の動態を示すことが明ら
かとなった。 
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