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研究成果の概要（和文）：植物は病原菌特有の分子パターン（PAMPs）を認識し、PAMP誘導免疫を活性化する。
PAMP誘導免疫メカニズムは共通性が高いと捉えられてきたが、最近の研究により、明確な多様性があることが示
唆された。本研究では、この多様性の問題に迫るため、シロイヌナズナnsl1変異体を利用した。本変異体では二
つのPAMP（flg22とnlp24）での反応の違いを壊死斑形成として可視化できる利点があり、そのサプレッサー変異
体の同定、解析をおこなった。その結果、エチレン経路がflg22とnlp24が活性化するPAMP誘導免疫の相違に関わ
ることを明らかにし、さらに本問題の解明に利用できる多数の変異体の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Higher plants recognize PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) and 
then activate PAMP-triggered immunity called PTI. The PTI mechanism including signaling pathways and
 subsequent immune responses was believed to be common, however, the recent studies suggested that 
there is a clear diversity in each PTI mechanism. In this study, to focus on the diversity in PTI 
system, we utilized the nsl1 mutants of Arabidopsis thaliana. Because the difference between 
flg22-triggered PTI and nlp24-triggered PTI is visualized by lesion development in the nsl1 mutants,
 we identified and analyzed suppressor mutants of the nsl1 mutants. As a result on the analyses of 
an identified mutant, we revealed that the ethylene pathway is involved in the diversity in the two 
PTI pathways. Also, we successfully identified many mutants useful for the future studies.

研究分野： 植物病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物における中格的免疫システムであるPAMP誘導免疫については、これまではPAMP認識後のシグナル経路や活性
化する抗菌反応は共通であると捉えられてきたが、近年になり、その多様性が浮かび上がってきた。本研究で
は、本多様性の問題に迫るため、シロイヌナズナ変異体を利用した研究を実施し、その結果、植物ホルモンであ
るエチレン経路がPAMP誘導免疫の多様性の一因であることを明らかにし、さらに今後の研究推進に必要な多数の
シロイヌナズナ変異体の同定に成功した。今後、PAMP誘導免疫の多様性の分子的背景を明らかにできれば、それ
ぞれの病原体に特化した抵抗性誘導剤開発など、耐病性技術の向上に貢献できると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 C－１９、F－１９－１、Z－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高等植物は病原菌に特有の分子パターン（pathogen-associated molecular patterns, PAMPs）

を認識することで、病原菌を感知し、それに対抗する生体防御反応を活性化する。植物はまず 
(i) 細胞膜に存在するパターン認識受容体と総称される受容体によって、各 PAMP を認識し、そ
れにより (ii)活性酸素の生成、MAP キナーゼカスケードと呼ばれるシグナル伝達経路の活性化
などが起き、(iii) 最終的には抗菌物質の生成を中心とした抗菌反応・抵抗反応が起こる。こ
のような植物の抵抗性は、PAMP 誘導免疫（PAMP-triggered immunity）と呼ばれる。PAMP 誘導
免疫の研究は、シロイヌナズナを中心に進められ、特に細菌鞭毛の構成タンパク質であるフラ
ジェリン内の 22 アミノ酸からなる PAMP である flg22 とその認識受容体 FLS2 の組み合わせに
よって活性化する PAMP 誘導免疫の研究が先端を走っていた。flg22 に加え、elf18 と呼ばれる
細菌の翻訳伸長因子内のアミノ酸配列なども PAMP として認識されることが判明していた。そし
て、flg22、elf18 など異なる PAMP によって、上述の活性酸素生成、MAP キナーゼの活性化など
が共通して誘起されることから、PAMP とその受容体の組み合わせは多数存在すると推定される
一方、PAMP の認識以降の分子機構および免疫反応は共通性が高いと捉えられてきた。 
 しかし、最近の研究により、この考えに修正が必要である可能性が提示された。糸状菌と卵
菌が共通して有する分泌タンパク質 NLP 内の 24アミノ酸（nlp24 と命名）が、シロイヌナズナ
において PAMP として認識され、さらに nlp24 の処理によってエチレン合成が急激に誘導される
ことが近年になり報告された。このエチレン合成は flg22 ではほとんど誘導されない。さらに、
代表者の研究グループは nlp24 が誘導する活性酸素生成は flg22 と比較して顕著に低いことを
見出していた。このことは、これまでの考えとは異なり、同じシロイヌナズナの中でさえ、PAMP
誘導免疫のメカニズムには明確な多様性があることを強く示している。しかし、この PAMP 誘導
免疫の多様性の背景は全く理解されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、この高等植物における PAMP 誘導免疫の多様性の解明である。研究代表者の

グループは、植物抵抗性研究の過程でシロイヌナズナの NSL1（Necrotic Spotted Lesion 1）
と呼ばれる遺伝子の変異体が、野生型植物とは異なり、上述の PAMP である flg22 の処理によっ
て自発的細胞死に基づく壊死斑形成が起きることを発表している（Fukunaga et al., 2017 Plant 
J. 89）。興味深いことに、最近になり上述の nlp24 ペプチドでは flg22 の 10 分の１の濃度でも
nsl1 変異体で壊死斑形成が起きることを発見した。このことは、PAMP 誘導免疫の多様性を改め
て示すと同時に、nsl1 変異体における自発的細胞死を nlp24 が flg22 よりも強く誘導すること
を示した。flg22 の経路は詳細に研究されている一方、新たに見つかった nlp24 の経路につい
てはほとんど知見がないのが現状である。このnlp24が誘導するPAMP誘導免疫の機構を解明し、
flg22 が誘導する PAMP 誘導免疫の機構と比較し、PAMP 誘導免疫の多様性に迫ることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、nlp24 が活性化する PAMP 誘導免疫経路に機能する遺伝子の発見に挑戦する
ために、nsl1 変異体を用いる。具体的には、nlp24 処理で壊死斑が形成されない nsl1 変異体の
サプレッサー変異体をスクリーニングする。EMS で変異処理した nsl1 変異体種子から M1 植物
を育て、その種子由来の M2 植物について、nlp24 処理をおこない、壊死斑形成が起きない、あ
るいは顕著にその形成が低下するサプレッサー変異体をスクリーニングする。同定した変異体
について、nsl1 変異体との交配 F2 集団の解析をおこなって単一遺伝子座の変異であることが
判明した場合、原因遺伝子の単離を MutMap 法によりおこなう。また、得られた nlp24 で壊死斑
が形成されない nsl1 サプレッサー変異体の中で、flg22 処理によっては壊死斑が依然として形
成されるものに特に注目する。 
 
４．研究成果 
(1) nsl1 変異体に対するサプレッサー変異体のスクリーニング 
nsl1 変異体に EMS 処理をおこない、その M2 植物 5,292 個体をスクリーニングし、その結果、
220 の個体が一次スクリーニングを通過した。一次スクリーニングを通過した植物について、
二次スクリーニングを実施した結果、24 の nsl1 サプレッサー変異体の同定に成功した。続い
て、親株である nsl1 変異体と当該変異体を交配した後の F2植物における分離比を調査した結
果、22 の nsl1 サプレッサー変異体において、その原因変異は単一の劣性変異であることが判
明した。これらの変異体について、MutMap 解析による原因遺伝子の探索を実施した。 
 
(2) MutMap 解析による nsl1 サプレッサー変異体の原因遺伝子の同定 
原因遺伝子が単一の劣性変異であると推定される 22 のサプレッサー変異体に対して、MutMap
解析による原因遺伝子の探索を実施した。まず、flg22 ペプチド処理時よりも、nlp24 ペプチド
処理時の壊死斑形成において、その抑制度がより大きい nsl1 サプレッサー変異体の原因遺伝子
として、EIN2 遺伝子が同定された。EIN2 遺伝子はエチレン経路において重要な役割を果たして
おり、このことは、nlp24 が活性化する PAMP 誘導免疫と EIN2 が関わるエチレン経路の結びつ
きを示唆した。さらに EIN2 は nlp24 依存的なトリプトファンを由来とする抗菌物質の生合成経



路の活性化に関与することを明らかにした。また、他の nsl1 サプレッサー変異体に対する
MutMap 解析により、フェレドキシン依存的グルタミン酸合成酵素をコードする GLU1 遺伝子、
ヌクレオポリンをコードすると推定される SBB1 遺伝子などをその原因遺伝子として同定した。
nsl1 sbb1 二重変異体については、トリプトファンを由来とする抗菌物質の蓄積を調査した結
果、nsl1 変異体と比較して、抗菌物質の蓄積が劇的に低下していることを明らかにした。また、
最近になり高濃度の nlp24 処理によって野生型植物でも細胞死が誘導されることを見出し、さ
らに SBB1 は本細胞死にも必要であることを明らかにした。 
 
(3) nlp24 が活性化する PAMP 誘導免疫とエチレン経路のリンク 
nlp24 が誘導する nsl1 変異体の細胞死にエチレン経路の因子である EIN2 が関与することを発
見し、このことは nlp24 が活性化する PAMP 誘導免疫とエチレン経路の密接なリンクを示した。 
この結果に基づき、nlp24 とエチレン経路の関係についてさらに調査し、その結果、flg22 と比
較して nlp24 によって、ERF1 遺伝子（エチレン経路のマーカー遺伝子の一つ）の発現がより強
く誘導されることを見出し、この ERF1 の発現を指標にした変異体スクリーニングをおこなった。
具体的には ERF1 プロモーターにルシフェラーゼ遺伝子を連結し導入した形質転換シロイヌナ
ズナに由来する約 30,000 個体の変異集団に対して、ハイスループット型リアルタイム発光測定
装置を用いたスクリーニングを実施した。その結果、nlp24 処理に対する発光値が減少してい
るにも関わらず flg22 処理に対して変化が見られない nlp24 免疫経路に特異的な欠損を有する
変異体 8 個体、ERF1 の発現パターンに異常が生じている変異体 8 個体、計 16 変異体の発見に
成功した。上記の nsl1 サプレッサー変異体に加え、これらの変異体の更なる解析により、PAMP
誘導免疫の多様性の分子的背景に迫ることができると期待している。 
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