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研究成果の概要： 

 植物の体内に病原体が侵入すると、細胞内のセンサーの役割を果たす免疫受容体の「抵抗性
タンパク質」（Ｒタンパク質）が病原体を感知し、殺菌作用がある 活性酸素の産生や細胞死な
どさまざまな防御反応を誘導することにより、感染を阻止するメカニズムが知られている。我々
は、植物が「抵抗性タンパク質」によって病原体を認識した際に、防御反応の引き金になるタ
ンパク質と、その活性化のメカニズムを世界に先駆けて発見した。「抵抗性タンパク質」が植物
免疫のスイッチタンパク質（OsRac1）に結合し、活性化する。続いてスイッチタンパク質が活
性化すると活性酸素の産生や細胞死などの防御応答が誘導され、イネの最重要病害である「い
もち病菌」に対して抵抗性を獲得することを明らかにした。  
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１．研究開始当初の背景 

 植物の病原体の認識機構、またそれに伴

う耐病性シグナル伝達の発動機構を明らか

にすることは、植物の耐病性反応を理解す

る上で必須であり、耐病性育種を考える上

でも大変重要な課題である。植物の免疫反

応における認識機構は、病原体に由来する

シグナルによって二つに分類される

（ Chisholm et al., Cell 2006 

124:803-8014 ）。 一 つ 目 は 、 Pathogen 

Associated molecular patterns (PAMPs) 

と総称される細胞壁や細胞膜成分などの病

原体に共通して存在する物質を認識する機

構である。この認識機構により、basal 

defense と呼ばれる病原体に対して非特異

的な抵抗性反応が発動される。二つ目は、

植物の抵抗性(Disease resistance:R)遺伝

子産物（以下、R タンパク質）による認識



機構である。R タンパク質は、病原体を認

識する細胞内レセプターとして働き、病原

体が感染の際に植物の細胞内に注入した病

原 菌 の ゲ ノ ム 上 に 存 在 す る

Avirulence(Avr)遺伝子産物を直接あるい

は間接的に認識する。その結果、過敏感細

胞死などを伴う過敏感反応と呼ばれる強い

特異的な抵抗性反応が引き起こされる。多

くの R タンパク質は、核酸結合部位(NBS)

とロイシンリッチリピート(LRR)をもつ

NBS-LRR 型 R タンパク質に属している。近

年、イネでは約 480 個の NBS-LRR 様遺伝子

がゲノム中に存在することが明らかになっ

ている。このうちの一部が R 遺伝子として

同定されている。しかしながら、最初に植

物でR遺伝子が単離されてから10年以上が

経つにも関わらず、NBS-LRR 型 R タンパク

質がどのような複合体を形成し、下流のシ

グナル伝達系を制御しているかはほとんど

明らかになっていない。 

 我々はこれまで、一貫して分子スイッチで

ある低分子量GTP結合タンパク質の解析を行

ってきた。我々は、イネの最重要病害である

いもち病菌を用いて、植物の免疫機構の解明

に取り組んでいる。我々は、これまでに、低

分子量GTP結合タンパク質OsRac1 がRタンパ

ク質を介した抵抗性反応において重要な役

割を果たしていることを明らかにしている

(Ono et al., PNAS 2001 98:759-764)。また、

OsRac1 は、細胞死、活性酸素、防御遺伝子、

抗菌性物質、細胞壁構成成分リグニンの産生

を誘導し、耐病性に関与することも明らかに

し て い る (Kawasaki et al. ， PNAS 1999 

96:10922-10926, Ono et al., PNAS 2001 

98:759-764, Wong et al., Plant Physiol, 

2004 135:1447-1456、Kawasaki et al.，PNAS 

2006 103:230-235)。最近、OsRac1 相互作用

分子の探索を行ったところ、NBS-LRR構造を

もつRタンパク質様のタンパク質が複数同定

された（Nakashima et al.，Plant Cell 2008 

20(8):2265-79）。このことから、OsRac1 と

NBS-LRR型Rタンパク質が相互作用してRタン

パク質を介した抵抗性反応を制御している

ことが示唆された。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではOsRac1を手がかりとして、

NBS-LRR型Rタンパク質の耐病性シグナルの

発動機構の解明を試みる。具体的にはイネ

ゲノム上に存在する約480個のNBS-LRR様遺

伝子の中から、OsRac1に相互作用する

NBS-LRR型タンパク質を同定し、どの

NBS-LRR型タンパク質とOsRac1が働いてい

るかを明らかにする。NBS-LRR型Rタンパク

質は病原体の侵入を感知する細胞内レセプ

ターとしての働き、病原体の侵入を感知す

ると活性化しそのシグナルを下流へと伝え

ることが知られている。生化学的な解析を

用いて、OsRac1とNBS-LRR型タンパク質の相

互作用がそれぞれのタンパク質の活性にど

のような影響を与えるか検討する。上述し

た生化学的な解析で得られた知見が正しい

か否か、実際にイネやタバコの植物体を用

いて検討する。解析には、OsRac1やNBS-LRR

の過剰発現、RNA干渉法、イネトランスポゾ

ンTos17ノックアウト変異体等を用いる。以

上の解析により、OsRac1とNBS-LRR型タンパ

ク質による耐病性のシグナル伝達機構が、

分子レベルで明らかになる。 

 

３．研究の方法 

（１）生化学的手法を用いたOsRac1と

NBS-LRRの相互作用の解析 

①OsRac1と相互作用するNBS-LRRの同定 

 イネでは約480個のNBS-LRR遺伝子がゲノ

ム中に存在することが明らかになっており、

どのNBS-LRRタンパク質がOsRac1と相互作用

するかを知ることは、その後の解析において

重要な問題である。既知のNBS-LRR構造をも

つイネいもち病抵抗性遺伝子（Pita, Pib, 

Pi9等）のcDNAは入手して、OsRac1との相互

作用を解析する。 

②OsRac1とNBS-LRRの相互作用の解析 

 分子スイッチであるOsRac1は細胞内にお

いて活性型(GTP型)あるいは不活性型（GDP

型）で存在することが知られている。酵母

two-hybridやin vitro binding assayを用い

て①で同定したNBS-LRRタンパク質とOsRac1

の相互作用が、活性型に特異的であるかを調

べる。 

 エピトープタグをもつOsRac1あるいは

NBS-LRRタンパク質発現させ免疫沈降法によ

り、in vivoでのOsRac1とNBS-LRRの相互作用

を解析する。 

③NBS-LRRタンパク質のOsRac1結合ドメイン

の同定 

NBS-LRR タンパク質は、N 末端からエフェク

ターと結合し下流へとシグナルを伝えるエ



フェクター結合（EB）ドメイン、アデニンヌ

クレオチドと結合し自身の活性を制御する

NBS ドメイン、病原体の侵入を認識する LRR

ドメインが存在する。NBS-LRR タンパク質の

OsRac1 結合ドメインを同定することは、

OsRac1 と NBS-LRR タンパク質の結合の意義

を解明する上で重要である。そこで、EB、NBS、

LRR ドメインに分けて OsRac1 との相互作用

を検討し、結合領域を特定する。 

 

（２）植物を用いたOsRac1とNBS-LRRの機能

解析 

①一過的発現系を用いたOsRac1とNBS-LRRの

機能解析 

 これまでに同定されたNBS-LRR構造をもつ

Rタンパク質の中には、タバコでの過剰発現

により病原体認識とは関係なく、過敏感細胞

死を誘導するものが知られている。また、恒

常的に過敏感細胞死を誘導するNBS-LRRのア

ミノ酸変異も知られている。このような

NBS-LRRとドミナントアクティブ型あるいは

ドミナントネガティブ型のOsRac1を発現さ

せ、過敏感細胞死のレベルを調べ、NBS-LRR

依存型細胞死におけるOsRac1の役割を検討

する。 

②イネを用いたOsRac1とNBS-LRRの機能解析 

 平成19年度に得られた知見をもとにイネ

といもち病菌の系を用いて、OsRac1と

NBS-LRRの機能解析を行う。具体的には、RNA

干渉法を用いたOsRac1の遺伝子機能破壊や

OsRac1変異体の過剰発現体を用いて、非病原

性（非親和性）いもち病菌が誘導する過敏感

反応におけるOsRac1の役割を明らかにする。 

  

（3）蛍光タンパク質を用いたOsRac1シグナ

ル伝達のバイオイメージング 

①抵抗性誘導時におけるOsRac1及びNBS-LRR

の動態の解析 

 蛍光タンパクであるGFPとOsRac1あるいは

NBS-LRRを融合したタンパクを発現する植物

体を作製し、耐病性反応時におけるOsRac1及

びNBS-LRRの挙動を観察する。 

②1分子FRETシステムによる抵抗性誘導時に

おけるOsRac1活性化の可視化 

 我々は、既に動物で利用されている1分子

FRETシステムを改変して、OsRac1の活性化を

イネ培養細胞でモニタリングすることに成

功している。このコンストラクトを導入した

形質転換植物を作製し、病原体の感染過程及

び抵抗性反応の誘導過程におけるOsRac1の

活性化を解析する。 

 

４．研究成果 

 我々は、OsRac1 相互作用する既知の Rタン

パク質を探索したところ、いもち病の抵抗性

タンパク質である Pit を同定した。Pit は、

OsRac1 と自身の NB-ARC ドメインを介して直

接結合した。また、大変興味深いことに、Pit

は活性化すると OsRac1 に対する親和性が顕

著に上昇することが明らかになった。Pit の

細胞内局在をイネの培養細胞で検討したと

ころ、細胞膜上に濃縮することが明らかにな

った。この局在は、我々がこれまでに報告し

ている OsRac1 の局在と類似していた。Pit に

よる抵抗性にOsRac1が関与するか OsRac1の

発現抑制イネを用いて検討したところ、

OsRac1 発現抑制イネでは Pit を介した抵抗

性が抑制され、顕著にいもち病の病斑が大き

くなっていることが確認された。実際に、

OsRac1 の RNAi 植物体でのいもち病菌の菌体

量を測定したところ、野性型と比較して約 2

倍のいもち病菌が存在することが確認され

た。活性型の Pit や OsRac1 をタバコで過剰

発現すると、過敏感反応や活性酸素の産生が

観察された。この活性型 Pit による過敏感反

応や活性酸素の産生は、ドミナントネガティ

ブ型 OsRac1 によって抑制された。したがっ

て、OsRac1 は Pit の下流で過敏感反応死や活

性酸素の産生を制御することにより、耐病性

を制御することが示唆された（図１）。 

以上の結果から、Pit が OsRac1 を活性化する

可能性が考えられた。そこで、イネの細胞

内において、Pit による OsRac1 の活性化をモ

ニタリングする FRETセンサーの作製を試み、

植物ではじめて Gタンパク質の活性化をモニ

タリングする FRET センサーを完成させた。 

FRET センサーを用いて、OsRac1 が Pit を活



性化できるか否かを検討したところ、活性型

PitはOsRac1を活性化できることが明らかに

なった。したがって、Pit がいもち病菌を認

識して活性化すると、OsRac1 と結合し、

OsRac1 を活性化する。その結果、活性酸素や

細胞死が誘導され、耐病性が誘導されると考

えられた。 
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