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研究成果の概要（和文）：本研究により、細胞内物流や分解系が、植物免疫を制御することを突

き止めた。また、タバコ培養細胞 BY-2 株を利用したオートファジー可視化系により、植物の感

染防御応答過程において、オートファジーがダイナミックに変動することが判明した。併せて、

イネよりオートファジー機能の欠損変異体を単離し、機能解析を進めた。その結果、複数の生

殖発達過程において、オートファジーが重要な役割を果たす新規知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Our studies revealed that plant immune responses were regulated 
by both membrane traffic and degradation system. We also established the real-time 
monitoring system of autophagy in tobacco BY-2 cells as well as rice, and found the dynamic 
changes of autophagy during the induction of immune responses in plant cells. In addition, 
we identified several autophagy mutants (Osatgs) from rice, and functional analyses of 
mutants revealed that autophagy plays critical roles in during reproductive development 
in rice. We believe that these findings are useful for improving stress resistance in 
many crops. 
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１．研究開始当初の背景 
(１) オートファジーはユビキチンプロテ
アソームと並ぶ生物の代表的な分解経路で
あると同時に、動物においてはアポトーシス
に代表される自然免疫や抗原提示等の免疫
系全般にも関与しており、タンパク質代謝だ
けではない多面的や役割も果たしている。そ
れにも関わらず、植物においてはオートファ

ジーの制御機構および生理作用に関する一
連の研究が哺乳動物や酵母に比べて著しく
遅れている。シロイヌナズナに代表される植
物 Atg因子群(オートファジー実行因子)の解
析から実行過程の研究は進みつつあるが、生
理作用に関する知見は乏しい。近年、シロイ
ヌナズナのウイルス感染に伴う細胞死の制
御にオートファジーが関与し、その過程で、
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植物ホルモンであるサリチル酸が重要な役
割を果たすことが報告された。しかしながら、
感染時におけるオートファジー動態、多様な
生物種における感染防御応答とオートファ
ジーとの関係は未解明な部分が多い。 
 
(２) 哺乳動物を初めとして、多くの生物種
でオートファジーは生活環に必須で、胚発生
や、生殖細胞におけるミトコンドリアの分解
等に重要な役割を持つことも報告されてい
る。シロイヌナズナの遺伝学的解析から、植
物のオートファジーは栄養飢餓応答、老化、
サリチル酸応答等に関与することが明らか
にされたが、シロイヌナズナ atg 変異体の多
くは生活環に支障はなく、発生過程や変態・
分化に伴う組織再編性への直接的な影響は
報告されていない。併せて、イネを含めた穀
物配偶子の発達に始まる受精過程、およびそ
の後の種子発達は、農業上重要であることは
明白であるものの、その機構は未解明な部分
が多い。 
 
(３) 現時点で報告されている防疫剤はベ
ンゾチアジアゾール(BTH)やプロベナゾール
(PBZ)等少数であり、市場への実用化レベル
に耐えうる防疫剤は、薬価毒性等の影響もあ
り、イネに対するいもち病菌抵抗剤のプロベ
ナゾール(商品名：オリゼメート<明治製菓>)
やチアジニル (商品名：ブイゲット<日本農
薬>)等、極少数のみである。一方、耐病性を
指標にした既存スクリーニングにより単離
された、防疫剤の免疫機構における作用点に
関しては、ほぼ全てが植物ホルモンであるサ
リチル酸(SA)シグナルを介した全身獲得抵
抗性(Systemic acquired resistance; SAR)
機 構 の 増 強 に 帰 着 し て お り 、 殺 生 菌
(necrotrophic pathogen)に代表されるよう
な広範な病原菌に対して抵抗性を示す防疫
剤の報告は少数である。 
 
２．研究の目的 
(１) オートファジー制御の上流シグナル
伝達系の解明、およびオートファジーを含む
細胞内物流制御を基盤にした作物の自然免
疫やストレス増強技術の開発を目指す。 
 
(２) オートファジーが栄養の供給源とし
ての役割を有していることを踏まえ、農業上
重要でありながら、未解明な部分が多いイネ
種子の形成及び発達過程に関与する新規栄
養供給源としてのオートファジー機構の役
割を明らかにする。 
 
(３) タバコ培養細胞 BY-2 株は、SAR におい
て重要な役割を果たす SA の合成能が低下し
た特殊な細胞株である。そこで、タバコ培養
細胞 BY-2 を利用した、効率的な新規防疫剤

創出のためのスクリーニング法の開発及び
改良を目指すとともに、既存防疫剤とは作用
機構の異なる候補化合物の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
(１) イネにおけるオートファジー変異株
を、複数の変異ライブラリー(ミュータント
パネル、T-DNA タグライン)より同定し、感染
防御応答との関連性を耐病性検定等により
検証。併せて、オートファジー制御候補因子
の 1 つである Ca2+制御型リン酸化酵素
(OsCIPK15)によるカルシウム／リン酸化に
よるオートファジー制御機構について、遺伝
学および生化学的側面から検証。 
 
(２) 植物細胞における簡便なオートファ
ジー可視化システムの構築及び、感染防御誘
導時におけるオートファジー動態の観察。 
 
(３) イネオートファジー変異株を利用し、
組織／形態学・遺伝学的側面から生活環にお
ける表現型を検証。 
 
(４) タバコ培養細胞 BY-2 を利用し、病原
菌の感染シグナルにより誘導される、自然免
疫応答の１つである活性酸素種(ROS)生成量
を指標にした定量的且つ効率的なスクリー
ニング技術の確立。 
 
４．研究成果 
(１)  BY-2 株を用いて YFP-ATG8a を利用し
たオートファジーの可視化実験系を構築し、
卵菌由来のエリシターであるクリプトゲイ
ンによる感染防御応答誘導過程における、オ
ートファジーの動態を解析した。解析の結果、
クリプトゲイン処理数分以内に、オートファ
ゴソームの急速な減少が観察され、クリプト
ゲインによるオートファゴソーム形成抑制
の可能性が示唆された。また、オートファゴ
ソーム形成の抑制には、クリプトゲインの継
続的なシグナル認識が必要であった。一方で、
各種オートファジー実行経路の阻害剤を用
いた薬理学的の結果、オートファジーが自然
免疫応答過程において重要な役割を果たす
可能性が示唆された。現在、この現象の一般
性を解析すると共に、オートファジー抑制機
構と、クリプトゲインによって誘導されるタ
ンパク質リン酸化やイオンフラックス等の
初期応答との関係について、各種阻害剤を用
いた薬理学的解析を進めている。 
 
(２) イネにおける非常に定量性の高いオ
ートファジー可視化系の構築を進めた。その
結果、オートファジー可視化マーカーである
GFP-ATG8 タンパク質を発現させた形質転換
イネを作出し、蛍光イメージングによる定量
系の構築に成功した。また OsATG5 抗体を用



 

 

い、OsATG5-OsATG12 複合体量を指標にした定
量系の構築にも成功した。現在、本手法を用
い、OsCIPK15 の Ca2+/リン酸化を介したオー
トファジー制御機構の解析を進めている。 
 
(２) 研究初年度(2009 年度)から、イネのオ
ートファジー変異株の同定を目指し、レトロ
トランスポゾン Tos17によるミュータントパ
ネルや T-DNA タグラインから、PCR スクリー
ニングによる変異体選抜を進めた。その結果、
複数の Osatgs 変異株の同定に成功した。予
備的ながら、いもち病菌を含めた耐病性検定
の結果、病害抵抗性の低下が観察された。現
在更なる解析を進めている。 
 
(３) 同定したオートファジー変異株を用
い、GFP-ATG8 タンパク質によるオートファジ
ー過程の可視化解析、電子顕微鏡観察、ATG
タンパク質結合の生化学的解析等の結果、変
異株ではオートファジーが完全に欠損して
いることが明らかになった。生活環を通して
この変異株の表現型を観察した結果、シロイ
ヌナズナの変異株と同様に栄養飢餓時にお
ける成長不良が見られたが、それと同時に、
変異体では生殖過程において、明瞭な不稔形
質を示した。オートファジーの生殖過程にお
ける機能は、シロイヌナズナその他を含めて、
これまで植物では全く報告されていない新
規の現象である。現在、オートファジーの植
物生殖過程における新規役割の解明を進め
ている。 
 
(４) タバコ BY-2 細胞を利用し、感染シグ
ナルタンパク質であるクリプトゲインによ
り誘導される ROS 生成量を指標とした、効率
的な植物防疫剤のスクリーニング手法の改
良を進めた。マイクロプレート及び多検体の
同時測定が可能なルミノメーターを用いる
ことにより、非常に効率的、且つ定量的な防
疫剤スクリーニング法の確立に成功した。本
法を 1 次スクリーニング系として適用し、選
抜化合物を、植物個体を利用した耐病性検定
(2 次スクリーニング)と組み合わせることで、
飛躍的なスクリーニング効率の向上が可能
である(H23 年度 PCT 出願済)。現在、化合物
ライブラリーからの、防疫剤候補のスクリー
ニングを進めると共に、同定化合物の免疫増
強過程における新規作用機構の解明を進め
ている。 
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