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研究成果の概要（和文）： 

 植物における病原細菌認識と免疫反応誘導機構を明らかにすることを目的として研究を行
った。研究の結果、イネは病原菌の鞭毛タンパク質フラジェリンを受容体型キナーゼで特異的
に認識することを明らかにするとともに、この認識情報が Ca2+依存性プロテインキナーゼを介
して細胞内に伝達され、植物独自の免疫反応が誘導されることが示された。さらに、この特異
的認識にはフラジェリンの糖鎖が関与することを初めて明らかにするとともに、その糖鎖構造
についても明らかにすることが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We studied the induction mechanism of plant immune responses in rice. Several receptor 
kinases were identified as flagellin receptor. Complementary analysis in receptor 
gene-disruption mutants showed that FliRK2 functions as receptor for flagellin and the 
flagellin recognition signal is transduced through the protein phosphorylation into the 
cell. We also showed that the specific recognition of flagellin by rice is regulated by 
the glycans at 178Ser and 183Ser in flagellin prevent epitope recognition in rice. 
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１．研究開始当初の背景 
 自然界において植物は多くの菌の侵入に
さらされているが、ほとんどの場合、植物が
菌の侵入を感知し植物独自の免疫システム
を誘導することによって感染は成立しない。
植物の免疫システムは、自発的細胞死である
過敏感細胞死や活性酸素の発生、細胞壁強化

や抗菌性タンパク質、抗菌性低分子の生産な
どの反応で構築される。この様な植物免疫シ
ステムは、植物が病原菌を認識することによ
って誘導されることが知られており、植物に
よる病原菌認識は感染の成立・不成立を左右
する重要なステップである。我々はこれまで
に、イネと植物病原細菌 Acidovorax avenae
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を用いてイネによる病原菌認識と免疫反応
誘導研究を行い、この菌の菌株間に存在する
宿主特異性にはイネによるこの菌の認識と
免疫反応誘導が関与することを明らかにし
た。また、イネは非親和性菌株の鞭毛タンパ
ク質フラジェリンを特異的に認識して免疫
システムを誘導することを世界に先駆けて
明らかにした。さらに、重イオンビームを照
射したイネ変異体からのフラジェリン非感
受性株の単離と解析、および変異遺伝子の特
定、詳細なマイクロアレイ解析や生化学的解
析によって、イネに存在する FliRK1、FliRK2
という受容体型キナーゼがこのフラジェリ
ンの特異的認識に関与することを突き止め
るとともに、実際にこの遺伝子の欠損イネ変
異体はフラジェリンの認識能を失っている
ことを確かめた。一方、イネが親和性菌株の
フラジェリンは認識しないが非親和性菌株
のフラジェリンを認識するという認識特異
性は、フラジェリンのアミノ酸配列に由来す
るのではなく、このフラジェリンに存在する
糖鎖構造の違いに依存することを示すと共
に、この認識情報はタンパク質リン酸化と
Ca2+シグナルを介して細胞内に伝達される可
能性を示した。植物による病原細菌認識とそ
の情報伝達の分子機構を理解するためには、
フラジェリンとその受容体の結合様式や特
異的認識機構、およびその認識情報の細胞内
伝達機構を詳細に明らかにすることが必要
となっていた。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究で、イネが非親和性植物病
原細菌のフラジェリン分子を特異的に認識
すること、またこの認識特異性はフラジェリ
ンの糖鎖構造に依存していること、またイネ
におけるフラジェリンの認識に FliRK1、
FliRK2 という受容体型キナーゼが関与する
ことを明らかにすることができた。そこで、
本研究では、イネにおける病原細菌認識の分
子機構を明らかにすることを目的として、イ
ネにおけるフラジェリン分子の受容メカニ
ズムとその受容シグナルの伝達機構につい
て研究を行う 
 
３．研究の方法 
(1)FliRK1、FliRK2 を介したフラジェリン分
子の受容機構 
 FliRK1とFliRK2のフラジェリン認識にお
ける役割をそれぞれのノックダウン形質転
換体と過剰発現体、およびダブル変異体を
作成して調べた。また、FliRK1および FliRK2
とフラジェリンとの結合を BiFC 法や免役沈
降、Biacore 等の生化学的手法を用いて調べ
ると同時に、FliRK1、FliRK2 の様々な変異
体を用いて認識と情報伝達に必要な部位の
同定を行った。 

 
(2)フラジェリン認識の特異性決定機構 
 イネによる認識に直接関与するフラジェ
リンの部位を様々な発現フラジェリンを用
いて同定した。フラジェリン糖鎖修飾遺伝子
の欠損株を用い、フラジェリン分子の修飾基
の同定、修飾部位、および免疫システム誘導
能について明らかにした。 
 
(3)フラジェリン認識情報の細胞内伝達機構 
 フラジェリン受容後の細胞内Ca2+のダイナ
ミクスを Yellow cameleon 等を用いて明らか
にした。FliRK1、FliRK2 欠損変異体などを用
いた遺伝子発現解析によって、これらによっ
て発現制御されている遺伝子群とフラジェ
リン認識によって制御されている遺伝子群
を比較し、フラジェリン認識における FliRK1、
FliRK2 の役割を明らかにした。特に、重要な
キナーゼであるCa2+依存性プロテインキナー
ゼの分子を変異体や BiFC 法を用いて明らか
にした。 
 
４．研究成果 
(1)FliRK1、FliRK2 を介したフラジェリン分
子の受容機構 
 これまでの研究で、重粒子線を照射したイ
ネの解析やフラジェリンを摂取した後に発
現上昇する遺伝子の解析などにより、イネに
存在するフラジェリンの受容体候補として
フラジェリン -induced Receptor Kinase 
(FliRK) 1、2、3、4 を同定した（図 1）。そ
こで、まず、これらの構造予測を行ったとこ
ろ、FliRK1 と FliRK2、FliRK4 が細胞外にロ
イシンリッチリピート（LRR）を有する一回
膜貫通型の受容体キナーゼであることが示
された。興味深いことに、FliRK2 と FliRK4
は完全な Ser/Thr キナーゼドメインを有して
いるのに対し、FliRK1 は一部のキナーゼドメ
インしか持たなかった。一方、FliRK3 は細胞
内キナーゼドメインだけを持つ膜貫通型の
Ser/Thr キナーゼであった。そこで、次に
FliRK1 と FliRK2 の細胞内局在をそれぞれの
タンパク質の C末端に GFP を融合させたタン
パク質を用いて共焦点顕微鏡で調べた。その
結果、FliRK1 と FliRK2 共に細胞膜に局在す
ることが明らかとなった。次に、フラジェリ
ンと FliRK1 と FliRK2 との直接相互作用を確
認するため、フラジェリン抗体を用いた免疫
沈降実験を行ったところ、FliRK1 とフラジェ
リンの直接相互作用は認められたが、FliRK2
との明瞭な相互作用は認められなかった。こ
れを確かめるため、リガンドにフラジェリン、
アナライトに FliRK1 と FliRK2 を発現させた
プロトプラストを用いた Biacore による相互
作用解析を行った。その結果、免疫沈降と同
様に FliRK1 との相互作用は認められたが、
FliRK2 との明瞭な相互作用は認められなか



 

 

った。これらのことから、FliRK1 はフラジェ
リンと直接的相互作用することが初めて示
された。 
 

 図 1 フラジェリン受容体候補の構造 
 
 次に、イネのフラジェリン認識に FliRK1
と FliRK2 が関係しているかを調べるため、
FliRK1、2 の T-DNA 挿入変異株を取得し、こ
れら変異体にフラジェリンを処理し、免疫反
応の 1つである活性酸素発生についてルミノ
ールを用いて測定した。その結果、FliRK2 の
遺伝子挿入変異体はフラジェリンを処理し
ても活性酸素の発生が認められなかったが、
FliRK1 の遺伝子挿入変異体ではフラジェリ
ン処理によりコントロールと同様な活性酸
素の発生が認められた。そこで、FliRK2 に着
目し、実際にフラジェリンの受容とその情報
伝達に関与するのかどうかについて調べた。
FliRK2 遺伝子のイネ挿入変異体 flirk2 に
FliRK2 遺伝子を導入し、フラジェリンによる
免疫反応誘導を調べたところ、フラジェリン
認識能の回復が認められた。また、LRR ドメ
インを欠損させた FliRK2- LD、Kinase ドメ
インを欠損させた FliRK2- KD をそれぞれ
導入した flirk2 変異体のフラジェリン認識
に よ る 免 疫 反 応 誘 導 を 調 べ た 結 果 、
FliRK2- LD 導入株では、フラジェリンを認
識し免疫反応が誘導されたが、FliRK2- KD
導入株にフラジェリンを処理しても免疫反
応が誘導されなかったことから、FliRK2 の
Kinase ドメインはフラジェリン認識の情報
伝達に必須であることが明らかになった。そ
こで次に、イネ野生株に FliRK2 を高発現さ
せた組換えイネを作製し、フラジェリンによ
って誘導される免疫反応を観察したところ、
活性酸素の発生量が増加し、フラジェリンに
対して過剰に反応することが示された。以上
の結果から、FliRK2 がフラジェリン認識とそ
の情報伝達に関与することが明らかとなっ
た。 
 
(2)フラジェリン認識の特異性決定機構 
 まず、イネにおけるフラジェリンの認識部
位の同定を試みた。シロイヌナズナではフラ
ジェリンの N末端に存在する flg22 を認識す

るが、イネは flg22 を認識しない。そこで、
フラジェリンのC末端に存在するCD2-0 を大
腸菌で発現し、イネ培養細胞に処理したとこ
ろ、免疫反応の 1つである活性酸素の発生が
認められた。このことから、イネはフラジェ
リンの CD2-0 を認識することが明らかになっ
た。 
 これまでの研究で、イネに対して病原性の
A. avenae K1 菌株のフラジェリンはイネに免
疫反応を誘導できないが、イネに対して非病
原性である N1141菌株のフラジェリンは免疫
反応を誘導することが明らかになった。そこ
で、次に A. avenae N1141 菌株と K1 菌株の
フラジェリン間に存在するイネの免疫反応
誘導特異性の制御機構を明らかにすること
を目的として研究を行った。まず、N1141 フ
ラジェリンと K1 フラジェリン間に存在する
14 カ所のアミノ酸配列の違いがイネ免疫反
応誘導特異性に関与するのかを調べた。
N1141 フラジェリンと K1 フラジェリンを大
腸菌で発現させ、この発現フラジェリンのイ
ネの免疫反応誘導活性を調べところ、N1141
発現フラジェリンだけでなく K1 発現フラジ
ェリンもイネの免疫反応誘導活性を有して
いた。このことから、N1141 フラジェリンと
K1 フラジェリン間に存在するイネ免疫反応
誘導特異性はアミノ酸の一次配列の違いだ
けで制御されているのではないことが示さ
れた。N1141 フラジェリンと K1 フラジェリ
ンにはそれぞれ糖鎖が付加されていること
が明らかになっていたので、次に、この糖鎖
がイネの免疫反応誘導特異性に関与するの
かどうかについて調べた。N1141 菌株と K1 菌
株の flagella オペロン内に存在する糖転移
酵素遺伝子の欠損株から精製したフラジェ
リンには糖鎖が付加されていなかった。そこ
で、この糖鎖欠失フラジェリンのイネ免疫反
応誘導活性について調べたところ、糖鎖欠失
N1141 フラジェリンだけでなく糖鎖欠失 K1 
フラジェリンもイネ免疫反応誘導活性を有
していた。このことから、A. avenae のフラ
ジェリンに存在するイネ免疫反応誘導特異
性は K1 フラジェリンの糖鎖がイネの免疫反
応誘導を阻害するためであることが示され
た。次に、フラジェリン糖鎖によるイネの免
疫反応誘導特異性の制御機構を詳細に明ら
かにするため、N1141 フラジェリンと K1 フ
ラジェリンの糖鎖付加部位を調べた。逆相
HPLC や質量分析計を用いた解析の結果、
N1141 フラジェリンでは、178 番目、183 番
目、351 番目の Thr 残基に質量 551 の糖鎖が
付加していることが示された。一方、K1 フ
ラジェリンでは、178 番目、183 番目、212 番
目のSer残基と351番目のThr残基に質量540
の糖鎖が付加していた。これらの糖鎖の中で、
どの糖鎖がイネ免疫反応誘導特異性に関与
するのかを明らかにするため、これらの糖鎖



 

 

付加アミノ酸を Ala 残基に置換した変異株を
作製した。これら変異株からそれぞれフラジ
ェリンを精製し、そのイネ免疫反応誘導活性
について調べた結果、178 番目または 183 番
目の Ser 残基を Ala 残基に置換したそれぞれ
のK1変異flaglleinが K1 フラジェリンとは
異なり、イネの免疫反応を強く誘導すること
が示された。このことから、K1 フラジェリ
ンの 178 番目と 183 番目の Ser 残基に付加さ
れた糖鎖がフラジェリンによるイネの免疫
反応誘導を阻害していることが明らかとな
った（図 2）。興味深いことに、N1141 フラジ
ェリンの 178 番目と 183 番目のアミノ酸残基
にも糖鎖が付加していることから、N1141 フ
ラジェリンと K1 フラジェリン間に存在する
免疫反応誘導の特異性には糖鎖付加部位で
はなく糖鎖構造の違いが関与することが示
された（図 2）。そこで、K1 型の糖鎖構造が
フラジェリンのイネ免疫反応誘導を阻害す
ることを確かめるため、N1141 菌株と K1 菌株
間でフラジェリン遺伝子を交換した菌株を
作製した。両変異株からフラジェリンを精製
したところ、N1141 菌株が発現する K1 フラ
ジェリンには N1141 型の糖鎖が付加されてお
り、K1 菌株が生産する N1141 フラジェリン
には K1 型の糖鎖が付加されていた。このフ
ラジェリンのイネ免疫反応誘導活性を調べ
たところ、N1141 型糖鎖を持つ K1 フラジェ
リンは免疫反応を誘導したが、K1 型糖鎖を持
つ N1141 フラジェリンは免疫反応を誘導し
なかった。このことから、N1141 フラジェリ
ンと K1 フラジェリン間に存在する免疫反応
誘導の特異性はそれぞれのフラジェリンの
178 番目と 183 番目のアミノ酸残基に付加し
た糖鎖構造の違いによって制御されている
ことが明らかとなった。そこで、N1141 フラ
ジェリン糖鎖と K1 フラジェリン糖鎖の構造
を明らかにするため、両フラジェリンからヒ
ドラジン分解で糖鎖を脱離し、2-アミノピリ
ジンで標識後 (PA 化)、この PA-N1141 フラ
ジェリン糖鎖の構造を ESI-IT-TOF MS と NMR
を用いて解析した。その結果、PA-N1141 フ
ラジェリン糖鎖は分子量が 646.306 であり、
非還元末端側から 4N(アセチルサルコシ
ン)-(1→3)-L-ラムノース-(1→3)-L-ラムノ
ース-PA という構造であった。一方、PA-K1 フ
ラジェリン糖鎖は分子量が 635.290 であり、
非還元末端側から 4,6-ジデオキシグルコー
ス 4N(2,3-ジヒドロキシプロパノイル)-2-O-
メチル-(1→3)-L-ラムノース-(1→3)-L-ラ
ムノース-PA という構造であった。次に、こ
の非還元末端の糖構造の違いが N1141 フラ
ジェリンと K1 フラジェリン間に存在するイ
ネ免疫反応誘導特異性を制御しているのか
を調べるため、この非還元末端の単糖を付加
する遺伝子の欠損株を作成した。この N1141
と K1 の非還元末端糖欠失フラジェリンのイ

ネに対する免疫反応誘導活性について調べ
たところ、N1141 の非還元末端糖欠失フラジ
ェリンだけでなく非還元末端糖欠失 K1 フラ
ジェリンもイネ免疫反応誘導活性を有して
いた。このことから、A. avenae の K1 フラ
ジェリンの 178 番目と 183 番目のアミノ酸残
基に付加した糖鎖の非還元末端糖によりフ
ラジェリンによる免疫反応誘導が阻害され
ていることが明らかとなった。 

 
 
図 2 フラジェリンの糖鎖付加アミノ酸変異
体における免疫誘導活性 
 
 イネが病原細菌を認識して引き起こす免
疫反応の中で、過敏感細胞死はフラジェリン
の認識によって誘導されないことが示され
ている。一般に、過敏感細胞死などの強い免
疫反応は、植物病原細菌に存在する TypeIII
分泌装置 (T3SS) である hrp 分泌装置を介し
て分泌されるエフェクターを植物側の受容
体が認識することで誘導される。そこで、次
に、過敏感細胞死などを誘導するエフェクタ
ーについて研究を行った。まず、イネの免疫
反応誘導に関与する新たなエフェクターを
探索するために、プロテオーム法により新規
エフェクターの同定を試みた。N1141 菌株と
NΔT3SS 菌株をイネ培養細胞に接種し、6 時
間後に各菌体のタンパク質を抽出し、二次元
電気泳動で分離したところ、NΔT3SS の菌体
内で特異的に蓄積するタンパク質の存在が
明らかとなった。そこで、このタンパク質を
トリプシンで消化し、質量分析計で解析した
ところ、約 50 個のタンパク質を同定するこ
とができた。そこで、これらの同定したタン
パク質をコードする遺伝子の欠損株を作成
し、この変異株のイネ過敏感細胞死誘導能に
ついて調べたところ、EFT 遺伝子欠損株を接
種したイネ培養細胞において過敏感細胞死
の誘導が抑制された。さらに、EFT をイネ細
胞内で一過的に発現させたところ、核 DNA の
断片化を伴う過敏感細胞死が誘導され、さら
に、過敏感細胞死誘導を正に制御する植物特
有の転写因子である OsNAC4 の発現が誘導さ
れていることが明らかとなった。さらに、hrp



 

 

誘導培地中への hrp 分泌装置を介した EFT の
分泌について調べたところ、hrp 分泌装置依
存的に EFT が hrp 誘導培地中へ分泌されてい
ることが明らかとなった。これらの結果から、
EFT がイネの過敏感細胞死を含む強い免疫反
応誘導に関与するエフェクターとして機能
している可能性が示唆された。 
 
(3)フラジェリン認識情報の細胞内伝達機構 
 イネが植物病原細菌やフラジェリンを認
識した後に細胞内の Ca2+濃度がどのように変
化するのかを調べるため、Ca2+濃度を測定出
来る Yellow cameleon3.6 をイネ細胞内で発
現させた。この形質転換イネ細胞にA. avenae
の非病原性 N1141 菌株と病原性 K1 菌株を接
種したところ、N1141 菌株を接種した場合は
接種直後から細胞内の Ca2+濃度上昇が認めら
れるが、K1 菌株を接種した場合はこの様な
Ca2+の濃度上昇は認められなかった。同様に
N1141 菌株由来のフラジェリンを接種したイ
ネ細胞では、Ca2+の速やかな濃度上昇が認め
られるが、K1 菌株由来のフラジェリンを処理
した場合は Ca2+の 濃度上昇は認められなか
った。このことから、フラジェリンを介した
病原菌認識情報は Ca2+濃度上昇を介して細胞
内に伝達されていることが明らかになった。 
 植物の免疫反応の一つである活性酸素の
発生はオキシダティブバーストと呼ばれ、免
疫反応の中でも比較的早期に誘導される。免
疫 反 応 と し て の 活 性 酸 素 は rboh 
(respiratory burst oxidase homolog)とい
う NADPH oxidase により発生することが明ら
かになっている。また、この rboh の活性は、
Ca2+-dependent protein kinase (CPK)により
制御されていることが示唆されている。CPK
は N末端側に Ser/Thr プロテインキナーゼド
メイン、C 末端側に Ca2+結合サイトである
EF-hand を含むカルモジュリン様の構造を有
している。そこで次に、CPK が免疫反応とし
ての活性酸素発生をどのように制御してい
るのかを明らかにすることを目的として研
究を行った。まず、イネゲノム上に存在する
29種のOsCPKの免疫誘導時における発現パタ
ーンを解析したところ、6 種の OsCPK が免疫
反応誘導時特異的に発現誘導されることが
示された。そこで、これらの OsCPK が免疫反
応としての活性酸素の発生に関与している
かを明らかにするため、6 種類の OsCPK につ
いて RNAi ノックダウン株を作製した。その
結果、OsCPK12 ノックダウン株で活性酸素の
発生が抑制された。また、TOS17 による
OsCPK12 遺伝子破壊株でも同様の結果となっ
た。さらに、OsCPK12 のヘテロ欠損体では活
性酸素の発生能を失っていないことが明ら
かとなった。そこで、OsCPK12 と Osrboh との
直接的な相互作用について BiFC 法を用いて
解析した。OsCPK12 は OsrbohA、B、D の N 末

端領域、C 末端領域と相互作用を示した。
OsCPK はカルモジュリン様ドメインに Ca2+が
結合しないと活性化されないため、次に、キ
ナーゼ以降を欠損させた OsCPK12 恒常活性体
を用いて相互作用を解析した。その結果、
OsrbohA の N 末端のみと相互作用することが
示された。また、活性中心の Asp を Asn に置
換した OsCPK12 変異体を用いて相互作用を解
析したところ、どの Osrboh との相互作用も
見られなかった。以上のことから、OsCPK12
は Ca2+依存的に OsrbohA の N 末端をリン酸化
することで、活性酸素発生を制御している可
能性が示唆された（図 3）。 

 
図 3 CPK を介した活性酸素発生の模式図 
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