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研究成果の概要（和文）：本研究により、細胞内物質輸送や分解システムが、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、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、および複数の防疫剤候補化合物の同定にも成功した。本システ
ムは穀物に適用可能な新規防疫剤の効率的な選抜に利用出来ると期待される。併せて、イネよ
りオートファジー機能の欠損変異体の単離にも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Our studies revealed that plant immune responses are regulated 
by both membrane traffic and degradation system. We established the effective screening 
methods for novel defense activators by using ROS (reactive oxygen species) monitoring 
system in tobacco BY-2 cells, and found several candidates of defense activators. We 
believe that this system is useful for a new pesticide screening for many crops. We also 
identified several mutants of autophagy genes (Osatgs) in rice. 
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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、植物
のウイルス感染に伴う細胞死の制御にオー
トファジーが関与する可能性が報告された
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が、植物自然免疫応答とオートファジーとの
関係は未解明であった。 
 
(２) 近年盛んに行われている、ケミカルバ
イオロジーを駆使した、植物への免疫能を強
化する薬剤の大規模スクリーニングでは、多
くの時間をかけて構造物質を単離しても、そ
の植物に与える作用効果は初期段階では未
解明の場合が殆どである。実際、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>)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) イネにおけるオートファジーを含め
た細胞内物流システムと自然免疫応答調節
機構の解明と、それを基盤にした、自然免疫
能を抜本的に向上させた耐病性イネの創出
を目指す。 
 
(２)  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。
自然免疫応答は、植物が本来有している抵抗
性反応であり、未だ有望な防疫剤が存在して
いない、ジャガイモや大豆等の経済的メリッ
トの高い植物にも共通して存在する防御応
答機構である。自然免疫応答を増強すること
が可能になれば、多様な植物種において、複
数の病原菌に対する抵抗性を上昇させるこ
とが可能であり、申請者の同定した化合物を
処理することにより、環境への影響が大きい
殺菌剤使用の低減が期待出来る。 
 
３．研究の方法 
(１) イネにおけるオートファジー変異株
を(Osatgs)、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。 

(２) 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
ニング技術の確立を目指すと共に、新規防疫
剤候補化合物の同定を進める。 
 
４．研究成果 
(１) 研究初年度(2009年度)から、イネにお
ける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、2010 年度において、複数の複数の
Osatgs変異株の同定に成功した。現在、研究
試料確保のため、後代種子の取得を進めてい
る。試料が確保出来次第、多様な病原菌を用
いた、病害抵抗性の検定を行う予定である。 
 
(２) 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
スクリーニングの特徴として、①植物個体を
利用したスクリーニングに比べて、化合物の
細胞への浸潤性が高いことから、既存のスク
リーニングにより除外されていた化合物に
関しても網羅的に同定出来る、②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防性検定(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
(図 1、3)。本スクリーニング手法を用いるこ
とにより、複数の新規防疫剤候補の単離に成
功した(図 2)。現在、防疫剤スクリーニング
法及び選抜化合物の防疫剤利用を骨格とす
る特許出願の準備(H23 年度 PCT 出願予定)と
共に、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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ スクリーニング手順 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
図１ タバコ BY-2 株によるスクリーニング 
 
 
 
 

 
図 2 選抜された防疫剤候補の一例 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 研究の発展例 
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