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研究成果の概要（和文）：サリチル酸シグナル伝達における鍵転写コアクチベーターである NPR1

は、オリゴマー化を経て活性化するが、その調節因子については現在十分に明らかになってい

ない。本研究では、NPR1 と細胞内で複合体をするタンパク質として EF-Tu を同定した。EF-Tu

は NPR1 オリゴマーの安定性に寄与することが明らかになった。さらに同遺伝子破壊株は強い病

原性を示すことより、SAシグナルに関与するものと考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：NPR1 protein is the key transcription coactivator in salicylic 

acid (SA) signaling.  Although the formation of NPR1 oligomer is prerequisite for its 

activation, the molecular mechanism is not fully elucidated.  Here we have identified 

EF-Tu as a member of NPR1 complex in planta.  We found that EF-Tu is involved in the 

stabilization of NPR1 oligomer, and disease resistance against Pseudomonas syringae.  It 

is strongly suggested that EF-Tu is a positive regulator of SA-mediated signaling. 
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１．研究開始当初の背景 

植物は、病原菌の侵入を認識することによ

り細胞死を伴う迅速な抵抗性反応を誘起す

る。その後、植物個体全体でシグナル伝達物

質であるサリチル酸が蓄積し、非感染葉にお

いても防御応答機構を活性化することでさ

らなる病原菌の感染に備える。この全身獲得

抵抗性反応（SAR）と呼ばれる植物固有の免

疫応答機構は、鍵転写補因子である NPR1 遺

伝子により制御されることが明らかとなっ

ている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、NPR1 が介在する植物誘導抵抗性
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反応の分子機構の解明を目指すものであり、

NPR1 と相互作用するか或いはタンパク質複

合体を形成することによりその転写補因子

としての働きを制御する新規遺伝子の同定

及び特徴付けを目的としている。特に NPR1

の活性化には細胞内酸化還元状態（レドック

ス）の変移が関与していることより、同定さ

れたタンパク質のレドックス制御能につい

ても検討し、その疾病防御応答における役割

を解明する。 

 

３．研究の方法 

NPR1 複合体の精製は、タンパク質精製用の

アフィニティタグを付加した NPR1 トランス

ジェニックシロイヌナズナを用い、ゲルろ過

クロマトグラフィーで部分精製された NPR1

複合体粗画分を免疫沈降法により行う。得ら

れた画分を SDS-PAGE により分離後、コント

ロールと比較し、特異的に検出されるバンド

を全て Matrix-assisted laser 

desorption/ionization–time-of-flight 

mass spectrometry (MALDI-TOF MS)により解

析し、複合体構成因子を同定する。同定され

たタンパク質をコードする当該遺伝子破壊

植物体を用い、サリチル酸曝露時の NPR1 オ

リゴマー及びモノマー形成能、NPR1 ターゲッ

ト遺伝子の発現レベル及び病害抵抗性反応

について解析し、NPR1 複合体構成因子の免疫

応答に与える影響を検討する。 

 

４．研究成果 

SA シグナル伝達における NPR1 の転写コア

クチベーターとしての役割を理解するため

に、NPR1-GFP 植物を用い、NPR1 複合体解析

を行った。まず、GFP 抗体を用いた免疫沈降

実験（IP）を行ったが、これにより NPR1 オ

リゴマー複合体の精製に成功した。本複合体

タンパク質をコマジー染色により確認後、同

バンドを切り出し、質量分析装置に供試した。

その結果、オリゴマー複合体メンバーとして

NPR1 及び葉緑体由来のタンパク質である

EF-Tu が検出された。EF-Tu は原核生物にお

けるタンパク質の翻訳に関与するタンパク

質であり、リボソームに tRNA を輸送する役

割で知られている。一方、EF-Tu の生化学的

研究より、同タンパク質は複数のレドックス

感受性のシステインを有することが知られ

ている。そこで、NPR1 オリゴマーの形成に

EF-Tu がどのような役割を担っているかを明

らかにするために、EF-Tu のノックアウト植

物を用い、SA 応答時の NPR1 オリゴマー・モ

ノマーの動性をウエスタンブロットで確認

した。その結果、EF-Tu 変異体では、NPR1 オ

リゴマーの形成は一過的で弱いものであっ

た。また、活性型である NPR1 モノマーの蓄

積も同様に一過的で、野生型に比べ量的にも

少なかった。 

NPR1 は一酸化窒素（NO）を直接認識するこ

とにより、ジスルフィド結合を介したオリゴ

マーを形成するが、細胞内が還元的になると

オリゴマーから活性型のモノマーが遊離す

る。一方、EF-Tu は、分子シャペロン活性や

タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ活性

を有しており、タンパク質の高次構造の形成

に関与することが知られている。 

そこで、EF-Tu は、NPR1 オリゴマーの形成

に関与するかを調査した。その結果、EF-Tu

と NPR1 モノマーを in vitro において反応さ

せると、NPR1 のみの場合よりもオリゴマー形

成能は抑制されることが明らかになった。こ

れは、EF-Tu が NPR1 と直接的に相互作用し、

NPR1同士の会合を抑制している、或いは NPR1

が形成するジスルフィド結合を、EF-Tu が有

するレドックス感受性の高いシステインで

還元している可能性があげられる。 

次に、NPR1 オリゴマーの安定性を検討する

ために、in vitro において NPR1 モノマーに

NO を処理し、NPR1 オリゴマーを誘導した。

本サンプルを透析後、EF-Tu 及び還元剤であ

る dithiothreitol（DTT）を加え、NPR1 のモ

ノマー化誘導能を検討した。その結果、NPR1

オリゴマーに DTTのみを処理したサンプルと

比較し、EF-Tu を添加すると NPR1 オリゴマー

の安定性は極めて良かった。すなわち、EF-Tu

のジスルフィドイソメラーゼ活性が NPR1 同

士のジスルフィド結合の安定性に寄与して

いるものと考えられた。 

上記反応に関し、NPR1 自身にも同酵素活性

が有る可能性があるので、インスリン還元系

を用い、同可能性について検討した。その結

果、NPR1 は直接インスリンを還元しないが、

DTT によるインスリン還元活性を極めて強く

抑制することが明らかになった。本活性には

少なくともシステイン C156 が関与すること

も明らかになった。今後は、EF-Tu と NPR1 の

ジスルフィド結合能について当該システイ

ン残基を同定し、その in vivo での役割を検

討する。 
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