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研究成果の概要（和文）：植物は緻密な免疫系を備えており、病原体を認識後、内因性のホルモン様ペプチド
「植物サイトカイン」を分泌し、自身の免疫反応を調整する。植物サイトカインは極微量で細胞間の情報伝達を
担うため、その分子的な機能解析が期待されるが、現在はシロイヌナズナにおける研究が中心であり、イネにお
ける植物サイトカインの報告はほぼない。本研究では、いもち病菌感染時に、イネが分泌する植物サイトカイン
RALF7に着目し、RALF7ペプチドがキチン誘導性の免疫反応を増強すること、それがRALF7特異的受容体を介して
行われる事を明らかにした。さらに、RALF7-受容体ペアの下流で制御される遺伝子候補の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Plants regulate the immunity through secretion of phytocytokines, endogenous
 hormone-like peptides, after recognition of the plant pathogen invasion. The functional 
characterization of phytocytokines 
can be beneficial for agronomical usage because many phytocytokines studied so far are highly active
 at a low concentration and play important roles in the regulation of plant development, 
reproduction, immunity, and adaptation to environmental stresses. However, the mode of action of 
phytocytokines in crops are largely lacking. In this study, we functionally characterized the 
mechanism on how phytocytokine RALF7 in rice regulates immunity after infection of rice blast 
fungus. We showed that RALF7 induces chitin-triggered immunity through its specific receptor. The 
candidate genes that are regulated by RALF7-receptor pair were also identified by RNAseq analysis.

研究分野： 植物病理学

キーワード： ペプチド　RALF　イネ　免疫　イネいもち病菌　ROS

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、穀物でほぼ未知であった植物サイトカインの作用機序に着目し、イネにおける植物サイトカイン
RALF7とその受容体の同定による免疫制御機構を明らかにすることで、学術的に重要な知見を得た。植物サイト
カインは微量で生理活性を示すことから、その有効性が期待されるが、実際にRALF7ペプチド処理により、イネ
は直ちに免疫応答を活性化させ、植物病原菌に対する抵抗性に寄与することが明らかとなった。このことから、
本研究を基盤に、生理活性の高いRALF7ペプチドの開発、効率的なペプチドの合成系、圃場での有効性が確立で
きれば、RALF7ペプチドを用いた穀物の耐病性の向上が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

植物は緻密な免疫システムを備えており、膜貫

通型のパターン認識受容体で病原体を認識する

と耐病性反応が速やかに誘導される（図１）。そ

の耐病性反応の一つとして重要な役割を果たす

のが内因性ホルモン様ペプチドの一種である「植

物サイトカイン」である。植物は病原菌を感知し

て植物サイトカインを分泌すると、植物サイトカ

イン受容体を介して自律的、非自律的に作用して迅速な免疫応答を引き起こす（図１）。パター

ン認識受容体の研究と比較して、植物サイトカインとその受容体の解析は遅れており、現在のと

ころ RALF や PSK などの限られたペプチドファミリーしか報告例がない。さらに、植物サイトカ

インの研究はシロイヌナズナが中心であり、イネにおいて植物サイトカインとその免疫応答を

報告した例はほとんどない。そのため、「植物サイトカインが制御する下流のシグナル伝達機構」

は、植物免疫分野における重要課題の一つである。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、イネが病原菌を認識後に、顕著に発現が誘導される植物サイトカイン RALF7

の免疫制御機構を解明する事である。近年、申請者の所属する研究室で、イネにおける新規サイ

トカインを同定するために、マルチオミックスを利用した分泌ペプチド同定法を開発した。これ

により、イネが病原菌を認識後、236 個もの分泌ペプチドが発現誘導されることを見出した。そ

のうち、最も顕著に発現が誘導される植物サイトカイン RALF7 が免疫を正に制御する分子であ

ることを世界に先駆けて明らかにし、その受容体の単離にも成功した。そこで、本研究では RALF7

が RALF7 特異的受容体を介して免疫を制御する機構の解明に迫る。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、イネが病原菌感染後に分泌する植物サイトカイン RALF7 の免疫制御機構を明ら

かにするために、以下の４点を中心として研究を遂行した。 

(1) RALF7 ペプチドが誘導するイネの免疫応答の解析 

合成 RALF7 ペプチドと、イネの培養細胞およびリーフディスクを用いて、ROS（活性酸素種）の

産生および防御応答遺伝子の発現変動を qPCR により解析する。また、RALF7 欠損体を作製し、

糸状菌の細胞壁構成成分であるキチンを処理して、野生株と比較してキチン応答が低下するか

を解析する。 

(2) RALF7 受容体の同定 

先行研究にて、RALF7 の受容体として受容体候補 Aが単離されている。そこで受容体候補 Aの欠

損体を取得し、培養細胞の系を用いて、RALF7 ペプチドによって誘導される ROS の産生、防御応

答遺伝子の発現上昇が変化するかを解析する。また、受容体候補 Aの欠損体を用いて、イネの重

要病原菌であるイネいもち病菌を接種し、病原菌への抵抗性反応を解析する。 

(3) RALF7とパターン認識受容体、受容体様細胞質キナーゼとの関与の解析 

キチンを受容するパターン認識受容体である CERK1、その下流の受容体様細胞質キナーゼである

BSR1 の欠損体を入手し、培養細胞を作成して RALF7 ペプチドを添加し、ROS の産生および防御応

答遺伝子の発現変動を解析する。 



(4) 大規模 RNAseq 解析による RALF7 ペプチド-受容体ペアの下流因子の探索 

野生株および受容体候補 A欠損体のイネ培養細胞に対して、RALF7 ペプチドを処理して経時的な

サンプリングを行い、RNAseq により発現変動遺伝子の解析を行う。なお、本解析は先端ゲノム

支援の助成を受けて行われた。 

 

４．研究成果 

(1) RALF7 ペプチドが誘導するイネの免疫応答の解析 

合成 RALF7 ペプチドを用いて、RALF7 が誘導するイネの免疫応答を解析した。イネの培養細胞に

合成 RALF7 ペプチドを処理すると、典型的な PTI 反応として、ROS（活性酸素種）の産生および

防御応答遺伝子の発現上昇が認められた。そこで、RALF7 の欠損体にキチンを処理したところ、

野生株と比較して、ROS の産生および防御応答遺伝子の発現が低下した。培養細胞と植物体とで、

エリシターに対する反応性が異なる場合も報告されているため、イネ葉から作製したリーフデ

ィスクを用いた解析も同様に行った。その結果、培養細胞の結果と同様に、RALF7 とキチンの同

時処理により、キチン単独処理と比較して ROS 産生が顕著に増加し、RALF7 欠損体では、キチン

処理による ROS 産生が低下した。このことから、RALF7 は ROS の産生および防御応答遺伝子の発

現を介して、免疫応答を正に制御することが明らかとなった。 

 

 (2) RALF7 受容体の同定 

先行研究では RALF7 の受容体として、受容体候補 Aが単離されており、プルダウンアッセイから

RALF7 と受容体候補 A が結合する事が示されている。そこで、受容体候補 A の欠損体を用いて、

受容体候補 Aが RALF7 の受容体として機能するかを解析した。培養細胞の系にて、RALF7 ペプチ

ドによって誘導される免疫反応（ROS の産生、防御応答遺伝子の発現上昇）の変化を調べたとこ

ろ、受容体候補 A欠損体では野生株と比較して、これらの免疫応答が顕著に低下していた。さら

に、受容体候補 Aの欠損体では、いもち病菌への抵抗性が顕著に低下した。よって、受容体候補

Aが RALF7 の受容体であると分子遺伝学的にも確かめられた。 

 

(3) パターン認識受容体、受容体様細胞質キナーゼとRALF7との関与の解析 

RALF7 ペプチドが PTI 反応を誘導することから、この反応には既知のパターン認識受容体が関わ

ると考えられた。キチンのパターン認識受容体である CERK1、その下流の受容体様細胞質キナー

ゼである BSR1 に着目し、これらの欠損体の培養細胞に RALF7 ペプチドを添加したところ、CERK1

および BSR1 欠損体では野生株と同程度の ROS 産生が認められた。よって、RALF7 ペプチドが誘

導する PTI において CERK1 および BSR1 は重要な役割を果たす因子ではないと考えられた。 

 

 (4) 大規模 RNAseq 解析による RALF7 ペプチド-受容体ペアの下流因子の探索 

RALF7 ペプチド-受容体ペアの下流因子の探索を目的として、RNAseq 解析を用いて、RALF7 ペプ

チド処理により誘導される発現変動遺伝子群の

解析を行った。その結果、RALF7 ペプチド-受容体

ペアの下流では、特に細胞壁構成成分の代謝経路

に関与する遺伝子群、耐病性関連の遺伝子群、カ

ルシウムシグナルに関連する遺伝子群が発現変

動している事が示された。 

本研究成果のまとめを図２に示す。 
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