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研究成果の概要（和文）：植物は、受容体を介して病原菌の構成成分を検出し、迅速な免疫応答を誘導する。一方、病
原菌はエフェクターと呼ばれるタンパク質を植物の細胞内に送り込み、植物の免疫応答を抑制している。本研究では、
植物受容体からの情報を細胞内に伝達する鍵因子であるOsRLCK185を同定し、その機能を明らかにするとともに、白葉
枯病菌のXoo1488エフェクターがOsRLCK185の活性化を阻害することで感染を拡大していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plants recognize infection of pathogens through recognition of pathogen-associated
 molecular patterns with the receptors, which triggers a series of immune responses. To suppress host immu
nity, the pathogens deliver the effectors into plant cells. In this work, we identified OsRLCK185 which tr
ansmits the immune signals from the receptor to the downstream components. In addition, Xoo1488, an effect
or of Xanthomonas oryzae, inhibits the function of OsRLCK185 to suppress host immunity.
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１．研究開始当初の背景 
植物は、病原菌が感染した際、それぞれ

の病原菌を構成する因子を、病原菌に特有
な 分 子 パ タ ー ン (Pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs))として認識し、迅
速な抵抗性反応を誘導する。このPAMPsの
認識は、植物自身がもつパターン認識受容
体を介して行われる。受容体が認識した情
報は速やかに伝達され、様々な防御応答を
誘導する引き金となるが、受容体がどのよ
うなタンパク質と相互作用し、どのように
伝達しているか、その分子機構については
殆ど理解されていない。一方、病原菌は、
受容体によって誘導される防御反応を阻害
するため、植物細胞内に分泌タンパク質（以
下、エフェクター）を送り込む。エフェク
ターは、植物免疫誘導の主要ステップで働
く植物免疫因子を阻害することで、植物免
疫反応を効率よく抑制すると考えられる。
このことは、エフェクターがターゲットと
している植物因子を同定することで、受容
体による病原菌認識から抵抗性発現に至る
過程で機能している主要な植物免疫因子を
同定できることを意味している。そこで、
本研究では、病原菌のエフェクターを利用
して、新奇な植物免疫因子を同定し、その
機能解析を通じて、植物免疫反応の分子機
構の解明を目指す。 
 

２．研究の目的 
イネ白葉枯病を引き起こすXanthomonas 

oryzae pv. oryzae （以下、Xoo)は、タイプⅢ
分泌システムによって、エフェクターを宿
主細胞内に送り込み、宿主の防御反応を抑
制している。これまでに、Xooから約20種の
エフェクターが同定されている。我々は、
このうち10種類のエフェクターについて、
それらを発現する形質転換イネを作出し、
タイプⅢ分泌システムを欠損したXoo hrpX
株を感染させることによって、エフェクタ
ーによるPAMPs誘導抵抗性の阻害活性を解
析した。その結果、4つのエフェクター
(Xoo1488、Xoo2402、Xoo2875、Xoo3222)
が強くPAMPs誘導抵抗性を阻害した。この
ことは、これら4つのエフェクターがPAMPs
誘導抵抗性の主要ステップで機能する免疫
因子を抑制していることを示唆していた。
そこで、これらの4つのエフェクターのうち、
Xanthomonas 属 の 中 で Xoo に 特 異 的 な
Xoo1488に注目して、酵母Two Hybrid法を用
いて相互作用因子を探索した。その結果、
Receptor-like cytoplasmic kinase(RLCK)ファ
ミリーに属するOsRLCK185を得た。それま
での解析において、OsRLCK185がPAMPs受
容体と特異的に結合するという予備的な結
果が得られていたことから、OsRLCK185が
植物免疫反応を制御する因子であることが
強く示唆されていた。さらに、これらの結
果は、OsRLCKが病原菌認識に関わること
を示唆していた。そこで、本研究課題では、

OsRLCK185に焦点を当て、植物免疫反応お
ける機能を明らかにすることで、病原菌認
識から抵抗性発現に至る免疫反応の分子機
構の未解明な領域を明らかにした。また、
Xoo1488によるOsRLCK185の抑制機構につ
いても解析し、病原菌による感染戦略の分
子機構を解明した。 

 
３．研究の方法 
(1) Xoo1488 の標的因子のスクリーニング 
 Xoo1488 をベイトとした酵母 Two Hybrd
法により、イネの cDNA ライブラリーのスク
リーニングを行った。得られたクローンの塩
基配列を決定するとともに、リトランスフォ
ーメーションにより、候補遺伝子の選定を行
った。 
 
(2)PAMPs に応答した免疫反応の解析 
 Xoo1488 を発現するイネ培養細胞や
OsRLCK185 の発現を抑制した培養細胞に、
PAMPs であるキチンやペプチドグリカンを
処理し、PAMPs に応答した活性酸素生成、
防御遺伝子の発現、MAP キナーゼの活性化
を解析した。 
 
(3) OsRLCK185 のリン酸化解析 
 キチンを処理したイネ培養細胞からタン
パク質を抽出し、OsRLCK185 抗体を用いて
免疫沈降を行い、得られたサンプルを
Phos-tag を含む SDS ポリアクリルアミドゲ
ルで電気泳動し、OsRLCK185 のリン酸化を
解析した。また、CERK1 の細胞質ドメイン
と OsRLCK185 の組換えタンパク質を調製
し、in vitro リン酸化反応により、CERK1
による OsRLCK185 のリン酸化を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Xoo1488 発現イネの免疫応答 
 白葉枯病菌のエフェクターXoo1488 を発現
させたイネでは、白葉枯病菌に応答した抵抗
性が抑制されていることが明らかになった。
そこで、Xoo1488 による免疫応答の抑制機構
をさらに詳細に解析するために、Xoo1488 を
発現するイネ培養細胞を作成した。Xoo1488
発現細胞に、細菌の PAMPs であるペプチド
グリカン(PGN)を処理し、防御遺伝子の発現
を解析したところ、PGN に応答した防御遺伝
子の発現が抑制されていることがわかった。
同様に、真菌の PAMP であるキチンを処理し
て解析したところ、キチンに応答した防御遺
伝子の発現も抑制されていることがわかっ
た。これまでの報告により、キチンは細胞膜
に存在する CEBiP と OsCERK1 複合体によっ
て検出され、PGN は、LYP4/LYP6 と OsCERK1
複合体が検出すると考えられている。
OsCERK1 は、細胞内にプロティンキナーゼ
ドメインをもつ受容体型キナーゼであり、い
ずれの場合も、複合体が検知した PAMPs 情
報を OsCERK1 が細胞内に伝達していると考
えられる。上記のように、Xoo1488 発現細胞



において、キチンと PGN に応答した免疫応
答が阻害されていることから、Xoo1488 が、
OsCERK1 を介した免疫応答を阻害している
ことが強く示唆された。 
 
(2) OsRLCK185 を介した免疫応答 
 酵母 Two Hybrid 法を用いた Xoo1488 の標
的 因 子 の 探 索 に よ り 、 Receptor-like 
cytoplasmic kinase (RLCK)ファミリーに属す
る OsRLCK185 が同定され、OsRLCK185 が、
OsCERK1 の細胞内ドメイン（プロティンキ
ナーゼドメイン）と相互作用することが見出
された。このことは、OsCERK1 からの信号
が OsRLCK185 に伝達されていることを強く
示唆している。そこで、OsRLCK185 の発現
抑制体を作出し、キチンと PGN に応答した
免疫応答を解析した。その結果、OsRLCK185
の発現を抑制した培養細胞では、キチンと
PGN に応答した防御遺伝子の発現が顕著に
抑制されていた。このことは、OsRLCK185
が OsCERK1 の下流で機能していることを強
く示唆している。さらに、活性酸素の生成を
解析したところ、OsRLCK185 発現抑制体で
は、キチンに応答した活性酸素の生成が阻害
されていることが明らかになった。 
 
(3) OsCERK1 から OsRLCK185 への情報伝達 

OsRLCK185がOsCERK1の細胞質ドメイン
に結合することが明らかになった。OsCERK1
の細胞質ドメインは、プロティンキナーゼド
メ イ ン であ る こ とか ら 、 OsCERK1 が
OsRLCK185 をリン酸化することで、信号を
伝達していることが示唆される。そこで、ま
ず、キチンに応答して OsRLCK185 がリン酸
化修飾を受けるかどうかを調べた。イネ培養
細胞にキチンを処理し、免疫沈降により
OsRLCK185 を回収した後、ウエスタン法を
用いて解析した。その結果、キチン処理後 5
分で、シフトしたバンドが検出された。この
シフトしたバンドは、プロティンフォスファ
ターゼ処理により消失することから、シフト
し た バンド は リン酸 化 修飾を 受 け た
OsRLCK185 に対応することがわかった。こ
の結果から、OsRLCK185 は、キチン処理後、
すぐにリン酸化されることが明らかになっ
た。 
 次に、OsCERK1 が直接的に OsRLCK185 を
リン酸化しているかどうかを調べるために、
in vitro キナーゼ活性測定系を用いて解析し
た。OsCERK1 の細胞質ドメインおよび
OsRLCK185 のキナーゼ活性欠損変異体
OsRLCK185K108E のタンパク質を大腸菌での
タンパク質発現系を用いて調製し解析した
ところ、OsCERK1 は OsRLCK185K108Eをリン
酸化することが明らかになった。また、RLCK
ファミリーの活性化に関わることが示唆さ
れている活性化ループに存在する３つのセ
リンとスレオニンをアラニンに置換し
（OsRLCK185 K108E, S240A, T241A, T246A）、リン酸化
を調べたところ、OsCERK1 は OsRLCK185 

K108E, S240A, T241A, T246Aをリン酸化しないことが
明らかになった。このことから、OsCERK1
は OsRLCK185 の活性化ループをリン酸化す
ることで、信号を伝達しているものと考えら
れた。 
 
(4) OsRLCK185 による MAP キナーゼの活性
化の制御 
 キチンに応答した信号伝達系において、
MAP キナーゼである OsMPK3、OsMPK4、
OsMPK6 が 活 性 化 さ れ 、 さ ら に 、
OsMPK3/OsMPK6 は、OsMPK4 と異なる伝達
系で活性化されることが報告されている。そ
こで、OsRLCK185 過剰発現細胞を用いて、
キチンに応答した MAP キナーゼの活性化を
調べた。その結果、OsMPK3、OsMPK4、
OsMPK6 の全ての MAP キナーゼの活性が、
野生型に比べ、OsRLCK185 過剰発現体で上
昇していることが明らかになった。さらに、
OsRLCK185 の発現抑制体を用いて、キチン
に応答した MAP キナーゼの活性化を調べた
ところ、OsMPK3 と OsMPK6 の活性化は
OsRLCK185発現抑制体で抑制されているが、
OsMPK4の活性化は野生型と同じであること
がわかった。さらに、Xoo1488 発現体を用い
て、同様な解析を行ったところ、OsRLCK185
発現抑制体と同じ結果が得られた。このこと
から、OsMPK3 と OsMPK6 は OsRLCK185 の
下流に存在するが、OsMPK4 は OsRLCK185
とは別の伝達系で制御されていると考えら
れる。また、OsRLCK185 過剰発現体におい
て、OsMPK4 の活性上昇が観察されたが、こ
れは OsRLCK185 の過剰発現が他の RLCK の
機能を相補したためであると考えられる。こ
れまでにフラジェリンの受容体である FLS2
に相互作用する RLCK である BIK1 が、FLS2
からの信号を伝達していることが報告され
ているが、bik1 変異体でもフラジェリンに応
答した MAP キナーゼの活性化には変化が見
られず、これまで、受容体と MAP キナーゼ
を繋ぐ分子は見つかっていなかった。今回の
結果により、OsRLCK185 が OsCERK1 からの
情報を MAP キナーゼカスケードに伝達する
ことが明らかとなり、OsRLCK185 は、受容
体と MAP キナーゼをつなぐ初めての分子で
ある。 
 
(5) Xoo1488 による免疫阻害機構 

Xoo1488 発現培養細胞では、上記のように
キチンや PGN に応答した免疫反応が抑制さ
れ、さらに Xoo1488 が OsRLCK185 に相互作
用することから、Xoo1488 が OsCERK1 によ
る OsRLCK185 のリン酸化、あるいは
OsRLCK185 による下流の免疫応答の活性化
を阻害している可能性が考えられる。
Xoo1488 発現培養細胞を用いて、キチンに応
答した OsRLCK185 のリン酸化を解析したと
ころ、Xoo1488 発現培養細胞では OsRLCK185
のリン酸化が抑制されていた。このことから、
Xoo1488 が OsCERK1 による OsRLCK185 の



リン酸化を抑制していることが示唆された。
そこで、in vitro キナーゼ活性測定系を用いて
解析を行ったところ、Xoo1488 の存在下では、
OsCERK1によるOsRLCK185のリン酸化が阻
害されることが明らかになった。Xoo1488 は、
相互作用によって OsRLCK185 の活性化ルー
プドメインを隠すことで、OsCERK1 による
OsRLCK185 のリン酸化を阻害しているので
はないかと推定された。 
 さ ら に 、 Xoo1488 が 、 OsCERK1 や
OsRLCK185 の自己リン酸化活性に影響を及
ぼすかについて解析したが、OsCERK1 や
OsRLCK185 の自己リン酸化は Xoo1488 によ
って影響を受けないことがわかった。また、
in vitro 系を用いて、OsCERK1 によってリン
酸化された OsRLCK185 を、Xoo1488 が脱リ
ン酸化するかどうかを解析したが、Xoo1488
には脱リン酸化活性がないことがわかった。
興味深いことに、これらの解析の過程で、
OsRLCK185 が Xoo1488 をリン酸化している
ことが明らかになり、Xoo1488 のリン酸化が、
Xoo1488 を介した病原性に関与している可能
性が示唆された。 
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