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研究成果の概要（和文）：我が国の主要作物であるイネ、その免疫システムを制御する因子としてOsRac1が存
在、活性酸素産生タンパク質や免疫受容体らと複合体を形成し、さまざまなシグナル調整を行っていることがわ
かっている。本研究課題では活性型OsRac1とのみ相互作用するものとしてMD-2脂質認識タンパク質を単離した。
このタンパク質について詳細な解析を行ったところ、活性型OsRac1の細胞死誘導に関係していること、病原体刺
激による細胞外へ分泌されること、リン酸化酵素と相互作用することを発見した。本研究成果はイネ本来が持つ
免疫システムを解明する上で有用な知見となり、未来型生物農薬の開発に大きく寄与できるものである。

研究成果の概要（英文）：OsRac1, a small GTPase in rice, is involved in regulation of NADPH oxidase 
producing reactive oxygen species during oxidative burst and initiation of cell death during innate 
immune responses. Recently, we have tried to isolate OsRac1-interacting proteins by various methods.
 These results revealed the signaling network of OsRac1, named the Defensome network, which is 
composed of immune receptors. In this study, we isolated MD-2-related lipid recognition proteins as 
OsRac1 interacting proteins by immunoprecipitation and mass spectrometric analysis. This interaction
 were found only in constitutively active OsRac1 rice cultured cells, not found in negatively active
 OsRac1. Our studies revealed that MD-2 protein related cell death and secreted outside of the cell 
by pathogen stimulus. Fourthermore we found that MD-protein interact with phosphorylation related 
proteins.

研究分野： 植物病理
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１．研究開始当初の背景 
我が国の主要作物であるイネに関する研究
は長い歳月をかけて行われているが、未だに
いもち病による年間被害額は数百億円に達
する。被害を防ぐために農薬散布を行い続け
ていると、環境破壊につながるだけでなく、
薬剤の効果が薄れ、次第に耐性能力を備えた
菌が生まれるといった悪循環が生じてしま
う。効果的で最小限の農薬散布を行うことで
被害を抑えることが求められるが、そのため
には、イネ自身が持つ免疫システムを根本か
ら理解する解析、研究が必要である。その結
果イネ免疫システムを誘導するような抵抗
性誘導型の農薬の開発や、イネが自身の体内
で作る抗菌タンパク質などが新規の農薬と
して用いられるようになるかもしれない。こ
れらの研究、開発のシステムが確立されれば
持続可能な農業可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
イネ免疫システムを制御することが知られ
ている OsRac1 タンパク質がある。このタン
パク質は細胞死関連のタンパク質や抵抗性
タンパク質、病原体因子に対する受容体など
と複合体を形成し、外部からの刺激に応じて、
免疫システムを調整していることがこれま
でに明らかになっている。この OsRac1 の新
たな相互作用因子として脂質認識能を持つ
MD-2 タンパク質というものが単離された。
MD-2 タンパク質は動物に関する情報はよく
知られており、ヒト MD-2 タンパク質は細菌
の表面から放出されるリポ多糖を認識し、敗
血症の引き金となることがわかっている。本
研究課題ではこのMD-2タンパク質に注目し、
イネの免疫応答経路上でどのような機能を
有し、どのようなタンパク質と関連、相互作
用しているか等の知見を得ることを目的と
した。制御因子 OsRac1 の相互作用因子であ
るMD-2タンパク質について調べることはイ
ネ免疫システムの全容解明に向けた一つの
ピースを埋めることになり、未来型農薬の開
発に寄与できると考えている。 
 
３．研究の方法 
発見当時は機能未知であった MD-2 タンパク
質に関する情報を得るために、MD-2 タンパク
質にタグを付加したものを発現する形質転
換イネを作出することを試みた。遺伝子導入、
発現が確認されたカルス由来の培養細胞を
作出し、これを病原体応答を調べるための研
究材料とした。この培養細胞にイネいもち病
菌の細胞壁成分であるキチンエリシター（い
もち病菌感染時に起こる免疫応答と同様の
反応が起こる物質）を処理し、MD-2 遺伝子の
発現量とタンパク質の量に変化が認められ
るかどうかについて調べた。 
作出した MD-2 発現イネ培養細胞を用いた免
疫沈降を行うことで MD-2 タンパク質と相互
作用する新規因子の探索を試みた。実験方法
はタグ抗体を結合させたマグネットビーズ

を MD-2 発現イネ培養細胞のタンパク質抽出
液に加え、反応させることで MD-2 タンパク
質と相互作用するタンパク質を単離精製し
た。精製後、タンパク質電気泳動を行い、そ
こから切り出したゲル中のタンパク質をプ
ロテアーゼ消化し、得られたペプチドを質量
分析装置で解析し、マススペクトルデータを
イネゲノムデータベースに対する検索する
ことでタンパク質同定を行った。質量分析に
より同定された候補タンパク質については、
さらに別の手法での相互作用を確認するた
めに、酵母ツーハイブリッド法を用いた相互
作用実験を行った。 
活性型 OsRac1 を Nicotiana benthamiana 葉
にアグロインフィルトレーション法を用い
て一過的に発現させると激しい細胞死を引
き起こすが、相互作用因子として単離された
MD-2タンパク質単独、もしくは活性型OsRac1
と同時に同場所で発現させた場合どのよう
な変化が生じるかについて調べてみた。 
さらに蛍光タンパク質を融合して発現する
MD-2 遺伝子を野生型イネ培養細胞由来のプ
ロトプラスト一細胞に一過的に導入、発現さ
せ、その局在様式に関する解析を行った。 
 
４．研究成果 
培養細胞に対するエリシター処理実験をお
こなった結果、エリシター処理 30 分後で劇
的にタンパク質量が減っていることが分か
った。しかし、この時の遺伝子発現量を調べ
てみたところ明らかに増加しているといっ
た相反する結果が認められた。この謎を解明
するために培養細胞の培地中に含まれる
MD-2 タンパク質を調べたところ、エリシター
処理 30 分後に大量に存在していることが確
認された。これら結果から、MD-2 タンパク質
は通常細胞内に存在し、OsRac1 をはじめいく
つかのタンパク質と相互作用、もしくは単独
で存在しているが、病原体などの外部からの
刺激を認識すると積極的に細胞外へ分泌し、
周囲の細胞へシグナルを伝達する、いわゆる
セカンドメッセンジャーとしての役割を有
していることが示唆された。また、付加する
タグの大きさや付加する位置を変えてみた
ところ、25kDa 以上のタグでは分泌能力が弱
まり始めること、N 末端に付加した場合には
分泌が認めれなくなったことからN末端側に
分泌に必須な配列が存在していると考えら
れた。 
OsRac1 相互作用因子として単離された MD-2
タンパク質が他にどのようなタンパク質と
相互作用しているかどうかの知見を得るた
めにタグ融合 MD-2 タンパク質発現するイネ
培養細胞を用いて、免疫沈降を行い、質量分
析装置により共沈降してきたタンパク質の
同定を行った。その結果、リン酸化酵素など
をはじめいくつかのリン酸化関連タンパク
質が含まれていることが明らかになった。そ
こで、それら相互作用について酵母ツーハイ
ブリッド法を用いて確認実験をしたところ、



MAPKKK と強く相互作用することを確認する
ことができた。これら結果から、MD-2 タンパ
ク質はイネ細胞内において、リン酸化経路上
のタンパク質と何らかの関連を持つことが
示唆された。OsRac1 や免疫受容体もシグナル
伝達においてリン酸化がその役割において
重要な機能を果たしていることがこれまで
の研究成果から明らかとなっているため、本
発見は今後の解析において大きな知見とな
りうると考えている。 
MD-2 遺伝子をアグロインフィルトレーショ
ン法により、N. benthamiana葉に一過的に導
入、発現させてその表現型を評価する実験を
行った。その結果、単独では表現型が表れな
かった。活性型 OsRac1 単独のものを N. 
benthamiana に一過的発現した場合、葉は激
しい細胞死を引き起こす。そこで MD-2 を
OsRac1 と一緒にアグロインフィルトレーシ
ョンして共発現してみたところ、OsRac1 単独
で誘導される激しい細胞死が抑制されるこ
とがわかった。 
蛍光タンパク質遺伝子（GFP）と MD-2 遺伝子
を連結させた遺伝子をイネ培養細胞由来の
プロトプラストに一過的に導入し、蛍光顕微
鏡下での観察を行うことにより、MD-2 が細胞
内でどのような局在様式をとっているかに
ついて調べた。その結果、MD-2 は細胞膜上に
局在することが観察された。また細胞膜上の
所々でドット状の強い蛍光シグナルも所々
観察された。この観察結果は MD-2 の C 末端
側に GFP を融合させた MD-2:GFP でのみ観察
された結果であり、N 末端に融合させた
GFP:MD-2 ではぼんやりしたシグナルが細胞
膜全体で認められたものの、MD-2:GFP で観察
された局所的な強いシグナルは認められな
かった。エリシター処理を行った後の細胞外
分泌はMD-2:GFPでのみ確認されたことから、
細胞膜上で観察されたドット状の強いシグ
ナルは、細胞外への分泌経路上のものが蛍光
顕微鏡下で観察されたものと考えられる。 
本研究結果から、新規因子として単離された
MD-2 タンパク質は OsRac1 と相互作用するこ
とで OsRac1 により誘導される細胞死を抑制
すること、病害応答により細胞外へ分泌され
るといった興味深い結果が得られた。細胞外
でなんらかの機能を果たしているという研
究結果は、将来の新しい農薬開発にも寄与で
きると考えられ、非常に興味深いものである。 
これら研究結果と未来型農薬としての提案
は平成 29 年度 基盤研究(C)  「未来型農薬
としての MD-2 タンパク質の可能性」に採択
していただいた。 
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