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研究成果の概要（和文）：細胞膜上には膜ラフトと呼ばれる脂質・タンパク質集積ドメインが点在している。本
研究ではイネにおいて病害応答時に一時的に膜ラフトに存在する免疫タンパク質の同定、及び機能解析を行っ
た。まず、病害応答時の活性酸素種の産生を担うNADPHオキシダーゼの中で、OsRbohBとOsRbohHの2つが一時的に
膜ラフトに局在するタンパク質であることを同定し、中でもOsRbohBがイネいもち病耐性に必須であることを示
した。また、質量分析装置を用いたプロテオーム解析により、63個の新規の病害応答性一過的膜ラフトタンパク
質候補を同定し、その中で4つのタンパク質の細胞膜局在を確認した。

研究成果の概要（英文）：In plasma membrane, membrane rafts, in which lipids and proteins accumulate,
 exist. In this study, I identified immune proteins that transiently exist in membrane rafts during 
defense responses in rice and analyzed their function.　In NADPH oxidases that produce reactive 
oxygen species, OsRbohB and OsRbohH move to membrane rafts in response to chitin elicitor, and 
OsRbohB is essential for the resistance to rice blast fungus. In addition, our proteome analysis 
identified 63 proteins that transiently exist in membrane rafts after the treatment of chitin. In 
these proteins, I confirmed that 4 proteins localized in the plasma membrane
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１．研究開始当初の背景 
植物免疫の初期応答には、細胞膜に局在す

るタンパク質が非常に重要である。近年、細
胞膜上には膜ラフトと呼ばれる小さく強固
な脂質・タンパク質集積ドメインが点在する
ことが明らかになってきた。膜ラフト上には
多数の免疫タンパク質が存在するため、植物
免疫に膜ラフトが重要な役割を果たすと考
えられているが、実際に膜ラフトが植物の耐
病性に関与しているのか、タンパク質が膜ラ
フトに局在する意味は何かなど、未解明の点
が多かった。 
 研究代表者はこれまでに膜ラフト主要形
成脂質であるスフィンゴ脂質を改変するこ
とにより、恒常的に膜ラフトが減少したイネ
（品種：金南風）を作出した。この膜ラフト
減少イネを用いることにより、病害応答時に
おいて NADPH オキシダーゼである OsRboh と
低分子量 G タンパク質 OsRac1 の膜ラフトへ
の局在量が増大することにより、活性酸素種
（ROS）の産生が促進され、いもち病菌に対
する抵抗性が増すという可能性を示した。
Rboh はイネに 9 つ存在（OsRbohA-OsRbohI）
し、これまでのプロテオーム解析から
OsRbohH がイネカルスにおける病害応答性膜
ラフトタンパク質である可能性が示唆され
ているが、これまで機能に関する報告はない。
また、OsRboh や OsRac1 と同様に病害に応答
して膜ラフトに局在するタンパク質が存在
する可能性があるが、ほとんど報告がなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、植物の自然免疫機構における膜
ラフトの重要性をさらに明らかにすること
を目的として、病害応答性膜ラフトタンパク
質の同定とその機能及び膜ラフトとの関係
性を解明する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 病害応答性膜ラフト局在型 OsRboh の同

定と機能解析 
OsRbohH が膜ラフトに局在する病害応

答性の NADPH オキシダーゼであるか解析
する。また、OsRac1 との関係についても
解析を行う。 

(2) 新規の病害応答性膜ラフトタンパク質の
同定と機能解析 
プロテオーム解析を用いて新規の病害

応答性膜ラフトタンパク質を同定し、同
定したタンパク質の機能解析を行う。 

 
４． 研究成果 
(1) 病害応答性膜ラフト局在型 OsRboh の同

定と機能解析 
これまでのプロテオーム解析により膜

ラフトに局在する可能性が示唆された
OsRbohH が免疫に関与するか解析するた
め、RNAi 法を用いた OsRbohH のノックダ
ウンイネカルス（OsRbohH-KD）を作製し

た。OsRbohH-KD に対して病害応答を引き
起こす病原体の細胞壁成分キチンを処理
したところ、ROS の産生量が野生型（WT）
イネカルスと変化がなかった。この原因
を明らかにするため、9つの OsRboh すべ
ての発現量を OsRbohH-KD において調べ
た結果、OsRbohB の発現量が異常に上昇
していることが明らかになった。OsRbohB
はこれまでに植物免疫との関係が示唆さ
れている（Wong et al., Plant Cell, 
2007）。そこで、RNAi 法により OsRbohH
と OsRbohB を同時にノックダウンしたイ
ネカルス系統（OsRbohB/H-KD）を作製し、
キチン処理を行った。その結果、ROS の
産生量が WT の半分程度にまで減少し、
OsRbohB と OsRbohH がキチンに応答する
病害応答性 NADPH オキシダーゼである知
見を得ることができた。 
 イネにおける各 OsRboh の発現組織を
特定するために組織別発現解析を行った
結果、OsRbohH はカルスで発現が強く植
物体（葉）ではほとんど発現していない
一方、OsRbohB は逆にカルスでの発現は
ほとんどないが植物体で発現量が多いこ
とが明らかになった。そこでイネ植物体
の耐病性に関与する OsRboh を明らかに
するために、RNAi 法によって OsRbohB の
ノックダウンイネ植物体（OsRbohB-KD）
を作出した。非親和性のいもち病菌（race 
007.0）接種試験を行った結果、WT と比
較して病班長が拡大しいもち菌の増殖量
が多いなど感受性が高まっている結果を
得た。従って、OsRbohB がイネ植物体に
おける免疫に重要な NADPH オキシダーゼ
であることが明らかになった。 
 さらにイネ耐病性との関連を明らかに
するために、イネ免疫において分子スイ
ッチとして中心的な働きをする OsRac1
との相互作用解析を行った。これまでに
OsRac1は OsRbohBと相互作用することが
報告されている（Wong et al., Plant Cell, 
2007）。OsRbohH、及び系統関係の近い
OsRbohIが OsRac1と相互作用するか酵母
ツーハイブリッド解析を行った結果、
OsRbohB と同様に OsRbohH と OsRbohI も
GTP結合型OsRac1と相互作用することが
明らかになった。さらにOsRbohと OsRac1
との細胞膜上での詳細な共局在性を証明
するために、全反射照明蛍光顕微鏡
（TIRFM）を用いた観察を試みた。一過的
発現系では GFP-OsRbohB の発現が弱く観
察が困難であったため、恒常的に
GFP-OsRbohBと mCherry-OsRac1を同時に
発現するイネ、及びシロイヌナズナ形質
転換系統を作出したが、過剰な ROS を産
生するためか植物体が非常に矮小となり
観察が困難であった。一方、OsRbohB と
OsRbohH のマイクロドメイン局在を明ら
かにするために、OsRbohB/H-KD カルスか
ら 膜 ラ フ ト を 含 む 画 分 で あ る



detergent-resistant membrane（DRM）を
抽出し、特異抗体を用いたイムノブロッ
ト解析を行った結果、OsRbohB/H-KD では
OsRbohが全く検出されなかった。従って、
OsRbohB と OsRbohH がイネカルスにおけ
る膜ラフト局在 NADPH オキシダーゼであ
ることが明らかになった。 

 
(2) 新規の病害応答性膜ラフトタンパク質の

同定と機能解析 
新規の病害応答性膜ラフトタンパク質を
同定するために、キチンを 0 分、10 分、
30 分処理したイネカルスからそれぞれ
DRM を抽出し、LC-Orbitrap を用いたプロ
テオーム解析を行った。この際、DRM に
存在する膜ラフトタンパク質以外のアー
ティファクトを除外するため、膜ラフト
減少イネ（OsFAH1/2-KD; Nagano et al., 
Plant Cell, 2016）に対しても同様の実
験を行い、比較対象とした。その結果、
キチン処理 0 分では 274 タンパク質、10
分では 342 タンパク質、30 分では 298 タ
ンパク質を膜ラフトタンパク質として同
定し、その中でキチン処理 10 分もしくは
30分で増加するタンパク質を125タンパ
ク質同定した。それらは、キチン処理前
から 10 分・30 分後と増加し続けるタン
パク質は 1個、10 分後に増加した後その
量が 30 分後に変わらないタンパク質は
15 個、10 分後に一時的に増加し 30 分後
には元の量に戻るタンパク質は 63 個、10
分後には変化がないが 30 分後に増加す
るタンパク質は 45 個、10 分後には一時
的に減少するが 30 分後には処理前より
増加するタンパク質は 1 個であった。
OsRboh や OsRac1 と同様に病害に応答し
て一過的に膜ラフトに局在する 63 タン
パク質のうち、耐病性に関連が示唆され
る 4 タンパク質に対して蛍光タンパク質
融合タンパク質を作製しその局在を共焦
点レーザー顕微鏡で観察した。その結果、
細胞膜局在であることが確認できた。 
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