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細胞内伝達機構に関する研究 

 自然界には、植物に病気を引き起こす能力を持つ病原菌が多数存在しているが、実際に

一つの植物種に感染できる病原菌は数種に限定される。これは、植物が病原菌特有の様々

な分子をシグナル分子として認識することによって自己の持つ免疫システムを誘導し、大

半の病原菌からの感染を未然に防いでいるからである。 
 単子葉植物を宿主とする植物病原細菌 Acidovorax avenaeの菌株間における宿主特異性は
非常に厳密であり、一つの菌株が感染できる植物種はほぼ一種に限定されている。当研究

室では、イネと A. avenaeのイネ親和性、非親和性の菌株を用いて、本菌の宿主特異性決定
機構について研究を行ってきた。これまでの研究で、A. avenaeのイネ非親和性菌株をイネ
に接種した場合、核 DNAのラダー化や細胞膜収縮といった動物のアポトーシス様の形態変
化を伴う過敏感細胞死や、活性酸素の発生、EL2、PAL、Cht-1、PBZ1、LOX 等の抵抗性遺
伝子の発現が誘導されることが示された。一方、イネ親和性菌株をイネに接種した場合に

はこのような免疫反応は誘導されないことも明らかとなり、本菌の親和性、非親和性決定

にイネによる菌の認識と免疫反応誘導が関与することが示唆された。さらに、このような

免疫反応は本菌の鞭毛を構成するタンパク質であるフラジェリンによって引き起こされる

ことも明らかになり、イネは A. avenaeのフラジェリンを認識して免疫反応を誘導している
ことが示された。しかしながら、イネがフラジェリンを認識した後の免疫反応誘導に至る

情報伝達機構は未だ明らかになっていない。そこで筆者は、イネによるフラジェリン認識

後の免疫反応誘導機構を明らかにすることを目的として研究を行った。 
 まず、フラジェリン認識情報の下流で制御されているイネの遺伝子群を明らかにするた

めに、非親和性菌株接種 1時間後および未接種のイネ培養細胞より得た mRNAより構築し
た cDNAライブラリーから作製したイネ cDNAマイクロアレイを用い、イネ親和性菌株、
非親和性菌株および非親和性菌のフラジェリン欠損株をそれぞれ接種したイネ培養細胞の

発現プロファイリングを行った。その結果、非親和性菌株特異的に発現誘導される遺伝子

群のうち、非親和性菌のフラジェリン欠損株の接種で発現誘導が消失した約 46遺伝子をフ
ラジェリン認識情報の下流で制御される遺伝子として同定した。これらフラジェリン認識

下流遺伝子のうちいくつかの遺伝子の発現パターンを real time RT-PCRにより調べたとこ
ろ、確認したすべての遺伝子が非親和性菌株より精製したフラジェリン処理によって特異

的に発現誘導されることが明らかとなり、先のマイクロアレイの結果と一致した。さらに、

22Kイネオリゴアレイを用いてより網羅的な解析を行ったところ、これら 46遺伝子を含む
約 150遺伝子をフラジェリン認識の下流に制御される遺伝子として同定することが出来た。 
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これらフラジェリン認識下流遺伝子の多くは、Ca2+結合モチーフである EF-handを有するタ
ンパク質をコードする遺伝子であったこと、また細胞外 Ca2+キレート剤である EGTA によ
って EL2、CCD1、OsCPK13、myb factor、ZF1などの多くのフラジェリン認識下流遺伝子の
発現が抑制されることが real-time RT-PCRで確認されたことより、非親和性菌株およびその
フラジェリンの認識シグナル伝達には Ca2+シグナルが関与している可能性が示唆された。

そこで、フラジェリン認識によって誘導される免疫反応と細胞内 Ca2+濃度変化との関連に

ついて調べた。非親和性菌株またはそのフラジェリン処理によって誘導される活性酸素発

生は、細胞外 Ca2+キレート剤 EGTAや Ca2+チャネル遮断剤 nifedipine等により阻害された。
さらに、staurosporineや K252aといったタンパク質リン酸化阻害剤によっても活性酸素発生
が顕著に阻害されることが明らかになった。また、同様に非親和性菌株接種によって誘導

される過敏感細胞死も、Ca2+阻害剤やタンパク質リン酸化阻害剤によって抑制されることが

示された。そこで、免疫反応誘導時のイネ細胞内の Ca2+動態を調べるために、Yellow 
Cameleon 3.6を発現させたイネ培養細胞を用いて経時的に Ca2+動態の解析を行ったところ、

非親和性菌株およびそのフラジェリンを処理したイネ培養細胞では、早期に[Ca2+]cytの顕著

な上昇が認められたが、親和性菌株およびそのフラジェリンではこのような濃度変化は認

められなかった。この[Ca2+]上昇は EGTA等により阻害されることから、非親和性フラジェ
リン分子を認識したイネ培養細胞では、細胞外からの Ca2+の流入によって細胞内の Ca2+濃

度上昇が起こっていることが示された。以上の結果から、フラジェリン認識後の免疫反応

誘導過程には、Ca2+シグナリングおよびタンパク質リン酸化プロセスが密接に関与している

ことが推定される。マイクロアレイ解析によって得られたフラジェリン認識下流遺伝子の

中には、いくつかのカルシウム依存性プロテインキナーゼ（CPK）をコードする遺伝子が
含まれていた。そこで、次にイネに存在する CPKとフラジェリンシグナルによって誘導さ
れる免疫反応との関係に着目して以下の実験を行った。イネに存在する 29 個の CPK すべ
ての発現パターンを A. avenaeの非親和性菌株と親和性菌株を接種したイネ培養細胞で調べ
たところ、OsCPK7, 8, 10, 12, 13, 19が非親和性菌株特異的に発現誘導されることが明らかに
なった。そこで、これら OsCPKがフラジェリンによって誘導される免疫反応に関与するか
どうかを調べるため、フラジェリン認識下流遺伝子である OsWRKY70 のプロモーターにル
シフェラーゼ遺伝子を連結したベクターとそれぞれのOsCPK遺伝子をイネプロトプラスト
で共発現させたところ、OsCPK8と OsCPK13の過剰発現の場合にのみ OsWRKY70の発現が
誘導されることが示された。そこで、次に OsCPK13 をウィルス発現系を用いて Nicotiana 
benthamianaに一過的に過剰発現させたところ、野生株と比較して強い生育阻害が認められ
た。さらに、この OsCPK13 を発現した葉に非親和性の A. avenae と親和性の Pseudomonas 
syringae pv. tabaciを接種したところ、非親和性株だけでなく親和性株の接種によっても強
い過敏感細胞死が観察された。 
 以上の結果から、イネは非親和性菌株のフラジェリンを認識して、ごく早期に細胞内へ

の Ca2+流入を引き起こし、この細胞内[Ca2+]上昇を受けて OsCPK13 などのキナーゼが活性
化し、これにより活性酸素発生や過敏感細胞死、下流遺伝子の転写が誘導されることが示

された。本研究により、高等植物であるイネの免疫反応誘導に関与するフラジェリン下流

制御遺伝子群を同定することが出来た。さらに、このフラジェリン認識情報の細胞内伝達

に Ca2+シグナルとタンパク質リン酸化が重要であることを示すことが出来た。 
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序 論 
 

 イギリスの思想家 Thomas Robert Malthusは 1798年に主著『人口論： An Essay on the 
Principle of Population』の中で、「人口は幾何級数的に増加するが、食料生産は算術級

数的にしか増加するに過ぎず、この過剰人口による貧困の増大は避けられない」との

見解を発表した。この当時の世界人口は約 10 億人であったが、それから約 200 年後

の現在、米国勢調査局国連統計の推計によると、地球上の人口は 2006 年末現在、65

億 6440万人を上回った。また、国連の中位推計によると 2050年には世界の人口は 90

億人を上回るとも予測されている（UN, World Population Prospects: The 2004 Revision）。

中でも発展途上地域での人口増加率は著しく、先進地域の約 1.5倍以上にも及ぶ。こ

のような爆発的な人口の増加と生活水準の上昇に伴い、世界中で食糧需要や、飼料用

穀物の消費量が増加している。一方で、地球温暖化に伴う砂漠化、塩土化の進行、窒

素・硫黄酸化物をはじめとする汚染物質による大気・土壌・水圏の汚染の拡大等の地

球環境問題は食糧生産においても多大な影響を及ぼすと思われ、今後爆発的な食糧増

産は見込めず、近い将来Malthusの予想したように危機的な食糧不足が訪れることが

考えられる。 

 植物は環境から多くのストレスを受けており、実際に農場で収穫された作物の収量

は、最高の条件を整えて栽培したときに予想される最高収量の約 2~3割程度でしかな

いとされている（山田, 1999）。このような減収の要因は、細菌、糸状菌、線虫等の感

染、昆虫による食害や雑草による栄養分の収奪、干害、塩害、冷害、異常高温、酸性

雨、風水害などによる生育阻害など様々である。我が国の農林水産省の統計によると、

このような減収要因による 2006 年産水稲の被害面積は 3,966,000 ha、被害量は

1,072,000 トン以上にものぼり、このうち気象被害によるものが約 74％、病虫害によ

るものが約 24％であったと報告されている。このような現状を考えると、植物病原体

による病害の防除を積極的に行うことが将来予測される食糧不足を回避するための

一つの手段となるだろう。しかし、植物の病害防除には有効な農薬が無い場合が多く、

環境汚染や人体への影響などの問題から農薬自体の使用が制限される場合もあり、化

学物質を使った病害防除が有効な解決法になっていないのが現状である。そこで、植

物が持っている植物独自の病害抵抗性機構を人為的に強化するか、遺伝的に病害抵抗

性を有する品種を育成することなどが食糧資源の損失を最低限に抑える上で重要と

なってくる。植物に病害抵抗性を付与するためにはまず、植物が本来有している植物

病原菌からの感染を防ぐメカニズムである防御システムに関する詳細な知見を得る

ことが必要となる。 

 植物に病気を引き起こす原因としては、伝染性の生物的病原（病原体）と、非伝染

性の環境的病原（気象的要因、土壌・肥料的要因、化学的要因）とがある。現在、世
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界で知られている生物的植物病原体は、糸状菌、細菌、ウィルス、ウイロイド、ファ

イトプラズマ、リケッチア様微生物、線虫、原虫等であり、これまで糸状菌類が 10,000

種以上、細菌が約 100種、ウィルスが約 900種、線虫が約 3,000種同定されている。

これらの植物病原菌によって引き起こされる植物の病気の種類は多種多様であり、そ

の数は我が国だけでも約 6,000種にのぼる。ところが、一つの植物種に限ってみると、

その植物に病気を引き起こすことができる病原菌は一般的に限られている。例えば、

地球上に存在する約 10,000種の植物病原糸状菌のうち、世界的な主要作物であるイネ

を加害することのできる病原菌は約 50 種で、このうちイネに大きな被害を与えるも

のは 10種類にも満たない（Agrios, 1997）。このように、植物は本来、大多数の病原菌

に対しては抵抗性を示し、わずか数種の病原菌種によって被害を受ける。これは、植

物は脊椎動物のような抗体反応・食作用などの特殊化された細胞を伴う免疫系を持た

ないが、植物独自の病原体の認識機構と生体防御システムを有し、植物を取り巻く多

くの病原体から身を守っているからである。 

 植物の病原菌に対する抵抗性は、大きく静的（受動的）抵抗性と動的（能動的）抵

抗性に分けられる。静的抵抗性とは、植物が病原菌の感染を受ける前から具備してい

る潜在的な物理的・化学的性質による抵抗性を意味する。例えば、物理的抵抗性には

細胞壁の存在、ワックスやクチクラ層による防御等が含まれ、化学的抵抗性には細胞

表層や細胞内におけるポリフェノール、配糖体、サポニン等の抗菌性成分の蓄積等が

挙げられる。一方、動的抵抗性とは、植物細胞・組織が微生物等の外敵の攻撃に対し

て積極的に誘導する一連の防御反応を意味する。高等植物の動的抵抗性は病原菌を認

識した後に誘導され、それぞれ活性酸素の生成とそれに伴う過敏感反応の開始、ファ

イトアレキシンの蓄積、防御応答性関連遺伝子群の発現誘導、PR（pathogenesis-related）

タンパク質の合成などの防御反応が含まれる。近年、植物が病原体を認識し、誘導す

る生体防御システム（動的抵抗性）は、哺乳類の免疫システムの中で自然免疫と共通

性が高いことが明らかになり、植物においてもこのような動的抵抗性を植物免疫

（plant innate immunity）と称されるようになった。 

 高等植物の有する免疫反応の中で、極めて早い段階に認められる応答は、活性酸素

種の一過的な発生である。この活性酸素の発生は急激な酸素消費を伴うことから一般

に、オキシダティブバーストと呼ばれている。植物のオキシダティブバーストで発生

する活性酸素種としてはスーパーオキシド（O2
-）、過酸化水素（H2O2）、ヒドロキシ

ラジカル（•OH）および一重項酸素（1O2）等の極めて反応性の強い分子種である。

活性酸素種の増加は、直接的な殺菌作用（Peng and Kuc, 1992; Iwano et al., 2002）、細

胞壁でのヒドロキシプロリンに富む糖タンパク質の酸化的架橋反応の促進（Bradley et 
al., 1992）、PRタンパク質を誘導するサリチル酸生合成経路の活性化（Léon et al., 1995）

などにより、病原菌の侵入阻害に関与することが示されている（吉岡ら、2004）。オ
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キシダティブバーストは植物の免疫反応以外でも認められ、アブシジン酸制御の気孔

の閉鎖（Pei et al., 2000）、傷害応答（Orozco-Cárdenas et al., 2001）、根のオーキシンに

よる走重力成長（Joo et al., 2001）や毛根形成（Rental et al., 2004）などの生理現象の

誘導に関わっていることも知られている。このようなオキシダティブバーストは、主

に細胞膜に存在する NADPH（reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate）オキ

シダーゼの活性化より起こると考えられている（Doke, 1983; Murphy et al., 1996; 

Desikan et al., 1996）。病原菌認識によって誘導されるオキシダティブバーストを

NADPHオキシダーゼの阻害剤である DPIで阻害すると、PR タンパク質遺伝子の発現

等のさまざまな免疫反応も阻害されることから（Yoshioka, et al., 2001）、オキシダテ

ィブバーストによって生成する一過的な活性酸素発生がその後に続く、抵抗性遺伝子

発現や過敏感細胞死等の免疫反応を誘導するシグナルになっていることを示唆して

いる。また、局部的に発生した活性酸素は、感染部位から離れた組織にもオキシダテ

ィブバーストを誘導し、全身的な抵抗性の付与にも関与することが知られている

（Doke, 1983; Park et al., 1998）。病原菌の感染に対して、このオキシダティブバースト

が起こるか否かが、植物と病原菌間の罹病性（親和性）か抵抗性（非親和性）かを決

定する鍵となっていることが知られているが、オキシダティブバーストそのものの機

構や意義、抵抗性を誘導する機構などについては、まだ限られた知見しか得られてい

ない。 

 NADPH オキシダーゼについては動物の生体防御に関与する食細胞の系において研

究が進んでおり、多くの知見が得られている。動物の食細胞における NADPHオキシ

ダーゼは複数のタンパク質からなる複合酵素系であり、細胞膜に存在するシトクロム

b558（gp91phox, p22phox）と細胞質因子（p67phox, p47phox, Rac2）から構成されている。こ

の酵素は、細胞質因子であるp47phoxがある種の刺激に応答してリン酸化され、p67phox、 

Rac2 と共に細胞膜に移行した後、細胞膜因子と複合体を形成して活性化する。活性

化した NADPHオキシダーゼは、細胞質の NADPHの酸化と共役して、細胞外の酸素

分子（O2）を 1 電子還元してスーパーオキシド（O2
-）を生成する。食細胞は微生物

をエンドサイトーシスによって取り込み（食作用）、それにより形成された食胞（フ

ァゴソーム）の中で、細胞膜上の NADPHオキシダーゼにより発生した活性酸素種に

より殺菌を行っている。このように NADPHオキシダーゼは複数のタンパク質からな

る複合体であるが、NADPHから酸素分子へ電子伝達を行うという酵素本体の働きは、

膜貫通型タンパク質である gp91phoxが担っており、本タンパク質が NADPH オキシダ

ーゼの活性中心であることが知られている。Groom らは 1996 年に、イネのゲノム中

にヒト gp91phox と相同な配列が存在することを示し、これを Rboh（respiratory burst 

oxidase homologue）と命名した（Groom et al., 1996）。その他の活性化因子については、

全ゲノム構造が明らかになったイネとシロイヌナズナでは細胞質因子である Rac の
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みが存在していることが示されており、イネの OsRacが H2O2の発生を調節している

ことが形質転換体により証明された（Kawasaki et al., 1999）。その後、Arabidopsis（Torres 

et al., 1998）、ジャガイモ（Yoshioka et al., 2001）、トマト（Amicucci et al., 1999）など

様々な植物種から rboh遺伝子がクローニングされ、得られた Rbohの推定アミノ酸配

列を比較したところ、ヒト gp91phoxと同様に、6ヶ所の膜貫通領域、FAD（flavin adenine 

dinucleotide）結合部位および NADPH結合部位、電子を受け渡すヘムとの結合に必要

な 4つの保存されたヒスチジン残基が保存されていた。植物の Rbohはまた、その N

末端領域において、ヒト gp91phoxとは異なり、細胞質内に局在すると考えられる親水

性領域を持っており、さらに Ca2+と特異的に結合する EF -handモチーフが隣接して 2

ヶ所に認められることが明らかになった。このことは、植物の Rboh は動物と同様に

活性酸素の発生に関わっていることを示すと同時に、その活性制御に Ca2+が深く関与

していることを示唆している。 

 Arabidopsisのゲノム解析により、rboh遺伝子には 10個のパラログが存在すること

が示されており（Foreman et al., 2003）、それぞれの遺伝子産物は、器官特異的あるい

は活性化刺激に対応して役割を分担している可能性が示されている。実際に、AtrbohC
遺伝子を欠損した Arabidopsis突然変異体においては、H2O2から派生したヒドロキシ

ラジカル（•OH）により誘導される Ca2+の流入が阻害され、根毛形成が著しく抑制さ

れることが報告されている（Foreman et al., 2003）。AtrbohDおよび AtrbohFは、防御

応答に関与するだけでなく（Torres et al., 2002）、孔辺細胞においてアブシジン酸投与

により誘導されることが示されている（Kwak et al., 2003）。この 2つをコードする遺

伝子を欠損した Arabidopsisでは、Ca2+の流入が阻害され、アブシジン酸誘導による気

孔閉鎖が抑制される。このことは、Rboh が多岐にわたって Ca2+流入を制御している

可能性を示している。 

 イネでは、OsrbohA、OsrbohB、OsrbohD、OsrbohE の 4 つの Rbohホモログが存在
することが当研究室で明らかにされている（後藤、2002 ; Yoshie et al., 2005）。イネの

免疫反応誘導時における、各 Osrbohホモログの発現を real time RT-PCRにより調べた

ところ、OsrbohAが強く N1141菌株接種後に特異的に発現誘導されることが明らかと

なった。さらに、これら各 Osrbohホモログを RNAi により特異的に抑制した形質転

換体を作製し、免疫反応誘導への関与を調べたところ、OsrbohA抑制株では、免疫誘
導物質であるN1141菌株の精製フラジェリン処理後2時間をピークとして認められる

活性酸素の発生が抑制されており、免疫反応の一つである過敏感細胞死も抑制されて

いた。さらに、抵抗性遺伝子である Cht-1（chitinase-1）、EL2の発現が OsrbohA 抑制
株で抑制されていることが明らかとなった。一方、OsrbohD抑制株では、非親和性菌
株接種後６時間以降に認められる活性酸素の発生が抑制されており、抵抗性遺伝子で

ある Cht-1、EL2、LOX（lipoxigenase）の発現誘導も抑制されていることが明らかとな
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った。このことから、イネの免疫反応誘導には OsrbohAと OsrbohDが関与しているこ

とが示唆される共に、OsrbohAと OsrbohDによって発生する活性酸素はそれぞれ異な

る情報伝達経路に関与し、それぞれの経路は異なる抵抗性遺伝子の発現誘導に関与す

ることが示された（Yoshie et al., 2005）。 

 植物が示す動的抵抗性として次に、過敏感細胞死が挙げられる。これは非親和性の

病原体の侵入を受けた部位で急速に引き起こされる局所的な細胞死であり（Dangl et 
al., 1996）、肉眼で確認できる免疫反応の指標として古くから知られていた。これまで

に、この過敏感細胞死の誘導には、細胞内への Ca2+の流入や（Xu and Heath, 1998; 

Levine et al., 1996）、活性酸素の発生を必要とし（Levine et al., 1994, Yu et al., 2001）、

かつ新規タンパク質の合成を必要とする（He et al., 1993; Heath, 1997; Mould and Heath, 

1999; Mansfield et al., 1997）ことが報告されている。さらに、多くの過敏感応答（HR: 

hypersensitive response）は原形質の収縮、核の凝集等の動物のアポトーシス様の特徴

的な細胞形態変化を伴う場合も報告されていることから、植物の過敏感細胞死はプロ

グラム細胞死（PCD : programmed cell death）であると考えられている（Che et al., 1999）。 

 植物の動的抵抗性として次に、様々な抵抗性関連タンパク質の発現誘導があげられ

る。植物が病原菌を認識した後、フェニルアラニンアンモニアリアーゼ（PAL : 

phenylalanine ammonia-lyase）、カフェイン酸デヒドロゲナーゼ等のフェニルプロパノ

イド合成系酵素やカルコン合成酵素（CHS : chalcone synthase）等のイソフラボノイド

系ファイトアレキシン合成に関与する遺伝子群の発現誘導と遺伝子産物の蓄積、また、

HMG•CoA（3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A）-還元酵素等のテルペン系ファイ

トアレキシン合成に関与する遺伝子群の発現誘導と遺伝子産物の蓄積などが認めら

れる。さらに、植物細胞は、侵入菌の細胞壁を分解するばかりでなく、侵入菌あるい

は自己細胞壁からも植物免疫誘導因子を遊離させるキチナーゼやグルカナーゼ、ある

いはその他の PRタンパク質の合成等を誘導して、病原菌の感染から自己を防御する

（Dangl et al., 1996; 山田ら、1997）。一般的に、植物が病原菌を認識して示すこのよう

な様々な免疫反応が組織的にかつ同調的に誘導された場合、病原菌はその植物に感染

できず非親和性となるのに対し、この様な抵抗性がほとんど誘導されないか、または

遅延する場合、病原菌の感染は成立し親和性となる。このことから、免疫反応の誘導

は植物と病原菌との間の親和性、非親和性を決定する重要なステップであると考えら

れる（Yang et al., 1997; Keller et al., 1999）。この様に、植物が病原菌を認識すると様々

な免疫反応が誘導されるが、それぞれの免疫反応の意義や誘導機構、それぞれの免疫

反応同士の相互関係に関してはほとんど知見が得られておらず、その全体像は未だ理

解されていない。しかしながら、過敏感細胞死のような早期に誘導される免疫反応に

おいても、新規のタンパク質合成が必要であることが示されていることから、このよ

うな免疫反応誘導には、新規の遺伝子発現が関与していることは間違いなく、非親和
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性の病原菌による免疫反応誘導機構について詳細な知見を得るためには、非親和性菌

の接種によって早期に誘導される遺伝子群の同定と、その機能解析が重要な手段とな

り得るであろう。 

 これまでに植物の免疫反応を誘導する因子が多数見いだされ、エリシターと呼ばれ

ている。元来、エリシターという言葉はファイトアレキシン生成の誘導活性を有する

因子を指したが、現在では植物免疫反応を誘導する物質の総称として広く用いられて

いる。病原菌のエリシターには、グルカン、キチン、キチンオリゴマー、キトサンな

どの多糖類や、ペプチド、糖ペプチド、脂質、アラキドン酸等多種多様な物質が含ま

れる。これら多種多様なエリシターには、植物種や品種に関係なく抵抗性を誘導する

非特異的エリシターと、特定の植物種や品種のみに認識され抵抗性を誘導する特異的

エリシターに大きく分類される（Boller, 1995）。非特異的エリシターとしては、β-グ

ルカン、あるいはキチンオリゴマーに代表される糖やその誘導体などが多く含まれて

おり、特異的エリシターには、Cochliobolus victoria により生産される毒素である

victorinや、Xanthomonas orzae pv. oryzaeの avrXa21、Cladosporium fulvumの avr9等の
avr（avirulent） gene 産物などのタンパク質性エリシターが含まれる。また、バクテ

リアの鞭毛を構成するタンパク質であるフラジェリンのように、Arabidopsisやトマト

等には非特異的なエリシターとして働くが（Felix et al., 1999）、イネに対しては特異

的エリシターとして働くといった両方の活性を併せ持つ例も報告されている（Che et 
al., 2000）。これまでの研究で、これら特異的エリシターと非特異的エリシターは、作

用する植物種やその特異性などが異なるものの、共通の情報伝達系を活性化し、同様

な免疫反応を誘導することが知られている（Romeis et al., 1999; Nürnberger and Scheel, 

2001）。 

 エリシターによる植物の免疫反応誘導過程において、その最初のステップは植物に

よるエリシター分子の認識である。これまで、実際にグルカン系エリシターに特異的

に結合する受容体がダイズ幼根から精製され、この遺伝子のクローニングに成功して

いる（Umemoto et al., 1997）。さらに、Arabidopsisにおいて、植物の認識物質として
作用し、免疫反応を誘導するエリシターであるバクテリアのフラジェリンの受容に関

与すると思われる受容体型セリン/スレオニンキナーゼ FLS2（flagellin-sensitive2）が

単離・同定されている（Gomez-Gomez et al., 1999, 2000）。Bollerらのグループは、フ

ラジェリンの N末端部分の 22アミノ酸からなる合成ペプチド flg22が Arabidopsisの
FLS2を介して免疫反応を誘導することも報告している（Gomez-Gomez et al., 2001）。

バクテリアのフラジェリンは植物だけではなく、動物でも自然免疫の中心的役割を担

う TLR（Toll-like receptor）ファミリーに属する TLR5のリガンドとして作用すること

が明らかとなっており（Hayashi et al., 2001）、Arabidopsisの FLS2は、動物細胞の TLR

と構造的に一部相同性が存在することも報告されている。 
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 動物細胞において広く TLR は、微生物を感知することにより、細菌、真菌、寄生

虫、ウィスルなど様々な病原体に対して初期の免疫応答を引き起こし、樹状細胞を始

めとする抗原提示細胞の活性化によって獲得免疫を誘導する重要な役割を担ってい

る。ショウジョウバエにおいて真菌感染に対する生体防御反応に必須の受容体である

Toll と相同性を示す、これら進化上保持されている受容体は、 PAMPs

（pathogen-associated molecular patterns）と呼ばれる微生物病原菌に特異的な、高度に

保持された分子構造を認識する。PAMPsは、フラジェリン、バクテリア DNA、二本

鎖 RNAウィルスに加え、リポポリサッカライド（LPS : lipopolysaccharide）、ペプチド

グリカン、リポペプチド等の様々な細胞壁構成成分を含む。TLRによりこれら PAMPs

の認識が起こると、MyD88、IRAK（IL-1R-associated kinase）を含む細胞内シグナル伝

達分子の活性化を引き起こして、転写因子 NF-κBのリン酸化を促進することにより、

炎症性サイトカイン産生を誘導して炎症反応を惹起し、病原体を排除する。TLR は、

細胞外領域にタンパク質間相互作用に関わるモチーフであるロイシンリッチリピー

ト（LRR）を持ち、細胞内領域にインターロイキン 1レセプター（IL-1R : interleukin-1 

receptor）の細胞内領域と相同性を持つ Toll/IL-1R 相同領域（TLR ドメイン）と呼ば

れる保存領域を有する膜貫通タンパク質である。TLRの各サブファミリーは、認識す

るリガンドに応じて異なる細胞内局在を示す。TLR1, 2, 4, 6は、主に細胞膜表面に局

在しており、微生物由来の糖脂質成分を認識する。これに対して TLR3, 7, 8, 9は、主

に細胞内部に局在しており、微生物特異的な構造を含む核酸を認識する。今日までに、

TLRはヒトではTLR1からTLR11までの 11種類からなるファミリーを構成しており、

それぞれが異なるリガンドを認識することが明らかになっている。まず、TLR4 がグ

ラム陰性細菌の細胞壁構成成分である LPS のシグナル伝達に必須の分子であること

が明らかになった。TLR4は単独で LPS のシグナルを伝えることが出来ず、MD-2と

呼ばれるアクセサリー分子を必要とする。TLR2 は、グラム陽性菌の細胞壁に存在す

るリポタイコ酸やペプチドグリカンを認識する。また TLR2 は、TLR1 や TLR6 とヘ

テロダイマーを形成し、細菌のポリペプチドの微細な構造の違いを認識し分ける。

TLR3は、ウィルス由来の二本鎖 RNAの認識に関与し、TLR5は、バクテリアのフラ

ジェリンを認識する。TLR-9は、細菌ゲノム DNAに特徴的な配列である、非メチル

化 CpGモチーフを認識する。さらに近年、TLR3や TLR4に加えて、TLR9や TLR7, 8

が、ウィルス分子の認識に関わっていることが明らかになってきている。このように、

TLR は適切な自然免疫の誘導にとって必要不可欠であり、PAMPs の認識を介して初

期免疫応答を活性化するという重要な役割を担っている。 

 動物細胞において TLR4により認識され、PAMPsとして機能することが知られてい

る LPS は、植物においても広くエリシターとして機能することが知られており

（Zeidler et al., 2004）、植物の免疫システムが動物の自然免疫と共通のシステムから進
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化したことを示唆している（Dangl and Jones, 2001）。また興味深いことに、植物は、

動物と異なり、親和性関係が成立する場合においても、これら分子を認識し、部分的

に免疫応答を示すという報告もある（Zeidler et al., 2004; Zipfel et al., 2004）。 

 植物が自己の持つ受容体を介してエリシターを認識した後、その情報が細胞内に伝

達されて様々な免疫反応に関与する遺伝子の転写が活性化されると考えられている。

これまで、認識後の情報伝達経路に関してはほとんど明らかになっていなかった。し

かし、近年フラジェリンの最も保存されたドメインを基に合成したペプチドである

flg22と、その受容体 FLS2間での認識情報の伝達機構の研究において大きな進展が見

られた。この FLS2の下流で機能する完全なMAPK（mitogen-activated protein kinases）

カスケードおよび、WRKY22 / WRKY29転写因子の同定が報告されたのである（Asai 

et al., 2002）。Asaiらは、FLS2によるフラジェリンの認識が、MEKK1（MAP kinase kinase 

kinase 1）、MKK4（MAP kinase kinase 4） / MKK5およびMKK3 / MKK6で構成される

MAPK情報伝達カスケードの活性化を介して、植物特異的に存在する転写調節因子で

あるWRKY29や LRRキナーゼである FRK1（flg22-induced receptor-like kinase 1）の転

写を誘導し、糸状菌や細菌に対する抵抗性を誘導すること、さらにこの flg22 により

活性化されるMAPKカスケードは、H2O2により活性化されるMAPK情報伝達カスケ

ードとは異なること等を報告した。このようなことから、植物は、非親和性菌もしく

はフラジェリンの認識後、速やかに認識情報を細胞内に伝達し、その情報に基づいて

様々な遺伝子が誘導し、これら誘導された遺伝子によって各免疫反応を制御している

ことが示唆された。 

 褐条病細菌 Acidovorax（Pseudomonas） avenaeは、イネ等の単子葉植物を宿主とす
るグラム陰性の植物病原細菌であり、感染した植物に葉の褐変や茎の屈曲を引き起こ

す（Kadota et al., 1991）。本菌は、1909年にMannsらによってエンバクの葉枯れの原

因病原菌として最初に同定され（Manns, 1909）、その後、日本でもイネや、シコクビ

エ、トウモロコシ、アワ等の単子葉植物から様々な菌株が単離された（Nishiyama et al., 

1979; Kadota et al., 1991）。日本における本菌の被害は、主にイネ幼苗で報告されてお

り、イネの重要病害菌のひとつである。本菌に感染したイネは、葉鞘から葉身にかけ

て褐色の細長い条斑が現れ、個体の衰弱や成長抑制を引き起こしたり、葉鞘が屈曲し、

イネの倒伏や枯死を引き起こすなどの病徴を示す（Kadota and Ohuchi, 1990）。近年で

は、高温、多湿、密播の育苗箱での発生が大きな問題になっている。本菌の特徴は、

それぞれの菌株の宿主特異性が植物の種レベルで厳密に規定されており、一つの菌株

が感染できる植物種はほぼ一種に限定されていることである。例えば、イネを宿主と

する H8301株および K1株は、イネには感染できるがイネ以外の植物種には感染でき

ず、また、シコクビエを宿主とする N1141株はヒエ以外の植物種に感染することはで

きない。当研究室では、この A. avenaeとイネの間に見られる種間宿主特異性に注目
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し、イネに対して親和性、非親和性の菌株を用いて本菌の宿主特異性決定機構につい

て研究を行ってきた。これまでの研究で、A. avenaeのイネ非親和性菌株をイネに接種
した場合、核 DNA のラダー化や、細胞膜収縮といった動物のアポトーシス様の形態

変化を伴う過敏感細胞死の誘導や、活性酸素の発生誘導、植物の免疫反応に関与する

と考えられている EL2、EL3（Minami et al., 1996; He et al., 1998）、ファイトアレキシ

ン合成に関与する PAL、キチナーゼをコードする Cht-1、ジャスモン酸の生成に関与
するリポキシゲナーゼをコードする LOX、PBZ-1（probenazole-inducible gene-1）等の

免疫関連遺伝子の発現等が誘導されることが示された。一方、イネ親和性菌株をイネ

に接種した場合には、このような免疫反応は誘導されないことから、このイネに対す

る宿主特異性にはイネによる病原菌の認識と免疫反応誘導が関与することが明らか

になった（Che et al., 1999; Iwano et al., 2002）。さらに、この様な特異的認識に関与す

る物質の探索を行ったところ、この菌の鞭毛を構成するタンパク質であるフラジェリ

ンが同定された。そこで、このフラジェリン遺伝子をマーカーイクスチェンジ法で破

壊した Δfla1141-2株を作成し、解析を行ったところ、Δfla1141-2株は N1141野生株接

種時に認められるイネ培養細胞の過敏感細胞死や H2O2の発生の誘導、EL2や EL3等
の抵抗性関連遺伝子の発現を誘導しないことが明らかになり、フラジェリンがイネに

対して特異的エリシターとして作用することが明らかとなった（Che et al., 2000）。一

方、このフラジェリン欠損株を用いた詳細な抵抗性関連遺伝子の発現解析の結果、

Δfla1141-2 株を接種したイネ培養細胞では PAL や Cht-1、PBZ-1をコードする遺伝子

の発現誘導は依然認められ、フラジェリン欠損によってこれら遺伝子の発現誘導能は

喪失しないことが示された。また、イネ非親和性菌株より精製されたフラジェリンタ

ンパク質をイネ培養細胞に接種した場合、同様に PAL、Cht-1、PBZ-1遺伝子の発現が

誘導されるが、LOX遺伝子の発現は誘導されないことも明らかになった（Tanaka et al., 
2003）。このことは、フラジェリンはすべての免疫関連遺伝子の発現を制御している

のではないが、免疫反応誘導に重要なエリシターとして機能していることを示す（吉

田, 2000; Tanaka et al., 2003） 

 前述の通り、ArabidopsisではフラジェリンのN末端部分から合成された flg22が FLS2

によって認識されMAPカスケードを介してその情報が伝達される。興味深いことに、

A. avenae非親和性菌株のフラジェリンは Arabidopsisに対して免疫反応を誘導するが、
flg22 はイネに対して顕著な免疫反応を誘導しないことが明らかになっている。さら

に、A. avenae非親和性菌株のフラジェリンの様々な部分を大腸菌で発現させ、それぞ

れのドメインにおける免疫誘導活性を調べたところ、イネと Arabidopsis ではフラジ
ェリンの認識部位が異なることが示された（Takai et al., unpublished data）。また、イ

ネにおけるフラジェリンの認識機構についても詳細に検討したところ、イネのフラジ

ェリン認識機構は Arabidopsis のそれとは異なるものであることが推察されており、
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イネには Arabidopsis とは異なるフラジェリンの認識機構とその情報伝達機構が存在

することが示されている。しかし、イネが非親和性菌株のフラジェリンを特異的に認

識できることは示されているが、その認識と情報の伝達機構、さらに免疫反応誘導の

分子機構に関してはほとんど明らかになっていない。そこで本研究では、イネによる

A. avenae フラジェリン認識後の情報伝達と免疫反応誘導の分子機構を明らかにする
ことを目的とした。 

 第一章では、まず、イネによる A. avenae非親和性フラジェリン認識の情報伝達機

構に関する情報を得るため、イネが A. avenaeの非親和性菌株を認識して特異的に発
現誘導する遺伝子にはどのようなものがあるのか、また、その中でフラジェリン認識

の下流に制御されている遺伝子とはどういったものなのかをイネ cDNA マイクロア

レイおよびイネ 22Kオリゴマイクロアレイを用いて調べた。得られたマイクロアレイ

データからそれぞれの遺伝心の発現プロファイリングを行った結果、フラジェリン認

識下流遺伝子として約 150遺伝子を同定した。そこで、これらフラジェリン認識下流

遺伝子のうちいくつかの遺伝子の発現パターンを real time RT-PCR法によって調べた

ところ、確認したすべての遺伝子でマイクロアレイと同様の結果を得ることが出来、

さらにこれら遺伝子は精製した非親和性菌のフラジェリン接種によっても特異的に

発現誘導されることが明らかとなった。これらフラジェリン認識下流遺伝子の多くは、

Ca2+結合モチーフである EF-handを有するタンパク質をコードする遺伝子であったこ

と、また細胞外 Ca2+キレート剤である EGTA（O,O'-Bis (2-aminoethyl) ethyleneglycol - 

N,N,N',N'-tetraacetic acid）によって多くのフラジェリン認識下流遺伝子の発現が抑制さ

れることが real time RT-PCRおよびマイクロアレイ解析で確認されたことより、非親

和性菌株およびそのフラジェリンの認識シグナル伝達には Ca2+シグナルが関与して

いる可能性が示唆された。 

 第二章では、フラジェリン認識によって誘導される免疫反応と細胞内 Ca2+濃度変化

との関連性について種々のカルシウム阻害剤を用いて調べ、免疫反応誘導時の細胞内

Ca2+動態の解析を行った。非親和性菌株またはそのフラジェリン接種によって誘導さ

れる活性酸素発生は、細胞外 Ca2+キレート剤 EGTAや Ca2+チャネル遮断剤 nifedipine

等により阻害された。さらに、staurosporineや K252aといったタンパク質リン酸化阻

害剤によっても活性酸素発生が顕著に阻害されることが明らかになった。また、同様

に非親和性菌株接種によって誘導される過敏感細胞死も、Ca2+阻害剤やタンパク質リ

ン酸化阻害剤によって抑制されることが示された。そこで、免疫反応誘導時のイネ細

胞内の Ca2+動態を調べるために、Yellow Cameleon 3.6を発現させたイネ培養細胞を用

いて細胞内 Ca2+動態の解析を行ったところ、非親和性菌株およびそのフラジェリンを

接種したイネ培養細胞では、早期に[Ca2+]cyt（cytosolic free Ca2+ concentration）の顕著

な上昇が認められたが、親和性菌株およびそのフラジェリンではこのような濃度変化
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は認められなかった。この[Ca2+]上昇は EGTA 等により阻害されることから、非親和

性フラジェリン分子を認識したイネ培養細胞で認められる細胞内の Ca2+濃度上昇は、

細胞外からの Ca2+の流入によって誘導されていることが示された。このことから、フ

ラジェリン認識後の免疫反応誘導過程には、Ca2+シグナリングおよびタンパク質リン

酸化プロセスが密接に関与していることが推定された。次に、マイクロアレイ解析に

よって得られたフラジェリン認識下流遺伝子の中には、いくつかのカルシウム依存性

プロテインキナーゼ（CPK）をコードする遺伝子が含まれていたことから、イネに存

在する CPK とフラジェリンシグナルによって誘導される免疫反応との関係に着目し

て実験を行った。イネに存在する 29個の CPKすべての発現パターンを A. avenaeの
非親和性菌株と親和性菌株を接種したイネ培養細胞で調べたところ、OsCPK7, 8, 10, 

12, 13, 19が非親和性菌株特異的に発現誘導されることが明らかになった。そこで、こ
れら OsCPK がフラジェリンによって誘導される免疫反応に関与するかどうかを調べ
るため、フラジェリン応答性遺伝子である OsWRKY70のプロモーターにルシフェラー

ゼ遺伝子を連結したベクターとそれぞれの OsCPK 遺伝子をイネプロトプラストで共
発現させたところ、OsCPK8と OsCPK13の過剰発現の場合にのみ OsWRKY70の発現
が誘導されることが示された。そこで、次に OsCPK13 をウィルス発現系によって

Nicotiana benthamianaに一過的に過剰発現させたところ、野生株と比較して強い生育
阻害が認められた。さらに、この OsCPK13を発現した葉に非親和性の A. avenaeと親
和性の Pseudomonas syringae pv. tabaciを接種したところ、非親和性株だけでなく親和

性株の接種によっても強い HR様の細胞死が観察された。 

 以上の結果から、イネは非親和性菌株のフラジェリンを認識して、ごく早期に細胞

内への Ca2+流入を引き起こし、この細胞内[Ca2+]上昇を受けて OsCPK13などのキナー

ゼが活性化し、これにより活性酸素発生や過敏感細胞死、下流遺伝子の転写が誘導さ

れることが示された。 

 本研究によって、イネによる A. avenaeの認識後の免疫反応誘導に関与するフラジ

ェリンの下流制御遺伝子群を同定することが出来た。さらに、このフラジェリン認識

情報のイネ細胞内伝達およびその後の活性酸素の発生、過敏感細胞死の誘導に、Ca2+

シグナルとタンパク質のリン酸化が重要であることを示すことが出来た。 
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第一章 フラジェリン認識情報の下流で制御される 
イネ遺伝子群の解析 

 

1-1 序 

 

 A. avenaeは単子葉植物を宿主とするグラム陰性の植物病原細菌である。本菌の一つ
の菌株が感染できる植物種はほぼ一種に限定されており、菌株間における宿主特異性

は非常に厳密に規定されている。これまでの研究で、A. avenaeのイネ非親和性菌株を
イネに接種した場合、核 DNA のラダー化や細胞膜収縮といった動物のアポトーシス

様の特徴的な形態変化を伴う過敏感細胞死や、活性酸素の発生、EL2、PAL、Cht-1、

PBZ1、LOX 等の抵抗性遺伝子の発現が誘導されることが示された。一方、イネ親和
性菌をイネに接種した場合にはこのような免疫反応は誘導されないことも明らかと

なり、本菌の親和性、非親和性決定にイネによる菌の認識と免疫反応誘導が関与する

ことが示唆された（Che et al., 1999, Iwano et al., 2002）。このような親和性・非親和性

決定に関わる菌側物質として、A. avenaeの鞭毛を構成するタンパク質であるフラジェ
リンが同定された（Che et al., 2000）。A. avenaeの両菌株からそれぞれフラジェリンを

精製し、イネ培養細胞に対する免疫反応誘導の有無を調べた。その結果、非親和性菌

株のフラジェリンをイネ培養細胞に処理した場合は、過敏感細胞死や活性酸素の発生、

EL2、 PAL、Cht-1の抵抗性遺伝子の発現などの免疫反応を誘導するが、親和性菌株の

フラジェリンを処理した場合は、このような反応は誘導されないことも明らかになっ

た。このことから、イネ細胞がフラジェリンを認識することで引き起こす情報伝達カ

スケードが、免疫反応の誘導と宿主特性の決定に関わる重要なステップであると言え

る。このような免疫反応誘導におけるフラジェリンの役割とその情報伝達系を解明す

るに当たり、非親和性菌特異的または非親和性菌のフラジェリン特異的に発現誘導さ

れる遺伝子を広く知ることが有用な手掛かりとなる。そこで、第一章では、網羅的な

遺伝子発現解析が可能なツールであるマイクロアレイを用いて、イネによるフラジェ

リンの認識後の情報伝達系を明らかにすることを目的として解析を行った。 

 

 

1-2 材料と方法 

 

 本論文において、DW（Distilled Water）は基本的に高温滅菌処理した Milli-Q 水を

用いた。ただし、細菌培養のための培地作成には蒸留水を、マイクロアレイ実験には

UF（Ultra Filtrated）水を用いた。また、文中に特に記載のない化学薬品は、和光純薬

もしくはナカライテスクの製品を使用した。遺伝子工学用酵素は特に記載のない限り
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Takaraの製品を使用した。 

 

イネ培養細胞の培養と継代  
 イネ培養細胞は、Oc細胞（Oryza sativa L. C5924）を用いた（Baba et al., 1986）。培

養細胞は R2S培地（39.6 mM KNO3, 2.5mM (NH4)2SO4, 1.0 mM MgSO4•7H2O, 1.0 mM 

CaCl2•2H2O, 1.7 mM NaH2PO4•2H2O, 20.1 µM EDTA•2Na（DOJINDO）, 19.8 µM FeSO4

•7H2O, 6.6 µM MnSO4•4H2O, 7.7 µM ZnSO4•4H2O, 0.5 µM CuSO4•5H2O, 48.5 µM H3BO3, 

0.6 µM NaMoO4 • 2H2O, 1% [w/v] Murashige and Skoog vitamin powder, 18 µM 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 87.6 mM sucrose, pH 5.6）を用い、100 ml容三角フラス

コ内で 30℃、108 rpm、連続光下で振蘯培養を行った。細胞は一週間ごとに植え継ぎ、

継代から 4日目のものを実験に用いた。 

 

細菌とその保存•培養条件  

 植物病原細菌として、イネから単離された Acidovorax avenae K1菌株（MAFF 301755; 

イネ親和性）（Fukumoto et al., 1997）、およびシコクビエから単離された N1141菌株

（MAFF 301141; イネ非親和性）（Che et al., 2000; Kadota et al., 1996）を用いた。また、

N1141 フラジェリン欠損株（Δfla1141-2）は当研究室の吉田によって作成されたもの

を使用した（吉田, 2000）。本フラジェリン欠損株は、A. avenaeのフラジェリンをコー
ドしている FlaA遺伝子の内部に tetracycline耐性遺伝子を挿入してこの遺伝子を破壊

したインサーションミュータントである（Che et al., 2000）。菌体は Pseudomonas agar F 

（DIFCO, U.S.A.）プレート上で 30℃、一晩培養し、プレート 2枚分に相当する菌を

スキムミルク培地（10% [w/v] skim milk powder、1.5% [w/v] L-glutamic acid monosodium 

salt）1 mlに懸濁して－80℃で凍結保存し、これをストック菌株とした。 

 

イネ培養細胞への接種  

 A. avenaeのストック菌株 10 µl を Pseudomonas F 培地（1% [w/v] Bacto Tryptone 

（DIFCO）, 1% [w/v] Protease Peptone No. 3（DIFCO）, 0.15% [w/v] di-potassium 

hydrogenphosphate, 0.15% [w/v] magnesium sulfate）2 mlに懸濁し、一晩 30℃で振蘯培

養した。この培養液 100 µlを Pseudomonas agar Fプレートに塗沫し、30℃で一晩培養

した。この菌体を白金耳で掻き取り滅菌水中に懸濁し、分光光度計により波長 610 nm

の吸光度を測定して菌体数を概算した（柘, 1997）。概算後、懸濁液を 1.0×107 cfu/µl

に調整し、イネ培養細胞へは終濃度 1.0×108 cfu/mlになるように接種した。 

 

フラジェリンの精製  

 A. avenae 菌体からフラジェリンを精製するために、各菌株のストック菌株 100 µl
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を LB培地 500 mlに懸濁し、30℃で 24時間振蘯培養を行った。培養液を 6,000×g、4℃

で 20分の遠心分離によって菌体を回収し、PBS（phosphate buffered saline） 250 mlを

加えて再懸濁し、菌体を洗浄した。菌体懸濁液を同条件で再度遠心分離することによ

り菌体を回収し、フラジェリンバッファー（20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl）

60 mlに再懸濁した。このフラジェリンバッファー中に懸濁した菌液をワーリングブ

レンダー（Ultra F Homogenizer HF-93F; TAITEC, Saitama, Japan）で 1分間×3回（途

中インターバル 5分）剪断化作業を行い、菌体から鞭毛を分離させた。破砕物を 6,000

×g、4℃、30分で遠心分離した後、上清を 16,000×g、4℃、1時間で遠心分離を行い、

菌体やその破砕物を沈殿物として除いた。この上清を 20,000×g、4℃、1時間の超遠

心を行い、ペレットとしてフラジェリンを回収した。フラジェリンは滅菌水 1 ml に

懸濁し－80℃にて凍結保存した。タンパク質の定量は BIO-RAD protein assay-kit

（BIO-RAD Laboratories, CA, USA）（Bradford, 1976）を用いて行った。概算後、アッ

セイには精製フラジェリンをイネ培養細胞へ終濃度 15 µg/µlになるように処理した。 

 

Total RNAの精製と cDNAライブラリーの構築  
 N1141菌株接種（1.0×108 cfu/ml）1時間後のイネ培養細胞、および非接種のイネ培

養細胞より、それぞれ ISOGEN（Nippongene, Tokyo, Japan）を用いて total RNAを精

製した。次に、精製した total RNA から Oligotex-dT30<super> mRNA Purification kit

（TaKaRa, Kyoto, Japan）を用いて Poly(A)+RNAを調整した。これを添付のプロトコ

ールに従い、ZAPII-cDNA synthesis kit（Stratagene, LaJolla, CA, U.S.A.）を用いて、そ

れぞれ Oc-N1および Oc-N0の 2つの cDNAライブラリーを構築した。ライブラリー

のファージ液を大腸菌 XL1-Blue MRF’を混合することにより in vivo excisionを行った。

得られたファージミド液を感染用大腸菌 SOLR と混合し、得られたコロニーより 

M13Rプライマーを用いてランダムシークエンスを行い、得られたそれぞれの配列デ

ータを FASTA アルゴリズムを用いて相同性解析を行い、重複のない単一クローンの

みのデータベースを GENETIX-PDB ver. 3.0を用いて構築し、GenBank/EMBLのデー

タを元に個々のクローンについて相同性解析により予測される遺伝子機能をデータ

ベースに加えた。 

 

cDNAマイクロアレイの作製  
 それぞれの cDNAライブラリーより得られた重複のない 3,353の cDNAクローンよ

り、インサートを増幅するためにベクター側の配列より作成したプライマー

（pBCSK-F; 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’,  pBCSK-R; 5’-TCATTAGGCACC 

CCAGGCTTTACAC-3’）を用いて PCR反応を行った。得られた PCR産物は 1.5% TAE 

agarose ゲルにて電気泳動することにより増幅を確認した後、イソプロパノール沈殿
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を行った。DNAは濃度が約 0.1 µg/µlになるように DWに溶解し、さらにMicroarray 

closslinking reagent D（Amersham Biotech, Piscataway, NJ, U.S.A.）を加えた。これら DNA

液を 384 wellの Bar Corded microplates for microarray（Amersham Biotech）へ移し、Gen 

III Microarray Spotter（Amersham Biotech）を用いてスライドガラスMicroarray slides 

Type 7 Star（Amersham Biotech）にスポッティングし、マイクロアレイスライドを作

製した。 

 

蛍光ラベルプローブ cDNAの合成  
 イネ培養細胞に A. avenae菌体（N1141菌株、K1菌株、Δfla1141-2菌株）接種もし

くは DWを接種後、経時時間ごとに細胞を回収して液体窒素と共に破砕し、ISOGEN 

（Nippongene, Tokyo, Japan）を用いて total RNAを抽出後、Oligotex-dT30<super> mRNA 

Purification kitを用いて mRNAを精製した。この mRNA 1µgより、CyScribe First-Strand 

cDNA Labelling kit（Amersham Biotech）を用いて、Cy3もしくは Cy5標識 cDNAをそ

れぞれ合成した。この 20 µlの合成 cDNA溶液に 2 µlの 2.5 M NaOHを加えて 37℃で

15 分間インキューベートすることにより、余剰 mRNA の分解を行い、その後 10 µl

の 2 M HEPESを加えて十分に混和して中和した。この CyDye標識 cDNAプローブを

CyScribe GFX Purification Kit（Amersham Biotech）を用いて精製し、さらに Cy3標識

／Cy5標識両プローブをMicrocon YM-30（Millipore, Bedford, MA, U.S.A.）にDW 300 µl

と共に加え、残液量が 50  µlになるまで、6,500×g、室温で遠心分離操作を行って精

製した。 

 

cDNAマイクロアレイのハイブリダイゼーションとスキャニング・データ解析  

 50 µlの Cy3／Cy5標識 cDNAサンプルに 50 µlの Hybridization buffer（Amersham 

Biotech）、100 µlの Formamide（Ambion）を加えてピペッティングによりよく混和し、

95℃、2分間の熱変性を行った後、氷上で急冷し、Rehydrate処理によりプレトリート

メントを行ったマイクロアレイスライドガラスと共に、42℃で 12 時間ハイブリダイ

ゼーションを行った。ハイブリダイゼーションおよびその後のスライドガラスの洗

浄・乾燥には Automated slide Processor（Amersham Biotech）を用いて行った。その後、

マイクロアレイスライドは共焦点レーザースキャナーScanArray 4000XL（GSL 

Lumonics, Billerica, MA, U.S.A.）およびソフトウェア ScanArray 3.1を用いて、Cy3、

Cy5の蛍光強度をそれぞれ 10 µm per pixelの解像度でスキャンした。Cy3および Cy5

の蛍光強度は画像解析ソフト ImaGene version 5.1（BioDiscovery, Los Angels, CA, 

U.S.A.）を用いて定量し、得られた数値データを基に GeneSpring version 5.0（Silicon 

Genetics, Redwood, CA, U.S.A.）を用いて統計学的解析を行った。 
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Real time RT-PCR法  

 cDNAマイクロアレイデータの結果検証および、正確かつ迅速・簡便な遺伝子発現

解析のために real time RT-PCRによる解析を行った。K1菌株、N1141菌株、Δfla1141-2

菌株、もしくは精製した K1菌株のフラジェリン、N1141菌株のフラジェリンそれぞ

れをイネ培養細胞に接種後、経時時間ごとに細胞を回収した。これらイネ培養細胞か

ら RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて total RNAの抽出を行

った。目的遺伝子の転写産物を 150 bp前後で PCR産物として増幅するような目的遺

伝子特異的なプライマーをそれぞれ設計した。100 ng の total RNA を鋳型として

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いて反応系をMicroAmp Optical 

96-Well Reaction Plate（Applied Biosystems, CA, USA）に作成し、ABI PRISM 7000 

sequence detection system（Applied Biosystems）にて 50℃ 30分、95℃15分、（94℃ 15

秒、55℃ 30秒、72℃ 1分）×40サイクルの反応条件で real time RT-PCR反応を行っ

た。反応終了後、蛍光値によって示される得られた増幅曲線データより、指数関数的

増幅域に閾値（Threshold）を設定し、閾値と増幅曲線が交わる点を Ct 値（Threshold 

Cycle）として算出した。1つのサンプルにつき real time RT-PCRは triplicateで実験を

行い、それぞれの平均の Ct値を用いた。水処理 0時間後のサンプルより得られた Ct

値をコントロールとして、ΔΔCt 法により発現量比の算定を行った。なお、蛍光検出

方法にはインターカレーター法（SYBR Green）を用い、PCR 反応終了後、融解曲線

分析を行うことで正しい増幅が行われていることを確認した。 

 

Real time RT-PCR用プライマー 

遺伝子名（Accession No.）  塩基配列 

OsCCD1（AB118091） forward, 5’-TGTTCATAGCATCAGGATTCATCA-3’ 

 reverse, 5’-TGAGACTACAAATGCGATTGGAA-3’ 

IAI2（AB118169） forward, 5’-AGAGCAGCACTCTCTTGGTGATC-3’ 

  reverse, 5’-TGCAACAGCAGCAAAGATTCC-3’ 

WRKY（AB117835） forward, 5’-TTTCTCTCCTTTGGTTTCGATAGC-3’ 

 reverse, 5’-CAAAACCAGGAAAGTGGAGAAGA-3’ 

EREBP1（AB117844） forward, 5’-GGCTCCAACAACTGCTCAGAA-3’ 

 reverse, 5’-CCACACTTGACTTGGGTGCTT-3’ 

OsNAC3（AB118092） forward, 5’-CTGTGACTGCACCACTGTATA-3’ 

 reverse, 5’-TCCAATCTGGAGTAACACTGC-3’ 

OsNAC4（AB118084） forward, 5’-TCCTGCCACCATTCTGAGATG-3’ 

 reverse, 5’-TTGCAGAATCATGCTTGCCAG-3’ 

OsNAC6（AB117812） forward, 5’-GACAGAGGAGATGAGGAC-3’ 
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 reverse, 5’-CATGCCACCCGATGCAATTG-3’ 

OsEDS1（AB118071） forward, 5’-TAACGCAGGACCGTGCTTC-3’ 

 reverse, 5’-GGCGCTCAAACTTGTGCAAGTC-3’ 

OsCDPK7（AB118094） forward, 5’-CATCTCTCGGGCCACAAGAA-3’ 

 reverse, 5’-CATGACGATGTGCACGTATAGCT-3’ 

myb（AB118162） forward, 5’-ACGAGCTGCTTGGCAACAG-3’ 

 reverse, 5’-GTGTGCCACACGTTCTTGATCT-3’ 

acid phosphate（AB118164） forward, 5’-CGGCATTAGGCTGTGATTTGA-3’ 

 reverse, 5’-CAGCACGGTCTCGATGAAGA-3’ 

blue copper protein（AB118171） forward, 5’-AGCTGAGTTTCATTGTCGGAGAT-3’ 

 reverse, 5’-TCGCCCAAGCGGTGTAGT-3’ 

zinc finger protein（AB118082） forward, 5’-AGCGAAGCTTAGCTAGCGGATA-3’ 

 reverse, 5’-TCCACCGCAATTCACAAAAG-3’ 

EL2（AB118093） forward, 5’-TCCGCCCCATCACCAATA-3’ 

 reverse, 5’-TCAGGTATGGGTGGGCTTGT-3’ 

Al-induced protein（AB118069） forward, 5’-AATGGCCTCTCTGGCTACGA-3’ 

 reverse, 5’-CTCCCCATGAACACGCAGTA-3’ 

 

イネ 22Kオリゴマイクロアレイによる解析  

 より網羅的かつ正確な遺伝子発現プロファイリングを行うために、22Kのイネオリ

ゴマイクロアレイを用いて解析を行った（Agilent Technologies）。本アレイのプローブ

は、日本の農業生物資源研究所（NIAS）による大規模なイネ（ジャポニカ米）cDNA

ライブラリーから設計されており、イネゲノムの約 60 %をカバーしていると考えら

れている。イネ培養細胞に A. avenae菌体（N1141菌株、K1菌株、Δfla1141-2菌株）

接種もしくは DWを接種し、0, 1, 3, 6時間後に細胞を回収して液体窒素中で破砕し、

ISOGEN （Nippongene）を用いて total RNAを抽出した。以降のすべてのマイクロア

レイの手順はハイブリダイゼーションキット（Agilent Technologies）を用い、添付の

プロトコールに従って行った。500 ngの total RNAより、T7プロモーター部位のプラ

イマーを用いて cRNAを合成した。合成した cRNAを Cy3もしくは Cy5蛍光色素で

標識した後、RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて精製し、240 µl

のターゲットソリューションを作製した。これに 10 µlの 25×フラグメンテーション

バッファを加えて、遮光条件下で 60℃、30 分インキュベートした後、プローブ液に

250 µlの 2×ハイブリダイゼーションバッファを加えてフラグメンテーションを停止

させた。これを、15,000 rpmで 5分間遠心操作を行い、上清のプローブ液を、チャン

バーベースにセットしたアレイスライド表面にアプライし、チャンバーカバーをセッ
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トして密封した後、ハイブリダイゼーションオーブン（Agilent Technologies）内で 60℃、

17時間インキュベートした。ハイブリダイゼーション終了後、アレイスライドを取り

出し、洗浄バッファ 1（6×SSPE, 0.005 % N-Lauroylsarcosine）中に浸して 37℃で 1分

間撹拌した。次に、洗浄バッファ 2（0.06×SSPE, 0.005% N-Lauroylsarcosine）中に 1

分間浸して撹拌した後、洗浄液 3（Agilent Stabilization and Drying Solution）中で 37℃、

10秒間撹拌し、スライドガラスを取り出した。乾燥させたアレイスライドは、共焦点

レーザースキャナーScanArray4000XL（GSI Lumonics, Billerica, MA, U.S.A.）を用いて

Cy3、Cy5の蛍光強度を解像度 10 µm per pixelでそれぞれ測定し、得られたイメージ

ファイルを元にスポットのシグナル値を定量し、解析に用いた。マイクロアレイデー

タの解析には、ArrayVision 5.1（Amersham）および GeneSpring GX 7.3（Agilent 

Technologies）を用いた。データは Per Spot and Per Chip: Intensity dependent （LOWESS）

Normalizationを適用することにより補正を行った。このデータをもとに、少なくとも

1点以上で Cy5/Cy3 <0.5、2< Cy5/Cy3となる遺伝子のみを抽出した後、統計的学手法

（Parametric test, use all available error estimates, P-value 0.05、Benjamini and Hochberg 

False Discovery Rate、Cross-Gene Error Model is active）を用いて各処理間で発現パター

ンの異なる遺伝子を抽出し、解析を行った。 

 

 

1-3 結果 

 

1-3-1 イネ cDNAライブラリーおよび cDNAマイクロアレイの作製 

 

 非親和性の病原体が植物と相互作用し、抵抗性反応が誘導される場合、細胞壁構成

タンパク質、抗菌性二次代謝産物合成酵素や PRタンパク質と呼ばれる一連の抗菌性

タンパク質をコードしている遺伝子などを含む、非常に多くの抵抗性に関わる植物遺

伝子の転写量が増減することが知られている（Lamb et al., 1992; van Loon et al., 1994）。

そこで、A. avenaeのイネ非親和性 N1141菌株、もしくはイネ親和性 K1菌株を接種後

のイネ培養細胞における遺伝子発現プロファイリングを、イネ cDNAマイクロアレイ

を用いて行い、非親和性相互作用特異的に発現誘導される遺伝子群の同定を試みた。

まず、cDNAマイクロアレイチップ作製のため、イネ培養細胞 cDNAデータベースの

構築を行った。N1141菌株接種 1時間後、および非接種のイネ培養細胞より、mRNA

を精製し、それぞれ Oc-N1、Oc-N0の cDNAライブラリーを作製した。それぞれのラ

イブラリーより、インサート部分を PCRにより増幅し、その PCR産物より得られた

6,816 クローンのランダムシークエンス解析を行った結果、Oc-N1 ライブラリーより

2,662クローン、Oc-N0ライブラリーより 2,074クローン、合計 4,736クローンの cDNA
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塩基配列を得ることが出来た。この配列データを元に、FASTA プログラムを用いて

個々の配列同士の相同性を解析し、3,353 の重複のないクローンを得た。このように

して得られた cDNA クローンについて GenBank/EMBL データベースを元に配列の相

同性解析により各遺伝子産物の機能予測を行い、イネ cDNAデータベースを構築した。

これら 3,353 の cDNA クローンを再度 PCR で増幅し、この PCR 産物を Type 7 Star 

Microarray SlideにデュアルでスポッティングしたcDNAマイクロアレイチップを作製

し、以降の実験に用いた。 

 

1-3-2 非親和性相互作用特異的に発現誘導される遺伝子の同定 

 

 免疫反応誘導時特異的に発現変動する遺伝子を明らかにするために、A. avenaeのイ
ネ非親和性、親和性菌株を接種したイネ培養細胞における網羅的な遺伝子発現プロフ

ァイル解析を作製したイネ cDNA マイクロアレイを用いて行った。非親和性 N1141

菌株、親和性 K1菌株をイネ培養細胞にそれぞれ接種し、0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6時間後に回

収したそれぞれの細胞から mRNAを精製し、これより Cy5標識した cDNAプローブ

を合成した。リファレンスとしては同様に DW接種後 0.5~6時間のイネ培養細胞より

抽出した mRNAから合成した Cy3標識 cDNAプローブを用いた。両プローブを混合

してアレイチップ上でハイブリダイゼーションを行い、共焦点レーザースキャナー装

置を用いてシグナルイメージを検出し、得られたそれぞれのシグナル強度を数値化し

てデータ解析を行った。なお、すべての解析は少なくとも 4回の反復実験の平均デー

タを用いて行った。まず、N1141 菌株、K1 菌株を接種したイネ培養細胞間で異なる

発現パターンを示す遺伝子について統計的手法（Wilcoxon-Mann-Whitney test、P-value 

0.05、Benjamini and Hochberg False Discovery Rate）を用いて解析したところ、178遺

伝子が抽出された。次に、この 178遺伝子を、非階層的クラスタリングである K-Means

クラスタリングにより、近似する経時的な発現パターンによって 9つのクラスターに

分類した。その結果、これらのクラスターの中でも、クラスター1, 2, 3, 4, 5, 6には

N1141 菌株接種後特異的に発現誘導される計 136 個の遺伝子が含まれており、一方、

クラスター7および 8には K1菌株接種後特異的に発現誘導される計 5個の遺伝子が

含まれていた（Fig. 1）。さらに、クラスター9には N1141菌株接種後特異的に発現抑

制される 37 個の遺伝子が含まれていた（Fig. 1）。これらのことから、N1141 菌株接

種と K1菌株接種後に異なる発現パターンを示した 178遺伝子中、親和性相互作用特

異的に発現誘導される遺伝子は 5遺伝子と非常に少なく、非親和性相互作用（免疫反

応）特異的に発現変動（発現上昇もしくは抑制）する遺伝子は、97 %の 173遺伝子で

あることが明らかになった。これら 172遺伝子の cDNAクローンの配列から推定され

る機能分類の比率をイネ cDNAデータベース分類比率と比較したところ、転写調 
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Figure 1.  親和性・非親和性相互作用間で異なる発現を示す遺伝子群のK-means

クラスタリング解析

　イネcDNAマイクロアレイの結果より得られた、N1141菌株接種とK1菌株接種
の間で異なる発現パターンを示した全131遺伝子を非階層的クラスタリングであ
るK-means clusteringを行い、発現パターンの近似する9つのクラスターに分類し

た。それぞれのグラフは、クラスターに含まれる遺伝子の中央値の発現パターン

を示している。青はK1菌株、赤はN1141菌株をそれぞれ接種した後のイネ培養細

胞における遺伝子発現パターンを示す。

- 23 -
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節と防御応答に関与する遺伝子の割合が顕著に増加していることが明らかになった

（Fujiwara et al., 2004）。非親和性相互作用時特異的に発現誘導される 136遺伝子は、

さらにその発現パターンから、クラスター1, 2, 3のような N1141菌株接種後 6時間ま

でに徐々に上昇する発現パターンを示すグループ（106遺伝子）と、クラスター4, 5, 6

のようなN1141菌株接種後 2時間と 6時間に強く上昇する二相性の発現パターンを示

すグループ（30遺伝子）の、大きく 2つのグループに分類されることも明らかとなっ

た。 

 

1-3-3 フラジェリン認識情報で発現制御される遺伝子の同定 

 

 N1141菌株の鞭毛構成タンパク質であるフラジェリンは、イネに対して過敏感細胞

死や活性酸素の発生といった免疫反応を誘導する特異的エリシターのひとつである。

このフラジェリンを欠損させた N1141菌株である Δfla1141-2菌株は、イネに対して過

敏感細胞死や活性酸素の発生、抵抗性遺伝子発現等の免疫反応誘導能を失っているこ

とが明らかとなった（Che et al., 2000; Tanaka et al., 2003）。しかし、このフラジェリン

がイネの免疫システム情報伝達においてどのような役割を担っているのかは明らか

になっていない。そこで、非親和性 N1141菌株のフラジェリンがイネの免疫反応誘導

にどのように関与しているのかを調べるため、Δfla1141-2 菌株を接種後 0.5~6 時間の

イネ培養細胞より得られた mRNA を用いて、同様に cDNA マイクロアレイにより解

析した。1-3-2 の統計的手法を用いて、N1141 菌野生株とフラジェリン欠損株を接種

した培養細胞間で経時的に異なる発現パターンを示す遺伝子を抽出した。その結果、

N1141 菌株特異的に発現変動する 173 遺伝子のうち、フラジェリン欠損株では 46 遺

伝子の発現誘導が低下もしくは遅延していることが明らかになった。なお、これら 46

遺伝子に関しては、配列データを元に BLASTおよび RAP-DB（Rice Annotation Project 

Database; http://rapdb.dna.affrc.go.jp/）を用いて最新のデータと相同性解析を再度行った。

早期に発現誘導される二相性の発現パターンを示すグループのフラジェリン認識下

流遺伝子群の中には、イネのカルシウム依存性プロテインキナーゼ（CDPK : calcium 

dependent protein kinase）である OsCDPK7（Saijo et al., 2000, 2001）と塩基配列レベル

で 100 %の相同性を示す遺伝子 AB118094や、Typhula ishikariensis由来のエリシター
を接種した小麦より単離された CCD1（Takezawa, 2000）と高い相同性を示す遺伝子

AB118091が含まれていた。このタイプの遺伝子は他にも、OsNAC3、OsNAC4、zinc 

finger family protein、myb transcription factor、cytochrome P450などをコードする遺伝子

が含まれており、比較的転写因子をコードすると思われる遺伝子が多いことも示され

た。また、N1141菌株接種後、比較的後期に発現誘導されるタイプのフラジェリン認

識下流遺伝子群の中には、OsEDS1や、calmodulin-like protein、MAP kinase、thioredoxin、
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peroxidase、heat shock protein、Aluminum-induced protein、leucine-rich repeat (LRR) protein 

kinase、 calcium-binding EF hand family protein、 thaumatin-like protein、 phosphate 

translocator-related protein、MutT/nudix family protein、phosphoenolpyruvate carboxykinase

等をコードする遺伝子が含まれていることが明らかとなった（Table 1）。 
 

cDNAマイクロアレイ解析の結果のまとめ 

 N1141菌株と K1菌株接種の間で発現に差がある遺伝子（178）   

   N1141菌株接種後に発現上昇する遺伝子（136）  

   後期発現誘導型遺伝子（106） 免疫反応特異的遺伝子（173） 

   早期発現誘導型遺伝子（30）          フラジェリン下流遺伝子（46） 

  N1141菌株接種後に発現減少する遺伝子（37）  

  K1菌株接種後に発現が上昇する遺伝子（5）  

 

 

1-3-4 Real time RT-PCRによるフラジェリン認識下流遺伝子の発現解析 

 

 マイクロアレイより得られた結果が正しいかどうかを確証するため、フラジェリン

認識下流遺伝子 OsCCD1 （AB118091）および OsCDPK7（AB118094）、 OsEDS1
（AB118071）、OsNAC4（AB118084）、OsNAC3（AB118092）、非フラジェリン認識下

流遺伝子 OsNAC6（AB117812）の発現パターンを、それぞれの遺伝子に特異的な配列

を元に作製したプライマーを用い、real time RT-PCR により解析した。その結果、

OsCCD1および OsCDPK7は共に N1141菌体接種 2時間後に強く発現誘導され、また

6時間後に向かって徐々に発現誘導されるという二相性の発現パターンを示した（Fig. 

2）。さらに、Δfla1141-2菌株の接種では、N1141菌株野生株接種後に認められるこの

2時間後の発現ピークが認められず、また、K1菌株接種ではほとんど発現誘導されな

いことが明らかとなった。この結果は、cDNAマイクロアレイから得られた結果とよ

く一致した（Fig. 2）。 

 同様に、OsEDS1、OsNAC4、OsNAC3遺伝子においても、N1141菌株接種後に強く

発現が誘導されるものの、Δfla1141-2菌株接種では発現が強く抑制されるか、もしく

は非常に遅延した発現パターンを示した（Fig. 3）。しかし、非フラジェリン認識下流

遺伝子である OsNAC6においては、N1141菌株接種後に認められる発現が、Δfla1141-2

菌株接種後で抑制されることはなかった（Fig. 3）。このことは、これら OsCCD1 、

OsCDPK7、 OsEDS1、OsNAC4、OsNAC3は、確かにフラジェリン欠損株接種で発現誘
導が認められなくなる遺伝子であることを示しており、また、今回のマイクロアレイ

の結果が信頼し得る結果であることも示唆している。 
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A

C

Figure 2.  OsCCD1およびOsCDPK7の発現パターン解析
　イネcDNAマイクロアレイ解析より同定されたフラジェリン認識の下流に制御
される遺伝子である、(A), (B); OsCCD1 (AB118091)、および(C), (D); OsCDPK7
(AB118094) の発現パターンを解析した。(A)と(C)はreal time RT-PCRによる発現
解析、(B)と(D)はマイクロアレイによる発現解析の結果をそれぞれ示している。
イネ培養細胞にそれぞれN1141菌株 (●)、Δfla1141-2菌株 (○)、K1菌株 (■)、水
(△) を接種後0.5~6時間の細胞より抽出したtotal RNAを鋳型として用いた。各ポ
イントにおけるバーは3回繰り返した実験間の標準偏差を表す。

B

D
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Figure 3.  Real time RT-PCRによるマイクロアレイデータの確証
　イネcDNAマイクロアレイ解析の結果の確認を行うために、フラジェリン認識
の下流制御遺伝子としてOsEDS1  (AB118071)、OsNAC4 (AB118084)、OsNAC3
(AB118092)、フラジェリン認識の下流に制御されていない遺伝子としてOsNAC6
(AB117812) の発現パターンを解析した。イネ培養細胞にそれぞれN1141菌株
(●)、Δfla1141-2菌株 (○)、K1菌株 (■)を接種後0.5~6時間の細胞より抽出した
total RNAを鋳型としてreal time RT-PCRにより解析を行った。各ポイントにおけ
るバーは3回の実験間の標準偏差を表す。
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1-3-5 精製フラジェリン処理による遺伝子発現誘導の解析 

 

 非親和性のフラジェリン認識の下流に制御されている遺伝子であるならば、菌体よ

り精製したフラジェリン処理によっても、その発現が誘導されると考えられる。そこ

で、精製したフラジェリンを処理したイネ培養細胞において、これらいくつかのフラ

ジェリン認識下流遺伝子を含む、免疫反応特異的に誘導される遺伝子群の発現パター

ンを real time RT-PCRにより解析した。N1141菌株もしくは K1菌株より精製したフ

ラジェリンタンパク質を、終濃度 15 µg/ml（500 nM）でイネ培養細胞に処理し、処理

後 0, 0.5, 1, 2, 3, 4.5, 6時間のイネ培養細胞より total RNAを抽出した。この total RNA

を鋳型として用い、フラジェリン認識情報の下流で制御されていると予想される遺伝

子 OsCDPK7（AB118094）、OsCCD1 （AB118091）、OsEDS1（AB118071）、OsNAC3
（AB118092）、OsNAC4（AB118084）、myb（AB118162）、免疫反応特異的遺伝子であ

るがフラジェリン認識情報の下流で制御されていないと予想される遺伝子 OsNAC6

（AB117812）、WRKY（AB117842）、WRKY（AB117835）、EREBP1（AB117844）、EREBP
（AB118068）、IAI2（bowman-birk proteinase inhibitor protein, AB118169）に対する配列

特異的なプライマーを使って、遺伝子の発現パターン解析を行った。その結果、早期

発現型のフラジェリン認識下流遺伝子である OsCDPK7、OsCCD1、OsNAC3、OsNAC4、
mybは、N1141菌株精製フラジェリン処理時特異的に発現誘導され、二相性の発現パ

ターンを示した（Fig. 4）。また、後期発現型のフラジェリン認識下流遺伝子である

OsEDS1は N1141菌株精製フラジェリン処理時特異的に発現誘導され、処理後 6時間

に向けて徐々に誘導される発現パターンを示した（Fig. 4）。これら遺伝子の発現パタ

ーンは、N1141菌体を接種した後の発現パターンとよく一致していることが明らかと

なり（Table 1）、これら遺伝子群が確かにフラジェリン認識の下流に制御されている

ことが示唆された。さらに興味深いことに、Δfla1141-2菌株接種でも N1141野生株接

種と同様に発現誘導される免疫反応特異的遺伝子である OsNAC6、WRKY、EREBP、

IAI2も、N1141菌株精製フラジェリン処理によって特異的に発現誘導されることが明

らかとなった（Fig. 4）。このことは、非親和性菌のフラジェリンはこれら遺伝子の発

現誘導に関与しているが、フラジェリンだけではなくそれ以外の分子もイネに認識さ

れて下流の遺伝子発現誘導に関与していることを示唆している。また、EREBP1
（ethylene response element binding protein1）遺伝子は N1141菌株、K1菌株どちらの精

製フラジェリン処理によっても N1141 野生株接種後のような発現誘導は認められな

かった。このことは、N1141菌株に存在するフラジェリン以外の分子が EREBP1遺伝
子の発現誘導に関与していることを示唆している。 
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Figure 4.  精製フラジェリン処理による免疫反応関連遺伝子の発現解析
　イネ培養細胞にそれぞれN1141菌株フラジェリン (●)、Κ1菌株フラジェリン
(○)を15 µg/mlになるように処理し、0.5~6時間後の細胞より抽出したtotal RNAを
鋳型としてreal time RT-PCRによる解析を行った。各ポイントにおけるバーは3回
の実験間の標準偏差を表す。フラジェリン下流遺伝子；OsCDPK7 (AB118094),
OsCCD1 (AB118091),  OsEDS1 (AB118071),   OsNAC3 (AB118092),  OsNAC4
(AB118084),  myb (AB118162)、 免疫反応関連遺伝子；OsNAC6 (AB117812),
WRKY (AB117842, AB117835),  EREBP (AB117844),  Thaumatin (AB118068),  IAI2
(AB118169)

Thaumatin (AB118068)

- 30 -

31



1-3-6 22Kイネオリゴマイクロアレイによる解析 

 

 単子葉植物として初めてイネは、その全塩基配列が 2004年 12月に完全解読が終了

している。我が国の独立行政法人農業生物資源研究所を中心とした国際共同プロジェ

クト Rice Annotation Projectで、イネのゲノム全塩基配列上に存在する 29,550の遺伝

子の位置を決定し、これをもとにイネの遺伝子数は約 32,000 個であると推定された

（http://rapdb.dna.affrc.go.jp/, 2007）。この数は、かつて約 50,000個とも予想された数

よりも少なく、ゲノムサイズがイネの約 3分の 1である Arabidopsis（双子葉植物）の
26,000~27,000個に比べても極端に大きなものでないことを示していた。本研究により、

免疫反応特異的に発現変動する 178遺伝子と、そのうちのフラジェリン認識の下流で

制御されている 46 遺伝子を同定することが出来た。しかし、これまでに用いたイネ

cDNAマイクロアレイは、予測されるイネ全遺伝子数から考えると、イネが有する全

遺伝子の約 10 %程度であると考えられる。そこで、より広くフラジェリン認識の情

報伝達に関わる遺伝子を探索するため、イネ 22 K オリゴマイクロアレイ（60 mer; 

Agilent Technologies）を用いて解析を行った。本オリゴマイクロアレイは、プローブ

長を 60-mer にすることにより高感度を実現し、従来の方法では検出できなかった低

発現のイネ遺伝子も検出可能であるという特徴を有している、非常に再現性の高い既

成のマイクロアレイである。イネ培養細胞に DWもしくは、N1141菌株、Δfla1141-2

菌株、K1菌株を 1×108 cfu/ml、N1141菌株より精製したフラジェリン 15 µl/mlにな

るように、それぞれ接種または処理し、0, 1, 3, 6時間後に細胞を回収し、total RNAを

抽出して Cy5で標識した蛍光プローブを合成した。DW処理のサンプルからも同様に

total RNAを抽出して Cy3で標識した蛍光プローブを調製し、それぞれの菌体接種実

験のコントロールとして用いた。ハイブリダイゼーション後、各シグナルの定量化お

よび正規化を行った後、LOWESSメソッドにより得られたデータのノーマライゼーシ

ョンを行った。免疫反応特異的に発現誘導される遺伝子群を同定するために、N1141

菌株、K1菌株、Δfla1141-2菌株もしくは精製フラジェリンそれぞれ接種後に、1点以

上で 2 倍以上発現変動した遺伝子を抽出したところ、6,610 遺伝子であることが分か

った。さらに、Cross-Gene Error Model適用後、これら遺伝子群を統計的手法（Parametric 

test, use all available error estimates, P-value 0.05、Benjamini and Hochberg False Discovery 

Rate）によって、N1141 菌株接種と K1 菌株接種で発現パターンが異なる遺伝子を抽

出したところ、221遺伝子を得ることが出来た。この 221遺伝子のうち、N1141菌株

とΔfla1141-2菌株とで発現パターンに差のある遺伝子を同様の統計的手法を用いて解

析した結果、162遺伝子を同定することが出来た。また、免疫反応特異的に発現変動

する 221遺伝子のうち、精製フラジェリン処理後に 2倍以上発現上昇する遺伝子を抽

出したところ、138遺伝子を得ることが出来た。これら野生株と比べ Δfla1141-2菌株
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接種で発現誘導が抑制される162遺伝子と精製フラジェリン処理後に発現誘導される

138遺伝子は大部分の 117遺伝子は共通であることも分かった。そこで、この 117遺

伝子をフラジェリン認識の下流で制御されている遺伝子として同定した（Table 2）。

これらフラジェリン認識下流遺伝子には、myb factor（AK109011, AK060684, 

AK111798）や、cytochrome P450（099925）、peroxidase（AK061809, AK065090）、EF-hand 

Ca2+-binding protein CCD1（AK109278）、zinc finger protein（AK059839）、OsNAC4

（AK073848）、OsCDPK7（AK066495）、calmodulin（AK109470）、NPK1-related protein 

kinase（AK105196）、LMW heat shock protein（AK062091, AK101182）などをコードす

る遺伝子のように、1-3-3の cDNAマイクロアレイの結果から得られた 46個のフラジ

ェリン認識下流遺伝子中に含まれる遺伝子が数多く認められることが明らかになっ

た（Table 1, 2）。このことは今回のオリゴマイクロアレイ解析の結果の信憑性が高い

ことを示すものであると考える。フラジェリン認識下流遺伝子としてはこの他に、

chitinaseや oxidase、Rtac1、serine/threonine protein kinase、DNA binding protein phosphatase 

2C、phenylalanine ammonia-lyase (PAL)、glucosyltransferase、decarboxylase 1、AP2-related 

transcription factor (CDBP)、Clp protease ATP-binding subunitなどをコードする遺伝子が

含まれていることが明らかになった（Table 2）。 

 

1-3-7 フラジェリン認識シグナル情報伝達系の解析 

 

 ここまでの研究により、A. avenaeのイネ親和性 K1菌株、非親和性 N1141株および

そのフラジェリン欠損株と精製フラジェリンを接種・処理したイネ培養細胞における

遺伝子発現を、イネ cDNA マイクロアレイおよび 22K オリゴマイクロアレイを用い

て詳細に検討することにより、これらのシグナルにより制御される遺伝子群を同定す

ることが出来た。そこで次に、これら得られた遺伝子群を相互比較することにより、

フラジェリン認識後の情報伝達に関する知見を得たいと考え、解析を行った。まず、

イネ cDNA マイクロアレイおよび 22K オリゴマイクロアレイ用いて同定したそれぞ

れのフラジェリン認識下流の遺伝子群について詳細に比較した。その結果、イネ cDNA

マイクロアレイおよび 22K オリゴマイクロアレイの結果から得られた、それぞれ 46

と 117個のフラジェリン認識下流遺伝子群の約半数は、機能未知のタンパク質をコー

ドする遺伝子であった（Table 1, Table 2）。これら未知遺伝子以外のフラジェリン認識

下流遺伝子について詳細に検討したところ、その機能相同性から考えて、イネ cDNA

マイクロアレイで得られたフラジェリン認識下流遺伝子のうち、22Kオリゴマイクロ

アレイ得られたフラジェリン認識下流制御遺伝子に含まれるのは 19個（46遺伝子の

60%、117 遺伝子の約 35%）であった。このように両方の解析で共に得られた遺伝子

には、EF-hand Ca2+-binding protein CCD1（AB118072, AB118091, AK109278）や CDPK7 
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0 h 1 h 3 h 6 h 1 h 3 h 6 h 1 h 3 h 6 h

AK058934 0.9 3.7 36.4 33.4 1.0 10.1 32.4 4.0 6.2 22.6 Unknown expressed protein

AK059734 1.2 2.2 31.0 59.3 1.3 6.6 39.8 2.2 1.4 1.9 ZmRR2

AK059839 1.1 25.8 168.9 136.9 2.8 47.4 123.1 8.7 20.1 72.9 Zinc-finger protein WZF1

AK060684 1.1 6.0 58.6 22.3 1.8 6.0 15.3 1.9 2.7 3.0 Myb protein

AK060705 1.1 2.1 17.4 22.1 1.1 5.3 16.7 4.2 4.2 16.0 Hydroxycinnamoyl transferase

AK060724 1.0 1.0 18.3 18.9 0.9 2.9 23.1 2.0 8.5 12.0 Unknown expressed protein

AK060962 1.1 2.2 49.9 90.2 1.2 16.5 120.2 4.8 7.5 5.8 Unknown expressed protein

AK061210 1.3 1.7 11.6 156.5 1.1 2.0 73.5 4.2 4.1 1.9 Unknown expressed protein

AK061486 1.4 1.5 17.6 21.3 1.5 2.9 21.2 3.6 3.0 3.3 Unknown expressed protein

AK061602 0.7 6.7 24.0 22.1 0.8 7.4 16.5 4.6 5.0 8.6 PnFL-2 

AK061809 1.0 1.1 39.1 54.9 0.7 5.9 41.0 1.7 4.8 12.9 Peroxidase (pox2 gene)

AK062091 1.1 2.2 24.1 16.3 1.0 9.7 22.9 3.7 6.1 6.7 LMW heat shock protein

AK062484 0.9 1.5 8.0 33.5 1.1 3.9 28.8 2.7 2.8 3.5 Unknown expressed protein

AK062595 1.3 2.4 73.8 29.6 2.3 8.6 42.1 5.3 10.6 32.7 Unknown expressed protein

AK062714 1.4 2.7 3.4 20.9 1.5 4.1 20.7 2.0 1.2 2.1 Unknown expressed protein

AK062784 1.6 5.3 105.3 67.4 2.4 16.8 50.7 16.6 9.9 7.4 Unknown expressed protein

AK063234 1.4 2.7 52.4 68.0 1.6 5.8 55.4 3.6 5.8 5.9 Pathogenic related protein 4

AK063243 1.0 2.1 5.8 32.0 1.1 6.7 33.6 2.6 3.8 9.3 Unknown expressed protein

AK063715 1.2 2.2 50.6 26.5 1.5 10.7 15.4 5.0 8.2 20.8 Unknown expressed protein

AK063773 1.5 2.2 17.3 56.6 1.6 6.0 35.4 7.9 16.5 32.0 Glutathione S-transferase OsGSTU12

AK064250 1.1 6.8 33.5 69.7 2.8 25.9 37.5 20.2 28.5 59.4 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase

AK064287 1.0 14.4 38.4 29.7 1.3 14.2 18.6 7.1 12.5 25.3 Unknown expressed protein

AK065090 1.0 1.7 31.5 24.4 1.1 4.4 20.2 2.0 6.7 61.2 Anionic peroxidase

AK065359 1.3 3.3 20.7 22.6 1.6 13.0 32.8 5.7 9.1 48.3 Unknown expressed protein

AK065438 1.2 1.0 22.4 27.0 0.9 2.9 21.8 5.1 4.4 3.2 Unknown expressed protein

AK065445 1.2 1.3 35.7 21.6 1.1 2.5 15.0 1.2 2.5 2.0 Unknown expressed protein

AK065505 1.0 4.0 27.2 21.0 1.4 8.9 16.4 6.4 7.3 10.6 Unknown expressed protein

AK065964 1.2 3.0 60.3 44.0 1.0 11.3 27.7 2.5 4.7 5.6 Unknown expressed protein

AK066000 1.2 2.7 8.2 21.4 1.5 5.4 11.0 2.9 1.6 3.3 Serine/threonine protein kinase

AK066495 1.1 2.1 7.9 6.3 0.9 4.8 4.3 1.6 2.7 3.3 OsCDPK7

AK066734 1.0 1.2 12.1 38.1 0.8 3.2 22.0 1.6 2.7 2.1 Tryptophan synthase alpha (TSAlike)

AK066978 1.0 9.1 30.7 53.2 1.0 29.9 128.5 10.1 11.0 15.4 Protein kinase

AK067339 1.0 5.0 14.8 17.0 1.3 9.0 24.1 4.2 4.0 6.3 MAP kinase 1

AK067907 1.0 29.5 87.9 84.0 1.3 60.7 105.4 9.9 18.5 23.6 Fatty acid longase (fae2 gene)

AK068381 1.1 1.9 5.0 29.0 1.5 3.6 11.5 1.5 2.5 1.8 Unknown expressed protein

AK068451 1.2 1.6 16.6 16.1 1.5 7.8 11.9 2.6 1.4 1.6 Receptor serine/threonine kinase

AK068566 1.7 1.9 9.2 22.3 1.2 7.7 18.7 4.1 6.2 11.8 Unknown expressed protein

AK068638 1.1 6.5 88.9 41.0 0.8 31.3 31.1 5.3 17.0 90.3 Glycolate oxidase (gox)

AK068727 1.3 1.1 9.3 30.7 0.9 1.0 20.3 1.4 1.5 2.7 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit

AK068862 1.2 3.3 25.9 24.3 1.1 9.2 24.2 2.6 3.0 2.6 Unknown expressed protein

AK069496 1.4 1.5 13.3 26.5 1.3 1.6 16.2 1.2 2.4 13.9 Unknown expressed protein

AK070149 1.0 2.5 12.1 43.5 1.3 10.6 43.1 6.1 4.0 3.7 Membrane protein (poni1 gene)

AK070360 0.9 15.1 84.8 69.0 40.2 66.3 7.4 17.4 16.1 NADP dependent malic enzyme

AK070381 0.9 4.3 14.2 48.3 4.8 9.8 43.2 41.8 3.2 4.7 Anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase 

AK070385 1.3 1.6 53.8 48.9 0.9 6.8 32.2 2.4 4.6 17.2 Unknown expressed protein

AK070706 1.0 2.4 34.2 54.8 1.3 10.3 41.6 3.3 3.0 4.1 Unknown expressed protein

AK070719 0.9 5.7 46.7 34.7 1.2 12.4 31.2 3.3 2.4 7.2 Unknown expressed protein

AK070966 1.1 4.4 19.0 21.0 1.2 7.5 12.1 3.9 8.3 14.8 Unknown expressed protein

AK071155 0.9 3.2 40.6 35.3 1.6 8.7 28.0 7.0 6.4 17.3 Unknown expressed protein

AK071968 0.8 3.1 14.5 30.3 2.7 6.6 30.3 28.3 3.3 4.3 Choline kinase GmCK3p

AK072394 1.3 11.1 44.2 22.1 1.5 13.2 15.9 3.1 4.2 4.1 Unknown expressed protein

AK072535 1.3 1.4 9.6 31.4 1.0 1.9 19.5 3.1 2.4 2.4 Tryptophan synthase beta-subunit (TSB1)

AK072854 1.1 1.2 7.7 19.4 1.0 2.1 13.4 1.5 2.2 2.2 Unknown expressed protein

AK073133 0.8 1.7 11.3 21.6 1.1 4.5 16.2 2.9 3.5 6.0 Ethylene responsive protein (ebp-89 gene)

AK073812 1.3 1.7 23.1 42.4 1.4 5.8 38.6 1.6 3.3 3.2 AP2-related transcription factor (CDBP) 

AK073848 1.3 19.6 134.2 48.3 1.8 30.8 59.6 11.6 8.4 21.5 OsNAC4 protein

AK073913 1.2 4.7 79.3 67.2 1.5 22.5 41.9 5.2 4.0 20.2 Unknown expressed protein

AK099563 1.4 15.1 59.6 25.9 1.8 19.2 23.3 5.9 10.2 25.7 Unknown expressed protein

AK099720 1.3 4.8 14.7 56.2 1.1 14.7 19.0 2.7 2.9 0.7 DNA-binding protein phosphatase 2C (DBP1) 

Accession No.

Table 2.  22K!"#$%&'()%*+,-./0123456"789:;<=>?@ABBC=>?D

N1141 !fla-N1141 flagellin
putative gene identification
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0 h 1 h 3 h 6 h 1 h 3 h 6 h 1 h 3 h 6 h

AK099925 1.2 8.8 20.3 56.5 0.8 14.1 47.4 5.7 3.8 6.7 Cytochrome P450-like protein

AK100034 1.0 1.2 11.1 16.8 0.8 4.6 14.6 1.9 3.7 3.1 12-oxophytodienoic acid reductase (RRJ4)

AK100082 1.2 0.9 16.7 25.2 1.1 4.1 29.2 2.5 2.0 2.9 Receptor protein kinase

AK100316 1.1 19.8 9.1 30.0 4.0 26.5 54.9 22.8 23.3 31.8 Syntaxin

AK100465 1.3 1.5 20.8 30.6 1.3 3.4 29.9 4.7 4.9 3.4 RRJ1

AK100678 1.4 1.4 34.4 11.8 0.6 11.7 17.2 1.6 6.7 3.9 Decarboxylase 1 (pdc1) 

AK100816 1.5 4.4 73.9 103.4 2.3 14.5 74.2 1.5 6.3 3.7 Hypothetical protein

AK100973 1.2 2.2 107.4 70.3 1.5 9.4 72.7 5.3 13.7 31.3 Acidic class III chitinase OsChib3a

AK101182 1.3 2.5 12.0 29.1 3.9 3.5 38.7 29.4 21.9 21.4 Heat shock transcription factor 34

AK101683 1.0 5.1 16.5 17.7 1.6 11.3 21.1 4.5 4.9 15.3 Unknown expressed protein

AK102303 1.1 1.5 24.0 7.3 1.4 3.5 8.4 3.5 4.4 4.1 Unknown expressed protein

AK102505 1.1 3.8 37.5 19.4 1.1 9.6 18.5 3.7 7.2 10.1 Chitinase

AK102726 1.5 1.8 7.4 23.7 1.3 4.7 35.6 7.5 10.9 15.6 Unknown expressed protein

AK102817 0.9 4.2 22.3 16.6 1.1 7.4 13.3 2.3 2.1 3.6 Phenylalanine ammonia-lyase

AK102832 0.9 1.0 18.6 12.1 0.8 2.5 15.7 1.9 6.5 7.5 Receptor protein kinase PERK1

AK102964 0.9 3.9 3.6 27.2 1.8 8.4 28.8 2.5 3.0 2.9 Unknown expressed protein

AK103051 0.8 5.7 27.3 27.7 2.5 20.5 66.4 21.0 39.0 68.6 Rtac1 (rtac1)

AK103223 0.9 1.0 13.7 43.1 1.0 3.4 22.2 1.5 2.0 2.7 Unknown expressed protein

AK103257 1.0 0.9 19.2 39.0 0.9 2.2 52.1 3.5 6.7 17.0 Lactate dehydrogenase

AK103579 1.1 3.2 50.1 50.3 2.4 13.1 41.9 4.6 16.6 26.5 Rtac1 (rtac1) 

AK103599 1.4 1.9 8.3 49.3 1.3 6.5 43.8 2.4 2.6 4.4 Unknown expressed protein

AK103603 1.0 3.2 9.1 31.0 1.9 6.6 25.2 3.9 8.0 7.7 Unknown expressed protein

AK103609 1.0 1.6 15.3 23.1 1.1 4.6 24.0 2.3 5.3 8.4 Unknown expressed protein

AK104985 1.2 3.7 29.4 10.5 1.4 7.4 8.8 4.0 5.3 5.2 UDP-glucose glucosyltransferase

AK105175 1.0 0.7 18.1 63.4 1.0 2.5 57.2 2.3 1.1 1.3 Unknown expressed protein

AK105196 1.0 1.3 19.9 40.8 1.0 3.4 27.8 0.8 0.9 4.5 NPK1-related protein kinase-like protein (mapkkk1)

AK105533 1.5 18.0 20.0 46.7 1.1 14.7 48.5 9.6 3.9 11.8 Pirin 

AK105659 0.8 1.3 32.9 39.1 0.9 4.5 31.8 3.7 4.5 12.2 Taxane 13-alpha-hydroxylase

AK105978 0.8 1.2 21.5 108.5 0.9 3.4 70.0 4.0 7.5 11.8 Unknown expressed protein

AK106062 1.5 1.5 51.8 46.0 1.3 4.7 56.9 1.6 6.2 9.7 Unknown expressed protein

AK106282 1.4 1.4 26.3 14.6 1.5 5.5 14.2 2.5 5.4 15.9 DNA-binding protein

AK106333 12.0 54.5 61.8 1.1 20.8 47.0 10.2 12.4 24.7 Unknown expressed protein

AK106404 1.0 2.3 6.0 30.3 1.8 3.5 19.3 8.8 5.8 21.3 Unknown expressed protein

AK106493 1.0 49.2 79.8 78.4 1.2 37.9 45.6 5.6 4.3 19.2 Unknown expressed protein

AK107370 1.3 1.6 10.7 20.8 1.5 3.0 11.8 0.9 3.0 1.9 Secreted glycoprotein

AK107376 1.1 4.1 5.4 21.4 1.4 6.6 18.7 0.8 1.4 2.9 Alternative oxidase (AOX1b)

AK107530 1.0 1.5 22.2 30.3 0.9 5.7 19.0 4.0 1.3 1.4 Unknown expressed protein

AK107937 1.0 4.0 51.2 79.4 1.9 26.6 52.6 14.2 7.7 17.2 Unknown expressed protein

AK107938 1.2 5.6 9.9 23.0 1.3 9.1 15.8 3.9 4.0 7.9 Unknown expressed protein

AK107989 1.1 2.8 25.1 33.3 1.2 6.9 29.3 3.7 2.0 1.8 Unknown expressed protein

AK108109 1.0 18.2 16.9 49.5 2.0 26.9 57.8 10.3 9.2 21.6 Unknown expressed protein

AK108413 1.0 7.1 43.9 87.1 1.8 29.2 54.2 10.9 9.4 15.9 Unknown expressed protein

AK108738 1.4 1.8 20.3 28.2 1.9 8.3 19.7 4.4 6.2 6.6 PnFL-2

AK109007 1.0 5.5 26.6 9.4 0.7 12.4 10.8 2.2 4.7 14.7 Glucosyltransferase-3 (AdGt-3) 

AK109011 1.1 1.6 17.6 43.3 1.3 9.3 39.8 6.0 6.9 26.7 Myb factor

AK109134 1.2 3.2 41.9 27.8 1.3 11.7 14.8 4.2 5.8 12.5 Membrane protein

AK109215 1.3 3.8 22.2 35.5 1.1 8.2 28.6 1.5 2.4 0.2 Unknown expressed protein

AK109228 1.4 1.7 11.4 28.5 2.0 2.4 19.0 2.5 3.0 2.2 Unknown expressed protein

AK109278 1.2 5.5 7.9 33.2 1.9 11.1 19.3 14.2 7.5 3.4 EF-hand Ca2+-binding protein CCD1 (ccd1)

AK109470 1.1 3.9 21.7 42.3 1.2 5.4 19.4 0.7 1.1 4.8 Calmodulin-like protein

AK110551 1.4 4.2 12.6 22.5 2.2 10.1 24.1 2.8 2.6 2.9 Unknown expressed protein

AK110593 6.3 16.3 66.1 2.0 16.2 37.7 4.6 2.4 5.9 Unknown expressed protein

AK110639 1.1 1.3 24.3 13.1 1.3 9.9 22.3 3.2 8.5 27.8 Unknown expressed protein

AK110725 1.2 4.9 38.1 119.7 1.1 11.3 98.4 2.5 5.7 3.2 Unknown expressed protein

AK110892 1.0 1.1 49.1 110.6 0.9 3.4 57.1 2.1 5.9 24.8 UDP-glucose:salicylic acid glucosyltransferase

AK111059 1.1 5.7 43.9 29.9 1.5 14.9 23.7 7.4 10.5 41.6 Unknown expressed protein

AK111266 1.3 9.0 17.1 43.1 1.5 11.8 31.8 10.1 9.0 24.8 Unknown expressed protein

AK111798 0.9 4.9 8.3 32.1 1.1 7.8 21.2 1.0 1.1 2.7 Myb factor

Table 2.  (continued from preceding page)

Accession No.
N1141 !fla-N1141 flagellin

putative gene identification
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（AB118094, AK066495）、calmodulin（AB117889, AK109470）など、その発現と機能

制御に Ca2+シグナルを必要とするものが多いことが明らかとなった（共通のフラジェ

リン認識下流遺伝子のうち約 22%）。さらにこれらの遺伝子は、22K オリゴマイクロ

アレイの結果より、精製フラジェリン処理でもイネ培養細胞において発現誘導される

ことが示されている。これらのことは、イネにおけるフラジェリン認識後の免疫反応

誘導に Ca2+シグナルが関与する可能性を示唆するものである。さらに、これら以外の

フラジェリン認識下流遺伝子について調べたところ、C3HC4タイプ（RING finger型）

または C2H2 タイプの zinc finger family protein をコードする遺伝子や、OsNAC3、

OsNAC4を含む NAC遺伝子が含まれていることも明らかになった（Table 1, 2）。 

 

1-3-8 Ca2+シグナルによって発現制御される遺伝子の同定 

 

 Ca2+シグナルによって、発現または機能制御されていると予測される多くのタンパ

ク質をコードする遺伝子がフラジェリンによって発現制御を受けているということ

が明らかになったことから、次に、フラジェリンと Ca2+シグナルとの関与に焦点を絞

って研究を進めた。 

 

1) Real time RT-PCRによる解析 

 まず、免疫反応特異的遺伝子およびフラジェリン認識下流遺伝子の発現誘導に Ca2+

シグナルが関与しているのかどうかを明らかにするために、Ca2+キレート剤である

EGTAを培地に加えたイネ培養細胞に菌体を接種し、それぞれの遺伝子の発現誘導パ

ターンを real time RT-PCRによって調べた。イネ培養細胞に、DW、10 mM EGTA、

N1141菌株、10 mM EGTA + N1141菌株をそれぞれ処理し、0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6時間

後の培養細胞を回収し、total RNAを抽出した。なお、EGTAは菌体接種の 30分前に

処理した。この total RNA を鋳型として、CCD1（AB118091）および OsCDPK7 

（AB118094）遺伝子に特異的なプライマーを用いて real time RT-PCRを行った結果、

測定したすべての時間でN1141菌株接種によるCCD1およびOsCDPK7の発現誘導が、
EGTA存在下でほぼ完全に抑制されていることが明らかとなった（Fig. 5）。また、EGTA

単独処理ではこれら遺伝子の発現に何ら影響を及ぼすことはなかった。このことから、

これらフラジェリン認識下流遺伝子の発現誘導に細胞外からの Ca2+流入が関与して

いることが示唆された。さらに、他のフラジェリン認識下流遺伝子 myb（AB118162）、

zinc finger family protein（AB118082）、EF hand Ca2+ binding protein（AB118091）、EL2
（AB118093）を含む免疫反応特異的遺伝子 blue copper protein（AB118171）、IAI2
（AB118169）、acid phosphate（AB118164）、Aluminum-induced protein（AB118069）に

ついて、N1141菌体接種後 2, 6時間の 2点での発現を real time RT-PCRにより調べた。  
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Figure 5.  CCD1およびOsCDPK7の発現誘導に及ぼすカルシウムキレート剤の影響
　フラジェリン認識下流遺伝子の発現誘導に対するCa2+シグナルの関与を調べ

た。イネ培養細胞にN1141菌株 (●)、Ν1141菌株 + 10 mM EGTA (▲)、10 mM
EGTA (△) をそれぞれ接種後0.5~6時間の細胞より抽出したtotal RNAを鋳型とし
てreal time RT-PCRによる発現解析を行った。なお、EGTAは菌体接種の30分前に

培地中に加えた。値は水接種後の発現を基準として算出し、各ポイントにおける

バーは3回の実験間の標準偏差を表す。
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その結果、フラジェリン認識下流遺伝子である myb、zinc finger family protein、EF hand 

Ca2+ binding protein、EL2のすべての遺伝子の発現が EGTA存在下では N1141菌株接

種によっても全く誘導されないことが明らかになった（Fig. 6）。このことから、細胞

内への Ca2+の流入はフラジェリン認識の情報伝達に関与することが示された。さらに、

これらフラジェリン認識下流遺伝子ではないが植物免疫に関与することが予想され

るいくつかの遺伝子、blue copper protein、IAI2、acid phosphate、aluminium induced protein
も EGTA存在下で N1141接種による発現誘導が部分的に抑制されることが示された。

このことは、Ca2+はフラジェリン認識情報の伝達だけでなく、免疫反応を誘導するフ

ラジェリン以外の分子の認識情報伝達にも関与していることを示している。以上のこ

とから、細胞内への Ca2+の流入は免疫反応を誘導する上で重要なシグナル伝達の役割

を担っている可能性が示唆された。 

 

2) cDNAマイクロアレイによる解析 

 フラジェリンの認識情報の伝達に Ca2+シグナルが関与することが予想されたため、

フラジェリン下流制御遺伝子のうち、どの程度の遺伝子の発現に Ca2+シグナルが関与

しているかをカルシウムキレート剤EGTAとイネcDNAマイクロアレイを用いて詳細

に調べた。EGTA、N1141 菌株、N1141 菌株＋EGTA のそれぞれをイネ培養細胞に処

理し、0, 2, 4, 6時間後の細胞より total RNAを抽出した。これを用いて Cy5で標識し

た cDNAプローブを合成し、コントロールとして DW処理後の細胞から同様に抽出し

た total RNAより Cy3標識した cDNAプローブを合成し、マイクロアレイ解析を行っ

た。得られたシグナル値からデータの正規化・ノーマライゼーションを行った後、2

倍以上の発現変動をした 1,603遺伝子を抽出した。さらに統計的手法（Parametric test, 

use all available error estimates, P-value 0.05、Benjamini and Hochberg False Discovery Rate、

Cross-Gene Error Model is active）により、N1141菌株単独接種と EGTA存在下で N1141

菌株を接種した場合の遺伝子発現間に差がある遺伝子として 259 遺伝子を抽出した。

これら Ca2+シグナルの下流で制御されている遺伝子の中には、Zn-induced protein や

blue copper protein 、 IAI2 、 heat shock protein 、 Alminum-induced protein 、

phosphoenolpyruvate carboxykinase等をコードする遺伝子が含まれていることが明らか

になった。またこれら遺伝子の多くは免疫反応特異的遺伝子群およびフラジェリン認

識下流遺伝子群に含まれる遺伝子と同じものを多く含んでいることが明らかになっ

た。そこで、この EGTA存在下で発現誘導が抑制される 259遺伝子とフラジェリン認

識の下流に制御される遺伝子の積集合を調べたところ、フラジェリン認識の下流制御

遺伝子のうち、約 5割が EGTAの存在下でその発現誘導が抑制される遺伝子であるこ

とが示された。このことから、イネ細胞におけるフラジェリン認識によって誘導され

る免疫反応には Ca2+が重要な働きをしていることが明らかとなった。 
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Figure 6.  免疫反応関連遺伝子の発現誘導に及ぼすカルシウムキレート剤の影響
　フラジェリン下流遺伝子を含む免疫反応関連遺伝子の発現誘導へのCa2+シグナ

ルの関与を調べた。イネ培養細胞にN1141菌株 (■)、Ν1141菌株 + 10 mM EGTA (
　)、10 mM EGTA (□) をそれぞれ接種後2, 6時間の細胞より抽出したtotal RNAを
鋳型としてreal time RT-PCRによる発現解析を行った。免疫応答関連遺伝子；blue
copper protein (AB118171),  IAI2 (AB118169),  acid phosphate (AB118164), Alminum-
induced protein (AB118069)、フラジェリン認識下流遺伝子； myb (AB118162),  zinc
finger family protein (AB118091),  EF-hand Ca2+ binding protein (AB118091),  EL2
(AB118093)
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1-4 考察 

 

 第一章では、イネに対して A. avenaeのイネ非親和性 N1141菌株が誘導する免疫反

応において、N1141菌株の鞭毛構成タンパク質であるフラジェリンがどのような役割

を持っているのか、また、イネ細胞がフラジェリンを認識した後にどのようにしてそ

の情報を伝達して免疫反応を誘導しているのかを明らかにすることを目的として、免

疫反応誘導時の遺伝子発現に注目して解析を行った。 

 イネは、2004年に日本を中心とする国際イネゲノム解読プロジェクト (International 

Rice Genome Sequencing Project : IRGSP) によって Oryza sativa ssp. japonica cultivar 

Nipponbareゲノムの完全解読が達成され，イネ研究はポストゲノムの時代に突入した 

（IRGSP, 2005）。さらに、2007年 1月には、イネの高精度アノテーション情報を収録

したデータベース「RAP-DB」が、独立行政法人農業生物資源研究所、独立行政法人

産業技術総合研究所および大学共同利用機関法人情報・システム研究機構国立遺伝学

研究所との３機関を中心とした国際共同プロジェクトにより公開された。これによる

と、イネの遺伝子数は約 32,000 個と推定され、イネゲノム上の遺伝子のうち 28,540

が実際にタンパク質合成に関与する遺伝子である可能性を明らかにするとともに、コ

ンピューターによる情報解析とデータ精査の結果、それらのタンパク質のおよそ 70 %

に当たる 19,969遺伝子の推定機能が明らかにされた。第一章では、まずイネ培養細胞

由来の 3,353個のユニークな cDNAクローンを含む cDNAライブラリーを構築し、こ

れを用いて cDNAマイクロアレイを作製した。これは、数値上では推定されるイネの

全遺伝子数の約 10 %に過ぎないが、当 cDNAライブラリーは N1141菌株接種および

非接種の培養細胞より作製したため、免疫反応に関連して転写レベルが上昇する遺伝

子の大部分が、本 cDNAマイクロアレイ内の遺伝子に含まれていると予測される。 

 非親和性菌株もしくは親和性菌株を接種した 0~6時間後までのイネ培養細胞の発現

プロファイル解析を行った結果、非親和性相互作用特異的に発現変動する遺伝子とし

て 178遺伝子を同定した。これら 178遺伝子の中でも、N1141菌株接種後 0.5~2時間

までの早期に大きく発現変動する遺伝子は 30 個であり、発現変動する遺伝子の中で

は比較的少ないことが明らかとなった（Fig. 1）。同様な結果は Arabidopsisを用いた実
験でも示されている。Narusakaらは、Arabidopsis に非親和性の Alternaria brassicicola
を接種した後、発現する遺伝子を 7000遺伝子がスポットされた cDNAマイクロアレ

イで調べた結果、発現変動が認められる 689遺伝子の中で比較的早期に誘導される遺

伝子は少ないことを報告している（Narusaka et al., 2003）。以上の結果は、免疫反応に

関与する遺伝子の中で免疫反応初期のイベントには比較的少数の遺伝子が関与して

おり、これら遺伝子によってそれ以降の免疫反応が誘導されている可能性が示唆され

40



る。 

 筆者はさらにこの 178遺伝子のうち、非親和性菌のフラジェリン欠損株接種によっ

て野生株接種時のような発現変動が認められない 46 遺伝子を、フラジェリン認識の

下流に制御されている遺伝子として同定した（Table 1）。これらフラジェリン認識下

流遺伝子は、非親和性菌の精製フラジェリンによってのみ特異的に発現誘導されるこ

とが、real time RT-PCRの結果明らかになった（Fig. 3）。これら遺伝子の中でも、OsEDS1
は非親和性相互作用特異的に強く発現誘導される遺伝子のひとつである（Table 1. Fig. 

3, 4）。Arabidopsisにおいて EDS1は、TIR-NB-LRR（toll/interleukin receptor-nucleotide 

binding-leucine rich repeat）遺伝子である RPS4などの R geneを介する抵抗性に不可欠

な遺伝子であることが示されている（Falk et al., 1999）。EDS1は、N末端領域に真核

生物のリパーゼの触媒サイトと相同性のある領域を持っているため、hydrolase活性を

有するタンパク質であると考えられている。Nicotiana benthamianaにおいてEDS1は、

Skp1-Cullin-F box（SCF）型 E3 ユビキチンリガーゼ複合体の構成因子である酵母の

SGT1のホモログである NbSGT1と、HSP90（heat shock protein90）と共に、RPS4に

よる過敏感細胞死の誘導に必要とされることが報告されている（Zhang et al., 2004）。 

 また、フラジェリン下流制御遺伝子の中には、多くの C3HC4タイプ（RING finger

型）の zinc finger family proteinをコードする遺伝子が多く含まれていた（Table 1）。こ

のことは、フラジェリン認識後の情報伝達に、タンパク質のユビキチン化が関与して

いる可能性を示唆している。ユビキチン化はプロテアソームにおけるタンパク質の分

解だけではなく、シグナル伝達にも関与していることが酵母や動物、高等植物におい

て近年数多く報告されている。高等植物ではユビキチンプロテアソーム系は、オーキ

シン、ジベレリン、ジャスモン酸等の植物ホルモン応答や（Gray et al., 2001; Sasaki et 

al., 2003; Xu et al., 2002）、ナス科バラ科植物の自家不和合性における花粉－雌蕊間の自

他識別機構（Takayama and Isogai, 2005）、側根形成（Stirnberg et al., 2002）、光周期制

御（Imaizumi et al, 2003）、植物－病原微生物相互作用（Tzfira et al., 2004）等多くの情

報伝達系に関与していることが報告されている。このようなことからも、フラジェリ

ン認識の下流に制御される遺伝子群に、ユビキチンプロテアソーム系の関与が示唆さ

れたことは非常に興味深い事実である。 

 さらに、フラジェリン下流制御遺伝子には、OsNAC3および OsNAC4などの NAC遺
伝子がいくつか含まれていた（Table 1, Fig. 3, 4）。これら NAC遺伝子の中でも OsNAC6
は、フラジェリン欠損株接種でも精製フラジェリンの処理によってもその発現が誘導

されたことから（Fig. 3, 4）、フラジェリンとそれ以外の認識物質の両方に制御されて

いる遺伝子であることが示された。NAC ファミリータンパク質は、N末端領域に存在
する NACドメイン（Petunia NAM、Arabidopsis ATAF1および CUC2）と呼ばれる保

存された配列を有している。イネには NAC 遺伝子ファミリーとして、OsNAC1 から
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OsNAC8までが存在しており、NACドメインのアミノ酸配列に基づいて、ATAFサブ

ファミリー、OsNAC3 サブファミリー、NAM サブファミリーに分類されている。そ

れぞれの NACは器官特異的な発現パターンを示し、特に OsNAC6はすべての組織で
発現していることが明らかになっている（Kikuchi et al., 2000）。OsNAC6をはじめと

する NAC タンパク質はその構造から様々な他の遺伝子の転写を制御する転写因子で

ある可能性が示されているが、その詳細な機能については不明な点が多い。これまで、

OsNAC4 は N1141 菌株接種後に発現誘導され、蓄積した OsNAC4 は細胞質から核へ

と移行し、抵抗性関連遺伝子の転写活性化や過敏感細胞死の誘導に関与していること

が当研究室で明らかにされた（Kaneda et al., unpublished）。また、ジャガイモの StNAC
は、ジャガイモ疫病菌 Phytophthora infestansの接種や傷害に応答して、その転写レベ

ルが上昇することが明らかになっている（Collinge and Boller, 2001）。現在までのとこ

ろ、NAC 遺伝子は細菌や動物のゲノムからは同定されていないことから、NAC は植

物特有の転写因子として遺伝子の発現制御に関与していることが考えられる。 

 フラジェリン下流遺伝子には、EL2も含まれていた。EL2は、糸状菌の細胞壁成分
でありファイトアレキシン誘導活性を持つ、N-acetylchitoheptaoseを処理したイネ培養

細胞で、処理後 15分で発現誘導が認められる遺伝子として単離された（Minami et al., 

1996）。EL2 遺伝子の機能については未だほとんど明らかにされてはいないが、
N-acetylchitoheptaoseを処理したイネ培養細胞で、PAL遺伝子と同様に、細胞質の酸性
化とリン酸化・脱リン酸化を介して誘導される遺伝子であり（Nishizawa et al., 1999; He 

et al., 1998）、抵抗性に関与する遺伝子であると考えられている（Minami et al., 1996）。

当研究室において、イネの抵抗性関連遺伝子として知られている EL2、PAL、Cht-1、
LOX、PBZ1、PR-1aの 6つの遺伝子について、ノーザンハイブリダイゼーションによ

り発現を調べたところ、N1141 菌株接種で EL2、PAL、Cht-1、LOX、PBZ1 各遺伝子
の発現が強く誘導され、このような発現誘導は K1菌株接種では認められないことが

明らかになった（Tanaka et al., 2003）。また、Δfla1141-2菌株接種では PAL、Cht-1、

LOX、PBZ1遺伝子の発現は依然として誘導されたが、EL2遺伝子の発現誘導は顕著に
低下しており、さらに、EL2遺伝子は N1141菌株の精製フラジェリン処理によっても

特異的に発現誘導される遺伝子であることも示されたことから、EL2の発現はフラジ

ェリンの認識のみによって制御されていることが明らかになっている（Tanaka et al., 
2003）。今回、EL2 がマイクロアレイでもフラジェリン下流遺伝子として同定されて
きたことは、フラジェリン認識下流遺伝子を探索する上で、本マイクロアレイが非常

に有用なツールとして機能していることを示唆している。 

 一方、EREBP は N1141 菌株接種時特異的に発現が誘導される遺伝子のひとつであ

るが、精製フラジェリン処理したイネ培養細胞ではこの遺伝子の発現誘導は認められ

なかった（Fig. 3）。EREBPはエチレン応答性転写調節因子であり、エチレン誘導性遺
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伝子プロモーター上に共通して認められるシス配列である GCC ボックスに結合する

ことで、塩基性 PRタンパク質遺伝子の転写を誘導する（Kunkel and Brooks, 2002）。

エチレンは、種子の発芽や形態形成など非常に多岐に渡る生理現象に関わっている植

物ホルモンであり、サリチル酸やジャスモン酸と共に植物の病害抵抗性や細胞死に関

与することもよく知られている。これらのことから、イネの A. avenaeに対する免疫
反応誘導にも EREBP を介したエチレン情報伝達が関与しているが、このエチレン情
報伝達経路の活性化にはフラジェリンは関与していないことが考えられる。この様な

推察を支持するものとして、EREBP は、他のエチレン応答性因子 OsERF3 と共に、
N1141菌株の hrp（hypersensitive response/pathogenicity）遺伝子群によって発現制御を
受けていることを、以前筆者は報告した（藤原、2003）。hrp遺伝子のいくつかは、細

菌の内膜・外膜・ペリプラズム領域に局在する複数のタンパク質がトンネル構造を形

成して、病原性タンパク質を細菌の細胞外に直接分泌する、タイプ III 分泌機構と呼

ばれる多くのグラム陰性植物病原細菌に存在する装置をコードしていることが知ら

れている（He, 1997; Huang et al., 1995）。また、hrp遺伝子クラスター内にはエリシタ
ー活性を有する harpinや popAといったタンパク質をコードする遺伝子も存在してお

り、これらがイネの A. avenaeの認識と免疫応答誘導に関与している可能性を示した

（藤原、2003）。したがって、EREBPを介したエチレン情報伝達系は、フラジェリン
認識情報伝達経路とは独立しており、N1141 菌株のタイプ III 分泌機構に依存して活

性化されることが示唆される。 

 フラジェリン認識の下流に制御される遺伝子として最も特徴的であったのは、

EF-hand Ca2+-binding protein CCD1や CDPK7、calmodulinなど、Ca2+シグナルに関連す

るタンパク質をコードする遺伝子が高い割合で含まれていることであった（Table 1, 

2）。また、CCD1と CDPK7は他のフラジェリン認識下流遺伝子である EL2や mybな
どと共に、Ca2+選択的キレート剤である EGTAの存在下で、N1141菌株接種による発

現誘導が抑制された（Fig. 5, 6）。これらのことは、イネ細胞内においてフラジェリン

認識情報が Ca2+シグナルを介して伝達されている可能性を示唆している。CCD1 は、
コムギの cDNAライブラリーからMAPキナーゼの基質のスクリーニング過程で単離

された（Fukunaga and Hunter, 1997）。CCD1は、helix-loop-helix構造を形成して Ca2+

と結合する EF-handモチーフを一つ有する 14.2 kDaのタンパク質であり、そのモチー

フ内に 12 個すべての共通アミノ酸残基が含まれていたことから、CCD1 は Ca2+に対

して高親和性であることが示されている（Takezawa, 2000）。CCD1の C末端領域は、

真核生物に普遍的に存在する 20 kDaのCa2+結合骨格タンパク質である centrinに 30 %

程度の相同性を有している。CCD1は、雪枯れ病菌 Typhula ishikariensis由来のエリシ
ター処理により、処理後 10 分から転写誘導され、その発現は Ca2+イオノフォアであ

る 4-bromo A23187（終濃度 10 µM）処理によりミミックされた。また、このような
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CCD1 の転写誘導は、Ca2+キレート剤である BAPTA（O,O'-Bis (2-aminophenyl) 

ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid; 25 mM）や Ca2+チャネル遮断剤である La3+（5 

mM LaCl3）存在下でほぼ完全に抑制された（Takezawa, 1999, 2000）。このことより、

エリシター処理によるコムギのCCD1の転写誘導にCa2+の細胞内への流入が重要であ

ることが示された。コムギで認められたこのような知見は、今回の筆者らがマイクロ

アレイと real time-RT PCR を用いて得た知見と良い一致を示すものである。一方、

OsCDPK7 は、N 末端領域にセリン／スレオニン型プロテインキナーゼドメインを持

ち、自己制御ドメインを挟んで、C末端領域に 4つの EF-hand Ca2+結合サイトを含む

calmodulin様ドメインを持つという、植物独自のカルシウム依存性プロテインキナー

ゼ（CDPK）であり、共通に認められる構造を有している。さらに、OsCDPK7 の N

末端領域には、膜アンカーとして機能する N-ミリストイル化モチーフが存在している

ことから、OsCDPK7 は細胞膜かオルガネラ膜にアンカーされた形で存在しているも

のと推定されている（Hrabak et al., 2003）。一般的に、Ca2+結合タンパク質は、外的刺

激に応答してその転写が誘導されるという特徴を有していることが知られており、

OsCDPK7 も、低温や塩／乾燥ストレス処理に応答して転写誘導されることが報告さ
れている（Saijo et al., 2000）。OsCDPK7を恒常的に過剰発現させた形質転換イネでは

低温、塩／乾燥ストレスへの耐性が増強されることが明らかになり、OsCDPK7 はこ

れら環境ストレスへの適応に重要な役割を担っていることが示された（Saijo et al., 
2000）。OsCDPK7はまた、N1141菌株の精製フラジェリン処理によっても早期に発現

誘導されることが示されたことから（Fig. 4）、フラジェリン認識シグナリングと低温、

塩／乾燥ストレスシグナリングは部分的に重複している可能性が示唆された。さらに、

OsCDPK7とアミノ酸レベルで約67%の相同性を有しているタバコのNtCDPK2が過敏

感応答（HR）に至る Avr9/Cf-9 のレース特異的シグナル経路に関与していることを

J.D.G. Jonesらのグループが報告している（Romeis et al., 2000, 2001）。Cf-9は、トマト
葉かび病菌 Cladosporium fulvumのエリシターAvr9を発現しているレースに対する抵

抗性に必要な植物側 R geneであり、細胞外に LRRドメインを持つ受容体様膜タンパ

ク質をコードしている（van der Hoorn et al., 2005）。Cf-9発現植物体に Avr9を処理す
ると、急速なイオン流入（Piedras et al., 1998; Blatt et al., 1999）や、活性酸素種の生成

（Piedras et al., 1998）、MAPKsや CDPKsの活性化（Romeis et al., 1999, 2000, 2001）が

起こることが報告されている。この Avr9/Cf-9 により誘導される遺伝子群と、

Arabidopsisのフラジェリン受容体である FLS2 によるリガンド flg22 の認識によって

誘導される免疫反応の過程で誘導される遺伝子群（Gomez-Gomez  et al., 1999, 2000; 

Gomez-Gomez and Boller, 2000）とを比較したところ、Avr9/Cf-9と flg22/FLS2の系の

間で重複する遺伝子が多いことが認められた（Navarro et al., 2004）。このように、タ

バコにおいても Avr9/Cf-9 や flg22/FLS2 を介した免疫反応の誘導に、OsCDPK7 のオ
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ルソログである NtCDPK2 が重要な役割を担っていることは、フラジェリンによって

誘導されるイネの免疫反応誘導において OsCDPK7が重要な機能を果たしている可能

性を示唆するものである。 

 植物や動物、酵母を含むすべての生物は、代謝制御や外的環境への適応を行うため

に情報を認識しその情報を細胞内に伝達する情報伝達経路を有している。このような

情報伝達経路の中でも、Ca2+は様々な生物で普遍的にセカンドメッセンジャーとして

機能することが知られている。これまでに高等植物では、植物ホルモン、病原体によ

る感染、傷害、低温および乾燥ストレスや光応答などの環境要因を含む多種多様な刺

激に応答して、細胞内への Ca2+流入が引き起こされることが知られている（Doke and 

Miura, 1995, Noritake et al., 1996）。このような一過的に上昇した細胞内 Ca2+は、いくつ

かの Ca2+結合タンパク質によって認識され、タンパク質のリン酸化や遺伝子発現誘導

といったさらに下流の応答を引き起こすことが知られている。 

 本章では、広く網羅的な遺伝子発現プロファイル解析を行うことが可能なマイクロ

アレイを有効に用い、非親和性菌特異的および非親和性菌のフラジェリン特異的にイ

ネ培養細胞で発現誘導される遺伝子を同定することが出来た。さらに、フラジェリン

認識の下流に制御されている遺伝子は、特に Ca2+シグナルに関与するタンパク質をコ

ードする遺伝子を多く含んでいたこと、フラジェリン認識の下流遺伝子は Ca2+キレー

ト剤で発現が抑制されたことから、フラジェリン認識後の情報伝達に Ca2+が関与する

可能性を指摘した。すなわち、A. avenaeがイネ細胞に感染を試みた場合、イネはフラ

ジェリンをエリシターとして認識することによって、細胞内 Ca2+濃度の上昇を引き起

こし、CCD1や OsCDPK7、calmodulin等の Ca2+結合タンパク質を介してフラジェリン

認識情報を伝達して下流の免疫反応を誘起している可能性が考えられる。そこで次章

では、イネが非親和性菌株またはフラジェリンを認識した場合、実際にイネ細胞内へ

の Ca2+の流入が引き起こされるのかどうか、またこのような細胞内 Ca2+上昇が免疫反

応誘導に関与しているかどうかを調べると共に、免疫反応誘導における Ca2+シグナル

がどのような分子を介して伝達されているのかを明らかにするため、第一章で得られ

た知見を基にさらに詳細に解析を行った。 
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第二章 イネにおけるフラジェリン認識情報の 
Ca2+シグナルを介した伝達機構 

 
2-1 序 

 

 イネにおける A. avenaeの親和性、非親和性の宿主特異性の決定と、過敏感細胞死
や活性酸素の発生などを含む免疫反応の誘導に、A. avenaeの鞭毛構成タンパク質であ

るフラジェリンのイネによる認識が関わっている。第一章において、K1菌株、N1141

菌株およびそのフラジェリン欠損株と精製フラジェリンを用いて、マイクロアレイに

よる網羅的な遺伝子発現プロファイル解析を行った結果より、イネにおけるフラジェ

リン認識の下流に制御されている遺伝子群を同定することが出来た。さらに、フラジ

ェリン認識後の情報伝達に CCD1 や OsCDPK7、calmodulin 等のタンパク質を介した

Ca2+シグナルが関与している可能性が示された。そこで、第二章では、イネがフラジ

ェリンを認識した後の免疫反応誘導に関与する Ca2+シグナルを介した情報伝達機構

を明らかにすることを目的として研究を行った。まず、N1141菌株やその精製フラジ

ェリン処理によって誘導される過敏感細胞死や活性酸素の発生等の免疫反応への各

種カルシウム阻害剤の影響を調べ、免疫反応情報伝達系への Ca2+シグナルの関与を明

らかにした。次に、免疫反応誘導時のイネ細胞内における[Ca2+]の変動を観察するた

めに、Yellow Cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用いてモニター系を

構築し、K1 菌株、N1141 菌株、およびそれらのフラジェリン欠損株の接種や精製フ

ラジェリンの処理後のイネ細胞内[Ca2+]動態を明らかにすると共に、この細胞内[Ca2+]

変動へのカルシウム阻害剤の影響を調べた。さらに、イネゲノムに存在する全 29 個

の OsCPKのうち、免疫反応特異的に発現誘導される OsCPKsを明らかにし、これら
OsCPK の一過的過剰発現がフラジェリン応答遺伝子の転写を誘導するかどうか、
OsCPK過剰発現植物体において、免疫反応を誘導するかどうかを明らかにし、フラジ

ェリン認識後の情報伝達系に関与する Ca2+シグナルおよび、OsCPK の役割について

議論する。 

 

 

2-2 材料と方法 

 

植物および細菌  
 イネ培養細胞は、Oc細胞（Oryza sativa L. C5924）を第一章で述べたのと同様の条

件で培養し、実験に用いた。植物病原細菌は、Acidovorax avenae K1菌株、N1141菌

株、N1141 フラジェリン欠損株、K1 フラジェリン欠損株を第一章で述べたのと同条
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件で培養し、イネ培養細胞への接種実験に用いた。なお、本章の研究で用いた N1141

菌株のフラジェリン欠損株は第一章で用いたフラジェリン遺伝子のインサーション

ミュータントではなく、フラジェリンをコードする約 1.5 kbpの FlaA遺伝子を完全に
欠損させた株である。このフラジェリン欠損株が、フラジェリン生産能を完全に失っ

ており、この欠損株をイネ培養細胞に接種してもインサーションミュータントと同様

に過敏感細胞死やフラジェリン認識の下流で制御される遺伝子群の誘導が認められ

ないことは確認済みである。 

 タバコ植物体（Nicotiana benthamiana）は、種子の播種 3 週間後にポットに植え替

え、人工気象器内で明期 16時間、暗期 8時間の光周期、25℃の条件下で 3週間生育

させたものをウィルス感染用タバコ植物体として用いた。ウィルス感染後および菌体

接種後のタバコ植物体は、高湿度を保ち 23℃で生育させた。タバコ親和性菌である

Pseudomanas syringae pv. tabaciは、King’s B（KB）培地で 27℃で生育させた。タバコ

植物体への接種実験には、KB培地で生育させた P. syringaeを遠心操作によって集菌

して濃度を概算した後、10 mM MgSO4 - 0.02% Silwet L77（OSI Specialties Inc., Danbury, 

CT, U.S.A.）にて 1.0×107 cfu/mlに調整したものを用いた（Takeuchi et al., 2003）。 

 

フラジェリンの精製  
  A. avenae菌体からのフラジェリンタンパク質の精製は、第一章で述べたのと同様
の方法を用いた。タンパク質の定量は BIO-RAD protein assay-kitを用いて行い、精製

フラジェリンタンパク質のイネ培養細胞への処理は、それぞれの実験条件に応じて終

濃度 15~50 µg/µlになるように適宜希釈したものを用いた。 

 

細胞死検定  
  A. avenaeの各菌株を終濃度 1×108 cfu/mlになるようにイネ培養細胞に接種し、

30℃、光条件下で振蘯培養した。経時時間ごとに液体培地 0.5 ml 分の培養細胞を 24

穴マイクロプレート（IWAKI, Chiba, Japan）に移し、液体培地を除去した。回収した

細胞に 0.05% [w/v] Evans blue溶液を加えて 15分間染色した後、余剰色素を 1 mlの滅

菌水で 3回洗浄し、0.5 mlの抽出液（1% [w/v] SDS, 50% methanol）を加えて一晩静置

した。この抽出液 200 µlをそれぞれ 96穴マイクロプレートに移し、595 nmにおける

吸光度を測定することにより細胞死を定量した（Turner and Novacky, 1974）。 

 

H2O2の検出  
 イネ培養細胞における、1) N1141菌株接種により誘導される活性酸素の発生、およ

び 2) N1141 菌株の精製フラジェリン処理によって誘導される活性酸素の発生をそれ

ぞれ検出するために以下の方法を用いた。 
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1) DAB（3,3'-diaminobenzidine）染色法 

 DAB染色法による H2O2の検出には、細胞死の検出と同条件で各菌株を接種したイ

ネ培養細胞を用いた。A. avenae接種後、一定時間ごとに先切りチップを用いて液体培
地 1 ml分の培養細胞を 24穴マイクロプレート（IWAKI, Chiba, Japan）に移し、液体

培地を除去した後、細胞を 1 ml の PBS で 2回洗浄し、1 ml の DAB溶液（1 mg/ml 

DAB-HCl, 50 mM Tris-HCl [pH 6.0]）（Sigma, U.S.A.）を加えて 20分間染色した。余剰

の DABを 1 mlの PBSで 3回洗浄し、固定液（30% [v/v] lactic acid, 30% [v/v] phenol）

を加えて色素を固定した。染色した細胞をマイクロプレートに入った状態で CCD カ

メラ（Progres 3012, Carl Zeiss, Germany）で撮影し画像化した。得られたカラー画像を

256階調のグレースケール画像に変換した後、NIH Imageを用いて DABの染色度合い

を数値化し、活性酸素の発生を定量した（Iwano et al., 2002）。 

 

2) ルミノール法 

 ルミノール法による活性酸素の測定には植え継ぎ後 4日目の培養細胞を用いた。ろ

紙上にのせて水分を切った培養細胞約 10 mg（湿重量）を量り取り、12穴マイクロプ

レート（IWAKI, Chiba, Japan）に移し、新たに R2S培地を 1 ml加えた。これを 30℃

で 3~8時間程度、振蘯培養して馴化させたものをアッセイに用いた。EGTAは 10 mM

になるように測定開始 30分前に培地中に添加し、N1141精製フラジェリンは 15 µg/ml

の濃度で接種した。一定時間ごとにこの培養培地中から細胞を吸わないように 10 µl

を専用チューブ（GL-100-ST, マイクロテック・ニチオン）に取り、そこに 160 µl の

50 mM potassium phosphate buffer [pH 7.9]、10 µlの 1.1 mM luminol、20 µl の 14 mM 

potassium ferricianideを加え、撹拌後すぐにルミノメーターGENE LIGHT 55（マイク

ロテック・ニチオン, Japan）で 10 秒間発光を測定した。実験は 3回繰り返し、3回の

値の平均値をデータとして用いた。 

 

パーティクルボンバードメント法によるイネ培養細胞の形質転換  
 イネ培養細胞に目的遺伝子を一過的過剰発現させるために、パーティクルガンを用

いて目的遺伝子の導入を行った。植え継ぎ後 4日目の培養細胞のフラスコより培地の

みをスポイトを用いて除去し、20 mlの R2O（R2S培地 + 165 mM mannitol, 165 mM 

sorbitol）を加えて懸濁した。先切りチップを用いて 500 µlの細胞懸濁液を取り、5 cm

径のろ紙の中央に細胞が重ならないように広げた。このろ紙を 3 g/l phytagel を含む

R2Oのプレート上に乗せ、30℃、暗所で 4時間静置培養した。エッペンチューブに 5 

µgの目的導入遺伝子のプラスミド液を分注して、50 µlに懸濁した 3 mgの金粒子（1.0 

micron gold）、50 µlの 2.5 M CaCl2、20 µlの 0.1 M spermidineを加えて 3分間激しく撹

拌した。その後、2分間静置し、10,000 rpmで 10秒間遠心分離して上清を除去し、250 
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µlの 100% ethanolを加えて軽く超音波破砕、激しく撹拌後、同条件で再度遠心分離し

上清を除去した。得られた沈殿物を 60 µlの 100% ethanolで懸濁し、このうちの 10 µl

を macro carrier holderにセットしたmacro carrierの中央にのせ、ethanolを乾燥させた。

パーティクルガン Biolistic PDS-1000/He（Bio-Rad）内に、1,100 psi の rupture disk、

stopping screenと共にセットし、減圧装置とヘリウムガスの圧力を利用して、目的DNA

を付着させた金粒子をイネ細胞に撃ち込むことによって目的遺伝子を導入した。これ

を 30℃、暗所で 12~14時間静置培養し、アッセイに用いた。なお、パーティクルガン

法に用いるmacro carrierなどはすべてOptimization Kit（Bio-Rad, Richmond, CA, U.S.A.）

付属のものを 70% ethanolで滅菌処理を行ったものを用いた。 

 

Yellow Cameleon 3.6による細胞内 Ca2+動態の解析  

 イネ細胞内の Ca2+動態は、Ca2+センサータンパク質である Yellow Cameleon 3.6（YC 

3.6）を用いて行った。Yellow Cameleonは Ca2+が結合することにより構造変化を生じ、

励起された ECFP（enhanced cyan fluorescent protein）から EYFP（enhanced yellow 

fluorescent protein）に蛍光エネルギーの共鳴移動（FRET：Fuluorescent Resonance Energy 

Transfer）が起こるため、この ECFPと EYFPの蛍光強度比を測定することで細胞内の

Ca2+の変動の可視化が可能なタンパク質である（Miyawaki, 1999）。まず、イネ細胞で

YC 3.6を一過的に発現させるために、約 2.0 kbpの YC 3.6遺伝子フラグメントをmaize

の ubiqitinプロモーター（Christensen et al., 1992）下流に連結した pAHC17プラスミド

を作製した。このプラスミドをパーティクルボンバーメント法によりイネ培養細胞に

導入し、30℃で一晩静置培養し、YC 3.6を発現させた。ごく少量の YC 3.6導入細胞

を 24×40 mmのMicro cover glass（Matsunami, Japan）上に移し、30 µlの菌体懸濁液

（N1141菌株、K1菌株、N1141フラジェリン欠損株、K1フラジェリン欠損株；終濃

度 1×108 cfu/ml）もしくは N1141菌株、K1菌株の精製フラジェリン懸濁液（終濃度

25 µg/ml）を加えて 18×18 mmのMicro cover glass（Matsunami）を上から被せた。カ

バーガラスの上からやさしく押さえて細胞を均一にし、ペーパーボンドでカバーガラ

スを固定し、すばやく共焦点レーザー顕微鏡 LSM 510 META（Zeiss）による測定を開

始した。なお、それぞれの菌体およびフラジェリンは、細胞への接種時の急な浸透圧

変化の影響を除くため、R2O培地に懸濁したもの用い、長時間の測定にはMicro cover 

glassの代わりにガラスボトムディッシュ（MS-Coated 35mm Dish, Matsunami）を用い

た。また、測定中は常に焦点がずれないように微調整し、蛍光強度が擬似的に変化す

るのを防いだ。YC 3.6のスペクトルは、40×レンズ、458 nmの励起波長で 468 nmか

ら 548 nmの蛍光波長領域を 10 nm間隔で、5秒間隔で取得した。得られたデータを

CFP像と YFP像にスプリットし、ECFPと EYFPの蛍光強度の値をそれぞれ得た。こ

れを用いて EYFP/ECFP の Ratio 値を算出し、Ca2+動態解析を行った。Ratio 画像は 3
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×3 pixelを平均化し、Ratio値の強度を 256階調の擬似カラーにて表示した。 

 

Real time RT-PCR法  
 目的遺伝子の発現を real time RT-PCRによって定量的な解析を行った。鋳型として

使用する total RNAは、RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いてイ

ネ培養細胞から抽出した。目的遺伝子の転写産物を 150 bp前後で増幅するような目的

遺伝子特異的なプライマーをそれぞれ設計した。K1 菌株、N1141 菌株、Δfla1141-2

菌株、もしくは精製した K1菌株のフラジェリン、N1141菌株のフラジェリンそれぞ

れをイネ培養細胞に接種後、一定時間ごとに細胞を回収した。これら細胞より精製し

た 100 ngの total RNAを鋳型として real time RT-PCR反応を行った。反応条件、解析

方法は第一章と同様の方法を用いた。 

 

Real time RT-PCR用プライマー 

 遺伝子名  塩基配列 増幅産物サイズ（bp） 

OsCPK1 forward, 5’-GACAATGCACATGAACAGATTGGAG-3’ 245 

 reverse, 5’-GTTGGGAGCAATCTCAGGGTT-3’ 

OsCPK2 forward, 5’-AGCAAGCGCTGAGGGAGAAAGG-3’ 159 

 reverse, 5’-CGTCCCGTCGCTTCTTGGGATT-3’ 

OsCPK3 forward, 5’-TGGCAAGATTAGCTATGACGAA-3’ 147 

 reverse, 5’-CACTCATTGACCAGTTTTACGG-3’ 

OsCPK4 forward, 5’-GCATGCAGATAAAGTTTCGGT-3’ 163 

 reverse, 5’-CAGGCAACTTTATTGCGATGA-3’ 

OsCPK5 forward, 5’-AGAATTCATTGCTGCTACTCTG-3’ 166 

 reverse, 5’-ACGTCATCGAGAAAAGCATC-3’ 

OsCPK6 forward, 5’-TCAATTCACAACTCCGACTCAC-3’ 232 

 reverse, 5’-GGTACCCACATATACAAATTGCTTC-3’ 

OsCPK7 forward, 5’-CTATGGAGACAATAGCATGAG-3’ 166 

 reverse, 5’-TAGAGTTACGCAAACATGAC-3’ 

OsCPK8 forward, 5’-CACGCAATAGACTGGACAGAGA-3’ 141 

 reverse, 5’-ATCGCTGCTGGTAAGCACAA-3’ 

OsCPK9 forward, 5’-TTGGGTTTTCCATTTCGTCCAA-3’ 169 

 reverse, 5’-CCACCGTTACCACATAATTACACC-3’ 

OsCPK10 forward, 5’-CTTGAGGATGTCTTGGGAAAC-3’ 155 

 reverse, 5’-CTCTACGCCTGTACGTACAC-3’ 

OsCPK11 forward, 5’-ATGAGCTTCAAAAGGCATGT-3’ 161 
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 reverse, 5’-CTATGCTGACCCATTTTACCC-3’ 

OsCPK12 forward, 5’-GATTACTCGGAGTTCCTCACA-3’ 197 

 reverse, 5’-TGTCTTTGTCAACTTCATCCAG-3’ 

OsCPK13 forward, 5’-TTCCTGCCCAACGAACTCCT-3’ 175 

 reverse, 5’-AGAGTTGAGCAATGGCGTACGA-3’ 

OsCPK14 forward, 5’-ACCTCTACACCGCGTTCCAGT-3’ 200 

 reverse, 5’-AGCGCTTGCTCGAGCTCTTC-3’ 

OsCPK15 forward, 5’-TGGTTCCATCTTAGGGAAGTGAG-3’ 181 

 reverse, 5’-AACATATGGCCAGAAAGCACAA-3’ 

OsCPK16 forward, 5’-ACCCACTAAGCAGAGACCTT-3’ 202 

 reverse, 5’-CAACAAGCATGGGTACAGTGA-3’ 

OsCPK17 forward, 5’-ACACAAGAAAGCCACGTACT-3’ 200 

 reverse, 5’-GTCAAAGCTTCACCGTCTCA-3’ 

OsCPK18 forward, 5’-GCAAGCATGAGTTCACGCAA-3’ 195 

 reverse, 5’-CTAGCTTCAGTCCTACATGTCCA-3’ 

OsCPK19 forward, 5’-CCTATGAGGCTCAAATAGTCTG-3’ 202 

 reverse, 5’-AGGACATTCAAATCACTACACC-3’ 

OsCPK20 forward, 5’-AGCATTAGGTGATTGTTGGAAG-3’ 232 

 reverse, 5’-CGTGTGTTGTAAGTTCAGTCTC-3’ 

OsCPK21 forward, 5’-AGCAGGAGGCTCTGCAAGGATAC-3’ 180 

 reverse, 5’-CGCATCGTGTTGCCACTCCAA-3’ 

OsCPK22 forward, 5’-TCAGTTGCATAGATGACAAGGTTCA-3’ 155 

 reverse, 5’-ACATTTGGTAAGTGGATTGCATGTC-3’ 

OsCPK23 forward, 5’-CACCCCAAGTATACTGAACTC-3’ 185 

 reverse, 5’-GCTATTAGGTACTAAGAGAGTCTTC-3’ 

OsCPK24 forward, 5’-CGCTGAAGAATTTTCGTAGCAGT-3’ 180 

 reverse, 5’-CCCCAACTATCAACAATGTTCAGTC-3’ 

OsCPK25, 26 forward, 5’-GCACATGAACAAAATGGATCGAG-3’ 186 

 reverse, 5’-AATCTATCCGCCCATCCTACA-3’ 

OsCPK27 forward, 5’-GACATGATAGGCGAAGTAGATCAGG-3’ 123 

 reverse, 5’-AAGGCATCCCTAAAACCGCTAA-3’ 

OsCPK28 forward, 5’-CTGCGAACAGTTTGGCCTTT-3’ 200 

 reverse, 5’-CAAACTCGCTGTAATCAATTTGTCC-3’ 

OsCPK29 forward, 5’-AGATGTCAAAGAGCAGGCTT-3’ 147 

 reverse, 5’-AATATGAGATTCGGCCTACCTC-3’ 

51



PAL forward 5’-GGCGAGGACTGCAACAAGGTGTT-3’ 

 reverse 5’-TGGGTGTATGGCAATGGCAATGA-3’ 

 

プロトプラストの調整と PEG法による形質転換  

 プロトプラスト調整に用いるイネ培養細胞は植え継ぎ後 4日目のものを用いた。イ

ネ培養細胞 5 mlから、メスピペットを用いて培地を除去し、使用直前に調整した 15 ml

の酵素液（1% Cellulase RS（Yakult）, 0.5% Macerozyme R10（Yakult）, 0.1% Pectolyase 

Y23（Kyowa Chemical）, 0.6 M mannitol, 5 mM MES-KOH [pH 5.7], 10 mM CaCl2•2H2O, 

0.1% BSA）を 0.22 µm径のフィルターMILLEX-GS（Millipore, Billerica, MA, U.S.A.）

を通して加えた。これを 30℃、3 時間暗所で静置培養した後、100 µm 径のセルスト

レイナー（Beckton Dickinson Labware, USA）を通して濾過し、プロトプラストを回収

した。この濾液を swing rotorを用いて、100×gで室温、5分間遠心分離し、上清を除

去した後、15 mlのプロトプラスト洗浄液（117 mM KCl, 82 mM MgCl2•6H2O, 85 mM 

CaCl2•2H2O, [pH 6.0]）を加えて緩やかに混合し、再度同条件で遠心分離した。上清を

除去し、3 mlのプロトプラスト洗浄液を加えて緩やかに混合し、血球計算板を用いて

顕微鏡観察下で 0.1 mm3当たりの細胞数を数えることにより、細胞密度を算出した後、

MMg solution（400 mM mannitol, 15 mM MgCl2, 4mM MES-KOH [pH 5.7]）に懸濁して

細胞密度 2×105 cells/mlのプロトプラスト液を得た。エッペンチューブに 1 µgの目的

導入遺伝子を含むプラスミド液を入れ、プロトプラスト液 200 µl（4×104 cells）を加

え、さらに 200 µlの PEG solution（40% [v/v] PEG 4000（Fluka）, 200 mM mannitol, 100 

mM CaCl2•2H2O）を加えて、先切りチップを用いて緩やかに 20回ピペッティングを

行った。室温で 15分間静置した後、swing rotarの遠心機を用いて、100×gで室温、5

分間遠心分離して上清を除去し、200 µlのMMg solutionに懸濁して 30℃、暗所で 12~14

時間清置培養した後のプロトプラストを実験に用いた。 

 

OsCPKのクローニングおよび発現コンストラクトの作製  
 N1141菌株接種後特異的に発現誘導される OsCPKの機能を詳細に解析するために、
イネに存在するそれぞれの OsCPKのクローニングを行った。まず、N1141菌株接種 6

時間後のイネ培養細胞から抽出した 500 ng の total RNAより、SuperScript Ⅱ RNase H 

Reverse Transcriptase（GIBCO BRL）を用いて cDNAを合成した。これを鋳型として用

い、制限酵素サイトを付加して作製した、各 OsCPK遺伝子の ORF領域を増幅させる

プライマーを用いて PCR を行い、得られた PCR 産物を pGEM-T vector cloning Kit

（Promega）を用いて pGEM-Tベクターにクローニングした。シークエンスによりイ

ンサート DNA塩基配列を解析し、目的導入遺伝子と完全一致することを確認した後、

インサート配列を pAHC17 vectorにクローニングした。プラスミドは QIAfilter Plasmid 
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Midi Kit（QIAGEN）を用いて精製し、これをプロトプラスト一過的過剰発現に用い

るコンストラクトとした。cDNAからのクローニングに用いたプライマーはそれぞれ、

OsCPK7（forward; 5’- ACCTAGATCTATGGGGAATCAGTGCCAGAAC-3’, reverse; 5’- 

ACCTA 

GATCTTCAATGTACTTGAGGTGCGTC-3’）、 OsCPK8（forward; 5’- ACCTTGATCAAT 

GGGCAACTGCTGCGGCACG-3’, reverse; 5’- ACCTTGATCACTATTGCGTGTCGTCAC 

TGAT-3’）、OsCPK10（forward; 5’- ACCTGGATCCATGGGGAACACGTGCGTCGGC-3’, 

reverse; 5’- ACCTGGATCCCTATGGAAGACAACATATCGA-3’）、OsCPK12（forward; 5’- 

ACCTGGATCCATGGGCAACTGCTTCACCAAG-3’, reverse; 5’- ACCTGGATCCTCAG 

GTTTGTATTCCTTTCCT-3’）、OsCPK13（forward; 5’-CTAGCTCTGCTGTTTCTGTG-3’,  

reverse; 5’-CTAGTTCACCGAACACCTTC-3’）、OsCPK19（forward; 5’- ACCTAGATCTA 

TGGGGTCGTGTTGCAGCAGA-3’, reverse; 5’- ACCTAGATCTCTATTTGAGCCTCATA 

GGCTG-3’）である。 

 

OsCPK13（OsCDPK7）の細胞内局在解析  
 イネ細胞における OsCPK13の細胞内局在を解析するために、OsCPK13と RFPの融

合タンパク質をイネ培養細胞で一過的に発現する系を構築した。OsCPK13 の全 ORF

の C末端領域に RFP（Clontech）を連結した 2.5 kbpのフラグメント、および N末端
領域のMetから Thrまでの N-myristoylationモチーフを含む 26アミノ酸残基を欠損さ

せた OsCPK13（OsCPK13Δ1-26）に RFPを連結した 2.0 kbpのフラグメントを、イネ

細胞で一過的に発現させるため、それぞれ pAHC17の ubiquitinプロモーター下流に組

み込んだ（OsCPK13-RFP、OsCPK13Δ1-26-RFP）。これらプラスミドをパーティクル

ボンバードメント法によりイネ培養細胞に導入し、30℃で一晩静置培養した後、共焦

点レーザー顕微鏡LSM 510 METAにてRFPの蛍光を観察することにより、OsCPK13、

OsCPK13Δ1-26の局在を解析した。なお、それぞれのフラグメントを得るための制限

酵素サイトを付加した PCRプライマーは OsCPK13（1,728 bp）; forward 5’-CGGGATC 

CCGTGCTGTTTCTGTGA-3’, reverse 5’-CGACGCGTCGCCTCATGCTGATAT-3’ 、

OsCPK13Δ1-29（1,556 bp）; forward 5’-CGGGATCCCGGACGACAACAACAA-3’, reverse

プライマーは OsCPK13と共通のものを使用した。 

 

デュアルルシフェラーゼアッセイ  

 デュアルルシフェラーゼアッセイは、Dual Luciferase Reporter Assay System（Promega）

を用いて行った。上記の方法より得られた 50 µlのプロトプラスト液（1×104 cells）

を swing rotor を用いて 100×gで室温、5分間遠心分離し、上清を除去した。そこへ

50 µlの 1×Passive lysis bufferを加えて、タッピングで混合した後、15分間、室温で
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静置し、細胞抽出液とした。あらかじめ測定チューブに luciferase assay substrate を

luciferase assay buffer IIに懸濁した luciferase assay reagent IIを 25 µl分注しておき、そ

こへ 5 µlの細胞抽出液を加え、ピペッティングで 3回混和した。この測定チューブを

ルミノメーターGENE LIGHT 55（マイクロテック・ニチオン, Japan）に設置し、First 

luciferase（ホタルルシフェラーゼ）活性を測定した。続いて、ルミノメーターから測

定チューブを取り出し、1 mlの Stop Glo bufferに 20 µlの 50×Stop Glo substrateを加

えて作製した 1×Stop Glo reagent 25 µlを加え、ボルテックスで混和した。これをルミ

ノメーターに設置して、Second luciferase（ウミシイタケルシフェラーゼ）活性を測定

した。化学発光の測定は GENE LIGHT55の Dual Luciferase Assay MODEを用い、First 

Luciferase、second Luciferase共に delay time 3 sec、count time 10 secで測定した。なお、

アッセイには N1141菌株の精製フラジェリンを 15 µg/ml（500 nM）になるように処理

して 6時間後のプロトプラストを用い、コントロールには pAHC17の emptyベクター

を導入したプロトプラストを用いた。また、ルシフェラーゼ活性はホタルルシフェラ

ーゼ活性の値を、共発現したウミシイタケルシフェラーゼ活性の値で補正した。 

 

ウィルスを用いた Nicotiana benthamianaの一過的過剰発現系  

 OsCPK13 を Nicotiana benthamiana に一過的に発現させる系を構築するために
OsCPK13発現用のウィルス RNAの作製を行った。まず、OsCPK13の ORF全長を TogJ

ベクターに組み込んだプラスミドをMluIにより制限酵素消化し、開環状の DNAを得

た。消化後 DNA約 1 µgを 0.5 % SDS、100 µg/ml Proteinase Kと共に 50℃、30分間加

温した後、順にフェノール／クロロホルム沈殿、イソアミルアルコール／クロロホル

ム沈殿、エタノール沈殿を行って得られたペレットを DWに溶解した。これをテンプ

レートとして、T7-MEGA script（Ambion）および Ribo m7G Cap analog（Promega）を

用い、Kitのプロとコールに従い 37℃、3時間 in vitro translationを行い、ウィルス RNA

液を得た。播種後 6週齢の Nicotiana benthamiana植物体の下葉から数枚目の完全展開

葉の表側に約 1 g程度のカーボランダム（600メッシュ）を散布し、葉脈を挟んだ葉

の表面両側にこのウィルス RNA液を 5 µlずつのせて摩擦接種した。タバコ植物体は

25℃、16時間照明で栽培してウィルスを増殖させた。ウィルス接種 5日後の植物体を

107 cfu/mlに調整した Pseudomanas syringae pv. tabaciをシリンジを用いてタバコ葉の
裏面より細胞間隙に infiltrationした。ウィルス感染後および菌体接種後のタバコ植物

体は、P. syringaeの病原性・毒素生産性を保つため、高湿度条件で 23℃で生育させた。

形態観察は菌体接種 14日後に行った。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 免疫反応誘導時の活性酸素発生への Ca2+シグナルの関与 

 

 イネ非親和性である A. avenae の N1141菌株、およびその精製フラジェリンは、イ

ネ培養細胞に対し、免疫反応のひとつである活性酸素の発生を誘導する。さらに、

N1141 菌株およびそのフラジェリンによって誘導される遺伝子を詳細に調べたとこ

ろ、Ca2+シグナルに関与する遺伝子が多く含まれることが示された。そこでまず、こ

の活性酸素の発生に、Ca2+シグナルが関与しているかどうかを調べるために、各種の

カルシウム阻害剤の活性酸素発生誘導への影響を検討した。 

 

1) N1141菌株接種による活性酸素の発生へのカルシウム阻害剤の影響 

 N1141菌株をイネ培養細胞に接種した後に認められる活性酸素の発生へのカルシウ

ム阻害剤の影響を、DAB 染色法により調べた。カルシウム阻害剤としては、細胞外

カルシウムキレート剤：EGTA, EDTA、細胞内カルシウムキレート剤：BAPTA-AM

（O,O'-Bis (2-aminophenyl) ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid, tetraacetoxymethyl 

ester）、カルシウムチャネル遮断剤：nifedipine, verapamil-HCl, diltiazem hydrochloride, 

CoCl2、CaM（calmodulin）阻害剤：W-7･HCl、および Ca2+イオノフォアである 4-bromo 

A23187を使用した。まず、各種のカルシウム阻害剤が A. avenae菌体の生育に影響を
及ぼさないかどうか確認するために、それぞれの阻害剤を加えた R2S 培地に N1141

菌株を 1×108 cfu/mlになるように接種し、30℃で振盪培養した 9時間後の培養上清を

1 ml取り、分光光度計にて 610 nmの吸光度を測定し、菌体濃度を概算した。その結

果、1 mM CoCl2処理区でのみ菌体の増殖が抑制されたが、その他の阻害剤については

菌体の生育に大きな影響を及ぼさないことを確認した（Fig. 7）。 

 そこで次に、イネ培養細胞に各種カルシウム阻害剤を菌体接種 30分前に処理し 30

分間培養した後、イネ培養細胞に N1141菌株を接種し、0, 3, 6, 9, 12時間後に培地 1 ml

分の細胞を 24 穴マイクロプレートに移し、PBS で洗浄した後、DAB 染色液で 20 分

間染色し、固定液で色素の固定を行った。染色した細胞は CCDカメラで撮影後、256

階調のグレースケール画像化したものを、NIH imageを用いて染色度合いを数値化す

ることにより活性酸素の発生量を定量した。その結果、N1141菌株のみを接種したイ

ネ培養細胞では、接種後約 3 時間から徐々に活性酸素の発生が認められたが、1 mM 

EGTA、および 1 mM nifedipineの存在下では、活性酸素の発生が半分程度まで抑制さ

れていることが明らかになった（Fig. 8-A, B）。これら以外の阻害剤は、今回用いた処

理濃度において N1141菌株接種 12時間後までに誘導される活性酸素の発生に顕著な 
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Figure 7.  A. avenae 菌体生育へのカルシウム阻害剤の影響
　免疫反応誘導へのカルシウム阻害剤の効果を調べるに当たり、まずA. avenaeの
N1141菌株の生育への各種カルシウム阻害剤の影響を調べた。R2S培地にN1141菌
株を1×108 cfu/mlになるように接種し、培養9時間後の培養上清の610 nmにおける

吸光度を測定し、菌体濃度を概算した。カルシウム阻害剤としてはそれぞれ、カ

ルシウムチャネル遮断剤；verapamil, nifedipine, CoCl2, diltiazem、カルシウムキ
レート剤；BAPTA-AM, EGTA, EDTA、CaM阻害剤；W-7、カルシウムイオノ
フォア；A23187を使用した。
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Figure 8.  免疫反応である活性酸素発生へのカルシウム阻害剤の影響
　N1141菌株接種後に誘導される活性酸素の発生へのカルシウム阻害剤の影響を
DAB染色法により調べた。各種阻害剤は菌体接種の30分前に処理し、イネ培養細
胞にN1141菌株 (●)、N1141菌株 + 1 mM EGTA(○)、N1141菌株 + 1 mM nifedipine
(△)、DW (□) をそれぞれ接種し、経時時間ごとに細胞を移し取り、DABにより
活性酸素を検出した。染色された細胞はCCDカメラで撮影し、得られたグレース

ケール画像を数値化して活性酸素の発生量を定量した。

A

B
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影響は与えなかった（data not shown）。 

 

2) N1141精製フラジェリン接種による活性酸素の発生 

 次に、N1141菌株の精製フラジェリン処理によって誘導される活性酸素の発生へ

のカルシウム阻害剤の影響を調べた。湿重量 10 mg 分のイネ培養細胞を量り取り、

1 mlの R2S培地と共に 24穴マイクロプレートに移した。30℃で 4時間程度培養し

た後、各種カルシウム阻害剤はフラジェリン処理の 30 分前に培養液中に加えた。

N1141菌株より精製したフラジェリンタンパク質を終濃度 15 µg/ml（500 nM）でイ

ネ培養細胞に処理した。フラジェリン処理後 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3時間後に細胞の培地

上清をそれぞれ 10 µlずつ専用チューブに取り、160 µlの 50 mMカリウムリン酸バ

ッファー、10 µlの 1.1 mMルミノール、20 µlの 14 mMフェリシアン化カリウムを

加えて、素早くルミノメーターで活性酸素の発生量を測定した。なお、すべてのサ

ンプルについてアッセイは 3回行い、得られた値の平均値を解析に使用した。その

結果、精製フラジェリン単独処理では、処理後 0.5時間から 2時間後をピークとす

る強い活性酸素の発生が認められたが、10 mM EGTA、および 1 mM nifedipineの存

在下で、完全にフラジェリン処理による活性酸素の発生が抑制されることが明らか

になった（Fig. 9）。また、この活性酸素発生はカルシウムチャネル遮断剤である 5 mM 

LaCl3 の存在下でも強く抑制されたが、同じくカルシウムチャネル遮断剤である 1 

mM GdCl3の存在下ではほとんど抑制は認められなかった（Fig. 9）。また、5 mM LaCl3

をフラジェリン処理の 30 分後に加えた場合では、その後の活性酸素の発生を顕著

に抑制することはないことも明らかになった（Fig. 9）。なお、他のカルシウムチャ

ネル遮断剤 0.5 mM verapamilや 0.5 mM diltiazem、1 mM CoCl2、1 mM EDTA、0.1 mM 

BAPTA-AM、0.1 mM W-7 では 5~7 割程度の抑制効果しか示さなかった（data not 

shown）。これらのことから、細胞外からの Ca2+流入が、免疫反応時の活性酸素の発

生誘導に必要であることが明らかになった。しかしながら、細胞内 Ca2+流入を引き

起こすカルシウムイオノフォアである 0.1 mM A23187の存在下では逆に活性酸素の

発生が抑制されることも明らかになった（Fig. 10）。さらに、N1141菌株の精製フラ

ジェリンを処理したイネ培養細胞における処理後 30 分までの活性酸素の発生を詳

細に調べたところ、フラジェリン処理約 10 分後から、活性酸素の発生が徐々に誘

導されていることが明らかになった（Fig. 11）。また、細胞外から人為的に Ca2+を流

入させた場合、活性酸素の発生が認められるかどうかを調べるため、終濃度 100 mM 

CaCl2の非常に高い[Ca2+]培地中のイネ培養細胞に、フラジェリンの代わりに 100 µM 

A23187 を処理したところ、活性酸素の発生は認められず、逆に未処理の細胞より

も強く活性酸素の発生が抑制されていることが明らかになった（Fig. 11）。これらの

ことは、フラジェリン認識後の活性酸素発生誘導に、細胞外からの Ca2+流入が必須 
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Figure 9.  免疫反応である活性酸素発生へのカルシウム阻害剤の影響
　 N1141菌株の精製フラジェリン処理により誘導される活性酸素の発生へのカル

シウム阻害剤の影響をルミノール法により調べた。各種阻害剤はフラジェリン処

理の30分前に加え、イネ培養細胞にN1141菌株の精製フラジェリンを15 µg/mlに
なるように処理し、処理後0~3時間まで経時時間ごとに培地上清を取り、ルミノ
メーターを用いて活性酸素の発生量を定量した。5 mM LaCl3 (0.5 h) についてはフ
ラジェリン処理の30分後に阻害剤を培地に加えた。カルシウム阻害剤としては、
カルシウムキレート剤；EGTA、カルシウムチャネル遮断剤；nifedipine、 LaCl3
、GdCl3を用いた。グラフの縦軸は、Luminescence Intensity（RLU; relative light
units）を表している。

3

3

3
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Figure 10.  免疫反応である活性酸素発生へのカルシウムイオノフォアの影響
　N1141菌株の精製フラジェリン処理により誘導される活性酸素の発生へのカル

シウムイオノフォアの影響をルミノール法により調べた。各種阻害剤はフラジェ

リン処理の30分前に加え、N1141菌株の精製フラジェリンをイネ培養細胞に終濃
度15 µg/mlになるように処理し、経時時間ごとに培地上清を取り、ルミノメー

ターで測定し、活性酸素の発生量を定量した。
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Figure 11.  フラジェリン処理により誘導される活性酸素発生
　N1141菌株の精製フラジェリン処理後30分までの活性酸素の発生をルミノール
法により調べた。各種阻害剤はフラジェリン処理の30分前に加え、精製フラジェ
リンは15 µg/mlになるようにイネ培養細胞に処理した。●:N1141菌株精製フラ
ジェリン処理、□:DW処理、△:100 mM CaCl2 + 0.1 mM A23187

Time after treatment (min)

- 60 -

61



であるものの、通常の細胞内環境では有り得ない極端な濃度の人為的な Ca2+流入は、

逆に活性酸素の発生を抑制する効果があることを示唆する。 

 

2-3-2 免疫反応である過敏感細胞死への Ca2+の関与 

 

 イネ非親和性である A. avenae N1141菌株は、イネ培養細胞に過敏感細胞死を誘導

する（Che et al., 1999）。そこで、この過敏感細胞死の誘導に Ca2+シグナルが関与して

いるかどうかを調べるために、過敏感細胞死誘導へのカルシウム阻害剤の影響を調べ

た。各種カルシウム阻害剤は菌体接種 30分前に処理した。イネ培養細胞に N1141菌

株を接種し、光条件下で振蘯培養した。菌体接種 0, 3, 6, 9, 12時間後に、液体培地 0.5 

ml分の培養細胞を 24穴マイクロプレートに移し、液体培地を除去した。回収した細

胞に 0.05% [w/v] Evans blue溶液を加えて 15分間染色して余剰色素を除いた後、0.5 ml

の抽出液を加えて一晩静置した。この抽出液を 96穴マイクロプレートに移し、595 nm

における吸光度を測定することによって細胞死の定量を行った。その結果、N1141菌

株接種によって接種後約 6時間から強い細胞死の誘導が認められたが、その細胞死誘

導は特に、1 mM nifedipineおよび 1 mM EGTAの存在下で強く抑制されることが明ら

かになった（Fig. 12）。このことから、免疫反応時の過敏感細胞死の誘導にも Ca2+シ

グナルが関与していることが明らかになった。 

 

2-3-3 免疫反応である活性酸素発生へのタンパク質リン酸化の関与 

 

 高等植物における細胞内情報伝達経路には、タンパク質リン酸化を伴うカスケード

が関与していることが知られている（Torii, 2000）。これまでに、様々な病原菌エリシ

ターや傷害、植物ホルモン等によって、MAP キナーゼを含む種々のタンパク質リン

酸化酵素が活性化されることが報告されている（Zhang et al., 2000）。さらに、in vivo

ラベリングによるリン酸化タンパク質の解析や、非特異的なタンパク質リン酸化酵素

阻害剤を用いた解析などによって、エリシター認識後の下流の情報伝達系において、

タンパク質リン酸化酵素が植物細胞の免疫反応誘導に関与していることが示唆され

ている（Romeis, 2001）。また、Arabidopsisのフラジェリン（flg22）受容体と考えられ

ている FLS2を介した情報伝達に AtMEKK1、AtMKK4-5、AtMPK3-6を介したMAPK

リン酸化カスケードが関与することも報告されている（Asai et al., 2002）。そこで、イ

ネ培養細胞において N1141菌株の精製フラジェリンが誘導する活性酸素の発生に、タ

ンパク質リン酸化が関与するのかどうかを調べるために、この活性酸素の発生へのタ

ンパク質リン酸化阻害剤の影響を調べた。2-3-1の 2)と同様に、1 mlの R2Sと共に 24

穴マイクロプレートに移した 10 mgのイネ培養細胞に、CaMK（calmodulin kinase）や 
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Figure 12.  免疫反応である過敏感細胞死へのカルシウム阻害剤の影響
　N1141菌株の接種後にイネ培養細胞で誘導される過敏感細胞死へのカルシウム
阻害剤の影響をEvans blue染色法により調べた。各種阻害剤はN1141菌株接種の30
分前に加え、イネ培養細胞に終濃度1×108 cfu/mlのN1141菌株)、N1141 + 1 mM
nifedipine、N1141菌株 + 1 mM EGTA、DWをそれぞれ接種し、0~12時間後の細胞

死を検出した。
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MLCK（myosin light chain kinase）、PKA（protein kinase A）、PKC（protein kinase C）、

PKG（protein kinase G）など広範囲に強力に作用する細胞浸透性プロテインキナーゼ

阻害剤である staurosporine（終濃度 5 µM）および K252a（終濃度 5 µM）を加え、30

分間培養した後に N1141菌株の精製フラジェリンを 15 µg/mlで処理し、0~4時間後の

活性酸素の発生を経時的にルミノール法により定量した。その結果、精製フラジェリ

ンの処理によって、処理後 2時間後をピークとした強い活性酸素の発生が認められた

が、これらタンパク質リン酸化阻害剤の存在下では、活性酸素の発生誘導が強く抑制

されることが明らかとなった（Fig. 13）。このことは、フラジェリン認識後の活性酸

素の発生誘導にタンパク質のリン酸化が関与していることを示している。 

 

2-3-4 免疫反応である過敏感細胞死へのタンパク質リン酸化の関与 

 

 次に、イネ培養細胞に N1141菌株を接種した後に認められる過敏感細胞死へのタン

パク質リン酸化の関与を調べた。2-3-2と同様に、液体培地 0.5 ml分のイネ培養細胞

にタンパク質リン酸化阻害剤（5 µM staurosporine, 5 µM K252a）および、タンパク質

脱リン酸化阻害剤（5 µM Okadaic acid, 5 µM calyculin A；セリン／スレオニンフォス

ファターゼ Type 1および 2A阻害剤）をそれぞれ加えて 30分間培養した後、N1141

菌株を 1×108 cfu/mlになるように接種し、0, 4, 6, 8, 10時間後における過敏感細胞死

を Evans blue染色によって定量した。その結果、N1141菌株接種によって誘導される

過敏感細胞死には、Okadaic acidや calyculin Aが今回の処理濃度において何ら影響を

及ぼさないことが示された（Fig. 14-A）。一方、5 µM staurosporine存在下では過敏感

細胞死誘導の完全な抑制が認められ、 5 µM K252a存在下においても強い細胞死誘導

の抑制が認められることが明らかになった（Fig. 14-B）。このことは、N1141 菌株に

よって誘導される過敏感細胞死にも、タンパク質リン酸化が関与していることを示唆

している。 

 

2-3-5 免疫反応誘導時のイネ細胞内における Ca2+動態の解析 

 

 植物の抵抗性反応誘導の初期の情報伝達系では、細胞膜におけるイオン透過性の一

過的な変化が共通して起こることが知られている（Zimmermann et al., 1997; Jabs et al., 
1997; Lee et al., 2001）。ここまでの本研究により、フラジェリン認識の情報伝達に Ca2+

シグナルが関与していることが示唆されたことから、イネ培養細胞においても N1141

菌株もしくはそのフラジェリン認識後に、細胞内[Ca2+]の変化が起こっている可能性

が考えられた。そこで、Yellow Cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用

いて、A. avenaeの各菌株接種、およびその精製フラジェリン処理後のイネ細胞内 Ca2+ 
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Figure 13. 活性酸素発生へのリン酸化阻害剤の影響
　N1141菌株の精製フラジェリン処理後30分までの活性酸素の発生をルミノール
法により調べた。タンパク質リン酸化阻害剤はフラジェリン処理の30分前に加
え、精製フラジェリンは15 µg/mlになるようにイネ培養細胞に処理し、処理後0~4

時間の活性酸素の発生を定量した。
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Figure 14.  過敏感細胞死誘導へのリン酸化・脱リン酸化阻害剤の影響
　N1141菌株接種後に誘導される過敏感細胞死へのタンパク質リン酸化阻害剤、
タンパク質脱リン酸化阻害剤の影響を、Evans blue染色法により調べた。各種阻
害剤はN1141菌株接種の30分前に加え、N1141菌株はイネ培養細胞に1×108 cfu/ml
になるように接種し、0~10時間後の細胞死を検出した。(A) ●:N1141菌株、○:
N1141菌株 + 5 µM Okadaic acid、□: N1141菌株 + 5 µM Calyculin A、 (B) ●:N1141
菌株、○: N1141菌株 + 5 µM Staurosporine、□: N1141菌株 + 5 µM K252a
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動態を詳細に解析した。Yellow Cameleonは、ECFP、calmodulin、M13、EYFPからな

る Ca2+センサータンパク質である。Ca2+存在化で calmodulinが活性化されて構造変化

を生じ、励起された ECFP（Donor）から EYFP（Acceptor）に蛍光エネルギーの共鳴

移動 FRET（Fuluorescent Resonance Energy Transfer）が起こり、ECFPの強度が減少し、

EYFPの強度が上昇する。この ECFPと EYFPの蛍光強度比（Ratio）をモニターする

ことで、細胞内の Ca2+の変動を可視化することが出来る（Miyawaki, 1999）。Yellow 

Cameleon は Ca2+との親和性の異なる数種類のものが開発されているが、本研究で用

いたYC 3.6はCa2+結合時の ECFPと EYFPの相対距離が近く FRETのエネルギー転換

効率が高い新規の Yellow Cameleonである（Nagai et al., 2004）。すなわち、YC 3.6は

[Ca2+]の変動に伴って起こる蛍光強度の変化が大きいため、EYFP/ECFP で示される

Ratio値の変動も大きく、[Ca2+]の微細な変化も詳細に捉えることが出来ると期待され

る。ubiquitinプロモーター下に制御された YC 3.6遺伝子をパーティクルボンバードメ

ント法によりイネ培養細胞に導入した。約 12 時間静置培養した後、イネ培養細胞に

R2O もしくは R2O に懸濁した菌体・精製フラジェリンを接種して、その直後より共

焦点レーザー顕微鏡 LSM 510 META を用いて FRET の測定を開始した。LSM 510 

METAは、取得した画像を構成する全画素に波長情報を持たせ、参照となる各蛍光波

長を用いて計算（Emission Fingerprinting）することで各蛍光を明瞭に分離することが

可能なレーザスキャン蛍光顕微鏡システムである。そのため、ECFP や EYFP の蛍光

スペクトル、植物細胞が葉緑体や細胞壁などから発する自家蛍光のスペクトル同士の

重なりを解消し、効率的にシグナルを検出することが可能であり、EYFP/ECFP の蛍

光強度比によって示される[Ca2+]変動をより正確に議論することが出来ると期待され

る。 

 

1) 未処理のイネ細胞内における Ca2+動態解析 

 まず、未処理（R2O 培地処理）のイネ培養細胞をカバーガラスに固定し、YC 3.6

の蛍光スペクトルを 458 nmの励起波長で 468 nmから 548 nmの蛍光波長領域を 10 nm

ずつ、5秒間隔で約 30分間取得した。得られた ECFPと EYFPの蛍光強度のそれぞれ

の値より、観察細胞の全領域を ROI（region of interest）として Ratio値を算出した（以

下の観察も同様）。その結果、未処理細胞では、測定開始から細胞内[Ca2+]の若干の上

昇は認められるものの大きな[Ca2+]変動は認められなかった（Fig. 15-A）。このとき得

られたデータを 3×3 pixelで平均化し、256階調の擬似カラーを付けて表示した Ratio

画像を Fig. 16に示した。未処理細胞におけるごくわずかな[Ca2+]上昇は、非常に再現

良く認められ、その濃度上昇は主に核で認められている。このような若干の[Ca2+]変

動は、観測の際の接触刺激、固形培地から液体培地への環境変化等に起因する可能性

が考えられるが、以後の観測に支障は与えないと判断し、以下の実験もこの観測法で 
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Figure 15.  Yellow cameleon 3.6発現イネ培養細胞におけるCa2+動態の解析

　イネ培養細胞にパーティクルボンバードメント法により、Yellow cameleon 3.6
を一過的に発現させた。これを用いて、各種処理後のイネ細胞内Ca2+動態の詳細

な解析を行った。(A) 未処理（R2O培地処理）のイネ培養細胞をカバーガラスに
固定し、YC 3.6の蛍光スペクトルを458 nmの励起波長で468 nmから548 nmの蛍光
波長領域を10 nmずつ、5秒間隔で約30分間取得した。得られたデータをCFP像と
YFP像にスプリットし、ECFPとEYFPの蛍光強度の値をそれぞれ得た（グラフ下
段にデータを示した）。これを用いてEYFP/ECFPのRatio値を算出し、Ca2+動態
解析を行った（グラフ上段）。なお、Ratioは観察細胞の全領域をROIとしてRatio
値を算出した。(B) YC 3.6を発現している観測細胞以外の領域をROIとして同様に

データの取得を行い、これをバックグランドとした。
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0’’00 7’’43 14’’85 22’’27 29’’69 37’’12 44’’54

51’’96 1’06’’81 1’14’’23 1’21’’65 1’29’’07 1’36’’50

1’43’’92 1’51’’34 1’58’’76 2’06’’18 2’13’’61 2’21’’03 2’28’’45

2’35’’87 2’43’’30 2’50’’72 2’58’’14 3’05’’56 3’12’’99 3’20’’41

3’27’’83 3’35’’25 3’42’’68 3’50’’10 3’57’’52 4’04’’94 4’12’’37

4’19’’79

4’27’’21 4’34’’63 4’42’’06 4’49’’48 4’56’’90 5’04’’325’11’75

5’19’’17 5’26’’59 5’34’’01 5’41’’44 5’48’’86 5’56’’28

59’’38

Figure 16.  未処理のイネ培養細胞における[Ca2+]濃度の変動
　未処理（R2O培地処理）のイネ培養細胞から得られたEYFP/ECFPのRatio画像を
3×3 pixelで平均化し、Ratio値の強度を256階調の擬似カラーにて表示した。観測
開始を0’’00とし、約6分後までのRatio像を示す。下段カラーバーはEYFP/ECFPの
Ratio値の強度を示している。
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行った。また、バックグラウンドとして観測中の細胞外の領域に関しては、全観測を

通してほぼ ECFP、EYFPの蛍光は認められなかった（Fig. 15-B）。 

 

2) A. avenae菌株接種後のイネ細胞内における Ca2+動態解析 

 次に、N1141菌株、K1菌株、N1141菌のフラジェリン欠損株、K1菌株のフラジェ

リン欠損株それぞれを 1×108 cfu/mlで YC 3.6発現イネ培養細胞に接種し、Ca2+動態

の解析を行った。その結果、N1141 菌株接種では、測定開始直後である約 20 秒後か

ら強い細胞内[Ca2+]の上昇が認められることが明らかとなった（Fig. 17-A, 18）。一方、

K1菌株接種では、このような[Ca2+]上昇は認められなかったことから（Fig. 17-B, 19）、

イネ細胞では N1141菌株接種後、特異的に細胞内[Ca2+]の上昇が引き起こされている

ことが示された。さらに、N1141菌のフラジェリン欠損株、および K1菌株のフラジ

ェリン欠損株をそれぞれイネ培養細胞に接種した場合、両菌株接種共に大きな[Ca2+]

変動は認められないことも明らかとなった（Fig. 17-C, D）。このことから、N1141菌

株接種後のイネ細胞における[Ca2+]上昇は、N1141 菌株のフラジェリンが重要な役割

を担っていることが示された。 

 

3) 精製フラジェリン処理後のイネ細胞内における Ca2+動態解析 

 そこで、N1141菌株および K1菌株それぞれから精製したフラジェリンを、25 µg/ml

になるように培養細胞に処理したところ、N1141 菌株の精製フラジェリン処理では、

N1141 菌株接種とよく似た非常に早期からの強い[Ca2+]上昇が認められることが明ら

かとなった（Fig. 20-A）。この N1141菌株フラジェリン処理後の経時的なイネ細胞内

の[Ca2+]変動を示す Ratio像を Fig. 21に示した。一方、K1菌株の精製フラジェリンの

処理では、このような強い[Ca2+]上昇は認められなかった（Fig. 20-B, 22）。また、こ

のような N1141菌株フラジェリン特異的な強い[Ca2+]上昇は、終濃度 10~50 µg/mlの

フラジェリン処理によっても誘導され、その細胞内[Ca2+]の上昇度合いは、処理した

フラジェリンの濃度と正の相関があり、両者間には濃度依存性が存在することも明ら

かになった（Fig. 20-C）。一方、K1菌株フラジェリン処理では、これらいかなる濃度

でも強い[Ca2+]上昇は誘導しなかった（Fig. 20-D）。さらに、このような N1141菌株フ

ラジェリン処理後に認められる強い[Ca2+]の上昇は、処理後 4~5 分をピークとし、約

40分後には定常濃度に戻る一過的な変動であり、その後 6時間までにさらなる[Ca2+]

の変動は認められないことも明らかとなった（Fig. 20-E）。これらのことより、イネ細

胞は N1141菌株のフラジェリンを特異的に認識することにより、一過的な強い[Ca2+]

上昇を引き起こしていることが示された。 
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Figure 17.  Yellow cameleon 3.6発現イネ培養細胞におけるCa2+動態の解析

　Yellow cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用いて、各種のA.
avenae菌株接種後の細胞内Ca2+動態の解析を行った。(A) R2O培地に1×108 cfu/ml
になるように懸濁したN1141菌株、(B) K1菌株、(C) N1141菌のフラジェリン欠損
株、(D) K1菌のフラジェリン欠損株接種後の、イネ細胞内における[Ca2+]濃度の
変動をそれぞれ示している。なお、 YC 3.6の蛍光スペクトルは、458 nmの励起波
長で468 nmから548 nmの蛍光波長領域を10 nmずつ、5秒間隔で取得し、 Ratioは
観察細胞の全領域をROIとしてRatio値を算出した。
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0’’00 7’’43 14’’85 22’’27 29’’69 37’’12 44’’54

51’’96 1’06’’81 1’14’’23 1’21’’65 1’29’’07 1’36’’50

1’43’’92 1’51’’34 1’58’’76 2’06’’18 2’13’’61 2’21’’03 2’28’’45

2’35’’87 2’43’’30 2’50’’72 2’58’’14 3’05’’56 3’12’’99 3’20’’41

3’27’’83 3’35’’25 3’42’’68 3’50’’10 3’57’’52 4’04’’94 4’12’’37

4’19’’79

4’27’’21 4’34’’63 4’42’’06 4’49’’48 4’56’’90 5’04’’325’11’75

5’19’’17 5’26’’59 5’34’’01 5’41’’44 5’48’’86 5’56’’28

59’’38

Figure 18.  N1141菌株接種後のイネ培養細胞における[Ca2+]濃度の変動
　R2O培地に1×108 cfu/mlになるように懸濁したN1141菌株を接種したYC 3.6発現
イネ培養細胞から得られたEYFP/ECFPのRatio画像を3×3 pixelで平均化し、Ratio値
の強度を256階調の擬似カラーにて表示した。観測開始を0’’00とし、約6分後まで
のRatio像を示す。下段カラーバーはEYFP/ECFPのRatio値の強度を示している。
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1’43’’92 1’51’’34 1’58’’76 2’06’’18 2’13’’61 2’21’’03 2’28’’45

2’35’’87 2’43’’30 2’50’’72 2’58’’14 3’05’’56 3’12’’99 3’20’’41

3’27’’83 3’35’’25 3’42’’68 3’50’’10 3’57’’52 4’04’’94 4’12’’37

4’19’’79

4’27’’21 4’34’’63 4’42’’06 4’49’’48 4’56’’90 5’04’’325’11’75
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Figure 19.  K1菌株接種後のイネ培養細胞における[Ca2+]濃度の変動
　R2O培地に1×108 cfu/mlになるように懸濁したK1菌株を接種したYC 3.6発現イネ
培養細胞から得られたEYFP/ECFPのRatio画像を3×3 pixelで平均化し、Ratio値の強
度を256階調の擬似カラーにて表示した。観測開始を0’’00とし、約6分後までの
Ratio像を示す。下段カラーバーはEYFP/ECFPのRatio値の強度を示している。
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Figure 20. Yellow cameleon 3.6発現イネ培養細胞を用いたフラジェリン処理後の細
胞内Ca2+動態の解析

　Yellow Cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用いて、精製フラ
ジェリン処理後の細胞内Ca2+動態の解析を行った。(A) R2O培地に25 µg/mlになる
ように懸濁したN1141菌株の精製フラジェリン、(B) K1菌株の精製フラジェリン
処理後のイネ細胞内における[Ca2+]濃度の変動をそれぞれ示している。 (C) N1141
菌株の精製フラジェリン、 (D) K1菌株の精製フラジェリンを終濃度10~50 µg/ml
で処理した。(E) 終濃度25 µg/mlのN1141菌株の精製フラジェリン処理後、6時間
までの[Ca2+]濃度変動をガラスボトム上で観測した。なお、 YC 3.6の蛍光スペク
トルは、(A)~(D)5秒間隔、(E)60秒間隔で取得し、 Ratioは観察細胞の全領域をROI
としてRatio値を算出した。
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Figure 21.  N1141菌株精製フラジェリン処理後のイネ培養細胞における[Ca2+]濃度

の変動

　R2O培地に25 µg/mlになるように懸濁したN1141菌株の精製フラジェリンを処理
したYC 3.6発現イネ培養細胞から得られたEYFP/ECFPのRatio画像を3×3 pixelで平
均化し、Ratio値の強度を256階調の擬似カラーにて表示した。観測開始を0’’00と
し、約6分後までのRatio像を示す。下段カラーバーはEYFP/ECFPのRatio値の強度

を示している。
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1’43’’92 1’51’’34 1’58’’76 2’06’’18 2’13’’61 2’21’’03 2’28’’45

2’35’’87 2’43’’30 2’50’’72 2’58’’14 3’05’’56 3’12’’99 3’20’’41

3’27’’83 3’35’’25 3’42’’68 3’50’’10 3’57’’52 4’04’’94 4’12’’37
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Figure 22.  K1菌株精製フラジェリン処理後のイネ培養細胞における[Ca2+]濃度の

変動

　R2O培地に25 µg/mlになるように懸濁したK1菌株の精製フラジェリンを処理し
たYC 3.6発現イネ培養細胞から得られたEYFP/ECFPのRatio画像を3×3 pixelで平均
化し、Ratio値の強度を256階調の擬似カラーにて表示した。観測開始を0’’00と
し、約6分後までのRatio像を示す。下段カラーバーはEYFP/ECFPのRatio値の強度

を示している。
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4) 免疫反応誘導時の[Ca2+]変動に対するカルシウム阻害剤の影響 

 次に、このような N1141菌株フラジェリン特異的な細胞内[Ca2+]上昇へのカルシウ

ム阻害剤が及ぼす影響について検討を行った。10 mM EGTAもしくは、1 mM nifedipine

を加えた R2Oに N1141菌株を 1×108 cfu/mlになるように懸濁した菌液をイネ培養細

胞に接種し、Ca2+動態の解析を行った。その結果、10 mM EGTA存在下では N1141菌

株接種による一過的な強い[Ca2+]上昇は認められなかった（Fig. 23-A）。また、1 mM 

nifedipineの存在下では完全ではないものの、N1141菌株接種後に認められる[Ca2+]上

昇の大部分が抑制されていた（Fig. 23-B）。さらに、10 mM EGTA、1 mM nifedipine、

5 mM LaCl3、1 mM GdCl3を加えた R2Oに N1141菌株の精製フラジェリンを 25 µg/ml

になるように懸濁したフラジェリン液をイネ培養細胞に処理し、Ca2+動態の解析を行

った。その結果、10 mM EGTA、および 1 mM nifedipine存在下では N1141菌株フラジ

ェリン処理による一過的な強い[Ca2+]上昇は完全に抑制されていることが明らかにな

った（Fig. 24-A, B）。一方、5 mM LaCl3、および 1 mM GdCl3存在下では N1141菌株

フラジェリン処理に中程度の[Ca2+]上昇が認められることが明らかとなった（Fig. 

24-C, D）。これらのことは、N1141菌株および N1141菌株のフラジェリン処理によっ

て誘導される一過的な[Ca2+]上昇は、細胞外から細胞内への Ca2+流入によることを示

している。5 mM LaCl3、1 mM GdCl3存在下で、N1141菌株フラジェリン処理による

[Ca2+]上昇が完全に抑制されなかったことは、N1141 菌株フラジェリン処理によって

誘導される活性酸素の発生が、これら 5 mM LaCl3、1 mM GdCl3存在下では完全に阻

害されなかったことと良い一致を示している（Fig. 9）。 

 

2-3-6 イネに存在する全 OsCPK遺伝子の発現解析 

 

 ここまでの結果より、イネ細胞において非親和性菌株のフラジェリン認識後に、一

過的な[Ca2+]上昇が起こること、また、その免疫反応誘導に関わる情報伝達系には Ca2+

シグナルだけでなくタンパク質リン酸化プロセスも密接に関与することが明らかに

なった。この様なフラジェリン認識の情報伝達に関わる分子として、マイクロアレイ

解析の結果フラジェリン認識下流遺伝子として同定された、カルシウム依存性プロテ

インキナーゼである OsCDPK7 が有力な候補であると考えた。しかしながら、CDPK
は大きな遺伝子ファミリーを構成しており、近年のイネゲノム解析の結果より、イネ

のゲノム上には 29 個の CPK 遺伝子が存在することが報告されていることからも

（Asano et al, 2005）、OsCDPK7以外の CDPKがこの情報伝達経路で機能している可能

性も考えられた。OsCPK9は、いもち病菌Magnophorthe griseaの接種により、イネ葉
鞘で強く発現が誘導されることが明らかになっている（Asano et al., 2005）。また、イ

ネ培養細胞に対して、活性酸素（Kuchitsu et al., 1995）やファイトアレキシンの生成 
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Figure 23. Yellow cameleon 3.6発現イネ培養細胞を用いたカルシウム阻害剤の細胞
内Ca2+動態への影響

　Yellow cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用いて、N1141菌株接
種後の細胞内[Ca2+]変動へのカルシウム阻害剤の影響を調べた。(A) 10 mM EGTA
もしくは、(B) 1 mM nifedipineを加えたR2Oに、N1141菌株を1×108 cfu/mlになるよ
うに懸濁した菌液をイネ培養細胞に接種した後の、イネ細胞内における[Ca2+]濃
度の変動をそれぞれ示している。なお、 YC 3.6の蛍光スペクトルは、458 nmの励
起波長で468 nmから548 nmの蛍光波長領域を10 nmずつ、5秒間隔で取得し、
Ratioは観察細胞の全領域をROIとしてRatio値を算出した。
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Figure 24. Yellow cameleon 3.6発現イネ培養細胞を用いたカルシウム阻害剤の細胞
内Ca2+動態への影響

　Yellow cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用いて、N1141菌株の
精製フラジェリン処理後の細胞内[Ca2+]変動へのカルシウム阻害剤の影響を調べ
た。(A) 10 mM EGTA、(B) 1 mM nifedipine、(C) 5 mM LaCl3、(D) 1 mM GdCl3を

加えたR2OにN1141菌株の精製フラジェリンを25 µg/mlになるように懸濁して処理
したイネ細胞内における[Ca2+]濃度の変動をそれぞれ示している。なお、 YC 3.6
の蛍光スペクトルは、458 nmの励起波長で468 nmから548 nmの蛍光波長領域を10
nmずつ、5秒間隔で取得し、 Ratioは観察細胞の全領域をROIとしてRatio値を算出

した。
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（Yamada et al., 1993）、PAL、chitinase等の抵抗性関連遺伝子（He et al., 1998; Nishizawa 

et al., 1999）の発現などを含む免疫反応を誘導するエリシターである、

N-acetylchitooctaoseの処理によって、OsCDPK7以外の 5つの CDPKの発現がイネ培養
細胞において誘導されることが、イネマイクロアレイ解析の結果より報告されており

（Akimoto-Tomiyama et al., 2003）、複数の CDPKが免疫反応誘導に関与していること

を示唆している。そこで、イネに存在する CDPK7以外の CDPK（CPK）についても、

フラジェリン認識後の免疫反応誘導との関係に着目して研究を行った。 

 まず、22K オリゴマイクロアレイ上の遺伝子に含まれていた OsCPKの発現パター
ンについて詳細に検討した。その結果、オリゴマイクロアレイのデータより、OsCPK2
（AK112112）、OsCPK4（CDPK1; AK060738）、OsCPK7（AK066500）、OsCPK8

（AK066615）、OsCPK10（AK072204）、OsCPK13（OsCDPK7; AK066495）、OsCPK15
（AK070346）、OsCPK17（AK068414）、OsCPK19（OsCDPK2; AK069341）、OsCPK20
（AK068315）、OsCPK21（AK103306）、OsCPK23（AK065456）、OsCPK24（AK102308）、

OsCPK29（AK072981）の計 14 個の OsCPKがマイクロアレイに含まれており、それ
ぞれの発現パターンデータを取得することが出来た（Fig. 25）。そこで、このマイク

ロアレイデータからこれらの発現パターンを解析したところ、これら 14個の OsCPK

のうち、OsCPK7、OsCPK8、OsCPK10、OsCPK13（OsCDPK7）、OsCPK19 の 5 つが

N1141菌株接種後特異的に発現誘導されることが明らかとなった（Fig. 25）。 

 さらに、イネに存在する他の OsCPKの発現パターンを調べるために real time RT-PCR

によって解析を行った。N1141菌株、K1菌株を 1×108 cfu/mlになるようにイネ培養

細胞に接種し、0, 1, 3, 6時間後の細胞より total RNAを抽出した。これを鋳型として

用い、それぞれの CPK 遺伝子を特異的に増幅するようなプライマーを作製して real 

time RT-PCRを行い、経時的な遺伝子の発現を解析した。その結果、全 29個の OsCPK
遺伝子のうち、OsCPK7、OsCPK8、OsCPK10、OsCPK12、OsCPK13（OsCDPK7）、OsCPK19
の 6つの OsCPKが N1141菌株接種後特異的に発現誘導されることが明らかとなった

（Fig. 26）。この結果は、先のオリゴマイクロアレイの結果と非常に良い一致を示す

ものであったことからも、これら 6 つのうちいずれか、もしくはいくつかの OsCPK

がイネの免疫反応の誘導に関係した Ca2+シグナルを介した情報伝達に関与している

可能性が高いと考え、これら 6つの OsCPKについてさらに解析を進めた。 

 

2-3-7 OsCPK13のキャラクタライゼーション 

 

 これら非親和性相互作用特異的に発現誘導されることが明らかになった OsCPK7、
OsCPK8、OsCPK10、OsCPK12、OsCPK13（OsCDPK7）、OsCPK19 の 6 つの OsCPK

の中でも OsCPK13（OsCDPK7）は、本研究のイネ cDNAマイクロアレイ、オリゴマ 
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Figure 25.  オリゴマイクロアレイ上に認められたOsCPK遺伝子の発現解析
　22Kオリゴマイクロアレイ上の遺伝子に含まれていた全OsCPKの発現パターン
について解析した。アレイデータより得られたOsCPK2 (AK112112), OsCPK4
(CDPK1; AK060738), OsCPK7 (AK066500), OsCPK8 (AK066615), OsCPK10
(AK072204), OsCPK13 (OsCDPK7; AK066495), OsCPK15 (AK070346), OsCPK17
(AK068414), OsCPK19 (OsCDPK2; AK069341), OsCPK20 (AK068315), OsCPK21
(AK103306), OsCPK23 (AK065456), OsCPK24 (AK102308), OsCPK29 (AK07298)の
14個のOsCPKの発現パターンをグラフに示した。

N1141菌株 接種

K1菌株 接種
Δfla-N1141菌株 接種

N1141フラジェリン処理
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Figure 26.  定量的real time RT-PCRによるイネの全OsCPKの発現解析
　イネのゲノムに存在する全29個のOsCPK遺伝子の発現を、各OsCPKに特異的な
プライマーを用いてreal time RT-PCRにより確認した。N1141菌株もしくはK1菌株
を1×108 cfu/mlになるようにイネ培養細胞に接種し、0, 1, 3, 6時間後の細胞より
total RNAを抽出した。これを鋳型として用いてreal time RT-PCRを行い、経時的
な遺伝子の発現を解析した。グラフの縦軸と横軸はそれぞれ、0時間のイネ細胞
における発現量を1としたときのRelative foldと、菌体接種後の時間（h）を表して
いる。免疫反応誘導の指標としてPAL遺伝子の発現の誘導を確認した。

N1141菌株接種

K1菌株接種
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イクロアレイ、real time RT-PCRすべての結果よりフラジェリン認識の下流に制御さ

れていることが示されている。そこで、この OsCPK13について詳細に解析を行った。
イネの KOMEデータベースより得られた OsCPK13は、cDNAが 2,254 bpの長さであ

り、551残基のアミノ酸をコードしていた（Fig. 27-A）。このアミノ酸配列を基に、Pfam

等のアミノ酸ドメイン・モチーフデータベースで解析を行ったところ、OsCPK13は、

N末端領域に N-myristoylation（N-ミリストイル化）モチーフを有することが明らかに

なった。N-myristoylationモチーフは、タンパク質の N末端領域に存在するコンセンサ

ス配列（Met-Gly-X-X-X-Ser/Cys-X）であり、ミリスチル化による翻訳後修飾を受ける。

このような N-myristoylation モチーフを持つタンパク質は、細胞質の遊離リボソーム

上におけるタンパク質の翻訳途中にメチオニンアミノペプチダーゼにより開始メチ

オニンが切断除去された後、露出した N末端グリシン残基の α-アミノ基に N-ミリス

トイル転移酵素によりミリストイル化-CoA を基質としてミリストイル基がこの部位

に転移される。そして、この様に細胞質で合成された N-ミリストイル化タンパク質は、

核、ミトコンドリア、小胞体膜、ゴルジ体膜、細胞膜といった様々な細胞小器官へ移

行し、特異的機能を発現することが知られている。そこで、OsCPK13 と RFP の融合

タンパク質をイネ培養細胞に一過的に発現させ、RFPの蛍光を指標としての OsCPK13

の細胞内局在を解析した。まず、N1141菌株接種 6時間後のイネ培養細胞より抽出し

た 500 ngの total RNAから逆転写酵素を用いて cDNAを合成した。これを鋳型として

OsCPK13のクローニングを行った。さらに、これより OsCPK13の全 ORF に RFP を

連結したコンストラクト（OsCPK13-RFP）、および N末端領域の N-myristoylationモチ

ーフを含む 26 アミノ酸残基を欠損させた OsCPK13 に RFP を連結したコンストラク

ト（OsCPK13Δ1-26-RFP）を作製し、それぞれ pAHC17に組み込みプラスミドを得た。

これらをパーティクルボンバードメント法により、イネ培養細胞に導入し、発現した

タンパク質の RFP蛍光を共焦点レーザー顕微鏡 LSM 510 METAで観測観察した。そ

の結果、OsCPK13Δ1-26-RFP は細胞質や核で蛍光が認められたのに対し、

OsCPK13-RFP は核では蛍光が認められず、小胞体膜のような細胞内の膜系において

蛍光が認められ、OsCPK13Δ1-26-RFPとは異なる細胞内局在を示すことが明らかにな

った（Fig. 27-B）。このことより、OsCPK13の正常な細胞内局在には、N末端領域の

ミリストイル化が必須であることが示された。 

 

2-3-8  OsCPKの一過的過剰発現によるフラジェリン認識情報伝達系への関与の解析 

 

 2-3-6で得られた 6つの OsCPKについて、フラジェリン認識によって誘導される情
報伝達系に関与しているかどうか調べるため、デュアルルシフェラーゼアッセイによ

って解析を行った。まず、2-3-7で得られたイネ培養細胞の cDNAを鋳型とし、5つの 
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Figure 27.  OsCPK13（OsCDPK7）の推定アミノ酸配列と細胞内局在解析
　(A) OsCPK13のアミノ酸配列と予測される機能ドメインを示した。図で示すよ
うにOsCPK13は、セリン／スレオニンキナーゼドメイン、カルモジュリン様ドメ

イン含む特徴的な構造を有する植物特有のカルシウム依存性プロテインキナーゼ

である。(B) OsCPK13-RFP（左）、OsCPK13Δ1-26-RFP（右）それぞれの融合タ

ンパク質をイネ培養細胞に一過的に過剰発現させ、細胞内の局在を解析した。上

段はRFPの蛍光像、下段は明視野とのmerge像を示す。

A

B
OsCPK13 OsCPK13Δ1-26

N-myristoylation site

Serine/Threonine kinase domain

Autoinhibitory domain Calmodulin-like domain

EF-hand EF-hand

EF-hand EF-

hand

ATP-binding region

Active site

MGNACGGSLRSKYLSFKQTASQRHDTDDNNNAAAADSPKKPSRPPAAAKTDDHPVSA

SAPAAAMRRGQAPADLGSVLGHPTPNLRDLYAMGRKLGQGQFGTTYLCTELSTGVDY

ACKSISKRKLITKEDIEDVRREIQIMHHLSGHKNVVAIKGAYEDQLYVHIVMELCAG

GELFDRIIQRGHYSERKAAELTRIIVGVVEACHSLGVMHRDLKPENFLLANKDDDLS

LKAIDFGLSVFFKPGQTFTDVVGSPYYVAPEVLLKHYGPEADVWTAGVILYILLSGV

PPFWAETQQGIFDAVLKGFIDFDSDPWPVISESAKDLITKMLNPRPKERLTAHEVLC

HPWIRDHGVAPDRPLDPAVLSRIKQFSAMNKLKKMALRVIAESLSEEEIAGLKEMFQ

TMDADNSGAITYDELKEGLRKYGSTLKDTEIRDLMDAADIDNSGTIDYIEFIAATLH

LNKLEREEHLVAAFSYFDKDGSGYITVDELQQACKEHNMPDAFLDDVINEADQDNDG

RIDYGEFVAMMTKGNMGVGRRTMRNSLNISMRDAPGAL 551 a.a.
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OsCPKの ORF領域をそれぞれ特異的に増幅するようなプライマーを用い、PCRによ

り OsCPKのクローニングを試みた。その結果、先の OsCPK13（OsCDPK7）に加えて、
OsCPK7、OsCPK8、OsCPK19の 4つの OsCPKをクローニングすることが出来た。次
に、これら 4 つの OsCPKをそれぞれ、ubiquitin プロモーターの下流に連結したベク

ター、および当研究室のフラジェリンを用いたマイクロアレイ解析でその発現誘導が

フラジェリン認識によって制御されていることが明らかになっている OsWRKY70 の
プロモーターの下流にレポーター遺伝子としてホタルルシフェラーゼ遺伝子（Fluc）

を連結したベクター、ubiquitinプロモーター下流にウミシイタケルシフェラーゼ遺伝

子（Rluc）を連結したベクターを作製した。イネ培養細胞より得たプロトプラストに、
これら OsWRKY70 pro:Flucと ubi pro:Rluc、ubi pro:OsCPKの 3つのベクターを PEG法

により導入し、30℃、暗所で 12~14 時間培養して共発現させた（Takai et al., 2007 

inpress）。これら一過的 OsCPK過剰発現プロトプラストのルシフェラーゼ活性測定を
Dual Luciferase Reporter Assay Systemを用いて行ったところ、OsCPK8および OsCPK13

の過剰発現の場合にのみ、N1141菌株フラジェリン処理によって誘導されるのと同程

度まで、OsWRKY70の発現が誘導されることが明らかとなった（Fig. 27）。一方、OsCPK7、
OsCPK9 の過剰発現による OsWRKY70 の発現上昇に有意な影響は認められなかった

（Fig. 27）。このことより、イネ細胞において、フラジェリン認識後に OsCPK8 およ

び OsCPK13が活性化することで OsWRKY70等の抵抗性関連遺伝子の転写誘導を活性
化していることが示唆された。 

 

2-3-9 OsCPK13の Nicotiana benthaminana一過的過剰発現体の作製および解析 

 

 ここまでの結果より、OsCPK8 および OsCPK13（OsCDPK7）が免疫反応を誘導す

るフラジェリン認識後の情報伝達経路に関与することが明らかになった。そこで次に、

これら OsCPK の過剰発現が植物体にどのような影響を及ぼすのかを明らかにするこ

とを目的として実験を行った。OsCPK13の ORF全長をウィルス過剰発現系を用いて、

タバコ植物体に導入するためにまず、T7-MEGA scriptを用いて in vitro translationを行

い、OsCPK13過剰発現用のウィルス RNAを得た。播種後 6週齢の背丈約 10 cmのタ

バコ N. benthamiana植物体の完全展開葉にカーボランダムを用いてウィルス RNAを

接種し、OsCPK13過剰発現体を計 6 株得た。ウィルス液の代わりに DW を同様に処

理した3株の植物体をコントロールとして用い、植物体にウィルスを接種した後、25℃、

明期 16時間で 5日間栽培した。その結果、OsCPK13過剰発現株はすべての株におい
て、ウィルス接種 4日後には上位葉のカーリングが見られ、その後もコントロール株

と比較して生育阻害を受けていた。次に、ウィルス接種 5 日後の植物体に、1×107 

cfu/mlになるようにMgSO4に懸濁した Pseudomanas syringae pv. tabaci（親和性；病原 
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Figure 28.  イネプロトプラストにおけるOsCPKの一過的過剰発現による
OsWRKY70の発現誘導解析
　N1141菌株接種により特異的に発現誘導されるOsCPKの機能を解析するため、
それぞれのOsCPK（ ubi pro: OsCPK7, ubi pro::OsCPK8, ubi pro: OsCPK13, ubi pro::
OsCPK19）および、OsWRKY70 pro:Firefly luciferase、ubi pro:Renilla luciferaseの3
つのコンストラクトをイネプロトプラストに共発現させ、12~14時間培養した後

にルシフェラーゼ活性を測定した。なお、ポジティブコントロールの精製フラ

ジェリンは15 µg/mlになるように処理し、ルシフェラーゼ活性はホタルルシフェ

ラーゼ活性の値を、共発現したウミシイタケルシフェラーゼ活性の値で補正し

た。
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P. syringae pv. tabaci  (14dpi)

CPK13control

Figure 29. OsCPK13のNicotiana benthaminana一過的過剰発現体の作製および解析
　OsCPK13の植物体内における機能を解析するために、ウィルス一過的過剰発現
系を用いて、OsCPK13過剰発現タバコ（Nicotiana benthamiana）を作出した。
OsCPK13過剰発現用ウィルスの代わりにDWを摩擦接種した植物体をコントロー
ル株として用いた。写真はそれぞれ、(A) P. syringae pv. tabaci菌株、(B) A. avenae
N1141菌株を1×107 cfu/mlで接種し、14日後の植物体を示している。(B)のコント
ロール株では、接種葉のinfiltrationを行った部位がHRを起こしているのが認めら
れる。また、いずれの菌株接種によっても、OsCPK13過剰発現植物体は、非常に

強い生育阻害を受けていることが示された。

HR

CPK13control

A. avenae N1141 (14 dpi)

A

B
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性）もしくは A. avenae N1141菌株（非親和性）をそれぞれ OsCPK13過剰発現体およ

びコントロール株のタバコ葉に infiltrationを行った。菌接種のコントロールとしては

MgSO4 のみをそれぞれの植物体に同様に処理したものを用いた。P. syringae の病原
性・毒素生産性を保つために菌体接種後のタバコ植物体は、23℃、高湿度条件で生育

して形態観察を行った。菌体接種 7日後では、コントロール株は野生株と同様の通常

の生育を示したのに対し、OsCPK13過剰発現植物体は、親和性、非親和性どちらの菌
体接種後でも、上位葉の展開が停止するなどの非常に強い生育阻害が認められ、コン

トロール株より 5~6 cm背丈が低くなることが明らかになった。なお、同様に GFPを

一過的に過剰発現させた植物においてはこの様な生育阻害は全く認められないこと

は確認済みである。親和性の P. syringae pv. tabaci接種 14日後のコントロール株では

wilting 等の通常の病徴が認められたのに対し、OsCPK13 過剰発現体では驚いたこと
に、親和性菌の接種によって植物体全体で激しい HR様の細胞死が誘導されているこ

とが明らかになった（Fig. 29-A）。一方、非親和性の A. avenae N1141菌株を接種 14

日後のコントロール株では、infiltration を行った部位のみで葉が黄化する HR が認め

られたが、OsCPK13 過剰発現体では菌体接種葉以外の植物体全体でも非常に激しい
HR が認められることが明らかになった（Fig. 29-B）。これらのことより、OsCPK13

を過剰発現したタバコ植物体では親和性、非親和性いずれの菌体接種によっても非常

に強い HRが誘導されることが示された。このことから、植物体が菌体を認識した後

に誘導する免疫反応である過敏感細胞死（HR）に関与する情報伝達経路が、OsCPK13

の活性化によって制御されている可能性が示唆される。 
 
 

2-2 考察 

 

 第二章では、イネ細胞のフラジェリン認識情報の Ca2+シグナルを介した伝達機構を

明らかにすることを目的として、免疫反応誘導と Ca2+シグナルとの関与を調べること

で研究を行った。まず、N1141菌株接種や N1141菌株の精製フラジェリン処理によっ

て誘導される過敏感細胞死や活性酸素の発生への各種カルシウム阻害剤の影響を検

討した。その結果、N1141 菌株接種によって誘導される活性酸素の発生（Fig. 8）や

過敏感細胞死の誘導（Fig. 12）、N1141 菌株のフラジェリン処理によって誘導される

活性酸素の発生（Fig. 9）のいずれもカルシウムキレート剤である EGTAおよび L型

カルシウムチャネル遮断剤である nifedipine の存在下で顕著に抑制された。さらに、

この活性酸素の発生と過敏感細胞死は、タンパク質リン酸化阻害剤である K252a や

staurosporineでも顕著に抑制された（Fig. 13, 14）。これらのことは、免疫反応である

活性酸素の発生や過敏感細胞死の誘導に Ca2+シグナルを介した情報伝達系とタンパ
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ク質のリン酸化が関与していることを示している。同様の推察を示す結果が、他の植

物とエリシター相互作用の系においても多数報告されている。イネ苗立枯病菌

Trichoderma viride由来の xylanaseタンパク質（TvX）がイネ培養細胞において特異的

に強く誘導する過敏感細胞死、活性酸素種の生成、MAPKの活性化、PBZ1、Cht等の

防御応答遺伝子の発現誘導などの一連の防御応答が、培地中の Ca2+を除くことによっ

て抑制された（Kurusu et al., 2005）。また、ジャガイモ疫病菌 Phytophthora infestans由
来の菌体壁成分（HWCエリシター；hyphal wall component elicitor）処理による、ジャ

ガイモ塊茎におけるオキシダティブバーストは、EGTAおよび、verapamil、nifedipine、

diltiazem、CoCl2等のカルシウムチャネル遮断剤により阻害された（Doke et al., 1996）。

さらに、カルモジュリン阻害剤であるW-7、オフィオボリンやタンパク質リン酸化阻

害剤（staurosporine、K252）が、このオキシダティブバーストの誘導を阻害した（道

家、1997）。他にもこれら阻害剤が、ファイトアレキシン誘導（Ebel et al., 1995）や

HR（Tavernier et al.,1995; Binet et al., 2001）、SIPKやWIPK等のMAPKの活性化、PAL

や hsr203J等の抵抗性関連遺伝子の転写誘導（Lecourieux et al., 2002）を抑制するとい

う報告が、各種の植物の実験系で確認されている。これらのデータは A. avenaeの非
親和性菌株やフラジェリンによって誘導される免疫反応誘導に、細胞外からの Ca2+

流入およびタンパク質のリン酸化酵素が密接に関与しているという今回の結論を支

持するものである。 

 次に筆者は、Yellow Cameleon 3.6を一過的に発現させたイネ培養細胞を用いて、Ca2+

動態をモニターできる系を構築し、免疫反応誘導時のイネ細胞における[Ca2+]濃度変

動の観察を行った（Fig. 15, 16）。N1141菌株接種、およびその精製フラジェリン処理

の非親和性相互作用時に、接種後約 1 分後から非常に強い一過的な細胞内[Ca2+]の上

昇が認められた（Fig. 17, 18, 20, 21）。このような強い細胞内[Ca2+]の上昇は、K1菌株

やフラジェリン欠損株の接種では認められず（Fig. 17）、さらに、EGTAや nifedipine

の存在下でほぼ完全に抑制された（Fig. 23, 24）。これらの結果は、イネ細胞が非親和

性菌株のフラジェリンを認識することにより、細胞外からの Ca2+流入が引き起こされ、

細胞内の一過的な細胞内[Ca2+]の上昇を起きることを示している。これまでに、様々

なエリシター刺激が、細胞内への Ca2+流入を引き起こすことが知られている（Doke 

and Miura, 1995, Noritake et al., 1996）。Ca2+蛍光指示薬である Fluo-3をエレクトロポレ

ーションによって取り込ませたジャガイモ塊茎スライスに、HWC エリシター刺激を

加えると、Fluo-3由来の蛍光強度上昇が速やかに認められ、Ca2+の流入が起こること

が確認された（道家、2005）。また、Ca2+感受性発光タンパク質 aequorin を発現した

タバコ BY-2細胞や、イオン選択性電極を用いたマルチチャネル同時測定装置を用い

た解析の結果より、過敏感細胞死誘導能を有するトマト根腐疫病菌 Phytophthora 

cryptogea由来のタンパク質性エリシターcryptogeinの処理により、約 1分後から一過
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性かつ二相性の[Ca2+]cytの変化が誘導された（Kadota et al., 2004）。さらにKadotaらは、

カルシウムキレート剤、phospholipase C（Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 生成酵素）の

阻害剤、リン酸化阻害剤等の各種阻害剤を用いた薬理学的解析により、cryptogein エ

リシター処理後の二相性の[Ca2+]cytの変化の最初の上昇は細胞外からの Ca2+動員によ

るものであり、二回目の上昇は phospholipase Cを介した細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+

動員であるという興味深い知見を得ている（Kadota et al., 2004）。さらに。この[Ca2+]

変化は 1 µM K252a存在下で完全に抑制されることから、エリシター誘導性の細胞内

への Ca2+動員はタンパク質のリン酸化により制御されていることも示した（Kadota et 
al., 2004）。同様に、Lecourieuxらも cryptogein処理によるタバコ培養細胞における一

過的な[Ca2+]cytの変化が、EGTA、BAPTA、LaCl3、GdCl3、staurosporineの存在下でほ

ぼ完全に抑制されることを報告した（Lecourieux et al., 2002）。これらのことは、筆者

の結果とよい一致を示すものであり、フラジェリン処理後の急速な細胞内[Ca2+]上昇

にも同様に、Ca2+シグナルだけではなくタンパク質リン酸化も関与している可能性も

推察される。 

 このような[Ca2+]cyt の変化はエリシターだけではなく、植物ホルモン、光、非生物

的ストレス等を含む様々なシグナルに対しても誘導されることが報告されている

（Sanders et al., 1999; Reddy, 2001; Rudd and Franklin-Tong, 2001; White and Broadley, 

2003）。このような異なる刺激に対して同じように誘導される[Ca2+]の各刺激に対する

特異性は、Ca2+スパイクの振幅や持続時間、局在、頻度によって区別されているとい

う報告が近年なされてきている（Dolmetsch et al., 1998; McAinsh and Hetherington, 

1998; Trewavas and Malho, 1998; Knight, 2000; Allen and Schroeder, 2001; Ng and 

McAinsh, 2003; Hetherington and Brownlee, 2004）。現在では、Ca2+は、植物において数

多くの情報伝達経路におけるセカンドメッセンジャーであり、環境や成長など様々な

要因に対し、適切な生理学的応答を引き起こすための情報伝達経路に広く関与してい

ると考えられている。定常状態において、真核細胞の細胞質内の Ca2+濃度は外液（1~2 

mM）に比べて低く、細胞質の遊離カルシウム濃度（[Ca2+]cyt）はアポプラスト液の 104

分の 1、細胞オルガネラの 104~105分の 1である 100~200 nMの間に保たれている（Bush, 

1995）。こうした低濃度を維持するのは、細胞膜と小胞体膜にあり Ca2+を細胞質から

能動輸送している Ca2+-ATPaseの働きによる部分が大きい（Bush, 1995; Sanders et al., 
1999, 2002）。このように[Ca2+]cytを低く保つことで、種々のシグナルに応答して変化

した[Ca2+]cytの上昇に敏感に反応することが出来るのであろう。 

 筆者の研究により、イネ細胞がフラジェリンを認識することによって、細胞内[Ca2+]

の一過的な変化を引き起こし、これにより免疫反応である活性酸素の発生を誘導して

いることが示唆された。これまで、初期の免疫応答イベント間の関係について、様々

な系において研究がなされてきたが、大部分が未解明のままである。特に、エリシタ
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ー誘導性の[Ca2+]cyt の変化と活性酸素種の発生の関係については議論が分かれるとこ

ろである。Mithöfer らは、ダイズにおける ß-glucan誘導性の H2O2の生成は、[Ca2+]cyt

の変化に依存しないと報告している（Mithöfer et al., 2001）。一方、Chandraらは、タ

バコ細胞におけるオリゴガラクツロナイド（OG）誘導性の活性酸素種の発生開始に

[Ca2+]cytの変化が必須であることを示した（Chandra et al., 1997）。Cessna and Lowらは、

糸状菌エリシター誘導性のオキシダティブバーストは、細胞内ストアからの Ca2+動員

に依存しており、細胞外からの Ca2+流入は関与していないと報告している（Cessna and 

Low, 2001）。さらに、細胞への H2O2処理は[Ca2+]cytの変化を誘導することが報告され

ており（Price et al., 1994; Levine et al., 1996; Takahashi et al., 1998; Kawano and Muto, 

2000） 、孔辺細胞のアブシジン酸（ABA）情報伝達系における[Ca2+]cytの上昇に H2O2

が重要な役割を担っていることが示されている(Pei et al., 2000, Kwak et al., 2003)。 こ

れ以外にも、エリシター情報伝達における[Ca2+]cyt に活性酸素種が影響を及ぼす可能

性も示されている（Lecourieux et al., 2002）。近年、Kadotaらは、タバコ BY-2細胞に

おける cryptogein 誘導性の[Ca2+]cyt の変化は時間的に活性酸素種の発生より先立って

起こること、2~5 µMの NADPH oxidase阻害剤である DPI（diphenylene iodonium）に

より活性酸素種の発生が完全に阻害されたが、cryptogein によって引き起こされる初

期の[Ca2+]cyt上昇には DPI による影響を受けなかったこと、cryptogein 誘導性の H2O2

の発生はDIDS（4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disulfonate; Cl-チャネル遮断剤）、BAPTA、

K252aにより阻害され、活性酸素種の発生には Ca2+流入、Cl-流出、タンパク質リン酸

化が必要であることを示し、cryptogein誘導性の一過的[Ca2+]cyt上昇に活性酸素種が直

接関与してはおらず、活性酸素種の発生は初期の[Ca2+]cyt 応答の下流に存在すること

を報告した（Kadota et al., 2004）。 

 このような一過的な[Ca2+]cytの変化の情報は、Ca2+結合タンパク質によって解読され、

下流のタンパク質リン酸化や遺伝子発現パターンの変化を誘導する情報伝達カスケ

ードを活性化させる（Rudd and Franklin-Tong, 2001; Sanders et al., 2002）。植物に存在

する多くの Ca2+結合タンパク質は、CaM、CaM関連タンパク質、カルシニューリン B

様タンパク質（CBL）や、Ca2+依存性プロテインキナーゼ（CDPK）に分類され（Luan 

et al., 2002; Sanders et al., 2002; Reddy and Reddy, 2004）、これらが Ca2+により構造変化

を受けて機能し、下流にシグナルを伝達する（Harmon et al., 2000; Zhang and Lu, 2003; 

Harper et al., 2004）。筆者は、マイクロアレイにより同定したフラジェリン認識の下流

制御遺伝子群の解析により、OsCDPK7 が非親和性相互作用特異的に、Ca2+シグナル

依存的な強い発現誘導を受ける遺伝子であることを発見した。CDPKは N末端のセリ
ン／スレオニンプロテインキナーゼドメインとC末端の EF-hand Ca2+結合サイトを含

む CaM様ドメインからなる特徴的な構造を有している（Cheng et al., 2002; Harmon et 

al., 2001）。また、キナーゼドメインと CaM様ドメインを挟む部分はジャンクション
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ドメインとよばれ、Ca2+の非存在下におけるリン酸化を阻害し、CDPKの活性を低く

保つ疑似基質自己抑制ドメインとして機能している（Harmon et al., 1994）。細胞内 Ca2+

濃度が上昇することにより、CDPKはその EF-handドメインを介して Ca2+と直接結合

することによって、ジャンクションドメインによる自己抑制が解除され、活性化され

るものと考えられている。 

 アラビドプシスの全ゲノム配列解析の結果、34 の遺伝子が CDPK をコードしてい
ることが明らかになった。さらにダイズ、トマト、トウモロコシ等の植物にも CDPK

マルチ遺伝子ファミリーが存在することが示唆されている（Harmon et al., 2001）。イ

ネのゲノムには 29個の OsCPK（OsCDPK）が存在することが報告された（Asano et al, 
2005）。現在までに、様々な刺激に対する応答により発現制御を受けていることが報

告されている OsCPKには、OsCPK7（ジャスモン酸処理; Akimoto-Tomiyama et al., 2003、

ジベレリン処理; Yang et al., 2003）、OsCPK9（いもち病菌接種; Asano et al., 20005）、

OsCPK13（エリシター処理; Akimoto-Tomiyama et al., 2003、低温・塩ストレス; Saijo et 

al., 2000）、OsCPK15（エリシター処理; Akimoto-Tomiyama et al., 2003）、OsCPK19（光
照射; Breviario et al., 1995）、OsCPK20（エリシター処理; Akimoto -Tomiyama et al., 
2003）、OsCPK23（ジャスモン酸処理;  Akimoto-Tomiyama et al., 2003、種子の発育・

貯蔵産物の蓄積に関与 ; Asano et al., 2002）、OsCPK24（エリシター処理 ; 

Akimoto-Tomiyama et al., 2003）等がある。このようなことからも、免疫反応情報伝達

に全 CDPKの中で OsCPK13（OsCDPK7）のみが免疫反応誘導に関与しているという

よりは、これ以外の複数のイネ CDPKが協調して免疫反応に関連した情報伝達を制御
している可能性が考えられる。そこで、イネに存在する 29個すべての OsCPKの発現
を、オリゴマイクロアレイと定量的 real time RT-PCRにより得られた結果を基に解析

を行った。その結果、N1141 菌株接種後特異的に発現誘導される OsCPK として、
OsCPK7、OsCPK8、OsCPK10、OsCPK12、OsCPK13（OsCDPK7）、OsCPK19 を同定
した（Fig. 25, 26）。これらの 6つの OsCPKのうち、OsCPK8、OsCPK12、OsCPK13、

OsCPK19の 4つのOsCPKはそのN末端領域にミリストイル化モチーフを有している。
一般的に、CDPKの N末端領域は非常に多様性に富んでいるが、いくつかの CDPKは

N末端領域のミリストイル化、もしくはパルミトイル化モチーフを有していることが

知られている（Ellard-Ivey et al., 1999; Martin and Busconi, 2000; Rutschmann et al., 2002）。

そこで、フラジェリン認識の下流に制御されている遺伝子として同定した OsCPK13

の細胞内局在解析を試みた。OsCPK13 もしくは、OsCPK13Δ1-26 と RFP との融合タ

ンパク質をイネ培養細胞に一過的に発現させて局在解析をおこなったところ、

OsCPK13 は N 末端領域のミリストイル化を介して細胞内のオルガネラ膜に局在して
いることが示唆された。しかしながら、この結果だけではどのオルガネラ膜に局在し

ているかを確証するものではないため、OsCPK13 の局在については、特異抗体を用
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いた免疫電子顕微鏡による観察、もしくは小胞体などのオルガネラに局在するマーカ

ー蛍光タンパク質との共発現による解析など、さらなる詳細な解析が必要であると考

えられる。CDPKの細胞内局在に関しては、他の植物においても、GFPとの融合 CDPK

タンパク質の発現や、tagを付加した CDPKタンパク質の western blot解析などによっ

て調べられている。糸状菌毒素 fusicoccin 処理によって転写が誘導されるトマトの

LeCPK1は、ミリストイル化を介して細胞膜に局在した（Rutschmann et al., 2002）。水

欠乏ストレスによって転写誘導される、アイスプラント Mesembryanthemum 

crystallinumの McCPK1 もやはり、ミリストイル化を介して細胞膜に局在することが

示された（Chehab et al., 2004）。塊茎の発育時に活性が上昇するジャガイモの StCDPK1

は、N末端領域にミリストイル化とパルミトイル化の両モチーフを有しており、これ

らの二重修飾を介して非常に安定に細胞膜に局在することが示された（Raíces et al., 
2003）。また、Arabidopsisの AtCPK1 はペルオキシソームに局在することが示された

（Dammann et al., 2003）。N-ミリストイル化は、タンパク質の N末端に炭素数 14の飽

和脂肪酸であるミリスチン酸が共有結合する脂質修飾である。N-ミリストイル化タン

パク質は細胞膜やオルガネラ膜との結合や、特異的なタンパク質-タンパク質相互作

用を介して細胞情報伝達において重要な機能を発現することが知られている。アポト

ーシス経路に関与する BIDタンパク質（p22）は、分子中央部が caspase 8で切断され

ると、生成した 15 kDaの C末端側断片の N末端領域にミリストイル化のコンセンサ
ス配列が生まれ、その結果、N末端 Gly残基の α-アミノ基がミリスチル化されること

で修飾タンパク質はミトコンドリアに移行する（Zha et al., 2000）。また、ミリストイ

ル化がカルモジュリンとその標的タンパク質との相互作用の制御に関与していると

の報告もある（Matsubara et al., 2005）。Arabidopsisの sos3（salt overly sensitive3）変異

体解析より得られた SOS3は、塩耐性に関わる N-ミリストイル化 Ca2+結合タンパク質

である。SOS3のミリストイル化モチーフ内の Glyを Alaに置換した非ミリストイル

化変異型 SOS3は、Ca2+との結合能が低下した結果、Ser/Thrプロテインキナーゼであ

る SOS2 との相互作用が出来ず、SOS2 のキナーゼ活性の誘導能を失った。このこと

より、SOS3の N-ミリストイル化が Arabidopsisの塩耐性獲得に必須であることが示さ
れた（Ishitani et al., 2000）。また、トマトの Pto キナーゼは、斑点病菌 Pseudomonas 

syringae pv. tomato由来の avrPtoに対応するトマト Rタンパク質であり、直接 avrPto
と相互作用することによってHRを含む防御応答を誘導する（Tang et al., 1996; Scofield 

et al., 1996）。Ptoタンパク質は N末端領域にミリストイル化モチーフを有しており、

このミリストイル化モチーフ内の Gly残基をAla残基に置換した変異型タンパク質は、

avrPtoとの相互作用による HR誘導能を失っていた。同時に、野生型 Ptoと変異型 Pto

の細胞内局在に変化はなかったことも示された（de Vries et al., 2006）。Ptoのキナーゼ

活性は、N-ミリストイル化により負に制御されていた。このように近年、タンパク質
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の N-ミリストイル化は、必ずしも細胞内局在だけに関わるのではなく、タンパク質間

相互作用や、自己キナーゼ活性の抑制に関わっているということも明らかになってい

る（Andriotis and Rathjen, 2006）。このようなことから、OsCPK13の N-ミリストイル

化もまた、細胞内局在だけでなく OsCPK13 の機能そのものに関与している可能性が

あり、N-ミリストイル化されない変異体等を用いた機能解析が重要となってくるであ

ろう。 

 次に、筆者はイネにおけるフラジェリン認識シグナルへのこれら OsCPKの関与を、

フラジェリンによって発現が制御される遺伝子である OsWRKY70 の転写誘導能を指
標に、デュアルルシフェラーゼアッセイによって解析し、OsCPK8 および OsCPK13
の過剰発現が精製フラジェリンの接種と同程度の OsWRKY70 の転写誘導能を示すこ

とを明らかにした（Fig. 28）。このことは、フラジェリン認識シグナルに OsCPK8 お

よび OsCPK13 が関与しており、これらキナーゼが活性化することで下流にシグナル

を伝達し、OsWRKY70等の抵抗性関連遺伝子の転写を誘導していることを示唆してい

る。WRKY は、植物特有の転写因子スーパーファミリーを構成しており、イネにお

いては 83個のWRKYが同定されている（Goff et al., 2002）。WRKYタンパク質は、

zinc-finger モチーフと共に N末端領域に WRKYGQK という保存されたアミノ酸配列

を有しており、その一次構造から転写活性もしくは転写抑制に関与することが示され

ている（Eulgem et al., 2000）。WRKYファミリーのいくつかが、病原体に対する防御

応答や老化、トリコームの発達等の植物特有の生理的応答の調節に関与していること

が知られている。近年、全身獲得抵抗性（SAR; systemic acquired resistance）の指標と

なる PR-1 遺伝子のプロモーター領域や、植物の免疫反応誘導に関わるポジティブレ
ギュレーターである Arabidopsisの NPR1遺伝子のプロモーター領域に、WRKY タン

パク質が特異的に結合する TAGC コア配列からなる W-box 配列が存在することが示

された（Maleck et al., 2000; Yu et al., 2001）。また、Arabidopsisにおけるフラジェリン
受容体である FLS2 によって flg22 が認識されることにより、AtMEKK1, AtMKK4/5, 

AtMPK3/6で構成される MAPKカスケードを介して AtWRKY22、AtWRKY29の転写

が誘導されることが示されている（Asai et al., 2002）。この様に、WRKYは植物の免

疫反応誘導に関わる転写因子として重要な役割を担っていると考えられているが、そ

の機能についてはごく一部しか明らかにされていないのが現状である。今回用いたイ

ネの OsWRKY70 はフラジェリン処理によって早期に転写が誘導されることからも、
OsCPK8、OsCPK13を介したフラジェリン認識後の情報伝達系において、免疫反応を

誘導する転写因子のひとつとして機能している可能性が考えられ、これらOsWRKY70

を含む転写因子の機能の解析が、今後、フラジェリン認識後の情報伝達系を解明する

上で重要であると考えられる。 

 さらに、筆者は N. benthamianaとウィルス一過的発現系を用いて、OsCPK13過剰発

94



現タバコを作出し、非親和性、親和性の菌体接種を行い、形態観察を行った。OsCPK13

過剰発現体は、コントロール株と比較して強い生育阻害を受けており、非親和性菌株

の接種だけでなく親和性菌株の接種によっても、非常に強い HR（もしくは HR 様の

細胞死）を誘導した（Fig. 29）。このことより、植物体が菌体を認識した後に誘導す

る HRの情報伝達経路に、OsCPK13の活性化による制御が関与していることが示唆さ

れた。Jonesらのグループは、OsCPK13とアミノ酸レベルで約 67%の相同性を有して

おり OsCPK13 のタバコ Nicotiana tabacum におけるオルソログであると考えられる

NtCDPK2が過敏感応答（HR : hypersensitive response）に至る Avr9/Cf-9のレース特異

的シグナル経路に関与していることを報告している（Romeis et al., 2000, 2001）。Cf-9
発現植物体に Avr9を処理すると、急速なイオン流入や、活性酸素種の生成、MAPKs

や CDPKs の活性化といった、イネ培養細胞へのフラジェリン処理により誘導される

免疫反応と非常に類似した一連の免疫反応が起こる（Piedras et al., 1998; Blatt et al., 
1999;  Romeis et al., 1999, 2000, 2001）。タバコの CDPK遺伝子である NtCDPK2および

NtCDPK3はレース特異的エリシター処理や浸透圧ストレスに応答して転写誘導され、
この NtCDPK2/3 遺伝子ファミリーをウィルス誘導性ジーンサイレンシングによって
抑制すると、レース特異的エリシター処理後の HRの減少が見られた（Romeis et al., 

2001）。この結果は、NtCDPK2および近縁のサブファミリーメンバーが免疫反応情報
伝達に必要であることを示唆している。 

 トウモロコシプロトプラスト系において C末端を削った、キナーゼドメインと可変

ドメインのみからなる truncated-CDPK は恒常的活性型 CDPK となり、Arabidopsisに
おいて truncated-AtCPK10および AtCPK30の過剰発現によって低温、乾燥、塩ストレ
ス応答経路を活性化することを Sheenらは発見した（Sheen, 1996）。さらに、Jonesら

は、truncated-NtCDPK2を発現させた N. benthamianaの葉は、弱い非生物的ストレス刺
激に対して HR様の細胞死を示し、活性酸素種の発生や抵抗性関連遺伝子の発現が誘

導されることを明らかにした。一方、NtCDPK2 と相同性の高いアイソフォームであ

る NtCDPK3の truncated-NtCDPK3の N. benthamianaへの発現では、このような HR様

の細胞死を含む防御応答が誘導されなかった。これは、NtCDPK2 が特異的に植物の

防御応答に関与していることを明確に示唆している（Ludwig et al., 2004）。これらの

報告は、N. benthamianaにおける OsCPK13過剰発現株が、非親和性菌株、親和性菌株
のどちらの菌株の接種によっても、植物体に強い HR様の細胞死を誘導したことと非

常に良い一致を示すものである（Fig. 29）。また、データは示していないが、OsCPK13

過剰発現株へ MgSO4のインフィルトレーションを行うことによっても HR 様の細胞

死を誘導した。これらのことは、NtCDPK2と高い相同性を有する OsCPK13の過剰発

現によって、N. benthamiana植物体内で OsCPK13が NtCDPK2と同様の機能を有して

いたことを示している。さらに興味深いことに、NtCDPK2 と同様の CDPK サブファ
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ミリーに属している、Arabidopsisの AtCPK1もまた植物の防御応答に関与しているこ

とが報告されている。トマトのプロトプラスト系で AtCPK1 を過剰発現させると、
NADPH oxidaseの活性が上昇し、活性酸素種の発生が上昇した（Xing et al., 2001）。先

にも述べたとおり、活性酸素種の発生は病原菌の感染に対する、植物の防御応答の最

も初期に起こる反応であり、Ca2+が活性酸素種の生成、および過敏感反応の誘導の両

方において重要な役割を担っていることがよく知られている（Blumwald et al., 1998; 

Piedras et al., 1998）。細胞膜存在する NADPH oxidaseは、[Ca2+]cytの上昇により活性化

した CDPKによるリン酸化ターゲットである可能性が示されている（Blumwald et al., 
1998; Romeis et al., 1998; Xing et al., 1997）。これらのことから、イネ OsCPK13は、フ

ラジェリンの認識によるイネ細胞における[Ca2+]cyt 上昇によって活性化され、HRを含

む免疫反応を誘導する情報伝達系の中心的役割を担うタンパク質である可能性が示

唆される。 
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Figure 30.  Ca2+シグナルを介したイネ免疫反応誘導時のモデル図

　本研究より得られた知見を基に、イネ非親和性A. avenae N1141菌株のフラジェ

リンがイネ細胞によって認識された後に誘導される免疫反応の情報伝達のモデル

図を作成した。N1141菌株のフラジェリンは受容体により認識された後、急速な
Ca2+流入を引き起こし、一過的な細胞内[Ca2+]上昇が起こる。この[Ca2+]上昇は、
OsCPK13やOsCPK8、CaM、CCD1といったCa2+センサータンパク質に認識され、

下流にそのシグナルを伝達する。これらCa2+シグナルによって、多くの免疫応答

関連遺伝子の転写を誘導する。さらにタンパク質リン酸化を介した過程を経て、

初期の活性酸素の発生、および過敏感細胞死が誘導される。
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総合考察 
 

 本研究では、イネによる Acidovorax avenae非親和性菌株のフラジェリン認識後の情
報伝達と免疫反応誘導の分子機構を明らかにすることを目的として解析を行った。 

 第一章では、マイクロアレイを用いた網羅的かつ詳細な解析を行うことにより、イ

ネ培養細胞におけるフラジェリン認識の下流に制御されている遺伝子の同定に成功

した。得られたフラジェリン認識下流遺伝子群には、CCD1や calmodulin、OsCDPK7

（OsCPK13）などの Ca2+シグナルに関与するタンパク質をコードする遺伝子が多く含

まれていることが示された。さらに、細胞外 Ca2+キレート剤を用いたフラジェリン下

流遺伝子の発現解析により、イネ細胞内におけるフラジェリン認識情報が Ca2+シグナ

ルを介して伝達されている可能性を示唆した。 

 第二章では、フラジェリン認識によって誘導される免疫反応と細胞内 Ca2+濃度変化

に注目して解析を行った。その結果、フラジェリン認識後の免疫反応誘導には、Ca2+

シグナルとタンパク質リン酸化が密接に関与していることが示された。さらに、

Yellow Cameleon 3.6を用いて細胞内 Ca2+動態の解析を行った結果、非親和性菌株のフ

ラジェリン特異的に早期の 細胞内[Ca2+]の変動が認められた。そこで、イネに存在す

る全 CDPKの発現を調べたところ、OsCPK13を含む 6個の OsCPKが N1141菌株特異

的に発現誘導されることを明らかにした。これら OsCPK の過剰発現による、
OsWRKY70 転写誘導能を調べた結果、OsCPK8 と OsCPK13 がフラジェリン処理と同

程度の転写誘導活性を示した。この OsCPK13の N. benthamianaにおける一過的過剰
発現株は、非親和性、親和性どちらの菌株接種や機械的刺激によって強い HR様の細

胞死が観察された。 

 以上の結果から、イネは非親和性菌株のフラジェリンを認識して、ごく早期に細胞

外からの Ca2+流入が引き起こされ、この細胞内[Ca2+]上昇を受けて OsCPK13などのキ

ナーゼが活性化し、これにより活性酸素発生や過敏感細胞死、下流遺伝子の転写が誘

導されるというフラジェリン認識情報伝達を介した免疫反応誘導機構が存在するこ

とが示された。本研究により得られた知見から考えられるモデル図を Fig. 30 に示し

た。 

 細菌の鞭毛構成タンパク質であるフラジェリンは、植物の免疫反応を誘導するだけ

ではなく、動物やショウジョウバエの自然免疫システムにおいても PAMPs

（pathogen-associated molecular patterns）として機能することが明らかになってきた。

動物細胞では、フラジェリンは自然免疫の中心的役割を担う細胞膜受容体である

TLR5 のリガンドとして作用することが近年明らかとなっている。病原微生物をはじ

めとする様々な異物に対抗する生体防御システムは、脊椎動物において大きく 2種類

に分類される。一つは獲得免疫と呼ばれ、主に T細胞や B細胞などのリンパ球系細胞
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により担われる。病原微生物の抗原を特異的に認識するリンパ球は、免疫記憶により、

同一抗原の再感作によって特異的リンパ球が速やかに活性化され、強力な感染防御を

成立させる。これに対して、無脊椎動物を含む多くの動物種は、自然免疫と呼ばれる

生体防御機構を備えている。自然免疫は、液性因子である補体、マクロファージ、樹

状細胞、ナチュラルキラー（NK）細胞などによって構成され、感染初期における生

体防御を司る。これらの自然免疫担当細胞は、PAMPs と総称される外来異物特異的

に存在する分子パターンを、TLR受容体が認識することによってリン酸化経路を介し

た NF-κBによる抗菌性ペプチド遺伝子や低分子物質合成に関与する酵素遺伝子の転

写が促進され、感染防御が行われる。TLRを介した認識は、獲得免疫に比べて特異性

が緩やかであるが、それにより広く PAMPs を認識して免疫反応を誘導することがで

きる。また、自然免疫は、獲得免疫の活性化にも重要な役割を果たしている。TLRの

発見以降，自然免疫の活性化のメカニズムが急速に明らかになってきた。しかしなが

ら、個々の TLR の下流のシグナル伝達はそれぞれに異なり、また細胞の種類によっ

ても特異的であるなど、その機構は非常に複雑である。植物におけるフラジェリン認

識とその情報伝達機構に関する本研究で得られた知見は、このように複雑な動物の自

然免疫システムの解明にも貢献することが期待される。 

 植物は病原菌特有の様々な分子をシグナル分子として認識し、免疫反応を誘導する

ことにより病原菌の感染から身を守っている。近年、植物が病原菌を認識し、誘導す

る生体防御システムは脊椎動物の免疫システムの中でも自然免疫と共通性が高いこ

とが明らかになり、植物においても生体防御システムを植物免疫と呼ぶようになった。

この免疫反応には、動物の系と同様に MAPK カスケードや活性酸素の生成機構や、

抗菌活性タンパク質や低分子抗菌活性物質の生成などが含まれており、両防御システ

ム間では多くの共通性が認められる。フラジェリンのように動物と植物が細菌由来の

同様の分子を認識して免疫反応を引き起こすということは、生物の基本的機能である

生体防御システムの進化の面からも興味が持たれる点である。本研究によって得られ

た知見は、植物免疫システムの統合的理解に大きく寄与するだけでなく、昆虫や動物

の自然免疫の発生とその進化、および生物の有する免疫システムの共通性と多様性に

関する研究にも大きく貢献することが期待される。 
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