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局部および全身的オキシダティブバーストの
誘導とシグナル伝達の分子生理機構および植
物免疫誘導機構の解明と耐病性化への応用並
びに研究総括 
防御応答におけるNOの生成機構と機能に関
する生化学・分子生物学的解明 
オキシダティブバースト系のNADPH酸化酵
素系の分子基盤とその発現調節機構の解明な
らびに耐病性植物の作出 

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 
 病原菌に対する植物の動的な防御応答の始動と統御において重要な意味をもつ緊急シグナル反応として提唱
してきた「オキシダティブバースト（OXB）」を中心に、その分子基盤と活性制御機構ならびに防御応答への統
御機構を解明し、植物の動的生体防御機構の本筋を理解するとともに、OXB系の発現制御に係わる情報伝達系を
制御し耐病性作物を作出することを目的とした。具体的には次のことを解明し実施することを目的とした。 
1）植物における動的防御応答の流れにおいて、異物認識と情報伝達機構、その制御下で誘導されるOXB反応系
（O2- 生成NADPH酸化酵素系）およびNO生成酵素系（亜硝酸酸化酵素）の分子基盤と発現制御機構、およ
びそれらの酵素活性を制御する情報伝達機構を解明する。 

2）感染や異物応答で生じる局部的および全身的OXBで生産される活性酸素種の防御関連遺伝子の発現（転写）、
酵素の生産（翻訳）および酵素の活性制御（機能化）に係わる役割を分析し、細胞内、細胞間、組織間および
器官間における生理機能を時間と組織空間的関数を組み込んで解析し、局部的過敏感防御応答から個体レベル
における全身的獲得抵抗性誘導までの相互関連を解析し、植物の動的生体防御の全体像におけるOXBの機能
を明らかにする。 

3）OXBの発生と関連し、転写や翻訳レベルで機能し、新規に作りだされる防御関連の制御因子、抗菌因子、耐
病組織の構築の実態などを細胞および組織レベルで明らかにするとともに、OXB の発生がない親和性レース
の感染時に誘導される遺伝子の動向も明らかにする。 

4）OXBが防御応答ネットワークを形成する重要な反応であることを活用し、親和性菌の感染により発現する遺
伝子のプロモーターをOXBの発現を制御する情報伝達系に連結し非親和性化する。また、全身的獲得抵抗性
を誘導する誘導刺激因子を利用して耐病性誘導を図る。 

 本研究は、世界で先導的に展開してきた植物の生体防御機構における「OXB」の機構と機能を解明しこれが決
定的に重要な反応であることを明らかにし、それが防御ネットワークを統御する機能をもつことを利用し、OXB
発生の情報伝達系を制御し耐病性植物を作出することを目指す独創的な研究である。研究対象を主要食用作物で
あるジャガイモの難防除病害であるジャガイモ疫病に焦点をあて耐病性を強化する具体的な実用的課題を含み、
この成功は、今日問題となっている環境保全と持続的農業を保証する次世代型の植物病害防除技術の確立に貢献
しようと計画したものである。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）
 

1）局部的OXBの局部的防御応答の誘導における必須的役割の証明 
研究対象のジャガイモ組織では、疫病菌感染防御応答の過程で、即応答の第 1相の OXBと遅延発生の第 2
相のOXBが発生し、それぞれNADPH酸化酵素の StrbohA および StrbohB酵素に依存することを先に明ら
かにした。本研究では、（1）4 倍体のジャガイモの弱点を克服するため、モデル植物開発を検討し、疫病菌に
感染し同様に応答する 2倍体のNicotiana benthamiana（ベンサミアナタバコ）をみつけ、StrbohAと StrbohB
のホモログとしてNbrbohAおよびNbrbohBを単離した。（3）NbrbohAおよびNbrbohBに固有のN末端領
域と共通のシークエンスをもつ C 末端領域の一部をそれぞれ PVX ベクターに挿入しジーンサイレンシング
（VIGS）し、それが機能していることを確認した。（4）VIGSにかかった植物は、OXBと過敏感反応（HR）
が起こらず、非親和性レースも感染・罹病するようになった。これらより、ジャガイモでも rboh が防御応答
の成立に必須の機能を果たしている確信を得た。（図１参照）  

2）局部的OXB系の発生を制御する上流のMAPK カスケードの解明 
（1）StrbohA（NbrbohA）は、傷や発育過程で常時発現し、StrbohB（NbrbohB）は感染で誘導・発現し、

StrbohAは Ca2+インフラクスおよび CDPKに依存し活性化、StrbohBは感染誘導性のMAPKカスケードの
制御下で発現し、非活性の StrbohB が生成されるが、第１相の OXB との関連で活性化するリン酸化酵素
（35Kd）により活性化された。（2）StrbohB（NbrbohB）の発現はMAPKKに相当する StMEK1（NbMEK1）
とその下流のMAPKに相当する StMAP1（NbMAP1）の制御をうけ、StMAP1によりリン酸化される 8タン
パク質を単離し VUGS で機能解析した。（3）アミノ酸置換により StMEK1 を常時発現型にした StMEK1DD

をAgrobacteriumの感染を介して一過的に発現させると、StMAPK1や SHIPKの活性化、NbrbohBの誘導、
OXB の発生、HR 反応の誘導、防御関連遺伝子の発現などが起こり、StMEK1DDの発現により HR を伴う防
御応答誘導が確認された。 

3）感染により発現する遺伝子および代謝系の解明 
  （1）非親和性レースのみならず親和性レースの感染
でも、StMEK1、StMAPK1、および StrbohBが誘導発
現し、さらに、（2）防御応答の主役因子であるファイト
アレキシン（PA）生成に関与する HMGCoA 還元酵素
遺伝子（HMG）やベスピラジエン合成酵素遺伝子（VPS）
が発現した。（2）非親和性レースの感染の場合、第１相
の OXBの制御をうけて、誘導されるタンパク質リン酸
化酵素により、転写後に制御により活性化されることが
示唆された。（3）VPSのプロモーターとGUS遺伝子を
つないだキメラ遺伝子を Agrobacterium を介して形質
転換したジャガイモ組織で、VPSが親和性レースの感染
で発現することをGUS染色で確認した。 

4） 局部的 OXB の発生と関係する NO 生成系とその防御応答
における意義 

  培養細胞（BY-2）を用い、疫病菌由来タンパ
質性エリシター（INF1）により、OXBが発生するとと
もに、亜硝酸還元酵素遺伝子（NR）が発現し、NO 生
成が誘導されることを確認した。（2）INF1 により誘導
される 41 Kdタンパク質リン酸化酵素の活性化、過敏感
細胞死、過敏感反応関連遺伝子の発現がNO特異的消去
剤処理により完全に抑制され、この誘導にNOが関与し
ていることを示した。（3）VIGS法を用いてNRをサイ
レンシングしたベンサミアナタバコ葉において、INF1
により誘導されるNO生成活性が約 30%抑制され、NR
がエリシター応答性NO生成を担う酵素の一つである可
能性を示した。 

5）局部的OXBの全身的OXB誘導への情報伝達機構および全身的獲得抵抗性誘導機構の解明 
  植物組織の一部に OXB を誘導すると内部柔組織を通って離れた組織の傷害面に OXB（システミック OXB: 

s-OXB）が発生し、全身獲得抵抗性（SAR）誘導の引き金になることをすでに明らかにしてきた。（1）本研究
では、s-OXBは StrbohAに依存し発生し、その発生が StrbohBおよび PALを誘導し、二次感染に対する待機
状態なることを示唆した。（2）RNAiでNbrbohAとNbrbohBを同時にサイレンシングしたベンサミナタバコ
葉では、INF1で SRA誘導をかけた場合、誘導程度が著しく低下し、局部的OXBが SAR誘導に重要な役割を
もつことを示した。（3）局部的 OXB の発生に伴い、内生的全身シグナル発信因子が生産され、それが細胞間
情報伝達系を刺激し、s-OXBを誘導するという新たな細胞間シグナル伝達機構の存在証拠を示した。  

6）親和性レース感染で発現するPVSプロモーターを活用しOXBの発現制御による耐病性ジャガイモの作出 
  （1）VPSのプロモーターを、StMEKDDに連結したキメラ遺伝子を構築し、Agrobacteriumの感染を介して形
質転換ジャガイモを作出した。（2）形質転換ジャガイモは発育正常で、発病させる能力をもつ親和性疫病菌レー
スの感染に対し、非親和性レースの感染と類似のOXBを発生し、HR応答を示し、抵抗性を示した。この形質転
換ジャガイモが形成した塊茎組織も親和性レースに対して過敏感反応様応答を示し、抵抗性を示した。これ親和
性菌の感染でOXB系が発現するように形質転換すると耐病性となることを示した世界で最初の例である。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク
ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
1） 植物の防御応答の発現におけるOXBの決定的重要性を証明した。 
  感染に対する植物の動的防御応答の研究で、発現する防御関連遺伝子関して多くの研究があるが、その発現
の統御機構の解明は遅れている。研究代表者らは、それらを統御する反応としてOXBを発見して以来、その
機構と機能の解明にこだわってきた。感染防御応答では 2相のOXBが発生することを明らかにしてきたが、
それぞれを担う酵素遺伝子を単離し、それぞれをVIGSによりサイレンシングすることにより、OXB発生が
なくなり、防御応答が起こらなくなることを証明した。親和性菌ではいずれのOXBも発生しないことからも、
OXBがその下流で発現する各種の防御応答を統御する鍵反応になっていることを明らかにした。これは、病
気を起こす親和性レースの感染でOXBが誘導されるように制御できれば、耐病性を強化できるという可能性
を示したものである。 

2） 親和性レースの感染でも多くの防御関連遺伝子が発現し、転写後の制御が特異性を決めることを示した。 
  植物の誘導性防御応答反応で重要な機能を果たす、抗菌性物質であるファイトアレキシン生合成系酵素の遺
伝子（HMG や VPS）は、防御応答が起こらない親和性レースの感染でも発現誘導されることを過去の研究
で明らかにしてきた。本研究でも、防御応答を制御する第 2相の OXBを担う StrbohBが親和性レースの感
染で発現し酵素まで生成されることを明らかにした。これらの常識からはずれていた発見は、感染し発病させ
る親和性レースの感染でも誘導発現する遺伝子があり、そのプロモーターを防御応答を制御する情報伝達系に
組み込めば、非親和性菌感染に類似した防御応答が誘導でき、耐病性作物の作出が可能であるという構想を生
んだ。 

3） 第 2相のOXB発生は上流のMAPK カスケードにより制御されていることを証明した。 
  第 2相のOXBを担う rbohBの発現はMAPキナーゼカスケードにより制御されることを明らかにし、関与
する遺伝子解析した。MAPKK（StMEK1）をアミノ酸置換し常時発現型にしたものを強制発現させて結果を
見たところ、その下流ではMAPK、SHIPK, WIPKなどのキナーゼが誘導され、StrbohBの発現、StrbohB
の蓄積が起こり、第 2相のOXBが自動的に発生しHR型の防御応答が誘導されることが明らかとなった。こ
のことから、親和性レースの感染により、StMEK１を強制発現すれば耐病性強化も可能であるという重要な
ヒントが得られた。 

4） 理論にもとづく遺伝子操作による耐病性ジャガイモの作出に世界で初めて成功した。 
  親和性レースの感染で発現が誘導されるセスキテルペノイドファイトアレキシンの生合成酵素の遺伝子の
うち、ベスピラジエンシクラーゼ（VPS）に焦点をあて 4 種のオルソログの内、葉でも強く発現することを
明らかにしていたPVS3のプロモーターを常時活性型にアミノ酸置換したStMEK1DDに連結しVPS3のプロ
モーターを利用した。このプロモーターにGUS遺伝子を結合させたキメラ遺伝子で形質転換したジャガイモ
を作出し、感染やその他のストレスに対する発現応答をGUS染色で調べた結果、感染特異的に発現すること
が明らかとなった。そこで PVS3 のプロモーターを StMEK1DDに連結したキメラ遺伝子を構築し、これを
Agrobacterium の感染を介して形質導入し、形質転換ジャガイモを作出した。その結果、この転換ジャガイ
モは理論通り、親和性レースの感染により、非親和性レースの感染応答と類似したOXBとHR型防御応答を
示し、抵抗性を示した。これは同一植物内の
遺伝子を操作することで耐病性化すること
を世界で初めて証明した例となった（論文公
表準備中）。この理屈は、他の作物で十分適
応できるものと考えており、その応用性に広
がりを期待するものである。 

5） 全身的OXBの誘導現象から全身的植物免疫 
 誘導技術への応用への期待がうまれた。 

  局部的なOXBの発生が刺激となり全身的
OXB が発生し、全身的獲得抵抗性が現象さ
れ、免疫性が高まることを発見したことも研

究代表者らの成果であり、従来、SAR 誘導
に密接に関係してきたサリチル酸以外に、新

規な全身シグナル伝達機構があることを示

唆してきた。本研究では、その機構の解明と

ともに、全身的OXBを発生させる内生的シ
グナル因子の存在を示唆する結果を得てお

り、その因子を単離中である。この因子の詳

細が明らかになれば、植物の全身的免疫反応

の誘導機構の新たな側面と植物を耐病性に

する戦略因子として活用できるものと考え

ている。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（発表予定のものを記入することも可能。）
の全者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会

等における発表状況について記入してください。） 
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