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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ならびに研究総括 
 
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ち、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、その分子基盤と発現制御機構ならびに
防御応答における役割を理解し、植物の動的生体防御の統御機構の本筋を解明するとともに、OXB 系の
発現制御に関わる情報伝達系を操作し耐病性作物を作出することを目的とした。本課題には、世界の四大
作物の一つであるジャガイモの難防除病害であるジャガイモ疫病の克服により甚大な収量損失を回復し食
糧問題に応えるとともに、環境保全と持続的農業生産を確保する次世代の植物病害防除技術を確立するた
めの理論的基盤を固め、作物の耐病性を強化する実用的課題を含んでいる。具体的には次のことを解明し、
実現する。 
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系を解明する。 

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）に関わる役割を分析し、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（植物免疫）までの応答の流れを解明し、
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出される防御応答の制御因子、抗菌因
子、耐病性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を捉え、その感染特有に動く遺伝子のプロモ
ーターの活用を図る。 

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、防御応答が発現するよ
う形質転換し、耐病性強化を図る。また、OXB 発生の全身獲得抵抗性の誘導刺激作用を解明し、そ
の機構を利用して耐病性強化を考える。 



 

 

Ｓ終了－２ 

⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔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、即応答型の第１相のOXBと遅延発生型の第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補うモデル植物として、疫病菌に感染しレース特異的応答を示す２倍体のNicotia
na benthamiana（ベンサミアナタバコ）を見つけ、StrbohAとStrbohBのホモログとしてNbrbohAおよびNbrbohBを単

離した。(2) NbrbohAとNbrbohBに固有のN末端領域と両者共通のC末端領域をPVXベクターに挿入しジーンサイレン

シング（VIGS）を可能にし、(3)いずれかのrbohをVIGSにかけた組織では非親和性レースの感染に対する防御応答

の発現が停止し罹病化することを示した。ジャガイモでも rbohに依存したOXBが防御応答の発現誘導に必須の機能

を果たしていること明らかにした(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、前者はCa2+イン

フラクスおよびCDPKに依存し活性化、後者は感染誘導性のMAPKカスケードの制御下で発現し非活性のStrbohB 
 (NbrbohB)が生成され、これは第１相のOXB の発生と連動して活性化するリン酸化酵素（CDPK, 36Kd）により

リン酸化されて活性化することを明らかにした。(2) StrbohBおよびNbrbohBの誘導制御に関わるMAPKK（StMEK1、
NbMEK1）を同定し、アミノ酸置換して常時発現型にしたNbME
K1DDをAgroinfiltration法で一過的に発現させると、MAPKのSIP
K(NbMAP1)およびWIPKの活性化、NtrbohBの発現・誘導および

OXBの発生を伴うHR型の防御応答の誘導が起こることを確認し、

rbohBの発現・誘導機構を明らかにした。 (3) MAPK (NbMAP1)
が無細胞系でリン酸化する八つのタンパク質(PPS)を同定し、そ

れぞれをVIGSにかけて機能検定した結果,PPS3がStrbohBおよび

ファイトアレキシン代謝系酵素遺伝子(HMGやVPS)の発現を制御

する因子であることを明らかにした。（図１参照） 
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StME
K1およびStMAP1が活性化し、StrbohBやファイトアレキシン合

成に関わる代謝酵素（HMGやPVS）が誘導・発現するが、非親

和性レース感染の場合、第１相のOXBと関連し活性化されるCD
PKがStrbohBをリン酸化し活性化、後者の酵素も翻訳後の制御を

受けて活性化することを見出した。(2) VPSのプロモーターとG
US遺伝子を連結したキメラ遺伝子をAgrobacteriumを介して作出

した形質転換ジャガイモにおいて、親和性レースの感染でPVS
—GUSが発現することを確認し、このプロモーターの防御応答誘

導へ活用する道を拓いた。 
4) 局部的OXBの発生と協働するNO生成系とその機能の解明  

 (1) タバコ培養細胞で、疫病菌のタンパク質性エリシター（I
NF1）によりOXBの発生に加え亜硝酸還元酵素遺伝子（NR）の

発現によるNO生成が誘導されることを見出し、(2) INF1処理に

より、42Kdタンパク質リン酸化酵素の活性化、HR反応、防御関

連遺伝子の誘導発現がNO消去剤処理で完全抑制を受けることを確認し、防御応答におけるNOの重要性を明らかに

した。(3) VIGS法により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誘導性のNO生成が30％抑制

を示しNRがNO生成に貢献することを示したが、他にもNO生成系が存在することを示唆した。 
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、内部組織を経由して離れた組織の表面にOXB（全身的OXB：sOXB）が発生

し、これが全身的獲得抵抗性（SAR）誘導の引き金の一つになることを過去に明らかにしている。本研究では、(1)
sOXBはStrbohA の活性化に依存し、その発生がStrbohBやPALの全身的発現を誘導し二次感染に対する即防御応答体

制を築くことを示した。(2) RNAiでNbrbohAとNbrbohBをサイレンシングしたベンサミアナタバコ葉では INF1でSA
R誘導をかけた場合、その誘導が著しく低下することを明らかにし、OXBの全身シグナル発信機能を確認した。(3) 
局部的OXBの発生に伴い内生的全身シグナル因子が生産され、それが内部組織細胞でのCa2+インフラクスの連鎖反

応を刺激し、それが連鎖的に全身的に伝達される新規な細胞間情報伝達機構の存在を示した。 
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の発現誘導した耐病性ジャガイモの作出   

 (1) PVSプロモーターを、STMEK1DDに連結したキメラ遺伝子を構築し、A. tumefaciens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、親和性疫病菌レースの感染および夏疫病菌の感染に

対して強い抵抗性を示し、耐病性化に成功を納めた。(3)形質転換ジャガイモは非感染な健全状態では導入遺伝子は

発現せず、感染とともに非親和性レースの感染同様のHR型防御応答を伴う抵抗性を示した。(4)親和性レースの感染

戦術を宿主のOXB系の誘導に導く方向で情報伝達系遺伝子を操作する理論で、世界で初めて病気にかからない耐病

性植物を作れることを実証し、他の作物への摘要を含め将来に明るい展望を開いた。 



 

 

Ｓ終了－３  

⑧特記事項（こ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、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、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。 

   非親和性レースの感染に対する植物の動的防御応答の研究で、防御関連遺伝子の発現に関して多くの研究があるが、その発現を

統御する情報の伝達と制御機構の解明は遅れていた。研究代表者らは、防御応答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世界をリードしてきた。本研究では、すでに明らかにしてきた感染防御応答の上流で２相にわたるOXB

の発生がそれぞれ２種のO2
-生成NADPH酸化酵素（rboh）に依存し、両OXBが協調し過敏感反応（HR）型防御応答を発現・誘導するの

に決定的な役割を果たしていることをVIGS法により証明するとともに、親和性レースの感染ではいずれのOXBも発生が抑制され、そ

の結果防御応答の誘導・発現が起こらないことを証明し、OXBが防御応答を統御する鍵反応であることを明らかにした。これは、逆

に病気を起こす親和性レースの感染でも、OXBを誘導するように制御すれば耐病性が強化できる智恵を与えた。 

 

2) 親和性レースの感染でも多くの防御関連遺伝子の発現があり、転写後制御が防御応答で重要であることを示した。 

   非親和性菌の感染に対する植物の動的感染防御において重要な機能を果たすと理解されてきた抗菌性物質のファイ

トアレキシン生成は、遺伝子発現を伴って誘導される一連の酵素群により生成される。しかし、ナス科植物のセスキ

テルペノイドファイトアレキシン生合成に関わる酵素（HMG,VPSなど）の遺伝子の発現が、常識を破って防御応答が起

こらない親和性レースの感染によっても起こり、さらに、第２相のOXBが無い親和性レースの感染でもrbohBが発現し

ていることを見出した。これらの発見は、防御関連遺伝子の発現は親和性菌・非親和性菌共通に起こり、感染防御応

答の特異的発現が転写後ならびに翻訳レベルで起こるという常識から外れた重要な発見をした。 

 

3) 第２相のOXBの発生を担うrbohBの発現やファイトアレキシン代謝系酵素の遺伝子はMAKカスケードにより制御されてい

ることを証明した。 

   病原菌の感染時に活性化されるMAPキナーゼ(StMAP1)を同定したことから、MAPキナーゼカスケードが親和・非親和

の関係なくrbohB遺伝子およびHMGやVPS遺伝子の誘導発現を制御していることを発見し、MAPKK(MEK1)の常時活性型に

したMEK1DDをAgroinfiltration法で一過的に発現させると、MAPキナーゼカスケードの活性化、rbohBやHMGおよびVPS
の発現、第２相のOXBが発生、HRを伴う防御応答の発現が順次起こることを明らかにした。これらの発見が親和性レー

スの感染で、StMEK1を強制的・持続的に活性化すればHR型の防御応答を誘導し耐病性化を図ることが出来るというア

イディアの源となった。 

 

4) 理論と実証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。 

 上述の新規な発見から、親和性レースの感染で発現が誘導され

る遺伝子として、セスキテルペノイドファイトアレキシン生合成

酵素の一つである、ベスピラジエンシクラーゼ(VPS)に焦点を当て

解析した結果、４種のオルソログの内、特に葉で強く発現するPVS3
をクローニングし、このプロモーターを常時活性型に修飾した

StMEK1DDに連結したキメラ遺伝子を構築した。この遺伝子を栽培ジ

ャガイモに導入し形質転換ジャガイモ品種を作出した。その結果、

形質転換ジャガイモは理論通り、親和性レースの感染でも非親和

性レースの感染応答と類似したOXBとHR型防御応答を発現し、耐病

性を示した(図２参照)。これは同一植物内の感染時に発現する遺

伝子のプロモーターを利用し、植物自らのもつ緊急シグナル（OXB）

系が活性化するように誘導し、動的防御応答を発現させて耐病性

化する新規な理論であり、これを実証して確認した世界で初めて

の成功例である。今日、OXBの発生が動的防御応答の鍵とする植物

の普遍的な性質であると認識されてきており、病原菌の寄生戦術

を逆手に利用したこの理論は他の作物においても十分適応できるもので、その応用の展開が期待されている。 

 

5) HR型防御応答におけるNOの重要な機能の発見と新研究分野を展開した。 

 植物細胞における防御応答系で第１相のOXBの誘導ともにNOの発生とその生成系（亜硝酸還元酵素:NRと未知酵素）の

重要性を先駆的に明らかにし、OXBとの関係でNOの役割という新研究分野の展開を図った。 

 

6) 全身的OXBの誘導現象の機構解明と全身的免疫誘導技術への応用への展望を拓いた。 

   局部的なOXBの発生が刺激となり全身的OXBが発生し、これが全身獲得抵抗性誘導の始動的機能をもつことを発見し

た。本研究でこの現象を確実に証明し、全身的シグナル伝達はOXBの発生現場で生じた誘導因子により、OXB系が不活

性状態の内部組織細胞の連鎖的Ca2+インフラクスを発生させ、これがOXB系（StrbohA）の活性状態の末端表面細胞に到

達し、そこでOXB(全身的OXB)が発生する機構を明らかにした。また、OXB系をジーンサシレンシングした植物では、こ

れらの機能が抑制されることを証明し、局部的OXBの発生現場で全身的OXBの誘導刺激因子が生成されることを示唆し

た。これらの発見は、植物に全身的免疫を誘導する自らの因子と情報伝達ルートが存在することを示し、この因子の

解明が将来の新しい安全農薬としての免疫誘導剤の開発に繋がる展望を拓いた。 

 



 

 

Ｓ終了－４－１ 

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（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、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、特

許等の発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
原著論文 
Yamamoto-Katou, A., Katou, S., Yoshioka, H., Doke, N. and Kawakita, K. Nitrate reductase is responsible for
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(2006) 

Saito, S., Yamamoto-Katou, A., Yoshioka, H., Doke, N. and Kawakita, K. Peroxynitrite generation and tyrosine nitration 
in defense responses in tobacco BY-2 cells. Plant Cell Physiol. doi:10.1093/pcp/pcj038 (2006) 
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