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⑥当初の研究目的 

 

これまで個々の遺伝子レベルで研究されてきた植物のストレス応答を、タンパク質レベルで

総合的に解析し、植物の環境応答ネットワークの全体像を明らかにすることを目的とする。本

研究の第一の目標は、高等植物のプロテオミクス解析法を確立することにある。具体的には、

①プロテオミクス解析に適したタンパク質資料の調整法の確立、②高解像度の二次元電気泳動

法の確立、③最新の質量分析装置を用いた高速タンパク質同定法の確立、④リン酸化などのタ

ンパク質修飾の解析、⑤タンパク質同士の相互作用の解析、が挙げられる。第二の目標は、こ

うしたプロテオミクス解析法を確立した後、その成果として得られる多数の有用遺伝子を利用

して、これまで進展の遅かった悪環境耐性植物の分子育種を促進することにある。 

 

          

 

 

 

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、具体的に記入してください。 
 
１． 植物の免疫機構を制御するタンパク質複合体の同定 
 植物は病原性微生物から身を守るために高度に制御された免疫システムを持っている。過去

10年ほどの間分子遺伝学的な研究が活発に行われてきた結果、植物の免疫反応に関わる多数の
遺伝子が主にシロイヌナズナにおいて同定されて来た。しかし、それら遺伝子産物の分子レベ

ルの相互作用や生化学的な機能についてはまだあまり理解されていない。本プロジェクトにお

いてプロテオミクスの方法を用い、初めて植物免疫の制御に関わるタンパク質複合体の存在を

明らかにすることができた。 
①低分子量 Gタンパク質 Racは植物免疫の分子スイッチである。 
 これまで一連の研究からイネの低分子量 Gタンパク質（Rac GTPase、Ropとも呼ぶ）が
植物免疫の主要なスイッチであることをさまざまな実験によって示してきた。活性酸素生成、

ファイトアレキシン合成、防御遺伝子の発現、リグニン合成、MAPKの活性化など植物の免
疫応答でみられる重要な反応は Racによって引き起こされることを明らかにした。 
②OsRac1 を含むタンパク質複合体の同定 
 イネの Rac GTPaseのひとつ OsRac1を用い、これに結合するタンパク質の同定を以下の
方法を用いて行った。 
アフィニティークロマトグラフィー： GTP あるいは GDP を結合した OsRac1 を吸着させ
たビーズを持ったカラムにイネ培養細胞の抽出液を流し、その後カラムに吸着したタンパク

質を電気泳動によって分離した後、質量計による解析によってタンパク質を同定した。この

方法で新規な植物免疫に関わる因子を多数発見することができた。 
共免疫沈降法：イネの培養細胞を用い、抗体によって OsRac1を含むタンパク質複合体を沈
降させその中に含まれているタンパク質を解析した。抗体が得られている RAR1, SGT1, 
HSP90, HSP70が OsRac1タンパク複合体に含まれるか検討した。その結果これらのタンパ
ク質は OsRac1タンパク複合体に含まれることが分かった。さらに、OsRac1タンパク複合
体に含まれるタンパク質を網羅的に解析するために、抗体によって沈降させたタンパク質を

すべて質量計により解析した。この実験においても興味深いタンパク質を多数同定した。 
酵母 two hybridおよび in vitro結合実験：上記の実験で得られた新規なタンパク質について 
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⑦研究成果の概要 つづき 

 

酵母 two hybridおよび in vitro結合実験を行い、OsRac1や他のタンパク質との相互作用を
解析した。こうしたプロテオーム解析によって得られたタンパク質の機能については主に

RNAiや過剰発現などの方法を用い解析を行った。 
③タンパク質複合体「Defensome」はふたつの植物免疫経路を制御する。 
 OsRac1 複合体の解析から現在我々は植物免疫を制御するタンパク質複合体に関するひと
つのモデルを得ている。そのモデルのポイントは、PAMP を介した免疫応答も R タンパク
質を介した応答もいずれも Rac GTPaseを含む複合体によって制御されているということで
ある。この根拠はまず、Rタンパク質がこの複合体に含まれていること。次に、RAR1, SGT1, 
HSP90 など Rタンパク質の下で働くとされてきたタンパク質がこの複合体にすべて含まれ
ること。我々は、この OsRac1複合体が植物の免疫を制御するタンパク質複合体であると考
えており、“Defensome”（ディフェンゾーム）と呼ぶことを提唱している。予備実験から
Defensomeは 700 kD以上の大きな複合体であることが示唆されている。 
 
２．イネ培養細胞における防御反応の二次元電気泳動法によるプロテオーム解析 
耐病性誘導の分子スイッチである低分子量Gタンパク質 Rac1の信号伝達系を解析するために、

2 次元電気泳動・質量分析計を用いたプロテオーム解析を行なった。活性型 Rac やスフィンゴ

脂質エリシターによってタンパク量が変化する 271個のタンパク質を同定した。それらの中に

は、耐病性に関わる多くの因子が含まれていた。興味深いことに、エリシターで誘導されるタ

ンパク質のうち、87%のタンパク質は活性型 Rac により誘導されることがわかった。このこと

から、Racの耐病性信号伝達における重要な役割が確認された。 

 

３．イネ細胞死変異体のプロテオーム解析 
イネ細胞死変異体のひとつである cdr2に関して、プロテオーム解析を行い、変異体において特

異的に発現するタンパク質を多数同定した。その中には、耐病性関連タンパク質、シャペロン、

代謝酵素などが含まれていた。 

 

４．乾燥強光ストレス耐性のプロテオーム解析 

乾燥強光耐性能の高い C3植物である野生種スイカを用いて、葉および根における乾燥強光スト

レス応答性タンパク質をプロテオーム手法により網羅的に解析した。LC-MS/MS 解析の結果、葉

においては、葉緑体 ATP 合成酵素εサブユニットやシトクロム b6f 複合体 Rieske サブユニット

など、光合成反応を担う基本因子が乾燥強光ストレス条件下でダイナミックにその動態を変化

させ、チラコイド膜の電子伝達を制御し光傷害を回避していることが示された。また根では、

乾燥ストレス初期の根成長促進段階と、ストレス後期の根組織小型化/木質化段階において、そ

れぞれ異なるタンパク質群が誘導されていた。これらのことから、乾燥ストレスの程度に依存

して、ストレス回避または防御機構を機能させる根の分子応答の全体像が植物で初めて示され

た。 

 

５．二酸化窒素暴露に応答して発現するタンパク質のプロテオーム解析  

タバコを NO2 暴露すると PR (pathogenesis-related)タンパク質が特異的にニト ロ化されるこ

とが、二次元電気泳動法、ウェスタンブロット法および MS/MS 分 析により明らかとなった。NO2

暴露したシロイヌナズナでは、抗ニトロチロシ ン抗体と反応するスポットは 7個存在し, これ

らはいずれも光合成酸素発生錯 体を構成するタンパク質であった。 
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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、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。 

 

植物の代表的なストレスである、病原微生物に対する応答(植物免疫)の分子機構に関して大き

なブレークスルーとなる成果を得ることができた。これまでの植物免疫の研究が遺伝学的な方

法に偏っていたため、多数単離されている耐病性関連遺伝子の遺伝学的な上下関係は明らかに

なっていたがその生化学的な分子機構についてはほとんど知られていなかった。さらに、植物

免疫のキー因子である NBS-LRR型の耐病性遺伝子(R遺伝子)の機能については長い間謎のまま

である。こうした状況の中で、我々は最初に RacGTPaseが植物免疫の分子スイッチであること

を多くの実験から明らかにした。その後、アフィニティークロマトグラフィー、酵母 two hybrid

法、共免疫沈降法を用い RacGTPaseと相互作用するタンパク質をプロテオミクスの方法を用い

て多数同定することができた。さらに in vitro結合実験を用いてタンパク質相互作用を確認し

た。さらに新たに同定した新規なタンパク質の植物免疫における機能は RNAiによりトランス

ジェニック植物を作成し解析した。一連の研究から、植物免疫を制御するタンパク質複合体

defensomeはＲac GTPaseを分子スイッチとして含み、RAR1-SGT1-HSP90や Sti1/HOPな

どのシャペロンからなる。さらに scaffoldタンパクである RACK1を Racのエフェクターとし

て持ち、MAPK6を含んでいる。さらに重要なことは Rac GTPaseは NBS-LRR型の耐病性タ

ンパク質のNBSモチーフと直接結合することでRタンパク質に入った病原菌からのシグナルを

Racに伝えることができる。病原体に由来する Avr因子はおそらく耐病性タンパク質の LRRモ

チーフと結合し defensomeを活性化する。また PAMPsは他のレセプターを介して Racを活性化

すると考えられる。活性化し

た defensome は細胞膜中の

NADPH oxidaseと結合し活性

酸素を生成し、また CCR酵素

を活性化しリグニン生成す

る。その他にも MAPKカスケ

ード、ファイトアレキシン合

成経路、防御遺伝子の発現を

活性化する。今後は defensome

に含まれる新規な因子をさら

に探索するだけでなく、

defensome の構成タンパク質

の動態を FRETなどのイメージ

ング技術を用いて明らかにして

ゆく予定である。 
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DefensomeはPR遺伝子、細胞死、ファイトアレキシン合成などを活性化し
耐病性を獲得する。
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