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ク質の翻訳が起こり，同培地での生育が可能となった．
スクリーニングでは，酵母野生株に対し変異源 EMS 

（2％）処理を行った後に，このレポータープラスミドを形
質転換し，ヒスチジン欠損培地に塗布し，生育してきたコ
ロニーを選択した．His3 タンパク質阻害剤である 3-AT 

（0.2 mM）を含む同培地にて擬陽性のコロニーを除いた後，
残りの変異株を野生株と掛け合わせて四分子解析を行い，
His+ の形質が 2 : 2 で分離したものを候補として，酵母ゲ
ノムライブラリーを用いて原因遺伝子の同定を行った．そ
の結果，いくつかの変異株については HMO1遺伝子に変
異が入っていることが確認された．他には，転写関連因子
ではなく，翻訳関連因子の変異が複数同定されたが，これ
らの株ではおそらく開始コドンの認識に異常が起こり，欠
失させた本来の開始コドン付近の ATG 類似配列から機能
を持った His3 タンパク質が作られてしまったと推測され
る．これらの変異は生育の高温度感受性を伴っているため，
以後はこれを指標に判別・除去することが可能である．現
在，残りの株についてライブラリースクリーニングや，全
ゲノムシークエンス解析などの手法により，原因となる変
異の同定を継続して行っている．

一方， 同様の改変型 RPS5 プロモーターを酵母の URA3
遺伝子につないだレポータープラスミドを別途作成した．
URA3遺伝子産物は，ウラシルの生合成に必須であると同
時に，5-FOA という薬剤を細胞内で毒に変換するため，
このレポータープラスミドを持つ HMO1欠損株は，Ura3
を発現し，5-FOA を含む培地で生育不能となる．この株
に対して，HMO1遺伝子破壊株から作成したマルチコ
ピーライブラリーや，ヒト培養細胞（HeLa 細胞）の

cDNA を酵母で発現誘導可能なライブラリー（構築済）を
形質転換し，5-FOA 含有培地にて生育可能なコロニーを
選択することにより，Hmo1 と同様の，あるいは重複した
機能を持つ因子の探索が可能であり，現在これらのスク
リーニングを実施している最中である．

【今後の予定】
上記のスクリーニングで取得された因子，及びその変異

株については今後，ノーザン法やプライマー伸長法，
ChIP 法など多角的な手法を駆使することにより，RPS5
やその他の RPG プロモーターへの結合や，遺伝子破壊に
よる RPG の転写量，及び転写開始点の変化，Hmo1 や
PIC，ヌクレオソームの結合量や位置の変化を調べ，それ
らが目的とする因子であるかを検討していく予定である．
これらの解析によって，申請者の見出した新しい転写開始
点決定機構の分子基盤の解明が進むと期待できる．
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病原体レセプター抵抗性タンパク質による耐病性の制御機
構の解明

奈良先端科学技術大学院大学　河野洋治

抵抗性タンパク質は，病原体の侵入を感知する細胞内レ
セプターとして働き，過敏感細胞死や酸化的バーストを伴
う植物の中で最も強い免疫応答を誘導する．抵抗性タンパ

ク質は農業上重要であり，新潟県のほぼ全域では抵抗性遺
伝子を導入したコシヒカリが食用として栽培され，耐病性
が増したことにより，コメ収量の増加に貢献している．現
在までに，主に遺伝学的手法を用いて，抵抗性タンパク質
による免疫に関与する分子の同定が試みられ，シャペロン
タンパク質 Hsp90, コシャペロンタンパク質 RAR1, SGT1
などが報告されている．これらの分子は，抵抗性タンパク
質の安定性の制御が主な機能であり，シグナル伝達機構や
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活性化機構は説明できない．したがって，抵抗性タンパク
質は，重要な細胞内レセプターであるにも関わらず，その
活性化機構は不明であった。申請者の所属する研究室では，
これまでに，低分子量 Gタンパク質イネOsRac1が活性酸
素の産生，過敏感細胞死を誘導し，耐病性に関与すること
を明らかにしている （Kawano et al., Rice, 2010）. また，
OsRac1 が抵抗性タンパク質の安定性に関わる Hsp90, 
RAR1, SGT1等と複合体を形成することを明らかにしてい
る．我々は，本研究で以下の知見を得た．

1） 抵抗性タンパク質のシグナル伝達に関する新たな知見
植物は，病原菌の感染をレセプターを介して認識し，様々

な抵抗性反応を誘導する．この反応は動物における自然免
疫応答と似ていることから「植物自然免疫反応」と呼ばれ
る．植物自然免疫反応を引き起こすための病原菌の認識は
2種類のレセプターによって行われており，そのひとつは
膜貫通型レセプターであり，病原菌の持つさまざまな細胞
成分を認識する．このタイプのレセプターは動物の自然免
疫に関与する TLR（Toll-like receptor）と構造が似ている．
もう一つは，抵抗性遺伝子産物（以下，抵抗性タンパク質）
が病原体を認識する細胞内型レセプターとして働くことが
知られている．現在，抵抗性タンパク質がどのような複合
体を形成し，下流のシグナル伝達系を制御しているかはほ
とんど明らかになっていない．我々はこれまでに植物免疫
の分子スイッチである低分子量 GTP 結合タンパク質 Os-
Rac1 がイネの抵抗性タンパク質を介した抵抗性反応にお
いて重要な役割を果たしていることを明らかにしている．
最近，OsRac1 の相互作用分子の探索を行ったところ，い
もち病菌の抵抗性タンパク質である Pit を同定した（図1: 
Kawano et al., Cell Host Microbe, 2010）. Pit による抵抗
性に OsRac1 が関与するか否か，OsRac1 の発現抑制イネ
を用いて検討したところ，OsRac1発現抑制イネでは Pit
を介した抵抗性が抑制され，顕著にいもち病の病斑が大き

くなっていることが確認された．活性型の Pit や OsRac1
をタバコで過剰発現すると，過敏感反応や活性酸素産生な
どの耐病性特有の反応が観察された．この活性型 Pit によ
る過敏感反応や活性酸素産生は，ドミナントネガティブ型
OsRac1 によって抑制された．OsRac1 の活性化をモニタ
リングした結果，Pit 活性化型変異体は，OsRac1 を活性
化することが明らかになった．以上の結果から，OsRac1
は Pit の下流で過敏感反応死や活性酸素の産生を制御する
ことにより，耐病性を制御することが示唆された．本研究
成果は，世界に先駆けて抵抗性タンパク質による耐病性誘
導の分子メカニズムを明らかにしたものである．

2） OsRac1による防御関連遺伝子の制御機構の解明
OsRac1 による防御関連遺伝子の制御機構を明らかにす

る目的で，恒常的活性型 OsRac1 により発現誘導がされる
転写因子を検索したところ，basic helix-loop-helix 型転写
因子である Rac Immunity 1 （RAI1） を得た．RAI1 が耐
病性に関与するか否かを感染実験により検討した．RAI1
のアクティベーションタグラインは，顕著に耐病性が向上
しており，RAI1 が耐病性に関与する分子であることが明
らかになった（図2: Kim et al., Plant Cell Physiol., 2012）. 
RAI1 により発現が調節される遺伝子をマイクロアレイを
用いて単離を試み，PAL1 と OsWRKY19 を同定した．
RAI1 のアクティベーションタグラインでは，PAL1 と
OsWRKY19 の発現が上昇し， 反対に， RAI1 RNAi 個体で
は発現が減少した．さらに，ゲルシフトアッセイにより，
RAI1 が PAL1 と OsWRKY19 のプロモーター部位に直接
結合することも見出した．以上の結果から，RAI1 は
PAL1 と WRKY19 のプロモーター部位に直接結合して，

図1　抵抗性タンパク質（Pit）による OsRac1 の活性化 図2　OsRac1 による防御関連遺伝子の制御機構
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それらの遺伝子発現調節をしていることが明らかになっ
た．MAPK3 と MAPK6 による basic helix-loop-helix 型転
写因子 SPEECHLESS のリン酸化が気孔形成に重要である
ことが知られている．SPEECHLESS と同様に，RAI1 が
MAPK3 と MAPK6 に直接相互作用することを明らかに
した．さらに，OsRac1 と MAPK3及び MAPK6 も複合体
を形成することを見出した．PAL1 と OsWRKY19 のプ
ロモーターを用いたレポーターアッセイにより，MAPK3
あるいは MAPK6依存的に，PAL1 と OsWRKY19 の発
現が誘導されることを明らかにした．以上の結果から，
OsRac1 は MAPK3 あるいは MAPK6 によるリン酸化を介
して転写因子RAI1の活性を調節し，PAL1とOsWRKY19
の発現を調節することが示唆された．

3） 抵抗性タンパク質の細胞内局在に関する新たな知見
抵抗性タンパク質は，病原体を認識する細胞内レセプ

ターとして働くことが知られている．現在，抵抗性タンパ
ク質の細胞内局在の分子メカニズムや耐病性反応と局在と
の関連に関してはほとんど明らかになっていない．本研究
で，NB-LRR 型抵抗性タンパク質 Pit の細胞内局在の分子
メカニズムを明らかにする目的で，Pit 上に存在する細胞
膜の局在化に関与するシグナル配列を探索し，パルミトイ
ル化修飾のコンセンサス配列を発見した．抵抗性タンパク
質 Pit の野生型は細胞膜上に局在するが，パルミトイル化
コンセンサス配列の変異体は，細胞膜への局在の効率が減
少した．したがって，パルミトイル化が Pit の細胞膜局在
に重要であることが明らかになった．これまでに，恒常的
活性型 Pit 変異体は，細胞死や活性酸素の産生を誘導する
ことを明らかにしている．この恒常的活性化型変異体にパ
ルミトイル化コンセンサス配列の変異を入れた二重変異体
は，細胞死や活性酸素の産生が減少していた．さらに，パ
ルミトイル化変異体は，OsRac1 に対する相互作用が減少
していることも見出した．以上の結果から，パルミトイル

化を介して Pit が細胞膜にアンカーすることが OsRac1 と
の相互作用に重要であり， 細胞膜上での Pit によるOsRac1
の活性化が免疫誘導に重要であることが示唆された．
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食品中の高機能物質・プロアントシアニジンの機能を解明
する化学生物学的研究

大阪電気通信大学工学部応用化学科　齊藤安貴子

研究の目的
「医食同源」というように昔から親しんでいる食品は健

康に良いとされる．しかし，何故健康によいのか，そして
本当に安全なのか，化学的に証明されているものは少ない．
食品に含まれる活性物質は，長期に摂取して効果を発揮し，

大量に摂取しても排泄，または，迅速に分解される．これ
は，動物が長い年月をかけて取得した機構であろう．

しかし今，これらが何故活性を発現するのかを化学的に
証明・理解し・利用する必要に迫られている．なぜなら，
高価な医薬品が家庭の経済，国家の経済を圧迫し，人が健
康に生きていく事すら難しい世の中になりつつあるといえ
るからである．また，生活習慣病等のように，半永久的に
服薬を余儀なくされる病気が増え，その副作用が問題と
なってきた．申請者は，これからは，「病気の予防薬」が
必要であり，それには昔ながらの食品由来の化合物が「副


