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Review

植物病害抵抗性R蛋 白質の分子制御機構

能年義輝 ・市村和也 ・白須 賢

植物に病害を与える病原菌は,植 物細胞内にエフェクターとよばれる蛋白質を注入してその防

御機構を撹乱 ・回避することで感染を可能にしている.こ れに対し植物は,抵 抗性蛋白質(R蛋

白質)を含む複合体による,病 原体の特異的認識と抵抗性発現により耐性を獲得する機構を備え

ている.近 年,R蛋 白質複合体構成因子の単離および生化学的解析を基盤として,そ の活性化

メカニズムの理解が急速に深まっている,本 稿では,R蛋 白質の機能に必要なシャペロン様複

合体を形成するRAR1,SGT1,HSP90を 中心に,R蛋 白質複合体とその機能発現の分子メカ

ニズムについて概説する.

R蛋 白質PAMPs細 胞死 シャペロン ユ ビキチン

はじめに

自然界には多 くの微生物が存在するが,植 物はこれら

に感染することは多 くない.植 物は,細 胞壁などによる

物理 的遮蔽 や抗 菌性 物質 に よる化学的防御 に加 え,

PAMPs*1と 総称される多 くの微生物 に共通 に存在する

物質を感知することでその接触を認識 し,basal defense

とよばれる抵抗性反応を誘導 して耐性 を発揮する(各種

の植物免疫応答の定義はコラムを参照).一 方,特 殊な

蛋白質分泌装置によりエフェクターとよばれる蛋白質を

注入することでbasal defenseを 撹乱あるいは回避 し,

細胞内へ侵入 ・感染する能力をもつ微生物は植物病原体

と位置づけられ,こ れ らの一部は農業上の甚大な被害の

原因ともなっている

植物病原体には,バ クテリア,カ ビ,線 虫,ウ イルス

などが存在するが,同 一種の宿主植物であっても,品 種

Aは 抵抗性 を示すが品種Bは 感染性 を示す といったよ

うに,非 常に高い特異性を示す.こ の特異性は,宿 主植

物の病害抵抗性(R6sistmc6,R)遺 伝子 と,そ れと対 をな

す病原体の遺伝子とのアリル特異的な遺伝的相互作用に

よって規定されてお り,Florの “遺伝子対遺伝子説”と

して知 られている1).抵 抗性農作物品種の育種 過程 で

は,結 果的にこのR遺 伝子座が もち込まれている場合

が ほ と ん ど で あ る.こ れ まで に 多 く のR遺 伝 子 が ク ロ

ー ニ ング され て きた が
,そ れ らの 多 くは,分 子 中 央 部 の

ヌ ク レ オ チ ド結 合 部 位(nucleotide-bindingsite;NBS)

とC末 端 の ロ イ シ ン リ ッチ リ ピ ー ト(leucine-rich re

peat:LRR)ド メ イ ン を 含 む,NBS-LRRと よ ば れ る 細

胞 質 局 在 型 の 蛋 白質 を コ ー ドし て い た(図1).細 胞 質 型

NBS-LRR型 のR蛋 白 質 の ほ か に も,細 胞 外LRRド メ

イ ン で構 成 され る 細 胞 膜 貫 通 型LRR型 のR蛋 白質 が い

くつ か 知 られ て お り,こ れ らは キ ナ ー ゼ ドメ イ ンを 含 む

もの と含 まな い もの に分 類 さ れ る.病 原体 認 識 に は,こ

れ ら両 方 の 型 のR蛋 白質 の もつ 高 度 に 多 様 化 し たLRR

ドメ イ ン部 分 が 主 要 な役 割 を は た して い るD.シ ロ イ ヌ

ナ ズ ナ ゲ ノ ム に は 約150のNBS-LRR型R遺 伝 子 の 存

在 が 確 認 され,そ れ らの 多 くは ク ラ ス ター を な して 存 在

し,頻 繁 な組 換 え に よ る高 度 な 多 型 を示 して い て,こ れ

は 病 原 体 認 識 の 多 様性 の 源 に な っ て い る と考 え られ て い

る2).

病 原 菌 は 植 物 感 染 に際 し,そ の 病 原 性 を 発 揮 す る た め

植 物 細 胞 内 に 数 多 くの エ フ ェ ク ター 蛋 白質 を注 入 す る

が3),R蛋 白質 は 病 原 体 の エ フ ェ ク ター 蛋 白 質 と直 接 ま

た は 間接 的 に 結 合 す る こ と で そ の 侵 入 を 認 識 して活 性 化

され,植 物 免 疫 反 応 を 誘 導 す る(図2).病 原 体 の 種 類 に
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*1PAMPs:pathogen-associated molecular patterns,病 原体 関連 分 子 パ ター ン.多 くの細 菌 な どに共通 に存 在 し,動 植物 の細 胞 自律 的

な防 御 反 応 を誘 導 す る物 質 の 総称.具 体 的 に は,リ ボ 多糖 類 とい った糖 鎖 や フ ラ ジ ェ リ ンな どのペ プチ ドが 知 られ て お り,こ れ らは

植 物 で はbasal defenseと よば れ る基 礎 的 レベ ルの 防御 応 答 を誘 導 す る.

図1植 物 のR蛋 白 質 と動 物 に お け

る類似 蛋 白質 との 構造 比 較

植 物の病原菌 認識 にはた らくR蛋 白質

には,細 胞 質型NBS-LRR型 のR蛋 白

質と細胞膜貫通型LRR型 のR蛋 白質が

存 在する,ど の よ うな 型のR蛋 白質で

あっても,サ リチル酸を介 した過敏感細

胞死と,そ れ に続 く全身獲得抵抗性反応

を含む抵抗性発現機構が導かれることか

ら,共 通の下流 シグナルの存在が予想さ

れている,細 胞膜貫通 型LRR型R蛋 白

質 は動 物のToll様 受容 体(Toll-like re

ceptor;TLR)と,ま た,細 胞質型NBS-

LRR型R蛋 白質 はNOD(nucleotide

binding oligomerization domain)蛋

白質と,構 造的類似性を示す.こ れ らの

動物の蛋白質も また病原体を感知する受

容体と して機能 してお り,ア ポ トーシス

を誘導するカスパーゼの活性化 やサイ ト

カイ ン誘 導 に か か わ る 転 写 調 節 因 子

NF-κBの 活性化などの免疫応答シグナ

ル を伝達する役割をはた している.細 胞

質 型NBS-LRR型 蛋 白質 は,そ のN末

端構造の違 いによ り,コ イル ドコイル ド

メイン(CC)を もつCC-NBS-LRR型,

も しくは,Toll-イ ンター ロイキ ン1受

容 体(Toll-interleukin l receptor;

TIR)ド メイン をもつTIR-NBS-LRR型

の2種 類に区別される.

図2エ フ ェク タ ー 蛋 白質 の 放 出 と

R蛋 白質 に よ る病 原 体 由 来 蛋 白 質 の

認識 機構

細菌では,Ⅲ 型分泌装置 によ り植物細胞

内に約30ほ どの エフ ェクター蛋白質 を

放出する.糸 状 菌では,吸 器か らの分泌

蛋 白質がR蛋 白 質 に認識 さ れる39),エ

フェクター蛋白質はbasal defenSeを

妨害 し,病 原体の感染 を容易 にする.た

とえ ば,AvrRpt2は プ ロテ アーゼ であ

り,basal defenseの 制御 因子RIN4

を分解する.エ フェクター蛋白質の標的

となるPtoお よびPBS1は キナーゼで

あ り,宿 主の リン酸化制御を抑制すると

考 え られ る,R蛋 白質 は,こ れ らエ フ

ェクター蛋白質と直接 的または間接 的に

結合す ることで感 染 を認識 して活 性化

し,防 御応答を誘導する.
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よらずR遺 伝子による抵抗性反応 は著 しく類似 してお

り,植 物は植物ホルモ ンのひとつであるサ リチル酸の蓄

積を介して,過 敏感反応(hypersensitive response;HR)

とよばれる一連の防御応答を誘導す る(図1).こ れ ら

は,H2O2やO2-な ど活性酸素中間体の生成,イ オンチ

ャネルの活性化,さ まざまな防御関連遺伝子 の転写誘

導,抗 菌物質の蓄積,そ して,感 染細胞およびその周囲

の細胞死か らなる.こ の過敏感反応により,侵 入 した病

原体を感染部位に封 じ込めることで病原体の増殖 を抑制

し,さ らに,感 染部位以外には全身獲得抵抗性(systemic 

acquired resistance;SAR)と よばれる防御反応を誘導

することにより,さ らなる感染に備える抵抗性を得 る.

抵抗性反応の共通性 とともに,R蛋 白質の構造的類似

性か らも,R蛋 白質を介した耐病性獲得機構には共通の

シグナル伝達経路が存在 していると予想されている.こ

の10年 ほ どのあいだに,多 くのグループがこの伝達経

路を解明すべ く,遺 伝学的アプローチ,つ まり,病 原抵

抗性変異体の単離とその原因遺伝子のクローニ ングを進

めてきたが,こ の過程で得 られた新規の遺伝子 は意外に

多 くはない.こ の理由 としては,シ グナル伝達経路が予

想以上に短いか,多 くの複数の遺伝子が機能を同じくす

るか,変 異体が致死にいたるものが多いか,な どが考え

られる.本 稿では,筆 者 らの研究室でクローニングされ

た遺伝子を中心 として,R蛋 白質複合体の機能 と活性化

のメカニズムについて考察する.

オオムギのうどんこ病抵抗性反応を用いた遺伝学的な

アプローチにより,R遺 伝子 を介 した病原体抵抗性応

答 に必須な遺伝子 としてRAR1遺 伝子が クローニ ング

された.RAR1遺 伝子 は,多 くのNBS-LRR型R遺 伝子

を介 した抵抗性に広 く必要とされる遺伝子であることが

わか り,多 様なR遺 伝子 シグナル伝達の収束部分を制

御する因子としてはじめてクローニングされたものとな

った.RAR1結 合蛋 白質 としてSGT1お よびHSP90が

同定され,こ れ らもまたNBS-LRR型R遺 伝子 シグナ

ル伝達に必要な因子であるこ とがわかった.さ らに,

RAR1は,SGT1とHSP90を 介 してR蛋 白質 と直接 に

結合 し,複 合体を形成 していることが明らかになった.

これ らの発見により,R蛋 白質を含むエフェクター蛋 白

質認識複合体の形成,維 持,そ して,下 流へのシグナル

伝達の分子メカニズムが推測されつつある.

Column

各種の植物免疫応答の定義

basaldefense

微 生物 に対 して非 特 異 的 に発 動 され る抵 抗 性 反 応 で,

最 近,急 速 にそ の 理 解 が 進 み つ つ あ る.PAMPsの 認

識 に よ り誘 導 され,防 御 関連 遺 伝 子 の発 現 誘 導 と抗 菌

性 物 質 の 蓄積 が 誘 導 され る.シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ にお け る

フ ラ ジ ェ リ ン の 認 識 に は 膜 貫 通 型 受 容 体 キ ナ ー ゼ

FLS2が か か わ っ て お り,下 流 のMAPキ ナ ー ゼ カス

ケ ー ドを介 して転 写 調 節 因 子WRKY蛋 白 質 フ ァ ミ リ

ー の活 性 化 を制 御 す る と考 え られ てい る36).病 原体 の

放 出す るエ フ ェク ター蛋 白質 の 標 的 解 明 とい う アプ ロ

ーチ に よ り
,そ の制 御 機 構 が 明 らか に され つ つ あ る.

gene-forgeneresistance

植 物 に対 す る 感染 性 を もつ 病 原 体 に対 して 発動 され る

特 異 的 な 抵 抗性 反応.多 くの 場 合,病 原体 が放 出す る

エ フ ェ ク ター 蛋 白質 とR蛋 白 質 の 特 異 的 認 識 機 構 に

よ って 規 定 され る.防 御 関 連 遺伝 子発 現 に 加 え 感染 細

胞 に急 速 な 過 敏 感 反 応 細 胞 死 が 誘 導 さ れ,こ れ がba

saldefenseと の違 い と な って い る.DNAマ イ クロ ア

レイ解析 に よ り,basal defenseとgene-for-gene resis

tanceで は 発現 誘 導 され る遣 伝 子 の種 類 に は大 差 は な

く,そ の 強 度 と速 度 が 著 し く異 な って い る こ とが わか

って い る37).

non-host resistance

あ る植 物 種 に対 して は感 染 性 を発揮 す る 病原 体 で あ っ

て も,別 の植 物 種 に対 して は病 原性 を示 さな い場 合 が

多 い.こ の よ う な種 に依 存 した抵 抗 性 の こ とを さす.

この種 依 存 性 もま た遺 伝 的 に規 定 され て い る場 合 が あ

り,現 在,解 析 され つ つ あ る.種 特 異 的 な物 理 的 遮 蔽

やR蛋 白 質 を介 した 抵 抗 性 反 応,ま た,そ の 両 方 か

らな る ものが 示 唆 され て い る が,ま だ そ の機 構 の 全体

像 は み え てい ない38).
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Ⅰ,R蛋 白質による抵抗性発現を制御する因子

1.RAR1

オ オ ム ギrar1変 異 体 は,う ど ん こ 病 菌(Blumeria

grminis f sp.hordei)に 対 す る 抵 抗 性 を 喪 失 し た 変 異 体

と して 単 離 さ れ た4).rar1変 異 体 は,過 敏 感 反 応 に よ る

細 胞 死 とそ れ に さ きだ っ て 観 察 さ れ るH2O2の 生 成 が 認

め られ ず,こ の こ と は,RAR1遺 伝 子 が 抵 抗 性 応 答 シ グ

ナ ル の 初 期 段 階 に 関 与 して い る こ と を示 して い る5)(図

3).そ の の ち,シ ロ イ ヌ ナ ズ ナrar1変 異 体 の 単 離,タ

バ コ のRAR1遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ 実 験 に よ り,卵

菌 類,細 菌,ウ イ ル ス とい っ た多 くの 病 原 体 に対 す る 抵

抗 性 発 現 に お い て もRAR1遺 伝 子 の 機 能 が 必 須 で あ る

こ と が わ か っ た6,7).こ れ らの 研 究 結 果 は,RAR1遺 伝

子 は 単 子 葉 ・双 子 葉 の 両 植 物 種 に お い て 多 様 なR遺 伝

子 を 介 し た 抵 抗 性 反 応 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い

る.RAR1遺 伝 子 は,シ ス テ イ ン残 基 と ヒ ス チ ジ ン残 基

に富 む 約60ア ミ ノ 酸 残 基 か ら

なるCHORDド メイ ンを2つ,

タンデムに配 した推 定分子量

25.5Kの 蛋 白質 をコー ドして

お り,酵 母を除く真核生物全般

に単一 コピー遺伝子 として存在

する(図4a).線 虫 においては,

RAR1遺 伝 子ホ モ ロ グで あ る

Chp遺 伝子のサ イレンシング実

験により生殖細胞の発達不全 と

胚性 致死 をひ き起 こす ことか

ら,細 胞機能に必須な役割をは

た しているこ とがわか って い

る5).さ らに,コ ウジカビのChp

遺伝子欠損株では二倍体が形成

できないという表現型を示すが,

一倍体 においてはChp遺 伝子

は必要ないこ とがわか ってお

り,カ ビなどでは細胞機能には

必須でないと考えられている8).

シロイヌナズナrar1欠 損変異

体では植物免疫不全以外の表現

型はみつかっておらず,植 物に

おいてRAR1遺 伝子 は生育に不可欠な機能ははた して

いないようである7).

2.SGT1

RARIを ベ イ トと した 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ドス ク リ ー

ニ ン グ に よ り,SGT1が 単 離 さ れ た9).SGTIは,酵 母

の細 胞 周 期 制御 に必 須 なSGT1の 植 物 オ ル ソ ロ グ で,真

核 生 物 全 般 に 広 く保 存 さ れ て お り,植 物 のSG71遺 伝

子 は 酵 母sgt1変 異 体 を相 補 で き る.SGTIはTPRド メ

イ ン,CSド メ イ ン,SGSド メ イ ン とい う 高 度 に保 存 さ

れ た3つ の ド メ イ ン で 構 成 さ れ(図4a),RAR1の

CHORD一 Ⅱ ドメ イ ン とSGT1のCSド メ イ ンが 相 互 作 用

す る(図4b).5G71遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ 実 験 の 結

果,R遺 伝 子 で あ るMLA6遺 伝 子,Rκ 遺 伝 子,N遺 伝

子 を 介 した う どん こ病 や ウ イ ル ス に対 す る病 害 抵 抗 性 反

応 に 必 須 で あ る こ とが わ か った10).シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に は

2つ のSGτ1遺 伝 子 ホ モ ロ グ,SGτ1α 遺 伝 子 と5GT1b

遺 伝 子 が 存 在 す るが,sgt1b変 異 体 の解 析 に よ りSGT1b

遺 伝 子 はべ と病 菌(Hyaloperonospora parasitica)に 対 す る

図3オ オ ム ギrar1変 異 体 と 野 生 型 の う ど ん こ 病 感 染 に 対 す る 表 現 型

AvrMla12エ フ ェ クタ ー蛋 白質 を 発 現す る うど ん こ病 菌 の接 種 に 対す る オオ ム ギ の表 現 型.(a),

(d),(g)は 野 生 型,(b),(e),(h)はrar1-1変 異 体,(c),(f),(i)はrar1-2変 異 体.(a),(b),

(c)は 感染6日 後 の 葉 身,rar1変 異 体 で は菌 糸 の増 殖 が 自 い斑 点 と して確 認 で き る.バ ー は200

μm,(d),(e),(f)は 感 染15時 間 後 のDAB染 色 に よ るH202の 検 出,野 生 型 に は 感 染 に 伴 う

H202の 産生 が 確認 され る が,rar1変 異 体 に はみ られ な い.バ ー は50μm,(g),(h),(i)は 感 染

72時 間 後の トリパ ン ブ ルー 染 色 に よ る死 細 胞 の 検 出.野 生 型 に は葉 肉 細胞 の 過 敏感 反 応細 胞 死

が 確 認 され る(矢 印),バ ーは100μm.

[文献5よ り許可 を 得 て転 載]

(a) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

D
a
t
a
b
a
s
e
 
C
e
n
t
e
r
 
f
o
r
 
L
i
f
e
 
S
c
i
e
n
c
e
 
O
n
l
i
n
e
 
S
e
r
v
i
c
e



412 蛋 白 質 核 酸 酵 素VOl.51No.5(2006)

R遺 伝 子(RPP2遺 伝 子,RPP4遺 伝 子,RPP5遺 伝 子,

RPP7遺 伝 子)を 介 し た抵 抗 性 に も必 須 で あ る こ と が わ

か っ た11,12)．ま た,rar1sgt1b二 重 変 異 体 の解 析 に よ り,

RAR1遺 伝 子 とSG71b遺 伝 子 はRPP5遺 伝 子 を 介 し た

抵 抗 性 に相 加 的 に 関 与 す る こ とが 明 らか と な っ た11>.一

方,sgt1a変 異 体 に つ い て は病 害 抵 抗 性 に 関 す る 表 現 型

は 見 い だ さ れ て い な い が,SGT1a遺 伝 子 の 過 剰 発 現 が

sgt1b変 異 体 を相 補 し う る こ と を確 認 して い る(Azevedo

ら;未 発 表).さ ら に,sgt1a sgt1b二 重 変 異 体 は 致 死 を

示 す こ とか ら,酵 母 同様 に,生 育 に 必 須 な生 理 機 能 へ の

関 与 が 示 さ れ た.RAR1は 生 育 に 必 須 で は な い こ と か

ら,SGT1はRAR1よ りも多 機 能 で あ る と考 え られ る.

3.HSP90

HSP90は 分 子 シ ャペ ロ ン と して 知 られ るが,SGT1と

同 様 の 手 法 に よ り,RAR1結 合 蛋 白 質 と して 単 離 ・同 定

さ れ た13)(図4a).RAR1は,CHORD-1ド メ イ ン を 介

し てHSP90のATPaseド メ イ ン を 含 むN末 端 領 域 と相

互 作 用 す る.一 方,HSP90はSGT1のCSド メ イ ン と も

結 合 す る(図4b).免 疫 沈 降実 験 に よ り,HSP90とRAR1

お よ びSGT1と のin ｖivoで の 結 合 が 確 か め ら れ て い

る14).HSP90阻 害 剤 で あ る ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン を処 理 し

た 植 物 で は,R遺 伝 子RP32を 介 し た 抵 抗 性 が 失 わ れ

た.ま た,シ ロ イヌ ナ ズナ ゲ ノム に4つ 存 在 す るHSP90

遺 伝 子 ホ モ ロ グ の ひ と つH3P90-1遣 伝 子 の 破 壊 株 で

は,RPS2遺 伝 子 に よる 抵 抗 性 が 弱 ま っ て い る こ とが わ

か っ た13).さ らに,R遺 伝 子RPM1を 介 した 抵 抗 性 は,

も う ひ とつ のHSP90遺 伝 子 ホ モ ロ グ で あ るHSP90-2

遺 伝 子 のATPaseド メ イ ンへ の ミ ス セ ンス 変 異 導 入 に

よ っ て 喪 失 す る14).タ バ コHSP90遺 伝 子 の サ イ レ ン シ

ン グ 実 験 に よ り,Pto遺 伝 子,Rκ 遺 伝 子,N遺 伝 子 を

介 し た抵 抗 性 に も必 須 で あ る こ と が わ か り,HSP90も

ま た,多 くの 病 害 抵 抗 性 応 答 に 関 与 して い る こ とが 示 さ

れ た15).

図4RAR1,SGT1,HSP90の 一

次構 造 と相 互作 用 地 図

(a)オ オムギ にお け るR蛋 白質複 合体

構 成 因 子RAR1,SGT1,HSP90と,

ヒ トRAR1ホ モ ログの ドメイン構造.

植物 のRAR1に は,2つ のCHORDド

メ イン(GHORD-1,CHORD-Ⅱ)の あ

いだに高度 に保存 さ れた,OCCH残 基

を含 む約20ア ミ ノ酸残基のモ チーフが

存在する.ヒ ト,シ ョウジョウバエ,線

虫 のRAR1に はCSド メ インが 存在 す

るが,こ れ は,植 物 にお い て はRAR1

結合蛋白質であるSGT1に み られる,

(b)RAR1,SGT1,HSP90お よ びR蛋

白質 との ドメイ ン間 相互作 用の 関係.

RAR1-SGT1-HSP90複 合体は互いに複

雑に相互作用 し,シ ャペロン様複合体 を

形成する,R蛋 白質 とはSGT1,HSP90

を介 して結 合 してい る,植 物SGT1は

ま た,酵 母SGT1と 同 様 に,SKP1と

相互作 用 する ことが わ か ってお り,R

蛋白質複合体と して以 外の別の役割が示

され て いる.実 際,SGT1は 植物 ホ ル

モンであ るオ ーキ シ ン応 答 における,

SCFTIR1を 介 したAux/IAA標 的蛋 白 質

の 分 解 に 関与 す る こ と がわ か って い

る40).
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Ⅱ.RAR1-SGT1-HSP90複 合体の役割

1,RAR1-SGT1-HSP90複 合体とR蛋 白質の相互作用

分 子 量108KのR蛋 白 質MLAIは,非 感 染 葉 細 胞 に

お い て は 分 子 量700～800Kの 画 分 に 観 察 され る16).ま

た,RPM1は 分 子 量440～1,500Kの 画 分 に 存 在 す る こ

とか ら,R蛋 白 質 は 定 常 状 態 に お い て ヘ テ ロ 多 量 体 を 形

成 して い る よ うで あ る17).酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド実 験 に

よ り,SGTIとMLA1と の 結 合 が 確 認 され た18).ま た,

in vivo免 疫 沈 降 実 験 に お い て,R蛋 白 質Bs2とSGT1

と の 結 合 が 示 さ れ て い る19)(図4b).一 方,HSP90が

RPMIやNと 結 合 す る こ と も示 さ れ て い る14,20).以 上

の 結 果 か ら,RAR1-SGT1-HSP90複 合 体 はR蛋 白 質 と

直 接 的 に 相 互 作 用 して,①R蛋 白 質 複 合 体 形 成 と安 定

化,②R蛋 白 質 複 合 体 の エ フ ェ ク タ ー 蛋 白 質 認 識 後 の

活 性 化 制 御,③ 負 の 制 御 因 子 の 除 去 も し くは 正 の 制 御

因 子 の 動 員 や 活 性 化 に よ る 下 流 シ グ ナ ルの 調 節,の い ず

れ か の 過 程 を制 御 して い る可 能 性 が 考 え られ る.

2.R蛋 白質安定化

最 近 に な っ て,RAR1やSGT1がR蛋 白 質 の 安 定 性

を規 定 し て い る こ とが わ か って き た.た とえ ば,RPM1,

Rx,MLA1,そ して,MLA6の 蛋 白質 量 がrar1変 異 体

で 著 し く低 下 して い る こ とが 発 見 さ れ た18,21)(図5).ま

た,SGT1遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ 植 物 に お い て もRx

量 の 低 下 が 確 認 さ れ た.一 方,hsp90-2変 異 体 に お い

て はRPM1量 が 減 少 し て お り14),H5P90遺 伝 子 の サ イ

レ ン シ ン グ 植 物 に お い て もRxの 蓄 積 レ ベ ル が 減 少 す

る15).こ れ ら の こ と は,RAR1-SGT1-HSP90複 合 体 が

R蛋 白 質 の 安 定化 に 関 与 して い る 可 能 性 を 示 して い る.

MLA1遺 伝 子 とMLA6遺 伝 子 は 同 じ遺 伝 子 座 に 存 在

し,高 い 相 同 性 を示 すR遺 伝 子 で あ る に もか か わ らず,

rar1変 異 に よ りMLA6遺 伝 子 を介 し た 抵 抗 性 反 応 は 欠

失 す る が,〃 飢1遺 伝 子 の 抵 抗 性 に は 影 響 が み ら れ な

い18).そ れ は,rar1変 異 体 で はMLA1,MLA6の 蛋 白

質 量 は と も に低 下 す る が,そ のMLA6の 存 在 量 はMLA1

に 比 して 少 な い こ とが 原 因 だ ろ う(図5a).R蛋 白 質 量

の 違 い とrar1変 異 に よ っ て 失 わ れ る 抵 抗 性 の 一 致 を考

慮 す る と,十 分 な 抵 抗 性 反 応 の 発 現 に は あ る一 定 量 以 上

のR蛋 白質 が 必 要 で あ る もの と考 え ら れ る.し た が っ

て,RAR1,SGT1,HSP90の それぞれの各R蛋 白質の

安定化に対す る関与の度合いの差が,抵 抗性表現型への

違いとなって現われているのだろ う.ま た,細 胞にとっ

て害となりうる不要な抵抗性反応を防 ぐため,R蛋 白質

量の厳密な調節が重要であるのか もしれない.

3,蛋 白質分解系とのかかわり

SGT1は,植 物 細 胞 内 に お い て 少 な く と も2つ の 複 合

体 形 成 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る.ひ と つ は

RARI-SGT1-HSP90複 合 体 で,も う ひ とつ はSCF(Skp1

Cullin-Fbox)型E3ユ ビ キ チ ン リ ガー ゼ複 合 体 で あ る(図

4b).酵 母SGTIは,SCF型E3ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 複

合 体,セ ン トロ メ ア 結 合 因 子3(centromere-bindingfac

tor3;CBF3)キ ネ トコ ア複 合 体,そ して,ア デ ニ ル シ ク

ラ ー ゼ との 複 合 体 に含 ま れ て お り,そ の 多 機 能 性 が 示 さ

れ て い る.E3ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ は特 定 の 基 質 を ユ ビ

キチ ン化 して プ ロ テ ア ソ ー ム に よ る分 解 の標 的 と し,さ

ま ざ まな 生 理 現 象 にか か わ る多 くの 蛋 白質 の安 定 化 や 活

図5Aar1変 異 体 にお けるR蛋 白 質量 の低下

(a)オ オムギ におけるMLA1お よびMLA6のHAタ グ付力口蛋 白質

のウ エスタンブロ ッ トによる検 出.rar1変 異体背景 において,

MLA1お よ びMLA6の 蛋 白質 レベ ル の低 下が 認め られ,RAR1

遺伝子のR蛋 白質安定化への関与が示された.rar1変 異はMLA1

遺伝子の抵抗性には影響 しないが,ML46遺 伝子の抵抗性 は失わ

れることか ら,あ る一定量のR蛋 白質が抵抗性発現に必要なので

はないかと考え られる.

(b)タ バ コにお けるHAタ グ付力口Rx蛋 白質 のウ ェスタ ンプ ロ ッ

トによる検 出.RAR1遺 伝子 サイ レンシング植物 にお いて,Rx

蛋白質 レベルの低下 がみ られる,RAR1遺 伝子サイ レンシングに

おいて はRx遺 伝子を介 した抵抗性が喪 失するが,そ れはRxの

不安定化 が原因であることがわかる.[文 献18よ り許可を得て転載]
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性化の制御に広範 な役割をはた している.SKP1遺 伝子

のサ イレンシング実験によりタバコモザイクウイルスに

対するN遺 伝子の抵抗性が失われることがわか り,SCF

複合体のR遺 伝子誘導型抵抗性への関与が示されてい

る22).

また,SGT1はCOP9シ グナルソームの構成要素であ

るCSN4,CSN5と も相互作用する9,22).COP9シ グナロ

ソームは進化上,真 核生物に高度に保存されてお り,26S

プロテアソームの19S制 御サブユニ ットlidと の有意な

類似性を示し,SCF型E3ユ ビキチンリガーゼ複合体の

活性調節を介 してユビキチ ン依存的蛋白質分解を制御す

る.COP9の サブユニ ットのうちの2つ,CSN3とCSN8

をコー ドする遺伝子のサイレンシ ングによ り,N遺 伝

子を介したタバコモザイクウイルスへの抵抗性が失われ

た22).こ れ らのデータは,病 原体抵抗性 シグナル伝達へ

のユ ビキチ ン化 の関与 を強 く示唆 してい る.植 物 の

SGTIは,抵 抗性制御蛋白質群を特異的なSCF型E3ユ

ビキチンリガーゼ複合体を介 して,26Sプ ロテアソーム

により分解する役割 をはたしているのではないだろう

か.こ の場合,標 的蛋白質は病害抵抗性を負に制御する

因子,も しくは,R蛋 白質それ自身であろう.実 際,R

蛋 白質RPM1は 抵抗性 反応 にお いて急速 に分解 され

る23).こ れは,病 原体侵入を受けたごく少数の細胞のみ

に過敏感反応が限られるようにするための脱感作制御な

のか もしれない.

Ⅲ,R蛋 白質の活性 化 メ力ニ ズム,“ リガ ン ド-レ

セプター型”と“ガー ド型”

1,リ ガンド-レセプター型

Florの “遺伝子対遺伝子説”によれば,R蛋 白質 はレ

セプターとして病原体の生産する リガンドを直接に認識

すると考えられる.リ ガンドに変異が起 こった病原体は

認識 を避 けられ るために増殖す るが,一 方ではR遺 伝

子にも変異が起こり,新 しく変異の起 こった リガンドを

認識できる植物が生き残る.つ まり,植 物側にも病原体

側にも,そ の相互作用を規定する遺伝子座 に多 くの多型

がみ られることになる.こ れはレセプターとリガンドが

直接に相互作用することを示唆している.こ の ような例

は植物 とカビなどの病原体では多 くみられる.

2.ガ ー ド型

R蛋 白 質 が 病 原 菌 の エ フ ェ ク ター 蛋 白質 を直 接 に 認 識

す る リ ガ ン ド-レ セ プ ター 型 に 対 し,ほ か の 蛋 白 質 を 介

して エ フ ェ ク ター 蛋 白質 を 認 識 す る も の は ガ ー ド型 と よ

ば れ る.た と え ば,ジ ャ ガ イ モXウ イ ル ス 耐 性 を 与 え

るRxの 生 化 学 的 解析 か ら分 子 内 相 互 作 用 が 示 され て い

るが,こ の結 合 はRxに 認 識 さ れ る ウ イ ル ス コ ー ト蛋 白

質 の 存 在 下 で 解 離 す る(図6a).ま た,シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ

のR蛋 白 質RPM1とRPS2は,RIN4と い う蛋 白 質 を 介

して エ フ ェ ク タ ー 蛋 白 質 で あ るAvrRpm1とAvrRpt2

を そ れ ぞ れ 認 識 す る24・25)(図2).RIN4はAvrRpm1を

注 入 す る トマ ト斑 葉 細 菌 病 菌(Pseudomonas syringae pv.

tomato)の 感 染 に と も な っ て リ ン酸 化 さ れ,RPMIは こ

の 修 飾 を 認 識 し活 性 化 す る と考 え ら れ て い る(図6b).

一 方
,AvrRpt2は シ ス テ イ ンプ ロ テ ア ー ゼ で あ りRIN4

を切 断 す る.RZN4遺 伝 子 の ノ ッ クア ウ ト変 異 体 がRPS2

を活 性 化 す る こ とか ら,RPS2はAvrRpt2に よ るRIN4

の 分 解 を認 識 して い る よ うで あ る26)(図6c).つ ま り,R

蛋 白 質(守 る側 と してguardian)は,病 原 体 の エ フ ェ ク

ター 蛋 白 質 に よ っ て 標 的 と され うる 細 胞 内 蛋 白 質(守 ら

れ る 側 と し てguardee,こ の 場 合,RIN4)と 結 合 す る こ

とで これ を ガ ー ドし てお り,そ の 変 化 を病 原体 侵 入 の シ

グ ナ ル と し て 認 識 す る こ とで 活性 化 し,抵 抗 性 反 応 を発

動 して い る と考 え られ る17).

も う ひ とつ の 例 と して は,RPS5の ケ ー ス が あ げ ら れ

る.シ ロ イ ヌ ナ ズ ナRPS5は 同 じ く トマ ト斑 葉 細 菌 病 の

エ フ ェ ク タ ーAvrPphBを 認 識 す るが,こ の 認 識 に は プ

ロ テ イ ンキ ナ ー ゼ で あ るPBSIを 必 要 と す る(図2).

AvrPphBは シス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ り,直 接 の 基

質 で あ るPBSIを 切 断 す る.つ ま り,RPS5はAvrPphB

の 侵 入 をPBS1の 分 解 と い う形 で 認 識 して い る よ うで あ

る27).

こ の よ う に,多 く のR蛋 白質 が 細 胞 内 蛋 白 質 を ガ ー

ドし て い て そ の 分 解 ま た は 修 飾 を 認 識 し て い る と す れ

ば,こ れ ら の 細 胞 内 蛋 白 質 を 欠 損 し た 変 異 体 はR蛋 白

質 が つ ね に活 性 化 状 態 に な り,細 胞 死 を誘 発 す る 表 現 型

を 示 す は ず で あ る.ま た 同 時 に,そ れ を ガ ー ドす るR

蛋 白 質 に変 異 が あ れ ば,そ の 細 胞 死 の 表 現 型 は 抑 制 さ れ

る は ず で あ る.こ の 例 が シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 細 胞 死 変 異 体

bon1/cpn1の 解 析 か ら得 ら れ て い る28).bon1/cpn1変

異 体 は 恒 常 的 な 抵 抗 性 反 応 と倭 小 化 を 示 す 変 異 体 で あ
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り,そ の 表 現 型 はR遺 伝 子SNC1の 欠 失 に よ っ て 抑 圧

さ れ る.BONI/CPN1は 細 胞 膜 近 傍 に 局 在 す る リ ン脂 質

結 合 蛋 白 質copineを コ ー ドして い る が,な ん らか の 病

原 体 エ フ ェ ク ター 蛋 白 質 に よ って 標 的 と さ れ る の か,あ

る い は,SNCIに よ っ て 直 接 的 に ガ ー ド さ れ て い る か

は,い まの と ころ 不 明 で あ る(図6d).

ま た,別 の 事 例 と して,シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 細 胞 死 変 異 体

slh1が あ げ ら れ る29)(図7).slh1変 異 体 は 恒 常 的 な 防

御 応 答 を 示 す 変異 体 で,SLH1遺 伝 子 は青 枯 病 菌(Rａlsto

nia sosanacearum)に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す るR蛋 白 質

RRSI-Rを コ ー ド して い る.RRSI-R/SLHI蛋 白 質 は 細

胞 質 型NBS-LRR型R蛋 白 質 で あ る が,そ のC末 端 に

WRKYド メ イ ンが 融 合 し て い る(図2).こ のWRKYド

メ イ ン を もつ 蛋 白 質 は転 写 因 子 様 蛋 白 質 と し て植 物 に 広

く存 在 し,大 きな フ ァ ミ リー を形 成 して い る.こ の フ ァ

ミ リー の 多 くは病 害 抵 抗 性 反 応 に お い て転 写 誘 導 さ れ,

防御 応 答 へ の 関与 が 示 唆 さ れ て い る.slh1変 異 はWRKY

ドメ イ ンへ の1ア ミノ 酸 残 基 挿 入 変 異 で あ り,WRKY

ドメ イ ンは な ん ら か の メ カ ニ ズ ム に よ っ てN末 端 の

TIR-NBS-LRRド メ イ ンの 活 性 化 を負 に制 御 して い る と

図6R蛋 白質 の分 子内 ドメ イ ン間相 互作 用 とガ ー ド仮 説

(a)ジ ャガイモXウ イル ス耐性 を与 えるRxの 生化学的解析によ り,

CC-NBS間 およびNBS-LRR間 の分子内 相互作 用が示された,こ の

結合は,Rxに 認識されるウイルス コー ト蛋 白質(CP)の 存在下で解離

することか ら,こ の分子内コンフ ォメーシ ョン変化が活性化にかかわ

ると考えられる4D.

(b)RPM1,お よび,(c)RPS2は,RIN4と の結合によ って安定化 さ

れており,エ フェクター蛋白質によるRIN4の リン酸化(b),ま たは,分

解(c)に より,R蛋 白質 が活性化する.病 原体 は植物のbasal defense

を制御す るRIN4を 攻撃 し,一 方 で,植 物 はRIN4を 監視する ことで

病原体の侵入を感知する とい う関係がみえ る.こ れ らのデータか ら,

R蛋 白質はある種の細胞内蛋白質をつね にガー ドしてお り、病 原体 を

間接的に認識 して活性化するのではないかとい うガー ド仮説が提唱さ

れている.

(d)BON1/CPN1の 変異により、SNC1を 介 した抵抗性反応が活性化

する.BON1/CPN1はSNC1を 負 に制御 する 因子である といえる.

BON1/CPN1が 直接的 にSNC1と 結合 す るかどうか,ま た,な ん ら

かのエフェクター蛋白質によって標 的とされているかどうかは不明で

ある,

(e)お よ び(f)TIR-NBS-LRR-WRKY型 のRRS1-R/SLト11はAvr-

PopP2と 直接に相互作用する42)(e),WRKYド メイ ン上のslh1変 異

により自己活性化が導かれることから(f),ガ ー ド仮説 に照 らしあわせ

ると,TIR-NBS-LRRド メイ ンの分子内相互作 用がWRKYド メイ ン

によって安定化されていると考えられる.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)
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い う こ とが わ か る.slh1変 異 に よ りSLH1のWRKYド

メ イ ンが そ のDNA結 合 能 を 失 う こ とか ら,ひ とつ の 可

能 性 と し て,SLH1は そ のWRKYド メ イ ン で つ ね に

DNAに 結 合 して 病 原 体 抵 抗 性 反 応 を抑 制 して い る こ と

が 考 え られ る が,そ の.一方 で,ガ ー ド仮 説 に照 ら しあ わ

せ て み る と別 の 可 能 性 も考 え ら れ る.つ ま り,WRKY

ドメ イ ン はguardeeと し てTIR-NBS-LRRド メ イ ン と

相 互 作 用 し て 守 られ て い る が,slh1変 異 に よ っ て こ の

結 合 が 阻 害 さ れ る とN末 端 ドメ イ ンが 活 性 化 して し ま

う,と い うモ デ ル で あ る(図6e,f).

最 近 の 研 究 に よ り,RIN4は 植 物 に お い てbasal de

fenseの 制御にかかわっている

ことがわかった30).病 原体は植

物防御機能に重要な役割をはた

す因子のひとつであるRIN4を

標的 とし,そ の防御応答 を撹

乱 ・抑制することで,自 身の侵

入に容易な環境を得ることにな

る.こ れと一致 して,細 菌のエ

フェクター蛋 白質のひとつであ

るAvrPtoBも 宿主防御応 答を

抑える能力があることがわかっ

てい る31).WRKY蛋 白質 フ ァ

ミリーも,植 物防御において重

要な役割をはたしていることを

考慮すると,R蛋 白質によって

守 られているとしても不思議で

はない.病 原体エフェクター蛋

白質の標 的分子guardeeの 単

離は,す なわち,新 たな植物防

御因子の同定につながることと

なろう.

Ⅳ.ロ ゼッタストーン原理か

らみえる蛋白質相互作用

線 虫 のRARIホ モ ロ グ は2

つ のCHORDド メ イ ン の ほ か

にCSド メ イ ンを も っ て お り,

一 方
,高 等植 物 で は こ の ドメ イ

ン はRAR1と 相 互 作 用 す る

SGT1に 見 い だ さ れ る(図4a).

この よ う に,あ る 種 にお い て は ひ とつ の 蛋 白質 に み られ

る2つ の ドメ イ ンが,ほ か の 種 に お い て は2つ の 別 々 の

蛋 白 質 に 存 在 す る 例 が 知 られ て い る.こ の よ うな場 合,

2つ の ドメイ ンは物 理 的 お よ び機 能 的 に 関 連 して い る 確

率 が 高 く,ロ ゼ ッタ ス トー ン原 理 と よ ばれ て い る32).

実 際,オ オ ム ギ や シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ のRAR1に 存 在 す

るCHORD-Ⅱ ドメ イ ン はSGT1のCSド メ イ ン と 相 互

作 用 す る.前 述 のR蛋 白 質RRSI-R/SHL1は 典 型 的 な

R蛋 白質 にWRKYド メ イ ンが 融 合 し た構 造 で,類 似 の

R蛋 白質 は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム に も うひ とつ あ り,ま

た,イ ネ にお い て も 同様 の 蛋 白質 が確 認 され る.こ れ ら

図7シ ロイヌナ ズナ 細胞 死 変異 体Slh1の 表 現型

(a)slh1変 異植物体の表現型.s1h1変 異体は恒常的な病害抵抗性応答と細胞死を誘導 し,矯 小

化 と致死性を示す.サ リチル酸欠損 変異であるeds16変 異体との二重変異 によりslh1変 異体

の表現型は抑圧される ことか ら,病 害抵抗性応答 におけるサ リチル酸の重要性がわかる,

(b)slh1変 異体の ノーザンプロッ ト解析.病 害抵抗性 応答の マーカー遺伝子群の恒常的発現が

認め られる、植物の病害抵抗性 においては,抗 菌性蛋 白質群 をコー ドするPR(pathogenesis

related,病 原性関連)遺伝子,酸 化 的ス トレス応答 に関与す るグル タチオ ン-S-ト ランス フェ

ラーゼ(GST)と ペルオキ シダーゼ(PRXc)の 遺伝子,老 化関連遺伝子のひとつSAG13遺 伝子

などが発現誘導される,

(c)slh1変 異体における全 サリチル酸量の測定.R蛋 白質を介 した病害抵抗性応答 においては

サリチル酸が誘導され,こ れは下流 シグナルの発現 に必須である,

[文献29よ り許可を得て転載]

(a)

(b) (c)
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の 存 在 は,WRKYド メ イ ンがR蛋 白質 に近 い と こ ろ で

機 能 して い る 可 能 性 を示 し て い る の か も し れ な い.ま

た,シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ のMAPキ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ

(MAPKKK)で あ るMEKK4は,TIR-NBS-LRRド メ イ

ン とWRKYド メ イ ンを もつ 蛋 白 質 で あ る.こ の 蛋 白質

の 機 能 は 明 らか に な っ て い な い が,MAPキ ナ ー ゼ カス

ケ ー ドそ し てWRKYド メ イ ン とR蛋 白質 との 機 能 相 関

も考 え られ る.こ の よ うな ロ ゼ ッ タ ス トー ン原 理 を 基 に

した病 害 抵 抗 性 に 関連 す る蛋 白 質 の 推 定 も,今 後 の解 析

の ひ とつ の 手 段 に な り うる の で は な か ろ う か.実 際,タ

バ コ にお い て,MAPKKKα を 含 むMAPキ ナ ー ゼ カ ス

ケ ー ドがR蛋 白 質 に よ っ て 起 こ る 過 敏 感 反 応 を 正 に 制

御 して い る こ とが わ か っ て い る33).ま た,シ ロ イ ヌ ナ ズ

ナMAPキ ナ ー ゼ のMPK4はSARの 負 の 制 御 因 子 で あ

り34),MKS1を 介 してWRKYフ ァ ミ リー 蛋 白質 と相 互

作 用 す る こ とが 知 られ て い る35).こ れ らの制 御 因 子 群 は

R蛋 白 質 複 合 体 中 で 制 御 され て い る の か も しれ な い.今

後 の 検 証 に よ り,病 害 抵 抗 性 応 答 の 制 御 メ カニ ズ ム が よ

り詳 細 に理 解 さ れ る こ とが 期 待 さ れ る.

おわ りに

動的な免疫細胞をもたない植物は,す べての細胞にお

いて多様 なR蛋 白質群 を配備 し,病 原菌の侵入 に備 え

ている.つ まり,植 物免疫反応は細胞自律的(cell autono

mous)で あ り,R蛋 白質を介した自己の細胞死 という劇

的な生理変化 を利用 して病害微生物への耐性 を得てい

る.し たがって,R蛋 白質のあや まった制御は過敏感反

応細胞死の 自己活性化につなが り,自 身にとって有害 と

なる.実 際,R蛋 白質の変異による細胞死変異体は全身

的な激しい生育阻害 と矮小化を示 し致死 となる.ま た,

Rx遺 伝子,RPM1遺 伝子,RPS2遺 伝子,PRF遺 伝子

といったR遺 伝子の過剰発現 によって も病害抵抗性応

答が誘導されることが知 られてお り,R蛋 白質量の制御

も重要であることがわかる.こ のように,不 適当な活性

化を抑 え,適 当な刺激に対する急速でかつ一過的な活性

化を実現するために,R蛋 白質の高度な制御機構が必要

とされるが,RARI-SGT1-HSP90複 合体 はその シャペ

ロン様機能により,R蛋 白質複合体の会合,活 性化,ま

た,下 流へのシグナル伝達の制御を行なっていると考え

られる.

植物病害抵抗性応答は,実 用的見地からの重要性にも

かかわらず,ま だまだ大きな未知領域をかかえている.

工夫を凝 らした遺伝学的アプローチ,生 化学的解析,細

胞生物学的解析によってこれ らの問題が解決されてゆく

であろう.筆 者 らは,プ ロテオミクス,メ タボロミクス,

ケミカルジェネテクス(化学遺伝学)を 中心 にして,蛋 白

質 レベルでのスイッチング機構解明と,新 規遺伝子およ

び低分子化合物の同定を通 じ,植 物免疫 システムの分子

機構の研究を展開 していきたいと考えている.
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