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序論

　人類が食味や有用性を追求した作物育種を続けてきた結果、現存する栽培品

種はそれらの起源である野生原種が様々な外敵から身を守るべく本来有してい

る多くの抵抗性に関わる形質を失ってきたと考えられ、それは時として食糧不

足にも発展しうる甚大な被害となってあらわれる。植物の病原体は、バクテリ

ア、糸状菌、ウイルス、ウイロイド、ファイトプラズマ、リケッチア様微生物、

線虫、原虫など数知れず存在し、植物への侵入手段も多様である。このような

課題を克服すべく、我々人類は従来、品種間交雑による抵抗性遺伝子の導入を

主とする抵抗性品種の作出を行ってきた。しかし抵抗性遺伝子を導入するだけ

では変異病原菌レースの出現により抵抗性を失うことから、長期にわたる耐病

性の維持は難しく、また交雑が前提にあるため導入に利用できる抵抗性遺伝子

の数も限られる。さらに抵抗性遺伝子を導入する先の品種がもつ形質（多収性、

品質等）が変化しないよう、繰り返し戻し交雑をする必要があるなど、交雑に

よる抵抗性品種開発は多くの労力と時間が必要である。

　近年、分子生物学や遺伝子工学、さらには植物組織培養学の進歩により様々

な植物を対象に有用遺伝子の導入、いわゆる分子育種が行われるようになって

きた。現時点では、食品安全性や環境への影響について解決すべき課題も残さ

れているが、この技術は従来育種技術に要した労力と時間の軽減を可能にする

だけでなく、交雑では導入できなかった異種生物の有用遺伝子も導入すること

も可能にする画期的なものである。分子育種は抵抗性品種開発にもさかんに利

用されており、生産性の向上や農薬利用の低減等のメリットが期待できる。こ

れまでに抵抗性遺伝子、PR タンパク遺伝子、抗菌ペプチド遺伝子、病原体由

来の遺伝子等を導入した植物が次々に作られてきた。抵抗性遺伝子は病原菌の

もつ非病原性遺伝子との相互認識「遺伝子対遺伝子説」により成立する特定の

病原菌レースにきわめて強い抵抗性を示すことができる。これまでにトマトや

タバコ、イネ、シロイヌナズナなどから 20 種以上が単離されており、タバコ

の抵抗性遺伝子 N を導入したタバコやトマトが抵抗性を示すことが報告され

ている（Dinesh-Kumar et al., 1995、Whitham et al., 1996）。PRタンパクは病原

体の感染により特異的に発現が認められるもので、TMV に感染した TMV 抵

抗性タバコで発見されて以来、これまでに様々な植物から単離されておりアミ

ノ酸配列や機能をもとに 14のグループが知られている（Loon and Strien, 1999）。

PR タンパク遺伝子では菌類の細胞壁成分であるキチンや ß-1, 3-グルカンの分

解酵素のキチナーゼと ß-1, 3-グルカナーゼの遺伝子を導入した様々な植物の作

出が知られており、抵抗性が向上することが報告されている（Brogile et al., 1991、
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Jach et al., 1995）。抗菌性ペプチドではチオニンやディフェンシンなどがある。

チオニンはシロイヌナズナ由来のものを過剰発現させたシロイヌナズナがフザ

リウム菌に対して、ディフェンシンはハツカダイコン由来のものを過剰発現さ

せたタバコがアルタナリア菌に対してそれぞれ抵抗性を示すことが報告されて

いる（Epple et al., 1997、Terras et al., 1995）。非植物体由来の抗菌性ペプチドで

はカイコのセクロピンやアタシン、T4 バクテリオファージやヒトのリゾチー

ムなどを導入した植物でバクテリアに対する抵抗性の向上が確認されている

（Ohshima et al., 1999、Mourgues et al., 1998）。病原体由来の遺伝子では主にウ

イルスを対象にした抵抗性植物の開発が行われきた。TMV のコートタンパク

（CP）遺伝子を導入した植物が TMV感染に対して抵抗性を示したこと（Powell

et al., 1986）にはじまり、さまざまなウイルスの CP 遺伝子を導入した植物が

作られた。また移行タンパク質（MP）遺伝子や複製酵素（Rp）遺伝子を導入

した植物も作出された。

　イネにおいての抵抗性品種の開発は、抵抗性遺伝子の利用では 1995年にSong

らが単離した白葉枯病抵抗性遺伝子の Xa21（Song et al., 1995、Wang et al.,

1996）や Yoshimuraらによる Xa1（Yoshimura et al., 1998）、Wangらにより単

離されたいもち病抵抗性遺伝子の Pi-b（Wang et al., 1999）などがある。PR遺

伝子ではイネのキチナーゼ遺伝子を導入したイネがいもち病や紋枯病に抵抗性

を示したとする報告（Nishizawa et al., 1989、Datta et al., 2001）やグルカナーゼ

遺伝子導入イネがいもち病に抵抗性を示したとする報告（ Nishizawa et al.,

2003）がある。またウイルス由来の遺伝子では 1992 年にイネ紋葉枯ウイルス

の CP 遺伝子を導入したイネがイネ紋葉枯ウイルスに対する抵抗性を向上した

ことが報告されている（Hayakawa et al., 1992）。その他にも、イネイエローモ

ットルウイルスの Rp遺伝子（Pinto et al., 1999）やブロモモザイクウイルスの

RNA（Huntley et al., 1996）、イネ萎縮ウイルスの CP遺伝子（Zheng, 1997）な

どを導入した形質転換体も作出されている。

　このように様々なアプローチで抵抗性品種の分子育種が行われてきているが、

それぞれに課題もある。抵抗性遺伝子を利用する場合、上述の通り特定の病原

菌レースにはきわめて強い抵抗性を示すことができるが、他のレースには全く

抵抗性を示すことができない。さらにこの抵抗性は植物のもつ抵抗性遺伝子と

病原菌のもつ非病原性遺伝子との相互認識「遺伝子対遺伝子説」により成立す

るものであり、病原菌の変異により抵抗性の関係が容易に崩壊してしまうこと

が考えられる。PR タンパク遺伝子の場合、導入植物において期待された効果

が得られないことも報告されており（Neuhaus et al., 1991）、単一の PR遺伝子

導入による防御効果には限界のあることがわかってきた。またキチンや ß-1, 3-
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グルカンといった成分をもつ菌類には有効であるが、細菌類やウイルスには効

果がない。ウイルス由来の遺伝子の場合、導入遺伝子をもつウイルスそのもの、

あるいは非常に近縁な種にのみ抵抗性を示すことや、ウイルスの進化速度が速

いことからすぐに新種ウイルスを生み出してしまう危険性があることが挙げら

れる。

　このような課題を克服するアプローチとして注目されるものに信号伝達因子

の利用がある。先に述べた抵抗性遺伝子は、菌類、バクテリア、ウイルス、線

虫など多岐にわたる病原体それぞれに応じて存在することが報告されており、

それらのコードするタンパク質の構造は非常に類似した機能ドメインをもつ。

これは植物体内で病原体を問わず侵入を認識した後、共通の防御応答機構が働

いていることが予想される。従って、これら抵抗性遺伝子群直下にある信号伝

達経路を活性化することができれば、広範囲な病原体に抵抗性をもつ植物の開

発が可能になることが期待できる。植物の抵抗反応の初期応答において

NADPH オキシダーゼによる活性酸素種の生成が下流の一連の防御応答に重要

な役割を担っていることがわかってきているが、Shimamoto らの研究グループ

は動物の食細胞において NADPH オキシダーゼの活性化制御に低分子量 G タ

ンパク質である Rac が関与していることから、ヒト Rac と相同性を示す遺伝

子として OsRac1をイネから単離した（Kawasaki et al., 1999）。活性型 OsRac1

遺伝子を導入したイネは恒常的に活性酸素種を生成することがわかり、イネい

もち病菌やイネ白葉枯病菌に対して抵抗性を示すことが明らかになっている

（Ono et al., 2001）。またヘテロ三量体 Gタンパクの Gα変異体は本来非親和

性を示すイネいもち病菌レースに対して罹病性を示すが、活性型 OsRac1 を遺

伝子導入することで抵抗性が回復することが明らかにされ Gαが OsRac1 のさ

らに上流の信号伝達因子である（Suharsono et al. 2002）と考えられ、今後これ

ら因子を利用した分子育種への応用が期待される。

　一方でこれまで得られた抵抗性関連遺伝子をピラミッド式に複数組み合わせ

ることで、より広範囲の病原体に対し抵抗性を付与する試みも検討されている

（Campbell et al., 2002）。実際、イネにおいて白葉枯病の抵抗性遺伝子である Xa5、

Xa13および Xa21を多重導入したイネがそれぞれの遺伝子に対応するレース全

てに抵抗性を示すことが報告されており（Singh et al., 2001）、有効な方法であ

ると考えられる。しかしこの方法の場合、多数の有用遺伝子を導入することで

多くの労力と時間が必要となること、また導入すべき有用遺伝子が限られてい

ることや導入遺伝子の効率的な発現制御を行うための種々のプロモーターや制

御遺伝子が不足している等、現時点での技術的制約は大きい。

　平成 11 年度から発足した国家プロジェクト「植物利用エネルギー使用合理
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化工業原料生産植物の研究開発」では、工業原料生産に関わる遺伝子とストレ

ス耐性に関わる遺伝子を発現制御系と一体化して導入し実際に植物に機能させ

ることを目的に、植物に多重遺伝子を簡便に連結する技術の開発、これを植物

に導入するのに適した巨大ベクターの開発、マイクロアレイを用いた有用プロ

モーターの単離、遺伝子の高効率発現系の構築等の基礎技術開発に取り組んで

いる。これらの技術が実用化すれば、抵抗性植物の分子育種においても耐病性

付与効果の確認されている種々の遺伝子をピラミッド式に簡便に多重導入する

ことでき、広範囲な抵抗性を付与した植物の開発も可能になると考えられる。

　エリシターは病害防御に関わる一連の遺伝子群を活性化すると考えられるこ

とから、エリシターを利用した遺伝子スクリーニングはこれまでに知られてい

ない機能未知の有用遺伝子を単離できる可能性がある。セレブロシドエリシタ

ーはイネいもち病菌から単離された糖、脂肪酸、スフィンゴイド基からなるエ

リシターで、これを処理したイネでファイトアレキシンの蓄積や各種 PR 遺伝

子の転写活性化、そしていもち病に対する抵抗性も高まることが報告されてい

る（Koga et al., 1998、Umemura et al., 2000）。また最近になって OsRac1や Gα

といった信号伝達系に関わる因子も活性化することがわかってきており

（Suharsono et al., 2002）、本エリシターがイネの一連の防御応答機構を活性化

することが示唆される。

　本研究ではピラミッドストラテジーに供試しうる新規の病害抵抗性関連遺伝

子の獲得を目的として、まずセレブロシドエリシターをイネに処理した際に転

写が活性化される遺伝子のスクリーニングを行った。その結果、転写が活性化

される遺伝子のうち、機能が未知の遺伝子をいくつか単離した。それらは実際

にイネいもち病菌を接種した場合にも転写が活性化されることがわかった。次

にそれら機能未知な遺伝子の一つであるイネセレニウム結合タンパク OsSBP

（Oryza sativa selenium binding protein）遺伝子について分子レベルの特徴付け

を行い、続いて形質転換イネを作出し耐病性検定およびその機能推定を行った。

さらに OsSBP の他作物への用途拡大を目的に OsSBP 形質転換サツマイモを作

出し、耐病性向上の有無を検討した。
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第一章　セレブロシドエリシターにより転写活性化される遺伝子の

　　　　スクリーニング

第一節 緒言

　イネいもち病菌由来のセレブロシドエリシターをイネ植物体に処理した際に

転写が活性化される遺伝子のスクリーニングをディファレンシャルディスプレ

イ法を用いて行った。これまでに、セレブロシドエリシターを処理したイネで

抗菌物質のファイトアレキシンの生成が増大することや感染特異的（ PR）タ

ンパクをコードする遺伝子や病害抵抗性シグナル伝達に関係する遺伝子群が転

写活性化されることが明らかになっており、本エリシターによる病害抵抗性関

連遺伝子のスクリーニングは新規遺伝子の単離に有効と考えられる。本章では

セレブロシドエリシターで転写活性化された遺伝子の単離とその配列から機能

を推定した。

第一節 材料および方法

（1）植物

　品種アキタコマチ（Oryza sativa L. cv. Akitakomachi）を窒素 0.6 mg/ g、リン

酸 0.9 mg/ g、カリウム 0.6 mg/ g配合した培土に播種し、人工気象室において

22℃、12 h 明 / 18℃、12 h 暗、湿度 80％の条件で栽培した。

（2）RNAの調製およびセレブロシドエリシター活性の確認

　第 4葉が完全展開したイネを用い、セレブロシドエリシター（図1-1）を 100

µg/ ml となるよう、0.1% Tween 20を含む 20 mM リン酸カリウム緩衝液（pH

6.5）に溶解したものおよび溶媒のみを噴霧処理し、処理後 2 時間目にグアニ

ジンチオシアネート／塩化セシウム法（Maniatis et al. 1982）により全 RNAを

抽出した。ポリ(A)+-RNA は Oligotex-dT30 super （Takara）を用い、メーカー

プロトコールに従って全 RNA から調製した。セレブロシドエリシターのエリ

シター活性の確認は Kogaら（1998）の方法に従い、処理後 7日目の第 4、5，

6 葉それぞれにおけるファイトアレキシンのファイトカサンおよびモミラクト

ンを定量することにより行った。

（3）mRNA Differential Display（DD）法によるスクリーニング

　Differential Display 法は Yoshida ら（1994）の方法に従い、 RAP-PCR kit



　　　　　　　　　　　　　　　　　9

（STRATAGENE）を用い、セレブロシドエリシターまたは溶媒処理イネの第

4 葉から抽出したポリ(A)+-RNA(100 ng)を鋳型に行った。すなわち、ポリ(A)+-

RNA(100 ng)を 70℃で 10分間加熱、氷上で冷却後、first strand cDNA を 50 mM

Tris-HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1.25 mM 各 dNTP, RNase Inhibitor 40

ユニット, 25 µM ランダムプライマー, および moloney murine leukemia virus

reverse transcriptase 20ユニットを含む反応溶液 20 µl 中で 37℃, 1時間反応さ

せ合成した。反応液を 90℃, 5分間で酵素を失活させ 10分間氷冷後、cDNAを

回収し200 µl の滅菌水に溶解し、この溶液2 µlを鋳型として10 mM Tris-HCl pH

8.8, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 50 µM 各 dNTPs, 1 µM プライマー (18-mer)お

よび Taq polymerase（Takara） 1ユニットを含む反応液 48 µl に添加し、second

strand cDNAの合成を行った。反応条件は 94℃, 1分間加熱後、94℃, 1分間を

1サイクル、36℃, 5 分間、72℃, 5 分間を 1サイクル、92℃, 1 分間、35℃, 1 分

間、72℃, 2分間を 40サイクルそれぞれ行ない、その後 72℃で 10分間伸張反

応を行なった。

反応に使用した任意のプライマー A-1～A-5, B-1～B-5, C-1～C-5は以下の通り

である。

　A-1;  5'-AATCTAGAGCTCCTCCTC-3'

　A-2;  5'-AATCTAGAGCTCCAGCAG-3'

　A-3;  5'-AATCTAGAGCTCTCCTGG-3'

　A-4;  5'-AATCTAGAGCTCTCCAGC-3'

　A-5;  5'-AATCTAGAGCTCCCTCCA-3'

　B-1;  5'-CTTGTACGCGTGTGCGAC-3'

　B-2;  5'-CCTACACGCGTATACTCC-3'

　B-3;  5'-CATACACGCGTATACTGG-3'

　B-4;  5'-ACGCACACGCACAGAGAG-3'

　B-5;  5'-CACACGCACACGGAAGAA-3'

　C-1;  5'-CATGTGTACGCGTGTGGG-3'

　C-2;  5'-CGTGTATACATACGTAAC-3'

　C-3;  5'-CCATGCGCATGCATGAGA-3'

　C-4;  5'-CCACACGCGCACACGGGA-3'

　C-5;  5'-CCGCACGCGCACGCAAGG-3'

　PCR増幅産物は 2.0% 低融点アガロースゲル（FMC. Co.）による電気泳動で

分離しエチジウムブロマイド染色後、特異的 PCR 増幅産物を含むアガロース
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断片を切り出した。断片は SUPREC-01 （Takara）を用い、-80℃, 20分間凍結

後、メーカープロトコールに従い特異的PCR産物を回収した。回収断片はTOPO

TA CLONING KIT（Invitrogen）を用い、メーカープロトコールに従い PCR2.1

TOPOベクターにサブクローニングした。

(4)セレブロシドエリシター処理による発現解析

　第 5 葉が完全に展開したイネにセレブロシドエリシターを 100 µg/ ml とな

るよう、0.1% Tween 20を含む 20 mM リン酸カリウムバッファー（pH 6.5）に

溶解したものおよび溶媒のみを噴霧処理し、 2, 4, 8, 12, 24時間後にそれぞれ

第 4 葉をサンプリングし、液体窒素で凍結して RNA 調製用サンプルとした。

採取した葉のサンプル約 0.5 g からグアニジンチオシアネート／塩化セシウム

法（Maniatis et al. 1982）により全 RNAを単離し、20 µg を 1%アガロース・ホ

ルムアミドゲルで電気泳動し、 HybondN+メンブラン（ Amersham Pharmacia

Biotech）に転写した。ハイブリダイゼーションは 5×SSC、1%ブロッキングリ

ージェント（Roche）、7% SDS、0.02 mg/ mlサケ精子 DNA中で 42℃、3時間

インキュベート後、新しいハイブリダイゼーション液中に煮沸急冷したプロー

ブを 50 ng/ ml の濃度になるよう加え、42℃で一晩インキュベートした。洗浄

は 0.1×SSC、0.1% SDS 液中で 20分×2回、55℃で行なった。プローブの標識

は DIG Nucleic acid Detection Kit（Roche）を用いた。シグナルの検出は GS-250

Molecular Imager（BIORAD）を用い、1-3日間感光させた。

（5）いもち病菌接種による発現解析

　イネいもち病菌（Magnaporthe grisea）の接種にはアキタコマチに親和性レ

ースの 007（MAFF305471、農業生物資源研）および非親和性レースの 031

（MAFF305494）を用いた。Matsumoto ら（1980）の方法に従い、第 5 葉が完

全に展開したイネに、2×106胞子/ ml（0.1% Tween 20 水溶液）になるよう調

整した親和性いもち病菌(レース 007)および非親和性いもち病菌(レース 031)を

それぞれ接種後、0、8、12、24、48 時間後にそれぞれ第 4 葉をサンプリング

し、液体窒素で凍結して RNA調製用サンプルとした。RNAの調整および発現

解析は、セレブロシドエリシター処理による発現解析と同様の手順で行った。

（6）塩基配列の決定およびホモロジー検索

　塩基配列は PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Kit（ABI）を用いラベル

後、373A DNA Sequencer（ABI）により決定した。決定した塩基配列は DNA

シーケンス入力解析システム；DNASIS-Mac version 2.0（日立ソフト）により、
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配列データの整理および解析を行なった。ホモロジー検索は DDBJ の FASTA

および BLASTソフトを、アミノ酸配列の比較は CLUSTAL Wソフトを用いた。

またモチーフ検索は DBGET のモチーフ検索プログラムを、膜貫通領域の予測

には SOSUIプログラムを用いた。

　（7）完全長 cDNAの単離

　cDNAライブラリーは、セレブロシドエリシター処理イネ第 5葉より調製し

た 3 µg のポリ（A）+- RNAを用い、Super Script Lamda System for cDNA Synthesis

and Lamda cloning（Gibco BRL）により構築した。cDNAは Gigapack III Gold

Packaging Extract（Stratagene）によりパッケージングした。プラークハイブリ

ダイゼーションは 5×SSC、1% blocking reagent（Roche）、7% SDS、0.02 mg/ ml

サケ精子 DNA 中で 42℃、3 時間インキュベート後、新しいハイブリダイゼー

ション液中に煮沸急冷したプローブを 50 ng/ ml の濃度になるよう加え、42℃

で一晩インキュベートした。洗浄は 2×SSC、0.1% SDS 液中で 15分および 0.2

×SSC、0.1% SDS液中で 30分をそれぞれ 2回、室温で行なった。プローブの

標識は DIG Nucleic acid Detection Kit（Roche）を用いた。シグナルの検出は

GS-250 Molecular Imager（BIORAD）を用い、1晩感光させた。

　また全長 cDNAを得るために、Marathon cDNA Amplification Kit（Clontech）

を用いてクローン No.B1×A2-700、C4×A5-750、B2×A5-700 の 5’ 側と B2×

A5-700 の 3’ 側の塩基配列を増幅した。メーカープロトコールに従い、mRNA

から cDNA を合成し、両端にアダプター配列を付加した後に内部の既知配列

とアダプター配列をプライマーとしたPCRにより既知配列の両側の未知 cDNA

配列を増幅した。増幅された 5’ 側断片と 3’ 側断片をそれぞれ TOPOTA

CLONING KIT（Invitrogen）を用いて PCRII TOPOベクターにクローニングし

た。さらに各クローンにおいて、5’ 側断片と 3’ 側断片の間で重複する領域に

ある制限酵素サイトで切断後、DNA Ligation Kit（Takara）を用いライゲーシ

ョンを行ない完全長 cDNAとした。

第三節　結果

第一項　セレブロシドエリシター応答遺伝子の単離および選抜

　まずセレブロシドエリシター処理によるイネの応答が確実に行われているか

どうかを確かめるために、処理後 7日目の第 4、5、6葉それぞれにおけるファ

イトアレキシンのファイトカサンおよびモミラクトンを定量することにより行
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図 1-1　セレブロシドエリシターの化学構造式
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った。その結果、第 4葉および第 5葉における抗菌物質モミラクトン量および

ファイトカサン量はコントロールに比べ、有意に蓄積していることがわかった

（図 1-2）。このことから、本試験におけるセレブロシドエリシター処理はイ

ネの一連の病害応答を活性化させていると考えられた。またファイトアレキシ

ンの蓄積量は第 5葉よりも第 4葉で多く認められたことから、第 4葉を用いて

エリシター応答遺伝子の単離を行った。15 種類のプライマーによる 225 通り

の組み合わせで実施したスクリーニングの結果、セレブロシドエリシターに応

答し転写が活性化する cDNA 断片を合計 43 個得た。これらを電気泳動により

分離した様子の代表的な例を図 1-3に示す。

第二項　セレブロシドエリシター応答遺伝子の二次選抜

　これら 43 種の cDNA 断片が再現性良くセレブロシドエリシターにより転写

活性化されることを確かめるために、ノザン解析によりエリシター処理後の

mRNAの蓄積を経時的に調べた。その結果、5種の cDNA断片が再現性良くエ

リシター処理に応答して発現パターンを示すことがわかった（図 1-4）。これ

らの cDNA 断片を、スクリーニングで用いたプライマー番号および増幅断片

の分子量から便宜上 B1×A2-700、B2×A5-700、C4×A5-750、C4×A5-800、B2

×A1-650とした。B1×A2-700はエリシター処理後 2-4時間目に mRNAの蓄積

が始まり、観察した 24時間目まで続いた。B2×A5-700もエリシター処理後 2-4

時間目に mRNAの蓄積が始まり、観察した 24時間目で最大の蓄積が認められ

た。C4×A5-750 はエリシター処理後 4-8時間目に mRNA の蓄積が始まり、観

察した 24 時間目まで続いた。C4×A5-800 はエリシター処理後 2 時間目から

mRNA の蓄積が始まり、4 時間目に蓄積量のピークを迎え、8 時間目まで転写

が認められた。B2×A1-650はエリシター処理後 4-8時間目から観察した 24時

間目まで転写の活性化が認められた。

第三項　セレブロシドエリシター応答遺伝子の相同性検索

　ノザン解析において、セレブロシドエリシター処理に特異的に転写活性化を

示すものとして絞り込んだ 5 種類の cDNA 断片について、その塩基配列を決

定し、WWW サーバー上の BLAST プログラムによるホモロジー検索を行った

（表 1-1）。その結果、B1×A2-700 はシロイヌナズナのセレニウム結合タンパ

ク質ホモログやヒトやマウスで単離されているセレニウム結合タンパク質をコ

ードする遺伝子（Bansal et al. 1990、Pumford et al. 1992）と相同性をもつこと
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図 1-2　セレブロシドエリシター処理によるイネ葉における各種ファイトアレ

キシンの蓄積

（A）第 4葉が完全展開時点にセレブロシドエリシターを噴霧処理した。M-B, モ

ミラクトン A；M-B, モミラクトン B；EL, ファイトカサン EL；D, ファイトカ

サン D；C, ファイトカサン C；B, ファイトカサン B；A, ファイトカサン A

（Ｂ）ファイトカサン A, B, C, D, ELおよびモミラクトン A、Bの化学構造式。
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PCR 産物の電気泳動の一例。矢印はエリシター処理で再現性良く出現した

バンド（一部）を示す。E, セレブロシドエリシター処理；C, 無処理。A2, A5,

B1, B2, C4はそれぞれ用いたプライマーを示す。
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がわかった。B2×B1-650 は種々の植物で報告のある ß-1,3-エンドグルカナー

ゼや ß-1,3-エンドグルコシダーゼをコードする遺伝子と類似することがわかっ

た。特にイネの putative ß-1,3-エンドグルカナーゼと最も相同性が高く、98%マ

ッチを示した（図 1-5）。C4×A5-800 はシロイヌナズナの T20H2.2 と最も相同

性が高く（図 1-6A）、また C末端において Gly-Argの繰り返しがみられる特徴

的な配列をもつことがわかった（図 1-6B）。またその他に種々の植物で報告さ

れている glycine rich proteinと類似することもわかり、特にイネの glycine rich

protein と 52%を示した。B2×A5-700 はイネの glucose-6-phosphate/ phosphate-

translocator と、C4×A5-750 はシロイヌナズナの kinase-like protein とそれぞれ

相同性を示した。

第四項　イネいもち病菌接種時のセレブロシドエリシター応答遺伝子の

　　　　発現解析

　セレブロシドエリシター処理に応答する 5 種の cDNA 断片のうち、相同性

検索で ß-1,3-エンドグルカナーゼと相同性が高かった B2×B1-650 および種々

の植物で報告されている glycine rich protein と類似する C4×A5-800 を除いた

新規遺伝子と思われる 3種のクローンについて、各々非親和性いもち病菌（レ

ース 031）および親和性いもち病菌（レース 007）を接種したイネにおける経

時的発現様式をノザン解析により調べた。またこの際、いもち病菌の感染が成

立していることを確認するために、いもち病菌接種イネの一部の表現型を経過

観察した。その結果、接種後 8日目において親和性レース 007接種イネで病斑

が認められ、病斑数は第 5 葉で 5個体の平均 2.6個/ 葉、第 4葉で 5個体の平

均 5.0 個/ 葉であった。また非親和性レース 031 接種イネでは過敏感反応に特

有の褐点が認められ、特に第 4 葉で多くの褐点を観察した（図 1-7）。以上の

ことから、いもち病菌のイネへの感染は成立したものと考え、以降の発現解析

を行った（図 1-8）。B1×A2-700は非親和性レース 031および親和性レース 007

の両方に対し応答発現することが認められたが、031 接種では 12-24 時間目か

ら転写が活性化するのに対し、007 接種では 24-48 時間目から転写の活性化が

認められた。C4×A5-750 も非親和性レース 031 および親和性レース 007 の両

方に対し応答発現することが認められたが、非親和性レース接種時でより速や

かな転写の活性化が見られ、接種後 8 時間目に既に mRNA の蓄積を観察した

のに対し、親和性レース接種では 24 時間目ではじめて転写の活性化が認めら

れた。一方、B2×A5-700 は非親和性レース接種時には少なくとも観察した 48

時間目までに mRNAの蓄積は殆ど認められなかったが、親和性レース接種で
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図 1-4　セレブロシドエリシター処理で単離した遺伝子の発現

解析

第 4 葉が完全展開した時点でセレブロシドエリシターを噴霧

処理し、各時間の葉から全 RNA を回収し各遺伝子の発現量を

調べた。



　　　　　　　　　　　　　　　　　18

 
表 1-1　セレブロシドエリシター処理により転写活性化される遺伝子 　

Clone           Acc. No.    Lengh (bp)  Match (%)id.  BLAST score  Sequence homology       Data base match (Acc. No.)

B1xA2-700  AB059401      1737            74                    623            probable selenium         Arabidopsis (E71401)
                                                                                                         binding protein   

C4xA5-750  AB060276      2807            32                    284            kinase-like protein         Arabidopsis (AL163817-6)

B2xA5-700  AB060277      1646            54                    323            glucose-6-phosphate/    rice (AC037425-15)
                                                                                                         phosphate-translocator 
    
B2xB1-650  AB060278        723            98                    300            putative ß-1, 3-              rice (AP003794-20)           
                                                                                                         glucanase

C4xA5-800  AB060279       889             51                   119            T20H2.2 protein            Arabidopsis (H86335)

B1×A2-700、C4×A5-750、B2×A5-700 は完全長 cDNA の配列（後述）をもと

に検索した結果を示す。
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B2×B1-650:    4 VCDPNTNLSYDNMLYAQIDAVYAAMKAMGHTDIGVRISETGWPSKGDEDEAGATVENAAA 63

                 : ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::

OsGlucanase: 231 VRDPNTNLSYDNMLYAQIDAVYAAMKAMGHTDIGVRISETGWPSKGDEDEAGATVENAAA 290

B2×B1-650:   64  YNGNLMQRIAMNQGTPLKPNVPIDVFVFALFNEDMKPGPTSERNYGLFYPNGSPVYAINT 123

                  ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::

OsGlucanase: 291  YNGNLMQRIAMNQGTPLKPNVPIDVFVFALFNEDMKPGPTSERNYGLFYPNGSPVYAINT 350

B2×B1-650:  124  GAGGVSGRTGPFDPYSAQMFSSASRLAMTSG 154

                  :::::::::::::::::::::::::::  ::

OsGlucanase: 351  GAGGVSGRTGPFDPYSAQMFSSASRLAVPSG 381

図 1-5　B2×B1-650 とイネ putative ß-1,3-glucanase とのアミノ酸配列の比較

保存されているアミノ酸は：で示した。
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A

C4xA5-800   1   -----TRAHGRMRNYISYGMSLLEENGHDEIVIKAMGRAINKTVMVVELIKRKIGGLHQI  55

AtT20H2.2 241   ENEIRITSMGRARNYITYAMALLQENKSNEVIFKAMGRAINKSVTIVELIKRRIPGLHQI 300

                       : ** ****:* *:**:**  :*:::*********:* :******:* *****

C4xA5-800  56   TSTESIDITDTWEPLEEGLLPLETTWHVSMIAITLSKKALDTLSPGYQPPIPAEEVRPAF 115

AtT20H2.2 301   TSIGSTDITDTWEPTEEGLQTIETTRHVSMITITLSKEQLNTSSVGYQCPIPIEMVKPLA 360

                **  * ******** ****  :*** *****:*****: *:* * *** *** * *:*

C4xA5-800 116   DYEHEESFPTNRGRGRGGGRRGRGRAMS-----NGPPAYDYGEEWEEEG--------DYY 162

AtT20H2.2 361   EIDYEGQDGSPRGRGGRRGRGGRGRGRGRGGRGNGPANVEYDDGGRGRGGRGNGYVNNEY 420

                : ::*    : ****   ** ****        ***   :* :     *        : *

C4xA5-800 163   NYRGRGRG-------------------RFRGRGRGRGRGGYYGGGRRGGYG------YDY 197

AtT20H2.2 421   DDGGRGRGGRGSGYVNNEYNDGGMEQDRSYGRGRGRGRGGGRGGRGRGGYNGPPPPYYEA 480

                :  *****                   *  **********  **  ****       *:

C4xA5-800 198   GYGGRGDYYEDQGEYFEEPEDYPPP-GRGRGRGRRGGGPGPFRGSRPWAWSILR----   251

AtT20H2.2 481   QQDGGDYGYNNVAPPADHGYDGPPPQGRGRGRGRGGRGRGGGRGGFNRSNGAPIQAAA   538

                   *    *::     :   * *** ******** * * *  **    :
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図 1-6　C4×A5-800配列

（A）シロイヌナズナ T20H2.2 とのアミノ酸配列の比較。保存されているア

ミノ酸は*で、類似アミノ酸を：で示した。囲みは Gly-Arg の繰り返しから

なる領域を示す。（B）増幅領域から予測される各アミノ酸の割合
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　　　　　　　　　　　　　　  A       B

　　　　　　　　　　　　　

図 1-7　イネいもち病菌を噴霧接種したイネ葉

接種後 8日目の第 4葉の表現型を示す。（A）非親和性レース 031接種葉、

（B）親和性レース 007接種葉
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　　図 1-8　セレブロシドエリシター処理で単離した遺伝子の発現解析

　　親和性レースおよび非親和性レース接種後、各時間の葉から全 RNA

　　を回収し各遺伝子の発現量を調べた。
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は 12-24 時間目から転写活性化が認められ、48 時間目で最大の mRNA の蓄積

を観察した。

第五項　完全長 cDNAの単離と塩基配列の決定

　セレブロシドエリシターおよびいもち病菌に対する発現応答の結果から特異

的発現を示した 3種類の増幅断片、B1×A2-700、C4×A5-750、B2×A5-700の

完全長 cDNA を単離し、塩基配列を決定した。B1×A2-700 は 1371bp のオー

プンリーディングフレーム（ORF）を含む全長 1737bpの塩基配列を決定した。

この ORF から推定されるアミノ酸配列は 457 残基であった（図 1-9）。B2×

A5-700は ORF1074bp（354残基）を含む全長 1659bpの塩基配列を決定した（図

1-10）。C4×A5-750 は ORF2142bp（714 残基）を含む全長 2927bp の塩基配列

を決定した（図 1-11）。

第六項　完全長 cDNA塩基配列によるホモロジー検索およびモチーフ

　　　　検索

決定した 3 種 cDNA から推定されるアミノ酸配列をもとに WWW サーバー上

の FASTA プログラムによるホモロジー検索および DBGET プログラムによる

モチーフ検索を行ない、それぞれの遺伝子がもつ機能を推定した。B1×A2-700

はシロイヌナズナ、ヒト、マウス等のセレニウム結合タンパク（Acc. No.はそ

れぞれ E71401、P17563 および Q13228）やマウスのアセトアミノフェン結合

タンパク（Q63836）と高い相同性を示した（図 1-12）。また N-糖鎖の付加シ

グナルと考えられる配列やチトクロム  C ファミリーのヘム結合が予想される

配列の存在が示唆された。B2×A5-700 はイネの glucos-6-phosphate/ phosphate-

translocator（AC037425-15）と相同性を示した。またＣ末にマイクロボディタ

ーゲティングシグナル配列の存在が予想された（図 1-10）。さらに WWWサー

バー上の膜タンパク質予測ソフト SOSUI システムによる解析の結果、8 箇所

の膜貫通領域からなる膜タンパク質である可能性が強いこともわかった（図

1-13）。C4×A5-750 は部分的な領域においてシロイヌナズナで報告されている

kinase-like protein（AL163817-6）と相同性を示したが、配列からの解析では機

能を推定しうる特徴的なモチーフは見つからなかった。
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図 1-9　B1×A2-700の塩基配列および予測されるアミノ酸配列

コードしていると予測されるアミノ酸配列は 457残基。
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図 1-10　B2×A5-700の塩基配列および予測されるアミノ酸配列

コードしていると予測されるアミノ酸配列は 354残基。—はマイクロボディ

ターゲティングシグナルを示す。
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図 1-11　C4×A5-750の塩基配列および予測されるアミノ酸配列

コードしていると予測されるアミノ酸配列は 714残基。
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Os SBP             -------------------------------MEKGPREKLLYVTCVYNGTGINKPDYLGT
A.thaliana SBP     MATETVLATAVSNGKSKGCCKSGPGYATPLAAMAGPREKLIYVTALYSGTGRDKPDYLAT
Mouse SBP          --------------MATKCTKCGPGYSTPLEAMKGPREEIVYLPCIYRNTGTEAPDYLAT
Mouse ABP          --------------MATKCTKCGPGYPTPLEAMKGPREEIVYLPCIYRNTGTEAPDYLAT
Human SBP          --------------MATKCGNCGPGYSTPLEAMKGPREEIVYLPCIYRNTGTEAPDYLAT
                                                     ****:::*:  :*  ** : **** *

Os SBP             VDVDPNSPTYSQVIHRLPVTHVGDELHHSGWNACSSCHGDPSASRRFLILPSLLSGRVYV
A.thaliana SBP     VDVDPSSPTFSSVIHRLKMPYIGDELHHTGWNSCSSCHGDASADRRYLVLPGLISGRIYA
Mouse SBP          VDVDPKSPQYSQVIHRLPMPYLKDELHHSGWNTCSSCFGDSTKSRNKLILPGLISSRIYV
Mouse ABP          VDVDPKSPQYSQVIHRLPMPYLKDELHHSGWNTCSSCFGDSTKSRNKLILPGLMSSRIYV
Human SBP          VDVDPKSPQYCQVIHRLPMPNLKDELHHSGWNTYSSCFGDSTKSRNKLVLPSLISSRIYV
                   ***** ** :  ***** :  : *****:***: *** ** :  *  *:** *:* *:*

Os SBP             VDTLKDPRAPALHKVVEAEDIAEKTGLGFPHTSHCLASGEIMISCLGDKEGNAAGNGFLL
A.thaliana         IDTKTDPKAPSLYKVVEPKEIAEKTGLAFPHTSHCLASGDMLVSCLGDKEGNAKGNGFLL
Mouse SBP          VDVGSEPRAPKLHKVIEASEIQAKCNVSSLHTSHCLASGEVMVSTLGDLQGNGKGSFVLL
Mouse ABP          VDVGSEPRAPKLHKVIEASEIQAKCNVSNTHTSHCLASGEVMVNTLGDLQGNGKGSFVLL
Human SBP          VDVGSEPGPQKLHKVIEPKDIHAKCELACLHTSHCLASGEVMISSLGDVKGNGKGGFVLL
                   :*   :*    *:**:*  :*  *  :   *********::::  *** :**  *   **

Os SBP             LDSEFNVKGRWEKPGHSPLFGYDYWYQPRHKTMISSSWGAPAAFRTGFDLQHVQDGLYGR
A.thaliana SBP     LDSDFNVKSRWDKPGHGPLFGYDFWYQPRFKTMISTSWGAPKAFSKGFNLQHVADGLYGS
Mouse SBP          DGETFEVKGTWEKPGDAAPMGYDFWYQPRHNVMVSTEWAAPNVFKDGFNPAHVEAGLYGS
Mouse ABP          DGETFEVKGTWEKPGGASPMGYDFWYQPRHNVMVSTEWAAPNVFKDGFNPAHVEAGLYGS
Human SBP          DGETFEVKGTWERPGGAAPLGYDFWYQPRHNVMISTEWAAPNVLRDGFNPADVEAGLYGS
                       *:**  *::**    :***:***** : *:*: * **  :  **:   *  ****

Os SBP             HLHVYDWPGGELKQTLDLGSTGLLPLEVRFLHDPSKDTGYVGCALTSNMVRFFKTADGSW
A.thaliana SBP     HLHIYQWPEGEMKQIT-YWVFVVMWLQIRFLHDPSKDTGYVGSALSSNMIRFFKNSDDTW
Mouse SBP          RIFVWDWQRHEIIQTL-QMTDGLIPLEIRFLHDPSATQGFVGCASAPNIQRFYKNAEGTW
Mouse ABP          RIFVWDWQRHEIIQTL-QMTDGLIPLEIRFLHDPSATQGFVGCALSSNIQRFYKNEEGTW
Human SBP          HLYVWDWQRHEIVQTL-SLKDGLIPLEIRFLHNPSATQGFVGCASAPNIQRFYKTREGTW
                   :: :::*   *: *        :: *::****:**   *:** * : *: **:*  : :*

Os SBP             SHEVAISIKPLKVRNWILPEMPGLITDFVISLDDRYLYLVNWLHGDIRQYNIEDPAKPVL
A.thaliana SBP     SHEA--------IENWILPEMPGLITDFLISLDDRFFYFVNWLHGDIRQYNIEDPKNPVL
Mouse SBP          SVEKVIQVPSKKVKGWMLPGVPGLITDILLSLDDRFLYFSNWLHGDIRQYDISNPQKPRL
Mouse ABP          SVEKVIQVPSKKVKGWMLPEMPGLITDILLSLDDRFLYFSNWLHGDIRQYDISNPQKPRL
Human SBP          SVEKVIQVPPKKVKGWLLPGVPGLITDILLSLDDRFLYFSNWLHGDLRQYDISDPQRPRL
                   * *         :  *:** :******:::*****::*: ******:***:* :*  * *

Os SBP             AGQVWAGGLLQKGSEVVYVTEDDKEEQYSVPQVKGHRLRGXPQMIQLSLDGKRIYVTNSL
A.thaliana SBP     TGQIWVGGLLQKGSPYKAVGEDGNTYQFDVPQIKGKSLRAGPQMIQLSLDGKRLYATNSL
Mouse SBP          AGQIFLGGSIVRGGSVQVLEDQELTCQPEPLVVKGKRIPGGPQMIQLSLDGKRLYATTSL
Mouse ABP          TGQIFLGGSIVRGGSVQVLEDQELTCQPEPLVVKGKRIPGGPQMIQLSLDGKRLYATTSL
Human SBP          TGQLFLGGSIVKGGPVQVLEDEELKSQPEPLVVKGKRVAGGPQMIQLSLDGKRLYITTSL
                   :**:: ** : :*     : ::    *     :**: :   ************:* * **

Os SBP             FSRWDEQFYGQDLVKKGSHMLQIDVDTEKGGLSINPNFFVDFGAEPEGPSLAHEMRYPGG
A.thaliana SBP     FSAWDRQFY-PEIMEKGSHIIQIDVDTDKGGLTLNPDFFVDFGDEPDGPALAHEMRYPGG
Mouse SBP          YSAWDKQFY-PDLIREGSMMLQIDVDTVNGGLKLNPNFLVDFGKEPLGAALAHELRYPGG
Mouse ABP          YSDWDKQFY-PDLIREGSVMLQVDVDTVNGGLKLNPNFLVDFGKEPLGPALAHELRYPGG
Human SBP          YSAWEKQFY-PDLIREGSVMLQVDVDTVKGGLKLNPNCLVDFGKEPLGPALAHELRYPGG
                   :* *: ***  ::: :** ::*:**** :*** :**: :**** ** * :****:*****

Os SBP             DCTSDIWI
A.thaliana SBP     DCTSDIWI
Mouse SBP          DCSSDIWI
Mouse ABP          DCSSDIWI
Human SBP          DCSSDIWI
                   **:*****

図 1-12　B1×A2-700 とセレニウム結合タンパク（SBP）、アセトアミノ

フェン結合タンパク（ABP）とのアミノ酸配列の比較　全ての生物種で

保存されているアミノ酸は *で、類似アミノ酸を：で示した。—は N-糖

鎖の付加シグナルを、 はチトクロム Cヘム結合サイトを示す。
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     SOSUI Result

A    Average of hydrophobicity : 0.640961

 

B

図 1-13　B2×A5-700疎水性プロット

膜タンパク質解析ソフト SOSUIシステム（http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.

jp/sosuimenu0.html）を用いた。（A）膜貫通領域の構成アミノ酸配列、（B）

予測される膜貫通領域の膜面に対するアミノ酸残基の分布
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第四節　考察

第一項　単離遺伝子の機能推定

　1. B1×A2-700

　B1×A2-700 はエリシターを処理して 2-4 時間後から発現応答し（図 1-4）、

実際にイネいもち病菌接種の場合にも非親和性菌接種で 12-24 時間目から、親

和性菌接種で 24-48時間目から応答することがわかった（図 1-8）。親和性菌接

種時よりも非親和性菌接種時において速やかに転写が活性化されることから、

本遺伝子が何らかの形で病害抵抗性に関わっていることが期待できる。相同性

検索では、シロイヌナズナやヒト、マウス、ラットで報告されているセレニウ

ム結合タンパク質をコードする遺伝子（Bansal et al. 1990、Pumford et al. 1992、

Sani et al., 1988）やマウスのアセトアミノフェン結合タンパク質をコードする

遺伝子（Bartolone et al. 1992、Lanfear et al. 1993）と高い相同性を示した。セレ

ニウム結合タンパク質（SBP）遺伝子は EST も含めると、これまでに 10 数種

の動物、植物、バクテリアから存在が報告されており、広く生物種に保存され

た重要な機能を有するタンパク質であることが予想される（図 1-12）。SBP は

ヒトやマウスで最初に報告されたが、肝臓で特異的に発現しセレン元素やアセ

トアミノフェンに結合するタンパク質として見いだされたことから臨床学的に

生体異物であるセレン元素やアセトアミノフェンが大量に蓄積して生じる発癌

を抑制する解毒作用に関係する可能性が示唆されたが（Pumford et al. 1992）、

分子生物学的な機能解明はまったくなされていない。またウシの SBP がエキ

ソサイトーシスやエンドサイトーシスなどの細胞内小胞輸送を制御している低

分子量 G タンパク質 Rab の制御下でゴルジ体内のタンパク質輸送に関与して

いるとの報告もあり、SBP が複数の生理的役割をもつことが示唆されている

（Porat et al., 2000）。一方、植物ではヒメツリガネゴケ（Physcomitrella patens）

において、アブシジン酸を処理すると SBP が転写活性化することが報告され

ている（Machuka et al. 1999）。また最近では、マメ科ミヤコグサで根粒菌が根

に感染する際に根において特異的に転写が活性化されることが報告され、植物

では環境ストレスに対する何らかの役割を担うことが予想される。

　2. B2×A5-700

　B2×A5-700 はセレブロシドエリシターを処理後 2-4 時間目にはすでに転写

が活性化された（図 1-4）。イネいもち病菌を接種した場合には非親和性菌接

種時には少なくとも 48 時間目までは転写活性化がみとめられなかったが、親
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和性菌接種後 12-24時間目から応答することがわかった（図 1-8）。イネいもち

病菌に対する応答において、親和性菌接種に対して特異的に転写が活性化され

ることは当該遺伝子の特徴である。植物において、感染特異的遺伝子（PR 遺

伝子）に代表される病害抵抗性関連遺伝子は親和性菌接種時の場合、非親和性

菌接種時に比べその認識が出来なかったり、あるいは遅延することにより発現

応答しなかったり遅延することが知られているが、B2×A5-700 は全く反対の

発現応答パターンを示した。また B2×A5-700 は相同性検索からイネの

glucose-6-phosphate/ phosphate-translocator（OsGPT）をコードする遺伝子と相同

性を示した。一般に GPT はプラスチドにおける生合成系やエネルギー生成へ

の炭素源の輸送に関係しているといわれていること（Kammerer et al. 1998）、

さらには B2×A5-700 の予測されるアミノ酸配列にマイクロボディターゲット

シグナルが認められること（図 1-10）から、B2×A5-700 は色素体への炭素源

の輸送を担っている可能性が考えられる。最近になって、 Jiang らはイネの未

成熟種子の cDNAライブラリーから OsGPT遺伝子を単離しており、OsGPTが

葉緑体以外の色素体にグルコース 6-リン酸を輸送していることを示唆してい

る（Jiang et al., 2003）。したがって、B2×A5-700はイネの病害抵抗性メカニズ

ムにおいて直接的な役割というより病原菌の感染に対して未感染の器官の成長

を促進させるような2次的な役割を担っていると考えるのが妥当かもしれない。

　3. B2×B1-650

　B2×B1-650はセレブロシドエリシター処理後 4-8時間目には発現応答し（図

1-4）、また相同性検索ではイネやシロイヌナズナの putative ß-1,3-エンドグルカ

ナーゼをコードする遺伝子と高い相同性を示した（表 1-1、図 1-5）。ß-1,3-グ

ルカナーゼは PR-2 タイプに分類される PR タンパクで、糸状菌の細胞壁構成

成分のグルカンを加水分解する酵素タンパクとして知られており、 Nishizawa

ら（2003）は実際に本遺伝子を過剰発現させたイネを作出しイネいもち病菌に

対して抵抗性を示すことを報告している。同様に糸状菌の細胞壁成分のキチン

を加水分解する PR タンパクのキチナーゼもセレブロシドエリシターにより誘

導されることが明らかになっており（Umemura et al., 2000）、今回のスクリー

ニングで B2×B1-650が単離されたことは妥当であるといえる。

　4. C4×A5-800

　C4×A5-800 はセレブロシドエリシターを処理後 2-4 時間目に発現応答した

（図 1-4）。また相同性検索ではシロイヌナズナの T20H2.2 をコードする遺伝

子と最も相同性が高かったが（表 1-1、図 1-6）、イネやトウモロコシの glycine rich
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protein（GRP）とも類似した（Lei and Wu, 1991）。C4×A5-800の部分塩基配列

から推定されるアミノ酸配列の C 末端には Gly-Arg の繰り返しからなる特徴

的な配列が存在し、3 箇所（127-140 残基、165-194 残基、221-241 残基）で大

きな繰り返し領域が認められた（図 1-6A）。250 残基中に含まれるグリシンは

47残基で、全体の 18.8%を占め、アルギニンの含有量も 13.2%とグリシンに次

いで多かった（図 1-6B）。これまでに T20H2.2 の機能は明らかになっていない

が、GRP は構造タンパク質として一般に維管束組織に局在することが知られ

ており、傷害や病原菌の感染に応答して発現し、木部を再形成し傷跡の修復や

病害抵抗に関与するものと考えられている（Didierjean et al. 1992、Keller 1993）。

トマトで報告されているGRPにはアルギニンに富むものも存在し、(Gly)2-6 - Arg

の繰り返し配列をもつ（Showalter et al. 1991）。これは C4×A5-800部分アミノ

酸配列で認められた Gly-Arg の繰り返し配列と類似しており、C4×A5-800 遺

伝子のコードするタンパク質も GRP の一つとしてイネの防御応答に関わって

いるのかもしれない。

　5. C4×A5-750

　C4×A5-750 は セレブロシドエリシター処理後 4-8 時間目で発現応答し（図

1-4）、実際にイネいもち病菌接種の場合にも、非親和性菌接種で8時間目から、

親和性菌接種で 24 時間目から応答することがわかった（図 1-8）。親和性菌接

種時よりも非親和性菌接種時において速やかに転写が活性化されることから、

本遺伝子は B1×A2-700同様、何らかの形で病害抵抗性に関わっていることが

期待できるが、決定した配列情報による解析ではイネやシロイヌナズナの

kinase-like proteinと相同性を示すのみで、その他には特徴的なモチーフ等の情

報が得られなかった。今後は過剰発現体や発現抑制体を用いた解析によって病

害防御との関連解明が期待される。

第二項　 mRNA Differential Display（DD）法による遺伝子スクリーニング

　Differential Display法（DD法）は様々なストレス応答遺伝子のスクリーニン

グ方法の一つとして使用されており、多数のサンプルを同時に比較することが

できること、必要とする RNA 量が少なくて済むこと、稀少転写産物も検出可

能なことなどからその有用性が報告されている（紀藤ら 1995、Wilkinson et al.

1995、吉川ら 1996、Zhang et al. 1996、Hermsmeier et al. 1998）。本スクリーニ

ングを開始した当時の研究設備の制約から、本研究ではDD法の改変法で RAP

法（RNA arbitrarily Differential Display method）と呼ばれる方法を選択した
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（Yoshida et al. 1994、簗瀬ら 1996）。DD法では転写産物の逆転写反応の際、

オリゴ dT プライマーを用いるので cDNA の 3’ 領域が増幅されてくることが

多く翻訳領域の情報はあまり得られないのに対し、 RAP 法では任意のプライ

マーで逆転写を行うため cDNA の増幅領域に偏りがなく翻訳情報が得られる

確率が高いと考えられる。スクリーニングを開始した 1995 年当初はシロイヌ

ナズナやイネは勿論のこと、大規模な生物のゲノム解析途上であり十分な配列

情報が得られない可能性もあることから、 RAP 法による解析を選択した。一

方で、用いたプライマーの数やアガロースゲル電気泳動による増幅産物の解析

等技術的に不十分な面も否めず、セレブロシドエリシターで転写活性化される

遺伝子を網羅的にスクリーニングしたとは考えにくい。したがって今後新たに

有用遺伝子の網羅的な単離を試みる場合にはより解像度の高いスクリーニング

方法の選択が望ましい。

　次章では防御応答との関連が示唆されるセレニウム結合タンパク質をコード

すると思われる B1×A2-700遺伝子（以後、Oryza sativa selenium binding protein

homologue をコードする遺伝子として OsSBP とする）の形質転換イネを作出

し、病害抵抗性との関係を解析する。
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第二章　OsSBPの特性および病害抵抗性関連の解析

第一節　緒言

　第一章でイネいもち病菌由来のセレブロシドエリシターを処理した際に転写

が活性化される遺伝子をスクリーニングした。その一つ、Oryza sativa selenium

binding protein をコードする遺伝子 (OsSBP)はセレブロシドエリシター処理だ

けでなく、非親和性および親和性イネいもち病菌を接種した場合にも転写の活

性化が認められた（Sawada and Iwata, 2002）。SBPは動物において腫瘍形成の

抑制や生体異物の解毒に関与するとするいくつかの報告（ Bansal et al., 1990,

Bartolone et al., 1992, Pumford et al., 1992, Lanfear et al., 1993）や、植物において

アブシジン酸を処理したヒメツリガネゴケで転写が活性化されること

（Machuka et al., 1999）、ミヤコグサの根に形成された根粒において転写産物の

特異的な蓄積が認められること（Flemetakis et al., 2002）が報告されており、

耐病性、ストレス応答、微生物応答に関与している可能性が考えられる。

　本章ではイネにおける OsSBP の役割を理解するために、まず分子レベルで

の特徴付け、すなわち推定されるアミノ酸配列によるモチーフ解析、ゲノムコ

ピー数の確認、器官特異的発現解析および各種ホルモンおよび薬剤処理による

発現解析を行い、次に OsSBP 遺伝子を恒常発現した形質転換イネを作成し、

イネいもち病菌およびイネ白葉枯病菌の接種による耐病性検定を行い病害抵抗

性との関連を調べた。さらに OsSBP の病害抵抗性における機能を推定するた

めの解析も行った。

第二節　材料および方法

（1）植物

　品種キンマゼ (Oryza sativa L. cv. Kinmaze) を培土に播種し、人工気象室に

おいて 30˚C、16 h明 / 24℃、8 h暗で栽培した。 培養細胞はキンマゼ種子を

2,4-D (2 mg/ l)、100×KMビタミン(10 ml/ l)、ショ糖(30 g/ l)および寒天 (8 g/ l)

を含む MS培地上に置床することで得たカルスを MS液体培地に移し、30℃、

90 rpmで振とう培養した。

（2）アミノ酸配列の整列

　推定される OsSBP アミノ酸配列を DDBJ データベースで検索した各種生物
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種の SBPホモログをWWWサーバー上の CLUSTAL Wプログラムにより、整

列、比較した。

（3）サザン解析

　キンマゼ葉から DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）により抽出したゲノム DNA

5 µg を制限酵素 Xba Iおよび Hind IIIで 37℃、一晩処理後、0.8 %アガロース

ゲルで電気泳動（20 mV、14時間）し、Hybond-N+（Amersham Pharmacia Biotech）

にブロッティングした。プローブは完全長 OsSBP cDNAを使用し、[α-32P] dCTP

でラベルしたものを用いた。ハイブリダイゼーションは、ハイブリダイゼーシ

ョン溶液（0.25 M NaCl、1%BSA、1 mM EDTA pH8.0、0.25 M Church buffer.、7％

SDS）（Church and Gilbert 1984）を用いて、65℃で 20分プレハイブリダイゼー

ションしたのち、RI でラベルしたプローブをハイブリダイゼーション溶液に

加え 65℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション

後、メンブレンを適当量の洗浄液（2×SSC、0.1％SDSおよび 1×SSC、0.1％SDS）

で 65℃、各 15分間振とうにより洗浄した。メンブレンのシグナルを GMカウ

ンターおよびイメージアナライザー（ Fujifilm、BAS2500）で確認し、オート

ラジオグラフィーで検出した。

（4）ノザン解析

　イネ各組織を液体窒素の入った乳鉢の中で十分に破砕し、RNeasy Plant Mini

Kit（QIAGEN）を用いて回収した。10 µg の全 RNA を 6 %フォルムアルデヒ

ドを含む 1.0%アガロースゲルにより 50 V で 2 時間展開し、Hybond-N+ nylon

membranes (Amersham Pharmacia Biotech))に転写した。プローブは完全長OsSBP

cDNAを使用し、DNAプローブは[α-32P] dCTPで、またリボプローブは[α-32P]

dUTP でラベルした。ハイブリダイゼーション条件はサザンハイブリダイゼー

ションと同条件で行った。

（5）タンパク質の精製および抗体作製・精製

　OsSBP 遺伝子を His タグ融合タンパク質発現用ベクターである pET-32 (a)

（Novagen）に導入し、OsSBP タンパク質を 1 mM IPTG により大腸菌内で発

現誘導させた後、大腸菌を回収し sampling buffer（1 mM Na2HPO4・ 2H2O、1 mM

NaH2PO4・ H2O、50 mM NaCl、10 mM Imidazole (pH7.4)）に懸濁した。超音波

処理（BRANSON）で大腸菌を破砕し、3,000 rpm、15 分間遠心後、上清を回

収した。Ni-NTA カラム（QIAGEN）によりタンパク質を精製し回収した各画

分を SDS-PAGE で確認後、OsSBP タンパク質を含む画分を集めた。抗体は
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OsSBPタンパク質 3 mgを用い、ウサギを免疫し全採血により血清を回収し、

常法に従って精製した（QIAGEN）。

　

（6）ウエスタン解析

　タンパク質の抽出は葉を SDS 緩衝液中で破砕したものを 80℃で 5 分間加熱

後、15,000 rpm、4℃、3 分間遠心した上清を回収した。7.5％ポリアクリルア

ミドゲルで SDSPAGEを行い、PVDFメンブレン（ATTO）に転写後、ECL western

blotting detection kit（Amersham Pharmacia Biotech）により検出した。

（7）各種ホルモンおよび薬剤処理

　各種ホルモンおよび薬剤の処理は Lee ら（2001）および Mitter and Zilinskas

（1992）の方法に従った。播種後2週間目のイネ実生に対し、それぞれ 0.1 mM

ジャスモン酸（JA）(Wako)、1.5 mM サリチル酸（SA）(Wako)、0.1 mM アブ

シジン酸（ABA）(Wako)および 1 µM パラコートになるよう調整した 0.1 %

Tween 20 水溶液を噴霧処理し、0、3、6、9、24、48、72 時間目にサンプリン

グした。

（8）OsSBP cDNA発現ベクターの構築

　OsSBP遺伝子を恒常発現させたイネを作製するためのベクターを構築した。

カリフラワーモザイクウイルス 35S プロモーターをもつイネ発現ベクター

pMSH2 を制限酵素で切断後、Bacterial alkaline phosphatase（Takara）処理を行

ない、5' 末端を脱リン酸化したのち、目的の cDNA 断片を DNA Ligation Kit

（Takara）でつなぎ、完全長 cDNAを含む発現ベクターを構築した。

（9）宿主植物の OsSBP cDNA発現ベクターによる形質転換

　宿主植物にはイネ品種キンマゼ（Oryza sativa cv. Kinmaze）を用いた。（8）

で構築したベクターをアグロバクテリウム法（Hiei et al., 1984）によりキンマ

ゼカルスに導入し形質転換植物体を作製した。アグロバクテリウム EHA101

株の凍結けん濁液 40 µl を氷上で融解した後、1-2 µl の各発現ベクター溶液（10

ng/ µl）を加え軽く混和して 5分間氷上静置した。これを 0.2 cmのキュベット

に移し、2.5 kV、25 µFD、200 Ωの条件に設定したジーンパルサーコンプリー
トエレクトロポーレーションシステム（BIORAD）にてアグロバクテリウムに

ベクターを導入した。これに 1 mlの LB液体培地（0.5% YEAST EXTRACT、1%

BACTO PEPTONE、0.5% NaCl、pH7.2）を加え、28℃、205 rpmで 1時間振と

う培養後、50 µg/ mlカナマイシン、50 µg/ mlハイグロマイシンを含む LBプ
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レートに 150 µl 塗布し、28℃で一晩形質転換体アグロバクテリウムを培養し

た。これら各形質転換体アグロバクテリウムをO.D 600= 0.2となるよう 10 mg/

l アセトシリンゴンを含む MS2D 液体培地に懸濁した。MS2D 培地で 30℃、3

週間およびナースセル存在下で 30℃、3日間培養したキンマゼカルスを上記け

ん濁液に 3分間浸漬後、10 mg/ lアセトシリンゴンを含むMS2D培地に置床、

22℃、暗黒下で 3 日間培養した。500 mg/ l クラフォランを含む滅菌水にて除

去後、500 mg/ lクラフォラン、50 mg/ lハイグロマイシンを含むMS2D培地に

置床、30℃、明所で 4週間培養した。選抜カルスは 50 mg/  l ハイグロマイシン

を含む R2R 培地に移し、30℃、明所で 4 週間培養後、インドール酢酸、トラ

ンスゼアチンを含む R2R培地に移し、30℃明所で再分化するまで培養した。

（10）イネいもち病に対する抵抗性検定

　イネいもち病菌は、キンマゼに対して親和性であるレース 007（MAFF305471

）および非親和性レース 031（MAFF305494）を用いた。イネいもち病菌は常

法によりオートミール培地（30 g/ l オートミール、5 g/ l ショ糖、16 g/ lアガ

ー）上に植え、22℃で 7-10 日間培養し、菌糸が培地上に十分に広がった後、

菌糸を掻き取り、さらに青色光ランプで 3日間培養することで分生胞子の形成

を誘導した。接種はパンチ接種法（Kawasaki et al., 1999）および噴霧接種法を

用いた。パンチ接種はパンチ穴の径を 2.0 mmに調整した移植パンチ（Fujiwara

Co.）で完全展開葉の中間部 2 箇所に傷を付け、分生胞子を形成した培地表面

約 2 mm角を傷面に付着させ、セロハンテープにより固定・保湿した。接種後

7 日目および 14 日目に病斑の伸展を観察した。また噴霧接種はイネいもち病

菌を 2×106分生胞子/ mlとなるように 0.05% Tween 20水溶液で調整し、イネ

に噴霧した。接種後のイネは 24℃、24 時間、暗所にて静置後、通常の栽培条

件に戻した。

（11）イネ白葉枯病に対する抵抗性検定

　Kauffmanら（1973）の方法に従い、1x108 cfu/ mlに調整した親和性レース I(R)

（リファンピシン耐性）の細胞懸濁液に浸したハサミでイネ葉の先端約 2 cm

を切断し、イネ白葉枯病菌を接種した。白葉枯病菌は固体培地（ 10 g/ l ショ

糖、17 g/ l 寒天、10 g/ lペプトン、1 g/ l sodium glutamate）上に植え、30℃で

2-3 日間培養したものを用いた。接種 14 日後にイネ白葉枯病菌の感染によっ

て形成された病斑長を測定した。また同様の方法で接種したイネを Yoshimura

ら(1998)の方法に従い、イネ白葉枯病菌 I(R)を接種した 9 日目の葉を細かく粉

砕し滅菌水に懸濁したものをリファンピシン入り白葉枯病菌用培地に塗布し、
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30℃で 3日間培養後、コロニー数を計測した。

（12）防御遺伝子の発現解析

　形質転換体における防御遺伝子の発現解析は、ノザン解析により行った。プ

ローブにはイネにおいて抵抗性誘導時に転写が活性化されることが報告されて

いる Probenazole-inducible gene (PBZ1)および Pathogenesis-related protein 1 gene

(PR1)を用いた。PBZ1はMidoh and Iwata (1996)の配列を、PR1はアクセッショ

ン No. U89895 で登録されているイネ PR1 の配列をもとに下記の PCR プライ

マーを作成した（Invitrogen）。

PR-1プライマー配列：

5’-ATGGAGGTATCCAAGCTGGC-3’/ 5’-TTAGTAAGGCCTCTGTCCGA-3’

PBZ1プライマー配列：

5’-CAGTGGTCAGTAGAGTGATC-3’/5’-CTGGATAGAGGCAGTATTCC-3’

キンマゼゲノムより PCR 反応により増幅し塩基配列を確認後、プローブとし

て用いた。ノザンハイブリダイゼーションは（4）ノザン解析に準じて行った。

（13）ファイトアレキシンの定量

　ファイトアレキシンの定量は、茨城大学農学部児玉研究室にてモミラクトン

A の蓄積を測定した。モミラクトン A の抽出は、100 mg のサンプル葉に対し

3.5 mlの 70% メタノールにて熱抽出後、5 mlの飽和食塩水を加え水層とした。

得られた水層を酢酸エチルで 3回抽出し、酢酸エチル層をロータリーエバポレ

ーターで濃縮乾固した。これを 1.5 ml のヘキサンに溶解し、シリカゲルカー

トリッジ（Waters・ Sep-Pak Light Silica cartridge）へ注入し、3.5 mlの溶出溶

媒（ヘキサン：酢酸エチル= 2:1）の溶媒系で溶出した。この溶出画分を乾固

し 1 ml のメタノールに溶解し、モミラクトン A の分析に供した。分析は以下

の条件で高速液体クロマトグラフィーを行い、同定は LC / MS / MSのデータ

および保持時間によった。高速液体クロマトグラフィー：SERIES 1100 (Hewlett

Packard)、カラム：Inertsil ODS-2（GL science）、溶出溶媒：0.1%ギ酸を含む 75%

アセトニトリル、流速：0.5 ml/ min、質量分析計：API 300（PESCIEX）、MS-

MSを用いた Atomospheric Pressure Ionizationモードにて使用した。State filesの

設定は[Negative Mode]：NEB=11, CUR=9, CAD=3 IS=-3800, TEM=425, OR=-25,

RNG=-375, QO=10, IQ1=11 ST=15, RO1=12, IQ2=40, RO2=30, IQ3=60, RO3=43,

DF=100, CHM=1900. Quad 1: 10 (0.05), 100 (0.11), 1000 (0.473), 10000 (0.875).
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Quad 2: 10 (0.006), 100 (0.040), 1000 (0.060), 10000 (0.080) とした。

（14）過酸化水素の測定

　キンマゼ野生型および OsSBP 形質転換イネの種子から得たカルスを 20 ml

の R2S液体培地（Ohira et al. 1973）で 30℃、継代培養した。培地中の過酸化

水素濃度は Takahashiら（1999）の方法に従って測定した。0.4 gの培養細胞を

R2S培地中で 30℃、2時間振とうし、フォスファターゼ阻害剤であるカリクリ

ン A（Wako）を終濃度 1 µM となるよう培地中に添加した。培養液 100 µl を 1 ml

の xylenol orange buffer（0.25 mM FeSO4、0.25 mM ((NH4)2SO4、25 mMH2SO4、12.5

µM xylenol orange、10 mM sorbitol)に加え、560 nmの波長を測定した。NADPH

オキシダーゼの阻害剤である DPI（SIGMA）は終濃度が 20 µM になるようカ

リクリン A添加の 30分前に培地中に加えた。

（15）抗酸化酵素活性の測定

　アスコルビン酸ペルオキシダーゼ活性の測定は Miyagawa ら（2000）の方法

に従った。キンマゼ野生型および OsSBP形質転換体の培養細胞約 0.4 gを液体

窒素で冷却した乳鉢でよく摩砕し、さらに 5 mMアスコルビン酸（AsA）、20%

ソルビトールを含む 50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.0）2 mlを加え粉状に

なるまですりつぶした。氷上で融解し、この破砕液を 1.5 ml エッペンドルフ

チューブに移し遠心分離（15,000 rpm, 4℃, 10分間）後、得られた上清を粗酵

素液とした。この粗酵素液 10-20 µl を 50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.0）、

0.1 mM過酸化水素、0.4 mM AsAを含む総量 1 mlの反応系で 37℃、1分間に

おける AsAの減少を 290 nmの吸光度変化で測定した。酵素反応は過酸化水素

の添加で開始した。AsA のモル吸光係数はε290=2.8 mM/ cm とした。カタラ

ーゼ活性の測定は、培養細胞約 0.4 gを液体窒素で冷却した乳鉢でよく摩砕し、

さらに 50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.0）2 mlを加え粉状になるまですり

つぶした。氷上で融解し、この破砕液を 1.5 ml エッペンドルフチューブに移

し遠心分離（15,000 rpm, 4℃, 10分間）後、得られた上清を粗酵素液とした。

この粗酵素液 10-20 µl を 50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.0）、10 mM過酸

化水素を含む総量 1 ml の反応系で 25℃、1 分間における過酸化水素の減少を

240 nm の吸光度変化で測定した。酵素反応は過酸化水素の添加で開始し、過

酸化水素のモル吸光係数はε240=0.0394 mM/ cmとした。

（16）抗酸化酵素遺伝子の発現解析

　形質転換体における抗酸化酵素遺伝子の発現解析は、ノザン解析により行っ
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た。カタラーゼ遺伝子の発現解析は、タバコにおいて糸状菌エリシター処理お

よびタバコモザイクウイルス接種により転写が抑制されるクラス I タイプのカ

タラーゼ Cat 1遺伝子（Dorey et al., 1998）と相同性の最も高いイネカタラーゼ

CatB遺伝子（Chen et al., 1997）をプローブに選び、アクセッションNo. D26484

で登録されている配列をもとに下記の PCR プライマーを作成した（Invitrogen

）。

CatBプライマー配列：

5’-GCAGTGTGATGCGTCCCTTG-3’/ 5’-AGCACCCACTGTATCAGTCT-3’

アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX）遺伝子の発現解析は、細胞質型APX

遺伝子をプローブに選び、アクセッション No. D45423 で登録されている配列

をもとに下記の PCRプライマーを作成した(Invitrogen)。

APXプライマー配列：

5’-ATGGCTAAGAACTACCCCGT-3’ / 5’- TGATCACTCAAGCCCATCTG-3’

キンマゼゲノムより PCR 反応により増幅し塩基配列を確認後、プローブとし

て用いた。ノザンハイブリダイゼーションは（4）ノザン解析に準じて行った。

第三節　結果

第一項　 OsSBP遺伝子のゲノム解析

　OsSBP をこれまで報告されている他の生物種の SBP とアミノ酸配列を比較

すると、植物だけでなくバクテリア、線虫、ショウジョウバエ、ラット、マウ

ス、ヒトに至るまで全長にわたり非常に相同性の高いことがわかった（図 2-1）。

さらにバクテリアを除く他の生物種に共通して、 cys–x-x–cys で表されるレド

ックス活性中心が保存されていることがわかった。また his–x-x-hisや his–x-asp

で表される金属結合ドメインも保存されていることがわかった。また WWW

サーバー上のプログラム PSORT による検索の結果、細胞内局在に関与するシ

グナルペプチドは認めらなかった。OsSBP 全長 cDNA をプローブに用いて 4

種類の制限酵素によるサザン解析を行った結果、イネ品種キンマゼにおいてシ

ングルコピーであることが予想された（図 2-2）。また RiceBLAST による検索

では第一染色体に位置することがわかった。

第二項　 OsSBP遺伝子の発現解析
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O.sativa         ----------MAAAANGAACCGGATGPGYATPLEAMEKGPREKLLYVTCVYNGTGINKPDYLGTVDVDPNSPTYSQVIHRLPVTHVGDELHHSGWNACSSCHGDPSAS-----RRFLILP     80

M.sativa         --MGTVLQHAVVSEKVNNQQGCCKSGPGYASPLEA.S-....T.I...A..A....E.....A...L........K.......PY.......T...S..........Q-----.....V.    112

L.japonica       --MATVLDHGVVNEKKSVN-GCCKSGPGYASPIES.S-....S.I...A..A....E.....A......S.....K.......PY.......T...S..........E-----.....A.    111

G.max            ------------VMNQRNMHDCPKTGPGYPSPLAA.S-..K.T.....AI.S...RD...F.A......S.....K.......PYL......F...S....Y.....V-----..Y....    102

A.thaliana       MATETEVVAPVTVSNGGSKGCCKYGGPGYATPLAA.S-..S...I...A..T....D.....A......S..S..S......MPF...........S.......A.VD-----..Y.V..    114

R.norvegicus     -----------------MATKCTKCGPGYATPLEA.K-....EIV.LP.I.RN...EA....A......K..H.........MP.LK.........T....F..STK.-----.DK....     97

M.musculus       -----------------MATKCTKCGPGYSTPLEA.K-....EIV.LP.I.RN..TEA....A......K..Q.........MPYLK.........T....F..STK.-----.NK....     97

H.sapiens        -----------------MATKCGNCGPGYSTPLEA.K-....EIV.LP.I.RN..TEA....A......K..Q.C.......MPNLK.........T....F..STK.-----.TK.V..     97

D.melanogaster   -----------------------------------.RS........TVT.QPNLDEPHG...S......E....C.IV..TFTNRK...............YYVDES.KTVPK.DR.V..     85

C.elegans        --------------MSPNCGLKCHGGPGYASPADAIK-....EV.F..APNAAD.---..AIF....N.E.D.FC...S.VD.P.I...V..T.........DK.TEK-----.SH..V.     97

S.tokodaii       ----------------MAIVPFKRDPTFYPSPKMA.K-A.P.D.A..A.L.T.....RA.FIAV...N.K.E...KIV.KVELPYIN.....F.......ALCPNGKP--NIE.....V.    101

P.aerophilum     ------------------MAKLKPDPTFYPTPRDA.R-A.P.DIA..AAL.V...V.A..F.AV.....K....GK..YK.DLPYI......F.......AYCPNAKP--FLE..Y..V.     99

O.sativa         SLLSGRVYVVDTLKDPRAPALHKVVEAEDIAEKTGLGFPHTSHCLASGEIMISCLGDKEGNAAGNGFLLLDSEFNVKGRWEKPGHSPLFGYDYWYQPRHKTMISSSWGAPAAFRTGFDLQ    200

M.sativa         GIV......I..KTN....S......P...ST....AY................I...D...E.............................F......N....T.....K..LQ..N..    232

L.japonica       ..V...I..I..KTN..S.S.....DPA..IQ....AY...........L........D...E.........D...................F......N...T.....T...TK.....    231

G.max            ..V...I.....RSN..S.S......P...IS....AYA.........DV...F....D.....S......H...L...........S....F....Q..............STK..N..    222

A.thaliana       ..I...I.AI..KEN....S.Y.Y.DPKE..D....A....A....T...LV.....E....K.........D..I.N..........Y...F...........T.....K..SK..N..    234

R.norvegicus     .II.S.I....VGSE....K....I.PNE.HA.CN..NL..........V...S...PQ..GK.GFV..DGET.E...T.....GEAPM...F......NI.V.TE.A..NV.KD..NPA    217

M.musculus       G.I.S.I....VGSE....K....I..SE.QA.CNVSSL..........V.V.T...LQ..GK.SFV..DGET.E...T.....DAAPM...F......NV.V.TE.A..NV.KD..NPA    217

H.sapiens        ..I.S.I....VGSE....K....I.PK..HA.CE.A.L..........V...S...VK..GK.GFV..DGET.E...T..R..GAAPL...F......NV...TE.A..NVL.D..NPA    217

D.melanogaster   ..N.DFI.IL.VVT...K.EIV.TIDG-.VLKSHNVTA...T....N.N....VM..A..Y.K.-D.I.F..D..CI.T.T.GDKKA.C...F....YFDV.V..E....NKW.R.WKNV    205

C.elegans        C.N.D.I.IINVENERK--IYLEHTIEPSKLHSLN.S.........D.N....T..EAN.TPS..FL..DGKT.EP..T.PADEKTVP.N..F.....RNV...TE..S.NHIKK..NPA    217

S.tokodaii       G.R.S.I.II..KPN..E.KII..I.P.EVKKVS.YSRL..V..GPDAIYISALGNEEG-EGP.GILM.DHYS.EPL.K..IDRGDQYLA..F.WNLPNEVLV..E.AV.NTIED.LK.E    221

P.aerophilum     A.R.S.I.I...KP.K.R..VA.I..P.VAVGR..YTKY..V..GPDAIYISALG.PDGREGP.GI...DHDT.EPI....VYRGPQY.A..F.WNLPSGV..T.E.TV.RC.EE..S.E    219

O.sativa         HVQDG-LYGRHLHVYDWPGGELKQTLDLGSTG-LLPLEVRFLHDPSKDTGYVGCALT----SNMVRFFKTADGSWSHEVAISIKP------LKVRNWILPEMPGLITDFVISLDDRYLYL    308

M.sativa         ..A..-.........S.....I.......DK.-.....I......A....F..S...----...I.....Q....N..IV..VE.------...Q..F...........L......F..F    340

L.japonica       ..A..-......TCIQLAR...R......N..-.....I......A....F..S..S----...I.....Q.......L..PV..------...Q..............L......F..F    339

G.max            ..S..-......TCIQLAW...R......ES.-V................F.....S----......LRPR.E.........V..------...Q..............L......F..F    330

A.thaliana       ..A..-...S.....S.....I..LI...P..-.....I...........F..S..S----...I....NS.ET.....V..V..------...E..............L......FI.F    342

R.norvegicus     ..EA.-...S.I..W..QRH.II...QMKDG--.I...I......DATQ.F.....S----..IQ..Y.NEG.T..V.KV.QVPS------K..KG.M..........ILL.....F..F    324

M.musculus       ..EA.-...SRIF.W..QRH.II...QMTDG--.I...I.......ATQ.F.....S----..IQ..Y.N.E.T..V.KV.QVPS------K..KG.M..........ILL.....F..F    324

H.sapiens        D.EA.-...S..Y.W..QRH.IV...S.KDG--.I...I....N.DAAQ.F.....S----.TIQ..Y.NEG.T..V.KV.QVP.------K..KG.L..........ILL.....F..F    324

D.melanogaster   DLE.MSQ..CR.NF.K.STQT.Y..I....D.-IT...I....N.K.AE.F.....N----AKVFH.K.KS.SDEFEAKKVIDI.G---KLVDTGSGVAED.G.M.S.II......F..V    317

C.elegans        ..GE.-...NSV.IFE.DSKKYL..I..PQPLGA.........E.TSEHAF.....G----.GIF.IHPVEEN.TT.AATLVAFIP---S-K.VSG.A.....A....IL..M...F..V    328

S.tokodaii       .LK.--R..NRI.FW.LRKRKRIHS.T..EEN-RMA..L.P....T.LM.FINMVVSLKDL.SSIWLWFYE..K.NA.KV.E.PAEPLEGN.PEILKPFKAV.P.V..ID.....KF...    338

P.aerophilum     CLKE.-A..NK...W.LAKRRHLYAI...QEH-RMV..V.P....T.LM.F.NVV.NTKDL.SSIWLWFYE..K.QA.RV.D.EAQPFEGP.PPVLKDFKMV.P.V..ID......F..V    337

O.sativa         VNWLHGDIRQYNIEDPAKPVLAGQVWAGGLLQKGSE-VVYVTEDDKEEQYSVPQVKGHRLRGGPQMIQLSLDGKRIYVTNSLFSRWDEQFYGQDLVKKGSHMLQIDVDTEKGGLSINPNF    427

M.sativa         ...............VKN.K.T........I....P-..A.KD.GETW.SD..EIQ.KK................L........A..K...-PK..EQ...I........N...K.....    458

L.japonica       ...............LKN...T..L.V...I....P-.AAIG..G.TW.SD..EIQ.QK..........T.....L........A..K...-PG..E....I............K.....    457

G.max            ................KN...T....V.DYF....P-I.AI...GNTW.SD..DIQ.NK.SA.............V........A..K...-PE..E.............N...K.....    448

A.thaliana       ................KN...T..I.V........P-.KA.G..GNTF.FE...I..KS................L.A......A..R...-PEIME....II...........T...D.    460

R.norvegicus     S..........D.SN.K..R.T..IFL..SIV..GS-.QVLEDQELTC.PEPLV...K.VP..............L...T..Y.A..K...-PN.IRE..V........AN...KL....    442

M.musculus       S..........D.SN.Q..R....IFL..SIVR.GS-.QVLEDQELTC.PEPLV...K.IP..............L.A.T..Y.A..K...-P..IRE..M........VN...KL....    442

H.sapiens        S......L...D.S..QR.R.T..LFL..SIV..GP-.QVLEDEELKS.PEPLV...K.VA..............L.I.T..Y.A..K...-P..IRE..V...V....V....KL....    442

D.melanogaster   NC.R...V...D.T..EN.K.T..LFL..AICSDLPN.IVKEDKELK.RPPARY...R..E.....L........L..SS..Y.P..K...-PKM.SQ.G.IVL.....VN..I.L.ED.    436

C.elegans        SC.........D.S..L.VK.NS..YI..SVHTE.N----.KVLEG.KPIEALY...RKIE.....L........L...T..YKK..D...-PEH..S.AT.V.VNI.P.S.KME..RD.    443

S.tokodaii       SL.GI.EV...D.SN.F....T.K.KL..IFHRADH------------------PA..K.T.A...LEI.R..R.V......Y.T..N...PEG.KGWMVKLNANPS----...E.DKE.    436

P.aerophilum     SL.GL.EL...D.TN.HQ.R...R.KI...YHREPH------------------PS.AEAT.A....SV.R..R.V.I....Y.S.NN...PG-.RGWMAKVNVNPE----...ELEKE.    434

O.sativa         FVDFGAEPEGPSLAHEMRYPGGDCTSDIWI----    457

M.sativa         ........D.....................----    488

L.japonica       ........D..A..................----    487

G.max            ........G..A..................----    478

A.thaliana       .....D..D....................-----    489

R.norvegicus     L....K..L..A....L.......S.....----    472

M.musculus       L....K..L..A....L.......S.....----    472

H.sapiens        L....K..L..A....L.......S.....----    472

D.melanogaster   L...AN..Y....P...............LANDA    470

C.elegans        LI...KIEG..Y..................----    473

S.tokodaii       .....-----EARS.QVRLS...AS..SYCYP--    463

P.aerophilum     .....-----RAR..QVRLW...AST.SFCYP--    461

図 2-1　OsSBPと他生物種の SBPとのアミノ酸配列の比較

赤の囲みはレドックス活性中心と推定される領域を、青の囲みは金属結合

ドメインと推定される領域を示す。
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図 2-2　OsSBPのゲノムサザン解析

キンマゼ葉からゲノム DNAを回収し、各制限酵素で処理し OsSBP cDNAの

全長配列をプローブに用いた。
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図 2-3　OsSBPの器官特異的発現

キンマゼ各器官より全 RNAを回収し、OsSBPの発現量を調べた。

Young leaf；播種後 2週間目の葉、Old leaf；播種後 3ヶ月目の葉、

Stem；播種後 2週間目の茎、Root；播種後 2週間目の根を示す。

OsSBP cDNA全長配列をプローブに用いた。
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　これまで動物や植物において、SBPは器官特異的に発現していることが報告

されている。そこで OsSBPのイネにおける根、茎、葉における器官特異的な

発現を調べるため、ノザン解析を行った。材料として播種後2週間目の葉、茎、

根および播種後 3 ヶ月目の葉を用いた。その結果、OsSBP は根において強く

発現していることがわかり、茎でわずかな発現を認め、葉では殆ど発現が認め

られなかった（図 2-3）。

　次に OsSBPの植物の病害抵抗性シグナル伝達物質に対する応答の有無を確

認するため、JA および SA 処理時の発現様式を経時的に調べた。その結果、

OsSBP は JA 処理後、少なくとも 3 時間目から発現を示し、9 時間目には一時

的に発現量が低下したが、再び 24 時間目でピークを示し、72 時間目でほぼ転

写物が消失することがわかった（図 2-4A）。SA を処理した場合も、JA 処理時

とほぼ同様の経時変化をたどり処理後 3 時間目から 72 時間目まで転写が活性

化されることがわかった（図 2-4B）。続いて Machukaら（1999）がヒメツリガ

ネゴケに植物に酸化ストレスを誘発する ABAを処理した際に SBPが転写活性

化されると報告していることから、イネにおける OsSBPの ABAに対する応答

を調べた。その結果、OsSBP はヒメツリガネゴケ同様に ABA 処理により転写

が活性化され、処理後 6時間目から 9時間目にかけて発現することがわかった

（図 2-4C）。そこで ABA 同様に酸化ストレスを誘発する除草剤のパラコート

に対する発現応答の有無も調べた。その結果、 OsSBP はパラコート処理後 3

時間目から転写が活性化され、観察した 72 時間目まで継続して発現すること

がわかった（図 2-4D）。

第三項 　OsSBPの病害抵抗性への関与

（1）形質転換体の作製

　OsSBPの病害抵抗性への関与を調べるため、図 2-5A, Bに示した発現ベクタ

ーを野生型であるキンマゼに導入し、恒常的に OsSBP をセンスおよびアンチ

センスに発現させたセンス導入体、およびアンチセンス導入体を作製した。セ

ンス導入体は植物体に再生したものが9系統（SBP-S1, S2, S3, S4, S5,S 6, S8, S15,

S16）、T1種子由来の培養細胞が 3系統（SBP-S1C, S3C, S15C）得られた。アン

チセンス導入体は植物体に再生したものが 4系統（SBP-A1, A3, A9, A10）およ

び T1種子由来の培養細胞が 2 系統（SBP-A3C, A10C）得られた。植物体に再

生した形質転換体からゲノム DNA を抽出しゲノムサザン解析を行った。制限

酵素 Xba I処理で内在性 OsSBP遺伝子に相当すると思われるバンド（約 10 kb）
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図 2-4　OsSBPの各種ホルモン、薬剤に対する発現応答

キンマゼに（A）ジャスモン酸（0.1 mM）、（B）サリチル酸（1.5 mM）、（C）

アブシジン酸（0.1 mM）、（D）パラコート（1 µM）を処理後、各時間の葉か

らトータル RNAを回収し OsSBPの発現量を調べた。OsSBP cDNA全長配列

をプローブに用いた。
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に加え、予想される導入 OsSBP 断片約 2.0 kb のバンドが全ての系統において

確認された（図 2-5C）。また Hind IIIによる切断で得られたバンドパターンか

ら、各系統における導入コピー数は 1—4 コピー程度であることが予想された

（data not shown）。これらの形質転換体から全 RNAを回収し OsSBPの転写量

を調べたところ、センス導入体は植物体で 4系統（SBP-S1, S5, S15, S16）、培

養細胞で 2系統（SBP-S1C, S15C）が野生型に比べ多量の mRNAが蓄積してい

ることがわかった（図 2-6A）。またセンス導入体の植物体 5系統（SBP-S2, S3, S4,

S6, S8）および培養細胞 1 系統（SBP-S3C）は野生型とほぼ同等あるいはそれ

以下の mRNA しか蓄積していないことがわかった。一方、アンチセンス導入

体では植物体および培養細胞のいずれの系統も野生型に比べ有意に発現が抑制

されていることを確認した（図 2-6B）。以上のことから、過剰発現体として

SBP-S1および S15を、発現抑制体として SBP-A3および SBP-A10を以降の耐

病性検定に用いることとした。これら形質転換体について OsSBP のタンパク

質量をウエスタン解析により調べた結果、過剰発現体では野生型より有意に翻

訳量の増大が認められ、逆に発現抑制体では野生型より翻訳量が抑制されてい

ることを確認した（図 2-6E）。また全ての形質転換体の生育は実験に用いた栽

培条件において野生型と違いは見られなかった（data not shown）。

（2）イネいもち病に対する耐病性検定

　過剰発現体 2 系統（SBP-S1, SBP-S15）および発現抑制体 2 系統（SBP-A3,

SBP-A10）について、イネいもち病菌親和性レース 007を接種し、OsSBPが抵

抗性に関与しているか検討した。形質転換体当代を用い、1 系統あたり 4 個体

ずつ計 6回の独立した接種実験を行った。その結果、野生型キンマゼで著しい

病斑の形成を認めたのに対し、過剰発現体の 2系統はいずれも野生型に比べ病

斑の進展が抑制される傾向にあり、いわゆる止まり型の病斑を示した（図 2-

7A）一方、発現抑制体の 2 系統は野生型に比べわずかに罹病の程度が大きい

ことがわかり、病斑の形状も進展型を示す傾向にあった（図 2-7A）。接種後 14

日目の各系統の病斑径を測定したところ、SBP-S1 と SBP-S15 の病斑長は野生

型のほぼ半分程度であることがわかった（図 2-7B）。またこの表現型が後代に

も維持されているか調べるため、T1 世代の SBP-S1 と SBP-S15 においても親

和性レースをパンチ接種したところ、いずれの系統も野生型に比べ病斑形成を

抑制する傾向を示し、後代でも抵抗性を確認した（図 2-7C）。
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図 2-5　作成した発現ベクターおよび形質転換体における OsSBPの解析

（A）pMSH2-センス OsSBPバイナリーベクター （B）pMSH2-アンチセンス

OsSBP バイナリーベクター  （C）OsSBP 形質転換イネのサザン解析　セン

ス導入体を S1—S16で、アンチセンス導入体を A1—A10で示す。OsSBP cDNA

全長配列をプローブに用いた。
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図 2-6　形質転換体における OsSBPの解析

（A）OsSBP センス導入植物体のノザン解析 （B）OsSBP アンチセンス導入

植物体のノザン解析（C）OsSBPセンス導入培養細胞のノザン解析（D）OsSBP

アンチセンス導入培養細胞のノザン解析（E）抗 OsSBP 抗体を用いたウエス

タン解析（植物体）
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図 2-7　いもち病菌親和性レース 007に対する OsSBP形質転換体の反応

親和性レース 007を接種し、14日目の病斑を観察した。（A）T0過剰発現体 2

系統（S1, S15）および T0発現抑制体 2 系統（A3, A10）の表現型（B）T0過

剰発現体 2系統（S1, S15）および T0発現抑制体 2系統（A3, A10）の病斑長　試

験は独立に 4 回行い、合計 8-20 個体を用いた。エラーバーは標準偏差を示

す。（C）Ｔ1過剰発現体の表現型
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図 2-8　いもち病菌親和性レース 007 接種時の OsSBP 形質転換体における

モミラクトン Aの蓄積

播種後 3 週間目の実生にいもち病菌親和性レース 007 を接種後、0 日目（0

d.a.i）および 7日目（7 d.a.i）の葉におけるモミラクトン Aの蓄積量を比較

した。試験は独立に 2 回行い、合計 6 個体用いた。エラーバーは標準偏差

を示す。S1, S15は過剰発現体、A10は発現抑制体を示す。
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（3）ファイトアレキシンの蓄積

　ファイトアレキシンは抗菌活性を示す低分子化合物であり、植物が抵抗反応

時に感染部位において速やかに生成、蓄積される（Smith, 1996）。形質転換体

におけるファイトアレキシンの生成に変化が認められるかを調べるため、イネ

の主要なファイトアレキシンであるモミラクトン A の蓄積を調べた。モミラ

クトン A は非親和性のいもち病菌を接種時に速やかに生成され、いもち病菌

分生胞子の発芽管生育の阻害作用をもつことがわかっている（Cartwright,1977

）。図 2-8 に示すとおり、無処理の状態では野生型および発現抑制体ではモミ

ラクトン A は検出限界以下であった。また過剰発現体でもほとんど蓄積が認

められなかった。一方、親和性レース接種後、野生型および発現抑制体でわず

かにモミラクトン Aの蓄積を認めたのに対し、SBP-S1および SBP-S15はそれ

ぞれ 11.2±3.6 µg/ g (means±S.D)、13.8±4.8 µg/ g と有意な蓄積を示し、野生型の

20-25倍であった。

（4）防御遺伝子の発現解析

　過剰発現体 2 系統（SBP-S1 および SBP-S15）がイネいもち病菌親和性レー

ス接種において病斑の進展を抑制する傾向を示したことから、これら形質転換

体における内在性の防御遺伝子の発現を調べ、野生型との比較を行った。イネ

いもち病菌親和性レースおよび非親和性レースを噴霧接種後、 24、48、72 時

間目の葉から全 RNA を回収し、防御遺伝子である感染特異的遺伝子の PBZ1

および PR1 の発現を調べた（図 2-9）。その結果、PBZ1 および PR1 の転写活

性化は野生型の場合、非親和性レース接種時で 48時間目からであるのに対し、

親和性レース接種の場合では 72 時間目からであった。一方、SBP-S1 および

SBP-S15における PBZ1および PR1は野生型に比べ、非親和性レース接種で 24

時間、親和性レース接種で 24-48 時間も早く転写が活性化されることがわかっ

た。また発現抑制体の SBP-A10 は野生型と大きな違いはみられなかった。こ

の間の野生型における内在性の OsSBPは非親和性レース接種後 48時間目に一

過的に転写活性化が認められたのに対し、親和性レース接種では 72 時間目ま

で mRNA の蓄積量は殆ど増加しなかった。SBP-A10 では非親和性レース、親

和性レースともに接種後 72時間目まで OsSBPの転写はほとんど認められなか

った。

　次に JA に対する応答にも違いが認められるかを調べた。播種後 21 日目の

野生型および OsSBP形質転換体に 0、0.1、1、10、100 µM の JAを散布処理し、
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図 2-9　いもち病菌接種時の OsSBP 形質転換体における防御遺伝子の発現

解析

播種後 3 週間目の実生にいもち病菌親和性レース 007 および非親和性レー

ス 031を接種後、各時間の葉から全 RNAを回収し PBZ1および PR1の発現

量を調べた。またその間の OsSBP の発現量も調べた。プローブは PBZ1 遺

伝子および PR1遺伝子の部分配列を、OsSBP は cDNA全長配列を用いた。

S1, S15は過剰発現体、A10は発現抑制体を示す。
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図 2-10　ジャスモン酸処理時の OsSBP 形質転換体における防御遺伝子の発

現解析

播種後 3週間目の実生に各濃度のジャスモン酸（0, 0.1, 1, 10, 100 µM）を噴

霧処理後、24時間目の葉からトータル RNAを回収し PBZ1の発現量を調べ

た。プローブは PBZ1 遺伝子の部分配列を用いた。S1, S15 は過剰発現体、

A10は発現抑制体を示す。
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24 時間目のそれぞれにおける PBZ1 の発現を調べた（図 2-10）。その結果、野

生型では 0.1 µM から PBZ1 遺伝子の転写活性化は認められるが、転写量が増

大するのは 100 µM であったのに対し、過剰発現体の SBP-S1 および SBP-S15

では 0.1 µM から強く転写の活性化が認められた。一方、発現抑制体のSBP-A10

では 10 µM まで PBZ1の転写は認められず、100 µM ではじめて転写を確認し

た。

（5）活性酸素種の蓄積

　近年、NADPH オキシダーゼにより生成される活性酸素種が、植物の病害抵

抗性において重要な役割をもつことが明らかになり、PR 遺伝子の発現やファ

イトアレキシンの生成など多くの病害応答を活性化することが報告されている

（Hammond-Kosack and Jones, 1996）。また NADPHオキシダーゼの活性はそれ

自身のリン酸化/脱リン酸化反応により制御されることがわかっている（Low et

al., 1996）。OsSBP過剰発現体の培養細胞（SBP-S1C、SBP-S15C）を作製し、OsSBP

の活性酸素種生成に及ぼす影響の有無を調べた。イネの培養細胞において、プ

ロテインフォスファターゼ 1 の阻害剤であるカリクリン A（CA）は NADPH

オキシダーゼに依存した活性酸素種の生成を誘導することが報告されている

（Kuchitsu et al., 1995）ことから、CA処理時の野生型、過剰発現体および発現

抑制体の培養細胞が生成する過酸化水素の生成量を調べた。その結果、CA 処

理前では野生型、過剰発現体および発現抑制体はともに過酸化水素の生成は認

められなかったが、CA 処理後、野生型は経時的に過酸化水素を生成した（図

2-11A）。一方、SBP-S1C と SBP-S15C は野生型同様、CA 処理後経時的に過酸

化水素を生成したが、処理後 2時間目から観察を終えた 4時間目まで野生型に

比べ有意に高い過酸化水素の生成がみられた。発現抑制体のSBP-A3CとA10C

は野生型と比べて有意な違いは見られなかった（図 2-11A）。また NADPH オ

キシダーゼの阻害剤である DPI を前処理することで、過酸化水素の生成量は

大きく減少したことから、CA 処理で観察された過酸化水素の生成は NADPH

オキシダーゼに依存していると考えられた（図 2-11B）。

（6）抗酸化酵素活性の測定

　OsSBP過剰発現体の培養細胞にみられた CA処理時の過酸化水素の蓄積が過

酸化水素の消去に働く抗酸化酵素活性の低下に因るものなのかを調べるために、

主要な抗酸化酵素である細胞質型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX）と
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図 2-11　カリクリン Aによる OsSBP形質転換培養細胞の活性酸素生成

（A）カリクリン A 処理による過酸化水素生成の経時的変化（B）カリクリ

ン A処理後 4時間目の過酸化水素生成量。DPI はカリクリン A 処理 30 分前

に培地中に添加した。S1C および S15C は過剰発現体、A3C および A10C は

発現抑制体を示す。実験はそれぞれ独立に 5 回行った。エラーバーは標準偏

差を示す。

h
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図 2-12　カリクリン A 処理時における OsSBP 過剰発現体の APX 及び CAT

活性

（A）カリクリン A処理前および処理後 4時間目の APX活性（B）カリクリ

ン A 処理前および処理後 4 時間目の CAT活性。S1C および S15C は過剰発

現体を示す。実験はそれぞれ独立に 5 回行った。エラーバーは標準偏差を示

す。
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カタラーゼ（CAT）について CA 処理前後の活性を調べた。その結果、野生型

培養細胞は CAを処理することで処理前に比べ APXおよび CATの酵素活性が

上昇することがわかった（図 2-12A、12B）。一方、過剰発現体の SBP-S1C と

SBP-S15Cは CAの処理前後で両酵素の活性に有意な変化は認められなかった。

（7）抗酸化酵素遺伝子の発現解析

　タバコではタバコモザイクウイルスの感染に応答した CAT の活性抑制は転

写レベルの制御（Dorey et al., 1998）であることが報告されていることから、

OsSBP 過剰発現体でみられた CAT活性の低下も CAT遺伝子の mRNA 蓄積量

に因るものかを確かめるために、過剰発現体の植物体および培養細胞の通常

状態における CAT 遺伝子の転写量を調べた。その結果、植物体および培養細

胞のいずれも野生型でみられる CAT遺伝子の mRNA量より有意に減少してい

ることがわかった（図 2-13A、13B）。また APX 遺伝子についても野生型と過

剰発現体の転写量を調べたが、植物体および培養細胞のいずれも両者に違いは

みられなかった（図 2-13A、13B）。

（8）イネ白葉枯病に対する耐病性検定

　さらに OsSBP がイネの病害抵抗性において一般的な役割をもつのかを確認

するために、過剰発現体 2系統についてイネ白葉枯病菌親和性レースの接種試

験を行った。接種後 14 日目において、野生型は感染部位から葉の基部に向か

って著しい乾燥を示す典型的なしおれが認められたが、過剰発現体の SBP-S1

および SBP-S15 では感染部位周辺近くで黄変するのみで、病斑形成が抑制さ

れているように観察された（図 2-14A）。接種後 14 日目の病斑長も、野生型に

比べ過剰発現体の 2 系統は有意に病斑形成の抑制が認められた（図 2-14B）。

さらにこのときの接種葉中に含まれる白葉枯病菌の cfu を計測したところ、野

生型で約 106 cfu / leafであったのに対し、過剰発現体 2系統は約 104 cfu/ leaf

で菌数も低下していることがわかり、OsSBP 過剰発現体は白葉枯病菌に対し

ても耐病性を付与しうる可能性が示唆された（図 2-14C）。

第四節　考察

第一項　 SBPの相同性
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図 2-13　OsSBP過剰発現体の APX及び CATの発現解析

（A）培養細胞（B）植物体

プローブは OsCatB遺伝子および APX遺伝子の部分配列を用いた。S1Cお

よび S15Cは過剰発現培養細胞、S1および S15は過剰発現植物体を示す。
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図 2-14　OsSBP過剰発現体における白葉枯病菌親和性レースに対する反応

過剰発現体 2 系統（S1 および S15）に親和性レースを接種し、14 日目の

病斑を観察した。（A）表現型（B）病斑長（C）葉中の白葉枯病菌コロニ

ー数　試験は独立に 2 回行い、合計 8 個体を用いた。エラーバーは標準偏

差を示す。
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SBP遺伝子は最初、マウスの肝臓より単離され（Bansal et al., 1989）、その後の

解析で腫瘍形成の抑制や生体異物の解毒に関与する可能性があると報告された

（Bansal et al., 1990, Pumford et al., 1992）が、SBPの直接的な機能については

いまだ不明であり、その分子機構はほとんど解明されていない。近年、植物に

おいてもヒメツリガネゴケ、ミヤコグサ、ダイズ、シロイヌナズナ等で SBP

遺伝子の存在が報告されている。ヒメツリガネゴケではアブシジン酸処理で転

写が活性化されること（Machuka et al., 1999）や、ミヤコグサでは根粒菌の感

染に応答して転写が活性化されること（Flemetakis et al., 2002）が報告されて

いるが、その生理学的機能については不明である。今回単離した OsSBP をこ

れまで報告されている SBP と比較した結果、N 末端から C 末端まで全長にわ

たりよく保存されていた（図 2-1）。このように SBP はバクテリア、線虫、昆

虫、動物、植物にいたるまで高く保存されていることから、細胞の生存、生命

維持に重要な役割を担っていることが考えられる。バクテリアを除く SBP 全

てには cys-x-x-cys で表されるレドックス活性中心が保存されている。レドッ

クス活性中心はチオレドキン、thiol protein disulfide oxidoreductase（TPDO）、

protein disulfide isomerase（PDI）、マウスの小胞体タンパク（ Erp72）、Human

lipoamide dehydrogenase（HLPD）、formate dehydrogenase（FD）,selenoprotein W

等のレドックスタンパクに見られるモチーフであるが（Jamba et al., 1996）、こ

れらのレドックスタンパクはこのレドックス活性中心に存在する 2つのシステ

イン残基のチオール基により、ターゲットとなるタンパクのもつジスルフィド

結合を還元することで該タンパクを活性化させ（図 2-15）、動物では細胞分裂、

DNA転写調節、免疫応答、胚発生、ラジカル消去等、植物では光合成（Jacquot

et al., 1997）、種子の発芽（Besse et al., 1996）、受精（Bower et al., 1996）等種々

の生理メカニズムを制御すると考えられている。今回イネから単離したOsSBP

にも cys-x-x-cys配列が保存されており、機能の類似性が示唆される。

第二項　 OsSBP遺伝子の転写制御

　植物における SBP 遺伝子発現の器官特異性はミヤコグサやシロイヌナズナ

で調べられている（Flemetakis et al., 2002）。ミヤコグサでは花、根で比較的強

く発現しているが、茎ではわずかに発現する程度で葉では殆どないことが報告

されている。またシロイヌナズナでは根、花、葉の発現は比較的弱いが、茎で

は殆ど発現しないことが報告されている。 OsSBP のイネにおける器官別発現

は根で比較的強く、茎で弱く、葉で殆ど認められず（図 2-3）、ミヤコグサや

シロイヌナズナでみられるパターンと比較的類似した結果であった。
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図 2-15　チオレドキシンのターゲットタンパク質に対するレドックスメカ

ニズムのスキーム　　　　　　　　　　　　　　Mittler（2002）より抜粋
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第一章で OsSBP はイネいもち病菌由来のセレブロシドエリシター処理やイネ

いもち病菌接種によって転写が活性化されることを述べた（図 1-4、1-6）が、

植物の病害抵抗性シグナル伝達物質である SA や JA 処理にも応答して転写が

活性化されることがわかった（図 2-4A、4B）。その発現パターンは 2 つのピ

ークを示した。この理由は現時点で明らかではなく今後の解析が必要であるが、

最初のピークは SA および JA 処理に直接応答したもので、2 つめのピークは

SA、JA 処理により細胞内で生成したシグナル物質に対する応答を意味するの

かもしれない。また JA においては、形質転換体を用いた解析で過剰発現体が

野生型より低濃度の JA に対して応答し、防御遺伝子の PBZ1 の発現が誘導さ

れることがわかり（図 2-10）、OsSBP が JA を介した防御系に関与しているこ

とが示唆された。JA は近年病原菌、特に糸状菌に対する防御応答に重要であ

ることが報告されており（Dong. 1998、Reymond and Farmer, 1998）、JAの認識

あるいは生合成が出来なくなった突然変異株のシロイヌナズナは病原菌に対し

て防御応答ができなくなることが知られている（Penninckx et al., 1996、Thomma

et al., 1998、Vijayan et al., 1998、Xie et al., 1998）。またイネにおいて JAはファ

イトアレキシン合成や全身獲得抵抗性（SAR）のシグナルである可能性が示唆

されている（Tamogami et al., 1997、Schweizer et al., 1998）。一方、SAは多くの

植物において SARのシグナルとして働き、PR遺伝子群の転写を活性化するこ

とが知られているが、イネにおける内在性の SA 濃度は他の植物に比べ非常に

高く（Raskin et al., 1990）、病原菌の接種前後でそのレベルに殆ど差がないこと

（Silverman et al., 1995）が知られている。一方で SAレベルの高いイネ品種ほ

どイネいもち病菌に抵抗性を示す傾向にあること（Silverman et al., 1995）やSA

をイネに処理することで過酸化水素の生成を誘導することも報告されており

（Ganesan and Thomas, 2001）、SA がイネの防御応答シグナルであるか否かは

明らかではない。またヒメツリガネゴケの SBP遺伝子は ABAを処理すると転

写が活性化されることが報告されている（Machuka et al., 1999）が、OsSBPも

ABA処理により転写が活性化されることがわかった（図 2-4C）。ABAは凍結、

低温、乾燥ストレス応答において中心的な役割をもつ植物ホルモンであるが、

近年 ABAは過酸化水素の生成を促進することが明らかになり（Guan et al., 2000、

Pei et al., 2000）、スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）（Sakamoto et al., 1995）、

グルタチオンペルオキシダーゼ（GPX）（Machuka et al., 1999）、グルタチオン

S-トランスフェラーゼ（ GST）（Machuka et al., 1999）、カタラーゼ（CAT）

（Williamson and Scandalios, 1992、Anderson et al., 1994、Guan and Scandalios, 1998、

Guan et al., 2000）といった抗酸化酵素の転写活性化や SOD、CAT、アスコル

ビン酸ペルオキシダーゼ（APX）、グルタチオンリダクターゼ（GR）の酵素活
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性化に関係していることが報告されている（Anderson et al., 1994、Prasad et al.,

1994、Bueno et al., 1998、Gong et al., 1998、Bellire et al., 2000、Jiang and Zhang,

2001）。さらに OsSBP は除草剤であるパラコート処理でも転写活性化されるこ

とがわかった（図 2-4D）。パラコートは活性酸素種であるスーパーオキシドラ

ジカル（O2
-・）を発生し、光合成系 I および II にダメージを与えることで植物

を枯死させるが、これも SOD の転写活性化を誘導することが知られている

（Meyer et al., 1999、Elmayan and Vaucheret, 1996）。

　以上のことから、OsSBP はこれまで報告されている植物種の SBP 遺伝子と

類似性を保ちながら、さらに病害防御応答あるいは酸化ストレス応答に何らか

の役割を担っていることが考えられた。

第三項　 OsSBPの病害抵抗性への関与

　OsSBP は病害防御応答あるいは酸化ストレス応答に関与していることが示

唆されることから、OsSBP の形質転換体を作製し病害抵抗性への関与を調べ

た。OsSBPを過剰発現させた SBP-S1および SBP-S15に親和性いもち病菌を接

種した場合、野生型に比べ有意な病斑進展の抑制がみられた（図 2-7A、7B）。

一方、発現抑制体である SBP-A3 および SBP-A10 は野生型に比べわずかなが

ら病斑の進展を促進する傾向にあった（図 2-7A、7B）。これらのことから、形

質転換体のいもち病抵抗性は OsSBP の発現量に依存していることが考えられ

る。いもち病菌の接種試験で観察した表現型は、病原菌がもつ非病原性遺伝子

と植物側の抵抗性遺伝子の相互作用で起こる真性抵抗性の表現型とは異なるこ

とから、OsSBPは basal levelの抵抗性向上に関係していることが考えられた。

また親和性イネ白葉枯病菌の接種試験においても OsSBP 過剰発現体は野生型

に比べ有意に病斑進展の抑制および葉中での白葉枯病菌の増殖抑制がみられた

（図 2-14）ことから、OsSBP がイネいもち病菌に特異的な応答を示すのでは

なく、より広範囲にイネの病害応答に関与していることが考えられる。

　いもち病菌親和性レース接種後の SBP-S1および SBP-S15におけるファイト

アレキシン（モミラクトン A）の蓄積量は野生型の 20-25 倍であった。ファイ

トアレキシンは抗菌活性をもつ低分子化合物で、抵抗性反応において速やかに

感染部位で生成され（Smith, 1996）、モミラクトン A はイネのファイトアレキ

シンの主要な一種としていもち病菌の分生胞子の発芽管生育を阻害することが

知られている（Cartwright et al., 1977）。この 50％有効濃度は 5 µg/ mlである

（Cartwright et al., 1977）が、今回 SBP-S1および SBP-S15でみられたモミラク

トン Aの蓄積量（10-15 µg/ g FW）は、いもち病菌の生育阻害に十分であると
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考えられる。一方、発現抑制体の SBP-A10 におけるモミラクトン A の蓄積量

は野生型と有意な差は認められなかった（図 2-8）。またいもち病菌接種後に

モミラクトン A の蓄積がみられた過剰発現体 2 系統は接種前には野生型、発

現抑制体と同様、殆ど蓄積がみられなかった。親和性イネいもち病菌に対して

抵抗性を獲得した細胞死変異体の cdr 変異体や活性酸素種を生成する NADPH

オキシダーゼの活性調節因子である OsRac1 の活性型を過剰発現させたイネは

病原菌の感染に関係なく過剰量のモミラクトン A（野生型比；cdr 変異体で

70-300倍、OsRac1過剰発現体で 16-160倍）を蓄積することが報告されている

（Takahashi et al., 1999、Ono et al., 2001）が、これらと比較して OsSBP過剰発

現体でみられたモミラクトン A の蓄積様式は異なった。これらのことから、

過剰発現体は OsSBP の発現量に関係なく通常状態ではファイトアレキシン生

成の誘導はなく、いもち病菌接種に起因する病害応答シグナルの発生に伴って

ファイトアレキシン生成を増強していると考えられた。

　防御遺伝子の発現解析から、PBZ1 および PR1 の 2 つの PR 遺伝子もいもち

病菌接種に応答して野生型よりも早く転写の活性化がおこり、転写量も増大し

ていることがわかった（図 2-9）。SBP-S1 および SBP-S15 ともに親和性レース

接種時にみられた PR 遺伝子の転写量は非親和性レース接種時の転写量程では

なかった。しかし親和性レース接種時の PBZ1、PR1の mRNAの蓄積開始時間

および蓄積量は野生型に非親和性レースを接種した場合のそれとほぼ一致する

ことから、過剰発現体において親和性レース接種に対する PR 遺伝子の発現応

答は抵抗性を向上させるのに十分であることが考えられる。また野生型におけ

る非親和性レース接種時の PBZ1 および PR1 の転写活性化は接種後 48 時間目

からみられたが、このとき OsSBPも一過的に転写が活性化されていた（図 2-9）。

一方、親和性レース接種時では PBZ1 および PR1 は接種後 72 時間目に mRNA

の弱い蓄積を認めたが、OsSBP の転写レベルの上昇は認められなかった（図

2-9）。このことから、PR 遺伝子の転写活性化には OsSBP の発現が関係してい

ることが考えられる。PBZ1 および PR1 の 2 つの PR 遺伝子の転写量もファイ

トアレキシンのモミラクトン A の蓄積と同様、通常状態では OsSBP の発現量

に関係なく野生型と違いはみられなかったことから、 OsSBP 自身が病害応答

シグナルの伝達に直接関係するものではなく、病原菌の感染により発生したシ

グナルに応答し、これを増幅することに関係していることが示唆される。

　近年、NADPH オキシダーゼにより生成される活性酸素種が、植物の病害抵

抗性において重要な役割をもつことがいわれており、PR 遺伝子の発現やファ

イトアレキシンの生成を活性化することが報告されている（ Takahashi et al.,

1999、Ono et al., 2001）。培養細胞系を用いた NADPHオキシダーゼの脱リン酸
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化阻害剤の CA添加実験から、SBP-S1Cおよび SBP-S15Cは野生型に比べ有意

な過酸化水素量の増大がみられた（図 2-11A）。また NADPH オキシダーゼの

阻害剤である DPIを前処理することによって CA添加による過酸化水素生成量

が減少した（図 2-11B）ことから、OsSBP 過剰発現体は NADPH オキシダーゼ

由来の過酸化水素量を増加させていると考えられ、 OsSBP 過剰発現体でみら

れたいもち病菌接種時におけるファイトアレキシン生成の促進や PR 遺伝子の

転写活性化が過剰発現体で生成される活性酸素種量の増大に起因するものと考

えられた。

　植物は病原菌の感染により NADPHオキシダーゼによる活性酸素種の生成を

行うのと並行して、SAの存在下で活性酸素種を消去する抗酸化酵素であるCAT

や APX の活性を一時的に低下させていることが最近の研究で明らかになって

きている（Chen et al., 1993、Durner and Klessig, 1995）。これら APX遺伝子や CAT

遺伝子のアンチセンスを導入した形質転換タバコは野生型が認識できない低濃

度の病原細菌の感染を認識し、過敏感細胞死を誘導することが報告されている

（Takahashi et al., 1997、Chamnongpol et al., 1998、Mittler et al., 1999）。OsSBP

過剰発現体で増大した活性酸素種も同様の機構で生じたのかを調べるため、主

要な活性酸素種消去酵素である APXと CATの酵素活性を測定したところ、CA

処理後の両酵素活性は野生型に比べ有意に低下しており、また過剰発現体にお

ける酵素活性は CA 処理前後で APX、CATともに殆ど違いがない（図 2-12）

ことから OsSBP の過剰発現がこれらの酵素活性の抑制に関与していることが

考えられる。特に CATの過酸化水素に対する親和性は APXのそれに比べ非常

に高く、APX が活性酸素種量の微調整に働くのに対し、CAT は細胞内に生成

した過剰量の活性酸素種の消去に関与していることが示唆されている（Mittler,

2002）ことから、OsSBP 過剰発現体でみられた活性酸素種の増大は CAT 活性

の低下によるところが大きいと推測できる。病原菌感染に応答した APX およ

び CAT の活性抑制はタバコにおいてそれぞれ調べられており、タバコモザイ

クウイルスの接種により APXは転写後の制御（Mittler et al., 1998）、CATは転

写の制御（Dorey et al., 1998）を受けることが報告されている。OsSBP過剰発

現体における CATの mRNA蓄積量は培養細胞および植物体のいずれにおいて

も野生型と比べ有意に減少していることから（図 2-13）、タバコ同様、mRNA

の転写抑制により CAT の酵素活性の上昇が抑えられていると考えられる。ま

た APXの転写レベルには違いが認められなかったことも Mittler らの報告と一

致しており、タバコ APX 同様に転写後の調節を受けている可能性もあり、今

後の解析が期待される。
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第四項　 OsSBPのイネ病害抵抗性における機能推定

　これまで論じてきたように、OsSBP は病原体の感染に伴って誘導され、抗

酸化酵素の APXや CATの酵素活性を低下させることを通じて NADPHオキシ

ダーゼが生成した活性酸素種を細胞内に蓄積し、ファイトアレキシンの生成や

PR 遺伝子の転写活性化に貢献していることが考えられる。では、OsSBP はど

のような機能により抗酸化酵素活性の低下に関与しているのだろうか。OsSBP

が SAや JAを処理することで転写活性化されることは既に述べたが、SAや JA

の働きの一つとしてCATやAPXの活性を阻害することが知られている。Klessig

らはタバコにおいて SA 存在下の CATおよび APXの活性が低下することを報

告しており（Chen and Klessig, 1993、Durner and Klessig, 1995）、パセリの培養

細胞にエリシターを処理する際にメチルジャスモン酸（ MJ）を前処理してお

くと過酸化水素の生成量が増大すること（Kauss et al., 1994）やMJを処理した

タバコはタバコモザイクウイルス接種時と同様に APXの転写後の調節を受け、

その結果活性酸素種の蓄積が増大することが報告されている（ Mittler et al.,

1998）。シロイヌナズナの NPR1（nonexpressor of PR genes）遺伝子は SAR の

誘導に重要な働きをもつことが示唆されているが、 npr1 変異体のシロイヌナ

ズナは SAによる PR遺伝子の発現および SARの誘導ができない。この NPR1

遺伝子は動物の転写因子である NF-кB の抑制因子 IкB と相同性を示し、転

写調節に働いていることが示唆されている（Cao et al., 1997、Ryals et al., 1997）。

NF-кB は相同性の高い遺伝子ファミリーからなり、免疫・炎症応答関連遺伝

子の制御（Storz et al., 1999、Baldwin et al., 1998）、アポトーシス（Beg et al., 1995）、

ボディプラン（Kaneage et al., 1998、Bushdid et al., 1998）等に関与することが

知られている。通常は IкB と結合しており細胞質内にとどまっているが、Iк

B がリン酸化を受けユビキチン化されるとプロテアソームで分解され、その結

果 NF-кBは核に移行する（DiDonato et al., 1997、Zandi et al., 1997）。その際に

NF-кB の DNA 結合力がチオレドキシンによる酸化還元反応で制御されるこ

とが明らかになっている（Okamoto et al., 1992、Hayashi et al., 1993）。最近にな

って、NPR1 は通常自身がもつシステイン残基によるジスルフィド結合でオリ

ゴマーを形成しているのが SA 濃度の上昇による細胞内レッドクスの変化でモ

ノマーとなり核へ移行することが明らかになり、そしてモノマー型 NPR1の増

加に伴い PR1 遺伝子の転写が活性化されることが明らかにされ（Mou et al.,

2003）、SA と一連の防御応答の間を埋める因子として注目されている。この

NPR1 遺伝子を過剰発現させたイネ形質転換体は白葉枯病に耐性を示すことや

酵母の two-hybridスクリーニングによりイネにもシロイヌナズナでみつかった
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NPR1 と結合する転写因子の TGA ファミリーのホモログが存在することが明

らかになり、イネにおいてもシロイヌナズナと共通の耐病性シグナル伝達機構

の存在が示唆されている（Chern et al., 2001）。さらに最近になって NPR1が結

合する転写因子の TGA1 は通常ジスルフィド結合をもつ酸化型を示すが、SA

濃度の上昇で還元型となり NPR1と結合し、シスエレメントへの結合力が高ま

ることが明らかになり（Despres et al., 2003）、病害応答シグナル伝達において

細胞内のレドックス状態およびレドックスタンパク質の重要性が注目されてい

る。OsSBPは SAおよび JA処理に応答して転写が活性化されること（図 2-4）、

レドックス活性中心をもつこと（図 2-1）、さらに過剰発現体は病原体の感染

に伴う APXや CATの活性上昇を抑える（図 2-12）から、病原体の感染に応答

し NPR1 のような防御応答に関わる転写調節タンパク質を活性化し CAT でみ

られた抗酸化酵素遺伝子の転写調節に関与すると考えれば非常に興味深い。現

時点で OsSBP の機能推定は早計であるが、図 2-16 で示す作業仮説のもと、今

後レドックス活性中心部位特異的変異体の解析や OsSBP のターゲットタンパ

ク質の有無を調べることで、OsSBPの機能を明確にすることが期待される。
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図 2-16　耐病性における OsSBP機能の作業仮説

OsSBP は病原体の感染により転写・翻訳され、NADPH オキシダーゼ由来

の活性酸素種を消去する抗酸化酵素の転写を抑制する、あるいは直接酵素

活性を抑制すると考える。結果的に活性酸素種量の増大に寄与し、強まっ

たシグナルが下流の防御応答の誘導を引き起こすと考える。
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第三章　OsSBP遺伝子導入によるサツマイモへの病害抵抗性付与

第一節　緒言

　これまで行ってきた OsSBPのイネ病害抵抗性における機能解析の結果から、

OsSBPは抗酸化酵素のCATやAPXの酵素活性の低下に寄与することでNADPH

オキシダーゼが生成した活性酸素種を細胞内に蓄積し、ファイトアレキシンの

生成や PR 遺伝子の転写を活性化しイネの防御応答を高めることがわかった

（Sawada et al., 2003、Sawada et al., 2004）。このことから OsSBPはイネに限ら

ず他の植物においても同様の働きを担う可能性が示唆される。もし OsSBP が

他作物にも耐病性を付与することが明らかになれば、その用途は大きく広がる。

サツマイモ（Ipomoea batatas）はデンプン原料、アルコール飲料、色素原料等

様々な工業原料として用途のある有用作物であり、また国家プロジェクト「植

物利用エネルギー使用合理化工業原料生産植物の研究開発」における対象作物

の一つに指定されている。サツマイモは既に再分化系および形質転換系が確立

されている一方で、サツマイモの遺伝子単離とその解析は作物としての重要性

を考えれば、サツマイモおよびその近縁野生種（ Ipomoea trifida）を含めても

遅れているのが現状である（中村ら 2001）。サツマイモの病原体はウイルス、

糸状菌、バクテリア、線虫等が知られているが、分子育種による病害抵抗性サ

ツマイモの作出例は少なく、帯状粗皮病の原因ウイルスであるサツマイモ斑紋

モザイクウイルス（SPFMV）の外被タンパク質遺伝子を形質転換したサツマ

イモが抵抗性を示したという報告がある程度である。そこで本章では OsSBP

をサツマイモに導入し、サツマイモの重要病害である糸状菌の黒斑病菌

（Ceratosystis fimbriata）接種に対する病害抵抗性の向上がみられるか調べるこ

ととした。

第二節　材料および方法

（1）植物

　品種高系 14号（Ipomoea batatas L. cv. Kokei 14）の茎を培土に植え、人工気

象室において 26℃、16 h明 / 8 h暗で栽培した。培養細胞は高系 14号の機器

の外植片を 0.5 mg/ l 2, 4-D、5 mg/ l ABA、3,000 mg/ l yeast extract、0.2% ゲラ

ンガムを含む LS培地（Otani and Shimada, 1988）上に置床することで得たカル

スを LS液体培地に移し、26℃、90 rpmで振とう培養した。
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（2）OsSBP cDNA発現ベクターの形質転換

　Otani ら（1998）の方法に従った。胚形成能のあるカルスは 4-フルオロフェ

ノキシ酢酸（4FA、1mg/ l）を含む LS 培地上で生育するときに出現する頂芽

分裂組織より誘導し、26℃、暗所で培養した。イネ形質転換に用いた発現ベク

ター pMSH2-OsSBP（図 3-1A）で形質転換したアグロバクテリウム EHA101株

を 50 µg/ ml カナマイシン、50 µg/ ml ハイグロマイシンを含む LBプレート上

で 27℃で 2日間培養し、出現したコロニーを 10 mg/ lアセトシリンゴン、1 mg/

l 4FA を含む LS 液体培地に接種し、27℃、暗黒下で 1 時間振とう培養したも

のに上記カルスを 2分間浸積した。取り出したカルスを 1 mg/ l 4FA、10 mg/ l

アセトシリンゴン、3%スクロースおよび 0.32%ゲランガムを含む LS 培地にて

22℃、暗黒下で 3 日間共存培養した。500 mg/ l カルベニシリンを含む滅菌水

にてカルスを 3回洗浄後、1 mg/ l 4FA、25 mg/ lハイグロマイシン、500 mg/ l

カルベニシリン、3%スクロースおよび 0.32%ゲランガムを含む LS 培地にて

26℃、暗黒下で 2週間培養した。2週間ごとに継代培養を繰り返した後、60日

後にカルスを 4 mg/ lアブシジン酸、1 mg/ lジベレリン酸、25 mg/ lハイグロマ

イシン、500 mg/ l カルベニシリン、3%スクロースおよび 0.32%ゲランガムを

含む LS培地に移し、21日間培養した。出現した体細胞胚より植物体を再生さ

せるため、0.05 mg/ l ジベレリン酸、25 mg/ lハイグロマイシン、500 mg/ lカ

ルベニシリン、3%スクロースおよび 0.32%ゲランガムを含む培地上に移植し、

26℃、16 h明 / 8 h 暗で再分化するまで培養した。形質転換体の作出は石川県

立農業短期大学島田研究室で実施した。

（3）サザン解析

　高系 14号の葉および培養細胞から DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）により

抽出したゲノム DNA 5 µg を用い、第二章の材料及び方法「（3）サザン解析」

に準じて行った。

（4）ノザン解析

　高系 14号の葉から Rneasy Plant Mini Kit（QIAGEN）により抽出したトータ

ル RNA 10 µg を用い、第二章の材料及び方法「（4）ノザン解析」に準じて行

った。

（5）黒斑病菌に対する抵抗性検定

　黒斑病菌（IFO030501、生物遺伝資源センター）はポテトデキストロース寒
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天培地（Difco）で 26℃、14 日間培養し菌糸が十分に広がった後、寒天培地表

面を切り出して 0.01% Tween 20水溶液に懸濁し 1×105分生胞子/ mlとなるよ

う調整した。接種は葉柄部分で切断したサツマイモ葉の葉柄を黒斑病菌懸濁液

に 30 秒間浸すこととした。葉柄の部分を水分を含んだ脱脂綿で覆い、26℃で

5 日間インキュベートした。5 日後、黒斑病菌の感染によって葉色の変化（黄

化）した面積を葉全体に対する面積比として算出した。接種は各系統から任意

の 2個体を選び、各個体 4葉ずつ検定に供試した。試験は独立に 5回行った。

（6）過酸化水素の測定

　高系 14 号野生型および OsSBP 過剰発現サツマイモから得たカルスを 40 ml

の LS液体培地で 26℃、継代培養した。培地中の過酸化水素濃度の測定は第二

章の材料及び方法「（12）過酸化水素の測定」に準じて行った。

（7）抗酸化酵素の測定

　抗酸化酵素活性の測定は高系 14号および OsSBP過剰発現サツマイモの培養

細胞 0.4 gを用い、第二章の材料及び方法「（13）抗酸化酵素の測定」に準じて

行った。

（8）カタラーゼ遺伝子の発現解析

　形質転換体におけるカタラーゼ遺伝子の発現解析はノザン解析により行った。

プローブには Sakajo ら（1987）報告分のサツマイモカタラーゼの配列をもと

に下記のプライマーを作成した（Invitrogen）。

Catプライマー配列：

5’-ATGCTGCTTCCGGTTAATGCC-3’ / 5’-TTACATCGTCGGTCTTATGT-3’

高系 14号ゲノムより PCR反応により増幅し塩基配列を確認後、プローブとし

て用いた。ノザンハイブリダイゼーションはノザン解析に準じて行った。

第三節　結果

第一項　 OsSBPのサツマイモ病害抵抗性への関与

（1）形質転換体の作製

　OsSBP のサツマイモへの病害抵抗性付与を調べるため、図 3-1A に示した発

現ベクターを野生型高系 14 号に導入したセンス導入体を作製した。遺伝子導
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入体は植物体に再生したものが 10系統（SBP -S1, S3, S6, S7, S8, S10, S12, S17,

S19, S20）、当代の葉由来の培養細胞が 4系統（SBP-S3C, S7C, S12C, S17C）得

られた。植物体に再生した各系統からゲノム DNA を抽出しゲノムサザン解析

を行った。制限酵素 Xba I 処理で切断が予想される導入 OsSBP 断片約 2.0 kb

のバンドが全ての系統において確認された（図 3-1B）。また Hind III による切

断で得られたバンドパターンから、各系統における導入コピー数は 2-6 コピー

程度であると推定された（図 3-1B）。これらのセンス導入体から全 RNA を回

収し OsSBPの転写量を調べたところ、植物体 2系統（SBP -S7, S17）で過剰量

の mRNAの蓄積を確認した（図 3-2A）。また 5系統（SBP-S 3, S6, S 8, S10, S12）

で過剰量ではないが OsSBP の mRNA の蓄積を認め、2 系統（SBP-S19, S20）

で殆ど mRNA の蓄積は認められなかった。植物体で過剰量の mRNA を確認し

た SBP-S7 および S17 由来の培養細胞（SBP-S7C、S17C）も OsSBP の過剰発

現を認め、植物体で mRNA の蓄積量が少なかった SBP-S3 および S12 由来の

培養細胞（SBP-S3C、S12C）は転写量が少なかった（図 3-2B）。尚、SBP-S1

は栽培途中で枯死したため、以降の解析には供試できなかった。他の全ての形

質転換体は実験に用いた栽培条件において野生型と比べ、生育に違いは認めら

れなかった（data not shown）。

（2）黒斑病に対する耐病性検定

　OsSBP遺伝子導入サツマイモ 9系統についてサツマイモ黒斑病菌を接種し、

OsSBP のサツマイモ抵抗性への関与を調べた。その結果、野生型高系 14 号は

接種した葉柄基部から葉縁に向かって黄化していく著しい病徴が認められたの

に対し、OsSBPの過剰発現を確認した 2系統（SBP-S7、SBP-S17）は明らかに

病徴の進展を抑制する傾向が認められ（図 3-3）、病斑面積も有意に小さかっ

た（図 3-4）。一方 OsSBPの mRNA蓄積が殆どなかった 2系統（SBP-S19, S20）

は野生型と同程度の病徴を示し（図 3-3）、病斑面積の測定でも野生型と同程

度であった（図 3-4）。また過剰量ではないが OsSBP の転写蓄積があった 5 系

統（SBP-S3, S6, S8, S10, S12）のうち、SBP-S6、S8、S12の 3系統は野生型と

同程度の病徴を示し、また SBP-S3 および S10 の病徴面積は野生型よりやや小

さく SBP-S7, S17と SBP-S19, 20の中間の表現型を示すことがわかった（図 3-3、

3-4）。

（3）活性酸素種の蓄積
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　イネにおいて耐病性を示した OsSBP過剰発現体の培養細胞は CA処理によ
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図 3-1　作成ベクターおよびセンス導入植物体における OsSBPの解析

（A）pMSH2-センス OsSBP バイナリーベクター　（B）OsSBP センス導入

体のサザン解析（Xba I および Hind III 切断によるパターン）　S1—S20 は

センス導入体の各系統を示す。OsSBP cDNA全長配列をプローブに用いた。
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　図 3-2　OsSBPセンス導入体におけるノザン解析

OsSBP センス導入植物体のノザン解析（B）OsSBPセンス導入

培養細胞のノザン解析

　植物体および培養細胞より抽出した全 RNAを供試した。S1—S20および

　S3C—S17Cはセンス導入体の各系統を示す。OsSBP cDNA全長配列をプ

　ローブに用いた。
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図 3-3　黒斑病菌接種に対する OsSBPセンス導入体の表現型

接種後 5日目の病徴を観察した。mock infection は 0.01% Tween 20

水溶液のみを処理した。S1—S20はセンス導入体の各系統を示す。
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    図 3-4　黒斑病菌接種時の OsSBPセンス導入体の発病度合い

    接種後 5日目の全葉面積における病斑面積を算出し、野生型の病徴を

　　100とした時の割合で表した。試験は独立に 5回実施した。エラーバー

　　は標準誤差を示す。S1—S20はセンス導入体の各系統を示す。
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り過酸化水素の生成量が増大することから、同様のことが OsSBP 過剰発現サ

ツマイモにも認められるか調べた。耐病性の向上が顕著であった SBP-S7C お

よび S17C と野生型培養細胞についてイネと同じ 1 µM の CA を場合、4 時間

目までの培地中に放出される過酸化水素量は野生型および過剰発現体ともに経

時的な増加は認められず、また野生型と過剰発現体の間にも顕著な違いはみら

れなかった（図 3-5A）。さらに 5 µM の CA 処理でも過酸化水素の増加は殆ど

みられず野生型と過剰発現体にも差異は認められなかった（図 3-5B）。

（4）抗酸化酵素活性の測定

　イネにおいて耐病性を示した OsSBP 過剰発現体の培養細胞は CA 処理後の

抗酸化酵素である APXおよび CATの酵素活性が野生型に比べ有意に低下して

いたことから、同様のことが OsSBP 形質転換サツマイモにも認められるかを

調べた。耐病性の向上が顕著であった SBP-S7C および SBP-S17C と野生型培

養細胞について、CA 処理前および処理後 4 時間目のそれぞれの酵素活性を調

べた結果、野生型の APXおよび CATは CA処理前後においてイネにみられた

ような酵素活性の上昇は認められなかった（図 3-6A, 6B）。また SBP-S7Cおよ

び SBP-S17C も CA 処理前後で両酵素活性にほとんど変化はなく、野生型との

比較においても顕著な違いはみられなかった（図 3-6A, 6B）。

（5）カタラーゼ遺伝子の発現解析

　イネにおいて耐病性を示した OsSBP 過剰発現体は CAT遺伝子の mRNA 蓄

積量が野生型に比べ減少していたことから、同様のことが OsSBP 形質転換サ

ツマイモにも認められるかを調べた。耐病性の向上が顕著であった SBP-S7 お

よび S17、病徴が野生型と同程度であった SBP-S6 および S19 の植物体の通常

状態における CAT遺伝子の転写量を調べた結果、SBP-S7および S17は OsSBP

過剰発現イネの場合と同様に野生型でみられる CAT遺伝子の mRNA量より減

少していることがわかった（図 3-7）。一方、SBP-S6および S19の CAT遺伝子

の転写量は野生型に比べ有意な減少は認められなかった（図 3-7）。

第四節　考察

第一項　 OsSBPの病害抵抗性への関与
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図 3-5　カリクリン A 処理時による OsSBP 過剰発現培養細胞の活性酸素生

成

（A）1 µM カリクリン A処理による過酸化水素生成の経時的変化　（B）5 µM

カリクリン A処理による過酸化水素生成の経時的変化。S7Cおよび S17Cは

過剰発現体を示す。
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CAT活性

（A）カリクリン A処理前および処理後 4時間目の APX活性　（B）カリク

リン A 処理前および処理後 4 時間目の CAT活性。実験はそれぞれ独立に 3

回行った。エラーバーは標準偏差を示す。S7C および S17C は過剰発現体を

示す。



　　　　　　　　　　　　　　　　　79

 

  　　　

CAT

rRNA

WT   S6    S7   S17  S19

    　　　図 3-7　OsSBPセンス導入体の CAT遺伝子の発現解析

  　　　  植物体から抽出した全 RNAを用いた。S6—S19はセンス

　　　　　導入体を示す。プローブは CAT遺伝子の部分配列を用いた。
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　OsSBP 遺伝子を導入したサツマイモに黒斑病菌を接種した場合、OsSBP の

mRNAが過剰量確認された SBP-S7および S17は野生型に比べ有意に病徴進展

の抑制がみられた（図 3-3, 4）。また OsSBP の転写量が SBP-S7, S17 程ではな

かった系統（SBP-S3, S6, S8, S10, S12）は野生型よりやや病徴が軽減される程

度か野生型とほぼ同程度を示したことから、イネ形質転換体でみられた耐病性

向上と同様、黒斑病抵抗性は OsSBP の発現量に依存していると考えられる。

黒斑病は塊茎における重要病害であることから、今回実施した葉柄切断面に黒

斑病を接種する方法が塊茎における病害抑制を反映しているかが問題となるが、

葉柄接種法と塊茎接種法の相関性を調べたところ、両者は相関することが報告

されており（Tanaka et al., 2003）、本研究で明らかになった OsSBPのサツマイ

モへの耐病性付与の知見はサツマイモ塊茎の病害防除にも適用できると考えら

れる。

第二項　 OsSBPのサツマイモ病害抵抗性における機能推定

　OsSBP はサツマイモにおいてもイネと同様の働きにより黒斑病抵抗性を向

上させるのであろうか。黒斑病菌には宿主植物の品種に対応したレースは見い

だされておらず、種のレベルで各種の菌株が存在し、黒斑病菌に対するサツマ

イモの抵抗性あるいは罹病性は各種菌株のレベルで成り立つと言われている。

従って、サツマイモはサツマイモ菌株に対して多少とも親和的関係にあり、サ

ツマイモと黒斑病菌の場合真性抵抗性遺伝子のような単一の遺伝子によって抵

抗性が決定されるのではなく、ファイトアレキシンの生成蓄積や PR タンパク

質の産生など複数の抵抗性関連遺伝子の総和により抵抗性が決定されると考え

られている（川北ら、2001）。サツマイモのファイトアレキシンとしてはイポ

メアマロン（Ipomoeamaron）が有名である（久保田ら 1952）。イポメアマロン

は黒斑病菌の感染部位で生成される苦味成分として分離されたことから、黒斑

病抵抗性の指標として有用であると考えられる。またサツマイモの PR 遺伝子

が単離されたという報告は現在までになく、ストレス応答遺伝子としてイポメ

リン（Ipomoelin）遺伝子が報告されている程度である（Imanishi et al., 1997）

が、イポメリンは JA 処理や傷害により転写が活性化されることが明らかにな

っていることから（Jih et al., 2003）、病害応答にも関わる可能性が示唆され耐

病性応答の指標になりうるかもしれない。しかしながら、本研究ではこれらの

抵抗性関連物質や遺伝子を指標とした耐病性向上の確認実験は行っておらず、

OsSBP がこれらの生成や転写活性化に関与しているか否かは今後の解析が待
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たれる。サツマイモの培養細胞系で CA 処理時における過酸化水素の生成量を

調べたが、野生型および過剰発現体ともに処理後 4時間目まで過酸化水素の培

地中への蓄積は認められなかった（図 3-5）。また CA以外にもプロテインフォ

スファターゼ阻害剤である cantharidin 処理も試みたが、CA 同様、過酸化水素

の生成は見られなかった（data not shown）。サツマイモと CAについては葉に

ショ糖処理することで転写が活性化される ß-アミラーゼ遺伝子や貯蔵タンパ

ク質遺伝子であるスポラミン遺伝子が CA を前処理することで転写されなくな

るという報告があり（Takeda et al., 1994）、CAがサツマイモでも脱リン酸化酵

素 1 および 2A に作用することが明らかにされている。今回行った培養細胞系

での CA処理では Takedaらの処理濃度（2 µM）よりも高い 5 µM でも過酸化

水素の蓄積は認められず（図 3-5B）、原因は明らかでないが用いた培養細胞が

脱分化直後のものであったため、何らかのストレスを受け正常な生理状態でな

かったためかもしれない。CA 処理により活性酸素生成が認められなかったこ

とは、野生型と形質転換体において CA処理後の APX活性と CAT活性に違い

がみられなかった結果（図 3-6）とも一致する。従って、培養細胞系での CA

処理による解析からはサツマイモにおける OsSBP がイネと同様に機能してい

るか否かは明確にできなかった。しかしながら、少なくとも過剰発現植物体に

おける CAT遺伝子の転写量は野生型に比べて明らかに低下しており（図 3-7）、

イネで認められた結果と一致することから OsSBP がサツマイモにおいても同

様に抗酸化酵素活性の抑制を通じ耐病性向上に関与している可能性は残された。

　以上、今後は OsSBP のより詳細な機能解析が必要であるが、OsSBP を遺伝

子導入した形質転換サツマイモは黒斑病に対して耐病性が向上することから、

OsSBP はイネのみならず他の植物にも耐病性を付与しうることが示唆され、

有用作物の分子育種への応用にも役立つものと結論する。
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総合考察

　本研究はイネいもち病菌から単離された、ファイトアレキシンの蓄積や各種

PR 遺伝子の転写活性化を誘導することが知られているセレブロシドエリシタ

ーを利用し、新規のイネ病害抵抗性関連遺伝子を単離し、その機能解析および

有用性を検討することを目的とした。

　第一章ではエリシター処理により転写が活性化される遺伝子のうち機能未知

の遺伝子をいくつか単離したが、それらは実際にイネいもち病菌を接種した場

合にも転写が活性化されることがわかった。そのうちの一つであるイネセレニ

ウム結合タンパク質をコードすると思われる遺伝子 OsSBP（Oryza sativa

selenium binding protein）はバクテリア、線虫、昆虫、動物、植物から相同遺伝

子が報告されており、動物において腫瘍形成の抑制や生体異物の解毒に関与す

るという報告や、植物においてはアブシジン酸を処理したヒメツリガネゴケで

転写が活性化されることやミヤコグサの根に形成された根粒で転写活性化が認

められるとの報告があり、機能は未知だが耐病性、ストレス応答、微生物応答

等の広く生物種に保存された重要な機能を有する遺伝子であると考えられた。

そこで第二章では OsSBP を恒常発現させた形質転換イネを作成し、イネいも

ち病菌およびイネ白葉枯病菌に対する耐病性検定を行い病害抵抗性との関連を

調べた。その結果、過剰発現体に親和性いもち病菌を接種した場合、野生型に

比べ有意な病徴進展の抑制がみられた。また親和性イネ白葉枯病菌の接種にお

いても過剰発現体は野生型に比べ有意に病徴進展を抑制し、葉中の白葉枯病菌

増殖抑制もみられ、OsSBP がイネいもち病菌だけでなく、より広範囲にイネ

の病害抵抗性に関与していることが示唆された。

　OsSBP の機能を推定するため、イネいもち病菌親和性レース接種後のファ

イトアレキシン（モミラクトン A）の蓄積を調べたところ、過剰発現体は野生

型の 20-25 倍量の蓄積があった。また防御遺伝子の発現解析から、PBZ1 およ

び PR1の 2つの PR遺伝子もいもち病菌接種に応答して野生型よりも早く転写

活性化がおこり、転写量も増大していることがわかった。NADPH オキシダー

ゼにより生成される活性酸素種が PR 遺伝子の発現やファイトアレキシン生成

を活性化することから、培養細胞系を用い NADPHオキシダーゼ脱リン酸化阻

害剤のカリクリン A（CA）添加時に培地中に放出される過酸化水素を調べた

ところ、過剰発現体は野生型に比べ有意な過酸化水素量の増大がみられた。こ

のことから OsSBP 過剰発現体でみられたいもち病菌接種時のファイトアレキ

シン生成促進や PR 遺伝子の転写活性化は活性酸素種量の増大に起因するもの

と考えられた。植物は病原菌の感染により活性酸素種の生成と並行して活性酸
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素種を消去する抗酸化酵素の活性を一時的に低下させることから、過剰発現体

でみられた活性酸素種の増大も同様の機構に因るものかを調べるため、主要な

活性酸素種消去酵素であるアスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX）とカタラ

ーゼ（CAT）の酵素活性を測定した。その結果、CA 処理後の両酵素活性は野

生型に比べ有意に低下しており、過剰発現体の APXおよび CATの酵素活性は

CA処理前後で殆ど違いがないことが明らかになった。

　さらに第三章では OsSBP がイネ以外の植物でも同様の機能を示すかを調べ

るため、OsSBP 形質転換サツマイモを作成し、重要病害の黒斑病菌に対する

耐病性検定を行った。その結果、OsSBP の過剰発現が認められた複数の系統

で野生型に比べ病徴進展の遅延を観察した。また過剰発現体の CAT 遺伝子の

転写量は野生型に比べ低下していることが明らかとなり、 OsSBP はイネ以外

の植物でも抗酸化酵素活性の抑制を通じ耐病性向上に関与することが示唆され

た。

　以上のことから、OsSBP は植物全般に病害抵抗性を付与しうること、これ

により工業原料生産、食糧増産に寄与しうることを示す有用な遺伝子であると

考えられ、本研究成果は植物分子育種の基礎および応用に貢献するものと考え

る。                　　　　 　
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