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      ' The rice small GTPase OsRacl is a molecular switch in rice innate immunity. The Receptor  ' J ,' 'X '

          for ActiVated Kinase C-1 (RACKI) interacts with QsRacl to suppress the growth of the rice

          blast fungus, Magnoporthe or yzae. ,RACKI has two homologs ih rice, RACKIA and RACKIB.

          Overexpressing RACKIA enhances resistance to the ricee blast fungus. However, RACKIA
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 X downstream signals are-largely unlmown. Here, we report the identification of 6sRap2.6, a

          transcription factor that interacts with RACKIA. It was fbund that a 94% similarity between '
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  . ' the OsRap2.6 AP2 domain and Arabidopsis Rap2.,6 (AtRap2.6). Bimolgcular fluorescence , ,
      ' complenientation (BiFC) assays in rice protoplasts using tagged OsRap2.6 and RACKIA with
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      ' the C-terminal and N-terminal fragments of Venus (Vc/Vn) indicated that OsRap2.6 and
                                              -l

                                                         r

          RACKIA interacted and localized in the hucleus and the cytoplasm. Moreover, OsRap2.6 and ,

          OsMAPK3/6 interacted in the nucleus and the cytoplasm. Expression of defense genes PAL7

         , and PBZ7 as well as 0sRop2.6 was induced after chitin treatment. Disease resistance analysis L¥

          using 0sRop2.6 RNAi and over expresising (Ox) plants infected with the rice blast fungus
              'i L

          indicated that 0sRop2.6 RNAi plants were highly susceptible, whereas 0sRop2.6 Ox plants .

          had an in.creased resistance to the compatible blast fuhgus. It was concluded that OsRap2.6

          contributes to, rice innate immunity through its interactioh with RAcKIA in compatible
          ee ''. 1
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論文審査結果の要旨

申請 者 氏名MwathiJan6Wamaitha

イ ネ の 低 分 子GTPaseの ひ とつ で あ るOsRaclは これ ま で の研 究 よ り自然 免 疫 の 重 要 な

制御 因 子 で あ る こ とが 明 らか に な っ て い る。OsRaclは 免 疫 受 容 体 、 シ ャペ ロ ン因 子 、＼

GEF， な どの制 御 因子 、 ま た免 疫 反 応 に必 要 なNADPHoxidaseやCCRと 免 疫 ネ ッ ト
ノ

ワー ク を構成 す る こ とが 明 らか に な っ て い る。 これ ま で の研 究 か ら、OsRaclは

ReceptorfbrActivatedKinase－C1（RACK1） と結合 し、 さらにRACK1はNADPHoxidase

や複 数 のシャペ ロン と結合 し、耐病性や 活性 酸素の生成 を制御 す るこ とが明 らか にな

ってい るが、その機 能 につい ては未知 の部分が多い。そ こで、イネ 自然免疫 にお ける

RACK1の 機能 を明 らかにす るため、RACK1の 結合 因子 を酵母 ツーハ イブ リッ ド法 を

用 い て検 索 した。 そ の結 果AP2／ERFド メイ ン を持 つ植 物 特異 的 転 写 因子 で あ る

OsRap2．6を 同定 した。OsRap2．6は シロイヌナズナのAtRap2．6と ア ミノ酸 レベルで

94％ の相 同性 を持つ こ とが分 かった。

イネ プ ロ トプ ラス トを用いたBiFC実 験 に よ り、OsRap2．6とRACK1と の相 互作用 を

確認 した。 さらに同様 の実験でOsRap2．6と イネ の 自然免疫 において重 要な シグナ、リ

ング因子 として知 られ るOsMAPK3とOSMAPK6と の相互作用 も確認 で きた。また、

イネ培養 細胞 において、イネのエ リシタ三 のひ とつで あるキチ ンに よ りOsRap2・6の

発 現が誘 導 され るこ とも確認 した。

さ らにイネ 自然免 疫にお けるOsRap2．6の 機能 を調べ るため、過剰発 現植 物 とRNAi

植物 を作成 し、イネの最 も重要 な病原菌で あるい もち 菌Magnaportheoryzaeに 対 す

る抵 抗性 を解析 した。 その結果 、親和性 のい もち菌の接種試験 において は、過剰発 現

植物 において野生型 と比較 し優位 な抵抗性 の向上が見 られた。 またRNAi植 物におい

ては過 剰発現 とは逆の よ り感 受性 が高 くなっていた。一方 、親 和性 のい もち菌 の接種

試験 とともに行 った非親 和性 のい もち菌 の接種試 験 におい てはいずれの植 物 において ’

も野生型 と有意な差は観 察 され なか った。

以上の結果か ら、OsRap2：6は イネ のOsRac1経 路 にお いて耐病性 を正に制御 す る因

子で あ り、イネ の耐病性 育種 に有用 な遺伝 子で あるこ とが明 らか になった。 以上の結

果 よ り、本論文 はイネ の最重要病害 であ るい もち病 に対す る耐病性 遺伝子 を同定 した

こ とによ り、学術 お よび応 用 の面 で貢献 す る ところが少 な くない。 よって審査委員 一

同は、本論 文が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位 論文 として価値 あ るものと認 めた。
、


