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研究成果の概要（和文）：抵抗性タンパク質 Pitは、病原体の侵入を感知する細胞内レセプター

である。Pit が OsRac1 を活性化しうる GDP/GTP exchange factor（GEF）ドメインを有する

OsSPIKE1を介して、OsRac1を活性化することを見出した。この、OsSPIKE1による OsRac1の活

性化が、Pitを介した耐病性に重要であることを明らかにした。Pitの脂質修飾であるパルミト

イル化が、Pit の細胞膜局在と耐病性誘導に重要であることを明らかにした。さらに、プロテ

オミクス解析により、新規の Pitの相互作用分子を多数同定した。 

 

研究成果の概要（英文）：R protein Pit acts as an intracellular receptors for sensing the 

blast fungus. In this project, we found that Pit activates small GTPase OsRac1 through 

a GDP/GTP exchange factor OsSPIKE1. Pit-dependent OsRac1 activation via OsSPIKE1 plays 

important role in Pit-mediated disease resistance. Palmitoylation of Pit plays a critical 

role in activation of small GTPase OsRac1 on the plasma membrane. In addition, we 

identified the novel interactors of Pit. 
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１． 研究開始当初の背景 

 多くの抵抗性タンパク質は、病原体の侵
入を感知する細胞内レセプターとして働き、

過敏感反応を伴う非常に強い免疫応答を誘
導する。過敏感反応では、酸化的バースト、
防御関連遺伝子の発現、抗菌性物質の蓄積
などが急速に誘導される。また、感染部位
で局所的な細胞死が誘導され、病原体を感
染部位に閉じ込め、その拡散と増殖を抑制
する。さらに、感染部位以外にも全身獲得

性抵抗性と呼ばれる防御反応を誘導して、
二次感染に備える。このように、抵抗性タ
ンパク質は、植物の自然免疫を制御する重

要な細胞内レセプターである。現在までに、
抵抗性タンパク質のシグナル伝達に関与す
る分子として、シャペロンタンパク質であ
る RAR1, HSP90, SGT1などが報告されてい
る。これらの分子は、抵抗性タンパク質の
安定性の制御が主な機能と考えられており、
抵抗性タンパク質よる免疫反応の誘導機構
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を説明できない。植物の抵抗性タンパク質が
同定されて 15 年以上が経過するにも関わら

ず、抵抗性タンパク質がどのようなシグナル

分子を介して植物免疫を誘導するかは不明

であった。 

 

２．研究の目的 

 抵抗性タンパク質は、病原体の侵入を感知

する細胞内レセプターとして働き、植物の自

然免疫において極めて重要な分子である。し

かしながら、抵抗性タンパク質がどのような

シグナル分子を介して植物の免疫を誘導す

るかは不明であった。最近、申請者は、イネ

のいもち病菌の抵抗性タンパク質である Pit

が Gタンパク質 OsRac１に直接結合し、OsRac

１の活性化を介して植物の免疫を制御する

ことを見出した。本研究では、抵抗性タンパ

ク質から OsRac1 に至る全シグナル伝達経路

の解明及びその活性化機構の解明を試みる。

さらに、抵抗性タンパク質による細胞死の誘

導機構の解明も試みる。得られた成果は、動

植物の自然免疫やシグナル伝達の研究に貢

献するのみならず、耐病性育種などの応用研

究にも貢献する可能性が高い。 

 

 

３．研究の方法 

 本研究では、病原体レセプターである抵抗

性タンパク質による植物免疫の制御機構を

以下の点に着目して解析を行う。 

課題１）抵抗性タンパク質の新規下流シグナ

ル分子の同定：アフィニティーカラム、免疫

沈降法や酵母ツーハイブリッド法を用いて、

抵抗性タンパク質の新規下流シグナル分子

の同定を試みる。実際に同定した分子が抵抗

性タンパク質のシグナル伝達に関与するか、

いもち病菌の感染実験を過剰発現体やRNAi

植物体などに行い検討する。定量的な解析に

より、同定した分子がどの程度、抵抗性タン

パク質による免疫に貢献するか算出し、評価

する。 

課題２）抵抗性タンパク質の細胞内輸送機構

の解明：抵抗性タンパク質Pitの局在変化を

バイオイメージング技術を用いて解析する。 

 

 

４．研究成果 

(i)抵抗性タンパク質の細胞膜への局在化機

構の解明 

 抵抗性タンパク質は、病原体を  する細

胞内レセプターとして働くことが知られてい

る。現在、抵抗性タンパク質の細胞内局在の

分子メカニ ムや耐病性反応と 局在との関

連に関しては と ど明らかになっていな

い。  は、抵抗性タンパク質 Pitの細胞内

局 在の分子メカニ ムを明らかにする目的

で、Pit上に 在する細胞膜の局在化に関与す

るシグナル  を  し、パルミトイル化修

飾の ンセン ス  を発見した。抵抗性タ

ンパク質 Pitの野生型は 細胞膜上に局在す

るが、パルミトイル化 ンセン ス  の変

 体は、細胞膜への局在の  が  してお

り、パルミトイル化が Pitの細胞膜局在に重

要であることが明らかになった(図1)。これ

までに、恒常的活性型の Pitは、細胞死や活

性酸 の 生を誘導することを明らかにして

いる。この恒常的活性化型にパルミトイル化

 ンセン ス  の変 を入れた二重変 体

は、細胞死や活性酸  の 生が  してい

た。さらに、パルミトイル化変 体は、

OsRac1に する相互作用が   しているこ

とも見出した。以上の結果から、パルミトイ

ル化を介してPit が細胞膜にアン カーする

ことが、OsRac1を介した免疫誘導に重要であ

ることが示唆された。 

 

(ii)抵抗性タンパク質 Pitによる免疫スイッ

チ OsRac1の活性化機構の解明 

 抵抗性タンパク質は、病原体を  する細

胞内レセプターとして働くことが知られて

いる。現在、抵抗性タンパク質の活性化機構

やシグナル伝達機構に関しては、 と ど明

らかになっていない。  はこれまでに、い

もち病菌に する抵抗性タンパク質である

Pit が植物免疫のスイッチタンパク質である

低分子量 G タンパク質 OsRac1 を活性化し、

いもち病菌に する抵抗性に関与すること

を明らかにしている。しかしながら、どのよ

うな分子メカニ ムで、Pitが OsRac1を活性

化するのかは不明であった。本研究で、Pit

の相互作用タンパク質として、OsRac1を活性

化しうる GDP/GTP exchange factor（GEF）ド

メインを有する OsSPIKEを同定した。酵母ツ

ーハイブリッドを用いた解析から、OsSPIKE1

と OsRac1が結合することが明らかになった。
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さらに、OsSPIKE1 RNAi イネでは、Pit によ

って誘導される抵抗性が抑制されているこ

とを見出した。以上の結果から、Pit は

OsSPIKE1 を介して OsRac1 を活性化し、抵抗

性を誘導している可能性が考えられた(図 2)。 

 

 

(iii)抵抗性タンパク質のシグナル伝達に関

わる新規タンパク質の同定 

 OsRac1の上流に位置する免疫レセプターで

ある抵抗性タンパク質 Pitと Pia (RGA4と

RGA5)、さらに、Piaのいもち病菌由来のリガ

ンドであるPex22の形質転換体を用いた免疫

沈降を行い、質量分析器によりこれらの相互

作用分子の同定を試みた。活性化型のPit変 

体であるPit D485Vの相互作用分子として、

Pitのすぐ隣に座乗するNB-LRR型の抵抗性タ

ンパク質であるNBSt1、Hsp70、OsRac1の不活

性化タンパク質であるRhoGAP、OsRac1などを

同定した。Pia(RGA4とRGA5)の相互作用分子と

して、Hsp90、Hsp70や足場タンパク質で細胞

死などにも関与する14-3-3、解糖系のタンパ

ク質でNOシグナルの下流で耐病性にも関与す

ることが示唆されているGAPCなどを同定した。

PiaのリガンドであるPiaもHsp90、Hsp70、

14-3-3やGAPCと相互作用することを見出した。 
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