
	 

	 

	 

	 

	 

	 

環境調和を志向した革新的植物アグリ

バイオ技術の統合型研究拠点の形成	 

(S1101035)	 
	 

平成 23 年度～平成 27 年度	 

私立大学戦略的研究基盤形成支援事業	 

研究成果報告書	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 平成 28 年 4 月	 

	 

学校法人名	 近畿大学	 	 

大	 学	 名	 近畿大学	 	 

研究組織名近畿大学大学院農学研究科	 

研究代表者	 深溝	 慶	 	 

（近畿大学農学部）	 

	 



は	 し	 が	 き 

 

	 	 私ども、近畿大学大学院農学研究科の研究グループは、文部科学省

からの支援を受け、私立大学戦略的研究基盤形成支援事業「環境調和を

志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」という

プロジェクトを、平成 23年度より 5年間にわたって進めてまいりました。

これまで、このプロジェクトにおいて研究を進めていただいた皆さん、

また計画調書の作成から予算執行に関わる事務手続き等において懇切丁

寧に教えていただき、ご協力いただきました大勢の皆さん方にも心から

感謝申し上げます。この５年間のすべての研究成果をこの冊子にまとめ

てみましたが、論文（原著論文と総説あわせて）208 件、学会発表は招待

講演なども含めると 705 件に及んでおり、それらすべてをこの冊子に網

羅できたかどうか少し不安ではあります。しかし、このような多くの研

究成果を挙げられたのは、なによりも個々のプロジェクトメンバーの研

究に対する意識の高さゆえであり、研究代表者にとっては嬉しい悲鳴と

もいうべきものでございます。このような学術的な活動のみならず、一

般社会に対するアッピールも 10 件の特許および 15 件のプレスリリース

を通して行われました。このことは、このプロジェクトの研究成果が社

会に対して大きく発信されたことを裏付けるものです。このようなプロ

ジェクトの研究成果が、さらに次のステップの、より大きな近畿大学の

プロジェクトにつながることを心から祈念する次第です。	 

	 	 最後に、先生方、若手研究者、院生諸君、そしてこれらの研究に関

わったすべての皆さん、今後のご活躍を心からお祈りいたします。ご協

力、どうもありがとうございました。	 

	 

	 

	 

	 	 	 	 	 	 研究代表者	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 深溝	 慶	 
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平成 23 年度～平成 27 年度「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業」 

研究成果報告書概要 
 

１ 学校法人名      近畿大学          ２ 大学名        近畿大学        

 

３ 研究組織名          近畿大学大学院農学研究科                       

 

４ プロジェクト所在地        奈良市中町 3327-204            

 

５ 研究プロジェクト名 環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成                               

 

６ 研究観点       研究拠点を形成する研究                

 

７ 研究代表者 

研究代表者名 所属部局名 職名 

深溝 慶 農学研究科バイオサイエンス専攻 教授 

 

８ プロジェクト参加研究者数   ６  名 

 

９ 該当審査区分    理工・情報     生物・医歯     人文・社会  

 

１０ 研究プロジェクトに参加する主な研究者 

研究者名 所属・職名 プロジェクトでの研究課題 プロジェクトでの役割 

川﨑 努 
農 学 研 究 科 ・

教授 

植物の病原菌認識と免疫応答の分子

機構の解明 
植物免疫の誘導機構を解明し、それを利用した

環境保全型耐病性植物の開発に取り組む。 

重岡 成 
農 学 研 究 科 ・

教授 

植物の環境ストレス応答・耐性の分子

機構解明 
環境ストレス耐性の分子機構を知ることにより植

物生産性の増大を試みる。 

内海龍太郎 
農 学 研 究 科 ・

教授 

植物病原菌の情報伝達機構とその阻

害剤の開発 
植物病原菌の病原性遺伝子の発現抑制による

新規植物防除剤の開発を行う。 

深溝 慶 
農 学 研 究 科 ・

教授 

植物酵素による病原菌および共生菌

認識機構の解明 
植物酵素によっていかに病原菌や共生菌が認識

されるのかを分子レベル明らかにする。 

松田一彦 
農 学 研 究 科 ・

教授 
植物の対昆虫防衛戦略に関する研究 

植物が昆虫による食害に対してとる防御システ

ムを体系的に解明することで、環境保全型の害

虫防除法を開発する。 

森山達哉 
農 学 研 究 科 ・

准教授 

植物タンパク質のアレルゲン性と細胞

機能性の解明 

感染特異的タンパク質などの植物タンパク質が

有する食物アレルゲンリスクの解明及び細胞機

能への有益な作用を見出す 

 

＜研究者の変更状況（研究代表者を含む）＞ 

旧 

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄでの研究課題 所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役割 

    

（変更の時期：平成  年  月  日） 

 

 

新 

変更前の所属・職名 変更（就任）後の所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役割 
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１１ 研究の概要（※ 項目全体を１０枚以内で作成） 

（１）研究プロジェクトの目的・意義及び計画の概要 

 

これまでに、当研究科においては、植物、昆虫、および微生物を材料とした分子細胞生物

学的手法を用いて、環境調和を志向したアグリバイオ技術の確立をめざして研究を行い、国

際的に注目される研究成果を挙げてきた。これらの研究成果をさらに発展させ、実際の植物

生産現場で最大限に活用していくためには、植物系、微生物系、昆虫系を統合させた研究環

境を確立し、有機的な連携を模索しながら研究を展開していく必要である。本計画は、21 世

紀において、このような諸分野のバイオテクノロジー技術を統合し、失われつつある植物を中

心とした環境を修復し調和をもたらすような、新たな技術を開発していくことを目的とする。 

  植物自体の保全をめざすグループ（３名）、植物と他生物間相互作用の適正化を図るグル

ープ（３名）の二つのグループを形成し、グループ内あるいはグループ間で情報交換を行いな

がら、アグリバイオ技術の統合を図る。まず、植物免疫および環境ストレス耐性に関与する遺

伝子や病害シグナル分子を生成する酵素遺伝子、また昆虫食害に対する抵抗性遺伝子を単

離する。また、病原微生物から増殖に関わる遺伝子を、さらにアレルゲン性植物蛋白質をコ

ードする遺伝子を単離する。次に、単離されたそれぞれの遺伝子産物であるタンパク質の構

造と機能およびアレルゲン性を構造生物学的手法で評価し、得られた遺伝子を導入した組換

え体植物、さらに低アレルゲン性組換え作物も作出する。最終的には、作出された遺伝子組

換え植物の密閉栽培施設での評価を行う。 

 

（２）研究組織 

 

  上記の目的を達成するために二つのテーマ、（１）植物保全技術の革新を通した共生環境

の構築、（２）植物と他生物間相互作用の解析とそれらの調和をめざした技術革新、を設定

し、それぞれのテーマにおいて優れた研究実績をもつ研究者を３名ずつ配した。テーマ（１）に

おいては、川﨑努教授（植物免疫を担当）、重岡成教授（植物の環境ストレス耐性を担当）、

および内海龍太郎教授（植物病原菌の病原性遺伝子を担当）の３名が担当し、テーマ（２）に

は深溝慶教授（植物-微生物相互作用を担当）、松田一彦教授（植物-昆虫相互作用を担

当）、および森山達哉准教授（植物タンパク質のアレルゲン性を担当）の３名が担当した。研

究代表者、深溝はこれら二つのテーマの研究の進行を統括した。 

 

  このプロジェクトに関わった人員の５年間ののべ人数は、以下のとおりである。 

  テーマ（１）の川﨑教授には定時職員１名と実験補助（院生）９名、重岡教授には RA３名、

定時職員２名、および実験補助（院生）25 名、そして内海教授には RA１名と実験補助（院生）

11 名がプロジェクトに関わった。 

  テーマ（２）の深溝教授には RA３名、定時職員３名、および実験補助（院生）９名、松田教

授には RA２名と実験補助（院生）４名、そして森山准教授には定時職員１名と実験補助（院

生）９名がプロジェクトに関わった。 

 

 一方、これらの研究組織内で、以下のような研究代表者を中心とした連携研究を構築した。 

キチンオリゴ糖を効率的に生産し（深溝）、植物細胞に対するエリシターとして作用させる（川

﨑）。（２）植物病原菌シグナル伝達系のタンパク質を発現させ（内海）、NMR によってリガンド

との相互作用を解析する（深溝）。（３）花粉症アレルゲンであるキチナーゼの発現と構造解析

（深溝）を行い、アレルゲン活性との関連を探る（森山）。（４）塩ストレス応答性グルカナーゼ

の発現を行い（重岡）、その構造を X 線結晶構造解析によって調べる（深溝）。 
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（３）研究施設・設備等 

 

  研究設備として、平成 23 年度に次の３件の機器の購入を計画した。①ＤＮＡシーケンサー

（アグリバイオ有用遺伝子のＤＮＡ配列を決定するためのもの）、②等温滴定型熱量計

（MicroCal iTC200、生体分子間相互作用を定量的に解析するためのもの）、③生体分子精製

システム（AKTA Purifier、アグリバイオ有用物質の単離精製を行うためのもの）。それぞれの

機器は、現在、農学部第一共同利用棟の２階に集中させて設置されており、アグリバイオ技

術開発研究拠点として各研究グループ間の有機的な連携を図りながら、利用されている。①

のＤＮＡシーケンサーののべ使用回数は 1010 回/年、使用時間は 7375 時間/年であった。②

の等温滴定型熱量計は、のべ使用回数59回/年、使用時間は352時間/年であった。③の生

体分子精製システムは、のべ使用回数 16 回/年、使用時間は 131 時間/年であった。このプ

ロジェクトの遂行のために効果的に運用されてきた。 

 

（４）研究成果の概要 ※下記、１３及び１４に対応する成果には下線及び＊を付すこと。 

 

川 﨑 ： 植物免疫応答に関わる宿主因子を探索し、新規な植物免疫因子としてイネ

OsRLCK185*1, OsPUB44*2, シロイヌナズナ PBL27 を同定した。さらに個々の植物免疫因子を

分子生物学的手法を用いて解析し、キチン信号伝達における役割を明らかにした。重岡：植

物の環境ストレス応答機構として、葉緑体の活性酸素種による発現制御*3、アスコルビン酸

再生系に関わる酵素群*4、熱ショック転写因子による発現制御*5、グルタチオンペルオキシダ

ーゼ8（Gpx8）およびNUDXを介したシグナル伝達機構*6に関して、計画通り成果を得ることが

できた。内海：植物病原菌情報伝達機構に関与するヒスチジンキナーゼ（HK1）, レスポンス

レギュレーター, コネクター分子の機能が明らかになり *7 、また、HK1 阻害剤として

Waldiomycin *8 が単離され、さらにその阻害機構を NMR 法によって解明した。 

深溝：植物キチナーゼの二つのファミリー、GH18*9 と GH19*10、の酵素それぞれについて、

Ｘ線結晶構造解析を行い、新規に基質との複合体構造を得た。また、部位特異的変異による

機能変換*11 にも成功した。さらにキトサン結合モジュールの構造およびキトサン認識機構が

明らかになった*12。松田：傷害に応じて生成する揮発性分子が除虫菊のピレスリン生合成を

調節する*13 ことを明らかにし、ピレスリンのエステル結合の形成に関与するリパーゼ TcGLIP

を同定した*14。また、RNASeq によりピレスリン生合成を制御する遺伝子を数種同定した。森

山：植物汎アレルゲンに対する抗体群を作製し、主要な農作物の汎アレルゲンの変動解析

に有効な研究ツールを得た。また、植物タンパク質の多面的なアレルゲン性評価系を構築し

た*15。さらに、ニコチンやエラグ酸など植物由来の有用成分の生体に対する影響を明らかに

した*16。 

全体的な達成度については、各担当者とも中間報告までに、計画していた遺伝子の単離

およびその遺伝子産物の同定をほぼ終え、その後の２年余りの期間で、それら遺伝子産物

を発現させて、その機能を調べ植物体内で働かせるという段階にまで到達することができた。

しかし、作出された遺伝子組換え植物の密閉栽培施設での評価は不十分であり、全体として

の達成度は 90％であると判断した。 

 

＜優れた成果が上がった点＞ 

 

川﨑：新規に発見された植物免疫因子、イネの OsRLCK185 は、細胞膜受容体からの情

報を細胞内の MAP キナーゼカスケードに伝達する初めての因子であった。この成果は科学

誌Cell Host & Microbe*1に掲載され、各種新聞報道でも取り上げられた。また、白葉枯病菌エ

フェクターXopP は、OsPUB44 の U-box ドメインに結合し、OsPUB44 の酵素活性を阻害し、イ
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ネの免疫応答を阻害していることが分かった。この研究成果は Natutre Communications*2 に

掲載され、新聞報道でも取り挙げられた。重岡：葉緑体型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ

（tAPX）の一過的発現抑制株を用いたトランスクリプトーム解析により、葉緑体で発生する

ROS により制御を受ける新規の遺伝子群を明らかにした*3。内海：イネ苗立枯細菌病菌

(B.plantarii)の病原因子トロポロンの生産が３成分 HK1, RR1, RR2 によって制御されていて、ト

ロポロン生産の制御ネットワークの存在を明らかにした。コネクターSafA によるヒスチジンキ

ナーゼ PhoQ の相互作用部位が NMR 解析によって、明らかにされた*7。 

深溝：これまでに得られていなかった GH19 キチナーゼとキチンオリゴ糖との複合体構造

を明らかにすることができた*10。キトサン結合モジュールの立体構造が X 線結晶構造解析お

よび NMR 法によって明らかにされ、このタンパク質がどのようにキトサンを認識するのかが明

らかになった*12。松田：傷害ストレスによって植物から生じる揮発性分子がブレンドとして増

強作用を発揮することが明らかとなった*13。また、ピレスリンのエステル結合の形成はリパー

ゼの一種により触媒されることがわかった*14。森山：重要な食糧資源である大豆の新規アレ

ルゲンを同定した*15。また加工食品や、ガンマ線照射での変動など、種々の要因でのアレル

ゲンの変動を明らかにした。植物機能性成分であるエラグ酸が新規なメカニズムで糖尿病や

脂肪肝予防に有益である可能性を示した*16。 

 

＜課題となった点＞ 

 

川﨑：植物免疫の研究を行う上で、多くの技術的な問題が発生した。特にエリシターであ

るキチンの取得が課題となったが、プロジェクト内の共同研究あるいは情報を共有することに

より、この問題を克服することができた。重岡：環境ストレスを受けてから遺伝子発現を制御

するまでの情報伝達機構は非常に複雑かつ巧妙であり、従来の手法では明らかにするのが

難しく課題となっていた。そのため、関連する遺伝子群の KO(KD)株、CRES-T ライン、一過的

抑制株などを組み合わせて種々のオミクス解析を駆使することによって、様々な視点から解

析が可能となった。内海：B.plantarii のトロポロン生産制御の情報伝達ネットワークは極めて

複雑であったため、その分子機構の解明が課題となったが、次世代シーケンサーを用いるこ

とにより解決できた。また、RNAseq 解析も行って、HK1, RR1, RR2 によって制御される遺伝子

群を明らかにできた。また、SafA の PhoQ 結合部位の決定が課題となり、X 線による共結晶

構造や高解像度 NMR を用いる共同研究によって、結合部位の解明を試みている。 

深溝：植物キチナーゼが植物体内あるいは体外で機能する場合、そのターゲットはキチン

オリゴ糖であるとは限らず、まだ不明のままである。今後、糖鎖アレイ解析などの手法を用い

て、キチンオリゴ糖以外のキチナーゼの内在性基質の探索を進めなければならない。松田：

遺伝学的方法等によって、植物から生成する揮発性分子によって未被害植物の防衛機能が

調節される分子機構を解明する必要がある。また、ピレスリンのエステル結合の形成を触媒

する酵素の基質認識機構をＸ線結晶構造解析等によって解明することが必要であり、ピレス

リン生合成の構造生物学の根幹に関わる課題である。森山：アレルゲンの種類によっては、

通常の方法では反応性の良い抗体を得ることが難しい。そこで、一般的なポリクローナル抗

体に加えてモノクローナル抗体やファージ抗体などの多様な抗体作製技術を駆使して、この

課題を克服していく。また、エラグ酸などの有用化合物の分布や局在性について、さらに動物

での摂取後の動態解析なども進めていくことが必要である。 

 

＜自己評価の実施結果と対応状況＞ 

 

  プロジェクトメンバーが相互に進捗状況を評価しあうために、平成 24 年 3 月 6 日（火）、平

成 25 年 3 月 4 日（月）、平成 26 年 3 月 6 日(木)、平成 27 年 3 月 3 日(火) 、そして最終回と
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して平成 28 年 3 月 2 日（水）に 13：00－17：00、近畿大学農学部第一会議室にて研究成果報

告会を開催した。このような報告会の後、プロジェクトメンバーでの会議が開催され、プロジェ

クト代表（深溝）の主導のもと、次年度におけるプロジェクト活動の在り方について討議し、

個々のメンバーがどのように研究を展開していくかを相互に確認してきた。また、プロジェクト

代表は、この報告会における各プロジェクトメンバーの進捗状況に基づいて、次年度の研究

費配分にその研究成果を反映させるように考慮した。 

 

＜外部（第三者）評価の実施結果と対応状況＞ 

 

  宮崎大学理事・副学長の水光正仁教授および岡山大学農学部の木村吉伸教授に、本プ

ロジェクトの研究成果について外部からの評価を依頼し、別添のような評価を得ている（添付

書類１、添付書類２）。 

 

＜研究期間終了後の展望＞ 

 

川﨑：これまでに同定した個々の植物免疫因子の機能を解明していくことによって、植物

の免疫応答におけるタンパク質間ネットワークを包括的に理解することが可能となる。さら

に、それを基盤情報として革新的な耐病性植物の開発も可能となると思われる。重岡：tAPX

の誘導抑制に応答を示す遺伝子群の破壊株ラインの解析を進めると共に、熱ショック転写因

子を介したシグナル伝達機構の詳細（メッセンジャーの同定、翻訳後修飾など）を明らかにす

る。また、Gpx8 を介した細胞質—核間の情報伝達機構（局在化、酸化還元制御）、NUDX によ

るヌクレオシド二リン酸類縁体代謝を介した酸化的ストレス応答の制御機構を明らかにする。

これらの情報を統合的に理解することにより、次世代型のストレス耐性植物の創製をめざ

す。内海：コネクター分子の機能解析と新規コネクターの探索と解明を行い、また、B.plantarii

のトロポロン生産制御機構とそのネットワークの分子機構解明を行い、トロポロン生産抑制剤

の開発をめざす。一方、白菜軟腐病菌の病原因子ペクチナーゼ遺伝子については、発現抑

制剤のスクリーニングを行い、新規の病原性抑制剤の開発をめざす。 

深溝：植物キチナーゼを用いた新たな変異戦略によって、新規のオリゴ糖合成の可能性

が示唆されたので、植物酵素の工業的利用として新規オリゴ糖の量産化をめざす。また、糖

質結合モジュールの変異によって特異性変換の可能性も示唆された。新規特異性をもつ糖

結合モジュールの開発を通して、新規の糖質加水分解酵素の創製をめざす。松田：植物か

ら生成する揮発性分子によって、未被害植物の防衛機能がどのように調節されるのかを

遺伝学的手法を用いて解明することが可能になる。また、ピレスリンのエステル結合の

形成を触媒する酵素 TcGLIP の基質認識機構をＸ線結晶構造を解明し、自殺的阻害剤を

設計開発することは決して困難ではなく、将来の課題として挑まなければならない。

森山：多様な植物汎アレルゲンに対する抗体群を整備しカタログ化する。それらを用

いて、様々な条件でのアレルゲンの変動要因を解明する。アレルゲン性評価方法の確立

や、植物成分の有益な細胞機能性についても解明し、植物とヒトとの友好的な相互作用構築

を目指す。 

 

＜研究成果の副次的効果＞ 

 

川﨑：本プロジェクトによって得られた植物免疫因子を利用することにより、植物が本来も

つ免疫能を増強させた新規な耐病性植物を開発することが可能になる。重岡：植物に導入

することにより、環境ストレス耐性能を有意に向上させうる遺伝子に関しては、特許の申請を

視野に入れて研究を進める。内海：本研究で、明らかにされた阻害剤は新規な環境調和型
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病害防除剤として、特許申請予定である。 

深溝：新規に考案されたキチナーゼの合成酵素への変換および糖質結合モジュールの特

異性変換について、今後、変異戦略を最適化しながら、特許の申請を視野に入れて研究を

進める。松田：植物-昆虫相互作用から微生物（糸状菌）-昆虫相互作用へと展開することが

でき、これら三者による相互作用は、新たなケミカルバイオロジーへと導くものと思われる。森

山：植物性加工食品のアレルゲンを評価するような企業からの依頼（技術指導等）が増加

し、さらに低アレルゲン化戦略についても検証していく。またアレルゲンの同定の相談を医療

機関から受けている。エラグ酸に関しては機能性食品素材としての実用化を検討している。 

 

 

１２ キーワード（当該研究内容をよく表していると思われるものを８項目以内で記載してくださ

い。） 

（１）    環境調和         （２）   アグリバイオ技術     （３）   植物免疫     

（４）   環境ストレス        （５）   情報伝達阻害       （６）  植物キチナーゼ  

（７）  植物-昆虫相互作用    （８）    植物アレルゲン    

 

１３ 研究発表の状況（研究論文等公表状況。印刷中も含む。） 

上記、１１(４)に記載した研究成果に対応するものには＊を付すこと。 
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Plants”Annual Meeting and Symposium of Korean Society of Applied Biological Chemistry 2011
年 10 月 20 日（Jeju, Korea） 

16. Shigeru Shigeoka：“Improving environmental stress tolerance and growth of plants by molecular 
engineering”2011 international symposium on plant Metabolism 2011 年 10 月 19 日（Kyung Hee 
University：Korea） 

17. Shigeru Shigeoka：“The crop improvement of tolerance to oxidative stresses”  The 7th ACSA 
Conference (Asian Crop Science Association) 2011 年 9 月 27-29 日（IPB International 
Convention Center：Bogor,Indonesia） 

18. 重岡 成：「植物バイオで拓く未来—ここまできた遺伝子組換え作物—」バイオ部会平成 23 年度第
１回例会 2011 年 7 月 1 日（松谷化学工業株式会社） 

19. 重岡 成：「身体のサビを取る抗酸化ビタミン A,C,E（エース）」近畿大学農学部公開講座 メイン
テーマ「元気で長生きの秘訣！」 2011 年 5 月 21 日（奈良県文化会館） 

                                         他、 一般講演等 250 件 
内海： 
1. Ryutaro Utsumi: “Isolation and characterization of waldiomycin as a new antibiotic targeting 

bacterial histidine kinases”, Antibiotic alternatives for the New Millennium, London, UK, 5-7 Nov, 
2014. 

2. 内海龍太郎、「細菌情報伝達阻害型薬剤の開発と応用」、第 25 回新薬創製談話会、京都 嵐
山、2014 年９月 9 日. 

3. 内海龍太郎、「細菌分子標的剤開発に向けた微生物代謝工学」、日本農芸化学会平成 26 年度
大会シンポジューム「ゲノムからアプローチした微生物代謝工学」、明治大学、2014年 3 月 30日. 

4. 内海龍太郎、「細菌情報伝達阻害型薬剤の開発」、日本農芸化学会平成２5年度大会シンポジュ
ーム「薬剤耐性とその克服へのアプローチ」、東北大学、2013 年 3 月 27 日. 

5. 内海龍太郎、「細菌情報伝達機構と新規抗菌剤の開発」、日本細菌学会平成 24年度大会シンポ
ジウム、長崎新聞文化ホール、2012 年 3 月 23 日.  

6. 内海龍太郎、「新しい環境調和型抗菌剤の開発と応用」、日本農芸化学会平成 24 年度大会シン
ポジウム 京都女子大学、2012 年 3 月 25 日. 

7. Ryutaro Utsumi: “Antibacterial and antivirulent drugs targeting bacterial signal transduction”, 
The Commemorative International Conference for the 20th Anniversary of Korea Society of Life 
Science, Bexico, Busan, Korea, 27-28 Oct, 2011.  

8. Ryutaro Utsumi: “Antibacterial and antivirulent drugs targeting bacterial histidine kinases”, BIT’s 
1st Annual World Congress and Microbes-2011, Beijing International Convention Center, Beijing, 
China, 30 July-1 Aug, 2011. 
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                                         他、 一般講演等 60 件 

深溝： 
1. Tamo Fukamizo and Shoko Shinya ： Binding Mode of Chitosan Oligosaccharides to Novel 

Chitosan-Specific Carbohydrate-Binding Modules (CBM32) of a Chitosanase from Paenibacillus 
sp. IK-5, Keynote Lecture of Biological Materials Workshop at 8th KIFEE International Symposium 
on Environment, Energy and Materials, Trondheim, Norway, Sept. 20-23th, 2015 

2. 大沼貴之、日本応用糖質科学会奨励賞受賞講演、「キチン質分解酵素の構造と機能および利用
に関する研究」、奈良県春日野国際フォーラム、2015 年 9 月 17 日． 

3. 新家粧子、西村重徳、北奥喜仁、木元久、草桶秀夫、沼田倫征、大沼貴之、深溝慶、「溶液 NMR
法と X 線結晶解析によるキトサン結合モジュールとキトサンの相互作用解析、応用糖質科学シン
ポジウム、2015 年 9 月 18 日、東大寺総合文化センター・金鐘ホール。 

4. 大沼貴之：キチンオリゴ糖の酵素合成を目指した植物キチナーゼのエンジニアリング、第 43 回
GRL 静岡セミナー、静岡大学、2014 年 9 月 18 日． 

5. Tamo Fukamizo: Keynote Lecture “Crystal structures of family GH19 chitinases complexed with 
chitooligomers revealed the difference in the substrate-binding mode between loopful and 
loopless enzymes”, 10th Conference of Insect Physiology, Biochemistry, and Molecular Biology, 
Nanjing Agricultural University, Nanjing, China, Jun. 15-19, 2013. 

6. Tamo Fukamizo: Keynote Lecture “The Mode of Action of Chitinolytic Enzymes: Production of 
Bioactive Oligosaccharides as Animal Nutrients”, 3rd AINI International Seminar “The role of 
Nutrition and Feed in Supporting Self Sufficient in Animal Products, Food Safety and Human 
Welfare”, Andalas University, Padang, Indonesia, 24-25 September, 2013. 

7. Tamo Fukamizo: “Crystal structures and engineering of plant family GH18 chitinases”, 
Biochemistry Special Lecture for Graduate Students, Suranaree University of Technology, 
Nakhon Ratchasima, Thailand, Jun. 15-19, 2013. 

8. 大沼貴之、深溝慶、Family GH-19 キチナーゼに関する新しい知見、日本応用糖質科学会平成 23
年度大会特別シンポジウム「応用糖質科学研究の新時代を拓く」、北大学術交流会館、2011 年 9
月 29 日． 

9. Tamo Fukamizo: an Invited Lecture “Plant Chitinases: New Insights from Crystallography, 
Substrate Binding, and Engineering Studies",  9th Asian Pacific Chitin/Chitosan Symposium, 
Yasaka Saigon Hotel, Nha Trang, Vietnam, Aug. 3-6, 2011. 

                                         他、 一般講演等 104 件 
松田： 
1. Kazuhiko Matsuda: Deciphering biosynthesis of natural insecticides pyrethrins, Phytochemicals 

for crop protection: Discovery to Molecular Target, Pacifichem 2015, 2015, Honolulu, Hawaii, USA, 
Dec 15. 

2. 松田 一彦: 昆虫制御のケミカルバイオロジー 糸状菌が産生する昆虫制御物質の標的解明と
その意味、新農薬を志向したケミカルバイオロジー、日本生化学会ワークショップ、2015 年 12 月 3
日 

3. Kazuhiko Matsuda: Structural, functional and mutagenesis studies identify components of 
neonicotinoid binding to nicotinic receptors and facilitate prediction of resistance, Resistance 
2015, Rothamsted Research, Harpenden, UK, Sep 14. 

4. Kazuhiko Matsuda: Molecular mechanisms for diverse actions and selectivity of neonicotinoids, 
2015, 250th ACS National Meeting, Boston, Massachusetts, USA, Aug 16. 

5. 松田 一彦: 温故知新：ピレスリンから学ぶ昆虫制御の原理、第17回中四国支部若手シンポジウ
ム（第 6 回農芸化学の未来開拓セミナー）、岡山大学、2014 年 5 月 16 日. 

6. 松田 一彦: ケミカルセンシングによる生命恒常性の維持と昆虫制御、日本学術振興会「日本に
おけるケミカルバイオロジー研究の新展開」、東京大学、2014 年 6 月 14 日. 

7. Kazuhiko Matsuda: Structural determinants of selective and diverse target site actions of 
neonicotinoids, 2014 Nicotinic Acetylcholine Receptor, University of Cambridge, UK, July 24. 

8. Kazuhiko Matsuda K: Probing insect LGICs using selective ligands, 13th International Congress of 
Pesticide Chemistry, 2014, San Francisco, USA, August 13. 

9. Kazuhiko Matsuda: Unraveling the mechanism of pyrethrin biosynthesis”, Studies on ecological 
interaction networks that promote biodiversity-From gene to ecosystem-, 2012, The Max Planck 
Institute for Chemical Ecology, Yena, Germany. Oct. 15. 

10. Kazuhiko Matsuda: Predicting the hot spot for neonicotinoid resistance in nature, NARO 
International Symposium 2012, New insight into insecticide resistance of rice planthoppers and 
the insect-borne viruses, 2012, Fukuoka International Congress Center, Fukuoka, Japan, Dec. 7. 

11. 松田  一彦、昆虫制御のケミカルバイオロジー、ケミカルバイオロジー勉強会、理化学研究所, 
和光, 埼玉, 2012 年 2 月 21 日 
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12. Kazuhiko Matsuda: Toward mechanism of selectivity and resistance management of 
neonicotinoids (Plenary Lecture), 2nd International Conference on Agrochemicals Protecting 
Crops, Health and Natural Environment - Role of Chemistry for Sustainable Agriculture, 2012, 
Delhi, India, Feb 15. 

13. Kazuhiko Matsuda: VOC-mediated communications in Chrysanthemum cinerariaefolium, Studies 
on ecological interaction networks that promote biodiversity-From gene to ecosystem-, 2011, 
Neuchatel, Switzerland, Sep. 9. 

14. Kazuhiko Matsuda: Structural insights into the mode of actions of and resistance to 
neonicotinoids, 5th Pan Pacific Conference on Pesticide Science, 2012, Beijin, China, Sep 17.  

15. Kazuhiko Matsuda: “Viewing natural pyrethrins from a modern angle”, International Pyrethrum 
Symposium, 2011, Launceston, Tasmania, Australia, Nov. 2-4. 

                                         他、 一般講演等 81 件 

森山： 
1. 森山達哉：食物アレルギーの多様性とリスク変動解析、兵庫県立大学環境人間学部専門教育講

演会、兵庫県立大学環境人間学部姫路新在家キャンパス、2015 年 11 月 19 日． 
2. Tatsuya Moriyama : Diversity of food allergy,  (Organizer and speaker) ACN2015 Symposium 

32、(How can we fight against food allergy?), 12th Asian Congress of Nutrition,  May 16, 2015 
(PACIFICO Yokohama, Kanagawa, Japan). 

3. 森山達哉：花粉症に関連する新しいタイプの食物アレルギー、市民公開講座「第 7 回ひと・健康・
未来シンポジウム 2015 福岡「食物アレルギーの最新情報」ホテルニューオータニ博多、2015 年 7
月 4 日． 

4. 森山達哉：食物アレルギーの原因抗原解析とリスク変動解析、 第 10 回 東京皮膚疾患フォーラ
ム、ザ・ランドマークスクエア TOKYO 、2015 年 7 月 16 日． 

5. 森山達哉：食物アレルギーの多様性とリスク変動解析、日本食品科学工学会シンポジウム、京
都大学本部キャンパス、2015 年 8 月 28 日． 

6. 森山達哉：花粉症に関連する新しいタイプの食物アレルギー、市民公開講座 第 5 回ひと・健康・
未来シンポジウム 2015 名古屋「食物アレルギーの最新情報」メルパルク名古屋、2015 年 2 月 28
日．  

7. 森山達哉：農作物の健康機能性とアレルゲン性、京都大学大学院農学研究科食品生物科学専
攻特別セミナー、京都大学宇治キャンパス、2014 年 11 月 27 日． 

8. 森山達哉：大豆・豆乳のタンパク質栄養価に関する研究、日本豆乳協会講演（東京）2014 年 8 月
8 日． 

9. 森山達哉：食物アレルギーの現状と学校現場での対応について、近畿大学教員免許更新講習、
近畿大学東大阪キャンパス、2014 年 8 月 7 日． 

10. 森山達哉：穀類による食物アレルギー：大豆アレルギーを中心に、第 29 回ゴマ科学会大会招待
講演、近畿大学東大阪キャンパス、2014 年 10 月 4 日． 

11. 森山達哉：花粉症に関連する新しい食物アレルギーとその発症リスク変動、 NPO 食の安全と安
心を科学する会（SFSS)食の安全と安心フォーラムⅦ、グランフロント大阪、2014 年 11 月 28 日． 

12. 財満信宏、森山達哉：イメージングマススペクトロメトリーによる食品機能研究、 第 59 回食品新
素材研究会特別講演、京都テルサ、2014 年 9 月 4 日． 

13. 森山達哉：クラス２食物アレルギーの現状とそのリスク変動解析、日本食品免疫学会（JAFI）第 7
回シンポジウム（東京）招待講演、東京大学、2014 年 6 月 30 日． 

14. 森山達哉：野菜と豆で健康に、京丹波町健康講座、京丹波町瑞穂保健福祉センター、2014 年 2
月 26 日． 

15. 森山達哉：新しいタイプの食物アレルギーとその発症リスク変動：（抗原解析の立場から）、NPO
食の安全と安心を科学する会（SFSS)食の安全と安心フォーラムⅦ「我が国における食物アレル
ギーのリスク管理と低減化策」東京大学、2014 年 2 月 2 日． 

16. 森山達哉：日本食の中心素材：大豆と味噌の健康機能性、関西味噌生販協議会総会 特別講
演、ホテルグランヴィア大阪、2013 年 10 月 22 日． 

17. 森山達哉：知ってナットク！日本食素材の健康機能、農学部公開講座（名古屋）近畿大学農学部
公開講座「食べ物と健康」、名古屋マリオットアソシアホテル、2013 年 10 月 19 日． 

18. 森山達哉：食物アレルギーの多様性：花粉症関連の食物アレルギーを中心に、第 60回日本栄養
改善学会学術総会 研究自由集会（栄養士食物アレルギー研究会）招待講演、神戸ポートピア
ホテル、2013 年 9 月 12 日． 

19. 森山達哉：大人でも要注意！新しい食物アレルギーのお話、近畿大学農学部 公開講座（奈
良）、東大寺総合文化センター・金鐘ホール、2012 年 4 月 28 日． 

20. 森山達哉：リコンビナント・アレルゲン及び抗アレルゲン抗体を用いた抗原解析、第 24 回日本ア
レルギー学会春季臨床大会シンポジウム、大阪国際会議場、2012 年 5 月 12 日． 

21. 森山達哉：肥満関連分子の分泌制御をターゲットにした抗メタボ食品因子の探索、岡山バイオア
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クティブ研究会招待講演、岡山大学、2012 年 6 月 8 日．   
22. 飯島茂子, 森山達哉：クラス 1 およびクラス 2 の両方が関与したと考えた豆乳によるアナフィラキ

シーの 1 例、日本皮膚アレルギー学会受賞講演、仙台、2012 年 7 月 14 日．  
23. 森山達哉：食品素材の新規アレルゲンリスクについて、第 55 回食品新素材研究会 特別講演、

京都テルサ、2012 年 7 月 17 日.  
24. 森山達哉：スパイスのアレルゲン性と健康機能性、第 15 回スパイス・ハーブ研究成果セミナー、

東京、2012 年 7 月 4 日． 
25. 森山達哉：免疫と栄養、奈良県栄養士会主催 栄養士生涯学習研修会、帝塚山大学、2011 年 7

月 9 日． 
26. 森山達哉：醸造食品の低アレルゲン性の検証（穀物アレルギーの最近の話題も含めて）、日本

醸造協会主催 醸造調味食品研究会、王子、2011 年 7 月 13 日． 
                                         他、 一般講演等 42 件 

 

 

＜研究成果の公開状況＞（上記以外） 

シンポジウム・学会等の実施状況、インターネットでの公開状況等 

＜既に実施しているもの＞ 

 
●アグリバイオシンポジウム２０１２ 

「未来を切り開くアグリバイオ技術: 植物機能の基盤解明と人類へのアウトプット」 

日時:2012 年 12 月 8 日(土)13:00-17:30  

場所:近畿大学農学部新教室棟 311 教室  

シンポジスト： 

①田中 寛(東京工大) 葉緑体シグナルが植物の細胞周期を制御する  

②川﨑努(近畿大院・農) 病原菌の感染から身を守る植物の免疫機構  

③芦苅基行(名大・生物機能開発利用研究センター) ゲノム情報を利用したイネの分子育種  

④高林純示(京大・生態学研究センター) 植物揮発性物質が駆動する生物間情報・相互作用ネット 

 ワーク 

⑤河田照雄 (京大院・農) 植物の代謝物と食品機能  

⑥田中良和(サントリー(株)植物科学研) バイオテクノロジーによる青い花の開発と実用化  

 

●アグリバイオシンポジウム２０１３ 

「構造生物学が推進するアグリバイオ技術革新」  

日時:2013 年 11 月 30 日(土)13:00-17:30  

場所:近畿大学農学部新教室棟 311 教室  

シンポジスト： 

①松村浩由（大阪大・院・工学研究科）カルビン回路調節システムの構造基盤」 

②児嶋長次郎（大阪大・蛋白研）花咲か爺さんの灰を求めて―構造生命科学からのアプローチ 

③城 宜嗣（理研・播磨）一酸化窒素還元酵素:呼吸酵素の分子進化と環境保全」 

④伊原 誠（近畿大・院・農学研究科）真菌 TRP チャネルの機能制御の分子基盤」 

⑤三上文三（京都大・院・農学研究科）結晶構造から探る食品関連酵素の機能」 

⑥角田佳充（九州大・院・農学研究院）グリコサミノグリカン糖鎖合成酵素の結晶構造解析        

 
●アグリバイオシンポジウム２０１４ 
「生物的および非生物的環境との調和を志向した植物アグリバイオ技術革新」  
日時:2014 年 11 月 29 日(土)13:00-17:30  
場所:近畿大学農学部新教室棟 311 教室  
①川口正代司(基生研・共生システム) CLE ペプチドとサイトカイニンを介した根粒形成の長距離制御 
②阪井康能（京大・院農・応用生命） C1 微生物-植物系による炭素固定:共役代謝・葉面環境と共生 
③西澤洋子(農業生物資源研・耐病性作物開発ユニット) 病原菌の感染戦略から考える植物免疫力 
  の強化」 
④田茂井政宏(近畿大・農・バイオ)栄養シグナルによる植物の代謝・形態形成制御機構       
⑤村田芳行(岡山大・院・環境生命)孔辺細胞における植物ホルモン信号伝達 
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⑥羽鹿牧太(農研機構・作物研)ゲノム情報を活用した大豆育種のイノベーションと課題: 低アレルゲ 
                          ン化等の付加価値賦与を目指して」  
 
●アグリバイオシンポジウム２０１５ 
「植物・微生物科学研究の次世代を担う若手研究者」  
日時:2015 年 11 月 28 日(土)13:00-17:30  
場所:近畿大学農学部新教室棟 211 教室  
①山田健太（バイオサイエンス専攻 D2 年）植物免疫における MAPK カスケードの活性化機構の解明  
②野志昌弘（バイオサイエンス専攻研究員）葉緑体 H2O2 に由来する酸化的シクグナリングの生理 
機能および分子機構の解明  
③三輪瞬平（バイオサイエンス専攻 M2 年）イネ苗立枯細菌病菌 Burkholderia plantarii における三成
分制御系 TroK,TroR1,TroR2 によるトロポロン合成制御システム  
④清水莉子（バイオサイエンス専攻 M2 年）細菌ヒスチジンキナーゼの H-box を標的とする抗生物
質、Waldiomycin  
⑤羽田朋子（バイオサイエンス専攻 M2 年）Bacterial Two-Hybrid 法による二成分制御系のヒスチジ
ンキナーゼ間の相互作用の探索  
⑥髙島智也（バイオサイエンス専攻 M1 年）アレルゲン活性をもつスギ花粉キチナーゼ CJP-4 の構造
と機能  
⑦河本大毅（バイオサイエンス専攻 M1 年）GH19 キチナーゼとしては異常に高い分子量をもつ 
Aeromonas キチナーゼの構造と機能  
⑧阪森宏治（応用生命化学専攻 D3 年）除虫菊のピレスリン生合成に関するオミクス研究  
⑨宇都宮麻衣（応用生命化学専攻 M2 年）ピレスリン生合成酵素の触媒機構に関する研究  
⑩久後裕菜（応用生命化学専攻 M2 年）ニコチン投与がラット腹部大動脈血管壁に及ぼす影響 
⑪村上浩規（応用生命化学専攻 B4 年） 経皮感作し得る大豆タンパク質の同定  

 

＜これから実施する予定のもの＞ 

 

該当なし 

 
 
  初年度において、http://nara-kindai.unv.jp/02gakka/mext-project/index.html を開設し、この中
で、プロジェクトの内容、メンバー、業績、各年度の事業報告、またセミナーあるいはシンポジウムの
開催案内などを取り扱っている。 

 

 

 

１４ その他の研究成果等 

 
学会賞の受賞等： 
1. 大沼貴之：2015 年度日本応用糖質科学会奨励賞受賞 
2. 重岡 成：2013 年度日本農芸化学会賞受賞 
3. 森山達哉：2012 年度 日本皮膚アレルギ－・接触皮膚炎学会誌年間最優秀論文賞受賞 
4. 田茂井政宏：2011 年度日本農芸化学会農芸化学奨励賞受賞 
 
発表賞の受賞等： 
1. 白川友美：第５回近畿大学院生サミット、優秀ポスター賞：植物免疫における MAP キナーゼカス

ケードの活性化機構の解析、2015 年 9 月 13-15 日 
2. 白川友美：新学術領域「細胞壁」若手ワークショップ、優秀口頭発表賞：キチン信号伝達経路にお

ける MAP キナーゼの活性化機構の解析、2015 年 7 月 11 日 
3. 白川友美：日本植物病理学会本大会、学生優秀発表賞：キチン信号伝達系における MAPKKK 活

性化の遺伝学的解析、明治大学、2015 年 3 月 28-31 日 
4. 井上健人：日本植物病理学会本大会、学生優秀発表賞：イネの免疫応答における OsPUB44 

interactor1 (PBI1)の機能解析、明治大学、2015 年 3 月 28-31 日 
5. 三輪瞬平：21 世紀大腸菌研究会 ポスター発表賞：イネ苗立枯細菌病菌のトロポロン生産制御機

構、大津、2015 年 6 月 5 日. 
6. 清水莉子：第６２回日本生化学会近畿支部例会 発表優秀賞：細菌ヒスチジンキナーゼの Hbox
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を標的とする新規抗生物質 waldiomycin、立命館大学、2015 年 5 月 16 日. 
7. 平井有紀：第 84 回日本生化学会大会 鈴木紘一メモリアル賞：増殖に必須な転写因子 WalR タン

パク質標的にした新規抗菌剤の作用部位の解析、京都、2011 年 9 月 24 日. 
8. 松永弘子：2011 年度日本農芸化学会大会トピックス賞：う蝕菌バイオフィルム形成に関するアロ

マデンドレン類縁化合物の阻害機構、京都、2011 年３月 28 日. 
9. 北奥喜仁：日本農芸化学会関西支部例会（第 487 回講演会）支部賛助企業特別賞：LysM ドメイン

の構造と機能：Receptor 型 LysM と Carbohydrate-Binding Module 型 LysM との比較、神戸大学、
2014 年 12 月 6 日． 

10. Yoshihito Kitaoku: Excellent Poster Award at the Mie Bioforum 2014 Lignocellulose Degradation 
and Biorefinery, “Characterization of a GH18 chitin’s containing a family 50 carbohydrate-binding 
module from a horsetail, Equisetum arvense” Poster presentation Mie, Japan, 18-21st Nov. 2014 

11. 北奥喜仁：第 28 会キチン・キトサンシンポジウム、ポスター賞：植物由来ファミリーGH18 キチナー
ゼがもつ LysM ドメインの構造と機能、順天堂大学（東京）、2014 年 8 月 7 日． 

12. 新家粧子：第 15 回関西グライコサイエンスフォーラム口頭発表奨励賞：Paenibacillus sp. IK-5 キ
トサナーゼの CBM32 キトサン結合モジュール－リガンド結合に関与するアミノ酸残基－、大阪市
立大学、2014 年 5 月 24 日． 

13. Shoko Shinya: Young Author’s Award at the 7th KIFEE International Symposium on Environment, 
Energy and Materials： Binding Mode of Chitosan Oligosaccharides to Novel Chitosan-Specific 
Carbohydrate-Binding Modules (CBM32) of a Chitosanase from Paenibacillus sp. IK-5、Kyoto, 
Japan, 16-19th Mar. 2014. 

14. 新家粧子：第 10 回アジア・太平洋キチン・キトサン国際シンポジウム・ポスター賞” Binding mode 
of chitosan oligosaccharides to novel chitosan-specific carbohydrate-binding module (CBM32) of 
a chitosanase from Paenibacillus sp. IK-5”米子、ビッグシップ、2013 年 10 月 4 日～8 日． 

15. 竹中祥子：第 10 回アジア・太平洋キチン・キトサン国際シンポジウム（）ポスター賞「Interaction of 
partially-N-acetylated chitooligosaccharides with a family GH19 chitinase from moss Bryum 
coronatum」米子、ビッグシップ、2013 年 10 月 4 日～8 日． 

16. 梅本尚之：第 14 回関西グライコサイエンスフォーラム最優秀講演賞,「新規糖誘導体 N-アセチル
キトオリゴシルモラノリンの阻害特性：GH22 リゾチームと Family GH19 キチナーゼの阻害」大阪大
学、2013 年 5 月 25 日． 

17. 梅本尚之：日本農芸化学会関西支部第 477 回講演会・若手優秀発表賞「新規リゾチーム阻害剤, 
N-アセチルキトオリゴシルモラノリン (GNn-M)：リゾチームおよび Family GH19 キチナーゼに対す
る阻害機構」神戸大学、2012 年 12 月 1 日． 

18. 新家粧子：第 26 回キチン・キトサンシンポジウム・ポスター賞「Paenibacillus sp. IK-5 Family GH-8
キトサナーゼに存在する新規のキトサン特異的糖質結合モジュール」北海道大学、2012 年 7 月
12 日(木)～13 日 

19. 新家粧子：日本農芸化学会関西支部第 472 回講演会若手優秀発表賞「リゾチームスーパーファミ
リーに属する酵素の基質結合様式に関する研究：NMR による解析」神戸大学、2011 年 12 月 10
日． 

 
プレスリリース等： 
1. 川﨑努：Ishikawa et al.の Nature Communications 誌への掲載に関する記事。紙面上、 読売新

聞、日刊工業新聞、奈良新聞、日本農業新聞、商経アドバイス、財経新聞； Web 上、 産経写真
ニュース、産経新聞コラム、東京新聞、京都新聞、神戸新聞、東北新聞、北海道新聞、静岡新
聞、中日新聞、西日本新聞、山陽新聞（2014 年 11 月 13 日） 

2. 川﨑努：Yamaguchi et al.の Cell Host Microbe 誌への掲載に関する記事。読売新聞（2013 年 3 月
14 日）、朝日新聞 DIGTAL（2013 年 3 月 16 日）、官庁通信（2013 年 3 月 21 日）、商経アドバイス
（2013 年 4 月 15 日） 

3. 重岡 成：中日新聞「こどもウィークリー」“珍しい生物ミドリムシ”掲載 2014 年 12 月 13 日 
4. 重岡 成：朝日放送「キャスト」“ミドリムシの可能性”解説 2014 年 12 月 2 日放送。 
5. 重岡 成：NHK「NEWS WEB」出演 2014.10.17 放送。 
6. 重岡 成：NHK 総合（香川県域）「ゆう６かがわ」解説 2014 年 10 月 3 日放送。 
7. 重岡 成：産經新聞 WEB ニュース「デイリーコラム・坂口至徳の化学の現場を歩く」、“悪環境で

高収量・・・ストレス強い植物、分子レベル解明 重岡・近大教授に最高賞“2013 年 3 月 1 日 
8. 内海龍太郎：日本経済新聞：院内感染、多剤耐性細菌の効果の高い抗生物質、2012 年 7 月 18

日. 
9. 深溝 慶：キトサン結合タンパク質を発見。奈良新聞（2013 年 9 月 5 日）、福井新聞（2013 年 9 月

5 日）、化学工業日報（2013 年 9 月 6 日）、日経産業新聞（2013 年 9 月 6 日）、毎日新聞（2013 年
9 月 8 日）、讀賣新聞（2013 年 9 月 30 日） 

10. 森山達哉：「凍り豆腐は大豆クラス 2 食物アレルギーのリスクが低減された大豆食品 - 近大」と



（様式 2） 
 

法人番号 271017 
プロジェクト番号 S1101035 

 

19 

してマイナビニュース（テクノロジー）に掲載。http://news.mynavi.jp/news/2013 /10/25/041/ 、
2013 年 10 月 25 日． 

11. 森山達哉：独立行政法人 国民生活センター 2013 年 12 月 5 日発表情報（注意喚起）「豆乳等に
よ る ア レ ル ギ ー に つ い て － 花 粉 症 （ カ バ ノ キ 科 花 粉 症 ） の 方 は ご 注 意 を － 」 の 報 告 書
（http://www.kokusen.go.jp/pdf/n-20131205_1.pdf）において、これまでの大豆アレルギーに関す
る発表論文・総説が引用使用。2013 年 12 月 5 日． 

12. 森山達哉：近畿大学プレスリリース「ザクロ果汁成分「エラグ酸」に「レジスチン」分泌抑制作用 近
畿大学農学部グループが発見、糖尿病予防に役立つ可能性」2012 年 7 月 9 日． 

13. 森山達哉：朝日新聞デジタル「ザクロ果汁成分「エラグ酸」に「レジスチン」分泌抑制作用 近畿大
学農学部グループが発見、糖尿病予防に役立つ可能性」2012 年 7 月 9 日． 

14. 森山達哉： NHK 奈良放送局 テレビ放映「ザクロに糖尿病予防成分発見」2012 年 7 月 11 日． 
15. 森山達哉：マイナビニュース（ＷＥＢニュース）「「ザクロ」の果汁は 2 型糖尿病の改善に持ってこい! 

- 近畿大が発見」2012 年 7 月 11 日． 
 
 
特許： 
1. 横田明穂、蘆田弘樹、明石欣也、牛山敬一、重岡成：“塊茎生産能または匍匐枝形成能が野生 

株に比して向上している匍匐枝形成植物の作製方法、当該方法によって作製された匍匐枝形成
植物、出願番号：特願 2012-534947、出願日：2011 年 4 月 11 日。 

2. 重岡成、田茂井政宏、鈴木健吾、吉田絵梨子：“ユーグレナへの遺伝子導入方法” 出願番号：特
願 2014- 037394、出願日：2014 年 2 月 27 日。 

3. 重岡成、田茂井政宏、鈴木健吾、吉田絵梨子：“ユーグレナの形質転換体”、出願番号：特願
2014-037395、出願日：2014 年 2 月 27 日。 

4. 内海龍太郎、五十嵐雅之 “新規化合物 MK844-mF10 物質、その製造法及びその用途”：特許第
5686981 号 登録日：平成 27 年 1 月 30 日 

5. 内海龍太郎 五十嵐雅之 “新規化合物ウオークマイシン、その製造法及びその用途”：特許第
5636179 号 登録日：平成 2６年 10 月 24 日  

6. 内海龍太郎、余豊年、三沢典彦、岡本尚、原田尚志 “セスキテルペン変換酵素遺伝子及びそれ
を利用した酸化セスキテルペンの製造方法”：特許第 5526381 号 登録日：平成 26 年 4 月 25 日 

7. 内海龍太郎、原田尚志、三沢典彦 “組換え大腸菌を用いたイソプレノイドの製造方法“：特許第
5405030 号、登録日：平成 25 年 11 月 8 日 

8. 内海龍太郎、五十嵐雅之、波多野和樹、渡邊崇史 “植物病害防除剤”：特許第 5254097 号、登
録日：平成 25 年 4 月 26 日 

9. 内海龍太郎、五十嵐雅之 “新規化合物シグナマイシン、その製造方法、及びその用途”: 特許
5220862 号 登録日：平成 25 年３月 15 日 

10. 内海龍太郎 “セスキテルペンシンターゼ活性を有するポリペプチドをコードする核酸”：特許第
5219025、登録日：平成 25 年 3 月 15 日 

 

 



（様式 2） 
 

法人番号 271017 
プロジェクト番号 S1101035 

 

20 

 

１５ 「選定時」及び「中間評価時」に付された留意事項及び対応 

＜「選定時」に付された留意事項＞ 

 

スケールの大きな視点で実行されたい。 

 

＜「選定時」に付された留意事項への対応＞ 

 

スケールの大きな視点から、アグリバイオ技術の技術革新を進めるために、プロジェクトメン

バー間のコミュニケーションを奨励し、自分自身で得た研究成果を多角的に自己評価できる

ようにした。また、メンバー間の共同研究を奨励し、機能的な相関関係を保ちながら研究が進

められるようにした。実際、深溝グループと内海グループは蛋白質ＮＭＲ解析で、深溝グルー

プと川﨑グループはキトオリゴ糖の効率的生産で、さらに深溝グループと川﨑グループおよ

び重岡グループはＸ線結晶構造解析において共同研究を展開し、現在、その研究成果の学

会発表を準備中である。 

これまで得られてきた研究成果はどちらかと言えば、実験室レベルでの成果であり、ここで得

られた情報がそのままスケールの大きな実験系で適用できるかどうかはこれからの課題であ

る。今後、この点を意識した実験系の設定が望まれる。 

 

＜「中間評価時」に付された留意事項＞ 

 
該当なし 
 

 

＜「中間評価時」に付された留意事項への対応＞ 

 
該当なし 
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私立大学戦略的研究基盤形成支援事業  
「環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」 

（平成 23年度～平成 27年度）  
研究成果最終報告書  

 

テーマ１：植物保全技術の革新を通した共生環境の構築	 

研究課題：植物の病原菌認識と免疫応答の分子機構の解明	 

研究機関・研究室名：農学研究科・バイオサイエンス専攻・植物分子遺伝学研究室	 

担当者職名・教授・川﨑	 努	 

研究協力者：助教：山口公志	 

	 	 	 	 	 	 定時職員：川﨑	 智美	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 実験補助：山田健太、吉村悠矢、早田奈央、白川友美、井上健人、大内俊

和、亀井美里、田中幹人、目崎博久	 

	 	 	 	 	 	 

	 

	 

１．	 研究の目的	 

	 
	 植物は、病原菌が感染した際、それぞれの病原菌を構成する因子を、病原菌に特有な分子
パターン(Pathogen-associated	 molecular	 pattern	 (PAMPs))として認識し、迅速な抵抗性反

応を誘導する。このPAMPsの認識は、植物自身がもつパターン認識受容体を介して行われる。

受容体が認識した情報は速やかに伝達され、様々な防御応答を誘導する引き金となるが、受

容体がどのようなタンパク質と相互作用し、どのように伝達しているか、その分子機構につ

いては殆ど理解されていない。一方、病原菌は、受容体によって誘導される防御反応を阻害

するため、植物細胞内に分泌タンパク質（以下、エフェクター）を送り込む。エフェクター

は、植物免疫誘導の主要ステップで働く植物免疫因子を阻害することで、植物免疫反応を効

率よく抑制すると考えられる。このことは、エフェクターがターゲットとしている植物因子

を同定することで、受容体による病原菌認識から抵抗性発現に至る過程で機能している主要

な植物免疫因子を同定できることを意味している。本研究課題では、エフェクターが標的と

する植物免疫因子を同定し、その機能を解析することで、病原菌認識から抵抗性発現に至る

分子機構を解明することを目的とする。 
	 

	 

２．研究内容	 

	 

１）白葉枯病菌エフェクターを利用した新奇な植物免疫因子の探索	 

植物は、病原菌を構成する成分(PAMPs)を認識して、様々な防御反応を誘導する。一方、病

原体は、TypeIII 分泌システム等を利用して、自身のタンパク質（エフェクター）を植物の

細胞内に送り込み、植物の防御応答を抑制することが知られている。そのことから、病原菌

のエフェクターは、植物の感染認識から抵抗性発現に至る過程の鍵となるステップで働いて

いる植物免疫因子の機能を阻害していると考えられる。そこで、本研究では、イネの最重要

病害の一つである白葉枯病菌の 10 種類のエフェクターを利用して、新規な植物免疫因子の探

索を試みた。まず、植物の免疫応答を強く阻害するエフェクターを同定するため、10 種類の

各々のエフェクターを発現する形質転換イネを作成し、TypeIII 分泌システムの欠損変異体

である Xoo	 hrpX株を用いた接種実験を行い、病斑長および菌の増殖量を解析した(図 1)。そ
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の結果、3 種類のエフェクター(XopY、

XopAA、XopP)が、Xoo	 hrpX株によって

誘導される PAMPs 誘導抵抗性を強く阻

害することが明らかになった。	 

XopAA 発現植物体は、矮性の表現型

を示し、その表現型はブラシノステロ

イドの受容体 BRI1 の変異体に非常に

よく似ていた（図 2A-C）。BRI1 や PAMPs

受容体である FLS2 の機能発現には、受

容体型キナーゼである BAK1 が必要である。Two	 Hybrid 法を用いて、XopAA と BAK1 の相互作

用を調べたところ、両者が相互作用していることが明らかとなった（図 2D）。このことから、

XopAA がイネの BAK1 をターゲットして PAMPs 抵抗性を阻害していると考えられる。	 

	 

XopY や XopP による植物の免疫応答の抑制効果を詳細に調べるため、XopY や XopP がキチン

に応答した遺伝子の発現に及ぼす影響をマイクロアレイ法を用いて解析した。その結果、キ

チンに応答して発現量が増減する遺伝子の半数が、XopY や XopP によって影響を受けること

が明らかになった。このことから、XopY や XopP が、キチン信号伝達系の上流域で働いてい

る多くの植物免疫因子に影響を及ぼしていると考えられる。	 

上記の結果より、XopY と XopP が免疫応答において重要な因子を阻害していることが明ら

かになった。そこで、酵母 Two	 Hybrid 法を用いて、XopY と XopP の相互作用因子の探索を行

った。その結果、XopY の相互作用因子として、２種の RLCK	 (Receptor-like	 cytoplasmic	 

kinase)を得た。また、XopP の標的因子として、E3 ユビキチンリガーゼをコードする OsPUB44

を得た。	 

	 

２）XopY の標的として単離された OsRLCK の局在解析	 

	 XopY の標的として同定された RLCK はイネにおいて 379 個の遺伝子から成る大きなファミ

リーを形成するが、OsRLCK55 と OsRLCK185 は、その中で小さなクラスターを形成する非常に

相同性の高いタンパク質であり、OsRLCK55 と OsRLCK185 は細胞膜に局在することがわかった

（図 3A）。酵母 Two	 Hybrid 法により、OsRLCK55 と OsRLCK185 が、同程度の強さで XopY と相

互作用することが明らかになった（図 3B）。そこで、細胞内における OsRLCK55 と XopY の複



 

植物の病原菌認識と免疫応答の分子機構の解明：川﨑 

23 

合体の局在を BiFC 法を

用いて解析した。その結

果、OsRLCK55 が単独では

細胞膜に存在するのに対

し、OsRLCK55 と XopY の

複合体は細胞質に多く検

出された（図 3C）。上記

のように XopY 単独では

細胞質に存在することか

ら、XopY は OsRLCK55 と

相互作用することにより、

OsRLCK55 の細胞膜局在を阻害し、OsRLCK55 の機能を抑制している可能性が示唆された。一方、

OsRLCK185 と XopY の複合体は、細胞膜上で検出された。しかし、リン酸化活性をもつ

OsRLCK185-GFP では細胞内でシグナルが検出できないが、XopY と OsRLCK185 との相互作用に

より BiFC のシグナルが検出されることから、XopY が OsRLCK185 に相互作用することで、

OsRLCK185 の機能を阻害していると考えられる。	 

OsRLCK55とOsRLCK185

の機能を明らかにする

ために、過剰発現体を用

いてマイクロアレイ解

析を行った。その結果、

キチン応答で発現が上

昇する遺伝子のうち、

794 遺伝子の発現量が

OsRLCK185 の過剰発現体

で増加し、キチン応答で

発現が減少する遺伝子

のうち 899 遺伝子が OsRLCK185 の過剰発現により影響を受けていることがわかった。このこ

とから、OsRLCK185 がキチン受容体 OsCERK1 からの信号伝達に強く関わっていることが示唆

された。そこで、細胞内における OsCERK1 と OsRLCK185 の相互作用を、免疫沈降により解析

した。OsCERK1-Flag を発現するイネ培養細胞を用いて免疫沈降実験を行ったところ、OsCERK1

と OsRLCK185 は共沈降することが明らかになり（図 4A）、両タンパク質は細胞内で相互作用

していることが示された。さらに、BiFC 法を用いて、OsRLCK185-OsCERK1	 複合体が、細胞膜

上に局在することが明らかになった（図 4B）。さらに、OsRLCK55 と OsRLCK185 が、他の PAMPs

認識受容体とも相互作用することが明らかになり、OsRLCK55 と OsRLCK185 は、複数の PAMPs

受容体からの情報を下流に伝達している可能性が考えられる。	 

キチンを受容した OsCERK1 の下流で、MAP キナーゼカスケードが活性化されることが知ら

れている。そこで、OsRLCK185 が OsCERK1 からの情報を MAP キナーゼへと情報を伝達してい
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るのではないかという仮説を立てた。OsRLCK185 をタバコで一過的に発現させ、タバコの MAP

キナーゼの活性化を調べたところ、OsRLCK185 の過剰発現により MAP キナーゼが活性化する

ことが示唆されるデータが得られた。そこで、OsRLCK185 過剰発現培養細胞にキチンを処理

し、MAP キナーゼの活性化を調べたところ、OsRLCK185 では顕著に MAP キナーゼの活性が上昇

していることが明らかになった。このことから、OsRLCK185 が OsCERK1 から受けた信号を MAP

キナーゼに伝達していることが明らかになった。	 

	 

３）XopY による PAMPs 応答の抑制  
すでに述べたように、白

葉枯病菌のエフェクターを

発現させたイネでは、白葉

枯病菌に応答した抵抗性が

抑制されていることが明ら

かになった。そこで、XopY

による免疫応答の抑制機構

をさらに詳細に解析するた

めに、XopY を発現するイネ

培養細胞を作成した。XopY

発現細胞に、細菌の PAMPs

であるペプチドグリカン(PGN)を処理し、防御遺伝子の発現を解析したところ、PGN に応答し

た防御遺伝子の発現が抑制されていることがわかった（図 5）。同様に、真菌の PAMP である

キチンを処理して解析したところ、キチンに応答した防御遺伝子の発現も抑制されているこ

とがわかった。これまでの報告により、キチンは細胞膜に存在する CEBiP	 と OsCERK1 複合体

によって検出され、PGN は LYP4/LYP6 と OsCERK1 複合体が検出すると考えられている。OsCERK1

は、細胞内にプロティンキナーゼドメインをもつ受容体型キナーゼであり、いずれの場合も、

複合体が検知した PAMPs 情報を OsCERK1 が細胞内に伝達していると考えられる。上記のよう

に、XopY 発現細胞において、キチンと PGN に応答した免疫応答が阻害されていることから、

XopY が OsCERK1 を介した免疫応答を阻害していることが強く示唆された。	 

	 

４）OsRLCK185 を介した免疫

応答	 

OsRLCK185 が、OsCERK1 の細胞

内ドメインと相互作用すること

が見出された。このことは、

OsCERK1からの信号がOsRLCK185

に伝達されていることを強く示

唆している。そこで、OsRLCK185

の発現抑制体を作出し、キチン

と PGN に応答した免疫応答を解

析した。その結果、OsRLCK185

の発現を抑制した培養細胞では、

キチンと PGN に応答した防御遺
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伝子の発現が顕著に抑制されていた（図６）。このことは、OsRLCK185 が OsCERK1 の下流で機

能していることを強く示唆している。さらに、活性酸素の生成を解析したところ、OsRLCK185

発現抑制体では、キチンに応答した活性酸素の生成が阻害されていることが明らかになった。	 

	 

５）OsCERK1 から OsRLCK185 への情報

伝達	 

OsRLCK185 は OsCERK1 の細胞質ドメイン

に結合する。OsCERK1 の細胞質ドメインは、

プロティンキナーゼドメインであること

から、OsCERK1 が OsRLCK185 をリン酸化す

ることで、信号を伝達していることが示唆

される。そこで、まず、キチンに応答して

OsRLCK185 がリン酸化修飾を受けるかどう

かを調べた。イネ培養細胞にキチンを処理

し、免疫沈降により OsRLCK185 を回収した

後、ウエスタン法を用いて解析した。その

結果、キチン処理後 5 分で、シフトしたバ

ンドが検出された（図 7）。このシフトした

バンドは、プロティンフォスファターゼ処

理により消失することから、シフトしたバ

ンドはリン酸化修飾を受けた OsRLCK185 に

対応することがわかった。この結果から、OsRLCK185 は、キチン処理後、すぐにリン酸化さ

れることが明らかになった。	 

次に、OsCERK1が直接的にOsRLCK185をリン酸化しているかどうかを調べるために、in	 vitro

キナーゼ活性測定系を用いて解析した。OsCERK1 の細胞質ドメインおよび OsRLCK185 のキナ

ーゼ活性欠損変異体OsRLCK185K108Eのタンパク質を大腸菌でのタンパク質発現系を用いて調製

し解析したところ、OsCERK1 は OsRLCK185K108Eをリン酸化することが明らかになった。また、

RLCK ファミリーの活性化に関わることが示唆されている活性化ループに存在する３つのセリ

ンとスレオニンをアラニンに置換し（OsRLCK185	 K108E,	 S240A,	 T241A,	 T246A）、リン酸化を調べたとこ

ろ、OsCERK1 は OsRLCK185	 K108E,	 S240A,	 T241A,	 T246Aをリン酸化しないことが明らかになった。このこ

とから、OsCERK1 は OsRLCK185 の活性化ループをリン酸化することで、信号を伝達している

ものと考えられた。	 

	 

６）OsRLCK185 による MAP キナーゼの活性化の制御	 

	 キチンに応答した信号伝達系において、MAP キナーゼである OsMPK3、OsMPK4、OsMPK6 が活

性化され、さらに、OsMPK3/OsMPK6 は、OsMPK4 と異なる伝達系で活性化されることが報告さ

れている。そこで、OsRLCK185 過剰発現細胞を用いて、キチンに応答した MAP キナーゼの活

性化を調べた。その結果、OsMPK3、OsMPK4、OsMPK6 の全ての MAP キナーゼの活性が、野生型

に比べ、OsRLCK185 過剰発現体で上昇していることが明らかになった。さらに、OsRLCK185 の

発現抑制体を用いて、キチンに応答した MAP キナーゼの活性化を調べたところ、OsMPK3 と

OsMPK6 の活性化は OsRLCK185 発現抑制体で抑制されているが、OsMPK4 の活性化は野生型と同

じであることがわかった（図 8）。さらに、XopY 発現体を用いて、同様な解析を行ったところ、

OsRLCK185 発現抑制体と同じ結果が得られた。このことから、OsMPK3 と OsMPK6 は OsRLCK185
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の下流に存在するが、OsMPK4 は OsRLCK185 とは別

の伝達系で制御されていると考えられる。また、

OsRLCK185 過剰発現体において、OsMPK4 の活性上昇

が観察されたが、これは OsRLCK185 の過剰発現が他

の RLCK の機能を相補したためであると考えられる。

これまでにフラジェリンの受容体である FLS2 に相

互作用する RLCK である BIK1 が、FLS2 からの信号

を伝達していることが報告されているが、bik1 変

異体でもフラジェリンに応答した MAP キナーゼの

活性化には変化が見られず、これまで、受容体と

MAP キナーゼを繋ぐ分子は見つかっていなかった。

今回の結果により、OsRLCK185 が OsCERK1 からの情

報を MAP キナーゼカスケードに伝達することが明

らかとなり、OsRLCK185 は、受容体と MAP キナーゼ

を繋ぐ初めての分子である。	 

	 

７）XopY による免疫信号伝達の阻害機構	 

XopY 発現培養細胞では、上記のようにキチンや

PGN に応答した免疫反応が抑制され、さらに XopY

が OsRLCK185 に相互作用することから、XopY が

OsCERK1 による OsRLCK185 のリン酸化、あるいは OsRLCK185 による下流の免疫応答の活性化

を阻害している可能性が考えられる。XopY 発現培養細胞を用いて、キチンに応答した

OsRLCK185 のリン酸化を解析したところ、XopY 発

現培養細胞では OsRLCK185 のリン酸化が抑制され

ていた（図 9）。このことから、XopY が OsCERK1 に

よる OsRLCK185 のリン酸化を抑制していることが

示唆された。そこで、in	 vitro キナーゼ活性測定

系を用いて解析を行ったところ、XopY の存在下で

は、OsCERK1 による OsRLCK185 のリン酸化が阻害さ

れることが明らかになった。XopY は、相互作用に

よって OsRLCK185 の活性化ループドメインを隠す

ことで、OsCERK1 による OsRLCK185 のリン酸化を阻

害しているのではないかと推定された。	 

さらに、XopY が、OsCERK1 や OsRLCK185 の自己

リン酸化活性に影響を及ぼすかについて解析した

が、OsCERK1 や OsRLCK185 の自己リン酸化は XopY

によって影響を受けないことがわかった。また、

in	 vitro 系を用いて、OsCERK1 によってリン酸化

された OsRLCK185 を、XopY が脱リン酸化するかどうかを解析したが、XopY には脱リン酸化活

性がないことがわかった。興味深いことに、これらの解析の過程で、OsRLCK185 が XopY をリ
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ン酸化していることが明らかになり、XopY のリン酸化が、XopY を介した病原性に関与してい

る可能性が示唆された。	 

 
８）XopP による PAMPs 応答の抑制	 

これまでの解析により白葉枯病菌

のエフェクターXopP を発現させたイ

ネでは、白葉枯病菌に応答した抵抗性

が抑制されていることが明らかにな

った。そこで、XopP による免疫応答の

抑制機構をさらに詳細に解析するた

めに、XopP を発現するイネ培養細胞を

作成した。XopP 発現細胞に、細菌の

PAMPs であるペプチドグリカン(PGN)

を処理し、防御遺伝子の発現を解析し

たところ、PGN に応答した防御遺伝子

の発現が抑制されていることがわか

った（図 10）。同様に、真菌の PAMP で

あるキチンを処理して解析したとこ

ろ、キチンに応答した防御遺伝子の発

現も抑制されていることがわかった。これらの結果から、XopP はイネの免疫応答に関わる因

子を阻害していることが示唆された。	 

	 

９）OsPUB44 を介した免疫応答	 

酵母Two	 Hybrid法を用いたXopPの標的因子の探索により、U-boxと Armadillo	 (ARM)repeat	 

ドメインをもつ OsPUB44 が同定された（図 11A）。OsPUB44 は、その構造から E3 ユビキチンリ

ガーゼであると考えられた。OsPUB44 の mRNA 量およびタンパク量は、PGN やキチンに応答し

て上昇することが明らかになった（図 11B）。また、GFP 融合タンパク質を用いた実験により、

OsPUB44 と XopP はイネの細胞質に局在し、BiFC 実験により両タンパク質が細胞質で相互作用

していることが明らかになった（図 11C）。	 

植物免疫における OsPUB44 の機能を明らかにするため、RNAi 法を用いて OsPUB44 の発現抑

制体を作成した。OsPUB44 発現抑制体では、mRNA とタンパク質の両方が顕著に減少している

ことが明らかになった。この発現抑制体を用いて、PGN とキチンに応答する免疫反応を解析
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したところ、発現抑制体では、防御遺伝子の発現が減少していることが明らかになった（図

12）。さらに、OsPUB44 発現抑制体に白葉枯病菌を感染させたところ、野生型に比べ、白葉枯

病菌の菌量が増加していることが明らかとなり、抵抗性が抑制されていることが明らかにな

った。これらのことから、OsPUB44 は植物免疫応答のポジティブレギュレーターとして機能

していることがわかった。	 

	 

１ ０ ） XopP に よ る

OsPUB44 の抑制機構	 

XopP が OsPUB44 のどのド

メインと相互作用するかを

酵母 Two	 Hybrid 法を用いて

解析した。OsPUB44 を３つの

領域にわけ、解析を行った

ところ、XopP は OsPUB44 の

U-box ドメインと結合する

ことが明らかになった(図

13A)。さらに、U-box ドメイ

ンを含むタンパク質を大腸

菌のタンパク質発現系を用

いて調整し、in	 vitro でユ

ビキチンリガーゼ活性を解

析したところ、OsPUB44 の

U-box ドメインが、ユビキチ

ンリガーゼ活性をもつこと
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が示された(図 13B)。また、XopP は、OsPUB44 の U-box ドメインに結合するため、OsPUb44 の

ユビキチンリガーゼ活性が XopP により抑制される可能性が示唆される。In	 vitro 実験系を

用いて解析したところ、XopP は OsPUB44 のユビキチンリガーゼ活性を顕著に抑制することが

明らかになった。このことから、XopP が OsPUB44 の

活性を阻害することで、免疫応答の誘導を抑制して

いると考えられた。	 

一方、これまでの研究から、活性を失った U-box

型ユビキチンリガーゼは、安定化し蓄積することが

知られている。そこで、XopP を発現する培養細胞に、

キチンあるいは PGN を処理し、OsPUB44 のタンパク質

量を解析した。その結果、XopP を発現する培養では、

野生型の 10 倍以上の OsPUB44 が蓄積していることが

明らかになった（図 14）。このことは、XopP が細胞

内で OsPUB44 と相互作用し、OsPUB44 の活性を阻害していることを示している。	 

	 

１１）XopP と OsPUB44 の相互作用の特異性	 

	 イネには OsPUB44 と相同性が高い OsPUB45 と OsPUB46 が存在する。そこで、XopP が OsPUB45

と OsPUB46 とも相互作用するかどうかを酵母 Two	 Hybrid 法を用いて解析した。しかし、

OsPUB44 との高い相同性にも関わらず、OsPUB45 と OsPUB46 は XopP と相互作用しないことが

明らかになった（図 15A）。OsPUB44 と OsPUB45、OsPUB46 間で U-box のアミノ酸配列を比較し

たところ、8 つのアミノ酸残基が異なることが分かった（図 15B）。これらのうち、どのアミ

ノ酸残基が、OsPUB44 と XopP の相互作用に関与しているかを明らかにするため、８つのアミ

ノ酸残基を、それぞれ対応す

る OsPUB45 のアミノ酸残基に

置換し、酵母 Two	 Hybrid 法

を用いて相互作用を解析し

たところ、48 番目のプロリン、

86 番目のロイシン、94 番目

のヒスチジンが、OsPUB44 と

XopP の相互作用に重要であ

ることがわかった（図 15C）。

さらに、OsPUB45 をこの 3 つ

のアミノ酸残基に変更した

ところ、XopP と相互作用する

ことがわかった。このように、

XopP は、OsPUB44 に特異的な

アミノ酸残基を認識して相

互作用していることが明ら

かになった（図 15D）。	 

	 XopP は、OsPUB45 の U-box ドメインに相互作用できないので、活性も阻害できないと考え

られる。実際、in	 vitro系を用いて解析したところ、XopP は OsPUB45 のユビキチンリガーゼ

活性を阻害できないことがわかった。また、OsPUB44 に、XopP が相互作用できなくなる L86T

と H94W の変異を加え、解析を行ったところ、XopP は OsPUB44L86T,	 H94Wのユビキチンリガーゼ活



 

植物の病原菌認識と免疫応答の分子機構の解明：川﨑 

30 

性を抑制できないことが明

らかになった(図 16)。	 

	 近年、植物免疫において、

多くの U-box 型ユビキチン

リガーゼが重要な働きをし

ていることが明らかになっ

ている。また、これらの多

くは、免疫応答を負に制御

している。したがって、も

し XopP の特異性が低く、こ

れらの U-box 型ユビキチンリガーゼに相互作用すれば、病原菌にとっては不利となる免疫応

答が活性化される結果になると考えられる。そのため、XopP は、ポジティブレギュレーター

として機能する OsPUB44 に特異的に相互作用するように進化したのかもしれない。	 

	 

１２）シロイヌナズナのキ

チン受容体 CERK1 と PBL27

の相互作用	 

イネのキチン応答の信号伝

達因子として働く OsRLCK	 185

は、イネの 379 個の遺伝子から

成る RLCK ファミリーの中で、

RLCK	 VI ファミリーに属する。

OsRLCK185 の配列を、シロイヌ

ナズナのRLCK	 VIファミリーの

タンパク質と比較したところ、

PBL27 と最も高い相同性を示

すことが明らかになった。

PBL27 の細胞内局在を、GFP 融

合タンパク質を用いて解析し

たところ、OsRLCK185 と同様に

細胞膜上に存在していること

がわかった（図 17A）。	 

PBL27と CERK1の相互作用を

解析するため、PBL27 と CERK1

をタバコで一過的に発現させ、免疫沈降法を用いて解析したところ、PBL27 と CERK1 が共沈

することがわかった（図 17B）。さらに、BiFC 法を用いた解析により、PBL27 が細胞膜上で CERK1

と相互作用していることが明らかになった（図 17C）。酵母 Two	 Hybrid 法を用いた解析によ

り、PBL27 が CERK1 の細胞内キナーゼドメインに結合することがわかった（図 17D）。このよ

うに、PBL27 は、イネの OsRLCK185 と同様にキチン受容体に相互作用していることが明らか

になった。	 

	 

１３）PBL27 変異体を用いた免疫応答の解析	 

PBL27の機能を解析するために、2種類の T-DNA挿入変異体を単離した(pbl27-1と pbl27-2)。
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それらの変異体にキチンを処理し、免

疫応答の一つであるカロース生成を解

析した。その結果、pbl27変異体では、

キチンに応答したカロースの生成が抑

制されていることが明らかになった。

一方、べん毛タンパク質由来の PAMP で

ある flg22 によるカロースの生成には

変化がなかった（図 18A）。さらに、キ

チンに応答した MAPK の活性化を解析

したところ、カロース生成と同様に、

pbl27変異体では、キチンに応答した

MAPK の活性化は抑制されているが、

flg22 に応答した MAPK の活性化は変化

していないことが明らかになった（図

18B）。同様に、キチンと flg22 に応答

した防御遺伝子の発現を解析した。そ

の結果、Nit4遺伝子と WRKY75遺伝子

の発現は、キチン応答においては pbl27

変異体で抑制されているが、flg22 応

答では変異体と野生型の間で差が見られないことがわかった（図 19A）。次に、主要な免疫応

答の一つである活性酸素の生成を解析した。その結果、pbl27変異体では、キチンと flg22

に応答した活性酸素生成が野生型と同じであることがわかった（図 19B）。これらのことから、

PBL27 は、キチン応答の信号伝達因子として働いていることは OsRLCK185 と同じであるが、

OsRLCK185 が活性酸素と MAPK の活性化の両方を制御するのに対し、PBL27 は活性酸素生成に

は関与せず、MAPK の活性化を制御していることが明らかになった。	 

	 

１４）PBL27 の病害抵抗性反応の解析	 

	 上記の解析から、PBL27 が真菌由来のキチンに応答した免疫応答において重要な働きをし

ていることが明らかになった。そこで、pbl27 に真菌である Alternaria	 brassicicola を感

染し、病徴を解析した。その結果、cerk1変異体と同様に、pbl27変異体では、野生型に比べ

病斑が大きくなることがわかった（図 20A）。さらに、CERK1 は、細菌由来の PAMP であるペプ

チドグリカンに応答した免疫応答にも関与していることが報告されているため、
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Pseudomonnas	 syringae	 pv.	 tomato	 

DC3000	 hrcCを感染させ、細菌の増殖

を解析した。その結果、pbl27変異体

では、野生型に比べ、顕著に細菌数が

増加しており（図 20B）、PBL27 が真菌

と細菌の両方に対する防御応答に関

与していることが明らかになった。	 

	 

	 

	 

１５）CERK1 のよる PBL27 のリン

酸化反応の解析	 

	 flg22 の受容体である LRR 型受容体キナーゼ(LRR-RLK)である FLS2 は、flg22 認識に伴って

LRR-RLK	 である BAK1 と相互作用し、FLS2/BAK1 複合体が RLCK である BIK1 をリン酸化するこ

とで、細胞内に信号を伝達することが明らかになっている。上記の解析から、PBL27 はキチ

ン応答には関与するが、flg22 に対する応答には関与していないことがわかったため、その

違いが受容体からのリン酸化修飾と関連しているかどうかを解析した。CERK1、FLS2、BAK1

の細胞内キナーゼドメインの組換えタンパク質を調製し、PBL27 と BIK1 を基質としたリン酸

化解析を行った。その結果、

CERK1 は PBL27 を強くリン酸

化するが、BIK1 をリン酸化し

ないことがわかった。逆に、

BAK1 は BIK1 を強くリン酸化

するが、PBL27 をリン酸化しな

いことがわかった（図２１

A,B）。FLS2 は、既知の報告通

りに、非常にキナーゼ活性が

弱く、リン酸化は解析できな

かった（図 5c）。以上のリン酸

化解析の結果から、CERK1－

PBL27 と BAK1－BIK1 の信号伝

達の関係は、リン酸化反応の

強さにより説明できることが

明らかになった。実際、細胞

内における PBL27 のリン酸化

は、キチン応答においては検

出できるが、flg22 応答では見

られないことがわかった。	 

	 

１６）PBL27 を介したキチン応答のモデル	 

	 以上の解析結果より、PBL27 は、キチンを認識した CERK1 によりリン酸化され、その情報

を MAPK カスケードに伝達していることが明らかになった（図 22）。一方、CERK1 の下流で、

誘導される活性酸素の生成は、未同定の RLCK を介していることが示唆される。また、PBL27



 

植物の病原菌認識と免疫応答の分子機構の解明：川﨑 

33 

はフラジェリン応答には関与してなく、flg22 を認識した FLS2 複合体は BIK1 をリン酸化す

ることで、活性酸素生成を誘導していると考えられる。一方、BIK1 は、flg22 に応答した MAPK

の活性化には関与していないことが明らかになっており、未同定のRLCKがFLS2複合体とMAPK

カスケードを結んでいると考えられる。	 

	 
 
３．研究成果の副次的効果、今後の計画など  
 
	 現在、作物生産の約１５％は、病虫害により失われていることが報告されている。そのた
め、安定的な食糧生産を実現する耐病性技術の開発が望まれている。これまでの耐病性研究
では、主に遺伝学的手法を用いて、植物免疫に関わる遺伝子の単離が行われてきた。しかし、
現在でも植物免疫の多くの部分は理解されずに残されたままであり、新たな手法による植物
免疫因子の単離が必要とされていた。そこで、本研究課題において、我々は、病原菌が植物
免疫を抑制させるために進化させてきたエフェクターを利用して、新規な免疫因子の単離を
試みた。その結果、植物免疫を制御する RLCKファミリー遺伝子と OsPUB44遺伝子を単離す
ることに成功した。 
	 本研究により、RLCKファミリーが細胞膜に存在する病原菌認識受容体からのシグナルを受け、
細胞内の免疫応答を活性化させる主要因子であることがわかった。中でも、細胞内で活性化され

るMAPKカスケードと受容体を繋ぐ分子は不明であったが、OsRLCK185と PBL27が、その機
能をもつ因子であることを世界に先駆けて証明することが出来たことは大きな成果であった。ま

た、イネとシロイヌナズナを併用して解析したことにより、キチン信号伝達系が植物間で保存さ

れていることも明らかにできた。今後、これらの RLCKファミリーの解析を通じて、これまで不
明であった受容体シグナルを介した MAPK カスケードの活性化機構が解明されることが期待さ
れる。その一方で、受容体は多様な免疫応答を誘導する起点でもあり、RLCK ファミリーを応用
技術として利用することで、協調的な免疫応答を制御した新規な耐病性植物の開発へと繋がるこ

とが期待される。 
	 また、本研究により、ユビキチンリガーゼをコードする OsPUB44 がイネの免疫応答を制御し
ていることが明らかになった。これまで、動植物の病原菌が獲得した多くのエフェクターの研究

が進められてきたが、病原菌のエフェクターが宿主のユビキチンリガーゼの活性を制御し、プロ

テアソームを介したタンパク質分解系を抑制するという報告はなく、非常に興味深い発見となっ

C D 
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た。また、これまでに多くのユビキチンリガーゼが植物免疫に関わっていることが知られている

が、多くのものはネガテイブレギュレーターとして機能しており、ポジティブレギュレーターと

して働く OsPUB44 の機能の解明が待たれる。今後、OsPUB44 を介した免疫応答を解析するこ
とで、新規な植物免疫反応を明らかにできると思われる。 
	 今回の研究を通じて、病原菌のエフェクターが、新たな植物免疫因子を同定するためのツール

として非常に有効であることが示すことができた。同時に、病原菌のエフェクターが、病原性を

誘導する主要因子であることも証明できた。今後、エフェクターを介した病原性の分子機構を明

らかにすることで、それらを抑制する農薬の開発など、新たな耐病性技術の開発に繋がると期待

される。 
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業	 アグリバイオシンポジウム 2012、奈良、2012年 12月 8日. 

14. 川崎	 努、山口公志、石川和也、山田健太、吉村悠矢、「エフェクターによるイネ免疫信
号伝達系の抑制機構」、日本植物生理学会・シンポジウム、岡山、2013 年 3 月 21-23 日.	 
(オーガナイザー) 

15. 川崎	 努、「病原菌エフェクターが標的とする植物免疫因子の機能解明」、第 3回高知大学
植物健康基礎医学シンポジウム、高知、2011年 8月 7-8日. 

 
d.	 国際学会発表（一般講演のみ）	 

	 
1. Yamaguchi K, Yamada K, Shirakawa T, Kobayashi Y, Kamei M, and Kawasaki T: PBL27 

directly phosphorylates MAPKKK to activate chitin-induced MAPK cascade in Arabidopsis, 
Poster presentation at the 4th International Conference on Biotic Plant Interactions (ICBPI), 
Nanjing, China, 1-3rd Aug. 2015. 

2. Ishikawa K, Inoue K, Yamaguchi K, Sakamoto K, Muraguchi Y, Kitano S, Ogawa M, Tsuge S, 
and Kawasaki T: XopP, a type III effector of Xanthomonas oryzae, suppressed plant immunity via 
modulation od OsPUB44 ubiquitin ligase activity, Poster presentation at the 4th International 
Conference on Biotic Plant Interactions (ICBPI), Nanjing, China, 1-3rd Aug. 2015.  

3. Yamada K, Yamaguchi K, and Kawasaki T: Molecular basis of OsRLCK185-mediated activation 
of MAP kinase cascade in chitin signaling in rice, Poster presentation at the 4th International 
Conference on Biotic Plant Interactions (ICBPI), Nanjing, China, 1-3rd Aug. 2015.  

4. Yamada K, Yamaguchi K, Shirakawa T, Ishikawa K, Narusaka M, Narusaka Y, Ichimura K, 
Fukamizo T, Sshibuya N, and Kawasaki T: PBL27, a member of RLCKs, directly transduces 
immune signal from chitin receptor to MAPK cascade in plant immunity, Oral presentation at the 
26th International Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2015), Paris, France, 3-10th Jul. 
2015.   

5. Yamaguchi K, Yamada K, Shirakawa T, Kobayashi Y, Kamei M, and Kawasaki, T: Antagonistic 
regulation of MAP kinase cascades in PRRs-mediated immunity, Poster presentation at the 26th 
International Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2015), Paris, France, 3-10th Jul. 2015.
    

6. Kawasaki T, Yamada K, Shirakawa T, Yamauchi K, Ishikawa K, Narusaka M, Narusaka Y, 
Nomoto M, Ichimura K, Tada Y, Fukamizo T, Shibuya N, and Yamaguchi K: PBL27 functions as 
a MAPKKK kinase in chitin-induced immune signaling in Arabidopsis, Poster presentation at XVI 
International Congress of Molecular Plant-Microbe Interactions, Rhodes, Greece, 6-10th Jul. 
2014.  

7. Yoshimura S, Hayata N, Ido Y, and Kawasaki T: Identification of immune factors interacted with 
xa1, the bacterial blight resistance NB-LRR protein in rice, Poster presentation at XVI 
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International Congress of Molecular Plant-Microbe Interactions, Rhodes, Greece, 6-10th Jul. 
2014.  

8. Ishikawa K, Inoue K, Yamaguchi K, Sakamoto K, Muraguchi Y, Kitano S, Ogawa M, Tsuge S, 
and Kawasaki T: XopP, a type III effector of Xanthomonas oryzae, suppresses plant immunity via 
modulation of host ubiquitin ligase activity, Poster presentation at XVI International Congress of 
Molecular Plant-Microbe Interactions, Rhodes, Greece, 6-10th Jul. 2014.  

9. Ishikawa K, Yamaguchi K, Sakamoto K, Muraguchi Y, Tsuge S, Kojima C, and Kawasaki T:  
Xoo3222, type III effector, targets OsPUB44, a regulator of PAMPs-induced basal resistance, 
Poster presentation at Keystone symposia, Montana, USA, 7-12th Apr. 2013.  

10. Kawasaki T, Yamaguchi K, Yamada K, Ishikawa K, Tsuge S, Shimamoto K, Ichimura K, and 
Yoshioka H: OsRLCK185 targeted by Xanthomonas XopY effector regulates MAP kinase 
cascade activated by OsCERK1-mediated recognition of chitin in rice, Poster presentation at the 
Biology of Plant, 77th symposium of Cold Spring Harbor Laboratory, New York, USA, 30th 
May-4th Jun. 2012. 

11. Ishikawa K, Yamaguchi K, Sakamoto K, Muraguchi Y, Tsuge S, Shimamoto K, Kojima C and 
Kawasaki T: OsPUB44, a regulator of PAMPs-induced basal resistance, is targeted by 
Xanthomonas type III effector Xoo3222, Poster presentation at the Biology of Plant, 77th 
symposium of Cold Spring Harbor Laboratory, New York, USA, 30th May-4th Jun. 2012. 

12. Yamaguchi K, Yamada K, Ishikawa K, Tsuge S, Ichimura K, Yoshioka H, Shimamoto K, and 
Kawasaki T: OsRLCK185 targeted by Xanthomonas XopY effector regulates MAP kinase 
cascade activated by OsCERK1-mediated recognition of chitin in rice, Oral presentation at XV 
International Congress of Molecular Plant-Microbe Interactions, Kyoto, Japan, 29th Jul-2nd Aug. 
2012.  

13. Ishikawa K, Yamaguchi K, Sakamoto K, Muraguchi Y, Tsuge S, Shimamoto K, Kojima C, and 
Kawasaki T: OsPUB44, a regulator of PAMPs-induced basal resistance, is targeted by type III 
effector Xoo3222, Poster presentation at XV International Congress of Molecular Plant-Microbe 
Interactions, Kyoto, Japan, 29th Jul-2nd Aug. 2012.  

14. Yamaguchi K, Masutani I, Ishikawa K, and Kawasaki T: OsBPC1 targeted by XopY effector 
regulates chitin induced immunity in rice, Poster presentation at XV International Congress of 
Molecular Plant-Microbe Interactions, Kyoto, Japan, 29th Jul-2nd Aug. 2012.  
 

e. 国内学会発表件数（一般講演のみ）  
 
2016年	 日本植物病理学会大会 5件、日本植物生理学会年会 2件 
2015年	 新学術領域「植物細胞壁機能」若手ワークショップ 5件、 

第 5回近畿大学院生サミット 1件、日本植物病理学会 4件、 
日本植物生理学会年会 4件、 

2014年	 新学術領域 若手ワークショップ 1件、日本植物病理学会関西部会 1件、 
農芸化学学会関西支部会 2件、日本植物病理学会大会 4件、日本植物生理学会 5件	 

2013年	 近畿植物学会 2件、新学術領域「植物細胞壁機能」若手ワークショップ 1件、 
日本植物病理学会関西部会 1件、日本植物生理学会 2件、日本植物病理学会 3件	 

2012年	 植物感染生理談話会 2件、日本植物病理学会関西部会１件、 
イネ遺伝学・分子生学ワークショップ 2件、日本植物病理学会 2件、 
日本植物生理学会 2件	 

2011年	 植物病理学会関西部会 2件、細菌学若手コロッセウム 2件、 
高知大学植物健康基礎医学シンポジウム 2件、日本植物病理学会 2件、 
日本植物生理学会 2件	 

	 	 	 合計 62件	 
	 

f. 特許	 

	 	 	 なし	 
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g.	 その他（学会賞、報道など）	 

	 

1. 白川友美：第５回近畿大学院生サミット、優秀ポスター賞：植物免疫における MAPキナ
ーゼカスケードの活性化機構の解析、2015 年 9 月 13-15 日	 

2. 白川友美：新学術領域「細胞壁」若手ワークショップ、優秀口頭発表賞：キチン信号伝
達経路における MAPキナーゼの活性化機構の解析、2015 年 7 月 11 日	 

3. 白川友美：日本植物病理学会本大会、学生優秀発表賞：キチン信号伝達系における
MAPKKK活性化の遺伝学的解析、明治大学、2015 年 3 月 28-31 日	 

4. 井上健人：日本植物病理学会本大会、学生優秀発表賞：イネの免疫応答における OsPUB44 
interactor1 (PBI1)の機能解析、明治大学、2015 年 3 月 28-31 日	 

5. Ishikawa et al.の Nature Communications誌への掲載に関する記事 
紙面上	 読売新聞、日刊工業新聞、奈良新聞、日本農業新聞、商経アドバイス、 

財経新聞  
Web上	 産経写真ニュース、産経新聞コラム、東京新聞、京都新聞、神戸新聞、 

東北新聞、北海道新聞、静岡新聞、中日新聞、西日本新聞、山陽新聞 
6. Yamaguchi et al.の Cell Host Microbe誌への掲載に関する記事 

読売新聞（3月 14日）、朝日新聞 DIGTAL（3月 16日）、官庁通信（3月 21日）、 
商経アドバイス（4月 15日） 
 



 

植物の環境ストレス応答・耐性の分子機構解明：重岡 

39 

	 

私立大学戦略的研究基盤形成支援事業  
「環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」 

（平成 23年度～平成 27年度）  
研究成果最終報告書  

 

テーマ１：植物保全技術の革新を通した共生環境の構築	 

研究課題：植物の環境ストレス応答・耐性の分子機構解明 
研究機関・研究室名：農学研究科・バイオサイエンス専攻・植物分子生理学研究室	 

担当者職名・氏名：	 教授・重岡	 成	 

研究協力者：田茂井政宏、野志昌弘、池本圭輔、伊藤大輔、加藤貴大、田中裕之、西山

和樹、野坂亮太、林	 秀樹、松田	 峻、宮本翔太郎、尾形知哉、奥田雅宣、

小池佳之、丸山俊樹、辻村昌希、宮崎	 望、小林宏太、岩井佑真、吉田幸

史、問田英里、三根彩佳、中村朋美、畑中理佐、高田梨沙、岡本	 泰、戸

田結奈、川端彬未、伊藤	 茜、森	 大輔、中川	 奨也	 

	 

１．	 研究の目的	 

	 
	 すべての好気性生物において、細胞内での活性酸素種（ROS）の生成は避けられない。特
に、酸素発生型の光合成を行う植物や藻類などは、他生物に比べ細胞内酸素濃度が非常に高

く(250 µM)、光合成電子伝達系などにより容易に ROSを生成する。さらに、強光、乾燥、塩、
高/低温、SOx、NOx、酸素濃度、重金属など様々な環境ストレス条件下では、細胞の葉緑体、
ミトコンドリア、ミクロボディなどのオルガネラでの ROS生成量はさらに増大し、細胞や個
体は最終的に酸化ストレスを被ることになる。よって、光合成生物にとって ROSによる酸化
ストレスからの回避は至上命題である。一方、近年 ROSと抗酸化物質とのクロストークによ
る細胞内のレドックス状態の変化はレドックスシグナルとして、ストレス応答時の防御系の

発現制御をはじめ、細胞分化や伸張、細胞周期制御、プログラム細胞死およびホルモンシグ

ナリングなどの種々の生理応答に関与していることが明らかになってきた。したがって、細

胞内 ROS 量を抑制するだけでなく、常時厳密に量的/空間的な制御をする必要があるため、
酸化的ストレス防御と細胞内レドックス制御は渾然一体の機構となる。本プロジェクトでは，

植物における環境ストレス応答機構を分子レベルで明らかにし、複合的な環境ストレスに耐

性の獲得を目指す。また、ストレス応答と表裏一体にある光合成炭素代謝を制御する分子機

構を明らかにし、関連する遺伝子を導入することにより、生育を向上、収穫量を増加させた

作物の分子育種を試みる。 
	 

２．研究内容	 

	 
（1）ROSを介したレドックス制御の分子機構  
1-1） tAPXの誘導抑制に応答を示す遺伝子群の破壊株ラインの解析  
これまでに当研究室では葉緑体由来の H2O2 を介した酸化的シグナリングの生理機能の解

明を目的として、主要な H2O2消去酵素である葉緑体チラコイド膜結合型アスコルビン酸ペル

オキシダーゼ（tAPX）の一過的な発現抑制系を構築してきた。その tAPX の誘導抑制系を用
いたマイクロアレイ解析の結果、tAPX の誘導抑制に応答を示す遺伝子群（Responsive to 
tAPX suppression: RTS）が約 800個同定された（図 1）。これらには、サリチル酸（SA）、
エチレン、ジャスモン酸（JA）などのストレスホルモンを介したシグナル伝達系に関与する
遺伝子が多く含まれていた。また、2 倍以上に誘導された遺伝子には耐病性に関与する遺伝
子群が多く含まれていた。事実、これまでの当研究室の実験結果から、tAPX発現を抑制させ
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たシロイヌナズナでは、耐病性ホルモンである SAの蓄積が見られた。これらのことは、tAPX
の誘導抑制により生じた H2O2がシグナルとして機能し、生物的および非生物的ストレス応答

に関与することを示唆していた。そこで、膨大な数の RTS 遺伝子群からストレス応答/防御
に重要な遺伝子を特定するために、RTS発現変異株からストレス感受性に異常を持つ個体の
網羅的な選抜を試みた。 
	 

	 
図1	 tAPX誘導抑制に伴う遺伝子発現変化	 

	 

	 Arabidopsis Biological Resource Center（ABRC）よりRTS遺伝子群の破壊株の種子を269
系統（152遺伝子に対応）入手した。次世代の植物体（3週齢）を用いて、ゲノミックPCRに
よりいずれの破壊株もホモ接合体であることが明らかになった。また、産業総合研究所の高

木優氏よりRTS遺伝子の優性抑制株（58遺伝子に対応）の種子を分譲頂いた。これらは、優
性抑制のためのキメラ遺伝子の高発現が確認された。 

RTS遺伝子発現変異株ラインから高照度光下あるいは 0.1 µMパラコート（MV）を含む 1/2 
MS培地（1% ショ糖）での生育による光酸化的ストレスに対し、高感受性（pss）および非
感受性（psi）を示す個体を選抜した。その結果、それぞれ 15 株の pss 変異株および 8 株の
psi 変異株が得られた（表１）。さらに、生物的ストレスとしてのエリシター処理に対して高
感受性を示す変異株（fs）が 5系統同定された（表１）。 

 
表 1	 RTS 遺伝子の発現変異株より単離されたストレス感受性異常株の原因遺伝子	 
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1-2）葉緑体 H2O2 シグナリングを介したストレス応答におけるフェルラ酸ヒドロキシ

ラーゼの生理機能  
RTS遺伝子破壊株のうち、0.1 µM MV添加培地上でアントシアニンレベルの増大が見られ

ない変異株として単離された pss8の原因遺伝子が FAH1であった。FAH1は、フェニルアラ
ニンを初発物質とするリグニン合成系の中間に位置しており、コニフェルアルデヒドの脱水

反応を触媒していた（図 2）。FAH1 欠損株（fah1）は、MV 処理下のみならず、通常条件下
においてさえ野生株よりも僅かに矮性の表現型を示した（図 3）。しかし、MV 処理によるア
ントシアニン蓄積の抑制に加えて、クロロフィル量の減少および脂質酸化物（マロンジアル

デヒド：MDA）の蓄積が亢進されており、光酸化的ストレス高感受性株であると考えられた
（図 4）。さらに、fah1のアリルおよび FAH1下流でシナピン酸の合成に関与するアルデヒド
脱水素酵素の点変異株（ref1-4）においても、MV処理下でのアントシアニン蓄積が同様に抑
制されていた（図 5）。以上より、光酸化的ストレス防御におけるアントシアニン合成系への
FAH1ならびにフェニルプロパノイド代謝系の関与が示された。 

 

 
図 2	 フェニルアラニンを初発物質とするアントシアニン代謝系	 

 

 
図 3	 FAH1 欠損の光酸化的ストレス条件下での生育に及ぼす影響	 

野生株および fah1における FAH1の転写レベルを比較した（A）。両植物体を通常条件（B）あるいは

MV 処理下（C）で 2 週間生育させた。このときの葉面積（通常条件：D、MV 処理下：E）および新鮮重

量（F）を測定した。以降の図における*は全て有意水準 5%を示す（t 検定）。	 
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図 4	 光酸化的ストレス感受性に及ぼす FAH1 欠損の影響	 

 

 
 

図 5	 光酸化的ストレスによるアントシアニン合成に及ぼす	 

FAH1 およびその下流の機能欠損の影響	 

 

光酸化的ストレス応答における FAH1 とアントシアニンの関係性の解明を目的に、恒明条
件（NL: 光照射：100 umol photons m-2 s-1、温度：25ºC）の 0.1 µM MV添加培地で 2週間生
育させたときの野生株および fah1 における遺伝子発現レベルの変化を比較した。その結果、
多くのフェニルアラニン代謝系およびアントシアニン合成関連遺伝子の光酸化的ストレスに

よる誘導が、FAH1の欠損により抑制されていた（図 6、7および 8）。したがって、FAH1は
アントシアニン合成に関与する遺伝子群の発現制御に必須の役割を持つ可能性が示唆された。 
 

 
図 6	 光酸化的ストレス下の fah1 におけるフェニルプロパノイド経路関連遺伝子の発現	 

 



 

植物の環境ストレス応答・耐性の分子機構解明：重岡 

43 

 
図 7	 光酸化的ストレス下の fah1 におけるアントシアニン生合成関連遺伝子の発現	 

 

 
図 8	 光酸化的ストレス下の fah1 におけるアントシアニン合成に関与する転写因子群の発現	 

 
	 葉緑体H2O2の光酸化的ストレス防御における生理機能についてFAH1およびアントシアニ
ン合成系への関与から解析した。葉緑体 H2O2に対する FAH1の応答性の確認には、これまで
に当研究室で作出してきた、エストロゲン誘導型 RNAi 法による tAPX 発現の誘導抑制植物
（IS-tAPX）およびそのコントロール株（IS-GUS）を用いた。tAPX抑制により FAH1の発現
は誘導され、このときアントシアニンレベルの増大も見られた。また、FAH1 の発現は MV
および強光（HL: 1000 µmol photons m-2 s-1）といった光酸化的ストレスにより誘導された（図

9）。さらに、tAPX抑制はアントシアニン合成関連遺伝子の発現も誘導した（図 10）。以上よ
り、光酸化的ストレス下の葉緑体膜で生成された H2O2は、FAH1を介してアントシアニン合
成関連遺伝子の誘導に機能することで、光酸化防御に作用していると推察される。 

 
図 9	 FAH1 レベルおよびアントシアニン合成に及ぼす tAPX 誘導抑制の影響	 

	 17日齢の IS-tAPXおよび IS-GUSにエストロゲンを処理し48時間後における FAH1の転写レベル（A）

およびアントシアニン蓄積（B）について解析した。14 日齢の野生株に 1000	 µmol	 photons	 m-2	 s-1 の

HL および 100	 µM	 MV を処理し、FAH1の発現パターンを定量的 RT-PCR より解析した（C）。	 
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図 10	 tAPX 誘導抑制に対するアントシアニン合成関連遺伝子の応答性	 

 
 

1-3）葉緑体 H2O2応答性 basic Helix-Loop-Helix転写因子 : bHLH101：PSS9の機能解析  
a. bHLH101のストレス応答  

単離された pss のなかでも、光酸化的ストレス付与によるクロロシスが顕著に見られた
pss9の原因遺伝子は bHLH101転写因子をコードしていた。bHLH101は、植物特有の bHLH 
Ib クレードに属しており、鉄欠乏応答に重要な役割を担うことが報告されていたが、光酸化
的ストレス応答との関係は不明であった。まず、bHLH101 の葉緑体 H2O2シグナルへの関与

を確認するため、NL条件で生育させた 17日齢の IS-tAPX-19および IS-GUS-2株にエストロ
ゲンを処理した。その結果、48時間後において、tAPXの抑制に伴い、bHLH101の転写レベ
ルが抑制されていた（図 11a）。このとき、bHLH101の機能相補因子である bHLH038、039、
100 の発現に tAPX 抑制による影響は認められなかった。次に、光酸化的ストレスに対する
bHLH101 の応答性について解析するため、NL 条件で生育させた 2 週齢の野生株に 100 uM 
MVを噴霧、または 1000 umol photons m-2 s-1の HLを照射し、6時間までの bHLH101の発
現変化を継時的に確認したところ、その転写レベルは両処理により抑制されていた（図 11b）。 

 

 
 

図 11	 bHLH101 の tAPX 抑制および酸化的ストレスに対する応答性	 

	 (a)17 日齢の IS-tAPX および IS-GUS 株にエストロゲンを処理し、恒明条件に 48 時間静置したときの

bHLH	 038,039,100,101の転写レベルについて定量的 RT-PCR により解析した。(b)恒明条件下で 2 週齢

まで生育させた野生株に 100	 µM	 MV を塗布あるいは HL 照射（1000	 umol	 photons	 m-2	 s-1）したときの

転写レベルを定量的 RT-PCR により確認した（*：IS-tAPX/IS-GUS の値が 2.0 以上もしくは 0.5 未満の

とき、5%水準で有意差あり（t検定））。	 
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b. bHLH101優性抑制株の光酸化的ストレス感受性と鉄代謝の関係  
DN-bHLH101では、MV処理（30 nM）、中強度の光照射（ML: 400 umol photons m-2 s-1）

においても bHLH101-SRDX の発現量に依存的な葉の退色が見られ、クロロフィルレベルの
減少およびアントシアニン蓄積に阻害が生じた（図 12）。しかし、このときの通常条件（1/2MS、
1%ショ糖、鉄濃度 50 uM）においてさえ、DN-bHLH101 のクロロフィルレベルはコントロ
ール株よりも有意に減少していた。 

 

 
図 12	 bHLH101 の優性抑制株を用いた光酸化的ストレス感受性試験	 

(a)	 優性抑制ドメイン連結型 bHLH101（bHLH101-SRDX）の発現量を半定量的 RT-PCR により確認した。	 

(b)	 コントロールおよび DN-bHLH101 株を 30	 nM	 MV を含む 1/2MS 培地に直接播種または ML（400	 umol	 

photons	 m-2	 s-1）の恒明条件下で 2 週齢まで生育させた。このときの(c)クロロフィルおよび(d)	 アン

トシアニンレベルを測定した（5%水準で有意差あり（t検定））。	 

 
 
そこで、鉄濃度 100 uMあるいは 5 uMの 1/2MS培地（1％ショ糖）を鉄十分および欠乏条

件と設定し、DN-bHLH101の酸化的ストレス感受性に及ぼす生育環境中の鉄濃度の影響につ
いて解析した。鉄欠乏条件において DN-bHLH101は顕著なクロロシス様の表現型を示し、酸
化的ストレスによりその形質は促進された（図 13a）。一方で、鉄十分条件においては、非ス
トレス下でのコントロールおよび DN-bHLH101の表現型に違いは見られなかったが、光酸化
的ストレス、特に ML下の DN-bHLH101では著しい葉の黄化が見られた。このときの各条件
の植物体におけるクロロフィル量の変化には表現型との相関性が見られた（図 13b）。また、
抗酸化酵素である APX 活性が、光酸化的ストレス付与あるいは低鉄条件の DN-bHLH101 で
は、野生株よりも減少していた（図 13c）。さらに、生育阻害の見られるタイミングにおける
DN-bHLH101では、鉄含量も著しく低下していた（図 13d）。 
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図 13	 bHLH101 優性抑制株の酸化的ストレス感受性と鉄代謝の関係	 

(a)	 鉄濃度 100	 uM あるいは 5	 uM の 1/2MS 培地（1％ショ糖）に DN-bHLH101 およびコントロール株を

播種し、通常条件あるいは酸化的ストレスとして 30	 nM	 MV 添加培地あるいは ML 照射（400	 umol	 photons	 

m-2	 s-1）下で 2 週齢まで生育させた。このときの（b）クロロフィルレベル、(c)	 APX 活性および（d）

細胞内鉄含量を測定した（*：各条件におけるコントロール株と比較して、5%水準で有意差あり（t 検

定））。	 

 
 

そこで、鉄十分条件で 2週齢まで生育させたコントロール株および DN-bHLH101に HL照
射あるいは MV処理（100 uM）を行った。その結果、植物体間で細胞内鉄含量に差は認めら
れなかった（図 14a）。しかしこのとき、HL照射により DN-bHLH101の電解質漏出量が増加
した（図 14b）。 

 
図 14	 bHLH101 優性抑制株の光酸化的ストレス感受性と鉄の関係	 

	 1/2MS 培地（1%ショ糖、鉄濃度 100	 uM）に DN-bHLH101 およびコントロール株を播種し、2 週齢まで

生育させた。そこに 6時間の HL 照射（1000	 umol	 photons	 m-2	 s-1）あるいは MV 処理（100	 uM）を行い、

(a)	 細胞内鉄含量および(b)	 電解質漏出量を測定した（*：各条件におけるコントロール株と比較して、

5%水準で有意差あり（t検定））。 
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c. bHLH101欠損株および過剰発現株のストレス感受性  
ABRCより bHLH101の T-DNA挿入欠損株の種子を入手した。次世代の植物体の葉から抽

出した cDNA を鋳型とした半定量的 RT-PCR により、完全な bHLH101 遺伝子欠損株
（KO-bHLH101）の単離が確認された。また、bHLH101過剰発現株（OX-bHLH101）を作出
し、転写レベルで目的遺伝子の過剰発現が確認された（図 15a）。 
野生株および bHLH101の発現変異株を鉄十分あるいは低鉄濃度条件のML照射下で 2週齢

まで生育させたところ、いずれの条件においても植物間での生育に違いは見られず、

DN-bHLH101のような表現型は確認されなかった（図 15b）。また、鉄十分条件で 2週齢まで
生育させた植物体に HL照射したところ、bHLH101発現変異株のクロロフィル蛍光に野生株
と差は見られなかった、しかし、このときの電解質漏出レベルが、KO-bHLH101 および
OX-bHLH101ではそれぞれ野生株より増加あるいは減少していた（図 15c,d）。 

 

 
図 15	 bHLH101 欠損株および過剰発現株のストレス感受性	 

	 (a)bHLH101 の転写レベルを半定量的 RT-PCR により確認した。PCR 条件は 95˚C	 30 秒、57	 ˚C	 30 秒、

72	 C	 60 秒に設定し、KO-bHLH101：35 サイクル（左）、OX-bHLH101：28 サイクル（右）で行った。(b)	 

野生株、KO-bHLH101 および OX-bHLH101 を 1/2MS 培地（1%ショ糖、鉄濃度 100	 uM）に直接播種し、NL

（100	 umol	 photons	 m-2	 s-1）あるいは ML（400	 umol	 photons	 m-2	 s-1）の恒明条件下で 2 週齢まで生育

させた。また、NL で生育させた 2 週齢の植物体に HL（1000	 umol	 photons	 m-2	 s-1）を照射し、6 時間後

の(c)クロロフィル蛍光および	 (d)電解質漏出量を測定した（*：各条件で野生株と比較して、5%水準

で有意差あり（t検定））。	 

 
 

d. bHLH101下流遺伝子の推定  
	 これまでに、bHLH101を含む bHLH Ibsの多重欠損株を用いたトランスクリプトミクスの
結果がいくつか報告されており、bHLH101を介したシグナルの下流候補因子が推定されてい
る。なかでも、SIvitzら（2012）は bHLH101および bHLH100の二重欠損株（bhlh100/bhlh101）
を用いて、同植物体の葉で激しいブリーチングが見られるような低鉄条件におけるアレイ解

析を行っている。また、以前に我々が tAPX 抑制植物を用いたマイクロアレイにより同定し
た RTS 遺伝子群には、葉緑体 H2O2シグナリングにおける bHLH101 の下流因子が含まれる
と考えられる。そこで、両アレイデータにおいて発現変化にオーバーラップが見られる遺伝

子をピックアップしたところ、23の下流候補因子が同定された。これらの遺伝子の発現パタ
ーンをジーンベスティゲーター（https://genevestigator.com）により解析したところ、その
多くの病原菌に対する応答性に tAPX 抑制株や bHLH 二重欠損株における発現変化との相関
性が見られた（図 16）。よって、bHLH101は酸化的ストレスのみならず、生物的ストレスに
対しても機能を持っていることが示された。 
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図 16	 bHLH101 下流候補遺伝子の生物的ストレスに対する応答	 

	 鉄欠乏下における bhlh100/101のマイクロアレイデータ(Sivitz	 et	 al.	 2012)とRTS遺伝子群（Maruta	 

et	 al.	 2013）から同定された bHLH101 下流候補遺伝子群の病原菌感染およびエリシター処理に対する

応答性をジーンベスティゲーターを用いて解析した。 
 
 
1-3）葉緑体 H2O2応答性転写因子 : PSS11の機能解析  
a. PSS11の優性抑制は鉄欠乏感受性を増大させる  
	 これまでに同定された変異株のなかでも、最も顕著な生育不全の表現型がみられたのは

PSS11転写因子の優性抑制株（DN-PSS11）であった。PSS11の機能については、分子遺伝
学的な解析に基づく知見は報告されておらず、その一切が不明であった。DN-PSS11を 1/2MS
培地（50 µM Fe2+）で生育させたところ、葉に鉄欠乏様の生育障害が見られ、それは培地中

の鉄濃度の増減に伴い回復あるいは促進された。そこで、生育不全が回復した鉄濃度 150 µM 
Fe2+をコントロール条件とし、1週齢の植物体を異なる鉄濃度条件へと移行させた。このとき
でも、DN-PSS11 では鉄欠乏状態での生育により葉のクロロシスが示された（図 17）。以上
より、PSS11は鉄欠乏応答の鍵因子である可能性が示された。 

 
図 17	 PSS11 優性抑制株の鉄欠乏ストレス感受性	 

	 150	 µM	 Fe2+の培地で 1 週間生育させたコントロール株および DN-PSS11 を異なる鉄濃度（left:	 150	 µM	 

Fe2+,	 center:	 5	 µM	 Fe2+,	 right:	 0	 µM	 Fe2++50	 µM	 Ferrozine）の培地に移し替えた。3 日後の各植物

体の表現型を確認し（A）、このときのクロロフィル量（B）および細胞崩壊度（C）を測定した。	 



 

植物の環境ストレス応答・耐性の分子機構解明：重岡 

49 

b. PSS11の分子特性  
	 PSS11の開始コドンより約 2000 base上流までの配列を pRI201-An-DNA vectorのプロモ
ーター領域と組み換え GUSをドライブさせた発現系（pRI201-PSS11pro-GUS）を構築した。
同コンストラクトを用いたプロモーターGUS 解析により、10 日齢のシロイヌナズナにおい
て、PSS11は葉および根に発現する可能性が確認された（図 18A-C）。また、pGBKT7 vector
（Clontech）を改変し、N 末端側に核移行シグナル、C 末端側に GAL4AD あるいは PSS11
全長配列を連結させた GAL4 BD 配列の発現系を酵母に形質転換させた（Y2HGOLD: 
pGBKT7: NLS: GAL4ADおよびY2HGOLD: pGBKT7: NLS: PSS11, and Y2HGOLD: pGBKT7: 
NLS）。SD（-Trp, -His, -Ade）培地では、Y2HGOLD: pGBKT7: NLS: GAL4ADのみコロニー
形成が認められた（図 18D）。従って、PSS11 は転写抑制因子として機能する可能性が示さ
れた。 

 
図 18	 PSS11 の分子特性	 

（A-C）プロモーターGUS による PSS11 の組織特異性の解析、（C)植物全体、（D）葉、（E）根	 

（D）形質転換酵母の SD（-Trp,	 -His,	 -Ade）培地での生育	 

	 

	 

c. PSS11遺伝子破壊の単離  
	 PSS11の T-DNA挿入による遺伝子破壊株（KO-PSS11）の種子を ABRCより入手した。
ゲノム中の目的個所への T-DNA 挿入がホモ接合体の状態で確認された KO-PSS11 を土耕条
件で生育させたところ、ロゼッタが展開する（約 3 週齢）までの生育に野生株との違いは見
られなかった（図 19A）。しかしそれ以降では、著しいシュートの発達障害が生じ、最終的に
は枯死に至る傾向が見られた（図 19B）。この表現型に、生育環境中の鉄濃度の増減は影響し
なかった。 

 
図 19	 土耕条件での PSS11 遺伝子破壊株の生育	 

	 植物体の生育は長日条件（明期：100	 µmol	 photons	 m-2	 s-1,	 16	 hour、暗期：0	 µmol	 photons	 m-2	 s-1,	 

8	 hour）で行った。1/2MS 培地で生育させた 2 週齢の野生株および KO-PSS11 を土耕条件へと移し替え

た。移行後、1週間（3 週齢）（A）および 2 週間（4 週齢）（B）での表現型を示した。 
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d. PSS11は鉄取り込みのネガティブレギュレーターとして機能する  
	 発現量の異なる 2ラインの PSS11過剰発現株（OX-PSS11）を作出した。DN-PSS11と同
様に、OX-PSS11 も鉄欠乏に高感受性の表現型を示した。また、低鉄濃度条件下の両変異株
では、鉄取り込み能の指標となる鉄還元酵素活性の誘導が見られず、実際に細胞内鉄濃度も

減少していた（図 20）。以上より、PSS11の鉄欠乏応答におけるネガティブレギュレーター
としての機能が示された。 
	 

	 
図 20	 	 PSS11 発現変異株の鉄取り込み能の評価	 

（A-B）150	 µM	 Fe2+の培地で 1 週間生育させたコントロール株、DN-PSS11 および OX-PSS11 を異なる鉄

濃度（150,	 5,	 or	 0	 µM	 Fe2+）*１の培地に移し替えた。3 日後の各植物体の根における鉄還元酵素活性

を測定した（A）。また、このときの根の鉄を Perls 染色により視覚化した（B）。	 

（C）150	 µM および 5	 µM	 Fe2+の培地で 2 週間生育させたコントロール株および DN-PSS11 の葉における

鉄含量を原子吸光計を用いて測定した*２。	 
*１	 ただし、0	 µM	 Fe2+の培地のみは 50	 µM	 Ferrozine を添加した。	 
*２	 大日本明治製糖株式会社（敬称略：大村昇、大伴謙司、大島健人、原田淳）の協力の下行った。	 
	 

e. PSS11を介した鉄欠乏応答とサリチル酸との関係  
	 これまでに、鉄欠乏応答を促進させるシグナル因子として、サリチル酸（SA）の存在が示
唆されている。しかしながら、SA と鉄欠乏感受性の関係の実際は明らかでない。そこで、1
週齢の DN-PSS11を低鉄濃度の SA含有培地に移し替え生育させた。その結果、変異株で見
られる葉のクロロシスは SA 添加により回復する傾向がみられた（図 21A）。そこで、
DN-PSS11および OX-PSS11に鉄欠乏ストレスを付与したときの葉での SAレベルを測定し
た。興味深いことに、鉄欠乏下の野生株の葉では遊離 SAの増大が見られ、PSS11発現変異
株の葉では遊離および総 SA量がそれより著しく増大していた（図 21B）。以上より、鉄欠乏
下の PSS11発現変異株では、根から伝達された過度の鉄欠乏シグナルにより SAが過剰生成
され、結果としてクロロシスが生じている可能性を考えた。現在、コントロール株と PSS11
発現株との挿し木植物の鉄欠乏および SA感受性を確認している。 
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図 21	 PSS11 発現変異株の鉄欠乏感受性と SA の関係	 

(A)150	 µM	 Fe2+の培地で 1 週間生育させたコントロール株および DN-PSS11 を異なる鉄濃度（upper:	 150	 

µM	 Fe2+,	 middle:	 5	 µM	 Fe2+,	 lower:	 0	 µM	 Fe2++50	 µM	 Ferrozine）の 100	 µM	 SA 含有（right）/非含有

（left）培地に移し替えた。3日後の各植物体の表現型を比較した。	 

(B)150	 µM	 Fe2+の培地で 1 週間生育させたコントロール株、DN-PSS11 および OX-PSS11 を異なる鉄濃度

（150,	 5,	 or	 0	 µM	 Fe2+）*の培地に移し替えた。3日後の各植物体の葉における SA レベルを HPLC によ

り測定した。	 
*	 ただし、0	 µM	 Fe2+の培地のみは 50	 µM	 Ferrozine を添加した。	 

	 

	 

(２）シロイヌナズナ Nudix hydrolaseによるヌクレオシド二リン酸類縁体代謝を介した
酸化的ストレス応答の制御  
植物細胞における主要な還元力である NADPHは、葉緑体では光合成、クロロフィル生合

成、抗酸化系など光と関連性の深い代謝経路で重要な役割を担っている。さらに本分子のレ

ドックス状態は環境ストレス下における ROSの生成/消去に大きく影響する。したがって、
細胞内におけるピリジンヌクレオチド量およびレドックス状態はオルガネラレベルで厳密に

制御されなければならない。これまでに当研究室では、シロイヌナズナに存在する 28種類の
Nudix hydrolase（AtNUDX）ファミリーの酵素学的性質および生理機能を解析する過程で、
葉緑体に局在する AtNUDX19が NADPH加水分解活性を有することを明らかにした。また、
AtNUDX19の欠損は細胞内 NADPHレベルの増加、光合成および抗酸化系の活性化、光酸化
的ストレス耐性能の向上をもたらすことが明らかになった。これらの事実は、AtNUDX19が
葉緑体内 NADPHレベルおよびレドックス状態（NADPHステータス）の制御を介して、ス
トレス応答の制御にネガティブレギュレーターとして機能することを示唆していた。しかし、

ストレス応答をネガティブに制御する分子機構や生理的意義は不明である。そこで本研究で

は、AtNUDX19欠損株（KO-nudx19）のマイクロアレイ解析によるトランスクリプトームの
結果から、葉緑体内 NADPHステータスの変化が果たす役割を明らかにすることを試みた。 
マイクロアレイ解析により、通常光（100 µmol photons/m2/s）もしくは強光照射下（1200 

µmol photons/m2/s）の野生株および KO-nudx19間でのトランスクリプトームの変化を比較
した。その結果、KO-nudx19株ではストレス応答/耐性関連遺伝子に加え、多くのホルモン応
答/生合成関連遺伝子の発現が変化していた。定量的 RT-PCRにより遺伝子発現変化を詳細に
解析した結果、KO-nudx19株における NADPHステータス変化と耐病性ホルモンであるサリ
チル酸（SA）の生合成/応答との関連が示された（図 22）。事実、KO-nudx19株では SAレベ
ルが有意に増加しており、SA処理に高感受性を示した（図 23）。また、SA処理による病原
菌感染応答関連遺伝子の発現上昇が亢進していた。したがって、AtNUDX19は SA応答のネ
ガティブレギュレーターであることが示唆された。 
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図 22 強光照射下における SA 合成酵素遺伝子発現量に及ぼす AtNUDX19 発現レベルの影響 

	 

	 
図 23  SA レベルおよび感受性に及ぼす AtNUDX19 欠損の影響 

 
そこで次に、SAと拮抗的に作用し、浸透圧および傷害ストレス応答を制御するアブシジン

酸（ABA）および JAに対する応答への関与について解析した。その結果、KO-nudx19株は
JAメチルおよび ABA処理に対して非感受性を、傷害や乾燥ストレスに対して高感受性を示
した（図 24）。以上より、AtNUDX19は NADPHステータス制御による SA応答の制御を介
して、JAおよび ABA応答をポジティブに調節していること、すなわち、ストレス・ホルモ
ン応答間のバランス制御に寄与していることが示唆された。 
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図 24  種々のホルモンおよびストレス処理に及ぼす AtNUDX19 欠損の影響	 

	 
	 またさらに、通常条件およびヒ素ストレス

条件下において、AtNUDX19 欠損による細胞
内 NADPH レベルの増加が、主要な NADPH
再生系である NADP-脱水素酵素群 (NADP-イ
ソクエン酸脱水素酵素、グルコース 6-リン酸
脱水素酵素、6-ホスホグルクロン酸脱水素酵
素、NADP-マリックエンザイム)の活性に及ぼ
す影響について解析を行った。その結果、

KO-nudx19 株ではこれらすべての酵素活性が
野生株より上昇していた。また、ヒ素ストレ

ス条件下においては、野生株においてもこれ

らの酵素活性は通常条件下より上昇していた

が、KO-nudx19 株ではさらに顕著に上昇して
いた (図 25)。このことから、AtNUDX19が植
物細胞内の NADPH プールの制御とレッドク
ス制御において重要な因子であることが示唆

された。 
	 

	 

図 25	 通常およびヒ素ストレス条件下における	 

NADP-脱水素酵素群の活性に及ぼす AtNUDX19 欠損の影響	 

	 

	 

３．研究成果の副次的効果、今後の計画など  
	 本プロジェクト研究において、葉緑体内の ROSを任意のタイミングで一過的に上昇させる
形質転換体を作出し、葉緑体由来の ROS によって誘導される遺伝子群を網羅的に解析した。
その中には、ROS消去に関わる酵素群や転写因子だけではなく、アントシアニンなどの二次
代謝の制御や鉄の恒常性維持に係わるものが存在しており、これらの事実はすでに明らかに
なっているシグナル伝達系路が複雑に関わり合っていることを示唆するものである。今後も
引き続き RTS遺伝子の機能解析を進めていくが、ここから得られる知見は植物における新た
なストレス防御機構の解明に加えて、既知のストレス防御系とオルガネラ特異的な ROSシグ
ナリングのクロストーク機構を明らかにするうえで有効であると思われる。さらに、それら
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の解析により得られた知見は、新たなストレス耐性植物の分子育種に結びつくと考えている。 
	 一方、葉緑体におけるピリジンヌクレオチド代謝は、AtNUDX19 による厳密なバランス制
御によって多くの遺伝子発現の制御を行っており、光酸化的ストレス防御だけでなく、ホル

モン生合成・応答を介した病害応答や成長制御に大きく関与していることが明らかになった。

今後は、他の NUDX を含めた解析により協調的なストレス応答機構の解明、さらには

AtNUDX19 を介した葉緑体ピリジンヌクレオチド代謝の制御により、高生産植物の分子育種
にも繋がることが期待される。 
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12. 重岡 成：「レドックス制御を介した環境ストレス応答と分子育種」第 30回日本植物細胞
分子生物学会（生駒）大会・シンポジウム：植物のストレス耐性の基礎研究から応用へ
の展開	 2012年 8月 3日（奈良先端科学技術大学院大学） 

13. 重岡 成：「環境変化に対する光合成生物の生存戦略〜ビタミンによるレドックス制御を
介した細胞応答〜」日本ビタミン学会 第 64回大会 2012年 6月 22日（長良川国際会議
場） 

14. Msahiro Tamoi：“Improvement of plant growth and productivity by molecular engineering”	 
2012年 4月 28日（Shanghai, P.R.China） 

15. Shigeru Shigeoka：“Molecular Engineering of Environmental Stress Tolerance and High Yield in 
Plants”Annual Meeting and Symposium of Korean Society of Applied Biological Chemistry	 
2011年 10月 20日（Jeju, Korea） 

16. Shigeru Shigeoka：“Improving environmental stress tolerance and growth of plants by molecular 
engineering”2011 international symposium on plant Metabolism	 2011年 10月 19日（Kyung 
Hee University：Korea） 

17. Shigeru Shigeoka：“The crop improvement of tolerance to oxidative stresses”	  The 7th ACSA 
Conference (Asian Crop Science Association)	 2011 年 9 月 27-29 日（IPB International 
Convention Center：Bogor,Indonesia） 

18. 重岡 成：「植物バイオで拓く未来—ここまできた遺伝子組換え作物—」バイオ部会平成 23
年度第１回例会	 2011年 7月 1日（松谷化学工業株式会社） 

19. 重岡 成：「身体のサビを取る抗酸化ビタミン A,C,E（エース）」近畿大学農学部公開講座	 
メインテーマ「元気で長生きの秘訣！」	 2011年 5月 21日（奈良県文化会館） 
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d.	 国際学会発表（一般講演のみ）	 
 
なし 
 
e. 国内学会発表件数（一般講演のみ）  
 
2016年	 日本農芸化学会８件、日本植物生理学会６件 
2015年	 日本農芸化学会１７件、日本植物生理学会５件、日本分子生物学会５件、日本ビタ

ミン学会８件、 
2014年	 日本農芸化学会１６件、日本植物生理学会１１件、日本分子生物学会５件、日本農

芸化学会関西支部大会３件、日本ビタミン学会９件、光合成学会５件、 
2013年	 日本農芸化学会１８件、日本植物生理学会７件、日本分子生物学会６件、日本	 農

芸化学会関西支部大会２件、日本ビタミン学会９件、日本農芸化学会関西・中四国・

西日本支部および日本ビタミン学会７件、マリンバイオテクノロジー学会２件、光

合成学会２件 
2012年	 日本農芸化学会１９件、日本植物生理学会１１件、日本分子生物学会１２件、日本

農芸化学会関西支部大会２件、日本ビタミン学会６件 
2011年	 日本農芸化学会１７件、日本植物生理学会１１件、日本農芸化学会関西支部大会１

件、日本光合成学会５件、日本ビタミン学会８件、2011 年度日本農芸化学会関西・

中部支部合同大会７件 
	 	 	 	 合計 250 件	 

	 

d.   特許	 
	 

１．	 発明の名称：塊茎生産能または匍匐枝形成能が野生株に比して向上している匍匐枝形成

植物の作製方法、当該方法によって作製された匍匐枝形成植物	 

	 発明者：横田明穂、蘆田弘樹、明石欣也、牛山敬一、重岡成	 

	 出願番号：特願 2012-534947 
 出願日：2011.04.11 
２．	 発明の名称：ユーグレナへの遺伝子導入方法	 	 

	 発明者：重岡成、田茂井政宏、鈴木健吾、吉田絵梨子	 	 

	 出願番号：特願 2014- 037394	 
	 出願日：2014.2.27 
３．	 発明の名称：ユーグレナの形質転換体	 	 

	 発明者：重岡成、田茂井政宏、鈴木健吾、吉田絵梨子	 	 

	 出願番号：特願 2014-037395	 
	 出願日：2014.2.27 
	 

e．   その他（学会賞、報道など）	 
	 

1.	 2013 年度日本農芸化学会賞（重岡	 成）	 

2.	 2011 年度日本農芸化学会農芸化学奨励賞（田茂井政宏）	 

3.	 中日新聞「こどもウィークリー」“珍しい生物ミドリムシ”掲載	 2014.12.13（重岡	 成）	 

4.	 朝日放送「キャスト」“ミドリムシの可能性”解説	 2014.12.2 放送（重岡	 成）	 

5.	 NHK「NEWS	 WEB」出演	 2014.10.17 放送（重岡	 成）	 

6.	 NHK 総合（香川県域）「ゆう６かがわ」解説	 2014.10.3 放送（重岡	 成）	 

7.産經新聞	 WEB ニュース「デイリーコラム・坂口至徳の化学の現場を歩く」	 

“悪環境で高収量・・・ストレス強い植物、分子レベル解明	 重岡・近大教授に最高賞

“2013.3.1(重岡	 成)	 
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私立大学戦略的研究基盤形成支援事業  
「環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」 

（平成 23年度～平成 27年度）  
研究成果最終報告書  

 

テーマ 1：環境保全技術の革新を通した共生環境の構築	 

研究課題：植物病原菌の情報伝達機構とその阻害剤の開発	 

研究機関・研究室名：農学研究科・バイオサイエンス専攻・分子生物学研究室	 

担当者職名・教授：内海龍太郎	 

研究協力者：講師：加藤明宣	 

	 	 	 	 	 	 博士研究員：江口陽子	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 実験補助：石井英治、紀平絵里、平井有紀、木野弘量、吉岡誠訓、深見

知可、犬飼洋一、吉谷亘平、三輪瞬平、羽田朋子、Md.	 Fakhruzzaman	 

	 

	 	 	 	 	 	 

	 

	 

１．	 研究の目的	 

	 
細菌は動植物とは異なり、様々な環境変化に応答し、適応する情報伝達システム

（two-component	 system、TCS）を有している。	 TCS は２種の蛋白質、ヒスチジンキナーゼ

（HK）とレスポンスレギュレーター（RR）から構成されているが、近年、これらの各 TCS を

連結させるコネクターが見出され、単純な２成分システムというよりは、高次の TCS ネット

ワークの存在が明らかにされてきている。つまり、細菌は様々な環境変化に迅速に対応し、

生存するために、このような TCS ネットワークを発達させてきたと考えられる。植物病原菌

における、病原性発現も、このような TCS ネットワークの分子機構によって、制御されてい

ることが期待される。本研究では、1)TCS ネットワークを構成する HK,	 RR,	 コネクターの機

能解析、2)植物病原菌の病原性発現制御機構、3)ヒスチジンキナーゼ分子を標的にした阻害

剤の作用機構の３テーマについて研究を行った。	 
 
	 

	 

２．研究内容	 

	 

１）コネクター分子 SafA による細菌情報伝達ネットワークの分子機構	 

大腸菌細胞は 29対の TCSsが存在して、様々な外界要因に応答、適応する遺伝子発現制
御システムを有している。大腸菌において、65アミノ酸からなる細胞膜小タンパク質、SafA
は、酸応答性 TCSとして機能する大腸菌 EvgS（HK）/ EvgA (RR) によって発現制御されて
いるが、さらに、Mg2+イオン応答性 TCSである PhoQ (HK) / PhoP (RR)を制御することにより、
EvgS/EvgA→SafA→PhoQ/PhoPを介する酸耐性遺伝子発現制御ネットワークを形成している。
本研究では、コネクター分子 SafAを介する情報伝達ネットワークの制御機構の詳細を明らか
にした。最初に、本ネットワークの最初の刺激である酸性状態を EvgSが実際にどのように認
識して情報伝達を開始できるかについて詳細な刺激応答の分子機構研究を行った。次にコネ

クター	 SafA の PhoQ の活性化機構の解明を行った。最後に、ネットワークの新たな機構が
存在するか、次世代シーケンサーを用いた RNAseq解析を行った。 
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1-a)	 EvgSの pH応答認識の分子機構 

酸による EvgS活性化機構において、真の活性化因子を決定するために、β―ガラクトシ
ダーゼ活性を指標としたレポーターアッセイ法を用いた。EvgSを活性化するためには、酸性
pH5.5に加えて、150 mM以上のアルカリ金属イオン (Na+、 K+、 Li+) 添加が必須であった。 
また、アルカリ金属イオンの認識にはセンサードメインが、pHにはセンサードメインとリン
カー領域が必要であることが明らかになった。一方、EvgS の C 末端に GFP を融合させたキ
メラを発現する大腸菌を蛍光顕微鏡観察した結果、EvgSは細胞膜中にクラスタリング状態で
局在していることが明らかになった。Sommer等は大腸菌の 27個のセンサーキナーゼについ
て局在性を調べた結果、特に２種のセンサーキナーゼ EvgSと TorSがクラスタリング構造を
とることを報告している (PLOS one, 8, e77708, 2013)。これらの結果は EvgSの pH、アルカリ
金属イオンの認識と EvgSのクラスタリング構造の関連性を示しているかもしれない。 
 
1-b)	 SafAによる PhoQ（センサーキナーゼ）の活性化機構 
1-b-1)	 PhoQ	 のペリプラズム領域における	 SafA	 作用領域の解析	 

  PhoQ/PhoP 系(TCS)とその相同遺伝子はグラム陰性細菌、特に、ヒトに感染するサルモネラ
菌、緑膿菌、植物病原菌である軟腐病菌、大腸菌等に保存され、菌の病原性に深く関与して

いる。本研究では、大腸菌の PhoQ/PhoP システムをモデルとして、PhoQ の活性制御機構を
NMR 等の分析機器を用いて多次元的に解析する。PhoQ/PhoP 系のセンサー PhoQ は、高濃
度の Mg2+ や Ca2+ によって活性が抑制され、酸性 pHや陽イオン抗菌性ペプチドによって活
性化される。異なる TCS である EvgS/EvgA 系の活性化により誘導される SafA は、細菌内
膜上で PhoQ に直接作用して PhoQ/PhoP 系を活性化することでコネクターとして働く。本
研究では、SafA による PhoQ の活性化機構を検討した。 

SafA は全長 65 アミノ酸からなる小さなタンパク質で、N 末端側を細胞内に、C 末端側
をペリプラズム領域に向けた一回貫通型の膜タンパク質である（図１A）。SafA を細胞質、
膜貫通、ペリプラズムの３領域に分けて PhoQ の活性化能を検討したところ、ペリプラズム
領域である 41-65 aa のみで PhoQ/PhoP 系が活性化することが認められた（図１B）。	 
	 

	 

	 	 

-COO
-
 

A 
SafA 

1 19 40 65 
NH3

+
- transmembrane  periplasmic  cytoplasmic  
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図１	 SafA	 の	 ペリプラズム	 領域が	 PhoQ	 を活性化する。	 	 

A:	 SafA	 の構造。	 B:外膜透過性を高めた MG1601	 株の培養液に SafA	 のペリプラズム領域に相当

する SafA(41-65)	 合成ペプチドを加えると PhoQ/PhoP	 系が活性化した。	 

	 

	  そこで、PhoQ のペリプラズム領域である PhoQ43-190 を
15N で標識したものを調製し、

SafA (41-65) が PhoQ43-190 に結合するか否かを NMR 法によって解析した。その結果、
PhoQ43-190に結合することがすでに報告されている Mg2+ 存在下でも SafA (41-65)を滴定
することでクロスピークのシフトが認められた（図２）。これは、すでに Mg2+ が結合し

た PhoQ43-190にも SafA (41-65) が結合し、PhoQ43-190の構造を変えることを示している。

次に、Mg2+ を加えない PhoQ43-190に SafA (41-65) を結合させてから、Mg2+添加による変

化を測定した。その結果、Mg2+ 添加によって新しいクロスピークの出現（図３、矢印）

やクロスピークのシフトが認められた（図３）。従って、先に SafA (41-65) が結合した
PhoQ43-190も Mg2+ の結合によって構造が変化することが明らかになった。 

 
 

 
 
図２	 SafA	 (41-65)	 は	 PhoQ43-190	 に結合する。

20	 mM	 MgCl2	 存在下の 0.1	 mM	 PhoQ43-190	 に 0 
mM(blue),	 0.6	 mM(turquoise),	 1.2	 mM	 (green)	 

の	 SafA	 (41-65)	 を滴定した。□：クロスピー

クのシフト	 
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図３	 SafA(41-65)	 が結合した	 PhoQ43-190	 も

Mg2+	 添加によって変化する。1.2	 mM	 SafA(41-65)	 

存在下の 0.1	 mM	 PhoQ43-190	 (green)	 に	 20	 mM	 MgCl2	 

を添加した	 (red)。	 

□：クロスピークのシフト	 

 
 
以上の結果から、PhoQ がシグナルを感知

する領域である PhoQ43-190 に対して Mg2+ と SafA(41-65) が異なる領域に作用することが示
唆された。この結果は、大腸菌を使ったレポーターアッセイから得られた結果と一致する。 

PhoQ は SafA 以外に低 pH および陽イオン抗菌性ペプチドによって活性化し、Mg2+ 以外
に MgrB という小さな膜タンパク質によって活性が抑制されることが報告されている。大腸
菌を用いたレポーターアッセイから、SafA による PhoQ の活性化は、低 pH、陽イオン抗菌
性ペプチド、MgrB のいずれとも競合しないことも本研究において明らかにした。SafA によ
る PhoQ43-190 の構造変化を明らかにすれば、センサー PhoQ の活性化機構の解明につながる。 
	 

1-b-2) コネクター SafAによるセンサーキナーゼ PhoQのヒスチジンキナーゼ活性制御機構 
SafA41-65aa が PhoQ のヒスチジンキナーゼ活性制御に及ぼす影響を明らかにするために、

最初に、SafA と PhoQ が同時に共発現する大腸菌細胞膜を調整し (図 4)、自己リン酸化実験
を実施した。その結果 SafAを共発現させた膜では、PhoQのみ発現した膜よりも、PhoQの自
己リン酸化能は増加するが、リン酸化 PhoPの脱リン酸化能には影響されなかった (図 5)。 
(a)                                  (b) 
 
 
 
 
図4	 PhoQ-SafAを共発現させた膜調製。	 PhoQのみ、PhoQ-SafAを共発現させた大腸菌細胞膜を調整後、

抗 PhoQ 抗体(a)、抗 SafA 抗体(b)を用いて、ウエスタンブロッティング法を用いて、検出した。	 

 
 
 

 
 

	  
	 

図 5	 調整された細胞膜を用いた自己リン酸化反応。図 4で、調製した大腸菌膜（PhoQ,	 PhoQ-SafA）

と[γ−32 P]ATP 存在下で、自己リン酸化反応を１分（レーン１、４）、５分（レーン２、５）、１

０分（レーン３、６）後、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行い、FLA-7000 レーザースキャナー（Fuji	 Film）

で、解析した。	 

 
次に、SafA によって、活性化された PhoQ によって、PhoQ/PhoP の情報伝達の反応過程に

おいて、どのような影響を及ぼすかを検討するために、図 4で構築した細胞膜系に PhoPを添
加して、リン酸化 PhoQから PhoPへのリン酸基転移反応に対する SafAの効果を評価した（図

HN
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6）。その結果、実際、SafA-PhoQ共発現膜では、リン酸化 PhoP濃度が高く検出された。これ
らの結果は、SafAは PhoQの自己リン酸化反応を活性化し、その結果、細胞内 PhoPへのリン
酸基転移反応を向上させて、リン酸化 PhoP濃度の上昇によって、標的遺伝子への情報伝達を
制御していることが示唆された。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 

	 

図 6	 調製された細胞膜を用いたリン酸化 PhoQ から PhoP へのリン酸基転移反応。調製した細菌細胞

膜（図 4、PhoQ,	 PhoQ-SafA）に PhoP	 (2.5	 µM)を添加して、反応後、図２で、述べたように、

FLA-7000 を用いて、解析した。	 

 
最後に，SafA のＣ末端 41-65 ペプチドを大腸菌に添加して、細胞内リン酸化 PhoP 量を

Phos-tag アクリルアミドゲルを用いて、検出した。その結果、図 4、5、6 の実験で、期待さ
れるように、実際に大腸菌細胞内において、SafA	 C末端 41-65によって、PhoQ活性化によ
って、リン酸化 PhoP濃度が上昇し、その結果、PhoP レギュロンの遺伝子（mgtA遺伝子）発
現が制御されていることが明らかになった（図 7、8） 

 
 
	 	 	 	 	 	 	 1      2     3     4     5     6 
 
 
 
図 7	 Phos-tag アクリルアミドゲルを用いたリン酸化 PhoP の検出。SafA のＣ末端 41-65 ペプチドを

大腸菌培養液に添加して、培養後、所定の時間（レーン１、０分；レーン２、５分；レーン３、

10 分；レーン４、20 分；レーン５、40 分；レーン６、60 分）にサンプリングして、Phos-tag	 ア

クリルアミドゲルを用いて、電気泳動後、抗 PhoP 抗体を用いて、検出した	 
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図 8	 mgtA遺伝子発現に及ぼす SafA(41-65)ペプチドの効果。SafA(41-65)	 ペプチドを用いて	 

図４と同じ培養条件で培養後、サンプリングして、β―ガラクトシダーゼ活性を測定	 

して、PhoP 制御下の遺伝子	 (mgtA)の発現量を評価した。	 

	 

	 

1-c)	 SafA 活性化による新たな制御ネットワーク	 	 

大腸菌の二成分制御系間をつなぐコネクター	 SafA	 について、既知のターゲット	 PhoQ	 

以外のターゲット探索を試みた。コントロールとして	 MG1655/pBAD18	 株、SafA	 過剰発現株

として	 MG1655/pBADsafA	 株を、phoQ	 欠損株に関しても同様のペア（MG1655	 phoQ/pBAD18,	 

MG1655	 phoQ/pBADsafA）を使用して RNAseq	 解析を行った結果、SafA	 の過剰発現は PhoQ 非

依存的に、嫌気状態で発現する複数の遺伝子の発現を誘導し、好気状態で発現する複数の遺

伝子の発現を抑制した。この結果より、SafA	 のターゲットとして同じ内膜上に存在する嫌気

センサーである	 ArcB	 が候補として考えられる。ArcB	 は	 EvgS	 と同じようにハイブリッド型

のヒスチジンキナーゼセンサーである。SafA	 を介する情報伝達ネットワークの広がりを検討

するために、ArcB	 と	 SafA	 の関連が強く示唆された。	 

	 

2)植物病原菌の病原性発現制御機構:イネ苗立枯細菌病菌（Burkholderia	 plantarii）のトロ

ポロン生産制御機構	 

2-a)トロポロン生産制御に関与するＴＣＳ遺伝子の同定 
B. plantarii の全ゲノム解析情報をもとに、ヒスチジンキナーゼ (HK)遺伝子群 (55 個)と

レスポンスレギュレーター (RR)遺伝子群 (75個)を同定した（表１）。これらの遺伝子破壊株
を作製し、病原因子トロポロン生産に関与するＴＣＳを探索した。遺伝子破壊方法としては、

エレクトロポレーション法により B. plantariiに形質転換後、相同組換えにより HK、RR遺伝
子破壊株を作製し、それらの破壊株のトロポロン生産能を評価した。その結果、染色体 1 に
存在する HK3 遺伝子と、HK3 遺伝子と隣接する 2 つのレスポンスレギュレーター遺伝子 
(RR1と RR2 )（図 9）の破壊株において、トロポロン生産の抑制が確認された（表 2）。 
そこで、これらのトロポロン生産制御に関与する遺伝子、RR1、 HK3、RR2を troR1、 troK、
troR2 遺伝子として、命名して、DDBJ に登録した（Accession number LC097192）。また、
troR1(RR1)、 troK(HK3)、 troR2(RR2)遺伝子が欠損したトロポロン生産抑制株をそれぞれ、	 
KE1、KE2、KE3株と命名した。 

次に、野生型 troR1、 troK、troR2遺伝子がクローニングされた組換えプラスミドを KE1、 
KE2、KE3 株に形質転換して、トロポロンの生産が回復するかの相補実験を行った。その結
果、KE1株においては、作成した７種のプラスミドのうち、3遺伝子 troR1+-troK+-troR2+遺伝
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子を含むプラスミドのみがトロポロン生産を回復させた。この結果は、troR1-troK-troR2遺伝
子はオペロンを形成していて、その極性効果によることを示した。KE2 では、troK+-troR2+、

troR1+-troK+-troR2+を含むプラスミドのみが回復させた。さらに、KE3 株では、 troR2+、 
troK+-troR2+、troR1+-troR2+、troR1+-troK+-troR2+を含むプラスミドをそれぞれ含む場合、トロ

ポロン生産が回復した。これらの相補実験の結果は、明らかに、B. plantarii のトロポロン生
産制御に troR1、 troK、troR2の３遺伝子から構成される新たな３成分制御システムが関与し
ていることを示した。 

 
表１	 B.	 plantariiのゲノム情報から推定される HK、RR	 相同遺伝子数。	 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 9	  Chromosome	 1 上に位置する B.	 plantariiのトロポロン生産制御に関与するトロポロンオペロ
ン。RR1、HK3、RR2 は troR1、troK、troR2 遺伝子として、DDBJ1 に Accession	 number	 LC097192 とし

て登録された。	 

 
表２	 RR1(troR1)、RR2(troR2)、HK3(troK)	 遺伝子破壊株におけるトロポロン生産抑制。	 
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2-b)トロポロン生産制御遺伝子と病害防除	 

実際に新たに見出されたトロポロン生産制御遺伝子、troR1、troK、troR2がイネ苗立枯

細菌病に関与するかを最終確認するために、これらの、各変異株 KE1、KE2、KE3 株をイネも

みに水中で感染後（１５℃、３日）、80 粒を寒天培地に植えて、２５℃で、１週間培養後、

光照射下で（9h,	 0lux;	 15h,	 30,000lux）増殖させて、病徴を観察した。その結果、明らか

に、KE1(ΔtroR1)、KE2(ΔtroK)、KE3(ΔtroR2)欠損株では、いずれも、イネ苗立枯細菌病の

発病が抑制された。これらの結果もまた、本研究において、見出した、３成分制御遺伝子 troR1、

troK、troR2 がトロポロン生産制御に関与するだけでなく、イネ苗立枯細菌病の原因遺伝子

としても重要な役割を果たしていることを示唆した。	 

	 

2-c)	 3 成分制御システムにおけるリン酸化ならびにリン酸基転移反応	 

TroK が実際に自己ヒスチジンキナーゼで、自己リン酸化反応活性を示すことを明らかに

するために、精製された TroK を[γ-32P]ATP と反応させ、SDS－PAGE 後イメージアナライザー

を用いて、解析した。その結果、リン酸化された TroK は反応後５、10、20、30 分で、観察

されたが、TroK の自己リン酸化されるヒスチジンのアラニン変異体 H253A では、同様の反応

時間で、自己リン酸化反応を行ったが、全くリン酸化バンドは観察されなかった。この結果

は、TroK が自己リン酸ヒスチジンキナーゼで、あることを明らかにしただけでなく、イネ苗

立枯細菌病がヒスチジンキナーゼによって制御されていることを初めて見出したものである。	 

次にリン酸化 TroK から TroR1、TroR2 へのリン酸基転移反応実験を TroR1D52A、TroR2D46A

変異体を用いたリン酸基転移反応と比較して、評価した。その結果	 TroK と TroR1、TroR2 へ

のリン酸基転移反応速度は大変遅く、本システムの特徴と理解された。一方、TroR1D52A、

TroR2D46A 変異体へは、全く同様の反応時間においてもリン酸基転移が観察されなかった。

これらの結果は、リン酸化 TroK から、TroR1 と TroR2 にリン酸転移反応が遅い速度であるが、

実際に生じていることを示唆した。	 

最後に、これらの変異体の TroKH253A、TroR1D52A、TroR2D46A を用いた相補実験を行っ

たが、これらの変異によって、相補されなかった。これらの結果は、実際に TroK の 253 番目

のヒスチジン酸基のリン酸化、ならびに TroR1 のアスパラギン酸 52、TroR2 のアスパラギン

酸 46 へのリン酸基転移がトロポロン生産制御に重要な役割をしていることを示した。	 

	 

2-d) イネ苗立枯細菌病菌（Burkholderia	 plantarii）のトロポロン生産制御ネッ
トワーク :３成分制御システムとトロポロンによるオートインデューサー機能  

B. plantariiを培養開始後、トロポロン生産量を測定すると、野生株では、培養後、24時間
において、急激な生産が開始された。しかしながら、RR1、RR2、HK3 の変異株においては、
抑制効果が観察された。これらの結果はトロポロンの生産には、３成分 (RR1、 HK3、RR2) 
制御以外に、細胞密度に依存した（クオラムセンシング）トロポロンによるオートインデュ

ーサー機能が働いている可能性を示唆した。 
細胞密度依存的な合成がどのような制御によって、担われているかを検討するために、

培養初期に、トロポロンを添加し、その効果を調べた。その結果、明らかに、トロポロン添

加によって、トロポロン生産が誘導された。トロポロンの密度依存的生産がトロポロンの自

己誘導的な作用（オートインデユーサー）によると考えられた。密度依存的合成事例として

はホモセリンラクトンと LuxR(DNA 結合転写因子)によるホモセリンラクトン誘導合成がし
られている。B.plantariiのゲノム情報をもとにクオラムセンシングに必要となるタンパク質で
ある luxI、	 luxR相同遺伝子の探索を行った。その結果、見出された 12 個の相同遺伝子の破

壊株を作成し、それらの変異株のトロポロン生産を測定した。その結果 luxR と相同性を示し

た QS2 遺伝子破壊株ではトロポロンによるトロポロンの誘導生産が観察されなかった。その

QS2 変異株に野生型 QS2 遺伝子を含むプラスミドを形質転換株では、トロポロン生産は野生
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型と同様に回復した。	 さらに、定量的リアルタイム PCR の結果、トロポロンによる QS2 遺

伝子の転写発現は RR1 に非依存的に誘導されることが明らかになった。これらの結果はトロ

ポロン生産は QS2 遺伝子と密度依存的に生産されるトロポロンに依存していることを示唆し

た。 
QS2 遺伝子の C 末端部ドメイン構成には典型的な DNA 結合性のヘリクスーターンーヘリ

クスモチーフが存在し、N 末端ドメインは LuxR（Vibrio	 fischeri）の N 末端ドメイン（ホモ

セリンラクトン結合性）と高い相同性を示した。本研究においては、QS2 と luxR に保存され

ている D75、	 V78、W90 のアミノ酸をそれぞれ、アラニン置換した変異株における、トロポロ

ン生産に及ぶ効果を調べた。その結果、これらの３種の変異株では、いずれも、トロポロン

生産が抑制された。これらの結果は、QS2 の N 末端ドメインがトロポロン結合性部位である

ことを示唆した。 
３成分 RR1、HK3、RR2 によって制御され、トロポロン生産に関与している遺伝子群を明ら

かにするために、B.	 plantariiの野性株（WT）、	 ΔRR1、ΔHK3、ΔRR2各変異株の RNA を調製
し、次世代シーケンサーを用いた RNA-seq 解析を行った。その結果、RR1、HK3、RR2 の３成

分によって、制御される候補遺伝子が 43 個見出された（図 10）。これらの遺伝子について、

順次遺伝子破壊株を取得して、トロポロン生産の有無を確認した。その結果次の 10 の遺伝子

の発現が３成分制御系（RR1、HK3、	 RR2）によって制御されていると同時にトロポロン生産

にも関与することが明らかになった。	 すなわち、a)	 トロポロン生合成に関与する遺伝子と

して、aroG、aroK、paaD、paaI、paaK、caiA、b)	 トロポロンのトランスポーター遺伝子、cirA1、	 

cirA2、c)	 トロポロン排出ポンプ遺伝子	 emrK、d)	 転写制御遺伝子 lysR	 である。さらに、

これらの遺伝子のトロポロンによる誘導発現を定量的リアルタイム PCR を用いて、解析した。

その結果	 QS2遺伝子以外に paaD、emrKの遺伝子発現がトロポロンによって、誘導生産され

ることが明らかになった。paaDに関しては、QS2が破壊されることによって遺伝子の発現が

抑制していることから、トロポロン合成遺伝子 paaDは、QS2 に直接制御されていることが示

唆された。	 

	 
	 

図 10	 ３成分制御系によって制御される遺伝子群	 

	 

	 

３）ヒスチジンキナーゼ(HK)分子を標的にした阻害剤の作用機構 
新規ヒスチジンキナーゼ阻害剤、シグナマイシン B は PhoQ を含めて、様々な細菌 HK

を阻害することが明らかになっている。本研究では、シグナマイシン Bの作用機構を明らか
にした。 
 
3-a) シグナマイシン Bの各種 HKに対する自己リン酸化阻害 

グラム陰性菌である大腸菌の各種 HK 及び、グラム陽性菌である枯草菌、黄色ブドウ球
菌、腸球菌、う蝕菌の各種 HKに対する IC50を測定した。これらの結果より、枯草菌のWalK
を標的にしたスクリーニングから得られたシグナマイシン Bは、グラム陰性菌、陽性菌それ
ぞれの HKの自己リン酸化を阻害することが明らかとなった。シグナマイシン Bは HKに共
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通に保存されている領域に作用していると考えられた。一般的に HK は細胞質内の領域に自
己リン酸化する His を含み、二量体化に関与する、Dimerization Histidine phosphorylation 
domain(DHp domain) と ATPが結合し、HK活性を触媒する Catalytic ATP binding domain (CA 
domain) が保存されており、シグナマイシン B はこれらのドメインに作用していると考えら
れた。 
 
3-b) シグナマイシン Bの HK阻害作用機構 

HKの各種ドメインに対するシグナマイシン Bの親和性を Biacore X100を用いて、評価
した。HKとしては、枯草菌の HKであるWalKの N-末端 207aa-611aaのWalK(tru) (細胞内ド
メイン)を用いた（図 11）。図 11 に示すように、WalK (tru)は WalK (A)(二量体形成ドメイ, 
376aa-443aa)とWalK (B)(ATP結合ドメイン、488aa-611aa)から構成されている。WalK (A) と
WalK (B)をそれぞれ、センサーチップ上にアミンカップリング法によって固定した。このよ
うに調製したセンサーチップを用いて、Biacore X100を用いて、シグナマイシン Bの各ドメ
インに対する結合性を測定した（図 12）。その結果、シグナマイシンは、WalK (A)に特異的
に結合するが、WalK (B)には結合性を示さなかった。一方コントロールで、用いた ATP は
WalK(B)に特異的な結合するが、WalK (A)には結合性を示さなかった。次に、シグナマイシ
ン B の WalK の二量体形成ドメインに対する結合性を明らかするために、グルタルアルデヒ
ド(GA)のクロスリンキング実験を行った（図 13）。すなわち、WalK (tru)を GA と反応後、
SDS-PAGEを行うとWalK(tru)の二量体バンドが出現する。これはＧＡの両末端のアルデヒド
が WalK(A)中に存在するリジンのεアミノ基と反応して、二量体がクロスリンクされるから
である。WalK (tru)とシグナマイシン B 処理後、GA と反応させると、二量体バンドの形成
が阻害され、モノマーバンドにシフトしていることが、SDS-PAGE 分析によって、明らかに
なった。これらの阻害濃度は、シグナマイシン BのWalKに対する HK阻害濃度(IC50)とよく
一致した。これらの結果は、シグナマイシンが HK に共通に存在する二量体ドメインに作用
して、その二量体形成を阻害し、HK の自己リン酸化反応を阻害していることを示した（図
14）。 

 
 
 
 
 
 

 
	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図 11	 HK のドメイン構造	 
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図 12	 表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）測定。	 

(a),	 (c)は WalK(A);	 (b),	 (d)は WalK	 (B)とをセンサーチップに固定して、その後、種々の濃度の

シグナマイシン B（a,	 b）と ATP(c,	 d)との SPR 測定が Biacore	 X100 を用いて行われた。	 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

図 13	 クロスリンキング実験	 	 

(a)[γ-32P]ATP で自己リン酸化された WalK をグルタルアルデヒド(GA)と反応後 SDS-PAGE を行い、

イメージングプレートに露光したのちに、FLA-7000(Fuji	 Film)で、解析した。１,	 WalK;	 ２,	 

WalK+GA;	 3-8,	 WalK とシグナママイシン B（20-640	 µM）を処理後,	 GA と反応させた。(b)	 WalK を

シグナマイシンＢ存在で、自己リン酸化反応を行った。1,	 WalK;	 2-7,	 WalK	 +シグナマシン B	 

(20-640	 µM) 
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図 14	 	 シグナマイシン Bの作用機構	 

 
3-c)	 シグナマイシン B に対する Erwinia carotovoraの病原性発現の情報伝達に及ぼす影響 
上記の結果はシグナマイシン Bが細菌に存在する情報伝達機構に関与する HKに共通に存在
する 2量体ドメインに作用し、そのHK活性を阻害することを示している。本研究では、Erwinia 
carotovoraに存在し、そのペクチナーゼ生産の制御に関与する PehS (HK) / PehR (RR)情報伝達
に及ぼすシグナマイシンBの効果を評価するために、PehSの細胞質内ドメインを精製単離し、
HK活性阻害濃度を測定した。その結果、シグナマイシン Bは Erwinia carotovoraの PehSに
対して、IC50 (32.9 µM)で阻害活性を示した。さらに、シグナマイシン Bの Erwinia carotovora
の培養上清中のポリガラクチュロナーゼ活性を測定した結果、シグナマイシン B添加により、
ポリガラクチュロナーゼの分泌生産が抑制されていることが示された。これらの結果はシグ

ナマイシン Bが Erwinia carotovoraの HKを阻害し、その情報伝達を阻害して、病原性を抑制
する作用を示唆した。 
 
３．研究成果の副次的効果、今後の計画など  
 
	 	 今回、我々は、植物病原菌における病原性発現制御に、関与する情報伝達機構として知

られている TCS の詳細な分子機構を多面的に研究することにより、新たに、植物病原性細菌

の病原性制御の情報伝達ネットワークの分子機構を見出した。	 

最初に、白菜軟腐病菌等の多くの病原性細菌の病原性制御に関与する TCS である、

PhoQ/PhoP	 TCS の PhoQ のヒスチジンキナーゼ(HK)活性制御を行う細胞膜小タンパク質 SafA

（65	 aa）による PhoQ の活性化機構を解明した。すなわち PhoQ のセンサードメインに SafA

が結合することにより、PhoQ の活性化が生じることが明らかにされた。本成果により、今後、

PhoQ のセンサードメインを制御する薬剤の標的として、新たな植物病害防除剤の開発が期待

される。	 

次に B.plantarii の病原性因子であるトロポロンを生産制御する遺伝子の探索をゲノム

シーケンスデーターを用いて行った。B.	 Plantariiには 55 個の HK と 75 個の RR(レスポンス

レギュレーター)が存在している。我々は、この TCS 遺伝子破壊株から、新たにトロポロン生

産制御に関与するトロポロンオペロンを構成する、troR1、troK、troR2遺伝子を発見し、DDBJ	 

C D 
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Accesssion	 number	 LC097192 として登録認定された。従来、１個の HK に対して、１個の RR

からなる２成分制御による病原性制御システムが知られているが、今回の、我々の研究成果

によって、TroK→TroR1、	 TroR2 からなる、TroK の自己リン酸化（ヒスチジンキナーゼ）、リ

ン酸化された TroK から TroR1、TroR2 へのリン酸基転移反応による、３成分情報伝達システ

ムによって、B.plantarii の病原性が制御されていることが明らかにされた。今後、この情

報伝達ネットワークの広がりを、RNAseq 解析結果も合わせて、考えると、さらなる、病原性

制御因子の関与が期待された。このような制御因子を標的にした分子薬剤もまた、２１世紀

の植物病害防除剤として、期待される。	 

最後に当研究室で、開発した新規抗生物質シグナマイシン B の HK に対する作用機構解析

研究を行った。シグナマイシン B は HKs に共通に存在するヒスチジン残基を含む DHp ドメイ

ンに結合していることが明らかにされた。このように、特異的な HK 阻害剤は、今まで見出さ

れていない。HK阻害剤は細菌細胞内においても、同様に作用することが明らかにされており、

今後、２１世紀における、新たな抗生物資として、また、抗病原性制御剤の開発、多剤耐性

細菌に有効な薬剤開発と、様々な用途開発が期待される。	 

 
４．	 研究成果	 
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a Histidine Kinase Inhibitor, Walkmycin C. Antimicrob Agents Chemother. 2011, 55(14):1475-1484. 

15. Eguchi Y, Ishii E, Hata K, Utsumi R. Regulation of acid resistance by connectors of two-component 
signal transduction systems in Escherichia coli. J Bacteriol. 2011, 193(5):1222-1228. 

 
b.	 	 総説	 
 
1.	 内海龍太郎:コネクター分子 SafA による、大腸菌酸耐性情報伝達ネットワークの制御機構、
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100-105.	 
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Bio-Protocol, http://www.bio-protocol.org  

6.内海龍太郎、五十嵐雅之、：病原細菌に対する新しい薬剤標的－二成分情報伝達システム、
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7.	  Eguchi Y, Ishii E, Utsumi R. : Molecular Mechanism of Bacterial Two-Component Signal 
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c.	 招待講演、シンポジウムなど	 

	 
1. Ryutaro Utsumi: “Isolation and characterization of waldiomycin as a new antibiotic targeting 

bacterial histidine kinases”, Antibiotic alternatives for the New Millennium, London, UK, 5-7 
Nov, 2014. 

2. 内海龍太郎、「細菌情報伝達阻害型薬剤の開発と応用」、第 25回新薬創製談話会、京都	 嵐
山、2014年９月 9日. 

3. 内海龍太郎、「細菌分子標的剤開発に向けた微生物代謝工学」、日本農芸化学会平成 26年
度大会シンポジューム「ゲノムからアプローチした微生物代謝工学」、明治大学、2014
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ジューム「薬剤耐性とその克服へのアプローチ」、東北大学、2013年 3月 27日. 

5. 内海龍太郎、「細菌情報伝達機構と新規抗菌剤の開発」、日本細菌学会平成 24年度大会シ
ンポジウム、長崎新聞文化ホール、2012年 3月 23日.	  

6. 内海龍太郎、「新しい環境調和型抗菌剤の開発と応用」、日本農芸化学会平成 24年度大会
シンポジウム	 京都女子大学、2012年 3月 25日. 

7. Ryutaro Utsumi: “Antibacterial and antivirulent drugs targeting bacterial signal transductio

n”, The Commemorative International Conference for the 20th Anniversary of Korea Societ

y of Life Science, Bexico, Busan, Korea, 27-28 Oct, 2011.  

8. Ryutaro Utsumi: “Antibacterial and antivirulent drugs targeting bacterial histidine kinases”,

 BIT’s 1st Annual World Congress and Microbes-2011, Beijing International Convention C

enter, Beijing, China, 30 July-1 Aug, 2011. 

	 
	 



 

植物病原菌の情報伝達機構とその阻害剤の開発：内海 

73 

d.	 国際学会発表（一般講演のみ）	 

	 

1. Yoko Eguchi, Kohei Yoshitani and Ryutaro Utsumi: Structural changes of the sensory domain of 
PhoQ histidine kinase upon activation, Cold Spring Harbor Asia, Mechanism of Transmembrane 
Signaling, Suzhou, China, 27-31 Oct, 2014. 

2. Yoko Eguchi, Mei Yamanaka and Ryutaro Utsumi: Signal recognition sites of the acid 
responding EvgS histidine kinase sensor in Escherichia coli, Gordon Research Conference on 
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3. Yoko Eguchi, Naoya Tochio, Maya Umekita, Masayuki Igarashi, Akio Nomoto,Takanori Kigawa, and 
Ryutaro Utsumi: Walkmycins targets the dimerization domain of bacterial histidine kinase. 13th 
International Conference of the Chemistry of Antibiotics and Other Bioactive Compounds, Yamanashi, 
Japan, 24-27 Sep, 2013. 

4. Yohei Inukai, Hirokazu Kino, Masayuki Igarash, Akio Nomoto, Yoko Eguchi, Yu Shiwa, Hirobumi 
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metabolism in bacteria. 13th International Conference of the Chemistry of Antibiotics and Other 
Bioactive Compounds, Yamanashi, Japan, 24-27 Sep, 2013. 

5. Yoko Eguchi, Eiji Ishii and Ryutaro Utsumi: The connector SafA interacts with the multi-sensing 
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e. 国内学会発表件数（一般講演のみ）  
 
2016年	 日本農芸化学会 3件 
2015年	 日本農芸化学会 4件、日本生化学会近畿支部例会 2件、日本分子生物学会 4件、 
         日本ケミカルバイオロジー学会 1件 
2014年	 日本農芸化学会 3件、日本生化学会 1件、日本ケミカルバイオロジー学会 2件 
2013年	 日本農芸化学会 8件、日本細菌学会 1件、 
2012年	 日本農芸化学会 5件、日本分子生物学会 5件、21世紀大腸菌研究会 5件、 

日本農芸化学会関西支部大会 3件、日本ケミカルバイオロジー学会 1件 
2011年	 日本生化学 3件、日本分子生物学会 3件 
	 

	 	 	 合計	 54件	 
	 

f. 特許（取得）	 
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特許第 5405030号、登録日：平成 25年 11月 8日 

5. 内海龍太郎、五十嵐雅之、波多野和樹、渡邊崇史	 “植物病害防除剤”：特許第 5254097
号、登録日：平成 25年 4月 26日 

6. 内海龍太郎、五十嵐雅之	 “新規化合物シグナマイシン、その製造方法、及びその用途”: 
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1.	 三輪瞬平：21 世紀大腸菌研究会	 ポスター発表賞：イネ苗立枯細菌病菌のトロポロン生

産制御機構、大津、2015 年 6 月 5 日.	 

2.	 清水莉子：第６２回日本生化学会近畿支部例会	 発表優秀賞：細菌ヒスチジンキナーゼの

Hbox を標的とする新規抗生物質 waldiomycin、立命館大学、2015 年 5 月 16 日.	 

3.	 平井有紀：第 84 回日本生化学会大会	 鈴木紘一メモリアル賞：増殖に必須な転写因子 WalR

タンパク質標的にした新規抗菌剤の作用部位の解析、京都、2011 年 9 月 24 日.	 

4.	 松永弘子：2011 年度日本農芸化学会大会トピックス賞：う蝕菌バイオフィルム形成に関

するアロマデンドレン類縁化合物の阻害機構、京都、2011 年３月 28 日.	 

5.	 内海龍太郎、日本経済新聞：院内感染、多剤耐性細菌の効果の高い抗生物質、2012 年 7

月 18 日.	 
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私立大学戦略的研究基盤形成支援事業  
「環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」 

（平成 23年度～平成 27年度）  
研究成果最終報告書  

 

テーマ２：植物と他生物間相互作用の解析とそれらの調和をめざした技術革新	 

研究課題：植物酵素による病原菌および共生菌認識機構の解明	 

研究機関・研究室名：農学研究科・バイオサイエンス専攻・バイオ分子化学研究室	 

担当者職名・教授・深溝	 慶	 

研究協力者：准教授：大沼貴之	 

	 	 	 	 	 	 定時職員：近藤香織、有村和紘、田渕利弥、田中	 盾	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 RA：	 	 	 	 	 	 梅本尚之、新家粧子、北奥喜仁	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 実験補助：岡崎蓉子、神田有華、道善聡、永田琢也、浦崎惇、竹中祥子、	 	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 西平知世、河本大毅、高島智也、	 

	 	 	 	 	 	 

	 

	 

１．	 研究の目的	 

	 
	 	 植物と微生物の相互作用は、農業生産性に大きな影響をおよぼす重要な要素の一つであ
る。植物病原菌による感染は作物収量を大きく減少させ、また、共生関係にある微生物との

相互作用は植物に生育促進効果をもたらす。これら二つの相反する植物−微生物間相互作用の
分子基盤を理解するためには、植物にこれらの微生物が接触した際に、インターフェースに

発現されるタンパク質と微生物表層分子との相互作用を構造生物学的に理解することが必要

である。本研究では、そのようなタンパク質の中で植物キチナーゼおよび土壌細菌のキトサ

ナーゼに注目し、微生物表層多糖との相互作用を構造生物学的に明らかにし、作物保護の新

たな方策を分子レベルで設計することを目的としている。具体的には、いくつかの種類の植

物キチナーゼや細菌キトサナーゼを大腸菌で発現させ、これらのリコンビナントタンパク質

と キチン/キトサン−オリゴ糖との相互作用を、X 線結晶構造解析、NMR、ITC などの手法
によって、分子レベルで明らかにする。このような目的に従って、１）Family GH19 キチナ
ーゼの結晶構造および NMR滴定実験、２）コケ由来 Family GH19 キチナーゼ (BcChiA)の新
規阻害剤の開発、３）Family GH19 キチナーゼのオリゴ糖合成酵素への変換、４）ソテツ由
来 Family GH18 キチナーゼの結晶構造と糖転移活性、および５）土壌細菌由来キトサナーゼ
に存在するキトサン結合モジュールの構造と機能、以上 5つのテーマについて研究を行った。  
	 

	 

	 

２．研究内容	 

	 
１）Family GH19キチナーゼの結晶構造およびＮＭＲ滴定実験  
	 	 キチナーゼはアミノ酸配列の相同性によって Family GH18と Family GH19の二つのファ
ミリーに分類されている(http://www.cazy.org)。Family GH18キチナーゼが生物界に普遍的に存
在するのに対し、Family GH19キチナーゼはその多くが植物中で見出されており、GH19キチ
ナーゼは植物界に特徴的な酵素であると言ってよい。我々は植物由来のキチナーゼの中で、

大腸菌によって効率的に発現でき、精製も比較的容易であるライムギ由来の Family GH19キ
チナーゼ(RSC-c)とコケ由来の Familly GH19 キチナーゼ(BcChiA)の二つのキチナーゼを用い



 

植物酵素による病原菌および共生菌認識機構の解明：深溝 

76 

て、その基質であるキチンとの相互作用機構を X 線結晶構造解析および NMR 滴定実験によ
って調べることにした。 

	 	 まず、いくつかの RSC-c
変異体および野生型を用い

て、キチンオリゴ糖、

(GlcNAc)n (n=2-6)との複合
体の結晶を得ようと試みた

ところ、RSC-cE67Q/W72A
の二重変異体において、２

個の (GlcNAc)4 が基質結合

部位全体に結合した複合体

結晶構造を得た（図１）。加

水分解の触媒に必須な

Glu67の位置から考えて、こ
れら二つの (GlcNAc)4 分子

は、グリコシド結合開裂が

起こる触媒部位の上部の４

個のサブサイト（−４、−３、

−２、−１）と触媒部位より

下方に位置する４個のサブ

サイト（＋１、＋２、＋３、

＋４）にそれぞれ結合する

ことが明らかになった。この構造に基づいて、基質結合クレフト全体において基質と相互作

用するアミノ酸残基をほぼ完全に同定することができた（図１）。しかし、触媒部位には触媒

反応のターゲットとなるグリコシド結合が存在せず、触媒反応機構に関する情報は、この複

合体から得ることはできなかった。 
	 	 一方、植物中で見出されているキチナーゼ中で最も低分子量のものは、コケ(Bryum 
coronatum)由来の Family GH19キチナーゼ(BcChi-A)である(Taira et al., Glycobiology. 2011, 21, 
644-654)。アミノ酸配列の比較に基づいて、このような低い分子量は、いくつかのループ構造
の欠失によるものでることが推定されていた。そこで、我々は BcChi-A の結晶構造および基
質との結合様式を調べることにした。大腸菌の発現系で得られた触媒酸 Glu61 を Ala に変異
させた不活性変異体 BcChi-A E61Aと(GlcNAc)4との混合溶液を用いて結晶化を試みたところ、

200 × 20 × 20 µm3の棒状の結晶を１か月程度で得ることができた。セレノメチオニンでラベル

されたタンパク質を用いて SAD 法で結晶解析を行い、最終的に図２の緑で示す構造を得た。
赤で示した RSC-c
と比べると、アミノ

酸配列からの予測

の通り BcChiAでは
Loop I、Loop II、
Loop IV、Loop Vが
欠失しているのが

明らかになった。触

媒酸Glu61はRSC-c
の触媒酸 Glu67 と
ほぼ同じ位置にあ

り、触媒塩基 Glu70
および求核性の水

分子を配向させる

Ser102 も基質結合
図２	 BcChiAE61A-(GlcNAc)4 複合体と RSC-cE67Q/W72A-	 

2x(GlcNAc)4 複合体との主鎖構造の比較。緑;	 BcChiA,	 赤;	 RSC-c。 

図１	 RSC-cE67Q/W72A-2x(GlcNAc)4 複合体の結晶構造

（ステレオ図）。緑;	 BcChiA,	 赤;	 RSC-c。	 
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クレフトを挟んで Glu61と対峙するように位置している。なお、これらの二つの触媒残基は、
RSC-cにおいては Glu89, Ser120に対応しており、図２から明らかなように、立体的にほぼ同
じ配置をとることがわかった。 
	 	 この結晶解析から得られた(GlcNAc)4 と BcChi-A E61A の相互作用様式を図３に示す。
(GlcNAc)4は触媒部位を跨いで、BcChi-Aの基質結合クレフト全体に結合していることがわか
った。ただし、これはあくまでも結晶構造での相互作用様式である。果たして、溶液中にお

いても同様の相互作用様式を示すのであろうか？そのことを調べるために、NMR法に基づく
(GlcNAc)4 滴定実

験を行った。大腸

菌の発現系および

M9 最小培地を用
い て 、 BcChiA 
E61A の 15N-ラベ
ル 化 を 行 い 、

HSQC スペクトル
を 測 定 し た 。

HSQC スペクトル
中のいくつかの主

鎖のシグナルは、

(GlcNAc)4 の滴定

に伴って徐々にシ

フトした。過去の

帰属結果に基づい

て (Shinya et al., 
Biomol. NMR 
Assign., 2012, 6, 157-161)、どのアミノ酸残基が影響を受けたかを調べたところ、図４に示す
ように触媒残基（Glu61, 赤）周辺の基質結合クレフトに沿って存在するアミノ酸残基が最も
強く影響を受けており（青あるいは緑で色付けされた部分）、それは結晶解析で得られた

(GlcNAc)4の結合位置（図４、オレンジの stick モデルで表示）とほぼ一致した。よって、溶
液中では、結晶中と同様の相互作用が行われ

ているものと思われる。 
	 	 図３の結晶構造解析において、初めて基

質オリゴ糖(GlcNAc)4 が触媒部位を跨いで結

合している状態をとらえることができた。こ

のような構造において、活性中心近傍のアミ

ノ酸残基およびキチンオリゴ糖の配置を詳細

に調べることによって、より精密な触媒機構

の考察が可能になるはずである。図５に活性

中心近傍の触媒反応に直接関わる部分を原子

レベルで表示している。なお、この図におい

ては、結晶解析で得られた BcChi-A E61Aの構
造を鋳型として、モデル計算によって Ala61
を Gluに置換し野生型酵素を再現させている。
この構造は、これまで考えられていた Family 
GH19 キチナーゼの触媒機構を強く支持する

ものである。すなわち、Glu61 のカルボキシル基からグリコシル酸素原子にプロトンが供与
され、結合開裂が起こる。その後、Glu70 の共役塩基によって活性化された水分子が-1 サイ
トの C-1 炭素を攻撃し、加水分解が完結する。その際、C-1 炭素を攻撃する水分子は Ser102
の水酸基との水素結合によって固定されている。この一連の反応に関わる原子間の距離（図

図３	 BcChi-A	 E61A-(GlcNAc)4 複合体の結晶構造（ステレオ図）	 

図４	 15N-ラベル BcChi-A	 E61A の

ＮＭＲ滴定実験より推定された

(GlcNAc)4 の相互作用部位	 
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中、点線に付随した数字）は、ほぼ間違

いなくこの触媒機構を支持しているもの

と考えられる。-1 サイトにおける糖残基
の立体配座は最も安定な 4C1 の椅子型を

とっているようである。よって、この時

点で糖残基には大きなエネルギー的な歪

みは起こっていないものと思われる。し

かし、-1サイトと+1サイトに存在する糖
残基間のグリコシド結合は、図に示すよ

うにいくらかねじれ、歪みがかかってい

るようである。このグリコシド結合部分

の歪みが加水分解反応における活性化エ

ネルギーを低くしているものと思われる。 
 
 
 
 
 

２）コケ由来 Family GH19キチナーゼ (BcChiA)の新規阻害剤の開発	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
	 	 酵素阻害剤は、対応する酵素の反応機構や構造と機能の解析を行う際に、極めて有効に

活用することができる。強い阻害剤があれば、Ｘ線結晶構造解析において複合体を形成しや

図６	 キトオリゴシルモラノリンの酵素合成	 

図８	 リガンド結合に伴う 1H-15N	 HSQC スペク

トルの変化。(GlcNAc)2と(GlcNAc)2-M とではシ

グナルの応答が異なる。	 

図７	 ＣＤによって得られた BcChiA の熱変

性曲線。リガンド結合に伴う Tm 値の上昇に

基づく結合性評価。	 

BcChiA 
BcChiA+(GlcNAc)2 
BcChiA+(GlcNAc)3 
BcChiA+(GlcNAc)2-M 

図５ 	 BcChi-A	 E61A-(GlcNAc)4 複合体結晶

構造の活性中心近傍のクローズアップ。Ala61

には Glu 側鎖をモデルによって導入してい

る。  
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すく、複合体構造が得られると、触媒部位あるいは基質結合部位を容易に特定することがで

き、反応機構に関する情報までも得ることが可能である。しかしながら、植物に多数存在す

るファミリー GH19キチナーゼの有効な阻害剤はいまだに見出されておらず、このことはこ
のファミリーの酵素の構造と機能に関する理解を妨げていたものと思われる。一方、最近

Ogataらは、キチンオリゴ糖の還元末端にモラノリン（1-デオキシノジリマイシン）を転移さ
せ、図６に示すようなキトオリゴシルモラノリン, (GlcNAc)n-M (n=1, 2, 3)を酵素合成した。さ
らに彼らは、(GlcNAc)3-M がリゾチームの極めて有効な阻害剤であることも明らかにした

(Ogata et al., J. Biol. Chem. 2013, 288, 6072-6082)。Family GH19キチナーゼが Family GH22に属
するリゾチームと類似の触媒クレフトをもち、リゾチームスーパーファミリーとして類似の

触媒性をもつ酵素群として捉えられていることを考えるならば、Family GH19 キチナーゼも
キトオリゴシルモラノリンによって阻害を受ける可能性が示唆される。そこで、我々は、

(GlcNAc)2-M について、コケ由来の Family GH19 キチナーゼ(BcChiA)に対する結合性および
阻害活性を調べてみた。なお、(GlcNAc)3-Mは BcChiAによってわずかではあるが加水分解を
受けたので、ここでは使用しなかった。 
	 	 図７は、BcChiAの熱変性実験を(GlcNAc)2, (GlcNAc)3, および(GlcNAc)2-Mの存在下ある
いは非存在下で行った結果である。BcChiAに対する安定化効果は、(GlcNAc)2-Mが(GlcNAc)2

および (GlcNAc)3 に比べはるかに高いことがわかる。すなわち、(GlcNAc)2-M はそれだけ強

く結合しているからである。安定同位体 15N-ラベルを施した BcChiA を用いて NMR による
(GlcNAc)2と(GlcNAc)2-Mの結合性を調べてみると、図８に示すように、いくつかの NMRシ
グナルにおいて、この二つのリガンドは異なる影響を及ぼすことがわかった。さらにこの影

響を受けたシグナルの化学シフト変化量を遊離のオリゴ糖濃度に対してプロットすると、図

９のような滴定曲線が得られた。得られた滴定曲線は、図に示すようにアブノーマルなもの

であり、結合定数を得ることはできなかった。しかし、これらの曲線から少なくとも、

(GlcNAc)2-Mは(GlcNAc)2に比べはるかに強くBcChiAに結合していることが明らかになった。
これらの結果は、(GlcNAc)2-MがBcChiAの有効な阻害剤となりうることを示唆する。そこで、
BcChiAの(GlcNAc)4および(GlcNAc)6に対する加水分解反応が、(GlcNAc)2-Mによってどれく
らい阻害されるのかを、HPLCによる反応速度解析によって調べた。その結果、図 10 に示す
ように、50%阻害濃度 IC50について、(GlcNAc)4に対する反応で 130 µM、また (GlcNAc)6に対

する反応で 620 µM という値が得られた。(GlcNAc)2-M のリゾチーム溶菌反応に対する IC50が、

図９	 NMR シグナル変化に基づく、それ

ぞれのリガンド結合の滴定曲線。●,	 

(GlcNAc)2;	 ○,	 (GlcNAc)2-M	 	 

図 10	 (GlcNAc)2-Mの BcChiA加水分解反応に対

する阻害活性(IC50)。基質(GlcNAc)4,	 ●；

(GlcNAc)6,	 ▲	 
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16.7 µM であったことから考えると、BcChiAに対する阻害は、リゾチームに対するほど強くはな
いことがわかった。しかしながら、図 10 に見られる(GlcNAc)2-Mによる BcChiA加水分解反応に
対する有意な阻害作用は、今後、Family GH19キチナーゼの阻害剤の分子設計を行っていく上で、
有用な情報となるであろう。 
 
３）Family GH19キチナーゼのオリゴ糖合成酵素への変換  
	 	 最近、アノマー型反転の機構をもつ糖質加水分解酵素の部位特異的変異によって、合成

活性を付与しうることが報告されるようになった(Honda and Kitaoka, J Biol Chem. 2006, 281, 
1426-1431; Honda et al., Glycobiology. 2008, 18, 325-330)。これらの報告に基づいて、我々は、
アノマー反転型酵素であるコケ由来 Family GH19キチナーゼ(BcChiA)に部位特異的変異を施
し、本酵素に合成活性を付与することを試みた。 
	 	 一般的にアノマー反転型の糖質加水分解酵素に真の基質の逆のアノマーをもつフッ化オ

リゴ糖をグリコシルドナーとして反応させると、図 11に示すように HFを放出しながら合成
反応が起こり（第一段階）、より長鎖のオリゴ糖が生成される。しかし、合成によって生成さ

れたオリゴ糖は、その酵素が本来もっている加水分解活性によって再加水分解され（第二段

階）、元の基質の長さに戻ってしまう。このような酵素へ合成活性を付与するためには、合成

後に起こる加水分解活性（第二段階）を抑え、合成反応生成物を蓄積させる必要がある。そ

こで、本研究では、BcChiAの触媒中心において、求核性の水分子を保持する役割をもつ Ser102
に変異を施し、加水分解活性を抑えることによって、合成酵素への変換を試みた。 
	 	 グリコシルドナーとしてα-(GlcNAc)2-F、グリコシルアクセプターとして(GlcNAc)2を用い

て、野生型の BcChiAおよび種々の変異酵素と反応させ、生成物を TLCで分析した。その結
果を図 12 に示す。野生型酵素の場合(Lane 2)、酵素を入れない場合(Lane 1)に比較して、
α-(GlcNAc)2-F のスポットが弱くなり、逆に(GlcNAc)2 (II) のスポットが強くなっているのが
わかる。すなわち、図 11 に示すような二段階の反応を経て、α-(GlcNAc)2-Fは(GlcNAc)2へと

変換されていることがわかる。一方、
S102A (Lane 3), S102C (Lane 4), 
S102G (Lane 6), E70G (Lane 9) にお
いて、α-(GlcNAc)2-F のスポットが
弱くなるとともに、(GlcNAc)4 のス

ポットが有意に検出されていた。以

上より、Ser102の変異によって、合
成酵素への変換が可能であること

がわかった。 
	 	 同様の合成酵素への変換はよ

り長いサブサイト構造（−４、−３、

−２、−１、＋１、＋２、＋３、＋４）

をもつ RSC-c にも適用できること
がわかった。グリコシルドナーとし

てα-(GlcNAc)3-F、グリコシルアクセ

図 11	 BcChiA とフッ化キチンオリゴ糖とアクセプターとの反応機構  

図 12 	 BcChiA 野 生 型 お よ び 変 異 体 の

(GlcNAc)2-F+(GlcNAc)2 に対する反応の

TLC 解析  
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プターとして(GlcNAc)4を用いて、野生型の RSC-cおよび種々の変異酵素と反応させ、反応生
成物を HPLC で調べた。その結果を図 13 に示す。野生型と反応させると、図 13A に示すよ
うにα-(GlcNAc)3-F のピークは経時的に減少していき、その代わりに(GlcNAc)3のピークが増

大した。この結果も図 11のような二段階反応が起こっていることを示している。野生型酵素

の代わりに E89G, S120A, および E89G/S120A を用いて反応させた結果をそれぞれ 図 13B,	 
13C,  および 13D に示している。いずれの場合も明確な(GlcNAc)7のピークが検出された。こ

れらの変異酵素はオリゴ糖合成活性をもち、α-(GlcNAc)3-Fと(GlcNAc)4から(GlcNAc)7を合成

しうることが明らかになった。E89G/S120Aを用いて 12時間反応させ、生成物を調べてみる
と図 13E に示すように多量の(GlcNAc)7を蓄積することがわかった。以上より、Family GH19
キチナーゼに対して同様の変異戦略によって、合成活性を付与することが可能であることが

わかった。 

	 

	 

4）ソテツ由来 Family GH18 キチナーゼの結晶構造と糖転移活性	 
	 	 糖質加水分解酵素の反応において、その逆反応である糖転移反応が観察されることは古

くから認められている。なぜ、加水分解を担う酵素に一見不利とも思えるような転移活性が

存在するのか、どのような酵素の立体構造がこのような逆反応を触媒する機能をもたらすの

か、これらの問題は長い間、多くの研究者によって検討され、その研究成果は酵素による非

天然有用糖質の効率的合成のために大きく貢献してきた。しかし、その分子基盤が明らかに

なってくるのはごく最近のことである。我々は植物由来のキチナーゼの構造と機能の研究を

進める中で、非常に高い糖転移活性をもつキチナーゼをソテツ (Cycas revoluta) より分離し、
CrChiAと名付けた(Taira et al., Glycobiology 2009, 19, 1452-1461)。このキチナーゼは、植物キ
チナーゼのアミノ酸配列の相同性に基づく分類（クラスⅠからクラスⅤ）によるとクラスＶ

に属するものであり、CAZyデータベースによる分類では、GH (Glycoside Hydrolase) Family 18 
(GH18) に属する。GH18キチナーゼにおいては、基質補助機構によるアノマー保持のメカニ
ズムで触媒反応が進み、多くのアノマー保持型の糖質加水分解酵素で糖転移活性が見出され

ているように、GH18キチナーゼにおいても糖転移反応を触媒するものが多い(Fukamizo et al., 
Biochemistry, 2001, 27, 2448-2454)。しかし、植物由来のキチナーゼにおいて CrChiAのように
極めて高能率に糖転移反応を触媒するキチナーゼは、これまでに報告がない。我々は最近、

図 13	 RSC-c 野生型あるいは変異型酵素のフッ化 (GlcNAc)3+(GlcNAc)4に対する

反応の HPLC 解析。(A) 野生型 (B) E89G, (C) S120A, (D) E89G/S120A. (E) E89G/S120Aで
12時間反応させた場合の生成物。 
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CrChiA の結晶構造と同じクラスＶに属しながらも糖転移活性が極めて低いタバコ由来のキ
チナーゼ(NtChiV)およびシロイヌナズナ由来のキチナーゼ(AtChiC)の結晶構造を比較し、糖転
移反応に必須な機能構造に関する有用な知見を得ることができた。以下に、それらのいくつ

かの知見について紹介させていただく。 
	 	 これら三種の植物キチナーゼはいずれも、 (α/β)8バレルドメインと、逆平行βシート（β
ストランド５本）と１個のα-へリックスからなる挿入ドメインの、二つのドメインからなる。

これら三つの構造の Cαトレースを重ね合わせた図 14A をみると、いずれの角度からみても
ほとんど相違は感じられない。ただ、一つだけ注目すべき点は、CrChiAにだけ見出される基
質結合クレフト末端のループのふくらみである（図 14A の太い矢印）。糖転移活性が極めて

低い NtChiVと AtChiCにはこのようなループのふくらみは見られない。このループ構造の違
いがどのように触媒反応に関わってくるのかは、やはりキチンオリゴ糖との複合体結晶の構

造解析が必要になってくる。我々は、CrChiA の触媒中心である Glu119 をグルタミンに変異
させて不活性にした変異体(CrChiA-E119Q)を用いて、キチンオリゴ糖（トリマー）との複合
体構造を得ることに成功した。図 14B にその複合体構造を示す。先に注目した CrChiA にだ
け存在するループ構造のふくらみは確かに結合したキチンオリゴ糖の還元末端糖残基近傍に

位置する。このキチンオリゴ糖結合部位（点線で囲んだ部分）を拡大してステレオ図にした

図 14	 CrChiA のＸ線結晶構造。Ａ．CrChiA,	 NtChiV および AtChiC の Cαトレースを重ね合わせ。
Ｂ．CrChiA-E119A と(GlcNAc)3の複合体構造。(GlcNAc)3は+1,	 +2,	 +3 部位に結合している。Ｃ．

CrChiA-E119A と(GlcNAc)3の結合様式。Ｂの図の点線で囲んだ領域を拡大し、ステレオで表示。	 
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ものが図 14C である。このトリマーは＋１、＋２、＋

３の三つのサブサイトに結合していた。いくらかの水素

結合がそれぞれの糖残基に形成されているが、それとと

もに＋２の糖残基には Trp197 が、そして＋３の糖残基
には Trp168がそれぞれ CH-πスタッキングによって重な
りあっていることが明らかになった。これら二つのトリ

プトファン残基をそれぞれアラニンに変異させると、

CrChiA がもつ糖転移活性が著しく減少し、特に Trp168
の変異は糖転移活性をほぼ完全に消失させた(Umemoto 
et al., FEBS Lett., 2015, 589, 2327-2333)。サブサイト＋１、
＋２、＋３へのアクセプター分子の結合力は、糖転移活

性を決める重要な要因なのである。 
	 	 一方、図 14C を詳細にみてみると、＋２と＋３の

糖残基にみられたトリプトファン残基との相互作用は、

＋１部位にはみられない。このことは、＋１部位へのト

リプトファン残基の導入はその部位の糖残基との相互

作用を強め、糖転移活性を高めるものと考えられる。実

のところ、Serratia marcescens キチナーゼ B (SmChiB) 
の＋１部位ではTrp97が糖残基との相互作用に関わって

おり、プロセッシブなキチン分解において重要な役割を担っている。SmChiBの Trp97に対応
するアミノ酸残基は、NtChiV, AtChiC, CrChiAのそれぞれにおいて Gly74, Gly75, Gly77である
ので、我々はこれらのグリシン残基をトリプトファンへと変異させ、糖転移活性の促進を試

みた。その結果、いずれの変異酵素においても野生型と比べ、糖転移活性が促進されており、

特に、CrChiA-G77Wでは、４糖基質から糖転移反応を経由して生成される３糖の著しい生成
促進効果がみられた（図 15）。また、CrChiA-G77Wとキトオリゴ糖複合体の X線結晶構造も
得ることができ、変異導入されたトリプトファンインドール環と＋１ピラノース環との CH-π
スタッキングによる重なりを確認することができた（図 16B）。興味深いことに、変異導入さ

れたトリプトファン残基のインドール環は、＋１サブサイトから糖残基がなくなると反転し、

糖残基の結合状態に

よって配向を変える

ことが明らかになっ

た（図 16A）。 
最近、Zakkariass- 

enらは、GH18キチナ
ーゼにおいてほぼ完

全に保存されている

DxDxE 触媒モチーフ
の中央に位置するア

スパラギン酸 (D2)に
変異を導入し、著しい

糖転移活性の増大を

実現した。この変異に

よって活性中心近傍

の静電的環境が変化

し、水分子の攻撃が抑

制されたものと彼ら

は説明している。この

ことは、DxDxE 触媒
モチーフの D2の存在

図 15	 CrChiA 野生型 (A)と
CrChiA-G77W 変異体 (B)の
(GlcNAc)4 に対する反応の経

時変化。  

図 16	 CrChiA-G77W-キチンオリゴ糖複合体の結晶構造のス
テレオ図。  
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状態と糖転移活性との関連性を示唆している。図 17 の結晶構造中の DxDxEモチーフの拡大
図をみてみると、高能率に糖転移反応を触媒する CrChiAにおいて、DxDxEモチーフの D2は

グルタミン酸側に配向している。しか

し、糖転移活性が極めて低い NtChiV
やAtChiCのD2は逆にアスパラギン酸

側に配向しているのである。D2のグル

タミン酸側への配向は、活性中心の静

電的な環境を変化させ、活性化された

水分子の－１ピラノース環Ｃ１炭素

原子への攻撃を抑制し、逆に糖転移反

応を促進させるものと思われる。前の

パラグラフで説明した＋１部位への

トリプトファン側鎖の導入は、活性中

心近傍の疎水性を増大させるので、水

分子の攻撃が抑制されている可能性

も十分に考えられる。このように、二

つの構造的な要因；１）アクセプター

分子の結合力が高いこと、２）活性中

心において水分子の攻撃が抑制されていること、これら二つの要因が協同的に作用すること

によって効率的な糖転移を引き起こしているようである。有効な糖転移酵素の創製のために

は、これら二つの構造要因を十分に考慮に入れるべきであろう。 
 
５）土壌細菌由来キトサナーゼに存在するキトサン結合モジュールの構造と機能	 

  	 これまで多くの土壌細菌由来のキトサナーゼが見出されているが、その多くは触媒モジ
ュールだけからなる。しかしながら、2002年に見出された Paenibacillus sp. IK-5由来のキト
サナーゼはいくつかのモジュールからなり(Kimoto et al., J Biol Chem. 2002, 277, 14695-14702)、
いわゆるモジューラ構造をもつ（図 18）。N-末端側よりそれぞれシグナルペプチド、触媒モ
ジュール、フィブロネクチン Type IIIモジュール、DD1モジュール、そして DD2モジュール
とよばれている。右側二つのモジュールはディスコイジン・ドメインとの有意な相同性ゆえ

に DD1と DD2と名付けら
れていたが、ディスコイジ

ン・ドメインと称される一

群の結合タンパク質は極

めて多様性に富み、特にそ

れらの結合特異性も多岐

にわたっているので、これ

ら DD1 と DD2 の機能も詳細に調べる必要があると思われる。キトサナーゼ分子中のモジュ
ールであるので、キトサンへの特異性をもつものと想定できるが、実験的な証拠はこれらの

モジュールを欠損させた変異体で得られたデータのみであり(Kimoto et al., J Mol Microbiol 
Biotechnol. 2010, 18, 14-23)、これらのモジュールそのものを使った実験はなされていなかった。
そこで、我々はこれら DD1 と DD2 の２種のタンパク質を発現精製し、機能解析および構造
解析を行った。 
	 	 まず、等温滴定型熱量計(ITC)を用いて、キトサンオリゴ糖との結合実験を行った。50 mM
酢酸ナトリウム緩衝液 pH 5.0中、25 ˚Cで測定したところ、図 19 のようなサーモグラム（上）
および理論曲線とのフィッティングパターン（下）を得た。いずれの場合もタンパク質と糖

の結合モル比(stoichiometry)はほぼ 1.0に近い値が得られ、1:1で結合しているものと推定でき
た。この解析から得られた結合自由エネルギー変化、ΔG˚は、DD1-(GlcN)6 が-7.8 kcal/mol (A), 
DD1-(GlcN)3が-7.6 kcal/mol (B), DD2-(GlcNAc)6 が-5.2 kcal/mol (C), そして、DD2-(GlcN)3 が
-5.0 kcal/mol (D)であった。このことより、両方のモジュールにおいて３糖と６糖では大きな

図 17	 ３種のクラスＶキチナーゼの DxDxE 触媒モチー

フのコンフォメーション。	 

図 18	 Paenibacillus sp. IK-5 キトサナーゼのモジュ
ーラ構造  
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結合力の違いがなく、それぞれのモジュールにお

いて接触している糖残基の数（サブサイトの数）

は多くても３個くらいであろうと考えられる。ま

た DD2に比べ DD1の方がはるかにキトサン結合
能が高いということもわかった。 
	 	 次に、それぞれのモジュールを大腸菌発現系

によって 15NH4Clを含むM9培地で発現させ、15N-
ラベル化タンパク質を得た。また 15NH4Clととも
に 13C-グルコースを培地に加えることにより、13C, 
15N-ダブルラベル化タンパク質を得、主鎖シグナ
ル の 帰 属 の た め に 、 三 次 元 の HNCACB, 
CBCA(CO)NH, HNCA, HNCACO, HNCO, および 
HNCOCA スペクトルを測定した。また、側鎖シ
グ ナ ル を 帰 属 す る た め に 、 1H-13C-HSQC, 
HCCH-TOCSY, CCH- TOCSY スペクトルを測定
し、さらに 15N-edited NOESY および 13C-edited 
NOESYの測定を行って、NOE情報を得た。得ら
れた NOE情報をプログラム CYANA によって処
理し、溶液中での立体構造を得た。その結果を図

20 に示す。図に示すように、これら二つの結合

モジュールはβ-サンドイッチとよばれる二つの
β-シートが前後に重なるような構造をもつこと
がわかった。両者にはいくらかの違いもみられる。

β-サンドイッチコアの上部に突き出しているい
くつかのループ構造のコンフォメーションは両

者でいくらか異なっており、特に DD1 だけに付
加的なβ-ストランドがみられる。次に、(GlcN)4

を滴定し、シグナルの変化を調べた。図 21A と 21C に示しているようにいくつかの HSQC
シグナルにおいて明確なシフトが見られ、またわずかではあるが、両者ともシグナルがブロ

ードニングを起こし、消失するものもあった。シフトしたシグナルに注目すると、シフトの

量（Δδ）は DD1に比べ DD2の方が大きかったが、加えられる(GlcN)4に対する応答は、はる

かに DD1の方が鋭敏であった。このことは ITCで得られた結果、DD2に比べると DD1の方
が結合力が高いという結果と一致する。 

図 21Ａと 21C に示すスペクトルの帰

属結果に基づいて、どのアミノ酸残基のシ

グナルにシフトあるいはブロードニング

が生じたかを調べ、該当するアミノ酸残基

を DD1と DD2の溶液構造上にマッピング
を行った。(GlcN)4 の滴定によって、有意
なシグナル変化がみられたアミノ酸残基

をマゼンタで、ブロードニングを起こした

アミノ酸残基をブルーでハイライトした

ところ、図 21B と 21D に示すように、

(GlcN)4はこれらDD1とDD2の上部ループ
構造部分と相互作用を行うことが明らか

になった。これらの相互作用部位に存在す

るアミノ酸残基がキトサン分子の結合に重要であり、DD1と DD2の結合性の違いを生じさせ
ているものと推測できる。しかし、図 21B と 21D の比較からそのアミノ酸残基を特定するこ

とは難しい。そこで我々は、X 線結晶構造解析によってキトサンオリゴ糖との複合体構造を

図 19	 DD1 および DD2 に対するキ
トサンオリゴ糖結合の ITC プロファ
イル  

図 20	 NMR法によって得られた DD1およ
び DD2 の溶液構造。  
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明らかにすることを試みた。種々の結晶化条件で DD1 と DD2 のキトサンオリゴ糖との複合
体結晶を得ることを試みたが、唯一、DD2と(GlcN)3との複合体結晶が得られ、セレノメチオ

ニンでラベルしたタンパク質を用いた SAD 法によって位相を決定することができ、さらに、
この複合体の結晶構造を得ることができた。その構造のステレオ図を図 22 に示す。DD2 と
(GlcN)3との相互作用はほとんど非還元末端糖残基だけで行われており、オリゴ糖は結合部位

に対して直立するように結合していた。非還元末端との相互作用は、Glu14, Arg31, Tyr36, 
Glu61, および Tyr120の側鎖によって行われており、特に、Glu14のカルボキシ基は非還元末
端 GicN のアミノ基と静電的に相互作用を行う重要なアミノ酸であると思われた。図 21B と
21D の結果から考えると、DD1も DD2の場合と同様の結合部位でキトサンオリゴ糖と相互作
用を行っているものと思われる。しかし、DD2においてキトサンオリゴ糖との相互作用に関
わる五つのアミノ酸 Glu14, Arg31, Tyr36, Glu61, および Tyr120の保存性を、アミノ酸配列上
で調べてみると、DD2の Tyr36は、DD1では Glu36に置換しており、他のアミノ酸はすべて
保存されていた。このことより、DD1 と DD2 のキトサンオリゴ糖結合性の違いは、36 番目
のアミノ酸の置換(Glu/Tyr)によるものであると推定された。このことを実験的に確証するた
めに、DD1と DD2の 36番目のアミノ酸に部位特異的変異を施し、変異に伴うキトサンオリ
ゴ糖結合性の変化を ITCによって調べてみた。その結果、(GlcN)4に対する結合自由エネルギ

ー変化は、DD1が-7.8 kcal/mol、DD2が-5.2 kcal/molであるのに対し、DD1の Glu36àTyr変
異体は-5.1 kcal/mol、DD2の Tyr36àGlu変異体は-6.0 kcal/molという結果が得られた。すなわ
ち、36番目のアミノ酸はグルタミン酸である方が、キトサンオリゴ糖結合に有利であること
がわかった。以上より、DD1と DD2の結合性の違いをもたらしているものは 36番目のアミ
ノ酸置換であり、また、これらのキトサン結合モジュールとリガンドとの相互作用において、

図 21	 DD1(A と B)および DD2(C と D)に対するキトサンオリゴ糖の NMR 滴定実
験。A と C；(GlcN)4結合に伴う 1H-15N HSQC スペクトルの変化。オレンジ、(GlcN)4

非存在下；ブルー、(GlcN)4 存在下。B と D；シグナルに変化がみられたアミノ酸
残基。マゼンタはシグナルがシフトしたもの、ブルーはブロードになったもの。  
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グルタミン酸残基と糖のアミノ基との静電的相互作用は重要な働きをしていると結論するこ

とができた。 
	 	   

 
 
３．研究成果の副次的効果、今後の計画など  
 
	 	 今回、我々は RSC-cを用いて Family GH19 キチナーゼの基質結合クレフト全体のサブサ
イトマッピングを完全に行うことができた。また、BcChiA と(GlcN)4 の複合体構造に基づき、
これまでに推定されていた GH19 キチナーゼの触媒機構に関する実験的な証拠を提出する
ことができた。これらの結果に基づいて、GH19 キチナーゼをキチンオリゴ糖合成酵素へと
変換していくための有用な方策を確立することができた。現在、スギ花粉アレルゲンとして
同定されている GH19 キチナーゼ、あるいは冬ライムギに見出される不凍活性をもつ GH19
キチナーゼの構造について解析を進めている。このように、主として植物に見出される Family 
GH19キチナーゼはキチンの加水分解活性とともに付加的な機能を持つ場合が多い。それら付
加的な機能と構造との関連を明らかにすることは、今後、革新的なアグリバイオ技術を開発
するための大きな情報源となるであろう。Family GH19 キチナーゼの新たな阻害剤 , 
(GlcNAc)2-M が見出されたことは、今後のこのファミリーの酵素研究に大きく影響すること
であろう。しかしながら、得られた阻害剤を構造生物学的あるいは植物生理学的研究に活用
することを考えると、まだまだその阻害力は不十分であり、より精密な分子設計に基づく新
たな阻害剤の開発が望まれる。ソテツ由来クラス Vキチナーゼの糖転移反応触媒の高能率性
について、結晶構造に基づいてその構造的要因を二つ特定することができた。また、+1サブ
サイトへのトリプトファン残基の導入によってもたらされる糖転移反応の促進効果について、
X 線結晶構造に基づく考察を行うことができた。今後、このような情報を考慮に入れながら
エンジニアリングを行うことによって、より効率の良い糖転移酵素の創製が可能になるもの
と思われる。一方、キトサナーゼ中に見出されたキトサン結合モジュールの結合特性解析を
行い、キトサンに特異的な糖質結合モジュールを世界に先駆けて明らかにした。さらに、こ
れらのモジュールの立体構造を NMR 法および X 線結晶構造解析によって解き、キトサン認
識機構について原子レベルで考察することができた。このようなモジュールは単独での発現
だけではなく、他の触媒モジュールとのハイブリッドとして発現させることも可能である。
様々なモジュールの組み合わせより、新規の特異性をもつ糖質加水分解酵素の創製も可能と

C D 

図 22	 DD2 と(GlcN)3の複合体結晶構造のステレオ図。シアン、DD2 の主鎖構造と
リガンドとの相互作用に関わるアミノ酸残基 ;  イエロー、結合した (GlcN)3；ブルー、

(GlcN)3の電子密度マップ。点線、予想しうる水素結合あるいは静電的相互作用。  
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なり、植物の生育環境を適正に保つためのアグリバイオ技術革新が可能となった。  
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moss, Bryum coronatum. Glycobiology. 2014, 24(10):945-955. 

7. Ohnuma T, Umemoto N, Nagata T, Shinya S, Numata T, Taira T, Fukamizo T,. Crystal structure 
of a “loopless” GH19 chitinase in complex with chitin tetrasaccharide spanning the catalytic 
center, Biochim. Biophys. Acta, 2014, 1844(4):793-802. 

8. Mahata M, Shinya S, Masaki E, Yamamoto T, Ohnuma T, Brzezinski R, Mazumder TK, 
Yamashita K, Narihiro K, Fukamizo T. Production of chitooligosaccharides from Rhizopus 
oligosporus NRRL2710 cells by chitosanase digestion. Carbohydr Res. 2014, 383:27-33. 

9. Ohnuma T, Umemoto N, Taira T, Fukamizo T, Numata T. Crystallization and preliminary X-ray 
diffraction analysis of an active-site mutant of `loopless' family GH19 chitinase from Bryum 
coronatum in a complex with chitotetraose. Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun. 
2013; 69(12):1360-1362. 

10. Shinya S, Ohnuma T, Yamashiro R, Kimoto H, Kusaoke H, Anbazhagan P, Juffer AH, Fukamizo 
T. The first identification of carbohydrate binding modules specific to chitosan. J Biol Chem. 2013, 
288(42):30042-30053. 

11. Ohnuma T, Umemoto N, Kondo K, Numata T, Fukamizo T. Complete subsite mapping of a 
"loopful" GH19 chitinase from rye seeds based on its crystal structure. FEBS Lett. 2013, 587(16): 
2691-2697. 

12. Arimori T, Kawamoto N, Shinya S, Okazaki N, Nakazawa M, Miyatake K, Fukamizo T, Ueda M, 
Tamada T. Crystal structures of the catalytic domain of a novel glycohydrolase family 23 chitinase 
from Ralstonia sp. A-471 reveals a unique arrangement of the catalytic residues for inverting 
chitin hydrolysis. J Biol Chem. 2013, 288(26):18696-18706. 

13. Ogata M, Umemoto N, Ohnuma T, Numata T, Suzuki A, Usui T, Fukamizo T. A novel 
transition-state analogue for lysozyme, 4-O-β-tri-N-acetylchitotriosyl moranoline, provided 
evidence supporting the covalent glycosyl-enzyme intermediate. J Biol Chem. 2013, 
288(9):6072-6082. 

14. Ohnuma T, Fukuda T, Dozen S, Honda Y, Kitaoka M, Fukamizo T. A glycosynthase derived from 
an inverting GH19 chitinase from the moss Bryum coronatum. Biochem J. 2012, 444(3):437-443. 

15. Arakane Y, Taira T, Ohnuma T, Fukamizo T. Chitin-related enzymes in agro-biosciences. Curr 
Drug Targets. 2012, 13(4):442-470. 
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16. Shinya S, Nagata T, Ohnuma T, Taira T, Nishimura S, Fukamizo T. Backbone chemical shifts 
assignments, secondary structure, and ligand binding of a family GH-19 chitinase from moss, 
Bryum coronatum. Biomol NMR Assign. 2012, 6(2):157-161. 

17. Ohnuma T, Sørlie M, Fukuda T, Kawamoto N, Taira T, Fukamizo T. Chitin oligosaccharide 
binding to a family GH19 chitinase from the moss Bryum coronatum. FEBS J. 2011, 
278(21):3991-4001. 

18. Letzel T, Sahmel-Schneider E, Skriver K, Ohnuma T, Fukamizo T. Chitinase-catalyzed hydrolysis 
of 4-nitrophenyl penta-N-acetyl-β-chitopentaoside as determined by real-time ESIMS: the 
4-nitrophenyl moiety of the substrate interacts with the enzyme binding site. Carbohydr Res. 2011, 
346(6):863-866. 

19. Ohnuma T, Numata T, Osawa T, Mizuhara M, Lampela O, Juffer AH, Skriver K, Fukamizo T. A 
class V chitinase from Arabidopsis thaliana: gene responses, enzymatic properties, and 
crystallographic analysis. Planta. 2011, 234(1):123-137. 

20. Taira T, Mahoe Y, Kawamoto N, Onaga S, Iwasaki H, Ohnuma T, Fukamizo T. Cloning and 
characterization of a small family 19 chitinase from moss (Bryum coronatum). Glycobiology. 
2011, 21(5):644-654. 

21. Ohnuma T, Numata T, Osawa T, Mizuhara M, Vårum KM, Fukamizo T. Crystal structure and 
mode of action of a class V chitinase from Nicotiana tabacum. Plant Mol Biol. 2011, 
75(3):291-304. 
 

  他 10件	 合計 31件  
 
b.  総説  
 
1.	 北奥喜仁、大沼貴之：等温滴定型カロリメトリーを用いた生体分子間相互作用解析、化学
と生物、2015,	 53(12):834-842.	 

2.	 梅本尚之、深溝慶：糖質の加水分解と転移をめぐる酵素研究の新展開、化学と生物、2015,	 
53(8):491-493.	 

3 尾形	 慎、碓氷泰市、梅本尚之、大沼貴之、深溝	 慶、沼田倫征：リゾチーム遷移状態ア
ナログの設計に基づく反応機構の検証、化学と生物、2014, 52(12) :819-824. 

4. 新家粧子、深溝	 慶：CBM32ファミリーに属する糖質結合モジュールの構造と特異性、キ
チン・キトサン研究、2014, 20(1) :38-43. 

5. 尾形	 慎、碓氷泰市、梅本尚之、大沼貴之、深溝	 慶、沼田倫征：リゾチーム遷移状態ア
ナログの合成と反応機構の解析、応用糖質科学、2014, 4(4) :308-313. 

6. 深溝	 慶：―緒言―キチン質多糖の分解とオリゴ糖合成、応用糖質科学、2014, 4(2) :103-106. 
7. 大沼貴之、平良東紀：植物キチナーゼの構造と機能、その利用、応用糖質科学、2014, 

4(2) :121-126. 
8. Umemoto N, Ohnuma T, Fukamizo T.: Enzymatic Synthesis of Chitin Oligosaccharides with 

Longer Chains., inMarine Medicinal Glycomics, 2013, ed. by Pomin VH, Nova Science Publishers 
Inc., pp. 39-58. 

9. Shinya S, Ohnuma T, Brzezinski R, Scheerle RK, Grassmann J, Letzel T, and Fukamizo T.: 
Lysozyme Superfamily: Progress in Functional Analysis using ESI-MS and NMR Spectroscopy, in 
Lysozymes: Sources, Functions and Role in Disease, 2013, ed. by Maang XG, Cheung WF, Nova 
Science Publishers, Inc. pp. 127-153.  

10. 大沼貴之、深溝	 慶：糖質とタンパク質の相互作用解析、『機能性糖質素材の開発と食
品への応用Ⅱ』2013, 監修：井上國世、シーエムシー出版、pp. 232-240. 

11. 新家粧子、深溝	 慶：ディスコイジン・ドメインの多様な結合特異性、キチン・キトサ
ン研究 Chitin and Chitosan Research, 2013, 19(1) :28-33. 

12. 深溝	 慶、新家粧子：キトサナーゼの加水分解機構と基質認識機構、食品酵素化学の最
新技術と応用Ⅱ―展開するフードプロテオミクス― 2011, 編集：井上國世、シーエムシー
出版、pp. 58-69. 

13. Ohnuma T, Fukamizo T.: Expression and Purification of Bioactive Proteins/Peptides with 
Conventional Liquid Chromatography. in Protein and Peptide Analysis by LC-MS: Experimental 
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Strategies (RSC Chromatography Monographs) 2011, (ed. by Letzel T), RSC, Publishing pp. 
26-37. 

	 
c.	 招待講演、シンポジウムなど	 

	 

1. Tamo Fukamizo and Shoko Shinya：Binding Mode of Chitosan Oligosaccharides to Novel 
Chitosan-Specific Carbohydrate-Binding Modules (CBM32) of a Chitosanase from Paenibacillus 
sp. IK-5, Keynote Lecture of Biological Materials Workshop at 8th KIFEE International 
Symposium on Environment, Energy and Materials, Trondheim, Norway, Sept. 20-23th, 2015 

2. 大沼貴之、日本応用糖質科学会奨励賞受賞講演、「キチン質分解酵素の構造と機能および
利用に関する研究」、奈良県春日野国際フォーラム、2015 年 9 月 17 日．	 

3. 新家粧子、西村重徳、北奥喜仁、木元久、草桶秀夫、沼田倫征、大沼貴之、深溝慶、「溶
液 NMR 法と X 線結晶解析によるキトサン結合モジュールとキトサンの相互作用解析、応用
糖質科学シンポジウム、2015 年 9 月 18 日、東大寺総合文化センター・金鐘ホール。	 

4.	 大沼貴之：キチンオリゴ糖の酵素合成を目指した植物キチナーゼのエンジニアリング、第

43回 GRL静岡セミナー、静岡大学、2014年 9月 18日． 
5. Tamo Fukamizo: Keynote Lecture “Crystal structures of family GH19 chitinases complexed with 

chitooligomers revealed the difference in the substrate-binding mode between loopful and loopless 
enzymes”, 10th Conference of Insect Physiology, Biochemistry, and Molecular Biology, Nanjing 
Agricultural University, Nanjing, China, Jun. 15-19, 2013. 

6. Tamo Fukamizo: Keynote Lecture “The Mode of Action of Chitinolytic Enzymes: Production of 
Bioactive Oligosaccharides as Animal Nutrients”, 3rd AINI International Seminar “The role of 
Nutrition and Feed in Supporting Self Sufficient in Animal Products, Food Safety and Human 
Welfare”, Andalas University, Padang, Indonesia, 24-25 September, 2013. 

7 Tamo Fukamizo: “Crystal structures and engineering of plant family GH18 chitinases”, 
Biochemistry Special Lecture for Graduate Students, Suranaree University of Technology, Nakhon 
Ratchasima, Thailand, Jun. 15-19, 2013. 

8. 大沼貴之、深溝慶、Family GH-19キチナーゼに関する新しい知見、日本応用糖質科学会平
成 23年度大会特別シンポジウム「応用糖質科学研究の新時代を拓く」、北大学術交流会館、
2011年 9月 29日． 

9. Tamo Fukamizo: an Invited Lecture “Plant Chitinases: New Insights from Crystallography, 
Substrate Binding, and Engineering Studies",  9th Asian Pacific Chitin/Chitosan Symposium, 
Yasaka Saigon Hotel, Nha Trang, Vietnam, Aug. 3-6, 2011. 

	 

d.	 国際学会発表（一般講演のみ）	 

	 
1. Tamo Fukamizo: Crystal structures and engineering of plant family GH18 chitinases.Oral 

presentation at the 5th International Conference of Insect Physiology, Biochemistry and Molecular 
Biology (IPBMB 2015), Sun Yat-sen Univeristy (135 West Xingang Road, Haizhu District, 
Guangzhou), China, June 15th - 18th, 2015. 

2. Takayuki Ohnuma, Satoshi Dozen and Tamo Fukamizo: Chemo-enzymatic synthesis of 
chitoheptaose using a glycosynthase derived from an inverting chitinase with an extended binding 
cleft. 11th Carbohydrate Bioengineering Meeting (CBM10), Helsinki, Finland, 10-13 May 2015. 

3. Yoshihito Kitaoku, Toki Taira, Tomoyuki Numata, Tamo Fukamizo, Takayuki Ohnuma: Structural 
and functional insights into the CBM50modules attached to the plant GH18 chitinases. 11th 
Carbohydrate Bioengineering Meeting (CBM10), Helsinki, Finland, 10-13 May 2015. 

4. Takayuki Ohnuma, Satoshi Dozen and Tamo Fukamizo: Chemo-enzymatic synthesis of 
chitoheptaose using a glycosynthase derived from an inverting chitinase with an extended binding 
cleft, 12th International Conference of the European Chitin Society, Münster, Germany, August 
30th to September 2nd, 2015. 

5. Takayuki Ohnuma: Chemo-enzymatic synthesis of chitoheptaose using a glycosynthase derived 
from an inverting chitinase with extended binding cleft, Oral presentation at Mie Bioforum 2014, 
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Ise-shima, Japan, 18-21th Nov. 2014. 
6. Yoshihito, Kitaoku, Takayuki Ohnuma, Toki Taira, Tamo Fukamizo: Characterization of a GH18 

chitin’s containing a family 50 carbohydrate-binding module from a horsetail, Equisetum arvense, 
Poster presentation at the Mie Bioforum 2014 Lignocellulose Degradation and Biorefinery, Mie, 
Japan, 18-21st Nov. 2014. 

7. Shoko Shinya, Shigenori Nishimura, Hisashi Kimoto, Hideo Kusaoke, Takayuki Ohnuma, Tamo 
Fukamizo: Chitosan-binding modules (CBM32) of a chitosanase from Paenbacillus sp. IK-5, 
Poster presentation at Mie Bioforum 2014, Ise-Shima, Japan, 18-21th Nov. 2014. 

8. Shoko Shinya, Takayuki Ohnuma, Hisashi Kimoto, Hideo Kusaoke, Tamo Fukamizo: 
Chitosan-binding modules (CBM32) of a chitosanse from Paenbacillus sp. IK-5--- Amino acid 
residues responsible for chitosan binding---.  Poster presentation at the 28th annual symposium of 
the protein society, SanDiego, USA, 27-30th Jul. 2014. 

9. Tamo Fukamizo, Naoyuki Umemoto, Takayuki Ohnuma, Toki Taira, Tomoyuki Numata: Crystal 
structure of a family GH18 (class V) chitinase from cycad, Cycas revolute. Poster presentation at 
the 28th annual symposium of the protein society, SanDiego, USA, 27-30th Jul. 2014. 

10. Takayuki Ohnuma, Naoyuki Umemoto, Toki Taira, Tomoyuki Numata, Tamo Fukamizo: 
Structural Basis for chitin oligosaccharide recognition by plant chitinases and their antifungal 
activity, Poster presentation at XVI International Congress on Molecular Plant-Microbe 
Interactions, Rhodes, Greece, 6-10th Jul. 2014. 

11. Yoshihito. Kitaoku, Takayuki Ohnuma, Toki Taira, Tamo Fukamizo: A class Ⅲ chitin’s containing 
LysM domain from Equisetum arvense: role of LysM domain in the enzymatic activity, Poster 
presentation at the XVI International Congress on Molecular Plant-Microbe Interactions 2014, 
Rhodes, Greece, 6-10th Jul. 2014. 

12. Shoko Shinya, Takayuki Ohnuma, Reina Yamashiro, Padmanabhan Anbazhagan, André H. Juffer, 
Hisashi Kimoto, Hideo Kusaoke, Tamo Fukamizo：Binding Mode of Chitosan Oligosaccharides to 
Novel Chitosan-Specific Carbohydrate-Binding Modules (CBM32) of a Chitosanase from 
Paenibacillus sp. IK-5、Oral presentation at 7th KIFEE International Symposium on Environment, 
Energy and Materials, Kyoto, Japan, 16-19th Mar. 2014. 

13. Tamo Fukamizo: Plant family GH19 chitinases: Crystal structures of enzyme-substrate complexes, 
Oral presentation at the 10th Asia Pacific Chitin & Chitosan Symposium, Yonago, Japan, 4-8th Oct. 
2013. 

14. Takayuki Ohunuma, Satoshi Dozen, Yuji Honda, Motomitsu Kitaoka, Tamo Fukamizo: A 
glycosynthase derived from a “loopful” family GH19 chitinase from Secale cereal. 
Chemo-enzymatic synthesis of chitoheptaose, Oral presentation at the 10th Asia Pacific Chitin & 
Chitosan Symposium, Yonago, Japan, 4-8th Oct. 2013. 

15. Ohnuma T, Fukuda T, Dozen S, Shinya S, Numata T, Honda Y, Kitaoka M, Fukamizo, T A novel 
glycosynthase derived from an inverting family GH19 chitinase The 26th International 
Carbohydrate Symposium, Madrid, Spain, July 23, 2012. 

16. Ohnuma T, Umemoto N, Shinya S, Numata T, Fukamizo T Structure, function, and engineering of 
plant family GH-18 chitinases 12th International Conference on Chitin and Chitosan, Fortaleza, 
Brazil, Sept 3, 2012. 

17. Umemoto N, Ogata M, Suzuki A, Ohnuma T, Numata T, Usui T, Fukamizo T X-ray crystal 
structure analysis of lysozyme in a complex with new inhibitors, 	 N-acetylchitooligosyl 
deoxynojirimycin (GNn-M) 12th International Conference on Chitin and Chitosan, Fortaleza, Brazil, 
Sept 3, 2012. 

18. Shinya S, Matsumoto M, Takeuchi H, Ohnuma T, Kimoto H, Kusaoke H, Fukamizo T A novel 
chitosan-specific carbohydrate-binding module of Family GH-8 chitosanase from Paenibacillus sp. 
IK-5 12th International Conference on Chitin and Chitosan, Fortaleza, Brazil, Sept 3, 2012. 

19. Ohnuma T and Fukamizo T A novel glycosynthase derived from an inverting family GH19 
chitinase, 6th Kyoto International Forum for Energy and Environment (KIFEE) Symposium, 
Trondheim, Norway, Sept 11, 2012. 

20. Ohnuma, T., Fukamizo, T., Sørlie, M., Numata, T., Honda, Y., Family GH19 chitinase: New 
insights from crystallography, binding study, and engineering into a glycosynthase, 9th 
Carbohydrate Bioengineering Meeting, Lisbon, Portugal, May 16, 2011. 



 

植物酵素による病原菌および共生菌認識機構の解明：深溝 

92 

21. Umemoto, N., Yamamoto, T., Sato, H., Ohnuma, T., Urpilainen, H., Mizuhara, M., Fukamizo, T., 
Structural and mutational analysis of plant class V chitinase, 10th International Conference of the 
European Chitin Society, St. Petersburg, Russia, May 21, 2011. 

22. Shinya, S., Nagata, T., Ohnuma, T., Kawamura, S., Torikata, T., Taira, T., Nishimura, S., 
Fukamizo, T., Substrate binding to Family GH-23 lysozyme and Family GH-19 chitinase as 
determined by NMR spectroscopy, 16th European Carbohydrate Symposium, Sorrento, Italy, July 
5, 2011. 

23. Fukamizo, T., Ohnuma, T., Shoko, S., Nagata, T., Fukuda, T., Sørlie, M., Honda, Y., Taira, T., 
Family GH19 chitinase from moss: New insights from NMR spectroscopy, ITC experiments, and 
engineering into a glycosynthase, 16th European Carbohydrate Symposium, Sorrento, Italy, July 5, 
2011. 

 
e. 国内学会発表件数（一般講演のみ）  
 
2016年	 日本農芸化学会５件 
2015年	 日本農芸化学会６件、日本応用糖質科学会３件、日本キチンキトサン学会３件、 
2014年	 日本農芸化学会５件、日本応用糖質科学会５件、日本キチンキトサン学会５件 
	 	 	 	 	 関西グライコサイエンスフォーラム１件 
2013年	 日本農芸化学会５件、日本応用糖質科学会５件、日本キチンキトサン学会７件 
	 	 	 	  関西グライコサイエンスフォーラム１件 
2012年	 日本農芸化学会８件、日本応用糖質科学会４件、日本キチンキトサン学会４件 
2011年	 日本農芸化学会５件、日本応用糖質科学会５件、日本キチンキトサン学会４件 
	 

	 	 	 合計	 81件	 
	 

d.   特許	 
	 	 	 なし	 

	 

e．	 	 その他（学会賞、報道など）	 

	 

1.	 大沼貴之：平成 27 年度日本応用糖質科学会奨励賞受賞、キチン質分解酵素の構造と機能

および利用に関する研究」奈良県春日野国際フォーラム、2015 年 9 月 17 日．	 

2.	 北奥喜仁：日本農芸化学会関西支部例会（第 487 回講演会）支部賛助企業特別賞：LysM

ドメインの構造と機能：Receptor 型 LysM と Carbohydrate-Binding	 Module 型 LysM との

比較、神戸大学、2014 年 12 月 6 日．	 

3.	 Yoshihito	 Kitaoku:	 Excellent	 Poster	 Award	 at	 the	 Mie	 Bioforum	 2014	 Lignocellulose	 

Degradation	 and	 Biorefinery,	 “Characterization	 of	 a	 GH18	 chitin’s	 containing	 a	 

family	 50	 carbohydrate-binding	 module	 from	 a	 horsetail,	 Equisetum	 arvense”	 Poster	 

presentation	 Mie,	 Japan,	 18-21st	 Nov.	 2014	 

4.	 北奥喜仁：第 28 会キチン・キトサンシンポジウム、ポスター賞：植物由来ファミリーGH18

キチナーゼがもつ LysM ドメインの構造と機能、順天堂大学（東京）、2014 年 8 月 7 日．	 

5.	 新家粧子：第 15 回関西グライコサイエンスフォーラム口頭発表奨励賞：Paenibacillus	 sp.	 

IK-5	 キトサナーゼのCBM32キトサン結合モジュール－リガンド結合に関与するアミノ酸

残基－、大阪市立大学、2014 年 5 月 24 日．	 

6.	 Shoko	 Shinya:	 Young	 Author’s	 Award	 at	 the	 7th	 KIFEE	 International	 Symposium	 on	 

Environment,	 Energy	 and	 Materials：	 Binding	 Mode	 of	 Chitosan	 Oligosaccharides	 to	 

Novel	 Chitosan-Specific	 Carbohydrate-Binding	 Modules	 (CBM32)	 of	 a	 Chitosanase	 from	 

Paenibacillus	 sp.	 IK-5、Kyoto,	 Japan,	 16-19th	 Mar.	 2014.	 

7.	 新家粧子：第 10 回アジア・太平洋キチン・キトサン国際シンポジウム・ポスター賞”	 

Binding	 mode	 of	 chitosan	 oligosaccharides	 to	 novel	 chitosan-specific	 



 

植物酵素による病原菌および共生菌認識機構の解明：深溝 

93 

carbohydrate-binding	 module	 (CBM32)	 of	 a	 chitosanase	 from	 Paenibacillus	 sp.	 IK-5”

米子、ビッグシップ、2013 年 10 月 4 日～8 日．	 

8.	 竹中祥子：第 10 回アジア・太平洋キチン・キトサン国際シンポジウム（）ポスター賞

「Interaction	 of	 partially-N-acetylated	 chitooligosaccharides	 with	 a	 family	 GH19	 

chitinase	 from	 moss	 Bryum	 coronatum」米子、ビッグシップ、2013 年 10 月 4 日～8 日．	 

9.	 深溝	 慶：キトサン結合タンパク質を発見。奈良新聞（平成 25 年 9 月 5 日）、福井新聞（平

成 25 年 9 月 5 日）、化学工業日報（平成 25 年 9 月 6 日）、日経産業新聞（平成 25 年 9 月

6 日）、毎日新聞（平成 25 年 9 月 8 日）、讀賣新聞（平成 25 年 9 月 30 日）	 

10.	 梅本尚之：第 14 回関西グライコサイエンスフォーラム最優秀講演賞,「新規糖誘導体	 N-

アセチルキトオリゴシルモラノリンの阻害特性：GH22 リゾチームと Family	 GH19 キチナ

ーゼの阻害」大阪大学、2013 年 5 月 25 日．	 

11.	 梅本尚之：日本農芸化学会関西支部第 477 回講演会・若手優秀発表賞「新規リゾチーム
阻害剤,	 N-アセチルキトオリゴシルモラノリン	 (GNn-M)：リゾチームおよび Family 
GH19キチナーゼに対する阻害機構」神戸大学、2012年 12月 1日．	 

12.	 新家粧子：第 26 回キチン・キトサンシンポジウム・ポスター賞「Paenibacillus sp. IK-5 
Family GH-8キトサナーゼに存在する新規のキトサン特異的糖質結合モジュール」北海道
大学、2012年 7月 12日(木)～13日	 

13.	 新家粧子：日本農芸化学会関西支部第 472 回講演会若手優秀発表賞「リゾチームスーパ
ーファミリーに属する酵素の基質結合様式に関する研究：NMR による解析」神戸大学、2011
年 12月 10日．	 
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私立大学戦略的研究基盤形成支援事業  

「環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」 
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テーマ２：植物と他生物間相互作用の解析とそれらの調和をめざした技術革新  
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実験補助：竹内孝幸、宇都宮麻衣、安達元希、山崎智穂子  
その他：武田健吾、光森智紀、山田現  
 

１．	 研究の目的  
 
植物は動物のように攻撃者から身を守るために逃避することができないため、多重の防

御機構を備えている。植物の防御機構は直接防御と間接防御に大別され、前者の例として植

食者を忌避あるいは弱体化させる二次代謝物質の蓄積を、後者例として揮発性化合物を介し

た植物の免疫力の向上と天敵の誘引がある。これらの現象は、総じて、ケミカルリガンドに

よる生物間相互作用の制御と捉えることができる。 
本研究では、除虫菊による天然殺虫剤ピレスリンの生合成を一つの中心課題として、そ

の生合成と揮発性有機化合物（Volatile Organic Compounds, VOCs）によるその調節機構を設
定する。とくにピレスリン生合成の調節では、傷害ストレスに応じて放出される VOCs によ
る調節機構に焦点を絞って研究する。さらに間接誘導防衛機構では、微生物の関与を念頭に

置いて、植食者を介した微生物の感染に対する植物応答による植食者の防御や、植物成分を

含有する培地で生育させた糸状菌が植物因子を認識して生合成する昆虫制御物質の活性発現

機構と昆虫選択性を解明することを目的とする。 
これら一連の研究を通じて、植食者に対する植物の防御機構を、生物間相互作用を媒介

するケミカルリガンドの意義について理解を深めたので、以下にその概要を記す。 
 
２．研究内容  
 
１）揮発性物質による Plant-Plant Communicationを介したピレスリン生合成の制御  
	 植物は動くことによって危機を脱することができないため、様々な種類の VOCsを SOS信
号として放出する。これを受容した同種の植物は、被害を受けている植物の状況を知り、来

るべき将来の危機に備えて抵抗性を強化する。植物で理解されつつあるこうした Plant-Plant 
Communication の原理を深く解明するため、本研究ではキク科植物・除虫菊（Tanacetum 
cinerariifolium）を採用した。除虫菊は古来より天然殺虫剤ピレスリンを生合成することで知
られている。ピレスリンは、シクロプロパン環を持つ酸部（菊酸）とシクロペンテノン環を

持つアルコール（レスロロン）とのエステル化合物である。その酸部で 2 種（第一菊酸と第
二菊酸）、アルコール部で 3種（ピレスロロン、シネロロン、ジャスモロロン）のバリエーシ
ョンがあるため、ピレスリンは計 6種の類縁体で構成される（図１）。 
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図１  除虫菊が生合成する天然殺虫剤ピレスリン 
 

	 	 除虫菊幼苗に対して物理的傷害を与えると図２のように傷害を与える前には見らない

VOCsが生じた。VOCsは傷害後の時間の経過とともにダイナミックに変動した。すなわち、
傷害を与えた直後は(Z)-3-hexenalや(E)-2-hexenalなどの Green Leaf Volatile (GLVs)が生じ、傷
害後 30分以上経過すると、(Z)-3-hexen-1-yl acetateと(E)-β-ファルネセンが生じた。そこで傷
害後 30－60分で生じた VOCsのブレンドを GCMSで定量し、再構成した。一方、こうした
傷害誘導的に生じる VOCsを無傷の除虫菊幼苗が受容した時のピレスリンの濃度の変化を調
べた。すなわち、傷をつけた幼苗の横に無傷の幼苗を置いたところ、無傷の幼苗のピレスリ

ン含量が有意に上昇した。次に、上記の VOCsブレンドを綿棒から揮発させて無傷の幼苗に
処理したところ、この場合も無傷の幼苗のピレスリン含量が有意に増加した（図３）。 
 

 
 
図２  物理的傷害を与える前と後に除虫菊から生じた VOCsの GCMSクロマトグラム 

 

 
図３  傷害揮発性物質を受容した無傷の除虫菊幼苗のピレスリン濃度の変化 
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A傷害を与えた幼苗の横においた場合; B傷害誘導性 VOCsのブレンドを受容した場合 
	 	 これまでに著者らはピレスリンの生合成の概要について調べ、酸部は MEP 経路で、ア
ルコール部はオキシリピン経路で生合成されることを明らかにしている（図４）。DXS 
(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase)、CDS (chrysanthemyl diphosphate synthase)、LOX 
(lipoxygenase)、AOS (allene oxide synthase)遺伝子の発現変動を指標に傷害誘導性 VOCsによる
ピレスリン生合成の活性化について検討した。その結果、とくに CDS遺伝子の発現が他の遺
伝子に比べて顕著に VOCs感受性を示した。VOCsの成分のうち、一つでも欠損させると CDS
の発現促進作用が低下したことから、傷害誘導性の VOCs はブレンドとしてピレスリン生合
成を活性化する作用を持つことが示唆された。 
 

 
 
図４  VOCsを単独または様々な組み合わせで処理した除虫菊幼苗での CDS遺伝子の発現 

アルファベットは ANOVAで分析したときの有意差の有無を示している。 
 
 

	 	 ピレスリンは昆虫に対する防御物質としてつくられると仮定すると、傷害応答性を示す

と推定された。しかし、傷害を与える自らが放出する VOCsに被爆する。そこで傷害を与え
た部位に袋掛けをしたものとしないもので、袋掛けをしてない居場所での除虫菊幼苗のピレ

スリン量を、傷害を与える前と比較した（図５、６）。 
 

 
 
図５物理的傷害によって生じるピレスリン生合成の変化（VOCsの自己被ばくの効果を配慮） 
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図６  除虫菊でのピレスリン生合成の傷害応答 
 
	 	  

物理的傷害を与えると幼苗内のピレスリン I、II、とも有意に増大した。しかし、傷害を
与えたところに袋掛けをした場合、袋掛けをしていないところでのピレスリン I の増大量は
顕著でないか、ピレスリン IIは袋掛けをしていない場合と大差なく増大した。こうした結果
から、ピレスリン I から II への変換酵素遺伝子（図７）は、観察した時点では、VOCs より
も植物内を通るシグナル分子により依存して調節されている可能性が示唆された。 

 

 
 

図７  ピレスリン Iから IIへの変換：そこには酸化代謝とメチル基転移反応が関与 
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２）ピレスリンのエステル結合の形成に関与する生合成酵素の解明  
	 ピレスリンは、その酸部とアルコール部とが別々に生合成され、最後に両者が結合するこ

とで生合成される。その最終ステップは、下記のように菊酸 CoAとレスロロンとがアシル基
転移反応によって触媒されると推定された（図８）。そこで、菊酸 CoAを合成するとともに、
ピレスロロンを保護基で修飾したピレスリンを加水分解することで調製し、それらを除虫菊

の蕾から調製した粗酵素液に添加すると、ピレスリンＩが生成した。そこで、蕾を原材料と

して、このアシル基転移反応を指標にして酵素蛋白質の精製を試みた。 
 

 
 

図８  ピレスリン生合成の最終ステップを触媒するアシル基転移反応 
 

 
	 	 約１kgの除虫菊の蕾を磨砕し、硫安沈殿、イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過を
組み合わせて、菊酸 CoAとピレスロロンを基質としてピレスリン Iを合成する酵素蛋白質を
得た。SDS-PAGEで酵素はおよそ 40 kDa程度であり、その N末端、および消化酵素により生
じるペプチド断片の配列をもとにプライマーを設計した。そして本プライマーを用いて原因

遺伝子を単離してその塩基配列を解読したところ、精製したアシル基転移酵素は GDSL リパ
ーゼの一種であることが判明した。さらにゲノム DNAも読み取り、本酵素遺伝子で６つのエ
クソンからなることも明らかにした（図９）。 
 

 
 
図９  ピレスリン生合成の最終ステップを担う GDSLリパーゼの一次配列と遺伝子構造 

 
	 	  
	 	 本酵素蛋白質をマルトース結合蛋白質（MBP）との融合蛋白質として発現させ、菊酸 CoA
とピレスロロンを加えたところピレスリン Iが生成した。さらに、活性中心と予想された
GDSL配列の Ser40をアラニンに置換すると活性は消失したことから、本蛋白質が活性本体で
あると確証された。また、本組換え酵素を Tanacetum cinerariifolium GDSL lipase (TcGLIP)と名
付けて特性解析を進めたところ、至適 pHは 7.5であり、至適温度は 25ºCであった（図 10）。 
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図 10 ピレスリン生合成の最終ステップを担う GDSLリパーゼの特性解析 
A 部位特異的変異と酵素活性；B 酵素活性に対する pHの影響；C 酵素活性に対する温度の
影響；D 酵素活性に対する反応時間および蛋白質量の影響；E 酵素活性に対するアシル部基
質の濃度変化の影響；F 酵素活性に対するピレスロロンの濃度変化の影響 
 
 
	 	 TcGLIPのキネティクスを求めるため、まず MBP融合蛋白質として発現させた本酵素の
ピレスリン合成活性に対する酵素蛋白質量と反応時間との関係について検討し、どちらも活

性に対して直線関係が成立することを確認した。そこで、アシル CoAとピレスロロンのキネ
ティクスを解析し、菊酸 CoA は数百 µM、ピレスロロンは数十 µM の親和性を持つことが明
らかとなった。次に、TcGLIPの基質特異性を求めるために、アルコール部をベンジルアルコ
ール、あるいはアシル部を安息香酸の CoAエステルに置換した場合の TcGLIPのエステル合
成活性について調べ、どちらの場合もエステルが生成しないことを見出した（図 11）。 
 

 
 
図 11 TcGLIPの基質特異性：アシル部およびアルコールの大きな構造変化と酵素活性 
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さらに TcGLIP の基質認識の厳密性を明らかにするため、菊酸の２つの不斉炭素に由来
する４つの菊酸 CoAの立体異性体と、ピレスロロンの一つの不斉炭素に由来する２つのピレ
スロロンの立体異性体をそれぞれ合成し（図 12）、それぞれの立体異性体に対する TcGLIPの
選好性を調べた。その結果、TcGLIPは、アシル部、アルコール部のどちらにおいても、不斉
炭素の絶対配置が天然物と同じでないと、効率良くエステル合成反応を触媒しないことが初

めて明らかになった（表１）。 
 

 
 

図 12 天然基質とその立体異性体 
 
 

表１  基質の立体配置と TcGLIPの酵素活性 

 

Acyl moiety  Alcohol moiety  Relative activity (%)  

(1R, 3R)-Chrysanthemoyl CoA  (S)-Pyrethrolone  100 

(1R, 3S)-Chrysanthemoyl CoA  (S)-Pyrethrolone  15.0  

(1S, 3S)-Chrysanthemoyl CoA  (S)-Pyrethrolone  23.9  

(1S, 3R)-Chrysanthemoyl CoA  (S)-Pyrethrolone  7.2   

(1R, 3R)-Chrysanthemoyl CoA  (R)-Pyrethrolone  9.4  

 
 

C末端に緑色蛍光蛋白質（GFP）を融合させてTcGLIPの局在について調べてみたところ、
本酵素はアポプラストに局在し、あたかもシールドとして機能しているように見えた（図 13）。
このことは、ピレスリンが昆虫抵抗性因子であることと矛盾しない。 
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図 13 TcGLIPあるいはシグナルペプチド–GFP融合蛋白質の植物細胞中での局在 

 
 

 
 

図 14 除虫菊のピレスリン量(上)、TcGLIP発現量（中）および TcGLIPの傷害応答 
TcGLIPが真にピレスリン生合成に寄与しているならば、遺伝子の発現量とピレスリン量



 

植物－昆虫間相互作用の化学生物学的解析：松田 

103 

との間には相関がなくてはならない。本酵素遺伝子の発現量と除虫菊の各部位のピレスリン

量との間の関係について調べてみると、高い相関が認められた（図 14）。また、遺伝子は物
理的傷害に対して応答性を示し、傷害 24時間後まで増幅が観察された（図 14）。以上の結果
から、TcGLIPはピレスリン生合成において重要な役割を果たし、かつ除虫菊の防御応答に貢
献していることが初めて明らかとなった。 
	 	  
３）ピレスリン生合成酵素 TcGLIPの触媒機構  
	 	 GDSLリパーゼの一種TcGLIPがピレスリン生合成に関与することは証明した。その際、
TcGLIPの機能解析ではそれを MBP融合蛋白質として発現させた。しかし MBPが TcGLIPに
対してどの程度影響を及ぼすのか不明であった。そこで MBP 融合蛋白質として発現させた
TcGLIP をプロテアーゼにより切断し（図 15）、切断前とキネティクスを比較した（表２）。
その結果、MBPは TcGLIPのキネティクスには影響を及ぼさないことが明らかとなった。 

 
 

図 15 MBP-TcGLIP融合蛋白質からの MBPの除去 
 

 
表２	 MBP融合型の TcGLIPと MBPを持たない TcGLIPのキネティクスの比較 

Substrates  
(TcGLIP status)  Km (μM)  Vmax  

[nkat (mg protein)-1]  kcat (s-1)  kcat/Km 
(s-1M-1)  

Chrysanthemoyl CoA  
(MBP-fused)  750.8 ± 100.8  1.53 ± 0.08  0.125 ± 0.007  166.9  

Pyrethrolone  
(MBP-fused)  29.5 ± 2.0  1.17 ± 0.03  0.095 ± 0.002  3229  

Chrysanthemoyl CoA  
(MBP-FREE)  832.1 ± 105.3  3.24 ± 0.17  0.123 ± 0.007  147.4  

Pyrethrolone  
(MBP-FREE)  33.7 ± 3.5  2.63 ± 0.09  0.100 ± 0.004  2956  
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TcGLIP の活性中心は GDSL 配列を持ち、アシル基転移反応には触媒三残基とア
シル中間体を支えるオキシアニオンホールが必要と推定された。そこで、係る役割を

持つと推定されたアミノ酸をアラニンに置換したところ、Asn168 の置換例を除いて
活性は消失し、N168A変異についても、活性は元の 20%にまで低下した（図 16）。 

 

 
図 15 部位特異的アミノ酸置換による TcGLIPのピレスリン合成活性の変化 

 
 

このことから、TcGLIP の触媒機構は図 16 の様に進行すると推定された。すなわち、
Ser40が菊酸 CoAのカルボニル基を求核攻撃し、四面体中間体が生成する。この問い
生じる負電荷を帯びた酸素を Gly64と N168が固定する。続いてレスロロンのヒドロ
キシ基が Asp318 と H321 との触媒機構で活性化して四面体中間体を攻撃し、CoA が
脱離することでピレスリンが生合成されると考えられた（図 17）。 
 

 
図 16 TcGLIPのピレスリン合成活性の推定触媒機構 
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４）植物因子に誘導されて糸状菌が生産する殺虫性物質に関する研究 
	 	 糸状菌は様々な生理活性物質を生産し、その多様性は培地の成分によってダイナミック

に変化する。糸状菌はマイコトキシンを作ることで有名である。そのため、糸状菌を用いて

植物保護に有用な物質を探索しようとする研究は少ない。このような状況の中で、林らは、

豆腐の製造工程で廃棄物として生じるオカラに着目した。その理由は、廃棄物であるので低

コストであり、微生物の培地としての使用例が皆無であったからである。このユニークな培

養法を用いて、林らは 1989年にオカラ培地で培養した糸状菌 Penicillium simplicissimumが、
食毒試験法でカイコガ幼虫に対して殺虫活性を示す物質としてオカラミン Aと B（図 17）を
生産することを見出した。本化合物群はインドールアルカロイド骨格を持ち、カイコガ幼虫

のみならず、広範囲の害虫類に対して低濃度で殺虫活性を示した。オカラミン類のユニーク

な構造は著名な合成化学者の目を引き、全合成研究の対象となった。その一方で、オカラミ

ン類の作用機構は長年に渡り不明な状態が続き、本化合物群が昆虫選択的に毒性を発揮する

のか、それとも昆虫に選択的に毒性を示すのかについても謎であった。 
 

 
 

	 図 17 オカラミン A (左)と B (右) 
 

著者はオカラミンを投与したカイコガ幼虫が比較的短時間で致死するため、オカラミン

の作用点は神経系にあるのではないかと推察した。そこで、長年に渡り不明であった本化合

物の作用機構を解くため、whole-cell patch-clamp法を用いてカイコガ幼虫の脳神経細胞で発現
するイオンチャネルの応答を記録する技術を確立した（図 18）。 

 

 
 

図 18 Whole cell patch clamp法の概要	 アゴニストは U-tubeの小孔から処理 
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Whole-cell patch-clamp計測技術を用いて、カイコガ幼虫の脳神経細胞に対するオカラミ
ン類の中で最強の殺虫活性を示すオカラミン Bの作用を調べた。その結果、本化合物を神経
細胞に処理するとで細胞に内向きイオン電流を誘起した。オカラミンによって誘導されたイ

オン電流はニコチン性アセチルコリン受容体阻害剤メカミルアミンでは阻害されず、リガン

ド作動性塩素チャネル阻害剤であるフィプロニルによって顕著に抑制された（図 19）。さら
にオカラミン Bによって誘導されるイオン電流の逆転電位を測定したところ、本電位は塩素
イオンに対する平衡電位に近い値を示したことから（図 20）、オカラミン Bはカイコガ幼虫
の脳神経で発現する抑制性塩素チャネルのいずれかを活性化しているものと推察された。 

 

 
図 19 カイコガ幼虫の脳神経細胞に対するオカラミン Bの作用 

 
 

 
 

図 20 カイコガ幼虫の脳神経細胞にオカラミン Bが誘起したイオン電流の逆転電位測定 
 

カイコガ脳神経細胞では γ-アミノ酪酸受容体(GABAR)と抑制性グルタミン酸受容体
（GluCl）が主なリガンド作動性塩素チャネルとして発現している。そこで、これらの受容体
の遺伝子をカイコガから単離した。これらの遺伝子を鋳型として cRNAを in vitroで合成し
polyA鎖を付加した後、アフリカツメガエル卵母細胞にマイクロインジェクションした。こ
のようにして発現させた GluClと GABARに対するオカラミン Bの活性化作用により生じる
イオン電流を、膜電位固定法の一つである two electrode voltage clamp法で測定した。その結
果、化合物は GluClのみを選択的に活性化し、イオン電流を誘起した（図 21）。また、GluCl
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に対する複数のオカラミン類の活性は殺虫活性と高い相関を示したことから（図 22）、オカ
ラミンは GluClを活性化し、殺虫活性を発揮することが初めて明らかとなった。GluClは昆虫
などの無脊椎動物でのみ見られる受容体であり、こうした受容体に対して選択的に作用する

物質が植物生物を含有する培地で著量生産されることから、糸状菌には何らかの植物成分を

認識し、植物を守るために殺虫性物質を生産した可能性があると推察される。 
 

 
 

図 21 カイコガ GABARと GluClに対するオカラミン Bの作用 
 

 
図 22	 オカラミン類の GluCl活性化作用と殺虫活性との関係 
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３．研究成果の副次的効果、今後の計画など  
 
	 	 本研究で、我々は除虫菊がつくる天然殺虫剤ピレスリンの生合成に焦点を当て、傷害誘
導的に生じる VOCs による生合成調節機構を調査し、VOCs はブレンドとして生合成を活性
化することを見出した。またピレスリンの生合成の頂点ともいうべきエステル化反応に関わ
るアシル基転移活性酵素が GDSL リパーゼであることを発見した。本酵素の触媒機構は部位
特異的変異実験によって推測されたが、その反応機構に基づいて強力な阻害剤を生み出し、
酵素蛋白質との共結晶のＸ線結晶構造を解明することが大切である。TcGLIPは加水分解系酵
素であるので中間体としてアシル化酵素が生じる。このプロセスをもとに自殺的阻害剤を設
計開発することは決して困難ではなく、将来の課題として挑まなければならない。 
	 	 ピレスリン生合成にはまだ不明な酵素がいくつかある。それをやみくもに探索するので

はなく、これまでに見出された酵素の遺伝子発現パターンとの類似性に注目すれば目的とす

る酵素を同定できる可能性がある。本プロジェクトは５年間を期間としたが、その間に次世

代シークエンス（NGS）技術が発展した。NGSの技術の中でも RNA-Seqは、対象生物のゲノ
ムの解読の有無によらず発現遺伝子を網羅的に取得することができる。この方法を除虫菊に

適用して、候補遺伝子を探索する際に、発現類似性（共発現性）を利用することが将来の重

要課題の一つである。 
	 	 除虫菊が対昆虫防御物質としてピレスリンをつくるのと同様に、微生物も昆虫制御物質

をつくる例が多数知られている。本研究では、植物の一種ダイズの絞りかすであるオカラを

培地として Penicillium 属の糸状菌がつくる殺虫性物質オカラミンの作用機構を研究し、それ
が昆虫に特有の GluCl を標的とすることを明らかにした。もしも植物が糸状菌に対して積極
的にはたらきかけて昆虫選択的制御物質オカラミンの生産が生じたのであれば、この現象は

共生の一種と考えることができる。このことの真偽については、糸状菌に対象を固定せずに、

より広い微生物にまで広げて検証していく必要があると考えられる。 
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channels in the silkworm larvae of Bombyx mori, Pestic. Biochem. Physiol., in press. 
2. Fuse T, Ikeda I, Kita T, Furutani S, Nakajima H, Matsuda K, Ozoe F., Ozoe Y., Synthesis of 
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私立大学戦略的研究基盤形成支援事業  
「環境調和を志向した革新的植物アグリバイオ技術の統合型研究拠点の形成」 

（平成 23年度～平成 27年度）  
研究成果最終報告書  

 

テーマ２：植物と他生物間相互作用の解析とそれらの調和をめざした技術革新	 

研究課題：植物タンパク質のアレルゲン性と細胞機能性の解明	 

研究機関・研究室名：農学研究科・応用生命化学専攻・応用細胞生物学研究室	 

担当者職名・教授・森山達哉	 

研究協力者：准教授：財満信宏	 

	 	 	 	 	 	 定時職員：矢野えりか	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 実験補助：吉村征浩、鵜澤有希、末森祐輔、若木泰子、﨑川貴文、小林知

世、久後裕菜、和田宏章、三口志穂、山本美里	 

	 	 	 	 	 	 

	 

１．研究の目的	 
本課題では、植物と動物（ヒト）との相互作用を適正化するために必要な知見の集積を

目的として、植物と動物（ヒト）との調和的な相互作用をめざし、植物タンパク質などの植

物含有成分のうち、動物（ヒト）に対して①不利益なアレルゲン性や、②有益な細胞機能性

を示す成分を探索し、その構造活性相関や変動解析、相互作用機構の解明、低リスク化／高

機能化を行う。具体的には、①アレルゲン性の解明に関しては、どのような植物タンパク質

がアレルゲンとなりうるか、アレルゲンの探索を行うと共に、アレルゲン性を評価する手法

の高度化や研究に必須の抗アレルゲン抗体の作製や整備などを行う。そして、どのような要

因で植物のアレルゲンが増減するか、その変動要因を明らかにする。対象とするアレルゲン

は特に、研究波及効果の広汎性という観点から植物間で保存性が高く、花粉症や食物アレル

ギーの共通抗原となりうる主要農作物の各種汎アレルゲン（pan-allergens）や主要な高タン
パク質穀類の代表として大豆のアレルゲンに関して研究を行った。これらのアレルゲン群を

発現・精製を行い、幅広い農作物における当該アレルゲンを検出可能な抗体群を作製し、変

動解析に有効なツールのカタログ化を行った。そして得られた抗体を用いて、種々の要因（品

種・栽培法・病虫害被害・加工法・ガンマ線処理・調理法など）におけるアレルゲンリスク

の変動解析を行った。その他、アレルゲン以外の不利益な相互作用の代表として、タバコ等

の嗜好植物に含まれるニコチンの生体に及ぼす影響についても検討した。 
②植物タンパク質などの植物含有成分のヒトに対する有益な細胞機能性・生理機能性の

探索では、先進国での深刻な増加が大きな社会問題となっている生活習慣病の原因病態に対

して予防改善効果を発揮しうる植物由来成分の探索とその作用機構の解明を目的として研究

を行った。生活習慣病発症にはメタボリック・シンドロームが深く関与しており、その基盤

には脂肪細胞機能が重要な役割を演じている。肥満等の進行により脂肪細胞機能が変質する

ことで、インスリン抵抗性や炎症などの基盤病態が進行する。従って、主に脂肪細胞機能、

特に脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカイン類に注目してその変動解析や、分泌を調

節しうる植物由来成分の探索や作用機構を中心に解析した。アディポサイトカイン類の中で

も、未だその機能性や変動に関して知見が少ないレジスチンに焦点を当てた。 
また、このような植物由来の機能性成分の植物内での局在性の解明や動物体内での動態

解析などを詳細に検討する手法の確立を目的として、アレルゲン等のタンパク質の場合は抗

体を用いた検出定量手法の高度化を進め、低分子化合物の場合はイメージングマススペクト

ロメトリー（MALDI-IMS）を用いた解析手法の高度化とその有効性の実証を進めた。 
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２．研究内容	 

	 
１）植物汎アレルゲンの抗体作製、検出・定量系構築と抗アレルゲン抗体のカタログ

化  
多くの植物アレルゲンはある一定のグループに分類されることが明らかとなりつつある。

これらは多くの植物間で共通に検出され、存在することから、多種類の植物間での交差反応

性の原因となる。このようなアレルゲンの一群を汎アレルゲン(pan-allergen)と呼ぶ。さらに、
汎アレルゲンの多くは感染特異的タンパク質（Pathogenesis-related proteins; PR-proteins）
と呼ばれる一群のタンパク質グループに分類されることが明らかになってきており、植物が

感染や虫害、環境ストレスなどに晒されると発現を増大させることが明らかとなってきた。

このように、農作物アレルゲンはある一定のグループに属することから、これらをカタログ

化し、共用可能な抗体群を準備すれば多くの植物アレルゲンの変動解析に有用である。そこ

で本研究では、植物、特に野菜や穀類、果物などの主要な農作物について、主要汎アレルゲ

ンを発現・精製し、これを元に抗体を取得し、検出・定量系を構築し、さまざまな条件下で

のアレルゲンの変動解析を行うことを研究の柱の一つとしている。これまでに主要な植物汎

アレルゲンの発現や精製を行い、これらを抗原としてウサギやマウス、モルモット等に免疫

して、多くの植物での当該汎アレルゲンを検出できるようなポリクローナル抗体を作製した。

また、作製した抗体群が、どのような農作物の汎アレルゲンを検出できるかどうか、その反

応性を調べ、作製した抗体群のカタログ化を進めた。 
 
２）各種要因における植物アレルゲンのリスク変動解析  
次に、これまでに作製し反応性を確認した植物汎アレルゲン抗体群を用いて、種々の変動

条件下での植物アレルゲンの変動解析を行い、アレルゲン性の変動要因と変動パターンを明

らかにする研究を行った。特に、多くの汎アレルゲンが感染特異的タンパク質（PR-proteins）
に属することから、病害虫被害などのストレスを与えることによってアレルゲン量が変動す

ることが推察される。そこで、農作物にカビ被害を与え、主要な汎アレルゲンの変動解析を

行った。収穫後の保存中に、カビの発生したサクランボやキュウリ等を用いて、これらの汎

アレルゲンの変動を解析したところ、いずれの場合も、PR-10 ファミリーアレルゲンは著し
い増加が確認された。一方、同じ感染特異的タンパク質に属する PR-5 ファミリーアレルゲ
ン（ソーマチンライクプロテイン）は増加する場合や変化しない場合があることが判明した。

細胞骨格関連タンパク質であるプロフィリンも主要な汎アレルゲンであるが、これについて

は、有意な変化は見られなかった。このように、汎アレルゲン間でカビ被害時の変動には多

様性があることが判明した（図１、図２）。本研究の結果で特記すべき結果の一つとしては、

カビ被害を受けた個体のなかでも直接的な被害を受けていない部位においてもこれらの

PR-Psに属する PR-5（ソーマチンライクプロテイン）が約 2倍に増加した。この結果から、
カビ被害のシグナルは非被害部にも伝達され非被害部でのアレルゲン増加に寄与することを

示唆している。 
さらに収穫後の殺菌処理の一環として実用化が検討されているガンマ線処理によるアレル

ゲンの変動解析を行った（一部、農研機構	 食総研・等々力博士らとの共同研究）。モデル穀

物として、2種類の品種の食用大豆（フクユタカ、エンレイ）を用い、コバルト 60を用いて
ガンマ線を 0～30kGy照射し、照射後 3ヶ月保管したのち破砕し、大豆の主要なアレルゲン
の含有量やアレルゲン性を評価した（図３）。その結果、７Sグロブリン（β－コングリシニ
ン）や Gly mBd 30K、Gly m4に関しては含有量は変化しなかった。Gly m4は大豆における
PR-10 タンパク質であるが、乾燥大豆へのガンマ線照射ではこれらの PR タンパク質は増加
しないことが示唆され、先のカビ被害農作物での成績と比較すると興味深い。一方、Soybean 
trypsin inhibitor（STI）に関しては、ガンマ線照射で増加することはなく反対に有意に低減
化することが競合 ELISA にて示された。本アレルゲンは特に分子内に S-S 結合が多く、ガ
ンマ線照射によって発生しうるラジカル分子の攻撃に対して感受性が高い可能性が示唆され
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る。さらに、大豆アレルギー患者の市販血清を用いたイムノブロットによる評価では、照射

によって新たに出現したり反応性が増大する IgE結合タンパク質（アレルゲン候補）は見ら
れず、IgE-ELISAの結果、むしろ一部反応性は有意に低下した。これらの結果から、ポスト
ハーベストでの殺菌処理の一環として実用化が検討されているガンマ線処理によって大豆の

アレルゲンレベルやアレルゲン活性が増加することはなく、むしろ低下する可能性が示され

た。現在、香辛料に関しても、検討を進めているが、同様の結果を得ている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
	 	 図１．サクランボのカビ被害による汎アレルゲンの変動解析 
	 	 	 	 (A)ウエスタンブロッティング	 	 (B)ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．サクランボのカビ被害による汎アレルゲンの変動解析 

	 	 	 	 	 (A)ウエスタンブロッティング	 	 (B)ELISA 
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	 	 	 	 	 	 	 図３．ガンマ線照射した大豆中のアレルゲンレベルの変動解析 

 
アレルゲンリスクの加工による変動解析として、各種味噌におけるアレルゲンレベルの変

動解析についても検討を行った。大豆を原料とする味噌は日本および他のアジアの国々にお

いて一般的な食品であるが、大豆はアレルゲン食品の一つとしても知られている。そこで日

本において入手可能な様々な種類の味噌のアレルゲン性を評価した。まず、甘口米味噌、辛

口米味噌、麦味噌及び豆味噌からタンパク質を抽出し、SDS-PAGEにてタンパク質パターン
を分析した。大豆抽出物中に検出される主要タンパク質バンドは、どの種類の味噌サンプル

においても認められず、代りに約 10～25 kDa の様々な低分子量のタンパク質バンドを検出
した。これらのパターンは味噌の種類によって多少異なっていた。次に、各味噌における、6
つの主要大豆アレルゲンの存在レベルについて、特異抗体を使用したウェスタンブロット法

によって解析した。その結果、味噌の種類やアレルゲンの種類によって様々な多様性が見ら

れたが、いずれの味噌でも大豆抽出物よりも各アレルゲンレベルは有意に低いことが示され

た。さらに、大豆アレルギー患者の血清を用いた IgE-ELISA実験においても同様の結果が得
られた。一般的に発酵・熟成期間が長いことが知られている色調の濃い一部の辛口米味噌や

豆味噌は、特に低アレルゲン化されていることが示された。反対に白味噌では比較的残存が

見られた。これらの結果から、味噌におけるアレルゲンレベルの低減化は発酵・熟成期間の

長さが重要な要因となっていることが示唆された。 
 

３）花粉症に関連する大豆のクラス２食物アレルゲンに関する研究  
	 大豆は世界で広く生産され、油糧植物で高タンパク質ゆえ、油脂原料や食糧、飼料など

多くの目的で広く栽培・使用されている。タンパク質栄養の指標であるアミノ酸スコアも 100
と、植物タンパク質では例外的に高く、加工特性などのタンパク質としての特性にも優れ、

優れた植物資源である。さらに近年では、大豆に含まれるさまざまな成分が生理機能性を示

し、健康増進に有益な作物としても広く認識されるようになってきた。しかしながら大豆は

他の高タンパク質食品と同様に、主要な食物アレルギー惹起食品として認識されており、そ

の安全性が懸念されている。そこで、本研究では、重要な穀物植物である大豆の種子に含ま

れる大豆タンパク質のアレルゲンの探索、カタログ化、検出・定量法の開発、変動解析及び

そのアレルゲン性の評価方法の開発などを目標として研究を進めている。 
近年、新しい大豆アレルギーが知られるようになり、また大きな社会問題となっている。

これは、大豆のクラス２食物アレルギーとしても知られ、シラカバ・ハンノキ属の花粉症患

者では、豆乳や豆腐などを摂取した際に口腔内アレルギー症候群（OAS）を引き起こす事が
ある。これは、シラカバ・ハンノキ属の花粉アレルゲンである Bet v1 と大豆のアレルゲン
Gly m4の交差反応に起因する。（この Bet v1 や Gly m4は前述の汎アレルゲン PR-10に属
する。）また、一部のパターンではシラカバ・ハンノキ属の花粉アレルゲンである Bet v2と
大豆のアレルゲン Gly m3の交差反応も関与していることを明らかにした。（この Bet v2 や
Gly m3は前述の汎アレルゲンのプロフィリンに属する。）この原因抗原 Glym4に関して、こ
れまでにクローニング・大腸菌での発現・精製を行い種々の抗体を作製した。得られた抗体
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はイムノブロットや直接 ELISAに有効に使用することが可能であった。現在、サンドイッチ
ELISAや競合 ELISAへの適用を検討中である。また、その生化学的特性を解析する目的で、
本分子を大豆種子より nativeな状態で精製し、その諸性質を解析するとともに、精製抗原を
元に検出系を構築し、可溶性の本分子の検出によってそのリスク評価が可能となることを示

した。本方法によって凍り豆腐などの様々な大豆加工食品のアレルギー（OAS）リスクを評
価することに成功した。もう一つのクラス２大豆アレルゲンである Gly m3 についても、発
現や精製、抗体作製を行い、その検出、半定量に成功した。さらに、大豆から、新規アレル

ゲン候補分子を 2 種類探索し、その同定に成功した。またそれらの抗体作製も行い、検出法
の開発及び変動解析、アレルゲン性の評価法の検討などを行った。クラス１大豆アレルゲン

として知られている Gly m5や Gly m6に対する抗体の作製も行った。これらの研究により、
大豆のアレルゲン性評価に資する主要なアレルゲンの検出・半定量系の構築を深化させ様々

な要因でのアレルゲン性変動解析が可能となった。最終的には、これらの種々のアレルゲン抗

体を組み合わせることによって、より定量性の優れるサンドイッチ ELISA構築や患者血清との反
応性をミミックするようなアレルゲン性評価抗体の作製を目指している。また、得られた抗体を

用いて本分子の低減・欠失品種のハイスループットなスクリーニングを試みており、より安全な

低アレルゲン品種の探索につなげたい。 
 

４）食物アレルゲンのアレルゲン性評価法の確立と高度化に関する研究  
（人工消化系と腸管細胞透過性を組み合わせた新規アレルゲン性評価法の開発	 等） 
これまでに植物性タンパク質のアレルゲン性を評価する方法として低プロテアーゼ法によ

る人工消化系実験の有用性について明らかにした。また、マウスに経口的に投与し、血中へ

の移行をモニターすることでアレルゲン性の評価や制御方法の解析、腸管培養細胞を用いた

アレルゲンの透過性実験系を用いてアレルゲンの生体への吸収の解析などを行ってきた。今

年度は、低プロテアーゼ法による人工消化系実験と腸管培養細胞を用いたアレルゲンの透過

性実験系を組み合わせて、より生理的条件に近い in	 vitroアレルゲン性評価系の構築を行っ

た。ペプシンによる人工消化の後、ハンクス液にて希釈後、トランスウエル上にモノレイヤ

ーとして腸管上皮様に分化させたヒト腸管培養細胞 Caco-2 細胞の管腔側にサンプルを添加

し、基底膜側への腸管上皮細胞モノレイヤーを介した移行を ELISA や近赤外蛍光ドットブロ

ット法、WB 等によって評価した。この方法は、経腸的に感作されるか否かを簡便に判定する

ことができるため、クラス 1 食物アレルゲンとクラス 2 食物アレルゲンを判定する方法とし

て利用可能である。この方法によってサクランボの PR-5（ソーマチンライクプロテイン）が

消化抵抗性を示したまま腸管細胞から透過することが示され、本汎アレルゲンがクラス 1 食

物アレルゲンとして機能することが示唆された。食物アレルギー（クラス１）の発症過程で

は、感作と惹起の両過程でこのような腸管膜を介したアレルゲンの移行が関与するため、こ

の過程を抑制することによりアレルギーの感作と惹起をともに抑制しうる。これまでのマウ

スを用いた in	 vivo での評価系で、ペクチンやキサンタンガムなどのハイドロコロイド系増

粘多糖類がアレルゲンの血中移行を抑制することを明らかにしたので、この細胞系において

もハイドロコロイド系増粘多糖類の効果を検討した。その結果、マウスの場合と同様にこれ

らのハイドロコロイド系増粘多糖類はアレルゲンの腸管膜を介した移行を抑制することを明

らかにした（図４）。従ってこれらの成分は抗アレルギーを発揮する食品成分として機能しう

る可能性を示した。本アレルゲン性評価方法は、食品の加工形態や共存物（食べ合わせ）の

影響などを in	 vitroで評価する方法として有益であると考えられた。	 

また、近年、食品タンパク質成分が皮膚を介して侵入し、Th2 型の免疫応答を引き起こす

事で IgE 抗体を産生させる経皮感作の現象が知られるようになり、大きな社会問題にも発展

した。そこで本研究では、この経皮感作をマウスモデルで検討し、大豆等を経皮感作させる

ことに成功した。今後は、植物性の食品タンパク質のうち、どのようなタンパク質が経皮感

作しうるか、その特性を明らかにする予定である。	 
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	 	 	 図４．ハイドロコロイド系増粘多糖類によるヒト腸管細胞でのアレルゲン透過抑制効果 
 
５）植物由来分子のヒトに対する細胞機能性・生理機能性の探索と利用  

現代社会では食生活の変化から肥満人口が増加しており、肥満の進行は高脂血症や動脈

硬化、また２型糖尿病などの生活習慣病の発症リスクを上昇させる。これら肥満および生活

習慣病の発症や進展を予防・改善するために、食品由来の生理活性作用を有する機能成分の

研究が多数報告されてきている。本研究では、肥満および２型糖尿病の発症に関与する主要

な組織として脂肪組織に焦点を当て、脂肪細胞の培養細胞実験モデルである 3T3-L1 細胞を
用いて植物由来成分の生理活性を検討した。 

脂肪細胞は脂肪を合成・蓄積するだけではなく、体内での最も大きな分泌器官である。

脂肪細胞からの分泌タンパク質であるアディポサイトカインは、エネルギー恒常、脂質代謝、

免疫その他の生理学的機能において重要な役割を担っている。特に、インスリン抵抗性や炎

症への関与が明らかとなっているレジスチン、これに対してインスリン感受性や脂肪酸酸化

による脂質代謝を上昇させるアディポネクチンは大きな関心が寄せられている。従って、植

物由来成分による脂肪細胞の機能調節、特にアディポサイトカインの分泌制御は、植物成分

による肥満や２型糖尿病などの生活習慣病の予防・改善につながることが期待される。そこ

で本研究では、インスリン抵抗性や炎症への関与が明らかとなっているレジスチンの分泌を

抑制する植物成分の探索を行った。 
 

（１）ザクロ抽出物およびエラグ酸のレジスチン分泌抑制効果（細胞実験） 
レジスチンは、２型糖尿病の要因病態であるインスリン抵抗性や炎症に寄与するアディ

ポサイトカインとして注目されている。そこで本研究ではマウス 3T3-L1 脂肪細胞からのレ
ジスチンの分泌に及ぼす植物成分を探索した。その結果、ザクロ果汁（PFE）に抑制効果が
確認されたため、その作用を詳細に検討した。PFE はレジスチン分泌量を濃度（10, 50, 
100 µg/ml）および時間（0, 3, 6, 9 hr）依存的に顕著に抑制した。一方、インスリン感受性
アディポサイトカインであるアディポネクチンの分泌量には影響を及ぼさなかった（図５）。

そこで、PFEがレジスチンの分泌を抑制する機構について調べた。一般的に、レジスチンの
分泌は遺伝子発現変動を介して制御される。そこで、PFE 添加後のレジスチン mRNA 発現
量をリアルタイム RT-PCR により解析したが、レジスチン mRNA 発現量に変化はみられな

� � � �

�

�

� � �  



 

植物タンパク質のアレルゲン性と細胞機能性の解明：森山 

119 

かった。一方、細胞内レジスチン量については PFE添加後有意な減少がみられ、さらにタン
パク質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（cycloheximide; CHX）を添加した実験から、細
胞内のレジスチン量は PFEの添加により分解が促進されていることが示された。細胞内アデ
ィポネクチン量についても検討したが、この場合も分泌と同様に影響は見られなかった（図

６）。 

 
図５．ザクロエキスによる脂肪細胞からのレジスチン分泌抑制効果 
 

これら PFEの結果と同様の作用を示すザクロ中の候補成分を同定するために、ザクロに
含まれる代表的な生理機能成分であるエラグ酸およびプニカ酸を検討したところ、3T3-L1脂
肪細胞においてエラグ酸（Ellagic acid; EA）は PFEの結果と同様に、アディポネクチンに
は影響を及ぼさずにレジスチンの分泌量及び細胞内タンパク質量を顕著に抑制した。また、

ザクロ中の植物エストロゲンの関与を検討するために、エストロゲン受容体のアンタゴニス

ト ICI-182,780を用いて、エストロゲン受容体の阻害が PFEのレジスチン分泌抑制を阻止す
るかどうかを検討したが、変化はみられなかった。これらの結果から EAは PFE中に含まれ
るレジスチン分泌量を抑制する成分であると示唆された（図７）。また、このようなレジスチ

ンの分解促進による分泌抑制効果は初めての知見である。 
 
（２）ザクロ抽出物及びエラグ酸投与マウスでの効果の検証（動物実験） 
マウス個体を用いた in vivo の実験においてもザクロの摂取が血中レジスチン量に影響

を及ぼすかどうかを、レジスチン上昇モデルである卵巣摘出（OVX）マウスにザクロ抽出物
（pomegranate fruit extract; PFE）を摂取させて検討した。12 週間の PFE の摂取(30 
mg/kg/day)は、OVXマウスにおける血清中レジスチン濃度を OVX対照群に対して有意に抑
制した。一方、アディポネクチン濃度は細胞実験の場合と同様に変化しなかった。また寄与

成分であるエラグ酸を肥満糖尿病モデルマウスである KK-Ayに投与し、その生理作用を詳細
に検討した。その結果、この場合でも血清のレジスチン濃度の低下や肝臓中性脂肪量低下、

肝臓における脂肪酸分解系酵素遺伝子群の発現亢進などの効果が見られた。こうして、多く

の植物に存在するエラグ酸が、脂質代謝や生活習慣病の予防などに有益な効果を有すること

が明らかとなった。このように、ザクロの効果はマウスを用いた in vivoの実験でも有効であ
ることが示唆され、ヒトへの応用も期待される。 
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図６．ザクロエキスによるレジスチン遺伝子発現とタンパク質動態への影響 

 

 
図７．エラグ酸によるレジスチン分泌抑制効果及びレジスチン分解促進効果 
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図８	 マウス各臓器切片で検出されたプエラリン 

図９	 マウス肝臓切片で検出され

たエラグ酸代謝物 

（３）その他の植物成分の機能性解析 
また、植物アレルゲンタンパク質についても、生理機能性が示唆されている。今回は、大

豆のクラス 1 主要アレルゲンである７S グロブリン（β－コングリシニン）やトリプシンイ
ンヒビターをマウスに与え、生理機能性を解析したところ、血糖値や脂質代謝に好ましい効

果を示すことが示唆された。今後も、他のアレルゲンタンパク質の生理機能性を解明し、そ

の作用機構について検討する。これらの植物由来機能性成分の効果や作用機構の解析が進む

ことにより、植物由来の新たな機能性食品素材の開発につながることが期待される。 
 
	 （４）植物由来機能性分子の体内動態解析 
植物の機能性成分の機

能を評価するうえで、摂取

した機能性成分がどのよ

うな代謝を受け、どの臓器

に分布するのかという体

内動態情報を理解するこ

とは非常に重要である。し

かしながら、低分子で複雑

な構造を持つ機能性成分

は、特異的抗体などの作出

が困難であり、現段階で、

機能性食品成分の動態を

可視化して解析する汎用

的な手法は確立されてい

ない。そこで本研究では、機能性成

分の動態解析を可能にする汎用的な

手法を確立することを目的として、マトリッ

クス支援レーザー脱離イオン化法-イメージ
ングマススペクトロメトリー（MALDI-IMS）
を用いた機能性成分の動態解析を試みた。機

能性成分モデルには、エラグ酸ならびにクズ

に特徴的なイソフラボンであるプエラリン

を用いた。プエラリン投与後に解析したマウ

ス臓器（肝臓、腎臓、心臓、脳、脾臓、肺、

大腿骨）のうち、脳以外の臓器でプエラリン

由来のピークが検出された。コントロール群

と比較し、投与群では、m/z 417のピークが
特徴的に検出された（図８）。このピークは、

配糖体の形のインタクトなプエラリンに由

来するものであり、プエラリンは消化酵素に

よる分解をうけずに臓器に移行することが

示唆された。エラグ酸を投与したマウスの肝

臓では、インタクトなエラグ酸のピークは検出されな

かったものの、エラグ酸代謝物の理論的 m/zと一致す
るピークが検出された（図９）。これらの結果から、

MALDI-IMS による体内動態の解析が可能であることが示され、植物由来分子とヒトなどの
動物の生体成分との相互作用を明らかにするための新たな方法として活用することができる

と期待される。 
 



 

植物タンパク質のアレルゲン性と細胞機能性の解明：森山 

122 

３．研究成果の副次的効果、今後の計画など  
副次的効果としては、食物アレルゲンに関する相談が複数の食品会社や医療機関から寄

せられ、種々のアドバイス等、適切に対応することができた。また、本研究を進めることで

得られた知見の社会還元という意味から、市民公開講座や管理栄養士養成校、食品会社等で

食物アレルギーに関する啓蒙的な講演の機会を得ることができた。 
今後の計画としては、植物中の汎アレルゲンや新規アレルゲンの探索を通して、どのよう

な植物成分がアレルゲンとなりうるのかという点をさらに検討していくとともに、それらの

クローニング、発現、抗体作製を行い、カタログ化と変動解析を続ける。どのような処理に

よって植物のアレルゲン性は変動するのか、また植物食糧資源利用の側面から、アレルゲン

の低減化品種の探索や加工法・調理法による低減化などについても引き続いて検討する。さ

らに、消化抵抗性や血中移行性、経口・経皮感作能などを評価する系を高度化し、患者血清

を用いることなく評価しうる、より信頼性のあるアレルゲン性評価系の構築を行う。 
植物成分の細胞機能性に関する研究では、今後も肥満やインスリン抵抗性等の生活習慣病

改善効果を指標にして、その探索を行い、エラグ酸やサポニンなどの有用化合物の分布や局

在性、動物での摂取後の動態解析なども進めていく。さらに植物性アレルゲンタンパク質の

細胞機能性や生理機能性についても検討する予定である。エラグ酸がメタボリック・シンド

ロームの予防改善効果が期待されたため、今後、機会があればヒトでの臨床試験による検証

や実用化を目指してエラグ酸の高含有作物・品種の探索なども視野に入れている。 
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ビナント・アレルゲンを用いて、アレルギーの臨床、2012, 32(13), p.1253-1257．	  

18. 森山達哉：食品素材の新規アレルゲンリスクについて、日本食品新素材研究会誌、2012, 15
巻 2号（12月号）、p.51-57． 

19. 森山達哉：各種大豆加工食品のアレルゲンリスク評価、フードジャーナル、2012, 2012
年１月号,  pp.55． 

20. 森山達哉：大豆アレルゲンの多様性と味噌の低アレルゲン性の検証、日本醸造協会誌	 
(Journal of the Brewing society of Japan)、2011、Vol. 106, (10),  pp.645-655． 

21. 森山達哉：最新の食物アレルギー事情とその多様性－新規な食物アレルギーを中心に、
食品と科学，2011, 53(3)，65-71． 

22. 足立厚子、森山達哉：大豆アレルギー、「食物アレルギー外来診療のポイント 63」（診
断と治療社）	 改訂第 2版	 2013年、pp.111-112． 

23. 森山達哉、小川	 正：大豆アレルギーの多様性とそのリスク低減化戦略 ～低アレルゲン
大豆加工食品の開発と流通システムの構築の試み～「アレルギーと食品－食品開発のた
めのアレルギー制御・検査技術－」8章、食品工業 NEO	 2012年 光琳 食品工業編
集部編．pp.129-151. 

	 
c.	 招待講演、シンポジウムなど	 

	 
1. 森山達哉：食物アレルギーの多様性とリスク変動解析、兵庫県立大学環境人間学部専門
教育講演会、兵庫県立大学環境人間学部姫路新在家キャンパス、2015年 11月 19日． 

2. Tatsuya Moriyama : Diversity of food allergy,  (Organizer and speaker)	 ACN2015 
Symposium 32、(How can we fight against food allergy?), 12th Asian Congress of Nutrition,  
May 16, 2015 (PACIFICO Yokohama, Kanagawa, Japan). 

3. 森山達哉：花粉症に関連する新しいタイプの食物アレルギー、市民公開講座「第 7回ひ
と・健康・未来シンポジウム 2015福岡「食物アレルギーの最新情報」ホテルニューオー
タニ博多、2015年 7月 4日． 

4. 森山達哉：食物アレルギーの原因抗原解析とリスク変動解析、	 第 10回	 東京皮膚疾患
フォーラム、ザ・ランドマークスクエア TOKYO 、2015年 7月 16日． 

5. 森山達哉：食物アレルギーの多様性とリスク変動解析、日本食品科学工学会シンポジウ
ム、京都大学本部キャンパス、2015年 8月 28日． 
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6. 森山達哉：花粉症に関連する新しいタイプの食物アレルギー、市民公開講座	 第 5回ひ
と・健康・未来シンポジウム 2015名古屋「食物アレルギーの最新情報」メルパルク名古
屋、2015年 2月 28日．	  

7. 森山達哉：農作物の健康機能性とアレルゲン性、京都大学大学院農学研究科食品生物科
学専攻特別セミナー、京都大学宇治キャンパス、2014年 11月 27日． 

8. 森山達哉：大豆・豆乳のタンパク質栄養価に関する研究、日本豆乳協会講演（東京）2014
年 8月 8日． 

9. 森山達哉：食物アレルギーの現状と学校現場での対応について、近畿大学教員免許更新
講習、近畿大学東大阪キャンパス、2014年 8月 7日． 

10. 森山達哉：穀類による食物アレルギー：大豆アレルギーを中心に、第 29回ゴマ科学会大
会招待講演、近畿大学東大阪キャンパス、2014年 10月 4日． 

11. 森山達哉：花粉症に関連する新しい食物アレルギーとその発症リスク変動、 NPO食の安
全と安心を科学する会（SFSS)食の安全と安心フォーラムⅦ、グランフロント大阪、2014
年 11月 28日． 

12. 財満信宏、森山達哉：イメージングマススペクトロメトリーによる食品機能研究、 第 59
回食品新素材研究会特別講演、京都テルサ、2014年 9月 4日． 

13. 森山達哉：クラス２食物アレルギーの現状とそのリスク変動解析、日本食品免疫学会
（JAFI）第 7回シンポジウム（東京）招待講演、東京大学、2014年 6月 30日． 

14. 森山達哉：野菜と豆で健康に、京丹波町健康講座、京丹波町瑞穂保健福祉センター、2014
年 2月 26日． 

15. 森山達哉：新しいタイプの食物アレルギーとその発症リスク変動：（抗原解析の立場から）、
NPO食の安全と安心を科学する会（SFSS)食の安全と安心フォーラムⅦ「我が国における
食物アレルギーのリスク管理と低減化策」東京大学、2014年 2月 2日． 

16. 森山達哉：日本食の中心素材：大豆と味噌の健康機能性、関西味噌生販協議会総会	 特
別講演、ホテルグランヴィア大阪、2013年 10月 22日． 

17. 森山達哉：知ってナットク！日本食素材の健康機能、農学部公開講座（名古屋）近畿大
学農学部公開講座「食べ物と健康」、名古屋マリオットアソシアホテル、2013年 10月 19
日． 

18. 森山達哉：食物アレルギーの多様性：花粉症関連の食物アレルギーを中心に、第 60回日
本栄養改善学会学術総会	 研究自由集会（栄養士食物アレルギー研究会）招待講演、神
戸ポートピアホテル、2013年 9月 12日． 

19. 森山達哉：大人でも要注意！新しい食物アレルギーのお話、近畿大学農学部	 公開講座
（奈良）、東大寺総合文化センター・金鐘ホール、2012年 4月 28日． 

20. 森山達哉：リコンビナント・アレルゲン及び抗アレルゲン抗体を用いた抗原解析、第 24 回
日本アレルギー学会春季臨床大会シンポジウム、大阪国際会議場、2012年	 5月 12日． 

21. 森山達哉：肥満関連分子の分泌制御をターゲットにした抗メタボ食品因子の探索、岡山
バイオアクティブ研究会招待講演、岡山大学、2012年 6月 8日．	 	  

22. 飯島茂子, 森山達哉：クラス 1およびクラス 2の両方が関与したと考えた豆乳によるアナ
フィラキシーの 1例、日本皮膚アレルギー学会受賞講演、仙台、2012年 7月 14日．	  

23. 森山達哉：食品素材の新規アレルゲンリスクについて、第 55回食品新素材研究会	 特別
講演、京都テルサ、2012年 7月 17日.	  

24. 森山達哉：スパイスのアレルゲン性と健康機能性、第 15回スパイス・ハーブ研究成果セ
ミナー、東京、2012年 7月 4日． 

25. 森山達哉：免疫と栄養、奈良県栄養士会主催 栄養士生涯学習研修会、帝塚山大学、2011
年 7月 9日． 

26. 森山達哉：醸造食品の低アレルゲン性の検証（穀物アレルギーの最近の話題も含めて）、
日本醸造協会主催	 醸造調味食品研究会、王子、2011年 7月 13日． 
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d.	 国際学会発表（一般講演のみ）	 

1. Hirona Kugo, Youhei Mouri, Ken-ichi Yanagimoto, Nobuhiro Zaima, Tatsuya Moriyama、The 
preventive effect of fish oil on the development of abdominal aortic aneurysm 12th Asian 
Congress of Nutrition (Poster number: PS-01-a-058) (PACIFICO Yokohama, Kanagawa, Japan) 
May 15, 2015. 
 

2. Nobuhiro Zaima, Yukihiro Yoshimura, Yukio Kawamura, and Tatsuya Moriyama Characteristic 
Distribution of Metabolites in Oryza sativa Rice, 106th	 AOCS Annual Meeting	  Rosen 
Shingle Creek (Orlando, Florida, USA) May 3-6, 2015. 

 
e. 国内学会発表件数（一般講演のみ）  
2016年	 日本栄養・食糧学会４件（予定） 
2015年	 日本農芸化学会２件、日本食品科学工学会１件、 
2014年	 日本アレルギー学会２件、日本農芸化学会１件、日本栄養・食糧学会近畿支部大会

５件、日本皮膚アレルギー・接触皮膚炎学会４件、 
2013年	 日本皮膚アレルギー・接触皮膚炎学会２件、日本栄養・食糧学会近畿支部大会３件、

日本食品科学工学会２件、日本アレルギー学会１件 
2012年	 日本アレルギー学会２件、日本農芸化学会１件、日本微量栄養素学会学術集会２件、

日本栄養・食糧学会近畿支部大会２件、 
2011年	 日本アレルギー学会２件、日本栄養・食糧学会近畿支部大会２件、日本農芸化学会

２件、 
	 

	 	 	 合計	 40件	 
	 

f.  特許	 
	 	 	 なし	 

 
g.	 その他（学会賞、報道など）	 

	 

1. 森山達哉：平成 24年度 日本皮膚アレルギ－・接触皮膚炎学会誌年間最優秀論文賞（共
同受賞（連名））「大豆アレルギーにおける Gly m4, Gly m5, Gly m6特異 IgEの重要性およ
びGly m5, Gly m6サブユニット特異 IgEについて」Journal of environmental dermatology and 
cutaneous allergology 6(2), 60-66）2013年 12月 29日． 

2. 森山達哉：「凍り豆腐は大豆クラス 2食物アレルギーのリスクが低減された大豆食品 -	 
近大」としてマイナビニュース（テクノロジー）に掲載。http://news.mynavi.jp/news/2013	 
/10/25/041/	 、2013年 10月 25日． 

3. 森山達哉：独立行政法人	 国民生活センター	 2013年 12月 5日発表情報（注意喚起）「豆
乳等によるアレルギーについて－花粉症（カバノキ科花粉症）の方はご注意を－」の報

告書（http://www.kokusen.go.jp/pdf/n-20131205_1.pdf）において、これまでの大豆アレルギ
ーに関する発表論文・総説が引用使用。2013年 12月 5日． 

4. 森山達哉：近畿大学プレスリリース「ザクロ果汁成分「エラグ酸」に「レジスチン」分
泌抑制作用 近畿大学農学部グループが発見、糖尿病予防に役立つ可能性」2012年 7月 9
日． 

5. 森山達哉：朝日新聞デジタル「ザクロ果汁成分「エラグ酸」に「レジスチン」分泌抑制
作用 近畿大学農学部グループが発見、糖尿病予防に役立つ可能性」2012年 7月 9日． 

6. 森山達哉： NHK奈良放送局	 テレビ放映「ザクロに糖尿病予防成分発見」2012年 7月
11日． 

7. 森山達哉：マイナビニュース（ＷＥＢニュース）「「ザクロ」の果汁は 2型糖尿病の改善
に持ってこい! - 近畿大が発見」2012年 7月 11日． 


