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序論  

 

	
 植物病原菌は地球上に多数存在しており、これらによって引き起こされる病気は、農

作物の収穫量を激減させる主たる原因となっている。植物に対して病気を発症しうる病

原体としては、真菌、細菌、ファイトプラズマ、植物ウイルス、ウイロイドなどが知ら

れており、日本では、特に、真菌や細菌による病害が 75％以上を占めることが報告さ

れている（Sato 2013）。植物が植物病原菌に感染し、病気になる場合、まず、病原菌と

遭遇しなければならない。しかし、植物と病原体との遭遇がそのまま感染から発病に結

びつくのかというとそういうわけでもない。実際、地球上に存在する微生物種の数は膨

大であるが、特定の植物に病気を起こすことのできる微生物種の数は限られている。例

えば、イネに病気を引き起こすことのできる真菌は、知られている 10 万種以上のうち

約 50種、ウイルスでは、知られている約 700種のうち 8種、植物病原細菌では 100種

のうち 8種と極めて少ない。これは、植物がほとんどの病原菌の侵入を感知し、効果的

な免疫反応を誘導できるからに他ならない。これまでに知られている植物の免疫反応と

しては、Oxdative burstとよばれる活性酸素種（Bolwell et al.,1995）の発生やグリシンリ

ッチタンパク質や細胞壁の架橋やカロースの沈着による細胞壁の強化（Corbin et al., 

1987）、植物の自発的細胞死である過敏感細胞死（Hypersensitive response cell death: HR 

cell death）の誘導（Greenberg 1997）、抵抗性関連遺伝子（pathogenesis related gene: PR-gene）

の発現（Dixon et al., 1994）、ファイトアレキシンなどの低分子抗菌物質の産生・蓄積 

（Yamaguchi et al., 2000）などがある。これらの免疫反応が植物病原菌認識後、早期に

秩序だって誘導された場合、植物は病気にはならないが、このような免疫反応が起こら

ないかまたは遅れた場合、植物は病気になることが明らかになっている（Muthamilarasan 

and Prasad et al., 2013）。 

	
 これまでの研究で、植物には二つの免疫システムが存在していることが明らかになっ

ている（Jones and Dangle 2006）。植物はまず、病原微生物に共通して存在する分子であ

る Pathogen-associated molecular pattern（PAMP）を認識することにより PAMP-triggered 

immunity（PTI）と呼ばれる免疫を誘導する。このような PTI には、活性酸素の発生や

ファイトアレキシンの産生と蓄積、カロース沈着による細胞壁の強化、PTI関連遺伝子

群の発現誘導などの免疫反応が含まれており、これらの反応は PAMP 認識後、比較的

早期に誘導されるのが特徴である。これまでに、植物が認識する PAMP としては、細

菌の鞭毛タンパク質フラジェリンの N末端側にある保存された 22残基のアミノ酸に由

来するペプチド（flg22）（Felix et al., 1999）、翻訳伸長因子 EF-Tuに由来するペプチド 
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（elf18）（Kunze et al., 2004）、細胞壁成分であるペプチドグリカン、そして、真菌のも

つキチン等が知られている（Gust et al 2007; Kaku et al., 2004）。植物は、これらを細胞膜

に存在するパターン認識受容体によって認識し、その認識情報を細胞内に伝達すること

で PTIを誘導していることが知られている。これらのパターン認識受容体の中で、シロ

イヌナズナに存在する flg22 を認識するパターン認識受容体である Flagellin-sensing 2

（FLS2）に関する研究が活発に行われている（Gomez-Gomez and Boller 2000）。FLS2は、

細胞外に flg22と結合するロイシンリッチリピート領域（LRR）を持ち、細胞質内にセ

リン /スレオニンキナーゼドメインを有する一回膜貫通型の受容体様キナーゼ

（LRR-RLK）である。FLS2は flg22非存在下ではホモ二量体を形成しているが（Sun et 

al., 2012）、flg22 を認識すると細胞外にロイシンリッチリピートをもつ受容体型キナー

ゼである BAK1と相互作用する（Chinchilla et al., 2007）。この相互作用により FLS2と

BAK1 は相互にリン酸化され活性化状態になると考えられる。そして、FLS2 からのシ

グナルは受容体型細胞質タンパク質キナーゼ（RLCK：receptor-like cytoplasmic kinase）

ファミリーに属する BIK1、PBS1、PBL1、PBL2、BSK1に伝達され、そのシグナルを細

部内に伝達することで PTIを誘導している（Zhang et al., 2010; Shi et al., 2013）。このよ

うに、植物は様々な PAMPをパターン認識受容体で認識し、PTIを誘導するが、植物病

原菌もこの PTIを積極的に抑制する機構を発達させてきた。植物病原細菌の一部は type

Ⅲ分泌装置（TTSS）を介してエフェクターとよばれるタンパク質を宿主細胞内に分泌

するが、これらのエフェクターの中には PTIを抑制する活性があるものが報告されてい

る。これらの植物病原菌は、このエフェクターを介した PTI抑制により感染を成立させ

ていると思われる（effector-triggered susceptibility: ETS）。この様な病原細菌による ETS

に対応して植物は、病原微生物が送り込んだエフェクターを認識してより強い免疫反応

を誘導するシステムを獲得した。これが、植物の持つ二つ目の免疫システムであり、

effector-triggered immunity（ETI）とよばれている。この ETIには、植物の自発的な細胞

死である Hypersensitive response（HR）cell death（過敏感細胞死）が含まれるのが特徴

である。このような、細胞内におけるエフェクターの認識には nucleotide-binding site and 

leucine-rich repeat（NBS-LRR）proteins が関与する場合があることが報告されている。

植物病原細菌 Pseudomonas syringae のエフェクターである AvrB の認識に関与する

NBS-LRRとしてシロイヌナズナから RPM1が同定された（Mackey et al., 2002）。AvrB

をもつ Pseudomonas syringaeを接種するとAvrBは TypeIII分泌装置を介してシロイヌナ

ズナ細胞内に分泌される。細胞内に分泌された AvrBは RIN4（resistance to Pseudomonas 

maculicula protein 1 [RPM1]-interacting protein）と相互作用するが、この RIN4には RPM1

が結合しており、この AvrB と RIN4 の相互作用を感知しそれを細胞内に伝達する。し
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かし、RPM1から下流にどのようにシグナルが伝達されているかについては未だ不明な

点が多く、ETIの全貌が明らかになったとは言い難い。 

	
 植物の ETIで認められる免疫反応の一つである過敏感細胞死は、病原菌の進入後早期

に、また侵入部位に限局して誘導される細胞死である。このような過敏感細胞死は、遺

伝的に高度に組織化されたシステムにより誘導されるプログラム細胞死であることが

知られている。同様のプログラム細胞死としては、動物の発生や分化における形態形成

や機能獲得、生体防御、老化などにおいて重要な役割をはたしているアポトーシスが知

られている。動物のアポトーシスには、核クロマチンの凝集、細胞膜の収縮による細胞

容積の減少、アポトーシス小体の発現、細胞膜ブレッビングなどの特徴的な形態変化と

ともに、特異的なエンドヌクレアーゼによりヌクレオソーム単位で分解される核 DNA

のラダー化などが認められる（Walker et al., 1988）。植物の過敏感細胞死においても、

細胞膜の収縮、クロマチンの凝集といった形態変化（Levine et al., 1996; Lacomme and 

Cruz, 1999; Mur et al., 2008）、核 DNAの断片化（Yao et et al., 2001；Tanaka et al., 2001）

といったアポトーシスと類似した現象が認められる。しかし、植物の過敏感細胞死

には、動物のアポトーシスとは異なったいくつかの特徴も同時に認められる。

まず、動物のアポトーシスで見られるアポトーシス小体が過敏感細胞死では

認められず、アポトーシスを起こした細胞の貪食作用による消化も認められ

ない。また、植物のゲノム中には動物のアポトーシス誘導において重要な因

子である Bcl-2 や Bax などのタンパク質をコードする遺伝子（Kutuk and 

Basaga, 2006）や、アポトーシスの実行において中心的役割を果たすシステ

インプロテアーゼであるカスパーゼをコードする遺伝子が存在しない（ Shi 

2002）。このように、植物の過敏感細胞死と動物のアポトーシスにはいくつ

か類似している部分がある一方で、異なる部分も存在している。このことは、

植物の過敏感細胞死は動物のアポトーシスとは異なる独自の機構で誘導さ

れていることを示している。  

	
 近年、このような植物独自のプログラム細胞死である過敏感細胞死の誘導機構に関す

る研究が行われるようになった。その中でも、過敏感細胞死誘導の開始シグナルについ

ての研究が活発に行われている。シロイヌナズナに対して非病原性である Pseudomonas 

syringae pv tomato（Pst）strain DC3000 avrRpm1を接種すると過敏感細胞死が誘導される

が、この接種部位近辺に NADPH オキシダーゼである AtrbohD、AtrbohF によって細胞

外のアポプラスト中に ROS が蓄積していることが明らかになった。この時、NADPH

オキシダーゼの特異的阻害剤である DPI を処理すると活性酸素の発生だけでなく過敏

感細胞死も誘導されなかったことから、AtrbohD、AtrbohFによって産出される ROSが
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過敏感細胞死誘導に関与することが証明された（Torres et al., 1998, 2002）。また、細胞

内に存在するオルガネラから発生する ROS も過敏感細胞死誘導に関与することが明ら

かとなっている。シロイヌナズナに対して非病原性である Pst DC3000 AvrRpm1を接種

すると過敏感細胞死が誘導されるが、このとき、Staygreen（SGR）（Park et al., 2007）と

いう遺伝子の mRNA 発現量が上昇していることが示された。SGR は葉の老化時に葉緑

体の集光性色素複合体（light-harvesting complexes: LHCs）と結合してクロロフィル分解

を促進するタンパク質をコードする遺伝子として知られている（Park et al., 2007）。そこ

で、SGR の過剰発現株（SGR-OX）、RNAi 抑制株（SGRi）にこの菌を接種したところ、

SGR-OX では野生株よりも強く過敏感細胞死が誘導され、一方の SGRi では過敏感細胞

死が抑制されることが示された。また、このときの ROS蓄積量を測定したところ、SGR

の mRNA発現量と ROSの蓄積量に相関性が認められたことから、SGRは過敏感細胞死

誘導時の活性酸素の発生に影響することが示唆された。タバコにおいて、SGR が過剰

発現すると、LHCsが分解され、ROSが産生されることが知られている（Park et al., 2007; 

Mur et al., 2010）。のことから、葉緑体から産生した ROSが過敏感細胞死誘導に関与す

ることが示唆された（Mur et al., 2010）。 

	
 近年の研究で、植物の過敏感細胞死誘導には植物特有の細胞小器官である液胞に存在

するタンパク質分解酵素、vacuolar processing enzyme（VPE）が関与することが報告さ

れた（Hara-Nishimura and Hatsugai 2011）。VPEは種々の液胞タンパク質の成熟化に関与

しており、基質タンパク質のアスパラギンまたはアスパラギン酸残基の C 末端側を切

断するシステインプロテアーゼであるが、動物のシステインプロテアーゼであるカスパ

ーゼファミリーには属さない。しかし、カスパーゼとよく似た基質認識部位や活性中心

をもつことが明らかにされている（Hara-Nishimura et al., 1993）。タバコモザイク病を引

き起こす病原体である tobacco mosaic virus（TMV）をその抵抗性遺伝子である N遺伝子

をもつタバコに感染させると、過敏感細胞死が誘導されるが、この時、タバコの VPE

をコードする NtVPEの mRNA発現量が上昇することが示された（Hara-Nishimura et al., 

2004）。同時に、カスパーゼ-1 の阻害剤である Ac-ESEN-CHO と同時に TMV をタバコ

に感染させると、過敏感細胞死が抑制され、また、NtVPE の発現を抑制した NtVPE サ

イレンシングタバコに TMVを接種したときも同様に過敏感細胞死が抑制されることが

示された。このときのタバコの葉抽出物に、ビオチン化されたカスパーゼの基質を加え、

ストレプトアビジンを用いてウエスタンブロット解析したところ、過敏感細胞死が誘導

されたものでは 40kDaと 38kDa付近に特異的なバンドが検出された。これは、抗 VPE

特異的抗体を用いたときに検出されるバンドと一致する。一方、カスパーゼ-1阻害剤を

処理したタバコの葉抽出物ではこのふたつの特異的なバンドが検出されなかった。さら
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に、TMV を感染させたタバコの葉抽出物を用いてカスパーゼ-1 阻害剤の濃度依存にお

ける活性の変化を調べたところ、阻害剤の濃度依存的にカスパーゼ-1 の基質である

biotin-YVAD-fmk の分解活性が低下した。このことから、液胞に存在する VPE のカス

パーゼ-1様の活性化が TMV感染時の過敏感細胞死を誘導するのに重要であることが示

された。また、VPE サイレンシングタバコにおける形態変化を電子顕微鏡で観察した

ところ、過敏感細胞死誘導時に認められる液胞膜の崩壊が観察されなかった

（Hara-Nishimura et al., 2004）。このことから、TMVによって誘導されるタバコの過敏

感細胞死は VPE のカスパーゼ -1 様の活性によって誘導されることが示された 

（Hara-Nishimura et al., 2004）。一方、シロイヌナズナに植物病原細菌 Pseudomonas 

syringae pv tomato（Pst）strain DC3000 avrRpm1/avrRpt2接種したときに認められる過敏

感細胞死には液胞膜の崩壊は認められず、液胞膜と細胞膜が融合する（Hatsugai et al., 

2009）。このことは、TMVにより誘導される過敏感細胞死と、植物病原細菌によって誘

導される過敏感細胞死は異なる経路により誘導されていることを示している。植物病原

細菌によって誘導される過敏感細胞死は、カスパーゼ-1の阻害剤では阻害されず、カス

パーゼ -3 の阻害剤である Ac-DEVD-CMK やプロテアソーム阻害剤である

Ac-APnLD-CHO等により阻害された。シロイヌナズナには PBA1、PBB、PBEとよばれ

るプロテアソームサブユニットが存在している（Yang et al., 2004）。興味深いことに、

PBA1の阻害剤とカスパーゼ-3阻害剤は濃度依存的に PBA1の活性を抑制した。同時に、

PBA1 阻害剤を加えた場合、カスパーゼ-3 の活性も阻害されたことから、PBA1 はプロ

テアソームとしての活性と共にカスパーゼ-3 様の活性を持つことが初めて明らかにな

った。さらに、PBA1の RNAi抑制形質転換体 ipba1-11に Pst DC3000 AvrRpm1を接種

すると、過敏感細胞死は誘導されず、液胞膜と細胞膜との融合も認められなかったこと

から、植物病原細菌を接種した葉で認められる過敏感細胞死は PBA1のプロテアソーム

としての活性とカスパーゼ-3 としての活性を介して誘導されていることが明らかとな

った（Hatsugai et al., 2009）。 

	
 植物病原細菌 Acidovorax avenae は、単子葉を宿主とするグラム陰性細菌であり、葉

鞘から葉身にかけて褐色の細長い病班や、葉鞘の屈曲を引き起こす。この菌には、様々

な菌株が存在するが、その宿主特異性は非常に厳密であり、一つの菌株が感染できる植

物種はほぼ一種に限定されている。これまでの研究で、イネに対して非病原性である、

A. avenae N1141菌株をイネ培養細胞に接種すると、核 DNAの断片化、細胞膜透過性の

喪失、細胞膜の収縮や核の凝集を含む形態学的な変化を伴う過敏感細胞死が誘導される

ことが明らかとなっている（Che et al., 1999; Kaneda et al., 2009）。そこで、この N1141

菌株による過敏感細胞死の誘導機構を調べるため、まずこの過敏感細胞死へのタンパク
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質翻訳の特異的阻害剤であるシクロヘキシミドの影響を検討した。その結果、この過敏

感細胞死は完全に阻害されたことから、A. avenae N1141菌株によって誘導されるイネ

培養細胞の過敏感細胞死誘導には新たな遺伝子の発現やそれによる新規タンパク質の

合成が必須であることが示された。そこで、この過敏感細胞死誘導時に特異的に発現誘

導される遺伝子をマイクロアレイや特異的サブトラクションによって解析したところ、

植物特有の転写因子をコードする OsNAC4が同定された。OsNAC4は N末端側に、NAM 

（Souer et al., 1996）と ATAF1、ATAF2および CUC2（Aida et al., 1997）などで保存さ

れている NACドメインをもち、C末端側に転写活性化領域（TAR）（Kikuchi et al., 2000; 

Ooka et al., 2003）を有している。また、およそ 160アミノ酸残基から構成される NAC

ドメインは、5つのサブドメイン（A-E）からなる（Puranik et al., 2012）。シロイヌナズ

ナでは推定上 105個の NAC遺伝子が存在し、イネでは 140-151個存在していることか

ら、植物において NAC 遺伝子は大きなファミリー遺伝子群を形成していることが明ら

かになっている（Nuruzzaman et al., 2010）。近年の研究で、NAC転写因子はシュートの

頂端分裂組織の維持や細胞分裂の制御、花組織における細胞伸長、側根の発達促進のよ

うな多くの形態形成の過程に関与していることが示された（Olsen et al., 2005）。また、

その他にもホルモンシグナル経路（He et al., 2005）、葉の老化（Guo et al., 2006; 

Kjaersgaard et al., 2011; Wu et al., 2012）、非生物的ストレスのシグナル伝達や耐性（Hu et 

al., 2006; Jeong et al., 2012）のような多種多様な現象にも関係することが知られている。

さらに、シロイヌナズナの ATAF1 や ATAF2 は細菌や真菌の病原菌に対する防御応答

のネガティブレギュレーターとして機能しており（Delessert et al., 2005; Wang et al., 

2009）、ONAC122、ONAC131 のサイレンシングイネではイモチ病に対する感受性が増

したことから、ONAC122 と ONAC131 はイモチ病の病害抵抗性のポジティブレギュレ

ーターとして機能することが報告されている（Sun et al., 2013）。実際、イネイモチ病菌

である Magnaporthe oryzae（M. oryzae）を接種したときに発現誘導される OsNAC111を

過剰発現させるとイネイモチ病に対する抵抗性が上昇することが示された（Yokotani et 

al., 2013 ; Yilmaz et al., 2009）ことから、いくつかの NAC転写因子は植物病害応答にも

関与することが示唆されている。これ以外にも、乾燥、浸透圧ストレスに OsNAC6 が

関与し、RIM1はイネ萎縮病ウイルスに対する抵抗性のネガティブレギュレーターとし

て機能していることなども知られている（Nakashima et al. 2007; Yoshii et al., 2009）。 

	
 筆者の所属する研究室では、過敏感細胞死誘導時に特異的に発現誘導される OsNAC4

が実際に過敏感細胞死誘導に関与するかどうかについても調べてきた。その結果、

OsNAC4をイネ培養細胞で過剰発現させたところ、細胞膜透過性の喪失や核 DNAの断

片化を伴う過敏感細胞死が誘導された（Kaneda et al., 2009）。また、OsNAC4 RNAi抑制
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形質転換細胞株では過敏感細胞死の誘導が認められないことも明らかになり、OsNAC4

はイネの過敏感細胞死を正に制御する因子であることが示された。また、OsNAC4 RNAi

抑制形質転換細胞株では過敏感細胞死誘導時に 139 個の遺伝子が発現誘導されないこ

とが示された（Kaneda et al., 2009）。この 139遺伝子の中には、カルシウム依存型エン

ドヌクレアーゼ様分子をコードする IREN と、分子シャペロンである OsHSP90 が存在

していた。そこで、これら遺伝子をイネ培養細胞で高発現させたところ、IRENは核 DNA

の断片化に、OsHSP90 は細胞膜透過性の喪失に関与していることが明らかになった

（Kaneda et al., 2009）。このように、OsNAC4がイネの過敏感細胞死を正に制御するこ

とは明らかになったが、OsNAC4がどのようにこれら細胞死実行因子の発現を制御して

いるのか、また OsHSP90 や IREN が実際にどのようにして過敏感細胞死誘導時に認め

られる細胞膜透過性の喪失や核 DNAの断片化を引き起こしているのかについてはほと

んど明らかになっておらず、OsNAC4を介した過敏感細胞死誘導の研究はその途端につ

いたばかりである。 

	
 そこで、本研究では、OsNAC4による過敏感細胞死実行因子の発現制御機構や過敏感

細胞死誘導の実行に関わる因子の作用機序を調べることで、植物の過敏感細胞死の誘導

機構を分子レベルで明らかにすることを目的とした。第 1 章では、イネ細胞において

OsNAC4 がどのように様々な過敏感細胞死実行因子の発現を制御しているのかについ

て調べた結果を述べる。また、第 2章では、過敏感細胞死誘導時に発現誘導される IREN

の核 DNA断片化への関与を明らかにするとともに、そのエンドヌクレアーゼとしての

酵素特性についても調べた結果を述べる。 
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第 1章	
 OsNAC転写因子の過敏感細胞死誘導への関与  

 

緒言  

 

	
 これまでの研究で、イネに対して非病原性である Acidovorax avenae N1141菌株をイ

ネ培養細胞に接種すると、核 DNAの断片化や細胞質の凝集といった特徴的な形態変化

を伴う過敏感細胞死が誘導されることが明らかになった。さらに、この非病原性菌株を

接種したときにのみに認められる過敏感細胞死の誘導は OsNAC4 という植物特有の転

写因子によって正に制御されていることが示された（Kaneda et al., 2009）。また、OsNAC4 

RNAi 抑制形質転換細胞株を用いたマイクロアレイ解析の結果から、139 個の遺伝子が

過敏感細胞死誘導時に実際に OsNAC4 によって転写制御されていることが示されてお

り、OsNAC4転写因子はこれらの遺伝子の転写制御を介して過敏感細胞死を誘導してい

る可能性が高いと考えられる。しかし、過敏感細胞死誘導に転写活性が必要だというの

は明らかになっているが、OsNAC4がどのような機構でこれら遺伝子を転写制御し、過

敏感細胞死を誘導しているのかだけでなく、OsNAC4に転写活性化能がそもそも存在す

るかどうかについても全く明らかになっていない。そこで、本章では、このような

OsNAC 転写因子がどのようにして過敏感細胞死誘導に関与しているのかについて分子

レベルでの解析を試みた。 
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第 1章  

 

材料と方法  

 

1）	
 イネ培養細胞の培養と継代  

	
 イネ培養細胞は、Oc細胞（Oryza sativa L. C5924）を用いた。100 mlの三角フラスコ

に分注した R2S培地 20 mlにイネ培養細胞懸濁液 2 mlを加え、30℃、108 rpm、連続光

下（LH-350SP、日本医化器機製作所）で振盪培養（NR-20、TAITEC）を行った。7 日

毎に植え継ぎ、継代から 4日目の培養細胞を実験に用いた。 

 

2）	
 植物病原細菌の保存と培養  

	
 イネに対して非病原性である Acidvorax avenae N1141（MAFF 301141）菌株（Kodota et 

al., 1996）は農業生物資源研究所から分与していただいた。菌体の保存は、Pseudomonas 

agar F（DIFCO, USA）寒天培地で 30℃一晩静置培養し、寒天培地 1枚分の菌体を skim milk

培地（10%（w/v）skim milk（WAKO）、1.5%（w/v） sodium glutamate）1mlに懸濁し、

50 mlずつ分注して-80℃に保存した。 

	
 菌体を用いる実験のためには、保存してある菌体 50 mlを Psudomonas agar F寒天培

地へ植菌し、30℃、over nightで培養した。菌体は滅菌水 1 mlに懸濁し、吸光度（A610）

を測定し菌体数を計算した。その後、滅菌水で適宜希釈し、それぞれの実験に用いた（Che 

et al., 1999）。 

 

3）	
 イネプロトプラストの単離と PEG法による遺伝子導入  

	
 イネプロトプラストは、イネ培養細胞（Oc）から単離した。酵素液（1% cellulose RS

（Yakult）、0.5% Macerozyme、0.1% pectolyase、0.6 M Mannitol,、5 mM MES-KOH pH5.7、

総酵素液 15 ml）を調製したのち、55℃、10分間熱処理することにより、Cellulase RS、

Macerozyme、pectolyase に不純物として含まれるタンパク質分解酵素を失活させた。室

温になるまで静置し、1M CaCl2 150 ml （終濃度 10 mM）、BSA 0.015g（終濃度 0.1%）

を加えてよく溶解させた。イネ培養細胞 20 mlをシャーレ（9 cm）にとり、培養液を取

り除いたのち酵素液 15 mlを加え、遮光で 30℃、3時間処理した。セルストレーナー（100 

mm, BD Bioscience）を 50 mlの遠心チューブにセットし、そこに酵素処理産物を加える

ことにより細胞残渣を取り除いたのち、100g、5分間遠心分離し、ペレットを得た。KMC

（117 mM KCl、82 mM MgCl2、85 mMCaCl2）5 mlをプロトプラストへ加え、よく懸濁

したのち 100g、5分間遠心分離し、プロトプラストをペレットとして得た。プロトプラ
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スト溶液の少量を血球計算板にのせプロトプラストの数を測定した後、1×106になるよ

うに MMg（0.4 M mannitol、15 mM MgCl2、4 mM MES-KOH pH5.7）を加えた。このプ

ロトプラスト溶液 200 mlに、導入するプラスミド 5 mlを混合し、5分間静置した後、

50% PEG溶液（PEG 4000（Fluka）、0.2 M Mannitol、0.1M CaCl2）を 210 ml加え、穏や

かにピペッッティングし（23-25 回程度ピペッティング）、30 分間静置した。静置後、

KMCを 800 ml加え、100g、5分間遠心分離し、上清を取り除いた後、新たに KMC 500 

mlを加え、各実験で使用するまで 30℃で遮光静置した。 

 

4）	
 OsNAC3 RNAi形質転換体作製  

	
 pANDA-OsNAC3ベクターをエレクトロポレーションにより Agrobacterium tumefaciens 

EH105菌株へ導入した。イネ（Oryza sativa.L ssp.japonica cv Kinmaze）へのアグロバク

テリウムを介した形質転換は、以前報告された方法を参考に行った（Takai et al., 2008）。

滅菌処理を行ったイネの種子をカルス誘導培地（N6D）に置床し、30℃、光照明下で 3

週間、カルスを誘導した。胚由来のカルスを前培養培地（MS培地）へ移し、30℃、光

照明下で 3日間培養した。pANDA-OsNAC3を保持した A. tumefaciend EHA105菌株を AB

培地に植菌し、22℃暗黒下で 3日間培養した。培養した A. tumefacience EHA105菌株を

MSL（40 mg/ml Acetosyringone）に OD600=0.02-0.04となるように懸濁後、培養したカル

スと混合し、5分間静置後、感染培地へ移し、22℃暗黒下で 3日間培養した。感染させ

たカルスを滅菌水（250 mg/ml Claforan）で洗浄後、一次選抜培地（MS培地）へ移し、

30℃、光照明下で 3時間培養した。一次選抜培地上で生育が認められるカルスを二次選

抜培地（R2R培地）に移し、30℃、光照明下で 2週間培養した。この様な二次選抜は 2

回行った。二次選抜培地上で生育が認められるカルスを Oc細胞と同様に液体培地中で

培養し、培養細胞化した。 

 

5）	
 プラスミド作製  

	
 OsNAC3 RNAi抑制形質転換体を作製するのに用いるためのベクターは、dsRNAをイ

ネ細胞内で高効率に発現することができる pANDA vector（Miki and Shimono, 2004, 奈良

先端科学技術大学大学院・島本功博士より分与）を用いた。OsNAC3の塩基配列情報を

もとに C 末端領域をターゲット領域（514-831bp）として増幅させるプライマーセット

（Forward primerは cDNA断片を pENTR/D-TOPOとライゲーションするため CACCを

付加した）を用いて、pAHC17-OsNAC3をテンプレートとして PCRを行った。アガロー

スゲル電気泳動により目的の cDNA 断片が増幅されていることを確認した後、pENTR 

Directional TOPO Cloning Kit（invitrogen）を用いて、pENTR/D-TOPOへライゲンーショ
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ンし、大腸菌 DH5αへ形質転換した。 

 

PCR反応液  PCR反応条件 

2×buffer for KOD-FX 7.5 µl  94℃ 2 min 

dNTP （2mM） 3 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F （10 mM） 0.45 µl  *55℃ 30 sec 

Primer R （10mM） 0.45 µl  *68℃ 1min 

KOD-Fx polymerase 0.1 µl  68℃ 7 min 

Sterile Water 2.5 µl  4℃ ∞ 

IREN cDNA （100 pg/ml） 1.0 µl  *（98℃→55℃→68℃）× 30 cycles 

Total vol. 15 µl    

 

【Primer sets】 

Primer Sequence 

OsNAC3 RNAi 

/pENTR 

F 5’ - CACCATGCAGAGCAGGAAGGAGGAGGAG - 3’ 

R 5’ - AATCTCCAATCTGGAGTAACACTGCTAAAC - 3’ 

二重線は TOPOクローニングサイトを示す。 

 

	
 作製した pENTR-OsNAC3 RNAiを LRクロナーゼ反応（Invitrogen）により OsNAC3の

RNAi ターゲット領域である 508 bp を dsRNA 発現用 pANDA ベクターへ導入した

（pANDA-OsNAC3）。 

 

TOPO○R cloning 反応液  LR clonase 反応液 

PCR product 1 µl  pENTR-IREN RNAi（100 ng/ml） 1.5 µl 

Salt solution 1 µl  pANDAmini（100 ng/ml） 1.5 µl 

Sterile water 3.5 µl  TE buffer（pH8.0） 6 µl 

pENTR D-TOPO（12.5 ng分） 0.5 µl  Total vol. 8 µl 

Total vol 6 µl    

 

	
 イネプロトプラスト内に OsNAC3 タンパク質を一過的に過剰発現するプラスミドを

作製するために、pAHC17-OsNAC3をテンプレートとし、特異的なプライマーセットを

用いて PCRを行った。PCR産物をエントリーベクターである pENTR D-TOPO（Invitrogen）
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へ TOPO®Cloningで導入した（pENTR-OsNAC3）。作製した pENTR-OsNAC3を LR clonase

反応により OsNAC3 mRNAの ORF領域を植物細胞内発現用 pBI221-GW-Veベクターへ

導入した（pBI221-OsNAC3）。pBI221-OsNAC4 は同様な方法で作成したものを分与して

いただいた（多賀、2008）。 

 

PCR反応液  PCR反応条件 

2×buffer for KOD-FX 7.5 µl  94℃ 2 min 

dNTP（2mM） 3 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F（10 mM） 0.45 µl  *62℃ 30 sec 

Primer R（10mM） 0.45 µl  *68℃ 1min 

KOD-Fx polymerase 0.1 µl  68℃ 7 min 

Sterile Water 2.5 µl  4℃ ∞ 

IREN cDNA（100 pg/ml） 1.0 µl  *（98℃→55℃→68℃）× 30 cycles 

Total vol. 15 µl    

 

【Primer sets】 

Primer Sequence 

pENTR-OsNAC3

（終始コドン有） 

F 5’ - CACCGTGTCCATGGCGGCGGCGAAGCGG - 3’ 

R 5’ - CGGGATCCTCAGAAGAATGGCGCGCCGA - 3’ 

下線部は BamHIサイトを示し、二重線は TOPOクローニングサイトを示す。 

 

	
 イネプロトプラスト内での OsNAC3-Venus 融合タンパク質の局在を観察するため、

pBI221-OsNAC3-Veベクターを作製した。pBI221-OsNAC3-Veベクターは上記で作製した

pBI221-OsNAC3 と同様の方法で作製した （pBI221-OsNAC3-Ve）。このときのディステ

ィネーションベクターは pBI221-GW-Venusを用いた。pBI221-OsNAC4-Veは以前作成し

たものを用いた（多賀、2008）。 

 

【Primer set】 

Primer Sequence 

pENTR-OsNAC3

（終始コドン無） 

F 5’ - CACCGTGTCCATGGCGGCGGCGAAGCGG - 3’ 

R 5’ - GAAGAATGGCGCGCCGAGCGGCTCCGT - 3’ 

二重線は TOPOクローニングサイトを示す。 
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 BiFC法による OsNAC3と OsNAC4との相互作用解析に用いる pBI221-OsNAC3-VCは

上記と同様の方法で作製した（pBI221-OsNAC3-VC）。このときのディスティネーション

ベクターには pBI221-GW-VCを用いた。pBI221-OsNAC4-VNは以前作成したものを用い

た（多賀、2008）。 

	
 また、OsNAC3 と OsNAC4 との相互作用解析において、OsNAC3 と OsNAC4 がどの

領域で相互作用しているのかを調べるためのベクターとして、pBI221-OsNAC3-NAC 

domain-VC、pBI221-OsNAC4-NAC domain-VNを作製した。このベクターを作成するため、

pAHC17-OsNAC3をテンプレートとし、NAC domain領域（1 bp-513 bp）のみを増幅する

特異的なプライマーセットを用いて PCRを行った。PCR産物をエントリーベクターで

ある pENTR D-TOPO（Invitrogen）へ TOPO®Cloningで導入した（pENTR-OsNAC3 NAC 

domain）。作製した pENTR-OsNAC3を LR clonase反応により OsNAC3 mRNAの ORF領

域を植物細胞内発現用 pBI221-GW-Ve ベクターへ導入した（pBI221-OsNAC3 NAC 

domain-Ve、pBI221-OsNAC4 NAC domain-Ve）。 

 

【Primer sets】 

	
 Venusタンパク質を融合した NAC domainに存在するセリンをアラニンに 1つずつ置

換した OsNAC4 を発現するプラスミドを作製した。まず、pENTR-OsNAC4-S1A は、

pENTR-OsNAC4をテンプレートとし、特異的なプライマーセットを用いて Inverse PCR

を行った（KOD-Plus-Mutagenesis Kit, TaKaRa Bio Inc.）。また、pENTR-OsNAC4-S2Aは

pENTR-OsNAC4-S1A をテンプレートとし、特異的なプライマーセットを用いて Inverse 

PCR を 行 っ た 。 そ し て 、 pENTR-OsNAC-4-S3A に は pENTR-OsNAC-4S2A 、

pENTR-OsNAC4-S4A は pENTR-OsNAC-4-S3A 、 pENTR-OsNAC-4S5A に は

pENTR-OsNAC-4S4Aをそれぞれテンプレートとし、それぞれの特異的なプライマーセッ

トを用いて Inverse PCRを行った。PCR反応液に DpnI処理を加え、37℃で 1時間反応

させることでテンプレートプラスミドの消化を行った後（KOD-Plus-Mutagenesis Kit）、

PCR 産物を 16℃で 1 時間セルフライゲーションさせ、大腸菌 DH5aへ形質転換した

Primer Sequence 

pENTR-OsNAC3NACdomain 
F 5’ - CACCGTGTCCATGGCGGCGGCGAAGCGG - 3’ 

R 5’ - CTTCTTGTTGTACAGCCGGCACAGCAC - 3’ 

pENTR-OsNAC4NACdomain 
F 5’ - CACCAACATTTTCACGAGAGGAGAAGGATGGA - 3’ 

R 5’ - CTTGTTGTACAGCCGGCACAGC- 3’ 
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（pENTR-OsNAC4-S1A、pENTR-OsNAC4-S2A、pENTR-OsNAC4-S3A、pENTR-OsNAC4-S4A、

pENTR-OsNAC4-S5A）。 

 

Inverse PCR反応液  Inverse PCR反応条件 

2×buffer for iPCR 7.5 µl  94℃ 2 min 

2 mM dNTP 3 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F（10 mM） 0.45 µl  *68℃ 1min 

Primer R（10 mM） 0.45 µl  68℃ 7 min 

KOD -plus- 0.1 µl  4℃ ∞ 

Sterile Water 2.5 µl  *（98℃→68℃）× 30 cycles 

pBI221-IREN－Venus（100 pg/ml） 1.0 µl  

Total vol. 15 µl  

 

【Primer sets】 

 

Self-ligation 反応液 

PCR product（DpnI treted） 2 µl 

Ligation High 5 µl 

T4 Polynucleotide Kinase 1 µl 

Sterile Water 7 µl 

Total vol. 15 µl 

Primer Sequence 

OsNAC4-S91A/pAHC17 F 5’ - CACCGTGTCCATGGCGGCGGCGAAGCGG - 3’ 

R 5’ - CTTCTTGTTGTACAGCCGGCACAGCAC - 3’ 

OsNAC4-S91A/S116A/pAHC17 F 5’ - CACCAACATTTTCACGAGAGGAGAAGGATGGA - 3’ 

R 5’ - CTTGTTGTACAGCCGGCACAGC- 3’ 

OsNAC4-S91A/S116A/S130A/pAHC17 F 5’ - GCCGGGAAGGCGCCGAG -3’  

R 5’ - GTAGAACACGAGCGCCTTCTTG -3’  

OsNAC4 -S91A/S116A/S130A/S161A 

/pAHC17 

F 5’ - GCACAGAAGCTGGACGAGTGGGT -3’  

R 5’ - GCCCTTCTTGCCGCCCGG -3’  

OsNAC4 -S10A/S91A/S116A/S130A/S16

1A/pAHC17  

F 5’ - GCCGGGAGGAGGGACGCG -3’  

R 5’ - GCCCCCAACCGCCGCCG-3’  
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 作 製 し た pENTR-OsNAC4-S1A 、 pENTR-OsNAC4-S2A 、 pENTR-OsNAC4-S3A 、

pENTR-OsNAC4-S4A、pENTR-OsNAC4-S5Aをそれぞれ LR clonase反応によりインサート

領域を植物細胞内発現用 pBI221-GW-Ve ベクターへ導入した（pBI221-OsNAC4-S1A-Ve、

pBI221-OsNAC4-S2A-Ve 、 pBI221-OsNAC4-S3A-Ve 、 pBI221-OsNAC4-S4A-Ve 、

pBI221-OsNAC4-S5A-Ve）。 

pAHC17-OsNAC3、pAHC17-OsNAC4、pAHC25（uidA 発現ベクター）は奈良先端大の金

田博士より分与していただいた。 

 

	
 OsNAC4と相互作用するイネタンパク質の探索を行うために、Yeast two hybridを用い

た。そこで、このときに用いるベクターを作製するために pAHC17-OsNAC4をテンプレ

ートに OsNAC4の C末端側から 78アミノ酸残基分欠損するようなプライマーセットを

用いて PCRを行った。PCR産物を pGEM-Tベクターと Ligationを行った（pGEM-T vector 

SystemⅠKit, Promega）（pGEM-T-OsNAC4）。 

 

PCR反応液  PCR反応条件 

10×buffer for Blend taq 2.0 µl  96℃ 5 min 

dNTP（2mM） 2.0 µl  *96℃ 30 sec 

Primer F（10 mM） 1.0 µl  *69℃ 30 sec 

Primer R（10mM） 1.0 µl  *72℃ 3 min 

Blend taq polymerase 0.2 µl  15℃ ∞ 

Sterile Water 11.8 µl  *（96℃→69℃→72℃）× 30 cycles 

OsNAC4/pGEX（100 pg/ml） 2.0 µl   

Total vol. 20 µl    

 

【Primer sets】 

Primer Sequence 

pGEM-T-OsNAC4 
F 5’ - GAATTCATGGCGGCGGCGGTTGGGGG - 3’ 

R 5’ - GGATCCCCGCCGCAGCCACCGTGCCG - 3’ 

F primerの下線部は EcoRIサイトを示しており、R primerの下線部は BamHIサイトを示

している。 
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pGEM-T vectorへの Ligation反応液 

2×rapid buffer 2 µl 

pGEM-T vector 5 µl 

T4 DNA リガーゼ 1 µl 

PCR product （インサート DNA） 7 µl 

Total vol. 15 µl 

 

	
 作製した pGEM-T-OsNAC4 のインサートである OsNAC4 を酵母発現用ベクターであ

る pGBKT7へ組み込むため、それぞれを EcoRIと BamHIで処理し、ベクターとインサ

ートをそれぞれ切り出した後、ライゲーションさせ、大腸菌 DH5aに形質転換した

（pGBKT7-OsNAC4）。 

 

pGBKT-7への Ligation反応液 

Vector 2 µl 

Insert 1.4 µl 

2×Ligation Mix 10 µl 

Sterile Water 6.6 µl 

Total vol. 15 µl 

 

	
 OsNAC3 の特異的な抗体を作製するために OsNAC3 抗原タンパク質の発現ベクター

を作製した。まず OsNAC3のエピトープ部位を GENETYX-MACにより同定し、また、

OsNAC ファミリー間でマルチプルアライメントを行い、ファミリー間で相同性の低い

領域を探索した。その結果、C末端側の転写活性化領域において配列の相同性が非常に

低いことが明らかとなり、またこの部分はエピトープ部位となり得ることがわかったの

で、173番目のグルタミン酸から 276番目のフェニルアラニンを OsNAC3の抗原タンパ

ク質とした（antigen OsNAC3）。Antigen OsNAC3の領域を増幅するプライマーセットを

用いて、pAHC17-OsNAC3 をテンプレートとして PCR を行い、得られた PCR 産物を

Zero-Bluntベクター（Zero Blunt®PCR cloning Kit, Invitrogen）へライゲーション後、大腸

菌 DH5aへ形質転換した（Antigen OsNAC3/pCR-Blunt）。 

 

PCR反応液  PCR反応条件 

2×buffer for KOD-FX 7.5 µl  94℃ 2 min 
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dNTP （2mM） 3 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F （10 mM） 0.45 µl  *62℃ 30 sec 

Primer R （10mM） 0.45 µl  *68℃ 1min 

KOD-Fx polymerase 0.1 µl  68℃ 7 min 

Sterile Water 2.5 µl  4℃ ∞ 

pAHC17-OsNAC3 （100 pg/ml） 1.0 µl  *（98℃→55℃→68℃）× 30 cycles 

Total vol. 15 µl    

 

【Primer set】 

Primer Sequence 

Antigen OsNAC3 

/pCR-Blunt 

F 5’ - GGATCCGAGTGGGAGAAGATGCAGAGCAGG - 3’ 

R 5’ - CTCGAGTCAGAAGAATGGCGCGCCGA - 3’ 

F primerの下線部は BamHI、R primerの下線部は XhoIを示す。 

 

pCR-Blunt vectorへの Ligation反応液 

pCR®-Blunt （25 ng） 1 µl 

PCR product 1-5 µl 

5 × Express LinkTMT4DNA Ligase Buffer 2 µl 

Steril Water 7 µl 

ExpressLinkTMT4DNA Ligase （5 units） 1 µl 

Total vol 10 µl 

 

	
 作製した antigen OsNAC3/pCR-Blunt を BamHIと XhoIで制限酵素処理し、同様に処理

した発現用 pGEX-6P-3 ベクター（GE Healthcare）へそれぞれライゲーション後、大腸

菌 DH5aへ形質転換した（pGEX-6P-3-antigen OsNAC3）。 

 

6）	
 Yeast two hybrid法  

	
 Yeast two hybridは MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3（Clontech）を用い、

添付しているプロトコルに従って行った。酵母は AH109株（Clontech）を用いた。AH109

株は PJ69-2A株の派生株であり、GAL2プロモーターによって制御される ADE2レポー

ター遺伝子、GAL1プロモーターによって制御されるHIS3レポーター遺伝子に加えて、

MEL1プロモーターによって制御される MEL1および LacZレポーター遺伝子を持つ。 
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 グリセロールストックの AH109株を YPDA寒天培地に画線し、30℃で 3日間培養し

た。直径 2 mmのシングルコロニーを選び、3 mlの YPDA液体培地（1%（w/v）Bacto Yeast 

Extract、2%（w/v）Yeast nitrogen base w/o a.a.、2%（w/v）glucose、75 mg/ml adenine）に

植菌し、30℃で振盪培養した。これを前々培養とし、OD600が 0.6-1.0になるまで約 8～

9時間培養した。［OD600 = 8×108 cells/ml］の計算式を用いて、菌体数が 8×106-9.6×106 

cfu/mlなるように前々培養液を 50 mlの YPDA液体培地添加し、30℃で振盪培養した。

これを前培養とし、OD600が 0.15-0.2になるまで約 12-16時間培養した。前培養液を 700g、

室温で 5分間遠心分離し、酵母を回収した。培地を取り除き、YPDA液体培地 2 mlを

加えて懸濁したものを、100 mlの YPDA 液体培地に添加し、30℃で振盪培養した。こ

れを本培養とし、OD測定結果が 0.4-0.5になるまで約 2-5時間培養した。本培養液を 700g、

室温で 5分間遠心分離し、酵母を回収した。培地を取り除き 20 mlの滅菌水を加え、酵

母を完全に懸濁し、700g、室温で 5 分間遠心分離して上清を取り除き、1 ml の

1.1×TE/LiAc溶液を加えてピペッティングにより酵母を懸濁した。これを 1.5 mlエッペ

ンドルフチューブに移し替えて、13,000g、室温で 5秒間遠心分離して上清を取り除き、

1.1×TE/LiAc溶液 600 µlに懸濁したものをコンピテントセルとして用いた。50 µlの酵母

コンピテントセルに、作製した baitプラスミド 2.5 µgと pGADT7プラスミド 2.5 µgを

それぞれ添加し混合した。50 µgのキャリア DNA（Salmon Sperm DNA（invitrogen））と

500 µlの PEG/LiAc溶液を添加してボルテックスでよく混合した後、30℃で 30分間振盪

した。70 µlの DMSOを（SIGMA）を添加して転倒混和し、42℃で 5分毎に転倒混和し

ながら 15分間熱処理をした。熱処理後、氷上で 1 分間冷却し、13,000g、室温で 5秒間

遠心分離して上清を取り除き、YPDA液体培地 1 mlを加えて 30℃で 30分間振盪した。

30 分後、13,000g、室温で 5 秒間遠心分離して上清を取り除き、750 µl の滅菌水に懸濁

したものを、直径 5 mmのガラスビーズを用いて直径 9 cmの SC（synthetic complete）

/-His/-Leu/-Trp 寒天培地と SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp 寒天培地、またコントロールとして

SC/-Leu/-Trp寒天培地に各 150 µlずつプレーティングした。これを 30℃で 3日間培養し

た。 

	
 一次スクリーニングには作製した baitプラスミドとイネ cDNAライブラリーのプラス

ミドを LiAc 法により酵母へ同時導入し、SC/-Leu/-Trp 寒天培地と SC/-His/-Leu/-Trp 寒

天培地にプレーティングし、SC/-His/-Leu/-Trp寒天培地で得られた形質転換体を一次ス

クリーニングの候補体とした。また、ポジティブコントロールでは bait ベクターに

pGBKT7-53を 2.5 µg、preyベクターに pGADT7-Tを 2.5 µgを使用し、ネガティブコント

ロールでは baitベクターに pGBKT7-Lamを 2.5 µg、preyベクターに pGADT7-Tを 2.5 µg

を使用した。ポジティブコントロールとネガティブコントロールも同様な方法で酵母に
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導入し、SC/-Leu/-Trp寒天培地と SC/-His/-Leu/-Trp寒天培地と SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp寒

天培地に各 150 µlずつプレーティングした。30℃で 3日間培養した後、それぞれの培地

に形成したコロニー数を数えた。 

	
 二次スクリーニングでは、一次スクリーニングによって得られた候補体のコロニーを

SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp 寒 天 培 地 と SC/-His/-Leu/-Trp/X-a-GAL

（5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galacyos pyranoside）（nacalai tesque）寒天培地にそれぞれ

に画線し、30℃で 3日間培養した。3日後、SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp寒天培地上で生育で

き、且つ SC/-His/-Leu/-Trp/20 mg/ml X-a-GAL寒天培地で青色を呈したコロニーを二次

スクリーニングの候補体とした。 

 

【PEG/LiAc溶液】 

組成 容量 

50 % PEG 6 ml 

10×TE 0.75 ml 

10×LiAc 0.75 ml 

Total vol. 7.5 ml 

 

【20×Drop-out mixture （-Ade/-His/-Leu/-Trp/-Ura）】 

組成 容量 

L - Arginine 0.2 g 

L - Methionine 0.2 g 

L - Tyrosine 0.3 g 

L - Isoleucine 0.3 g 

L - Lysine HCl 0.3 g 

L - Phenylalanine 0.6 g 

L - Valine 1.5 g 

L - Threonine 2.0 g 

Uracil  0.2 g 

Total vol. 500 ml 

 

【100×Stock in 100 ml】 

  Final conc.（mg/L） 
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Uracil 0.2 g 20 

L-Leucine 0.6 g 60 

L-Triptophan 0.4 g 40 

L-Histidin 0.2 g 20 

Adenine 0.75 g 75 

 

【SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp寒天培地】 

組成 容量 

Yeast nitrogen base w/v a.a 1.34 g 

Glucose 4 g 

20 ×Drop-out mixture 10 ml 

100 ×Ura 2 ml 

Agar 4 g 

Total vol. 200 ml 

 

【SC/-Leu/-Trp寒天培地】 

組成 容量 

Yeast nitrogen base w/v a.a 1.34 g 

Glucose 4 g 

20×Drop-out mixture 10 ml 

100×Ura 2 ml 

100×L-Histidin 2 ml 

100×Adenine 2 ml 

Agar 4 g 

Total. vol 200 ml 

 

	
 SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp 寒天培地に生育したコロニーをテンプレートとしてコロニー

PCRを行い、1.25 %アガロースゲルにて電気泳動を行うことによりインサートの有無を

確認した。反応組成、反応条件は以下に示す通りである。また、PCR 産物をテンプレ

ートとしてサイクルシークエンス反応を行なうため、コロニーPCR で一本のバンドが

得られた PCR産物のみ ExoSAP-IT処理を行い、処理が終わったサンプルをサイクルシ

ークエンス反応に用いた。 
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【コロニーPCR反応組成】 

PCR反応液  PCR反応条件 

buffer for KOD-FX 5 µl  94℃ 2 min 

dNTPs 2 µl  *98℃ 10 sec 

10 mM Primer F 0.5 µl  *55℃ 30 sec 

10 mM Primer R 0.5 µl  *68℃ 3 min 

PCDx 8 µl  4℃ ∞ 

KOD-FX 1.6 µl    

DW 0.8 µl  *（98℃→55℃→68℃）× 30 cycles 

Total. vol 10 µl    

 

【Primer】 

コロニーPCR 
Y2H-Amplimer-F 5’ - CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC - 3’ 

Y2H-Amplimer-R 5’ - GTGAACTTGCGGGGTTCAGTATCTACGATT - 3’ 

Sequence Y2H-T7pro-F 5’ - TAATACGACTCACTAT -3’ 

 

7）	
 OsNAC3-Venus、OsNAC4-Venusのイネ細胞内局在  

	
 OsNAC3 と OsNAC4 のそれぞれのイネ細胞内の局在を調べるために、OsNAC3、

OsNAC4 に蛍光標識として Venus タンパク質を融合した発現ベクター

（pBI221-OsNAC3-Venus、pBI221-OsNAC4-Venus）5 µgを PEG法によりイネプロトプラ

スト（2×105cell）に導入し、導入して 5-6時間後のイネプロトプラストを共焦点レーザ

ー顕微鏡で観察した。また、観察する 1時間前に Hoechst 33342を終濃度 20 µg/mlとな

るようにプロトプラストに加えた。 

 

8）	
 セリン、スレオニン特異的リン酸化阻害である Staurosporineの処理  

	
 単離したイネプロトプラストを目的の細胞濃度になるようにMMg solutionで希釈後、

200 µl ずつエッペンドルチューブに分注し、そこへ Staurosporine を添加し 30℃の遮光

下で 1時間静置した。1時間後、目的のプラスミドを必要量導入し、再び、30℃の遮光

下で静置培養した。そして、2時間おきに Staurosporineを終濃度 2 µMになるように再

添加した。また、コントロールには Staurosporineを溶解しているメタノールを等量添加

した。 
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9）	
 BiFC法  

	
 イネ細胞内で発現する pBI221-OsNAC3-VC ベクターを作製したものと、本学の 2008

年度修士卒、多賀氏から分与していただいた pBI221-OsNAC4-VNを使用した。それぞれ

のベクター5 µgずつを PEG法によりイネプロトプラストへ導入し、導入して 6時間後、

共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。また、このとき、顕微鏡観察する 1時間前に

Hoechst 33342を終濃度 20 µg/mlとなるようにプロトプラストに処理した。 

 

10）	
 GUS活性を指標とした過敏感細胞死の測定  

	
 パーティクルボンバードメント法を用いて OsNAC3、OsNAC4発現プラスミドをそれ

ぞれイネ培養細胞に導入し、導入して 4, 16, 28時間後にイネ培養細胞懸濁液 1mlを 24

穴 プ レ ー ト に 回 収 し 、 培 地 を 除 去 し た 。 GUS 反 応 液 （ 2.0 mM 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-glucuronide（X-Gluc）、0.5 mM K3Fe（CN）6、0.5 mM K4Fe

（CN）6、0.5% TritonX-100、20% Methanol、200 mM phosphate buffer、pH7.0）を 1 ml

加え、37℃暗黒下で反応させた。 

 

11）	
 TUNEL染色  

	
 パーティクルボンバードメント法を用いて OsNAC3、OsNAC4発現プラスミドをそれ

ぞれイネ培養細胞に導入し、導入して 12時間後にイネ培養細胞懸濁液 1mlを 24穴プレ

ートに回収し、培地を除去した。1×PBS で 3 回洗浄し、4%パラホルムアルデヒド/PBS

を 1ml加え、一晩室温で固定した。固定したサンプルを一部エッペンドルフチューブに

とり、1×PBSで 3回洗浄した後、0.2% triton-100/PBSを 200 µlを加え、室温で 30分間、

透過処理を行った。30 分後、1×PBS で 3 回洗浄後、PCR チューブに移し DeadEnd 

Fluoromeric TUNEL system（Promega）に従って細胞を TUNEL染色した。 

 

12）	
 OsNAC3抗体の作製  

	
 発現ベクター（pGEX-6p-3-OsNAC3antigen）を導入した BL21（DE3）株を LB液体培

地 1 mlに植菌し、37℃、over nightで培養した（前培養）。前培養液を 1Lに植菌し、37℃

で振盪培養した。培養液の OD600が 0.6 付近になったら、最終濃度 0.1 mM になるよう

に IPTGを加え、さらに、3時間培養した。培養液を 5000gで 10分間遠心分離し、大腸

菌を回収し、PBS（-）で沈殿した大腸菌を懸濁した後、再度 5000gで 10分間遠心分離

を行い、上清を取り除いた。菌体からすぐにタンパク質を精製しない場合は、菌体を

-80℃で凍結し、保存した。このようにして得られた大腸菌を lysisbuffer（PBS（-））で
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再懸濁し、クラッシュアイスで氷冷しながら超音波破砕機（ULTRASONIC DISRUPTOR 

UD-201, TOMY）で 30秒間破砕し、1分間静置した。この操作を 7回繰り返した後、破

砕物を 4℃、15,300gで 30分間遠心分離し、上清を回収した。得られた上清からGlutathione 

Sepharose 4B（GE healthcare）を用いて OsNAC3抗原タンパク質を精製した。 

	
 精製したOsNAC3抗原タンパク質（約3 mg）を抗原として6回に分けてウサギへ注射

した。ウサギへの免疫と抗血清の調製はSIGUMA®Life Scienceに依頼した。抗原投与と

採血スケジュールは以下の表に示した。 

 

日数 作業日 作業項目 採血量 

0 2013/07/16 予備採血、抗原投与 （200 µg/FCA） 1.5 ml 

13 2013/07/29 抗原投与 （100 µg/FIA）  

27 2013/08/12 抗原投与 （100 µg/FIA）  

41 2013/08/26 抗原投与 （100 µg/FIA）  

48 2013/09/02 採血1 15.0 ml 

55 2013/09/09 抗原投与 （100 µg/FIA）  

63 2013/09/17 採血2 18.0 ml 

70 2013/09/24 抗原投与 （100 µg/FIA）  

76 2013/09/30 全採血 55.0 ml 

	
 OsNAC3抗血清からIgG抗体を精製するために、5 mlの抗血清に等量の20 mM sodium 

phosphate（pH7.0）を加え、0.45 µmフィルターで濾過した。20 mM sodium phosphate（pH7.0）

で平衡化したHiTrap rProteinA FF（1 ml, GE Healthcare）に濾過したサンプルを添加し、

4-5時間、室温で吸着させた。10 mlの20 mM sodium phosphate（pH7.0）で洗浄した後、

100 mM sodium citrate buffer（pH3.0）で溶出し、1MTris-HCl（pH9.0）で即座に中和した。

溶出液をAmicon Ultra 10Kを用いた限外濾過で、PBSに置換し、OsNAC3抗体が1 mg/ml

となるように希釈し、-80℃で凍結保存した。 

 

13）	
 過敏感細胞死誘導細胞における OsNAC3、OsNAC4の存在部位  

	
 A. avenae N1141菌株を接種して 0、1、3、6、9時間後のイネ培養細胞を回収し、-80℃

で凍結保存した。これらの細胞を液体窒素中で乳鉢と乳棒を用いてパウダー状になるま

ですり潰し、suspension buffer（5 mM MES（pH5.6）、5 mM MgCl2、10 mM KCl、0.4%（w/v）

TritonX-100、0.35 M scurose、20%（w/v）glycerol、5 mM 2-mercaptoethanol）に懸濁した。

100 µmセルストレイナーで濾過した後、溶液を 4℃、3,500gで 5分間遠心分離し、ペレ

ットを回収した（核分画）。得られたペレットに washing buffer（5 mM MES（pH5.6）、5 
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mM MgCl2、10 mM KCl、0.35 M scurose、20%（w/v）glycerol、5 mM 2-mercaptoethanol）

を加えて懸濁し、4℃、2,000gで 5分間遠心分離し、ペレットを回収した。そこへ isolation 

buffer（50mM HEPES-KOH（pH8.0）、1% SDS、2 mM EDTA、1 mM DTT）を加え、室

温で 30-60分間インキュベートし、核抽出物を得た。それぞれのサンプル 5 µgを 15%

アクリルアミドゲルによる SDS-PAGE で分離し、Western Blotting を行った。1 次抗体

には OsNAC3 抗体（1:2500）、OsNAC4 抗体（1:5000）それぞれを用い、2 次抗体には

Anti-Rbbit IgG（H+L-chain）-HRP（1:2500, MBL）を用いた。ECLTM Prime Western Blotting 

Detection Reagent（GE Healthcare）で化学発光反応を行い、ImageQuantTM LAS-4000（GE 

Healthcare）を用いてシグナルを検出した。 

 

14）	
 マイクロアレイ解析  

	
 OsNAC3 の下流で発現制御される遺伝子をマイクロアレイで同定した。A. avenae 

N1141菌株を接種したキンマゼ野生株細胞と OsNAC3 RNAi抑制形質転換細胞を 0、1、

3、6時間後に回収し、回収した細胞から total RNAを抽出した。抽出した total RNAを

Quick Amp Labeling Kit（Agilent Technologies）を用いて Cy3標識 cDNAを合成し、RNeasy 

Mini kitを用いてCy3標識 cDNAを精製した。精製したCy3標識 cDNAをGene Expression 

Hybridization Kit（Agilent Technologies）を用いて Rice Expression Microarray、4×44Kマ

イクロアレイスライド（Agilent Technologies）に 65℃で 17時間ハイブリダイゼーショ

ンした。反応後、Gene Expression Wash Pack（Agilent Technologies）を用いてマイクロ

アレイスライドを洗浄した。マイクロアレイスライドは Scan Array 4000XL（GSI 

Lumomics）でスキャンし、得られたデータは GeneSpring 12.6（Agilent Technologies）で

解析した。 

 

15）	
 セルソーターを用いた過敏感細胞死誘導の検定  

	
 PEG 法を用いて pAHC17 空ベクター（control）、pAHC17-OsNAC3、pAHC17-OsNAC4

をイネプロトプラストにそれぞれ導入し、pAHC17-OsNAC3と pAHC17-OsNAC4をイネ

プロトプラストに同時導入した。導入して 12時間後、サンプルを回収し、PIを加える

ことで死細胞の核を染色した。染色後、2×104になるように KMCで希釈しフローサイ

トメーター（JSAN）で解析した。細胞死の検出結果は、PI蛍光と SSC（側方散乱光）

のシグナル強度によって分布された図で表した。 
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第 1章  

 

結果  

 

1. OsNAC4過剰発現による過敏感細胞死誘導  

	
 これまでに、イネに対して非病原性である A. avenae N1141菌株を接種したときに、

免疫反応の一つである過敏感細胞死が誘導されることが明らかとなっている（Fig. 1-1）。

また、この過敏感細胞死は植物特有の転写因子をコードしている OsNAC4遺伝子によっ

て制御されることが示されており、実際に OsNAC4 によって転写制御される可能性の

ある過敏感細胞死関連の遺伝子がいくつか同定されている。そこで、OsNAC4がどのよ

うな機構でこれら遺伝子を転写制御し、過敏感細胞死を誘導しているのかについてまず

は調べることにした。 

	
 まず、実際にイネ細胞内で OsNAC4を過剰発現することで、過敏感細胞死が引き起こ

されるかどうか、またその時の OsNAC4 の存在部位について調べた。植え継ぎ後 4 日

目のイネ培養細胞から単離したプロトプラストに、恒常的発現を示すトウモロコシのユ

ビキチンプロモーターの下流にOsNAC4を連結した pAHC17-OsNAC4ベクターとコント

ロールとして pAHC17を導入した。遺伝子導入後、30℃で 24時間静置し、その後この

細胞を回収して、エバンスブルーにより死細胞を検出した。エバンスブルーを添加する

ことで、生細胞はエバンスブルー色素を細胞外へ排出できることから細胞が染色されな

いのに対し、死細胞はエバンスブルー色素を排出することができないため、青く染まる

（Fig. 1-2 A）。エバンスブルーによって染色したプロトプラストを、スライドガラス上

にのせて顕微鏡で観察および染色細胞のカウントを行った。全細胞数とエバンスブルー

により染色された細胞をカウントし、導入効率を加味してデータを解析した結果、

pAHC17-OsNAC4 を導入したプロトプラストでは、導入された細胞のほぼ 100%がエバ

ンスブルーにより染色されていた（Fig. 1-2 B）。これに対して、pAHC17のみを導入し

たプロトプラストでは、遺伝子導入後 24 時間におけるエバンスブルーによる細胞の染

色は 10%程度しか認められなかった。このことから、植物細胞内で OsNAC4 を過剰発

現すると、細胞死が引き起こされることが確認された。 

	
 次に、OsNAC4を過剰発現することで誘導された細胞死が過敏感細胞死かどうかを確

認するため、過敏感細胞死に特徴的な核 DNA の断片化について調べた。植え継ぎ後 4

日目のイネ培養細胞へ、上記の pAHC17-OsNAC4ベクターおよび pAHC17ベクターをパ

ーティクルガン用の金粒子に塗し、それぞれイネ培養細胞内に導入した。この時、

pAHC17-DsRed も同時に導入し、pAHC17-OsNAC4 ベクターとコントロール pAHC17 ベ
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クターが導入された細胞は、DsRed由来の蛍光が観察されるようにした。それぞれのベ

クター導入から 6、8、10、12時間後のイネ培養細胞を回収して、4%パラフォルムアル

デヒドで固定した後、断片化により生じる DNA の 3’-OH 末端にフルオレセイン-dUTP

を標識する TUNEL反応を行い、FITC由来の蛍光を共焦点レーザー顕微鏡で確認した。

その結果、pAHC17-OsNAC4を導入したイネ培養細胞では、導入から 6時間後に DsRed

と TUNELによる FITCの蛍光発色が共に観察された（Fig. 1-3）。このような DsRed由

来の蛍光が認められるイネ培養細胞における TUNEL 由来の蛍光は、pAHC17-OsNAC4

の導入後、8、10、12 時間においても認められた。これに対して、pAHC17 のみを導入

したプロトプラストでは、導入 6時間から 12時間後において DsRed由来の蛍光を持つ

イネ培養細胞で FITCの蛍光を有するものは確認されなかった（data not shown）。以上

のことから、OsNAC4を細胞内で一過的に過剰発現することによって認められる細胞死

は、核 DNAの断片化を伴った過敏感細胞死であることが示された。 

 

2. 過敏感細胞死誘導における OsNAC4の核局在の必要性  

	
 植物細胞内で過剰発現することにより、過敏感細胞死を引き起こすことが確認された

OsNAC4 が、過剰発現時に細胞内のどこに局在して機能しているかを調べるため、

OsNAC4 に DsRed を融合した蛍光タンパク質を発現するベクターを作製し、イネ細胞

に導入した。植え継ぎ後 4日目のイネ培養細胞から単離したプロトプラストに、イネ細

胞内において恒常発現するユビキチンプロモーターの下流に OsNAC4-DsRed および

DsRedのみの遺伝子を連結した pAHC17-OsNAC4-DsRedおよび pAHC17-DsRed（コント

ロール）をそれぞれ導入した。遺伝子導入をしてから 6時間後のイネプロトプラストを

スライドガラス上にのせて共焦点レーザー顕微鏡で観察を行った結果、pAHC17-DsRed

を導入したイネプロトプラストでは、DsRed由来の蛍光が細胞質と核で確認されたのに

対し、pAHC17-OsNAC4-DsRedを導入したイネプロトプラストでは、導入された細胞の

核においてのみ DsRed の蛍光が観察された（Fig. 1-4）。また、pAHC17-OsNAC4-DsRed

導入 12時間後のイネプロトプラストにおいても導入後 6時間のイネプロトプラストと

同様に、核で DsRedの蛍光が認められた（data not shown）。 

	
 次に、このように過剰発現をすることにより核に局在することが認められた OsNAC4

が、実際の植物細胞において、A. avenae N1141菌株を接種した時にどこに局在するか

を調べた。N1141菌株を接種したイネ培養細胞とコントロールとして水を接種したイネ

培養細胞から、0、1、3、6、9時間の細胞を回収し、核と細胞質に分画した。それぞれ

のサンプルを SDS-PAGEで分離後、抗 OsNAC4抗体を用いたウエスタンブロット解析

を行った。その結果、コントロールとして水を接種したイネ培養細胞では、核・細胞質
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共に OsNAC4 タンパク質の経時的な蓄積量の変化は認められなかった。一方、N1141

菌株を接種したイネ培養細胞では、菌接種 6 時間後の核で OsNAC4 タンパク質が菌接

種 0時間と比べて増加していた（Fig. 1-5）。 

	
 また、過敏感細胞死誘導時における OsNAC4 の存在部位について、抗 OsNAC4 抗体

を用いた免疫電子顕微鏡解析で調べた。A. avenae N1141菌株を接種したイネ培養細胞

と、コントロールとして水を接種したイネ培養細胞を 12 時間後に回収し、加圧凍結に

より細胞を固定した。その後、-82℃のアセトンにて凍結置換を行った試料を、-50℃、

-30℃、-4℃、室温におくことでエタノールに置換し、樹脂包埋した。また、一部の試

料はパラフォルムアルデヒドとグルタルアルデヒドの混合液で固定後に、アルコールシ

リーズで脱水後、樹脂包埋を行った。これらを、ダイヤモンドナイフで超薄切片にし、

抗 OsNAC4 抗体を用いて免疫染色を行い、ウラン染色を施した試料を透過型電子顕微

鏡により解析を行った。その結果、接種前の細胞においては、OsNAC4がイネ培養細胞

の細胞質と核に均一に存在していることが認められた（Fig. 1-6 A）。それに対し、接種

後 12 時間後の細胞では、核に集中的に存在していることが認められた。また、コント

ロールである水を接種した細胞においては、OsNAC4は処理後も変わらず、細胞質と核

に均一に存在していた（data not shown）。さらに、核と細胞質においてランダムに 1 µm2

の 5 カ所を選択し、金粒子のカウントを行ったところ、非病原性である N1141 菌株を

接種前では、核と細胞質で同程度の OsNAC4 が存在して細胞全体にまばらに存在して

いたのに対し、接種後 12時間における細胞では、核における OsNAC4タンパク質の存

在量が約 7倍にまで増加していた（Fig. 1-6 B）。以上の結果から、OsNAC4は通常時の

発現量は低いものの、過敏感細胞死誘導時には発現量が増加し、増加した OsNAC4 は

主に核に移行して存在することが示された。さらに、通常の細胞に OsNAC4 を過剰発

現させた場合でも、発現した OsNAC4 は核に移行して存在することも同時に明らかに

なった。 

	
 次に、DsRed 融合 OsNAC4 ベクターおよび免疫電顕により確認された OsNAC4 の核

への局在が、OsNAC4が過敏感細胞死を引き起こす上で必須かどうかを調べるため、こ

れまでに核外輸送シグナルである NES（Nuclear Export Signal）をもつ遺伝子として報告

されている OsNAP1（Nucleosome Assembly Protein 1）の NES部分とされる Leu54~Gln69

の 16 アミノ酸（Dong et al., 2005）を、全長の OsNAC4 の N 末端側に付加した

pAHC17-NES-OsNAC4-DsRedベクターを作製した。植え継ぎ後 4日目のイネ培養細胞か

ら単離したプロトプラストへ導入して過剰発現させることにより、細胞内のどの部位に

局在するかを確認した。また、細胞内局在を確認すると同時に、遺伝子導入したプロト

プラストをエバンスブルーによって染色することで、過敏感細胞死の指標の一つである
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細胞膜の透過性喪失が引き起こされるかどうかを確認した。その結果、導入から 24 時

間後のポジティブコントロールとして用いた pAHC17-OsNAC4-DsRed を導入したプロ

トプラストにおいては DsRed 由来の蛍光が核でのみ認められたのに対し、OsNAC4 に

NES を付加した pAHC17-NES-OsNAC4-DsRed ベクターを導入したプロトプラストにお

いては、核だけでなく細胞質においても DsRedの蛍光が確認された（Fig. 1-7 A）。この

とき同時に、エバンスブルーによる細胞染色を行ったところ、pAHC17-OsNAC4-DsRed

を導入したプロトプラストではほぼ 100%のプロトプラストが青く染色されたのに対し、

pAHC17-NES-OsNAC4-DsRed を導入したプロトプラストでは、60%程度の細胞において

のみエバンスブルーによる染色が認められた（Fig. 1-7 B）。このことは、OsNAC4によ

る過敏感細胞死の誘導には、このタンパク質が核に局在することが必要であることを示

している。 

 

3.	
 過敏感細胞死誘導時における OsNAC4の核移行の機構  

	
 OsNAC4 が過敏感細胞死誘導時に細胞質から核に移行して蓄積することが明らかに

なると共に、この核への移行は過敏感細胞死を誘導する上で必須であることが示された。

このことは、OsNAC4の核移行は細胞の生死を決定する上で非常に重要なステップであ

ることを示している。そこで、次に、OsNAC4の核移行の制御機構について調べた。近

年、植物においてタンパク質の核への移行はリン酸化によって制御される場合があるこ

とが報告された（Kannegant et al., 2007）。そこで、OsNAC4の核移行にタンパク質リン

酸化が関与しているのかを調べるために、植え継ぎ 4 日後のイネ培養細胞に N1141 菌

株を接種し、Ser/Thr protein kinaseの強力な阻害剤である Staurosporineを処理したもの

と、コントロールとしてエタノールを処理し、0、3、6、9 時間後の細胞をエバンスブ

ルーによって染色した。その結果、N1141菌株を接種した細胞では 6時間後から過敏感

細胞死誘導が認められ、9 時間にかけて徐々に細胞死が増加していくのに対し、

Staurosporineを処理した細胞では、この様な過敏感細胞死は全く誘導されなかった（Fig. 

1-8）。このことから、N1141菌株接種によって誘導されるイネ培養細胞の過敏感細胞死

誘導にはタンパク質リン酸化が関与していることが示された。 

	
 そこで、タンパク質リン酸化は過敏感細胞死誘導時に認められる OsNAC4 の核移行

に関与するのか調べることにした。2 µM Staurosporineを処理した植え継ぎ 4日目のイ

ネ培養細胞に N1141菌株を接種し、0、6、9時間後に細胞を回収し、それぞれの細胞か

ら核を単離し、SDS-PAGE で分離後、抗 OsNAC4 抗体を用いたウエスタンブロット解

析を行った。その結果、Staurosporineを処理した細胞では、OsNAC4タンパク質の核で

の蓄積が認められなかった（Fig. 1-9）。このことから、N1141菌株接種によって誘導さ
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れる OsNAC4の核移行はタンパク質リン酸化によって制御されていることが示された。 

	
 これまでに、イネプロプラストで OsNAC4 を一過的に過剰発現させると OsNAC4 が

核へ移行し、過敏感細胞死が誘導されることを示した（Fig. 1-7）。そこで、イネプロト

プラストに OsNAC4 を一過的に過剰発現させた時に誘導される過敏感細胞死にもタン

パク質リン酸化が関与しているのかを調べた。イネプロトプラストに OsNAC4 を高発

現させるベクターである pAHC17-OsNAC4 を導入し、そこへ Staurosporine を加え、24

時間後のプロトプラストをエバンスブルーで染色した。このとき、ポジティブコントロ

ールとして、Staurosporineを処理していない pAHC17-OsNAC4を導入したイネプロトプ

ラストを、ネガティブコントロールとして pAHC17空ベクターを導入したイネプロトプ

ラストを用いた。その結果、ポジティブコントロールである pAHC17-OsNAC4を導入し

た細胞では、ほぼ 100％の細胞が青く染色され、またネガティブコントロールである

pAHC17空ベクターを導入した細胞では約 10％の細胞だけが青く染色されていた（Fig. 

1-10）。一方、pAHC17-OsNAC4を導入した後、Staurosporineを加えた細胞では、約 20％

の細胞だけがエバンスブルーで染色されていた。このことから、OsNAC4の過剰発現に

よって誘導される過敏感細胞死にもまた、タンパク質リン酸化が関与することが示され

た。 

	
 そこで、Staurosporine 処理による OsNAC4 過剰発現細胞における細胞死の抑制が、

OsNAC4 の核移行の阻害によるものなのかについて調べた。まず、Staurosporin 処理し

たイネプロトプラストで OsNAC4を過剰発現したときの細胞内局在について観察した。

Staurosporineを終濃度 2 µMになるように添加し、30℃、遮光で 1時間処理培養したイ

ネプロトプラストに、OsNAC4 の C 末端側に Venus を融合したタンパク質を発現する

ベクターである pBI221-OsNAC4-Venusを PEG法で導入し、導入して 7時間後、共焦点

レーザー顕微鏡をで Venus蛍光を観察した。その結果、Staurosporine未処理のイネプロ

トプラストでは、核で OsNAC4-Venus蛍光が観察されたが、Staurosporineを処理したイ

ネプロトプラストでは、細胞質中に Venus蛍光が観察され、核では認められないことが

明らかになった（Fig. 1-11）。 

	
 また、Staurosporin処理したイネプロトプラストで OsNAC4を過剰発現したときの細

胞内局在について、抗 OsNAC4 抗体を用いたウエスタンブロット解析によっても調べ

た。イネプロトプラストに OsNAC4発現ベクター（pAHC17-OsNAC4）を PEG法で導入

し、2µM Staurosporineを加えたイネプロトプラストと水を加えたイネプロトプラストを

遺伝子導入 0、6、9 時間後に回収した。このプロトプラストから核と細胞質を単離し、

SDS-PAGE で分離後、抗 OsNAC4 抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。そ

の結果、水を添加したイネプロトプラストでは、核における OsNAC4 タンパク質が 6
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時間以降に増加することが認められたが、Staurosporineを加えたイネプロトプラストで

は、このような核におけるOsNAC4タンパク質の増加は認められなかった（Fig. 1-12 A）。 

	
 さらに、核に局在する OsNAC4 が実際にリン酸化されているかどうかを抗リン酸化

セリン抗体によるウエスタンブロットで解析した。OsNAC4 発現ベクター

（pAHC17-OsNAC4）を PEG 法で導入したプロトプラストを核と細胞質に分画し、

SDS-PAGEで分離後、抗リン酸化セリン抗体で検出した。その結果、核画分の OsNAC4

だけが抗リン酸化セリン抗体で検出されたことから、核に移行した OsNAC4 はセリン

残基がリン酸化されていることが示された（Fig.1-12 B）。上記の研究から、Staurosporine

による OsNAC4 誘導型細胞死の抑制は、Staurosporine によって OsNAC4 のリン酸化が

阻害され、その結果、OsNAC4が核に移行できないため生じていることが確認された。 

 

4.	
 OsNAC4の核移行を制御するリン酸化部位	
  

	
 次に、OsNAC4の核移行を制御するリン酸化部位を特定することにした。これまでに、

OsNAC4の核移行には N末端側の NACドメイン領域が重要であることが示されている

（Taga 2008）。そこで、OsNAC4のリン酸化部位の同定は NACドメイン領域に絞って

行うこととした。OsNAC4の NACドメイン中に存在するセリン、スレオニン残基につ

いて調べたところ、セリン残基は 10、91、116、130、161 番目に、スレオニン残基は

30、81、105、119、138番目に存在していた（Fig. 1-13）。抗リン酸化セリン抗体を用い

た実験で、OsNAC4 ではセリン残基がリン酸化されていることが示されている（Fig. 

1-12）。実際、リン酸化予測サイトである NetPhos 2.0プログラムを用いて、OsNAC4の

リン酸化される部位の予測を行ったところ、NACドメイン中では特に 10、130、161残

基目のセリン残基がリン酸化される可能性があることが示された（Fig. 1-14）。そこで、

NAC ドメイン中に存在する 5 つのセリン残基をすべてアラニン残基に置換した

OsNAC4 の DsRed 融合タンパク質発現ベクターを作製し、これをイネプロトプラスト

に導入し、導入して 7 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用いて DsRed の蛍光を観察し

た。その結果、OsNAC4は核の中には局在しておらず、核の周囲に凝集した状態で存在

していた（Fig. 1-15）。そこで、次にこの 5 つのセリン残基を 1 つずつアラニン残基に

置換した OsNAC4-DsRed 融合タンパク質を発現するベクターを作製し、それぞれイネ

プロトプラストに導入した。これらの遺伝子を導入したプロトプラストを共焦点レーザ

ー顕微鏡で確認したところ、OsNAC4-DsRed と同様に DsRed の蛍光はすべて核で認め

られた（data not shown）。以上のことから、NACドメイン中に存在する 5つのセリン残

基のうち、どれか 1 つがリン酸化されることで核移行が制御されているのではなく、

OsNAC4が核に移行するためには、複数のセリン残基がリン酸化される必要があること
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が示された。 

 

5.	
 Yeast two hybrid法による OsNAC4と相互作用するイネタンパク質の同定  

	
 OsNAC4は分子内に NACドメインと転写活性化領域（TAR）を有していることから、

転写調節因子として機能することが考えられる。植物の転写因子は核内で他のタンパク

質と相互作用することで、様々な遺伝子の発現を制御することが知られている。そこで

次に、OsNAC4による核内での転写制御機構を明らかにするため、OsNAC4と相互作用

するイネタンパク質を Yeast two hybrid法を用いて探索した。まず、スクリーニングで

baitベクターとして用いる OsNAC4の自律転写活性について調べたところ、OsNAC4全

長では自律転写活性を有するが、OsNAC4の C末端側から 78アミノ酸を欠失させると

この様な自律転写活性を失うことが示された（data not shown）。このことから、今回の

Yeast two hybridスクリーニングには、OsNAC4の C末端側から 78アミノ酸を欠失させ

たものを baitとして用いることにした。 

	
 次に、prey ベクターを用いたイネの cDNA ライブラリーの構築を試みた。イネに対

して非病原性である A. avenae N1141菌株をイネに接種し、接種直後と、６時間後のイ

ネ培養細胞から total RNAをそれぞれ抽出し、この total RNAからオリゴ d（T）プライ

マーとランダムプライマーの 2種類を用いて cDNA合成を行い preyベクターに導入し、

スクリーニング用のライブラリーを構築した。 

	
 このようにして構築した baitベクターと preyベクターを用いて OsNAC4と相互作用

するタンパク質の酵母 two hybrid スクリーニングを行った。5.4×105個体の酵母形質転

換体を、SC/-His/-Leu/-Trp要求性寒天培地に播種したところ、1856クローンが選抜され

た 。 そ こ で 、 こ の ク ロ ー ン を SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp 要 求 性 寒 天 培 地 と

SC/-Leu/-Trp/X-a-Gal寒天培地を用いて再度選抜を行ったところ、SC/-Ade/-His/-Leu/-Trp

要求性寒天培地で生育し、SC/-Leu/-Trp/X-a-Gal寒天培地上でa-ガラクトシダーゼ活性を

有するクローンが 152個得られた。次に、得られた 152個のクローンをテンプレートに

コロニーPCRを行い、増幅断片が得られた 80個の PCR産物を直接配列解析した。その

結果、OsNAC3 が 15 クローン、OsNAC6 が 6 クローン重複して得られた。さらに、

C2domain containing proteinが 3クローン、Helicase，C-terminal domain containing protein

が 2 クローン、Ribosomal protein S10 family protein が 2 クローン、Peptidase M24, 

methionine aminopeptidaseが 1クローン、Cyanate hydrataseが 1クローン得られた（Table. 

1）。これらのなかで、OsNAC3と OsNAC6は、OsNAC4と同じ NACファミリーに属し

ており、OsNAC3 は OsNAC4 と同じサブグループに、OsNAC6 は ATAF サブファミリ

ーにそれぞれ属することも明らかになっている（Fig. 1-16）。イネのストレス誘導性遺
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伝子やストレス耐性の制御に関与している NAC 型転写因子である OsNAC5 は、同じ

NAC ファミリーに属する OsNAC6 や SNAC1 と相互作用し、後期の胚形成に関与する

OsLEA3 のプロモーター領域に結合し転写を制御していることが報告されている

（Takasaki et al., 2010）。そこで、NACグループに属する OsNAC3、OsNAC6に着目し、

過敏感細胞死誘導との関連を調べることにした。 

	
 イネゲノムデーターベースからOsNAC3とOsNAC6の全塩基配列を取得したところ、

OsNAC3の cDNAは全長 1,155 bpで構成されており、そのうちの ORFは 831 bp、5’-UTR

は 64 bp、3’-UTRが 260 bpの遺伝子であることが明らかとなった（Fig. 1-17）。また、

OsNAC3 タンパク質は 276 アミノ酸から構成されており、平均分子量は 30,841 であっ

た。一方、OsNAC6の cDNAは全長 1,423 bpで構成されており、そのうちの ORFは 912 

bp、5’-UTRは111 bp、3’-UTRが402 bpの遺伝子であることが明らかとなった（Fig. 1-17）。

また、OsNAC6 タンパク質は 303 アミノ酸から構成されており、平均分子量は 32,906

であった。さらに、OsNAC3と OsNAC6の N末端側には OsNAC4と非常に高い相同性

を有する５つに分かれた NACドメインを持ち、C末端側には SNACグループ間で保存

されている共通のモチーフ（WVLCR）が存在していた（Fig.1-18）（Ooka H et al., 2003）。 

 

6.	
 OsNAC3と OsNAC6の過敏感細胞死への関与  

	
 OsNAC3 と OsNAC6 が過敏感細胞死に関与しているかどうかを明らかにするため、

まず、OsNAC3 と OsNAC6 が OsNAC4 と同様に過敏感細胞死誘導時に発現誘導される

かどうか調べた。A. avenae N1141菌株をイネ培養細胞に接種し、0、1、３、6、9時間

後に Total RNAを抽出し、real-time RT-PCR法で各遺伝子の発現パターンを解析した。

その結果、OsNAC3、OsNAC4、OsNAC6、共に、N1141菌株接種後 3時間で発現が誘導

され始め、その発現は 6 時間でピークを示した（Fig. 1-19）。接種 6 時間後におけるそ

れぞれの発現量は、OsNAC4はおよそ 70倍程度、OsNAC6は 16倍程度、OsNAC3はお

よそ 3倍程度であることが示された。 

	
 そこで次に、OsNAC3 と OsNAC6 それぞれをイネ細胞内に一過的に過剰発現させた

ときに OsNAC4と同様に過敏感細胞死が誘導されるかどうか調べた。OsNAC3、OsNAC4、

OsNAC6それぞれの発現ベクター（pAHC17-OsNAC3、pAHC17-OsNAC4、pAHC17-OsNAC6）

をイネプロトプラストに PEG法により導入し、24時間後にエバンスブルーで死細胞を

染色した。その結果、pAHC17-OsNAC3と pAHC17-OsNAC4をそれぞれ導入した細胞で

は、コントロールである pAHC17を導入した細胞よりも死細胞の割合が 40%ほど増加し

ていた（Fig. 1-20）。一方、pAHC17-OsNAC6を導入した場合では、死細胞の割合がコン

トロールとほぼ同等であった。 
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 そこで、次に、ホタルルシフェラーゼ（LUC）活性を指標とした細胞死検定を行った。

マーカー遺伝子である Luciferase遺伝子を CaMV35Sプロモーターの制御下で発現させ

るベクターpPluc を pAHC17-OsNAC3、pAHC17-OsNAC4、pAHC17-OsNAC6 とそれぞれ

同時にイネプロトプラストに PEG法を用いて導入し、20時間後のイネプロトプラスト

におけるルシフェラーゼ活性を測定した。その結果、コントロールとして pAHC17を導

入したイネプロトプラストから得た細胞抽出液中では、高い LUC活性が認められたが、

pAHC17-OsNAC3と pAHC17-OsNAC4をそれぞれ導入したイネプロトプラストでは約 1/5

程度まで LUC活性が低下していた（Fig. 1-21）。一方、pAHC17-OsNAC6を導入したイ

ネプロトプラストでは、pAHC17 を導入したイネプロトプラストと同程度の LUC 活性

が認められた。 

	
 さらに、この OsNAC3の過剰発現による細胞死について死細胞の核を染色する PIを

用いて検討した。イネプロトプラストに pAHC17-OsNAC3、pAHC17-OsNAC4を PEG法

により導入し、12時間後に死細胞の核を PIで染色し、フローサイトメトリーを用いて

解析した。その結果、 pAHC17-OsNAC3 を導入したイネプロトプラストは、

pAHC17-OsNAC4を導入したイネプロトプラストと同様に、細胞死を引き起こしたと思

われるイネプロトプラストが増加することが観測された（Fig. 1-22）。以上の結果から、

OsNAC3の一過的な過剰発現は細胞死を誘導するが、OsNAC6を過剰発現しても細胞死

が誘導されないことが示された。 

	
 次に、OsNAC3の過剰発現によって認められる細胞死が過敏感細胞死かどうかを明ら

かにするため、過敏感細胞死の特徴のひとつである核 DNA の断片化について調べた。

DsRed 遺伝子（pAHC17-DsRed）を OsNAC3 遺伝子（pBI221-OsNAC3）と共に細胞内に

導入し、5時間後に細胞を固定し TUNEL反応を行った。そして、DsRedの蛍光が観察

される細胞において TUNEL陽性を示す核が存在するかを共焦点レーザー顕微鏡で調べ

た。その結果、コントロールの pAHC17-DsRed と pBI221 空ベクターを導入した細胞に

おいては、DsRedの蛍光が観察される細胞の中で FITC蛍光を示す核を持つ細胞は一つ

も存在しなかった（Fig. 1-23）。一方、pAHC17-DsRed と pBI221-OsNAC3 を導入した細

胞では、DsRedの蛍光が観察される細胞において FITC蛍光を示す核を持つ細胞が複数

認められ、OsNAC3を過剰発現すると核 DNAが断片化されることが確認された。この

ことから、OsNAC3 を一過的に過剰発現させると OsNAC4 と同様に過敏感細胞死が誘

導されることが示された。 

	
 次に、OsNAC3が実際に非病原性 A. avenae N1141菌株によって誘導されるイネ過敏

感細胞死の誘導に関わるのか調べるために、OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体を

作製した。RNAi ノックダウン形質転換体を作製するため、OsNAC3 の TAR 領域
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（514-831bp）を pANDAベクターに組み込み RNAi作製用ベクターを構築した。この際、

形質転換体のコントロールとして、GUS linkerのみを発現させるベクターも同時に作製

した。これら、RNAiベクターをイネ完熟種子由来のカルスへ導入し、形質転換された

カルスをハイグロマイシンにより選抜した結果、10 ラインの形質転換体を得ることが

できた。そこで、このうちの 5ラインについて OsNAC3の mRNA発現量を解析したと

ころ、コントロールラインと比較して、およそ 90％発現量が抑制された形質転換体を 2

ライン得ることができた（Fig. 1-24）。そこで、この 2ラインの OsNAC3 RNAiノックダ

ウン形質転換体を R2S 液体培地へ移し、形質転換培養細胞を作出した。これらの形質

転換培養細胞に A. avenae N1141菌株を接種し、誘導される過敏感細胞死をエバンスブ

ルー染色で調べたところ、コントロール形質転換体では N1141 菌株接種後 9 時間で顕

著な細胞死の誘導が認められたが、OsNAC3 RNAi ノックダウン形質転換体（osnac3_1

と osnac3_2）では、ほとんど細胞死の誘導が認められなかった（Fig. 1-25）。 

	
 さらに、この時の過敏感細胞死の特徴である核 DNA の断片化についても解析した。

コントロール形質転換体と OsNAC3 RNAi ノックダウン形質転換細胞である osnac3_2

に N1141 菌株を接種し、接種して 12 時間後の細胞を固定し TUNEL 染色で核 DNA の

断片化を解析した。その結果、コントロール形質転換体では、核 DNAの断片化を示す

FITCの蛍光が観察されたが、RNAi抑制形質転換体では、コントロールで認められた様

な FITC の蛍光が観察される核の数が有意に減少していることが明らかとなった（Fig. 

1-26）。さらに、核の断片化がヌクレオソーム単位で起きているかどうかについて調べ

た。コントロール形質転換体と osnac3_2それぞれに、水と N1141菌株を接種し、接種

して 12 時間後の細胞を回収し、ゲノム DNA を単離し、アガロースゲル電気泳動で分

離後、各 DNA 断片をエチジウムブロマイド染色により可視化した。その結果、N1141

菌株を接種したコントロール形質転換体では 180bpのヌクレオソーム単位の DNAのラ

ダー化が観察されたのに対し、osnac3_2ではそのような DNAのラダー化がコントロー

ルほど顕著に観察されなかった（Fig. 1-27）。このことから、N1141 菌株を接種した

OsNAC3の発現が抑制されているイネ細胞では、ヌクレオソーム単位の断片化が抑制さ

れていることが示された。 

	
 以上の結果から、OsNAC3ノックダウン形質転換体では、A. avenae N1141菌株によ

って誘導される過敏感細胞死が抑制されることが明らかとなり、OsNAC3は過敏感細胞

死を正に制御する転写因子であることが示唆された。 

 

7.	
 過敏感細胞死誘導時における OsNAC3の局在  

	
 次に、OsNAC3 による過敏感細胞死誘導の機構について調べることにした。まず、
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OsNAC3 を過剰発現させたことで過敏感細胞死が誘導されたことから、過剰発現した

OsNAC3 が細胞内のどこに局在しているのかを調べた。OsNAC3 の C 末端側に Venus

蛍光タンパク質を融合させた発現ベクターpBI221-OsNAC3-Venusを作製し、イネプロト

プラストに導入して 7時間後に、共焦点レーザー顕微鏡で Venus蛍光を観察した。その

結果、Hoechst33342 によって染色された核での蛍光と OsNAC3-Venus 蛍光が一致した

ことから、発現させた OsNAC3-Venusのほとんどが核内に局在していることが明らかと

なった（Fig. 1-28）。 

	
 そこで、N1141 菌株接種による過敏感細胞死誘導時における OsNAC3 タンパク質の

核内存在量の変動について調べた。N1141菌株を接種し、0、1、3、6、9時間後の細胞

を回収し、この細胞から核を単離した。単離した核を SDS で処理することにより、核

内タンパク質を抽出した。得られた核溶出タンパク質（10 µg）を、SDS-PAGEで分離

し、ニトロセルロース膜に転写後、OsNAC3特異抗体を用いてウエスタンブロット解析

を行った。その結果、菌接種して 1時間後から核内に OsNAC3タンパク質が蓄積し、6

時間後に最も蓄積していることが明らかとなった（Fig. 1-29）。以上の結果から、OsNAC3

は OsNAC4と同様に過敏感細胞死誘導時に核に蓄積することが示された。 

 

8.	
 OsNAC4と OsNAC3の核内における相互作用と過敏感細胞死への寄与  

	
 OsNAC3とOsNAC4が酵母細胞内で相互作用することが明らかとなり、また、OsNAC3

も OsNAC4と同様に過敏感細胞死を制御する転写因子であることが示された。さらに、

この両者は過敏感細胞死誘導時に核に移行していることが明らかとなった。このことは、

OsNAC3 と OsNAC4 が過敏感細胞死誘導時に核内で相互作用している可能性を示して

いる。そこで、実際に、イネ細胞の核内で OsNAC3 と OsNAC4 が相互作用しているの

かを BiFC 法により解析した。BiFC 法に用いるための発現ベクターである

pBI221-OsNAC4-VN と pBI221-OsNAC3-VC ベクターを作製した。pBI221-OsNAC4-VN ベ

クターは Venusタンパク質の N末端側半分（VN）を OsNAC4の C末端に融合させたタ

ンパク質を発現させる。一方、pBI221-OsNAC3-VCベクターは、OsNAC3の C末端側に

Venusタンパク質の C末端側半分の VCを融合したタンパク質を発現させる。イネ培養

細胞から単離したプロトプラストに pBI221-OsNAC3-VCと pBI221-OsNAC4-VNを同時導

入し、導入して 7時間後に共焦点レーザー顕微鏡で Venusタンパク質の再構築による蛍

光を観察した。その結果、核で BiFC 由来の蛍光が観察されたことから、OsNAC4 と

OsNAC3は、イネ細胞の核内で実際に相互作用することが示された（Fig. 1-30）。 

	
 次に、この相互作用に関与する領域を調べることにした。これまでに、OsNAC4と同

様の NACファミリーに属する OsNAC5と OsNAC6が NACドメイン間を介して相互作
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用することが明らかとなっている（Takasaki et al., 2010）。そこで、OsNAC3と OsNAC4

の NACドメイン領域のみでの相互作用について BiFC法で解析することにした。まず、

両分子の NAC ドメイン領域のみにおけるイネ細胞内局在について調べるため、C 末端

側の転写活性化領域を欠損させた両分子の NACドメインの C末端側にそれぞれ、Venus

蛍 光 タ ン パ ク 質 を 融 合 さ せ た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ベ ク タ ー

pBI221-OsNAC4domain-Venusと pBI221-OsNAC3domain-Venusを作製した。そして、イネ

培養細胞から単離したプロトプラストにそれぞれのベクターを導入し、7時間後に、共

焦点レーザー顕微鏡を用いて観察を行った。その結果、OsNAC3の NACドメイン Venus

融合タンパク質、OsNAC4の NACドメイン Venus融合タンパク質ともに、核内で Venus

の蛍光が観察された（Fig. 1-31、1-32）。そこで、BiFC解析を行うため、pBI221-OsNAC3 

domain-VCベクターと pBI221-OsNAC4domain-VNベクターを作製し、イネプロトプラス

トに共導入したところ、核内で BiFC由来の蛍光が観察された。このことから、OsNAC4

と OsNAC3は NACドメインを介して相互作用することが示された（Fig. 1-33）。 

	
 次に、OsNAC3 と OsNAC4 の相互作用が過敏感細胞死誘導においてどのような意味

を持つのかを調べるため、OsNAC3 と OsNAC4 をそれぞれ単独で過剰発現させたとき

と、OsNAC3 と OsNAC4 を共発現させたときの過敏感細胞死誘導について

β-glucuronidase（GUS）活性を指標にして調べた。β-glucuronidase（GUS）をコードして

いる遺伝子 uidAと OsNAC3と OsNAC4をユビキチンプロモーター制御下で発現させる

ベクター（pAHC25、pAHC17-OsNAC3、pAHC17-OsNAC4）をイネ培養細胞へパーティ

クルボンバードメント法を用いて導入し、4、16、24時間後の GUS活性を X-Glucによ

る染色法で検出した。その結果、コントロールとして GUSと pAHC17空ベクターを導

入したイネ培養細胞では、導入して 4時間後から GUS活性が検出され、その後、16時

間では顕著なGUS活性が検出され、28時間まで高いGUS活性が認められた（Fig. 1-34）。

一方、pAHC17 と pAHC17-OsNAC3 ベクターを共導入したイネ培養細胞では、導入 16

時間後に極めて弱い GUS 活性が認められたが、28 時間ではほとんど GUS 活性が認め

られなかった。また、pAHC17 と pAHC17-OsNAC4 を共導入した細胞においては 16 時

間後にコントロールに比べて若干低い細胞死が誘導され、28 時間ではより強い細胞死

が認められた。興味深いことに、OsNAC3 と OsNAC4 を共発現させたときは、導入 16

時間後と 28時間後でほとんど GUS活性が認められず、特に 28時間後では細胞が褐変

化するほどの強い細胞死が誘導されることが明らかになった（Fig. 1-34）。このことか

ら、OsNAC3 と OsNAC4 を同時に発現させるとそれぞれを単独で過剰発現させたとき

に比べて強い過敏感細胞死を誘導することが示された。 
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9.	
 OsNAC3と OsNAC4による様々な遺伝子の転写調節  

	
 ここまでの結果から、OsNAC4 と OsNAC3 は相互作用することで過敏感細胞死を誘

導している可能性が示された。この様な OsNAC4 と OsNAC3 の相互作用が過敏感細胞

死誘導時に発現する遺伝子の調節に重要であるなら、OsNAC3 RNAiノックダウン形質

転換体では OsNAC4 RNAiノックダウン形質転換体と同様の遺伝子が過敏感細胞死誘導

時に発現抑制されているはずである。そこで、OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体

に A. avenae N1141菌株を接種し、過敏感細胞死誘導時に発現誘導される遺伝子の中で、

発現が上昇しなくなる遺伝子についてイネ 44K オリゴマイクロアレイを用いて解析し

た。コントロール形質転換体と OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体にそれぞれに A. 

avenae N1141菌株を接種し、0、1、3、6時間後に各細胞を回収し、抽出した mRNAを

用いて、イネ 44K オリゴマイクロアレイ解析を行った。これまでの研究で、OsNAC4

の下流で制御されていることが明らかになっている 139 遺伝子を得られたデータから

抽出し、それぞれの遺伝子の発現パターンごとに階層的なクラスタリングを行ったとこ

ろ、A-D の 4 個のクラスターに分類された（Fig. 1-35）。これらのクラスターの発現量

パターンを詳細に調べたところ、A. avenae N1141菌株を接種したコントロール形質転

換体で発現量が上昇し、OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体で発現上昇が認められ

なかった遺伝子群がクラスターBに分類されていることが明らかになった（Fig. 1-35）。

このクラスターB には 10 個の遺伝子が含まれており、これら遺伝子が OsNAC3 と

OsNAC4 RNAiノックダウン形質転換体で過敏感細胞死誘導時に発現上昇しないことか

ら、これら遺伝子の発現が OsNAC3 と OsNAC4 によって制御されていることが示され

た。興味深いことに、このクラスター内には OsNAC4 の下流で制御されている遺伝子

のなかでも唯一エンドヌクレアーゼ様分子をコードする遺伝子 IRENと細胞膜の透過性

喪失を誘導する OsHSP90が存在していた（Fig. 1-35）。 

	
 そこで、実際に、OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体において A. avenae N1141菌

株接種後に OsHSP90と IRENの発現誘導が認められないのかどうかを real-time RT-PCR

を用いて解析した。コントロール形質転換体と OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体

それぞれに、A. avenae N1141菌株を接種して、0、3、6、9時間の細胞を回収し、各細

胞から抽出した total RNAを用いて rear-time RT-PCRを行ったところ、コントロール形

質転換体と比較して、OsHSP90、IRENともに OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体で

は発現上昇しないことが明らかとなった（Fig. 1-36）。 

	
 以上の結果から、過敏感細胞死誘導時には OsNAC3 と OsNAC4 が共に発現誘導され

た後、核に移行し、核内で相互作用することによって過敏感細胞死の誘導に関連したい

くつかの遺伝子の発現を制御していることが示された。  
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Fig. 1-1	
  

イネ培養細胞に非病原性の A. avenae N1141 菌株を接種した時に認められる過敏

感細胞死の誘導  

 

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）を接種したイネ培養細胞で誘導される細胞死

をエバンスブルー染色で測定した。実験は 3回行い、測定値の標準偏差をバーで示した。 

  

Supplemental Fig. S1
Ootsubo et al.

Fig. S1.     Cell death detected by Evans blue staining in cultured rice cells. 
    Time-course of cell death in cultured rice cells following inoculation with 

the A. avenae avirulent N1141 strain (solid column) strain or water (open 
column). The amount of cell death was estimated by Evans blue staining of 
individual cells at 595 nm. Each data point represents the average of three 
independent experiments. Bars indicate the standard errors.
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Fig. 1-2	
  

イネプロトプラストに OsNAC4を過剰発現させたときに認められる細胞死  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pAHC17-OsNAC4または pAHC17（コン

トロール）を PEG法により導入し、導入 24時間後の細胞を回収して終濃度が 0.05%と

なるようにエバンスブルー染色液を加えた。（A）染色した細胞を、顕微鏡により観察

を行った。矢印はエバンスブルーにより染色されたプロトプラストを示す。（B）染色

した細胞の画像をランダムで 10 枚選出し、全細胞数とエバンスブルーにより染色され

た細胞のカウントを行った。実験は 3回以上行い、測定値の標準偏差をバーで示した。 
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A                                 B 
    pAHC17-OsNAC4 + DsRed               pAHC17 + DsRed 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1-3	
  

OsNAC4を過剰発現させた培養細胞で認められる核 DNAの断片化  

 

 

	
 イネ培養細胞に pAHC17-OsNAC4（A）または pAHC17（コントロール）（B）と

pAHC17-DsRedを同時にパーティクルボンバードメント法により導入し、導入 6時間後

の細胞を TUNEL染色した。蛍光像は、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000-D）により観察

を行った。矢印は DNA断片化を示す FITC蛍光である。Bar = 10 µm。 
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DsRed FITC 
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Fig. 1-4 

イネプロトプラストにおける OsNAC4の細胞内局在  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pAHC17-OsNAC4-DsRed または

pAHC17-DsRed（コントロール）を PEG法により導入し、導入 6時間後の細胞を共焦点

レーザー顕微鏡（FV1000-D）で観察した。Bar = 10 µm。を示す。BF：Bright field. 
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Fig. 1-5 

過敏感細胞死誘導時における OsNAC4の核と細胞質での蓄積  

 

 

	
 水（Control）と N1141菌株をイネ培養細胞に接種し核と細胞質における OsNAC4の

蓄積を抗 OsNAC4抗体によるウエスタンブロットで解析した。 
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Fig. 1-6 

免疫電子顕微鏡による過敏感細胞死誘導時の OsNAC4細胞内局在の解析  

 

 

	
 水（Control）と N1141菌株を接種したイネ培養細胞における OsNAC4の細胞内局在

を免疫電子顕微鏡により観察した。（A）N1141 菌株を接種したときの接種 0 時間後と

12 時間後における細胞内の金粒子を示す。（B）核と細胞質においてランダムで 1 µm2

の 5カ所を選出し、金粒子のカウントを行った。 
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Fig. 1-7 

核外輸送シグナル（NES）付加による OsNAC4の細胞内局在の変化と細胞死誘導  

 

 

	
 イネプロトプラストに OsNAP1 由来の NES（ 16 アミノ酸）を付与した

pAHC17-NES-OsNAC4-DsRedまたは pAHC17-OsNAC4-DsRed（コントロール）を PEG法

により導入した。（A）導入 24時間後の細胞を蛍光顕微鏡により観察を行った。Bar = 10 

µm。（B）エバンスブルーで染色した細胞の画像をランダムに 10枚選出し、全細胞数と

エバンスブルーで染色された細胞をカウントした。縦軸は、数えた全細胞数における死

細胞の割合を示す。 
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Fig. 1-8 

タンパク質リン酸化の過敏感細胞死誘導への関与  

 

 

	
 2 µM Staurosporineを処理したイネ培養細胞に N1141菌株を接種した後、細胞死をエ

バンスブルーで経時的に観察した。細胞死は OD 595 nmを測定することで定量した。 
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Fig. 1-9 

A. avenae N1141菌株接種時に認められる OsNAC4の核移行へのタンパク質リン酸

化の関与  

 

	
 2 µM Staurosporine処理したイネ培養細胞に N1141菌株を接種した時に認められる核

における OsNAC4タンパク質量の経時的な変化を示す。N1141菌株を接種して 0、6、9

時間後の細胞を回収し、核と細胞質に分画後、各サンプル 10 µgをSDS-PAGEで分離し、

抗 OsNAC4抗体を用いてタンパク質を検出した。 
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Fig. 1-10 

OsNAC4過剰発現によって誘導される過敏感細胞死へのタンパク質リン酸化の関

与  

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pAHC17-OsNAC4または pAHC17（コン

トロール）を PEG法により導入した。同時に、pAHC17-OsNAC4を導入した細胞にリン

酸化阻害剤である Staurosporineを終濃度が 2 µMとなるように添加し、導入 24時間後

の細胞における死細胞をエバンスブルーで染色した。得られた画像をランダムで 10 枚

選出し、全細胞数とエバンスブルーにより染色された細胞をカウントした。 
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Fig. 1-11 

Ser/Thr型キナーゼ特異的阻害剤 Staurosporine処理による OsNAC4核移行の阻害  

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pBI221-OsNAC4-Venus（A－D）と、

pBI221-OsNAC4-Venus を導入後、終濃度 2 mM の Staurosporine を 2 時間おきに添加し

（E-H）、6~8時間後に共焦点レーザー顕微鏡で観察した。（A, E）Venus蛍光画像図、

（B, F）Hoechst33342蛍光画像図、（C, D）明視野の画像図、（D, H）Mergeさせた画像

図。Bar = 10 µm。BF：Bright field. 
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Fig. 1-12 

OsNAC4 を過剰発現させたイネプロトプラストへのリン酸化阻害剤 Staurosporine

の処理  

 

 

	
 イネプロトプラストに pAHC17-OsNAC4を導入し、Staurosporineを終濃度 2 µMにな

るように処理した時の核での OsNAC4 タンパク質の経時的な蓄積を示した。導入 0 時

間後、6時間後、9時間後に回収した細胞を核と細胞質に分画し、SDS-PAGEの後、ウ

エスタンブロットを行い、タンパク質を検出した。（A）抗 OsNAC4 抗体を用いて各時

間における OsNAC4 タンパク質量を検出した。（B）抗 OsNAC4 抗体の結果を ImageJ 

softwareを用いて解析を行い、核と細胞質の OsNAC4タンパク質量が等量となるように

SDS-PAGEで分離した後、抗 OsNAC4抗体と抗リン酸化セリン抗体を用いて検出した。  
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Fig. 1-13 

OsNAC4の推定アミノ酸配列  

 

 

	
 OsNAC4 のアミノ酸配列と各ドメインを示している。赤字表記：NAC ドメイン中の

セリン残基、青字表記：NAC ドメイン中のスレオニン残基を示している。黒色の上線

は 5つの NACドメインを示している。 

  

MEMAAAVGGS　GRRDAEAELN　LPPGFRFHPT　DEELVVHYLC　

RKVARQPLPV　PIIAEVDLYK　LDPWDLPEKA　LFGRKEWYFF　

TPRDRKYPNG　SRPNRAAGRG　YWKATGADKP　VAPKGSARTV　

GIKKALVFYS　GKAPRGVKTD　WIMHEYRLAD　ADRAPGGKKG　

SQKLDEWVLC　RLYNKKNNWE　KVKLEQQDVA　SVAAAAPRNH　

HHQNGEVMDA　AAADTMSDSF　QTHDSDIDNA　SAGLRHGGCG　

GGGFGDVAPP　RNGFVTVKED　NDWFTGLNFD　ELQPPYMMNL　

QHMQMQMVNP　AAPGHDGGYL　QSISSPQMKM　WQTILPPF
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Fig. 1-14 

OsNAC4リン酸化部位の予測  

 

	
 タンパク質リン酸化部位予測プログラム（NetPhos2.0 program）により（a）OsNAC4

の分子内に存在するセリン残基中のリン酸化予測部位のセリン残基を示した表である。

（b）OsNAC4 の分子内に存在するスレオニン残基中のリン酸化予測部位のスレオニン

残基を示した表である。（c）OsNAC4のセリン、スレオニン残基すべてにおけるリン酸

化予測値を示したグラフである。  

 Serine predictions

Name      Pos   Context    Score  Pred
_____________________________________
Sequence   10   AVGGSGRRD  0.885  *S*
Sequence   91   YPNGSRPNR  0.101    .
Sequence  116   APKGSARTV  0.012    .
Sequence  130   LVFYSGKAP  0.696  *S*
Sequence  161   GKKGSQKLD  0.967  *S*
Sequence  191   QDVASVAAA  0.105    .
Sequence  217   ADTMSDSFQ  0.377    .
Sequence  219   TMSDSFQTH  0.215    .
Sequence  225   QTHDSDIDN  0.992  *S*
Sequence  231   IDNASAGLR  0.012    .
Sequence  302   GYLQSISSP  0.004    .
Sequence  304   LQSISSPQM  0.017    .
Sequence  305   QSISSPQMK  0.165    .
______________________________________

 Threonine predictions

Name      Pos   Context    Score  Pred
________________________________________
Sequence   30   RFHPTDEEL  0.575  *T*
Sequence   81   WYFFTPRDR  0.980  *T*
Sequence  105   YWKATGADK  0.326    .
Sequence  119   GSARTVGIK  0.068    .
Sequence  139   RGVKTDWIM  0.037    .
Sequence  215   AAADTMSDS  0.605  *T*
Sequence  222   DSFQTHDSD  0.886  *T*
Sequence  256   NGFVTVKED  0.962  *T*
Sequence  265   NDWFTGLNF  0.017    .
Sequence  313   KMWQTILPP  0.598  *T*
______________________________________

NetPhos 2.0: predicted phosphorylation sites in Sequence
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Fig. 1-15 

OsNAC4 の NAC ドメイン内のセリン残基をアラニン残基に置換したタンパク質

の細胞内局在  

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに OsNAC4の C末端側に DsRedタンパク

質を融合させた OsNAC4-DsRed タンパク質発現ベクターpBI221-OsNAC4-DsRed（A－D）

と、pBI221-OsNAC4-5A-DsRed（E-H）を導入して 12 時間後に共焦点レーザー顕微鏡で

観察した。（A,E）DsRed 蛍光画像図、（B,F）Hoechst33342 蛍光画像図、（C,D）明視野

の画像図、（D,H）Mergeさせた画像図。Bar = 10 µm。BF：Bright field.  

pBI221-OsNAC4 
-DsRed 

pBI221-OsNAC4-5
A 

DsRed 

Hoechst3334
2 

BF 

Merge 
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Candidate clones Clones 

OsNAC3 protein 15 

OsNAC6 protein 6 

C2 domain containing protein 3 

Helicase, C-terminal domain containing protein 2 

Ribosomal protein S10 family protein 2 

Peptidase M24, methionine aminopeptidase 1 

Cyanate hydratase（EC 4.2.1.104）  1 

Unknown protein 2 

 

 

Table. 1 

Yeast two hybrid法により得られた OsNAC4と相互作用するイネタンパク質   



 57 

Fig. 1-16	
  

イネとシロイヌナズナに含まれる NACファミリー分子の系統樹  

 

	
 緑枠は SNACグループ、青枠は ATAFグループ、赤枠は OsNAC3グループを示す。  

（Nuruzzaman et la., 2010） 
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>OsNAC3ｍRNA 
TCGACCCACGCGTCCGCCCACCACCCTCATTCCCTCAAGTCCCAAGATCGAACACCTCGTGTCCATGGCG
GCGGCGAAGCGGCGAGTGCGCGACGCGGAGGCGGACCTGAACCTCCCGCCGGGCTTCCGCTTCCACCCCA
CCGACGAGGAGCTGGTGGCGCACTACCTCTGCCCGCGCGCCGCGGGCCGCGCCGCCCCGGTCCCCATCAT
CGCCGAGCTCGACCTCTACCGCCACGACCCATGGGACCTCCCCCACCGCGCCCTCTTCGGCCGCCGCGAG
TGGTACTTCTTCACCCCGCGCGACCGCAAGTACCCCAACGGCTCCCGCCCCAACCGCGCCGCCGCCTCGG
GCTACTGGAAGGCCACCGGCGCCGACAAGCCCGTGCTGCACAACGGCAGGACGGCCGGGATCAAGAAGGC
GCTCGTGTTCTACCACGGCAAGCCCCCCCGCGGCGTCAAGACGGAGTGGATCATGCACGAGTACCGCCTC
GCCAAGAAGGGCGGCGCCGCCGCCGCCGCGGGCGCGGGCGCGCTCAGGCTGGATGACTGGGTGCTGTGCC
GGCTGTACAACAAGAAGAACGAGTGGGAGAAGATGCAGAGCAGGAAGGAGGAGGAGGAGGCCATGGCGGC
GGCGCAGTCGTGGGGGGAGACGCGGACGCCGGAGTCGGAGGTCGTCGACAGCGACGCGTTCCCGGAGATG
GACTACTCGCTGCCGGCGGCGTCGTTCGACGACGCCCTGCTGCCCAAGGAGGAGGCGCGCGACGACGACT
GGCTCATGGGGATGAGCCTCGACGACCTCCAGGGCCTCGGCTCGCTGCTGCAGGCCGACGACCTCTCCAT
GCTCGCGCCGCCGCCGGCGGCGAAGACGGAGCCGCTCGGCGCGCCATTCTTCTGAGCTCTCTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTGTGACTGCACCACTGTATATAAATTCAGAGTTTTCAGACATGTTCAGTATTC
AGAGTTCTCAGGCAAGTTCAGAATTCAGAGATGGTTAAGGATTAGTGGCTTATGAGCAGTATGATATGCA
GGTTAGTTTCTAGTTTAGCAGTGTTACTCCAGATTGGAGATTTGATTAATGATTTGATTCTAATTAATGT
AGTATACTGAGTGTTACTCAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
>OsNAC6mRNA 
TCGACCCACGCGTCCGCTCTTCCCAACACTAGTAGGATAAAGCCACAGAGAGAGCAGTAGTAGTAGCGAG
CTCGCCGGAGAACGGACGATCACCGGAGAAGGGGGAGAGAGATGAGCGGCGGTCAGGACCTGCAGCTGCC
GCCGGGGTTCCGGTTCCACCCGACGGACGAGGAGCTGGTGATGCACTACCTCTGCCGCCGCTGCGCCGGC
CTCCCCATCGCCGTCCCCATCATCGCCGAGATCGACCTCTACAAGTTCGATCCATGGCAGCTTCCCCGGA
TGGCGCTGTACGGAGAGAAGGAGTGGTACTTCTTCTCCCCGCGAGACCGCAAGTACCCGAACGGGTCGCG
GCCGAACCGCGCCGCCGGGTCGGGGTACTGGAAGGCGACCGGCGCCGACAAGCCGGTGGGCTCGCCGAAG
CCGGTGGCGATCAAGAAGGCCCTCGTCTTCTACGCCGGCAAGGCGCCCAAGGGCGAGAAGACCAACTGGA
TCATGCACGAGTACCGCCTCGCCGACGTCGACCGCTCCGCCCGCAAGAAGAACAGCCTCAGGTTGGATGA
TTGGGTGCTGTGCCGGATTTACAACAAGAAGGGCGGGCTGGAGAAGCCGCCGGCCGCGGCGGTGGCGGCG
GCGGGGATGGTGAGCAGCGGCGGCGGCGTCCAGAGGAAGCCGATGGTGGGGGTGAACGCGGCGGTGAGCT
CCCCGCCGGAGCAGAAGCCGGTGGTGGCGGGGCCGGCGTTCCCGGACCTGGCGGCGTACTACGACCGGCC
GTCGGACTCGATGCCGCGGCTGCACGCCGACTCGAGCTGCTCGGAGCAGGTGCTGTCGCCGGAGTTCGCG
TGCGAGGTGCAGAGCCAGCCCAAGATCAGCGAGTGGGAGCGCACCTTCGCCACCGTCGGGCCCATCAACC
CCGCCGCCTCCATCCTCGACCCCGCCGGCTCCGGCGGCCTCGGCGGCCTCGGCGGCGGCGGCAGCGACCC
CCTCCTCCAGGACATCCTCATGTACTGGGGCAAGCCATTCTAGACGACCAAAAAAAAAAAAAAACAACCG
CATTGGCAGCAATGGTGTCACTGAACACCGTGCAGGCTAGCTAGCTTCATGGCCGGTGAACTTTGACTCA
GGCGAGCCGCCGGAGTTGACTCAAAGATAATTAAAAGAAGTGTTTTAAGTGGATTGGATTGGATTAGACA
GAGGAGATGAGGACTCGAGAAAGGCGGCGATGAGACCGTGGTTGGGGGGACCCTGGCCTGGACTGAACGA
CGACGAGGCAGCAGCAGAAAGATGGTGCAATTGCATCGGGTGGCATGTCAGTGTGTGTGTATAGTGGCAT
GTACATAGTACATGGTGATTGATTCGGTATACAGGGGGCTAGCTTTCCTGTTTCTGTTTAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
Fig. 1-17	
  

酵母 Two-hybrid により OsNAC4 と相互作用することが明らかになった OsNAC3

と OsNAC6の塩基配列  

 

 

	
 OsNAC3（GnenBank accession No AB028182）、OsNAC6（GnenBank accession No 

AB028185）。赤字は ORFを示している。  
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A 

B 

 

 

Fig. 1-18 

OsNAC3と OsNAC6タンパク質の構造と OsNAC3、OsNAC4、OsNAC6のアミノ酸

配列比較  

 

 

	
 （A）OsNAC3と OsNAC6タンパク質の構造を模式的に示した。A、B、C、Dは 5つ

に分かれた NACドメイン領域を示す。（B）OsNAC3、4、6のマルチプルアライメント

解析結果を示す。N末端側の上線は、5つの NACドメインを示す。緑の枠の領域は SNAC

グループに属する NACタンパク質の共通モチーフであるWVLCR motifを示す。  

A B 
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Fig. 1-19 

A. avenae N1141菌株接種時の OsNAC3、OsNAC4、OsNAC6遺伝子の発現パターン  

 

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）を接種して 0、1、3、6、9時間後のイネ培養

細胞から total RNAを抽出し、それぞれの遺伝子の発現パターンを real-time RT-PCRに

より解析した。縦軸は 0時間の時の発現量を 1として表記した。 
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Fig. 1-20 

OsNAC3と OsNAC6を一過的に過剰発現させたときに認められる細胞死をエバン

スブルーで検出した結果  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pAHC17、 pAHC17-OsNAC3、

pAHC17-OsNAC4、pAHC17-OsNAC3 と pAHC17-OsNAC4、pAHC17-OsNAC6 をそれぞれ

導入して 24 時間後に死細胞をエバンスブルーで染色した。染色した細胞を顕微鏡で観

察し、生細胞と死細胞数を計測し、死細胞の割合を算出した。 
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Fig. 1-21	
  

OsNAC3と OsNAC6を一過的に過剰発現させた細胞におけるルシフェラーゼ活性

を指標とした細胞死の測定  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pAHC17、 pAHC17-OsNAC3、

pAHC17-OsNAC4、pAHC17-OsNAC3 と pAHC17-OsNAC4、pAHC17-OsNAC6 をルシフェ

ラーゼ発現ベクターと同時に導入して 20 時間後の細胞におけるルシフェラーゼ活性を

測定した。ルシフェラーゼ活性は Phelios AB2350（ATTO）を用いて 10秒間の発光量を

測定した結果から産出した。この試験は独立に 3回（n = 5）行った結果を示す。＊は

有意差 < 0.05を示す。 
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Fig. 1-22 

OsNAC3 と OsNAC6 を一過的に過剰発現させた細胞における PI 染色を指標とし

た細胞死の測定  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pAHC17、 pAHC17-OsNAC3、

pAHC17-OsNAC4を導入後、PIにより死細胞の核を染色し、フローサイトメトメーター

で測定することで死細胞を測定した。縦軸は SSC（側方散乱光）のシグナル強度を示し、

横軸は PI蛍光のシグナル強度を示す。赤枠の領域は死細胞の分布を示す。 

 

 

 

 

  

Cell death detected by flow cytometer!

FL3-H : Propidium Iodide

Vector control OsNAC3OsNAC4
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Fig. 1-23 

OsNAC3を一過的に過剰発現した細胞で認められる核 DNAの断片化  

 

 

	
 pAHC17-DsRedと pBI221-OsNAC3を共導入して 5時間後の細胞を 4%パラホルムアル

デヒドで固定後、TUNEL染色を行った。DAPIで DNAを染色し、共焦点レーザー顕微

鏡で観察した。Bar = 10 µm。 

  

FITC DsRed DAPI

pBI221
+

pAHC17-DsRed

pBI221-OsNAC3
+

pAHC17-DsRed
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Fig. 1-24 

A. avenae N1141菌株を接種した OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体における

OsNAC3の発現量  

 

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）を接種した OsNAC3 RNAiノックダウン形質転

換体における OsNAC3遺伝子の発現量を示す。N1141菌株接種後 6時間の細胞から抽出

した total RNAを用いて real time RT-PCRによって OsNAC3 mRNA量を定量した。縦軸

は処理 0時間を 1としたときの発現量を示す。 
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Fig. 1-25 

A. avenae N1141菌株を接種した OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体における

過敏感細胞死誘導  

 

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）を接種した OsNAC3 RNAiノックダウン形質転

換体における過敏感細胞死をエバンスブルー染色で測定した。＊は有意差 < 0.01を示

す。 
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Fig. 1-26 

A. avenae N1141菌株を接種した OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体における

核 DNA断片化  

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）をコントロール形質転換体と OsNAC3 RNAi

ノックダウン形質転換体に接種して 12 時間後の細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固

定後、TUNEL染色を行った。DAPIで DNAを染色し、共焦点レーザー顕微鏡で観察し

た。Bar = 10 µm。 

下の図は、全細胞に対する TUNEL ポジ核の割合を示している。＊は有意差 < 0.05 を

示す。 
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Fig. 1-27 

A. avenae N1141を接種した OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体での核 DNAの

ラダー化  

 

	
 コントロール形質転換体と OsNAC3RNAi抑制形質転換体に A. avenae N1141菌株（1 × 

108 cfu/mL）と水（コントロール）をそれぞれ接種し、接種後 12時間後に回収した細胞

からゲノム抽出し、2%アガロースゲルを用いて電気泳動を行った後 0.5 mg/mL のエチ

ジウムブロマイドで染色した。DNAアプライ量: 10 µg。 

レーン M; Marker（250bp DNA ladder）、control; コントロール形質転換体、osnac3; 

OsNAC3 RNAi抑制形質転換体（osnac3_2ライン）、レーンW; water処理、N; A. avenae 

N1141菌株接種。赤矢印は、180bpのヌクレオソーム単位の DNA断片を示す。 

  

Control osnac3
W N W NM
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Fig. 1-28	
  

共焦点レーザー顕微鏡を用いたイネ細胞内における OsNAC3-Venusの局在観察  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプトプラストに pBI221-OsNAC3-Venusを導入して 7

時間後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。（A）Venus 蛍光の画像。（B）

Hoechst33342の画像。（C）Mergeした画像。（D）明視野での画像。Bar = 10 µm。BF：

Bright field. 

  

pBI221-OsNAC3-Venus 

Venus Hoechst33342 

Merged BF 



 70 

 

 

Fig. 1-29 

A. avenae N1141菌株を接種したイネ細胞における OsNAC3タンパク質の核での蓄

積  

 

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）をイネ培養細胞に接種して 0、1、3、6、9時

間後の細胞から核を単離し、得られた核抽出物（5 µg）を 15%アクリルアミドゲルを用

いた SDS-PAGE により分離した。それぞれの上段は OsNAC3 抗体（1/2500 希釈）と

OsNAC4抗体（1/5000希釈）を用いた Western Blot解析結果を示し、下段が CBB染色

を行った結果を示す。 
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Fig. 1-30 

イネ細胞内における OsNAC4と OsNAC3の相互作用の BiFCによる解析  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したイネプロトプラストに、 pBI221-OsNAC4-VN、

pBI221-OsNAC3-VCを同時導入して７時間後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

（A）BiFC 由来蛍光の画像を示す。（B）Hoechst33342 の蛍光画像を示す。（C）Merge

した画像を示す。（D）明視野の画像を示す。Bar = 10 µm。BF：Bright field. 

  

pBI221-OsNAC4-VN + pBI221-OsNAC3-VC 

BiFC Hoechest33342 

Merged BF 
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Fig. 1-31 

OsNAC3domain-Venusのイネ細胞内における局在  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pBI221-OsNAC3daomin-Venusを導入し、

導入して７時間後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。（A）Venus蛍光画像を示

す。（B）Hoechst33342 の蛍光画像を示す。（C）Merge した画像を示す。（D）明視野の

画像を示す。Bar = 10 µm。BF：Bright field. 

  

pBI221-OsNAC3domain-Venus 

Venus Hoechst33342 

Merged BF 
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Fig. 1-32  

OsNAC4domain-Venusのイネ細胞内における局在  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pBI221-OsNAC4domain-Venus を導入し

て７時間後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。（A）Venus蛍光画像を示す。（B）

Hoechst33342 の蛍光画像を示す。（C）Merge した画像を示す。（D）明視野の画像を示

す。Bar = 10 µm。BF：Bright field. 

 

  

pBI221-OsNAC4domain-Venus 

Venus Hoechst33342 
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Fig. 1-33	
  

BiFC法による OsNAC4domainと OsNAC3domain間の相互作用解析  

 

 

	
 イネ培養細胞から単離したプロトプラストに pBI221-OsNAC4domain-VN と

pBI221-OsNAC3damain-VCを同時導入して 7時間後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観

察した。（A）BiFC 由来の蛍光画像を示す。（B）Hoechst33342 の蛍光画像を示す。（C）

Mergeした画像を示す。（D）明視野の画像を示す。Bar = 10 µm。BF：Bright field. 

  

pBI221-OsNAC4domain-VN + pBI221-OsNAC3domain-VC 

BiFC Hoechst33342 

Merged BF 
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Fig. 1-34 

OsNAC3 と OsNAC4 の一過的な過剰発現によって誘導される細胞死の GUS 活性

を指標とした測定  

 

 

	
 GUS発現ベクター（uidA）と空ベクター（Vector control）、OsNAC3タンパク質発現

ベクター（OsNAC3）、OsNAC4 タンパク質発現ベクター（OsNAC4）、をそれぞれイネ

培養細胞に共導入して 4時間、16時間、28時間後の GUS活性を測定した。 

  

GUS活性を指標とした細胞死測定 

Time after terget proteins transformation h

pAHC17!

pAHC17-OsNAC3!

pAHC17-OsNAC4!

pAHC17-OsNAC3!
+!

pAHC17-OsNAC4!

4h 16h 28h 

pAHC25!
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Fig. 1-35 

OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体に A. avenae N1141菌株を接種したときに

発現誘導される遺伝子のイネオリゴマイクロアレイを用いた解析  

 

 

	
 （左）A. avenae N1141 菌株を接種した OsNAC3 ノックダウン形質転換体における

OsNAC4の下流で制御されていることが明らかになっている 139遺伝子の発現パターン

のヒートマップ。（右）クラスターBにカテゴライズされた遺伝子。 

Fig.4 マイクロアレイを用いたOsNAC4の下流に存在するOsNAC3により制御され
る遺伝子群の解析 

1 3 6 1 3 6 
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87genes

Fig.4

Accession No. Gene identification 

Os01g0660000 Conserved hypothetical protein 
Os04g0482300 Protein binding protein BTB domain containing protein  
Os04g0510900 Similar to Embryo-specific protein1 ATS1  
Os03g0116700 Cyclin-like F-box domain containing protein 
Os07g0678300 Similar to OsPK4 
Os01g0767600 Conserved hypothetical protein 
Os10g0519800 DUF295 family protein 
Os02g0205500 Similar to Fatty acid elongase1 
Os06g0716700 OsHSP90 
Os10g0203000 IREN 
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Fig. 1-36 

A. avenae N1141 を接種した OsNAC3 RNAi ノックダウン形質転換体における

OsHSP90と IRENの発現バターン  

 

 

	
 OsNAC3 RNAiノックダウン形質転換体に A. avenae N1141菌株を 1 × 108 cfu/mL接種

し、接種後 0、3、6、9時間の細胞から抽出した total RNAを用いて real-time RT-PCRで

OsHSP90と IRENの発現パターンを解析した。 

  

Expression patterns of OsHSP90 and IREN in OsNAC3 RNAi !
knockdown mutant inoculated with avirulent N1141 strain!
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第 1章  

 

考察  

 

	
 本研究において、OsNAC4が敏感細胞死誘導時に細胞内のどこに存在しているかを調

べたところ、核に局在していることが示され、また、OsNAC4の核への移行は OsNAC4

がリン酸化されることで開始されることも明らかになった。これまでにも、植物の転写

因子の核移行がリン酸化によって制御されている例が報告されている。タバコにおいて、

ジベレリン合成酵素遺伝子の発現を制御する bZIP型転写調節因子である RSGは 114番

目の Ser残基がカルシウム依存性タンパク質キナーゼである CDPK1によってリン酸化

されることで 14-3-3 と呼ばれる真核生物に広く存在する制御因子によって認識され核

へ移行される（Ishida et al., 2008、Yoshida et al., 2008）。転写因子のリン酸化は核移行だ

けでなく、転写活性自体も制御する場合が報告されている。病原菌感染時にダイズで発

現する防御遺伝子の一つである chalcone syanthase（chs15）の転写を制御する因子であ

る G/HBF-1（G-box/H-box binding factor1）はリン酸化されると chs15の cis領域に結合

できるようになる。この G/HBF-1は bZIPタイプの転写因子で、やはり CDPKによりリ

ン酸化される。イネには 29 種の OsCPK が存在しており、そのうちの 6 個が N1141 菌

株接種後、特異的に発現誘導されることが明らかとなっている（Fujiwara et al., 2003）。

このことから、OsNAC4も OsCPK のどれかによってリン酸化される可能性が示唆され

る。イネの OsCPKと OsNAC4や OsNAC3との BiFC法等を用いた相互作用実験や発現

タンパク質を用いた実際のリン酸化実験により、OsCPKと OsNACとの関係が明らかに

なるものと思われる。 

	
 タンパク質がリン酸化された後、どのようなメカニズムで核に移行するかについて、

興味深い報告がある。動物細胞における免疫応答の制御に関与する転写因子NF-κBは、

通常時は細胞質で IκBαと相互作用することで自身が持つ NLS（Nuclear Localization 

Signal）領域がマスクされた状態で存在している。しかし、病原菌関連分子パターン

（PAMPs）などの認識により細胞内にシグナルが伝達されると、IκBαの 32 番目と 36

番目のセリン残基が IΚΚ-βによってリン酸化され、さらに、SCFユビキチンリガーゼ複

合体によって、ポリユビキチン化されることにより、26Sプロテアソーム系で分解され

る。これにより、NF-κBから IκBαが遊離し、NF-κBの核移行シグナル NLSが露出され

ることで、NLS領域に importinαが結合できるようになり、核へ移行される（Hayden,M.S. 

et al . , 2004、Lätzer J et al . , 2006）。OsNAC4もリン酸化されることで、結合しているタ

ンパク質から離れ、これまでマスクされていた NLS 領域が露出されることで、核に移
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行する可能性が考えられる。事実、OsNAC4には 2つの NLS領域（Thr83~Arg95、Ile122

~Lys138）が存在し、OsNAC4の核移行にはこの両方の NLSが必要であることが本研究

で明らかになっている。これまで OsNAC4と相互作用し 2つの NLSをマスクするよう

な細胞質タンパク質については知られていないが、酵母 two-hybrid 法により OsNAC4

と結合する細胞質タンパク質がいくつか明らかになっている。このことから、OsNAC4

が通常時はこれら細胞質タンパク質と相互作用しているが、OsNAC4がリン酸化される

とこれらタンパク質から遊離し 2 つの NLS が露出することで核に移行し、核内で再度

OsNAC3と相互作用して様々な遺伝子の転写を制御している可能性が考えられる。これ

ら細胞質タンパク質との相互作用確認やリン酸化との関係について今後調べる必要が

あるだろう。 

	
 NAC 遺伝子ファミリーは植物特有の転写因子の大きなグループのひとつであり、そ

のグループに属する NAC遺伝子は浸透圧ストレスなどの非生物的ストレスや生物的ス

トレス、そして、さまざま発生プロセスに関与することが知られている（Cenci et al., 

2013）。現在、NAC遺伝子は推定のものも含めて少なくともイネに 151個、シロイヌナ

ズナでは 117個存在していることが明らかとなっている（Nuruzzan et la., 2010）。NAC

ファミリーは N末端側に NAMや NAC dominaといった高度に保存された領域をもち、

この領域は核局在や DNAとの結合、タンパク質間相互作用に関係していることが報告

されている（Olsen et al., 2005）。特に、シロイヌナズナのANA019に存在するNAC domain

はこの転写因子が発現制御する遺伝子のプロモーター領域に結合することが X 線結晶

構造解析により明らかになっている（Ernst et al ., 2004）。本研究によって過敏感細胞死

誘導に関与することが明らかになった OsNAC4は ANA019と同じ SNACグループに属

しており、また OsNAC4 と相互作用することが示された OsNAC3 や OsNAC6 も同じ

SNACグループに属している（Nuruzzan et la., 2010、Fig. 1-16）。興味深いことに、OsNAC3

と OsNAC4は SNACグループの中でも、OsNAC3サブグループに分類されるが OsNAC6

は他のサブグループに分類される。OsNAC3 サブグループに分類される OsNAC4 と

OsNAC3 は共に過敏感細胞死誘導に関与するが、他のサブグループに分類される

OsNAC6は過敏感細胞死を誘導しない。OsNAC3サブグループには他に SNAC1が含ま

れており、SNAC1 もまた過敏感細胞死に関与する可能性がある。また、この OsNAC3

サブグループは単子葉植物の遺伝子だけで構成されている。このことから、OsNAC4と

OsNAC3 を介した過敏感細胞死誘導は単子葉植物に特異的に存在するシステムである

可能性が示唆される。 

	
 OsNAC4 と相互作用するイネタンパク質を酵母 two-hybrid 法で解析したところ、

OsNAC3や OsNAC6以外にもいくつかのタンパク質が同定された（Table. 1）。C2domain 
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containing proteinは線虫の微小管の中心小体の形成にかかわるタンパク質として同定さ

れている（Tobel et al., 2014）が、植物での機能は明らかになっていない。Helicase, 

C-terminal domain containing proteinは DNAの二重らせん構造をほどくヘリカーゼの C

末端に存在するドメインを持つタンパク質であるが、このタンパク質自体が何をやって

いるのかについては全くわかっていない。Peptidase ファミリーM24 に属しているメチ

オニンアミノペプチダーゼは、膜結合型酵素であり、L-メチオニンの分解酵素である。

また、Cyanate hydrataseは細菌由来のシステインプロテアーゼであるアルギニンやリジ

ン特異的ジンジパインに対して抑制活性を示し、ポルフィロモナスの生育を抑制する働

きをもつことが報告されている（Taiyoji et al., 2009）。この様に、今回 OsNAC4と相互

作用することが明らかとなったタンパク質の多くが過敏感細胞死と関係するかどうか

についてはその構造からはうかがい知ることができない。今後、これらタンパク質が実

際にイネ細胞内でOsNAC4と相互作用するかどうかについて BiFC法等を用いて明らか

にする必要があるであろう。 

	
 植物の転写因子の中で最も良く研究されているのが bZIP（basic leucine zipper）型の

転写因子である。この転写因子は、イネでは 97個、シロイヌナズナでは 77個存在して

おり、強光ストレスや病害応答、種子成熟、花形成などを制御している（Correa et al., 

2008）。典型的な bZIP は分子内に 40-80 アミノ酸からなる保存されたドメイン（bZIP 

domain）を特徴として持っている。このドメインは DNAと結合する領域と転写因子同

士の相互作用に重要なロイシンジッパー領域の 2種類の領域で構成されている。シロイ

ヌナズナでの bZIPはその相同性から 13グループに分類される。これらの中で、グルー

プ Cに分類される AtbZIP10はグループ Sに分類される AtBZIP53とヘテロダイマーを

形成し、ABSCISIC ACID INSENSITIVE3（ABI3）と相互作用することにより、転写活

性化能が上昇することが報告されている（Rosario A et al ., 2009）。本研究で OsNAC4は

別のサブグループである OsNAC6と相互作用することが示された。一方、OsNAC6は、

過敏感細胞死誘導には関与しないことも示されている。OsNAC4 と OsNAC6 の相互作

用の意味については今のところ明らかではないが、過敏感細胞死以外の現象に関与する

可能性もあると考える。 

	
 イネの OsLEA3 の転写を制御する OsNAC5 は 1~172 アミノ酸残基の部分に DNA 結

合活性が存在することが報告されている。さらに、OsNAC5の OsLEA3のプロモーター

結合領域を探索した結果、OsLEA3 の転写開始点から上流-56 から-85 までの領域に

OsNAC5が結合することが示された。この領域には、アブシシン酸によって誘導される

多くの遺伝子のプロモーター領域に存在する ABRE塩基配列（ACGTGG/TG）が含まれ

ていたが、NAC 転写因子の DNA 結合領域と考えられている NACRS（CACG）は含ま
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れていなかった（Takasaki H et al ., 2010）。このことから、OsNAC4や OsNAC3も NACRS

領域とは別の領域に結合する可能性もあると考える。現在のところ、OsNAC3 と

OsNAC4 が結合する DNA 領域に関しては知見が得られていない。本研究によって、

OsNAC4 や OsNAC3 の下流で発現制御されている遺伝子がいくつか同定されている。

今後は、これら遺伝子の上流に存在する共通配列やこの部分への結合能を解析すること

で、OsNAC3と OsNAC4の DNA認識配列を特定し、OsNAC4と OsNAC3による各遺伝

子の発現制御機構の詳細を明らかにする必要性があると考える。 
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第 2章	
 新規エンドヌクレアーゼ IRENの同定と過敏感細胞死特異的な  

核 DNA断片化への関与  

 

緒言  

 

	
 前章では A. avenae N1141菌株による過敏感細胞死の誘導には OsNAC4だけでなく同

じサブファミリーに属する OsNAC3 が必要であることが明らかになった。A. avenae 

N1141菌株を接種したイネにおいては、過敏感細胞死の早い段階で核 DNAが 180bpの

ヌクレオソーム単位で断片化するので、その断片を電気泳動したときに階段状（核 DNA

のラダー化）になることが明らかになっている（Tanaka et al., 2001）。この様な核 DNA

のラダー化は同じプログラム細胞死の一つである動物のアポトーシスなどでも認めら

れており、この DNAラダー化の実行因子であるいくつかのヌクレアーゼに関する知見

も得られている。例えば、マウスのリンパ腫細胞では、カスパーゼが活性化するデオキ

シリボヌクレアーゼ（CAD）とその阻害タンパク質（ICAD）の複合体がカスパーゼ-3

によって分解されることにより DNAの断片化が引き起こされることが報告されている

（Enari et al., 1998）。また、マウス由来の線維芽細胞では、ミトコンドリアから始まる

カスパーゼカスケードとは別のアポトーシス経路において、ミトコンドリアに特異的に

見られるエンドヌクレアーゼ G（EndoG）が、アポトーシス誘導時に核へ移行し、クロ

マチン DNAをヌクレオソーム単位に分解することが報告されている（Li et al., 2001）。

このように、動物のアポトーシス誘導時に見られる核 DNAの断片化についての分子機

構についてはいくつかの知見が得られているが、植物の過敏感細胞死特異的な核 DNA

の断片化に関する知見は乏しく、この断片化を引き起こすヌクレアーゼも同定されてい

ない。 

	
 OsNAC3と OsNAC4の RNAiノックダウン形質転体をそれぞれ用いたマイクロアレイ

解析によって、IREN（Immune Related Endonuclease）というエンドヌクレアーゼ様分子

が OsNAC3 と OsNAC4 の下流で発現制御されていることが明らかになった。このこと

は、この IREN が過敏感細胞死特異的な核 DNA の断片化に関与している可能性を示し

ている。そこで、本章では、イネの過敏感細胞死特異的な核 DNA の断片化に IREN が

実行因子として機能しているのか、また、IREN がどのようにして核 DNA の断片化を

引き起こしているのかなどについて酵素科学的、細胞生物学的、分子生物学的、生化学

的手法を用いて明らかにすることにした。 
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第 2章   

 

材料と方法  

 

1）菌の保存と培養  

	
 Saccharomyces cerevisiae strains BY4743（MATa/a his3 Δ 1/his3 Δ1 leu2 Δ0/leu2 Δ 0 

MET15/met5 Δ0 LYS2/lys2 Δ0 ura3 Δ0/ura3 Δ0）は長浜バイオ大学の向 由起夫 准教

授から分与していただいた。この菌株を YPAD個体培地（1% Yeast extract, 2% peptone, 

2% glucose, 0.56 mM Adenine, 2% Agar）で 30℃、一晩培養し、得られた菌体のコロニー

を YPAD液体培地に植菌してさらに 30℃、一晩培養した。培養後、培養液 5mlに 2.1ml

の滅菌した 50%グリセロールを加えよく攪拌し、50 µlずつ 1.5 mlチューブに分注し、

液体窒素で瞬間凍結して-80℃で凍結保存した。 

 

2）イネ培養細胞における細胞死の検出  

	
 イネ培養細胞における細胞死の検出には Evans blue を用いた色素染色法を用いた

（Turner and Novacky, 1974）。A avenae N1141菌株を 108 cfu/mlになるようにイネ培養細

胞に接種し、108rpm 、30℃、光照射下で振盪培養した。一定時間毎に液体培地 1mlを

イネ培養細胞ごと 24穴プレートに移し、液体培地を取り除いた後、細胞に 0.05%（w/v）

Evans blue（SIGMA、USA）を加え 15 分間染色した。色素を取り除いた後、余剰色素

を取り除くため純水で 3回洗浄し、脱色液（1%（w/v）SDS, 50%（w/v）Methanol）を

1ml加えた。一晩静置した後、この脱色液の 595nmにおける吸光度を分光光度計（Smart 

SpecTM Plus Spectrophotometer, Bio-RAD）を用いて測定し、細胞死を定量した。 

 

3）ベクターの作製  

	
 IREN 抗体作製用の抗原タンパク質発現ベクターである His-tag 融合 IREN 発現用

IREN（128-466）-His×6/pET28b プラスミドと GST-tag を融合した IREN を発現する

pGEX-6p－IRENプラスミドは以前報告されたものを使用した（日比野 修論 2011）。 

 

	
 一過的に IRENを抑制したイネ培養細胞を作製するためのベクターは、dsRNAをイネ

細胞内で高効率に発現することができる pANDAmini vector（Miki and Shimono, 2004）、

（奈良先端科学技術大学大学院・島本功博士より分与）を用いて作製した。IREN の塩

基配列情報を基に 5’-UTR領域を含んだN末端領域をターゲット領域（508bp; -113-395bp）

として増幅させるプライマーセット（Forward primerは cDNA断片を pENTR/D-TOPOと
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ライゲーションするため CACC を付加した）を用いて、アクセッションナンバー

AK100514（IREN）のイネ完全長 cDNA（独立行政法人 農業生物資源研究所から分与）

をテンプレートとして PCRを行った。アガロースゲル電気泳動により目的の cDNA 断

片が増幅されていることを確認した後、pENTR Directional TOPO Cloning Kit（Invirtogen）

を用いて、pENTR/D-TOPO へライゲーションし、大腸菌 DH5aへ形質転換した

（pENTR-IREN RNAi）。 

 

PCR反応液  PCR反応条件 

2×buffer for KOD-FX 7.5 µl  94℃ 2 min 

dNTP（2mM） 3 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F（10 mM） 0.45 µl  *55℃ 30 sec 

Primer R（10mM） 0.45 µl  *68℃ 1min 

KOD-Fx polymerase 0.1 µl  68℃ 7 min 

Sterile Water 2.5 µl  4℃ ∞ 

IREN cDNA（100 pg/ml） 1.0 µl  *（98℃→55℃→68℃）× 30 cycles 

Total vol. 15 µl    

 

	
 作製した pENTR-IREN RNAiから LRクロナーゼ反応（Invitrogen）により IRENの RNAi

ターゲット領域である 508bpを double strands RNA発現用 pANDAminiベクターへ導入し

た （pANDAmini-IREN）。 

 

TOPO○R cloning 反応液  LR clonase 反応液 

PCR product 1 µl  pENTR-IREN RNAi（100 ng/ml） 1.5 µl 

Salt solution 1 µl  pANDAmini（100ng/ml） 1.5 µl 

Steril water 3.5 µl  TE buffer（pH8.0） 6 µl 

pENTR D-TOPO（12.5ng分） 0.5 µl  Total vol. 8 µl 

Total vol 6 µl    

 

【Primer set】 

Primer Sequence 

IREN RNAi 
F AK100514-56F 5’- CACCCAAATCGCAGCGACAGCAAG -3’ 

R AK100514-563R 5’- CCGTCTCCACGATTGTTGGT -3’ 
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下線部は TOPOクローニングサイトを示す。 

 

	
 IREN の細胞内局在を調べるために、Venus-fused IREN/pBI221 プラスミドと

Venus-fused NLS1-deleted IREN/pBI221 、 Venus-fused NLS2-deleted IREN/pBI221 、

Venus-fused NLS1,2-deleted IREN/pBI221プラスミドを作製した。Venus-fused IREN/pBI221

プラスミドは以前報告されたものを使用した（Kaneda et al., 2009）。まず、蛍光タンパ

ク質である Venusと核移行シグナル（NLS1）を欠損させた IREN、または、核移行シグ

ナル（NLS2）を欠損させた IREN それぞれとの融合タンパク質を発現するベクターを

作製するために、pENTR-IREN（終始コドンを含まない：日比野、2011）をテンプレー

トとし、それぞれ、特異的なプライマーセットを用いて Inverse PCR を行った

（KOD-Plus-Mutagenesis Kit, Takara bio Inc）。PCR反応液に DpnIを加え、37℃で 1時間

反応させることで、テンプレートプラスミドの消化を行った後、PCR 産物を 16℃で 1

時間セルフライゲーションさせ、大腸菌 DH5aへ形質転換した（NLS1-deleted 

IREN/pENTR、NLS2-deleted IREN /pENTR、NLS1,2-deleted IREN/pENTR）。 

 

Inverse PCR反応液  Inverse PCR反応条件 

2×buffer for iPCR 7.5 µl  94℃ 2 min 

2 mM dNTP 3 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F（10 µM） 0.45 µl  *68℃ 1min 

Primer R（10 µM） 0.45 µl  68℃ 7 min 

KOD -plus- 0.1 µl  4℃ ∞ 

Sterile Water 2.5 µl  *（98℃→68℃）× 30 cycles 

pBI221-IREN－Venus（100 pg/µl） 1.0 µl  

Total vol. 15 µl  

 

【Primer set】 

NLS1-deleted 

IREN/pENTR 

F 5’ -CCCGGGAATTCTAGAAATGGCGAAGAAGCAGCGGA -3’ 

R 5’ -CGATGAATTAAGCTTCTAGGGGGTTCGAGGGGTG -3’ 

NLS2-deleted 

IREN/pENTR 

F 5’ -CCCGGGAATTCTAGAAATGGTGTCCTGCACCACGTTCAAC -3’ 

R 5’ -CGATGAATTAAGCTTCTAGGGGGTTCGAGGGGTG -3’ 

NLS1,2-deletedI

REN/pENTR 

F 5’ -CCCGGGAATTCTAGAAATGGCGAAGAAGCAGCGGA -3’ 

R 5’ -CGATGAATTAAGCTTCTAGGGGGTTCGAGGGGTG -3’ 
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Self-ligation 反応液 

PCR product（DpnI treted） 2 µl 

Ligation High 5 µl 

T4 Polynucleotide Kinase 1 µl 

Sterile Water 7 µl 

Total. Vol 15 µl 

 

作製した NLS1-deleted IREN/pENTR、 NLS2-deleted IREN /pENTR、 NLS1,2-deleted 

IREN/pENTRを LRクロナーゼ反応（Invitrogen）により pBI221-Venusベクターへ導入し

た （Venus-fused NLS1-deleted IREN/pBI221、Venus-fused NLS2-deleted IREN/pBI221、

Venus-fused NLS1,2-deleted IREN/pBI221）。 

 

LR clonase 反応液 

エントリーベクター（100 ng/ml）* 1.5 µl 

pBI221-Venus（100ng/ml） 1.5 µl 

TE buffer（pH8.0） 6 µl 

Total vol. 8 µl 

* NLS1-deleted IREN/pENTR、NLS2-deleted IREN/pENTR、NLS1,2-deleted IREN/pENTR 

 

	
 IREN の核移行が過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA の断片化を引き起こすの

に重要かどうかを調べるための pBI221-IREN、pBI221-NLS1,2-deleted IRENを作製するた

めに、IREN/pENTR（終始コドン含む）と NLS1,2-deleted IREN/pENTR（終始コドン含む）

をそれぞれ LR clonase 反応によりインサートを植物細胞内発現用ベクターである

pBI221ベクターへ導入した（pBI221-IREN、pBI221-NLS1,2-deleted IREN）。 

 

LR clonase 反応液 

エントリーベクター（100 ng/ml）* 1.5 µl 

pBI221-Venus（100ng/ml） 1.5 µl 

TE buffer（pH8.0） 6 µl 

Total vol. 8 µl 

*IREN/pENTR、NLS1,2-deleted IREN/pENTR 
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 酵母発現用ベクターである pEG-IREN、pEG-IREN deletion NLS1,2を作製するために、

pEG-IREN は pCR-Blunt-IREN をテンプレートとし、pEG-IREN deletion NLS1,2 は

NLS1,2-deleted IREN/pBI221 をテンプレートとし、それぞれの特異的なプライマーセッ

トを用いて増幅した。pEG ベクターは XbaI と HindIII で制限酵素処理した。増幅した

PCR断片と制限酵素処理したベクターをスピンカラムで精製し、In-Fusion cloning反応 

（In-Fusion HD Cloning Kit, Clontech Laboratories, Inc.）を行い大腸菌 DH5aへ形質転換し

た（pEG-IREN、pEG-IREN deletion NLS1,2）。 

PCR反応液  PCR反応条件 

2 × buffer for KOD-FX 25 µl  94℃ 2 min 

dNTP（2mM each） 10 µl  *98℃ 10 sec 

Primer F（10 mＭ） 1.5 µl  *55℃ 30 sec 

Primer R（10 mＭ） 1.5 µl  *68℃ 1 min/kbp 

KOD-FX polymerase 1 µl  4℃ ∞ 

Sterile Water 10 µl    

Plasmid template （100 pg/ml） 1 µl  *（98℃→55℃→68℃）× 30 cycles 

Total vol. 50 µl    

 

【Primer set】 

pEG-IREN 
F F 5’ -CCCGGGAATTCTAGAAATGGCGAAGAAGCAGCGGA -3’ 

R R 5’ -CGATGAATTAAGCTTCTAGGGGGTTCGAGGGGTG -3’ 

pEG-IREN 

deletion NLS1,2 

F F 5’ -CCCGGGAATTCTAGAAATGGTGTCCTGCACCACGTTCAAC -3’ 

R R 5’ -CGATGAATTAAGCTTCTAGGGGGTTCGAGGGGTG -3’ 

 

In-Fusion cloning反応液  制限酵素反応液 

5 × In-Fusion HD Enzyme Premix 2 µl  XbaI 1.5 µl 

線状化ベクター X µl  HindIII 1.5 µl 

精製済 PCR断片 Y µl  10×M buffer 1.5 µl 

 Up to 10 µl  Plasmid 6 µg分 

50℃ 15 min インキュベーション   Up to 50 µl 

  37℃ 3h インキュベーション 
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4）核 DNAのラダー化検出  

	
 A. avenae N1141菌株（108 cfu/mL）をイネ培養細胞に接種し、接種して 0、6、12時

間後の細胞を回収し、50 mM Hepes-KOH（pH 7.2）で 2回洗浄後、液体窒素で瞬間凍結

した。これらのサンプルに DNA抽出バッファー（2%（w/v））hexadecyl triethyl ammonium 

bromide（CTAB）、1.4 M NaCl、0.1 M Tris-HCl（pH 8.0）、20 mM EDTA and 1%（w/v）

polyvinylpyrrolicone-30）を 500 µl加え、65°C、10 分間インキュベートした。 常温にま

でサンプルを冷まし、そこへ 3 M酢酸ナトリウムを 60 µl加え、DNA抽出バッファーと

等量の CIA を加え、5 分間シーソーシェーカーで緩やかに混合した。その後、室温で

12,000g、5 分間遠心分離し、上清を新しい 1.5 mlエッペンチューブに移した。そこへ、

サンプル溶液と等量のイソプロピルアルコールを加え、さらに、4℃で 12,000g、5分間

遠心し、上清を除去した後、70%冷エタノールを 800 µl加え遠心し、得られたペレット

を洗浄し、減圧乾燥させた。乾燥後、0.5 mL Tris-EDTA（TE）buffer を加え、ペレット

を溶解後、100 µg/ml RNase Aを添加し 37°Cで 30分間 RNA消化処理を行った。30分

後、3 M酢酸ナトリウムを 60 µl加え、等量のフェノール/クロロホルム溶液を加え混合

後、室温で、12,000g、5分間遠心分離し、上清を新しい 1.5 mlエッペンチューブに移し

た。そこへ得られた上清と等量のイソプロピルアルコールを加え、5分間室温で静置後、

-20℃で 15分間インキュベートした。15分後、4℃、12,000g、1秒間遠心して、大きい

サイズの DNAを沈殿させた。上清を新しい 1.5 mlエッペンチューブに移し、12,000g、

15分間遠心分離した後、70%冷エタノールで洗浄し、得られたペレットを TE bufferに

溶解し、この溶液の 260 nm と 280 nmにおける吸光度を分光光度計により測定するこ

とで DNAの濃度定量と純度を確認した。得られた DNA10 µgを 2%（w/v）アガロース

ゲルにアプライし、電気泳動を行った後、終濃度 0.5 µg/mL ethidium bromideで DNAを

染色後、 ATTO CCD camera system（Tokyo, Japan）を用いて写真を撮影した。 

 

5）定量的リアルタイム RT-PCRを用いた IRENの発現量解析  

	
 A. avenae N1141菌株（108 cfu/mL）をイネ培養細胞に接種し、0、1、3、6時間後の細

胞 100 mg を回収し培地を除去後、液体窒素で瞬間凍結した。RNeasy Plant Mini Kit

（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて、回収した細胞から total RNA を抽出し、

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit（QIAGEN）に従って qRT-PCRを行い、IRENの mRNA

発現量解析を行った。SYBR Green 由来の蛍光値から得られた増幅曲線データより、指

数関数的増幅域に閾値（Threshold）を設定し、閾値と増幅曲線が交差する点を Ct 値

（Threshold Cycle）として算出した。使用した primerセットは以下に示す。また、補正
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には 18S rRNA遺伝子を使用した（Jain et al., 2006）。 

 

qRT-PCR 反応液  qRT-PCR反応条件 

2 ×QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 µl  50℃ 30 min 

Primer F 1 µl  95℃ 15 min 

Primer R 1 µl  *95℃ 15 sec 

QuantiTect RT Mix 0.2 µl  *55℃ 30 sec 

Nuclease-Free water 6.8 µl  *72℃ 1 min 

Total RNA （100 ng/ml） 1 µl  72℃ 10 min 

Total vol. 20 µl  *（95℃→55℃→72℃） × 40 cycles 

   65℃ 1 min 

 

【Primer set】 

IREN 
F F 5’-CTGCCAGGCACTTTGTCAGT-3 

R R 5’-TCTTGGCTGCAGCATGTAGG-3’ 

18S rRNA 
F F 5′-CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA-3′ 

R R 5′-ACACTTCACCGGACCATTCAA-3′ 

 

6）In-gel ヌクレアーゼ活性測定  

	
 核と細胞質の画分は Plant Nuclei Isolation/Extraction kit（SIGMA）を用いて以下の方法

で調整した。A. avenae N1141菌株（108 cfu/mL）をイネ培養細胞に接種し、接種して 0、

3、6、9時間後の細胞をそれぞれ回収し、培地を除去後、液体窒素で凍結させた。凍結

させたイネ培養細胞の重量を測定した後、乳鉢と乳棒を用いて液体窒素中で粉末状にな

るまで磨り潰した。粉末状にした培養細胞を 1.5 ml エッペンチューブに移し、NIBA 

buffer（NIB buffer 2.5ml protease inhibitor cocktail：SIGMA）25 µlを 3 ml/gになるように

加え、懸濁した後、4℃、1,200gで 10分間遠心分離し、上清を細胞質画分とした。ペレ

ットに 1×NIBA bufferを 500 µl加えて再懸濁し、10%TritonX-100を終濃度が 0.4%にな

るように加えた。4℃、1,200g で 10 分間遠心分離後、上清を除去し、このペレットの

2/3量の Extraction bufferを加えて再懸濁後、4℃で 30分間ボルテックスを行った。これ

を 4℃、1200gで 10分間遠心分離し、上清を核画分として回収した。回収した細胞質分

画と核画分は液体窒素で凍結後、-80℃で保存した。この一連の作業はコントロールで

ある水を接種したイネ培養細胞の場合も同様に行い、核画分と細胞質画分を得た。得ら
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れたそれぞれの核画分と細胞質画分のタンパク質を Microplate BCA protein assay 

kit-Reducing Agent Compatible（Pierce）を用いて定量した。Standard control（それぞれの

画分の Extraction buffer から DTT を除いたもの）、Sample Control（それぞれの画分の

Extraction bufferを使用）、Protein Standard（Standard Controlを使用）、Sampleをマイク

ロプレートウェルの中央に 9 µlずつ添加した後、それぞれに 4 µlのCompatibility Reagent 

Solution を加えた。プレートに蓋をして、プレートシェーカーにて 1分間混合し、37℃

で 15分間インキュベートした。それぞれのウェルに 260 µl BCA working Reagent を加

え、プレートに蓋をして、プレートシェーカーで 1分間混合し、37℃で 30分間インキ

ュベートした。室温まで冷ました後、OD595を測定した。Protein Standard は、BSAの希

釈系列 2 mg/ml、1.5 mg/ml、1.0 mg/ml、0.75 mg/ml、0.5 mg/ml、0.25 mg/ml、0.125 mg/ml

を用いた。それぞれの吸光度の値から、Standard Controlの吸光度の値を差し引いた値を

Protein Standard、 Sample Control、 Sampleとした。Protein Standardから検量線を作成

し、Sample から Sample Control を引いた値からタンパク質濃度を算出した。A. avenae 

N1141菌株接種して 9時間後のイネ培養細胞から単離した核画分を 50 µg使用し、5 × 

SDS buffer （-DTT）と 4:1になるように混合した。DNAを含む 10% running gel のアク

リルアミドゲル用にそれぞれのサンプルをアプライし、100V、500 mA、200 W、4℃に

て SDS-PAGEを行った。その後、500 mlの 10 mM Tris-HCl（pH7.8）にゲルを入れ、50℃

で 1時間放置することで SDSを除いた。次に、500 mlの 10 mM Tris-HCl（pH7.8）にゲ

ルを入れ、4℃で一昼夜放置し、リフォールデイングさせた。そして、200 mlの反応バ

ッファー1（50 mM Tris-HCl（pH7.0）、2 mM MgCl2・6H2O、2 mM CaCl2・2H2O）、反応

バッファー2（50 mM Tris-HCl（pH7.0））にそれぞれゲルを入れ、37℃で 48時間反応さ

せた後、終濃度が 0.5 µg/mlの EtBrで DNAを染色後、トランスイルミネーターで検出

した。 

 

7）酵母への酢酸リチウム法による遺伝子導入  

	
 2 mlの YPD液体培地（2%（w/v）グルコース、2%（w/v）peptone、1%（w/v）yeast extract）

に酵母を植菌し、30℃で一晩培養した（前培養）。5 mlの YPDに終濃度が 2%になるよ

うに前培養液を植菌し、OD600=1±0.2（2 × 107 cells/ml）になるまで 30℃で培養を行っ

た（本培養）。滅菌チューブに本培養液を移し、400g、5 分間遠心分離し菌体を回収し

た後、菌体に約 5 mlの滅菌水を加え懸濁し、400g、5分間遠心分離し菌体を洗浄した。

菌体に 100 mM LiAcを 500 ml加え懸濁後、17,800g、10秒間遠心分離しデカントで上清

を除去した。得られた菌体に、50% PEG 240 ml→1.0 MLiAc 36 µl→キャリアーDNA（2.0 

mg/ml）25 µl→導入プラスミド 100 ngを順番に加え vortexで混合し、30℃、30分間振
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盪培養した後、42℃、20分間ヒートショックを行い、17,800g、10秒間遠心分離し上清

を除去した。菌体を滅菌水 50 µlで懸濁し、全量をプレーティングし 30℃で 2-3日培養

した。 

 

8）リコンビナント IRENタンパク質  （GST-IREN）  の発現と精製  

	
 作製した GST-IREN 発現ベクターGST-IREN/pGEX-6P-3 を導入した BL21（DE3）株

を LB液体培地 2 mlに植菌し、37℃で一晩振盪培養した。LB液体培地 1Lにその 1/2000

量の前培養液を加え、OD600が 0.6付近になるまで 37℃で振盪培養した。OD600が 0.6付

近に達したら、終濃度が 0.1 mMとなるように、100 mM IPTGを添加し、37℃で 3時間

振盪培養しタンパク質発現誘導を行った。発現誘導後、4℃、2,300g で 10 分間遠心分

離を行い、菌体を回収した。その後、菌体を PBS（-）で洗浄し、再度遠心分離を行い、

上清を取り除いた。洗浄した菌体に培養液の 1/50量の binding bufferを加えて懸濁し、

超音波破砕機により菌体を破砕した。破砕液を遠心分離し、上清を Binding buffer で平

衡化した Glutathione sepharoseTM High performance担体（GE Healthcare）を用いてバッチ

法で精製した。 

 

9）IREN抗体の作製  

	
 大腸菌 BL21（DE3）に抗原となる IRENを発現するベクターである IREN（128-466）

-His×6/pET28bをハナハン法で導入し、37℃で一晩培養した。前培養として、得られた

形質転換体のコロニーを LB液体培地（50 µg/ml kanamycinを含む）2 mlに植菌し、37℃

で一晩振盪培養した。LB液体培地（50 µg/ml kanamycinを含む）1Lにその 1/2000量の

前培養液を加え、OD600が 0.6付近になるまで 37℃で振盪培養した。OD600が 0.6付近に

達したら、終濃度が 0.1 mMとなるように、100 mM IPTGを添加し、37℃で 3時間振盪

培養しタンパク質の発現誘導を行った。このとき発現確認用に IPTGを加えない大腸菌

も用意した。培養後、2,300g で 10 分間遠心分離を行い、回収した菌体を Lysis buffer

（NaH2PO4・2H2O、NaCl、Imidazole、pH8.0）25 mlで懸濁し、2,300gで 10分間遠心分

離した後、再度 Lysis buffer 25 mlで懸濁した。菌体懸濁液を超音波破砕機（ULTRASONIC 

DISRUPTOR UD201、TOMY社）を用いて氷上で破砕 10秒、冷却 20秒を 20サイクル

行うことで菌体を破砕し、菌体破砕液を 4℃、10,000g、60 分間遠心分離し、上清を新

しいファルコンチューブに移し、ペレットに上清と等量の Lysis bufferに再懸濁した。

上清とペレットを等量の 2×sample bufferで混合して 95℃で 5分間熱処理後、氷上に 20

秒間静置したものを 12.5%アクリルアミドゲルにアプライし、SDS-PAGEを行った。ま

た、タンパク質分子量マーカーとして Low range（SP-0110）（APRO社）を使用した。
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泳動終了後、ゲルを CBB染色（CBB-R250、Methanol、Acetic acid）することでリコン

ビナント抗原 IRENタンパク質の発現を確認した。抗原 IRENタンパク質は封入体とし

てペレットに存在していたことから、菌体破砕液を 4℃、10,000g、60分間遠心分離し、

そのペレットに 20 mlの封入体洗浄液（0.5% Triton X-100、1 mM EDTA）を加えて懸濁

し、4℃、2,300gで 10分間遠心分離を行い、上清を除いた。この操作を 3回繰り返した

後、残ったペレットに洗浄 buffer（100 ｍM NaH2PO4・2H2O、10 ｍM Tris、2M Urea、

pH8.0（NaOHで調整））を 20 ml加えて懸濁し、同様に遠心分離し、上清を除いた。こ

の操作を3回繰り返した後、ペレットに5 mlの可溶化buffer（100 ｍM NaH2PO4・2H2O、

10 ｍM Tris、6 M Urea、pH8.0（NaOHで調整））を加えてボルテックスで懸濁し、1時

間静置した。可溶化後、4℃、15,300g、30分間遠心分離を行い、上清を新しいチューブ

に移した。可溶化の操作を数回繰り返して得られた可溶化上清を 12.5%のアクリルアミ

ドゲルにアプライし、100V定電圧で 120分間 SDS-PAGEを行い、CBB染色でバンドを

検出することで、IREN（128-466）-His×6が可溶化されているかを確認した。可溶化さ

れた IREN（128-466）-His×6 タンパク質を定量するため、BSA の標品を用いて調製し

たスタンダード溶液（30 µg、20 µg、10 µg、5 µg、2.5 µg）と発現 IRENを同時に SDS-PAGE

で分離し、CBB で染色後、バンドの濃淡を ImageJ で計測することによって発現 IREN

を定量した。 

	
 抗原の投与から抗血清作製まではユーロフィンジェノミクス株式会社に委託した。免

疫動物はウサギとし、初回は 0.15 mgを投与し、その後は 14日間毎に 0.3 mgの投与を

5 回行い、初回免疫から 77 日後に全採決を行うスケジュールで抗体作製を行った。ま

た、中間報告として、3回目の投与 7日後（1st）と 4回目の投与 7日後（2nd）に試験

採決を行い、その時点での抗体価を ELISA（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）によ

って測定した。 

	
 IREN 抗体を抗血清から精製するために、GST-IREN タンパク質を発現精製した。抗

原 IRENタンパク質を発現誘導と同様に IPTGを添加後、25℃で 24時間の静置培養する

ことで、発現誘導を行った。発現誘導後、4℃、2300gで 10分間遠心分離し、菌体を回

収した。その後、菌体を培養液 1/20量の Binding buffer（PBS; 140 mM NaCl、2.7 mM KCl、

10 mM Na2HPO4、1.8mM KH2PO4、pH7.3）で懸濁し、4℃、2300gで 10分間遠心分離を

行い、菌体を洗浄した。この作業を 2回繰り返した後、菌体に培養液の 1/50量の Binding 

bufferを加えて懸濁し、破砕と遠心分離により、破砕上清を得た。破砕上清を 10%アク

リルアミドゲルを用いた SDS-PAGE で分離後、一次抗体に TBST で 2000 倍希釈した

GST抗体（rabbit-IgG、MBL）と 8000倍希釈した IREN抗血清をそれぞれ用いてウエス

タンブロット解析を行った。発現確認後、菌体の破砕液を遠心して得られた上清を
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Binding buffer で平衡化した Glutathione sepharoseTM High performance（GE Healthcare）担

体を用いてバッチ法で IRENタンパク質を精製した。また、タンパク質の定量には、Quick 

Start Bradford protein assay（Bio-RAD）を用いた。 

	
 精製した GST-IRENが含まれる溶出画分（GST-IREN の総量 1.5 mg）を Amicon Ultra-4 

10K（Millipore）に 3.5 ml入れ、7,500gで 20分間遠心させ、サンプルの液量が 500 ml

になるまで濃縮した。10 mlの Coupling buffer（200 mM NaHCO3、500 mM NaCl、pH8.3）

で平衡化させた NAP-5TM columns（GE Healthcare）に、濃縮した GST-IREN溶液 500 ml

をアプライし、1 mlの Coupling buffer で溶出することで、GST-IRENの溶液を Coupling 

bufferに置換した。溶出液のタンパク質濃度は 0.65 mg/mlとなり、これを IREN抗体精

製カラムの作製に用いるリガンド溶液とした。 

	
 IREN抗体精製には、HiTrap NHS-activated HP column に GST-IRENをカップリングし

たアフィニティーカラムを使用した。抗血清を TBS（20 mM Tris-HCl pH7.4、150 mM 

NaCl）で平衡化された上記のアフィニティーカラムに添加し、TBS10 mlで洗浄した後、

3 mlの 0.1 M Glysin-HCl（pH2.5）によりカラムに吸着したタンパク質を溶出した。溶出

後、直ちに 1 M Tris-HCl（pH9.5）を加えることで中和した。 

 

10）IRENのイネ細胞内局在  

（A）共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析 

第 1 章の｢イネプロトプラストの単離と PEG 法による形質転換｣の項に従って、イネプ

ロトプラストを単離し、このプロトプラストに IREN 発現ベクターである

pBI221-IREN-Venus、核移行シグナルを 1 カ所欠損させた IREN の発現ベクターである

pBI221-deleted NLS1 IREN-Venus、pBI221-deleted NLS2 IREN-Venus、核移行シグナルを 2

カ所欠損させた IREN発現ベクターである pBI221-deleted NLS1,2 IREN-Venusを導入した。

遺伝子導入後、遮光 30℃で、6-8時間培養後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。また、

このとき、顕微鏡観察する 1時間前に Hoechst 33342を終濃度 20 mg/mlとなるようにプ

ロトプラストに処理した。 

（B）ウエスタンブロットによる解析（immunoblot）  

	
 第 2章の｢In-gel ヌクレアーゼ活性測定｣の項にしたがって、A. avenae N1141菌株と水

を処理したイネ培養細胞からそれぞれ核画分と細胞質画分を回収しタンパク質定量を

行った。得られたそれぞれの画分 10 µgずつを 10%アクリルアミドゲルにアプライし、

100V定電圧で 120分間 SDS-PAGEで分離後、2000倍希釈の IREN抗体を用いたウエス

タンブロット解析を行った。タンパク質の検出には、ECL-plus を利用したケミルミネ

ッセンスで検出した。また、このときのアプライ量を Silver Stain kit Wako（Wako） を
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用いて銀染色を行うことにより確認した。 

 

11）IRENの  RNAiによる抑制  

pANDAminiに IREN mRNAの 508 bpを組み込んだ pANDAminiIRENベクターをイネ培養

細胞にパーティクルボンバードメント法を用いて導入した。導入後、R2S液体培地に細

胞を移し、24時間、30℃、遮光で培養し、それをアッセイに用いた。 

 

12）TUNEL染色  

（A）イネ培養細胞を用いた解析  

第 1 章の｢植物病原菌の保存と培養｣の項に従って培養した A. avenae N1141 菌株を

108cfu/mlになるようにイネ培養細胞に接種し、接種して 12時間後にイネ培養細胞懸濁

液 1mlを 24穴プレートに回収し、培地を除去した。1×PBSで 3回洗浄し、4%パラホル

ムアルデヒド/PBS を 1ml 加え、一晩室温で固定した。固定したサンプルを一部エッペ

ンドルフチューブにとり、1×PBSで 3回洗浄した後、0.2% triton-100/PBSを 200 mlを加

え、室温で 30分間、透過処理を行った。30分後、1×PBSで 3回洗浄後、PCRチューブ

に移し DeadEnd Fluoromeric TUNEL system（Promega）に従って細胞を TUNEL染色した。 

 

（B）酵母を用いた解析  

第 2 章の｢酵母への酢酸リチウム法による遺伝子導入｣の項に従って得られた形質転換

体を SC-Leu液体培地 3 mlに植菌し、30℃で振盪培養した。OD610が 1.0に達したとこ

ろで、集菌して SG-Leu液体培地で 2回洗浄後、再度、SG-Leu液体培地 3mlで懸濁し、

12 時間培養し、タンパク質発現誘導した。12 時間後、培養液を 1ml 回収し、PBS で 3

回洗浄後、3.7%（v/v）ホルムアルデヒドで 1時間固定した。PBSで 3回洗浄し、Zymolyase 

20 T（650 µg/ml, Nacalai tesque, Kyoto, Japan）を含む sorbitol buffer（35 mM potassium 

phosphate buffer（pH 7.3）,1.2 M sorbitol, 0.5 mM MgCl2）を 200 µl加え、37℃、40分間

処理後、PBS で 3 回洗浄した。ProteinaseK（20 mg/ml ProteinaseK、100 mM Tris-HCl 

（pH8.0）、50 mM EDTA）を加え、37℃、1時間処理し PBSで 3回洗浄し、そこに、0.1% 

Triton X-100（v/v）と 0.1% クエン酸（w/v）を等量加え、氷上に 15分間静置し透過処

理を行った。処理後、PBSで 3回洗浄し、DeadEnd Fluoromeric TUNEL system（Promega）

を用いて TUNEL染色を行った。染色後、DAPI（1 mg/ml DAPI、20 mM Tris-HCl（pH7.6）、

0.25 Mスクロース、1 mM EDTA、1mM MgCl2、0.1 mM ZnSO4、0.4 mM CaCl2、0.05% 

2-Melcaptethanol）で DNA の断片化を染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用い FITC 蛍光

を観察した。また、観察にはスライドガラスに 0.1 mg/ml poly-L-Lysinでコーティング
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してあるものを使用した。 

 

13） in vitro nuclease activity assayによる IRENのヌクレアーゼ活性の測定  

	
 リコンビナント IRENタンパク質と等量のコントロール溶出画分をそれぞれ基質であ

る環状 pBluescriptと下記のバッファー中で 30℃、遮光条件下で 16時間反応させた。比

較として、基質と滅菌水のみの反応も行った。反応後、反応溶液 4 µl（pBluescript 100 ng

分）を 1.25 %アガロースゲル電気泳動後、EtBrにより DNAを染色し、トランスイルミ

ネーターを用いて DNAを可視化した。 

 

【 in-vitro nuclease反応液（環状 pBluescript）】  

 組成 容量 

 5×buffer* 8 µl 

 IREN発現タンパク質 200 ng 

 環状 pBluescript 1 µg 

 Sterile Water  40 µl 

*下記のカチオンが含まれるバッファーをそれぞれ使用。 

 

【5×buffer Ca2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 CaCl2･2H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 7.4 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 µmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Mg2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 MgCl2・6H2O（Wako）終濃度 10 mM 10.2 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 µmフィルターで滅菌 
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【5×buffer Mn2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 MnCl2・4H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 9.9 mg  

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 µmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Zn2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 ZnCl2（Wako）終濃度 20 mM 13.6 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 µmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer カチオン無】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 µmフィルターで滅菌 

 

14）IRENの活性に必要なカチオンの探索  

	
 リコンビナント IRENタンパク質と、等量のコントロールの溶出画分をそれぞれ、基

質である直鎖状 pBluescriptと混ぜて 30℃、遮光下で、16時間程度反応させた。この反

応の際に、それぞれのカチオンを含む反応液を用いることで活性化に必要なカチオンを

同定した。各レーンのバンドの黒化度を Image J（National Institutes of Health（NIH））を用

いて解析し、比較用反応液のバンドの分解率を 0%として、各レーンのバンドの分解率を

算出し、グラフ化した。 
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【 in-vitro nuclease反応液（直鎖状）】  

 組成 容量 

 5×buffer 8 µl 

 IREN発現タンパク質 200 ng 

 直鎖状 pBluescript（EcoRⅠ処理） 100 ng 

 Total vol. 40 µl 

 

【比較用反応液（直鎖状）】 

 組成 容量 

 直鎖状 pBluescript（EcoRⅠ処理） 100 ng 

 Total vol. 40 µl 

 

【5×buffer Ca2+ +Mg2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 CaCl2･2H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 22.2 mg 

 MgCl2・6H2O（Wako）終濃度 10 mM 7.4 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Ca2+ + Zn2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 CaCl2･2H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 22.2 mg 

 ZnCl2（Wako）終濃度 20 mM 13.6 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Mg2++ Zn2+】 

 組成 容量 
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 Tris（Wako） 151.4 mg 

 MgCl2・6H2O（Wako）終濃度 10 mM 7.4 mg 

 ZnCl2（Wako）終濃度 20 mM 13.6 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Ca2+ +Mg2++ Zn2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 CaCl2･2H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 22.2 mg 

 MgCl2・6H2O（Wako）終濃度 10 mM 7.4 mg 

 ZnCl2（Wako）終濃度 20 mM 13.6 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Ca2+ + Mn2+】 

 組成 容量 

 Tris （Wako） 151.4 mg 

 CaCl2･2H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 22.2 mg 

 MnCl2・4H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 9.9 mg  

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Ca2+ + Mn2++ Zn2+】 

 組成 容量 

 Tris （Wako） 151.4 mg 

 CaCl2･2H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 22.2 mg 

 MnCl2・4H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 9.9 mg  

 ZnCl2（Wako） 終濃度 20 mM 13.6 mg 
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 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

【5×buffer Mn2++ Zn2+】 

 組成 容量 

 Tris（Wako） 151.4 mg 

 MnCl2・4H2O（nacalai tesque）終濃度 10 mM 9.9 mg  

 ZnCl2（Wako）終濃度 20 mM 13.6 mg 

 Adjust pH to 7.0 using HCl 
 

 Total vol.  5 ml 

＊0.22 mmフィルターで滅菌 

 

15）IRENの至適 pH測定 

	
 Recombinant IRENタンパク質のヌクレアーゼ活性を測定するときに、各反応液の pHを

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 に調整したものを用いた。Mn2+は pH8.0 と 9.0 で、沈殿したため、

Mn2+については pH 5.0、6.0、7.0だけを用いた。 

 

16）タバコへの IRENの一過的発現 

（A）N. benthamianaの育成  

N. benthamianaの種子を次亜塩素酸殺菌水溶液（1%次亜塩素酸ナトリウム（有効塩素濃

度 5%）、0.02% Tween20）1 ml中に浸し、ボルテックスで 10分間撹拌した。その後、1 

mlの滅菌水で 5回洗浄し、溶液を除去後、500 µlの 0.1%Agar溶液を加えた MS培地上

に種子を 15粒程播種し、人工気象器（Biotron）内で 22.0-23.0℃、光の強度 80 µmolm-2s-1、

明期 16時間、暗期 8時間で約 2週間生育させた。播種から約 2週間後、N. benthamiana

を 10.5 cmポットへ移植した。ポットは下から順に、赤玉土（中粒: 琴印）を 1 cm程度、

スーパーミックス A（サカタのタネ）を 8割程度、スーパーミックス A: バーミキュラ

イト（ニッタイ株式会社）= 4 : 6の割合で混合させたものを加えた。ポットには液体肥

料（HYPONeX: 株式会社ハイポネックスジャパン）を加えた水道水を散水し、2,000 Lux、

温度は 25-26℃で栽培した。1日 1回水道水を与え、1週間に 1回液体肥料を与えた。 

（B）Agrobacteriumの N. benthamianaへの接種  

pMDC32-IRENベクターをエレクトロポレーションにより Agrobacterium tumefaciens C58C1
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菌株へ導入した。pMDC32-IREN を保持した Agrobacteriumを LB培地（25 mg/mlハイグ

ロマイシンと 25 mg/ml カナマイシンを含む）に植菌し、22℃暗黒下で培養後、2000g

で集菌し、OD600が 0.5 になるように MMA（10 mM MES、10 mM MgCl2、100 mM 

Acetsyringone、pH5.6）バッファーに懸濁し、室温で 2 時間インキュベーション後、

Agrobacterium懸濁液を N. benthamianaの葉にシリンジを当て浸潤させ、6日後に観察し

た。 
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第 2章  

 

結果  

 

1.	
 A. avenae N1141菌株を接種したイネ培養細胞で認められる核 DNAの断片化  

	
 イネに対して非病原性である A. avenae N1141菌株をイネ培養細胞に接種すると過敏

感細胞死が誘導される。そこでまず、実際に、A. avenae N1141菌株接種することで過

敏感細胞死を引き起こしたイネ培養細胞において核 DNAの断片化が誘導されているの

か調べることにした。菌接種して 12時間後のイネ培養細胞を固定した後、TUNEL法に

よりゲノム DNAの切断によって生じる 3’-OH突出末端を蛍光標識（FITC）し、共焦点

レーザー顕微鏡を用いて観察した。その結果、N1141菌株を接種したイネ培養細胞では

核 DNAの断片化を示す FITCの強い蛍光が多く観察された（Fig. 2-1）。そこで、次にこ

の断片化がヌクレオソーム単位で起きているのかどうかを調べることにした。イネ培養

細胞に水と A. avenae N1141菌株をそれぞれ接種して 0、6、12時間後のイネ培養細胞か

らゲノム DNA を単離し、アガロースゲル電気泳動で分離後、各 DNA 断片をエチジウ

ムブロマイド染色により可視化した。その結果、N1141 菌株を接種して 6 時間後では

DNAのラダー化は確認できなかったが、12時間後のイネ細胞において 180bpのヌクレ

オソーム単位の DNAラダー化が観察された（Fig. 2-2）。一方、水を接種したイネ培養

細胞では接種して 12時間後でもそのような DNAのラダー化は観察されなかった（Fig. 

2-2）。 

	
 以上のように、A. avenae N1141菌株を接種したイネ培養細胞において過敏感細胞死

の特徴である核 DNA の断片化が認められ、この断片化によって DNA はヌクレオソー

ム単位で分解されていることが示された。 

 

2.	
 エンドヌクレアーゼとしての IRENの同定  

	
 次に、このような過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA断片化の実行因子を同定

することにした。まず、前章で、過敏感細胞死誘導に関与する OsNAC3の RNAiノック

ダウン形質転換体を用いたマイクロアレイ解析データから、OsNAC3によって発現制御

される遺伝子群中に DNAの分解に関与すると考えられるエンドヌクレアーゼをコード

する遺伝子（AK100514）が一つ存在していることが明らかとなった。この遺伝子は以

前、我々の研究で過敏感細胞死を正に制御する OsNAC4 の下流で発現制御されている

ことも明らかになっている（Kaneda et al., 2007）。AK100514の推定タンパク質は、全長

471アミノ酸で構成されており、N末端側に endonuclease-exonuclease-phosphatase（EEP）
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domain を含み、C 末端側には Ca2+結合部位として知られている EF-hand モチーフを有

している（Fig.2-3）。これまで、この遺伝子についての報告は無く、この遺伝子産物の

機能についても全く知見が得られていない。そこで、この遺伝子を IREN（immune-related 

endonuclease）と名付け、その機能についての解析を試みることにした。 

 

3.	
 IRENの過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA断片化への関与  

	
 過敏感細胞死の誘導を制御するOsNAC3とOsNAC4の RNAiノックダウン形質転換体

を用いたマイクロアレイ解析の結果から、エンドヌクレアーゼ分子をコードしている遺

伝子 IRENが同定された。そこで、実際に IRENが過敏感細胞死誘導時に認められる核

DNA の断片化に関与しているのかを調べるために、イネ細胞内で IREN を一過的に過

剰発現させ、核 DNA の断片化が誘導されるかどうかを TUNEL 法で調べた。この時、

実際に IREN遺伝子が発現している細胞を同定するため、DsRed遺伝子（pAHC17-DsRed）

を IREN遺伝子（pBI221-IREN）と一緒に細胞内に導入し、導入 12時間後に細胞を固定

し TUNEL反応を行った。そこで、DsRedの蛍光が観察される細胞において TUNEL陽

性を示し FITCの蛍光を持つ核が存在するかを共焦点レーザー顕微鏡で調べた。その結

果、コントロールの pAHC17-DsRed と pBI221 空ベクターを導入した細胞においては、

DsRedの蛍光が観察される細胞の中で FITC蛍光を示す核を持つ細胞は一つも存在しな

かった（Fig. 2-5, I-L）。一方、pAHC17-DsRedと pBI221-IRENを導入した細胞では、DsRed

の蛍光が観察される細胞において FITC蛍光を示す核を持つ細胞が複数認められ、IREN

を過剰発現すると核 DNAが断片化することが確認された（Fig. 2-5, A-D）。そこで、次

に、この様な核 DNA の断片化が核 DNA のラダー化を引き起こした結果なのかを調べ

るため、イネプロトプラストに pBI221-IREN、pBI221-OsNAC4（ポジティブコントロー

ル）、pBI221 empty vector（ネガティブコントロール）をそれぞれ導入し、導入 12時間

後のイネプロトプラストからゲノム DNAを抽出し、アガロースゲル電気泳動で分離し

た。その結果、IRENを過剰発現させたイネプロトプラストでは OsNAC4を過剰発現さ

せた場合と同様に核 DNAのラダー化が観察された（Fig. 2-4）。一方、pBI221 empty vector

を導入した細胞ではそのような核 DNAのラダー化が認められなかった（Fig. 2-4）。以

上のことから、IREN をイネ細胞内で一過的に過剰発現させると、核 DNA がヌクレオ

ソーム単位で急速に断片化されることが明らかとなった。 

	
 IRENが核 DNA断片化を引き起こすことが明らかになったので、次に、IRENが実際

の過敏感細胞死誘導時にも核 DNA の断片化の実行因子であるかを調べることにした。

過敏感細胞死誘導時に IRENが実際に核 DNA断片化に関与するなら、IRENが核に局在

する必要があると考え、まず、IREN の細胞内局在について調べることにした。IREN
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の Venus 融合タンパク質発現ベクター（IREN-Venus/pBI221）を作製しイネプロトプラ

ストに導入し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。また、観察時には Hoechst33342 を

用いて核を染色した。その結果、IREN-Venus/pBI221 を導入したイネプロトプラストで

は、核で Venus 蛍光が観察された（Fig. 2-6）。このことから、IREN-Venus タンパク質

を細胞で一過的に発現させると、そのほとんどはイネ細胞の核内に局在することが明ら

かとなった。 

	
 次に、IREN の核局在が核 DNA の断片化を引き起こすのに重要であるかを調べるこ

とにした。これまでに報告されている核局在するタンパク質は核移行シグナル（NLS）

を持つことが多数報告されていることから、IREN 分子内に NLS が存在しているのか

PSORT（Genome NET Service, Osaka University, Japan）（Nakai and Kaneshita, 1992）を用

いて解析した。その結果、N末端側と中央部の 2カ所に核移行シグナル（NLS1、NLS2）

が存在することが推定された（Fig. 2-3）。そこで、NLS1と NLS2のどちらが、IRENの

核移行に必要かを調べるため、NLS1、または NLS2 を欠損させた IREN（Venus-fused 

NLS1-deleted IREN/pBI221、Venus-fused NLS2-deleted IREN/pBI221）、NLS1と NLS2両方

を欠損させた IREN の Venus 融合タンパク質を発現するベクター（Venus-fused 

NLS1,2-deleted IREN/pBI221）をイネプロトプラストに導入し、IRENの局在を共焦点レ

ーザー顕微鏡で観察した。また、観察時には Hoechst33342 を用いて核を染色した。そ

の結果、コントロールである全長 IREN-Venus/pBI221を導入したイネプロトプラストで

は、核で Venus 蛍光が観察されるのに対し、Venus-fused NLS1-deleted IREN/pBI221、

Venus-fused NLS2-deleted IREN/pBI221それぞれを導入した場合、核と細胞質で Venus蛍

光が観察された。また、Venus-fused NLS1,2-deleted IREN/pBI221を導入した場合はその

すべての Venus蛍光が細胞質で観察された（Fig. 2-6）。以上の結果から、IRENの核局

在には NLS1、NLS2の両方が必要であることが示された。 

	
 そこで、IREN の核局在が過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA の断片化に必要

であるかどうかを調べるため、IREN発現ベクター（pBI221-IREN）と今回、IRENの核

移行制御に機能していることが明らかとなった NLS1 と NLS2 両方を欠損させた IREN

の発現ベクター（pBI221-NLS1,2-deleted IREN）を作製し、イネ培養細胞にパーティクル

ボンバードメントを用いてレポータープラスミド（pAHC17-DsRed）と共導入した。導

入 12時間後に、TUNEL 染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察したところ、

NLS1、NLS2両方を欠損させた IRENを過剰発現させたイネ培養細胞では、vector control

を導入した細胞と同様に、DsRed 蛍光を示す細胞の中で、FITC 蛍光を示す細胞核を持

つ細胞は存在しなかった（Fig. 2-5, E-H）。以上の結果から、IRENの核局在が核 DNAの

断片化に必須であることが明らかになった。 
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 次に、A. avenae N1141菌株接種による過敏感細胞死誘導時に IRENタンパク質が核に

蓄積しているのかを調べた。まず、過敏感細胞死誘導時における IRENの mRNA蓄積量

を real-time RT-PCRで解析したところ、A. avenae N1141菌株を接種して 6時間後に IREN

の転写量の上昇がみられた（Fig. 2-7）。そこで、実際に、過敏感細胞死誘導時に IREN

タンパク質が核に蓄積しているかを調べた。A. avenae N1141菌株を接種して 0、3、6、

9時間後のイネ培養細胞から核画分と細胞質画分を得て、それぞれの画分のタンパク質

（10 µg）を、SDS-PAGE で分離し、ニトロセルロース膜に転写後、抗 IREN 抗体を用

いてウエスタンブロット解析を行った。その結果、A. avenae N1141菌株を接種後 0時

間目の核画分においては、IREN は検出されなかったが、接種後 3 時間で IREN が核画

分で観察された後、6、9時間後では徐々にその量が増加していくことが示された（Fig. 

2-8）。一方、細胞質分画においては、A. avenae N1141菌株を接種した細胞、水接種した

細胞の両方において IRENは検出されなかった（Fig. 2-8）。このことから、実際に、IREN

タンパク質は過敏感細胞死誘導時に核へ蓄積することが示された。 

 

4.	
 IREN発現抑制細胞における核 DNA断片化  

	
 IREN の発現誘導が過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA の断片化を引き起こし

ているのかどうかを調べるために IRENの発現を特異的に抑制した RNAiノックダウン

形質転換体の作製を試みた。RNAi ノックダウン形質転換体を作製するため、IREN の

5’UTR を含む N 末端側の 508bp の領域をターゲットとし、pANDA ベクターを用いて

RNAiベクターを構築した。この際、形質転換体のコントロールとして、GUS linkerの

みを発現させるベクターを用いた。これら、RNAiベクターをイネ完熟種子由来のカル

スへ導入したところ、8個の形質転換体を得ることができたが、得られた形質転換体の

IREN の発現量を調べたところ、顕著に抑制された形質転換体を得ることができなかっ

た（data not shown）。このことから、IRENの効果的な抑制は胚致死を引き起こす可能

性があると考え、恒常的な IREN抑制株の作製は不可能であると判断した。 

	
 Johansenらは、N. benthamianaの GFP transgenicの葉に GFPを一過的に発現させるベ

クターと GFP の dsRNA を一過的に発現するベクターを同時に導入すると、GFP の

mRNA 発現量が低下し、さらに GFP 蛍光が認められなくなることから、一過的にター

ゲット遺伝子の dsRNA を発現するベクターを導入した場合も、RNAi によるターゲッ

ト遺伝子発現の抑制が認められることを示した（Johansen and Carrington 2001）。そこで、

IREN の RNAi コンストラクトを細胞内で一過的に発現させることにより IREN の発現

抑制を試みることにし、一過的な発現が可能な RNAi 用ベクターpANDAmini を用いて

IREN 抑制用のベクターを作製した（IREN/pANDAmini）。ベクターが導入された細胞を
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同定するために、 DsRed 蛍光タンパク質発現ベクター（ pAHC17-DsRed）を

IREN/pANDAminiと同時導入し、この細胞に A. avenae N1141菌株を接種した後、細胞を

固定し、TUNEL 染色で核 DNA の断片化を解析した。その結果、N1141 菌株を接種し

たコントロールベクター導入細胞では、DsRed 蛍光が観察された細胞において核 DNA

の断片化を示す FITCの強い蛍光を示す核をもつ細胞が 50％以上であることが示された

（Fig. 2-9）。一方、A. avenae N1141菌株を接種した RNAi抑制細胞においては、FITC

蛍光を有する核を持つ細胞は 20％程度まで減少していることが示された（Fig. 2-9）。以

上のことから、IRENの発現を抑制した細胞では A. avenae N1141菌株によって誘導され

る核 DNAの断片化が抑制されることが明らかとなった。 

 

5.	
 IRENのヌクレアーゼ活性  

	
 前述した様に、IREN が過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA の断片化に関与す

ることが明らかになったことから、次に、IREN が直接的に核 DNA の断片化を引き起

こせるかどうかを調べることにした。まず、過敏感細胞死を誘導したイネ細胞でヌクレ

アーゼ活性が上昇しているかどうかを調べるため、過敏感細胞死を誘導した細胞の核抽

出物を用いた In-gel nuclease assayを行った。N1141菌株を接種して 9時間後のイネ培養

細胞とコンロトールである水を接種したイネ培養細胞それぞれから核抽出物を精製し、

イネゲノムを含むポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動で分離した。分離後、ゲル

から SDSを除去し、ヌクレアーゼ活性に必要なカチオンとして知られている Ca2+、Mg2+

を含む reaction buffer中で反応させた。その結果、N1141菌株を接種したイネ細胞から

得た核抽出物には、コントロールと比較して強い DNA の分解活性が認められた（Fig. 

2-10）。このことから、過敏感細胞死を誘導することで核内ではヌクレアーゼ活性が上

昇することが示された。 

	
 そこで、次に、リコンビナント IRENタンパク質が実際にヌクレアーゼ活性を有する

かどうかを調べた。まず、IREN に GST-tagを融合したタンパク質を大腸菌で発現させ

た。アフィニティーカラムに吸着させた後、IREN タンパク質と GST-tagの間を特異的

に切断する Prescission proteaseにより消化を行うことで IRENタンパク質のみを溶出し

た。精製度を SDS-PAGE より確認したところ、ほぼ単一バンドが得られたことから、

高度に精製された IRENを得ることができたと結論づけた（Fig. 2-11）。しかし、IREN

を大腸菌で発現し、精製したことから大腸菌由来のヌクレアーゼが混入している可能性

が懸念された。そこで、GST のみを発現する pGEX-6P-3 を用いてタンパク質を発現さ

せ、IREN と同様の精製過程を経て得られた溶出画分を、IREN 活性検定の時にネガテ

ィブコントロールとして用いることにした。 



 107 

	
 in vitro nuclease assayを行うにあたり、まず、基質として環状 pBluescriptを用いて検

討を行った。リコンビナント IRENと環状 pBluescriptをヌクレアーゼの代表的な要求カ

チオンである Ca2+、Mg2+、Mn2+、Zn2+をそれぞれ含んだバッファー中で反応させた。こ

の試験では、IRENの至適 pHや必要とされるカチオン濃度も不明であったため、pHは

7.0、カチオン濃度は Ca2+、Mg2+、Mn2+については 2 mMで、Zn2+においては 4mMで行

った。Zn2+だけを 4 mMとして用いた理由は、Zn2+は要求カチオンとして必要とするヌ

クレアーゼも存在するが、多くのヌクレアーゼに対しては阻害剤として働くことが確認

されていることから、阻害剤としても活性を見るためにも他のカチオンより濃い濃度が

必要と考えたためである。直鎖状 pBluescript 100 ngに精製した IRENを加え 30℃、遮

光下、16時間反応を行い、分解産物を 1.25%アガロースゲル電気泳動で解析した。DNA

の検出は EtBrに 20分間浸し、UVによる蛍光検出を行うことで調べた。その結果 Ca2+、

Mg2+、Mn2+を添加した場合、環状 pBluescriptが分解されて存在量が減っていると共に、

一部が切断されて直鎖状になったと考えられるバンドが確認された（Fig. 2-12, 上段）。

しかし、Zn2+を添加した場合とカチオンを全く添加しない場合や、IREN 自体を加えて

いない場合は、環状 pBluescriptの存在量の減少は認められず、分解産物と思われるバン

ドも検出されなかった（Fig. 2-12、上段）。一方、Controlを加えて行った実験では、Ca2+、

Mg2+、Mn2+をそれぞれ添加しても環状 pBluescriptの分解は認められなかった（Fig. 2-12、

下段）。このことから、IRENはエンドヌクレアーゼとしての活性を有することがで示さ

れた。 

	
 IRENのエンドヌクレアーゼ活性が証明され、その活性に Ca2+、Mg2+、Mn2+が関与す

ることが明らかとなったことから、次に、それらカチオン要求性について詳細に調べる

ことにした。その結果、Ca2+、Mg2+、Mn2+の存在下では基質である直鎖状 pBluescript

の分解が認められた（Fig. 2-13）。この時、Mg2+や Mn2+の存在下ではおよそ 25-30%の

DNA分解活性が認められたのに対し、Ca2+存在下ではおよそ 15％であった（Fig. 2-13）。

一方、Zn2+の存在下では、DNAの分解活性は認められなかった（Fig. 2-13）。このこと

から、IRENは Ca2+、Mg2+、Mn2存在下で活性を示すことが明らかとなった。次に、Ca2+、

Mg2+、Mn2+、Zn2+の 4 種のカチオンを組み合わせて添加した時に、IREN の活性がどの

ように変化するかを調べた。その結果、IREN は Ca2+と Mg2+の組み合わせではおよそ

50％、Ca2+と Mn2+の組み合わせではおよそ 40％の高いヌクレアーゼ活性を示した（Fig. 

2-13）。一方、Ca2+と Mg2+、Ca2+と Mn2+のそれぞれに Zn2+を加えることで IREN のヌク

レアーゼ活性が抑制されたことから（Fig. 2-13）、Zn2+は IRENの活性の阻害剤として機

能していることが示唆された。 

	
 次に、IREN がどのくらいのカチオン濃度で最も高い活性を有するのかを調べること



 108 

にした。この実験は pH7.0で行い、Ca2+、Mg2+、Mn2+の各カチオン濃度を 0.2 mM、2 mM、

20 mMに設定した。その結果、Mg2+では、0.2 mMでわずかに DNAの分解が認められ、

2 mMではより強い DNAの分解が認められ、20 mMでは DNAが完全に分解されるこ

とが確認された（Fig. 2-14）。同様に、Mn2+は、2 mMから DNAの分解が認められ、20 mM

で完全な DNAの分解が認められた（Fig. 2-14）。一方、Ca2+は 2 mM、20 mMにおいて

わずかな DNAの分解が認められた（Fig. 2-14）。 

	
 次に、IRENの至適 pHについて調べることにした。この実験では、Ca2+、Mg2+、Mn2+

の各カチオンを添加した反応液の pH をそれぞれ、pH5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 に調整し

て測定を行った。ただし、Mn2+だけは pH8.0以上で沈殿が生じたため正確な結果を得る

ことができないと判断し、pHは 8.0までとした。その結果、Ca2+を添加した場合、pH8.0

と pH9.0において DNAの分解が認められ、特に pH9.0で最も強い分解活性が認められ

た（Fig. 2-15）。Mg2+を添加した場合は、pH5.0-9.0 まですべての反応で DNA 分解活性

が認められた。特に pH8.0-9.0で最も強い DNA分解活性が認められた（Fig. 2-15）。Mn2+

を添加した場合は、pH7.0で最も強い DNA分解活性が認められた（Fig. 2-15）。一方、カ

チオン無しの反応では DNAの分解が認められなかった。これらの結果から、リコンビ

ナント IREN は Ca2+と Mg2+の存在下において pH9.0 で最も強い活性を示し、Mn2+の存

在下では、pH7.0で最も強い活性を示すことが明らかとなった。 

 

6.	
 過敏感細胞死誘導における IRENの役割  

	
 過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNA の断片化は IREN によって引き起こされて

いることが明らかになった。しかし、IREN によって引き起こされる核 DNA の断片化

が過敏感細胞死誘導においてどのような役割を担っているのかについては未だ不明で

ある。まず、IREN による核 DNA の断片化が細胞死の誘導に直結するのかどうかを調

べるため、イネ培養細胞に IRENを過剰発現させるプラスミドとβ-glucuronidase（GUS）

をコードしている遺伝子 uidA をもつプラスミドをパーティクルボンバードメントで同

時導入し、GUS活性を指標とした過敏感細胞死誘導の有無を解析した。この方法では、

IRENの過剰発現により細胞死が誘導されたなら、細胞内における GUS活性が消失する

と考えられる。一方、細胞死が引き起こされなかった場合は、高い GUS 活性が示され

ることになる。まず、この方法で実際に細胞死が検出できるかどうかを、細胞死を誘導

することが明らかになっている OsNAC4を細胞に導入したところ、遺伝子導入後 12時

間から 24時間にかけて GUS活性の顕著な低下が認められた（Fig. 2-16）。そこで、IREN

と uidA を同時導入し、GUS 活性を測定したところ 24 時間までネガティブコントロー

ルと同等の GUS活性が認められた（Fig. 2-16）。 
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 次に、タバコに Agrobacterium を介して IREN を一過的に発現させたときの過敏感細

胞死誘導についても解析した。その結果、IREN を導入したタバコにおいては、導入後

6日まで明瞭な過敏感細胞死は認められなかった（Fig. 2-17）。このとき、タバコに対し

て非病原性となる A. avenae N1141菌株を接種したところ菌株接種 2日後に明瞭な過敏

感細胞死が認められた（Fig. 2-17）。このことから、IREN によって引き起こされる核

DNA の断片化は過敏感細胞死のような急速な細胞死の引き金にはならないことが示さ

れた。 

	
 次に、IREN による DNA の断片化が他の生物でも認められるのかを調べるために、

酵母に IREN を発現させ、TUNEL 染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察す

ることにした。その結果、IRENを発現させた酵母細胞では、TUNEL蛍光を有する核を

持つ細胞が確認された（Fig. 2-18）。一方、pEG-IREN、pEG-NLS1,2-deleted IRENを導入

した酵母細胞では、FITC の蛍光を示す核はほとんど存在しなかった。このことから、

IRENは異なる生物種においても核 DNAの断片化を引き起こすことが確認された。 

	
 また、このときの酵母の生育についても解析した。その結果、ロイシン要求性培地

（SC/Leu）では pEG空ベクター、pEG-IRENベクター、pEG-NLS1,2-deleted IRENベク

ターをそれぞれ導入した酵母細胞すべてにおいて生育に差が認められなかった（Fig. 

2-19）。一方、ガラクトース誘導培地では IREN を発現させた酵母細胞において生育の

遅延が認められた（Fig. 2-19）。また、NLS を欠損させた IREN を発現させた酵母細胞

はコントロールである pEG 空ベクターを導入した酵母細胞と同等の生育が観察された

（Fig. 2-19）。以上のことから、IRENによって誘導される核 DNAの断片化は細胞の生

育を抑制することが示された。これは、DNA の分解は早期の自発的細胞死の引き金に

はなっていないが、DNAの分解により細胞の生育は抑制させることによると思われる。 
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Fig. 2-1 

A. avenae N1141 菌株を接種したイネ培養細胞で認められる核 DNA断片化  

 

	
 A. avenae N1141菌株を 1 × 108 cfu/mLになるようにイネ培養細胞に接種し、12時間後

における核 DNA の断片化を TUNEL 染色を用いて検出した。このときの DAPI 染色に

より核を染色した。左側は A. avenae N1141菌株を接種したイネ培養細胞であり、右側

はコントロールとして水を接種したイネ培養細胞の画像である。Bar = 10 µm。 
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Fig. 1.      DNA degradation in cultured rice cells inoculated with the A. avenae avirulent N1141 strain. 

     (A) Cytological detection of DNA cleavage identified by TUNEL staining in cultured rice cells inoculated with the A. 

avenae N1141 strain (left) or with distilled water as a control (right). Twelve hours after transfection, TUNEL-positive 

nuclei and DAPI staining nuclei were scored using a fluorescence microscope. At least 1,000 transformed cells for each 

experiment were observed in three different biological materials. Bar = 10 μm. (B) Time-dependent induction of DNA 

laddering induced by the A. avenae N1141 strain. Chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) 

stained with ethidium bromide. DNA samples were obtained from cultured rice cells 0, 6, and 12 h post-inoculation with 

the A. avenae N1141 strain (108 cfu/ml); 10 μg of DNA was subjected to electrophoresis. (C) DNA degradation activity 

in cultured rice cells inoculated with the A. avenae N1141 strain. Nuclear extracts isolated from the A. avenae N1141 

strain-inoculated cultured rice cells were subjected to electrophoresis using a rice genome-containing polyacrylamide gel. 

After electrophoresis, the gel was incubated in a Mg2+ and Ca2+ containing buffer, and stained with ethidium bromide. 

Images were acquired using a CCD camera, and the intensity of DNA staining in the images was estimated. Each data 

point represents the average of three independent experiments. Bars indicate the standard errors.
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Fig. 2-2 

A. avenae N1141菌株によって誘導される核 DNAの ladder化  

 

	
 イネ培養細胞に A. avenae N1141菌株を 1 × 108 cfu/mLになるように接種して 0、6、

12時間後に回収し、それぞれのサンプルからゲノムを抽出し、10 µgずつ 2%アガロー

スゲルにアプライした後、電気泳動で分離し、エチジウムブロマイドで DNAを染色し

た。M: 250bp DNA ladderを使用。 
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Fig. 1.      DNA degradation in cultured rice cells inoculated with the A. avenae avirulent N1141 strain. 

     (A) Cytological detection of DNA cleavage identified by TUNEL staining in cultured rice cells inoculated with the A. 

avenae N1141 strain (left) or with distilled water as a control (right). Twelve hours after transfection, TUNEL-positive 

nuclei and DAPI staining nuclei were scored using a fluorescence microscope. At least 1,000 transformed cells for each 

experiment were observed in three different biological materials. Bar = 10 μm. (B) Time-dependent induction of DNA 

laddering induced by the A. avenae N1141 strain. Chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) 

stained with ethidium bromide. DNA samples were obtained from cultured rice cells 0, 6, and 12 h post-inoculation with 

the A. avenae N1141 strain (108 cfu/ml); 10 μg of DNA was subjected to electrophoresis. (C) DNA degradation activity 

in cultured rice cells inoculated with the A. avenae N1141 strain. Nuclear extracts isolated from the A. avenae N1141 

strain-inoculated cultured rice cells were subjected to electrophoresis using a rice genome-containing polyacrylamide gel. 

After electrophoresis, the gel was incubated in a Mg2+ and Ca2+ containing buffer, and stained with ethidium bromide. 

Images were acquired using a CCD camera, and the intensity of DNA staining in the images was estimated. Each data 

point represents the average of three independent experiments. Bars indicate the standard errors.
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Fig. 2-3 

IRENの分子模式図（A）とアミノ酸配列（B）  

 

 

	
 A. IREN （AK100514） の分子内構造を示した。NLS：Nuclear localization signal（核

移行シグナル）、EEP：Endonuclease-exonuclease- phosphatase domain。B. IRENの推定ア

ミノ酸配列（全長 471 a.a.）を示した。グレーのボックスで囲まれた領域は核移行シグ

ナル（NLS）を示しており、下線部領域は Endonuclease-exonuclease- phosphatase（EEP）

domain を示している。また、黒のボックスで囲まれた領域は EF-hand モチーフを示し

ている。 
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Supplemental Fig. S2
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Fig. S2.     Characterization of IREN protein.
     (A) Schematic diagrams of IREN protein. (B) Amino acid (aa) sequence of IREN protein. 
Residues constituting the NLS1 and NLS2 are marked in gray. The endonuclease-exonuclease-
phosphatase (EEP) domain is underlined. Residues constituting the EF- hand motif was marked in 
 black. (C) A phylogenetic tree of IREN homologs and other nucleases from NCBI database.
 Multiple alignments were performed using ClustalW2 program and the phylogenic tree was
 created and visualized using TreeView. The phylogenetic tree was analyzed using the Putative
 protein sequence of plant species with complete genome sequenced available were obtain from
 NCBI database. The phylogenetic tree was inferred by NJ method using 1000-bootstraps repeats.
 Protein sequences used for alignment are as follow: (IREN) Os10g0203000, (IREN homology
 proteins) Os01g0610600, Os03g0166800, Os06g0264900, Os09g0511700 and
 Os10g0575200,(OsCaN1) Os01g0166100, (OsCaN2) Os11g00109500,  (OsCaN3)
 Os12g0255200, (BFN1/ENDO1 homology proteins) Os01g0128100, Os01g0128200 and
 Os04g0636400. (I) gruop belongs to the large EEP (exonuclease/endonuclease/phosphatase)
 superfamily that contains functionally diverse enzymes that share a common catalytic mechanism
 of cleaving phosphodiester bonds. (II) group belong to S1-P1 nuclease family which displayed
 homology to Bi-Functional Nuclease1 (BFN1)/ENDO1 from Arabidopsis thaliana. (III) gruop has
 staphylococcal nuclease (SNase like) domain which displayed homology to EuCaN1/CaN2 from
 Eucommia ulmoides. (IV) group are homolog of  OmBBD (for Oryza minuta bifunctional nucl-
ease in basal defense response) that differ from the previously reported BFN family.
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Fig. 2-4 

IRENを一過的に過剰発現させたイネプロトプラストで観察される DNAのラダー

化  

 

	
 イネプロトプラストに pBI221-IREN、pBI221-OsNAC4、そしてコントロールである

pBI221 empty vectorをそれぞれ導入し、導入して 12時間後のイネプロトプラストから

ゲノム DNAを抽出し、0.5 mg/mlエチジウムブロマイドで染色した 2%アガロースゲル

を用いて電気泳動を行った。DNAアプライ量: 15 µg。 

レーン M; Marker（250bp DNA ladder）、レーン C; pBI221空ベクターを導入したイネプ

ロトプラスト（negative control）、レーン 1; pBI221-OsNAC4を導入したイネプロトプラ

スト（positive control）、レーン 2; pBI221-IRENを導入したイネプロトプラスト。 
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Fig. 3.      The induction of DNA fragmentation by IREN in rice cells. (A) DNA fragmentation was detected by TUNEL staining. 

          Microscopy images of cultured rice cells transfected with the DsRed vector and either the IREN (upper panels), the 

NLS1,2-deleted IREN vector (middle panels), or the control pBI221 empty vector (bottom panels). Arrowheads indicate 

TUNEL-staining nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three different biological materials. 

Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm. (B) DNA laddering in the transformed 

rice protoplasts. Rice protoplasts were transformed with the pBI221-IREN, pBI221-OsNAC4, or the control pBI221 empty vector. 

Twelve hours after transformation, chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) stained with ethidium 

bromide (0.5 μg/mL). 15 μg of DNA was subjected to electrophoresis. Lane M: Marker; Lane C: transfected with pBI221 (negative 

control); Lane 1: transfected with pBI221-OsNAC4 (positive control); Lane 2: transfected with pBI221-IREN. (C) Time-dependent 

expression of IREN in cultured rice cells following inoculation with the avirulent N1141 strain of A. avenae (solid column) or water 

alone (open column). The amount of IREN mRNA was measured by real-time RT-PCR. Each data point represents the average of 

three independent experiments. Error bars indicate the standard error. (D) Time-dependent accumulation of IREN protein in cultured 

rice cells after inoculation with the A. avenae avirulent N1141 strain. The upper panels represent the amount of IREN protein in the 

nuclear fraction. Nuclear fractions (10 μg protein) were separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then 

IREN was detected by immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by 

silver staining (middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the nucleus-specific protein, histone H3, by 

immunoblotting (bottom). The lower panel represents the proportion of IREN in the cytosolic fraction. Total protein (10 μg) from 

the cytosolic fractions was separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then IREN was detected by 

immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by silver staining 

(middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the cytosol-specific protein, OsUSP, by immunoblotting (bottom).
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Fig. 2-5 

イネ培養細胞内で IREN を過剰発現させることによって誘導される核 DNA の断

片化と核 DNAの断片化に対する IREN核移行の重要性  

 

	
 DsRed vectorと pBI221-IREN, pBI221-NLS1,2-deleted IREN、pBI221 empty vectorそれぞ

れをイネ培養細胞に共導入し、導入 12時間後の細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固定

後、TUNEL染色を行った。観察時は DAPIで DNAを染色し、共焦点レーザー顕微鏡で

観察した。Bar = 10 µm。 
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Fig. 3.      The induction of DNA fragmentation by IREN in rice cells. (A) DNA fragmentation was detected by TUNEL staining. 

          Microscopy images of cultured rice cells transfected with the DsRed vector and either the IREN (upper panels), the 

NLS1,2-deleted IREN vector (middle panels), or the control pBI221 empty vector (bottom panels). Arrowheads indicate 

TUNEL-staining nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three different biological materials. 

Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm. (B) DNA laddering in the transformed 

rice protoplasts. Rice protoplasts were transformed with the pBI221-IREN, pBI221-OsNAC4, or the control pBI221 empty vector. 

Twelve hours after transformation, chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) stained with ethidium 

bromide (0.5 μg/mL). 15 μg of DNA was subjected to electrophoresis. Lane M: Marker; Lane C: transfected with pBI221 (negative 

control); Lane 1: transfected with pBI221-OsNAC4 (positive control); Lane 2: transfected with pBI221-IREN. (C) Time-dependent 

expression of IREN in cultured rice cells following inoculation with the avirulent N1141 strain of A. avenae (solid column) or water 

alone (open column). The amount of IREN mRNA was measured by real-time RT-PCR. Each data point represents the average of 

three independent experiments. Error bars indicate the standard error. (D) Time-dependent accumulation of IREN protein in cultured 

rice cells after inoculation with the A. avenae avirulent N1141 strain. The upper panels represent the amount of IREN protein in the 

nuclear fraction. Nuclear fractions (10 μg protein) were separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then 

IREN was detected by immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by 

silver staining (middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the nucleus-specific protein, histone H3, by 

immunoblotting (bottom). The lower panel represents the proportion of IREN in the cytosolic fraction. Total protein (10 μg) from 

the cytosolic fractions was separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then IREN was detected by 

immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by silver staining 

(middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the cytosol-specific protein, OsUSP, by immunoblotting (bottom).
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Fig. 2-6 

イネプロトプラストにおける IREN の細胞内局在と IREN 分子内に存在する核移

行シグナルの機能  

 

	
 イネプロトプラストに Venus-fused IREN/pBI221, Venus-fused NLS1-deleted IREN 

/pBI221, Venus-fused NLS2-deleted IREN/pBI221, Venus-fused NLS1, 2-deleted IREN/pBI221

をそれぞれ導入し、導入 8時間後に共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

Bar = 10 µm。BF, bright field。 

 

 

  

Figure 2
Ootsubo et al.

Fig.  2  Impact  of  NLS1  and  NLS2  on  the  subcellular  localization  of  IREN  in  rice  protoplasts.  The  Venus-­fused  

IREN,  Venus-­fused  NLS1-­deleted  IREN  vector,  Venus-­fused  NLS2-­deleted  IREN  vector,  and  Venus-­fused  

NLS1,  2-­deleted  IREN  vector  were  transformed  into  rice  protoplasts.  The  cells  were  observed  with  confocal  

laser  fluorescence  microscopy  8  h  post-­transformation.  At  least  20  transformed  cells  for  each  experiment  were  

observed  in  three  different  biological  materials.  Bar  =  10   m.  BF,  bright  field.
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Fig. 2-7 

A. avenae N1141菌株を接種したイネ培養細胞における IREN mRNA発現量の変化  

 

 

	
 イネ培養細胞に A. avenae N1141菌株を 1 × 108 cfu/mL接種し、接種後 0、1、3、6時

間ごとに回収した細胞から抽出した total RNA を用いて real-time RT-PCR で IREN の

mRNA量を定量した。実験は 3回行い、測定値の標準偏差をバーで示した。 
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Fig. 3.      The induction of DNA fragmentation by IREN in rice cells. (A) DNA fragmentation was detected by TUNEL staining. 

          Microscopy images of cultured rice cells transfected with the DsRed vector and either the IREN (upper panels), the 

NLS1,2-deleted IREN vector (middle panels), or the control pBI221 empty vector (bottom panels). Arrowheads indicate 

TUNEL-staining nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three different biological materials. 

Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm. (B) DNA laddering in the transformed 

rice protoplasts. Rice protoplasts were transformed with the pBI221-IREN, pBI221-OsNAC4, or the control pBI221 empty vector. 

Twelve hours after transformation, chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) stained with ethidium 

bromide (0.5 μg/mL). 15 μg of DNA was subjected to electrophoresis. Lane M: Marker; Lane C: transfected with pBI221 (negative 

control); Lane 1: transfected with pBI221-OsNAC4 (positive control); Lane 2: transfected with pBI221-IREN. (C) Time-dependent 

expression of IREN in cultured rice cells following inoculation with the avirulent N1141 strain of A. avenae (solid column) or water 

alone (open column). The amount of IREN mRNA was measured by real-time RT-PCR. Each data point represents the average of 

three independent experiments. Error bars indicate the standard error. (D) Time-dependent accumulation of IREN protein in cultured 

rice cells after inoculation with the A. avenae avirulent N1141 strain. The upper panels represent the amount of IREN protein in the 

nuclear fraction. Nuclear fractions (10 μg protein) were separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then 

IREN was detected by immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by 

silver staining (middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the nucleus-specific protein, histone H3, by 

immunoblotting (bottom). The lower panel represents the proportion of IREN in the cytosolic fraction. Total protein (10 μg) from 

the cytosolic fractions was separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then IREN was detected by 

immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by silver staining 

(middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the cytosol-specific protein, OsUSP, by immunoblotting (bottom).
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Fig. 2-8 

過敏感細胞死誘導時における IRENの蓄積量の経時的変化  

 

 

	
 No HR cell deathはネガティブコントロールとして水を接種したイネ培養細胞を示し、

HR cell deathは A. avenae N1141菌株を 1 × 108 cfu/mL接種したイネ培養細胞を示す。接

種した培養細胞から単離した核画分（10 µg）を 10%アクリルアミドゲルを用いた

SDS-PAGEにより分離した。上段が IREN抗体（1/2000希釈）を用いたWestern Blot解

析結果を示し、中段が銀染色を行った結果を示す。また、それぞれの下段には各画分の

マーカー抗体を用いたWestern Blot解析の結果を示している。核画分マーカー; Histone 

H3抗体、細胞質画分; OsUSP抗体を使用。 
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Fig. 3.      The induction of DNA fragmentation by IREN in rice cells. (A) DNA fragmentation was detected by TUNEL staining. 

          Microscopy images of cultured rice cells transfected with the DsRed vector and either the IREN (upper panels), the 

NLS1,2-deleted IREN vector (middle panels), or the control pBI221 empty vector (bottom panels). Arrowheads indicate 

TUNEL-staining nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three different biological materials. 

Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm. (B) DNA laddering in the transformed 

rice protoplasts. Rice protoplasts were transformed with the pBI221-IREN, pBI221-OsNAC4, or the control pBI221 empty vector. 

Twelve hours after transformation, chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) stained with ethidium 

bromide (0.5 μg/mL). 15 μg of DNA was subjected to electrophoresis. Lane M: Marker; Lane C: transfected with pBI221 (negative 

control); Lane 1: transfected with pBI221-OsNAC4 (positive control); Lane 2: transfected with pBI221-IREN. (C) Time-dependent 

expression of IREN in cultured rice cells following inoculation with the avirulent N1141 strain of A. avenae (solid column) or water 

alone (open column). The amount of IREN mRNA was measured by real-time RT-PCR. Each data point represents the average of 

three independent experiments. Error bars indicate the standard error. (D) Time-dependent accumulation of IREN protein in cultured 

rice cells after inoculation with the A. avenae avirulent N1141 strain. The upper panels represent the amount of IREN protein in the 

nuclear fraction. Nuclear fractions (10 μg protein) were separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then 

IREN was detected by immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by 

silver staining (middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the nucleus-specific protein, histone H3, by 

immunoblotting (bottom). The lower panel represents the proportion of IREN in the cytosolic fraction. Total protein (10 μg) from 

the cytosolic fractions was separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. Then IREN was detected by 

immuno blotting with an anti-IREN antibody (top). On a duplicate SDS-PAGE gel, proteins were detected by silver staining 

(middle). The purity of the fractions was analyzed by detecting the cytosol-specific protein, OsUSP, by immunoblotting (bottom).
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Fig. 2-9 

IREN抑制細胞における A. avenae N1141菌株接種時の核 DNA断片化  

 

	
 上の画像は pANDAmini-IRENと pAHC17-DsRed（右側）、 pANDAmini（empty vector）

と pAHC17-DsRed（左側）をイネ培養細胞に共導入して 24時間後に A. avenae N1141菌

株（1 × 108 cfu/mL）を接種し、接種して 0時間、12時間後の細胞を固定し、TUNEL染

色して共焦点レーザー顕微鏡で観察した結果を示す。 

（A-D）；  FITC images、（E-H） ; DsRed images、（ I-L） ; DAPI images。白矢印は

TUNEL-positiveの核を示している。Bar = 10 µm。 

	
 下図は、TUNEL- positiveの細胞で核DNAの断片化が認めた細胞の割合を示している。

実験は 3回行い、測定値の標準偏差をバーで示した。*は p<0.05（t-test）を示す。  

Figure. 4
Ootsubo et al.

Fig. 4.     Decrease of HR-related DNA fragmentation in IREN-suppressed rice cells. 

     Upper images: pANDAmini-IREN and pAHC17-DsRed (right images) or pANDAmini 

(empty vector) and pAHC17-DsRed (left images) were co-introduced into cultured rice 

cells using particle bombardment. The introduced rice cells were inoculated with the 

avirulent N1141 strain of A. avenae and HR-related DNA fragmentation was detected by 

TUNEL staining. (A-D) are FITC images, (E-H) are DsRed images, and (I-L) are DAPI 

images. The arrows indicate the TUNEL-positive nucleus. Bar represents 10 μm. Lower 

figure: Percentage of TUNEL-positive nuclei in pANDAmini-IREN and pAHC17-DsRed 

(IREN RNAi) or pANDAmini and pAHC17-DsRed (control) transformed rice cells 

inoculated with N1141 strain. The percentage of TUNEL-positive nuclei was determined 

by counting nuclei within 20 individual fields. Each determination was done with at least 

20 transformed cells in each of three independent experiments. Values are significantly 

different between IREN RNAi and control (t-test, *; P < 0.01). 
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Fig. 2-10 

A. avenae N1141菌株を接種したイネ培養細胞の核抽出物に存在するヌクレアーゼ

活性  

 

 

	
 A. avenae N1141菌株（1 × 108 cfu/mL）接種 9時間後のイネ培養細胞と、水を接種し

たイネ培養細胞から単離した核抽出物を用いて In-gel nuclease assay を行った。ゲルは

30 µg/ml DNA含有 10%アクリルアミドゲルを使用した。DNA分解活性は Ca2+と Mg2+

を添加した場合（+）と添加しない場合（-）で測定した。DNAの検出は 1 µg/mlの EtBr

で 20分間染色し、UVで発色することで行った。DNA分解活性は、DNAの量を ImageJ

で数値化することで算出した。 

  

Figure. 1
Ootsubo et al.
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Fig. 1.      DNA degradation in cultured rice cells inoculated with the A. avenae avirulent N1141 strain. 

     (A) Cytological detection of DNA cleavage identified by TUNEL staining in cultured rice cells inoculated with the A. 

avenae N1141 strain (left) or with distilled water as a control (right). Twelve hours after transfection, TUNEL-positive 

nuclei and DAPI staining nuclei were scored using a fluorescence microscope. At least 1,000 transformed cells for each 

experiment were observed in three different biological materials. Bar = 10 μm. (B) Time-dependent induction of DNA 

laddering induced by the A. avenae N1141 strain. Chromosomal DNA degradation was detected using agarose gels (2 %) 

stained with ethidium bromide. DNA samples were obtained from cultured rice cells 0, 6, and 12 h post-inoculation with 

the A. avenae N1141 strain (108 cfu/ml); 10 μg of DNA was subjected to electrophoresis. (C) DNA degradation activity 

in cultured rice cells inoculated with the A. avenae N1141 strain. Nuclear extracts isolated from the A. avenae N1141 

strain-inoculated cultured rice cells were subjected to electrophoresis using a rice genome-containing polyacrylamide gel. 

After electrophoresis, the gel was incubated in a Mg2+ and Ca2+ containing buffer, and stained with ethidium bromide. 

Images were acquired using a CCD camera, and the intensity of DNA staining in the images was estimated. Each data 

point represents the average of three independent experiments. Bars indicate the standard errors.
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Fig. 2-11  

作成した Recombinant IRENタンパク質の SDS-PAGEによる精製度の確認  

 

	
 左図：大腸菌で発現させた GST-IRENを Glutathione Sepharose™ 4Bに結合させた後、

PreScission Proteaseで GSTを切断し、発現 IRENを得て、12.5％アクリルアミドゲルを

用いた SDS-PAGEにて分離し、CBB染色によって検出した。分子量マーカーは Prestained 

XL ladder Lowを用いた。レーン 1. 破砕上清画分、2. 非吸着画分、3.洗浄画分、4. 溶

出画分。右図：大腸菌で発現させた GSTを Glutathione Sepharose™ 4Bに結合させた後、

PreScission Protease 処理を行い得られた画分を、12.5％アクリルアミドゲルを用いた

SDS-PAGEにて分離し、CBB染色を行った。各画分は、画分の総量に関係無く 10 µlず

つアプライした。  
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Fig. 2-12 

IRENのエンドヌクレアーゼ活性確認  

 

 

	
 Fig. 2-11で示した recombinat IRENと controlの溶出画分に、それぞれ環状 pBluescript 

100 ngを加え 30℃、遮光下、16時間で反応させた後、分解産物を 1.25%アガロースゲ

ル電気泳動で解析した。DNAの検出は EtBrに 20分間浸し、UVによる蛍光検出を行う

ことで調べた。上段： recombinat IRENを用いた反応の結果、下段：Controlを用いた

反応の結果を示す。Recombinant proteinは recombinant IRENと controlのことを指し、反

応液に添加した場合を（+）、添加しない場合を（-）で示した。また、この反応は、代

表的な要求カチオンを 1種類ずつ含んだバッファー中にて行った。赤矢印は DNAの分

解によって新たに生じた分解産物を示す。 
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Fig. 2-13 

Recombinant IRENタンパク質のヌクレアーゼ活性と各種金属イオン要求性  

 

 

	
 Fig. 2-11で示した recombinat IRENと Controlの溶出画分を等量用いて、それぞれ直鎖

状 pBluescriptと反応させた。泳動写真上段の一番右側のレーンは recombinat IRENと金

属イオンを加えていない条件下での結果を示し、これを 0%として、各レーンのバンド

の分解率をグラフ化している（上段）。DNA量の定量はエチジウムブロマイド染色によ

り可視化した DNAを ImageJ（National Institutes of Health（NIH））で解析することで行

った。泳動写真の上段は Rconbinat IRENを用いた反応の結果であり、下段は Controlを

用いた反応の結果を示す。反応は、直鎖状 pBluescript 100 ngを加え 30℃、遮光下、16

時間で行い、1.25%アガロースゲル電気泳動で解析した。DNAの検出は EtBrに 20分間

浸し、UVによる蛍光検出を行うことで調べた。  

Fig. 5.      Metal ions requirement on IREN nuclease activities. 

     (A) Degradation rate of DNA by IREN under presence of several metal 

ions. Recombinant IREN was analyzed for nuclease activity as described in 

the Materials and Methods, except that gels were incubated in reaction buffer 

(50 mM Tris-HCl pH 8.0 with 1 mM DTT) to analyze the need for metal 

cofactors. Ca2+, Mg2+, Mn2+, and Zn2+ were added (3 mM) alone or in 

combination to the reaction. The mean values with error bars were derived 

from three independent experiments. (B) Dose-dependent activation of 

recombinant IREN by Mg2+, Mn2+, and Ca2+.
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Fig. 2-14 

Recombinant IREN タンパク質のヌクレアーゼ活性に対する各種カチオンの濃度

依存性  

 

 

	
 Recombinat IRENと Controlの溶出画分にそれぞれ直鎖状 pBluescriptを加え 30℃、遮

光下、16 時間反応させた。DNA の検出は EtBr に 20 分間浸し、UV による蛍光検出を

行うことで調べた。 

 

 

  

Fig. 5.      Metal ions requirement on IREN nuclease activities. 

    (A) Degradation rate of DNA by IREN under presence of several metal 

ions. Recombinant IREN was analyzed for nuclease activity as described in 

the Materials and Methods, except that gels were incubated in reaction buffer 

(50 mM Tris-HCl pH 8.0 with 1 mM DTT) to analyze the need for metal 

cofactors. Ca2+, Mg2+, Mn2+, and Zn2+ were added (3 mM) alone or in 

combination to the reaction. The mean values with error bars were derived 

from three independent experiments. (B) Dose-dependent activation of 
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Fig. 2-15 

Recombinant IRENタンパク質の至適 pH  

 

 

	
 Recombinat IRENと Controlの溶出画分に直鎖状 pBluescriptを加え 30℃、遮光下、16

時間反応させた。DNAの検出は EtBrに 20分間浸し、UVによる蛍光検出を行うことで

調べた。 
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Figure 6
Ootsubo et al.

Fig. 6.     Effect of pH on the nuclease activity of recombinant IREN in the presence of various metal ions. 

     Recombinant IREN protein and 0.1 μg linearized pBluescript vector (included as a substrate) were 

incubated in a reaction mixture containing 50 mM Tris, 50 mM malate, 3 mM MgCl2, 3 mM CaCl2 and 1 

mM DTT, and either Ca2+, Mg2+, or Mn2+ (2 mM) at 37°C for 6 h. The pH of the reaction buffer was 

adjusted with NaOH. Gel images were obtained by a CCD camera.
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Fig. 2-16 

IRENの過剰発現によって誘導される細胞死の GUS活性を用いた測定  

 

 

	
 A. GUS発現ベクター（uidA）と空ベクター（pBI221）、IRENタンパク質発現ベクタ

ー（ pBI221-IREN）、 NLS1, 2 を欠損させた IREN タンパク質発現ベクター

（pBI221-NLS1,2-deleted IREN）、OsNAC4発現ベクター（pBI221-OsNAC4）をそれぞれ

イネ培養細胞に共導入して 0時間、12時間、24時間後の GUS 活性を測定した。B. 得

られた画像を ImageJ（National Institutes of Health（NIH））で定量化した。 

 

 

 

 

 

  

Figure 7 Ootsubo et al.

Fig. 7.     The role of IREN in the induction of cell death. 
     (A) GUS activity in cultured rice cells 12 h or 24 h after transformation. GUS expression vector (uidA) was co-introduced with pBI221 
empty vector (pBI221), IREN expression vector (pBI221-IREN), NLS1,2-deleted-IREN expression vector (pBI221-NLS1,2-deleted IREN), 
or OsNAC4 expression vector (pBI221-OsNAC4). After transformation by particle bombardment, GUS activity in each cell was detected 
histochemically. (B) Relative intensity of GUS activity in the introduced cultured cells. Each point represents the average of three 
independent experiments. Open circular: uidA plus pBI221, closed circular: uidA plus pBI221-IREN, open squire: uidA plus 
pBI221-NLS1,2-deleted IREN, closed triangle: uidA plus pBI221-OsNAC4. Bars indicate the standard errors. (C) Growth inhibition of 
IREN-expressing yeast. BY4743 yeast cells were transformed with pEG-IREN, pEG-NLS1,2-deleted IREN or pEG (control), and then 
cultured on SG-Leu (induction) or SC-Leu (non-induction) plates. (D) DNA fragmentation in IREN-expressing yeast as detected by 
TUNEL staining. Images of yeast transfected with the pEG-IREN vector (top), pEG-NLS1,2-deleted IREN vector (middle), or pEG vector 
(bottom). Arrowheads indicate TUNEL-positive nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three 
different biological materials. Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm.

A

C

2

B

Time after transformation
24h12h0h

Re
lat

ive
 in

te
ns

ity
 (%

)

80

pBI221
IREN

120

40

Δ1,2-NLS
OsNAC4

pEG-IREN

pEG-NLS1,2
deleted-IREN

vector control
 (pEG)

SC/-Leu SG/-Leu
D

pEG-IREN

pEG-NLS1,2
-deleted IREN

TUNEL DAPI Merge

pEG (control)

pBI221-IREN

pBI221

pBI221-NLS1,2
-deleted IREN

pBI221-OsNAC4

24h12h0h
Time after transformation

Figure 7 Ootsubo et al.

Fig. 7.     The role of IREN in the induction of cell death. 
     (A) GUS activity in cultured rice cells 12 h or 24 h after transformation. GUS expression vector (uidA) was co-introduced with pBI221 
empty vector (pBI221), IREN expression vector (pBI221-IREN), NLS1,2-deleted-IREN expression vector (pBI221-NLS1,2-deleted IREN), 
or OsNAC4 expression vector (pBI221-OsNAC4). After transformation by particle bombardment, GUS activity in each cell was detected 
histochemically. (B) Relative intensity of GUS activity in the introduced cultured cells. Each point represents the average of three 
independent experiments. Open circular: uidA plus pBI221, closed circular: uidA plus pBI221-IREN, open squire: uidA plus 
pBI221-NLS1,2-deleted IREN, closed triangle: uidA plus pBI221-OsNAC4. Bars indicate the standard errors. (C) Growth inhibition of 
IREN-expressing yeast. BY4743 yeast cells were transformed with pEG-IREN, pEG-NLS1,2-deleted IREN or pEG (control), and then 
cultured on SG-Leu (induction) or SC-Leu (non-induction) plates. (D) DNA fragmentation in IREN-expressing yeast as detected by 
TUNEL staining. Images of yeast transfected with the pEG-IREN vector (top), pEG-NLS1,2-deleted IREN vector (middle), or pEG vector 
(bottom). Arrowheads indicate TUNEL-positive nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three 
different biological materials. Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm.
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Fig. 2-17  

N. benthamiana IRENを一過的な発現させた N. benthamianaでの過敏感細胞死  

 

 

	
 アグロバクテリウム 法により pMDC32-IREN（2）、pMDC32-NLS1,2-deleted-IREN（3）、

pMDC32 empty vector（4）を N. benthamianaの葉にそれぞれ導入し、導入して 6日後に

観察した結果を示す。ポジティブコントロールとして A. avenae N1141を接種している

（1）。また、ネガティブコントロールとして MMA bufferを接種した（5）。 

 

 

 

  

Figure 6 Ootsubo et al.

Figure 6. The role of IREN in the induction of HR cell death. (A) A. avenae N1141 strain (1) and Agrobacterium 
tumefaciens (strain C58C1) carrying IREN (2), NLS1,2-deleted-IREN (3), or pMDC32 empty vector (4) were diluted to 
OD600 = 0.5 and infiltrated into N. benthamiana leaves. Mock inoculation using MMA buffer also performed (5). This 
representative leaf was photographed at 6 days post infiltration. (B) GUS expression vector (uidA) was co-introduced with 
pBI221 empty vector (open circle), IREN expression vector (closed circle), NLS1,2-deleted-IREN expression vector (open 
squire), or OsNAC4 expression vector (closed triangle). After transformation by particle bombardment, GUS activity in 
each cell was detected histochemically. (C) Growth inhibition of IREN-expressing yeast. BY4743 yeast cells were 
transformed with pEG-IREN, pEG-NLS1,2-deleted IREN or pEG (control), and then cultured on SG-Leu (induction) or 
SC-Leu (non-induction) plates. (D) DNA fragmentation in IREN-expressing yeast as detected by TUNEL staining. Images 
of yeast transfected with the IREN vector (top), NLS1,2-deleted IREN vector (middle), or an empty vector (bottom). 
Arrowheads indicate TUNEL-positive nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three 
different biological materials. Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm.
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Fig. 2-18 

IRENを発現させた酵母細胞で認められる核 DNA断片化  

 

 

	
 酵母細胞に REN 発現ベクター（pEG-IREN）、NLS を欠損させた IREN の発現ベクタ

ー（pEG-NLS1,2 deleted-IREN）、を導入し、得られた形質転換体をそれぞれガラクトー

ス誘導液体培地で培養してタンパク質発現誘導させ、誘導して 12 時間後の細胞を

TUNEL染色で DNAの断片化を解析した。Bar = 10 µm。 

 

 

 

 

  

Figure 7 Ootsubo et al.

Fig. 7.     The role of IREN in the induction of cell death. 
     (A) GUS activity in cultured rice cells 12 h or 24 h after transformation. GUS expression vector (uidA) was co-introduced with pBI221 
empty vector (pBI221), IREN expression vector (pBI221-IREN), NLS1,2-deleted-IREN expression vector (pBI221-NLS1,2-deleted IREN), 
or OsNAC4 expression vector (pBI221-OsNAC4). After transformation by particle bombardment, GUS activity in each cell was detected 
histochemically. (B) Relative intensity of GUS activity in the introduced cultured cells. Each point represents the average of three 
independent experiments. Open circular: uidA plus pBI221, closed circular: uidA plus pBI221-IREN, open squire: uidA plus 
pBI221-NLS1,2-deleted IREN, closed triangle: uidA plus pBI221-OsNAC4. Bars indicate the standard errors. (C) Growth inhibition of 
IREN-expressing yeast. BY4743 yeast cells were transformed with pEG-IREN, pEG-NLS1,2-deleted IREN or pEG (control), and then 
cultured on SG-Leu (induction) or SC-Leu (non-induction) plates. (D) DNA fragmentation in IREN-expressing yeast as detected by 
TUNEL staining. Images of yeast transfected with the pEG-IREN vector (top), pEG-NLS1,2-deleted IREN vector (middle), or pEG vector 
(bottom). Arrowheads indicate TUNEL-positive nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three 
different biological materials. Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm.
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Fig. 2-19 

IRENを発現させた酵母細胞の生育  

 

 

	
 酵母細胞（BY4743）に IREN発現ベクター（pEG-IREN）、NLSを欠損させた IRENの

発現ベクター（pEG-NLS1,2 deleted-IREN）、を導入し、得られた形質転換体をそれぞれ

ガラクトース未誘導培地（SC/Leu）、ガラクトース誘導培地（SG/Leu）にプレーティン

グし、30℃で 2-3日間培養した結果を示す。 

  

Figure 7 Ootsubo et al.

Fig. 7.     The role of IREN in the induction of cell death. 
     (A) GUS activity in cultured rice cells 12 h or 24 h after transformation. GUS expression vector (uidA) was co-introduced with pBI221 
empty vector (pBI221), IREN expression vector (pBI221-IREN), NLS1,2-deleted-IREN expression vector (pBI221-NLS1,2-deleted IREN), 
or OsNAC4 expression vector (pBI221-OsNAC4). After transformation by particle bombardment, GUS activity in each cell was detected 
histochemically. (B) Relative intensity of GUS activity in the introduced cultured cells. Each point represents the average of three 
independent experiments. Open circular: uidA plus pBI221, closed circular: uidA plus pBI221-IREN, open squire: uidA plus 
pBI221-NLS1,2-deleted IREN, closed triangle: uidA plus pBI221-OsNAC4. Bars indicate the standard errors. (C) Growth inhibition of 
IREN-expressing yeast. BY4743 yeast cells were transformed with pEG-IREN, pEG-NLS1,2-deleted IREN or pEG (control), and then 
cultured on SG-Leu (induction) or SC-Leu (non-induction) plates. (D) DNA fragmentation in IREN-expressing yeast as detected by 
TUNEL staining. Images of yeast transfected with the pEG-IREN vector (top), pEG-NLS1,2-deleted IREN vector (middle), or pEG vector 
(bottom). Arrowheads indicate TUNEL-positive nucleus. At least 200 transformed cells for each experiment were observed in three 
different biological materials. Of the IREN-expressing cells, 95% stained positive with the TUNEL reagent. Bar = 10 μm.
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第 2章  

 

考察  

 

	
 植物が植物病原菌の非病原性株と接触した時に起こる過敏感細胞死の特徴の一つは、

核での急速な DNA分解である。これまでに、タバコモザイクウイルスを接種したタバ

コ（Mittler and Lam 1995）や、真菌を接種したササゲ（Ryerson and Heath, 1996）、細菌

を接種したダイズやイネにおいて DNA の分解が生じることが明らかとなっている

（Levine et al. 1996、Che et al. 1999）。この様な過敏感細胞死誘導に伴う核 DNAの断片

化は過敏感細胞死誘導後 12 時間程度で認められる。このことから、過敏感細胞死誘導

時に認められる核 DNAの断片化は、過敏感細胞死誘導時に活性化されるか核に移行す

る特異的な DNA分解酵素（deoxyribonuclease：DNase）により生じている可能性が高い

と考えられる。さらに、本研究においてイネ培養細胞に A. avenaeの N1141菌株を接種

した場合に認められる核DNAの断片化はヌクレオソーム単位と一致する 180 bp単位で

生じていることが明らかとなっている。このようなヌクレオソーム単位での断片化はヌ

クレオソームとヌクレオソームを結ぶヒストンと結合していないリンカーの部分が優

先的に切断されていることを示しており、これも過敏感細胞死誘導時に認められる核

DNA の断片化が特定のヌクレアーゼによって引き起こされていることを示唆する。し

かし、植物における過敏感細胞死やゲノム DNAの分解については多数報告されている

にも関わらず、この DNA断片化に関わるヌクレアーゼについてはほとんど報告がない。 

	
 イネの全ゲノム中にはヌクレアーゼをコードしている可能性のある遺伝子が 14 個存

在しており、これらを構造的な特徴に基づいて分類すると、4つの大きなグループに分

けることができる（Fig. 2-19）。グループ Iはリン酸ジエステル結合切断の一般的な触媒

機構を共有する EEP（exonuclease/endonuclease/phosphatase）スーパーファミリーで構成

されており、本研究で過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNAの断片化の実行因子と

して同定された IREN はこのグループに属する。グループ II は、シロイヌナズナの

BFN1/ENDO1のようなBi-functional nucleaseIと相同性のある S1-P1ヌクレアーゼが含ま

れる（Perez-Amador et al., 2000、Triques et al., 2007）。グループ IIIは、杜仲の EuCaN1/CaN2

のような Staphylococcalヌクレアーゼを含む（Chen HM et al., 2012）。また、グループ IV

は以前報告された BFN1ファミリーとは別の Oryza minutaでの basal defenseに機能する

bifunctional nucleaseとして同定された OmBBDのホモログが含まれる（Lesniewics et al., 

2013、You et al., 2010）。これまでに、植物の細胞死プロセスに関与するヌクレアーゼと

して、葉の老化時の細胞死誘導時に発現することが報告されているシロイヌナズナの
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BFN1/ENDO1（Perez-Amador MA et al., 2000）や塩ストレスによる細胞死誘導時に発現

することが明らかとなっているオオムギの Bnuc1（Mutamoto et al., 1999）、道管形成時

のトラチェリーエレメント分化におけるプログラム細胞死に関与することが知られて

いるヒャクニチソウの ZEN1（Ito and Fukuda 2002）、胚乳の分解時に誘導されるプログ

ラム細胞死に関与する BEN1（Aoyagi et al., 1998）などが報告されている。興味深いこ

とに、これまでに明らかになっている植物の細胞死プロセスに関与するヌクレアーゼは

全て S1 タイプのヌクレアーゼファミリーのメンバーである。ところが、本研究で過敏

感細胞死誘導時に認められる核DNAの断片化を引き起こす IRENは S1ヌクレアーゼフ

ァミリーとは別の EEP スーパーファミリーに分類される。このことは、過敏感細胞死

誘導時に認められる核 DNA の断片化は他の形態形成時に認められる核 DNA の断片化

とは異なる制御を受けている可能性があることを示している。いずれにしても、EEPス

ーパーファミリーに分類されるヌクレアーゼが植物の細胞死に関与することは今回初

めて明らかになったことであり、今後詳細な活性化機構などについて解析を行う必要性

があるであろう。 

	
 本研究において、イネ培養細胞に A. avenaeの非病原性 N1141菌株を接種したときに、

明瞭な核 DNAの 180 bp単位におけるラダー化が認められた。この様な DNAのラダー

化はササゲにさび病菌を接種した時に認められる過敏感細胞死においても認められて

いる（Reyson and Heath 1996）。一方、タバコの植物体にタバコモザイクウイルスを接種

した時に認められる過敏感細胞死では、DNA の断片化は確認されたが、ヌクレオソー

ム単位での分解は認められなかった。この様な違いが、過敏感細胞死を誘導する病原菌

の違いに由来するのか、または、植物種に由来するのかについては現在のところ明らか

になっていないが、過敏感細胞死誘導時に認められる核 DNAの断片化は同じ種類のヌ

クレアーゼによるのではなく、それぞれ異なるヌクレアーゼによって引き起こされてい

る可能性がある。 

	
 イネ培養細胞での過敏感細胞死では核 DNAがオリゴヌクレオソーム単位で分解され

ていることはヌクレオソーム間のリンカー部分で分解が起きていることを示している。

このことは、この DNA 分解に関与するヌクレアーゼは二本鎖 DNA をエンドで分解す

る能力を持たなければいけない。IREN は Ca2+、Mg2+、Mn2+存在下で二本鎖 DNA を切

断することが本研究で確認されているので（Fig. 2-12）、イネの過敏感細胞死誘導時に

認められるオリゴヌクレオソーム単位での DNAの分解を引き起こす十分な能力を有す

るであろう。一方、これまで他の細胞死において DNAの分解に関与することが明らか

になっている ZEN1や BEN1は S1タイプのヌクレアーゼであり、このタイプは一本鎖

DNA を切断するが、二本鎖 DNA は切断できないことが知られている。このことは、
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ZEN1 や BEN1 が関与する核 DNA の断片化ではリンカー部分の切断が起きないため、

核 DNAのオリゴヌクレオソーム単位での分解は起きないのかもしれない。今回、リコ

ンビナント IRENによる環状のベクター分解ではオリゴヌクレオソーム単位での分解は

観察されなかった（Fig. 2-12）。これは、ベクターはヒストンに巻き付いた構造をとっ

ていないため、リンカー部分の優先的な分解が起きなかったためと思われる。今後、植

物のクロモソームを用いた IREN 分解実験を行い、IREN が実際にヌクレオソーム単位

での分解を引き起こすかどうかを調べる必要がある。 

	
 IRENは C末端領域に一つの EF-hand motifを持つ。この EF-hand motifはヘリックス－

ループ－ヘリックスで構成されており、ループ部分は 12 残基から構成されている。

EF-hand motif のループ部分に Ca2+が結合すると、タンパク質自体に大きな立体構造変

化が起き、内側に存在していた疎水性部分が外部に露出し、この部分を介して他のタン

パク質と相互作用することが可能となる。機能的な EF-hand motifの多くは、ループの 1

残基目のアスパラギン酸と 12 残基目のグルタミン酸が高度に保存されていることが示

されている（Tuteja snd Mahajan 2007）。IRENに存在する EF-hand motifのループ部分も

1残基目がアスパラギン酸で 12残基目がグルタミン酸で構成されている（Fig. 2-20）。

このことから、IREN に存在する EF-hand motif は機能的であり、Ca2+と EF-hand motif

との結合により大きな立体構造変化を引き起こすことで活性化すると考えられる。 

	
 真核生物のヌクレアーゼは DNAの制限分解、修復、組換え、転位、プログラム細胞

死などの様々なプロセスに関与している。特に、植物のヌクレアーゼは触媒作用の特徴

や要求する金属イオンの種類などによりいくつかのグループに分類される。特に、植物

のエンドヌクレアーゼには Zn2+依存タイプと Ca2+依存タイプで大別され（Sanchez and 

Vicient 2013）、それ以下のサブグループとして Mg2+、Mn2+、Co2+を含むその他のイオン

によって活性化されるヌクレアーゼグループに分けられる。これらのヌクレアーゼの中

で、Zn2+依存ヌクレアーゼ（TypeIや S1typeヌクレアーゼ）は比較的、よく研究されて

いる。このタイプには RNAや解離した DNAを効率的に分解する 30から 45ｋDaの分

子量で、中性で最大活性を示す酵素が含まれており、植物においては ZEN1 や BEN1、

ENDO2のような Zn2+依存ヌクレアーゼがよく知られている。近年、Ca2+/Mg2+依存のヌ

クレアーゼとして分類される CaMNU32 が報告された（Sanchez and Vicient 2013）。

CaMNU32の活性は、Ca2+または Mg2+のみでは弱いが、Ca2+と Mg2+両方の存在下では最

大活性を示す。また、CaMNU32の活性は Zn2+や低い pHによって阻害される（Jiang et al. 

2008）。他にも Ca2+と Mg2+依存型のヌクレアーゼがいくつか報告されている。例えば、

イネの OsCyt20 は pH7 付近で高い活性を示し、Zn2+によって阻害される Ca2+/Mg2+依存

のヌクレアーゼである（Dominguez and Cejudo 2006）。Zn2+によって活性が阻害される
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Ca2+/Mg2+依存のヌクレアーゼもまた、プログラム細胞死が誘導されたコムギ穀粒の珠

心細胞から同定されており、また、分子量が 28kDa 程度の同じ特徴をもつヌクレアー

ゼがウシ胸腺クロマチンから単離されている（Nikonova et al., 1989）。シロイヌナズナ

の CAN1 や CAN2 は中性付近で最大活性を有し、一本鎖 DNA や二本鎖 DNA と RNA

を分解するCa2+依存性ヌクレアーゼである（Lesniewicz et al., 2012）。IRENはCa2+、Mg2+、

Mn2+それぞれ単独の存在下ではわずかな活性しか示さないが、Ca2+と Mg2+または Ca2+

と Mn2+の両方の存在下では高い活性を示した（Fig. 2-12）。さらに、IRENの活性は Zn2+

によって阻害され、二本鎖 DNA を分解した。IREN のそれらの特徴は、典型的な

Ca2+/Mg2+依存ヌクレアーゼとよく似ている。しかし、IRENは、EEPスーパーファミリ

ーとして分類され、EF-hand モチーフを含むことを考えると、IREN は、過敏感細胞死

に関与する EF-hand モチーフを有するヌクレアーゼとして新規のエンドヌクレアーゼ

であるといえるだろう（Fig. 2-19）。IRENはイネにおいて EF-handモチーフをもった唯

一のヌクレアーゼであることから、IREN は過敏感細胞死に特化したユニークな特徴を

もつヌクレアーゼであると考えられる。 

	
 過敏感細胞死が誘導されたイネ培養細胞において、効果的な DNA分解は、A. avenae 

N1141 菌株を接種して 12 時間後に観察された（Fig. 2-1）。対照的にエバンスブルー染

色によって検出できる過敏感細胞死は菌を接種して 4時間以降に観察された（Fig. 1-1）。

これらのデータは、核 DNAの分解は過敏感細胞死誘導の後期ステージで起こっている

ことを示す。また、イネ細胞内での IREN の一過的な過剰発現は DNA 分解を引き起こ

すが、エバンスブルーでの染色が認められる細胞膜透過性の喪失を誘導しなかった

（Kaneda et al., 2009）。タバコの細胞に TMVを接種した場合も、過敏感細胞死に付随す

る DNA分解は細胞死誘導の後期ステージで起こっているように見える（Mittler and Lam 

1995）。以上のことは、DNA分解イベントが A. avenae N1141菌株によって誘導された

過敏感細胞死の直接的なトリガーでなく、過敏感細胞死の比較的下流で起きる現象の一

部であることを示している。興味深いことに、酵母で IRENを発現させると細胞生育の

抑制が観察された。これは、IRENによる DNAの分解が遺伝子発現やタンパク質合成、

代謝を低下させることを示している。以上のことから、IREN の過剰発現による DNA

分解はプログラム細胞死の直接的なトリガーにはならないが、IREN による DNA 分解

は最終的には細胞生育の抑制を引き起こすと考えられる。 
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Fig. 2-19 

イネのヌクレアーゼの分子系統樹  

 

	
 NCBI データーベースから得た IREN タンパク質を含む推定のヌクレアーゼタンパク

質と IRENホモログタンパク質での分子系統樹を作成した。得られた各タンパク質のア

ミノ酸配列のマルチプルアライメントを ClustalW2プログラムを用いて作成し、分子系

統樹は Tree Viewで描出した。分子系統樹推定法は、近隣結合法（neighbor joining method, 

N-J法）であり、確率計算はブートストラップ（繰り返し回数: 1000回）法を使用して

いる。（Ⅰ）グループは EEP（exonuclease/endonuclease/phosphatase）ファミリーに属す

る。（Ⅱ）グループは S1-P1 ヌクレアーゼファミリーであるシロイヌナズナの

Bi-Functional Nuclease（BFN1）/ENDO1 のホモロジータンパク質が属している。（Ⅲ）

グループはトチュウの EuCaN1/CaN2のホモロジーであり、staphylococcal nuclease（SNase）

domainをもつものが属する。（Ⅳ）グループは BFNファミリーとは異なり basalな防御

応答に関与する Oryza minutaの bifunctional nuclease（OmBBD）のホモロジータンパク

質が属する。  

A

NLS1 NLS2
EEP

EF-hand
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Supplemental Fig. S2

Ootsubo et al.

Fig. S2.     Characterization of IREN protein.
     (A) Schematic diagrams of IREN protein. (B) Amino acid (aa) sequence of IREN protein. 
Residues constituting the NLS1 and NLS2 are marked in gray. The endonuclease-exonuclease-
phosphatase (EEP) domain is underlined. Residues constituting the EF- hand motif was marked in 
 black. (C) A phylogenetic tree of IREN homologs and other nucleases from NCBI database.
 Multiple alignments were performed using ClustalW2 program and the phylogenic tree was
 created and visualized using TreeView. The phylogenetic tree was analyzed using the Putative
 protein sequence of plant species with complete genome sequenced available were obtain from
 NCBI database. The phylogenetic tree was inferred by NJ method using 1000-bootstraps repeats.
 Protein sequences used for alignment are as follow: (IREN) Os10g0203000, (IREN homology
 proteins) Os01g0610600, Os03g0166800, Os06g0264900, Os09g0511700 and
 Os10g0575200,(OsCaN1) Os01g0166100, (OsCaN2) Os11g00109500,  (OsCaN3)
 Os12g0255200, (BFN1/ENDO1 homology proteins) Os01g0128100, Os01g0128200 and
 Os04g0636400. (I) gruop belongs to the large EEP (exonuclease/endonuclease/phosphatase)
 superfamily that contains functionally diverse enzymes that share a common catalytic mechanism
 of cleaving phosphodiester bonds. (II) group belong to S1-P1 nuclease family which displayed
 homology to Bi-Functional Nuclease1 (BFN1)/ENDO1 from Arabidopsis thaliana. (III) gruop has
 staphylococcal nuclease (SNase like) domain which displayed homology to EuCaN1/CaN2 from
 Eucommia ulmoides. (IV) group are homolog of  OmBBD (for Oryza minuta bifunctional nucl-
ease in basal defense response) that differ from the previously reported BFN family.
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Fig. 2-20 

IRENの分子内に存在する EF-hand motifの二次構造予測と loop領域の解析  

	
 A. 二次構造予測サイト（NPS＠: Network protein Sequence Analysis（Combet et al., 2000））

により、IRENの分子内に存在する EF-handモチーフの二次構造予測を行った結果を示

す。この図に示す IRENのアミノ酸配列は EF-hand motif が含まれる 360-430番目まで

の領域である。h : Alpha helix、c : Random coil、e : Extended strand、赤枠: EF-hand motif

を示す。B. EF-hand motifの helix-loop-helixの配列パターンを示す。高度に保存された

29アミノ酸残基から構成されており、α helix E（1‑10残基目）、loop（10‑21残基目）、α‑helix 

F（19-29残基目）の構造をとる。E: グルタミン酸、n: 疎水性アミノ酸残基、*：介在

するアミノ酸残基、x: 1番目のカルシウムリガンド、y: 2番目のカルシウムリガンド、

Z: 3番目のカルシウムリガンド、G: グリシン、-Y: 4番目のカルシウムリガンド、I: イ

ソロイシン、-X: 5番目のカルシウムリガンド、-Z: 6番目と 7番目のカルシウムリガン

ド（グルタミン酸残基または、アスパラギン酸残基）を示す。C. M. truncatula CCaMK

の分子内に存在する 4つのEF-hand motif内の loop領域と IRENのEF-hand motif内の loop

領域との配列比較。12アミノ酸残基からなる loopの配列パターンでは、X（D）, Y（D）, 

Z （D）, ‑Y （K）, ‑X （D）, ‑Z （E）であり、*は介在するアミノ酸残基を示す。

  
               　 360       370       380       390       400       410       420
                   |         |         |         |         |         |         |
   IREN seq        LGMVHPDRLNSEEIKDLWSEADHDGDDIVDYKEFQRCIWSPTCCSQEEEDDTEIDISDGSLVTFEANDEA
   DSC             ccccccccccchhhhhhhhhccccccchhhhhhhhccccccccccccccccceeeecccceeeeeccccc
   MLR             hccccccccchhhhhhhhhhccccccceeehhhhhheecccccccccccccceeeeccceeeeeeccccc
   PHD             hccccccccchhhhhhhhhhhcccccchhhhhhhhheeeccccccccccccceeeecccceeeeeecccc
   Sec. Cons.      hccccccccchhhhhhhhhhccccccchhhhhhhhheecccccccccccccceeeecccceeeeeccccc

 
      E n * * n n * * n x * y * Z G -Y I -X * * -Z n * * n n * * n
      1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5  6 7  8 9 0  1 2 3 4 5 6 7 8 9
      ------Helix E------ --------Loop-------- ------Helix F------

    
     Consensus sequence                                                            X * Y * Z * -Y* -X* * -Z
     CCaMK EF-hand 0 (Medicago truncatula)　　    　D R D N A T L S E F E E
     CCaMK EF-hand 1 (Medicago truncatula)　　    　D N N R D G T V D M R E
     CCaMK EF-hand 2 (Medicago truncatula)　　    　D T D R S G C I S K E E
     CCaMK EF-hand 3 (Medicago truncatula)　　    　D A N N D G K V T F D E
     IREN  EF-hand   (Oryza sativa)　　    　                 D H D G D D I V D Y K E
                                               -------Loop(12aa)-------  

NPS@: Network Protein Sequence Analysis
TIBS 2000 March Vol. 25, No 3 [291]:147-150
Combet C., Blanchet C., Geourjon C. and Deléage G.

E W

 h: Alpha helix
 c: Random coil
 e: Extended strand
  : EF-hand motif

A

B

C
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