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序論  

  
	 植物は、病原菌の感染から自己を守るために、2層からなる免疫システムを有している。
植物は、病原性細菌に共通して存在する分子群である pathogen-‑associated  molecular  
patterns  (PAMPs)  という分子を細胞表面に存在する受容体で認識し活性酸素の発生やカ
ロースの沈着、防御関連遺伝子の発現誘導などを含むPAMP-‑triggered  immunity  (PTI)  を

誘導する   (Klarzynski  et  al.,  2000;  Aziz  et  al.,  2003;  Miguel  Angel  Torres  et  al.,  2005;  Luna  
et  al.,  2011)  。一方、植物病原性細菌は、細菌自身の感染を有利にする手段として effector
と呼ばれる分子群を Type  III  secretion  system  (T3SS)  と呼ばれる分泌装置を介して植物
内に輸送し、PTI反応を抑制する effector-‑triggered  susceptibility  (ETS)  を引き起こす場合
がある。ところが、植物によっては effectorによるETSを無力化し、細胞内に輸送された

effector を認識して過敏感細胞死を含むより強い effector-‑trigger  immunity  (ETI)  と呼ば
れる免疫反応を引き起こす。このように、PTIとETIという 2つの免疫反応が組織だって
誘導された場合、植物は病原菌の感染から自己を防御することができる   (Yang  et  al.,  1997;  
Keller  et  al.,  1999;  Jones  and  Dangl,  2006)  。  
	 植物の免疫反応の中で最初に誘導されるPTIは、植物病原菌が共通して持つ病原体分子

パターンである PAMPsによって誘導される。現在までに PAMPsとしては、フラジェリ
ンや elongation  factor  Tu、キチン、βグリカンなどが同定されている   (Felix  et  al.,  1999;  
Kunze  et  al.,  2004;  Kaku  et  al.,  2006;  Klarzynski  et  al.,  2000)  。これら同定されたPAMPs
の中でも、植物病原細菌の鞭毛を構成するフラジェリンについては世界中で活発に研究さ

れてきた。植物病原細菌 Pseudomonas  syringae  pv  tabaci のフラジェリンをトマトに処理
したところPTI反応が誘導されたので、このフラジェリンの活性部位について調べたとこ
ろ、多様な菌種で高度に保存されているN末端領域を含む 10  kDaの配列にPTI誘導活性
が存在することが示された。そこで、他のPseudomonas属やEscherichia  coliなどのフラ
ジェリンのN末端領域内で最も保存されている 22個のアミノ酸   (flg22)  の合成ペプチド  

(flg22)  をトマトに処理したところ、PTIが誘導されことからこの flg22がトマトやシロイ
ヌナズナに認識される領域であることが示された   (Felix  et  al.,  1999)  。次に、flg22の受容
体を同定するために変異原物質であるエチルメタンスルホン酸（EMS）処理によって得ら
れたシロイヌナズナ La-‑er 変異株の中から flg22 非感受性株を探索したところ、flagellin-‑
sensing  2  (FLS2)  変異体が同定された。CAPSマーカーを用いたマップベースクローニン
グにより FLS2遺伝子の同定を試みたところ、FLS2はN末端側からシグナルペプチド、
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28個の leucine-‑rich  repeat  (LRR)  で構成されているLRRドメイン、膜貫通領域、セリン

/スレオニンキナーゼドメインを含む 1,173 アミノ酸残基で構成される受容体型キナーゼ
をコードしていることが明らかになった   (Gomez-‑Gomez  and  Boller  et  al.,  2000)  。  
	 FLS2 が flg22 を認識した後の情報伝達機構についてはモデル植物であるシロイヌナズ
ナを用いて主に研究されてきた。FLS2が flg22を認識すると、FLS2はブラシノステロイ
ドの受容体として同定されている brassinosteroid   insensitive  1  (BRI1)  と相互作用する

BRI1-‑associated  kinase  1  (BAK1)  と結合し、FLS2/BAK1 複合体を形成する   (Li  et  al.,  
2002;  Chinchilla   et   al.,   2007)  。FLS2/BAK1 複合体は FLS2 に恒常的に結合している
receptor-‑like  cytoplasmic  kinaseに属する botrytis-‑induced  kinase  (BIK1)をリン酸化し、リ
ン酸化されたBIK1はFLS2から遊離する   (Lu  et  al.,  2010;  Zhang  et  al.,  2010;  Cao  et  al.,  
2013;  Daniel  et  al.,  2016)  。遊離したBIK1は、NADPHオキシダーゼである respiratory  
burst  oxidase  homologues  (RBOH)  の 1つであるAtRBOHDと直接結合しAtRBOHDの
N末端領域をリン酸化することでAtRBOHDを活性化させ   (Kadota  et  al.,  2014;  Li  et  al.,  
2014;  Sachine  et  al.,  2017)、活性酸素が発生することになる   (Sachine  et  al.,  2017)  。  
	 これとは別に、flg22がFLS2と結合するとmitogen-‑activated  protein  kinase  (MAPK)  カ
スケードが活性化することも報告されている   (Sachine  et   al.,   2017;  Chun-‑Hong  et   al.,  
2020)  。flg22を認識した FLS2は直接または Rac/Rhoを介して AtMEKK1  (MAPKKK)  
をリン酸化する。次に、活性化されたAtMEKK1は下流のAtMKK4/5  (MAPKK)  をリン
酸化し、活性化したAtMKK4/5はAtMPK3/6  (MAPK)  をリン酸化して活性化する   (Asai  
et  al.,  2002;  Siddhi  and  Alok,  2015;  Li  et  al.,  2021)  。活性化されたAtMPK3/6はWRKYな
どの転写因子を介してPTI関連遺伝子の転写を促進する   (Li  et  al.,  2021)  。  
	 flg22 を認識した FLS2 からの情報伝達経路としては、Ca2+が関与する系も知られてい
る。FLS2によって活性化したBIK1はRBOHをリン酸化することで活性酸素を発生させ
るが、この産生した活性酸素はCa2+チャネルを活性化することで、細胞外に存在するCa2+

が細胞内に流入させる。細胞内に流入したCa2+はcalcium-‑dependent  protein  kinase（CDPK）

を介してRBOHの再活性化と共に、未だ不明の経路を介して PTIを誘導する(Sachine  et  
al.,  2017)  。  
	 筆者の所属する研究室では、褐条病細菌である Acidovorax  avenae を用いて植物と病原
菌間に存在する相互作用や相互認識について研究してきた。A.  avenaeは、イネ、シコクビ
エ、アワ、トウモロコシなど様々な単子葉植物から様々な菌株が単離されているが、1 つ

の菌株に限ってみるとほぼ1種の植物種にしか感染することができない。例えば、A.  avenae
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の N1141菌株はシコクビエのみに感染でき、H8301菌株や K1菌株はイネのみに感染で

きる。そこで、A.  avenaeのN1141菌株とH8301菌株やK1菌株間に存在するこのような
厳密な宿主特異性がどのようにして決定されているかを調べるため、N1141菌株とH8301
菌株や K1 菌株をイネに接種したところ、非病原性 N1141 菌株を接種したイネでは PTI
や ETIといった免疫反応が誘導されたのに対し、病原性 H8301菌株や K1菌株を接種し
たイネでは免疫反応が誘導されなかった   (Che  et  al.,  1999)  。このことから、N1141菌株

と K1 菌株間に存在する厳密な宿主特異性には、植物の免疫反応誘導が関与していること
が示された。そこで、N1141菌株に存在するであろうPTIを誘導する因子について調べら
れた   (Che  et  al.,  2000)  。まず、非病原性N1141菌株の菌体表層抽出物をイネ培養細胞に
処理したところ、活性酸素の発生や PTI 関連遺伝子の発現などの PTI 反応の誘導が認め
られたが、K1菌株の菌体表層抽出物をイネ培養細胞に処理したところ、PTI反応の誘導が

認められなかった。また、N1141菌株の表層抽出物に存在するPTI反応の誘導活性は、ト
リプシンやプロテイナーゼ K の処理によって不活化されたことから、N1141 菌株の表層
抽出物に存在する PTI 反応誘導物質はタンパク質であることが示唆された。そこで、A.  
avenae に存在する特異的な PTI 反応を誘導するタンパク質を探索するために、ウサギに
N1141菌株を接種することで得られたN1141菌株に対する抗体をH8301菌株で吸収する

ことで N1141 菌株特異的抗体とウサギに H8301 菌株を接種することで得られた H8301
菌株に対する抗体を N1141 菌株で吸収することで H8301 菌株特異的抗体をそれぞれ得
た。この 2つの特異抗体を用いてN1141菌体抽出物とK1菌体抽出物に対するウエスタン
ブロット解析を行ったところ、N1141菌株特異的抗体を用いた場合は N1141細胞抽出物

の中から約 50  kDaの物質が、H8301菌株特異的抗体を用いた場合は H8301細胞抽出物
の中から約 50  kDaの物質がそれぞれ検出された。そこで、この約 50  kDaの各タンパク質
の N 末端アミノ酸配列をプロテインシーケンサーで解析したところ、このタンパク質は
Pseudomonas  aeruginosaや Salmonella  typhimuriumなどのグラム陰性細菌の鞭毛を構成
するタンパク質であるフラジェリンであることが示された   (Che  et  al.  2000)  。そこで、イ
ネ非病原性 N1141 菌株とイネ病原性 K1 菌株のフラジェリンを精製しイネに処理したと
ころ、N1141菌株のフラジェリンはイネのPTIを誘導したが、K1菌株のフラジェリンは
イネのPTIを誘導しなかった   (Che  et  al.,  2000;  Tanaka  et  al.,  2003)  。これらのことから、
A.  avenaeのフラジェリンは flg22とは異なり、N1141菌株のフラジェリンはイネの PTI
を誘導し、K1菌株のフラジェリンはイネのPTIを誘導しないことが明らかとなった。  

	 次に、このような N1141菌株と K1菌株のフラジェリン間に存在するイネ PTI誘導の
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特異性の制御機構について調べた。N1141菌株とK1菌株のフラジェリンはそれぞれ 492

アミノ酸残基で構成されているが、このうち 14 アミノ酸残基の配列が異なっている。そ
こで、このアミノ酸配列の違いがPTI誘導能の特異性に関与するかを調べるため、N1141
菌株と K1 菌株の発現フラジェリンを大腸菌で作製しイネに処理した。その結果、N1141
菌株だけでなくK1菌株の発現フラジェリンもイネのPTIを誘導したことから、両菌株の
フラジェリン間に存在する PTI 誘導の特異性は両菌株間のフラジェリン間に存在する 14

ヵ所のアミノ酸配列の違いによって制御されているのではないことが示された。次に、両

フラジェリン間に存在するPTI誘導能の特異性に翻訳後修飾が関与する可能性を考え、両
菌株のフラジェリンの分子量をMALDI-‑TOF  MSで測定した。その結果、予想分子量に比
べ、N1141菌株のフラジェリンで 1,600、K1菌株のフラジェリンで 2,150大きいことが示

された。この分子量の違いがどのような翻訳後修飾に由来するのかを調べるため、両菌株

のフラジェリンを用いた糖鎖染色解析を行ったところ、両フラジェリン共に糖鎖が付加し

ていることが明らかになった   (Che  et  al.,  2000;  Hirai  et  al.,  2011)  。そこで次に、この糖鎖
が N1141菌株と K1菌株のフラジェリン間に存在する PTI誘導の特異性に関与するのか
を調べるため、フラジェリンから糖鎖の脱離を計画した。両菌株のフラジェリンには、N
結合型糖鎖が付加するための共通配列が存在しないことから O 結合型糖鎖の存在が予想
された   (Che  et  al.,  2000)  。そこで、O結合型糖鎖のアルカリ処理によるβ脱離やグリコ
シダーゼを用いた酵素的な糖鎖の除去を試みたが、フラジェリンが凝集するなどして、糖

鎖欠損フラジェリンを得ることが出来なかった   (Hirai  et  al.,  2011)  。そこで、両菌株に存
在する糖鎖修飾に関与する遺伝子を欠損させることで糖鎖非存在型フラジェリンを得るこ

とを試みた。Pseudomonas  aeruginosa等のグラム陰性細菌において、フラジェリン糖鎖の
合成関連遺伝子はフラジェラオペロン内のグリコシレーションアイランドと呼ばれる領域

に存在することが知られている（Arora  et  al.,  2001;  Takeuchi  et  al.,  2003）。そこで、N1141
菌株と K1 菌株のフラジェラオペロン内に同様のグリコシレーションアイランドが存在す
るかを探索したところ、N1141菌株では5つの遺伝子（flagellin  glycosyltransferase  (Fgt)  、
Sugartransaminase  (Sta)  、oxidoreductase  (Or)  、sugarmethyltransferase  (Smt)  、WbqC-‑
like  family  protein  (Wlf)  )  、K1菌株では、4個の遺伝子   (flagellin  glycosyltransferase  (Fgt)  、
type  12  methyltransferase  (12mt）  、aminotransferase  (At）  、carbamoyl  phosphate  symthase  
(Cps)  遺伝子)  で構成されるフラジェラオペロンが存在していた   (Hirai  et  al.,  2011)  。
N1141菌株とK1菌株のグリコシレーションアイランドに存在する遺伝子群の中で、両フ

ラジェラオペロンに共通して存在する Fgt遺伝子は糖鎖をタンパク質に付加させるグリコ
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シルトランスフェラーゼをコードしている。そこでまず、糖鎖を持たないフラジェリンを

作製するため、Fgt遺伝子を欠損させたN1141菌株と K1菌株   (NΔFgt株と KΔFgt株)  
を作製した。作製した NΔFgt株と KΔFgt株からフラジェリンを精製し、MALDI-‑TOF  
MSを用いて分子量解析を行ったところ、NΔFgt株とKΔFgt株のフラジェリンには、糖
鎖が付加されていないことが示された。そこで、NΔFgt株とKΔFgt株からフラジェリン
を精製し、イネ培養細胞に処理したところ、NΔFgt株のフラジェリンだけでなくKΔFgt
株のフラジェリンも同様に活性酸素発生能を有することが示された。このことから、N1141
フラジェリンと K1フラジェリン間に存在する特異的 PTI誘導能は、K1菌株のフラジェ
リンに付加されている糖鎖がイネによるフラジェリン認識を妨げることで PTI が誘導さ
れないことに由来していることが示された   (Hirai  et  al.,  2011)  。  
	 NΔFgt株と KΔFgt株由来の糖鎖非存在型フラジェリンを用いた実験で、K1菌株に付
加した糖鎖がイネによるフラジェリン認識を妨げていることが明らかになったので、次に

どのアミノ酸残基に付加している糖鎖が認識を妨げているのかについて調べた。まず、両

フラジェリンのどのアミノ酸残基にどのような糖鎖が付加しているのかを調べるため、糖

鎖付加フラジェリンと糖鎖欠損フラジェリンをトリプシンやアスパラギン酸 N-‑ペプチダ
ーゼ等で消化し、HPLCによって得られるプロファイルを比較した。その結果、イネ非病

原性N1141菌株のフラジェリンでは 3ヶ所   (Thr178、Thr183、Thr351)  のアミノ酸に質
量551の糖鎖が、イネ病原性K1菌株のフラジェリンでは4ヶ所   (Ser178、Ser183、Ser212、
Thr351)  のアミノ酸に質量約 540の糖鎖が付加されていることが明らかになった。次に、
K1 菌株のフラジェリンに付加する糖鎖のうちどのアミノ酸残基に付加した糖鎖がイネに

よる認識を妨げているのかを調べるため、糖鎖が付加している K1 菌株のフラジェリンの
Ser178、Ser183、Ser212、Thr351をAlaに置換した変異フラジェリンをK1菌株のフラジ
ェリン欠損株を用いて作製したところ、Ser178、Ser183をAlaに置換したK1フラジェリ
ンでイネに対するPTI誘導能を獲得した   (Hirai  et  al.,  2011)  。この結果から、イネ病原性
K1菌株フラジェリンの Ser178、Ser183に付加されている糖鎖がイネによる認識を妨げて

いることが示された   (Hirai  et  al.,  2011)  。興味深いことにN1141フラジェリンのThr178
とThr183にも糖鎖が付加していたことから、K1フラジェリンとN1141フラジェリンに

存在する糖鎖構造の違いについて調べた。まず、両菌株のフラジェリンに付加されている

糖鎖をヒドラジン分解で脱離し、蛍光標識剤である 2-‑アミノピリジンで標識後、逆相
HPLC で分析し、UV 吸収と蛍光の両方が検出されたピークを回収した。次に、LC-‑IT-‑

TOF  MS を用いた精密分子量測定や H-‑NMR を用いた構造解析を行ったところ、N1141
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菌株フラジェリンに付加されている糖鎖は、非還元末端側からフコース 4N  

(acetylsarcosine)  -‑  (1→3)  -‑ラムノース-‑  (1→3)  -‑ラムノースであり、K1菌株フラジェリンに
付加されている糖鎖は、非還元末端側から 4,6-‑ジデオキシグルコース 4N   (2,3-‑
dihydroxypropanoyl)  2Me-‑  (1→3)  -‑ラムノース-‑  (1→3)  -‑ラムノースであることが示された  
(Fig.  A  and  B,  Hirai  et  al.,  2011)  。これらのことから、N1141菌株とK1菌株のフラジェ
リンに付加している糖鎖はその非還元末端糖だけが異なっていることが明らかになった。

この結果は、同時にこの非還元末端糖の構造の違いがイネによるフラジェリン認識を妨げ

ることが出来るかどうかを決定している可能性を示す。しかし、現在まで、A.  avenaeのフ
ラジェリンだけでなく他のフラジェリンにおいても、フラジェリンに付加している糖鎖の

非還元末端糖の違いが認識特異性を制御しているという知見は得られていない。  
	 前述したように、シロイヌナズナでは様々なバクテリアで配列が保存されているフラジ

ェリンの flg22を認識してPTI反応を誘導する。しかしこれまで示したように、A.  avenae
の N1141 菌株フラジェリンはイネの PTI を誘導するが、K1 菌株のフラジェリンはイネ
PTIを誘導出来ない。このことは、シロイヌナズナとイネにおいては異なる認識機構によ

ってフラジェリンを認識している可能性がある。そこで、イネとシロイヌナズナにおける

フラジェリンの受容機構の違いを調べるため、イネにおける N1141 菌株フラジェリンの

認識部位について調べた。一般的に、グラム陰性細菌の鞭毛を構成するフラジェリンはN
末端側からD0、D1、D2、D3、D2、D1、D0のドメインで構成されている   (Samatey  et  
al.,  2001;  Yonekura  et  al.,  2003)  。そこで、A.  avenaeのイネ非病原性N1141菌株フラジェ
リンの flg22を含むN末端側D0、D1、D2ドメインからなるND0—2、中央領域のD2、

D3、D2ドメインからなるND2—CD2、C末端側D2、D1、D0ドメインからなる CD2—
0、C末端側 D2、D1ドメインからなる CD2—1をそれぞれ大腸菌で発現させイネ培養細
胞に処理した。その結果、CD2—0とCD2—1を処理したイネ培養細胞では活性酸素の発生
やカロースの蓄積などの PTI反応が誘導されたが、flg22を含むND0—2とND2—CD2を
処理した場合は、このようなPTI反応が誘導されなかった。このことから、イネが認識す

るフラジェリンの最小単位はCD2—1であり、シロイヌナズナが認識する flg22は認識しな

いことが明らかとなり、イネにおけるフラジェリン認識機構はシロイヌナズナの認識機構

とは異なる可能性が示唆された   (Katuragi  et  al.,  2015;  Hind  et  al.,  2016)  。そこで、イネの
CD2—1受容機構とシロイヌナズナの flg22受容機構との違いを調べるために、シロイヌナ
ズナの FLS2のイネオルソログを探索した。その結果、イネはシロイヌナズナの FLS2と

同じアミノ酸残基で構成され、アミノ酸レベルで 45％の相同性を示す OsFLS2 を有する
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ことを発見した。この OsFLS2遺伝子をシロイヌナズナ fls2変異体に導入し、flg22を処
理したところ、flg22認識能が回復したことから、OsFLS2は flg22認識能を有することが
明らかとなった   (Takai  et  al.,  2008)  。しかし、OsFLS2ノックダウン変異体にCD2—1を
処理しても野生株と同等の PTI 反応が誘導されたことから、イネにおいて OsFLS2 は
CD2—1の認識には関与しないことが示唆された   (Katsuragi  et  al.,  2015)  。  
	 植物では、多くの受容体がそのリガンドを処理することで、発現量が増加することが示

されている。そこで、イネにおけるフラジェリン受容体を同定するために、フラジェリン

によって発現量が増加する遺伝子をDNAマイクロアレイで解析したところ、フラジェリ
ンによって発現誘導される 16遺伝子を同定した   (Katsuragi  et  al.,  2015)  。これらの遺伝
子の中には受容体型キナーゼをコードする遺伝子が 2つ存在していたことから、これらを
イネプロトプラストに一過的に高発現させフラジェリンを処理したところ、Flagellin-‑
induced  receptor  kinase  2  (FliRK2)と名付けた遺伝子を発現したときにフラジェリン感受
性が増加することが示された   (Katsuragi  et  al.,  2015)  。そこで、FliRK2 欠損イネ変異体  
(flirk2 変異体)  を作製したところ、CD2—1 を処理しても PTI 誘導が認められなかった。
さらに、FliRK2とCD2—1の直接的相互作用も免役沈降実験で認められたことから、FliRK2
はイネおけるフラジェリン CD2‒–1 領域を認識する受容体である可能性が高くなった  

(Katsuragi  et  al.,  2015)  。以上の様に、イネはフラジェリンのCD2—1を認識してPTIを誘
導するが、シロイヌナズナは flg22を認識してPTIを誘導する。これは、植物においては

様々なフラジェリンの認識システムと免疫誘導機構が存在することを示す。これを実証す

るように、最近、トマトは flg22だけでなく、その近傍に存在する 28個のアミノ酸残基か

らなる flgII—28 を FLS3 で認識して PTI を誘導することが報告された   (Cai  et  al.,  2011;  
Hind  et  al.,  2016)  。すなわち、植物にはCD2—1を認識するシステム、flg22をFLS2で認
識するシステム、flgII—28をFLS3で認識するシステムが存在することを示している。しか
し、どのような植物種がどのフラジェリン認識システムを利用してPTIを誘導しているの

か、各フラジェリン認識システムがどのように進化してきたのか、また植物が各フラジェ

リン認識システムをいつ獲得してきたのかなどについては全く明らかになってない。  
	 そこで、本博士論文では、植物に存在する様々なフラジェリン認識システムの機構につ

いての知見を得ることを目的として研究を行った。第一章では、N1141フラジェリンはイ
ネのPTIを誘導するが、K1フラジェリンはイネPTIを誘導できないというPTI誘導特異

性が、フラジェリンに付加している糖鎖によってどのようにして制御されているのかにつ

いて調べた結果を記す。また、第二章ではCD2—1認識システム、flg22認識システム、flgII—
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28認識システムがどのような植物種に分布しているのかについて研究した結果を記す。さ

らに、得られた結果から、各フラジェリン認識システムがどのように進化してきたのか、

植物種が 3つのフラジェリン認識システムをいつ獲得したのかについても議論する。  
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第⼀一章 

 

N1141菌株とK1菌株フラジェリンによるイネPTIの特異的誘導の機構解析 

 

緒⾔言 

 

イネ⾮非病原性N1141菌株のフラジェリンはイネの PTIを誘導するが、イネ病原性K1菌株
のフラジェリンはイネの PTIを誘導できない。序論にも述べたが、このようなN1141菌株
と K1菌株由来のフラジェリン間に存在するイネ PTI誘導の特異性は K1菌株フラジェリ
ンの Ser178と Ser183に付加されている糖鎖がイネによる認識を妨げていることに由来す
ることが⽰示された (Hirai et al., 2011) 。興味深いことに、N1141菌株のフラジェリンのThr178

とThr183にも糖鎖が付加していることから、フラジェリンの PTI誘導特異性には、糖鎖構
造の違いが重要であることが⽰示された。そこで、K1 菌株のフラジェリンと N1141 菌株の
フラジェリンに存在する糖鎖構造を調べたところ、N1141 菌株と K1 菌株のフラジェリン
に付加している糖鎖はそれぞれ 3糖で構成されているが、⾮非還元末端糖だけが異なってい
た (Hirai et al., 2011) 。そこで、本章では、N1141菌株とK1菌株フラジェリンに付加され

ている糖鎖の⾮非還元末端糖の違いがイネ PTI誘導の特異性の制御に関与するのかどうかを
調べた。 
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第一章	 材料と方法 

 

1-1：菌の保存と培養 

	 A. avenaeの保存は Pseudomonas F固体培地で 30 ℃、一晩静置培養した菌体を白金耳で

かきとり、スキムミルク溶液 1 mlに懸濁し、これを 50 µlずつに分注し、液体窒素で瞬間

凍結し-80 ℃に置くことで行った。 

 

1-2：A. avenaeからのフラジェリンの単離 

・フラジェリンの精製 

	 A. avenae N1141およびK1菌株からのフラジェリンの精製は以下の方法で行った。スキ

ムミルク溶液に保存したそれぞれの菌 50 µlを PF液体培地 2 mlに 2 µl加え、30℃で一晩、

振盪培養を行った後、培養液 33 µlを PF液体培地 330 ml × 3本に加え、30℃、24時間振盪

培養を行った。培養液を himac CR20G (HITACHI) 用チューブに分注し、6,000 ×g、4℃で 20

分間、遠心分離し集菌した後、この菌体に 25 mM TBSを加え 6,000 ×g、4℃で 20分間、再

度遠心分離した後、菌体を得た。この菌体を 4 ℃に冷やした 90 mlの 25 mM TBSで再懸濁

し、MX-X57-P ファイバーミキサー (National) に移し、1分間の切断処理、5分間の氷上静

置を 7回繰り返し菌体からフラジェリンを切り離した。この液を 50 mlコニカルチューブ

に移し、MX-300 (TOMY) 遠心機で 6,000 ×g、4 ℃で 30分間、遠心分離後、上清を 100 ml

コニカルチューブに移し、himac CR20G遠心機で 16,000 ×g、4℃で 1時間遠心分離した。

得られたペレットは滅菌した超純水1.5 mlで懸濁し16,000 ×gペレットのサンプルとした。

一方、上清は himac CP70 MX (HITACHI) 超遠心機用チューブに移し、180,000 ×g、4℃で 1

時間遠心分離した。得られたペレットを滅菌した超純水 1.5 mlで懸濁し、MX-300遠心機

で 20,000 ×g、4℃、20分間、遠心分離後、得られたペレットを滅菌した超純水 500 µlで懸

濁し、20,000 ×gペレットのサンプルとした。また、上清は 20,000 ×g上清のサンプルとし

た。 
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【Pseudomonas ager F培地】 

BactoTM Tryptone (BD)  2.0 g 

PROTEOSE PEPTONE NO.3 (BD)  2.0 g 

KH2PO4 (nacalai tesque)  0.3 g 

MgSO4・7H2O (nacalai tesque)  0.62 g 

BactoTM Agar (BD)  3.0 g 

超純水 Up to 200 ml 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行い、プレートを作製した。 

 

【スキムミルク溶液】 

Skim milk powder (Wako)  10 g 

Sodium L (+) -Glutamate monohydrate (Wako)  1.5 g 

超純水 Up to 100 ml 

115 ℃、15分間オートクレーブ滅菌をした後、室温で一晩静置し、再び 115 ℃、

5分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

・フラジェリンの濃度測定 

	 各菌体から精製したフラジェリンの濃度は、BSAを標品としたQuick Start Protein assay 

kit (BIO-RAD) を用いた比色定量により算出した。また、各精製フラジェリン画分を SDS-

PAGEで分離し、CBB染色でタンパク質を検出した後、CBBに染色されたフラジェリン由

来のバンドをカメラで撮影し、ImageJによってフラジェリンの黒化度を調べ、BSAを用い

て作製した検量線との比較で定量した。 

 

・SDS-PAGE 

	 ラピダス･ミニスラブ電気泳動槽 (ATTO) に少量の SDS-PAGE泳動バッファーを加え、

ミニスラブゲル作製キット (ATTO) で作製した 10%アクリルアミドゲル板をセットし、

100 V定電圧で 2時間泳動を行った。マーカーはAPRO-Marker Low range (APRO) を使用

した。 
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【SDS-PAGE泳動バッファー】 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Wako)  3.0 g 

Glycine (Wako) 14.4 g 

SDS (Wako) 1.0 g 

HCI Up to pH 8.8 

超純水 Up to 1.0 l 

  

【10% アクリルアミドゲル】 

・分離ゲル  

30 % Acryuamide/Bis solution (BIO-RAD) 3.0 ml 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 (Wako) 2.25 ml 

10 % (w/v) SDS (Wako) 0.1 ml 

超純水 3.75 ml 

TEMED (Wako) 5.0 µl 

10 % APS (Wako) 50 µl 

・濃縮ゲル  

30 % Acrylamide/Bis solution (BIO-RAD) 0.45 ml  

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 (Wako) 0.75 ml 

10 % (w/v) SDS (Wako) 0.02 ml 

超純水 1.8 ml 

TEMED (Wako) 5.0 µl 

10 % APS (Wako) 25 µl 

 

【2 ×SDS sample buffer】 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) (Wako) 2.5 ml 

10 % Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Wako) 4.0 ml 

β-mercaptoethanol (Wako) 1.2 ml 

Glycerol (Wako) 2.0 ml 

1.0 % BPB (Wako) 数滴 

超純水 Up to 10 ml 
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1-3：N1141菌株の糖鎖関連遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) 欠損株とK1菌株の糖鎖関連遺伝

子 (12mt, Cps, At) 欠損株の作製 

・N1141糖鎖関連遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) 欠損株作製用プラスミドの構築 

N1141 菌株のグリコシレーションアイランドに存在する 4 つの遺伝子 (Sta、Or、Smt、

Wlf) を欠損した変異株を作製するためのプラスミドを構築するために、N1141菌株のゲノ

ムDNAをテンプレートとして、Sta遺伝子の終止コドンを含む42 bpからその下流約1 kbp、

およびWlf遺伝子の開始コドンを含めた 6 bpから上流に約 1 kbpを増幅するプライマーセ

ット (下流: Fプライマー：N1141-18952-XbaとRプライマー：N1141-19987、上流: Fプラ

イマー：N1141-24793とRプライマー：N1141-25851-Xba) を用いて PCRを行った。 

 

【PCR反応液】  【PCR反応条件】 

LA 10×バッファー 1.0 µl  96 ℃ 5 min 

Primer F (10 µM)  0.25 µl  96 ℃ 30 sec 

Primer R (10 µM)  0.25 µl  59 ℃ 30 sec 

2.5 mM dNTPs 0.6 µl  72 ℃ 1 min 

PCRx 1.5 µl  72 ℃ 7 min 

LA Taq (TaKaRa)  0.1 µl 

30×[96 ℃+59 ℃+72 ℃] 
N1141ゲノム 50 ng 1.5 µl 

Nuclease-Free water 4.8 µl 

Total vol. 10 µl 

 

得られた PCR産物の一部を、1.25 %アガロースゲルを用いた電気泳動で解析し、増幅の

有無を確認した後、それぞれの PCR産物を 1,000倍希釈した。この下流と上流の増幅産物

を混合し、以下の条件でアニーリングした後、伸長させ、この後の PCRにテンプレートと

して使用する二本鎖DNA断片産物を作製した。 
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【テンプレート作成用反応液】  【反応条件】 

LA 10×バッファー 1.0 µl  96 ℃ 5 min 

2.5 mM dNTPs 0.6 µl  57 ℃ 30 sec 

PCRx 1.5 µl  72 ℃ 1 min 

LA Taq (TaKaRa)  0.1 µl 

希釈混合液 1.0 µl 

Nuclease-Free water 5.3 µl 

Total vol. 9.5 µl 

 

	 さらに、この反応液に両サイドのプライマーセット (下流: Fプライマー：N1141-18952-

XbaとRプライマー：N1141-25851-Xba) を 0.25 µl加えて以下の条件で PCRを行った。 

 

【PCR反応液】  【PCR反応条件】 

LA 10×バッファー 1.0 µl  96 ℃ 5 min 

Primer F (10 µM)  0.25 µl  96 ℃ 30 sec 

Primer R (10 µM)  0.25 µl  59 ℃ 30 sec 

2.5 mM dNTPs 0.6 µl  72 ℃ 1 min 

PCRx 1.5 µl  72 ℃ 7 min 

LA Taq (TaKaRa)  0.1 µl 

30×[96 ℃+59 ℃+72 ℃] 
希釈混合液 1.0 µl 

Nuclease-Free water 5.3 µl 

Total vol. 10 µl 

 

得られた PCR産物の一部を、1.25%アガロースゲルを用いた電気泳動で分離し、増幅の

有無を確認し、約 2 kbpの増幅産物を pCR2.1-TOPOベクター (Invitrogen) にライゲーショ

ンし、大腸菌 (DH5α) に形質転換した。得られたコロニーが目的の上流と下流の連結した

プラスミドを持つコロニーであることを、pCR2.1-TOPO ベクター上に存在する M13-F と

M13-Rの配列に対して作製したそれぞれのプライマーを用いて、コロニーPCRを行い、ダ

イレクトシークエンスによる配列解析で目的のプラスミドが完成したことを確認した

(pCR2.1/NΔ4)。この pCR2.1/NΔ4のインサート部分を pK18mobsacB-tetに乗せ換えるため、
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まず pK18mobsacB-tetをXbaI消化した後、CIAPで脱リン酸化した。一方、pCR2.1/NΔ4も

XbaIで消化した。この酵素消化産物をアガロース電気泳動で分離後、目的のDNA断片を

ゲルから回収し、これらをライゲーションした後、大腸菌 (DH5α) に導入した。得られた

コロニーが目的の上流と下流の連結したプラスミドを持つコロニーであることを、F プラ

イマー：N1141-18952-Xbaと Rプライマー：N1141-25851-Xbaのプライマーを用いて、コ

ロニーPCRで確認した。目的のプラスミドを持つ大腸菌からプラスミドを回収し、このプ

ラスミドを pmobtet/NΔ4と名付けた。 

 

 

・K1糖鎖関連遺伝子 (12mt, Cps, At) 欠損株作製用プラスミドの構築 

K1菌株のグリコシレーションアイランドに存在する 3つの遺伝子(12mt, Cps, At)を欠損

した変異株を作製するためのプラスミドを構築するために、K1菌株のゲノムDNAをテン

プレートとして、12mt遺伝子の終止コドンを含む 6 bpからその下流約 1 kbp、およびAt遺

伝子の開始コドンを含めた 6 bpから上流に約 1 kbpを増幅するプライマーセット (下流: F

プライマー：K1-3681-Xbaと Rプライマー：K1-4699、上流: Fプライマー：K1-7964と R

プライマー：K1-8960) を用いて PCRを行った。 

 

 

 

 

 

 

【Primer sets】 

【Sta遺伝子の下流を増幅するプライマーセット】 

N1141-18952-Xba F TAATCTAGAGTAGCCCTGGAGGTGGACTTG 

N1141-19987 R CGCATGCATGTGAAAAGCTTCTATCACCCA 

【Wlf遺伝子の上流を増幅するプライマーセット】 

N1141-24793 F GCTTTTCACATGCATGCGGATGTGTAGTAG 

N1141-25851-Xba R ACGTCTAGAGGCAACTTCCGTACCAACAAC 

＊下線は制限酵素サイトを示す。 
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【PCR反応液】  【PCR反応条件】 

LA 10×バッファー 1.0 µl  96 ℃ 5 min 

Primer F (10 µM)  0.25 µl  96 ℃ 30 sec 

Primer R (10 µM)  0.25 µl  64 ℃ 30 sec 

2.5 mM dNTPs 0.6 µl  72 ℃ 1 min 

PCRx 1.5 µl  72 ℃ 7 min 

LA Taq (TaKaRa)  0.1 µl 

30×[96 ℃+64 ℃+72 ℃] 
K1ゲノム 50 ng 1.5 µl 

Nuclease-Free water 4.8 µl 

Total vol. 10 µl 

 

得られた PCR産物の一部を、1.25 %アガロースゲルを用いた電気泳動で解析し、増幅の

有無を確認した後、それぞれの PCR産物を 1,000倍希釈した。この下流と上流の増幅産物

を混合し、以下の条件でアニーリングした後、伸長させ、この後の PCRにテンプレートと

して使用する二本鎖DNA断片産物を作製した。 

 

【テンプレート作成用反応液】  【反応条件】 

LA 10×バッファー 1.0 µl  96 ℃ 5 min 

2.5 mM dNTPs 0.6 µl  64 ℃ 30 sec 

PCRx 1.5 µl  72 ℃ 1 min 

LA Taq (TaKaRa)  0.1 µl 

希釈混合液 1.0 µl 

Nuclease-Free water 5.3 µl 

Total vol. 9.5 µl 

 

	 さらに、この反応液に両サイドのプライマーセット (下流: F プライマー：K1-3681-Xba

とRプライマー：K1-8960) を 0.25 µl加えて以下の条件で PCRを行った。 
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【PCR反応液】  【PCR反応条件】 

LA 10×バッファー 1.0 µl  96 ℃ 5 min 

Primer F (10 µM)  0.25 µl  96 ℃ 30 sec 

Primer R (10 µM)  0.25 µl  64 ℃ 30 sec 

2.5 mM dNTPs 0.6 µl  72 ℃ 1 min 

PCRx 1.5 µl  72 ℃ 7 min 

LA Taq (TaKaRa)  0.1 µl 

30×[96 ℃+64 ℃+72 ℃] 
希釈混合液 1.0 µl 

Nuclease-Free water 5.3 µl 

Total vol. 10 µl 

 

得られた PCR産物の一部を、1.25%アガロースゲルを用いた電気泳動で分離し、増幅の

有無を確認し、約 2 kbpの増幅産物を pCR2.1-TOPOベクター (Invitrogen) にライゲーショ

ンし、大腸菌 (DH5α) に形質転換した。得られたコロニーが目的の上流と下流の連結した

プラスミドを持つコロニーであることを、pCR2.1-TOPO ベクター上に存在する M13-F と

M13-Rの配列に対して作製したそれぞれのプライマーを用いて、コロニーPCRを行い、ダ

イレクトシークエンスによる配列解析で目的のプラスミドが完成したことを確認した

(pCR2.1/KΔ3)。この pCR2.1/KΔ3のインサート部分を pK18mobsacB-tetに乗せ換えるため、

まず pK18mobsacB-tetをXbaI消化した後、CIAPで脱リン酸化した。一方、pCR2.1/KΔ3も

XbaIで消化した。この酵素消化産物をアガロース電気泳動で分離後、目的のDNA断片を

ゲルから回収し、これらをライゲーションした後、大腸菌 (DH5α) に導入した。得られた

コロニーが目的の上流と下流の連結したプラスミドを持つコロニーであることを、F プラ

イマー：K1-3681-XbaとRプライマー：K1-8960のプライマーを用いて、コロニーPCRで

確認した。目的のプラスミドを持つ大腸菌からプラスミドを回収し、このプラスミドを

pmobtet/KΔ3と名付けた。 
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・N1141糖鎖関連遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) 欠損株とK1菌株の糖鎖関連遺伝子 (12mt, 

Cps, At) 欠損株の作製 

	 A. avenae N1141菌株とK1菌株のコンピテントセルを氷上で溶解し、N1141野生株のコ

ンピテントセルに pmobtet/NΔ4を、K1野生株のコンピテントセルに pmobtet/KΔ3を 1 µg加

え、氷中で 30分間静置した後、4℃に冷やしたキュベット (Gene Pulser Cuvette, 0.1 cm、BIO-

RAD) にコンピテントセルを移した。Gene Pulser (BIO-RAD) にキュベットをセットし、電

圧 1.7 kV/cm、電気容量 25 µF、キュベット抵抗 200 Ωの条件でエレクトロポレーションを

行い pmobtet/NΔ4または pmobtet/KΔ3を導入した後、10 µg/mlの tetracyclineを含む PF agar

培地にプレーティングし、2~3日間 30℃で静置培養した。得られたコロニーが pmobtet/NΔ4

を N1141菌株のゲノム上に、pmobtet/KΔ3を K1菌株のゲノム上にそれぞれ保持している

かを確認するため、tetracycline 耐性遺伝子を特異的に増幅するプライマーセットでコロニ

ーPCRを行った。確認したコロニーを PF液体培地 (7.5 ug/ml tetracycline) 3 mlで 30℃、一

晩、振盪培養し、この培養液 3 µlを 25% スクロース-PF液体培地 3 mlに植菌して更に 30℃

で 3~4日間培養した。菌培養液を 100倍希釈し、その 100 µlを PF 固体培地にプレーティ

ングし、30℃で 2日間培養した。得られたコロニーがNΔ4遺伝子の内部 2 kbpを欠損した

変異株であることを Fプライマー：N1141-18952-Xbaと Rプライマー：N1141-25851-Xba

のプライマーを、KΔ3遺伝子の内部 2 kbpを欠損した変異株であることを Fプライマー：

K1-3681-XbaとRプライマー：K1-8960のプライマーを用いて、コロニーPCRで確認した。

このようにして得られたNΔ4遺伝子欠損株をNΔ4と、KΔ3遺伝子欠損株を、KΔ3と名付

けた。 

 

【Primer sets】 

【12mt遺伝子の下流を増幅するプライマーセット】 

K1-3681-Xba F AGTCTCTAGACGATCTCGAAGCTGTCGAAC 

K1-4699- R CCCATGTCAAGTTAACGCCATCACCAGAGC 

【At遺伝子の上流を増幅するプライマーセット】 

K1-7964 F GCGTTAACTTGACATGGGAAGTCCCTAGAA 

K1-8960 R CTCGGCCCGCAACGTCTCGGAACTGAAGTT 

＊下線は制限酵素サイトを示す。 
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・NΔ4株とKΔ3株からのフラジェリンの精製 

スキムミルク溶液に保存したそれぞれの菌 50 µlを PF液体培地 2 mlに 2 µl加え、30℃

で一晩、振盪培養を行った後、培養液 33 µlを PF液体培地 330 ml × 3本に加え、30℃、24

時間振盪培養を行った。培養液を himac CR20G (HITACHI) 用チューブに分注し、7,000 ×g、

4℃で 15分間、遠心分離し集菌した後、この菌体に PBSを加え 7,000 ×g、4℃で 30分間、

再度遠心分離した後、沈殿物を得た。この沈殿物を 4 ℃に冷やした 80 mlの 25 mM TBSで

再懸濁し、ULTRA F HOMOGENIZER HF-93F (TAITEC) で 18,000 rpm、3分間切断処理す

ることによって、菌体からフラジェリンを切り離した。この液をBeckman JA10.5用遠心チ

ューブに移し 3,000×g、4℃で 25分間遠心分離し、菌体を除いた後、上清を 50 mlファルコ

ンチューブに移し、sakuma M150-IVD遠心機で 3,000×g、4℃で 30分間再度遠心分離した。

一方、上清は別のファルコンチューブに移し、さらに sakuma M150-IVD遠心機で 6,000×g、

4℃で 1時間遠心分離した。得られたペレットは滅菌した超純水 600 µlで懸濁し 6,000×gの

サンプルとした。上清は別のファルコンチューブに移し、さらに sakuma M150-IVD遠心機

で 10,000×g、4℃で 1時間遠心分離した。得られたペレットは滅菌した超純水 600 µlで懸

濁し、10,000×gのサンプルとした。上清はBeckman JA-20用遠心チューブに移し、さらに

16,000×g、4℃で 1 時間遠心分離した。得られたペレットは滅菌した超純水 600 µl で懸濁

し、16,000×gのサンプルとした。上清は超遠心用チューブに移し、さらにL-70 urtracentrifuge

超遠心機 (BECKMAN) で 200,000×g、4℃で 1時間遠心分離した。得られたペレットは滅

菌した超純水 600 µlで懸濁し、200,000×gのサンプルとした。これら各精製段階 (3,000×g、

6,000×g、10,000×g、16,000×g、200,000×g) で得られたペレットの懸濁液を SDS-PAGEによ

り flagellinの精製度を確認した。SDS-PAGEではペレットの懸濁液を 6 µl取り、2×Sample 

bufferと混合し、そのうち 10 µlを電気泳動で分析した。 

 

 

 

【Primer sets】 

【tetracycline遺伝子を特異的に増幅するプライマー】 

Tet F ATTTAGATCTAAATAGGGGTTCCGCGCACA 

Tet R TAATCCATGGTCCGCGTTTCCAGACTTTAC 
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【PBS】 

NaCl (Wako)  0.8 g 

Na2HPO4･12H2O (Wako)  0.29 g 

KCl (nacalai tesque)  0.02 g 

KH2PO4 (nacalai tesque)  0.02 g 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

・Western blotによるフラジェリンの確認 

	 SDS-PAGEでタンパク質を分離後、セミドライブロッター (TRANS-BLOT SD SEMI-DRY 

TRANSFER CELL, BIO-RAD) に下から、転写 バッファーで湿らせた濾紙 3枚、ニトロセ

ルロース膜 (PROTRAN、Whatman) 1枚、ゲル、転写バッファーで湿らせた濾紙 3枚を重

層し、10 Vで 3時間転写した。転写後のニトロセルロース膜を 3 %スキムミルクで 1時間

ブロッキングした後、ニトロセルロース膜を TBSTに浸し 5分間洗浄した。この操作を 3

回行った後、抗フラジェリン抗体を 1/2,500に希釈し、1時間反応させた。抗フラジェリン

抗体は、精製したN1141菌株のフラジェリンを抗原として作製したウサギ抗血清を、大腸

菌で発現させた N1141 フラジェリンを付加させたアフィニティー担体で精製して作製し

たものを用いた。TBST で 5 分間の洗浄を 5 回繰り返した後、二次抗体である Anti-rabbit 

IgG conjugate HRP抗体を 1/2,000に希釈して 30分間反応させた。TBSTで 5分間の洗浄を

3回行った後、ニトロセルロース膜をAmersham ECL Plus Western Blotting Detection System 

(GE Healthcare) の混合液に浸し、3 分後にハイブリバック (コスモバイオ) に移し、

POLYSEALER P-200 (FUJI IMPULSE) で密封した。フラジェリンの検出は LAS-1000 plus 

(Fujifilm) で行った。 
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【TBST】 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Wako)  1.21 g 

NaCl (Wako) 4.0 g 

0.1% Tween-20 500 µl 

超純水 Up to 500 ml 

 

・MALDI-TOF MSによるA. avenae  フラジェリンの分子量測定 

	 N1141、K1菌株と各変異株から精製したフラジェリンを 10 µgずつ Speed Vacで少量の

水が残るまで乾燥した。この乾燥産物に、それぞれ 0.1 % TFAを 5 µlずつ加え、このうち

3 µlをマトリックス 7 µlと混合し、1 µlをターゲットにアプライし、風乾した。その後、

MALDI-TOF MS (autoflex-N、BRUKER DALTONICS) を用いて linear、positiveモードで分

析した。 

 

【マトリックス】 

シナピン酸 (Wako)  8.0 mg 

アセトニトリル (Wako) 125 µl 

0.1% TFA 125 µl 

 Up to 250 ml 

 

1-4：PTI誘導活性 

・活性酸素の定量 

	 培養細胞の培地中に蓄積する過酸化水素 (H2O2) を、フェリシアン化物の触媒によるル

ミノールの酸化で起こる化学発光を基にした方法で定量した (Schwacke and Hager et al., 

1992) 。イネ培養細胞 10 mgを 500 µlの新しい培地へ移し 30 ℃または 23 ℃で光照明下、

2 時間プレインキュベートした後、各フラジェリンを終濃度 200 nM になるように添加し

た。各培地から一定時間ごとに上清 10 µlを新しいプレートに分注し、そこに 1.1 mMルミ

ノールを 10 µl、50 mM KH2PO4 (pH7.9) ・14 mM K3 [Fe (CN) 6]を 180 µl加え、混合液の化

学発光量 (10秒間) を PHELIOS (AB-2350, ATTO) を使用して測定した。 
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【50 mM KH2PO4 (pH 7.9) 】 

KH2PO4 (Wako)  340 mg 

KOH Up to pH 7.9 

超純水 Up to 50 ml 

 

【11 mMルミノール】 

ルミノール (Wako)  1.95 mg 

50 mM KH2PO4 (pH 7.9)  1 ml 

 

【1.1 mMルミノール】 

11 mMルミノール 100 µl 

50 mM KH2PO4 (pH 7.9)  900 µl 

 

【50 mM KH2PO4 (pH 7.9) ・14 mM K3 [Fe (CN) 6]】 

K3 [Fe (CN) 6] (Wako)  23 mg 

50 mM KH2PO4 (pH 7.9)  45 ml 

 

・カロースの検出 

	 カロースの検出は、以前報告された方法を参考に行った (Katsuragi et al., 2015) 。各培養

細胞 10 mgを 500 µlの新しい培地へ移し 30 ℃または 23 ℃で光照明下、3時間プレインキ

ュベートした後、各フラジェリンを終濃度 200 nMとなるように処理し、30 ℃または 23 ℃

で 16時間インキュベートした。各培養細胞を 0.1 Mリン酸バッファー (pH 8.0) で 3回洗

浄し、ファーマー固定液を添加後、室温で 1時間固定化した。固定化後、0.1 Mリン酸バッ

ファー (pH 8.0) で 3回洗浄し、0.1 %アニリンブルーを含む 0.1 Mリン酸バッファー (pH 

8.0) で 4時間染色を行った。染色後、0.1 Mリン酸バッファー (pH 8.0) で 3回洗浄し、沈

着したカロースを蛍光顕微鏡BX51 (OLYMPUS) で観察した。 

 

 

 

 



   27  

【0.1 Mリン酸バッファー (pH 8.0) 】 

NaH2PO4・2H2O (Wako)  23 mg 

NaOH Up to pH 8.0 

超純水 Up to 500 ml 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

  

【ファーマー固定液】 

酢酸 (Wako)  25 ml 

99.5% Ethanol 75 ml 

  

【0.1 %アニリンブルー】 

アニリンブルー (Wako)  1 mg 

0.1 Mリン酸バッファー 10 ml 

 

 

1-5：リン酸化MAPKの検出 

	 リン酸化MAPKの検出は、以前報告された方法を参考に行った (Romeis et al., 1999; Singh 

et al., 2012) 。各培養細胞に終濃度 1 µMとなるように各フラジェリンを処理し、0、5、10

分後の細胞 (packed volume 500 µl) を回収し液体窒素中で破砕した。破砕した細胞を 1 ml

のExtraction bufferで懸濁後、16,000 × g、4 ℃、20分間、遠心分離し上清を回収した。回収

した上清をElution bufferで平衡化したNAP-5カラムで脱塩し、得られたサンプルを-80 ℃

で保存した。溶出サンプル 10 µgを 12.5 %アクリルアミドゲルで SDS-PAGEを行い、ニト

ロセルロース膜にエレクトロブロッティングを行った後、1 次抗体には Phospho-p44/42 

MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 抗体 (1:2000, Cell Signaling Technology) を、2 次抗体には

Anti-Rabbit IgG (H+L-chain) -HRP (1:2500) を用いたWestern Blottingを行った。ECL™ Prime 

Western Blotting Detection Reagentで化学発光反応を行い、ImageQuant™ LAS-4000を用いて

シグナルを検出した。 
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【Extraction buffer】 

HEPES (DOJINDO)  0.595 g 

Na2･EDTA (DOJINDO)  0.093 g 

EGTA (DOJINDO)  0.095 g 

DTT (Wako)  0.038 g 

NaF (Wako)  0.021 g 

Na3VO4 (Wako)  0.092 g 

Disodium β-Glycerophosphate (TCI)  0.54 g 

AEBSF (Wako)  0.012 g 

超純水 Up to 50 ml 

Protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) 使用直前に 1/100 量添加 HCl up to 

pH：7.4後 

 

【Elution buffer】 

HEPES (DOJINDO)  0.238 g 

MgCl2・6H2O (nacalai tesque)  0.01 g 

NaF (Wako)  0.02 g 

Na3VO4 (Wako)  0.009 g 

Disodium β-Glycerophosphate (TCI)  0.054 g 

超純水 Up to 50 ml 

Protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) 使用直前に 1/100 量添加 HCl up to 

pH：7.4後 

 

1-6：OsWRKY70の転写活性を指標としたレポーターアッセイ 

・イネプロトプラストの単離とレポーター遺伝子の導入 

	 植え継ぎ 4日後のイネ培養細胞 20 mlから培地を除去し、Enzyme solutionを加え、30 ℃、

3 時間暗所で静置した。この反応液を 100 µm 径のセルストレイナー (Beckton Dickinson 

Labware, USA) で濾過し、プロトプラストを回収した。この濾液を、CAX-370 (TOMY) 遠

心機で、100 ×g、25 ℃で 5分間、遠心分離し、上清を取り除いた後、10 mlのKMC solution

を加えて穏やかに転倒混和した。遠心分離操作からKMC solutionを加えて転倒混和する操
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作を 2回繰り返した後、上清を取り除いたプロトプラストに 3 mlのMMg solutionを加え

て穏やかに転倒混和した。血球計算板にプロトプラスト懸濁液添加し、顕微鏡観察下で 0.1 

mm3当たりの細胞数を数えることにより、細胞密度を算出した。MMg solutionで細胞密度

が 2×105 cell/mlとなるようにプロトプラスト液を調製した。調製したプロトプラスト液 200 

µlに対して、レポーター遺伝子である pWRKY70::luc (高井亮太博士から分与) を 0.4 µg、内

部標準である pRluc (高井亮太博士から分与) を 3.3 ngそれぞれ加えた後、PEG solution 210 

µl を加えて、先切りチップを用いてピペッティングし、室温で 30 分間静置培養した。次

に、KMC solutionを 800 µl添加し、先切りチップを用いてピペッティングした。その後、

CAX-370 (TOMY) 遠心機で、200 ×g、25 ℃で 5分間遠心分離し、上清を除去した。沈殿し

たプロトプラストを 100 µlのKMC solutionに懸濁して 30 ℃、暗所で 16時間静置した。 

【Enzyme solution】 

Cellulase RS (Yakult)  0.15 g 

Macerozyme R10 (Yakult)  0.075 g 

Pectolyase Y23 (Kyowa Chemical)  0.015 g 

Mannitol (Wako)  1.64 g 

MES (DOJINDO)  0.016 g 

CaCl2・2H2O (nacalai tesque)  0.022 g 

BSA (Wako)  0.015 g 

KOH Up to pH 5.7 

超純水 Up to 15 ml 

【KMC solution】 

KCl (nacalai tesque)  0.87 g 

MgCl2・6H2O (Wako)  1.66 g 

CaCl2・2H2O (nacalai tesque)  1.25 g 

KOH Up to pH 6.0 

超純水 Up to 100 ml 
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【MMg solution】 

Mannitol (Wako)  3.64 g 

MgCl2・6H2O (Wako)  0.152 g 

MES (DOJINDO)  0.042 g 

KOH Up to pH 5.7 

超純水 Up to 50 ml 

 

【PEG solution】 

PEG 4000 (Sigma-Aldrich)  4.0 g 

Mannitol (Wako)  0.152 g 

CaCl2・2H2O (nacalai tesque)  0.042 g 

超純水 Up to 10 ml 

  

 

・OsWRKY70プロモーター転写活性の測定 

	 OsWRKY70 プロモーター転写活性は OsWRKY70 プロモーターの下流に連結したレポー

ター遺伝子である Luciferase の酵素活性を測定 Dual-Luciferase reporter assay system kit 

(Promega) することで調べた。遺伝子導入したプロトプラストにコントロールとして滅菌

した超純水と各フラジェリンを終濃度 20 nMとなるように加え、30 ℃、遮光、5時間静置

した。その後、200 ×g、室温、5分間、遠心分離して上清を除去し、1 ×Passive lysis buffer 50 

µlを加えてタッピング後、室温で 15分間静置した。その後、15 µlを 96穴プレートに分注

し、Luciferase assay regent Ⅱ 25 µlを加え、ピペッティングでよく混合し、Phelios AB2350 

(ATTO) にセットした後、すぐにLuciferase活性モードにより First luciferase活性を 10秒間

測定した。測定後、1 ×Stop Glo regent 25 µlを加え、ピペッティングでよく混合し、Phelios 

AB2350 (ATTO) にセットした後、Second luciferase活性を 10秒間測定した。 
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【1 ×Passive lysis buffer】 

5 ×Passive lysis buffer 100 µl 

超純水 400 µl 

  

【luciferase assay regent Ⅱ】 

luciferase assay substrate 1 vial 

luciferase assay buffer 10 ml 

 

【1 ×Stop Glo regent】 

50 ×Stop Glo substrate 10 µl 

Stop Glo buffer 490 µl 
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第一章	 結果 

 

1-1：N1141菌株の糖鎖関連遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) 欠損株の作製用ベクターの構築 

K1フラジェリンとN1141 フラジェリンで認められる PTI誘導特異性への糖鎖の非還元末

端糖の関与を調べるために、非還元末端等の生成に関与すると考えられるグリコシレーシ

ョンアイランドに存在する 4つの遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) を欠損したN1141変異株を

作製することにした。N1141菌株が持つ 4つの遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) (Fig. 1-1)を欠損

させるためのプラスミドを構築するために、N1141 菌株のゲノム DNA をテンプレートと

して、Sta遺伝子の終止コドンを含む 42 bpからその下流とWlf遺伝子の開始コドンを含め

た 6 bpから上流を増幅するプライマーを用いて PCRを行ったところ、目的の増幅産物が

得られた。。そこで、この 2つの PCR産物をアニーリングした後、伸長させたものをテン

プレートとして PCRを行ったところ、目的とする約 2 kbpのバンドが存在した。この増幅

断片を pCR2.1-TOPO ベクターにライゲーションした後、このインサート部分を

pK18mobsacB-tetに乗せ換えた。このプラスミドのインサート部分の配列を確認した後、こ

のプラスミドを pmobtet/NΔ4と名付けた。 

 

1-2：K1糖鎖関連遺伝子 (12mt, Cps, At) 欠損株の作製用ベクターの構築 

	 次に、K1 菌株の非還元末端糖欠損株を得るためにグリコシレーションアイランドに存

在する 3つの遺伝子 (12mt, Cps, At) (Fig. 1-1)を欠損したK1株を作製するためのベクターを

構築した。まず、K1菌株のゲノムDNAをテンプレートとして、12mt遺伝子の終止コドン

を含む 6 bpからその下流とAt遺伝子の開始コドンを含めた 6 bpから上流を増幅するプラ

イマーを用いて PCRを行った。目的の PCR産物がそれぞれ得られたことから、この 2つ

の PCR産物をアニーリングした後、伸長させ、この後の PCRにテンプレートとして使用

する二本鎖 DNA断片産物を作製した。これをテンプレートとした PCRを行ったところ、

理論値と一致する約 2 kbp の増幅産物が確認されたので、これを pCR2.1-TOPO ベクター 

(Invitrogen) にライゲーションし、コロニーPCRでインサートを確認し、ダイレクトシーク

エンスによる配列解析を行った。配列が確認されたプラスミドを取得し、このインサート

部分を pK18mobsacB-tetに乗せ換えた。このプラスミドを大腸菌 (DH5α)へ導入し、Fプラ

イマー：K1-3681-XbaとRプライマー：K1-8960を用いた PCRで上流と下流が連結したプ

ラスミドを持つコロニーを選抜し、この大腸菌からプラスミドを回収し、このプラスミド

を pmobtet/KΔ3と名付けた。 
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1-3：N1141糖鎖関連遺伝子 (Sta、Or、Smt、Wlf) 欠損株とK1菌株の糖鎖関連遺伝子 (12mt, 

Cps, At) 欠損株の作製 

	 作製した pmobtet/NΔ4と pmobtet/KΔ3を用いて各欠損株を作製するため、A. avenae N1141

菌株のコンピテントセルに pmobtet/NΔ4を、K1野生株のコンピテントセルに pmobtet/KΔ3

を加え、エレクトロポレーションを行い pmobtet/NΔ4または pmobtet/KΔ3を導入した後、

10 µg/ml の tetracycline を含む PF agar 培地にプレーティングした。得られたコロニーが

pmobtet/NΔ4か pmobtet/KΔ3を N1141菌株と K1菌株のゲノム上にそれぞれ保持している

かを確認するため、tetracycline耐性遺伝子を特異的に増幅する Fプライマー：Tet-FとRプ

ライマー：Tet-R のプライマーを用いてコロニーPCR を行った。目的の遺伝子を保持して

いることが確認されたコロニーを PF 液体培地で一晩培養し、25% スクロース-PF 液体培

地に植菌して更に 3~4日間培養した。その後、25% スクロース-PF液体培地を希釈した溶

液を PF 固体培地にプレーティングし、30℃で 2日間培養した。得られたコロニーがNΔ4

遺伝子の内部約 2 kbpを欠損した変異株であることを Fプライマー：N1141-18952-Xbaと

Rプライマー：N1141-25851-Xbaのプライマーを、KΔ3遺伝子の内部約 2 kbpを欠損した

変異株であることを Fプライマー：K1-3681-Xbaと Rプライマー：K1-8960のプライマー

を用いてコロニーPCRで確認した。その結果、Sta、Or、Smt、Wlf遺伝子を欠損した NΔ4

株と 12mt, Cps, Atを欠損したKΔ3菌株を得た。 

 

1-4：A. avenae N1141、K1、NΔ4、KΔ3菌株からのフラジェリンの精製 

	 次に、フラジェリン糖鎖に存在する非還元末端糖の PTI誘導特異性への関与を調べるた

め、N1141およびK1野生株、NΔ4とKΔ3株からそれぞれフラジェリンを精製した。NΔ4

株とKΔ3株のフラジェリンをN1141とK1野生株からフラジェリンを精製する方法で精製

を試みたが、NΔ4株とKΔ3株からフラジェリンを高い精製度で単離することが出来なかっ

た。そこで、NΔ4株とKΔ3株からフラジェリンを精製するための精製方法を新たに構築す

ることにした。NΔ4株とKΔ3株からワーリングブレンダーで物理的に鞭毛を切り離し、段

階的な遠心分離 (3,000、6,000、10,000、16,000、200,000×g) を行ない、それぞれの遠心分

離で得られたペレットを滅菌蒸留水に懸濁した。まず、NΔ4株の懸濁サンプルをSDS-PAGE

で分離後、CBB染色によりタンパク質を検出したところ、16,000、200,000×gの画分にはフ

ラジェリンはほとんど存在していなかったが、3,000、6,000、10,000×gの画分にはフラジェ

リンが存在しており、3,000×gの画分がフラジェリンの精製度が最も高かった (Fig. 1-2-B) 。

次に、KΔ3 株から得た懸濁サンプルも SDS-PAGE で分離後、CBB 染色によりタンパク質
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を検出したところ、全ての画分にフラジェリンが存在した。そのなかでも、6,000×g画分に

フラジェリン量が多く、精製度が最も高かった (Fig. 1-2-B) 。 

	 NΔ4株と KΔ3株からの精製方法が従来の N1141または K1野生株からのフラジェリン

精製方法が異なることが示された。そこで、NΔ4株とKΔ3株からのフラジェリン精製方法

と同じ方法で、N1141、K1野生株からフラジェリンを精製した。まず、N1141野生株から

同様な方法で精製した結果、すべての分画にフラジェリンが含まれていた。この中でも、

3,000×g の画分と 200,000×g 画分にはフラジェリンの量が少なかったが、6,000、10,000、

16,000×g画分にはそれぞれ高い精製度でフラジェリンが存在していた。 (Fig. 1-2-A) 。 

	 次に、K1野生株から同じ方法で精製したところ、3,000×gの画分には少ない量のフラジ

ェリンしか含まれておらず、また、200,000×g画分のフラジェリンは収量は多かったが精製

度が低かった。一方、6,000、10,000、16,000×g画分にはそれぞれ高い精製度でフラジェリ

ンが存在していた。(Fig. 1-2-A) 。 

以上のようにそれぞれの菌株によってフラジェリンが含まれる画分が異なることがわ

かった。異なる精製分画を用いた場合、不純物の構成が変わってしまう可能性がある。そ

こで、各精製フラジェリン画分の中で、不純物が同じパターンを示す画分を探索した。そ

の結果、N1141とK1野生株、NΔ4株とKΔ3株から精製した各フラジェリン画分のなかで、

不純物の構成がほぼ同じであると考えられる 6,000×g の画分をこれ以降の実験に用いるこ

ととした。 

 

1-5：NΔ4株とKΔ3株から精製したフラジェリンのWestern blotによる解析 

	 NΔ4 株と KΔ3 株から得られた 6,000×g の画分を抗 N1141 フラジェリン抗体を用いた

Western blot解析を行った。その結果、NΔ4株の 6,000×gの画分にはN1141野生株の flagellin

より若干低分子両側に単一のバンドが検出された。同様に、KΔ3株の 6,000×gの画分にも

K1 野生株由来のフラジェリンより若干低分子量側に単一のバンドが認められた (Fig. 1-3)。

以上のことは、NΔ4株とKΔ3株のフラジェリンの分子量は野生株のフラジェリンより若干

小さくなっていることが示された。 

 

 

1-6：NΔ4株とKΔ3株のフラジェリン糖鎖の構造解析 

NΔ4株と KΔ3株フラジェリンに付加している糖鎖構造を調べるため、まず NΔ4株から

精製したフラジェリンをトリプシンで消化した。この消化産物をMALDI-TOF MSを用い
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て解析したところ、それぞれのペプチドに由来するピークが観測された。これらのピーク

の中でもm/z 6,327のピークは、N1141 フラジェリンの 296-358番目のペプチド断片である

と予想されるが、この断片の予想分子量 6,034と比較すると 293大きい。N1141 フラジェ

リン糖鎖の非還元末端糖構造を持たない糖鎖が 296-358番目のペプチド断片に付加された

ときの予想分子量は 6,326なので、m/z 6,327のピークが[M+H]+だとすると分子量が一致す

る。さらに、差として得られた分子量 293は糖鎖の非還元末端糖が外れた、ラムノース 2

分子で形成される糖鎖の分子量 293と一致した。一方、166-205番目と 206-236番目のペプ

チド断片のピークは観測できなかった。そこで、トリプシンで消化していないNΔ4株のフ

ラジェリンをMALDI-TOF MSで調べたところ、50,211に[M+H]+付近に分子量イオンが観

測された。これは、N1141 フラジェリンから 3ヵ所の糖鎖の非還元末端が欠損した分子の

予想分子量約 50,137とほぼ一致する (Table 1)。以上のことから、NΔ4株のフラジェリンに

存在する 3カ所の糖鎖は、すべて非還元末端の糖を欠失していると判断した 。 

	 次に、KΔ3 株のフラジェリンもトリプシンで消化して、この混合物を MALDI-TOF MS

で測定した。得られたペプチド断片由来のピークを予想分子量と比較したところ、m/z 6,255 

のピークが K1 フラジェリンの 296-358 番目のペプチド断片の予想分子量 5,962 より 293

大きい。これは、K1 フラジェリンの 296-358 番目のペプチド断片に非還元末端糖を欠失

した糖鎖が付加されたときの予想分子量 6,254 ( [M+H]+の average質量) なので、得られた

ピークが[M+H]+だとすると分子量は一致する。さらに、差として得られた分子量 293は糖

鎖の非還元末端糖が外れた、ラムノース2分子で形成される糖鎖の分子量293と一致した。

一方、166-205番目と 206-236番目のペプチド断片のピークは得ることができなかった。そ

こで、KΔ3株のフラジェリン自体の分子量をMALDI-TOF MSで調べたところ、50,285に

[M+H]+のピークが観測された。これはK1 フラジェリン糖鎖の非還元末端糖構造を欠失し

た糖鎖がK1 フラジェリンの4ヵ所のアミノ酸に付加された場合の予想分子量約50,284と

一致する (Table 1)。以上のことから、KΔ3株のフラジェリンに存在する 4カ所の糖鎖は、

すべて非還元末端の糖を欠失していると判断した。 

 

1-7：NΔ4とKΔ3のフラジェリンが有するイネ培養細胞の活性酸素発生誘導活性 

	 K1 フラジェリン糖鎖の間に存在する非還元末端の糖構造の違いによってイネの免疫反

応誘導特異性が制御されているのかを調べるため、N1141 フラジェリンとK1 フラジェリ

ン、NΔ4株のフラジェリンとKΔ3株のフラジェリンをイネ培養細胞にそれぞれ 100 nMと

なるように処理し、30分毎に処理後3時間まで活性酸素の発生について調べた。その結果、
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イネ培養細胞に N1141 フラジェリンを処理した場合、処理後 1 時間に水処理と比較して

約 7.5倍、NΔ4株のフラジェリンを処理した場合は約 5.5倍を示し、その後処理 3時間ま

で活性酸素発生量は減少した (Fig. 1-4 A) 。一方、K1 フラジェリンを処理した場合は、処

理後 3時間までに活性酸素の発生は認められなかったが、、KΔ3株のフラジェリンを処理

した場合は処理後 1時間で約 4倍の最大の活性酸素量が認められ、その後 3時間まで徐々

に減少していった（Fig. 1-4 B）。以上のことから、KΔ3株のフラジェリンはK1 フラジェ

リンとは異なり、N1141株のフラジェリンと同様な活性酸素発生誘導能を有していること

が明らかとなった。 

 

1-8：KΔ3株の非還元末端糖欠失K1フラジェリンのイネ培養細胞におけるカロース沈着 

	 次に、イネ PTIのもう一つの指標であるカロース沈着の誘導能について調べた。イネ培

養細胞に各精製フラジェリンを終濃度 200 nMになるように処理し、16時間後のイネ培養

細胞を 0.1 %アニリンブルーで染色後、蛍光顕微鏡で淡青色の蛍光を発したカロースを数

えた。その結果、N1141フラジェリンを処理した培養細胞では約 15倍のカロース沈着量の

増加が認められたが、K1フラジェリンを処理した場合は、カロースの沈着量の増加は認め

られなかった。一方、KΔ3 株のフラジェリンを処理したイネ培養細胞では約 13 倍のカロ

ース沈着量の増加が認められた（Fig. 1-5）。以上のことから、還元末端糖を欠失した KΔ3

株のフラジェリンは K1 フラジェリンとは異なりイネカロースの沈着を誘導することが明

らかになった(Fig. 1-5) 。 

 

1-9：KΔ3株の非還元末端糖欠失K1フラジェリンにおけるイネMAPKのリン酸化誘導活

性 

	 シロイヌナズナにおいて、FLS2が flg22を認識した後、AtMPK3、4、6がリン酸化され

ることが報告されている（Asai et al., 2002）。また、イネにおいても、N1141フラジェリン

を認識した後、いくつかのMAPKがリン酸化されることが示されている（Katsuragi et al., 

2015）。そこで、KΔ3株のフラジェリンにイネのMAPKをリン酸化する能力があるかどう

かについて調べた。N1141 フラジェリン、K1 フラジェリン、KΔ3 株のフラジェリンを 1 

µM となるようにイネ培養細胞に処理し、処理 5、10 分後の細胞を回収後、タンパク質を

抽出し Phospho-p44/42 MAPK（Erk1/2）（Thr202/Tyr204）抗体を用いたWestern Blot解析に

よりリン酸化MAPKを検出した。その結果、イネ培養細胞に N1141フラジェリンを処理

した場合、処理 5分後から複数のMAPKのリン酸化が認められたがK1フラジェリンを処
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理した場合はこのようなMAPKのリン酸化は認められなかった（Fig. 1-6）。一方、イネ培

養細胞に KΔ3株のフラジェリンを処理した場合は処理 5分後からMAPKのリン酸化が認

められた。以上のことから、KΔ3株のフラジェリンはK1フラジェリンとは異なり、MAPK

のリン酸化を誘導する能力があることが明らかになった。 

 

1-10：KΔ3株の非還元末端糖欠失K1フラジェリンのイネOsWRKY70の転写活性化能 

	 次に、フラジェリンによって発現量が増加することがわかっているOsWRKY70に与える

影響を OsWRKY70 のプロモーター活性を指標としたレポーターアッセイで調べた。

pOsWRKY70::lucと pRlucを同時導入したイネプロトプラストに KΔ3株のフラジェリンと

ポジティブコントロールとしてN1141 フラジェリン、ネガティブコントロールとしてK1 

フラジェリンをそれぞれ 20 nM となるように処理し、5 時間後に first luciferase 活性

（OsWRKY70-luc）と second luciferase活性（Rluc）を調べた。その結果、水処理と比べて、

N1141 フラジェリンは約 4倍、K1 フラジェリンは約 2.5倍のプロモーター活性の増加が

認められた。一方、KΔ3株のフラジェリンでは約 3.9倍のプロモーター活性の上昇が認め

られた（Fig. 1-7）。以上のことから、KΔ3株のフラジェリンは、K1 フラジェリンとは異

なり、OsWRKY70のプロモーター活性を増加させる能力を有していることが明らかとなっ

た（Fig. 1-7）。 
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Fig. 1-2 �������*,(�
SDS-PAGE	���#
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Fig. 1-3 NΔ4$
KΔ3$��)+���������Western blot���,"

 ������ ��&��Western blot���	NΔ4$
KΔ3$��)+���
����� (6,000×g) �,"���1��� : N1141-%$�������6,000×g'
��2��� : NΔ4$�������6,000×g'��3��� : K1-%$�����
��6,000×g'��4��� : KΔ3$�������6,000×g'����!���.
(kDa) �(���Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB) #*�� ������
 ����Western blot�
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Fig. 1-7 KΔ3M=�!��"$���2VIK�5��OsWRKY70�
�# %�%R.A9Q6L
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第一章	 考察  

  
	 今回の結果から、この非還元末端糖を欠損させた KΔ3 株フラジェリンを処理すると
N1141  フラジェリンと同様に活性酸素発生やカロース沈着、PTI 関連遺伝子の発現誘導
などの PTIとMAPKのリン酸化を誘導することが明らかとなった。これまでに、植物病

原細菌のフラジェリンに存在する糖鎖は植物による認識を妨げている可能性が指摘されて

いる。Pseudomonas  syringae  pv  tomato  DC3000のフラジェリンはタバコに感染したとき、
fluorescein  di-‑β-‑D-‑galactopyranoside（FDG）からガラクトースを切断することができる
機能的なβ-‑galactosidase（BGAL1）がフラジェリンに付加されている糖鎖を加水分解し、

糖鎖が外れたフラジェリンがアポプラストに存在するプロテアーゼによって細かく分解さ

れた後、flg22を含む断片がエリシターとして FLS2によって認識され PTIが誘導される

（Buscaill  et  al.,  2019）。一方、Pseudomonas  syringae  pv  syringae  B728aのフラジェリンに
付加されている糖鎖は BGAL1によって分解されないため、プロテアーゼによって断片化
されない。そのため、flg22 領域が認識されないため PTI が誘導されず、感染が成立する
（Buscaill  et  al.,  2019）。このことから、N1141菌株のフラジェリンに付加されている糖鎖
の非還元末端糖や KΔ3 株フラジェリンに付加されている糖鎖はイネに存在する BGAL1
によって加水分解され、アポプラストに存在しているプロテアーゼによって CD2-‑1 領域
を含む断片が産出され、これによって PTIが誘導される。一方、K1菌株フラジェリンの
糖鎖はイネのBGAL1によって加水分解されないため断片化されず、その結果PTIが誘導
されない。このように考えると、K1フラジェリンに付加している糖鎖の非還元末端糖の構

造が異なることで、PTI誘導活性が左右されることをうまく説明することができる。  
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第二章 

 

CD2−1認識システムの植物種における分布とその制御 

 

緒言 

 

	 序論にも述べたが、イネはフラジェリンのC末端側に存在するCD2−1を FliRK2で認識

して PTIを誘導する。一方、シロイヌナズナやタバコ、トマト等はフラジェリンのN末端

側に存在する flg22を FLS2で認識して PTIを誘導し、トマトはフラジェリンの N末端側

に存在する flgII−28をFLS3で認識しPTIを誘導する。このことは、植物にはCD2−1、flg22、

flgII−28 を認識するシステムの 3 つの認識システムが存在していることを示している。し

かし、CD2−1認識システムや flg22、flgII−28認識システムがイネやその他の植物種におい

てどのように分布しているのか、また、これら複数の認識システムがどのように制御され

ているのかについては明らかになっていない。そこで、CD2−1認識システムやそれ以外の

フラジェリン認識システムがどのような植物種に存在しているのか、また複数の認識シス

テムがどのように制御されているのかについて研究を行うことにした。 
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第二章	 材料と方法 

 

2-1：植物培養細胞と細菌の生育 

	 イネ培養細胞は、Oc細胞 (Oyrza sativa L. accession C5924) を用いた。培養細胞は、R2S

培地を 100 ml三角フラスコに 20 ml入れ、30 ℃、光照明下、108 rpmで振盪培養した 

(Baba et al., 1986) 。また、Oc細胞は 1週間ごとに植え継ぎ、実験には植え継ぎ 4日目の

培養細胞を用いた。ミナトカモジグサ培養細胞は、Bd21細胞 (Brachypodium distachyon) 

を用いた。培養細胞は、Bd_MS培地を 100 ml三角フラスコに 20 ml入れ、30 ℃、暗黒

下、108 rpmで振盪培養した。Bd21培養細胞は 1週間ごとに植え継ぎ、実験には植え継

ぎ 4日目の培養細胞を用いた。ハチク培養細胞は、Pn細胞 (Phyllostachys nigra (Lodd. ex 

Lindl.) Munro var. henonis) を用いた。培養細胞は、R2S培地を 100 ml三角フラスコに 20 

ml入れ、30 ℃、暗黒下、108 rpmで振盪培養した (Ogita et al., 2005) 。Pn細胞は 1週間ご

とに植え継ぎ、実験には植え継ぎ 4日目の培養細胞を用いた。アスパラガス培養細胞は、

Ap細胞 (Asparagus persicus Baker) を用いた。培養細胞は、Ap_MS培地を 100 ml三角フ

ラスコに 20 ml入れ、30 ℃、暗黒下、108 rpmで振盪培養した。Ap細胞は 1月ごとに植え

継ぎ、実験には植え継ぎ 2週間目の培養細胞を用いた。シロイヌナズナ培養細胞は、At

細胞 (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. accession Columbia) を用いた。培養細胞は、改変LS

培地を 100 ml三角フラスコに 20 ml入れ、23 ℃、明照下、108 rpmで振盪培養した 

(Furukawa et al., 2014) 。At細胞は 1週間ごとに植え継ぎ、実験には植え継ぎ 4日目の培

養細胞を用いた。トマト培養細胞は、Sl細胞 (Solanum lycopersicum L. cv. Craigella 

accession GCR26) を用いた。培養細胞は、Sl_MS培地を 100 ml三角フラスコに 20 ml入

れ、30 ℃、明照下、108 rpmで振盪培養した (Ishibashi et al., 2007) 。Sl細胞は 1週間ごと

に植え継ぎ、実験には植え継ぎ 4日目の培養細胞を用いた。タバコ培養細胞は、BY-2細

胞 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2) を用いた。培養細胞は、BY-2_MS培地を 100 

ml三角フラスコに 20 ml入れ、30 ℃、暗黒下、108 rpmで振盪培養した (Nagata et al., 

1992) 。また、BY-2細胞は 1週間ごとに植え継ぎ、実験には植え継ぎ 4日目の培養細胞

を用いた。ミヤコグサ培養細胞は、Lj細胞 (Lotus japonicas (Regel) K. Larsen accession Gifu 

B-129) を用いた。培養細胞は、Lj_MS培地を 100 ml三角フラスコに 20 ml入れ、30 ℃、

暗黒下、108 rpmで振盪培養した。Lj細胞は 1週間ごとに植え継ぎ、実験には植え継ぎ 4

日目の培養細胞を用いた。Acidovorax avenae N1141菌株 (MAFF 301141) とK1菌株 

(MAFF 301755) は、以前報告された方法に従って培養を行った (Kadota et al., 1996: Che et 
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al., 2000) 。 

【R2S】 

20 ×R2 Major stock 50 ml 

1000 ×R2 Minor 1.0 ml 

500 ×Fe liq. 2.0 ml 

1000 ×MS vitamin 1.0 ml 

40 mg/ml 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 100 µl 

Sucrose (Wako)  30 g 

KOH Up to pH 5.6 

超純水 Up to 1 l 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

【Bd_MS】と【Lj_MS】 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 1 pack (4.6 g) 

1000 ×MS vitamin stock 1.0 ml 

400 ×MS-inositol 2.5 ml 

40 mg/ml 2,4-D 25 µl 

Sucrose (Wako)  30 g 

KOH Up to pH 5.7 

超純水 Up to 1 l 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

【Ap_MS】 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 1 pack (4.6 g) 

400 ×LS vitamin stock 2.5 ml 

40 mg/ml 2,4-D 5 µl 

Sucrose (Wako)  30 g 

KOH Up to pH 5.7 

超純水 Up to 1 L 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 
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【改変LS】 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 1 pack (4.6 g) 

KH2PO4 (Wako)  200 mg 

Myo-inositol (Wako)  100 mg 

Thiamin hydrochloride (Wako)  1.0 mg 

40 mg/ml 2,4-D 5 µl 

Sucrose (Wako)  30 g 

KOH Up to pH 5.8 

超純水 Up to 1 l 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

【Sl_MS】 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 1 pack (4.6 g) 

1000 ×MS vitamin stock 1.0 ml 

400 ×MS-inositol 2.5 ml 

40 mg/ml 2,4-D 5 µl 

10 mg/ml NAA 200 µl 

1 mg/ml Zeatin 200 µl 

Sucrose (Wako)  30 g 

KOH Up to pH 5.8 

超純水 Up to 1 l 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 
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【BY-2_MS】 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 1 pack (4.6 g) 

400 ×BY2_P 2.5 ml 

400 ×LS_VT_modified 2.5 ml 

0.2 mg/ml 2,4-D 1 ml 

Sucrose (Wako)  30 g 

KOH Up to pH 5.8 

超純水 Up to 1 l 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

【各液体培地作製に用いた stock solution】 

【20 ×R2 Major stock】 

KNO3 (nacalai tesque)  80 g 

 (NH4) 2SO4 (Wako)  6.7 g 

MgSO4・7H2O (nacalai tesque)  5.0 g 

CaCl2・2H2O (nacalai tesque)  3.0 g 

NaH2PO4・2H2O (nacalai tesque)  5.46 g 

超純水 Up to 1 l 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行い、乾熱滅菌 

(180 ℃、2時間) したメジュウム瓶に保存した。 

 

【1000 ×R2 Minor stock】 

MgSO4・5H2O (nacalai tesque)  172.9 mg 

ZnSO4・7H2O (nacalai tesque)  220.0 mg 

CuSO4・5H2O (nacalai tesque)  12.5 mg 

H3BO3 (Wako)  300.0 mg 

Na2MnO4・2H2O (nacalai tesque)  12.5 mg 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行い、乾熱滅菌 

(180 ℃、2時間) したメジュウム瓶に保存した。 
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【500 ×Fe liq.】 

Na2・EDTA (DOJINDO)  375 mg 

FeSO4・7H2O (Wako)  275 mg 

超純水 Up to 100 ml 

EDTAを溶かしてから鉄分を加え溶解した。その後、121 ℃、20分間オート

クレーブ滅菌を行い、乾熱滅菌 (180℃、2時間) したメジュウム瓶に保存し

た。 

【1000 ×MS vitamin】 

MS vitamin powder 1000 × (Sigma)  1.03 g 

超純水 Up to 10 ml 

溶解後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行い、エッペンチ

ューブに分注して、－20 ℃で保存した。 

 

【40 mg/ml 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid (2,4-D) 】 

2,4-D (Wako)  40 g 

DMSO (nacalai tesque)  Up to 1 ml 

フィルター滅菌 (MILLEX®-LG, MILLIPORE) を行い、エッペンチューブに

保存した。 

 

【1000 ×MS vitamin stock】 

Thiamine hydrochlride (Wako)  10 mg 

Pyridoxine hydrochlride (Wako)  50 mg 

Nicotinic acid (nacalai tesque)  50 mg 

Glycine (nacalai tesque)  200 mg 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行った。 
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【400 ×LS vitamin stock】 

Thiamine hydrochlride (Wako)  10 mg 

Myo-inositol (Wako)  50 mg 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行った。 

 

【400 ×MS-inositol】 

Myo-inositol (Wako)  4 g 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行い、遮光保存し

た。 

 

【10 mg/ml NAA】 

1-Naphthaleneacetic acid (Wako)  10 mg 

DMSO (nacalai tesque)  Up to 1 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS,MILLIPORE) を行い、−4 ℃で保存

した。 

 

【1 mg/ml Zeatin】 

Trans-zeatin (Wako)  1 mg 

DMSO (nacalai tesque)  Up to 1 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS,MILLIPORE) を行い、−20 ℃で保

存した。 

 

【400 ×BY2_P】 

KH2PO4 (Wako)  8 g 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行った。 
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【400 ×LS_VT_modified】 

Thiamine hydrochlride (Wako)  40 mg 

Myo-inositol (Wako)  4 g 

超純水 Up to 100 ml 

調製後、フィルター滅菌 (MILLEX®-GS, MILLIPORE) を行った。 

 

2-2：発現タンパク質の作製 

・発現フラジェリンの作製 

	 His—tag融合フラジェリン (Fla—His) を作成するために、pET28b-Flaを保持したBL21 

(DE3) をLB培地で 37 ℃、16時間、前培養を行った。前培養液を本培養のLB培地の

1/1000量加え、OD600=0.6-0.7になるまで 37 ℃で培養を行った。その後、Isopropyl-β-D (-) -

thiogalactopyranoside (IPTG) が終濃度 0.2 mMとなるようにLB培地へ添加した後、16 ℃、

16時間培養した。培養液を 7,000 ×g、4 ℃、15分間遠心分離し菌体を回収し、菌体を PBS

に懸濁後、同様の条件で遠心分離し菌体を洗浄した。回収した菌体を PBSに懸濁後、ク

ラッシュアイスで氷冷しながら超音波破砕機 (UD-201, TOMY) で 30秒間破砕し、1分間

静置した。この操作を 10回繰り返した後、破砕物を 16,400 ×g、4 ℃、30分間の遠心分離

により細胞の残骸など取り除き上清を回収した。Lysis bufferで平衡化した 1 mlのNi-NTA 

Agarose (Qiagen) に回収した上清画分を添加し、4 ℃で一晩吸着させた。500 ×g、4 ℃で 5

分間遠心分離後、上清を取り除き担体の 5倍量のWash bufferで洗浄した。500 ×g、4 ℃で

5分間遠心分離後、上清を取り除き担体の 3倍量の 250 mM Elution bufferで溶出を行っ

た。精製した Fla-His画分をAmicon Ultra 10K (Merck Millipore) により限外濾過を行い、

脱塩と濃縮を行った。 

 

・発現タンパク質CD2—1の作製 

	 発現タンパク質CD2—1は、以前報告された方法を参考に作製した (Katsuragi et al., 

2015) 。GST-tag融合CD2—1タンパク質を作成するために、pGEX6P-3発現用ベクター 

(pGEX6P-3-CD2—1) を保持したBL21 (DE3) をLB培地で 37 ℃、16時間前培養を行っ

た。前培養液を本培養のLB培地の 1/1000量加え、OD600=0.6-0.7になるまで 37 ℃で培養

を行った。その後、Isopropyl-β-D (-) -thiogalactopyranoside (IPTG) が終濃度 0.2 mMとなる

ようにLB培地へ添加した後、16 ℃、16時間培養した。培養液を 7,000 ×g、4 ℃、15分間

遠心分離し菌体を回収し、菌体を PBSに懸濁後、同様の条件で遠心分離し菌体を洗浄し
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た。回収した菌体を PBSに懸濁後、クラッシュアイスで氷冷しながら超音波破砕機 (UD-

201, TOMY) で 30秒間破砕し、1分間静置した。この操作を 10回繰り返した後、破砕物

を 16,400 ×g、4 ℃、30分間の遠心分離により細胞の残骸など取り除き上清を回収した。

菌体の洗浄と破砕には PBSを用いた。破砕上清を 22 µmフィルターで濾過後、PBSで平

衡化したGSTrap™ FF (5 ml, GE Healthcare) に 4 ℃で一晩吸着させた。担体の 5倍量の

PBSで洗浄後、担体の 3倍量の PreScission Protease bufferで平衡化を行った。PreScission 

Protease (GE Healthcare) をGST融合タンパク質 100 µgあたり 2 unit添加し 4 ℃で 16時間

消化を行った。上清を回収しAmicon Ultra 10Kにより限外濾過を行い、脱塩と濃縮を行っ

た。 

【Lysis buffer】 

NaH2PO4･2 H2O (Wako)  0.39 g 

NaCl (Wako)  0.877 g 

Imidazole (Wako)  0.068 g 

HCl Up to pH 8.0 

超純水 Up to 50 ml 

 

【Wash buffer】 

NaH2PO4･2 H2O (Wako)  0.39 g 

NaCl (Wako)  0.877 g 

Imidazole (Wako)  0.136 g 

HCl Up to pH 8.0 

超純水 Up to 50 ml 

 

【250 mM Elution buffer】 

NaH2PO4･2 H2O (Wako)  0.39 g 

NaCl (Wako)  0.877 g 

Imidazole (Wako)  0.851 g 

HCl Up to pH 8.0 

超純水 Up to 50 ml 
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【PreScission Protease buffer】 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Wako)  302.9 mg 

NaCl (Wako)  292.2 mg 

Na2･EDTA (DOJINDO)  18.6 mg 

 (+) Dithiothreitol (Wako)  7.7 mg 

HCl Up to pH 7.5 

超純水 Up to 50 ml 

調製後、121 ℃、20分間オートクレーブ滅菌を行った。 

 

・オリゴペプチド 

flg22 (QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA) と flgII—28 (ESTNILQRMRELAV- 

QSRNDSNSATDREA) はEurofins Genomics K.K. (Tokyo) または Sigma-Aldrich Japan 

(Tokyo) に合成を依頼した（20 mg）。作成した各オリゴペプチドは、逆相HPLCで精製し

た後、実験に用いた。 

 

2-3： PTI誘導活性 

・活性酸素の定量 

	 活性酸素の定量は第一章 (1-4：PTI誘導活性：活性酸素の定量) で述べた方法に従っ

た。イネ、ミナトカモジグサ、ハチク、アスパラガス、シロイヌナズナ、トマト、タバコ

やミヤコグサ培養細胞 10 mgを 500 µlの新しい培地へ移し 30 ℃または 23 ℃で明所下、2

時間プレインキュベートした。その後、エリシターを終濃度 200 nMになるように添加し

た。エリシターを添加後、経時的に培地 10 µlを取り出し、ここに 1.1 mMルミノールを

10 µl、50 mM KH2PO4 (pH7.9) ・14 mM K3 [Fe (CN) 6]を 180 µl加え、混合液の化学発光量 

(10秒間) を PHELIOS (AB-2350, ATTO) で測定した。 

 

・カロースの検出 

	 カロースの検出は第一章 (1-4：PTI誘導活性：カロースの検出) で述べた方法に従っ

た。各培養細胞 10 mgを 500 µlの新しい培地へ移し 30 ℃または 23 ℃で光照明下、3時間

プレインキュベートした。その後、エリシターを終濃度 200 nMとなるように処理し、

30 ℃または 23 ℃で 16時間インキュベートした。各培養細胞を 0.1 Mリン酸バッファー 

(pH 8.0) で 3回洗浄し、ファーマー固定液を添加後、室温で 1時間固定化した。固定化
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後、0.1 Mリン酸バッファー (pH 8.0) で 3回洗浄し、0.1 %アニリンブルーを含む 0.1 M

リン酸バッファー (pH 8.0) で 4時間染色を行った。染色後、0.1 Mリン酸バッファー 

(pH 8.0) で 3回洗浄し、沈着したカロースを蛍光顕微鏡BX51 (OLYMPUS) で観察した。 

 

・各植物のPAL遺伝子配列取得 

	 各植物のPAL遺伝子配列は、NCBIから取得した。ハチクとアスパラガスのPAL遺伝子

配列は、NCBIのデータベースに存在していなかったので、アスパラガスとハチクのPAL 

cDNAをテンプレートとし、イネとミナトカモジグサのPAL遺伝子配列の共通配列を基

に作製したプライマーで PCRを行った (KOD FX使用) 。その PCR産物をダイレクトシ

ークエンスによる配列解析で、ハチクとアスパラガスのPAL遺伝子の配列を取得した。 

 

【PCR反応液】  【PCR反応条件】 

2 ×buffer for KOD-FX 25 µl  94 ℃ 2 min 

dNTP (2 mM each)  10 µl  98 ℃ 10 sec 

Primer F (10 µM)  1.5 µl  54 ℃ 30 sec 

Primer R (10 µM)  1.5 µl  68 ℃ 1 min/kb 

KOD-FX polymerase 1 µl  4 ℃ ∞ 

Sterile Water 10 µl 

30×[98 ℃+54 ℃+68 ℃] OsFLS2 cDNA (100 pg/µl)  1 µl 

Total vol. 50 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【Primer sets】 

【Apと PnのPAL遺伝子増幅プライマーとシークエンスプライマー】 

Ap_Pn_PAL 
F TTCATGAGCCACGCCAAGAA 

R GAGGAGTGCAACAAGGTGTT 
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・Total RNA抽出と定量的リアルタイムRT-PCR 

	 イネ、ミナトカモジグサ、ハチク、アスパラガス、シロイヌナズナ、トマト、タバコや

ミヤコグサの total RNAは各培養細胞 (50-100 mg) からRNeasy plant mini kit (Qigaen) を用

いて、記載されたDNase消化を同時に行う方法に従って抽出した。 

	 qRT-PCRは、GoTaq One-Step RT-qPCR kit (Promega) を使用してOpticon 2 instrument 

(Bio-Rad) で行った。SYBR® Green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Ct値 (Threshold Cycle) 

として算出した。 

 

【qRT-PCR反応液】  【qRT-PCR反応条件】 

GoTaq® Master Mix 10 µl  37 ℃ 15 min 

Primer F (10 µM)  0.2 µl  95 ℃ 10 min 

Primer R (10 µM)  0.2 µl  95 ℃ 10 sec 

50 ×GoScriptTMRT Mix for 1-Step RT-qPCR 0.4 µl  60 ℃ 30 sec 

Nuclease-Free water 8.2 µl  72 ℃ 30 sec 

Total RNA (100 ng/µl)  1 µl   

Total vol. 20 µl 40×[95 ℃+60 ℃+72 ℃] 

 

【qRT-PCR用 Primer sets】 

Os_Pn_PAL 
F ACATCGGCAAGCTCATGTTC 

R CCCTTGAACCCGTAGTCCAA 

Ap_PAL R CCCTTGAAACCGTAGTCCAG 

Bd_PAL R CCCTTGAACCCGTAATCCAA 

Dicots_PAL 
F TGAGATTAACTCCGTCAACGA 

R CCGATTGGTGTTCCTTGGAA 

Moncots_Actin F GAAGTACAGTGTCTGGATTGG 

Dicots_Actin F GAAATACTCTGTCTGGATTGG 

Com_Actin R GAAGCATTTCCTGTGCACAAT 

Ap_Pn_Actin R GAAGCATTTCCTGTGTACGAT 
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2-4：リン酸化MAPKの検出 

	 リン酸化MAPKの検出は第一章 (1-5：リン酸化MAPKの検出) で述べた方法に従っ

た。各培養細胞に終濃度 1 µMとなるようにエリシターを処理後、0、5、10分後の細胞 

(packed volume 500 µl) を回収し液体窒素中で破砕した。破砕した細胞を 1 mlのExtraction 

bufferで懸濁後、16,000 × g、4 ℃、20分間、遠心分離し上清を回収した。回収した上清を

Elution bufferで平衡化したNAP-5カラムで置換を行った。溶出したサンプルは-80 ℃で保

存した。溶出サンプル 10 µgを 12.5 %アクリルアミドゲルで SDS-PAGEを行った後、セ

ミドライブロッター (TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, BIO-RAD) に下か

ら、転写 バッファーで湿らせた濾紙 3枚、ニトロセルロース膜 (PROTRAN、Whatman) 

1枚、ゲル、転写バッファーで湿らせた濾紙 3枚を重層し、10 Vで 3時間転写した。転写

後のニトロセルロース膜を 3 %スキムミルクで 1時間ブロッキングした後、ニトロセルロ

ース膜をTBSTに浸し 5分間洗浄した。この操作を 3回行った後、続いてWestern Blotting

を行った。1次抗体には Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)  (Thr202/Tyr204) 抗体 (1:2000, 

Cell Signaling Technology) を用い 2次抗体にはAnti-Rabbit IgG (H+L-chain) -HRP (1:2500) 

を用いた。ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagentで化学発光反応を行い、

ImageQuant™ LAS-4000を用いてシグナルを検出した。 

 

2-5：シロイヌナズナ、イネとミナトカモジグサのFLS2またはFLS2ホモログの定量 

・FLS2またはFLS2ホモログ定量用ベクター作成 

	 シロイヌナズナ、イネとミナトカモジグサに存在する FLS2と FLS2オルソログを定量

するため、シロイヌナズナ、イネとミナトカモジグサ培養細胞からRNAを抽出して、合

成した cDNAをテンプレートとし、FLS2の約１ kbpを増幅する特異的プライマーセット

を用いて PCRを行った (KOD FX使用) 。各 PCR産物を pCR-Blunt-TOPO (Invitrogen) へ

TOPO® Cloningで導入しクローニングを行った。 
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【PCR反応液】  【PCR反応条件】 

2 ×buffer for KOD-FX 25 µl  94 ℃ 2 min 

dNTP (2 mM each)  10 µl  98 ℃ 10 sec 

Primer F (10 µM)  1.5 µl  57 ℃ 30 sec 

Primer R (10 µM)  1.5 µl  68 ℃ 1 min/kb 

KOD-FX polymerase 1 µl  4 ℃ ∞ 

Sterile Water 10 µl 

30×[98 ℃+57 ℃+68 ℃] OsFLS2 cDNA (100 pg/µl)  1 µl 

Total vol. 50 µl 

 

【TOPO® Cloning反応液】  

PCR product 0.5 µl 

Salt Solution 1 µl 

Sterile Water 3.5 µl 

pCR-Blunt-TOPO 1 µl 

Total vol. 6 µl 

  

【Primer sets】 

Os_FLS2_1k bp 
F GTCCTCGACTACATGGTCAAC 

R CACAGTAGCAACAGTACACCTCA 

At_FLS2_1k bp 
F GGTCCTCGAGTACATGGAC 

R CTGTGTGTTATGTACAGCCTGT 

Bd_FLS2_1k bp 
F CATCAGAGTCCTCATTACCG 

R CAGGTCGATCTTCAGGTCTAG 
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・Total RNA抽出と定量的リアルタイムRT-PCR 

	 シロイヌナズナ、イネとミナトカモジグサ培養細胞 (50-100 mg) に終濃度 200 µMとな

るようにエリシターを処理し、0、1、3、6、9時間後に細胞 (50-100 mg) を回収し、

RNeasy plant mini kit (Qigaen) を用いて、記載されたDNase消化を同時に行う方法に従っ

てTotal RNAを抽出した。 

	 qRT-PCRは、GoTaq One-Step RT-qPCR kit (Promega) を使用してOpticon 2 instrument 

(Bio-Rad) で行った。SYBR® Green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。 

 

【qRT-PCR反応液】  【qRT-PCR反応条件】 

GoTaq® Master Mix 10 µl  37 ℃ 15 min 

Primer F (10 µM)  0.2 µl  95 ℃ 10 min 

Primer R (10 µM)  0.2 µl  95 ℃ 10 sec 

50 ×GoScriptTM RT Mix for 1-Step  

RT-qPCR 
0.4 µl 

 
60 ℃ 30 sec 

Nuclease-Free water 8.2 µl  72 ℃ 30 sec 

Total RNA (100 ng/µl)  1 µl   

Total vol. 20 µl 40×[95 ℃+60 ℃+72 ℃] 

 

【qRT-PCR用 Primer sets】 

OsFLS2 
F AAGCTCGTCGGAGAAGACTG 

R GAACTGAACTCTGAATCTTCCAAGA 

BdFLS2 
F CAAGAGACCGGAACCTCGT 

R AGGACACCGAAGCTGAACAC 

AtFLS2 
F GAAGCACCACAGCTTCAACA 

R TTTCGTCATCAGCTCCATCA 
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第二章	 結果  

  
2-‑1：発現 N1141 フラジェリン（Fla-‑His）、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28 のイネ、アスパラガ

ス、ミナトカモジグサ、アスパラガス、ハチク、シロイヌナズナ、トマト、タバコ、ミヤ

コグサ培養細胞に対する活性酸素発生誘導能  

	 イネ培養細胞（Oryza  sativa）、ハチク培養細胞（Phyllostachys  nigra  Munro  var.  Henonis）、
アスパラガス培養細胞（Asparagus  persicus）、ミナトカモジグサ培養細胞（Brachypodium  
distachyon）、シロイヌナズナ培養細胞（Arabidopsis  thaliana  T87  ecotype  Columbia）、タ
バコ培養細胞（Nicotiana  tabacum  L.  cv.  Bright  Yellow  2）、トマト培養細胞（Lycopersicon  
esculentum  cv.  GCR26）、ミヤコグサ培養細胞（Lotus  japonicus  B-‑129  Gifu）にFla-‑His、
CD2‒–1、flg22、flgII-‑28を処理し、早期のPTI反応である活性酸素発生誘導を調べた。各

ペプチドを 200  nMになるように処理し、処理後 0時間から 3時間まで 0.5時間ごとに活
性酸素発生量を測定した。その結果、イネ培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 0.5時
間後に水処理と比較して約 99倍、CD2‒–1を処理した場合は約 88倍の最大の活性酸素量
が認められ、その後、処理 3時間後まで活性酸素発生量は徐々に減少した。一方、flg22と
flgII-‑28を処理した場合は、処理後 3時間まで活性酸素の発生は認められなかった（Fig.  2-‑

1  A）。次に、ミナトカモジグサ培養細胞に Fla-‑Hisを処理した場合、処理 0.5時間後に水
処理と比較して約 2.5倍、CD2‒–1を処理した場合は約 2.9倍の最大の活性酸素量が認めら
れ、その後処理 1.5時間後までは活性酸素発生量は減少し、処理 3時間後まで活性酸素の
発生量は変化しなかった。一方、flg22と flgII-‑28を処理した場合は、処理後 3時間まで有

意な活性酸素の発生は認められなかった（Fig.  2-‑1  B）。ハチク培養細胞に Fla-‑Hisを処理
した場合、処理 1時間後に水処理と比較して約 80.8倍、flg22を処理した場合は約 150.6
倍の最大の活性酸素量が認められ、その後処理 3時間後まで活性酸素発生量は徐々に減少
した。一方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、処理後 3時間まで活性酸素の発生は認
められなかった（Fig.  2-‑1  C）。アスパラガス培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 1.5

時間後に水処理と比較して約 10倍、CD2‒–1を処理した場合は処理 0.5時間後に約 10倍、
flg22を処理した場合は処理0.5時間後に約11倍の最大の活性酸素量が認められ、その後、
処理 3時間後まで活性酸素発生量は徐々に減少した。一方、flgII-‑28を処理した場合は、処
理後 3時間まで活性酸素の発生は認められなかった（Fig.  2-‑1  D）。シロイヌナズナの培養
細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 0.5時間後に水処理と比較して約 142倍、flg22を処

理した場合は約 102.7倍の最大の活性酸素量が認められ、その後、処理 1時間後まで活性
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酸素発生量は減少した。そして、処理後 1.5時間から 3時間まで活性酸素量の変化は確認

されなかった。一方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、処理後 3時間まで活性酸素の
発生は認められなかった（Fig.  2-‑1  E）。タバコ培養細胞に Fla-‑Hisを処理した場合、処理 1
時間後に水処理と比較して約 5.1倍、flg22を処理した場合は約 5.8倍の最大の活性酸素量
が認められ、その後、処理 3時間後まで活性酸素発生量は徐々に減少した。一方、CD2‒–1
と flgII-‑28を処理した場合は、処理後 3時間まで活性酸素の発生は認められなかった（Fig.  

2-‑1  F）。次に、トマト培養細胞に Fla-‑Hisを処理した場合、処理 2時間後に水処理と比較
して約 16.1倍、flg22を処理した場合は約 19.1倍、flgII-‑28を処理した場合は約 20.4倍の
最大の活性酸素量が認められ、その後、処理 3時間後まで活性酸素発生量は徐々に減少し
た。一方、CD2‒–1を処理した場合は、処理後 3時間まで活性酸素の発生は認められなかっ
た（Fig.  2-‑1  G）。ミヤコグサ培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 0.5時間後に水処理

と比較して約 2.7倍、flg22を処理した場合は約 2.2倍の最大の活性酸素量が認められ、そ
の後処理 1.5時間後まで活性酸素発生量は徐々に減少し、処理後 2時間から処理後 3時間
までは活性酸素量の変化は確認されなかった。一方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理したミヤコ
グサ培養細胞では処理後 3 時間まで、活性酸素の発生は認められなかった（Fig.  2-‑1  H）。  
  

2-‑2：Fla-‑His、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28によって誘導されるカロース沈着  
	 PTIの一つの指標であるであるカロースの誘導能について調べた。それぞれの培養細胞
に Fla-‑His、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28を終濃度 200  nMになるように処理し、16時間後の
培養細胞を 0.1%アニリンブルー染色液で染色し、蛍光顕微鏡で淡青色の蛍光を発したカ

ロースを数えた。まず、イネ培養細胞においては、CD2‒–1とFla-‑Hisを処理した場合、水
処理と比較して約 4倍のカロースの沈着量の増加が認められたが、flg22と flgII-‑28を処理
した場合は、カロースの沈着量の増加が認められなかった（Fig.  2-‑2  A）。ミナトカモジグ
サ培養細胞においては、CD2‒–1とFla-‑Hisを処理した場合、水処理と比較して約 5倍のカ
ロースの沈着量の増加が認められたが、flg22と flgII-‑28を処理した場合は、カロースの沈

着量の増加が認められなかった（Fig.  2-‑2  B）。次に、ハチク培養細胞においては、flg22を
処理した場合、水処理と比較して約 8倍、Fla-‑Hisを処理した場合は、約 7.6倍のカロース
の沈着量の増加が認められたが、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、カロースの沈着量
の増加が認められなかった（Fig.  2-‑2  C）。アスパラガス培養細胞においては、CD2‒–1 と
flg22を処理した場合、水処理と比較して約 4.3倍、Fla-‑Hisを処理した場合は、約 5.2倍

のカロースの沈着量の増加が認められたが、flgII-‑28を処理した場合は、カロースの沈着量
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の増加が認められなかった（Fig.  2-‑2  D）。シロイヌナズナ培養細胞においては、flg22を処

理した場合、水処理と比較して約 7.6倍、Fla-‑Hisを処理した場合は、約 8.6倍のカロース
の沈着量の増加が認められたが、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、カロースの沈着量
の増加が認められなかった（Fig.  2-‑2  E）。タバコ培養細胞においては、flg22を処理した場
合、水処理と比較して約 4.3倍、Fla-‑Hisを処理した場合は、約 3.5倍のカロースの沈着量
の増加が認められたが、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、カロースの沈着量の増加が

認められなかった（Fig.  2-‑2  F）。トマト培養細胞では、flg22とFla-‑Hisを処理した場合、
水処理と比較して約 5.7倍、flgII-‑  28を処理した場合は、約 6.3倍のカロースの沈着量の増
加が認められたが、CD2‒–1を処理した場合は、カロースの沈着量の増加が認められなかっ
た（Fig.  2-‑2  G）。ミヤコグサ培養細胞では、flg22を処理した場合、水処理と比較して約 4
倍、Fla-‑Hisを処理した場合は、約 4.9倍のカロースの沈着量の増加が認められたが、CD2‒–

1と flgII-‑28を処理した場合は、カロースの沈着量の増加が認められなかった（Fig.  2-‑2  H）。  
  
2-‑3：   Fla-‑His、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28によるPAL遺伝子の発現誘導  
	 PTI関連遺伝子であるPhenylalanine  ammonia-‑lyase（PAL）の発現について調べた。ま
ず、イネ、アスパラガス、ミナトカモジグサ、アスパラガス、ハチク、シロイヌナズナ、

トマト、タバコ、ミヤコグサの PAL遺伝子配列を NCBIのデータベースから取得した。
しかし、ハチクとアスパラガスのPAL遺伝子配列は、NCBIのデータベースに存在してい
なかったので、ハチクとアスパラガスのPAL遺伝子配列は実際に解析することにした。ま
ず、ハチクとアスパラガスの cDNA をテンプレートとし、PAL 遺伝子の共通配列部位で
設計したプライマーを用いて PCRを行ったところ、目的とする約 1  kbpの増幅断片が得
られたので、これをダイレクトシークエンスすることで、アスパラガスとハチクのPAL遺
伝子の配列を得た   (Data  not  show)  。  

	 次に、イネ、アスパラガス、ミナトカモジグサ、アスパラガス、ハチク、シロイヌナズ

ナ、トマト、タバコ、ミヤコグサの培養細胞にFla-‑His、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28をそれぞ

れ 500  nMとなるように処理し、処理 0、1、3、6時間後に各培養細胞を回収し、Total  RNA
を抽出し qRT-‑PCRによりPAL遺伝子を定量した。その結果、イネ培養細胞にFla-‑Hisを
処理した場合、処理１時間後に約 3.7倍の発現量の増加が認められたが、その後処理 3時
間と 6時間では発現量の増加が認められなかった。また、CD2‒–1を処理した場合は、処理
１時間後に約 4倍、3時間と 6時間後に約 2倍の発現量の増加が認められた。一方、flg22

と flgII-‑28を処理した場合は、処理 6時間後までPAL遺伝子の発現量変化は認められなか
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った（Fig.  2-‑3  A）。ミナトカモジグサ培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、1時間後に約 4

倍、3時間後と 6時間後に約 8倍の発現増加が認められ、CD2‒–1を処理した場合は、処理
1時間後に約 4倍、3時間後に約 7倍、6時間後に約 6倍の発現量の増加が認められた。
一方、flg22と flgII-‑28を処理した場合は、処理 6時間後まで PAL遺伝子の発現量変化は
認められなかった（Fig.  2-‑3  B）。ハチク培養細胞に Fla-‑Hisを処理した場合、処理 3時間
後に約 3倍、6時間後に約 2倍の発現量増加が認められ、flg22を処理した時は、処理 3時

間後と 6時間後に約 2倍の発現量の増加が認められた。一方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理し
た場合は、処理 6時間後までPAL遺伝子の発現量変化は認められなかった（Fig.  2-‑3  C）。
アスパラガス培養細胞に Fla-‑Hisを処理した場合は、処理 1時間後に約 2.7倍の発現量増
加が認められたが、3時間後と 6時間後には増加が認められなかった。flg22を処理した場
合も同様に、処理 1時間後のみに約 3.7倍の発現量増加が認められ、CD2‒–1を処理した場

合は、処理 1時間後に約 2.5倍、3時間後に約 1.5倍の発現量の増加が認められた。一方、
flgII-‑28を処理した場合は、処理 6時間後までPAL遺伝子の発現量変化は認められなかっ
た（Fig.  2-‑3  D）。シロイヌナズナ培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 3時間後に約
4倍、6時間後に約 4倍のPAL遺伝子の発現量増加が認められ、flg22を処理した場合は、
処理 1時間後に約 4倍、3時間後に約 7倍、6時間後には約 5倍の発現量増加が認められ

た。一方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、処理 6時間後まで PAL遺伝子の発現は
認められなかった（Fig.  2-‑3  E）。タバコ培養細胞に Fla-‑Hisを処理した場合、処理 1時間
後に約 3.9倍、3時間後に約 3.5倍、6時間後に約 2倍の発現量増加が認められ、flg22を
処理した場合も、処理 1時間後に約 2倍、3時間後に約 2.6倍、6時間後に約 2倍の発現

量増加が認められた。一方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、処理 6時間後までPAL
遺伝子の発現量変化は認められなかった（Fig.  2-‑3  F）。トマト培養細胞にFla-‑Hisを処理し
た場合、処理 1時間後に約 13倍、3時間後と 6時間後に約 15倍の発現量増加が認められ、
flg22を処理した場合は、処理 1時間後に約 18倍、3時間後と 6時間後に約 15倍の発現
量増加が認められ、flgII-‑28を処理した場合は、処理 1時間後に約 18倍、3時間後と 6時

間後に約 15倍の発現量増加が認められた。一方、CD2‒–1を処理した場合は、処理後 6時
間までPAL遺伝子の発現量変化は認められなかった（Fig.  2-‑3  G）。ミヤコグサ培養細胞に
Fla-‑Hisを処理した場合、処理 3時間後に約 3.5倍の発現量の増加が認められたが、3時間
後と 6時間後では発現量の増加が認められなかった。flg22を処理した場合は、処理 1時
間後に約 1.4倍、3時間後に約 2.4倍、6時間後に約 3.4倍の発現量増加が認められた。一

方、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合は、処理後 6時間まで PAL遺伝子の発現量変化は
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認められなかった（Fig.  2-‑3  H）。これらの結果から、CD2‒–1を処理することで PTIを誘

導するのは、イネ、ミナトカモジグサとアスパラガスであり、flg22を処理することでPTI

を誘導するのは、シロイヌナズナ、タバコ、トマト、ミヤコグサとアスパラガスであり、

flgII-‑28を処理することでPTIを誘導するのは、トマトであることが明らかとなった。  
  
2-‑4：CD2‒–1と flg22によって誘導される濃度依存的な活性酸素発生誘導能  

	 活性酸素発生を誘導するための CD2‒–1 と flg22 の有効濃度を推定するために、CD2‒–1
と flg22を様々な濃度でイネ、アスパラガス、ミナトカモジグサ、アスパラガス、ハチク、
シロイヌナズナ、トマト、タバコ、ミヤコグサの培養細胞に処理し、処理 0.5時間後（ア
スパラガス、ミヤコグサ）、1時間後（イネ、ミナトカモジグサ  、ハチク  、シロイヌナズ
ナとタバコ）、2時間後（トマト）に濃度依存的な活性酸素発生量を調べた。イネ培養細胞

に CD2‒–1を処理した場合、濃度依存的に活性酸素発生量が増加し 1  nM処理で活性酸素
発生量が最大に達したが、濃度 1  µM以下の flg22を処理した場合は活性酸素の発生が確
認されなかった（Fig.  2-‑4  A）。さらに、CD2‒–1のHalf  maximal  effective  concentration（EC50）
は 0.29  nMであった（Table.  2）。ミナトカモジグサ培養細胞にCD2‒–1を処理した場合、
1  µMで活性酸素発生量が最大値を示す濃度依存的な活性酸素発生が認められ（Fig.  2-‑4  B）

EC50は 4.09  nMであった（Table.  2）。ハチク培養細胞に flg22を処理した場合、10  nMで
最大値を示す濃度依存的活性酸素発生が認められ（Fig.  2-‑4  C）EC50は 2.44  nMであった
（Table.  2）。アスパラガス培養細胞にCD2‒–1と flg22を処理した場合、CD2‒–1では 100  
nMで、flg22では 1  nMで最大値を示す濃度依存的活性酸素発生量が認められ（Fig.  2-‑4  

D）、CD2‒–1のEC50は 15.91  nM、flg22の場合は、0.06  nMであった（Table.  2）。シロイ
ヌナズナ培養細胞に flg22を処理した場合、1  nMで活性酸素発生量が最大に達する濃度依
存的活性酸素が認められ（Fig.  2-‑4  E）、EC50は 0.36  nMであった（Table.  2）。タバコ培養
細胞に flg22を処理した場合、1  µMで最大値を示す濃度依存的活性酸素発生量が認められ
（Fig.  2-‑4  F）、EC50は 57.52  nMであった（Table.  2）。トマト培養細胞に flg22を処理した

場合、10  nMで最大値を示す濃度依存的活性酸素発生量が認められ（Fig.  2-‑4  G）、flg22の
EC50は 0.06  nM であった（Table.  2）。ミヤコグサ培養細胞に flg22 を処理した場合、10  
nMで最大値を示す濃度依存的活性酸素発生量が認められ（Fig.  2-‑4  H）EC50は 0.86  nMで
あった（Table.  2）。  
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2-‑5：Fla-‑His、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28によるMAPKのリン酸化誘導活性  

	 マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）カスケードは、植物免疫におけるシ
グナル伝達の重要な構成要素である。シロイヌナズナでは、flg22処理後にMAPK3、4、
6がリン酸化されること（Asai  et  al.,  2002;  Ichimura  et  al.,  2006;  Qiu  et  al.,  2008）、イネの
培養細胞にCD2‒–1を処理した場合も、いくつかのMAPKが速やかにリン酸化されること
が報告されている（Katsuragi  et  al.,  2015）。各植物種におけるCD2‒–1、flg22、flgII-‑28の
認識によってMAPKがリン酸化されるかどうかを明らかにするため、抗 p44/42-‑ERK抗
体を用いて、Fla-‑His、CD2‒–1、flg22、flgII-‑28処理後の 8種類の植物におけるMAPKの
リン酸化を調べた。各ペプチドを 1  µMとなるように各培養細胞に処理し、処理 5分後と
10 分後の細胞を回収し、各培養細胞からタンパク質を抽出し、Phospho-‑p44/42  MAPK
（Erk1/2）（Thr202/Tyr204）抗体を用いたWestern  Blot解析を行った。その結果、イネ

培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 5分後から複数のMAPKのリン酸化が認められ
たが、flg22と flgII-‑28を処理した場合はこのようなMAPKのリン酸化は認められなかっ
た。また、イネ培養細胞にCD2‒–1を処理した場合、処理 5分後からFla-‑Hisを処理した場
合よりも強く、複数のMAPKのリン酸化が認められた（Fig.  2-‑5  A）。ミナトカモジグサ培
養細胞に Fla-‑His を処理した場合、処理 5 分後からMAPK のリン酸化が認められたが、

flg22と flgII-‑28を処理した場合はこのようなMAPKのリン酸化は認められなかった。ま
た、ミナトカモジグサ培養細胞にCD2‒–1を処理した場合は処理 10分後からFla-‑Hisを処
理した場合と同程度の MAPK のリン酸化が認められた（Fig.  2-‑5  B）。ハチク培養細胞に
Fla-‑Hisを処理した場合、処理 5分後からMAPKのリン酸化が認められたが、CD2‒–1と

flgII-‑28を処理した場合はこのようなMAPKのリン酸化は認められなかった。また、ハチ
ク培養細胞に flg22を処理した場合は処理5分後からMAPKのリン酸化が認められた（Fig.  
2-‑5  C）。アスパラガス培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 5分後からMAPKのリン
酸化が認められたが、flgII-‑28を処理した場合はこのようなMAPKのリン酸化は認められ
なかった。また、アスパラガス培養細胞に CD2‒–1を処理した場合は処理 5分後から単一

の、flg22を処理した場合は処理 5分後から複数のMAPKのリン酸化が認められた（Fig.  
2-‑5  D）。シロイヌナズナ培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理5分後から複数のMAPK
のリン酸化が認められたが、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合はこのようなMAPKのリ
ン酸化は認められなかった。また、シロイヌナズナ培養細胞に flg22 を処理した場合は処
理 5 分後から Fla-‑His を処理した場合と比べると弱いものの複数のMAPK のリン酸化が

認められた（Fig.  2-‑5  E）。タバコ培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 10分後から複
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数のMAPKのリン酸化が認められたが、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合はこのような

MAPKのリン酸化は認められなかった。また、タバコ培養細胞に flg22を処理した場合は
処理 10分後から Fla-‑Hisを処理した場合と比べると弱いものの複数のMAPKのリン酸化
が認められた（Fig.  2-‑5  F）。トマト培養細胞にFla-‑Hisを処理した場合、処理 5分後から複
数のMAPKのリン酸化が認められたが、CD2‒–1を処理した場合はこのようなMAPKの
リン酸化は認められなかった。また、トマト培養細胞に flg22を処理した場合は処理 5分

後から、flgII-‑28を処理した場合は処理 5分後から複数のMAPKのリン酸化が認められた
（Fig.  2-‑5  G）。ミヤコグサ培養細胞に Fla-‑His を処理した場合、処理 5 分後から複数の
MAPKのリン酸化が認められたが、CD2‒–1と flgII-‑28を処理した場合はこのようなMAPK
のリン酸化は認められなかった。また、ミヤコグサ培養細胞に flg22 を処理した場合は処
理 5分後から複数のMAPKのリン酸化が認められた（Fig.  2-‑5  H）。以上のことから、CD2‒–

1 はイネ、ミナトカモジグサとアスパラガスにおいて、flg22 はシロイヌナズナ、タバコ、
トマト、ミヤコグサとアスパラガスにおいて、flgII-‑28はトマトにおいて、MAPKのリン

酸化を誘導することが明らかになった。  
  
2-‑7：複数のフラジェリン認識システムの制御メカニズム  

	 本研究で、複数のフラジェリン認識システムが、アスパラガスとトマトに同時に存在す

ること示した。これまでに、OsFLS2は AtFLS2オルソログであり、45%の相同性がある
こと、FLS2 を欠損させたシロイヌナズナに OsFLS2 を導入すると flg22 認識能が相補さ
れることが報告されている（Takai  et  al.,  2008）。植物種によっては複数のフラジェリン認
識システムが同時に存在していうことは、各植物種において複数の認識システムがどのよ

うに制御されているのかという疑問を生じる。  
	 そこで、flg22の認識能力が対応する受容体の有無やその発現量に依存しているのかどう
かを調べることにした。この研究を行うために、まず、ミナトカモジグサの FLS2オルソ
ログをNCBIのデータベースを用いた相同性解析で調べたところBradi5g21960.1（タンパ

ク質 ID：XP_̲010227269.1）を取得した。Bradi5g21960.1はAtFLS2と 46％の相同性を持つ
タンパク質をコードしており、このタンパク質は 1,223アミノ酸残基で構成され、N末端
側からシグナルペプチド、28個のLRRで構成されているLRRドメイン、膜貫通領域、セ
リン/スレオニンキナーゼドメインを持つことが示された（Fig.  2-‑6）。また、この遺伝子は、
B.  distachyonの葉、初期花序、出現花序、雌しべ、種子、および胚で発現していたことか
ら、Bradi5g21960.1はFLS2オルソログ遺伝子であると判断し、BdFLS2と名付けた。  
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そこで、次に、flg22認識能とFLS2の発現量に相関があるかどうかを調べるため各細胞

あたりのOsFLS2、BdFLS2、FLS2の発現量を定量した。シロイヌナズナ、イネとミナト
カモジグサの培養細胞に flg22を 200  nMとなるように処理し、処理 0、1、3、6、9時間
後の培養細胞を回収し、その細胞からTotal  RNAを抽出し、OsFLS2、BdFLS2、FLS2の
mRNAを定量した。その結果、シロイヌナズナ培養細胞における 0時間におけるFLS2の
発現量は 2.36  pmol/cellで 1時間後には最大約 12倍まで発現上昇し、その後 9時間まで、

FLS2の発現量は徐々に減少した（Fig.  2-‑7  A）。イネ培養細胞の 0時間における OsFLS2
の発現量は 0.68  pmol/cellで flg22を処理しても 9時間までOsFLS2の発現量は変化しな
かった（Fig.  2-‑7  B）。ミナトカモジグサ培養細胞の 0 時間における BdFLS2 の発現量は
0.15  pmol/cellで、flg22を処理しても 9時間まで発現量に変化はなかった（Fig.  2-‑7  C）。
これらのデータは、FLS2 およびそのオルソログの発現レベルが flg22 感受性の植物で高

く、flg22非感受性の植物で低いことを示すものである。さらに、FLS2の発現量は flg22処
理によって flg22感受性の植物でのみ増加することも示された。FLS2およびそのオルソロ
グの flg22処理による発現増加は、flg22認識能力を持つ他の植物でも報告されていること
から（Cheng  et  al.  2020）、flg22認識能力は受容体の発現量によって制御されていると結

論づけた。  
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�� N.D. 0.29

������� N.D. 4.09

��
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� ����� 0.36 N.D.

��� 57.52 N.D.

��� 0.06 N.D.

���� 0.86 N.D.

N.D.7Not Detected
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第二章	 考察  

 

	 本研究では、フラジェリンのCD2–1領域が、イネ、ミナトカモジグサ、アスパラガス

の PTIを誘導し、flg22はハチク、アスパラガス、シロイヌナズナ、タバコ、トマト、ミ

ヤコグサの PTIを、flgII-28はトマトの PTIを誘導することを示した。A. avenaeのフラジ

ェリンの flg22領域である flg22-avenaeとP. aeruginosaフラジェリンの flg22間では 4アミ

ノ酸の置換が認められるが、flg22-avenaeと flg22はシロイヌナズナに対して同程度の PTI

誘導活性を示す (Katsuragi et al., 2015) 。さらに、flgII-28領域においては 13番目のAlaと

16番目の Serが PAMP活性に必須であると推測されているが、A. avenae N1141のフラジ

ェリンの flgII-28領域ではこのアミノ酸残基は保存されている。このことは、植物は変異

が多いフラジェリンの中でも比較的保存されている領域を PAMPとして認識しているこ

とを示す。 

一方、植物病原性細菌は、それぞれの細菌が保持しているフラジェリンの配列を変化

させることで、植物に存在しているフラジェリン認識システムを回避することも知られて

いる。例えば、P. aeruginosa由来の flg22は、タバコ、トマト、ジャガイモに対して PTI

誘導能を保持するが、Liberibacter Solanacearumと Liberibacter Asiaticus由来の flg22は、P. 

aeruginosa由来の flg22の配列と異なることで、タバコ、トマト、ジャガイモに対する

PTI誘導能を失っている (Hao et al., 2014) 。L. solanacearumおよび L. asiaticus由来の

flg22のように植物側が認識できず PTIを誘導出来なくなった場合、植物側は、新しいフ

ラジェリンの領域を認識する能力を獲得するように進化する必要がある。そこで、植物種

がCD2–1、flg22、flgII-28認識システムをいつ獲得したのかを推測するために、APG IV

分類 (The Angiosperm Phylogeny Group et al. 2016)に基づいて 8種類の植物種の系統樹を作

製し、各植物種が持つフラジェリン認識システムをプロットしてみた（Fig. 2-8, The 

Angiosperm Phylogeny Group et al. 2016）。その結果、flg22認識システムは植物が地上に進

出し単子葉植物と双子葉植物に分かれる前に獲得し、CD2−1認識システムは単子葉植物

に分岐した後に、そして、flgII-28認識システムはトマトのみが獲得したことが示され

た。このような推定は、単子葉植物であるアスパラガスがCD2–1だけでなく、flg22にも

応答するという事実とイネとミナトカモジグサに FLS2ホモログが存在することによって

も裏付けられる。このような推定の中で、ハチクがCD2–1ではなく flg22を認識して PTI

を誘導したという事実とは矛盾する。この原因については現在のところ明らかではない
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が、ハチクではCD2–1認識システムが機能していないかCD2–1認識システム自体を欠落

させた可能性があるだろう。 

	 フラジェリンはN末端側からD0、D1、D2、D3、D2、D1、D0のドメインで構成され

ている (Samatey et al., 2001; Yonekura et al., 2003) 。フラジェリンのD0~D2ドメインのア

ミノ酸配列は、各ドメインの機能を維持するために必要であり、種間で保存されている。

一般に、PAMPとしての条件は、豊富に存在する分子であり、その構造が広く保存されて

いることである。このことを考え合わせると、flg22はN末端側のD0ドメインに、flgII-

28はN末端側のD1ドメインに、CD2–1はＣ末端側のD1、D2ドメインに存在している

ことは納得がいく。また、フラジェリンはバクテリアに存在する分子の中で最も豊富な分

子であるということも、PAMPとしての機能に必要な条件を満たしているであろう。こ

のような情報と各フラジェリン認識システムの植物種内での分布を考えあわせると、

flg22領域の配列変化により flg22認識システムが機能しなくなったことにより、CD2–1

や flgII-28の認識システムが植物側で新たに生まれた可能性が示唆される。 

	 これまでの研究で、シロイヌナズナにおいて FLS2が flg22を認識すると引き続いて

MAPK3,4と 6のリン酸化が引き起こされることが明らかになった (Asai et al., 2002; 

Ichimura et al., 2008) 。抗 p44/42-ERK抗体を用いたウエスタンブロット解析によって、

CD2–1によって誘導されるMAPKのリン酸化はイネ、ミナトカモジグサとアスパラガス

で、flg22によって誘導されるMAPKのリン酸化はハチク、アスパラガス、シロイヌナズ

ナ、タバコ、トマト、ミヤコグサにおいて、flgII-28によって誘導されるMAPKのリン酸

化はトマトにおいて認められることが示された(Fig. 2-5) 。このCD2–1、flg22と flgII-28

によって誘導されるMAPKのリン酸化は 8種類の植物種において認められた PTI誘導活

性と一致していること、および時間的にもMAPKのリン酸化が起こった後に各 PTIが誘

導されることなどから、CD2–1、flg22と flgII-28によって誘導される PTIは各MAPKリ

ン酸化を介しているのであろう。さらに、CD2–1と flg22をそれぞれアスパラガスに処理

した場合と、flg22と flgII-28をそれぞれトマトに処理した場合では、同じMAPK分子が

リン酸化されることから、一つの植物種が異なるフラジェリン領域を認識した場合、共通

のMAPKシグナル伝達経路を介して認識情報が伝達されることが示唆される。このよう

な共通のシグナル伝達システムの使用は、植物の免疫応答の誘導における労力を節約する

のに役立つだろう。一方、植物が共通のシグナル経路を使って情報を伝達することは、病

原菌には PTI誘導を抑制するための有用なターゲットを与えることになる。実際に、典型

的な植物受容体キナーゼであるBAK1は PAMPs認識後、FLS2や elongation factor Tu 
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receptor (EFR)のような受容体キナーゼタンパク質と相互作用し PTI誘導の情報を伝達す

るので、様々な植物病原性細菌が持つエフェクタータンパク質の標的になりやすい。実

際、BAK1を実際に標的とするHopB1、HopF2、AvrPto、AvrPtoB、Xoo2875などのエフ

ェクターが特定されている。なぜ、植物が病原菌の感染のリスクを増加させるにもかかわ

らず、PTIを誘導する際に共通のシグナル経路を用いているのかは現在のところ不明であ

る。 

	 8種類の植物種にCD2–1、flg22、flgII-28を処理した時に認められる PTI誘導の強度

は、それぞれ発現フラジェリンを処理した時とほぼ同じだった。また、CD2–1と flg22を

処理したアスパラガスや flg22と flgII-28を処理したトマトにおいても発現フラジェリン

を処理した時と同程度の強度で PTI誘導が認められた。これらの結果はCD2–1、flg22、

flgII-28の各認識システム間には、相乗的または相加的効果はないことを示している。

CD2–1、flg22、flgII-28の各認識システムは、それぞれ独立して機能しているのであろ

う。 

	 OsFLS2はFLS2と 45  %の配列相同性を有しており、OsFLS2遺伝子のオープンリー
ディングフレームは、3,522  bpであり、1,174アミノ酸残基で構成するタンパク質をコー
ドし、N末端側からシグナルペプチド、27個の leucine-‑rich  repeat  (LRR)  で構成されて

いるLRRドメイン、膜貫通領域、セリン/スレオニンキナーゼドメインで構成されてい
ることが明らかとなっている。そこで、このOsFLS2をシロイヌナズナFLS2欠損株で発
現させたところ flg22認識能が相補され、イネでOsFLS2を過剰発現させるとフラジェリ
ンによって過剰なPTI反応が誘導された（Takai  et  al.,  2008）。これらの結果は、OsFLS2
が flg22認識能を有しており、PTIを誘導する能力があることを示す。また、ミナトカモ
ジグサにおいてもFLS2ホモログBdFLS2が同定されており、BdFLS2は、FLS2と
46  %、OsFLS2と 68%の相同性を有している(Fig. 2-6)。さらに、BdFLS2遺伝子のオー
プンリーディングフレームは、3,672  bpであり、1,223アミノ酸残基で構成するタンパク
質をコードし、N末端側からシグナルペプチド、28個のLRRで構成されているLRRド

メイン、膜貫通領域、セリン/スレオニンキナーゼドメインで構成されている。BdFLS2
のLRRの数はFLS2と同じであり、OsFLS2よりも 1つ多い。さらに、BdFLS2は、
葉、初期の花序、出現する花序、雌しべ、種子および胚で発現している。これらの結果か

ら、BdFLS2は flg22認識能を有しており、PTIを誘導する能力があることと推定した。
しかし、BdFLS2を発現している葉と胚に flg22を処理するとPTIは誘導されなかった。
このことはBdFLS2とOsFLS2の発現量がFLS2と比較して低いことに由来するのかも
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しれない。これまでに、FLS2に存在する 5’スプライシング部位における 1塩基の変異

が、FLS2転写物の蓄積に影響を与え、FLS2 5’エキソンの近位位置が遺伝子発現を促進さ

せる機能を持つことが報告された (Cheng et al. 2020)。興味深いことに、シロイヌナズナ

のFLS2 5’スプライシング部位の配列はGTTで、イネとミナトカモジグサのFLS2ホモロ

グ 5’スプライシング部位はGTCであった。このことは、この 5’スプライシング部位の配

列の違いがシロイヌナズナとイネ、ミナトカモジグサにおけるFLS2、OsFLS2とBdFLS2

の発現量に影響を与えている可能性を示唆する。  
	 FLS2、OsFLS2、BdFLS2の発現量を制御している別の可能性としては、エピジェネテ

ィックな制御によるものであろう。これまでの研究で、植物においてもDNAのメチル化

が受容体の発現量に影響を与えることが報告されている (Shpak et al., 2005, 2013; Torii et 

al., 2012; Lau et al., 2012; Lei et al., 2014; Wang et al., 2016)。DNAのメチル化を防ぐのに重要

な役割を果たしている INCREASE IN BOSAI METHYLATION 1 (IBM1) 遺伝子の変異体は、

野生型植物よりもDNAメチル化が高く、野生型植物と比較して、ERECTA（ER）、

ERECTA-LIKE 1（ERL1）、およびERECTA-LIKE 2（ERL2）などのLRR-RLKERファミリ

ー遺伝子の発現レベルが低い（Wang et al., 2016）。このことから、イネとミナトカモジ

グサにおけるFLS2の発現レベルがエピジェネティックに制御されている可能性もあるだ

ろう。どの調節システムがFLS2、OsFLS2、BdFLS2の発現レベルがエピジェネティック

に制御するかを決定するには、それぞれの 5 '上流領域でのDNAメチル化を調べる必要が

あると考える。 
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