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〈要 約〉

　植物は細胞膜型免疫受容体により病原細菌の侵入を認識し，活性酸素の産生や病原細菌の侵入経路である気孔の閉鎖，抗菌性物質の合成といったさまざまな防御応答を誘導する．しかし，免疫受容体が細胞内においてどのようにシグナルを伝達しこれらの防御応答を誘導するのか，その詳細なしくみは解明されていなかった．筆者らは，免疫受容体と複合体を形成するタンパク質を探索することにより，活性酸素を産生する酵素RBOHDを発見した．植物において病原細菌の感染の直後に誘導される活性酸素の産生は病害抵抗性において重要な役割を担うことが示唆されていたが，その活性化の機構の全貌は長年にわたり謎のままであった．そこで，免疫受容体から活性酸素の産生までのシグナル伝達を詳細に解析したところ，免疫受容体は受容体様細胞質キナーゼファミリーに属するBIK1を介してRBOHDをリン酸化し活性化することが明らかになった．また，活性酸素は毒性因子として病原細菌を直接に攻撃するだけでなく，シグナル伝達因子としてもはたらく．実際に，BIK1を介してRBOHDにより産生された活性酸素は，病原細菌のおもな侵入経路である気孔の閉鎖を誘導することにより病原細菌の侵入を防ぐことがわかった．この研究により，免疫受容体から防御応答のひとつである活性酸素の産生までのシグナル伝達がはじめて分子レベルで解明された．この成果は，今後の免疫受容体のシグナル伝達の研究の根幹をなす重要な知見になると思われる．

はじめに

　植物は病原微生物が共通にもつ鞭毛タンパク質や細胞壁構成物質などの分子PAMP（pathogen-associated molecular pattern，病原細菌関連分子パターン）を細胞膜型免疫受容体により認識し病原細菌の侵入を感知する1)．病原細菌の侵入を認識すると，植物は数分以内に感染部位において活性酸素を産生する2)．そののち，数時間以内に病原細菌のおもな侵入経路である気孔を閉鎖するとともに，感染部位の細胞壁を強化することにより感染の拡大を阻止する．さらに数時間から数十時間で抗菌性物質を合成し，感染部位に放出して病原細菌を撃退すると考えられている．これまでの研究により，PAMPや免疫受容体の分子実体が少しずつ明らかになってきたが，免疫受容体が細胞内においてどのようにシグナルを伝達しこれらの防御応答を誘導するのか，そのしくみについては明らかにされていなかった．そこで，筆者らは，免疫受容体と複合体を形成するタンパク質を探索し，免疫受容体からのシグナル伝達を分子レベルで解明することをめざした．

1．免疫受容体は活性酸素産生酵素RBOHDと複合体を形成する

　アブラナ科の植物は細胞膜型免疫受容体であるEFRにより，病原細菌の翻訳伸長因子EF-Tuに由来するペプチドelf18を認識する3)．EFRは細胞外にあるロイシンリッチリピート領域によりelf18を認識し，細胞内にあるキナーゼ領域により基質タンパク質をリン酸化することでシグナルを伝達すると考えられる．EFRはelf18を認識するとリン酸化酵素であるBAK1と結合して互いにリン酸化しあうことで活性化される4)．活性化されたEFRおよびBAK1は受容体様細胞質キナーゼファミリーに属するBIK1をリン酸化し活性化する5,6)．筆者らは，EFRからのシグナル伝達について解明するため，EFRと複合体を形成するタンパク質を探索した．植物から共免疫沈降法によりEFR複合体を精製し，液体クロマトグラフィー-質量分析法を用いてその構成タンパク質を同定した．その結果，活性酸素の産生を担う酵素RBOHD（respiratory burst oxidase homologue D）を発見した．さらに，RBOHDはEFRと複合体を形成するだけでなく，病原細菌の鞭毛タンパク質に由来するペプチドflg22を認識する免疫受容体FLS2とも複合体を形成することがわかった．

2．受容体様細胞質キナーゼBIK1はRBOHDと直接に結合しリン酸化する

　植物が病原細菌の認識ののち活性酸素を産生する現象は1983年に発見され4)，産生された活性酸素は病害抵抗性において重要な役割を担うと考えられてきた．この活性酸素の産生においてはRBOHDが主要な役割を担う7)．リン酸化プロテオーム研究により，RBOHDはPAMPの処理ののちすみやかにリン酸化されることが報告され8,9)，RBOHDの活性化にはリン酸化による制御が重要であることが示唆された．しかし，どのリン酸化酵素がRBOHDをすみやかかつ感染部位に特異的にリン酸化し活性化するのか，その活性化の機構については長年にわたり謎のままであった．
　RBOHDはEFRと複合体を形成することが明らかになったことから，EFR複合体に存在するリン酸化酵素がRBOHDを直接にリン酸化する可能性が示唆された．in vitroリン酸化実験および結合実験により，EFR複合体に存在するリン酸化酵素のうち，BIK1がRBOHDのN末端領域と直接に結合し非常に強くリン酸化することがわかった．さらに，免疫沈降実験により，植物体においてBIK1はRBOHDと複合体を形成することがわかった．そして，elf18を認識したEFRおよびBAK1がBIK1をリン酸化すると，リン酸化されたBIK1はRBOHDとより強く結合してRBOHDをリン酸化することがわかった．このことから，elf18を認識したEFRがBIK1を介してRBOHDをリン酸化するというシグナル伝達が明らかになった．

3．BIK1はRBOHDのもつ3カ所のセリン残基を特異的にリン酸化する

　液体クロマトグラフィー-質量分析法によりBIK1によるRBOHDのリン酸化部位を同定したところ，BIK1はRBOHDのもつ3カ所のセリン残基，Ser39，Ser339，Ser343を特異的にリン酸化することがわかった．BIK1と同じ機能をもつPBL1およびBIK1を両方とも欠損した二重欠損変異体では，PAMPの処理により誘導されるこれらのリン酸化は著しく減少することがわかった．さらに，植物体におけるこれらのリン酸化はelf18による処理ののち数分以内からはじまり，活性酸素の産生にさきだち起こった．また，病原細菌の鞭毛タンパク質に由来するペプチドflg22および病原微生物に由来するキチンを処理すると，elf18を処理したときと同様にこれらのセリン残基は強くリン酸化されたことから，BIK1によるRBOHDのリン酸化はさまざまな免疫受容体の下流において同様に起こることが示唆された．

4．BIK1によるリン酸化はRBOHDの活性化に必須である

　BIK1によるリン酸化がRBOHDの活性化に及ぼす影響を調べるため，リン酸化部位であるSer39，Ser339，Ser343に変異を導入しPAMPにより誘導される活性酸素の産生について調べた．RBOHDのSer39，Ser339，Ser343をアラニン残基に置換すると，さまざまなPAMPにより誘導される活性酸素の産生は起こらなくなった．一方，RBOHDのSer39あるいはSer339をグルタミン酸残基へと置換して疑似リン酸化型変異体にすると活性酸素の産生は増加した．よって，BIK1によるRBOHDのリン酸化が活性酸素の産生に必須であることが明らかになった．

5．RBOHDにより産生される活性酸素は病害抵抗性において重要な役割をはたす

　活性酸素は毒性因子として病原細菌を直接に攻撃するだけでなく，シグナル伝達因子としてもはたらくと考えられている．実際，病原細菌のおもな侵入経路である葉の気孔を閉鎖するのに，活性酸素は重要な役割を担う10)．BIK1によりリン酸化されるRBOHDの3カ所のセリン残基をアラニン残基に置換した植物は，elf18あるいはflg22を認識しても気孔を閉鎖できなかった．さらに，この植物は病原細菌に対する抵抗性が低下しそれらの増殖を抑制できなかった．このことから，BIK1を介してRBOHDにより産生された活性酸素は植物の病害抵抗性において重要な役割をはたすことがわかった．

おわりに

　この研究により，免疫受容体から防御応答のひとつである活性酸素の産生までのシグナル伝達がはじめて分子レベルで解明された（図1）．この成果は，免疫受容体からのシグナル伝達を研究するうえで根幹をなす重要な知見になると思われる．さらに，RBOHDを介した活性酸素の産生は，病害に対する応答だけでなく，さまざまな器官形成，乾燥，塩害，高温，傷害などに対する環境ストレス応答，病害虫に対する応答などにも重要な役割をはたす．よって，この研究により解明されたRBOHDの新規の制御機構は，これらの生理現象を誘導する分子機構の解明にも貢献すると思われる．今後，BIK1によるRBOHDのリン酸化がRBOHDの立体構造やそのほかの制御機構に及ぼす影響を調べることにより，BIK1によるリン酸化から活性化までの詳細な分子機構が明らかになると思われる．
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〈図説明〉
図1　病原細菌の侵入の認識から活性酸素の産生までのシグナル伝達

1）免疫受容体EFRが病原細菌に由来するEF-Tuを認識する．2）EFRは受容体型リン酸化酵素BAK1と結合し互いにリン酸化することにより活性化される．3）EFRおよびBAK1は受容体様細胞質キナーゼBIK1をリン酸化し活性化する．4）活性化されたBIK1はRBOHDと強く結合し，その3カ所のセリン残基をリン酸化する．5）このリン酸化が引き金となりRBOHDが活性化され，活性酸素が産生される．6）産生された活性酸素は毒性因子として病原細菌を直接に攻撃するとともに，気孔の閉鎖を誘導してさらなる感染を阻止する．4）～6）が今回の研究により解明された分子機構と活性酸素の役割である．このシグナル伝達は，細菌のべん毛タンパク質を認識する免疫受容体FLS2においても同じであった．
P：リン酸化．
