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〈要 約〉

　植物は病原菌に由来する分子の検出，あるいは，病原菌の感染にともなう細胞内の変化を検出することで免疫機構を発現する．この反応にかかわるNLR受容体は植物だけでなく動物における免疫にも深くかかわっている．植物のNLR受容体はそのN末端側のドメイン構造によりコイルドコイルドメイン型とTIR型とに大別される．オオムギのMLAはコイルドコイルドメイン型のNLR受容体であり，ウドンコ病の菌株に特異的な耐病性にかかわっている．今回，筆者らは，MLAのコイルドコイルドメインの結晶構造解析からこのドメインがホモ二量体構造をとること，in vivoでのMLA-MLA相互作用は病原菌の菌株には非特異的であることを示した．つぎに，コイルドコイルドメインの結晶構造をもとに二量化しない変異受容体を作製し，これらが免疫反応を喪失することを示した．さらに，野生型コイルドコイルドメインだけが機能獲得型の全長MLAと同様に免疫機構のひとつと考えられている細胞死を誘導することから，コイルドコイルドメインのホモ二量体がMLAにおいてシグナル伝達のための最小モジュールであると結論した．

はじめに

　高等生物は“非自己”（non-self）の存在を認識することでさまざまな免疫機構を発現する．植物には大きく分けて2つのタイプの“非自己”の認識機構が存在する．ひとつは，細胞膜に存在する膜貫通型受容体による病原菌の鞭毛や細胞壁などの構成分子，いわゆる，MAMP/PAMP（microbe/pathogen-associated molecular pattern）の認識機構であり，もうひとつは，病原菌が宿主の免疫機構を抑制するためなどに分泌するエフェクターの細胞内受容体による認識機構である．これらの受容体の多くはNLR受容体（NLR：nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing protein）であり，約150～400からなる一大グループを構成している1,2)．また，多くの場合，NLR受容体の活性化は宿主の局所的な細胞死をともなう3)．

　植物のNLR受容体はそのN末端側のドメイン構造によりコイルドコイルドメイン型とTIR型（TIR：Toll/interleukin-1 receptor）とに大別される．NLR受容体はSTAND NTPaseファミリー（STAND：signal transduction ATPase with numerous domain）に分類され，アーキア，真正細菌，菌類，植物，動物に広く存在している4)．NLR受容体の活性化は段階的なコンフォメーション変化をともなう5)．エフェクターの認識による最初のコンフォメーション変化はNBドメイン（NB：nucleotide-binding）におけるADPとATPとの交換を促進し，このATPとの結合がさらなるコンフォメーション変化を促してNLR受容体が活性型になるものと考えられている（図1）．また，NBドメインにあるよく保存されたMHDモチーフの変異は恒常的なATP結合状態を模倣することでNLRを機能獲得型とする5)．

　筆者らは，オオムギのウドンコ病菌Blumeria graminis f. sp. hordeiの耐性にかかわるNLR受容体であるMLAをコイルドコイルドメイン型受容体のモデルとして用いている．自然界にみられるオオムギのMLA遺伝子座の多様性はウドンコ病菌の菌株に特異的な耐病性を産み出している．遺伝子多型のほとんどはMLAのLRRドメイン（LRR：leucine-rich repeat）に存在すること6)，さらに，MLA1とMLA6とあいだでのLRRドメインのスワッピングがそれらの菌株に特異的な抵抗性を交換することから，このドメインがウドンコ病菌のエフェクターの認識に関与しているとされている7)．一方，LRRドメインとは異なり，コイルドコイルドメインには多様性はほとんどみられないことから，ウドンコ病菌に対する耐性においてコイルドコイルドメインの普遍的な役割が予想されていた6)．今回，MLAのコイルドコイルドメインの結晶構造がホモ二量体であったことから，免疫機構におけるMLA-MLA相互作用についてくわしい解析を行った．

1．MLAのコイルドコイルドメインは二量体として存在する

　結晶構造においてコイルドコイルドメイン単量体（プロトマー）は2つのαヘリックス鎖がループ構造を介して折れ曲がりむかいあったヘリックス-ループ-ヘリックス構造をとっていた．そして，同じ構造のもう一方のコイルドコイルドメイン単量体と対称に組み合った二量体構造を保持していた．この二量体は縦20Å，横90Å，高さ20Åの棒状で，二量体の異なる表面においてそれぞれ異なる電荷にかたよっていた．また，生体に近い溶液においてコイルドコイルドメインが二量体として存在することをゲルろ過クロマトグラフィーによって確認した．さらに，架橋剤による処理とSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によってもコイルドコイルドメインが溶液において二量体化していることを確認した．

　この二量体構造はおもに疎水性アミノ残基を介した疎水結合によりタイトな構造を保っていることが示唆されたことから，それぞれの疎水性アミノ残基の役割を調べるため，これらを親水性アミノ残基であるグルタミン酸残基に置換した変異コイルドコイルドメインを作製した．まず，変異コイルドコイルドメインのin vitroでの相互作用を調べるためタンパク質精製を試みたが，不溶化もしくは不安定化したと考えられ精製タンパク質を得ることができなかった．このことは，コイルドコイルドメインの二量体化が構造の安定に重要であることを示唆していた．つぎに，酵母ツーハイブリッド法を用いて変異コイルドコイルドメインの相互作用を調べた結果，17種類の1アミノ酸置換変異体のうち，1つの変異体（L18E）を除きほとんどの変異体でこの相互作用が弱まり，とくにI33E変異体，L36E変異体，M43E変異体ではこの相互作用がほぼ完全に喪失することを見い出した．ただし，すべての変異体は酵母において同じくらい発現していることから，この相互作用の喪失はタンパク質の総量に起因するものではないと考えられた．つぎに，これらの変異コイルドコイルドメインをもつ完全長のMLA変異体を作製しウドンコ病菌に対する耐病能を評価したところ，L18E変異体を除きすべての変異体が耐病能を失っていたことから，コイルドコイルドメインの二量体化がウドンコ病菌に対する耐性と密接に関連していることが示された．

2．in vivoでのMLA-MLA相互作用は病原菌の感染に非依存的である

　MLAのコイルドコイルドメインがin vitroで相互作用することから，in vivoでの全長MLAの相互作用を免疫沈降法によって調べるため，MLA1-HAタグ融合タンパク質とMLA1-Mycタグ融合タンパク質とを共発現する形質転換オオムギを確立し，異なるウドンコ病菌の菌株K1株およびA6株を感染させた際のMLAの挙動を調べた．なお，K1株はMLA1受容体に認識されるエフェクターをもつためMLA1をもつオオムギには病原性を示さない，一方で，A6株はMLA1に認識されるエフェクターを欠くためMLA1をもつオオムギに病原性を示す．K1株およびA6株それぞれの胞子の接種の前後においてMLA-MLA相互作用を比較したところ，MLA1-HAタグ融合タンパク質とMLA1-Mycタグ融合タンパク質とのタンパク質間相互作用は病原菌の菌株により違いはみられず，さらに，病原菌の感染していないときでも相互作用していることが示唆された．この結果はゲルろ過クロマトグラフィーによっても支持された．すなわち，さきの条件から調製したサンプルでは約100 kDaの単量体のMLA1が約300～400 kDaの複合体に存在していることが示唆され，この複合体のサイズは病原菌の感染および病原菌の菌株によって変化しなかった．また，興味深いことに，完全長の精製MLA27はADPを含む単量体としてのみ存在することから，in vivoで検出されるMLA-MLA相互作用はMLAの自律的なタンパク質間相互作用の結果ではなく，植物側に存在する未知の機構によってもたらされているものと考えられた．

3．MLAのコイルドコイルドメインのホモ二量体が細胞死の誘導のための必要十分なモジュールである

　コイルドコイルドメインの二量体化と細胞死の誘導との関連を明らかにするため，機能獲得型MHDモチーフ変異体であるMLA10（D502V）にさきに述べたコイルドコイルドメイン相互作用を喪失するI33E変異，L36E変異，M43E変異を導入したところ，それぞれの二重変異をもつMLA10は非活性型となった．驚くべきことに，コイルドコイルドメインのみの発現によっても機能獲得型の全長MLA10（D502V）と同様に細胞死をひき起こすことが示された．このコイルドコイルドメインのみによる細胞死はI33E変異，L36E変異，M43E変異によって喪失した．以上のことから，MLAのコイルドコイルドメインのホモ二量体が細胞死の誘導のための必要かつ十分なシグナル伝達モジュールであると考えられた．

おわりに

　この研究は植物のNLR受容体の詳細なドメイン構造を明らかにしただけではなく，コイルドコイルドメインの免疫シグナルの伝達における役割を示した．また，筆者らの研究と同時に，TIR型NLR受容体のTIRドメインの結晶構造および細胞死の誘導におけるTIRドメインの二量体化の重要性が報告されている8)．植物ではコイルドコイルドメインやTIRドメインなどのN末端ドメインがNLR受容体とは別のタンパク質と相互作用し，エフェクター認識のためのタンパク質複合体を形成することが知られている9)．では，これらNLR受容体のN末端ドメインはどのようにエフェクター認識複合体を構成するのだろうか？　また，どのような下流タンパク質をつうじて免疫シグナルを伝達するのだろうか？　これらNLR受容体による免疫機構の全体像はまだまだ不鮮明である．
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図1　MLA受容体の活性化のモデル
CC：コイルドコイル．
