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本論文中で用いた主な略語

A 

AcOH， acetic acid 

AMP， adenosine 5'-monophosphate 

AP， alkaline phosphatase 

ATP， adenosine 5・-triphosp hate 

ATPase， adenosine 5， -triphosphatase 

ATP-BP， adenosine 5' -triphosphate-binding 

pro包m

B 

BHT， butylated hydroxytoluene 

BSA， bovine serum albumin 

C 

CH S， chalcone synthase 

CTP， ci tid ine 5' -trip lhosp hate 

D 

DMSO， dimethyls uU~oxide 

DP， degree of polymlerization 

DP 1， di phenyleneiodo nium 

DTT， dithiothreitol 

E 

EDTA， ethylenediaminete町aaceticacid 

EGTA， ethylene glyc:ol bis( s -aminoethyl-

ether-N， N， N， N， -te仕組ceticacid 

EMS， ethyl methan sulfonatβ 

EtOH， ethylalcohol 

F 

FSBA， 5'-p-fluorosulfonylbenzoyl 

adenosine 

G 

GTP， guanosine 5' -triphosphate 

H 

HPLC， high performance liquid 

chromatograp hy 

HRP， horseradish peroxidase 

HRGP， hydroxyproline-rich glycoprotein 

IAA， indole acetic acid 

M 

恥1ES，2-(N-morpholino) -ethanesulfonic 

acid 

MOPS， 3-(N-morpholino)-propanesulfonic 

acid 

MtOH， methylalcohol 

N 

NAD， nicotinamide-adenine dinucleotide， 

oxidized form 

NADH， nicotinamide-adenine dinucleotide， 

reduced form 

NADPH nicotinan1ide-adenine dinucleotide 

phosphate， reduced form 

NB T， ni tro blue te trazoli um 

NTP， nu cleoside 5'-trip hosp hate 

NTPase， nucleoside 5 '-triphosphatase 

p 

PAGE， polyacrylamide gel electrophoresis 

PAL， phenylalanine ammonia-lyase 

PBS， phosphate buffer saline 

PEG， polyethyleneglycol 

Pi， or tho phos pha te 

PIP2， phosphatidylinositol 4，5・bis

phosphate 



PMSF， phenylmethyIsulfonylfluoride 

p-CA， para-coumaric acid 

pNPP， para-ni町ophenylphosphatβ 

pN PPase， para-nitrophenyl phosphatase 

POX， peroxidase 

PP ase， py rop hos p hatase 

PPi， pyrophosphate 

PRGP， proline-rich gIycoprotein 

PVP， po Iyv iniy lpy rro lido ne 

R 

RuBP， ribrose-bisphos phate 

S 

SDS， sodium dodecyl sulfate 

SHAM， salicylhydroxamic acid 

SOD， superoxide disumutase 

T 

Tiron， 4， S-dihydroxy-l，子benzene-

disulforuc acid 

TBS，位isbu ffer saline 

TPBS， phosphate buffer saline-tween 20 

ITBS，紅白 buffersa1line-tween 20 

Tris， tris(hydroxymethyl)aminomethane 

U 

UDP， uridine 5・-bisphosphate

UTP， uridine S'-trip hosp hate 

V 

v/v， volume / volume 
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序論

動物、高等植物をはじめとする高度に分化した組織を持つ生物から、細菌や単細胞生

物に至るまで、厳密に自己と非自己を識別をする能力を備えており、常に非自己(異物)

の侵入を拒否(排除)することによって種を維持しているものと考えられる o 0 アブラ

ナ科、ナス科植物でよく知られている自家不和合性や、植物と病原菌聞の相互作用にお

ける宿主特異例:という現象は植物における自己・非自己の識別の典型的な例として挙げ

られる O これらの識別機構の解明は、生命の本質を理解する上でも、また応用的な側面

からも非常に重要な課題であろう O

植物は病原菌の攻撃に対して自らを守る様々な防御機構を備えている。植物の防御機

構の 1つは「静的抵抗性Jと呼ばれており、構成的に存在する細胞壁やクチクラ層の厚

さ、硬さ等の物理的な障壁、あるいは構成的に存在する抗菌性物質(プロヒピチン)等

の化学的障壁が挙げられる O 一方、病原菌の攻撃をはじめとする外界からのストレスに

応答して発現される過敏感細胞死(Doke1983a，b， Levine et al. 1994) 、ファイトアレキ

シンの蓄積 (Epperleinet al. 1986， Kuc 1972， Yoshikawa et al. 1981)、 Pathogenesis

related (PR) ータンパク 質の蓄積 (Mauchet al. 1989， Farmer et al. 1992) 、細胞壁のリ

グニン化 (Vanceet al. 1980) 、細胞壁構造タンパク質であるヒドロキシプロリン、あ

るいはプロリンに富んだ糖タンパク質の細胞壁への架橋 (Apostolet al. 1989， Bradley et 

al. 1992， Brisson et al. 1994)等の「動的抵抗性」が存在する O 植物に熱処理や代謝阻害

剤を投与することによって動的な抵抗反応を抑制すると通常感染できない非病原菌の感

染さえ成立することから、動的抵抗性が植物の抵抗性の主体であると考えられる

( ou chi et al. 1974， 1975) 0 

上記の植物の防御応答は植物細胞表層における異物(病原菌)の認識が引き金となる

ものと考えられる O 病原菌が植物の防御応答を誘導する物質(エリシター)を生産する

ことはよく知られており、菌体成分であるグルカン、キチン、キトサン、ペプチド、糖

ペプチド、あるいは脂質等がエリシター活性を持つと報告されている (Darvill and 

Albersheim 1984， EbeI and Cosio 1994) 0 また、遺伝子対遺伝子説の関係が成立するレ

ース一品種間の相互作用においては、病原菌の持つ非病原性(力)遺伝子の産物である

タンパク質やペプチド、あるいは非病原性(力)遺伝子の産物によって生成される品種

特異的エリシターが宿主特異性決定の重要な因子であると考えられており、多数の品種

特異的エリシターが単離されている (Vanden Ackervenken et al. 1993， De Wit and 

Spikman 1982， Hahn et al. 1993， Keen et al. 1996， Yoshikawa et al. 1993) 。しかしながら、

病原菌は植物への感染の過程で複数のエリシターを生産することが知られており、その

中には植物の種や品種に関係なく防御応答を誘導するエリシター(非特異的エリシター)

も含まれる O このようなエリシターの一部は感染の場(病原菌の胞子発芽液中)にも分

泌されることが報告されている O このことは病原菌は非特異的エリシターで宿主となり

える植物に誘導される防御応答を抑制、あるいは遅延することなくしては感染に成功し



ないことを強く示唆している。実際、病原菌の生産する病原性因子として Alternaria 

aJternata、CochJ iob oJu s属菌の生産する宿主特異的毒素(秋光 1995，Kohmoto and Otani 

1991， Otani et al. 1996) 、あるいは MycosphaereJJa属菌や Phytophthora属菌が生産する

サプレッサーが単離され(Doke 1975， Oku et al. 1977， 1987， Shiraishi et al. 1992， 1994， 

Yoshioka et a1. 1995) 、その作用機構が次第に明らかにされてきた。

Heath (1981)は;植物と病原菌の共進化の過程において、病原菌は宿主に対して基礎

的親和性 (Basiccompatibility) を確立し、非宿主抵抗性 (Non-hostresis凶 se) を乗り越

える必要があると示している。また、植物はこのような病原菌の変化に対応して病原菌

の侵略を阻止する能力、品種抵抗性を獲得する (cultivar resistance) 0 このような過程

を経て植物と病原菌の特異性が多岐に渡って分化してきたものと考えられる O 一方、長

年の問植物のこのような性質や遺伝資源、を利用して、垂直抵抗性遺伝子の導入という方

法で抵抗性品種の作出がなされてきた。しかしながら、単一の抵抗性遺伝子を導入する

方法で得られた抵抗性品種については、数年の聞にその品種を侵すレースが出現し、決

定的な防除法であるとは言い難い。このように新たなレースが容易に出現する現象につ

いては以下のように考えられている O 一般的に垂直抵抗性に関わる遺伝子は病原菌(非

病原性(力)遺伝子産物)の認識に関わる因子(例えば受容体)をコードしているもの

と考えられるが、病原菌は植物に認識される因子(非病原性(力)遺伝子産物)を生産

しない(遺伝子欠損や変異を起こす)という比較的単純な変化(進化)によって容易に

異物認識を乗り越えることが出来るからであると説明されている (Briggs and Johal 

1994) 。一方、宿主特異的毒素やサプレッサ一等の病原性に関わる因子によって成立す

る親和性を無効にする形質を獲得することによって得られた抵抗性は抵抗性遺伝子の導

入で作出された抵抗性とは異なり、この性質を乗り越えて (overcome) 、病原菌が再度

この植物を侵す際には、新たに親和性に関わる因子を獲得する必要があるものと予想、で

きる O しかし、容易にこのような形質の獲得(進化)は起こるとは考えにくく、比較的

永続的な抵抗性を付与することが可能であると想像されている (Briggsand Johal 1994， 

児玉 1996) 0 従って、病原菌の生産する病原性因子の作用や性質を理解することによ

って、新たな防除法の確立が期待できるであろう O

エンドウ褐紋病菌は宿主エンドウへの感染の過程で柄胞子発芽液中に高分子糖ペプチ

ドであるエリシタ一、および低分子糖ペプチドであるサプレッサーを生産することが判

っている (Matsub訂 aan d K u rod a 1987、Okuet al. 1977， Shiraishi et a1. 1978， Thanutong et 

al. 1982)。エリシター処理された有傷エンドウ組織にはファイトアレキシンであるピ

サチンの蓄積 (Shiraishiet al. 1978) 、PRータンパク質である s-1，3グルカナーゼ、キ

チナーゼの活性化 (Yoshiokaet al. 1992b) 、あるいはピサチン生合成経路の律速酵素で

ある PALや CHS遺伝子の発現が誘導される (Yamadaet a1. 1989)。また、無傷エンド

ウ組織をエリシターで処理した場合、ピサチンの蓄積は誘導されないが、未同定の感染

'阻害因子の生成が認められる (Yamarnotoet a1. 1986) 0 一方、本菌の生産するサプレツ

サーは上記の防御応答を抑制(遅延)する O 褐紋病菌サプレッサーの作用は厳密な種特
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異性を示し、宿主エンドウの防御応答のみを抑制するとともに、エンドウ組織に本来感

染できない非病原菌の感染も成立させる (ukuet al. 1980， Shiraishi et al. 1991b， 1994， 

Yoshioka et al. 1992a) 。しかし、本サプレッサーは本菌の非宿主に対しては防御応答を

抑制するような効果はなく、逆にエリシターとして作用することも明らかとなった

(Shiraishi et al. 1991b) 0 このようなことから、サプレッサーは本菌の病原性因子であ

るとともに、宿主特異性決定因子であると考えられている O

近年、サプレッサーの作用点が宿主エンドウ細胞の ATPaseや原形質膜に存在する情

報伝達系であるポリホスホイノシチド代謝系にあることが明らかとなった (Shiraishi et 

aI. 1991a， 1992， 1994， Toyoda et al. 1992， 1993， Yoshioka et al. 1990) 0 実際、エンドウ、

インゲン、ササゲ、ダイズ、オオムギの葉をサプレッサーで処理すると、宿主エンドウ

の ATPaseのみが間害されること (Shiraishiet al. 1991a) 、さらには P型 ATPaseの阻

害剤であるオルトパナジン酸がサプレッサーと同様にエンドウ組織の防御応答を抑制す

ることが明らかとなった (Yoshiokaet a1. 1990) 0 また、原形質膜 ATPaseとクロスト

ークしているポリホスホイノシチド代謝系の酵素であるホスホリバーゼ C の阻害剤で

あるネオマイシンはエンドウ組織の防御応答を抑制するとともに、本来感染できない非

病原菌の感染も成立させることが明らかとなってきた (Toyodaet a1. 1992， 1993) 。

それでは植物による病原菌(シグナル分子)認識の場はどこであろうか?一般的に植

物と病原菌の相互作用は植物による病原菌の認識から始まり、病原菌シグナルの受容の

場は植物の原形質膜上に存在するもと考えられてきた。 Phytophthora megas perma の生

産するオリゴペプチドエリシター (Numbergeret a1. 1994) 、糸状菌の細胞壁構成成分

であるキトサン (Shibuyaet al. 1996) 、Phytophthoramegaspermaの細胞壁から調製した

s-グルカンエリシター (Cheonget aI. 1993， Yoshikawa 1983， Yoshikawa and Sugimoto 

1993) 、あるいは CJadosporium fuJvum の AVR9 ペプチドエリシター (Kooman-

Gersmann et al. 1996) の結合タンパク質は植物の原形質膜に存在すると報告されている O

また、 Fusicoccum，amygぬliの生産するの毒素であるフシコクシン (Korthoutet al. 1994， 

伐 ckingand Weiler 1991) 、あるいは AlternariaaJternataの生産する宿主特異的毒素であ

るAF毒素 (Namikiet aI. 1986) 、AK毒素 (utaniet al. 1989) 等の病原性に関わる分子

の作用点も植物の原形質膜にあると報告されている O しかしながら、無傷エンドウ葉に

滴下されたエリシターは、原形質膜や細胞内に移行しないにも関わらず認識され、防御

応答を誘導することや(高見 1992，Yamamoto et a1. 1986) 、分離された植物の原形質膜

は褐紋病菌のエリシターやサプレッサーに対して応答性を持つものの、褐紋病菌の非宿

主であるインゲン、ササゲ、ダイズ、オオムギから調製した原形質膜画分の ATPase活

性もエンドウの原形質膜 ATPase同様にサプレッサーによって阻害され、組織で見られ

た特異性は分離原形質膜では認めらないことが明らかとなった (Shiraishi 1991a) 。こ

れらの結果は宿主特異性決定には植物細胞壁が重要な役割を担っていることを強く示唆

している O 高等植物の例ではないが、真核生物である酵母の生産するキラートキシンの

結合部位は酵母細胞壁にあり、毒素の受容や感受性の決定は細胞壁が担っていることが
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報告されている (Schmittand Radler 1988) 0 このような背景から、本論文では植物の

病原菌認識、特に宿主特異性決定における植物細胞壁の役割、および植物細胞壁の防御

応答への関与、さらに細胞壁から原形質膜へ至る情報伝達の存在について、エンドウと

その病原菌である褐紋病菌の生産するエリシタ一、サプレッサーを用いて解析した。
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第 l章 本研究に共通する実験材料および方法

第 l節 実験 材料

第 1項供試植物

下記の市販種子を流水中で一晩吸水、催芽させ、バーミキュライトを敷き詰めたプラ

スチック容器に播種した。葉組織を用いる場合は温光制御室内で、 22+2
0

C 、 2~4 週間

生育させた植物の第 2、3葉を用いた O また、黄化匹軌を用いる場合は、暗所で 22+2

℃で 10"-'14日生育させた実生苗を用いた。

エンドウ品種

ササゲ品種

ダイズ品種

インゲン品種

第2項供試菌

ミドリウスイ (Pisumsativum L. CV. Midoriusu i) 

サンジャクササゲ(Vigna sinensis Endl. cv. Sanjakusasage) 

グリーンホーマー (Grycinemax L. CV. Greenhomer) 

セレモニー (Phaseolusvulgaris L. CV. Seremony) 

( 1 )エンドウ褐紋病菌 強病原性系統(九そycosphaerellapinodes (Berkley et Bloxam) 

Verstergern， strain OMP-l) 

実験に用いた褐紋病菌は 1978年岡山県赤磐郡山陽町下市で採集した擢病キヌサヤエ

ンドウ葉より分離し、横山竜夫博士(発酵研究所)により同定され、 OMP-l (IFO-

30342， ATCC-42741)として登録されたものである O 本菌は子嚢菌の一種で有性世代で

は子嚢胞子 (14~18X8μm) 、無性世代では褐色の柄子殻の中に分生胞子である柄胞

子 (9"-'22 X 3~45μm) を形成する。エンドウの葉、茎などに黒褐色の斑点を形成し、

やがて輪紋のある病徴を示す。 OOC以下、 34
0C以上では生育できない。供試したエンド

ウ褐紋病菌は当研究室において 21~23 oCで V-8ジュース寒天斜面培地上で経代培養し

ているものを使用した O なお、継代培養中に病原性が低下した場合には、本菌をエンド

ウ葉に接種して形成された病斑より再分離し、病原性を回復させたものを用いた。以下、

特に記さない限り、エンドウ褐紋病菌は系統 OMP-lのことを示している O

( 2 )エンドウ褐紋病菌 弱病原性系統 (λそycosphaerelJapinodes， strain OMP-av) 

本菌はエンドウ褐紋病菌 OMP-l を継代培養中、病原性が低下したものである O 本系

統も当研究室において 21~23 oCで V-8ジュース寒天斜面培地上で経代培養して用いた。

( 3 )ウリ類炭そ病菌 (Colletotrichumlagenarium Pass. Ellis et Halsted， strain 104 T)実

験に用いた炭そ病菌は、三重大学資源、生物学部、久能均教授より分譲されたものである O

本菌は不完全菌に属する菌であり、無性世代の分生胞子 (14~20 X 5---6μm) を形成す

るO 葉や果実に発生し、はじめ黄白色の円い病斑を生じ、のち灰色~褐色の同心輪紋の

ある病斑を生じ、その上に鮭肉色の粘質物(分生胞子)を生じる O 発育適温は 22 ---24 

℃である。供試したウリ類炭そ病菌は当研究室において 21---23 oCで V-8ジュース寒天

斜面培地上で経代培養しているものを使用した。
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第 2節 褐紋病菌エリシタ一、サフ。レッサーの調製

第 l項胞子発芽液の調製

継代培養したエンドウ褐紋病菌 (Mycosphaerellapinodes， IFO No. OMP-1) の菌糸を

V-8ジ、ユース寒天培地上に移植し、 22
0

C+2 oCで 6'"'-'7 日間培養した。培地上に滅菌水

を加え、白金耳で柄子殻表面を軽くこすることによって柄胞子を懸濁した O 懸濁した胞

子をステンレス製 (20X 35 X 5cm) パットに分注した Czapek 寒天培地上にガラス棒を

用いて塗布移植し、 22
0C+ 2

0Cで培養した。 6'"'-'7日間培養後、ガラス棒で柄子殻表面を

軽くこすることによって柄胞子を懸濁した O 得られた柄胞子懸濁液をキムワイフ。でi慮、過

し、菌糸断片等を除去したi慮、過胞子懸濁液を坂口フラスコに移し、 18'"'-'20時間室温にて

振とう培養し、発芽させた O その後、柄胞子発芽液を 3000rpm、20分間の遠心分離、

およびろ紙(東洋ろ紙 5B)で漉過し菌体および柄胞子を取り除いて柄胞子発芽液を得

た。得た柄胞子発芽液を Millipore fi lter (分画分子量 10，000Millipore corporation™PTGC 

142・05) を用いて限外滞、過を行って、高分子画分、および低分子商分を得た O なお、高

分子画分には植物の動的抵抗反応を誘導するエリシターを含み、低分子画分にはエンド

ウの抵抗反応を種特異的に抑制するサプレッサーを含んでいる (Shiraishi et al. 1978)。

第2項 エンドウ褐紋病菌エリシターの調製

エリシターは Yoshiokaet al. (1990)の方法に準じて調製した。エンドウ褐紋病菌の柄

胞子発芽液を限外液過して得られた高分子画分を蒸留水に対して 4
0

Cで 24 時間透析

(Wako seernless tu be分画分子量 10，000) することによって残存している低分子画分お

よび塩類の除去を行い、透析膜内液を 4
0

Cで 20分間遠心分離 (10，000Xg) した (Fig.

1-1)。本菌柄胞子が発芽時に分泌するエリシターはグルコース、マンノースを含む分

子量 70，000'"'-' 140，000 の高分子糖タンパク質である (Matsubara and Kuroda 1987， 

Thanutong et aI. 1982) 0 従って、得られた上清はグルコースを標品としたフェノール硫

酸法(Duboiset al.， 1956) によって定量し、 1，000μg/ rnl (グルコース換算量)に調整

した後、 -20
o

Cで保存した。

フェノール硫酸法

(1)サンプルと5% (v/v)フェノールを 1: 1の比率で混ぜ、る (ex.1rnl) 

(2) 10分間静置後、サンプルの 5倍量の濃硫酸を入れる (ex.5 mI) 

(3) 10分間静置後、よく撹祥し 20'"'-'30分静置

( 4)吸光度 (OD490 nm) を測定

(5)換算式に代入して濃度を計算する
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糖濃度の換算式

Y=l. 9973 + 0.076753 X 

X:吸光度(0 D 490 n m X 1 000) 

Y:糖濃度 (μg/ mI) 

第3項 エンドウ褐紋病菌サプレッサーの調製

サプレッサーは Yoshiokaet al. (1990)の方法に準じて調製した。エンドウ褐紋病菌の

柄胞子発芽液のうち、限外i慮、過で得た低分子画分を凍結乾燥後、少量の脱イオン水に融

解し、遠心分離 (10，000Xg) し、得られた上清部を下記の(1)の条件でゲルj慮、過クロ

マトグラフイーによって分画した。エンドウのファイトアレキシンであるピサチンの蓄

積を指標に顕著なピサチン蓄積抑制活性を示す画分を回収した (Fig. 1-1， 2) 0 凍結乾

燥後、少量の脱イオン水に融解し、遠心分離で不溶物を取り除いた。本菌の生産するサ

プレッサーは分子量 5，000以下の糖ペプチドであるので下記 (2)のLowryet al. (1951) 

の方法により牛血清アルブミンを標準物質としてタンパク質量を定量し、 1，000μg/ ml 

(BSA 換算量)に調整した後、 -20
0

Cで保存した。なお、本サプレッサー画分中の二成

分については以下のように化学構造が決定されている (Shiraishiet al. 1992) 0 

(1)サプレッサーの分画条件

-ポンプ:Chernco LOW-PREP PUMP 

-ディテクター:ADVANTEC UV-750 UVICON 

・カラム樹脂:東ソー ToyopearlHW  -40F (分画範囲:100 -7 ，000 Da) 

.カラムサイズ:52 mm X450 mm 

-溶出液:脱気蒸留水

-流速.1 ml / nlIn 

-検出波長:U. V. 280 nm 

-分画温度:室温

(2) Lowrv法

反応液:2 % (w/v) Na2CU3 : 1 0/0 酒石酸カリウム:0.5 % (w/v) CuS04 = 50 : 1 : 1 

( 1 )反応液 100μlに対してサンプルを 10μi加え、室温で 10分間静置

( 2 )フェノール試薬 10μlを加え室温で 30分静置

( 3 )吸光度 (OD500nm) を測定

( 4 )換算式に代入し、濃度を計算する
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タンパク質量換算式

Y=-343.69 +2151l.0X 

X:吸光度 (OD500 nm) 

Y:タンパク質量 (μg/ml)

Supprescin A ;α-GalN Ac-O-Ser -Ser -G 1 Y 
Supprescin B ;~ral ( s 1→4)α-GalNAc-O-Ser-Ser-Gly-Asp-Glu-Thr 

第3節原形質膜、細胞壁画分の調製

第 1項細胞壁画分の調製

本章の第 l節、第 1項で述べた方法で生育させたエンドウ、インゲン、ササゲ、ダイ

ズの黄化妊軸から Hayぉhi加 dOhsumi (1994)の方法を改変し、細胞壁画分の調製を行っ

た (Fig.1-3) 0 以下に操作の詳細について述べる O

( 1 )緩衝液の調製

細胞壁画分の調製にあたって、まず以下に示すょっな緩衝液を調製した。

-磨砕バッファー

75 mM  MOPS-KOH (pH 7.6) 

0.25 M S ucro:se (Wako) 

5 mMEDTA (Wako) 

5 mMEGTA (Wako) 

2 mMPMSF (Wako) 

~ mMSHAM (Sigma) 

( 2 )細胞壁画分の調製

-洗浄バッファー

5 mMMOPS-KOH (pH 7.6) 

0.25 M S ucrose 

1 mMEDTA 

0.25 PMSF 

10mMKCl 

播種後 10--14 日のエンドウ、インゲン、ササゲ、ダイズの黄化症軸を地上部より回

収し、秤量の後、水道水で洗浄した。回収した黄化腔軌を o--4
0

Cに冷却した磨砕バッ

ファー中でホモゲナイザー (Polytronmodel K; Kinematica AG， Swizerland) を用いて磨

砕し、 3重に曳いたガーゼで繊維部分と液体部分を分離した。ガーゼに残った繊維部分

を同様の磨砕バッファー中で乳鉢で再度細かくすり潰し、 800Xgで 20分間、遠心分離

した。沈殿部についてさらに同様の操作を 2度繰り返し、得られた沈殿部を洗浄バッフ

ァー中に懸濁、磨砕後、遠心分離 (800Xg) し洗浄を行った。この操作についても 2度

繰り返し、得られた沈殿部を細胞壁画分とした。なお、最終的に得られる上清部につい

てはタンパク質はほとんど含まれていない。なお、一連の操作は o--4
0Cで行った O

第2項細胞壁中のタンパク質の可溶化方法

細胞壁中のタンパク質の可溶化は NaCIを用いて行った。細胞壁画分に終濃度 0.5M 
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の NaClを添加し、氷上で 30分静置じ、遠心分離 (10，000X g)後に上清部を得た O 上

清におけるタンパク 質量、および ATPase活性を測定したところ 90%以上の ATPase活

性が可溶化された。 一方、タンパク質については 0.1N NaOHを添加後、煮沸すること

によって得た細胞壁画分中の総タンパク質と比較すると回収率は 10%程度であった。

可溶化したタンパク質については分画分子量 10，000の限外ろ過フィルター(Mi lli pore， 

モルカット L，UFPI， LGC) を用い、 10倍量の 30mM  Tris-恥伍S(pH 6.5)で洗浄するこ

とによって脱塩し、同フィルターで濃縮を行い、細胞壁可溶化画分とした (Fig. 1-3) 0 

細胞壁可溶化画分は凍結融解によるタンパク質の変性等を防ぐため、 100μlづつに分注

し、-20
0Cで保存した。細胞壁可溶化画分のタンパク質定量は Bradfordet al. (1976)の方

法に準じた O 市販のタンパク質定量試薬 Coomassie pro記in assay reagent (Pierce No. 

23200) を用いて、 BSAを標品として作成した下記の検量線を用いて求めた。

Bradford法検量育盤

Y = -51. 584 + 0.76637X 

x:吸光度 (OD595 nmX 1，000) 

Y:タンパク質量 (μgj mI) 

第3項原形質膜画分の調製

( 1 )緩衝液の調製

原形質膜画分の調製に先立って以下のバッファーを調整した O

-磨砕バッフア三 | ・水性二相分配バッファー

75 mM  MOPS.-KOH (pH 7.6) 10 mM  Potassium phosphate buffer 

0.25 M Sucrose (Wako) (pH 7.6) 

5 mMEDTA ('Wako) 6.2% (wjv) Dextran T 500 

5 mM  EGT A (Wako) (Pharmacia) 

2 mM  PMSF CWako) 6.20/0 (wjv) PEG 

4 mM  SHAM (Sigma) (M. W. 3350; Wako) 

10 μg / ml BHT (Sigma) 0.25 M Sucrose 

2.5 mM  Potassium metabisulfate (Wako) I 10 mM  N aCl 

0.5% (w/v) BSA (Nakar泊)

1.5 % (wjv) PVP (Sigma) 
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-希釈バ ッファ -

5 mMMOPS-KOH (pH 7.6) 

0.25 M S ucrose 

1 mMEDTA 

0.2 mM  PMSF 

10 mM  KCl 

1 mM  DIT (Nakar泊)

( 2 )原形質膜画分の調製

-将、濁バッファー

10 mM  Potassium phosphate buffer 

(pH 7.6) 

0.25 M Sucrose 

10 mM  NaCl 

-保存バッファー

5 mMMOPS-KOH (pH 7.6) 

0.25 M Sucrose 

原形質膜画分の調製は Yoshidaet al. (1986)の方法を一部改良して行った。暗所で生

育させた 10 日齢のエンドウ上座軸を水道水で洗浄し、 4ocで約 1時間冷却した。上底

軸をあらかじめ冷却した磨砕バッファー中で乳鉢を用いてよく磨砕し、磨砕液を 3重に

重ねたガーゼでろ過した。得られたろ液を 12，500Xg、4
0

Cで 15分間遠心分離すること

によって残さ、細胞核、ミトコンドリアを除去後、上清部を再度超遠心分離 (100，600

Xg) し、沈殿部を懸濁バッファーで懸濁した(ミクロソーム画分) 0 5 倍量の水性二

相分配バッファーにミクロソーム画分を添加後、遠心チューブを約 30回横転させて撹

持した後、遠心分離 (1000Xg) し、原形質膜の存在する上層部を回収した。得た上層

部を 2倍量以上の希釈バッファーで希釈後、再度遠心分離(100，600 X g) を行った O 沈

殿部は少量の保存バッファーに懸濁し、原形質膜画分とした (Fig. 1-4) 0 調製した原

形質膜画分は、凍結融解によるタンパク質、膜脂質の変性等を防ぐため、 100μlに分注

し、-80
0

Cで保存した。原形質膜画分のタンパク質量は細胞壁可溶化タンパク質問様、

Bradford et al. (1976)の方法で定量し、 BSAを標品として作成した検量直線を用いて換

算した(本章、第 3節参照)。

第 4節細胞壁画分の純度検定

一般的に細胞から調製したオルガネラの純度検定については、各オルガネラのマーカ

ー酵素活性を調べられている O そこで、細胞壁画分中の他のオルガネラの混入について、

Table 1-1に示したマーカー酵素のうち主要な 11種類の酵素活性指標に調べた。

第 1項 各オルガネラの示標酵素活性の測定方法

( 1 )原形質膜のマーカー酵素活性測定

( 1 -1 )グルカンシンターゼ II (s -1， 3 Glucansynthase) 

グルカンシンターゼ 11活性の測定は Kausset al. (1983)の方法に準じて行った。
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Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

200 mM Cellobiose (Wako) 5.0 ddH20 20mM 

32 % Glycerol (Nakarai) 50.0 ddH20 16% 

100 mM MgC12 (¥¥匂ko) 5.0 ddH20 10mM 

140 mM CaC12れ"Iako) 5.0 ddH20 14mM 

40 mMEDTA(W法0) 5.0 ddH20 4mM 

2 % Digitonin (Wak:o) 5.0 ddH20 0.2% 

200μM 14C-UDP-glucose 

(Amersham) 
5.0 ddH20 20μM 

Solubilized cell wall fraction 
10.0 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 100μg 

(20 mg / m1) 

250 mM Tris-HCI (pH 7.0) 10.0 ddH20 50mM 

To凶 100.0 

|洗浄液:30 % Ethanol i川n刊0.5川M Affi1TIon川1

エッペンドルフチューブに基質 (14C-UDP_Glucose) を除く反応液を予め混合してお

き、 14C_UDP-Glucose をチューブの上蓋の裏面に付着させて、軽く遠心して混合するこ

とによって酵素反応を開始し、 25
0Cで 30 分間静置した。その後反応液をろ紙 (3 九仏f

Paper ; Whatman )に滴下し、風乾後、洗浄液で洗浄し (1h X 2回)ろ紙上に残る放射

標識された s-1， 3グルカン量を液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定す

ることによって定量した。実験の際にはポジテイブコントロールとして原形質膜画分を

用いた。なお、酵素活性の評価に酵素を添加しない区を設け、非特異的にろ紙に吸着す

る14C_UDP_グルコースによる放射活性の値を差しヲ|いて酵素活性とした。

( 2 )ミトコンドリアのマーカー酵素活性測定

( 2 -1 )シトクローム Cオキシダーゼ (Cytochromec oxidase) 

シトクローム Cオキシダーゼ活性は Hodgesand Leonard (1974)の方法に準じて行った。

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

50 mM Cytochrome c (Sigma) 5.0 ddH20 5mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 7.5) 10μg (2000μ ~Lml) 

30 mM Tris-MES (pH 7.5) 40.0 ddH20 

Total 50.0 

還元型チトクローム C はアスコルビン酸ナトリウムを用いて強制的に還元することに

よって調製し、過剰量のアスコルピン酸ナトリウムは分画分子量 10，000カット (Wako

seem1ess 加be) で透析をすることによって除いた。酵素活性測定は予め混合した反応液
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を分光光度計のセル内に加えておき、酵素液をピペットマンを用いて添加することによ

って開始し、経時的に 10秒おきに 2分間 OD550 nmにおける吸光度を測定した O 酵素

活性の評価は単位時間当たりの吸光度の変化(ムOD 550 nm) を求め、モル吸光係数

18.5 mM-1cm-1を用いて以下の式に代入して計算した。

( 1 )モル吸光係数の算出

ε=  (1 / C. 1) loglO (10 / I) 

ε:モル吸光係数

C:試料濃度 (mol/ 1) 

1 :キュベットの厚さ (cm)

10 :入射光強度

1 :セル通過後の光強度

( 2 -2 )フマラーゼ (Fum訂 ase)

( 2 )酵素活性の算出

ムC=ムA/ε ・d

ムC:物質の濃度変化 (M，mM，μM)

ムA:吸光度の変化(ム OD)

d 光路長 (1cm) 

ε :モル吸光係数

フマラーゼ、活性は Massey(1953)の方法に準じて行った。

Vol. (μ 1) Solvent Fina1 conc. 

170μM Sodium fumarate 
5.0 

(Wako) 
ddH20 5mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 7.5) 10 μg 

(2000μg /ml) 

30 mM Tris-MES (pH 7.5) 40.0 ddH20 

Tota1 50.0 

酵素活性測定は予め混合した反応液を分光光度計のセル内に加えておき、酵素液をピ

ペッ トマンを用いて添加することによって開始し、 10秒おきに 2分間 OD300 nmにお

ける吸光度を測定した。

( 3 )液胞のマーカー酵素活性測定

( 3 -1 )酸性フォスフアターゼ (Acidphosphatse) 

( 3 -2 )アルカリ性フォスフアターゼ(Alka1inephosphatse) 

酸性、およびアルカリ性フォスファターゼ活性の測定は Hodgesand Leonard (1974)の

方法に準じて pNPPを基質として用いた。
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Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30mMpNPP向性ω) 2.5 ddH20 3mM 

30mMMgS04 2.5 ddH20 3mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 5.5， 9.5) lμg 

(200μgLml) 

30 mM Tris-MES (pH 5.5， 
15.0 ddH20 

9.5) 

Total 25.0 

酵素活性は無機リン酸の放出量を Perlinand Spans wick (1981)の方法に準じて測定す

ることによって評価した。酸性、アルカリ性フォスファターゼともエツペンドルフチュ

ーブに予め混合した反応液を加えておき、酵素液を上蓋の裏面に付着させ、軽く遠心し

添加することによって反応を開始し、 25
0

Cで 20分間インキュベートした。その後、各

チューブを氷冷することによって反応を停止させ、随時調製した 0.42%モリブデン酸

アンモニウムと 101%アスコルビン酸を 5: 1に混合した発色液 50μlを添加し、 25
0
Cで

30分間インキュベートし、 OD820 nmにおける吸光度を測定し、下記の無機リン酸換

算式に代入して求めた。なお、酵素活性の評価は pNPPの非酵素的分解によって生じる

無機リン酸量を差しヲ|いて実際の酵素活性とした O

= -14.949 + 161. 67 X 

x:吸光度 (OD820 nm) Y:無機リん酸量(nmoI) 

( 4 )小包体のマーカー酵素活性測定

(4 -1) NADHチトクローム Cレダクターゼ (NADHCytochrome c reductase) 

(4 -2) NADPHチトクローム C レダクターゼ (NADPHCytochrome c reductぉe)

NAD(P)Hチトクローム C レダクターゼ活性の測定は Hodgesand Leonard (1974)の方

法に準じて測定した O

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

5 mMNAD(P)H 5.0 ddH20 0.5 mM 

5 mM Cytochrome c 5.0 ddH20 0.5 mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 7.5) 100μg 

(2000μ g1ml) 

30 mM Tris-MES (pH 7.5) 35.0 ddH20 

Total 50.0 

酵素活性測定は NAD(P)H を除く反応液を予め分光光度計のセル内に加えておき、酵

素液をピペットマンを用いて添加することによって開始し、経時的に 10秒おきに 2分
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問 00550 nmの吸光度を測定した O 酵素活性の評価は単位時間当たりの吸光度の変化

(ム00550nm) を求め、モル吸光係数 18.5mM-
1
cm-

1 を用いて算出した。

( 5 )葉緑体のマーカー酵素活性測定

( 5 -1 ) リブロース・ピスリン酸・カルボキシラーゼ (RuBPcarboxylase) 

リブロースーピスリン酸ーカルボキシラーゼ活性の測定法は、一般的にラジオアイソト

ープ を用いて、あるいは分光光度計を用いて吸光度を測定することによって行われる O

本実験では比較的簡便である Racker(1976)の方法に準じて、吸光度の変化として測定

した。

Vol. (μ 1) Solvent Final conc. 

1.5 mMNADH 5.0 ddH20 0.15 mM 

200 mM Glutation 5.0 ddH20 20mM 

10mMKHC03 5.0 ddH20 1 mM 

5 0/0 Glyceraldehyde-3-P-
5.0 ddH20 0.5% 

dehydrogenase 

0.25% 3-P-glycerate kinase 5.0 ddH20 0.025% 

0.05% α-glycerophos phate 
5.0 ddH20 0.0050/0 

dehyd_rogenase-triose-P-isomerase 

50 mM Ribulose bisphosphate 5.0 ddH20 5mM 

80mMATP 2.5 ddH20 4mM 

100 mM MgC12 5.0 ddH20 10mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 1 M Tris-HCI (pH 7.8) 100μg 

(50 mg / mu) 

1 M Tris-HCl (pH 7.8) 2.5 50mM 

To凶 50.0 

酵素活性測定は予め混合した反応液を分光光度計のセル内に加えておき、酵素液をピ

ペットマンを用いて添加することによって開始し、 l分おきに 10分間 OD340 nmにお

ける吸光度の減少を測定した。本法の原理は NAOH の酸化を測定することによって酵

素活性を間接的に RuBPカルボキシラーゼ活性を測定するものである o RuBP 1分子が

カルボキシル化されるによって 4分子の NADHが酸化されることとなる。酵素活性の

算出は単位時間当たりの吸光度の変化(ムOD340 nm) を求め、モル吸光係数 6.22μM

l m -1 を用いて行った。

( 6 )ゴルジ、体のマーカー酵素活性測定

( 6 -1 )グルカンシンターゼ 1(s -1， 4 Glucansynthase) 

グルカンシンターゼ I活性の測定はグルカンシンターゼ II活性と同様に、 Kausset al. 

(1983 )の方法に準じて UOP-Glucoseを基質に行った。
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Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

200 mM Cellobiose 5.0 ddH20 20mM 

32 % Glycerol 50.0 ddH2.0 16% 

100 mM MgC12 5.0 ddH2.0 10mM 

40mMEDTA 5.0 ddH2.0 4mM 

1 % Digitonin 10.0 ddH20 0.2% 

200μM 14C-UDP-glucose 5.0 ddH2.0 20μM 

Solubilized cell wall fraction 
10.0 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 100μg 

(10 mg I m!) 

250 mM Tris-HCI (pH 7.0) 10.0 50mM 

To凶 100.0 

洗浄液:30 % Ethanol in 0.5 M Ammonium acetate (pH 3.6) 

エッペンドルフチューブに基質(
14
C-UDP_Glucose) を除く反応液を予め混合してお

き、基質を添加することによって酵素反応を開始し、 25
0Cで 30分間インキュベートし

た。その後反応液をろ紙(Whatmen3 1仏1Paper) に滴下し、風乾後、洗浄液で洗浄し(I

h X2回)ろ紙上に残る放射標識された s-1， 4グルカン量を液体シンチレーションカ

ウンターで放射活性を測定することによって定量した O なお、酵素活性の評価に酵素を

添加しない区を設け、非特異的にろ紙に吸着する UDP-グルコースによる放射活性を差

し引くことによって求めた。

( 7 )核膜のマーカー酵素活性測定

グルコース-6-リン酸フォスファターゼ、 5'-ヌクレオチダーゼ活性の測定は Hodges 

and Leonard (1974)の方法に準じて、グルコース-6-リン酸、および 5¥-AMPをそれぞれ

基質として測定した O

( 7 -1 )グルコースー6-リン酸フォスファターゼ (Glucose-6-phosp hatase) 

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30 mM Glucose-6-phosphate 5.0 ddH2.0 3mM 

30mMMgS04 5.0 ddH2.0 3mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 1μg (200μg 1m!) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 5.0 ddH20 

To凶 50.0 

(7-2) 5・ーヌクレオチダーゼ (5'-NucIeotidase)
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Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30mM5'-AMP 5 dd H20 3mM 

30 mM MgS04 5 ddH20 3mM 

Solubilized cell wall fraction 
5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 1μg 

(200μg / ml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 5 ddH20 

To凶 50 

酵素活性は酸性、アルカリ性フォスファターゼと同様に Perlinand Spans wick (1981) 

の方法に準じて測定することによって評価した O グルコース-6-リン酸フォスファター

ゼ、 5'-ヌクレオチダーゼともエッペンドルフチューブに予め混合した反応液を加えてお

き、酵素液を上蓋の裏面に付着させ、軽く遠心し添加することによって反応を開始し、

25
0

Cで 20分間インキュベートした。その後、各チューブを氷冷することによって反応

を停止させ、随時調製した 0.42%モリブデン酸アンモニウムと10%アスコルピン酸を

5 : 1に混合した発色液 50μlを添加し、 25
0

Cで 30分間インキュベートし、 OD820 nm 

における吸光度を測定し、無機リン酸換算式に代入して求めた。なお、酵素活性の評価

は細胞壁可溶化画分を添加しない区を設け、グルコースー6-リン酸、 5'-AMPの非酵素的

分解によって生じる無機リン酸量を差しヲ|いて実際の酵素活性とした。

第 2項結果

Table 1-1に示したようにエンドウ、ササゲの細胞壁から NaClで可溶化した画分中に

は今回行った 11種類のマーカー酵素活性のうち、大部分の酵素活性が検出されなかっ

た。実験を行った酵素のうち液胞膜のマーカー酵素と報告されている酸性フォスファタ

ーゼ活性が弱いながら認められた。この結果は若干の液胞膜の混入を示す可能性が考え

られる。しかしながら、細胞壁中には酸性フォスファターゼが存在するとの報告もある

(Ricard 1981)。このことから、本実験で検出された酸性フォスファターゼ活性は液胞膜

由来であるのか、あるいは細胞壁由来の活性であるのかは明らかではないが、いずれに

せよ活性自体はさほど強くないことから、液胞膜の混入はほとんどないものと判断したO

一方、原形質膜のマーカー酵素のグルカンシンターゼ 11 活性についてはササゲ由来の

画分では検出されなかったが、エンドウ由来の画分で認められた。しかしながら、対照

区として実験を行ったエンドウ、ササゲの原形質膜画分を用いた実験結果では、各々の

植物由来の原形質膜画分のグルカンシンターゼ、 II活性は 15.16、および 18.95mM  (mg 

proteinyl h-1 であるのに対し、エンドウ細胞壁可溶化画分のグルカンシンターゼ II活性

は 0.4mM (mg prOllein)ーIh
・l

と極端に低いものであった O この結果からエンドウ細胞壁画

分には若干の原形質膜の混入は認められるものの、細胞壁可溶化タンパク質中の 30/0以

下であり、無視できる程度の混入であると考えられる O

以上のように調製した細胞壁可溶化画分は 11種のマーカー酵素活性を指標とした純

度検定から純度は高いと考えられるので、以下の実験に供試することとした。
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MycosphaereUa pinodes 

Cultured on Czapek ager medium at 20
0

C for 7 days 

Suspended in sterilized water 

Incubated at 20士2
0

Cfor 18 h with vigorous shaking 

Filtered through a filter paper (Toyo No. 5B) 

Filtrate 

Centrifuged at 10，000 Xg for 20 min 

Ultrafilt4ered through a ultrafilter (Millipore九1INITAN SYSTEM) 

High mol. wt. fraction 

Dialyzed against sterilized 
water at 4

0

C for 24 h 

Centrifuged at 10， 000 X g 
for 15 mlin 

Supernatant 

Elicitor 

Low mol. wt. fraction 

Lyophilized and dissolved in 
sterilized water 

Fractionated by gel filtration 
chromatopgraphy 

Suppressor 

Fig.l・1Preparation of elicitor and suppressor from Mycosphaerella pinodes. 
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Fig. 1・2 Chromatographic separation of a low molecular weight 
fraction from pycnospore germination fluid of Mycosphaerella 
pinodes. One gram (dry wt) of a low molecular weight fraction was 
dissolved in distillied water and subjected to a column 
chromatography on Toyoperl H羽T40F with distillied water. 
Fractions that possess highest suppressor-activities (shadow in 
figure) were collected and used as a partially purified suppressor 
throughout experiments. 
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8 '" 10 day-old seedIings pea， cowpea， kidney bean and soybean. 

Washed with water 

SIiced into smaII pieces and homogenized with 75 mM  
MOPS-KOH (pH 7.6) containing 0.25 M sucrose， 5 mM  
EDTA，5 mM  EGTA， 2 mM  P九1SF，4 m九1SHAM and 10μg 
ml-1 BHT with homogenizer (Polytron， model K) 

Filtered through three-Iayer cheese cloth 

Tissue fibrils 

Ground with the same buffer and centrifuged at 800 X g 
at 4

0

C for 20 min 

These handIings are repeated more twice 

PeIIet 

Washed with 5 mM  MOPS-KOH (pH 7.6) containing 0.25 M 
sucrose， 1 m九1EDTA， 0.2 mM  PMSF， 10 m九1KCI and 1 mM  
DTT， and centrifuged at 800 X g at 4

0

C for 20 min 

These handIings are repeated more twice 

PeIIet 
(Cell waII fraction) 

Added with an equal volume of 1九1NaCI and incubated at room 
temperature for 15 min 

Centrifuged at 10，000 X g at 4
0

C for 20 min 

FiItered through a membrane filter and washed with five volum of 
30 mM  Tris-MES (pH 6.5) three times 

Inner solution 
(SolubiIized ceII waII fraction) 

Fig. 1-3 Preparation of ceII waIl fraction from etiolated seedIing of pea， 
cowpea， kidney bean and soybean， and solubiIization of ceII waII protein 
from ceII waII fractions. 
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8 -10 day-old etiolated pea epicotyls 

Washed with water 

Sliced into small pieces and homogenized with 75 mM  
MOPS-KOH (pH 7.6) containing 0.25 M sucrose， 5 mM  
EDTA，5 m九1EGTA，2m九lP九'1SF，4 mM  SHAM and 10μg 
ml-1 BHT with morter and pestle 

Filtered through three-Iayer cheese cloth 

Filtrate 

Su 

Pellet 

Cen山

Suspended with phosphate buffer containing 0.25 M sucrose 
and 10 m九'1NaCI 

Fractionated by partitioning with an aqueous two-polymer phase 

Suspended with 5 mM  MOPS-KOH (pH 7.6) containing 0.25 
九'1sucrose， 10 mM  KCI， 1 mM  EDT A， 0.2 mM  PMSF and 1 
m九'1DTT

Centrifuged at 12，500 X g at 4
0

C for 20 min 

Ultracentrifuged 106，000 X g at 4
0

C for 20 min 

Suspended with 5 mM  MOPS-KOH (pH 7.6) containing 0.25 M 
sucrose 

Fig. 1-4 Preparation of plasma membrane fraction from etiolated epicoyls of pea. 
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Table 1・1Marker enzymes of plant organelle 

Organelle Enzyme Class 

Chloroplast RuBP carboxylase A 

Endoplasmic reticulum NAD(P)H cytochrome c reductase A 

Golgi body Glucan synthase 1 B 

九1icrobody Catalase A 

Mitochondria Fumarase A 

Cytochrome c oxidase A 
ト~占

Nuclear membrane 5'-nucleotidase B 

Glucose-6・phosphatse B 

Plasma membrane Glucan synthase 11 B 

Proplastide Triosephosphate isomelase B 

Tonoplast Acid phosphatse B 

α-mannosidase B 

N03・sensitiveATPase B 



Table 1・2 Activities of several marker enzymes in the fraction solubilized from cell walls of pea and cowpea 
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Acid phosphatasea 

5-N ucleotidase3 

0.008土0.001 0.005土0.002

NDe ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

0.40 .:t 0.15 ND 令や、4 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

Alkaline phosphatasea 

Cytochrome c oxidasea 

Fumaraseb 

Glucan synthase IC 

Glucan synthase IIC 

Glucose-6・phosphatase3

NADH cytochrome c reductase3 

NADPH cytochrome c reductasea 

RuBP carboxylased 

aThe activities of these marker enzymes were determined by the method of Hodges and Leonald (1974). 

bFumarase activity was determined by the method of Massey et al. (1953). 

CActivities of glucan synthase 1 and 11 were determined by the method of Kauss et al. (1983). 

dRuBP carboxylase activitiy was determined by the method of Racker (1953). 

e The activity was not detected in the fractions solubilized from cell wall with 0.5 M NaCI. 



第 2章細胞壁 fl¥.TPaseの諸性質及びエリシタ一、サプレッサーの影響

序論で述べたように、エンドウ褐紋病菌が生産する宿主特異性的サプレッサーは、宿

主エンドウ組織の ATPase活性を阻害することが判っている (Shiraishiet al. 1991a， 1992， 

1994， Yoshioka et al. 1990) 0 一方、 P型 ATPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸をエ

ンドウ組織に与えた場合には、サプレッサ一同様にエンドウの防御応答を抑制した

(Yoshioka et a1. 1990， 1992a， 1992b) 0 このような結果から、サプレッサーの作用点は

ATPaseであり、褐紋病菌は宿主のATPaseを阻害することによって基本的な代謝系を撹

乱し、防御応答を遅延させ、その結果感染を成立させているものと考えられる O 実際、

エンドウ、インゲン、ダイズ、ササゲ、オオムギ組織をサプレッサーで処理すると、宿

主エンドウ細胞の ATPase活性だけが阻害され、いくつかの防御応答と同様にサプレッ

サーの種特異的な作用が認められた O しかしながら、これら 5種の植物から調製した原

形質膜画分中の ATPase活性はいづれもサプレッサーによって阻害され、組織で見られ

た特異性は見い出せなかった (Shiraishiet a1. 1991a) 0 以上の結果からサプレッサーに

対する特異的応答(宿主特異性決定)に植物細胞壁が重要な役割を果たす可能性が示唆

された。

植物細胞壁には酸性フォスファターゼ、 ATPaseをはじめとするある種のフォスフア

ターゼが存在することが報告されている (Kivi1釧 eta1. 1 9 61， Ri car d et al. 19 81 ) 0 しか

しながら、細胞壁の ATPaseや酸性フォスファターゼの役割、特に植物と病原菌聞の相

互作用における役割については明らかにされていない。そこで本章では、エンドウ、サ

サゲの黄化症軸より細胞壁画分を調製し、細胞壁画分の ATPase 活性有無、および本

ATPase活性に対するエリシタ一、サプレッサーの影響について調べた O

第 l節 ATPase活性の測定

ATPぉe活性は無機リン酸の放出量を Perlinand Spans wick (1981)の方法に準じて測定

した O エッペンドルフチューブ内に反応液を加えておき、上蓋の裏面に細胞壁画分、あ

るいは細胞壁可溶化画分を付着させておき、軽く遠心することによって添加し、反応を

開始した。 25
0Cで 20分間インキュベート後、随時調製した 0.42%モリブデン酸アンモ

ニウムと 100/0 アスコルピン酸を 5: 1に混合した発色液を 50μl添加し、 25
0

Cで 30分

間インキュベートし、 OD820 nmにおける吸光度を測定し、反応液中の無機リン酸の濃

度を定量した。酵素活性の評価は細胞壁可溶化画分、サプレッサーおよび ATP のみの

区を設け、 ATP の非酵素的分解および酵素、阻害剤等に含まれる無機リン酸の量を差

しヲ|いた値を換算式(第 2章、参照)に代入して求めた O

第2節細胞壁 ATPaseの諸性質

第 l項基質特異性とサプレッサーの効果

( 1 )方法
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細胞壁 ATPaseの基質特異性について細胞壁可溶化画分を用いて、 ATP以外に CTP、

GTP、UTP、pNPP、PPiを基質として用いて調べた O

Vol. (μ 1) Solvent Final conc. 

30 mM ATP， CTP， GTP， UTP 
2.5 

30 mM Tris-MES 
3mM 

(Sigma)， pNPP， PPi (Wako) (pH 6.5) 

30 mMMgS04向性ω) 2.5 ddH20 3mM 

1000μg I ml Suppressor 2.5 ddH20 100μg Iml 

Solubilized cell wall fraction (20 
5.0 

30 mM  Tris-MES 
0.1μg 

μg Iml) (pH 6.5) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 12.5 ddH20 

To凶 25.0 

( 2 )結果

Fig. 2-1 に示したようにエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における pNPP、およ

びPPi分解活性は非常に弱いものであった。しかしながら、エンドウ、ササゲ量植物由

来の細胞壁可溶化画分とも ATPの他に CTP、GTP、UTPの加水分解活性を示し、基質

特異性の順位はエンドウでは UTP注CTP> GTP > ATP > > PPi > pNPP、ササゲでは

UTP孟 GTP> CTP孟ATP> > PPi > pNPPであった (Fig.2-1) 0 エンドウ原形質膜

画分の ATPaseは ATP以外の基質をほとんど分解せず、基質特異性の順位は ATP>> 
CTP > ADP > GTP = UTPであり、 PPiはほとんど分解しない (Yoshiokaet al. 1990加 d

unpublished data)。このような結果から、細胞壁画分 ATPaseは基質特異性で原形質膜

ATPaseとは大きく異なることが明らかとなった。

次に、これら様々な基質分解活性に対するサプレッサーの効果について調べた。エン

ドウではすべての基質を用いた場合においてサプレッサーによって有意に基質分解活性

が阻害された。一方、ササゲでは CTP、GTP、UTP、pNPP、PPi を基質に用いた場合

にはエンドウと同様にサプレッサーによって活性が阻害された O しかしながら、 ATPを

基質に用いた場合には活性は阻害されず、むしろ逆に活性化した (Fig. 2-1) 0 以上の

結果から褐紋病菌サプレッサーは細胞壁画分中の ATPase活性に対して種特異的に作用

することが明らかとなった。

第 2項薬剤感受性

( 1 )方法

細胞壁 ATPaseの薬剤感受性について可溶化画分を用いて調べた O 阻害剤については

P型 ATPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸、 V型 ATPaseの阻害剤である硝酸ナト

リウム、 F型 ATPaseの阻害剤であるアザイド、酸性フォスファターゼの阻害剤である

モリブデン酸ナトリウム、およびフォスフォリバーゼ C (PLC) の阻害剤であるネオマ

イシンを用いた。
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Vol. (μ1) Solvent Fina1 

30 mM A TP (Sigma) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30 mM MgS04 (walω) 2.5 ddH20 3mM 

10 mM Na3V04れ九f必(0) 2.5 ddH20 1 mM 

500 mMNaN03れ'!yako) 2.5 ddH20 50mM 

10 mM NaN3 (Wako) 2.5 ddH20 1 mM 

10 mM Na2Mo04 (Wako) 2.5 ddH20 1 mM 

1 mM Neomycin (Sigrna) 2.5 ddH20 1 mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1μg 

(20μg /ml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 15.0 ddH20 

To凶 25.0 

( 2 )結果

両植物由来の細胞壁 ATPaseともオルトパナジン酸処理で顕著に ATPase活性が阻害

されたが、硝酸ナトリウム、アザイド、ネオマイシンによって全く影響を受けなかった。

また、エンドウ由来の細胞壁 ATPaseはモリブデン酸ナトリウムによっても全く影響を

受けなかったが、ササゲ由来の細胞壁 ATPase は若干阻害された (Fig. 2-2) 0 Serrano 

(1989)の報告によれば、高等植物の ATPaseは 1)主に原形質膜に存在しリン酸中間体

を形成し、オルトパナジン酸で阻害される P型 ATPas弘 2) ミトコンドリア、葉緑体

に局在し、 ATP合成活性を有し、アザイドによって阻害される FOF1-ATPase、 3)液

胞膜や輸送膜に存在し、硝酸イオンで阻害される V型 ATPaseに大別される O 以上の阻

害剤に対する感受性の結果から、細胞壁 ATPaseは P型の ATPaseの範囲毒に入るものと

考えられる O また、ササゲ由来の画分には酸性フォスファターゼが若干含まれているこ

とが判った。この酸性フォスファターゼ活性については液胞膜のフォスファターゼの混

入の可能性が考えられた。しかしながら、細胞壁画分の ATPaseが液胞膜 ATPaseの阻

害剤である硝酸イオンによって阻害されなかったことから、本活性も液胞膜ではなく、

むしろ細胞壁固有の酸性フォスファターゼと考えられる O また、フォスフォリバーゼ C

の阻害剤であるネオマイシンは原形質膜 ATPase を阻害するが(豊田 1994) 、細胞壁

ATPaseに対してまったく影響を与えなかった (Fig.2-2) 0 このことから、薬剤(ネオ

マイシン)に対する感受性において細胞壁 ATPaseと原形質膜 ATPaseは異なることが

判った。

第3項 pH依存性

( 1 )方法

細胞壁 ATPaseの pH による活性の変化および至適 pH について調べた。実験は 30

mM Tris-恥1ES(pH 5.0-10.0)を用いて pH0.5刻みに変化させた。
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Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30 mM A TP (Sigma) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30 mM MgS04 (Wako) 2.5 ddH20 3mM 

Solubilized cell wa11 fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1μg 

(20μ g/m12 
30 mM Tris-MES (pH 5.0 -

12.5 ddH20 
10.0) 

To凶 25.0 一

( 2 )結果

エンドウ、ササゲ両植物細胞壁由来の ATPaseとも広い pH範囲で活性を示した O 至

適 pHはエンドウ細胞壁 ATPaseは pH6.0および pH8.0、ササゲ細胞壁 ATPaseでは

pH 6.5および pH9..0であった (Fig.2-3) 0 以上の結果から、 1)エンドウ、およびサ

サゲの細胞壁画分中には複数の ATPase が存在する可能性があること、また、 2) エン

ドウとササゲの細胞壁 ATPase は至適 pH が異なることが明らかとなった。原形質膜

ATPaseの至適 pHは 6.0-----7.5付近に存在し、至適 pHをはずれると活性が顕著に低下

することが判っており、この点においても原形質膜 ATPぉeと細胞壁 ATPぉeは性質が

異なっている。

第4項 2価イオン要求性

( 1 )方法

細胞壁 ATPaseの 2価イオン要求性について、マンガンイオン、カルシウムイオン、

マグネシウムイオン、亜鉛イオンを用いて調べた O

Vol. (μ 1) Solvent Final conc. 

30 mM A TP (Sigma) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30 mMMgS04向性的 2.5 ddH20 3mM 

30 mM CaC12向性的 2.5 ddH20 3mM 

30 mM MnCl2 (Wako) 2.5 ddH20 3mM 

30 mMZnC12内包ko) 2.5 ddH20 3mM 

Solubilized cell wa11 fraction 
5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1μg 

(20μg /ml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 12.5 ddH20 

Tota1 25.0 

( 2 )結果

Fig. 2-4に示したように、エンドウとササゲの細胞壁 ATPaseとも Ca2
+ 、Mn2

+、Mg2
+

のいずれの 2価イオンを添加した場合においても、 2価イオン非存在下での活性と比較

して有意に活性が上昇し、 2価イオン非存在下での活性はマグネシウムイオン存在下で
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の活性と比較して、エンドウでは約 400/0、ササゲでは約 200/0 低下した。 2価イオンの

優先順位はエンドウではMn2+ 注 Mg2+ ミ~ Ca2
+ 、ササゲでは Ca2

+ 注 Mn2
+ 主主 Mg2

+ であっ

た。一方、亜鉛イオンについては逆に ATPase活性を低下させ、ササゲの画分において

顕著であった。以上の結果から、エンドウとササゲの細胞壁 ATPぉ eはイオン要求性が

異なることが明らかとなった。一方、エンドウ原形質膜 ATPaseは2価イオン非存在下

での活性はマグネシウムイオン存在下の活性と比較して著しく (90 %以上)低下する

ことが判っており、 2価イオンに対する依存性は原形質膜 ATPase より細胞壁 ATPase

がはるかに低いといえる O

第3節細胞壁画分の ATPase活性に対するエリシタ一、サプレッサーの影響

第l項 可溶化細胞壁 ATPaseに対するエンドウ褐紋病菌エリシタ一、サプレッサーの

影響

( 1 )方法

本節、第 1項で示したように褐紋病菌サプレッサーは細胞壁可溶化画分の ATPase活

性に対して種特異的な阻害効果を示すことが明らかとなった。そこで次に本 ATPaseに

対するエリシタ一、サプレッサーの効果について調べた O

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30 mM A TP (Sigma) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30mMMgS04川f法0) 2.5 ddH20 3mM 

1000μ g/ml Elicitor 2.5 ddH20 100μ g/m1 

1000μ g/ml Suppressor 2.5 ddH20 100μ g/m1 

Solubilized cel1 wall合action
5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1μg 

(20μgj_m1) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 12.5 ddH20 

To凶 25.0 

( 2 )結果

エンドウ、ササゲ両植物由来の細胞壁可溶化画分の ATPase活性は褐紋病菌由来のエ

リシターで処理すると有意に活性が上昇した。一方、サプレッサーは第 l項の結果と同

様にエンドウ由来の細胞壁 ATPase 活性を有意に阻害したが、ササゲ由来の細胞壁

ATPase は有意に逆に活性化した。また、エリシターとサプレッサーの混合処理では、

エリシターで活性化されるエンドウ細胞壁 ATPase活性はほぼサプレッサー単独処理レ

ベルまで抑制されたが、ササゲ細胞壁 ATPaseはむしろ相加的に活性化された (Fig.2-5)。

以上の結果から、褐紋病菌由来のエリシターは細胞壁 ATPaseを非特異的に活性化し、

一方、サプレッサーは種特異的に制御することが明らかとなった。

第2項細胞壁 ATPaseに対するエンドウ褐紋病菌エリシタ一、サプレッサーの影響
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( 1 )方法

本節、第 1項および第 5項の結果を踏まえて、次にエンドウ、ササゲ、インゲン、ダ

イズの黄化症軸より調製した細胞壁画分を用いて ATPase活性がこれら菌シグナルによ

って制御されるか否かについて調べた。なお、細胞壁画分中のタンパク質については、

細胞壁画分を 0.1 N NaOH で煮沸することによってタンパク質を可溶化し、 Bradford

(1976)の方法によって定量した。なお、乾重 1mgの細胞壁当たりのタンパク 質量は約

10μgである。

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30 mM A TP (Sigma) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30 mM MgS04 (Wako) 2.5 ddH20 3mM 

1000μglml Elicitor 2.5 ddH20 100μglml 

1∞0μglml Suppressor 2.5 ddH20 100μglmll 

Cell wall fraction 
5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1μg 

(20μg jml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 12.5 ddH20 

To凶 25.0 

( 2 )結果

すべての植物由来の細胞壁 ATPaseは褐紋病菌のエリシターで非特異的に活性化した。

一方、褐紋病菌サプレッサーはエンドウ由来の細胞壁 ATPaseのみを阻害し、褐紋病菌

の非宿主植物であるササゲ、インゲン、ダイズの細胞壁 ATPaseを阻害せず、逆に活性

化した (Fig.2-6)。以上の結果から、可溶化していない細胞壁中の ATPaseもこれら菌

シグナルで制御されること、特に、サプレッサーは細胞壁中の ATPase活性に対しでも

種特異的に作用することが判った。

第4節まとめ

本章の実験からマメ科植物の細胞壁画分中には Kivilaan et al. (1961)の報告と同様に

ある種のフォスファターゼが存在することが判った。本酵素の基質は ATP のみならず、

CTP... GTP、UTP、pNPPあるいはピロリン酸等であり、特に CTPや UTPの分解活性

が高かった (Fig. 2-1)。一方、これらの加水分解活性に対するエンドウ褐紋病菌サプ

レッサーの影響を調べたところ、エンドウ由来の細胞壁画分に対しては、いずれの基質

を用いた場合にも活性を阻害した。しかしながら、ササゲ由来の細胞壁画分に対しては

CTP、GTP、UTP、pNPP、あるいは PPi を基質にした場合はエンドウ同様にサプレツ

サーによって阻害されたが、 ATPase 活性に対しては阻害することはなく、むしろ逆に

活性化することが判った (Pig. 2-1) 0 即ち、褐紋病菌のサプレッサーは宿主エンドウ

細胞壁画分の ATPase活性に対してはサプレッサーとして作用するが、非宿主のササゲ

細胞壁画分の ATPase活性に対してはエリシターとして作用することが明らかとなった。
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このことから細胞壁中のフォスファターゼ活性のうち ATPase活性がエンドウ褐紋病菌

サプレッサーに対して特異的に応答することが明らかとなった O 一方、細胞壁中の

ATPase活性のサプレッサーに対するこの特異的な応答性については、1)サプレッサー

に対して種特異的に応答する ATPase分子が存在し、他のフォスファタ ーゼ分子の活性

は非特異的に阻害される、 2) 1つのフォスファターゼ分子が ATPを基質にした場合に

のみサプレッサーに対し特異的に応答できるという 2つのメカニズムが推定できる O

次に、細胞壁 ATPaseの諸性質について調べた。 3種の ATPaseの阻害剤に対しては

オルトパナジン酸によってのみ顕著に阻害され、 P型 ATPaseに属するものと推察され

た。しかしながら、原形質膜 ATPaseはネオマイシンによって濃度依存的に阻害される

のに対し、細胞壁 ATPaseはまったく影響を受けなかった (Fig.2-2) 0 このような点か

ら細胞壁 ATPaseは原形質膜 ATPaseとは異なる性質を持つ、つまり PIP2等の脂質環境

や PLCに影響されないものと考えられる O さらに、至適 pH、基質特異性、 2価イオン

要求性等の諸性質についても、原形質膜 ATPaseとは性質が大きく異なることが明らか

となった (Fig.2-1，3，4) 。

エンドウ褐紋病菌のエリシターはエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分の ATPase活

性を非特異的に活性化した。一方、サプレッサーは宿主エンドウ細胞壁可溶化画分の

ATPaseは阻害したが、非宿主ササゲ由来の細胞壁可溶化画分 ATPase活性は阻害せず、

逆に活性化した (Fig. 2-5) 0 また、エリシターはエンドウ、ササゲ、インゲン、ダイ

ズの植物由来の細胞壁画分中の ATPaseを非特異的に活性化し、本菌由来のサプレッサ

ーは宿主エンドウの細胞壁 ATPaseのみを阻害したが、非宿主であるササゲ、インゲン、

ダイズ由来の細胞壁 ATPase は阻害せず、逆に活性化し、エリシターとして作用した

(Fig. 2-6) 0 以上の結果は、細胞壁 (ATPase) は菌シグナルに厳密に応答し、特に、

サプレッサーに対する応答から細胞壁が宿主特異性決定に極めて重要であることが示唆

された。エンドウ褐紋病菌のサプレッサーはビサチン蓄積、 PRータンパク質の活性化

をはじめとする宿主エンドウ組織の防御応答を種特異的に阻害し、さらにはエンドウ組

織にのみ受容性を誘導し、非病原菌の感染も成立させるが非宿主植物に対しては逆に防

御応答を誘導することが判っている (Okuet al. 1980， Shiraishi et al. 1991b) 。さらに、

宿主エンドウ細胞の ATPase活性のみを阻害し、非宿主であるインゲン、ササゲ、ダイ

ズ、オオムギ細胞の ATPase活性は阻害しない (Shiraishiet al. 1991a) 0 分離細胞壁に

おける ATPase活性 (invi tro) に対する病原菌シグナルの影響を調べた本実験の結果は、

これらサプレッサーが組織 (invivo) において示す種特異的な作用を反映している O

細胞壁に ATPase、酸性フォスファターゼをはじめとするある種のフォスファターゼ

が存在することは以前から報告されてきた (Kivilaanet al. 1961， Ricard 1981)。細胞外、

あるいは細胞壁中のフォスフアターゼの役割については、リン酸飢餓状態において土中

の有機リン酸を植物が利用できる無機リン酸に分解するという、生理学的な研究はなさ

れているものの (Duffet al. 1994， Tadano et al. 1993) 、植物と病原菌の相互作用という

点からの研究はなされていなかった。本章の実験から細胞壁画分中には ATPaseをはじ
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めとするある種のフォスファターゼ活性が存在し、諸性質が原形質膜 ATPaseと大きく

異なること (Table2-1) 、本 ATPase活性は病原菌シグナルに応答性を示し、特にサプ

レッサーに対して種特異的に応答することが判った。以上の結果から、細胞壁 ATPase 

は病原菌認識、宿主特異性決定に重要な役割を持つもこと、さらにはエリシタ一、サプ

レッサーの受容体が本 ATPaseの近傍に存在するか、あるいは ATPase自身がこれら菌

シグナルの受容体である可能性が考えられる O

30 



J 

Pea 
80 

60 

40 

20 

0 

80 
Cowpea 

60 

40 

20 

{
岡
山

¥
2
3
2仏

ω
E
¥
広
一
。

sskcτzu司

ω
宕
ω
邑∞

。
pNPP PPi UTP ATP CTP GTP 

。

Fig. 2-1. Effects of the suppressor from Mycosphaerella pinodes on the 
activities of NTPases， PPases and pNPPases in the fractions sol ubilized 
from the cell walls of pea and cowpea. The assays for respective 
phosphatase activities were carried out at 2S

o

C for 20 min in 30 mM  
Tris圃九1ES(pH 6.5) with 3 mM  MgS04 in the absence (water control; 
図)or presence (11) of the suppressor at the concentration of 100μg / 
ml. Respective substrates were used at a concentration of 3 mM. Each 
value represents the mean with standard deviation (SD) from triplicate 
experiments. 
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Fig. 2・2. Effects of several inhibitors on A TPase activities in the 
fractions solubilized from cell walls of pea and cowpea. The assay for 
ATPase activity was carried out at 25

0

C for 20 min with 3 mM  Mg-
ATP in 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) in the absence (water control; 
羽TC)or presence of 1 mM  Na3V04 (V04)， 50 m九1NaN03 (N03)， 1 
mM  NaN3 (N3)， 1 m M  Na2Mo04 (Mo) or 1 m九1neomycin(Neo). Each 
value represents the mean with standard deviation (SD) from 
triplicate experiments. 
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Fig. 2・3. Effects of pH on ，the A TPase activity in the fractions 
solubilized from cell walls of pea and cowpea. The assay for A TPase 
activity was carried out at 25

0

C for 20 min with 3 mM  Mg-ATP in 
30 mM  Tris・MES(pH 5.0・10.0)by the method described in the text. 
The open circles and bars indicate means and SD， respectively， from 
triplicate experiments. 
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Fig.2・4. Effects of several divalent cations on A TPase activities in 
the fractions solubilized from cell walls of pea and cowpea. The 
assay for A TPase activity was carried out at 25

0

C for 20 min with 3 
mM  ATP in 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) in the absence (water 
control; None) or presence of 3 mM  MgS04 (Mg)， 3 mM  CaCI2 
(Ca)， 3 mM  MnCIz (Mn) or 3 mM  ZnCIz (Zn). Each value 
represents the mean with standard deviation (SD) from triplicate 
experi m en ts. 
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Fig.2・5. Effects of the suppressor and elicitor from Mycosphael・ella
pinodes on the A TPases activities in the fractions solubilized from the 
cell walls of pea and cowpea. The assay for A TPase activity was 
carried out at 25

0C for 20 min in 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) that 
contained 3 m九f九19-ATPin the absence (water control;羽TC)or 
presence of 100μg ml-1 elicitor alone (E)， 100μg ml-1 suppressor alone 
(S) or a mixture of the suppressor and elicitor (ES). Each value 
represents the mean with standard deviation (SD) from triplicate 
experiments. 
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Fig. 2・6. Effects of the suppressor and elicitor from Mycosphaerella 
pinodes on A TPase activities in cell wall fractions from pea， cowpea， 
kidney bean and soybean. The ATPase assay was carried out at 2S

o
C 

for 20 min in 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) that contained 3 m九1Mg-ATP 
in the absence (water control; WC) or presence of 100μg ml・1elicitor 
alone (E) or 100μg ml-1suppressor alone (S). The protein content of cell 
wall fractions from pea， cowpea， kidney bean and soybean were 4.0， 
14.6， 15.0 and 12.3μg (g dry wt)-l， respectively. Each value represents 
the mean with standard deviation (SD) from triplicate experiments. 
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Table 2-1 Several properties of A TPases in cell walls and plasma membrane 

Plasma membrane 

Optimllm pH 6.5 -6.7 

Sllbstrate specificity ATP >> CTP， GTP， UTP 

Divalent cation Mn2+， Mg2+ (none; 90 % loss) 

Inhibitor Orthovanadate， Neomycin 

Elicitor Activation (not species-specific) 

Sllppressor Inhibition (not species-specific) 

Cell wall 

5-9 

ATP， CTP， GTP， UTP， PPi， pNPP 

Ca2+， Mn2+， Mg2+ (none; 20-40 % loss) 

Orthovanadate 

Activation (not species-specific) 

Inhibition (Species-specific) 
Pea; inhibition 
Non-host; activation 

h 
('OJ 



第3章細胞壁 AlTPaseの精製

第 2章において、エンドウ褐紋病菌エリシターは細胞壁 ATPaseを非特異的に活性化

し、本菌由来のサプレッサーは細胞壁 ATPaseに対して種特異的に作用することを明ら

かにした。本結果は細胞壁 ATPaseは病原菌認識、宿主特異性決定に深く関与すること、

さらにはエリシタ一、サプレッサーの受容体が本 ATPaseの近傍に存在するか、あるい

は ATPase自身がこれら菌シグナルの受容体である可能性を示唆する O このことは病原

菌シグナルに対する応答性を持つ細胞壁 ATPaseを精製することによって、菌シグナル

の受容体や病原菌認識後の防御応答発現に関わるエフェクタ一分子が複合体、即ち装置

として単離、精製できるものと考えられる。このような観点から本章では細胞壁

ATPaseの精製を試みた。

第1節精製

細胞壁 ATPaseの精製は、播種後 2週間自のエンドウ、ササゲの黄化座軸より調製し

た細胞壁画分より 0.5M r、~aCl を用いて可溶化した画分を用いて行った(第 1 章、第 3

節) 0 

第l項 硫安塩析

細胞壁可溶化画分の濃縮、および精製の第一段階として、硫安塩析を行った O 終濃度

0.5 M NaClを用いて可溶化した細胞壁可溶化画分に、 600/0 飽和になるように固形の硫

安を添加し、緩やかに撹排して硫安を溶解し、 4
0

Cで 1時間静置した。 10，000Xg で遠

心分離し、得られた上清にさらに 80%飽和になるように研し安を添加し、緩やかに撹祥

し、溶解を確認して 4
0

Cで 1時間静置した。その後、 10，000>くgで遠心分離し、 沈殿部

を 30mM Tris-HCl (pH 7.6) に懸濁し、限外ろ過フィルター(Milliporeモルカット L，

UFP， LGC) を用いて脱塩後、遠心限外ろ過チューブ (Funakoshi;Centricell 20) で濃縮

し、硫安 60-80 0/0 飽和画分を得た。

第2項 ATPアガロースアフイニティーカラム

Serrano et al. (1989)の報告によると、原形質膜 ATPase(H t -ATPase)は分子中に ATP

結合ドメイン、フォスファターゼドメイン、キナーゼドメイン、およびトランスダクシ

ヨンドメインの 4つの部位から構成されている O 細胞壁 ATPaseの詳細は不明であるが、

少なくとも ATP結合ドメインとフォスファターゼドメインは存在するものと推察され

るO そこで、 ATP アガロースアフイニティーカラムの有効性を調べた O オープンカラ

ムに予め充填した約 10mlの ATPアガロースカラム樹脂を、カラム樹脂の約 10倍量の

50 mM Tris-HCl (pH 7.6)で十分洗浄、平衡化し、硫安 60-80 0/0飽和画分を供した O 約

5 -10倍量の 50mM Tris-HCI (pH 7.6)で非吸着タンパク質を洗浄後、 0.5M NaClを含

む50mM Tris-HCl (pH 7.6)で ATP結合タンパク質を溶出した (Fig.3-1) 0 得られたタ
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ンパク質は遠心限外ろ過チューブ (Funakoshi;Cenrticel 20) で脱塩および濃縮し、 ATP

結合タンパク質とした。

ATPアガロースアフイニティーカラム分画条件

カラム ATPアガロースカラム (Sigma) 

ポンプ Pharmacia LKB Gradient pump 2249 

溶媒 A 50 rnM Tris-HCI (pH 7.6) 

溶媒 B 1 M NaClを含む 50mM  Tris-HCl (pH 7.6) 

流速 1.0 ml / min 

検出波長 UV280 nm 

第3項 陰イオン交換カラムクロマトグラフィー

100 mM NaCIを含む 20mM  Tris-HCl (pH 8.0)で平衡化した MonoQ カラムに ATP結

合タンパク質を供し、約 5-10倍量の 100mM  NaCIを含む 20mM  Tris-HCI (pH 8.0)で

非吸着タンパク質を洗浄後、?、~aCl 100 m M  -250 mM、 40 minのリニアグラデイエント

でサンプルの溶出を行い、 1分おきに分取した (Fig.3-2) 0 

陰イオン交換カラム MonoQ分画条件

カラム Mono Q HR 5β(Pharmacia ) 

ポンプ Pharmacia LKB Gradient pump 2249 

溶媒 A 20 n1M Tris-HCI (pH 8.0) 

溶媒 B 1M!、~aCl を含む 20 mM  Tris-HCI (pH 8.0) 

流速 1.0 ml / min 

検出波長 UV280 nm 

溶出 NaCI 100 mM  -250 mM聞の 40分間のリニアグラデイエント

第4項結果

硫安 60-80 %飽和画分を ATPアガロースカラムに供し、十分非吸着画分を 50mM  

Tris-HCI (pH 7.6)で洗浄後、 0.5M NaCIを含む 50mM  Tris-HCI (pH 7.6)で溶出したと

ころ、約 30分後に顕著なピークが認められた (Fig.3-1) 0 この画分を回収し、 ATP結

合タンパク質とした。 ATP結合タンパク質をさらに陰イオン交換カラムである MonoQ 

に供した。 100mM  NaClを含む 20m M  Tris-HCI (pH 8.0)で非吸着画分を洗浄後、 NaCI

100mM "-250 mMの間で 40分間リニアグラデイエントでタンパク質の溶出を行ったと

ころ、 OD280 nmにおける吸収から 38-39分付近、および 42勾 43分付近に 2つのピー

クが認められた (Fig"3-2) 0 Mono Qで得られた画分の ATPase活性を測定したところ、
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00280 nrnの吸収が認められた 2つのピークに対応する部分に ATPase活性が認め られ

た。従って 、38・ 39分付近に溶出される画分を Fl、 42-43分付近に溶出される画分を

F2 として以下の実験に供した。なお、各精製段階におけるタンパク 質の回収率および

ATPase活性の比活性については Table3-1にまとめたが、最終的に分画前のタンパク質

の Flで約 10/0、F2で約 2%のタンパク 質が回収でき、比活性は Fl、F2でそれぞれ約

477、533倍に上昇した。

第2節部分精製細胞壁 ATPaseの諸性質

第1項褐紋病菌エリシタ一、サプレッサーの影響

( 1 )方法

第2節に述べた方法で得た、部分精製細胞壁 ATPぉeが菌シグナルに対して応答性を

持っか否かについて調べた。

Vol. (μ 1) Solvent Final conc. 

30m恥1ATP 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30mMMgS04 2.5 ddH20 3mM 

1000μglml Elicitor 2.5 ddH20 100μglmJ 

1000μglml Suppressor 2.5 ddH20 100μglmJ 

Partially purified cell wall 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 10 ng 

fraction (2μg / mJ) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 12.5 ddH20 

To凶 25.0 

( 2 )結果

Mono Qで得られた 2つの画分はいずれも 100ppmのエリシター処理で ATPase活性

が上昇した O また、 100ppmサプレッサー処理では有意に活性が阻害された (Fig.3-3) 0 

即ち、本精製方法で得られた部分精製細胞壁 ATPaseは菌シグナルに感応性を持つこと

が明らかとなった O 以上の結果は、細胞壁 ATPaseと両病原菌シグナルの受容体が非常

に密接な関係にあることを示しており、本画分中にはエリシタ一、およびサプレッサー

の受容体が含まれているものと考えられる O

第3節部分精製細胞壁 ATPaseの構造解析

第1項 Native-P AGE解析および活性染色

本精製方法で得られた部分精製細胞壁 ATPaseの精製度について Native-PAGE解析を

行った。また、得られたタンパク質バンドの ATPaseおよびパーオキシダーゼ活性を調

べた。

( 1 )電気泳動

市販のポリアクリルアミドグラデイエントゲル (5-20 % ; ATTO NPG-520) を泳動
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ノてッファー中で 10mA.で 30分間予備泳動後、 NativePAGE用サンプルバッファーに懸

濁した部分精製細胞壁 ATPaseを添加した o 10 mAで 15分程度泳動し、サンプルがゲ

ルに入ったことを確認し、 30mAに電流を上昇させ、定電流で約 90分間泳動した。サ

ンプルバッファーに含まれている色素(ブロモフェノルブルー)がゲルの先端に達した

ことを確認し、泳動を終了させた。電気泳動終了後、タンパク質染色用、および活性染

色用のゲルにカッターナイフで切りわけ、タンパク質染色用ゲルは固定液に、活性染色

用ゲルは 30mM Tris-lV1ES (pH 6.5)に浸漬した O

電気泳動条件

泳動バッファー

サンプルノてッファー

: 25 mM  Tris -192 m M  G lycine (pH 8.3) 

: 62.5 mMTris-HCl (pH 6.5)，15 % (v/v) Glycorol 

(Nakarai)， 0.001 % (w/v) BPB (Sigma) 

ポルアクリルアミドゲル : 5 -20 %グラデイエントゲル (ATTONPG-520) 

分子量マーカー :タンパク質分子量マーカー「第一J. 1 

固定液 : 20 % (v/v) MtOH (Wako)， 40 % (v/v) AcOH (Wako)， 

40 % H20 

( 2 )銀染色

タンパク質染色用のゲルを固定液に 30分以上浸漬し、十分タンパク質をゲル内に固

定した後、市販の銀染色試薬(銀染色・第一;第一化薬)を用いてタンパク質を染色し

た。なお、分子量の測定については Chrambach(1980)の方法に準じて行った。

(3) ATPase 活性染色

ATPぉe活性染色は Tu叩 andKnowles (1984)の方法を一部改変して行った。 30mM 

Tris占1ES(pH 6.5)に浸漬し、バッファーの平衡化を行った後、 ATPase活性染色用反応

液に浸漬し、 25
0

Cで 1時間インキュベートした O インキュベート後、脱イオン水でゲル

表面に付着した鉛イオンを十分洗浄後、 0.25% (w /v) Na2Sで発色させた。 ATPase活性

を示すバンドは茶色のバンドとして検出される O 本法の原理は ATPase によって ATP

が分解された結果生じる無機リン酸を反応系に加えておいた鉛イオンと反応させ、ゲル

内にリン酸鉛を沈着させる O ゲル内に沈着したリン酸鉛にさらに硫黄イオンを反応させ

ることによって最終的に硫化鉛に変換し、茶色のバンドとして検出するものである O
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Vol. (ml) Solvent Final conc. 

300mMATP 0.5 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

1 M MgS04 0.5 ddH20 10mM 

0.12 % (vjv) Pb(CH3COu)2 
0.5 ddH20 0.0012 % 

(Wako) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3.5 ddH20 

Total 5.0 

( 4 )パーオキシダーゼ活性染色

パーオキシダーゼ活性染色は Jimenezet al. (1995)の方法を一部改変して行った。 30

mM Tris-MES (pH 6.5)に浸漬し、バッファーの平衡化を行った後、パーオキシダーゼ活

性染色用反応液に浸漬し、 25ocで 1時間インキュベートした O パーオキシダーゼ活性

を示すバンドはオレンジ色あるいは茶色のバンドとして検出される O

Vol. (m1) Solvent Final conc. 

2.5 % (vjv) O-dianisidine 
0.5 100 % EtOH 0.25 % 

(Sigma) 

10 mM H2U2σνako) 0.5 ddH20 1 mM 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 4.0 ddH20 

To凶 5.0 

( 5 )結果

Native-P AGE後、銀染色を行ったところ、 MonoQで得られた 2つの画分 (F1、F2)

とも推定分子量 91.7 kDaの最もメジャーなバンドが検出され、それ以外にも F1 では

116.3、65.8kDaに F2では 116.3、79.5、72.3、65.8kDaにバンドが認められた。また、

ATPase、パーオキシダーゼ活性染色をしたところ、銀染色同様に推定分子量 91.7 kDa 

に最も強い ATPぉ e活性を示すバンドが認められ、それ以外にも F1 では 116.3、65.8

kDa、F2では 116.3、79.5、72.3kDaにバンドが認められた。一方、パーオキシダーゼ

活性染色では ATPase同様に推定分子量 91.7 kDaに最も強い活性を示すバンドが認めら

れ、それ以外にも Flでは 116.3、65.8kDa、F2では 116.3、79.5、72.3kDaにバンド

が認められた (Fig. 3-4) 0 以上の結果から、部分精製細胞壁画分にはメジャーなバン

ド1っとマイナーなバンドが複数含まれており、完全に精製するには至らなかった。し

かしながら、興味深いことに活性染色の結果、 ATPase とパーオキシダーゼが同ーの移

動度のバンドとして検出された O このことから細胞壁中でATPase とパーオキシダーゼ

が複合体で存在している可能性が考えられた O また、 M:onoQで得られた 2つの画分と

もNative-PAGEの結果、同ーの移動度にメジャーなバンド (91.7 kDa) が認められた点

については ATPaseのアイソザイムであるか、あるいは複合体を形成しているタンパク

質の分子種が異なる可能性等が考えられる。
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第2項免疫沈降

細胞壁可溶化画分を硫安塩析、 ATP-アガロースカラム、陰イオン交換カラム MonoQ 

を用いて部分精製 ATPase中には ATPase活性、およびパーオキシダーゼ活性が存在し、

活性染色の結果、 ATPase とパーオキシダーゼが同ーの移動度のバンドとして検出され

た。この結果から、細胞壁中で ATPase とパーオキシダーゼ、が複合体で存在している可

能性が考えられた O そこで本項では ATPaseとパーオキシダーゼが複合体として存在す

る可能性を明らかにするため、抗-西洋ワサビのパーオキシダーゼ抗体を用いて免疫沈

降を行い、 ATPaseが共沈してくるか否かを調べた O

( 1 )方法

免疫沈降は Suzukiand Shinshi (1995) の方法に準じて行った O エンドウ、ササゲの

細胞壁可溶化画分に抗-西洋ワサビのパーオキシダーゼ抗体を加え、緩やかに撹枠しな

がら 4ocで 6時間インキュベートし、その後、プロテイン A を結合させたセフアロー

スカラム樹脂を添加し、緩やかに撹持しながら 4ocで 12時間インキュベートした O そ

の後、カラム樹脂を沈降させ上清を除去し、 10倍量の免疫沈降バッファーで 5 回洗浄

した O さらに10倍量の 30mM  Tris-MES (pH 6.5)でバッファーの平衡化を行い、最終的

にカラム樹脂と等量の 30mM  Tris-MES (pH 6.5)を加え、 ATPase活性測定に供した O な

お、対照区として抗-西洋ワサビのパーオキシダーゼ抗体を加えない区を設け、カラム

樹脂に非特異的に吸着する ATPase活性を測定した。

使用抗体およびバッファー

Anti -pero xid as e : HRPポリクローナル抗体 (Rabbit;S igma ) 

免疫沈降バッファー:1 m M  EDTA， 1 mM  EGTA， 150 mM  NaCl， 1 % (v/v) Triton X-

100 (Wako)， 0.5 % (v/v) Nonidet P-40 (Nakarai)， 50 mM  Tris-

HCl (pH 7.6) 

カラム樹脂 :プロテイン Aセフアロース (BioRad) 

( 2 )結果

対照実験として行った抗体を添加しない区ではエンドウ、ササゲとも ATPase活性は

全く認められなかった。一方、抗体を添加した区では、活性の強さはエンドウ、ササゲ

で異なるものの ATPase活性が認められ、処理した抗体の濃度に依存して ATPase活性

も上昇した (Fig.3-5) 0 以上の結果は、細胞壁 ATPaseとパーオキシダーゼが細胞壁可

溶化画分中(細胞壁中)で複合体として存在していることを示しているものと考えられ

る。 43 



第3項 SOS-PAGE解析およびウエスタンブロッテイング解析

本精製方法で得られた部分精製細胞壁 ATPaseについて SDS-PAGE解析を行った。ま

た、第 2項、の実験で活性が認められた ATPase、パーオキシダーゼについてウエスタン

プロッテイングを行い、タンパク質の同定を試みた O

( 1 )電気泳動

市販のポリアクリルアミドグラデイエントゲル (5-20 % ; ATTO NPG-520) を SDS-

PAGE用泳動バッファー中で 10mAで 30分間予備泳動した o SDS-PAGE用サンプルバ

ッファーに部分精製細胞壁 ATPaseを懸濁し、 3分間煮沸し、タンパク質を変性させた

後、電気泳動に供した。 10mAで 15分程度泳動し、サンプルがゲルに入ったことを確

認し、 30mAに電流を上昇させ、約 90分間泳動した。サンプルバッファーに含まれて

いる色素(ブロモフェノルブルー)がゲルの先端に達したときに泳動を終了させた。電

気泳動終了後、タンパク質染色用、およびウエスタンプロッティング用のゲルにカッタ

ーナイフで切りわけ、タンパク質染色用ゲルは固定液に:、ウエスタンプロッティングゲ

ルは転写バッファーに浸漬し、タンパク質の固定、およびバッファーの平衡化を行った O

電気泳動条件

泳動バッファー

サンプルバッファー

: 25 mM  Tris -192 mM  Glycine (pH 8.3)，0.1 % SOS 

: 62.5 m M  Tris-HCl (pH 6.5)， 15 % (v/v)G lycorol， 

0.001 % (w/v) BPB， 0.1 % (w/v) SOS (Wako)， 

1 % (v/v) 2-mercaptoethanol (Wako) 

ポルアクリルアミドゲル . 5 -20 %グラデイエントゲル (ATTONPG-520) 

分子量マーカー . Reinbow coloured protein molecular weight marker 

(Amersham) 

固定液 20 % (v/v) MtOH， 40 9~ (v/v) AcOH， 40 % H20 

( 2 )銀染色

タンパク質染色用ゲルを固定液に 30分以上浸漬し、十分タンパク質をゲル内に固定

した後、市販の銀染色試薬(銀染色・第一;第一化薬)を用いてタンパク質を染色した。

( 3 )エレクトロブロッティング

ゲルを転写バッファーに浸漬し、バッファーの平衡化を行った O その後、予め 1000/0 

メタノールに浸漬した PVDF膜上にゲルを置き、上下に 6枚ずつの転写バッファーに

浸したろ紙で挟み、転写装置にセットした。その後、室温で 170mA、 90分間のエレク

トロプロッテイングを行った。
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l転写条件

転写装置

転写用電源

転写膜

ろ紙

: ATTOセミドライ転写装置

: ATTO CROSS POWER 

: PVDF膜 (Bio-Rad)

: Whatman 3恥仏4

転写バッファー:25 mM  Tris， 192 mM  Glycine， 10 % (v/v) methanol， 

0.1 % (w/v) SDS (pH 8.3) 

電流 170 mA 

転写時間 : 90分

(4) PVDF膜上での ATPase、パーオキシダーゼの検出

転写終了後、 PVDF膜を TBSに 10分間浸漬後、ブロッキング溶液で 1時間振とうし

た。その後、 10/0 ゼラチンを含む πBS に希釈した 1次抗体であるATPase抗体 (x

3，000) 、HRP 抗体 (x100) で 2 時間振とうした。 1 次抗体の処理後、 PVDF 膜を

TTBSで 10分間ずつ 3回洗浄後、 TTBSに希釈したアルカリフォスファターゼ標識した

2次抗体 (ProteinG -AP ; UB 1)溶液で 1時間振とうした。 1次抗体の処理後、 PVDF膜

をTTBSで 10分間ずつ 3回洗浄後、アルカリフォスファターゼ発色基質を含む TBS中

でインキュベートし発色させた O

バッファーおよび抗体等

TBS : 20 mM  Tris-HCl (pH 7.5)， 500 mM  NaCl 

TTBS : 20 mM  Tris-HCl (pH 7.5)， 500 mM  NaCl， 0.05 % Tween 20 

ブロッキング溶液:TTBS， 3 %ゼラチン (BioRad) 

Anti -A 1p ase 

Anti-Peroxidase 

2次抗体

AP基質

:リョク豆 ATPaseのポリクローナル抗体

(Rabbit; Kimuraetal. 1988) 

:西洋ワサビ Peroxidaseのポリクロ一ナlレ抗体(Rabbit;Sigma) 

:アルカリフォスファターゼ標識 Anti-rabbitIgG (UBI) 

: 4-nitroblue tetrazolium chloride (Wako) 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl phos phate (Wako) 

(5 ) ATP結合タンパク質の検出

細胞壁 ATPase の同定を目的とし 5'-p-fluoros ulfony lbenzoyl adenosine (F SBA;ATP-

Binding Protein Detection Kit ; BOEHRING ER MANNHE][M) を用いて ATP結合タンパク
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質の検出を試みた O 本方法の基本的な原理は ATPのアナログである FSBAを ATP結合

タンパク質に結合させ、そのタンパク質を SDS-PAGE、PVDF膜にエレクトロブロッテ

イング後、Anti-FSBA抗体を用いて検出するものである O

部分精製細胞壁 ATPaseに 1mM FSBAを加え、 30
0

Cで 20分間インキュベートし、

ATP結合タンパク質を FSBAでラベルした。ラベル化した部分精製細胞壁 ATPaseに

SDS PAGE用サンプルバッフ ァーを添加し、 3分間煮沸後、 SDSPAGEに供した。SOS

PAGE後、 PVOF膜にエレクトロプロッテイングした後、ウエスタンプロッテイングの

方法に準じてAnti-FSBA抗体 (x3，000) を用いて検出した。

試薬および抗体

5・-p-fluorosulfonylbenzoyladenosine (FSBA; BOEHRINGER MANNHEIM) 

Anti-FSBA抗体 (Rabbit;BOEHRINGER MANNHEIM) 

アルカリフォスファターゼ標識 Anti-rab b it同型抗体 (UBI)

( 6 )結果

SDS-PAGE後銀染色した結果、 MonoQ で得られた 2つの画分 (F1、F2)とも 89.7、

76.1、61.2、54.9、51.9、46.6、41.8、31.8、26.9、20.5kDaに少なくとも 10本のバン

ドが確認できた (Fig.3-6，7 ，8) 0 その中で最もメジャーなバンドの推定分子量は 61.2

kDa であった。抗ー西洋ワサビのパーオキシダーゼ抗体を用いたウエスタンブロッテイ

ングでは最もメジャーな 61.2kDaに相当するバンドに強いシグナルが認められ、それ

以外にも 46.6、31.8、26.9kOaにマイナーなバンドが検出できた (Fig.3-5) 0 以上の

結果から部分精製細胞壁 ATPase中には複数のパーオキシダーゼ分子を含んで、いること

が明らかとなった。また、タンパク質量の関係から部分精製画分中のパーオキシダーゼ

活性は主に、 61.2kDaのタンパク質によって担われているものと推察される O 次に抗ー

緑豆の ATPase抗体を用いて ATPase分子の特定を試みたところ、推定分子量 54.9kOa 

に単一のバンドとして検出された (Fig.3-7) 0 また、同様にATPase分子の同定を目的

とし、 FSBA、および抗-FSBA抗体を用いて ATP結合タンパク質の検出を行った結果、

ATPase抗体同様に推定分子量 54.9kDaに単一のバン ドとして検出された (Fig.3-8) 0 

このように ATPぉe抗体と相互作用するタンパク質と ATP結合タンパク質が同様の移

動度のバンドとして検出されたことから細胞壁 ATPaseの本体は 54.9kOaのタンパク質

であろうと考えられる。

第5節まとめ

細胞壁可溶化画分を硫安塩析、 ATP-アガロースカラム、陰イオン交換カラム MonoQ 

を用いて部分精製 ATPaseを 2画分得た (Fig.3-1， 2) ()こ れら 2画分に対するエンド

ウ褐紋病菌 由来のエリシタ一、サプレッサーの影響について調べたところ、エリシタ

46 



ーによって活性化され、サプレッサーによって有意に阻害された。この結果から本部分

精製画分は菌シグナルに対する応答性を持つこと、つまり、エリシタ一、サプレッサ一、

の受容体を含む画分である可能性が示唆された (Fig.3--3) 0 部分精製 ATPaseを 2画

分について Native-PAGE を行い、精製度について調べたところ複数のバンドが銀染色

によって検出され、完全に単一のバンドにまで精製されていなかった (Fig. 3-4) 0 し

かしながら、活性染色の結果、 ATPase とパーオキシダーゼが同ーの移動度のバンドと

して検出され (Fig. 3-4) 、さらに、抗ー西洋ワサビのパーオキシダーゼ抗体を用いた免

疫沈降の実験から ATPase が共沈してくることが明らかとなった (Fig.3-5) 0 以上の

結果から、細胞壁中で、 ATPase とパーオキシダーゼが複合体として存在し、相互に活

性の制御がなされている可能性が考えられる O また、ウエスタンブロッティングの結果、

活性が認められたパーオキシダーゼは複数の分子種の存在が認められ、その中で最もメ

ジャーなものの推定分子量は 61.2kDaであった (Fig.3-6) 0 一方、 ATPぉeに関して

は抗ー緑豆 ATPaseを用いたウエスタンプロッテイング、および FSBA-抗 FSBA抗体を

用いた ATP結合タンパク質の実験から 54.9kDaのタンパク質が単一のバンドとして認

められた (Fig. 3-7， 8)。今後、これらのタンパク質、特に ATPaseについては構造解

析を行い、どのようなタンパク質であるか、相向性を持つタンパク質の検索を行うこと、

あるいはエリシタ一、サプレッサーの結合タンパク質(受容体)の同定等の実験を行う

必要がある O

エリシターの細胞壁中の受容体による認識後、どのような抵抗反応が誘導されるのか、

あるいは抵抗反応誘導するためのどのようなシグナルが生成されるのかについては、ま

ったくブラックボックスの中にあった O 本実験の結果から、細胞壁 ATPぉeはパーオキ

シダーゼと複合体を形成しており、相互に活性の制御がなされている可能性が伺えた O

細胞壁に極在するパーオキシダーゼはリグニン化 (Vanceet al. 1980) 、ハイドロプロ

リン、プロリンに富む糖タンパク質の細胞壁繊維への架橋反応等を触媒し (Apostol et al. 

1989， Bradley et aI. 1992， Brisson et al. 1994)、病原菌に対する物理的な障壁を形成する

過程に重要な役割を持つことが数多く報告されている O また、パーオキシダーゼは

NAD(P)H、IAA を電子供与体としてスーパーオキシドアニオン、過酸化水素を生成す

る(Bolwellet aI. 1995， Bolwell 1996， Halliwell 1978， Pedr巴noet al. 1995)。細胞壁 ATPase

とパーオキシダーゼが複合体として機能しているならば、パーオキシダーゼが病原菌あ

るいはそのシグナル認識後のエフェクタ一分子として機能していることが考えられる O

即ち、エリシタ一等の菌シグナル受容後の抵抗反応、あるいは抵抗反応誘導の第二次シ

グナルの生成にパーオキシダーゼが関与している可能性が考えられる O
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Fig. 3・1Separation by A TP-agarose column chromatography of the 
solubilized cell wall protein. The protein preciipitated with ammonium 
sulfate (60・80% saturation) was applied to an A TP-conjugated agarose 
column. The A TP-binding proteins were elutt~d with 20 m九1Tris-HCI 
(pH 7.6) containing 500 mM  NaCI. 
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Fig. 3・2 Elution profile of A TP-binding proteins by column 
chromatography with an anion exchange collumn (Mono Q HR 5/5). 
Bound proteins were eluted with a linear gradient of NaCI from 100 
mM  to 250 mM. 
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Fig.3・3. Effects of the elicitor and suppre:ssor from Mycosphaerella 
pinodes on the activities of pea cell wall-bound A TPases partially-
purified by an ion圃 exchangecolumn chromatography. The assay for 
ATPase activity was carried out at 25

0

C fo:r 20 min in 30 mM  Tris-
MES (pH 6.5) that contained 3 mM  Mg-Arrp in the absence (water 
control; WC) or presence of 100μg ml-1 eliditor alone (E)， 100μg ml-1 

suppressor alone (S). Each value represents the mean with standard 
deviation (SD) from triplicate experiments. 
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Fig. 3-4. Active-staining of ATPase and peroxidase of partialIy 
purified cell wall-bound ATPases Native-PAGE. One microgram 
of each enzyme fraction (Fl and F2) was se]parated by Native-
P AG E and then was subject to silver-staining or active staining of 
ATPase and peroxidase. 
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Fig. 3・5 Activity of A TPase in the fractions immuno・precipitatedwith 
anti-HRP antibody. Ten micrograms of so11ubilized cell wall fractions 
were incubated in the absence (None) or pre~sence of a rabbit antiserum 
raised against horseradish peroxidase (1/500， X 500， 1/1000， X 1000)， and 
then precipitated with protein A・conjugat~d agarose beads. The assay 
for ATPase activity was carried out at 25

0

C for 20 min in 30 mM  Tris-
MES (pH 6.5) with 3 mM  MgS04 and 3 mM  A TP. 
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Fig.3・6 W"estern blot analysis of peroxidase in partially purified 
cell wall-bound ATPases. One microgram of each en勾'mefraction 
(Fl and F2) was separated by a SDS-P AGE and then was subject 
to silver-staining， or electrophretically transferred to PVDF 
membranes. The bolts were subjected to an immunoblot analysis 
with a rabbit antiserum raised against a horseradish peroxidase 
(Anti-HRP). 
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Fig. 3-7 Western blot analysis of peroxidase in partially purified 
cell wall-bound ATPases. One microgram of each en巧Tmefraction 
(Fl and F2) was separated by a SDS-PAGE and then was subject 
to silver-staining， or electrophretically transferred to PVDF 
membranes. The bolts were subjected to an immunoblot analysis 
with a rabbit antiserum raised against a plasma membrane 
ATPase from mung bean (Anti-ATPase). 
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Fig.3・8Detection of ATP-binding protein in partially purified cell 
wall-bound ATPases. One microgram of each en勾rmefraction (Fl 
and F2) was incubated with FSBA and then was separated by a 
SDS-PAGE. The proteins separated by SDS回 PAGEwas subject to 
silver-staining， or electrophretically transferred to PVDF 
membranes. The boIts were subjected to an immunoblot analysis 
with a rabbit antiserum raised against a FSBA (Anti-FSBA). 
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Table 3・1.Purification of cell wall-bound ATPase from pea seedlings 

Total protein Total activity Specific activity Recovery Purification 
[mg] [mmol Pi・h-1] [μmol Pi・mgprotein-1・min勺 (%) [ -fold] 

NaCI-soluble 557.94 16905.59 30.3 100 1.0 

60-80 % (NH4)2S04 210.85 12482.74 59.2 73 2.0 ~ 

A TP-agarose 1.48 1611.50 1088.0 5 36.0 

MonoQFl 0.0258 373.31 14469.4 0.8 477.5 
F2 0.0484 811.74 16759.8 1.6 553.1 



第4章 植物組織表層におけるスーパーオキシドアニオンの生成

植物の無傷組織に処理されたエンドウ褐紋病菌のエリシターは細胞内、ある いは原形

質膜には到達せず、クチクラ、細胞壁上に留まっている O しかしながら、植物は速やか

に応答し、感染阻害因子の生成とそれに伴って局部的に抵抗化することが現在 までに明

らかとな っている O 即ち、植物は細胞壁上のエリシターも認識することを示しており、

エリシターの認識過程に細胞壁が重要な役割を持つことが推察される O このよう に植物

組織表層における抵抗反応と細胞壁は密接な関係にあると考えられるが、感染阻害因子

の生成とそれに伴う局部的な抵抗化以外、植物の表層における防御応答については解析

されていない。近年、植物と病原菌の相互作用の過程の極めて初期の段階で活性酸素の

生成が誘導されることが数多く報告されている O そこで、植物の表層における防御応答

の 1つとしてこのようなスーパーオキシドアニオンの生成が起こるか否かについて調べ

ることとした。

第l節植物組織表層におけるスーパーオキシドアニオン (α一)生成の測定方法

スーパーオキシドアニオンの定量方法には化学発光法、チトクローム C還元法、ニト

ロブルーテトラゾリウム (NBT)還元法等の方法が一般的に用いられている O 今回は比

較的簡便で、ジャガイモ塊茎(Doke1983a， b)やイネ葉 (Sekizawaet al. 1987)におけ

る u2一生成をはじめとする、植物組織における 02-の検出や定量に比較的よく用いら

れている NBT還元法を用いることとした。本方法の原理はu2によって NBTが還元さ

れ生じるブルーホルマザンを OD560 nmの吸光度を測定することによって定量するも

のである。

NBT と褐紋病菌由来のエリシタ一、サプレッサ一、各種阻害剤、あるいは菌の胞子

懸濁液を含む 50mM  Tris-HCl (pH 7.6) 50μiをワックスを拭きとった播種後 2週間自

の無傷エンドウ、ササゲ葉に滴下し、一定時間のインキュベート後、処理液を回収し

OD 560 nmにおける吸光度を測定した (Fig.4-1)。また、ブルーホルマザン生成量の

換算は Nathemet al. (1969)の方法に準じて既知の NBTをアスコルビン酸ナトリウムを

用いて強制的に還元し、検量直線を作成し求めた。

ブルーホルマザン検量盤

Y = 0.34379 + 0.055641 X 

Y:ブルーホルマザン (μg/ ml) 

X:吸光度 (OD560 nrn>く1000)

第2節植物表層における αーの生成

第1項 エンドウ褐紋病菌エリシターによるu2ーの生成誘導

エンドウ褐紋病菌由来のエリシターのフ汐ーホルマザン生成に対する影響について経



時的に調べた。

( 1 )方法

エリシタ一、あるいは対照区として脱イオン水を含む NBT反応液 50μlを無傷エン

ドウ、ササゲ葉に滴下し、 5分おきに 20分間処理液を回収し、 ブルーホ ルマザ ンの生

成を経時的 に測定した O なお、エンドウ、ササゲ葉におけるブルーホルマザンの生成量

は、エリシターや光による NBTの還元の影響を除くため、葉に処理しない反応液自体

の吸光度を差し引き、さらに処理液下の組織重 1g当たりの生成量として求めた。

Vol. (μ1) Solvent Fina1 conc. 

25μg / m1 NBT (Wako) 5 ddH20 2.5μg/ml 

1000μg I ml Elicitor 5 ddH20 100μg Iml 

50 mM Tris-MES (pH 7.6) 40 ddH20 

Total 50 

( 2 )結果

褐紋病菌エリシターを処理した無傷エンドウ、ササゲ葉においてブルーホルマザン生

成が 5分以内に水対照区 と比較して有意に増加し、ブルーホルマザン生成は処理後 15

分でほぼ最高値に達した。一方、水対照区においても若干のブルーホルマザン生成の上

昇は認められたものの、エリシター処理と比較して非常にわずかであった (Fig. 4-2) 0 

以上の結果から、褐紋病菌エリシターは無傷葉に非特異的に 02一 生成を誘導すること、

さらには α-生成はエリシター認識後速やかにおこる初期防御応答との関連が示唆さ

れた。

第2項 α一生成に対する褐紋病菌エリシタ一、サフ。レッサーの影響

第 1項、の結果より褐紋病菌エリシター処理後 5分以内にブルーホルマザンがエンドウ、

ササゲの無傷葉に誘導されることが明らかとなった。そこで次にエリシターによって生

成が誘導されるブルーホルマザンの生成が α一 に依存したものか否か、さらにはエリ

シターで誘導されるブルーホルマザンの生成に対する褐紋病菌サプレッサーの影響につ

いて調べた。

( 1 )方法

第 l項、の結果よりエリシター処理後 5分以内にブルーホルマザン生成が増高すること

が判ったので、以下の実験は 5分間のブルーホルマザン生成量を測定した。褐紋病菌エ

リシター単独、サプレッサー単独、エリシターとサプレッサーの混合、およびこれらの

各々の反応液にスーパーオキシドディスムターゼ (SOD) を加えたもの、あるいは文す照

区として脱イオン水を含む NBT反応液 50μlを無傷エンドウ、ササゲ葉に滴下し、 5 

分 後に処理液を回収し、ブルーホルマザンの生成を測定した O なお、エンドウ、ササ
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ゲ葉によるブルーホルマザンの生成量の評価は、エリシタ一、サプレッサ一、 SOD に

よる NBTの還元への直接的な影響を除くため、葉に処理しない反応液における吸光度

を差し引き 、さらに処理液下の組織重 1g当たりの生成量として求めた。

Vol. (μ 1) Solvent Final conc 

25μ g/mlNBT 5 ddH20 2.5μg/ml 

1000μg / ml Elici tor 5 ddH20 100μg /ml 

lOOOμg / ml Suppressor 5 ddH20 100μg/ml 

3000 units SOD (Sigma) 5 ddH20 300 units 

50 mM Tris-MES (pH 7.6) 35 ddH20 

To凶 50 一

( 2 )結果

Fig 4-3 に示したようにエンドウ、ササゲ葉において褐紋病菌エリシター処理で水処

理と比較して顕著にブルーホルマザンの生成が増加した。一方、サプレッサーは単独処

理ではエンドウ葉に対してまったく影響を与えなかったが、エリシターとの混合処理で

はエリシターで誘導されるブルーホルマザンの生成を水処理レベルにまで抑制した。一

方、ササゲ葉においてはサプレッサー単独処理でブルーホルマザンの生成を上昇させ、

エリシターとの混合処理ではエリシター単独処理で誘導されるブルーホルマザンの生成

をむしろ相加的に上昇させる傾向が伺えた。また、 SOD は水処理におけるブルーホル

マザンの生成に対してほとんど影響を与えなかったが、エリシターやサプレッサー(サ

サゲの場合)で上昇するブルーホルマザンの生成はほぽ完全に阻害した。以上の結果か

ら、これら菌シグナル処理によって上昇するブルーホルマザンの生成は 02ー に依存し

たものであることが判った。褐紋病菌のエリシターは 02- 生成を非特異的に誘導する

こと、一方、本菌のサプレッサーは宿主エンドウの 02ー のみを特異的に抑制し、非宿

主に対しては 02- 生成を逆に誘導すること、即ちエリシターとして作用することが明

らかとなった。

第3項 α一生成に対する活性酸素生成酵素の阻害剤の影響

第l、 2項の実験からエンドウ、ササゲ葉は病原菌シグナルを認識し、速やかに 02ー

を生成することが明らかとなった。そこで次に、どのような酵素が本 02-生成に関与

しているかについて、膜系 NADPH ox idaseの阻害剤であるイミダゾール、キナクリン、

ペルオキシダーゼ阻害剤である SHAMを用いて α一生成に対する影響を調べた。

( 1 )方法

エリシター単1虫、イミダゾール、ネオマイシン、キナクリン、 SHAM、とエリシター

の混合、あるいは対照区として脱イオン水を含む NBT反応液 50μlを無傷エンドウ、

ササゲ葉に滴下し、 5分後に処理液を号炉し、ブルーホルマザ、ンの生成を測定した O



なお、エンドウ、ササゲ葉によるブルーホルマザンの生成量の評価は、阻害剤による

NBT の還元に対する直接的な影響を除くため、葉に処理しない反応液におけるブルー

ホルマザンの生成量を差し引き、さらに処理液下の組織重 1g当たりの生成量として行

った。

Vol. (μ1) Solvent Final conc 

25μg Iml NBT 5 ddH20 2.5μg 1m! 

1000μg I ml Elicitor 5 ddH20 100μg Iml 

100 mM Imidazole (lshizu) 5 ddH20 10mM 

5 mM Quinacrine (Sigma) 5 ddH20 0.5 mM 

ラmMSHAM (Sigma) 5 10 % EtOH 0.5 mM 

50 mM Tris-MES (pH 7.6) 5 ddH20 

To凶 5 

( 2 )結果

褐紋病菌エリシター処理無傷エンドウ、ササゲ葉では水対照区と比較してブルーホル

マザン生成の有意な上昇が認められた O 膜系 NADPHoxidaseの阻害剤であるイミダゾ

ールはエリシターによるブルーホルマザン生成の上昇を若干抑制する傾向が伺えたが、

もう一方の膜系 NADPH ox idaseの阻害剤であるキナクリンは本ブルーホルマザン生成

の上昇にまったく影響をしなかった。一方、ペルオキシダーゼ阻害剤である SHAM は

エリシターによるブルーホルマザン生成の上昇を顕著に阻害し、ほぼ水処理レベルまで

抑制した。これらの阻害剤の影響はエンドウ、ササゲに共通したものであった (Table

4-1) 0 イミダゾールは b型のチトクロームに作用することによって(Iizukaet a1. 1987)、

また、キナクリンはフラピンタンパク質に作用することによって(Cr os s an d J 0 nes 199 1) 

NADPH oxidase を阻害すると報告されている。このように作用の異なる 2 種類の

N ADPH ox idase阻害剤を用いても、無傷エンドウ、ササゲ葉表層におけるu2生成は

顕著に阻害されることがなかった。以上の結果より、無傷エンドウ、ササゲ葉表層にお

けるu2一生成には、膜系 NADPH ox idaseの関与は完全には否定できないものの、主に

はパーオキシダーゼが関与しているものと推察される O

第4項 02一生成に対するオルトバナジン酸、ネオマイシンの影響

P型 ATPaseの阻害剤であるオルトバナジン酸、フォスフォリバーゼ Cの阻害剤であ

るネオマイシンで有傷のエンドウ組織を処理すると、エリシターで誘導されるピサチン

の蓄積や、 PRタンパク質である s-1， 3グルカナーゼ、キチナーゼの活性化をはじめと

するエンドウの防御応答が抑制されること (Toyodaet a1. 1992， 1993， Yoshioka et a 

1990， 1992b)、さらにはネオマイシンで処理されたエンドウ葉には本来感染できない非

病原菌のキク花腐病 (M，ycosphaereJJa ligulicola)の感染が成立することが明らかとなって
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いる (Toyodaet al. 1993)。そこでオルトパナジン酸、ネオマイシンの 02一生成に対する

影響について調べた。

( 1 )方法

エリシター単独、ネオマイシン、オルトバナジン酸とエリシターの混合、あるいは対

照区として脱イオン水を含む NBT反応液 50μlを無傷エンドウ、ササゲ葉に滴下し、

5分後に処理液を回収し、ブルーホルマザンの生成を測定した O なお、エンドウ、ササ

ゲ葉によるブルーホルマザンの生成量の評価は、ネオマイシン、オルトバナジン酸によ

る NBTの還元に対する直接的な影響を除くため、葉に処理しない反応液における吸光

度を差し引き、さらに処理液下の組織重 1g当たりの生成量として求めた。

Vol. (μ1) Solvent Final conc 

25μg Iml NBT 5 ddH20 2.5μ g/ml 

1000μg I ml Elicitor 5 ddH20 100μg Iml 

10 mM Na3V04 5 ddH20 1 mM 

10 mM Neomycin 5 ddH20 1 mM 

50 mM Tris-MES (pH 7.6) 35 ddH20 

Total 50 
L 

( 2 )結果

オルトバナジン酸はエリシター処理によって無傷エンドウ、ササゲ葉に誘導されるブ

ルーホルマザン生成の上昇をほぼ水レベルにまで抑制した。 一方、ネオマイシンは約

20 0/0 程度ブルーホルマザン生成の上昇を抑制したが、オルトバナジン酸処理程の効果

は認められなかった (Table4-2)。以上の結果から、無傷エンドウ、ササゲ葉表層にお

ける 02一生成にフォスフォリバーゼ、 Cや PIP2を含むポリフォスフォイノシチド代謝系

によって制御を受ける 02-生成系が一部関与している可能性がある O 一方、オルトバ

ナジン酸によってブルーホルマザン生成が顕著に抑制された点については ATPaseと02

生成系に密接な関連のあることを示している O しかしながら、 Serraet al. (1990)はパ

ナジン酸はペルオキダーゼを直接阻害すると報告しており、本 02-生成にペルオキダ

ーゼが関与しているすれば(第 3項)、オルトパナジン酸が本 02-生成に関わるペル

オキダーゼを直接阻害したという考えも成り立つであろう O

第5項 病原菌、非病原菌接種による 02一生成の誘導

本章、第 2、 3項の結果より、無傷エンドウ、ササゲ葉の表層におかれたエリシター

(あるいはサプレッサー)は認識され、速やかに02-を生成を誘導することが明らかと

なった。そこで、本項では実際の菌の感染の場において α-生成が誘導されるか否か

について、病原菌、非病原菌を接種し、ブルーホルマザンの生成が誘導されるか否かに
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ついて実験を行った。

( 1 )方法

エンドウ褐紋病菌強病原性系統 (OMP-l)、エンドウ褐紋病菌弱病原性系統 (OMP-

av)、ウリ類炭そ病菌(104T) の胞子懸濁液、あるいは対照区として脱イオン水を含む

NBT反応液 50μlを無傷エンドウ、ササゲ葉に滴下し、 10、20、40、60分後の各時間

に処理液を回収し、経時的なブルーホルマザンの生成を測定した。なお、実験に際して

は病原菌自体が生成する 02一等によって NBTが還元される可能性があるので、病原菌

と反応液との混合液の吸光度差 し引き、さらに処理液下の組織重 1g当たりの生成量と

してエンドウ、ササゲ葉のブルーホルマザンの生成量とした O

Vol. (μ1) SoIvent Final conc 

25μg /m1 NBT 5 ddH20 2.5μg/ml 

5 X 10
5 
spore / m1 Mycosphaerellapinodes 

5 ddH20 100μg / lnI 
OMP-1 

5 X 10
5 
spore / m1 MycosphaereJJapinodes 

5 ddH20 1 mM 
OMP-av 

5 X 10
5 
spore / m1 CoJJetotrichumlagenariuIJj 

5 ddH20 1 mM 
104T 

50 mM Tris-MES (pH 7.6) 35 ddH20 

To凶 50 

( 2 )結果

無傷エンドウ葉に非病原菌であるウリ類炭そ病菌 (C. lag)やエンドウ褐紋病菌弱病原

性系統 (OMP-av) を接種した場合、接種後 10分以内にブルーホルマザンの生成が水対

照区と比較して有意に上昇し、 1 時間後にはほぼ最高値に達した。 一方、病原菌である

エンドウ褐紋病菌接種では、ブルーホルマザンの生成は全く増加せず、むしろ逆に水対

照区以下に抑制する傾向が伺えた。 一方、ササゲ葉の場合、これらすべての菌(非病原

菌) を接種した場合にブルーホルマザン生成の有意な上昇が認められた (Fig. 4-4) 0 

以上の結果から、エンドウ、ササゲ葉に非病原菌を接種した場合にはエリシター処理と

同様に 02- が速やかに生成されることが明らかとなった。即ち、植物は病原菌と接触

後の極めて早い段階で、病原菌あるいはシグナル分子をすでに認識しているものと考え

られる O 一方、エンドウ褐紋病菌 OMP-lは非宿主ササゲの 02一生成を誘導したが、宿

王エンドウの 02一生成の上昇は誘導しなかった。このことは、褐紋病菌 OMP-lは宿主

の02-生成を特異的に回避する機構を備えていることが示された O

第3節まとめ

酸素は生体にとって必須なものである O その一方で可視光線、紫外線、放射線等の環

境的要因や光合成や酸化的リン酸化といった生体内の代謝生じる活性酸素種は、生体に
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種々の障害を引きおこすことが知られている O これがいわゆる"酸素中毒"であり、動

物では炎症、発癌、放射能障害等に深い関わりがあることが判っている(大柳 1981) 0 

従って、種々の生体反応で生じる活性酸素種を消去する能力が伺体や生物種の維持にも

大きく関わっており、現在生存している生物種はいずれも活性酸素を消去するシステム

を備えていることが判っている O しかしながら、活性酸素種は上記のょっに、生物に対

して悪い影響を与えているだけではない。動物細胞では白血球や貧食細胞等が細菌など

の異物を認識して、排除する場合に活性酸素、特に 02ー を生産して積極的に生体防御

に利用している O

近年、植物と病原菌の相互作用の過程の極めて初期段階で 02一、H2U2、 OH.等の活

性酸素種が生成される"Oxidative burst" という現象が数多く報告されている O ジャガ

イモ疫病菌 (Phytophthora infes伽 s)の非親和性レースを接種したジャガイモ塊茎には

速やかに 02ーが誘導される(Doke1983a， b) 0 また、ダイズの培養細胞をエリシター

で処理すると急激な H2U2の生成が誘導される (Apostolet a1. 1989， Legendre et a1. 1993， 

Levine et al. 1994)。これらの例以外にも、イネ、トマト、ピーマン、ダパコ、ダイズ、

インゲン、キュウリ、パセリ等、数多くの植物種と病原菌の相互作用で報告されており、

植物の普遍的な防御応答の 1つであると考えられる (Table4-3) 0 

エンドウ、ササゲの無傷葉を褐紋病菌由来のエリシターで処理すると 5分以内に 02ー

の生成が認められた (Fig.4-2， 3)。エンドウ葉における 02一生成は本菌由来のサプレ

ッサーで顕著に抑制されたが、本菌の非宿主であるササゲの 02- 生成は抑制せず、サ

プレッサーは単独でも 02一生成を誘導した (Fig.4-3)。このことは、1)エンドウ、サ

サゲ葉上の病原菌シグナルは速やかに認識され、植物は応答すること、 2) サプレッサ

ーは他の防御応答と同様に 02一生成を種特異的に抑制することを示している O

非病原菌接種エンドウ、ササゲ葉でも速やかな 02- 生成が認められるが、褐紋病菌

強病原性系統接種エンドウの 02一生成は増高しなかった (Fig.4-4) 0 この結果は、実

際の感染の場においても 02ー が生成されることを示しており、褐紋病菌はサプレッサ

ーを生産することによって、宿主エンドウの 02一 生成を回避していると推察される。

従来モデル実験系として広く用いられている培養細胞はすでにストレスがかかった状態

であ ると考えられ、健全な植物では認められない代謝変動(嫌気的代謝の活性化等)が

起こってい ることが想像できる。また、リーフディスク等を用いた場合、切断障害によ

る代謝変動 は避けられない。つまり、これらの材料は、本来の病原菌との相互作用がお

こる場と は程遠いものと考えられる O 一方、本実験ではワックスを除去しただけのエン

ドウ 、ササゲ葉を用いており、病原菌の攻撃に対して正常に応答する O 従って本実験は、

実際の植物一病原菌の相互作用をかなり忠実に再現しているのではないかと考えられる。

オキシデーティブパーストによって生成される活性酸素の病害抵抗性における役割に

ついてはさ まざまな報告がある (Table4-3) 0 ジャガイモ塊茎スライスに非親和性ジャ

ガイモ疫病菌 (Phytophthora infestans) を接種、あるいは疫病菌の細胞壁エリシター

(HWC) を処理すると 02ーの生成が誘導され、それに伴って過敏感細胞死、ファイト
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アレキシンであるリシチンの生成が誘導される。この系に 02ーの消去剤である SOD、

あるいは Tironを与えておくと、これらの抵抗反応は誘導されなくなることが報告され

ている (Doke1983a)。即ち、u2 は過敏感細胞死、あるいはファイトアレキシン務積

誘導の第二次シグナルとして働いていると考えられている。また、非生物的エリシター

として知られている硝酸銀や塩化水銀で処理されたダイズの組織にはファイトアレキシ

ンであるグリセオリンの蓄積が誘導されるが、 OH' の消去剤である安息香酸、マンニ

トールやメチオンで処理するとグリセオリンの蓄積が抑制された (Epper1ein et al. 1986)。

つまり、活性酸素種の中で反応性に富む OH・ もファイトアレキシン蓄積のシグナルと

して作用していると考えられている O また、 Oxidativeburstによって生成される H202に

おいてもファイトアレキシン蓄積 (MontilJetand ~gousee 1991)や防御応答関連タンパ

ク質の蓄積による局部的な抵抗化のための第二次シグナルとして (Levineet al. 1993)重

要な役割を持つと報告されている O また、 H202はリグニン化 (Vanceet al. 1980)、あ

るいは細胞壁タンパク質の架橋反応(Apostolet al. 1989， Bradley et al. 1992， Brisson et al. 

1994) の基質として物理的な障壁の形成にも関与しているとの報告がある O さらに、

H202 は局部的な抵抗性にとどまらず、サリチル酸を介した全身獲得抵抗性の誘導にも

関与しているとの報告もある (Chenet a1. 1993， Kauss and leblick 1995) 0 実際、全身

獲得抵抗性のシグナル物質と考えられているサリチル酸結合タンパク質が精製され、カ

タラーゼと高い相向性を示すタンパク質であることが示され、さらにサリチル酸は m 

vitroにおいてカタラーゼ活性を阻害すると報告されている (Chenet al. 1993) 0 H2U2 

の全身獲得抵抗性誘導のメカニズムは、全身的に増加したサリチル酸はターゲット分子

であるカタラーゼに結合しカタラーゼ活性を阻害し、細胞内の H202量を上昇させるこ

とによると考えられている O 植物組織における H2U2量の病害抵抗性における重要性に

ついてはさらに詳細な研究がなされている。カタラーゼ、のアンチセンス cDNAを導入し

たトランジェニックタバコ植物ではカタラーゼ活性の低下に伴って PRタンパク質の蓄

積が誘導されることや(高橋 1996)、 H2U2を生産する Aspergillus属菌由来のグルコ

ースオキシダーゼ、遺伝子を導入したトランジェニックタバコ植物では H202の過剰生産

が起こり、糸状菌に対する抵抗性が付与されると報告されている (Wuet al. 1995) 0 

本項実験で明らかとなったエンドウやササゲの表層組織でおこる 02ー の生成と抵抗性

との関連については、特にエンドウの病害抵抗性における活性酸素種の役割が次第に明

らかになりつつある O 有傷エンドウ組織をエリシターで処理した場合、ファイトアレキ

シンであるピサチンの蓄積が誘導される O ピサチン蓄積と活性酸素種の関係について、

02-の消去剤であるアスコルビン酸、 SOD、ラジカルの消去剤であるタイロン、 OH・の

消去剤であるマンニトール、メチオニンおよびトリプトファン、過酸化水素の消去剤で

あるカタラーゼを用いて調べたところ、いずれの薬剤もエリシターで誘導されるピサチ

ン蓄積を有意に抑制せず、外部から過酸化水素を与えた場合でもピサチン落積は誘導さ

れなかった(藤井 1997) 0 しかしながら、無傷エンドウ組織をエリシターで処理した

場合に誘導される局部的な抵抗化(感染阻害因子の生成)は、タイロン、 SOD、カタラ
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ーゼ、マンニトールの共存下で著しく阻害された(稲田 1997)。さらには、無傷エン

ドウ葉にキサンチンーキサンチンオキシダーゼを処理し、人為的に 02-/H202 を与え

ると、エリシター処理同様に局部的な抵抗性が誘導され、本抵抗化も SOD、タイロン、

カタラーゼ、マンニトールが共存することによって著しく問害された。このような結果

から考えると、植物組織表層で生成される活性酸素種はピサチン蓄積には関与しておら

ず、むしろ感染阻害因子の生成に伴つ局部的な抵抗化に重要な役割を担うものと推察さ

れる。
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Detached leaves of pea and cowpea 

Rubbed the leaf surface with absorbent cotton to remove wax 

Reaction mixtures were placed on the leaves 

Incubated at 25
u

C for respective time 

Collected the reaction mixtures 

Measured the absorbance at 560 nm 

Fig. 4-1 Determiination of blue formazan-formation on pea and 
cowpea leaves surfaces. 
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Fig.4・2Induction of blue formazan・formationon surfaces of pea and 
cowpea leaves Iby treatment with water or the elicitor from 
Mycosphaerella pinodes. The assay was carried out in 30 mM  Tris-
MES (pH 7.6) containing 2.5μg / ml NBT 25

0

C in the absence(water 
control，O) or the presence of the elicitor ( 11) from M. pinodes at the 
concentration of 100μg / ml (glucose equiv). Each value represents the 
mean with standard deviation (SD) from triplicate experiments. 
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Fig. 4-3 Effects of the elicitor and suppressor from Mycosphaerella 
pinodes on blue formazan-formation on _ surfaces of pea and cowpea 
leaves. The assay 'was carried out at 25 uC for 5 min in 30 m九1Tris-
MES (pH 7.6) containing 2.5μg / ml NBT in the absence (WC) or 
presence of the eli4dtor (100μg / ml， glucose equiv.; E)， the suppressor 
(100μg / ml， bovine se~um albumin equiv.; S) or the elicitor plus 
suppressor (ES) "rith (圏)or without (白)300 units of SOD. Each 
value represents the mean with standard deviation (SD) from triplicate 
experiments. 

68 



Pea 
80 

60 

40 

20 

0 
80 

Cowpea 

60 

40 

20 

{・制民
.
h
ω
¥

ち

E
3
z
g
g
E£
ω
2箇

60 so 20 30 40 
Time [min] 

10 一AH0

0
0
 

Fig. 4-4 Formation of blue formazan on surfaces of pea and cowpea 
leaves induced by inoculation with phytopathogenic fungi. The assay was 
carried out in 30 ml日Tris-MES (pH 7.6) containing 2.5μg / ml NBT at 25 
OC in the absence (WC; 0) or presence of conidia of Mycosphaerella 
pinodes， strain OMP・1(OMP-l;・)， M. pinodes， strain OMP-av (OMP-
av;口)or the cause of cucumber anthracnose， Colletotrichum lagenarium 
(C. lag; _) at 5 X 105 spores/mI. Each value represents the mean with 
standard deviation (SD) from triplicate experiments. 
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Table 4・1.Effects of several inhibitors on elicitor-activated blue formazan-formation on the surface of pea and cowpea leaves 

Pea Cowpea 
Treatment 

Blue formazan [J..lmol / g f. wt.]a (%)b Blue formazan [J..lmol / g f. wt.]a (%)b 

WC 15.14+ 0.66 7.54+ 2.91 
Elicitor 35.94+ 2.46 100 26.83+ 2.04 100 
+ Imidazole 30.06+ 0.63 84 23.24+ 0.95 87 
+ Quinacrine 37.28+ 2.29 104 32.06士2.52 119 
+SHAM 13.30+ 2.26 37 7.79+ 1.77 29 

The assay was carried out at 25 oC for 5 min in 30 mM  Tris・MES(pH 7.6) containing 2.5μg / ml NBT in the 
absence or presence of 100μg / ml elicitor， 10 m M  imidazole， 0.5 mM  quinacrine or 0.5 mM  SHAM. 
a The amount of blue formazan formation was determined by the method of Nathan et al. and each value 
presentes the mean with standard deviation (SD) from triplicate experiments. 
b Relative value of blue formazan formation was calculated by using elicitor-treatment as 100 %. 
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Table 4・2.Effects of neomycin and orthovanadate on elicitor-activated blue formazan-formation on the surface of pea and cowpea leaves 

Pea Cowpea 
Treatment 

Blue formazan [Jlmol / g f. wt.]a (%)b Blue formazan [μmol / g f. wt.]a (%)b 

明TC 15.14+ 0.66 7.54+ 2.91 
Elicitor 35.94士2.46 100 26.83+ 2.04 100 
+ Neomycin 26.79+ 3.27 74 21.29+ 0.47 79 
+ V04 18.88+ 2.28 53 10.51士2.45 39 

The assay was carried out at 25 oC for 5 min in 30 mM  Tris・MES(pH 7.6) containing 2.5μg / ml NBT in the absence 
or presence of 100μg / ml elicitor， 1 mM  Na3V04 or 1 mM  neomycin. 
a The amount of blue formazan formation was determined by the method of Nathan et al. and each value presentes 
the mean with standard deviation (SD) from triplicate experiments. 
b Relative value of blue formazan formatiun was calculated by using eiicitor-treatment as 100 %. 
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Table 4・3 Generation of active oxygen species in plant cells induced by abiotic-or biotic-elicitors or by inoculation with phytopathogens 

Plan~写 AOS Inducer 
Induced 

Reference 
resistance 

Cowpea Cultured-cell 02- 1. V HR? EL-九10shatyet al. 1993 

Cucumber Leaf 02一 I.B HR Keppler and Backer 1989 

Potato Tuber 02- H明'C HR Doke 1983 

Potato Leaf 02一 1. F HR? Chai and Doke 1987 

Parcely Cultured ・cell H202 SA SAR Kauss and Jeblick 1995 

Rice Leaf 02ー 1. F 今 Sekizawa et al. 1987 

Rice Leaf 02-/H202 H+I.F D.T A ver'yanov et al. 1986 

Rose Cultured-cell 02-/H202 E ? Auh and Murphy 1995 

Soybean Cultured-cell H202 E HR Levine et al. 1994 

Soybean Cotyledon OH. Hg PA Epperlein et al 1986 

Spruce Cultured-cell H202 E ? Schwacke and Hager 1992 

Tobacco Leaf H202 E HR? Rusterucci et al. 1996 

Tomato Cotyledon U2- E HR? May et al. 1996 

Hg; marculy nitrate， D.T; direct toxicity， E; elicitor， H; heat shock， HR; hypersensitive response， HWC; hyphal wall 
component， I.B， infection of bacteria， I.F; infection of fungi， 1. V; infection of virus， PA; phytoalexin， SA; salycilic acid， 
SAR; systemic aquierd resistance 
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第5章 分離細胞壁画分における 02一生成と酸化・還元酵素

無傷のエンドウ、ササゲ葉をエンドウ褐紋病菌由来のエリシターで処理すると速やか

にu2の生成が認められ、本 02一生成にはパーオキシダーゼが重要な役割を果たすこ

とが示唆された。一方、サプレッサーは本 02- 生成に対して種特異的に作用すること

が明らかとなった(第 4章) 0 冒頭にも述べたように無傷植物葉に処理されたエリシタ

ーは細胞内、原形質膜には到達しておらず、クチクラ、細胞壁上にとどまっている(高

見 1993) 。しかしながら、植物組織はエリシターを速やかに認識し、上記の 02一生成

(第 4章)、さらには 1時間以内に感染阻害因子の生成を伴って局部的に抵抗化する

(Yamamoto et al. 1986) 0 このことは無傷植物葉におけるエリシターの認識、および抵

抗反応の発現の過程には細胞壁が関与しているものと考えられる O 即ち、エリシターで

処理された無傷植物葉に 02一生成が誘導される過程には r(1)細胞壁でエリシターが認

識され、細胞壁内で 02ーが生成される o (2)細胞壁でエリシターが認識され、何らかの

情報が原形質膜、あるいは細胞内に伝達され 02ー が生成される o Jというこつの可能

性が考えられる O 従って、本章では細胞壁でエリシターが認識された後、細胞壁内で

02ー が生成される可能性とともに、細胞壁における酸化・還元反応に関わる酵素の有無

と、これらの酵素活性に対する褐紋病菌由来のエリシター、サプレッサーの影響につい

て調べ、細胞壁における酸化・還元反応と植物の防御応答との関わりについて論議した。

第1節細胞壁におけるスーパーオキシドアニオン (02-)の生成

細胞壁結合型のパーオキシダーゼが NAD(P)Hを酸化することによって H2U2が細胞

壁で生成され、リグニン化に必要な H2U2 の供給に関わっていると報告されている

(Gross et al. 1977， Ishicla et al. 1987) 。また、 HRPを用いた実験で H202と同様に 02一

生成もパーオキシダーゼによって触媒されることが報告されている (Halliwell1978) 0 

このことは植物葉表層における 02 の供給源が細胞壁である可能性を示唆している O

そこで、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02ーの生成について調べた。

第l項細胞壁における αーの生成

細胞壁画分における 02ーの定量は Ishid a et al. (1987) の反応系を一部改変して用い

た。 NADH、p-CA、MnC12、NBT、30mM Tris-恥1ES(pH 6.5)を含む反応液をあらかじ

め分光光度計のセルに加えておき、細胞壁可溶化画分をピペットマンで添加することに

よって、反応を開始し、 OD560 nmにおける吸光度を 10秒おきに 2分間測定し、生成

されるブルーホルマザンを定量した。ブルーホルマザン量の換算は Nathanet al. (1969) 

の方法で、既知の NBTをアスコルビン酸で強制的に還元し作成した検量線を用いた(第

4章参照)。また、細胞壁可溶化画分において生成されるブルーホルマザンが 02ー に

よるものか否かについて、 SODを添加することによって確認した。
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Vol. (μ 1) Solvent Fina1 conc. 

5 mM NADH (Siglna) 5.0 ddH20 0.5 mM 

25μg /ml NBT (W法0) 5.0 ddH20 2.5μg /ml 

200 mM MnC12 (w広0) 5.0 ddH20 20mM 

5 mM p-CA (Sigma) 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

1000 units SOD (Sigma) 5.0 ddH20 100 units 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 1.0μg 

(1000μKlgl12 
30 mM Tris-MES (pH 6.5) 20.0 ddH20 

Total 50.0 

結果

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分添加後 1分後まで直線的にブルーホルマザンの

生成が上昇した (Fig.5-1) 。約 90%のブルーホルマザン生成は SOD共存下で顕著に

阻害され、反応開始 30秒後に SODを添加した場合も添加後のブルーホルマザンの生成

が有意に抑制された (Fig. 5-1) 0 以上の結果から、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化

画分中にはu2生成活性が存在することが明らかとなった。

第2項細胞壁可溶化画分における 02一生成に対する阻害剤の影響

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中の 02一 生成活性に対する活性酸素生成酵素

の阻害剤の影響について、膜系 NADPH ox idaseの阻害剤であるイミダゾール、キナク

リン、ピリジンおよび DPI、またパーオキシダーゼ阻害剤の SHAMを用いて調べた。

Vol. (μ 1) Solvent Fina1 conc. 

5mMNADH 5.0 ddH20 0.5 mM 

25μg/ml NBT 5.0 ddH20 2.5μg/凶 l

200 mM MnC12 5.0 ddH20 20mM I 

5 mMp-CA 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

250μM DPI (Sigma) 5.0 100 % DMSO 25μM 

100 mM Imidazole (lshizu) 5.0 ddH20 10mM 

2∞mM Pyridine (Yoneyan1a) 5.0 100 % DMSO 20mM 

5 mM Quinacrine (Sigma) 5.0 ddH20 0.5 mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 1.0μg 

(1000μg / ml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 20.0 20μl 

To凶 50.0 50μl 
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結果

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02ーの生成は膜系 NADPH ox idaseの

阻害剤であるイミダゾール、キナクリン、ピリジンおよび DPI 処理ではほとんど有意

な阻害効果は認められなかった。しかしながら、パーオキシダーゼの阻害剤である

SHAMを添加した場合には顕著に 02一生成を阻害された (Fig.5-2) 0以上の結果から、

細胞壁可溶化画分における α-の生成には細胞壁結合型のパーオキシダーゼが関与し

ていることが強く示唆された O また、本結果は無傷エンドウ、ササゲ葉表層における

α-生成の結果と符合する O

第3項細胞壁可溶化画分における 02一 生成に対するオルトバナジン酸、ネオマイシ

ンの影響

P型 ATPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸、フォスフ ォリバーゼ Cの阻害剤であ

るネオマイシンはエンドウの防御応答を抑制すること、さらには、オルトパナジン酸は

第4項で行った無傷エンドウ、ササゲ葉組織における 02 の生成を顕著に抑制するこ

とが明らかとなっている O そこでエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02一

生成に対するオルトバナジン酸、ネオマイシンの影響について調べた。

Vol. (μ 1) Solvent Final conc. 

5mMNADH 5.0 ddH20 0.5 mM 

25μg /ml NBT 5.0 ddH20 2.5μg / ml 

200m九f孔むlC12 5.0 ddH20 20mM 

5 mMp-CA 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

10 mM Neomycin (Sigma) 5.0 ddH20 1.0mM 

10 mM Orthovanadate (W ako) 5.0 ddH20 1.0 mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 

30 mM Tris-MES (pH 
1.0μg 

(1000μg / ml) 6.5) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 20.0 20μl 

Total 50.0 50μl 

結果

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02- の生成は無傷エンドウ、ササゲ

葉における 02一 生成と同様にオルトパナジン酸処理によって顕著に阻害された。しか

しながら、ネオマイシン処理では 02ーの生成はまったく影響を受けなかった (Table5-2)0 

以上の結果から、細胞壁可溶化画分中における 02 の生成はフォスフォリバーゼ C

(PIP2) によって制御される 02一生成は関与していないが、 ATPaseと連携した 02一生

成系が関与している可能性が考えられる。しかしながら、第 4章でも述べように、パナ

ジン酸は直接パーオキシダーゼを阻害することが判っており (Serraet al. 1990) 、オル

トバナジン酸による α一生成の阻害は ATPaseが阻害された結果、 ATPaseと連携して
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いる 02一 生成パーオキシダーゼが間接的に阻害されたのか、あるいはオルトバナジン

酸によって直接 02-生成に関与するパーオキシダーゼが阻害された結果なのかは現在

のところ明らかではない O 第 4章の実験結果から無傷エンドウ、ササゲ葉の 02一 生成

はネオマイシンによって約 200/0 程度阻害される。従って、無傷葉におけるu2一生成に

は細胞壁と原形質膜(細胞内)の両者が関与しているものと推察できる O

第4項細胞壁可溶化画分におけるu2一 生成に対する褐紋病菌エリシタ一、サプレツ

サーの作用

本章の第 1"-' 5項の実験結果から細胞壁可溶化画分中には細胞壁結合型パーオキシダ

ーゼによって触媒される 02一 生成活性が存在することが明らかとなった。そこで本項

では細胞壁可溶化画分における 02一 生成活性に対するエンドウ褐紋病菌由来のエリシ

タ一、サプレッサーの影響について調べた。

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

5mMNADH 5.0 ddH20 0.5 mM 

25μg /ml NBT 5.0 ddH20 2.5μg / ml 

200mM恥1nC12 5.0 ddH20 20mM 

5 mMJrCA 5.0 10 % EtOH 0.5 mM  

250--1000μg / ml Elicitor 5.0 ddH20 25"-' 100μg /ml 

250--1000μg / ml Suppressor 5.0 ddH20 25"-' 1 00μg /ml 

l(治ounits SOD 5.0 ddH20 100 units 

Solubilized cell waIl fraction 
5.0 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) 1.0μg 

(1000μg / ml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 15.0 ddH20 

Total 50.0 

結果

Fig. 5-2に示したようにエンドウ、ササゲ由来の細胞壁可溶化画分中にはブルーホル

マザン生成活性が存在し、本活性は 100units SODの存在下で顕著に抑制された。エリ

シターはエンドウ、ササゲ両細胞壁可溶化商分における α一 生成活性を顕著に上昇さ

せた。一方、サプレッサーはエンドウ細胞壁可溶化画分における 02一 生成活性を単独

処理で顕著に阻害し、 100units SOD処理レベルまで抑制した O また、エリシタ ー との

混合処理でもエリシター処理による 02一 生成活性の上昇を有意に抑制し、水対照区以

下まで抑制した。一方、ササゲ細胞壁可溶化画分における 02一 生成はサプレッサーの

共存下で全く抑制されることはなく、サプレッサー単独処理においても、むしろ逆に増

高した。また、両菌シグナルで活性化されるu2ーの生成は 100unitsの SODの存在下で

ほぼ完全に消去された。

次に濃度の異なるエリシタ一、サプレッサーの影響を調べたところ、エリシターはエ
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ンドウ、ササゲの細胞壁画分における 02一生成を濃度依存的に上昇させ 100μgI m1で

最高値に達した。 一方、サプレッサーはエンドウ由来の画分における 02- 生成を濃度

依存的に抑制し、 100μgI mlでほぼ完全に阻害した。しかしながら、ササゲ由来の画

分に対しては逆に濃度に依存して活性化し、 200μ1m1サプレッサーは水対照区と比較

して 02一生成を約1.5倍に上昇させた (Fig.5-3) 0 以上の結果から、エンドウ褐紋病

菌のエリシターは分離細胞壁可溶化画分中の 02- 生成活性を非特異的に上昇させるが、

本菌のサプレッサーは種特異的に阻害あるいは上昇させることが明らかとなり、細胞壁

可溶化画分における 02- 生成はエンドウ、ササゲの組織における防御応答に対する両

シグナルの作用と 一致することが判った。またこの結果は、細胞壁が病原菌認識のみな

らず、その後の防御応答に重要な役割を果たしており、細胞壁で生成されるu2が、

組織表層において生成する 02-の供給源となっている可能性を強く示唆する O

第2節パーオキシダーゼ活'性

第 1節の結果から、細胞壁可溶画分における 02 生成はパーオキシダーゼによって

触媒されている可能性が強く示唆された。細胞壁、細胞間液には複数のパーオキシダー

ゼ分子が存在し、リグニン化、エクステンシン(ヒドロキシプロリン、プロリンに富ん

だ糖タンパク質)の架橋反応の触媒等、植物の生長に重要な役割を果たすことが報告さ

れている (Grosset al. 1977， Is hida et a1. 1987， Mader and Amberg-Ficher 1982， Mader and 

Fussl 1982) 。一方、植物と病原菌の相互作用においても Oxidativeburstの結果生成さ

れる H2U2を用いてリグニン化 (Vanceet al. 1980) ヒドロキシプロリン、プロリンに富

んだ糖タンパク質の架橋反応を触媒し、物理的障壁の形成に重要な役割を果たしている

ことが報告されている (Apostolet a1. 1989， Bradley et al. 1992， Brisson et a1. 1994)。そ

こで本項ではパーオキシダーゼ活性および、パーオキシダーゼ活性に対するエンドウ褐

紋病菌エリシター、サプレッサーの影響について解析した O

第l項パーオキシダーゼ活性

パーオキシダーゼ活性は Maderand Amberg-Fisher (1982)の方法を一部改変して調べ

た。グアイアコール、 H202を含む 30mM Tris-恥伍S(pH 6.5)をあらかじめ分光光度計

のセルに加えておき、細胞壁可溶化画分を添加することによって反応を開始し、 10秒

おきに 2分間、 OD470 nmにおける吸光度の増加を測定した。酵素活性の評価は単位

時間あたりの吸光度の変化(ムOD470 nm)を求め、モル吸光係数 26.6mM-1cm-1 を使っ

て換算した。

77 



Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

5 mM Guaiacol (Nakarai) 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

1 mM H2U2 (W紘 0) 5.0 ddH20 0.1 mM 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 0.1 μg 

(l 00 fL g / J!l12 
30 mM Tris MES (pH 6.5) 35.0 ddH20 

To凶 50.0 

結果

酵素添加後、速やかに OD470 nmの吸光度が上昇し、エンドウ、ササゲの細胞壁可

溶化画分中に強いパーオキシダーゼ活性が存在することが明らかとなった (Fig.5-4) 。

第2項 パーオキシダーゼ活性に対するエリシター、サプレッサーの影響

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中のパーオキシダーゼ活性に対する、褐紋病菌

由来のエリシタ一、サプレッサーの影響について調べた。

Vol. (μ 1) Solvent Fina1 conc. 

5 mM Guaiacol 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

1 mM H202 5.0 ddH20 0.1 mM 

1000μg / ml Elicitor 5.0 ddH20 100μg /ml 

1000μg / ml Suppressor 5.0 ddH20 100μg / rnl 

Solubilized cell wa11 fraction 
5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 0.1μg 

(100μg / ml) 

30 mM Tris MES (pH 6.5) 30.0 ddH20 

To凶 50.0 

結果

エンドウ、ササゲのパーオキシダーゼ活性は褐紋病菌由来のエリシターで非特異的に

活性化した O 一方、サプレッサーはエンドウのパーオキシダーゼ活性を有意に阻害した

が、ササゲのパーオキシダーゼは阻害せず、逆に活性化した (Fig. 5-5) 0 以上の結果

から、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中にパーオキシダーゼ活性はエリシターに

よって非特異的に活性化され、サプレッサーによって種特異的に制御されることが明ら

かとなった O このようにパーオキシダーゼ活性が病原菌シグナルによって制御されるこ

とについては、パーオキシダーゼによって触媒されるスーパーオキシドアニオンの生成

がエリシタ一、サプレッサーで制御されるという第 l節の実験結果と一致する O また、

両病原菌シグナルのパーオキシダーゼに対する作用は細胞壁 ATPaseに対する影響とも

一致する(第 2章) 0 
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第3節細胞壁可溶化画分における過酸化水素の生成

第 6項の実験結果から細胞壁可溶化画分中には 02-生成活性が存在すること、また

02 生成活性はパーオキシダーゼ活性に触媒されていることが明らかとなった。細胞壁

のパーオキシダーゼは 02-以外にリグニン化に必要な過酸化水素を供給する役割を持

つことも報告されている (Grosset a1. 1977， Halliwell 1978， Marder and Amberg-Fisher 

1982， Marder and Fussl 1982) 0 そこで本項では細胞壁可溶化画分における H202の生成

を測定した O

第l項過酸化水素の生成

過酸化水素の定量には、一般的にスコポレチン蛍光法 (Rootet a1. 1975， Root and 

Metcalf 1977)、四塩化チタニウム法 (Brennanand Frenkel 1977)等が用いられるが、

四塩化チタニウム法を用いて過酸化水素の定量を試みたところ、 mMオーダー以上の過

酸化水素しか検出できなかった O また、スコポレチン蛍光法は反応液に HRPを入れて

測定するため、パーオキシダーゼによって生成される H2α を測定することには適して

いない。そこで、 Halliwell (1978)の方法に準じて α-生成測定用反応液にパーオキシ

ダーゼの基質の一つであるグアイヤコールを添加し、パーオキシダーゼ活性を測定する

ことによって間接的に過酸化水素の生成を確認した。 NADH、p-CA、MnC12、グアイア

コ←ル、エリシター、サプレッサ一、および対照区として水を含む 30 mM Tris-l¥伍S

(pH 6.5)を含む反応液をあらかじめ分光光度計のセル内に加えておき、細胞壁可溶化画

分を添加することによって、反応を開始し、テトラグアイヤコールの生成を 10秒おき

に2分間、 OD 470 nmにおける吸光度を測定した。また、反応液中に生成される過酸

化水素を取り除くため 5、10、25、50unitsのカタラーゼを加えた区も設けた。

Vo1. (μ1) Solvent Final conc. 

5mMNADH 5.0 ddH20 0.5 mM 

200 mM MnC12 5.0 ddH20 0.5 mM 

5 mMp-CA 5.0 10 % EtOH 20mM 

5 mM Guaiacol 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

50~ 500 units CataJase 
5.0 ddH20 5 ----50 units 

(Sigma) 

Solubilized cell wall fraction 
5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 1.0μg 

(1000μg / m1) 

30 mM Tris MES (pH 6.5) 20.0 20μl 

Tota1 50μl 

結果

1 mM H202添加区と比較して非常に活性は弱いものの、テトラグアイヤコールの生

成が認められたO 一方、 NADH、H2α を添加しない区ではほとんどテトラグアイヤコ
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-)レの生成は認められなかった (Fig. 5-6) 0 また、両植物細胞壁可溶化画分における

テトラグアイヤコールの生成はカタラーゼ処理によって濃度依存的に低下し、カタラー

ゼ 50units処理によってほぼ完全に抑制された (Fig.5-7) 0 以上の結果から、細胞壁

可溶化画分中には H2U2生成活性が存在することが明らかとなり、細胞壁可溶化画分中

で生成されるH202は NADHの酸化で生じるu2が不均衡化反応の結果生じたもので

あると考えられる。また、細胞壁可溶化画分における H2α 生成量についてはカタラー

ゼ 1unitの H2U2分解量が lμmol/minと定義されていることから、タンパク質 1mg 

当たり 1分間に約 50μmol程度生成しているものと考えられる O

第2項 過酸化水素生成に対するエリシタ一、サプレッサーの影響

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中には NADHを電子供与体とした、 H2α 生

成活性が存在することが第 l項の実験結果から明らかとなった。そこで本 H2U2生成に

対するエンドウ褐紋病菌由来のエリシタ一、サプレッサーの影響について調べた。

Vol. (μ1) Solvent Fina1 conc. 

5mMNADH 5.0 ddH20 0.5 mM 

200mM MnC12 5.0 ddH20 20mM 

5 mMp-CA 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

5 mM Guaiacol 5.0 10 % EtOH 0.5 mM 

1000μg I m1 Elicitor 5.0 ddH20 100μg Iml 
1000μg I m1 Suppressor 5.0 ddH20 100μg Iml 

Solubilized cell wall仕action
5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 1.0μg 

(1000μg 1m1) 

30 mM Tris MES (pH 6.5) 20.0 ddH20 

To凶 50.0 

結果

エリシターはエンドウ、ササゲ両植物由来の細胞壁可溶化画分における H2U2の生成

を有意に増高させた。一方、サプレッサーはエンドウ細胞壁可溶化画分における H2U2 

の生成を顕著に阻害し、ササゲ細胞壁可溶化画分における活性を有意に上昇させた

(Fig. 5-8)。以上の結果からエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中の H2U2生成活

性は、エリシターによって非特異的に活性化され、サプレッサーによって種特異的に制

御されることが明らかとなった O 本反応系で生成される H202はパーオキシダーゼによ

るNADH酸化の結果生成されるu2ーが、不均衡化反応によって H2U2に変換されたと

考えられる。従って、u2一生成がエリシタ一、サプレッサーで制御を受けるという結果

(第 1節)を踏まえて考えると H2U2生成も両病原菌シグナルで制御されるという結果

は妥当なものであろう。

80 



第4節 アスコルビン酸オキシダーゼ

アポプラスト、細胞壁における酸化・還元に関わる酵素としてはパーオキシダーゼの

他にアスコルピン酸オキシダーゼが知られている (Takahameandα1iki 1994) 0 アスコル

ピン酸オキシダーゼはアポプラストに存在し、酸化・還元反応の制御に関与しているア

スコルピン酸を酸化し、アスコルビン酸フリーラジカル (monodehydroascorbate) を生

成する O 本項の実験ではエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分におけるアスコルビン酸

オキシダーゼ活性の測定、および本活性に対するエンドウ褐紋病菌由来のエリシタ一、

サプレッサーの影響について調べた。

第l項 アスコルビン酸オキシダーゼ活性

アスコルビン酸オキシダーゼ活性の測定は Takahamaand伽 iki(1994)の方法に準じた。

アスコルピン酸、 30mM Tris-MES (pH 6.0)を含む反応液をあらかじめ分光光度計のセ

ルに加えておき、細胞壁可溶化画分を添加することによって酵素反応を開始し、 10 秒

ごとに 2分間、 00290mnにおける吸光度の減少を測定した。酵素活性の評価は単位時

間当たりの吸光度の変化(ムOD290 nm)を計算 し、モル吸光係数 18mM-1 cm-1を用い

て換算した O

Vol. (μ1) Solvent Fina1 conc. 

5 mM L-ascorbic acid (Wako) 5.0 ddH20 0.5 mM 

SoIubilized cell wa11 fraction 
5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 0.5μg 

(100μg 1m]) 

30 mM Tris MES (pH 6.5) 40.0 ddH20 

To凶 50.0 

結果

酵素添加後 1分間は直線的に吸光度の減少が認められ (Fig. 5-9) 、細胞壁可溶化画

分にアスコルビン酸オキシダーゼ活性が存在することが明らかとなった。

第2項 アスコルビン酸オキシダーゼ活性に対するエリシタ一、サプレッサーの影響

アスコルビン酸オキシダーゼ、と防御応答との関連を調べるため、エンドウ、ササゲの

細胞壁可溶化画分中のアスコルビン酸オキシダーゼ活性に対する褐紋病菌エリシタ一、

サプレッサーの影響について調べた。
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Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

5 mM L-ascorbic acid 5.0 ddH20 0.5 mM 

1000μg I ml Elicitor 5.0 ddH20 100μg/ml 

1000μg I ml Suppressor 5.0 ddH20 100μg Iml 

Solubilized cell wall fraction 5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 0.5μg 
(100μg I ml) 

30mM 丁目sMES (pH 6.5) 35.0 ddH20 

To凶 50.0 

結果

褐紋病菌由来のエリシターはエンドウ、ササゲ両植物由来の細胞壁可溶化画分におけ

るアスコルビン酸オキシダーゼ活性を有意に増高させた。一方、サプレッサーはエンド

ウ細胞壁可溶化画分におけるアスコルピン酸オキシダーゼ活性を顕著に阻害したが、サ

サゲ細胞壁可溶化画分における活性は阻害せず、逆に有意に上昇させた (Fig.5-10) 0 

以上の結果からエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中のアスコルビン酸オキシダーゼ

活性は、細胞壁 ATPase、パーオキシダーゼ活性同様に、エリシターによって非特異的

に活性化され、サプレッサーによって種特異的に制御されることが明らかとなった。

第5節 リンゴ酸脱水素酵素

細胞壁可溶化画分中にはパーオキシダーゼによって触媒される NADH依存性の 02-

. H2U2生成活性が存在し、褐紋病菌エリシターで活性化され、サプレッサーによって

種特異的に制御されることが明らかとなった。このような結果から、活性酸素が細胞壁

における病原菌シグナルの認識後の抵抗反応、あるいは抵抗反応誘導の第二次シグナル

として働いている可能性が示唆された。細胞壁、アポプラストにおいて 02一、H202が

生成されることは以前から報告されてきたが (Grosset al. 1977， Ishida et al. 1987)、活

性酸素生成に必要な電子供与体が細胞外に十分量存在しているのかについては疑問視さ

れてきた。近年、細胞問液中には数 nmol------μmol程度の NAD+、NADHが存在するこ

とが報告されており (Sh ink le et al. 1992)、細胞問液中の NAD+は細胞間液、あるいは

細胞壁に存在するリンゴ酸脱水素酵素によって NADH に変換されると考えられている

(Changci et al. 1989， Frenhner and Conn 1987， Gross 1977) 0 そこで本節の実験ではエ

ンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中にリンゴ酸脱水素酵素活性の測定、および本活性

に対するエンドウ褐紋病菌由来のエリシタ一、サプレッサーの影響について調べた。

第l項 リンゴ酸脱水素酵素活性

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中のリンゴ酸脱水素酵素活性の測定は Gross 

(1977)の方法を一部改変して行った。 s-NAD¥ リンゴ酸、 20mM Tris-HCl (pH 7.6) 

を含む反応液をあらかじめ分光光度計のセル内に加えておき、ピペットマンで細胞壁可
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溶化画分を添加することによって酵素反応を開始し、 OD340 nmにおける吸光度の変化

を 10秒おきに 2分間測定し、生成される NADHの量を測定した。 NADH量は既知の

濃度の NADHの00340nmにおける吸光度を測定して作成した検量線を用いて求めた O

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

5 mM L-Ma1ate川ゆく0) 5.0 ddH20 0.5 mM 

10mMNAD' (W法0) 5.0 ddH20 1 mM 

Solubilized celI wall fraction 
5.0 30 n1M Tris MES (pH 6.5) 1.0μg 

(1000μg Iml) 

30 mM Tris MES (pH 6.5) 35.0 ddH20 

To凶 50.0 

NADH標準直線

y= -3.9122 + 0.26674 X 

x:吸光度 (OD340nmX1，000)Y:NADH量 (μM)

結果

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分を添加すると、直線的に OD340 nmにおける

吸光度が上昇し、反応開始後、 40 秒付近でほぼ活性は頭打ちになった (Fig. 5-11) 0 

以上の結果から、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中にはリンゴ酸脱水素酵素活性

が存在することが明らかとなった。

第2項 リンゴ酸脱水素酵素活性に対するエリシタ一、サプレッサーの影響

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分のリンゴ酸脱水素酵素活性に対する褐紋病菌エ

リシター、サプレッサーの影響について調べた。

Vol. (μ1) Solvent Fina1 conc. 

5 mM L-Ma1ate 5.0 ddH20 0.5 mM 

10mMNAD+ 5.0 ddH20 1 mM 

1000μg I ml Elicitor 5.0 ddH20 100μg Iml 

1000μg I ml Suppressor 5.0 ddH20 100μ g/ml 

Solubilized cell wa11 fraction 
(1000μg /ml) 

5.0 30 mM Tris MES (pH 6.5) 1μg 

30 mM Tris MES (pH 6.5) 30.0 ddH20 

To凶
』ー

(2 )結果

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中のリンゴ酸脱水素酵素活性はエリシタ一、サ
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プレッサーの何れを添加した場合にもまったく影響を受けなかった (Fig.5-12) 0 以上

の結果から、細胞壁に存在するリンゴ酸脱水素酵素活性はエリシタ一、サプレッサーの

受容体や細胞壁 ATPase、パーオキシダーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼとはあまり

密接な連携はないものと考えられる O

第6節 ウエスタンブロッティング解析

本章第 1"-' 5節の実験結果から、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中にはエンド

ウ褐紋病菌由来のエリシタ一、サプレッサーによって制御されるパーオキシダーゼ活性、

アスコルビン酸オキシダーゼ活性、およびスーパーオキシドアニオン/過酸化水素生成

活性、また、病原菌シグナルによって制御はされないものの、リンゴ酸脱水素酵素酵素

活性が存在することが明らかとなった。そこで本節では、これらの酵素活性を担うタン

パク質分子の同定を行うため、パーオキシダーゼ抗体、アスコルビン酸オキシダーゼ抗

体、リンゴ酸脱水素酵素酵素抗体を用いたウエスタンプロッテイング解析を行った。

( 1 )ウエスタンブロッテイング解析

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分を SDS-PAGEで分離し、 PVDF膜へ転写後、

パーオキシダーゼ抗体、アスコルビン酸オキシダーゼ抗体、リンゴ酸脱水素酵素酵素抗

体を一次抗体として反応させ、 HRP標識した 2次抗体を反応させ、 HRP用発色基質を

用いてパーオキシダーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素酵素の検

出を行った(詳しい方法は第 3章を参照)0 

使用抗体

1次抗体:抗 HRPポリクローナル抗体 (Sigma)

:抗カボチャアスコルビン酸オキシダーゼポリクローナル抗体 (Rockland)

:抗ブタ心臓リンゴ酸脱水素酵素酵素ポリクローナル抗体 (Calzyme)

2次抗体:HRP標識 Anti-Rabbit担空 (BioRad) 

結果

抗 HRP抗体、抗カボチャアスコルビン酸オキシダーゼ抗体を用いた解析では、両抗

体に反応性を持つタンパク質が各々 10個以上存在した (Fig.5-13) 0 抗 HRP抗体と相

互作用する主要なタンパク質の推定分子量は盟L豆、盟企、 85.1、78.5、72.4、68.6、

紅毛、 55.3、笠之、生ι豆、 2乙豆、 30.6、2ι.Q、 24.7、17.9、11.6 であり、抗カボチャア

スコルビン酸オキシダーゼ抗体と相互作用する主要なタンパク質の推定分子量は 105.6、

盟主、鐙斗、 78.5、72.4、盛ょ豆、皇近、 55.3、笠之、坐必、主主、径二企であった。細胞壁

可溶化画分中にはパーオキシダーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼとも非常に多くの分

子種が存在し、さらに抗 HRP抗体、抗カボチャアスコルビン酸オキシダーゼ抗体で検

出されたバンドを比較すると、共通のバンド(下線で示した)も多く存在することが判
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った。また、エンドウ、ササゲの両植物を比較すると、パーオキシダーゼ、 アス コルビ

ン酸オキシダーゼともバンドの濃さには多少違いがあるものの、含まれるタンパク 質の

パターンはほぼ同ーのものであった O 一方、抗ブタ心臓リンゴ酸脱水素酵素抗体を用い

た解析では相互作用するタンパク質は検出できなかった (Datano t sh own) 0 以上の結

果から、パーオキシダーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼについては、酵素活性のみな

らず免疫学的な方法で確認することができ、多くの分子種が存在することが判った。 ま

た、パーオキシダーゼ抗体、アスコルビン酸オキシダーゼ抗体で認められたバンドのう

ち共通のものがいくつか存在したことから、これらの酵素は共通した構造を持つ酵素で

あるか、あるいは分子種によって役割が異なる可能性も否定できない。この点について

は今後明らかにすべき課題であろう O 一方、リンゴ酸脱水素酵素については活性は存在

するものの、免疫学的な手法では検出できなかった。 この点については、用いた抗体が

ノfーオキシダーゼ¥アスコルビン酸オキシダーゼとは異なり、動物の酵素由来であった

ため抗体との反応性が低かったものと考えられる

第7節まとめ

本章の実験結果からエンドウ、ササゲ分離細胞壁から NaClで可溶化画分中に02-生

成活性が存在することが明らかとなった。本 02一 生成活性に対する活性酸素生成酵素

の阻害剤の影響について調べた結果、 b型のチトクロームに結合し、 02ーの生成を阻害

するイミダゾール、ビリジン(Iizukaet al. 1985)、フラピンタンパク質に作用し 02ーの

生成を阻害するキナクリン、 DPI(Cross and Jones 1991)ではほとんど影響を受けなか

った O これに対してペルオキダーゼの阻害剤である SHAM は細胞壁可溶化画分におけ

る 02- 生成を顕著に阻害した。 このように異なる作用点を持つ 2 種の膜系 NADPH

oxidase阻害剤では阻害されず、ペルオキダーゼの阻害剤である SHAMで阻害されたこ

とから、細胞壁可溶化画分における 02一 生成にはパーオキシダーゼが関与している可

能性は高い。Halliwell (1 978)は西洋ワサビのパーオキシダーゼを用いて細胞壁における

H202、02ーの生成反応について詳細に研究し、その過程を Table5-3に示したように報

告している O これによればパーオキシダーゼによる 02一、H202の生成活性は、マンガ

ンイオン、 p-CA が必要であり、カターラーゼ、存在下で阻害されることになる O エンド

ウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02一生成はマンガンイオン、 p-CAの非存在下

で著しく低下し、カタラーゼによって濃度依存的に阻害されることが判明している(三

宅 1995) 0 この結果は上記の Halliwell (1978)が示した西洋ワサビのパーオキシダーゼ

の実験と一致しており、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02一 生成は細

胞壁結合型のパーオキシダーゼによって触媒されているという考えを支持する O エンド

ウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中の 02- 生成活性は褐紋病菌由来のエリシターで非特

異的に活性化され、サプレッサーによって種特異的に制御されることが明らかとなった。

この結果から、細胞壁における 02-生成がエンドウ、ササゲの初期防御応答に重要な

役割を持つ可能性が示唆され、無傷エンドウ、ササゲ葉において生成される 02- の供

85 



給に関与している可能性が考えられる O また、この結果は細胞壁における 02- 生成系

(パーオキシダーゼ)と病原菌シグナルの受容体が密接に関連していることを示してい

るものと考えられる O 一方、第 2、 3章の実験結果から、細胞壁 ATPぉeが病原菌シグ

ナルの受容体と複合体として存在している可能性が示唆されている O 細胞壁 ATPaseと

α一生成系(パーオキシダーゼ)の関連については、西洋ワサビのパーオキシダーゼ抗

体を用いた免疫沈降によって ATPase がパーオキシダーゼと共沈し、さらには細胞壁

ATPase の精製過程におけるパーオキシダーゼ、の挙動が一致していた(第 3章) 0 また

機能的にも細胞壁における 02-生成がP型 ATPaseの阻害剤であるオルトバナジン酸で

阻害され (Table5-2) 、細胞壁 ATPaseの基質となる ATP、CTP、GTP、UTPを添加す

ることで 02一生成活性が上昇した(三宅 1995) 0 以上の結果から、病原菌シグナルの

受容体、細胞壁 ATPぉe、u2一生成系(パーオキシダーゼ)が 1つの装置として存在、

機能している可能性が強く示唆される。

近年、植物と病原菌の相互作用の過程の極めて初期段階でu2一、H2U2、 OH'等の活

性酸素種が生成される "Oxidative burst" という現象が数多く報告されている (Baker

and Orlandi 1995) 0 Oxidative burstの際に活性酸素種の供給に関わる酵素についてはさ

まざまな植物を用いて報告されている (Table5-3) 0 Auh and Murphy (1995)はバラの

培養細胞に疫病菌 (Phytophthoraspp. )のエリシターを処理しておこる 02一、H2U2の

生成は原形質膜に局在する NADPH ox idaseが関与していることをいくつかの阻害剤を

用いて報告している。また、同様にDoke釦 dMiura (1995) は非親和性ジャガイモ疫病

菌接種、あるいは HWCエリシターを処理したジャガイモ塊茎より調製したミクロソー

ム画分に NADPH依存性の 02-生成活性が存在することを報告しており、原形質膜に

局在する NADPH ox idaseがu2一生成に関与していることを示している O 一方、カリフ

ラワーから調製した原形質膜を用いた報告では、原形質膜に局在するパーオキシダーゼ

がu2一生成を触媒すると報告されている(Askerlundet al. 1987) 。しかし、細胞壁に局

在するパーオキシダーゼが 02一、 H202の生成に関与しているとの報告も多数存在する

(Bolwell 1995， Gross et a1. 1977， HalliwelI 1978， Marder and Amberg-Fisher 1982， Marder 

and FussI 1982) 0 本章実験の結果は 02一、H2U2の生成には細胞壁に局在するパーオキ

シダーゼが関与しているという報告と一致する。

エリシターによる 02一、H202生成の活性化のメカニズムについてはさまざまな報告

が存在し、ダイズの培養細胞を用いた系ではエリシター処理によっておこる H202の生

成の活性化はフォスフォリバーゼ C (PLC) の阻害剤であるネオマイシン、プロテイン

キナーゼ阻害剤の K-252aで阻害される(Legendreet al. 1993) 0 この系における H202

生成の活性化は「膜局在型受容体でのエリシターの認識→ポリフォスフォイノシチド代

謝系 (PI、PIP キナーゼ)の活性化→ PLCの活性化→プロテインキナーゼの活性化→

N ADPH ox idaseの活性化→ H202の生成の増高」という過程を経て起こるものと推察で

きる O 一方、インゲンの培養細胞では「膜局在型受容体でのエリシターの認識→イオン

チャンネルの活性化→細胞外 pHのアルカリ化→至適 pHがアルカリにある細胞壁パー
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オキシダーゼ、の活性化→ H202の生成の増高」という過程を経て起こ ると報告さ れてい

る (Bolwel1 1995) 0 本研究の結果からは褐紋病菌エリシター処理による エン ドウ、サ

サゲの細胞壁における 02/H202生成活性化のメカニズムの詳細は不明であるが。 し

かしながら、第 3章の実験結果から、病原菌シグナルの受容体と非常に密接な関係にあ

ると考えられる細胞壁 ATPaseとパーオキシダーゼが複合体として存在、機能している

可能性が示唆され、さらに本章の第 l節の実験より、 02一生成活性は細胞壁 ATPaseを

阻害するオルトパナジン酸によって顕著に阻害されたが、細胞壁 ATPaseを阻害 しない

ネオマイシンは同様に 02一生成活性を抑制しなかった。以上の結果から、 02-/H2α 

生成に関与するパ ーオキシダーゼは病原菌シグナルの受容体、および細胞壁 ATPaseの

近傍に存在し、 「細胞壁局在型受容体→細胞壁 ATPaseの活性化→相互作用する細胞壁

結合型パーオキシダーゼの活性化→ 02-/H202の生成の増高」という過程を経て起こ

ると推察され、この反応の最終段階では細胞外の SODが関与している (Ogawa et al. 

1996， Steffen and Wingsle 1994) 可能性も否定できない O 褐紋病菌のサプレッサーの一

次作用点が ATPaseにあると仮定すると、宿主であるエンドウの細胞壁 ATPase活性を

阻害することによって、褐紋病菌は 02一生成の増高を回避しているものと推察できる O

細胞外あるいは細胞壁で活性酸素種の生成が起こることについては以前から報告され

ており、上記のように最近では病原菌認識後の Oxidativeburstにも関与している可能性

が示唆されている 。 しかしながら、これらの活性酸素生成反応に必要な NADH 等の電

子供与体が細胞外に存在するか、あるいは存在しでも Oxidativeburstやリグニン化に必

要な活性酸素を供給できる十分量の電子供与体が存在しているか否かについては議論の

的になっている O しかし、近年の報告では細胞間液中には数μ M程度の NAD+が存在

すること (Shink le et al. ]l992) 、また、酸化された NADH (NAD+)を還元するリンゴ

酸脱水素酵素の存在が示されており (Liiet a1. 1989， Frenhner and Conn 1987， Gross 1977)、

NADH の酸化、還元を繰り返す、サイクルの存在が想定できる。実際、エンドウ、サ

サゲの細胞壁可溶化画分中にリンゴ酸脱水素酵素活性が存在することが明らかとなり、

細胞外の NADH の供給に重要な役割を持っているものと考えられる O また、 Bolwell

(1996) によると、エリシター処理したインゲン培養細胞の細胞問液には NAD(P)H、ア

スコルビン酸、グルタチオン、システインとも異なる未同定の還元物質が存在し、本物

質はエリシター刺激に応答して細胞内から供給されると考えられている O このように、

エンドウ、ササゲにおいてもエリシターや病原菌感染の刺激により細胞内から NADH 

をはじめとする電子供与体の供給量が増加するようなシステムが存在しているのかもし

れない。

細胞壁をはじめとするアポプラストにパーオキシダーゼが存在することは、古くから

知られていた。パーオキシダーゼはリグニン化、細胞壁タンパク質の架橋反応等、植物

の生長や病害抵抗性と深く関わっている O 一般的にパーオキシダーゼの活性は過酸化水

素をはじめとする基質の供給によって制御されていると考えられてきた。エンドウ、サ

サゲの細胞壁可溶化画分中にはパーオキシダーゼ活性が存在しており、褐紋病菌由来の
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エリシタ一、サプレッサーによって制御されることが明らかとなった。この結果は、パ

ーオキシダーゼによって触媒される 02 の生成がこれら病原菌シグナルによって制御

された結果と一致する。また、このように可溶化後のパーオキシダーゼ活性が病原菌シ

グナルによって直接制御を受けることから、パーオキシダーゼによって触媒されるいく

つかの防御応答の発現は、従来考えられていた基質の供給による活性制御に加えて、酵

素自体の活性変化も重要な要因であろう O

また、本章の実験からエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中にはアスコルビン酸オ

キシダーゼ活性が存在し、本活性も褐紋病菌エリシタ一、サプレッサーによって制御さ

れることが明らかとなった。防御応答におけるアスコルビン酸オキシダーゼの役割につ

いては定かではない。アスコルピン酸は細胞外に一定程度合まれており、生理学的作用

としてはu2ーの消去、および NADHの酸化、フェノール成分の過酸化、細胞壁タンパ

ク質の架橋反応等の酸化、過酸化反応を抑制、あるいはアスコルビン酸パーオキシダー

ゼの基質として細胞外での過酸化水素の消去等、アポプラストにおける酸化、還元反応

の制御に関わっていると考えられている(Ot舵r and Polle 1994， Takahama 1993， 

Takahama andα1iki 1 9 92， 19 94) 0 このような報告を参考に考えると、エリシターによ

って活性化されたアスコルビン酸オキシダーゼは、酸化反応を抑制するアスコルビン酸

をモノデヒドロアスコルビン酸に変換することによって消去し、細胞外でのは 02¥ 

H202 の生成、リグニン化、細胞壁タンパク質の架橋反応等、防御応答に関わる酸化(過

酸化)反応を進行させる環境を作り出すのに重要な役割を持っているのではないかと考

えられる。一方、この過程で生じたモノデヒドロアスコルビン酸は、細胞外に存在する

モノデヒドロアスコルビン酸レダクターゼ、によって再度、アスコルビン酸へ変換される

という、一連の酸化、還元反応で細胞外の環境の維持がなされているものと考えられる

(Dalton et a1. 1993)。

以上述べたように、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分にはパーオキシダーゼ、ア

スコルピン酸オキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素活性、 α-/H2U2 生成活性が存在し、

リンゴ酸脱水素酵素を除く酵素活性はエンドウ褐紋病菌のエリシタ一、サプレッサーに

よって制御されることが判った。この結果を総合的に考察すると、病原菌シグナルの受

容後、活性酸素種の生成をはじめとする細胞壁レベルでの酸化、還元状態が速やかに変

化することが考えられ、またこの変化が防御応答の発現に非常に重要な役割を持ってい

ることが示唆される O また、植物は速やかな酸化、還元状態の変化を引き起こすため、

細胞壁中に酸化、還元酵素を病原菌シグナルの受容体、あるいは ATPaseと近接して複

合体(装置)として配置しているものと想像できる O
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Fig. 5-1 Blue formazan-formation in the fraction solubilized from cell 
walls of pea and cowpea. The assay was carried out at 25

0

C for 2 min in 
Tris-MES (pH 6.5) containing 20 m九f九1nC12，2.5μg / ml NBT， 0.5 m九f
NADH and 0.5 mM[p-coumaric acid in the absence (0) or presence (11) 
of 100 units of S01D. The amount of blue formazan was determined by 
the method of Nathan et aI. (1969). Arrow heads indicated the addition 
of 100 units of SOD 30 sec after the start of reaction. Each value 
represents the mean with standard deviation (SD) from triplicate 
experiments. 
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Fig. 5-2 Time course study and effects of the elicitor and 
suppressor from Mycosphaerella pinodes on blue formazan 
formation in th~~ fraction solubilized from cell walls of pea and 
cowpea. The assay was carried out at 25

0

C for 2 min in Tris-MES 
(pH 6.5) containing 20 mM  MnCI2， 2.5μg / ml NBT， 0.5 mM  
NADH and 0.5 mM  p-coumaric acid in the absence (X) or 
presence of 100 units of SOD (ム)， 100μg / ml of elicitor alone 
(0)， 100μg / ml of suppressor alone (口)， the elicitor plus 

suppressor (企)， ~elicitor plus SOD (0) and suppressor plus SOD ( 
園).The blue formazan was determined by the method of Nathan 
et al. (1969). Each value represents the mean with standard 
deviation (SD) from triplicate experiments. 
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Fig. 5-3 Induction or suppression by the elicitor and suppressor from 
Mycosphaerella pinodes of blue formazan formation in the fraction 
solubilized from ceH walls of pea and cowpea. The assay was carried out 
at 25

0

C for 2 min in Tris・九1ES(pH 6.5) containing 20 mM  MnC12， 2.5 μg/ 
ml NBT， 0.5 mM  NADH and 0.5 mMp-coumaric acid in the absence (0μg 
/ ml) or presence of several concentrations of the elicitor alone (0) or 
suppressor alone (圃).The blue formazan was determined by the method 
of Nathan et al. (1969). Each value represents the mean with standard 
deviation (SD) from triplicate experiments. 
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日g.5-4 The activity of guaiacol peroxidase in the fractions solubilized 
from ceIl waIls 01' pea and cowpea. The assay was carried out at 25

0

C 
for 2 min in 30 luM Tris-MES (pH 6.0) containing 0.5 mM  guaiacol 
and 1 m九1H202. The specific activities of guaiacol peroxidase in pea 
and cowpea fraction were 31.57 + 0.72 and 30.13 + 1.17 (μmol / mg 
protein / min)， respectively. 
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fig. 5・5 Effects of the elicitor and suppressor from Mycosphaerella 
pinodes on the activity of guaiacol peroxidase in the fractions 
solubilized from (~ell walls of pea and cowpea. The assay was carried 
out at 25

0C for 2 min in 30 m M  Tris-九1ES(pH 6.0) containing 0.5 
mM  guaiacol and 1 mM  H202 in the absence (WC) or presence of 100 
μg / ml elicitor (]~) or 100μg / ml suppressor (S) from M. pinodes. 
Each value represents the mean with standard deviation (SD) from 
triplicate experiments. 
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fig.5・6Generation of H202 during NADH圃 oxidationin the fractions 
solubilized from cell walls of pea and cowpea. The assay was carried 
out at 25

0

C for 2 min in 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) containing 0.5 
mM  guaiacol in the absence (口)or presence of (0) 0.5 mM  NADH， 
20 mM  MnCI2 and p-coumaric acid. The assay was also carried out in 
the reaction mixture containing 1 mM  H202 (e) as a control. The 
inset showed the same data of which Y axis was magnified. 
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日g.5-7 Effect of catalase on generation of H202 during NADH-
oxidation in the fractions solubilized from cell walls of pea and 
cowpea. The assay was carried out at 25

0

C for 2 min in 30 mM  Tris-
MES (pH 6.5) containing 0.5 mM  guaiacol， 0.5 mM  NADH， 20 mM  
MnC12 and p圃 coumaricacid in the absence (0) or presence of 
catalase at the concentration of 5 (e)， 10 (口)， 25 (11) and 50 units ( 
企).
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fig.5・8Effects of the elicitor and suppressor from Mycosphaerella pinodes 
on generation of H202 during NADH・oxidationin the fractions solubilized 
from cell walls of pe'a and cowpea. The assay was carried out at 2S

o
C for 2 

min in 30 mM  Tris-MES (pH 6.5) containing 0.5 mM  guaiacol， 0.5 mM  
NADH， 20 mM  Mn(]2 and p-coumaric acid in the absence (0) or presence 
of 100μg / ml elicitor (e) or 100μg / ml suppressor from M. pinodes (11). 
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fig. 5-9 The activity of ascorbate oxidase in the fractions solubilized 
from cell walls of pea and cowpea. The assay was carried out at 25

0

C 
for 2 min in 20 rnM Tris・MES(pH 7.6) containing 0.5 mM  ascorbic 
acid. The specifi~c activities of ascorbate oxidase in pea and cowpea 
fraction were 7.45 + 0.69 and 10.65 + 0.76 (μmol / mg protein / 
min)， respectively. 
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fig. 5-10 Effects of the elicitor and suppressor from Mycosphaerella 
pinodes on th(~ activity of ascrobate oxidase in the fractions 
solubilized from cell walls of pea and cowpea. The assay was carried 
out at 250C for 2 min in 20 mM  Tris-MES (pH 7.6) containing 0.5 
m M  ascorbate in the absence (WC) or presence of 100μg / ml elicitor 
(E) or 100μg / ml suppressor (S) from M. pinodes. Each value 
represents the mean with standard deviation (SD) from triplicate 
experiments. 
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fig. 5-11 The activity of malate dehydrogenase in the fractions 
solubilized from cell walls of pea and cowpea. The assay was carried 
out at 25

0

C for 2 min in 20 mM  Tris-MES (pH 7.6) containing 0.5 
mM  NAD+ and 1 mM  malate. The specific activities of malate 
dehydrogenase in pea and cowpea fractions were 14.63土3.27and 
10.63 + 1.27 (μmol / mg protein / min)， respectively. 
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fig. 5-12 Effects of the elicitor and suppressor from Mycosphaerella 
pinodes on the activity of malate dehydrogenase in the fractions 
solubilized from cell walls of pea and cowpea. The assay was carried 
out at 25

0

C for 2 min in 20 mM  Tris・MES(pH 7.6) containing 0.5 
m M  NAD+ and 1 mM  malate in the absence (WC) or presence of the 
elicitor (E) or suppressor (S) from M. pinodes at the concentration of 
100μg / ml. Eaclh value represents the mean with standard deviation 
(SD) from triplicate experiments. 
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Fig. 5-13 Western blot analysis of proteins solubilized from cell 
walls of pea and. cowpea seedlings. One micrograms of protein 
from pea (lane 1， 3 and 5) and cowpea (lane 2， 4 and 6) fractions 
were separated. by SDS-P AGE and were subjected to silver-
staining (lane 1 and 2)， or were electrophretically transferred to 
PVDF membranes. The bolts were subjected to an immunoblot 
analysis with a rabbit antiserum raised against a ascorbatate 
oxidase from cucurbita (lane 3 and 4) or a horseradish peroxidase 
(lane 5 and 6). 
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Table 5・1.Effects of several inhibitors on blue formazan・formationin solubilized cell wall fractins of pea and cowpea 

Pea Cowpea 

Blue formazan Blue formazan 
[μmol / mg protein / min]a (%)b [μmol / mg protein / min]a (% )b 

Water control 19.07 + 0.74 100 19.39 + 0.65 100 
+Imidazole 17.39 + 0.81 91 21.08 + 1.32 108 
+Pyridine 21.18 + 0.55 111 18.96 + 0.66 98 
+DPI 17.52 + 0.69 92 18.29 + 0.76 94 
+Quinacrine 20.44 + 0.68 107 22.73 + 1.15 117 
+SHAM 6.78 + 0.36 36 8.43 + 0.35 43 

a The assay was carried out at 25 oC for 2 min in Tris-MES (pH 6.5) containing 20 mM  MnCI2， 2.5 
μg / ml NBT， 0.5 mM  NADH and 0.5 mM  p-coumaric acid in the absence or presence of 10 mM  
imidazole， 20 mM  pyridine， 25μM DPI， 0.5 mM  quinacrine or 5 m M  SHAM， and the amount of 
formed b!ue fromazan ¥I/aS determined by the method oI Naihan et ai. (1969). 

b The percentage of the mean value was presented as to that of the water control. 
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Table 5・2.Effects of orthovanadate and neomycin on blue formazan-formation in the solubilized cell wall fractions 

Pea Cowpea 

Blue formazan Blue formazan 
[μmol / mg protein / min]a (%)b [μmol / mg protein / min]a (%)b 

Water control 19.07土 0.74 100 19.39 + 0.65 100 
+Na3V04 8.68 + 0.75 46 2.90士 0.47 15 
+Neomycin 19.18 + 1.16 101 19.38 + 1.73 100 

a The assay was carried out at 25 oC for 2 min in Tris-MES (pH 6.5) containing 20 mM  MnC12， 
2.5μg / ml NBT， 0.5 mM  NADH and 0.5 mM  p-coumaric acid in the absence or presence of 1 
mM  Na3V04 or 1 mM  neomycin， and the amount of formed blue fromazan was determined by 
the method of Nathan et al. (1969). 

b The percentage of the mean value was presented as to that of the water control 
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Table 5・3Reaction of NADH-oxidation and Or / H202・formationas presented by Haliwell (1977) 

NADH+ 02→ 02・/H202+ NAD -・・ (1)

H202 + peroxidase → compound 1 -・ (2)

Compound 1 + NADH→ compound n + NAD- -・ (2)

Compound 11 + NADH→ peroxidase + 2H20 + NAD- -・ (2)

NAD-+ 02→ 02-+ NAD -・ (3)

02・+peroxidase → compound皿 -・ (4)

Compoundill → peroxidase + 02- -・ (5)

02-+ 02・→ 02+ H202 -・ (6)

02-+ NADH→ N.A.D-+ P...202 -・ (3)

(1) Decreased by SOD (Starting reaction); (2) Inhibited by catalase (Peroxidatic 
reactions); (3) Stimulated by Mn2+; (4) Inhibited by phenlos; (5) Accelerated by 
phenols; (6) Accelerated by SOD. 
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Table 5-4 The responsible enzymes for genaration of active oxygen species in plants 

Plants Enzyme Localization Reference 

Barley Germine (00) C羽7 Lane et al. 1993 

Commelina POX P九f Pantoja and Willmer 1988 

French bean Cyt P-450 MS Rodgers et al. 1993 

French bean POX CW  Bolwell et al. 1995 

Horseadish POX C羽7 Gross et al. 1977 

Lierwort POX C明7 Isida et al. 1987 

Potato NADPHOX P九f Doke and Chai 1985 

Rice NADPHOX PM Sekizawa et al. 1990 

Rose NADPHOX P九1? Auh and Murphy 1995 

Spruce NADHOX CW  Otter and Polle 1994 

Tobacco POX C羽7 九'Iaderand Amberg-Fisher 1982 

Tomato POX PM? Vera-Estr・ellaet al. 1993 

Cyt P-450， cytochrome P-450; CW， cell wall; MS， microsome; NADH OX， NADH oxidase; 
NADPH OX， NADPH oxidase; 00， oxalate oxidase; PM， plasma membrane; POX， 
peroxidase 
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第6章 抵抗反応における細胞壁の役割

~細胞壁一原形質膜聞の情報伝達:インテグリンの関与~

エンドウ褐紋病菌と植物の相互作用において、細胞壁が病原菌シグナルの受容、ある

いは宿主特異性決定に重要な役割を持つことが第 2、 3、 4章の実験結果から示唆され

た。しかしながら、細胞壁における病原菌の認識後、どのような経路で情報が原形質膜、

細胞内に伝達されるのか¥あるいはどのような分子が情報伝達に関わっているかについ

ては明らかではない O 動物細胞では細胞が細胞外マトリクスと結合することにより

(Pig. 6-1)、細胞骨格の背向変化の制御、細胞増殖、細胞形態、細胞聞の結合、ある

いは細胞外からの情報伝達をはじめとする様々な生命活動に重要な役割を担うと報告さ

れている(Edwards1995， Ruslahti and Piershbacher 1987) 。細胞と細胞外マトリクスと

の結合にはフイブロネクチン (Hynesand and Yamada 1982) 、ヴイトロネクチン (Smi出

and Cheresh 1988) 、コラーゲン(Dedharet al. 1987) をはじめとする細胞外糖タンパク

質と、原形質膜に存在するフィブロネクチン受容体、ヴィトロネクチン受容体等のイン

テグリンファミリーという膜貫通型タンパク質が関与しており、アルギニンーグリシン

ーアスパラギン酸(Arg.. Gly -Asp : RGD) というペプチド配列を介して行われている

(Edwards 1995， Ruslahtit and Piershbacher 1987) 0 一方、植物においても細胞壁と原形

質膜(細胞内)の連結が存在し (Fig. 6-1) 、オオセキショウモの葉肉細胞の原形質流

動が RGD配列を含む合成ペプチドによって異常が起こることや (Ryu et a1. 1996)、

RGD 配列を含む合成ペプチドを含む培地で培養したダイズの培養細胞は、細胞壁形成

や細胞分裂の異常が認められ (Schindleret a1. 1989) 、さらに抗ーヒトのヴイトロネク

チン受容体抗体と相互作用する原形質膜タンパク質が存在すると報告されている O そこ

で本章の実験では細胞壁一原形質膜聞の情報伝達における、細胞壁一原形質膜連結の可

能性について調べた。

第l節 RGDペプチドのエンドウの防御応答に対する影響

エンドウの動的抵抗反応における細胞壁一原形質膜間の連結の関与について、インテ

グリンと細胞外マトリクスの結合に重要な RGD配列を含む合成ペプチドを用いて、エ

ンドウの防御応答に対する影響について調べた O なお、対照区として動物細胞における

実験で一般的に用いられている、 RGD のアスパラギン酸をグルタミン酸に置換した

RGE配列を含むペプチドをコントロールペプチドとして用いた。

第l項 RGDペプチドのピサチンの蓄積に対する影響

まずエンドウの動的抵抗反応の 1つであるピサチン蓄積に対する RGDペプチドの影

響を調べた O

( 1 )方法

播種後、 6-7 日のエンドウ黄化妊軸の中央部を1.5 cmの長さに切断し、さらに軸方
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向に沿って二分し、アルミホイル上に滴下したエリシタ一、 RGDペプチド、 RGEペプ

チド、エリシターと各々のペプチドの混合液、および対照区として蒸留水に切断面が接

するようにして置いて、 22+2
0Cで湿室下で 18時間静置した。また、 RGDペプチド、

RGE ペプチドの前処理における影響については、調製したエンドウ脹軸の切断面をあ

らかじめ RGDペプチド、 RGEペプチド、および対照区としての脱イオン水に浸し、 0、

l、3、6時間の静置の後、各処理液に移し変え、さらに 18時間静置した。ピサチンの

抽出および定量は Masudaet a1. (1983)の方法に準じて行った。各液を処理後 18時間後

の脹軸をエタ ノールで固定し、 80
0Cで 30分間抽出し、抽出液を減圧下で乾回した。残

留分をピサチン定量用の溶媒 50μlに溶解後、 10μlをピサチン定量に供試した O

処理液組成(終濃度)

:脱イオン水水対照区

: 500μg / mlエリシターエリシター単独処理区

: 200μg / ml Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro RGDペプチド単独処理

(GRGDSP; Takara) 

: 200μg / ml G ly-Arg-G ly-Glu-S er-Pro RGEペプチド単独処理区

(GRGESP; Takara) 

: 500μg / mlエリシター+200μg/ ml GRGDSP エリシター +RGD混合処理区

: 500μg / mlエリシター+200μg/ ml GRGESP エリシター+RGD混合処理区

!ピサチン分析装置、

-島津高速液体クロマトグラフ LC-3A 

-島津高速液体クロマトグラフ用紫外線分光光度計検出器 2PD-3A 

-分析カラム:E. Merck Lichrosorb S i -100 (4 mm X 250 mm) 

. n -ヘキサン/テトラヒドロフラン/酢酸=88/12/0.5 (v/v/v) . {容媒

:2.0ml/min 

: 80 kg / cm
2 

: UV. 309 nm -検出波長

: Abs. 0.02 

度析分

-検出感度

-流速

-圧力

: 25
0

C 

本分析条件では、ピサチンは保持時間約 5.8分に溶出される (Masudaet a1. 1983)。

ピサチン蓄積量は精製標品の OD309 nmにおける吸光度 (OD309nm 1. 0 = 43.6μg / ml) 

から標準直線を作成し換算した。
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( 2 )結果

RGD、RGE ペプチド単独処理ではビサチン蓄積を誘導することはなかった O また、

対照区 として用いた RGEペプチドはエリシターで誘導されるピサチン蓄積に対して、

同時処理、および前処理のいずれの場合においても阻害効果は認められなかった。一方、

RGD ペプチドはエリシターと同時処理した場合には有意差は認められないもののピサ

チン蓄積を抑制する傾向が認められた。さらに、 RGD ペプチドを前処理した場合には

前処理時間の長さに従って阻害効果を示し、エリシター単独処理と比較して、前処理 1

時間では約 400/0、 3時間では約 60%、 6時間では約 800/0 のビサチン蓄積を抑制した O

特に 6時間の前処理によってほぼ水対照区レベルまでピサチン蓄積を抑制された (Fig.

6-2. 3) 0 即ち、 RGDペプチドは見かけ上、褐紋病菌サプレッサーや、情報伝達に関わ

ると 推定される ATPaseの阻害剤であるオルトバナジン酸、フォスフォリバーゼ Cの阻

害剤 であるネオマイシンと同等のビサチン蓄積阻害効果を示した (Yamadaet al. 1989， 

Toyoda et al. 1992， Yoshioka et al. 1990)。以上の結果は、エンドウの動的抵抗性の一つ

であ るピサチン蓄積の誘導にインテグリンを介する細胞壁一原形質膜問の連結が重要な

役割 を持っている可能性を示唆する。一方、 RGD ペプチドによるピサチン蓄積の阻害

には前処理時間が必要であった点については、 r (1 )作用部位に到達するための時聞

が必要であった、 ( 2 )本来植物細胞における結合分子と入れ替わるためにある程度の

時間が必要である o Jという 2点が考えられる O

第2項 エンドウ原形質膜画分、細胞壁 ATPaseに対する RGDペプチドの影響

第 1項の結果から RGDペプチドは配列特異的にピサチン蓄積を抑制し、ピサチン蓄

積に おける細胞壁一原形質膜聞の連結の重要性が示唆された。 Katoet al. (1993)は褐紋

病菌の生産する糖ペプチドサプレッサーのうち、構造の明らかとなったサプレシン A、

Bの構成ペプチドである SSG、SSGDETおよび、関連した数種の合成ペプチドを用い

た実験から、ペプチド部分がサプレッサー活性を担っていると報告している O この報告

から は RGDペプチドが本来の作用点(細胞壁一原形質膜聞の連結)に作用したもので

はなく、サプレッサー的な作用を示した結果である可能性が考えられた。そこで本項で

I褐紋病菌サプレッサーの作用点であると推定される、原形質膜画分や細胞壁画分の

ATPaseに対する RGDペプチドの影響について調べた。

( 1 )方法

RGD ペプチド、対照区としての RGE ペプチド単独での原形質膜画分、細胞壁

ATPaseに対する影響を調べた。各濃度に調製したRGDペプチド、 RGEペプチド、お

よび対照区として脱イオン水を含む反応液をエツペンドルフチューブに加え、上蓋に原

形民膜画分、および細胞壁可溶化画分は付着させ、軽く遠心することによって酵素を添

加し、反応を開始した。 2S
0Cで 20分間インキュベートし、反応終了後、氷冷して酵素
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反応、を停止させ、 0.42O/C:)モリブデン酸アンモニウム:10 0/0 アスコルビン酸を 5: 1に

混合した発色液を加えた o 25
0Cで 30分間インキュベートし OD820 nmにおける吸光度

を測定した o ATPase活性の評価は無機リン酸の放出量を Perlinand Spans wick (1981 )の

方法で定量した。なお、実験に際しては ATP の非酵素的分解、原形質膜画分、細胞壁

画分の持ち込みのリン酸および RGD、 RGEペプチド自体の吸光度差しヲ|いて酵素活

性とした。

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30 mM A TP (Sigma) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30 mM  MgS04 2.5 ddH20 3mM 

20-----2000μ g1ml GRGDSP 2.5 ddH20 20'"'-'200μ g1mll 

20-----2000μgml GRGESP 2.5 ddH20 20'"'-'200μ g1ml 

Plasma Inembrane fraction 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.5μg 

(100μg Iml) 
Solubilized cell wa11 fraction 

5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1 μg 
(20μg I ml) 

12.5 ddH20 130…M日 (pH6.5) 

25.0 Total 

( 2 )結果

エンドウ原形質膜画分、および細胞壁画分の ATPase 活性はいずれ濃度の RGD 、

RGEペプチドによっても阻害されなかった。特にピサチン蓄積を阻害した 200μgI ml 

を処理しでもまったく影響を受けなかった (Fig.6-4) 。以上の結果から、 RGDペプチ

ドによるピサチン蓄積回害作用は原形質膜 ATPase、および細胞壁 ATPaseの酵素を直接

阻害して防御応答を抑制するという、サプレッサーとして作用した結果ではないものと

考えられる O これは RGDペプチドがエリシターと同時処理でほとんどピサチン蓄積を

阻害しない結果からも指示される。

第2節細胞壁一原形質膜相互作用に関わるタンパク質

第l項 ヴィトロネクチン受容体様タンパク質

第 l節の実験からエンドウには細胞壁一原形質膜聞の連結が存在し、エンドウの防御

応答に重要な役割を持つ可能性が示唆された。このことはエンドウ原形質膜にインテグ

リン様のタンパク質が存在している可能性を示している。ダイズの培養細胞より調製し

た原形質膜画分にはインテグリンの lつであるヴィトロネクチン受容体様のタンパク質

が存在していることが報告されている (Schindleret al. 1989) 0 そこで本節の実験では

抗ヒトのヴイトロネクチン受容体抗体を用いて、エンドウ原形質膜中にヴイトロネクチ

ン受容体様のタンパク質が存在しているか否かについて、ウエスタンブロッテイングに

よって解析した。
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( 1 )方法

エンドウ原形質膜画分を SDS-PAGE で分離し、エレクトロブロッティングによ って

PVDF膜に転写後、抗ヒトのヴイトロネクチン受容体抗体を一次抗体として反応させ、

アルカリフ ォスファターゼ標識した 2次抗体を反応させ、アルカリフ ォスフ ァターゼ用

発色基質を用いてヴィトロネクチン様のタンパク質の検出を行った(詳しい方法は第 3

章を参照)。

使用抗体

1次抗体 :抗ヒトのヴィトロネクチン受容体ポリクローナル抗体 (Rabbit)

2次抗体 :アルカリフォスファターゼ標識 Anti-RabbitIgG (U BI) 

( 2 )結果

抗ヒトのヴィトロネクチン受容体抗体を用いて、ウエスタンブロッティングを行った

ところ、 6 本のバンドが認められ、各々のバンドの推定分子量は 96.2、86.7、65.0、

51.5" 39.7、33.9ゆ aであった (Fig. 6-5) 0 以上の結果から、エンドウ原形質膜には

ヴィ トロネクチン受容体様タンパク 質が存在していることが明らかとなった。ダイズの

培養細胞由来の原形質膜画分中には抗ヒトのヴィトロネクチン受容体抗体と相互作用す

る推定分子量 72.0kDaのタンパク 質が存在すると報告されており (Schindleret al. 1989)、

エン ドウ黄化応軸由来の原形質膜に存在するヴィトロネクチン受容体様タンパク質とは

分子量が異なった。本結果は植物種によってインテグリン(ヴィトロネクチン受容体)

の分子種が異なる可能性を示している。

第2項原形質膜と相互作用する細胞壁のタンパク質

第 l項の実験でエンドウ原形質膜中にはヴイトロネクチン受容体様タンパク質の存在

が明らかとなり、エンドウにおいても細胞壁と原形質膜が物理的に結合している可能性

が示唆された。そこで本項の実験ではエンドウ細胞壁画分中に原形質膜と直接相互作用

するタンパク質が存在するか否かについてファーウエスタンブロッティング法を用いて

実験を行った。

( 1 )方法

1 ~ 1 ファーウエスタンブロッティング

ファーウエスタンブロッティング解析は伊藤(1995)の方法に準じて行った。 SDS-

PAGEでエンドウ原形質膜タンパク質を分画し、エレクトロブトッテイングで PVDF膜

に転写した後、膜を 50mM  Tris-HCl (pH 8.3)で洗浄した O 原形質膜のタンパク質を再

生し た場合の影響をみるため、再生処理区と未再生処理区で比較した。再生処理は平野

(] 993)の方法に準じ、タンパク質を転写した膜を洗浄後、下記の変性バッファーを用

いて お ℃で 1時間振とうした。 50mM  Tris-HCl (pH 7.6)で洗浄後、再生バッファー中
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に4ocで 24時間静置 し、タンパク質の再生を行った。 一方、未再生処理膜の場合、変

性、再生バ ッファーの変わりに TPBS を用いて同様にインキュベートした。その後、

TPBSで 15分間の洗浄を 3回繰り返し、ブロッキングバッファーでお℃で 1時間振と

うし、 1-2で示す方法であらかじめピオチン化した細胞壁可溶化画分で 2時間インキュ

ベートした o TPBSで 15分間の洗浄を 3回繰り返し、アルカリフ ォスファターゼ標識

ストレプトアピヂン (Sigma) で 25ocで 1時間振とうし、 TPBSで 15分間、 3回洗浄

し、アルカリフォスファターゼ基質を用いてピオチン化細胞壁タンパク質の検出を行っ

た。なお、タンパク質の非特異的吸着の程度を調べるため BSA を同様の方法でビオチ

ン化したものを対照区として用いた。

. PBS 

. TPBS 

-変性バッファー

-再生バッファー

. 137 mM  NaCl， 2.7 mM  KCl， 8.1 mM  Na2HP04， 

l.5 mM  K2HP04 (pH 7.4) 

: 0.05 % Tween 20， PBS 

: 50 mM  Tris-HCl (pH 8.3)，50 mM  DIT， 2 mM  EDTA， 

7 M塩酸グアニジン

: 50 m M  Tris-HCl (pH 7.6)， 100 mM  NaCl， 1 % (w/v) 

BSA， 0.1 % N onidet P-40， 2 mM  EDTA 

-ブロッキングバッファー:0.2 0/0 ブロッキング試薬

(Amersham ECL ; RPN 2202)， TTBS 

1-2 細胞壁可溶化画分のピオチン化

細胞壁可溶化タンパク質のピオチン化はタンパク質ピオチン化キット (Amersham

ECL;貯 N2202) を用いて行った。 Bic訂 bona包バッファーに溶解し、 2mg / mlに調製

した細胞壁可溶化画分 100μlに 8μlのピオチン化試薬を加え 25
0Cで1時間静置し、細

胞壁可溶化画分タンパク質をピオチン化した。また、過剰なピオチン化試薬の反応を止

めるため、 1mgの BSAを加え、 25
0Cで 1時間イキユベートしたO また、対照区として

用いる BSAについても細胞壁可溶化タンパク質と同様の方法でピオチン化した。

( 2 )結果

対照区として用いたピオチン化 BSAを処理した膜では膜の再生処理の有無に関わら

ず、若干の発色は見られるものの明確なバンドとしては検出されなかった。一方、ピオ

チン化細胞壁可溶化画分を添加した膜では膜の再生処理の有無に関係なく、推定分子量

65.0 kDaに単一のバンドとして検出され、抗ヒトのヴィトロネクチン受容体抗体で見ら

れたバンドの lっと分子量がほぼ一致した (Fig.6-6) 0 以上の結果から、エンドウ細

胞壁中には原形質膜と結合するタンパク質が存在し、原形質膜上の 65.0kDaのヴィト

ロネクチン受容体様タンパク質と相互作用している可能性が示唆された。また、今回の
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実験では PVDF膜に転写後の原形質-膜タンパク質の再生処理は、細胞壁タンパク質との

結合にはあ まり影響を与えないことが判った。

第3項 原形質膜ー細胞壁相互作用に対する RGDペプチドの影響

第 2項、の実験から細胞壁可溶化画分中には原形質膜と物理的に相互作用(結合)する

タンパク質が存在することが明らかとなった。そこで本項では原形質膜一細胞壁相互作

用における RGD配列の役割について、細胞壁タンパク質の原形質膜タンパク質への結

合に対する RGDペプチドの影響について調べた。

( 1 )方法

第2項の方法に準じ 、今回は再生処理を行わずに調べることとした。ピオチン化細胞

壁可溶化タンパク質を添加するに先立って、終濃度 20μgハ叫の GRGDSP、GRGESP

ペプチ ドをそれぞれ 1 時間前処理し、対照区は TPBS で同様にインキュベートし、

RGD、RGEペプチドの結合に対する影響を調べた。

( 2 )結果

対照区では第 2項の結-果と同様に 65.0kDaにバンドが認められ、 RGEペプチド処理

では対照区 同様にバンドが認められた。 一方、 RGD ペプチド処理区では原形質膜の

65.0 kDaタンパク質への細胞壁タンパク質の結合が顕著に阻害された。以上の結果から、

細胞壁可溶化タンパク質と原形質膜の 65.0kDaのヴィトロネクチン受容体様タンパク

質と 相互作用には RGD配列が重要であることが明らかとなった (Fig.6-7) 0 即ち、動

物細胞における細胞外マトリクスとインテグリンの相互作用に類似した原形質膜一細胞

壁相互作用がエンドウにおいて存在することが判った。また、第 2項の実験で PVDF膜

に転写 した原形質膜タンパク質の再生処理の有無に関係なく、原形質膜タンパク質と細

胞壁 タンパク質の結合が認められたことについても、本結合が RGDという短いアミノ

酸配列を介して行われているため、タンパク質の変性や、それに伴う立体構造の変化の

影響を受けにくかったものと考えられる。

第4項 アクチン結合タンパク質

動物細胞では膜貫通型のタンパク質であるインテグリンは、細胞外で細胞外マトリク

スと結合するとともに、細胞内で微小管やアクチンをはじめとする細胞骨格系のタンパ

ク質と結合しており、細胞骨格の動的変化や細胞外からの情報伝達に関与していること

が知られている(Edw紅白 1995，Ruslahti and Piershbacher 1987) 0 一方、植物において

もタバコの細胞壁の HRGP が膜貫通型タンパク質を介して微小管と相互作用している

こと が報告されている(Akashiand Shibaoka 1991) 0 そこで本項の実験では、原形質膜

中の細胞骨格と相互作用するタンパク質の存在をピオチン化したアクチンを用いたフア

ーウエスタンプロッティングを用いて調べた。
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( 1 )方法

1 -1 ファーウエスタンブロッティング

ファー ウエスタンブロッティングは第 3項と同様の方法で行った。 SDS-PAGEでエ ン

ドウ原形質膜画分を分離し、エレクトロブトッティングで PVDF膜に転写 した。ブロッ

キング後、ピオチン化アクチンを処理し、アクチン結合タンパク 質をアルカリフ ォス フ

ァターゼ標識したストレプトアピジンを用いて検出した。また、細胞壁 タンパク 質と結

合す る原形質膜タンパク質とアクチン結合タンパク質を比較するため、ピオチン化細胞

壁タ ンパク質を用いた実験も同様に行った O

1 -2 ピオチン化アクチンの調製

市販のヒヨコ骨格筋由来のアクチン (UBI#13-101) をタンパク 質 ピオチン化キット

(Amersham ECL ; RPN2202) を用いてピオチン化した o PBSに対して 4
0Cで 90分間透

析し たアクチンを PBSで 1mg /mlに調製し、アクチン溶液 400μlに文すしてピオチン化

試薬 を 80μl、20X bicarbonateノてッファーを 125μ1、脱イオン水を 1392.5μl、Tween

20を 2.5μl加え、全体積を 2500μlにし、 25
0

Cで 1時間インキュベートした。その後、

4倍量の 1%BSAを含む PBSで平衡化した分子ふるいカラムセフアデックス G25にア

クチ ン溶液を供試、 1ml毎に回収し、 5つの画分を得た (F1'""F5) 0 なお、目的とする

ピオ チン化アクチンについては SDS-PAGE解析の結果、 F2に最も多く含まれているこ

とが判ったので(杉本 1995) 、以下の実験には F2を用いることとした O

( 2 )結果

Fig. 6-8に示したように、ピオチン化細胞壁タンパク質を用いた実験では、第 2、3

1頁の実験結果同様に、推定分子量 65.0kDaにバンドが認められた。一方、ピオチン化

アク チンを用いて解析したところ、メジャーなバンドが 4本(推定分子量 56.3、44.5，

39.6、29.5kDa) と、マイナーなバンドが 2本(推定分子量 89.9、67.1kDa) が認めら

れた O また、ピオチン化細胞壁タンパク質を用いた実験で検出できる、 65.0kDaの位置

にはアクチンの結合を示すバンドは認められなかったが、抗ーヒトのヴィトロネクチン

受容体抗体と相互作用した 6本のバンドのうち 39.7kDaタンパク質はアクチン結合タ

ンパ ク質の 39.6kDa と非常に移動度が類似していた。以上の結果から、エンドウ原形

質膜画分にはアクチンと直接相互作用するタンパク質が複数存在し、そのうちの 1つは

原形質膜のヴィトロネクチン受容体様タンパク質と相互作用する可能性が示唆された O

また 、細胞壁タンパク質と相互作用する原形質膜タンパク質と、原形質膜中のアクチン

結合 タンパク質との分子量が異なったことから、細胞壁一原形質膜ー細胞骨格聞の連結

は原形質膜の単一タンパク質を介したものではないことが判った。一般的に動物細胞で

1細胞外マトリクスの受容体であるインテグリンは分子種によって異なるものの基本的

には α鎖と p鎖のヘテロ二量体で存在、機能しており、分子種によっては α鎖がさらに

S==s 結合した長鎖と短鎖とから構成されていることが知られている (Ruslahti and 
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Piershbacher 1987) 0 このような動物細胞での報告から考えると、 エンドウ原形質膜中

のインテグリンも複数のサブユニットから構成されており、それぞれのサ ブユニットが

細胞外のリガンド結合部位、細胞内の細胞骨格系タンパク質結合部位として伺別に機能

している可能性が考えられる。

第3節まとめ

エンドウ の防御応答の一つであるピサチンの蓄積は、 RGD 配列を含む合成ペプチド

で配列特異的に抑制された o RGD ペプチドによるビサチンー蓄積抑制効果はペプチドの

前処理時間に依存して強くなり、 6 時間の前処理でほぼ水処理レベルまで抑制された

(Fig. 6-1， 2) 0 一方、抑制効果を示すために前処理が必要であった点については、本

来の結合分子と の置換のために時間が必要である可能性が考えられる O また、原形質膜

画分、細胞壁可溶化画分の ATPぉe活性を指標に、 RGDペプチドの invitroでの影響に

ついて調べたところ、 2、20、200μg/ mlのいずれの濃度の RGDペプチドも原形質膜

画分、細胞壁可溶化画分の ATPase活性を全く阻害せず、 RGDペプチドはエンドウの原

形質膜、細胞壁の防御応答に関わる酵素を直接阻害することはなかった (Fig. 6-3) 0 

以上の結果から RGDペプチドはビサチン蓄積を抑制するが、褐紋病菌のサプレッサー

とは異なる作用でビサチン蓄積を抑制する、即ち RGDペプチド本来の作用点である細

胞外マ トリクス(細胞壁)と原形質膜問の連結部位に作用したことを強く示唆する。エ

ンドウ褐紋病菌由来のサプレッサーはエリシターとの同時処理でピサチンの蓄積を抑制

し (Okuet al. 1980， ShiJraishi et al. 1991b， 1994) 、さらにはエリシターの処理後にサプ

レッサーを与えても PALの蓄積が顕著に抑制される(加藤.1993) 0 このような結果も

サプレッサーと RGDペプチドの作用が異なるという考えを支持する O 一方、 RGDペプ

チドが細胞壁一原形質膜聞の結合へ作用し、結合を切ることによってピサチン蓄積を抑

制す るメカニズムについては、 r ( 1 )細胞壁から原形質膜(細胞内)への情報伝達が

阻害 された o (2 )細胞骨格系の再構築等の細胞骨格の安定化が阻害されたo Jの 2点

が考えられる O

エンドウの原形質膜画分中には、原形質膜一細胞外マトリクスの連結に関与するタン

パク質の 1つであるヴィトロネクチン受容体様のタンパク質がウエスタンブロッテイン

グの結果、少なくとも 6本(推定分子量 96.2、86.7、65.0、5l.5、39.7、33.9kDa )認

めら れた (Fig. 6-4) 0 また、ピオチン化細胞壁タンパク質を用いたファーウエスタン

プロッ ティング解析の結果、細胞壁タンパク質と推定分子量 65.0kDaの原形質膜タン

パク質が結合することが明らかとなり (Fig. 6-5) 、ヒトのヴイトロネクチン受容体抗

体で見られたバンドの 1っと分子量がほぼ一致した O また、本結合は RGDペプチドに

よって特異的に阻害された (Fig. 6-6) 。一方、ピオチン化アクチンを用いたファーウ

エスタンブロッテイング解析では、原形質膜画分中に複数のアクチン結合タンパク質(推

定分子量 89.9、67.1、56.3、44.5、39.6、29.5 kDa) が存在したが、細胞壁タンパク質

と相互作用するの.0kDaの原形質膜タンパク質とは結合しなかった。しかしながら、
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ヒトのヴィ トロネクチン受容体抗体と相互作用した原形質膜画分の 6本のバンドのうち

J9.7 kDa タンパク質とほぼ移動度が一致した (Fig.6-7) 。以上の結果から、エンドウ

l京形氏膜中にはインテグリンの lつであるヴイトロネクチン受容体様のタンパク質が存

tし、細胞壁、あるいは細胞骨格と直接相互作用している可能性が示唆された。特に原

彰11膜のヴィトロネクチン受容体様のタンパク質と細胞壁タンパク質-との結合は、動物

綱胞における細胞外マトリクスとの接着同様に RGD配列を認識して行われていること

が判った。 また、細胞壁タンパク質と相互作用するヴィトロネクチン受容体様のタンパ

ク氏と 、原形質膜中のアクチン結合タンパク質が異なったこと、さらには複数のヴィト

ロネク チン受容体様のタンパク質が存在したことから、細胞壁一原形質膜一細胞骨格の

問の結合はタンパク質 1分子を介して行われているのではなく、複数のタンパク質を介

Lて行われているものと考えられた O 即ち、エンドウ原形質膜のヴイトロネクチン受容

下様のタンパク質は本来サブユニットで機能しており、細胞外マトリクスとの結合を担

うタンパク質鎖、細胞骨格系との結合を担うタンパク質鎖等が各々存在し、複合体とし

'機能している可能性が考えられる O

動物細胞では細胞外マトリクスと細胞の結合が、様々な生命活動、例えば、細胞同士

F接着・凝集 (Hynes1992) 、ウイルスの吸着 (Vogelet al. 1993) さらには細胞外から

の情報伝達にも重要な役割を持っている (Ruslahtiand Piershbacher 1987) 0 ヒトの繊維

芽細胞にフィブロネクチンや RGD配列を含む合成ペプチドを与えると、 Rho1、Rac1、

Ras、Rafをはじめとする G タンパク質や、恥1EK、ERK、JNK等の MAPキナーゼカス

ケードを構成するプロテインキナーゼ等の様々な情報伝達関連分子が、インテグリン分

子を中心に集合することが報告されている(Miyamotoet al. 1995 )また、プロテインキ

ナーゼ C の活性化 (Vuori and Ruslahti 1993) 、Na+畑+アンチポーターの活性化

(Schwartz et al. 1991)、チロシンキナーゼの活性化、細胞内のアルカリ化、分泌、分

化の誘導 (Hynes 1992) や、コラーゲナーゼやメタロプロテイナーゼ、ストロメリシン

手の細胞外マトリクス分解酵素をコードする遺伝子の発現等 (Werbet al. 1989) もイン

テグリンを介した情報伝達によって制御されている O

近年、植物においても細胞壁一原形質膜聞の結合とその重要性が報告されている

(Review see; Roberts 1989， 1990) 。タマネギの表皮細胞には Hechtianstrandsと呼ばれ

ているプラズモデスマータとは独立した細胞壁一原形質膜聞の結合が報告されている

(Pont-Lezica et al. 1993) 。また、タバコの培養細胞の細胞骨格の低温耐性には原形質

践の インテグリンを介した細胞壁と細胞骨格の連結が重要であること(Akぉhi and 

~}hibaoka 1991) 、ダイズの細胞を RGDペプチドを含む培地で培養すると細胞分裂や細

t~壁 の構築に以上が生じることが報告されている (Schindler et al. 1989) 。また、植物

リ生理、生長のみならず、エンドウと根留菌 (RhizobiumJeguminos丘rum) との相互作用

には RGD 配列が必要であること (Sw art et al. 1994) 、植物と根頭癌腫病菌

Agrobacterium tumefacience) との相互作用において RGD配列を介した細胞への接着

i)¥病原性に関与しており、接着能が低下した癌腫病菌の系統は非病原性となることが報
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でさ れている (Wagnerand Matthysse 1992) 。このように、異種の細胞ー細胞聞の相互

11にもインテグンが関与していることが考えられる O

司胞壁一原形質膜問の結合に関わる細胞外マトリクスの分子については、タバコの培

日胞、タマネギの表皮細胞については細胞壁の HRGP が結合に関与していると考え

パている(Akashiet al. 1993， Akashi and Shibaoka 1991， Pont-Lezica et al. 1993， 

:)hibaoka 1993) 0 また、 HRGP以外では、動物細胞のヴィトロネクチンに類似した細胞

外タンパク質の存在がタバコ (Zhu et al. 1994) 、ユリ、ソラマメ、ダイズ、 トマトで

よさ れており (Sanderset al. 1991) 、ダイズでは RGD配列を持つタンパク質が単離さ

!している (ωaniet al. 1987) 0 また、ダイズの培養細胞では細胞外マトリクスタンパク

〉みならず、膜貫通型の細胞外マトリクスの受容体であるヴィトロネクチン受容体様

(タンパク質が存在することが報告されている (Schindleret al. 1989) 0 

L ンドウ褐紋病菌の生産するエリシタ一、サプレッサーの受容、特に宿主特異性決定

:= ，j細胞壁が重要である可能性が示唆された。しかしながら、このような仮説は細胞壁

7つ病原菌シグナルの受容後の原形質膜、あるいは細胞内への情報伝達機構の存在なく

ノては成立しない。本章の実験結果から細胞外マトリクス(細胞壁)と原形質膜の結合

エンドウの防御応答に重要な役割を持つことが示唆され、原形質膜上のインテグリン

介 した細胞壁一原形質膜聞の情報伝達系が存在する可能性が強く示唆された O
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Fig. 6-1 Schematic illustration of interactions between extracellular 
matrix (cell wall) and cytoskeleton via plasma membrane protein in 
mammalian and plant cells 
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Fig.6・2Effect of RGD peptide with respect to time after the addition 
before elicitor treatment on the accumulation of pisatin in etiolated pea 
epicotyle. The anlount of accumulated pisatin was determined 18 h 
after treatment 1with distilled water (WC)， 500μg ml-1 elicitor from 
Mycosplzaerella pinodes (E)， 200μg ml-1 hexapeptide GRGDSP (RGD)， 
GRGESP (RGE)， elicitor plus GRGDSP (E+RGD) or elicitor plus 
GRGESP (E+RGE). The epicotyls were pretreated with these peptides 
0， 1， 3 or 6 h before elicitor treatment， respectively. Bar and line 
indicate the mean and standard deviation of results from triplicate 
experiments. 
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Fig. 6.・3Effect of RGD peptide with respect to time after the addition 
before elicitor treatment on accumulation of pisatin in etiolated pea 
epicotyls. The amount of accumulated pisatin was determined 18 h 
after treatment with 500μg / ml elicitor from Mycosphaerella pinodes 
elicitor plus 200μg / ml GRGDSP (包)or elicitor plus 200μg / ml 
GRGESP (11). 'These peptides were treated 0， 1， 3， 6 h before elicitor 
treatment， respe1ctively. The accumulated pisatin in pea epicotyls by 
treatment with eJlicitor was 9.11 + 0.22μg / g.仁wt.The relative values 
of accumulated pisatin are represented as percentage to elicitor 
treatment. Bar and line indicated mean and standard deviation of 
results from triplicate experiments. 
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Fig. 6-4 Effects of RGD peptide on activities of ATPases in the pea 
plasma mem brane (PM) and the fraction solubilized from pea cell 
wall(C明').The assay was carried out at 25

0

C for 20 min in 30 mM  
Tris・九1ES(pH 6.5) in the absence or presence of hexapeptide， 
GRGDSP (RGD~) or GRGESP (RGE) at the concentration of 2， 20 
and 200μg ml-1 by the method of Perlin and Spanswick (1981). Each 
value represents the mean with standard deviation (SD) from 
triplicate experiments. 
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Fig. 6-5 Western blot analysis of plasma membrane proteins from 
pea epicotyls. Olne milligram of protein was separated by SDふ
P AG E and subjected to silver-staining (Iane 1)， or were 
electrophreticall:y transferred to PVDF membranes (Iane 2). The 
boIts were subj目 tedto an immunoblot analysis with a rabbit 
antiserum raised against a human vitronectin receptor. 
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Fig.6・6 Far-W4estern blot analysis of the interaction between ceII 
waII proteins alC1d plasma membrane proteins. One miIIigram of 
plasma membrane protein was separated by SDS・PAGEand then 
were electrophoreticaIIy transferred to PVDF membrane. The 
mem branes were then renatured (Iane 3 and 5) or were not (Iane 2 
and 4). The boIts were subjected to far-western blot analysis with 
biotyniIated BSi¥ (Iane 2 and 3) or ceII waII proteins (Iane 4 and 5). 
Lane 1 indicat4ed the plasma membrane proteins cross圃 reacted
with a rabbit antiserum raised against human vitronectin 
receptor as sho~vn figure 6・5.
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Fig. 6・7 Effect:s of RGD and RGE peptide on the interaction 
between cell walll proteins and plasma membrane proteins. One 
milligram of plasma membrane protein was separated by SDS-
PAGE and then were electrophoretically transferred to PVDF 
membrane. The blots were subjected to far-western blot analysis 
with biotynilated cell wall proteins without (Iane 1) or with prior 
treatment with R.GD (Iane 2) or RGE (Iane 3) for 1 h. 
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Fig.6・8 Far-western blot analysis of the interaction between cell 
wall proteins and plasma membrane proteins. One milligram of 
plasma membrane protein was separated by SDふPAGE and then 
were electrophoretically transferred to PVDF membranes. The 
bolts were subjocted to far-western blot analysis with biotynilated 
cell wall proteins (lane 2) or biotynilated actin (lane 3). Lane 1 
indicated the pIasma membrane proteins cross-reacted with a 
rabbit antiserunl raised against human vitronectin receptor as 
shown figure 6・・5.
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第7章 合成モデルエリシターのエンドウの防御応答、および細胞壁機能

に対する影響

エンドウ褐紋病菌は柄胞子発芽液中に植物の防御応答を誘導するエリシターを分泌す

るが、エリシターのうち l分子が精製され、 Glcs 1-6Manα1-6Manの三糖がセリンを介

してタンパク質鎖と 0--グリコシド結合した、分子量 70，000あるいは 140，000の高分

子糖タンパク質であることが明らかとなっている (Matsubaraand Kuroda 1987; Fig. 7-1)。

本章の実験ではエリシターの構造一活性相関、エリシター活性の最小単位、さらにはエ

リシターの受容体を同定するためのプローブを検索することを目的とし、 Glcs 1-6Man 

a 1-6Manの三糖を単位とする 9種の合成糖ペプチド(合成モデルエリシター)を供試

し、エンドウの防御応答に対する影響を調べた。

第l節合成モデルエリシターの生理活性

第l項 ピサチン蓄積に対する影響

有傷エンドウ組織を褐紋病菌由来の高分子エリシターで処理すると、ファイトアレキ

シンであるピサチンの蓄積が認められる O そこで、ピサチン蓄積に対する合成エリシタ

ーの影響について実験を行った。なお、糖ペプチド(合成モデルエリシター)について

は共立薬科大学の竹田忠紘教授より分譲されたものを用いた (Takedaet al.1994 ; Fig. 7-

2) 0 

( 1 )方法

播種後、 6-7日のエンドウ黄化佐軸の中央部を1.5 cmの長さに切断し、さらに軸方

向に沿って二分し、アルミホイル上に滴下したエリシタ一、合成エリシタ一、および対

照区として蒸留水に切断面が接するようにして置いて、 22+ 2 ocで湿室下で 18時間静

置した。ピサチンの抽出および定量は Masudaet al. (1983)の方法に準じて行ったO 各液

を処理後 18時間後の匹軸をエタノールで固定し、 80ocで 30分間抽出し、抽出液を減

圧下で乾固した。残留分をピサチン定量用の溶媒 50μl に溶解後、 10μl をピサチン定

量に供試した。

処理液組成(終濃度)

水対照区 :脱イオン水

エリシター単独処理区 : 500μg / mlエリシター

合成エリシター単独処理区 : 1 0， 1 00， 1 000μM合成エリシター No.1------9 

( 2 )結果

供試したいずれの合成エリシターもエンドウ黄化肱軸にピサチン蓄積を誘導したが、

ビサチン蓄積量は非常にわずかであり、エンドウ褐紋病菌由来の高分子エリシター程の

活性は示さず、処理した濃度に依存して蓄積量が増加するような傾向も認められなかっ
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た (Fig. 7-3) 。以上の結果から、今回供試した合成エリシターはピサチン蓄積誘導活

性は持つものの、非常に弱いものであることが判った。

第2項 エンドウ褐紋病菌の形態形成に対する影響

無傷エンドウ組織に褐紋病菌由来の高分子エリシターを滴下すると、処理された部分

に局部的な抵抗化が誘導される O そこで無傷エンドウ葉における局部抵抗性に対する合

成エリシターの影響について調べることにした O 本項では局部抵抗性に対する影響を調

べることに先立って、エンドウ褐紋病菌の発芽および穿孔等の形態形成に対して直接的

な影響(毒性)が認められるか否かについて調べた。

( 1 )発芽率、穿孔率の測定方法

エンドウ褐紋病菌の発芽率、穿孔本の測定は Yamamotoet al. (1986)の方法に準じて

行った。発芽率の検定は、エンドウ褐紋病菌柄胞子と褐紋病菌エリシタ一、合成エリシ

ター No. 1-----9、あるいは対照区として蒸留水を混合し、胞子濃度を 5X 105 
spores / ml 

に調製した胞子懸濁液をスライドガラス上に滴下し、 22+2
0

Cで 18時間静置し、コット

ンブルーで染色後、胞子の発芽を光学顕微鏡下で測定した。エンドウ褐紋病菌の穿孔に

ついては褐紋病菌柄胞子と褐紋病菌エリシタ一、合成エリシター No. 1-----9、あるいは

対照区として蒸留水を混合し、胞子濃度を 5X 105 
spores / mlに調製した胞子懸濁液をエ

タノールで細胞を固定した(植物の抵抗反応の影響を除いた)剥離表皮組織に接種し、

22+ 2
0

Cで 18時間静置し、コットンブルーで染色後、胞子の表皮細胞への穿孔を光学顕

微鏡下で測定した。発芽率は発芽胞子/全胞子数、穿孔率は穿孔胞子数/全発芽胞子数

の百分率で表わした O

処理液組成(終濃度)

水対照区 :脱イオン水

エリシター単独処理区 : 500μg / mlエリシター

合成エリシター単独処理区 : 20μM合成エリシター No.1-----9 

( 2 )結果

褐紋病菌エリシターおよびいずれの合成エリシターも褐紋病菌柄胞子の発芽に対して

はまったく影響を与えなかった (Fig. 7-4) 0 一方、穿孔に対する影響については、合

成エリシター No.6以降の分子量の大きいもので若干穿孔を阻害する傾向が伺えたもの

の、さほど顕著な影響は認められなかった (Fig. 7-5) 0 以上の結果から、今回供試し

た合成エリシターは褐紋病菌の形態形成に対する直接的な影響はほとんどないものと考

えられる O

第3項無傷エンドウ葉における局部抵抗性に対する影響
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第 2項の実験結果から、 9 種の合成エリシターは褐紋病菌に対して直接的な影響(毒

性、静菌性)は認められなかった。そこで、合成エリシターの局部抵抗性の誘導の有無

について調べた。

( 1 )感染率の測定方法

エンドウ褐紋病菌の感染率の測定は Yamamotoet al. (1986)の方法に準じて行った。

感染率の検定は、褐紋病菌エリシタ一、合成エリシター No. 1-----9、あるいは対照区と

して蒸留水各々 10μlをあらかじめワックスを脱脂綿で拭きとった無傷のエンドウ黄化

佐軸に滴下し、 2時間静置後、胞子濃度を 10X 105 spores / mlに調製した胞子懸濁液 10

μiを処理液上に滴下し、 22+2
0

Cで 18時間静置し、メタノールで固定後、コットンブ

ルーで染色し、胞子の感染を光学顕微鏡下で測定した。感染三本は感染した胞子/発芽胞

子の百分率で表わした。

処理液組成(終濃度)

水対照区

エリシター単独処理区

合成エリシター単独処理区

( 2 )結果

:脱イオン水

: 500μg / m1エリシター

:20μM合成エリシタ-No. 1-----9 

水対照区では約 40%1の胞子が感染を成立させたのに対して、褐紋病菌エリシター処

理では感染率は約 50/0 にまで低下し、局部抵抗化が誘導された。 一方、合成エリシター

の影響は、合成エリシター No.1は有意な影響は認められなかったが、 No.2処理で感

染率の低下が認められ、 No.3以降の分子量の大きい合成エリシターでは顕著な感染率

の低下が認められた (Fig. 7-6) 。以上の結果から、合成エリシターのうち少なくとも

No. 3以降は局部的な抵抗化を誘導するエリシター(インデューサー)として作用する

ことが判った。また、全体的な傾向として分子量が大きくなるのに比例して、局部抵抗

性誘導活性が強くなる傾向が伺えた。

第4項無傷エンドウ葉におけるスパーオキシドアニオン (02-)生成誘導

第 1、3項の実験結果から 9種の合成エリシターは、ファイトアレキシン誘導活性は

非常に弱いものの、無傷エンドウ葉に対して局部的な抵抗性を誘導する活性を有するこ

とが明らかとなった。このことはエンドウ組織表層での抵抗反応を誘導する活性を持つ

ことを示している O 一方、第 4章の実験結果から無傷エンドウ葉上のエンドウ褐紋病菌

エリシターも速やかに認識され、 02ーが生成され、エンドウの組織表層における初期防

御応答に関与している可能性が示唆された O そこで本項では 9種の合成エリシターのu2

-生成誘導活性について調べた。
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( 1 )方法

第4章の結果よりエリシター処理後 5分以内にブルーホルマザン生成が増高すること

が判ったので、処理 5分後に測定することとした O 褐紋病菌エリシタ 一、 9種の合成エ

リシター、あるいは対照区として蒸留水水を含む NBT反応液 50μiを無傷エンドウ、

ササゲ葉に滴下 し、 5分後に処理液を回収し、 OD560 nmにおける吸光度を測定し、

ブルーホルマザンの生成を定量 した O なお、エンドウによるブルーホルマザンの生成量

の評価は、エリシタ一、合成エリシターによる NBTの還元への直接的な影響を除くた

め、葉に処理 しない反応液におけるブルーホルマザンの生成量を差し引き、検量線に基

ずき処理液下の組織重 1g当たりの生成量を求めた(第 4章参照) 0 

Vol. (μ1) Solvent Final conc.1 

25μg / ml NBT (Wako) 5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 2.5μg/m 

1000μg I rru Elicitor 5.0 ddH20 100μg Iml 

200μM Synthetic Elicitor 
5.0 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 20μM 

No. 1-9 

30 mM Tris-MES (pH 7.6) 40.0 ddH20 

Total 50.0 

( 2 )結果

第4章の実験結果同様に、エンドウ褐紋病菌のエリシター処理では水対照区と比較し

て顕著にブルーホルマザンの生成が上昇した。一方、合成糖ペプチド No. 1、2 につい

ては ほとんど誘導作用は認められなかった O 一方、有意な差はないものの No.3でブル

ーホルマザンの生成を上昇させる傾向があり、 No.4以降の合成糖ペプチドは有意にブ

ルー ホルマザンの生成を上昇させた (Fig. 7-7) 0 また、全体的な傾向として合成糖ペ

プチ ドの分子量が大きくなるのに比例して、ブルーホルマザンの生成誘導活性が強くな

る傾向が伺えた。以上の結果から、合成糖ペプチドのうち No.4以降はu2一生成を誘導

するエリシター(インデューサー)として作用することが判った。

第5項 細胞壁 ATPaseに対する合成モデルエリシターの影響

エンドウ黄化脹軸より調製した細胞壁画分中の ATPase活性はエンドウ褐紋病菌由来

のエ リシターによって活性化される O このようなことから、細胞壁 ATPaseが菌シグナ

ルの認識に関与しているものと考えられる。しかしながら、合成モデルエリシターはエ

ンドウ組織表層における初期防御応答を誘導することが、第 3、4項の結果から明らか

となっ た。そこで本項では合成糖ペプチドの in vitro における作用について細胞壁

ATPase活性を指標に調べた O

( 1 )方法

ATPase活性は無機リン酸の放出量を Perlin加 dSpans wick (1981)の方法に準じて測定
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することによって評価した。合成糖ペプ芳点、褐紋病菌、工リシター、あるいは対照区と

して蒸留水を含む反応液に酵素液添加し、反応を開始した。 25
0Cで 20分間インキュベ

ート後、随時調製した 0.420/0 モリブデン酸アンモニウムと 100/0 アスコルビン酸を 5:1

に混合した発色液を添加し、 25
0Cで 30分間インキュベートし、 OD820 nmにおける吸

光度を測定し、反応液中の無機リン酸の濃度を定量した。酵素活性の評価は細胞壁可溶

化画分を入れない区を設け、 ATP の非酵素的分解および酵素、合成糖ペプチド自体の

発色を差しヲ|いた値を換算式(第 2章参照)に代入して求めた O

Vol. (μ1) Solvent Final conc. 

30 mM ATP川政0) 2.5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 3mM 

30 mM MgS04 (Wako) 2.5 ddH20 3mM 

1000μ g/ml Elicitor 2.5 ddH20 100μ g/ml 

200μM Synthetic Elicitor 
2.5 ddH20 20μM 

No. 1-9 

Solubilized cell wall fraction 
5 30 mM Tris-MES (pH 6.5) 0.1μg 

(20μg jml) 

30 mM Tris-MES (pH 6.5) 12.5 ddH20 

ITO凶 25.0 

(2 )結果

エンドウ褐紋病菌由来のエリシター処理では、第 3章の結果同様に ATPaseの活性化

が認められた。一方、合成糖ペプチド No.1は細胞壁 ATPaseに対して影響を与えなか

った。しかしながら、合成糖ペプチド No. 2、3 は有意な差は認められないものの

ATPぉeを活性化する傾向が認められ、 NO.4'"'--9の合成糖ペプチドは有意に ATPase活

性を上昇させた (Fig. 7-8) 0 次に褐紋病菌エリシターと合成糖ペプチドの混合処理の

影響について調べたところ、ほとんどすべての合成糖ペプチドはエリシター処理による

細胞壁 ATPaseの活性化に有意な影響は与えなかったが、合成糖ペプチド No.3、6、7、

8、9は相加的に ATPase活性を上昇させる傾向が、 NO.5は逆に褐紋病菌エリシターに

よる ATPaseの活性化を抑制するような傾向が認められた (Fig.7-9) 0 以上の結果から、

No. 4以降の合成糖ペプチドは細胞壁 ATPaseに対してエリシターとして作用すること、

さらに合成糖ペプチド No.5は褐紋病菌エリシターと結合部位で競合している可能性が

示唆 された O しかしながら、全般的に今回供試した濃度では褐紋病菌エリシターとの混

合処理の作用は顕著ではなかった O

第2節まとめ

病原微生物の攻撃を受けた植物は、速やかに応答し、数々の防御応答を発現させる。

このような 防御応答の発現は病原菌の襲来を認識することがヲ|き金となる。植物の防御

応答 を誘導するような物質をエリシタ一、あるいはインデユーサーと呼んで、いる O 近年、
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様々な病原菌の培養ろ液、細胞壁あるいは膜成分よりエリシターが分離されてきている

(Darvill and Albersheim 1984， Ebel and Cosio 1994) 0 その中にはダイズ疫病菌の細胞壁

由来のグルカンエリシター (Keenet al. 1983， Yoshikawa et al. 1993) 、病原菌の細胞壁

成分であるキチン断片等の糖エリシター (Harnet al. 1981， Ryan 1988) 、またトマト葉

かび病や炭そ病菌が培地中に放出する糖ペプチドエリシター (Beissman et al. 1992， 

Coleman et al. 1992， Roby et al. 1987) 、 トマト葉かぴ病が感染した細胞問液中に生成さ

れるペプチドエリシター(DeWit and Spikeman 1982， Van den Ackerveken et al. 1993)等、

様々な構成成分からなっている O また、これに加えて植物細胞壁のペクチン断片等、内

性エリシターと呼ばれる植物自身の構成成分がエリシターとなる例も報告されている

(Ryan 1988) 0 また、エリシターの活性最小単位やエリシター活性に必要な構造特異

性についても詳細に研究がなされている。ダイズ疫病菌の細胞壁由来のグルカンエリシ

ターの活性最小単位は [s-D-Glc-(1→6)]5の二番目と四番目の位置に s-1 ，3結合のグル

コースが側鎖として結合した構造であり、構造特異性は極めて高く、側鎖の位置が異な

った場合、あるいは 1-6結合のグルコース一部が他の糖に置き換わった場合には、顕著

なエリシター活性の低下が認められる (Yoshikawaet al. 1993) 0 また、直鎖構造を持つ

α-1，4-アセチルグルコサミンの重合体であるキチン、 α-1，4-グルコサミンの重合体であ

るキトサンのエリシター活性を示す最小の重合度 (DP) は 5 である (Darvill and 

Albersheim 1984， Ebel and Cosio 1994， Ryan 1988) 0 また、内性エリシターである植物細

胞壁由来のペクチン断片のオリゴガラクチュロン酸は DPが 9'"'"'12でファイトアレキシ

ンを誘導するが、 DPが 9以下になると顕著にエリシター活性が低下し、単糖のガラク

チュロン酸では全くエリシター活性を示さない (Darvilland Albersheim 1984， Eberl and 

Cosio 1994， Ryan 1988) 0 このように様々な成分で構成されるエリシターは活性を示す

際に厳密な構造特異性を持っている O

エンドウ褐紋病菌は柄胞子が発芽する際に高分子のエリシターを生産する。褐紋病菌

のエリシターはピサチンの蓄積 (Shiraishiet al. 1978， Yamadaet al. 1989) 、感染阻害因

子の生産 (Yamamotet al. 1986) 、PRタンパク質の発現 (Yoshiokaet al. 1992b) 、スー

パーオキシドアニオン生成(第 4章)等の様々な防御応答をエンドウに誘導する O 褐紋

病菌柄胞子発芽液の高分子エリシター画分には数多くの分子が存在するが、その内の一

分子が単離、精製、構造決定され、 Glcs1-6Manα1-6Manの三糖がセリンを介してペプ

チド鎖、と 0-グリコシド結合した、分子量 70.000'"'"'140. 000の高分子糖タンパク質であ

ることが明らかとなった (Ma臼ubaraand Kuroda 1987) 。本章の実験ではエンドウ褐紋

病菌のエリシターの活性最小単位を調べることを目的として Glcs1-6Manα1-6陥 n の

三糖を基本とした 9種の合成糖ペプチドを用い (Takedaet al. 1994; Fig 7-2) 、エンドウ

の防御応答について調べた o 9種の合成糖ペプチドはピサチン蓄積を誘導したが、ピサ

チン蓄積誘導活性は褐紋病菌エリシターと比較して非常に弱かった (Fig. 7-3) 0 しか

しながら、供試した 9種の合成糖ペプチドのうち No.2~~9 はエンドウ組織に局部的な

抵抗化を誘導し (Fig. 7-6) 、合成糖ペプチド No. 4'"'"'9 はエンドウ組織表層における
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α一生成を誘導した (Fig.7-7) 0 さらに、合成糖ペプチド No.4-----9は invitroにおい

て細胞壁 ATPaseを活性化した (Fig.7-8) 0 また、合成糖ペプチドによる 局部抵抗化、

スーパーオキシドア ニオン生成の誘導、細胞壁 ATPaseの活性化は合成糖ペプチドの分

子量 に依存している傾向が伺えた。以上の結果から、今回供試した合成糖ペプチドのう

ち特に No.4-----9はエンドウ組織表層における防御応答のエリシターとして作用するこ

とが判った。このことから合成糖ペプチド No.4-----9 はエンドウの初期防御応答を解析

する際に有用なモデルエリシターとなりえるものと考えられる。また、合成糖ペプチド

No.4-----9は細胞壁 ATPaseに対しでも褐紋病菌エリシターと同様な作用を有し、その効

果も組織同様に分子量に依存して強くなる傾向があった O この結果は細胞壁 ATPaseの

活性制御とエンドウ組織表層における防御応答が相関している可能性を示しており、合

成糖ペプチド No.4-----9は初期防御応答の解析のみらなず、エリシターの受容体同定の

ためのプローブとして有用であろうと考えられる。

今回の一連の実験結果から、合成糖ペプチドは植物組織表層における局部抵抗化やス

ーノTーオキシドアニオンを顕著に誘導したが、ピサチン蓄積誘導活性は褐紋病菌のエリ

シターと比較して非常に弱いことが判った。このような現象は他のエリシターを用いた

実験でも認められており、エリシター断片の大きさによって誘導される抵抗反応の種類

が異なることが知られている O 例えば、植物細胞壁由来のペクチン断片は重合度が 9-----

12ではファイトアレキシンを誘導するが、重合度が 8以下になると顕著に活性が低下

する (Ryan1988) 0 しかしながら、ファイトアレキシン誘導活性は持たない DP2、3

のガラクチュロン酸は HRGP蓄積を誘導し (Boudartet al. 1995) 、DP2-----6のガラクチ

ュロン酸は PRータンパク質であるプロテイナーゼ阻害タンパク質の蓄積を誘導する

(Ryan 1988) 0 このような報告と考えあわせると、植物表層における抵抗反応の引き

金となる認識装置とファイトアレキシン蓄積に関わる認識装置は機能的にも、分子的に

も異なる可能性が考えられた。一方、今回供試した合成糖ペプチドはファイトアレキシ

ンを誘導する高分子エリシターの一部を人工的に合成したものである (Takeda et al. 

]994)。従ってこれらの糖ペプチドがピサチン蓄積を誘導しなかったことについては、

合成糖ペプチドの大きさ(分子量)、認識部位と結合数、あるいはより複雑な高次構造

がピサチン誘導には必要である可能性が示唆された。この点については将来明らかにさ

れることが必要であろう。
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Fig.7・2 Structures of synthetic glycopeptides numbered from 1 to 9. 
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Fig.7・3Effects of synthetic-glycopeptides on the accumulation of pisatin in etiolated pea epicotyls. 
The assay was carried out by treatment with sterilized water (明'C)，500μg ml-1 elicitor from 
Mycosphael・ellapinodes (E) or synthetic-glycopeptides numbered from 1 to 9 at the concentration of 10， 
100 and 1000μM. The amount of accumulated pisatin was determined 18 h after treatments by the 
method of Masuda et al. (1983). Each value represents the mean of results from three epicotyls per 
treatment. Bar indicates standard deviation (SD). 
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Fig. 7-4 Effects of synthetic-glycopeptides on germination of 
pycnospore of Mycosphaerella pinodes on glass sHde. The suspension of 
M. pinodes-pycnospores was placed 00 glass s1lide in the abseoce or 
presence of 100μg / ml of elicitor (E) or 20μmol synthetic-
glycopeptides numbered from 1 to 9 and incubated at 20 + 2

0

C for 18 
h. The rates of germination and penetration wlere measured under a 
microscope after staining with lactophenol cotton blue by the method 
of Yamamoto et aI. (1986). Each value represents the mean with 
standard deviation (SD) of the results from tripHcate experiments. 
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Fig. 7・5 Effects of synthetic-glycopeptides on penetration through 
ethanol-killed pea epidermis. The suspension of M. pinodes-
pycnospores was placed on ethanol-killed epidermis in the absence 
or presence of 20μmol synthetic-glycopeptides numbered from 1 to 
9 and incubated at 20 + 2

0

C for 18 h. The penetration rate were 
determined under a microscope after staining with lactophenol 
cotton blue by the method of Yamamoto et aI. (1986). Each value 
represents the mean with standard deviation (SD) of the resuIts from 
triplicate experiments. 
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Fig. 7-6 Induction of local resistance on pea epicotyl tissues by 
treatment with synthetic glycopeptides. Test solutions in the absence 
(WC) or presence of 100μg / ml of elicitor (E) or 20μmol synthetic-
glycopeptides numbered from 1 to 9 were placed on surface， and 
incubated at 20 + 20

C for 2 h. After incubation， suspension of M. 
pinodes-pycnospores was placed on the droplet and incubated at 20 + 2 
OC for 18 h. The percentage of infection WalS determined under a 
microscope by the method of Yamamoto et aI. (1986). Each value 
represents the mean with standard deviation (SD) of the results from 
triplicate experiments. 
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Fig. 7・7 Effects of synthetic-glycopeptid<<~s on blue formaza_n-
formation on surface of pea leaves. The assay vvas carried out at 25 oc 
for 5 min in 30 m九fTris-MES (pH 7.6) containing 2.5μg / ml NBT in 
the absence (WC) or presence of 100μg / Inl of the elicitor from 
Mycosphaerella pinodes (E) or 20μ九1of synthetic-glycopeptides 
numbered from 1 to 9. Each value represents the mean with standard 
deviation (SD) from triplicate experiments. 
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Fig. 7・8 Effects of synthetic-glycopeptides on the activities of 
A TPases solubilized from the cell wall fraction of pea. The assay for 
ATPase activity was carried out at 2S

o

C for 20 min in 30 mM  Tris-
MES (pH 6.5) that contained 3 mM  Mg-A TP in the absence (water 
control;明'C)or presence of 100μg I ml elicitor (E)， 20μ九1synthetic-
glycopeptides numbered from 1 to 9. Each value represents the mean 
with standard deviation (SD) of results from triplicate experiments. 
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Fig. 7・9 Effects of the concomitant presence of synthetic-
glycopeptides with Mycosphaerella pinodes圃 elic:itoron the activities of 
A TPases solubilized from the cell wall fraction of pea. The assay for 
ATPase activity was carried out at 2S

o

C for 20 min in 30 mM  Tris-
MES (pH 6.5) that contained 3 mM  Mg-ATP in the absence (water 
control;羽TC)or presence of 100μg ml-1 eHcitor alone (E) or a 
mixture of the elicitor and synthetic-glycopeptides numbered from 1 
to 9. Each value represents the mean with standard deviation (SD) of 
results from triplicate experiments. 
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第8章総合考察

植物病理学において解明されるべき重要な問題の 1つとして、植物一病原菌聞におけ

る宿主特異性決定機構が挙げられる。古 くは Flor(1956) がアマとアマのさび病を用い

て、宿主の感染反応を制御する各遺伝子に対応して、病原菌には病原性を調節する遺伝

子が存在するという"遺伝子対遺伝子説 (Genefor gene theory) "を提唱した。これは

宿主の持つ抵抗性遺伝子 (Resistance gene) と、病原菌の持つ非病原性(力)遺伝子

(Avirulence gene) が遭遇した場合にのみ抵抗反応が引き起こされるというもので、多

くの植物品種と病原糸状菌や細菌のレースにおける相互作用で認められる O この説は分

子レベルでは特異的エリシター・レセプタ一説として発展しており、レース一品種間の

特異性を決定する機構として精力的に研究が進められている O 植物病原細菌では非病原

性遺伝子が数多くクローニングされ、遺伝子対遺伝子説が分子レベルで論議されるよう

になった。一方、植物病原糸状菌においてもトマト葉枯病菌 (Cladosporiumfulvum) が

生産する品種特異的なペプチドエリシターが、本菌の感染を受けたトマトの細胞間液か

ら分離され (rxWitetal.1983) 、遺伝子がクローニングされた (VandenAckervenkan et 

aI. 1993) 0 また、病原菌の非病原性遺伝子に対応する植物の抵抗性遺伝子もトマトで

クローニングされ、タンパク質の相互作用に重要であり、複数のレセプターキナーゼ

(TOfU et al. 1996， Walker 1994) やポリガラクチュロナーゼ阻害タンパク質(Lorenzoet 

aI. 1994) に見られるロイシンに富む繰り返し配列を含む細胞外ドメインを持つタンパ

ク質であった(J0 nes et al. 19 94) 0 さらに、本遺伝子は 1塩基を欠損させることのみに

よって葉かぴ病菌へ抵抗性を示さなくなったと報告され (Joostenet al. 1994) 、レース

品種問の特異性決定機構が分子レベルで明らかとなってきた O しかしながら、病原菌が

植物への感染の過程で生産する物質中にはレース特異的エリシターのみならず、植物の

種、品種に関係なく抵抗反応を誘導する非特異的なエリシターを分泌することは多くの

病原菌で知られており、エリシターを生産しない植物病原菌は存在しない O この事実は

病原菌は少なくとも非特異的エリシターで誘導される宿主の抵抗反応を回避する何らか

のメカニズムを備えていることを強く示唆している O

エンドウ褐紋病菌が宿主エンドウへの感染の過程で柄胞子発芽液中に生産する低分子

糖ペプチドサプレッサーは、同様に発芽液に生産される高分子糖ペプチドエリシターに

よって誘導される防御応答を著しく抑制(遅延)し、さらには本来エンドウには感染で

きない非病原菌の感染も成立させる (Okuet al. 1980， Shiraishi et al. 1991b， 1994， 

Yoshioka et al. 1992b) 0 一方、このサプレッサーは本菌の非宿主に対しては防御応答を

抑制できないだけでなく、逆にエリシターとして作用する (Shiraishiet al. 1991b) 0 本

結果は、サプレッサーは本菌の病原性因子であるとともに、宿主特異性決定因子である

ことを示唆する (Shiraishiet al. 1991b， 1992， 1994， Yoshioka et al. 1990) 0 

近年、褐紋病菌サプレッサーの作用点についての解析が進められた結果、本サプレツ

サーは宿主の ATPぉeを阻害することが明らかとなった O 実際、エンドウ、インゲン、
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ササゲ、ダイズ、オオムギの葉をサプレッサーで処理すると、宿主エンドウの ATPase 

のみが阻害されること (Shiraishiet a1. 1991a) 、さらには P型 ATPaseの阻害剤である

オルトパナジン酸がサプレッサーと同様にエンドウ組織(パナジン酸は他種植物組織の

防御応答も非特異的に阻害する)の防御応答を抑制することが明らかとなった

(Yoshioka et al. 1990， 1992a， 1992b) 0 しかしながら、上記の植物種から調製した原形

質膜画分の ATPase活性は、特異的であるはずの本サプレッサーによって植物種に関係

なく阻害され、組織で見られた特異性は認めらなかった (Shiraishi et al. 1991 a) 0 以上

の知見から、本論文では「宿主特異性決定には植物細胞壁が重要な役割を持っている」

という仮説をたて、植物の病原菌認識、特に宿主特異性決定における植物細胞壁の役割、

特に細胞壁中の ATPaseおよび酸化、還元酵素について注目してこれらの病原菌シグナ

ル応答と特異性決定との関連について解析した。

第2章で示したように、エンドウ、ササゲの黄化座軸より調製した細胞壁画分から

NaCl を用いて細胞壁タンパク質を可溶化した。 11種の指標酵素活性からエンドウ、

ササゲの細胞壁画分への他のオ/レガネラの混入はほとんどないことが判った (Table1-1) 0 

エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中にはある種のフォスファターゼ活性が存在し、

そのうち ATPase活性(細胞壁 ATPase) は褐紋病菌のサプレッサーに対して種特異的な

応答をすることが判った (Fig.2-1) 0 細胞壁 ATPaseは基質特異性、至適 pH、二価イ

オン要求性、薬剤感受性、 SDS-PAGE、およびウエスタンプロッテイング解析から原形

質膜 ATPaseとは異なることを明らかにした (Fig.2-1， 2，3，4， Fig. 3-7，8) 0 また、細

胞壁 ATPaseは褐紋病菌のエリシターで植物種に関係なく、非特異的に活性化された。

一方、サプレッサーは、宿主エンドウ由来の細胞壁 ATPaseのみを阻害し、非宿主ササ

ゲの細胞壁 ATPaseは逆に活性化し、エリシターとしての作用を示した (Pig.2-5) 0 こ

れら病原菌シグナルに対する応答性は可溶化していない細胞壁画分の状態でも保持られ

ており、非宿主植物であるササゲ、インゲン、ダイズの細胞壁 ATPaseもサプレッサー

によって活性化され、サプレッサーに対する細胞壁の応答性は極めて種特異的であるこ

とが判った (Pig.2-6) 0 これらの結果は細胞壁には特有の ATPase活性が存在し、これ

ら病原菌シグナルの受容・認識に重要な役割を担っている可能性を示している O 換言す

るならば、褐紋病菌のエリシタ一、サプレッサーの受容体が細胞壁 ATPaseの近傍に存

在する、あるいは細胞壁 ATPase自体が病原菌シグナルの受容体である可能性強くが示

唆される O

このように、細胞壁 ATPaseが病原菌の認識や宿主特異性に深く関与する可能性が本

実験結果から示唆されたが、実際に細胞壁 ATPaseが機能するためには、細胞壁、ある

いは細胞間液等のアポプラストに ATP が存在している必要がある O しかしながら、

ATPが原形質膜を容易に通り抜けることは考えにくく、また、現在のところ植物におい

て細胞外に ATP をはじめとする高エネルギーリン酸結合したヌクレオチドが存在する

という報告はない。一方、動物細胞ではエキソサイトーシスによって放出される細胞外

のATPが様々な生理作用を持つことが知られている(黒田 1990，Gordon 1986) 0 細胞
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外に放出された ATP の生理的機能は血管の収縮、血小板の凝集、神経情報伝達等が知

られている (黒田 1990，Gordon 1986) 0 細胞外に放出された ATPの作用は細胞表層に

存在する プリン作動型受容体に認識され、アデニル酸シクラーゼやフ ォスフ ォリバー ゼ

Cをは じめとする細胞内情報伝達に関わる酵素の活性調節や (Boyeret al. 1989， Cooper 

et a1. 1989，黒田 1990，Gordon 1986， London and Wolff 1977， Martin and Harden 1989)、

細胞外に触媒部位を持つエクト型プロイテインキナーゼの基質になり、細胞ー細胞間の

相互作用や接着 などの発生分化、形態形成に関わっていると考えられている(黒田

1990) 0 細胞外 ATPは最終的にはエクト型 ATPぉ e、エクト型 5'-ヌクレオチダーゼに

よってアデノシンやアデニンヌクレオチドに分解され、細胞内に再度取り込まれ ATP 

に戻される(黒田 1990) 。植物においても細胞外に ATPが放出されるメカニズムが存

在するのか、また細胞外の ATP濃度がエリシター、サプレッサ一等の病原菌シグナル

によって制御されるのか等今後明らかにすべき課題も多い。

以上のように、細胞壁 ATPaseが病原菌シグナル、特にサプレッサーに対して種特異

的応答性を示すことから、本細胞壁 ATPaseを精製することで、病原菌シグナルの受容

体、あるいはその後の情報伝達に関わる分子複合体(装置)が分離できる可能性が示唆

された。そこで、まずエンドウ細胞壁 ATPaseの精製を試みた。硫安塩析→ATPアガロ

ースカラム→陰イオン交換カラム MonoQの3つの段階を踏んで ATPase活性に富む 2

画分を得た (Fig.3-1， 2) 0 この 2画分の ATPaseはエリシターで活性化され、サプレ

ッサーで阻害され、病原菌シグナルに対する応答性を保持した画分であることが判った

(Fig. 3-3) 0 この結果も病原菌シグナルの受容体と細胞壁 ATPaseが非常に密接な関係

にあることを示している o Native-PAGE で精製度を確認するとともに ATPase、パーオ

キシダーゼ (POX)活性染色を行った。全タンパク質を銀染色したところ、 2画分とも

91.7 kDaのメジャーなバンドと複数のマイナーなバンドが認められた。しかしながら、

興味深いことに ATPase、POX 活性染色の結果、両活性とも銀染色で認められたバン

ドに相当する位置に活性が認められ、 ATPase、POX活性を示すタンパク 質の移動度が

ほぼ同一であった (Fig.3-4) 0 さらに、 HRP抗体を用いた免疫沈降を行ったところ、

本法によって沈殿部に ATPase活性が認められ、 ATPaseは POXと供沈することが判っ

た (Fig.3-5) 0 このことから細胞壁 ATPaseとPOXが複合体として存在する可能性が

強く示唆された。次に、部分精製画分中の ATPase、および POXを同定するため、ウエ

スタンブロッテイング解析を行ったところ、複数の POX:分子が存在し、その中で最も

メジャーなタンパク質は 61.2kDaであった (Fig.3-6) 0 一方、 ATPaseについては緑豆

のATPase抗体および、 FSBAを用いて ATP結合タンパク質の同定の 2つの方法で検出

を試みたところ単一のバンドとして検出され、分子量が 54.9kDaであることが判った

(Fig. 3-7， 8) 。以上の結果から、部分精製 ATPase画分中には複数の POXが存在する

ことが判った。一方、 ATPaseについては緑豆の ATPase抗体と相互作用するタンパク質

と ATP 結合タンパク質が同ーの移動度 (54.9 kDa) に検出されたことから、細胞壁

ATPase の本体は 54.9 kDa のタンパク質であろうと考えられる O 一般的に原形質膜
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ATPaseの分離量は約 100kDaと報告されており (Serrano1989)、細胞壁 ATPaseは諸

性質 (Fig.2-1 ~ 4， Table 2-1)とともに原形質膜 ATPaseとは分子量も大きく異なること

が明らかとなった。植物組織には ATPase、酸性フ ォスファターゼをはじめとするある

種のフォスファターゼが細胞外、細胞壁に存在することは以前から知られていた (Duff

et a1. 1994， Kivilaan et al. 1961， Ricard 1981， Tadano et al. 1993) 0 しかしながら、これら

のフォスファターゼの役割、特に植物と病原菌の相互作用における役割については報告

されていない。さらには細胞壁中で複数のタンパク質(酵素)が機能的複合体、即ち装

置として存在しているという報告は皆無である O 今後、細胞壁 ATPaseをはじめとする

病原菌シグナルの受容にかかわる細胞壁中の認識と情報伝達に関わる装置のメンバーの

特定が必要であろう O

一般的に植物と病原菌の相互作用において、病原菌の認識は植物の原形質膜上におい

てなされると考えられてきた。Phytophthoramegaspermaの生産するオリゴペプチドエリ

シター (Numbergeret al. 1994) 、糸状菌の細胞壁構成成分であるキトサン (Shibuyaet 

al. 1996) 、Phytophthora megasperma の細胞壁から調製した s-グルカンエリシター

(Cheong et al. 1993， Yoshikawa 1983， Yoshikawa arld Sugimoto 1997) 、あるいは

Cladosporium fulvumの AVR9ペプチドエリシター (Kooman-Gersmannet al. 1996) の結

合タンパク質は植物の原形質膜に存在すると報告されている O また、 Fusicoccum

amygda1iの生産するの毒素であるフシコクシン (Korthoutet al. 1994， Johansson et al. 

1993， Lanfenneijer and Prins 1994，伐cking加 dWeiler 1991)、あるいは A1ternariaa1ternata 

の生産する宿主特異的毒素であるM 毒素 (Namiki et al. 1986) 、AK毒素 (Otaniet al. 

1989 )等の病原性に関わる分子の作用点も植物の原形質膜にあると報告されている O 一

方、第 2、 3章の実験結果から、エリシタ一、サプレッサ一等の病原菌シグナルは植物

の原形質膜に到達する以前においても細胞壁で認識されており、特にサプレッサーに対

する種特異的な応答に関わる認識は細胞壁でなされているものと考えられる O 実際、エ

ンドウ褐紋病菌の生産するサプレッサーのうち単離、構造決定されたサプレシン A 

(Sup A) の結合タンパク質について RMD解析したところ、エンドウ細胞壁可溶化画

分中には Sup A と特異的に結合するタンパク質の存在が明らかとなっている(杉浦

1996)。 また、同様の RMD解析からエンドウ褐紋病菌の高分子エリシターに特異的に

結合するタンパク質がエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分に存在すること (Data not 

shown) 、さらにエンドウ組織にピサチンを誘導するナタマメのレクチンであるコンカ

ナパリン A (Con A; Toyoda et al. 1995) の結合タンパク質は原形質膜のみならず、細胞

壁中にも存在し、 ConA アガロースカラムを用いたアフイニティークロマトグラフィー

でエンドウ細胞壁可溶化画分中の ConA 結合タンパク質を分離したところ ATPase、

pox活性が顕著に濃縮されており、 ConAの認識するタンパク質と細胞壁 ATPase、お

よび POXが密接に関連していることが示唆されている (Sugimotoetal.1996) 0 このょ

っに植物の外界からのシグナル認識に関わる分子が細胞壁に存在することが次第に明ら

かになってきており、認識に関わる分子の同定が今後の大きな課題であろう O
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序論にも述べたがエンドウ褐紋病菌の生産するエリシターを無傷のエンドウ組織に滴

下した場合、エリシターは原形質膜や細胞内には移行せず、クチクラ、細胞壁上にとど

まっている。しかしながら、エンドウは速やかにエリシターを認識し、感染阻害因子の

生成とそれに伴う局部的な抵抗化を発現する(高見 1992，Yamamoto et a1. 1986) 0 この

ことは無傷エンドウ組織における病原菌シグナルの受容には細胞壁が深く関わっている

ことを示している。しかしながら、無傷エンドウ組織における抵抗反応については、上

記の感染阻害因子の生成以外は明らかとなっていない。そこでエリシターで誘導される

無傷植物組織における抵抗反応について、特に近年、数多く報告されているスーパーオ

キシドアニオン (02)の生成を指標に調べた。無傷エンドウ、ササゲ葉にエリシター

を滴下すると 5分以内に 02ーの生成が認められ (Fig.4-.2) 、本 02一生成に対してサフ。

レッサーは、宿主エンドウの α一生成は抑制したが、非宿主ササゲの 02-は抑制せず、

逆に単独でu2生成を誘導した (Fig.4-3) 0 さらに、非病原菌の接種でも 10分以内に

u2一生成が認められ、褐紋病菌 OMP-lは宿主エンドウに対してはu2一生成を誘導しな

かった (Fig. 4-4) 0 また、数種の阻害剤の実験から、エリシターで無傷エンドウ、サ

サゲ葉に生成される 02ーの供給には POXが関与していることが判った (Table4-1) 0 

以上の結果からエンドウ、ササゲの初期防御応答に 02ーの生成が関与していることが示

唆され、褐紋病菌 OMP-1は宿主エンドウのu2一生成をサプレッサーを生産することで

回避しているものと推察された。

Oxidative burstと呼ばれる現象は、植物一病原菌間相互作用において数多く報告され

ている o Table 4-3に示したように Oxidative burstの結果生成される活性酸素種の防御応

答における役割については、過敏感細胞死を誘導する第二次シグナル (Beleid et al. 

1993， Doke 1983a， Keppler et a1. 1986， Levine et al. 1994) 、ファイトアレキシン誘導の第

二次シグナル(Doke 1983a， Epperlein et al. 1986) 、全身獲得抵抗性誘導のシグナル

(Chen et a1. 1993， Kauss 加 d leblick 1995) 、直接的な毒性による病原菌への攻撃

(Avef'yanov et al. 1986)等の報告がある O エンドウにおいてエリシター処理、あるい

は非病原菌で葉組織表層に生成される 02-の防御応答における役割について解析したと

ころ、有傷エンドウ組織をエリシターで処理した場合に誘導されるピサチンの落積はア

スコルビン酸、 SOD、タイロン、マンニトール、カタラーゼ等の活性酸素の消去剤で阻

害されることはなく、活性酸素種はファイトアレキシン蓄積には関与していないものと

考えられた(藤井 1997) 0 一方、無傷エンドウ葉にエリシター処理で誘導される局部

的な抵抗化(感染阻害因子生成)は SOD、タイロン、マンニトール、カタラーゼのい

ずれを処理した場合も阻害された(稲田 1997) 0 即ち、エンドウ葉表層で生成される

02-はファイトアレキシン蓄積ではなく、無傷エンドウ葉組織に誘導される感染問害因

子の生成を伴う局部的な抵抗化と密接な関係があるものと考えられる。 02ーの生成によ

る局部的な抵抗化のメカニズムについては、今後さらに詳細な解析を要するであろう O

上記のように無傷エンドウ、ササゲ葉上のエリシターも速やかに認識され、 02ーを生

成することが判った。そこでu2ーの供給源について、細胞壁でエリシターが認識された
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後、細胞壁内で 02 が生成される可能性について調べたところ、エンドウ、ササゲの細

胞壁可溶化画分中には NADH依存性の 02一生成活性が存在した (Fig.5-1) 0 各種阻害

剤の実験から本 02 生成には POXが関与していることが判った (Tableテ1) 0 エンド

ウ褐紋病菌のエリシターはエンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分における 02一生成を非

特異的に上昇させた O 一方、サプレッサーはエンドウにおける α一生成を単独で抑制し、

エリシターとの混合処理ではエリシター処理で上昇する 02-生成を水対照区のレベルに

抑制した。しかしながら、ササゲ細胞壁可溶化画分では、エリシター処理による 02一生

成活性の上昇はサプレッサーの共存下で抑制されないだけでなく、サプレッサー単独処

理においても、逆に 02 生成活性を増高させた (Fig.5・2，3) 0 以上の結果から、エン

ドウ褐紋病菌のエリシターは細胞壁可溶化画分中の 02一生成活性を非特異的に活性化す

るが、本菌のサプレッサーは種特異的に作用すること、つまり細胞壁可溶化画分中の

α一生成活性は病原菌シグナルによって制御されることが明らかとなった。また、以上

の結果は無傷エンドウ、ササゲ葉で見られたu2一生成と酷似している O 即ち、細胞壁可

溶化画分における 02一生成はエンドウ、ササゲの初期防御応答に非常に重要であり、無

傷エンドウ、ササゲ葉を病原菌シグナルで処理した場合に生成されるu2ーの供給に深く

関与している可能性が示唆された。また、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分には

α一生成以外に H202生成、 POX 、アスコルビン酸オキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵

素活性が存在し (Fig.5-4， 7，9， 11) 、リンゴ酸脱水素酵素を除く酵素活性はエンドウ

褐紋病菌のエリシタ一、サプレッサーによって制御されることが判った (Fig.5-5， 8， 10)。

即ち、 「病原菌シグナルの受容体・細胞壁 ATPase-POX ・アスコルビン酸オキシダー

ゼ」といった複合体が細胞壁に存在している可能性が考えられる。この結果から病原菌

シグナルの受容後、活性酸素種の生成をはじめとする細胞外の酸化、還元状態が速やか

に変化することは十分予想される O さらに、このような細胞外の環境変化が細胞内の代

謝にも影響を与えるのではないだろうか。

無傷エンドウ組織において生成される 02ーは局部的な抵抗化(感染阻害因子の生成)

に関与している可能性についてはすでに述べた。このような観点から感染阻害因子生成

のメカニズムについて分離細胞壁画分を用いて解析した(未掲載) 0 エンドウ、ササゲ

の細胞壁画分をエリシターで処理すると 1時間以内に組織で生成される感染阻害因子と

性質が非常に類似した物質の生成が認められた(稲田 1995) 。また、この感染阻害物

質の生成は無傷組織における感染阻害因子の生成と同様に、活性酸素の消去剤でるカタ

ラーゼ、マンニトール、 SOD、タイロンの共存下で顕著に阻害された(稲田 1997)。

いずれの消去剤を用いた場合においても感染阻害物質の生成が阻害された点については、

02-とH202の存在下で Harber-Weiss反応の結果生成される OH-が最終的に重要で、あ

ると考えられる。以上の結果から、細胞壁は病原菌の認識のみならず極めて初期の防御

応答を発現する場としても重要な役割を持つものと考えられる O このようにエンドウ組

織表層でおこる極めて初期の防御応答発現のメカニズムが次第に明らかになってきてお

り、組織や分離細胞壁で生成される感染阻害因子の同定が急がれるところである O
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エンドウ褐紋病菌と植物の相互作用において、細胞壁が病原菌シグナルの受容、ある

いは宿主特異性決定に重要な役割を持つことが第 2、 3、4章の実験結果から示唆され

た。しかしながら、細胞壁における病原菌の認識後、どのような経路で情報が原形質膜、

細胞内に伝達されるのか、あるいはどのような分子が情報伝達に関わっているかについ

ては明らかではない。そこで細胞外マトリクスと細胞骨格の連結に関わる膜貫通タンパ

ク質であるインテグリンを介した細胞壁一原形質膜聞の情報伝達の可能性について調べ

た。エンドウの防御応答の一つであるビサチンの蓄積は細胞外マトリクスとインテグリ

ンの結合に重要な RGD配列を含む合成ペプチドで配列特異的に抑制され、ピサチン苔'

積抑制効果はペプチドの前処理時間に依存し、 6時間の前処理でほぼ水処理レベルに抑

制した (Fig.6-1，2) 。しかしながら、 RGDペプチドは原形質膜、および細胞壁 ATPase

を阻害しなかった (Fig. 6-3)。以上の結果から、細胞壁と原形質膜聞の連結がエンド

ウの防御応答に重要な役割を持つ可能性が示唆された。また、エンドウの原形質膜画分

中には、原形質膜一細胞外マトリクスの連結に関与するタンパク質の 1つであるヴィト

ロネクチン受容体様のタンパク質がウエスタンプロッティングの結果、少なくとも 6本

(推定分子量 96.2、86.7、65.0、51.5、39.7、33.9kDa)認められた (Fig.6-4) 0 また、

ピオチン化細胞壁タンパク質を用いたファーウエスタンプロッティング解析の結果、ヒ

トのヴイトロネクチン受容体抗体と相互作用する原形質膜タンパク質のうちの.0 kDa 

のタンパク質が細胞壁タンパク質と RGD配列特異的に結合すること (Fig.6-5，6) 、細

胞骨格系のタンパク質の 1つであるアクチンと結合する原形質膜タンパク質は複数認め

られ、そのうちの lつはヒトのヴイトロネクチン受容体抗体と相互作用する原形質膜タ

ンパク質のうち 39.7kDaのタンパク質とほぼ一致した (Fig.6-7) 0 以上の結果から、

エンドウ原形質膜中にはインテグリンの 1つであるヴィトロネクチン受容体様のタンパ

ク質が存在し、細胞壁、あるいは細胞骨格と直接相互作用している可能性が示唆された。

特に原形質膜のヴィトロネクチン受容体様のタンパク質と細胞壁タンパク質との結合は、

動物細胞における細胞外マトリクスとの接着同様に RGD配列を認識して行われている

ことが判った。また、細胞壁タンパク質と相互作用するヴィトロネクチン受容体様のタ

ンパク質と、原形質膜中のアクチン結合タンパク質が異なったこと、さらには複数のヴ

イトロネクチン受容体様のタンパク質が存在したことから、細胞壁一原形質膜一細胞骨

格の聞の結合(連絡)はタンパク質 l分子を介して行われているのではなく、複数のタ

ンパク質を介して行われていることが伺えた。つまり、エンドウ原形質膜のヴイトロネ

クチン受容体様のタンパク質は本来サブユニットで機能しており、細胞外マトリクスと

の結合を担うタンパク質鎖、細胞骨格系との結合を担うタンパク質鎖等が各々存在し、

集合体として機能している可能性が高い。

動物細胞では細胞と細胞外マトリクスとの結合が様々な生命活動に重要な役割を持っ

ており、細胞外からの情報伝達にも重要な役割を持っていると報告されている (Hynes

1992， Miyamoto et al. 1995， Schwartz et al. 1991， Vuori andl Ruslahti 1993， Werb et al. 1989 

)。近年、植物においても細胞壁一原形質膜間の結合とその重要性がダイズ、タバコ、
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タマネギ等で報告されており(Akashiet a1. 1993，地ashi加 dShibaoka 1991， Pont-Lezica 

et a1. 1993， Roberts 1989， 1990， Schindler et a1. 1989， Shibaoka et a1. 1993) 、HRGPやヴ

イトロネクチン様細胞外タンパク賀、ヴィトロネクチン受容体様タンパク質等の結合に

関わる分子の存在も報告されている(Akashiet a1. 1993， Akashi加 dShibaoka 1991， Pont-

Lezicaet a1. 1993， Sanders et al. 1991， Schindler et a1. 1989， Shibaoka et a1. 1993) 0 エンド

ウ褐紋病菌の生産するエリシタ一、サプレッサーの受容、特に宿主特異性決定には細胞

壁が重要である可能性が示唆された O しかしながら、このような仮説は細胞壁での病原

菌シグナルの受容後の原形質膜、あるいは細胞内への情報伝達機構の存在なくしては成

立しない。第 6章の実験結果から細胞外マトリクス(細胞壁)と原形質膜の結合がエン

ドウの防御応答に重要な役割を持つことが示唆され、原形質膜上のインテグリンを介し

た細胞壁一原形質膜聞の情報伝達系が存在する可能性が高いものと思われる O 今後、細

胞壁一原形質膜聞の情報伝達機構、あるいは宿主特異性決定のメカニズムの解明が今後

の重要な課題である O

以上のように植物の細胞壁は病原菌シグナルの第一次作用部位であり、病原菌認識、

宿主特異性決定、あるいはその後の防御応答に重要な役割を持つ可能性が強く示唆され、

エリシタ一、サプレッサーの受容体が細胞壁に存在することが想定されるがその実態に

ついては明らかにはなっていない。近年、エンドウ褐紋病菌が柄胞子発芽液中に生産す

るエリシターが精製され、 Glcs 1-6Manα1-6Manの三糖がセリンを介してタンパク質鎖

と G グリコシド結合した、分子量 70，000"-' 140， 000の高分子糖タンパク質であるこ

とが明らかとなっている (Ma岱ubaraand Kuroda 1987; Fig 7-1)。そこでエリシター活性の

最小単位、さらにはエリシターの受容体を同定するためのプローブを検索することを目

的とし、 Glcs 1-6Manα1-6Man の三糖を単位とする 9 種の糖ペプチド (Takedaet a1. 

1994; Fig. 7-2) を合成し、エンドウの防御応答に対する影響を調べた o 9種の合成糖ペ

プチドはピサチン蓄積を誘導したが、ピサチン蓄積誘導活性は褐紋病菌エリシターと比

較して非常に弱かった (Fig. 7-3) 0 しかしながら、供試した 9種の合成糖ペプチドの

うち No.2 "-' 9はエンドウ組織に局部的な抵抗化を誘導し (Fig.7-6) 、合成糖ペプチ

ドNo.4 "-' 9はエンドウ組織表層における 02一生成を誘導した (Fig.7-7) 0 さらに、

合成糖ペプチド No.4 ----9は invi troにおいて細胞壁画分 ATPぉeを活性化した (Fig.7-

8)。また、合成糖ペプチドによる局部抵抗化、 ω一生成の誘導、細胞壁画分 ATPase

の活性化は合成糖ペプチドの分子量に依存している傾向が伺えたO 以上の結果から、今

回供試した合成糖ペプチドのうち特に No.4"-'9はエンドウ組織表層における防御応答

のエリシターとして作用するが、ビサチン蓄積誘導活性は褐紋病菌のエリシターと比較

して非常に弱いことが判った O このようにエリシター断片の大きさによって誘導される

抵抗反応の種類が異なることについては、植物の持つ内性エリシターであるガラクチュ

ロン酸で詳細に調べられている O 植物細胞壁由来のペクチン断片は重合度が 9---- 12で

はファイトアレキシンを誘導するが、重合度(Degreeof polymelization; DP) が 8以下に

なると顕著に活性が低下する (Darvilland Albersheim 1984， Ebel and Cossio 1994， Ryan 
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1988)。しかしながら、ファイトアレキシン誘導活性は持たない DP2， 3のガラクチュ

ロン酸は HRGP蓄積を誘導し (Boudartet al. 1995) 、DP2 ~ 6のガラクチュロン酸は

PRタンパク質であるプロテイナーゼ阻害タンパク質の蓄積を誘導する (Ryan1988)。

このような報告と考えあわせると、植物表層における抵抗反応の引き金となる認識とフ

ァイトアレキシン蓄積に関わる認識は独立して存在、あるいは機能している装置を介し

ている可能性が考えられる O 今回供試した合成糖ペプチドはファイトアレキシンを誘導

する高分子エリシターの一部を人工的に合成したものである (Takeda et al. 1994) 0 従

って、これらの糖ペプチドがビサチン蓄積を誘導しなかったことについては、一定程度

以上の大きさ(分子量)、あるいはより複雑な高次構造が必要である可能性が考えられ

るO この点については将来的にさらに大きな糖ペプチドを合成し、調べる必要がある O

しかしながら、合成糖ペプチド No.4 ~ 9はエンドウ組織表層での初期防御応答の解析

に有用なモデルエリシターとなりえること、さらにはエンドウ組織表層でのエリシター

認識に関わる受容体の同定のための有用なプローブとなりえるものと考えられる O

以上のように、植物の異物認識機構に関わる分子の実態に関する情報はかなり集積し

てきたものと考えられる O 一方、序論にも述べたように、現在見ることのできる植物と

病原菌の関係は、長きにわたる共進化の「結果Jであることは想像に難くない。それは

病原菌の巧妙な戦略とそれに対抗する植物の知恵の結晶であるといえる。しかしながら、

このような高度なやりとり(共進化)の過程を経て残ってきた病原菌も植物に異物とし

て認識されるエリシターを生産する。一方、植物側においても病原性因子の受容体を備

えている。このような自身に対して不利になるような分子を何故生産し続けなければな

らなかったのだろっか?病原菌の持つ非病原性遺伝子の産物と考えられる特異的エリシ

ターは、変異や欠損という比較的単純な変化(進化)によって植物に認識されなくなり、

単一の抵抗性遺伝子導入によって得られた抵抗性品種は、数年のうちにその品種を特異

的に侵すレースの出現が見られるということについてはすでに述べた (Briggsand Johal 

1994) 0 このことは病原菌が自分自身にとって不利な形質は変化させる能力を持ってい

ることを示している O つまり、このような能力を持っているにも関わらずエリシターを

生産するのは、エリシターを分泌せざるを得ない状態、にある、つまりエリシターは病原

菌自身にとって何らかの必須の、もしくは有利になるような因子であるか、あるいは発

芽等の過程で出てくる細胞壁の断片等、回避し難いものであると考えられる。一方、植

物は一見不利な性質である病原菌に感染される性質(病気に，罷る性質)を支配している

病原性因子の受容体を持っているものと考えられる O この点についても病原菌の生産す

るエリシタ一同様に、病原性因子の受容体は、基本的な認識や代謝に関わるタンパク質

等の植物にとって必須の分子、もしくは生存に有利になるような分子であると考えるこ

とができる。従って、このような分子を欠損した場合、植物自身の生命自体が維持でき

なくなるため、不利ではあるものの植物体内で維持され続けているのではなかろうか。

エンバクのヴィクトリア葉枯病菌の生産する宿主特異的毒素であるヴイクトリンの作用

部位は植物の光呼吸に重要なグリシン脱炭素酵素であると報告されている (Navarreand 
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Wolpert 1995， Wolpert et aI. 1996)。一方、エンドウ褐紋病菌はこの点について非常に顕

著な例と思われる。現在褐紋病菌に抵抗性のエンドウ品種については幾つかの報告はあ

るものの(Cl u 10 w et aI. 1991 ， 1992 )、完全に抵抗性品種と呼ぶにふさわしい品種は存

在していない。また、 EMS (Ethyl methane sulfonate)処理し、人為的に突然変異を誘発

させ、得られた植物中にも褐紋病菌に抵抗性を示す品種は存在しなかった (Data not 

show n) 0 つまり、いずれのエンドウ品種もサプレッサーに対する受容体を持っている

ものと考えられる O この点については褐紋病菌の病原性因子であるサプレッサーの作用

点が、植物の基本的な代謝や恒常tf:の維持に関わる ATPaseの阻害にあることを考える

と、抵抗性品種が存在せず、さらに容易に作出出来ないというのは理解に難くない。一

方、病原菌側から見ると、植物にとって必須な分子(タンパク質、酵素)に作用する因

子を進化の過程で獲得したとを考えると、その戦略は驚くべきものであり、そのような

戦略を身につけたものだけが、病原菌として生き残ってきたのかもしれない。

植物の細胞壁はその名の示す通り植物細胞を囲む"壁"であり、植物の形の規定や、

外界からのストレスに対する物理的な障壁として細胞を守るといった静的なものである

と長い間考えられてきた。しかしながら、近年細胞壁に関する詳細な研究がなされるに

連れて、細胞壁には糖類のみならず、様々タンパク質や酵素、あるいはフェノール性の

物質が存在し、今までのイメージとは異なり非常に動的で、生長過程や外界からのスト

レスに対応して劇的に変化することが明らかになってきた (Fryet a1. 1992， Showalter 

1993， Vaner and Lin 1989) 0 植物細胞が伸長、あるいは分裂する際には細胞壁に存在す

るs-1 ，3グルカナーゼをはじめとする細胞壁分解酵素による細胞壁繊維の分解(Fryet a1. 

1992) 、またキシログルカン転移酵素による細胞壁繊維の繋ぎ変え (Nishitani and 

Tominaga 1992) 等が起こること、また細胞壁の酸伸長に関与するエクスパンシンと呼

ばれるタンパク質の存在も明らかにされている (McQueen-Masonet al. 1992) 0 また、

植物ホルモンの 1つであるオーキシン結合タンパク質(Joneset al. 1993， NacDonaId et aI. 

1991)やインシュリン結合タンパク質 (Watanabeand Hirano 1994) 、あるいは動物の上

皮組織成長因子 CEpidermisgrowth factor; EG F) の受容にかかわる EGFファミリーと高

い相向性を持つ、細胞壁結合型プロテインキナーゼ(宣剖ll-~sociate kinase; Wak-1) が細

胞壁に存在するとの報告があり (Heet al. 1996) 、内性シグナルの受容、情報伝達にも

関与しているものと推察される O 一方、植物と病原菌の相互作用においては s-フルク

トシダーゼ (Benhamouet al. 1991) 、 s-1， 3 グルカナーゼ (Benhamou et al. 1989， 

Mauch et aI. 1989) 、キチナーゼ (Benhamou et al. 1990) 、脂質輸送タンパク質

(Nielsen et al. 1996， Molinaet aI. 1993， Pyeeet aI. 1994， Seguraet al. 1993) 等の抗菌性タ

ンパク質が存在し、病原菌の感染やエリシター処理で増加することが知られている O ま

た、病原菌の感染やエリシター処理で細胞壁のリグニン化 (Vanceet al. 1980) や HRGP、

PRGP 等の細胞壁構成タンパク質が細胞壁結合型パーオキシダーゼによって架橋され

(BradJey et aI. 1992) 、病原菌の攻撃に対する物理的な障壁となっている O また、

HRGPについては病原菌の感染やエリシター処理で増加することや (Boudartet aI. 1995)、
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感染部位に 蓄積する こと (0・Connellet al. 1990)、あるいは直接病原菌を凝集させるこ

とが報告されている (MelIonand Helgeson 1982)。 また、細胞壁は外界か らのシグナル

の受容、第二次シグナルの生成の場として機能しているとも考えられている (Ralton et 

a1. 1986)。実際、植物細胞壁成分であるペクチンが、病原菌の持つ酵素に よって分解

されて生じるオリゴガラクチュロン酸は内性のエリシターとして作用し (Darvi11 et a1. 

1984， Harn et a1. 1981， Ryan 1988) 、細胞壁に存在するポリガラクチュロナーゼ阻害タ

ンパク 質は、エリシター活性を持つオリゴガラクチュロン酸の生成に関与していると考

えられている (Cervoneet a1. 1989， Lorenzo et al. 1994) 0 また、植物病原細菌の lつで

ある Pseudomonassyringae pv. syringaeの生産する HarpinPssの受容部位は細胞壁である

こと (Hoyoset a1. 1996) 、細胞壁結合型のプロテインキナーゼは、タバコモザイクウ

イルスの細胞問移行タンパク質をリン酸化することによってウイルスの全身移行を阻害

している (Citovskyet a1. 1993) 等、植物細胞壁は糸状菌、細菌、ウイルスといった様々

な病原体との相互作用において重要な役割を持っている O

従来、植物と病原菌相互作用における出発点は原形質膜にあると考えられ、研究が進

められてきた。しかしながら、植物の構造について考えて見ると、細胞の周りには非常

に厚く、固い細胞壁に固まれており、実際の病原菌の感染の場で起こることを理解する

ためには、細胞壁を無視して考えることは出来ない。本論文の結果を総合的にまとめ、

想定される植物一病原菌問の相互作用のモデルについて Fig.8-1に示した。エンドウ褐

紋病菌の発芽に伴って分泌されるエリシター(非宿主の場合サプレッサー)は細胞壁に

存在する受容体で認識され、受容体と密接に連携している ATPaseの活性化、アスコル

ピン酸オキシダーゼ、パーオキシダーゼの活性化が起こり、パーオキシダーゼによって

触媒される 02-、H202をはじめとする活性酸素種の生成がおこり、感染阻害因子の生

成等の初期の防御壁が形成される O また、受容体で認識された情報はさらに細胞外マト

リクス糖タンパク質であるヴィトロネクチン様タンパク質を介して、膜貫通型受容体イ

ンテグリンファミリーであるヴイトロネクチン受容体様タンパク質に伝達され、さらに

ヴィトロネクチン受容体様タンパク質と結合している細胞骨格系(細胞内)に伝達され、

防御遺伝子の発現、防御応答を誘導しているものと考えられる O 一方、エンドウ褐紋病

菌はサプレッサーを生産することによって、宿主のエンドウの細胞壁 ATPase、アスコ

ルビン酸オキシダーゼ、パーオキシダーゼの活性、さらにはu2一、H2U2をはじめとす

る活性酸素種の生成、感染阻害因子の生成等の初期の防御応答の発現や細胞内への情報

伝達を遮断(遅延)することによって遺伝子発現を伴うような防御応答のをも抑制し、

宿主細胞への感染を成立させているものと推察できる。

以上の結果を総合すると、植物細胞の最外層に位置する植物固有のオルガネラである

細胞壁は病原菌の認識、宿主特異性決定に重要な役割を持っており、さらには病原菌認

識後の防御応答、あるいは防御応答誘導のための第二次シグナル生成の場として重要な

働きをしており、 一方、病原菌の生産する病原性因子であるサプレッサーの作用部位で

もあり、植物細胞の受容性(擢病化)にも関与していることが明らかとなった O 今後、
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実際の病原菌の感染の場で起こる出来事をさらに正確に理解することによって、将来新

たな病害の防除法の確立、具体的には細胞壁における病原菌シグナル(特にサプレッサ

ー)の受容体や防御応答発現に関わるエフェクタ一分子の特定と、それらの改変による

抵抗性品種の作出や、サプレッサーの作用を特異的に打ち消す薬剤の開発等応用的な側

面での研究が重要な課題である O
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02- H202 Infection-inhibitor 

hanne~II~:~11 

Fig. 8-1 Proposal model for signal transduction cascade for defense responses. 
c、札 cell wall; ER， endoplasmic reticulum; NU4C， nuclear; PM， plasma 
membraneAAO， ascobate oxidase; MDAR， monodehydroascobate reductase; 
MDH， malate dehydrogenase; POX， peroxidase; Rl~， a putative receptor for 
elicitor; RS， a putative receptor for suppressor; SOID， superoxide dismutase; 
VLP， vitronectin like protein; VRLP， vitronectin receptor like protein; AA， 
ascorbic acid; DAG， diacylglycerol; IP3， inositol 1，4，5・triphosphate;MDHA， 
monodehydroascorbate; P A， phosphatidic acid; PIP2， phospharidylinositol 4，5・
bisphosphate; LK， lipid kinase; LOX， lipoxygenase; PLA， phospholipase A; 
PLC， phospholipase C; PKC， protein kinase C; CHS， chalcone synthase; P AL， 
phenylalanine ammonia-Iyase 
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摘要

植物一病原菌聞の特異性決定機構の解明は、植物病理学において最重要課題の 1つで

ある。このメカニズムの解明に向けて、エンドウ褐紋病菌と宿主、非宿主植物を用いて

解析した。エンドウ褐紋病菌は柄胞子が発芽する際に抵抗性誘導因子(エリシター)と

特異性決定を担う抵抗性抑制因子(サプレッサー)を生産する O サプレッサーはエリシ

ターによって誘導される複数の防御応答を抑制(遅延)する O 近年、サプレッサーの作

用点の解析が進められ、宿主の ATPase阻害にあることが判った O 実際に、植物葉をサ

プレッサーで処理すると、宿主エンドウの ATPaseのみが阻害されること、さらには p

型 ATPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸がエンドウの防御応答を抑制することが明

らかとなった。しかしながら、数種の植物から調製した原形質膜画分の ATPase活性は、

植物種に関係なく阻害され、組織で見られた特異性は認めらなかった O これらの結果は、

宿主特異性決定には植物細胞壁が重要な役割を担っていることを強く示唆する O そこで、

本研究ではこれら病原菌シグナルの認識機構や植物一病原菌聞の特異性決定における細

胞壁の役割について解析した。

褐紋病菌の宿主エンドウ、非宿主ササゲより細胞壁画分を調製後、 NaCl を用いて可

溶化タンパク質を得た。 11 種のマーカー酵素活性を測定したところ、原形質膜をはじ

めとする他のオルガネラの混入はほとんど認められなかった O 細胞壁可溶化画分中には

薬剤感受性、基質特異性、至適 pH、二価イオン要求性等の諸性質が原形質膜 ATPぉ e

とは異なる ATPase(NTPase) が存在することが判った。本細胞壁 ATPaseは褐紋病菌

のエリシターによって非特異的に活性化され、サプレッサーによって種特異的に制御さ

れた。さらに ATP アガロースカラム、陰イオン交換カラムを用いて部分精製した細胞

壁 ATPaseもエリシタ一、サプレッサーに同様な応答性を持つことが明らかとなった。

このことはエリシターの植物組織に対する非特異的作用、およびサプレッサーの植物の

防御応答に対する種特異的な作用を反映しており、植物細胞壁が病原菌の認識と宿主特

異性決定に重要な役割を果たすこと、さらには細胞壁 ATPぉe自体かその近傍に病原菌

シグナルの受容体が存在する可能性を強く示唆している。

そこで 02一 生成を指標に無傷エンドウ、ササゲ葉における防御応答について調べた。

無傷葉における 02一生成はエリシターで 5分以内に誘導されたが、サプレッサーによ

って種特異的に制御されること、また 02ー は非病原菌接種で生成が誘導されるが、病

原菌接種では誘導されないことが判った。さらに、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画

分中には NADH依存性の 02一生成活性が存在し、 ATPaseとまったく同様に病原菌シグ

ナルに応答性を持つ(エリシターで非特異的に活性化し、サプレッサーによって種特異

的に制御される)ことが判った O このことは無傷エンドウ、ササゲ葉における 02一 生

成と一致しており、エンドウ、ササゲ葉における 02- の生成に細胞壁が深く関与する

ことが判った。また、 α一生成のみならず、エンドウ、ササゲの細胞壁可溶化画分中に

は H202生成、パーオキシダーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素
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活性が存在し、このうちリンゴ酸脱水素酵素活性を除く活性は、エリシタ一、サプレツ

サーによって ATPase と同調的に制御されること、さらにパーオキシダーゼは細胞壁

ATPase と精製過程における挙動が一致することが判った。このことから、病原菌シグ

ナルの認識後、細胞壁における酸化、還元状態、が速やかに変化すること、また酸化、還

元状態の変化に必要な酵素群は細胞壁中で複合体(装置)を形成していることが推察さ

れた。

このように病原菌シグナルの第一義的な認識の場は細胞壁であるものと考えられるが、

多様な細胞応答に結びっくためには細胞壁で認識された情報は細胞内へ伝達される必要

がある O そこで、細胞壁と原形質膜間の情報伝達系の検索を目的とし、細胞外マトリク

スと細胞骨格の連結に関わる膜貫通タンパク質であるインテグリン様タンパク質の有無

を調べ、エンドウの防御応答における役割について解析した O 細胞外マトリクスとイン

テグリンの結合に関与するアルギニンーグリシンーアスパラギン酸 (RGD) の配列を

含む合成ペプチドはエリシターとの同時処理では有意な影響は認められなかったものの、

前処理した場合には前処理時間の長さに依存したピサチン落積阻害が認められた。一方、

RGDペプチドは原形質膜および細胞壁 ATPaseを阻害することはなく、褐紋病菌サプレ

ッサーとは作用は異なった。エンドウ原形質膜中にはインテグリン様タンパク質が複数

存在し、それらのタンパク質中には細胞壁タンパク質、細胞骨格系タンパク質と相互作

用する分子が存在することが明らかとなった。以上の結果からインテグリン様タンパク

質を介した細胞壁一原形質膜(細胞内)間の情報伝達系が存在する可能性が示唆された。

以上のように植物の細胞壁は病原菌シグナルの第一次作用部位であり、病原菌認識、

宿主特異性決定、あるいはその後の防御応答に重要な役割を持つ可能性が強く示唆され

た。一方、エリシタ一、サプレッサーの受容体が細胞壁に存在することが想定されるが

その実態については明らかではない。エンドウ褐紋病菌の生産するエリシターについて

は l分子が精製され、 Glcs 1-6Manα1-6Man の三糖がセリンを介してタンパク質鎖と

G グリコシド結合した、分子量 70，000'"'-' 140， 000の高分子糖タンパク質であることが

明らかとなっている (Matsubaraand Kuroda 1986)。そこでエリシター活性の最小単位、

さらにはエリシターの受容体を同定するためのプローブを検索することを目的とし、

Glc s 1-6Manα1-6Man の三糖を単位とする 9 種の糖ペプチドを合成し、エンドウの防

御応答に対する影響を調べた。エンドウの防御応答について調べた。 9種の合成糖ペプ

チドはピサチン蓄積を誘導したが、ピサチン蓄積誘導活性は褐紋病菌エリシターと比較

して非常に弱かった。しかしながら、供試した 9種の合成糖ペプチドのうち No.2-----9 

はエンドウ組織に局部的な抵抗化を誘導し、合成糖ペプチド No.4-----9はエンドウ組織

表層におけるスーパーオキシドアニオン生成を誘導した。さらに、合成糖ペプチド No.

4-----9は invi troにおいて細胞壁画分 ATPaseを活性化した。また、合成糖ペ プチドによ

る局部抵抗化スーパーオキシドアニオン生成の誘導、細胞壁画分 ATPaseの活性化は合

成糖ペプチドの分子量に依存している傾向が伺えた。以上の結果から、今回供試した合

成糖ペプチドのうち特に No.4-----9はエンドウ組織表層における防御応答のエリシター
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として作用することが判った。このことから合成糖ペプチド No. 4'"'-'9はエンドウの初

期防御応答を解析、およびエリシターの受容体同定の有用なモデルエリシターとなりえ

るものと考えられる O

以上の結果を総合すると、植物細胞の最外層に位置する植物固有のオルガネラである

細胞壁が病原菌の認識、宿主特異性決定の場であり、さらには病原菌認識後の防御応答、

あるいは防御応答誘導のための第二次シグナル生成の場として重要な働きを担うものと

考えられる O また、エンドウ褐紋病菌はサプレッサーを分泌することによりエンドウの

細胞壁 ATPaseやそれと同調的に制御される酵素群の活性を阻害することにより、細胞

内へのシグナルの伝達を阻止(撹乱)し、防御応答の発現を抑制(回避)することによ

って感染を成立させているものと推察できる O
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