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研究成果の概要(和 文):植 物は移動することができないために、病害虫の攻撃から退避できな

い。 しかし、植物体内では病原菌感染に抵抗するシステムを備えてお り、それ らは植物免疫 と

呼ばれている。本研究では、植物の細胞表面において植物病原菌細胞壁由来成分であるキチン

オ リゴ糖を認識する受容体(キ チンオ リゴ糖エ リシター受容体)が どのようにオ リゴ糖を認識

し、その情報を細胞内に伝えているかを明らかにするために、受容体細胞外 ドメインの機能構

造解析を試みた。

研究成果の概要(英 文):

survival.

Plants need to confront a great variety of fungal pathogens for their

In response to fungal attacks,
known as a plant innate

plants have evolved various defense mechanisms,
immunity, to thwart or limit these infections. In this study, we

tried to clarify relationships between structure and function of extracellular domains of the

plant chitin elicitor receptors.
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1.研 究 開始 当初 の背景

植物 は、一定の場所か ら移動す ることがで

きず 、病害虫に よる攻撃か らか ら退避 す るこ

とができない。 しか し、少な くとも植 物病原

菌 の感染 に対 して、植 物免 疫 と呼ばれ る抵 抗

システ ムを備 えてお り、本研 究開始 当初その

分子機構 が明 らかに されつつ あった。研 究 を

開始す る段階 までに、植 物病原 菌の細胞壁 の

構成成分 であ り、病害抵抗性 を誘 導す るキチ

ンオ リゴ糖 エ リシター に対す る植 物 細胞 表

面 の受 容 体 と して 、2種 の 受 容 体 遺 伝 子

CERK1(Chitinelicitorreceptorkinase1)

とCHRK1(Chitinase-relatedreceptor

kinasel)が 同定 されていた。また、直接 キ

チ ンオ リゴ糖エ リシ ター の受 容 を担 う受容

体タンパ ク質 の細胞外 ドメイ ンは、ア ミノ酸

配列 の相 同性解析 の結果 か らLysMド メイ ン

とクラスV型 キチナーゼ ドメイ ンであるこ と

が明 らかに され た。 一方 申請者 はLysMド メ

イ ンを もつ植物 キチナーゼを単離 し、ITC(等

温滴 定熱 量計)やNMR(核 磁気共鳴分析計)

に よる解析 の結果 、この ドメイ ンがキチ ン結

合 ドメイ ン として機 能 す る糖質 結合 モ ジ ュ
ール であ ることを報告 していた。 また、植物

の クラスV型 キチナーゼ の結 晶構造解析 に初

めて成功 し、そ の立体構造 を明 らかに してい

た。

2.研 究 の 目的

植物病原 菌の植物 への感染 時、キチ ンオ リ



ゴ糖エ リシターの受容によって開始 され る
一連の病害応答の分子メカニズムの解明は

、

受容体遺伝子の同定により端緒を得た。本研
究ではLysMド メインとクラスV型 キチナー
ゼの構造骨格を有 し、植物の細胞表面におい

て直接キチンオ リゴ糖エ リシターの結合に

関与す る受容体の細胞外 ドメイ ンの立体構
造を決定するべ く、それらの組換え型 タンパ

ク質を調製すること、結晶化と結晶構造解析

お よび キチンオ リゴ糖結合様式を明らかに

することを目的 とした。これまでにキチンオ
リゴ糖の受容体の機能解析に関す る研究は、

専 ら受容体遺伝子に変異 をもつ植物の表現
型から推測 され るに留まっている。それ故、

X線 結晶構造解析によりエ リシター受容体と

キチンオ リゴ糖の相互作用機構を原子 レベ
ルの解像度で決定すること、また生化学的お

よび物理化学的実験手法に より両者の結合
の詳細を調べることにより、エ リシターの受

容から、受容の情報を細胞内へと伝達する仕

組みを理解できるものと考えられた。

3.研 究 の方法

(1)Thioredoxin-LysMド メイ ン融合 タンパ

ク質 の発現お よび融合 タンパ ク質 のキチ ン

結合活性評価

CHRK1の 細胞外 に存在 す る三つのLysMド メ

イ ン(LysM1～3)と チオ レ ドキシ ンとの融合

タンパ ク質 を発 現す るプ ラス ミ ドを構 築 し、

大腸菌BL21(DE3)に よ り発 現 させた。可溶性

タンパ ク質 として発現 され た各融合 タンパ

ク質 のキチン ビー ズに対す る結合活性 を調
べ た。

(2)プ ロテアーゼ を用いた融合タ ンパ ク質

の切断後 、カ ラム クロマ トグラフィーに よ り

LysM2を 単離す ることは困難 であった。 この

こ とか ら、LysM2を キチ ン結合 ドメイ ンーイ ン

テイ ン との融合 タンパ ク質 として発現 させ

た後 、DTTに よるキチ ンカ ラム上でのon

columnプ ロテイ ンスプ ライシ ングに よって

LysM2の 単離 を行った。

(3)安 定 同定体15Nラ ベル化LysM2の 調製 、
1H-15NHSQCス ペ ク トル測定お よびキチ ンオ リ

ゴ糖滴定実験
15NNH4Clを 含 むM9最 小培地でLysM2融 合 タ

ンパ ク質 を発現 させ 、15Nラ ベル化LysM2を

精製 した。0.1mMに な るよ うにLysM2を 濃縮

後 、NMRに よるIH-15NHSQCス ペ ク トル測定 を

行 った。 また、NMRサ ンプルに徐 々キチ ンオ

リゴ糖 を添加 し、NMRシ グナルの変化を調 べ

た。

(4)CHRK1細 胞外 ドメイ ンの発現系の構 築

Thioredoxinと の融合 タンパ ク質 として

CHRKI細 胞 外 ドメイ ンを発 現 させ た。様 々な

大腸菌株 を用 いて発現条件 の検討 を行 った。

融合 タンパ ク質 の精製 はNiア フィニテ ィク
ロマ トグラフィーお よび ゲル濾過 クロマ ト

グ ラフ ィーに よって行 った。

4.研 究成果

(1)Thioredoxin-LysMド メイ ン融合 タンパ

ク質 とキチ ン ビー ズ との結 合実 験 を行 った

結果 、N末 端側 か ら2番 目のLysMド メイ ン

(LysM2)の みがelutionfractionに 検 出 さ

れ 、キチ ン と比較的強 く結合す るこ とがわか

った(図1)。 最近(2012年)、Liuら はcERK1

の細胞外 ドメイン とキチンオ リゴ糖4糖 との

複合 体構 造をX線 結 晶構造解析 によ り決定 し

た。複合体構造 にお いて、キチ ンオ リゴ糖 は

LysM2に のみ結合 してい るこ とが わかった。

以上の ことか ら、CERK1の 細胞外 に存在す る

三つのLysMド メイ ンの内、少 な くともLysM2

は キチ ンオ リゴ糖 に対 す る結合 能 を示す こ

とがわかった。

LysM2LysMILysM3

(kD・)yAPWEAPWEAPWE

97.0_

66.0/

45.0・

30,0-__

20.1

1441'

＼7
=

黙

㈱ 辮8囎9と 『6騰 簡81f「adi°n;
Thearrowsindicate血 」sionproteins

(図1)チ オ レ ドキ シ ンーLysM融 合 タ ンパ ク

質 の キ チ ン結 合 能 評 価

(2)LysM2を キチ ン結合 ドメイ ンーイ ンテイ

ン との融合 タンパ ク質 と して発 現 させ た後、

DTTに よるキチ ンカ ラム上でのoncolumnプ

ロテイ ンスプ ライ シ ングを行 うこ とに よ り、

LysM2を 電気 泳 動 的 に単 一

に まで精 製す るス キー ムを

構築 した(図2)。 この精製

ス キー ムは プ ロテア ーゼ を

使 用 しない で 目的 タ ンパ ク

質 を融 合 タンパ ク質 か ら単

離 す るこ とがで き る こ とか

ら、LysMド メイ ンの様 な分

子 量が小 さく、またプ ロテア
ーゼ の非 特異 的分 解 を受 け

や す い タ ンパ ク質 の単離法

と して有 効 であ る こ とがわ

かった。

(図2)LysM2の 精製
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(3)15Nラ ベル化LysM2の1H-15NHSQCス ペ

ク トル を測 定 した(図3)。 次 にLysM2溶 液

にキチ ンオ リゴ糖6糖 を徐 々に加 えていき、

LysM2の ア ミノ酸残基に 由来す るNMRシ グナ

ル が糖 濃 度依 存 的 に変 化す るか ど うか調 べ



た。その結果幾つかのシ グナル の濃度 依存的

な移動 がみ られ たこ とか ら、本 実験で作製 し

たLysM2に キチ ンオ リゴ糖6糖 が結合 す るこ

とが示唆 された。また、溶液 状態での相 互作

用 が確認 された こ とか ら、今後LysM2の15N

お よび13Cに よるラベル化、LysM2の 三次元

NMR測 定、NMRシ グナルの各ア ミノ酸残 基へ

の帰属 とNMRシ グナルの変化量の定量 を行 う

こ とによ り、結合様 式の詳 細が明 らかにな る

もの と思 われた。

(4)CHRK1細 胞 外 ドメ イ ン単 独 を大 腸 菌 を

用 い て発 現 させ る こ とは で き な か っ た。 そ の

た めThioredoxinと の 融 合 タ ン パ ク 質

(Trx-CHRK1)と し て発 現 させ た 。 発 現 用 の 大

腸 菌 株 と して 、Origami(DE3)、Rosetta2(DE3)

お よ びBL21(DE3)を 用 い た 結 果 、

Rosetta2(DE3)お よ びBL21(DE3)で の み

Trx-CHRK1の 過 剰 発 現 が確 認 され た。 ま た 、

BL21(DE3)を 用 い て 低 温(18°C)で 発 現 させ

た時 のみ 、可 溶性 タ ンパ ク質 と して発 現 され

る こ とが わ か っ た(図4)。

(kDa)MTSPTPSTPS

66.4-

39.2_9

26.1

22.87

14.3

'

,
'
も
ら
雪
⊆

。

蕊
カ

嚇 ご;

T,totalprotein;P,insolubleprotein;S,solubleprotein.

(図4)異 な る 温 度 で のTrx-CHRK1の

BL21(DE3)に よ る 発 現

可溶性各分 に発現 され たTrx-CHRKIは 、Niア

フ ィニテ ィ クロマ トグラ フィー お よびゲル

濾過 クロマ トグラフィー によ り、電気泳動的

に均 一 なま で に精 製 し

た(図5)。 この精 製

Trx-CHRKIは そ の ま ま

も しくはプ ロテ アー ゼ

処理 に よるタグ除去後 、

結 晶化 や キチ ンオ リゴ

糖 との相 互作 用解 析 に

利 用 で き るもの と思 わ

れ た。

(図5)Trx-CHRK1の 精

製
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