
進行型擬似病斑形成変異イネを利用した過敏感細胞死誘導機構の解析

はじめに

アポトーシスとは発生分化，環境ストレス，病原菌感

染により起こる遺伝的にプログラムされた自発的な細胞

死であることが動物において報告されている（Affordら

２０００）．植物と病原菌の関係においてもアポトーシスが誘

導されることが明らかになり，それが病原菌感染により

おこる抵抗反応である過敏感細胞死と同時に起こってお

り（Yaoら２００２），植物のアポトーシス誘導には活性酸素

種が関与していることが報告された（Jabs１９９９）．

最近，擬似病斑を形成する変異体が強い病害抵抗性を

持つことが報告されるようになった（Huら１９９８；Walter

ら１９９３；Dietrichら１９９４；Araseら２０００）．イネにおいて

もそのような擬似病斑を形成する２つのタイプの変異体

が発見されている．１つは褐点類似の擬似病斑を形成する

開始型変異イネで，もう一方は病斑類似の擬似病斑を形

成する進行型変異イネと呼ばれるものである．これまで

に開始型変異イネにおいては擬似病斑形成により核のDNA

崩壊が起こることが報告されている（Takahashiら１９９９）

が，進行型変異イネである関口病斑形成変異イネにおい

てはそのような報告はない．そこで本研究では関口病斑

形成がDNA崩壊やDNase活性の増加を伴ったアポトーシ

ス反応であることを報告する．

材料及び方法

イネいもち病菌胞子をイネ品種関口朝日に噴霧接種し，

湿室・光条件下及び暗黒条件下に所定の時間保った後，

イネ葉を採取し，以下の実験に用いた．

DNA抽出は Tanakaら（２００１）の方法で行った．抽出

DNAは蒸留水に溶解後，２６０nmと２８０nmの吸光度を測定

して，その濃度を算出した．DNA（１０µg）に１／１０量のDye

を加えた後，２％泳動用アガロースゲルのウェルに流し込

み１００V定電圧で泳動した．ゲルは，エチジウムブロマイ

ド（最終濃度０．５µg/ml）による染色と蒸留水による脱色

を行った後，紫外線照射によりDNAの崩壊を観察した．

DNase活性は Xu and Hanson（２０００）の方法に従って検

出した．

アポトーシス検出のためにApopTag�Rfluorescein in situ

apoptosis detection kid（Intergen, Puchase, NY, USA）を用

いた．イネ葉は１％パラホルムアルデヒド溶液を含む PBS

バッファー（５０mM sodium phosphate，２００mM NaCl, pH

７．４）で固定した．５分間 PBSバッファーで洗浄後，室温

で少なくとも１０秒間は組織を Equilibration bufferに浸漬

させた．その後，組織はWorking strength terminal deoxynu-

cleotidyl transferase（TdT）enzymeに浸漬させて３７℃で１

時間培養した．培養後，反応を止めるために stop/wash

buffer中で１５秒間浸漬・振とうさせた．１０分間室温で培養

後，anti-digoxigeninconjugateに浸漬させて，室温，暗黒区

で３０分間培養した．最後に PBSで４回洗浄し，１．０µg/

mlの DAPI（Wako）で染色後，蛍光顕微鏡でアポトーシ

スの有無を観察した．

結 果

イネいもち病菌接種葉に関口病斑形成が誘導される光

照射区では DNAの崩壊は接種６－１２時間までは認められ

なかったが，接種１２－２４時間から崩壊が観察されるよう

になり，接種４８－７２時間には明瞭なラダー様の DNA

崩壊が観察された．しかし，いもち病斑形成が誘導され

る暗黒区や蒸留水処理区では調査したいずれの時間にお

いてもDNA崩壊は認められなかった．さらにDNase活性

は，光照射区の接種葉では経時的に増加し，それは約５６

kDの特異的な DNaseバンドとして観察されたが，暗黒区

の接種葉ではこの特異的バンドは検出されなかった．ま

た，３４kDaの DNaseも接種葉では認められたが，これは

光条件に関係なく観察された．さらに，蒸留水処理葉で

は光照射区及び暗黒区共に両 DNaseの活性は認められな

かった．

イネ細胞のアポトーシス反応を TUNEL法を用いた核

DNAの崩壊の有無により調査した．その結果，イネいも

ち病菌接種葉を７２時間光条件下に保ち，関口病斑を形成

させた組織細胞では核のDNA崩壊を示す白い斑点状のDPI

染色核が観察された．しかし，イネいもち病菌接種葉を

暗黒区に保ち，いもち病斑が形成された組織ではDPI 染

色核は観察されなかった．蒸留水処理葉においても光照

射区及び暗黒区共に，DPI染色核は観察されなかった．

タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミドとクロラムフェ

ニコールあるいは熱処理を行った関口朝日における関口

病斑形成，トリプタミン蓄積，酵素活性及びアポトーシ

ス反応を調査した．その結果，蒸留水前処理葉ではイネ

いもち病菌接種後４８時間で光依存的に関口病斑が形成さ

れ，トリプタミンも約１４０µg/g生葉重の蓄積が認められ
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た．また，クロラムフェニコール前処理葉においても蒸

留水前処理葉と同様に関口病斑が形成され，トリプタミ

ンも約１２０µg/g生葉重の蓄積が認められた．しかし，シ

クロヘキシミドや熱前処理葉では接種後４８時間でも関口

病斑形成は著しく抑制され，トリプタミン蓄積も蒸留水

前処理葉に比べて１／３－１／１０に抑制されていた．また，TDC

活性は蒸留水やクロラムフェニコール前処理葉では接種

後４８時間でそれぞれ高い値を示し，２．１５と１．７５nmol/

mg protein/hであったが，シクロヘキシミドや熱前処理葉

でのそれはそれぞれ０．０２と０．０３nmol/mg protein/hとなり，

蒸留水前処理葉のそれに比較して著しく抑制されていた．

さらに，MAO活性もシクロヘキシミドや熱前処理葉（０．７４

－０．８４nmol/mg protein/h）では蒸留水やクロラムフェニ

コール（２．１８－２．３６nmol/mg protein/h）前処理葉のそれに

比較して値が１／２－１／３に減少していた．シクロヘキシミ

ドや熱処理により関口病斑形成が抑制されたイネ葉では，

DNA崩壊や DNase活性も対照である蒸留水前処理葉のそ

れと比較して著しく抑制された．また，TUNELによる核

DNAの崩壊を示す核の DPI染色も陰性反応を示した．し

かし，関口病斑形成が抑制されなかったクロラムフェニ

コール前処理葉では対照の蒸留水処理区と同程度の DNA

崩壊やDNase活性が観察されただけでなく，TUNELによ

る核染色も陽性反応を示した．

考 察

DNAの崩壊や DNase活性の増加を伴った自発的な細胞

の死はアポトーシスと呼ばれている．アポトーシスは形

態形成，変態，組織の恒常性及び病原菌感染で重要な役

割を果たしており，その誘導には活性酸素種が関与して

いることが報告されている（Afford and Randhawa ２０００，

Jabs １９９９）．活性酸素種の１つである過酸化水素は，病

原菌感染植物における過敏感細胞死の誘導に重要な働き

をしていることはよく知られている．最近，Yaoら

（２００２）は動物細胞で起きているアポトーシス同様の反応

がエンバク冠さび病菌の非親和性レースに感染したエン

バクにおいても起こっており，過敏感細胞死とアポトー

シス反応がほぼ同時に起こっていることを報告した．イ

ネいもち病菌に対する関口朝日の光依存的抵抗性を示す

関口病斑の形成部位ではDNA崩壊やDNase活性の増加が

観察された．一方，細胞質のタンパク質合成阻害剤であ

るシクロヘキシミドや熱前処理により関口朝日葉の光依

存的関口病斑形成やトリプタミン経路の発現を抑制する

と DNA崩壊，DNase活性や核 DNAの崩壊はいずれも抑

制された．このことは，シクロヘキシミドや熱はトリプ

タミン経路の特異的阻害因子ではないが，関口朝日での

光依存的な関口病斑形成がトリプタミン経路に依存した

アポトーシス様の反応である可能性を示した．
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