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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ニジュウヤホシテントウ由来のHAMP (herbivore-associated 
molecular pattern)を精製し、その構造を決定することを第一の目的とする。テントウの吐き戻し液成分の中に
ROS生産を誘導する物質が存在することを見出した。大量のニジュウヤホシテントウの吐き戻し液から、各種カ
ラムを用いてROS誘導活性画分を精製・収集した。精製した活性成分をLC-MS/MS解析した結果、分子量1,000以下
の化合物であり、この精製画分でベンサミアナタバコ葉を処理すると、ROS生産およびMAPK活性を一過的に誘導
することが示された。

研究成果の概要（英文）：In this research project, the primary purpose of this study is to purify 
HAMP (herbivore-associated molecular pattern) from oral secession from Henosepilachna 
vigintioctopunctata and to determine its structure. We found that there is a substance that induces 
ROS production in the oral secession of the ladybird. The ROS-inducing active fraction was purified 
and collected from a large amount of the oral secession using various columns. As a result of LC-MS 
/ MS analysis of the produced active ingredient, it was found that the compound had a molecular 
weight of 1,000 or less, and that treatment of Nicotiana benthamiana leaves with this fraction 
transiently induced ROS production and MAPK activity. 

研究分野： 植物免疫学

キーワード： 植物免疫　虫害抵抗性　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
咀嚼昆虫が抵抗性誘導物質を生産する例が報告され、HAMPs (herbivore-associated molecular patterns) と呼
ばれるようになってきた。しかし、咀嚼昆虫に対する植物免疫機能の実態は依然としてよくわかっていない。テ
ントウの吐き戻し液成分の中にペルオキシダーゼを活性化する物質が存在することを見出した。本研究課題で
は、ニジュウヤホシテントウ由来のHAMPを精製し、その構造を決定することを第一の目的とする。本研究の成果
によって、咀嚼昆虫と植物間における新たなシグナルネットワークの発掘を可能にする先駆的モデルを提示する
とともに、病害虫抵抗性付与の戦略を構築する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

咀嚼昆虫が抵抗性誘導物質を生産する例が報告

され、HAMPs (herbivore-associated molecular patterns)

と呼ばれるようになってきた（図１）。しかし、咀

嚼昆虫に対する植物免疫機能の実態は依然として

よくわかっていない。この大きな理由として、

HAMPs の同定例が少ない上に、植物の遺伝子操作

の煩雑さが主な原因であると考えられる。 

 本研究は、担当学生による実験上のミスに端を発

している。ニジュウヤホシテントウを抵抗性であるベンサミアナ葉に放飼した後、DAB (3,3’-

diaminobenzidine) 染色をして活性酸素種 (ROS) の生成を観察する予定であった。しかし、手違

いで放飼する前に葉に水を注入してから DAB 染色

したところ、ROS 蓄積を示す褐色が摂食痕周辺に

広がっていた（図２右）。この手違いから、担当学

生はテントウの吐き戻し液成分の中に細胞壁のペ

ルオキシダーゼを活性化する HAMP 様物質を発見

したのである。ベンサミアナの遺伝子は、ウイルス

ベクターを用いて容易にサイレンシングすること

が可能であり、一方、ニジュウヤホシテントウの遺

伝子は、２本鎖 RNA を摂食させることで効率よく

サイレンシングすることが可能であることから、テントウ−ベンサミアナのシステムは病害虫−

植物間相互作用研究の格好のモデル系であると考えられる。これらの背景を基に、本研究では報

告例が極めて少ない HAMP の精製・構造決定に挑むことを計画した。 

 

２．研究の目的 

 

咀嚼昆虫に対する植物免疫機能の実態は依然としてよくわかっていない。ニジュウヤホシテ

ントウによって加害されたベンサミアナ葉では、細胞壁のペルオキシダーゼに依存した ROS が

生成され、抵抗性が誘導される。さらに、テントウの吐き戻し液成分の中にペルオキシダーゼを

活性化する物質が存在することを見出した。本研究課題では、ニジュウヤホシテントウ由来の

HAMP を精製し、その構造を決定することを第一の目的とする。本研究の成果によって、咀嚼昆

虫と植物間における新たなシグナルネットワークの発掘を可能にする先駆的モデルを提示する

とともに、病害虫抵抗性付与の戦略を構築する。 

 

３．研究の方法 

 

ニジュウヤホシテントウは、摂食する過程で HAMP を分泌する。この分泌液画分で処理する

と、DAB 染色による ROS 誘導が確認された。この ROS 蓄積は、細胞壁ペルオキシダーゼ阻害

剤である SHAM (Salicylhydroxamic acid) によってほぼ完全に阻害された（図３）。粗抽出液に含

まれる HAMP の精製を進めるため、粗抽出液にエタノールを加え、遠心分離して上清液を回収

図１．害虫に対する免疫応答 

図２．DAB による ROS の染色 



し、水に溶解した後に酢酸エチルを重層して水相

画分を得た。ブタノール可溶画分を用いてアッセ

イした結果、ベンサミアナ葉において ROS 生成活

性が認められた（図３）。 

 この粗精製物を大量のニジュウヤホシテントウ

の吐き戻し液から集め、粗抽出液にエタノールを

加え、遠心分離して上清液を回収し、水に溶解した

後に酢酸エチルを重層して水相画分を得た（図

４）。ブタノール可溶画分を用いてアッセイした結

果、ベンサミアナ葉において ROS 生成活性が認め

られた。この活性画分をさら

に各種カラムを用いて ROS

誘導活性画分を精製・収集

し、構造決定に供試した。 

 

 

 

４．研究成果 

 

ニジュウヤホシテントウによって加害されたベンサミアナ葉では、細胞壁のペルオキシダー

ゼに依存した ROS が生成され、抵抗性が誘導される。さらに、テントウの吐き戻し液成分の中

にペルオキシダーゼを活性化する物質が存在することを見出した。本研究課題では、ニジュウヤ

ホシテントウ由来の HAMP を精製し、その構造を決定することを第一の目的とした。粗抽出液

に含まれる HAMP の精製を進めるため、粗抽出液にエタノールを加え、遠心分離して上清液を

回収し、水に溶解した後に酢酸エチルを重層して水相画分を得た。ブタノール可溶画分を用いて

アッセイした結果、ベンサミアナ葉において ROS 生成活性が認められた。この粗精製物を大量

のニジュウヤホシテントウの吐き戻し液から集め、各種カラムを用いて ROS 誘導活性画分を精

製・収集した。精製した活性成分を LC-MS/MS 解析した結果、分子量 1,000 以下の化合物であっ

た。 

SIPK および WIPK は MEK2 によってリン酸化される MAPK で、さまざまな防御応答の制御

に関与することが知られている。また、SIPK は転写因子である WRKY8 をリン酸化し、ROS バ

ーストやファイトアレキシン生合成に関与する遺伝子の発現制御など、病害抵抗性において重

要な反応を制御していることが知られている。さらに、ニジュウヤホシテントウの食害抵抗性に

MEK2-SIPK/WIPK が関与すること、SIPK/WIPK のリン酸化が食害時に誘導されることが明らか

になっている。抗リン酸化 MAPK 抗体を用いてウエスタン解析を行い、HAMP が SIPK/WIPK を

活性化するのかを調べた。部分精製した HAMP 溶液、および MAPK を一過的に活性化すること

で知られる細菌のべん毛タンパク質である flg22 を 1 μM に調整し、これらの水溶液をベンサミ

アナ葉に注入した。注入後、経時的にサンプリングし、タンパク質を抽出して SIPK/WIPK のリ

ン酸化を調べた。その結果、HAMP 処理 30 分後に一過的で強い SIPK のリン酸化が検出された

（図５）。これらの結果より、ニジュウヤホシテントウの HAMP によって強い免疫応答が誘導さ

れる事が明らかになった。 

図４．HAMP 粗精製のフローチャート 

 

図３．SHAM による ROS の阻害 
テントウの吐き戻し液処理によって誘導され

る ROS 生産は、細胞壁ペルオキシダーゼ阻害

剤である SHAM によって阻害された。 
 



 

図５．HAMP による MAPK の活性化 
テントウの HAMP、細菌の flg22 または水 (Mock) でベンサミアナ葉を処理し、抗 p42/44 抗体で

SIPK/WIPK のリン酸化を検出した。NT は未処理葉からのサンプルを示す。 
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