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研究成果の概要（和文）：難防除である土壌伝染性病害の根こぶ病などの攻撃に対するハクサイ

の根部および地上部の防御応答を、モデル実験植物の情報を利用しつつ、代表者が整備したハ

クサイゲノムリソースと、これを用いたハクサイマイクロアレイ解析により明らかにした。ま

た、根部における病害防御応答を中心に重要遺伝子およびマーカー遺伝子を得、その機能解析

を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：To	
 perform	
 comparative	
 sequence	
 and	
 transcriptome	
 analyses	
 between	
 
Brassica	
 rapa	
 and	
 Arabidopsis	
 thaliana,	
 we	
 prepared	
 a	
 B.	
 rapa	
 cDNA	
 microarray	
 using	
 cDNA	
 
clones.	
 The	
 gene	
 expression	
 during	
 infection	
 with	
 fungal	
 pathogen	
 Plasmodiophora	
 
brassicae	
 and	
 treatments	
 with	
 signaling	
 molecules	
 was	
 analyzed	
 using	
 10	
 K	
 B.	
 rapa	
 and	
 
Arabidopsis	
 cDNA	
 microarrays.	
 The	
 expressed	
 sequence	
 tag	
 (EST)	
 and	
 microarray	
 data	
 
provide	
 a	
 valuable	
 resource	
 for	
 functional	
 genomics	
 on	
 the	
 crops. 
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
２００９年度 1,500,000	
 450,000	
 1,950,000	
 

２０１０年度 1,000,000	
 300,000	
 1,300,000	
 

２０１１年度 1,000,000	
 300,000	
 1,300,000	
 

年度 	
 	
 	
 

	
 	
 年度 	
 	
 	
 

総	
 計 3,500,000	
 1,050,000	
 4,550,000	
 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科,細目：農学,植物病理学 
キーワード：マイクロアレイ、植物、ストレス、植物免疫、土壌病害、シグナル伝達、ハクサ

イ、遺伝子発現解析	
 	
 	
 

 
１．研究開始当初の背景 
	
 根こぶ病、黄化病などの土壌伝染性病害に
対するハクサイの防御応答機構については
(1)主たる感染場面が土壌中であること、(2)
ハクサイのゲノムリソースおよび解析ツー
ルの整備が遅れており遺伝学的、分子生物学
的アプローチが困難であること、(3)植物の
根部における防御応答の知見が少ないこと
から解析が遅れている。代表者は難防除の土

壌伝染性病害を解析するために、モデル実験
植物の情報を有効利用することを考え、本課
題の立案に至った。以下に、ハクサイ研究の
現状と背景を記述し、本課題の位置づけを述
べる。 
	
 モデル実験植物のシロイヌナズナとハク
サイは同じアブラナ科植物でありながら、そ
の形状、ゲノムサイズが大きく異なる。ハク
サイは欧米、韓国を中心にゲノムプロジェク
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トが進められており、また我が国において
DNA マーカーが整備されている作物である。
これまでに、代表者はシロイヌナズナ完全長
cDNA ライブラリーの作製の中心的役割を担
い、日本で初めてシロイヌナズナ完全長 cDNA
マイクロアレイの作製に成功した。さらに代
表者は平成 18 年度採択若手研究(B)（期間：
18-20 年度）により、「カスタムアレイ設計の
方法論の確立」および「遺伝子診断法の確立」
を達成し、シロイヌナズナ完全長 cDNA を用
いた病害診断用マイクロアレイを構築した。
また、世界に先駆けてハクサイの完全長 cDNA、
および、EST ライブラリーを作製し、これら
リソースを用いて２K ハクサイマイクロアレ
イを構築した。本リソースとこれら方法論を
もとにしたハクサイのマイクロアレイの構
築や、病害防御機構の解明は、植物病理学分
野の発展に多大な貢献をもたらすことが期
待される。 
 
２．研究の目的 
	
 これまで研究が難しかった土壌伝染性病
害に対するハクサイの防御応答機構を解明
するための先進的な試みとして、モデル実験
植物シロイヌナズナとの比較を行いつつ、シ
ロイヌナズナの利点を活用して研究を遂行
する。ハクサイは根こぶ病、黄化病、軟腐病
などの土壌伝染性病害や、ウィルス病、炭疽
病など多くの病害に弱く、耐病性品種の育成
に向けた有用遺伝子資源の探索と病害抵抗
性の解明が切望されている。本課題では、特
に難防除である土壌伝染性病害の根こぶ病、
黄化病の攻撃に対するハクサイの地下部（根
部）および地上部の防御応答をマイクロアレ
イ解析により明らかにし、防御応答に関わる
重要遺伝子および、マーカー遺伝子を得、そ
の機能解析をシロイヌナズナを用いて行う。
モデル実験植物で得た知見を作物に生かす
ための具体的な戦略は以下の通りである。
(1)シロイヌナズナでのマイクロアレイ作製
の方法論をもとにハクサイのマイクロアレ
イを構築する。(2)土壌伝染性病原菌の攻撃
に対するハクサイの応答をマイクロアレイ
により解析する。(3)ハクサイの発現遺伝子
についてシロイヌナズナの情報を利用して
機能注釈を付与する。(4)シロイヌナズナの
データベースを利用し、ハクサイ遺伝子の発
現プロファイルのクラスタリング解析によ
る防御応答遺伝子の検索と防御シグナル経
路を解明する。(5)ハクサイの有用遺伝子に
ついてシロイヌナズナに導入して機能解析
する。	
 
	
 本課題は基礎研究分野と応用研究分野の
融合を図り、モデル実験植物から農作物への
技術移管のモデルケースを提案することも
重要な目的と位置づけている。 
	
 

３．研究の方法 
(材料)アブラナ科作物ハクサイ(Brassica	
 
rapa)とアブラナ科のモデル実験植物シロイ
ヌナズナ(Arabidopsis	
 thaliana)を用いる。
ハクサイは複数の品種を用いる（無双、黄ご
ころ 85 など）	
 
・	
 ハクサイ地上部 EST ライブラリー：現在

までに約 2,000 遺伝子を獲得した。	
 
・	
 ハクサイ地下部 EST ライブラリー：現在

までに約 10,000 遺伝子を獲得した。	
 
・	
 ハクサイ完全長 cDNA ライブラリー：現在

までに約 5,000 遺伝子を獲得した（完全
長率 90%）。	
 

・	
 ( 土 壌 伝 染 性 病 原 菌 )	
 根 こ ぶ 病 菌
（Plasmodiophora	
 brassicae）、黄化病
菌(Verticillium	
 dahliae)を主に使用す
る。	
 

	
 
(1)ハクサイ cDNA ライブラリーを用いたマイ
クロアレイの作製	
 
	
 モデル実験植物の方法論をもとにハクサ
イのマイクロアレイを構築する。スライドグ
ラスにスポットする鋳型 DNA を、cDNA ライブ
ラリーのクローンを用いて PCR により増幅し、
8000(8K)以上のハクサイ地下部（根部）およ
び地上部遺伝子を搭載した cDNA マイクロア
レイを構築する。	
 
(2)病害ストレス時の遺伝子発現データの集
積とデータベースの構築	
 
	
 ハクサイに病害シグナル誘導物質である
サリチル酸、エテフォンおよびメチルジャス
モン酸を処理、および、根こぶ病菌を接種し、
地下部（根部）および地上部から RNA を抽出
してマイクロアレイ解析を行いデータを集
積する。本作業を複数のハクサイ品種を用い
て行う。	
 
(3)ハクサイの防御応答遺伝子の検索と防御
シグナル経路を解明	
 
	
 シロイヌナズナのデータベースを利用し、
ハクサイ遺伝子の発現プロファイルのクラ
スタリング解析による防御応答遺伝子の検
索と防御シグナル経路を解明する。	
 
(4)ハクサイとシロイヌナズナ間の発現遺伝
子の比較ゲノムおよび機能ゲノム解析	
 
	
 代表者がこれまでに構築したシロイヌナ
ズナアレイデータベースと本研究で得られ
たハクサイアレイデータベースを用いて遺
伝子発現の比較解析を行う。まず、病害スト
レス下におけるハクサイとシロイヌナズナ
間のカウンターパートまたはオーソログ候
補遺伝子の発現について比較解析を行い、有
用遺伝子およびマーカー遺伝子を検索する。	
 
(5)ハクサイにおける有用遺伝子の機能解析	
 
	
 病害シグナル誘導物質または土壌伝染性
病原菌により誘導された遺伝子をシロイヌ
ナズナに導入し、得られた T2 および T3 世代
を用いて、形状、形態およびストレス応答性



 

 

の違いを詳細に解析する。特に、形質転換体
の土壌伝染性病原菌に対する表現型を詳細
に解析し、土壌伝染性病原菌の攻撃に対する
植物の防御応答機構を明らかにするととも
に、新規防除法を開発するための基礎データ
を得る。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)難防除である土壌伝染性病害の根こぶ病、
黄化病などの攻撃に対するハクサイの根部
および地上部の防御応答を、モデル実験植物
の情報を利用しつつ、代表者が整備したハク
サイゲノムリソースと、これを用いたハクサ
イマイクロアレイ解析により明らかにし、根
部における病害防御応答を中心に重要遺伝
子および、マーカー遺伝子を得、その機能解
析を行った。約 5,000 の完全長 cDNA クロー
ンを含む 8K ハクサイ cDNA マイクロアレイを
構築した。本アレイを用いて、サリチル酸ナ
トリウム、エテフォン、メチルジャスモン酸、
BTH 処理に対する遺伝子発現解析を行い、病
原菌に対するハクサイの主たる防御シグナ
ル伝達経路であるサリチル酸（SA）、エチレ
ン（ET）およびジャスモン酸（JA）経路に位
置するマーカー遺伝子および病害防御応答
遺伝子を探索した。まず、ハクサイマイクロ
アレイ解析による遺伝子発現プロファイル
とシロイヌナズナのデータの比較解析を行
った。その結果、薬剤処理したシロイヌナズ
ナとハクサイのグローバルな遺伝子発現プ
ロファイルは類似していた。一方、個々のカ
ウンターパート遺伝子においては、両者で同
様な発現プロファイルを示すものと、異なる
発現プロファイルを示すものが認められた。
また、ハクサイのマーカー遺伝子として、SA
経路は PR-1、BGL2、WRKY70、SIBA、ET/JA 経
路は PDF1.2、JA 経路は COI1、VSP2、LOX2、
AOS遺伝子が同定された。	
 
	
 
(2)次いで、ハクサイ根 EST ライブラリーか
ら抽出した 10K ハクサイ根マイクロアレイ
（ユニークなクローンは 5K）を構築した。土
壌伝染性病害である根こぶ病菌を接種した
ハクサイ抵抗性および感受性品種における
根の遺伝子発現を解析した結果、３倍以上の
発現を示した遺伝子は抵抗性品種で 30 遺伝
子、感受性品種で 21 遺伝子であった。また、
感受性品種で発現する遺伝子のほとんどは
抵抗性品種に含まれ、かつ、強く発現してい
た。	
 
	
 
(3)モデル実験植物シロイヌナズナの地上部
および地下部組織における遺伝子発現を網
羅的に比較解析するため、各種ストレス処理
を行った EST および完全長ライブラリーから
cDNA クローンを得、cDNA マイクロアレイを
作製した。まず、ハクサイ(京都 3 号)にスト

レス処理した EST ライブラリーから、独立し
た約 1800 の EST クローン、次いで、根こぶ
病抵抗性のハクサイ（野茶研より分譲）にス
トレス処理して完全長 cDNA ライブラリーを
構築し、約 2700 の独立したハクサイ完全長
cDNA クローンを獲得した。さらに、野菜茶業
研究所で育成した根こぶ病抵抗性ハクサイ
系統の播種後 25 日目の植物体にストレス処
理し、根から抽出した RNA を用いて cDNA ラ
イブラリーを作製して、独立した約 5300 ク
ローンを取得した。以上から、独立した約
10000 の遺伝子を搭載した 10K ハクサイマイ
クロアレイを構築した。本アレイは根由来の
遺伝子が半分を占めているのが特徴である。	
 
	
 
(4)8K および 10K ハクサイマイクロアレイマ
イクロアレイ解析を実施し、地上部および地
下部において発現（抑制）する遺伝子群を得、
防御応答に関わる遺伝子群を解析した。また、
マイクロアレイを用いてシロイヌナズナの
地上部および地下部の SA および ET 応答性遺
伝子を解析した結果、地上部において SA 経
路のマーカー遺伝子として有名な PR-1 遺伝
子、ET/JA 経路のマーカー遺伝子として有名
な PDF1.2遺伝子は SA またはエテフォン処理
した植物の地下部での誘導が認められなか
った。一方、SIBA 遺伝子は葉と根の両方で
SA により発現誘導されることが明らかとな
った。また、地下部特異的に SA または ET に
応答する遺伝子群が明らかとなった。	
 
	
 
(5)ハクサイにおける有用遺伝子の機能解析
を目的として抵抗性誘導剤や菌の細胞壁成
分をハクサイに処理し、8K または 10K ハクサ
イマイクロアレイ解析を実施して地上部お
よび地下部において発現（抑制）する遺伝子
群を得、防御応答に関わる遺伝子群を解析し
た。その結果、抵抗性誘導剤処理については
マイクロアレイに搭載した遺伝子の約 10％
の発現プロファイルが変動した。特に、植物
ホルモン誘導性遺伝子、ストレス誘導性遺伝
子、糖代謝遺伝子が活性化された。一方で光
合成関連遺伝子および蛋白質合成、代謝関連
遺伝子は発現抑制された。菌の細胞壁成分に
ついては防御応答遺伝子の活性化が認めら
れた。	
 
	
 
(6)根こぶ病を接種したハクサイの遺伝子発
現解析により、シロイヌナズナの PR-1 と相
同性が高い BrPR-1 を発見し、本遺伝子を根
こぶ病に応答するマーカー遺伝子の候補と
して抽出できた。ハクサイの根こぶ病抵抗性
系統への根こぶ病菌の接種により BrPR-1 の
発現誘導が認められたことから、根こぶ病に
対する防御応答に SA 経路が関与する可能性
が示唆された。これまで、絶対寄生菌の攻撃
に対して植物は SA 経路を活性化して防御応



 

 

答し病原体の感染を防ぐと考えられている。
根こぶ病は絶対寄生菌であることと、本知見
により、根こぶ病の防除には宿主植物の SA
経路の活性化が重要であることが示唆され
た。また、ハクサイマイクロアレイ解析より、
根こぶ病抵抗性系統の根および葉において
発現誘導される遺伝子を同定した。これらは
根こぶ病に対する抵抗性の誘導に何らかの
関与をしている可能性がある。現在、これら
遺伝子をシロイヌナズナに形質転換し、形状、
形態およびストレス応答性の違いを詳細に
解析している。特に、形質転換体の土壌伝染
性病原菌に対する表現型を詳細に解析し、土
壌伝染性病原菌の攻撃に対する植物の防御
応答機構を明らかにする予定である。	
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