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研究成果の概要（和文）：サリチル酸（SA）は植物の病害抵抗性において重要な役割を果たす。本研究では、1）人為
的にSAの合成を誘導できる実験系を用いて、タバコのSA合成経路およびその転写調節因子の候補として、ペルオキシソ
ームのβ酸化経路とCBP60型の転写因子を同定した。2）SAの合成に関与することが明らかになっているシロイヌナズナ
のAtICS1と各種植物のICSホモログの比較解析から、AtICS1のみが高い機能を持つ分子機構を明らかにした。3）各種細
菌のSA合成仲介酵素を融合させることにより、植物葉において非常に高い活性を示す人工SA合成酵素を開発した。

研究成果の概要（英文）：Salicylic acid (SA) plays an important role in plant resistance to pathogens. 
Three main results of this study are as follows: 1) Peroxisomal β-oxidation and CBP60-type transfactor 
were identified as candidates for an intermediate of the SA biosynthesis pathway and its transcriptional 
regulator using an experimental system in which SA biosynthesis is artificially inducible. 2) Molecular 
mechanisms underlying high performance of AtICS1, known to be involved in SA synthesis in Arabidopsis 
thaliana, were clarified by comparative analyses with ICS homologs from other plant species. 3) An 
artificial SA synthase which shows high activity in plant leaves was produced by fusing bacterial enzymes 
that mediate SA synthesis.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 病害抵抗性　サリチル酸　生合成機構　輸送機構　人為的誘導系
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
サリチル酸 (Salicylic acid, SA) は植物の抵

抗反応を誘導する内性シグナル物質であり、
病害抵抗性において必須の役割を果たす。ま
た、化学合成した SA やその機能類似体を植
物に処理すれば、植物の抵抗反応を誘導する
ことが可能である。これらの事実から、SA
の生合成機構に関する知見は、植物の抵抗反
応を誘導することにより病害を防除する
“Plant activator”農薬や、病原体感染時に SA
を合成し抵抗性を獲得する病害抵抗性植物
などの新規病害防除法の開発に寄与すると
期待されている。しかしながら、SA 生合成
経路の構成因子や生合成経路が活性化され
る機構には不明な点が多い。 
植物における SA 生合成経路として、色素

体に存在するコリスミ酸を起点とした二つ
の経路が提唱されてきた (図 1)。一つ目はコ

リスミ酸由来のフェニルアラニンから PAL
により開始されるフェニルプロパノイド経
路である。二つ目は細菌と同じく、ICS がコ
リスミ酸をイソコリスミ酸に変換し、IPL が
イソコリスミ酸を SA に変換する経路である。
シロイヌナズナにおいては、AtICS1 を欠損す
る変異体の SA 蓄積量が減少することが明ら
かになり、細菌と同様にイソコリスミ酸を介
して SA が合成されると考えられてきた。し
かしながら、PAL の多重変異体の SA 蓄積量
も減少することが明らかになり、イソコリス
ミ酸を SA に変換する IPL 様の遺伝子もゲノ
ム上に見当たらないことから、植物の SA 生
合成経路は細菌ほど単純ではないと考えら
れている。 
一方、放射線を用いたトレーサー実験より、

イネやジャガイモといった作物においては、
SA はフェニルアラニンを介して合成される
と考えられている。また、タバコにおいては、
フェニルアラニン由来の安息香酸をBA2Hが
水酸化し SA を合成すると報告されたが、現
在までBA2Hタンパク質および遺伝子は同定
されていない。 

SA 生合成系は、1) シロイヌナズナの ICS
が色素体に局在すること、2) 細菌の ICS と

IPL を色素体で発現するタバコ (ICS/IPL 植
物) が恒常的に SA を蓄積し、SA 応答性の抵
抗反応を誘導することから、色素体中に存在
すると考えられている。しかしながら、色素
体中で合成された SA が色素体外に輸送され
る機構は全く不明である。 
申請者らは、二つの病傷害応答性 MAP キ

ナーゼである WIPK と SIPK を RNAi により
抑制したタバコ (W/SIPK RNAi 植物) におい
て、本来傷害に応答し誘導されない SA の蓄
積が傷害により誘導されることを明らかに
した。この“W/SIPK RNAi 植物”や前述した
“ICS/IPL 植物”を用いれば、病原体感染と
いう複雑な過程を経ることなく、SA の生合
成および輸送を同調的かつ簡易に誘導する
ことが可能である。本研究では、これらの知
見をもとに以下の 3 点を明らかにする。 
 
 
２．研究の目的 
(1) SA 生合成経路の新規構成因子の同定 

W/SIPK RNAi 植物を用いて、SA 生合成に
関与する新規色素体タンパク質を同定する。 

 
(2) SA 生合成への BA2H および ICS の関与 

BA2H タンパク質を精製・同定し、BA2H お
よび ICS が SA 生合成を司るか明らかにする。 

 
(3) SA の色素体外輸送機構の解明 

ICS と IPL の発現を薬剤処理により誘導で
きる“薬剤誘導性 ICS/IPL 植物”を作製し、
SA 輸送体を色素体包膜より同定する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) SA 生合成経路の新規構成因子の同定 
実験材料として、W/SIPK RNAi 植物の系統

WS2、WS3 および WS5 ならびに空ベクター
のみを形質転換した V1 を対照として用い、
以下の実験を行った。 
 
① W/SIPK RNAi 植物における傷害に応答し

た SA 蓄積の特性解析 
タバコ葉からコルクボーラーを用いてリ

ーフディスクをくり抜き、くり抜いたリーフ
ディスクを蒸留水に浮かべることにより傷
害処理とした。傷害後のリーフディスクから
継時的に SA を抽出し、HPLC で分離後蛍光
検出器により SA 量を定量した。 

SA 蓄積に新規のタンパク質合成が必要か
調べるため、タンパク質合成の阻害剤である
シクロヘキシミド (CHX) の影響を調べた。 

図 1. 提唱されている SA 生合成経路. 



SA 蓄積に及ぼす HSP90 阻害剤と高温 
(32℃) の影響を調べた。 
 
② W/SIPK RNAi 植物のトランスクリプトー

ム解析 
SA 生合成に相関して発現が誘導される遺

伝子を同定するため、傷害後 9、12、13.5 お
よび 15 時間後の WS3 と V1 より RNA を抽出
し、Tobacco Oligo Microarray (Agilent 021113) 
を用いたマイクロアレイによりそれらの遺
伝子発現を網羅的に比較した。 
 
③ W/SIPK RNAi 植物のプロテオーム解析 

SA 生合成に相関して蓄積量が増加するタ
ンパク質を同定するため、傷害後 9、12、13.5
および 15 時間後の WS3 と V1 よりタンパク
質を抽出し、二次元電気泳動によりそれらの
タンパク質を網羅的に比較した。 

SA は色素体で合成される可能性が高い。
そこで、WS3 と V1 から色素体を単離後、色
素体に含まれるタンパク質を網羅的に比較
した。 
 
(2) SA 生合成への BA2H および ICS の関与 
① SA 生合成への BA2H の関与 
傷害を与えた W/SIPK RNAi 植物およびタ

バコモザイクウイルス (TMV) を接種した野
生型のタバコにおける BA2H 活性を、既報の
方法に従って測定した。 
 
② SA 生合成への ICS の関与 
実験材料として、シロイヌナズナの AtICS1、

ベンサミアナタバコのNbICS、タバコのNtICS、
イネの OsICSおよび大腸菌の EntC を用いた。
各 ICS 遺伝子の組換えタンパク質を大腸菌で
発現させ、それらの in vitro における ICS 活性
を比較した。各 ICS 遺伝子の組換えタンパク
質をベンサミアナタバコ葉で発現させ、それ
らタンパク質の蓄積量および in vitro におけ
る ICS 活性を比較した。また、各 ICS 遺伝子
の組換えタンパク質を蛍光菌の IPL である
PmsB と一緒に、あるいは PmsB との融合タ
ンパク質としてベンサミアナタバコ葉に発
現させ、蓄積した SA 量を HPLC で定量する
ことにより植物細胞中における ICS 活性を比
較した。 

AtICS1 と OsICS 間で各種キメラを作製し、
ICS 活性やベンサミアナタバコ葉におけるタ
ンパク質の蓄積量に関与する領域を同定し
た。同定した領域中に存在する AtICS1 と
OsICS 間で配列が異なるアミノ酸については、
AtICS1 のアミノ酸配列を OsICS の配列で置

換し、ICS 活性に及ぼす影響を調べた。 
立体構造が解読されている大腸菌の ICS 

(EntC および MenF) と比較することにより、
AtICS1 の活性中心付近の立体構造を予測し
た。置換により活性に影響を及ぼしたアミノ
酸については、活性発現に果たす役割につい
て考察した。 
 
(3) SA の色素体外輸送機構の解明 
細菌の ICS として大腸菌の EntC と緑膿菌

の PchAを、IPL として蛍光菌の PmsB と緑膿
菌の PchB を実験に用いた。また、コリスミ
酸を直接 SA に変換する腸炎エルシニア菌の
Irp9 も用いた。IPL と ICS の融合遺伝子およ
び Irp9 に葉緑体移行シグナルを付加した物
を、アグロインフィルトレーション法により
ベンサミアナタバコ葉に一過的に発現させ
た。葉に蓄積した SA 量を HPLC により定量
し、最も多量の SA が蓄積した PmsB-EntC を
以降の実験に用いた。 

PmsB-EntC を、エストラジオール誘導性プ
ロモーターを持つ pER8 ベクターおよびデキ
サメタゾン誘導性プロモーターを持つ
pTA7001 ベクターにクローニングした。得ら
れたコンストラクトを用いてタバコの形質
転換体を作製すると共に、アグロインフィル
トレーション法によりタバコ葉に一過的に
発現させた。 
 
 
４．研究成果 
(1) SA 生合成経路の新規構成因子の同定 
① W/SIPK RNAi 植物における傷害に応答し

た SA 蓄積の特性解析 
W/SIPK RNAi 植物 (WS3) および対照の空

ベクター形質転換体 (V1) の葉から、コルク
ボーラーを用いてリーフディスクをくり抜
き水に浮かべた。リーフディスクに含まれる
SA 量を継時的に測定した所、SA の蓄積は傷
害後 12 時間頃から始まり、15 時間頃にピー
クを迎えることが明らかになった。水の代わ
りに、タンパク質合成の阻害剤である CHX
溶液にリーフディスクを浮かべた所、SA の
蓄積は完全に抑制された。SA 合成に必要な
傷害後の時間を調べるため、水に一定時間浮
かべた後 CHX 溶液に移したリーフディスク
に含まれる SA 量を測定した。その結果、水
に 4 時間以上浮かべれば、SA の蓄積が誘導
されることが明らかになった。また、水に 6
時間以上浮かべた後 CHX 溶液に移すと、SA
の蓄積量が非常に増大することが明らかに
なった。そこで以降の実験には、水に 9 時間



浮かべた後、CHX 溶液に移したリーフディス
クを用いた。 
 
② W/SIPK RNAi 植物のトランスクリプトー

ム解析 
SA 生合成に相関して発現が誘導される遺

伝子を同定するため、傷害後 9、12、13.5 お
よび 15 時間後の WS3 と V1 における遺伝子
発現を、マイクロアレイにより網羅的に比較
した。その結果、SA の合成が開始される傷
害後 12 時間頃の WS3 においては、TMV に
対する抵抗性遺伝子であるN遺伝子や抵抗性
遺伝子様の遺伝子等の病害抵抗性関連遺伝
子の発現が上昇していた。また、抵抗性タン
パク質の機能を阻害する HSP90 阻害剤と高
温条件により SA の蓄積が抑制されたことか
ら、抵抗性遺伝子を初めとした病害抵抗性関
連遺伝子の傷害による発現誘導が SA の合成
を誘導すると考えられた。 

SA 生合成に関与する遺伝子を同定するた
め、抵抗性遺伝子よりも遅く、SA 応答性遺
伝子よりも早く、傷害により WS3 で特異的
に誘導される遺伝子をマイクロアレイの結
果から選抜した。選抜した候補遺伝子の全長
cDNA をクローニングし、その一過的な過剰
発現により SA の蓄積を誘導する遺伝子を選
抜した所、CBP60 のホモログが同定された。
シロイヌナズナにおいては、2 つの CBP60 型
タンパク質である CBP60g と SARD1 が
AtICS1 の転写を活性化することにより、SA
の合成に関与することが報告されている。一
方、タバコの ICS 遺伝子 (NtICS) の発現は
SA の蓄積と相関しないことから、タバコの
CBP60 ホモログは ICS 以外の SA 合成関連遺
伝子の転写を活性化すると考えられた。 

SA 生合成に関与する酵素遺伝子を同定す
るため、CBP60 ホモログよりも遅く、SA の
下流因子 (SA3H、NPR1) よりも早く、傷害に
より WS3 で特異的に誘導される遺伝子をマ
イクロアレイの結果から選抜した (図 2)。選

抜された遺伝子を、それらタンパク質の予想
される機能に基づいて分類した所、最も主要
なグループは二次代謝に関与する酵素群で
あった。特にペルオキシソームにおけるβ酸
化を仲介する酵素遺伝子が複数含まれてい
た。これらペルオキシソームのβ酸化関連遺
伝子の発現は、TMV に対して抵抗反応を誘
導したタバコ葉においても SA の蓄積に先行
して誘導されたことから、SA の生合成にペ
ルオキシソームのβ酸化反応が関与するこ
とが示唆された。 
 
③ W/SIPK RNAi 植物のプロテオーム解析 

SA 生合成に相関して蓄積するタンパク質
を同定するため、傷害後 0、9、12、13.5 およ
び 15 時間後の WS3 と V1 におけるタンパク
質の蓄積量を次元電気泳動により網羅的に
比較した。また、WS3 と V1 の色素体に含ま
れるタンパク質についても同様に比較した。
その結果、SA の合成と相関して WS3 で特異
的に蓄積するタンパク質スポットは検出さ
れなかったが、WS3 において蓄積量が変動す
るスポットが複数同定された (図 3)。これら
の ス ポ ッ ト に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を
LC-MS/MS により同定したところ、GrpE 等の
シャペロンタンパク質である可能性が示さ
れた。 

 
(2) SA 生合成への BA2H および ICS の関与 
① SA 生合成への BA2H の関与 
最初に過去の報告の再現性を取るため、

TMV を接種したタバコの BA2H 活性を既報
の方法に従って測定したが、活性を検出する
ことはできなかった。また、傷害を与えた
W/SIPK RNAi 植物の活性も測定したが、同様
に活性は検出されなかった。過去の報告を再
現できない理由は不明であるが、BA2H に関
する報告から 20 年が経過するにも関わらず、
BA2H 遺伝子がクローニングされない原因は
このような点にあるのかもしれない。 図 2. SA の合成と相関する遺伝子の探索．

図 3. 二次元電気泳動後のゲル． 



 
② SA 生合成への ICS の関与 
シロイヌナズナとベンサミアナタバコに

おいては、ICS が SA の合成に必要である。
一方、タバコにおいては、ICS は SA の合成
に関与しないと考えられている。また、健全
な葉に含まれる SA の濃度は植物の種により
大きく異なり、イネにはシロイヌナズナやタ
バコの 100 倍以上高濃度の SA が含まれてい
る。これらの植物種間の相違は、これらの植
物種が持つ ICS 遺伝子の機能にも相違がある
ことを示唆する。そこで、これら植物種の ICS
遺伝子 (AtICS1、NbICS、NtICS および OsICS) 
をクローニングし、コードするタンパク質の
性質を以下の 4 点で比較した。1) 大腸菌で発
現させたタンパク質の in vitro における ICS
活性、ベンサミアナタバコ葉で発現させたタ
ンパク質の、2) 蓄積量、3) in vitro における
ICS 活性、4) ベンサミアナタバコ葉中におけ
る ICS 活性。その結果、いずれの点において
も、AtICS1 のみが高い活性あるいはタンパク
質の高蓄積を示した。 

AtICS1 と OsICS 間で種々のキメラを作製
し、その ICS 活性とベンサミアナタバコ葉に
おけるタンパク質の蓄積量を調べた所、
AtICS1 の N 末端領域がタンパク質の高蓄積
に、C 末端領域が高い活性に必要であること
が明らかになった。タンパク質の高蓄積に関
与する AtICS1 の領域をさらに絞り込んだ所、
葉緑体移行配列が必要かつ十分であること
が明らかになった。一方、高い ICS 活性に関
与する AtICS1 の領域をさらに絞り込み、候
補のアミノ酸を対応するOsICSのアミノ酸と
置換した所、3 つの置換 (図 4) が AtICS1 の
活性を低下させた。また、これらの置換を組
み合わせて、二重、三重変異体を作製した所、
AtICS1 の活性はほとんど消失した。 

(3) SA の色素体外輸送機構の解明 
初めに、“薬剤誘導性 ICS/IPL 植物”の作製

に用いる細菌の ICS と IPL を選抜した。ICS
として大腸菌のEntCと緑膿菌の PchAを、IPL
として蛍光菌の PmsB と緑膿菌の PchB を実
験に用いた。また、コリスミ酸を直接 SA に
変換する腸炎エルシニア菌の Irp9 も用いた。
IPL と ICS の融合遺伝子および Irp9 に葉緑体
移行シグナル (ss) を付加した物を、アグロイ
ンフィルトレーション法によりベンサミア
ナタバコ葉に一過的に発現させた。葉に蓄積
した SA 量を HPLC により定量し、最も多量
の SA を蓄積した ss-PmsB-EntC を薬剤誘導性
ICS/IPL 植物の作製に用いることにした。 

ss-PmsB-EntC を pER8 ベクターのエストラ
ジオール誘導性プロモーター下流に挿入し
た。得られたコンストラクトでタバコを形質
転換し、11 系統の形質転換体を得た。得られ
た形質転換体当代の薬剤応答性を調べた所、
2 系統が薬剤に応答して SA を蓄積した。そ
こで、薬剤応答性を示した 2 系統から採種し、
次世代を実験に用いたが、次世代においては
薬剤に応答した SA の蓄積が認められなかっ
た。そのため、ss-PmsB-EntC を pTA7001 ベク
ターのデキサメタゾン誘導性プロモーター
下流に挿入したコンストラクトを用いて、薬
剤誘導性 ICS/IPL 植物の作製をやり直してい
る。また、得られた形質転換体が再び薬剤に
応答しない可能性を考慮し、アグロインフィ
ルトレーション法を用いた一過的発現系に
ついても条件検討を行っている。 
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