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研究成果の概要（和文）：WIPK/SIPK RNAi 形質転換タバコにおいては、傷害に応答したジャス

モン酸の蓄積が抑制され、本来誘導されないサリチル酸の蓄積が誘導される。サリチル酸/ジャ

スモン酸生合成関連遺伝子の発現を解析し、WIPK/SIPK RNAi 形質転換タバコにおいては NtAOC

と NtOPR3の発現量が減尐していることを明らかにした。また、両シグナル物質の生合成の場で

ある葉緑体の可溶性タンパク質を網羅的に解析する基盤を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：In WIPK/SIPK RNAi plants, wound-induced accumulation of jasmonic 
acid is reduced, whereas accumulation of salicylic acid is abnormally induced. The levels 
of transcript related to the biosynthesis of salicylic/jasmonic acids were investigated, 
and NtAOC and NtOPR3 were found to be reduced in WIPK/SIPK RNAi plants. And the basis 
has been established to systematically analyze soluble proteins of chloroplast where both 
signaling molecules are synthesized. 
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１．研究開始当初の背景 

 

サリチル酸とジャスモン酸は植物の抵抗

反応誘導を制御する二大シグナル物質であ

り、サリチル酸の蓄積は病原体ストレスによ

り、ジャスモン酸の蓄積は病原体ストレスお

よび傷害により誘導される。サリチル酸とジ

ャスモン酸の生合成は共に葉緑体で開始さ

れる。サリチル酸はコリスミン酸由来のフェ

ニ ル ア ラ ニ ン よ り PAL (phenylalanine 

ammonia lyase) を介して、あるいはコリス

ミン酸より ICS (isochorismate synthase) 

を介して合成されると考えられているが、そ

の生合成経路に関しては不明な点が多い。一
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方、ジャスモン酸はストレス応答だけでなく、

植物の成長・発達に必須の植物ホルモンであ

り、その生合成経路は細部に至るまで明らか

にされている。しかしながら、サリチル酸や

ジャスモン酸の生合成経路が病原体感染に

応答し活性化される機構はほとんど不明で

ある。 

MAPキナーゼの活性化は、植物に普遍的に

観察される初期病傷害応答の一つである。申

請者らは、タバコの病傷害応答性 MAPキナー

ゼである WIPK と SIPK の発現が RNAi により

抑制された形質転換体 (WIPK/SIPK RNAi形質

転換体) においては、傷害に応答したジャス

モン酸の蓄積が抑制され、本来誘導されない

サリチル酸の蓄積が誘導されることを明ら

かにした。この系を用いれば、病原体感染と

いう複雑な過程を経ることなく、サリチル酸

とジャスモン酸の生合成経路の活性化機構

を同時にかつ同調的に調べることが可能で

ある。 

 

 

２．研究の目的 

 

上記の研究背景を踏まえ、本研究では、サ

リチル酸/ジャスモン酸生合成経路の活性化

機構の解明を最終目標とし、以下の２点を具

体的な研究目的とした。 

 

1. WIPK/SIPK RNAi 形質転換体におけるサリ

チル酸生合成経路の解明 

サリチル酸は PAL を介した経路あるいは

ICS を介した経路により合成されると考えら

れている。WIPK/SIPK RNAi 形質転換体におけ

る、傷害に応答したサリチル酸の生合成がど

ちらの経路により行われているか明らかに

する。 

 

2. WIPK/SIPK RNAi 形質転換体において蓄積

量が変化する葉緑体タンパク質の同定 

サリチル酸とジャスモン酸の生合成は共

に葉緑体で開始される。従って、葉緑体は両

シグナル物質生合成の鍵器官である。そこで、

WIPK/SIPK RNAi形質転換体の葉緑体に蓄積す

るタンパク質を対照植物と比較することに

より、蓄積量に違いのあるタンパク質を同定

する。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 傷害処理 

タバコ葉より直径約 1 cm のコルクボーラ

ーを用いてリーフディスクを打ち抜き、打ち

抜いたリーフディスクを蒸留水に浮かべ

25℃のインキュベーター内に静置すること

により傷害処理とした。 

 

(2) 遺伝子発現解析 

Trizol (Invitrogen) を用いてリーフデ

ィスクより全 RNA を抽出し、逆転写により

cDNAを作製した。遺伝子特異的なプライマー

を用いた定量 PCRにより、cDNA中の各遺伝子

の相対量を定量した。内部標準にはアクチン

を用い、各遺伝子の発現量はアクチンの発現

量との相対比として表わされた。逆転写反応

および定量 PCR 反応には、SYBR PrimeScript 

RT-PCR Kit II(Takara) を使用した。 

 

(2) PAL 活性の測定 

リーフディスクより抽出した粗タンパク

質にフェニルアラニンを添加後経時的に 290 

nm の吸光度を測定し、290 nm の吸光度の上

昇値より PAL活性を測定した。バックグラウ

ンドとして、粗タンパク質を加えずに反応さ

せた物を同時に測定した。 

 

(3) ICS活性の測定 

ICS活性の測定には、生成したイソコリス

ミン酸を直接定量する方法 (a) と生成した

イソコリスミン酸をサリチル酸に変換し、サ

リチル酸を定量する方法 (b) の二通りを用

いた。 

粗タンパク質にコリスミン酸および MgCl2

を添加して反応を行い、生成したイソコリス

ミン酸量を HPLC で直接定量した (a)。ある

いは、0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液, pH 7.0

で 15 倍に希釈後、100℃で 10 分間加熱する

ことによりサリチル酸に変換し、サリチル酸

量を HPLCで定量した (b)。 

 

(4) 葉緑体可溶性タンパク質の単離 



 

 

タバコ葉を等張液中で破砕し、無傷の葉緑

体を 30%と 80%のパーコールを用いた密度勾

配遠心により単離した。 

単離した葉緑体を低張液中で破砕し、

20,000 x g および 100,000 x g で遠心するこ

とにより葉緑体可溶性タンパク質を単離し

た。 

 

(5)二次元電気泳動解析 

試料を TCA/アセトン沈殿で沈殿させた後、

二次元電気泳動用用の緩衝液に懸濁した。等

電 点 電 気 泳 動 に は プ ロ テ ィ ア ン IEF 

(Bio-Rad) を二次元目の SDS-PAGE にはプロ

ティアン XL (Bio-Rad) を用いた。泳動後の

ゲルを蛍光染色液である Oriole (Bio-Rad) 

で染色し、スポットを確認した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) WIPK/SIPK RNAi 形質転換体におけるサリ

チル酸生合成経路の解明 

WIPK/SIPK RNAi 形質転換体における傷害

に応答したサリチル酸の蓄積に、PAL 経路あ

るいは ICS経路が関与するか明らかにするた

め、PALA、PALB および NtICS mRNA の蓄積動

向を傷害後経時的に測定した。その結果、

WIPK/SIPK RNAi形質転換体とコントロール植

物の間には顕著な差は認められなかった。 

同様に PAL 活性を比較したところ、

WIPK/SIPK RNAi形質転換体の方が有意に低い

活性を示した。一方、ICS 活性は 2 通りの方

法で測定を試みたが、有意な活性は検出され

なかった。これまでに、複数のグループがタ

バコにおいては ICS活性が検出されないこと

を報告していることから、タバコの ICS活性

は非常に低いと推定された。 

WIPK/SIPK RNAi 形質転換体における傷害

に応答したサリチル酸の蓄積に関与する経

路を推定するため、サリチル酸生合成の前駆

体であるコリスミン酸を利用する酵素をコ

ードすると推定される NtASA1 と 2、NtASB1、

NtCM1 と 2 および NtADCS の発現量を、

WIPK/SIPK RNAi形質転換体とコントロール植

物の間で比較したが、有意な差は認められな

かった。 

一方、ジャスモン酸生合成酵素をコードす

ると推定される NtLOX2 と 3、NtAOC、NtAOS

および NtOPR3 の発現量を、WIPK/SIPK RNAi

形質転換体とコントロール植物の間で比較

したところ、傷害に応答した NtAOC と NtOPR3

の発現誘導が WIPK/SIPK RNAi 形質転換体に

おいて有意に抑制されることが明らかにな

った。 

これらの結果から、WIPK/SIPK RNAi 形質

転換体において認められる傷害に応答した

ジャスモン酸蓄積量の減尐には生合成系遺

伝子の発現量の減尐が伴うことが明らかに

なった。一方、サリチル酸の蓄積に相関する

遺伝子発現および酵素活性は見出されず、

WIPK/SIPK RNAi形質転換体において認められ

る傷害に応答したサリチル酸酸蓄に関与す

る経路を推定することはできなかった。 

 

(2) WIPK/SIPK RNAi 形質転換体において蓄積

量が変化する葉緑体タンパク質の同定 

葉緑体はサリチル酸およびジャスモン酸

生合成の鍵器官である。WIPK/SIPK RNAi 形質

転換体の葉緑体に蓄積するタンパク質を網

羅的に解析するため、葉緑体の単離方法およ

び二次元電気泳動の分離条件について検討

した。 

タバコ葉を等張液中で破砕し、得られた抽

出物を 30%と 80%のパーコールを用いた密度

勾配遠心により分離し無傷葉緑体画分を単

離した。単離した葉緑体の純度を微分干渉お

よび蛍光顕微鏡で観察したところ、純度の高

い無傷葉緑体が単離できていることが確認

できた。 

図１．無傷葉緑体画分の顕微鏡写真 

 

単離した無傷葉緑体画分より可溶性タン

パク質を抽出するため、単離した葉緑体を低



 

 

調液で懸濁し、超音波破砕した。破砕した葉

緑体を超遠心分離で分離し、得られた上清お

よび沈殿に含まれる可溶性タンパク質ルビ

スコの量を測定したところ、可溶性画分に多

く含まれることが明らかになった。 

単離した葉緑体可溶性タンパク質を網羅

的に解析するため、二次元電気泳動により分

離する条件について検討した。その結果、試

料を TCA/アセトン沈殿により脱塩すること

によりきれいな泳動像を得ることができた。

現在、WIPK/SIPK RNAi 形質転換体とコントロ

ール植物の間でシグナル強度に違いのある

スポットを探索している。 

図２．二次元電気泳動の分離結果の一例 
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