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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌腫病菌カバノアナタケIO-U1株に感染した、3ヶ月生シラカンバ幼植物体No.8
に発現する、菌感染特異的タンパク質及びフェノール性化合物の組織内分布を、マトリックス支援レーザー脱離イオン
化・飛行時間型質量分析法イメージング解析法を用いて検討した。その結果、菌感染特異的ペルオキシダーゼが、横断
面切片の木部全体に分布していることが判明した。また、フェノール性化合物として縮合型タンニンが、菌接種部付近
に生成していることが示唆された。更に、細胞骨格タンパク質の一種であるアクチン繊維が、菌接種部付近に局在して
いることが明らかになった。また、新たに12種類の菌感染特異的タンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, distribution of fungal-infection-specific proteins and 
phenolic compounds, which were produced in 3-month-old Japanese birch plantlet No.8 infected with a 
canker-rot fungus Inonotus obliquus strain IO-U1, were investigated using matrix-assisted laser 
desorption/ionization/time-of-flight mass spectrometry imaging analysis. As the results, 
fungal-infection-specific peroxidase was found to be distributed in the whole xylem part of the cross 
section. In addition, the production of condensed tannin was suggested as the phenolic compound in the 
vicinity of the fungus-inoculated part. Moreover, actin filament bundles, one of the cytoskeleton 
proteins, were located nearby the fungus-inoculated part. Furthermore, 12 fungal-infection-specific 
proteins were newly identified.

研究分野： 森林化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）質量分析計を用いたマトリックス支援
レーザー脱離イオン化 (MALDI) イメージ
ングは、現在まで、実験用動物とヒトの切片
を用いて、特定のタンパク質、ペプチド、脂
質、投与薬物代謝物などを対象とし、これら
の物質の組織及び細胞における局在・分布を
画像解析するために世界中で使用されて来
ている。一方、植物において、穀物、モデル
植物などで応用されているが、樹木について
は殆ど行われていなかった。 
（２）これまで研究代表者が行って来た研究
において、カンバ類の癌腫病菌カバノアナタ
ケに感染したシラカンバ幼植物体を経時的
に採取し、横断面切片のペルオキシダーゼ
(POX)活性染色を行ったところ、菌感染特異
的 POX が感染後 2 時間で既に検出され、時
間経過と共にその活性が強まり、活性分布域
も拡大することを見出した。また、菌感染特
異的フェノール性化合物(PHE)の堆積も観察
され、その染色強度と分布域も時間経過と共
に強くなり、拡大することを見出した。また、
別の研究において、菌感染した幼植物体内に、
2 種類のヒートショックタンパク質(Hsp70, 
Hsp60)及びグルタチオン S-トランスフェラ
ーゼが生成することを見出した。これらのタ
ンパク質は、オキシダティブバースト及び全
身獲得抵抗性に関与するタンパク質であり、
これら 2 つの機構が、菌感染シラカンバ幼植
物体内で生じていることを解明した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、カバノアナタケに感染したシ
ラカンバ幼植物体内に生成する、菌感染特異
的タンパク質及び PHE について、MALDI
イメージング質量分析法を用いて画像解析
を行う。また、未同定の菌感染特異的タンパ
ク質を、シークエンスタグ法を用いて同定す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）無菌シラカンバ・クローン幼植物体
No.8 の腋芽を、Murashige & Skoog 培地に 2％
ショ糖、2.5µM インドール酪酸、0.1µM α-
ナフタレン酢酸及び 1％寒天を添加した培地
で培養し、3 ヶ月生の幼植物体を大量に育成
した。得られた幼植物体は、3 ヶ月毎に同組
成の培地で腋芽培養により、継代・増殖させ
た。また、3 ヶ月生の幼植物体を更に 3 ヶ月
間培養し、6ヶ月生の植物体を調製した。 
（２）6 ヶ月生の植物体苗長の 1/5 の基部付
近に傷を付け、ここにカバノアナタケ IO-U1
株の菌糸体を接種した(T)。対照として、無
傷・無菌(C1)及び有傷(C2)の植物体も用意し
た。各処理後、植物体を 2，10，30 日間培養
し、各植物体を収集して処理部を採取した。
これに POX 活性染色、または PHE 呈色反応
を施し、横断面切片を作成後、光学顕微鏡で
観察した。 
（３）3 ヶ月生の幼植物体（処理部は茎頂か

ら 3番目の節間）及び 6ヶ月生の植物体につ
いて、それぞれT, C1, C2の植物体を調製し、
2，10，30 日間培養した。培養後、植物体を
収集し、処理部を採取した。採取試料を液体
窒素で急速凍結し、横断面切片を作成した。
得られた切片を用いて、菌感染特異的 POX
の MALDI/TOF/MS により得られたマスス
ペクトルピークを基に、MALDI/TOF/MS イ
メージング解析を行った。 
（４）3 ヶ月生の幼植物体について T, C1, C2
の植物体を調製し、2，10，30 日間培養した。
培養後、植物体を収集し、処理部を採取した。
採取試料部から横断面切片を作成し、これに
マトリックス試薬（2,5-DHB 及びセシウム
塩）をスプレーした。一晩乾燥後、この切片
を MALDI/TOF/MS により分析し、PHE の
定性分析及び分布解析を行った。 
（５）（４）と同様に横断面及び縦断面切片
を作成し、これを Rhodamine Phalloidin で
染色した。染色した切片を蛍光顕微鏡で観察
し、アクチン繊維の局在を調べた。 
（６）3 ヶ月生の幼植物体について T, C1, C2
の植物体を調製し、2 日間培養した。培養後、
幼植物体を収集し、液体窒素で急速凍結後、
タンパク質を抽出した。タンパク質サンプル
を二次元電気泳動にかけ、CBB で染色後、画
像解析により菌感染特異的タンパク質を検
出した。別の CBB 染色した泳動ゲルから菌
感染特異的タンパク質を切り出し、トリプシ
ンでゲル内消化後、得られたペプチドサンプ
ルを液体クロマトグラフィー/タンデム質量
分析法により分析した。得られたデータをデ
ータベース検索にかけ、菌感染特異的タンパ
ク質を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）6ヶ月生の植物体における POX及び PHE
に関する組織化学的観察 
 培養 2 日後の横断面切片において、POX 活
性及び PHE の堆積が、菌接種部位付近で観察
された。また、道管内腔や放射柔細胞などの
木部でも同様に観察された。培養 10 日後及
び 30 日後の切片において、培養日数の増加
と共に、POX 活性及び PHE の堆積とも木部の
他の部分に拡大して行った。 
 3 ヶ月生の幼植物体の場合と比較して、6
ヶ月生の植物体では、より発達した菌に対す
る防御応答（POX 活性及び PHE の堆積）を示
すことが明らかになった。 
（２）3 ヶ月生及び 6 ヶ月生の植物体の横断
面切片における POX 活性の分布 
 3 ヶ月生及び 6 ヶ月生の植物体から得られ
たタンパク質サンプルのPOXアイソザイム分
析により、酸性 POX(pI5.6, 5.9)及び塩基性
POX(pI8.6, 9.1)が、菌感染特異的 POX であ
ることが判明した。これらの POX アイソザイ
ムの MALDI/TOF/MS 分析により、アイソザイ
ムに特徴的なマススペクトルピークを得た。
こ れ ら の マ ス ス ペ ク ト ル を 基 に 、
MALDI/TOF/MS イメージング解析を行った。そ



の結果、各横断面切片における各菌感染特異
的POXアイソザイムに由来すると思われるシ
グナルは、3 ヶ月生及び 6 ヶ月生の植物体の
横断面切片の両方において、木部全体で検出
された。しかしながら、組織化学的染色によ
って観察された、菌感染特異的 POX の局在化
は認められなかった。 
（３）PHE の定性分析及び分布解析 
 Tの横断面切片のMALDI/TOF/MS分析により、
菌接種部位付近で得られたマススペクトル
は、縮合型タンニンのものと非常に良く類似
していた。また、マススペクトルの解析結果
を合わせて考えると、この局在が認められた
物質は、エピカテキンの４量体から成る縮合
型タンニンである可能性が示唆された。更に、
この物質の局在が認められた部位は、これま
でに組織化学的観察によって認められた、
PHE の堆積部位と類似していた。 
（４）アクチン繊維の蛍光顕微鏡観察 
 培養 2 日及び 10 日後の T の横断面切片に
おいて、菌接種部位の皮層及び師部から広範
囲の木部において、アクチン繊維が観察され
た。また、培養 30 日後の横断面切片では、
木部及びカルス外周部で顕著なアクチン繊
維の局在が観察された。一方、培養 2日後の
縦断面切片においては、師部、菌接種部位及
び木部において、軸方向にアクチン繊維の局
在が観察された。また、培養 30 日後では、
カルス外周部でアクチン繊維の局在が認め
られた。 
 これまでに、草本植物において病原菌に対
するアクチン繊維の防御応答が報告されて
いる。これと同様に、木本植物であるシラカ
ンバ幼植物体 No.8 においても、カバノアナ
タケ IO-U1 株への防御応答の一つとして、ア
クチン繊維が関与することが示唆された。 
（５）未同定の菌感染特異的タンパク質の同
定 
 T の二次元電気泳動ゲルを、C1 及び C2 の
ものと比較しながら画像解析した結果、12 個
の菌感染特異的タンパク質スポットが検出
された。これらのタンパク質を LC/MS/MS 分
析後、データベース検索した結果、10 種類の
タンパク質(Cell division control protein 
48 homolog A, Heat shock 70kDa protein, 
NADP-Isocitrate dehydrogenase, 
Ferredoxin-NADP reductase, Omega-amidase, 
Proteasome subunit beta type-6, Nascent 
polypeptide-associated complex subunit 
alpha-like protein, Temperature-induced 
lipocalin-1, Ribulose bisphosphate 
carboxylase/oxygenase activase, Ribulose 
bisphosphate carboxylase small chain)が
同定された。これらのタンパク質は、エネル
ギー生産、タンパク質合成、タンパク質分解、
タンパク質修復、有害因子の減少、及び代謝
に関与するものである。従って、これらのタ
ンパク質が、シラカンバ幼植物体 No.8 にお
ける、カバノアナタケ IO-U1 株に対する病害
抵抗性に関与していることが示唆された。 
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