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研究成果の概要（和文）：本研究では、イネの病害抵抗性反応の制御に関与する２種の植物ホルモンであるサイ
トカイニン(CK)とジャスモン酸(JA)の相互作用を解明することを目的とした。イネにおいて、病原菌感染等のス
トレスにより誘導されるCK生合成の鍵遺伝子を同定するとともに、JA生合成変異体cpm2を用いたゲノム編集によ
りCK欠損変異体や CK・JA二重欠損変異体を作製した。さらに、これらの変異体を用いて、イネの病害抵抗性の
制御にCKとJAが協調的に作用していることを明らかにした。また、イネにおけるファイトアレキシン生産などの
病害抵抗性が暗黒下で抑制されることを示すとともにこの抑制がショ糖の外生投与で回復することも示した。

研究成果の概要（英文）：In our preceding studies, it had been suggested that the plant hormone 
cytokinin (CK) is involved in disease resistance to pathogens in rice such as phytoalexin production
 together with another plant hormone jasmonate (JA). In this project, a single mutant deficient in 
CK and a double mutant deficient in CK and JA were generated by CRISPR-Cas9-mediated genome editing 
using the JA-deficient mutant cpm2 to demonstrate that CK and JA synergistically enhance disease 
resistance in rice. In addition, phytoalexin production in rice was repressed in darkness and the 
repression was recovered by exogenous application of sucrose. These results provide fundamental 
knowledge for the development of new environmental protection type disease resistance technology 
through plant hormone utilization.

研究分野：生物有機化学
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　環境保全型病害抵抗性制御技術
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イネにおいて、ファイトアレキシン生産などの病害抵抗性反応の制御にジャスモン酸(JA)やサイトカイニン(CK)
などの植物ホルモンが関与することが示唆されていたが、その詳細は不明であった。本研究では、JA生合成変異
体であるcpm2を用いたゲノム編集によりCK欠損変異体やCK・JA二重欠損変異体を作製し、それらの変異体を用い
て、JAとCKがイネの病害抵抗性の制御において協調的に機能していることを実証した。本研究によって得られた
成果は、病害抵抗性の制御機構に新規な知見をもたらしただけでなく、植物ホルモンを用いた環境保全型の新た
な病害抵抗性付与技術開発のための基盤となる知見を提供するものと考えられる。



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

イネに病原菌が感染するとエリシターと総称される病原菌の細胞表層由来の成分が感染シグ

ナルとして機能し、細胞膜に存在する受容体と結合する。それが引き金となり、二次シグナル

として機能するジャスモン酸(JA)などの植物ホルモンの生成を含むシグナル伝達系が活性化し、

最終的に抗菌性タンパク質の発現やファイトアレキシンと総称される抗菌性二次代謝産物の生

産などの様々な防御応答が誘導される（①）。イネにおいては、病原菌感染のシグナル伝達の初

期過程において、JAの生成が誘導されることがよく知られているが（②，③) 、最近、サイト

カイニン(CK)の蓄積が誘導されることも報告された（④）。CKは、当研究室の先行研究により、

外生投与でジテルペン型ファイトアレキシンの生産を誘導することが示されているものの 

(⑤)、イネの防御応答における機能はほとんどわかっていなかった。また、JAも抗菌性タンパ

ク質の発現やファイトアレキシンの生産などを誘導することは示されているが (①)、イネの病

原菌に対する防御応答における機能の詳細については多くが未解明であった。 

 
２．研究の目的 

（１）病原菌感染等のストレスにより発現が誘導される CK 生合成遺伝子を同定するとともに、

JA 欠損変異体 cpm2 を用いてゲノム編集により CK欠損変異体、CK・JA 二重欠損変異体を作製す

る。 

（２）ゲノム編集により得られた CK欠損変異体、CK・JA 二重欠損変異体に、野生型、cpm2 変異

体を加えた４つの遺伝子型のイネに対して、いもち病菌接種を行い、イネの病害抵抗性における

CKと JA の機能を詳細に解析する。 

 
３．研究の方法                    

（１）野生型イネ (Oryza sativa L. cv. Nihonmasari: NMWT)、JA 欠損変異体 cpm2 の葉身切

片に非親和性［P91-15B（以下 15B と略記）］、親和性いもち病菌 (Ina86-137) 接種、あるいは

病害抵抗性を誘導することが知られている CuCl2処理を行い、蓄積する CK を内部標準を用いて

LC-MS/MS 法により分析した。 

（２）既存の RNA-seq データ （⑥）といもち病菌接種したイネを用いた qRT-PCR 解析により、

ストレス誘導の CK 蓄積に関与する鍵酵素遺伝子を同定した。 

（３）CRISPR-Cas9 法を用いたゲノム編集により cpm2 ヘテロ接合体から CK 欠損変異体、CK・

JA 二重変異体を作製した。これらの変異体における、15B 接種後の CK の蓄積量は LC-MS/MS 法

により解析した。 

（４）イネの病害抵抗性における CKと JA の機能について知見を得るため、4種の遺伝子型イ

ネ (NMWT、ipt3、cpm2、cpm2/ipt3) の葉身切片に 15B をスポット接種し、病斑の実体顕微鏡観

察と病斑部に侵入したいもち病菌の qPCR による DNA (Mo28S)の定量を行った。また、4種の無

傷イネの第 4葉に 15B を噴霧接種し 4日、あるいは 5日後に病斑の顕微鏡観察と写真撮影を行

った。 

さらに 15B を噴霧接種した 4種のイネ葉身切片において誘導される抵抗性反応を調べるため、

接種後 2日、4日のファイトアレキシン蓄積量を LC-MS/MS 法で分析した。また、接種後 2日に

おける防御関連遺伝子の発現解析を qRT-PCR を用いて行った。 

 

４．研究成果 

（１）野生型イネ NMWT、JA 欠損変異体 cpm2 の葉身切片において、非親和性（15B）、親和性

(Ina86-137)いもち病菌接種、あるいは CuCl2処理に応答して蓄積する CKを LC-MS/MS 法により



分析し、NMWT と cpm2 の両方において、活性型 CKの 1 つである isopentenyladenine (iP)が同

等のレベルで一過的に蓄積することを示した。 

（２）iPの生合成経路における鍵酵素の１つとして isopentenyltransferase (IPT)が考えられ

たため、IPT1-8 遺伝子の発現を既存の RNA-seq データ (⑥) を用いて解析したところ、いもち

病菌接種に IPT3 が応答性を示すことが示唆された。そこで、野生型 (NMWT) 及び cpm2 の葉身

切片に非親和性のいもち病菌 (15B) 接種を行い、接種後 2、3、4日における IPT3 の発現を

qRT-PCR を用いて解析した。その結果、CKの蓄積レベルに対応した IPT3 の発現が確認され、ス

トレス誘導の CK蓄積を制御する鍵酵素遺伝子として IPT3 を同定した。 

（３）CRISPR-Cas9 法を用いたゲノム編集により cpm2 ヘテロ接合体を用いて、IPT3 の遺伝子破

壊を行い ipt3 変異体、cpm2/ipt3 二重変異体を作製した。こうして得られた 2種の CK 欠損変

異体と野生型のNMWT、cpm2の4つの遺伝子型イネについて15B接種後のCKの蓄積量を調べた。

その結果、ipt3、cpm2/ipt3 における iPの蓄積量は接種後 2日では野生型、cpm2 と比較し顕著

に減少していることが確認された。 

（４）15B をスポット接種し、5日後のいもち病菌バイオマスを定量したところ、NMWT と cpm2

においては差は見られなかったが、ipt3 では微弱な増加、cpm2/ipt3 においては顕著な増加が

見られ、CK欠損変異体ではいもち病菌に対する抵抗性が低下したことが示唆された。また、15B

噴霧接種 5日後に顕微鏡観察したところ、NMWT では過敏感細胞死による茶褐色の病斑が見られ

るのに対し、cpm2/ipt3 では白い壊死病斑が見られた。こうして CK・JA 二重欠損変異体では、

いもち病菌に対する抵抗性の顕著な低下が確認され、イネの病害抵抗性発現に JA と CK が、協

調して重要な役割を果たしていることが強く示唆された。 

（５）4種の遺伝子型イネにおいて機能する、いもち病菌に対する防御機構に関する知見を得

るため、15B 接種した場合のファイトアレキシン蓄積量、及び防御関連遺伝子の発現レベルの

解析を行った。フラボノイド型ファイトアレキシンのサクラネチン生産には JAが必須であるこ

とが確認され、CK が抑制的に働いていることを示唆する結果が得られた。ジテルペン型ファイ

トアレキシンであるファイトカサン類の生産には CK、JA がともに部分的に関与しており

cpm2/ipt3 では NMWT の 1/5 程度に蓄積量が減少していた。もう 1種のジテルペン型ファイトア

レキシンであるモミラクトン類の生産には CK、JA の影響を確認することができなかった。防御

関連遺伝子の発現解析では 4種の遺伝子型イネにおいて、防御応答遺伝子の発現を負に制御す

ることが示されている転写因子である WRKY76 （⑦）の発現レベルが、mock 処理と 15B 接種で

ともに cpm2/ipt3＞ipt3＞cpm2≧NMWT であり、15B のイネ植物体に対する侵入レベルときわめ

てよく対応していることが判明した。今回観察された cpm2/ipt3 変異株における病害抵抗性の

部分的な崩壊には、ファイトカサン蓄積量の部分的な低下、及び WRKY76 の発現増強が要因にな

っている可能性が考えられる。 

（６）一方、本研究を行う過程で、CKや JA 処理、病原菌感染等のストレスにより誘導される

ジテルペン型ファイトアレキシンの生産が暗黒下では顕著に抑制され、この抑制は光合成産物

であるショ糖の外生投与で回復することを見出した。病害抵抗性を制御する因子としてのショ

糖の機能についても、今後、詳細な解析を行う必要があると考えている。 
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