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研究成果の概要（和文）：これまでの研究により、作物に40～50℃、数十秒の熱ショック処理を施すと病害に対
する抵抗性が誘導されることが分かっていたが、その発現には既知の全身獲得抵抗性の反応に加え未知の反応系
が平行して、または相互に作用しながら関与していることが示唆されていた。本研究ではキュウリならびにトマ
トを用い、熱ショック転写因子の挙動に着目し、熱ショック処理後、全身獲得抵抗性の誘導より早く熱ショック
転写因子が活性化し、病害防御関連遺伝子上流の熱ショックエレメントに結合することによって局所的な病害抵
抗性が発現することを明らかにした。この反応は紫外線照射では誘導されなかった。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have shown that heat shock treatment of crops at 45-50°C 
for several tens of seconds induces disease resistance. It has been suggested that an unknown 
response system in addition to the known systemic acquired resistance response is involved in its 
induction, either in parallel or in interaction with it. In this study, we focused on the behavior 
of heat shock transcription factors in cucumber and tomato, and found that heat shock transcription 
factors are activated earlier than the induction of systemic acquired resistance after heat shock 
treatment, and that localized disease resistance is expressed by binding to heat shock elements 
upstream of disease defense-related genes This reaction was not induced by UV irradiation. 

研究分野： 園芸学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤などに頼らず環境ストレスの１つである熱だけで植物の病害防御に関する複数の経路を活性化し実用水準の
病害抵抗性を引き出すことができることが明らかになった。本成果は環境負荷軽減型農業の推進に寄与するだけ
ではなく、熱ショック転写因子を介した防御反応のメカニズムは植物だけではなくヒト等の動物にも存在する可
能性があることから医薬品開発など他分野への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

トマトをはじめとする様々な作物の茎葉を 40～50℃で短時間の熱ショック処理を施すことにより病害
抵抗性を誘導することができる。申請者らはこの現象を熱ショック誘導抵抗性(Heat Shock-Induced 
Resistance; HSIR)と名付けた。HSIR 誘導時には作物体内にサリチル酸が周期的に集積し、ペルオキシ
ダーゼなど全身獲得抵抗性(Systemic Acquired Resistance; SAR)の発現マーカー遺伝子が発現するこ
とから熱ショックにより SAR が誘導されることが確かめられた（芳野ら、2011、Ani ら、2011）。一方、熱シ
ョック後の病原感染特異的(pathogenesis related; PR)タンパク質の発現は、そのシグナルであるサリチル
酸の集積より早く、さらにサリチル酸含量や遺伝子発現量が上下動を繰り返すことがある。この現象はメ
ロン、キュウリ、イチゴ、トマトなど様々な作物で共通している（Ani ら、2011、2013）。これにより HSIR 発
現には SAR 以外のサリチル酸非依存の反応も関与していることが示唆される。さらに、SAR とは全く異
なる抵抗性反応も存在する可能性があることも判明した。例えばシソ科ハーブのタイムでは、熱ショック
によりそのタイムが含む様々なテルペノイドのうち、γ-terpinene 生合成関連酵素の遺伝子発現レベルが
上昇し、γ-terpinene の揮発量が増加するとともに近傍の灰色かび病菌の生育が抑制される(江口ら、
2016)。同様の現象はイチゴでも観察されている。Thea ら(2012)はシロイヌナズナにおいて熱ショック転
写因子が耐熱性の獲得と SAR の誘導の双方に関与していると報告しているが、上記に記した HSIR と
SAR の相違点には言及していない。 
 
２．研究の目的 
 HSIR の発現が SAR ならびに未解明の反応系の相加的または相乗的な効果であると仮定すると、こ
れまでの知見から未解明の反応系に熱ショック転写因子が関与している可能性が高いと考えられる。そ
こで本研究では熱ショック転写因子(HSF)ならびに防御関連遺伝子のプロモーター領域の解析ならび
に発現解析を行い、その機作を明らかにする。その結果、獲得抵抗性の付与方法が明らかになるととも
に、健苗育成や環境保全型栽培を目的とした施設環境制御への応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
1) サリチル酸濃度の変化による SAR 誘導のタイムコース 
 熱ショック処理後の植物体のサリチル酸濃度の変化を測定し、熱ショック処理から抵抗性発現までのタ
イムコースを明らかにする。 
2) 全身獲得抵抗性(SAR)と同時かつ別経路で発現が誘導される遺伝子のスクリーニングと検証 

HSF が病害抵抗性の発現に介在していると仮定し、トマト、キュウリにおいて、HSF や PR1 などの感
染特異的タンパク質を含む HSIR の発現に関連が予想される遺伝子ファミリーのプロモーター領域を精
査し、熱ショックエレメント(HSE)と推定される配列の有無で分類する。 
3) 熱ショック処理による遺伝子発現制御機作 

2)でスクリーニングした各遺伝子について、発現のタイムコースを明らかにし、1)の結果も併せ SAR と
HSF 介在の抵抗性の反応時間による区別を試みる。 
4) 阻害剤の利用 

HSP90 inhibitor であるゲルダナマイシンや HSF1 inhibitor である KRIBB11 などの阻害剤で植物を
処理し、抵抗性の発現に与える影響を明らかにする。HSF が抵抗性発現に介在しているとすれば前者
により抵抗性誘導は促進され、後者により抑制されると予想される。 

最終年においては、前年までに解明した機作について SAR との違いを明確にするため SAR の誘導
剤である BIT 処理との比較、併用を検討する。また、病害抵抗性とは直接的な関係性がない遺伝子も
含め、発現に関係する経路の相互関係を整理し、HSIR の多面的な機作を解明する。 
最終的には実際に栽培試験や接種試験を行い具体的な誘導抵抗性を確認し、健苗育成や環境保全

型栽培を目的とした温湿度管理などの施設環境制御への応用を図る。 
 
４．研究成果 
材料にトマトと斑葉細菌病菌を用い、熱ショック処理後の細菌性病害に対する抵抗性の変化、葉中サ

リチル酸含量の変化ならびに病害抵抗性関連遺伝子の発現経過を調査した(Arofatullah ら、2019)。そ
の結果、トマトの病害抵抗性は熱ショック処理後 12 時間後に最大となり、その後低下することが明らか
になった。一方、葉中サリチル酸濃度は熱ショック処理後 12 時間でピークに達し時間とともに減少した。 
供試した病害抵抗性関連遺伝子はいずれも熱ショック処理後 12 時間または 24 時間後にピークに達

した。HSF 遺伝子についてはいずれも熱ショック処理後 6 時間程度で発現がピークに達し、その後発現
レベルが維持されるもの、漸減するものがあった。これら遺伝子の開始コドン上流域のシーケンシングを
行ったところ、すべての遺伝子で熱ショックエレメントの存在が確認された。以上の結果から、葉中サリチ
ル濃度がピークに達するタイミングは熱ショック転写因子の発現レベルよりも 6 時間遅かった。これらの
ことから、これら病害抵抗性遺伝子の発現はサリチル酸により全身獲得抵抗性が誘導されるよりも早い
時期に熱ショック転写因子によって誘導される可能性が高いと判断された。 

熱ショックタンパク質 HSP90 阻害剤ゲルダナマイシンならびに熱ショック転写因子 HSF1 阻害剤
KRIBB11 を処理してから接種試験ならびに病害抵抗性関連遺伝子の発現を調査したところ、前者は病



害抵抗性の誘導を促進し、後者は抑制した。これらのことから SAR が誘導される前に HSF が活性化し、
病害抵抗性関連遺伝子を含む熱ショックエレメントを持つ遺伝子群の発現を制御している可能性が明
らかになった。なお、トマトにおいて熱ショックタンパク質 hsp90 ならびに熱ショック転写因子 hsfA2 が病
害抵抗性誘導に及ぼす影響を RNA 干渉法によって解明することとした。まず、Infusion cloning のため
のプライマーデザインを行うとともにトマト培養細胞を入手し、培養条件を検討した。しかしながら細胞の
成長速度が遅く実験が進展しなかった。次にキュウリとうどんこ病菌を用いて上記同様の実験を行ったと
ころ、トマトと同様の結果が得られたことから熱ショックに対する抵抗性誘導反応は種特異的なものでは
ない可能性が示唆された(Widiastuti ら、2021)。そこでキュウリと灰色かび病菌の組み合わせで詳細な
実験を行った(Kharisma ら、2021)。熱ショック処理 24 時間と 48 時間後に、それぞれ POX と PR1 の発
現レベル上昇が認められ、病斑面積が無処理に比べて減少した。両遺伝子の発現レベル上昇 hsfa2 お
よび hsfb2 の発現レベル上昇の後だった。HSE モチーフは、POX、PR1.CI、POX73、POX43 の上流に
見られ、これらの遺伝子発現レベルは熱ショック処理 24 時間後に上昇した。HSP90 阻害剤であるゲル
ダナマイシンは、HSE を持つ PR タンパク質遺伝子の発現レベルを維持し、無処理に対して灰色かび病
の病斑面積が小さかった。ゲルダナマイシン処理は局所的な抵抗性を増強したのに対して熱ショックは
全身的な抵抗性を誘導した。熱ショック処理とゲルダナマイシン処理の組み合わせは、HSE を持つ PR
タンパク質遺伝子の発現を誘導し、灰色かび病菌に対する抵抗性をさらに強化した。抵抗性発現のタイ
ムコースを考慮すると、HSIR は遅発性の SAR と早発性の HSF を介した局所的抵抗性のシグナル伝達
経路の双方を含むことが明らかになった。 

最後に、HSIR が熱ショックのみをトリガーとして生起する反応であるのか、非生物学的ストレスに対す
る普遍的な反応であるのかを明らかにするため紫外線(UV-B)照射による抵抗性誘導反応との比較をキ
ュウリとうどんこ病を用いた実験系で行った(Fardhani ら、2022)。キュウリ幼苗に対し UV-B 照射（強度
5μW/cm2）を 4 時間/日行った後にうどんこ病菌を接種したところ、うどんこ病の発生が対照群に比べ
21.17％減少した。熱ショック処理とは異なり UV-B 照射ではキュウリの病害抵抗性関連遺伝子 Chi2 お
よび ETR2 が照射部位にのみ局所的に発現し、全身的な反応は現れなかった。うどんこ病菌を接種した
キュウリでは、事前の UV-B 照射の有無で Chi2、ETR2、LOX6 の発現量が異なった。UV-B は、熱ショッ
ク処理により誘導される全身獲得抵抗性や熱ショック転写因子遺伝子の発現に大きな影響を与えなか
った。熱ショック処理と UV-B 照射の併用はうどんこ病の減少に強い相乗効果を示した。この結果から、
UV-B 照射は熱ショック処理とは異なるメカニズムでキュウリのうどんこ病に対する抵抗性を引き起こす可
能性が高いことがわかった。したがって全ての環境ストレスが HSIR を誘導する訳ではないことが示され
た。 

研究期間全体を通し、当初目標に掲げた熱ショック誘導抵抗性の複数の反応経路のうちの未解明の
経路が熱ショック転写因子に介在されるものであることが明らかになった。また実用化されている非生物
学的ストレス利用手法である紫外線照射とはメカニズムが異なることが分かった。このため育苗施設等で
は複数技術を併用することによりさらに高い病害予防効果を期待できると考えられる。 
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