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研究成果の概要： 
シロイヌナズナ葉を(E)-2-ヘキセナール処理すると、NADPHオキシダーゼ特異的に過酸化水素の
蓄積がおこり、これが引き金となって細胞膜カルシウムチャネルが開口し、カルシウムイオンの
流入が引き起こされることを明らかとした。その後、還元型グルタチオン量が一過的に減少し、
こうした一連の応答が防御遺伝子誘導につながることが示唆された。またメチルビニルケトンな
どのα,β-不飽和カルボニル化合物が同様の機構で植物をプライミングすることが示さ
れ、新規植物化学調節物質としての可能性を提唱することができた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2007 年度 800,000 240,000 1,040,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 510,000 3,910,000 
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１．研究開始当初の背景 
 生態系において植物は様々な揮発性化合
物に曝されている。植物が放つ揮発性化合物
の組成と量は植物が曝されているストレス
状態、例えば病虫害の種類と程度、を反映し
て動的に変化する。肉食性昆虫は草食性昆虫
による食害を受けている植物から放たれる
独特の揮発成分組成を嗅ぎ分け、それを頼り
に被捕食者を効率良く発見する能力を獲得
した。同時に植物はこうした昆虫達との共進
化の過程で肉食性昆虫を誘引する揮発性化
合物を積極的に放出する能力を獲得し、植食

者による被害を軽減し、自らの生存率を高め
ている。 このように植物は揮発性化合物の
組成と量を媒体として生態系に語りかけて
いる（プラントトーク）。もし、植物がその
周りの同種、あるいは異種植物から放たれた
揮発性化合物を知覚し、その中から情報を抽
出できるならまだ無傷な間に病虫害の接近
を察知し、予め防御体制を整えておくことが
可能となり、その個体の生存率が高まる。生
態学的に「立ち聞き」と呼ばれる現象である 
 揮発性化合物を介した植物の「立ち聞き」
の実例は生態学的な現象として知られてい
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たが、近年、京都大学生態研の高林教授ら、
米国農務省の Tumlinsonらによって詳細な報
告がなされた。ただ、いずれの場合も「立ち
聞き」現象そのものの解析であり植物の揮発
性化合物受容の分子機構を明らかにしよう
とした例はこれまでにない。研究代表者らは
シロイヌナズナの信号伝達系変異体を用い
て初めて受容機構を検討し、報告した。その
後、申請者らはシロイヌナズナのグルタチオ
ン生合成変異体 pad2 が揮発性化合物に対す
る応答能を欠損していることを明らかにし
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では植物「立ち聞き」の分子機構
全容の解明を目指し、「立ち聞き」への関与
が示唆されている C6-化合物（(E)-2-ヘキセ
ナールと(Z)-3-ヘキセノール）をターゲット
としてまず、以下の２段階の分子機構を明
らかにすることを目的とした。 
(1) 受容の段階：受容体、あるいは受容機構

の解明 
揮発性化合物に特異的な受容体があるのか
否かを明らかにするため、(a) 効率的なレポ
ーター系を確立し、揮発性化合物の構造と植
物の応答に関する構造活性相関、(b) 結合キ
ネティクスを解析する。 
 
(2) 受容した刺激を細胞内に伝える段階：活

性化される信号伝達経路の解明 
シロイヌナズナ変異体を用いた検討から揮
発性化合物に対する応答反応には PAD2 遺伝
子が必須であることを明らかとした。PAD2 遺
伝子はグルタチオン生合成律速酵素(GSH1)
をコードしており、グルタチオン依存のレド
ックス制御が応答を促進していると示唆さ
れた。そこで、(a) 揮発性化合物曝露後のレ
ドックス状態の解析、(b) 細胞レドックス状
態を制御する活性酸素種生成様式の解析、を
行い、揮発性化合物に対する応答と細胞レド
ックス状態を相関付け、揮発性化合物により
活性化される信号伝達経路にグルタチオン
依存レドックス制御が関与することを証明
する。更に(c) 揮発性化合物受容によりグル
タチオン依存レドックス制御に係る因子を
探索する。また、 (1)で開発したレポーター
系を用いて種々の天然揮発性化合物の「立ち
聞き」現象誘導活性を評価し、これまで知ら
れていない生物活性を有する植物化学調節
物質を同定する。また、野外生態系でのモデ
ル実験系を開発し、候補物質の有効性評価法
を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 受容の段階：受容体、あるいは受容機構
の解明 
(a) レポーターアッセイ系の確立と応答の

構造活性相関の確立 
 。植物の代表的な揮発性化合物である C6-
化合物（(E)-2-ヘキセナール, (Z)-3-ヘキセ
ノール）で誘導されることが既に明らかなカ
ルコン合成酵素(CHS)、リポキシゲナーゼ２
(LOX2)、グルタチオン-S-トランスフェラー
ゼ１(GST1)遺伝子のプロモーターにβ-グル
クロニダーゼ(GUS)遺伝子を融合したキメラ
遺 伝 子 (pCHS::GUS, pLOX2::GUS, 
pGST1::GUS)を作成し、これをレポーターと
してシロイヌナズナに導入する。また、CHS, 
LOX2, GST1 は用いる化合物の構造に依存し
て異なった応答を示すため、その受容機構が
それぞれに特有である可能性が高い。こうし
て確立したレポーターアッセイ系を用いて
揮発性化合物による防御遺伝子応答のキネ
ティクスを精査し、応答の構造活性相関を明
らかにする。その上で(E)-2-ヘキセナールと
(Z)-3-ヘキセノールを基本構造とした類縁
体（市販のもの、一部合成する）を用いて構
造活性相関を明らかにする。 
(2) 受容した刺激を細胞内に伝える段階： 
     活性化される信号伝達経路の解明 
(a) 揮発性化合物曝露後のレドックス状態
の解析 
（小川、松井） 
 C6-化合物による抵抗性反応誘導は pad2変
異体ではほとんど観察されない（図３）。2005
年に PAD2 遺伝子が同定され、γ-グルタミルシ
ステイン合成酵素遺伝子(GSH1)であること
が明らかとなった（Glazebrook, 私信）。pad2
変異体はグルタチオンレベルが低く、細胞内
のレドックス状態がコントロールできない。
この結果から植物が C6-化合物に曝されると
総グルタチオン量、酸化型／還元型グルタチ
オン比が変化し、これが遺伝子誘導を導くと
考えられる。そこで電気化学検出器を装備し
た HPLC（現有）により総グルタチオン量、酸
化型／還元型比を解析し、レポーター活性と
の相関付けによりグルタチオンによるレド
ックス制御が関与しているか明らかにする。 
(b) 細胞レドックス状態を制御する活性酸
素種生成様式の解析（松井） 
 C6-化合物による応答が確認された GST1遺
伝子はその発現がH2O2に支配されていること
が知られている。そこで、C6-化合物が活性
化する信号伝達経路のひとつはH2O2生成を伴
うオキシダティブバーストを介していると
考えられる。このことを証明するために、
(1)-(a)で確立したシロイヌナズナレポータ
ー系を用い、DAB(3,3’-diaminobenzidine)
染色、およびルミノールを用いた化学発光法
（ルミノメーターを現有）により H2O2を定量
する。H2O2 生成阻害剤の DPI (diphenylene 
iodonium)、あるいは抗酸化剤添加実験を通
してH2O2生成量と防御遺伝子プロモーターの
活性化が同じ挙動を示すかを明らかにする。 



 

 

(c) 揮発性化合物受容から細胞レドックス
状態変化にいたる信号伝達経路の解明（松井、
小川） 
 これまでの検討で明らかになった揮発性
化合物処理で誘導される遺伝子のうち、少な
くとも GST1 は H2O2、さらにグルタチオン依存
細胞レドックス状態変化を介して誘導され
たと考えられる。そこで、(1)-(a)で調製し
た pGST1::GUS でシロイヌナズナを形質転換
し 、 更 に 化 学 変 異 剤 EMS 
(ethylmethanesulfonate)でランダムに変異
を導入する。得られた M2 世代の種子に対し
揮発性化合物処理を行い、GST1 の応答性を失
った変異体を単離する。 
(c) 受容体を介さない応答機構の解明 
 揮発性化合物、特に(E)-2-ヘキセナールに
よる細胞表層タンパク質のカルボニル化な
どの酸化修飾が応答を担っていると考えら
れる。カルボニル化タンパク質特異的抗体
（市販）により揮発性化合物処理後のタンパ
ク質カルボニル化の程度と植物体の応答の
相関付けを行う。次いで、カルボニル化を指
標としてカルボニル化されるタンパク質の
単離、同定を試みる。 
(d) 新規植物化学調節物質のスクリーニング 
 (1)-(a)で開発したレポーターアッセイ系を
用いて天然揮発性化合物の「立ち聞き」現象
誘導活性をスクリーニングし、これまで見出
されていなかった新規生物活性を開拓する。  
 
４．研究成果 
 まず、植物が揮発性シグナルを受容した際
に植物細胞内で遺伝子誘導へ至る信号伝達系
の二次メッセンジャーの関与について検討し
た。揮発成分処理したシロイヌナズナ葉で過
酸化水素が生成蓄積することをジアミノベン
ジジン染色により明らかにした（図１）。こ
の時、過酸化水素の蓄積はNADPHオキシダーゼ
特異的阻害剤であるDPIにより効果的に抑制
されたため、この蓄積にはNADPHオキシダーゼ
の活性化が関与していることが明らかとなっ
た。また、アポエクオリン発現シロイヌナズ
ナを用いた検討により(E)-2-ヘキセナール処
理した葉では細胞内カルシウム濃度の一過的
上昇が促進されることが示された（図２）。
この上昇は塩化ランタン全処理でほぼ完全に
抑制されたので細胞外からのカルシウムチャ
ネルを介したカルシウムイオンの流入に起因
することが明らかとなった。また、NADPHオキ
シダーゼ阻害剤DPIも細胞内カルシウム濃度
上昇を抑制したため、(E)-2-ヘキセナール処
理ではまず、NADPHオキシダーゼ特異的に過酸
化水素の蓄積（オキダティブバースト）がお
こり、これが引き金となって細胞膜カルシウ
ムチャネルか開口し、カルシウムイオンの流
入が引き起こされることが明らかとなった。
ただし、いずれの場合もこうした二次メッセ

ンジャーの蓄積には比較的高濃度の揮発性化
合物処理が必要であり、野外生態系での立ち
聞き現象にこうした二次メッセンジャーが関
与している可能性についてはより詳細な検討
が必要である。一方、揮発性化合物処理した
シロイヌナズナ葉でグルタチオン量の変化を
検討したところ、大きな変化は認められず、
わずかに還元型グルタチオンが一過的に減少
することが明らかとなった（図３）。この場
合、グルタチオン量は植物組織全体を破砕す
ることによって計測しているが、葉緑体やミ
トコンドリアなどそれぞれの細胞内小器官で
の変化が遺伝子発現につながる可能性が示唆
されている。今後はこうした細胞内小器官特
異的計測が必須である。(E)-2-ヘキセナール
などの不飽和カルボニル化合物は生体内でグ
ルタチオンと容易に反応してアダクトを作る
。こうしてできたアダクトそのものが遺伝子
誘導に寄与している可能性が考えられる。こ
うしたアダクトはLC-MS/MSで計測するが、極
めて煩雑である。そこで、HPLCを用いた簡便
なグルタチオンアダクト検出システムを確立
した。現在、この検出システムを最適化し、
シロイヌナズナ葉を(E)-2-ヘキセナールで処
理した時のアダクトの生成様式の検討を精力
的に進めている。 

 

 



 

 

 
C6-化合物で誘導されるカルコン合成酵素
(CHS)等の遺伝子プロモーターにβ-グルクロ
ニダーゼ(GUS)遺伝子を融合したキメラ遺伝
子をシロイヌナズナに導入した。このレポー
ターアッセイ系を用いて揮発性化合物によ
る応答を検討したところ表皮組織でその応
答が著しいことが明らかとなった（図４）。
このものについて官能基、および炭素数の異
なる揮発性化合物曝露を行ったところ、アル
デヒド、特にα,β-不飽和カルボニル構造を持
っている化合物が高い誘導活性を示すこと
が明らかとなった。ただ、この実験系は不安
定で、植物の生育状態（湿度、温度、生育度
など）によって誘導の程度が大きく変化する
ことが観察された。このことは植物が匂いを
受容する際には単に化合物の構造だけでな
く、他の未知の内因性因子が関与しているこ
とを示唆しており、現在この因子の同定を進
めている。  

 
一方、みどりの香り生成能を失ったシロ
イヌナズナエコタイプ Col-0 に(Z)-3-ヘ
キセナールを気体で与えると、一部は気
孔から、一部は葉組織全体から浸潤して
体内に取り込まれ、直ちに(Z)-3-ヘキセ
ノールへと変換されることを明らかと
した。一方、みどりの香り生成能を保持
したシロイヌナズナエコタイプ No-0 を
完全に破砕すると(Z)-3-ヘキセナール
が大量に生成され、その一部は酸化され
て 4-ヒドロキシ-(E)-2-ヘキセナール

(HHE)へと変換されることを見いだした。
このとき、HHE の前駆体として 4-ヒドロ
ペルオキシ-(E)-2-ヘキセナールが生成
している可能性が示唆されている。HHE
は酸化ストレスを受けたほ乳動物細胞
で生成され、Keap1 系を通じて防御遺伝
子誘導を促進することが知られており、
植物でも HHE が防御遺伝子誘導物質であ
る可能性が示唆された。(E)-2-ヘキセナ
ールと同様に α,β-不飽和カルボニル構
造を持つメチルビニルケトンも同様の
防御遺伝子誘導活性を示し、灰色かび病
菌への耐性を付与することを認めた。こ
のとき、グルタチオン S-トランスフェラ
ーゼをレポーター遺伝子とすると、その
誘導がプライミングされていることが
示された。これらα,β-不飽和カルボニル
構造をもつ化合物が、新規な植物化学調
節物質として有効かもしれない。また、
モデル植物としてリママメ、トマトを用
い、葉ダニ食害を受けたリママメから放
散される揮発性化合物に曝露された無
傷リママメがキチナーゼタンパク質を
誘導し、葉ダニへの抵抗性を獲得して葉
ダニの産卵数を減少させること、ハスモ
ンヨトウ幼虫食害特異的なトマト揮発
性化合物が健全トマトのプロテアーゼ
活性を高め、ハスモンヨトウ幼虫への抵
抗性を高めていることを明らかにした。
トマトの系ではプロテアーゼ活性の上
昇は実際の食害後にのみ見られるため、
プライミングを受けていると考えられ
た。 
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