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研究成果の概要：作物の病気の発生を防ぐことは農業にとって最も重要な課題である。しかし、

植物の病気には病原体認識、その後のシグナル伝達、抗菌性物質の産生など多くの遺伝子が関

与するため、少数の遺伝子を用いた遺伝子発現解析では病害応答を精緻に理解することは困難

である。そこで、一度に千から数万の遺伝子の動きを解析できるマイクロアレイを用いて、「カ

スタムアレイ設計の方法論の確立」および「遺伝子診断法の確立」を試みた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,600,000 0 1,600,000 

2007 年度 900,000 0 900,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

年度  

総 計 3,400,000 270,000 3,670,000 

研究分野： 植物病理学 
科研費の分科・細目： 農学・植物病理学 

キーワード： 病害防除、病害抵抗性、感染生理、植物・病原体相互作用、マイクロアレイ、遺 

伝子診断 

 
１．研究開始当初の背景 
 近年、DNA マイクロアレイは、医療分野に
おいて遺伝子研究、医薬品開発、医療、診断、
検査などの必須アイテムとして使用されて
いる。特に、医療分野においては癌診断、ス
トレス診断、うつ診断用の DNA チップの開発
が進められている。一方、植物科学分野にお
いても作物育種や遺伝子組換え植物の優良
検定、変異体解析、農薬のゲノム創薬への利
用が考えられており、植物のストレス診断に
よる環境モニタリングシステムの開発が試
みられている。 
 代表者は、日本で初めてシロイヌナズナ完
全長 cDNA マイクロアレイの作製に成功し、
これまでに、1,300(1.3K)および 7K 遺伝子マ
イクロアレイを用いて、病害ストレス(病原

微生物接種)、シグナル物質および植物ホル
モン(サリチル酸、ジャスモン酸、エチレン、
アブシジン酸)、活性酸素誘導剤（パラコー
ト、ローズベンガル）、環境ストレス（重金
属、紫外線、乾燥、塩、傷処理）において経
時的かつ網羅的な遺伝子発現解析を行い、得
られた発現プロファイルの集積データを保
有している。遺伝子診断を確立するためには、
基礎となるデータベースを有しており、多検
体解析が可能な技術基盤が必要である。代表
者は、アレイ作製からスキャニングまでの全
ての装置を有していること、アレイ作製技術
から解析手法に熟練していることで、受託解
析よりも格段に低コストで解析できるカス
タムアレイを開発済みである。以上の解析デ
ータおよびカスタムマイクロアレイの作製
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技術を植物の病害防除に活用することによ
る新たな病害防除法の開発に貢献できる研
究基盤を有している。 
 
２．研究の目的 
 農業にとって、作物の病気の発生を防ぐこ
とは最も重要な課題である。しかし、植物の
病気には病原体認識、その後のシグナル伝達、
抗菌性物質の産生など多くの遺伝子が関与
している。そこで、その診断には、一度に千
から数万の遺伝子の動きを検証できるマイ
クロアレイが最適なデバイスとなる。また、
病害応答に関わる網羅的な遺伝子群の発現
解析の方法論を構築することは、新たな病害
防除法の開発に貢献することが期待できる。
そこで、現在までに取得したマイクロアレイ
データを用いて「カスタムアレイ設計の方法
論」を確立し、シロイヌナズナに病原菌もし
くは抵抗性シグナル誘導物質を処理したカ
スタムアレイデータを集積し、統計学的解析
を中心とした「遺伝子診断法の確立」をめざ
した。 
 また、モデル植物で得られた知見を農作物
に応用することを目的として、ハクサイの
EST を用いて、ハクサイ 2.0K マイクロアレ
イを構築した。ハクサイ cDNA マイクロアレ
イを用いて、病原菌処理により誘導される抵
抗性遺伝子群の発現プロファイルを取得し、
モデル植物と農作物において比較解析する
ことにより、遺伝子診断法を用いた新たな病
害防除法の確立をめざした。 
 
３．研究の方法 

(1)遺伝子診断用シロイヌナズナ cDNAマイク

ロアレイの構築 

①1.2K マイクロアレイを用いた病害感受度

検定 

 研究代表者がこれまでに遂行したマイク

ロアレイデータベースから、病害ストレス、

環境ストレス処理において発現した遺伝子、

植物のハウスキーピング遺伝子を搭載した

1.2K マイクロアレイを用いて、アブラナ科野

菜類炭疽病菌(Colletotrichum 
higginsianum)を感受性および抵抗性エコタ

イプのシロイヌナズナに接種し、網羅的に遺

伝子の発現プロファイルを解析した。 

②ハクサイ遺伝子比較用シロイヌナズナ

1.7K マイクロアレイの構築 

 ハクサイESTクローンに対して高い相同性

を持つ約400のシロイヌナズナRAFLクローン

を①の1.2Kマイクロアレイに加え、1.7Kマイ

クロアレイの構築を行い、ハクサイとシロイ

ヌナズナにおけるアブラナ科野菜類炭疽病

菌の攻撃に対する応答遺伝子の比較解析を

行った。 

(2)ハクサイESTクローンの取得およびcDNA

マイクロアレイの構築 

ハクサイ遺伝子を網羅的に解析するため、数

種のシグナル誘導物質を処理したハクサイ葉

からcDNAライブラリーを構築し、約2000のEST

クローンおよび約5000の完全長cDNAクローン

の取得を行った。取得したcDNAクローンから

PCR産物を調製し、約7000遺伝子を搭載したハ

クサイ7.0Kマイクロアレイを作製した。本ア

レイを用いて、ハクサイにおけるアブラナ科

野菜類炭疽病菌の攻撃に対する応答遺伝子

の網羅的な遺伝子発現プロファイルを取得

し、(1)項で取得したモデル植物の遺伝子発

現プロファイルと比較解析した。 

(3)炭疽病菌を処理したシロイヌナズナおよ

びハクサイの病原菌感染における比較解析 

 シロイヌナズナおよびハクサイに炭疽病菌

を処理し、経時的に顕微鏡による菌の感染行

動の観察を行い、マイクロアレイにより得ら

れたデータと比較解析して遺伝子診断の正否

を検討する。 
 
４．研究成果 

 シロイヌナズナの病害および環境ストレ

ス応答遺伝子1,200個を搭載したシロイヌナ

ズナ 1.2K マイクロアレイにより、アブラナ

科野菜類炭疽病菌の攻撃に対するシロイヌ

ナズナの応答遺伝子の解析を行った。その結

果、感受性のエコタイプ Col-0 と抵抗性エコ

タイプ Ws および Eil-0 の遺伝子発現プロフ

ァイルには明らかな差が認められ、マイクロ

アレイによる解析により、病原菌に対する病

害感受度の判定ができることが示唆された。

そこで、シロイヌナズナにおける病害応答診

断の方法論の構築を検討し、(1)基本となる

サリチル酸（SA）、エテフォン（ET）、メチル

ジャスモン酸（JA）処理のデータベースの構

築、(2) SA、ET、JA シグナル伝達経路上のマ

ーカー遺伝子の発現プロファイル、(3)実験

系統樹解析、(4)発現遺伝子の相関解析を統

合して解析することにより、病害感受度を判

定できる可能性が示された。さらに、1.2K お

よび 1.7K シロイヌナズナマイクロアレイを

用いて、病原菌接種とシグナル物質処理によ

り得られた遺伝子発現プロファイルの相関

解析により、活性化した抵抗反応経路を推定

する方法論を構築した。病原糸状菌アブラナ

科野菜類炭疽病菌を接種したシロイヌナズ

ナについて、本評価法を用いて解析した結果、

炭疽病菌の攻撃に対するシロイヌナズナの

初期の抵抗反応はサリチル酸経路を介して

活性化されることが示唆された。次に、7.0K

ハクサイマイクロアレイを用いて、サリチル



 

 

酸ナトリウム、BTH、メチルジャスモン酸処

理およびアブラナ科野菜類炭疽病菌の接種

により発現誘導される遺伝子群を網羅的に

解析するとともに、ハクサイ-シロイヌナズ

ナ間のカウンターパート遺伝子を同定し、両

植物間の病害応答性を比較解析した。その結

果、シロイヌナズナの SA 経路、ET/JA 経路、

JA 経路に関わる主要な病害応答性遺伝子で

ある PR1、PR5、BGL2（以上 SA 経路）、PDF1.2
（以上 ET/JA 経路）、VSP2、LOX2（以上 JA 経

路）を取得した。また、シロイヌナズナで構

築した遺伝子診断評価法を用いて、アブラナ

科野菜類炭疽病菌に対する抵抗反応を解析

した結果、シロイヌナズナよりも感受度の高

いハクサイでは、初期のサリチル酸経路の活

性化は認められないが、ET/JA 経路はシロイ

ヌナズナと同様に活性化されることが示唆

された。さらに 7.0K ハクサイマイクロアレ

イを用いた解析により、遺伝子診断アレイ用

の遺伝子の選抜を行った。選抜基準として次

のいずれかを満たす遺伝子を選抜した。(1)

シグナル物質処理または病原菌接種により 5

倍以上の発現活性を有する。(2)シロイヌナ

ズナの防御応答遺伝子のカウンターパート。

以上により、約 1000 遺伝子の遺伝子診断キ

ット用ハクサイ病害応答性遺伝子を選抜し

た。現在、本診断アレイによるアブラナ科作

物の病害応答について解析を遂行している。 

 また、シロイヌナズナにおいて、炭疽病菌

に対する抵抗性には 2つの異なる抵抗性遺伝

子が必要であることを明らかにした。現在、

本遺伝子セットをアブラナ科作物へ形質転

換しており、抵抗性遺伝子を用いた病害抵抗

性作物の分子育種を試みている。 
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