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研究成果の概要（和文）：アミノ酸であるL-Hisによって誘導される植物の青枯病抵抗性の分子機構の解明に資
するべく、L-Hisの代謝に関わる遺伝子及びL-His処理によって新たに生産される物質の探索を実施した。L-His
処理によって誘導されるシロイヌナズナ及びトマト遺伝子を特定し、当該遺伝子の発現を抑制したトマト系統で
はヒスタミンの生産が抑制されることが示された。L-His処理によって新たに生産される青枯病発病抑制活性を
示す物質として新規構造を有するテルペノイドを同定した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of L-His-induced bacterial wilt disease
 resistance, we tried to identify plant genes involving metabolism of L-His and L-His-induced 
substances. We identified a L-His-induced gene from Arabidopsis and tomato and found that tomato 
plants in which the corresponding gene was silenced exhibited reduced histamine production. We also 
identified a new terpenoid that has an inhibitory effect on bacterial wilt disease. 

研究分野： 植物病理、天然物化学

キーワード： アミノ酸　青枯病抵抗性　ヒスチジン　アミノ酸代謝　エチレン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アミノ酸は生物を構成する必要不可欠な因子であり、様々な生理応答に関わることが知られているが、植物の病
害抵抗性における役割については十分に理解されていない。本課題では、アミノ酸であるL-Hisが植物体内で代
謝されるときに関与する遺伝子候補を見つけるとともに、L-Hisの下流で機能すると考えられる物質を見つけ
た。これらの知見は植物におけるアミノ酸の機能や作用機構に関する深い理解に繋がるのみならず、新しい病害
防除技術の開発に繋がる可能性がある。

※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 

病原体や害虫の攻撃に対して植物はサリチル酸、ジャスモン酸、エチレンなどの防御物質を生産

することにより対処している。蓄積したこれら物質は pathogenesis-related (PR) 遺伝子など

の病害虫抵抗性に関わる遺伝子群の発現を誘導することから、防御シグナルとして働いている

と考えられている（文献①）。これら防御物質のうちでも病原体や害虫を直接殺すことなく病害

虫抵抗性を誘導する物質は、耐性菌や薬剤抵抗性害虫の出ない環境低負荷型病害虫防除剤の素

材として注目されている（文献②）。しかし、抵抗性誘導物質の探索法が確立されていないこと

等に因り、これまで見つかった物質の数そのものが少ないこと等から、実用化に至った例は少な

い。実際、国内で農薬として上市されている抵抗性誘導剤は主にサリチル酸経路に作用する 3種

（プロベナゾール等の有効成分としてカウントした場合）のみであり、対象病害もイネいもち病

等数種に限定される。サリチル酸が有効でない病害も多数あることから、新たな作用点を有する

抵抗性誘導物質を見出すことは重要であるが、ジャスモン酸やエチレン経路を活性化する物質

の情報は限られていた。 

このような中、本報告者らは、アミノ酸の 1種である L-ヒスチジン（L-His）が青枯病に対し

てトマトやシロイヌナズナに抵抗性を誘導すること、その抵抗性誘導にはエチレン生合成と

EIN3（エチレンシグナル伝達因子）を介したシグナル伝達経路の活性化が必要であることを見出

した（文献③）。一方、本報告者らは先行研究により L-His 処理した植物ではヒスタミンやピリ

ドキサールリン酸（PLP）が蓄積することを見出した。このことは、L-His 処理した植物では L-

His がヒスタミンに変換することを示唆しているが、その変換に関わる因子の実体は不明であっ

た。また、L-His による青枯病抵抗性は EIN3 の機能喪失変異株（ein3）では完全に喪失せず、

従ってエチレンを介さないことから、未知の因子が媒介する経路の存在も示唆されたが、この未

知因子の実体についても不明であった。 

 

２．研究の目的 

本課題では、L-His によるエチレン経路活性化機構を明らかにするために、L-Hisの代謝に関わ

る遺伝子を同定し、その機能を解析する。また、エチレン非依存的な青枯病抵抗性の誘導に

関わる未知因子を同定することを目的とする。これらの解析を通じて L-His による青枯病抵

抗性の誘導の分子機構の理解に資する。 

 

３．研究の方法 

植物材料及び青枯病菌 

トマト（Solanum lycopersicum）は Ponderosa、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）は野生型として Col-

0 を用いた。トマトとシロイヌナズナの栽培条件は文献③及び④に記載の方法に従った。本課題では青

枯病菌は既報に記載した strain を用いた（文献③、④）。 

 

青枯病抵抗性検定 

青枯病抵抗性は文献③及び④に従って、発病程度を計測することにより評価した。 

 

トランスクリプトーム解析 

L-His 処理したシロイヌナズナ葉を用いて L-His 処理により発現が変動するシロイヌナズナ遺伝子の網

羅的解析を実施した。 

 

リアルタイム PCR 

植物組織からの RNA 抽出及びその後のリアルタイム PCR は既法 (文献③、④）に従った。 



 

ヒスタミン定量 

ヒスタミンの定量は既法 (文献⑤）に従った。 

 

青枯病抵抗性誘導物質の精製 

L-His 処理したトマト根をアセトン抽出し、抽出物を酢酸エチル可溶性の酸性、中性、塩基性画分に分

画した。中性画分はシリカゲルのオープンカラムクロマトグラフィーに供し、ヘキサン-酢酸エチル-メタノ

ール系でステップワイズ溶出した。溶出画分は青枯病抵抗性検定に供試、活性を示した画分は solid-

phase extraction カラムに供し、アセトニトリル-水系でステップワイズ溶出した。溶出画分は青枯病抵抗

性検定に供試、活性を示した画分は逆相系 HPLC（アセトニトリル-水系）で精製した。 

 

構造解析 

活性を示した精製物は、高分解能質量分析、800 MHz 1H-NMR 及び 13C-NMR に供した。 

 

 

４．研究成果 

（１）エチレン経路活性化機構の解明 

L-His の代謝に関わる植物遺伝子に関する知見は少ない。そこで、L-His によって発現が誘導さ

れるシロイヌナズナ遺伝子の網羅的解析を行い、発現上昇がみられた遺伝子群のなかから、アミ

ノ酸代謝に関係すると推測される遺伝子を選抜した。選抜した 5つの遺伝子（便宜上、遺伝子 A

～Eとする）についてリアルタイム PCR を行ったところ、遺伝子 Aと遺伝子 Eは L-His により誘

導が起こった（図１）。これら５つの遺伝子について、対応するトマト相同性遺伝子の L-His に

よる発現誘導を調べたところ、シロイヌナズナ同様に、特に遺伝子 Eは L-His による強い発現誘

導が認められた（図２）。 

 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

図 1．シロイヌナズナ遺伝子の L-His 応答性 
10 mM L-His を 48 時間処理したシロイヌナ
ズナ葉における遺伝子 A, B, C, D, E のリア
ルタイム PCR 解析。 
平均±SE (n=3), **P<0.05 

図 2．トマト遺伝子の L-His 応答性 
10 mM L-His を 48 時間処理したトマト
葉における遺伝子 A, B, C, D, E のリ
アルタイム PCR 解析。 
平均±SE (n=3), **P<0.05 



 強い誘導がみられた遺伝子 E について、トマトを用いてサイレンシングによる発現抑制体を

作出を試みた。内在性の遺伝子 Eの発現抑制が確認できた系統では、L-His によるヒスタミン蓄

積が非組換え体に比較して減衰されていた（図３）。このことは、トマトにおいて遺伝子 Eは L-

His からヒスタミンへの変換に関与する可能性があることを示す。なお、シロイヌナズナについ

ては、遺伝子 Eについて入手可能な機能喪失変異株が存在しなかったことから、ゲノム編集によ

る遺伝子破壊を行っているところである。今後はこれらの抑制体等を用いて青枯病抵抗性がど

のように変化しているのか、エチレン経路の活性化がどのようになっているのかを解析する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）青枯病抵抗性に関わる未知因子の探索 

青枯病抵抗性に関わる未知因子を探索するために、L-His 処理したトマト（Ponderosa）根をアセ

トン抽出し、抽出物を酢酸エチル可溶性の酸性、中性、塩基性画分に分画した。各画分を青枯病抵抗

性検定に供したところ、中性画分に強い青枯病発病抑制活性を見出した（図４）。当該画分にはヒス

タミンは含まれていないことを確認した。同様に水処理もしくは D-His 処理したトマト根から

調製した酢酸エチル可溶性中性画分にはそのような抑制活性は認められなかった。抑制活性を

示した中性画分を種々のクロマトグラフィーに供し、最終的に HPLC のクロマトグラフ上で単一ピ

ークになるまで精製した。精製物は高分解能質量分析と NMR に供し、解析の結果、新規構造を有する

テルペノイドの１種であることが推定された。当該物質は 10 M で青枯病発病抑制活性を示した（図

５）。今後は、得られた推定構造の正確性を検証するため当該物質の合成を行い、精製物と合成

物の構造が一致することを確認する必要がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．トマト遺伝子 Eサイレンシング系統のヒスタミン量 
10 mM L-His を 48 時間処理した各系統(T

1
)の葉におけるヒスタミン量。Vec はベ

クターのみを導入した系統。平均±SE (n=3), 異なるアルファベットは有意差が
あることを示す（p<0.05）。 

図 4．L-His 処理トマト根から調
製した酢酸エチル可溶性画分の
青枯病発病抑制効果 
各処理根から調製した各画分液
に第３本葉期トマト（15 個体）の
根を 48 時間浸漬し、青枯病菌接
種 7日目の発病株率を求めた。 

図 5．精製した活性物質の青枯
病発病抑制効果 
所定濃度の水溶液第３本葉期
トマトの根を 48時間浸漬し、
青枯病菌接種 7 日目の発病株
率を求めた。 
平均±SE (n=15), **P<0.01 
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