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研究成果の概要（和文）：最適防御理論は、植物は最も価値の高く、攻撃に対して最も脆弱である器官に最も多
くの資源が投入されると予測している。アブラナ科の植物では、根が食害されると、地下部で最も価値の高い器
官である主根にグルコシノレート（GSL）が蓄積される。GSLの蓄積は、食害に応答した局所的な生合成と、他の
器官からの輸送により生じていると考えられるが、それらがどの程度貢献しているかは明らかでない。本研究で
は、Brassica rapaのGSL誘導において、輸送と生合成の動態を調べる実験を行った。自然災害やコロナ禍により
研究が制約されたため、GSL誘導の分子メカニズムを包括的に理解するには、より詳細な実験も必要である。

研究成果の概要（英文）：The optimal defence theory predicts that plants invest most energy in those 
organs that have the highest value, but are most vulnerable to attacks. In Brassica species, 
root-herbivory leads to the accumulation of glucosinolates (GSLs) in the taproot, the most valuable 
belowground plant organ. Accumulation of GSLs can result from local biosynthesis in response to 
herbivory. In addition, transport from distal tissues by specialized GSL transporter proteins can 
play a role as well. GSL biosynthesis and transport are both inducible, but the role these processes
 play in GSL accumulation during root-herbivory is not yet clear. To address this issue, I performed
 experiments to study the dynamics of transport and biosynthesis in local and distal tissues of 
Brassica rapa.

研究分野：生態学

キーワード： 誘導防御応答　グルコシノレート（からし油配糖体）　植物と植食性昆虫の相互作用　植物の食害応答
　最適防御理論　植物-微生物-昆虫相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
陸上植物は、天敵に攻撃されても移動して逃げることができません。しかし、植物は様々な部位を天敵に攻撃さ
れる可能性があり、それに対抗する必要があります。植物の対抗手段の一つに、化学防御物質があります。この
防御にはコストがかかるため、植物は攻撃された時にのみ防御物質の濃度を高くする誘導防御応答を取ります。
いつ・どこで生じるか分からない攻撃に対する植物の柔軟な対応策が誘導防御で、多様な生物から植物が身を守
る術と考えられてきました。本研究では、この誘導防御の分子メカニズムの理解を目指しました。植物自身が備
える防御機構を理解することにより、農薬使用を減らした作物生産への応用も可能になると考えています。

※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 
 植物の地上部と地下部は、分け隔てられ研究されることが多かった。この理由は、植物が

獲得する資源は地上部では光、地下部では水や栄養塩と異なり、それぞれの側面に着目して

研究が発展してきたからである。しかし、天敵に着目すると、地上部も地下部も病害虫の攻

撃を同様に受けている。このため、植物防御に関して、個体全体に適用できる規則があり、

天敵からの攻撃に対して、個体全体で応答していると考えられる (Soler et al. (2013) Trends 

Plant Sci., 18, 149–156; Tsunoda et al. (2017) J. Ecol., 105, 1256–1266)。葉や根など一部の器官

だけでなく個体全体において、複数の天敵に対する植物の防御応答機構の分子機構を明ら

かにすることが、本研究の目的である。本研究課題では、「さまざまな天敵に対する植物の

防御応答の分子機構に個体全体に適用できる規則はあるか？」と言う問いを検討した。 

 全ての天敵に対して防御強度を高めると、植物の成長や繁殖への投資が減少する。このた

め、植物は、最も攻撃を受けやすい部位や攻撃を受けると最もダメージが大きい部位に、よ

り多くの防御物質を分配する（最適防御理論; Iwasa et al. (1996) Theor. Popul. Biol., 50, 124–
148; van Dam et al. (1996) Funct. Ecol., 10, 128–136）。研究代表者によるこれまでの研究から、

地上部と地下部の両方の恒常防御と誘導防御は、最適防御理論と矛盾しないことが明らか

となった (図 1; Tsunoda et al. (2017) J. Ecol., 105, 1256–1266; Tsunoda et al. (2018) Funct. Ecol., 

32, 2127–2137)。つまり、食害がない時、茎や主根で化学防御物質（グルコシノレート, 

glucosinolate, 以下 GSL）の濃度が恒常的に高かった。また、食害が生じると、茎や主根で、

GSL の濃度上昇が顕著だった。GSL の濃度上昇は、新たな生合成と食害を受けていない部

位からの輸送により生じていると考えられる。従って、地上部と地下部双方で生じた病害虫

の攻撃に対し、地上部と地下部の間の防御物質のやりとりに着目し、植物の防御応答機構を

評価する必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、GSL 誘導防御の分配様式を作り出す機構を、GSL の生合成・輸送関連遺伝

子の発現と GSL の組成・濃度の評価により明らかにする。植物を攻撃する昆虫と病原菌の

両方を用いて、各条件における病害虫と植物のパフォーマンスを定量し、誘導防御の機能性

を評価する。これら一連の評価を地上部と地下部双方で行い、さまざまな攻撃に対する植物

の防御機構の共通性と相違性及び、誘導防御反応における地上部と地下部の連携を明らか

にする。 

GSL は、インドール GSL (I-GSL)と芳香族 GSL、脂肪族 GSL に大別され、I-GSL は病原

図１. 植物の各器官（左）とカブの

恒常グルコシノレート(GSL) 濃度

（右）。植物体の中心である茎や主

根で GSL 濃度が最も高く、よく防御

されている。灰色, 脂肪族 GSL; 白, 
インドール GSL; 斜線 , 芳香族
GSL。 

 



 

 

菌への防御に、その他は植食性昆虫への防御に特に有効である (Fan et al. (2011) Science, 331, 

1185-1188)。また、それぞれ生合成と輸送の遺伝子がそれぞれ同定されている (Jørgensen et 

al. (2015) Trends Plant Sci., 20, 508–514)。そのような材料を用いて、最適防御理論と矛盾しな

い誘導防御の分子機構を明らかにする点が、本研究の学術的独自性である。特に、地上部と

地下部の間の物質輸送は、植物体の一部だけを評価してきた多くの先行研究が見逃してき

た点である。 

 地上部と地下部を攻撃する昆虫と病原菌を材料とすることにより、植物の複雑な防御応

答の共通性と相違性を明らかにする点が創造的である。最適防御理論と矛盾しない防御物

質分配は地上部と地下部双方で見られたため、この分配様式を作り出す共通したパターン

が、地上部と地下部双方に存在すると予測している。一方、GSL の種類とその機能に着目す

ると、地上部と地下部で相違点があると考えられる。地下部では I-GSL が恒常的に多く（図

1）、病原菌の攻撃が多いことを示唆している。このため、攻撃が生じた際、地下部では I-GSL

の輸送が顕著だが、地上部ではそれ以外のGSLの輸送が顕著だと予測していた（図 2参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究では、GSL の生合成と輸送に関わる遺伝子が同定されているアブラナ科 Brassica

属を材料とし、二つの課題を行う。これまでの研究・予備実験では地下部の昆虫と植物の関

係しか評価できなかったが、示唆に富む結果が得られている。その結果をもとに、ポットで

栽培した植物に病害虫を接種し、植物の防御応答の分子機構を評価する本研究計画を立案

した。課題 1 では、地下部の昆虫と病原菌に対する GSL の誘導防御の分子機構と機能性を

評価する。課題 2 では、地上部と地下部の昆虫と病原菌による攻撃の応答を評価する。評価

項目や扱う生物群が多いが、必要に応じて共同研究者から協力を得られる。 
 
３．研究の方法 
根食昆虫の準備 

 根食昆虫とするドウガネブイブイ幼虫は、6 月中旬から 7 月中旬にかけて、東京都多摩市

の多摩川河川敷で成虫を採集し、それが産卵した卵から準備した。2019 年度は問題なく成

虫を採集し、実験に用いられた。しかし、2020 年度は、前年の 2019 年 10 月 12日に関東・

東海地方に上陸した令和元年東日本台風の洪水によりドウガネブイブイの食草のみならず、

土壌そのものが流出し、ドウガネブイブイを採集できなかった。また、コロナ禍で他地域に

おける採集も制限されたため、十分量のドウガネブイブイ幼虫を用意できなかった。これに

より、計画していた実験の変更を余儀なくされ、今後につなげる予備的な実験しか行えなか

った。 

図 2. 主根食害後の GSL 輸送関連

遺伝子の発現量変化 (予備実験結

果)。脂肪族 GSL の輸送に関わる

BrGTR1 は、地上部で直ちに発現

した。 I-GSL の輸送に関わる

BrGTR3 は、地下部で長期的に発

現した。このことから、地上部と

地下部で輸送される GSL の種類

が異なると考えている。  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 1.ドウガネブイブイの採集地点の多摩川河川敷（左）2018年 6月;（右）2019年 11月。

2019年 10月の令和元年東日本台風の洪水により植物と表土が流出し、ドウガネブイブイの

採集が困難となってしまった。 

 

アブラナ科植物に感染する病原菌の準備 

ポテトデキストロース寒天培地で累代培養されてきたアブラナ科炭疽病菌が、Brassica 

rapa に感染するか確かめた。本アブラナ科炭疽病菌は、シロイヌナズナへの感染が確認さ

れているものである。Tsunoda et al. (2018. Funct. Ecol., 32, 2127–2137)で材料としたカブ（Horti 

Tops, the Netherlands）を本実験でも用いる予定だったが、本アブラナ科炭疽病菌は、このカ

ブ品種に病斑を形成せず、感染が確認できなかった。このため、国内で容易に入手できた

Brassica rapa の 10 品種（小松菜, 野沢菜など）について、感染の有無をスクリーニングし

たが、いずれの品種においても病斑は確認できなかった。このため、野外で生育するカラシ

ナ Brassica juncea に感染した病原菌（未同定）を 2020年度に見出し、これを今後の実験で

使用予定である。 

 

栽培実験 

 2019 年度に、食害部位を操作した実験を行い、これに対する誘導防御応答とグルコシノ

レート関連遺伝子の発現を定量した。 

 

グルコシノレート分析 

 グルコシノレートを抽出できるシステムを構築した。手順は、Grosser & van Dam (2017. 

Journal of Visualized Experiments, 121, e55425)と同等だが、日本で入手できない物品もあった

ため、若干の改訂を加えたプロトコルを作成した。改訂版のプロトコルは、私が共同編集中

の種生物学研究（2022年 12月に出版予定）で和文で発表し、国内での分析の利便性を促進

する予定である。 

抽出したグルコシノレートは、共同研究者の Dr. Henriette Uthe と Prof. Nicole van Dam （両

者とも German Centre for Integrative Biodiversity Research (iDiv) Halle-Jena-Leipzig, Germany）

に分析委託し、濃度と組成を HPLC で決定した。 

 

遺伝子発現解析 
 Oñate-Sánchez & Vicente-Carbajosa (2008. BMC Res Notes, 1, 93)を改変したプロトコルで

RNA を抽出するシステムを構築した。リアルタイム PCR により、特定の遺伝子の相対発現

量を評価した。 

  



 

 

４．研究成果 

 図 3に示す通り、主根への食害により、Brassica rapa の主根において、芳香族 GSL とイ

ンドール GSL の濃度が有意に上昇し、先行研究と矛盾しない結果が得られた。地上部器官

の GSL 濃度は有意に変化しなかったため、図には示していない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 主根への食害のみならず、防御価値が異なる部位への食害に対する誘導防御の分子機構

に関するデータも、現在解析中である。結果がまとまり次第、適宜研究発表する。 

図 4 に示す通り、インドール GSL の生合成に関

わる CYP79B2 と脂肪族 GSL の生合成に関わる

CYP83A1 の相対発現量は、食害を受けた主根のみ

で有意に上昇した。CYP83A1 の発現量は、時間と

共に減少した。食害した昆虫に対して防御効果が

ある脂肪族 GSL よりも、病原菌に対して防御効果

があるインドール GSL の方が、より長く生合成さ

れ続けると考えられた。 

図 5 に示す通り、脂肪族と芳香族 GSL の輸送

に関わる GTR1A2 と GTR2A2 の相対発現量は、

食害を受けた主根で顕著に増加し、細根でも増加

した。一方、インドール GSL の輸送に関わる

GTR3A1 の発現量は、食害に影響されなかった。

このことから、植物を攻撃している昆虫に防御効

果がある脂肪族と芳香族の GSL のみ、すでに生

合成されて他器官に分配されているものが、輸送

されてくると考えられた。 

 今回の実験では、食害の 12 時間後にはすでに遺

伝子発現量の変化が見られ、GSL 濃度も 24 時間後

には変化が見られ、素早い植物の応答が生じてい

た。誘導防御のメカニズムの理解には、この間の時

間と 12 時間後以前についても細かく検討すること

が必要と考えられた。 

 

indole GSLs is closely linked to that of indole-3-acetic acid (IAA)
(Malka and Cheng, 2017), the most commonly occurring plant
hormone belonging to the auxin class (reviewed in Zhao, 2010).
Next to its role in growth and development, IAA is a regulator of
callus formation in response to wounding. By forming a physical
barrier, callus can reduce infection by closing the wounds,
thereby reducing infection by pathogens (Ikeuchi et al., 2013).
Last but not least, the root flies themselves bring along microbial
communities in their guts, which may help them to overcome
their host plant’s chemical defenses (Welte et al., 2016). Some of
these gut microbes, for example Pectobacterium spp, are also root
pathogens in Brassica crops (van den Bosch et al., 2018). Taken

together, it is very likely that the responses triggered by root
herbivory are partly triggered by and targeted to microbial
pathogens (Sellam et al., 2007). Brassinin and IAA are
therefore interesting targets for future studies on interactions
with root-herbivores and related microbial infections in Brassica.

Next to the induction of biosynthesis, herbivory induced the
local expression of transporters GTR1 and GTR2, whereas
expression of GTR3 was not affected. Since the induction of
GTRs preceded the rise in indole GSL concentration, this
suggests that active transport from distal tissues potentially
plays a role in local accumulation of indole GSLs. However,
contrary to our hypotheses, we did not observe any changes in

FIGURE 4 | Concentration (mmol/g dry mass) of aliphatic, benzyl, indole and total GSLs in the tap root and fine roots of B. rapa plants after 12 h, 24 h, 3 days and
7 days of root-herbivory by D. radicum (mean (SE), n = 6). At each time‐point, the asterisk indicates significant differences according to student’s t-tests (P < 0.05,
Table S9). *, P < 0.05; **, P < 0.01, ***, P < 0.001.

TABLE 3 | Statistical comparison of aliphatic, benzyl, indole and total GSL concentrations [(mmol/g) in the taproot and fine roots of B. rapa plants after 12 h, 24 h, 3
and 7 days of root-herbivory by D. radicum (two-way ANOVA, n = 6)]. Bold indicates significant difference P-values (P < 0.05).

GSL Factors Taproot Fine roots

Df Sum Sq Mean Sq F P value Df Sum Sq Mean Sq F P value

Aliphatic

Treatment 1 4.00 3.70 0.04 0.84 1 0.31 0.31 0.23 0.63
Timepoint 3 1415.00 471.50 5.04 4.50E-03 3 4.97 1.66 1.24 0.31
Treatment * Timepoint 3 91.00 30.20 0.32 0.81 3 0.16 0.05 0.04 0.99
Residuals 42 3929.00 93.50 42 56.20 1.34

Benzyl

Treatment 1 371.10 371.10 19.70 6.44E-05 1 2.87 2.87 2.57 0.12
Timepoint 3 643.00 214.30 11.38 1.36E-05 3 7.29 2.43 2.18 0.11
Treatment * Timepoint 3 337.40 112.50 5.97 1.74E-03 3 0.89 0.30 0.27 0.85
Residuals 42 791.00 18.80 42 46.95 1.12

Indole

Treatment 1 184.17 184.17 30.59 1.87E-06 1 2.88 2.89 3.31 0.08
Timepoint 3 44.79 14.93 2.48 0.07 3 10.73 3.58 4.10 0.01
Treatment * Timepoint 3 66.04 22.01 3.66 0.02 3 1.58 0.53 0.61 0.62
Residuals 42 252.86 6.02 42 36.63 0.87

Total

Treatment 1 1207.00 1207.40 5.80 2.05E-02 1 8.10 8.10 1.29 0.26
Timepoint 3 4068.00 1355.90 6.51 1.02E-03 3 40.24 13.41 2.13 0.11
Treatment * Timepoint 3 1111.00 370.40 1.78 0.17 3 3.65 1.22 0.19 0.90
Residuals 42 8743.00 208.20 42 264.72 6.30

Touw et al. Glucosinolate Accumulation During Root-Herbivory

Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org January 2020 | Volume 10 | Article 16539

 
FIGURE 5 | Transcript accumulation (2-DDCT) of GSL biosynthesis genes CYP79B2 and CYP83A1 in the tap root and fine roots of B. rapa plants after 12 h, 24 h
and 3 days of root-herbivory by D. radicum normalized to the housekeeping gene ACTIN 7 (mean (SE), n = 6). At each time‐point, the asterisk indicates significant
differences according to student’s t-tests (P < 0.05, Table S10). **, P < 0.01, ***, P < 0.001.

TABLE 4 | Statistical comparison of transcript accumulation of GSL transporters 1, 2, and 3 and biosynthesis genes CYP79B2 and CYP83A1 in the taproot and fine
roots of B. rapa plants after 12 h, 24 h, 3 and 7 days of root-herbivory by D. radicum (two-way ANOVA n = 6). Bold indicates significant difference P-values (P < 0.05).

Gene Factors Taproot Fine roots

Df Sum Sq Mean Sq F P value Df Sum Sq Mean Sq F P value

GTR1A2

Treatment 1 4171.00 4171.00 16.68 3.03E-04 1 4.27 4.27 7.68 0.01
Timepoint 2 509.00 254.00 1.02 0.37 2 3.31 1.65 2.97 0.07
Treatment * Timepoint 2 509.00 254.00 1.02 0.37 2 3.75 1.87 3.37 0.05
Residuals 30 7502.00 250.00 29 16.12 0.56

GTR2A2

Treatment 1 40.27 40.27 21.43 6.62E-05 1 1.09 1.09 2.54 0.12
Timepoint 2 7.61 3.81 2.03 0.15 2 1.87 0.93 2.17 0.13
Treatment * Timepoint 2 7.61 3.81 2.03 0.15 2 1.97 0.99 2.29 0.12
Residuals 30 56.37 1.88 29 12.47 0.43

GTR3A1

Treatment 1 0.00 0.00 0.04 0.84 1 0.48 0.48 1.66 0.21
Timepoint 2 0.08 0.04 0.39 0.68 2 0.30 0.15 0.51 0.61
Treatment * Timepoint 2 0.08 0.04 0.39 0.68 2 0.30 0.15 0.51 0.61
Residuals 30 2.92 0.10 28 8.11 0.29

CYP79B2

Treatment 1 5866.00 5866.00 61.96 8.75E-09 1 1.94 1.94 1.22 0.28
Timepoint 2 415.00 208.00 2.19 0.13 2 1.32 0.66 0.41 0.67
Treatment * Timepoint 2 415.00 208.00 2.19 0.13 2 1.46 0.73 0.46 0.64
Residuals 30 2840.00 95.00 29 46.12 1.59

CYP83A1

Treatment 1 6.10 6.10 12.18 1.52E-03 1 0.49 0.49 0.96 0.34
Timepoint 2 1.91 0.96 1.91 0.17 2 0.25 0.13 0.24 0.79
Treatment * Timepoint 2 1.91 0.96 1.91 0.17 2 0.25 0.13 0.25 0.78
Residuals 30 15.03 0.50 29 14.96 0.52
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