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研究成果の概要（和文）：ストリゴラクトン(SL)は、植物の生長・分化を制御する、農業生産においても注目度
が高い、極めて重要な二次代謝産物である。これまでにシロイヌナズナのSL生合成経路において最も下流で作用
しているLBO (LATERAL BRANCHING OXIDOREDUCTASE）の酵素機能などを明らかにしてきた。本課題では、LBOのク
レードに近接する4つの遺伝子にコードされている、機能未知であるジオキシゲナーゼのノックアウトラインを
CRISPR/Cas9により作成、地上部枝分れ表現型を精査し、地上部枝分かれに関与する新奇SL生合成遺伝子の単離
に成功した。

研究成果の概要（英文）：Strigolactone (SL) is one of important secondary metabolites which regulate 
plant growth and development. We have previously demonstrated that enzymatic function of Arabidopsis
 LBO (LATERAL BRANCHING OXIDOREDUCTASE）acting downstream of SL biosynthetic pathway. In the present
 project, we generated four knockout lines of dioxygenase encoded by genes closed to the LBO clade 
and examined their shoot branching phenotypes.

研究分野：植物制御化学

キーワード： ストリゴラクトン　シロイヌナズナ

  ３版

  11渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
地上部枝分かれ制御は作物の質的良的制限に直結する農業生産上重要な形質に一つであるが、その制御メカニズ
ムはほとんど明らかにされていない。本課題成果は、地上部枝分かれ抑制活性本体の単離構造決定につながるも
のであり、SL生合成経路の全貌およびその調節メカニズムの解明という学術的意義だけでなく、SL生産制御を介
した画期的な農業技術の確立という社会的意義を与えるものである。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
ストリゴラクトン(SL)は、2008 年に、植物の地上部枝分かれを抑制する新奇植物ホルモンと 
して報告された。その後 SL は、根の形態形成、二次成長、葉の老化促進など、植物の生長・分 
化に深く関与していることが明らかとなり、SL 研究の重要性はますます高まっている。一方、 
根から分泌された SL は、土壌根圏で有用微生物であるアーバスキュラー菌根菌(AM 菌)の共 
生開始シグナルとして働くと共に、世界の農業生産に甚大な被害を与えている根寄生雑草の寄 
生開始シグナル(根寄生雑草種子の発芽は SL によって誘導される)として機能している。  
多くの研究者が SL に興味を抱き、その重要性を認識しているものの、SL は化学的に不安定 
で植物の生産・分泌量も極めて微量であるため、その生合成経路、生合成・分泌調節メカニズム 
の詳細には不明な点が多い。また、現在でも植物ホルモンの活性本体は特定されていない。AM 
菌の宿主植物では、養分欠乏、特にリン酸欠乏条件下で AM 菌の宿主認識シグナルである SL の 
生産・分泌が飛躍的に促進される。一方、AM 菌の非宿主植物であるシロイヌナズナでは、養分 
欠乏条件下でも SL の生産・分泌は変動しないと考えられているが、シロイヌナズナの主要な 
SL が、ABC 環構造をもたない不安定な非典型的 SLであるため化学分析が難しく、詳細な解析
は行われていない。  
シロイヌナズナの SL 生合成酵素遺伝子として、カロテノイドイソメラーゼをコードする 

AtD27、カロテノイド酸化開裂酵素をコードする MAX3 (CCD7)および MAX4 (CCD8)、シトク 
ローム P450 をコードする MAX1 (CYP711A1) が報告されている。これらの遺伝子の欠損変異 
体は、野生種と比べて地上部の過剰な枝分かれを示す。国外の研究グループによって、AtD27、 
MAX3、MAX4 酵素の連続的な反応により、-カロテンから SL生合成中間体であるカーラクト
ン(CL)が生成することが示された。申請者が参画したグループでは、MAX1は CLを酸化してカ
ーラクトン酸(CLA)を生成する酵素であることを明らかにした。更に、シロイヌナズナだけでな
く、トマト、トウモロコシ、ポプラ、イヌカタヒバなどの MAX1ホモログにおいても、CLから 
CLA への変換反応が高く保存されていることを報告した。オーストラリア・クイーンズランド
大学の Christine Beveridge 教授の研究グループは、シロイヌナズナにおいて SL 生合成遺伝子
と共発現している遺伝子を探索し、2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼをコードしてい
る LATERAL BRANCHING OXIDOREDUCTASE (LBO)を新奇 SL生合成関連遺伝子として単離
した。申請者は、特別研究員として Beveridge 教授の研究室に所属して以来、LBO の機能解明
のための共同研究を行っている。シロイヌナズナの lbo 欠損変異体を用いた接木実験により、
LBOはMAX1の下流で作用することがわかった。更に申請者は、lbo変異体では、CLとカーラ
クトン酸メチル(MeCLA)が蓄積しており、大腸菌発現系 において LBO タンパク質は、MeCLA 
を基質として[MeCLA+16 Da]の代謝物を生成していることを明らかにした。その後、各種機器
分析を用いて、この LBO代謝物はカーラクトン酸ヒドロキシメチル(1'-HO-MeCLA)であること、
また、特筆すべき点として、1'-HO-MeCLAは、シロイヌナズナの内生物質として根部だけでは
なく地上部基部に存在することを明らかにした。これまで SL の同定は根部でのみ行われてきた
が、地上部基部にも存在し、シロイヌナズナの場合は根と地上部基部で内生 SL量に差が認めら
れないことを示した。しかしながら、1'-HO-MeCLAの化学的不安定性から現時点では有機合成
が不可能であり、その地上部枝分かれ抑制活性を調べるには至らなかった。1'-HO-MeCLA は植
物内生 SL として存在するが、その反応性の高さから、更に、(未知の)酵素の作用によって枝分
かれ抑制活性本体が生成される可能性が考えられた。 
 そのような中、米国カリフォルニア大学の David Nelson 准教授から、新奇 SL生合成遺伝子
の可能性があるジオキシゲナーゼの存在を教示された。Nelson 准教授は、植物遺伝学が専門で
あり、分子生物学的解析に造詣が深い。SLの受容・シグナル伝達機構解明について世界的にも
著名な研究者の一人である。しかしながら、申請者が得意とする酵素化学的な解析および内生 
SLを調べる技術はない。SLの研究は海外との競争が激しい。特に、SLの生合成経路の解明の
ためには、分子生物学、植物生理学、生物有機化学、合成化学など多岐にわたる専門分野を総合
する必要があり、国内外の複数の研究グループの共同研究として進められている。すなわち、SL
生合成およびその調節機構の解明に関する研究を飛躍的に発展させるためには、特に生物有機
化学的手法を得意とする申請者と、最先端の分子生物学的手法に優れ、基課題研究の発展性の方
向を教示して頂いた Nelson准教授との国際共同研究の推進が強く求められた。  
 
２．研究の目的 
本国際共同研究の課題では、シロイヌナズナの SL生合成経路の全貌解明をめざし、シロイヌナ
ズナにおける新奇ジオキシゲナーゼの酵素機能を明らかにすること目的として行なった。  
 
３．研究の方法 
(1)シロイヌナズナのストリゴラクトンは特に化学的に不安定で、また生成量も微量であること
からその生合成制御メカニズムが全く明らかにされていない。そこで養分欠乏条件を第一の候
補として、シロイヌナズナの SL生合成を促進する条件を見出すため、窒素欠乏がシロイヌナズ
ナの SL生合成に与える影響を精査した。  
(2)前述したように、シロイヌナズナの地上部枝分かれ抑制活性本体の生成には、LBO 以外の酵
素が関与している可能性が示唆された。そこで新奇ジオキシゲナーゼの酵素機能を明らかにす
るため、これまでに LBOで行った方法と同様に、これら新奇ジオキシゲナーゼの大腸菌発現系



を構築し、代謝実験を行った。 
(3)米国(UC Riverside)では、CRISPR/Cas9 を用いて、ジオキシゲナーゼ欠損変異体を作出し、
表現型を調査すると共に、粗抽出物サンプルを調製して持ち帰り、日本で内生 SL を精査した。   
 
４．研究成果 
(1)窒素欠乏条件下で培養した Col-0 の地上部基部及び根の、SL 生合成・受容シグナル伝達遺
伝子の 1日の発現量変化を調べたところ、全体的に窒素欠乏処理でほぼ全ての SL生合成遺伝子
の発現量増加が認められた。その時間軸での変化は各遺伝子、発現部位で異なったが、ほぼ全て
の遺伝子発現は朝の時間帯に高まっていた。この SL生合成遺伝子の発現量と内生 SL含量の変
化を比較するため、SL 検出を試みたが、本条件ではどのサンプルからも SLは検出限界以下で
あった。そこで次に、長期的に窒素欠乏で培養した Col-0の地上部基部及び根の、SL 生合成・ 
受容シグナル伝達遺伝子の発現量変化を、主茎発生前、地上部枝分かれ発生前、地上部枝分かれ 
表現型明確直後の 3回で調べた。その結果、明確な SL生合成発現遺伝子の顕著な増加は、地上
部枝分かれ表現型明確直後に認められた。SL内生量は、主茎発生前、地上部枝分かれ発生前で
は検出限界以下のサンプルが多かったが、地上部枝分かれ表現型明確直後のサンプル方は安定 
的に SLを検出することができることが明らかになった。  
(2)新奇ジオキシゲナーゼの大腸菌発現系を構築し、CL, CLA, MeCLA を基質として与えて代謝
実験を行ったところ、これらの基質は消費されないことを確認した。しかし、冷凍保存していた
MeCLAが全て分解してしまい供給源の確保ができず、より詳細な解析を進めることができなか
った。しかし 2023年度に異動した埼玉大学で、無細胞翻訳系を用いたタンパク質合成をメイン
テーマとして取り組んでいる戸澤先生との共同研究で、CL, CLA, MeCLAの効率良い合成方法に
取りかかり、CLの大量合成まで確立することができた。 
(3)米国(UC Riverside)では、4 つの変異体を得て、地上部枝分かれ表現型を確認することができ
ただけでなく、トマトなどで報告がある新奇 SL 生合成遺伝子 CYP722C の evolutionary 
predecessorである CYP722Aは、CLA から 16-OH-CLAへの変換に関与することを明らかにす
ることができた。さらに、ストリゴラクトンの生合成・分泌調節メカニズムの解明につながる実
験系において得られた RNA-seqデータのドライ解析を進め、次の研究発展につながる技法を獲
得する事ができた。  
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