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研究成果の概要（和文）：植物の耐病性に寄与する抗菌物質モミラクトンなどのジテルペン型ファイトアレキシ
ン（DP)の生産制御機構について、栽培イネと野生イネのゲノム比較およびトランスクリプトーム解析から、DPF
転写因子とN-boxが進化的に保存された中心的な役割を担う転写制御システムであることを示した。蘚類ハイゴ
ケのモミラクトンB合成酵素遺伝子を特定し、染色体上で、モミラクトンA生合成遺伝子クラスターと離れて存在
する様子を検出した。得られた成果は、イネ属のDP生合成遺伝子クラスター制御におけるcis-trans制御システ
ムの進化軌跡を示すもので、ハイゴケにおける制御機構との比較においても重要な情報をとなる。

研究成果の概要（英文）：Genomic comparison and transcriptome analysis of cultivated and wild rice 
plants showed that the DPF transcription factor and the N-box cis-element are evolutionarily 
conserved transcriptional regulatory systems that play a central role in regulating the production 
of diterpene-type phytoalexins (DP) such as momilactone, an antibacterial substance that contributes
 to disease resistance in rice. Besides, we identified the Momilactone B synthase gene in bryophyte 
Calohypunum plumiforme and detected how it exists on chromosomes and apart from the Momilactone A 
biosynthesis gene cluster in the moss. The results here provide important information on the 
evolutionary trajectory of the cis-trans regulatory system in the regulation of DP biosynthetic gene
 clusters in rice, and are important for comparison with the regulatory mechanism in the bryophyte 
mosses.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： イネ　ファイトアレキシン　遺伝子クラスター　転写制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物に競争力を与えるモミラクトンは重要作物の栽培イネのみならず、野生イネやイヌビエ、蘚類ハイゴケなど
進化的に離れた植物種でも遺伝子クラスターと共に維持されている。本研究では、その制御機構の一端を明らか
にした。得られた成果は、この遺伝子クラスターのcis-trans転写制御機構が、野生イネから栽培イネまでの進
化過程で保存されたシステムあり、イネ以外の作物などにおけるモミラクトンの生物活性の利用の観点で、生産
制御の面から学術的に価値があるだけでなく、将来的な環境保全型の農業の確立において、植物種を超えた転写
制御システムを用いた有用形質の導入を目指す上で重要な情報を与えるものであり社会的意義をもつ。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景概要 
植物の成長戦略の例として生物活性の高い二次代謝産物の合成・利用が知られている。 イネ

が生産するジテルペン化合物のモミラクトンは、病原菌に対する抗菌活性や植物の成長を妨げ
るアレロパシー活性、さらに動物細胞における生長阻害活性など、幅広い活性をもつ天然化合物
である。その生合成遺伝子群はゲノム上でクラスターを形成し、病虫害による攻撃や植物との混
在など、様々な生物的環境ストレスにより協調的な発現制御を受ける。モミラクトン生合成遺伝
子クラスターは、栽培イネと野生イネを含む数種の Oryza 属と水田雑草イヌビエ、そして下等
植物の蘚類ハイゴケに存在する。クラスターの協調的な発現制御を担う転写因子の解析が進み
つつあるが、その転写制御における詳細な分子メカニズムは不明である。そこで本研究では、植
物に競争力を与える化合物「モミラクトン」の生合成遺伝子クラスター領域における制御機構を
分子レベルで解明し、その進化動態にせまること目的とした。その達成に向け、以下の 2つのテ
ーマを計画した。 
① 栽培イネと野生イネのゲノム比較に基づくシス–トランス制御機構の解明 
② イヌビエ・ハイゴケなど進化的に離れたモミラクトン生産植物におけるモミラクトン生合

成経路の解明と制御因子の同定 
これらの研究により、「モミラクトン生産植物がどのように生合成遺伝子クラスターの制御機

構を発達させ利用してきたのか」の謎を追究した。 
 
①「栽培イネと野生イネのゲノム比較に基づくシス–トランス制御機構の解明」に関する背景 

ジテルペン化合物のモミラクトンを生産する Oryza 属としては、研究代表者らの基盤研究 B
（2017~2019 年度）において、野生イネ自然系統の複数種を対象とした研究から、栽培イネ以外
にも、O. rufipogon, O. punctata, O. officinalis などの存在が明らかにされていた。また、
Oryza 属以外のイネ科でも、イヌビエ Echinochloa crus galli において微量ながらモミラクト
ンが生産されることを明らかにしていた。さらに、進化的にイネとかけ離れた蘚類コケ植物のハ
イゴケ Calohypnum plumiforme もモミラクトン生産植物として知られていた。興味深いことに、
これらの異なる植物種において、モミラクトン生合成を担う遺伝子は、全て染色体上で遺伝子ク
ラスターを構成しており、モミラクトン生産が認められない O. brachyantha においては、いく
つかの P450 酸化酵素遺伝子のみが、該当するクラスター領域に認められた。これらの状況は、
モミラクトン生産と遺伝子のクラスター化の関係性を強く示す結果であった。 

一方、これらの遺伝子クラスターにおける誘導機構については、栽培イネで生合成遺伝子に
対する発現制御に関与する転写因子がいくつか見出されていた。その一つは、bHLH 型転写因子
のDPF(Diterpene Phytoalexin Factor)であり、もう一つはbZIP型転写因子のTGAP1(TGA factor 
for Phytoalexin 1)で、どちらも遺伝子発現における活性化因子として働くことが知られてい
た。本研究計画では、このようなトランス因子とその特異的な結合配列であるシス因子が、モミ
ラクトン生合成遺伝子クラスターを持つ栽培イネと各種野生イネにおいて保存されているのか、
また、モミラクトン生産能を欠く種では、保存されていないのかという点に着目した。すなわち、
野生イネと栽培イネとのゲノム配列比較および野生イネの transcriptome 解析を行う事で、そ
のヒントを得ようとするところから本研究を開始した。さらに、野生イネと栽培イネのモミラク
トン生合成遺伝子クラスター領域におけるゲノム比較から見出されていた、高度に保存された
領域のゲノム編集株の作出を進め、その解析からシス-トランス両因子の重要性を掘り下げた。 

 
②「進化的に離れたモミラクトン生産植物におけるモミラクトン生合成経路の解明と制御因子
の同定」に関する背景 
イネ以外のモミラクトン生産植物の中で、ハイゴケは他に類を見ない、イネから大きく進化的

に離れた下等生物である。そのため、ハイゴケがなぜモミラクトンを生産しているのか、という
生物学的な疑問が生まれるが、まずは、どうやって合成しているのかという点にフォーカスし、
その生合成に関わる遺伝子の同定を進めてきた。既にモミラクトンのジテルペン炭化水素骨格
である syn-ピマラジエンの合成を担う酵素遺伝子として、HpDTC1 を得ていた。その後、基盤
研究 B（2017~2019 年度）において、syn-ピマラジエンの酸化に関わる可能性がある誘導性の P450
酸化酵素遺伝子をリストアップし、そこからモミラクトン A に至る酸化反応を担う 2 種の P450
遺伝子の機能を同定した。その際、ベンサミアナタバコ内でモミラクトン A生合成経路を再構成



することで、モミラクトン A のベンサミアナタバコにおける異種生産にも成功していた。しか
し、生物活性が強く、ハイゴケが主要なモミラクトン種として生産するモミラクトン B への代
謝ステップについては不明のままであった。そこで、上記の生合成遺伝子を取得する際に利用し
た塩化銅処理後の RNA-seq 解析データをさらに解析し、候補遺伝子産物のモミラクトン生産に
おける機能同定を目指した。また、モミラクトン生合成遺伝子クラスターには、これらの候補遺
伝子は含まれていないことから、モミラクトン B 合成に関わる P450 酸化酵素遺伝子候補を対
象に、その染色体上での位置について、FISH を用いた視覚的な観察により相対的な位置情報を
得る実験も計画した。また、研究の途中で海外のグループによって、栽培イネにおけるモミラク
トン B 合成酵素が報告されたが、イネではモミラクトン A が主要な化合物種であるため、ハイ
ゴケとモミラクトン B 蓄積の違いが、酵素活性の違いか転写レベルでの発現量の違いなのかな
ど、生合成制御についても実験的な検討を加えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究開始当初の背景で述べた、野生イネやハイゴケなどの進化的に栽培イネと隔
たりのあるモミラクトン生産植物に焦点をあて、ゲノム比較や転写レベルでの比較、さらには酵
素の機能同定を基盤とした、モミラクトン生合成経路の進化および遺伝子クラスターの保存性
について情報を得たい。そこから、モミラクトン生産植物がどのように生合成遺伝子クラスター
の制御機構を発達させ利用してきたのかについて明らかにすることを目的とした。このような
「問い」の答えは、植物の二次代謝産物合成に生物学的な重要性を見出し、植物の化学防御によ
る頑健性を理解し利用することにつながる。 
 
３．研究の方法 
① 栽培イネと野生イネのゲノム比較に基づくシス–トランス制御機構の解明 
（１）トランス因子の解析 
 栽培イネにおいてジテルペン型ファイトアレキシンの生産誘導を担う bHLH 型転写因子として
DPF が知られていた。まず、野生イネにおいてもモミラクトン、ファイトカサンといった、栽培
イネで主要なジテルペン型ファイトアレキシンの生産誘導が起こるのかどうか、また、DPF ホモ
ログ遺伝子が存在するのかどうかについて、5種の野生イネを対象に検討した。トランス因子と
しての機能解析では、栽培イネのプロトプラストを用いた系で、DPF などの該当する転写因子を
一過的に発現させ、その効果について、ファイトアレキシンの蓄積量および生合成遺伝子プロモ
ーターのレポータージーンアッセイによる評価を進めた。さらに、DPF 以外の新たな制御因子の
探索として、ジテルペン型ファイトアレキシン生合成遺伝子群とストレス処理後の発現プロフ
ァイルがよく似た候補遺伝子を、公共データベースで利用可能な 1206 個のマイクロアレイデー
タセットを対象として、ピアソン相関係数を用いた解析により候補転写因子をピックアップし、
上記の機能解析の対象候補とした。 
 
（２）シス因子の解析 
 既に特定されていた、野生イネと栽培イネのピマラジエン合成酵素遺伝子 KSL4 の上流領域に
存在する高度に保存された領域を挟み込む形で、ガイド RNA を設計し CRISPR/Cas9 を用いたゲ
ノム編集によって、その領域を欠損したイネ(OsKSL4pΔ)を作出した。Cas9 の抜けた次世代にお
いて、ホモ変異体を選抜し、実験に用いた。得られた OsKSL4pΔ個体を発芽後、根、葉身、出穂
後の花芽について、遺伝子発現とモミラクトン生産蓄積量を調べた。同様な手法により、ファイ
トカサン生合成遺伝子である ent-コパリル二リン酸合成酵素遺伝子 CPS2 の上流領域に存在す
る高度に保存された領域についても、ゲノム編集によりその領域の欠損株（OsCPS2pΔ）を作出
した。なお、栽培イネの KSL4 と CPS2 の上流保存領域には、DPF 転写因子の結合配列である N-
box(5'-CACGAG-3')が存在しており、それを欠損するような形でゲノム編集を行った。 
 
② 進化的に離れたモミラクトン生産植物におけるモミラクトン生合成経路の解明と制御因子

の同定 
（１）ハイゴケモミラクトン B 合成酵素遺伝子の特定 
 ハイゴケのモミラクトン A 生合成に必要なゲラニルゲラニル二リン酸から syn-ピマラジエン
合成の環化ステップを担う CpDTC1 とその後の 3 カ所の酸化反応を担う 2 種の P450 酸化酵素
CpCYP970A14、CpCYP964A1、そして脱水素反応を経てモミラクトン Aを与える CpMAS のそれぞれ
をコードする遺伝子は特定されていた。最終段階を担うモミラクトン B 合成酵素遺伝子の取得



にむけ、RNA-seq データで未解析だった塩化銅処理後に顕著な発現誘導を示すいくつかの P450
遺伝子に着目し、ベンサミアナタバコでの異種発現を用いて機能同定を進めた。研究半ばで米国
Stanford 大学から栽培イネのモミラクトン B 合成遺伝子 OsCYP76M14 の同定が報告されたため、
この遺伝子をベンサミアナにおけるアッセイのポジティブコントロールとして用いた。 
 
（２）モミラクトン B合成酵素遺伝子の染色体におけるクラスターとの位置関係の追求 
 栽培イネの CYP76M14 遺伝子は 1番染色体に座乗しており、モミラクトン A生合成遺伝子クラ
スターには含まれていない。ハイゴケのモミラクトン B 合成酵素遺伝子候補についても、少なく
とも遺伝子クラスター内には存在していなかったため、この遺伝子の染色体上の位置を、FISH 法
を用いて検討した。プローブとして、クラスター内の CpCYP970A14 を Cy3 標識し、モミラクトン
B合成酵素遺伝子の候補であるCpCYP761AA2はDIGラベルしFITC標識DIG抗体で免疫染色した。 
  
４．研究成果 
① 栽培イネと野生イネのゲノム比較に基づくシス–トランス制御機構の解明 
（１）O. rufipogon (W1943： AA ゲノム), O. punctata (W1514：BB ゲノム), O. officinalis 
(W0002：CC ゲノム), O. brachyantha (W1411：FF ゲノム), L. perrieri (W1529)の 5 種の野生
イネの葉身を用いて CuCl2処理後の RNA-seq を行って、変動遺伝子（DEG）をスクリーニングし
たところ、2 倍以上の誘導および減少を示す遺伝子が、約 500~800 遺伝子得られた。その内、
logFC が 5~10 (32 倍〜1024 倍)と高度に誘導されている遺伝子群には、モミラクトンおよびフ
ァイトカサン生合成遺伝子ホモログと考えられる遺伝子が多く含まれていた。このことから、野
生イネにおいても、ファイトアレキシン生産がストレス応答の一環として、誘導されていること
が考えられた。実際、これらの野生イネにおけるファイトアレキシンの蓄積を調べた結果、O. 
rufipogon, O. punctata, O. officinalis では、経時的にモミラクトンの誘導的な蓄積が認め
られた。蓄積量については、O. punctata および O. officinalis では栽培イネの約 10％程度に
留まった。残りの 2種については、O. brachyantha からは既知のファイトアレキシンが認めら
れなかったが、L. perrieri ではファイトカサンの顕著な蓄積が認められた。 
 DEG の中から転写因子をピックアップしたところ、5 つの野生イネ全てに DPF が含まれていた。
そこで、これらの遺伝子の全長 cDNA を RT-PCR により増幅し、イネプロトプラストで発現させ
るためのプラスミドを構築し、プロトプラストにおけるファイトアレキシン生産の検出を試み
た。その結果、栽培イネの DPF と同様に、全ての野生イネ DPF ホモログの導入により、モミラク
トンおよびファイトカサンの誘導が認められた。さらに、同様な系において、モミラクトン生合
成遺伝子 CYP99A2、OsKSL4 の上流配列を融合した LUC レポータコンストラクトに対する転写誘
導活性も認められた。これらの結果から、野生イネが保持する DPF ホモログは、トランス因子と
してファイトアレキシン生合成遺伝子の上流プロモーター配列に対し、ポジティブな転写制御
因子としてはたらく機能を有していることが明らかになった。 
 
（２）上記 5つの野生イネのうち、モミラクトン合成能を保持する O. rufipogon, O. punctata, 
O. officinalisの3種、あるいはファイトカサン合成能を保持する、L. perrieri, O. rufipogon, 
O. punctata, O. officinalis の 4 種と O. sativa のゲノム比較を行ったところ、KSL4 遺伝子
や CPS2 遺伝子の上流領域に、高度に保存された領域を見出した。そこで、この領域を栽培イネ
O. sitiva においてゲノム編集により欠損させた変異株を作製した。これらの領域には DPF の結
合配列と考えられている N-box が存在していた。該当するプロモーター領域を欠損した OsKSL4p
Δ変異体では、塩化銅処理後の根、葉身、花芽の全てにおいて、モミラクトンの生産量の大幅な
低下が認められた。一方、OsCPS2pΔ変異体におけるファイトカサンの蓄積については、根、葉
身では減少が認められたが、花芽では減少が見られなかった。これらの結果は、DPF の結合モチ
ーフである N-box を含む領域が cis 因子としてファイトアレキシンの生産誘導に重要な役割を
果たしていることを示している。また、モミラクトンとファイトカサンでは、その生合成におけ
る誘導が、花芽とそれ以外で異なる制御を受けていることも明らかになった。これらの成果をま
とめて既に BioRxiv にデポジット（doi: https://doi.org/10.1101/2024.05.05.592300) して
おり、New Phytologist への論文投稿を完了し、現在 under review の状態である。 

 
② 進化的に離れたモミラクトン生産植物におけるモミラクトン生合成経路の解明と制御因子

の同定 
（１）ハイゴケのモミラクトン B 生合成遺伝子候補としては、塩化銅処理後の RNA-seq の結果



から、強い誘導を示す数種の未解析 P450 遺伝子のうちの一つとして、CL1699 に着目した。CL1699
遺伝子のクローニング後、ベンサミアナタバコへの導入により機能解析を進めた。ベンサミアナ
への導入の際には、上流の基質供給のため、アグロバクテリアに導入した OsGGPS, OsDXS と共
に、CpDTC1, CYP970A14, CYP964A1, AtCPR1, CpMAS そして検体となる CL1699 を同時にインジェ
クションした。その結果、CL1699 を含む試行においてモミラクトン B の生産が確認できた。こ
の結果から、CL1699 遺伝子産物はモミラクトン B合成酵素として機能しており、CpCYP761AA2 と
命名した。命名に関しては、P450 遺伝子の命名における権威である米国テネシー大学の David 
Nelson 教授にコンタクトを取り、約 1000 種類の蘚類 P450 遺伝子配列情報を入手し、BLASTp に
よる比較と系統樹解析から近接な候補を割り出し、Nelson 教授の判断を仰ぎ決定した。これに
より、栽培イネに続いて、ハイゴケにおけるモミラクトン B合成酵素遺伝子を特定し、モミラク
トン生合成経路の全貌を明らかにした。 
 すでに、イネにおいてモミラクトン B合成酵素遺伝子 CYP76M14 が報告されていたが、イネで
はモミラクトン A が主要な化合物として蓄積する。一方で、ハイゴケではモミラクトン B がメ
インの化合物として蓄積するため、イネとハイゴケにおけるモミラクトン B の生産性の相違と
生合成遺伝子の寄与との関係に興味が持たれた。そこで、イネの CYP76M14 とハイゴケの
CYP761AA2 との間の転写レベルおよび酵素活性レベルでの差の有無を探った。まず、ベンサミア
ナ発現系において、2つの遺伝子のモミラクトン B合成能の評価を行ったところ、モミラクトン
A の代謝による減少について、若干、イネ CYP76M14 を加えた方で残存が認められたが、最終的
なモミラクトン B蓄積量には、大きな差は認められなかった。一方、RT-qPCR を用いて 2つの遺
伝子の発現誘導量を経時的に調べてみた結果、それぞれの植物におけるハウスキーピング遺伝
子（イネ UBQ 遺伝子、ハイゴケ ACT3 遺伝子）との相対比において、CYP76M14 と比較してハイゴ
ケの CYP761AA 遺伝子の発現は約 100 倍程度高い事がわかった。また、生合成経路の上流に位置
する syn-コパリル二リン酸合成酵素遺伝子 OsCPS4 および syn-ピマラジエン合成酵素遺伝子
CpDTC1 の発現量との比較で見てみると、イネでは CPS4 の方が 50 倍程度 CYP76M14 よりも高い発
現量となり、ハイゴケでは CpCYP761AA2 の方が 15 倍程度 CpDTC1 よりも高い発現を示した。す
なわち、これらの遺伝子発現レベルから判断すると、イネではモミラクトン B合成の代謝ステッ
プが細くなっており、逆にハイゴケでは太くなっていると言える。これらの結果から、ハイゴケ
においてモミラクトン B の合成量が多い理由は、転写レベルでの当該遺伝子 CYP761AA2 の発現
量が高いことに起因する可能性が強く示唆された。 
  
（２）栽培イネのモミラクトン生合成経路では、モミラクトン B 合成酵素遺伝子の OsCYP76M14
は 1 番染色体にあり、他の生合成遺伝子とは離れた位置に座乗している。ハイゴケのモミラクト
ン B 合成遺伝子 CYP761AA2 についても、その染色体上の位置に興味が持たれた。ハイゴケのゲ
ノムシーケンス情報は得ていたが、物理地図の作製には至っていないため、本遺伝子がモミラク
トン A 生合成遺伝子クラスターの近傍に位置するのかどうかについて、FISH 法で視覚的に解析
した。その結果、Cy3 でラベルしたクラスター内遺伝子の CYP970A14 と DIG ラベルし FITC 蛍光
で検出可能な CYP761AA2 のシグナルは、重なることなく核内で離れたスポットとして検出され
た。この結果から、少なくともモミラクトン B 合成酵素遺伝子 CYP761AA2 はモミラクトン A 生
合成遺伝子クラスターの近傍には存在していないことが示唆された。現在、これらの結果をまと
めて、栽培イネに次ぐハイゴケにおけるモミラクトン B 合成酵素遺伝子の特定について論文投
稿の準備に入ったところである。今後は、モミラクトン B からさらに代謝をうけて 2 つの水酸
基が導入されたモミラクトン Fの合成を担う酵素遺伝子の特定を進めると共に、RNA-seq でリス
トアップされていた、各種の誘導性転写因子の機能およびモミラクトン生産への関与について、
引き続き掘り下げていく予定である。 
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