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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナ幼植物体に処理すると, 一般に拮抗的に作用すると考えられているジ
ャスモン酸(JA)･サリチル酸(SA)の双方の蓄積を誘導し, 下流遺伝子の発現を亢進する化合物を見出した. 時系
列トランスクリプトーム解析の結果,JA 経路, SA 経路に加えて, 初期からストレス応答関連遺伝子の発現の遺
伝子の発現が誘導されることが明らかとなった. 構造類縁体を系統的に合成し, 構造活性相関解析を進め、標的
因子の探索を試みた. シロイヌナズナの成熟個体に経根処理すると, JA マーカー遺伝子の発現が誘導され, 灰
色カビ病菌に対する抵抗性が強化された. 

研究成果の概要（英文）：Using high throughput screening based on the ROS production in tobacco BY-2 
cells, we identified a novel putative plant defense activator that enhances accumulation of both 
jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) in Arabidopsis. Although JA- and SA-signaling pathways 
are mutually antagonistic in general, transcriptomic analyses revealed that it induces the 
expression of genes related to the biosynthesis and downstream of JA and SA. We systematically 
synthesized a series of related compounds to analyze the structure-activity relationship and labeled
 compounds to identify cellular target sites. We showed potential utility of this compound as a lead
 for plant defense activators as well as a chemical biological tool to dissect plant signaling 
network.

研究分野：植物分子生理学・植物免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ホルモンであるジャスモン酸(JA)･サリチル酸(SA)は、一般に拮抗的に作用すると考えられているが、双方
の蓄積を誘導し双方の経路を活性化する化合物を発見した。植物の病虫害抵抗性誘導剤、特化代謝促進剤などの
リード化合物や、植物免疫系研究のツールなど、多様な応用の可能性が期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

植物の感染防除を行う上で、植物活性化剤(plant activator)に対する期待が高まっているが、植

物活性化剤の大規模スクリーニングでは、多大な労力と時間をかけて候補物質を単離しても、そ

の作用点の同定は困難であり、創薬にかかる時間は膨大となる。実際、既存のスクリーニングに

より単離された防除剤はやプロベナゾール等ごく少数であり、実用化されている(た)ものは、サ

リチル酸(SA)のアナログ(アゴニスト)であるベンゾチアジアゾール(BTH)、チアジニル、イソチ

アニルと、SA合成活性化剤と考えられているプロベナゾール(PBZ; オリゼメート)に限られてお

り、全く新しい発想による植物免疫の活性化の方策が求められている。またこれらの薬剤の作用

点は、ほぼ全てがシグナルを介した全身獲得抵抗性(Systemic acquired resistance; SAR)機構の増強

に帰着し、イネに対するいもち病菌抵抗剤に限られていた。 

植物免疫経路には、SA経路と並んでそれと少なくとも部分的には拮抗的に作用するジャスモ

ン酸(JA)経路の重要性が広く研究され、殺生菌耐性、耐虫性等において、中心的な役割を担うこ

とが明らかになっている。しかし JA経路を活性化する薬剤としては、JAアナログであるプロヒ

ドロジャスモン(PDJ; ジャスモメート)が唯一、果実の着色成熟促進等の植物成長調整剤として

実用化されているのみであり、殺生菌耐性、耐虫性を高める抵抗性誘導剤は、ほぼ全く知られて

いない。SA経路は、アナログに加えて、生合成活性化剤である PBZが非常に有用な抵抗性誘導

剤として長く使われており、JA の生合成を活性化する薬剤を発見できれば、さまざまな実用性

が期待できる。  

 研究代表者らは、植物培養細胞をモデル系とした感染防御応答シグナル伝達系、活性酸素種

(ROS)生成の制御系の研究を進めるうちに、ROS生成の時空間パターンと下流の感染防御応答と

の相関関係の詳細な解析に基づき、斬新なハイスループットな植物免疫活性化候補化合物のケ

ミカルスクリーニング系を創出した(日米で特許登録済)。 

 

２．研究の目的 

11000種の化合物ライブラリーから新規抵抗性誘導候補化合物を選抜し、有望な数十化合物の

特徴を解析した中で、シロイヌナズナに処理すると，ジャスモン酸(JA)の蓄積を濃度依存的に飛

躍的に高める化合物が発見された。そこで本研究では、1) 目的化合物や種々の構造類縁体の系

統的な合成、JA の内生量を高める活性を持つ化合物の最小構造の決定、構造の最適化、2)種々

の病原体、害虫等に対する耐性の系統的に調査し、本新規活性化合物の病虫害耐性に対する効果

を調査する、3) 本新規活性化合物が JA の内生量を高める分子機構に関する知見を得る、4) 作

用機構解析を解析するために必要な分子プローブ（蛍光標識化体やビオチン化体）を創製するこ

とを目指した。 

 

図 1 目的化合物の構造 

 

 

３．研究の方法 

目的化合物の構造活性相関（構造と活性の関係性）を明らかにするため、まず本化合物の

合成手法の確立を進めた。次に複数の誘導体や作用機構解析を解析するために必要な分子



プローブ（蛍光標識化体やビオチン化体）を合成した。既存の反応（Frank, W. M et al. Polymer 

1997, 38, 707714.）を参考にしながら、安価な市販の原料から目的化合物を合成した。また

原料や反応条件を変更することで構造活性相関の解析に用いる誘導体を合成した。また、分

子内にアルキンを有する誘導体、カルボン酸を有する誘導体に対して、蛍光標識化もしくは

ビオチン化を行った。 

 

図 2 目的化合物及び誘導体の合成手法 

 

 さまざまな生育ステージのシロイヌナズナ植物体に対して本化合物を処理する条件を検討し

た。本化合物を処理した際の遺伝子発現変動を定量 real time PCR法や RNA-seq法により解析し

た。また腐生菌（灰色カビ病菌）Botrytis cinerea に対する耐病性、害虫アザミウマに対する耐虫

性を定量的に検討した。 

 

４．研究成果 

目的化合物の構造活性相関（構造と活性の関係性）を明らかにするため、目的化合物や複

数の誘導体を合成することを目標とした。また、目的化合物の作用機構解析を解析するため

に必要な分子プローブ（蛍光標識化体やビオチン化体）を創製することを目標とした。 

 図２に示した方法により、合計 11種類の誘導体を合成した（図３）。これら誘導体をシロイヌ

ナズナに作用させ、JA応答マーカー遺伝子 PDF1.2（plant defensin 1.2）の発現を調べたところ、

すべての誘導体はジャスモン酸の産生を促進したものの、目的化合物の活性よりも弱かった。こ

れらの結果から、目的化合物が強力なジャスモン酸発現誘導活性を発現するのは、その構造が標

的タンパク質と一番、相互作用しやすいからだと考察した。 

 

図 3 本研究で合成した誘導体の構造式 

 



また、誘導体 I、II、III に対して蛍光標識化とビオチン化を行った（図４）。誘導体 I から蛍

光標識化体とビオチン化誘導体 Aを合成した。誘導体 IIと IIIからはビオチン化 Bと Cをそれ

ぞれ合成することに成功した。これら誘導体を用いて、目的化合物の細胞内局在や標的タンパク

質の同定を試みている。 

  
図４．蛍光標識化体とビオチン化誘導体の概略図 

 

 

 目的化合物を種々の方法でシロイヌナズナ植物体に処理し、腐生菌（灰色カビ病菌）Botrytis 

cinerea に対する耐病性、害虫アザミウマに対する耐虫性を定量的に検討した。その結果、灰色

カビ病菌 Botrytis cinerea に対する耐病性、害虫アザミウマに対する耐虫性を向上させる効果を見

だした。これまでに腐生菌（necrotroph）や害虫に対する抵抗性誘導剤の報告はほとんどなく、

本化合物が、これまでにない活性を持つ抵抗性誘導剤のリード化合物となる可能性が期待され

る。  

本研究の過程で、目的化合物は、JAだけでなく、通常は JAと拮抗関係にあると考えられてい

るサリチル酸(SA)の蓄積量も増加させることを見出した。そこで、JA･SAの内生量と各ホルモン

応答性のマーカー遺伝子の発現量の変化を指標に、目的化合物処理による効果の時間的変化を

調べた。シロイヌナズナ幼植物に目的化合物を処理し、処理後 3, 6, 12, 18, 24 h時点で JA応答性

マーカー遺伝子 PDF1.2、SA応答性マーカー遺伝子 PR1（Pathogenesis-Related 1）の発現量を解

析した結果、共に目的化合物処理後 12 h時点までに発現上昇が見られた。また、JA・SAの内生

量は、JAについては 6 h時点、SAについては 12 h時点までには増加がみられた。すなわち本化

合物処理によりまず JAの生合成が、それに遅れて SAの生合成が誘導されることが明らかとな

った。現在、腐生菌（necrotroph）だけでなく、SA が効果を示すと考えられている活物寄生菌

（biotroph）に対する耐病性を誘導する可能性の検証を進めている。 

目的化合物処理により誘導される JA･SA の生合成前後の遺伝子発現変動を調べるため、目的

化合物処理後 3, 6, 12 hと、ジャスモン酸メチル（MeJA）処理 3 h、SA処理 3 hで RNA-seq解析

を行った。JA･SAの生合成誘導に先行して起こる応答ついて調べるため、目的化合物処理後 3 h

の発現変動遺伝子を用いて KEGG エンリッチメント解析を行った。その結果、病原体により誘

導される防御応答に関わることが知られる MAPK シグナリング経路に関連するタームが濃縮さ

れた。これはMeJA処理や SA処理では見られなかった。 

一方、目的化合物処理では、JA･SA 双方の生合成が誘導されるため、JA･SA 関連遺伝子の発

現傾向が単にMeJAや SAを処理した場合と異なることが予想される。取得した処理後 3, 6, 12 h

のトランスクリプトームデータについて、MeJA 処理、SA 処理と比較し目的化合物特異的な発



現制御がみられるか調べた。 

JA･SA関連遺伝子の発現を解析したところ、目的化合物処理では JA、SA双方によって発現上

昇する遺伝子群（JA↑SA↑）や、JA のみ、SA のみによって発現上昇する遺伝子群(JA↑、SA↑)と

合わせて、JAによって抑制される SA関連遺伝子群(JA↓SA↑)も含めて発現上昇傾向が見られた。

一方、SAによって発現が抑制される JA関連遺伝子群（JA↑SA↓）では発現減少がみられた。こ

れは necrotroph の病原体である灰色カビ病菌 Botrytis cinerea や hemibiotroph であるトマト斑葉

細菌病菌 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000に対する応答においてもみられる傾向である。

このことから、目的化合物処理時の JA･SA 関連遺伝子の発現は MeJA や SA 処理と異なり、よ

り病原体感染時の生体防御応答に類似する可能性が示唆された。 

目的化合物処理で発現上昇傾向が見られた JA↓SA↑遺伝子群には SA 生合成遺伝子 ICS1 が該

当しており、実際に目的化合物処理で発現が上昇することを q-PCR により確かめた。このこと

から、目的化合物処理時には JAによる SA生合成の抑制が見られない可能性が示唆された。 

一方、JA↑SA↓遺伝子群に該当した JA応答性マーカー遺伝子 VSP1（Vegetative Storage Protein 

1）の発現は、MeJA処理では見られるのに対し、目的化合物処理では見られなかった。目的化合

物処理時に VSP1の発現が見られないことは SAの抑制作用によるものであると仮説を立て、SA

応答性遺伝子の多くを制御するとされる SA 受容体候補因子 NPR1 の変異体 npr1 と、シロイヌ

ナズナの SA生合成の約 9割を担う ICS1の変異体 sid2の 2種の変異体を用いて目的化合物処理

時の VSP1の発現を解析した。VSP1の発現抑制が NPR1や ICS1に依存するものであれば、両変

異体において目的化合物処理により VSP1の発現が見られると予想されたが、変異体においても

発現が見られなかった。 

本研究を通して、目的化合物処理により JA･SA の内生量増加に先行して生体防御応答に関連

した遺伝子発現が起こる可能性があることが分かった。JA･SA 関連遺伝子の発現傾向が MeJA

処理や SA処理と比べて病原体に対する応答と類似する可能性が示唆されたため、本化合物は広

範な病原体に対する植物の防御応答を増強する新規抵抗性誘導剤としての展開が期待できる。

また、目的化合物による SAの生合成や下流の遺伝子の発現は JAによる抑制を受けないこと、

JA 関連遺伝子の一部で発現抑制が見られるがこれは 2 つの主要な SA 関連因子(NPR1、ICS1)に

よらず、別の機構によってもたらされる可能性があることが明らかとなった。 

活性を持つビオチン化誘導体の合成に成功し、現在、目的化合物が結合する候補タンパク質の

同定を進めている。本化合物の標的タンパク質の同定と分子遺伝学的解析との融合により、本研

究で見出した新規抵抗性誘導剤候補化合物の作用メカニズムの解明に繋がることが期待される。

また本化合物は、応用面と同時に、植物免疫の分子機構解明の新たなツールとなることも期待さ

れる。 
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 ２．論文標題  ５．発行年
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ROS and Ca2+-mediated regulation of development and stress responses in Marchantia polymorpha

植物のジャスモン酸・サリチル酸双方の経路を活性化する化合物の抵抗性誘導効果と作用機序の解析

Regulation of plant development and stress responses by the ROS-Ca2+ signaling network.

ROS-Mediated Regulation of Development and Stress Responses in Plants: Towards the Growth Control by Plasma and
Ultrafine/Nano Bubble Technology.
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アウトリーチ活動として、一般向けの招待講演を行った際、本研究の内容をわかりやすく紹介した。 
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