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研究成果の概要（和文）：植物と共生し栄養吸収効率を高めるアーバスキュラー菌根菌（AM菌）は、植物ホルモ
ンであるストリゴラクトン（SL）により菌糸分岐さらには宿主植物との共生が促進される。本研究は我々がこれ
までに合成してきた種々のSL類縁体でありデブラノン化合物をこのAM菌による共生促進に利用することを目的に
している。しかしこれらのデブラノン化合物はいずれも弱い菌糸分岐誘導能しか示さなかった。そこで我々は、
新たに多様な構造を持つSL類縁体を合成し、それらの植物ホルモン活性、寄生植物の種子発芽誘導活性を評価し
分類した。さらにSL受容体阻害剤も創製し、AM菌のSL受容機構解明のツールを整えた。

研究成果の概要（英文）：Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi form a symbiotic association with several 
plant species and increase the absorption of mineral nutrients of host plants. Strigolactones induce
 extensive hyphal branching of AM fungi. Debranones are phenoxyfuranone compounds, which mimic 
strigolactone (SL) activity. 4BD is a functionally selective debranone that reduces shoot branching 
of rice , but does not induce seed germination of the root-parasitic plant. We had prepared several 
analogues of 4BD in which the various functional groups were added on the phenyl ring. Although we 
evaluated the biological activities of them with AM fungi, no debranones induced hyphal branching of
 AM fungi as well as natural strigolactones. Therefore we have made more SL mimics with various 
chemical backbones and evaluated their biological activity. In addition we have developed some 
strigolactone receptor inhibitors. We expect that these tools are useful for unraveling of the 
SL-perception mechanism in AM fungi. 

研究分野：農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
ストリゴラクトンは、植物の枝分かれや根
の発達を制御することが比較的最近明らか
になった植物ホルモンであるが、アーバスキ
ュラー菌根菌（AM 菌）の分岐誘導作用を持つ
ことが以前より知られていた(引用文献①)。
またストリゴラクトンはエンドウマメの根
における根粒形成を促進することも知られ
ている。一方、ストリゴラクトンは、地中海
沿岸地域やアフリカ大陸などで甚大な被害
を及ぼしているストライガなどの根寄生植
物の発芽誘導物質であることも知られてい
た。 
このようにストリゴラクトンは多様なシ
ステムにおいて多様な機能を持つ。申請者ら
は、それぞれに選択的な生理活性をもつスト
リゴラクトンミミック、あるいは選択的な受
容体阻害剤を創製することで、枝分かれ制御、
共生菌の共生促進、あるいは根寄生植物から
の防除を副作用なしに行うことができるよ
うになるのではないかと考えていた。 
そのためにはそれぞれのシステムにおけ
るストリゴラクトンの受容とシグナル伝達
メカニズムを解明することが必須であるが、
その受容機構やシグナル伝達機構に関して
は不明な点が多かった。植物によるストリゴ
ラクトンの受容にはα/β加水分解酵素であ
るD14タンパク質が重要であることが近年解
明されつつあったが、代表者らはタンパク質
結晶構造解析を用いて、加水分解活性および
その産物と D14 の結合が、D14 とその標的タ
ンパク質の相互作用に重要であるという新
たな分子メカニズムのモデルを提唱した（引
用文献②）。また代表者らのグループでは、
合成簡便なストリゴラクトンミミックを多
く合成し、ベンゼン環上に多様性を持たせる
ことで枝分かれ抑制活性およびストライガ
種子発芽誘導活性を選択的にもつストリゴ
ラクトンミミックを創製することに成功し
ていた（引用文献③）。 
 
２．研究の目的 
農業において、作物の栄養吸収能を上昇さ
せ、低濃度の肥料でも生産性を向上させるこ
とは、農業の効率化のみならず、環境負荷の
低減という観点でも非常に重要な課題であ
る。さらに窒素・リン・カリウムの三大栄養
素のうち、リンに関しては、地球規模でその
資源の枯渇が心配されている。低濃度施肥に
おける生産性の向上は残り少ない資源の有
効利用という観点でも喫緊の課題である。 
本研究は、この課題を乗り越えるための基
盤研究と応用を目指し、根圏において作物の
リン酸吸収・窒素固定を幇助する根圏の共生
菌系に着目し、①共生を促進することが知ら
れているストリゴラクトンの作用機構を解
明すること、②共生菌の生育および共生を促
進するような制御剤を開発することを目的
とした。 
 

３．研究の方法 
１）AM 菌培養系の確立とそれを用いたデブラ
ノン類の評価 
当初はニンジン毛状根培養組織を入手し、そ
こに AM 菌(Glomus irregularis DAOM197198)
の胞子を加え、CO2 インキュベーター中で培
養し、菌糸を形成させ、その菌糸を用いてデ
ブラノン類の評価を行う予定であったが、よ
り胞子が大きく扱いやすい AM 菌である
Megarospora margarita を含む土壌を入手で
きたため、この胞子を用いて菌糸分岐誘導活
性の評価を行った。 

２）イネと AM 菌の共生系とその可視化 
小八重らは SCAMP と呼ばれる AM 菌感染時に
発現量が上昇するイネのタンパク質にGFPを
融合した SCAMP-GFP 融合遺伝子を用いて、AM
菌の感染を可視化できることを報告してい
る（引用文献④）。代表者らはこのイネを入
手して、ストリゴラクトンが AM 菌感染を促
進する現象を評価できるかどうかを検討し
た。 

３）新たなストリゴラクトンミミックの作製
と評価 
AM 菌の菌糸分岐誘導評価系で供試したス
トリゴラクトンミミックの活性が全て弱か
ったため、新たなストリゴラクトンミミック
を合成することにした。手法としては大きく
分けて以下の２つの方法で行った。 
①新規のデブラノン類の設計 

 (図１) 4-Bromo-debranone; 4-BD の構造 

4-Bromo-debranone（4-BD; 図１）は強いイ
ネ分げつ抑制活性を示すが、ストライガの種
子発芽誘導活性は低い。4-BD のベンゼン環の
置換基を様々に変化させ、それぞれの置換基
が活性にどのような影響を与えるかを調べ
た。ストリゴラクトン活性は D14-D53 相互作
用を検出する酵母ツーハイブリッド系、スト
ライガ KAI2d-MAX2 相互作用検出酵母ツーハ
イブリッド系、イネの分げつ伸長評価系やス
トライガ種子発芽誘導系を用いて評価した。 

②D環をもとにした設計 
D 環と様々なカルボン酸誘導体をエステル結
合させたエステル型化合物、および D環とフ
タルイミドの窒素原子を結合させたフタル
酸型化合物、さらに生合成中間体であるカー
ラクトンの構造をもとにした化合物を新規
に合成し、これらの化合物の SL 活性を評価
した。また、植物における生理活性はイネの
分げつ伸長抑制活性によって検討した。さら
に、根寄生植物ストライガの種子発芽を誘導
する活性についても調べた。さらに、D14 お
よびストライガのストリゴラクトン受容体



ShKAI2による被分解活性についてもLC-MSや
蛍光 SL プローブである Yoshimulactone G を
用いて評価した。 

４）ストリゴラクトン受容体阻害剤の創製 
①ランダムスクリーニング 
D14 の結晶構造解析情報を利用してファーマ
コフォアモデルを構築し in silico スクリー
ニングを行い、 約 470 万の化合物ライブラ
リーの中から受容体に結合することが予測
された候補化合物を選抜し、酵母ツーハイブ
リッド系やイネへのストリゴラクトン作用
の解析系を用いて阻害活性を評価した。 
また、ストリゴラクトン依存的に D14-D53
相互作用を検出する酵母ツーハイブリッド
系を用いて、MayBridge 社の化合物ライブラ
リー中の約 1 万の化合物から、GR24 の
D14-D53 相互作用誘導能を阻害する化合物を
スクリーニングし、さらにストライガ
KAI2d-MAX2 相互作用検出酵母ツーハイブリ
ッド系でも評価した。また、in vivo の系と
して、イネの分げつ伸長評価系やストライガ
種子発芽誘導系も用いて、それぞれの化合物
のイネ・ストライガにおけるストリゴラクト
ン阻害効果を評価した。 
②共有結合型阻害剤 
ストリゴラクトン受容体 D14 ならびに KAI2d
はα/β加水分解酵素ファミリーに属する加
水分解酵素であり、D14/KAI2d によるストリ
ゴラクトンの加水分解がストリゴラクトン
受容・シグナル伝達に必須であることがわか
っている。α/β加水分解酵素ファミリーは
広く生物界に存在する非常に大きな酵素フ
ァミリーであり、それぞれの酵素は多種多様
な機能を有する。ほ乳類も数多くのα/β加
水分解酵素を有し、しばしば創薬のターゲッ
トとなっている。α/β加水分解酵素は多数
知られているが、その中でもトリアゾールウ
レア構造を持つ化合物がα/β加水分解酵素
の活性中心に共有結合し、不可逆的に活性を
阻害することが報告されている（引用文献
⑤）。そこで、本研究では、トリアゾールウ
レア構造を有する約100種の化合物を合成し、
本研究で他に合成したストリゴラクトンミ
ミックや阻害剤の評価系を同様に用いて阻
害活性を評価した。 
 
４．研究成果 
１）AM 菌培養系の確立とそれを用いたデブラ
ノン類の評価 
AM 菌培養系を用いてこれまでに作成したデ
ブラノン類の AM 菌菌糸分岐誘導活性を調べ
たが、供試したデブラノン類はいずれも天然
型のストリゴラクトンと類似した構造を持
つ合成ストリゴラクトン GR24 と比較して AM
菌菌糸分岐誘導活性が低かった。この結果は
植物と AM 菌とでは異なるストリゴラクトン
受容機構を持つことを示唆している。 

２）イネと AM 菌の共生系とその可視化 
SCAMP-GFP 融合遺伝子導入イネを用いて、AM

菌が感染した根の細胞を可視化することに
は成功したが、期間内に GR24 やデブラノン
類などのストリゴラクトンによる感染促進
効果を可視化するには至らなかった。これに
関しては、今後も引き続き検討していく。 

３）新たなストリゴラクトンミミックの作製
と評価 
①新規のデブラノン類の設計 
新たなデブラノン類のイネ枝分かれ抑制、及
びストライガ種子発芽誘導活性を調べたと
ころ、イネに特異的に働くもの、ストライガ
種子発芽誘導に特異的に働くもの、両方に働
くものを得ることができた。また、酵母ツー
ハイブリット系やLC-MSを用いた酵素反応系
の結果から、こうした特異性、汎用性が受容
体のリガンドになりやすさと一致している
ことが明らかとなった。今後は、結晶構造解
析などを通して受容体に認識されるために
必要な構造をより精密に明らかにしていく。 

②D環をもとにした設計 

（図２）設計した種々のストリゴラクトンミミック 

D 環と様々なカルボン酸誘導体をエステル結
合させたエステル型化合物、および D環とフ
タルイミドの窒素原子を結合させたフタル
酸型化合物、さらに生合成中間体であるカー
ラクトンの構造をもとにした化合物を新規
に合成し、これらの化合物の SL 活性を評価
した結果、多様な作用スペクトラムを有する
化合物を得ることができた。これらのin vivo
での活性は酵母ツーハイブリッド系や、精製
受容体を用いた in vitro での受容体リガン
ドになりやすいかどうかの試験の結果と一
致していた。 
ストリゴラクトンミミックは多数報告さ
れているが、実際に農業上応用していくため
にはより多様な構造骨格を持った化合物の
バリエーションを用意することは重要なこ
とである。今後はこうした化合物が AM 菌な
どの根圏微生物にどのように作用するかを
解明していく。 

４）受容体阻害剤の創製 
 本研究では、当初の計画にはなかったスト
リゴラクトン受容体阻害剤の開発も行った。
その第一の目的は、植物ホルモン受容体 D14
や KAI2d のリガンド受容機構の解明と、その
農業上の応用であるが、AM菌の受容機構の解
明にも寄与することが期待されたため、本研



究課題の中に新たに加え、以下の方法で開発
を進めた。 
①ランダムスクリーニング 
構築したファーマコフォアモデルを用いた
in silico スクリーニングの結果、約 470 万
の化合物ライブラリーの中から受容体に結
合することが予測された候補化合物XM-47を
得た(図３)。XM-47 は Methoxy-1-naphthal 
aldehyde (2-MN)へと加水分解することが予
測されたが(図３)、 酵母ツーハイブリッド
系やイネへのストリゴラクトン作用の解析
系を用いた実験の結果、2-MN がストリゴラク
トン情報伝達阻害剤として機能することが
示された。この成果は論文として報告したが
（発表論文・雑誌論文⑥）、本研究成果が世
界初のストリゴラクトンD14阻害剤の発表と

なった。 
（図２）XM-47（左）と 2-MN（右）の構造 

酵母ツーハイブリッド系を用いた約１万
の化合物ライブラリーからのスクリーニン
グでは、十数個の候補化合物を得た。それら
の殆どは、イネの D14 のみに作用し、ストラ
イガの受容体への作用は弱かったが、一つだ
け、イネの D14 への作用は弱いがストライガ
の受容体KAI2dへは強い阻害作用を有するも
のが存在した。現在、植物体への作用を検討
中である。 

②共有結合型阻害剤 
阻害剤のスクリニーング：酵母ツーハイブリ
ッド法（Y2H）を用いた D14 と下流タンパク
質 SLR1/D53 の相互作用の阻害を指標とした
１次スクリーニングにより候補化合物を選
抜した。次に、選抜された KOK 化合物の中か
ら SL 生合成変異体 d17 イネの多分げつ形質
の SL 外部投与による抑制実験により候補化
合物の２次スクリーニングを行った結果、い
くつかの化合物は GR24 による分げつの抑制
を回復する活性を示した。その中で、KOK1094
という化合物は最も強い回復活性を示した
ため、本研究では KOK1094 を D14 阻害剤候補
化合物として選抜した。 
KOK1094 の作用解析：植物内生 SL 受容シグナ
ルに対する抑制効果を調べるため、野生型イ
ネに KOK1094 を投与した結果、SL 欠損変異体
の形質と同様に第一、第二分げつ伸長の促進
を示し、KOK1094 はイネ内生 SL 活性を強く阻

害することが示唆された。続いて HPLC-MS を
用い、D14 酵素活性に対する KOK1094 の阻害
効果を in vitro で解析した。その結果、
KOK1094はGR24の加水分解を阻害し、KOK1094
自身も D14により分解されることがわかった。
この結果から KOK1094 は D14 に分解された後、
D14 に共有結合し酵素活性を抑制するという
阻害メカニズムを推測した。KOK1094 の阻害
効果を評価するため、Yoshimulactone Green 
(YLG) という SL 受容体に作用する蛍光アン
タゴニストを用い、D14 による YLG 分解の阻
害効果を反応速度論的に解析したところ、そ
の阻害効果は不可逆的阻害であることが示
され、上の仮説が支持された。さらに、D14
と KOK1094 とを反応させた後、トリプシン処
理し、本研究により発見された SL 受容体を
標的とした新規阻害剤は、基礎研究にも SL
機能制御剤としての応用にも有用であるこ
とが期待される。 
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