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研究成果の概要（和文）：サリチル酸（SA）は植物の病害抵抗性において重要な役割を果たす情報伝達物質であ
る。本研究では、タバコおよびベンサミアナタバコを実験材料に用いて、主に以下の2点を明らかにした。（1）
過敏感反応時に発現が誘導される2種類の酵素の遺伝子やペルオキシソームのβ酸化を触媒する酵素の遺伝子
が、病原体シグナルに応答したSA合成に必要なことを明らかにした。（2）2種類のCBP60型の転写因子が、（1）
で同定したSA合成関連遺伝子の病原体シグナルに応答した発現に必要なことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Salicylic acid (SA) plays an important role in plant resistance to 
pathogens. In this study, using tobacco and Nicotiana benthamiana as experimental materials, we had 
two main findings described below. (1) Two enzyme genes induced during hypersensitive responses and 
genes encoding peroxisomal β-oxidation enzymes are required for SA production induced by a 
pathogen-derived signal. (2) Two CBP60-type transcription factors are required for expression of 
genes described in (1) induced by a pathogen-derived signal.

研究分野：植物病理学

キーワード： 病害抵抗性　サリチル酸　生合成　ペルオキシソーム　β酸化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、安全で耐性菌の出現しにくい次世代型の農薬として、植物の病害抵抗反応を誘導することにより病害を防
除する“プラントアクティベーター農薬”が注目されている。しかしながら、プラントアクティベーター農薬の
開発は難易度が高く、実際に登録されている化合物は数種類に過ぎない。本研究で同定されたSA合成に必要な酵
素の基質（SAの前駆化合物）等が明らかになれば、プラントアクティベーター農薬の開発に利用可能であると期
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
サリチル酸 (SA) は病原体ストレスにより誘導される植物の情報伝達物質であり、病害抵抗
性において不可欠な役割を果たす。SA の合成経路には不明な点が多いが、コリスミ酸を出発点
とし、フェニルアラニンアンモニアリアーゼ (PAL) を介する経路とイソコリスミ酸合成酵素 
(ICS) を介する経路が提唱されていた (図 1A)。タバコやイネ等においては、SAは PAL を介し
た経路で合成されると考えられてきた (引用文献①等)。一方、シロイヌナズナにおいては、ICS
をコードする AtICS1 の発現量が SAの蓄積と相関すること、および AtICS1 を欠損する変異体の
SA 蓄積量が減少することから (引用文献②)、SAは ICS を介して合成されると考えられてきた。
しかしながら、PAL の多重変異体においても SA蓄積量が減少することが明らかになり (引用文
献③)、両方の経路で SA が合成される可能性も示唆されていた。また、いずれの植物種において
も、PAL により合成されたケイ皮酸あるいは ICS により合成されたイソコリスミ酸が SA に変換
される機構は不明であった。 
病傷害応答性 MAP キナーゼである WIPK と SIPK の発
現を抑制したタバコ (WIPK/SIPK 抑制体) においては、
SA の合成が傷害により誘導される (引用文献④)。申請
者らは、WIPK/SIPK 抑制体における傷害誘導性の SA 合
成を、薬剤を用いて同調的かつ強力に誘導できる系を
開発した (図 1B, 引用文献⑤)。本系を用いて、SAの
合成に先行し WIPK/SIPK 抑制体で特異的に誘導される
遺伝子をマイクロアレイ解析により網羅的に同定し
た。同定した遺伝子群から、過剰発現により SAの合成
が誘導される遺伝子を探索したところ、CBP60 型の転写
因子 (NtCBP60) が同定された (図 1B)。シロイヌナズ
ナにおいては、2 種類の CBP60 型転写因子が AtICS1 の
転写を活性化することにより SAの合成に寄与する (引
用文献⑥等)。一方、タバコにおいては、ICS の発現が
病原体を接種した野生型植物 (引用文献⑦) および傷
害を与えた WIPK/SIPK 抑制体 (図 1B) のいずれにおい
ても誘導されないのに対し、NtCBP60 の発現はどちらの
場合においても SA の蓄積に先行して誘導された。従っ
て、NtCBP60 は ICS 以外の SA 合成酵素遺伝子の転写を
活性化することによりSAの合成を誘導すると考えられ
た。 
NtCBP60 が誘導する SA 合成遺伝子を同定するため、NtCBP60 の発現よりも遅く、SA の合成よ
りも早く、WIPK/SIPK 抑制体で特異的に傷害により誘導され、二次代謝に関与すると予想される
酵素遺伝子をマイクロアレイ解析により探索した所、約 44,000 プローブ中 30プローブ (22 遺
伝子) が該当した。該当した遺伝子には、花弁の揮発性ベンゼン化合物の合成に関与する、ケイ
皮酸-補酵素 A (CoA) を安息香酸-CoA に変換するペルオキシソームのβ酸化酵素 (CL, CHD お
よび KAT; 引用文献⑧等) のホモログや、ケイ皮酸-CoA あるいは安息香酸-CoA を誘導体に変換
する酵素 (HCT および HSR201) が含まれていた。また、その基質は不明であるが、2OGD 型の酸
化酵素 (2OGD) および抵抗反応時に誘導される加水分解酵素 (HSR203J) も条件に該当した。当
時、SAの 3位を水酸化する酵素ならびにフェルラ酸 (ケイ皮酸の誘導体) の 2位を水酸化する
酵素がいずれも 2OGD 型の酸化酵素であることが明らかになっていた (引用文献⑨等)。一方、
HSR203Jを抑制するとSA応答のマーカー遺伝子であるPR1aの病原体に応答した発現が消失する
ことが報告されていた (引用文献⑩)。 
これら 7種の酵素遺伝子の発現は、病原体を接種した野生型タバコ葉においても SA の合成に
相関して誘導された。また、レポーター遺伝子および蛍光タンパク質を用いた解析から、少なく
とも CL、KAT、2OGD、HSR201 および HSR203J のプロモーターが NtCBP60 により活性化されるこ
と、および CL、CHD、KAT および HSR201 がペルオキシソームに局在することが明らかになってい
た。さらに、CL の一過的な過剰発現は低レベルながら単独で SAの蓄積を誘導すると共に、病原
体ストレス誘導性の SA蓄積量を劇的に増加させた。これらの結果は、タバコにおいて SAがケイ
皮酸からペルオキシソームのβ酸化系を介して合成されることを示唆していた。 
NtCBP60 を過剰発現させると SA の蓄積が誘導されることから、NtCBP60 は上記のペルオキシ
ソームのβ酸化系を介した SA 合成経路の遺伝子あるいは未知の SA 合成経路の遺伝子の転写を
活性化すると考えられた。NtCBP60 が活性化することが明らかになっていた CL、KAT、2OGD、HSR201
および HSR203J のプロモーターには既知の CBP60 型転写因子の認識配列 (GAAATTTTC 等) が存
在せず、NtCBP60 は別の cis 配列を認識すると考えられた。これらの知見を基に、本研究では以
下の 2点を明らかにすることを目的とした。 
 

図1 (A) SAの推定合成経路．(B) WIPK/SIPK抑

制体における SAの蓄積と SA合成関連遺伝子

の発現パターン． 



２．研究の目的 
(1) ペルオキシソームのβ酸化系を介した SA 合成経路の構成因子 
本課題では、ペルオキシソームのβ酸化系の酵素遺伝子を初めとした候補遺伝子が、病原体ス
トレスに応答した SA の合成に必要かどうか明らかにするため、ベンサミアナタバコのホモログ
遺伝子の発現を virus-induced gene silencing (VIGS) により抑制し、SA 合成への影響を調べ
た。 
 
(2) NtCBP60 による SA 合成の制御機構 
本課題では、NtCBP60 が候補遺伝子プロモーターのどの領域を認識するか同定すると共に、
NtCBP60 が同定した領域に結合するかどうか調べた。また、VIGS によるベンサミアナタバコの
NtCBP60 ホモログの発現抑制が、病原体ストレスにより誘導される SA 合成や候補遺伝子ホモロ
グの発現を抑制するか調べた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ペルオキシソームのβ酸化系を介した SA 合成経路の構成因子 
①ベンサミアナタバコのホモログ遺伝子の同定および VIGS に用いる領域の選定 
各候補遺伝子の塩基配列を用いた BLASTX 解析により、ベンサミアナタバコのホモログ遺伝子
を Sol Genomics Network (https://solgenomics.net/) のデータベースから同定した。同定し
たホモログ遺伝子の塩基配列より、標的遺伝子に特異的だと考えられる領域を Sol Genomics 
Network の SGN VIGS Tool を用いて選定した。 
 
②ベンサミアナタバコホモログの発現解析 
①で同定したホモログ遺伝子が SA の合成と相関して発現することを確認するため、ベンサミ
アナタバコ葉にジャガイモ疫病菌由来のエリシターである INF1 を処理し、継時的に SA 量と各
ホモログ遺伝子の発現量を測定した。SA 量と遺伝子の発現量の測定には、蛍光検出器を備えた
HPLC と逆転写-定量的 PCR をそれぞれ用いた。 
 
③VIGS による発現抑制が SA 合成におよぼす影響 
VIGS には最もよく使用されている tobacco rattle virus を使用した (引用文献⑪)。①で選
定した領域を、②で抽出した RNA を鋳型とした逆転写 PCR で増幅した。得られた増幅産物を、ウ
イルスベクターpTV00 に In-Fusion 法でアンチセンス方向に導入した。作製したウイルスベクタ
ーを持つアグロバクテリウムを、pBINTRA6 を持つアグロバクテリウムと混合した後、播種後 3
週間程度のベンサミアナタバコ葉に注入した。注入 2週間後の上位葉に INF1 を処理し、誘導さ
れた SA量と標的遺伝子の発現量を対照の空ベクターと比較した。 
 
(2) NtCBP60 による SA 合成の制御機構 
①NtCBP60 が認識する HSR203J プロモーター上の領域の同定 
HSR203J プロモーターを 5’側から欠失させた様々な長さの DNA 断片を PCR で調製し、レポー
ター遺伝子である GUS と連結させた。作製した GUS レポーター遺伝子を持つアグロバクテリウ
ムを、NtCBP60 を持つアグロバクテリウムあるいは対照の空ベクターを持つアグロバクテリウム
と混合した後、播種後 4～5週間のベンサミアナタバコ葉に注入した。注入 2日後の葉よりタン
パク質を抽出し、人工基質である 4-MUG を用いて GUS 活性を測定した。検量線の作製には濃度既
知の 4-MU を、タンパク質濃度の測定には Bradford 法をそれぞれ用いた。 
 
②NtCBP60 と DNA の結合解析 
NtCBP60 の組換えタンパク質を、His タグ融合タンパク質およびタグ無しタンパク質として大
腸菌に発現させた。大腸菌より抽出した粗タンパク質画分および粗タンパク質画分より部分精
製した組換えタンパク質を、LightShift Chemiluminescent EMSA Kit を用いた Electrophoretic 
mobility shift assay (EMSA) に供した。 
 
③VIGS による発現抑制が SA 合成および候補遺伝子ホモログの発現におよぼす影響 
(1)の①～③と同様の手順でベンサミアナタバコの NtCBP60 ホモログの発現を VIGS で抑制し、
INF1 処理により誘導される SA 量、標的遺伝子の発現量ならびに候補遺伝子ホモログの発現量が
減少するか調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1) ペルオキシソームのβ酸化系を介した SA 合成経路の構成因子 
①ベンサミアナタバコのホモログ遺伝子の同定および VIGS に用いる領域の選定 
候補遺伝子の塩基配列を用いて、ベンサミアナタバコのホモログ遺伝子をゲノムデータベー
スより探索したところ、ほとんどの遺伝子において、2つのホモログ遺伝子が見つかった。これ
はベンサミアナタバコが異質四倍体であることが原因であり、2つのホモログ遺伝子はそれぞれ



相互に非常によく似ていた。両方の遺伝子が抑制されると予想される領域を選定し、VIGS に用
いた。 
 
②ベンサミアナタバコホモログの発現解析 
ベンサミアナタバコ葉にジャガイモ疫病菌由来のエリシターである INF1 を処理した後、継時
的に SA の蓄積量とホモログ遺伝子の発現量を測定したところ、HCT のホモログを除く全てのホ
モログ遺伝子の発現が SAの蓄積に先行して誘導されることが明らかになった。 
 
③VIGS による発現抑制が SA 合成におよぼす影響 
各候補遺伝子ホモログの DNA 断片を持つウイルスをそれぞれベンサミアナタバコに感染させ
たところ、標的遺伝子の発現が抑制された。また、CHD を抑制した植物および KAT を抑制した植
物の大きさが、対照の空ベクターを持つウイルス
を接種した植物より小さくなった。CHD と KAT は
ペルオキシソームのβ酸化の中心酵素であり、
様々な化合物のβ酸化を介した合成に関与して
いる。CHD および KAT の抑制により植物の成長に
必要な化合物の合成が阻害されたと考えられた。
それ以外の遺伝子の抑制は植物の形態に明確な
影響を及ぼさなかった。 
VIGS により標的遺伝子の発現を抑制した植物
に INF1 を処理して SA の合成を誘導したところ、
CL、CHD、KAT、HSR201 および HSR203J の抑制に
より、対照の空ベクターより SA の蓄積量が減少
した (一例を図 2に示す)。これらの結果は、ペ
ルオキシソームのβ酸化系を介して SA が合成さ
れるという仮説を支持した。 
 
(2) NtCBP60 による SA 合成の制御機構 
①NtCBP60 が認識する HSR203J プロモーター上の領域の同定 
HSR203J プロモーターを 5’側から欠失させていったところ、NtCBP60 との共発現により、開
始コドンより上流 173 塩基を持つコンストラクトの GUS 活性は上昇したが、148 塩基を持つコン
ストラクトの GUS 活性は上昇しなかった。そのため、NtCBP60 は HSR203J プロモーターの開始コ
ドンより上流 173 番目～149 番目の 25 塩基を認識すると考えられた。本領域には既知のストレ
ス応答に係る cis 配列は認められなかった。 
 
②NtCBP60 と DNA の結合解析 
①で同定した HSR203J プロモーター中の 25塩基に NtCBP60 が結合するかどうか調べるため、
25 塩基を含むオリゴ DNA と NtCBP60 の組換えタンパク質を用いて EMSA 解析を行ったが、オリゴ
DNA の長さを変えたり、NtCBP60 の組換えタンパク質を部分精製したりしても両者の結合は確認
できなかった。 
 
③VIGS による発現抑制が SA 合成および候補遺伝子ホモログの発現におよぼす影響 
ベンサミアナタバコ葉に INF1 を処理した後、継時的に NtCBP60 のホモログ遺伝子の発現量を
測定したところ、2 種類のホモログ遺伝子が SA 合成と相関して誘導されることが明らかになっ
た。INF1 により誘導される SA 量は、VIGS により 2 種類のホモログ遺伝子のどちらか片方を抑
制しても減少しなかったが、両方を同時に抑制すると顕著に減少し、両遺伝子は重複的に機能す
ると考えられた。また、両方の遺伝子を抑制すると、NbHSR201 を初めとした候補遺伝子ホモロ
グの発現量も低下することが明らかになった。 
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図2 HSR201ホモログ (左) およびHSR203Jホモログ (右) 

の発現抑制は SA量を減少させる． 
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