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第 1章	
 序論	
 

	
 

1-1	
 ブラシノステロイド	
 

	
 

	
 ステロイドホルモンは、哺乳類において男性ホルモンや女性ホルモン、副腎

臓皮質ホルモンなどとして、昆虫においては甲殻類の脱皮ホルモン、エクジソ

ンとして長く知られていた。植物においては、1970 年代にセイヨウアブラナ

(Brassica	
 napus)の花粉から植物生長促進物質としてブラシノライド(BL)	
 が単

離され、その存在が明らかとなった(Grove	
 et	
 al.	
 1979)。BL は現在 70 種を超

える類縁体が多くの植物から単離され、ブラシノステロイド(BR)と総称されて

いる(Zhao	
 and	
 Li	
 2012)。	
 

	
 BR は植物界に広く分布しており、その作用は細胞伸長や細胞分裂の促進、病

害等のストレス応答など多岐に渡る。また BR 欠損は発芽時の暗所光形態形成や

栄養生長期の葉や茎の矮性形質などを示し、植物の生育の多様な面において重

要な役割を果たしていることが明らかにされている。	
 

	
 BR 欠損による植物の矮化形態は、その耐倒伏性から栽培作物に有用な形質と

され、昔から利用されてきた。日本古来のオオムギ品種「渦」は、半矮性の形

質であることから有効な育種性質として重用されてきたが、その原因遺伝子が

BR 受容体の相同性遺伝子であることが明らかとなった(Chono	
 et	
 al.	
 2003)。そ

の他にも、エンドウやアサガオなどの矮性品種が、近年になり BR 欠損変異体で

あることが示され、BR による形態の制御は身近なところで利用されてきたこと

が明らかとなった。	
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1-2	
 ブラシノステロイド生合成経路と生合成変異体	
 

	
 

	
 BR は発見当初から生長促進作用が認められていたが、その多面的な生理作用

のため、長い間植物ホルモンとして認識されなかった。しかし、1990 年代にア

ラ ビ ド プ シ ス に お い て 暗 所 光 形 態 形 成 を 示 す 矮 性 変 異 体

de-etiolated-2(det2)が単離され(Chory	
 et	
 al.	
 1991)、この変異体が BR 生合

成欠損を原因とすることが明らかとなった(Fujioka	
 et	
 al.	
 1997,	
 Li	
 et	
 al.	
 

1997)。この発見を契機として、存在が知られていた矮性変異体の多くは BR 生

合成欠損が原因であることが明らかとなった。その結果、BR は 6 番目の植物ホ

ルモンとして認識されるようになり、BR 生合成経路の解明も進んでいった。	
 

	
 det2 は内生 BR の減少が酵素活性の欠損と直接リンクしていることが示され

た最初の変異体であったために(Chory	
 et	
 al.	
 1991,	
 Fujioka	
 et	
 al.	
 1997,	
 Li	
 

et	
 al.	
 1997)、BR 生合成欠損変異体の多くは det2 変異体の形態を指標に単離

されてきた。BR 生合成欠損変異体を明所で生育した場合に認められる形質とし

て、矮化、葉の暗緑色化、頂芽優性の減少、稔性の低下などを挙げることがで

きる(Fig.1-1)。暗所での生育では、通常のいわゆる「もやし様形態(etiolation)」

が見られず、胚軸の伸長抑制や子葉の展開などの暗所光形態形成を示し、これ

らの形態は BR を与えることにより野生型の形態へと回復する(Chory	
 et	
 al.	
 

1991,	
 Clouse	
 and	
 Sasse	
 1998,	
 Szekeres	
 et	
 al.	
 1996)。同じ様に	
 constitutive	
 

photomorphogenesis	
 and	
 dwarfism(cpd)(Szekeres	
 et	
 al.	
 1996) や	
 

dwarf4(dwf4)(Azpiroz	
 et	
 al.	
 1998,	
 Choe	
 et	
 al.	
 1998,	
 Choe	
 et	
 al.	
 2001)

も BR 生合成遺伝子 CPD、DWF４の欠損変異体であり、矮化形態を示す。DWF4 は

BR 生合成経路における律速酵素である(Fujita et al. 2006)。	
 

	
 以下、BR の生合成経路について述べる(Fig.	
 1-2)。BR 生合成経路では生合成

前駆体 campesterol(CR)は campestanol(CN)に変換されるが、ここから早期 C6

酸化経路と後期 C6 酸化経路という 2つの経路により BL に変換されることが知
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られている。早期 C6 酸化経路では、CN は主に 6-oxocampestanol(6-oxoCN)に、

そして cathasterone(CT)、 teasterone(TE)、 3-dehydroteasterone(3DT)、

typhasterol(TY)、castasterone	
 (CS)へとそれぞれ変換される。後期 C6 酸化経

路では CN から 6-deoxo-TE、6-deoxot-TY を経て CS へと変換され、両経路で生

成された CS はその後 1つの経路により最終的に BL へと変換される。この両経

路について生体内での機能を比較することにより、現在では後期 C6 酸化経路が

主経路であると考えられている(Nomura	
 et	
 al.	
 2001)。また、早期 C22 酸化経

路は上述の CN を経路せず、CR 等の前駆体が C22 位の酸化を経て 6-deoxoTY へ

至る経路であり、BR 上流生合成経路では主経路であると考えられている

(Fujioka	
 et	
 al.	
 2002,	
 Ohnishi	
 et	
 al.	
 2012)。また近年、生化学的手法を用

いた P450 の解析により新規ショートカット経路が提唱されている(Ohnishi	
 et	
 

al.	
 2006)。	
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Fig. 1-1. BR生合成欠損変異体det2とBR生合成阻害剤Brz処理!
              植物体!

BR欠損変異体det2およびBrz処理植物体は、明所生育では矮性形態を示し、!
暗所発芽では胚軸が短化し、子葉が展開する暗所光形態形成を示す!

A.  8日目植物体、左より　野生型無処理、det2 無処理、野生型 Brz 1 μM処理、!
　　　　野生型 Brz 1 μM+BL 10 nM処理!
B.  60 日目植物体、Scale bars = 10 cm!
C.  暗所7日目植物体、Brz 3 μM、Scale bars = 5 mm!

        WT    det2    WT!
  Brz    -         -        +       WT       det2

B C

       Control        det2            Brz         Brz+BL

A

Asami et al., 1999
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Fig. 1-２　BR生合成経路とBrzの阻害部位!

　BR生合成経路では後期C6酸化経路および早期C22酸化経路が主経路であ
ると考えられている。!
　BR生合成阻害剤BrzはチトクロームP450酸化酵素であるDWF4に作用し、
DWF4 の触媒する側鎖22位の水酸化反応を阻害する。!

: DWF4（Brz阻害部位）!

Zhao and Li (2012) J Integr Plant Biol. 
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1-3 	
 ブラシノステロイド情報伝達経路	
 

	
 

	
 BR 欠損による形態が明らかになったことから、BR 生合成欠損変異体と類似し

た矮化した形態を示しながら、その形態が BR の投与によって回復しない変異体

は BR 情報伝達遺伝子に欠損を持つことが予測された。この考えに基づき、BR

情報伝達欠損変異体の探索が 1990 年代後半に幾つかのグループによって行わ

れ、1996 年に bri1(brassinosteroid	
 insensitive	
 1)が単離された(Clouse	
 et	
 al.	
 

1996)。同定の結果、この変異原因遺伝子はロイシンリッチリピート(LRR)配列

と膜貫通ドメインを持つ受容体型セリン／スレオニンキナーゼ（リン酸化酵素）

をコードしていることが明らかになった(Li	
 and	
 Chory	
 1997)。その後、BR と

の直接的な結合性が証明され、BRI1 が細胞膜上の BR 受容体であることが確認

された(Kinoshita	
 et	
 al.	
 2005,	
 Wang	
 et	
 al.	
 2005)。	
 

	
 BR 情報伝達は、細胞膜上の受容体 BRI1 で BR が受容された後、核において転

写が活性化されるまでの経路が現在までに徐々に明らかにされつつある。以下、

現在提唱されている BR 情報伝達経路について述べる(Fig.1-3)。BR が

BRI1(Kinoshita	
 et	
 al.	
 2005)に結合すると、BRI1 は自己リン酸化し、細胞膜

局在の抑制型因子 BRI1-KINASE	
 INHIBITOR	
 1(BKI1)(Wang	
 and	
 Chory	
 2006)が細

胞膜から解離する。BKI1 の解離により BRI1 は共受容体である BRI1-Assosiated	
 

Receptor	
 Kinase	
 1(BAK1)(Li	
 et	
 al.	
 2002,	
 Nam	
 and	
 Li	
 2002)と相互作用でき

るようになり、BAK1 と細胞膜局在の活性化型キナーゼ BR	
 SIGNALING	
 KINASE	
 

1(BSK1)(Tang	
 et	
 al.	
 2008)をリン酸化して活性化させる。活性化した BSK1 は

続いて、細胞質の BR 情報伝達活性化型フォスファターゼ BRI1-SUPPRESSOR	
 

1(BSU1)(Mora-Garcia	
 et	
 al.	
 2004)をリン酸化し活性化させる。活性化した BSU1

はBR情報伝達抑制型キナーゼBRASSINOSTEROID	
 INSENSITIVE	
 2(BIN2)(Kim	
 et	
 al.	
 

2009,	
 Li	
 and	
 Nam	
 2002)を脱リン酸化し、脱リン酸化された BIN2 はプロテアソ

ームにより分解される(Kim	
 et	
 al.	
 2009,	
 Li	
 and	
 Nam	
 2002,	
 Peng	
 et	
 al.	
 2008)。
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通常、内生 BR が低濃度の BR 情報伝達抑制条件においては、転写因子

BRZ-INSENSITIVE-LOMG	
 HYPOCOTYL	
 1/BRASSINAZOLE	
 RESISTANT	
 

1(BIL1/BZR1)(Asami	
 et	
 al.	
 2005,	
 He	
 et	
 al.	
 2005,	
 Wang	
 et	
 al.	
 2002)および

そのホモログ BRI1-EMS	
 SUPRESSOR	
 1(BES1)(Yin	
 et	
 al.	
 2005,	
 Yin	
 et	
 al.	
 2002)

は BIN2 によってリン酸化されることで低活性状態に保たれている。一方、内生

BR が高濃度の BR 情報伝達活性化条件においては、上記 BIL1/BZR1 および BES1

は BR 情報伝達活性化型フォスファターゼ	
 protein	
 phosphatase	
 2A(PP2A)(Tang	
 

et	
 al.	
 2010)により脱リン酸化され、活性型となる。そして脱リン酸化された

活性型 BIL1/BZR1 と BES1 は核内へ移行し、BR 応答遺伝子の発現を誘導する。

また BR 情報伝達抑制因子 14-3-3(Gampala	
 et	
 al.	
 2007)は BR 情報伝達抑制時

に BIL1/BZR1 および BES1 に結合して、細胞質に保持することによって、

BIL1/BZR1 および BES1 の核内への移行を抑制する。	
 

	
 上記のようにこれまでに多くの BR 情報伝達因子が単離、解析されているが、

主要経路においても、PP2A の活性化機構や BIN2 と BIL1/BZR1 の相互作用の細

胞内局在、BIL1/BZR1 の核移行促進に関わる動力源因子が未同定であるなど、

詳細メカニズムについては、不明な点が未だに多く残っている。	
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Fig. 1-3　本研究以前のBR情報伝達機構のモデル図!

＜BR情報伝達抑制化状態＞!
BIL1/BNZR1はBIN2によりリン酸化され、分解される。!

＜BR情報伝達活性化状態＞!
BIL1/BZR1はPP2Aにより脱リン酸化され活性化型となり、!
核内へと移行することによりBR応答遺伝子の発現が誘導される。!

BR!
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BAK1!

BSU1!
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nucleus
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negative 
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kinase P!

BAK1! BKI1!
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1-4 	
 ブラシノステロイド生合成阻害剤 Brz による化学生物学（ケミカルバイ

オ	
 

	
 	
 ロジー）的解析	
 

	
 	
 

	
 Brz は 1999 年に創製された(Asami	
 et	
 al.	
 2000,	
 Asami	
 et	
 al.	
 2001)。Brz

は BR 生合成に特異的な阻害剤であり、トリアゾール環とシトクロム P450 が内

包するヘムとの親和性によって、シトクロム P450 酵素である DWF4 に結合し、

DWF4 の触媒する側鎖 22 位水酸化反応を阻害する(Fig.	
 1-2)(Sekimata	
 et	
 al.	
 

2008)。この化合物により活性型BRであるBLの生成を抑えることが可能となり、

容易に BR 欠損状態の植物が作り出せるようになった。	
 

	
 Brz 処理により、植物体は BR 生合成や情報伝達の欠損変異体と同様に、明所

発芽においては葉が濃緑色となり極端な矮化を示し、暗所発芽においては本来

の形態である胚軸が伸長した「もやし形態」を示さずに、胚軸が短化し子葉が

展開する暗所光形態形成を示す(Fig.	
 1-1)。そこで、この暗所 Brz 存在下にも

かかわらず、胚軸が伸長する変異体が得られれば、それは BR 情報伝達が活性化

した変異体であるという着想に基づき(Fig.1-4)、EMS 突然変異体種子 20 万粒

の中から Brz 耐性を示す変異体のスクリーニングが行われ、Brz 存在暗所下で

胚軸伸長を示すbil(Brz-insensitive-long	
 hypocotyl)変異体bil1-1D/bzr1-1D

が単離された(Asami	
 et	
 al.	
 2003)。その後の変異体原因遺伝子の解析によって

BIL1/BZR1 は BR 情報伝達のマスター転写因子であることが明らかとなった(He	
 

et	
 al.	
 2005)。同様の bil変異体選抜手法によりアクティベーションタギング

ラインより BR 情報伝達活性化因子として 7 回膜貫通型タンパク質

Brz-insensitive-long	
 hypocotyl	
 4(BIL4)(Yamagami	
 et	
 al.	
 2009)やミトコン

ド リ ア 局 在 性 の DnaJ 相 同 遺 伝 子 Brz-insensitive-long	
 hypocotyl	
 

2(BIL2)(Bekh-Ochir	
 et	
 al.	
 2013)が単離、同定された。また、明所 Brz 存在下

でも葉が濃緑色を示さない形態を指標とした選抜によって、葉緑体制御因子で
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ある葉緑体局在性の GTP 結合型タンパク質 Brz-insensitive-pale	
 green	
 

2(BPG2)が同定されている(Komatsu	
 et	
 al.	
 2010)。	
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bil (Brz-insensitive-long hypocotyl)!

Fig. １-4   bil ( Brz-insensitive-long hypocotyl ) 変異体選抜の原理

  　　　　　Brz : Brassinosteroid biosysthesis inhibitor  !
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 WT　　　                   WT　　　　　 　　  　
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    ー    　         ー　     　         Brz   　　        ー　        Brz　　　  
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 hypocotyl

BrzBrz

 WT　　　　　　　　 WT　　　　　　　　

  BR !
signaling

 bil　　　　　　　　

BR signaling activated ?

- Brz                           + Brz                       + Brz　　　　　
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1-5 	
 ブラシノステロイドにおける化学生物学的研究とその応用展開	
 

	
 

	
 本研究の第 2章では、BR 情報伝達機構解明のため阻害剤 Brz を用いた選抜に

より実験植物アラビドプシスの突然変異体 bil7-1D(Brz-insensive-long	
 

hypocotyl	
 7)を単離し、その原因遺伝子の機能解析を行う化学生物学的研究（ケ

ミカルバイオロジー）を行った。BR における生合成や情報伝達経路の解明研究

では、前述のように主に機能欠損型突然変異体の解析が行われてきた。しかし

BR 機能欠損型変異体の解析だけでは未解明の部分が多く残されていた。Brz を

用いた bil変異体の選抜は、BR機能欠損変異からの復帰変異体の探索に比べて、

BR 機能獲得型変異体の単離を比較的簡便に行える点、さらに既存の変異体ライ

ン群をそのままスクリーニングに利用出来る点で有利である。	
 

	
 BR は植物の生長に多くの局面で促進的に働くことが知られているが、BR とそ

の類縁体は合成が困難なことから高価であり、農業現場においては BR 自身やそ

の類縁体の成長促進剤としての使用は困難である。日本では未だ、遺伝子組み

換え植物の商業利用は行われていないが、遺伝子組み換え植物が消費者に認め

られる将来を想定した場合、BR 情報伝達因子を用いて BR 活性を高めた植物を

育種することは、それらの因子によって生育促進やストレス耐性の向上などの

形質を持たせることが期待できるために農業上有益であると考えられる。そこ

で将来を念頭においた先行研究が必要であると考え、本研究の第 3章では、Brz

を用いた選抜方法により最初に同定された BIL1/BZR1 について、その遺伝子の

特性を利用した有用形質の探索を行った。つまり、広い目で見た化学生物学的

研究（ケミカルバイオロジー）の農業利用への応用展開の可能性の検討を行っ

た。	
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第 2章	
 ブラシノステロイド生合成阻害剤 Brz 耐性変異体 bil7-1Dの解析	
 

	
 

本章の内容は、学術論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以

内に出版予定。	
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第 3 章 	
 ブラシノステロイド生合成阻害剤 Brz 耐性突然変異体

bil1-1D/bzr1-1Dの虫害耐性機能の解析 

 

3 章	
 緒言	
 

	
 

	
 BR は植物の生育に促進的に働く植物ホルモンであるが、生物学的および非生

物学的なストレス応答にも深く関わっている(Bajguz	
 and	
 Hayat	
 2009)。BR は

細胞膜上の受容体 BRI1 に受容された後、幾つかのリン酸化カスケードを経て、

転写因子 BIL1/BZR1 および、そのホモログである BES1 を活性化する。

bil1-1D/bzr1-1D	
 は、1 アミノ酸置換変異により BIL1/BZR1 タンパク質が安定

化して核に蓄積した優性変異体であり、BR 生合成阻害剤 Brz を用いたケミカル

バイオロジー手法により選抜された。BIL1/BZR1 は約 3500 種類の BR 応答遺伝

子を制御している事から、BR 情報伝達のマスター転写因子であると考えられて

いる(Sun	
 et	
 al.	
 2010)。bil1-1D/bzr1-1Dは暗所 Brz 存在下で非常に強い胚軸

伸長を示し(Bekh-Ochir	
 et	
 al.	
 2013,	
 Yamagami	
 et	
 al.	
 2009)、BR 非感受性変

異体 bri1や bin2の胚軸短化形態を回復させる(He	
 et	
 al.	
 2005,	
 Wang	
 et	
 al.	
 

2002)。近年の研究では、BIL1/BZR1 が生育以外にも、光やストレス、そしてオ

ーキシン、ジベレリン、アブシジン酸、エチレン(ET)、サイトカイニン(SA)、

ジャスモン酸(JA)といった他の植物ホルモン応答にも関わっていることが明ら

かとなってきている(Sun	
 et	
 al.	
 2010)	
 。	
 

	
 BR 情報伝達は植物の自然免疫にも関わっており、BL 処理はシュードモナスな

どの植物病原菌に対する抵抗性を増加させる(Nakashita	
 et	
 al.	
 2003)。また、

BRI1 の共受容体である BAK1 と BR 情報伝達の活性化型因子である BSK1 は	
 

pathogen-assosiated	
 molecular	
 pattern(PAMPs) の 受 容 体 FLAGELLIN	
 

SENSING2(FLS2)と相互作用し、病原体感染の抵抗性を引き起こす(Chinchilla	
 

et	
 al.	
 2007)	
 (Schulze	
 et	
 al.	
 2010)	
 (Shi	
 et	
 al.	
 2013)。このように、BR と
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病原菌抵抗性との関連はよく研究されているが、病原菌と同様に植物にとって

重大な生物学的ストレスである虫害との関連性について明らかにされていない。	
 

	
 虫による食害は植物の生育を阻害し、作物生産に大きな打撃を与える。中で

もアザミウマは、果物、野菜、花そして農業作物と広範囲の食性を持ち、多く

の国において重大な害虫となっている(Diaz-Montano	
 et	
 al.	
 2011)。また、ア

ザミウマは食害により直接的に及ぼす害のみで無く、ウィルス等を媒介して深

刻な病害を引き起こすことも知られている	
 (Hogenhout	
 et	
 al.	
 2008)。アザミ

ウマには多くの種類があるが、その中でもミナミキイロアザミウマ

(Frankliniella	
 occidentalis)とネギアザミウマ(Thrips	
 tabaci)は特に広い範

囲の作物を食害する(Hogenhout	
 et	
 al.	
 2008)。現在、アザミウマの防除方法と

しては農薬散布が一般的であるが、度々農薬耐性のアザミウマが出現する。そ

の為、害虫による食害に抵抗性を持つ作物を新しく作出するなどの新しい戦略

が有効であると思われる。	
 

	
 第 3 章では、ケミカルバイオロジーの農業への応用展開を目指し、Brz 耐性

変異体として最初に得られた変異体の原因遺伝子であるアラビドプシスの

BIL1/BZR1 とネギアザミウマの食害との関連について解析した。アラビドプシ

スの bil1-1D/bzr1-1D変異体および、ミヤコグサにアラビドプシスの bil1/bzr

を高発現させた変異体について、ネギアザミウマの食害の影響を解析し、

BIL1/BZR1 が食害抵抗性にポジティブに働く事を明らかにし、そのメカニズム

について検討を行った。	
 

	
 

3-1	
 bil1-1D/bzr1-1Dのネギアザミウマ食害耐性評価	
 	
 	
 

	
 

	
 BR 情報伝達が虫の食害に及ぼす影響を解析するため、アラビドプシス BR 受

容体 BRI1 の高発現体 BRI1-OX、および BRI1 欠損変異体 bri1-5、そしてマスタ

ー転写因子 bil1-1D/bzr1-1D変異体について、ネギアザミウマ食害解析を行っ
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た。その結果、bil1-1D/bzr1-1D のみが野生型に比べて食害の程度が少なく、

他は野生型と同程度だった(Fig.	
 3-1)。そこで、bil1-1D/bzr1-1D のアザミウ

マ食害耐性について詳しく解析することとした。	
 

	
 発芽後約 2 週間の植物体を、2 週間アザミウマ存在下で育成した後、１植物

個体当たりの食害痕数を解析した。その結果、食害痕が１つも認められなかっ

た個体の割合が、bil1-1D/bzr1-1D では野生型の約 2 倍となり、また、食害痕

が 20 以上の個体が、野生型では全体の約 15％であったのに対し、

bil1-1D/bzr1-1D では 0％であった(Fig.	
 3-2A、B)。これらの結果より、

bil1-1D/bzr1-1D変異体におけるBIL1-BZRタンパク質の安定化はアラビドプシ

スでのアザミウマの食害に耐性を示すことが示唆された。	
 

	
 

3-2	
 ミヤコグサのアラビドプシス bil1/bzr1	
 遺伝子高発現体の作製	
 

	
 

	
 アザミウマの食害における BIL1/BZR1 の有用形質を実用化植物に導入するこ

とを目指し、変異 bil1/bzr1遺伝子を導入したミヤコグサ形質転換体を作製し、

解析した。ミヤコグサの形質転換体でアラビドプシス変異 bil1/bzr1が正しく

機能しているかの判断基準として、BR 生合成阻害剤 Brz 処理化の胚軸伸長を解

析した。	
 

	
 アラビドプシスの野生型では、暗所での発芽時に胚軸が伸長する。しかし、

BR 生合成阻害剤 Brz 存在下の暗所発芽では胚軸は短化し、その現象は BL 添加

により回復する(Asami	
 et	
 al.	
 2000,	
 Asami	
 et	
 al.	
 2001)。ミヤコグサは主要

なマメ科のモデル植物であるが、Brz および BL 処理時の胚軸伸長についてはこ

れまで報告が無かった。そこで、この暗所胚軸について解析した結果、ミヤコ

グサでもアラビドプシスと同様に Brz 処理により胚軸が濃度依存的に短化し、

BL 添加により回復する結果が得られた(Fig.	
 3-3	
 A、B)。この結果より、ミヤ

コグサにおいても、暗所 Brz 下の胚軸伸長が、BR 応答性の判断基準として用い
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ることが出来ると判断した。	
 

	
 ミヤコグサ形質転換体は、アラビドプシス変異 bil1/bzr1遺伝子を 35S プロ

モーター下流に接続したベクターを作製し、ミヤコグサ野生型 Gifu に形質転換

した。作製した Lj-bil1/bzr1-OX形質転換体について Real-time	
 PCR によって

bil1/bzr1遺伝子の発現を解析した結果、bil1/bzr1	
 mRNA の高い発現が認めら

れた	
 (Fig.	
 3－4A)。アラビドプシス bil1-1D/bzr-1D変異体は、暗所 Brz 存在化

において野生型より胚軸が伸長する現象が見られる(He	
 et	
 al.	
 2005,	
 Wang	
 et	
 al.	
 

2002)。Lj-bil1/bzr1-OXの暗所での胚軸伸長を解析した結果、アラビドプシス

の場合と同様に、無処理では野生型と同程度の長さであるが、0.5μM および１

μMの Brz 存在下では、野生型より胚軸が伸長することが明らかとなった(Fig.	
 

3－4	
 B、C)。これらの結果から、アラビドプシスの変異 bil1/bzr1遺伝子は、ミ

ヤコグサにおいても同等の機能を持ち得ると考察された。	
 

	
 

3-3	
 Lj-bil1/bzr1-OXのネギアザミウマ食害耐性評価	
 

	
 

	
 ミヤコグサでの bil1/bzr1遺伝子の発現が、アザミウマの食害に及ぼす影響

について解析するため、発芽２週間後の Lj-bil1/bzr1-OXと野生型を 2週間ア

ザミウマ共存下で育成し、１個体あたりの食害痕を計測した。その結果

Lj-bil1/bzr1-OXでは、食害痕が６ヶ所以下の個体の割合が、野生型に比べ約 2

倍高くなっていた。また、食害痕が 20 カ所以上の個体の割合が野生型では 14％

であったのに対し、Lj-bil1/bzr1-OXでは 0％であった	
 (Fig.	
 3-5A、B)。解析

は 2回行い、同様に Lj-bil1/bzr1-OXにおいて食害痕の減少が確認された。こ

の結果より、アラビドプシスの変異 bil1/bzr1がミヤコグサにおいて、アザミ

ウマ食害に対して耐性を示す機能を果たしていると考察された。	
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3-4	
 bil1/bzr1のアザミウマ食害耐性における葉の表面構造の検討	
 

	
 

	
 虫による食害は、まず虫の口が植物の葉表面に接することから始まる。もし、

変異体や形質転換体で葉の構造が変化していれば、虫の食害に影響を与えると

考えられる。そこで、まず食害耐性メカニズム解明の試みとして、bil1/bzr1

変異が葉の物理的な構造に変化を与えている可能性について解析するため、走

査型電子顕微鏡(SEM)を用いて葉の表皮細胞を観察した。その結果、アラビドプ

シス bil1-1D/bzr-1D変異体およびミヤコグサ Lj-bil1/bzr1-OX形質転換体、ど

ちらにおいても、野生型と比べ葉の表面細胞に大きな違いは無かった(Fig.	
 

3-6A、B)。また、多くの昆虫において、トライコームは防御の機能を果たす役

割があるため(War	
 et	
 al.	
 2012)、実体顕微鏡を用いて、アラビドプシス

bil1-1D/bzr-1D変異体の観察をおこなったが、その密度や大きさに野生型と大

きな差は認められなかった(Fig.	
 3-6C)。これら観察の結果から、bil1/bzr1変

異のアザミウマ食害耐性は、葉の表面構造に由来するものでは無いと考察され

た。	
 

	
 	
 

3-5	
 bil1/bzr1のアザミウマ食害耐性におけるジャスモン酸応答遺伝子の	
 

	
 	
 	
 検討	
 

	
 

	
 JA の生合成および情報伝達は、傷害や虫による食害によって誘導され、その

下流で応答する遺伝子の幾つかは傷害修復や虫害耐性に関わることが知られて

いる(Howe	
 and	
 Jander	
 2008)。BIL1/BZR1 は bHLH 型転写因子であることから、

BIL1/BZR1 の発現が、JA 応答遺伝子の発現に影響を与えている可能性を検討し

た。アラビドプシスでは、JA によって誘導される遺伝子である、vegetative	
 

strage	
 protein	
 2(VSP2)および lipoxygenase	
 2(LOX2)は,アザミウマ食害によ

っても誘導される(Abe	
 et	
 al.	
 2008a,	
 Lorenzo	
 and	
 Solano	
 2005)。そこで、食
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害を受けていないアラビドプシス bil1-1D/bzr-1D変異体について、これらの遺

伝子発現について解析した結果、野生型に比べ、VSP2は約 3倍、LOX2は約 1.4

倍に発現が増加していることが明らかとなった(Fig.	
 3-7A)。続いて、アラビド

プシス bil1-1D/bzr-1D変異体において、JA/ET 経路応答遺伝子であり、さらに

アザミウマ食害で誘導されるβ -chitinase(chiB) や plant	
 defensin	
 

(PDF1.2)(Abe	
 et	
 al.	
 2008a,	
 Lorenzo	
 and	
 Solano	
 2005)の発現について解析し

た結果、chi1Bの発現は野生型より減少しており、PDF1.2の発現は野生型と同

程度であることが明らかとなった。また、SA およびアザミウマ食害で誘導され

る	
 β-1,3-glucanase-encoding	
 PR	
 gene(BGL2)(Abe	
 et	
 al.	
 2008a)の発現も

bil1-1D/bzr-1D変異体では野生型より発現が減少していた。SA は虫害において

も JA に拮抗的に働くことが知られている(War	
 et	
 al.	
 2012)。以上の解析は 2

回以上行い、同様の傾向である結果が得られた。これらの結果より、bil1/bzr1

のアザミウマ耐性には JA の関与が示唆された。	
 

	
 bil1/bzr1変異による JA 生合成の誘導の可能性を検討するため、JA 生合成遺

伝子 allene	
 oxide	
 synthase	
 (AOS)	
 および alle	
 oxide	
 cyclase	
 2	
 (AOC2	
 )(Delker	
 

et	
 al.	
 2006)の遺伝子発現について解析を行った。その結果、アラビドプシス

bil1-1D/bzr-1D 変異体では、野生型に比べ AOS の発現は同程度であり、AOC2

の発現は減少していた。解析は 2回行い、同様の傾向である結果が得られた。

JA 内生量については解析していないが、生合成遺伝子の発現から

bil1-1D/bzr-1D変異体では JA 内生量は増加していないと考察された。	
 

	
 ミヤコグサでは、アラビドプシスの VSP1、PDF1.2と最もアミノ酸に配列が近

い遺伝子として、LjVSP1bおよび LjPDF1.2がそれぞれ存在しており、これら遺

伝子は MeJA 処理によって発現が誘導される(Suzuki	
 et	
 al.	
 2011)。アラビドプ

シスVSP1とVSP2は、アミノ酸配列において非常に相同性の高い遺伝子であり、

共に MeJA により発現が誘導される。そこで、ミヤコグサ Lj-bil1/bzr1-OX形質

転換体において、LjVSP1bおよび LjPDF1.2の発現について解析を行った。その
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結果、ミヤコグサ Lj-bil1/bzr1-OX形質転換体において、野生型と比べ LjVSP1b

が約 3倍に増加しており、LjPDF1.2は同程度であった。解析は 2回行い、同様

の傾向である結果が得られた。これらの結果から、アラビドプシス変異

bil1/bzr1遺伝子によるアザミウマ食害耐性は、JA 応答遺伝子の発現、特に VSP

遺伝子の発現によって引き起こされている可能性が考察された。	
 

	
 

3 章	
 考察	
 

	
 

	
 植物の生育に関して、BR の機能や分子メカニズムは多くの部分が明らかにさ

れてきた。また、BR と病害耐性についても解析が進んでいるが、虫による食害

耐性における BR の影響については研究例が未だに少ない。我々は、本研究にお

いて、BR 情報伝達と虫害耐性の関係について解析を試みた。BIL1/BZR1 は BR

情報伝達におけるマスター転写因子であり、BR による植物生育という役割にお

いて、アラビドプシスでは約 3,500 の遺伝子発現を調節している(Wang	
 et	
 al.	
 

2002)	
 (Sun	
 et	
 al.	
 2010)。bil1-1D/bzr1-1Dは、アミノ酸 1塩基置換により高

い安定性が引き起こされた機能獲得型変異体である。	
 

	
 BR と虫害耐性については、2つの研究報告がある。Campos らは、トマトの BR

生合成欠損変異体 dpyでは、野生型に比べトライコームの密度と防御関連の代

謝物の蓄積が増加し、Tuna	
 absolut	
 幼虫の死亡率が高くなったと報告している

(Campos	
 et	
 al.	
 2009)。また Yang らは、タバコにおいて Manduca	
 sextaの食害

により誘導されるJA蓄積が、BAK1の発現抑制により抑制されるとしているが、

食害耐性については解析されていない(Yang	
 et	
 al.	
 2010)。これらの報告は BR

が植物における虫害防御応答に関連していることを示唆しているが、詳細な分

子メカニズムについては明らかにされていないことを同時に示している。我々

は、本研究において BIL1/BZR1 がアザミウマ食害耐性に機能していることを明

らかにした(Fig.	
 2-2A、B)。	
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 第一に行った解析においては BR 受容体の BRI1 過剰発現体 BRI1-OXや、BRI1

欠損変異体 bri1-5は、アザミウマ食害耐性においては野生型と同程度であった	
 

(Fig.	
 2-1)。BR 情報伝達活性化変異の bil1-1D/bzr1-1Dは強い花成遅延形質を

示し、FLOWERING	
 LOCUS	
 D	
 (FLD)の発現を抑制していると考えられるが、BR 受

容体および BRI1 共受容体 BAK1 の欠損型変異体、bri1および bak1も同様に花

成遅延形質を示す。これらのことは BIL1/BZR1 と BRI1 は異なるメカニズムによ

り花成を調節していると思われる(Zhang	
 et	
 al.	
 2013)。また、bil1-1D/bzr1-1D

は暗所 Brz 下で BRI1-OX より強い胚軸伸長を示すことや、BL 処理による VSP2

発現の増加は認められなかった（データ不掲載）ことなどから、変異により安

定化した bil1/bzr1タンパク質は、遺伝子発現の調節において異所的または特

異的な機能を持っているのかもしれないと考察される。	
 

	
 マメ科は人間の食料としてだけでなく、窒素固定という点からも大変重要で

ある。ミヤコグサはゲノム研究が進められており、マメ科研究の重要なモデル

植物である(Udvardi	
 et	
 al.	
 2005)。しかし、多くのマメ科植物は形質転換が困

難であるが、ミヤコグサはアグロバクテリウムによる形質転換系が利用できる。	
 

	
 エンドウ	
 (Pisum	
 sativum)の変異体 lkaは、シロイヌナズナ BRI1 のエンドウ

でのホモログPsBRI1に変異を持ち、その形態は矮性を示す(Nomura	
 et	
 al.	
 2003)。

このことより、BR はマメ科において重要な働きを持っていると思われるが、ミ

ヤコグサにおけるBLやBrz処理時の形態的な反応については明らかにされてい

なかった。第 3 章の研究では、ミヤコグサが暗所において、Brz 処理により胚

軸が短化し、BL 処理により回復することを示した(Fig.	
 3-3A、B)。アラビドプ

シスの変異 bil1/bzr1 をミヤコグサで高発現させた形質転体 Lj-bil1/bzr1-OX

は、アラビドプシス bil1-1D/bzr1-1D変異体と同様に、暗所 Brz 下で野生型と

比べ胚軸が伸長した(Fig.	
 3-4B、C)。これらの結果から、変異 bil1/bzr1遺伝

子はアラビドプシスとミヤコグサにおいて同様の機能として働いていると考察

される。さらに、Lj-bil1/bzr1-OX はアラビドプシス bil1-1D/bzr1-1D 変異体
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と同様に、アザミウマ食害耐性も示した(Fig.	
 3-5A、B)。これらの結果から、

変異	
 bil1/bzr1遺伝子は様々な植物種において、アザミウマ耐性として機能す

る可能性が考えられ、変異	
 bil1/bzr1の活用は有用作物のアザミウマからの防

御技術として有効である可能性が示されたと考えられる。	
 

	
 第 3章において、我々は変異	
 bil1/bzr1タンパク質のアザミウマ食害耐性の

分子メカニズムの解明を試みた。最初に bil1-1D/bzr1-1D 変異体と

Lj-bil1/bzr1-OX形質転換体の葉の表皮細胞について解析を行った。その結果、

bil1-1D/bzr1-1D 変異体および Lj-bil1/bzr1-OX 形質転換体はそれぞれの野生

型と比べ、葉の表皮細胞の構造において、特に大きな違いは認められなかった

(Fig.	
 3-6A、B、C)。これらの結果から、変異 bil1/bzr1によるアザミウマ耐性

は、葉表皮の構造的な変化によるものではないと考察された。	
 

	
 次に、BIL1/BZR1 は転写因子であることから、BIL1/BZR1 高発現植物において

アザミウマ食害によって誘導される遺伝子の発現について解析した(Fig.	
 2-7A、

B、C)。植物での虫害防御では、JA、SA および ET の情報伝達ネットワークが重

要な役割を果たしている(War	
 et	
 al.	
 2012)。安部らは(Abe	
 et	
 al.	
 2008a,	
 Abe	
 

et	
 al.	
 2008b)、アラビドプシスの JA 経路マーカー遺伝子の VSP2および LOX2、

JA／ET 経路マーカー遺伝子の BGL2、そして SA 経路マーカー遺伝子の chiBおよ

び PDF1.2遺伝子の発現は、アザミウマ食害によって誘導され、それぞれの変異

体、JA 非感受性変異体 coronatin-insensitive1-1(coi1-1)、ET 非感受性変異

体 	
 ethylene-insensitive2-1(ein2-1) お よ び

ethylene-insensitive3-1(ein3-1)、および SA 欠損変異体	
 enhanced	
 disease	
 

susceptibility16-1(eds16-1)を用いた解析から、アザミウマ食害耐性には JA

が重要な役割として働いていると報告している。そこで、食害を受けていない

bil1-1D/bzr1-1D 変異体でのこれらマーカー遺伝子の発現について解析した。

その結果、野生型と比較して VSP2および LOX2の発現上昇が見られることが明

らかとなった。一方、野生型に比べ PDF1.2 の発現は同程度であり、chiB およ
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び BGL２の発現は減少していることが明らかとなった。さらに、食害を受けて

いないミヤコグサ Lj-bil1/bzr1-OX 形質転換体において、野生型と比較して

LjVSP1bの発現が上昇し、LjPDF1.2は同程度の発現であることが明らかになっ

た。これらの結果より、変異 bil1/bzr1のアザミウマ耐性は、JA 情報伝達に関

係している可能性が示唆された。VSP 遺伝子はフォスファターゼをコードでし

ており、アラビドプシス VSP2組換え体は昆虫の生育を著しく遅らせ、死亡率を

増加させる(Liu	
 et	
 al.	
 2005)。そのため、VSP は食害害虫に対する防御タンパ

ク質として機能していると考えられる(Liu	
 et	
 al.	
 2005,	
 War	
 et	
 al.	
 2012)。

以上の結果は、BIL1/BZR1 のアザミウマ食害耐性の機能は JA マーカー遺伝子の

VSP遺伝子の機能に特に関連している可能性が高いことを示唆している。	
 

	
 野生型では、アザミウマの食害により、JA 生合成と JA 情報伝達の活性化が

誘導される(Abe	
 et	
 al.	
 2008a)。そして、JA 処理した植物体は無処理時と比べ

高い食害耐性を示す(Abe	
 et	
 al.	
 2008a)。しかし、bil1-1D/bzr1-1D 変異体で

は JA 生合成遺伝子 AOSおよび AOC2の発現は野生型と比べ増加していないこと

が明らかとなった。これらの結果により変異 bil1/bzr1遺伝子によるBIL1/BZR1

タンパク質の恒常的な活性化は、アザミウマの食害を受けない状況下において

も、JA 生合成ではなく JA 情報伝達のみを活性化しているのではないかと考察

した。	
 

	
 JA 処理による根の伸長阻害は JA 受容体変異体 coi1では非感受であるが、BR

生合成遺伝子 DWF4の弱い変異により、その非感受は一部抑制される(Ren	
 et	
 al.	
 

2009)。また、DWF4を過剰発現させた形質転換体は、JA 処理による根の伸長阻

害に耐性を示す(Kim	
 et	
 al.	
 2013)。これらのことからも、BR は JA 情報伝達に

関わっていると推測され、今後、さらなる研究により BR 情報伝達と JA 情報伝

達のクロストーク機構が解明されると思われる。	
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Fig. 3-1.アラビドプシスbil1-1D/bzr1-1D変異体は!
アザミウマ耐性を示すが、BRI1-OXは示さない。!

ネギアザミウマ食害試験3週間目の1個体当たりの食害痕数!

n = 5!
Error bar = S.D.!
** : P < 0.01、Student t test relative to WT!
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Fig. 3-2  アラビドプシスbil1-1D/bzr1-1D変異体は!
アザミウマ食害耐性を示す!

A. ネギアザミウマ食害試験2週間目の植物体!
B. ネギアザミウマ食害試験2週間目の1個体当たりの!
　 食害痕数割合!

n = 30!
Scale bar = 2 cm!
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Fig. 3-3 ミヤコグサの暗所胚軸伸長はBrzにより抑制され、"
            BLにより回復する"

A.  暗所7日目、Brz 0、1、3 μM および BL 0、10、100 nM"
      条件におけるミヤコグサ野生型植物の胚軸の観察"
B.  暗所7日目、Brz 0、1、3 μM および BL 0、10、100 nM"
      条件におけるミヤコグサ野生型植物の胚軸の計測"

N ＝ 17"
Scale bar = 10 mm"
Error bar = S.E."
** : P < 0.01、*** : P < 0.01、Student t test relative to BL 0 μM"

B BL    0 nM"
BL  10 nM"
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Fig. 3-4.ミヤコグサbil1/bzr1形質転換体( Lj-bil1/bzr1-OX )は!
            暗所胚軸伸長においてBrz耐性を示す!

A.  23日目のミヤコグサ野生型およびLj-bil1/bzr1-OXの!
　　 bil1/bzr1発現量!
B.  暗所7日目、Brz 0、0.5、1 μM条件における!
　　 ミヤコグサ野生型およびLj-bil1/bzr1-OXの胚軸観察!
C.  暗所7日目、Brz 0、0.5、1 μM条件における!
　　 ミヤコグサ野生型およびLj-bil1/bzr1-OXの胚軸伸長!

N ＝ 20!
Scale bar = 10 mm!
Error bar = S.E.!
*** : P < 0.01、Student t test relative to WT!
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Fig. 3-5  ミヤコグサbil1/bzr1形質転換体( Lj-bil1/bzr1-OX )は!
              アザミウマ食害耐性を示す!

A. ネギアザミウマ食害試験2週間目の植物体!
B. ネギアザミウマ食害試験2週間目の1個体当たりの!
　  食害痕数割合!

n = 16!
Scale bar = 2 cm!
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Lj- bil1/bzr1-OX  WT of L.japonicus  

bil1-1D/bzr1-1DWT of Arabidopsis

Fig. 3-6  変異bil1/bzrおよびbil1/bzr1過剰発現は!
　　　　　  アラビドプシスおよびミヤコグサにおいて!
　　　　　  葉の表皮細胞とトライコームの形状に変化を及ぼさない!

A.   30日目アラビドプシスの野生型およびbil1-1D/bzr1-1Dの!
　　　ロゼッタ葉表皮細胞のSEMによる観察!
B.   50日目の野生型およびbil1-1D/bzr1-1Dの!
　　　葉表皮細胞のSEMによる観察!
C.   3週間目アラビドプシスの野生型およびbil1-1D/bzr1-1Dの!
　　　ロゼッタ葉表皮のトライコームの観察!

Scale bar = A、B : 100 μm、C : 5 mm!
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Fig. 3-7  JAおよびアザミウマ食害のマーカー遺伝子の!
　　　　　bil1-1D/bzr1-1d およびLj-bil1/bzr1-OX での発現!

A.   30日目のアラビドプシス野生型およびbil1-1D/bzr1-1Dにおける!
　　　JA、ETおよびSAとアザミウマ食害のマーカー遺伝子の発現解析!
　　　VSP2、LOX2 : JA情報伝達マーカー遺伝子!
　　　chiB、PDF1.2 : JA/ET情報伝達マーカー遺伝子!
　　　BGL2 : SA情報伝達マーカー遺伝子!
B.   30日目のアラビドプシス野生型およびbil1-1D/bzr1-1Dにおける!
　　　JA生合成遺伝子の発現解析!
C.   28日目のミヤコグサ野生型およびLj-bil1/bzr1-OX における!
　　　JAまたはETとアザミウマ食害のマーカー遺伝子の発現解析!

B

A
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3 章	
 実験方法	
 

	
 

＜植物材料および生育条件＞	
 

	
 アラビドプシス(Arabidopsis	
 thaliana)は、Columbia-0	
 (Col-0)を野生型として用

いた。変異体は bil1-1D/bzr1-1D(Background	
 ecotype:	
 Columbia)	
 (Wang	
 et	
 al.	
 2002)

を用いた。播種および生育は第 1 章と同様の方法でおこなった。	
 

	
 ミヤコグサ	
 (Lotus	
 japonicus)は、Gifu	
 B-129 を野生型として用いた。	
 

	
 

ミヤコグサの播種および生育	
 

(1) サンドペーパーで種皮表面に軽く傷をつけた。	
 

(2) 種子を、滅菌溶液(2%(v/v)次亜塩素酸、0.02%(v/v)Tween	
 20)に浸漬し、シーソー

式シェーカー上で 10 分間滅菌処理した。	
 

(3) 滅菌処理後、すぐに滅菌溶液を捨て滅菌蒸留水での洗浄を 2 回行い、その後シー

ソー式シェーカー上で混和しながら 20~30 分ごとに新しい蒸留水と交換した。そ

の後、1 晩吸水させた。	
 

(4) 吸水させた種子の種皮をピンセットで剥ぎ取り、0.8%	
 phytoagar(Duchefa)に播種

した。	
 

(5) 暗所、4℃で 2~3 日低温処理を行った。	
 

(6) 長日条件(16h	
 明所／8h	
 暗所)、25℃で約 1 週間生育させた。	
 

(7) 土に植え替え、長日条件(16h	
 明所／8h	
 暗所)、25℃で生育させた。	
 

	
 

＜ミヤコグサ Lj-bil1/bzr1-OX形質転換体の作製＞	
 

	
 

ベクターの作製	
 

	
 PCR 反応による bil1/bzr1の増幅は、bil1-1D/bzr1-1Dから抽出したゲノム DNA より

合成した cDNA をテンプレートにして、以下のプライマーセットにより bil1/bzr1全長
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の増幅おこなった。ゲノム抽出、cDNA 合成、PCR 条件は、第 1 章と同様の方法でおこ

なった。	
 

	
 

プライマーセット	
 

Primer	
 name	
 Forward	
 primer	
 (5’-3’)	
 Reverse	
 primer	
 (5’-3’)	
 

bil1/bzr1	
 CACCATGACTTCGGATGGAGCTAC	
 TCAACCACGAGCCTTCCCAT	
 

	
 

	
 bil1/bzr1の PCR 増幅産物より、第 1 章と同様の方法で、ゲル抽出、pENTER ベクタ

ーへのクローニング、pGWB2 ベクターへのクローニング、アグロバクテリウムへの導

入を行った。	
 

	
 

植物体への形質転換	
 

	
 植物体への形質転換は、25℃、暗所で 7 日間生育させたミヤコグサ野生型の芽生え

の胚軸を用い、Murakami ら(Murakami	
 et	
 al.	
 2013)の方法により行った。	
 

	
 

形質転換体のホモ化	
 

	
 得られた形質転換体は、T3 世代植物植物を bil1/bzr1特異的 PCR によってホモ化の

確認を行った。	
 

	
 

プライマーセット	
 

Primer	
 name	
 Forward	
 primer	
 (5’-3’)	
 Reverse	
 primer	
 (5’-3’)	
 

bil1/bzr1	
 gene	
 CGACACACTTGTCTACTCCA	
 CCCAACCAGCTTCAACACAA	
 

	
 

＜ネギアザミウマ食害試験＞	
 

	
 

	
 約 100 匹のネギアザミウマ	
 (thrips	
 tabaci	
 Lindeman)	
 成体を、20~25℃温室内の
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メッシュの付いたゲージ内で約 2ヶ月間育成した。2週間目のアラビドプシス植物体、

および 40 日目のミヤコグサ植物体をゲージ内に野生型と変異体が交互になるように

配置した。試験開始 2 週間後に、白いスポットとして見えるネギアザミウマ食害痕を

黙視により確認し、1 植物体当たりの食害痕数を測定した。	
 

	
 

＜葉の表皮観察＞	
 

	
 

葉の表皮細胞の観察	
 

	
 観察は Scanning	
 Electron	
 Microscope	
 (SEM,	
 JEOL	
 LSM-5600LV,	
 Tokyo,	
 Japan)	
 に

て行った。シロイヌナズナは、30 日目の野生型および変異体の同程度の大きさのロゼ

ッタ葉を用い、ミヤコグサは 50 日目の野生型および変異体のトップの葉を用いて観察

を行った。	
 

	
 

シロイヌナズナのトライコームの観察	
 

	
 30 日目の野生型および変異体の 7~8 枚目のロゼッタ葉について、実体顕微鏡	
 

(OLYMPUS	
 SZX16)にて観察をおこなった。	
 

	
 

＜リアルタイム PCR＞	
 

	
 

	
 アラビドプシス、ミヤコグサともに、第 2 章と同様の方法でおこなった。アラビド

プシスは ACT2を、ミヤコグサは ATPsynのプライマーセットを補正として用いた。	
 

	
 

リアルタイムプライマーセット	
 

Primer	
 name	
 Forward	
 primer	
 (5’-3’)	
 Reverse	
 primer	
 (5’-3’)	
 

bil1/bzr1	
 CGCCACCAGTTTCATACCC	
 AGGAGAGGTTGGCACCATAGAG	
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VSP2	
 GTTAGGGACCGGAGCATCAA	
 AACGGTCACTGAGTATGATGGGT	
 

PDF1.2	
 CCATCATCACCCTTATCTTCGC	
 TGTCCCACTTGGCTTCTCG	
 

LOX2	
 TTGCTCGCCAGACACTTGC	
 GGGATCACCATAAACGGCC	
 

AOS	
 TCTTCTCTTCGCCACGTGC	
 GGTTATGAACTTGATGACCCGC	
 

AOC2	
 CGGCAAGAAACCAACAGAGC	
 GACCTGCCGTGATTCCCAC	
 

chiB	
 ACGGAAGAGGACCAATGCAA	
 GTTGGCAACAAGGTCAGGGT	
 

BGL.2	
 GCCGACAAGTGGGTTCAAGA	
 AACCCCCCAACTGAGGGTT	
 

LjVSP1b	
 TCAAGGCATGGATCATGAAG	
 CTTAAACAATCCTAATATGGCCTGA	
 

LjPDF1.2	
 GTGATCAGAGGTGTAAAGCC	
 AGTTATCACTGCACTGGAAG	
 

ACT2	
 CGCCATCCAAGCTGTTCTC	
 TCACGTCCAGCAAGGTCAAG	
 

LjATPsyn	
 ACATGCTTGCACCATACC	
 TCCCCAACTCCAGCAAATAC	
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第 4章	
 結論	
 

	
 

本章の内容は、学術論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以

内に出版予定。	
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論文題目	
 

ブラシノステロイド情報伝達遺伝子 BIL7および BIL1に関する化学生物学的研

究	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

1.	
 背景と目的	
 	
 

ブラシノステロイド(BR)は細胞の伸長や分裂、光形態形成、葉緑体制御など

の生理活性をもつ、植物の生理・生長に非常に重要な植物ホルモンである。そ

の生合成経路は相当部分が解明されてきているが、情報伝達経路については細

胞膜上の受容体 BRI１以降の因子は未解明な部分が多かった。しかし 1999 年に

BR 生合成阻害剤 Brz が創製され、様々な植物に BR 欠損状態を作り出せるよう
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になった。シロイヌナズナは暗所発芽条件下において、野生型は胚軸が伸長し

たもやし様の形態を示すが、BR 阻害剤 Brz 存在下では、暗所にもかかわらず胚

軸が短化し子葉が開いた暗所光形態形成を示す。この暗所 Brz 存在下にもかか

わらず、胚軸が徒長する変異体が得られれば、それは BR 情報伝達が活性化した

変異体であると考えられた。この着想に基づき、Brz 耐性を示す変異体のスク

リーニングが行われ、Brz 存在暗所下で胚軸伸長を示す数種類の bil	
 

(Brz-insensitive-long	
 hypocotyls)変異体が単離され解析が進められた。その

中で最初に得られた bil1-1D/bzr1-1Dは原因遺伝子が同定され、通常は細胞質

に局在し、BR 刺激によって細胞核に移動する転写因子 BIL1/BZR1 であることが

明らかになった。同様の手法により、BR 受容体 BRI１から核移行型転写因子

BIL1/BZR1 の間の情報伝達経路に関わる因子が探索され、EMS 法やアクティベー

ションタギング法などの変異誘発法により幾つかの bil変異体が単離され、原

因遺伝子の確定と機能解析が進められている。	
 

BR 情報伝達経路は研究が進むにつれ、より複雑なシステムであることが明ら

かになりつつあり、その詳細な制御機構の解明のためには、新たな BR 情報伝達

因子の存在が予測される。それらの単離の為に、新たな変異源誘発法として構

築された FOX ハンティングシステムによる変異体群を用いることにより、新規

な BR 機能獲得型変異体の探索が可能になると考えた。本研究では FOX ラインよ

り、これまで得られてこなかった新たな bil変異体をケミカルバイオロジーに

より選抜し、その原因遺伝子の確定と機能解析を行うとともに、ケミカルバイ

オロジーの応用的展開として BIL1/BZR1 の新たな虫害耐性作用の解析を行い、

BR 情報伝達機構のさらなる解明を目的とした。	
 

	
 

2.	
 ブラシノステロイド生合成阻害剤 Brz 耐性変異体 bil7-1Dの解析	
 

	
 約 8,000 ラインの FOX 変異種子より、暗所 Brz 下で最も胚軸伸長を示

す bil7-1D を選抜した。解析の結果、bil7-1D は新規機能未知タンパク質をコ
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ードする遺伝子 BIL7 の高発現体であった。BIL7 遺伝子はその配列に既知の機

能ドメインの存在が認められないが、イネやヒメツリガネコケなど広い植物種

において相同性の高い遺伝子が存在すると共に、それらの間には高度に保存さ

れる未知のドメインが存在し、植物において重要な機能を持つ遺伝子であると

推測された。	
 

bil7-1D は成熟時に野生型に比べ花茎が約 1.5 倍長くなる形態的特徴を示し

た。この花茎伸長は BIL7 高発現体(BIL7-OX)でも再現され、BIL7 低発現体

(BIL7-RNAi)ラインでは野生型より花茎長が短化していた。また bil7-1Dおよび

BIL7-OXでは、BR 情報伝達活性化時にフィードバック機能により抑制される BR

生合成遺伝子 DWF4と CPDの発現量の低下が認められ、さらに BR 生合成中間体

内生量および活性型 BR 内生量が低下していることが明らかとなった。また

BIL7pro::GUSによる器官別発現解析で、BIL7は発芽初期の胚軸や茎頂、初期花

茎など細胞伸長および分化初期部位に特異的に発現が高い傾向を示した。これ

らの結果から BIL7 タンパク質は、植物の生育に関与し、胚軸や花茎の伸長を

BR 情報伝達の活性を通して促進する機能を持つと考えられた。	
 

	
 35S::BIL7-GFP形質転換体による局在解析では、BIL7 は通常、主に細胞膜の

みに局在するものの、発芽初期や根の伸長領域など生育が活発な場所では核に

も局在していることが観察され、BIL7 は生育の状況に応じて局在が制御されて

いると推察された。またこの BIL7 の局在は細胞膜のみの場合でも、ブラシノラ

イド(BL)処理により核局在への変化が促進されることが確認された。	
 

	
 以上のことから、BIL7 は BR 情報伝達を活性化し、植物の生育を促進させる

機能をもつ新規因子であると推察された。	
 

	
 	
 

3.	
 ブラシノステロイド生合成阻害剤Brz耐性変異体bil1-1D/bzr1-1Dの虫害耐

性機能の解析	
 

	
 BR 研究において BR が病害抵抗性の向上に促進的機能を持つ事が知られてい
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たが、昆虫による食害への効果については未解明であった。本研究では、Brz

を用いたケミカルバイオロジー研究によって第一に同定された因子であると共

に、2章での研究によって BIL7 により活性化され核移行することが示されたシ

ロイヌナズナBR情報伝達におけるマスター転写因子であるBIL1/BZR1とネギア

ザミウマの食害との関連について解析を試みた。解析の結果、シロイヌナズナ

BIL1/BZR1 の機能獲得型変異体 bil1-1D/bzr1-1D は、野生型に比べ明瞭にアザ

ミウマの摂食食害に対する耐性を示した。続いて、マメ科のモデル植物である

ミヤコグサにシロイヌナズナの bil1/bzr1変異遺伝子の導入を行った。シロイ

ヌナズナ bil1/bzr1を形質転換したミヤコグサ Lj-bi1/bzr1-OXは、その暗所発

芽において、Brz 耐性の胚軸伸長を示し、導入した bil1/bzr1 変異遺伝子によ

る形質がミヤコグサにおいても再現されていることが明らかとなった。続いて、

この Lj-bi1/bzr1-OXについてアザミウマの摂食試験を行ったところ、形質転換

体において摂食食害耐性が確認された。これらの結果から、シロイヌナズナ

bil1/bzr1 変異遺伝子が、植物種間を越えてアザミウマ耐性遺伝子として機能

することが推測された。さらに、このシロイヌナズナ bil1/bzr1変異遺伝子に

よるアザミウマ耐性の分子機構について解明する為、傷害応答性の植物生理活

性物質であるジャスモン酸(JA)関連遺伝子の遺伝子発現について解析した所、

JA 酸応答性遺伝子である VSP2 の発現がシロイヌナズナ bil1/bzr1 変異体にお

いて、ミヤコグサ LjVSP1bの発現がミヤコグサ Lj-bi1/bzr1-OXにおいて、野生

型株より高くなっていることが確認された。これらのことから、シロイヌナズ

ナ bil1/bzr1変異遺伝子が JA シグナル伝達経路を活性化することによって、摂

食虫害耐性を誘導している可能性が考察された。	
 

	
 以上のことから、ケミカルバイオロジーで単離された因子の農業利用として

の応用展開の可能性が示された。ケミカルバイオロジー研究は、基礎研究のみ

ならず、応用研究への広がりへの貢献も期待されると考えられる。	
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