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第 0章 序論 

 

0-1. 寄生植物 

 

 植物は様々な方法で自身の成長に必要な水分や養分を獲得する。一般的な高等植

物は、葉を広げて光合成を活発に行い、根や葉から取り入れた水分を用いて有機栄

養を生産することができる。しかし寄生植物は、一般的な高等植物とは異なり、宿

主となる他の植物から栄養や水分を獲得する。現在、約 4,500種類の寄生植物が存

在すると言われている(Yoshida et al., 2016)。世界最大級の花を咲かせるラフレシ

ア、万葉集の和歌に出てくるナンバンギセルなど、寄生植物は私たちの身の回りに

存在している。寄生植物の宿主依存度は種ごとに異なり、条件的寄生、絶対半寄

生、絶対全寄生の 3つに分けることができる。条件的寄生植物は自身の光合成活性

を持つため自然条件下で宿主なしでも生活環を全うすることができ、周囲に宿主植

物が存在すると寄生を行う植物のことを指し、ハマウツボ科のコシオガマ

(Phtheirospermum japonicum)などが代表的である。絶対半寄生植物は自身に光合成能

力を有するが、宿主依存度が高く宿主なしでは生存できない植物を指し、同じくハ

マウツボ科のストライガ(Striga hermonthica)やビャクダン科のヤドリギ (Viscum 

album)などが含まれる。絶対全寄生植物はさらに宿主依存度が高く、機能的な葉緑

体を持たない植物であり、ヒルガオ科のネナシカズラ(Cuscuta spp.)やハマウツボ科

ヤセウツボ(Orobanche minor)などが代表的である。また、寄生植物は寄生する宿主

の器官によって、茎寄生植物と根寄生植物に分けることができる。ネナシカズラや

ヤドリギは茎寄生植物であるが、ハマウツボ科の寄生植物は全て宿主の根に寄生す

る根寄生植物である。このように寄生植物は多様な系統分類群にまたがって存在

し、その寄生様式も様々であるが、全ての寄生植物は吸器と呼ばれる寄生器官を形

成する点で共通している。宿主の中に侵入した吸器は維管束をつなげて、水や栄養

分を獲得できるようになる。寄生植物は少なくとも 12回の独立した進化により生じ

たと推定されており、植物の寄生形質は収斂進化により獲得されたと考えられる

(Westwood et al., 2010)。 

 

0-2. ハマウツボ科寄生植物と農業被害について 

 

 ハマウツボ科植物は 3属を除いて全ての種が寄生性であり、宿主の根に寄生する

根寄生植物で構成される。ハマウツボ科には、条件的寄生から、絶対半寄生および

絶対全寄生までの幅広い寄生能を持つ植物種が属している。中でも、ハマウツボ科

の絶対寄生植物のいく種かは、作物種に寄生し農業被害を及ぼすことで知られてい

る。絶対全寄生植物であるオロバンキ属(Orobanche spp)やフェリパンキ属植物

（Phelipanche spp）はニンジンなどの野菜類や、ソラマメやクローバーなどのマメ

科作物に寄生し、地中海沿岸を中心に多くの被害をもたらしている(Parker, 2009)。



 5  

ストライガ属植物(Striga spp)は、マメ科に寄生する Striga gesnerioidesを除き、イネ

科植物に寄生する。ソルガム、トウモロコシやイネなどの主要な穀物に寄生し、宿

主の生育を著しく阻害するため、アフリカ半乾燥地域で莫大な農業被害が確認され

ている (Westwood et al., 2010)。その被害額は年間数十億ドル以上と推定される

(Spallek et al., 2013)。 

 この農業被害を減らすための防除法の研究が行われている。ストライガやオロバ

ンキの種子は 200 µm以下と非常に小さく、一植物あたり 5〜10万粒の種子ができ

る。土壌に混じった種子は宿主植物が周囲に存在しない環境では発芽しないという

特徴を持ち、宿主が近傍に存在しない限り数十年間も休眠することができる。この

ような特性をもっているため、これらの絶対寄生植物の駆除は極めて困難である。

しかし、宿主がいない条件で発芽したストライガは宿主植物に寄生できず、そのま

ま枯死することが知られている。この性質を利用して、作物を播種する前に発芽誘

導物質を土壌に混ぜ込む、もしくはストライガの発芽誘導能を持つ非宿主植物を間

作することにより、ストライガの自殺的発芽を誘導する方法が考案されている。そ

れ以外にも、除草剤耐性遺伝子を持つ作物の種子に除草剤をコーティングすること

で、作物を枯死させずに種子付近で発芽したストライガを防除する方法や(Kanampiu 

and Friesen, 2004)、ストライガに耐性を持つ陸稲の育種が行われている(Samejima et 

al., 2016)。 

 

0-3. ストライガの発芽誘導 

 

 ストライガ属植物(Striga spp.)はアフリカや東南アジアに自生する一年生のハマウ

ツボ科の絶対半寄生植物であり、約 30種の植物を含む。ストライガの種子は非常に

小さく、発芽には宿主由来の発芽誘導物質が必要である(Spallek et al., 2013)。ストラ

イガの発芽誘導物質として、植物ホルモンの一種であるストリゴラクトン類が知ら

れている(Uraguchi et al., 2018)。ストリゴラクトンは 1960年代にワタの根の滲出液か

らストライガの発芽誘導物質として単離された(Cook et al., 1966)。ストリゴラクトン

は土壌中で不安定な物質で、根の周囲にのみ存在するため、ストライガは根の近傍

のみで発芽することができる。近年になり、ストリゴラクトンが相互共生菌である

アーバスキュラー菌根菌の菌糸分裂の活性化物質であること(Akiyama et al., 2005)

や、植物の枝分かれや葉の老化などの成長を制御を担う植物ホルモンであることが

報告され(Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008)、注目を集めている。シロイ

ヌナズナやイネなどのモデル植物を用いた遺伝学的な研究が行われ、ストリゴラク

トンの生合成経路やシグナル伝達経路が明らかになった。その過程において、ハマ

ウツボ科寄生植物のストリゴラクトンの受容体がカリキンシグナルに関わる KAI2 

(Karrikin insensitive 2)タンパク質であることが報告された(Conn et al., 2015)。さら

に、ストライガを含めたハマウツボ科植物が有する KAI2タンパク質は多様なスト

リゴラクトンに対して結合できる様な基質結合部の立体構造を持ち、シロイヌナズ
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ナやイネとは異なることが報告された(Toh et al., 2015; Tsuchiya et al., 2015)。ストラ

イガはゲノム上にストリゴラクトン受容体遺伝子を重複して持っており、ストライ

ガのストリゴラクトン認識の多様性と感受性に寄与していると考えられる(Yoshida 

et al., 2019)。ケミカルスクリーニングにより、ゲノム中の特定のストリゴラクトン 

受容体に対する高い親和性を持ち、低濃度でストライガの発芽を誘導するが、枝分

かれや菌根菌相互作用に対して影響を与えない化合物が単離され、ストライガ防除

法の確立に向けて研究が進んでいる(Uraguchi et al., 2018)。 

 

0-4. 寄生植物の寄生器官、吸器 

 

 ストライガをはじめとする寄生植物は宿主植物に寄生する際に吸器と呼ばれる特

殊な器官を形成する(Yoshida et al., 2016)。ストライガやコシオガマを含むハマウツ

ボ科の寄生植物は、根に吸器を形成する。ストライガは吸器を形成する際に、主根

の成長が止まり、細胞分裂と細胞肥大を伴いながら根端が膨らみ、同時に吸器表面

の表皮細胞が吸器毛へと変化する(O’Malley and Lynn, 2000)。吸器の形成は宿主由来

の化合物によって誘導されることが知られており、それらの化合物は吸器誘導物質

と呼ばれる。発芽させたストライガに吸器誘導物質を添加すると 24時間後には完成

した吸器を観察することができる(O’Malley and Lynn, 2000)。条件的寄生植物コシオ

ガマは、ストライガとは異なり、根端ではなく側根や主根の側面に吸器を形成する

ため、根端成長を維持しながら複数の吸器を形成することができる(Yoshida et al., 

2016)。コシオガマの吸器形成過程の初期において、オーキシン生合成遺伝子

YUCCA3が働くことにより、吸器形成部位の表皮細胞におけるオーキシンの合成が

吸器形成に必須であることが報告されている(Ishida et al., 2016)。また、吸器表面を

覆う吸器毛は、宿主への付着を助けることで寄生成立に寄与することが報告されて

いる(Cui et al., 2016)。宿主に付着した吸器は、その表皮細胞を長細い形状を持つ侵

入細胞へと変化させ、宿主根に侵入する。宿主の維管束に到達すると、吸器内の細

胞が道管へと分化し、宿主と道管を連結させることによって水や栄養分を奪えるよ

うになる(Yoshida et al., 2016)。 

 吸器誘導にはキノン酸化還元酵素が重要な働きをすることが知られている。この

キノン酸化還元酵素には Quinone Oxidoreductase 1 (QR1)と Quinone Oxidoreductase 2 

(QR2)の 2つのタイプが存在している。QR1は 1つの電子の移動を行い、QR2は 2

つの電子の移動を行うと考えられている。例えば、キノンは QR１によりセミキノ

ンに、QR2によりハイドロキノンにそれぞれ還元される。2010年に、ハマウツボ科

の条件的寄生植物である Triphysaria versicolorにおいて、QR1が吸器誘導に重要な役

割を果たすことが報告された(Bandaranayake et al., 2010)。吸器誘導に伴う QR1の発

現上昇によってひとつの電子が還元されることでキノンはセミキノンに変わり、活

性酸素を産出すると考えられる。この報告では、産出された活性酸素種やセミキノ

ンが吸器形成を誘導するシグナルになる可能性が示された(Bandaranayake et al., 



 7  

2010)。また、2017年には条件的寄生植物であるコシオガマで QR2が吸器誘導に重

要な役割を果たすことが報告され(Ishida et al., 2017)、ハマウツボ科寄生植物の吸器

形成におけるキノン酸化還元酵素の重要性が示された。 

 近年では、吸器の宿主侵入メカニズムの一端もコシオガマを用いた研究により明

らかになってきている。通常、コシオガマの吸器は誘導後、宿主の根に向かって伸

長し、宿主に到達すると侵入を開始する。しかし、吸器誘導後、宿主の根に向かっ

て伸長するが、宿主に侵入せず伸長し続ける変異体が単離された。これら変異体は

エチレンシグナルに関わる遺伝子である ETHYLENE RESPONSE 1 (ETR1)と

ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2)に変異を生じていた。この解析により、コシオガ

マの宿主への侵入には、エチレンが重要な役割を担うことがわかった(Cui et al., 

2020)。このように、吸器は寄生植物が宿主植物に寄生するための極めて重要な器官

であり、その形成機構について遺伝子レベルでの研究が進展中である。 

 

0-5. 吸器誘導物質 

 

 1986年に、Changと Lynnはストライガの吸器誘導物質として、2,6-dimethoxy-1,4-

benzoquinone (DMBQ)をソルガムの根の抽出液から単離した(Chang and Lynn, 1986)。

また、類似の構造を持つキノンやフラボノイド類も吸器形成を誘導することが報告

されてた(Albrecht et al., 1999; Goyet et al., 2019) (Fig. 0.1)。しかし、これらの吸器誘導

物質の産生経路に関する知見は十分ではない。DMBQの産生経路として Kimら

(1998)は細胞壁を構成するフェノール酸類の一種であるシリンガ酸がペルオキシダ

ーゼによって酸化されることで DMBQへ変換されることを報告した(Kim et al., 

1998)。シリンガ酸は、宿主の細胞壁に含まれるリグニンが分解すると生じるため、

細胞壁の分解産物がストライガ由来の活性酸素種 (Reactive Oxygen Species: ROS）や

ペルオキシダーゼによって DMBQへ酸化されると考えられる。しかし、吸器誘導活

性を持つシロイヌナズナの根の滲出液には DMBQはごく微量しか含まれておらず

(Wang et al., 2020)、実際にストライガによって DMBQが産生されたという報告はさ

れていない。DMBQやその前駆体は細胞壁の構成成分であるリグニンモノマーと構

造類似性をもっており、リグニンモノマーの重合時に副産物として DMBQが産生さ

れることが知られている。リグニンモノマーは芳香環に 1つのヒドロキシル基と 0

から 2つのメトキシ基を持っており、メトキシ基の数によって 3つのタイプに分類

される。寄生植物の吸器誘導はリグニンモノマーのタイプにより異なり、メトキシ

基を 1つ持つ Gタイプのリグニンモノマーはストライガの吸器を誘導し、メトキシ

基を 2つ持つ Sタイプのリグニンモノマーではストライガとコシオガマの吸器を誘

導することが報告された(Cui et al., 2018)。リグニン組成を改変した宿主では、吸器

の誘導率が変化することが確かめられており、宿主由来の吸器誘導物質の一部はリ

グニン代謝経路に依存していることが示唆されている(Cui et al., 2018)。 
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 吸器誘導物質のシグナル伝達経路については、ほとんど解明されていないが、吸

器誘導物質はある一定の酸化還元電位の範囲に入ることが知られており、吸器誘導

にはレドックスシグナルが関与していることが示唆されている(Smith et al., 1996)。

最近、シロイヌナズナを用いた実験により、DMBQ応答を制御する受容体として細

胞膜局在型の受容体様キナーゼである CANNOT RESPOND TO DMBQ 1 (CARD1）

が同定された(Laohavisit et al., 2020)。CARD1のリガンド認識には、細胞外ドメイン

のシステイン残基が必要であり、システイン残基の酸化がシグナル伝達に関与する

と考えられている。CARD1は細胞外 H2O2の受容体として報告された hydrogen-

peroxide-induced Ca2+ increases (HPCA)と同じタンパク質であり(Wu et al., 2020)、

DMBQのシグナル伝達経路が ROSシグナル伝達と関連する可能性が示唆されてい

る。 

 また、絶対寄生植物である Phelipanche ramosaでは、植物ホルモンと知られるサ

イトカイニンが吸器誘導に関与することが報告がされ(Goyet et al., 2017)、リグニン

構成成分以外にもストライガの吸器誘導物質が存在すると考えられる (Fig. 0.1)。 

 

0-6. 本研究の目的 

 

 このように、寄生植物の吸器誘導物質の作用機構は未解明なことが多く残されて

いる。そこで、本研究は、寄生植物ストライガの吸器誘導物質の性質とその作用機

構を明らかにすることを目的とする。これまでの先行研究で、DMBQとは異なる吸

器誘導物質が存在している可能性が示された。そこで、1) ケミカルスクリーニング

を行ない、DMBQとは異なる構造を持つ新規の吸器誘導物質の単離と吸器形成阻害

物質の探索を試みた。これらの新しく見出された化合物の構造とその活性の相関を

調べ、吸器誘導機構の解析を目指した。さらに、吸器形成阻害物質の単離により、

吸器形成をターゲットとした新しい農薬への応用の可能性を探った。次に、吸器誘

導には ROSが関与している可能性が考えられるため、2) 吸器誘導にはどのような

ROSが重要なのかを ROS阻害剤を用いて調べた。最後に、DMBQとシリンガ酸へ

のストライガの影響を調べる過程において、ストライガと DMBQの培養液には

DMBQとは異なる吸器誘導物質が含まれることを明らかにした。そこで、3) このス

トライガと DMBQの培養液に含まれる未知の吸器誘導物質の物性を調べた。 
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第一章 ケミカルスクリーニングによる吸器誘導物質および吸器形成阻害物質の探索 

 

1-1. 背景および目的 

 

 ストライガの吸器は、宿主植物の近傍にいるときにのみ誘導されるため、宿主由

来の吸器誘導物質の存在は古くから知られていた。1986年に宿主であるソルガム

(Sorghum bicolor)の根抽出液からストライガの吸器誘導物質としてキノンである

DMBQが単離された(Chang and Lynn, 1986)。しかし、DMBQが主要な宿主由来の吸

器誘導物質なのかどうかは疑問が残っている。Chang and Lynn (1986) の報告では、

ソルガムの滲出液からは DMBQは検出されておらず、最近まで DMBQは宿主の滲

出液から検出することが困難であった。2020年になって、Wang らはシロイヌナズ

ナの滲出液を解析し、ごく微量の DMBQを検出することに成功した(Wang et al., 

2020)。しかし、その濃度は 15 nMと低く、滲出液に含まれる DMBQは吸器誘導を

起こすには十分ではないと考えられる。実際、Wangら (2020)の報告において、条件

的寄生植物 Triphysaria versicolorの吸器誘導には最低でも 3 µMの DMBQが必要と

されている。私の実験でも、ストライガにおいて吸器誘導を起こすためには、1 µM 

以上の DMBQが必要であった(Wada et al., 2019)。シロイヌナズナの滲出液は T. 

versicolorに対してもストライガに対しても吸器を誘導することができるため、滲出

液には DMBQ以外の吸器誘導物質が含まれていることが予想される。 

 ストライガの吸器誘導物質として DMBQ以外にも、Peonidinをはじめとするフラ

ボノイド類、シリンガ酸などのフェノール類が報告されている。その中でも、シナ

ピル酸やフェルラ酸などは植物細胞壁の構成成分の１つであるリグニンを構成する

モノマーである。リグニンモノマーには、芳香環上にヒドロキシル基(-OH)が付加さ

れ、そのオルソ位に付加するメトキシ基(-OCH3)の数によって H型、G型と S型の 3

つのタイプに分別される。メトキシ基が付加されないものは H型、1つ付加するも

のは G型、2つ付加するものは S型と分別される。代表的な例として、H型は p-

Coumaric acidや p-Coumaraldehyde、G型は Ferulic acidや Coniferyl alcohol、S型は

Sinapic acidや Sinapyl alcoholなどが挙げられる。リグニンモノマーが寄生植物の吸

器を誘導する活性を持つことから、リグニン構造と吸器誘導能の関係性が調べられ

た(Cui et al., 2018)。その過程において、メトキシ基の数が吸器誘導能に影響するこ

とが報告された。1つのメトキシ基を有する G型リグニンモノマーは、ストライガ

の吸器を誘導するがほとんどの場合コシオガマの吸器を誘導することができず、2

つのメトキシ基を有する S型リグニンモノマーは、ストライガとコシオガマの両者

の吸器を誘導することが示された(Cui et al., 2018)。また、リグニン合成遺伝子改変

植物を用いた実験により、リグニン組成の変化が吸器誘導に影響を与えることも示

された。これにより、宿主における吸器誘導物質がリグニン合成経路に由来するこ

と、リグニンモノマーの構造の違いによって吸器誘導される植物種が異なることが

示された。一方で、G型、S型を産生しないリグニン合成遺伝子改変植物でも吸器
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誘導が起きたことから、リグニン代謝経路に依存しない吸器誘導物質の存在も示唆

された(Cui et al., 2018)。また、絶対寄生植物である Phelipanche ramosaにおいて吸器

誘導にサイトカイニンが関与していることが報告されており(Goyet et al., 2017)、リ

グニン構成成分以外にも寄生植物の吸器誘導物質が存在すると考えられる。 

 ストライガは、作物に寄生し毎年甚大な被害を及ぼすことが報告されている。有

効な防除方法の開発を目的に、発芽現象を標的としたケミカルスクリーニングが行

われている (Holbrook-Smith et al., 2016; Uraguchi et al., 2018)。これらケミカルスクリ

ーニングによって 10-15Mレベルで発芽が誘導できる非常に強い吸器誘導物質

Sphynolactone-7(SPL7)が単離された。さらに、この SPL7を用いた土壌試験により自

殺的発芽を誘導できることが報告され、実用化の期待が高まっている(Uraguchi et al., 

2018)。 

 絶対植物であるストライガにおいて、吸器誘導は寄生成立に必須な過程であるに

も関わらず、吸器誘導を標的としたスクリーニングはほとんど報告されていない。

これまでの研究では、DMBQや既知の吸器誘導物質のアナログ化合物や酸化還元に

関わる化合物を標的とした小規模なスクリーニングで誘導物質や阻害物質の単離が

報告されているのみである(Albrecht et al., 1999; Wang et al., 2019)。新規な吸器誘導物

質が単離されれば、吸器形成過程を幅広く理解できると考えられる。そのために

も、大規模なケミカルスクリーニングが必要である。また、吸器形成を阻害する様

な化合物が単離されれば、寄生雑草防除法の開発に役立つと考えられる。 

 本章では、新規な吸器誘導物質の探索を目的にケミカルスクリーニングを行っ

た。吸器誘導活性に必要な化学構造を同定するために、スクリーニングで得た新規

吸器誘導物質の化学構造と吸器誘導活性の関連性を調べた。また、吸器形成阻害物

質を同定することができれば、より吸器誘導や吸器形成をより深く理解することが

できると考え、DMBQの吸器誘導能を阻害する、吸器形成阻害物質のスクリーニン

グも行った。 
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1-2-0. 材料と方法 

 

1-2-1. 植物材料と植物種子の滅菌処理および発芽処理 

 

 ストライガ(Striga hermonthica)種子はスーダン ハルツーム National Research 

Centerの Abdel G. T. Babiker教授より分与していただいた。ストライガ種子約 50-

100 mgを 1.5 mlチューブに量りとり、20%ハイター(花王)液 1 mlを加えボルテック

スを用いて混合し、しばらく静置したのちに上澄み液を捨てた。これを 5~10回繰り

返した。さらに、クリーンベンチ内で滅菌水１ mlを用いて 10回洗浄を繰り返し、

種子を滅菌した。次に、滅菌水１ mlに懸濁した滅菌種子を、ガラス繊維ろ紙(GEヘ

ルスケア)を敷いた 9 cmシャーレへ移し、滅菌水を 9 ml加えて全量を 10 mlとし、

サージカルテープで封をした。滅菌したストライガ種子をアルミホイルで遮光し

25℃で 7日吸水処理を行った。試験開始時の１日前に終濃度が 10 nMになるように

ストリゴール加え、25℃暗所に静置し発芽誘導を行った。ストリゴールは森謙治東

京大学名誉教授より分与していただいたものを用いた (Fig. 1.1 A)。 

 

1-2-2. ケミカルライブラリーを用いたスクリーニング 

 

 発芽誘導１日後に実体顕微鏡下を用いて発芽を確認し、発芽しているストライガ

のみを実験に用いた。新規吸器誘導物質のスクリーニングでは、96 wellプレートの

各 wellに滅菌水 99 µlとケミカルライブラリー (濃度 1 mM) 1 µlずつを加え、ケミカ

ルライブラリーの終濃度を 10 µMとした。吸器形成阻害物質のスクリーニングで

は、96 wellプレートの各 wellに 10 µM DMBQ 99 µlとケミカルライブラリー (濃度 1 

mM) 1µlずつを加えた。ライブラリを入れた Wellに各々にストライガを 1wellあた

り約 10粒ずつ蒔いた。プレート全体をアルミホイルで遮光し 25℃で 1日置いたの

ち、実体顕微鏡を用いて各 wellの吸器形成したストライガと全体の数を計測した。

吸器形成したストライガの数を各 well内のストライガ全体の数で割り、吸器形成率

を算出した。 

 

1-2-3. 統計処理 

 

 1次スクリーニングでは 1反復の、２次スクリーニングでは 3反復の実験をおこ

なった。2次スクリーニングに関しては、平均値と標準誤差を算出した。Rを用いた

Tukey HSD検定により有意差 (p < 0.05)が検出されたものを異なるアルファベットで

示した。 

 

 



 13  

1-2-4. 使用したケミカルライブラリーとスクリーニング方法 

 

 本実験では、共同研究者である名古屋大学の土屋 雄一郎准教授から情報提供を受

けた、他目的のスクリーニングによって得られた吸器誘導活性が疑われる 11種類の

化合物と、名古屋大学 ITbMから供与を受けた２種類のケミカルライブラリーを用

いてスクリーニングを行った。ITbMのケミカルライブラリーは酸化還元に関わる化

合物を含んだレドックスライブラリー(96 化合物)と、天然有機化合物を含む化合物

群のファーマコフォアとその構造類似体を含むライブラリー(9,920 化合物)を用い

た。また、アナログを用いた解析では、Chem bridge社から入手し解析を行った。レ

ドックスライブラリーと ITbMケミカルライブラリーを用いたスクリーニングで

は、ライブラリーの化合物数が多いため、2段階に分けてスクリーニングを行っ

た。1次スクリーニングでは、活性の有無を確認する定性試験を、2次スクリーニン

グでは 1次スクリーニングの候補化合物の再現性の確認および吸器形成率を測定す

る定量試験を行い、目的化合物の探索を行った。 
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1-3-0. 結果 

 

1-3-1. 新規吸器誘導物質の探索を目的としたスクリーニング 

 

 新規吸器誘導物質の探索では 10,042の化合物に対するスクリーニングを行った。

吸器誘導には酸化還元反応が関わることが示唆されているため、酸化還元に関わる

化合物を含んだレドックスライブラリー(96化合物)、名古屋大 ITbMから供与を受

けたケミカルライブラリー(9920化合物)、および名古屋大学の土屋 雄一郎准教授か

ら情報提供いただいた発芽誘導物質のスクリーニングをした際に吸器の誘導が確認

できた 11種類の化合物を用いた (Fig 1.1 A)。 

 レドックスライブラリーの一次スクリーニングの結果、RED-A5と RED-C7を新

規吸器誘導物質の候補として見出した (Fig. 1.2 A)。この 2化合物に対し、2次スク

リーニングを行った。吸器誘導能の強さを測定するために 0.01 µMから 10 µMまで

濃度を変えて吸器形成率を測定した。RED-A5では全ての濃度において吸器形成率

は 0%だった。RED-C7は 10 µMで 10 µM DMBQとほぼ同等の吸器形成率を示し

た。さらに、低い濃度での吸器形成率を測定したところ、1 µMで 20%の吸器形成率

を示し、0.1 µM以下では 0%だった (Fig. 1.2 A)。また、REA-C7はウコンなどの植物

に含まれるポリフェノール化合物であるクルクミンであり、DMBQよりもやや低い

ものの、クルクミンが吸器誘導活性を持つことがわかった。 

 次に、ITbMケミカルライブラリーを用いた新規吸器誘導物質のスクリーニングを

行った。その結果、1次スクリーニングで、吸器誘導物質の候補化合物として、15

化合物を見出すことができた。これら候補化合物に対して 2次スクリーニングを行

ったところ、34:A11、1119:H1、65:H4と 114:B11の 4種類が 10 µMで 80％以上の吸

器形成率を示し DMBQと同等の吸器誘導活性を有することが示された。一方で、

75:G5と 23:B2は約 20%の吸器形成率を示し、弱い吸器誘導活性を示した (Fig. 1.3 

A)。これらの新規吸器誘導物質に着目すると、吸器形成率がほぼ 100%を示す 4種

類のうち 3種類の化合物は芳香環にヒドロキシル基が付加し、その隣にメトキシ基

が付加する構造を有していた (Fig. 1.3 B)。また、これら 3種類のヒドロキシル基の

パラ位に位置する構造は異なっていてもその吸器誘導活性に変化は見られなかっ

た。これは、芳香環上にヒドロキシル基、その隣にメトキシ基が付加する構造が吸

器誘導活性に重要であるが、ヒドロキシル基のパラ位に位置する構造は吸器誘導活

性にあまり関与しないことを示唆している。 

 次に、他目的のスクリーニングによって得られた吸器誘導活性が疑われる 11種類

の化合物が吸器を誘導するかどうかを確認した (Fig. 1.4)。その結果、11種のうち、

No. 10のみが DMBQやシリンガ酸と同程度の高い吸器形成率を示した (Fig. 1.5)。そ

れ以外の化合物による吸器形成率はいずれも 20％以下であった。そこで、No.10の

どの構造が吸器誘導に重要なのかを調べるために、少しずつ構造の異なる 15種類の

アナログを入手し、吸器形成率を調べた (Fig. 1.6 A)。その結果、10-3が 50%程度の



 15  

吸器形成率を示し、10-13、10-14は約 80％の吸器形成率を示した (Fig. 1.6 B)。一方

で、10-2、10-9や 10-10と同様に芳香環にヒドロキシル基とメトキシ基を持つもの

の、メトキシ基がヒドロキシル基の隣に配置していない化合物は吸器誘導能を持た

なかった。以上から、吸器誘導にはヒドロキシル基とメトキシ基の二つの官能基の

位置関係および数が非常に重要であると考えられた。 

 

1-3-2. 吸器形成阻害物質の探索を目的としたスクリーニング 

 

 吸器形成阻害物質の探索を目的として、合計 10,030化合物に対してスクリーニン

グを行った。まず、酸化還元に関わる化合物を含んだレドックスライブラリーを用

いて、発芽したストライガに 10 µM DMBQと同時に化合物を暴露することにより、

吸器形成阻害物質のスクリーニングを行った (Fig. 1.2 B)。その結果、1次スクリー

ニングにより、RED-B3、RED-G9、RED-H7を吸器形成阻害物質の候補として見出

した (Fig. 1.7 A)。さらに、これらの物質について、二次スクリーニングを行った 

(Fig 1.7 A)。RED-B3は 10 µM DMBQ 存在下で 10 µM加えると 40%まで吸器形成率

が低下したが、それ以下の濃度では阻害効果は見られなかった。また、RED-G9、

RED-H7は 10 µM DMBQによる吸器形成を阻害しなかった(Fig. 1.7 A)。以上の結果

より、RED-B3が新たな吸器形成阻害物質として見出された (Fig 1.7 B)。さらに、

RED-B3は台湾ヒノキから抽出された化合物ヒノキチオール (Hinokitiol）であること

がわかった。 

 次に、名古屋大学 ITbMから供与を受けたケミカルライブラリーを用いて吸器形

成阻害物質のスクリーニングを行った。1次スクリーニングを行い、候補化合物と

して 213化合物を見出した。さらに、これら 213化合物に対して 2次スクリーニン

グを行った。その結果、41:G5と 55:F11によって吸器形成率が 20%以下にまで減少

した。49:D3、81:H3及び 104:A8によって吸器形成率が約 50%までに減少した (Fig. 

1.8)。結果として、このライブラリーからは、吸器形成阻害能を有する化合物を 5種

類見つけ出すことができた (Fig. 1.8 B)。 

 次に、吸器誘導活性の有無が疑われる 11種類の化合物について、吸器形成阻害効

果を持つかどうかを調べた。DMBQやシリンガ酸と 11種類の化合物を同時に発芽

したストライガに暴露し、吸器形成率を測定することで、吸器形成阻害能を調べた 

(Fig. 1.9)。No. 1は DMBQと同時に暴露すると約 60％まで吸器形成率が低下し、No. 

4はシリンガ酸と同時に暴露すると約 80%まで低下したが、いずれも統計的な差は

検出されなかった。No. 6は DMBQやシリンガ酸と同時に暴露すると各々50%、80%

まで吸器形成率が低下した (Fig. 1.9)。No.6と DMBQを同時に暴露した結果は、コ

ントロールの DMBQのみの吸器形成率と統計的に有意差が認められた。次に、No. 

6のアナログ 3種類を用いて吸器形成阻害能との構造活性相関を調べた(Fig. 1.10 

A)。6-1はシリンガ酸と同時に暴露しても、吸器形成率に変化は見られなかった

が、DMBQと同時に暴露すると 60%まで吸器形成率が下がった(Fig. 1.10 B)。6-2や
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6-3は 10 µM DMBQや 10 µM シリンガ酸と同時に暴露しても、吸器形成率は下がら

なかった。以上の結果から、ストライガにおける吸器形成阻害物質を単離すること

ができた。 
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1-4-0. 考察 

 

1-4-1. 吸器誘導物質の構造とその活性について 

 

 本章では、ストライガの新規吸器誘導物質および吸器形成阻害物質の単離を目的

として、複数のケミカルライブラリーを用いてスクリーニングを行った。本章で試

験した化合物の総数は 10,045化合物となった。このスクリーニングによって新規吸

器誘導物質として 11化合物を得ることができた。得られた新規吸器誘導物質のうち

8化合物は、芳香環に一つのヒドロキシル基(-OH)を持ち、一つまたは二つのメトキ

シ基(-OCH3)がヒドロキシル基を挟むように配置していることがわかった。そして、

メトキシ基を一つ有する化合物は約 50%の吸器形成率を、二つ有する化合物はほぼ

100%の吸器形成率を有していたことから、吸器誘導活性はメトキシ基の数によって

変化することが示唆された。芳香環上に付加するメトキシ基は共鳴し電子供与性を

持つため電子が押し出されると考えられる。押し出された電子は近くにあるヒドロ

キシル基に付加し、オキソ基に酸化され吸器誘導が開始されると考えられる。ま

た、メトキシ基の付加する数によって吸器形成率が変化した。これは、芳香環上の

メトキシ基による共鳴による酸化反応がメトキシ基の数によって促進される度合い

が異なるからだと考えられる。この知見は、メトキシ基を二つ持つ S型リグニンモ

ノマーが条件的寄生植物コシオガマと絶対寄生植物ストライガの吸器を誘導し、メ

トキシ基が一つの G型リグニンモノマーがストライガの吸器を誘導するがコシオガ

マの吸器は誘導しないという知見(Cui et al., 2018)と一致しており、メトキシ基が二

つの化合物はより誘導活性が高いと考えられる。吸器誘導物質は一定の酸化還元電

位を持つ物質に限られると報告されており(Smith et al., 1996)、メトキシ基の数が化

合物の酸化還元電位に影響を与えていると考えられる。また、得られた吸器誘導物

質やアナログの構造と活性の関連から、ヒドロキシル基のパラ位に位置する構造は

吸器誘導にあまり関与しないことが示唆された。このことからも、芳香環のヒドロ

キシル基とメトキシ基の位置関係が吸器誘導において、最も重要であると考えられ

る。 

 興味深いことに、今回のスクリーニングによって 65:H4や 23:B2のようなメトキ

シ基を含まない、これまでの報告されてきた吸器誘導物質とは異なる化合物を単離

することができた。65:H4は合成サイトカイニンの一種であるチジアズロンと一部

共通する構造を持っており、チジアズロンは絶対寄生植物 Phlipanche ramosaやスト

ライガの吸器を誘導できる(Goyet et al., 2017 青木、修士論文 2021)。これらの共通構

造が吸器誘導に関わっている可能性がある。また、65:H4、23:B2ともに 3つ以上の

カルボニル基(O=C)を持っている。カルボニル基中の酸素原子が電子求引性を示す

ため、カルボニル炭素は弱い正電荷をおびて反応しやすい状態になる。これらの領

域がなんらかの反応を引き起こすことにより、吸器誘導が起こっている可能性も考

えられる。 
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1-4-2. 吸器形成阻害物質の構造とその活性について 

 

 本研究では、吸器形成阻害剤の単離を目的にスクリーニングを行い、6化合物を

見出すことができた。これまでに、Striga asiaticaにおいて、吸器誘導阻害剤として

Tetrafluorobenzo-1, 4-quinone (TFBQ)や Cyclopropyl benzoquinone (CPBQ)が知られてい

る(Ryan, 2000; Wang et al., 2019)。TFBQや CPBQは電子の受け渡しによってパラ位

に位置するカルボニル基の電子の位置が変わることが知られており、CPBQではさ

らにシクロプロパン環が電子の受け渡しによって開裂する(Keyes et al., 2000)。

104:A08には CPBQと同様に、芳香環上にシクロプロパン環が付加されていたこと

から、104:A08のシクロプロパン環も電子の受け渡しによって開裂し、DMBQの作

用を阻害する可能性が考えられる。他の吸器形成阻害物質では、酸素原子が多く含

まれていた。6-1や 055:F11は 2つのカルボニル基を持つ構造をしていた。カルボニ

ル基は求核剤と反応しやすいため、DMBQの持つカルボニル基の反応を阻害する可

能性も考えられる。興味深いことに、6-1は DMBQとシリンガ酸で異なる阻害能を

示しており、この化合物がカルボニル基を持つ DMBQとは競合するが、ヒドロキシ

基を持つシリンガ酸とは競合しない可能性を支持している。055:F11では、DMBQ

のみの試験しか行なっていないため、今後は、シリンガ酸による吸器誘導時の吸器

形成阻害能を調べる必要があると考えられる。また、吸器誘導阻害活性を示した

041:G05、081:H03および 049:D03はいずれもスルホアミド構造を持っている点で共

通している。スルホアミドに含まれるスルホニル基は高い電子求引性を示すため、

これらの化合物も酸化還元反応を撹乱することで吸器誘導を阻害している可能性が

ある。また、スルホアミド化合物はシロイヌナズナの免疫応答のプライミング剤と

して働くことが報告されており(Noutoshi et al., 2012)、スルホアミド化合物はこれま

でに知られていない植物への生理活性を持っていることも考えられる。 

 本研究で新規の吸器形成阻害物質として同定した RED-B3は台湾ヒノキから抽出

された化合物ヒノキチオール（Hinokitiol）であった。ヒノキチオールは鉄のキレー

ターであることが知られているが (Baba et al., 1998; Inamori et al., 1999; Kim et al., 

2004; Tanaka et al., 1999)、近年の研究から、鉄に結合して膜を透過させる化合物であ

ることが明らかとなっている(Grillo et al., 2017)。この性質から、ヒノキチオールの

添加は鉄輸送タンパク質を欠損した酵母や哺乳類細胞の鉄吸収を回復させることが

知られている(Grillo et al., 2017)。ストライガにおいても、ヒノキチオールを添加す

ることにより、鉄が膜を透過できるようになったため、鉄勾配が形成されず吸器形

成に影響を及ぼした可能性が考えられる。また、In vitroで、ペルオキシダーゼや鉄

イオンを介するフェントン反応により産生される ROSによってイネや大豆から抽出

した細胞壁多糖類が分解されることが報告されている(Schweikert et al., 2002)。これ

らのことから、RED-B3が鉄の勾配を緩和することで ROSの発生を抑え、細胞壁分

解に影響を与えたことにより、吸器形成を阻害している可能性がある。 
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 ストライガは、イネ科作物に寄生する病害雑草であり、農業分野に多大な被害を

及ぼしている。今回のスクリーニングにより、新規な吸器誘導物質や吸器形成阻害

物質を得ることができた。これらの化合物をより詳細に解析し、また構造活性相関

解析を行うことにより、吸器の誘導機構が明らかになると考えられる。また、得ら

れた阻害剤は農薬への応用が視野に入る。そのためには、これらの化合物の土壌中

での安定性、宿主植物への影響の有無や化合物が残留した際の環境の影響などを評

価すべきだと考える。 
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第二章 吸器誘導における ROSの役割 

 

2-1. 背景と目的 

 

 寄生植物の吸器形成は宿主植物への寄生の成立に必須な過程である。吸器は宿主

植物由来の低分子化合物によって誘導されることが知られており、ストライガにお

ける吸器誘導物質として DMBQが宿主ソルガムの根の抽出液から単離された。しか

し、宿主の根の滲出液からは DMBQは 15 nMと極めて微量な量しか検出されておら

ず(Wang et al., 2020)、寄生植物が DMBQをどのように産生・作用するかは未解明な

部分が多い。DMBQなどのキノン類は通常、シキミ酸生合成経路を通じて産生され

たフェノール化合物の酸化や、細胞壁構成成分の分解、リグニンモノマーの重合時

における副産物として産生される(Bandaranayake et al., 2010)。その中で、DMBQ

は、シリンガ酸やシナピル酸などのリグニンの分解産物がペルオキシダーゼやラッ

カーゼによって酸化されることで生じる(Keyes et al., 2000)。実際に、In vitroでシリ

ンガ酸をペルオキシダーゼで処理すると DMBQが生じることや、ペルオキシダーゼ

をコードする遺伝子の発現量がストライガの吸器形成時に上昇することが報告され

ている(Kim et al., 1998; Yoshida et al., 2019)。Keyesら(2000)は、H2O2の分解酵素であ

るカタラーゼをシリンガ酸と同時にストライガに暴露すると吸器形成率が低下し、

DMBQと同時に暴露した場合では吸器形成率は低下しないことを見出した(Keyes et 

al., 2000)。この結果から、ストライガの吸器誘導は宿主植物の根の細胞壁を構成す

るフェノール酸類が、ストライガが放出するペルオキシダーゼや H2O2によって酸化

されることで DMBQが産生され、吸器が誘導されるというモデルが提唱された  

(Keyes et al., 2001)。また、吸器誘導物質は一定の酸化還元電位を持っており、レド

ックスシグナルが吸器誘導に重要であることが示唆されている(Smith et al., 1996)。

ハマウツボ科条件的寄生植物の Triphysariaでは、キノン酸化還元酵素である QR1 

(Quinone Oxidoreductase )のノックダウンにより吸器形成率が低下することが報告さ

れ、QR1による吸器誘導物質の電子の移動よって ROSシグナルや吸器形成シグナル

が発生すると考えられている(Bandaranayake et al., 2010)。また、コシオガマでも同様

に、QR2遺伝子のノックダウンにより吸器形成率が低下することが報告され (Ishida 

et al., 2017)、酸化還元反応が吸器形成に関与することが示唆されている。 

 ROSは大気中の酸素と比べ反応生が高い不安定な酸素原子を含む化合物の総称

で、スーパーオキサイド(O2
-)、ヒドロキシラジカル(HO・)、過酸化水素、一重項酸

素(1O2)が代表的である。その反応性の高さから、蓄積すると酸化ストレスとなり生

物に悪影響を及ぼすことが知られている (Mittler, 2017)。しかし、植物では適度な

ROSの存在は正常な生長に必要であり、環境ストレスに対する防御応答を誘導する

シグナルとしての働きも担う。さまざまな ROSの阻害剤をシロイヌナズナに処理す

ると、根の成長阻害がおこることが報告されている(Dunand et al., 2007)。また、植物

の病原菌への免疫応答においても ROSは重要なシグナルとして働くことが報告され
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ている(Mittler, 2017)。病原菌感染時には植物細胞膜に存在する受容体によって病原

菌が認識され、カルシウムチャネルの活動によって細胞内にカルシウムイオンの流

入が生じる。カルシウム依存性キナーゼによって NADHP オキシダーゼが活性化さ

れ H2O2の産生が活発化し免疫応答がおこることが知られている(Qi et al., 2017)。 

 このように、吸器誘導においても ROSは重要な役割をしていると考えられるが、

その詳細は不明である。そこで、本章では、ROSに着目し、吸器誘導物質と ROSの

関係性を調べた。まず、Keyesら (2000)が行った H2O2を消化するカタラーゼを用い

た実験の検証を行った。次に、様々な ROSやペルオキシダーゼをターゲットとする

阻害剤を用いてどのような ROSが吸器誘導・吸器形成に寄与するのかを調べた。ま

た、ペルオキシダーゼによるストライガへの影響を調べた。さらに、トランスクリ

プトーム解析を行い吸器誘導物質による ROS関連遺伝子の発現変動を調べた。 
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2-2-0. 材料と方法 

 

2-2-1. 植物材料と植物の発芽処理 

 

 本章ではストライガ(Striga hermonthica)とイネ(Oryza sativa)の種子を用いた。スト

ライガの発芽処理は 1-2-1章と同様に行った。イネの品種は日本晴とコシヒカリを

用い、以下の方法で滅菌処理を行った。イネの種子を数え、花えい、外花えいをと

り、ファルコンチューブに入れた。滅菌水を入れ転倒混和し上澄み液を取り除い

た。さらに、70% エタノールを入れ転倒混和し上澄み液を取り除いた。20%ハイタ

ー液を入れ、10分間置いた。クリーンベンチ内でハイター液を取り除き、滅菌水を

用いて 5回洗浄した。滅菌水 15 mlを入れ、ろ紙を敷いたシャーレに蒔き、25℃で

一週間置いた。 

 

2-2-2. 活性酸素種の可視化 

 

 H2O2、O2
-、NO-、HO・の 4種類の活性酸素種（ROS）について、それぞれ

Carboxy-H2DFFDA (ThermoFisher)、Nitroblue tetrazolium chloride (NTB:Roche)、

Diaminoflurescein-2 diacetate (DAF-2DA:五稜化学)、Aminophenyl fluorescein (AFP:五稜

化学)を用いて可視化した。試薬の濃度は各々、Carboxy-H2DFFDAは 20 µMに、

NTBは 0.5 mg/mlに、AFPと DAF-2DAは 10 µMに調整して実験に用いた。 

 滅菌したストライガ種子をストリゴールにより発芽誘導し、24時間後に種子が発

芽していることを実体顕微鏡下で用いて観察した後、1 wellあたりに 20-30粒になる

ように、ピンセットを用いて 96 wellプラスチックプレートに分注した。1 wellあた

り 100 µlの滅菌水と最終濃度 10 µMの DMBQ (Sigma-Aldrich)またはシリンガ酸

（Sigma-Aldrich）をくわえ、サージカルテープを用いて封をし、暗所 25℃条件下に

置いた。24時間後、Well中の液を捨て、20 µMに濃度を調整した後述の蛍光標識試

薬を 100 µl加え常温に 30分置いた。その後、滅菌水で数回洗浄したのちにスライド

ガラスの上に置き滅菌水を加えカバーガラスを載せプレパラートを作成した。共焦

点顕微鏡 (Leica TCS SP5)や光学顕微鏡を用いて観察した。観察には励起波長 460 

nm、蛍光波長 508 nmを用いた。 

 

 

2-2-3. 吸器誘導物質と阻害剤の処理 

 

 ストリゴールによる発芽誘導 24時間後、ストライガ種子が発芽していることを実

体顕微鏡下で用いて観察した後、1 wellあたりに 20-30粒になるように、ピンセット

を用いて 96 wellプラスチックプレートに分注した。1 wellあたり 100 µlの滅菌水と

最終濃度 10 µMの DMBQまたはシリンガ酸および各種活性酸素阻害剤を加え、サ
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ージカルテープを用いて封をし、暗所 25℃条件下に置いた。24時間後に実体顕微鏡

を用いて吸器の有無を観察した。吸器形成率は吸器を形成したストライガ植物体数

を実験に用いた植物体数で割ることにより導いた。統計的解析は、Rを用いた

Tukey HSD検定をおこない、有意差 (p < 0.05)が検出されたものを図中に異なるアル

ファベットで示した。なお、活性酸素阻害剤は Salicylhydroxamic acid (SHAM:東京化

成工業)、Potassium iodide (KI: 和光)、Potassium benzoate (和光純薬)、L-Ascorbic acid 

(和光純薬)、Diphenyleneiodunium (DPI: フナコシ)、Umbelliferone (東京化成工業)、 

6,7-dihydroxycoumarin (Esculetin: Sigma-Aldrich)、Superoxide dismutase (SOD: ナカライ

テスク)、Catalase(和光純薬)、Phenylarsine oxide(PAO: Sigma-Aldrich)、

Diethyldithiocarbamate trihydrate (DDC: Sigma-Ardrich)の 12種類を使用した (Fig 2.6 

A)。 

 

2-2-4. イネの根の抽出液の調整 

 

 滅菌処理をして発芽させたイネを 1週間 25℃で生育させ、根をハサミで切り取っ

て集めた。集めた根の水分を拭き取り、重さを測ってから液体窒素の中にいれて急

速凍結した。乳鉢と乳棒を用いてすり潰し粉末状にし、5% (w/v)になるように滅菌

水を乳鉢に加えた。乳鉢の溶液を 15 mlまたは 50 mlのファルコンチューブに回収し

10分間小型撹拌培養器で撹拌混合した。混合した液を 10,000 rpmで 10分遠心し、

上澄みをメンブレンフィルター(Saritorius)を用いて滅菌することでイネ抽出液を得

た。 

 

2-2-5. ペルオキシダーゼを用いた吸器誘導実験 

 

 ストリゴールによる発芽誘導 24時間後、ストライガ種子が発芽していることを実

体顕微鏡下で用いて観察した後、1 wellあたりに 20-30粒になるように、ピンセット

を用いて 96 wellプラスチックプレートに分注した。1 wellあたり 100 µlの滅菌水と

最終濃度 10 µMの DMBQまたはシリンガ酸および Horseradish peroxidase (HRP: 和光

純薬)を加えサージカルテープを用いて封をし、暗所 25℃条件下に置いた。24時間

後に実体顕微鏡を用いて吸器の有無を観察した。吸器形成率は吸器を形成したスト

ライガ植物体数を実験に用いた植物体数で割ることにより算出した。 

 

2-2-6-0. トランスクリプトーム解析 

 

2-2-6-1. ストライガの RNA抽出および RNA-seq用のライブラリーの作成 

 

 発芽したストライガに 10 ppm DMBQ (約 59 µM)または 10 ppm シリンガ酸 (約 50 

µM)で吸器誘導を行い、0、1、3、6、12、18、24時間後に植物体を 2 mlチューブに
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回収し、RNA抽出するまで-80℃下で保管した。LBB溶液(100 mM Tris-HCl、1 M 

LiCl、10 mM EDTA、1% SDS、5 mM DTT、1.5% antifoam A)に 5 µl/ml 3-mercapto-

1,2-propanediolを加え、Lysate bufferとした。ストライガサンプルを液体窒素で凍結

し、5 mmジルコニアビーズを入れ、Tissue lyser (Qiagen)用いて 20 frequency/sの速度

で 1分の破砕を 2回行い粉末状にした。Lysate buffer溶液を 400 µl加え、ボルテック

で混和したのち、再度破砕機にかけ室温で 5分静置した。チューブを転倒混和し、

15,000 rpmで 10分遠心し上清を別の 1.5 mlチューブに移し、サンプル抽出液とし

た。RNA-seqライブラリーの作成は理化学研究所植物-微生物共生研究開発チームに

委託し、Breath Adapter Directional sequencing (BrAD-seq)を用いた full transcript 

coverage shotgunタイプの strand-specific RNA-seqライブラリーを作成した(Townsley 

et al., 2015)。ライブラリーのインデックス配列は表１に示した。作成したライブラ

リーをシーケンス用に二つのプールに分け 1プールあたり 10 nM 100 µlになる様に

調整し、HiseqX (illumina社)を用いて paired-endで 150 bpをシーケンスした。 

 

2-2-6-2. データ解析 

 

 得られたシーケンスデータのクオリティチェックを FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)を用いて行なった。これら

の配列にはアダプター配列などの余分な配列が含まれていたため、Trimmomatic ver 

0.39 (Bolger et al., 2014)を用いて各リードのクオリティコントロールをおこなった。

各リードの先頭から最初の 9塩基を除去し、リードの先頭と後尾のクオリティスコ

アが 30以上を満たすまで塩基を除去し、かつ、残った配列が 50塩基未満のリード

を除去した。再度、クオリティチェックを行いこれらの配列が除かれていることを

確認した。次に、クオリティーコントロールされたリードを用いて Trinity ver 

2.9.1(Grabherr et al., 2013)による de novoアセンブリを行なった。各々のサンプルごと

に Bowtie2 ver 2.4.1(Langmead and Salzberg, 2013)を用いて de novoアセンブル配列に

マッピングを行なった。マッピングデータをもとに eXpress ver 1.5.1(Roberts and 

Pachter, 2013)を用いて発現量の正規化を行なった。次に、DEG (Differential Expressed 

Genes)の検出を Edge R を用いて行った。コントロールと吸器誘導処理区(DMBQや

シリンガ酸)を比較し、log2FC > 1かつ FDR < 0.05を満たすコンティグ配列を DEG

として抽出した。抽出した DEGの処理区での違いを webツールである Draw Venn 

Diagram (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) を用いてベン図を描いた。

Kohonenを用いて R ver 3.6.1で SOM (Self-organizing maps)クラスター解析を行った。遺

伝子配列の相同性検索は blast ver.2.7.1+で行った。Gene Ontology (GO) 解析は、

AgriGO (http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) を用いて行った (Tian et al., 2017)。 
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2-3-0. 結果 

 

2-3-1. カタラーゼと SODによる吸器形成阻害効果の検証 

 

 吸器誘導物質である DMBQは ROSの働きでシリンガ酸から酸化されると考えら

れている。そこで、吸器誘導における ROSの役割を調べた。まず、ストライガに吸

器誘導物質と ROSの分解酵素を同時に暴露し、吸器形成率が減少するかどうかを確

認した。H2O2の分解酵素であるカタラーゼを用い、発芽したストライガに DMBQ

やシリンガ酸とカタラーゼを同時に暴露し、24時間後に吸器形成率を測定した。

DMBQとカタラーゼを処理した際は、カタラーゼの濃度が 103 U/mlよりも低い濃度

では吸器形成率はほぼ 100%を示したが、104 U/mlでは吸器形成率が 60%までに減少

した。同様に、シリンガ酸とカタラーゼを同時にストライガに暴露し、吸器形成率

を測定した。103 U/mlよりも低い濃度では吸器形成率は 100%を示したが、104 U/ml

では吸器形成率が 60%までに減少した (Fig. 2.1 A)。これらの結果から、カタラーゼ

による H2O2の除去が吸器誘導物質による吸器形成率を減少させることがわかった。

また、カタラーゼの影響において DMBQとシリンガ酸に対する違いは見られなかっ

た。 

 次に、O2
-を除去する酵素である SODを DMBQやシリンガ酸と同時にストライガ

に暴露し、吸器形成率を調べた。DMBQおよびシリンガ酸ともに SODの濃度に依

存して吸器形成率は減少した。104 U/mlでは DMBQは 60%まで、シリンガ酸では

70%にまで減少した (Fig. 2.1 B)。これらの結果から、ストライガの吸器形成に O2
-が

関与している可能性が示唆された。また、カタラーゼの結果と同様に、DMBQとシ

リンガ酸に対する SODの影響に大きな違いは見られなかった。これらの結果から、

DMBQやシリンガ酸による吸器誘導において H2O2と O2
-は重要な働きを担っている

と考えられる。 

 

2-3-2. 活性酸素種の可視化 

 

 分解酵素の実験から、ストライガの吸器形成に ROSが関与していることがわかっ

た。そこで、吸器形成時の植物体内における ROSの蓄積を調べた。DMBQやシリ

ンガ酸を用いて吸器形成を誘導したストライガで、種々の活性酸素種を蛍光色素ま

たは染色により可視化し、その局在の違いを調べた。まず、Carboxy-H2DFFDAを用

いて H2O2の可視化を試みた。Carboxy-H2DFFDAは植物細胞内に取り込まれ、H2O2

と内在性のエステラーゼによって活性化されることにより緑色の蛍光を長時間発す

る (Godfrey et al., 2012)。発芽後 24時間のストライガを DMBQまたはシリンガ酸で

吸器誘導し、24時間後に Carboxy-H2DFFDAで染色した。コントロールとして、同

条件で水に浸したストライガを用いた。吸器誘導を行っていないストライガでは、

根の表皮細胞に強く H2O2が蓄積していたが、根端に蓄積は観察できなかった (Fig. 
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2.2 A)。それに対し、DMBQやシリンガ酸によって吸器誘導を行なったストライガ

では吸器上に形成される根毛様細胞である吸器毛に強い蛍光が観察された (Fig. 2.2 

B C)。次に、吸器形成時の H2O2の蓄積を経時的に調べるために、蛍光染色したスト

ライガを用いて吸器を誘導し 30分間隔で 24時間連続観察を行った。吸器誘導開始

7時間後から吸器毛の発達と根端の肥大化が観察され、吸器形成が始まったが、こ

の時点で H2O2の蛍光は観察されなかった。誘導開始 14時間後には、形成した吸器

毛に H2O2が蓄積し始めた。特に、吸器毛の先端部分に強い緑色蛍光が観察された 

(Fig. 2.3)。 

 次に、O2
-の可視化を試みた。DMBQまたはシリンガ酸による吸器誘導を行った、

またはコントロールとして水に浸したストライガを NBTにより染色した。吸器誘導

を行っていないストライガは全体に薄く O2
-が染色されており、根端が強く染まって

いた (Fig. 2.4 A)。DMBQやシリンガ酸によって吸器を誘導したストライガはコント

ロールと同様に植物体全体に薄く染色が見られ、根端が強く染色された (Fig. 2.4 B 

C)。このように、ストライガにおける O2
-の分布は、吸器誘導物質処理によって大き

な違いは見られなかった。 

 次に、蛍光試薬を用いて NO-と OH・の可視化を試みた。NO-の可視化では、吸器

形成後に根端および吸器毛に弱い蛍光が観察された (Fig. 2.5 A - C)。OH・の可視化

では、吸器誘導の有無に関わらず、蛍光は観察されなかった (Fig. 2.5 D-F)。よっ

て、NO-は吸器形成後にごくわずかに存在し、OH・は検出感度以下にしか存在して

いないと考えられる。 

 

2-3-3. 吸器誘導物質と ROS阻害剤 

 

 7種類の ROS阻害剤または ROS関連酵素の阻害剤を用いて、吸器形成における活

性酸素種やその関連酵素の重要性を調べた (Fig. 2.6 A)。それぞれの薬剤を 10 µM, 

100 µMおよび 1 mMの濃度で、吸器誘導物質とともにストライガに加え、吸器形成

率を測定した。NADPHオキシダーゼの阻害剤である DPIは 10 µMの濃度で強い吸

器形成阻害を示し、吸器形成率が 0％にまで減少した。この濃度では、他の薬剤は

吸器形成率に影響を及ぼさなかった。ペルオキシダーゼの阻害剤である SHAMとペ

ルオキシダーゼのモジュレーターである Umbelliferoneは１ mM濃度で添加した際に

吸器形成率が 0%になった。また、抗酸化作用を持つアスコルビン酸は 1 mMの濃度

で、60%まで吸器形成率が減少した。これらの薬剤の効果は DMBQでもシリンガ酸

でも同様に確認された (Fig. 2.6 B)。なお、Esculetinは、1 mM で処理すると根端が茶

色に変色することが観察された (Fig. 2.7)ため、１ mMでの吸器形成率は測定しなか

った。また、１ mMの濃度で溶媒に溶解することが困難だった Potassium benzonate

も高い濃度での試験には供しなかった (Fig. 2.6 図中 NTで示す）。 

 Potassium iodide（KI）に関しては１ mMでは影響が見られなかったが、KIの阻害

効果がより高い濃度で報告されていたため、5 mM における影響を調べた。5 mM KI
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は DMBQと同時に暴露した場合では吸器形成率を 20%にまで減少させ、吸器形成阻

害効果を示した。シリンガ酸の場合でも同様の結果が観察された (Fig. 2.8 A)。ま

た、1 mMで 100%の阻害効果を示した SHAMについて、より詳細に 100 〜1000 µM

の濃度での阻害効果を調べた。100 µMの DMBQとシリンガ酸はともに 100%の吸器

形成率を示した。250 µM以上では、DMBQの吸器形成率は 20%にまで減少し、吸

器形成阻害を示した。シリンガ酸の場合でも同様の結果が観察された (Fig. 2.8 B)。 

 次に、もっとも強い吸器形成阻害活性が得られた DPIについて、低い濃度での吸

器形成率への影響を調べた。1 µM DPIは、DMBQやシリンガ酸による吸器形成率を

50%まで低下させたが、0.1 µMで添加するとコントロールとの差は見られなくなっ

た (Fig. 2.9 A)。DPIは NADPHオキシダーゼの阻害剤として知られており、NADPH

オキシダーゼは内在性の H2O2の産生に関わっていることから、外部から H2O2を加

えることによって DPIの阻害効果を軽減できるかどうかを調べた。DMBQと 1 µM 

DPIを同時に暴露すると 30%の吸器形成率を示したが、これに H2O2を加えても吸器

形成率は回復しなかった。10 µMシリンガ酸でも同様に 1 µM DPIと同時に加えると

20%まで吸器形成率が低下したが、H2O2によって吸器形成率を回復させることはで

きなかった (Fig. 2.9 B)。また、同じく NADPHオキシダーゼ阻害剤である PAOでも

吸器形成を阻害することが確認された。PAO を 1 µMよりも低い濃度で点火した場

合には、吸器形成率は 100%のままで阻害効果は見られなかったが、10 µMでは吸器

形成率は 10 %にまで低下した。シリンガ酸の場合でも同様の結果を観察することが

できた (Fig. 2.10 A)。これらの結果は、吸器形成に NADPHオキシダーゼが関与する

ことを示している。外部から与えた H2O2が吸器形成率を回復できなかったことか

ら、吸器形成には内在性の ROSもしくは NADPHオキシダーゼ活性が重要であると

考えられる。 

 NADPHオキシダーゼは O2
-を産生し、O2

-が SODにより触媒されて H2O2になるこ

とが知られている。そこで、O2
-と H2O2のどちらが吸器誘導に必要かを調べるた

め、SODの阻害剤である DDCを用いた。DDCと DMBQを同時に暴露した場合、

DDCの濃度が 100 µM以下では吸器形成に対する阻害効果は見られなかった。しか

し、150 µMでは吸器形成率は 20%にまで減少した (Fig. 2.10 B)。これらの結果か

ら、H2O2の産生が吸器形成に重要だと考えられた。 

 次に、DPIをはじめとする ROS阻害剤の効果について宿主植物による吸器誘導に

も同様に効果があるかどうかを調べた。ストライガ抵抗性品種である日本晴と罹病

生品種であるコシヒカリの抽出液に ROS阻害剤を添加して吸器形成率を測定した。

発芽したストライガ種子をイネ抽出液に ROS阻害剤と同時に暴露すると、DMBQ

やシリンガ酸の場合と同様に、低い濃度の DPI、高い濃度の SHAMと

Umbelliferone、アスコルビン酸により阻害されるという結果を得た (Fig. 2.11)。イネ

の根の抽出液による吸器誘導は DMBQやシリンガ酸による吸器誘導と同様の機構で

起こっていると考えられる。 
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 これらの実験から、ストライガの吸器形成には NADPHオキシダーゼを介した自

身の H2O2の産生が重要な役割を担っていることが示唆された。また、高濃度の阻害

剤を与えた実験の結果からペルオキシダーゼも吸器形成に関わっていることが考え

られた。 

 

2-3-4. 吸器形成におけるペルオキダーゼの影響 

 

 阻害剤の実験からペルオキシダーゼが吸器形成に関わっていることが示唆され

た。そこで、ペルオキシダーゼ添加実験をおこない、吸器形成に対するペルオキシ

ダーゼの影響を調べた。ペルオキシダーゼはシリンガ酸を DMBQに変換する役割を

持つと考えられているため、まず、DMBQとシリンガ酸の濃度による吸器形成率の

違いを調べた。DMBQにより吸器を誘導した場合には、10 µMで 90%以上の高い形

成率を示し、1 µMでは 60%、0.1 µMでは 20%、0.05 µMでは 10%の形成率を示し

た。一方、シリンガ酸は 1 µMでは 40%の吸器形成率を示し、0.1 µM以下では吸器

形成率はほとんど 0%であった (Fig. 2.12)。このことから、DMBQはシリンガ酸より

吸器誘導活性が高いことが示された。このシリンガ酸と DMBQの濃度による吸器誘

導能の違いを利用して、吸器誘導におけるペルオキシダーゼの関与を調べた。も

し、ペルオキシダーゼによってシリンガ酸が DMBQに酸化されるのであれば、吸器

形成率は上昇すると考えられる。シリンガ酸と低濃度(終濃度 0.01 U/µl)のペルオキ

シダーゼ (horse radish peroxidase, HRP)を同時に加えると、全ての濃度において吸器

形成率が向上し、同濃度の DMBQと同程度の吸器形成率を示した。しかし、その基

質である H2O2を同時に加えても吸器形成率に変化は見られなかった (Fig. 2.13 A)。

これらの結果は、シリンガ酸がペルオキシダーゼにより DMBQへ酸化されたことに

より吸器誘導活性が上昇した可能性を示唆しており、これまでの仮説を支持すると

考えられる。また、基質としての H2O2は、ストライガ内在性のものが十分存在して

いる可能性が考えられた。次に、異なる濃度の DMBQにペルオキシダーゼを加えて

吸器形成率を調べた。その結果、DMBQに 0.01 U/µl HRPを加えるとより吸器形成

率が上昇することが分かった。また、基質である H2O2を加えても吸器形成率は上昇

しなかった (Fig. 2.13 B)。これらの結果は、ペルオキシダーゼが DMBQそのものま

たは下流経路に作用して吸器誘導活性を上昇させていることを示唆している。ま

た、この濃度 (0.01 U/µl) のペルオキシダーゼは吸器誘導物質を与えていないストラ

イガの吸器形成率に影響を与えなかった(Fig. 2.13 B)。しかし、吸器誘導物質を与え

ていないストライガに高濃度 0.1 U/ml HRPを加えると 20％の吸器誘導率を示した。 

このことから、高濃度のペルオキシダーゼ処理はストライガ自身から吸器誘導物質

を産出させる可能性やストライガの吸器形成経路の下流に作用して吸器誘導を起こ

す可能性が示唆された。 
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2-3-5-0. ストライガ吸器誘導時のトランスクリプトーム解析 

 

2-3-5-1. データの調整および DEGの検出 

 

 吸器誘導物質がストライガに与える影響を調べるために、DMBQおよびシリンガ

酸に暴露したストライガの遺伝子発現変動を RNA-sequencing法によって解析した。

ストライガをシリンガ酸または DMBQ溶液中で培養し、0、1、3、6、12、18、24

時間後のストライガ植物体をサンプルとし、滅菌水とストライガを培養したものを

コントロールとした。Illuminaシーケンサーで取得したシーケンス配列を fastQCを

用いてクオリティチェックを行ったのち (Fig. 2.14 A)、アダプター配列やクオリティ

ースコアが低い配列を除外した (Table 2.1、Fig. 2.14 B)。次に、Trinityを用いて de 

novoアセンブリを行い、648,550個のコンティグ配列を得た。得られたコンティグ

配列にリードのマッピングを行った。アセンブリ配列に対し、全てのサンプルのリ

ードは 70~80%程度マップされた (Table 2.2)。次に、各々のタイムポイントごとに吸

器誘導を行なっていないコントロール区と DMBQやシリンガ処理区を比較し、2倍

かつ FDR < 0.05を満たすコンティグ配列を DEG (Differential Expressed Genes)として

抽出した。すべての処理区で抽出を行い、合計 3,815個の DEGが検出された。抽出

された DEGを、DMBQ処理区とシリンガ酸処理区に特異的な DEGおよび共通の

DEGに分類し、その数を表とベン図で示した(Fig. 2.15 A)。DMBQ処理に特異的な

DEGは 1990個、シリンガ酸処理に特異的な DEGは 407個検出された。両方の処理

に共通した DEGは 1418個検出された。次に、各時間ごとに抽出された DMBQ処理

区とシリンガ酸処理区に特異的な DEGと共通の DEGの数の変化を図で示した (Fig. 

2.15 B)。DMBQに特異的な DEGの数は吸器形成が進むつれ減少した。DMBQ処理

で発現上昇するコンティグは処理後１時間目には 1300個以上検出されるが、12時

間後には約半分にまで減少した。これは、DMBQ処理 1時間後には DMBQ応答に

関する初期遺伝子が発現するが、6時間以降では、DMBQの応答に関する遺伝子と

は異なる吸器形成に関わる遺伝子が発現し、DMBQに特異的な DEGは減少したと

考えられる。その一方で、シリンガ酸に特異的に見られる DEGの数は、処理後１時

間目には 0であるが、その後、吸器形成が進むつれ徐々に上昇した。異なる吸器誘

導物質によって誘導初期にはその物質に応答に関する特異的な遺伝子が働くと考え

られる。さらに、DMBQ処理やシリンガ酸処理両方ともに発現される DEGは 6時

間を境にして増加した。吸器の形態変化は誘導後 7時間ころから観察されるため 

(Fig. 2.3; Wada et al., 2019)、これら共通に確認される DEGには吸器形成に関する遺

伝子が含まれていると考えられる。 
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2-3-5-2. SOM(Self-organizing maps)クラスター解析および GOエンリッチメント解析 

 

 次に、すべての処理区で検出された 3815個の DEGに対し SOMクラスター解析を

行った。まず、主成分分析を行った (Fig. 2.16)。その結果、PC1で 36.6%、PC2で

16.7%、PC3で 9.9%、PC4で 7.1%、PC5で 7.1%の寄与率を示し、累計寄与率は PC5

までで 81.1%になった。PC1、PC2、PC3は時間経過による遺伝子の変化を表し、

PC4、PC5は DMBQ処理とシリンガ酸処理による遺伝子の変化を反映していた (Fig. 

2.16)。これらの結果から、吸器誘導による遺伝子の変化は主に誘導物質の種類では

なく、暴露後の時間によって説明されると考えられる。次に、得られた DEGのサン

プルについての SOMクラスター解析を行った (Fig. 2.17)。遺伝子の発現パターンを

もとに 150個のグループに分類し(Fig. 2.17 A)、これらのグループの関係性を

dendrogramとして表示し、クラスター数を 10個に決定した (Fig. 2.17 B)。SOM クラ

スタリングの結果を 10クラスターに色分けすると (Fig. 2.17 C)、近い属性を示すグ

ループが同じクラスターに分類された。それぞれの DEGをクラスター分類に基づい

た色分けを行うと、主成分解析で近い属性にあるコンティグが同じクラスターに分

類されていることがわかり、発現パターンによるクラスタリングが成功したことが

示された (Fig. 2.18)。 

 次に、各々のクラスターの遺伝子の発現パターンをヒートマップで示した (Fig. 

2.19, Fig 2.20, Fig. 2.21)。数値は、コントロール区に対する発現変動(fold change)を

log2値に変換したものを正規化した値を用いた。これらのクラスターを、発現パタ

ーンに着目して吸器誘導初期 (吸器誘導後 1〜3時間)、吸器誘導後中期 (吸器誘導後

3〜18時間)および吸器誘導後期 (吸器誘導後 18〜24時間)に遺伝子発現量が最大にな

るようなグループに分類し、各クラスターに対して Gene Ontology (GO) エンリッチ

メント解析を行った。GOタームは大きく生物学的プロセス、分子機能、細胞の構

成要素の 3つのカテゴリに分けられており、そのクラスターの特色を見ることがで

きる。吸器誘導初期に発現上昇するグループにはクラスター6、7と 9が、吸器誘導

中期に発現上昇するグループにはクラスター3、4、5と 10が、吸器誘導後期に発現

上昇するグループにはクラスター1、2と 8が含まれた。吸器誘導初期~中期に含ま

れるクラスターでは DMBQ処理やシリンガ酸処理で異なる遺伝子発現パターンを示

し (Fig. 2.19, Fig. 2.20)、吸器誘導後期に含まれるクラスターでは DMBQ処理やシリ

ンガ酸処理で同じような発現パターンを示していた (Fig. 2.21)。吸器誘導初期に発現

上昇するグループに含まれるクラスター6、7の遺伝子は、DMBQ処理により発現量

が上がるが、シリンガ酸処理では発現量が変化しないパターンを示した。これらの

クラスターには、DMBQのみに応答する遺伝子が含まれていると考えられる。これ

らのクラスターでエンリッチメントが確認された GOタームは、生物学的プロセス

として oxidation-reduction processが、分子機能として chaperone binding、

oxidoreductase activityが含まれていた (Fig. 2.19 A B)。これらのことから、吸器誘導

初期では、DMBQにのみ応答する酸化還元反応に関わる遺伝子が働いていることが
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わかった。吸器誘導中期に発現上昇するグループに含まれるクラスター5では

DMBQ処理による変化が確認されるがシリンガ酸処理による遺伝子発現量の変化は

確認されず、クラスター3、4と 10は DMBQ処理とシリンガ酸処理で同じような発

現パターンを示していた。DMBQとシリンガ酸に共通して発現上昇する吸器誘導中

期のグループには、phosphorelay signal transduction systemなどのシグナル伝達に関わ

るタームや oxidareductase activity、disulfide oxidoreductase activityのような酸化還元

に関わる GOタームが確認できた。DMBQ特異的に発現上昇するクラスターでは、

response to oxidative stress、oxidation-reduction process, また oxidoreductase activity、

peroxidase activity などの酸化還元に関わる GOタームに加えて、cell wall organization

や cell wall modification、cell wallや cell peripheryなどの細胞壁に関わる GOタームが

エンリッチされていた (Fig. 2.20 A B)。吸器誘導後期に発現上昇するグループに含ま

れるクラスターは DMBQ処理やシリンガ酸処理でも類似した発現パターンが確認さ

れた。確認された GOタームは、生物学的プロセスとして、oxidation-reduction 

process、response to oxidative stressのような酸化還元プロセスに関わるような GOタ

ームが検出された。他にも、cell wall organization or biogenesis、cell wall modification

などの細胞壁に関わる GOタームもエンリッチされていた。分子機能として、吸器

誘導中期と同様に oxidoreductase activity、peroxidase activityや hydroxy methyl 

glutaryl-CoA reductase (NADPH) activityなどの GOタームが、細胞の構成要素の GO

タームとして、cell wallや cell peripheryが確認された (Fig. 2.21 A B)。この様に、吸

器誘導初期、中期と後期で発現上昇する各グループにおいて酸化還元反応に関わる

GOタームが常に確認された。このことから、酸化還元反応は吸器誘導初期のみだ

けでなく、長期的に需要な働きをすることが考えられる。また、吸器誘導中期以降

では、細胞壁に関する遺伝子が働いていた。これらの遺伝子は活発な細胞分裂と細

胞拡大によってもたらされる特徴的な吸器の形づくりに寄与していると考えられ

る。 
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2-4-0. 考察 

 

 本章では、ROS検出試薬による染色や阻害剤を用いて寄生植物ストライガの吸器

形成における ROSやペルオキシダーゼの役割を調べた。また、DMBQとシリンガ

酸を処理したストライガの継時的なトランスクリプトーム変動を解析した。これら

を元にして ROSと吸器誘導の関係について考察する。 

 

2-4-1. 吸器誘導における ROSの役割 

 

 本研究では、吸器誘導における ROSの役割を、ROS分解酵素処理、ROS阻害剤

処理および ROSの局在解析により明らかにした。ROS分解酵素処理実験により、カ

タラーゼ処理や SOD処理はシリンガ酸による吸器形成率だけではなく、DMBQに

よる吸器形成率も減少させることが明らかとなった。これは、ROSがシリンガ酸か

ら DMBQへの酸化で必要であるという従来の説(Keyes et al., 2001)に加え、DMBQに

よって引き起こされる吸器形成過程においても重要な役割を果たすことを示唆して

いる。シロイヌナズナでは、H2O2は根の先端、特に分化ゾーンの表皮細胞と根毛の

表面に蓄積し、O2
-は根の分裂組織と伸長ゾーンにさらに蓄積すると報告されている

(Dunand et al., 2007)。ストライガの吸器誘導時における H2O2および O2
-の挙動観察で

は、H2O2の蓄積は吸器の先端では観察されず、吸器毛に多く検出された。その一方

で、O2
-は植物体全体に低レベルで検出され、特に、幼根先端に高レベルで検出され

た。吸器誘導時の H2O2の挙動をタイムラプス撮影すると、吸器形成時に見られる根

端の膨張は H2O2の蓄積の前に観察され、誘導後 10時間以上経過した後に吸器毛に

H2O2の蓄積が観察された。シロイヌナズナでは根毛に H2O2蓄積が見られることか

ら(Dunand et al., 2007)、同様に吸器毛でも H2O2が蓄積すると考えられる。吸器毛は

寄生植物にみられる特殊な根毛であると報告されており(Cui et al., 2016)、形成過程

は根毛と共通していると考えられる。吸器形成の後期に観察される H2O2蓄積は、細

胞成長における機能を担っている可能性が考えられる。S. asiaticaを用いた先行研究

では、H2O2は小根先端に強く蓄積し、誘導物質処理の約 2時間後に消失したことが

報告された(Fuller et al., 2017; Keyes et al., 2007)。しかし、本研究では、吸器誘導処理

前の幼根の先端での H2O2の蓄積はほとんど観察されず、吸器誘導の 10〜15時間後

に H2O2蓄積が見られた。この違いは S. asiaticaと S. hermonthicaの種間の相違、ま

たは実験系の違いによる検出感度の相違を示している可能性も考えられる。 

 様々な ROS阻害剤を用いた実験では、NADPHオキシダーゼ阻害剤である DPIと

PAOが、DMBQとシリンガ酸による吸器誘導を強く阻害した。さらに、SOD阻害

剤である DDCによる処理もまた、吸器形成を阻害した。これは、O2
-ではなく、

H2O2産生が吸器形成に関与していることを示唆している。しかし、DPIによる吸器

形成阻害能は、外部から H2O2を添加しても回復できなかったため、内因性 H2O2ま

たは NADPHオキシダーゼ活性が、吸器形成に重要であることを示唆している。こ
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の NADPHオキシダーゼは、原形質膜または葉緑体膜のいずれかに局在する膜タン

パク質であり、シロイヌナズナでは 10個の Respiratory Burst Oxidase Homolog

（RBOH）遺伝子によってコードされている。RBOH遺伝子はさまざまな組織で発現

することが知られており、その中でも RBOH A〜C、G、Iは根の伸長領域で特異的

に発現する(Sagi and Fluhr, 2006; Zimmermann et al., 2004)。Liangら(2016)は、S. 

asiaticaにおいて、RBOH遺伝子の 1つ（SaNOX1）の発現が、根の先端で H2O2の減

少に伴って吸器発達の初期段階（〜2時間）で減少したことを報告した(Liang et al., 

2016)。S. hermonthicaトランスクリプトーム解析からは複数の RBOH遺伝子が検出

されている(Yoshida et al., 2019)。また、GOエンリッチメント解析の結果より、吸器

形成中期以降では NADPH アクティビティや hydroxymethylglutaryl-CoA reductase 

(NADPH)の GOタームが検出されており、吸器誘導には NADPHを介した酵素活性

が活発化していると考えられる。将来的に、ストライガでの吸器形成過程における

各 RBOH遺伝子の機能を検証することが必要であろうと考えられる。 

 

2-4-2. 吸器誘導におけるペルオキシダーゼの役割 

 

 本研究により、DMBQの吸器誘導活性はシリンガ酸よりも高く、ペルオキシダー

ゼ（HRP）処理によりシリンガ酸の吸器形成率が DMBQと同程度に増加することが

わかった。この結果は、ペルオキシダーゼによりシリンガ酸が DMBQへ酸化される

ことで活性型の吸器誘導物質となるモデル(Kim et al., 1998) を支持していると考えら

れる。しかし、DMBQに対しても HRP処理により吸器形成率が増加した。この結

果から、DMBQがより高い吸器誘導能を有する吸器誘導物質へ変換されている可能

性が考えられる。もしくは、ぺルオキシダーゼは、ストライガからの吸器誘導物質

の分泌を促進するか、ストライガの吸器誘導物質に対する感受性を高めるような作

用を有することが考えられる。本実験で用いたペルオキシダーゼ (HRP)は反応時に

H2O2を必要とするが、ペルオキシダーゼを用いた実験結果では、H2O2の添加によっ

てその吸器形成率は変化しなかった。発芽したストライは H2O2を蓄積していること

が報告されており(Keyes et al., 2001)、ストライガ自身の H2O2を HRPが反応に使用

しため、H2O2を外部から加えても吸器形成率は変化しなかったと考えられる。高濃

度なペルオキシダーゼ（0.1 U/ml HRP）の処理により、ストライガは吸器誘導物質

の非存在化で約 20％の吸器形成率を示した。高濃度のペルオキシダーゼにより、ス

トライガの細胞壁の分解を引き起こし、少量のキノンおよびフェノール類などの吸

器誘導能を有した化合物の産生を促した可能性が考えられる。実際に、リグニンポ

リマーがリグニン分解酵素によって分解されると S. hermonthicaの吸器誘導活性が上

昇することが知られている (Cui et al., 2018)。また、Triphysariaでも根にペルオキシ

ダーゼやラッカーゼを加えると吸器が誘導されることが報告されている(Wang et al., 

2020)。その他の可能性として、HRPが吸器誘導物質のシグナル伝達経路に干渉する

可能性が考えられる。ペルオキシダーゼの阻害剤である SHAMや Umbelliferoneは
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高濃度で吸器形成阻害を示した。また、吸器誘導時の GOエンリッチメント解析で

もペルオキシダーゼに関する GOタームが吸器誘導中期のクラスター5と吸器誘導

後期のクラスター2に確認された。このことから、吸器形成時にペルオキシダーゼ

が活性化されることが必要であると考えられ、外部からペルオキシダーゼを加える

ことによりシグナル伝達経路の活性化が起こった可能性がある。本研究の結果は、

吸器誘導においてペルオキシダーゼは非常に重要な役割を担っていることを示唆し

ている。 

 

2-4-3. 吸器誘導時の継時的トランスクリプトーム解析 

 

今回の解析により、吸器誘導物質の処理後 24時間以内に、DMBQ処理に特異的

に発現誘導される遺伝子が多く確認された。さらに、DMBQ処理 1時間後でも多く

の DEGが検出された。その一方で、処理後１時間では、シリンガ酸処理で特異的に

発現上昇する DEGはみつからなかった。また、DMBQにより初期に発現する DEG

では酸化還元反応に関する GOタームのエンリッチメントが確認されており、

DMBQがストライガ細胞内で酸化還元反応を引き起こすと考えられる。シロイヌナ

ズナにおいて、吸器誘導物質である DMBQに応答しない変異体の原因遺伝子とし

て、luicine rich repeat receptor-like kinaseをコードする CARD1が単離された

(Laohavisit et al., 2020)。CARD1は、DMBQによる細胞内カルシウムイオン濃度の上

昇に関与するが、シリンガ酸応答には関与しない。さらに、シロイヌナズナに

DMBQを処理した際には、免疫応答や酸化ストレス応答に関する GOタームが発現

変動する遺伝子群にエンリッチされるとして検出されており、DMBQは CARD1を

介してストレス応答を誘導すると考えられる。ストライガで、DMBQ処理とシリン

ガ酸処理とで発現変動する遺伝子が異なるのは CARD1ホモログを介したストレス

応答の誘導と関係がある可能性が考えられる。同様に、DMBQとシリンガ酸に対す

る応答の違いは GOエンリッチメント解析において確認することができる。DMBQ

による吸器誘導初期(処理後 1時間、Fig. 2.19 A)に発現上昇し、酸化還元に関わる

GOタームが確認されたクラスター6、7に属する遺伝子群は、シリンガ酸処理では

発現量の上昇は見られなかった。一方で、同じく初期グループに属するクラスター9

ではシリンガ酸処理、DMBQ処理共に、遺伝子発現量のピークが見られたが、エン

リッチされた GOタームは確認できなかった。この様な DMBQ処理とシリンガ酸処

理の遺伝子の発現パターンの違いは、吸器誘導物質の作用機構の違いを表している

と考えられる。吸器誘導後 3時間目以降には、細胞壁に関わる GOタームが確認さ

れた。先行研究で、ストライガがイネに感染・寄生する過程におけるトランスクリ

プトーム解析が行われた。この解析では、発芽後のストライガとイネに感染して 1

日、3日、7日目のサンプルを扱っており、吸器誘導物質処理のみのサンプルは含ま

れていない。この解析では、hydrolase activity、transportや signal transduction、cell 

wall、cell cycleなどの GOタームを持つ遺伝子が発現変動するが、酸化還元反応に
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関わる GOは確認されなかった (Yoshida et al., 2019)。本 GOエンリッチメント解析

においても、吸器誘導後 3時間以降から、細胞壁に関する GOタームが確認され

た。これは、酸化還元反応は、吸器形成の初期に重要であり、宿主への侵入時には

細胞壁の分解などが重要であることが考えられる。 

ハマウツボ科で宿主依存度が異なる寄生植物種である Phelipanche、Triphysariaと

ストライガをターゲットにしたトランスクリプトーム解析が行われており、3種類

に共通した発現遺伝子の解析が行われている(Wickett et al., 2011; Yang et al., 2015)。

細胞壁の分解酵素などが３種共通の転写産物として報告されており、今回の解析で

確認された発現変動遺伝子も他の寄生植物種でも確認されるかどうかを調べること

により、種を超えて共通した吸器誘導の仕組みが明らかになると考えられる。 

 

2-4-4. 本研究から得られたストライガの吸器誘導モデル 

 

 本研究により、吸器誘導、吸器形成と ROSの関係性について知見を深める事がで

きた。先行研究により、宿主植物の細胞壁を構成するフェノール類がストライガ由

来の H2O2のような ROSやペルオキシダーゼによる酸化によって DMBQが産生され

ることで吸器が誘導されるモデルが提案されている (Fig. 2.21 A)。シリンガ酸からの

DMBQへの化学変化はペルオキシダーゼを用いた実験結果から示されており、本研

究でもシリンガ酸に HRPを添加した実験結果により支持されている。しかし、

DMBQにペルオキシダーゼを添加しても吸器形成率が上昇したことから、ペルオキ

ダーゼが DMBQへ影響し吸器誘導活性が高い化合物へ変換される可能性も考えられ

る。ROS阻害剤を用いた実験結果から、ストライガ体内の NADPH オキシダーゼに

よる H2O2産生が吸器形成に重要な役割を担っている事が示唆された。さらに、トラ

ンスクリプトーム解析、GOエンリッチメント解析により、吸器誘導において酸化

還元に関わる遺伝子が働いていることがわかった。このように、吸器誘導と ROSの

関係性はこれまで考えられてきたことよりも、複雑に影響し合っていることが示さ

れた (Fig. 2.22 B)。 
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第三章ストライガの DMBQ溶液培養により生成される未知吸器誘導物質の探索 

 

3-1-0. 背景と目的 

 

 ハマウツボ科の寄生植物の吸器誘導物質として、DMBQなどのキノン類やシリン

ガ酸を含むフェノール類が知られている。DMBQはリグニンポリマーの重合時に副

産物として生成される他、宿主の植物細胞壁リグニンの構成成分であるシナピル酸

や分解産物であるシリンガ酸などが酸化されることで産生される。実際に、試験管

内でシリンガ酸とペルオキシダーゼを加えると DMBQへ変換されることが報告され

ている(Kim et al., 1998)。しかし、ストライガなどの寄生植物によってシリンガ酸か

ら DMBQへの変換が起こるという報告はなされていない。第二章の研究では、カタ

ラーゼの処理がシリンガ酸および DMBQによる吸器誘導をどちらも阻害し、さまざ

まな ROSや ROS関連酵素の阻害剤の処理は、シリンガ酸と DMBQの両者の効果を

同様に阻害することを示した。この結果から、シリンガ酸と DMBQの両者の下流で

ROSシグナルが重要であると考えられたが、シリンガ酸が ROSやペルオキシダーゼ

によって DMBQに変化することが吸器誘導にとって必須であるという証拠は得られ

なかった。さらに、DMBQとペルオキシダーゼを同時にストライガに加えると吸器

形成率が上昇したため(Wada et al., 2019)、DMBQがさらに他の物質に変化する可能

性が考えられた。第二章のトランスクリプトーム解析から、DMBQ処理とシリンガ

酸では吸器誘導後 3時間までの遺伝子発現パターンが異なることが明らかになっ

た。さらに、シロイヌナズナにおける DMBQ応答を制御する受容体様キナーゼであ

る CARD1は、DMBQ応答に必要であるが、シリンガ酸応答には関与しないことが

報告されている(Laohavisit et al., 2020)。このことから、DMBQとシリンガ酸は異な

る化合物として受容される可能性が考えられる。さらに、シロイヌナズナの根の抽

出液に含まれる DMBQはごく微量な量しか検出されておらず(Wang et al., 2020)、宿

主植物由来の吸器誘導物質の実体は未だ不明である。 

 そこで本章では、ストライガによってシリンガ酸が DMBQに変化するかどうか確

かめるために、HPLCや LC-MS/MSを用いて、溶液中の化合物の量的変化を調べ

た。興味深いことに、研究を進める過程において、DMBQとストライガを培養する

と、培養液中 DMBQの量が著しく減少するが、吸器誘導活性が保持されていること

が明らかになった。このことから、ストライガと DMBQを培養した培養液には、

DMBQやシリンガ酸とは異なる性質を有する吸器誘導物質が存在する可能性を見出

した。この得られた培養液の解析を通して、吸器誘導メカニズムの解明を目指し

た。 

  



 74  

3-2-0. 材料と方法 

 

3-2-1.植物材料と植物の発芽処理 

 

 本章ではストライガ種子を用いた。ストライガの発芽処理は 1-2-1章と同様に行

った。 

 

3-2-2. DMBQおよびシリンガ酸培養液サンプルの調整 

 

 ストリゴールによる発芽誘導 24時間後、ストライガ種子が発芽していることを実

体顕微鏡下で用いて観察した後、1 wellあたりに 50粒になるように、ピンセットを

用いて 24 wellプラスチックプレートに分注した。1 wellあたり 1 mlの滅菌水と 10 

ppm DMBQ(約 59 µM)またはシリンガ酸 (約 51 µM)を加えサージカルテープを用いて

封をし、暗所 25℃条件下に置いた。24時間後に実体顕微鏡を用いて吸器の有無を観

察した。Wellの液 500 µlを 1.5 mlチューブに移し、10,000 rpmで 5 分間遠心し、上

清を別の 1.5 mlチューブに移した。各サンプル 200 µlに 500 ppm Naringeninを 10 µl

加え内部標準とした。遠心エバポレーターで溶液を飛ばし、100 µl メタノールを加

え、ボルテックスで激しく混和した。沈殿物を除くため、遠心器で 15,000 rpmで 10

分遠心し上澄み液 90 µlを新しい 1.5 mlチューブに分け、これを解析用のサンプルと

した。これを以下に示す通り、HPLC及び、LC-MS/MSで検出した。 

 

3-2-3. HPLC-PDAおよび LC-MS/MSによる解析 

 

HPLC-PDA (High-performance liquid chromatography photodiode array) 

 10 ppm DMBQおよび 10 ppm シリンガ酸を検量線用の標準液として用いた。各サ

ンプル 10 µlずつ用いて以下の条件で検出した。HPLC-PDA 解析には Water2695 

Separation Moduleと Waters2996 Photodiode Array Detectorを用いた。分離カラムとし

て Agilent posroshell 120 C18カラム(Agilent: 内径 3.0 mm、 長さ 50 mm、 粒子径 2.7 

µm）を用いた。流路 Aとして 0.1%ギ酸水、流路 Bとして 0.1%ギ酸を含むアセトニ

トリルを使用した。流速は 0.5 ml/minで一定に設定し、グラジェント条件は以下を

用いた。検出は 200 nmから 550 nmまでの範囲で解像度 1.2 nmでおこなった。 
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Table. 3.0.1 流速・グラジェント 

時間（分） 流速（ml/min） B% 曲線 

- 0.5 2.0 6 

2.00 0.5 2.0 6 

9.50 0.5 39.0 6 

9.51 0.5 98.0 6 

12.50 0.5 98.0 6 

12.51 0.5 2.0 6 

16.00 0.5 2.0 6 
 

 

LC-MS/MS (liquid chromatography-tandem mass spectrometry) 

 SRM (Select reaction monitoring)モードで DMBQとシリンガ酸の検出の最適化を行

った。DMBQ及びシリンガ酸を 10 ppmの濃度で 50%アセトニトル + 0.1%ギ酸に溶

解した。DMBQはポジティブイオンモード、シリンガ酸はポジティブ&ネガティブ

イオンモードでフラグメントイオンを検出した。DMBQは m/z = 169および 141、シ

リンガ酸は m/z = 199および 140で最適化した。各サンプル 5 µlずつを用いて検出し

た。 

 

LCには AMR Paradigm MS4を用い、Zorbax Eclipse XDB C18カラム (Agilent, 長さ 50 

mm)を使用した。流路 Aに 0.1%ギ酸を用い、流路 Bに 0.1%ギ酸を含むアセトニト

リルを用いた。流速は 0.2 ml/minで以下のグラジェント条件で分離した。 

 

Table. 3.0.2 グラジェント条件 

min B% 

1.5 2 

20 20 

20.1 100 

25 100 

25.1 2 

30 2 
 

 

MS/MS検出には、TSQ Vantage(Thermo)を用い、イオン源は HESI-IIを用いた。 

イオン化条件および検出条件は以下の表の通りである。 
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Table. 3.0.3 イオン化条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table. 3.0.4 MS/MS検出条件 

  
Parent 

(m/z) 

Center 

(m/z) 

Width 

(m/z) 

Time 

(sec) 

CE  

(kV) 

Q1 PW 

(m/Z) 

Q3 PW 

(m/z) 

S-Lens 

levele 

DMBQ 169 141.049 0.01 0.5 5 0.7 0.7 78 

シリンガ酸 199 140.087 0.01 0.5 6 0.7 0.7 78 

 

3-2-4. ストライガと DMBQ培養液の作成 

 ストリゴールによる発芽誘導 24時間後、24 wellプレート 1 wellあたり、発芽した

ストライガ約 80粒と 10 ppm (約 59 µM) DMBQ 1.5 mlを加え、24時間 25℃で培養し

た。顕微鏡下で吸器形成の有無を確認し、培養液を 1,400 µlを新しい 1.5 mlチュー

ブに回収した。誤って混入したストライガなどの異物混入を防ぐために、孔が 0.45 

µmのメンブレンフィルター (ミニザルト、直径 26mm、膜材質: 酢酸セルロース、

Sartorius)で濾過した。これを Striga-DMBQ培養液と呼称する。プロテオーム解析に

は、Striga-DMBQ培養液を濃縮しサンプルとした使用した。 

 

3-2-5. 分液操作によるサンプルの分離 

 

分液操作にはブタノールと酢酸エチルの 2種類の有機溶媒を使用した。ブタノール

は同量の滅菌水を加え、一日静置し、上層を水飽和ブタノールとして実験を行っ

た。15 mlファルコンチューブに Striga-DMBQ培養液と同量の酢酸エチルを加え、

ボルテックスなどで激しく混濁した後、2,000 rpmで 5分遠心した。上層を酢酸エチ

ル層、下層を水層として新しい 15 mlファルコンチューブに移した。酢酸エチルの

水層に水飽和ブタノールを同量加えボルテックスなどで激しく混濁した後、2,000 

rpmで 5分遠心し、上層をブタノール層、下層を水層とした。このように、酢酸エ

チル層、ブタノール層、水層を得た。また、酢酸エチルやブタノールのみでも分液

を行なった。有機溶媒(酢酸エチルおよび水飽和ブタノール)と同等量の Striga-

DMBQ培養液を加えボルテックスで 10分混濁した後、2,000 rpmで 5分遠心した。

上層を有機溶媒(酢酸エチルおよびブタノール)層として、下層を水層とした。回収

したサンプルを遠心エバポレーター（TOMY）で乾燥させ、滅菌水 1 mlに溶かし、

ストライガの吸器形成率を調べた。 

Spray Voltage 4800 V 

Vaporizer Temp. 20 ℃ 

Sheath Gas Press. 20 psi 

Ion Sweep Gas Press. 0.5 psi 

AUX Gas Press. 7 psi 

Capillary Temp. 300 ℃ 
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3-2-6. 固相カラムによるサンプルの分離 

 

 固相カラム Strata-X (粒子径 33 µm、充填量 60 mg、カラム容量 3 ml、 島津ジーエ

ルシー)を用い、サンプルの分離を行なった。メタノール 1 mlをカラムに加え、コ

ンディションを行ったのち、滅菌水 1 mlを加え平衡化し、サンプルをロードした。

溶出液として濃度の異なるメタノール(20％、40％、60％、80％、100％)500 µlを 2

回に分けて 1 mlずつ溶出した。最後に 2%ギ酸を含んだメタノールを 500 µlを 2回

に分けて完全に溶出した。画分サンプルをエバポレーターで乾燥させ、滅菌水 1 ml

に溶解した。得られた溶液に発芽したストライガを加え、吸器形成率を調べた。 

 

3-2-7. タンパク質消化酵素処理試験 

 

 タンパク質消化酵素として、トリプシン(和光純薬)とキモトリプシン(ナカライテ

スク)を用いた。Striga-DMBQ培養液にトリプシン（0.1 U/µlと 0.01 U/µl）、キモト

リプシン（0.01 U/µlと 0.001 U/µl）を加え、37℃で 1時間処理したのち、95℃で 1時

間処理し酵素を失活させた。コントロールとして DMBQのみの溶液およびストライ

ガを水で 24時間培養した溶液を用意した。タンパク質消化酵素処理した溶液を発芽

したストライガを加え吸器形成率を調べた。また、サンプルの煮沸処理は 95℃で 20

分間の条件で処理し、吸器形成率が低下するかどうかを調べた。 

 

3-2-8. サイズ分画 

 

 限外ろ過フィルター(Amicon Ultra, Merck)を用いて Striga-DMBQ培養液のサイズ分

画を行なった。このフィルターは、カラムの下部に小さなポケットがあり、公称分

画分子量(NMWL)よりも大きい分子量を持つ物質はフィルター内のポケットに残

り、小さい物質はろ液とともに排出される。NMWLが 100 kDa、50 kDa、30 kDa、

10 kDa、3 kDaのフィルターを用い、大きい NMWLサイズのフィルターのろ液を小

さい NMWLサイズのフィルターにかけることを繰り返し、液中の物質サイズを分

画した。サンプルとして Striga-DMBQ培養液 8 mlをエバポレーターで乾燥させ、滅

菌水 4 mlを加え、2倍濃縮をしたものを用いた。各々のフィルターの溝に残った溶

液と一番小さい 3 kDaフィルターのろ液をエバレーターで乾燥させ、滅菌水 1 mlを

加えた。これによって、質量数が 100 kDa以上の分画、100〜50 kDaの分画、50〜30 

kDaの分画、30〜10 kDaの画分、10〜3 kDaの画分と 3 kDa以下の画分を得た。各々

の画分を発芽したストライガに暴露し、吸器形成率を算出した。 
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3-2-9. Striga-DMBQ培養液のフェノール抽出およびプロテオーム解析 

 用意した Striga-DMBQ培養液 50 mlをエバポレーターを用いて約 20 mlにまで濃縮

し、15,000 rpmで 10分間遠心し沈殿物を除いた。50 mlファルコンチューブに 1%エ

チルモルフォリン(NEM)水溶液 10 mlと o-クロロフェノール 20 mlを加え 5分間激し

く混和した。これを 1%NEM 飽和 o-クロロフェノールとし、アミル箔で遮光し使用

するまで 4℃で保存した。濃縮した Striga-DMBQ培養液約 20 mlにNEMを終濃度 1%

になる様に加えた。1%NEM飽和 o-クロロフェノール 10 ml加え 1分間激しく混和し

た。室温で 10,000 g で 20 分間遠心し、o-クロロフェノール層(下層)を新しいファル

コンチューブに分注した。それぞれに共沈剤としてフィコールを終濃度 0.1%で加え

た。さらに、約 5 倍量のアセトンを加え、-20℃で一晩静置したのち、10,000 g で 10

分間遠心し沈殿を回収した。沈殿はアセトンで 2 回洗浄した後に自然乾燥し、滅菌

水 500 µlにソニケーションによって融解した。13,000 rpmで 30分間遠心し、不溶性

の沈殿物を除いた上清を回収した。次に、限外ろ過フィルターを用いて連続的にサ

イズ分画を行なった。分子量が 3 kDa 以下の画分を回収し、エバポレーターによっ

て乾燥させ、滅菌水 1 mlを加えた。DTTおよび IAAで還元アルキル化処理をし、夾

雑物除去のために C18 sep-Pakで固相抽出をした。処理したサンプルを以下の条件で

LC-MSに供与した。還元アルキル化処理と LC-MS解析は奈良先端科学技術大学院大

学の倉田技術員にご協力いただいた。 

 

Table. 3.0.5 LC-MSの検出条件 

trap column L-column ODS 5 um 0.3×5 mm PEEK (CERI) 

nano column L-column ODS 3 um 0.075×150 mm PEEK (CERI) 

flow rate 300nL/min 

gradient 5-35% ACN(0.1%FA) 74 min and 35-65%ACN(0.1%FA) 8 min 

spray voltage 2.0 kV 

capillary temp. 200℃ 

scan ranges m/z 450-1500 

collision energy 35 kV 

exclusion time 30 sec 

 

得られたデータを MASCOTによって解析した。 
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3-3-0. 結果 

 

3-3-1. HPLCによる DMBQとシリンガ酸の検出 

 

 ストライガとの共培養によりシリンガ酸が DMBQへと変化するのかどうかを確か

めるために、HPLCを用いた検出を試みた。まず、HPLCにおける DMBQとシリン

ガ酸の検出限界を調べるため、10 ppm (DMBQ 59.47 µM, シリンガ酸 50.49 µM)、1 

ppm、0.1 ppm、0.01 ppmの標品を作成し、これを HPLCで解析した。DMBQでは、

10 ppm、1 ppmともに保持時間約 17分の所にピークがあらわれた。しかし、0.1 ppm

と 0.01 ppmではピークは見られず、1 ppmが検出限界であることが分かった。シリ

ンガ酸では、10 ppm、1 ppmのサンプルで約 20分の所にピークが現れ、0.1 ppmで

は同じ所に小さいピークが現れた (Fig. 3.1)。次に、ピークが検出できた 10 ppmと 1 

ppmの濃度の DMBQとシリンガ酸にストライガを入れ 24時間培養した溶液の

HPLC解析を行い、ピークが変化をするかどうかを調べた。コントロールとして、

ストライガを加えずに 24時間静置したサンプルを用いた。DMBQとストライガを

培養すると 10 ppmおよび 1 ppmの両濃度において、DMBQのピークが検出できな

くなった。10 ppmシリンガ酸にストライガを加えると、加えないものと比べてピー

クの高さが低くなり、ピーク面積は 30％程度となった。1 ppmシリンガ酸とストラ

イガを培養した場合には、シリンガ酸のピークは検出限界以下になった (Fig. 3.2)。

DMBQ、シリンガ酸ともに、24時間ストライガと培養することで、量が著しく減少

することが明らかになった。また、シリンガ酸とストライガを共培養した液からは

DMBQに相当するピークを検出することができなかったため、この実験系では、シ

リンガ酸が DMBQに変化する様子を捉えることはできなかった。 

 

3-3-2. LC-MS/MSを用いた DMBQおよびシリンガ酸の検出 

 

 そこで、より高感度な LC-MS/MS解析を用いて検出を試みた。まず、DMBQおよ

びシリンガ酸の標品を MS/MS解析した。そのフラグメンテーションパターンか

ら、DMBQは m/z =169のプリカーサーイオンに対し、m/z =141のフラグメントイオ

ンを、シリンガ酸は m/z = 199のプリカーサーイオンに対し、m/z =140のフラグメン

トイオンを検出する設定で SRMモードを用いて解析し MSクロマトグラムを得た 

(Fig. 3.3)。その結果、DMBQに相当すると考えられるピークが保持時間約 9分の所

に、シリンガ酸に相当するピークが保持時間約 11分のところに検出された (Fig. 3.4 

3.5)。次に、DMBQおよびシリンガ酸 10 ppm、1 ppm濃度の溶液中でストライガを

24時間培養し、DMBQ、シリンガ酸のピークの増減を確かめた。その結果、シリン

ガ酸溶液に含まれるシリンガ酸のピークは、ストライガを培養することによってピ

ーク高が約半分に低くなった。DMBQ溶液ではシリンガ酸のピークはストライガ有

無にかかわらず、検出することはできなかった (Fig. 3.4)。一方、シリンガ酸溶液中
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で DMBQを検出するとストライガの有無に関わらず DMBQのピークが検出された 

(Fig. 3.5)。シリンガ酸は水に溶解すると微量ではあるが酸化され、DMBQへ変換さ

れると考えられる(Fig. 3.5)。興味深いことに、DMBQ溶液でストライガを培養する

と、培養液中の DMBQのピークを検出することはできなくなった (Fig. 3.5)。これに

より、DMBQがストライガによって、吸収されたもしくは別の化合物へ代謝された

ことが考えられた。この培養液を今後、Striga-DMBQ培養液と呼称する。 

 

3-3-3. LC-MS/MSを用いた DMBQの検出限界と吸器誘導活性 

 

 LC-MS/MSにおける DMBQの検出限界と吸器誘導活性の限界を調べた。その結

果、DMBQの検出限界は 0.1 µMであることがわかった (Fig. 3.6)。次に、DMBQの

濃度依存的な吸器誘導活性を調べた。その結果、0.5 µM 以上では、100%に近い吸器

形成率を示し、0.1 µMでは吸器形成率は約 50%を示した (Fig. 3.6 A)。このことか

ら、LC-MS/MSで検出できない 0.1 µM以下の DMBQでは、約 50%以下の吸器形成

率を示すと考えられた (Fig. 3.8 A)。次に、上記実験で DMBQが検出限界以下にまで

減少したことが判明した Striga-DMBQ培養液が、吸器誘導活性を有しているのかを

調べた。その結果、Striga-DMBQ培養液はほぼ 100%の吸器形成率を示した (Fig 

3.7)。Striga-DMBQ培養液には 0.1 µM以下の DMBQしか含まれないにも関わらず、

ほぼ 100%の吸器形成率を示すことから、Striga-DMBQ培養液には DMBQとは異な

る未知の吸器誘導物質が含まれていることが考えられた。または、Striga-DMBQ培

養液には DMBQの吸器誘導能を上昇させるエンハンサーのような物質も含まれる可

能性も考えられた。 

 次に、Striga-DMBQ培養液に含まれる未知の吸器誘導活性が DMBQの濃度に依存

するのかを調べた。様々な濃度の DMBQ溶液でストライガを 1日培養し、その培養

液の吸器形成率を調べた。その結果、培養開始前の DMBQの濃度が下がるにつれ

て、Striga-DMBQ培養液の吸器形成率は減少することがわかった (Fig. 3.8 B)。これ

らの Striga-DMBQ培養液では HPLCで DMBQは検出されておらず、この吸器誘導

活性は未知の吸器誘導物質由来であると考えられる。このことから、Striga-DMBQ

培養液に含まれる未知の吸器誘導物質の活性は培養開始前の DMBQの濃度に依存し

て産生されると考えられる。 

 

3-3-4. ストライガ培養による培養液中の DMBQとシリンガ酸量の継時的な変動 

 

 未知の吸器誘導活性がいつ生じるのかを調べるため、ストライガの培養による培

地中のシリンガ酸や DMBQの量の変化と培養液の有する吸器誘導活性の継時的な変

化を解析した。培養開始から 1、3、6、12、18および 24時間後の培養液を回収し、

HPLCを用いて DMBQおよびシリンガ酸の量をそれぞれ定量した。シリンガ酸の培

養液では、シリンガ酸量はストライガ培養によって 24時間かけて徐々に減少した
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が、24時間後においても約 16 µMのシリンガ酸が含まれていた(Fig. 3.9 A)。この溶

液における吸器形成率はストライガの有無に関わらず全ての時間において 100%を示

した (Fig. 9 B)。残存しているシリンガ酸の量から、これらの吸器形成はシリンガ酸

によって誘導されたと考えられる。一方、DMBQ溶液中でストライガを培養した場

合には、培養液に含まれる DMBQの量は、培養開始 1時間後に半分にまで、12時

間以降には検出限界以下にまで減少した (Fig. 3.10 A)。この培養液における吸器形成

率はどの時間でも 100 %の活性を保っていた (Fig. 3.10 B)。また、ストライガを入れ

ていない DMBQ溶液では DMBQの量はほとんど減少していないにも関わらず、吸

器形成率は 24時間後に 60％に減少することがわかった。すなわち、含まれる

DMBQの量と吸器誘導活性には相関が見られなかった。これらの結果から、DMBQ

は培養後 12時間以内にストライガによって吸収または代謝されており、未知の吸器

誘導物質が産生していると考えられた。 

 

3-3-5. 吸器形成後のストライガに含まれる DMBQの量 

 

 培養液中の DMBQが著しく減少することから、ストライガに吸収されている可能

性が考えられた。そこで、ストライガが吸器誘導によって DMBQを吸収し、植物体

内に蓄積しているのかを調べた。その方法として、59.4 nmol DMBQで吸器を誘導

し、培養 24時間後のストライガ植物体を回収した。回収した植物体を液体窒素下で

粉砕し、その粉末を滅菌水、60% メタノールや 100% メタノールに溶出し、HPLC

を用いて DMBQの定量化を行った。その結果、滅菌水で抽出した溶液に 0.9 nmolの

DMBQが検出されたが、他の抽出方法では検出することができなかった (Fig. 

3.11)。植物体内にほとんど DMBQが検出されなかったことから、ストライガは培養

液中の DMBQを他の物質に変換または分解している可能性が考えられる。もしく

は、植物体が DMBQを吸収したのちに、体内で別の化合物へと代謝されている可能

性がある。 

 

3-3-6-0. 未知の吸器誘導物質の物性解析 

 

3-3-6-1. 分液操作 

 

 Striga-DMBQ培養液内に生じた未知の吸器誘導物質の性質を解明するために、固

相カラムや分液を用いて Striga-DMBQ培養液の性質の解析を行った。まず、Striga-

DMBQ培養液と DMBQ溶液を固相カラムによって分画し、吸器誘導活性を持つ画

分を調べた。実験に用いた固相カラムは、芳香環を有する化合物を吸着することが

できる逆相カラムを用いた。DMBQ溶液をカラムに通しメタノールの希釈系列を用

いて溶出し、HPLCを用いて定量化すると、60%メタノール溶出画分にのみ DMBQ

が溶出することが分かった (Fig. 3.12 A)。次に、Striga-DMBQ培養液を固相カラムに
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通してメタノールで溶出してフラクションを回収し、各フラクションの吸器形成率

を調べた。結果として、60%メタノールのフラクションにのみ、吸器誘導活性を確

認することができた (Fig. 3.12 B)。これらの結果から、固相カラムでは未知の吸器誘

導物質は DMBQと同じ 60%メタノール画分に溶出されることが分かった。 

 次に、分液操作により Striga-DMBQ培養液の分画を行った。酢酸エチルと水飽和

ブタノールを用いて分液を行い、酢酸エチル層、ブタノール層とブタノール水層の

３つの画分を得た (Fig. 3.13 A)。DMBQ溶液を分液し HPLCで測定した結果、

DMBQは酢酸エチル層に多く分離された (Fig. 3.13 B)。次に、Striga-DMBQ培養液

を分液した画分の吸器誘導活性を調べた。その結果、酢酸エチル層、ブタノール

層、ブタノール水層全てに、吸器誘導活性が認められたが、ブタノール水層の画分

が、他 2つのフラクションと比べ高い吸器形成率を示した (Fig. 3.13 C)。また、

DMBQのみの溶液を分液したところ、全ての画分において 100%の吸器形成率を示

した (Fig. 3.13 D)。これは、今回実験用いた DMBQ濃度が高く、分液後においても

各々の画分に含まれる DMBQ濃度が一定以上残っていたため、吸器形成率が 100%

を示したと考えられる。また、この方法では、吸器誘導活性が著しく減少してしま

ったため、それぞれの有機溶媒を使って別々に分液を試みた。まず、DMBQと

Striga-DMBQ培養液を酢酸エチルのみで分液した。DMBQの多くは酢酸エチル層に

分配されたが、Striga-DMBQ培養液では、酢酸エチル層では 0%の吸器形成率を示

し、酢酸エチル水層では 40%の吸器形成率を示した (Fig. 3.13 D)。さらに、水飽和ブ

タノールのみで分液を行なった。DMBQはブタノール層に多く検出されたが、

Striga-DMBQ培養液を分液するとブタノール層では 10%の吸器形成率を示し、水層

では 20%の吸器形成率を示した (Fig. 3.13 E)。これらの結果から、未知の吸器誘導活

性は水層に分離することが示され、未知の吸器誘導物質は DMBQよりも極性が高い

分子であると考えられた。 

 

3-3-6-2. タンパク質消化処理およびサイズ分画 

 

 極性の高い化合物としては、糖や核酸、タンパク質などが考えられる。そこで、

Striga-DMBQ培養液がタンパク質またはペプチドである可能性を調べるためにタン

パク質消化酵素処理や煮沸処理による吸器誘導活性への影響を調べた。煮沸処理を

行なった Striga-DMBQ培養液および DMBQ溶液では、吸器形成率は共に減少しな

かった (Fig. 3.14 A)。しかし、プロテアーゼ K処理により Striga-DMBQ培養液にお

ける吸器形成率は約 60%までに減少した (Fig. 3.14 A)。次に、トリプシンやキモトリ

プシンによるタンパク質消化処理を行なった。0.01 U/µl、0.001 U/µlのキモトリプシ

ン処理により、それぞれ 18.5%、5.7%に吸器形成率が減少した。0.1 U/µl、0.01 U/µl

のトリプシン処理でも、各々25.8%、3.5%に吸器形成率が減少した。コントロール

の DMBQ溶液では、これらタンパク質消化酵素による吸器形成率の減少は認められ
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なかった (Fig. 3.14 B)。これらの結果から、未知の吸器誘導物質はタンパク質または

ペプチドであると考えられる。 

 未知の吸器誘導物質のサイズを調べるため、限外濾過フィルターを用いたサイズ

分画を行なった。複数の限外濾過フィルターを用いてサイズの異なる画分を得、そ

れぞれ吸器形成率を求めた。Striga-DMBQ培養液では、3 kDa以下の分画にほぼ

100%の吸器形成率を示した。しかし、それ以外の画分では吸器形成率は 0%を示し

た (Fig. 3.15)。DMBQ溶液の場合でも、同様の結果を得た。これらの結果から、未

知の吸器誘導物質は 3 kDa以下のペプチドであると考えられる。 

 

3-3-6-3. 未知の吸器誘導物質が有する活性の持続性 

 

 これまでの結果から、ストライガを DMBQ溶液中で培養すると、ペプチド性の未

知の吸器誘導物質が産生すると考えられた。この未知の吸器誘導物質はストライガ

の寄生においてどのような役割があるのであろうか。ストライガの実生近傍の

DMBQは、ストライガによって吸収もしくは代謝されることで速やかに減少するた

め、DMBQの吸器誘導活性は短時間失われると考えられる。しかし、この未知の吸

器誘導物質が産生することにより、より長い時間吸器誘導活性が保たれる可能性が

ある。この仮説を検証するために、Striga-DMBQ培養液の吸器誘導活性がストライ

ガと培養することにより減少するのかを調べた。まず、Striga-DMBQ培養液中で、

新たに発芽したストライガを培養し、その培養液を回収した。さらにその培養液で

新たなストライガ実生を培養し、培養液を回収し、それぞれの吸器誘導活性を調べ

た。DMBQとストライガを 24時間培養した培養液を SD Media (Striga-DMBQ培養液

と同等のもの)、SD Mediaとストライガを 24時間後培養した培養液を SD2 Media、

さらに SD2 Mediaとストライガを培養し 24時間後の培養液を回収したものを SD3 

Mediaとした。コントロールとしてストライガを滅菌水で培養した培養液を SW 

Media、SW Mediaでストライガを培養した培養液を SW2 Media、SW2 Mediaでスト

ライガを培養した培養液を SW3 Mediaとし、各々の吸器形成率を調べた (Fig. 3.16 

A)。その結果、SD Media、SD2 Media、SD3 Mediaは 10 µM DMBQと同等の吸器形

成率を示した。これは、Striga-DMBQ培養液で生じる未知の吸器誘導物質の活性は

ストライガの培養によって減少しないことを示している (Fig. 3.16 B)。すなわち、未

知の吸器誘導物質は DMBQよりも安定的であるか、または、ストライガとの培養に

よって新たに生産される可能性が考えられる。興味深いことに、コントロールであ

る SW Mediaでは、継代される度に吸器形成率が上昇し、SW3 Media約 20%の吸器

形成率を示した (Fig. 3.16 B)。これは、培養を継代する操作中にストライガの細胞壁

成分が溶出した可能性が考えられる。これらから、未知の吸器誘導物質は DMBQよ

りも安定した吸器誘導能を持つ吸器誘導物質であると考えられる。 
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3-3-7. プロテオーム解析 

 

 Striga-DMBQ培養液にはペプチド性の吸器誘導物質が存在することが示唆された

ため、プロテオーム解析による分泌ぺプチドの同定を試みた。Strga-DMBQ培養液

とコントロールとしてストライガと滅菌水の培養液から、o-クロロフェノールを用

いてタンパク質画分を抽出し、限外濾過カラムにより 3 kDa以下のペプチドを単離

し、LC-MS/MS解析を行った。再現性を取るために 3回実験を行った。ペプチド配

列の同定は、前章のトランスクリプトーム解析の際に作成したアセンブルデータを

用いて Mascotによるサーチを行なった。Mascotデータから総合スコアが 25以上の

ペプチドを候補ペプチドとし、3回分のデータを抽出した。Striga-DMBQ培養液で

は 54配列のペプチドが、コントロールでは 130配列のペプチドが検出された (Fig. 

3.17)。検出された Striga-DMBQ培養液のペプチド配列に対応する核酸配列(Contig配

列)を blast xサーチにかけ、既知配列との比較により予想されるタンパク質配列と

Mascotで検出されたペプチドのフレームが一致しているものを抽出した。吸器誘導

物質をコードするペプチドは、Striga-DMBQ培養液にのみ検出され、前章のトラン

スクリプトーム解析において mock に比べて有意に発現上昇しており、且つ、フレ

ームシフトは起こしていないものである可能性が高いと考え、この基準に基づいて

得られたペプチド配列を解析した。コントロールで検出されず、Striga-DMBQ培養

液に特異的なペプチド配列は 47配列検出された。この中から、トランスクリプトー

ム解析で DEGとして検出された配列は 11配列、フレームシフトを起こしていない

配列は 8配列あり、二つの条件の両方に当てはまる配列は 4配列であった (Fig. 

3.17)。この 4配列から、Contig配列上に Mascotでヒットしたペプチド配列に対応す

る核酸配列内に開始コドンが存在するのかを調べた。その結果、クラスター2に属

する TRINITY_DN19359_c0_g2_i19 (IACSDNSPCK)と TRINITY_DN5744_c0_g1_i4 

(AACHEEPE)とクラスター6に属する TRINITY_DN98283_c0_g1_i5 (TMPPPNPSPSTI)

がペプチドの上流に開始コドンを確認することができた (Table. 3.1)。

TRINITY_DN28227_c0_g1_i6 (PDARGQPGGP)はヒットしたペプチド配列の上流に開

始コドンが見つからなかった。これは上流の開始コドンまでシーケンシングができ

ていなかったためと考えられる。TRINITY_DN19359_c0_g2_i19は

polygalacturonase、TRINITY_DN5744_c0_g1_i4は uncharacterized protein、

TRINITY_DN98283_c0_g1_i5は retrovirus-related Pol polyproteinのアミノ酸配列と相

同性があるペプチドであることがわかった (Table 3.1)。TRINITY_DN98283_c0_g1_i5

に関しては、2回の解析について確認することができた。次に、これら 3配列の発

現パターンを調べた。TRINITY_DN19359_c0_g2_i19は、吸器誘導後常に発現量が上

昇するパターンをとった。TRINITY_DN5744_c0_g1_i4はコントロールとほぼ同じパ

ターンを持っていた。TRINITY_DN98283_c0_g1_i5は DMBQ処理による吸器誘導後

6時間後まで上昇しその後、減少した (Fig. 3.18)。 
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 未知の吸器誘導物質は活性が培養液で検出されることから、分泌ペプチドである

可能性が高いと考えられる。Striga-DMBQ培養液から検出された候補ペプチドを含

む前駆体タンパク質が分泌シグナルを持っているのかを SignalP-5.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-5.0/)を用いて調べた。その結果、

TRINITY_DN19359_c0_g2_i19のみ、sec/SPIが 0.9927を示し、このタンパク質は 23

番目と 24番目に切断されるシグナルペプチドを有する可能性が高いことがわかった

(Fig. 3.19)。この候補ペプチドは polygalacturonase配列の C末端側に位置していた 

(Fig. 3.20)。 
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3-4-0. 考察 

 

3-4-1. 未知の吸器誘導物質の存在意義 

 

 本章では、ストライガによるシリンガ酸や DMBQの量的な変化を調べた結果、ス

トライガを DMBQと 24時間培養した Striga-DMBQ培養液では、DMBQの濃度が検

出限界以下であるにも関わらず、ほぼ 100％の吸器形成率示すことを明らかにし

た。このことから、Striga-DMBQ培養液には DMBQとは異なる吸器誘導物質が含ま

れると考えられた。さらに、分液やタンパク質消化酵素消化の実験により、未知の

吸器誘導物質は 3 kD以下のペプチドである可能性が高いことが分かった。この未知

の吸器誘導物質は約 30残基以下のアミノ酸残基を持つ短いペプチドであると予測さ

れる。ペプチド様の吸器誘導物質の吸器誘導活性はストライガとの培養により安定

的に保持されることも明らかになった。これは、あるストライガ集団の全てのスト

ライガが吸器誘導物質を認識する必要がなく、ごく一部のストライガが吸器誘導物

質を認識することで、集団全体で吸器誘導が起こりうることが考えられる。植物に

関連するペプチドとしては、細胞間の情報伝達を担う CLE (CLAVATA3/EMBRYO 

SURROUNDING REGION-related) ペプチドファミリーのようなペプチド(Meng et al., 

2010)や、防御機能を活性化させる長距離シグナルとして機能するシステミン(Ryan 

and Pearce, 2003)など数多く報告されている。このシステミンはホルモンペプチドと

して知られ、200残基からなる前駆体をもち、プロセッシングを受けることで生じ

る 18残基のぺプチドホルモンである(Ryan, 2000)。植物におけるペプチドシグナル

は、このように前駆体ペプチドからプロセッシングによって切り出されることで作

用することが知られている。ペプチド様の吸器誘導物質もプロセッシングをうける

ことで、吸器誘導されていないストライガへの長距離シグナルとして機能する可能

性も考えられる。この様なプペチド様の吸器誘導物質があることで、一度により多

くのストライガが宿主に寄生し子孫を残しやすいと考えられ、ストライガの生存戦

略に貢献している可能性が考えられる (Fig. 3.21)。 

 

3-4-2. 未知の吸器誘導物質の同定 

 

 プロテオーム解析により、Striga-DMBQ培養液に含まれるペプチド様の吸器誘導

物質の同定を試みた。ストライガからは吸器誘導に関わらず、多数のペプチドを放

出していることが分かった。コントロールと比べて特異的なペプチドは 54個あった

が、多くはコンティグがコードすると予想されるタンパク質とは異なるフレームで

翻訳されたペプチド配列であった。その中で、フレームが一致し吸器誘導時に遺伝

子発現が上昇することが確認された候補ペプチドが 3配列あり、そのうち

Polygalacturonaseのみ細胞外に分泌される可能性が高いことが分かり、有力な候補ペ

プチドであると考えられた。この Polygalacturonaseはペクチンを切断するペクチナ
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ーゼの一種である(Osteryoung et al., 1990)。トランスクリプトーム解析から、

Polygalacturonaseが属するクラスターには cell wallのエンリッチメントが確認されて

いる。このタンパク質は宿主の植物壁に含まれるペクチンを分解すると考えられ

る。Polygalacturonaseは細胞壁に含まれるペクチンを分解し、その構造を脆くさせる

ことで、宿主に進入しやすく働きをすると推測される。この Polygalacturonaseの候

補ペプチドを人工合成し、発芽したストライガに暴露し、吸器誘導能の有無を調べ

たが、吸器誘導を確認することはできなかった。吸器誘導能を有するペプチドは今

回のプロテオーム解析で検出されなかった可能性が考えられる。また、同様に他の

ペプチド候補も人工合成し、吸器誘導活性の確認を行うべきだと考えられる。さら

に、今回用いた方法とは別に、HPLCを用いて濃縮した Striga-DMBQ培養液の分画

操作などの別の方法も模索すべきだと考えられる。 
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第 4章 総論 

 

 アフリカに自生する寄生植物ストライガは、イネ科作物に寄生するため年間甚大

な被害を及ぼしており、その効果的な防除法の開発が望まれている。本研究では、

ストライガの吸器誘導に焦点を当て、吸器誘導物質の性質の解明とその作用機構を

明らかにすることを目的とした。第一章では、新規吸器誘導物質や吸器形成阻害物

質の単離を目的としたケミカルスクリーニングを行い、新規吸器誘導物質として 11

化合物を吸器形成阻害物質として 6化合物を見出すことができた。新たに単離され

た化合物の構造とその活性の相関解析から、吸器誘導には芳香環上のヒドロキシル

基と、それを挟む様に配置する一つまたは二つのメトキシ基が重要であることがわ

かった。メトキシ基とヒドロキシル基の間の電子の移動が吸器誘導に関与すると考

えられた。吸器阻害物質においても、カルボニル基やスルホアミド基を含む物質、

また鉄のキレーターが見出され、吸器誘導において酸化還元が重要な役割を果たす

と考えられた。これらの物質に関しては、さらに詳細な構造活性相関解析をおこな

うことで、吸器誘導の機構が明らかになると考えられる。第二章では、吸器誘導と

ROSの関連性をしらべ、吸器形成には内因性の NADPHオキシダーゼを介した H2O2

産生が重要であることを示した。さらに、ペルオキシダーゼはシリンガ酸から

DMBQへの変換の促進のみならず、DMBQそのものまたは下流経路に作用して吸器

誘導活性を上昇させていることを明らかにした。また、トランスクリプトーム解析

により、吸器誘導時に多くの酸化還元に関わる遺伝子が働いていることを明らかに

した。第三章では、ストライガを DMBQ溶液で培養することにより、DMBQ以外

の未知の吸器誘導物質が生産されることを示唆する結果を得た。ストライガを

DMBQで培養した培養液に含まれる未知の吸器誘導物質は、3 kDa以下のペプチド

性の吸器誘導物質であると考えられ、今後、単離同定を進めていきたい。この未知

の吸器誘導物質の活性は、ストライガとの培養により安定的な活性を示したため、

ストライガが近傍にいるストライガに対して誘導シグナルを伝播させるために使わ

れている可能性がある。 

 本研究から、ストライガにおける吸器誘導のモデルが考えられた (Fig. 4.1)。宿主

由来のシリンガ酸または他のリグニンモノマーがストライガから放出されるペルオ

キシターゼにより、DMBQへ酸化されストライガに認識されることで、吸器が形成

が開始する。レドックスに関する遺伝子や内因性の NADPHオキシダーゼを介した

H2O2産生により吸器が形成される。吸器形成と並行して、ペプチド様の未知の吸器

誘導物質が放出される。このペプチド様の吸器誘導物質は周囲のストライガの吸器

誘導を促進することで、多くのストライガが宿主に寄生し子孫を残しやすいと考え

られ、ストライガの生存戦略に貢献している可能性が考えられる (Fig. 4.1)。 
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