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第１章 緒論 
 

寄生植物は他の植物に付着し、宿主の水分や同化産物を利用することで生育する植物群

を指す。中でもシソ目（Lamiales）ハマウツボ科（Orobanchaceae）に属する植物はそのほと

んどが植物の根に寄生する能力を持つが、宿主となる植物への栄養依存性については植物

種ごとに異なっている。Rhinanthus 属、Phtheirospermum 属などは葉緑体によって光合成を

おこない、寄生能力を持ちながら宿主から独立して生育することが出来る。一方で

Orobanche 属、Phelipanche 属、Aeginetia 属などはクロロフィルを欠損しており、植物体の生

長発達には宿主からの同化産物の供給を必要とする 1,2。 

中でも Striga hermonthica はハマウツボ科 Striga 属の根寄生植物であり、イネ科作物を宿

主とする雑草である。S. hermonthica の寄生は宿主の生長と種子生産を低減させることから、

スーダンをはじめとするサハラ砂漠以南の地域を中心に農業生産を大きく阻害する要因と

なっている。S. hermonthica による農業被害は年間 10 億ドルと試算されており 3、有効な防

除法の開発が望まれている。 

S. hermonthica は自分の根に吸器と呼ばれる器官を用いて宿主の根に結合し、宿主から水

分および同化産物（養水分）を収奪する 4。Striga 属植物は Rhinanthus 属、Phtheirospermum

属植物と同様にクロロフィルを持つが、光合成によって自身の生育に必要な量の 7 割程度

の炭素同化産物しか生産できない 5。その為、Striga 属植物の生存には宿主からの同化産物

の供給を必要とする。ハマウツボ科植物は宿主との結合様式と宿主から水分や無機養分、同

化産物（以下、養水分と呼ぶ）の収奪機構によって大きく二つのグループに分類される。一

つは Phelipanche 属や Orobannche 属植物を始めとする篩管と道管の両方が宿主と結合する

グループである 6。ハマウツボ科の Phelipanche aegyptiaca を用いた研究により、このグルー

プの植物種では篩管を介して宿主からの養水分を収奪しており 7、Mannitol の蓄積によって

発生する浸透圧を利用して養水分の移動を引き起こしていると考えられている 8,9。もう一

つは Striga 属、Rhinanthus 属、Phtheirospermum 属などの宿主と道管のみが結合しているグ

ループである 10–12。維管束植物は葉から蒸散を行うことで、地下部と地上部の水分勾配を形

成し、根で吸収した水を地上部へ吸い上げる。S. hermonthica や Striga asiatica, Rhinanthus 

minor は気孔の数が多く、蒸散速度が常に宿主よりも高い 12–14。また S. hermonthica の地上

部に袋をかぶせて蒸散を物理的に抑制することで宿主根との結合部における水分勾配が低

下する 15。以上の結果から、Striga 属や Rhinanthus 属を始めとする道管結合型の寄生植物は

宿主を上回る蒸散によって水分勾配を形成し、養水分収奪していると予想されている（Fig. 

1）。 

乾燥条件下において、一般的な植物は水分の過剰な消費を防ぐために葉の気孔を閉鎖し

蒸散を抑制する。しかし S. hermonthica は乾燥した地域に生育するにもかかわらず高い気孔

開度と蒸散速度を維持している。さらにポットを用いた試験により S. hermonthica が土壌水

分含量を低下させても宿主よりも高い蒸散を維持できることが示されている 16。これにより
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S. hermonthica は厳しい乾燥条件において宿主との蒸散の差を広げ、養水分収奪機構を維持

していると考えられる。しかし S. hermonthica がどのように乾燥に応答した蒸散低下を回避

しているのかについて、これまで明確な結論は出ていない。一方で宿主では S. hermonthica

の感染によって気孔が閉鎖し、蒸散速度が低下する 9,14。この寄生に伴う宿主の蒸散低下も

S. hermonthica との蒸散の差を拡大させる要因となり、養水分収奪の維持に重要であると考

えられる 16が、そのメカニズムについてはいまだに解明されていない。 

Abscisic acid（ABA）は植物の乾燥応答において働く主要な植物ホルモンである。相対湿

度や土壌水分含量の低下に応答して、植物は ABA を多量に生合成する。ABA は気孔閉鎖や

様々な転写因子の発現を誘導し、植物の乾燥耐性を増加させる 18。潅水や湿度の上昇によっ

て乾燥ストレスが取り除かれると植物は ABA を Phaseic acid（PA）へ代謝不活性化し、蒸散

を回復させる 19,20。また ABA は種子の休眠と発芽阻害に関わる。植物種子は蓄積した ABA

によって発芽が抑制されているが、発芽に適した温湿度条件で ABA を PA へ代謝すること

で発芽に至る 21。ABA による気孔閉鎖誘導と種子発芽抑制には 3 種類のタンパク質から構

成される受容機構が重要である 22,23。ABA 非存在下では、Group-A Protein phosphatase type 2 

C（PP2C）が Subclass III SNF1-related protein kinases 2（SnRK2）を脱リン酸化することで ABA

情報伝達経路を抑制している。ABA 濃度の増加に伴い ABA 受容体である PYRABACTIN 

RESISTANCE 1 LIKE（PYL）が活性化すると、PYL-ABA 複合体は PP2C へ結合しその機能

を阻害する 24,25。これにより SnRK2 は機能を回復し、下流の転写因子やイオンチャネルを

活性化する 26。分子系統解析の結果から、このような ABA 受容機構は植物の陸上進出に伴

い獲得されており、現在の陸上植物に広く共通していると考えられている 27。 

以上の背景から本研究では S. hermonthica の養水分収奪戦略の解明を目的とし、S. 

hermonthica と宿主植物の蒸散の差を生み出す 2 つの現象について ABA に着目した解析を

行った。本論文の第 2 章では S. hermonthica の栽培系を確立し、S. hermonthica の ABA 生合

成能力と ABA 感受性を検証した結果を示した。これにより S. hermonthica は ABA 生合成能

を持つ一方で、ABA に対してほとんど応答しないことが見出された。ABA 感受性の欠損は

S. hermonthica の蒸散低下の回避に寄与していると考えられる。そこで第 3 章では S. 

hermonthica の ABA 受容機構に関わる遺伝子を単離し、そのタンパク質機能を解析した。そ

の結果、S. hermonthica では PP2C の一つ（ShPP2C1）が ABA 存在下でも PYL によって制御

されないことが明らかになり、ABA 非感受性の原因因子であることが強く示唆された。さ

らに第 4 章では ShPP2C1 のアミノ酸配列を比較し、PYL との相互作用の低下の原因となる

アミノ酸残基の同定を試みた。第 5 章では S. hermonthica が生産する ABA が S. hermonthica

の寄生に伴う宿主の蒸散低下に関与していると考え、その検証を行った。最後に第 6 章にて

これらの研究結果を総合して考察することで S. hermonthica の養水分収奪における ABA 生

合成及び受容機構の役割について論じた。さらに本研究で得られた知見を元に S. 

hermonthica の養水分収奪機構の進化過程の仮説および S. hermonthica 新規防除法に関する

提案を示した。 
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第 2 章 Striga hermonthica の ABA 生合成および ABA 感受性の解析 
 

2-1. 背景 

S. hermonthica は湿潤条件よりも乾燥した環境で旺盛に生育する植物であり、宿主植物と

比較して常に高い蒸散速度を維持している 13。ポットを用いた実験において、S. hermonthica

は土壌水分含量を低下させても宿主より高い蒸散速度を維持できることが示されている 16。

これは短期的な乾燥ストレスに対しても S. hermonthica の蒸散はほとんど応答しないことを

示している。植物は土壌乾燥や大気の相対湿度の低下で、植物ホルモンである ABA を生合

成し、蒸散を抑制する。また ABA は種子の発芽阻害と休眠誘導を促す。S. hermonthica を含

むいくつかのハマウツボ科寄生植物は発芽の際にストリゴラクトン（SL）を必要とするが、

P. ramosa では SL 処理による発芽に伴って ABA 量の減少が認められ、外部からの ABA 処

理によって SL 誘導性の発芽が抑制される 28。このことから SL 要求性をもつ寄生植物種子

の発芽も ABA によって制御されることが示唆される。これまで宿主植物に寄生している S. 

hermonthica の葉には多量の ABA が蓄積されていることが報告されているが 29、S. 

hermonthica が ABA 生合成能を持つかどうかは明らかになっていない。そこでいくつかの S. 

hermonthica 植物体の栽培系を作出し、その ABA 生合成能力について検証した。次に作出し

た S. hermonthica を用いて気孔における ABA 応答について観察した。また S. hermonthica の

ABA 感受性をより多面的に検証するため、種子発芽における ABA 応答について観察した。 

 

2-2. 材料と方法 

2-2-1. 試薬 

合成 SL アナログである GR24 はナイメヘン大学の Zwanenberg 教授より分与された。（-）

-S-ABA は（有）バル企画 禿泰雄博士から供与頂いた。d6-ABA は ICON 社から購入した。

PA は ABA を基質とした酵素変換によって合成した。 

 

2-2-2. 植物材料 

S. hermonthica の種子はスーダン科学技術大学の Babiker 教授より供与頂いた。O. minor 種

子は神奈川県横浜市でアカクローバーに寄生した個体から採取した。Striga gesnerioides の

種子は、国際熱帯農業研究所の村中聡博士より供与頂いた。Orobanche crenata の種子は、エ

ジプト農業研究センターの Walid 博士より供与頂いた。P. aegyptiaca の種子はヘブライ大学

の Goldwasser 博士より供与頂いた。寄生植物種子は約 0.4%（v/v）Tween 20 水溶液で洗浄し

た後、有効塩素濃度 0.75%に調製した次亜塩素酸溶液で 3 分間滅菌した。次亜塩素酸を滅菌

水でよく洗い流した後、吸引濾過器で十分に乾燥させた。乾燥した種子をガラスバイアルへ

移し、暗所室温で保存した。ソルガム（Sorghum bicolor cv. Abu 70）の種子はスーダン科学

技術大学 の Babiker 教授より供与頂いた。シロイヌナズナ種子（Colomubia-0）は INPLANTA 

INNOVATION INC.より購入した。 
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2-2-3. ライゾトロンを用いたソルガムと S. hermonthica の栽培 

滅菌された φ90 mm 深型プラスチックシャーレに同径の普通ろ紙を敷き、滅菌水で十分に

浸潤させた。ソルガム種子を並べ、暗所 28℃で 24 時間インキュベートした。発芽種子を明

期 16 時間、暗期 8 時間、 28℃の人工気象器内で水道水を用いて栽培した。φ150 mm プラ

スチックシャーレにロックウールを詰めた後、同径のガラス繊維ろ紙を重ね、ライゾトロン

を作成した。このライゾトロンに水耕 4 日目のソルガムの幼苗を移植し、28℃の人工気象器

内で栽培した。その後 2~3 日おきに十分な量の 25%Hoagland 水耕液 30 を与えた。 

 S. hermonthica 種子は φ90 mm プラスチックシャーレに同径のガラス繊維ろ紙を敷き、滅

菌水で適度に浸潤させた。ここに S. hermonthica 種子を撒きパラフィルムで密封した後、暗

所 30℃でインキュベートした（コンディショニング処理）。コンディショニング処理開始 7

日後に 3 µM GR24 水溶液 500 µL を処理し、インキュベートを行った（発芽処理）。 

ライゾトロン移植後 2 日目のソルガムの根部に発芽処理 18 時間～20 時間後の S. 

hermonthica 種子を 20 粒接種した。接種後 3 週目にライゾトロンあたり一個体の S. 

hermonthica を残し、その他の個体をすべて取り除いた。 

 

2-2-4. 宿主に依存しない S. hermonthica 個体の作成と乾燥ストレス試験 

 宿主に依存しない S. hermonthica 個体（独立培養個体）を作出するため、無菌条件下にお

ける栄養培地を用いた栽培を行った。使用する器具はすべてオートクレーブおよび UV 照

射による滅菌を行い、操作はクリーンベンチで行った。50 倍希釈した塩素系製剤の入った

試験管に洗浄済みの S. hermonthica 種子を 5 mg 程度入れた。試験管の口をパラフィルムで

密閉し、2 分 30 秒転倒混和した。試験管の内容物を 4 つ折りにしたガラス繊維ろ紙を乗せ

た漏斗へ速やかに流し、通過液を 500 mL 容三角フラスコで受けた。滅菌水約 250 mL をゆ

っくりと注いで種子に残った洗剤を取り除いた。ピンセットを用いてろ紙に残った種子を

φ10 mm の滅菌ガラス繊維ろ紙のディスク一枚につき 5 粒ずつ並べ、φ90 mm 深型シャーレ

上で適度に湿潤させたガラス繊維ろ紙へ重ねた。シャーレをパラフィルムで密封した後、コ

ンディショニング処理を行った。コンディショニング開始後 7 日目に 3 µM GR24 水溶液を

ディスク当たり 20 µL 投与した。発芽処理一日後、種子をディスクごと φ90 mm 深型シャー

レ上の 2%（v/v）sucrose、0.3%（v/v）ゲランガムを含む 1/2 MS 培地へ移し、28℃、暗所で

1 週間インキュベートした。地上部の分化が確認できた個体をディスクごと新しい培地へ移

植し、明所 28℃で生育させた。1 週間後に個体をディスクから新しい培地へ移し、その後も

1 週間ごとに新しい培地へ植え継いだ。播種 3 週間後の個体を外部の湿度に順化させるた

め、シリコン栓で封をした長試験管（φ20 mm× 15 mm）の 1/2 MS 培地に植え継いだ。 

S. hermonthica 独立培養個体を培地から取り出すことで、乾燥処理試験を行った。培地を

取り除いた S. hermonthica 個体について、重量を測定した後に φ90 mm 深型シャーレに並べ

明所 30℃、相対湿度 55- 65%の人工気象器内で静置した。乾燥処理開始直後と 30 分後、60
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分後に個体をサンプリングし液体窒素で凍結させた。サンプリングした植物体は化合物の

抽出まで-80℃で保存した。各条件において独立した 3 個体を用いて実験を行い、平均値と

標準偏差を算出した。 

 

2-2-5. 植物葉の蒸散速度の測定 

 S. hermonthica の接種 4 週間後のソルガム（Infected sorghum）と S. hermonthica、および同

週齢の寄生を受けていないソルガム（Uninfected sorghum）の蒸散速度の測定を行った。植物

体は測定前に相対湿度 55- 65%、 明所 28℃の測定環境で 2 時間以上順化させた。蒸散速度

の測定は AP4 ポロメーター（Delta T Devices, UK）を用い、最上位展開葉の中央部から先端

を対象とした。蒸散速度を測定した直後に葉を ABA 濃度の測定用にサンプリングし液体窒

素で凍結した。各条件において独立した 3 個体を用いて実験を行い、平均値と標準偏差を算

出した。 

 

2-2-6. 植物体に含まれる ABA および PA の抽出 

液体窒素中で凍結粉砕した植物サンプルへ新鮮重の 4 倍量の MeOH を加えた。さらに内

部標準として 1 µg mL-1 d6-ABA 水溶液を 10 µL 加えた。ボルテックスミキサーで十分に撹

拌し室温で 5 分間遠心分離した。上清の MeOH を回収した後、残渣に新しい MeOH を加

え再び抽出を行った。この操作を合計 3 回繰り返し、植物サンプル新鮮重の 12 倍の MeOH 

抽出物を得た。抽出液をエバポレーターで濃縮乾固した。残渣を 1N 水酸化カリウム水溶液

によって pH 10 に調製した水およびヘキサンに懸濁し、15 mL ファルコンチューブへ洗いこ

んだ。液液分配により水相からヘキサン可溶成分を取り除いた。必要に応じて室温で 10 分

間遠心分離し、液相を分離させた。この操作をヘキサン抽出液が十分に透明になるまで繰り

返した。ヘキサン相を取り除いた水相に 1 N 塩酸水溶液を一滴加え、液性を酸性にした。

液液分配により水相から酢酸エチル溶解物を抽出し、この操作を酢酸エチル層が十分に透

明になるまで繰り返した。酢酸エチル抽出物を回収し、濃縮乾固した。残渣を MeOH 100 µL

に溶解させた後、水 900 µL を加えて 10%（v/v）MeOH 溶液に調製した。 

 

2-2-7. 固相抽出カラムを用いた植物抽出物の精製 

 精製には固相抽出カラムである Oasis HLB cartridge（1 cc, 30 mg, Waters, USA）を用い、加

圧することで溶媒を排出した。初めにカラムを MeOH 1 mL で洗浄し、10%（v/v）MeOH 1 

mL で平衡化させた。カラムにサンプル全量を 1 mL ずつ導入し、10%（v/v）MeOH 1 mL で

不純物を洗い流した。続いて 0.1%（v/v）ギ酸を含む 80%（v/v）EtOH 1 mL で溶出した。溶

出画分を濃縮乾固し 150 µL の MeOH に溶解させた。この溶液を WHATMAN 0.2 μm PTTE 

filter でろ過した後、LC-MS 分析用サンプルチューブ（Waters, USA）へ移した。 

 

2-2-8. LC-MS/MS による ABA および PA の分析と定量 
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化合物の分析には LC-MS/MS（Acquity Ultra Performance Liquid Chromatography-Triple 

Quadrupole Mass Spectrometer; Waters, USA）を用いた。LC および MS 条件は以下に示すよう

に行った。ABA、d6-ABA、PA の標品の保持時間と比較することでそれぞれのピークに含ま

れる化合物を同定した。d6-ABA を用いた内部標準法により ABA 濃度の定量を行い、サン

プル新鮮重あたりの ABA 濃度を算出した。また PA は PA 標準品を用いて m/z 279 > 179 の

ピークエリアから絶対検量線を作成することでサンプル新鮮重あたりの PA 濃度を算出し

た。各条件において独立した 3 個体を用いて実験を行い、得られた分析値から平均値と標準

偏差を算出した。 

 

LC 条件 

カラム: YMC-UltraHT Hydrosphere C18 100 × 2.0 mm、30℃ 

溶媒: 30%（v/v）（0-2 min）、30-60%（v/v）（2-12 min）、 100%（v/v）（12-16 min）MeOH（0.1%

（v/v）ギ酸） 

流速: 0.2 mL min-1 

 

MS 条件 

ESI negative mode 

Capiraly（kV）: 2.8 

Source temperature（℃）: 120 

Desolvation temperature（℃）: 350 

Cone gas flow（liter h-1）: 50 

Desolvation gas flow（liter h-1）: 550 

Collision energy（eV）: 20 

MRM transition（m/z）: 279 > 179（PA）、 263.2 > 153（ABA）、 269.2 > 159（d6-ABA） 

 

2-2-9. 気孔の ABA 感受性試験 

ABA を EtOH に溶解し 378 mM（500 µg mL-1）ストック溶液を調製した。この溶液を EtOH

と精製水で希釈し 1.89 mM および 0.189 mM ABA 水溶液（0.5%（v/v）EtOH）を調製した。

植物材料には Uninfected sorghum、S. hermonthica 接種後 4 週目の Infected sorghum および S. 

hermonthica を用いた。植物体は測定前に相対湿度 55- 65%（v/v）、 明所 28℃の測定環境で

2 時間以上順化させ、その後 2 時間毎に蒸散速度の測定を行った。2 回目の測定の直後 ABA

水溶液 3 mL を植物地上部に噴霧し、引き続き 6 時間後まで同様に蒸散速度の測定を行っ

た。それぞれの実験条件につき、独立した 3 つのライゾトロンで生育した植物体を用いて測

定を行い、平均値と標準偏差を算出した。 

 

2-2-10. 寄生植物種子に含まれる ABA・PA の抽出および精製 
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S. hermonthica および O. minor 種子に含まれる ABA および PA を定量するため、それぞれ

の種子について以下のようなコンディショニング処理および発芽処理を行った。洗浄後の

寄生植物種子 10 mg を 2 mL 容ボールミル用マイクロチューブに測りとった。100%（v/v）

EtOH 500 µL を加え振とうし、種子の表面を滅菌した。5 分間の遠心分離によって種子を沈

殿させ、上清の 100%（v/v）EtOH を取り除いた。種子を滅菌水 500 µL で 4 回洗浄し、最後

に 20 µL 容ピペットマンで十分に水を取り除いた。チューブをパラフィルムで密閉し、それ

ぞれの種子に適した温度と時間でコンディショニング処理を行った。コンディショニング

処理開始後 GR24 水溶液 500 µL を処理し 5 分間振とうした。5 分間の遠心分離によって種

子を沈殿させ、ピペットマンで適度に上清を取り除いた。パラフィルムで密閉し、コンディ

ショニング処理と同じ条件下で発芽を誘導した。S. hermonthica 種子は 8 日間のコンディシ

ョニング処理を行い、1.0 µM GR24 によって 1 日間発芽処理を行った。O. minor 種子は 7 日

間のコンディショニング処理を行い、3.0 µM GR24 によって 4 日間発芽処理を行った。種子

はマイクロチューブ内にジルコニウムボールを入れた後、液体窒素に浸漬し凍結させるこ

とでサンプリングした。。 

 凍結した種子をボールミルによって破砕した。MeOH 500 µL を加えボルテックスミキサ

ーで十分に撹拌し、5 分間の遠心分離によって沈殿と MeOH 抽出液に分けた。マイクロチ

ューブ 5 本分（乾燥種子 50 mg 分）の MeOH 抽出液を 1 つの 25 mL ナスフラスコに回収し

た。この操作を合計 4 回繰り返し、MeOH 抽出液を得た。エバポレーターで濃縮乾固し、

次の抽出操作まで室温で保管した。精製の直前にナスフラスコに内部標準として d6-ABA 水

溶液を 10 µL 加えた。ABA の精製と分析は 2-2-6 ~ 8 に記す通り行った。得られた定量結果

からコンディショニング前の種子乾燥重量あたりの化合物量を算出した。それぞれの条件

に付き、独立した 5 つの抽出液を用いて実験を行い平均値と標準偏差を算出した。 

 

2-2-11. ABA による植物種子発芽阻害試験 

 寄生植物種子の発芽に対する ABA の影響を調べるために、以下のように発芽試験を行っ

た。φ90 mm プラスチックシャーレに φ90 mm の滅菌ガラス繊維ろ紙を敷き、滅菌水で十分

に湿潤させた。その上に φ10 mm の滅菌ガラス繊維ろ紙のディスクを敷き詰め、1 つのディ

スクにつき約 50 粒の寄生植物種子を播種した。パラフィルムでシャーレを密封し、暗所の

インキュベーターでコンディショニング処理を行った。コンディショニング処理後、種子の

乗ったディスクを φ90 mm プラスチックシャーレに並べ、ABA 水溶液 10 µL と発芽刺激物

質を含む水溶液 10 µL を混合して処理した。シャーレ内の乾燥を防ぐため 4 つ折りにした

φ30 mm 普通ろ紙を滅菌水で十分に湿潤させ、シャーレの中央に置いた。シャーレをパラフ

ィルムで密封し、暗所のインキュベーターで発芽処理を行った。植物種子毎のコンディショ

ニングおよび発芽処理は Table 2 に示した条件で行った。発芽処理後ディスク一枚当たりの

発芽率をカウントした。一条件に付き独立した 5 枚のディスクの発芽率を用いて平均値と

標準偏差を算出した。 
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 シロイヌナズナ種子の発芽に対する ABA の影響を調べるために、以下のように発芽試験

を行った。φ90 mm プラスチックシャーレに同径の滅菌ガラス繊維ろ紙を敷き、滅菌水で十

分に湿潤させた。その上に φ10 mm の滅菌ガラス繊維ろ紙のディスクを敷き詰めた。1 つの

ディスクにつきシロイヌナズナ種子約 50 粒を播種した。パラフィルムでシャーレを密封し、

暗所 4℃で低温処理を行った。低温処理後 2 日目の種子が乗ったディスクを φ90 mm プラス

チックシャーレに並べ、ABA 水溶液 10 µL と滅菌水 10 µL を混合して処理した。シャーレ

内の乾燥を防ぐため 4 つ折りにした φ30 mm 普通ろ紙を滅菌水で十分に湿潤させ、シャー

レの中央に置いた。シャーレをパラフィルムで密封し、暗所、25℃で発芽処理を行った。発

芽処理後 1 日目の種子についてディスク一枚当たりの発芽率をカウントした。一条件に付

き独立した 5 枚のディスクの発芽率を用いて平均値と標準偏差を算出した。 

ソルガム種子の発芽に対する ABA の影響を調べるために、以下のように発芽試験を行っ

た。φ90 mm プラスチックシャーレに同径の滅菌ガラス繊維ろ紙を敷き、滅菌水で十分に湿

潤させた。さらに ABA 水溶液 を 1 シャーレにつき 1 mL 処理した。その上にソルガム種子

約 20 粒を播種した。パラフィルムでシャーレを密封し、暗所 30℃で発芽処理を行った。発

芽処理後 1 日目の種子についてシャーレ一枚当たりの発芽率をカウントした。一条件に付

き独立した 3 枚のシャーレの発芽率を用いて平均値と標準偏差を算出した。 

 

2-3. 結果 

2-3-1. S. hermonthica の ABA 生合成および蒸散速度 

ライゾトロンを用いて 4 週間生育させることで葉が十分に展開した S. hermonthica を作出

した（Fig. 2-1a）。蒸散速度を測定した結果、Infected sorghum の蒸散速度は Uninfected sorghum

の約 20%まで低下していた。一方で S. hermonthica の蒸散速度は Uninfected sorghum の 10

倍、Infected sorghum の 40 倍高かった（Fig. 2-1b）。葉の中の ABA 濃度を比較すると Infected 

sorghum は Uninfected sorghum よりも ABA 量が高い傾向にあったが、有意差は認められな

かった。一方で S. hermonthica の葉に含まれる ABA 量は Uninfected sorghum および Infected 

sorghum の約 10 倍高かった（Fig. 2-1c）。スーダンの野外条件で生育させた S. hermonthica に

ついても宿主より高濃度の ABA を蓄積しており、その量はライゾトロンで生育させた個体

の約 5 倍高かった（Fig. 2-1d, e）。 

S. hermonthica の ABA 生合成能を検証するため、植物に寄生させずに生育させた S. 

hermonthica 独立培養個体を作出した（Fig. 2-1f）。S. hermonthica 独立培養個体は寄生個体と

同様に ABA を蓄積していた。さらに独立培養個体を培地から取り出し乾燥ストレスを与え

た結果、時間経過とともに ABA 蓄積量が 2.5 倍まで増加することが観察された（Fig. 2-1g）。

このことから S. hermonthica は宿主に依存せず乾燥に応答して ABA を生合成することが明

らかになった。 

 

2-3-2. ABA に対する S. hermonthica の気孔応答 
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S. hermonthica の気孔の ABA 感受性を検証するため、ライゾトロンで生育させた植物体

に対して ABA を処理し、蒸散速度の変化を測定した。Uninfected sorghum の蒸散速度は ABA

処理 2 時間後から著しく低下した。Infected sorghum 蒸散速度は Uninfected sorghum よりも

低かったものの、ABA 処理 2 時間後から ABA 濃度依存的に低下した。一方で S. hermonthica

の蒸散速度は ABA 処理 6 時間後まで高い蒸散速度を維持し、ABA 処理による有意な低下

は認められなかった（Fig. 2-2）。このことから S. hermonthica の蒸散は ABA 処理に対して応

答しないことが明らかになった。 

 

2-3-3. S. hermonthica の種子における ABA 感受性および ABA 蓄積量の変化 

S. hermonthica の ABA 感受性についてさらに検証するため、S. hermonthica を含めた 5 種

類のハマウツボ科植物およびシロイヌナズナ、ソルガムの種子の発芽に対する ABA 処理の

影響を調べた。その結果 Orobanche minor, Orobanche crenata, P. aegyptiaca, シロイヌナズナ、

ソルガムの種子は ABA 処理濃度に依存して発芽率が低下した。一方で S. hermonthica の種

子は 100 µM ABA 処理時でも 80%以上の発芽率を維持していた。加えて、Striga gesnerioides

の種子についても ABA 処理による発芽率の低下が認められなかった（Fig. 2-3a）。 

寄生植物の発芽率は発芽刺激物質の濃度に依存して変化する。そこで GR24 処理濃度が

ABA 感受性へ与える影響を調べた。O. minor の発芽は GR24 処理濃度の増加に依存して発

芽率が増加したが、100 µM ABA 処理によって完全に抑制された。一方で S. hermonthica の

発芽も GR24 処理濃度に依存して発芽率が増加した。しかしすべての GR24 処理濃度におい

て、ABA 処理は S. hermonthica の発芽に影響しなかった（Fig. 2-3b, c）。発芽の過程に伴う種

子の ABA 量の変化を観察すると、O. minor 種子の ABA 量はコンディショニング処理と

GR24 処理によって 10%まで低下した（Fig. 2-3d）。一方でコンディショニング処理前の S. 

hermonthica 種子の ABA 量はコンディショニング処理前の O. minor 種子の 10%であり、コ

ンディショング処理によって変化しなかった。しかし GR24 処理によって発芽を誘導すると

S. hermonthica 種子の ABA 量は 10 倍近く増加した（Fig. 2-3e）。 

 

2-4. 考察 

アフリカの野外環境で行われた先行研究では、S. hermonthica は蒸散速度が高い一方でそ

の地上部に多量の ABA が蓄積していることが報告されており 13,16、本研究においてもスー

ダンの環境で生育した S. hermonthica の葉に高濃度の ABA が蓄積していることを確認した。

さらに人工気象器内で生育させた S. hermonthica の蒸散速度と ABA 量は野外環境と同様の

傾向を示すことが明らかになった。スーダンの野外環境で生育した個体は人工気象器内で

生育させた個体と比較して ABA をより蓄積しており、野外環境の乾燥ストレスによって

ABA の蓄積が促進されたと考えられる。そこで S. hermonthica の独立培養個体を用いて乾

燥ストレス負荷試験を行った結果、ABA 量が増加した。以上のことから S. hermonthica は乾

燥に応答して ABA を生合成することが判明した。 
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一方で S. hermonthica に対する ABA 処理は蒸散速度に影響を与えなかった。本実験で処

理した ABA 溶液の濃度は S. hermonthica の葉の内生濃度の約 400 倍および 4000 倍であり、

ABA 応答を引き起こすために十分であると考えられる。加えて S. hermonthica の種子発芽

は GR24 の濃度に依存したが、ABA 処理による発芽率の変化は認められなかった。以上の

結果から S. hermonthica は ABA を生合成できるが感受性が低下していることで乾燥条件下

でも蒸散が低下しないと結論付けた。ABA 受容に関わる遺伝子の欠損や変異は ABA 処理

による気孔閉鎖や種子阻害に影響を与える 23,24,31。S. hermonthica は種子発芽と気孔の両方が

ABA に応答しなかったことから、ABA 受容および情報伝達機構に異常を持つことが強く示

唆された。 

S. hermonthica と同様に S. gesnerioides の種子発芽が ABA によって阻害されなかった一方

で、O. minor、O. crenata、P. aegyptiaca の発芽は ABA によって阻害された。また S. hermonthica

種子はコンディショニング処理によって ABA 量が変化しなかったことに対し、O. minor 種

子はコンディショニング処理および発芽処理によって ABA 量の減少が認められた。このこ

とから Striga 属植物の種子発芽制御に ABA が関与しない一方で、Phelipanche 属、Orobanche

属植物の種子発芽は ABA に制御されることが示唆された。またハマウツボ科寄生植物で宿

主から独立して生育できる R. minor は葉における ABA 応答性が低いことが報告されてい

る 12。これらの結果からハマウツボ科では植物ごとに ABA 感受性が異なっていることがわ

かる。ABA 応答を示した Orobanche 属、Phelipanche 属植物は篩管結合型の寄生植物であり

7、Mannitol の蓄積による浸透圧差が養水分収奪を引き起こしていると考えられている 8。一

方で Striga 属や Rhinanthus 属植物はどちらも道管結合型の寄生植物である。これらの植物

にとってABA 感受性の低下は蒸散流を利用した養水分収奪にとって有利な形質であると考

えられる。このことから、ABA 感受性の低下は道管結合型のハマウツボ科寄生植物の養水

分収奪機構に伴って獲得された性質であることが示唆される。 
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第 3 章 Striga hermonthica の ABA 受容機構に関わるタンパク質の解析 
 

3-1. 背景 

第 2 章の結果から S. hermonthica は ABA 感受性が著しく低下していることが明らかにな

った。これまでの研究で植物の主たる ABA 応答メカニズムとして、相互作用にする 3 種類

のタンパク質が構成する ABA 受容機構が明らかになっている（Fig. 3-1）22。ABA 非存在下

では Group-A 型 PP2C は幅広い ABA 応答に関わる正の調節因子である SnRK2 ファミリー

タンパク質の機能を阻害することで ABA 情報伝達経路を抑制している。その PP2C による

機能阻害は SnRK2 の自己活性化に関わるセリン（Ser）残基を脱リン酸化することで発揮さ

れる 32。一方で組織内の ABA 濃度が増加すると ABA 受容体である PYL が ABA を受容す

る 24。この時 PYL のゲートループおよびラッチループと呼ばれる 2 つの構造が ABA の受

容とともに変化し、Ser 残基がタンパク質表面に突出する 33。この PYL-ABA 複合体は PP2C

の SnRK2 脱リン酸化活性部位と結合することでその機能を不活化する 25。PP2C から解放さ

れた SnRK2 は自身の Ser 残基をリン酸化することで活性化し、さらに下流の転写因子やイ

オンチャネルを活性化する 26。これらの遺伝子の変異体解析の結果から、ABA による種子

発芽と気孔の制御において PYL による ABA の受容から SnRK2 の活性化までの機構が共通

している事がわかっている 34–36。またシロイヌナズナには 14 種類の PYL（AtPYR1, AtPYL1 

~ 13）が存在しており、PYL 遺伝子群は機能の大部分が重複しているため、気孔と種子の完

全な ABA 非感受性表現型は 6 重欠損変異体においてのみ観察される 31。一方でシロイヌナ

ズナには 9 種類の Group A 型 PP2C が存在しているが、、植物体は一種類の Group A 型 PP2C

に対して PYL-ABA複合体との結合能を欠失するようなの変異が導入されることでABA非

感受性を示す 24,37。そこでABA感受性欠損の原因としてPYLと PP2Cの相互作用に着目し、

S. hermonthica の PYL（ShPYL）と PP2C（ShPP2C）のタンパク質機能の解析を行った。 

 

3-2. 方法 

3-2-1. RNA-seq 解析とトランスクリプトームデータベースの作成 

ソルガムに寄生した S. hermonthica および S. hermonthica 独立培養個体の組織（約 50 mg）

から Total RNA を抽出した。Total RNA は RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen, Germany）を用い

てプロトコールに従い抽出、精製を行った。RNA の純度は BioAnalyzer 2100（Agilent 

Technologies, USA）を用いて評価した。得られた RNA 10 µg から Illumina TruSeq Prep Kit v2

（Illumina, USA）を用いて cDNA を作製した。得られた cDNA からショートリードの配列

情報（100 bp, pair-end）を Hiseq1000 および Hiseq1500 を用いて解析した。すべてのリード

を CLC Genomics Workbench ver. 7（CLC Bio, Japan）でアッセンブリした。作成するコンテ

ィグの最小の長さは 350 bp とし、アダプター配列を取り除いたショートリードをつなぎ合

わせ、配列解析が不十分なリードは取り除いた。 
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3-2-2. ShPYL 遺伝子の探索とクローニングと系統解析 

BLAST 検索を用いて ShPYL 候補遺伝子を探索した。候補配列の検索は、AtPYR1 および

AtPYL1-13 のアミノ酸配列をクエリー配列として、本研究で構築した S. hermonthica のトラ

ンスクリプトームデータベースおよび Parasitic Plant Genome Project 38を対象に行った。得ら

れた各コンティグ配列情報から ORF 領域を抽出し、クローニング用プライマーを設計した。

S. hermonthica の独立個体地上部と種子から得られた RNA に由来する cDNA を用いて PCR

によって候補配列を増幅した。得られた増幅産物は pMD20-T（TAKARA BIO Inc., Japan）に

挿入し、サンガーシークエンスによって配列情報を決定した。得られた PYL 候補遺伝子を

アミノ酸配列に翻訳し、シロイヌナズナの PYL ファミリータンパク質と共に ClustalW 

software を用いてアライメント解析を行った。作成したアライメントデータを用いて

Neighbor–Joining method により各配列の系統樹を作製した。系統樹の各ノードについて

Bootstrap 値（100 replicates）を算出した。 

 

3-2-3. ShPP2C 遺伝子の探索とクローニングと系統解析 

BLAST 検索を用いて ShPP2C 候補遺伝子を探索した。候補配列の検索は、シロイヌナズ

ナ由来の Group A 型 PP2C のアミノ酸配列をクエリー配列として、本研究で構築した S. 

hermonthica のトランスクリプトームデータベースおよび Parasitic Plant Genome Project 38 を

対象に行った。得られた各コンティグ配列情報から ORF 領域を抽出し、クローニング用プ

ライマーを設計した。S. hermonthica の独立個体地上部と種子から得られた RNA に由来す

る cDNA を用いて PCR によって候補配列を増幅した。得られた増幅産物は pMD20-T

（TAKARA BIO Inc., Japan）に挿入し、サンガーシークエンスによって配列情報を決定した。

得られた PP2C 候補遺伝子をアミノ酸配列に翻訳し、シロイヌナズナの Group A, B, F 型

PP2C ファミリータンパク質と共に ClustalW software を用いてアライメント解析を行った。

作成したアライメントデータを用いて Neighbor–Joining method により各配列の系統樹を作

製した。系統樹の各ノードについて Bootstrap 値（100 replicates）を算出した。 

 

3-2-4. PYL 組み換えタンパク質の発現 

pMAL2c のマルチクローニングサイトの C 末側に 6 個の His 残基を付け加えたベクター

（pMAL2cHis6）および pET28 へ AtPYR1、AtPYL2、AtPYL6、AtPYL9 の各 cDNA が挿入され

たベクターコンストラクトは宇都宮大学岡本昌憲博士から供与いただいた。 

ShPYL1-8 の各 cDNA を pMAL2cHis6 へ挿入したベクターコンストラクトを BL21（DE3）

pLysS（Promega, USA）へ形質転換し、組み換え体を 100 µg mL-1 アンピシリン LB プレート

で選抜した。また AtPYR1、AtPYL2、AtPYL6、AtPYL9 の各 cDNA が挿入された pET28 ベク

ターコンストラクトを BL21（DE3）pLysS へ形質転換し、組み換え体を 50 µg mL-1 カナマ

イシン LB プレートで選抜した。 

得られた組み換え体コロニーをそれぞれの選抜マーカーに適合する抗生物質を加えた LB
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培地 2 mL へ植菌した。18 時間後に菌液を抗生物質入り TB 培地 200 mL へ混合し、OD 値

が 0.5 程度になるまで 30℃、180 rpm で振とう培養した。その後 Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside が終濃度 0.3 mM になるように加え、15℃, 180 rpm でタンパク質の発

現を誘導した。16 時間後に菌液を回収し、遠心分離（4℃、1,890 xg）で集菌した。得られた

菌体を 10 mM imidazole Buffer A（pH 8.0）5 mL によって懸濁した。菌体は分注し精製まで-

80℃で凍結保存した。 

菌体を 2 度の凍結融解とソニケーションによって破砕し、破砕液を 4℃、27,000 xg で 15

分間遠心分離した。得られた上清を 10 mM imidazole Buffer A（pH 8.0）で平衡化した Ni-NTA

ビーズ 400 µL を充てんしたポリプロピレンカラムに通した。 30 mM imidazole Buffer A（pH 

8.0）12 mL でカラムを洗浄した後、250 mM imidazole Buffer A（pH 8.0）400 µL で 5 回溶出

した。各溶出液のタンパク質濃度を Bradford 法によって定量し、最もタンパク質濃度が高

い画分を回収した。菌体、破砕後の沈殿、上清および精製画分を SDS-PAGE に供すること

で目的タンパク質の発現と精製後の純度を確認した。 

回収したタンパク質溶液を精製水で洗浄した Dialysis Membrane（Wako, Japan）へ封入し、

タンパク溶液に対して 1000 倍量の TBS buffer で一晩透析した。得られたタンパク溶液に終

濃度が 20%になるようにグリセロールを加えた後、濃度を測定した。タンパク質溶液の濃

度は 20%グリセロール TBS buffer を用いて適宜調整し、実験に用いた 

 

3-2-5. PP2C 組み換えタンパク質の発現 

ABI1 および ShPP2C1-4 の各 cDNA を pGEX4T-1（GE healthcare, USA）へ挿入した。この

ベクターコンストラクトを BL21（DE3）pLysS へ形質転換し、組み換え体を 100 µg mL-1 ア

ンピシリン LB プレートで選抜した。 

得られた組み換え体コロニーを 100 µg mL-1 アンピシリン LB 培地 15 mL へ植菌した。

18 時間後に菌液を抗生物質入り TB 培地 800 mL へ混合し、OD 値が 0.5 程度になるまで

30℃、180 rpm で振とう培養した。その後 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside と MnCl2 水溶

液をそれぞれ終濃度 0.3 mM, 4 mM になるように加え、15℃, 180 rpm でタンパク質の発現を

誘導した。16 時間後に菌液を回収し、遠心分離（4℃、1,890 xg）で集菌した。得られた菌体

を 10 mM MnCl2 TBS buffer（pH 7.4）10 mL によって懸濁した。菌体をソニケーションによ

って破砕し、破砕液を 4℃、27,000 xg で 15 分間遠心分離した。得られた上清を Glutathione 

Sepharose 4B（GE healthcare, USA）1 mL を充てんし、10 mM MnCl2 TBS buffer（pH 7.4）30 

mL で平衡化したポリプロピレンカラムに通した。10 mM MnCl2 TBS buffer（pH 7.4）30 mL

でカラム吸着物を洗浄した後、Elution buffer（50 mM Tris-HCl, 20 mM reduced glutathione, pH 

8.0）1 mL で 5 回溶出した。各溶出液について、p-nitrophenylphosphate（pNPP）に対する脱

リン酸化反応によって酵素活性（反応組成は Table. 3-1, 3-2 に記す）を、Bradford 法によっ

てタンパク質濃度を定量し、最もタンパク質濃度が高い画分を回収した。菌体、破砕後の沈

殿、上清および精製画分を SDS-PAGE に供することで目的タンパク質の発現と精製後の純



19 
 

度を確認した。 

回収したタンパク質溶液を精製水で洗浄した Dialysis Membrane（Wako, Japan）へ封入し、

タンパク溶液に対して 1000 倍量の 10 mM MnCl2 TBS buffer（pH 7.4）で一晩透析した。得ら

れたタンパク質溶液に終濃度が 20%になるようにグリセロールを加えた後、濃度を測定し

た。タンパク質溶液の濃度は 20%グリセロール 10 mM MnCl2 TBS buffer（pH 7.4）を用いて

適宜調整し、実験まで-80℃で凍結保存した。 

 

3-2-6. PP2C 活性測定試験 

終濃度 100 nM の PP2C, 300 nM の ABA 受容体および ABA を含む反応溶液 80 µL をプレ

ートリーダー上に調製した。ABA DMSO 溶液は終濃度 0, 0.1, 1.0, 10, 50, 100, 1000, 10,000, 

50,000 nM となるように添加した。また ABA 受容体を加えない場合は終濃度が 300 nM と

なるように BSA を添加した（Table 3-3）。その後、5 mM の 4-metylumbelliferyl phosphate

（4MUP; Thermo Fisher Scientific）を含む基質溶液 20 µL（Table 3-4）を添加した。直ちにマ

イクロプレートリーダー（Corona Electric, Japan）によって 335 nm の励起光に対する 460 nm

の蛍光強度を、反応直後から 270 秒間、90 秒ごと測定した。各条件において 270 秒間での

蛍光強度の増加量を算出した。すべての値は、用いた PP2C 毎に、ABA 受容体を加えない

場合での蛍光強度の増加量を 100 とした時の相対活性へと変換した。また下記に示す式を

用いて 50%阻害濃度（IC50）を算出した。 

 

IC50 [nM] =（50-An）*（Cn-Cn+1）/（An-An+1）+Cn 

An : 50%相対活性 [%] 

C : ABA 濃度 [nM] 

n : 50%以上かつ最も 50%に近い相対活性値を示した反応系  

n+1 : n の次に ABA 濃度が高い反応系 

 

すべての酵素反応条件において 3 つの異なる反応溶液を用いて実験を行い、相対活性値

へ変換した後、平均値と標準偏差を算出した。 

 

3-2-7. 定量 PCR による ShPYL および ShPP2C 発現量解析 

2-2-3.に示すように S. hermonthica 種子 50 mg をコンディショニング処理した。コンディ

ショニング処理後 7 日目に 1 µM GR24 または精製水を 3 mL 処理し一晩インキュベートし

た。コンディショニング処理後 5 日目、7 日目、9 日目の種子および GR24 によって発芽が

誘導された実生をそれぞれ回収し、RNA の抽出まで-80℃で凍結保存した。また 2-2-3.およ

び 2-2-9.に示すように S. hermonthica の 4 週齢寄生個体の作出と植物体への ABA 処理を行

った。処理 2 時間後に最上位展開葉を約 50 mg 回収し、RNA の抽出まで-80℃で凍結保存し

た。S. hermonthica の種子および葉の組織から RNeasy Plant Mini Kit. Total RNA（Qiagen, 
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Germany）を用いて total RNA を抽出した。抽出した total RNA（> 10 ng uL-1）を鋳型に

ReverTraAce qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO, Japan）を用いて逆転写反

応を行った。得られた cDNA 溶液を鋳型にした RNA 量が 10 ng uL-1となるように希釈した。

また ShPP2C および ShPYL 発現用ベクターコンストラクトを TE buffer を用いて希釈し、

1.0×10-14 ~ 1.0×10-19 M の検量線溶液を調製した。ShUBQ の検量線溶液には ShUQB qPCR プ

ライマー（Table 3-2）による増幅断片を pMD19（TAKARA Bio Inc., Japan）へ導入したベク

ターコンストラクトを用いた。 

PCR 反応には GeneAce SYBR qPCR Mix α No ROX（Nippon Gene, Japan）を用い、LightCycler 

Nano system（Roche, Swiss）によって増幅と検出を行った。PCR 反応は 95°C 10 分間の後、

3 step amplification（95°C 10 秒間、60°C 10 秒間、72°C 15 秒間）を 45 サイクル行うことで

発現量解析を行い、95°C 30 秒間でプレインキュベートした後、60°C から 95°C まで 0.1°C  

s-1 で温度を上げながら融解曲線解析を行った。 Cq 値の算出には LightCycler Nano software 

ver. 1.1（Roche, Swiss）を用いた。検量線溶液の解析結果から各遺伝子の検量線を作成し、

各 cDNA 溶液中の転写産物量を算出した。すべての実験条件において 3 つの異なる cDNA

を用いて実験を行い、転写産物量へ変換した後、平均値と標準偏差を算出した。解析に用い

たプライマーは Table 3-2 に示した。 

 

3-2-8. 植物材料 

シロイヌナズナ ABA 感受性欠損変異体である abi1-1c の種子は岡山大学平山隆志教授か

ら供与された。 

 

3-2-9. シロイヌナズナの形質転換 

ShPP2C1、ShPP2C3、ABI1 を ABI1 由来のプロモーター制御下で発現させるため、ABI1 の

転写開始点、4xMYC、導入する PP2C 配列および 3’-UTR 領域をシロイヌナズナのゲノム

DNA および PP2C 発現用ベクターを鋳型として PCR によって増幅した。PCR による各断片

の増幅には以下に示すプライマーを用いた。下線部で示した配列はバックボーンベクター

である pMD99 へ導入するための領域を示している;  

ABI1 promoter 

Fwd: 5’-TCTAGAGGATCCCCGGGTACGGCCCTCTAAGAGCCTTTTAATGCCTA-3’ 

Rev: 5’- TAACGGTAAAGATTTGATCTTTTTCTCTGGTTGTG-3’  

4xMYC 

Fwd: 5’-AGATCAAATCTTTACCGTTAATGAGCAACGGTGAACAAAAGCTA-3’ 

Rev: 5’-GAATTCCGGGGATCCACGGCTACCGTTCAAGTCTTCCTCG-3’  

PP2Cs in pGEX-4T-1 

Fwd: 5’-GAACGGTAGCCGTGGATCCCCGGAATTC-3’ 

Rev: 5’-CCTCTCTGCCGCGGCCGCTCGAGTCGAC-3’ 
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ABI1 3’-UTR 

Fwd: 5’-GTCGACTCGAGCGGCCGCGGCAGAGAGGGTCCTTTTTCTTAATT-3’ 

Rev: 5’-GGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGATTCCCCCACTTGCTAACTAGA-3’ 

 

これらの PCR 産物を KpnI と SpeI で制限酵素処理によって開裂させた pMD99 に Gibson 

Assembly Master Mix（New England BioLabs, USA）を用いて導入した。 

作成したベクターコンストラクトを Agrobacterium tumefacience strain GV3101 に対してエ

レクトロポレーション法によって形質転換した。この A. tumefacience をフローラルディップ

法によって野生型のシロイヌナズナ（Col-0）へ感染させた。T1 形質転換体を 25 µg mL-1 ハ

イグロマイシンおよび 200 µg mL-1 を含む寒天培地で選抜した。それぞれの形質転換体につ

いて自家交配によってホモ体になったおおよそ 18 系統の T3 を用いて生化学的解析を行っ

た。 

 

3-2-10. 種子発芽阻害試験 

 シロイヌナズナ種子を 20%（v/v）NaClO, Tween 20 を含む溶液で 10 分間滅菌した後、滅

菌水で 4 回洗浄した。滅菌した種子を 0.1%寒天溶液に懸濁し、各濃度の ABA を含む 1/2 MS

固形培地（0.75%寒天, 0.5%sucrose）へ播種した。種子は暗所 4℃で 4 日間置いた後、明所

22℃へ移動させた。明所へ移動させた 4 日後に発芽種子の様子を観察し、写真を撮影した。

すべての実験条件において 3 つの異なる系統の形質転換体を用いて実験を行い、代表的な

一つの結果を示した。 

 

3-2-11. 形質転換体の ABA 処理に伴う遺伝子発現変動 

Plant Total RNA purification kit（GMbiolab, Taiwan）を用いて 10 日齢のシロイヌナズナから

total RNA を抽出した。Total RNA 2 µg から High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

（Thermo Fisher Scientific, USA）を用いて cDNA を合成した。PCR 反応には THUNDERBIRD 

SYBR qPCR Mix（TOYOBO, Japan）を用い LightCycler 96 system（Roche, Swiss）によって増

幅と検出を行った。PCR 反応は 95°C 10 分間の後、2 step amplification（95°C 10 秒間、60°C 

10 秒間）を 40 サイクル行うことで発現量解析を行い、95°C 1 分間でプレインキュベートし

た後、60°C から 95°C まで 0.1°C s-1で温度を上げながら融解曲線解析を行った。 Cq 値の算

出には LightCycler Nano software ver. 1.1 を用いた。検量線溶液の解析結果から各遺伝子の検

量線を作成し、各 cDNA 溶液中の転写産物量を算出した。すべての実験条件において 3 つ

の異なる cDNA を用いて実験を行い、転写産物量へ変換した後、平均値と標準偏差を算出

した。解析に用いたプライマーは Table 3-2 に示した。 

 

3-2-12. サーマルイメージングによる葉温の測定 

土を詰めたポットを用いてシロイヌナズナを明所 14 時間、 暗所 10 時間、温度 22℃で 4
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週間生育させた。明所 22℃, 相対湿度 60%の環境下における植物の葉の表面を RS00SR-S サ

ーマルイメージカメラ（Nippon Avionics Co., Lid., Japan）を用いて撮影した。葉の表面温度

は InfReC Analyzer NS9500 Standard software（Nippon Avionics Co., Lid., Japan）を用いて解析

した。すべての実験条件において 5 つの異なる系統の形質転換体を用いて実験を行い、代表

する一つの結果を示した。 

 

3-2-13. 形質転換体に対する乾燥ストレス試験 

 2 週齢のシロイヌナズナを 75 g の湿潤した土（プロミックス: バーミキュライト = 1:1）

を詰めたポットへ移植し、明所 14 時間、暗所 10 時間、温度 22℃で 2 週間生育させた。潅

水を 7 日間停止させることで乾燥ストレスを与えた後、潅水を行った。潅水 5 日後に植物

の様子を撮影した。すべての実験条件において 5 つの異なる系統の形質転換体を用いて実

験を行い、代表する一つの結果を示した。 

 

3-2-14. SWISS MODEL を用いた ShPYL6 の推定立体構造の構築 

ShPYL6 の推定立体構造は AtPYL1 の結晶構造（PDB ID; 3jrs_A）39を鋳型として、SWISS 

MODEL（https://swissmodel.expasy.org/）40–44 を用いて構築した。タンパク質立体構造の観察

および解析には PyMOL 2.2 を用いた。 

 

3-3. 結果 

3-3-1. ShPYL のアミノ酸配列の解析 

S. hermonthica の組織に由来する RNA から 8 つの ShPYL 遺伝子を単離した。ShPYL の機

能を推定する為にシロイヌナズナの PYL ファミリータンパク質とのアミノ酸配列の比較お

よび系統解析を行った。シロイヌナズナの PYL ファミリータンパク質には ABA 非存在下

で二量体を形成するもの（二量体型; AtPYR1, AtPYL1-3）と単量体で存在するもの（単量体

型; AtPYL4-13）が存在し、系統学的に二量体型 PYL は単一のクレードを形成する。この二

つの受容体タイプは ABA や PP2C に対する親和性が異なり、ABA に対する様々な生理応答

を制御していると考えられている 45–47。アミノ酸配列の系統解析の結果、S. hermonthica か

ら単離した 8 種類の PYL タンパク質の内、ShPYL1 と ShPYL2 が二量体型、ShPYL3-8 が単

量体型の AtPYL タンパク質とクレードを形成した（Fig. 3-2）。加えて ShPYL1, 2 は PYR1 に

おいて二量体の形成に関わる His60 が保存されていことから二量体型 PYL タンパク質であ

ることが示唆された（Fig. 3-3）。 

AtPYL1 のラッチループ上に存在する His142 とゲートループ上に存在する Pro115 は ABA

との相互作用しそれぞれのループの立体構造を大きく変化させることで、PP2C との結合能

の増加に関与する 48。加えてリガンドポケット内の Phe88、Val110、Val193 は疎水性相互作

用によって ABA を固定する 49。一方で ABA の受容に伴う構造変化によってゲートループ

上の Ser112 は分子表面へ突出し、PP2C の Glu148, Gly180 と相互作用する 33,45,48,49。まずリ
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ガンド結合ポケットにおいて ABA と相互作用するアミノ酸残基に着目すると、ShPYL6 を

除くすべての受容体においてこれらのアミノ酸残基が保存されていた。ShPYL6 では

AtPYL1 において ABA と相互作用する His142 がグルタミン（Gln99）、Val110 がロイシン

（Leu67）、Val193 がメチオニン（Met146）となっていた。一方で PP2C との相互作用に関わ

る残基について着目すると ShPYL6 を除くすべての受容体が必要なアミノ酸残基を保存し

ていた。しかし ShPYL6 は AtPYL1 において PP2C と相互作用する Pro115 は保存されてい

た一方で、Ser112 がスレオニン（Thr69）に変化していた（Fig. 3-3）。 

 

3-3-2. ShPYL の PP2C 活性阻害機能の解析 

シロイヌナズナ由来の PYL（AtPYR1, AtPYL2, AtPYL6, AtPYL9）存在下における ABA 濃

度の変化に伴う ABI1 の脱リン酸化活性の変化を測定した。その結果、それぞれの PYL タ

ンパク質を混合した場合に ABI1 の活性は ABA 濃度に依存して低下し、それぞれの受容体

に対する IC50 値は先行研究ｃと同程度の値を示した（Fig. 3-4a, c）。本実験系を用いて

ShPYL1-8 の PP2C 阻害能力を検証した結果、ShPYL6 を除く 7 つの ShPYL は ABA の濃度

依存的に ABI1 の脱リン酸化活性を阻害した（Fig. 3-4b）。IC50 値は ShPYL3 と ShPYL7 が 1 

nM 以下、ShPYL2, 5, 8 が 10 ~ 100 nM, ShPYL1, 4 が 100 nM ~ 1 µM の濃度域に収まった（Fig. 

3-4c）。このことからこれらの 7 つの ShPYL は ABA 受容体として PP2C の活性を阻害する

機能を持つと考えられる。一方で ShPYL6 は ABA 非依存的に ABI1 の活性を完全に阻害し

た（Fig. 3-4b）。 

 

3-3-3. S. hermonthica 種子および葉における ShPYL の発現量 

種子発芽過程における ShPYL 遺伝子間での発現量を比較すると、主に ShPYL1, 3, 4 が高

く、ShPYL2, 5, 7 は低かった。種子発芽過程における各遺伝子の発現量の変化に着目すると、

ShPYL1, 3, 4 は発芽過程において増加傾向を示した一方で、ShPYL6, 7 は発芽前の種子での

み発現していることが分かった（Fig. 3-5a）。葉における ShPYL 遺伝子間での発現量を比較

すると、主に ShPYL2, 3, 4, 5 が高く発現していた。ABA の処理は各 ShPYL 遺伝子の発現量

に影響を与えなかった（Fig. 3-5b）。 

 

 

3-3-4. ShPP2C ファミリータンパク質のアミノ酸配列の解析 

S. hermonthica の組織に由来する RNA から 4 つの ShPP2C 遺伝子を単離した。ShPP2C1-4

についてシロイヌナズナのGroup A, B, F型PP2Cタンパク質群と共に系統解析を行った（Fig. 

3-6）。その結果、ShPP2C1 から 4 はすべて Group A に含まれることが明らかになった。この

ことからこれら 4 種類の ShPP2C は ABA 情報伝達経路に関与することが示唆された。

ShPP2C1, 2, 3 は ABI1, 2, HYPERSENSITIVE TO ABA（HAB）1, 2 と同じクレードに存在し

ており、ABA に対する種子発芽と気孔応答の両方に関与することが示唆された 50。一方で
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ShPP2C4 は ABA HYPERSENSITIVE GRMINATION （AHG）1,3、HIGHLY ABA-INDUCED 

PP2C（HAI）1, 2, 3 と同じクレードを形成していた。これらの遺伝子の欠損は種子発芽にお

ける ABA 応答性を低下させる一方で気孔応答には影響しない 51,52。このことから ShPP2C4

は気孔の ABA 応答には関与しないことが示唆された。 

これら 4 種類のアミノ酸配列を AtPP2C group A ファミリータンパク質と比較したところ

（Fig. 3-7）、ShPP2C1-4 は PYL タンパク質と相互作用に関わるアミノ酸残基（ABI1; Glu142, 

Gly180, Ile298, Trp300, Arg304）および脱リン酸化活性に必要な金属イオン配位に関わるア

ミノ酸残基（ABI1; Gly177, Asp178, Asp347, Asp413）をすべて保存していた 39,49。一方で

ShPP2C1 は金属イオン配位に関わるアミノ酸残基をすべて保存していたが、ABI1 において

PYL の相互作用に関わる Ile298 に相当するアミノ酸残基がメチオニン（Met312）になって

いることが明らかになった。 

 

3-3-5. ShPP2C の機能解析 

PYL タンパク質存在下における ShPP2C1-4 の脱リン酸化活性を測定した。その結果、

ShPP2C2-4 は PYL タンパク質存在下で ABA 濃度依存的に脱リン酸化活性が低下した。一

方で AtPYL9 を除くすべての PYL 存在下で、50,000 nM ABA 添加した場合においても

ShPP2C1 は 50%以上の脱リン酸化活性を維持しており、IC50 値が算出されなかった（Fig. 3-

8a, b, Fig. 3-9）。特に AtPYR1、AtPYL2 および ShPYL1、2、4、6、7 存在下では ABA 濃度の

変化に伴う ShPP2C1 の活性の変化は認められなかった。また ShPYL6 の濃度依存的な

ShPP2C1 の脱リン活性の変化を調べた結果、0.03 µM~3 µM の濃度域で ShPP2C1 の活性を

80%まで抑制したが、それ以上の活性阻害は認められなかった（Fig. 3-10）。一方で以下の受

容体存在下では ABA 濃度依存的に脱リン酸化活性に変化が認められた。ShPYL3 存在下で

は ABA 濃度が 50 ~ 100 nM の間で ShPP2C1 の脱リン酸化活性の著しい低下が認められ、全

体としてシグモイド様の変化が認められた。AtPYL9 と ShPYL8 存在下では ShPP2C1 の脱

リン酸化活性は ABA 依存的に緩やかな脱リン酸化活性の低下が認められた。ShPYL5 存在

下において ShPP2C1 の脱リン酸化活性は、0.1 ~ 100 nM ABA でー様に低下したのに対し、

100 ~ 50,000 nM ABA 存在下ではむしろ増加した。 

 

3-3-6. S. hermonthica 種子および葉における ShPP2C の発現量解析 

ShPP2C1-4 の植物体における機能を推定する為に種子と葉における発現量を定量し、比

較した。種子発芽過程における ShPP2C 遺伝子間での発現量を比較すると、ShPP2C1 が最

も高く発現していることが明らかになった。各遺伝子の発現量の変化に着目すると、

ShPP2C1-3 は種子の発芽に伴い発現量が増加したのに対し、ShPP2C4 は発芽とともに発現

量が低下した（Fig. 3-11a）。 

葉における ShPYL ファミリー遺伝子間での発現量を比較すると、0.5% EtOH 溶液を処理

した場合では ShPP2C1 が最も高く発現していた。一方で ABA 処理によって ShPP2C2、
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ShPP2C4 の発現量は ShPP2C1 と同等まで増加した（Fig. 3-11b）。 

 

3-3-7. ShPP2C1 の植物体内における機能の解析 

ShPP2C1 が植物体に与える影響を明らかにするため、ShPP2C1 および ABI1, ShPP2C3 を

野生型（WT）のシロイヌナズナへ導入した。ABA 存在下における発芽について検証した結

果、WT は 0.5 µM 以上の ABA 存在下で発芽が完全に抑制された一方で、ABA 非感受性変

異体であるabi1-1cは2.5 µM ABA存在下でも発芽が維持された。ABI1導入株およびShPP2C3

導入株は ABA 存在下で発芽が阻害された。一方で ShPP2C1 導入株は ABA 存在下でも発芽

がほとんど阻害されず、abi1-1c と同様の表現型を示した（Fig. 3-12a）。ABA 応答した遺伝

子の発現変動を観察するため、ABA 応答遺伝子である RD29A の発現量を定量した。WT お

よび ABI1 導入株の幼苗は ABA 処理に応答して RD29A の発現が誘導された。一方で abi1-

1c では ABA 処理に対して WT ほどの RD29A の発現誘導は認められなかった。ShPP2C1 導

入株についても ABA 処理時の RD29A 遺伝子の発現量が WT と比較して低く、abi1-1c と同

等まで低下していた（Fig. 3-12b）。植物体での蒸散の様子を観察するため、4 週齢の WT, abi1-

1c, ABI1 導入株および ShPP2C1 導入株の葉温を測定した。その結果 WT および ABI1 導入株

と比較して、ShPP2C1 導入株の葉温は低く、abi1-1c と同程度であった（Fig. 3-12c）。このこ

とから、ShPP2C1 導入株は WT, ABI1 と比較して活発に蒸散していることが示唆された。ま

たこれらの植物の乾燥耐性を観察した結果、WT と ABI1 導入株は乾燥ストレス後に潅水に

よって復帰したが、ShPP2C1 導入株は abi1-1c と同様に 7 日間の乾燥ストレスによって枯死

した（Fig. 3-12d）。ABI1 導入株はすべての生理学的解析において WT と変化が認められな

かったことから、PYL の制御を受ける PP2C の導入は植物体の ABA 感受性に影響を与えな

いことが示された。その一方で ShPP2C1 導入株では種子 ABA 感受性の低下、ABA に対す

る遺伝子の発現応答の低下および蒸散の活性化が引き起こされたことから、ShPP2C1 は植

物体内で ABA 感受性を低下させる機能を持つことが示された。 

  

3-4. 考察 

ShPYL1-8 の系統解析によって、8 種類の ShPYL タンパク質の内、ShPYL1 と ShPYL2 が

二量体型、ShPYL3-8 が単量体型の AtPYL タンパク質とクレードを形成した。二量体型 PYL

の一部を活性化するアゴニストは気孔閉鎖を誘導することから、二量体型 PYL は気孔応答

に寄与することが示唆されている 47。また S. hermonthica の葉では ShPYL2-5 が発現してい

た。以上のことから、ShPYL1, 2 が気孔において機能する可能性が示唆される。 

S. hermonthica から見出した 8 種類の PYL タンパク質はすべて PP2C 阻害作用を有してい

た。また ShPYL6 を除く 7 種類の PYL タンパク質は ABA 依存的に ABI1 の脱リン酸化活性

を阻害したことから、ABA 受容体としての機能を持つことが示された。一方で ShPYL6 は

ABA 非依存的に ABI1 の脱リン酸化活性を阻害した。ABA 依存的に PP2C 阻害活性を示す

AtPYL1 では ABA が結合することで Ser112 が ABA によってポケット外へ押し出されゲー
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トループの反転とポケット入口の閉鎖を誘導する。同時に His142 が ABA のシクロヘキサ

ン環の疎水性相互作用に誘引されることでラッチループを反転させ、ゲートループを抑え

込む。これによって PYL のポケット外に向いた Ser112 が PP2C と相互作用し、PP2C の活

性を阻害する 33。一方で、AtPYL10 は ABA 非依存的に PP2C の活性を阻害することが知ら

れている。AtPYL10 ではゲートループ領域に存在する Leu79（AtPYL1: Val110）がポケット

内の Ile59, Leu159 の側鎖と疎水性相互作用を形成することで、ゲートループを閉鎖型で安

定していると考えられている 53。ShPYL6 のアミノ酸配列を AtPYL1 および AtPYL10 と比較

すると、AtPYL1 の Val110 に対応する残基が Leu67、ポケット内に存在する Val193 が Met146

となっていた。これにより ShPYL6 は Leu67 がポケット内の Ile47, Met146 との疎水性相互

作用を形成し AtPYL10 と同様の機構で閉鎖型の構造を取っていると考えられる。SWISS 

MODEL を用いたモデリングの結果（Fig. 3-13）から、ShPYL6 のリガンドポケットは AtPYL1

と比較してかさ高い疎水性側鎖を持つ Leu67, Gln99, Met146 によって小さくなっていた。さ

らに ShPYL6 では AtPYL2 の Ser112（AtPYL10; Ser81）がよりかさ高い Thr 69 となってい

る。これらの結果から、ShPYL6 のリガンドポケットが小さくなったことで ABA との親和

性が低下する一方で、かさ高い Thr69 がポケット外へ反転しやすくなっていることが示唆

される。これにより ShPYL6 は ABA 非存在下でも閉鎖型構造を取るために、ABA 非依存的

な PP2C 阻害機能を発現していると考えられた。 

S. hermonthica から見出した 4 種類の Group A 型 PP2C はすべて脱リン酸化活性を持って

いた。ShPP2C2-4 は PYL によって ABA 依存的に脱リン酸化活性が抑制された。その一方で

ShPP2C1 の脱リン酸化活性は ShPYL1-8 によって低下させられなかった。このことから

ShPP2C1 は PYL との相互作用が低下しており、ABA 存在下でも PYL による制御を受けな

いことが示された。さらに ABI1 のネイティブプロモーターである 4xMYC 制御下で ShPP2C1

を発現させたシロイヌナズナの WT 植物は ABA 非感受性と活発な蒸散を示した。このこと

は ShPP2C1 が ABA の存在下でもシロイヌナズナの ABA 情報伝達経路を抑制していること

を示している。シロイヌナズナの ABA 非感受性変異体である ABA insensitive 1-1（abi1-1）, 

ABA insensitive 2-1（abi2-1）は Group A サブファミリーに属する PP2C である ABI1 および

ABI2 にアミノ酸置換変異を持つ（それぞれの変異タンパク質を ABI1 G180D, AtABI2 G168D と

呼ぶ）37,54。このアミノ酸残基が変異した PP2C は PYL タンパク質との親和性が大きく低下

している一方で、SnRK2 に対する親和性は維持されている 45,46,49。その為、ABA 存在下で

他の PP2C の活性が抑制される中、脱リン酸化活性を維持している ABI1 G180Dおよび AtABI2 
G168D が SnRK2 を阻害し ABA 情報伝達経路を負に制御すると考えられる 24。また abi1, abi2

は優性形質であるが、種子や葉における ABI1, ABI2 の相対発現量はシロイヌナズナに 9 種

類存在する Group A PP2C 遺伝子群全体の 10~20%に過ぎない 55。このことから、他の正常

な PP2C の存在にもかかわらず、PYL との相互作用を引き起こすような PP2C は種子発芽や

気孔の制御における ABA 非感受性表現型を引き起こすと考えられる。S. hermonthica にお

いて ShPP2C1 の相対発現量はコンディショニング処理後 7 日目の S. hermonthica 種子およ
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び S. hermonthica の葉のどちらにおいても約 75%であった。これらの知見は ShPP2C1 が、

ABI1 G180D や AtABI2 G168D と同様に、S. hermonthica の種子と葉における ABA 感受性の欠損

を引き起こす可能性を支持している。以上の結果によって、ShPP2C1 が S. hermonthica にお

いて ABA 非感受性の原因遺伝子であると考えられる（Fig. 3-14）。 

一方で ShPP2C2-4 は PYL によってその活性が制御されており、ABA 情報伝達を制御す

る機能が保存されていた。これにより ShPP2C2-4 が ABA 情報伝達の調節因子としての役割

を持つことが示唆される。ABA 処理は S. hermonthica の種子発芽や蒸散に影響を与えなか

ったが、ShPP2C4 の発現量を誘導した。また abi1-1c および ShPP2C1 導入株では ABA 処理

によって、WT と比較するとわずかであるが、RD29A の発現量が上昇した。これらの結果か

ら、S. hermonthica は遺伝子発現レベルでは ABA に対して応答しており、その応答に

ShPP2C2-4 が関与している可能性が考えられる。 
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第 4 章 ShPP2C1 の PYL 相互作用低下に関わるアミノ酸残基の解析 
 

4-1. 背景 

第 3 章の結果から ShPP2C1 の脱リン酸化活性は PYL タンパク質によってほとんど阻害さ

れないことが明らかになった。ゲートループ・ラッチループの構造が閉鎖型になった PYL

は PP2C の脱リン酸化活性部位をふさぐことでその機能を阻害する 25ことから、ShPP2C1 は

PYL と相互作用しにくくなっていることが予想される。結晶構造解析と生化学的実験の結

果から、PYL と PP2C の主な相互作用部位として 2 か所の領域が報告されている（Fig. 4-1a）
39。一つ目は ABI1 の Glu142 および Gly180 を中心とするアミノ酸領域である。これらのア

ミノ酸残基は PYL のゲートループ領域が差し込まれるポケットに存在し、特に Glu142 は脱

リン酸化酵素活性を担う残基として SnRK2 の不活性化に深く関与する 25,56（Fig. 4-1b）。も

う一つの領域は Trp300 を中心とするアミノ酸領域である。PYL-ABA-PP2C 複合体において

Trp300（Trp-lock）は PYL のゲートループと C 末端側のαへリックス構造の隙間に差し込ま

れ、PYL タンパク質内に受容された ABA と水分子を介した水素結合ネットワークを形成す

る（Fig. 4-1c）。周辺のβシート構造を含む ABI1 の Ala291～Ala305 の領域は Trp-lock を支

持すると共に、PYL の分子表面と直接相互作用する 56。この領域の Ile298、Trp300、Arg304

へのアミノ酸変異導入が PYL との相互作用を著しく低下させることを報告されている 39。

そこでこれらの領域を中心として ShPP2C1 のアミノ酸配列をその他の PP2C と比較した。

さらに ShPP2C1 から見出された特徴的なアミノ酸残基に着目し、これらのアミノ酸が PYL

との相互作用および ABA 受容機構に与える影響について解析を行った。 

 

4-2. 方法 

4-2-1. PP2C 発現ベクターに対する塩基置換変異の導入 

3-2-3.の通りに ShPP2C1-4 のアミノ酸配列をシロイヌナズナのGroup A型 PP2C と比較した。

見出された任意の 1 アミノ酸および 3 アミノ酸（Fig. 4-2）へ置換変異を導入するため、PP2C

発現プラスミドベクターを鋳型とした PCR 反応によって行った。PrimeSTAR Mutagenesis 

Basal Kit（TAKATA BIO Inc., Japan）を用いて ABI1 および ShPP2C1 の発現用プラスミドベ

クターに対して塩基配列置換変異を導入した。得られたプラスミドベクターを DH5a へ導入

し、50 µg mL-1 アンピシリンプレートで形質転換体を選抜した。一つのコロニーを LB 培地

へ植菌し、37℃で 18 時間培養した後、QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen, Germany）を用い

て導入したプラスミドベクターを抽出した。変異の導入はシークエンス解析によって確認

した。続いて 3 アミノ酸置換変異を導入した PP2C（ABI1 3 mutations および ShPP2C1 3 mutations）

のベクターを鋳型として 1 アミノ酸を PCR で導入し、DH5a でプラスミドをクローニング

した。シークエンス解析によって変異の導入を確認した後、もう 1 アミノ酸を同様の方法で

導入することで 5 アミノ酸の置換変異を導入した PP2C（ABI1 5 mutations および ShPP2C1 5 

mutations）を作製した。 
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4-2-2. PP2C 活性測定 

得られたプラスミドベクターを用いて、3-2-6.に示すように組み換えタンパク質の作成し、

3-2-7.に示すように PYL 存在下での脱リン酸化活性の測定を行った。 

 

4-2-3. ABI1 5 mutations の植物体内での機能の解析  

シロイヌナズナに対する ABI1 5 mutations 遺伝子の導入および表現型の解析は 3-2-8. ~ 13.に

示す通りに行った。 

 

4-3-5. SWISS MODEL を用いた PYL-PP2C 複合体の立体構造の比較 

AtPYL1-ShPP2C1 複合体の推定立体構造は AtPYL1-ABI1 の結晶構造（PDB ID; 3jrq）39を

鋳型として、SWISS MODEL（https://swissmodel.expasy.org/）40–44 を用いて構築した。タンパ

ク質立体構造の観察および解析には PyMOL 2.2 を用いた。 

 

4-3. 結果 

4-3-1. ShPP2C1 の PYL 相互作用低下に関わる候補アミノ酸残基の探索 

ShPP2C1 の PYL 相互作用性の低下に関わるアミノ酸を探索するため、ShPP2C1 を含む S. 

hermonthica およびシロイヌナズナの Group A PP2C のアミノ酸配列を比較した。ShPP2C1 は

ABI1 における Glu142 および Gly180 を含む領域のアミノ酸残基が保存されていた。一方で

Trp-lock 周辺の領域に着目した結果、Ile298 に相当するアミノ酸がメチオニン（Met312）と

なっていることが明らかになった。さらにその周辺の Ala293、Lys296、Val297、Ala303 の 4

つの保存性の高いアミノ酸残基がそれぞれシステイン（Cys307）、メチオニン（Met310）、イ

ソロイシン（Ile311）、ロイシン（Leu317）となっていることが明らかになった（Fig. 3-7, Fig. 

4-2）。 

 

4-3-2. ABI1 に対するアミノ酸変異の導入が PYL との相互作用に与える影響 

ShPP2C1 に認められた 3 つのアミノ酸（Met310、Ile311、Met312）が PYL との相互作用

に与える影響を調べるため、ABI1 に 1 アミノ酸の置換変異を導入した 3 種類の組み換えタ

ンパク質（ABI1 K296M、ABI1 V297I、ABI1 I298M）を作出し（Fig. 4-3a）、AtPYL2 または ShPYL2

存在下における ABA 濃度依存的な脱リン酸化活性を測定した。その結果、50 µM ABA 存在

下で ABI1 I298M の脱リン酸化活性は ABI1, ABI1 K296M および ABI1 V297I と比較して優位に高

かった（Fig. 4-3b）。また ABI1 I298M は ABI1 と比較して AtPYL2 存在下で約 60 倍、ShPYL2

存在下で約 50 倍高いの IC50 値を示した（Fig. 4-2c）。さらに ABI1 3 mutations および ABI1 5 mutations

では、ABI1 I298M と比較して 50 µM ABA 存在下での脱リン酸化活性および IC50 値が増加し

た（Fig. 4-3b, c）。 

ABI1 3 mutationsと ABI1 5 mutationsの脱リン酸化活性および IC50値は実験に用いた 5 種類の PYL

https://swissmodel.expasy.org/
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タンパク質存在下で ABI1 より増加した（Fig. 4-4a, b）。ABA 非存在下において ABI1、ABI1 
3 mutations および ABI1 5 mutations の脱リン酸化活性は AtPYL2、ShPYL1、ShPYL2 および ShPYL4

によって阻害されなかった。一方で ABA 非存在下において ABI1、ABI1 3 mutations および ABI1 
5 mutations の脱リン酸化活性は AtPYL6 によって阻害されたが、ABI1 に比べて ABI1 3 mutations お

よび ABI1 5 mutations は高い脱リン酸化活性を維持していた（Fig. 4-4a）。 

 

4-3-3. ABI1 5 mutations の植物体内での機能の解析  

ABI1 5 mutations 遺伝子を導入したシロイヌナズナの種子は 2.5 µM ABA 存在下でも abi1-1c

と同様に発芽した（Fig. 4-5a）。また WT と比較して ABI1 5 mutations 導入株は ABA 処理よって

RD29A 遺伝子の発現がほとんど誘導されなかった（Fig. 4-5b）。4 週齢の AtABI 5 mutations 導入

株の葉温は WT よりも低く、abi1-1c と同程度であったことから、WT と比較して蒸散が活

性化していることが示唆された（Fig. 4-5c）。また ABI1 5 mutations 導入株は abi1-1c と同様に 7

日間の乾燥ストレスによって枯死し、その後の潅水によっても復帰しなかった（Fig. 4-5d）。 

 

4-3-4. ShPP2C1 に対するアミノ酸変異の導入が PYL との相互作用に与える影響 

ShPP2C1 に対して 3 アミノ酸および 5 アミノ酸の置換変異を導入した組み換えタンパク

質（ShPP2C1 3 mutations、ShPP2C1 5 mutations）を作出し（Fig. 4-6a）、PYL 存在下における ABA 濃

度依存的な脱リン酸化活性の変化を測定した。AtPYL2、ShPYL1 または ShPYL2 との組み合

わせでは、アミノ酸置換変異体では 1 µM 以上の ABA 存在下で脱リン酸化活性のわずかな

低下が認められた。AtPYL6、ShPYL4 との組み合わせでは、アミノ酸置換変異の導入によっ

て ABA 非存在下を含めた全 ABA 濃度域で脱リン酸化活性が低下し、IC50 値にも変化が認

められた。一方でこれらの変異型 ShPP2C1 は 50 µM ABA 存在下でも脱リン酸化活性を 40%

以上維持していた（Fig. 4-6b, c）。 

 

4-4. 考察 

本研究では ShPP2C1 における PYL 相互作用性低下の原因を明らかにするため、PYL との

相互作用に特に重要であると報告されている脱リン酸化触媒部位および Trp-lock 周辺のア

ミノ酸残基を比較し、ShPP2C1 に特徴的な 5 つのアミノ酸を見出した。ABI1 への変異導入

の結果から、今回着目した 5 つのアミノ酸の中でも Met312 が最も大きく PYL との相互作

用へ影響することが明らかになった。ABI1 において Met312 に相当する Ile298 をアラニン

に変異させる（ABI1 I298A）と AtPYR1 との相互作用を低下させることが報告されており 39、

本研究の結果とよく一致している。さらに ABI1 3 mutations, ABI1 5 mutations は ABI1 I298M と比較し

て PYL タンパク質からの阻害を受けにくくなった。ABI1 に対する K296M または V297I の

変異導入は PYL との相互作用に影響しなかったが、I298M と合わせて導入した場合（ABI1 

3 mutations、ABI1 5 mutation）の PYL 相互作用性は ABI1 I298M よりも低下した。このことから Ile298

を中心として、その他の 2 アミノ酸または 4 アミノ酸が複合的に PYL との相互作用を阻害
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していることが考えられる。SWISS MODEL を用いた ShPP2C1 の構造予想は Met312 およ

び Met310 のアミノ酸残基が PYL との相互作用面に与える影響を推察できる（Fig. 4-7）。

ABI1 I298Aは PYL と相互作用しにくくなることから 39、Ile 298 のγ位のメチル基が形成する

疎水性領域が PYL との相互作用に重要であることが示唆される。ShPP2C1 の Met 312 は、

かさ高くなった側鎖が PYL との立体障害により Ile 298 におけるβ位のメチル基の方向へ向

いている（Fig. 4-7a, b）。その為、Ile 298 のγ位のメチル基が形成していた疎水性領域が縮

小しており、PYL との相互作用の低下を引き起こしていると考えられる（Fig. 4-7c, d）。さ

らに Met 312 の側鎖は Met 310 と協調的に PYL 相互作用表面に広い疎水性の領域を形成し

ていた（Fig. 4-7c, d）。この疎水性領域が AtPYL1 のαへリックス上の親水性アミノ酸と反発

するために、PYL との相互作用が低下したと考えられる。 

ABI1 5 mutaitons 導入株は種子発芽、乾燥応答や遺伝子の発現応答において abi1-1c と同等ま

で ABA 応答が低下していた。In vitro 試験においても ABI1 5mutations の AtPYL2 に対する IC50

値は ABI1 の約 50 倍まで増加したが、その脱リン酸化活性は 50 µM ABA 存在下で約 40%ま

で阻害されており、PYL によって部分的に制御を受けていると考えられる。以上の結果は

この 5 つのアミノ酸変異の導入による ABI1 の PYL 相互作用性の部分的な低下でも、植物

の ABA 感受性は著しく低下してしまうことを示している。 

AtPYL2 存在下での ABI1 5 mutaitons の IC50 値は ABI1 の 50 倍まで増加したが、その脱リン

酸化活性は ABA 濃度に依存して低下していることから、ShPP2C1 と比較して PYL との相

互作用能力を維持していると考えられる。さらに今回着目した 5 つのアミノ酸を置換した

ShPP2C1 の脱リン酸化活性は野生型と比較して PYL によって阻害されたが、50 µM ABA 存

在下でも高い脱リン酸化活性を維持していた。この結果はこれら 5 アミノ酸以外に ShPP2C1

の PYL 相互作用性の低下に関わるアミノ酸残基が存在することを示している。ShPP2C1 で

は PYL との相互作用に関わるアミノ酸領域に対する選択圧が低下し、PYL 相互作用領域の

アミノ酸が変異しやすくなっていると考えられる。その一方で ABA 感受性を低下させるよ

うな変異は S. hermonthica が厳しい乾燥地に適応する上で有利なものとして保存されてきた

と予想される。今後、ShPP2C1 のさらなる解析は、PP2C と PYL の相互作用に関わる新たな

アミノ酸の同定や、S. hermonthica の乾燥地適応に関わる分子進化の解明に繋がることが期

待される。 
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第 5 章 Striga hermonthica の ABA が宿主の蒸散へ与える影響の解析 
 

5-1. 背景 

S. hermonthica の寄生は宿主の気孔閉鎖を誘導し、蒸散速度や呼吸速度の低下を引き起こ

す 13,14,29,57。S. hermolnthica の寄生に伴う宿主の蒸散低下によって寄生植物との水分勾配は

拡大し養水分の収奪が加速すると予想されるが、その原因は明らかになっていない。ここま

での結果から S. hermonthica は ABA に対しての感受性をほとんど持たないにも関わらず、

S. hermonthica の種子と植物体は宿主に依存せず多量の ABA を蓄積していることが明らか

になった。植物病原菌の中には植物ホルモン活性を持つ化合物を生産することで宿主の生

長調節を攪乱し、病徴を示す例がいくつか報告されている ref 58。また寄生植物であるアメ

リカネナシカズラ（Cuscuta pentagona）の感染に伴う宿主の生長阻害は ABA に由来するこ

とが報告されている 59 他、ハマウツボ科のコシオガマ（Phtheirospermum japonicum）は植物

ホルモンであるサイトカイニンを宿主植物に送り込み、宿主との結合部位の維管束の肥大

を誘導し栄養収奪の効率を向上させていると考えられている 10。S. hermonthica の感染は宿

主の維管束液および葉における ABA 量の増加を引き起こす 15,29 ことから、ABA が S. 

hermonthica の寄生に伴う蒸散低下の原因ではないかと考えた。そこでライゾトロンを用い

て、S. hermonthica の寄生が宿主へ与える影響について解析を行った。さらに S. hermonthica

培養個体に安定同位体炭素で標識した ABA を蓄積させ、S. hermonthica に由来する ABA が

宿主へ移動するか検証を試みた。また S. hermonthica の発芽種子を用いて結合部以外から

ABA が移動し宿主へ影響する可能性について検証した。 

 

5-2. 方法 

5-2-1. 試薬 
13C12-sucrose は Sigma-Aldrich（USA）より購入した。 

 

5-2-2. S. hermonthica の寄生がソルガムに与える影響の測定 

ライゾトロンを用いたソルガム個体の作出および S. hermonthica の接種は 2-2-3.に示すよ

うに行った。S. hermonthica 発芽種子の接種 1 日後から 9 日後、および 16 日、23 日、30 日

後にそれぞれ草丈と気孔コンダクタンスの測定を行った。気孔コンダクタンスの測定は 2-

2-5.に示すように行い、その後に草丈を測定した。接種後 31 日目に S. hermonthica を取り除

いたソルガムの地下部を約 1 g 回収した。根からロックウールを取り除いた後、回収した根

の重量を測定した。根を液体窒素で凍結させたのち、乳鉢を用いて磨砕した。サンプル重量

の約 10 倍量の MeOH を用いて乳鉢の内容物を懸濁し 50 mL ファルコンチューブへ回収し

た。内部標準として d6-ABA 水溶液を 10 µL 加えた。懸濁液を遠心分離し、上清を回収した。

この作業を 3 度繰り返し、約 30 mL の抽出液を得た。この抽出液を 2-2.に示すように精製

し、LC-MS による分析を行った。得られた定量結果から新鮮重量あたりの化合物量を算出
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した。それぞれの実験は一条件につき独立した 3 つの植物体を用いて行った。 

 

5-2-3. S. hermonthica の器官別の ABA 量の解析 

接種後 4 週齢の S. hermonthica について、第一展開葉、茎部および寄生根の三つの器官を

100 ~ 400 mg 回収した。回収した植物組織は 2 mL 容破砕用マイクロチューブに回収しジル

コニウムボールを加えた後液体窒素によって凍結した。それぞれの植物サンプルは抽出作

業まで-80℃で保存した。植物体からの化合物の抽出と精製、分析は 2-2-6~8.に示すように行

った。得られた定量結果から新鮮重量あたりの化合物量を算出した。それぞれの実験は一条

件に付き独立した 3 つの植物体を用いて行った。 

 

5-2-4. S. hermonthica 培養根の作出 

 2-2-4.に示すように S. hermonthica 独立培養個体を作出した。独立培養個体の根の先端か

ら約 1 cm の部分を終濃度 0.1 µM の 1-Naphthaleneacetic acid（NAA）を含む 2％sucrose B5

培地へ移植した。これを暗所で振とう培養し、S. hermonthica 培養根を作出した。4 週間ごと

に根の先端を新しい培地へ移植することで継代した。S. hermonthica 培養根の先端 5～10 切

片を 2％13C12-sucrose B5 培地へ移植した。これを暗所で振とう培養し 13C ラベル化 S. 

hermonthica 培養根を作出した。培養器には三角フラスコを用い、培地量は培養器の 1/4 の

体積とした。培養 2 週間後に培養根を回収し、2-2-6., 2-27.に示す通りに化合物を抽出および

精製し、LC-MS/MS を用いて分析した。LC および MS 条件は以下に示す通りとした。 

 

LC 条件 

カラム: YMC-UltraHT Hydrosphere C18 100 × 2.0 mm、30℃ 

溶媒: 30%（v/v）（0-2 min）、30-60%（v/v）（2-12 min）、 100%（v/v）（12-16 min）MeOH（0.1%

（v/v）ギ酸） 

流速: 0.2 mL/min 

 

MS 条件 

ESI negative mode 

Capillary（kV）: 2.8 

Source temperature（℃）: 120 

Desolvation temperature（℃）: 350 

Cone gas flow（liter h-1）: 50 

Desolvation gas flow（liter h-1）: 550 

Collision energy（eV）: 20 

MRM transition（m/z）: 279 > 179（PA）、294>147（13C15-PA）、263.2 > 153（ABA）、278>162

（13C15-ABA） 
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5-2-5. 寄生した S. hermonthica 培養根からソルガムへの ABA の移動の検証 

 S. hermonthica 培養根継代後 3 週目の S. hermonthica 培養根を培地から取り出し蒸留水で

表面を洗浄した。φ90 mm 普通ろ紙を同径のプラスチックシャーレのフタに敷き、吸器誘導

作用を持つ 10 µM 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone（DMBQ）0.1% MeOH 水溶液を 3 mL 処理

した。その上に S. hermonthica 培養根を静置し、シャーレを閉じてパラフィルムで密封をし

たのち、暗所 30℃でインキュベートした。一日後に顕微鏡下で吸器の形成が認められた根

切片（Fig.5-2b）を選び出し、根端がソルガムの根に接触するようにライゾトロン上に移植

した。1～2 日間程度明所 30℃で生育させたのち、ソルガムに対する S. hermonthica 培養根

の寄生を観察した。 

 ソルガムの根を、S. hermonthica 培養根が結合した箇所、結合部より地上部側、寄生部よ

り根端側の 3 つに分けて回収した。回収した根は液体窒素で凍結させ、化合物の抽出まで-

80℃で保管した。またネガティブコントロールとして S. hermonthica 培養根を寄生させてい

ないソルガムの根を回収した。植物サンプルから 2-2-7.、2-2-8.に示す通りに化合物の抽出

および精製を行った。化合物の分析は LC-MS/MS を用い、5-2-4.と同様の条件で行った。 

 

5-2-6. S. hermonthica の種子および種子滲出物に含まれる ABA・PA 量の定量 

φ90 mm プラスチックシャーレに同径の滅菌ガラス繊維ろ紙を敷き、滅菌水で十分に湿ら

せた。1 つのシャーレにつき約 100 mg の寄生植物種子を播種した。パラフィルムでシャー

レを密封し、暗所 30℃で 7 日間コンディショニング処理を行った。コンディショニング処

理後、種子が乗ったろ紙を取り出し、余分な水分を取り除いた。ろ紙をシャーレ上に戻し、

1 µM GR24 溶液を 3 mL 処理した。シャーレをパラフィルムで密封し、暗所 30℃で発芽処

理を行った。発芽処理後の種子をスパチュラでかきとり、2 mL 容破砕用マイクロチューブ

に回収した。シャーレに残った濾紙を滅菌水 3 mL で洗い、その洗浄液を種子滲出液として

回収した。また種子の入ったチューブを 2 分間遠心分離し、上清を種子滲出液に加えた。回

収した種子はジルコニウムボールを加えた後、液体窒素で凍結させた。ボールミルで種子を

破砕した後、2-2-6~8.に示すように化合物の抽出・精製・分析を行った。一条件に付き独立

した 3 つのシャーレで発芽を誘導した種子を用いて実験し、定量値の平均値と標準偏差を

算出した 

 

5-2-7. ソルガムの地下部に対する ABA 処理 

φ90 mm のプラスチックシャーレに同径の滅菌ガラスろ紙を敷き、蒸留水で適度に湿潤さ

せた。そこにソルガムの種子を播種し、パラフィルムで密封した後、暗所 30℃で一晩イン

キュベートした。発芽した種子を 3 日間水道水で育苗した後、一個体ずつ 50 mL ファルコ

ンチューブに移植した。水耕液として 40% Long Ashton を用い、2 日に一回水耕液を取り換

えた。水耕液に対して EtOH 濃度が 0.1%、ABA 濃度が 1 fM ~ 1 µM になるように、ABA 
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EtOH 溶液を加えた。ABA の投与は移植 2 日目（処理 0 日目）から始め、2 日に一度水耕液

の交換の際に行った。2-2-5.に示すように第一展開葉の気孔コンダクタンスを測定し、その

後草丈の測定を行った。一条件に付き独立した 5 つの植物体を用いて実験を行い、その平均

値と標準偏差を算出した。 

 

5-3. 結果 

5-3-1. S. hermonthica の寄生が宿主の地上部の生長および蒸散速度に与える影響 

Infected sorghum の草丈は Uninfected sorghum と比較して寄生後 8 日目から有意に低下し、

その後寄生後 30 日目までに約 70%まで低下した（Fig. 5-1a）。一方で Infected sorghum の気

孔コンダクタンスは Uninfected sorghum と比較して寄生後 3 日目から有意に低下し、30 日

目までに約 50%まで低下した（Fig. 5-1b）。また寄生後 32 日目の Infected sorghum の地下部

は Uninfected sorghum よりも高濃度の ABA・PA を蓄積していた（Fig. 5-1c）。 

 

5-3-2. S. hermonthica の組織別の ABA 蓄積量 

S. hermonthica の寄生個体について、葉と茎に含まれる ABA 量が同程度であったことに

対し、根には葉・茎と比較して 2.5 倍高い ABA が蓄積していた。ファゼイン酸（PA）につ

いても同様に根における蓄積量が最も高く、ABA 関連化合物は S. hermonthica の根に多く

含まれることが明らかになった（Fig. 5-1d）。 

 

5-3-3. S. hermonthica 培養根のソルガムに対する寄生 

 S. hermonthica 独立培養個体の根を 0.1 µM NAA を含む 2%sucrose B5 培地へ移植し暗所で

4 週間振とうすることで培養根を作出した（Fig. 5-2a）。この培養根を DMBQ 存在下へ移動

させることで、1 日後に吸器のような形態に変化した（Fig. 5-2b）。この培養根をライゾトロ

ン上のソルガムに接触させることで 3 日後までに吸器がソルガム根に付着し、瘤状に変化

した。瘤状組織の形成を確認してから 21 日後に地上部の形成が認められたことから、寄生

が確立している事が明らかになった（Fig. 5-2c）。 

 

5-3-4. 13C ラベル化 S. hermonthica 培養根を用いた宿主への ABA の移動の検証 

継代 4 週間後の S. hermonthica 培養根から ABA および PA が検出された(Fig. 5-3b, c)。続

いてこの培養根を 0.1 µM NAA を含む 2% 13C12-sucrose B5 培地へ植え継ぎ、3 週間振とうし

た S. hermonthica 培養根の抽出液を分析した。その結果、ABA および PA が検出される MRM

チャンネル（263.2> 153（ABA）, 279 > 139（PA））では標品と一致する信号は検出されなか

ったが、ABA および PA の炭素がすべて 13C12-sucrose で置換された場合に予想されるフラグ

メントを検出する MRM チャンネル（278.2 > 162（13C15-ABA）, 294 > 147（13C15-PA））にお

いて ABA および PA の標品と一致するピークが検出された（Fig. 5-3b-d）。これにより、2% 
13C12-sucrose B5 培地を用いて培養することで S. hermonthica 培養根中に 13C 標識された ABA
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および PA が蓄積することを確認した。 

同様の方法で作出したS. hermonthica培養根をソルガムの根に接種し、13C標識されたABA

の移動を検証した（Fig. 5-4a）。13C ラベル S. hermonthica 培養根の抽出物および培地から 13C15-

ABA および 13C15-PA を検出し、培養根由来の ABA および PA が 13C で標識されていること

を確認した（Fig. 5-4b, c）。この培養根をソルガムの根に寄生させ、S. hermonthica 結合部お

よびその周辺の蓄積化合物を分析したが、ABA, 13C15-ABA, PA, 13C15-PA のすべてのチャン

ネルで標品と一致するピークは検出されなかった（Fig. 5-4d）。また同様に生育させた S. 

hermonthica に感染していないソルガムの根から ABA, PA と一致するピークは検出されなか

った（Fig. 5-4e）。 

 

5-3-5. S. hermonthica の種子発芽に伴う ABA 蓄積量および滲出量の変化 

S. hermonthica の発芽過程における種子抽出液、滲出液中の ABA および PA を定量した。

その結果、種子抽出液中の ABA 濃度は GR24 処理後 12 時間後から急激に増加することが

明らかになった。また同様に種子滲出液中の ABA 濃度は GR24 処理後 24 時間で最大とな

り、種子抽出液中の約 4 倍に達した（Fig. 5-5a）。また種子抽出物、滲出液中の PA 濃度につ

いても同様の結果が得られた（Fig. 5-5b）。 

 

5-3-6. 地下部に対する ABA 処理が宿主の地上部の生長および蒸散速度に与える影響 

ソルガムの草丈は ABA 終濃度が 1 µM の水耕液中で生育させた場合に処理 3 日目から有

意に低下した。一方で ABA 濃度が 1 nM 以下の場合では無処理の場合と比較して処理 8 日

目まで草丈に有意に差は認められなかった（Fig. 5-6a, b）。ソルガムの気孔コンダクタンス

は ABA 終濃度が 1 µM の水耕液で生育させた場合に処理 1 日目から有意に低下し、8 日目

においてもその他の ABA 濃度を処理された場合と比較して有意に抑制されていた（Fig. 5-

6c）。 

 

5-4. 考察 

これまで S. hermonthica の寄生は宿主の蒸散の低下と ABA 量の増加を誘導することが報

告されている 13,29。本研究のライゾトロンを用いた実験系においても、S. hermonthica の寄

生によるソルガムの蒸散低下とソルガムの根の ABA、PA 蓄積量の増加が観察された。S. 

hermonthica の根はソルガムの根と比較して 1000 倍高い濃度を蓄積しており、S. hermonthica

の寄生に伴い ABA・PA が宿主へ移動していることが示唆された。また従来の S. hermonthica

の感染に伴う宿主の蒸散低下や ABA 量の増加の研究には S. hermonthica が十分に生育した

個体を用いられており、これらの原因として養水分収奪による水分ストレスが予想されて

きた。本研究ではライゾトロンを用いることで S. hermonthica の寄生時期を制御し、ソルガ

ムの蒸散が S. hermonthica の寄生後 3 日目から有意に低下することを見出した。この時点で

の S. hermonthica 個体の大きさは宿主と比べて非常に小さく、養水分収奪が宿主の水分スト
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レスを引き起こすとは考えにくい。このことから S. hermonthica の寄生に伴う蒸散速度の低

下は、水分ストレスとは異なる要因によって引き起こされることが示唆される。 

そこで S. hermonthica から宿主への ABA の移動について検証するために、13C ラベル S. 

hermonthica 培養根の作出を試みた。その結果 13C-ラベル化された化合物を蓄積する S. 

hermonthica 培養物を作出し、炭素がすべて 13C となった ABA を検出することが出来た。さ

らにこの培養根を宿主の根へ寄生させることに成功したが、ABA の移動を検証するには至

らなかった。またソルガムの根から内生の ABA が検出されなかった。このことから本系を

用いて寄生植物-宿主間の ABA の移動を検証するためには、実験系のスケールアップによ

る植物サンプル量の増加やより高効率な抽出分析系の確立が必要であると考えられる。 

一方で S. hermonthica の発芽種子は幼根の出現とともに多量の ABA を放出することが明

らかになった。S. hermonthica の種子は宿主の根滲出液を認識することで、宿主の根のごく

近傍で発芽することから放出された ABA が宿主の根に対して影響すると考えられる。ソル

ガムの地下部に対する ABA 処理が地上部に与える影響を調べた結果、1 µM ABA を処理し

た 1 日後から気孔コンダクタンスの低下が認められ、3 日目には草丈の減少が認められた。

このことから地下部へのABA処理は地上部の生長および蒸散を負に制御することを確認し

た。以上の結果から S. hermonthica の寄生初期段階で認められる宿主の蒸散低下には S. 

hermonthica 種子に由来する ABA が関与している可能性が示唆された。 
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第 6 章 総合考察 
 

Striga 属や Rhinanthus 属などの道管結合型のハマウツボ科寄生植物は盛んな蒸散による

水分勾配を利用して宿主から養水分を収奪すると考えられてきた 12,14,60。中でも S. 

hermonthica の蒸散は短期的な乾燥ストレス下でほとんど低下しないことが知られていたが

16、その分子メカニズムについては不明であった。本研究は S. hermonthica が植物ホルモン

である ABA に対して感受性を持たず、その原因が ABA 情報伝達経路を構成する ShPP2C1

と名付けた脱リン酸化酵素にあることを見出した。過去にも R. minor やマメダオシ（Cuscuta 

australis）が ABA に対してあまり応答しないことが報告されているが、その分子機構を明

らかにしたのは本研究が初めてである。 

ShPP2C1 の脱リン酸化活性は S. hermonthica から見出した 8 種類の PYL すべてから阻害

を受けなかった。さらにシロイヌナズナへの ShPP2C1 の導入は種子や植物体の ABA 感受

性を低下させた。シロイヌナズナの abi1-2 は ABI1 の G180 D の置換変異によって優性的な

ABA 非感受性を示す 54。ABI1 G180D は PYL との相互作用を阻害することから 24、PYL と相

互作用を失った PP2C によって植物全体の ABA 感受性の低下が引き起こされると考えられ

ている。実際に ShPP2C1 は ABA 非感受性を示した葉およびコンディショニング後の種子

で強く発現していた。以上の知見を総合すると ShPP2C1 は S. hermonthica の ABA 非感受性

の原因遺伝子であると考えられる。 

この分子機構の解明と原因遺伝子の同定は、S. hermonthica の防除研究における新しいア

プローチを与えると同時に、ハマウツボ科寄生植物の養水分収奪の進化に関して分子生物

学的な研究を可能にしたと考えられる。S. hermonthica は農業上重要な寄生雑草であり、そ

の防除方法の確立に向けて様々な生理生態学的研究が行われている。S. hermonthica は ABA

感受性が著しく低い一方で発芽種子から植物体まで自身の代謝能力を上回る多量のABAを

合成している。その為、ABA 感受性の回復は過剰に蓄積した ABA による生長調節の攪乱や

養水分収奪機構の抑制を引き起こすと予想される。ShPP2C1 は S. hermonthica の ABA 感受

性を負に調節する重要な因子であり、その防除法の確立における新たなターゲット分子と

なることが期待される。 

ABA は蒸散調節や種子休眠など乾燥耐性の調節に重要な働きを持つ、植物普遍的な情報

伝達物質である。陸上植物群の中で初期に分岐したゼニゴケ（Marchantia polymorpha）にお

いても ABA 生合成遺伝子や情報伝達遺伝子はすべて維持されている 27。このことは ABA

による乾燥耐性調節機構の獲得が水分条件の変動する陸上への進出に重要であったことを

示しており、ABA 情報伝達経路の異常は陸上植物にとって致死的であると予想される。一

方で、寄生能力を持つ植物は宿主の水分を利用することで土壌水分の影響を受けにくく、

ABA 情報伝達経路への変異が致命的ではない。それどころか蒸散が低下しなければ宿主と

の水分勾配は拡大し、水の獲得に有利に働く。本研究では S. hermonthica だけでなく S. 

gesnerioides の種子が ABA に応答しないことを見出した。さらに R. minor において ABA の
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蓄積が認められ、気孔の ABA 感受性が低いことが報告されている 12。このことから、Striga

属や Rhinanthus 属を始めとする道管結合型のハマウツボ科寄生植物において ABA 低感受性

は共通した形質であり、養水分収奪能力の向上に寄与している可能性がある。ShPP2C1 の

配列解析はこの仮説を検証する上で重要な知見となる。また R. minor と比較して S. 

hermonthica の ABA 感受性が極端に低い。これは S. hermonthica が絶対寄生性であるために

常に蒸散調節機構が必要ない中で、より厳しい乾燥地で高い蒸散を維持するために適応し

たの結果なのかもしれない。 

S. hermonthica の発芽種子や植物体は宿主植物と比較して ABA を多量に合成、蓄積して

いた。S. hermonthica は乾燥に応答して ABA 生合成を行う一方で、感受性を欠損しているた

めに高濃度の ABA を蓄積することが出来ると考えられる。しかし、S. hermonthica には ABA

と共に PA が蓄積しており、自身の代謝能力を上回る量の ABA を生合成していることがわ

かる。植物病原菌である Gibberella fujikuroi は植物ホルモンであるジベレリン類を生産する

ことでイネ馬鹿苗病を引き起こす 61。また植物病原菌である Pseudomonas syringae は植物ホ

ルモンであるジャスモン酸様活性を持つコロナチンを生産し、宿主の病害抵抗性を低下さ

せる 58。このような植物病原体による植物ホルモン活性化合物の生産は宿主の生長調節や生

理応答を攪乱し、自身の寄生確立や生存の成功に寄与していると考えられている。寄生植物

においてもアメリカネナシカズラ（C. pentagona）が ABA によって宿主の生長阻害を引き起

こすことや、コシオガマ（P. japonicam）がサイトカイニンによって宿主の形態変化を誘導

することが報告されている。これまで S. hermonthica の寄生による宿主の ABA 量の増加と

蒸散低下が観察されているが 13,29、本研究では十分な潅水と湿度条件下で同様の結果が得ら

れることを示した。S. hermonthica の感染は速やかに宿主の蒸散速度を低下させたことから、

感染を受けた植物の蒸散低下には水分ストレスとは異なる要因が関わっていると考えられ

る。また本研究において S. hermonthica から宿主への ABA の移動を直接的に観察すること

は出来なかったが、S. hermonthica の種子は発芽に伴って多量の ABA を分泌していること

を見出した。S. hermonthica の種子は宿主の根のごく近傍で発芽することから、寄生直前の

宿主の根では局所的に ABA 濃度が上昇すると考えられる。地下部への ABA 処理は宿主の

地上部へ影響することから、S. hermonthica の ABA が宿主へ影響を与えることが強く示唆

された。今後、感染の初期に着目した宿主側の遺伝子応答や植物ホルモン量の変化を解析す

ることによって、S. hermonthica の ABA を介した新たな寄生戦略が解明されると期待され

る。 
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摘要 
根寄生植物 Striga hermonthica はイネ科の植物の根に寄生する。S. hermonthica の寄生は宿

主植物の生長を抑制することから、生育地であるアフリカのサブサハラ地域における農業

生産を大きく阻害する要因となっている。しかしながら S. hermonthica の有効な防除法はい

まだ確立されていない。S. hermonthica は光合成能力に乏しく、その生育には宿主の養水分

の収奪が不可欠である。S. hermonthica は葉から盛んに蒸散を行うことで、根の結合部から

宿主の養水分を収奪すると考えられている。一般的に乾燥に対して植物は蒸散を抑制する

が、しかし S. hermonthicaは乾燥条件下でも蒸散がほとんど低下しない。一方で S. hermonthica

の寄生は宿主植物の蒸散を大きく低下させる。この二つの現象によって宿主と S. 

hermonthica の間の蒸散速度が維持されていると考えられるが、そのメカニズムについては

明らかになっていなかった。Abscisic acid（ABA）は植物の乾燥応答を調節する植物ホルモ

ンであり、気孔閉鎖や種子の発芽阻害作用を持つ。以上の背景から、本研究では S. 

hermonthica の蒸散低下の回避および寄生による宿主の蒸散低下の誘導機構について、ABA

に着目した解析を行った。 

始めに S. hermonthica の ABA 生合成能について検証を行った。その結果、S. hermonthica

は宿主に依存せずに ABA を生合成しており、宿主と比較して高濃度の ABA を蓄積してい

ることが明らかになった。続いて ABA に対する S. hermonthica の応答を調べた結果、S. 

hermonthica は ABA の処理によって蒸散がほとんど低下せず、種子の発芽も阻害されなか

った。以上の結果から S. hermonthica は ABA に対する感受性が著しく低下していることが

明らかになった。 

植物における ABA の情報伝達は以下に示す 3 つのタンパク質の相互作用によって行われ

る。ABA 非存在下では Group A 型 Protein phosphatase 2C（PP2C）がその酵素活性によって

ABA 情報伝達の正の調節因子である SNF1 related protein kinase 2（SnRK2）の機能を抑制し

ている。ABA 受容体である PYRABACTIN RESISTANCE 1 LIKE（PYL）は ABA と結合する

ことで活性化し、PP2C の酵素活性を阻害する。これにより SnRK2 は機能を回復し、ABA

情報伝達経路が活性化する。PYL-PP2C 相互作用の異常が植物体の ABA 感受性の著しい低

下を引き起こす。そこで S. hermonthica の ABA 感受性異常を支える分子機構を明らかにす

るため、S. hermonthica から PYL および PP2C 遺伝子を単離し、それらのタンパク質機能を

解析した。S. hermonthica の 8 種類の PYL（ShPYLs）の機能を In vitro で解析した結果、7 種

類の ShPYL が ABA 濃度依存的に PP2C の脱リン酸化活性を阻害することが明らかになっ

た。続いて S. hermonthica の 4 種類の Group A 型 PP2C（ShPP2C）の機能を検証した。その

結果、ShPP2C2-4 は PYL の存在によって ABA の濃度依存的にその脱リン酸化活性が阻害

された一方で、ShPP2C1 は ABA 存在下でも PYL によってその脱リン酸化活性がほとんど

阻害されなかった。また発現量解析の結果から ShPP2C1 は S. hermonthica の種子および葉

において十分に発現していることが確認された。野生型のシロイヌナズナに ShPP2C1 を導

入すると、植物の ABA 感受性が著しく低下し蒸散が活性化した。以上の結果から S. 
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hermonthicaにおいて ShPYLは正常な機能を持つ一方で、ShPP2C1の脱リン酸化活性が PYL-

ABA 複合体から阻害を受けないために、ABA 情報伝達経路が常に負に制御されていると考

えられた。 

ShPP2C1 と PYL との相互作用の低下の原因を明らかにするため、アミノ酸配列の比較と

アミノ酸置換導入による相互作用への影響を検証した。PP2C が PYL との相互作用に必要

とされるアミノ酸領域であるトリプトファンロック（Trp-lock）周辺の配列に着目した結果、

ShPP2C1 に特徴的な 5 つのアミノ酸変異を見出した。これら 5 つのアミノ酸を ABI1 に導入

した結果、野生型と比較して ABA、PYL 存在下での脱リン酸化活性が向上した。一方で

ShPP2C1 におけるこれらのアミノ酸残基をシロイヌナズナ様に置換した（ShPP2C1 5 mutations）

場合、高濃度の ABA、PYL 存在下での脱リン酸化活性が野生型よりも低下した。野生型の

シロイヌナズナに対する ABI1 5mutations の導入は、植物の ABA 感受性を著しく低下させ蒸散

の活性化を誘導した。以上の結果からこれら 5 つの残基が ShPP2C1 の PYL 相互作用能を低

下させ、植物体の ABA 感受性の低下に寄与していることが明らかになった。しかし、

ShPP2C1 5 mutations は ABA、PYL 存在下で脱リン酸化活性を 60%程度維持しており、機能を完

全に阻害されることはなかった。このことから ShPP2C1 の PYL 相互作用能のさらなる低下

に対する未知のアミノ酸残基の関与が示唆された。 

S. hermonthica は ShPP2C1 の異常によって ABA 感受性が著しく低下していることが明ら

かになった。その為、S. hermonthica に多量に蓄積した ABA は内生の生理活性物質とは異な

る別の役割を持つことが示唆される。そこで S. hermonthica の寄生に伴う宿主の蒸散低下や

生長抑制に ABA が関与すると考えた。ライゾトロンを用いることで S. hermonthica の寄生

に伴う宿主の蒸散低下は寄生のごく初期から発生することを見出した。さらに S. 

hermonthica の種子は発芽とともに高濃度の ABA を分泌していた。S. hermonthica は宿主の

根の分泌物に応答し根のごく近傍で発芽することから、発芽に伴って分泌される ABA が宿

主に影響することが示唆された。 

以上の結果から、S. hermonthica は ShPP2C1 が ABA 情報伝達経路を恒常的に抑制するこ

とで ABA 非感受性を示すことが明らかになった。このことから ShPP2C1 は S. hermonthica

と宿主植物の間の蒸散差の維持に寄与する重要な遺伝子であると考えられる。さらに S. 

hermonthica は発芽とともに ABA を盛んに合成しており、これによって宿主の蒸散低下を

誘導していることが示唆された。 
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から多大なるご支援を頂きました。ストライガの ABA 情報伝達因子の生化学解析を行う上

で実験サンプルの供与および実験技術の直接指導を戴き、雑誌投稿論文の執筆の際にも手

厚いご支援を頂戴しました。先生の精力的な研究姿勢と取り組み方には大きな影響を受け

ました。先生からの多大なるご支援に心から甚謝の意を申し上げます。また生化学解析実験

を行うにあたり、支援して頂いた鳥取大学乾燥地研究センターの安萍准教授、辻本壽教授お

よび妻鹿良亮博士に厚く御礼申し上げます。 

 植物機能化学研究室での生活においては、研究指導にあたってくださった助教授の山内

靖雄先生を始め、同研究室のスタッフの皆様、先輩、後輩方に支えていただきました。常日

頃からのラボの皆様の温かい支援に感謝いたします。 

  

最後に 26 年間、私を支えてくれた両親と兄に心よりの感謝を申し上げます。 

 

2019 年 1 月 藤岡 聖 
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