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生物防除微生物乃thiumol信仰drum施用トマトの病害抵抗性誘導における

s-シアノアラニンの役割

長谷 修 1，3*・竹中 重仁2・高橋 期3・中保 一浩4・河村 陽子3・生井 恒雄1

ABSTRACT 

HASE， S.1，3ぺTAKENAKA，S人TAKAHASHI，S人NAKAHO，K人KAWAMURA，y.3 and NAMAI， T.1 (2012). Role of s-cyanoalanine in 
induced resistance mediated by乃thiumoligandrum in tomato. Jpn]. Phytopathol. 78: 309-312. 

In tomato， induced resistance mediated by乃thiumoligand問 m(PO) is accompanied by enhanced production of ethylene and 
expression of a gene encoding s-cyanoalanine synthase (日ーCAS)，which catalyzes the detoxification of cyanide to s-cyanoalanine. We 
analyzed the activity of s-CAS in tomato after treatment with PO and the defence reactions by examining gene expression of tomato 

treated with s-cyanoalanine. The s-CAS activity significantly increased in tomato roots treated with an oospore suspension of PO， and 

the s-cyanoalanine treatment activated the expression of the jasmonic acid (JA)-related defence gene， LePR6. Increased activity of s-

CAS and subsequent production of s-cyanoalanine may thus activate the JA-dependent defence reaction in PO-treated tomato plants. 

(Received March 19， 2012; Accepted June 4， 2012) 
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乃Ithiumoligandrum (以下， POと略す)は，菌間寄生能力

や，作物根圏での栄養物や空間の競合能力を有する生物防除

徴生物である (AI-Rawahiand Hancock， 1997; Benhamou et al.， 

1999; Martin and Hancock， 1987). また，本菌は病害抵抗性を

誘導する能力もあり，細胞壁タンパク質画分 (Cellwall pro-

tein fraction; CWP)がエリシターとして機能することを，

Takenaka et al. (2003)はテンサイやコムギを用いた解析によ

り見出している.CWPは，その後の研究によりトマト，ジャ

ガイモ，シロイヌナズナなど複数の植物において抵抗性を誘

導することが明らかにされている (Haseet al.， 2008; Ikeda et 

al.， 2012; Kawamura et al.， 2009). 

POのCWPによる抵抗性誘導のシグナル伝達系は，青枯病

菌 (Ralstoniasolanasearum)に対して抵抗性誘導が認められ

たトマトやシロイヌナズナで解析が進められている. POの

卵胞子懸濁液や CWPを処理したトマトでは，エチレン (ET)
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量が一過的に上昇すると共に， ET受容体や ET応答性転写

因子をコードする遺伝子ならびに ET応答性防御関連遺伝子

の発現上昇が報告されている (Haseet al.， 2006; Takahashi et 

al.，2006) また，ジャスモン酸 QA)の生合成酵素の遺伝子

やJAシグナル伝達系で、機能する遺伝子，ならびにプロテアー

ゼ IIをコードする JA応答性の防御関連遺伝子 (LePR6)も

発現上昇することが明らかとなっている (Takahashiet al.， 

2006). LePR6は， トマト品種‘マイクロトム'のJA非感受

性の変異体jail-l(Li et al.， 2004)では， POの卵胞子懸濁液

や CWPを処理しても発現が誘導されず，また青枯病も抑制

されない (Haseet al.， 2008) .すなわち， PO施用トマトの青

枯病に対する抵抗性誘導はJAシグナル伝達系の活性化に依

存している.一方， PO施用トマトでは，LePRlaとLePR2α

などのサリチル酸 (SA)のシグナル伝達に関連する遺伝子の

発現誘導は認められない (Haseet al.， 2008; Takahashi et al.， 
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2006) .これらの解析から， PO施用トマトにおける抵抗性誘

導には， CWPによる ETとJAのシグナル伝達系の活性化が

関与していると考えられた.

平成24年 11月

* 

s-Cyanoalanine synthase (s-CAS) enzyme activity in 

tomato roots treated with an oospore suspension 

(5x105ml-1 water) of乃thium01伊ndrum(PO) or dis-

tilled water (Di¥り.Error bars indicate standard errors of 

four independent experiments， each using 50μg of total 

protein extracted from 100 mg root sample; asterisk (*) 

indicates a statistically significant difference between 

treatments (Welch's t-test， Pく 0.05).
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Fig. 1. 

とも明らかとなった.CWPやPO卵胞子懸渇液を処理したト

マトでは，処理後2時聞から 12時間目にかけて一過的にET

の生成量が増加し， ET 生成量は最大で 1 時間あたり 0.01~

0.015μmoVg [新鮮重]に達していることが明らかになって

いる (Haseet al.， 2006) .高等植物では， ETの生成に伴って

等モルのシアンが生成され，そのシアンから直ちに等モルの

s-シアノアラニンが生成される (Yipand Yang， 1988).本実験

ではやシアノアラニン量の測定は行えなかったが， PO施用

トマトによる ET生成量から，新鮮重 19を水 1mlに換算す

ると， 0.01 ~ 0.015 mMのβシアノアラニンが生成されると

推定された.

βシアノアラ二ン処理トマトにおける防御関連遺伝子の

発現解析蒸留水で、調整した0.001~ 0.1 mMのβシアノア

ラニン (Sigma-Aldlich製)溶液を用いて‘マイクロトム'の

根を 6時間漫漬処理し，根における防御関連遺伝子の発現解

析をノーザン法により行った.全RNA抽出， RNAの電気泳

動，プロッティング，ハイブリダイゼーションおよび検出は

Hase et al. (2008)に示した条件で行った. プローブの鋳型

DNAはHaseet al. (2008) とKawamuraet al. (2009)が報告

したプラスミド DNAを用いた.その結果， メチルジャスモ

ン酸 (MeJA)やPO卵胞子懸潟液処理で発現誘導が確認され

ている LePR6の発現は， O.01mM以上の βシアノアラニン

溶液の処理で明らかに上昇した (Fig.2a). 0.01 mMの戸ーシ

アノアラニン濃度は，上述の PO施用トマトから推定される

また，LePR6は，jail-l変具体では， s-シ濃度に一致した.

CWPを処理したトマトでは， ETやJA応答性遺伝子の発

現上昇の他に，。ーシアノアラニン合成酵素 (s-CAS)をコー

ドする遺伝子(LeCAS)が顕著に発現上昇することをTakahashi

et al. (2006)は見出している. s-CASはシアンとシステイン

から βシアノアラニンを生成する反応を触媒する酵素であ

り，動植物に有毒なシアンの代謝に関与している (Millerand 

Conn，1980) 高等植物におけるシアンの生成にはETの生合

成過程で副産物として生成される経路があるが，シアンはs-

CASによって直ちに解毒されてやシアノアラニンに代謝さ

れるため植物体には蓄積されず，植物の生命には影響がない

と考えられている (Yipand Yang， 1988). 

LeCASの発現は， CWPの他にETの前駆体である 1-アミ

ノシクロプロパンカルボン酸と，プロベナゾールやパリダ、マ

イシン Aなどの植物防御活性化剤 (PA)に対して誘導性が

認められるが，傷などの非生物的ストレスに対する誘導性は

低い (Takahashiet al.， 2006). LeCASは，転写レベルではET

で誘導されるとともに，病害防御応答の過程で特異的に誘導

され，応用面ではPAの活性を検出できる遺伝子マーカーと

して活用できる可能性が期待される.しかしながら，転写後

のβCASの合成や s-CASの代謝産物が防御反応の発現に対

してどのような役割を担っているのかについては解析され

ていない そこで，本研究では， PO施用トマトにおける抵

抗性誘導に対する βCASやβシアノアラニンの関連性を明

らかにすることを目的として PO卵胞子懸潟液に浸漬処理

したトマトにおける s-CAS活性と， s-シアノアラニンの標

品を処理したトマトの防御応答について解析した.

PO施用卜マ卜のβCAS活性 CWP処理トマトにおける

LeCASの発現は，品種‘マイクロトム'の根に処理して 4時

間目で顕著に上昇する (Takahashiet al.， 2006) .そこで，同

じ条件で育成した‘マイクロトム'を供試して，卵胞子数5

X 105個Imlに調整したPO卵胞子懸濁液と対照の蒸留水に

根部を浸漬処理し， 6時間後における根でのやCAS活性量を

比較した.供試PO菌株はTakenakaet al. (2003)が北海道芽

室町のダイズ畑作土壌から分離した NITEP-619 (MMR2)を

用い， PO卵胞子懸濁液はHaseet al. (2008)に従って作成し

た. s-CAS活性の定量はHanet al. (2007)の報告に準じ， s-

CASの酵素反応によって生成される HzS量を求めることに

より行った.その結果， PO卵胞子懸濁液処理区では 1mg

の粗タンパク質量に 10.5nmoVminのs-CAS活性があり，対

照区の1.6倍に上昇した (Fig.1). このことから， PO卵胞子

懸渇液に浸漬処理したトマトでは， s-CAS活性が上昇するこ
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Fig. 2. Northern blot of defence-related genes expressed in roots 

of‘Micro-tom' tomato plants 6 h after various treatments 

including s-cyanoalanine (CA)， oospores of乃thiumoli-
gandrum (PO)， methyl jasmonate (MeJA) and salicylic acid 
(SA). (a) Transcript levels of jasmonic acid-responsive 

LePR6 at 6 h after treatment with distilled water (DW)， 
CA， 5x105 oospores ml-1 water， 0.1% of巴thanol(EtOH) or 

0.1 mM of MeJA. rRNA was used as an internal control. 

(b)τranscript levels of LePR6 in roots of wild-type (WT) 

andjail-l mutant (jail-l) at 6 h after treatment with D刊

0.01 mM of CA or 5x105 oospores ml-1 water. (c) 

Transcript levels of SA-responsive LePRla and LePR2a at 

6 h after treatment with mv， CA， PO or 0.1 mM of SA. 

アノアラニンを処理しても， PO卵胞子懸濁液処理と同じく

発現が誘導されなかった (Fig.2b).jail-1の変異は， SCF型

E3ユピキチンリガーゼを構成するドboxタンパク質と推定

されるコード領域にあり， JAのシグナルはJAI1-1のユピキ

チンープロテアソーム系を介した標的タンパク質の分解に

よって伝達されると考えられている (Liet al.， 2004) . した

がって， s-シアノアラニンは， JAI1-1タンパク質の上流にお

いてJAシグナル伝達系を活性化していると考えられた.一

方，LePRlaとLePR2aの発現は， s-シアノアラニン処理に

より上昇しなかったことから， s-シアノアラニンと SAのシ

グナル伝達系を介した防御反応との関連性はないと考えら

れた (Fig.2c)

卜マ卜青枯病に対するシアノアラニン処理の効果 1mM 

のβシアノアラニン，卵胞子数5X 105個/mlのPO卵胞子

懸濁液および対照として蒸留水に漫漬処理したトマト苗そ

(a) 

(b) 

4 
口DW

3ト・ CA
.口 PO

2 

。
2 3 4 5 6 
Days after inoculation 

Fig. 3. Response of tomato plants after various pretreatments 

followed 12 h later by inoculation with 1 x 108 cfu mr1 of 
Ralstonia solanacearum. (a) Typical disease severity on 

plants pretreated with 1 mM solution of CA， an oospore 
suspension of乃thiumoligandrum (PO) (5 x 105 spores 
ml-1 water) or distilled water (DW) at 4 d after inoculation 

with R. solanacearum. (b) Quantification of disease sever-

ity at 1-6 d after inoculation. Error bars indicate standard 

errors for 12 plants; asterisks (*) indicate a statistically 

significant difference between DW and CA or PO treat-

ments (Steel's test， Pく0.05).Data are from representative 
experiments that were repeated twice with similar results. 

れぞれに，青枯病菌を接種してその発病指数を比較して青枯

病の抑制効果を調べた.接種源は 8242株(レース 1，biovar 

4， MAFF107633)を用いた (Nakahoet al.， 2004) .供試トマ

ト ‘マイクロトム'は， Hase et al. (2008)の方法に準じて

石英砂を充填したポットで育成し，根を傷つけないように石

英砂を洗い流してから250Cで各処理液に根を24時間浸潰し

た.処理後，蒸留水を入れた 50ml容チューブに植物体を移

し， 6時間静置した.続いて，根の基部から先端に向けて

4cmの位置で根を切断し， 1 X 108 cfu/mlの細菌液を入れた

50ml容のチューブに移すことで接種した.接種後は， 290C 

の人工気象器で育成した.発病調査は，供試植物体の青枯症

状の程度により，発病指数o~ 4 (0:健全株， 1:青枯症状
が全体の1/4未満， 2: 1/4以上1/2未満， 3: 1/2以上3/4未

満， 4: 3/4以上)に設定して評価した (Robertset al.， 1988). 

その結果， s-シアノアラニン処理トマトは，対照に比べて発

病程度が低く，接種後2日目から 4日目では有意に低下した

(Fig.3) よって， s-シアノアラニンを浸漬処理したトマト
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においても，基本的に PO卵胞子懸濁液処理と同様の青枯病

に対する抵抗性誘導システムが活性化されている可能性が

考えられた.しかしながら，本試験で処理した濃度は， PO 

施用トマトにおける推定βシアノアラニン濃度より高く設

定したことから，防御関連遺伝子の発現は活性化するが抵抗

性発現にどの程度寄与するのかの検討が必要であると考え

られた.

以上のことから， s-CASとβシアノアラニンは， PO施用

トマトにおける抵抗性誘導に対して， ET生合成過程で生成

されるシアンの代謝を経て，JAシグナル伝達系を介した防御

関連遺伝子の発現上昇に関わると考えられる. s-CASは，高

等植物全般に存在しており，シアンの解毒に重要な役割を

担っているが (Millerand Conn， 1980)，防御関連遺伝子の発

現上昇への関与については報告例がなかった.s-CASがs-シ

アノアラニンを介してJAシグナル伝達系を活性化すること

は， s-CASの新しい生理的機能を示唆する知見であると考え

られる.

これまでに， JAとETシグナル伝達系の協調的な活性化が

報告されている シロイヌナズナではディフェンシンをコー

ドする防御関連遺伝子のPDF1.2の発現がJAとETの両シグ

ナル伝達系の活性化を必須とする (Penninckxet al.， 1998). 

また，生物防除微生物のPseudomonasfluor，ωcensによる全身

誘導抵抗性の発現も JAとETのシグナル伝達系に依存して

いる (Pieterseet al.， 1998) . s-CASは， PO施用トマトに限

らず防御反応における JAとETシグナル伝達系の協調的な

活性化を説明する因子の一つになる可能性が考えられる.
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