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略語 

 

2OGD 
2-oxoglutarate-dependent 

dioxygenase 
2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ 

4DO 4-deoxyorobanchol 4-デオキシオロバンコール 

5DS 5-deoxystrigol 5-デオキシストリゴール 

AM arbuscular mycorrhizal アーバスキュラー菌根 

BC1 BU1-like-complex1 

BL brassinolide ブラシノライド 

BRs brassinosteroids ブラシノステロイド 

BRZ brassinazole ブラシナゾール 

BU1 
BRASSINOSTEROID 

UPREGULATED1 
 

Ca calcium カルシウム 

CCA1 
CIRCADIAN CLOCK 

ASSOCIATED1 
 

CCD carotenoid cleavage dioxygenase カロテノイド酸化開裂酵素 

Chl chlorophyll クロロフィル 

CL carlactone カーラクトン 

CLA carlactonoic acid カーラクトン酸 

CS castasterone カスタステロン 

D DWARF  

DW dry weight 乾燥重量 

Fe iron 鉄 

FW fresh weight 新鮮重量 

H2O2 hydrogen peroxide 過酸化水素 
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HSD honestly significant difference  

K potassium カリウム 

LBO 
LATERAL BRANCHING 

OXIDOREDUCTASE 
 

LC-

MS/MS 

liquid chromatography tandem-

mass spectrometry 
液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計 

LCO lipochitooligosaccharide リポキドオリゴサッカライド 

LJ lamina joint ラミナジョイント 

MAX MORE AXILLARY GROWTH  

Mg magnesium マグネシウム 

N nitrogen  

NSPs 
NODULATION SIGNALING 

PATHWAYs 
 

Os1400 Os01g0701400 

Os1500 Os01g0701500 

Os1900 Os02g0221900 

Os5100 Os06g0565100 

Os900 Os01g0700900 

P phosphate リン酸 

qRT-

PCR 

quantitative real time- 

polymerase chain reaction 
定量的リアルタイム-ポリメラーゼ連鎖反応 

ROS reactive oxygen species 活性酸素種 

S sulfur 硫黄 

SCF SKP1-CUL1-F-box 

SL strigolactone ストリゴラクトン 

SMXL SUPPRESSOR OF MAX  
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SPXs Syg1/Pho81/XPR1 

TFs transcription factors 転写因子 

TPL/TPR TOPLESS/TOPLESS-like  

Ubi ubiquitin ユビキチン 
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第 1章 序論 

 

1.1 植物の必須栄養素 

独立栄養生物である植物の成長には，炭素，水素，酸素，窒素（N），リン（P），カリウム（K），

硫黄（S），カルシウム（Ca），マグネシウム（Mg），塩素，ホウ素，鉄，マンガン，銅，亜鉛，ニッ

ケル，モリブデンといった 17 種類の栄養元素が必要となる 1。これらの栄養元素は，植物の要求量

に応じて必須多量栄養元素と必須微量栄養元素の 2 つに大きく分類される。植物の必須多量栄養元

素には，有機化合物の構成に必要な炭素，水素，酸素のほかにも N，P，K，S，Ca，Mg が分類さ

れ，必須微量栄養元素には，塩素，ホウ素，鉄，マンガン，銅，亜鉛，ニッケル，モリブデン，（一

部の植物ではナトリウム）が分類される 1。Sprengel は，「植物はすべての栄養素をスポンジのよう

に吸収するのではなく，必要な栄養素を選択して吸収しており，最も不足している栄養素が植物の

成長の律速になる」という最少養分律を提唱した 1。栄養素の吸収において，3 大栄養素である N，

P，K 欠乏環境下（−N，−P，−K）では，S，Ca，Mg の吸収量が減少する。反対に S，Ca，Mg欠乏

条件下（−S，−Ca，−Mg）では，N，P，K の吸収量が低下する 1, 2。他にも，−S ではモリブデンやセ

リンの吸収量が増加する 2, 3。このように，ある栄養素が欠乏するとそれ以外の栄養素の吸収量も変

化する交互作用効果が認められており，栄養吸収の全体量が複雑に変化する。 

 

1.2 植物ホルモンによる栄養欠乏環境適応の制御 

栄養元素の欠乏は，降雨による栄養素の流出や連作による栄養素の減少が原因で起こる 1。とこ

ろが，植物は固着性の生活様式をとるため，貧栄養環境に適応できなければ，最悪の場合，ライフ

サイクルを完結できずに枯死する。貧栄養環境への適応メカニズムは数多く存在するが，その 1 つ

に植物ホルモンによる環境適応制御がある。植物ホルモンとは，多くの植物が共通して持つ低分子

で，ごく薄い濃度で生理活性を示すシグナル伝達物質である 4。例えば，植物ホルモンの 1 つであ

るオーキシンは−N で根に蓄積するが，シュート（葉と茎）ではオーキシン含量が低下する。この
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オーキシンの内生量の変化は根の発達に影響を及ぼすと予測される 5。さらに，栄養欠乏症として

知られる成長遅延や葉のクロロシスなどの形態変化にも植物ホルモンが関わっている 6-9。このよう

に，栄養欠乏時に誘導される植物ホルモンに関する研究は盛んに行われており，その報告は枚挙に

暇がない。近年，ストリゴラクトン（strigolactone: SL）も，その産生量が−N や−Pに応答して増加

することが明らかになった 10。以下に SL に関する知見をまとめる。 

 

1.3 アレロケミカルとしてのストリゴラクトン 

もともと SLは，根寄生植物の Striga 属における種子発芽を誘導する物質（strigol）としてワタの

根滲出液から初めて単離された 11。その後の研究で，SL は植物の根から放出されて，Striga 属のほ

かにも，Orobanche 属や Phelipanche 属の根寄生植物の発芽も誘導することが明らかにされた 12, 13。

これらの根寄生植物は，自らの維管束と宿主植物の維管束を結合させることで，宿主植物の水分や

栄養を奪い 14，最終的には宿主植物を枯死させる。Orobanche 属ならびに Phelipanche 属植物に寄生

される宿主植物には，主要作物も多く含まれており，世界中で甚大な農業被害をもたらしている 15-

17。自らを枯死させる危険な根寄生植物の発芽を誘導する危険を冒してまで，なぜ植物は根から SL

を放出するのか，不明であった。その後の研究から，アーバスキュラー菌根菌（arbuscular mycorrhizal 

fungi: AM 菌）の菌糸分岐を SL が誘導することで，AM 菌と宿主植物との共生関係を強固にする説

が提唱された 18。植物にとって AM 菌は有用土壌微生物であり，宿主植物から糖などの光合成産物

を受け取る代わりに，窒素やリンなどの無機栄養素や水分を宿主植物に供給する相利共生の関係に

ある。SL は根圏に分泌されて AM 菌との共生を誘導するアレロケミカルの 1 種であることが明ら

かとなり，根寄生植物はこのシステムを悪用して宿主植物の位置を把握する説が有力となった 19。

しかし，根寄生植物の非宿主植物であるワタや AM 菌の非宿主植物であるアブラナ科，アカザ科の

植物も SL を産生していることから 20, 21，SL は根圏に向けたシグナル以外にも重要な役割を担って

いる可能性が示唆された 22。 
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1.4 植物ホルモンとしてのストリゴラクトン 

その後枝分かれ過剰突然変異体を用いた解析から，SLは枝分かれを抑制する植物ホルモンとして

再発見された23, 24。植物の枝分かれは，腋芽の原基形成とその伸長によって生ずる。通常，頂芽が

下部の腋芽の伸長を抑制しており，これを頂芽優勢という25。頂芽を切除すると，下部の腋芽が伸

長する。オーキシンやサイトカイニンは頂芽優勢を制御する植物ホルモンとして知られており，頂

芽優勢では頂芽から基部側に向かって極性輸送されるオーキシンによって腋芽の伸長成長を促進

させるサイトカイニンの生合成が阻害される26, 27。枝分かれが過剰な表現型を示す変異体として，

イネのdwarf（d），シロイヌナズナのmore axillary growth （max），エンドウのramosusとペチュニア

のdecreased apical dominanceが知られる。これらの変異体を穂木に野生型を台木に組み合わせた接

ぎ木実験を行うと，変異体の枝分かれの数が減少することから28，オーキシン，サイトカイニンと

は異なる根に由来する物質が枝分かれを制御している可能性が示された22。これら枝分かれ過剰突

然変異体の解析から，枝分かれを抑制する植物ホルモンとしてSLが2008年に再発見された23, 24。SL

によって抑制される枝分かれは，細胞周期を介して制御されており，その下流では腋芽の休眠を維

持する働きをもつ植物ホルモンのアブシシン酸が関与する29。現在までに，SLには枝分かれの抑制

以外にも多様な生理作用があることが報告されている。地下部では，SLは主根，根毛，冠根の伸長

成長を促進30-32，側根，不定根，種子根の伸長成長を抑制する30, 33, 34。地上部では，SLは茎の二次成

長，葉の伸長成長の促進，葉の老化促進や葉の角度を減少させる35-39。さらに，SLはオーキシンの

生合成を阻害することで重力屈性を抑制することや浸透圧・乾燥ストレスへの応答を制御するなど，

多くの環境応答に関与している40, 41。コケ植物のヒメツリガネゴケにおいてもSLの生理作用が報告

されており，原糸体の分岐を抑制してコロニーサイズを小さくする42。 

これらの知見から，SLはアレロケミカルとしての機能と植物ホルモンとしての機能の2つの役割

を持つことが明らかとなっている。 
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1.5 ストリゴラクトンの構造と活性 

SL は strigol とその類縁体のテルペノイドラクトンの総称として定義されており 43，現在までに

20 種類以上単離されている。SL の基本骨格は，6-5-5 員環もしくは 7-5-5 員環の 3 環性ラクトン

（ABC 環）が，エノールエーテル骨格を介してメチルブテノライド環（D 環）と結合している（Fig. 

1）。SL の C環の立体構造の違いによって，α配位の SL は orobanchol タイプ，β 配位の SL は strigol

タイプに分類される 44。現在までに単離されている天然型 SL は，エノールエーテル骨格と D 環の

C2′位不斉炭素の結合配置がすべて R 型である 44, 45。このような典型的ストリゴラクトン（canonical 

SL）に対して，近年，SL の ABC 環のうち，B 環もしくは C 環をもたない非典型的な SL（non-

canonical SL）が次々と単離されている。最初に見つかった non-canonical SL は，SL 生合成の中間体

である carlactone（CL）である 46。また，CL の代謝物として carlactonoic acid（CLA）や methyl 

carlactonoateが同定されている 47。その他のnon-canonical SLとして，セイヨウチャヒキから avenaol，

ヒマワリから heliolactone，トウモロコシから zealactone と pyranozealactone，ミヤゴクサから

lotuslactone が単離されている 48-53。 

SL の生理活性の強弱には，ABC 環の有無，立体構造配置，エノールエーテル骨格，D 環の C2′位

不斉炭素とエノールエーテル骨格の R 配置と C3′- C4′位炭素の二重結合が影響する 54, 55。また，

orobanchol タイプと strigol タイプでは，根寄生植物の発芽率や枝分かれの抑制などの生理活性の強

さが異なる 56。SL の活性本体は，植物界に普遍的に存在している CL，CLA，methyl carlactonoate な

らびにこれら化合物の水酸化物に含まれている可能性が提唱されている 45, 57。 

 

1.6 ストリゴラクトンの生合成 

主要な SLの生合成概略図を Fig. 1に示した。all-trans-β-carotene の C9-10を異性化する β-carotene 

cis-trans 異性化酵素をコードする DWARF27（D27）によって，all-trans-β-carotene が 9-cis-β-carotene

に異性化される。D27 は鉄硫黄クラスターを持ち，少なくとも all-trans-β-carotene，all-trans-α-carotene，
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all-trans-β, β-cryptoxanthin の 3 化合物が基質となることが in vitro で確認されている 58, 59。さらに，

β-carotene から生合成される植物ホルモンのアブシシン酸の産生量に，D27 が関与している 60, 61。

D27 の異性化反応によって生じた 9-cis-β-carotene は，次に 2 種類の CCD による反応によって SL前

駆体の CL に変換される。まず，CCD7 は 9-cis-β-carotene を 9-cis-β-apo-10′-carotenal に変換し 62, 63，

次に，CCD8 は 9-cis-β-apo-10′-carotenal を SL 前駆体 CL に変換する 46, 64。この all-trans-β-carotene か

ら，9-cis-β-carotene，9-cis-β-apo-10′-carotenal を経由した CL までの酵素反応は，β-carotene cis-trans

異性化酵素，CCD7，CCD8 によって連続的に行われる 46。生合成された CL は，シトクロム P450

をコードする MAX1 の酸化反応によって SLに変換される。シロイヌナズナでは，シトクロム P450

のCYP711A1をコードするMAX1が，CLをCLAへと変換する 47。イネでは，Os01g0700900（Os900）， 

Os01g0701400（Os1400），Os01g0701500，Os02g0221900，Os06g0565100 の 5 つの MAX1 ホモログ

（OsMAX1）が確認されている 65。これら OsMAX1 のうち，CYP711A2 をコードする Os900 によっ

て CLから CLAを経由して 4-deoxyorobanchol（4DO）へと変換され，CYP711A3をコードする Os1400

によって 4DO から orobanchol へ変換される 66。CLA は，未同定のメチル基転移酵素によって methyl 

carlactonoateに変換されると考えられており，methyl carlactonoateからCLAへの逆反応は，LATERAL 

BRANCHING OXIDOREDUCTASE（LBO）がコードする 2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナー

ゼ（2-oxoglutarate-dependent dioxygenase：2OGD）によって触媒される 67, 68。また LBO は，methyl 

carlactonoate を 1′-hydroxymethyl carlactonate へと変換することができる 67。トマトが産生する SLを

分析すると，4DO が検出されないにも関わらず，orobanchol が検出されることから，CL もしくは

CLA から orobanchol へと直接変換する酵素が存在する可能性が示唆されていた。この反応は，

CYP722C が触媒することが明らかとなった 69。興味深いことに，ササゲやトマトにおいては

CYP722C によって CLAから orobanchol が産生されるのに対し，ワタの CYP722C は，CLA から 5DS

を産生する 70。CYP722C ファミリーの酵素でも，植物種によって SLの C環の立体構造配位が異な
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る strigolタイプの SLと orobancholタイプの SLが作られる。CYP722Cが strigolタイプと orobanchol

タイプの SL を産生できるのは，植物種ごとの CYP722C 触媒部位のアミノ酸残基の違いやタンパ

ク質の立体構造の違いが，触媒活性の違いを引き起こしている可能性がある 71。C 環の立体構造配

位の違いには，CYP722C だけでなく，LOW GERMINATION STIMULANT 1（LGS1）も関与する可能

性がある 72。ミヤコグサは，典型的 SLの 5DS と非典型的 SLの lotuslactone の両方を産生する。こ

れらの SL の生合成に関与する酵素として新規のシトクロム P450（CYP722C）と 2OGD がそれぞれ

単離された 73。また，典型的 SL の植物が産生する非典型的 SL の多様性を考慮すると，未知の SL

生合成酵素の存在が考えられる。 

 

1.7 ストリゴラクトンの受容と情報伝達 

SL 情報伝達の概略図を Fig. 2 に示した。SL 応答性遺伝子は，リプレッサーとして働く

SUPPRESSOR OF MAX 6/7/8（SMAXs）/D53と TOPLESS/TOPLESS-like（TPL/TPR）によって抑制

されている（Fig. 2A）74, 75。smax1 はシロイヌナズナで単離された変異体で，シャペロン分子の HEAT 

SHOCK PROTEIN 101 と類似したタンパク質をコードしており，シロイヌナズナでは 7 つのホモロ

グが確認されている 76。d53 はイネで単離された変異体であり，SMAX1と高い相同性があるタンパ

ク質をコードしている。D53 が有しているモチーフの ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT 

BINDING FACTOR-ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION は，TPL/TPR との相互作用に必要な

領域である。TPL/TPR は，様々な植物ホルモンの応答や植物の発達において遺伝子発現を抑制する。

SL 存在下では，まず SL 受容体の D14 によって SL が認識される。D14 がコードしている α/β-

hydrolase は加水分解酵素であり，その触媒に関わる 3 つのアミノ酸残基（Ser, His, Asp）が広く保存

されている 77。SL が D14 の触媒部位（ポケット）に入ると，蓋が閉じるように D14 タンパク質の

立体構造が変化し，SMAXs/D53 と相互作用できるようになる（Fig. 2B）77。SL を受容した D14 は， 

Suppressor of kinetochore protein1，Cullin，F-box の 3 つのタンパク質の複合体である SCFMAX2/D3と相
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互作用する（Fig. 2B）。SCF は，SMAXs/D53 のユビキチン修飾を行う。このうち，F-box タンパク

質は SMAXs/D53 の認識に必要であり，SL 情報伝達経路には，MAX2/D3 がコードする F-box タン

パク質が存在する。ユビキチン化された SMAXs/D53 は 26S プロテアソームで分解される。リプレ

ッサーの SMAXs/D53 が分解されると SL 応答遺伝子の発現が起こる（Fig. 2B）。SL 情報伝達後の

D14 は，タンパク質構造を SL 受容前の構造に戻すとともに受容していた SL を加水分解する 77。イ

ネの D14 は，師管を介して茎頂へと輸送される 78。SL 受容体の D14 は，種子植物にのみ存在して

おり，コケ植物は D14 を持たない。そのため，もともとの SLの機能は AM 菌の菌糸分岐誘導を行

うことであり，D14 を介した SL の植物ホルモンとしての機能は，コケ植物から種子植物へと進化

した後に獲得したと推測されている。 

 

1.8 栄養欠乏下におけるストリゴラクトンの生理学的な役割 

先述したように，SL は栄養欠乏に応答してその産生量が増加する。特に，−P に応答して増加す

る SL の産生量とその生理学的な役割について盛んに研究が行われてきた。その結果，−Pに応答し

て増加した SL が，枝分かれを抑制し 79, 80，葉の老化を促進することが分かっている 35。これらは，

光合成を行うソース器官の葉から光合成産物を貯蔵するシンク器官の種子への栄養転流に SL が関

与している可能性を示唆している。実際に，イネの SL 欠損変異体では胚乳細胞のサイズが小さく

なる 81。さらに，SL は葉の伸長成長を促進する 37。葉の伸長成長，老化を促進させる際に，SL が

オーキシンやエチレンと相互作用する 36, 37。しかしながら，SLがソース器官である葉の形態を制御

する生理学的な役割については不明である。栄養欠乏条件で増加する SL は，貧栄養環境への適応

に重要な役割を担っていると考えられるため 82，生理学的な役割の解明は重要な知見となる。本研

究では，SL 関連の変異体が多数単離されている，世界 3 大穀物の 1 つのイネを研究対象に，どの

栄養欠乏環境下で SL を必要とするのかを調べた結果，−S で SL が増加することをイネで初めて発

見した。また，−S で増加した SL の生理学的な役割をイネの SL 関連突然変異体を用いて検証した。  
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Figure 1 Proposed SL biosynthetic pathway and SL chemical structures. 

MAX: MORE AXILLARY GROWTH, D: DWARF, RMS: RAMOUSUS, DAD: DECREASED APICAL 

DOMINANCE, Os900: Os01g0700900, Os1400: Os01g0701400, CCD: carotenoid cleavage 

dioxygenase, 2OGD: 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, LBO: lateral branching oxidoreductase 
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Figure 2 Proposed SL signaling pathway. 

SL signaling pathway when SL absence (A) and SL presence (B). TPL/TPR: TOPLESS/TOPLESS-

RELATED, SMXL: SUPPRESSOR OF MAX2, TFs; transcription factors. 
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第 2章 栄養欠乏に応答したストリゴラクトンの産生量の解析 

 

2.1 緒言 

栄養欠乏環境で生育する植物は，その環境に応答して SL 産生量を変化させる。栄養欠乏の中で

も特に，−N，−P において SL 産生量が著しく増加する。SL 産生量の増加を伴う栄養欠乏応答は，

−N と−P に対する応答性に基づいて 3 つのタイプに分けられる 83。1 つ目のタイプは，−N，−P 両

方に応答して SL 産生量が増加するソルガム，イネ，コムギ，レタス，マリーゴールドである 10, 84-

88。ただし，その植物が生合成するすべての種類 SL 産生量が増加するわけではない。2 つ目のタイ

プは，−P にのみ応答して SL 産生量が増加し，−N では SL 産生量に変化がないムラサキツメクサ，

トマトである 10, 84。ムラサキツメクサは根粒菌と，またトマトは窒素固定菌と共生することによっ

て N を獲得できるため，−N で SL を産生する必要がないと考えられている 10。3 つ目のタイプは，

−N，−P いずれの条件でも，SL 産生量が変化しないホワイトルーピン，ホウレンソウである 21, 89。

ホワイトルーピンは，フォスファターゼや有機酸を多く分泌することで栄養の吸収能が高い扇状の

根であるクラスター根を形成することで貧栄養環境へ適応している 90。栄養欠乏に応答した根粒菌

との共生やクラスター根のような特別な器官を持たない植物は，貧栄養環境へ適応するために SL

を産生すると推測される。すなわち，SLが枝分かれを抑制することで，栄養の過度な浪費を防ぎ，

AM 菌の菌糸分岐を誘導して共生することで土壌中のミネラルを吸収していると考えられる 82。実

際，−Ｎや−Ｐで生育するイネやソルガムに対して不足している栄養を施肥することで，SL 産生量

は増加しなくなる 79, 91。 

−N と−P に応答した SL 産生量の変化は，SL 生合成遺伝子の発現によって制御されている。−N

条件下のイネは，SL 生合成遺伝子 D27 の遺伝子発現量は+N，−N 間で変動しないものの，D17，

D10，Os900 の発現量が根で亢進する 92。一方，−P 条件下のイネでは，D17，D10，Os900 ならびに

D27 の遺伝子発現量も根で亢進する 93。−N，−Pにおける SL生合成遺伝子の発現の違いは，その後
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の SL 産生量にも影響していると考えられる。イネにおける SL 産生量を−N と−P とで比較すると，

−P で SL を多く増加させる。さらに，ソルガム，コムギ，レタス，マリーゴールド，レンゲにおけ

る SL 産生量を−N と−Pとで比較しても，−N と−P で同程度，もしくは−Pで多く増加し 10，−N，−P

における SL 産生量の比較で，−N の方が多くなる報告は現在までない。−P において−N よりも SL

産生量が多いことは，植物が−P において SL を実際に多量に必要としているのか，−Nでも SL を多

量に必要であるにも関わらず，−Pほど産生できないのかは不明である。 

植物が栄養欠乏を認識して，SL 生合成遺伝子の発現量を亢進させるためのシグナル因子が存在

すると考えられる。SL 産生量を増加させるための−N，−P の認識は，地上部で行われる 94。−N で

SL 産生量が増加しない植物は，地上部における N 含量が低下しても，P 含量は高いレベルを維持

している 94。すなわち，地上部における P含量の低下が引き金となり，地上部から根へと輸送され

る二次メッセンジャーによって SL 産生量の増加が促されると考えられる。少なくとも，その二次

メッセンジャーが，オーキシンである可能性は低いと報告されている 94。 

−N，−P における SL 産生量の研究が進む一方で，−N，−P 以外の栄養元素の欠乏に対する SL 産

生量に関する知見は 2 例のみとなっている。他の栄養欠乏に対する SL 産生量の変化を調べてみる

と，ソルガムでは−N，−P に応答して SL 産生量が増加するが，−K では SL 内生量は増加しない 85。

ムラサキツメクサでは−P のみで SL 産生量が増加しており，−N，−K，−Ca，−Mg には応答しない

84。SL を産生することでその栄養欠乏条件への適応を図っている可能性を考慮すると，植物種によ

っては−N，−P 以外の栄養欠乏条件でも SLを産生している可能性が高い。 

本章では，必須多量栄養欠乏における SL 産生量の分析と遺伝子発現解析を行うことで，イネが

どの必須多量栄養欠乏条件において SL を必要としているのか明らかにした。  
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2.2 実験方法 

2.2.1 実験材料 

本研究で用いたイネ（Oryza sativa L.）の品種シオカリは，東北大学教授 経塚淳子 博士から分

譲していただいた。トマト（Solanum lyopersicum L.）の品種マネーメーカーは，National Bio Resource 

Project-Tomato に申請して筑波大学から分譲していただいた。ダイコン（Raphanus sativus L.）は，

品種夏つかさ（トーホク，栃木県）を，ソルガム（Sorghum bicolor L.）は，品種グリーンソルゴー

（雪印種苗，北海道）を用いた。 

 

2.2.2 栽培方法 

イネ種子の催芽処理には，一穂用籾摺り器（藤原製作所，東京都）に入れて籾殻を取り除いた後，

2.5%次亜塩素酸ナトリウム溶液で 15 分滅菌し，クリーンベンチ内で滅菌水を用いて 5 回洗浄し，

暗所 25℃で 24 時間吸水させた。培養試験管 ø 40×130 mm（AGC テクノグラス，静岡県）に分注し

たイネ栽培用水耕液（Table 1）95 を 0.6％寒天培地で固化させ，そこへ吸水した発芽種子を播種し

た。光強度 130-180 µmol m-2 s-1の明期 16 時間 25℃/暗期 8 時間 23℃に設定した植物インキュベータ 

CLE303（トミー精工，東京都）で 7 日間前培養した。イネの水耕液は，Table 1 に示す組成で調製

し，pH5.7 に調製したのち，1 mM 2-morpholinoethanesulfonic acid を添加した後，オートクレーブで

滅菌した。この滅菌済み水耕液を 50 ml 褐色バイアル瓶（マルエム，大阪府）に 60 ml 入れ，イネ

幼苗を移植して上述の栽培条件で水耕栽培を行った。 

実験で使用するイネの種子を確保するために，東洋大学板倉キャンパス 4号館ガラス室で自然光

下，8:00-21:00（25℃），21:00-8:00（20℃），湿度 50％で，約 4ヶ月土壌栽培し，登熟した種子を収

穫した。収穫した種子は紙封筒に入れて，35℃に設定した乾燥滅菌器で 14 日間乾燥させ，室温の

オートドライデシケーターで保管した。 
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根分け法を用いたイネの栽培には，アルミホイルでガラス面を遮光した培養試験管 ø 40×120 mm

（IWAKI）に，125 ml の+S または−S 水耕液を満たし，催芽後 7日間前培養したイネの根を 2 つに

分けて入れ，竹串を用いてイネを固定し（Fig. 8B），14 日間栽培した。 

トマトの種子は，1%次亜塩素酸ナトリウム溶液で 2 分滅菌し，クリーンベンチ内で滅菌水を用い

て 5 回洗浄した後，1/2MS 培地に播種し 96，暗所 23℃に設定した植物インキュベータ FLI-2000（東

京理化器械，東京都）で 2 日間栽培し，光強度 51-73 µmol m-2 s-1の明期 16 時間 23℃/暗期 8 時間

23℃に設定した植物インキュベータ FLI-2000（東京理化器械）で 8 日間栽培した。その後， 0.1 mM 

Na2EDTA を 0.18 mM Fe（Ⅲ）EDTA に変更した改変 1/2Hoagland 水耕液で計 30 日間水耕栽培を行

った 97。ダイコン，ソルガムの種子は，6日間吸水・催芽処理した後，光強度 130-180 µmol m-2 s-1の

明期 16 時間 25℃/暗期 8時間 23℃に設定した植物インキュベータ CLE303（トミー精工）で水耕栽

培した。その後，先述のトマトの栽培時に利用した 1/2Hoagland の改変水耕液で 14日間水耕栽培を

行った 97。 

 

2.2.3 化合物 

合成 SL の GR24（Chiralix，Kerkenbos，Nijmegen，Netherlands）はアセトンに溶解させて 100 mM

に調製後，終濃度 1 μM となるように水耕液に添加した。SL の定量分析に用いた重水素標識の SL

内部標準物質d1-4DO，d1-orobanchol，d1-orobanchyl acetateならびにd1-solanacholとSL標準物質4DO，

orobanchol，orobanchyl acetate ならびに solanachol は，大阪府立大学大学院生命環境科学研究科教授 

秋山康紀 博士より分譲して頂いた。SL内部標準物質ならびに SL 標準物質はそれぞれ酢酸エチル

に溶解させて，10 pg μl-1となるように調製した。GR24，d1-4DO，d1-orobanchol，d1-orobanchyl acetate，

d1-solanachol，4DO，orobanchol，orobanchyl acetate ならびに solanachol は，−30℃に保管した。 
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2.2.4 ストリゴラクトンの定量分析 

2.2.4.1 サンプルの前処理 

水耕液中に分泌された SL の回収・定量は以下の方法で行った。先述の 2.2.2 栽培方法で記載した

方法でイネを栽培した水耕液 30 ml を 50 ml 褐色バイアル瓶（マルエム）に移して，SL 内部標準物

質の d1-4DO ならびに d1-orobanchol を各 100 pg 添加した。その後，酢酸エチルを 6 ml 加えて液-液

分配を 2回行い，酢酸エチル層を回収して窒素気流により完全に乾固させた。その後，Sep-pak Silica 

カートリッジカラム 1 cc（樹脂 100 mg，Waters，Milford，MA，USA）を用いた固相抽出を以下の

条件で行った。平衡化したカラムに 15％酢酸エチル/85％ヘキサンで溶解したサンプル 1 ml をロー

ドした。15％酢酸エチル/85％ヘキサン 2 ml で洗浄し，これを flow-through 画分とした。35％酢酸エ

チル/65％ヘキサン 1 ml を 3 回ロードして 4DO を溶出させた。50％酢酸エチル/50％ヘキサン 1 ml

を 3 回ロードして orobanchol を溶出させた。4DO画分ならびに orobanchol 画分は，減圧濃縮遠心機

Speed Vac SPD 111V（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）を用いて完全に乾固させた。

減圧濃縮後のサンプルに分析用酢酸エチル 300 µl を添加して溶解させ，分析用バイアル瓶に移し

た。この作業を 2回行って減圧乾固した。これにアセトニトリル 10 µl，milli-Q 水 10 µl を加えて溶

解させたサンプルを液体クロマトグラフィ-タンデム質量分析計（liquid chromatography tandem mass 

spectrometry，LC-MS/MS）を用いた分析に供試した。分析を行うまで乾固させたサンプルは，−30℃

で保管した。 

根内生 SL の抽出・定量は以下の方法で行った。約 0.6 g FW の根を約 10 ml のアセトンに浸し，

d1-4DO ならびに d1-orobanchol を各 100 pg 添加してポリトロンホモジナイザー（セントラル科学貿

易，東京都）を用いて破砕した。根破砕物を Bond Elut Reservoir（Agilent, Santa Clara, CA, USA）を

用いてろ過した後，ろ過液を窒素気流により完全に乾固させた。milli-Q 水 4 ml と 1 M HCl 20 µl を

加えて溶解させた後，酢酸エチル 4 ml を加えて液-液分配を 2 回行い，酢酸エチル相を窒素気流に

より完全乾固させた。その後，Oasis HLB カートリッジカラム 3 cc（樹脂 60 mg，Waters）を用いた
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固相抽出を以下の条件で行った。平衡化したカラムに 10％アセトンで溶解させたサンプル 3 ml を

ロードし，10％アセトン 3 ml で洗浄し，これを合わせて flow-through 画分とした。60％アセトン 3 

ml を 2 回ロードして SLを溶出させ，窒素気流により完全乾固させた。その後，Sep-pak Silica カー

トリッジカラム 1 cc（樹脂 100 mg，Waters）を用いた固相抽出を以下の条件で行った。平衡化した

カラムに 15％酢酸エチル/85％ヘキサンで溶解したサンプル 1 ml をロードした。15％酢酸エチル

/85％ヘキサン 2 ml で洗浄し，これを flow-through 画分とした。35％酢酸エチル/65％ヘキサン 1 ml

を 3 回ロードして 4DO を溶出させた。50％酢酸エチル/50％ヘキサン 1 ml を 3 回ロードして

orobanchol を溶出させた。4DO 画分ならびに orobanchol 画分は，減圧濃縮遠心機 Speed Vac SPD 111V

（Thermo Fisher Scientific）を用いて完全に乾固させた。減圧濃縮後のサンプルに酢酸エチル 300 µl

を添加して溶解させ，分析用バイアル瓶（Waters）に移した。この作業を 2 回行って減圧濃縮した。

これにアセトニトリル 10 µl，milli-Q 水 10 µl で溶解させたサンプルを LC-MS/MS 分析に供試した。

分析を行うまで乾固させたサンプルは，−30℃で保管した。 

 

2.2.4.2 定量分析 

LC-MS/MS による定量分析は，高速液体クロマトグラフ Prominence（島津）に逆相カラム

（ACQUITY UPLC BEH C18, ø2.1×50 mm, 1.7 µm, Waters）を取り付けて，3200 QTRAP® LC-MS/MS

システム（Sciex，Framingham，MA，USA）を用いて定量分析を行った。LC の移動相には，アセト

ニトリルと milli-Q 水に 0.05%酢酸を加えた溶媒を用い，流速 0.4 ml min-1で分析を行った。4DO分

析は，アセトニトリル濃度を 0 min 30%から 8.5 min 70%と変化させた。4DO は保持時間 5.5 min で

検出された。orobanchol 分析は，アセトニトリル濃度を 0 min 20%，4.5 min 40%，7.5 min 70%と変

化させた。orobanchol は保持時間 5 min で検出された。4DO と orobanchol のMS イオン源条件は，

Table 2 に詳細を示した。分析操作には Analyst 1.5.1（Sciex）を用い，定量データの解析には
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MultiQuant™（Sciex）を用いた。4DO，d1-4DO，d1-orobanchol ならびに orobanchol の定量分析には，

いずれもフラグメントイオン m/z 97 を使用した。 

 

2.2.5 遺伝子発現解析 

2.2.5.1 検量線用スタンダードの作成 

 イネのゲノム DNA 抽出後，Table 3に示した遺伝子について，2720 Thermal cycler（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて初期熱変性を 94℃ 20 秒，熱変性 94℃ 30 秒，アニーリング 55℃ 30秒，伸長

反応 72℃ 30 秒で 30 サイクル行った後，伸長反応 72℃ 90 秒行う PCR 条件で増幅させた。

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit（タカラバイオ，滋賀県）を用いて PCR 産物を精製した後，

TOPO cloning vector（Thermo Fisher Scientific）に導入した。プラスミドを Escherichia coli DH5αコン

ピテントセル（タカラバイオ）に組み込み，SOC培地 37℃で 1 時間静置培養した後，LB培地 37℃

で 24 h 静置培養し，ブルーホワイトコロニーセレクションを行った。標的遺伝子が組み込まれた

DH5α を LB 培地 37℃で振盪培養（150 rpm min-1）した後，NucleoSpin® Plasmid EasyPure（タカラバ

イオ）を用いてプラスミドを精製した後，creating standard curves with genomic DNA or Pasmid DNA 

templates for use in quantitative PCR（Thermo Fisher Scientific）を参考に 3×106コピーのプラスミド溶

液をした。これを 10 倍ずつ希釈した希釈系列を調製し，遺伝子発現解析の検量線に用いた。 

 

2.2.5.2 RNA抽出 

液体窒素で凍結させた約 0.6 gの根を乳鉢・乳棒を用いて粉砕した後，RNeasy Maxi Kit（QIAGEN）

の説明書に従って RNA を抽出した。その後，RNeasy Mini Kit（QIAGEN）の説明書に従って RNA

を精製した。2200 Tape Station（Agilent）を用いて RNA の品質を確認した。 

イネラミナジョイントを中心に 2 cm 程度に切ったサンプル約 20 mg を，ジルコニアビーズ（ø5 

mm，アズワン，大阪府）を 1 つ入れた 2 ml エッペンチューブ（Watson，東京都）に入れ，液体窒

素で凍結させ，TissueLyser Ⅱ（QIAGEN）を用いて破砕した。RNAprep Pure Plant Plus Kit（TIANGEN，
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Beijing, China）の説明書に従って RNA を抽出した。2200 Tape Station（Agilent）を用いて RNA のク

オリティを確認した。 

 

2.2.5.3 遺伝子発現解析 

Rever Tra Ace® qPCR RT Master Mix（TOYOBO）を用いて逆転写反応を行い，cDNA の合成を行っ

た。続いて，THUNDERBIRD® Probe qPCR Mix（TOYOBO）を用いて定量的リアルタイム PCR（qRT-

PCR）を行った。各サンプルの cDNA 2 µl に THUNDERBIRD Probe qPCR Mix 10 µl，forward primer 

6 pmol，reverse primer 6 pmol，TaqMan® Probe 4 pmol，50×ROX reference dye を 0.4 µl 混合し，総量

20 µl になるように Nuclease Free Water を加えた。StepOnePlus™（Thermo Fisher Scientific）を用いて

初期熱変性を 95℃ 20 秒，熱変性 95℃ 1 秒と伸長反応 60℃ 20 秒で 40サイクルの条件で PCR を

行った。内部標準には，ユビキチン（Ubi）遺伝子を用いた。解析した D3，D10，D14，D17，D27，

Os5100，Os900，Os1400，Os1500，Os1900 遺伝子のプライマーと TaqMan プローブは Table 3に示

した。 

 

2.2.6 硫黄定量分析 

イネ根約 0.01 g，シュート約 0.1 gを密閉型テフロン容器に入れ，硝酸 6 ml と過酸化水素水 1 ml

を加えた。Titan MPS マイクロウェーブ試料前処理システム（PerkinElmer，MA，USA）を用いて

150℃ 30分，210℃ 30分，50℃ 30分の条件で完全に液化させた。ガラスフィルターGC-50（Advantech，

Neihu District, Taipei, Taiwan）でろ過した後，XSERIES 2 ICPMS（Thermo Fisher Scientific）を用いて

硫黄含量を定量分析した 98。 

 

2.2.7 統計解析 

統計解析は，Excel（Microsoft，WA，USA）もしくは SPSS statistics 24（IBM，NY，USA）を用い

て行った。正規性の検定には，Kolmogorov-Smirnov 検定を用い，分散分析には F 検定を用いた。二
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者間の検定には Student’s t-test を用いた。 多重検定には Tukey’s honestly significant difference（HSD）

を用いた。 
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2.3 実験結果 

2.3.1 必須多量元素欠乏時の分げつ数とストリゴラクトン産生量 

イネ品種シオカリの実生を栄養十分条件（control），−N，−P，−K，−S，−Ca，−Mgまたは−Fe で

7 日間栽培した（Fig. 3A）。その後，2 mm以上に伸長した分げつ数を測定した。−Ca における分げ

つは，control よりも伸長していた（Fig. 3B）。他の栄養欠乏条件においては control よりも分げつ数

が増加することはなく，−N，−K，−Sにおいては 2 mm以上に伸長した分げつは観察されなかった

（Fig. 3B）。−Ca で生育したイネに 1 μM の合成 SL の GR24 を処理すると，分げつの伸長は抑制さ

れた（Fig. 3C）。これらの必須多量栄養欠乏条件で 7 日間栽培したイネの SL 産生量を調べた（Fig. 

3D）。イネ品種シオカリは，内生 SL として 4DO を産生する 23。Control における 4DO 産生量は，

水耕液中に分泌された SL 量（根滲出量）で 0.05 ±0.05 pg ml-1，根で 6.6 ±2.6 pg g fresh weight（FW）

-1であった。これに対して−Ca の 4DO 産生量は根滲出量では検出限界以下，根では 3.7 ±3.5 pg g FW-

1であり，control における SL 産生量よりも減少した（Fig. 3D）。−N，−Pと−S における 4DO の産生

量は，control に比べて増加していた。−N における 4DO の産生量は根滲出量では約 1.7±0.5 pg ml-1，

根では約 51.5±13.0 pg g FW-1であり，−P の SL 産生量は根滲出量では約 6.5±0.8 pg ml-1，根では約

137.0±21.4 pg g FW-1であった（Fig. 3D）。−S の 4DO 産生量は，根滲出量では約 1.1±0.3 pg ml-1，根

では約 15.7±3.0 pg g FW-1であった。−K，−Mg，−Fe においては根滲出量，根ともに 4DO 産生量に

control と有意な差は認められなかった（Fig. 3D）。 

次に，−S における SL 産生量の増加がイネ品種シオカリに特異的な応答なのかを調べるために，

別のイネ品種日本晴を control，−N，−P と−Sで 7 日間栽培した（Fig. 4A）。品種日本晴は，4DOと

orobanchol の 2 種類の SL を産生する。これらの SL 産生量を LC-MS/MS を用いて分析した（Fig. 

4B）。control における SL 根滲出量は，4DO が 0.42±0.07 pg ml-1，orobanchol が 0.21±0.07 pg ml-1であ

った。−N における SL 根滲出量は，4DO が 1.23±0.05 pg ml-1（control の 3.0倍程度増加），orobanchol

が 0.28±0.09 pg ml-1（control と同程度）であった。−P における SL 根滲出量は，4DO が 2.9±0.4 pg ml-
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1（control の 7.2 倍程度増加），orobanchol が 1.0±0.1 pg ml-1（control の 5.0 倍程度増加）であった。

−S における SL 根滲出量は， 4DO で 1.7±0.2 pg ml-1（control の 4.3 倍程度増加），orobanchol で

0.28±0.08 pg ml-1（control と同程度）であった。control における SL 根内生量は，4DO が 90.9±57.7 

pg gFW-1，orobanchol が 8.1±2.7 pg gFW-1であった。−N における SL 根内生量は，4DO が 331.6±31.5 

pg gFW-1（control の 3.6倍程度増加），orobanchol が 7.5±2.1 pg gFW-1（control と同程度）であった。

−P における SL 根内生量は，4DO が 356.5±50.2 pg gFW-1（control の 3.9 倍程度増加），orobanchol が

15.0±1.6 pg gFW-1（controlの 1.9倍程度増加）であった。−Sにおける SL根内生量は，4DOが 233.0±22.3 

pg gFW-1（control の 2.6 倍程度増加），orobanchol が 9.4±1.1 pg gFW-1（control と同程度）であった

（Fig. 4B）。これらの結果より，イネ品種日本晴においても，−N，−P だけでなく，−S でも SL 産生

量を増加させることが分かった。 

SL 産生量の変化は，栄養欠乏に応答して起こるが，その応答性は植物種によって異なる 10。そこ

で，イネ以外の植物においても−Sに応答して SL産生量を増加させるのかを調べた。実験に供試し

た植物は，AM 菌の非宿主植物であるダイコン，−N には応答せず, −Pにのみ SL 産生量を増加させ

るトマト，−N, −P両方において SL 産生量が増加するソルガムである。測定したのは，4DO，5DS，

orobanchol，sorgomol，orobanchyl acetate と solanachol の 6 種類の SL の根滲出量である。ダイコン

とソルガムは，栄養欠乏条件で栽培してクロロシスなどの栄養欠乏症を発症し始めた 14 日目に解

析を行った。トマトは，所属研究室で SL 分析をする際に用いる栽培条件を参考にした 99。その結

果，ダイコンで検出できた SL の 5DS は，−P，−S 条件において control と比べて有意に増加してい

た。5DS 産生量は control において 0.6±0.2 pg ml-1，−N において 0.7±0.2 pg ml-1であったのに対し，

−P では 1.1±0.1 pg ml-1，−S では 1.1±0.3 pg ml-1 であった（Fig. 5A）。トマトでは，orobanchol と

solanachol が−P 条件でのみ検出できた。−Pにおける orobanchol 産生量は，0.8±0.6 pg ml-1，solanachol

産生量は 0.12±0.09 pg ml-1であった（Fig. 5B）。一方で，control，−N と−S では，どちらの SL も検
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出限界以下であった（Fig. 5B）。ソルガムで検出できた 5DSと sorgomol はいずれも−N，−P，−S条

件において control と比べて有意に増加していた。control における 5DS産生量は，0.5±0.2 pg ml-1で

あった（Fig. 5C）。−N，−S における 5DS 産生量は，1.8±0.8 pg ml-1，−P における 5DS 産生量は

5.2±1.1 pg ml-1であった（Fig. 5C）。control における sorgomol 産生量は，0.4±0.2 pg ml-1であった

（Fig. 5C）。−N における sorgomol 産生量は，0.91±0.08 pg ml-1，−P における sorgomol 産生量は

2.0±0.6 pg ml-1，−S における sorgomol 産生量は，1.1±0.3 pg ml-1であった（Fig. 5C）。ダイコン，ソ

ルガム，トマトの SL 分析では，いずれの条件でも orobanchyl acetate は検出限界以下であった。 

 

2.3.2 硫酸イオン欠乏におけるストリゴラクトン産生量と遺伝子発現解析  

イネの水耕液では，K2SO4で 300 µM，+S micro-nutrients で 10 µM，合わせて 310 µM の硫酸イオ

ンが硫黄源として含まれる（Table 1）。そこで，S 濃度を 0，10，30，110，210，310 µM と変化さ

せた水耕液を調製し（Table 4），7 日間栽培したときのイネの表現型および 4DO 産生量を調べた

（Fig. 6A）。根の長さは，S 濃度 0，10 µM で 7.7-8.4 cm，S 濃度 30 µM 以上では約 6.8±0.2 cmであ

り，S 濃度の低下によって根の伸長が誘導されていた（Figs. 6B and C）。シュートの長さは S 濃度 0 

µM で 19.2±0.3 cmと最も短く，S濃度 10 µM では 22.8±0.4 cm，S 濃度 30 µM 以上では 24.9±0.6 cm

であり，S 濃度の低下によってシュートの長さは短くなった（Figs. 6B and C）。葉のクロロフィル

含量の指標となる SPAD は，S 濃度 0 µM で 30.8±0.8 と最も低く，葉の老化が進行しており，S 濃

度 10 µM では 34.7±0.8で，S 濃度 30 µM 以上では約 37.5±1.0であった（Figs. 6B and C）。SL 産生

量は，根滲出量，根内生量ともに S濃度 0 µM で最も多く，それぞれ 0.5±0.06 pg ml-1，35.5±3.0 pg g 

FW-1であった（Fig. 6D）。S 濃度 10 µM でも 4DO 産生量が増加しており，根滲出量が 0.2±0.03 pg 

ml-1，根内生量が 25.7±3.0 pg g FW-1であった。S濃度 30 µM 以上になると SL 産生量に大きな変化

はなく，根滲出量が約 0.013±0.009 pg ml-1，根内生量が約 9.4±2.5 pg g FW-1であった（Fig. 6D）。 
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−S における 4DO 産生量がどの遺伝子によって制御されているのかを調べるために，SL 関連遺

伝子の遺伝子発現量を qRT-PCR を用いて調べた。イネ実生を 7 日間寒天培地で生育させた後，−S

水耕液で 7 日間水耕栽培し，半分を新しい+S 水耕液に，残り半分を新しい−S 水耕液に移植した

（Fig. 7A）。移植後 1日目の 4DO 産生量と SL 関連遺伝子の転写量を解析した。−S の 4DO 量は高

いレベルを維持しており，S を施肥すると翌日には約 1/5 にまで減少した（Fig. 7B）。SL 関連遺伝

子の遺伝子転写量を解析した結果，SL 生合成遺伝子 D27 が−S で高発現しており，S を施肥する

ことでその転写量は約 1/5 にまで減少した（Fig. 7C）。この D27 の遺伝子発現の変動は 4DO 産生

量と似たパターンを示していた。その他の SL生合成遺伝子である D17，D10 と OsMAX1 ホモログ

の Os900，Os1400，Os1500，Os1900 と Os5100 では+S と−Sで大きな変化は認められなかった（Fig. 

7C）。一方，SL 情報伝達遺伝子の D14 と D3 は+S で高い発現量を示しており，−S では発現量が

低下した（Fig. 7C）。 

 

2.3.3 硫酸イオン欠乏におけるストリゴラクトン生合成促進シグナルの探索 

イネのどの組織が−S を認識しているのかを調べるために，イネの根を 2つに分け，両方の根を S

十分条件（+S）に浸す条件（+S/+S）と，片方を+S に，もう一方を−S に浸す条件（+S/−S），両方

ともを−Sに浸す条件（−S/−S）でそれぞれ栽培した（Figs. 8A and B）。+S/+S ならびに+S/−Sにお

ける地上部の新鮮重量は同程度であったのに対し，−S/−S では有意に減少していた（Figs. 8C and 

D）。根の新鮮重量は，すべての条件で同程度であった（Figs. 8C and D）。SL の定量分析は LC-

MS/MS を用いて（Fig. 8E），総硫黄含量の定量分析は ICP-MS を用いて行った（Fig. 8F）。4DO 産

生量は，+S/+Sならびに+S/−Sで大きな変化はなく，根滲出量が 0.2-0.4 pg ml-1，根内生量が 1.8-3.5 

pg g FW-1であった（Fig. 8E）。一方，−S/−S では SL 産生量が著しく増加しており，根滲出量が

1.1-1.5 pg ml-1，根内生量が 51.0-63.7 pg g FW-1であった（Fig. 8E）。+S/+S の総硫黄含量は，両方

の根で 8.0-10.4 mg g DW-1と同程度であった（Fig. 8F）。+S/−S の総硫黄含量は，+S 側の根は 11.8±1.4 
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mg g DW-1，−S 側の根はその半量程度の 5.5±0.6 mg g DW-1であった（Fig. 8F）。−S/−S では，両方

の根で 3.0±0.3 mg g DW-1と同程度であった（Fig. 8F）。地上部における総硫黄含量は，+S/+Sでは

7.0±0.4 mg g DW-1，+S/−S では 4.7±0.2 mg g DW-1，−S/−S では 2.0±0.3 mg g DW-1であった（Fig. 8F）。 

スクロースは，地上部から根へ輸送されるシグナル分子の 1 つである 25。そこで，SL 産生量を調

節するシグナル分子がスクロースであるか検証するために，スクロース処理が−N，−P，−S におけ

る SL 産生に与える影響を調査した。スクロース濃度 0，0.01，0.1，1 mM 処理した水耕液（−N，

−P，−S）でイネ品種シオカリを 7日間栽培した（Fig. 9A）。培地への適量のスクロース処理は，ス

クロース欠乏による影響を回復させる 100。4DO産生量を定量分析した結果，−S で生育するイネに

0.01 mM のスクロースを処理すると，未処理の 1/2 程度まで SL 産生量が減少した（Fig. 9B）。一

方で， 1 mM スクロース処理区において SL 産生量が増加した（Fig. 9B）。−N で生育するイネに

0.1 mM のスクロースを処理すると，未処理の 1/43 程度まで SL 産生量が減少した（Fig. 9B）。−P

で生育するイネに 0.1 mM のスクロースを処理すると，未処理の 2/3程度まで減少した（Fig. 9B）。

−N ならびに−P において，0.01，1 mM スクロース処理区でも SL 産生量が減少する傾向にあった

が，有意差は認められなかった（Fig. 9B）。 

 

2.3.4 栄養欠乏におけるストリゴラクトン産生の応答性の違い 

SL 関連遺伝子ならびに SL 産生量が，−N，−P，−S に応答してどの程度変動しているのか調べる

ために，栄養十分条件と栄養欠乏条件での遺伝子発現量と SL産生量の比較を行った（Fig.10）。−N

では，D27，D17，D10 の遺伝子発現量は，control と比較して亢進した。一方，Os900， Os1400 は，

control と比較して大きな変動はなかった。D14，D3 の遺伝子発現量は，control と比較して減少し

た。−Pでは，D27，D17， D10，Os900 の遺伝子発現量は，control と比較して亢進した。一方，Os1400

の遺伝子発現量は，control と比較して大きな変動はなかった。D14，D3の遺伝子発現量は，control

と比較して減少，もしくは減少傾向にあった。−S では，D27，D10 の遺伝子発現量が control と比較
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して亢進した。一方，D17，Os1400 の遺伝子発現量は，control と比較して大きな変動はなかった。

Os900 の遺伝子発現量は，control と比較して減少する傾向にあった。D14，D3 の遺伝子発現量は，

control と比較して減少した。これらの結果を各栄養欠乏間で比較すると，−P では供試したすべて

の SL 生合成遺伝子の発現量が亢進しており，−N，−Ｓと比較してもその発現量は顕著に増加して

いた。−N では，Ｄ10の遺伝子発現量が著しく増加していた。−S では，Ｄ27 遺伝子が高発現してい

たが，その発現量は−Ｎ条件と同程度であった。また，SL 情報伝達遺伝子の D14，D3 は，−N，−P，

−S 条件いずれでも発現量が減少することが分かった。 

 

2.3.5 栄養欠乏を組み合わせた時のストリゴラクトン産生量への影響 

栄養欠乏によって遺伝子発現量が変動する SL 関連遺伝子が異なる（Fig. 10）。−Pにおける SL 生

合成遺伝子は，D27 だけでなく，D17，D10 や OsMAX1 の発現量も亢進する 79。これらの遺伝子発

現パターンの違いが SL 産生量の違いに影響を及ぼすことが考えられる。実際，−P における SL 根

内生量は−S の約 10 倍であった（Fig. 3D）。そこで，−P と−S を組み合わせることで，SL 産生量が

相加的に増加するのではないかと考えた（Fig. 11）。そこで，control，−N，−P，−S，−NP，−NS，−PS，

−NPS の条件でイネを 7日間栽培した（Fig. 11）。根の長さは，−S，−PSで 9.0-10.1 cmと最も長く，

その他の条件では 7.3±0.6 cmであった（Figs. 11B and C）。シュートの長さは，control，−P で 20.7-

23.8 cm と最も長く，その他の条件では 18.3±0.7 cm であった（Figs. 11B and C）。SPAD は−P で

40.1±1.0 と最も増加しており，次いで control と−PS が 35.4±0.8，−S が 33.0±1.0，−NP と−NPS が

26.7±0.9，−N と−NSでは 23.5±1.4 と最も減少していた（Figs. 11B and C）。SL の根滲出量は，−Pで

6.5±0.7 pg ml-1と最も多く，次いで，−NP，−NS，−PS，−NPSで 1.4±0.1 pg ml-1であった。−Nと−S

では，0.3±0.05 pg ml-1であった（Fig. 11D）。SL根内生量は，−P において 96.8±10.5 pg g FW-1と最も

多く，次いで−N，−S，−NP，−NS，−PS，−NPS で 31.4±4.2 pg g FW-1であった（Fig. 11D）。 
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次に，栄養欠乏の組み合わせの中でも，SL産生量が最も増加していた−P と本研究で着目してい

る−S を組み合わせた−PS の SL 関連遺伝子の発現量を qRT-PCR を用いて解析した。イネ実生を 7 日

間寒天培地で生育させた後，−PS 水耕液で 7 日間水耕栽培したイネのうち，半数を新しい+PS 水耕

液に，もう半数を新しい−PS 水耕液に移植した。移植後 1日目の 4DO 産生量と SL 関連遺伝子の転

写量を解析した。4DO 産生量は，+PS で 30.6±8.1 pg g FW-1，−PS で 114.9±13.9 pg g FW-1であった。

−PS における SL 生合成遺伝子の発現量を+PS と比較すると，D27 は 6.3倍，D17 は 2.1 倍，D10は

30.1 倍，Os900 は 5.0 倍，Os1400 は 3.6倍亢進していた（Fig. 12C）。また，Os1500 は 2.6倍，Os1900

は 3.0 倍，Os5100 は 1.6 倍亢進していた（Fig. 12C）。一方で，−PS における SL 情報伝達遺伝子の

発現量を+PS と比較すると，D14 で 0.3 倍，D3 で 0.6 倍と発現量が減少した。−PS において，P も

しくは S を施肥することによる SL 産生量への影響を評価した（Fig. 13A）。その結果，S のみ施肥

した−P+S では 20.8±4.7 pg g FW-1，P のみを施肥した+P−S では 31.2±8.4 pg g FW-1であった（Fig. 

13B）。これは P と S の両方を施肥した+P+S と同程度の SL 産生量であった（Fig. 13B）。これらの

栄養条件における SL 生合成遺伝子の発現量を解析した。D27 の発現量は，−P+S ならびに+P−S で

同程度であり，+P+S における発現量の 3.8 倍，−P−S における発現量の 0.5 倍だった。D17 の発現

量は，−P+S で+P+S と同程度の発現量まで低下した。+P−Sでは+P+S の 1.5 倍の発現量だった。D10

の発現量は，−P+S で+P+S と同程度の発現量まで低下した。+P−Sでは−P−S における発現量よりも

1.4 増加していた。Os900 の発現量は，−P+S では−P−S と同程度であった。+P−S では+P+S と同程度

の発現量にまで低下した。 
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2.4 考察 

2.4.1 硫酸イオン欠乏に応答したストリゴラクトン産生量増加のメカニズム 

本章では，−N，−P，−K，−S，−Ca，−Mgおよび−Fe に応答したイネの SL 産生量を調査した。そ

の結果，−S でも S 濃度の低下に応じて SL 産生量が増加することが明らかになった（Fig. 3D and 

Fig. 5D）。−S における SL 産生量の増加は，品種シオカリだけでなく，品種日本晴でも確認された

（Fig. 4B）。SL 関連遺伝子の発現解析を行った結果，D27 が−S で高発現していた（Fig. 6C）。さら

に，D10 の発現量を+S，−S 間で比較すると，増加する傾向がみられた（Fig. 10）。すなわち，D27，

D10 遺伝子の発現量の亢進によって−S における SL 産生量が増加していたと考えられる。−S の認

識は地上部で行われ，地上部からの何らかのシグナルが根に伝えられ，根の SL 産生量が増加する

と考えられる（Fig. 8 and Fig. 9）。 

必須多量栄養が欠乏した条件でイネを栽培すると，−N，−K，−S で分げつが全く観察されず，−Ca

では分げつ数が増加した（Fig. 3B）。−N，−S は，増加した SLによって分げつが抑制されたと考え

られる。一方，−K は，SL産生量が増加しないにも関わらず分げつ数が減少した。（Figs. 3B and D）。

−K において分げつが減少する結果は，過去にも報告されている 101。−K に曝されたイネは，K と同

族元素であるナトリウムを化学等量的に代替吸収する 102。イネにとって過剰なナトリウムは，塩ス

トレスとなって分げつを抑制する 103。GR24 を処理すると−Ca においても分げつ数が減少した（Fig. 

3C）。−Ca における SL 産生量は，control に比べて減少する傾向にある（Fig. 3D）84。Ca は転流さ

れにくい栄養元素であるため，−Ca における栄養欠乏傷害は，上位葉や茎頂などの成長が活発な器

官で生じやすい 1。植物の茎頂で生合成されるオーキシンは，−Ca においてその輸送量が減少する

104, 105。オーキシンは，SL の生合成を誘導するため 106，−Ca においてオーキシンの輸送量が減少す

ることによって SL産生量が減少し，分げつ数が増加したことが推測される。 

イネ以外の植物を−N，−P，−S で栽培したときの SL 産生量を定量した結果，ダイコンの SL 産生

量は−P，−S で control の 2 倍程度増加した（Fig. 5A）。アブラナ科であるダイコンは AM 菌と共生
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できない。そのため，−P，−S で増加する SL はダイコンに植物ホルモンとしてのみ作用していると

考えられる。トマトの SL 産生量は，−Pでのみ増加しており，ソルガムにおける SL 産生量は，−N，

−P，−S すべてで増加していた。これらの結果より，植物種によって応答する栄養欠乏が異なるこ

とが明らかとなった。また，−N，−P，−S すべてで SL 産生量が増加するイネ，ソルガムにおける

SL の増加量は，−P で最も多く，−N と−Sでは同程度であった（Figs. 5B and C）。現在までに報告さ

れている−N ならびに−Pに応答した SL 産生量は，すべて−P の方が多く 10，栄養欠乏の中でも特に

−P で SL が重要な役割を果たすことが推測される。 

−S における SL 関連遺伝子の発現は，D27 の発現量が亢進していた（Fig. 7C）。その他の SL 生合

成遺伝子は，+S と−S 間で大きな変動がなかった。−S では，D27 が SL 産生における重要な役割を

担っている可能性がある。先行研究におけるマイクロアレイ解析の結果， −S で生育するシロイヌ

ナズナにおいても AtD27の発現量が増加しており，MAX1，MAX3 の−S で遺伝子発現の変動は認め

られなかった 107, 108。イネのみならず，シロイヌナズナにおいても D27 が重要な役割を担っている

と考えられる。 

 

2.4.2 ストリゴラクトン産生量が増加するための栄養欠乏の感知 

 根分け法を用いてイネを栽培すると，根の新鮮重量は各処理区間で差がなかったのにも関わらず，

+S/−S条件では SL 産生量が増加しなかった（Fig. 8E）。+S/−S条件における根の総 S 含量は，+S 側

の根では+S/+S 条件と同程度，−S 側の根では−S/−S 条件と同程度であった（Fig. 8F）。一方で，地上

部の新鮮重量は，+S/+S条件と+S/−S条件で同程度であったのに対し，−S/−S では有意に減少してい

た。地上部の S含量は−S/−S でのみ低下していた。これらの結果から，シュートの総 S 含量が低下

することによって SL 産生量が増加すると考えられる。すなわち，SL 産生量を増加させるための−S

認識部位は，シュートであると考えられる。同様に，−N，−P の認識部位もシュートであるという

報告があるため 94，シュートから根へと輸送される SL 産生促進シグナルが存在している可能性を
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考えた。SL 産生促進シグナルの候補として本実験では，スクロースに着目した。SL 産生量が増加

する−N，−P，−S においてスクロースを処理した結果，−N，−P では 0.1 mM スクロース処理で，−S

では 0.01 mM スクロース処理で SL 産生量が低下した（Fig. 9B）。先行研究において，糖によって

制御される枝分かれは，SL だけでなく，オーキシンやサイトカイニンといった植物ホルモンが関

与することが報告されている。オーキシンは，SL 生合成遺伝子の発現量を増加させるが 109，糖の

処理によってオーキシンが誘導する SL 経路を抑制することで枝分かれを増加させる 110。サイトカ

イニンは，糖の処理によって蓄積し，枝分かれを増加させる 111。SL 情報伝達系は，糖によって抑

制され，SL に対する感受性を低下させることで枝分かれを増加させる 112。さらに，SL による葉の

老化促進作用は，グルコース処理によって無効化される 113。これらの知見から，糖処理は枝分かれ

を増加させることが分かっており，それは SL 生理作用と拮抗していると推測される。近年，植物

のサーカディアンリズムを司る転写因子 CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1（CCA1）が， SL 関連

遺伝子のプロモーター部位に結合することによって発現量を亢進させ，枝分かれを抑制することが

明らかとなった 114。さらに，CCA1 は光合成産物の糖によって発現が抑制される 114。すなわち，糖

シグナルを SL 関連遺伝子に伝えるメッセンジャーとして CCA1 が存在している。これらの知見よ

り，スクロース処理によって CCA1 の遺伝子発現量が低下し，CCA1 による SL 関連遺伝子の発現

量の亢進がなくなった結果，SL 産生量が減少したと考えられる（Fig. 9B）。実際，栄養十分条件に

おいてスクロース処理をしても SL 生合成遺伝子の発現量は変動しない 115。しかしながら，SL産生

量の変化に対するスクロース濃度依存性は認められなかった（Fig. 9B）。そのため，栄養欠乏に応

答した SL 産生量を増加させるシグナル分子が，スクロースと断定するには更なる調査が必要であ

る。少なくとも，本実験より得られた結果は，SL 産生量の変化に糖シグナルが関与していることが

示唆している（Fig. 9B）。 

 



32 

 

2.4.3 ストリゴラクトン産生量の増加の多様性と栄養欠乏の組み合わせ 

 遺伝子発現解析の結果を見ると，−P ではすべての SL 生合成遺伝子の発現量が著しく亢進してい

る（Fig. 10B）。一方で，−N と−S では，D27，D10 の発現量の亢進が共通しており，D17，Os900 の

発現量は−P と比較すると少ない。このことから，−N ならびに−S と−Pでは，SL 産生量を増加させ

るシグナルの種類もしくはその数が異なってることが推測される。この解析に用いた品種シオカリ

では，orobanchol がほとんど検出されなかった。これは，−N，−P，−S に応答した Os1400 の発現量

亢進がないためと考えられる（Fig. 10）。 

−P における SL 産生量の増加は，SL 生合成遺伝子である D27，D17，D10，OsMAX1 の遺伝子発

現が亢進することに起因する 79。一方，−S では D27 の発現量が著しく亢進する。そのため，−Pと

−S を組み合わせた−PSでは D27 の発現量が著しく亢進するとともに，D17，D10，OsMAX1 の遺伝

子発現が亢進するため，SL 産生量が爆発的に増加すると推測した。しかし，実際には−PS において

−P よりも SL 産生量が増加することは認められなかった（Fig. 11）。この結果は，栄養欠乏の組み合

わせと SL 産生量に相加相乗的な相関がないことを示している。−PS における SL 関連遺伝子の発

現解析の結果，D27 だけでなく，SL 生合成遺伝子の発現が亢進した（Fig. 12）。今回供試した SL生

合成遺伝子は−P において亢進する 93。−S の影響で D27 発現量が亢進し，−P の影響でその他の SL

生合成遺伝子の発現量も亢進したものと考えられる。そのため，−S よりも−PS において SL産生量

が増加する傾向にあった。一方，−PS における D27 の遺伝子発現量は−S 単独欠乏の時よりも低下

していた。この D27 遺伝子発現量の変化が−PSにおける SL産生の律速になったと推測される。次

に，栄養を施肥することによる SL 産生量への影響を評価するために，−PS で生育するイネに P も

しくは S を施肥した（Fig. 13A）。興味深いことに，どちらかの一方の栄養を施肥するだけでも SL

産生量が低下した（Fig. 13B）。これは，−P ならびに−S における SL 産生量の増加は，同一シグナ

ルによって制御される可能性を示唆している。また，遺伝子発現解析の結果から，施肥する栄養に
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応じて遺伝子発現の変動パターンが異なった。このうち，Sの施肥によって D10 が，P の施肥によ

って Os900 の遺伝子発現が律速となり，SL 産生量が低下したものと考えられる。現在までに，栄

養欠乏を認識した植物がどのような情報伝達を介して SL 産生量を増加させているのかは不明であ

った。本研究で得られた知見は，栄養欠乏に応答した SL 産生量の増加メカニズムの解明につなが

ると考える。 

本章では，栄養欠乏に応答したイネの SL 産生量の変化に着目した。先述したように，増加した

SL は枝分かれの抑制や葉の老化の促進など植物の形態に影響を与える。これは，栄養欠乏環境に

適応するための重要なプロセスとして考えられている 82。特筆すべきことに，−Sにおいて SL 産生

量が増加することは，本研究が最初の報告である。そこで次章では，−Sに応答して増加する SLの

役割を明らかにすることを目的に研究を進めた。また，栄養欠乏条件において葉の老化が促進する。

葉の老化が進行している状態で強い光を受けると光ストレスが生じるため，この光ストレスを防ぐ

ために葉の角度が小さくなると考えられている。近年，葉の角度の制御に SL が関与していること

が報告された。そこで，SL と光ストレスの防御の関係および葉の角度制御メカニズムについて調

査を行った。 
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Table 2 Ion source parameters of mass spectrometry. 

Parameters 4DO  orobanchol 

Curtain gas (psi) 10  50  

Collision gas (psi) 4  3  

Ion spray voltage (V) 5500  5000  

Temperature (℃) 500  600  

Ion source gas 1 (psi) 40  30  

Ion source gas 2 (psi) 60  60  

Declustering potential (V) 41  46  

Entrance potential (V) 5  4.5  

Collesion energy (V) 27  17  
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Table 3 List of primers and TaqMan probes for qRT-PCR. 

Primer name* 5'-Sequence-3' 

D3-F CCCAACCTCCGCAAGCT 

D3-R GACGCAATCGCTGAACCG 

D3-TaqMan f-TGGCGCCATGCTTGTTCAACCC-t** 

D10-F CTGTACAAGTTCGAGTGGCACC 

D10-R CCTCGTCCGTCTCCTCGTAC 

D10-TaqMan f-CAAGGCCAGCGGCAAGATTG-t 

D14-F GCCTCTCCCCGGTTCTTG 

D14-R TGCTGTATCTCCTCCAGCTCG 

D14-TaqMan f-ACGACAGCGACTACCACGGCGG-t 

D17-F CCTCGTCCAGAAGCGTGAG 

D17-R TAGTGGGTGTCGGTGAAGGC 

D17-TaqMan f-TCGTCGTGCCGGACCACCTCA-t 

D27-F AGATGACCCTGCATTGAAGCA 

D27-R GCAATTCACACCATGATTCTGC 

D27-TaqMan f-CCATGCTTCCGGACAAAATGCG-t 

Os5100-F CTCTCCACCAGAAGGGCCTC 

Os5100-R GAGATGATCGTGTTCCTCATCG 

Os5100-TaqMan f-TCTTCACAAGGGACGCGAGGTGGT-t 

Os900-F CGTGAACCTCACGCTCGG 

Os900-R TTCATTGCAGCCGTCCG 

Os900-TaqMan f-CAGCTTGACAGGATCGTCGCCGA-t 

Os1400-F TGCATTGAGTGCGTGTCCA 

Os1400-R GAAGCCGAGAGCGAGATCG 

Os1400-TaqMan f-ACCTTGATGGCCAAGAGGACATAACATTCT-t 

Os1500-F AAGTGCTCAAGAGGATTCCCG 

Os1500-R CGATGCTGTCCATATGTGTTTTC 

Os1500-TaqMan f-CAAGATCGACCGGGTCAACCGC-t 

Os1900-F TACGTGGACGCTCTGGTGG 

Os1900-R TCTTGCCGATGATGTCGATG 

Os1900-TaqMan f-TCCCCTTCTGCCAGCTCTCGCTGT-t 

Ubi-F AAGGTCACCAGGCTCAGGAAG 

Ubi-R GATCGAAGTGGTTGGCCATG 

Ubi-TaqMan f-CAACAACGACTGCGGCGCG-t 

*F, forward primer; R, reverse primer. 

**f, FAM; t, TAMRA. 
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Figure 3 Effect of macro nutrient deficiencies on number of outgrowing tiller buds and SL levels. 

WT seedlings were grown in hydroponic culture media without the indicated macronutrients for one 

week. Outgrowing tillers (>2 mm) were counted in 2-week-old seedlings. A. Schematic diagram 

showing the experimental conditions. B. Effect of nutrient deficiency on tiller bud outgrowth. An 

arrowhead indicates the outgrowth of the second leaf tiller. n.f., not found. Bar: 1 cm. C. 

Complementation by 1 μM GR24. Data are the means ± S.E. (n = 3). *P <0.05 vs C (Student's t-test). 

D. 4DO levels in root exudates and roots under nutrient deficinecies. Samples were collected on day 7 

after transfer to hydroponic media, and 4DO levels were analyzed using LC-MS/MS. C, control. n.d., 

not detected. Data are the means ± S.E. (n = 4). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control (Student's t-test). 
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Figure 4 4DO and orobanchol levels in root exudates and roots of rice cv. Nipponbare seedlings. 

A. Schematic diagram showing the experimental condition. B. Samples were collected on day 14 after 

transfer to hydroponic culture medium (control, –S, or –P). 4DO and orobanchol levels were analyzed 

using LC-MS/MS. C, control. Data are the means ± S.E. (n = 4). Different letters indicate significant 

differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 5 SLs levels in root exudates of Japanese radish, tomato, and sorghum.  

4DO, orobanchol, orobanchyl acetate (not detected), and solanachol levels in root exudates of Japanese 

radish (A), tomato (B), and sorghum (C) were analyzed using LC-MS/MS. Blue and red lines indicate 

nutrient presence and deficient conditions, respectively. C, control. n.d., not detected. Data are the 

means ± S.D. (n = 3). Different letters indicate significant differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 6 Phenotype and 4DO levels of WT rice seedlings at various S concentrations. 

Samples were measured on day 7 after transfer to hydroponic media. A. Schematic diagram showing 

the experimental condition. B. An image of rice seedlings grown under various S concentrations. Bar: 

5 cm. C. Rice root and shoot length, and SPAD. SPAD were measured at 3rd leaf. Data are the means 

± S.D. (n = 20). D. Samples were collected on day 7 after transfer to hydroponic media, and 4DO levels 

were analyzed using LC-MS/MS. Data are the means ± S.E. (n = 4). Different letters indicate significant 

differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 7 SL levels and expression of SL-related genes in WT rice seedlings under S presence or 

absence conditions.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. Red and blue bars indicate +S and –S 

conditions, respectively. Seedlings were transferred to fresh +S or −S medium on day 14 of culture. 

4DO levels and gene expression were analyzed on day 15. B. 4DO levels in roots. Data are the means 

± S.E. (n = 4). C. Transcript levels of SL-related genes in roots. Data are the means ± S.E. (n = 3). *P 

< 0.05 (Student’s t-test).  
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Figure 8 Analysis of SL and S contents in rice seedlings by split-root assay.  

A. Schematic diagram showing experimental conditions. After preculture, the root systems of wild-

type seedlings were separated into two parts and each part was put into either S-sufficient (+S) or S-

deficient (−S) hydroponic culture medium. B. A rice seedling in the split-root assay system. 

Arrowheads: white, rice seedling; orange, bamboo stake; red, split roots. Bar: 1 cm. C. A photograph 

of rice seedlings after cultivated using split-root assay. Bar: 5 cm. D. Fresh weight of shoot and roots. 

Data are the means ± S.E. (n = 3). E. SL (4DO) levels in root exudates and split roots. Data are the 

means ± S.E. (n = 3). F. Total S contents in split roots and shoots. DW, dry weight. Data are the means 

± S.E. (n = 3). Different letters indicate significant differences (Tukey’s HSD, P < 0.05).  
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Figure 9 Effect of sucrose containing hydroponic culture medium on 4DO levels without N, P, or 

S. 

A. Schematic diagram showing the experimental condition. Samples were collected on day 7 after 

transfer to hydroponic media containing sucrose. B. 4DO levels in root of WT rice seedlings at various 

sucrose concentrations in hydroponic media. Data are the means ± S.E. (n = 4). *P < 0.05 (Student’s t-

test vs 0 mM). 



45 

 

 

  

Figure 10 Comparison of SL-related gene expression under N, P, or S deficiency.  

A. Schematic diagram of experimental conditions. Blue and red lines indicate nutrient presence and 

absent conditions, respectively. B. Heat map of SL-related gene expression. Box colors indicate relative 

gene expression levels. C, control. 
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Figure 11 Phenotype and 4DO levels of WT rice seedlings on combined N, P, and S deficiencies. 

Samples were measured on day 7 after transfer to hydroponic media. A. Schematic diagram showing 

the experimental condition. B. An image of rice seedlings under combined N, P, and S deficiencies. 

Bar: 5 cm. C. Rice root and shoot length, and SPAD value. Data are the means ± S.D. (n = 20). D. 

Samples were collected on the day 7 after transfer to hydroponic culture media, and 4DO levels were 

analyzed using LC-MS/MS. C, control. Data are the means ± S.E. (n = 4). Different letters indicate 

significant differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 12 SL levels and expression of SL-related genes in WT rice seedlings under PS presence 

or absence conditions. 

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. Blue and red bars indicate +PS and –PS 

conditions, respectively. Seedlings were transferred to new +PS or –PS media on the day 14 of culture. 

4DO levels and gene expression were analyzed on day 15. B. 4DO levels in roots. Data are the means 

± S.E. (n = 4). C. Transcript levels of SL-related genes in roots. Data are the means ± S.E. (n = 3). *P 

< 0.05 (Student's t-test).  
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Figure 13 Effect of P and/or S fertilization on SL production. 

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. After 7 days-preculture, seedlings were 

grown in –P–S hydroponic culture media for 7 days and transferred to new +P+S, –P+S, +P–S or –PS 

media on the day 14 of culture. 4DO levels and gene expression levels were analyzed on day 15. B. 

4DO levels in roots. Data are the means ± S.E. (n = 4). C. Transcript levels of SL-biosynthetic genes 

in roots. Data are the means ± S.E. (n = 3). Different letters indicate significant differences (Tukey’s 

HSD, P < 0.05). 
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第 3章 ストリゴラクトンによって制御される植物の形態 

 

3.1 緒言 

 植物は，周辺の環境の変化に応答して形態を柔軟に変化させる 116。植物のライフサイクルの完結

に関わる重要な項目である栄養欠乏によって，成長の遅延，葉の黄化（クロロシス）や果実の質の

低下など多くの形態が変化する 1。先行研究で，−N や−P に応答して増加した SL によって，枝分か

れの抑制と葉の老化の促進が誘導されることが明らかとなった 35, 79, 117。植物の枝分かれは，種子や

果実の収量と質を決定づける重要な形質のひとつである。一方，葉の老化は，老化葉に含まれるタ

ンパク質，炭水化物や核酸を分解して，これらの構成要素を他の器官に再分配することで，シンク

器官への栄養転流を促す。これらの形態の変化に加えて，葉の角度の増加が SL によって抑制され

るため 39，SL 変異体では野生型よりも葉の角度が大きくなる。葉の角度は植物の受光量を決定づけ

る形質の 1 つで，植物の光合成効率にも影響する 118。実際に，葉の角度が小さい直立葉のイネで

は，隣り合うイネからの影の影響が少なくなるため，株全体における受光量が増加し，特に下位葉

における光合成効率が向上する 119。イネの栽植密度を変化させても，隣りあうイネ同士で栄養分や

光を奪い合うことで種子収量が変化しない最終収量一定の法則のため，単位面積当たりの施肥量が

イネの生育に及ぼす 120。ところが，株あたりの光合成効率の高い直立葉のイネを密植栽培すると，

施肥量を増やすことなく，通常の栽植密度条件の約 1.3 倍もの収穫量が得られる 119。肥料の過剰な

施肥が環境汚染を引き起こすことが懸念されているが，直立葉のイネを栽培することで農業生産の

増加と環境保護の両立が期待できる。イネ既存栽培品種を直立葉にするためには，葉の角度を制御

する因子についてより詳細な知見が必要である。 

葉の角度は，イネの葉身と葉鞘の付け根部分の葉節部の lamina joint（LJ）の角度として定義され

る 121。この LJ の角度は，さまざまな環境に応答して大きさが変わる。イネやコムギにおける葉身

屈曲は傾光反応の一つであり，青色光の感光部が葉節部に局在しているため，青色光照射によって
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LJ の角度が大きくなる 122。また，栄養欠乏に対する葉身屈曲の応答も報告されており，−N，−Pで

LJの角度が小さくなる 123, 124。−Pにおける LJの角度の減少には，転写因子 SPXs（Syg1/Pho81/XPR1），

BRASSINOSTEROID UPREGULATED1（BU1）や BU1-like1-complex（BC1）が関与する 124。これら

の転写因子と SL との関係は不明である。−N 条件で生育するユーカリの場合，LJ の角度が小さく

なるのは強光ストレスから回避するためではないかと推測されている 125。植物に対して光合成で消

費しきれないような強い光が照射されると，一部は熱に変換されるが，熱に変換しきれなかった場

合，活性酸素（ROS）のような有害な物質を生じる 25。細胞内に ROS が蓄積すると，クロロフィル

の分解や細胞の壊死など不可逆的な障害が生じる。−N 条件で LJ の角度を小さいままに維持するこ

とで，光阻害を防いでいると推測されている。 

LJ の角度の増加は，葉の表側（向軸側）と葉の裏側（背軸側）の細胞の不均一な分裂・成長，す

なわち，向軸側細胞の成長によって生じる 126。この細胞成長は，植物ホルモンのブラシノステロイ

ド（BRs）によって促進される 127。BRs の活性体は，ブラシノライド（brassinolide：BL）とその前

駆体であるカスタステロン（castasterone：CS）であるが，イネでは，CSが活性型 BRとして検出さ

れる 4。また，BRs の移動性は低く，合成部位の近傍細胞で働く植物ホルモンであると考えられて

いる 4。BRs と SL は，枝分かれの制御においてそれぞれの情報伝達因子が相互作用する。イネの

SL 情報伝達因子である D53 と BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 がタンパク質複合体を形成し 128，

シロイヌナズナの SL 情報伝達因子 MAX2 と BRs 情報伝達因子 bri1-EMS-SUPPRESSOR1 がタンパ

ク質複合体を形成して枝分かれを抑制する 129。そのため，LJ の角度制御においても，SLと BRs が

相互作用する可能性が考えられた。  

 本章では，栄養欠乏条件で増加する SL の生理学的役割を 明らかにするために，イネの分げつ，

葉の老化と LJ の角度の 3 つの形態に着目して研究を進めた。第 2 章で述べたように，−S が SL 産

生量を増加させることから，まず，−Sにおける分げつ数と葉の老化を測定した。その後，−N，−P，
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−S によって SL 産生量が増加した際に LJ の角度に影響が認められるのかについて検証し，その制

御メカニズムと生理学的な意義の解明のために，LJ 関連遺伝子の発現解析，BRs の定量分析を行っ

た。 
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3.2 実験方法 

3.2.1 実験材料 

本研究で用いたイネ（Oryza sativa L.）のうち，品種シオカリ，日本晴，農林 8 号，SL 生合成欠

損変異体の d27-1，d17-1，d10-1，ｄ17-2，ｄ10-2，SL 情報伝達欠損変異体の d14-1，d3-1，d3-2，

d53-1 は，東北大学教授 経塚淳子 博士から分譲していただいた。品種カサラスの種子は，筑波

大学准教授 岩井宏暁 博士から分譲していただいた。品種台中 65 号は，名古屋大学教授 芦苅

基行 博士から分譲していただいた。 

 

3.2.2 栽培方法 

本研究で使用したイネは，2.2.2 栽培方法（p. 15-16）に記載された方法で栽培した。 

 

3.2.3 化合物 

GR24（Chiralix）は，2.2.3 化合物（p. 16）に記載された方法で調製した。BR の定量分析に用い

た重水素標識の BR 内部標準物質 d3-BL，d3-CS ならびに d3- epi-CS と BR 標準物質 BL，epi-BL，

CS，epi-CS は，OlChemIm社（Šlechtitelů，Olomouc，Czech Republic）から購入した。BR 内部標準物質

ならびに BR 標品はアセトニトリルに溶解させて，10 pg μl-1となるように調製した。BR 生合成阻

害剤のブラシナゾール（BRZ：brassinazole）は，東京大学農学生命科学研究科教授 浅見忠男 博

士より分譲して頂いた。BRZ はアセトンに溶解させて 100 mM に調製した。SL 生合成阻害剤の

TIS108130と SL 情報伝達阻害剤の KK094 は 131，東京大学大学院農学生命科学研究科教授 浅見忠

男 博士，東京大学大学院農学生命科学研究科助教 中村英光 博士より分譲して頂いた。TIS108

と KK094 はアセトンに溶解させて 100 mM に調製した。GR24，BRZ，BL，KK094，TIS108 に Tween20

（東京化成工業，東京都）を 1-2 滴加えて，それぞれ 2 μl ラミナジョイント背軸面に直接処理した。

d3-BL，d3-CS，d3- epi-CS，BL，epi-BL，CS，epi-CS，BRZ，TIS108 および KK094 は，−30℃に保管

した。 
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3.2.4 SPADの測定 

水耕栽培 7 日目から 22 日目まで，3 日毎にイネ第 3 葉に含まれるクロロフィル含量を測定する

ために SPAD-502Plus（コニカミノルタ，東京都）を用いて SPAD を測定した（Fig. 15）132。葉身

の先端付近，中央付近と葉鞘付近の 3 か所をそれぞれ 3 回ずつ測定した合計 9 回を測定した。 

 

3.2.5 ラミナジョイントの角度の測定 

 一眼レフ D5100（ニコン，東京都）を用いてイネラミナジョイントを撮影し，ImageJ 1.52a（NIH，

NY，USA）を用いて角度を測定した。 

 

3.2.6 ストリゴラクトンの定量分析 

SL は，2.2.4 ストリゴラクトンの定量分析（pp. 17-19）に記載された方法で分析した。 

 

3.2.7 ブラシノステロイドの定量分析 

3.2.7.1 サンプルの前処理 

イネラミナジョイントを中心に葉身と葉鞘を含む計 2 cm程度のサンプル約 0.2 g FWを液体窒素

で凍結させた。Wang らの報告 133を参考に，4℃に設定された低温室で BRs の精製をした。乳鉢，

乳棒を用いてサンプルを破砕し，80%アセトニトリル 10 mlと内部標準物質 d3-brassinolide（d3-BL），

d3-castasterone（d3-CS），d3-24-epi-castasterone（d3-epi-BL）を各 1 ng 加えた。さらに C8カラム充填

剤（ジーエルサイエンス）をサンプル重量の 4 倍量加え，軽く攪拌した。このサンプルを精製する

ために，Bond Elut Reservoir（Agilent），Oasis MAX 3 cc（樹脂 60 mg，Waters）と Oasis MCX 3cc（樹

脂 60 mg，Waters）の 3 つを連結させたタンデムカラムに，C8 カラム充填剤ごとロードした。Claristep 

Filtration System（Sartorius，Goettingen，Germany）を用いて再度ろ過した後，窒素気流により完全

に乾固させた。これにアセトニトリル 6 µl，milli-Q 水 14 µl で溶解させたサンプルを LC-MS/MS 分

析に供試した。 
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3.2.7.2 定量分析 

LC-MS/MS による定量分析は，高速液体クロマトグラフ Prominence（島津）に逆相カラム

（ACQUITY UPLC BEH C18, ø2.1×50 mm, 1.7 µm, Waters）を取り付け，3200 QTRAP® LC-MS/MS シ

ステム（Sciex）を用いて定量分析を行った。LC条件は，移動相としてアセトニトリルと milli-Q 水

に 0.05%酢酸を加えた溶媒を流速 0.4 ml min-1で分析を行った。BRs 分析は，アセトニトリル濃度を

0 min 30%，7.0 min 70%と変化させた。epi-BL は保持時間 4 min，BL は保持時間 4.1 min，epi-CS は

保持時間 4.4 min，CS は保持時間 4.5 min で検出された。BRs の MSイオン源の条件は，Table 5に

詳細を示した。分析操作には Analyst 1.5.1 を用いて定量データの解析には MultiQuant™（Sciex）を

用いた。本定量分析で使用したフラグメントイオンは，d3-BL は m/z 81，BL は m/z 95，epi-BL は

m/z 95，d3-CS は m/z 432，CS は m/z 429，d3-epi-CS は m/z 432，epi-CS は m/z 429 である。 

 

3.2.8 遺伝子発現解析 

2.2.5 遺伝子発現解析（pp. 19-20）に記載された方法で遺伝子発現解析を行った。内部標準には，

Ubi 遺伝子を用いた。解析した D3，D10，D14，D17，D27，Os900，Os1400，Ubi 遺伝子のプライマ

ーと TaqMan プローブは Table 3に示した。BC1，SPX1，SPX2遺伝子のプライマーと TaqMan プロ

ーブは Table 6に示した。 

 

3.2.9 過酸化水素と電気伝導率の測定 

過酸化水素（H2O2）は Lima-Melo らの報告を参考に 134，LJ を中心に 2 cm程度に切ったサンプル

約 70 mgを Amplex™ Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）の説明書

に従って反応させた後，infinite® m1000 PRO（TECAN，Seestrasse，Männedorf，Switzerland） を

用いて測定した。電気伝導率は，milliQ水 30 ml 入れた 50 ml 遠沈管（Watson）にイネの LJ を中心

に 2 cm 程度に切ったサンプル約 40 mg を入れ，25℃で 24 時間振盪（100 rpm）させた後，ES-51
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（HORIBA，京都府）を用いて測定した（L1）。その後，95℃で 1時間加温し，25℃まで冷却したサ

ンプルの電気伝導率を測定した（L2）。求められる L1/L2 比を新鮮重量で正規化させた。 

 

3.2.10 統計解析 

統計解析は，2.2.7 統計解析（p. 20-21）に記載された方法で行った。  
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3.3 実験結果 

3.3.1 硫酸イオン欠乏時のストリゴラクトン変異体の分げつ数と葉の老化 

−S で増加する SL の生理学的役割を明らかにするために，イネ品種シオカリと SL 生合成欠損変

異体 d27 -1，d10 -1 と SL情報伝達欠損変異体 d14 -1 を+Sもしくは−S の水耕液で栽培して分げつ数

とクロロフィル含量を示す SPAD を測定した。分げつ数は，7日間+Sもしくは−S で栽培した後，3

日ごとに 2 mm 以上に伸長した分げつの数の測定を行った（Fig. 14A）。シオカリを+S で栽培する

と，分げつ数は日数経過と共に増加した。一方，−S で栽培すると，分げつの伸長は全く観察できな

かった（Fig. 14B）。+Sで栽培した d10 -1，d14-1，d27 -1 の分げつ数は日数経過と共に増加し，シオ

カリよりも多かった（Figs. 14B and C）。−S で栽培した d10 -1，d14-1 では分げつの伸長が観察され

たが，その分げつ数は+S の 1/2程度であった（Fig. 14B）。−S で栽培した d27 -1 では分げつの伸長

が観察されたが，その分げつ数は+S の 1/3 程度であった（Fig. 14B）。−Sにおける d27 -1 の分げつ

数は，他の SL 変異体 d10 -1，d14-1 の半分以下と，他の SL 変異体 d10，d14 と比べて顕著に減少し

た（Fig. 14C）。 

SPAD は，第 3 葉を展開させるために 7 日間+S で栽培後，+S もしくは−S に移植した後，3 日ご

とに測定を行った（Fig. 15A）。+S で栽培した時と比べて−S で 29 日間栽培したシオカリの SPAD

は， 17%程度減少していた（Fig. 15B）。一方，−S で栽培した d10 -1 の SPAD は，+S で栽培した時

とほぼ同程度であり，d14-1 の SPAD は，5%程度減少した（Fig. 15B）。−Sで栽培した d27 -1 の SPAD

は，+Sで栽培した時の 10%程度減少していた（Fig. 15B）。系統間で比較すると，−S で栽培したシ

オカリの SPAD が最も低かった。さらに，29 日目における d27 -1の SPAD は，他の SL 変異体 d10 

-1，d14-1の 15％程度減少していた（Fig. 15C）。 

これまでに報告されている限り，SL 変異体は枝分かれの増加や葉の老化遅延などの表現型を共

通して示す 35, 79。ところが，−S で栽培した d27 -1 の分げつ数および SPAD は，d10 -1，d14-1 より

も減少した（Fig. 14C and Fig.15C）。d27 -1の分げつ数，SPAD が減少するのは，−S 特異的であるか
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を調べるために，SL産生量が増加する条件の 1つ−Pでも d27 -1を栽培した（Fig. 16A and Fig.17A）。

その結果，−P で栽培した d27 -1 の分げつ数と SPAD は，control と同程度であった（Fig. 16Ｂ and 

Fig. 17B）。d27 -1 に 2 μM GR24 を処理して SPAD を測定した結果（Fig. 18A），−S 条件で栽培した

未処理区よりも，さらに葉の老化が促進した（Fig. 18B）。さらに，d27 -1 が SL を産生することが

できない変異体であることを確認するために，SL の定量分析を行った結果，control，−S，−P いず

れの条件でも d27 -1 の 4DO は検出限界以下であった（Fig. 19）。 

 

3.3.2 ストリゴラクトンによる葉の角度制御 

イネの葉の角度は，葉身と葉鞘つなぎ目である葉節部の LJ の傾きを計測することで求める 121。

SL 変異体の LJ の角度は野生型と比較して大きくなる 39。実際に，SL 変異体の第 2，3，4 葉の LJ

の角度は，シオカリと比較して 2倍程度大きくなっていた（Fig. 20A）。栽培条件を水耕栽培から土

植えに変更しても SL 変異体の第 2，3，4，5 葉における LJ の角度は，野生型の 1.8 倍程度大きく

なっていた（Fig. 20B）。以後の実験には，催芽後に最初に葉身が展開する第 2 葉を用いた。LJ の角

度に対する SL の影響を調べるために，GR24 を LJ に処理した。GR24 未処理時の第 2 葉 LJ の角度

は，シオカリで 27.3±4.6°，SL 変異体で 80.1-91.0°であった（Fig. 21C）。20 μM GR24 で処理した時

の野生型の LJ の角度は 5.8±0.7°，SL 生合成変異体の LJ の角度は 13.2-25.4°であった（Fig. 21C）。

一方，SL 情報伝達欠損変異体では GR24 処理による LJ の角度の変化はなく，75.4-90.0°であった

（Fig. 21C）。SL 欠損によって LJ の角度が大きくなり始めるのは，催芽後 7 日目からであり，11日

目には供試したすべての変異体で有意に LJ の角度が大きくなった（Fig. 22C）。 

 以上の結果から，SLが LJ の角度を制御することが改めて確認された。そこで，LJ の角度を制御

する既知の因子への SLの影響を調査した。−Pに応答した LJ の角度減少には，BC1や SPXs などの

転写因子が関与する 124。これらの転写因子と SL との関係を調べるために，−N，−P，−S で栽培し

たシオカリの第 2 葉の LJ におけるこれらの遺伝子発現解析を行った（Fig. 23A）。BC1 ならびに
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SPX1 の遺伝子発現量は，供試した条件において有意差が認められなかった（Fig. 23B）。−N，−Sに

おける 7 日目の SPX2 の発現量は，control の 5.4-5.7 倍亢進したが，翌日 8 日目には control と同程

度になり，9 日目においても control と変化がなかった。一方で，−P は供試した条件において有意

差が認められなかった。 

 LJ の角度は，BRs によって大きくなる。先述したように，SL と BRs は相互作用して枝分かれを

制御する。そこで，SLによる LJ の角度の変化が BRs との相互作用によって制御されているのかを

検証するために， BRs 生合成阻害剤のブラシナゾール（BRZ）を LJ に直接処理した（Figs. 24A）。

その結果，シオカリ，SL 変異体ともに BRZ 濃度依存的に LJ の角度が減少し，10 μM BRZ 処理区

における LJ の角度はシオカリでは 6.8±0.9°，SL 変異体では 37.2-59.3°と最も小さくなった（Figs. 

24B and C）。10 μM BRZと 2 μM BL を同時に LJ に処理すると，LJ の角度が未処理区と同程度にま

で大きくなった（Figs. 24B and C）。次に，BRs による LJ の角度の制御が SL と同一経路であるか検

証するために，GR24と BLをシオカリの LJ に同時処理した。LJ の角度は，未処理区では 28.8±3.4°，

20 μM GR24単独処理区では 8.2±3.5°，1 μM BL単独処理区では 64.9±6.9°であったのに対し，20 μM 

GR24+1 μM BL 処理区では 17.6±15.2°となった（Fig. 24D）。BL 濃度を 2 倍にした 20 μM GR24+2 μM 

BL における LJ の角度は，23.0±11.2°となった（Fig. 24D）。LJ の角度が大きい SL 変異体では，LJ

に BRs が蓄積している可能性が考えられた。そこで LJ に内生する BRs 量を野生型と SL 変異体間

で比較するために，BL，CS とそれぞれの代謝物である epi-BL, epi-CS の 4 化合物を LC-MS/MS で

定量した（Fig. 25A）。この 4 化合物のうち，イネの LJ で検出された BRs は，CS のみであった（Fig. 

25A）。その内生量は，シオカリ，SL 変異体の第 2 葉の LJ で 17.8±1.9 pg gFW-1，第 3 葉の LJ で

8.5±1.8 pg gFW-1 であり，どちらの LJ においても野生型と SL 変異体間で差は認められなかった

（Figs. 25B and C）。−N，−P，−S における CS産生量を調べた結果，control，−N，−P では 1.2-2.0 pg 
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gFW-1とほぼ同程度であった。−S における CS 産生量は，3.8±1.7 pg gFW-1であり，control との有意

差は認められなかった（Fig. 25D）。 

 次に，−N，−P，−S における LJ の角度変化の生理学的な意義を明らかにするために，ROS の 1

つ，H2O2含量を分析した（Fig. 26A）。催芽後 7 日目の第 2 葉 LJ における H2O2含量は，control で

26.6±0.7 μM gFW-1，−N で 23.1±1.9 μM gFW-1，−P で 28.1±1.2 μM gFW-1，−S で 27.8±1.7 μM gFW-1と

同程度であった。催芽後 9 日目における H2O2含量は，control で 24.0±1.9 μM gFW-1，−P で 22.5±0.5 

μM gFW-1と同程度であった。一方で−N では 7.8±0.3 μM gFW-1，−S では 14.0±0.4 μM gFW-1と control

より減少していた。催芽後 11 日目における H2O2含量は，control で 0.92±0.01 μM gFW-1，−Pで 1.1±0.1 

μM gFW-1，−S で 0.74±0.02 μM gFW-1と同程度であった。一方で−Nでは 0.41±0.05 μM gFW-1と control

より減少していた。催芽後 13 日目における H2O2含量は，control ならびに−P では 0.281±0.005 μM 

gFW-1と同程度であった。一方で−N ならびに−Sでは 0.210±0.002 μM gFW-1と control より減少して

いた。催芽後 20 日目における H2O2含量は，control で 6.21±0.07 μM gFW-1， −N で 5.3±0.2 μM gFW-

1，−S で 5.1±0.1 μM gFW-1と同程度であった。一方で−P では 8.8±0.4 μM gFW-1と control より増加し

ていた（Fig. 26B）。次に，ROS によって細胞膜が破壊されている可能性を検証するために，第 2 葉

LJ における電解質漏出量を測定した（Fig. 27A）。シオカリ，d10 -1，d14-1 の電解質漏出量は，−N，

−P，−Sに応答した変化は認められず，シオカリでは 19.9-26.8％， d10 -1 では 17.1-26.3%，d14-1で

は 17.6-28.2%であった（Fig. 27B）。 

 

3.3.3 栄養欠乏に応答したストリゴラクトンによる葉の角度の制御 

−N，−P，−S に応答して増加する SL の LJ の角度への影響を評価するために，シオカリと SL 変

異体を−N，−P，−K，−S，−Ca，−Mg で栽培して LJ の角度を測定した（Fig. 28）。その結果，シオ

カリを−N，−P，−S で栽培すると LJ の角度が control の半分程度にまで小さくなり，その他の栄養

欠乏における LJ の角度は，control と変わらなかった（Figs. 28A and B）。SL 変異体は栄養欠乏に応



60 

 

答した LJ の角度の変化は観察されなかった（Figs. 28A and B）。前章で，−N，−P，−S で 7日間栽培

したイネの SL 産生量の増加を明らかにした（Fig. 3D）。葉の角度が変化したのは，−N，−P，−Sで

6 日間栽培したイネであるため，SL 産生量の変化を確認した結果，control と比較しても増加してい

た（Fig. 28C）。LJ において−N，−P，−S に応答した SL 生合成遺伝子の発現量の変動があるのかを

品種シオカリを用いて調べた（Fig. 29A）。催芽後 7 日目では−N，−P に応答した SL 生合成遺伝子

発現の変化は認められず，−S では OsMAX1 の発現が抑制された。催芽後 8 日目の−P では，供試し

たすべての SL生合成遺伝子の発現量は増加した。一方，催芽後 7日目の−Sで低下していた OsMAX1

の発現量は，催芽後 8 日目には control と同程度になった。催芽後 9 日目の−P では，供試したすべ

ての SL 生合成遺伝子の発現量は増加した（Fig. 29B）。さらに，−N では D10，OsMAX1，−S では

D17，D10，OsMAX1 の発現量亢進が認められた（Fig. 29B）。供試したすべての SL 生合成遺伝子の

発現量が催芽後 8 日目，9 日目で増加していたため，内生 SL量が増加していることが推測された。

そこで品種シオカリの LJ に含まれる内生 4DO および orobanchol を定量したが，いずれとも検出限

界以下であった（Figs. 30A and B）。SL 情報伝達遺伝子の D14，D3 は，8 日目ならびに 9 日目にお

いて−P で発現量が亢進した（Fig. 31B）。一方，8 日目の−N における D14，D3 の発現量は，control

より減少した（Fig. 31B）。LJ の角度を制御する SL が LJ で作られているのか，根で作られて輸送

されているのか調べるために，SL 生合成阻害剤 TIS108 と SL 情報伝達阻害剤 KK094 をそれぞれ

0，0.1，1，10 μM 品種シオカリ，d10-1 ならびに d14-1 の LJ に直接処理して LJ の角度を測定した

（Fig. 32A）。その結果，野生型では TIS108 ならびに KK094 の影響をほぼ受けず，26.2-28.3°であっ

た（Figs. 32B and C）。一方で，TIS108 を処理した d10 -1，d14-1では，LJ の角度が無処理区の 3/5

程度小さくなり，1 mM TIS108 処理区で d10 -1が 56.8±7.7°，d14-1 が 52.9±5.8°と最も小さくなった

（Fig. 32B）。KK094 を処理した d10 -1，d14-1においても，LJ の角度が無処理区の 4/5 程度小さく
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なり，1 mM KK094 処理区で d10 -1が 47.9±8.8°，0.1 mM KK094 処理区で d14-1 が 65.7±8.1°と最も

小さくなった（Fig. 32C）。 

 イネは品種によって表現型や環境応答が大きく異なる 135。そこで，LJ の角度に対する SL の作用

が他のイネ品種でも同様に観察されるのか明らかにするために，品種シオカリ，日本晴，農林 8 号，

カサラスの LJ の角度を調査した（Fig. 28）。LJ の角度は，シオカリが最も小さい 32.3°±10.1°であっ

たのに対し，日本晴は 80.7±12.4°，農林 8号は 70.9±9.2°，カサラス 66.7±8.7°であった（Figs. 33A and 

B）。日本晴，農林 8 号，カサラスの LJ の角度は，シオカリの 2 倍近く大きかった。この結果から，

日本晴および農林 8 号より単離された SL 変異体の LJ の角度がより大きくなることが推測された。

日本晴より単離された SL 変異体の d17-2，d10-2 の LJ の角度は，d17-2 で 82.6±10.2°，d10-2 で

68.3±9.9°であり，野生型である日本晴と同程度であった（Fig. 33C）。日本晴ならびに d17-2 ともに

GR24 によって葉の角度が無処理区の 3/10 程度にまで減少した（Fig. 33D）。農林 8号より単離され

た SL 変異体 d53 の LJ の角度は，56.2±1.0°と野生型である農林 8 号とほぼ同程度であった（Fig. 

33E）。これらの結果より，日本晴ならびに農林 8 号では，シオカリよりも LJ の角度が大きく，そ

れぞれの SL変異体である d17-2，d10-2，d53-1との LJ の角度の差は認められなかったが，GR24 に

よって LJ の角度が小さくなることはシオカリ，日本晴と d17-2 とで共通していた。そこで，日本晴

においても−N，−P，−Sに応答して LJ の角度が変化するのか調べた。control において LJ の角度は，

64.4±3.2°であったのに対し，−N では 18.5±0.8°，−P では 32.4±1.8°と有意に小さくなった（Figs. 34A 

and B）。一方で，−S における LJ の角度は，67.6±3.0°と control と同程度であった（Figs. 34A and B）。

d17-2 の LJ の角度は，control で 56.0±4.1°であり，−N，−P，−S で栽培しても大きな変化はなく，

41.0-56.8°であった（Figs. 34A and B）。シオカリと異なり，日本晴では−N，−P に応答して LJ の角

度が小さくなり，−S では control と同程度の LJ の角度であることが分かった。日本晴の根における

SL 産生量は，4DO と orobanchol を合わせて，control では 0.1-0.2 pg gFW-1であったのに対し，−N
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では 9.6-10.7 pg gFW-1, −P では 70.8-81.6 pg gFW-1と有意に増加していた。一方で，−S における SL

産生量は 2.1-2.7 pg gFW-1であり，control と比較して増加する傾向にあったが，有意な差は認めら

れなかった（Fig. 34C）。日本晴の LJ における SL 生合成遺伝子の遺伝子発現解析を行った（Fig. 

35A）。7 日目，8日目における SL 生合成遺伝子は，control と−N，−P，−S 間で有意差が認められな

かった。9日目における Os1400 の発現量が，−Nならびに−P で減少した。一方で，その他の SL生

合成遺伝子の発現量は，control と比較して変動しなかった（Fig. 35B）。−N，−P，−S で栽培したシ

オカリでは SL 生合成遺伝子の発現量が亢進していたが（Fig. 29B），日本晴を−N，−P，−S で栽培

しても SL 生合成遺伝子の発現量は control と同程度もしくは減少していた。 
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3.4 考察  

3.4.1 硫酸イオン欠乏に応答して増加するストリゴラクトンの生理作用 

S は植物の生長に不可欠な栄養素である。植物は硫黄源として硫酸イオンを根から取り込み，還

元経路を介して同化する。植物の含硫化合物として，含硫アミノ酸のシステインやメチオニン，抗

酸化作用を有するトリペプチドのグルタチオン，活性メチオニンとも呼ばれる S-アデノシルメチオ

ニン，含硫脂質やその他多くの二次代謝産物が挙げられる 136。植物の生育に重要な必須多量栄養で

ある S が欠乏すると，イネでは分げつの減少や葉の黄化，矮化，非生物学的ストレスへの抵抗性低

下，穂は短くなり，数も減少する 137。これらの硫黄欠乏症のうち，分げつの減少と葉の黄化は，SL

の生理作用である枝分かれの抑制と葉の老化促進と類似している 138。そこで本章では，−S で増加

する SL の生理作用を明らかにするために，−S における分げつ数と葉の老化に着目した。−S で栽

培したシオカリは，2 mm以上に伸長した分げつが観察されず，SPAD は 26 日目には減少した（Fig. 

14B and Fig.15B）。一方で，d10 -1 と d14-1 の分げつは，+Sの 1/2程度維持しており，分げつの伸長

が確認された。加えて，−S で栽培した d10 -1 の SPAD は，−S の影響を大きくは受けず，d14-1 の

SPAD は 29 日目において有意に減少した（Fig. 14B and Fig.15B）。すなわち，−Sにおける分げつの

減少は，SL によって制御されており，葉の老化についても SL によっって促進されることを示して

いる。イネの硫黄欠乏症として知られる分げつの減少と葉の老化が SL によって制御されることを

示す初めての報告である。一方で，−S で栽培した d27 -1 の分げつ数，SPAD は，他の SL 変異体の

d10 -1 と d14-1と比較して最も減少していた（Fig. 14C and Fig.15C）。−Pにおける分げつの減少と

葉の老化促進は，増加した SL によって制御されるため 35, 79，d27 -1 を−Pで栽培しても分げつ数な

らびに SPAD は control と同程度であった（Fig. 16B and Fig.17B）。興味深いことに，この栄養欠乏

症は，−S特異的であり，−P では生じない（Fig. 16B and Fig.17B）。d27 -1は，第 11染色体の第 5エ

キソンが 4 塩基欠損することによるフレームシフトが原因で SL を産生できなくなった変異体であ

り，分げつの増加や矮化といった表現型は，SL アナログである GR24 処理によって回復する 139。



64 

 

−S で栽培したシオカリと d27 -1 を GR24 で処理するとシオカリの SPAD は変化しなかったのに対

し，GR24 処理区における d27 -1の SPAD は未処理区よりもさらに減少した（Fig. 18B）。一方，d27 

-1 において SLが産生されないために SL 感受性が高まっていたため，GR24 によって SPAD が減少

した可能性がある。d27 -1 の SL 産生量を分析したところ，control だけでなく−P，−S でも検出限界

以下であった（Fig. 19C）。これらの結果から，−Sにおける d27-1 の分げつの減少と SPAD の減少は

SL のみで説明することは難しい。SL が産生できない d27 -1 は，SL とは別の要因によって分げつ

の減少と SPAD の減少が誘導されている可能性が示唆された。 

 

3.4.2 ストリゴラクトンによる葉の角度の制御 

SL は葉の角度が大きくなることを抑制する 39。先行研究では，葉節部の細胞観察と LJ の角度の

GR24 への応答性を報告しているが 39，SL による LJ の角度の制御メカニズムや生理学的な意義は

不明のままであった。そこで，本研究では既知の LJ の角度制御因子と SL の関係を調査した。ま

た，栄養欠乏条件で増加する SL が葉の角度が小さくすることによる活性酸素含量への影響を調査

した。まず，SL変異体で葉の角度が大きくなるのか確認した。SL 変異体では第 2，3，4 葉の LJ の

角度が大きく，栽培条件を水耕液から土耕に変更しても同様の結果が得られた（Fig. 20）。加えて，

シオカリおよびSL欠損変異体におけるLJの角度は催芽後12日目において最大になった（Fig. 22）。

つまり，催芽後 6-12 日目で SL による葉の角度の制御がされると推測した。そこで，既知の LJ の

角度を制御する因子と SL との関係を調査した。−P に応答した葉の角度の制御には，SPXs や BC1

といった転写因子が関与する 124。そこで，SL 産生量が増加する−N，−Sにおいてもこれらの遺伝子

の発現量が変動するのか調べた結果，SPX2 のみ−N，−S に応答した遺伝子発現が見られたものの，

SL 関連遺伝子が変動する 9 日目には control と同程度の発現量であった（Fig. 23D）。この結果より，

SPXs，BC1 と SL 関連遺伝子は共発現していないことが分かった。すなわち，SL による LJ の角度

制御は，これらの転写因子が関与しない別の機構によって行われていると考えられる。 
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SL による枝分かれの制御には，BR 情報伝達因子と相互作用する。そこで，LJ の角度の制御にお

ける SL と BR の関係について調べた。BRZによって小さくなった LJ の角度は BL の同時処理によ

って大きくなった（Figs. 24B and C）。10 μM BRZ 処理区では，SL 変異体における LJ の角度は，シ

オカリの 9 倍以上大きかった（Figs. 24B and C）。そのため，SL 変異体において BRs が蓄積してい

る可能性を考えられた。しかしながら，CS産生量をシオカリと SL変異体とで比較すると，有意差

は認められなかった（Figs. 25B and C）。これらの結果より，少なくとも SL は CS の生合成に影響

していないことが明らかとなった。今回定量された CS 含量は，先行研究のイネの地上部と比較す

ると数-数十倍も多かった 140-142。イネ品種日本晴や農林 8 号と比較して葉の角度が小さいシオカリ

では，CS 含量が著しく多い可能性が考えられる。つまり，CS によって葉の角度を大きくさせたい

が，SLを含む LJの角度を小さくさせる因子が葉の角度を小さいまま維持すると考えられる。実際，

BL による葉の角度を大きくさせる生理作用は，外部処理の GR24 よって打ち消される（Fig. 24D）。

さらに，CS産生量は−N，−P，−Sに応答して変化しない（Fig. 25D）。これらの結果をまとめると，

SL による LJ の角度の制御は，BRs 生合成ではなく，BRs 情報伝達因子と相互作用している可能性

が示唆された。さらに，−N，−P，−S に応答した LJ の角度の変化には，BRs は関与せず，SL 産生

量の変化によって制御されることを明らかにした。 

−N で LJ の角度が小さくなる生理学的な意義は，過剰な光によって生じる ROS が原因の光スト

レスを防ぐこと，光合成効率を低下させることで欠乏している栄養の浪費を防いでいると推測され

ている 124, 125。そこで，SL 産生量が増加する−N，−P，−S における ROS の 1 種である H2O2含量の

変化を調べた（Fig. 26B）。催芽後 7-11 日目にかけてすべての処理区で H2O2含量が低下した。催芽

後 6 日目の寒天培地から水耕液への移植のストレスとなっている可能性がある。この中でも催芽後

9 日目ならびに 13 日目に−N，−S の H2O2含量が control よりも低下した。ところが，−P における

H2O2含量は control と同程度か，催芽後 20 日目に増加する結果であった。また，H2O2の蓄積によっ



66 

 

て増加することが推測される電解質漏出量を測定した結果，シオカリ，SL変異体ともに，−N，−P，

−S に応答した変化は認められなかった（Fig. 27B）。催芽後 9 日目は SL生合成遺伝子の発現量が亢

進するが（Fig. 29B），SL 生合成遺伝子の発現量が最も亢進する−Ｐにおいて H2O2含量は control と

同程度であった。これらの結果より，直立葉による光ストレスの軽減に SL は影響していないと考

えられる。先行研究では，合成 SL の GR24処理によって ROS 含量が低下することが報告されてい

る 143, 144。今回の研究によって，内生 SL による葉の角度の制御と光ストレスの軽減は関係がないこ

とが明らかとなった。 

 

3.4.3 栄養欠乏条件における葉の角度へのストリゴラクトンの影響 

イネを必須多量栄養欠乏条件で栽培すると，−N，−P，−S でのみ葉の角度が小さくなった（Figs. 

28A and B）。−N，−P，−S における根では，SL産生量が control に比べて増加した（Fig. 28C）。ま

た，LJ における SL 関連遺伝子は，9 日目で亢進していた（Fig. 29B）。しかし，典型的な SL の 4DO

と orobanchol は，LJ から検出されなかった（Figs. 30A and B）。先述したように，イネは 4DO や

orobanchol といった canonical SL だけでなく，CLや CLA といった non-canonical SL も産生する 145。

このことから，−N，−P，−S において LJ の角度が減少するのは， LJ で産生されている non-canonical 

SL が制御しているか，もしくは，根で産生された non-canonical SL が LJ に輸送されているためで

あると考えられる。そこで，SL 生合成阻害剤の TIS108 ならびに SL 情報伝達阻害剤の KK094 を LJ

に直接処理することで，LJ の角度を制御する SL が LJ 由来か根由来か調査した。これらの阻害剤

は SL 欠損変異体である d10 -1，d14-1の表現型には影響しないことが推測された。ところが，TIS108

と KK094 を LJ に処理すると，シオカリでは LJ の角度に変化がなかったのに対し，SL 変異体では

LJ の角度が小さくなった（Figs. 32A and B）。これらの結果から，LJ に直接処理された TIS108 と

KK094 が，必ずしも SL生合成や作用を阻害しているとは言えない。今後，これらの化合物を LJ に

処理する際には検討が必要となる。 
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LJ の角度におけるイネ品種間差を調べると，日本晴，農林 8 号，カラサスの LJ の角度は，シオ

カリの 2倍も大きかった（Figs. 33A and B）。これらの品種のうち，日本晴と農林 8号では SL変異

体が単離されているが，LJ の角度はこれら日本晴ならびに農林 8 号と SL 変異体間で差がなかった

（Figs. 33C and D）。日本晴を−N，−P，−Sで栽培すると，−N，−Pでのみ LJ の角度が小さくなり，

−S では control と同程度の LJ の角度であった（Figs. 34A and B）。SL 産生量も−N，−P でのみ有意

に増加し，−S では control と有意差がなかった（Fig. 34C）。これらの結果より，少なくとも，−N，

−P で増加した SLが LJ の角度を小さくすることが明らかになった。Fig. 4B では，−Sにおける日本

晴の SL 根内生量は 4DO が 233.0 pg gFW-1，orobanchol が 9.4 pg gFW-1であり，4DO のみ control よ

り増加したが，Fig. 34Cでは 4DO，orobanchol ともに control と有意な増加が認められない相反する

結果となった。Fig. 34Cの SL 産生量を改めてみると，control では 0.2 pg/gFW とほぼ検出限界値だ

ったのに対して，−S では 2.7 pg/gFW と control の約 13 倍の内生量であった（Fig. 34C）。このこと

より，Fig. 34C において統計上は有意差が認められなかったが，−S で栽培した日本晴においても

SL 産生量が増加する傾向にあると考えられる。すなわち，−S における SL 産生量の増加は，日本

晴よりもシオカリで顕著に行われていることが分かった。このようなイネ品種間差が生じた原因と

して，栽培イネの交配の組み合わせが考えられる。国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究

機構が公表しているイネ品種データベース検索システムによると，イネ品種農林 8号は銀坊主と朝

日の交配によって作出される。この農林 8 号を他品種と交配を 3世代繰り返すことによって日本晴

が作出されている。一方，シオカリの祖先品種を 3 世代さかのぼっても農林 8 号ならびに日本晴と

共通する品種はない。少なくとも交配されてきたイネ品種の違いによって葉の角度の違いと SL 産

生量の違いが生じると考える。同様にカサラスとその他インディカ米でも品種間差が生じる可能性

がある。栄養欠乏に応答して増加する SL が葉の角度に与える影響を Fig. 36にまとめた。栄養十分

条件では，LJ における SL 生合成遺伝子の発現は低いままとである（Fig. 29）。そのため，葉の角度
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は大きくなる（Fig. 36）。一方，−N，−Pおよびシオカリにおいては−S で葉の角度が小さくなる（Figs. 

28A and B, and Figs. 29A and B）。これは LJ における SL 生合成遺伝子の発現量が亢進するためであ

る（Fig. 29）。また，−Pにおいては SL 情報伝達遺伝子の発現量も亢進する（Fig. 29）。結果として，

内生 SL 量や SL の感受性が増加することが考えられ，葉の角度が小さいままに維持される（Fig. 

36）。  
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Table 6 List of primers and TaqMan probes for qRT-PCR. 

Primer name* 5'-Sequence-3' 

BC1-F GGCAGTTGCAATACCAGCTTCT 

BC1-R CCTGGGCTGTTGTGATCCAT 

BC1-TaqMan f-TGGAAAGGCTCTCATTTT-t 

SPX1-F CACCACCCACCGACCTCCTCTACAA 

SPX1-R AGTGCCACCATTAACCAAGGA 

SPX1-TaqMan f-AGCAGCAGGAACTG-t 

SPX2-F GGAGAGGCGATAGCACTAACGA 

SPX2-R GTTCGTTCGTCGGCATGAG 

SPX2-TaqMan f-TCGTGAAGGAATGCGAG-t 

*F, forward primer; R, reverse primer. 

**f, FAM; t, TAMRA. 

Table 5 Ion source parameters of mass spectrometry. 

Parameters BRs  

Curtain gas (psi) 10  

Collision gas (psi) 3  

Ion spray voltage (V) 5500  

Temperature (℃) 500  

Ion source gas 1 (psi) 70  

Ion source gas 2 (psi) 70  

Declustering potential (V) 46  

Entrance potential (V) 4  

Collesion energy (V) 45  
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Figure 14 Effect of S deficiency on number of outgrowing tiller buds.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. Blue and red lines indicate +S and –S 

conditions, respectively. B. Outgrowing tillers over 2 mm were counted in 21-day-old seedlings. n.f.: 

not found. Data are the means ± S.E. (n = 3). *P < 0.05 (Student's t-test). C. Total number of outgrowing 

tillers. Data are the means ± S.E. (n = 3). WT vs d10 -1 (*), d14-1 (†), and d27 -1 (‡) (ANOVA, P 

<0.05). 
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Figure 15 Effect of S deficiency on chlorophyll content. 

A. Schematic diagram of experimental conditions. Blue and red lines indicate +S and –S conditions, 

respectively. B. SPAD values indicating chlorophyll contents in the third leaves. Data are the means ± 

S.E. (n = 3). *P < 0.01 (Student’s t-test). C. Comparison of the SPAD values of WT and the d27 -1, 

d10 -1, and d14-1 mutants. Data are the means ± S.E. (n = 3). WT vs d10 -1 (*), d14-1 (†), and d27 -1 

(‡) (ANOVA, P <0.05). 
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Figure 16 Effect of P or S deficiency on shoot branching.  

A. Schematic diagram of experimental conditions. B. Outgrowing tillers over 2 mm were counted every 

3 days after transfer to hydroponic culture media. C, control. n.f., not found. Data are mean ± S.D. (n 

= 8). *P < 0.05 (Student's t-test vs C). 
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Figure 17 Effect of P and S deficiency on chlorophyll content. 

A. Schematic diagram of experimental conditions.B. Outgrowing tillers over 2 mm were counted every 

3 days after transfer to hydroponic culture media. C, control. n.f., not found. Data are mean ± S.D. (n 

= 8). *P < 0.05 (Student's t-test vs C). 
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Figure 18 Effect of GR24 on chlorophyll content under S deficiency.  

A. Schematic diagram of experimental conditions. Blue and red lines indicate +S and –S conditions, 

respectively. B. SPAD values indicating chlorophyll contents in the third leaves. Data are the means ± 

S.D. (n = 8). +S, −GR24 vs +S, +GR24 (*), and −S, −GR24 vs −S, +GR24 (†). *P < 0.05 (Student's t-

test). 
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Figure 19 4DO levels in root exudates and roots of WT and d27-1 seedlings.  

A. Schematic diagram of experimental conditions. Samples were collected on day 7 after transfer to 

hydroponic culture medium (C, –S, or –P) and 4DO levels in WT (B) and d27-1 (C) were analyzed 

using LC-MS/MS. C, control. n.d., not detected. Data are the means ± S.E. (n = 4). Different letters 

indicate significant differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 20 LJ angle in ‘Shiokari’-background WT and SL mutants of rice seedlings.  

A. Images of 30-day-old seedlings grown in the hydroponic culture media (n = 60). B. Images of 40-

day-old seedlings in grown soil (n = 24). Arrowheads: white, 2nd LJ; yellow, 3rd LJ; orange, 4th LJ. 

Bar: 10 cm. White circles indicate average. 
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Figure 21 Effect of exogenously applied GR24 on LJ angle of ‘Shiokari’ background rice 

seedlings.  

A. Schematic diagram of experimental conditions. B. Images of the 2nd leaves of 12-day-old rice 

seedlings with or without 20 µM GR24 treatment. Bar: 1 cm. C. second-LJ angle of seedlings treated 

or not with GR24. GR24 were directly treated twice on the 2nd LJ on 6- and 9-day-old rice seedlings. 

Data are the means ± S.E. (n = 5, eight seedlings were used in each experiments). *P < 0.05 (Student's 

t-test). n.s., not significant. 
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Figure 22 Time-course analysis of LJ angle in the 2nd leaf of rice seedlings. 

A. Schematic diagram of experimental conditions. B. LJ angle of WT ‘Shiokari’ and SL mutants. Data 

are the means ± S.E. (n = 5). P < 0.05: d10 -1 (*), d17-1 (†), d27 -1 (‡), d3-1 (§), and d14-1 (||), 

respectively (Student's t-test vs Shiokari). 
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Figure 23 Expression of LJ-related genes in LJ under N, P, or S deficiency in cv. ‘Shiokari’.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B-C. Transcript levels of BC1 (B), SPX1 

(C), and SPX2 (D) in the 2nd LJ. C, control. Data are the means ± S.E. (n = 3, six seedlings per 

experiment). P < 0.05: –P (*), and –S (†) (Student’s t-test vs C).  
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Figure 24 Effect of BRs on LJ angle in SL mutants. 

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B. Images of the 2nd leaves of 12-days-

old seedlings at various concentrations of BRZ treatment and 10 µM BRZ+2 µM BL treatment. Bar: 1 

cm. C. LJ angle of BRZ and/or BL were directly treated twice on the 2nd LJ on 6- and 9-days old rice 

seedlings. Data are the means ± S.E. (n = 5). D. GR24 and/or BL were directly treated twice on the 2nd 

LJ on 6- and 9-day-old cv. shiokari rice seedlings. Data are the means ± S.E. (n = 3). Different letters 

indicate significant differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 25 BR levels in LJ. 

A. Chromatograms of brassinolide (BL), epi-BL, castasterone (CS), epi-CS and their internal standard 

(IS). B. Castasterone levels of the 8-day-old rice seedlings 2nd LJ in Shiokari d10 -1, and d14-1. C. 

Castasterone levels of the 3rd LJ in Shiokari and SL mutants. D. Effect of N, P, or S deficieny in the 

2nd LJ. C, control. Data are the means ± S.E. (n = 4). *P < 0.05 (Student’s t-test vs C).  
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Figure 26 Effect of N, P, or S deficiency on H2O2 production in the 2nd LJ of cv. ‘Shiokari’. 

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B. H2O2 levels in the 14- or 21-day-old 

seedlings 2nd LJ of cv.’Shiokari’. Data are the means ± S.E. (n = 4). *P < 0.05 (Student’s t-test vs C).  
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Figure 27 Percentage of electrolyte leakage in Shiokari, d10 -1, and d14-1 under N, P, or S 

deficiency in cv. Shinkari.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B. Membrane ion leakage were measured 

in the 21-day-old seedlings 3rd leaf segment of cv.’Shiokari’, d10 -1, and d14-1. Data are the means ± 

S.D. (n = 3). *P < 0.05 (Student t-test vs C).  
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Figure 28 Effect of macronutrient deficiency on LJ angle and SL levels in “Shiokari”-background 

seedlings.  

A. Images of the 2nd leaves of 12-day-old seedlings. Bar, 1 cm. B. Second-LJ angle under 

macronutrient deficiencies. C, control. *P < 0.05 (Student's t-test). Data are the means ± S.E. (n = 5; 

eight seedlings per experiment). C. SL levels in roots under nitrogen, phosphate, or sulfate deficiency 

in roots of 14-day-old seedlings. C, control. Data are the means ± S.E. (n = 4). *P < 0.05 (Student's t-

test vs. C). 
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Figure 29 Expression of SL-biosynthesis genes in LJ under N, P, or S deficiency in cv. ‘Shiokari’.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B. Transcript levels in the 2nd LJ. C, 

control. Data are the means ± S.E. (n = 3, six seedlings per experiment). *P < 0.05 (Student's t-test vs. 

C).  
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Figure 30 Chromatograms of canonical SLs in LJ using LC-MS/MS.  

Blue peaks, authentic standard; red peaks, internal standard (IS). 4DO (A) and orobanchol (B). 

Endogenous 4DO and orobanchol were not detected in LJ samples of 8-day-old seedlings grown under 

−P. 
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Figure 31 Expression of SL-signaling genes in LJ under N, P, or S deficiency in cv. ‘Shiokari’.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. Blue and red bars indicate C and –N, – P, 

or –S conditions, respectively. B. Transcript levels in the 2nd LJ. C, control. Data are the means ± S.E. 

(n = 3, six seedlings per experiment). *P < 0.05 vs C (Student's t-test vs. C).  
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Figure 32 Effect of exogenously applied TIS108 andKK094 on LJ angle. 

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B and C. A SL-biosynthetic inhibitor, 

TIS108 (B) and an SL-antagonist, KK094 (C) were directly applied twice at 0, 0.1, 1, 10 μM on the 

2nd LJ on 6- and 9-day-old rice seedlings. Data are the means ± S.E. (n = 3). Different letters indicate 

significant differences (Tukey’s HSD, P < 0.05). 
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Figure 33 Differences of LJ angle between rice cultivars.  

Differences in LJ angle between rice cultivars. A. Images of the 2nd leaves of 12-day-old seedlings. 

Bar: 1 cm. B. 2nd LJ angle measured with ImageJ. Different letters indicate significant differences 

(Tukey’s HSD, P < 0.05). C. 2nd LJ angle in 12-day-old WT and SL-mutant seedlings with the 

‘Nipponbare’ background. n.s.: not significant D. 2nd LJ angle in 12-day-old WT and SL-mutant 

seedlings with or without GR24. E. 2nd LJ angle in 12-day-old WT and SL-mutant seedlings with the 

‘Norin 8’ background. *P < 0.05 (Student's t-test vs each WT).  
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Figure 34 Effect of N, P, or S deficiency on LJ angle and SL levels of ‘Nipponbarei’-background 

rice seedlings.  

Effect of macronutrient deficiency on LJ angle and SL levels in “Nipponbare”-background rice 

seedlings. A. Images of the 2nd leaves. Bar: 1 cm. B. The 2nd-LJ angle under macronutrient 

deficiencies. Data are the means ± S.E. (n = 5). *P < 0.05 vs each moch (Student's t-test). C. SL levels 

in roots under N, P, or S deficiency in roots of 14-day-old seedlings. C, control. Data are the means ± 

S.E. (n = 4). *P < 0.05 (Student's t-test vs C). 
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Figure 35 Expression of SL-biosynthetic genes in LJ under N, P, or S deficiency in cv. 

‘Nipponbare’.  

A. Schematic diagram showing the experimental conditions. B. Transcript levels of SL-related genes 

in the 2nd LJ. C, control. Data are the means ± S.E. (n = 3, six seedlings per experiment). *P < 0.05 vs 

C (*P < 0.05 (Student's t-test vs C). 
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Figure 36 A proposed model on LJ angle regulation through SL signals.  

Expression levels of SL-biosynthetic genes are low in nutrient sufficient condition, whereas they are 

up-regulated in –N, –P (–S in Shiokari), probably stimulating endogenous SL production in LJ. SL 

sensitivity of LJ is basically high, but the sensitivity is increased in –P. LB, leaf blade, LS, lead sheath. 
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第 4章 総合考察 

 

植物のストレス応答に関する研究の主たる最終目標点は，生物ストレスと非生物ストレスの両者

に対して高い耐性を示す作物を開発することである 25。そのためには，植物がどのようにしてスト

レスを感知して，どのようにして適応するのかを明らかにする必要がある 25。本研究では，非生物

ストレスの中でも栄養欠乏に着目して，植物ホルモンの SL を介した適応メカニズムの解明を行っ

た。第 2 章では，−N，−P だけでなく，−S を地上部で感知したイネが，SL 産生量を増加させるこ

とを明らかにした（Figs. 2-9）。第 3 章では，栄養欠乏で増加した SLによって分げつが抑制され，

葉の老化が促進され，直立葉になることを明らかにした（Figs. 14-36）。これらの結果を Fig. 37 に

まとめた。栄養十分条件では，SL 産生量が低いため，植物は盛んに枝分かれを増やし，葉の老化は

遅延して光合成を活発に行い，葉の角度を大きくすることで受光量を多くする。一方，−N，−P な

らびに−S では，SL 産生量が増加することで限られた栄養の浪費を防ぐために分げつを抑制し，転

流を促すために葉の老化を促進していると考えられる。また，葉が強光ストレスにさらされないよ

うに葉の角度を小さくしている可能性はあるが，H2O2含量の低下と SL 生理作用には直接関係がな

いと考えられる。 

植物はなぜ−S で SL 産生量を高める必要があるのだろうか。今回得られた知見と，他の研究者ら

の報告をもとに，イネにおける S の吸収と SL との関係を Fig. 38 にまとめた。−S では，D27 遺伝

子の発現量が亢進していた。D27 の遺伝子発現は，GRAS ファミリーの転写因子で根粒形成に関与

する NODULATION SIGNALING PATHWAY1（NSP1）と NSP2 によって正に制御される 146。これら

NSPs は−N, −P に応答した発現量の変動はない。しかしながら，−N, −P に応答した SL 産生量の増

加には NSPsの発現が必要となる 146。この NSPs によって発現が亢進した D27 によって，SL 産生量

が増加する。増加した SL は，根から放出されて AM 菌根菌との共生促進シグナルとして作用する

18。共生した AM 菌は N，P，S などのミネラルを宿主植物に供給する 147。さらに，AM 菌は Myc-
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ファクターと呼ばれるキチンオリゴ糖を放出し，宿主植物の NSPs の発現を誘導する。これによっ

て，NSPsによる SL産生量増加が，植物体外の Sと効率よく回収させるサイクルが存在するのでは

ないかと考えられる（Fig. 38）。SL 産生量の増加は，地上部で栄養欠乏を認識することに起因する

（Fig. 8）。地上部からのシグナルとして，スクロースを標的に実験を行った結果，スクロース処理

は SL増加を抑制したことから SL産生量増加には，スクロース含量の低下を伴う可能性がある（Fig. 

9）。スクロースから SLへのシグナル伝達は，CCA1 によって行われると考えられている 114。また，

NSPs の発現は AUX/IAAによっても制御される 148。よって，−S に伴うスクロースの減少が引き金と

なり，AUX/IAA を介した情報伝達が NSPs の発現を亢進させ，先述のサイクルを誘導していると考

える（Fig. 38）。また，D27 が−S への適応に重要な役割を担っている可能性が示唆された（Figs. 14-

19）。今回のように SL変異体の中でも d27 でのみ環境ストレスに脆弱になる結果は，乾燥ストレス

条件でも報告されている 60。D27 はアブシシン酸の生合成にも関与しているため，d27 では乾燥ス

トレスに応答したアブシシン酸の生合成ができずに枯れてしまう。今回着目している硫黄は，乾燥

ストレスへの適応に重要な役割を担っている。乾燥ストレス条件下では師部に硫黄が蓄積し，アブ

シシン酸の生合成を誘導する 149-151。そのため，硫黄源の施肥は乾燥ストレスへの耐性を向上させる

152。これらの知見をまとめると，栄養十分条件において硫黄によって乾燥ストレスへの耐性が付与

されている。それでも乾燥ストレスが生じた場合でも D27 によってアブシシン酸や SL が産生され

るために適応している。一方で，−S においては乾燥ストレスに脆弱となる可能性がある。そこで，

D27 遺伝子発現を誘導することにより（Fig. 7），アブシシン酸や SL を産生して環境に適応してい

ると考えられる。ところが，d27 では SL が産生できず，アブシシン酸生合成量も著しく減少する

ため，環境に適応できなかったと考えられる。つまり，−S と乾燥ストレスの 2 つの環境ストレスを

統合し，双方の適応に重要な役割を担っているのが D27 であると考える。今後，D27 の更なる解析

を進めることによって，土壌栄養の効率的な回収を行い，乾燥ストレスに高耐性を付与した作物の
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作出が可能になるかもしれない。 

現在，土壌中の栄養素は世界的に不足している。その不足量は年間で，Nが 18.7 Tg，P が 5.1 Tg，

K が 38.8 Tg（Tg＝1012 g）と推測されており，特に後発開発途上国の農地では深刻な土壌栄養の欠

乏が生じている 153。このように土壌栄養が欠乏して痩せた土地では，作物栽培が困難である。世界

の人口が増加の一途をたどっている昨今，安定した食糧の確保が急務となっている。持続可能な開

発目標（SDGs）の目標 2では，飢餓をゼロにすることを目標としている。ところが，国際連合食糧

農業機関の世界の食料不安の現状 2019 年報告によれば，世界で 8億 2160 万人もの人が飢餓に苦し

んでおり，その人数は 2015 年から年々増加している。食糧を持続的に確保するための対策として，

わが国では，ムーンショット型研究開発制度を打ち出している。その目標の 1 つとして，未利用の

生物機能等のフル活用による持続的な食糧供給を目指しており，植物の環境適応能力を格段に高め

る必要があると明記されている。もし，貧土壌栄養環境に高耐性を持つ作物が作出できれば，耕作

不適地である痩せた土地でも作物の栽培が可能になると推測される。本論文で明らかとなった栄養

欠乏環境適応における SL の生理学的役割は，まだ基礎研究のレベルではあるが，将来，作物の品

種改良に寄与し得る知見の 1 つと考える。 
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Figure 37 A model of SL physiological role under N, P, or S deficiency. 

In nutrient sufficient condition, plants can have many branches, green leaves, and wide leaf angle. In 

contrast, SL levels increase under −N, −P and −S in rice (cv. Shiokari and Nipponbare) and sorghum. 

Increased SL inhibits shoot branchig, promotes leaf senescence, and decrease leaf angle. 
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Figure 38 A hypothetical model on adaptation to S deficient rhizosphere in plants. 

A SL biosynthetic gene D27 is upregulated to produce SLs under S deficiency. SLs are released from 

roots into rhizosphere and induce hyphal branching of AM fungi. AM fungi supplies water and several 

minerals including sulfur (Blue arrow) to the host plants. AM fungi releases Myc-LCO factor to 

accelerate gene expression of NSPs in the host plant. NSPs stimulate D27 expression. The loop might 

be regulated by AUX/IAA for efficient S absorption via AM fungi from rhizosphere. 
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・講演 

愛媛大学 樽味キャンパス 「栄養欠乏条件で増加する ストリゴラクトンの生理学的役割」2019

年 3 月 

 

・研究費 

平成 29 年度，平成 30年度，および平成 31 年度 東洋大学 井上円了記念研究助成 

 

・国際会議渡航補助 

The 23nd International Plant Growth Substances Association 2019，一般社団法人植物化学調節学会 

Taiwan-Japan Plant Biology 2017，一般社団法人日本植物生理学会 
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