
                                     

 

 

和文題目：植物におけるジャスモン酸類の 

受容体 COI-JAZに関する研究                             

                                   

英文題目： Studies on jasmonate receptor 

COI-JAZ in plants                           

                                       

 

 

 

 

 

 

帝京大学大学院理工学研究科 

総合理工学専攻 

 

2020 年度 博士課程進学 

学籍番号： 20D101                 

氏  名： 稲垣 秀生                 



 

 

学 位 論 文 の 要 旨 

 

帝京大学大学院理工学研究科 総合理工学専攻 

2020年度博士課程進学 

氏  名  稲垣 秀生     

指導教員  宮本 皓司     

 

論文題名 

植物におけるジャスモン酸類の受容体 COI-JAZに関する研究 

Studies on jasmonate receptor COI-JAZ in plants 

 

研究の背景 

植物は動物とは異なり自ら移動することができず、様々なストレスに対して独自の防御

機構を獲得してきた。ジャスモン酸 (JA) は維管束植物において生長と防御応答を調節する

植物ホルモンとして知られている。JAの活性型分子である(+)-7-iso-ジャスモノイルイソロ

イシン (JA-Ile) の蓄積量が増加することで、受容体COI1に JA-Ileが受容される。すると、

定常時はリプレッサーとMYC2などの転写因子の機能を抑制していた JAZと受容体複合体

を形成する。そして、JAZが分解されることで下流の転写因子が活性化し、JA応答性遺伝

子の転写が誘導される (Fig.1)。受容体である COI1は、モデル植物であるシロイヌナズナ

では 1 種のみがゲノムにコードされているが、主要穀物の１つであるイネ (Oryza sativa) 

では 3種 の COIホモログ (OsCOI1a、OsOCI1b、OsCOI2) が存在する。しかし、イネに

おける３種の COI の生理機能は詳細には解析されていない。そこで、本研究ではイネにお

ける COI-JAZ受容体の機能解析を行った。 

また、陸上植物の基部で分岐したコケ植物である苔類のゼニゴケにおいては JAの前駆体

である 12-オキソ-cis-10,15-フィトジエン酸 

(OPDA) とその類縁体が活性分子として機能

することが知られている。一方、コケ植物の蘚

類においては COI-JAZ の下流のシグナル伝達

機構の知見は少ない。そこで、イネと同じ抗菌

性二次代謝産物の生産能を持つ蘚類ハイゴケ 

(Calohypnum plumiforme) に注目して、

JAZ-MYC2間の相互作用解析を行った。 

 

Fig.1 ジャスモン酸シグナル伝達のモデル 



方法 

イネ COIの生理機能の解析 

 アグロバクテリウム法を用いた CRISPR/Cas9法によるゲノム編集によって、日本晴野生

型をバックグラウンドとして oscoi1a変異株、oscoi1b変異株、oscoi2変異株を作出した。

これら変異株をガラス温室において自然光で生育させて自殖させ、稔実率の測定を行った。

次に、各変異株のリーフディスクに 500 µM ジャスモン酸メチル (MeJA) で 72時間処理

を行った。その後、抗菌性二次代謝産物であるファイトアレキシンを 80%メタノールで抽

出し、その蓄積量を LC-MS/MS で定量した。また、JA を含む寒天培地に各変異株の種子

を播種し、10 日間生育させた後の根と第二葉鞘の長さを測定することで伸長生長の抑制の

評価を行った。 
 

活性型 JA-Ileの精製と COI-JAZ相互作用解析 

 Fonseca et al. (2009) と Takaoka et al. (2019) の方法を参考にして[1][2]、4種の構造異性

体を含む JA-Ile から ODS カラムを用いた逆相 HPLC とシリカゲルカラムを用いた順相

HPLC によって、活性型である(+)-7-iso-JA-Ile を精製した。これをリガンドに用い、昆虫

細胞で発現させた GST-OsCOIと人工合成した fluorescein (Fl) -OsJAZペプチドを混和し

て共免疫沈降した。このサンプルを SDS-PAGEでタンパク質を分離し、ウエスタンブロッ

ティングに供して GST-OsCOIの化学発光を検出した。 
 

OsJAZ2および OsJAZ5の生理機能の解析 

 トウモロコシユビキチンプロモーターの下流に OsJAZ2 および OsJAZ5をそれぞれクロ

ーニングして、過剰発現用ベクターとした。これをアグロバクテリウム法によってイネへ

導入し、過剰発現株を作出した。この植物体を用いて 500 µM MeJAを 72時間連続白色光

下で処理した際のファイトアレキシン蓄積量の定量を行った。 
 

ハイゴケ JAZ-MYC2の相互作用解析 

コムギ胚芽無細胞系によって発現させた FLAZ-CpJAZ と GST-CpMYC2 を用いて、

「COI-JAZ相互作用解析」と同様の手法で共免疫沈降と SDS-PAGE、ウエスタンブロッテ

ィングを行った。 
 

結果と考察 

イネ COIの生理機能の解析 

 ゲノム編集によって作出した変異株について、T1 および T2 世代で変異がホモに導入さ

れており、かつゲノム編集用に導入した外来遺伝子が脱落した個体の選抜を試みた。その

結果、各ラインにおいてそれぞれ異なる変異が導入されたものが、oscoi1a変異株では 2ラ

イン、oscoi1b変異株では 3ライン、oscoi2変異株では 2ライン取得しでき、これら植物体

を用いて以降の解析を行った。 

イネ coi変異株における稔実率は、oscoi2変異株でのみ顕著な低下を示した。oscoi2変異



株における葯について卓上型電子走査顕微鏡によって観察を行うと、開花後に葯の開裂が

起こっておらず、花粉が外へ放出されないことが分かった。次に、変異株のリーフディス

クに MeJA 処理を行うと、oscoi2 変異株でのみファイトアレキシンの蓄積は顕著に抑制さ

れた (Fig.2)。JA を添加した培地にて変異株の種子を播種して生育させると、oscoi2 変異

株では根の伸長生長の抑制が緩和したが、地上部の伸長生長は全ての変異株で抑制された。

これらのことから、OsCOI2

は稔性と防御応答、地下部の

伸長生長の抑制に関与する

ことが分かった[3]。一方で、

3 つの COI すべてが地上部

の伸長抑制に冗長的に関与

し、地上部と地下部での抑制

メカニズムが異なっている

と共に、受容体の機能に差異

があることも示された。 
 

活性型 JA-Ileの精製と COI-JAZ相互作用解析 

  (+)-7-iso-JA-Ileをリガンドとし、OsJAZ2と OsJAZ4、OsJAZ5のペプチドとイネ COI

との相互作用解析を行った。その結果、OsJAZ2と OsJAZ5は JA-Ileを介して OsCOI2と

のみ相互作用した (Fig.3)[3]。一方、OsJAZ4 はすべての COI1 と相互作用することが分か

った。OsJAZ2と OsJAZ5は、その他の JAZと比較して COI1結合ドメイン (Jas) のアミ

ノ酸配列の保存性が低

く、divergent Jasと呼

ばれるドメインをもつ。

Jas ドメインの構造の

違いが COI1 との相互

作用の選択性に関与す

ることが考えられた。 
 

OsJAZ2および OsJAZ5の生理機能の解析 

 過剰発現用ベクターへOsJAZ2とOsJAZ5をクロー

ニングし、それをアグロバクテリウム法により、日本

晴野生型へと導入した。導入した JAZ 遺伝子が過剰

発現していた植物体を用いて、MeJA処理をした。そ

の結果、OsJAZ2過剰発現株ではファイトアレキシン

の蓄積量は検出限界以下だった (Fig.4)。このことか

ら、OsJAZ2はファイトアレキシン生産の抑制に関与

Fig.3 イネの COI1-JAZ相互作用解析 

 

Fig.2 イネ coi変異株のファイトアレキシン蓄積量 

Fig.4 OsJAZ2過剰発現株の 
ファイトアレキシン蓄積量 



することが示唆された。一方で、OsJAZ5 過剰発現株を MeJA 処理しても、ファイトアレ

キシン蓄積量はベクターコントロール (VC) と同等の蓄積量であった。そこで、OsJAZ5

の Jasドメインを欠損させたOsJAZ5ΔJasを過剰発現させ、MeJA処理をした。その結果、

ファイトアレキシンの蓄積は顕著に抑制されることが分かった。これらのことから、

OsJAZ2およびOsJAZ5は JA誘導的なファイトアレキシン生産を抑制する機能を持つこと

が明らかになった。また、OsJAZ5 の Jas ドメインが OsJAZ5 の機能の発現に関わること

が示唆された。 
 

ハイゴケ JAZ-MYC2の相互作用解析 

ハイゴケ JAZ-MYC2のタンパク質間相互作用の解析を行うと、すべての JAZとMYC2の

組み合わせで相互作用することが示された[4]。このことから、蘚類であるハイゴケにおいて

も、COI-JAZ-MYC2を介したシグナル伝達機構が保存されており、防御応答の誘導におい

て機能している可能性が考えられる。 
 

総括と展望 

本博士論文研究においては、イネとハイゴケにおける COI-JAZを介したシグナル伝達機

構の解明を行った。まず、イネでは OsCOI2-OsJAZ2と OsCOI2-OsJAZ5の受容体複合体

が、JA 誘導的な防御応答や老化に関与することを示した (Fig.5)。また、OsCOI2 が主要

に関与する地下部の伸長抑制と稔性においてもこれらの JAZ が主要に関与し、3 つのイネ

COI とその他の JAZ が地上部の伸長抑制に関与すると予想できる。そこで、今後は JAZ

過剰発現株を用いた稔性と地下部の伸長抑制の解析を行うことで、OsCOI2-OsJAZ2 と

OsCOI2-OsJAZ5の受容体複合体の生理機能の全容が明らかになることが期待できる。 

次に、ハイゴケの JAZ-MYC2 の相互作用

解析から、これらが物理的な相互作用をする

こ と が 示 さ れ 、 蘚 類 に お い て も

COI-JAZ-MYC2 を介したシグナル伝達機構

が保存されていることが示唆された。今後は、

ハイゴケの COI-JAZ のリガンドを同定する

ことで、シグナル伝達機構の解明を進める必

要がある。以上のように本博士論文研究は、

陸上植物における JA類の受容体の機能の解

明に貢献した。 
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第 1 章 序論 

1-1 緒言 

 現在、世界人口の増加が続いており、それに比例するように食糧の需要も増加している。

従来の農業は、化学農薬や化学肥料に頼ることで収量を増加させる方法が主であるが、今で

もこの方法では十分な食糧を確保できない地域も存在する。さらに、人口増加に伴い耕地面

積の減少が起こり、化学農薬や化学肥料による環境への負荷も大きいために、今後も慢性的

な食糧不足が容易に想像できる。そこで近年注目されている解決策のひとつに、「環境保全

型農業」という考え方がある (平成 27 年度オーガニック・エコ農作物の理解増進方策に関

する調査事業報告書 平成 27 年 12 月)。これは、植物が元から保有している病害抵抗性に

よって、農薬に頼らずに生育させる方法である。特に植物の病害抵抗性を制御するシグナル

伝達機構の研究は、ここ 10年で劇的な進歩を遂げており、多くの注目を集めている。この

考えに基づき、ヨーロッパではアミノ酸やビタミン等よって病害抵抗性を活性化する、バイ

オステュミュラント剤が大きな脚光を浴びている。また、この流れは日本にも浸透してきて

おり、国内の農薬メーカーもバイオステュミュラント剤に力を入れ始めているのが実状で

ある。バイオステュミュラント剤や様々なエリシターによる病害応答の誘導には、ジャスモ

ン酸などの様々な植物ホルモンが関与する。ジャスモン酸は、防御応答と生長を制御するが、

そのシグナル伝達機構についてはいまだ明らかになっていない点も多く残っており、早急

に研究を進める必要のある課題のひとつであると考えられる。 

  



2 

 

1-2 ジャスモン酸類とその生理作用 

 ジャスモン酸 (JA) は 5 員環ケトンを持つオキシリピン類に含まれる化合物であり、ジ

ャスミンの花の香りの成分としてメチルエステルの形で単離された (Fig.1-1)。生体内にお

いて、受容体と結合する活性型は、イソロイシンと縮合したジャスモン酸イソロイシン (JA-

Ile) (Fig.1-1) である。これは高等植物において、植物ホルモンのひとつとして作用してお

り、特にストレス応答性の植物ホルモンとして機能する。植物が病害や虫害、紫外線を含む

様々な環境ストレスを認識すると、生体内で JAが迅速に合成されることで、ディフェンシ

ンや塩基性キチナーゼ、pathogenesis-related (PR) タンパク質と称される抗菌性タンパク質の

生産、リグニンの生産誘導やファイトアレキシンの生産などの防御応答を誘導する (van 

Loon et al., 1994; Penninckx et al., 1998; Hamann et al., 2009; Yamane, 2013; Miyamoto 

et al., 2016)。 

JA は茎葉と根の伸長生長の阻害作用も有している。シロイヌナズナ  (Arabidopsis 

thaliana) にジャスモン酸メチル (MeJA) を外生的に処理することで、伸長生長の抑制が

起こる (Staswick et al., 1992; Lorenzo et al., 2004)。さらに、種子の発芽や雄性生殖器官

の形成や発達においても重要な機能を果たす (Yamane et al., 1980; Ellis et al., 2002)。JA

類の処理によって葉の老化が起こることも知られており、シロイヌナズナの JA-Ile 受容体

変異株では、MeJA 処理によるクロロフィル含有量の低下が軽減したとの報告もある (Qi 

et al., 2015)。JAは防御応答と生長を制御するが、これらの trade-offについて様々な植物

ホルモンと相互作用しながら関与することが分かっている (Huot et al., 2014)。 

JA の生合成前駆体である 12-オキソ-cis-10,15-フィトジエン酸 (OPDA) (Fig.1-1) も、高

等植物において類似の生理作用を持つ例が示されている。さらに、OPDAが JAに変換され

ることなく、それ自身が植物のストレス応答を誘導する可能性が報告されている (Monte et 

al., 2020)。また、OPDAの外生投与によってシロイヌナズナの葉面積の減少や根の伸長が

抑制さることが報告されている (Mueller et al., 2008; Zhang and Turner, 2008)。Bryonia 

dioicaの蔓の巻き付きの誘因活性が JAよりも高いなど、一部異なる生理作用を示す例もあ

り、JAとは異なる経路を活性化する可能性が高いがその全容は依然として未解明な部分が

多い (Stelmach et al., 1999)。 

JA 類の一種であるツベロン酸 (12-ヒドロキシ-JA; 12OH-JA) (Fig.1-1) は、ジャガイモ

の塊茎形成を誘導する物質として単離された (Yoshihara et al., 1989)。シロイヌナズナ葉

身において傷害処理によってその内生量が増加する (Widemann et al., 2013)。JA-Ileの不

活化誘導体だと考えられていた 12OH-JA-Ile は (Glauser et al., 2008; Miersch et al., 

2008) (Fig.1-1)、近年ではアントシアニンの蓄積やトライコームの誘導など、JA-Ile と同様

の活性を持つことが報告されており、in silico での結晶構造解析ではシロイヌナズナの JA-

Ile 受容体である COI1-JAZ1に結合しうる可能性も報告されている (Poudel et al., 2019)。 
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1-3 ジャスモン酸の生合成 

 植物が持つオキシリピンのひとつであるジャスモン酸は、葉緑体膜を構成する脂質に由

来するα-リノレン酸から主に生合成される (Fig.1-2)。生物的および非生物的なストレス

を認識すると、DAD1などのリパーゼの機能によって葉緑体のリン脂質や糖脂質から α-リ

ノレン酸やヘキサデカトリエン酸が遊離する (Ishiguro et al., 2001)。α-リノレン酸が

lipoxygenase (LOX) によって過酸化されることで、13-ヒドロキシペルオキシリノレン酸 

(13-HPOT) が生成される (Bell et al., 1995)。13-HPOTは allene oxide synthase (AOS) 

によってエポキシ化され、アレンオキシドへと変換される (Park et al., 2002)。さらに、

allene oxide cyclase (AOC) によって OPDA に変換される (Hamberg and Fahlstadius, 

1990)。一方で、ヘキサデカトリエン酸から dinor-OPDAが合成される。その合成酵素や

環化酵素などは同定されていないが、AOSや AOCなど同様の酵素が働いていると考えら

れている。 

 プラスチドで合成された OPDAと dinor-OPDAは、ペルオキシソームへと移行した後

に 12-oxophytodienoate reductase (OPR) の作用で 5員環の二重結合が還元され、3-オキ

ソ-2-(cis-2’-ペンテニル)-シクロペンタン-1-オクタン酸 (OPC-8:0) と OPC-6:0にそれぞれ

変換される (Schaller et al., 1997a; Schaller et al., 1997b)。OPC-8:0 CoA thiolase 1 

(OPCL1) によってアシル基に CoAが付加された OPC-8:0は、acyl-CoA oxidase (ACX) 

と multifunctional protein (MFP)、3-ketoacyl-CoA thiolase (KAT) による 3回のβ酸化

を受けて(+)-7-iso-JAが合成される (Cruz Castillo et al., 2004)。OPC-6:0も ACXと

MFP、KATの酵素によって 2回のβ酸化を受けて(+)-7-iso-JAが合成される。(+)-7-iso-

JA は、7位の立体が熱力学的に安定なジアステレオマーである(—)-trans-JAに異性化す

る。 

 (+)-7-iso-JAは、GH3酵素である jasmonate resistant 1 (JAR1) によってイソロイシン

と縮合して、受容体と結合する活性型である(+)-7-iso-JA-Ile に変換される。JAR1はゲノ

ム上に複数コピーがコードされており、それらによって JAがバリンやロイシン、フェニ

ルアラニンなどの様々なアミノ酸と縮合したものも生体内に存在している (Staswick et 

al., 2004)。JA-バリンや JA-ロイシンは、伸長抑制と虫害への防御応答の誘導といった生

理活性を有する (Fu et al., 2022)。JA-アミノ酸縮合体も 7位の立体が反転した(—)-trans

体へと異性化する。(+)-7-iso-JAの一部は、メチル基がエステル結合することで MeJA と

なり、極性が低くかつ揮発性が高い性質を示す (Seo et al., 2001)。 

 

1-4 ジャスモン酸のシグナル伝達 

 植物の生長と防御応答に大きな影響を及ぼす JAのシグナル伝達は、MYC2タンパク質

と jasmonate ZIM-domain protein (JAZ)、coronatine insensitive 1 (COI1) が中心的な役
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割を果たすことが分かっている。特にシロイヌナズナでは研究が進んでおり、活性型 JA

である JA-Ile の受容機構の詳細が明らかになりつつある (Li et al., 2021b)。 

 JA応答のマスター転写因子として機能する MYC2は、アブシジン酸シグナル伝達のレ

ギュレーターとして機能解析が行われ、後に JAシグナル伝達においても機能することが

明らかになった遺伝子である (Abe et al., 1997; Abe et al., 2003)。これは bHLH型転写因

子であり、プロモーター領域の G-box配列 (5’-CACGTG-3’) に結合する。生体内の JA-

Ile 濃度が低い定常時では、JAZ-interaction domain (JID) を介して JAZと物理的相互作

用をする。その JAZは、novel interactor of JAZ (NINJA) と TOPLESS (TPL) と結合

し、このリプレッサーコンプレックスが MYC2 の標的遺伝子を抑制する (Chini et al., 

2007; Pauwels et al., 2010)。 

 植物が傷害や病原菌感染などのストレスを受けると、生体内で JA-Ile濃度が上昇する 

(Fig.1-3)。すると、JA-Ile は受容体である COI1を含む E3ユビキチンリガーゼ複合体

SCFCOI1と結合する。この COI1は、F-box タンパク質として suppressor of 

kinetochoreprotein 1 (Skp1) と足場タンパク質である Cullin、ring-box 1 (Rbx1) からな

る複合体の構成因子のひとつであり、Pseudomonas syringae の生産する植物毒素である

コロナチンに対して非感受性を示すシロイヌナズナ変異株の原因遺伝子として単離された 

(Feys et al., 1994)。後に、pull downアッセイや yeast-2-hybrid法 (Y2H)、結晶構造解析

などによって、JAZと COI1が JA-Ile 受容体複合体として機能することが示された 

(Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Katsir et al. 2008; Yan et al., 2009; Sheard et al. 

2010)。COI1と JAZによる JA-Ile の受容には、イノシトール 5リン酸 (IP5) が補因子と

して重要な機能を果たす (Sheard et al., 2010)。JAZは定常時は JA応答のリプレッサー

として機能しており、JA存在下で JAZは SCFCOI1によってユビキチン化され、26Sプロ

テアソーム系によって分解されることが分かっている (Thines et al., 2007)。シロイヌナ

ズナでは JAZは 13種コードされており、JAZ1 は Spodoptera exiguaの幼虫に対する虫

害に関与すると報告されている (Chung et al., 2008)。JAZ3はアントシアニンの蓄積やク

ロロフィルの分解に関与し、JAZ9は Alternaria brassicicolaに対する病害抵抗性に関与

する (Boter et al., 2015; Takaoka et al., 2018)。この JAZが分解されると、MYC2はメ

ディエーターコンプレックスと結合することで転写反応を開始する。この際、複合体のサ

ブユニットのひとつである MED25は、MYC2 の JIDを介して相互作用しており、RNA

ポリメラーゼⅡとの相互作用によって下流の JA応答性遺伝子の転写を誘導すると考えら

れている (Chen et al., 2012; Zhai and Li, 2019)。また、下流の JA応答性遺伝子には

JAZ も含まれており、ネガティブフィードバック調節を受けることも分かっている。 

 

1-5 陸上植物における COI および JAZ のホモログ 

 Fig. 1-4に陸上植物における COIおよび JAZ の数を示した。陸上植物の基部で分岐した
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苔類のモデル植物であるゼニゴケ (Marchantia polymorpha) においては、COIおよび JAZ

ともに１つのみがゲノムにコードされている。このことから、陸上植物の共通祖先において

は COI および JAZが１つのみ存在し、進化の過程においてそれぞれの遺伝子が重複してい

ったと考えられている (Monte et al., 2022)。コケ植物の蘚類であるヒメツリガネゴケ 

(Physcomitrella patens) やハイゴケ (Calohypnum plumiforme)、シダ植物であるイヌカ

タヒバ (Selaginella moellendorffii) においては、COIおよび JAZともに複数が存在する。

しかし、双子葉類のモデル植物であるシロイヌナズナは、1 種の COI と 13 種の JAZ を保

持している (Bai et al., 2011; Thireault et al., 2015) (Fig.1-4)。また、トマト (Solanum 

lycopersicum) やタバコ (Nicotiana tabacum) などにおいてもCOIは 1つのみが存在して

いる。一方、単子葉類のモデル植物であるイネ (Oryza sativa) は、3つの COIと 15種の

JAZ を保持している (Ye et al., 2009; Lee et al., 2013)。また、トウモロコシでは 6 つの

COIと 38種の JAZが保存されている (Sun et al., 2021; Qi et al, 2022)。以上のように、

植物種によって複数の COI を持つ植物と単一の COI を持つ植物が存在する。Fig.1-5 に

COIの分子系統樹を示した。蘚類の COI は 2系統に分かれており、蘚類の共通祖先の段階

で COI の重複が生じたと考えられる。シダ植物であるイヌカタヒバの COIは単一のクレー

ドに分類され、シダ植物の分岐以降に独自に重複が起きたことが示唆される。現生の被子植

物において、最初に他と分岐したと考えられている Amborella trichopodaをはじめとする

双子葉類は単一の COIを持つ。一方、単子葉類の COIは COI1および COI2の 2つのクレ

ードに分類され、単子葉植物の共通祖先において早い段階で COI の重複と分化が起きたと

思われる。以上のように、植物の各系統によって、単一または複数の COIが存在しており、

JA シグナルの制御機構が多様化していることが考えられる。 

これまで COI の機能解析は双子葉類を中心に行われており、単子葉類における複数の

COIの機能分化に注目した研究は少ない。世界ではイネをはじめ、コムギやトウモロコシ、

ソルガムなど様々な穀物が生産されているが、その多くが単子葉類であり、複数の COI の

生理機能の違いに注目した研究を行う必要がある。 

さらに、植物の進化の過程で COIや JAZの受容ポケットを構成するアミノ酸に変異が導

入されることでリガンドが変わり、コケ植物では dinor-OPDA が、シダ植物以降では JA-

Ile がリガンドとなった可能性が報告されている (Monte et al., 2022) (Fig1-6)。苔類のモデ

ル植物であるゼニゴケでは、COI-JAZのリガンドが JA-Ile ではなく、dinor-OPDAまたは

その異性体や Δ4-dinor-cis-OPDA (Fig.1-1) であることが明らかになっている (Monte et 

al., 2018; Kneeshaw et al., 2022)。このため、陸上植物の共通祖先においては dinor-OPDA

が祖先的な植物ホルモンとして機能していたと予想されている。そして、コケ植物では

COI1、JAZ、MYC2といったシグナル伝達因子が保存されている。しかし、蘚類における

COIおよび JAZの機能やリガンドについては知見が不足している。蘚類の一種であるハイ

ゴケは、抗菌性二次代謝産物であるモミラクトンを生産することが知られている (Nozaki 

et al., 2007; Okada et al., 2016; Li et al., 2020)。イネやイヌビエもモミラクトンを生産す
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ることが知られており、系統的に離れた植物で同じ二次代謝産物を生産するように収斂進

化したと考えられている (Mao et al., 2020)。このため、ハイゴケにおける JA類のシグナ

ル伝達機構を解析することで、陸上植物における化学防御物質の生産制御機構の進化の解

明に貢献することが期待できる。 

 

1-6 イネにおけるジャスモン酸類の生理作用とシグナル伝達 

イネにおけるジャスモン酸類の生理作用 

イネにおいては、JA 欠損変異株を用いてその生理作用の研究がなされてきた。JA 生合

成遺伝子 OsAOCの変異株である hebibaや coleoptile photomorphogenesis 2 (cpm2) は、

どちらも白色光下での発芽時に幼葉鞘が徒長する表現型を示す光形態形成に関与する変異

株として単離された (Riemann et al., 2003; Riemann et al., 2013)。このことから、JA が

幼葉鞘の伸長抑制などの光形態形成に関与することが報告されている。さらに、これらの

JA 欠損変異株では、葉が捻じれた”hebiba”と呼ばれる形態が観察され、形態異常が起こる

ことが知られている。これに加え、cpm2 の花序が野生型よりも短いこと、内穎と護穎の間

に野生型では観察できない異常な器官が生じること、内穎のみが徒長すること、開花後には

穎が閉じない”open husk”と呼ばれる形態を示すことも報告されている (Riemann et al., 

2013)。 

 また、osjar1変異株では花の護穎の徒長と葯の形態異常が、JAシグナル伝達のリプレッ

サーの変異株では穎の形態異常と open husk が報告されていることからも、ジャスモン酸

が花の形態形成に重要な機能を果たすことが分かっている (Riemann et al., 2008; Xiao et 

al., 2014; Cai et al., 2014)。 

さらに、JA欠損変異株 hebibaや cpm2では、Magnaporthe oryzae の菌糸の侵入が促進

され JAが病原菌に対する抵抗性に関与することが報告されている (Riemann et al., 2013)。

JA によって抗菌性の PR タンパク質が発現することも分かっており、病害抵抗性に関与す

ることが示された (Hashimoto et al., 2004)。防御応答に関与する抗菌性二次代謝産物ファ

イトアレキシンは、イネにおいてフラボノイド型のサクラネチンとジテルペン型のモミラ

クトン類、ファイトカサン類が主要なものとして知られており、その他にも様々な化合物が

ファイトアレキシンとして報告されている (Cartwright et al., 1981; Kodama et al., 1992; 

Koga et al., 1995; Koga et al., 1997) (Fig.1-7)。hebibaや cpm2では Magnaporthe oryzae

の感染によるサクラネチンの蓄積量が低下し、JAによって生産制御が行われると考えられ

ている (Riemann et al., 2013)。 

 

イネにおける JA-Ile 受容体 COI1の機能 

 双子葉類であるシロイヌナズナのゲノム上には COIは 1種コードされているが、単子葉

類であるイネにおいては 3種の COI (OsCOI1a、OsCOI1b、OsCOI2) がコードされてお
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り、その他の単子葉類も複数の COIを有することが知られている。イネの 3つの COIは

その発現量に部位特異性はなく、公開されているマイクロアレイのデータベース RiceXpro 

(https://ricexpro.dna.affrc.go.jp/) でもその発現量に差がないことが分かっている (Sato et 

al., 2012; Lee et al., 2013)。シロイヌナズナ coi1変異株を用いた相補実験では、

OsCOI1a、OsCOI1b、点変異を導入したOsCOI2のいずれかを導入することで、JAシグ

ナル伝達が回復したことから、3つのイネ COIはどれも JA-Ile 受容体として機能する 

(Lee et al., 2013)。イネ COIとコロナチンによる分子モデリングでは、OsCOI1aの 94 番

目、OsCOI1bの 96番目のアミノ酸残基がチロシンであるが、OsCOI2と AtCOI1ではフ

ェニルアラニンになっており、リガンドの受容ポケットが広くなっている (Lee et al., 

2013)。また、RNAi法によって OsCOI1a と OsCOI1bを同時に発現抑制した植物体で

は、JA処理時の伸長抑制が緩和することや節間長が徒長すること、さらに 22℃ではいも

ち病菌に対する OsCOI1aと OsCOI1bを介した JA応答による防御応答が誘導されなくな

ることから、OsCOI1aと OsCOI1bは伸長生長と防御応答に深く関与すると考えられてい

る (Yang et al., 2012; Qiu et al., 2022)。 

 これに加え、OsCOI1aはコブノメイガによる虫害で発現量が増加し、発現抑制株では

抵抗性が低下した (Ye et al., 2012)。土壌中に多く存在する元素であるケイ素の事前処理

は通常プライミング効果によって抵抗性が上昇するが、コブノメイガに対するプライミン

グは OsCOI1aの発現抑制株では起こらず、虫害抵抗性の誘導が低下した (Ye at al., 

2013)。このことから、コブノメイガに対するプライミングの誘導や防御応答には

OsCOI1aが関与すると考えられている。さらに、世界中で広く使用されている除草剤の

原体アトラジンに対してイネ科植物は耐性を持っているが、そのアトラジンの分解には

OsCOI1aが中心的な役割を担う (Ma et al., 2021)。 

 OsCOI1bの非翻訳領域に T-DNAが挿入された変異株では、クロロフィル含有量の低下

が抑制され稔実率も低下することから、老化促進と稔性には OsCOI1bが重要な機能を果

たすと報告されている (Lee et al., 2015)。 

 

イネにおける JAシグナル伝達系のリプレッサーJAZの機能 

JAZ は、花序分裂組織で発現する zinc-finger タンパク質 (ZIM) に特徴的なドメイン

と、jasmonate-associated (Jas) と呼ばれる JA-Ile の結合に関与するコンセンサス配列の

両方を有するタンパク質であり (Vanholme et al., 2007; Yan et al., 2007)、イネにおいて

15 種がコードされている (Ye et al., 2009)。現在は ZIMドメインを特徴付けるアミノ酸配

列 (TIFY) の保存性が高いことから、TIFY ファミリータンパク質のひとつに数えられて

いる。通常 TIFYを含む ZIMドメインを介して NINJAや TPLとリプレッサーコンプレ

ックスを形成するとともに、JAZとホモもしくはヘテロダイマーを形成する。また、Jas

ドメインは JA-Ile および COI1と受容体複合体の形成に関与するとともに、MYC2とも相

互作用する重要なドメインである (Yan et al., 2007)。Ye et al. (2009) によるイネとシロ



8 

 

イヌナズナの JAZの分子系統解析の結果を Fig. 1-8に示した。一部において bootstrap値

が低いものの、どのクレードでもイネとシロイヌナズナの双方の JAZが含まれていた。こ

のことから、被子植物の共通祖先の段階で JAZ が多様化していたことが考えらえる 

(Fig.1-8)。イネの Jasドメインは、通常 JAZ デグロン (X2PXARR/KX) とコア配列 

(SLX2FX2KRX2R)、C末端モチーフ (X5PY) の 27アミノ酸から構成される。また、シロ

イヌナズナ JAZ10.4は、cryptic MYC2-interacting domain (CMID) と呼ばれる Jasモチ

ーフ様のドメインが存在し、Jasドメイン非依存的に MYC2と相互作用することが報告さ

れているが、イネの複数の JAZにおいてもこの CMIDドメインを有することが分かって

いる (Moreno et al., 2013; Tian et al., 2019) (Fig.1-9)。 

 近年では、JAシグナル伝達機構の解明に向け JAZに焦点が当てられており、その生理

機能についても明らかになりつつある。イネの 15種の JAZのうち、JAシグナル伝達で

機能することが報告されている JAZについて Table1-1にまとめた。OsJAZ1は、変異株

の解析から、花の形態形成に関与し、さらに花序の発達に機能する転写因子の発現を制御

する (Cai et al., 2014)。また、この Jasドメインの、特に JAZデグロンを構成するアミ

ノ酸残基が、花の形態形成に関与することも報告されている (Tian et al., 2019)。さら

に、OsJAZ1は JAシグナル伝達と共にアブシジン酸シグナル伝達の制御をすることで、

乾燥耐性を制御することも知られている (Fu et al., 2017)。 

 OsJAZ3は、過剰発現株と変異株による解析から、OsbHLH148 の転写制御をしてお

り、DELLAと相互作用することでジベレリン応答を促進し、JAとジベレリンのクロスト

ークに関与する (Um et al., 2018)。サリチル酸シグナル伝達を介して誘導される PR遺伝

子の発現をする bHLH型転写因子とも相互作用し、JAとサリチル酸のクロストークにも

関与する可能性もあると考えられている (Wang et al., 2019)。OsJAZ4は、NINJAと競

合的に結合する因子と共に JAとブラシノステロイドとのクロストークに関与することが

報告されている (He et al., 2020)。OsJAZ6 は、OsJAZ1と共に JAが制御している花の

形態形成に関与し、この発現量が花の発達の制御にも関わっている (Cao et al., 2021)。 

OsJAZ8は、Jasドメインを欠損させることでプロテアソームの分解を受けない OsJAZ8

を高発現する植物体による解析を行うと、この過剰発現株では JA非感受性を示し、

Xanthomonas oryzae の感染に抵抗性を示すとともに、イネの防御応答関連遺伝子の発現

パターンが著しく変化したことが報告されている (Yamada et al., 2012)。これに加え、イ

ネの JAによる Xanthomonas oryzae への抵抗性には、揮発性物質であるリナロールの生

合成を転写レベルで制御することで重要な役割を担っている (Yuan et al., 2008; 

Taniguchi et al., 2014)。このことから、OsJAZ8が少なくとも Xanthomonas oryzae の感

染に対して重要な因子として機能し、他の防御応答にも重要な役割を果たす機能を持つと

考えられている。OsJAZ9の過剰発現株を用いて塩ストレスと乾燥ストレスに対する抵抗

性を示す報告もされている (Ye et al., 2009)。また、塩耐性に関与する遺伝子と共に

bHLH型転写因子と複合体を形成することから、OsJAZ9は塩ストレスと乾燥ストレスを
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制御するリプレッサーであることが分かっている (Toda et al., 2013)。OsJAZ11 は、無機

リンのホメオスタシスを制御して根の伸長生長を制御し、種子サイズと花の発達の制御に

関与する (Pandey et al., 2021; Mehra et al., 2022)。OsJAZ13は複数のスプライシングバ

リアントが存在し、それらが JAとエチレンの応答性遺伝子の発現を調節して生長を制御

し、過敏性細胞死を活性化する (Feng et al., 2020)。 

 

イネにおける JAシグナル伝達系に関与する転写因子 

 イネの JAシグナル伝達に関与する転写因子の報告について Table1-2に概要をまとめ

た。シロイヌナズナと同様に、単子葉植物であるイネにおいても MYC2のホモログである

OsMYC2がマスター転写因子として機能している。OsMYC2の過剰発現株を用いた解析

から、Xanthomonas oryzae に対する抵抗性を示し、28℃での Magnaporthe oryzae への

抵抗性も示した (Uji et al., 2016; Qiu et al., 2022)。さらに葉の老化が著しく促進された

ことから、JAによる防御応答と老化促進は OsMYC2を介して誘導されると考えられてい

る (Uji et al., 2017)。また、OsMYC2の発現抑制株を用いた RNA-seqの解析では、防御

関連遺伝子の発現が低下していたことからも、防御応答には OsMYC2が重要な機能を果

たすことが推測されている (Ogawa et al., 2017a)。OsMYC2は胚軸の伸長と青色光によ

る生長の制御に関与することも示されており、その機能は多岐にわたっている (Giri et 

al., 2017)。 

 OsMYC3/OsMYL1は OsMYC2のパラログであり、OsJAZ1と OsJAZ3、OsJAZ5、

OsJAZ6、OsJAZ7、OsJAZ8、OsJAZ9、OsJAZ11と相互作用する (Li et al., 2021a)。ま

た、OsJAZ8と OsJAZ9 は OsMYC3/OsMYL1 の変異株において MeJA処理後の発現誘導

が抑制される (Li et al., 2021a)。この転写因子も、OsMYC2と同様に COI-JAZ受容体の

下流で機能する転写因子として、防御応答の転写調節をする (Tan et al., 2022)。また、

OsMYC2と相互作用することで機能している可能性も考えられている (Ogawa et al., 

2017a)。 

 bHLH型転写因子である OsbHLH148は、MeJAの外生投与や乾燥ストレス、塩ストレ

ス、低温ストレスおよび傷害処理によって誘導される (Seo et al., 2011)。乾燥耐性に関与

する遺伝子や OsJAZ1の発現を制御する。また、OsJAZ1と OsJAZ3と強く相互作用し、

OsJAZ2と OsJAZ6、OsJAZ7とは弱いながらも相互作用することが Y2Hによって示され

ている。このため、JAZと相互作用することで転写活性が抑制され、その下流にある JAZ

によってネガティブフィードバック調節を受けていると予想され、OsMYC2と同様に

COI-JAZ受容体のすぐ下流で機能する転写因子であると考えられる。 

 JA処理によって早期に発現誘導を受ける遺伝子として、bHLH型転写因子をコードす

る rice early responsive to jasmonate 1 (RERJ1/OsbHLH6) が単離されており、シュート

の生長阻害に関与する(Kiribuchi et al., 2004)。RERJ1遺伝子は傷害や乾燥ストレスによ

って転写が誘導され、傷害応答に対しては JA 依存的に発現が調節されることが報告され
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ている (Kiribuchi et al., 2005; Miyamoto et al., 2013)。また、RERJ1はサリチル酸シグ

ナル伝達の調節を行うことで、病害抵抗性を制御することも報告されている (Meng et al., 

2020)。また、モノテルペン化合物であるリナロールの生合成などの虫害抵抗性反応を誘

導する。RERJ1の下流で JAZ遺伝子が発現誘導されること、OsMYC2および複数のイネ

JAZ と物理的に相互作用することから、RERJ1 も OsMYC2と同様に COI-JAZ受容体の

すぐ下流で機能する (Valea et al., 2022)。 

 これら遺伝子だけでなく、イネの R2R3型 MYB転写因子である OsJAmyb/OsMYB21

も JAを介したストレス応答性遺伝子の転写調節を行う転写因子である (Yokotani et al., 

2013)。塩耐性や活性酸素の除去、浸透圧調節などのストレス応答だけでなく、JAを介し

たストレス応答に関与する転写因子も JAmyb/OsMYB21によって制御されている。JAZ

と相互作用するかなどの知見がないが、JA を介した生物的および非生物的ストレス応答

に関与していると予想される。 

 

1-7 蘚類におけるジャスモン酸類の生理作用とシグナル伝達 

 ヒメツリガネゴケにおいて、Pythium irregulare や Pythium debaryanumといった卵菌

類の一種であるカビに対して OPDA や JA を蓄積し、OPDA の内生量は 20 倍以上多く蓄

積する (Oliver et al., 2009)。一方で、Botrytis cinereaの感染による JA類の内生量を定量

すると、OPDA の内生量は上昇したものの JA は検出限界以下であり、さらに MeJA 処理

をすることで成長阻害が誘導された (Ponce De León et al., 2012)。それに対して、JAの外

生投与ではヒメツリガネゴケの生長阻害を示さないとの報告もある (Luo et al., 2016)。こ

のことから、ヒメツリガネゴケにおいて JA が内生に存在するのか、JA の生合成能を有し

ているのか、シグナル伝達がどのように行われているのかなど未知な点は多く残っている

が、JAよりも OPDAの内生量が多く、9位と 13位の炭素が二重結合した異性体である iso-

OPDAも多く含まれている (Mukhtarova et al., 2020) (Fig.1-1)。OPDA処理後のプロテオ

ーム解析では、光合成や代謝、タンパク質合成に関与するものの多くが抑制されており、ヒ

メツリガネゴケにおいて葉緑体の機能の調節に OPDA が関与する可能性も示されている 

(Toshima et al., 2014)。さらに、ヒメツリガネゴケは維管束植物と同様に、OPDAの生合

成に機能する AOC や AOS のホモログが保存されていることが報告されている (Stumpe 

et al., 2010; Luo et al., 2020)。 

 ハイゴケにおいては、傷害処理をすることで OPDAと iso-OPDA、dinor-OPDAと dinor-

iso-OPDA (Fig.1-1) と JAの内生量が増加する (Inagaki et al., 2021)。ハイゴケでは OPDA

の方が iso-OPDAよりも 10倍程度内生量が多く、dinor-OPDAとdinor-iso-OPDAはOPDA

と iso-OPDAと比較してそれぞれ 10倍程度内生量が少ない。さらに、JAは OPDAの 100

倍程度少ないごく微量しか検出されない (Inagaki et al., 2021)。受容体複合体の構成因子

は、ヒメツリガネゴケは 4種の COIと 8種の JAZがコードされているが、ハイゴケには 2
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種の COI と 3種の JAZがコードされている (Monte et al., 2018; Inagaki et al., 2021)。 

 

1-8 本研究の目的 

 以上に述べたように、植物における JAの受容シグナル伝達機構について様々な知見が

蓄積している。しかし、COI-JAZ受容体複合体を形成する組み合わせによる機能の違いに

ついては未解明な点が多い。シロイヌナズナでは COIが 1種、JAZが 13種あることか

ら、これら 13種の組み合わせによって JAの生理作用を制御していることが推察できる。

一方で、イネでは COIが 3種、JAZが 15 種あることから、理論的に考えられる 45通り

の組み合わせのうち、どの組み合わせが生理作用に主要に関与するかを特定することが重

要な課題である。これまでに RNAi法による OsCOI1aと OsCOI1bの発現抑制株の解析

は報告されているが、その実験では 2種もしくは 3種の COIが同時にサイレンシングさ

れている可能性を排除できないため、OsCOI1aと OsCOI1bの個々の生理機能は未知であ

った。さらに、OsCOI2については、イネ生体内における機能は明らかになっていなかっ

た。 

これに加え、イネと同様にモミラクトンの生産能を有するハイゴケでは、同じ蘚類のヒ

メツリガネゴケが OPDAの内生量が高く、かつ維管束植物と類似の生合成経路が保存され

ていることが明らかとなりつつある。収斂進化によってモミラクトンの生合成能を手に入

れたと考えられるハイゴケでは、どのようなシグナル伝達によってその生合成が行われて

おり、真の生理活性分子が何なのかなど、陸上植物の JAシグナル伝達の詳細を理解する

上でその進化について理解することも重要だと考えられる。 

 そこで、本研究ではまずイネの JA-Ile 受容体複合体の機能を明らかにするために、以下

の解析を行った。第 2章においてゲノム編集によりイネの 3つの COIの変異株を作出

し、それぞれの機能解析を行った。第 3章では共免疫沈降法による相互作用解析から、イ

ネ COI と JAZの間の相互作用の選択性について解析した。さらに、これらの結果から

OsJAZ2および OsJAZ5に注目し、第 4章において過剰発現株を用いた機能解析を行っ

た。第 5章ではハイゴケの JAZ-MYC2の相互作用解析を行い、コケ植物においても JAZ

と MYC2による JAシグナル伝達の調節が行われているのかを調べた。 
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Figure 1-1 ジャスモン酸とその類縁体 

様々な維管束植物やコケ植物の内生に存在することが知られている JA とその類縁体を

示した。数字は脂肪酸の炭素の番号を示す。 

OPDA: 12-oxo-phytodienoic acid 
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Figure 1-2 ジャスモン酸の生合成経路 

リン脂質が様々な環化酵素や酸化還元酵素による変換を受けることで、JA が合成され

る。また、JAはイソロイシンと縮合して JA-Ile となる。 
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Figure 1-4 代表的な陸上植物における COIと JAZの数 

ゼニゴケ (Marchantia polymorpha) とヒメツリガネゴケ (Physcomitrella patens)、ハ

イゴケ (Calohypnum plumaeforme)、イヌカタヒバ (Selaginella moellendorffii)、シロ

イヌナズナ (Arabidopsis thaliana)、トウモロコシ (Zea mays)、イネ (Oryza sativa) に

おける、現在明らかになっている COIと JAZ の数を示す。 
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Figure 1-5 様々な生物種が有する COI1の系統樹 

Monte et al. (2018) を参考に分子系統樹を作製した。分子系統解析および分子系統樹の

作製には MEGA11 (https://www.megasoftware.net/) を使用し、muscle 法でアライメ

ントを取った。トリミングを行った後、maximum likelihood 法で分子系統樹を作製し

た。イネ COIは赤枠で囲った。数字は bootstrap value を示す。 

AtCOI1: NP_565919 、 ZmCOI1a: NP_001147900 、 ZmCOI1b: NP_001150429 、

ZmCOI1c: XP_023156041、ZmCOI1d: NP_001339225、ZmCOI2a: NP_001169230、

ZmCOI2b: XP_020399501、NtCOI1: XP_016501313、 SlCOI1: NP_001234464、

MpCOI1: PTQ43322 

At: シロイヌナズナ、Sl: トマト、Nt: タバコ、AmTr: アンボレラ、Os: イネ、Zm: ト

ウモロコシ、Bradi: ミナトカモジグサ、Sm: イヌカタヒバ、Cp: ハイゴケ、Mp: ゼニ

ゴケ、Pp: ヒメツリガネゴケ 
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Figure 1-8 JAZの分子系統樹 (Ye et al. (2009) を改変) 

イネとシロイヌナズナの TIFY について作製した分子系統樹である。マゼンタの枠はイ

ネ JAZを、シアンの枠はシロイヌナズナ JAZ を示し、数字は bootstrap value を示す。 
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Figure 1-9 イネ JAZのドメイン (Tian et al. (2019) を改変) 

OsJAZ2および OsJAZ5 は Jasドメインが divergent Jas になっている。 

CMID: cryptic MYC2-interacting domain 

Jas: Jasmonate-associated 

EAR: Etherylene response factor-associated amphifilic repression 
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第 2 章 イネ COI1 の機能解析 

2-1 緒言 

 JA-Ile の受容体複合体 (Fig1-3) を形成する構成因子のうち、JA-Ileを直接に結合する重

要な構成因子である COI1 は、双子葉植物のモデル植物であるシロイヌナズナのゲノムで

は 1 種のみがコードされているが、単子葉植物のモデル植物であるイネのゲノムには 3 種

がコードされている。本研究の開始時点では、前任者によって CRISPR/Cas9法により、イ

ネの 3つの COIそれぞれをターゲットとしたゲノム編集が行われ、形質転換体当代（T0世

代）が得られていた (下里ら、2016年度帝京大学バイオサイエンス学科卒業論文)。 

 そこで本研究では、OsCOI1aと OsCOI1b、OsCOI2の生理機能を明らかにするため、T1

世代において各遺伝子の変異株のスクリーニングを行った。さらに、得られた単独変異株の

交配を行うことで二重変異株を作出した。そして、これらの変異株を用いて、稔性や、JA

誘導的なファイトアレキシンの生産誘導、老化の誘導、伸長生長の抑制の解析を行った。 
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2-2 材料と方法 

2-2-1 変異株の生育条件 

 帝京大学理工学部バイオサイエンス学科植物化学研究室にて作成されていた oscoi1a 変

異株と oscoi1b変異株、oscoi2変異株の種子を用いた。イネ種子の播種は、まず籾を除去し、

蒸留水で 5倍希釈したブリーチ (ミツエイ; 有効塩素濃度の終濃度 1% (v/v) ) で 20 min 振

盪して殺菌処理をした。その後、クリーンベンチ内にて滅菌蒸留水で種子を洗浄し、0.8%

寒天培地に播種した。これを、連続白色蛍光灯下 (918 µmol photons m-2 s-1)、25℃で生育

させた。発芽 6日齢の幼植物体を、合成培土ボンソル 2号 (住友化学) へ移植を行った。こ

の培土はオートクレーブ滅菌を行ったもので、移植後は特定網室で自然光の下で生育させ

た。 

 

試薬の組成 

○0.8%寒天培地 

寒天末 (ナカライテスク) 0.8 g 

蒸留水  fill up to 100 mL 

 オートクレーブで 121℃、20 min滅菌した。 

 

2-2-2 ゲノム編集のターゲット領域のシークエンス解析 

Crude DNAの抽出と遺伝子の増幅 

200 µLの溶解 bufferとジルコニアビーズ (Φ2.3 mm) 3つを、2 mLのスクリューキャ

ップチューブ (WATSON) に入れた。ここに 1 cm 程度の第二葉の切片をサンプリングし

た。FastPrep-24 5G (MP Biomedicals) を用いて、4.5 m/s、10 secの条件で破砕した。そ

の後、25℃、14,000 rpm、5 min遠心し、上清を PCRの template DNAとした。PCR の

DNA polymerase は KOD FX (TOYOBO) を使用し、付属のプロトコールに従って PCRを

行った。 

 

アガロースゲル電気泳動とシークエンス解析用サンプルの調製 

PCR 産物うち 5 µL を 0.5 µL の Midori Green Direct (日本ジェネティクス) と混ぜ、

Mupid-exU (ADVANCE) を用いて 2%アガロースゲルで泳動を行った。予想される長さの

断片が増幅されていたことを確認した後に、Exo-SAP-ITTM (ThermoFisher SCIENTIFIC) 

を用いて未反応のプライマーや dNTPの除去を行った。Exo-SAP-ITTM処理後の PCR産物

1.5 µL に対して、9.6 pmol のプライマーを加え、分子生物学用純水を用いて 21 µL に fill 

up した。このサンプルのシークエンス解析は、ユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼

した。 
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試薬の組成 

○溶解 buffer 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris; ナカライテスク) 1.21 g 

Ethlenediaminetetraacetic Acid (EDTA; ナカライテスク) 0.292 g 

KCl (関東化学) 7.45 g 

蒸留水 fill up to 100 mL 

 0.5 M KOH (関東化学) で pH5.8に調整し、オートクレーブで 121℃、20 min滅菌した。

滅菌後は常温で保存した。 

 

○50×TAE 

Tris  121 g 

EDTA 7.3 g 

酢酸 (関東化学) 28.55 mL 

蒸留水 fill up to 500 mL 

 

○2%アガロースゲル 

Agarose S (ニッポンジーン) 0.8 g 

50×TAE 0.8 mL 

蒸留水 39.2 mL 

 電子レンジで加熱して Agarose S を溶解させた。60℃程度に冷めた後に、ゲルメーカー

に流し入れた。 

 

Primer 

OsCOI1a sequence 解析用プライマー 

 Forward 5’-GCGCCACTTTGAGTTCAGTC-3’ (20 bp) 

 Reverse 5’-TGGAATGCATGTATGGGATG-3’ (20 bp) 

 

OsCOI1b sequence 解析用プライマー 

 Forward 5’-CATGACCGAACTCACAGTGG-3’ (20 bp) 

 Reverse 5’-TTGGCAGTGATCTTCAGTGG-3’ (20 bp) 

 

OsCOI2 sequence 解析用プライマー 

 Forward 5’-CAACTTCCGCTTTTTCCTTG-3’ (20 bp) 

 Reverse 5’-CCTTGAGGAAGTGGAACGAG-3’ (20 bp) 

 

 シークエンス解析には、OsCOI1a と OsCOI1bは forward primer を、OsCOI2は reverse 
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primer を用いた。 

 

2-2-3 外来遺伝子の脱落の脱落したラインの選抜 

 100 mg程度のイネ葉身を、液体窒素で予冷したセラミックビーズ (Φ1 cm) の入った 13 

mLのツーポジションチューブにサンプリングした。ボルテックスミキサーで葉身を破砕し、

DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) を用いて付属のプロトコールに従い、ゲノム DNAを

抽出した。2-2-2 と同様に KOD FX を用いて guide RNA (gRNA) と hygromycin 

phosphotransferase (HPT) の遺伝子の増幅を行った。ただし、Cas9 遺伝子の増幅は以下

に記す組成で行った。なお、増幅のポジティブコントロールとして、OsUBQ遺伝子を用い

た。 

 

○Cas9用 PCR反応液 (1反応あたり) 

Ex Taq (TaKaRa) 0.1 µL 

10×Ex Taq buffer 2 µL 

dNTP Mix 1.6 µL 

Forward primer (50 pmol/µL) 0.4 µL 

Reverse primer (50 pmol/µL) 0.4 µL 

Template 1 µL 

分子生物学用純水 14.5 µL 

total 20 µL 

 (98℃ 10 sec→55℃ 30 sec→72℃ 30sec)×35 cycle→4℃の条件で PCRを行った。 

 

Primer 

OsUBQ 

 Forward 5’-TCCGAGAGATGGGTTTCATC-3’  (20 bp) 

 Reverse 5’-GCCAAGATTGCCAAGAAGAC-3’  (20 bp) 

 

oscoi1a gRNA 

 Forward 5’-TGCTGGAATTGCCCTTGGATCATGAA-3 (26 bp) 

 Reverse 5’-AAACTATTACTGATAAGGGTGGTG-3’  (24 bp) 

 

oscoi1b gRNA 

 Forward 5’-TGCTGGAATTGCCCTTGGATCATGAA-3’ (26 bp) 

 Reverse 5’-AAACTACTTAGTGAGCTCCCCTTG-3’  (24 bp) 
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oscoi2 gRNA 

 Forward 5’-TGCTGGAATTGCCCTTGGGATCATGAA-3’ (26 bp) 

 Reverse 5’-AAACCTGGTGCAGGGTCGACGCGC-3’  (24 bp) 

 

HPT 

 Forward 5’-GATGTTGGCGACCTCGTATT-3’  (20 bp) 

 Reverse 5’-GATGTAGGAGGGCGTGGATA-3’  (20 bp) 

 

Cas9 

 Forward 5’-GCGGACTCTCTGAACTGGAC-3’  (20 bp) 

 Reverse 5’-TGCAGTCGCCTTTCCTATCT-3’  (20 bp) 

 

2-2-4 二重変異株の作出 

温湯除雄法による交配 

 温湯除雄法 (高牟禮 2005) により交配を行うため、2-2-3でスクリーニングしたイネCOI

変異株の T2種子を用いて、開花の時期が揃うように播種して生育させた。交配前日の夕方

に、開花済みの穎花を切り落とした。当日の早朝に交配に用いる穂を 45℃で 7 min湯煎し、

花粉のみを不稔化させた。ここに花粉親となる花から花糸をピンセットで摘んで葯を取り

出し、除雄した穎花の柱頭に擦り付けて受粉させた。受粉後は交配袋 (リーゾ) を被せて登

熟させ、十分に登熟した種子を採取した。 

 

イネ COI 二重変異株のジェノタイピング 

 採取した種子は、2-2-1 の手順で寒天培地に播種して生育させ、2-2-2 の方法で DNA 抽

出、PCR反応、シークエンス解析を行い、二重変異株の作製の対象とした二つのイネ COI

遺伝子のヘテロ接合体が得られているかどうかを解析した。さらにこのヘテロ接合体を自

殖させ、得られた種子を 2-2-1の方法で生育させ、2-2-2の方法でホモ接合体の選抜をした。 

 

2-2-5 栄養成長期におけるイネ COI変異株の成長の解析 

 2-2-1 の条件で播種および生育したイネについて、5.5 葉期である約 1.5 か月の植物体を

用いて、第 5葉までの地上部の長さを測定した。 

 

2-2-6 出穂期における oscoi2変異株における節間長の測定 

 2-2-1の条件で播種および生育した野生型株および oscoi2変異株について、登熟後の固体

を用いて地上部の長さを測定した。また、穂首節と第 1 節、第 2 節、第 3 節、第 4 節、第

5 節の長さも同時に測定した。 
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2-2-7 イネ COI変異株の稔性の解析 

稔実率の計測 

 4月上旬に野生型と変異株の種子を水道水に浸し、30℃の連続白色光下の条件にした人工

気象機において 1 週間生育させた。この幼植物体をオートクレーブ滅菌した合成培土ボン

ソル 2 号へ移植して、特定網室にて自然光の長日条件下で生育させた。１つの個体から出

穂した穂をすべて回収し、結実しているものとそうでないものの数を計測し、結実している

種子の割合を算出した。 

 

電子顕微鏡を用いた葯の観察 

 特定網室にて自然光下 (4月〜10月) で生育させた oscoi2変異株の開花した当日の葯を、

卓上電子走査顕微鏡 (TM3030 Miniscope; 日立ハイテクノロジーズ; 加速電圧は 15 kV) 

を使用して撮影した。また、oscoi2変異株の葯はマイクロナイフで切断して葯の内部の観察

も行った。 

 

イネ COI 変異株の種子の大きさと花の観察 

 採取した種子を用いて、それぞれの変異株の種子の大きさを計測した。また、特定網室に

て自然光で生育させた oscoi2変異株の開花後の花の写真を撮影し、観察を行った。 

 

2-2-8 oscoi2変異株ヘテロ個体の分離比の解析 

 2-2-4 の方法で oscoi2 #1 と日本晴野生型株との戻し交配を行った。得られた種子から、

2-2-2と同様の方法で OsCOI2遺伝子中のゲノム編集のターゲット領域を増幅した。アガロ

ースゲル電気泳動で遺伝子が増幅していることを確認した後、Bsr I (NEW ENGLAND 

BioLabs) を用いて切断し、2%のアガロースゲルによる電気泳動で確認された切断パター

ンで遺伝子型を決定した。 

 

2-2-9 ファイトアレキシン蓄積量の解析 

 播種後約 1 か月のイネ植物体における最大展開葉から、Φ6 mm のリーフディスクを作

製した。これを蒸留水に浮かべ、連続白色蛍光灯下、25℃で一晩静置し、ストレス除去をし

た。その後、4 mLの 500 µM MeJA溶液を分注したΦ3 cmのシャーレに移し、同様の条件

で 72 h静置した。これを 1 mLの 80%メタノールに浸漬し、一晩ファイトアレキシンの抽

出を行った。抽出液の一部を LC-MS/MSに供し、ファイトアレキシンを定量した。Shimizu 

et al. (2008) の方法を参考に、LC-MS/MS で分析を行った条件を以下に記す。 

 

＜HPLCの条件＞ 

HPLC: Agilent Technologies 1200 series 

カラム: SHISEIDO CAPCELL CORE C18 2.1×50 mm 
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移動相: A 0.05% CH3COOH in water 

B 0.05% CH3COOH in CH3CN 

Time (min) %B Flow (mL/min) 

0 40 0.2 

10 60 0.2 

10.1 98 0.2 

15 98 0.2 

15.1 3 0.2 

20 3 0.2 

20.1 40 0.2 

25 40 0.2 

 

＜MS/MSの条件＞ 

MS/MS: Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS 

Ion source: ESI 

 

イオン化条件 

共通パラメーター 

Gas Temp. 300℃ 

Gas Flow 5 L/min 

Nebulizer 45 psi 

Sheath Gas Temp. 350℃ 

Seath Gas Flow 11 L/min 

Capillary 3500 V 

Nozzle Voltage 500 V 

 

固有パラメーター 

Compound Name Transition CE Polarity 

Phytocassane B 335.2 > 317.2 21 Posirive 

Phytocassane C 319.2 > 147.2 17 Posirive 

Sakuranetin 287.1 > 167.1 37 Posirive 

Momilactone B 331.2 > 269.1 25 Posirive 

Phytocassane A, D, E 317.2 > 299.1 15 Posirive 

Momilactone A 315.2 > 271.1 25 Posirive 
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2-2-10 qRT-PCRによる JA応答性遺伝子の発現解析 

イネ葉身からの total RNAの抽出 

 播種後約 1 か月のイネ植物体における最大展開葉から、Φ6 mm のリーフディスクを作

製した。これを蒸留水に浮かべ、白色蛍光灯下、25℃の条件で一晩静置した。その後、4 mL

の 500 µM MeJA溶液を分注したΦ3 cmのシャーレに移し、同様の条件で 24 h静置した。

リーフディスク 10枚を１サンプルとして液体窒素で凍結・破砕を行った。RNeasy® Plant 

Mini Kit (QIAGEN) を用いて、付属のプロトコールに従って total RNAを抽出し、電気泳

動によって分解していないことを確認した。 

 

試薬の組成 

○10×MOPS buffer (pH7) 

MOPS (ナカライテスク) 41.852 g 

EDTA  1.46125 g 

CH3COONa・3H2O (和光純薬工業) 6.804 g 

蒸留水 fill up to 500 mL 

NaOH で pH７に調整し、オートクレーブで 121℃、20 min 滅菌した。滅菌後は常温で

保存した。 

 

○RNA泳動用ゲル 

10×MOPS buffer 3 mL 

Agarose S 0.3 g 

ホルムアルデヒド (関東化学) 5.4 mL 

蒸留水 21.6 mL 

total 30 mL 

電子レンジで加熱し、アガロースを溶かしてゲルメーカーに流し入れる直前にホルムア

ルデヒドを加えた。 

 

逆転写反応による cDNAの合成 

 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time) (TaKaRa) を用

いて、付属のプロトコールに従って total RNAから cDNAの合成を行った。 

 

qRT-PCR 

 合成した cDNAを 10倍希釈したものをテンプレートとして、以下の条件で qRT-PCRを

行った。反応には 7500 Fast (Applied Biosystems) を使用した。なお、各遺伝子の転写量

は、内在性コントロールである OsUBQ遺伝子の転写量との比率で表した。 
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qRT-PCRの反応液の組成 

Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) 10 µL 

分子生物学用純水 8.84 µL 

Forward Primer (50 pmol/µL) 0.08 µL 

Reverse Primer (50 pmol/µL) 0.08 µL 

10 倍希釈した cDNA 1 µL 

total 20 µL 

 

PCRの条件 

95℃ 20 sec→(95℃ 3 sec→60℃ 30 sec)×40 cycle 

 

解離反応の条件 

95℃ 15 sec→60℃ 1 min→95℃ 15 sec→60℃ 15 sec 

 

Primer 

OsUBQ 

 Forward 5’-TCCGAGAGATGGGTTTCATC-3’  (20 bp) 

 Reverse 5’-GCCAAGATTGCCAAGAAGAC-3’  (20 bp) 

 

OsCPS2 

Forward 5'-TTTTGCTACGTCGCTCATTG-3'  (20 bp) 

Reverse 5'-GAGCCATGCTGGTAGACACA-3'  (20 bp) 

 

OsCPS4 

Forward 5'-TGACGAGGCTGGGCATATC-3'  (19 bp) 

Reverse 5'-TCTGGAGTCCAGTTCCTGAAA-3'  (21 bp) 

 

OsKSL4 

Forward 5'-TACTCTCAGGCCGATGGATT-3'  (20 bp) 

Reverse 5'-TCGCGATACCGTAGGAAAAC-3'  (20 bp) 

 

OsKSL7 

Forward 5'-TTCATCTCTGTCACTTTTTCTTTT-3'  (24 bp) 

Reverse 5'-ATCCCAACTAAGTCATCCAC-3'  (20 bp) 
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OsNOMT 

Forward 5'-CTAGCCGGATGCATGAAAGT-3'  (20 bp) 

Reverse 5'-TGCACGTATAGGCACACACA-3'  (20 bp) 

 

OsMYC2 

Forward 5'-CGCCCGGTAACTCAACTCTA-3'  (20 bp) 

Reverse 5'-TTGATCATCGTCTCGTCGTG-3'  (20 bp) 

 

2-2-11 クロロフィル含有量の測定 

播種後約 1 か月のイネ植物体における最大展開葉から、Φ6 mm のリーフディスクを作

製した。これを蒸留水に浮かべ、連続白色蛍光灯下、25℃で一晩静置し、ストレス除去をし

た。その後、4 mLの 200、500 µM MeJA溶液を分注したΦ3 cmのシャーレに移し、同様

の条件で 72 h静置した。ジルコニアビーズ 3つと、500 µLの N,N-dimethylformamid (関

東化学) が入った 2 mLのスクリューキャップチューブに、MeJA処理後のリーフディスク

を回収した。FastPrep-24 5G を用いて、4.5 m/s、10 sec で破砕してクロロフィルを抽出

し、25℃、14,000 rpm、5 min 遠心した。上清を別のチューブに回収し、その抽出液を

NanoDropTM 2000c Spectrophotometer (ThermoFisher SCIENTIFIC) を使用して、664 

nmおよび 647 nmの吸光度を測定した。クロロフィル aは 664 nmの吸光波長を、クロロ

フィル bは 647 nmの吸光波長を持つことから、Porra et al. (1989) を参考にリーフディス

ク 1枚当たりのクロロフィル含有量を以下の式で求めた。 

𝐶ℎ𝑙 𝑎 + 𝑏 =  
1

2
(19.43 × 𝐴647 +  8.05 × 𝐴664) [𝑛𝑚𝑜𝑙/𝑙𝑒𝑎𝑓 𝑑𝑖𝑠𝑘]  

 

2-2-12 JA を含む寒天培地での生育阻害実験 

 籾を除去した野生型株と変異株の種子を、2-2-1と同様に殺菌、洗浄した。オートクレー

ブ滅菌後に 5、10、20 µMとなるように JA を加えた 0.8%寒天培地に、滅菌した種子を播

種した。その後、連続白色蛍光灯下、25℃で生育させ、10 日後に根と第二葉鞘の長さを測

定した。 

 

2-2-13 生理障害部位における MDA蓄積量の定量 

TBA溶液の調整 

 Yamauchi and Sugimoto (2010) を参考に、malondialdehyde (MDA) と反応させるため

のTBAを調製した。まず、HPLCグレードの蒸留水を溶媒とした200 mg/mL trichloroacetic 

acid (TCA; 和光純薬) を 100 mL調製した。これに 2-thiobarbituric acid (TBA; 関東化学) 

を 650 mg溶解し、0.65% (w/v) TBA in 20% (w/v) TCAを調製した。 
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MDAの調整 

 11 mgの 1, 1, 3, 3-tetramethoxypropane (TMP; 東京化成工業) を、0.1 M HCl溶液 5 

mL で 1 h 撹拌して溶解させた。1 M NaOH で pH6程度に調整し、一部は冷凍保存した。

残りは酸性条件下で 200倍希釈し、加水分解を促してMDAを生成させた。NanoDrop 2000c

で λmax 245 nmの吸光度を測定し、MDAの 245 nmにおけるモル吸光係数 (ε=14,000 M-1 

cm-1) から濃度を決定した。 

 

MDA-TBA adduct の標品の調製 

 TBA溶液 500 µLと、80%エタノールで 10 µMに希釈した MDA 500 µLを試験管 (Φ1.5 

cm×10 cm) 内でよく混和させた。アルミホイルで蓋をして 96℃、25 min反応させた。反

応後は氷上で 10 min急冷し、蒸発した分は 80%エタノールを足して 1 mLにした。 

 

イネ葉身における生理障害部位の MDA測定サンプルの調製 

イネ葉身の生理障害部位と健全部位をサンプリングし、液体窒素で凍結・破砕した。2 mL

の 80%エタノールで懸濁し、2 mLチューブに移して 25℃、3,000 ×g、10 min遠心した。

試験管内にて上清 500 µLと TBA溶液 500 µLを混和して、アルミホイルで蓋をして 96℃、

25 min 反応させ、氷上で 10 min 急冷した。蒸発した分は 80%エタノールを足して 1 mL

にし、標品と合わせて LC-MS/MSに供した。 

 

＜HPLCの条件＞ 

HPLC: Agilent Technologies 1200 series 

カラム: Agilent ZORBAX SD-Phenyl 

移動相: A 0.05% CH3COOH in water 

B 0.05% CH3COOH in CH3CN 

Time (min) %B Flow (mL/min) 

0 3 0.2 

10 70 0.2 

10.1 98 0.3 

15 98 0.3 

15.1 3 0.2 

25 3 0.2 

 

＜MS/MSの条件＞ 

MS/MS: Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS 

Ion source: ESI+Agilent Jet Stream 

 



34 

 

イオン化条件 

共通パラメーター 

Gas Temp. 300℃ 

Gas Flow 5 L/min 

Nebulizer 45 psi 

Sheath Gas Temp. 350℃ 

Seath Gas Flow 11 L/min 

Capillary 3500 V 

Nozzle Voltage 500 V 

 

Scan Segments 

Compound 

Name 

Precursor 

Ion 

MS1 

Res 

Product 

Ion 

MS2 

Res 
Dwell 

Fragmentor 

(V) 

Collision 

Energy 
Polarity 

MDA-1 323 Unit 220 Unit 400 135 15 Negative 

MDA-2 323 Unit 58 Unit 400 135 30 Negative 

 

2-2-14 本章で扱った遺伝子の gene ID 

 OsCOI1a : Os01g0853400, OsCOI1b : Os05g0449500, OsCOI2 : Os03g0265500, 

OsUBQ : Os10g0542200, OsCPS2 : Os02g0571100, OsCPS4 : Os04g0178300, OsKSL4 : 

Os04g0179700, OsKSL7 : Os02g0570400, OsNOMT : Os12g0240900, OsMYC2 : 

Os10g0575000 
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2-3 結果と考察 

2-3-1 イネ COI変異株の作出と選抜 

 本研究で用いたイネ COI 変異株は、前任者によって以下の手順で形質転換体の当代 (T0

世代) が作製されていた。まず、CRISPR-P (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR/) によって 

(Lei et al., 2014)、それぞれの COI遺伝子のコーディング領域内で、イネゲノムのその他の

領域に相同性の高い部位がない配列をゲノム編集のターゲット領域とした (帝京大学理工

学部バイオサイエンス学科 平成 28 年度卒業論文 下里ら) (Fig.2-1)。ゲノム編集は、

pU6_ccdB_gRNAおよびpZH_gYSA_MMCas9のプラスミドを用いてMikami et al. (2015) 

の方法に従って行われた。ゲノム編集に用いるプラスミド pZH_gYSA_MMCas9 は、標的

遺伝子についてゲノム編集を行うための gRNA 配列と、DNA 切断酵素である Cas9 遺伝

子、形質転換の選抜マーカーである HPT を T-DNA 領域に持っている(Fig.2-2)。日本晴野

生型株 (Oryza sativa ‘Nipponbare’) の胚から誘導したカルスに対して、アグロバクテリウ

ム法 (Toki et al., 2006) で T-DNA領域を導入し、ゲノム編集が行われた。Fig.2-1示した

それぞれの COI 遺伝子について特異的な gRNA が結合すると、PAM 配列 (5’-NGG-3’) か

ら 3塩基離れた場所を Cas9ヌクレアーゼが切断する。切断されたゲノム DNAは修復され

るが、その際に塩基の挿入や欠失が起こった場合にフレームシフトが起こって遺伝子が破

壊される。 

本研究では、前任者が作出した oscoi1a変異株、oscoi1b変異株、oscoi2変異株の T1種子

を用いて、変異がホモに挿入されおり、かつ導入した遺伝子カセットが脱落した植物体の選

抜を行った。シークエンス解析によって選抜した変異株において、導入されていた変異を

Fig.2-3および Table2-1に示した。oscoi1a #1 ライン (以下#1と表記する) では１塩基 (T) 

の欠失が、oscoi1a #2では１塩基 (T) の挿入が起こっていた (Fig.2-3、Table2-1)。oscoi1b 

#1 では大規模な領域の挿入や欠失が起こっており、その結果、すぐ後ろに終止コドンが生

じていた (Fig.2-4)。また、oscoi1b #2 は 4塩基の欠失が、oscoi1b #3 では 16塩基の欠失が

起こっていた (Fig2-3)。oscoi2 #1は１塩基 (G) の欠失が、oscoi2  #2では１塩基 (G) の

挿入が起こっていた。さらに、これらの変異株において翻訳されるアミノ酸配列のアライメ

ントを行うと、シロイヌナズナ COI1 で JA-Ile を認識するのに重要な、アラニンに相当す

るアミノ酸残基よりも前で oscoi1a 変異株と oscoi1b 変異株では翻訳が終結していた 

(Monte et al., 2018) (Fig.2-5、2-6)。また、oscoi2変異株ではフレームシフトにより、JA-

Ile の認識に重要なアラニンに相当するアミノ酸残基がなくなっていた (Fig.2-7)。そこで、

これら植物体の後代 (T2および T3世代) を用いて JA に関わる様々な表現型の解析を行う

こととした。 

 また、遺伝子の機能が重複している可能性を考え、イネ COI の二重変異株と三重変異株

の作出を試みた。温湯除雄法によって花粉を不活化し、交配によって多重変異株の作出を行

った。その結果、oscoi1a #2と oscoi1b #3の交配が成功し、OsCOI1aおよび OsCOI1b の
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二つの遺伝子のヘテロ接合体 (OsCOI1a/oscoi1a/OsCOI1b/oscoi1b) を F1 世代において得

た。さらに、F2世代において oscoi1a oscoi1b 二重変異株のホモ接合体を選抜した。この後

の実験には、F2 世代もしくはその後代を使用した。一方で、交配を行い標的遺伝子がヘテ

ロ接合体になった植物体は得られたものの、そこから oscoi1a oscoi2 二重変異株および

oscoi1b oscoi2二重変異株、oscoi1a oscoi1b oscoi2三重変異株のホモ接合体を得ることはで

きなかった。 

 

2-3-2 イネ COI変異株の成長及び形態の観察 

 作出したイネ COI 変異株において、栄養成長期と生殖成長期における植物体の成長や形

態を観察した。既知の JA欠損変異株では”hebiba”と呼ばれる葉が捻じれた形態が観察され

るが、イネ COI変異株では栄養成長期 (播種後 1.5か月) において、そのような形態は見ら

れなかった (Fig.2-8A)。播種後 1.5 か月の 5.5 葉期における植物体の高さを測定したとこ

ろ、野生型では 40 cm程度であるのに対して、oscoi1a変異株、oscoi1b変異株、oscoi2 変

異株、oscoi1a oscoi1b二重変異株は 40から 50 cmであり、徒長する傾向が見られた (Fig.2-

8B)。 

 次に、oscoi2 変異株を用いて生殖成長期の地上部と節間の長さを測定した。出穂期の

oscoi2変異株は野生型よりも有意に長い傾向を示した (Fig2-9A、B)。個々の節間長におい

ては、穂首節は野生型と oscoi2変異株の長さはほとんど差がなかった (Fig.2-9C)。しかし、

第 1 節では野生型よりも oscoi2 変異株の 2 ライン共に長かった。また、第 2 節、第 3 節、

第 4節は野生型と oscoi2変異株での長さは同等であったが、第 5節は oscoi2変異株が顕著

に長い傾向を示した。さらに、oscoi2 変異株では野生型ではほとんど見られない第 6 節も

観察された。 

 oscoi1a oscoi1b RNAi株において、野生型と比較して伸長が徒長し、すべての節間が徒長

することが報告されている (Yang et al., 2012)。本解析より全体の長さが徒長する傾向は

oscoi1a oscoi1b二重変異株でも見られたものの、RNAi株ほど顕著なものではなかった。こ

の原因として、OsCOI1a と OsCOI1b を同時にノックダウンされていることや、これらと

相同性の高い OsCOI2 に対するオフターゲットの影響などが考えられる。このことから、

植物の徒長にはすべての COI が冗長的に機能していることが考えられる。また、oscoi2 変

異株において野生型よりも第 1 節と第 5 節が徒長していたことから、この節間伸長には

OsCOI2 が主要に関与することが考えられる。しかし、第 2 節、第 3 節、第 4 節は oscoi2

変異株では徒長しなかったことから、他の COI の関与が考えられる。今後は、この節間ご

とに伸長が起こるシグナル伝達機構を明らかにするために、oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異

株、oscoi1a oscoi1b二重変異株でも節間の長さを計測していく必要がある。 

 

2-3-3 イネ COI変異株の稔実率とヘテロ個体の分離比の解析 

 野生型株および oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異株、oscoi2 変異株を同時期に播種し、ステ
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ージをそろえて生育させて稔実率を解析した。野生型では約 98%の稔実率であるのに対し

て、oscoi1a #1では約96%、oscoi1a #2では約 95%と若干の減少が認められた (Fig.2-10A)。

また、oscoi1b #1では約 93%、oscoi1b #2 では約 94%、oscoi1b #3では約 95%と減少して

いたものの、高い割合を維持していた (Fig.2-10A)。oscoi1a oscoi1b二重変異株は、約 90%

の稔実率を示した。一方、野生型と比較して稔性が低下しているものの、oscoi1a #2 と

oscoi1b #3 とは同等の稔実率であった。以上のことから、OsCOI1a と OsCOI1b は稔性に

ほとんど関与しないことが示唆された (Fig.2-10B)。一方で、oscoi2 #1では約 5%、oscoi2 

#2 では約 4%の稔実率であり、野生型と比較して oscoi2 変異株の 2 つのラインで大きく稔

実率が低下していた (Fig.2-10A)。このことから、イネの稔性において OsCOI2が主要に関

与することが示唆された。 

 OsCOI1bに T-DNAが挿入された変異株を用いた先行研究では、oscoi1b変異株において

稔実率が低下するとともに、小穂の数が減少し、1,000 粒当たりの重量が軽減したことから、

OsCOI1bが稔性や種子の形成におけるプロセスにおいて主要に関与することが報告されて

いる (Lee at al., 2015)。この報告は、oscoi1b 変異株の稔実率は野生型と同等であり、oscoi2

変異株で顕著に稔実率が低下した本研究の結果と齟齬が生じるものである。考えられる 1つ

の要因としては、先行研究で使用した T-DNA 挿入変異株は、OsCOI1b の 3’非翻訳領域に

T-DNA の挿入されている影響で、OsCOI1b の転写量の低下が部分的だったことが考えら

れる。また、他のイネ COI の影響やの他のゲノム領域への T-DNA 挿入の可能性について

は考慮されていない。今後は、OsCOI2および OsCOI1bの下流シグナルを明らかにしてい

くことで、イネの花や種子の形成におけるイネ COIの機能を明らかにしていく必要がある。 

 次に、oscoi2変異株において稔性が低下する原因を解明するために、卓上走査型電子顕微

鏡を用いて開花直後の花を観察した。野生型では開花直後に葯が開裂して花粉が外に放出

されていたが、oscoi2変異株では 2ライン共に開花しても葯が開裂していなかった (Fig.2-

10C)。そこで oscoi2 変異株の葯をマイクロナイフで切断し、葯の内部を観察することとし

た。すると葯の中には花粉が観察されたことから、oscoi2変異株で稔性が顕著に低下する原

因として葯が開裂しないことで雄性不稔になり、自家受粉できない可能性が示された 

(Fig.2-10D、E)。 

OsCOI2のトウモロコシにおけるオルソログとして、ZmCOI2aおよび ZmCOI2bが同定

されている。zmcoi2a 変異株と zmcoi2b 変異株では稔性が低下する。また、花粉管の発芽

が顕著に低下し、短く、紆曲する (Qi et al., 2022)。これらの結果から、ZmCOI2aおよび

ZmCOI2bは花粉管の発芽と正常な花粉管の形態形成に関与することが示されている。今後

は、oscoi2変異株において形成されている花粉について、正常な発芽や花粉管の伸長が見ら

れるかの解析を行う必要がある。 

 次に、イネ COI 変異株の花と種子の形態観察を行った。イネの JA 欠損変異株である

hebibaや cpm2、JA-Ile 欠損変異株の osjar1変異株では、稔性が低く、”open husk”と呼ば

れる開花後に穎が閉じない形態を示すことが知られている  (Riemann et al., 2008; 
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Riemann et al., 2013; Xiao et al., 2014)。また、これら変異株の種子は通常よりも丸みを帯

びた形態になる。しかし、イネのどの COI 変異株でも花と種子の形態異常は観察されなか

った (Fig.2-11A)。種子の長さを測定すると、oscoi1a #2で野生型よりも種子が長い傾向だ

ったが、他の変異株は野生型と種子のサイズに差はなかった (Fig.2-11B)。さらに、稔実率

が顕著に低下した oscoi2 変異株の花の形態を観察すると、野生型と同様に正常な形態を示

した (Fig.2-11C)。ことから、稔性と花や種子の形態形成は異なる調節機構で制御されてい

ることが考えられる。 

 oscoi2変異株は稔性が低く、この植物体を多数得ることが困難なことから、野生型と戻し

交配することでヘテロ接合体の植物体を作出してこの変異株を維持していくことを目指し

た。ヘテロ接合体を自殖させて得られた種子から発芽させた植物体を用いて、OsCOI2 の変

異導入箇所付近の遺伝子を増幅し制限酵素によって切断することで、バンドの出現パター

ンによって遺伝子型を判別した。野生型株において変異導入部位を含む 500 bpの増幅断片

を Bsr I で切断すると、2 か所で切断されて 287 bp、156 bp、57 bp の 3 つの断片が生じ

る。oscoi2 #1では Bsr I で 1か所で切断されることで 442 bp と 57 bpの 2つの断片が生

じる (Fig.2-12A)。このことからヘテロ接合体になると 442 bp、287 bp、156 bp、57 bp の

4 つのバンドが生じる。制限酵素による切断パターンの違いを用いて、自殖させた oscoi2 #1

のヘテロ接合体由来の種子から発芽した植物体の選抜を行うと、野生型: ヘテロ接合体: ホ

モ接合体の割合が 41: 26: 5となり、野生型が非常に多くなっていた (Fig.2-12B)。OsCOI1a

と OsCOI1bはそれぞれの別の染色体上に存在するため、メンデル遺伝の法則に従い、野生

型: ヘテロ接合体: ホモ接合体が 1: 2: 1の割合になることが予想される。しかし、この結果

はその割合とは大きく乖離したものだった。 

 同様の分離比の乖離は、トウモロコシの zmcoi2aおよび zmcoi2b 変異株においても観察

されている (Qi et al., 2022)。花粉 (精細胞) や卵細胞は半数体であるために、oscoi2変異

株のヘテロ接合体で生じた花粉 (精細胞)、卵細胞の半分は変異型の遺伝子のみを持つこと

が予想される。分離比が乖離する原因として、変異型の oscoi2 遺伝子を持つ花粉 (精細胞) 

や卵細胞の発達に異常が生じ、成熟しない可能性が考えられる。また、受精後に oscoi2 変

異のホモ接合体となった胚が一定の確率で致死となり、種子を形成しない可能性も考えら

れる。OsCOI2を介した稔性の制御メカニズムの解明には、花粉 (精細胞)、卵細胞および胚

の形成や発生初期の生育過程を解析していくことが必要となる 

上記の結果から、oscoi2 変異株をヘテロ接合体として維持することは困難であると判断

し、oscoi2 変異株のホモ接合体から得られる少数の種子を用いて以降の実験を行った。ま

た、2-3-1に記述したように oscoi1a oscoi2二重変異株と oscoi1b oscoi2二重変異株、oscoi1a 

oscoi1b oscoi2三重変異株が得られなかった原因は、oscoi2変異株における稔性の低下と分

離比の異常による可能性が考えられる。 
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2-3-4 ファイトアレキシン蓄積量の解析 

 植物は JAを介して様々な防御応答を誘導しているが、その代表的なものとして抗菌性二

次代謝産物であるファイトアレキシン生産が挙げられる。本研究ではイネの JA誘導的な防

御応答の代表例であるファイトアレキシンの蓄積量を指標として、その制御におけるイネ

COIの関与を検討した。野生型と oscoi1a 変異株、oscoi1b変異株、oscoi2変異株にMeJA

処理をし、ファイトアレキシンの蓄積量を定量した。その結果、サクラネチンとモミラクト

ン、ファイトカサンは MeJA未処理時には野生型と oscoi1a変異株、oscoi1b変異株はほと

んど蓄積しないが、MeJAを 72 h処理すると野生型と比較してこれら 2つの変異株は同等

かあるいはそれ以上の蓄積量だった (Fig.2-13A、B、C)。一方で、oscoi2変異株ではMeJA

処理時にファイトアレキシンがほとんど蓄積されず、その蓄積量は野生型よりも顕著に低

下していた。oscoi1a oscoi1b 二重変異株においては、MeJA を処理すると野生型と同程度

のファイトアレキシンが蓄積した。このことから、OsCOI2がファイトアレキシン生産にお

いて主要に関与することが示唆された。 

 

2-3-5 qRT-PCRによる JA応答性遺伝子の発現解析 

 野生型と変異株の葉身から作出したリーフディスクを、50 µMまたは 500 µM MeJA で

処理して抽出した total RNAより合成した cDNAを用いて遺伝子発現解析を行った。ター

ゲットとしてはイネのジテルペン型ファイトアレキシンの生合成に関与する OsCPS2 と

OsCPS4、OsKSL4、OsKSL7と、フラボノイド型ファイトアレキシンであるサクラネチン

の生合成に関与する OsNOMT に加え、JA のマスター転写因子として機能することが知ら

れている OsMYC2の発現量を解析した。 

 OsCPS2は MeJA未処理時においてすべてのイネで転写量が低かったが、500 µM MeJA

で処理したイネ COI変異株の cDNAを用いて遺伝子発現解析を行うと、MeJA処理時には

野生型と oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異株では 100 倍から 300 倍に転写量が上昇していた 

(Fig.2-14)。一方で oscoi2変異株では MeJA 処理時にも発現誘導がほとんど起こらず、野生

型と比較して顕著に低下していた。野生型と oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異株は 500 µM 

MeJA処理時にOsCPS4は 20倍から 40倍程度、OsKSL4では 5倍から 15倍程度、OsKSL7

は 20 倍から 80 倍程度、OsNOMT は 100 倍から 200 倍程度まで発現量が上昇した。一方

で、oscoi2変異株では 2ライン共に 500 µM MeJA処理時にOsCPS2とOsCPS4、OsKSL4、

OsKSL7の発現量は、野生型と比較して顕著に低下した。OsMYC2は MeJA未処理時にお

い oscoi2 #2で野生型よりも発現量が上昇していたが、他の変異株は野生型と同等の 2 倍か

ら 3 倍ほどの発現量であった (Fig.2-14)。500 µM MeJA 処理時には oscoi1a 変異株と

oscoi1b変異株は野生型と同等の発現量だったのに対して、oscoi2変異株では発現量が低下

していた。 

 500 µMよりも低濃度の JAに対する応答においても、OsCOI2が主要に関与するのかを

検討するため、50 µM MeJAで処理したイネから合成した cDNAを用いた遺伝子発現解析
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を行った。OsCPS2は MeJA未処理時に oscoi2 #2で発現量が上昇していたものの、oscoi2 

#1 では発現上昇は起こらず、ほかの変異株でも野生型と同等の発現量だった (Fig.2-15)。

50 µM MeJA で処理すると、野生型と oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異株では 50 倍から 100

倍程度の発現量を示した。それに対して oscoi2 変異株では野生型と比較して発現量が低下

する傾向だった。野生型と oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異株では 50 µM MeJA 処理時に

OsCPS4 は 3 倍から 10 倍程度、OsNOMT は 50 倍から 100 倍程度まで発現量が上昇した

が、oscoi2変異株ではこれら遺伝子の発現量は野生型と比較して顕著に低下していた。しか

し、OsKSL4と OsKSL7は oscoi1b #3では MeJA処理による発現量が上昇していたが、他

の変異株と野生型では発現誘導は起こっていなかった。これは、oscoi1b #3 の MeJA に対

する感受性が他のイネよりも高かった可能性が考えられるが、その原因は不明である。また、

これら遺伝子は 500 µM MeJA処理で発現誘導が起こったが、50 µM MeJAで発現誘導が

起こらなかったことから、JA-Ile に対する応答性は他のファイトアレキシン生合成遺伝子

と比較して低いことが考えられる。OsMYC2 は 50 µM MeJA 処理をすることで野生型と

oscoi1a 変異株、oscoi1b 変異株は 3 倍ほどまで発現量が上昇したが、oscoi2 変異株では 2

倍程度の発現量であり、野生型よりも低下していた。また、OsMYC2は 500 µM処理時と

50 µM MeJA処理時の相対発現量がほぼ同等であり、OsMYC2は低濃度の JAに対しても

鋭敏に応答すると考えられる。 

 イネにおいて、フラボノイド型ファイトアレキシンであるサクラネチンは、OsMYC2 を

介して生合成されることが報告されている (Ogawa et al., 2017b)。一方で、ジテルペン型

ファイトアレキシンの生合成における上流のシグナル伝達機構は明らかになっていない。

遺伝子発現解析の結果を踏まえると、oscoi2 変異株でファイトアレキシンが蓄積しない理

由として、OsMYC2の発現量が低下することで、その下流にある CPSや KSLなどのファ

イトアレキシンの生合成に主要に機能する酵素の発現量が低下し、生合成されるファイト

アレキシンも低下するものと考えられる。 

 

2-3-6 JA誘導性の老化の解析 

 植物に JAを処理すると老化が促進することが知られており、イネ葉身に JAを処理する

とクロロフィルが分解することで葉が黄色に変化して老化が誘導される。そこでイネ COI

変異株のリーフディスクを用いて MeJA を処理し、老化促進の指標としてクロロフィル含

有量を定量することで JA誘導的な老化の解析を行うこととした。 

 oscoi1a変異株において、MeJA未処理時に野生型よりもクロロフィル含有量が多かった 

(Fig.2-16A)。これを 200 µM MeJAで 72 h 処理すると、MeJA未処理時のクロロフィル含

有量の半分程度まで減少した。500 µM MeJA で 72 h処理することでさらにクロロフィル

含有量はその半分程度となり、oscoi1a変異株は野生型と同等に MeJAの濃度依存的にクロ

ロフィルが分解された。oscoi1b変異株でも MeJAを処理することで、その濃度依存的にク

ロロフィルが分解されていた (Fig.2-16B)。oscoi2 変異株では MeJA を処理してもクロロ
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フィル含有量は低下せず、JAに対する抵抗性を示した (Fig.2-16C)。oscoi1a oscoi1b 二重

変異株は MeJA の濃度依存的にクロロフィル含有量が低下したことから、クロロフィルの

分解が起こっていた (Fig.2-16D)。以上の結果より、OsCOI2が JA 誘導的に引き起こされ

る老化について主要に機能することが示唆された。 

 本研究では連続白色光下において、JA誘導的な老化には OsCOI2が主要に関与すること

を示したが、OsCOI1b の 3’非翻訳領域に T-DNA が挿入された変異株を用いた先行研究で

は、暗黒条件下における oscoi1b 変異株のクロロフィル含有量が低下し、OsCOI1b が暗黒

下誘導的なクロロフィルの分解に主要に関与することが報告されている (Lee at al., 2015)。

本研究で用いた oscoi1b変異株では、MeJA処理ではクロロフィルの分解が野生型と同様に

起こった (Fig.2-16B)。これらの結果の違いが生じた理由として、老化を誘導するシグナル

伝達が MeJA処理と暗所処理の間で異なることが挙げられる。葉の老化には、JAをはじめ

として、エチレンやアブシジン酸、サイトカイニンなど様々な植物ホルモンが協調的または

拮抗的に作用している (Zhang and Zhou, 2013; Zhu et al., 2017)。このように暗黒下によ

って誘導されるシグナル伝達には、複雑な機構が存在する可能性が考えられる。 

また、OsMYC2の過剰発現株を JA処理すると、野生型と比較して OsMYC2過剰発現株

のクロロフィル含有量は半分程度に低下することが報告されている (Uji et al., 2016)。こ

のことから、JA-Ileの受容体として OsCOI2 が、その下流の転写因子として OsMYC2が老

化に関与することが考えられるが、老化に関与するリプレッサーである COI と共に受容体

複合体を形成する JAZはまだ明らかになっていない。イネ JAZの変異株や過剰発現株を用

いた解析によって、JAによる老化が誘導されるシグナル伝達機構の全容を明らかにしてい

く必要がある。 

 

2-3-7 伸長抑制の解析 

 JA 処理によって伸長生長の抑制の解析を行うために、JA を含む寒天培地にイネの種子

を播種し、芽生えの各部位のサイズを計測する方法を用いた。これは、シロイヌナズナにお

いて JAの感受性を解析するために広く知られた方法であり、イネにおいても同様の実験が

行われた例が存在する (Yang et al., 2012)。本研究では、JAを含む寒天培に播種した野生

型株および変異株の第二葉鞘および根の長さを測定した。 

 その結果、oscoi1a 変異株は JA 未処理時に第二葉鞘が野生型よりも長い傾向があった 

(Fig.2-17A)。この変異株は JA の濃度依存的に伸長が抑制され、20 µM では未処理時の半

分程度まで伸長が抑制された。oscoi1b 変異株も JA 未処理時の第二葉鞘は野生型株よりも

長い傾向があった (Fig.2-17B)。JAの濃度が高くなるにつれ伸長が抑制され、20 µM JA 処

理時には未処理時の半分程度まで第二葉鞘の伸長が抑制されるが、野生型と比較すると JA

処理時にも oscoi1b変異株は JAに対する抵抗性を示しているように見えた感受性が、若干

低下していた。oscoi2変異株はラインごとに差異はあるものの、JA未処理時に野生型より

も第二葉鞘が徒長していた (Fig2-17C)。これに JAを処理すると伸長が抑制され、oscoi1a
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変異株や oscoi1b 変異株と同様に未処理時の半分程度まで抑制がかかっていた。oscoi1a 

oscoi1b 二重変異株は顕著な第二葉鞘の徒長が見られた (Fig2-17D)。それぞれの単独変異

株においても JA未処理時に第二葉鞘が徒長しており、遺伝子変異の影響が相加的に見られ

た。oscoi1a oscoi1b 二重変異株もそれぞれの単独変異株と同様に JA の濃度依存的に第二

葉鞘の伸長が抑制されたが、伸長抑制に対して若干の抵抗性を示していた (Fig.2-18)。この

結果から、第二葉鞘の伸長抑制には OsCOI1a と OsCOI1bが冗長的に関与すること示され

た。一方で、oscoi1a oscoi1b二重変異株でも JAによって伸長が抑制されていることから、

OsCOI2 が関与する可能性も考えられる。また、JA 未処理時に oscoi1a 変異株と oscoi1b

変異株、oscoi2変異株の第二葉鞘は野生型よりも徒長していたことから、JAの外生投与に

よる伸長抑制だけでなく、生体内の JA による伸長生長の制御に OsCOI1a と OsCOI1b、

OsCOI2が関与する可能性も示唆された。 

 次に根の伸長抑制の測定を行うと、oscoi1a 変異株と oscoi1b 変異株では野生型と同等に

伸長が抑制された (Fig.2-19A、B)。一方で、oscoi2変異株では 5 µMと 10 µM、20 µMの

JA に対して顕著な抵抗性を示し、根の伸長生長が抑制されなかった (Fig.2-19C)。oscoi1a 

oscoi1b二重変異株は、JA未処理時に根が顕著に徒長する表現型を示したが、JAの濃度依

存的に野生型と同程度まで伸長が抑制された (Fig.2-19D)。このことから、OsCOI1a と

OsCOI1bが生体内における JA依存的な根の伸長抑制に関与するとともに、JAの外生投与

による伸長抑制には OsCOI2 が関与することを示唆する結果となった。さらに先ほどの結

果を受けると、地上部と地下部における伸長抑制の制御メカニズムが異なっている可能性

が考えられた。 

 先行研究では、RNAi法を用いて OsCOI1a と OsCOI1bの転写量を約 20%に抑制した植

物体の解析では、20 µM MeJA 処理時に第二葉鞘の伸長生長の抑制が野生型よりも緩和す

ることが報告されていた (Yang et al., 2012)。この実験では OsCOI1aと OsCOI1bを同時

に発現抑制していることから、このどちらかがもしくは両方が伸長抑制に関与するかは明

確にされていなかった。また、RNAi 法によって OsCOI2 の転写量が抑制されているのか

どうかは報告されておらず、伸長抑制に対して OsCOI2 の関与は不明であった。本研究で

は oscoi1a変異株と oscoi1b変異株、oscoi2 変異株、oscoi1a oscoi1b二重変異株を用いた解

析により、地上部の伸長における OsCOI2単独での部分的な関与の可能性を見いだした。 

地上部の伸長抑制については、寒天培地の JA を根から吸収した後に地上部で作用する際

に、根で吸収された JAが地上部へ移行して作用する可能性と、吸収した JAを根で受容し

た後に地上部へとシグナルが伝達される可能性が考えられる。本研究によって第二葉鞘と

根の伸長生長の抑制に関与するイネ COI は異なっていることから、今後地上部と地下部の

JA シグナル伝達の全容解明に向けた手掛かりとなることが予想される。 

 

2-3-8 oscoi2変異株の生理障害部位における MDAの測定 

 温室で生育させた oscoi2 変異株は、播種後 2 か月から 3 か月ほど経過すると葉身の中央
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付近から先端部にかけて病斑のようなものが観察される (Fig.2-20A)。この部位と、その下

部を健全部位としてサンプリングし、細胞内の酸化ストレスの指標として用いられるMDA

の蓄積量を測定した。すると、この生理障害部位では有意差はないものの、oscoi2変異株の

2 ライン共に生理障害部位での蓄積量が増加していた (Fig.2-20B)。これは、OsCOI2 が生

育過程で暴露される何かしらのストレスの消去に重要な機能を果たしていることが考えら

れる。また、ジテルペン型ファイトアレキシン生産におけるマスター転写因子 DPFの過剰

発現株では、小さな褐色の擬似病斑が観察されるが、oscoi2変異株で生じるものとは異なっ

ている (Yamamura et al., 2015)。今後は、この生理障害の出現メカニズムの詳細を目指し、

その足掛かりとなるであろう JA シグナル伝達に関与する遺伝子に注目して解析を行って

く必要があると考えられる。 
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Figure 2-1  イネCOI遺伝子における変異株作出のためのターゲット領域 (Inagaki et 

al. (2022) より引用)  

非翻訳領域を白抜きのバーで、翻訳領域を黒塗りのバーで、ターゲット領域として gRNA

を作った箇所を矢印で示した。 
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Figure 2-2 ゲノム編集に用いた遺伝子カセット 

OsU6::gRNA: OsU6プロモーターにそれぞれの COI特異的な gRNAを連結したもの 

2×35S::Cas9: カリフラワーモザイクウイルスの 35Sプロモーターのエンハンサー 

領域を 2つ連結したプロモーターに連結させた Cas9遺伝子 

35S::HPT: カリフラワーモザイクウイルスの 35Sプロモーターにハイグロマイシン 

耐性遺伝子を連結させたもの 
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Figure 2-3 本研究で特定した変異株の変異導入部位およびその配列 (Inagaki et al. 

(2022) より引用) 

枠で囲った配列が PAM配列、下線で示した配列が gRNA配列であり、変異の導入され

た配列を白抜きで示した。 
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Figure 2-4 oscoi1b変異株#1の塩基配列 (Inagaki et al. (2022) より引用) 

野生型と oscoi1b #1の塩基配列について、CLUSTALWで配列を比較した。CLUSTALW

には GenomeNet (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) を使用した。枠で囲った

配列が PAM配列、下線で示した配列が gRANは配列、終止コドンは白抜きで示した。 
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Figure 2-5 oscoi1a変異株のアミノ酸配列のアライメント (Inagaki et al. (2022) より

引用) 

野 生 型 と oscoi1a 変 異 株 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 、 CLUSTALW 

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) で配列を比較した。JA-Ile の認識に重要な

アミノ酸残基を白抜きで示した。青丸は AtCOI1に対応する JA-Ileと接する残基を、緑

丸は AtCOI1において AtJAZ1デグロンのヘリックスと接する残基に対応するものを、

赤丸は AtCOI1において AtJAZ1デグロンのヘリックスと接する残基に対応するものを

示した。矢頭は Cas9のターゲットを示した。 
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Figure 2-6 oscoi1b変異株のアミノ酸配列のアライメント (Inagaki et al. (2022) より

引用) 

野 生 型 と oscoi1b 変 異 株 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 、 CLUSTALW 

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) で配列を比較した。JA-Ile の認識に重要な

アミノ酸残基を白抜きで示した。青丸は AtCOI1に対応する JA-Ileと接する残基を、緑

丸は AtCOI1において AtJAZ1デグロンのヘリックスと接する残基に対応するものを、

赤丸は AtCOI1において AtJAZ1デグロンのヘリックスと接する残基に対応するものを

示した。矢頭は Cas9のターゲットを示した。 
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Figure 2-7 oscoi2 変異株のアミノ酸配列のアライメント (Inagaki et al. (2022) より

引用) 

野 生 型 と oscoi2 変 異 株 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 、 CLUSTALW 

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) で配列を比較した。JA-Ile の認識に重要な

アミノ酸残基を白抜きで示した。青丸は AtCOI1に対応する JA-Ileと接する残基を、緑

丸は AtCOI1において AtJAZ1デグロンのヘリックスと接する残基に対応するものを、

赤丸は AtCOI1において AtJAZ1デグロンのヘリックスと接する残基に対応するものを

示した。矢頭は Cas9のターゲットを示した。 
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Figure 2-10 イネ COI 変異株の稔実率と oscoi2 変異株の葯の形態  (Inagaki et al. 

(2022) より引用) 

A: イネ COI 単独変異株の稔実率 means±S.E. (n=6), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

B: oscoi1a oscoi1b 二重変異株の稔実率 means±S.E. (n=6), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

C: oscoi2 変異株の開花後の葯 スケールバーは 500 µm を示す。 

D: oscoi2 #1 の葯の内部と花粉 スケールバーは 1 mm を示す。 

E: oscoi2 #2 の葯の内部と花粉 スケールバーは 1 mm を示す。 

A B 

C 

D 

E 
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Figure 2-12 制限酵素による OsCOI2/oscoi2の分離比の解析 (Inagaki et al. (2022) よ

り引用) 

A: Bsr Iによるジェノタイピングのモデル 

B: OsCOI2/oscoi2の分離比 

  M: 100 bp マーカー 

  WTは野生型を、赤丸は oscoi2 #1のホモ接合体を示した。 

A 

B 



56 

 

 

  
A 

B 

C 

Figure 2-13 イネ COI 変異株のファイトアレキシン蓄積量 (Inagaki et al. (2022) よ

り引用) 

白は MeJA未処理を、グレーは 500 µM MeJA処理の結果を示した。 

A: 変異株におけるサクラネチンの蓄積量 

B: 変異株におけるモミラクトンの蓄積量 

C: 変異株におけるファイトカサンの蓄積量 

means±S.E. (n=5), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 
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Figure 2-14 500 µM MeJA 処理による JA 応答性遺伝子の発現量 (Inagaki et al. 

(2022) より引用) 

グラフの縦軸は各遺伝子の発現量をユビキチンの発現量で補正し、野生型株の値に対す

る変異株の発現量の相対値を示した。横軸はイネの種類と MeJAの処理濃度を記した。 

means±S.E. (n=3), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 
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Figure 2-15 50 µM MeJA処理による JA応答性遺伝子の発現量 (Inagaki et al. (2022) 

より引用) 

グラフの縦軸は各遺伝子の発現量をユビキチンの発現量で補正し、野生型株の値に対す

る変異株の発現量の相対値を示した。横軸はイネの種類と MeJAの処理濃度を記した。 

means±S.E. (n=3), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 
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Figure 2-16 イネ COI 変異株のクロロフィル含有量 (Inagaki et al. (2022) より引用)  

横軸はイネの種類と MeJAの処理濃度を記した。 

A: MeJA処理による oscoi1a変異株のクロロフィル含有量 

B: MeJA処理による oscoi1b変異株のクロロフィル含有量 

C: MeJA処理による oscoi2変異株のクロロフィル含有量 

D: MeJA処理による oscoi1a oscoi1b二重変異株のクロロフィル含有量 

means±S.E. (n=5), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

A B 

C D 
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Figure 2-17 イネ COI 変異株の第二葉鞘の伸長抑制解析 (Inagaki et al. (2022) より

引用)  

5、10、20 µM JAを含む寒天培地にて 10日間生育させた後、第二葉鞘の長さを測定し

た。横軸はイネの種類と MeJAの処理濃度を記した。 

A: JA処理時の oscoi1a変異株の第二葉鞘長 

B: JA処理時の oscoi1b変異株の第二葉鞘長 

C: JA処理時の oscoi2変異株の第二葉鞘長 

D: JA処理時の oscoi1a oscoi1b二重変異株の第二葉鞘長 

means±S.E. (n=9~10), Dunnett’stest (*p<0.05; **p<0.01) 

A B 

C D 
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Figure 2-18 oscoi1a oscoi1b二重変異株の第二葉鞘の抑制割合 

実測値の幾何平均値でグラフを作成した。各イネにおける JA 未処理時の値を 100 とした

時の各割合を示した。横軸はイネの種類とMeJAの処理濃度を記した。 

means±S.E. (n=9~10), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 
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Figure 2-19 イネ COI 変異株の根の伸長抑制解析 (Inagaki et al. (2022) より引用) 

5、10、20 µM JAを含む寒天培地にて 10日間生育させた後、根の長さを測定した。横

軸はイネの種類と MeJAの処理濃度を記した。 

A: JA処理時の oscoi1a変異株の根の長 

B: JA処理時の oscoi1b変異株の根の長 

C: JA処理時の oscoi2変異株の根の長 

D: JA処理時の oscoi1a oscoi1b二重変異株の根の長 

means±S.E. (n=9~10), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

A B 

C D 



63 

 

 

  

A 

B 

Figure 2-20 oscoi2変異株の MDA蓄積量 

A: oscoi2変異株で観察される生理障害 

 スケールバーは 1 cmを示す。 

B: oscoi2変異株の生理障害部位におけるMDA蓄積量 

 VC: ベクターコントロール 

 N: 健全部位 

 L: 生理障害部位 

means±S.E. (n=3), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 
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Table 2-1 本研究において検出したイネ COI変異株の遺伝子型一覧 

mutant genotype 

oscoi1a #1 1 bp deletion 

oscoi1a #2 1 bp insertion 

oscoi1b #1  大規模変異 

oscoi1b #2 4 bp deletion 

oscoi1b #3 16 bp deletion 

oscoi2 #1 1 bp deletion 

oscoi2 #2 1 bp insertion 

 



65 

 

第 3 章 イネ COI-JAZ の相互作用解析 

3-1 緒言 

 第 2章の解析から、OsCOI2が稔性や JA 誘導的な防御応答と老化、根の伸長抑制などに

主要に関与する一方で、OsCOI1aと OsCOI1b、OsCOI2の機能が重複して地上部の伸長抑

制に関与することが明らかとなった。このことから、イネの COI は機能分化していると考

えられる。COI1 は JAZ と複合体を形成して JA-Ile 受容体として機能する。そこで、本章

では、イネ COIと JAZの間の相互作用の選択性について解析を行い、OsCOI2とのみ特異

的に相互作用する JAZを明らかにすることを試みた。 
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3-2 材料と方法 

3-2-1 活性型ジャスモン酸イソロイシンの精製 

天然型 JA-Ile の精製 

JA-Ile 平衡混合物 (化合物 1、2、3、4) (Fig. 3-1) は、Ogawa and Kobayashi (2008) の

方法に従ってラセミ体の JA と L-イソロイシンを縮合することによって合成した。この化

学合成は、帝京大学理工学部バイオサイエンス学科 内田健一教授に依頼して行って頂いた。

次に、Jikumaru et al. (2004) の方法に従い、逆相 HPLCにて天然型 JA-Ile (化合物 1、2) 

を精製した。HPLCの条件を以下に記す。約 30 min平衡化をした後、メタノールで溶解し

た 25 mg/mL JA-Ile平衡混合物を 500 µLインジェクションし、約 30 minと約 40 minの

ピークをそれぞれ分取した。分取したサンプルはロータリーエバポレーターで濃縮し、ヘキ

サンを用いて酢酸を共沸させた。LC-MS/MSに供し精製の確認を行った。 

 

＜分取用逆相 HPLCの条件＞ 

HPLC: LC-20AD (SHIMADZU) 

カラム: ODS-4253-D 10φ×250 mm (センシュー科学) 

移動相: A 0.1% CH3COOH in water 

B 0.1% CH3COOH in CH3OH (A: B = 43: 57) 

流速: 3 mL/min 

検出波長: 210 nm 

 

＜分析用 HPLCの条件＞ 

HPLC: Agilent Technologies 1200 series 

カラム: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 

移動相: A 0.05% CH3COOH in water 

B 0.05% CH3COOH in CH3CN 

Time (min) %B Flow (mL/min) 

0 10 0.2 

10 98 0.2 

10.1 98 0.3 

15 98 0.3 

15.1 10 0.2 

25 10 0.2 

 

＜分析用 MS/MSの条件＞ 

MS/MS: Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS 
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Ion source: ESI 

 

イオン化条件 

共通パラメーター 

Gas Temp. 300℃ 

Gas Flow 5 L/min 

Nebulizer 45 psi 

Sheath Gas Temp. 350℃ 

Seath Gas Flow 11 L/min 

Capillary 3500 V 

Nozzle Voltage 500 V 

 

Scan Segments 

JA-Ile 13C6-JA-Ile CE Polarity 

322 > 130 

322 > 172 

328 > 136 

328 > 178 

16 

8 
Negative 

 

活性型 JA-Ile の精製 

 上記で精製した天然型 JA-Ile (化合物 1、2) を用いて、順相 HPLCにて活性型 JA-Ile (化

合物 1) を精製した。Fonseca et al. (2009) と Takaoka et al. (2019) の手法を参考に、溶

出溶媒とカラムを下記の通りに変更した。約 30 min平衡化した後、エタノールで溶解した

100 mMの天然型 JA-Ile (化合物 1、2) を 100 µL と溶出溶媒 400 µLを混合した計 500 µL

のサンプルをインジェクションし、約 30〜32 minのピークを分取した。この際、化合物 1

以外の JA-Ile 異性体が入ってこないよう、可能な限りピークのみを回収するようにした。

分取したサンプルは熱による異性化の可能性があるため、加熱せずにロータリーエバポレ

ーターで濃縮し、トルエンを用いて酢酸を共沸した。これに窒素ガスを吹き付けて乾固し、

エタノールで溶解して 10 mMのストックとして-80℃で保存し、一部を LC-MS/MSに供し

た。条件は上に記したものと同様の条件で検出した。 

 

＜順相 HPLCの条件＞ 

HPLC: LC-20AD 

カラム: NUCLEOSIL 50-5 10×250 (W) (ケムコプラス) 

移動相: A 0.15% CH3COOH in CH3(CH2)4CH3 

B 0.15% CH3COOH in CH3CH2OH (A: B = 96: 4) 

流速: 3 mL/min 

検出波長: 220 nm、254 nm 
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3-2-2 共免疫沈降法によるタンパク質の相互作用解析 

免疫沈降 

 本実験の概要は Fig.3-2 に記した。本解析で用いる組み換えタンパク質である OsCOI-

GST は昆虫細胞発現系で発現・精製したものを、fluoresceinを結合した OsJAZ ペプチド

は人工合成したものを東北大学大学院生命科学研究科 上田実教授に分与して頂いた。

OsJAZ ペプチドは、Jas モチーフのアミノ酸配列に対応する (Fig. 3-7)。リガンドには 3-

2-1 で精製した活性型 JA-Ile (化合物 1) を使用した。サンプル当たりの反応液の組成は

Table3-1に記た。 

 反応液の調製に際しては、タンパク質の安定性を考慮して 1×IP buffer、cOmpleteTM 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Merck)、IP5、GST-OsCOI、リガンド、fluorescein-

OsJAZ の順にチューブに加えていった (Table 3-1)。これを 4℃で 1 h インキュベートし、

抗 fluorescein 抗体 (GeneTex) を 0.2 µL ずつ加えて、4℃で 1 h ローテーターで転倒混和

した。ここに、あらかじめ 1×IP bufferで洗浄した SurebeasTM Protein G Magnetic Beads 

(BIO-RAD) を 10 µLずつ添加し、さらに 4℃で 1 hローテーターで転倒混和した。その後、

magnetic stand で bead を回収し、1×PBS-T で 3 回洗浄した。これを 1×sample buffer 

(100 mM DTT+) で懸濁し、60℃で 10 min 処理することでタンパク質の変性を行った。 

 

SDS-PAGE 

免疫沈降にて回収し、変性させたサンプルを 8%のアクリルアミドゲルに 5 µL ずつアプ

ライして、ゲル 1枚当たり 0.03 Aの電圧で約 1 h泳動した。 

 

試薬の組成 

○2×IP buffer 

Tris 1.212 g (100 mM) 

NaCl (関東化学) 1.16 g (200 mM) 

Glycerol (関東化学) 20 mL (20% v/v) 

Tween 20 (関東化学) 0.2 mL (0.2% v/v) 

超純水 fill up to 100 mL 

 4℃で保存し、使用前に超純水と 1: 1となるよう希釈してから、2-mercaptoethanol (ナカ

ライテスク) を 20 mMとなるよう加えて、HClで pH7.8に調整して 1×IP bufferとした。 

 

○10×SDS泳動 buffer 

Tris 15.1 g 

ラウリル硫酸ナトリウム (SDS; 関東化学) 5 g 

グリシン (関東化学) 72.1 g 

蒸留水 fill up to 500 mL 
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 SDS-PAGEの泳動には蒸留水で 10倍希釈してから使用した。 

 

○転写用 buffer 

10×SDS 泳動 Buffer 10 mL 

メタノール (関東化学) 20 mL 

蒸留水 70 mL 

total 100 mL 

 

○20×PBS 

NaCl 80 g 

Na2HPO4 (関東化学) 11.5 g 

KCl 2 g 

KH2PO4 (和光純薬) 2 g 

蒸留水 fill up to 500 mL 

 上記の試薬を蒸留水で溶解し、オートクレーブで滅菌した。これを蒸留水で 20倍希釈し

て pH7.4に調整し、tween20を 0.1%になるよう加えて 1×PBS-Tとしたものを使用した。 

 

SDS-PAGE用ゲルの組成 

○濃縮ゲル (2枚分の組成) 

濃縮ゲル buffer (0.5 M Tris pH6.8) 1 mL 

30(w/v)%-アクリルアミド/ビス (ナカライテスク) 667 µL 

分子生物学純水 2.23 mL 

10%SDS 溶液 (ナカライテスク) 40 µL 

N,N,N',N',-テトラメチルエタン-1,2-ジアミン (TEMED; ナカライテスク) 6.6 µL 

10%ペルオキソ二硫酸アンモニウム (APS; ナカライテスク) 66 µL 

 

○10%分離ゲル (2枚分の組成) 

分離ゲル buffer (1.5 M Tris pH8.8) 2.5 mL 

30(w/v)%-アクリルアミド/ビス 3.33 mL 

分子生物学純水 4.03 mL 

10%SDS 溶液 100 µL 

TEMED 20 µL 

10%APS 75 µL 
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○8%分離ゲル (2枚分の組成) 

分離ゲル buffer (1.5 M Tris pH8.8) 2.5 mL 

30(w/v)%-アクリルアミド/ビス 2.66 mL 

分子生物学純水 4.64 mL 

10%SDS 溶液 100 µL 

TEMED 20 µL 

10%APS 75 µL 

 

ウェスタンブロッティング 

 ブロッティング装置 (Trans-Blot SD Cell 221BR 41285; BIO-RAD) を用いて、SDS-

PAGE で分離したタンパク質を、転写用 buffer に浸したニトロセルロースメンブレン 

(BIO-RAD) へ 15 Vで 30 min転写した。転写後のメンブレンは、10倍希釈した Blocking 

One (ナカライテスク) で 1 h振盪してブロッキングした。その後、1×PBS-Tで 2 min×2

回洗浄し、iBindTM Flex Western Device (ThermoFisher SCIENTIFIC) を使用して、抗体

反応を行った。抗体には、抗 GST HRP conjugate 抗体 (GE ヘルスケア ライフサイエン

ス) を 25,000倍希釈して使用した。 

 抗体反応終了後は、1×PBS-T で 2 min×2 回洗浄し、発光試薬として ImmobilonTM 

Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck) を使用して、ChemiDocTM XRS+ 

(BIO-RAD)で化学発光を検出した。 

 

3-2-3 本章で扱った gene ID 

 OsJAZ2 : Os07g0153000, OsJAZ4 : Os09g0401300, OsJAZ5 : Os04g0395800 
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3-3 結果と考察 

3-3-1 活性型ジャスモン酸イソロイシンの精製 

JA-L-Ile は構造中に不斉炭素 (3位および 7 位) が 2 つ存在しており、4 種の異性体が存

在する。7 位については、ケトン基と隣接していることからケト-エノール互変異性によっ

て立体が反転し、より熱力学的に安定な trans型に変換される。その結果、7位については

cis型: trans型の存在比が 5: 95の平衡混合物として水溶液中で存在する (Fig.3-1)。このた

め、JA-Ile は天然型の平衡混合物 (化合物 1、2) と非天然型の平衡混合物 (化合物 3、4)  と

して考えることができる。生体内においては化合物 1 が生合成され、これが受容体と結合

する活性型の分子である。細胞内でも、化合物 1 は時間経過とともに化合物 2 へと自然に

変換される。 

ラセミ体の JA と L-イソロイシンから化学合成された JA-Ile は天然型 (化合物 1、2) と

非天然型 (化合物 3、4) の混合物であることから、まずは逆相 HPLC によって天然型 JA-

Ile (化合物 1、2) と非天然型 JA-Ile (化合物 3、4) に分離した。約 30 minの RTに検出さ

れるピークが非天然型 JA-Ile (化合物 3、4) であり、約 40 minの RTで検出されるピーク

が天然型の JA-Ile (化合物 1、2) であった (Fig.3-3)。これを濃縮して再度逆相 HPLCで精

製を行うことで、非天然型 JA-Ile (化合物 3、4) の含量が 0.5%以下である天然型 JA-Ileの

平衡混合物 (化合物 1、2) を得た (Fig.3-4)。 

 次に、天然型 JA-Ile (化合物 1、2) から cis型 (化合物 1) と trans 型 (化合物 2) の JA-

Ile の精製を順相 HPLC にてシリカゲルカラムを用いて行った。Fonseca et al. (2009) と

Takaoka et al. (2019) の手法から、溶出溶媒とカラムを検討することで活性型 JA-Ile (化合

物 1) の分離が向上した (Fig.3-5)。活性型 JA-Ile (化合物 1) は約 30〜32 min の RT で検

出され、非活性型 JA-Ile (化合物 2) は約 33 minにピークが検出された。これを濃縮し、酢

酸を共沸させたものを活性型 JA-Ile (化合物 1) として得た。得られた活性型 JA-Ile (化合

物 1) を LC-MS/MS に供して、標品である天然型 JA-Ile (化合物 1、2) と非天然型 JA-Ile 

(化合物 3、4) と比較すると、RTの異なるピークが検出され、活性型である(+)-7-iso-JA-Ile 

(化合物 1) を精製した (Fig.3-6)。 

 

3-3-2 イネ COI-JAZの共免疫沈降 

 本解析において、昆虫細胞系によって発現させた GST-OsCOI と人工合成した

fluorescein-OsJAZの相互作用解析を行った。JAZは安定性が低いものが多いことから、発

現させたタンパク質がすぐに失活してしまう。そこで JAZ の Jas ドメインのペプチドを用

いることで、安定して COI との相互作用解析を行うことができる手法が確立されている 

(Takaoka et al., 2018; Saito et al., 2021) (Fig.3-7a)。この手法を用いて、divergent-Jasを

含む OsJAZ2と OsJAZ5 (Tian et al., 2019)、典型的な Jas ドメインを保持する JAZとし

て OsJAZ4 のそれぞれの Jas ドメインのペプチドとイネ COI の相互作用解析を行った 
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(Fig.3-8)。 

 活性型である(+)-7-iso-JA-Ile (化合物 1) の存在下で、OsCOI1a および OsCOI1b は、

OsJAZ4 と共免疫沈降されたことから、OsCOI1a-OsJAZ4 と OsCOI1b-OsJAZ4 の組み合

わせが相互作用することが示された (Fig.3-7B、Table3-2)。一方で、OsJAZ2 と OsJAZ5 の

ペプチドは、OsCOI1aと OsCOI1bのどちらとも共免疫沈降されなかった。このことから、

OsCOI1aおよびOsCOI1bは OsJAZ2およびOsJAZ5とは相互作用しないことが示唆され

た。 

OsCOI2と OsJAZ2の組み合わせは、0.01 µM (+)-7-iso-JA-Ile (化合物 1) の存在下では

共免疫沈降されなかったが、0.1 µM (+)-7-iso-JA-Ile (化合物 1) 存在下では共免疫沈降され

た (Fig.3-7B、Table3-2)。一方で、OsCOI2と OsJAZ5の組み合わせは、低濃度である 0.01 

µM (+)-7-iso-JA-Ile (化合物 1) の存在下でも共免疫沈降された。OsCOI2 と OsJAZ4 の組

み合わせも、OsJAZ5と同様に 0.01 µM (+)-7-iso-JA-Ile (化合物 1) の存在下で共免疫沈降

された。このことから、OsJAZ2と OsJAZ5 は相互作用する COIに選択性があり、OsCOI2

とのみ相互作用することが示唆された。一方で、OsJAZ4は OsCOI1aと OsCOI1b、OsCOI2

の全てのイネ COIと相互作用した。 

さらに、OsJAZ2と OsJAZ5 が OsCOI2と相互作用する(+)-7-iso-JA-Ile (化合物 1) の濃

度に差があり、COIと JAZの組み合わせによって JA-Ile に対する親和性に差があることが

示唆された。第 2 章の結果から、イネの COI が機能分化しており、OsCOI2 がイネの JA

応答において主要に機能することが示されている。このイネ COIの生理機能の差異が JAZ

に対する選択性や JA-Ile に対する親和性の違いによって生じている可能性が考えられる。 
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Figure 3-1 JA-Ile の異性体 

受容体に結合する活性型は(+)-7-iso-JA-Ile である。また。水溶液中において cis-体と

trans-体は 5: 95の割合の平衡混合物として存在する。 
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Figure 3-2 共免疫沈降法による COI1-JAZ の相互作用解析の概要 

Takaota et al. (2018) と Saito et al. (2021) の方法に従って共免疫沈降を行った。 
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Sample Concentration Final concentration Volume 

Fluorescein-OsJAZ 10 µM 10 nM 0.35 µL 

GST-OsCOI each 5 nM each 

IP5 100 µM 100 nM 0.35 µL 

1×IP Buffer   350 µM 

25×cOmplete   14 µL 

JA-Ile 0.01、0.1、1、10 mM 0.01、0.1、1、10 µM 0.35 µL 

 

Table 3-1 共免疫沈降の組成 
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Figure 3-4 LC-MS/MSによる天然型 JA-Ile のクロマトグラフィー 

A: 100 pg/µLの天然型 JA-Ile の標品 

B: 逆相 HPLCで精製した非天然型 JA-Ile 

C: 逆相 HPLCで精製した天然型 JA-Ile 
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Figure 3-6 LC-MS/MSによる活性型 JA-Ile のクロマトグラフィー 

逆相 HPLC に複数回供し、分離したものを非天然型 JA-Ile (化合物 3、4) と天然

型 JA-Ile (化合物 1、2) の標品として用いた。 
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Figure 3-7 JAZペプチドを用いた相互作用解析 (Inagaki et al. (2022) より引用) 

A: JAZペプチドのアミノ酸配列 

 Jas モチーフを fluorescein (Fl) で標識したものを東北大学上田教授より分与して頂

いた。 

B: 共免疫沈降によるイネ COI1-JAZの相互作用解析の結果. 

A 

B 
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Figure3-8 イネ JAZのアミノ酸配列のアライメント 

OsJAZ2 と OsJAZ4、OsJAZ5 のアミノ酸配列について、CLUSTALW で配列を比較し

た。CLUSTALWには GenomeNet (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) を使用

した。TIFY motifはグレーで、JAZ degron を黄色で、Core sequense をピンクで、C-

terminal motif を青で示す。また、シロイヌナズナ JAZ1において JA-Ile と接するアミ

ノ酸残基に対応するものを緑の丸で、COI1 と結合するアミノ酸残基に対応するものを

橙の丸で示す。 
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第 4 章 OsJAZ2 および OsJAZ5 の機能解析 

4-1 緒言 

 第 3 章までの結果から、OsCOI2 がイネの JA 応答において主要な機能を持つこと、

OsJAZ2 および OsJAZ5 が OsCOI2 と特異的に相互作用することが明らかになった。この

ことから、OsJAZ2 および OsJAZ5 が OsCOI2 の下流の様々な JA 応答性遺伝子の制御に

関与していると考えられた。 

 OsJAZ2 および OsJAZ5 は OsCOI2 とのみ相互作用したことから、oscoi2 変異株におい

ては JA-Ile 存在下でも OsJAZ2および OsJAZ5 が分解されず、下流遺伝子を抑制している

ことが予想される。そこで、OsJAZ2 と OsJAZ5 についてそれぞれ過剰発現株を作出し、

その表現型の解析を行うことで、OsJAZ2および OsJAZ5の機能解析を行うことにした。 
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4-2 材料と方法 

4-2-1 大腸菌のコンピテントセルの作製 

 大腸菌のコンピテントセルは Inoue et al. (1990) を参考に作製した。まず、ガラス試験

管 (Φ25 mm×200 mm) と、500 mL三角フラスコをオートクレーブで滅菌した。以降の

操作は、クリーンベンチにて無菌的に操作を行った。Escherichia coli DH5αのグリセロー

ルストックを、白金耳を用いて抗生物質を含まない LB 寒天培地に植菌して、37℃で 16 h

培養した。得られたシングルコロニーを、SOB培地 2 mLを分注した試験管へ植菌して 37℃

で 16 h振盪培養した。この菌液のうち、1 mLを滅菌済みの三角フラスコへ分注した SOB

培地 500 mLへ植え継いだ。室温で振盪培養を行い、OD600が約 0.4の時点で氷中において

急冷した。 

 培養した菌液は、50 mLチューブへ移して、4℃、3,000 ×g、10 minで遠心することで

集菌した。上清を取り除き、大腸菌のペレットへ氷冷した transformation buffer を 5 mL

吹き付け、ピッペッティングで懸濁した。その後、4℃、3,000 ×g、10 minで遠心分離を

行い、上清を除去した。大腸菌のペレットは、氷冷した transformation buffer 5 mLで再

懸濁し、氷上にて DMSOを 350 µL加え、よく撹拌した。その後、予冷した 1.5 mLチュー

ブに大腸菌懸濁液を 100 µL ずつ分注し、すぐに液体窒素で凍結させてから-80℃のフリー

ザーで保存した。 

 

試薬の組成 

○LB液体培地 

LB 培地, Miller (ナカライテスク) 2.5 g 

蒸留水 fill up to 100 mL 

 オートクレーブで 121℃、20 min滅菌して、常温で保存した。抗生物質は使用前に適宜

必要量を加えた。 

 

○LB寒天培地 

LB 培地, Miller 2.5 g 

BactoTM Ager (Becton, Dickinson and Company) 1.5 g 

蒸留水 fill up to 100 mL 

 オートクレーブで 121℃、20 min滅菌した。約 60℃まで冷えたら、浅型プラスチックシ

ャーレ (Φ90 mm×15 mm) に約 15 mLずつ分注し、平板培地とした。培地は冷蔵庫で保

存した。抗生物質は、シャーレへ流し入れる前に、適宜必要量を加えた。 
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○SOB培地 

Tryptobne (和光純薬) 4 g 

Yeast extract (和光純薬) 1 g 

NaCl 116.88 mg 

KCl 37.34 mg 

蒸留水 fill up to 200 mL 

 オートクレーブで滅菌し、常温で保存した。 

 

○Transformation buffer (50 mLの組成) 

Piperazin-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) (ナカライテスク) 0.15 g 

CaCl2・2H2O (関東化学) 0.11 g 

KCl 0.93 g 

MnCl2・4H2O (関東化学) 0.545 g 

蒸留水 fill up to 45 mL 

 MnCl2・4H2Oを除く試薬を蒸留水で溶解し、0.5 M KOHで pH6.7に調整した。最後に

MnCl2・4H2Oを加えて撹拌後、0.22 µmのフィルター (ADVANTEC) で濾過滅菌し、4℃

で保存した。 

 

○100×Mg solution 

MgSO4・7H2O (関東化学) 2.465 g 

MgCl2・6H2O (関東化学) 2.033 g 

蒸留水 fill up to 10 mL 

 オートクレーブで滅菌し、常温で保存した。使用時は、SOB 培地の使用量の 1/100 とな

るよう事前に加えた。 

 

4-2-2 OsJAZ2 と OsJAZ5 の転写抑制能の解析 

レポータージーンアッセイ用プラスミドの作製 

 レポーターとなる DPF遺伝子の上流域 0.4 kbpの配列にホタルルシフェラーゼ遺伝子が

連結されたコンストラクト (pGL4-DPF0.4k-FLUC) と、インターナルコントロールとなる

ユビキチンプロモーターとウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子を発現するコンストラクト 

(pUbi-RLUC)、エフェクターとなるユビキチンプロモーターの下流に OsMYC2を連結した

コンストラクト (pUbi-OsMYC2) は東京大学アグロバイオテクノロジー研究センター 岡

田憲典准教授に分与して頂いた (Fig.4-1A)。本解析では、エフェクターとしてユビキチンプ

ロモーターを連結した OsJAZ2と OsJAZ5のコンストラクトの作製を行った。 

OsJAZ2と OsJAZ5 の coding sequence (CDS) の増幅とシームレスクローニング用配列

を連結することを目的に、KOD FX を用いて付属のプロトコールに従い、PCR を行った。



86 

 

アガロースゲル電気泳動で目的のバンドのみを切り出して精製しすることで、インサート

DNA の調製を行った。ベクターには pUCAP/Ubi-NT を使用し (Shimono et al., 2007)、

Kpn Iのよって線状化した。これらを用いて、Motohashi (2015) に従い SLiCE反応によっ

てシームレスクローニングを行った。 

 

Primer 

OsJAZ2 pUCAPクローニング用プライマー 

 Forward 5’-TGGCCAAATCGGCCGATGGCGGAGGAGCGGAGG-3’ (34 bp) 

 Reverse 5’-GCGGCCGCGGATCCGCTATGGCCGGGCGTACAG-3’ (33 bp) 

 

OsJAZ5 pUCAPクローニング用プライマー 

Forward 5’-TGGCCAAATCGGCCGATGTCGACGAGGGCGCCC-3’ (33 bp) 

 Reverse 5’-GCGGCCGCGGATCCGCTAGGACGCCGTGTGCTC-3’ (33 bp) 

 

大腸菌の形質転換 

4-2-1で作製した大腸菌のコンピテントセルと、SLiCE反応後のプラスミドを混和し、氷

上で 30 min インキュベートした。42℃で 30 sec ヒートショックをし、再度氷上に戻して

急冷した。その後、LB液体培地を 200 µL加え、37℃で 30 min前培養を行った。これを、

pUCAP/Ubi-NT の選抜マーカーであるアンピシリン (ナカライテスク) を 50 µg/mL の濃

度で加えた LB寒天培地にストリークした。37℃で 16 h培養し、得られたシングルコロニ

ーを、アンピシリンを含む 3 mLの LB液体培地に植菌した。これを 37℃で 16 h振盪培養

し、集菌後に FastGeneTM Plasmid Mini Kit (日本ジェネティクス) を用いて大腸菌からプ

ラスミドを精製した。プラスミドは、ユーロフィンジェノミクス株式会社にシークエンス解

析を依頼して、目的の塩基配列がプラスミドに組み込まれていることかを解析した。 

 

プラスミド DNAのタングステンへの吸着 

 99.5%エタノールおよび 70%エタノールによって洗浄したタングステンを滅菌蒸留水で

懸濁し、60 mg/mLのタングステン懸濁液を調製した。これ用いてを Table4-1に示す組成

でプラスミドを吸着させ、70%エタノールで洗浄後、99.5%エタノールで再懸濁した。 

 

イネ葉身の切片の作製 

 2-2-1と同様の方法で、日本晴野生型株の種子を 0.8%寒天培地へ播種・生育させた。播種

後 14日の植物体の第 3葉を用いて、5 mm幅の切片を作製した。これを蒸留水に浮かべて

連続白色光下で一晩馴化させた。 
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パーティクルガンによる遺伝子導入 

 IDERA GIE-Ⅲ型 (タナカ) を使用してタングステンの打ち込みを行った。打ち込みの条

件は以下に示す。イネ切片 4枚を、蒸留水で浸した濾紙に並べて打ち込みをした。打ち込み

をした切片は、蒸留水に浮かべて一晩静置した。 

 

Heの噴出時間: 0.025 sec 

チャンバーの圧力: -60 kPa 

Heの圧力: 0.4 MPa 

 

ルシフェラーゼ活性の測定 

 遺伝子導入したイネ切片を、2枚で 1サンプルとしてジルコニアビーズの入ったスクリュ

ーキャップの 2 mL チューブへ回収した。液体窒素で凍結後、Dual-Luciferase Reporter 

Assay System (Promega) の付属のプロトコールに従い、100 µLの溶解用 buffer 中で Fast 

Prep-24 5Gを用いて破砕した。25℃、14,000 rpm、10 minの条件で遠心後、上清を 96 well 

プレートに 20 µLずつ分注した。その後、TriStar2 LB942 Multimode Reader (BERTHOLD 

TECHNOLOGIES) を用いて、基質を加えながら化学発光を測定した。測定の条件は Fig.4-

2 に示す。 

 

4-2-3 過剰発現用プラスミドの作製 

過剰発現用ベクターへの遺伝子の導入 

過剰発現用プラスミドの作製に際しては、まずそれぞれの JAZ について CDS の増幅を

行った。本実験では、FLAG タグを連結させた OsJAZ5 を過剰発現させることとした。研

究室に保管されていた OsJAZ2 と OsJAZ5 のテンプレートに用いたプラスミドは、同じ

FLAGタグだが塩基配列が異なっていたために、OsJAZ5が導入されたプラスミドの FLAG

タグと配列をそろえることを目的に、OsJAZ2 については 2段階の PCRを行った。PCR の

DNA polymerase には KOD-Plus-Neo (TOYOBO) を使用し、付属のプロトコールに従い

PCR 反応を行い、アガロースゲル電気泳動で目的のバンドのみを切り出して精製した。過

剰発現用ベクターである p2KGベクターは (Kitagawa et al., 2010)、Kpn Iと Sac Iのユ

ニークサイトを有していることから、これらの制限酵素によって線状化した (Fig.4-3)。

PCRの増幅断片と線状化したベクターは、In-fusion® HD Cloning kit (TaKaRa) を用いて

付属のプロトコール通りにシームレスクローニングを行った。 
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Primer 

OsJAZ2 1st PCR用プライマー 

Forward 5'-GACTACAAGGATGACGATGACAAGGATATGGCGGAGGAGC-3' 

         (40 bp) 

Reverse 5'-GATCGGGGAAATTCGCTATCGCCGGGCGTACAG-3' (33 bp) 

 

OsJAZ2 2nd PCR用プライマー 

Forward 5'-GAGGATCCCCCGGGGATGGATTACAAGGATGACG-3' (34 bp) 

Reverse 5'-GATCGGGGAAATTCGCTATCGCCGGGCGTACAG-3' (33 bp) 

 

OsJAZ5 p2KGクローニング用プライマー 

Forward 5'-GAGGATCCCCCGGGGATGGACTACAAGGATGACG-3' (34 bp) 

Reverse 5'-GATCGGGGAAATTCGATAGGACGCCGTGTGCTC-3' (33 bp) 

 

 FLAGタグ由来の配列を下線で示した。 

 

大腸菌の形質転換 

4-2-1で作製した大腸菌のコンピテントセルと、In-fusion反応後のプラスミドを用いて、

4-2-2と同様の方法で大腸菌の形質転換を行い、シークエンス解析を行った。選抜用の抗生

物質には 50 µg/mL のハイグロマイシン (ナカライテスク) とカナマイシン (ナカライテス

ク) を使用した。 

 

4-2-4 過剰発現株の作出 

アグロバクテリウムのコンピテントセルの作製  

 植物への遺伝子導入効率を向上させるため、pSuperAgro (インプランタイノベーション

ズ) を保持した Agrobacterium tumefaciens EHA105 株を用いた (Nonaka et al., 2008)。

リファンピシン (終濃度 25 µg/mL; ナカライテスク) およびゲンタマイシン (終濃度 50 

µg/mL; ナカライテスク) を含むLB寒天培地にEHA105/pSuperAgro株のグリセロールス

トックをストリークし、暗黒下 28℃で 2日間培養した。得られたシングルコロニーを 2 mL

のリファンピシンとゲンタマイシンを含む LB 液体培地に植菌し、28℃で 1 日振盪培養し

た。この前培養液を、新しい液体培地に全量植菌し、28℃で OD600 が 0.5 になるまで振盪

培養した。 

 培養した菌液を 10 min以上氷冷し、4℃、3,500 rpm、15 min遠心し、上清を除去した。

1 mLの滅菌済みの氷冷した 20 mM CaCl2で、ペレットを懸濁した。この懸濁液を 100 µL

ずつ分注し、液体窒素で凍結後、—80℃で保存し、コンピテントセルとした。 
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アグロバクテリウムの形質転換 

 コンピテントセルを室温で溶解し、15 mL チューブの中でプラスミド DNAを 1 µg加え

てよく混和した。その後、液体窒素中で急冷して凍結させた。37℃で 5 min インキュベー

トした後に、直ちに LB 液体培地を 1 mL 加え、28℃で 3 h 振盪培養した。培養液を 4℃、

10,000 rpm、1 min遠心し、上清を 100 µL 残して除去した。残った上清でペレットを懸濁

し、リファンピシン (終濃度 25 µg/mL) とゲンタマイシン (終濃度 50 µg/mL)、ハイグロマ

イシン (終濃度 50 µg/mL)、カナマイシン (終濃度 50 µg/mL) を含む LB 寒天培地に植菌

し、暗黒下にて 28℃で 2日間培養した。 

 得られたシングルコロニーをリファンピシンとゲンタマイシン、ハイグロマイシン、カナ

マイシンを含む LB 液体培地の植菌し、28℃で 1 日間振盪培養した後、菌液は 50%グリセ

ロールと混合し、グリセロールストックとした。 

 

イネ種子のカルス誘導 

形質転換では、日本晴野生型由来の種子を 1 回あたり 200 粒用いた。籾を取り除き、20 

mLの 70%エタノールで 10 secほど予洗浄し、滅菌蒸留水ですすいだ。次に、0.1% (v/v) の

tween20 を含む次亜塩素酸ナトリウム (有効塩素濃度 1%; 関東化学) で 15 min 転倒混和

した。滅菌蒸留水で洗浄し、再度 0.1% (v/v) の tween20を含む次亜塩素酸ナトリウムで 15 

min転倒混和した。滅菌蒸留水で洗浄し、滅菌した濾紙で水分を除去した。表面殺菌した種

子は N6D培地に播種し、連続白色光下で 7 日間培養し、カルス形成を誘導した。 

 

試薬 

○N6D培地 

Chu (N6) Medium Salt Mixture (日本製薬) 1 袋 

Murashige and Skoog Vitamin Solution (SIGMA) 1 mL 

Sucrose (関東化学) 30 g 

2,4-ジクロロフェノキシ酢酸水溶液 (2 mg/mL; 関東化学)  1 mL 

Casamino Acids (Becton, Dickinson and Company) 0.3 g 

L-Proline (東京化成工業) 2.876 g 

蒸留水 fill up to 1 L 

 0.5 M KOHで pH5.8に調整し、ゲルライト (関東化学) 4 gを加えてよく撹拌した後、オ

ートクレーブで 121℃、20 min滅菌した。深型シャーレ (Φ90 mm×20 mm) に 50 mL ず

つ分注し、4℃で保存した。 

 

アグロバクテリウムの前培養 

 カルスの感染に用いるアグロバクテリウムのグリセロールストックを、リファンピシン 

(終濃度 25 µg/mL) とゲンタマイシン (終濃度 50 µg/mL)、ハイグロマイシン (終濃度 50 
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µg/mL)、カナマイシン (終濃度 50 µg/mL) を含む AB寒天培地にスプレッドした。これを

暗黒下にて 23℃で 2日間培養した。 

 

試薬の組成 

○AB寒天培地 

K2HPO4 (和光純薬) 300 mg 

NaH2PO4・2H2O (和光純薬) 130 mg 

NH4Cl (関東化学) 100 mg 

KCl 15 mg 

CaCl2・2H2O 1 mg 

FeSO4・7H2O (関東化学) 0.25 mg 

D(+)-Glucose (関東化学) 500 mg 

蒸留水 fill up to 100 mL 

 以上を溶解し、BactoTM Agerを 1.5 g加え、オートクレーブで 121℃、20 min滅菌した。

浅型シャーレに約 15 mLずつ分注して平板培地とし、冷蔵庫で保存した。 

 

アグロバクテリウムの感染と共存培養 

 50 mL チューブに AAM 培地を 40 mL 分注し、100 mg/mL アセトシリンゴン (3’,5’-

dimethoxy-4’hydroxy-acetophenone; SIGMA) を 8 µL加えた。次に、2N6-AS培地に滅菌

した濾紙を乗せ、アセトシリンゴン入りの AAM培地を 500 µL広げた。その後、前培養し

たアグロバクテリウムを白金耳でかき取り、50 mLチューブ内の AAM培地に懸濁した。 

 7 日間培養した種子から、シュートと胚乳をピンセットで取り除き、カルスを新しい 50 

mL チューブに回収した。カルスが入ったチューブへアグロバクテリウムを懸濁した AAM

培地を加え、1.5 min転倒混和した。カルスを落とさないように懸濁液を捨て、滅菌済みの

濾紙の上に広げて水分を除去した。これを AAM培地を広げた 2N6-AS培地に、カルスが接

触しないように置き、暗黒下にて 23℃、3日間培養した。 
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試薬の組成 

○AAM培地 

AA-1 1mL 

AA-2 1mL 

AA-3 1mL 

AA-4 1mL 

AA-5 1mL 

AA-6 1mL 

AA-Sol 10 mL 

AA-KCl 20 mL 

Sucrose 20 g 

L-グルタミン酸 (関東化学) 900 mg 

L-アスパラギン酸 (関東化学) 300 mg 

蒸留水 fill up to 1 L 

 オートクレーブで 121℃、20 min滅菌し、常温で保存した。この培地に使用したストッ

クの組成は以下に記す。 

 

○AA-1 

MnSO4・5H2O (関東化学) 50 mg 

H3BO3 (和光純薬) 15 mg 

ZnSO4・7H2O (関東化学) 10 mg 

KI (関東化学) 3.75 mg 

Na2MoO4・2H2O (関東化学) 1.25 mg 

CuSO4・5H2O (関東化学) 0.125 mg 

CoCl2・6H2O (関東化学) 0.125 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

 調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-2 

CaCl2・2H2O 750 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

 調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-3 

MgSO4・7H2O 1.25 g 

蒸留水 fill up to 50 mL 
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 調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-4 

Fe-EDTA (同仁化学研究所) 200 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-5 

NaH2PO4・2H2O 750 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-6 

ニコチン酸 (和光純薬) 1 mg 

ビタミン B1塩酸塩 (ナカライテスク) 10 mg 

ピリドキシン塩酸塩 (ナカライテスク) 1 mg 

myo-イノシトール (ナカライテスク)  100 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-Sol 

L-アルギニン (和光純薬) 88.35 mg 

グリシン 3.75 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

調製後は 4℃で保存した。 

 

○AA-KCl 

KCl 750 mg 

蒸留水 fill up to 50 mL 

調製後は 4℃で保存した。 
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○共存培養培地 (2N6-AS) 

Chu (N6) Medium Salt Mixture 1袋 

Murashige and Skoog Vitamin Solution 1 mL 

Sucrose 30 g 

D(+)-Glucose 10 g 

2,4-ジクロロフェノキシ酢酸水溶液 (2 mg/mL) 1 mL 

Casamino Acids 0.3 g 

蒸留水 fill up to 1 L 

 0.5 M KOHで pH5.8に調整し、ゲルライト 4 gを加えてよく撹拌した後、オートクレー

ブで 121℃、20 min滅菌した。60℃くらいに冷めたら、DMSOで溶解した 100 mg/mL ア

セトシリンゴンを 100 µL加え、深型シャーレに 50 mLずつ分注して平板培地とし、4℃で

保存した。 

 

アグロバクテリウムの除去と選抜 

 共存培養後のカルスを 50 mLチューブに集め、滅菌蒸留水で 3回洗浄した。さらに、50 

µg/mLのメロペネム (和光純薬) を含む滅菌蒸留水で、1回洗浄した。洗浄後のカルスを滅

菌した濾紙に広げ、水分を除去した。これを終濃度 50 µg/mL ハイグロマイシンと 12.5 

µg/mLのメロペネムを含む N6D培地に、カルス同士が接触しないように置き、連続白色光

下にて 30℃で 2週間程度培養した。 

 

再分化 

 ハイグロマイシンによって N6D培地上で選抜され、増殖しているカルスを RE-Ⅲ培地に

移植し、さらに連続白色光下にて 30℃で 2 週間程度培養した。緑化してきたカルスは新し

い RE-Ⅲ培地に移植し、植物体が再生し、シュート長が 1 cm程度になったものを HF 培地

に移植した。再分化個体がシャーレ全体に成長した後、土に移植して特定網室で栽培した。 

 

試薬の組成 

○再分化培地 (RE-Ⅲ) 

Murashige and Skoog Plant Salt Mixture (日本製薬) 1 袋 

Murashige and Skoog Vitamin Solution 1 mL 

Sucrose 30 g 

D-Sorbitol (関東化学) 30 g 

Casamino Acids 0.3 g 

L-Proline 2.876 g 

蒸留水 fill up to 1 L 

 0.5 M KOHで pH5.8に調整し、ゲルライト 4 gを加えてよく撹拌した後、オートクレー
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ブで 121℃、20 min 滅菌した。60℃くらいに冷めたら、1 mg/mL 1-naphthylacetic acid 

(SIGMA) を 20 µL と 1 mg/mL kinetin (SIGMA) を 2 mL 加えた。さらに、終濃度 50 

µg/mLのハイグロマイシンと 12.5 µg/mLのメロペネムを加え、深型シャーレに 50 mLず

つ分注して平板培地とし、4℃で保存した。 

 

○ホルモンフリー培地 

Murashige and Skoog Plant Salt Mixture 1 袋 

Murashige and Skoog Vitamin Solution 1 mL 

Sucrose 30 g 

蒸留水 fill up to 1 L 

 0.5 M KOHで pH5.8に調整し、ゲルライト 4 gを加えてよく撹拌した後、オートクレー

ブで 121℃、20 min滅菌した。60℃くらいに冷めたら、終濃度 50 µg/mLのハイグロマイ

シンと 12.5 µg/mL のメロペネムを加え、深型シャーレに 50 mL ずつ分注して平板培地と

し、4℃で保存した。 

 

4-2-5 過剰発現株のスクリーニングと導入遺伝子の発現量の解析 

 作出した過剰発現株は、Fig.4-4 のベクターを保持していると考えられるため、HPT の

PCR を行うことで過剰発現用ベクターを有している植物体のみを選抜した。次に、導入し

た JAZ遺伝子の発現量を解析するため、2-2-10 と同様の方法で RNAの抽出と cDNAの合

成を行い、qRT-PCRによって遺伝子発現量の解析を行った。 

 

PCRの条件 

KOD FXを用いて以下に示す 3ステップの温度条件とプライマーで反応を行った。 

94℃ 2 min→(98℃ 10 sec→60℃ 30 sec→68℃ 30 sec)×30 cycle 

 

HPT 

 Forward 5’-GATGTTGGCGACCTCGTATT-3’  (20 bp) 

 Reverse 5’-GATGTAGGAGGGCGTGGATA-3’  (20 bp) 

 

qRT-PCRの反応液の組成 

THUNDERBIRD® Next SYBR® qPCR Mix (TOYOBO) 10 µL 

分子生物学用純水 8.84 µL 

Forward Primer (50 pmol/µL) 0.08 µL 

Reverse Primer (50 pmol/µL) 0.08 µL 

10 倍希釈した cDNA 1 µL 

total 20 µL 
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PCRの条件 

95℃ 20 sec→(95℃ 3 sec→58℃ 5 sec→72℃ 30 sec)×40 cycle 

 

解離反応の条件 

95℃ 15 sec→60℃ 1 min→95℃ 15 sec→60℃ 15 sec 

 

Primer 

OsJAZ2 qRT-PCR用プライマー 

Forward 5'-CGAGGAGGAACTTGACCATC-3' (20 bp) 

Reverse 5'-ACCCTGTATTTGCTGCTGCT-3' (20 bp) 

 

OsJAZ5 qRT-PCR用プライマー 

Forward 5'-GCTCCGATGACGCTCTTCTA-3' (20 bp) 

Reverse 5'-ACGAGCGAGTCCTTTTGCT-3'  (19 bp) 

 

4-2-6 過剰発現株における JA誘導的な表現型の解析 

 OsJAZ2過剰発現株および OsJAZ5過剰発現株を用いて、2-2-9と 2-2-11、2-2-13と同様

の方法でファイトアレキシン蓄積量と老化の解析を行った。 

 

4-2-7 OsJAZ5ΔJas過剰発現株の作出とその表現型の解析 

 OsJAZ5 の C 末端側に存在する Jas ドメインの欠損した OsJAZ5ΔJas の機能解析を目

的に、まずは 4-2-2と同様の方法でプラスミドのクローニングを行い、レポータージーンア

ッセイで転写抑制解析を行った。次に、4-2-3 と 4-2-4 と同様の方法で過剰発現用ベクター

へクローニングを行い、アグロバクテリウム法を用いた形質転換によって過剰発現株を作

出した。これを、2-2-10 の方法で RNA の抽出を行い、逆転写によって合成した cDNA を

用いて 4-2-5 のプライマーセットで目的遺伝子が高発現していることを確認した。さらに、

この植物体を用いて 2-2-9 と 2-2-11、2-2-13 と同様の方法でファイトアレキシン蓄積量と

老化、生理障害部位における MDAの蓄積量の解析を行った。 

 

Primer 

OsJAZ5ΔJas pUCAPクローニング用プライマー 

Forward 5’-TGGCCAAATCGGCCGATGTCGACGAGGGCGCCC-3’ (33 bp) 

 Reverse 5’-GCGGCCGCGGATCCGCTAGGCAAAATTGCCTACAA-3’ (35 bp) 
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OsJAZ5ΔJas p2KGクローニング用プライマー 

Forward 5'-GAGGATCCCCCGGGGATGGACTACAAGGATGACG-3' (34 bp) 

Reverse 5'-GATCGGGGAAATTCGCTAGGCAAAATTGCCTACAA-3' (35 bp) 

 

 FLAGタグ由来の配列を下線で示した。 

 

4-2-8 過剰発現株の初期成育の測定 

 2-2-1と同様に、滅菌した過剰発現株およびベクターコントロールの種子を殺菌してから

寒天培地へ播種・生育させた。10 日後に、ノギスを用いて根と第一葉、第二葉鞘、第二葉

の長さを測定した。 
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4-3 結果と考察 

4-3-1 OsJAZ2 および OsJAZ5の転写抑制能の解析 

 東京大学 岡田憲典准教授らの研究グループによって、ジテルペン型ファイトアレキシン

の生産を制御するマスター転写因子である DPF の上流域 0.4 kbp の下流に FLUC 遺伝子

を連結したレポーターに対して、エフェクターとして OsMYC2を発現させることによりレ

ポーターの活性が上昇することが明らかになっている (私信)。このことから、OsMYC2 が

DPFプロモーターを活性化する (Fig.4-1A)。そこで、この実験系に JAZを共発現すること

で、OsMYC2 による DPF プロモーターの活性化を JAZ が抑制するかを検討した (Fig4-

1B)。 

 レポーターとともに OsMYC2を発現することで、LUCの相対活性値が上昇した (Fig.4-

4)。さらに OsJAZ2 と OsJAZ5 とをそれぞれ共発現すると、ルシフェラーゼの相対活性値

が低下し、ネガティブコントロール (エフェクターの導入なし) と同程度の値になった。こ

のことから、イネ葉身内において、OsJAZ2 と OsJAZ5 はそれぞれ OsMYC2 による DPF

プロモーターの活性化を抑制することが分かった。OsJAZ2 および OsJAZ5 は、OsMYC2

と相互作用することが報告されている (Uji et al., 2016)。本実験においても、OsMYC2と

OsJAZ2または OsJAZ5が結合することで活性を抑制していると考えられる。 

 

4-3-2 OsJAZ2 および OsJAZ5過剰発現株の作出 

 OsJAZ2と OsJAZ5は、Jasドメインが他の JAZと大きく異なるアミノ酸残基を有する

divergent Jas を持っている (Tian et al., 2019)。JAZの変異株においては、機能が重複し

た類似遺伝子の存在によって単独変異株では表現型が出ない、もしくは表現型が不明瞭な

ことが考えられる。また、変異の導入のされ方によっても表現型に差が生じた例もある 

(Cai et al., 2014; Cao et al., 2021)。そこで、OsJAZ2と OsJAZ5の過剰発現株を作出して

解析することを目指した。過剰発現株作出に向けて、過剰発現用ベクターへそれぞれの遺

伝子をクローニングした。このベクターは、トウモロコシ由来のユビキチンプロモーター

と、attR1-ccdB-attR2を含む Gateway RfA カセットを有するプラスミドである (Fig.4-

3)。Kpn Iと Sac Iをユニークサイトとして持っており、これらの制限酵素を利用して

Gateway RfA カセットを切り出し、そこへ目的の遺伝子を導入した。これをアグロバク

テリウム法による形質転換によって、日本晴野生型由来のカルスに導入し、再分化個体を

得ることで過剰発現株とした。次に、HPTについて PCRで遺伝子の増幅を行い、バンド

が検出できた植物体は過剰発現用ベクターを保持している個体であると判断し、qRT-PCR

によってその遺伝子の発現量の解析を行った。その結果、OsJAZ2過剰発現株では、ベク

ターコントロールと比較して 30,000〜50,000 倍程度、OsJAZ5過剰発現株では 500〜

1,000 倍程度の過剰発現が見られた (Fig.4-5A、B)。この植物体を用いて、以降の表現型

の解析を行うこととした。 
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4-3-3 OsJAZ2 過剰発現株と OsJAZ5過剰発現株のファイトアレキシン生産と老化の解析 

OsJAZ2過剰発現株と OsJAZ5過剰発現株を用いて、MeJA処理によるファイトアレキ

シン蓄積量と、クロロフィル含有量の定量を行った。OsJAZ2過剰発現株は、ベクターコ

ントロールと比較して 3ラインの過剰発現株すべてでサクラネチンとモミラクトン、ファ

イトカサンの蓄積量は顕著に低下していた (Fig.4-6A)。OsJAZ5過剰発現株では、MeJA

処理することですべてのファイトアレキシンはベクターコントロールと同等の蓄積量であ

り、有意差はなかった (Fig.4-6B)。このことから、OsJAZ2はファイトアレキシン生産の

抑制に関与することが示された。 

次に、これら過剰発現株を用いて MeJA処理時のクロロフィル含有量の定量をした。

OsJAZ2過剰発現株では、MeJA未処理時にベクターコントロールと比較してクロロフィ

ルの含有量が多い傾向を示し、MeJA処理をするとベクターコントロールは濃度依存的に

クロロフィル含有量が低下したのに対し、過剰発現株ではほとんどクロロフィル含有量が

低下しなかった (Fig.4-7A)。OsJAZ5過剰発現株では、ベクターコントロールと比較して

クロロフィル含有量の低下が部分的に抑制されており、JA誘導的に葉が黄色く変化する

老化への抵抗性を示した (Fig.4-7B)。この結果より、OsJAZ2と OsJAZ5が JA-Ile 受容

体複合体として、またリプレッサーとして老化の促進の抑制に関与することが考えられ

る。 

以上のように、OsJAZ2と OsJAZ5のどちらも葉における JA応答を抑制することが示

されたが、OsJAZ2が OsJAZ5よりも強く下流の JA応答を抑制する可能性が考えられ

た。OsJAZ2と OsJAZ5の機能の差異は、OsCOI2との結合に必要な JA-Ile の濃度の違い

による可能性が考えらえる。Fig.3-7で示したように、OsJAZ5は OsJAZ2と比較してよ

り低濃度の JA-Ile の存在下で OsCOI2と結合している。このため、過剰発現株において

OsJAZ5タンパク質がより分解を受けやすく、部分的にしか JA応答を抑制できない可能

性がある。このため、過剰発現株における OsJAZ2と OsJAZ5のタンパク質の存在量を解

析していく必要がある。 

 

4-3-4 OsJAZ5ΔJas過剰発現株の作出と JA 誘導的な表現型の解析 

OsJAZ5過剰発現株を MeJA処理した際に、ファイトアレキシンがベクターコントロー

ルと同程度蓄積しており、クロロフィル含有量の低下に対する抵抗性も部分的であった 

(Fig.4-6A、4-6B、4-7A、4-7B)。そこで、OsJAZ5の JA-Ile の受容に重要な Jasドメイン

を欠損させた OsJAZ5ΔJas過剰発現株を作出した。OsJAZ5ΔJasは OsCOI2と相互作用

しないことで分解されず、リプレッサーとして機能し続けることが期待される。 

 過剰発現用ベクターである p2KGへ OsJAZ5ΔJasをクローニングした。これをアグロ

バクテリウム法でイネの日本晴野生型由来のカルスへ感染させて、形質転換を行った。

HPT の PCRでスクリーニングを行い、RNAの抽出と cDNAの合成を行って、目的遺伝

子が高発現していることを確認した (Fig.4-8)。この選抜を行った植物体を用いて、まずは
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MeJA処理によるファイトアレキシン蓄積量を定量した。ベクターコントロールにおい

て、サクラネチンは MeJA処理をすることで蓄積した (Fig.4-9A)。また、OsJAZ5過剰発

現株#11-1はベクターコントロールと比較してその蓄積量が有意に低下して 3分の 1程度

になっていたが、OsJAZ5過剰発現株#14-1 では半分程度の蓄積量であり有意差はなかっ

た。ところが、OsJAZ5ΔJas過剰発現株#1-4 と#3-1では、MeJA処理をしてもサクラネ

チンの蓄積は起こらず、検出限界以下であった。モミラクトンやファイトカサンの蓄積量

も同様であり、ベクターコントロールと比較して OsJAZ5過剰発現株#11-1と#14-1はラ

イン間の差はあるが多少の低下を見せたもののその低下は部分的であり、OsJAZ5ΔJas

過剰発現株#1-4と#3-1は顕著な低下を示した。 

次にクロロフィル含有量の測定を行った。MeJA未処理時に OsJAZ5過剰発現株#14-1

のクロロフィル含有量がベクターコントロールと比較して低下していたが、OsJAZ5ΔJas

過剰発現株#3-1はその含有量が高い傾向を示した (Fig.4-9B)。これらを 200 µM MeJA 処

理すると、OsJAZ5過剰発現株#11-1はベクターコントロールよりもクロロフィル含有量

の低下の緩和が見られたが、#14-1では有意差はなく、ライン間の差が見られた。OsJAZ5

ΔJas過剰発現株#1-4と#3-1はクロロフィル含有量の低下が起こらず、JAに対する有意

な抵抗性を示した。MeJAを 500 µMで処理すると、OsJAZ5過剰発現株#11-1と#14-1も

JA 誘導的なクロロフィル含有量の低下が軽減されたが、OsJAZ5ΔJas過剰発現株#1-4 と

#3-1 はそれ以上の極めて強い JAへの抵抗性を示した。 

以上のことから、全長の OsJAZ5を過剰発現させた場合と比較して、Jas ドメインを欠

損させた OsJAZ5ΔJasを過剰発現させると、葉における JA応答が強く抑制されること

が明らかになった。 

そこで、OsJAZ5ΔJas が OsMYC2の活性を抑制できるかどうかをレポータージーンア

ッセイによって検討することにした。全長の OsJAZ5は、OsMYC2と共に導入したDPF

プロモーターの下流に連結した FLUCの活性を抑制する傾向を示した (Fig.4-10)。一方

で、OsJAZ5ΔJasは OsMYC2によって上昇した FLUCの活性を抑制しなかった。この

ことから、OsJAZ5ΔJas は OsMYC2による DPFプロモーターの活性化を抑制できない

ことが示唆された。これは OsJAZ5ΔJas を過剰発現させると葉における JA応答が強く

抑制される結果と矛盾する。今後は、OsJAZ5ΔJas過剰発現株において DPFよりも下流

のファイトアレキシン生合成遺伝子の転写が抑制されている可能性を検討することによ

り、OsJAZ5ΔJasによる JA応答の抑制の作用点を明らかにしていく必要がある。また、

多くの JAZは Jasモチーフを介して MYC2 と相互作用するが、シロイヌナズナ JAZ10.4

は CMIDドメインを介して MYC2と相互作用することも知られている(Moreno et al., 

2013)。OsJAZ5に CMIDドメインは存在していないが、Jas モチーフ以外の未知のドメ

インを介して MYC2などの転写因子と相互作用する可能性も検討していく必要がある。さ

らに、JAZは ZIMドメインを介して他の JAZ とヘテロダイマーを形成する (Chini et al., 
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2009; Chung and Howe, 2009)。OsJAZ5ΔJasが他の OsJAZとダイマーを形成して下流

転写因子を抑制している可能性も考えられる。 

 

4-3-5 イネ JAZ過剰発現株の生理障害部位における MDA蓄積量の定量 

 OsJAZ2過剰発現株と OsJAZ5ΔJas過剰発現株において、播種後 2〜3か月後に葉身の

中央部分から先端部を中心に、病斑のような生理障害が起こっていることが観察される 

(Fig.4-11A)。この生理障害部位と、その下部を健全部位としてサンプリングして MDA を

測定すると、これら過剰発現株の生理障害部位では MDAの蓄積量が増加していた (Fig.4-

11B、C)。これは、OsJAZ2が大量に生体内に存在することで温度や光、湿度などの何か

しらの環境ストレスに対して、敏感に反応していると考えられる。また、OsJAZ5は Jas

ドメインを欠損することでこの生理障害が起こることから、OsJAZ5が分解されるかどう

かが生理障害の出現に関与する可能性が考えられる。 

 

4-3-6 イネ JAZ過剰発現株の初期成育の解析 

 イネ JAZ過剰発現株の形質転換体当代より採取した T1種子を用いて、その初期成育を

解析した。発芽した植物体の根と第一葉、第二葉鞘、第二葉をノギスで測定し、その後

HPT の PCRによって遺伝子が増幅した個体のデータのみを用いて解析した。その結果、

OsJAZ2過剰発現株ではベクターコントロールと比較してライン間の差はあるものの、主

根と第一葉が徒長する傾向を示した (Fig.4-12A、B)。一方で、第二葉と第二葉鞘はベクタ

ーコントロールと比較して有意な差はなく、同程度の長さであることが分かった (Fig.4-

12C、D)。OsJAZ5過剰発現株と OsJAZ5ΔJas過剰発現株の根は、OsJAZ5ΔJas過剰発

現株の 1つのラインでベクターコントロールと比較して有意に長い傾向を示したが、

OsJAZ5過剰発現株の 2ラインと OsJAZ5ΔJas過剰発現株の 1ラインでは差はなかった 

(Fig.4-13A)。第一葉は、OsJAZ5ΔJas過剰発現株の 1つのラインでベクターコントロー

ルと大きな差はなかったが、OsJAZ5過剰発現株の 2ラインと OsJAZ5ΔJas 過剰発現株

の 1ラインでは徒長していた (Fig.4-13B)。第二葉鞘は、OsJAZ5過剰発現株の 1つのラ

インで有意差はあるものの、他の形質転換体ではベクターコントロールと同等の長さであ

った (Fig.4-13C)。第二葉は、OsJAZ5過剰発現株ではベクターコントロールよりも徒長

していたが、OsJAZ5ΔJas 過剰発現株では同等の値であった (Fig.4-13D)。 

このことから、OsJAZ2は根と第一葉の伸長生長の抑制に関与している可能性が示され

た。一方で、OsJAZ5は全長とΔJasの過剰発現株ではベクターコントロールと比較して

差の生じた部位が一致せず、各部位の伸長生長の抑制における関与については不明な点が

多く残った。 
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A 

B 

Figure4-1 レポータージーンアッセイのモデル 

A: 遺伝子導入を行ったプラスミドの構造 

B: 一過的な過剰発現による遺伝子のシグナル伝達のモデル 
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Name Volume Concentration 

pGL4-DPF0.4k-FLUC a µL (2 ng分) 

pUbi-OsMYC2 b µL (2 ng分) 

pUCAP-OsJAZ c µL (2 ng分) 

pUbi-RLUC d µL (1 ng分) 

60 mg/mL タングステン懸濁液 10 µL  

2.5 M CaCl2 (関東化学) 10+a+b+c+d µL  

1 Mスペルミジン (SIGMA) 0.08×(10+a+b+c+d) µL  

 

Table4-1 プラスミドを吸着させたタングステン懸濁液の組成 (1回分) 

プラスミドとタングステン懸濁液をボルテックスでしっかりと混和した後に、2.5 M 

CaCl2と 1 Mスペルミジンを加えて再度ボルテックスで混和した。その後、70%エタノ

ールで洗浄した後に 99.5%エタノール 10 µL に再懸濁した。 
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Figure4-2 ルシフェラーゼの化学発光の測定条件 

基質として Dual-Luciferase Reporter Assay System を使用し、検出には TriStar2 

LB942 Multimode Reader を使用した。パラメーターはプレートリーダーにおける詳細

な検出条件を示す。 
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Figure4-4 OsJAZ2および OsJAZ5の転写抑制活性 

遺伝子の導入効率の補正を目的として、FLUC の活性値を RLUC の活性値で割った値

をレポーターの相対活性とした。 

means±S.E. (n=4), Tukey-kramer test (p<0.05) 
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Figure4-5 OsJAZ2およびOsJAZ5過剰発現株の遺伝子発現量 

VC: ベクターコントロール 

A: OsJAZ2過剰発現株の遺伝子発現量 

means±S.E. (n=3), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

B: OsJAZ5 過剰発現株の遺伝子発現量 

means±S.E. (n=4), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

 

A B 
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Figure4-7 OsJAZ2およびOsJAZ5過剰発現株のクロロフィル含有量 

横軸はイネの種類と MeJAの処理濃度を記した。 

VC: ベクターコントロール 

A: MeJA処理による OsJAZ2過剰発現株のクロロフィル含有量 

B: MeJA処理による OsJAZ5過剰発現株のクロロフィル含有量 

means±S.E. (n=5), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

A B 
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Figure4-8 OsJAZ5ΔJas 過剰発現株の遺伝子発現量 

VC: ベクターコントロール 

means±S.E. (n=3), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 
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Figure4-10 OsJAZ5ΔJasの転写抑制活性 

遺伝子の導入効率の補正を目的として、FLUC の活性値を RLUC の活性値で割った値

をレポーターの相対活性とした。 

Full: 全長の OsJAZ5、ΔJas: OsJAZ5ΔJas 

means±S.E. (n=4), Tukey-kramer test (p<0.05), n.s.= not significant 
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A 

B 

Figure4-11 OsJAZ2および OsJAZ5過剰発現株の MDA蓄積量 

A: OsJAZ5ΔJas 過剰発現株で観察される生理障害 

 ΔJ: OsJAZ5ΔJas過剰発現株 

B: OsJAZ2過剰発現株の生理障害部位における MDA蓄積量 

C: OsJAZ5過剰発現株の生理障害部位における MDA蓄積量 

  means±S.E. (n=3), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

 VC: ベクターコントロール、N: 健全部位、L: 生理障害部位 

C 
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Figure4-12 OsJAZ2過剰発現株の初期成育の測定結果 

VC: ベクターコントロール 

A: 根の測定結果 

B: 第一葉の測定結果 

C: 第二葉鞘の測定結果 

D: 第二葉測定結果 

means±S.E. (n=6〜7), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

 

A B 

C D 
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Figure4-13 OsJAZ5過剰発現株の初期成育の測定結果 

VC: ベクターコントロール 

A: 根の測定結果 

B: 第一葉の測定結果 

C: 第二葉鞘の測定結果 

D: 第二葉測定結果 

means±S.E. (n=7〜9), Dunnett’s test (*p<0.05; **p<0.01) 

 

A B 

C D 
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第 5 章 ハイゴケ JAZ-MYC2 の相互作用解析 

5-1 緒言 

 本論文で述べたように、シロイヌナズナやイネといった被子植物において、JAシグナル

伝達機構の詳細が明らかになりつつある。一方で、非維管束植物であるコケ植物において、

JA および JA-Ile は微量しか含まれておらず、これらは活性分子の本体ではないと考えられ

ている。コケ植物のモデル生物である苔類ゼニゴケにおいては、dinor-OPDA が COI-JAZ

受容体と結合する活性型分子であり、下流には MYC2 転写因子が機能していることが明ら

かになっている (Monte et al., 2018; Peñuelas et al., 2019)。ハイゴケは、イネと同じくモ

ミラクトンを生産することが知られており (Nozaki et al., 2007; Li et al., 2020)、植物にお

ける化学防御システムの進化の解明において重要な研究材料である。本章では、関連研究と

して蘚類ハイゴケにおける COI1-JAZ-MYC2 シグナル伝達機構の解明の一環として、JAZ-

MYC2間の相互作用解析を行った。 
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5-2 材料と方法 

5-2-1 コムギ胚芽無細胞系を用いたタンパク質の発現 

 本解析に用いたタンパク質発現用プラスミドは、当研究室において作成されたものを使

用した (2020 年度帝京大学卒業論文 安藤、村上)。ハイゴケ JAZ (CpJAZ1-3) は pEU-

E01-DYKDDDK-MCS-N1 (セルフリーサイエンス) にクローニングされており、FLAGタ

グ融合タンパク質として発現する。ハイゴケ MYC2 (CpMYC2a、CpMYC2b) は pEU-E01-

GST-PS-MCS-N1 (セルフリーサイエンス) にクローニングされており、GST 融合タンパ

ク質として発現する。 

 

タンパク質の発現 

 タンパク質の発現には、WEPRO7240 Epression Kit (セルフリーサイエンス) を用いた。 

＜転写＞ 

 Transcription mixture を調製し、37℃で 6 hインキュベートして転写反応を行った。転

写後は、mRNA のサンプルを室温に戻した。mRNA が合成できたことを確認するために、

サンプル 5 µLを 1%アガロースゲルを用いて電気泳動した。 

 

＜翻訳＞ 

 最初に translation mixture の調製をした。次に、SUB-AMIX SGCを氷上で融解し、そ

れらを等量ずつ混和して、滅菌蒸留水で 40 倍希釈することで 1×SUB-AMIX SGCを作製

した。これは毎回使用の直前に調整した。1×SUB-AMIX SGC を底がフラットな 96 well

プレートに 103 µLずつ分注した。そこへ translation mixture を静かに加え、重層させた。

プレートシールで密閉し、15℃で 20 hインキュベートして翻訳反応を行った。反応終了後

は、反応液をピペッティングで混和してから 1.5 mLチューブに回収し、4℃、14,000 rpm、

5 min 遠心した。可溶性分画である上清のみを回収し、凍結融解による失活を避けるため

に、使用まで 4℃で保存した。 

 

試薬の組成 

○Transcription mixture (1反応あたり) 

Nuclease-Free water 4.25 µL 

5×Transcription Buffer LM 2 µL 

NTP Mix 1 µL 

RNase Inhibiter 0.125 µL 

SP6 RNA Polymerase 0.125 µL 

Plasmid (1 µg/µL) 2.5 µL 

 Up to 10 µL  



117 

 

 低温を保つよう操作は氷上で行った。 

 

○Translation mixture (1反応あたり) 

mRNA 5 µL 

Creatine kinase 0.4 µL 

WEPRO7240 5 µL 

 10.4 µL 

 WEPRO7240は流水解凍し、解凍後はすぐに氷上に移した。creatine kinase は氷上で解

答した。これらはピペッティングで静かに混和し、泡を立てないようにした。 

 

タンパク質の発現確認 

 発現させたタンパク質の一部を 2×sample buffer により 96℃で 10 min加熱して変性さ

せた。3-2-2の方法で SDS-PAGEを行い、1枚のゲルはウェスタンブロッティングに供し、

もう 1枚は Q-stain (日本ジェネティクス) を用いて CBB染色した。15 min室温で振盪し

て染色し、蒸留水に移して 1 h以上振盪して脱色した。これは、ChemiDocTM XRS+を用い

て写真を撮影した。 

 残りのゲルは、3-2-2の手順に沿ってニトロセルロースメンブレンへ転写を行い、抗体反

応および化学発光の検出を行った。その際、ハイゴケ JAZ は 1 次抗体に抗 FLAG 抗体を

1,000 倍希釈で、2 次抗体に抗マウス IgG HRP 抗体 (GE ヘルスケア ライフサイエンス) 

を 25,000倍希釈したもので抗体反応を行った。ハイゴケ MYC2は、抗 GST HRP conjugate

抗体 (GEヘルスケア ライフサイエンス) を 25,000倍希釈して使用した。 

 

5-2-2 共免疫沈降法による JAZ-MYC2の相互作用解析 

 共免疫沈降およびその後の検出までの操作は 3-2-2と同様の方法で行った。ただし、JAZ

と MYC2の相互作用には JA-Ile などのリガンドを必要としないため、リガンドは加えずに

免疫沈降を行った。 

 

5-2-3 本章で扱った遺伝子の gene ID 

 CpJAZ1 : MW775562, CpJAZ2 : MW775563, CpJAZ3 : MW775564, CpMYC2a : 

MW775565, CpMYC2b : MW775566 
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5-3 結果と考察 

 ハイゴケは、RNA-seqおよびゲノムシークエンスの結果から、少なくとも 3つの JAZ ホ

モログと 2つの MYC2ホモログを持つことが明らかになっていた。ハイゴケの JAZおよび

MYC2の機能が保存されているかを検討するため、被子植物と同様に JAZ-MYC2間の相互

作用が見られるかを解析した。 

 コムギ胚芽無細胞系によって発現させた FLAG タグで標識したハイゴケ JAZ と GST で

標識したハイゴケ MYC2 の組み換えタンパク質および、GST を CBB 染色とウェスタンブ

ロッティングに供した (Fig.5-1A、B、C)。すると、これらのタンパク質はすべて発現して

いることが確認でき、特に CpJAZ2 は他の JAZ と比較して極めて高発現していた (Fig.5-

1C)。そこで、共免疫沈降の際には大まかな JAZ の濃度をそろえる目的で、CpJAZ2は 5 倍

希釈したものを以降の操作に使用した。 

 これらタンパク質を混和し、共免疫沈降法によって相互作用解析を行った結果を Fig.5-2

に示す。ネガティブコントロールとして用いた GST は、抗 GST 抗体で検出をするとすべ

てのハイゴケ JAZ とは共免疫沈降されず、相互作用を示すバンドは検出されなかった。

CpMYC2a と共に CpJAZ1 と CpJAZ2、CpJAZ3 をそれぞれ共免疫沈降すると、これらす

べての JAZ が CpMYC2a と共免疫沈降され、すべての JAZ と相互作用する能力を有して

いることが示された。特に、CpMYC2a-CpJAZ2 の組み合わせは相互作用を示すバンドが濃

く検出されており、このペアは他の組み合わせよりも強く相互作用する可能性が考えられ

た。また、CpMYC2bと CpJAZ1、CpJAZ2、CpJAZ3をそれぞれ共免疫沈降すると、これ

らもすべて共免疫沈降され、相互作用することが示された。さらに、これらのサンプルを抗

FLAG抗体で検出をすると、すべての JAZが検出でき、共免疫沈降中に JAZの分解は起き

ていなかった。 

 高等植物であるシロイヌナズナやイネにおいて、JAのマスター転写因子として MYC2お

よび OsMYC2が機能することが知られている (Kazan and Manners, 2013; Ogawa et al., 

2017a)。これらは JAZを介してリプレッサーコンプレックスを形成することで転写の調節

が行われている (Chini et al., 2007; Pauwels et al., 2010)。本研究より、非維管束植物であ

るハイゴケにおいても、JAシグナル伝達においてこの機構が保存されており、JAZがMYC2

の転写抑制に重要な機能を持つことが示唆された。ゼニゴケでは、1種保存されている JAZ

が、MYC2と相互作用することが報告されている (Peñuelas et al., 2019)。今後は、ハイゴ

ケの OPDA シグナル伝達機構を解明することで、モミラクトンの生合成の制御機構を明ら

かにするため、OPDAシグナル伝達系のリガンドや受容体の同定、JAZと MYC2の下流や

その他の転写因子についての解析など、課題は多く残されている。 
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Figure 5-1 コムギ胚芽無細胞系によって発現させたタンパク質の発現確認 (Inagaki 

et al., 2021を一部改変) 

A: CBBによるタンパク質の染色 

B: ハイゴケ MYC2と GSTの化学発光の検出 

C: ハイゴケ JAZの化学発光の検出 

*: CpJAZ2は発現効率が非常に高いため、おおよその量を他の JAZに揃えるために 5倍

希釈したものを使用した。 

A 

B 

C 
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Figure 5-2 ハイゴケ JAZ-MYC2の相互作用解析 (Inagaki et al., 2021を一部改変) 

A: 抗 GST抗体による MYC2タンパク質の検出 

B: 抗 FLAG抗体による JAZタンパク質の検出 

A 

B 
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第 6 章 総合討論 

 本博士論文研究では、イネとハイゴケにおける JA シグナル伝達機構の解明に向け、JA

シグナル伝達機構において重要な COI と JAZ、MYC2 の生理機能について解析を行った。 

 

 第 2章においては、イネで 3種コードされている COIについて、それらの生理機能の解

析を行った。ゲノム編集によってそれぞれのイネ COI の変異株を 2 ライン以上取得した。

これらの変異株の表現型を解析した結果、oscoi2変異株では稔性が低下するとともに、葯の

開裂が見られなかった。このことから、OsCOI2は葯の開裂などを通して稔性の制御に関与

することが示された。次に、葉における MeJA 処理時の応答を解析した。oscoi2 変異株で

は、ファイトアレキシンの蓄積量が顕著に低下するとともに、ファイトアレキシンの生合成

遺伝子の発現量も低下していた。さらに、イネの JA シグナル伝達のマスター転写因子

OsMYC2 の発現も低下していた。また、MeJA 処理後のクロロフィル含有量の定量を行う

と、oscoi2変異株でのみクロロフィルの分解が軽減され、MeJAに対する抵抗性を示した。

このことから、葉における MeJA 誘導的なファイトアレキシン生産と老化にも OsCOI2 が

主要に関与すること、OsCOI2の下流ではOsMYC2が機能していることが明らかとなった。

JA を含む寒天培地で変異株を生育させ、幼苗における伸長生長の抑制を解析すると、地上

部の伸長の抑制には OsCOI1a と OsCOI1b、OsCOI2 が重複して関与するのに対して、地

下部の伸長の抑制には OsCOI2が主要に関与することが示された。また、播種後 2〜3か月

後に oscoi2 変異株では葉身の一部が褐変化する生理障害が観察された。その生理障害部位

には酸化ストレスのマーカーである MDA が蓄積しており、環境ストレスに対する応答や

抵抗性の変化が関与している可能性が考えられた。 

 先行研究においては、3 つのイネ COI の変異株を同時に比較した例はなかった。本研究

では、ゲノム編集によってイネ COIの変異株を作製して表現型の解析を行うことによって、

OsCOI2 が多くの JA 応答において主要な役割を担っていること、イネ COI 分子種が機能

分化していることが示された。 

 

 第 3章では、OsCOI2がイネの JA応答において主要な機能を果たす機構を明らかにする

手がかりを得るために、イネの COIと JAZ の間の相互作用の解析を行った。まず、生体内

における活性型分子である(+)-7-iso-JA-Ile の精製を行った。得られた(+)-7-iso-JA-Ile をリ

ガンドとして、共免疫沈降法を用いて GST-OsCOI と fluorescein 標識した OsJAZ ペプチ

ドの相互作用の解析を行った。その結果、OsJAZ2 と OsJAZ5 のペプチドは OsCOI2 との

み特異的に相互作用することが示された。 

 

 第 4章では、第 3章で見出したOsCOI2と特異的に相互作用するOsJAZ2およびOsJAZ5

の機能解析を行った。これらの遺伝子の過剰発現株を作出し、MeJA処理時のファイトアレ
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キシン蓄積量の解析を行った。OsJAZ2過剰発現株と OsJAZ5ΔJas過剰発現株では、顕著

にその蓄積量が低下した。次に MeJA処理時のクロロフィル含有量を定量すると、OsJAZ2

過剰発現株と OsJAZ5ΔJas 過剰発現株でクロロフィルの分解に対する顕著な抑制性を示

した。これらのことから、OsJAZ2と OsJAZ5 は葉における JA誘導的なファイトアレキシ

ン生産および老化を抑制することが示された。 

 

第 5章は、ハイゴケの JAZ-MYC2の相互作用解析を行った。ハイゴケにおいて 3種コー

ドされている JAZと、2種コードされている MYC2との相互作用解析を行うと、すべての

JAZ-MYC2 の組み合わせで相互作用することが示された。このことから、陸上植物として

最も古いと考えられているコケ類においても、JAZ と MYC2 による JA シグナル伝達機構

が保存されていることが示唆された。 

 

 以上の結果を総合し、推測されるイネの JAシグナル伝達機構の全体像を Fig.6-1に示す。

OsCOI2 と OsJAZ2 または OsJAZ5 の受容体複合体がイネの葉における JA 誘導的なファ

イトアレキシンの生産や老化の促進に関与する。一方、幼苗の地上部の伸長抑制には複数の

イネ COI が冗長的に関与しており、すべての COI と相互作用する OsJAZ4 などが相互作

用因子として受容体複合体を形成していると考えられる。 

シロイヌナズナの COI1 と JAZ1 ペプチドを用いた結晶構造解析から、リガンドと接す

るアミノ酸残基やそれぞれが接するアミノ酸残基がすでに明らかとなっている (Sheard et 

al., 2010)。COI1の Arg85と Arg348、Tyr386、Arg409、Tyr444、Arg496がリガンドと

結合する (Fig.6-2)。JAZ1ペプチドにおいては、Ala204と Arg206がリガンドと結合する。

さらに、COI1の Tyr472と JAZペプチドの Pro202、および Arg496と Ile203、Arg348 と

Arg206、Arg351 と Ala204 が結合することでリガンドの受容ポケットを形成している(Fig. 

6-2)。 

OsCOI1a と OsCOI1b、OsCOI2 においては、そのほとんどで高い保存性を示すが、

OsCOI2でのみリガンドのアミノ基と水素結合する TyrがHisに置換されていた (Fig.6-2、

Table6-1)。Tyr はリガンドのシクロペンタノンに接近することで受容ポケットの入り口を

狭め、その下に疎水性の空洞を形成するが、塩基性である His になることで JA-Ile の結合

の様式が変わっている可能性が考えられる。 

OsJAZ2 と OsJAZ4、OsJAZ5 のうち、canonical Jas motif を持つ OsJAZ4 はシロイヌ

ナズナ JAZ1の Jasドメインと比較した際には高い保存性を示したが、divergent Jas を持

つ OsJAZ2 と OsJAZ5 では性質の異なるアミノ酸に置換されていることが多かった 

(Table6-2)。特に、JA-Ile や COI1との結合に重要な残基が置換されており、OsCOI2に対

する選択性が生じていることが考えられる。先行研究として、イネ COIと coronatine、シ

ロイヌナズナ JAZ1 ペプチドを用いた分子モデリングから、 シロイヌナズナ COI1 と

OsCOI2 は OsCOI1aと OsCOI1bよりも受容ポケットが広くなっていることも報告されて
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いる (Lee et al., 2013)。 

現在では AlphaFold2をはじめとして、簡便にタンパク質の立体構造の分子モデリングを

行う技術が普及しつつある。しかしながら、低分子化合物とタンパク質間の相互作用を

AlphaFold2 で解析することは現状ではできない。COI と JAZ のみでのモデリングを試み

たが、リガンドなしではシロイヌナズナ COI1-JAZ1の結晶構造を再現することは出来なか

った。 

 

 本研究で扱ったイネやハイゴケは複数の COI 遺伝子を保持しているのに対し、モデル植

物であるシロイヌナズナや苔類のゼニゴケは単一の COI 遺伝子を持つ。特にイネを含む単

子葉植物では、双子葉植物との分岐以降の早い段階で COI1 と COI2 に遺伝子重複が起こ

っていることが分子系統解析から示唆された。本研究によって、イネの稔性、JA誘導的な

老化や防御応答の誘導においては OsCOI2 が主要な機能を担うことが示された。トウモロ

コシにおいても ZmCOI2aおよび ZmCOI2bが稔性に関与することが明らかになっており、

単子葉植物においては COI2 が主要な JA-Ile 受容体であることが予想される。一方で、葉

鞘の伸長生長制御や花の形態形成においては OsCOI1a, OsCOI1b および OsCOI2 の機能

が重複していることが示唆された。このことから、栄養生長や生殖といったイネの生存に必

須な JA の作用については、複数の COI が重複して機能をすることで redunduncy を持た

せている可能性が考えられる。また、本研究において、他のイネ COI-JAZの組み合わせと

比較して、OsCOI2-OsJAZ2 の相互作用にはより高濃度の JA-Ile が必要であること示唆さ

れた (Fig.3-7)。花の形態形成や伸長生長の制御には定常的に存在している低濃度の JA-Ile

で制御される一方で、ストレス応答時には高濃度の JA-Ile が細胞内に蓄積する。COI-JAZ

受容体複合体の組み合わせによって JA-Ile との親和性が異なることが、JA-Ile の濃度の違

いによる下流応答の変化を生み出している可能性も考えられる。 

JAZ はほとんどの生物種で複数保持しており、数は異なっているもののそのほとんどの

JAZ は重複して機能していると考えられる。生物種によっては、COI1だけでなく受容体複

合体を形成する JAZ や、下流のマスター転写因子 MYC の数も異なっていることから、植

物は COI1や JAZ、MYCのいずれかを複数有することで JAの多彩な生理作用を制御して

いることが予想できる。OsJAZ2 や OsJAZ5 などの divergent Jas を持つ JAZ は双子葉植

物には存在しない一方で、トウモロコシやミナトカモジグサなどの単子葉植物には存在す

る (Fig.6-3)。単子葉植物は共通して COI2を持つことから、COIの重複と機能分化の過程

で COI2 と特異的に相互作用する divergent Jas を持つ JAZ が共進化してきたことが予想

される。 

 

今後は、イネ JAZ の変異株を用いてその表現型を解析することにより、より詳細な

OsJAZ2やOsJAZ5の生理機能を明らかになることが期待される。また、OsJAZ2やOsJAZ5

と共にリプレッサーコンプレックスを形成する NINJA と TPL の同定と解析や、OsJAZ2
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やOsJAZ5の標的となる転写因子を明らかにしていく必要がある。これらの解析によって、

イネにおける JAの受容メカニズムの全容が解明されることが期待される。一般的に、植物

の生長と防御応答は trade-offの関係にあり、JAはその制御に関与する。本研究から得られ

た結果は、植物の生長と防御応答を独立して制御して、生育に負荷を与えずに抵抗性を賦与

する技術の開発などへの応用が期待される。 
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Figure 6-1 イネにおける JAの生理作用ごとのシグナル伝達機構 

OsCOI2-OsJAZ2 と OsCOI2-OsJAZ5 によって防御応答と老化を制御すると考えられる。 
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Figure 6-2 シロイヌナズナ COI1 と JAZ1 ペプチドの結晶構造解析 (Sheard et al. 

(2010) figure3および 4より引用) 

緑が COI1 を、オレンジが JAZ1 ペプチドを、黄色が JA-Ile を示す。 
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  JA-Ile contacting residues 
JAZ1 contacting 

residues 

JA-Ile and JAZ1 

contacting residues 

COI1 Arg85 Tyr386 Arg409 Tyr444 Arg351 Tyr472 Arg348 Arg496 

OsCOI1a Arg90 Tyr389 Arg412 Tyr447 Arg354 Asn475 Arg351 Arg499 

OsCOI1b Arg92 Tyr391 Arg414 Tyr449 Arg356 Asn477 Arg353 Arg501 

OsCOI2 Arg87 His391 Arg414 Tyr449 Arg355 Asn477 Arg352 Arg501 

 

Table6-1 シロイヌナズナ COI1の重要なアミノ酸残基とイネ COIで対応する残基 

シロイヌナズナの COI1と比較して置換が起こっていたアミノ酸残基を黄色で示す。 
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  COI1 contacting residues JA-Ile and COI1 contacting residues 

JAZ1 Pro202 Ile203 Ala204 Arg206 

OsJAZ2 Gly159 Leu160 Ser161 Lys163 

OsJAZ4 Pro335 Gln337 Ala337 Lys339 

OsJAZ5 Pro135 Thr138 Thr137 Thr139 

 

Table6-2 シロイヌナズナ JAZ1の重要なアミノ酸残基とイネ JAZで対応する残基 
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