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緒言 

 

 生物は、天候や他の生物の活動などによって絶え間なく生じる、生物・非生物的な刺

激に対して受動的でありながら、これら環境刺激を個々に認識し、応答する能動的な機

構を有している。なかでも植物は固着性の生活を営み、環境刺激に対する物理的な回避

行動が困難であるため、その認識・応答能を高度に発達させてきた（Sorauer et al., 1914）。 

 植物が曝される非生物的な環境刺激として、乾燥、低温、高温などが挙げられ、一方、

生物的な刺激として病害や虫害などが挙げられる（Sorauer et al., 1914; Zhu, 2016）。特に

病害は、特定の病原体が特定の植物に感染しようとする又は、感染を成立させることで、

植物の細胞レベルまたは個体レベルで致死的なストレスを与え得る環境刺激である。そ

れゆえに植物は、病原体の感染から身を守るための機構を高度に発達させてきた。植物

が持つ最も基盤的な防御機構（静的抵抗性）として、クチクラ層と呼ばれる脂性分子層、

強固な細胞壁や蓄積・放出している抗菌性物質などによる構成的な障壁が挙げられ、こ

れらの働きでそもそも多くの微生物は植物に感染することができない。このような微生

物は、その植物と基本的親和性を持たないと定義され、見かけ上、我々はそれらを病原

体として取り扱っていない。これに対して、構成的な防御機構を突破し、宿主植物内部

で後代を形成可能な微生物は、その植物と基本的親和性を持つと定義され、それらを

我々は病原体として取り扱っている（Wit, 1992）。こうした病理学における植物と微生

物の関係性から、構成的な防御機構に関する研究が古くから進められ、さらに、分子生

物学が発達した近年においては、基本的親和性を持つ病原体との攻防に関する理解が飛

躍的に進み、植物は多様な病原体を認識し、感染の成立を阻むために、様々な戦略をも

って対応することが明らかにされてきた。 

 特定の植物と基本的親和性関係にある病原体の認識機構は、すでに数種が知られてお

り、病原体の感染行動に合わせたステージ分けが為されている。病原体の中でも細菌は、

感染のために植物体の表面に到達し、気孔や水孔などの自然開口部や傷口などに移動し

て植物体内に侵入する（Melotto et al., 2006）。この過程では、微生物（病原体）の構成成

分 Microbe Associated Molecular Pattern（MAMP）/Pathogen Associated Molecular Pattern

（PAMP）が細胞膜上に存在するロイシンリッチリピート型受容体様リン酸化酵素

（Leucine Rich Repeat-Receptor-Like Kinase: LRR-RLK）であるパターン認識受容体

（Pattern Recognition Receptor: PRR）によって認識される。これによって誘導される免疫
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をパターン誘導性免疫（Pattern Triggered Immunity: PTI）と呼び、本免疫は動植物におい

て広く保存された自然免疫の 1 つである（Couto and Zipfel, 2016）。植物におけるこの免

疫系の例として、まず植物は、病原性細菌のべん毛成分のフラジェリン由来のペプチド

である flg22 を、その受容体 FLS2（FLAGELLIN SENSITIVE 2）と共受容体 BAK1（BRI1-

ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1）により認識する（Chinchilla et al., 2007; Zipfel et al., 

2004）。これと同時に下流の細胞質内受容体様リン酸化酵素 RLCK（Receptor-like 

Cytoplasmic Kinase）の BIK1（BOTRYTIS-INDUCED KINASE 1）などが FLS2 および

BAK1 と協調的にリン酸化され、活性化することで、PAMP 誘導性の疾病防御関連遺伝

子の発現を誘導することが挙げられる（Li et al., 2014）。この際、BIK1 が細胞膜上の Ca2+

チャネルをリン酸化することで、細胞質内への Ca2+流入を誘導することが、疾病防御関

連遺伝子の発現に必須であると考えられている（Seybold et al., 2014）。この他にも、細

菌の翻訳伸長因子 EF-Tu 由来のペプチドである elf18 をその受容体の EFR（EF-TU 

RECEPTOR）により認識することで、植物は PTI を誘導することができる（Zipfel et al., 

2006）。特に気孔においては、BIK1 が OSCA1.3（REDUCED HYPEROSMOLALITY-

INDUCED [Ca2+]i INCREASE 1.3）などの細胞膜上の Ca2+チャネルをリン酸化し、気孔の

閉鎖を誘導することで、気孔からの細菌の侵入を抑制する可能性が報告されている

（Thor et al., 2020）。加えて、FLS2 などの PRR が PAMPs を認識することで、動植物に

広く保存された MAPK（MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE）である MPK3 と

MPK6 のリン酸化が誘導される。この際、MPK3 および MPK6 により、下流の WRKY

（WRKY DNA-BINDING PROTEIN）などの転写因子がリン酸化され、活性化すること

で遺伝子発現を誘導することが知られている（Boudsocq et al., 2010; Galletti et al., 2011; 

Macho and Zipfel, 2014）。 

 病原体の中でも糸状菌については、細菌と同様に気孔などの自然開口部や傷口などか

ら侵入するだけではなく、植物体の細胞壁を貫通して直接侵入する貫入と呼ばれる感染

戦略を用いることが知られている（K. Mendgen et al., 1996）。まず、胞子が植物体表面に

付着し、十分な水分が存在する条件で発芽管を生じて侵入部位を決定すると、付着器と

呼ばれる貫入のための器官を形成する。この付着器から貫入糸という針状の菌糸を表皮

細胞の細胞壁に刺突することで、細胞内に侵入すると、貫入糸は感染菌糸へと分化して

感染を成立させることが知られている（Clay et al., 1994）。これに対して植物は、糸状菌

の細胞壁構成成分であるキチンを RLK の 1 つである LYK5（LYSM-CONTAINING 

RECEPTOR-LIKE KINASE 5）や CERK1（CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE 1）に
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よって認識することで、PTI を活性化する（Cao et al., 2014）。また、糸状菌が細胞壁を

破壊して貫入することから、植物はその際に細胞外に放出される自身の細胞壁成分や細

胞内マーカー分子などの Damage-Associated Molecular Pattern（DAMPs）を LRR-RLK に

より認識し、PTI と類似した免疫を活性化することが知られている（Boller and Felix, 

2009）。特に植物は細胞質内から細胞外へ放出された PEP（DAMAGE-ASSOCIATED 

MOLECULAR PATTERN PEPTIDE）と呼ばれる細胞内マーカー分子を、対応する LRR-

RLK である PEPR（PEP1 RECEPTOR）により認識することが知られている（Tena et al., 

2011）。 

 このような植物の PTI を打破するため、病原性細菌および糸状菌は、PTI の活性化に

おけるシグナル伝達や遺伝子発現、植物が分泌する防除因子などを阻害するエフェクタ

ー分子を進化的に獲得した。例えば、病原性細菌は、それらをⅢ型分泌装置によって植

物細胞内へ注入することで、感染を優位に進めようとする（Tang et al., 2015）。しかし、

植物もまたこれに対抗する機構を進化的に獲得しており、病原体由来のエフェクター分

子を細胞内受容体（R protein）によって直接的および間接的に認識することで、エフェ

クター誘導性免疫（Effector Triggered Immunity: ETI）を活性化することが知られている

（Grant et al., 2006; Jones and Dangl, 2006）。植物に認識されるエフェクター分子の例と

して、病原性細菌 Pseudomonas syringae が、hrp 遺伝子産物によって構成されるⅢ型分

泌装置を介して植物細胞内に分泌する AvrRpm1（Avirulence gene RPM1）が知られてい

る。植物は、おとり分子とされる RIN4（RPM1 INTERACTING PROTEIN 4）が AvrRpm1

などのエフェクター分子によってリン酸化されると、それを R protein の 1 つであり、

NB-LRR（Nucleotide-binding site-leucine-rich repeat）である RPM1（RESISTANCE TO P. 

SYRINGAE PV MACULICOLA 1）によって感知することで、エフェクター分子の存在、

ひいては病原体の感染行動を認識することができる（Mackey et al., 2002）。 

 上述の様な病原体が植物に付着、移動、侵入する過程で活性化する局所的な自然免疫

に加え、病原菌の感染戦略に依存して活性化する、植物独自の免疫系も存在する。病原

菌には、植物細胞に寄生するもの（寄生菌）と、細胞を死滅させてその養分を利用する

もの（腐生菌）に大別されるが、植物は、寄生菌に対しては、PTI や ETI に引き続き植

物ホルモンであるサリチル酸（Salicylic Acid: SA）を合成・蓄積することで、転写補助

因子である NPR1（NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1）を活性

化させ（Cao et al., 1997）、抗菌性タンパク質の PR1（PATHOGENESIS-RELATED GENE 

1）や病原菌の細胞壁分解酵素である PR2 などをコードした PR 遺伝子群を含む SA 応
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答性遺伝子群の発現を誘導して、病害抵抗性を強化する（Lebel et al., 1998; Nawrath and 

Métraux, 1999）。一方、腐生菌に対して植物は、同じく植物ホルモンであるジャスモン

酸（Jasmonic Acid: JA）を合成・蓄積し、JA 応答性の遺伝子発現を介して抗菌性物質で

あるファイトアレキシンの合成や活性酸素の放出を誘導して菌の増殖を防除すること

が知られている（Robert-Seilaniantz et al., 2011）。その際、JA はその受容体であるロイシ

ンリッチリピート型 F-box タンパク質 COI1（CORONATINE INSENSITIVE 1）によって

認識される。これにより活性化した COI1 は、転写抑制因子である JAZ（JASMONATE 

ZIM-DOMAIN PROTEIN）の分解を促進する。その結果、JAZ による MYC（AtMYC）

転写因子の抑制が解除され、JA 応答性遺伝子群の発現が誘導される（Robert-Seilaniantz 

et al., 2011）。 

 さらに、植物は二次的な感染を抑止するための獲得免疫として全身獲得抵抗性

（Systemic Acquired Resistance: SAR）を有しており、SAR は病原菌に感染された部位の

周辺細胞や、非感染葉において誘導される（Fu and Dong, 2013）。病原菌が感染すると、

感染部位からピペコリン酸、メチルサリチル酸やアゼライン酸などの長距離シグナル分

子を介して周辺細胞や非感染葉へと情報が伝達され（Hartmann et al., 2018; Jung et al., 

2009; Park et al., 2007）、それらの葉の細胞において SA の合成・蓄積が生じることで、

NPR1 が活性化し、サリチル酸応答性の免疫が活性化する（Fu and Dong, 2013; Spoel et 

al., 2009; Tada et al., 2008）。このように植物は、受容体による認識とそれに伴った植物ホ

ルモンの合成・蓄積を介した、選択性を持った高度な免疫システムを保有することで、

多様な病害に対して抵抗性を示すことができる。 

 これら PTI や ETI を惹起する受容体と PAMPs や病原体のエフェクターは、共進化の

過程でその多様化を促した結果、受容体系の免疫は選択性が高く、特定の病原体のみに

効果的なシステムになった。また、病原体の感染をできる限り早期に認識し、応答する

ことが疾病防御において重要であるが、受容体系の免疫を活性化するタイミングは、病

原体が植物細胞にごく近接した状態であるため、その時点で実質的に病原体は感染行動

を開始していることになる。一方で、シロイヌナズナのゲノムにおける RLK は約 630

遺伝子であるのに対し、世界に存在する病原体は 30 万種以上であると考えられている。

ゆえに、このようなごく限られた受容体で全ての病原体を認識することは困難であると

考えられるが、植物は多くの微生物を防除し、身を守ることができている。それでは、

リガンド-受容体系の免疫に対し、より汎用的な病原体感知システムは存在しないの

か？近年の研究から、受容体によるリガンド認識を伴わない免疫システムが報告されて
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いる。例えば、植物は病原糸状菌の胞子形成と拡散が活発になる明け方に、基礎的抵抗

性（basal resistance）を活性化することが知られている。これは、植物の概日リズムに基

づき活性化するシステムであり、病原菌不在の状況でも一過的に本免疫を活性化するこ

とで、来る病原体の感染行動に備えている（Wang et al., 2011）。 

 多くの病原体の感染は、雨、風や昆虫によって媒介されるため、本研究では、これら

環境刺激によって生じる物理的・化学的な変化を認識し、間接的に病原体を検知してい

る可能性を考えた。中でも雨は、植物にとって水という生存に必須要素をもたらす反面、

雨滴の中には、Pseudomonas syringae、Xanthomonas campestris や Pantoea ananatis を含む

1.06 x 104（/cm3）の細菌が含まれており、インドやスペインの雨では、Alternaria sp.、

Fusarium sp.、Cladosporium sp.、Phoma sp., Rhizopus sp.や Botrytis cinerea といった糸状菌

の胞子が含まれていることが報告されている（Casareto et al., 1996; Prasanth. M, 2015; 

Schwartz et al., 2003）。また、雨が降るともともと病原菌に感染された植物から、他の個

体へとその感染が蔓延すること、空気中にも糸状菌の胞子や細菌が浮遊しており、それ

を雨が伝播させる可能性も示唆されている（Madden, 1997）。さらに、降雨による空間湿

度の上昇によって、病原性細菌の持つエフェクター分子 HopM1（Hrp outer protein M1）

の活性が増幅され、宿主植物の細胞間隙に水分を誘導することで細菌が移動しやすい環

境を作り、感染を有利に進めることも知られている（Xin et al., 2016）。これらの知見か

ら、雨は植物への病原体感染を媒介していることが知られているが、植物も雨によって

もたらされるこれらの不利益に対して何の対策も講じてこなかったとは考えにくい。し

たがって、我々は植物は雨を認識することで、病原体の伝播に対して予測的に疾病防御

機構を活性化するのではないかと考えた。 

 では植物は雨に対してどのような応答を誘導するのだろうか。1990 年 Braam らによ

って、シロイヌナズナの葉面に対する雨を模した水スプレー処理は、葉の折り曲げなど

の機械刺激で誘導される TCH（TOUCH）遺伝子群の発現を誘導し、地上部の伸長成長

を抑制することが報告されている（Braam and Davis, 1990）。また、機械刺激は、JA、オ

ーキシン、エチレンやジベレリンといった植物ホルモンを介した植物の生理学的なプロ

セスにも影響を与えることが知られている。特にシロイヌナズナにおいては、雨を模し

た水スプレー処理によって JA の合成・蓄積を促し、JA 応答性の遺伝子発現を誘導する

ことも報告されている（Van Moerkercke et al., 2019）。ゆえに雨は、環境応答と同様に植

物の成長や発達に影響を与え得る機械刺激のシグナル伝達やホルモンシグナル経路の

両者を調節していると考えられる。しかし、雨が活性化するシグナル伝達経路はほとん
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ど解明されていない。 

 前述のように、植物は雨を模したスプレー処理によっても、葉を折り曲げる機械刺激

によっても TCHs を発現誘導する。また、葉を折り曲げる処理は、MYB51（MYB DOMAIN 

TRANSCRIPTION FACTOR）や CBP60g（CALMODULIN BINDING PROTEIN 60-LIKE G）

といった免疫関連の遺伝子を誘導することに加え、ジベレリンの代謝に関わる

AtGA2ox7（GIBBERELLIN 2-OXIDASE 7）を誘導して植物の成長速度を低下させること

も報告されている（Lange and Lange, 2015）。このように植物は種々の環境変化に付随す

る機械刺激を感知することで、それぞれに適切な応答を活性化していると考えられる。

こうした機械刺激応答は、植物界のみならず動物界や菌界を含む生物界全体で保存され

た機構であり、それは機械刺激が自然界で生じ得る至極原始的な入力情報であるためだ

と考えられる。実際に、大腸菌において浸透圧の変化を膜張力の変化に基づく機械刺激

として感知してそれに適応することや、同種の空間密度が高まったことを個体間の衝突

による機械刺激として認識し、分裂速度を制御する仮説など、大腸菌レベルから機械刺

激という入力が利用されてきたと考えられている。また、動物においても、触覚による

機械刺激が外界感知に利用されており、その刺激受容に特化した感覚器官を用いた認識

機構が知られている。その例として、皮膚表皮の最下層に埋め込まれて存在するメルケ

ル細胞や体毛の毛根付近に取り巻いた感覚神経によって、機械刺激の情報が電気信号へ

と変換されることが広く知られている。これらにおいて共通して利用されるのが、機械

刺激依存性のイオンチャネルであり、大腸菌、動物および植物において、大まかに５つ

のカテゴリーに分類される（Kurusu et al., 2013）。大腸菌が持つ MscL（Mechanosensitive 

Channels of Large Conductance）や MscS（Mechanosensitive Channels of Small Conductance）

は、前述の浸透圧の変化に対応するための機能や、周辺に存在する菌体数を把握するた

めに利用されてきたと考えられている（Jin et al., 2020; Sukharev et al., 1994; Vásquez et al., 

2008）。また、動物の持つ Piezo は、触覚を司るメルケル細胞などにおいて、膜張力を介

して開口し、Ca2+流入を生じるイオンチャネルであることが知られている（Syeda, 2021）。

植物の持つ機械刺激依存性のイオンチャネルは複数存在し、現在知られているものとし

て、MCA1 および MCA2 の MCA（MID1-COMPLEMENTING ACTIVITY）ファミリーと、

MSL1~10 の MSL（MscS-Like）ファミリーなどがある（Haswell et al., 2008; Haswell et al., 

2011）。MCA ファミリーは酵母から広く保存された MID1 のホモログ遺伝子であり、酵

母では出芽の制御に関わり、植物では根の伸長等にも関与することが報告されている

（Yamanaka et al., 2010; Yoshimura et al., 2021）。また、MSL ファミリーは、MCA ファミ



 

7 

 

リーより強い膜張力で開口し、細胞外に Cl-を放出する Cl-チャネルである。また、MSL

は大腸菌の MscS から保存された MscS ドメインを持ち、生物において広く保存された

機械刺激依存性のイオンチャネルである（Haswell et al., 2008）。特にこの MSL が生物界

で機能的なまま広く保存されている事実は、機械刺激が原初より生物の外界認識と応答

に利用されてきた刺激であることを強く示唆している。 

 機械刺激の認識は、前述のように細胞膜に生じる膜張力として認識されるものと、毛

などの感覚器を介して認識され、別のシグナルへと変換されるものが知られている。特

に後者は、植物においてもその機構と類似したものが報告されている。ハエトリソウの

葉の先端に存在するローブと呼ばれる 2 枚貝状の組織の内側に存在する 3 本の感覚毛

が、虫などの接触によって屈曲されるとローブを閉じることが知られている（Scherzer 

et al., 2019）。この際、感覚毛は機械刺激によって周辺領域に Ca2+流入を生じさせ、2 度

の Ca2+流入で細胞内 Ca2+濃度が閾値を超えて上昇し、2 枚のローブの外端が互いの方向

に縮むことで生じる歪みによってローブを閉じる（Scherzer et al., 2019; Suda et al., 2020）。

このように、機械刺激をより効率的に感知するために特殊化された感覚器を持つという

意味でも、動植物に依らず収斂的な進化が促されてきたと考えられ、生物にとって機械

刺激を認識することの重要性と優先性の高さが示唆される。これに対し、ハエトリソウ

が特異的に獲得した感覚毛に類似した構造物として、モデル植物のシロイヌナズナを含

む多くの植物の葉面においてもトライコームと呼ばれる毛状突起が存在し、シロイヌナ

ズナのトライコームは三つ又に分かれた単一細胞からなる。トライコームの持つ機能と

して、1）害虫の摂食行動に対する物理的・化学的な障壁、2）UV などから身を守る、

3）水などの資源を留めるといった機能があるのではないかと示唆されてきた。しかし、

実際のトライコームの機能に関する遺伝学的な解析はほとんど行われておらず、その理

解は不十分なままであると考えられている（Gutschick, 2002）。 

 一方で、機械刺激を含む、例えば先述の MAMP/PAMP の認識、乾燥、低温および高

温などの環境変化に対する応答において、共通して細胞内への Ca2+の流入が生じること

が知られている。さらに、Ca2+流入を介して誘導される多くの応答では、転写因子の活

性制御を介した遺伝子発現が誘導される。その例として、病害、低温、乾燥、浸透圧な

ど の 環 境 刺 激 に 対す る 応 答 に お い て、 CAMTA （ CALMODULIN-BINDING 

TRANSCRIPTION ACTIVATOR）と呼ばれる Ca2+応答性の転写抑制因子による遺伝子発

現制御機構が知られている（Du et al., 2009; Yang et al., 2015）。CAMTA 転写因子は、Ca2+

流入によって活性化したカルモジュリンタンパク質が C 末端側に存在するカルモジュ
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リン結合ドメインである IQ ドメインに結合することで、転写抑制を解除すると考えら

れている（Galon et al., 2008; Kim et al., 2017）。CAMTA には 6 つのホモログが存在する

が、それぞれ異なるストレス応答に関与していることが示唆されている。中でも

CAMTA1、CAMTA2 および CAMTA3 は、病害応答に関与することが報告されており、

特に CAMTA3 の機能欠損変異体では、先述の寄生菌に対する応答における SA 応答性

遺伝子の発現が恒常的に誘導されることから、疾病防御関連遺伝子の発現を負に制御し

ていると考えられている（Du et al., 2009; Kim et al., 2013; Kim et al., 2017）。また、CAMTA3

は低温応答における SA 依存的な応答にも関与しており、CAMTA3 の IQ ドメインに点

変異を入れた CAMTA3A855V変異体では、低温による Ca2+流入への応答能が低下すること

が報告されている（Kim et al., 2017）。 

 本論文は、まず、植物の葉面に存在する毛状突起（トライコーム）によって、雨など

の機械刺激が認識されることで誘導される新奇の植物免疫について記述する。次に、ト

ライコームが機械刺激のセンサーとして機能することで、寄生菌および腐生菌といった

菌種によらない効果的な免疫応答を誘導することに深く寄与していることを示す。そし

て、トライコームが機械刺激を受けると、周辺細胞への同心円状のカルシウムウェーブ

を生じ、細胞質内への Ca2+流入によって CAMTA3 による転写抑制を解除することで、

機械刺激誘導性の免疫関連遺伝子の発現を誘導することを示す。同時に、生じた細胞内

Ca2+濃度の上昇による MPK3 および MPK6 のリン酸化を介して、機械刺激誘導性の免

疫関連遺伝子の発現が制御されている可能性も示した。本研究成果は、雨がもたらす機

械刺激を感知するために最適化したと言えるトライコームの新機能を明らかにしたも

のであり、植物免疫分野における新領域の開拓に繋がると考えられる。また、雨によっ

て誘導される免疫によって防除される病原体は、これまで基本的親和性を持たないもの

として、見かけ上我々に認識されてこなかった可能性がある。機械刺激誘導性免疫の存

在が示されたことで、これまで認知されてきた基本的親和性を持つ病原体の範囲が拡大

され、無視せざるを得なかった潜在的な病原体の存在を示すことに繋がる。それら潜在

的な病原体を用いた比較ゲノム解析により、病原体の感染戦略と植物の防御における競

合進化の中で、潜在的な病原体の一部がどのようにして機械刺激誘導性免疫を突破し、

病理学的に病原体であると判別されるに至ったのかを明らかにすることで、病原体の感

染戦略の進化についてさらなる理解をもたらすことができると考えられる。 
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材料および方法 

 

第 1 節 植物個体に対する雨処理およびブラシによる機械刺激処理 

 

植物材料 

 本研究においては、モデル植物シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の野生型 Col-

0、gl1（GLABRA 1）、fls2（SALK_093905）、bak1-3（SALK_034523）、myc2 myc3 myc4、

npr1-3 、 camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 、 camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP [CAMTA3(A855V)] 、 WRKY33pro:EYFP-NLS （ Col-0 ）

（ WRKY33: WRKY DNA-BINDING PROTEIN 33, EYFP: ENHANCED YELLOW 

FLUORESCENT PROTEIN, NLS: NUCLEAR LOCALIZATION SIGNAL）、CBP60gpro:EYFP-

NLS（Col-0）（CBP60g: CAM-BINDING PROTEIN 60-LIKE G）、35Spro:GCaMP3（Col-0）、

35Spro:GCaMP3（gl1）、cer1-1 および cer3-1 植物を後述の方法で育成し、実験に使用

した（Kim et al., 2017; Toyota et al., 2018）。それぞれの種子に関して、Col-0 および npr1-

3 植物は Duke University Department of Biology の Dr. Xinnian Dong に譲渡していただ

いた。gl1 植物は名古屋大学理学研究科生命理学専攻の木下俊則博士および高橋宏二

博士に譲渡していただいた。由来は Lehle Seeds（TX, USA）にて単離された gl-1 であ

る。myc2 myc3 myc4 植物は Centro Nacional de Biotecnología-CSIC の Dr. Roberto Solano

に譲渡していただいた。camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP および camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP 植物は、Michigan State University-DOE Plant Research 

Laboratory の Dr. Michael Thomashow に譲渡していただいた。WRKY33pro:EYFP-NLS

（Col-0）および CBP60gpro:EYFP-NLS（Col-0）植物は、筑波大学大学院生命環境系の

別役重之博士および岩本瑞生氏が作出し、筑波大学にて使用させていただいた。

35Spro:GCaMP3（Col-0）および 35Spro:GCaMP3（gl1）植物は、埼玉大学大学院理工

学研究科生命科学系専攻の豊田正嗣博士との共同研究において、埼玉大学にて使用さ

せていただくと共に、種子を譲渡していただいた。cer1-1 および cer3-1 植物は、名古

屋大学大学農学研究科応用生命科学専攻の石黒澄衛博士に譲渡していただいた。fls2

および bak1-3 は、Arabidopsis Biological Resource Center（ABRC）から購入した。 

 

植物の育成 

実験に使用する植物は、主に用土を用いた土植えにより育成し、顕微鏡観察用の植

物の一部は後述のムラシゲ・スクーグ（MS）培地を用いて育成した。土植えでの育成

では、ふるいを通したスーパーミックス A（サカタのタネ, Yokohama, Japan）とバー

ミキュライト（Mizuho-rika, Aichi, Japan）を 1：1 の割合で混合して 4 穴の植物育成用
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プラスチックポットに入れ、軽く押し付けて水分を含んだ際に沈まないように詰めた。

これに対し、十分に乾燥させた種子を播種し、春化処理を行った（4℃、暗所, 3 days）。

その後、22℃±2℃、湿度 50～70％、明期 16 hr/暗期 8 hr の条件で、12 days 育成した。

さらに、72 穴の植物育成用プラスチックポット（T.O Plastics, Inc, MN, USA）に同様

の組成で混合した土を入れ、育成した植物個体を 1 個体ずつ定植した。その後、さら

に同条件で 2 weeks 育成し、サンプルとして使用した。MS 培地については、終濃度

がそれぞれ、1/2x Murashige and Skoog Plant Salt Mixture（FUJIFILM Wako Pure Chemicals 

Corp., Osaka, Japan）、1% Sucrose（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）、0.02% myo-

Inositol（SIGMA-ALDRICH, MO, USA）、2.5 mM MES-KOH pH5.7、全量が 2 L になる

ように RO 水で調製した。これを 2 L 三角フラスコに 1000 mL ずつに分注し、6 g の

Gellan gum（ FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）を加えて高圧蒸気滅菌器

（HIRAYAMA Manufacturing Corp., Saitama, Japan）にて加圧滅菌した（121℃, 2 気圧, 

20 min）。これをクリーンベンチ内で 25 mL ずつ丸型シャーレ（AS ONE Corporation, 

Osaka, Japan）に分注して固化させて 4℃で保存し、3 months 以内に使用した。種子を

2 mL エッペンドルフチューブ（eppendorf, Hamburg, Germany）に移して、1 mL の 70% 

Ethanol を加えてローテーター（TAITEC Corp., Saitama, Japan）にて回転および転倒混

和させ、滅菌した（室温, 15 min）。さらに、70% Ethanol [99.5% Ethanol (SIGMA-

ALDRICH) , DEPC treated water (invitrogen, MA, USA)] を除去して 1 mL の 99.5% 

Ethanol を加えてローテーターにて回転および転倒混和させ、滅菌した（室温, 15 min）。

滅菌した種子を乾燥させて 1 mL の MilliQ 水を加え、ローテーターにて回転および転

倒混和させて春化処理を行った後（4℃, 暗所, 3 days）、MS 培地に播種した。グロー

スチャンバー内で、22℃±2℃、明期 16 hr/暗期 8 hr の条件で、2 weeks 育成した。MS

液体培地については、終濃度がそれぞれ、1/2x Murashige and Skoog Plant Salt Mixture、

1% Sucrose、0.02% myo-Inositol、2.5 mM MES-KOH pH5.7、全量が 2 L になるように

RO 水で調製した。これを 2 L 三角フラスコに 1 L ずつに分注し、加圧滅菌した（121℃, 

2 気圧, 20 min）。12 ウェルプレート（CORNING Inc., NY, USA）に 2 mL の MS 液体培

地を分注し、上述の方法で滅菌および春化処理をした種子を 10 粒ずつ播種して、グ

ロースチャンバー内で 22℃±2℃、明期 16 hr/暗期 8 hr の条件で、12 days 育成した。 

 

雨処理 

500 mL の RO 水を 500 mL ビーカーに入れて一晩置き、室温に戻した。H 型スタン

ド（AS ONE Corporation, Osaka, Japan）に医療用輸液チューブ（ニプロ株式会社, Osaka, 

Japan）と 200 µL用マイクロピペットマンチップ（RIKAKEN CO., LTD., Nagoya, Japan）

を用いて作製し、カテーテルのびん針（針なし）を室温に戻した RO 水中に設置する

ことで、高さ 1.2 m の高さから 13 µL の RO 水を滴下できる人工降雨装置を作製した

（Fig. 1）。このとき、滴下条件を 1.2 m かつ 13 µl に設定することで、実験操作を簡素
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化すると共に、5.8 µl の雨滴が速度 [6.96 (m/s)] に至った際に、葉面に対して負荷す

る力学的エネルギーと等しくなるようにした。5.8 µL の RO 水は地上で降る 1 滴の雨

滴の平均容量に従っており、速度 [6.96 (m/s)] は 5.8 µL の雨滴が上空から降下してき

た際に至る終端速度である（Gunn and Kinzer, 1949）。この装置を用いて、土植えで約

4 weeks 育成した植物の第 5～7 葉に対し、雨滴を滴下した。後述の RNA-seq 解析用

のサンプルについては、10 滴の雨滴を滴下し、変異体を用いた RT-qPCR 用のサンプ

ルについては、1 滴の雨滴を滴下した（Fig. 1）。RNA-seq 解析用は、雨処理の 15 min

後に 6 個体から 2 枚ずつ、合計 12 枚の葉を 1.5 mL スクリューキャップサンプリング

チューブ（Greiner Bio-One, Upper Austria, Austria）に回収して、この操作を 3 technical 

replication 分行い、液体窒素で凍結させて-80℃で保存した。また、RT-qPCR 用は雨処

理の 15 min 後に 6 個体から 2 枚ずつ、合計 12 枚の葉を回収し、液体窒素で凍結させ

て-80℃で保存した。また、Col-0 植物を降雨量 1 mm/hr の自然の雨に 3 min 曝露し、

15 min 後に 6 個体から 2 枚ずつ、合計 12 枚の葉を回収し、液体窒素で凍結させて-

80℃で保存した。この際、同時に我々の条件での人工雨処理を行ったサンプルをポジ

ティブコントロール（Artificial rain）として回収した。 

 

ブラシによる機械刺激処理 

72 穴ポットにて土植えで約 4 weeks 育成した植物を前日に 1 個体ずつにポットを

切り分けて個体間の間隔を大きくして、葉どうしが干渉しないようにした。それらの

植物の第 5～7 葉に対し、ナイロン画筆 nero 平 12 号（Kowa, Aichi, Japan）を用いて、

葉に対して 30～40 度の角度で筆を滑らせて 1 回撫でた（Fig. 4a）。このとき、葉の下

には SoftLove mini ペーパータオル（SHIMBASHI PAPER MFG Corp., Shizuoka, Japan）

を据えて葉を支えた。RNA-seq 解析用は、ブラシによる機械刺激処理の 15 min 後に 6

個体から 2 枚ずつ、合計 12 枚の葉を 1.5 mL スクリューキャップサンプリングチュー

ブ（Greiner Bio-One）に回収して、この操作を 3 technical replication 分行い、液体窒素

で凍結させて-80℃で保存した。また、RT-qPCR 用はブラシによる機械刺激処理の 15 

min 後に 6 個体から 2 枚ずつ、合計 12 枚の葉を回収し、液体窒素で凍結させて-80℃

で保存した。 

 

RNA の抽出と RT-qPCR 

① サンプルの破砕 

 各種処理を行って凍結保存したサンプルを、破砕装置 GENO/GRINDER（SPEX, 

NJ, USA）を用いて破砕した（1,000 rpm, 30 sec, 4 回）。このとき、1 回の破砕操作毎

に、チューブを転倒混和した後、蓋についた粉末を机にタッピングして静かに落と

すと共に、葉が適切に破砕されているかを確認した。また、すべての操作は、液体

窒素で凍結状態を保持しながら行った。 
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② RNA の抽出 

 破砕したサンプルの粉末をタッピングでチューブ底に静かに落とした後、1 mL

の Sepasol®-RNA I Super G（NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, Japan）を加え、ボルテ

ックスミキサー（Scientific Industries, NY, USA）により混和し、5 min 静置してから

200 µL の Chloroform（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）を加えた。1 min 転倒

混和し、遠心分離し（8,000 rpm, 4℃, 10 min）、700 µL の上清を新しい 1.5 mL ワト

ソンチューブ（Watson CO., LTD, Tokyo, Japan）に回収した。さらに遠心分離して

（12,000 rpm, 4℃, 20 min）、600 µL の上清を新しい 1.5 mL エッペンドルフチュー

ブに回収した。600 µL の 2-Propanol（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）を加え

て転倒混和した後、-20℃で 30 min 以上静置した。 

 

③ RNA の精製と濃度測定 

 RNA 抽出液を遠心分離し（12,000 rpm, 4℃, 10 min）、上清を除去した。1 mL の

75％ Ethanol（99.5% Ethanol, DEPC treated water）を加えて、遠心分離し（12,000 

rpm, 4℃, 10 min）、上清を除去した後、クリーンベンチ内で風乾させた。35 µL の

DEPC-treated water を加えて 5 min 静置した後にタッピングして RNA を溶かした

さらに遠心分離して（13,500 rpm, 4℃, 20 min）、15 µL の上清を新しい 1.5 mL エッ

ペンドルフチューブに回収した。1.7 µL の 10x TURBO DNase Buffer（Thermo fisher 

scientific）と 0.5 µL の DNase（Thermo fisher scientific）を加え、ヒートブロックで

インキュベートした（37℃, 30 min）。1.5 µL の DNase Inactivation Reagent（Thermo 

fisher scientific）を加え、タッピングして混和した。さらに、遠心分離し（11,000 

rpm, 4℃, 2 min）、15 µL の上清を回収して-20℃で保存した。また、一部の RNA に

ついては、ここまでの RNA 抽出と精製の過程において、RNA 抽出キット

NucleoSpin® RNA Plus（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co., Düren, Germany）のプロ

ト コ ル に 従 っ て 抽 出 を 行 っ た （ https://www.mn-

net.com/media/pdf/83/75/16/Instruction-NucleoSpin-RNA-Plus.pdf ）。 NanoDrop 2000

（Thermo fisher scientific）を用いて RNA 濃度を測定した。 

 

④ 逆転写 

 PrimeScript™ RT Reagent Kit（Takara Bio inc., Shiga, Japan）を用いて 3 µL の逆転写

反応液（2 µL 5x PrimeScript™ Buffer, 0.5 µL Oligo dT primer, 0.5 µL PrimeScript™ RT 

enzyme Mix I）を調製し、200 µL の 8 連 PCR チューブ（RIKAKEN CO., LTD.）に

0.5 µg の RNA を含む溶液と DEPC-treated water を混合し、合計 10 µL になるように

調製した。サーマルサイクラー（ASTEC CO., LTD., Fukuoka, Japan）を使用し、逆転

写反応（37℃ 45 min, 85℃ 5 sec, 4℃ ∞）を行った。逆転写産物に 190 µL の DEPC-

treated water を加えて 20 倍希釈し、cDNA 溶液とした。 
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⑤ RT-qPCR 

 LightCycler 480® Multiwell plate 96 （ F. Hoffmann-La Roche AG, Basel-Stadt, 

Switzerland）の 1 ウェルあたり 9 µL の RT-qPCR 反応液 [5 µL KAPA SYBR Fast qPCR 

Mix (KAPA BIOSYSTEMS, NC, USA), 0.2 µL 10 µM Forward primer (Table 10), 0.2 µL 

10 µM Reverse primer (Table 10), 3.6 µL DEPC-treated water] を加え、1 µL の cDNA 溶

液を加えた。シール（F. Hoffmann-La Roche AG）で蓋をし、RT-qPCRマシンLightCycler 

96®（F. Hoffmann-La Roche AG）を使用し、RT-qPCR 反応 [step 1 (1 cycle): 95℃ 3 min, 

step 2 (40 cycles): 95℃ 15 sec, 60℃ 30 sec, melting step (1 cycle): 95℃ 10 sec, 65℃ 60 

sec, 97℃ 1 sec] を行った。 

 

RNA-seq 解析 

① RNA の抽出と精製 

 RNA抽出と RT-qPCRにおける RNAの抽出と同様の方法で RNA抽出液を調製し

た。その後、RNeasy Mini Kit（QIAGEN, Venlo, Nederland） 内の Part 2 セットを用

い、RNA clean up プロトコルに従って、RNA の精製を行った。その際、同梱のプロ

ト コ ル を 参 照 し て 操 作 を 行 っ た 。

（ https://www.qiagen.com/jp/resources/resourcedetail?id=f9b2e5ef-9456-431a-85ed-

2a2b9fbd503d&lang=en） 

 

② cDNA ライブラリー化操作 

 抽出および精製した 1.0 µg の Total RNA、Protocol for Use with NEBNext® Poly（A）

mRNA Magnetic Isolation Module （NEB E7490） および NEBNext® Ultra RNA Library 

Prep Kit for Illumina® （E7530）（New England Biolabs, Ipswich, UK）を用いて、製品

開発社のプロトコル（https://international.neb.com/protocols/2014/12/01/protocol-for-

use-with-nebnext-poly-a-mrna-magnetic-isolation-module-neb-e7490）に従った。 

  

③ 次世代シーケンサーによる mRNA 逆転写産物（cDNA）シーケンシングと解析 

 雨誘導性および機械刺激誘導性の遺伝子発現解析については、名古屋大学卓越大

学院トランスフォーマティブ化学生命融合研究大学院プログラムにおいて、多田研

究室が運営する次世代シーケンシング解析サービスを利用し、NextSeq 550（Illumina, 

CA, USA）を用いた RNA シーケンシングを行っていただき、BaseSpace 解析サービ

ス（Illumina）を用いた正規化を行った。発現量解析に関しては、web ツールである

Degust（https://degust.erc.monash.edu/）を用いて、edgeR 解析を行った。また、Col-0

植物と gl1植物における機械刺激誘導性の遺伝子発現に関する比較解析については、

新学術領域研究「植物の成長可塑性を支える環境記憶と認識の自律分散型統御シス

テム」の研究支援センターにおける、中部大学応用生物学部の鈴木孝征准教授との
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共同研究として、NextSeq 500（Illumina）を用いた RNA シーケンシングと R 言語

パッケージ edgeRを基盤とした独自の解析プログラム PoTHoSを用いた解析を行っ

ていただいた。 

 

④ 解析に使用した既知のトランスクリプトームデータ 

 MS 液体培地で 10 days 育成した Col-0 植物に対して 1 µM flg22 を処理した 30 hr

後の地上部における microarray データ（Array Express; E-NASC-76）（Denoux et al., 

2008）、4 週齢の Col-0 植物に対して病原性細菌 Pseudomonas syringae pv. maculicola 

ES4326 を半葉に接種し、24 hr 後におけるもう一方の半葉についての microarray デ

ータ（Gene Expression Omnibus; GSM99794）（Sato et al., 2007）、2 週齢の Col-0 植物

に対して 0.5 mM SA または 50 µM JA を処理した 24 hr 後の RNA-seq データ（DNA 

Data Bank of Japan; DRA003119）（Nomoto et al., 2021）、MS 培地で 2 週間育成した

Col-0 植物に対して、水スプレー処理を行った 10 min 後または 25 min 後の RNA-seq

データ（E-MTAB-8021）（Van Moerkercke et al., 2019）、4 週齢の Col-0 植物の葉を折

り曲げる（ベンディング）処理を行った 30 min 後の microarray データ（accession is 

now not available）（Lee et al., 2005）、4 週齢の Col-0 植物の葉面にブラシ処理を行っ

た 30 min 後の RNA-seq データ（NCBI BioProject; PRJNA473032）（Xu et al., 2019）、

MS 液体培地で 2 weeks 育成した Col-0 植物に綿棒でつつく処理を行った 30 min 後

の RNA-seq データ（accession is now not available）（Wang et al., 2018）、MS 液体培地

で 12 days 育成した GVG-NtMEK2DD（Col-0）に対して 2 μM DEX を処理した 0 hr

後と 6 hr 後の RNA-seq データ （NCBI Sequence Read Archive; SRP111959）（Su et al., 

2018）、4 週齢の camta1 camta2 camta3 植物の RNA-seq データ（GSE43818）（Kim et 

al., 2013）を用いた。 

 

Gene Ontology 解析（GO 解析） 

 解析プラットフォームベースソフト Cytoscape（https://cytoscape.org/）上にて、解析

モジュール BiNGO（http://apps.cytoscape.org/apps/bingo）を利用して Gene Ontology 解

析を行った（Maere et al., 2005）。この際、人工雨処理とブラシ処理の RNA-seq 解析に

おいて、P < 0.05 の条件で未処理に対して発現量が 2 倍以上に増加した遺伝子群を雨

誘導性又は機械刺激誘導性の遺伝子群とし、それらの AGI コードをサイト内のフォ

ームに入力して、それら遺伝子群の biological process についての分類を出力させた。

このとき、シロイヌナズナゲノム中に存在する 27502 遺伝子（ TAIR10：

https://www.arabidopsis.org/）の中からランダムに遺伝子をピックアップした際にそれ

ぞれのカテゴリーに分類される遺伝子数に対して、p < 0.05 の条件で有意に発現誘導

されていると判断されるカテゴリーの中で P value が小さい上位 10 について、棒グラ

フを作成した。 

https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-NASC-76/
https://ddbj.nig.ac.jp/resource/sra-submission/DRA003119
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-8021/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA473032
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?study=SRP111959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE43818
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第 2 節 ベクターの作製 

 

アガロースゲル（w/v）の作製 

Agarose S（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）と 200 mL の 1x TAE [40 mM Tris-

aminomethane (FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.), 40 mM Glacial Acetic Acid 

(FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.) , 1 mM EDTA (DOJINDO Lab.)] を 300 mL の三

角フラスコ内で混合し、加熱して溶解させた。約 60℃まで冷却してからゲルメーカー

セット（ADVANCE, Tokyo, Japan）に流し込み、室温, 約 30 min 静置して凝固させた。

ゲルは、ハイブリバッグ（COSMO BIO., Tokyo, Japan）に入れて 1x TAE を加えて浸し

た状態で保存した。 

 

Agarose ゲル電気泳動 a 

1.5% Agarose ゲルを用い、パラフィルム（Bemis Company inc., WI, USA）上でサン

プルと 6x loading dye（0.25% BPB, 1 mM EDTA, 40% Sucrose）を混合して終濃度が 1x 

dye になるように調製した。ウェルに 3 µL ずつ分注し、電気泳動装置 Mupid exU

（ADVANCE）にて電気泳動し（135 V, 25 min）、0.625 µg/mL の Ethidium Bromide（EtBr）

（VWR Life science, NY, USA）を 1x TAE で約 1,000 倍希釈した溶液中で 30 min 静置

して染色した。撮影装置（NIPPON Genetics Co., Ltd., Tokyo, Japan）でゲルを撮影し、

PCR 産物のバンドの位置を確認した。 

PCR を、Go-taq Green Mix（Promega Corp., WI, USA）を用いた PCR 反応液（5 µL 

Go-taq Green Mix, 3.6 µL MilliQ 水, 0.2 µL 10 µM Forward Primer（Table 10）, 0.2 µL 10 

µM Reverse Primer（Table 10）, 1 µL templete）で行った場合は、2 µL の PCR 産物をそ

のままウェルに流した。 

 

LB 固形培地、液体培地の作製 

25 g の LB Broth Miller（Becton, Dickinson and company, NJ, USA）を計り取り、1,000 

mL のビーカーに入れた。RO 水を加えて撹拌し、1 L のメスシリンダーに移して全量

が 1 L になるように RO 水を追加した。1 L の三角フラスコに 500 mL ずつ分注し、

10 g の Bacto Agar（Becton, Dickinson and company）を入れてアルミホイル（Nippon 

Foil Mfg. Co., Ltd., Tokyo, Japan）で蓋をして加圧滅菌した（121℃, 2 気圧, 20 min）。約

60℃まで温度を下げ、クリーンベンチ（SANYO Electric Co., Ltd, Osaka, Japan）内で終

濃度 50 µg/mL になるように 500 µL の 50 mg/mL Kanamycin（LKT Laboratories.inc, MN, 

USA）または 50 mg/mL Spectinomycin（SIGMA-ALDRICH, MO, USA）をそれぞれ別の

フラスコに 1 種類ずつ分注した。滅菌シャーレ（AS ONE Corp.）に 25 mL ずつ分注し

て凝固させ、4℃で保存した。液体培地に関しては、Bacto Agar を加えず、試験管に 4 
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mL ずつ分注して加圧滅菌して室温で保存した。 

 

クローニング 

Gateway®テクノロジー（Thermo Fisher Scientific）を用いたクローニングを行った。

Col-0 植物の RNA 抽出物から作製した cDNA、PCR 反応液 [2.5 µL 10x KOD Plus Neo 

PCR buffer, 2.5 µL 2 mM dNTPs, 1.5 µL 25 mM MgCl2, 0.5 µL 10 µM Forward Primer（Table 

10）, 0.5 µL 10 µM Reverse Primer（Table 10）, 0.5 µL KOD Plus Neo enzyme (TOYOBO 

CO., LTD., Osaka, Japan), 1 µL cDNA, 16 µL MilliQ 水] を調製し、200 µL チューブ

（RIKAKEN）に分注して、サーマルサイクラー（ASTEC）で PCR [step 1 (1 cycle): 98℃ 

2 min, step 2 (40 cycles): 95℃ 10 sec, 60℃ (または Tm 値) 30 sec, 68℃ 1 kbp/min, step 3：

20℃ ∞] を行い、目的遺伝子を含む DNA 断片を増幅させた。PCR 後に電気泳動にて

目的遺伝子断片の増幅を確認し、BP反応液 [1 µL 5x BP reaction buffer, 2 µL PCR product, 

0.5 µL BP Clonase™ (Thermo Fisher Scientific), 0.25 µL pDONR™221 (200 ng/µL) (Thermo 

Fisher Scientific), 1.25 µL MilliQ 水] を 200 µL チューブに混合し、室温で 2～3 hr 静置

し、BP 反応を行った。その後、70℃で 10 min 加熱し、BP クロナーゼを失活させた

後、形質転換に供試した。 

 

制限酵素処理 

シロイヌナズナ発現用ベクターpPZP200-BAR-OST の T-DNA repeat 内に存在する

PmeI 認識配列を利用して、pPZP200 を解列させた。このとき、制限酵素反応液 [3 µL 

5x CutSmart buffer (New England Biolabs), 0.5 µL PmeI (New England Biolabs), 10 µL 

Plasmid (300 ng/µL), 1.5 µL MilliQ 水] を用いてインキュベートし（37℃, 2 hr）、その後

制限酵素を失活させた（65℃, 20 min）。 

 

Gibson Assembly® 

Gibson Assembly®（NewEnglandBiolabs）システムを使用し、Gibson Assembly プロト

コル（https://international.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-manuals/manuale2611.pdf）

に従い、PmeI で切断した pPZP200-BAR-OST に proCBP60g、GUS、rbcs3Ater を導入

した pPZP200_proCBP60g:GUS-rbcs3Ater を作製した。 

 

形質転換 

15 µL の大腸菌コンピテントセル JM109 株（TaKaRa, Shiga, Japan）または SURE2 株

（Agilent, CA, USA）と 2 µL の BP 反応産物又は Gibson Assembly 産物を混合し、氷

上で 10 min 静置した後、ヒートブロックでヒートショックを与え（42℃, 1 min）、氷

上で急冷した。150 µL の SOC 培地（2% Bacto Tryptone, 0.5% Bacto Yeast Extract, 50 mM 

NaCl, 12.5 mM KCl, 50 mM MgCl2, 100 mM Glucose）を加え、ヒートブロックでインキ
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ュベートし（37℃, 10 min）、それぞれのベクター用の抗生物質（50 µg/µL Kanamycin

または 50 µg/µL Spectinomycin）を含む LB 固形培地のシャーレに播き、インキュベー

ター内で培養した（37℃, 20 hr）。培養後、コロニー形成を確認して 4℃でシャーレを

保存した。  

 

コロニーPCR とマスタープレートの作製 

採取したコロニー中の大腸菌に目的遺伝子を含むプラスミドが導入されているか

確認するため、コロニーを加圧滅菌済みの爪楊枝で採取し、新しい抗生物質含有 LB

固形培地に移した後、37℃で 20 hr インキュベートしたものをマスタープレートとし

た。また、採取したコロニーの一部を 5 µL の MilliQ 水に懸濁し、コロニー懸濁液と

した。同時にそのコロニーをコロニーPCR 反応液（5 µL Go-taq® Green Mix, 3.6 µL 

MilliQ 水, 0.2 µL 10 nM Forward Primer（Table 10）, 0.2 µL 10 nM Reverse Primer（Table 

10）, 1 µL コロニー懸濁液）に浸して PCR [step 1 (1 cycle): 98℃ 2 min, step 2 (40 cycles): 

95℃ 10 sec, 60℃ (または Tm 値) 30 sec, 72℃ 1 kbp/min, step 3: 20℃ ∞] した。 

 

プラスミドの抽出 

コロニーPCR によって、目的遺伝子のバンドが確認できたコロニーの菌体をマスタ

ープレート上から回収し、4 µL の 50 mg/mL Kanamycin または 50 mg/mL Spectinomycin

を加えて、終濃度 50 µg/mL とした 4 mL の LB 液体培地に移してインキュベートした

（37℃, 210 rpm, 20 hr）。2.0 mL エッペンドルフチューブに 700 µL の菌液を回収し、

230 µL の 80% Glycerol を加えて転倒混和し、Glycerol ストックとして-80℃で保存し

た。1.5mL ワトソンチューブに 700 µL の菌液を回収し、遠心分離した（13,500 rpm, 

室温, 5 min）。上清を回収し、さらに 700 µL の菌液を加えて、同様に遠心分離する過

程を 2 回繰り返した。上清をすて、プラスミド抽出キット QIAGEN miniprep（QIAGEN）

を用い、添付のプロトコルに従って菌体からプラスミドを抽出し、NanoDrop 2000

（Thermo Fisher Scientific）を用いて濃度を測定した。 

 

シーケンス 

450～900 ng Plasmid および 1 µL 10 nM Primer（Table 10）を MilliQ 水と混和して 21 

µL のプラスミドシーケンス溶液を調製した。DNA シーケンス受託サービス（Eurofin 

Corp., Luxembourg, Luxembourg）にて、プラスミド内の目的遺伝子配列のシーケンス

を行い、プラスミド中に正しい配列が挿入されていることを確認した。 
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第 3 節 植物ホルモンの定量 

  

「第 1 節 ブラシによる機械刺激処理」に記載の方法に従い、葉面に雨又はブラシに

よって機械刺激を負荷する、又は葉の中心の葉脈に対して垂直にハサミで切りつける操

作を行い、5 min および 15 min 後に 0.07～0.1 g になるように 1.5 mL スクリューキャッ

プサンプリングチューブに回収した後、すばやく液体窒素で氷結し、-80℃で保存した。

質量分析（MS）解析を用いたホルモン定量は、岡山大学資源植物科学研究所の森泉博

士および松浦恭和氏に依頼し、解析を行っていただいた（Matsuura et al., 2019）。 

 

第 4 節 組換え植物を用いた顕微鏡観察 

 

プロモーターレポーター解析 

① 植物材料と顕微鏡条件 

筑波大学大学院生命環境系の別役重之准教授と岩本瑞生氏との共同研究により、

植物および実験設備を使用させていただいた。土植えかつ連続光下で 3 weeks 育成

したWRKY33pro:EYFP-NLS/Col-0および CBP60gpro:EYFP-NLS/Col-0の T3植物を使

用した。これらの植物を蛍光実体顕微鏡 M205FA（Leica, Hessen, Germany）にて観

察し、ソフトウェアは AF6000（Leica）を、カメラは DFC365FX（Leica）を使用し

た。このとき、EYFP の蛍光を YFP フィルタによって、自家蛍光を TRX フィルタ

によって、それぞれ選択的に検出した（Betsuyaku et al., 2018）。 

 

② 機械刺激処理と観察 

「第 1 節 ブラシによる機械刺激処理」に記載の方法に従い、15 min に一度、葉

面にブラシで機械刺激を負荷し、2 hr 後まで 15 min 間隔で蛍光を観察した。核移行

アミノ酸配列を持つため、比較的発現量が低い場合でも 2 hr 程度で蛍光を観察する

ことが可能であった。葉の半分を何もしない untreated 領域とし、もう半分を機械刺

激処理区として、同時に蛍光を観察した 

 

Ca2+プローブ GCaMP3 組換え植物を用いた解析 

① 植物材料と顕微鏡条件 

 埼玉大学大学院理工学研究科生命科学系専攻の豊田正嗣博士との共同研究によ

り、35Spro:GCaMP3（Col-0）植物の T3 種子を MS 固形培地で育成して使用し、蛍

光実体顕微鏡 SMZ-25（Nikon Corporation, Tokyo, Japan）にて観察した（Tian et al., 

2009; Toyota et al., 2018）。このとき、カメラは sCMOS カメラ ORCA-Flash4.0 V2
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（Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan）を使用した。また、ランプは motorized 

Intensilight Hg Illuminator（Nikon）を使用し、また、GFP の蛍光を 470/40 励起光フ

ィルタと 500 nm ダイクロイックミラーP2-EFL GFP-B（Nikon）を介して検出した。

このとき、ソフトウェアは NIS-Elements imaging software （Nikon）を使用した（Toyota 

et al., 2018）。 

 

② 機械刺激処理と観察 

 植物体をステージに固定し、葉面にブラシ又は塩化銀キャピラリーで機械刺激を

負荷し、GFP 蛍光を経時的に観察した。キャピラリーによる機械刺激は、ハンドル

操作によって水平方向の稼働が可能なマニピュレーターを用い、目標のトライコー

ムを屈曲させた。このとき、上述のソフトウェア上で選択した領域について、10 nm

間隔で点指定し、その部位における GFP 輝度の変化を細胞内への Ca2+濃度変化と

して換算することで、経時的な Ca2+濃度変化を定量した。 

 

第 5節 Calcium Ionophore A23187処理 

 

Calcium Ionophore A23187（SIGMA-ALDRICH）を Dimethyl Sulfoxide（FUJIFILM Wako 

Pure Chemicals Corp.）に溶解し、5 mM の A23187 溶液を調製して-30℃で保存した。

植物を 12 ウェルプレート中において MS 液体培地で 12 days 育成し、液体培地をピペ

ットマンでできる限り除去したうえで、2 mL の MilliQ 水に置換した。グロースチャ

ンバー内で 22℃±2℃、明期 16 hr・/暗期 8 hr の条件で 24 hr 静置した後、20 µL の

MilliQ 水を除去して、20 µL の 5 mM の A23187 溶液を加えることで 50 µM A23187 を

植物に処理した。その後、素早く植物を回収し、キムタオルで水分をできる限り除去

して、30 sec 以内に質量を測定した後、液体窒素で氷結させた。さらに、処理の 15、

30 および 60 min 後においても同様の方法で植物を回収した。使用するまでは-80℃で

保存した。 

 

第 6 節 タンパク質蓄積および MAPK のリン酸化の検出 

 

タンパク質の抽出 

① サンプルの回収と破砕 

 土植えで約 4 weeks 育成した植物の第 5～7 葉を、0.1 g 程度になるように質量を

計って、1.5 mL スクリューキャップサンプリングチューブに回収し、液体窒素で凍

結させ、-80℃で保存した。これを破砕装置 GENO/GRINDER（SPEX）を用いて、

破砕した（1,000 rpm, 30 sec, 3 回）。このとき、1 回の破砕操作毎に、チューブを転
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倒混和した後、蓋についた粉末を机にタッピングして静かに落とすと共に、葉が適

切に破砕されているかを確認した。また、すべての操作は、液体窒素で凍結状態を

保持しながら行った。 

 

② タンパク質の抽出操作 

 破砕したサンプルに対し、1 g あたり 1 mL の計算でタンパク質抽出 buffer とし

て、MPK3/6 のリン酸化検出においては [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM 

DTT (SIGMA-ALDRICH), 2.5 mM NaF (FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.), 1.5 mM 

Na3VO4 (FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.), 0.5% (w/v) Nonidet P-40 (SIGMA-

ALDRICH), 50 mM β-glycerophosphate (Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan), Proteinase 

Inhibitor Cocktail (SIGMA-ALDRICH)] を、GCaMP3 の検出においては [50 mM Tris-

HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 0.5% (w/v) Nonidet P-40, Proteinase Inhibitor 

Cocktail] を加えて転倒混和し、ボルテックスミキサーにより混和した後、遠心分離

した（8,000 rpm, 4℃, 10 min）。70 µL の上清を回収し、遠心分離した（13,500 rpm, 

4℃, 20 min）。さらに、65 µL の上清を回収し、遠心分離した（13,500 rpm, 4℃, 20 

min）。その後、60 µL の上清を回収し、12 µL の 2 M DTT と 24 µL の 4x Sample buffer 

[200 mM Tris-HCl pH6.8, 8% SDS, 40% Glycerol, 0.08% Bromophenol Blue (FUJIFILM 

Wako Pure Chemicals Corp.)] を加えて加熱した（70℃, 20 min）。最後に、遠心分離し

（13,500 rpm, 室温, 5 min）、90 µL の上清を回収して液体窒素で凍結させ、-80℃で

保存した。 

 

ウエスタンブロット法 

① 10%Polyacrylamide ゲルの作製 

ミニプロティアンゲルシステムアクセサリー（BIO-RAD, CA, USA）を用いて、

分離ゲルミックス [1.25 mL 1.5 M Tris-HCl pH8.8, 1.25 mL 40% Acrylamide (BIO-RAD), 

50 µL 10% SDS (FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.), 50 µL 10% APS (FUJIFILM 

Wako Pure Chemicals Corp.), 4 µL TEMED (FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.), 2.4 

mL RO 水] をゲル板に流し込み、200 µL の水飽和 Butanol（FUJIFILM Wako Pure 

Chemicals Corp.）で空気との接触を断った。分離ゲルが固化するまで遮光して 30 min

程度静置し、水飽和 Butanol を RO 水で洗い流した。濃縮ゲルミックス [250 µL 1.0 

M Tris-HCl pH6.8, 250 µL 40% Acrylamide, 20 µL 10% SDS, 20 µL 10% APS, 2.5 µL 

TEMED, 1.45 mL RO 水] を流し込み、コームを差し込んで遮光して固化させた。RO

水に浸したファミリーペーパーに包み、ラップ（Asahi Kasei Corporation, Tokyo, Japan）

をして 4℃で保存した。 
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② SDS-PAGE 

Polyacrylamide ゲルを泳動槽（BIO-RAD）にセットし、800 mL の 1×Running buffer

（0.3% Tris-aminomethane, 0.1% SDS, 1.44% Glycine）を規定の位置まで注いだ。希釈

する前の 1 µL のタンパク質に 3 µL の 4x Sample buffer、1 µL の 2 M DTT および 7 

µL の RO 水を加えて混和し、ヒートブロックで加熱した（70℃, 20 min）。遠心分離

し（13,500rpm, 室温, 5 min）、上清をウェルにロードし、3 µL のタンパク質マーカ

ー（BIO-RAD）をロードした後、スマイリングを防ぐためにダミーとして 1x Sample 

buffer を残りのウェルにロードした。電源装置（ATTO, Tokyo, Japan）を接続し、電

気泳動を行った（20 mA, 60 min）。 

 

③ セミドライ式転写 

電気泳動後、50 mL の Towbin buffer [25 mM Tris-aminomethane, 19.2 mM Glycine, 

2% Methanol (SIGMA-ALDRICH)] をタッパーに入れ、そこにゲル板から取り外した

ゲルを浸した。その際、Nitrocellulose 膜（GE Healthcare, Little Chalfont, UK）をゲル

の大きさより少し大きめに切ってゲルと共に浸し、振盪して平衡化させた（45 rpm, 

室温, 15 min）。セミドライ式転写装置（BIO-RAD）に Towbin buffer に浸したフィル

ターペーパー（Whatman, Buckinghamshire, UK）3 枚ずつの間に、下から Nitrocellulose

膜、ゲルの順にローラーで気泡を抜きながら挟み、転写した（15 V, 30 min）。転写

後、1% Ponceau S（SIGMA-ALDRICH）に浸して振盪し（45 rpm, 室温, 5 min）、RO

水で 5 回洗浄してからハイブリバックに挟んだうえでスキャナーを用いて画像取

り込みを行った。 

 

④ ブロッキング 

ブロッキング液として、終濃度が 1% Skim Milk (FUJIFILM Wako Pure Chemicals 

Corp.)、1x PBS および 0.0001% Tween20 (SIGMA-ALDRICH)、全量が 300 mL になる

ように RO 水で調製した。これを 50 mL タッパーに注ぎ、Nitrocellulose 膜を浸した

後、振盪した（45 rpm, 室温, 60 min）。 

 

⑤ 免疫染色 

ブロッキングした Nitrocellulose 膜をハイブリバッグに挟んだ。MPK3/6 の検出に

おいては anti-phospho-p44/42 MAPK polyclonal antibody（Cat#9101, Cell Signalling 

Technology, MA, USA）（Su et al., 2018）を 3.999 mL ブロッキング液で希釈して一

次抗体液（1:1,000）として、GCaMP3 の検出においては、anti-GFP antibody（Cat#ab290, 

Abcam, Cambridge, UK）を 1.999 mL ブロッキング液で希釈して一次抗体液（1:4,000）

として加えて気泡を逃がし、シーラーでシールして十字シェイカー（NISSIN, Tokyo, 

Japan）で振盪した（4℃, O/N）。ブロッキング液をタッパーに入れて振盪および洗
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浄して（45 rpm, 室温, 15 min）、新しいハイブリバックに Nitrocellulose 膜を挟んだ。

goat anti-rabbit IgG (H+L) -HRP secondary antibody（BIO-RAD, CA, USA）を 1.999 mL

ブロッキング液で希釈して二次抗体液（1:2,000）として加えて気泡を除去し、シー

ラーでシールして十字シェイカーで振盪した（室温, 1 hr）。タッパーに 50 mL のブ

ロッキング液を入れ、ハイブリバッグから取り出した Nitrocellulose 膜を浸し、振盪

した（45 rpm, 室温, 10 min）。新しいブロッキング液と入れ替え、振盪した（45 rpm, 

室温, 10 min）。これをさらに 2 回繰り返し、RO 水で 4 回洗浄した。 

 

⑥ 現像 

ImmunoStar® Zeta（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）の Luminol/Enhancer 

Solution と Stable Peroxide Buffer をそれぞれ 1 mL ずつ混合した溶液に SuperSignal™ 

West Dura Extended Duration Substrate（Thermo Fisher Scientific）の Luminol/Enhancer 

Solution と Stable Peroxide Buffer それぞれ 200 µL ずつ加えて、Nitrocellulose 膜にま

んべんなく浸した。5 min 静置してハイブリバッグに入れて気泡と溶液を除き、シ

ーラーでシールした。X 線フィルムカセッテ（Okamoto-ss Corp., Tokyo, Japan）に挟

んだ。暗室で感光フィルム（FUJIFILM Corp., Tokyo, Japan）を曝し、現像機（FUJIFILM 

Corp.）にかけ、目的タンパク質をバンドとして検出した。 

 

第 7 節 CAMTA3 における ChIP-seq 解析 

  

ChIP（クロマチン免疫沈降）アッセイ 

 MS 個体培地で育成した camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP 植物を約 0.7 

g になるように回収し、すばやく 25 mL の 1% Formaldehyde（Thermo Fisher Scientific）

に浸してスピレーター（SIBATA, Tokyo, Japan）で減圧脱気して固定した（2 min ON/2 

min OFF, 3 回）。クロスリンク反応を止めるため、1.5 mL の 2 M Glycine を加えて 2 min

減圧脱気した。サンプルを 50 mL の MilliQ 水で洗浄し、使用するまで-80℃で凍結保

存した。液体窒素で冷却しながらサンプルを乳鉢と乳棒で破砕し、粉末サンプルを 2.5 

mL の nuclei extraction buffer（10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.25 M Sucrose, 10 mM MgCl2, 40 

mM β-Mercaptoethanol, Protease Inhibitor Cocktail）に懸濁した（Nomoto et al., 2021; 

Yamaguchi et al., 2014）。サンプルを 2 層にした Miracloth（Calbiochem, CA, USA）に通

し、遠心分離した（15,000 rpm, 4℃, 5 min）。上清を捨て、ペレットを 75 µL の nuclei 

lysis buffer [50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% (w/v) SDS] に懸濁した。室温で

20 min 静置して 10 min 氷上に置いた後、サンプルに 225 µL の ChIP dilution buffer 

without Triton [16.7 mM Tris-HCl pH 8.0, 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA, 0.01% (w/v) SDS] 

を混合した。DNA断片を得るため、バイオラプターUCW-201（Cosmo Bio, Tokyo, Japan）
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を用いてクロマチンサンプルを超音波破砕した（30 sec ON/30 sec OFF, 35 cycles）。

続いて 375 μL の ChIP dilution buffer without Triton を加え、さらに 200 μL の ChIP 

dilution buffer with Triton [16.7 mM Tris-HCl pH 8.0, 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA, 0.01% 

(w/v) SDS, 1.1% (w/v) Triton X-100] と 35 μL 20% (w/v) Triton X-100 を加えた。遠心分

離した後（15,000 rpm, 4℃, 5 min）、900 µL の可溶化画分を 2 本の 2.0 mL PROKEEP 

low-protein-binding tubes（Watson CO., LTD）に分け、0.75 µL の anti-GFP antibody

（Cat#ab290; Abcam, Cambridge, UK）または Rabbit IgG-Isotype Control（ Input）

（Cat#ab37415; Abcam）を加えてインキュベートした（4.5 hr）。このとき、そのうち

の 18 µL を input control として用いた。サンプルと 50 µL の Protein A agarose beads

（Upstate, Darmstadt, Germany）を混和し、インキュベートした（4℃, 1 hr）。ビーズ

は 1 mL の low-salt wash buffer [20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% 

(w/v) SDS, 1% (w/v) Triton X-100]で 2 回洗浄し、1 mL の high-salt wash buffer [20 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% (w/v) SDS, 1% (w/v) Triton X-100] で

2 回洗浄した。さらに、1 mL の LiCl wash buffer [10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.25 M LiCl, 1 

mM EDTA, 1% (w/v) SDS, 1% (w/v) Nonidet P-40] で 2 回洗浄し、1 mL の TE buffer [10 

mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA] を 2 回洗浄した。ビーズを 100 μL の elution buffer 

[1% (w/v) SDS, 0.1 M NaHCO3] で再懸濁し、インキュベートした（65℃, 30 min）。

input control として、41.1 μL の TE buffer、8.7 μL の 10%（w/v）SDS および 21 μL の

elution buffer を 18 µL の可溶化画分に加えた。クロスリンクを解くため、上清と input

サンプルに 4 μL の 5 M NaCl を混和してインキュベートし（65℃, O/N）、続いて 1 μL

の Proteinase K（20 mg/ml）（Invitrogen）で消化した（37℃, 1 hr）。ChIP サンプルと

500 µL の Buffer NTB を混和し、PCR clean-up gel extraction kit（MACHEREY-NAGEL）

を用いて DNA を精製した。 

 

ライブラリー化とシーケンス 

 ChIP アッセイにより得られた 2 ng の精製した DNA サンプルを NEB Ultra II DNA 

Library Prep Kit for Illumina（New England Biolabs）を用いてライブラリー化した。そ

の 際 、 添 付 の プ ロ ト コ ル を 参 照 し た （ https://international.neb.com/-

/media/nebus/files/manuals/manuale7103-

e7645.pdf?rev=09ba7d304b454b28b44dfdcec1eb33e3&hash=BD108A19BADA62177E5DB

DA331FEF506）。多田研究室が運営する次世代シーケンシング解析サービスを利用し、

NextSeq 550 を用いたシーケンシングを行っていただいた。 

 

 マッピングと CAMTA3 の結合モチーフ解析 

  シーケンスにより得られたリードデータ fastq ファイルを、Bowtie2 を用いてシロ

イヌナズナのリファレンスゲノム（TAIR10, http://www.arabidopsis.org/）にマッピング
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し、Sequence Alignment/Map（SAM）ファイルに変換した。さらに、SAM ファイルを

SAMtools を用いて Binary Alignment/Map（BAM）ファイルに変換した（Li et al., 2009）。

マッピングしたリードを可視化するため、igvtools パッケージを用いて BAM ファイ

ルから Tiled Data Files（TDF）ファイルを作成した（Thorvaldsdottir et al., 2013）。ChIP-

seq ピークを MACS2（-p 0.05 -g 1.19e8 に設定）を用いて IP（input）と比較し、ピー

クコーリングした（Zhang et al., 2008）。R プログラムの Bioconductor および

ChIPpeakAnno を用いて、2 biological replicate において検出され、同定された 2,011 遺

伝子の近傍遺伝子のピークをアノテーションした。MEME-ChIP 解析に用いるため、

BEDtools を用いて fastq ファイルからピークのシーケンスを抽出した（Quinlan and 

Hall, 2010）。得られたピークのシーケンスから CAMTA3 の結合モチーフの候補を同

定するため、MEME-ChIP をデフォルトパラメーターで使用し、モチーフ配列を得た

（Machanick and Bailey, 2011）。 

 

第 8 節 Propidium Iodide 染色 

 

Phosphate-buffered saline（PBS）pH7.5 に Propidium Iodide（PI）（SIGMA-ALDRICH）

を溶解し、20 µM PI 染色液を調製した。4 週齢の Col-0 植物の本葉を、葉脈を避けて

5 mm 四方に切り取った。ガラスペトリ皿に 2 mL の 20 µM PI 染色液を分注し、切り

取った葉を浮かべてインキュベートした（室温, 1 hr）。ガラスペトリ皿内の PI 染色液

を取り除き、2 mL の PBS pH7.5 で 3 回洗浄した。続いて、プレパラートを作製し、

オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X800（KEYENCE CO., Osaka, Japan）を用いて染色し

た組織を撮影した。この際、20 倍の対物レンズ（CFI S Plan Fluor LWD ADM 20XC, 

Nikon）、TRITC ダイクロイックミラーexcitation 545/25 nm, extinction 605/70 nm）

（KEYENCE）および解析ソフト BZ viewer（KEYENCE）を用いた。 

 

第 9 節 病原性細菌および糸状菌の接種試験 

 

King's B 固形培地、液体培地の作製 

20 g の Bacto Tryptone と 1.5 g の K2HPO4（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）を

計り取り、1 L のビーカーに入れた。MilliQ 水を加えて撹拌し、1 L のメスシリンダー

に移して全量が 1 LになるようにMilliQ水を追加した。2 Lの三角フラスコに分注し、

15 g の Bacto Agar（Becton, Dickinson and company）を入れて、アルミホイルで蓋をし、

加圧滅菌した（121℃, 2 気圧, 20 min）。約 60℃まで温度を下げ、クリーンベンチ

（SANYO Electric Co., Ltd.）内で終濃度 100 µg/mL になるように 1 mL の 100 mg/mL
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のストレプトマイシン（SIGMA-ALDRICH）を分注した。さらに、6.1 mL の加圧滅菌

済み 1 M MgSO4（FUJIFILM Wako Pure Chemicals Corp.）と 18 mL の 80% Glycerol を

加えた。これを 15 mm 滅菌シャーレ（AS ONE Corporation）に 25 mL ずつ分注して

凝固させ、4℃で保存した。液体培地に関しては、Bacto Agar を加えず、試験管に 4 mL

ずつ分注して加圧滅菌を行い（121℃, 2 気圧, 20 min）、室温で保存した。 

 

PDA 個体培地の作製 

7.8 g の Difco Potato Dextrose Agar（Becton, Dickinson and company）を測り取り、500 

mL ビーカーに入れた。MilliQ 水を加えて撹拌し、200 mL メスシリンダーに移して全

量が 200 mL になるように MilliQ 水を追加した。500 mL の三角フラスコに分注し、

アルミホイルで蓋をして加圧滅菌した（121℃, 2 気圧, 20 min）。約 60℃まで温度を下

げ、25 mm 滅菌シャーレ（AS ONE Corporation）に 25 mL ずつ分注して凝固させ、4℃

で保存した。 

 

病原性細菌 Pseudomonas syringae pv. macuicola ES4326 接種 

① 前培養 

 加圧滅菌済みの爪楊枝を使って Psm ES4326 の Glycerol ストックから 100 µg/mL 

Streptomycin 含有 King's B 個体培地に菌液をストリークし、培養した（28℃, 24 hr）

（Dong et al., 1991）。加圧滅菌済みの試験管に 3 mL の King's B 液体培地を分注し、

3 µL の 100 mg/mL Streptomycin を加えて終濃度を 100 µg/mL にした。これに得られ

たシングルコロニーを爪楊枝でつついて入れ、振盪培養した（150 rpm, 28℃, 12～

14 hr）。これらの操作はすべてクリーンベンチ内で行った。 

 

② 本培養 

 加圧滅菌済みの試験管に 3 mL の King's B 液体培地を分注し、3 µL の 100 mg/mL 

Streptomycin を加えて終濃度を 100 µg/mL にした。これに 100 µL の前培養した菌液

を加え、振盪培養した（150 rpm, 28℃, 3～6 hr）。これらの操作はすべてクリーンベ

ンチ内で行った。 

 

③ 濃度調製 

 1.5 mL の本培養した菌液を 1.5 mL ワトソンチューブに回収し、遠心分離した

（8,000 rpm, RT, 5 min）。上清を回収し、さらに 1.5 mL の菌液を加えて、同様に遠

心分離した（8,000 rpm, 室温, 5 min）。上清を捨て、1.5 mL の 10 mM MgCl2を加え

て再懸濁し、同様に遠心分離した（8,000 rpm, 室温, 5 min）。この操作をさらに 2 回

繰り返した。その後、1.5 mL の 10 mM MgCl2を加えて再懸濁し、分光光度計（AS 

ONE Corporation）を用いて光学濃度 OD を測定した。10 mM MgCl2で希釈を行い、
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OD600 = 0.100 にし、500 µL のこの菌液を 49.5 mL の 10 mM MgCl2に加えて 100 倍

希釈することで、OD600 = 0.001 の菌液を調製した。OD 測定値は、分光光度計に表

示された数値を撮影し、記録した。 

 

④ ブラシによる機械刺激の負荷処理 

 6 hr 前に水やりを行った植物の第 5～7 葉に、「第 1 節 ブラシによる機械刺激処

理」と同様に 4 回ブラシによって機械刺激を負荷する操作を 15 min に 1 回行い、3 

hr この操作を続けた。個体の中心から見て機械刺激を負荷した葉の右方の土に爪楊

枝を刺し、目印にした。 

 

⑤ 接種 

 ブラシによって機械刺激を負荷した葉に対し、針なしシリンジ 1 mL（NIPRO）を

使用して、葉の裏面の先端左端又は右端に調製した菌液を接種した。その後、割り

ばしを使って育成フラットのフタを浮かせて設置して湿度を高くし、2 days 静置し

た。 

 

⑥ 葉で増殖した菌体の回収 

 接種を行った葉の中央付近をパンチで抜き、8 連サンプルチューブに直径 6 mm

の円形断片を 2 枚ずつ、8 replicate 分回収した。これに 500 µL ずつ 10 mM MgSO4

を加え、破砕装置 GENO/GRINDER（SPEX）を用いて、破砕した（1,000 rpm, 30 sec, 

3 回）。このとき、葉が壁面に貼りついて破砕されていないことがあるため、毎回確

認を行い、破砕されていない場合は、破砕回数を増やした。これにより、葉で増殖

した菌体を懸濁した菌液として回収した。 

 

⑦ 菌液の希釈 

 96 穴タイタープレート平底（滅菌, 表面無処理）（CORNING, NY, USA）に 180 µL

の 10 mM MgSO4を分注し、手動 8 連ピペット（eppendorf）で 20 µL の菌液を加え

て、200 µL チップで 5 回ピペッティングし、チップの先端ではなく側端を壁面に沿

わせて 5 回かき混ぜ、3 回ピペッティングして、次の列に再度同じことを行い、10-

1～10-6まで希釈した。このとき、操作毎にチップに菌が付着して希釈が不正確にな

ることを防ぐため、一連の操作でチップは交換しなかった。 

 

⑧ 菌カウント用のストリーク 

 10-1～10-6まで希釈した菌液を、10 µL ずつ 20 µL 8 連ピペット（Gilson, WI, USA）

を使って King's B 個体培地に撒いた。このとき、横に流すように播いて、シャーレ

を傾けて一文字で均一になるようにし、十分に乾燥させてから蓋を閉めた。この操
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作はすべてクリーンベンチ内で行った。これらを一つの genotypeに対して8 replicate

分行い、培養した（28℃, 20～24 hr）。 

 

⑨ 菌体の増殖率を計測（菌カウント） 

 培養した培地に生えたシングルコロニーの数をカウンター機能付きペンシル

（AS ONE Corp.）で計測した。これらを希釈系列に対応させて、パンチした 2 枚の

葉における単位面積あたりの菌対数に換算する計算シートを用いてグラフ化した。 

 

糸状菌 Alternaria brassicicola Ryo-1 接種 

① 培養と胞子形成 

 Skim Milk ストックとして-80℃で保存されている Alternaria brassicicola Ryo-1 を

含む氷塊を PDA 培地に中心付近に静置し、培養した（28℃, 暗所, 3-7 days）。その

後、UV-C 下に移動させて 3-7 days 培養し、胞子を形成させた（Hiruma et al., 2011）。 

 

② 胞子懸濁液の調製 

培養した培地上に 3 mL の RO 水を滴下し、PDA 培地にできる限り触れずに、

1,000 µL マイクロピペットチップで胞子を含む部分を削り取って懸濁した。これを

Miracloth（Merck）に通して 5 mL チューブに移し、スイング式ローターの遠心分離

機を用いて遠心分離した後（1,000 rpm, 室温, 10 min）、上清を回収し、3 mL の RO

水を加えて懸濁した。この作業を 3 度繰り返し、PDA 培地の混入をできる限り防い

だ。血球計算盤を用いて胞子懸濁液中の胞子数を計測した。このとき、6 度繰り返

した平均値を懸濁液の胞子数とした。これを 2.0 x 105/mL に調製して実験に使用す

る胞子懸濁液とした（Hiruma et al., 2011）。 

 

③ 雨処理またはブラシによる機械刺激の負荷処理 

 6 hr 前に水やりを行った植物の第 5～7 葉に対し、雨処理については「第 1 節 人

工雨処理」と同様に 10 滴の雨滴を滴下する操作を、機械刺激処理については「第

1 節 ブラシによる機械刺激処理」と同様に 4 回ブラシによって機械刺激を負荷す

る操作を、それぞれ 15 min に 1 回行い、3 hr この操作を続けた。個体の中心から見

て機械刺激を負荷した葉の右方の土に爪楊枝を刺し、目印にした。 

 

⑤ 接種 

   雨または機械刺激を負荷した葉に対し、葉脈を避けて葉の中心から左右に 1 滴ず

つ 5 µL の胞子懸濁液を静置した。その後、育成フラット内に RO 水に浸したキム

タオルを入れてフタを閉めて湿度を約 100%にし、3 days 静置した。 
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  ⑥ 病斑拡大の計測 

   接種した葉を切り取って黒いフェルトの上に並べ、定規と共に葉の腹側に対して

垂直な位置から撮影した。この画像を ImageJ に読み込ませ、病斑の直径を計測し

た。 
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結果 

 

植物は雨を機械刺激として認識し、疾病防御関連遺伝子の発現を誘導する 

 シロイヌナズナの野生型 Col-0 植物の葉において、雨によってどのような生理的な変

化が生じるのか調査するため、まず 13 µL の RO 水を 1.2 m の高さから滴下することで

人工的な雨（Gunn and Kinzer, 1949）を再現する装置を作製した（Fig. 1）。 

 

 

 

 

Fig. 1: 人工的な雨を再現するための装置の作製 

H 型スタンドに医療用輸液チューブ、200 µL 用マイクロピペットチップ、およびカテーテルの

びん針を挿入した室温の RO 水（water）を設置することで、高さ 1.2 m の高さから 13 µL の RO

水を滴下できる人工降雨装置を作製した。本装置の作製および条件検討は著者（松村）自身が行

った。 

 

 

次に、人工降雨装置を用いて葉面に 10 滴の雨滴を滴下し、15 min 後に回収したサン

プルを用いて RNA-シーケンシング（RNA-seq）解析を行った。その結果、Col-0 未処理

と比較して、処理葉では 1050 遺伝子が発現誘導されていた［log2 fold changes (FC) ≥ 1, 

P < 0.05］（Table 1）。この 1050 遺伝子を Gene Ontology（GO）解析に供試したところ、
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WRKY33 （ WRKY TRANSCRIPTION FACTOR 33 ）、 WRKY40 、 WRKY53 、 CBP60g

（CALMODULIN BINDING PROTEIN 60-LIKE g）、 ERF1（ETHYLENE RESPONSE FACTOR 

1）、MYB51（MYB DOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR 51）および JAZ1（JASMONATE ZIM-

DOMAIN PROTEIN 1）などの疾病防御関連遺伝子を有意に含んでいた（Li et al., 2016; 

Pandey and Somssich, 2009）（Fig. 2 and Table 2）。さらに、機械刺激のマーカー遺伝子で

ある TCH2（TOUCH2）や TCH4（TOUCH4）も含まれていた（Table 1）（Braam and Davis, 

1990）。TCH 遺伝子群は、葉を屈曲させるベンディング処理によって機械刺激を負荷す

ることで、発現誘導されることが知られている（Braam and Davis, 1990）。 

 

 

 

Fig. 2: 雨誘導性遺伝子群の Gene Ontology解析 

雨処理の 15 min 後に誘導される 1050 遺伝子（log2FC ≥ 1, P < 0.05）について、Gene Ontology（GO）

解析を行った結果を示す。得られた結果のうち、P value が小さい順に上位 10 を示す（BiNGO, P 

< 0.05）。今後特に記載のない場合、再現性実験を含めて全ての実験作業は著者（松村）および所

属研究室の野元美佳 助教が互いに行い、実験結果を共有したものである。 

 

 

したがって、雨滴が葉面に衝突することで生じる機械刺激として認識され、雨誘導性

遺伝子群の発現を誘導することが予想された。そこで、雨滴の衝突と雨滴がもたらす他

の要因のいずれが重要なのかを仕訳けるため、人工降雨装置で 13 µL の雨滴を滴下した

場合（falling）と同容量の雨滴を葉面に静置した場合（static）における遺伝子発現を RT-

qPCR によって定量した。その結果、雨滴を滴下した場合では静置した場合と比較して、

TCH2 および TCH4 の発現が顕著に誘導されることが明らかになった（Fig. 3）。したが

って、雨滴は葉面への衝突による機械刺激として植物に認識されていることが示唆され
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る。 

 

 

Fig. 3: 雨滴の滴下と静置における遺伝子発現の比較 

未処理（Mock）に対して、雨滴を滴下した場合（Falling）と雨滴を静置した場合（Static）にお

ける 15 min 後の機械刺激誘導性遺伝子 TCH2 および TCH4 の発現量を RT-qPCR により確認し

た。両遺伝子は UBQ5 により発現量を標準化した。グラフの異なるアルファベットは、有意差が

あることを示す（one-sided Tukey’s multiple comparison test; P < 0.05）。エラーバーは SD を示す（n 

= 3）。 

 

 

そこで、雨以外の機械刺激によっても植物は免疫関連遺伝子および機械刺激誘導性遺

伝子の発現を誘導するかを調査するために、ブラシを用いて機械刺激を負荷した（Fig. 

4A）。ブラシを用いて植物葉面を 1～10 回撫で、5〜60 min 後における機械刺激誘導性

の免疫関連遺伝子 WRKY33 の発現を RT-qPCR によって調査した（Fig. 4B）。その結果、

1 回以上のブラシによる機械刺激によって、10 min 後から WRKY33 の遺伝子発現が誘導

されて 15 min 後に最も高くなり、30 min 後では発現量が低下することから、WRKY33 が

一過的な発現パターンを示すことが明らかになった。 

さらに、植物を自然の雨に曝した場合でも人工的な雨滴と同様に機械刺激誘導性遺伝

子の発現が誘導されるのかを調査するため、実際に Col-0 植物を降雨量 1 mm/hr の自然

の雨に 3 分間曝露し、15 min 後の TCH4 と WRKY33 の遺伝子発現を RT-qPCR により調

査した。この際、我々の条件での人工雨処理を行ったサンプルをポジティブコントロー
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ル（Artificial rain）とした。その結果、3 つの生物学的実験区（3 biological replicates）に

おいて誘導度にずれがあったものの、実際の雨によっても人工的な雨処理と同様に

TCH4 と WRKY33 の遺伝子発現が誘導されることが示された（Fig. 5）。 

 

Fig. 4: 機械刺激の方法と機械刺激の回数と時間ごとのWRKY33の発現量 

（A）ブラシによる機械刺激の方法を示す。Col-0 植物の葉面に対してブラシを 30～40℃の角度

にして撫でることで機械刺激を負荷した。（B）ブラシで 1～10 回機械刺激を負荷し、5、10、15、

30 および 60 min 後の WRKY33 の発現量を RT-qPCR により確認した。WRKY33 は UBQ5 により

発現量を標準化した。グラフの異なるアルファベットは、有意差があることを示す（one-sided 

Tukey’s multiple comparison test; P < 0.05）。エラーバーは SD を示す（n = 3）。 

 

 

 

Fig. 5: 自然の雨による機械刺激は機械刺激誘導性遺伝子の発現を誘導する 

未処理（mock）に対して、Col-0 植物を自然の雨（降水量 1 mm/hr, Natural rain）に 3 分間曝す処

理、または人工雨処理の 15 min 後における TCH4 および WRKY33 の発現量を RT-qPCR により確
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認した。両遺伝子は UBQ5 により発現量を標準化した。グラフの異なるアルファベットは、有意

差があることを示す（one-sided Tukey’s multiple comparison test; P < 0.05）。エラーバーは SD を示

す（n = 3）。 

 

雨と機械刺激誘導性の遺伝子発現を比較することで互いの関係性をより詳細に明ら

かにするために、まず RT-qPCR によって雨誘導性遺伝子群に含まれる機械刺激誘導性

または免疫関連の 9 遺伝子の発現を調査した。また、Fig. 4B より、ブラシによる 1 回

の機械刺激でも機械刺激誘導性遺伝子の発現が認められたので、ブラシで 1 回機械刺激

を負荷した 15 min 後のサンプルに対して RT-qPCR を行った。その結果、両処理におい

て、TCH2、TCH4、WRKY33、WRKY40、WRKY53、CBP60g、MYB51、ERF1 および JAZ1

の発現が誘導された（Fig. 6）（Braam and Davis, 1990; Li et al., 2016; Pandey and Somssich, 

2009）。以上の結果は、雨による機械刺激誘導性の遺伝子群と、ブラシによる機械刺激

誘導性の遺伝子群が類似していることを示唆する。 

 

 

 

Fig. 6: 雨とブラシによる機械刺激は、同様に機械刺激誘導性遺伝子の発現を誘導する 

未処理（mock）に対して、雨滴を 10 滴滴下（A）またはブラシで 1 回機械刺激（MS）を負荷（B）

した 15 min 後における TCH2、TCH4、WRKY33、WRKY40、WRKY53、CBP60g、MYB51、ERF1 お

よび JAZ1 の発現量を RT-qPCR により確認した。各遺伝子は UBQ5 により発現量を標準化した。

エラーバーは SD を示す（n = 3）。 
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そこで、ブラシによる機械刺激誘導性遺伝子群を網羅的に同定するために、RNA-seq

解析を行った。その結果、未処理と比較して 1241 遺伝子の発現が誘導され（Table 3）、

これらの遺伝子を用いた GO 解析から、Fig. 2 と同様に疾病防御関連遺伝子を有意に含

んでいることが明らかになった（log2FC ≥ 1, P < 0.05）（Fig. 7 and Table 4）。 

 

 

 

Fig. 7: 機械刺激誘導性遺伝子群の Gene Ontology解析 

ブラシで 1 回機械刺激を負荷して 15 min 後に誘導される 1241 遺伝子（log2FC ≥ 1, P < 0.05）に

ついて、GO 解析を行った結果を示す。得られた結果のうち、P value が小さい順に上位 10 を示

す（BiNGO, P < 0.05）。 

 

 

雨および機械刺激誘導性の遺伝子群で重複している遺伝子を選抜したところ、雨誘導

性の 1050 遺伝子の 87.3%、機械刺激誘導性の 1241 遺伝子の 73.9%に当たる 917 遺伝子

が重複しており、GO 解析からこれら 917 遺伝も疾病防御関連遺伝子を有意に含んでい

た（Fig. 8A, B）。さらに、重複した 917 遺伝子の発現誘導度を比較すると、ピアソンの

相関係数が r = 0.917 であったことから高い正の相関を持つことが明らかになった（Fig. 

8C）。以上の結果から、雨によって葉面に負荷される刺激と機械刺激は高い類似性を持

つことが強く示唆される。したがって、植物は雨を葉面に対する機械刺激を介して認識

し、疾病防御関連遺伝子の発現を誘導すると考えられる。これらの結果は、雨滴を 10 滴

滴下した際に葉面に負荷される総合的な単位面積当たりの荷重 [229±31.1 (N/m2)] と

ブラシで 1 回撫でた際に負荷される単位面積当たりの荷重 [247.66±59.26 (N/m2)] が近

いことからも補助される（Fig. 9）。 
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Fig. 8: 雨誘導性遺伝子群とブラシによる機械刺激誘導性遺伝子群の比較 

（A）雨滴を 10 滴滴下した 15 min 後に誘導される 1050 遺伝子とブラシで 1 回機械刺激（MS）

を負荷した 15 min 後に誘導される 1241 遺伝子の重複をベン図に示す。（B）雨およびブラシによ

る機械刺激に共通して発現する 917 遺伝子の GO 解析の結果を示す。得られた結果のうち、P 

value が小さい順に上位 10 を示す（BiNGO, P < 0.05）。（C）A で重複していた 917 遺伝子の未処

理（mock）に対する発現誘導度（log2FC）をレーダーチャートにより示す（左図）。これら 917

遺伝子の発現誘導度におけるピアソンの相関係数は 0.917288423 であり、強い正の相関を示す。

917 遺伝子中の免疫関連の遺伝子の発現誘導度（log2FC）をグラフに示す（右図）。  
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Fig. 9: 雨滴の滴下とブラシが葉面に負荷する単位面積当たりの荷重 

1 滴の雨滴を滴下した際と 1 回ブラシで機械刺激を負荷した際に、葉面に負荷される単位面積当

たりの荷重 Force（N/m2）を示す。 

 

 

雨やブラシによる機械刺激は迅速かつ一過的に植物免疫系を活性化する 

 RNA-seq によって同定した機械刺激誘導性の 917 遺伝子が、これまでに知られている

植物免疫に関与する遺伝子群と類似しているかを比較するため、既知のトランスクリプ

トームデータとの重複を調査した。その結果、寄生菌に対する抵抗性や全身獲得抵抗性

（SAR）に関わるサリチル酸（SA）処理との重複は 21%（193/917 遺伝子）、腐生菌の感

染や虫害への抵抗性に関わるジャスモン酸（JA）処理とは 11.7%（108/917 遺伝子）、PTI

を誘導する細菌のべん毛成分 flg22 処理とは 37%（339/917 遺伝子）、寄生菌 Pseudomonas 

syringae pv. maculicola （Psm）ES4326 の接種とは 25.8%（237/917 遺伝子）であり、雨

および機械刺激誘導性の 917遺伝子のうちの 58.6%にあたる 537遺伝子が免疫に関連す

る遺伝子であることが明らかになった（Fig. 10）。 
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Fig. 10: 機械刺激誘導性の 917遺伝子と既知のトランスクリプトームデータとの重複 

（A）雨および機械刺激誘導性遺伝子群（917 遺伝子）と、サリチル酸応答性遺伝子群（Salicylic 

acid, 1711 遺伝子）、ジャスモン酸応答性遺伝子群（Jasmonic acid, 1286 遺伝子）、flg22 誘導性遺

伝子群（flg22, 1288 遺伝子）および Psm ES4326 接種誘導性遺伝子群（Psm ES4326, 1363 遺伝子）

との重複をベン図に示す。（B）A のベン図における upset plot 解析の結果を示す。 

 

 

917 の機械刺激誘導遺伝子と、SA 応答性遺伝子や JA 応答性遺伝子が一部重複してい

たことから（Fig. 10）、機械刺激によって植物ホルモンの合成・蓄積が誘導され、機械刺

激誘導性の遺伝子発現に関与している可能性が示唆された。そこで、雨、機械刺激およ

び傷処理の 5 min 後における植物ホルモンを定量した（Fig. 11A）。その結果、機械刺激

よる SA、乾燥耐性に関わるアブシジン酸（ABA）、植物の伸長方向制御などに関わるオ

ーキシン（IAA）、JA およびジャスモン酸イソロイシン（JA-Ile）の蓄積は認められなか

った。さらに、機械刺激 15 min 後における遺伝子発現とホルモンシグナルの関係性を

明らかにするために、同様の処理による 15 min 後のホルモン定量を行った（Fig. 11B）。

その結果、5 min 後と同様に、機械刺激による植物ホルモンの蓄積は認められなかった。

一方、コントロールとして用いた傷刺激では、5 分と 15 min 後の両方においてこれまで

の報告と同様に JA と JA-lle の高い蓄積が認められた。 
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Fig. 11: 雨または機械刺激処理後のホルモン定量 

（A）雨またはブラシによる機械刺激（MS）、傷処理 5 min 後のホルモン定量（SA、JA、JA-Ile、

ABA、IAA および GA4）の結果を示す。（B）15 min 後のホルモン定量の結果を示す。グラフの

異なるアルファベットは、有意差があることを示す（one-sided Tukey’s multiple comparison test; P 

< 0.05）。エラーバーは SD を示す（n = 3）。N.D.は不検出を示す。本結果は、サンプル回収後、

岡山大学の森泉博士および松浦恭和氏に解析を委託した。  
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Fig. 11 で示すように、我々の条件での機械刺激では、初期の JA 蓄積を誘導しないこ

とを明らかにしたが、先行研究により、水スプレーによる機械刺激は JA の微量な蓄積

を誘導し、活性化した MYC 転写因子が機械刺激誘導性遺伝子の一部の発現を制御して

いることが示唆されている （Van Moerkercke et al., 2019）。そこで、 MYC2、MYC3 お

よび MYC4 の 3 重変異体 myc234 （Fernández-Calvo et al., 2011）と点突然変異によって

C 末端が欠損した JAZ3（JAI3）が蓄積している jai3-1 に対し（Chini et al., 2007）、ブラ

シによる機械刺激を負荷して機械刺激誘導性遺伝子の発現を RT-qPCR によって調査し

た。その結果、jai3-1 および myc234 においても機械刺激誘導性遺伝子である TCH2、

TCH4、WRKY33、WRKY40、CBP60g、MYB51、ERF1 および JAZ1 の発現は Col-0 植物と

同程度またはそれ以上に誘導されていた（Fig. 12A）。また、jai3-1 および myc234 に雨

処理による機械刺激を負荷した場合も、Col-0 と同様に WRKY33 と CBP60g が発現誘導

された（Fig. 12B）。しかし、本結果は機械刺激誘導性遺伝子の 11.7%にあたる 108 の JA

応答性遺伝子の発現に対し、MYC234 や JAZ が関与する可能性を否定するものではな

い。 

次に、Fig. 10A の結果から、flg22 誘導性の遺伝子群が機械刺激誘導性遺伝子の 37%

を占めることから、機械刺激誘導性遺伝子の発現には PTI が関与するのではないかと予

想した。古くから、PTI における迅速な遺伝子発現の誘導には MITOGEN ACTIVATED 

PROTEIN KINASE 3（MPK3）および MPK6 が介在することが知られている（Couto and 

Zipfel, 2016; Macho and Zipfel, 2014; Tena et al., 2011）。そこで、雨または機械刺激を処理

し、MPK3 および MPK6 のリン酸化レベルを経時的にウエスタンブロット法によって

検出した。その結果、雨と機械刺激のいずれにおいても、機械刺激 1 min 後から MPK3

および MPK6 のリン酸化が生じ、3 min 後から 10 min 後の間で最大になることが明らか

になった（Fig. 13A, B）。さらに、PTI のシグナル伝達には、細胞膜局在の受容体様リン

酸化酵素である FLS2 とその共受容体 BAK1 によって flg22 が認識され、下流の MPK3

および MPK6 のリン酸化が促進されることが報告されている（Couto and Zipfel, 2016）。

そこで、fls2 および bak1-3 においても、機械刺激による MPK3 および MPK6 のリン酸

化レベルおよび機械刺激誘導性遺伝子の発現を確認した（Fig. 13C and Fig. 14）。その結

果、fls2 および bak1-3 でも Col-0 と同様に MPK3 および MPK6 のリン酸化が検出され

たことから、機械刺激誘導性の MPK のリン酸化には FLS2 や BAK1 は関与しないこと

が示唆された。しかし、RT-qPCR の結果では、Col-0 と比較して fls2 および bak1-3 では

いくつかの機械刺激誘導性遺伝子の発現誘導度の低下が認められた。さらに、免疫不全

の形質を示す npr1-3 変異体に対して同様に機械刺激を負荷した結果、Col-0 と比較して

機械刺激誘導性遺伝子の発現量が顕著に抑制された。 
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Fig. 12: myc234と jai3-1も Col-0と同様に機械刺激誘導性遺伝子の発現を誘導する 

（A）Col-0、jai3-1 および myc234 に対して、ブラシで 1 回機械刺激（MS）を負荷した 15 min 後

における TCH2、TCH4、WRKY33、WRKY40、CBP60g、MYB51、ERF1 および JAZ1 の発現量を RT-

qPCR により調査した。（B）Col-0、jai3-1 および myc234 に対して、雨滴を 10 滴滴下した 15 min

後における WRKY33 と CBP60g の発現量を RT-qPCR により調査した。各遺伝子は UBQ5 により

発現量を標準化した。グラフの異なるアルファベットは、有意差があることを示す（one-sided 

Tukey’s multiple comparison test; P < 0.05）。エラーバーは SD を示す（n = 3）。 
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Fig. 13: 機械刺激処理は MPK3/6のリン酸化を誘導する 

（A, B）Col-0 に対して、雨滴を 1 滴滴下または機械刺激（MS）を負荷した経時的な MPK3/6 の

リン酸化レベルを、MPK3/6 リン酸化抗体 （Galletti et al., 2011; Su et al., 2018） を用いてウエス

タンブロット法により検出した結果を示す。（C）Col-0、fls2 および bak1-3 における、機械刺激

負荷（MS）5 min 後の MPK3/6 のリン酸化を検出した結果を示す。ローディングコントロールと

して Ponceau S による染色像を示す。 

 

 

  



 

42 

 

 

Fig. 14: 免疫系の変異体では機械刺激誘導性遺伝子の発現が低下する 

Col-0、fls2、bak1-3 および npr1-3 において、未処理（Mock）に対して、ブラシで 1 回機械刺激

（MS）を負荷した 15 min 後における TCH2、TCH4、WRKY33 および CBP60g の発現量を RT-

qPCR により調査した。各遺伝子は UBQ5 により発現量を標準化した。グラフの異なるアルファ

ベットは、有意差があることを示す（one-sided Tukey’s multiple comparison test; P < 0.05）。エラー

バーは SD を示す（n = 3）。 

 

 

 機械刺激誘導性遺伝子群の発現に MPK3/6 のリン酸化が関与することが示唆された

ので、MPK3/6 のリン酸化を介して発現が制御されている遺伝子群との比較を行った。

恒常活性型である NbMEKDDを Dexamethasone 処理によって任意の時間に過剰発現させ

ることによって MPK3/6 のリン酸化を誘導した既知のトランスクリプトームデータを

用いた結果、機械刺激誘導性遺伝子群のうち 328 遺伝子が MPK3/6 によって制御されて

いる遺伝子と重複していることが明らかになった（Fig. 15A and Table 5）。この 328 遺伝

子を GO 解析に供試したところ、雨誘導性遺伝子群（Fig. 2）や機械刺激誘導性遺伝子

群（Fig. 7）と同様に免疫関連に分類される遺伝子が有意に含まれていた（Fig. 15B and 

Table 6）。これらの結果から、雨およびブラシによる機械刺激誘導性遺伝子群のうちの

252 遺伝子はMPK3/6 のリン酸化を介して発現が正に制御されていることが示唆された。

さらに、これらの 252 遺伝子がどのような転写因子を介して制御されているのかを予測
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するため、252 遺伝子のプロモーター解析を行った結果（森毅, 平成 27 度修士論文）

（Yamamoto et al., 2007）、WRKY 転写因子が結合する W-box が濃縮された（Fig. 16）。

WRKY33 を含むいくつかの WRKY 転写因子は、MAPK などを介したリン酸化によって

活性化し、下流の転写を正に制御することが報告されている（Mao et al., 2011; Tsuda and 

Somssich, 2015）。したがって、機械刺激による MPK3/6 の活性化を介して WRKY33 な

どがリン酸化され、下流の機械刺激誘導性遺伝子の発現を誘導しているのではないかと

考えられる。 

 

 

 

 

Fig. 15: 機械刺激誘導性遺伝子と MPK3/6によって制御される遺伝子の比較 

（A）雨およびブラシによる機械刺激誘導性遺伝子群と MPK3/6 によって制御される遺伝子群の

重複をベン図により示す。（B）MPK3/6 によって制御される機械刺激誘導性の 328 遺伝子の GO

解析の結果を示す。得られた結果のうち、P value が小さい順に上位 10 を示す（BiNGO, P < 0.05）。 

 

 

 

 

 

Fig. 16: MPK3/6 によって制御される機械刺激誘導性の 252遺伝子のプロモーター解析 

MPK3/6 によって制御される機械刺激誘導性の 252 遺伝子のプロモーター領域に存在するシス

配列を抽出し、存在確率の高いものを予測した結果を示す。TTGACC の W-box の相補配列が濃

縮された。 
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雨およびブラシによる機械刺激は病原菌に対する抵抗性を活性化する 

 これまでに、植物は雨およびブラシによる機械刺激を認識すると機械刺激誘導性遺伝

子の発現を誘導することを明らかにしたので、実際に病原菌に対する抵抗性の活性化に

も関与するのか調査した。Col-0 植物の葉面に予め雨処理を行い、腐生性の糸状菌

Alternaria brassicicola Ryo-1 の胞子懸濁液を葉面に静置し、3 日後の病斑の拡大を観察し

た（Fig. 17A）。その結果、予め人工雨処理を行った植物の葉面では、未処理の植物に対

して A. brassicicola の感染の拡大が顕著に抑制された。さらに、ブラシによって機械刺

激を負荷し、同様の実験を行った結果、雨処理と同様に機械刺激は A. brassicicola の感

染を顕著に抑制することが明らかになった（Fig. 17B）。この結果は、葉をピンセットに

よって数回折り曲げることによって腐生菌Botrytis cinereaの感染が抑制されるという過

去の報告とも一致する（Chehab et al., 2012）。これらの結果から、雨およびブラシによる

機械刺激は、植物の腐生菌に対する病害抵抗性を誘導することが明らかになった。 

 また、雨は大気中の糸状菌や細菌などの微生物を含んで落下してくることが知られて

いる。実際に、植物に感染する病原性細菌の一種である P. syringae は、雨滴になる前に

上空で水蒸気が凝結して氷となる際の核となり、地上に降り注ぐことが知られている

（Casareto et al., 1996; Palmero et al., 2011; Prasanth. M, 2015; Schwartz et al., 2003）。したが

って、雨および機械刺激によって誘導される免疫応答は、腐生性の病原菌だけでなく、

Pseudomonas のような寄生性の病原性細菌などの、感染様式の違いに依らない多くの病

原菌に抵抗性を誘導する可能性が考えられる。そこで、Col-0 植物の葉面に予めブラシ

で機械刺激処理を行い、Psm ES4326 を接種し、2 日後の Psm ES4326 の菌体数を計測す

ることで、感染の拡大を調査した（Fig. 17C）。その結果、A. brassicicola と同様に、未処

理の植物に対して機械刺激処理を行った葉では Psm ES4326 の感染が顕著に抑制された。

したがって、雨などの機械刺激によって誘導される免疫は、菌種を限定しない汎用性の

高い抵抗性を誘導する可能性が示唆される。 
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Fig. 17: 雨およびブラシによる機械刺激は A. brassicicolaおよび Psm ES4326に対する抵抗性を

活性化する 

（A）15 分に 1 回、合計 3 時間の人工雨処理を行った後、A. brassicicola を接種した 3 日後の病

斑の大きさを測定した結果を示す。( - ) は予め雨処理を行っておらず、( + ) は予め雨処理を行

ったことを示す。（B）15 分に 1 回、合計 3 時間のブラシによる機械刺激処理（MS）を行った後、

A. brassicicola を接種した 3 日後の病斑の大きさを測定した結果を示す。( - ) は予め機械刺激処

理を行っておらず、( + ) は予め機械刺激処理を行ったことを示す。（C）15 分に 1 回、合計 3 時

間のブラシによる機械刺激処理（MS）を行った後、Psm ES4326 を接種した 2 日後の菌体数を測

定した結果を示す。( - ) は予め機械刺激処理を行っておらず、( + ) は予め機械刺激処理を行っ

たことを示す。エラーバーは SE を示す。アスタリスクは、各実験の未処理 ( - ) と比較して統

計的に有意差があることを示す（two-sided Tukey’s t test, ****P < 0.0001）。cfu, colony-forming units. 

 

 

機械刺激誘導性遺伝子群のプロモーターには CAMTA3転写因子が結合している 

 雨およびブラシによる機械刺激によって誘導される遺伝子群の発現制御機構を明ら

かにするために、917 の機械刺激誘導性遺伝子のうち（Fig. 8A）、未処理と比較して発

現量が高い上位の 300遺伝子のプロモーター領域に関するシス配列解析を行った（森毅, 

平成 27 度修士論文）（Yamamoto et al., 2007）。その結果、CGCGT または CGTGT といっ

た CGCG-box が有意に含まれることが明らかになった（Fig. 18）。CGCG-box は、Ca2+-

calmodulin 応答性の転写抑制因子である CAMTA （ CALMODULIN-BINDING 

TRANSCRIPTION ACTIVATOR）の結合配列として知られている（Yang et al., 2015）。
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CAMTA には 6 つのホモログが存在し、CAMTA1、CAMTA2 および CAMTA3（SIGNAL 

RESPOMSIVE 1: SR1）は植物の免疫および低温耐性関連の遺伝子発現を負に制御して

いることが示唆されている（Doherty et al., 2009; Finkler et al., 2007）。CAMTA の 3 重変

異体 camta1 camta2 camta3 では、免疫および低温耐性関連の遺伝子群の発現が恒常的に

誘導されるとともに、矮化の表現型が見られることも明らかになっており（Kim et al., 

2013）、特に CAMTA3 の機能欠損変異体では病原菌の感染や低温ストレスに対して過剰

に応答し、野生型植物よりも早くかつ高い遺伝子発現を誘導することが報告されている

（Du et al., 2009; Kim et al., 2013）。CAMTA3 は、3 つのカルモジュリン結合ドメイン（２

つの IQ ドメインと 1 つの CaMB ドメイン）を持ち（Fig. 19A）、Ca2+依存的に活性化す

るカルモジュリンを介して下流の遺伝子の転写活性を負に制御していると考えられて

いる。CAMTA2 と CAMTA3 の二重機能欠損変異体 camta2 camta3 においても、恒常的

な遺伝子発現と矮化の表現型が見られるが、camta2 camta3 に CAMTA3-GFP を相補する

と、これらの表現型が野生型に戻ることから、CAMTA1、CAMTA2 および CAMTA3 の

うち、CAMTA3 が最も主要な因子であると考えられており、CAMTA3 に着目した研究

が進められている（Du et al., 2009; Galon et al., 2008; Jiang et al., 2020）。したがって、機

械刺激誘導性遺伝子の発現に CAMTA3 が関与している可能性について調査した。 

 

 

 

Fig. 18: 機械刺激誘導性遺伝子群のプロモーター領域に有意に存在するシス配列予測 

917 の機械刺激誘導性遺伝子のうち、未処理と比較して発現量が高い上位の 300 遺伝子のプロモ

ーター領域に存在するシス配列を抽出し、存在確率の高いものを予測した結果を示す。左から上

位 3 つのシス配列を示すが、いずれも CGC（/T）GT をコアにもつ CGCG-box である。 

 

 

まず、camta2 camta3 に CAMTA3-GFP を相補した camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-

GFP 植物と、IQ ドメイン内の 855 番目のアラニンをバリンに置換することで CAMTA3

の Ca2+応答性を低下させた CAMTA3A855V-GFP（A855V）を相補した camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3 A855V-GFP 植物を用いることにした（Fig. 19A） （Kim et al., 2013; 
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Kim et al., 2017） 。これら 2 つの組換え植物の葉面に対し、雨およびブラシによる機械

刺激を負荷して、15 min 後の遺伝子発現を RT-qPCR によって調査した。その結果、両

機械刺激において、camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物に対して、camta2 

camta3 CAMTA3pro:CAMTA3 A855V-GFP 植物では WRKY33 や CBP60g といった機械刺激誘

導性の免疫関連遺伝子の発現が顕著に抑制された（Fig. 19B and C）。 

 

 

 

Fig. 19: camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFPでは機械刺激処理によるWRKY33および

CBP60gの発現が低下する 

（A）CAMTA3 および CAMTA3A855Vのタンパク質構造を示す。CG-1: DNA 結合ドメイン、ANK: 

アンキリンリピートドメイン、CaMBおよび IQ: カルモジュリン結合ドメイン。（B）camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物および camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP 植物に対し、

雨滴を 1 滴滴下（B）またはブラシで 4 回機械刺激（MS）を負荷（C）した 15 min 後における

WRKY33 および CBP60g の発現量を RT-qPCR により確認した。各遺伝子は UBQ5 により発現量

を標準化した。エラーバーは SD を示す（n = 3）。アスタリスクは、各実験の Mock と比較して

統計的に有意差があることを示す（one-sided Tukey’s multiple comparison test; **P < 0.01, ***P < 

0.001）。  
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 CAMTA3 の組換え植物を用いた実験により、CAMTA3 が機械刺激誘導性遺伝子の発

現に関与することが示唆されたので（Fig. 19）、camta1 camta2 camta3 三重変異体におい

て恒常的に高発現している遺伝子群が、RNA-seq により選抜した機械刺激誘導性遺伝子

と共通しているか、既知のトランスクリプトームデータを用いて比較した。その結果、

CAMTA1/2/3 の制御遺伝子と機械刺激誘導性遺伝子の重複は 309 遺伝子であり、その中

には WRKY40 や CBP60g といった主要な機械刺激誘導性遺伝子が含まれていた（Fig. 

20A and Table 7）（Kim et al., 2013） 。 

次に、ゲノムワイドな CAMTA3 の結合位置を同定するため、所属研究室で確立した

ChIP-seq 解析を行った（Nomoto et al., 2021）。CAMTA3 は、細胞質内への Ca2+の流入に

よって活性化したカルモジュリンと結合することで DNA 上から遊離し、その抑制能が

解除されると考えられているため（Kim et al., 2013; Kim et al., 2017）、camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3 A855V-GFP植物を用いることによってゲノム上に位置する CAMTA3

が検出しやすくなると考えた。2 weeks MS 培地で栽培した当該植物の独立した 2 回の

ChIP-seq を行った結果、血清で IP したサンプル（Input）に対し、GFP 抗体で IP したサ

ンプルで CAMTA3 が結合していた Peak 座標を MACS2 により、それぞれ 8129 peaks と

9119 peaks を検出した（Fig. 20B and Table 8）（P value < 0.05）。rep1 と rep2 で共通する

CAMTA3 結合領域の近傍遺伝子として 2011 を選抜し、これらを CAMTA3 が結合する

遺伝子群とした。さらに、それらの Peak に特異的に存在するシス配列を同定するため

に MEME-ChIP に供試した（Fig. 20C）。その結果、CGCGT および CGTGT をコアとす

る CGCG-box が濃縮された（E value 3.4 × 10-44）。本結果は RNA-seq 解析により得られ

た機械刺激誘導性遺伝子群のプロモーター解析の結果と一致するため（Fig. 18）、

CAMTA3 標的遺伝子の多くは機械刺激誘導性遺伝子と共通であることが示唆された。

そこで、機械刺激誘導性の遺伝子群と CAMTA3 が結合する 2011 遺伝子の重複を調査し

た結果、314 遺伝子を CAMTA3 が制御する機械刺激誘導性遺伝子として選抜した（Fig. 

20D）。314 のうちの代表的な遺伝子として、TCH2、TCH4、CAM2、CBP60g、CML23 お

よび WRKY40 に対して、CAMTA3 の結合位置を IGV により可視化した結果

（Thorvaldsdottir et al., 2013）、実際に各遺伝子のプロモーターの Peak 上に CGCG-box が

位置していた（Fig. 20E）。したがって、CAMTA3 は機械刺激誘導性遺伝子のプロモータ

ー上の CGCG-box に結合し、標的遺伝子発現を負に制御している可能性が考えられる。 
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Fig. 20: CAMTA3は機械刺激誘導性遺伝子のプロモーターに位置する 

（A）camta1 camta2 camta3 三重変異体で恒常的に高発現している 1075 遺伝子と機械刺激誘導性

の遺伝子との重複をベン図により示す。（B）CAMTA3A855V-GFP 植物を用いた ChIP-seq により検

出した Peak とその近傍遺伝子に対する CAMTA3 の位置を示す。upstream, peak resides upstream 

of the feature; overlapStart, peak overlaps with the start of the feature; overlapEnd, peak overlaps with the 

end of the feature; inside, peak resides inside the feature; includeFeature, peak includes the feature entirely; 

downstream, peak resides downstream of the feature.（C）rep1 と rep2 で共通する 2011 遺伝子の検出

peak を MEME-ChIP に供試した結果を示す。（D）ChIP-seq により同定した 2011 遺伝子と機械刺

激誘導性遺伝子との重複をベン図により示す。（E）TCH2、TCH4、CAM2、CBP60g、CML23 およ

び WRKY40 に対して、CAMTA3 の結合位置を IGV により可視化した。青線は CGCGT を、赤線

は CGTGT の位置を示す。CAMTA3A855V-GFP 植物を用いた ChIP-seq については、所属研究室の

野元美佳助教による技術指導の下、共同して作業を行った。本結果は、同助教が解析したもので

ある。  
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 CAMTA3 が機械刺激による病害抵抗性の誘導に関与するかを調査するため、camta2 

camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物および camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-

GFP 植物に対して、葉面に予めブラシによる機械刺激処理を行い、Psm ES4326 を接種

した 2 日後の Psm ES4326 の菌体数を計測することで、感染の拡大を調査した。その結

果、未処理の植物に対して camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物では、機械刺

激 依 存 的 に Psm ES4326 の 感 染 が 抑 制 さ れ た の に 対 し 、 camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP 植物では未処理と同等に Psm ES4326が増殖した（Fig. 21）。

したがって、CAMTA3 は機械刺激による病害抵抗性の誘導を負に制御していると考え

られる。 

 

 

 

Fig. 21: CAMTA3 variantにおける機械刺激誘導性の病害抵抗性への影響 

camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物および camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-

GFP 植物に対して、予め 15 分に 1 回、合計 3 時間ブラシによる機械刺激処理（MS）を行い、

Psm ES4326の 2日後の菌体数を測定した結果を示す。( - ) は予め機械刺激処理を行っておらず、

( + ) は予め機械刺激処理を行ったことを示す。エラーバーは SE を示す。アスタリスクは、各実

験の未処理  ( - ) と比較して統計的に有意差があることを示す（one-sided Tukey’s multiple 

comparison test and two-way ANOVA; ****P < 0.0001）。NS は有意差がないことを示す。cfu, colony-

forming units. NS, not significant. 
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 さらに、CAMTA3 による機械刺激誘導性遺伝子の発現制御と MPK3/6 による制御の

関係性を明らかにするために、camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物および

camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP 植物に対して、ブラシによる機械刺激を負

荷し、MPK3/6 のリン酸化レベルを調査した（Fig. 22A）。その結果、camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物および camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP のい

ずれにおいても、Col-0 植物と同程度の MPK3/6 のリン酸化が検出された。したがって、

CAMTA3 は MPK3/6 のリン酸化には直接関与しない可能性が示唆された。さらに、

CAMTA3 と同様に、MPK3/6 のリン酸化も細胞質内への Ca2+流入によって誘導されてい

る可能性について調査するため、カルシウムイオノフォア A23187 によって細胞質内へ

Ca2+を流入させ、MPK3/6 のリン酸化レベルを検出した（Fig. 22B）。その結果、A23187

によって MPK3/6 のリン酸化が誘導されたことから、機械刺激による MPK3/6 のリン酸

化は細胞質内への Ca2+流入を介して誘導されていると考えられる。 

 

 

 

Fig. 22: CAMTA3 variantにおける MPK3/6のリン酸化とカルシウムイオノフォア A23187処理に

おける MPK3/6のリン酸化の検出 

（ A ） Col-0 植物、 camta2 camta3 CAMTA3pro:CAMTA3-GFP 植物および camta2 camta3 

CAMTA3pro:CAMTA3A855V-GFP 植物に対して機械刺激を負荷し、MPK3/6 のリン酸化を、MPK3/6

リン酸化抗体を用いてウエスタンブロット法により検出した結果を示す。（B）Col-0 植物に対し

て 50 µM のカルシウムイオノフォア A23187 を処理し、0、15、30 および 60 min 後の MPK3/6 の

リン酸化を、MPK3/6 リン酸化抗体を用いてウエスタンブロット法により検出した結果を示す。
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ローディングコントロールとして Ponceau S による染色像を示す。 

 

 

トライコームは機械刺激誘導性のカルシウムウェーブの誘導に関与する 

 ブラシによる機械刺激によって機械刺激誘導性遺伝子の WRKY33 がどのように誘導

されるのかを可視化するため、WRKY33 のプロモーターに EYFP および核移行配列 NLS

を融合した遺伝子を導入した WRKY33pro:EYFP-NLS （Col-0）植物を用いてプロモータ

ーレポーター解析を行った（Fig. 23A）。葉の半分を何もしない untreated 領域とし、もう

半分はブラシで 4 回撫でて機械刺激を負荷した（MS）領域とした。その結果、untreated

領域に対して MS 領域では蛍光が顕著に観察された。両領域を拡大すると、白い矢尻で

示したシロイヌナズナの葉面に存在する毛状の突起（トライコーム）の付近に機械刺激

依存的に強い蛍光が見られた（Fig. 23B, C）。さらに、機械刺激誘導性遺伝子である

CBP60g についても同様の実験を行った結果、Fig. 23D-F で示すように、トライコーム

付近に機械刺激依存的に強い蛍光が観察された。 

 

 

 

Fig. 23: WRKY33と CBP60gは機械刺激依存的にトライコーム付近に発現する 

（A-C）WRKY33pro:EYFP-NLS （Col-0）植物の葉の上半分を何もしない untreated 領域とし、下

半分はブラシによる機械刺激を負荷した（MS）領域として、YFP の蛍光を蛍光実体顕微鏡下で
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観察した。B と C は A の untreated 領域および MS 領域の拡大を示す。（D-F）CBP60gpro:EYFP-

NLS （Col-0）植物に対して A と同様の実験を行った。スケールバーは、0.5 mm（A, D）、0.3 mm

（B, C, E, F）を示す。 

 

 

トライコームは、シロイヌナズナの葉面に存在する毛状の突起であり、三つ又に分か

れた構造を持つ 1 細胞からなる巨大細胞である（Fig. 24）。先行研究により、単一トラ

イコームへの機械刺激は、スカート細胞で Ca2+流入を誘導することが報告されている

（Zhou et al., 2017）。さらに Fig. 23 の結果から、トライコームの基部で機械刺激誘導性

遺伝子が発現していることが示唆されたので、トライコームは雨などによる機械刺激を

受けるセンサーとして機能するのではないかと考え、それについて調査することにした。 

 

 

 

Fig. 24: トライコームはスカート細胞によって囲まれている毛状突起である 

葉の細胞壁を PI（Propidium iodide）により染色した顕微鏡観察画像を示す。アスタリスクで示

した細胞はスカート細胞を示す。スケールバーは 0.1 mm を示す。 

 

 

 機械刺激によって細胞質内へのカルシウムイオン流入が誘導されるのではないかと

考えられたことから、細胞質内に流入したカルシウムイオンと結合することでより強く

蛍光するカルシウムイオンプローブである GCaMP3 を導入した 35S:GCaMP3 （Col-0）

植物を用いて（Tian et al., 2009; Toyota et al., 2018）、機械刺激負荷時におけるカルシウム

イオン動態を観察した（Fig. 25A and Movie 1）。その結果、ブラシによって葉面全体に

機械刺激を負荷すると、トライコームを中心としたカルシウムウェーブを形成し、近接
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するトライコーム間の範囲の一定の距離で伝播することが観察された。さらに、塩化銀

製のキャピラリーを用いて単一トライコームを素早く屈曲させた場合においても、トラ

イコームを中心として同心円状のカルシウムウェーブが生じた（Fig. 25B, C and Movie 

2）。単一トライコームを横から撮影し、塩化銀製のキャピラリーを用いて機械刺激を負

荷した場合においても、一方向から力を負荷したにも関わらず同心円状のカルシウムウ

ェーブが観察された（Fig. 25D and Movie 3）。以上の観察結果から、トライコームは機

械刺激のセンサーとして機能し、カルシウムウェーブを生じることで、周辺にシグナル

情報を伝播すると考えられる。 

 

 

 

Fig. 25: 機械刺激はトライコームを起点とした同心円状のカルシウムウェーブを誘導する 

（A）35pro:GCaMP3 （Col-0）植物の葉面全体に対して、ブラシにより機械刺激を負荷し、Ca2+

流入を蛍光実体顕微鏡下で観察した。（B）塩化銀製のキャピラリーで 35pro:GCaMP3 （Col-0）

植物の葉のトライコームを素早く弾き、細胞質内への Ca2+流入を蛍光実体顕微鏡下で観察した。
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（C）B の 1～5 の点における Ca2+濃度の変化を経時的にグラフにしたものを示す。（D）B と同

様に塩化銀製のキャピラリーで 35pro:GCaMP3 （Col-0）植物の葉のトライコームを素早く弾き、

細胞内への Ca2+流入を蛍光実体顕微鏡下で側面から観察した。スケールバーは、1.0 mm（A）、

0.2 mm（B）、0.1 mm（D）を示す。 

 

 

機械刺激誘導性の免疫応答はトライコーム依存的である 

 トライコームが雨などによる機械刺激のセンサーとして機能し、機械刺激誘導性免疫

の活性化に関与する可能性についてさらに調査するため、トライコームを持たない gl1

変異体を用いて解析を行うことにした（Larkin et al., 1994）。先述の 35S:GCaMP3（Col-

0）と gl1 変異体を交配した 35S:GCaMP3（gl1）植物を用いて、ブラシによる機械刺激

を負荷した際のカルシウムイオン動態を観察した（Fig. 26A）。その結果、35S:GCaMP3

（Col-0）に対して（Movie 4）、35S:GCaMP3（gl1）では細胞質内へのカルシウムイオン

流入量が顕著に減少することが明らかになった（Movie 5）。さらに、両植物の蛍光強度

を定量した結果からも、gl1 背景では Ca2+流入が顕著に低下することが明らかになった

（Fig. 26B）。 

 

 

 

Fig. 26: カルシウムウェーブはトライコーム依存的に誘導される 

（A）35pro:GCaMP3 （Col-0）植物および 35pro:GCaMP3 （gl1）植物に対して、ブラシで機械
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刺激を負荷し、細胞質内への Ca2+流入を蛍光実体顕微鏡下で観察した。スケールバーは 0.5 mm

を示す。（B）A の Col-0 と gl1 背景における Ca2+濃度の変化を蛍光強度の変化としてそれぞれ経

時的に定量し、グラフに示した。 

 

 

機械刺激誘導性のカルシウムウェーブの誘導にトライコームが関与することが明ら

かになったので、次にトライコームの有無で機械刺激誘導性遺伝子の発現にも影響があ

るかを調査した。そのために、ブラシで 4 回機械刺激を負荷し（MS）、15 min 後、30 min

後および 60 min 後の Col-0 と gl1 植物に対して RNA-seq 解析を行った。その結果、Fig. 

27A で示すように、Col-0 植物で誘導される 1672 遺伝子のうち（log2FC ≥1, P < 0.05）、

1178 遺伝子（70.5%）の発現が gl1 植物で有意に低下していた（Table 9）。この 1178 遺

伝子には免疫応答に関与する遺伝子が多数含まれていたため、代表的な 18 遺伝子をヒ

ートマップにより示した（Fig. 27B）。これらの RNA-seq により同定したトライコーム

依存的な機械刺激誘導性の遺伝子について、雨およびブラシによる機械刺激のいずれの

処理においても同様の遺伝子発現が見られるのかを検証するため、Col-0 および gl1 植

物に対して雨およびブラシ処理を行い、RT-qPCR に供試した。ブラシによる機械刺激ま

たは人工雨処理を行った15 min後において、Col-0植物と比較してgl1植物では、WRKY33、

WRKY40 および CBP60g の発現量が有意に低下していた（Fig. 28）。さらに、機械刺激に

よって誘導される MPK3 および MPK6 のリン酸化レベルも、Col-0 植物に対して gl1 植

物では減少していた（Fig. 29）。 

 

 

 

 

Fig. 27: 機械刺激誘導性の遺伝子発現はトライコーム依存的である 

（A）Col-0 植物と gl1 植物に対してブラシによる 4 回機械刺激を負荷し（MS）、15、30、60 min

後の遺伝子発現を RNA-seq により解析した。Col-0 植物で機械刺激により発現が誘導された 1672
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遺伝子に対して、gl1 植物で発現量が低下した 1178 遺伝子、および gl1 植物においてのみ発現が

誘導された 186 遺伝子をベン図により示す。（B）1672 遺伝子のうち、免疫応答に関与する 18 遺

伝子の発現量をヒートマップに示す。 

 

 

 

Fig. 28: gl1植物では機械刺激誘導性遺伝子の発現が低下する 

Col-0 および gl1 植物に対し、ブラシで 4 回機械刺激（MS）を負荷（A）、または雨滴を 1 滴滴下

（B）した 15 min 後の WRKY33、WRKY40 および CBP60g の発現量を RT-qPCR により示す。各

遺伝子は UBQ5 により発現量を標準化した。エラーバーは SD を示す（n=3）。アスタリスクは、

各遺伝子の Mock と比較して統計的に有意差があることを示す（one-sided Tukey’s multiple 

comparison test; *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001）。 
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Fig. 29: 機械刺激誘導性の MPK3/6のリン酸化レベルは gl1植物で低下する 

Col-0 および gl1 植物に対し、ブラシにより 4 回の機械刺激処理を行った 0 および 5 min 後の

MPK3 および MPK6 のリン酸化の検出結果を示す。ローディングコントロールとして Ponceau S

による染色像を示す。 

 

 

機械刺激誘導性の抵抗性反応は、寄生性の病原細菌 Psm ES4326 および腐生性の糸状

菌 A. brassicicola Ryo-1 の感染を抑制することを Fig. 17 により明らかにしたので、この

抵抗性反応の活性化にトライコームが関与するかを調査した。Col-0 植物の葉面に予め

ブラシで機械刺激処理を行い、Psm ES4326 を接種し、2 日後の Psm ES4326 の菌体数を

計測して、感染の拡大を調査した（Fig. 30A）。その結果、Col-0 植物で見られた機械刺

激による Psm ES4326 の増殖抑制が gl1 植物では認められなかった。また、葉面に予め

ブラシで機械刺激処理を行い、A. brassicicola の胞子懸濁液を葉面に静置して 3 日後の

病斑の拡大を観察した場合においても、Psm ES4326 の場合と同様に Col-0 植物で誘導

される機械刺激依存的な免疫応答の活性化はトライコーム依存的である可能性が強く

示唆される（Fig. 30B）。 
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Fig. 30: gl1植物では機械刺激誘導性の病害抵抗性が低下する 

（A）Col-0 植物と gl1 植物に対して、15 分に 1 回、合計 3 時間のブラシによる機械刺激処理

（MS）を行った後、Psm ES4326 を接種した 2 日後の菌体数を測定した結果を示す。( - ) は予め

機械刺激処理を行っておらず、( + ) は予め機械刺激処理を行ったことを示す。エラーバーは SE

を示す。（B）15分に 1回、合計 3時間のブラシによる機械刺激処理（MS）を行った後、A. brassicicola

を接種した 3 日後の病斑の大きさを測定した結果を示す。( - ) は予め機械刺激処理を行ってお

らず、( + ) は予め機械刺激処理を行ったことを示す。エラーバーは SE を示す。アスタリスク

は、各実験の未処理（-）と比較して統計的に有意差があることを示す（one-sided Tukey’s t test and 

two-way ANOVA; ***P < 0.001, ****P < 0.0001）。NS は有意差がないことを示す cfu, colony-forming 

units. 

 

 

 gl1 植物はトライコームを失うだけではなく、葉面に蓄積した脂質分子の層であるキ

ューティクル層の著しい減少と全身獲得抵抗性（SAR）の誘導が著しく損なわれること

が知られている（Xia et al., 2010）。そのため、gl1 植物において機械刺激誘導性免疫の誘

導が低下していたことが、これらキューティクルと SAR の欠損に起因している可能性

が予想された。そこでまず、Col-0 植物と gl1 植物において、予め機械刺激を負荷せず

に Psm ES4326 または A. brassicicola Ryo-1 を接種した結果、Col-0 植物と gl1 植物で菌

体の増殖率および病斑の拡大に有意な差はなかった（Fig. 31A）。したがって、gl1 植物

においても、感染部位で生じる局所的抵抗性には影響はないと考えられる。さらに検証

するために、トライコームは正常に形成されるが（Xia et al., 2009）、キューティクルと
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SAR が欠損した cer1-1 および cer3-1 変異体を用いて、機械刺激誘導性免疫の活性化に

対する影響を調査することで、トライコームの欠損による表現型と、キューティクルお

よび SAR の欠損による表現型を分けられるのではないかと考えた。Col-0 植物、cer1-1

植物および cer3-1 植物に対して、予め機械刺激を負荷した後、A. brassicicola Ryo-1 を接

種して病斑の拡大を調査した結果、cer1-1 植物および cer3-1 植物においても、機械刺激

によって Col-0 植物と同程度の病害抵抗性が誘導されることが明らかになった（Fig. 

31B）。したがって、機械刺激誘導性免疫は、キューティクルや SAR の欠損による影響

を受けず、正常なトライコームが存在すれば活性化したことから、gl1 植物を用いた実

験で機械刺激誘導性免疫が低下したことは、トライコームを欠損したことによるもので

あることが強く示唆される。これらの結果から、トライコームは機械刺激のセンサーと

して機能し、機械刺激誘導性免疫の活性化を増幅すると考えられる。 

 

 

 

Fig. 31: gl1植物、cer1-1植物および cer3-1植物におけるの病害抵抗性 

（A）Col-0 植物と gl1 植物に対して、予め機械刺激処理はせず、Psm ES4326 を接種した 2 日後

の菌体数および、A. brassicicola を接種した 3 日後の病斑の大きさを測定した結果を示す。（B）

Col-0 植物、cer1-1 植物および cer3-1 植物に対して、15 分に 1 回、合計 3 時間のブラシによる機

械刺激処理（MS）を行った後、A. brassicicola を接種した 3 日後の A. brassicicola の病斑の大き

さを測定した結果を示す。( - ) は予め機械刺激処理を行わず、( + ) は予め機械刺激処理を行っ

たことを示す。エラーバーは SE を示す。アスタリスクは、各実験の未処理 ( - ) と比較して統

計的に有意差があることを示す（one-sided Šídák’s multiple comparison test; ****P < 0.0001）。NS は

有意差がないことを示す。cfu, colony-forming units. 
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機械刺激センサーとしてのトライコームは免疫応答を惹起する 

 今回我々は、トライコームが機械刺激のセンサーとして機能することで雨やブラシに

よる機械刺激を認知し、カルシウムウェーブを介してそのシグナルを周辺領域に伝播し、

来る病原菌の感染に対する病害抵抗性を付与することを明らかにした。さらに、細胞質

内へ流入した Ca2+はカルモジュリンの活性化を介した CAMTA3 転写因子による転写抑

制の解除と、MPK3/6 のリン酸化を介した WRKY 転写因子の活性化によって機械刺激

誘導性の免疫関連遺伝子群の発現を誘導することが示唆された（Fig. 32）。 

 

 

 

Fig. 32: 機械刺激センサーとしてのトライコームが惹起する機械刺激誘導性免疫の活性化モデ

ル 
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考察 

 

 本研究の結果より、雨などによる機械刺激がトライコームという機械刺激センサーに

よって感知されて、周辺領域においてカルシウムウェーブを生じることでそのシグナル

を伝播することを明らかにした。さらに、生じた細胞質内 Ca2+濃度の上昇は、カルモジ

ュリンの活性化を介した CAMTA3 転写因子による転写抑制の脱抑制と、MPK3/6 のリ

ン酸化を介した WRKY 転写因子の活性化によって機械刺激誘導性の免疫関連遺伝子群

の発現を誘導することで、来る病原体感染に対する免疫を予測的に活性化することを示

した。 

 Fig. 5 より、野生型 Col-0 植物を降雨量 1 mm/hr の野外の雨に 3 分間曝露すると、15 

min 後において、機械刺激誘導性遺伝子である TCH4 と WRKY33 の遺伝子発現が、人工

雨処理と同程度の発現レベルで誘導された。この結果は、本研究で作製した人工降雨装

置が、自然界で降る雨を再現し得る設定となっていることを裏付けると共に、自然界に

おいても植物は、雨などによる機械刺激誘導性の遺伝子発現とそれに伴う免疫の活性化

を誘導し得ることを示唆している。さらに、雨は、機械刺激として葉面に負荷される力

学的エネルギーが比較的小さく、傷などによる JA の蓄積が認められない点や、ブラシ

による機械刺激との遺伝子発現レベルでの重複から見ても、純粋な機械刺激、すなわち

細胞や組織の破壊を伴わない情報として認識されていると考えられる。したがって、植

物に機械刺激として認識されるものの一つとして、雨を明確に定義することができたと

考えている。しかし、自然界で生じ得る機械刺激として雨の他にも、風、昆虫の摂食や

動物に踏まれることなどが考えられるが、それぞれの機械刺激を単一のものとみなし、

全て同じ応答に収束すると考えることはできない。それは、それぞれの機械刺激にも力

学的負荷の強度や刺激を受ける細胞種、強い機械刺激の結果として同時に生じる傷など

の副次的要因などによって、植物が対処すべき状況は異なり、最終的な出力としての応

答を最適化する必要があるためである。これらの明確な仕分けは未だ行われておらず、

それが機械刺激とその応答という分野の発展に影響を与えているため、今後機械刺激と

いうものの定義に場合分けを設けていく研究が必須になると考えている。 

これまでの先行研究において、葉の折り曲げによる機械刺激は、JA の蓄積とそれに

よる JA 応答の活性化を介して腐生性の糸状菌である Botrytis cinerea に対する病害抵抗

性を活性化することが報告されている（Chehab et al., 2012）。加えて、機械刺激によって

誘導される JA 応答性の遺伝子発現は、JA 応答を正に制御する転写因子 MYC2/3/4 によ
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って制御されることも報告されている（Van Moerkercke et al., 2019）。しかし、TCH2 や

TCH4 を含む多くの機械刺激誘導性遺伝子の発現は myc2 myc3 myc4 三重変異体におい

ても誘導されることが示されている（Van Moerkercke et al., 2019）。実際に、我々のブラ

シによる機械刺激においても、TCH2、TCH4、WRKY33、WRKY40、WRKY53、CBP60g、

MYB51、ERF1 および JAZ1 の発現は myc2 myc3 myc4 植物においても Col-0 植物と同程

度またはそれ以上に誘導されていた（Fig. 12）。したがって、機械刺激誘導性の遺伝子発

現は JA および MYC2 MYC3 MYC4 のみによって制御されるわけではなく、我々が明ら

かにした CAMTA3 や MPK3/6 を介して制御されていると考えられ、これは CAMTA3 の

ChIP-seq 解析の結果から CAMTA3 が MYC2 の発現を制御しており、実際に MYC2 は機

械刺激誘導性遺伝子の 1 つであることからも強く補助される（Table 8）。 

 続いて、疾病防御応答の主要制御因子が機械刺激誘導性免疫に関与するかを調査する

ために、べん毛成分 flg22 の受容体であり PTI の活性化を誘導する FLS2 の変異体 fls2

植物、その共受容体である BAK1 の変異体 bak1-3 植物および SA 応答性遺伝子群の発

現を正に制御する鍵転写補助因子 NPR1 の変異体 npr1-3 植物に対して、機械刺激を負

荷し、15 min 後の機械刺激誘導性遺伝子 TCH2、TCH4、WRKY33 および CBP60g の発現

を RT-qPCR により調査した。その結果、fls2 植物および npr1-3 植物では、それらの発

現誘導度が Col-0 植物に比べて有意に低下していた（Fig. 14）。このことから、FLS2 と

NPR1 は機械刺激誘導性遺伝子の発現に関与していると考えられる。FLS2 は、BAK1、

BIK1 や他の因子と複合体を形成して存在していることが示唆されており、fls2 植物で

は Col-0 植物に比べて MPK3/6 のリン酸化が強く誘導されていたことから（Fig. 13C）、

FLS2 を失うことで、元々複合体を形成していた制御因子が解放され、MPK3/6 のリン酸

化が強化されたのではないかと考えられる。NPR1 は、WRKY 転写因子の発現誘導にも

関わっていることや、npr1-3 植物では、機械刺激依存性 Ca2+チャネル MCA1 の発現量

が構成的に低下していることが明らかになっている（佐藤優佳氏、2022 修士論文、毛利

一葉氏、2022 卒業論文）。これらのことから、npr1-3 植物では、植物の機械刺激応答に

関わるチャネルが構成的に失われており、機械刺激誘導性の遺伝子発現が低下したと考

えられる。今後、カルシウムプローブである GCaMP3 を導入した npr1-3 植物を作出し、

本仮説を検証すべきであると考える。 

 本研究では、雨や機械刺激は JA シグナルを部分的にしか活性化せず、むしろ Ca2+と

CAMTA3 に依存した経路を介して PTI 様応答を強く誘導することを明らかにした。雨

は、真菌、細菌、ウイルスなどといった感染戦略の異なる多様な病原体を飛散させるた
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め、植物が雨を危険因子と認識し、どのような病原体にも対応可能な汎用性の高い抵抗

性を活性化することは、合理的であると考えられる。 

 植物は、Catasetum 属における受粉のための花のアンテナ、モウセンゴケにおける昆

虫を捕まえるための触手、シロイヌナズナにおける水を追跡するための根毛やオジギソ

ウにおける虫の摂食行動からの回避のための赤色細胞といった、機械刺激を感知するた

めの細胞と多様な機能を発達させてきた（Huynh and Haick, 2019）。特にハエトリソウは、

葉のローブにある感覚毛によって、昆虫の動きを認識し、ローブを閉じることで、その

昆虫を捕獲し、消化してエネルギーとして吸収することが報告されている（Scherzer et 

al., 2019）。上述のように、植物が受け得る機械刺激は、雨、風、昆虫の摂食や動物に踏

まれるなど現象によって負荷される力の強度や性質、誘導される生理的変化も多様であ

るが、それら負荷される多様な機械刺激を感知するための機構として、細胞壁成分の感

知、細胞膜の変形、細胞壁に対する細胞膜の変位など、いくつかの機械刺激感知機構が

提案されている（Bacete and Hamann, 2020）。これらどの認識機構においても細胞質内へ

の Ca2+流入を伴ったカルシウムシグナリングが介在している可能性がある。実際にハエ

トリソウにおいても、感覚毛が機械刺激を受けると、細胞質内への Ca2+流入が生じ、そ

れによってローブが閉じることが示されている（Suda et al., 2020）。本研究で明らかにし

た、トライコームが機械刺激センサーとして、カルシウムウェーブを誘導するという機

構は、多くの植物種で保存された機械刺激認識システムの 1 つであると考えられる。ト

ライコームの構造物としての物理的特性が、どのような環境刺激を想定しているのか、

トライコームへの荷重と曲げモーメントなどとの関係など、精密な測定やシミュレーシ

ョン等で明らかにできると考える。 

これまでに知られる PTI、エフェクター誘導性免疫（ETI）、それら免疫系と並行して

存在する植物ホルモン SA 応答性免疫および JA 応答性の抵抗性反応は、病原菌の構成

成分である PAMP や分泌されるエフェクター分子を特異的な受容体によって認識する

ことで活性化する。しかし、例えばモデル植物であるシロイヌナズナのゲノム中に存在

する受容体様リン酸化酵素は推定 630 種程であるとされているのに対し、世界に存在す

る潜在的な病原体は推定 30 万種であると概算されていることから、これらすべての微

生物を限られた数の受容体で認識するのは困難であると考えられる。一方で、例えばイ

ネに実際に発生する病害は 40〜70 種程度と言われており、これは静的抵抗性、すなわ

ち細胞壁やクチクラ層などの物理的障壁と構成的な抗菌性物質などの化学的障壁が

99%以上の微生物を排除していると言える。現在まで、PTI と ETI は、この静的抵抗性
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を突破した病原菌に対して応答するシステムであると考えられてきたが、微生物の感染

行動時には必ず機械刺激が生じることから、機械刺激誘導性免疫が静的抵抗性と共に第

１の障壁として機能すると考えられる。同免疫は、広範な病原菌に対して効果的かつ基

礎的な免疫として働き、多くの潜在的な病原菌を水際で食い止めている可能性がある。

つまり、本来の静的抵抗性は全く効果がない微生物でも、機械刺激応答性免疫が効果的

である場合、それらは基本的親和性関係にありながら非病原菌として取り扱われること

になる。これは、毎年世界で発生する植物の新病害という観点からも重要な論理基盤に

なると考える。 

また、本研究により、植物がトライコームという機械刺激センサーを介して雨などの

機械刺激を感知していることが明らかになった。これは植物が、哺乳動物がもつ体毛の

ように、毛状器官を機械刺激センサーとすることで、刺激認識の効率化を図っているこ

とを示唆している。したがって、トライコームや体毛のような毛状器官や細胞は、動植

物に依らず、生物が外界を認識するためのシステムとして効果的な形状であると考える

ことができる。 

トライコームの形状は多様であり、それぞれの機械刺激認識能力、認識する力の種類

や、その形状の進化過程は明確に異なるのではないかと考えられる。シロイヌナズナの

トライコームは、葉の向軸側に垂直方向に形成され、さらに三つ又に分岐することで上

部からの力を認識するという意味で効率的な形状であると言える。それに対して、ベン

サミアナタバコ、キュウリやトマトなどの植物は、葉の向軸側に一角のトライコームを

有している。これらの植物のトライコームは、機械刺激認識という観点ではシロイヌナ

ズナのトライコームと比較して非効率的であるとも考えられるが、シロイヌナズナの本

葉は小さく、地を這うように広がっているのに対して、タバコ、キュウリやトマトなど

植物の本葉は大きく、先端部が垂れるように生えているため、雨を受ける方向としては、

トライコームの側面から受ける場合が主になる可能性がある。この場合、一角のトライ

コームであっても、葉の向軸側に対してトライコーム群が形成する面、すなわち機械刺

激感知域は大きくなる。一方、イネ科植物の葉は、土地に対して垂直に生えており、ト

ライコームは葉の基部方向に向いている。これは、イネのトライコームが機械刺激認識

のためだけではなく、雨などの水滴を葉に留めさせず、弾き、流して落とすための構造

として機能しているとも考えられている（Xiao et al., 2016）。このように、トライコーム

の形態が多様であるのは、それぞれの生育環境や個体の形態毎に想定している機械刺激

およびその他の自然現象の違いによって生じた生物学的多様性であると言える。 
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一方でバジル、ヒャクニチソウおよびバラを含む樹木など、シロイヌナズナのような

明確なトライコームを持たない植物も存在する。本研究の成果を基にすると、これらの

植物は機械刺激認識能が低下していると考えられるが、そもそもなぜトライコームを持

たないのだろうか？この疑問に応える明確な証拠は報告されていないが、特にヒャクニ

チソウに関しては、原産地が一年を通して多雨の熱帯地域であることと関係があるので

はないかと考える。ほぼ毎日降る雨を認識し、免疫を活性化し続けることは、成長やそ

の他の環境応答へ負の副次的な影響を与えることから、トライコームを持たないことで、

雨などによって生じる程度の比較的弱い機械刺激に対する認識能力を低下させている

とも考えられる。実際に、機械刺激を受け続けるとジベレリンの転移酵素 GA2ox7 の発

現が増加し、機能的ジベレリン GA4 の分解が促進されて地上部の伸長速度が抑制され

ることが報告されている（Lange and Lange, 2015）。一方、機械刺激認識能の低下による

免疫活性化能の低下で生じる病害抵抗性観点における不利さは、クチクラ層を発達させ

るなど、物理的な障壁を強固にすることで対応していると考えることができる。これは

特に樹木に当てはまり、バラなどはクチクラ層が発達しているため、これを溶解し貫通

することができるバラ黒斑病菌など一部の病原体以外、基本的親和性を持ち得ない。背

の高い樹木は、葉が高い位置にあり、生存圏において雨を第一線で受けることになるた

め、機械刺激認識よりもクチクラ層で防御する方が効率的であったとも考えられる。こ

れは逆に、シロイヌナズナのなどの背の低い植物は、むしろそれら樹木にある程度遮ら

れた雨を受ける程度であるが、その反面で樹木植物を介した雨滴を受ける可能性があり、

他の植物からの病原菌感染の蔓延リスクにさらされやすいためにトライコームを持っ

たとも考えられる。 

ただし、これらのトライコームを持たない植物が機械刺激認識能力を完全に捨ててし

まったと言い切ることもできない。Fig. 26-29 よりトライコームを持たない gl1 植物に

おいて、確かに機械刺激認識能力は低下していたが、感染に失われるわけではないこと

から、植物におけるトライコームは機械刺激センサーとして機械刺激の認識を効率化し

ているが、葉の表皮および葉肉細胞自体で機械刺激を認識することは可能であると言え

る。これは、植物に関わらず、単細胞生物である大腸菌レベルから機械刺激認識が利用

されてきたことから考えても妥当であり、生物は個々の細胞が機械刺激を認識する能力

を有していることを示唆している。 

したがって、本研究成果は、植物のみならず生物界全体で保存されてきた機械刺激認

識機構の 1 つの到達点として、機械刺激誘導性免疫の存在を提案する。この最もシンプ
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ルな異物認識機構の起動のために、植物では毛状突起トライコームを獲得したが、他の

生物における活性化機構については今後の研究に期待したい。 
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指導教官である名古屋大学大学院理学研究科および同遺伝子実験施設 多田安臣教授に

は主論文および副論文を含む学位申請に関わる文書の執筆を始め、研究活動に関わる全

ての場面でご指導をいただきました。学部 4 年次の研究室配属時から 6 年間、能力面で

も精神面でも研究者として大切なものを日々伝え続けてくださりました。査読論文投稿

や就職活動など、多くの場面で苦労もありましたが、その度に私に挑戦するチャンスを

くれ、私を大きく成長させてくださいました。日々の研究生活においても、研究者を養

成する教員としても一人の正しい人間としても、私に人としてあるべき姿を教えてくだ

さいました。私自身、研究を含む多様な話題について議論することを好むため、多田教

授との議論が楽しくて仕方がありませんでした。加えて、そこで重ねてきた議論が、学

会発表や共同研究者との議論のみならず、生活の多くの場面で役立ちました。また、イ

ギリスでの国際学会への参加など、数えきれないほどの学会・研究集会に参加させてい

ただき、その度に熱くご指導いただいたことで、研究者として一段も二段も成長させて

いただいたと思っております。これまでの研究室生活でいただいたご厚意には、感謝し

てもし尽くせません。心より感謝申し上げます。今後も私の先生として人生の中でアド

バイスをいただけますと幸いです。 

 

研究室の先輩であり指導教官でもある名古屋大学大学院理学研究科および同遺伝子実

験施設 野元美佳助教には、学位論文の執筆を始め、査読論文の執筆や日々の研究活動

において多くの場面でご指導いただきました。同じく学部 4 年次より 6 年間、先輩とし

ても教員としても、私のお手本として多くのものをいただきました。研究面において、

至らない私を常にサポートし、目標達成のために多大なお力添えいただきました。また、

精神面においても、人として真っすぐであることを大切にし、その大切さを常に示して

いただきました。また、実験手法や考え方の面でも、論理的かつ実務的な指導をいただ

き、分子生物学を扱うものとして技術面でも成長させていただきました。野元助教は研

究室のムードメーカー的な立ち位置でもあり、通る大きな声で日々研究室の空気作りを

していただいていたことも忘れられません。6 年間いただいたご厚意に厚く感謝申し上

げます。ありがとうございました。 

 

名古屋大学大学院理学研究科および名古屋大学トランスフォーマティブ生命分子研究

所（WPI-ITbM）木下俊則教授は、副指導教官として定期的な進捗報告と成果に対する

議論を通してご指導いただきました。また、査読論文の共著者として、実験手法および

材料を提供していただくとともに、内容について議論させていただきました。加えて、

指導教官である多田教授が支援班として参加しており、木下教授が代表を務めていた新
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学術領域研究において 4 年間研究発表などの機会をいただき、その度に内容に対するア

ドバイスやご質問をいただきました。この場を借りて厚く御礼申し上げます。 

 

名古屋大学大学院理学研究科 五島剛太教授には、副指導教官として、査読論文に対す

るアドバイスや研究の進捗に関してご指導をいただきました。また、五島教授は、査読

論文を含む学位論文執筆のための過程において、定期的に声をかけてくださり、私の精

神的なサポートもしていただきました。そのサポートはとても心強く、博士後期課程の

3 年間を全うするために不可欠なものでした。いただいたご厚意に感謝申し上げます。 

 

エジンバラ大学の Steven H. Spoel 博士は、査読論文の共著者として、私が学部 4 年次か

ら本研究内容について議論させていただき、英語的な指導もいただきました。多田教授

と密な研究者であることもあり、研究室ぐるみで共に様々な体験をさせていただきまし

た。また、私が学会でスコットランドを訪れた際にも面倒を見て下さりました。この場

を借りて厚く御礼申し上げます。 

 

エジンバラ大学の Michael J. Skelly 博士は、査読論文の共著者としても研究者の先輩と

しても学部 4 年次から様々な場面でご指導をいただきました。研究者としても、年上の

兄のような人間としても助けていただき、私がスコットランドを訪れた際には、エジン

バラの案内をしていただき、切符を買い間違えて困ったときに駅員と相談して対処して

いただいたりと、思い出と感謝が絶えません。ありがとうございました。 

 

筑波大学大学院生命環境系、現龍谷大学の別役重之准教授には、共同研究としてレポー

ター植物の提供およびその観察実験を、別役准教授の持つ設備を用いて行わせていただ

きました。また、筑波大学への出張時には、研究室のメンバーとの交流会やディスカッ

ションの機会を設けていただき、有意義な時間を過ごすことができました。この場を借

りて、厚くお礼申し上げます。 

 

埼玉大学理工学研究科の豊田正嗣准教授には、GCaMP3 導入植物を用いた Ca2+流入の可

視化実験等で実験遂行に大きなお力添えをいただきました。また、種子の提供などにお

いても、学位論文に必須の材料を提供していただきました。この場を借りて感謝申し上

げます。ありがとうございました。 

 

岡山大学資源生物科学研究所 森泉准教授と松浦恭和氏には、共著者として、質量分析

法を用いた植物ホルモンの定量を行っていただきました。査読論文のリバイス期間中に

おいて、迅速な対応をいただき感謝しております。 
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中部大学大学院応用生物学研究科 鈴木孝征准教授には、RNA-seq 解析につきまして、

シーケンシング及び基礎解析を行っていただくと共に、R 言語などを用いた詳細な解析

方法を教えていただきました。この場を借りて厚く感謝申し上げます。 

 

名古屋大学大学院理学研究科 林優紀特任助教には、本研究内容に関わる実験手法と材

料を提供していただきました。特に、免疫染色法については、数日間お時間をいただい

てご指導いただき、その手法を習得させていただきました。この場を借りて御礼申し上

げます。ありがとうございました。 

 

グランドグリーン株式会社 森毅氏には、シス配列解析プログラムに関してご指導いた

だくと共に、研究室の先輩として精神的なサポートもしていただきました。厚く御礼申

し上げます。 

 

本研究に使用した植物の作製や顕微鏡の使用についてお力添えいただいき、共著者とし

てもご尽力いただいた、筑波大学大学院生命環境系の岩本瑞生氏と埼玉大学理工学研究

科の荒谷優里氏には、この場を借りて厚く御礼申し上げます。 

 

ミシガン州立大学 Michael F. Thomashow 博士には、CAMTA3 変異体種子を譲渡いただ

きました。本種子は、本研究において必要不可欠なものであり、快く譲渡いただいたこ

とに感謝しております。 

 

京都大学理学研究科 松下智直教授には多田研究室の共同研究者として議論をさせてい

ただき、査読論文に関するアドバイスや、校閲に関する提案をしていただきました。ま

た、松下教授が代表を務める学術変革領域研究の若手の会におきましても、研究にたい

するアドバイスをいただきました。この場を借りて厚く感謝申し上げます。 

 

基礎生物学研究所 森田美代教授には、博士課程教育リーディングプログラム グリーン

自然科学国際教育研究プログラム IGER から始まり、野元助教が公募研究班として参画

している新学術領域研究「植物構造オプト」において、ダブルメンターの一人として定

期的に研究内容に関する議論をさせていただき、本研究内容をより洗練させるためのア

ドバイスをいただきました。5 年間にわたるご指導に感謝申し上げます。 

 

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス領域 出村拓教授には、野元助教が公募

研究班として参画している新学術領域研究「植物構造オプト」において、研究発表の度

に的確なフィードバックと提案をいただきました。この場を借りて御礼申し上げます。 
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奈良先端科学技術大学院大学物質創成科学研究科 細川陽一郎特任准教授には、野元助

教が公募研究班として参画している新学術領域研究「植物構造オプト」において、ダブ

ルメンターの一人として定期的に研究内容に関する議論をさせていただき、多くのアド

バイスをいただきました。この場を借りて御礼申し上げます。 

 

近畿大学大学院農学研究科 川崎努教授には、平成 29 年度日本植物病理学会関西部会に

て研究発表をした際に、本研究にとって不可欠であった重要な実験を提案いただきまし

た。そのおかげで本研究の完成に大きく近づけることができました。この場を借りて厚

く御礼申し上げます。 

 

インペリアル・カレッジ・ロンドン 中山尚美博士には、野元助教を通して本研究に多

大なアドバイスをいただきました。また、以前に議論させていただいた際の考え方が本

研究に大きく生かされました。この場を借りて厚く御礼申し上げます。 

 

名古屋大学大学院農学研究科 石黒澄衞准教授には、査読論文のリバイスに必要であっ

た cer1-1 および cer3-1 の種子を譲渡いただきました。ありがとうございました。 

 

日本女子大学 鈴木智子博士には、トライコームに関する構造的な側面からのアドバイ

スをいただきました。この場を借りて御礼申し上げます。 

 

名古屋大学大学院理学研究科 松林嘉克教授には、修論発表後に発表内容が面白かった

と言っていただいたことを忘れられません。とても嬉しかったです。それを励みに 3 年

間研究を行うことができました。ありがとうございました。 

 

名古屋大学遺伝子実験施設多田研究室の卒業生である、板谷知健氏（NUProtein）、岡和

氏（豊田中央研究所）、吉村亮氏、東井周氏（ラクオリア創薬）、福井大和氏（花王）、岡

田絵美氏（サントリー）、堀尾宗正氏（日本経済新聞社）、西松佑紀乃氏（愛知時計電機）、

古賀弥侑氏（ニトリ）、田中智康氏（アクセンチュア）、北川友希也氏（名古屋市職員）、

元秘書の濱崎みどり氏には、研究室生活や実験など、多くの場面でお世話になりました。

中でも板谷知健氏、東井周氏は研究室配属から、福井大和氏、岡田絵美氏とは実質的な

同期として、多くの時間を共に過ごさせていただきました。本当にありがとうございま

した 

現研究室メンバーである、曹原氏、高木紘博士（今泉研）、上原晋博士、佐藤優佳氏、

山口千瑛氏、本多璃奈氏、森太志氏、毛利一葉氏、大畑怜未氏、岡本奎花氏、秘書の川

合美穂氏、技術補佐員の井上和佳子氏、赤間亜希子氏、金田祥子氏には、研究面・精神

面で多大なサポートをいただきました。おかげで最後の 1 年を有意義に過ごさせていた
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だくことができました。6 年間でこの 1 年間が最も精神的に安定していたのは、皆さん

のおかげであったと思います。ありがとうございました。 

名古屋大学大学院理学研究科で同期として支え合ってきた東山研究室 長江拓也氏、上

川内研究室 大橋拓朗氏、木下研究室 木下悟氏、田中研究室 山田一輝氏にも、この場

を借りて御礼申し上げます。 

 

最後に、私に 9 年間という長い期間学生として研究を続ける機会を与えて下さった両親

と親族に厚く厚く感謝申し上げます。支えて下さって本当にありがとうございました。 

 

本研究は、JSPS 科研費 JP19J23627（特別研究員奨励費）、博士課程教育リーディングプ

ログラム グリーン自然科学国際教育研究プログラム IGER、および卓越大学院プログラ

ムトランスフォーマティブ化学生命融合研究プログラム GTR による援助を受けて遂行

しました。 


