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【序論】 

 生物は様々な刺激を通じて外界の環境を認識し、環境に対して適切な応答をする。
それらの刺激の中でも、化学物質は最も多様性に富んでおり、様々な情報を有する。 

 動物が感知する外界の化学物質のうち、匂い物質と呼ばれるものは、一般的に分子
量約 300 以下の揮発性有機化合物である。鼻腔内に入ってきた匂い物質は嗅粘液に溶
け込み、嗅覚受容体に結合する。近年筆者らは、マウス嗅粘液中で起こる匂い物質変
換反応が、匂い知覚に影響を与えるという新しい知見を得ている  (Nagashima and 

Touhara, 2010)。そして、動物は嗅覚によって、食物や天敵、配偶者などの情報を受容
し、適切な応答をする。 

 植物もまた、揮発性有機化合物を受容し、その情報に応答していると考えられるよ
うになってきた。なぜなら、病害や食害を受けた植物から放出される揮発性化合物に
曝された植物は、被害に備えて抵抗性を上昇させるということが明らかになったため
である（図 1）。しかし、植物は動物のような嗅覚受容体や嗅神経系を持たないため、
植物が外界の揮発性化合物をどのように受容しているのかは、未だ不明である。 

 当研究室の前任者は、植物における揮発性化合物の受容機構を解明するためには、
再現性の高い実験系が必要であると考え、タバコ培養細胞 BY-2 を用いた in vitro の実
験系を確立した。これを用いて、テルペンの一種である (E)-β-caryophyllene が、
NtOsmotin の発現を誘導することが見出された（図 2）。 

 本研究では、「タバコの細胞における(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin の発現誘
導」を、植物の揮発性化合物に対する応答のモデルとし、タバコにおける  

(E)-β-caryophyllene の受容に関わる分子機構の解明を目指した。  



 

 

 

【結果】 

1. (E)-β-caryophyllene による NtOsmotin 遺伝子発現誘導の検討 

 実験材料として、播種後 4 週間栽培したタバコ(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun-NN)

を用いて、以下の実験を行った。 

(1) タバコ個体での検証 

 タバコ培養細胞 BY-2 で見出された、(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin の発現誘
導が、タバコ個体においても起こるか検討した。まず、タバコ個体において NtOsmotin

の発現量に概日リズムがあるか検証した。その結果、NtOsmotin の発現量は明期開始
とともに上昇し、暗期開始前にベースラインに戻ることが明らかになった。次に、明
期 開 始 時 に (E)-β-caryophyllene 曝 露 を 開 始 し た 場 合 と 、 暗 期 開 始 時 に
(E)-β-caryophyllene 曝露を開始した場合のそれぞれにおいて、NtOsmotin 発現量の経時
変化を調べた。いずれの曝露条件でも、 (E)-β-caryophyllene 曝露によって NtOsmotin

の発現量は上昇した。暗期においては、概日リズムによる内在的な NtOsmotin 発現誘
導が起こらないため、NtOsmotin 発現量の個体差が小さい傾向にあった。そこで、以
降の実験では暗期に (E)-β-caryophyllene 曝露を行うこととした。また、暗期において 

(E)-β-caryophyllene 曝露開始から 6 時間で NtOsmotin の発現量が上昇し、8 時間で飽和
に達した。以上の結果から、タバコ培養細胞 BY-2 だけでなく、タバコ個体において
も(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin遺伝子の発現誘導が起こることが示唆された。 

 

(2) NtOsmotin 発現が誘導される部位の検討 

 タバコ個体で(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin 発現が起きている部位を検討す
るため、以下の実験を行った。地上部への(E)-β-caryophyllene 曝露により、タバコの
葉、茎、根それぞれにおいて NtOsmotin 発現量が変動するか検証した。その結果、
(E)-β-caryophyllene 曝露による NtOsmotin 発現量の上昇は、葉で最も顕著であることが
示された。また、直接(E)-β-caryophyllene に曝されていないにも関わらず、根でも
NtOsmotin 発現量が上昇する傾向が示唆された。次に、Osmotin promoter :: GUS 配列
を組み込んだタバコ個体を用いてレポーター遺伝子アッセイを行った。しかし、対照
群と(E)-β-caryophyllene 曝露群の GUS 活性を比較しても、明確な差異は観察できなか
った。一方、1 mM の (E)-β-caryophyllene 溶液にタバコの葉を浸した場合には、葉の
辺縁部で GUS の活性が観察された。以上の結果から、(E)-β-caryophyllene の受容は主
に葉で行われること、NtOsmotin 発現誘導は葉全体で一様に起こるわけではないこと
が示唆された。 

 

(3) NtOsmotin 発現誘導における(E)-β-caryophyllene 濃度依存性の検討 

 タバコ栽培容器内に入れる(E)-β-caryophyllene の量を変えて、NtOsmotin 発現量を上
昇させる(E)-β-caryophyllene の実効濃度を検討した。その結果、容器内に 36 mg の
(E)-β-caryophyllene を入れた場合は NtOsmotin 発現量の上昇が観察されたが、3.6 mg

の(E)-β-caryophyllene を入れた場合は NtOsmotin 発現量の顕著な変化は観察されなか
った。なお、曝露時間終了時点での、栽培容器のヘッドスペースにおける



 

 

(E)-β-caryophyllene 濃度は、36 mg の(E)-β-caryophyllene を入
れた場合は 220 µg/l、3.6 mg の(E)-β-caryophyllene を入れた場
合は 57 µg/l であった。また、タバコ培養細胞 BY-2 を用いた
実験系でも、300 µM の(E)-β-caryophyllene では NtOsmotin 発
現量の上昇が観察されたが、100 µM の(E)-β-caryophyllene で
は NtOsmotin 発現量の変化は観察されなかった。これらの結
果から、タバコ培養細胞 BY-2 およびタバコ個体のいずれに
おいても、(E)-β-caryophyllene 応答の用量作用曲線は、シグモ
イド型とはならないことが示唆された。 

 

(4) (E)-β-caryophyllene 応答に関わるシグナル伝達経路の検討 

  (E)-β-caryophyllene による NtOsmotin の発現誘導が、ジャ
スモン酸経路やサリチル酸経路を介するのか、もしくはこれ
らの経路に非依存的な経路を介するのかを検証した。 

NtOsmotin、Lipoxygenase（NtLOX；ジャスモン酸経路のマー
カー遺伝子）および Acidic class III chitinase（NtACIII；サリチ
ル酸経路のマーカー遺伝子）の発現量を比較したところ、
(E)-β-caryophyllene によるこれらの遺伝子の発現誘導パター
ンは、ジャスモン酸メチルによる NtOsmotin、NtLOX および
NtACIII の発現誘導パターンとは異なっていた（図 3）。また、
サリチル酸メチルによるこれらの遺伝子の発現誘導パターン
とも異なった（図 3）。したがって、(E)-β-caryophyllene によ
る NtOsmotin の発現誘導は、ジャスモン酸経路やサリチル酸
経路を介した情報伝達だけで起こるわけではないことが示唆
された。 

 また、(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin、NtLOX および
NtACIII の発現誘導パターンと、他の揮発性化合物によるこれ
らの遺伝子の発現誘導パターンを比較した。その結果、揮発
性化合物ごとに発現誘導パターンは異なっていた。これらの結果から、揮発性化合物
の種類によって特異的な受容因子が存在し、それぞれ異なる情報伝達経路が活性化さ
れていることが示唆された。 

 また、今回実験に用いた揮発性化合物に関しては、NtOsmotin、NtLOX および NtACIII

の発現誘導パターンは、タバコ培養細胞 BY-2 における結果と概ね一致したため、タ
バコ培養細胞 BY-2 とタバコ個体で同様の現象を見ていることが示唆される。  

 

(5) (E)-β-caryophyllene 応答の種特異性の検討 

  (E)-β-caryophyllene による NtOsmotin 発現誘導という現象が、タバコ以外の植物で
も起こるのか検証するため、シロイヌナズナを用いて検討した。その結果、シロイヌ
ナズナにおいては、 (E)-β-caryophyllene による Osmotin 遺伝子の発現誘導は起こらな
いことが示された。この結果から、タバコにおいて(E)-β-caryophyllene を受容する因
子は、少なくともシロイヌナズナにおいては保存されていないことが示唆された。 

 

2. (E)-β-caryophyllene による細胞内カルシウムイオン濃度変化の検証  

 カルシウムイオンは動植物に共通するシグナル伝達因子である。当研究室の前任者
は、カルシウムイオノフォアでタバコ培養細胞 BY-2 を前処理し、細胞質のカルシウ
ムイオン濃度を上昇させると、(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin 発現誘導が抑制
されるという結果を得ている。本研究では、 (E)-β-caryophyllene 応答に伴い、細胞内
カルシウムイオン濃度が変動するか検証することを目的として、カルシウムイメージ
ング法の確立を試みた。 

 まず、カルシウムイオン感受性蛍光色素を取り込ませたタバコの葉を用いて、カル
シウムイメージングを試みた。(E)-β-caryophyllene 応答測定に先立ち、細胞内カルシ



 

 

ウムイオン濃度の変化が検出可能か確認するための実験を行った。カルシウムイオノ
フォア溶液を、蛍光色素を取り込ませた葉の表面に投与した。しかし、葉に取り込ま
せた蛍光色素が液胞に局在することが多く、細胞質由来のシグナルを抽出することが
困難であった。また、応答の再現性も低いため、この方法は不適切であると判断した。  

 

 細胞内カルシウムイオン濃度変化をリアルタイムで計測するツールとして、蛍光色
素よりも細胞毒性の低い、カルシウムイオン感受性蛍光タンパク質が次々と開発され
ている。その 1 つである GCaMP2 を発現するトランスジェニックタバコを作出し、
細胞内カルシウムイオン濃度の変化を、GFP 蛍光強度の変化として検出することを試
みた。GCaMP2 発現タバコ個体において、GCaMP2 の蛍光が細胞質および核に局在す
ることを確認した。しかし、カルシウムイオノフォア溶液を、GCaMP2 発現タバコの
葉の表面や根の表面に投与しても、蛍光強度の変化を明確に観察することはできなか
った。また、植物ホルモンであるアブシシン酸溶液を葉の表面に投与しても、孔辺細
胞における蛍光強度の変化を観察することはできなかった。したがって、現在までに
GCaMP2 発現タバコを用いたカルシウムイメージング系を確立することはできてい
ない。 

 

【結論】 

 タバコ個体において、(E)-β-caryophyllene により NtOsmotin 遺伝子の発現が誘導され
ることを示した。さらに、(E)-β-caryophyllene による NtOsmotin 発現誘導に至る情報伝
達経路は、ジャスモン酸経路およびサリチル酸経路だけでは説明できないことが示唆
された。 

 植物の揮発性化合物受容に関しては、長年真偽が問われ続けてきた。しかし今回、
タバコ培養細胞とタバコ個体の両方で揮発性化合物に対する応答が同様に見られた
こと、および (E)-β-caryophyllene による NtOsmotin 発現誘導を多角的に検証したこと
により、植物において揮発性化合物を受容する機構が確かに存在することが明らかと
なった。 

 

【展望】 

 (E)-β-caryophyllene を特異的に認識する因子を同定し、その因子が実際に NtOsmotin

発現誘導に関与することを示す必要がある。具体的には、(E)-β-caryophyllene に結合
する因子や、(E)-β-caryophyllene 存在下において NtOsmotin の転写調節に関わる因子の
探索を行う。実験に先立ち、(E)-β-caryophyllene を固定化したビーズの作製を目的と
して、(E)-β-caryophyllene 誘導体の合成を行った。これを用いて、(E)-β-caryophyllene

を特異的に認識する因子を同定できたならば、その過剰発現個体もしくは発現抑制個
体において、(E)-β-caryophyllene 受容能が変化するか検討する予定である。 

 また、(E)-β-caryophyllene による細胞内カルシウムイオン濃度変化の検証に関して
は、カルシウムイオン感受性発光タンパク質である aequorinを導入した植物を用いて、
カルシウムイオン濃度の上昇を、発光強度の上昇として検出することで可能となると
考えられる。 

 植物の揮発性化合物受容に関しては、嗅覚受容体のような受容体が存在するのか、
細胞膜への揮発性化合物の陥入が必要であるだけで受容体は存在しないのか、あるい
は揮発性化合物が細胞内に入り、直接遺伝子発現を制御するのかわかっていなかっ
た。本研究によって、揮発性化合物の受容機構が明らかになることが期待される。 
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