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研究成果の概要（和文）：セロトニンは、動物では神経伝達物質として知られているが、植物における機能は殆ど明ら
かになっていない。我々は、イネからセロトニン合成酵素遺伝子を同定し、セロトニンが防御反応に関わっていること
を明らかにした。本研究により、シロイヌナズナにおいて、セロトニンが、防御遺伝子の発現、カロースの形成、MAPK
の活性化などの免疫応答を誘導することが明らかになり、セロトニンが免疫誘導因子として機能していることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：Although serotonin is known as a neurotransmitter in animal, its function in plant
s remains to be identified. We identified rice SL gene encoding serotonin synthesizing enzyme involved in 
defense responses. In this work, we found that serotonin induces expression of defense genes, callose depo
sition, and activation of MAP kinase in Arabidopsis. Therefore, it is likely that serotonin functions as i
mmune factor in plants.
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１．研究開始当初の背景 
セロトニンは、動物において神経伝達物
質として機能し、うつ病や神経症などの精
神疾患との関連が明らかにされている非常
に重要な物質である。そのため、動物では
セロトニンの受容機構および信号伝達機構
など、精力的に研究が進められている。一
方、植物では、多くの植物種において、セ
ロトニンの存在が確認されているものの、
植物におけるセロトニンの機能や受容機構
については、殆ど明らかになっていない。
最近、我々は、トリプタミンからセロトニ
ンの生成を触媒するイネのチトクロムP450
モノオキシゲナーゼ(SL遺伝子)を同定した
（ Fujiwara et al. J. Biol. Chem. 285, 
11308-11313, 2010）。このSL遺伝子は病原
菌感染やキチン処理に応答して発現誘導さ
れることから、植物の免疫応答に関与して
いることが示唆された。また、イネにセロ
トニン処理を行ったところ、抗菌性タンパ
ク質の発現などの様々な免疫応答が誘導さ
れ、セロトニンが免疫反応を誘導する信号
伝達因子として機能していると考えられた。
そこで、本研究課題では、植物免疫応答に
おけるセロトニンの役割について解析を行
う。 
 
２．研究の目的 
イネでは、セロトニン合成酵素であるSL
タンパク質が同定され、セロトニンが免疫
応答を誘導することを明らかにしているも
のの、植物一般に、セロトニンが免疫誘導
因子として機能しているかどうかは不明で
ある。また、他の植物では、セロトニン合
成酵素が同定されておらず、イネと同じ経
路で生成されているかどうかは不明である。
そこで、モデル植物であるシロイヌナズナ
を用いて、セロトニンが免疫誘導因子とし
て機能しているかどうかを解析するため、
セロトニンによって誘導される免疫応答を
詳細に解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) セロトニンに応答した遺伝子発現の解析 
 シロイヌナズナの育成培地へのセロトニ
ンの添加、あるいは葉にセロトニンを処理し
たサンプルから RNA を単離し、マイクロア
レイ解析を行った。さらに、一部の遺伝子に
関して、リアルタイム PCR を用いた定量的
な解析を行った。また、セロトニンによって
誘導される遺伝子のプロモーターを単離し、
そのプロモーターの制御下でルシフェラー
ゼが発現するシロイヌナズナを作製し、発現
解析を行った。 
 
(2)カロースの解析 
 シロイヌナズナの葉をセロトニンとトリ
プタミンで処理し、固定処理を行った後、ア
ニリンブルーで染色し、蛍光顕微鏡で観察し
た。 

 
(3) MAPキナーゼ活性の解析 
 シロイヌナズナの葉をセロトニンあるい
はトリプタミンで処理し、タンパク質を抽出
後、MAPKのリン酸化抗体を用いたウエスタ
ン解析により、セロトニンに応答したMAPK
の活性化を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) セロトニンによって誘導される遺伝子の
解析 
 シロイヌナズナの育成培地にセロトニン
あるいはその前駆体であるトリプタミンを
添加することで、シロイヌナズナを処理し、
RNAを精製した。得られた RNAを用いてマ
イクロアレイ解析を行い、セロトニンによっ
て発現が変化する遺伝子群を単離した。さら
に、それらの遺伝子群について、リアルタイ
ム PCRを用いた解析を行い、セロトニンに応
答した遺伝子発現を解析した。その結果、セ
ロトニンに応答して、発現が誘導する遺伝子
として、３個の遺伝子、CRK6 (Cysteine-rich 
RLK)、BGL2 (glucan 1,3-beta glucosidase)、
Aspartyl proteaseを単離した。これらの遺伝子
はセロトニン処理により、発現量が 20 倍〜
30倍に増加することが明らかになった。また、
セロトニン処理により発現が減少する遺伝
子として、Stress-responsive proteinを単離した。
この遺伝子の発現は、セロトニン処理により
約 50 倍減少した。しかし、これらの遺伝子
は、セロトニンよって変動するが、トリプタ
ミンによっては変化しないことが明らかに
なった。そのため、セロトニンに特異的なメ
カニズムにより、これらの遺伝子が変動して
いることが明らかになった。 
 それらの 4個の遺伝子のプロモーターを単
離し、それらのプロモーターの制御下で、ル
シフェラーゼが発現するコンストラクトを
作製し、シロイヌナズナに導入した。得られ
た植物体を用いて、セロトニンに応答したル
シフェラーゼの発光を観察した。いずれの遺
伝子の系統も、ルシフェラーゼの発光は検出
できるものの、セロトニン応答した遺伝子発
現の上昇を正確にモニターできる系統を得
ることが出来なかった。 
 
 (2) セロトニンに応答したカロースの誘導 
 病原菌感染に伴う植物の初期応答として、
カロースの形成が誘導される。そこで、シロ
イヌナズナの葉をセロトニンあるいはトリ
プタミンで処理し、アニリンブルー染色法を
用いてカロースの誘導を解析した。その結果、
セロトニンによってカロースの形成が誘導
されるが、トリプタミンでは誘導されないこ
とがわかった。また、セロトニンの処理濃度
を変えて、カロースの誘導を解析した。その
結果、８０μｇ/ml の濃度のセロトニンの処
理で、もっとも強くカロースが誘導されるこ
とがわかった。 
 



(3) セロトニンに応答したMAPKの活性化 
植物の免疫反応の初期応答として、MAP
キナーゼが活性化することが知られている。
シロイヌナズナの幼苗をセロトニンで処理
し、タンパク質を調製した。SDSアクリルア
ミドゲルで電気泳動を行ったあと、MAPKの
リン酸化抗体を用いたウエスタン分析を行
った。その結果、セロトニンに応答して
MAPK である MPK3 と MPK6 が活性化する
ことが明らかになった。さらに、フラジェリ
ン由来のペプチドである flg22 に処理によっ
て誘導される MAPK の活性化のパターンと
比較したところ、flg22 によって誘導される
MAPKの活性化が数分で活性化し、３時間後
には全くなくなるが、セロトニンによって誘
導されるMAPKの活性化は、処理後３時間目
まで持続していることがわかった。このこと
から、分子メカニズムは不明であるが、セロ
トニンにより、持続的にMAPKが活性化され
ることが明らかになった。 
 
(4) SL過剰発現体の解析 
 細胞内でのセロトニン生成が防御応答
に与える影響を調べるため、CaMV35S プロ
モーターでセロトニン合成酵素 p450 をコー
ドする SL を発現させるコンストラクトを作
製し、シロイヌナズナに導入した。その後、
導入した遺伝子をホモにもつ系統を選抜し
た。しかし、この植物体では、免疫応答の顕
著な増加は見られなかった。 
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