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研究成果の概要（和文）： 麦類赤かび病菌のストレス応答 MAP キナーゼ（FgOS2）経路の下流に

位置すると推定される CREB 型転写因子の FgATF1 は、トリコテセン合成に必須ではないが、分

化誘導を通して合成制御に関与することを明らかにした。さらに、FgOS2 経路で制御される 11

遺伝子を同定した。これらの遺伝子群には、グリセロール合成酵素、カタラーゼ、糖新生鍵酵

素や細胞壁関連酵素など様々な酵素群が含まれており、本経路がストレスに応答して多様な役

割を担っていると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：The deletion mutants of FgATF1 gene which encodes a putative 
transcription factor regulated by stress response MAP kinase FgOS2 were isolated and 
characterized in Fusarium graminearum.ΔFgATF1 strain lack the ability to produce 
trichothecenes, whereas FgATF1 deletion in an aconidial strain did not affect 
trichothecene production. These results suggest that FgATF1 indirectly regulates the 
trichothecene synthesis probably through asexual differentiation. Furthermore we 
identified 11 genes which are regulated under the stress response MAP kinase pathway, 
they included various genes such as glycerol dehydrogenase, conidial catalase, 
clock-controlled genes, gluconeogenesis key enzymes, and cell wall enzymes.  
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１．研究開始当初の背景 

麦類赤かび病の病原菌である Fusarium 
graminearum は DON や NIV などのトリコテセ
ン系カビ毒を生産する。従って、本病害は穀
類の安定生産のみならず、食の安全・安心を
脅かすことから、防除に向けた様々な研究が

国内外を問わず行われている。トリコテセン
生合成経路の Tri遺伝子群の多くは、染色体
上にクラスターとして存在しており、その中
には合成酵素遺伝子の発現を直接制御する
転写因子(Tri6)遺伝子も含まれている。トリ
コテセン生産は、栄養源や環境条件など様々
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な要因により変動することが報告されてい
るが、その調節機構は必ずしも充分に明らか
になっていない。 

研究代表者らは、赤かび病菌のストレス応
答シグナル伝達経路の MAPキナーゼカスケー
ド遺伝子（FgOS4, FgOS5, FgOS2）の破壊株
を作製したところ、いずれの遺伝子破壊株も
トリコテセン合成能を消失したことから、
MAP キナーゼ FgOS2 がトリコテセン合成を正
に制御する重要な因子であることを明らか
にした。一方、アカパンカビでは、MAP キナ
ーゼ OS-2の下流の主要な転写因子は CREB型
ATF-1 であり、ストレス応答に直接関与する
遺伝子とともに、分生胞子分化、概日リズム、
糖新生やアミノ酸生合成の調節に関わる遺
伝子群を制御していることを明らかにして
きた。また、アカパンカビの cAMP-PKA（Aキ
ナーゼ）経路は、糖源を感知して栄養成長か
ら無性生殖（分生胞子分化）への転換を制御
しており、cAMP-PKA 経路と OS 経路にはクロ
ストークが存在する可能性が示唆された。し
かし、麦類赤かび病菌のトリコテセン合成制
御に CREB 型転写因子 FgATF1 あるいは
cAMP-PKA 経路が関与するのかについては不
明であった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、赤かび病菌のトリコテセ
ン合成にストレス応答 FgOS2経路が関与して
いることから、①トリコテセン合成の制御に
CREB 型転写因子 FgATF1 が関与しているかを
遺伝子破壊株の作製により明らかにする。ま
た、②赤かび病菌の FgOS2 経路により制御さ
れる遺伝子群をアカパンカビから得られて
いる情報を利用して同定する。 

さらに、トリコテセン合成が糖源による影
響を受けることから、cAMP-PKA経路が関与す
るかを検証する。③cAMP-PKA 経路の活性本体
である PKA 触媒ドメイン遺伝子である
FgPKAC1 の破壊株を作製し、トリコテセン生
産能に影響があるかを明らかにする。また、
本経路の下流で制御される遺伝子群はこれ
まで糸状菌ではほとんど報告がないことか
ら、④cAMP-PKA経路の下流で制御される遺伝
子の同定を試みる。 

また、本研究では、赤かび病菌はアカパン
カビと比較的近縁関係にあることから、シグ
ナル伝達経路の基礎的な研究が先行してい
るアカパンカビの情報を利用して、「トリコ
テセン合成」と「シグナル伝達経路」との関
係を明らかにすることを基本としている。こ
の手法の有効性を検証するために、⑤各種薬
剤に応答する遺伝子群を指標にして、赤かび
病菌とアカパンカビ間でどの程度の共通性
および多様性があるかを明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1)赤かび病菌の遺伝子破壊株の作製法 
菌株は MAFF111233 株（分生子形成欠損株）

および FgOta1株（分生子形成株）を用いた。
遺伝子破壊株は、相同組換え法により作製し
た。FgATF1 および FgPKAC1 遺伝子の上流およ
び下流領域の約 1.5kb断片をハイグロマイシ
ン耐性遺伝子（Hygr）に連結した遺伝子破壊
用プラスミドを構築した。CMC 培地で培養し
た赤かび病菌の菌糸に Lysing enzyme を処理
してスフェロプラスト化し、直鎖状にした遺
伝子破壊用プラスミドを PEG法により形質転
換した。形質転換体は、ハイグロマイシン含
有培地で選抜し、PCR 法により遺伝子破壊株
であることを確認した。 
(2)トリコテセンの抽出と検出 
赤かび病菌を RF 培地（誘導培地）および

YG 液体培地（非誘導培地）で 3日間振盪培養
し、培養液からトリコテセンを酢酸エチルで
抽出した。トリコテセンの検出は、TLC（酢
酸エチル：トルエン=3:1）で展開後、NBP 溶
液（1% pyridine in CHCl3:CCl4）を噴霧して
加熱し、TEPA（10% tetraethylenepentamine 
in CHCl3:CCl4）溶液を用いて発色させた。 
(3)遺伝子発現解析 
赤かび病菌は YG 液体培地で 2 日間前培養

し、この培養菌糸をホモゲナイザーで均一化
して本培養の接種源とした。本培養は 16 時
間行い、薬剤は 30 分間処理した。薬剤処理
した菌体を回収して、ビードビーターで細胞
を破砕し、total RNA は FastRNA Pro Red Kit
（Q-BIOgene）を用いて精製した。遺伝子発
現解析は、RNA を ExScript RT reagent Kit
（Takara）を用いて cDNA を合成し、リアル
タイム定量 PCR（LightCycler 480 Probes 
Master；Roche 社）を用いて行った。なお、
リアルタイム PCR による定量解析は、
Universal Probe（Roche 社）を用いた TaqMan
法を採用した。赤かび病菌の遺伝子は赤かび
病 菌 の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ Broad 
Institute）で検索し、各遺伝子のプライマ
ーを作成した。使用した薬剤は、フルジオキ
ソニル（1 mg/L：FgOS2 活性化剤）、メナジオ
ン（50 mg/L：酸化剤）、フルアジナム（5 mg/L：
ミトコンドリア脱共役剤）、アゾキシストロ
ビン（1 mg/L：ミトコンドリア電子伝達系阻
害剤）、メトコナゾール（5 mg/L：エルゴス
テロール合成阻害剤）とフェンプロピモルフ
（5 mg/L：エルゴステロール合成阻害剤）を
用いた。 
 
４．研究成果 
(1）ストレス応答 MAPキナーゼとトリコテセ
ン合成制御 
①CREB型転写因子 FgATF1 破壊株の作製 
赤かび病菌のストレス応答 MAP キナーゼ

FgOS2 遺伝子の欠損株は、トリコテセン合成
能を失う。そこで、アカパンカビの MAPキナ



 

 

ーゼ OS-2 により調節される主要な転写因子
ATF-1の赤かび病菌のオルソログ FgATF1を相
同組み換え法により破壊した株を作製した。
ΔFgOS2 株は、浸透圧感受性とフルジオキソ
ニル感受性を示すが、ΔFgATF1-M株には、こ
れらの形質は見られなかった。さらに、Δ
FgATF1-M 株のトリコテセン合成能を調べた
ところ、野生株と同等にトリコテセン類を生
産することが TLCにより検出された(図 1)。 

 
このことから、FgATF1 はトリコテセン合成

に直接関与しないと考えられた。しかし、ア
カパンカビの ATF-1は、分生胞子形成に関わ
る遺伝子群を多く制御していることから、分
生胞子形成が正常である FgOta1 株を親株と
して、改めて遺伝子破壊株(ΔFgATF1-O 株)
を単離した。その結果、ΔFgATF1-O株はトリ
コテセン合成能を欠損することが明らかに
なった。このことから、FgATF1 はトリコテセ
ン合成に必須ではないが、合成調節に重要な
働きをする転写因子であることが明らかに
なった。FgATF1 は、分化を通してトリコテセ
ン合成に関与していると推定される。 
 
②FgOS2 経路により誘導される遺伝子群の同
定 

トリコテセン合成制御に関わる FgOS2経路
がどのような遺伝子群を制御しているかを
調べるために、フルジオキソニルにより誘導
される遺伝子を調べた。まず、赤かび病菌に
フルジオキソニルを処理して、FgOS2 が活性
化されるかを、ストレス応答 MAPキナーゼ p38
の抗リン酸化抗体を用いてウエスタン法に
より調べた。フルジオキソニル処理により赤
かび病菌の FgOS2は顕著にリン酸化されるこ
とが明らかになった。 

そこで、アカパンカビでフルジオキソニル
により発現誘導される遺伝子の赤かび病菌
のオルソログ 17 遺伝子についてリアルタイ
ム PCR法により解析した。その結果、解析し
た赤かび病菌の 17遺伝子のうち 11遺伝子で、
赤かび病菌でもフルジオキソニルによる顕
著な発現誘導が認められた。これらの遺伝子
の中には、グリセロール合成に関わる FgGCY1
と FgCUT、分生子特異的なカタラーゼ FgCAT1、

糖新生の鍵酵素 FgFBP1、慨日リズムの出力遺
伝子である FgCCG1 と FgCCG14、細胞壁タンパ
クである FgNCW3と FgEGL1およびチロシナー
ゼ様 FgTYR5 とキシロース還元酵素 FgXYR1 遺
伝 子 な ど が 含 ま れ て い た ( 図 2) 。
beta-(1,3)-glucanosyltransferase(gel-1)
遺伝子のように赤かび病菌では顕著な誘導
が認められないものも存在するものの、スト
レス応答シグナル伝達経路である FgOS2経路
は、赤かび病菌でも様々な機能をもつ遺伝子
群を制御していることが初めて明らかにな
った。これらの誘導遺伝子産物は、分生胞子
形成に関わるものが多く含まれている。この
ことから、二次代謝であるトリコテセン合成
の制御は、ストレスに伴う分化誘導と関連し
ている可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2）赤かび病菌の cAMP-PKA 経路とトリコテ
セン合成制御 
① Aキナーゼ触媒サブユニット FgPKAC1破壊
株の作製  
赤かび病菌のトリコテセン生産が糖源に

よる制御を受けていることから、糖源を感知
して応答すると考えられる cAMP-PKA 経路の
関与を調べるために、A キナーゼの触媒サブ
ユニット(FgPKAC1)遺伝子のノックアウトΔ
FgPKA1-M 株を相同組換え法により作製した。
ΔFgPKA1-M 株のトリコテセン合成能を調べ
たところ、野生株と同様にトリコテセン生産
が認められた（図 1）。しかし、ΔFgPKA1-M
株は、分生胞子形成能を消失した株を親株と
して作成された株である。前述のΔFgATF1 株
の例もあることから、今後、分生子形成能を
有する FgOta株を親株とした遺伝子破壊株を
作製して解析する必要があると考えられる。 
 

②cAMP-PKA 経路の下流で制御される遺伝子
群の探索 
cAMP-PKA 経路は主要なシグナル伝達経路

の一つであり様々な糸状菌で研究されてい
るが、本経路の下流で制御されている遺伝子
はこれまでほとんど報告されていない。そこ
で、アカパンカビの cAMP 合成酵素欠損 cr-1
変異株を用いて、cAMPの添加により誘導され
る遺伝子の探索を行った。マイクロアレイ解
析により、誘導候補遺伝子を選抜したが、リ
アルタイム定量 PCR解析で顕著な発現誘導が



 

 

認められた遺伝子はほとんどなく、実験手法
の改善が必要であると考えられた。そこで、
さらに高感度に cAMP に応答する株として、
cAMP 合成酵素 CR-1 と分解酵素 PDE-2 を両方
欠損した cr-1;pde-2二重変異株を作製した。
cr-1;pde-2 株は cr-1 株よりも 1/100 以下の
濃度の cAMP に反応し、その効果が持続した
(図 3)。本株を使用することにより、添加し
た cAMPに応答する遺伝子を cAMP-PKA経路で
制御される遺伝子として特定することが可
能になると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3）赤かび病菌の殺菌剤により誘導される遺
伝子の同定 

cAMP-PKA 経路がトリコテセン合成に関与
しておらず、その形質もアカパンカビとは大
きく異なった。このことから、当初計画書の
予想どおりにいかなかった場合の対応に従
い、cAMP-PKA経路関連の研究を縮小し、本研
究の出発点となった「アカパンカビ」と「赤
かび病菌」の制御遺伝子の共通性と相異性を
詳細に解析した。 

赤かび病の防除には、エルゴステロール合
成阻害剤（EBI 剤）やミトコンドリア電子伝
達系阻害剤（QoI 剤）が使用されているが、
トリコテセン合成に影響する場合があるこ
とが一部報告されている。本実験で用いた 6
種類の殺菌剤では、トリコテセン合成に顕著
な影響は見られなかったが、各種殺菌剤で誘
導される遺伝子を同定した。 
①メナジオン（酸化剤）に応答する遺伝子 

アカパンカビの 17 種類のメナジオン誘導
遺伝子について、赤かび病菌で解析した。そ
の結果、試験した赤かび病菌の 17 種類のオ
ルソログ遺伝子のうち 12 遺伝子が赤かび病
菌でも顕著にメナジオンで誘導された。これ
らの遺伝子には、機能や細胞内局在性が異な
る複数種の glutathione S-transferase 遺伝
子や多様な oxidoreductase 遺伝子が含まれ
ていた。酸化的ストレスに応答する遺伝子群
は、アカパンカビと赤かび病菌で共通性が比
較的高いことが明らかになった。 
②フルアジナムに応答する遺伝子 

ミトコンドリアの電子伝達系と酸化的リ
ン酸化を脱共役するフルアジナムに応答す
る遺伝子はこれまで報告されていない。そこ
で、アカパンカビにフルアジナム処理をおこ

ない、マイクロアレイにより誘導遺伝子を探
索した。その結果、メナジオン誘導遺伝子が
顕著にフルアジナム処理でも誘導されるこ
とが明らかになった。誘導機構はメナジオン
と同様に転写因子 NAP-1が関与していた。赤
かび病菌でもフルアジナムおよび脱共役剤
である CCCP でメナジオン誘導遺伝子
（ glutathione S-transferase 遺 伝 子 や
oxidoreductase 遺伝子）のほとんどが顕著に
誘導された。フルアジナムは酸化ストレスを
発生させていると考えられる。なお、アゾキ
シストロビンではシアン耐性呼吸 FgAOD1 遺
伝子が赤かび病菌でも認められた。 
 

③エルゴステロール合成阻害剤に応答する
遺伝子 
エルゴステロール合成阻害剤により、合成

酵素 ERG遺伝子が誘導されることが多くの糸
状菌で報告されている。そこで、異なる作用
点をもつメトコナゾール（C14 demethylase 
ERG11 阻害剤）とフェンプロピモルフ
(Δ14-reductase ERG24 お よ び Δ
8-Δ7-isomerase ERG3 の阻害剤）がエルゴス
テロール合成酵素遺伝子(21種類 ERG遺伝子）
の発現に与える影響について解析した。その
結果、アカパンカビでは、メトコナゾールは
ERG11 と ERG6遺伝子の発現を誘導し、フェン
プロピモルフは ERG24 と ERG3 遺伝子を誘導
した。これらは、それぞれの薬剤の標的酵素
遺伝子であった。また、フェンプロピモルフ
による ERG遺伝子の誘導は転写因子 SAH-2に
より制御されることを見いたした。一方、赤
かび病でも ERG遺伝子の誘導が認められたが、
両方の薬剤により共通に ERG11、ERG6、ERG3
および ERG24遺伝子が誘導され、アカパンカ
ビのように薬剤による特異性は認められな
かった。 
以上から、赤かび病菌とアカパンカビは分

類上も比較的近縁であり、相違点はあるもの
の殺菌剤に対する応答に高い共通性がある
ことが明らかになった。なお、本実験により
発現誘導が確認された遺伝子のほとんどは
赤かび病菌でこれまで報告をされておらず、
初めての報告である。 
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