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研究成果の概要（和文）：出芽酵母で高浸透圧適応に関わるSHO1、MSB2、OPY2をコードする遺伝子ホモログに着
目し、これら遺伝子のトウモロコシごま葉枯病菌の付着器形成過程における役割を明らかにしようとした。各遺
伝子破壊株とも、宿主植物葉上の付着器形成率はやや低下し、ポリスチレンシャーレ上の付着器形成率は著しく
低下した。破壊遺伝子による形成率の差異は認められるものの、これら3遺伝子産物は、物理的な疎水面を認識
し付着器形成を行う過程に関わる因子であることが判明した。また、本菌は宿主葉のペクチンならびにポリガラ
クツロン酸を認識し付着器形成を行うことも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The causal agent of southern corn leaf blight, Bipolaris maydis develops 
infection structures called appressoria on plant leaves and polystyrene surface. In this study, we 
analyzed roles of SHO1, MSB2 and OPY2 in appressorial development of B. maydis. The disruptants of 
these genes are defective in formation of appressoria on polystyre surface, but not on plant leaves,
 suggestion that these genes are involved in physical surface sensing for appressorial formation. 
Moreover, we elucidated that B. maydis develops appressoria in response to plant pectin but not to 
cutin and hydroxy fatty acid on leaves.

研究分野：植物病理学

キーワード： 付着器形成　形態形成　糸状菌　Sho1　Msb2　Opy2
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 付着器は、多くの植物病原菌類が宿
主植物体に侵入するために形成する特殊器
官で、その形成は、１）「一般的な疎水面」
の認識、２）「宿主植物独特の化学物質」の
認識の２つの機構により制御されているも
のと考えられている。しかし現在までのとこ
ろ、いずれの認識機構についても詳細なメカ
ニズムは明らかとなっていない。申請者らは、
長らく植物病原菌類のストレス応答に関わ
るシグナル伝達系の研究に携わり、その構成
因子は、酵母を含む真菌類で広く保存されて
いるが、酵母と糸状菌で伝達系の詳細や機能
が異なることを見出した。さらに、このよう
なシグナル伝達系の因子の保存性とシグナ
ル伝達系の生理生態学的機能分化は、形態形
成に関わるMAPキナーゼシグナル伝達系にお
いても認められている。申請者らは、このよ
うな真菌類におけるストレス応答ならびに
形態形成シグナル伝達系因子の生理生態学
的役割を解明する過程において、酵母菌の浸
透圧ストレス応答に関わる SHO1 タンパク質
の生理生態学的役割が植物病原菌類で変化
し、浸透圧ストレス応答ではなく、付着器の
形態形成に関わる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
 出芽酵母で高浸透圧適応に関わる
SHO1 タンパク質をコードする遺伝子のホモ
ログ、ならびに SHO1 系路に関連するタンパ
ク質として明らかになってきている MSB2、
OPY2 をコードする遺伝子ホモログに着目し、
これら遺伝子の付着器形成過程における役
割を明らかにする。さらに、その解析を通じ
てトウモロコシごま葉枯病菌の１）「一般的
な疎水面」の認識、２）「宿主植物独特の化
学物質」の認識に関わる機構に関する知見を
得、その解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）SHO1 系路の同定 
トウモロコシごま葉枯病菌 HITO7711 株ゲノ
ムを HiSeq2000にてシーケンスし、配列デー
タを FastQC、Cutadapt処理後、Velvetを用い
てアッセンブルして、ゲノムデータベスを構
築した。出芽酵母の SHO1、MSB2、OPY2 各ア
ミノ酸配列をもとに HITO7711 株ゲノムに対
し tblastn 解析し、それぞれのホモログ遺伝
子の配列を得た。各ホモログ遺伝子に対する
破壊ベクターを構築し、PEG-プロトプラスト
法を用い形質転換を行い、２回相同組替によ
る遺伝子破壊株を得た。必要に応じて薬剤耐
性マーカー（HPT、NAT、APT）を使い分け、
二重遺伝子破壊株、三重遺伝子破壊株を作出
した。これらの株のポリスチレンシャーレな
らびに宿主トウモロコシ葉上での付着形成
能力を調べた。 
（2）植物由来トリガー成分の探索 
ポリスチレンシャーレ上での付着器形成能
を持たない Opy2 遺伝子破壊株を供試し、宿

主ならびに非宿主植物葉上における 付着器
形成能を比較した。既知付着器形成誘導物質
による Opy2 遺伝子破壊株の付着器形成能
に対する効果を調査し、これら物質が付着器
誘導を行わないことが判明したので、宿主葉
の有機溶媒抽出物、抽出残渣等の付着器誘導
活性を調べた。最終的に細胞壁関連の高分子
化合物に着目し、市販標品を用いて付着器誘
導活性を調べた。 
（3）ゲノム情報を用いた突然変異遺伝子同
定手法の開発 
全ゲノム配列比較手法により原因突然変異
の同定法を開発するにあたり、表現型評価が
容易でかつメンデル遺伝学的な解析が十分
行われているにも関わらず原因遺伝子が分
子遺伝学的に明らかにされていない数種薬
剤耐性株（Pol2, Pol5, Dic3, Rtf1 など）を
例として用いることにした。原因突然変異以
外の変異を除き、データ解析を容易にするた
めに、戻し交雑による近交系を用いる手法、
近交系を用いずデータマイニングにより同
定する手法の 2ストラテジーで開発・実証を
行なった。なお、全ゲノム DNA 解読には
HiSeq2000 を用い、株あたりのリードデータ
は 6Gb、JGIが提供する C5株ゲノムデータを
リファレンスとして用いた。 
 
４．研究成果 
（1）SHO1 系路の同定 
 初めに Sho1 遺伝子ならびに出芽酵
母において Sho1 遺伝子相互作用していると
される Msb2 ならびに Opy2 遺伝子の遺伝子破
壊株を用いて、物理的疎水面であるポリスチ
レンシャーレ、宿主植物表面であるトウモロ
コシ葉上での付着器形成率を調査した。野生
株では、ポリスチレンシャーレでの分生子培
養開始 4時間後において約 9割の分生子でそ
の発芽菌糸先端に付着器形成が認められた。
一方、同条件で、Sho1、Msb2 ならびに Opy2
遺伝子の各破壊株分生子の付着器形成率を
調べたところ、各 Sho1、Msb2 遺伝子破壊株
では、ほとんど付着器形成を起こした分生子
は認められず、さらに、Opy2 遺伝子破壊株の
分生子では付着器を形成したものは皆無で
あった。また、トウモロコシ葉上での付着器
形成率を調査したところ、野生型株では培養
6 時間後に，9 割以上の分生子において付着
器形成が認められた。Sho1、Msb2 ならびに
Opy2 遺伝子の各破壊株では、約 8割の分生子
で付着器が形成されていた。宿主葉上で、
Sho1、Msb2 ならびに Opy2 遺伝子の各破壊株
と野生型株との間で付着器形成率に差があ
るものの、ポリスチレンシャーレ上での差異
に比べわずかであり、供試した 3 破壊株が、
ポリスチレン上でほとんど付着器形成を行
わなかったことは、これら 3遺伝子が物理的
疎水面認識に関わる因子であることが強く
示唆している。 
 これら3破壊株分生子をポリスチレ
ンシャーレ上でさらに培養すると、付着器形



成率に違いがあることが明らかとなった。
Sho1遺伝子破壊株分生子では培養6時間後に、
その 2割に付着器が認められるに至った。し
かし、Msb2、Opy2 遺伝子破壊株の分生子では、
同時刻において，その約 1%でしか付着器が認
められず、トウモロコシごま葉枯病菌の Sho1、
Msb2、Opy2 の各遺伝子は、物理的疎水面認識
に関わる因子をコードする遺伝子であるが、
その表現型に違いがあり、これはシグナル伝
達系における役割の違いを示しているもの
と考えられた。 
 そこで、これら 3遺伝子の多重遺伝
子破壊株を作出し、それら破壊株を用いて、
物理的疎水面と宿主植物葉面上での付着器
形成率を調査し、各遺伝子間の相互作用につ
いての知見を得ようとした。野生株分生子で
は、ポリスチレンシャーレ上で4時間培養後、
その 9割以上で付着器が形成されたが、同時
刻の Msb2 Opy2、Msb2 Sho1、Opy2 Sho1 各二
重遺伝子破壊株、あるいは Msb2 Opy2 Sho1
三重遺伝子破壊株の分生子では付着器形成
が皆無であった。また、培養開始後 6時間な
らびに 8時間に、それぞれの多重遺伝子破壊
株の付着器形成率を調べたところ全ての多
重遺伝子破壊株の分生子の数%でしか付着器
形成が認められなかった。Msb2あるいはOpy2
を含む Sho1 二重遺伝子破壊株は Sho1 一重遺
伝子破壊株より低い付着器形成率を示し、そ
の形成率は Msb2 あるいは Opy2 一重遺伝子破
壊株と同等あるいはやや低い傾向を示した。
さらに、トウモロコシ葉上での付着器形成率
調査では、培養 6 時間後、野生株分生子の 9
割以上に付着器形成が認められたが、同時刻
の Msb2 Opy2、Msb2 Sho1、Opy2 Sho1 の各二
重遺伝子破壊株の分生子では 5〜6 割程度で
しか付着器形成が認められず、Msb2 Opy2 
Sho1三重遺伝子破壊株の分生子では4割程度
しか付着器形成が認められなかった。物理的
疎水面上で、Sho1 一重遺伝子破壊株だけが比
較的付着器を形成する能力を有しているこ
とは物理的疎水面認識には他の2遺伝子産物
が優先的役割を果たしている可能性を示唆
していると考えられる。また、三重遺伝子破
壊株は、物理的疎水面と宿主植物葉面上のい
ずれにおいても、いかなる一重遺伝子破壊株
あるいは二重遺伝子破壊株より、低い付着器
形成率を示した。このことは、今回対象とし
た 3遺伝子が、物理的疎水面の認識だけでは
なく、宿主植物葉面の認識にもある程度関与
している可能性を示しているものと思われ
る。 
 また、今回作出した、各種遺伝子破
壊株の病原性についても、試験を行った。菌
叢ディスクならびに分生子を用いた有傷接
種では、野生型株ならびに各種遺伝子破壊株
で、病斑形成に有意な差はみとめられなかっ
たが、無傷接種では、二重遺伝子破壊株ある
いは三重遺伝子破壊株で病斑直径は小さく
なっていた。さらに、野生株と三重遺伝子破
壊株で侵入サイトを観察した結果、三重遺伝

子破壊株では付着器あたりの侵入率が低く、
宿主植物葉面上で形成される付着器の機能
に問題を生じている可能性が明らかとなり、
Msb2、Opy2、Sho1 遺伝子は、宿主侵入におけ
る正常な付着器の形成にも関与しているこ
とが強く示唆された。 
（2）植物由来キュー成分の探索 
 Msb2 あるいは Opy2 遺伝子破壊株は
ポリスチレンシャーレ上では付着器形成を
ほとんど行わず、宿主植物葉上では遥かに高
い割合で付着器形成を行うことが上記研究
で明らかになった。これらの遺伝子破壊株で
は、物理的疎水面認識による付着器形成能力
が欠損しているために、疎水面による刺激で
はなく、宿主葉上に存在する植物由来の刺激
（化学成分）を認識し、付着器形成を行なっ
ているものと考えられる。これらの遺伝子破
壊株を用いれば、付着器形成のキューとなっ
ている植物成分を明らかにできるものと考
え、Opy2 遺伝子破壊株を用いて物質の探索を
行った。まず初めに、Opy2 遺伝子破壊株が宿
主植物特異的に付着器形成を行うか否かを
調べた。分生子接種後 6時間後、野生型株で
は宿主トウモロコシ葉上で 86%の付着器形成
率であり、非宿主キュウリ葉上で 60%、非宿
主ナス葉上では 44%の付着器形成率であった。
一方、Opy2 遺伝子破壊株では、トウモロコシ
葉上で 59%、キュウリ葉上で 22%、ナス葉上
では 36%の付着器形成率であった。野生株な
らびに Opy2 遺伝子破壊株とも、非宿主植物
葉上の付着器形成率は宿主葉上よりも低い
値であるが、ポリスチレンシャーレ上よりか
遥かに高い割合で付着器を形成した。このこ
とは、キューとなっている植物成分は宿主特
異的というより、少なくとも単子葉植物から
双子葉植物にまで広く分布するものである
可能性が示唆された。また、Opy2 一重遺伝子
破壊株の葉上における付着器形成部位を調
査したところ、90％を超える付着器が細胞接
合部位で形成されていた。なお、野性型では
同部位における付着器割合は 77%であった。 
 つぎに、イネいもち病菌などで、付
着器形成を誘導することが明らかとなって
い る 16-hydroxyhexadecanoic acid 、
1-hydroxytriacontan、蜜蝋をスライドガラ
スに塗布し、Opy2 遺伝子破壊株の付着器形成
率に及ぼす影響を明らかにしようとした。ガ
ラス面へのこれら化合物の塗布は Opy2 遺伝
子破壊株の付着器形成率になんら影響を与
えず、トウモロコシごま葉枯病菌は、これら
化合物をキューとして用いていないことが
明らかとなった。さらに、トウモロコシ葉ヘ
キサンあるいはメタノール抽出物を塗布し
たスライドガラス上での付着器形成率を調
べてみたが誘導効果は認められなかった。し
かし、溶媒抽出残渣（抽出後のトウモロコシ
葉）上において Opy2 遺伝子破壊株は有意に
付着器を形成した。以上の結果はトウモロコ
シごま葉枯病菌では、イネいもち病菌などで
明らかにされている葉面ワックスなどの葉



上表面の脂溶性分子がキュー化合物として
認識しているのではなく、ヘキサンあるいは
メタノール不溶性の植物細胞表層に関連す
る化合物である可能性が窺えた。そこで、植
物細胞壁関連の高分子化合物の効果を調べ
たところ、ペクチンならびにポリガラクツロ
ン酸塗布により Opy2 遺伝子破壊株はガラス
面上に有意に付着器を形成するようになる
ことが判明した。ペクチンは細胞間隙（細胞
接合部位）に多く含まれる高分子化合物であ
ることから、Opy2 遺伝子破壊株が細胞接合部
位に付着器形成を行う先の観察結果を合理
的に説明できる。  
（3）ゲノム情報を用いた突然変異遺伝子同
定手法の開発 
 （2）の研究成果から、本菌はペク
チンあるいはポリガラクツロン酸を植物由
来キュー因子として付着器形成を行ってい
ることが明らかとなった。さらに、Opy2 遺伝
子破壊株を突然変異剤処理し、ペクチン存在
下で付着器形成能を消失した突然変異株を
分離・解析することにより植物由来キュー因
子による付着器形成シグナル伝達系路の解
明につながるものと期待できる。このような
考えのもと、突然変異株の分離を試みた。突
然変異株の分離ならびにスクリーニングは
継続中であるが、突然変異遺伝子同定のため
に必要なゲノム情報を用いた手法の開発を
行った。研究室で保存されている突然変異株
のうち、表現型が明白でその原因遺伝子が分
子遺伝学的に明らかにされていない数種薬
剤耐性遺伝子を実施例として、全ゲノム配列
比較手法による原因突然変異の同定が可能
か否かを調べた。HiSeq2000 により得られた
リードデータをCutadaptによりアダプター混
入配列を排除し、BWA を用いたリファレン
スゲノムへのマッピング、SAMtoolを用いた
多型サイトリスト化を経て各菌株特異的な
多型サイトの位置情報を得た。今回供試した
野生型株と C5 株リファレンスゲノムの間に
は約 55,000の多型サイトが存在し、その多く
は反復配列を伴う多型であった。このような
多型サイトは、戻し交雑によっても消失せず、
その原因として不等交差による新たな多型
の生成が考えられた。また、突然変異処理後
第一世代では約 60,000 の多型サイトが存在
していた。これらのこれら多型サイトの位置
情報とリファレンスゲノムの ORF の位置情
報やその ORF のアノテーション情報を perl
あるいは python スクリプトを用いて処理し、
各菌株特異的な塩基配列多型の中から原因
突然変異の同定を試みた。その結果、近交系
株の比較することによって高い確率で原因
突然変異の同定が可能であることを実証し
た。また、近交系の作出を行わなくとも、独
立に得られたアリルを持つ複数の突然変異
株を比較することでも、原因突然変異の同定
が可能であった。さらに、突然変異株の表現
型からある程度、突然変異遺伝子の機能が予
測できる場合は、アノテーション情報を利用

し、突然変異遺伝子の絞り込みを行い、少数
の菌株を用いた連鎖解析によっても原因遺
伝子の同定が可能であった。 
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