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研究成果の概要：病原菌の生産する宿主特異的毒素、活性酸素、細胞外物質の役割を明らかに

した。毒素は感受性植物に罹病性反応だけでなく、抵抗性・修復反応といった予想外の細胞応

答を引起こした。侵入菌糸に生じる活性酸素の生成を止めると、感染を阻止できた。菌が分泌

する細胞外物質は菌と植物表面に間に集積するが、この物質は宿主粘着因子からなることが分

かった。この因子を酵素で分解すると、菌は宿主から剥離し病害が抑制された。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)腐生性病原菌の主要な病原性因子は宿主
特異的毒素であると平成 18 年頃認識されて
いた。しかし、毒素は植物に細胞膜変性を引
起して菌の感染に貢献すること以外の毒素
作用については当時分かっていなかった。毒
素の植物に対する罹病性反応と連動するそ
の他の細胞応答について調べることが求め
られていた。 
 
(2) 研究を始める当時、植物病害に見られる
活性酸素は抵抗性を誘導する植物側のシグ
ナル分子であると考えられていたが、病原菌
が生産する活性酸素についてその存在すら
認められていなかった。菌に感染場面で見ら
れる全ての活性酸素は植物側から生じた活

性酸素が拡散した結果であると誤解されて
いた。本研究では、菌側から生産される活性
酸素の実在とその役割を調べようとした最
初の例である。 
 
(3)病原菌と植物の接触点を電子顕微鏡観察
すると、細胞外物質が接触点である植物表面
に集積しているのが知られていた。しかし、
この物質はどのような成分からなり、どのよ
うな役割を持つのか分かっていなかった。状
況から菌が植物表面に粘着するための物質
を分泌しているとの予想で研究を始めた。 
 
２．研究の目的 
(1)ナシ黒斑病菌の生産する宿主特異的毒素
(AK 毒素)は感受性細胞にのみ細胞膜変性を
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引起すことが知られている。細胞膜変性に連
動して植物において防御応答と未知の罹病
性応答が起こることが推定されていた。罹病
性応答には活性酸素生産が予測され、防御応
答には防御多糖類の集積が考えられた。その
物質の化学成分と活性酸素の細胞学・生化学
解析を行い、細胞膜変性の本態の解明を行う。
加えて、ナシ黒星病菌の病原性機構を調べた。 
(2)病原菌が植物に感染する際、菌の侵入菌
糸先端にも活性酸素が生じる。活性酸素を消
去剤や活性酸素生成酵素の突然変異体株を
作成して活性酸素消去した場合の細胞応答
と病害抑制を調べる。 
 
(3)病原菌の生産する細胞外物質にどのよう
なタンパク成分が含まれているか調査する。
成分が分かるとそれらを分解できる酵素を
細胞外物質に作用させて菌を植物から剥離
させて、細胞外物質に接着役割があるのかど
うかを調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)ナシ黒斑病菌の生産する宿主特異的毒素
は宿主にのみ細胞膜変性を引起す。この変性
には変性部位に多糖類（カロース）の蓄積、
ゴルジ小胞の変性膜への融合、活性酸素の生
成が伴っていることが知られていた。 
①これら出来事のうち、細胞膜変性、ゴルジ
小胞と断片膜の定量を電子顕微鏡観察と計
測学法により調査した。 
②細胞膜変性部位にはカロースが集積する。
この物質の合成部位と蓄積部位を免疫電顕
法により調べた。 
③変性細胞膜には活性酸素が集積している
ことが予期された。細胞膜に生成する H2O2を
細胞化学法により証明を図る。 
④この活性酸素により細胞膜の脂質が過酸
化されているかどうかを生化学的に調査し
た。ナシ幼果から細胞膜分画を単離し、この
膜分画に NADPHと毒素を処理して過酸化生成
物質量を計測して過酸化脂質生成の実態を
調べた。 
⑤活性酸素を発生させる NADPH oxidase 活性
を感受性ナシ細胞で特異的に生成している
ことを生化学的に調べ、細胞化学法の NBT 法
によりスパーオキシドアニオンの発生を確
認した。 
⑥ナシ黒星病の病原性機構についても調査
した。感受性ナシ・抵抗性ナシ・非宿主ナシ
葉に黒星菌レース 1 を接種して、表皮ペクチ
ンの分解を指標として病原性因子であるぺ
クナーゼ活性を電顕解析する。 
 
(2)病原菌の病原性と活性酸素の関わりにつ
いて調べる。 
①病原菌は植物に侵入する際に付着器や侵
入菌糸に活性酸素が生じる。この活性酸素を

塩化セリウム法という電顕細胞化学により
検出した。その生成量を image J 法により定
量化した。 
②侵入菌糸に生じる活性酸素をアスコルビ
ン酸や DPIと言った消去剤を胞子に処理して、
活性酸素量を計測した上で、病害抑制を調べ
た。 
③活性酸素の生成酵素である NADPH oxidase
の NoxA と NoxB の突然変異体を分子生物学法
により作出した。 
④NoxA と NoxB の突然変異体を感受性・抵抗
性・熱処理抵抗性ナシ葉に接種して、生じる
活性酸素量を定量化し、同時に病害抑制につ
いて調べた。 
 
(3)植物表面には菌の細胞外物質が形成され
る。この物質はすべて病原糸状菌でみられる
菌生産物である。この物質成分が不明なので、
免疫組織化学法を使って成分の推定を行っ
た。 
①動物には laminin, fibronectin, vitronectin, 
collagen VI といった細胞接着因子と
integrin の存在が認められている。これら
の抗体を細胞外物質に処理して、その物質
に細胞接着因子の抗原基が存在するか調べ
た 
②化学組成が推定できたら細胞接着因子を
分解できる酵素を細胞外物質を分解できる
かどうかを調べ、剥離を走査電顕法により
証拠を得る。 
③酵素処理して実際に宿主剥離が起こり、病
害抑制も同時に認められるかどうかを調べ
る。 

 
４．研究成果 
(1)病原性因子の中核を構成する宿主特異的
毒素の作用の詳細が分かった。毒素は宿主の
細胞膜に変性を起こして宿主が本来有する
抵抗性を抑え菌の感染を成功裡に導く役割
を果たす。一方、宿主は一方的に毒素により
攻撃され弱らせられるのではなく、毒素スト
レスに対して抵抗し防御を図り生き延びよ
うとする。毒素刺激により細胞膜の NADPH 
oxidase を活性化してスパーオキシドアニオ
ンを形成し、変性細胞膜に蓄積する。この活
性酸素は膜リン脂質を過酸化し膜脂質機能
を崩壊させる。宿主はこれに応答して過酸化
脂質を含む細胞膜を細胞外に放出させて防
御する。減少した細胞膜はゴルジ小胞を細胞
膜に融合させることで補充を図る。また、防
御多糖類であるカロースをゴルジ小胞に入
れて輸送し、障害細胞膜部位に放出して、侵
入してくる菌に対して防御を図ることが分
かった。 
 また、ナシ黒星病菌の病原性機構の１つで
あるぺク口ナーゼと病原性の関係について
細胞学的に調べた。感受性ナシ葉では侵入菌



 

 

糸周辺のペクチンが多量に溶解し抵抗性葉
では少量しか分解していなかった。これはぺ
クチナーゼも病原性に関係あることを示す。 
 
(2) ナシ黒斑病菌や黒星病菌は植物に侵入す
る際に侵入菌糸に活性酸素が特異的に生じ
る。アスコルビン酸や DPI と言った活性酸素
阻害剤を処理すると、侵入菌糸の活性酸素が
消去されて病害が抑制された。これを別の実
験で実証するために菌の細胞膜の NADPH 
oxidase の Nox A と Nox B 遺伝子を破壊して
ノックアウト株を作成した。Nox A 突然変異
株を植物に接種しても病害抑制は起こらな
かったが、Nox B 突然変異株を植物に接種す
ると、病害抑制が起こった。このため Nox B
遺伝子が病原性侵略力に関係ある因子であ
ることが分かった。 
 
(3) ナシ黒斑病菌、ナシ黒星病菌、コムギい
もち病菌胞子は、植物表面で発芽し、その先
に付着器という特別の植物への侵入構造体
を形成する。付着器と植物の間には菌から分
泌された細胞外物質が集積する。この物質成
分について免疫組織化学法を用いて調べる
と 、 laminin, fibronectin, vitronectin, 
collagen VI といった動物の細胞接着因子類
似物質が認められた。この物質は糖タンパク
でできているため、これらを分解できる酵素
（collagenase, gelatinase）を処理すると、
細胞外物質は溶解し菌は植物表面から剥離
した。その結果、病害抑制が得られた。 
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〔その他〕 
研究成果が評価されて、2008 年 10 月 4 日

に第 32 回井植文化賞の個人賞、科学技術部
門を受賞した。この受賞については読売新聞、
神戸新聞、産経新聞、毎日新聞、朝日新聞に
掲載され、当日の夕方の NHK ニュースでも
報道された。 
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