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研究成果の概要（和文）：糸状菌の CD（Conditionally Dispensable）染色体とは、培地上での成

育には必要ではないが、植物寄生など特定の生活環にのみ必要な染色体である。本研究では、

異なる作物に感染する 3 つの Alternaria alternata 病原菌について、それらの植物寄生性を決定

する CD 染色体の構造と機能を比較解析した。その結果、これら病原菌の CD 染色体は、共通

領域と各病原菌特異的な領域からなることが明らかとなり、共通な起源染色体に宿主特異性を

決定する病原性遺伝子群が組み込まれてそれぞれ成立したことが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The CD (Conditionally Dispensable) chromosomes of plant pathogenic fungi 

are essential for the disease-causing capacity on host plants, but not for growth on media. We performed 

the comparative genomics analysis of CD chromosomes essential for host-specific pathogenicity of three 

pathogens of Alternaria alternata. The CD chromosomes were found to consist of large syntenic regions 

among the three chromosomes and pathogen-specific regions determining host-specific pathogenicity. 

This result suggests that the syntenic regions are the core of the original, dispensable chromosome, and 

that pathogenicity genes were integrated into the original chromosome. 
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１．研究開始当初の背景 

糸状菌の CD（Conditionally Dispensable）染
色体とは、培地上での生存・成育には必要で
ないが、植物寄生など特定の生活環に不可欠
な染色体を意味する。先に研究代表者らは、
Alternaria alternata 病原菌群の植物寄生性が
CD 染色体によって決定されていることを見
出した。CD 染色体が最初に報告された生物

は、エンドウ根腐病菌（Nectria haematococca）
であり、A. alternata は 2例目である。 

A. alternataは自然界に広く生息する本来腐
生的な糸状菌であるが、本菌にはそれぞれ異
なる作物に病気を引き起こす 7つの病原性系
統（病原型、pathotype）が存在する。これら
病原型の病原性は、宿主植物にのみ毒性を示
す菌の第 2次代謝産物（宿主特異的毒素）に
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よって決定されている。したがって、7 つの
病原型は、腐生的 A. alternata がそれぞれ固有
の毒素生産能を獲得することによって病原
菌化したと考えられ、病害発生の根本現象で
ある“腐生菌からの病原菌誕生(寄生性進化)”

を研究するための好適なモデルである。 

研究代表者らは、5 つの病原型（ナシ黒斑
病菌、イチゴ黒斑病菌、タンゼリン brown spot

菌、リンゴ斑点落葉病菌およびトマトアルタ
ーナリア茎枯病菌）から毒素生合成遺伝子
（TOX）クラスターを単離するとともに、そ
れらクラスターが各病原型の 1.8 Mb 以下の
小型染色体に分布することを見出した。さら
に、イチゴ菌（AF 毒素生産菌）、リンゴ菌（AM

毒素生産菌）、トマト菌（AAL 毒素生産菌）
から、主要染色体（>2 Mb）は保持している
が、小型染色体のみが欠落した変異株を分離
し、これら変異株が毒素生産性と病原性を完
全に失うことを観察した。しかしながら、染
色体欠落株の各種培地上での成育、胞子形成
などは正常であることから、これら染色体が
CD 染色体であることが明らかとなった。非
病原性の A. alternata 菌株には小型染色体が
存在しないことから、本菌の寄生性進化には
CD 染色体の水平移動が関与した可能性が考
えられた。 

生存上は不要な “余分な染色体”が宿主選
択的な寄生性を決定するという事実は、植物
病原菌研究の歴史のなかでも重要な発見で
る。そこで本研究では、A. alternata 病原菌群
の CD 染色体の構造と機能を植物病理学的、
分子系統学的視点から比較解析し、その実体
解明を目指した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、7つの A. alternata 病原菌のう
ち、TOX クラスターが CD染色体にコードさ
れていることがすでに実証されているイチ
ゴ菌、リンゴ菌、トマト菌を対象とした。イ
チゴ菌、リンゴ菌、トマト菌は、それぞれデ
カトリエン酸エステル毒素（AF 毒素）、環状
ペプチド毒素（AM 毒素）、ポリケチド毒素
（AAL毒素）を生産し、毒素感受性の作物品
種にのみ病気を引き起こす（図 1）。基本構造
が異なる毒素を生産するこれら 3 病原菌は、
CD 染色体の起源、成立機構を研究する上で
有効な材料と考えられた。本研究では、3 病
原菌の CD 染色体の塩基配列の決定と構造比
較、毒素生合成遺伝子群の同定、CD 染色体
遺伝子群の分子系統解析、CD 染色体遺伝子
群の発現解析と 7つの病原型と非病原性菌株
における分布調査などによって CD 染色体の
構造と機能を総合的に解析し、CD 染色体の
実体解明を目指した。さらに、プロトプラス
ト融合、菌糸融合による CD 染色体の種内移
動の実験室レベルでの再現を試みた。 

 

 

３．研究の方法 

本研究を開始する時点で、イチゴ菌 NAF8

株の CD 染色体（1.0 Mb）の構造決定と AF

毒素生合成遺伝子（AFT遺伝子）領域の同定
をほぼ完了していた。また、リンゴ菌とトマ
ト菌については、TOX クラスターの一部の塩
基配列を決定していた。なお、供試したリン
ゴ菌 IFO8984 株の AM 毒素生合成遺伝子
（AMT 遺伝子）とトマト菌 As-27 株の AAL

毒素生合成遺伝子（ALT 遺伝子）は、それぞ
れ 1.3 Mb、1.0 Mb の CD 染色体にコードされ
ている。本研究では、以下の研究を実施した。 

 

(1) リンゴ菌 IFO8984 株とトマト菌 As-27 株
の染色体 DNA をパルスフィールドゲル電気
泳動によって分画し、それぞれの CD 染色体
を回収した。回収した CD 染色体の配列をロ
ッシュ FLX によって解析するとともに、CD

染色体DNAを含むBACクローンの選抜と配
列解析、Optical Mapping 法による染色体制限
酵素地図の作成を組み合わせて、各染色体の
全長をカバーするコンティグを同定した。 

 

(2) 各染色体の配列から、100 アミノ酸以上を
コードする遺伝子を推定した。また、すでに
同定していた TOXをCD染色体にマップする
とともに、コードされる遺伝子群の毒素生産
時と非生産時における転写レベルのリアル
タイム RT-PCR解析、他の A. alternata 病原菌
における分布調査などによって、それぞれの
TOX 領域を推定した。さらに、遺伝子破壊法、
遺伝子サイレンシング法を用いて、推定 TOX

の機能を解析し、TOX 領域を同定した。 

 

(3) 3病原菌の CD染色体の全長構造をバイオ
インフォマティクス手法を用いて詳細に比
較した。データベース相同性検索によって、
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図1．3病原菌の宿主特異的毒素の化学構造．



CD 染色体にコードされる遺伝子群の相同遺
伝子を探索し、分子系統解析によって CD 染
色体遺伝子群の起源を推定した。 

 

(4) トマト菌とリンゴ菌、トマト菌とイチゴ
菌のプロトプラスト融合によって、ダブル毒
素生産株を作出し、CD 染色体の種内移動の
可能性を検証した。 

 

４．研究成果 

先に、イチゴ菌 NAF8 株の AFT クラスター
をコードする 1.0 Mb 染色体の塩基配列を決
定し、セントロメアを挟んだ両腕に対応する
2 つのコンティグ（449 kb および 554 kb）を
同定した。本研究では、リンゴ菌 IFO8984 株
とトマト菌 As-27 株の CD 染色体の構造を決
定するとともに、3 病原菌の CD 染色体の機
能、進化に関する以下の研究成果を得た。 

 

(1) リンゴ菌 IFO8984株の 1.3 Mb染色体の塩
基配列をロッシュ FLX によって解読した。得
られたコンティグの総塩基数は 1.3 Mb の約
60%と染色体サイズを大きく下回り、反復領
域の存在が示唆された。そこで、本菌の BAC

ライブラリーから 1.3 Mb 染色体断片を含む
78 クローンを選抜し、両末端配列を決定、コ
ンティグにマップした。その結果、ほとんど
のクローンの末端配列がいずれかのコンテ
ィグにマップされ、反復領域の存在がさらに
示唆された。コンティグ間をつなぐ BAC ク
ローン、ユニーク配列を含む BAC クローン
の選抜と配列解析、Optical Mapping 法による
染色体制限酵素地図の作成などによって、最
終的にセントロメアを挟んだ両碗に対応す
る 2つのコンティグ（493 kb および 792 kb）
を同定した。なお、後述するように、792 kb

コンティグには複数セットの TOX 領域が反
復して存在することが明らかとなった。 

 

(2) トマト菌 As-27株の 1.0 Mb 染色体の塩基
配列をロッシュ FLX によって解読した。得ら
れたコンティグの総塩基数は 1.0 Mb の約
45%と染色体サイズを大きく下回り、リンゴ
菌の CD 染色体と同様に、反復領域の存在が
示唆された。そこで、本菌の BAC ライブラ
リーから 1.0 Mb 染色体断片を含む 67 クロー
ンを選抜し、両末端配列を決定、コンティグ
にマップした。その結果、ほとんどのクロー
ンの末端配列がいずれかのコンティグにマ
ップされ、反復領域の存在がさらに示唆され
た。コンティグ間をつなぐ BAC クローン、
ユニーク配列を含む BAC クローンの配列解
析によって、約 500 kb のひとつのコンティグ
が得られた。この結果は、1.0 Mb 染色体の両
腕が同一配列であることを示唆した。そこで、
Optical Mapping法によって染色体制限酵素地
図を作成したところ、本染色体がセントロメ

アを挟んで左右対称構造の同腕染色体であ
ることが明らかとなった。このような構造を
持つ糸状菌染色体はこれまで報告がなく、極
めてユニークな存在である。 

 

(3) 3 病原菌の CD 染色体の GC 含量は、どれ
も約 50％と他の糸状菌ゲノムと同様であっ
た。イチゴ菌の 1.0 Mb染色体について、最新
の菌類ゲノム情報を活用して再アノテーシ
ョンを行い、100 アミノ酸以上をコードする
285 個の遺伝子をマップした。また、リンゴ
菌の 1.3 Mb 染色体、トマト菌の 1.0 Mb につ
いても、現在までのところ、それぞれ 330個、
220 個の遺伝子を推定している。推定遺伝子
の分布頻度も他の糸状菌ゲノムと同様であ
った。CD 染色体にコードされる遺伝子のデ
ータベース相同性解析、7 つの病原型と非病
原性菌株における分布調査などから、予想通
り、house-keeping遺伝子は存在しないことが
確認された。したがって、CD 染色体には生
存に不必要な遺伝子と TOX のみが分布し、培
養条件下だけでなく、宿主植物が存在しない
自然条件下でも、 A. alternata にとって
dispensable であることがさらに示唆された。 

 

(4) イチゴ菌の 1.0 Mb 染色体について、すで
に同定していた AFT 遺伝子群のマッピング、
全遺伝子の AF 毒素生産時と非生産時におけ
る転写レベルのリアルタイム RT-PCR 解析、
ハイブリダイゼーションによる 7 つの A. 

alternarta 病原菌における分布調査を行い、
554 kb コンティグのうち約 390 kb 領域を
AFT 遺伝子領域と推定した。この領域には、
少なくとも 23 個の酵素と 1 個の転写制御因
子をコードする 24個の遺伝子が 2～7コピー
反復して存在する。イチゴ菌の AF 毒素、ナ
シ菌の AK 毒素、タンゼリン菌の ACT 毒素に
は共通な部分構造としてエポキシデカトリ
エン酸が含まれる。23個の酵素遺伝子のうち
16 個はナシ菌とタンゼリン菌にも存在し、エ
ポキシデカトリエン酸の生合成に、残り 7個
はナシ菌とタンゼリン菌には分布せず、AF

毒素に特異的な部分構造の生合成にそれぞ
れ関与すると推定した。 

これら AFT候補遺伝子すべてについて、ナ
シ菌またはタンゼリン菌における機能解析
も含め、遺伝子破壊または遺伝子サイレンシ
ングによって毒素生合成における機能を確
認した。その結果、転写制御因子遺伝子と 23

個の酵素遺伝子のうち 20個は、AF 毒素生合
成に不可欠であることが確認された。一方、
残り 3個の酵素遺伝子は、遺伝子破壊によっ
て毒素生産性が増加し、毒素生産性の抑制遺
伝子であることが明らかとなった。なお、こ
れら遺伝子の破壊株では、エポキシデカトリ
エン酸の生産量も増加することから、エポキ
シデカトリエン酸またはその前駆体を他の



物質に変換する酵素をコードすると推定さ
れた。 

また、エポキシデカトリエン酸生合成に関
与する酵素のうち、3 つがペルオキシソーム
に局在することを見出し、脂肪酸のリサイク
ル器官であるペルオキシソームが毒素の部
分構造の生合成に関与するという、毒素生合
成進化を考える上で興味深い結果を得た。 

 

(5) リンゴ菌の 1.3 Mb染色体の構造解析と平
行して、本染色体の発現遺伝子の同定を試み
た。1.3 Mb 染色体 DNAをプローブとして、
AM毒素生産時の cDNAライブラリーを選抜
し、それらの毒素生産時と非生産時の転写レ
ベルを比較した。その結果、毒素生産時に 10

倍以上転写が誘導される 11 遺伝子が見出さ
れた。さらに、これら遺伝子をコードする
BACクローンを単離し、本クローンのすべて
の遺伝子について、毒素生産時と非生産時の
転写レベルを比較した。その結果、約 70 kb

の領域から毒素生産時に転写が誘導される
16 遺伝子が見出された。この領域を 1.3 Mb

染色体にマップしたところ、792 kb コンティ
グに存在し、さらにその部分配列が同じコン
ティグの 4か所に分布していることが明らか
となった。AM 毒素生合成に関与すると推定
された 16 個の遺伝子について、遺伝子破壊
実験によって機能を解析し、少なくとも 12

個がAM毒素生合成に不可欠であることを確
認した。 

また、この領域からは転写制御因子をコー
ドする遺伝子（AMTR）も見出された。AMTR

の破壊株、高発現株の解析から、予想に反し
て、AmtR が他の AMT 遺伝子の発現を抑制、
すなわち毒素生産性を抑制する因子である
ことが明らかとなった。 

 

(6) トマト菌の AAL 毒素は、その構造から、
Fusarium 属菌が生産するフモニシンの前駆
体と考えられている。すでに、16個のフモニ
シン生合成遺伝子（FUM）が同定されている。
1.0 Mb 染色体から FUM相同遺伝子を検索し
たところ、テロメア近傍の約 75 kb 領域から
12 個（ALT1～ALT12）、その 30 kb 下流からも
う一個の相同遺伝子（ALT13）と ALT10～
ALT12 の 2 コピー目が見出された。なお、
ALT13 は他の遺伝子の発現を正に制御する転
写制御因子を、他の遺伝子は生合成酵素をそ
れぞれコードする。これら 13 遺伝子につい
て、遺伝子破壊実験によって AAL 毒素生合
成における機能を同定した。 

 

(7) 糸状菌の他の第 2 次代謝では、一般に、
遺伝子クラスターがゲノム中に 1セットのみ
存在する。一方、3 病原菌の CD 染色体には
複数セットの TOX 領域が存在する。他の A. 

alternata 病原菌の毒素生合成遺伝子もゲノム

中に複数コピー存在することが明らかにさ
れている。 

イチゴ菌、リンゴ菌、タンゼリン菌の毒素
生合成遺伝子の機能解析から、安定した病原
性を発揮するために必要な毒素量を生産す
るためには、複数コピーの遺伝子が必要であ
ることが見出された。また、TOX 遺伝子の転
写レベルの解析から、毒素生産時でもほとん
どの遺伝子の転写レベルが著しく低いこと
が明らかとなった。このような特徴は、A. 

alternata における毒素生産性、さらに植物寄
生性の進化には、TOX 領域の重複が重要であ
ったことを示している。さらに、イチゴ菌、
リンゴ菌、ナシ菌の TOX クラスターから、毒
素生産を抑制する遺伝子も見出された。以上
の結果は、本菌の安定した病原性発現に必要
な毒素生産量が、遺伝子の転写レベル、遺伝
子コピー数、抑制遺伝子の機能などによって
微妙に制御されていることを示している。 

他の糸状菌において、第 2次代謝のエピジ
ェネティックな global regulator として同定さ
れている LaeAの相同遺伝子を A. alternata か
ら単離した。3病原菌の LaeA 破壊株を作出し
たところ、破壊株では毒素生産性が低下し、
これら病原菌でも LaeA が毒素生産性に関与
することが明らかとなった。 

 

(8) 3病原菌の CD染色体全長の構造をハープ
ロット解析によって比較した。その結果、リ
ンゴ菌の 493 kbコンティグとイチゴ菌の 449 

kb コンティグの構造が全長にわたり類似し
ており、さらに、この領域のセントロメア側
約 220 kbがトマト菌の CD染色体にも保存さ
れていることが明らかとなった（図 2）。これ
ら領域には毒素生合成遺伝子は存在しない。
このような特徴は、3 病原菌の CD 染色体が
同一起源であることを示しており、起源染色
体に異なる TOX クラスターがそれぞれ組み
込まれたという、予想もしなかった構造的特
徴が明らかとなった。 

上述したように、トマト菌の 1.0 Mb 染色体
は左右対称構造の同腕染色体である。リンゴ
菌の CD 染色体両腕のセントロメア側、イチ
ゴ菌の CD 染色体両腕のセントロメア側とテ
ロメア側にも短いながらも共通配列が左右
対称に存在することから、両菌の CD 染色体
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も起源染色体は左右対称構造であった可能
性が考えられた。 

 

(9) プロトプラスト融合によって、トマト菌
とリンゴ菌から AAL 毒素と AM 毒素のダブ
ル毒素生産株、トマト菌とイチゴ菌から AAL

毒素と AF 毒素のダブル毒素生産株の作出に
成功した。それぞれのダブル毒素生産株は、
トマトとリンゴ、トマトとイチゴの両植物に
病原性を示す。さらに、ダブル毒素生産株が
2 倍体ではなく、主要染色体のパターンはど
ちらかの親株に類似しており、さらに両親株
由来の 2 本の CD 染色体が共存していること
を見出した。以上の結果は、CD 染色体が宿
主特異的な植物寄生性を付与する遺伝因子
の実体であることを明確に示した。 

 

 以上の成果は、A. alternata 病原菌群の宿主
特異的な寄生性を決定する CD 染色体の構造
と機能、本菌ゲノムの可塑性に関する重要な
新知見を提供した。また、プロトプラスト融
合実験によって明らかとなった CD 染色体が
本菌のゲノム中で付加的に共存できるとい
う特徴は、菌株間の菌糸融合によって CD 染
色体が移動し、腐生的菌株の病原菌化を引き
起こす可能性を示している。また、宿主植物
が存在しない条件下では、CD 染色体欠落に
よって病原菌の腐生菌化が起こり、自然界で
は CD 染色体を介して腐生菌⇔寄生菌現象が
繰り返されていることが想像される。引き続
き、起源染色体の探索、CD 染色体遺伝子の
網羅的な分子進化学的解析などを実施する
ことによって、CD 染色体の進化的起源と進
化過程、さらに A. alternata における寄生性分
化の軌跡を具体的に追跡することが現実的
な課題となった。そこで、本研究をさらに発
展させるために、研究計画最終年度前年度公
募に応募し、2011 年度から基盤研究(A)「ア
ルタナリア病原菌の植物寄生性を決定する
CD 染色体の進化的起源と成立機構」が採択
され、さらに研究を進めている。 
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