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研究成果の概要： 

植物は病原菌の感染を認識し、抵抗性を発揮する。抵抗性には特異的抵抗性遺伝子で支配さ

れる植物品種－病原菌レースレベルの抵抗性と病原菌の細胞構造（分子パターン）の認識によ

る基本的抵抗性の２種が存在する。本研究では炭疸病菌、いもち病菌の病原性欠損変異株（ssd1
変異株）を用い、植物による病原糸状菌の分子認識パターンと防御応答に関する研究を行い、

病原菌感染における基本的抵抗性の評価とこれに関わるシグナル伝達経路の解明を行った。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 8,900,000 2,670,000 11,570,000 

2008 年度 4,400,000  1,320,000 5,720,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 13,300,000 3,990,000 17,290,000 

 
 
研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：  (1)  植物免疫    (2)   分子パター  (3) 防御応答   (4)  基本的抵抗性 

(5)  炭疽病菌    (6) いもち病菌  (7)  RNAi       (8)  MAP キナーゼ 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究テーマはウリ類炭疽病菌の病原性

欠損変異株(cossd1 株)に基づくものである。
cossd1 変異株の変異遺伝子 CoSSD1 は出芽酵
母の SSD1 遺伝子のオルソログであり、SSD1
遺伝子は酵母において細胞壁の構築に関与
する。この遺伝子は出芽酵母の環境ストレス
に対する耐性に関与するとともに、免疫細胞
であるマクロファージによる認識に関与し
ている。一方、植物病原菌においては細胞壁
成分が宿主植物の防御応答を活性化する因
子であることが広く知られている。しかしな

がら、細胞壁の構成が変化し、それが病原性
に関与する変異株は取得されておらず、in 
vivo での細胞壁成分の機能については未知
であった。ウリ類炭疽病菌、およびイネいも
ち病菌で得られた ssd1 変異株は、パピラや
活性酸素生成を伴う宿主の速やかな防御応
答により感染が抑制されるという特徴を有
し、細胞学的所見や生化学的所見から、動物
病原性真菌と類似の、宿主に対する高い防御
応答誘導活性を有していると考えられた｡炭
疽病菌といもち病菌の SSD1 遺伝子研究は感
染場面における植物病原糸状菌のエリシタ



ー活性の変化を見出した唯一の実験系であ
り、植物病原糸状菌の分子パターン認識に関
して最初の基盤的研究として位置づけられ
る。 
 
２．研究の目的 

植物病原糸状菌で感染性に関与する分子
パターン変異株はこれまで得られていない。
本研究で使用する ssd1 変異株により、植物
による病原糸状菌の分子認識パターン研究
が in vivo 実験を含めて可能になった。動物
病原性真菌の分子パターン認識は近年、大き
く進歩している研究領域であるが、植物病原
糸状菌では分子細胞学的には全く着手され
ておらず、本研究は植物病理学分野において
国際的に先駆的位置にある。 
動物病原性真菌の分子パターン認識研究

の第一人者である Fink 博士（米国、ホワイ
トヘッド研究所、 所長）と動物と植物にお
ける病原真菌の細胞壁の分子パターン機能
の共通性について意見交換を行い、今後の研
究遂行における協同を確認している。これに
より植物病原糸状菌における研究を先行的
に進め、分子パターン認識研究において国際
的にもプライオリティを確立する。植物病原
糸状菌が宿主植物の自然免疫系を回避する
制御機能を本来的に有しているという新規
の概念を日本発で提示、確立することを目的
とする。 
 一方、応用面においてもイネを使った実験
系により、植物病原糸状菌の分子パターン認
識機構について、受容体の同定、防御応答に
至るシグナルカスケードを解明し、病原菌認
識機構を改良した耐病性植物育成の基礎的
な成果を得る。また、動物病原性真菌の治療
剤として注目されている Caspofungin の作
用モデルを植物病原菌に適用することによ
り、病原菌のエリシター活性を高めるという
全く新しい概念の防除薬剤の開発の基盤的
成果を挙げることができると考える。 
 
３．研究の方法 
①SSD1 遺伝子の変異株が細胞壁構成に変化

をもたらしていることは出芽酵母の ssd1
変異株の機能相補や細胞壁結合性蛍光色
素に対する感受性などの実験から示唆さ
れており、細胞壁組成がどのように変化し
ているかを検討する。具体的には糖質の生
化学的分析と細胞壁を認識する抗体によ
る免疫顕微鏡観察を行う。 

②細胞壁成分を認識する宿主の受容体を解
明する。本年、感染決定に与る、いもち病
菌のグルカンを認識するレクチンキナー
ゼとキチンレセプターが相次いで報告さ
れたが、こうした受容体が ssd1 変異株の
感染性に関与するか、イネとオオムギの
RNAi 実験によって検討する。 

③宿主による分子パターン認識後、どのよう
なシグナル伝達を経て防御応答に至るか
を解明する。ベンサミアーナタバコはウリ
類炭疽病菌の罹病性宿主である。ベンサミ
アーナタバコとイネのRNAi実験によって
どのようなシグナル伝達系が関与してい
るかを検討する。 

④ 動 物 病 原 性 真 菌 で は 抗 生 物 質
Caspofungin が細胞壁の分子パターンに
作用し、宿主認識に与るβグルカンを細胞
表層に露出させ、宿主の免疫細胞による認
識を増大させる効果をもつ。この薬剤を用
い、植物病原菌における細胞壁分子パター
ンの機能について検討する。 

 
４．研究成果 
病原体の細胞表層分子パターンの機能解析 
① 病原菌の細胞壁の生化学的分析とエリ

シター活性の評価：いもち病菌および炭
疸病菌の細胞壁成分のエリシター活性
を評価するために、野生型株と ssd1 変
異株の可溶性グルカンの抽出と分画を
行った。HPLC 分析により、ssd1 変異株
の可溶性グルカン画分において特異的
なピークが検出され、細胞壁成分の変化
が確認された。 
また、炭疸病菌の細胞構造を抗原として
作成した数種のモノクローナル抗体に
より認識活性の差を検討したところ、
Mb20 が cossd1 変異株の胞子に対して特
異的に認識活性が高いことが明らかと
なった。このことから cossd1 変異株が
野生型に対して細胞表層構造が変化し
ていることが示された。 

 
植物の防御応答シグナル伝達系解析 
①� RNAi実験によるベンサミアナタバコの病

害応答に関与する遺伝子の同定：ベンサ
ミアナタバコ－ウリ類炭疸病菌系で防御
応答に関与する遺伝子として MAPK カス
ケード遺伝子(MEK1,MEK2,WIPK,SIPK)、
NADPH オキシダーゼ遺伝子(RbohA, 
RbohB)、R 遺伝子依存的抵抗性に関与す
る遺伝子(RAR1,SGT1)につき、サイレンシ
ング実験を行った結果、SIPK と WIPK の
キナーゼが抵抗性誘導に関与することを
RNAi 実験から明らかにした。 

②� RNAi実験によるオオムギの病害応答に関
与する遺伝子の同定：ベンサミアナタバ
コ－ウリ類炭疸病菌系で得られた結果に
基づき、イネ MAP キナーゼオルソログの
ノックダウン形質転換株を作成すること
に成功した。また、mgssd1 変異株がオオ
ムギに対しても病原性の低下が見られ、
それが植物のパピラ形成によるものであ
ることを明らかにした。 

 



cossd1 変異株によるSIPK/WIPK誘導の評価 
① cossd1 破壊株に対する SIPK/WIPK を介し

た植物防御応答活性について評価するた
め、 感染時における SIPK および WIPK の
キナーゼ活性を調べた. Nicotiana 
benthamiana へ接種 3, 6, 12, 24, 48 時
間後にタンパク質を回収し、 
immunocomplex kinase assay を行った。
その結果、ウリ類炭疽病菌野生株接種葉
では接種 3時間後に SIPK/WIPK 活性が検
出されたがその後活性上昇は認められな
かった。これに対し、 cossd1 破壊株接種
葉では接種 3時間後に活性上昇が認めら
れた後、6時間後にさらに強い活性が認め
られた。 一方、 SIPK/WIPK サイレンシン
グ植物では活性の上昇は見られなかった。 
このことから、cossd1 破壊株は感染時に
野生株より強く SIPK/WIPK活性を誘導し、 
本破壊株の感染抑制は SIPK/WIPK 活性の
上昇に起因することが示唆された。 

 
② SIPK/WIPK 活性誘導が菌表層構造によ

るものであるかどうか、葉への胞子処理
による SIPK/WIPK の活性を調べ評価し
た。Nicotiana benthamiana 葉へ熱処理
により殺菌した胞子懸濁液を注入し
immunocomplex kinase assay を行った。
その結果、野生株と比較し、cossd1 破壊
株注入葉では 10, 30 分後の SIPK/WIPK
両活性が顕著に高く検出された。60 分後
には、野生株と破壊株の両注入葉におい
ても活性は未処理葉の活性レベルと同程
度で検出された。また、野生株が活性抑
制能を持つかどうか cossd1 破壊株胞子を
野生株胞子培養ろ液で懸濁して注入し調
べたところ、ろ液を用いなかった場合と
比べ活性の差に違いは認められなかった。
以上から、cossd1 破壊株胞子表層構造は
野生株より強く SIPK/WIPK 活性を誘導
し、この活性は野生株胞子培養ろ液によ
り抑制されないことが明らかとなった。 

 
Michafunginのウリ類炭疸病菌の感染阻害効
果 
① 抗生物質 Caspofungin はβグルカン合成

阻害活性を有することが動物病原性真菌
で明らかにされている。Michafungin
（MCFG）は Caspofungin と同系の新規キ
ャンディン系抗真菌薬である。本剤のウ
リ類炭疽病菌の生育および感染器官の分
化に与える影響について検討した。
50ng/mlMCFG 含有培地にて野生株の菌糸
生育は完全に阻害され、MCFG がウリ類炭
疽病菌に対して抗菌作用を示すことが確
認された。次に MCFG による菌糸生育の阻
害が認められない変異株を自然突然変異
により獲得した。野生株および耐性株の

MCFG存在下における感染器官の分化を観
察し比較したところ、MCFG は侵入菌糸の
伸長を特異的に阻害することが分かった。
宿主植物上における病斑形成に MCFG が
与える影響を調べるために，MCFG 溶液で
水耕培養したキュウリ子葉に野生株およ
び耐性株の胞子を接種し、病徴を観察し
比較したところ、野生株では病斑形成が
抑制されたが、耐性株では変化はなかっ
た。以上より、MCFG はウリ類炭疽病菌の
侵入菌糸伸長を阻害し、感染を抑制する
ことが示唆された。 
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