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研究成果の概要（和文）： 

植物病原菌の感染器官の形態分化は宿主植物への感染に必須の過程である。また病原菌は感染
器官分化時に、宿主の防御反応を巧妙に抑制、回避することで感染を成立させていると考えら
れる。そこで感染器官分化時に発現している遺伝子の中から、宿主との相互作用に関与するタ
ンパク質をコードする遺伝子の同定を試みた。635 種類の遺伝子の中から 49 種の分泌タンパ
ク質遺伝子を選抜した。しかしながら、それらの中から目的と合致する遺伝子は得られなかっ
た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Differentiation of specialized infection structures in many plant pathogenic fungi is 
essential for the successful infection of host plants. These pathogens are expected to 
establish infection by avoiding host defense responses. This study was conducted to 
identify proteins secreted by infection structures that can play roles in interactions 
with host plants. Forty-nine of 635 unique genes were predicted to encode potential 
secreted proteins. However, none of them exhibited distinct functions in host plant. 
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１．研究開始当初の背景 

空気伝染性の植物病原糸状菌の多くは、宿主
植物の葉上で胞子発芽をした後、感染器官で
ある付着器を形成し、つづいて付着器から侵

入菌糸を伸長させて、宿主内へ侵入を試みる。
植物病原糸状菌の感染器官の形態分化は宿
主植物への感染成立に必須の過程である。申
請 者 は こ れ ま で 、 ウ リ 類 炭 疽 病 菌
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(Colletotrichum orbiculare)を用いた系によ
り、植物病原糸状菌の感染器官の 1 種である
付着器の形態分化と機能発現の分子機構に
関して研究成果を蓄積してきた。しかしなが
ら一方で、宿主侵入後の植物組織内における
感染器官の形態、機能分化の分子機構につい
てはほとんど明らかにできていなかった。
Colletotrichum 属の植物病原糸状菌の多く
は一般に、その細胞生物学的知見から半活物
寄生性であると考えられており、これらは宿
主植物葉上で付着器を形成した後、宿主細胞
を殺傷することなく侵入し、一次菌糸を分化
させることにより宿主植物との間で一時的
な活物寄生状態を確立する。その後一次菌糸
から殺傷性の二次菌糸を分化させ、宿主細胞
を崩壊させながら組織内を伸展していく。こ
のように半活物寄生性の植物病原糸状菌は、
宿主植物の葉上で感染器官の 1種である付着
器を分化させるだけでなく、宿主組織内にお
いても明らかに機能の異なる 2種の感染器官
（一次菌糸および二次菌糸）を分化させる。
宿主組織内において病原菌は、これら感染器
官の形態、機能分化を高度に制御することに
より、宿主の防御反応を巧妙に抑制、回避し、
感染を成立させていると考えられるが、その
分子機構については全くの未解明であった。 

 

２．研究の目的 

これまで、植物病原糸状菌の感染器官の形態、
機能分化の分子機構に関する研究としては、
宿主への侵入器官である付着器をターゲッ
トとしたものが多く、申請者を含め、世界的
にも多くの知見が得られていた。しかしなが
ら、宿主侵入後の感染器官である一次菌糸、
二次菌糸のそれについて得られている知見
は極めて少なかった。その理由として、宿主
との相互作用を範疇に入れた感染器官分化
に関する研究が機能的に進んでいないこと
が考えられた。そこで申請者は、アブラナ科
野 菜 類 炭 疽 病 菌 (Colletotrichum 
higginsianum)とモデル植物シロイヌナズナ
(Arabidopsis thaliana)の感染系を利用する
ことにより、宿主植物との相互作用を範疇に
入れた広い視点で病原菌の感染器官を捉え、
その感染成立機構の解明をめざす方向へと
研究の展開を図った。アブラナ科野菜類炭疽
病菌はウリ類炭疽病菌の近縁種であること
から、これまで申請者が確立してきた研究手
法をそのまま適用できるという利点があっ
た。一方、シロイヌナズナは全ゲノム配列の
解読が完了している有用なモデル実験植物
であり、研究手法についても数多く確立され
ている。このような点から、本感染系を用い
ることによって病原菌―宿主間における相
互作用の分子機構の解析をより機能的に展
開できると考えられた。具体的なアプローチ
としては、アブラナ科野菜類炭疽病菌の感染

器官分化時に特異的に発現している因子の
探索と機能解析を行うことにより、本菌の感
染成立機構、特に宿主組織内における感染器
官の形態、機能分化の分子機構の解明をめざ
した。本研究の成果は個々の感染器官特異的
発現遺伝子の機能解明によって果たされる
が、それは病原菌の感染機構の理解を助ける
有益な基礎情報を提供するのみならず、病害
防除薬剤の開発研究の発展にも大きく貢献
できるものと考えられた。 

 

３．研究の方法 

(1) バイオインフォマティクスの手法を利
用したアブラナ科野菜類炭疽病菌から
のエフェクタータンパク質候補遺伝子
の選抜 

アブラナ科野菜類炭疽病菌の感染器官形成
時 cDNA ライブラリの構築はすでに完了して
いた。cDNA ライブラリーの各クローンの塩
基配列データを各種糸状菌(Aspergillus 
nidulans、 Gibberella zeae、 Magnaporthe 
grisea、Neorospora crassa、Ustilago maydis、
Schizosaccharomyces pombe)のゲノムデータ
ベースを対象に BLASTX 検索し、e値が 1e-05
以下の相同配列を持つものを選抜した。また
相同性が見られないものでも 100アミノ酸以
上からなるポリペプチドをコードしている
と思われるものについては選抜対象とした。
その後、重複 cDNA を取り除いたユニークな
遺伝子群について、SignalP 3.0 プログラム
を用いてタンパク質の N末端に推定シグナル
ペプチドを有すると予測されるものをエフ
ェクタータンパク質候補遺伝子として選抜
した。選抜の基準としては本プログラムにて、
隠れマルコフモデルにより“signal peptide”
と推定され、ニューラル・ネットワーク測定
基準の 5項目のうち 3項目以上が陽性である
ものをその候補とした。 
 
(2) アブラナ科野菜類炭疽病菌における効

率的な標的遺伝子破壊実験系の構築 
① ChKU70 オルソログの単離 

ChKU70 オルソログの単離には、degenerate 
PCR 法を用いた。糸状菌及び酵母のアミノ酸
配列をもとに、degenerate プライマーを作成
し、アブラナ科野菜類炭疽病菌 337-5 系統の
ゲノムDNAをテンプレートとしたdegenerate 
PCR を行った。増幅された断片をクローニン
グベクターpCB1004 にサブクローニングした。
続いて増幅断片をプローブとしたゲノムラ
イブラリーのスクリーニングにより、ChKU70
オルソログ全長を含むコスミドクローンを
単離した。得られたコスミドを用いたプライ
マーウォーキング法により ChKU70 オルソロ
グの塩基配列を決定した。 
 

② chku70 破壊株の作出 



 

 

ChKU70 オルソログの塩基配列情報を利用し
て、2 重交差の相同組み換えによる標的遺伝
子破壊ベクターを構築した。アブラナ科野菜
類炭疽病菌の形質転換にはアグロバクテリ
ウム法を用いた。得られた形質転換体につい
てコロニーPCR によるスクリーニングを行う
ことにより、chku70 破壊株を単離した。 
 

③ 相同組み換え効率の評価 
メラニン合成に関与する既知遺伝子
ChPKS1 を標的遺伝子とし、chku70 破壊株
を親株とした形質転換を行った。得られた形
質転換体のメラニン合成能の可視的な評価
により相同組み換え効率を算出した。 
 
(3) ベンサミアーナ植物における一過的遺

伝子発現系を利用したアブラナ科野菜
類炭疽病菌エフェクタータンパク質遺
伝子の探索 

一過的遺伝子発現系には、ジャガイモ Xウィ
ルス-based発現ベクターpSfinxを利用した。
候補遺伝子の完全長 cDNA をそれぞれ pSfinx 
のマルチクローニング部位に挿入し、一過的
遺伝子発現ベクターを構築した。コントロー
ルとして、既知の壊死斑誘導タンパク質遺伝
子を導入したベクターを用いた。それらをそ
れぞれアグロバクテリウムに導入後、接種に
よりベンサミアーナ植物での一過的遺伝子
発現を行った。接種一週間後の病徴を評価し
た。 

 

４．研究成果 
本研究では、感染器官分化時 cDNA ライブラ
リの配列情報を利用し、バイオインフォマテ
ィクスの手法により、アブラナ科野菜類炭疽
病菌における分泌タンパク質候補遺伝子を
選抜した。次に、選抜した分泌タンパク質候
補遺伝子の機能解析に先立ち、効率的な標的
遺伝子破壊実験系の構築と評価を行った。ま
た最後に、ベンサミアーナ植物における一過
的遺伝子発現システムを用いて、エフェクタ
ータンパク質遺伝子の探索を行った。 
 
(1) バイオインフォマティクスの手法を利

用したアブラナ科野菜類炭疽病菌から
のエフェクタータンパク質候補遺伝子
の選抜 

アブラナ科野菜類炭疽病菌の感染器官分化
時の EST 解析によって得られている 2000 ク
ローンの遺伝子情報より、バイオインフォマ
ティクスの手法により、個々の遺伝子のコー
ドするタンパク質の構造予測を行い、感染器
官から植物細胞への分泌が予想されるもの
をエフェクタータンパク質遺伝子の候補と
して選抜した。その結果、635 個のユニーク
な遺伝子の中から 49 個の候補遺伝子の選抜
に成功した。うち既知の糸状菌遺伝子との相

同性が認められたのは 35 個であった。それ
らの機能分類を行ったところ、遺伝子発現に
関与する遺伝子が 3遺伝子、細胞分化・信号
伝達に関与する遺伝子が 7遺伝子、代謝に関
与する遺伝子 5遺伝子、機能未知の遺伝子が
12 遺伝子であった。 
 
(2) アブラナ科野菜類炭疽病菌における効

率的な標的遺伝子破壊実験系の構築 
① 標的遺伝子破壊の親株としてのアブラ

ナ科野菜類炭疽病菌 chku70 破壊株の
有効性の評価 

一般に糸状菌の遺伝子機能を調べるために
は、まず相同組換えを利用して標的遺伝子破
壊株を作出し、つづいて得られた破壊株の性
状解析を野生株と比較する手法が用いられ
ている。しかしながら、本菌の標的遺伝子破
壊の取得効率は 3%未満と極めて低く、効率的
な標的遺伝子破壊実験系の構築が必要であ
ることが分かった。本菌における標的遺伝子
破壊効率が低い原因の一つとして、外来遺伝
子のランダムなゲノム挿入に関わるとされ
る非相同組換え修復系が相同組換え修復系
より優先的に働いていることが考えられた。
そこで、アブラナ科野菜類炭疽病菌において、
非相同組換え修復系を欠損させた株を作出
し、得られた欠損株を標的遺伝子破壊実験の
親株に用いることで、効率的な標的遺伝子破
壊実験系が構築できるのではないかと考え
た。アカパンカビにおいて、非相同組み換え
に関与する遺伝子 Ku70 オルソログを破壊す
ることにより相同組み換え効率が向上する
という報告がされていた。そこで、相同性を
利用してオルソログを単離し、ChKU70 と命名
した。 
 

 
図 1 アブラナ科野菜類炭疽病菌の形質転換体 

野生株（上）および chku70 破壊株（下）を親株と

して用いた。ChPKS1 遺伝子を標的遺伝子とした。 

 
次に、アブラナ科野菜類炭疽病菌 3系統にお
いて chku70 破壊株を作出し、遺伝子破壊効
率を測定した。2 種の標的遺伝子を用い、破
壊効率を調べた結果、野生株を親株に用いた
場合にはそれぞれ 2.4％、0％であったが、



 

 

chku70 破壊株を親株に用いた場合にはそれ
ぞれ 97.5%、88.6%と劇的に上昇することが明
らかになった。このことから本菌の効率的な
遺伝子破壊株の作出に chku70 破壊株が有用
であると考えられた（図１）。 
 

② 2 重交差の相同組み換えによる標的遺
伝子破壊に必要な相同領域長の評価 

chku70 破壊株において標的遺伝子破壊株の
作出に必要な相同領域長について調べた。相
同組換えを利用した標的遺伝子の破壊には
一定の長さの標的遺伝子との相同配列を含
む破壊ベクターの構築が必要となる。本菌は
ゲノム情報が明らかになっていないことか
ら、より少ない情報で効率的に遺伝子破壊を
行えることが望ましい。そこで、0.1kbp～
2kbp の相同領域をもつ標的遺伝子破壊ベク
ターを構築し、その遺伝子破壊効率を調べた。
その結果、相同領域が長くなるにつれ、標的
遺伝子破壊効率が上昇し、効率的な破壊には
0.5kbp 以上の相同領域が必要であることが
明らかになった。 
 

③ T-DNA 内の反復配列間の相同組み換え
を利用した新規標的遺伝子破壊法の開
発 

エフェクタータンパク質候補遺伝子から実
際にエフェクターとしての機能を有するも
のをハイスループットに選抜するためには、
効率的な標的遺伝子破壊系の確立が重要で
ある。そこで、従来の 2重交差の相同組み換
えによる標的遺伝子破壊に代わって、標的遺
伝子の部分断片に隣接する T-DNA上の反復配
列間の相同組み換えを利用した標的遺伝子
破壊法を開発し、 DRGT (direct repeat 
recombination-mediated gene targeting)法
と命名した。本法はバイナリーベクター
pBI-GDR2 に目的遺伝子の部分断片をワンス
テップで導入することで標的遺伝子破壊ベ
クターの構築が可能となる。その簡便さから、
C. higginsianumの遺伝子機能解析において、
chku70 破壊株と組み合わせることで、非常に
有用なツールになると考えられた。実際に本
法により標的遺伝子破壊株が得られたこと
から、続いて 0.1kbp～1.2kbp の相同領域を
もつ標的遺伝子破壊ベクターを構築し、標的
遺伝子破壊に必要な相同領域長について調
べた。その結果、相同領域が長くなるにつれ、
標的遺伝子破壊効率が上昇し、効率的な標的
遺伝子破壊を行うためには 0.5kbp 以上の相
同領域が必要であることがわかった。 
 

④ 標的遺伝子破壊株の安定性の評価 
DRGT 法で作出された標的遺伝子破壊株の安
定性について調べた。chku70 破壊株由来のメ
ラニン合成酵素遺伝子破壊株を、薬剤を含ま
ない培地上で培養したところ、高い頻度でメ

ラニン合成復帰株が生じることがわかった
（図 2）。そこで、それら復帰株についてサザ
ンブロット解析を行ったところ、いずれも形
質転換前の親株と同じバンドパターンを示
した。このことから、DRGT 法で得られた標的
遺伝子破壊株において、ゲノム上の薬剤耐性
遺伝子の両端に必然的に形成されることに
なる標的遺伝子の反復配列の間で相同組み
換えが生じ、ループアウトの結果として復帰
株が生じやすくなっていることが示唆され
た。 
 

 
図 2 復帰株の出現 

ChPKS1 遺伝子を標的遺伝子とした DRGT 法で得ら

れた形質転換体。矢印の部分はメラニン合成能が

復帰している。 

 
(3) ベンサミアーナ植物における一過的遺

伝子発現系を利用したアブラナ科野菜
類炭疽病菌エフェクタータンパク質遺
伝子の探索 

エフェクタータンパク質候補遺伝子から実
際にエフェクターとしての機能を有するも
のをハイスループットに選抜するために、
DRGT 法を用いたハイスループットな遺伝子
ターゲティング株の作出実験系の確立を試
みたが、検証により DRGT 法で作出した株は
形質が不安定になることが判明したことか
ら、当該実験系による選抜を見合わせること
にした。その代替として、ベンサミアーナ植
物における一過的遺伝子発現系を利用した
アブラナ科野菜類炭疽病菌エフェクタータ
ンパク質遺伝子の探索を試みた。候補遺伝子
の完全長cDNAをpSfinx に組み込んで構築し
た一過的遺伝子発現ベクターを持つアグロ
バクテリウムをベンサミアーナ植物に接種
した。その結果、49 個の候補遺伝子の中に、
壊死斑形成を誘導するものは見られなかっ
た。 
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