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研究成果の概要（和文）：糸状菌より見出された新規エルゴステロールアミノ酸誘導体（Erg-aa）の生理機能を
探るべく、黄麹菌およびコムギ赤カビ病菌におけるErg-aaの欠損変異体を作製したところ、分生子量の減少と菌
核形成の増加がみられた。これら欠損変異体では分生子形成に関わる遺伝子の発現低下がみられたことから、
Erg-aaは分生子形成関連遺伝子の発現を制御していることが示唆された。さらに、コムギ赤カビ病菌ではErg-aa
欠損変異体のコムギへの感染能が低下していることが分かり、植物病原菌の病原性にも影響を与えることが判明
した。

研究成果の概要（英文）：Physiological roles of novel ergosterol amino acid derivatives (Erg-aa) in 
fungi were investigated using Erg-aa knockout mutant of Aspergillus oryzae and Fusarium graminearum.
 Both Erg-aa knockout mutants showed reduced spore formation and increased sclerotia formation 
compared with wild type strain. Besides, knockout mutants showed reduced expression of genes 
involved in spore formation indicating that Erg-aa plays a role in controlling these gene 
expression. Furthermore, Erg-aa knockout mutant of F. graminearum showed reduced infection phenotype
 against wheat indicating that Erg-aa also affects pathogenicity of this plant pathogen. 

研究分野：ケミカルバイオロジー
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糸状菌より新規に見出されたエルゴステロールアミノ酸誘導体（Erg-aa）は、糸状菌の分生子形成や菌核形成に
関与することが明らかとなり、糸状菌の生殖過程に影響を及ぼすことが判明した。さらに、植物病原菌の病原性
にも関与することが明らかとなり、これまでに見出されていないErg-aaを介した糸状菌の新たな生理機構の解明
につながる成果であった。また、Erg-aaを標的とした新規抗真菌剤の開発にも発展する成果であり、植物病原菌
の防除にも貢献できることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アミノアシル tRNA 合成酵素（aaRS）は、tRNA に正しいアミノ酸を結合させ、遺伝暗号のコ
ドンとアミノ酸の対応関係を成立させるタンパク質の翻訳過程において中心的な役割を担って
いる。糸状菌において、アスパルチル tRNA合成酵素（AspRS）の C末側に付加した機能未知の
ドメイン（DUF2156）が見出され、DUF2156は Asp-tRNAからアスパラギン酸を真菌のステロー
ルであるエルゴステロールに転移し、エルゴステリルアスパラギン酸（Erg-Asp）を合成するこ
とが明らかとなった（図 1）1)。本酵素を ErdSと呼ぶ。ステロールにアミノ酸が結合したこのよ
うなステロール誘導体は、すべての生物種においてこれまで全く発見されておらず、新規な脂質
成分であった。さらに、ゲノム上で本酵素（ErdS）遺伝子の隣に存在した加水分解酵素（ErdH）
が、Erg-Aspを特異的にエルゴステロールとアスパラギン酸に加水分解することが見出された 1)。
これは、Erg-Aspの内生量がホメオスタティックに制御されていることを示唆している。ErdSと
ErdHは、酵母を除く子嚢菌門と担子菌門（Dikarya、いわゆる高等真菌）に広く保存されており、
Erg-Aspが真菌類において重要な生理機能を担っていることが考えられた。また、ErdS破壊株の
表現系を観察したところ、細胞内にオートファゴソームと思われる顆粒の増加が観察された。分
生子形成はオートファジーによる分解物を栄養源として進行することから、Erg-Aspのオートフ
ァジーへの関与が推察され、その作用はオートファジー抑制的であると考えられた。例えば Erg-
Asp が細胞内のアミノ酸センサーとして機能し、Asp レベルが下がることで Erg-Asp が減少し、
アミノ酸の飢餓を認知しオートファジーを亢進させている可能性が考えられる。また、Erg-Asp
の内生量を LC-MS 解析により見積もったところ、エルゴステロールの約 7％程度存在している
ことが明らかとなった。このことは、Erg-Aspのようにステロールがアミノアシル化されること
で膜表面の電荷や親水性が変化し、菌に薬剤耐性を付与することなどが考えられる。また、Erg-
Aspがシグナル分子として働く可能性も考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ErdSによる Erg-Aspの生成 
 
２．研究の目的 
本研究では、新たに見出されたエルゴステロールアミノ酸誘導体が糸状菌においてどのような
生理機能を有しているのかを、黄麹菌 Aspergillus oryzae とコムギ赤カビ病菌 Fusarium 
graminearumを用いて明らかにすることを目的とした。まず、各々の糸状菌において erdS遺伝子
を破壊した ErdS欠損株を作製し、野生株と表現系を比べることで生理作用やどの分子経路に働
いているのかに関する知見を得ようと試みた。さらに、Erg-Aspと相互作用するタンパク質の探
索も試みた。また、F. graminearumにおいては Erg-Aspがコムギへの病原性に関与しているのか
どうかを調べた。一方、ErdS に含まれる DUF2156 が AspRS に付随せず単独で存在する遺伝子
ergSも見出され、ErgSの機能解析も試みた。 
 
３．研究の方法 
 Erg-Aspの生理機能を明らかにするために、Erg-Aspの欠損体である erdS破壊株の作製を行っ
た。A. oryzaeおよび F. graminearumにおいて、erdS遺伝子の上流と下流領域約 1000 bpに各々マ
ーカーである pyrG またはハイグロマイシン耐性遺伝子（Hph）をつなげたコンストラクトを作
製した。これらを用いて A. oryzae HiMe10株ならびに F. graminearum H3株をプロトプラスト PEG
法を用いた二重相同組換えにより形質転換し、栄養要求性またはハイグロマイシン薬剤選抜で
erdS破壊株を取得した。目的の遺伝子破壊は PCR により確認を行った。A. oryzae HiMe10 株の
ergS破壊株も同様に作製した。 
 CD寒天培地上に、EtOHのみに溶解させた Erg-Asp合成品を 0.001 mM、0.01 mM、0.1 mMの
濃度で塗布し、A. oryzae HiMe10株または A. nidulans A4株を植菌し形態を観察した。 
 Erg-Aspアフィニティーカラムの合成には市販の CarboxyLinkTM Coupling Resin（Thermo Fisher 
Scientific）および PierceTM NHS-Activated Agarose（Thermo Fisher Scientific）を用いた。前者は Erg-
Aspのカルボン酸とアミド結合を、後者は Erg-Glyのアミノ基とアミド結合を形成させるべく合



成を行った。 
 F. graminearumの感染実験にはコムギ品種 Chinese springを用いた。発芽後 3日目のコムギ子
葉鞘の先端 1-2 mmを切断し、切断面に分生子懸濁液（1.0 x 106 conidia/mL）を植菌し、25˚Cで
7日間培養し、病変部位を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) Erg-Aspのオートファジーへの関与について 
 Erg-Aspがオートファジーに関与しているかどうかを調べるために、A. oryzaeの野生株 RIB40
株を Czapek-Dox（CD）培地および窒素欠乏培地（CD-N）で培養し、得られた菌体から総脂質を
抽出し、HPLCにより Erg-Asp の定量を行った。その結果、CD-N 培地では Erg-Asp がほぼ完全
に消失することが確認された。次にオートファジー関連遺伝子である atg1 と atg8 の発現量を
RT-qPCR により測定し、野生株である HiMe10 株と erdS欠損株で比較を行った。その結果、ど
ちらにも発現量の差はみられなかった。さらに、オートファジーのマーカーとなる Atg8タンパ
ク質に GFP を融合した eGFP-atg8 を HiMe10 株および erdS破壊株に導入し発現させ、CD 培地
で培養した後、菌体を蛍光顕微鏡にて観察した。その結果、HiMe10株と erdS破壊株においてオ
ートファゴソームの量に大きな差は見られなかった。また、それぞれの株を CD-N培地で培養し
たところ、両株ともにオートファゴソーム量の増加が確認されたものの、両株間にオートファゴ
ソーム量の差はみられなかった。以上の結果より、Erg-Aspはオートファジーには関与していな
いことが示唆された。 
 
(2) erdS破壊株の表現系観察 
 A. oryzaeの erdS破壊株と HiMe10株を PD培地および CD培地でプレート培養し、形態を観察
した。その結果、CDプレート培養した菌体において、erdS破壊株では分生子の量が著しく減少
し、HiMe10 株の 4 割程度であった。さらに、erdS 破壊株においては菌核の形成が多数見られ、
菌核から培地へのメラニン色素の沈着も確認された。F. graminearumにおいても、erdS破壊株と
野生株である H3株をカルボキシメチルセルロース（CMC）液体培地で分生子形成を誘導して培
養を行ったところ、erdS破壊株において分生子量が野生株の 4割程度まで減少していた（図 2）。
以上の結果より、Erg-Aspは分生子形成ならびに菌核形成に大きく関与していることが明らかと
なった。このことから、Erg-Aspは糸状菌の生殖に関与していることが強く示唆された。糸状菌
の菌核形成には velvet complexと呼ばれるタンパク質複合体が制御に関わっていることが知られ
ているため、erdS破壊株において velvet complexに含まれる
タンパク質の遺伝子発現解析を行った。その結果、暗所で 5
日間培養した菌体において velvet complex の遺伝子の発現
に野生株との差はなかったものの、分生子形成に関わる
brlA、abaA、wetAの 3 遺伝子が erdS破壊株において優位に
発現低下していることが観測された。 
 さらに、erdS破壊株を種々のストレス条件下で培養したと
ころ、A. oryzae の erdS破壊株において高浸透圧ストレスへ
の耐性が上昇している傾向がみられた。一方、塩ストレスや
酸化ストレス、細胞壁の健常性については野生株と差は見ら
れなかった。 
                         図 2 F. graminearumにおける分生子量 
 
(3) ErgSの機能解析 
 ErdS とは別に、AspRS には付随していない DUF2156 単独のタンパク質をコードする遺伝子
ergSを見出した。ergSも erdS程ではないが Dikaryaに幅広く保存されている。ErgSの機能解析
を行うため、A. oryzae の ergS 遺伝子をクローニングし酵母での発現を行った。脂質抽出物を
LC/MS で解析したところ、エルゴステロールにグリシンがエステル結合したエルゴステリルグ
リシン（Erg-Gly）を生成していることが明らかとなった 2)。生成物の同定は、化学合成した Erg-
Glyと比較することで行った。 
 
(4) ergS破壊株の表現系観察 
 A. oryzaeの ergS破壊株と HiMe10株を PD培地および CD培地でプレート培養し、形態を観察
した。その結果、erdS破壊株と同様に CDプレート培養した菌体において、ergS破壊株では分生
子の量が著しく減少し、HiMe10株の 2割程度であった。さらに、ergS破壊株において erdS破壊
株と同様に菌核の形成が多数見られ、菌核から培地へのメラニン色素の沈着も確認された。以上
により、A. oryzae においては Erg-Gly は Erg-Asp とほぼ同様の生理活性を持つことが示唆され
た。 
 
(5) Erg-Aspの菌体外からの投与による表現系観察 
 Erg-Aspを 0.1 mM添加した培地において、A. oryzaeの分生子量が 40％増加することが明らか
となった。一方、A. nidulansでは 0.1 mMの Erg-Aspの添加により逆に分生子量が減少すること
が観察された。また、A. oryzaeに対して Erg-Glyを添加したところ、分生子および菌核形成の抑



制傾向が見られ、気中菌糸が過剰に形成された表現型が確認された。 
 
(6) アフィニティークロマトグラフィーによる Erg-Asp相互作用タンパク質の探索 
 Erg-Asp および Erg-Gly のアミノ酸部分をセファロースビーズと結合させたアフィニティーク
ロマトグラフィー用の担体の合成を試みた。得られたビーズを用いて A. oryzae より抽出したタ
ンパク質画分を供試したが、特異的な相互作用タンパク質は見出せなかった。さらに、ステロー
ルの側鎖部分をセファロースビーズに結合させた担体の合成も試みたが、合成がうまくいかな
かった。 
 
(7) F. graminearumのコムギ感染能への影響 
 F. graminearum の erdS 破壊株をコムギの子葉鞘へ感染させ、病変部位の大きさを比較したと
ころ、野生株と比べて erdS 破壊株では病変部位が有意に小さくなっていることが明らかとなっ
た（図 3）。これにより、Erg-Asp は植物病原菌の病原性に影響を及ぼすことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 F. graminearumのコムギへの感染能試験 
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