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研究成果の概要（和文）：イネいもち病菌を用いて環境応答情報伝達系を攪乱することにより、ネクトリアピロン類と
テヌアゾン酸の生産誘導を可能にした。一方、エピジェネティック制御化合物はこれらの二次代謝産物の生産誘導を引
き起こさなかった。テヌアゾン酸の生産誘導は糸状菌二次代謝のグローバル制御因子を介していることが明らかとなっ
た。ネクトリアピロン類とテヌアゾン酸の生合成遺伝子を同定し、これら化合物がイネいもち病菌感染に必須ではない
こと及びテヌアゾン酸がイネいもち病防除効果を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By disturbance of the signal transduction systems for environmental signals, we 
have enabled induced production of nectriapyrones and tenuazonic acid in the rice blast fungus. In 
contrast, epigenetic control compounds could not cause induced production of these secondary metabolites. 
We found that the induced production of tenuazonic acid is caused via a LaeA ortholog, a global regulator 
of fungal secondary metabolism. We have succeeded in identifying the biosynthetic gene for nectriapyrones 
and tenuazonic acid and revealed that these compounds are not essential for infection of the rice blast 
fungus. Tenuazonic acid showed rice blast disease suppression activity.

研究分野：応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 糸状菌はペニシリンやスタチン等、二次代
謝産物の宝庫である。糸状菌ゲノムの相次ぐ
解読により、糸状菌は当初の予想より遙かに
多くの二次代謝遺伝子を持つことが明らか
になったが、大部分は実験室条件では発現し
ない休眠遺伝子であり、利用できない。休眠
遺伝子覚醒が可能になれば、天然化合物のレ
パートリーを劇的に増やし、医薬や農薬の開
発を促進できる。また、糸状菌が潜在的に生
産可能な二次代謝産物を見出すことは、棲息
する環境中でのサバイバルメカニズムの解
明と糸状菌コントロールへの応用に役立つ。
本研究では、休眠二次代謝遺伝子を強制的に
覚醒させ、利用・解析可能にするアプローチ
を提案した。 
 
２．研究の目的  
(1) 糸状菌の環境応答を攪乱し、休眠二次代
謝遺伝子クラスターを強制的に覚醒させる 
①二成分情報伝達系因子撹乱で休眠遺伝子
覚醒し、代謝物変化を明らかにする。 
②主要な環境応答情報伝達系因子である MAP
キナーゼの情報伝達系攪乱で休眠遺伝子覚
醒し、代謝物変化を明らかにする。 
③光応答情報伝達系因子（LaeA）攪乱で休眠
遺伝子覚醒し、代謝物変化を明らかにする。 
④化合物処理により環境応答攪乱し、休眠遺
伝子覚醒する。 
 
(2) 覚醒させた二次代謝遺伝子クラスター
が生産する化合物の構造を明らかにする 
①上記の様々な方法で休眠遺伝子覚醒し、蓄
積させた代謝物の構造を明らかにする。 
②蓄積した代謝物がどの二次代謝遺伝子ク
ラスターで生産されるかを明らかにする。 
 
(3) 休眠二次代謝遺伝子クラスター発現制
御メカニズムを明らかにする 
①二次代謝遺伝子クラスター覚醒化合物が
取得できた場合は、作用機構に関する知見を
得る。 
②環境応答攪乱による休眠遺伝子覚醒が、染
色体レベルのエピジェネティック制御によ
りなされているかどうかを明らかにする。 
③環境応答攪乱による休眠遺伝子覚醒が、進
化的に離れた糸状菌でも可能かどうか明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 糸状菌の環境応答を攪乱し、休眠二次代
謝遺伝子クラスターを覚醒させる（担当：本
山） 
 休眠二次代謝遺伝子クラスターを覚醒さ
せるために、環境応答情報伝達系因子の遺伝
子操作と天然化合物処理を行う。既にいくつ
かの遺伝子操作株で、新たな代謝物を作るよ
うになることを見出しているが、それらの解
析を進めるとともに新たな条件での休眠遺
伝子覚醒をおこなう。 

 
(2) 覚醒させた二次代謝遺伝子クラスター
が作る化合物を明らかにする（担当：本山、
廣田） 
 遺伝子操作と天然化合物処理により覚醒
させた遺伝子クラスターが何を生産するか
明らかにする。蓄積量が多くない場合は、イ
ネいもち病菌の主要な二次代謝産物である
メラニンの生合成遺伝子を破壊したクリー
ンホスト（作成済）を用いて、代謝物の精製
を容易にする。化合物の構造決定は NMR 構造
解析のエキスパートである廣田（研究分担
者）が担当する。 
 
(3) 休眠二次代謝遺伝子クラスター発現制
御メカニズムの解析（担当：本山） 
 天然化合物による休眠遺伝子覚醒では、覚
醒メカニズムが不明であるため、まず天然化
合物の作用機構の解析を行う。更に環境応答
攪乱による覚醒が染色体レベルのエピジェ
ネティック制御によるものであるかどうか
明らかにして、最後に覚醒メカニズムの一般
性について解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 二成分情報伝達系攪乱による二次代謝
産物生産誘導 
①ネクトリアピロン生産誘導と生合成遺伝
子同定 
 モデル植物病原糸状菌であるイネいもち
病菌を用いて、環境応答に関与する二成分情
報伝達系因子の遺伝子破壊株を作製し、環境
応答攪乱による二次代謝産物生産誘導が可
能かどうかを検討した。真核生物の二成分情
報伝達系はヒスチジンキナーゼ、リン酸リレ
ーを仲介する HPt、レスポンスレギュレータ
ーの 3成分からなる。HPt 遺伝子 MoYPD1 を破
壊することにより二成分情報伝達系を攪乱
して、二次代謝産物生産への影響を解析する
ことにした。ただし、HPt 遺伝子破壊により
下流の p38 MAP キナーゼ（p38 MAPK）OSM1 が
常時活性化されて致死的になることが予想
されたため、OSM1 の遺伝子破壊株 Δosm1 を
作製した後に、HPt 遺伝子破壊を行い、二重
遺伝子破壊株 Δosm1 ΔMoypd1 を作製した。
この HPt 遺伝子破壊株を用いて、二次代謝産
物の解析を行った。HPt 遺伝子破壊株の培養
液中で二つの代謝産物の生産が誘導されて
いることを見出した。これらの代謝産物を精
製して、質量分析及び NMR による構造決定を
行った。一つは、イネいもち病菌と近縁の植
物内共生菌（エンドファイト）等での生産が
報告されているポリケタイド化合物ネクト
リアピロンであり、もう一つはその水酸化類
縁体で新規物質である水酸化ネクトリアピ
ロンであることが明らかとなった（図 1）。ネ
クトリアピロンの生産をイネいもち病菌で
確認したのは初めてである。以上の結果から、
環境応答攪乱による二次代謝産物生産誘導
が可能であることが明らかとなった。DNA マ



イクロアレイ等を用いた解析により、これら
化合物の生合成遺伝子クラスターを同定す
ることに成功した。ネクトリアピロン類の生
合成遺伝子クラスターを同定したのは初め
てである。今後、イネいもち病菌やエンドフ
ァイトにおけるネクトリアピロンの役割に
ついての解析が可能になる。 
 
 
 
 
 
 
図 1 ネクトリアピロン類の化学構造 
 
②テヌアゾン酸生産誘導と生合成遺伝子同
定 
 二成分情報伝達系で働く p38 MAPK の遺伝
子破壊あるいは DMSO 処理によりポリケタイ
ド-非リボソームペプチド融合化合物テヌア
ゾン酸が生産誘導されることを見出した（図
2）。テヌアゾン酸は Alternaria 属糸状菌等
が生産するかび毒として知られており、タン
パク質合成を阻害する。DNA マイクロアレイ
等を用いた解析によりテヌアゾン酸の生合
成遺伝子クラスターを同定することに成功
した。テヌアゾン酸生合成遺伝子は新たなタ
イプの二次代謝産物生合成酵素をコードし
ていた。テヌアゾン酸は 1957 年の発見以来
かび毒として注目されてきた化合物である
が、生合成遺伝子クラスターを同定したのは
初めてである。テヌアゾン酸生合成遺伝子の
ホモログは様々な糸状菌ゲノム中から見出
される。テヌアゾン酸生合成酵素は新規のド
メイン構造を持つユニークな酵素であるこ
とから、今後、様々な糸状菌由来のホモログ
遺伝子を用いることで、新規のテヌアゾン酸
類縁化合物を取得できる可能性がある。 
 
 
 
 
 
図 2 テヌアゾン酸の化学構造 
 
(2) MAPK情報伝達系攪乱による二次代謝産物
生産誘導 
 二つの MAPK 遺伝子（PMK1、MPS1）の遺伝
子破壊株及び大量発現株を作製し、代謝物を
解析した結果、両遺伝子とも大量発現株でテ
ヌアゾン酸の生産誘導が認められ、これらの
MAPK の二次代謝制御への関与が明らかとな
った。今後、RNA-seq 等による解析を行うこ
とにより、様々なテヌアゾン生産誘導条件の
間の詳細な比較が可能になる。 
 
(3)化合物による二次代謝産物生産誘導 
①レポーター系を用いた二次代謝活性化化
合物探索 
 休眠遺伝子覚醒を行う活性を持つ化合物

を探索するために、二次代謝産物生合成の鍵
遺伝子のプロモーターを用いたGUSレポータ
ー株を 6種類作製した。PKS-NRPS 遺伝子プロ
モーターを用いたGUSレポーター株を用いた
約400化合物からの活性化化合物探索ではヒ
ット化合物が得られなかった。更に、高レベ
ルで発現するPKS 遺伝子MGG_10912のプロモ
ーターを用いた GUS レポーター株の解析で、
イネいもち病菌でのGUSレポーター系の感度
が低いことが明らかになった。以上の結果か
ら、イネいもち病菌は GUS レポーター系を用
いた探索には向かないことが示唆された。 
②化合物アレイを用いた二次代謝活性化化
合物探索探索 
 理研天然化合物バンク NPDepo の約 3 万化
合物の中から化合物アレイによる探索によ
り p38 MAPK と HPt に対する結合化合物を取
得した。p38 MAPK 結合化合物がテヌアゾン酸
生産誘導活性を示すことを見出した。これら
の化合物は、他の糸状菌で二次代謝産物生産
誘導を引き起こすことができる可能性があ
る。 
 
(4) 二次代謝産物の生産制御メカニズムの
解析 
①エピジェネティック制御との関連の解析 
 二成分情報伝達系攪乱によるネクトリア
ピロンやテヌアゾン酸の生産誘導とエピジ
ェネティックな制御との関連を解析するた
めに、野生型株をヒストン脱アセチル化酵素
阻害剤（SAHA）や DNA メチル化阻害剤
（5-azacytidine）で処理したが、生産誘導
は認められなかった。この結果から、二成分
情報伝達系攪乱株では、これらの化合物によ
る生産誘導とは異なるメカニズムで二次代
謝産物が生産誘導されていることが示唆さ
れた。 
②糸状菌二次代謝のグローバルレギュレー
ターとの関連の解析 
 糸状菌二次代謝のグローバルレギュレー
ターLaeA のテヌアゾン酸生産誘導への関与
を解析するため、イネいもち病菌のオルソロ
グ遺伝子 LAE1 を破壊したところ DMSO 処理に
よるテヌアゾン酸生産誘導が起こらなくな
り、大量発現させたところ DMSO 非存在下で
も生産誘導が起こるようになり、テヌアゾン
酸生産への LAE1 の関与が明らかになった。
p38 MAPK 遺伝子（OSM1）破壊株でのテヌアゾ
ン酸生産誘導への LAE1 の関与を解析するた
めに、OSM1 と LAE1 の二重遺伝子破壊株を作
製したところ、この株ではテヌアゾン酸の生
産誘導が起こらなくなり、p38 MAPK 遺伝子破
壊によるテヌアゾン酸生産誘導は LAE1 を介
して起きていることが明らかになった。p38 
MAPK が LaeA オルソログの制御に関与してい
ることは現在まで報告がない。今後、更に詳
細な解析を行うことにより、糸状菌の二次代
謝制御メカニズム解明に貢献できると考え
る。 
 



(5) 生産誘導された二次代謝産物の機能の
解析 
 ネクトリアピロン及びテヌアゾン酸の生
合成遺伝子破壊株ではいずれもイネに対す
る病原性の低下が認められなかった。この結
果から、ネクトリアピロンとテヌアゾン酸は
イネいもち病菌の病原性には必須ではない
ことが示された。テヌアゾン酸の生理活性を
更に解析するため、バクテリア及び菌類に対
する抗菌活性を評価したが、特に強い活性を
示すことはなかった。一方、イネいもち病菌
とテヌアゾン酸を同時にイネに散布すると、
イネいもち病菌のイネに対する感染能の低
下が観察された。これらの結果から、テヌア
ゾン酸はイネいもち病菌の生育を阻害せず
に、感染を阻害する効果を持つことが示唆さ
れた。今後、テヌアゾン酸の生産を制御する
ことにより、イネいもち病菌の感染を制御す
ることができるようになる可能性がある。 
 
(6) 二次代謝制御メカニズムの一般性の解
析 
 イネいもち病菌以外の糸状菌であるテル
ペンドール生産菌とシラクタエン生産菌で
LaeA オルソログの遺伝子破壊を行うと、それ
ぞれテルペンドールとルシラクタエンの生
産が消失した。この結果から、テルペンドー
ルとルシラクタエンはテヌアゾン酸と同様
に LaeA オルソログにより生産制御されてい
ることが明らかとなった。次に、テルペンド
ール生産菌で p38 MAPK 遺伝子を破壊したと
ころ、テルペンドール生産が低下し、イネい
もち病菌で p38 MAPK 遺伝子破壊を行うとテ
ヌアゾン酸の生産誘導が引き起こされるの
とは対照的な結果になった。また、ルシラク
タエン生産菌において、ハイグロマイシン B
がルシラクタエンとメラニンの生産を誘導
することを見出した。ハイグロマイシン Bは
イネいもち病菌においても、メラニン等の生
産を誘導した。以上の結果より、二次代謝産
物生産制御メカニズムには共通の部分と共
通ではない部分があることが明らかになっ
た。 
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