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研究成果の概要（和文）：本研究では、付着器底部に生成される活性酸素の生成源となるNADPH oxidase (Nox)遺伝子
の機能解析を行った。NoxはNoxAおよびNoxBの２コピーが存在し、NoxBのみが宿主侵入に関わっていた。Noxの発現パタ
ーン、細胞内局在性、ポラリソーム形成への影響などについて評価したところ、NoxBは付着器形成に伴って発現誘導さ
れ、付着器にそのタンパク質局在が認められた。また、noxBの欠損に伴い、付着器におけるアクチンの集積様式が攪乱
された。さらに、Noxと相互作用するRacAの機能解析を行い、racAを欠損することにより、菌糸生育に多面的な異常が
認められ病原性も喪失していた。

研究成果の概要（英文）：This study was evaluated the functional mechanism of NADPH oxidase (Nox) during ho
st penetration. In black spot disease, two Nox homologues, NoxA and NoxB are present and only the NoxB was
 involved in host penetration. Therefore, we evaluated the expression pattern and localization of Nox(s). 
The expression of Nox were induced during spore germination. NoxB protein was localized at the appressoriu
m. The disruption of noxB resulted in disorder of actin accumulation at the appressorium. Moreover, NoxB w
as interacted with RacA. The disruption mutant of racA was affected multiple hyphal growth stages and lost
 pathogenicity. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
植物病害の防除戦略を考える上では、病原

体の感染戦略すなわち病原性発現機構を理
解する必要がある。これまでに多くの研究者
により、病原性に関わる遺伝子について多く
の研究成果が得られている。変異体ライブラ
リーなどの解析より、病原性喪失菌株が多数
見出されているが、それらの多くは、病原性
ばかりではなく、形態形成や増殖能力など多
面的な影響を及ぼしているものが多く、直接
的な病原性関与遺伝子とは言い難いものが
多い。 
 我々は、普遍性の高い病原性因子を明らか
とするために、植物病原糸状菌が胞子より宿
主植物へ感染する過程について、３つのステ
ージに区分して解析を行ってきた。すなわち、
（１）宿主葉上で胞子が発芽する間に宿主表
面へ強固に接着する過程、（２）病原体の菌
糸先端領域が形態変化し宿主細胞へ侵入す
る過程、（３）侵入した病原体菌糸が宿主植
物との相互作用により感染を成立させる過
程、である。 
本研究で着目した、宿主植物への侵入過程

については、付着器の形成能力に着目した研
究事例が多い。我々は、付着器形成とは異な
る視点より解析を試みている。ナシ黒斑病菌
の菌糸先端領域では活性酸素種（ROS）が生
成されていることが明らかとなり、その局在
性を電子顕微鏡で明らかにしたところ、付着
器直下の病原菌と宿主植物の接点において
特異的に ROS が生成されていた。このことよ
り、宿主侵入の際に ROS の生成が重要である
ことが示唆され、アスコルビン酸や NADPH
オキシダーゼ（Nox）阻害剤などを用いて ROS
を消去したところ、病斑形成能力が喪失した。
我々は、宿主侵入に関わる病原性因子として、
ROS にスポットを当て、ROS 生成に関わる遺
伝子 Nox の機能解析を進めた。 
 
２．研究の目的 

Nox の機能解析を進めた結果、ナシ黒斑病
菌には Nox が 2 コピー（NoxA, NoxB）存在
し、その中でも、NoxB のみが宿主侵入に関
与していることが明らかとされた。さらに、
Nox を機能破壊すると、菌糸分岐頻度が増加
し、菌糸の極性に影響を及ぼすことが考えら
れた。ここで、４つの新たな疑問が生じた。
（１）NoxA と NoxB は、それぞれ異なる ROS
生成複合体を構成しているのか？（２）Nox
遺伝子とその他 ROS 生成複合体構成因子の
発現はどのように制御されているのか？
（３）先端領域複合体ポラリソームと ROS
生成複合体は共存するのか？（４）それぞれ
の複合体は病原性を発揮する際にどのよう
なダイナミクスが働くのか？である。 
 本研究においては、これら疑問を解明する
ために、菌糸先端領域の各種複合体の局在性
のダイナミクスと、それら構成因子の遺伝子
発現パターンについて解明し、病原性発現機
構の重要なポイントである宿主侵入能力を

生み出す仕組みを明らかとする。 
 
３．研究の方法 
（１）racA 遺伝子破壊株の特性評価 
 Nox と相互作用し、それらの機能調節を行うと
考えられる RacA のホモログをナシ黒斑病菌より
単離し、それを破壊した変異株の表現型を評価
し、RacA の機能解析を行う。 
 
（２）NoxA, NoxB, RacA 遺伝子の発現パターン
の解明 
 ROS生成に関わるNoxA, NoxBはそれぞれ菌
糸分岐の制御に関わっていたが、NoxB のみ
が宿主侵入に関与していた。それぞれの Nox
遺伝子が異なる発現制御下にあるのか明ら
かとする。さらに、これら Nox と結合し、機
能調節を行っていると考えられる RacA につ
いてもその発現パターンを評価した。本研究
では、胞子発芽菌糸と栄養生長菌糸という異
なる発生段階と、セルロース人工膜上および
宿主植物という異なる基質条件、さらに富栄
養・貧栄養条件で生育した菌糸を採集し、
RNA抽出を行った。得られたRNAより cDNA
を合成し、定量的 RT-PCR を行った。 
 
（３）NoxA, NoxB 遺伝子産物の局在性評価（蛍
光顕微鏡レベル） 
 NoxA および NoxB 遺伝子産物の発現パター
ンおよび局在性を明らかとするために、それ
ぞれの Nox 遺伝子の C 末端領域に GFP 等の
蛍光タンパク質遺伝子をつないだNoxレポー
タープラスミドを作製し、それぞれのプラス
ミドを NoxA, NoxB それぞれの欠失変異体へ
導入した。それぞれのNox蛍光標識変異体が、
それぞれの欠失変異形質を相補し、野生株の
Nox と同様の機能を有しているのか確認する。
得られたNox蛍光標識変異体を胞子発芽させ、
蛍光顕微鏡観察を行うことで、NoxA, NoxB
がどのような局在性を示すのか評価した。 
 
（４）光学顕微鏡による O2

−，H2O2シグナルの
検出 

O2-の検出は，試料を 0.05% nitro blue 
tetrazolium （NBT）を含む 0.05M リン酸
緩衝液（pH 7.5）に浸漬し，1 時間静置させ
た．試料がナシ葉の場合にのみエタノール：
酢酸溶液による脱色を行い，50%グリセロー
ル溶液でスライドグラスに封入し，光学顕微
鏡により観察を行った．H2O2の検出は，試
料を 0.1% 3，3'-ジアミノベンジジンテトラヒ
ドロクロライド（DAB）を含む DW に浸漬
し，8 時間静置した後に観察した．  
 
（５）透過型電子顕微鏡による H2O2 シグナル
の検出 
電子顕微鏡下でのH2O2の検出はBestwick 

et al.（1997）の方法に従い行った．5mM 
CeCl3を減圧浸透後に 1 時間反応させた後に
化学固定を行い、Spurr 樹脂に包埋重合させ
た．重合したブロックは，超薄切片を作製し，



透過型電子顕微鏡観察を行った． 
 
（６）アクチン結合性ペプチド LifeAct-EGFP，
LifeAct-TagRFPを用いたアクチン局在性解析 

PtrpC プロモーター制御下において
LifeAct-EGFP を発現させることで，細胞内
のアクチンの可視化を試みた．ナシ黒斑病菌
の LifeAct 配列については，Neurospora 
crassa のコドン使用頻度に最適化した
LifeAct のオリゴヌクレオチド配列，
5’-ATGGGCGTCGCTGACCTCATCAAGAA
GTTCGAGTCCATCTCCAAGGAGGAG-3’，
を合成した．この配列と蛍光タンパク質を融
合させるために、In Fusion HD Cloning Kit
を用いた．蛍光タンパク質プラスミドとして
pEGFP75 ， pTagRFP を 用 い ，
pReAaLifeact-EGFP，pReAaLifeact-TagRFP を
得た．セルロース膜にそれぞれ野生株及び各
変異株の胞子懸濁液を接種し，培養した試料
をカバーガラスに載せ，上からカバーガラス
で閉じて共焦点レーザー走査型顕微鏡を用
いて生細胞観察を行った．FITC，EGFP, 
FM4-64 の蛍光を観察するために 488nm、
TagRFP の蛍光を観察するために，559nm の
の波長を発振するレーザー光を使用した．  
 
４．研究成果 
（１）RacA の病原性・菌糸生育に及ぼす影響 
 RacA の破壊変異株を相同組み換え法によ
り作出し、形態形成について調査を行った．
ΔracA 変異株は，著しく栄養菌糸の生長速度
が減退した．さらに，ΔracA 変異株の胞子発
芽体に発芽管出現数の増加，菌糸分岐頻度の
増加が認められた．ΔracA の接種試験を行っ
たところ，熱処理長十郎ナシ葉への病原性の
喪失が認められ，さらに，ΔracA を熱処理感
受化ナシ葉に有傷接種した場合においても，
病斑は全く形成されなかった（図１）． 

図 1．racA 破壊
株の病原性．左: 
無 傷 接 種 、 右 : 
有傷接種、＋病
原菌あり、－病原
菌なし． 

 
（２）感染時における NoxA，NoxB，RacA の
転写量の増加 
 栄養菌糸，セルロース膜に接種された胞子
発芽体，ナシ葉に接種された胞子発芽体にお
ける各 Nox 及び RacA の転写量を定量的
RT-PCR を用いて調査した．その結果，セル
ロース膜及びナシ葉への感染時に発現が誘
導されていることが示された．また，栄養生
長時及び感染時に NoxA が NoxB より多く転
写されていること，さらに NoxA 及び NoxB
はセルロース膜への感染時に顕著に発現が
誘導されることが示された．また、RacA の
発現は，セルロース膜及びナシ葉への感染時
に発現が誘導されていることが示された．ま
た，NoxA 及び NoxB とは異なり，RacA の

発現量はセルロース膜及びナシ葉への感染
時において同程度であった． 
 
（３）NoxA, NoxB, RacA の局在性解析 
 プロモーター領域を含むそれぞれの遺伝子と
蛍光タンパク質を融合させたプラスミド
pReAaNxA-mCherry，pReAaNxB-mCherry ，
pReAaEGFP-RcA を，それぞれ欠失変異株Δ
noxA，ΔnoxB，ΔracA のプロトプラストに
導入した。変異株は欠失変異株の表現型を相
補したことより、レポーター遺伝子は野生型
と同じ機能を有していることが確認された。 
栄養生長時の菌糸に NoxA-mCherry 及び
NoxB-mCherry の局在は認められなかった
（図２）．セルロース膜上における
ΔnoxA::NoxA-mCherry，ΔnoxB::NoxB-mCherry
の胞子発芽体では，それぞれの付着器，及び
その周囲の細胞に NoxA-mCherry，
NoxB-mCherry の局在が認められた（図２）．
なお，ナシ葉上における胞子発芽体では，Δ
noxB::NoxB-mCherry の付着器のみに
NoxB-mCherry の局在が認められた（図２）． 

図 2．NoxA, NoxB, RacA レポーター変異株に
よる局在性解析．A: NoxA の局在、B: NoxA の
局在、C: RacA の局在（上段：栄養菌糸、中段：
セルロース膜、下段：ナシ葉）． 
 
 EGFP-RacA の蛍光は，栄養生長時のΔ
rac::EGFP-RacA の菌糸全体に認められるも
のの，菌糸先端及び隔壁に特に強い局在が認
められた（図２）．セルロース膜上及びナシ
葉上における胞子発芽体では，菌糸全体の細
胞質及び小胞膜に均一なEGFP-RacAの局在
が認められ，菌糸先端及び付着器に特異的な
局在は認められなかった（図２）． 
 
（４）ナシ黒斑病菌における侵略力の重要性 
こ れ ま で の 結 果 よ り ， Δ noxB 及 び
ΔnoxAnoxB において宿主特異的毒素の分泌
が認められているにも関わらず，20 世紀ナシ
への病原性の喪失が示された．そこで，非感
受性である長十郎ナシ葉に接種された野生



株の付着器，及び 20 世紀ナシ葉に接種され
た非病原性株 O-94 の付着器及び貫穿菌糸周
辺を透過型電子顕微鏡により比較観察した．
それぞれ非親和性であり病斑は形成されな
いが，それぞれの付着器共に，葉のクチクラ
層を突破し，ペクチン層とセルロース層の境
界辺りまで貫穿菌糸を伸長させていること
が明らかとなった（図３）．一方で，ナシ葉
に接種されたΔnoxB の貫穿菌糸は，クチク
ラ層とペクチン層の境界辺りで停止してい
ることが示された（図３）．一方、 AK 毒素
を添加した非病原性の O-94 株の胞子懸濁液
を 20 世紀ナシ葉に接種すると，その付着器
は侵入に成功するという報告がある．さらに，
野生株及び ΔnoxA を接種された 20 世紀ナシ
葉及び長十郎ナシ葉では共にパピラの形成
が誘導されることに対し，ΔnoxB の接種で
は両ナシ品種においてパピラが形成されな
いことが示され，病原菌にとって重要な侵略
力を生み出すために重要な因子であること
が示された（図３）． 

図 3．侵入力発揮における NoxB の重要性．A: 
noxB 破壊株接種、非感受性植物への野生株接
種、毒素非生産菌接種における付着器断面の
電子顕微鏡像（pc: ペクチン層、pa: パピラ）、B, 
C: 感受性・非感受性植物への各変異株接種に
おけるパピラ形成写真（左：明視野、右：蛍光視
野）、およびパピラ形成頻度． 
 
（５）光学顕微鏡を用いた付着器におけるROS
生成の評価 
NBT を用いてスーパーオキサイドアニオン
の検出を試みたところ，ナシ葉に接種された
野生株及び ΔnoxA の侵入菌糸を伴う付着器
に青色の強い陽性反応が生じる一方で，Δ
noxB 及び ΔnoxAnoxB の付着器に弱い NBT
陽性反応が生じる傾向が認められた．タマネ
ギ表皮及びセルロース膜に接種された付着
器では，野生株と各 Δnox 変異株の間に有意
な NBT 染色性の差は認められなかった． 
 DAB を用いて過酸化水素の検出を試みた
結果，ナシ葉に接種された野生株及び ΔnoxA
の侵入菌糸を伴う付着器に褐色の陽性反応
が生じる一方で，ΔnoxB 及び ΔnoxAnoxB

の付着器に陽性反応は認められなかった（図
４）．しかし、意外なことに，タマネギ表皮
及びセルロース膜に接種された野生株及び
ΔnoxA の付着器は侵入に成功しているもの
の，それら付着器に DAB の陽性反応は認め
られなかった（図４）． 

図 4．各種基質上における活性酸素の生成．A: 
ナシ葉接種、B: タマネギ接種、C: セルロース
膜接種． 
 
（６）蛍光融合 LifeAct による栄養菌糸及び付
着器におけるアクチン配向の可視化 
15A::LifeAct-EGFP 及びΔnoxB::LifeAct-EGFP
の菌糸先端では，先端に１つのアクチン集合
体，また先端側部に複数のアクチン集合体が
認められ，大きな違いは認められなかった
（図５）．一方で，ΔracA::LifeAct-EGFP の
菌糸先端では，先端に複数のアクチン集合体
が認められたが，また先端側部にアクチン集
合体は認められなかった（図５）． 
 15A::LifeAct-TagRFP の付着器では，アク
チンが１箇所に集積して観察された（図５）．
一方、ΔnoxB::LifeAct-TagRFP の付着器で
は，アクチンは集積せずに散在して観察され
た（図５）． 

図 5．noxA, noxB, racA 変異株におけるアクチ
ン配向性．A: LifeAct-GFP を用いた局在性解析、
B: LifeAct-TagRFP を用いた局在性解析． 
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