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研究成果の概要（和文）：イネいもち病菌の体細胞相同組換えを検証するために相同組換え検出系を構築した．本系を
導入したいもち病菌に対し，ケミカルストレス等を処理すると高頻度で相同組換えが生じること，またその条件につい
て明らかにした．非病原性遺伝子Avr-Pitaの遺伝的変異に相同組換えが関与していることを示した．メガヌクレアーゼ
I-Sce Iを用いて，DNA二本鎖切断を導入すると相同組換え頻度が上昇することを実証した．任意のゲノム部位に相同組
換えを導入するために，糸状菌型人工ヌクレアーゼの構築を行った．以上から，体細胞相同組換えによるゲノム変異は
本菌の病原性変異に寄与することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：To study somatic homologous recombination (HR) in Pyricularia oryzae, we created 
an HR detection system, using which we showed that somatic HR occurs at high levels in P. oryzae after 
treatment with several chemical agents. Somatic HR was also seen to be involved in the instability and 
diversification of the avirulence gene Avr-Pita in P. oryzae. We found that DNA double-strand breaks 
(DSBs) generated by the endonuclease I-SceI increased the frequency of ectopic HR in the genome of P. 
oryzae. To generate DSBs at a specific site in the desired locus within the P. oryzae genome, we designed 
and engineered nucleases called Platinum-Fungal TALENs. To summarize, genetic mutations caused by somatic 
HR in P. oryzae are responsible for the diversification of its virulence.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 イネいもち病菌は圃場において遺伝的変
異を繰り返し，抵抗性品種を打破する菌系が
出現することが知られている．本菌ゲノムに
おいて遺伝子破壊，転座，欠損，転写制御の
変化，エキソン置換等がその変異機構として
考えられている．我々はイネいもち病菌の遺
伝子ターゲッティング法に関する研究を進
める中で，本菌が感染過程を含む様々なスト
レス条件下において相同組換えにより，積極
的にゲノム再編を行っている可能性を見出
した．また，「菌糸融合が複数のレースの病
原性を併せ持つレースを出現させる」(野口
ら, 2006) という知見を元に，菌糸間融合と
準有性的組換えが生じた菌系において相同
組換えの寄与を検証することで，本菌の遺伝
的多様性に関する新知見の取得が期待され
た． 
 
２．研究の目的 
 イネいもち病菌の変異機構として「相同組
換え」に注目し，非病原性遺伝子の変異や準
有性的組換えによる遺伝子交換および伝達
における相同組換えの関わりについて検証
する．その方法として，相同組換えを簡便に
検出できる相同組換え検出系を用い，本菌に
おける相同組換えの諸条件を明らかにする．
DNA 二本鎖切断導入法の開発と相同組換え検
出系の改変によって，本菌の準有性的組換え
様式や非病原性遺伝子である Avr-pita 遺伝
子配列の変異について検証する．以上から，
イネいもち病菌の迅速な変異の原動力とし
て相同組換えが大きな役割を担っているこ
とを立証することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1)イネいもち病菌における相同組換え検出
系の最適化 
 YFP::BSD融合マーカーを用いたTG-RS相同
組換え検出系(図 1)を導入したイネいもち病
菌を作出し，サザン解析に各マーカーのコピ
ー数を調べた．本菌株より得られた分生子や
菌糸に対し，一次代謝阻害薬剤やゲノム損傷
試薬を用いた様々なストレス処理により，
YFP 蛍光とブラストサイジン(BS)耐性によっ
て，ゲノム内で生じる相同組換えをリアルタ

イムかつ非破壊的に検出して評価した．本検
出系が相同組換えを検知できる条件を明確
にするために，ストレスの種類やアッセイに
適した生育ステージ，相同組換えに必要な供
与体配列および受容体配列の長さ，両配列の
コピー数などの諸条件を検討した． 
(2)相同組換え検出系を利用した準有性的組
換えの検出 
 相同組換え検出系として構築した TG 受容
体配列(ハイグロマイシン耐性遺伝子導入
株)と RS 供与体配列(ビアラフォス耐性遺伝
子導入株)のそれぞれを単独導入した菌株を
樹立し，(1) TG 株と RS 株を様々な条件で液
体混合培養後に BS 選抜プレート上に塗布す
る，(2) TG 株と RS 株間の対峙培養を行い，
菌糸が交わった領域を切り出し，BS 選抜プレ
ートに置床するなど準有性的組換えが生じ
る条件の検討を行い，薬剤選抜と相同組換え
による YFP 蛍光の出現について調査した． 
(3)Avr 組換え検出系を用いた非病原性遺伝
子の変異 
 非病原性遺伝子である Avr-pita 配列を受
容体配列として，対応する供与体配列を人工
DNA 配列(Avr 供与体配列)として構築後，い
もち病菌北-1 株に形質転換した．この供与体
配列は不活性化した Avr-pita 配列内に，解
析用の制限酵素認識配列を付加してある．供
与体配列の導入コピー数はサザン解析によ
り調べた．供与体配列を導入した各菌株は非
親和性品種ヤシロモチに噴霧接種を行った．
接種葉上の病斑の有無による病原性の確認
と病斑部より単菌糸または単胞子分離して
得た菌株よりゲノム抽出を行い，PCR-RFLP 解
析を行った． 
(4)DNA 二本鎖切断導入系の構築 
 超低頻度切断の制限酵素 I-Sce I の認識配
列(18bp)を受容体配列内に導入し，糸状菌用
I-Sce I による DNA 二本鎖切断導入系の構築
を行った．I-Sce I 遺伝子はイネいもち病菌
のコドン出現頻度に最適化した後，プラスミ
ドによる一過性発現またはゲノムへの挿入
によって DNA 二本鎖切断の導入を行った． 
 糸状菌型人工ヌクレアーゼ Platinum 
Fungal TALENs(PtFg TALEN)の構築は，広島
大学の山本卓教授，佐久間哲史講師らとの共
同研究により実施し，各モジュールはイネい
もち病菌のコドン出現頻度に最適化した． 
 
４．研究成果 
(1)相同組換え検出系を用いた組換え最適条
件の検討 
 相同組換え検出系を導入した菌株を用い
て相同組換えが生じる諸条件について，本菌
の相同組換えが誘導されるストレスの種類
や生育ステージ，ゲノム中の両配列のコピー
数などの検討を行い，諸条件の洗い出しを行
った．また，相同組換えに必要な供与体配列
および受容体配列の長さについて，約 15 bp
間隔でサイレント変異を印として挿入した
相同配列を用いることで，本菌の相同組換え



が切断部位近傍において生じ易いことを見
出した． 
(2)相同組換え検出系を利用した準有性的組
換えの検出 
 TG 受容体配列と RS 供与体配列を各々を導
入した菌株を複数系統準備して，それぞれ対
峙培養または液体混合培養を行い，薬剤選抜
と相同組換えによるYFP蛍光の出現を調査し
た．その結果，3 系統の組合せにおいて YFP
蛍光が確認されたが，同じ系統の組合せによ
って再現性を得るに至らなかった．また，YFP
蛍光が得られた菌株において，組換え部位を
解析したところ明瞭な痕跡を確認できなか
ったことから，本系で準有性的組換えを検出
するためには，菌糸融合(Anastomosis)によ
る 2核共存(Heterokaryosis)状態を確実にモ
ニターできる実験デザインと条件検討が必
要であることが分かった．現在，赤色系蛍光
タンパク質を用いて2核共存を検出できる検
出系への再構築を行っている． 
(3)Avr 組換え検出系を用いた非病原性遺伝
子の変異 
 内生の Avr-pita と新たにゲノムへ挿入し
たAvr供与体配列間で相同組換えが生じたか
どうかについて，非親和性品種ヤシロモチへ
の接種試験により検定した．接種葉上の病斑
の有無による病原性の確認と分離菌の遺伝
子解析によって，元々ゲノム上に存在してい
た非病原性遺伝子に変異が生じたことを実
証し，相同組換えによる変異を確認した． 
(4)DNA 二本鎖切断導入系の構築 
 高頻度の相同組換えを誘導するために，
I-Sce I 認識配列を受容体配列内に導入し，
糸状菌用 I-Sce I による DNA 二本鎖切断導入
系の構築を行った．I-Sce I実験系において，
相同配列を持たない系統はDNA二本鎖切断の
導入により広範囲 (約 4,000 bp 〜) の欠失
が高い割合で生じるのに対して，相同配列を
有する系統では欠失の割合が減少し，大幅に
相同組換え修復の割合が上昇することを明
らかにした． 
 I-Sce I 導入系を受け，トランスポゾン近
傍など任意配列にDNA二本鎖切断を導入する
ために，PtFg TALEN の構築を行った．本系に
よる標的遺伝子の破壊を確認するため，シタ
ロン脱水素酵素遺伝子(SDH)を標的として，
SDH 上流および下流の領域間に薬剤耐性遺伝
子を挿入した SDH破壊ベクターと PtFg TALEN
を本菌へ共導入した．得られた薬剤耐性菌ゲ
ノムを解析したところ，すべての薬剤耐性菌
において標的遺伝子が薬剤選抜マーカーと
置換されていた．この結果は相同組換えを介
した標的遺伝子置換効率が極めて高いこと
を示し，本菌の通常の遺伝子置換効率と比べ，
大幅にその効率の向上に成功した． 
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