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研究成果の概要（和文）：植物の内部で共生的に生育する微生物はエンドファイトと総称されている。イネ科牧草の細
胞間隙に共生するEpichloe/Neotyphodium属エンドファイトは、植物を病害虫から守る様々な生理活性物質を生産する
。本研究では、植物を守る活性の強い菌株を作出する方法を確立する事を最終目的として、エンドファイトの進化機構
の解明を目指した。その結果、異種エンドファイトの菌糸が会合した際に、菌糸融合、核の移行および核の融合が発生
し、新たなhybdid菌株が出現した。hybdid株は、親株由来の多様な性質を持っており、疑似有性生殖様の機構がエンド
ファイトの遺伝的多様性を高める役割を担っていると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epichloae endophytes (Epichloe and asexual derivatives Neotyphodium species) 
systemically colonize the intercellular spaces of grasses to establish a symbiotic association. 
Colonization by epichloae endophytes confers various benefits on host plant growth and fitness to 
environmental conditions through the enhancement of plant resistance to a range of biotic and abiotic 
stresses, including drought, disease and herbivores. In this study, Epichloe and Neotyphodium isolates 
are used to investigate the role of parasexal recombination for the emergence of new isolates and 
evolution of endophytes. We successfully observed cell fusion, cell to cell transfer of nucleus and 
nuclear fusion of endophyte. We also isolated hybrid isolates which have variety of characteristics 
inherited from parents isolates.

研究分野： 植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物の内部で共生的に生育する微生物は
エンドファイトと総称されている。イネ科牧
草の細胞間隙に共生する糸状菌である
epichloae（Epichloë/Neotyphodium 属）エンド
ファイトは、植物を病害虫から守る様々な生
理活性物質を生産する。一方、エンドファイ
トは、植物細胞間隙で生育することにより外
界の微生物から隔離され、種子を介して次世
代の植物に感染するといった利益を得ている。
不完全菌である Neotyphodium 属エンドファ
イトは植物の種子を介して繁殖するため、外
界の微生物や近縁種と遭遇する機会は限ら
れている。しかし自然界から単離される
Neotyphodium 属菌株は、生理活性物質の生産
性に著しい多様性が認められる。これまでに、
Epichloë および Neotyphodium 属菌株の tub2
（ tubulin2）遺伝子の分布を比較すると、
Epichloë 属菌は 1 コピーの tub2 を持つのに対
し、Neotyphodium 属菌からは Epichloë 属菌由
来と推定される複数の tub2 が見いだされる
ことが報告されている。この結果から、
Neotyphodium 属菌は、異なる Epichloë 属菌の
hybrid 化により出現したと推察されているが、
詳細は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 Epichloae エンドファイトは、宿主植物内で
植物を外敵から守る様々な生理活性物質を
産生する。通常、エンドファイトは種子を介
して植物と共に繁殖するため、植物との共生
体を守る性質を進化の過程で獲得してきた。
一方で、植物の組織内では同種の他菌株や他の
微生物と遭遇する機会が極めて少ないため、独自
の進化機構を発達させる必要があったと推定さ
れる。多くの Neotyphodium 属種は Epichloë
属菌の hybrid であると考えられている。申請
者らは、エンドファイトが植物内で盛んに細
胞融合を形成していることを観察し、不完全
菌エンドファイトが宿主植物内での疑似有
性生殖によって進化しているという着想を
得た。また培地上で Epichloë 属菌が疑似有性
生殖を行うことを観察している。新たな
Neotyphodium 属菌は、1) Neotyphodium 属菌の
感染植物への Epichloë 属菌の新たな感染、2) 
両菌の細胞融合、3) 核融合とゲノムのシャッ
フリング、4) 減数分裂による 1 倍体化、とい
う過程を経て形成されると推定される。本研
究では、古くから様々な糸状菌で見いだされる
ものの、自然界においての重要性が明らかではな
かった疑似有性生殖のエンドファイト進化にお
ける役割を証明することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
A) Epichloë および Neotyphodium 属菌の疑似有

性生殖の細胞学的観察 
 疑似有性生殖は、隣接する細胞の融合、核
の隣接細胞への移行、核融合という過程を経
て成立する。そこで、同種間および異種間で
の疑似有性生殖の過程を詳細に観察するた

め、核局在タンパク質をコードする NsiA遺伝
子を用いて、核を可視化した。NsiA-GFP あ
るいは NsiA-DsRed を発現した E. festucae 株
および Neotyphodium 属菌株を作出し、両菌株
の対峙培養時の核の挙動を共焦点レーザー
顕微鏡により観察した。 
B) E. festucaeとNeotyphodium属菌のhybrid 株

の単離 
 EpichloëあるいはNeotyphodium属菌株群に
ジェネティシン耐性遺伝子マーカーを用い
て GFP を導入した。得られた GFP 発現菌株
とハイグロマイシン耐性で DsRed を発現す
る E. festucae Fl1 株を対峙培養し、疑似有性
生殖を誘導する。2 つのコロニーが交わった
部位から、2 つの薬剤耐性遺伝子をもつ菌株
を分離した（図 1）。得られた菌株を薄層 PDA
固形培地上で培養し、分生子形成を誘導した。
単一の分生子由来の菌株を分離し、菌糸が
GFPとDsRedのいずれも発現していることを
確認した。新規種間雑種株群における生合成
遺伝子群の分布の多様性について調査した。 

C) イネ科雑草から単離された Epichloae エン
ドファイトの遺伝的多様性および基準株
との細胞融合能の解析 

 種 々 の イ ネ 科 雑 草 よ り 単 離 さ れ た
Neotyphodium 属菌（約 30 菌株）を Epichloë
属菌の基準株である Fl1 株と対峙培養し、融
合が確認される菌種を選抜した。また、菌糸
融合が認められた菌株について、ITS 領域の
塩基配列を決定し、種名を特定した。さらに、
これら菌株における種々の生理活性物質の
生合成遺伝子（耐虫性物質合成遺伝子 PerA, 
LolM, 毒性物質合成遺伝子 ltmE, idtM, lpsBな
ど）の分布を調査した。 
 
４．研究成果 
A) Epichloë festucae の疑似有性生殖の細胞学的

観察 
 E. festucae Fl1 株では、貧栄養培地である
3%寒天培地での培養時に隣接する細胞間で
の細胞融合が観察される。NsiA-GFP の融合
タンパク質の発現により核を可視化した E. 
festucae Fl1 株を用いて、隣接している菌糸間
での菌糸融合と核の分布を、共焦点レーザー
顕微鏡を用いて観察した。細胞融合が起こっ

図 1. 培地上での種間雑種の分離法 



ている菌糸における核の経時的な観察を行
なった結果、細胞間融合部位である架橋を渡
って隣の菌糸細胞へ移行する核の様子を経
時的な観察に成功した（図 2）。さらに、1 細
胞に 2 つの核が共存している細胞を観察した
ところ、その 2 核が融合し１つの核として細
胞内を移動する様子を経時的に観察するこ
とができた（図 2）。以上の結果から、細胞融
合が起こった菌糸において、片方の核が他方
の細胞に移動しさらに核融合が起こる、疑似
有性生殖様の現象が起こっていることが証
明された。 

B) E. festucaeとNeotyphodium属菌のhybrid 株
の単離 

 次に、DsRed を発現するハイグロマイシン
耐性の Fl1 株および GFP を発現するジェネテ
ィシン耐性のE437株の対峙培養を行なった。
E437 株は、病原菌と対峙培養した際に、病原
糸状菌の生育を阻害する活性を持つ事が示
されている。これら菌株を 3%寒天培地で対
峙培養し、2 つの株の菌糸が重なる部位を、
ハイグロマイシンおよびジェネティシンを
含む培地上で培養した。その結果、両抗生物
質に対して抵抗性である菌株が得られた。ま
た、この菌株を共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察したところ、DsRed および GFP の両蛍
光タンパク質の発現が認められた。さらに、
単分生子分離した 12 の hybrid 菌株を得て、
その遺伝子分布を解析した。まず、Fl1 株由
来および E437 株由来の遺伝子の分布を調べ
たところ、いずれの株においても Fl1 由来の
生理活性物質の生合成遺伝子が検出された。
一方、E437 の抗菌性に関与する VibA 遺伝子
の分布を調べたところ、その有無に多様性が
認められた。また、抗菌性にも多様性が認め
られたことから、hybrid 株では、両親株由来
の遺伝子が多様な形で遺伝することが示さ
れた。 
C) イネ科雑草から単離された Epichloae エン

ドファイトの遺伝的多様性および基準株
との細胞融合能の解析 

 日本の草地雑草から単離されたエンドフ
ァイト菌株 29 菌株および E. festucae Fl1 株、
E437 株を用いて、ITS 領域のシーケンス解析
を行なった結果、国内の草地雑草から採取さ
れ た 菌 株 29 菌 株 の う ち 24 菌 株 が
Neotyphodium 属菌の配列と高い相同性を示
した。この結果から、国内野生草地において
Neotyphodium 属菌が極めて高頻率で存在し

ていることが示唆された。 
次に、これら Epichloë/Neotyphodium 属菌群と
DeRed を発現する Fl1 株をそれぞれ 3% agar
培地上で対峙培養し、2 つのコロニーの菌糸
が重なる部位を共焦点レーザー顕微鏡によ
り観察した。その結果、Fl1 菌株と菌糸融合
をおこす菌株の存在を確認した（図 3）。Fl1
菌株と融合した菌株の菌糸は、融合を形成し
た細胞において Fl1 菌株由来の DsRed タンパ
ク質の蛍光が確認できた。これまにで Fl1 菌
株との融合が確認された菌株はいずれも N. 
occultans であり、このことから有性世代であ
る Epichloë 属菌種同士でおこる融合と同じよ
うに、有性世代の消失している Neotyphodium
属菌との間でも菌糸を融合させ、Hybrid とな
る菌糸を形成することが出来得ると示唆さ
れた。 
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