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研究成果の概要（和文）：先行研究において、重要植物病原菌トウモロコシごま葉枯病菌をモデルとして、新規殺菌剤
を含む多重薬剤耐性変異株を人為的に作出し、その全ゲノム配列を決定した。本研究では、この多重変異株と野生株の
ゲノム配列の間で異なっている配列を薬剤耐性変異点の候補として解析をすすめた。その結果、トルニファニド耐性遺
伝子TFR1はファルネシルトランスフェラーゼ遺伝子を、TFR2はゲラニルゲラニルトランスフェラーゼ遺伝子をコードし
ていることが示唆された。同様にポリオキシン耐性遺伝子Pol2およびPol4はそれぞれ、フェロケラターゼ遺伝子および
ポルフォブリノーゲンデアミナーゼ遺伝子をコードしていることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tolnifanide is an antifungal agent with sulfonamide structure, which inhibits 
mycelial growth of Pleosporales fungi including Bipolaris spp. For understanding its mode of the action, 
we developed tolnifanide-resistant mutants of Bipolaris maydis by chemical mutagenesis and characterized 
them, genetically. By crossings, two mutant genes (Tfr1, Tfr2) were identified. Comparisons of whole 
genomes from the wild type and the resistant offsprings revealed TFR1 and TFR2 encode geranylgeranyl 
transferase and farnesyl diphosphate farnesyl transferase, respectively. We also revealed that 
polyoxin-resistant genes POL2 and POL4 encode ferrochelatase and porphobilinogen deaminase, respectively.

研究分野： 菌類分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（１）さまざまな殺菌剤の作用機構および耐
性化機構の完全なデータセットを作ること
は、殺菌剤研究の大きな夢の１つである。し
かしながら、現在においても新規殺菌剤の作
用点同定は極めて困難である。既存の薬剤と
類似の作用点を持つものについては、同定手
法が確立されているものの、完全に新規の作
用点を持つ殺菌剤の作用点を同定する “常
法”は存在しない。 
 
（２）植物病原菌類の場合、殺菌剤への耐性
化の多くが「作用点となる遺伝子の突然変
異」によって引き起こされることが知られて
いる。ABC トランスポータの変異による耐性
化なども知られているが、圃場で得られる薬
剤耐性菌の多くが作用点の変異株である。こ
のことから、我々は殺菌剤の耐性株を人為的
に作出し、その耐性点を明らかにすることで、
作用点も同時に明らかにできるのではない
かと考えた。 
 
（３）先行研究（特別研究員奨励費 2011-2013
年度）により、作用点未知の殺菌剤トルニフ
ァニドの薬剤耐性株（tfr1株および tfr2株）
を作出し、そのドラフトゲノム配列を決定し
た。このうち、tfr1株は通常の培地上で生育
不全を示すもののトルニファニドに対して
一定の耐性を示す菌株であり、tfr2株は培地
上での生育不全は全く示さずトルニファニ
ドに対してもほぼ完全な耐性を示す菌株で
ある。 
 同様に先行研究において、ポリオキシン耐
性株（pol2 株および pol4 株）のドラフトゲ
ノム配列も決定した。これら２菌株はいずれ
も、通常の培地上で生育不全を示し、コロニ
ーが赤く着色する形質を示すとともに、培地
上でポリオキシンに耐性化を示す菌株であ
る。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、全ゲノム解析手法を用い
た新規殺菌剤の作用点・耐性点の同定手法を
構築することを最大の目的としている。すな
わち、作用点未解明の殺菌剤の耐性株を人為
的に作出し、全ゲノム解析手法により、薬剤
耐性遺伝子を同定することにより、同時に作
用点も明らかにすることを狙いとしている。 
 
（２）上記の目的を達成するために、本研究
では特に、作用点未解明の殺菌剤トルニファ
ニドを研究モデルとし、まずは薬剤耐性遺伝
子を同定することを目的とした。 
 
（３）ポリオキシンについてはすでにその作
用機構（キチン合成阻害）が同定されている
ものの、耐性化機構については解明されてい
ない部分が大きい。本研究では、ポリオキシ
ンに対し耐性化（低感受性化）する機構につ
いても同時に明らかとすることを狙いとし

た。 
 
３．研究の方法 
（１）先行研究により得られた薬剤耐性株の
ドラフトゲノム配列の中から、遺伝子の ORF
内部にアミノ酸変異を引き起こす、もしくは
欠損をもたらす変異を薬剤耐性に関与して
いる変異点候補として抽出した。 
 
（２）各薬剤耐性株を野生株と交配し、薬剤
耐性および薬剤感受性の子孫株を複数作出
した。変異点候補の中からこの薬剤耐性の形
質と連鎖するものを探索した。 
 
（３）一部の遺伝子（TFR1）については、薬
剤耐性遺伝子を野生株に人為的に導入する
ことにより、薬剤耐性化が引き起こされるこ
とを実証した。 
 
４．研究成果 
（１）トルニファニド耐性遺伝子の同定 
 先行研究において、重要植物病原菌である
トウモロコシごま葉枯病菌（Cochliobolus 
heterostrophus）をモデルとして、新規殺菌
剤トルニファニドを含む多重薬剤耐性変異
株を人為的に作出し、その全ゲノム配列を決
定している。本研究では、この多重変異株の
ゲノム配列を足がかりに研究をスタートさ
せた。 
 まず、多重変異株のゲノム配列と親株（野
生株）のゲノム配列の間で異なっている配列
を“薬剤耐性変異点”の候補として解析をす
すめた。その結果、約 3,000 箇所の変異点候
補が得られた。次に、perl スクリプトおよび
BLAST プログラムを使用して遺伝子 ORF 内部
でアミノ酸配列に変異を引き起こすものを
探索した結果、20-30 遺伝子の候補に絞るこ
とができた。 
 さらに、各薬剤耐性株を野生株と交配し、
薬剤耐性または薬剤感受性となる子孫株を
複数株得た。薬剤耐性変異点の候補の中から、
子孫株の薬剤耐性の形質と連鎖するものを
探索した。その結果、トルニファニド耐性遺
伝子 TFR1 はファルネシルトランスフェラー
ゼ遺伝子を、TFR2はゲラニルゲラニルトラン
スフェラーゼ遺伝子をコードしていること
が示唆され、これらの遺伝子の１アミノ酸変
異が薬剤耐性化を引き起こしていると考え
られた。 
 
 
 
 
 
 

 
図 C409Y 変異型ゲラニルゲラニルトランス
フェラーゼ遺伝子の野生株への導入試験。
左：野生株、右：C409Y 遺伝子導入株。トル
ニファニド含有培地に接種後 3日目。 



 
 野生株に薬剤耐性変異型のゲラニルゲラ
ニルトランスフェラーゼ遺伝子（C409Y 変異
型）を人為的に導入した場合、トルニファニ
ドに対する完全な耐性化が起こることも確
認した（上図）。この結果から、ゲラニルゲ
ラニルトランスフェラーゼ遺伝子がトルニ
ファニド薬剤耐性遺伝子であることを実証
した。 
 ゲラニルゲラニルトランスフェラーゼは、
タンパク質のプレニル化機構において中心
的な役割を果たす遺伝子である。これまでト
ルニファニドの作用機構は全くわかってい
なかったが、この殺菌剤の作用性・耐性メカ
ニズムにはタンパク質のプレニル化機構が
関与していることが強く示唆された。 
 そこで、我々はトウモロコシごま葉枯病菌
の全ゲノム配列を探索し、プレニル化修飾を
受けると予測される遺伝子群を探索した。そ
の結果、約 40 遺伝子の候補遺伝子を見出し
た。これらの遺伝子のうち約半数が RHO 型や
RAS型GTPaseなど細胞内シグナル伝達因子を
コードしていた。 
 以上の結果から、トルニファニドはタンパ
ク質プレニル化を阻害（もしくは撹乱）する
ことにより、細胞内シグナル伝達にダメージ
を与えている可能性が示唆された。今後はこ
の仮説を検証していく予定である。 
 
（２）ポリオキシン耐性遺伝子の同定 
 ポリオキシンはキチン合成阻害剤として
作用機構はすでに知られている。一方で、ど
のような機構であればこの殺菌剤に耐性化
（低感受性化）するのかについてはあまり知
られていない。 
 我々は今から 10 年以上前、実験室内で化
学突然変異剤を利用することで、トウモロコ
シごま葉枯病菌のポリオキシン耐性突然変
異株を２株（pol2 株および pol4 株）作出し
ていた。興味深いことにこれらの菌株はいず
れも、培地上でポリオキシンに耐性化する一
方で、コロニーが赤く着色する形質を併せ持
っていた。分析の結果、この赤い化合物がエ
モジンであることも明らかとしていた。この
ため、ポリオキシン耐性化とエモジンの異常
蓄積を同時に引き起こす突然変異を同定し
たいと考えていた。 
 そこで今回、トルニファニドと同様の手法
を用いて全ゲノム解析手法によるポリオキ
シン耐性遺伝子の同定を試みた。その結果、
ポリオキシン耐性遺伝子 POL2および POL4は
それぞれ、フェロケラターゼ遺伝子およびポ
ルフォブリノーゲンデアミナーゼ遺伝子を
コードしており、これら遺伝子の１アミノ酸
変異が薬剤耐性化を引き起こすことが強く
示唆された。 
 興味深いことに、これら両遺伝子はいずれ
もヘムの生合成に必須の遺伝子として知ら
れている。ヘムの生合成には８段階の反応が
知られているが、第３段階（POL4）と第８段

階（POL2）の酵素の突然変異がポリオキシン
への耐性化を示す結果となった。これまで知
られていなかったポリオキシンの耐性化と
ヘムの生合成過程の強い関連性が示唆され
た。 
 今後、薬剤耐性遺伝子を野生株に導入する、
もしくは、薬剤感受性遺伝子を耐性株に導入
するなどの方法により、これらが薬剤耐性遺
伝子であることを実証することが必要とな
るが、現時点において、これらが耐性遺伝子
である可能性は極めて高いと言える。 
 一方で、ヘムの生合成は生存に必須と考え
られており、実際に pol2 株、pol4 株のいず
れも通常の培地上で強い生育阻害を示して
いる。このことから、ヘムの生合成の変異株
が直ちに圃場における薬剤耐性株となると
は考えにくい。今後はこの点についても検証
が必要となるだろう。 
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