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研究成果の概要（和文）：作物に感染して甚大な被害を与えることで知られる疫病菌は、交配ホルモンを使って
有性生殖を行う。この生物現象の分子基盤の確立に向けて、ホルモンの受容体と生合成酵素の同定を目指した。
蛍光プローブ等を用いた生化学的アプローチは、タンパク質の不安定性または低発現量により成功しなかった。
そこで、次世代シーケンサーを用いたRNA-Seqを用いたトランスクリプトーム解析により受容体および生合成遺
伝子を探索した結果、候補遺伝子をそれぞれ数個に絞込むことができた。遺伝子ノックダウンなどの実験により
受容体、生合成酵素の特定を進めている。

研究成果の概要（英文）：The plant pathogens of the genus Phytophthora, which are known to infect 
important crops and cause enormous damage, use mating hormones to perform sexual reproduction. With 
the aim of establishing the molecular basis of this biological phenomenon, we aimed to identify 
hormone receptors and biosynthetic enzymes. Biochemical approaches using fluorescent probes, etc. 
have not been successful due to the instability or low expression of proteins. Therefore, searching 
for receptors and biosynthetic genes by transcriptome analysis using RNA-Seq have performed, 
resulting in the finding several candidate genes. Experiments such as gene knockdown are in progress
 to identify the receptors and biosynthetic enzymes.

研究分野：生物有機化学、天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疫病菌（Phytophthora属糸状菌）は、様々な作物に感染して甚大な被害を与えることで知られる。特にジャガイ
モ疫病菌はアイルランドジャガイモ飢饉を引き起こした歴史をもつ。この植物病原菌は有性生殖を行うことで耐
久性（グローバルな拡散性）と遺伝的多様性を獲得した有性胞子を作るので、疫病菌有性生殖の分子基盤の確立
は、微生物有性生殖メカニズムの解明という学術的な意義に加え、疫病菌繁殖制御に繋がる重要課題である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 疫病菌の交配ホルモンとその重要性 
 疫病菌は Phytophthora属の糸状菌で、世
界３大植物病原菌の１つに数えられる。特に、
ジャガイモ疫病菌 P. infestans により 1840
年代に発生した「アイルランド飢饉」では約
100万人の餓死者が出し、現在でもジャガイ
モ疫病による損害は世界で年間数十億ドル
にのぼる。疫病菌は、異なる交配型（A1 型
と A2 型）が出会うと有性生殖を行い耐久性
の有性胞子「卵胞子」を形成する（図１）。
その際、交配ホルモン（A1型の分泌するα1、
A2型の分泌するα2）を別の交配型が感知する。疫病菌にとって有性生殖は、交配による急速
な悪性化や耐久性有性胞子による地球規模の拡散の戦略であり、その分子機構解明は長期的な
疫病菌制御にとって重要な鍵となる。 
 
(2) 交配ホルモンに関する従来の成果 
 研究代表者らは 2005 年、長年の懸案であった疫病菌交配ホルモンの１つα1 の同定に初め
て成功した①。2011年には A2交配型からα2の同定にも成功し、同時に、α2がフィトールか
ら A2交配型により生合成され、α1が A1交配型によりα2から生合成されるという生合成ル
ートを解明した②。さらに、両ホルモンの構造活性相関を解析した③。約 70 株の疫病菌を使っ
てホルモンに対する応答・ホルモンの生産性を調べることによる種を超えた普遍性の検証を達
成した。以上の成果により、疫病菌の交配ホルモンを化学的側面からほぼ解明したといえる。
しかし、「疫病菌有性生殖の分子基盤の全容解明」を目指す本研究課題を完了するには、ホルモ
ンの生合成機構、受容体の同定とその下流にあるシグナル伝達機構の解明などケミカルバイオ
ロジー的側面の課題解決が求められた。 
 
２．研究の目的 
(1) 交配ホルモンの生合成機構の解明 
 ホルモンの生合成ルート「フィトール→α2→α1」に基づき、α2合成酵素、α1合成酵素存
在を想定し、これら酵素の同定を行う。ホルモンの骨格はフィトールと同一なので、シトクロ
ーム P450など酸化修飾酵素に的を絞って探索する。 
 
(2) 交配ホルモン受容体の同定 
 交配ホルモンは分子の８割以上が同じ構造であるにもかかわらず、ナノモルレベルで相手交
配型に対してのみ有性生殖誘導活性を示すという高い交配型特異性を示すので、各ホルモン受
容体が存在するはずである。そこで、αホルモンの右端を足掛かりに受容体探索プローブを設
計・合成し、受容体タンパク質の精製を試みる。次いで遺伝子破壊実験等により受容体として
の機能を立証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 生化学的解析 
 疫病菌保存株からホルモンを高生産する株を選択し、菌体から粗タンパク質を抽出し、前駆
体である phytol やα2 を添加してそれぞれα2 やα1 への変換を LC/MS で解析する。活性が見
られたらタンパク質の精製と同定を行う。受容体については、ホルモンに高い感受性を示す株
（有性胞子を多く形成する株）を選択し、粗タンパク質からホルモン蛍光プローブやアフニテ
ィービーズ等を用いて特異的結合タンパク質を検出する。質量分析法とデータベース解析によ
りタンパク質を帰属し、受容体として有力な候補タンパク質について遺伝子破壊実験などで受
容体を特定する。 
 
(2) 遺伝子発現解析 
 タンパク質の不安定性や発現量の低さから生化学的解析が困難な場合は、RNA-Seq などトラ
ンスクリプトーム解析を行い、候補遺伝子を絞り込んだら異種発現、遺伝子破壊実験等により
生合成酵素、受容体を特定する。 
 
４．研究成果 
(1) 生化学的解析 
 疫病菌交配ホルモンα1 受容体の探索について、蛍光プローブ、アフィニティー精製用ビー
ズ、光親和性プローブ（図２）を合成して受容体の探索を試みた。しかし、α1 受容体をもつ
A2交配型だけでなく受容体をもたないと思われる A1交配型も非特異的に検出された。この結
果は受容体タンパク質の発現量が極めて低い、または不安定なためと考えられた。一方、交配
ホルモン生合成酵素の特定については、α2 生合成酵素をもつ A2 交配型からタンパク質を粗
抽出したが in vitroでのα2生成は検出できなかった。次いで、phytolを直接α1まで高効率
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図１．疫病菌交配ホルモンα1, α2 の働き



で変換する株を用いて実験を行ったが、α1 の生成は検出できなかった。一方、粗タンパク液
にα2 を添加すると極微量ではあるがα1 の生成を確認できたものの、酵素活性が低くその精
製には至らなかった。生菌ではホルモンへの変換ができるのに僅かでもすりつぶし操作を行っ
ただけで失活したことから、生合
成酵素が極端に不安定であるこ
とが示唆された。以上の結果、ホ
ルモン受容体および生合成酵素
どちらも生化学的アプローチを
断念し、転写レベルで発現を調べ
る戦略に変更した。 
 一方、α1のホルモン活性がα
2により阻害される、すなわちα
2はα1のアンタゴニストである、
ことを偶然発見し、構造活性相関
を調べるとともに、α2もα1と
同等の強さでα1受容体に認識さ
れるというモデルを提唱した④。
このことはα2プローブを用いて
α1受容体を効果的に探索できる
ことを示唆する。 
 
(2) 遺伝子解析 
 ２種の疫病菌 Phytophthora 
nicotianae, P. capsiciの２種６菌
株について、ホルモン応答性（受容体探索用実験）およびホルモン生産性（生合成酵素探索用
実験）を調べ、発現解析に適した菌株を選抜した⑤。これら菌株から total RNAを抽出し、次
世代シーケンサーを用いた RNA-Seq を行った。発現差解析によりホルモン感受性の高いサン
プルで発現量が数倍高い遺伝子を探索した結果、数百の受容体候補遺伝子がヒットした。そこ
で、ホルモンの脂溶性から受容体のタイプが核内受容体（転写因子）であると仮定してさらに
絞り込んだ結果、受容体候補を数個に絞込むことができた。一方、ホルモンを多量に分泌する
株、ホルモンを産生しない株で発現差解析を行い数百の生合成候補遺伝子がヒットした。ホル
モンとその前駆体（phytol）の構造比較から生合成酵素はシトクローム P450（CYP）の可能
性が高いので、ホモロジー検索で候補遺伝子をさらに絞り込み、有望な候補遺伝子を数個に絞
り込んだ。リアルタイム PCR、遺伝子ノックダウン、候補遺伝子異種発現などの実験により受
容体、生合成酵素の特定を進めている。 
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