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研究成果の概要（和文）：植物病原菌は植物難分解性多糖のα-1,3-グルカンを感染時の菌体表面に蓄積するこ
とにより植物免疫による細胞壁への攻撃を抑えて感染の準備（感染プライミング）をする。本研究から緑色植物
が一般に持っているルテイン(フラボノイド)が多犯性植物炭疽病菌に対して感染プライミングを誘導することが
明らかになった。ルテインと構造類自体であるβカロテンにはプライミング活性がなく、本菌にはこの2化合物
の構造の違いを認識する機構があると推測される。また宿主の異なる植物炭疽病菌や殺生性病原菌であるイネゴ
マ葉枯病菌もルテインに応答した。総合的に、菌の宿主域や感染様式と感染プライミング因子には相関性がある
ことが推測される。

研究成果の概要（英文）：Various fungal plant pathogens mask their cell wall surfaces with α-1,
3-glucan to evade plant immunity. This α-1,3-glucan accumulation may be induced by factors released
 from plants. Through this study, we showed that lutein, a plant carotenoid involved in 
photosynthesis, induced surface α-1,3-glucan accumulation in the polyphagous fungi Colletotrichum 
fioriniae. This fact would explain the reason why this fungus is capable of infecting various 
plants. Other Colletotrichum species and necrotrophic Bipolaris oryzae also responded to lutein to 
accumulate surface 1,3-glucan. These fungi did not respond to β-carotene, a structurally similar 
compound of lutein, suggesting that the fungi have mechanisms to recognize difference in chemical 
structures. It is possible to think that fungal plant pathogens prepare for host immune evasion by 
recognizing specific host factor(s), which these pathogens encounter during infection.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 植物ー微生物間相互作用

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
植物には、侵入菌の細胞壁構成多糖（糸状

菌の場合はキチンやβグルカンなど）の分解
物や分泌タンパク質などの「非自己」分子
（PAMPs: pathogen-associated molecular 
patterns）により菌を認識して排除する免疫
機構（PTI: pattern-triggered immunity）
がある。しかし、植物病原菌は PTI を回避し
て感染することができる。 
これまでに研究代表者はイネ科植物の重

要な病原性糸状菌であるイネいもち病菌
（Pyricularia oryzae）の感染機構の研究か
ら、P. oryzaeはイネが分解できない多糖で
あるα-1,3-グルカンを感染時の細胞壁表面
に蓄積することにより菌体を保護すると同
時に、細胞壁 PAMPs を覆い隠してイネの PTI
による認識そのものを妨害することを見出
した（Fujikawa et al., PLoS Pathogens, 
2012）。さらに、いもち病菌と進化上非常に
遠い関係にあるイネゴマ葉枯病菌
（Bipolaris oryzae）やイネ紋枯病菌
（Rhizoctonia solani）などの植物病原性で
も同様に、α-1,3-グルカンで細胞壁を覆い
隠すことによりPTIを回避していることを明
らかにした（Fujikawa et al., PLoS 
Pathogens, 2012）。植物ゲノム情報からα
-1,3-グルカンはイネ以外の多くの植物にと
っても難分解性であることが示唆されてお
り、多くの病原性糸状菌においてα-1,3-グ
ルカンがこれらのイネ科病原性糸状菌と同
様の方法でPTI回避に利用されている可能性
は高い。 
興味深いことに、これらの病原性糸状菌の

細胞壁が常にα-1,3-グルカンで覆い隠され
ているわけではない。例えばイネいもち病菌
では植物ワックス構成成分の１つである
1,16-hexadecanediol の認識によってα
-1,3-グルカンの生合成が誘導される
（Fujikawa et al., Mol. Microbiol., 2009）。
さらに研究代表者らは B. oryzae、イネ紋枯
病や多犯性の炭疽病菌でも未知の宿主植物
由来の成分によるα-1,3-グルカンの細胞表
層への蓄積を観察しており、これらの知見か
ら、病原性糸状菌は何らかの宿主植物の因子
を認識するとα-1,3-グルカンの細胞表層へ
の蓄積などにより、感染時の宿主 PTI による
攻撃に備える（感染プライミングする）と推
測した。 
 
２．研究の目的 
宿主植物のPTIからの回避は病原菌にとっ

て感染成立に必須である。本研究は、どのよ
うな植物側の因子が病原性糸状菌のPTI回避
機構を誘導しているのかを明らかにするこ
とを目的として行った。 
もし植物側の因子が病原菌の感染プライ

ミングを誘導しているのであれば、広い宿主
範囲を持つ多犯性病原菌に作用する感染プ
ライミング因子は、宿主範囲が限定されてい
る病原菌のものと比較して、植物でより普遍

的に存在する化学物質であると推測される。
もし宿主範囲の異なる菌がどのような植物
因子に応答して感染プライミングするのか
が明らかになれば、病原性糸状菌の宿主特異
性決定機構に関与する新たなファクターと
して感染プライミング因子をとらえること
ができる。これは植物ー病原性糸状菌相互作
用に新たな概念を導入することにつながる
可能性がある。 
以上をふまえ、イネ病原性糸状菌の P. 

oryzaeB. oryzaeおよび多犯性の植物炭疽病
菌（Colletotrichum属菌）等をモデルに用い
て感染プライミングを誘起する宿主植物由
来の未知因子の特定を行い、さらに特定され
た感染プライミング因子に対する各菌の応
答、植物における分布と菌の宿主範囲の相関
性などの解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) バイオアッセイ誘導分画法による感染
プライミング因子の単離と同定 
多犯性の植物炭疽病菌（Colletotrichum 

fioriniae）へのα-1,3-グルカンの蓄積誘導
を指標として植物由来の感染プライミング
因子の探索を行った。プレリミナリーな実験
結果としてニンジン片が C. fioriniaeにα
-1,3-グルカン蓄積を誘導することが見出さ
れていたため、ニンジン葉とニンジン根を物
質の探索源として用いた。凍結乾燥した植物
体を有機溶媒等により分画し、それぞれの画
分のα-1，3－グルカン誘導活性をスライド
ガラス上で培養した菌体に添加して蛍光抗
体染色を行った後に顕微鏡下で蛍光を確認
した。α-1,3-グルカン蓄積上昇活性を示し
た画分は高速液体クロマトグラフィー等に
よりさらに分画・精製を進めた。精製物は最
終的に NMR や MS 等の機器分析に供し、その
化学構造を解析した。 
(2) 感染プライミング因子に対する病原性
糸状菌の応答解析 
 上記方法で特定した感染プライミング因
子を用いて、C. fioriniaeと異なる宿主を好
む植物炭疽病菌（Colletotrichum属菌）に対
するプライミング活性を評価した。さらに宿
主植物域がイネ科に特定されている P. 
oryzaeと B. oryzaeに対するプライミング活
性も評価した。プライミング活性はスライド
ガラス上で培養した菌糸のα-1,3-グルカン
蓄積誘導の観察、もしくは（ゲノム情報が明
らかになっている場合には）RT-PCR によるα
-1,3-グルカン生合成遺伝子の発現解析によ
り評価を行った。 
また既に P. oryzaeに対して感染プライミン
グ活性を示すことが明らかになっている
1,16-hexadecanediol に対する C. fioriniae
と B. oryzaeの応答を確認した。 
(3) 感染プライミング因子の構造類似化合
物に対する病原性糸状菌の応答解析 
感染プライミング因子に構造が類似の化合
物を用いて、細胞壁表層へのα-1,3-グルカ



ン蓄積誘導を指標に感染プライミング活性
を評価した。解析には B. oryzae、P. oryzae、
および C. fioriniaeをモデルに用いた。 
研究推進にあたり、下記の菌株について農

研機構ジーンバンクより分譲を受けた。C. 
fioriniae (MAFF 306551), B. oryzae (MAFF 
305425), C. chrysanthemi (MAFF 239363), C. 
orbiculare (MAFF 240422), C. godetiae 
(MAFF 241297), C. gloeosporioides (MAFF 
306533) 。 
 
４．研究成果 
(1) C. fioriniaeにα-1,3-グルカン蓄積誘
導活性を示すニンジン葉由来の因子の単
離・同定  
図 1に示すストラテジーでニンジン葉の

hexane 相から強いα-1,3-グルカン蓄積誘
導活性を呈する化合物を単離した。1H-NMR 
および 13C-NMR スペクトル解析により 
lutein と stigmasterol を活性物質として同定し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. バイオアッセイ誘導分画法によるニ
ンジンの葉由来の感染プライミング因子の
単離・同定  
細胞壁表層へのα-1,3-グルカン蓄積誘導を
指標に単離を行った。(Otaka et al., 
Molecules 21:980,2016)より改変) 
 
(2) lutein と stigmasterol の多犯性植物炭
疽病菌 C. fioriniaeに対する活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．C. fioriniaeに対する lutein と
stigmasterol のα-1,3-グルカン蓄積誘導 
菌糸に lutein（10M）および stigmasterol

（50M）を添加後、12 時間培養した。上：明
視野画像、下：α-1,3-グルカンの蛍光抗体
染色画像。Co：分生子、Ap:付着器、GT:発芽
管 (Otaka et al.,2016 より転載) 
 
 lutein や stigmasterol の培地への添加に
より C. fioriniaeの菌糸でα-1,3-グルカン
の存在を示す強い蛍光が観察された(図２)。
Luteinはstigmasterolより C. fioriniae に
対して強い活性を示した。 
本観察では非固定のサンプルに対して蛍光
抗体染色法を用いてα-1,3-グルカンを検出
していることから、本法では表層に蓄積した
α-1,3-グルカンが蛍光として検出されてい
ると考えられる。 
さらに C. fioriniaeに対する lutein のα

-1,3-グルカン誘導活性をα-1,3-グルカン
合成遺伝子の発現から解析した。培養開始 3
時間後に10M のlutein添加区では無添加区
に比べ、α-1,3-グルカン合成遺伝子の発現
がまた 2倍以上になることが確認された。 
 
(3) 宿主域の異なる植物炭疽病菌の lutein
に対する応答 
主に感染する植物が異なる植物炭疽病菌

のいずれにおいてもluteinによるα-1,3-グ
ルカン蓄積が見られた(図 3)。ただし、C. 
orbiculareではα-1,3-グルカンの存在を示
す蛍光の強度が他と比較して弱かった（図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．Colletotrichum属菌に対する lutein
のα-1,3-グルカン蓄積誘導活性  
Colletotrichum属菌では lutein(25M)に応
答してα-1,3-グルカンを蓄積した。それぞ
れの菌が主に感染する植物種はカッコ内に
記載。左：明視野画像、右：α-1,3-グルカ
ンの蛍光抗体染色画像。Co：分生子、Ap:付
着器、GT:発芽管 (Otaka et al.,2016)より
転載) 
 
(4)植物炭素病菌とイネ病原性糸状菌におけ
る植物因子への応答性の比較 
 イネ病原性糸状菌の lutein への応答をα
-1,3-グルカンの蓄積誘導活性から解析した。 
図 4に示すように、lutein は B. oryzaeに対
してもα-1,3-グルカン誘導活性を示したが、



P. oryzaeに対しては活性を示さなかった。 
また、1,16-hexadecanediol（植物ワックス
の成分）は P. oryzaeに対してα-1,3-グル
カン蓄積誘導活性を持つが、C. fioriniae お
よび B. oryzaeに対しては濃度に関わらず活
性を示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．イネ病原性糸状菌に対する
lutein(25M)のα-1,3-グルカン蓄積誘導活
性  
左：明視野画像、右：α-1,3-グルカンの蛍
光抗体染色画像。Co：分生子、Ap:付着器、
GT:発芽管 (Otaka et al.,2016 より転載) 
 
(5) 構造類似化合物に対する応答 
 lutein とβ-carotene、stigmasterol と
erogosterol はそれぞれ似た構造を持つ化合
物であるが、C. fioriniaeおよび B. oryzae
は lutein とβ-carotene で異なる応答を示
した（表 1）。この結果は、これらの菌におい
て、lutein とβ-carotene の化学構造の違い
を認識するシステムがあることを示唆する。 
これに対して、いずれの菌も stigmasterol
および ergosterol に対しては同程度のα
-1,3-グルカン蓄積誘導活性を示した。α
-1,3-グルカンの合成誘導は細胞壁や細胞膜
へのストレスで誘導されることが知られて
いる（Levin, 2011）。sterol は細胞膜を構成
する脂質であり、培地への添加によりこれら
の糸状菌の細胞膜に何らかの刺激が加わり
（例えば膜への挿入など）、結果としてα
-1,3-グルカンの合成が誘導された可能性が
高い。 
 
表１．α-1,3-グルカン蓄積誘導活性 

 C. 
fioriniae 

B. 
oryzae 

P. 
oryzae 

Lutein 〇 △ × 
β-carotene × × × 
Stigmasterol △ 〇 〇 
Erogosterol △ 〇 〇 

〇：活性高い、△：活性有り、×：活性なし 
 
(6)細胞壁表層のα-1,3-グルカンの機能 
 植物の防御応答の1つにキチナーゼやβグ
ルカナーゼなどの糸状菌の細胞壁分解酵素
の分泌があげられる。M. oryzaeでは植物ワ
ックスの認識によりα-1,3-グルカンの生合
成が誘導され、細胞壁表層に蓄積したα
-1,3-グルカンがこれらの酵素から細胞壁を

保護するとともに結果的にPAMPsの生産を遅
延させる（Fujikawa et al., 2009）。また、
B, oryzaeでもα-1,3-グルカンの細胞壁表層
への蓄積が菌体保護と菌の感染成功に重要
な役割を持つことが示唆されている
（Fujikawa et al., 2012）。 
Lutein 添加によりα-1,3-グルカン合成が

誘導された C. fioriniaeの菌糸を細胞壁分
解酵素で処理したところ、lutein 無添加の菌
糸よりも細胞壁の分解が優位に抑制された。
この結果は、C. fioriniaeにおいても lutein
により誘導されたα-1,3-グルカンは細胞壁
表層に蓄積され、抗菌酵素などから細胞壁を
保護していることを示す（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．C. fioriniae におけるα-1,3-グルカ
ンの細胞壁蓄積による抗菌酵素への耐性 
Lutein 添加後 24 時間培養した菌体をウスキ
ザイム(0.5mg/mL)で 24 時間処理後、生成し
たプロトプラスト数を比較した。Lutein 添加
区ではプロトプラスト化が抑制される。
(Otaka et al.,2016 を改変) 
 
(6)まとめと考察 
 本研究から、C. fioriniaeに対して lutein
や ergosterolが細胞壁表層へのα-1,3-グル
カン蓄積誘導活性を持つ植物因子であるこ
とが明らかになった。また、M oryzaeや B. 
oryzae同様、C. fioroniaeにおいても細胞
壁表層に蓄積したα-1,3-グルカンが抗菌酵
素からの菌体保護の機能を持つことが示さ
れた。このことから細胞壁へのα-1,3-グル
カンの蓄積が C. fioroniae の感染に重要な
役割を持つことが推測される。これらの結果
から lutein や ergosterol が C. fioriniae
などの菌に対して感染プライミング因子と
して機能していることが示唆される。 
 
表２．研究に用いた菌と感染様式 

 感染様式 宿主植物 
C. fioriniae  hemibiotroph 多犯性 
B. oryzae necrotroph イネ科 
P. oryzae hemibiotroph イネ科 

 
lutein は緑色植物の光合成関連カロテノイ
ドである。C. fioriniaeのような多犯性の病
原菌は植物でより普遍的に存在する化学物
物質を感染プライミング因子として認識す



るという本研究の前提となった仮説をサポ
ートする結果であるといえる。しかしながら、
Colletotricum 属菌に比べて宿主範囲が狭い、
イネ科植物に感染する菌である B. oryzaeも
弱いながらも lutein に応答したことを検討
する必要がある（表 2）。半活物寄生菌
（hemibiotroph）である C. fiorniaeと異な
り B. oryzaeは necrotroph(殺生菌)であるこ
とを考えると（表 2）、B. oryzaeが感染時に
崩壊した細胞由来の植物因子を認識してα
-1,3-グルカンを細胞壁表層に蓄積し、膜構
造が崩壊した細胞から放出される抗菌酵素
等から菌体を保護することは菌の感染戦略
上あり得るのではないかと思われる。 
C. fioriniaeとB. oryzaeにおいて、lutein

とβ-caroteneへの反応が異なったことから、
これらの化合物の化学構造の違いを認識す
るセンサーがあることは十分考えられる。 
今後、センサー遺伝子の特定と解析を行い、

さらに感染プライミング因子に対する様々
な感染様式の病原性糸状菌の応答とセンサ
ー遺伝子の分布の相関などを解析すること
により、病原性糸状菌が植物の何を認識して
感染を決めているのかが明らかになってく
ると考えている。 
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