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研究成果の概要（和文）：作物病害菌である疫病菌の有性生殖を制御する交配ホルモン（α1とα2）の生合成酵
素・受容体の解明を目指した。生合成酵素については、RNA-SeqによりA1,A2交配型間の遺伝子発現差を示すシト
クロームP450（CYP）遺伝子に絞り、得られた候補遺伝子を異種発現した結果、α2（=11,16-dihydroxyphytol）
の生合成遺伝子の１つ11-hydroxylaseの同定に成功した。一方、受容体は、構造類似性や核内受容体等で絞込
み、1つの受容体候補ペア（94%相同性）を見出したので今後、遺伝子ノックアウト等の立証実験が望まれる。さ
らに急速な蔓延の原因とされる無性生殖の制御因子の探求も行った。

研究成果の概要（英文）：The project aimed to elucidate the biosynthetic enzymes and receptors of the
 mating hormones (α1 and α2) that control the sexual reproduction of Phytophthora, a crop disease 
fungus. Regarding biosynthetic enzymes, RNA-Seq was used to narrow down the cytochrome P450 (CYP) 
genes, which show differences in gene expression level between the A1 and A2 mating types. We 
succeeded in identifying 11-hydroxylase as one of the biosynthetic genes for α2 (=11,
16-dihydroxyphytol). On the other hand, the receptors were narrowed down by structural similarity 
and nuclear receptors, etc., and one receptor candidate pair (94% homology) was found. The 
regulators of asexual reproduction that are responsible for the rapid epidemic was also 
investigated.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 疫病菌　交配ホルモン　有性生殖　Phytophthora

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
農作物に甚大な被害を与える病原糸状菌「疫病菌」は変異が早く、薬剤耐性化が問題となっている。その主要因
とされる有性生殖の分子機構の解明は、疫病菌の制御に向けた重要課題である。疫病菌の有性生殖は超微量で働
く二種の交配ホルモンにより制御されているため、その生合成酵素・受容体を同定することは、疫病菌有性生殖
の分子基盤を確立し、それに立脚した疫病菌制御の方法の開発につながる。一方、疫病菌の無性生殖は農作物に
短期的な大被害を与える要因である。野菜ジュースから単離したlycoside類とフラボノイドは低濃度で無性生殖
（遊走子嚢形成）を阻害するため、将来の環境低負荷型防除剤の開発に有用な示唆を提供する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 疫病菌とその繁殖戦略 
 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。 
 一方、疫病菌の無性生殖は無性胞子から無数の
遊走子を放出することによる短期間の急速な被
害拡大に関連している。従って無性胞子の形成
を制御する物質（特に天然化合物）を発見できれば、環境低負荷型の薬剤開発につながると期待
される。このような発想で開発された疫病菌防除剤は知られていなかった。 
 
(2)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（図２）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 phytol 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 4。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
の生合成機構や受容体の同定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。そこ
で、2010 年代からこれらタンパク質の精製を試みてきた 5。受容体探索では、交配ホルモンの蛍
光プローブ、光親和性プローブを合成し交配型選択的染色・結合を目指したが成功しなかった。
また生合成酵素の同定では、生菌による phytol のホルモン
への変換は容易に起こるのに、菌体抽出物では酵素活性が
即座に失われた。これらの結果は、受容体および生合成酵
素の同定は生化学的手法では困難であることを示唆してい
た。 
 一方、無性生殖阻害物質として野菜ジュースから
lycoside 類 6 およびフラボノイド 7 を単離した（図３）。
Lycoside 類はナス科野菜疫病菌 P. capsici の無性胞子の形
成を 2.1-7.6 μM で半分に抑制した。またフラボノイドは構
造の違いが阻害活性に大きく影響し、最も高い阻害活性は
genistein (IC50 = 4.6 μM)で観測された。これらは食品由来
の成分なので将来、安全な疫病菌防除剤としての応用が期
待された。 
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図１．疫病菌交配ホルモンα1, α2 の働き 

図２．交配ホルモンの化学構造 

図３．無性生殖阻害物質
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２．研究の目的 
 
 本研究課題では疫病菌の有性生殖を制御する交配ホルモンの生合成酵素および受容体の同定
を目指した。なお、上記の従来の成果から生化学的アプローチが困難であることが判明したので、
本課題からは遺伝子発現解析に基づくアプローチを採用した。交配ホルモンは「フィトール→α
2→α1」のルートで生合成され、前半の変換は A2交配型により、後半は A1交配型により進行す
るので、それぞれの交配型でα2合成酵素、α1 合成酵素が優先的に発現していると仮定して、
これら酵素の同定を行う。α2 は phytol が２か所水酸化されたもの（11,16-hydroxyphytol）で
あり、α1 はさらに酸化が進んだ化合物であるので、シトクローム P450（CYP）など酸化修飾
酵素に的を絞って探索する。一方、受容体は、両交配型ともにゲノムに各遺伝子をもつが発現レ
ベルにより交配型が決定されること、さらにホルモンの構造類似性から受容体構造の類似性、脂
溶性から核内受容体の可能性を条件に探索することとした。 
 一方で、野菜ジュースやトマトから発見していた無性生殖阻害物質 lycoside 類、フラボノイ
ドについても、その阻害機構を解明するため遺伝子発現解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 疫病菌の A1交配型ではα1生合成酵素とα2受容体が、A2交配型ではα2生合成酵素とα1受
容体が優先的に発現していると期待される。そこで、各交配型の複数の菌株を用意し、それぞれ
から total RNA を抽出、cDNA に変換して、次世代シーケンサーで RNA-Seq 解析（外注）を複数
回行った。第１回では P. nicotianae（A1: 3 株, A2: 4 株）と P. capsici（A1: 2 株, A2: 4
株）を用い、異なる培地（V8-agar, Czapek-Dox）や培養時間も設定して行った。第２回では P. 
nicotianae（A1: 3 株, A2: 3 株、V-8）を用いて確認を行った。生合成遺伝子の絞込みは以下の
ように行った。(1) A2 交配型/A1 交配型の発現比が>1.41 倍（Log ratio>0.5、α2の場合）、(2) 
発現レベルが有意（最大発現遺伝子の約 1%程度以上）、(3) CYP および他の酸化酵素。これによ
り数遺伝子に絞り、各遺伝子を異種発現して、形質転換体に phytol やα2 を投与してホルモン
への変換能を調べた。異種発現の宿主としては研究分担者が確立していたエンドファイトの一
種 Epichloë festucae を用いた。受容体遺伝子は、P. nicotianae の上記 RNA-Seq データに加え
ゲノム解析も行い、(1) 発現レベルによる交配型決定、(2) ホルモンの構造類似性から受容体構
造の類似性、(3) ホルモンの脂溶性から核内受容体の可能性、を条件に絞り込んだ。 
 一方、無性生殖阻害物質の作用機構の解析では、lycoside 類および genistein の投与群と対
照群で RNA-Seq 解析を行い、発現レベルが低下した遺伝子群から無性生殖（遊走子嚢形成）に係
る遺伝子を抽出した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 交配ホルモン生合成遺伝子 
実験に先立ち、生合成酵素がシトクローム P450（CYP）であるとの予想を裏付けるため、各種

CYP 阻害剤を A1, A2 交配型に投与することでホルモン生産性の変化を調べた。その結果、
fluconazole が両交配型でホルモン生産を阻害したことから、ホルモン生合成酵素は CYP の可能
性が高いと判断した。次いで疫病菌 2種（P. nicotianae および P. capsici）について NA-Seq
解析を行った結果、α2生合成遺伝子の候補が５つ見いだされた。このうちの１つ（以下 ”CYP_2-
1”）をエンドファイト E. festucae に組込み、得られた形質転換体に phytol を投与したところ
16-hydroxyphytol が生成した。この物質（および 11-hydroxyphytol）は、研究分担者の化学合
成により生合成中間体として同定されたことから、CYP_2-1 がα2生合成遺伝子の一つであるこ
とを示唆した。しかし、E. festucae 野生株に phytol を投与したところ同じ 16-hydroxyphytol
が生成したことから否定された。そこで他の４つの CYP 遺伝子についても異種発現を行ったと
ころ、これらの１つ（以下 “CYP_2-2”）を組込んだ形質転換体が phytol を 11-hydroxyphytol に
変換したことから、CYP_2-2 がα2 生合成酵素の１つであると結論した。なお、前述のように宿
主自体に 16-hydroxyphytol 生合成能があることから、この形質転換体は結果的にα2 の生産が
可能であった。一方、α1生合成遺伝子の明瞭な候補は見出されなかった。そこで、これら遺伝
子がホルモン前駆体（α2）の存在により発現上昇すると仮定し、前駆体共存下で培養した疫病



菌体から RNA を取得し新たに RNA-seq 解析を行った。その結果、α1生合成酵素の新たな候補が
見いだされたが、異種発現株に酵素活性は見出されなかった。今後、もう一つのα2生合成遺伝
子およびα1生合成遺伝子の同定が待たれる。 
 

(2) 交配ホルモン受容体 
 RNA-Seq 解析における絞込みは、(1)A1, A2 交配型はゲノムに両受容体遺伝子を有しこれらの
配列は類似しており交配型は発現レベルの差で決まる、(2)α1 交配ホルモンの高い脂溶性から
受容体が核内受容体スーパーファミリー（リガンドと DNA の結合配列をもつ）に属する、と仮定
し行った。最終的に 1 つの受容体ペア（94%相同性）が見出され、α2受容体候補は A1 交配型で
4倍以上高く発現し、α1受容体候補は A2交配型のみで発現していた。今後、遺伝子ノックアウ
ト・ノックダウンによる証明実験が必要である。以上の遺伝子発現解析実験と並行して遺伝学的
アプローチによる受容体探索も進めた。すなわち、A1-A2 の交配で得られた F1 世代の自家受精、
または自家受精可能なホモタリック種の F1 世代から A1, A2 交配型株を複数作出し、次世代シ
ーケンス解析により交配型特異的発現遺伝子を特定するものである。その結果、ホモタリック種
の F1 株を約 40 取得した。今後は交配型の決定を行い、同じ交配型を集めてゲノムシーケンスを
行う予定である。 
 
(3) 無性生殖の阻害物質の作用機構 
関連研究として、農作物に短期的被害を与える無性生殖の阻害物質（lycoside 類とフラボノ

イド、図３）について、化学合成と構造活性相関を調べ、活性に重要な構造要素を明らかにした。
さらに RNA-Seq による作用機構の解析を行い、lycoside 類により Δ1-pyrroline-5-carboxylate 
synthetase（プロリン生合成遺伝子の１つ）等４つの胞子形成関連遺伝子が、genistein により
E3 ligases や protein kinase などの細胞周期関連遺伝子が、特に強く発現制御を受けているこ
とが分かった。これらの成果は将来の疫病菌防除に有用な示唆を提供するものと期待される。 
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