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研究成果の概要： 
 
 本研究では、いもち病菌の宿主葉面接着能力に着目し、病原菌の接着に関わる分子機構の解明と、

宿主接着を阻害することによる新たな病害防除法の可能性について検討した。病原菌の宿主接着は

マンノース含有糖タンパク質を含む複合構造により発揮されることが明らかとなった。また、この強固な

接着はコラゲナーゼ等の糖タンパク質分解酵素で剥離可能であった。さらに、病原菌を剥離させる能

力を有する微生物を自然界より選抜した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 2,200,000 0 2,200,000 

２００８年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

総 計 3,400,000 360,000 3,760,000 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・植物病理学・病害防除 
キーワード：遺伝子、微生物、菌類、葉面細菌、病理学、いもち病菌、接着、細胞外物質 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 いもち病菌を代表とする胞子伝搬性糸状菌病
害は、葉面に胞子が飛来し宿主内部へ侵入が
完了する間、葉面に定着し続ける必要がある。さ
らに、付着器を介した物理的侵入過程では、侵
入に伴う植物表面からの反作用が強く働くことが
考えられ、さらなる強固な定着が必要である。す
なわち、植物病原菌の宿主表面における定着
（接着）能力は、主要な病原性因子である。 
 このような宿主接着は、細胞壁表面を構成する
細胞外物質（ECM; extracellular matrix）が寄与
すると考えられるが、その構成成分については
未だ不明な点が多い。電子顕微鏡を用いた微
細構造観察において、ECM は繊維状の物質で
構成されており、動物などで認められるコラーゲ
ン物質と類似した性状であることが想定された。 
 以上のような背景より、ECM の特性を明らかと
し、それを剥離する技術が確立できれば、新た

な病害防除法の提案が期待できる。 
 従来の病害防除は、病原菌に対しての抗菌性、
メラニン合成系など侵入に重要な作用点、ある
いは植物自身の抵抗性を高める作用を持つ薬
剤により防除が行われてきた。しかし、薬剤耐性
菌の出現などの諸問題が生じている。持続可能
な病害防除の将来を考える上では、多様な防除
手段を用意しておく必要があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、病原菌を植物表面より剥離させる
新たな防除法を構築するため、いもち病菌
（Magnaporthe oryzae）を用い、（１）その宿主接
着機構の特性を生化学、分子生物学レベルで
明らかとし、（２）いもち病菌を剥離する酵素群を
特定し、さらに（３）それら酵素を生産する微生物
群を自然界より選抜することを試みた。 
 



３．研究の方法 
（１）細胞外物質の特性評価 
 いもち病菌の胞子懸濁液を調整し、プラスチッ
ク上に滴下して発芽、形態分化させ、24 時間後
の付着器形成率、接着率を調査した。 
 細胞外物質の特性を明らかとするために、タン
パク質分泌系の阻害剤（シクロヘキシミド、モネ
ンシン、ツニカマイシン、コルヒチン）、糖鎖結合
レクチン（ConA, WGA, PSA）、性フェロモン（酵
母由来α-factor）、各種栄養素の添加条件にお
ける胞子発芽体の形態分化、接着能力を評価し
た。また、これら処理条件における植物上での
病原性への影響についても評価した。 
 宿主接着に関わる因子を遺伝子レベルで明ら
かとするために、RNA サイレンシングを行った。
細胞表層に存在するタンパク質として知られて
いるハイドロフォビンが宿主接着に関与している
のかを明らかとするために、RNA サイレンシング
ベクターを用いて、標的遺伝子断片をヘアピン
構造になるように構築した。サイレンシングベクタ
ーをいもち病菌に導入し、菌叢表面の疎水能力
が失われた菌株を選抜した。得られた変異体に
ついて、その形態形成と接着性、および病原性
について評価した。 
 
（２）いもち病菌を剥離可能な酵素群の特定 
 いもち病菌の細胞外物質を分解できる酵素を
選抜するために、種々の酵素を用いてその剥離
能力について評価した。また、酵素作用はいも
ち病菌の胞子発芽段階によって異なることが考
えられたため、胞子懸濁液滴下直後、1 時間培
養後（胞子由来の接着）、6 時間培養後（付着器
形成時期）にそれぞれの酵素液を添加した。 
 また、剥離効果が葉面上でも同様に発揮され
るのかを確認するために、SEM を用いて観察を
行った。通常の SEM 観察行程では、エタノール
による脱水で植物表面のワックス層が取り除か
れ、病原菌が剥離したかどうかの確認ができな
い。そこで、エタノール脱水行程を行わない試
料作製法を行うことで、ワックス層が保存され、
酵素処理により病原菌が剥離した痕跡を観察す
ることが可能になった。さらに、それぞれの酵素
を処理し、24 時間経過後に洗浄を行い、病斑形
成への影響についても調査した。 
 
（３）病原菌を剥離可能な酵素を分泌する微生
物群の選抜 
 病原菌を剥離する能力を有する微生物群を選
抜するために、自然界より種々の方法により選
抜を試みた。これまでの成果より、コラゲナーゼ
などの糖タンパク質分解酵素が剥離効果を示し
たことより、コラーゲンを基質として培養し、
Coomassie Brilliant Blue (CBB) 染色の程度に
よりゼラチン分解活性の強い菌株の選抜を行っ
た。微生物源として、①イネ葉面ライブラリーから
の分離：農業環境技術研究所で保有しているイ
ネ葉面ライブラリー（2500 菌株）（図 2）、②葉面

微生物集団よりコラーゲンを基質として前培養を
行い、直接選抜した集団、③微生物群衆のレプ
リカを作製し、複製コロニーにおけるゼラチン分
解能力を評価して選抜を行った。 

図 1．農業環境技術研究所保有の葉面ライブラリー 

 

選抜された菌株の特徴付けを進めるために、
16S rDNA 配列を PCR ダイレクトシークエンスし、
微生物種の同定を試みた。さらに、ゼラチン分
解能力の比較、酵素分泌能力の評価、酵素特
性の評価（金属要求性の有無）などを行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）細胞外物質の特性評価 
 タンパク質分泌系阻害剤を用いた際（図 2）に、
胞子懸濁液同時処理区では、全ての処理区に
おいて接着性に低下が認められたが、6 時間後
処理区では接着性の低下が認められなくなった。
このことは、6 時間後までの接着成分の生成によ
り、十分な接着能力を有することが明らかとなっ
た。シクロヘキシミドやモネンシン処理区では、
接着能力が低下することに加えて、付着器形成
率も低下したことより、阻害剤は多面的に働いて
いると考えられた。一方、コルヒチンやツニカマイ
シン処理においては、阻害剤同時処理区にお
いても付着器が形成されたことより、接着に関わ
る物質の生産性に関わる経路が阻害されている
ことが示唆された。ツニカマイシンなどはマンノ
ースなどを含む糖タンパク質分泌経路を作用点
としていることより、マンノースを有する糖タンパ
ク質が重要であることが明らかとなった。 

図 2．タンパク質分泌系阻害剤による付着器形成・接着能力

への影響．A: control, B: コルヒチン, C: シクロヘキシミド, D: モネンシン, D: 

ツニカマイシン． 
 

 また、接着に関わる因子において糖鎖の役割
がどの程度重要であるかを評価するために、各
種レクチン処理を行った（図 3）。過去の研究報



告では、高濃度のレクチンを処理した際に付着
性が低下した報告がある。しかし、そのような高
濃度のレクチン処理区では、付着器形成も阻害
され、形態形成における多面的な阻害効果が認
められた。レクチン処理濃度を下げた場合に、
付着器形成は正常となったが、ConA, WGA 処
理区では処理時間が早い場合において接着性
が低下した。これよりマンノースやキチンなどの
構成要素が接着性に影響を及ぼしていることが
明らかとなった。一方、PSA 処理区では接着性
に影響が及ぼされなかったことより、マンノース
の中でも、1,3-マンノースが接着に関与している
ことが示唆された。 

図 3．レクチン処理による付着器形成・接着能力への影響． 
 
 各種栄養源を処理した際（図 4）に、グルコース
やシュクロースなどの炭素源のみ、あるいは硝酸
ナトリウムの窒素源のみを添加した場合、付着器
形成や接着性には影響を及ぼさなかった。一方、
天然栄養源を処理した場合、カゼインエキス、モ
ルトエキスなどでは同様に付着器形成や接着性
に影響は無かったが、酵母エキスや肉エキスを
処理した場合は膨潤して分岐に富んだ菌糸が
伸展し、付着器形成は認められず、接着能力も
大きく低下した。このことは、酵母エキスや肉エ
キスに含まれる成分がいもち病菌の形態分化を
撹乱し、これまでに認識されなかった形態分化
へと導く能力を有していることが明らかとなった。 

図 4．各種栄養源添加時における付着器形成・接着能力へ

の影響．A: control, B: glucose, C: sucrose, D: casamino acid, E: sodium nitrate, 

F: beef extract, G: malt extract, H: peptone, I: soytone, J: yeast extract, K: beef 

extract + glucose, L: beef extract sucrose, M: peptone + glucose, N: peptone + 

sucrose, O: yeast extract + glucose, P: yeast extract + sucrose． 

 
 酵母エキス処理において、付着器形成が認め
られなかった結果より、酵母エキスに含まれる性
フェロモンα-factor が関与している可能性が考
えられた。そこで、α-factor を処理したところ（図

5）、付着器形成は阻害されたが、接着能力は保
持していた。このことは、酵母エキスに含まれて
いるフェロモン以外の成分が形態分化に影響を
及ぼすことを示唆している。さらに、α-factor は
既報によると、一方の交配型のみに付着器形成
阻害を引き起こしたが、今回の研究により、交配
型に依存せず、いずれの交配型菌株にも付着
器形成を阻害することが明らかとなった。 

図 5．α-factor 処理の付着器形成・接着能力への影響． 

 
 以上のように様々な栄養源を処理した際に、
多様な形態分化を導くことが示された。このよう
な多様に分化した胞子発芽体の糖鎖組成の変
化を調査するために、FITC 標識した各種レクチ
ンを処理した（図 6）。WGA 処理区ではいずれ
の場合も陽性反応が認められたことより、キチン
はいずれの条件でも検出されていた。一方、
ConA 処理した場合には、接着能力が消失した
処理区において陽性反応が認められなかった。 

図 6．栄養源・フェロモン処理によるレクチン結合性の違い． 

 
 さらに、遺伝子レベルで細胞接着に関わる因
子を明らかとすることを試みた。着目した遺伝子
は、細胞外層を構成しているハイドロフォビンを
RNA サイレンシング法により機能解析を行った。
蒸留水あるいは Tween 20 を滴下し、その浸水性
を評価することで、サイレンシングが起こった程
度の異なる複数の菌株を得た（図 7）。 

図 7．ハイドロフォビンの RNA サイレンシング変異株におけ

る浸水性評価． 

 



 以上の結果より、細胞表層における接着に関
わる因子の構成様式についての新たな知見が
得られた。キチンを骨格とした基盤において、ハ
イドロフォビンの一種である Mpg1 が層構造を形
成し、1,3-マンノースを有する糖タンパク質が高
次の複合体を形成することによって接着性が高
められていることが考えられた。 

 得られた変異体をオートミール培地上で培養
し、気中菌糸を回収して total RNA を抽出し、ノ
ーザン分析を行った（図 8）。Mpg1 サイレンシン
グ株系統においては、浸水性の程度と RNA 発
現量の抑制程度に相関性が認められた。一方、
Mhp1 サイレンシング株系統のノーザン解析を試
みたが、野生株においても Mhp1 の発現量が低
かったことより、検出レベル以下であった。  

（２）いもち病菌を剥離する酵素群の特定 
 いもち病菌の剥離効果を有する酵素群の選抜
をプラスチック上で行った（図 10）。糖質、脂質、
タンパク質、糖タンパク質をそれぞれ分解する酵
素を用いた。その結果、同時処理においては、
多くの酵素で剥離効果が認められたが、それは
付着器形成の阻害など多面的な影響がほとん
どであった。その一方で、コラゲナーゼなどの糖
タンパク質分解酵素処理では、付着器形成に影
響を与えることなく、剥離作用を示した。これら糖
タンパク質分解酵素は、付着器まで形成した 6
時間後においても剥離作用が認められた。この
結果は、糖タンパク質分解酵素が病原菌の剥離
効果に有効であることが明らかとなった。 

図 8．ノーザン分析による各サイレンシング株系統における

Mhp1, Mpg1 遺伝子の発現様式． 
 
 Mhp1 の発現量が低かったことより、得られた
total RNA より cDNA を合成し、RT-PCR を行っ
た。Mpg1 サイレンシング系統ではノーザン解析
と同様の結果が得られ、Mhp1 では、PCR 反応
のサイクル数を増やさなければバンドが検出で
きず、発現量の差を評価できなかった。 
 得られた各サイレンシング系統における付着
器形成と接着能力を評価した。Mpg1 サイレンシ
ング系統は付着器形成が抑制、遅延し、接着能
力も低下していた。一方、Mhp1 サイレンシング
系統は付着器形成に若干の影響が認められた
が、接着性に影響が認められなかった。 
 得られた Mpg1 サイレンシング系統の病原性を
評価した。通常の接種条件では、6 日後に野生
株と同等の病原力を示したが、接種後 6 時間後
に葉を洗浄したところ、Mpg1 の RNA 発現量が
最も抑制された株(No. 19)は、病斑形成が抑制
された（図 9）。一方、Mhp1 サイレンシング系統
はいずれも病斑が形成された。 

図 10．各種酵素処理における付着器形成・接着能力への

影響．A: control, B: glucanase, C: α-glucosidase, D: α-mannosidase, E: 

β-mannosidase, F: α-mannosidase, G: pepsin, H: protease, I: trypsin, J: lipase, K: 

pronase E, L: collagenase (crude), M: collagenase I, N: collagenase 4, O: 

collagenase V, P: collagenase X, Q: collagenase N-2, R: collagenase S-1, S: 

gelatinase B．      

 
 剥離効果の認められた酵素が、その効力を実
際に植物葉面でも発揮しているのかを SEM を
用いて観察した（図11）。病原菌を接種後6 時間
後に酵素液を処理し、1 日経過後に葉面を洗浄
した。ワックスを保存した状態で試料作製を行い、
SEM 観察したところ、剥離効果の認められたコ
ラゲナーゼ処理区では、病原体の接着した領域
のみワックスが分解された痕跡が観察された。 
 このような剥離作用を有する酵素が見出された
ことより、病原菌を接種し、6 時間後に各種酵素
を添加して反応させ、さらに 24 時間後に洗浄処
理を施した（図 12）。その結果、糖タンパク質分
解酵素の多くでは病原性の低下が確認された。
しかしながら、全てのコラゲナーゼが同様に病原
性を低下させることは無かった。これは葉面にお
ける酵素の効果がそれぞれの酵素タイプにより
異なる可能性を示唆している。高い病害抑制効

図 9．洗浄処理を施した各サイレンシング系統の病原性． 

上段：接種 3 日後、下段：接種 6 日後． 
 



果 を 示 し た 酵 素 は 、 collagenase (crude), 
collagenase S-1, gelatinase B であった。また、接
着能力の低下が認められなかったリパーゼにお
いては病原性が低下したが、接着性以外にもシ
グナル伝達系の遮断などの要因も考えられた。  
以上の結果より、コラゲナーゼなどの糖タンパク
質分解酵素を処理することで病原菌の剥離作
用による病害防除が可能であることが示された。 

図 11．各種酵素処理によって剥離された病原体の痕跡． 

A: プラスチック上（A: 無処理, B: コラゲナーゼ処理）, 植物上（C: プロテアー

ゼ処理, D: コラゲナーゼ処理）． 

図 12．各種酵素処理を施した際の病原性の違い． 

A: control, B: glucanase, C: α-glucosidase, D: α-mannosidase, E: β-mannosidase, 

F: α-mannosidase, G: α-chymotrypsin, H:  pepsin, I: protease, J: trypsin, K: 

lipase, L: pronase E, M: collagenase (crude), N: collagenase I, O: collagenase 4, P: 

collagenase V, Q: collagenase X, R: collagenase N-2, S: collagenase S-1, T: 

gelatinase B．      

 
（３）病原菌を剥離可能な酵素を分泌する微生
物群の選抜 
 病原菌を剥離する能力を有する微生物群を、
自然界より種々の方法により選抜を試みた。 
 ①イネ葉面ライブラリーからの分離： 
 農業環境技術研究所で保有しているイネ葉面
ライブラリー（2500 菌株）（図 1）からの選抜を行
った。96 穴プレートで保存菌株を培養し、ゼラチ
ン含有 96 穴プレートへ培養菌株を添加して、
CBB 染色によりゼラチン分解活性を評価した。
その結果、Nocardioides sp. に属する菌株が高
いゼラチン分解活性を示した。 
 ②葉面の微生物集団からの直接分離： 
 神戸大学農学部附属食資源センター圃場の
イネ葉を磨砕し、リン酸緩衝液に懸濁後、コラー

ゲンを基質として前培養を行い、生育してきた菌
株のゼラチン分解活性を評価した。イネ葉磨砕
抽出液の培養前後でどのような微生物が存在す
るのか、それぞれの処理区より形成されたコロニ
ーを任意に分離し、rDNA 塩基配列を決定して
種 の 同 定 を 行 っ た 。 培 養 前 に お い て は 、
Sphingomonas sp. および Microbacterium sp.が
優占種となったが、培養後は Sphingomonas sp., 
Roseateles sp., Serratia sp.および Acidoborax sp.
が分離された。また、前培養した一部の微生物
群のゼラチナーゼ活性を評価した結果、前培養
前に分離された微生物群と比較して、ゼラチン
分解活性の強い菌株が多く得られた。この結果
より、基質を添加して前培養を行うことで、目的
の酵素活性を有する微生物を選抜する効率が
高まることが示された。 
 ③レプリカ法を用いた微生物の分離： 
 ゼラチン分解活性をより効率良く評価するため
に、生育したコロニーを滅菌したフィルターに移
し、ゼラチンを含んだシャーレで培養し、CBB 染
色を行ってゼラチン分解活性を持つ菌株だけを
単離した。その結果、新たに Cryseobacterium sp.
と Pseudomonas sp.が選抜された。 
 これら微生物の培養液をいもち病菌胞子懸濁
液に混合し、剥離効果を評価した（図 18）。その
結果、同時処理の場合には、コラゲナーゼと同
程度の剥離効果を示した。培養 6 時間後におい
ては、コラゲナーゼほどの剥離効果は認められ
なかったが、水処理区と比較して、有意な剥離
効果が認められた。 

図 18．各微生物のいもち病菌に対する剥離効果． 
Ac: Acidovorax sp., Sp: Sphingomonas sp., Cr1 and Cr2: Cryseobacterium sp., Ps: 

Pseudomonas sp. 
 
 以上のような行程で選抜された微生物の生産
する酵素の特徴付けを進めるために、ゼラチン
分解活性にどのような金属を必要とするのか検
討を行った。金属キレート剤である EDTA を処理
した際に Acidovorax sp., Sphingomonas sp., 
Cryseobacterium sp.ではゼラチン分解活性が濃
度依存的に阻害されたのに対して Pseudomonas 
sp.では阻害されなかった。EDTA によって阻害
されたゼラチン分解活性は、どの金属を補うと回
復するのかを調査した。コラゲナーゼ, 
Acidovorax sp.や Sphingomonas sp.は、カルシ
ウムイオンを補うことでゼラチン分解活性が回復
したが、Cryseobacterium sp.は、亜鉛イオンを添
加することでゼラチン分解活性が回復した。この
ように選抜された菌株によって分泌する酵素の



特徴は異なっており、興味深い。今後は更なる
特徴付けを進めていく必要がある。 
 本研究により、自然界からいもち病菌を剥離す
る能力を有する微生物群を選抜してくることに成
功した。これによって、病原菌を剥離するアプロ
ーチによる新たな病害防除法の開発に向けた
基盤が構築された。得られた微生物から分泌さ
れる酵素がいもち病菌に対してどのような効力を
発揮するのか、より詳細な調査が必要である。さ
らに、今後は、イネ葉上において選抜された微
生物が定着し、病害防除効果を発揮できるのか
どうかを評価する研究が必要である。 
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