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研究成果の概要（和文）：植物病原糸状菌の細胞壁は細胞保護や形態維持の役割だけでなく形態形成の制御や環
境ストレスの感知に重要な役割を果たす。本研究ではウリ科植物に感染する炭疽病菌のタンパク質糖鎖修飾関連
因子CoPap2が細胞壁成分の構成および病原性に重要であり脂質脱リン酸化酵素として小胞体における糖鎖修飾に
寄与することを明らかにした。また細胞壁ストレスセンサーは細胞壁完全性および病原性に必要であること、
MAPキナーゼMaf1活性は細胞壁ストレス応答性を示しその活性はCoPap2の影響を受けたことから、CoPap2を介し
た糖鎖修飾とCell Wall Integrity経路を介した細胞壁ストレス応答との関連性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The cell walls of phytopathogenic fungi play important roles in 
morphogenesis and environmental stress response, as well as in cell protection and integrity 
maintenance. In this study, we showed that a dolichyldiphosphatase CoPap2 of cucumber anthracnose 
fungus is required for fungal cell wall integrity and pathogenicity and contributes to glycosylation
 in the ER. We also found that a cell wall stress sensor is required for cell wall integrity and 
pathogenicity, and that the MAP kinase Maf1 activity is cell wall stress-responsive and that its 
activity is affected by CoPap2. Our results revealed a link between CoPap2-mediated glycosylation 
and CWI pathway-mediated cell wall stress response.

研究分野：植物病理学

キーワード： 植物病原糸状菌　ウリ類炭疽病菌　病原性　細胞壁　ストレス応答　糖鎖修飾

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに植物病原糸状菌の感染時には細胞壁構造の大幅な再構築が起こることがわかってきた。細胞壁に含ま
れる多糖類や糖タンパク質の多くは糖鎖修飾を受けるとされているが、植物病原糸状菌の細胞壁合成および再構
成機構の感染制御における役割はよく知られていない。本研究では、植物病原糸状菌の病原性に必要な脂質脱リ
ン酸化酵素が細胞壁成分の糖鎖修飾に寄与することを見出し、さらにCWI経路を介した細胞壁ストレス応答に関
与することを明らかにした。本研究により植物病原糸状菌の感染過程における細胞壁再構成に関する新たな知見
を提供し、より効果的な植物糸状菌病防除薬剤や抗真菌薬の標的探索に貢献することが期待される。

※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 
 
植物病原糸状菌の細胞壁は細胞形態を維持するだけでなく、菌と宿主植物の境界面として形
態形成に必要な環境シグナル認識や環境ストレスに対する応答にも寄与する。近年、感染時には
細胞壁構成が大幅に変化することがわかってきた。細胞壁に含まれる多糖類や糖タンパク質の
多くは糖鎖修飾を受けるとされているが、細胞壁の詳細な構造やその合成および再構成機構の
感染制御における役割はよく知られていない。 
本研究では、ウリ科植物に感染する炭疽病菌の病原性に必要な推定タンパク質糖鎖修飾関連
因子 CoPap2 が細胞壁ストレス応答に関与するという観察に基づき、糖鎖修飾機構および感染時
の細胞壁ストレス応答と病原性との関係性を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ウリ類炭疽病菌のタンパク質糖鎖修飾機構および感染時の細胞壁ストレス応答
と病原性との関係性を明らかにすることを目的とする。そのために、CoPap2 が細胞壁糖鎖修飾
に与える影響、細胞壁ストレスセンサーを含むCell Wall Integrityシグナル経路の機能、CoPap2
を介した糖鎖修飾が細胞壁ストレス応答に及ぼす影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 糖鎖修飾関連因子 CoPap2 が細胞壁糖鎖修飾に関与するメカニズムの解明 
 
CoPap2 は脂質リン酸結合モチーフおよび膜貫通ドメインを持ち、小胞体におけるタンパク質
の糖鎖修飾に必要な脱リン酸化酵素として機能すると考えられる。そこで、CoPap2 が細胞壁糖
鎖修飾に与える影響を評価するため、まず糸状菌の細胞壁成分と結合し糖鎖上の N-アセチル-D-
グルコサミンおよびシアル酸残基に対する高い親和性を持つコムギ胚芽凝集素（WGA）蛍光標識
を用いて、細胞壁構造を観察し CoPap2 が細胞壁構成に関与するかどうか検証した。次に、CoPap2
が脂質脱リン酸化酵素として機能する可能性を検討するため、脂質リン酸結合モチーフをアミ
ノ酸点変異させCoPap2が機能欠損となるか検討した。さらに、蛍光タンパク質付加によりCoPap2
と糖鎖修飾が行われる小胞体の細胞局在性を検討し、CoPap2 が小胞体で機能するかどうか評価
した。 
 
(2) Cell Wall Integrity シグナル伝達経路と細胞壁ストレス応答との関与の検証 
 
出芽酵母では細胞壁損傷をストレスセンサーが感知し、下流シグナル伝達経路を活性化させ
細胞壁合成酵素や糖タンパク質を発現誘導させる。ウリ類炭疽病菌の CWI 経路が細胞壁ストレ
ス応答に寄与するのか検証するため、ストレスセンサーおよび細胞壁構成成分である WSC 遺伝
子を同定し、その遺伝子破壊が細胞壁完全性および病原性に与える影響を評価した。さらに、蛍
光タンパク質付加により WSC タンパク質がどこで機能するのか細胞局在性から評価した。また、
CWI シグナル伝達経路因子ホモログであり、ウリ類炭疽病菌の感染器官形成および病原性に関与
する MAP キナーゼ Maf1 の活性が細胞壁ストレスの影響を受けるのかどうかウェスタンブロット
により評価した。 
 
(3) CoPap2 を介した糖鎖修飾の細胞壁ストレス応答および病原性への関与の検証 
 
CoPap2 を介した糖鎖修飾がどのように細胞壁ストレス応答および病原性に影響するのか解明
するため、copap2 破壊株での WSC 局在性から CoPap2 が WSC の機能に影響を与えるか検証した。
さらに、Maf1 キナーゼ活性を野生株と copap2 破壊株で比較し、CoPap2 を介した糖鎖修飾が CWI
シグナル伝達経路に与える影響を検討した。また、野生株および copap2 破壊株の糖タンパク質
の抽出分離実験により細胞壁ストレス条件下での糖タンパク質比較解析を試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 糖鎖修飾関連因子 CoPap2 が細胞壁糖鎖修飾に関与するメカニズムの解明 
 
糸状菌細胞壁成分の N-アセチル-D-グルコサミンおよびシアル酸残基に対する高い親和性を
持つコムギ胚芽凝集素（WGA）蛍光標識を用いてウリ類炭疽病菌の細胞壁構造を観察した結果、
野生株の分生胞子と比較して copap2 遺伝子破壊株では WGA 蛍光の減少が見られた。このことか
ら CoPap2 が細胞壁成分キチンの糖鎖構成に寄与する可能性を示した。次に、CoPap2 に保存され



ている脂質リン酸結合モチーフのアミノ酸点変異（R78A, H93A）導入により、本菌の病斑形成が
減少したことから、本モチーフの重要性と CoPap2 が脂質脱リン酸化酵素として機能することを
明らかにした。また、蛍光タンパク質付加により CoPap2 と糖鎖修飾の場である小胞体膜を可視
化した。小胞体に局在するカルレティキュリンのシグナルペプチド(SP)、GFP および小胞体残留
シグナル(HDEL)を融合させ、ウリ類炭疽病菌に導入した結果、安定した小胞体の可視化に成功し、
さらに CoPap2-mCherry が菌糸生育時および感染器官形成時に小胞体膜で機能することを明らか
にした。 
 
(2) Cell Wall Integrity シグナル伝達経路と細胞壁ストレス応答との関与の検証 
 
細胞壁ストレスセンサーのホモログ遺伝子 CoWSC1, CoWSC2 および copap2 破壊株を用いた植
物感染時のトランスクリプトーム解析により新たに同定した CoPap2 制御下にある細胞壁構成成
分 CoWSC3, CoWSC4, CoWSC5, CoWSC6 の遺伝子破壊株の作出に成功した。病原性および細胞壁ス
トレス耐性を評価した結果、cowsc1 破壊株は病原性低下および細胞壁ストレス感受性を示し、
本菌の細胞壁完全性および病原性には CoWSC1 が重要であることを見出した。一方 CoWSC2-6 は
単独破壊株および多重破壊株共に野生株と同様の病原性を保持しており、細胞壁構成因子の機
能重複性が示唆された。次に、蛍光タンパク質付加により WSC タンパク質の細胞内局在性を評価
した結果、CoWsc1-GFP, CoWsc3-GFP は細胞膜・細胞壁周辺に局在を示し、これらの機能部位が
明らかになった。さらに、出芽酵母 CWI 経路因子 MAP キナーゼ Mpk1 のホモログであるウリ類炭
疽病菌 MAP キナーゼ Maf1 の活性が細胞壁ストレスの影響を受けるのかどうかリン酸化特異的抗
体を用いたウェスタンブロットにより評価した。その結果、細胞壁結合性カルコフルオールホワ
イトの添加培養時に非添加区と比較して Maf1 活性は上昇した。このことから、Maf1 は本菌の
CWI 経路の構成因子として細胞壁ストレス応答に寄与している可能性を見出した。 
 
(3) CoPap2 を介した糖鎖修飾の細胞壁ストレス応答および病原性への関与の検証 
 
蛍光タンパク質付加により可視化した CoWsc3-GFP の野生株および copap2 破壊株における局
在を植物感染時において比較観察した結果、copap2 破壊株では野生株と比較して CoWsc3-GFP 蛍
光が見られなくなったことから CoPap2 が細胞壁成分 CoWsc3 の機能に影響することが示された。
推定細胞壁ストレスセンサーCoWsc1-GFP についても観察を行っており、CoPap2 と細胞壁ストレ
ス応答との関連性の検証を進めている。さらに、Maf1 活性の評価により CWI 経路と CoPap2 との
関連性を評価した結果、野生株では細胞壁ストレス存在時に Maf1 活性が上昇した一方で、copap2
破壊株では細胞壁ストレスの存在に関わらず野生株と比較して Maf1 活性は減少していた。この
ことから、CoPap2 を介した糖鎖修飾と CWI 経路を介した細胞壁ストレス応答との連関が示唆さ
れた。また、カルコフルオールホワイト添加時および非添加時の野生株および copap2 破壊株の
菌糸から糖タンパク質の抽出実験を実施した。これまでのところ、比較解析に十分な抽出糖タン
パク質の取得には至っておらず実験を継続している。 
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