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研究成果の概要（和文）：イネごま葉枯病菌を用いて、光形態形成に関与すると考えられるフィ

トクロム様光受容体遺伝子、クリプトクロム様光受容体遺伝子、VeA遺伝子、及び、LaeA遺伝

子のクローニングと機能解析を行なった。また、イネごま葉枯病菌の分生胞子形成を促進する

糸状菌を新たに発見するとともに、キュウリ褐斑病菌においても、イネごま葉枯病菌と同様に

メラニン合成系遺伝子の発現が近紫外線照射によって増加することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： Photomorphogenesis-related genes, Phytochrome-like gene, 
Cryptocrome-like gene, VeA gene, and LaeA gene, were identified and characterized in the 
rice brown spot fungus Bipolaris oryzae. Conidiation-promoting fungus against B. oryzae 
was identified. In addition, expression of melanin biosynthesis genes was enhanced by 
near-ultraviolet irradiation of Corynespora leaf spot fungus Corynespora cassiicola as 
well as B. oryzae.  
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１．研究開始当初の背景 
 地球上で生産可能な食糧の約 12%が、毎年、
植物の病気（植物病）によって失われている。
近年、生物多様性に配慮した農業生産や、食
の安全・安心のニーズから、化学農薬だけに
依存しない、新しい作物保護技術の開発が求
められている。 
 研究代表者は、現在、光を利用した植物保
護技術の開発を目指して研究を行っている。

そのためには、「植物」及び「植物病原糸状
菌」の双方において、光が及ぼす影響やその
メカニズムを明らかにする必要がある。植物
は、自らの生長を制御するための環境情報の
ひとつとして光を利用しており、光センシン
グ（光受容）に関する光受容体として赤色光
受容体（フィトクロム）や青色光受容体（ク
リプトクロム・フォトトロピン）の存在が知
られている。 
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 一方、光とは縁がないと考えられる糸状菌
においても、胞子形成や色素形成等の光形態
形成が青色光や紫外線によって調節される
現象が数多く報告されてきた。 
 イネごま葉枯病菌 Bipolaris oryzae の胞
子形成は、紫外線によって誘導されるが、そ
の反応は青色光によって阻害されるという
ユニークな拮抗的光反応によって調節され
る。この拮抗的光反応は、日中の光のバラン
スで胞子形成量を調節し、さらに宿主である
イネに感染しやすい夜間に胞子を形成する
ために、イネごま葉枯病菌が独自に獲得した
光形態形成のひとつと考えられているが、こ
の反応に関わる光受容体については未解明
であった。近年、ゲノムシークエンスからの
解析によって、糸状菌にも、植物のフィトク
ロムやクリプトクロムに類似した光受容体
タンパク質を持っていることが Aspergillus
属菌等で報告されている。しかしながら、イ
ネごま葉枯病菌においては、これら光受容体
の存在は知られていなかった。 
 一方、イネごま葉枯病菌をモデルとして、
近紫外線照射によって発現が増加する遺伝
子の探索及び発現解析を行ってきた結果、メ
ラニン合成系遺伝子をはじめとする 50 以上
の新規紫外線誘導遺伝子の存在を明らかに
してきた。しかしながら、イネごま葉枯病菌
以外の植物病原糸状菌においても、近紫外線
照射によってメラニン合成系遺伝子の発現
が増加するかについては検討されてこなか
った。 
 

２．研究の目的 

 光を利用した「植物病原糸状菌」側からの
新しい植物保護技術を開発する糸口を導き
だすためには、植物病原糸状菌が光環境を認
識するための光センシングに関わる光受容
体を明らかにするとともに、植物病原糸状菌
における光反応の多様性を明らかにする必
要があると考える。そこで、本研究では、以
下の点を明らかにすることを目的とした。 
① イネごま葉枯病菌から、光受容体と推定

されるフィトクロム様光受容体遺伝子、
クリプトクロム様光受容体遺伝子、光受
容体の足場タンパク質をコードすると考
えられている VeA 遺伝子、及び、その下
流の二次代謝制御因子をコードすると考
えられる LaeA 遺伝子をクローニングす
るとともに、遺伝子破壊株を作出し、機
能解析を行なう。 

② イネごま葉枯病菌の分生胞子形成に影響
を及ぼす光以外の因子を探索する。 

③ イネごま葉枯病菌以外の植物病原糸状菌
で、メラニン合成系遺伝子の発現が近紫
外線照射によって増加するかを確認する。 

④ 分子生物学的解析があまり行なわれてい
ないキュウリ褐斑病菌を用いて、メラニ
ン合成系遺伝子の機能解析を行なう。 

３．研究の方法 

１）アグロバクテリウムを用いた形質転換 
 バイナリーベクターとして、pCAMBIA-Bar- 
RfAを、アグロバクテリウム株として、EHA105
及び AGL1 を用いた。イネいもち病菌または
イネごま葉枯病菌の分生胞子を PDA培地上の
濾紙に塗布し、アグロバクテリウムとの共培
養後、ハイグロマイシン薬剤耐性による選抜
を行なった。共培養時の温度や時間について
も検討を行った。 
 
２）発光ダイオードを用いた光応答の解析 
 ジャガイモ煎汁 PDA培地に供試菌を移植し、
卓 上 人 工 気 象 器 （ 日 本 医 科 器 械 ・
LH-70LED-DT）を用いて、青・緑・赤の LED
光を照射し、菌叢生育や胞子形成等の各種性
状解析を行なった。メラニン合成系遺伝子の
発現定量解析は、各糸状菌のメラニン合成系
遺伝子に特異的なプライマーを用いて、各種
光条件で培養した菌体から抽出・合成した
cDNAを鋳型として、リアルタイム PCRにより
行なった。 
 
３）光センシング関連遺伝子のクローニング 
 糸状菌で既知の遺伝子配列をもとにプラ
イマーを作成し、PCR による遺伝子の増幅と
シークエンスを行なった。また、RACE法によ
り、それぞれの mRNAの 5’末端及び 3’末端
を決定した。また、得られた塩基配列をもと
に、DDBJデータベースを用いた相同検索を行
なった。 
 
４）遺伝子破壊株の作出と解析 
 イネごま葉枯病菌の発芽分生胞子から作
成したプロトプラストとベクターをポリエ
チレングリコールとともにインキュベート
し、再生培地に塗布後、ハイグロマイシン含
有培地上で、形質転換体のスクリーニングを
行なった。遺伝子破壊の有無を調査し、目的
遺伝子破壊株の各種性状解析を行なった。 
 
５）分生胞子形成を促進する因子の探索 
 イネごま葉枯病菌との対峙培養によって、
イネごま葉枯病菌の分生胞子形成を促進す
る糸状菌の探索を行なった。rDNAの ITS領域
のシークエンンスにより、種の同定を行なっ
た。また、培養ろ液を用いた胞子形成促進物
質の抽出も試みた。 
 
６）キュウリ褐斑病菌のメラニン合成遺伝子 
 キュウリ褐斑病菌から、糸状菌で既知のメ
ラニン合成系遺伝子の遺伝子配列をもとに
プライマーを作成し、PCRにより、SCD1遺伝
子及び THR1 遺伝子のクローニングを行なっ
た。遺伝子破壊株の作出は、イネごま葉枯病
菌と同様に行ない、サザン解析により、遺伝
子破壊株の確認を行なった。菌叢生育・分生
胞子形成などの性状解析を行なった。 



 

 

４．研究成果 
１）アグロバクテリウムを用いた形質転換 
 複数のアグロバクテリウム株を用いて、
様々な共培養条件のもとで、アグロバクテリ
ウムを用いた形質転換について検討を行なっ
た。イネいもち病菌では、多くの形質転換体
を得たのに対して、イネごま葉枯病菌では、
アグロバクテリウムを用いた形質転換体はま
ったく得られなかった。したがって、イネご
ま葉枯病菌においては、アグロバクテリウム
を用いた形質転換は困難であり、従来どおり、
PEG法を用いた形質転換が適していることが
示された。 
 
２）発光ダイオードを用いた光応答の解析 
 発光ダイオード（LED）を用いた光応答の解
析系を確立し、植物病原糸状菌における菌叢
生育・胞子形成・色素形成等の形態的特徴に
ついて調査を行なった。特筆すべき点として、
各種植物病原糸状菌における光応答を、メラ
ニン合成系遺伝子を指標にして解析した結
果、イネごま葉枯病菌だけでなく、イネいも
ち病菌、キュウリ褐斑病菌、キュウリ炭そ病
菌のいずれの植物病原糸状菌においても、メ
ラニン合成系遺伝子の発現が、近紫外線によ
って増加することを確認した（図１）。以上
の結果から、紫外線受容体及び紫外線による
光形態形成は、植物病原糸状菌に幅広く存在
することが示唆された。 

３）光センシング関連遺伝子のクローニング 
 イネごま葉枯病菌では、これまでに、青色
光受容体遺伝子、及び、オプシン様光受容体
遺伝子をクローニングしている。これらに加
えて、イネごま葉枯病菌から、下記の光セン
シング関連遺伝子のクローニングを行なっ
た。 
① フィトクロム様光受容体遺伝子（BoPHY1） 

 フィトクロムは、植物の赤色光・遠赤
色光受容体として知られている。このフ
ィトクロムと類似している約4kbの遺伝
子をクローニングした。 

② クリプトクロム様光受容体遺伝子（BoCRY1） 
 クリプトクロムは、植物の青色光受容
体として知られている。このクリプトク
ロムと類似している約2.4kbの遺伝子を
クローニングした。 

③ VeA遺伝子（BoVeA） 
 Velvetタンパク質（VeA）は、糸状菌の
光受容体の足場タンパク質と考えられて
いる。このVeAをコードしていると考えら
れる約2kbの遺伝子をクローニングした。 

④ LaeA遺伝子（BoLaeA） 
 LaeAタンパク質（LaeA）は、糸状菌の
二次代謝制御因子と考えられている。こ
の LaeA をコードしていると考えられる
約 1.3kbの遺伝子をクローニングした。 

  
４）遺伝子破壊株の作出と解析 
 イネごま葉枯病菌からクローニングした、
光センシングに関係すると思われる①フィト
クロム様光受容体遺伝子（BoPHY1）、②クリ
プトクロム様光受容体遺伝子（BoCRY1）、③
光受容体の足場タンパク質と考えられるVeA
の遺伝子（BoVeA）、及び、④その下流の二次
代謝制御因子と考えられる LaeAの遺伝子
（BoLaeA）の機能解析を行なうため、PEG法を
用いた遺伝子相同置換による遺伝子破壊実験
を行なった。その結果、すべての遺伝子破壊
株の作出に成功した。これら遺伝子破壊株の
性状解析を行なった結果、BoCRY1遺伝子破壊
株では菌叢生育が顕著に遅くなること、また、
野生株がCM培地上で偽子のう殻様の黒い構造
物を多数形成するのに対して、BoCRY1遺伝子
破壊株では形成されないといった差異が示さ
れた。BoPHY1遺伝子破壊株では、暗黒培養に
おいて、野生株では通常形成されない偽子の
う殻様の黒い構造物が多数形成されたことか
ら、BoCRY1遺伝子とBoPHY1遺伝子がともに有
性生殖に関与することが示された。一方、分
生胞子形成については、野生株と比較して、
分生胞子形成数に有意に差が見られるものも
あったが、分生胞子形成誘導に紫外線が必要
である点は野生株とは変わらなかった。この
ことから、紫外線による分生胞子形成誘導に
これら遺伝子は直接関与しておらず、紫外線
センシングに関与する未知の紫外線受容体が
存在することが推察された。  

 
図１ 各種病原糸状菌におけるメラニン合成
系遺伝子の発現解析 
Dark：コントロール（暗黒培養） 
NUV：近紫外線照射（60分） 
Blue：青色光照射（60分） 



 

 

５）分生胞子形成を促進する因子の探索 
 イネごま葉枯病菌との対峙培養によって、
イネごま葉枯病菌の分生胞子形成を有意に促
進する糸状菌（D1菌株）を得た。rDNAのITS
領域の塩基配列から、D1菌は、Diaporthe sp.
であると推察された。対峙培養を行った場合， 
D1菌株コロニーと接触する周辺で，イネごま
葉枯病菌の分生胞子形成が有意に増加した
（図２）。この現象は，イネごま葉枯病菌とD1
菌株のそれぞれの菌糸が直接接触していなく
ても認められた。さらに，D1菌株を各種液体
培地で培養後，ろ過滅菌した培養ろ液をペー
パーディスクに滴下し，このペーパーディス
クとイネごま葉枯病菌を対峙培養した結果，
コントロールと比較して，イネごま葉枯病菌
の分生胞子形成が有意に増加した。以上の結
果から，D1菌株によって分泌される熱安定性
の何らかの物質が，イネごま葉枯病菌の分生
胞子形成を促進することが考えられた。 

６）キュウリ褐斑病菌のメラニン合成遺伝子 
 キュウリ褐斑病菌を用いて、相同組換えに
よりメラニン生合成遺伝子破壊株を作出し、
キュウリ褐斑病菌におけるメラニン生合成
遺伝子の機能解析を行なった。 
 キュウリ褐斑病菌のメラニン生合成遺伝
子であるシタロン脱水酵素遺伝子(SCD1 遺伝
子)及び 1,3,8-トリヒドロキシナフタレン還
元酵素遺伝子(THR1遺伝子)の破壊株は，野生
株と比較して、どちらもアルビノの表現型を
示した（図３）。興味深いことに、両遺伝子
破壊株の分生胞子は、野生株と比較して有意

に小さくなった。さらに、分生胞子懸濁液を
キュウリ葉に滴下接種した結果、両遺伝子破
壊株では付着器を形成したにも関わらず、野
生株と比較して小さい病斑を形成した。一方，
イネごま葉枯病菌の SCD1 遺伝子を導入した
キュウリ褐斑病菌の SCD1 遺伝子破壊株の表
現型は、キュウリ褐斑病菌の野生株の表現型
へと回復したことから、キュウリ褐斑病菌の
SCD1 遺伝子の機能は、イネごま葉枯病菌の
SCD1 遺伝子で相補可能であることが示され
た。以上の結果から，キュウリ褐斑病菌では、
他の糸状菌のメラニン生合成遺伝子の機能
と類似しているものの、他の糸状菌とは異な
り、メラニンが分生胞子のサイズと病斑形成
に関与している可能性が示唆された。 
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図３ キュウリ褐斑病菌のメラニン合成系 
遺伝子破壊株 
写真左：THR1遺伝子 写真右：SCD1遺伝子 
上側は野生株、下側は遺伝子破壊株  

 

図 2 分生胞子形成を促進する糸状菌 
左：イネごま葉枯病菌；右：D1菌 
D1菌との境界部分で、イネごま葉枯病菌のコ
ロニー周辺が多数の分生胞子形成により黒色
を示している。 


