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研究成果の概要（和文）：糸状菌のCD（Conditionally Dispensable）染色体とは、培地上での成育には必要ではない
が、植物寄生など特定の生活環にのみ必要な染色体である。本研究では、宿主特異的毒素を生産し、異なる作物に感染
する3つのアルタナリア病原菌について、毒素生合成遺伝子（TOX）クラスターをコードするCD染色体の進化的起源と成
立機構の解明を目指した。その結果、これらCD染色体は、共通領域とTOXクラスターを含む各病原菌特異的な領域から
なり、共通な起源染色体にTOXクラスターが組み込まれて成立したことが明らかとなった。さらに、TOXクラスターの成
立には遺伝子水平移動が関与したことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The CD (Conditionally Dispensable) chromosomes of plant pathogenic fungi are 
essential for the disease-causing capacity on host plants, but not for growth on media. We analyzed the 
structure and function of CD chromosomes of three pathogens of Alternaria alternata, which produce 
host-specific toxins (HSTs) as pathogenicity factors. The CD chromosomes of the three pathogens encode 
HST biosynthetic gene (TOX) clusters and are essential for their host-specific pathogenicity. The CD 
chromosomes were found to consist of large syntenic regions and pathogen-specific regions including TOX 
clusters. This result indicates that the syntenic regions are the core of the original, dispensable 
chromosome, and that the TOX genes were integrated into the original chromosome. Phylogenetic analysis of 
TOX genes suggests that a part of TOX genes was obtained from other fungi by horizontal gene transfer.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 植物病原糸状菌　宿主特異的毒素　病原性　CD染色体　寄生性進化　遺伝子水平移動
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１．研究開始当初の背景 
糸状菌の CD（Conditionally Dispensable）染

色体とは、培地上での生存・成育には必要で
はないが、植物寄生など特定の生活環に不可
欠な染色体を意味する。先に研究代表者らは、
Alternaria alternata 病原菌群の植物寄生性が
CD 染色体によって決定されていることを見
出した。CD 染色体が最初に報告された生物
は、エンドウ根腐病菌（Nectria haematococca）
であり、A. alternata は 2 例目である。 

A. alternata は自然界に広く生息する本来腐
生的な糸状菌であるが、本菌にはそれぞれ異
なる作物に病気を引き起こす 7 つの病原性系
統（病原型、pathotype）が存在する。これら
病原型の病原性は、宿主植物にのみ毒性を示
す菌の第 2 次代謝産物（宿主特異的毒素）に
よって決定されている。したがって、7 つの
病原型は、腐生的 A. alternata がそれぞれ固有
の毒素生産能を獲得することによって病原
菌化したと考えられ、病害発生の根本現象で
ある“腐生菌からの病原菌誕生（寄生性進
化）”を研究するための好適なモデルである。 
申請者らは、5 つの病原型（イチゴ黒斑病

菌、ナシ黒斑病菌、タンゼリン brown spot 菌、
リンゴ斑点落葉病菌、トマトアルターナリア
茎枯病菌）から毒素生合成遺伝子（TOX）ク

ラスターを単離し、TOXクラスターが各病原
型の 2.0 Mb 以下の小型染色体に分布するこ
とを見出した。さらに、イチゴ菌、リンゴ菌、
トマト菌から、小型染色体の欠落株を分離し、
欠落株は毒素生産性と病原性を完全に失う
が、培地上での成育、胞子形成などは正常で
あること、すなわちこれら染色体が CD 染色
体であることを明らかにした。なお、イチゴ
菌、リンゴ菌、トマト菌は、それぞれデカト
リエン酸エステル毒素（AF 毒素）、環状ペプ
チド毒素（AM 毒素）、ポリケチド毒素（AAL
毒素）を生産し、毒素感受性の作物品種にの
み病気を引き起こす（図 1 および 2）。 

生存上は不要な “余分な染色体”が宿主選
択的な寄生性を決定するという事実は、植物
病原菌研究の歴史のなかでも重要な発見で
ある。そこで、イチゴ菌 NAF8 株の 1.0 Mb
染色体、リンゴ菌 IFO8984 株の 1.4 Mb 染色
体、トマト菌 As-27 株の 1.0 Mb 染色体の構造
と機能を解析し、①CD 染色体には生存には
不必要な遺伝子と TOX のみがコードされて
いる、②CD 染色体には複数セットの TOX領
域が存在し、安定した病原性には複数コピー
の TOXが必要である、③CD 染色体の TOX領
域以外の構造は類似している、④トマト菌の
CD 染色体は両腕が左右対称構造であるなど、
多くのユニークな特徴を見出した（図 3）。さ
らに、⑤2 つの病原型のプロトプラスト融合
によって、ダブル毒素生産株の作出に成功し、
CD 染色体が宿主特異的な寄生性を付与す
る遺伝因子の実体であることを実証した。 

CD 染色体の構造類似性は、起源となった
dispensable 染色体の存在を示唆する大きな発
見であった。当初、研究代表者らは、CD 染
色体そのものが、他種から水平移動したとい
う仮説を考えていた。正直なところ、水平移
動による成立では、CD 染色体の特徴を羅列
することはできても、その起源を探ることは
難しく、研究の行き詰まりを感じていた。し
かしながら先の研究から、CD 染色体の成立
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図1．3病原菌の宿主特異的毒素の化学構造．

図2．リンゴ菌のAM毒素の毒性と病原性．感受
性品種と抵抗性品種の左半葉に菌の培養液を
有傷ドロップ処理、右半葉に胞子を噴霧接種
（２４時間後）．
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図3．(A) 3病原菌のCD染色体の構造．3病原菌のCD染色体
には、保存領域（ ）が存在し、また、TOXクラスター（ ）の
一部が重複、分散して存在する．トマト菌のCD染色体の両腕
はほぼ左右対称構造である． 両腕の共通領域．
(B) イチゴ菌左腕とリンゴ菌またはトマト菌左腕のハ－プロッ

ト解析．BlastNで検出された相同部分が点で示されている．
TM, テロメア; CM, セントロメア．
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過程について、起源染色体のゲノム内構築、
起源染色体への TOX遺伝子群の組み込み、そ
の後の TOX 領域の重複という具体的なステ
ップが想定されるに至り、CD 染色体の進化
的起源、さらに A. alternata における寄生性分
化の軌跡を具体的に追跡することが現実的
な課題となった。 
 
２．研究の目的 
上述した研究成果は、A. alternata 病原菌群

の宿主特異的な寄生性を決定する CD 染色体
の構造と機能、さらに本菌ゲノムの可塑性に
関する重要な新知見を提供とともに、CD 染
色体遺伝子の網羅的な分子進化学的解析に
よって、その進化的起源と成立過程を浮き彫
りにできる可能性を示している。また、プロ
トプラスト融合実験によって明らかにされ
た CD 染色体が本菌のゲノム中で付加的に共
存できるという特徴は、菌株間の菌糸融合に
よって CD 染色体が移動し、腐生的菌株の病
原菌化を引き起こす可能性を示している。ま
た、宿主植物が存在しない条件下では、CD
染色体欠落によって病原菌の腐生菌化が起
こり、自然界では CD 染色体を介して“腐生
菌⇔寄生菌現象”が繰り返されていることが
想像される。 
本研究では、7 つの A. alternata 病原菌のう

ち、TOXクラスターが CD 染色体にコードさ
れていることをすでに実証しているイチゴ
菌、リンゴ菌、トマト菌を対象とした。基本
構造が異なる毒素を生産するこれら 3 病原菌
は、CD 染色体の起源、成立機構を研究する
上で有効な材料と考えられる（図 1）。本研究
では、同一病原型の菌株間での CD 染色体の
構造比較、腐生菌への TOXクラスターの導入
による病原菌誕生の実験室レベルでの再現、
CD 染色体にコードされる遺伝子群の詳細な
分子進化学的解析、さらに腐生的菌株からの
起源染色体の探索によって、CD 染色体の進
化的起源と成立過程、さらに A. alternata 病原
菌の成立機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究を開始する時点で、イチゴ菌 NAF8

株の 1.0 Mb 染色体、リンゴ菌 IFO8984 株の
1.4 Mb 染色体、トマト菌 As-27 株の 1.0 Mb
染色体の構造解析と構造比較は完了し、おお
よその TOX領域の同定もほぼ完了していた。
本研究では、以下の研究を実施した。 
 
(1) 各染色体の配列から、100 アミノ酸以上を
コードする遺伝子を再アノテーションする
とともに、トランスポゾン様配列を同定し、
染色体構造を確定した。また、先に推定した
TOX 領域の遺伝子のうち機能未同定であっ
た遺伝子について、遺伝子破壊法、遺伝子サ
イレンシング法を用いて、毒素生合成におけ
る機能を確認した。 
 
(2) イチゴ菌の AF 毒素生合成遺伝子（AFT）

クラスターにコードされる Zn(II)2Cys6 タイ
プの転写制御因子（AftR）について、AFTR
のサイレンシング株と高発現株を作出し、
AFTクラスターの制御因子としての機能を検
証した。 
 
(3) 糸状菌において、第 2 次代謝のエピジェ
ネティックな global regulator として LaeAが
同定されている。A. alternata から LaeA相同
遺伝子（AaLaeA）を単離し、遺伝子破壊によ
ってその宿主特異的毒素生産への関与につ
いて検証した。 
 
(4) トマト菌の AAL 毒素生合成遺伝子（ALT）
クラスターを非病原性（腐生的）A. alternata
菌株に導入することによって、毒素を生産し、
トマトに病原性を示す菌株の作出を試みた。 
 
(5) リンゴ菌とトマト菌の他の菌株について、
それらの染色体をパルスフィールドゲル電
気泳動によって分画し、TOXクラスターをコ
ードする小型染色体を回収した。回収した染
色体の塩基配列を解析し、菌株間で CD 染色
体の構造を比較した。 
 
(6) イチゴ菌とリンゴ菌の CD 染色体にコー
ドされる全遺伝子について、データベース相
同性検索によって相同遺伝子を探索し、分子
系統解析によって CD 染色体遺伝子群の起源
を推定した。 
 
(7) 国産および外国産の非病原性 A. alternata
菌株から、PCR によって CD 染色体の保存領
域を保有する菌株を選抜し、パルスフィール
ドゲル電気泳動によって座常染色体を同定
した。 
 
４．研究成果 
(1) 3 病原菌の CD 染色体にコードされる遺伝
子の再アノテーションを行い、全遺伝子のエ
クソン・イントロン構造、データベース相同
性、推定機能、各種培地における転写パター
ンなどをカタログ化した。また、3 病原菌の
TOX 領域には多数のトランスポゾン様配列
が分布していることを見出した。それらのほ
とんどは、欠失・挿入変異によって転移活性
を失ったものであり、それらが TOX領域の重
複に関与したと考えられた。 
 遺伝子破壊と遺伝子サイレンシング法を
用いて、TOX候補遺伝子の毒素生合成におけ
る機能を解析した。イチゴ菌、リンゴ菌、ト
マト菌の毒素生合成に関与するそれぞれ 22
個、12 個、13 個の遺伝子を同定し、各 TOX
クラスターの全貌をほぼ明らかにした（表 1）。

TOX遺伝子 遺伝子数 コピー数

AFT
AMT
ALT

22

12

13

2～7

1～4

2 or 4

イチゴ菌

リンゴ菌

トマト菌

病原菌

表1．CD染色体にコードされるTOX遺伝子数とコピー数



また、イチゴ菌の TOXクラスターには、毒素
の前駆物質を他の物質に変換し、毒素生産性
を抑制する 3 個の酵素遺伝子もコードされて
いることを見出した。 
 
(2) イ チ ゴ 菌 の AFT ク ラ ス タ ー に は
Zn(II)2Cys6 タイプの転写制御因子（AftR）が
コードされている（図 4）。AFTR のサイレン
シング株と高発現株を作出し、サイレンシン
グ株は毒素生産性を失うこと、高発現株は毒
素生産性が顕著に向上することを見出し、
AftR が AF 毒素生合成に不可欠であることを
確認した。さらに、AFTR サイレンシング株、
高発現株では、すべての AFT 遺伝子群の転写
が同調的に低下、向上することを確認し、
AftR が AFT 遺伝子群の正の転写制御因子で
あることを明らかにした。 

 
(3) Aspergillus nidulans の methltransferase をコ
ードする LaeA は、第 2 次代謝をエピジェネ
ティックに制御する。他の糸状菌においても、
LaeA が第 2 次代謝のエピジェネティックな
global regulator として機能することが報告さ
れている。トマト菌から AaLaeA を単離する
とともに、トマト菌、イチゴ菌、リンゴ菌の
AaLaeA 破壊株を作出した。破壊株ではコロ
ニー形態の異常、毒素生産性と病原性の著し
い低下が認められ、AaLaeA が形態形成、毒
素生産および病原性を多面的に制御するこ
とが示唆された。 
 
(4) トマト菌の 13個のALT遺伝子は約 100 kb
領域にクラスターとして存在する。ALT クラ
スター領域を long PCRによって4分割して増
幅、増幅産物をハイグロマイシン B 抵抗性マ
ーカー遺伝子と混合し、AAL 毒素を生産しな
い非病原性（腐生的）A. alternata 菌株に導入
した。その結果、すべての ALT 遺伝子を保有
する菌株が得られた。この菌株の培養液の
HPLC 解析によって、トマト菌と同様に AAL
毒素を生産することを確認し、ALT 遺伝子セ
ットの導入による AAL 毒素生産株の作出に
成功した。さらに、この菌株を感受性トマト
品種に接種したところ、トマト菌と同様なタ
イミングで同様な病徴を引き起こした。以上
の研究によって、腐生菌への TOXクラスター
の導入による病原菌化の実験室レベルでの
再現に成功した。 
 
(5) リンゴ菌とトマト菌の他の菌株について、
TOX をコードする小型染色体の塩基配列を
解析した。両病原菌のそれぞれ 1 菌株につい
て、パルスフィールド電気泳動ゲルから TOX

染色体を回収し、ロッシュ GS FLX によって
塩基配列を決定した。さらに、PCR によって
得られたコンティグ間を連結し、染色体構造
を菌株間で比較した。その結果、どちらの菌
株の小型染色体からも、先に同定した保存領
域が見出され、病原型が異なる場合にも、CD
染色体の構造は類似していることがさらに
確認された。 
 
(6) イルミナ社 HiSeq を用いて、イチゴ菌、
リンゴ菌、トマト菌、非病原性 A. alternata 菌
株のゲノムドラフト配列を解析し、アセンブ
ルを行った。イチゴ菌とリンゴ菌の CD 染色
体にコードされるそれぞれ 285 個、329 個の
全遺伝子について、A. alternata の主要染色体
のゲノム配列と他の菌類のゲノム配列から
相同遺伝子を検索したところ、約 45%の遺伝
子について相同遺伝子が見出された。それら
遺伝子について、近隣結合法と最尤法を用い
て分子系統樹を作成したところ、TOX以外の
遺伝子のほとんどが Alternaria 属が含まれる
Dothideomycetes クレードに分布するのに対
して、TOX の多くが Dothideomycetes 以外の
糸状菌クレードに分布することが明らかと
なった。この結果は、TOX以外の遺伝子が主
要染色体遺伝子の重複によって、TOXの多く
が水平移動によってそれぞれ成立した可能
性を示した。 
 リンゴ菌の AMT クラスター（約 60 kb）に
は、11 個の酵素と 1 個の転写制御因子がコー
ドされている。これら 12 個の AMT 遺伝子の
うち 7 個の相同遺伝子が、系統学的に離れた
コムギ葉枯病菌（Mycosphaerella graminicola）
のゲノム中にクラスターとして存在するこ
とを見出した（図 4）。さらに、バナナ black 
shigatoka 病菌（M. fijiensis）、ポプラ bark canker
病菌（M. populorum）からもそれぞれ 4 個、5
個の相同遺伝子がクラスターとして見出さ
れた（図 5）。以上の結果は、AMT クラスタ
ーの一部が Mycosphaerella 属菌で成立し、A. 

CX11CX2CX6CX6CX9C
Zn(II)2Cys6 ドメイン

LX6LX6LX5L
ロイシンジッパー

AftR (445 aa)

図4．AFTクラスターにコードされる転写制御因子AftR．
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図5．(A)リンゴ斑点落葉病菌とコムギ葉枯病菌の相同遺
伝子クラスター領域．(B)Mycosphaerella属菌における
AMT相同遺伝子の分布．



alternata に水平移動したことを示している。
AMT 遺伝子群の分子系統解析の結果は、12
個の遺伝子のうち 7 個が Mycosphaerella 属菌
からの水平移動、残りの 5 個がゲノム内での
遺伝子重複という“合わせ技”によって成立
したことを示唆した。 
さらに、コムギ葉枯病菌の AMT 相同遺伝

子（MgAMT 遺伝子）領域を含む約 85 kb の領
域には、ペプチド合成の鍵酵素である非リボ
ソーム型ペプチド合成酵素（MgAMT1）、
Zn(II)2Cys6 型の転写制御因子も含め 17 個の
二次代謝関連遺伝子がコードされており、典
型的な二次代謝クラスターの特徴を有して
いる。コムギ葉枯病では、その病徴の激しさ
から毒素の関与が推定されているが、未だ同
定されていない。上述したクラスターの特徴
は、MgAMT 領域と葉枯れ症状を引き起こす
“毒素”との関連を連想させる。MgAMT 領域
の病原性における機能解析は今後の重要な
課題である。 
 
(7) 非病原性（腐生的）A. alternata 菌株が CD
染色体の起源となった小型のdispensable染色
体を保有すると予想される。そこで、国産お
よび外国産の非病原性 A. alternata 菌株から、
PCR によって CD 染色体の保存遺伝子を検出
したところ、保存遺伝子を保有する複数の菌
株が見出された。これら菌株の染色体をパル
スフィールド電気泳動によって分画したと
ころ、保存遺伝子をコードする 1.0 Mb 程度の
小型染色体（CD 染色体の起源染色体候補）
を保有する複数の菌株が同定された。さら
に、次世代シークエンサーを用いて、これら
菌株のゲノムドラフト配列を決定し、CD 染
色体の保存領域の存在を確認した。以上の結
果は、これら非病原性菌株が保有する小型染
色体が CD 染色体の起源染色体であることを
示唆した。 
また、リンゴ菌の保存菌株から、CD 染色

体プローブとハイブリダイズする 2 本の小型
染色体を保有する菌株を見出した。これら 2
本の染色体のうち、片方にのみ AMT 遺伝子
がコードされており、もう片方の小型染色体
が AMT 染色体の起源染色体である可能性が
見出された。 

 
以上の成果は、A. alternata 病原菌群の宿主

特異的な寄生性を決定する CD 染色体につい
て、その進化的起源と成立過程に関する重要
な新知見を提供した。Mycosphaerella 属菌ゲ
ノムにリンゴ菌の AMT クラスターの相同領
域が存在することは、AMT クラスターの成立
に他属菌からの水平移動が関与したことを
示す、画期的な発見であった。次の疑問は、
「両菌の相同遺伝子は同じ機能（酵素活性）
を持つのか？」、「Mycosphaerella 属菌の
MgAMT 産物は何らかの機能をもつのか？」
である。2015 年度から挑戦的萌芽研究「リン
ゴ斑点落葉病菌のAM毒素生合成遺伝子クラ
スターの起源を探る」が採択され、さらに研

究を進めている。本研究によって、MgAMT
領域が葉枯病菌の病原性に関与しないとい
う結果になるかもしれない。その場合にも、
本来病原性機能を持たなかった遺伝子群が
他種菌に水平移動し、新たに宿主特異的毒素
の生産に利用され、病原性進化に活用された
ことを実証することになる。本研究は、糸状
菌の二次代謝・病原性進化の新たな研究モデ
ルになると考えている。 
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