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研究成果の概要（和文）：黒穂病菌に感染したマコモは花茎が異常な伸長肥大成長を示す。この

現象には植物細胞壁の部分的分解による緩みが関与すると推測される。黒穂病菌とマコモのゲ

ノムのドラフト配列を解読し、感染マコモ花茎の各肥大成長段階における遺伝子発現を網羅的

に解析したところ、黒穂病菌では細胞内局在の糖加水分解酵素の遺伝子と比較して細胞壁分解

酵素遺伝子は高い発現量を示した。これら遺伝子のうち、異種発現に成功したβ-グルコシダー

ゼとβ-グルカナーゼは、機能解析によりβ-1,3-グルカン分解酵素であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Infection of Ustilago esculenta to Zizania latifolia causes aberrant 
hypertrophy of flowering stems. This phenomenon is thought to attribute to loosening of plant cell wall 
by partial degradation of the wall. Draft genome sequences of Z. latifolia and U. esculenta were 
analyzed and then comprehensive analysis of gene expression in flowering stems of the infected host 
during hypertrophy of the stems was carried out. Many genes encoding cell wall degrading enzymes of 
U. esculenta showed higher expression level than those of cytosolic glycosyl hydrolases. β-Glucosidase 
and β-glucanase, which were successful in heterologous production among them, were β-1,3-glucan 
degrading enzymes according to enzymatic characterization. 
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１．研究開始当初の背景 
 植物の成長は細胞分裂による細胞数の増
加と細胞の体積増加により制御されている。
分裂後の細胞の体積は吸水作用により数倍
から数百倍に増加するため、植物体の成長は
主に吸水作用による細胞成長に依存してい
ると言える。しかし、植物細胞は強固な構造
の細胞壁に覆われることでその形体が維持
される一方、この細胞壁の機械的強度が自由
な吸水による細胞成長を妨げている。 
 植物細胞壁はセルロース微繊維をヘミセ
ルロースが架橋結合する構造をとる。この構

造が細胞壁に強度と柔軟性を付与している。
細胞成長時にはヘミセルロースにより形成
された架橋が分泌酵素により切断されるこ
とで細胞壁の緩みが生じ、細胞の吸水作用が
起こる。双子葉植物では、ヘミセルロースの
一種であるキシログルカンが細胞壁の架橋
形成や分解による細胞壁の緩みの誘導に深
く関わっていることが報告されている。一方、
単子葉植物ではグルクロノアラビノキシラ
ンや 1,3-1,4-β-グルカンが主要なヘミセル
ロース糖鎖であり、架橋形成による細胞壁強
度の増大や分解による細胞壁の緩みへの関



与が推測されている。しかし、これの直接的
な証拠はない。 
 
２．研究の目的 
 マコモ（Zizania latifolia、イネ科植物）
は９-１１月に花茎を発達させ、その後種子
を形成する。一方、黒穂病菌（Ustilago 
esculenta、担子菌）に感染しているマコモ
の花茎では、異常な伸長•肥大成長が起こる。
このような顕著な形体変化を示す黒穂病菌
感染マコモをモデル植物として使用し、黒穂
病菌およびマコモ由来の細胞壁分解酵素の
遺伝子発現とこれらの酵素機能を明らかに
することを本課題の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)肥大成長部位の遺伝子発現解析 
 マコモ、黒穂病菌のゲノムを解読し、
BlastP と Pfam を用いたアノテーションによ
り、細胞壁分解酵素遺伝子ホモログを同定
した。分泌タンパク質かどうかの判定には
SignalP server、TMHMM server を用いた。
遺伝子発現解析用サンプルとしては肥大開
始前、肥大成長開始直後、肥大中期、肥大終
期の４種類のステージのものを使用した。コ
ントロールとしては肥大成長開始直後に対
応する出穂直後の未感染マコモ花茎を採取
した。遺伝子発現解析は SuperSAGE 法に基い
て行い、各生育ステージにおける全細胞壁分
解酵素遺伝子の発現の比較を行った。 
 
(2)細胞壁分解酵素遺伝子のリコンビナント
酵素機能解析 
 遺伝子発現解析の結果、高発現を示す遺伝
子について異種発現系を構築し、組換え酵素
の基質特異性を調べた。 
 
４．研究成果 

�ケ �トマコモ、黒穂病菌の ノムの ラフト配列
は de novo �フアセン リにより得た。マコモ

�ケ �スの ノムサイ は 520 Mbp、N50 は 32 kbp、
黒穂 �て �そ病菌 はそれ れ 24 Mbp、2.8 kbp

�て �フあり、発現 ロファイル作成に十分な質
�て あった。マコモ遺伝子 41243 個中 357 個
�か �て糖加水分解酵素遺伝子 あり、そのうち

分泌型(細胞壁分解酵素遺伝子)は 124 �て個
�てあった。一方、黒穂病菌 は全遺伝子 7434

個中、84 �か �て個 糖加水分解酵素 あり、その
うち 50 �か �て個 分泌型 あった。肥大成長前、
初期、中期、後期のマコモ花茎、未感染マコ
モ花茎を用い、SuperSAGE 法による遺伝子発

�て現解析を行った。この方法 は遺伝子同定
可能な短い mRNA 配列( �クタ ) �トのリー 数を

�か �フ �て �ク発現量とする 、各サン ル 総タ 数
500 �テ万以上の大量の ータを得た。マコモて
� は細胞壁分解酵素遺伝子 124 個中 45 �て個

�か �ヘ �て発現 みられ、 クチン分解酵素 ある

Glycoside hydrolase family (GH) 28 遺伝子
�か 非常に高い発現量を示した。また、一部

の GH28 �て �フは感染マコモの肥大前のサン
�て �ヒル 非常に高い発現量を示した。セロ オ
�ト �セ �ク �てヒ ロラー ホモロ ある GH9酵素遺

�て伝子の一つは非常に高い発現量 あり、多
数の β-1,3- �ク �セルカナー 遺伝子の発現か
� �てみられた。黒穂病菌 は、肥大成長前から
肥大成長後期にわたり、細胞内に局在する糖
加水分解酵素をコードする遺伝子と比較し
て、多種の分泌型の細胞壁分解酵素遺伝子
（セルロース、ヘミセルロース分解系の酵素
遺伝子 GH3, 9, 10, 16, 30, 45, 51） �か 高
い発現量を示した。特に、GH51 酵素遺伝子の

�か発現量 高く、黒穂病菌は肥大成長部位に
おいて、単子葉植物の主要ヘミセルロースの
一つであるグルクロノアラビノキシランの
分解を行っていることが推測された。 
 
 �て感染部位 発現の見られる分泌型細胞壁
分解酵素のうち、GH3 β- �ク �タ �セルコシ ー
(Bgl3A)と GH16 β- �ク �セルカナー (Lam16A)
の麹菌による異種発現系の構築に成功した。
これを用いて生産した組換え酵素を精製し
機能解析を行った。Bgl3A �クは可溶性の ルコ

�ト �かシ に対し広い基質特異性を示した 、
β-1,3- �ク �ク �コルカン、 ルコオリ 糖に対し
て比較的高い活性を示した。一方、不溶性基
質に対しては活性を示さなかった。 �てそこ
β-1,3- �ク �コルコオリ 糖に対するカイネテ

�ハ �へィック ラメーターを調 たところ2糖か
ら 4 糖に対して高い活性を示した(図 1(A))。
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図1. β-1,3-グルコオリゴ糖に対する活性 
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一方、Lam16A は β-1,3- �ク ルカンに対して
高い特異性を示した。β-1,3- �ク ルコオリコ
� 糖に対しては 5 糖以上の基質に対して高い
活性を示した(図 1(B))。この結果は、Bgl3A
とLam16A �か 協同的にβ-1,3- �ク ルカンの分
解を行う可能性を示唆している。また、
Lam16A は C 末に GPI �クアンカーシ ナル配列
(GPI-AS)を持つ。GPI-AS の有無による組換え
Lam16A �への麹菌における局在を調 た結果、
GPI-AS �すの有無に関わら Lam16Aは培養上清

�かに分泌されていた 、GPI-AS を持つ Lam16A
�かのみ膜への局在 確認された。また、膜画

分のホスファチジルイノシトール特異的ホ
スホリパーゼ C 処理により Lam16A が膜から
遊離したことから、Lam16A は GPI アンカーを
介して膜に局在することが明らかになった。
この結果から、Lam16A �か �すま 黒穂病菌細胞
膜に局在して自身の細胞壁の再構築に関わ

�かる 、その後菌体外に遊離し、Bgl3A ととも
に外来性の β-1,3- �ク ルカンの分解に関与

分解の能力を明らかにする必要があ
。 
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誌論文〕（計 2 件） 

�かすること 推測された。 
 今後は今回機能解析した細胞壁分解酵素
以外の高発現遺伝子がコードする酵素の機
能解析を行うことにより、黒穂病菌のマコモ
細胞壁
る
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