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研究成果の概要（和文）：イネばか苗病菌(Fusarium fujikuroi)の中には、ブタ肺水腫やウマ白質脳症を起こすカビ毒
であるフモニシンを産生する集団と産生しない集団が存在する。本課題ではフモニシン産生能喪失の原因を遺伝子レベ
ルで解明した。喪失の原因変異はフモニシンの生合成に関わる遺伝子クラスター中の複数の領域に分散して存在してい
ると推定された。そのうちの1つは他のフモニシン生合成遺伝子の転写制御因子となっているFUM21遺伝子中のg.2551G>
T(p.G678*)置換であり、コードされたタンパク質のC末端側11アミノ酸が欠失することで機能を失っていると予想され
た。

研究成果の概要（英文）：Fusarium fujikuroi is the fugal pathogen of the rice bakanae disease. Fumonisin 
is a mycotoxin that causes swine pulmonary edema and equine leukoencephalomalacia. Fumonisin producing 
population and non-producing population are present in F. fujikuroi. The causative mutations are found to 
be dispersed in the fumonisin biosynthetic gene cluster in a fumonisin non-producing isolate. One of the 
mutations is a g.2551G>T(p.G678*) substitution in FUM21 gene coding transcription factor for other 
fumonisin biosynthetic genes. The coding protein presumed to be disfunctioned by the missing of 11 amino 
acids at C-terminal derived from the substitution.

研究分野： 菌学
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１．研究開始当初の背景 
糸状菌(カビ)が産生する有毒物質は、カビ

毒と呼ばれる。世界人口が増加する中、食料
のカビ毒汚染を防ぎ、安全を確保することが
欠かせない。カビ毒産生菌の多くは作物の栽
培中に寄生する。加熱で菌を除去できても、
カビ毒自体は熱に強いために除去できない
ことで大きな問題となっている。そのため最
も望ましい対策は、作物の栽培・保存の際、
菌にカビ毒を産生させないことである。 
これまでの研究で国内のイネばか苗病菌

Fusarium fujikuroiには、ブタ肺水腫やウマ
白質脳症を起こすカビ毒のフモニシンを産
生する集団と産生しない集団が存在するこ
とが判明している。これらの集団を利用して
フモニシン産生能喪失の原因を遺伝子レベ
ルで解明すれば、フモニシン産生抑制技術を
確立するための標的遺伝子と部位情報を得
ることができる。 

 
２．研究の目的 
本課題では、イネばか苗病菌におけるフモ

ニシン産生能喪失の原因を遺伝子レベルで
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
国内で分離したイネばか苗病菌の菌株コ

レクション中に交配可能なフモニシン産生
株と産生能喪失株が見出されている。そこで、
これらの株を利用して以下のような方法で
フモニシン産生能喪失の原因を解明するこ
とにした。 
 
(1) 候補遺伝子の探索 
①連鎖解析 
イネばか苗病菌のフモニシン産生能喪失

株のフモニシン遺伝子クラスターに欠失は
見られていないが、これまでに行った連鎖解
析の予備試験の結果は、フモニシン産生能喪
失の原因がフモニシン遺伝子クラスター、あ
るいはその近傍にあることを示している。ま
ずは連鎖解析の精度を高めて、原因がフモニ
シン遺伝子クラスターにあることの確証を
得る。 
②フモニシン遺伝子クラスターの配列比較 
原因がフモニシン遺伝子クラスターにあ

ることの確証を得られた段階でフモニシン
産生株と産生能喪失株のフモニシン遺伝子
クラスターの塩基配列を比較する。 
③フモニシン遺伝子クラスターの発現比較 
イネばか苗病菌に近縁でフモニシンを産

生するトウモロコシ赤かび病菌 Fusarium 
verticillioidesの場合、遺伝子クラスター
内の全 16 個の遺伝子は、フモニシンの生合
成にあわせて mRNA が転写されている。イネ
ばか苗病菌の遺伝子クラスターも遺伝子構
成はトウモロコシ赤かび病菌と同様である
ことから、フモニシン産生株においては全 16
遺伝子の mRNA が転写されると予想される。
一方、フモニシン産生能喪失株の場合、一部

の遺伝子の mRNA が転写されておらず、その
結果フモニシンが産生されなくなっている
可能性も考えられる。そこで、RT-PCR でフモ
ニシン産生株とフモニシン産生能喪失株の
発現比較を行う。 
これらの結果をもとにフモニシン産生能

喪失の原因となっている遺伝子候補を探し
出す。 
(2) 遺伝子導入によるフモニシン産生能の
回復 
候補となった遺伝子について、組換え DNA

技術による遺伝子導入(プラスミドベクター
を用いた糸状菌の形質転換)を利用してフモ
ニシン産生株の正常遺伝子をフモニシン産
生能喪失株へ導入し、フモニシン産生能が回
復する遺伝子を明らかにする。その遺伝子中
複数の変異が見られる場合は、個々の変異を
人工的に導入した遺伝子を作成し、上記同様、
遺伝子導入によるフモニシン産生能の回復
試験により原因変異を特定する。 
 
４．研究成果 
(1) 候補遺伝子の探索 
①連鎖解析 
フモニシン産生能が喪失の原因がフモニ

シン遺伝子クラスターに存在する確証を得
るため、交配子孫株を 100 株得て連鎖解析に
用いた。これらはフモニシン産生能を持つも
のが 81 株、持たないものが 19 株であった。
フモニシン遺伝子クラスター内の2つのマー
カーを含め、ゲノム上の 7つのマーカーでデ
ータを取得したところ、58株については交配
に用いたいずれかの親株とデータが一致し、
それらは交配子孫株を得た際に混入した親
株の分生胞子に由来した株と予想された。そ
こでそれらを除いた 42 株を用いて連鎖解析
を行った結果、フモニシン遺伝子クラスター
内のマーカーがフモニシン産生能と完全連
鎖していることが確認された。 
②フモニシン遺伝子クラスターの配列比較 
フモニシン産生株では約50Kbpからなるフ

モニシン遺伝子クラスターの全塩基配列が
解読されていた。そこで新たにフモニシン産
生能喪失株のフモニシン遺伝子クラスター
の全塩基配列を解読してフモニシン産生株
との違いを調べた。その結果、フモニシン産
生能喪失株のフモニシン遺伝子クラスター
にはフモニシン産生株のものと同様の構造
が見られたが、各遺伝子には塩基配列で
0.3-1.6%、アミノ酸配列で 0.2-2.7%の違いが
検出された。 
③フモニシン遺伝子クラスターの発現比較 
解読された塩基配列をもとに、それぞれの

フモニシン遺伝子に対応した 16 ペアの
RT-PCR 用プライマーを設計した。フモニシン
産生を誘導する GYAM 液体培地により、フモ
ニシン産生株とフモニシン産生能喪失株を
それぞれ培養して RNA を抽出した。その際、
フモニシン産生株の場合は培養液中にフモ
ニシンが検出されるのに対し、フモニシン産



生能喪失株の場合はフモニシンが検出され
ないことを確認した。RT-PCR の結果、フモニ
シン産生株については、16種類の遺伝子全て
について予想サイズの RT-PCR 産物が検出さ
れた。一方、フモニシン産生能喪失株では 6
種類の遺伝子については予想サイズの
RT-PCR 産物が検出されたが、10 種類の遺伝
子については RT-PCR 産物が検出されなかっ
た(図 1)。 

図 1. フモニシン遺伝子クラスター中の遺
伝子の位置と読取り枠の方向を矢印で示し
た。フモニシン産生誘導 GYAM 液体培地で培
養した際にRT-PCRで陽性だった遺伝子に(+)、
陰性だった遺伝子に(-)を付した。 
 
以上の結果をもとに、フモニシン遺伝子ク

ラスター中の唯一の転写制御因子で、
g.2551G>T(p.G678*)の塩基置換が検出され
た FUM21を原因候補遺伝子と予想した。 
(2)遺伝子導入によるフモニシン産生能の回
復 
原因候補遺伝子とした FUM21領域をフモニ

シン産生株からクローニングして、形質転換
でフモニシン産生能喪失株に導入したが、フ
モニシン産生能の回復は認められなかった。
また、同様に FUM6～FUM13領域を導入した形
質転換体でもフモニシン産生能の回復は認
められなかった。しかし、FUM6～FUM13領域
の形質転換体に FUM21領域を追加導入した形
質転換体を作成したところ、フモニシン産生
能の回復が認められた。従って、フモニシン
産生能喪失の原因変異は FUM21と FUM6～
FUM13 領域に分散して存在すると考えられた。
フモニシン産生能喪失株の FUM21に見られて
いる g.2551G>T(p.G678*)置換はコードして
いるタンパク質の C末端側 11 アミノ酸を欠
失させることになる(図 2)。 

図 2. フモニシン産生 Gfc0825009 株 (上段)
とフモニシン産生能喪失 Gfc0801001 株(下
段)の FUM21のアミノ酸配列。 
 
そこで、先の実験でフモニシン産生株の
FUM21領域を追加導入するとフモニシン産生
能が回復した FUM6～FUM13領域の形質転換体
に、フモニシン産生株の FUM21領域を人工的
な点変異導入で g.2551G>T(p.G678*)に改変
して追加導入してみたところ、フモニシン産
生能の回復が認められなかった。 
以上の結果から FUM21中の

g.2551G>T(p.G678*)がフモニシン産生能喪
失の原因変異の一つであることを明らかに
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