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イネの代表的な植物病原糸状菌であるイネごま葉枯病菌（Bipolaris oryzae）の伝搬体であ

る胞子形成はNUV光と青色光の拮抗的な光調節反応（マイコクローム系）により制御されて

いることが知られている。本研究では、イネごま葉枯病菌を用いてこれらの光調節反応の分

子基盤を明らかにするための分子生物学的手法を用いた基礎解析を行った。 

 
１．形質転換系の確立と逆遺伝学的手法による遺伝子機能解析 

植物病原糸状菌においてはMagnaporthe grisea, Alternaria alternataおよびColletotrichum 
lagenariumなどで薬剤耐性遺伝子を有する形質転換ベクターを選択マーカーとして用いる形

質転換系が確立されている。しかしながら、イネごま葉枯病菌を用いた形質転換系は確立さ

れていない。そこで遺伝子機能の解析と、その応用をめざして、イネごま葉枯病菌の形質転

換系の確立を試みた。 

まず、プロトプラストの作成に効率的な酵素の組み合わせを検討した結果、多くの糸状菌

において効果的にプロトプラストを作成できるNovozyme234はほとんど効果がなく、イネご

ま葉枯病菌においてはKitalaseおよびDriselaseの両酵素が効果的であった。最終的にKitalase

とDriselaseにCellulaseを加えた酵素系が一番多くのプロトプラストを形成できた。 

次に、このプロトプラストを用いて従来用いられてきたPEG（polyethylene glycol）法に加

え、効率的な形質転換体作出法として考案されたREMI法（Restriction Enzyme-Mediated 

Integration）による形質転換を試みた。その結果、5µgの形質転換ベクターpSH75、1×107の

プロトプラストを用いて作出する形質転換体数はPEG法に比べREMI法が約20-30倍以上も効

率的であり、制限酵素の種類で異なるものの1処理あたり8-57菌株の形質転換体を得ることが

できた。さらに、REMI法により作出された菌株のほとんどにおいて、pSH75のゲノムDNA

への挿入が1コピーでかつランダムであった。これらの結果から、REMI法がイネごま葉枯病

菌においても有用性の高い形質転換法であると考えられた。 

次にREMI法によって作出した1200菌株の形質転換体から3菌株の色素合成欠損変異体を

選抜し、これらの菌株におけるpSH75挿入部位近傍の遺伝子解析を行った。その結果、これ

ら3菌株ともに破壊部位は異なるものの糸状菌の黒色色素である1,8-DHNメラニン合成の初

期反応に関与するポリケチド合成酵素遺伝子（PKS1）内およびその上流領域にベクターの

挿入が起こっており、これがPKS1遺伝子機能欠損の原因となることが明らかとなった。 

続いて本形質転換系を利用した逆遺伝学的解析による遺伝子機能解析への有効性につい



て検討を行った。PKS1遺伝子を標的遺伝子に用い、遺伝子の相同組み換えを利用した相同置

換法による遺伝子ノックアウト、およびdsRNAを介した転写後遺伝子抑制機構を利用した

RNAサイレンシング法を用いた遺伝子ノックダウンを試みた結果、両方法ともに効率的に形

質転換体の作成に成功し、これらのほとんどが黒色色素メラニンの蓄積の認められないアル

ビノ株であった。これらのことから、相同置換法およびRNAサイレンシング法がイネごま葉

枯病菌においてもその遺伝子機能に利用可能な有効な方法であることが明らかとなった。 

 

２．イネごま葉枯病菌のMAPキナーゼシグナル伝達系の機能解析 
細胞外から核への情報伝達を担う重要な細胞内シグナルシステムのひとつであるMAPK

カスケードに着目し、メラニン合成や胞子形成などの発現を制御する光シグナルがこの

MAPKカスケードを通過する可能性を推定し、イネごま葉枯病菌のMAPK遺伝子のクローニ

ングおよび相同置換法を用いた遺伝子機能解析を行った。既知の菌類MAPKのアミノ酸配列

をもとに作成したディジェネレイトプライマーを用いたディジェネレイトPCRによってイネ

ごま葉枯病菌からMAPK遺伝子のクローニングを試みた結果、YERK1型（Yeast Extracellular 

Signal-regulated Kinases）MAPKであるBMK1遺伝子およびYSAPK（Yeast Stress Activated 

Protein Kinase）型MAPKであるSRM1遺伝子の2つのサブファミリーに分類されるMAPKを同

定した。これらの遺伝子破壊株の解析から、BMK1遺伝子は胞子形成、菌糸生育および宿主

植物上における病原性に重要な遺伝子であり、SRM1遺伝子は浸透圧およびUVストレス条件

下における環境応答に関与していることが示唆された。しかしながら、これらの両遺伝子破

壊株ではNUV光照射によって特異的に発現量の増加するメラニン合成遺伝子群の光による

発現制御に影響を及ぼさなかったことから、BMK1、SRM1の2つの遺伝子が関与するMAPK

経路は光シグナルの伝達には直接的に関与しないものと結論した。 

 

３．青色光受容体様遺伝子のクローニングおよび機能解析 
本研究室でクローニングされたアカパンカビN. crassaなどで知られる青色光受容体遺伝

子WC-1、WC-2のホモログ遺伝子BLR1, BLR2のドメイン検索を行った結果、光受容体の機能

を果たす上で重要であるドメインLOVやWC-1、WC-2などのように複合体を形成する分子に

とって重要なドメインPASおよび転写制御に関わるzinc fingerなどにおいては高度に保存さ

れていた。特にBLR1タンパク質が保持していると考えられたLOVドメインに関してはWC-1

ホモログだけでなく、発色団FADを結合するその他の光受容体Neurospora VVD、Arabidpsis 

phot1、phy3などとも相同が見られ、本領域の存在からもBLR1タンパク質が発色団を結合し

光受容体として働く機能を備えていることが示唆された。相同置換法およびRNAサイレンシ

ング法を用いたBLR1およびBLR2遺伝子の機能解析の結果、BLR1遺伝子破壊株およびBLR2遺
伝子サイレンシング株は胞子が形成できず、気中菌糸の形成も不安定であった。一方、BLR1
遺伝子破壊株において光回復酵素遺伝子PHR1の発現が抑制をされたのに対し、BLR2遺伝子

サイレンシング株はPHR1にはほとんど影響を及ぼさなかった。 

 

このように本研究では、イネごま葉枯病菌の遺伝子機能解析を行うための基盤となる形質

転換系を確立した。そして本法を用いることでイネごま葉枯病菌のMAPKシグナル伝達系、

および青色光受容体様遺伝子などいくつかの遺伝子の機能解析を行い、断片的ではあるが本

菌の光形態形成における分子基盤の解明に向けたいくつかの知見が得られた。 


