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１．研究計画（簡潔にまとめて記入してください。） 

植物病害防除において殺菌剤の果たす役割は大きい。しかし、薬剤耐性菌株が多発して農

業上大きな問題となっている。したがって、糸状菌病害防除において、薬剤耐性菌の出現

を回避できる薬剤ターゲット分子あるいは代謝経路を明らかにすることは新規薬剤開発

にとって非常に重要である。そこで、申請者らは、イネいもち病やごま葉枯病防除剤とし

て市販されてから約 30 年間、圃場で薬剤耐性菌株出現の報告のない浸透性薬剤フェリム
ゾンに着目した。フェリムゾンは、イネいもち病菌に対して静菌的に作用し、呼吸を阻害

せず、生体高分子の生合成代謝にほとんど影響しないが、細胞膜に作用し、膜透過性に影

響を与えることが報告されている。本研究では、フェリムゾンの作用機作を明らかにしす

ることにより、耐性菌が出現しない新規薬剤開発のためのターゲットを提示することを目

指す。初年度は、アグロバクテリウム形質転換法を用い、イネいもち病菌(Pyricularia	

oryzae)とウリ類炭疽病菌(Colletotrichum	orbiculare)に T-DNA をランダムに挿入するこ

とにより菌糸生育においてフェリムゾンに耐性を示す菌株をスクリーニングできる実験

系を構築する。菌糸生育において耐性を示した菌株を多数作出し、それらの遺伝子をいく

つか同定する。次年度はそれら遺伝子の機能を明らかにするための研究を計画した。	

研究実験プロセスを以下に示す。	

１）アグロバクテリウム形質転換法（AtMT 法）によるイネいもち病菌とウリ類炭疽病菌へ

の T-DNA 挿入条件の検討。２）抗生物質マーカーによる T-DNA 挿入株の選抜。３）フェリ

ムゾン含有培地で菌糸生育できるフェリムゾン耐性株の選抜。４）選抜株での T-DNA 挿入

部位と破壊された候補遺伝子の同定。５）相同組換えによる候補遺伝子破壊株の作成。	

６）候補遺伝子導入による相補株の作成。７）破壊株の菌糸生育、胞子形成、付着器形成、

病原性などの性状解析。８）候補遺伝子がコードするタンパク質の細胞内局在、発現時期

等の解析。９）薬剤ターゲット分子あるいは代謝経路の提示。  
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２．研究成果の概要（4 ページ程度） 

AtMT 法による T-DNA 挿入変異株の作出  

	 イネいもち病菌とウリ類炭疽病菌において本研究目的に適した菌株を検討し、イネ

いもち病菌では P-2 株、ウリ類炭疽病菌では 104-T 株を選抜した。次に AtMT 法による

T-DNA 挿入菌株の取得効率を検討し、ウリ類炭疽病菌 104-T 株で効率よく良く T-DNA 挿

入菌株を作出できる条件を確立した。これまでにハイグロマイシン耐性を指標に約

7000 の T-DNA 挿入ウリ類炭疽病菌変異株を作出した。フェリムゾン(10−20	μg/ml)含

有ポテトデキストロース培地(PDA)での菌糸生育においてフェリムゾン感受性が低下、

すなわち野生株に対して菌糸生育が旺盛な 22 菌株を取得した。それらの株における

T-DNA 挿入部位と挿入により遺伝子発現が影響を受けると予想される遺伝子を表１に

示す。イネいもち病菌の T-DNA 挿入菌株作出については T-DNA 挿入の効率が炭疽病菌

の 10％ほどであったので、より効率の良い条件を検討中である。	

	

表１.フェリムゾン耐性ウリ類炭疽病菌候補株:T-DNA 挿入部位と影響を受けると推定

される遺伝子	
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T-DNA 挿入変異株と変異遺伝子の解析 

	 興味深いことに、フェリムゾン耐性候補菌株の多くは菌糸コロニーでの色素生

成、胞子形成、付着器のメラニン化など病原性発現において重要な性質が欠損し

ていた。耐性候補株としてリストアップされた 22 株中 FT1,	FT2,	FT3,	FT4,	FT5,	

FT8,	FT9,	FT13,	FT17,	FT20,	FT22 の 10 株については候補遺伝子をハイグロマ

イシン遺伝子と置換した破壊株を作成することに成功し、候補遺伝子とフェリム

ゾン耐性の関係を調べた。その結果、FT2,	FT3,	FT5,	FT8,	FT9,	FT13,	FT17,	FT20

株では候補遺伝子を破壊してもフェリムゾン耐性を示さなかった。考えられる原

因としては,	T-DNA 挿入遺伝子以外の遺伝子で変異が起きたセクター株をフェリ

ムゾン培地上で選抜した可能性、あるいは T-DNA 挿入がフェリムゾン感受性低下

に関わる他の遺伝子の発現に影響を及ぼした可能性が考えられる。実際、T-DNA

挿入により標的遺伝子の隣接の遺伝子の発現低下が起きることがシロイヌナズナ

で報告がされている。	

	 一方、FT1,	FT4 と FT22 においては候補遺伝子のハイグロマイシン遺伝子との

相同組み換えによる遺伝子破壊株（ΔcostuA と Δcoict1）はそれぞれ FT1,	FT4 と

FT22 と同様の表現型を示した。また、ΔcostuA と Δcoict1 への野生型遺伝子導入
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による相補株を作成したところ、野生株と同様の表現型に復帰したので、ΔcostuA

と Δcoict1 それぞれで破壊された遺伝子 APSESファミリーに属する転写因子	CoSTUA

と CoICT1(iron	copper	transporter)がフェリムゾン感受性低下に関わることが

明らかになった。さらに CoSTUA の相補実験において、胞子形成とメラニン化は野生

型と同様であるがフェリムゾン感受性のみ野生型レベルに復帰しない株が得られた。

その株の CoSTUA 遺伝子を調べたところ CoSTUA 遺伝子のストップコドンの数塩基上流

でグアニン塩基が１つ欠失していた。その変異株を[CoSTUA(-G)c]と命名した。そこで

CoSTUA 遺伝子破壊株（ΔcostuA）、CoSTUA(-G)c、野性株の３株から全 RNA を抽出しト

ランスクプトーム解析（RNAseq）を行った。その結果、ΔcostuA と CoSTUA(-G)c で共

通して発現量が減少あるいは増加し、両株間での発現量には有意な差はなく、野性株

との比較では発現量に有意な差が認められる多数の遺伝子をフェリムゾン感受性関連

候補遺伝子としてリストアップすることができた。ΔcostuA と CoSTUA(-G)c で共通し

て発現量が減少する遺伝子の中に付着器形成に関連して発現する CAD1 遺伝子が存在し

た。そこで、CAD1 遺伝子の破壊株を作成しフェリムゾン耐性と病原性試験を行った。

しかし、CAD1 遺伝子破壊株は野生型と同様の表現型を示し、フェリムゾン耐性には関

連しないことが示唆された。 RNAseq で 得られた多くの遺伝子が機能未知の

hypothetical	protein でもあるため、現在、新たなデータベースの利用を含めさらな

る解析を試みている。	

	

銅トランスポーターのフェリムゾン耐性と病原性との関係 

FT22 での変異遺伝子 CoICT1 は銅結合ドメインを持つ銅トランスポーター

CoIct1 をコードする遺伝子である。CoICT1 破壊株（Δcoict1）はフェリムゾン（20	

µg/ml）含有 PDA 培地でフェリムゾン無添加培地とほぼ同等のコロニー生育を示し

た（図１）。
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図１．CoICT1 破壊株のフェリムゾン感受性．(A)PDA 培地で培養６日後の菌叢。	

	 	 	 (B)コントロールの菌叢直径に対するフェリムゾン添加培地での菌叢直	

	 	 	 径の比。WT：野生株、ict1：CoICT1 破壊株、ict1/ICT1（CoICT1 相補株）	

 
Δcoict1 株の病原性と感染器官の形態形成の観察結果から、Δcoict1 は付着器

のメラニン化低下により宿主への病原性を欠損することが分かった。また、	

Δcoict1 株ではメラニン生合成に必要なラッカーゼ活性が顕著に低下していた。

ラッカーゼは銅結合ドメインを持つタンパク質であり活性は銅に依存することが

知られている。さらに、イネいもち病菌で同遺伝子のオルソローグ遺伝子の破壊

株を作出し解析したところ、ウリ類炭疽病菌と同様の結果が得られた。	

CoIct1N 末端のアミノ酸配列 MSCGGC(12-17aa)の M12，S13,C14,C17 は InterPro

検索より銅結合部位として推定されている。そこで、本領域のアミノ酸をアラニ

ンに置換した一アミノ酸変異株	(M12A,S13A,C14A,C17A)を作出し、本結合部位の

フェリムゾン感受性への関与を調べた。S13A を除く一アミノ酸変異株はフェリム
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ゾン含有培地で顕著なコロニー生育を示し、フェリムゾン感受性に CoIct1 の銅結

合部位が必要であることが分かった。	

次に、出芽酵母における CoIct1 のホモログ Atx1 は銅シャペロンタンパク質

Ccc2 に銅イオンを輸送することから、ウリ類炭疽病菌の CoCcc2 を破壊した coccc2

株を作成しフェリムゾン感受性検定を行った。coccc2 株はフェリムゾン含有培地

上で野生株と同等の菌糸生育を示し、フェリムゾン感受性因子として CoCCC2 を同

定した。	

	 CoICT1 や CoCCC2 などの銅トランスポーターは細胞内の銅の恒常性に関わると

考えられる。そこで、ウリ類炭疽病菌野生株と coict1 株の菌糸生育におけるフェ

リムゾン感受性に及ぼす硫酸銅添加の影響を調べるとともに、菌糸乾重量あたり

の銅含量を測定した。硫酸銅(10	µM)添加は野生株と coict1 株の菌糸生育には影

響しなかった。ただし、興味深いことに銅含有培地では coict1 株は野生株とほぼ

同等のフェリムゾン感受性を示した（図２）。	
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図２．銅添加培地における CoICT1 破壊株のフェリムゾン感受性．	PDA 培地	

	 	 	 で培養６日後の菌叢写真（左）と菌叢直径（右）。WT：野生株、	

	 	 	 ict1：CoICT1 破壊株	

	

液体培養菌糸を用い ICP 発光分析装置により菌糸の銅含量を測定したところ、銅

(10	µM)添加により銅含量は野生株と coict1 株いずれにおいても 4−５倍増大し

た。銅含有量は、銅添加、無添加、フェリムゾン添加、無添加いずれにおいても

coict1 株が野生株よりわずかに低い傾向を示した。しかし、興味深いことに、銅

とフェリムゾンを同時に添加した場合は coict1 株の銅含量が野生株のほぼ倍に

達した。この増加がフェリムゾン存在下での菌糸生育阻害、すなわちフェリムゾ

ン感受性の増大の１つの要因であるのかもしれない。	

	

フェリムゾンはイネいもち病 菌 の栄 養 菌 糸 先 端 の活 性 酸 素 種 （ROS）産 生 を抑 制 する 

イネいもち病菌における ROS 産生は菌糸伸長のシグナルとして知られている。

フェリムゾン処理したイネいもち病菌の菌糸生育は阻害されることから、生育菌

糸先端の ROS 産生を nitroblue	tetrazolium	（NBT）染色を用いて調べた。フェ

リムゾン（20	µg/ml）処理した栄養菌糸先端の NBT 染色率は無処理区と比較し、

顕著に低下した(図３)。このことから、フェリムゾンはイネいもち病菌の栄養菌

糸先端の ROS 蓄積に影響することが示唆された。	
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フェリムゾンはいもち病 菌 菌 糸 の細 胞 膜 におけるエンドサイトーシスの機 能 を低 下 させる 

フェリムゾンはいもち病菌菌糸の細胞膜機能に影響し、菌糸生育において静菌

的に作用すると考えられている。そこで、いもち病菌栄養菌糸細胞膜のエンドサ

イトーシス機能に及ぼすフェリムゾンの影響について調べるため膜に可逆的に挿

入される脂質結合染色化合物 FM4-64 を用いその挙動を観察した。イネいもち病菌

胞子を yeast	extract（0.1%）を含む滅菌水（YDW）、およびフェリムゾン（20	μg/ml）

を含む YDW で 24 時間培養後、FM4-64 で染色し、菌糸先端から 15μm の領域にお

いて蛍光を共焦点レーザー顕微鏡（Leica	MICROSYSTEMS	TCS	SP8）で観察した。

フェリムゾン無処理の栄養菌糸では細胞膜と膜内で赤色蛍光が見られた（図４）。

一方、フェリムゾン処理の栄養菌糸では主に細胞膜で赤色蛍光が見られ、細胞膜

内で蛍光が観察される割合は無処理区と比べて少なかった（図４）。菌糸先端から

15μm の領域における細胞内の FM4-64 蛍光強度を測定した結果、フェリムゾン処

理区の蛍光強度は無処理区と比較して顕著に低かった。このことからフェリムゾ

ンはイネいもち病菌の栄養菌糸におけるエンドサイトーシスを阻害することが示

唆された。	
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以上の結果から、ウリ類炭疽病菌とイネいもち病菌のフェリムゾン感受性に銅

輸送経路、活性酸素発生経路、エンドサイトシスなどの膜輸送系が関わることが

分かった。また、これまでに本研究で得られたフェリムゾン耐性ウリ類炭疽病菌

株とイネいもち病菌株は、菌糸コロニーでの色素生成、胞子形成、付着器のメラ

ニン化など病原性発現において重要ないずれかの性質を欠損していた。このこと

からフェリムゾン耐性獲得は宿主感染に必要な機構とトレードオフの関係にある

ことが示唆された。	
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