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第１章 緒 論 
 

現在地球上には無限に近い数の生命体が活動している。灼熱の砂漠地帯か

ら厳寒の北極、さらに深海や熱水など過酷な環境下においても生命体は存在

している。これらはすべて原始の地球において誕生した些細な生命体から進

化を遂げたものと考えられており、度重なる環境の急激な変動等でほとんど

の生物が死に絶えながらも生き残った生物が繁栄を繰り返し、今日でもその

生物の多様性は広がり続けている。 

何故、生物はそのような多様性を作り出そうとしていくのか、その仕組み

はどのような機構であるのか、生命体が持つ崇高なからくりを解き明かそう

と、多くの研究者が挑戦を続けている。Barbara McClintock (1984)は、彼

女が提案したゲノムストレス仮説において、生物はあるストレス環境にさら

されると、自身の持つ転移因子を用いてゲノムの再構成を引き起こし、スト

レス環境に適応できるような代謝形質の個体を生み出すように働く可能性を

示唆した。 

しかし、その当時は転移因子という言葉は概念上のものであり、その実体

を掴むことはできなかった。転移因子とはゲノム内に存在している遺伝子領

域で、自律的あるいは非自律的に異なる領域へ転移することを特徴とする。

転移因子が転移に伴って引き起こす遺伝的多様性のメカニズムとして幾つか

のプロセスが考えられている。第 1 に構造遺伝子に直接転移因子が挿入され

ることによる遺伝子の破壊、第 2 に相同な転移因子同士を介した相同組換え、

第 3 に転移因子自身がコードしているプロモーター配列によって新たに転移

した周辺遺伝子における発現パターンの変化、第 4 に転移因子と共に構造遺

伝子の一部が転移し、新たな融合タンパク質が作られるなどのプロセスが考

え ら れ て い る  (Fig. 1-1) (Kidwell and Lisch 1997; Gray 2000; 

Bennetzen 2000)。 

多様な表現型を示す例として、アサガオの花弁やトウモロコシの穀粒の不

規則な色素模様などが挙げられる。これらは色素合成遺伝子の発現パターン

などが変化したことによるものであるが、この遺伝子領域に転移因子が挿入

されていることが証明された (Iida et al 1999,Walbot 2000)。トウモロコ

シに存在するトランスポゾン MuDR は紫外線照射を受けることによって活性
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化することが示されており (Walbot 1999)、色素が変化することによって、

紫外線の吸収効率が上がり、細胞に対する紫外線の悪影響を軽減させること

が考えられた。これは McClintock が提唱した仮説が実証されたと言える。

これにより転移因子が遺伝的多様性を生み出す重要な要因であるという認識

が広まった。 

植物病理学においても、生物の多様性ということは避けて通れない問題で

ある。それは作物育種上、人々は数多くの品種を作り出し、それを侵すよう

な新たな病原菌が出現してきた歴史が物語っている。植物体に感染する病原

体が出現した機構は、いろいろな仮説が考えられ、結論が得られていない。

しかし、病原体は共通して植物体が持ち合わせているさまざまな抵抗性反応

に打ち勝ったという特徴を持つ。植物体はリグニン化・コルク化などによる

物理的な障壁、ポリフェノール系などの抗菌作用のある化学物質などの静的

抵抗性とよばれる機構で病原菌の侵入を防いでいる。また、病原体の侵入に

伴い、細胞死の誘導・ファイトアレキシンの合成・PR (pathogenecis 

related)タンパク質の合成などにより積極的に病原体の侵入に対抗する動的

抵抗性が引き起こされる (Mayama et al 1981; Benhamou 1996; Baker et 

al 1997; Martin 1999; Maleck and Dietrich 1999)。このような動的な抵

抗性が誘導されることは、植物体が病原体を認識するメカニズムを持ってい

ると考えられる。植物体は多種多様な抵抗性遺伝子 (R-gene)を持つことに

よって多くの病原体の侵入に備えている (Ronald 1998)。一方、病原体は植

物体へ感染を成立させるために、さまざまな武器（病原性因子）を持ち合わ

せており、それが病原体固有の情報となっている (Laugé and De Wit 1998)。

病原体固有の情報は植物体が認識するために有効な情報であり、植物体の抵

抗性を開始させる因子としてエリシターと呼ばれている。 

この抵抗性遺伝子とエリシターとの特異的認識が抵抗性反応に重要であり

Flor (1947)が遺伝子対遺伝子説として提唱してから、抵抗性遺伝子・エリ

シターに関する研究が植物病理学研究の中枢となっている分野である。この

遺伝子対遺伝子説ではある病原体を認識するためにはある特定の抵抗性遺伝

子が必要である。病原体側はエリシター物質の特徴を変化させることによっ

て抵抗性反応をキャンセルさせることができる (Joosten et al 1997)。一

方、抵抗性遺伝子は新たな情報をもとに変化した病原体を認識する可能性を
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秘めている (Parniske et al 1997; Ellis et al 1999)。このような現象が

自然界で行われていることを証明するのは難しいが、現在複雑なレース-品

種間特異的寄生性を示している病原菌はそれらの相互作用の結果成立したと

考えられている。 

我々の研究室で扱っているいもち病菌 (Magnaporthe grisea; anamorph, 

Pyricularia grisea or Pyricularia oryzae)はイネ科植物を中心に多くの

植物に寄生性を示すことが報告されているが、それぞれの菌株は限られた植

物にしか寄生できない。例えばイネに病原性を示すイネ菌株はイネ以外の植

物に感染できず、アワに病原性を示すアワ菌株はアワ以外の植物に感染でき

ない (Fig. 1-2) (Ou 1985; Rossman et al 1990; Kato et al 2000)。この

ような宿主特異的な寄生性は、いもち病菌が宿主植物との厳密な相互作用を

続けてきた結果、成立した関係であると考えられる。さらにイネいもち病菌

は複雑なレース-品種間特異的寄生性を示す。すなわち、イネ菌であっても

ある特定のイネ品種にのみ病原性を示し、それ以外の品種に対しては非病原

性を示す。 

イネを育種していく上で、いもち病菌に対して抵抗性の品種を導入すると

数年の後に病原性を示す菌株が出現する例が報告されている。これを抵抗性

品種の崩壊と呼んでいるが、この仕組みについてはまだ充分に解明されてい

ない (Tapiero 1994; Peng et al 1998)。考えられる原因として、抵抗性品

種を導入したことによってこれまでに存在していたさまざまなタイプの病原

菌のポピュレーションバランスが変化して、病原性を示す菌株の菌群密度が

上昇した可能性、あるいは圃場において突然変異が繰り返され、新しく抵抗

性品種を打破する菌株が出現した可能性などが考えられる。Don et al.  

(1999)は日本各地で発生したイネいもち病菌を収集し、そのレースコードと

遺伝的系統関係を明らかにしたが、レースコードと遺伝的系統関係には関連

性は認められなかった。このことはそれぞれのレースが日本各地で独立して

生じていることを意味し、後者の可能性を強く示唆する結果である。植物の

抵抗性反応が病原菌のエリシターで決定されるならば、これをコードしてい

る遺伝子の変化によって新しい病原菌が出現することも大いに考えられる。 

筆者は、この病原性の多様化に転移因子が関与している可能性に着目した。

実際、これまでにエリシターをコードしている非病原力遺伝子に転移因子が
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挿入され、エリシターとして機能しなくなったことによって、新たなレース

が出現した報告がなされている (Kearney et al 1988; Orbach et al 2000; 

Kang et al 2001)。 

以上より、いもち病菌の病原性の多様性を理解していく上で、いもち病菌

に存在している転移因子の活性化メカニズムや転移因子自身の動向について

調査を行うことは非常に重要であると考える。そこで、本研究ではいもち病

菌における様々なタイプの転移因子の分布状況や転移因子の活性化条件など

を調査した。 

一方で、転移因子が新たに転移する行き先は特定の塩基配列をターゲット

とするものからランダムであるものまでさまざまである (Kim et al 1998)。

この転移によって有益な形質が獲得されるばかりでなく、そのほとんどは宿

主細胞にとって有害に働く場合が多い (Charlesworth et al 1994)。宿主細

胞は無秩序な転移を許容することはできず、通常は何らかの機構によって転

移活性を抑制し、制御していると考えられる。これらの機構は宿主細胞のゲ

ノムを外来の遺伝子から守るための防御機構と捉えることができる。近年、

遺伝子導入を行った個体における導入遺伝子のサイレンシング現象とトラン

スポゾンの不活性化現象が類似していることが明らかとなりつつある 

(Table 1-1) (Kumpatla et al 1998; Cogoni and Macino 2000)。これら機

構は糸状菌・植物・動物などに広く保存された機構として注目されている。

このゲノム防御機構は大きく分けて 2 つの段階で効果を上げている。 

一つは転写の段階で作用するものであり、対象となる遺伝子領域のメチル

化により、転写の開始に必要なプロモーター配列に転写因子が結合しにくく

なったり、転写が途中で停止したりすることが原因と考えられる。この機構

を TGS; transcriptional gene silencing と呼んでいる (Vaucheret and 

Fagard 2001)。宿主細胞は対象となる遺伝子領域を反復性のある配列など何

らかの特徴によって認識し、メチル化させる能力を持っている。また遺伝子

へのメチル化はそれをターゲットとして結合するメチル化結合タンパク質と

複合体を形成し、クロマチン構造の大きな変化をもたらす (Leonhardt and 

Cardoso 2000)。このクロマチン構造の変化は周辺領域の遺伝子の発現パタ

ーンへも影響を及ぼし、転移因子の抑制機構だけではなく、多様性を生む要

因の一つとも考えられる。ほ乳類における多様な抗体産出はイムノグロブリ
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ンの可変領域の組み換え（V(D)J recombination）によるもので、この遺伝

子領域のメチル化が関与していることが示されている (Hernandez-Munain 

et al 1999)。 

もう一つの機構は、転写が完了した際に、その RNA 産物を宿主細胞が積極

的に分解してしまうものである。これを PTGS; post transcriptional gene 

silencing と呼んでいる (Cogoni and Macino 2000)。対象となる遺伝子領

域から転写された RNA と相補的な RNA が合成され、2 本鎖 RNA 状態になった

ところが標識となり、効率的に分解される。この 2 本鎖 RNA は非常に短いも

のでも十分にその機能を果たし、植物ではこれまでに、23 塩基の 2 本鎖 RNA

断片によって対象となる遺伝子を抑制することに成功している (Thomas et 

al 2001)。 

また、これら 2 つの抑制機構とは別に、糸状菌では有性世代を経る際に高

頻度の C:G から T:A への塩基置換を引き起こす RIP; repeat-induced point 

mutation という現象が知られている (Selker et al 1987)。この現象は一

部の糸状菌でのみ確認されたものであり、この機構の普遍性やこの機構によ

ってもたらされる変異の生物学的位置付けは明らかではない。 

以上のように転移因子を制御するために宿主細胞はさまざまな機構を発達

させており、転移因子の活性化とのバランスによって生物の多様性がもたら

される可能性がある。本研究では転移因子の活性化と併せて、いもち病菌に

存在する転移因子に対する宿主細胞の抑制機構についても検討を行った。 
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第２章 いもち病菌における各種転移因子の分布様式 
 

1. 緒緒緒緒    言言言言 

転移因子はその遺伝子構造から幾つかのグループに分かれている (Table 

2-1) (Kempken and Kück 1998)。RNA を中間体として転移するタイプはクラ

ス I に分類され (Kempken and Kück 1998)、この中で両端に同方向反復配列 

(LTR; long terminal repeat)を含んだものを LTR 型レトロトランスポゾン、

LTR を含まない因子を Non-LTR 型レトロトランスポゾンとグループ分けし、

Non-LTR 型レトロトランスポゾンの中でも自律的に転移するものを LINE 

(long interspersed nuclear element)、自律的に転移しないものを SINE 

(short interspersed nuclear element)と呼んでいる。自律的に転移するグ

ループは RNA を鋳型として相補 DNA を合成する逆転写酵素をコードしている。

LTR レトロトランスポゾンは遺伝子構造的にレトロウイルスと類似しており、

その由来について興味が持たれている (Xiong and Eickbush 1990)。LTR レ

トロトランスポゾンは逆転写酵素の他に RNaseH やインテグラーゼなどをコ

ードしているが、それぞれコードしているドメインの配置によって gypsy 型

と copia 型に分かれる (Flavell 1992; Springer and Britten 1993)。植物

にはこのどちらのタイプも存在するが糸状菌では gypsy 型がほとんどである。 

また DNA 鎖のままカット・ペーストされて転移するタイプはクラス II に

分類される (Finnegan 1989)。自律的に転移するものはトランスポゼースを

コードしておりこれらを DNA 型トランスポゾンと呼んでいる。一方、自律的

に 転 移 し な い タ イ プ と し て MITE (miniature inverted repeat 

transposable element)が報告されている (Wessler et al 1995)。 

これら転移因子の起源についての仮説の一つとして、利己的な遺伝子要素

として誕生し、新たな生物にまで侵入・拡散していったことが考えられてい

る。Drosophila melanogaster において存在が報告された DNA 型トランスポ

ゾンの P 因子は D. melanogaster の中でも保有しているものと保有していな

いものに分けられ、20 世紀に入ってから近縁種の D. willistoni から獲得

されたものと考えられている (Daniels et al 1990)。また、宿主内に取り

込まれた転移因子はそれぞれが転移を繰り返し、時間の経過によってその挿

入部位は個体間で違いが出てくる。このことは、転移因子を用いて、フィン
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ガープリント解析を行うことによって、個体群構造のより詳細な解析が可能

となることを示している。 

いもち病菌にも gypsy 型の LTR レトロトランスポゾンである MAGGY 

(Farman et al 1996a; Shull and Hamer 1996), grasshopper (Dobinson et 

al 1993)、LINE である MGR583 (Hamer et al 1989; Valent and Chumley 

1991)、SINE である MgSINE (Kachroo et al 1995)、また DNA 型トランスポ

ゾンとして MGR586 (Pot3) (Hamer et al 1989), Pot2 (Kachroo et al 

1994)などがこれまでに報告されている (Table 2-1)。これら転移因子が病

原性を異にする菌株間においてどのように分布しているのか、またそのコピ

ー数はどれくらいなのか、興味が持たれた。これまでに、Hamer らや Leong

らのグループが転移因子の分布様式について調査しているが、統一した見解

は出ていない。例えば、Hamer らは、MGR583 はイネ菌においてのみ多コピー

で存在すると報告したのに対し (Hamer et al 1989)、Leong らはその他の

菌群にも多コピー存在することを指摘した (Kachroo et al 1997)。これら

は病原菌の位置付けとして、農業上重要なイネ菌を中心としたために、その

他のいもち病菌を詳しく検討しておらず、病原性や菌株同士の遺伝的近縁関

係について考慮されていないのが原因と考えられた。 

本研究室の草場らは、さまざまな植物から分離されたいもち病菌を rDNA

の塩基配列・RFLP 多型などの情報をもとに分類し、系統樹を作製した 

(Kusaba et al 1999)。この結果、それぞれの植物から分離された菌株はク

ラスターを形成しており、いもち病菌の種寄生性分化過程の洞察を得ること

ができた。また、これは加藤らによって進められてきた病原性、RFLP 多型、

交配型などをもとに作られた系統樹と類似したものであった (Kato et al 

2000)。そこで今回は草場らの作製した系統樹を参考にして、いもち病菌の

分化過程において転移因子はいつの段階で獲得され、それぞれのクラスター

毎にどのような変遷を辿ったのかに注目して実験を計画した。そこでまず、

各種転移因子をプローブとして用いるためにそれぞれの転移因子の遺伝子断

片をクローニングし、対象とするいもち病菌株のゲノミック DNA を用いてサ

ザン解析を行い、各転移因子の有無を調査した。 
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2. 材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

1）））） 供試菌株、ゲノミック供試菌株、ゲノミック供試菌株、ゲノミック供試菌株、ゲノミック DNA DNA DNA DNA の抽出の抽出の抽出の抽出    

9 ヶ国より採集された 27 種のイネ科あるいはショウガ科植物より分離

されたいもち病菌、計 79 菌株を用いた (Table 2-2)。菌株は穀粒培地

に植菌し、4℃で長期保存してあるものを PDA 斜面培地 (Table 7-1)に

移植して実験に用いた。それぞれの菌株を CM 培地 (Table 7-1)で 26℃

にて 1 週間培養し、菌体を回収した。ゲノミック DNA は定法に従い、液

体窒素で磨砕後、DNA 抽出バッファー (Table 7-1)に溶解し、TE 飽和フ

ェノール・フェノール/クロロフォルム処理 (Table 7-1)、エタノール

沈殿を行って抽出した (Nakayashiki et al 1999a)。 

また 、い も ち病 菌 とは 種の 異 なる 糸 状菌 とし て 、 Alternaria 

longipes, Colletotrichum lagenarium (104-T), Fusarium oxysporum 

(f. sp. cucumerinum, f. sp. radicals-lycopersici), Cladosporium 

fulvum, Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Aspergillus 

nidulans の 8 菌株を用いた。それぞれの菌株は PDA 培地にて保存し、い

もち病菌と同様にゲノミック DNA を抽出した。 

 

2）））） ハイブリダイゼーションに用いたプローブハイブリダイゼーションに用いたプローブハイブリダイゼーションに用いたプローブハイブリダイゼーションに用いたプローブ 

ハイブリダイゼーションに用いたプローブに関する情報は、その由来

となる菌株、用いた断片の遺伝子領域、あるいは報告されている塩基配

列との相同性などについて Table 2-3 に示した。MAGGY のプローブとし

て用いたプラスミド pMGY-SB、MGR586 のプローブとして用いたプラスミ

ド pMGR-T1、および MGR583 のプローブとして用いた pEBA18-09 は、以前

に報告されたものを用いた (Tosa et al 1995; Farman et al 1996b; 

Urashima et al 1999)。 

Pot2, MgSINE, grasshopper のプローブとして用いたプラスミド pPO-

H, pSI-H, pGH-H は既に報告されている塩基配列をもとにプライマーを

設計して(Table 2-4)、増幅した各因子の断片をクローニングしたもの

である。PCR 反応は PCR Thermal Cycler Personal（TaKaRa 社）を用い

て行った。PCR 反応液は 100ng の鋳型 DNA、1xPCR バッファー（Quiagen

社）、0.2µM ずつのプライマー、200µM の dNTP ミックス、1.25U の



 - 12 - 

HotstarTaq polymerase（Quiagen 社）を加えて 50µl とした。PCR 反応

条件は 95℃、15 分間の熱変性の後、95℃1 分-50℃1 分-72℃1 分を 30 サ

イクル行った。PCR 反応産物は T4 ポリメラーゼ処理して平滑末端化し、

EcoRV で切断した pBluescriptSKII+とライゲーションさせ、クローニン

グした。 

また、本研究室において同定された新規な LTR レトロトランスポゾン

Pyret のプローブとして用いたプラスミド pPYR-H はキビ菌のゲノムライ

ブ ラ リ ー よ り 得 ら れ た 同 因 子 を 含 む 0.59kb の MspI 断 片 を

pBluescriptSKII+の ClaI 部位にサブクローニングしたものである。 

 

3）））） サザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーション 

サザンハイブリダイゼーションは Amersham 社の Gene ImagesTMラベリ

ング・検出システムキットの、添付されたプロトコール、付属試薬を用

いて行った。1.5µg のゲノム DNA を制限酵素処理し、0.7%アガロースゲ

ル (1xTAE 溶液) (Table 7-1)にて電気泳動を行い、ナイロンメンブレン

HybondTM-N+（Amersham 社）へトランスファーした。その後、UV クロス

リンカー（CL-1000 フナコシ社）で UV 照射（70,000µJ/cm2）して DNA

をメンブレンに固定した。Table 2-3 に示したプラスミドを用いてプロ

ーブを作製し、65℃のインキュベーターで 12 時間以上ハイブリダイゼ

ーション反応させた。洗浄は 65℃の 1xSSC, 0.1%SDS 溶液で 15 分間を 2

回、65℃の 0.5xSSC, 0.1%SDS 溶液で 15 分間を 2 回それぞれ行った。検

出は CDPstarTM（Amersham 社）を塗布し、X 線フィルムに露光した。 
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3. 結結結結    果果果果 

1）））） 各種転移因子のクローニング各種転移因子のクローニング各種転移因子のクローニング各種転移因子のクローニング 

プローブとして用いた、各種転移因子のプラスミドの特徴については

Table 2-3 に示した。pMGY-SB, pMGR-T1 はこれまでに報告された MAGGY, 

MGR586 (Pot3)と同一のクローンを用いた (Tosa et al 1995, Farman 

et al 1996)。pEBA18-09 はシコクビエ菌株ゲノムライブラリーより

MGR583 と相同性のある領域をサブクローニングしたもので、MGR583 と

98.6%の相同性を示した (Hamer et al 1989, Valent and Chumley 

1991)。pPO-H は Pot2 のトランスポゼース領域特異的プライマーを用い

てイネ菌より増幅された PCR 産物をクローニングしたもので、Pot2 と

92.1%相同であった (Kachroo et al 1994)。pSI-H は MgSINE のほぼ全長

が増幅できる特異的プライマーを用いてイネ菌より増幅された PCR 産物

をクローニングしたもので、MgSINE と 93.6%相同であった (Kachroo et 

al 1995)。pGH-H はシコクビエ菌より grasshopper の逆転写酵素領域特

異的プライマーを用いて増幅された PCR 産物をクローニングしたもので、

grasshopper と 97.2%の相同性が認められた (Dobinson et al 1993)。

pPYR-H はキビ菌ゲノムライブラリーより相同性のある領域をサブクロー

ニングしたもので、Pyret と 89.8%相同であった(Nakayashiki et al 

2001b)。 

 

2）））） 各種転移因子の分布様式各種転移因子の分布様式各種転移因子の分布様式各種転移因子の分布様式 

供試した菌株のゲノミック DNA は BamHI で消化し、電気泳動後に

HybondN+へトランスファーし、各種転移因子プローブを用いてサザン解

析を行った。MgSINE をプローブとしたサザン解析の結果を Fig. 2-1 に

示した。制限酵素とプローブの組み合わせより、検出された 1 本のバン

ドはほぼ 1 コピーに相当するものと解釈された。そこで、サザン解析の

結果は、検出されたバンド数は転移因子のコピー数として解析を進めた。

また、それぞれの植物分離いもち病菌ごとにグループ分けし、菌群とま

とめた。例えば、イネ分離いもち病菌を複数菌株供試したが、これらを

まとめてイネ菌群と呼ぶことにした。Fig. 2-1 においてはイネ菌群やア

ワ菌群は 30 コピー以上という多コピーの状態で検出された。その一方
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で、コムギ・シコクビエ菌群はコピー数が少なく、薄いバンドも認めら

れた。メヒシバ菌群は薄いバンドのみが検出され、またミョウガ菌群は

バンドが認められなかった。 

各種転移因子の存在様式を比較するために、サザン解析より得られた

結果を 6 段階に区分した。-はシグナルが検出されなかった菌株、f はほ

とんどが薄いシグナルであった菌株、+はバンドが 1〜5 本確認された菌

株、++はバンドが 6〜15 本確認された菌株、+++はバンドが 16〜30 本確

認された菌株、++++はバンドが 30 本以上確認された菌株とした。 

サザン解析に用いた全てのプローブにおける結果を、rDNA の ITS 領域

の塩基配列をもとに作成された系統樹上にまとめた (Fig. 2-2)。各種

植物菌群ごとに見てみるとそれぞれの転移因子はイネ・アワ菌群 (rDNA 

type; r1, 2)において多コピー存在している傾向が高いことが明らかと

なった。その一方でこれら菌株とは遠縁と考えられる各種雑草菌群では

コピー数が少ない傾向にあり、またバンドも薄く検出された。各種転移

因子ごとに注目してみると、MGR586 はほとんど全ての菌株においてバン

ドが検出された。Pot2, MGR583, MgSINE, Pyret なども広い菌群におい

てバンドが検出されたが、ミョウガ・タケ・ササ菌群 (rDNA type; r13, 

14)においてバンドは検出されなかった。Pyret ではメヒシバ菌群 (rDNA 

type; r8, 9)においてもほとんどバンドが検出されない状態であった。

一方で、MAGGY はイネ・アワ菌群 (rDNA type; r1, 2)やそれと近縁であ

る菌株 (rDNA type; r3, 4)においてバンドが検出された。さらにブッ

フェルグラス・タケ・ササ菌群 (rDNA type; r12, 13)の一部において

もバンドが検出された。Grasshopper はシコクビエ菌群 (rDNA type; 

r6)においてのみバンドが検出された。 

 

3）））） いもち病菌以外の糸状菌における各種転移因子の分布様式いもち病菌以外の糸状菌における各種転移因子の分布様式いもち病菌以外の糸状菌における各種転移因子の分布様式いもち病菌以外の糸状菌における各種転移因子の分布様式 

MGR586, Pot2, MGR583, MGSINE, Pyret などはいもち病菌に広く分布

していたので、いもち病菌とは種の異なる糸状菌においてこれら転移因

子のホモログが存在しているか調査した。いもち病菌と、7 種

（Fusarium oxysporum は異なる 2 つの forma specialis; cucumerinum, 

radicals-lycopersici を用いた）の異なる糸状菌よりゲノミック DNA を
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抽出し、ハイブリダイゼーションの温度を 60℃に下げ、サザン解析を行

った (Fig. 2-3)。その結果、MGR586, Pot2, MgSINE では Botritis 

cinnerea 以外の糸状菌でバンドが検出された。一方、MGR583, Pyret, 

MAGGY などではバンドが検出されなかった。ミョウガ菌群では Pot2, 

MgSINE のバンドが検出されていなかったことを本章結果-2）で示したが、

今回はシグナルが検出された。これはハイブリダーゼーションの条件や

露光時間などに違いが生じたためと考えられる。 
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4. 考考考考    察察察察 

転移因子の分布様式については、これまでに Drosophila 属において詳細

な解析が行われている。 Biémont と Cizeron ら  (1999)は 228 種の

Drosophila 属における 43 種類の転移因子の分布様式について報告している。

彼らは転移因子の分布様式と Drosophila 属の系統進化関係をもとにして、

転移因子が垂直伝搬、水平移行、あるいは部分的に欠失した可能性などにつ

いて考察した (Biémont and Cizeron 1999)。 

今回の実験によって、79 菌株のいもち病菌について各種転移因子をプロ

ーブとしたサザン解析の結果を、rDNA-ITS 領域をもとにした分子系統樹に

当てはめた結果、Fig. 2-2 のような結果が得られた。この結果と Fig. 2-3

とを合わせて、それぞれの転移因子のいもち病菌への獲得過程について Fig.  

2-4 のように考察した。いもち病菌に広く分布していた MGR586, Pot2, 

MGR583, MgSINE, Pyret はいもち病菌が分化する過程のかなり初期に獲得さ

れたものと考えられた。また、Fig. 2-3 からの結果から、ハイブリダイゼ

ーション温度を下げ、露光時間を長くした結果、ミョウガ菌株からも

MGR586, Pot2, MgSINE はバンドが検出され、更に種の異なる Fusarium 

oxysporum, Cladosporium fluvum などからもバンドが検出された。この結

果は、類似した転移因子がそれぞれの種に同時期に別々に獲得された可能性

と、これら転移因子は糸状菌が分化していく過程のかなり初期に獲得されて

垂直伝搬された可能性が考えられる。いもち病菌の中でもバンドが薄いミョ

ウ ガ ・ タ ケ ・ サ サ 菌 株 な ど と 比 較 し て 、 Fusarium oxysporum や 

Cladosporium fulvum からはより強いバンドが検出された。この結果は、転

移因子が宿主に定着して、それぞれ異なる塩基置換速度によって宿主と共に

変化していった可能性を示唆している。系統樹の中で一部にバンドが確認で

きない菌株が存在したが、これはそのような過程で大きく塩基配列が変化し

たか、あるいはその領域が欠失したものと考えられた。また、糸状菌には有

性世代を経た際に反復配列が高頻度に C:G から T:A への塩基置換を引き起こ

す RIP (repeat induced point mutation)という現象が知られている 

(Selker et al 1987)。この現象がいもち病菌においても確認されたことに

ついては第 5 章で触れるが、有性世代を経る頻度によって RIP による塩基置

換の程度が異なってくることが考えられる。菌株間における交配頻度の差が
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塩基置換の差となり、さまざまな強度のバンドが出現する可能性を持つと考

えられる。 

一方で、grasshopper や MAGGY などのレトロトランスポゾンは限られた菌

株にのみ分布していた。これらはいもち病菌の分化過程において比較的新し

い時期に獲得されたものであることが示唆された。Grasshopper はシコクビ

エ菌株 (rDNA type; r6)においてのみ分布しており、シコクビエ菌として分

化する際に獲得されたものと考えられる。MAGGY はイネ・アワ・キビ菌株 

(rDNA type; r1, 2, 3, 4)、ブッフェルグラス菌株 (rDNA type; r12)の一

部、及びタケ・ササ菌株 (rDNA type; r13)に分布していた。この結果は、

MAGGY は rDNA type; r1-4 が分化する過程において獲得され、その他の rDNA 

type の菌株へは水平移行した可能性が考えられた (Fig. 2-5) (Kusaba et 

al 1999)。しかし、MAGGY はいもち病菌を介して直接移行したのか、あるい

は別のベクターによって移行したのか明らかにすることはできなかった。

Drosophila では転移因子の水平移行が引き起こされた報告がなされている

が (Daniels et al 1990; Flavell 1999; Jordan et al 1999)、P 因子では

ダニの一種 (Proctolaelaps regalis)が伝搬させていることが提唱されてい

る (Houck et al 1991)。しかしながら、再現性が確認されておらず、これ

については疑問な点も多い。MAGGY などが属する糸状菌の gypsy 型レトロト

ランスポゾンと類縁関係にあるものとして、魚類や両生類などに存在する

gypsy 型レトロトランスポゾンが報告されている (Poulter and Butler 

1998; Miller et al 1999)。生活圏を異にするこれら生物の間で、類縁した

レトロトランスポゾンが存在しているという事実は、広範囲にわたって祖先

を共通とするレトロトランスポゾンが存在している可能性や、これらの生物

間を行き来するベクターの存在が考えられる。このような水平移行の可能性

は、新たにいもち病菌に転移因子を獲得させ、さらに多様な形質を生み出す

可能性をも示唆している。 

また、イネ・アワ菌株 (rDNA type; r1, 2)ではそれぞれの転移因子のコ

ピー数は非常に多く、バンドのシグナルも強いものであった。この結果はプ

ローブとした遺伝子断片がこれら菌株由来である場合が多く、保存性が高か

った可能性も考えられる。しかし、シコクビエ菌由来の MGR583 断片などの

結果においてはプローブとして用いた菌株よりもイネ・アワ菌株でのバンド
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が濃い場合も見られた。このことは、イネ・アワ菌株では各転移因子の転移

活性が高く、また転移因子の変異が少ない状態で保たれていることを示唆し

ている。峡谷地帯に自生している同じ植物の中でも、より過酷な環境に生え

ている個体は転移因子の転移が頻繁に認められ、表現型との関連性が注目さ

れている (Kalendar et al 2000)。 

イネ・アワ菌株はレース-品種間特異的寄生性が認められる菌株であり、

その他の菌株における種-種間特異的寄生性と比較して、より宿主植物との

相互作用が進んだ状態であると考えられている (Kato et al 2000)。この結

果は、宿主植物により適応していくために、これらの菌で転移因子の活性化

を伴った変化が起こった可能性を示唆している。コピー数を増やした転移因

子はその一部が非病原力遺伝子を破壊するなどして、新しいいもち病菌のレ

ースの出現に貢献した可能性などが考えられる。実際に、イネ菌において

MGR586 が転移した結果、品種 Yashiro-mochi に病原性を示すようになった

例が報告されている (Orbach et al 2000; Kang et al 2001)。 
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第３章 MAGGY の転移活性化メカニズムの解析       

— 特に転写活性化条件の検討 — 
 

1. 緒緒緒緒    言言言言 

McClintock (1984)がゲノムストレス仮説を提案したように、生存に関わ

るようなストレスを受けた際に転移因子が活性化され、ストレス環境下で適

応した形質を獲得する可能性が示されている。転移因子はどのようなストレ

スを受けると活性化を示すのか、またその活性化メカニズムはどのようなも

のであるのか興味が持たれる。これまでに転移因子の構造が多くの生物種か

ら明らかとなっているが、その転移因子の転移活性や転移メカニズムについ

て明らかとなっている例は少ない (Syomin et al 1993; Domínguez and 

Albornoz 1996)。LTR 型レトロトランスポゾンの中では、イネに存在する

copia 型の Tos17 は組織培養を経た際に転写が活性化し、コピー数が増加し

たことが報告されている (Hirochika 1993)。糸状菌においても複数の LTR

型レトロトランスポゾンが明らかとなっているが、転移活性について検討さ

れているのはわずかである。Nakayashiki et al. (1999a)はいもち病菌に存

在している gypsy 型の MAGGY についてそれを本来保有していないコムギいも

ち病菌株に導入した際に、MAGGY のコピー数が増加したことを報告した。ま

た、この転移活性は種を越えても保存されており、ウリ類炭疽病菌 

(Colletotrichum lagenarium) に お い て も 転 移 す る こ と が 示 さ れ た 

(Nakayashiki et al 1999a)。さらに、本研究室ではアワいもち病菌とコム

ギいもち病菌を交配させた雑種後代においてそれぞれの転移因子の挿入様式

をサザン解析によって調査したところ、MAGGY が高頻度で異なるバンドパタ

ーンを示したことより (Table 3-1)、いもち病菌に存在する転移因子の中で

も MAGGY が最も転移活性が高いことが予想された (Eto et al 2001)。 

転移因子がゲノム内を転移するためには、それに必要なタンパク質の合成

を必要とする。クラス I 転移因子では RNA からの逆転写酵素、因子をゲノム

内へ導入するためにインテグラーゼなどの酵素が重要と想定され、また、ク

ラス II 転移因子では因子を切り出してゲノム内へ導入させるトランスポゼ

ースなどが重要と考えられる (Coffin 1990; Sentry and Kaiser 1992)。そ

のため、転移活性を高めるためには転移に必要なタンパク質を供給するため
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の RNA の転写量が大きく関与する (Hirochika 1996)。 

転移因子の活性を調べるに当たって、転移因子のコピー数を調査すること

は転移が各細胞でランダムに起こることや、材料の扱いにくさなどから困難

な場合が多い。このため、転移因子の活性化を調査するために、転写量の変

化に着目することが一般的である。RNA レベルでストレスに対して活性化を

示した例として、イネの Tos17 が組織培養時 (Hirichika 1993)、ショウジ

ョウバエの 1731 が UV・熱処理 (Bradshaw and McEntee 1989; Faure et al 

1996)、酵母の Ty1 が UV 処理 (Rolfe et al 1986)、酵母の Ty5 がフェロモ

ン処理 (Ke et al 1997)、またタバコの Tnt1, Tto1 がウイルス感染や重金

属などの非生物的ストレス処理によって (Pouteau et al 1991; Mhiri et 

al 1997)活性化されることが報告されている (Table 3-2)。これらの多くは

LTR 配列に特異的なシスエレメントが存在していることが示されている 

(Faure et al 1996; Vernhettes et al 1997; Takeda et al 1999)。 

しかしながら、RNA レベルでの変化は RNA の不安定さや、ノーザン解析の

原理からも数量化する事がやや困難であり、ストレスによる活性化の度合い

を定量的に明らかにするには問題がある。そのため対象とする遺伝子のプロ

モーター領域に定量化が可能なタンパク質をコードしているレポーター遺伝

子を結合させ、生じたタンパク質の活性によって定量的に比較する方法が広

く用いられている (Naylor 1999)。例えば、GFP (green fluorescent 

protein)はオワンクラゲ由来のタンパク質で特定の波長を与えることによっ

て蛍光を発する。GUS (beta-glucuronidase)は glucuronide の分解酵素であ

るが、MUG (4-methyl umbelliferyl-beta-D-glucuronide)を基質として与え

る こ と に よ っ て 、 355nm の 励 起 光 で 455nm の 放 出 光 を 発 す る MU 

(Methylumbelliferone)を生成する。また X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-beta-D-glucuronide)を基質とすると青色に発色するため組織化学

的な検出が可能となる。 

本章においては、いもち病菌に存在する転移因子の中で、転移活性が高い

と考えられる MAGGY に着目して、どのようなストレスに応じて活性化を示す

のか、LTR 領域下流に GUS 遺伝子を結合させ、酵素化学的な検出を行って各

種ストレスに対する発現パターンの定量化を試みた。 
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2. 材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

1）））） 供試菌株供試菌株供試菌株供試菌株 

供試菌株として、イネいもち病菌 (Magnaporthe grisea; 1836-3)、

コム ギい も ち病 菌  (M. grisea; Br48) 、お よび ウ リ類 炭 疽病菌 

(Colletotrichum lagenarium; 104-T)を用いた。菌株は PDA 斜面培地 

(Table 7-1)にて保存し、GUS 活性、DNA・RNA 抽出の際には CM 液体培地 

(Table 7-1)を用いて 26℃で振とう培養を行った。 

 

2）））） LTR-GUS 融合コンストラクトの構築融合コンストラクトの構築融合コンストラクトの構築融合コンストラクトの構築 

GUS 遺伝子の発現量を調べる際のコントロールとして、糸状菌では常

時発現していると考えられているグリセルアルデヒド 3 リン酸デヒドロ

ゲナーゼ遺伝子のプロモーター領域と GUS 遺伝子を結合させた pNOM102

を用いた。これはオランダのカールスバーグ研究所 Oliver 博士より分

譲して頂いた (Fig. 3-1) (Roberts et al 1989)。 

LTR-GUS 融合遺伝子を作成するに当たって、GUS 遺伝子の翻訳開始部

位に NsiI 制限酵素部位を導入した pUC-GUS-Nsi (Mori et al 1993)を用

いた。これは京都大学農学部古澤博士より分譲して頂いた。LTR-GUS 融

合プラスミド pLTR-GUS は MAGGY の ORF 領域を GUS 遺伝子と置き換える

ように設計された。その詳細について以下に示す (Fig. 3-2, 3-3)。 

MAGGY の全長を含む pMGY70 (Nakayashiki et al 1999a)を SnaBI, Eco

52I で切断した約 5kb 断片を、Eco52I 付着末端を持つ合成リンカー 

（プラス鎖, 5’-GTAGCTCCTTCATTAGGTGCCCGCGATGCCTGAGCTCACCGCGACGTCC

GGATCC-3’; マイナス鎖, 5’-GGCCGGATCCGGACGTCGCGGTGAGCTCAGGCATCGCGG

GCACCTAATGAAGGAGCTAC-3’）とライゲーションさせ、pMGY-G を作成した。

pUC-GUS-Nsi を NsiI,SacI で切断した GUS 断片と Eco52I 分解した pMGY-

G をそれぞれ平滑末端化させライゲーションさせ pMGY-GUS を作成した。

一方で、MAGGY の 3’末端側の LTR 領域約 270bp 断片を SacI, SmaI 分解

によって切り出し、平滑末端処理した後に pUC19 の SmaI 部位にサブク

ローニングし pLTR とした。XhoI 処理によって切り出された pMGY-GUS の

2.2kb 断片を pLTR の XhoI 部位に挿入し、pLTR-GUS を得た (Fig. 3-2)。

pLTR-GUS では MAGGY ORF1 の本来の翻訳開始位置から GUS 遺伝子が翻訳
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されるように設計されており (Fig. 3-3)、pMGY70 に存在したいもち病

菌ゲノムに由来する配列は全て取り除かれている。得られた各プラスミ

ドはシークエンスを行って正しい読み枠で GUS 遺伝子が挿入されている

ことを確認した (data not shown)。 

 

3）））） シークエンスシークエンスシークエンスシークエンス 

シーケンス反応は BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready React

ion Kit（Perkin Elmer 社）を用いて行った。プライマーはベクター内

にあるユニバーサル、リバースプライマー (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’, 

5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’)を用いた。Cycle 反応後のサンプルは、エ

タノール沈殿させ、ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Perkin Elmer

社）にて解析を行った。 

 

4）））） LTR 欠失変異体シリーズの作成欠失変異体シリーズの作成欠失変異体シリーズの作成欠失変異体シリーズの作成 

LTR 領域におけるプロモーター活性部位を絞り込むために、LTR 配列

を削り込んだ GUS 融合プラスミドを構築した。3’末端側の LTR をクロー

ニングした pLTR をベクター部位の BamHI 部位と LTR 内の DdeI, PmaCI, 

BssHII 部位でそれぞれ切断し、末端を平滑化した後、セルフライゲーシ

ョンさせ、それぞれを pLTRΔDde, pLTRΔPma, pLTRΔBss とした。

pLTR-GUS と同様な行程でそれぞれのプラスミドを XhoI 切断し、pMGY-

GUS を XhoI 分解して得られた 2.2kb 断片をライゲーションさせ、pLTR

ΔDdei-GUS, pLTRΔPma-GUS, pLTRΔBss-GUS を得た(Fig. 3-4)。 

 

5）））） 形質転換体の作製形質転換体の作製形質転換体の作製形質転換体の作製 

いもち病菌、ウリ類炭疽病菌の形質転換は菌糸体をプロトプラスト化

させ、PEG (polyethylene glycol)法を用いて行った。プロトプラスト

の作成は以下の要領で行った。三角フラスコで培養した菌糸体の培養液

をクリーンベンチ内で十分に絞り、菌体重量 0.1g あたり 1ml の細胞壁

分解酵素液 (Table 7-1)に溶解させた。遮光下、室温で 3 時間緩やかに

振とうした。サンプルと同量の 0.6M ソルビトール溶液 (Table 7-1)を、

液面を乱さないように重層し、室温で 2000rpm, 5 分間遠心分離した。
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中間層の画分を新しいコーニングチューブに移し、20ml の 1M ソルビト

ール溶液 (Table 7-1)を加えて懸濁させた。ふたたび室温で 2000rpm, 5

分間遠心分離して生じた沈殿を 5ml の 1M ソルビトール溶液にて懸濁し

た。サンプル溶液を少量血球計算板に滴下し、生じたプロトプラスト数

を計測した。室温で 2000rpm, 5 分間遠心分離した後、プロトプラスト

濃度が 1x108個/ml となるように 1M ソルビトール溶液を加えた。1/10 容

の 60%PEG 溶液 (Table 7-1)を加え、400µl ずつに分注して-80℃で保存

した。 

形質転換は、ハイグロマイシン B 耐性遺伝子を持つプラスミド pSH75 

(Kimura and Tsuge 1993)と対象となるプラスミドを同時に導入させる c

o-transformation 法で行った (Nakayashiki et al 1999a)。エッペンド

ルフチューブに入れた 200µl のプロトプラスト溶液に 5µg ずつのプラス

ミド （pSH75、および対象遺伝子プラスミド）を混合し、室温で 10 分

間静置した。その後、200µl, 400µl, 800µl の 60%PEG 溶液を順次よく

かき混ぜながら加えた。その後、室温で 15 分間静置して 6000rpm, 5 分

間遠心分離を行い、プロトプラストを沈殿させた。60%PEG 溶液を取り除

き、沈殿に 300µl の 1M ソルビトール溶液を加えた。このようにして得

られたプロトプラストを懸濁した後、50℃に維持した 3ml の 80%PDA 培

地 (Table 7-1)を加え、ハイグロマイシン B 添加 PDA 選択培地 (Table 

7-1)に均一に分注した。数日して生じたコロニーは新たにハイグロマイ

シン B 含有選択培地に移植し、生育してきた個体について GUS 遺伝子を

特異的に増幅するプライマー (Forward primer, 5’-CCCCAACCCGTGAAATC

AAA-3’;Reverse primer, 5’-ACGCCGTATTCGGTGATGAT-3’)を用いて GUS 遺

伝子が導入されていることを確認した。また、全長の GUS 融合遺伝子が

挿入されていることを確認するために、GUS 融合遺伝子より外側のベク

ター領域で切断される制限酵素 (EcoRI, HindIII)を処理してサザン解

析を行い、予想された位置 （pLTR-GUS は 2.8kb、pNOM102 は 4.8kb）に

シグナルが確認されたものを以降の実験に供試した (Fig. 3-5)。また

同時にこれら形質転換体が異なる染色体位置に導入されたことを確認す

るために、それぞれのプラスミドを切断しない制限酵素 （pLTR-GUS は

EcoT22I、pNOM102 は ClaI）を処理してサザン解析を行った (Fig. 3-6)。 
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6）））） サザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーション 

詳細については第 2 章に記載した。用いたプローブは GUS 遺伝子の

HincII 消化によって生じた 0.53kb 断片をゲル回収し、fluorescein 標

識したものを用いた。ゲル回収は制限酵素処理したサンプルを 0.9% 

(1xTAE)アガロースゲル電気泳動にて分画し、GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit（Pharmacia 社）を用いて精製を行った。 

 

7）））） 各種ストレス処理各種ストレス処理各種ストレス処理各種ストレス処理 

各種ストレス処理を行うための菌体は 40ml の CM 培地 (Table 7-1)を

入れた 100ml 三角フラスコにいもち病菌を植菌し、5 日間培養した。培

養した菌糸体にそれぞれの濃度のストレス処理を行った。熱処理はウォ

ーターバスの中で、それぞれ 32, 37, 42℃で 45 分間培養して室温に戻

した。硫酸銅 (0.01, 0.1, 1mM)あるいはメチルビオロゲン (0.1, 1, 

10mM)処理は滅菌水に溶解させて処理した。パラクマル酸 (10, 50, 

100µg/ml)、サクラネチン (100, 250, 500, 750µg/ml)、およびイソプ

ロチオラン (1.2, 12, 120ppm)処理は溶媒（メタノール:アセトン

=1:1）に溶解させたものを処理した。これら化学物質処理は投与する溶

液量が CM 培地の 2% (V/V)以上にならないように加えた。プロトプラス

ト化は形質転換法の行程に準じた。UV 処理は滅菌シャーレ上に広げたプ

ロトプラストに UV ランプ（CLV-1000 Ulraviolet Crosslinker, UVP

社）を照射 (28, 56, 112mj/cm2)して行った。それぞれのストレス処理

を行った菌株は、16 時間培養後に回収して GUS 活性を測定した。 

 

8）））） GUS 活性の測定活性の測定活性の測定活性の測定 

各種ストレスを処理した菌糸体に液体窒素を加え磨砕し、タンパク質

抽出バッファー (Table 7-1)に溶解した。さらにカーボランダム

（#6000；ナカライ社）を加え、十分に磨砕し、15,000rpm、4℃、10 分

間の遠心分離を行い、上清をサンプル溶液として用いた。GUS 活性の測

定は Jefferson らの蛍光分析法に従って行った (Jefferson et al 

1987)。10µl のサンプル溶液と 390µl の MUG 溶液 (Table 7-1)を加え、
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撹拌後に 200µl は 800µl の 0.2M Na2CO3 溶液と混合し、反応を停止させ、

反応前サンプルとした。残りの 200µl は 37℃で 30 分間反応させ、同様

に 800µl の 0.2M Na2CO3 溶液と混合し、反応を停止させ、反応後サンプ

ルとした。蛍光分光光度計（821-FP, JASCO）を用い、励起光 365nm、放

出光 455nm で反応前、反応後サンプルの値を測定した。標準曲線は MU 

(Methylumbelliferone, Sigma 社)を標準試料として 0〜10µM の濃度区

の蛍光度を測定したものを用いた。タンパク質濃度は Bradford 溶液

（Bio-Rad 社）を反応させ、分光光度計（U-3000, HITACHI）を用いて

595nm の吸光度を測定した (Bradford 1976)。標準曲線は牛血清アルブ

ミン（Albumin bovine, Sigma 社）を標準試料として 0～100µg の濃度

区の吸光度を測定し、作成した。GUS 活性値は得られた GUS 蛍光度をタ

ンパク質 1mg 当たり、時間 1 分間当たりの割合で求めた。 

 

9）））） ノーザンハイブリダイゼーションノーザンハイブリダイゼーションノーザンハイブリダイゼーションノーザンハイブリダイゼーション 

トータル RNA は菌糸体を液体窒素で磨砕後、RNAeasy plant mini kit

（Quiagen 社）を用いて抽出した。10µg のトータル RNA を電気泳動バッ

ファーと混ぜ、65℃で変性させ、5%ホルムアルデヒドを含有した 1.2%ア

ガロースゲル (1xMOPS) (Table 7-1)にて電気泳動を行った。以降の行

程はサザンハイブリダイゼーションのプロトコールに準じて行った。用

いたプローブは T3, T7 transcriptional system（Roche diagnostics

社）で UTP-fluorescein 標識した RNA プローブを用いた。転写反応の鋳

型として用いたプラスミドはそれぞれ MAGGY の gag 領域 0.56kb を 

pBluescriptSKII+にクローニングした pMGY-SB（第 2 章参照）、GUS 遺

伝子の HincII 断片 0.53kb を pBluescriptSKII+にクローニングしたもの

をそれぞれ用いた。アンチセンス RNA を適切に効率よく転写するために、

T3, T7 プロモーターと反対側のベクター領域を制限酵素で切断した。 
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3. 結結結結    果果果果 

1）））） GUS 融合遺伝子形質転換体の作製融合遺伝子形質転換体の作製融合遺伝子形質転換体の作製融合遺伝子形質転換体の作製 

イネいもち病菌 (1836-3)に MAGGY の LTR 領域の制御下においた GUS

遺伝子を含む pLTR-GUS あるいは、グリセルアルデヒド-3 リン酸-デヒド

ロゲナーゼプロモーターの制御下においた GUS 遺伝子を含む pNOM102 を

それぞれ co-transformation 法によって導入した。それぞれのプラスミ

ド形質転換体菌株を LGL-O, PGD-O とした。形質転換体は PCR 法によっ

て選抜され、さらにサザン解析によってコピー数と GUS 遺伝子のゲノム

への挿入様式について調査した。GUS プラスミドのベクター領域で切り

出せる制限酵素 (EcoRI と HindIII の同時処理)あるいは GUS プラスミド

を切断しない制限酵素 (pLTR-GUS, EcoT22I; pNOM102, ClaI)を用いた

サザン解析によって、それぞれの形質転換体では機能する GUS 遺伝子が

異なる染色体位置に多コピー挿入されていることが明らかとなった 

(Fig. 3-5, 3-6)。 

 

2）））） イネイネイネイネいもち病菌形質転換体における各種ストレスに対する応答いもち病菌形質転換体における各種ストレスに対する応答いもち病菌形質転換体における各種ストレスに対する応答いもち病菌形質転換体における各種ストレスに対する応答 

(1) 熱ストレス 

ストレスの応答性については、LGL-O の GUS 活性の誘導比と恒常的に

発現することが予想される形質転換体 PGD-O の GUS 活性の誘導比とを比

較することで検討した。GUS 活性の誘導比はストレス処理した菌体の

GUS 活性量に 26℃、無処理で培養した菌体の GUS 活性量を割った数値と

した。 

まず、MAGGY の熱に対する応答性について調査した。熱処理はこれま

でに幾つかの LTR 型レトロトランスポゾンで転写が活性化されることが

報告されている (1731, gypsy) (Ziarczyk and Best-Belpomme 1991; 

Lyubomirskaya et al 1993; Ratner et al 1992)。 

それぞれの形質転換体 LGL-Os と PGD-Os は 42℃で 45 分間培養し、そ

の後 20 時間の培養後に GUS 活性量を調査した。LGL-O 形質転換体はいず

れも熱処理によって GUS 活性量は増加した。GUS の誘導比は熱処理時の

GUS 活性量にコントロールの 26℃培養時の GUS 活性量を割った数値とし

た。それぞれの形質転換体 LGL-O1 から LGL-O5 までの GUS 誘導比はそれ
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ぞれ 5.53, 5.27, 3.27, 9.07, 11.27 倍であった (Fig. 3-7)。一方、

PGD-O1 から PGD-O3 までの GUS 誘導比はそれぞれ 1.46, 2.00, 2.10 倍で

あった (Fig. 3-7)。この結果は熱処理によって MAGGY が活性化するこ

とを示した。 

 

(2) 銅ストレス 

重金属に関するストレス応答経路はよく知られており、重要なストレ

ス因子と考えられる (O’Halloran 1993; Ruis and Schüller 1995)。銅

に対する応答性を調べるために、CM 培地に 0.1mM 硫酸銅を加えて、20

時間培養した。LGL-O1 から LGL-O5 までの GUS 誘導比はそれぞれ 1.78, 

1.97, 2.50, 4.52, 2.52 倍であった (Fig. 3-7)。一方で、PGD-O1 から

PGD-O3 の GUS 誘導比は 0.50, 0.91, 1.46 倍であった (Fig. 3-7)。この

結果は銅処理により MAGGY が活性化することを示した。 

 

(3) 酸化ストレス 

酸化ストレスに対する応答性を見るために、細胞質内に活性酸素種を

生成するメチルビオロゲン（除草剤パラコートの原体）処理を行った 

(Bus and Gibson 1984)。CM 培地に 10mM メチルビオロゲン処理し、20

時間培養した。LGL-O1 から LGL-O5 における GUS 誘導比はそれぞれ 2.27, 

2.07, 1.99, 3.89, 1.28 倍であった (Fig. 3-7)。一方、PGD-O1 から

PGD-O3 における GUS 誘導比はそれぞれ 0.33, 0.90, 1.49 倍であった 

(Fig. 3-7)。また、メチルビオロゲンの他に酸化ストレスを与える物質

として 100mM の過酸化水素を LGL-O4 菌株に処理したところ、7.4 倍の

GUS 誘導比が認められた (data not shown)。この結果は酸化ストレスに

より MAGGY が活性化することを示した。 

 

(4) 抗菌性物質ストレス 

パラクマル酸は植物体で生産されるフェニルプロパノイド系代謝産物

で糸状菌の生育阻害作用を持っている (Aziz et al 1998)。パラクマル

酸は 50ppm 以上でいもち病菌の胞子発芽を阻害した (data not shown)。

100µg/ml (100ppm)のパラクマル酸を処理した場合、LGL-O1 から LGL-O5
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の GUS 誘導比はそれぞれ 1.33, 1.05, 0.67, 1.44, 0.88 であった (Fig. 

3-7)。一方、PGD-O1 から PGD-O3 の GUS 誘導比はそれぞれ 2.15, 2.89, 

2.58 であった (Fig. 3-7)。この結果は、MAGGY はパラクマル酸によっ

て活性化されないことを示した。また、パラクマル酸によって PGD-O が

LGL-O より活性化された結果については、溶媒（アセトン：メタノール

=1：1）のみでも PGD-O 形質転換体は活性化を示したことより (data 

not shown)、グリセルアルデヒド-3 リン酸-デヒドロゲナーゼのプロモ

ーター領域に溶媒応答性のプロモーター領域が存在すると考えられた。 

 

3）））） MAGGY の活性化を示した各種ストレス物質の濃度依存的な効果につの活性化を示した各種ストレス物質の濃度依存的な効果につの活性化を示した各種ストレス物質の濃度依存的な効果につの活性化を示した各種ストレス物質の濃度依存的な効果につ

いていていていて 

本章結果-2）で調査したストレス物質の中で、ストレス処理によって

GUS 活性が上昇した、熱・硫酸銅・メチルビオロゲン処理について、濃

度依存的な効果について検討した。実験には LGL-O4 と PGD-O3 を代表菌

株として用い、各種ストレス因子の温度や濃度を変化させ、GUS 誘導比

の変化を調査した。熱処理・メチルビオロゲン処理では温度・濃度依存

的に GUS 活性量が増加した (Fig. 3-8)。その一方で、硫酸銅処理では

0.1mM で最も高い値であった (Fig. 3-8)。これは硫酸銅が高い毒性を持

つために 1mM などの高濃度の硫酸銅処理下ではいもち病菌の基本的な代

謝機能が阻害されることが考えられた。同様に PGD-O3 においても 1mM

硫酸銅処理区では GUS 活性が低下していた (Fig. 3-8)。 

以上の結果は MAGGY のプロモーター領域が明らかに熱・硫酸銅・メチ

ルビオロゲンによって活性化されていることを示すものであった。また、

PGD-O3 において 42℃の熱処理でも GUS 活性は増加したが (Fig. 3-8)、

これはグリセルアルデヒド-3 リン酸-デヒドロゲナーゼのプロモーター

に熱応答性シスエレメントが存在する可能性と GUS タンパク質が熱に耐

性なためにタンパク質当たりの GUS 活性値が増加した可能性などが考え

られた。 

 

4）））） GUS 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子 MAGGY の発現パターンについての発現パターンについての発現パターンについての発現パターンについて 

実際に GUS 遺伝子がストレスに応じて転写レベルで活性化を示すのか、



 - 38 - 

LGL-O4 と PGD-O3 形質転換体にそれぞれ 42℃、45 分間の熱処理を与え、

6 時間後にトータル RNA を抽出して、ノーザン解析を行った (Fig. 3-9)。

2.0kb の GUS 遺伝子が LGL-O4 では熱処理区においてのみ検出された 

(Fig. 3-9)。その一方で、PGD-O3 では LGL-O より高い発現量であるが、

コントロール・熱処理区において同程度の発現量であった (Fig. 3-9)。

この結果は GUS 活性量の結果と一致するものであった。 

また、さまざまなストレス処理による MAGGY の発現量を調査した。

MAGGY を保有していないコムギいもち病菌へ MAGGY を形質転換した菌株

を用いて各種ストレス処理（42℃45 分間、0.1mM 硫酸銅、10mM メチルビ

オロゲン、100µg/ml パラクマル酸）を行い、6 時間後にトータル RNA を

抽出後、MAGGY の gag 領域を RNA プローブとしたノーザン解析を行った 

(Fig. 3-10)。MAGGY のほぼ全長に当たる 5.4kb の RNA がいずれの処理区

においても認められた (Fig. 3-10)。熱処理、メチルビオロゲン処理に

よって転写の活性化が認められた (Fig. 3-10)。しかし硫酸銅やパラク

マル酸処理では転写の活性化は顕著ではなかった (Fig. 3-10)。この結

果は GUS 活性の結果と比較して、ほぼ一致していたが、硫酸銅処理に関

しては異なるものであった。硫酸銅処理ではコントロールと比較すると

若干の転写活性化を示したのみであった。しかしながら、硫酸銅処理に

ついてノーザン解析の反復実験を行った結果、いずれもコントロールと

比較して MAGGY の転写量は若干増加していた (data not shown)。硫酸

銅による転写の増高が顕著でない理由としては、転写の誘導のタイミン

グが他のストレス処理区と異なっている可能性が考えられた。 

 

5）））） LTR プロモーター領域の欠失変異体解析プロモーター領域の欠失変異体解析プロモーター領域の欠失変異体解析プロモーター領域の欠失変異体解析 

今回明らかとなった MAGGY の LTR 領域におけるストレス応答性がどの

ような塩基配列（シスエレメント）の制御で行われているのかを明らか

にするために、LTR 配列の欠失変異体シリーズを作成し、熱処理に対す

る応答性について調査した (Table 3-3)。LTR の制限酵素部位 DdeI, 

PmaCI, BssHII をもとにして 5’側 LTR を削り込んだプラスミドを作成し、

それぞれの形質転換体を作成した。その結果、pLTRΔDde-GUS, pLTRΔ

Pma-GUS では熱処理に対して応答性を示したが、pLTRΔBss-GUS では GUS
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活性自体が喪失してしまった (Table 3-3)。このことは、PmaCI と

BssHII 部位の間に何らかの制御領域が存在すると考えられた。しかしな

がら pLTRΔBss-GUS では GUS 活性自体が失われてしまったことより 

(Table 3-3)、部位特異的な変異の導入を含めて、さらなる詳細な検討

が必要であると思われる。 

 

6）））） MAGGY を保有しない菌株におけるストレス応答性を保有しない菌株におけるストレス応答性を保有しない菌株におけるストレス応答性を保有しない菌株におけるストレス応答性 

MAGGY のプロモーターが MAGGY を保有していないコムギいもち病菌や

ウリ類炭疽病菌 (Colletotrichum lagenarium)においてどのようなスト

レス応答性を示すのか、調査した。それぞれのプラスミド pLTR-GUS, 

pNOM102 を本章結果-1）と同様にそれぞれの菌株に導入し、コムギいも

ち病菌の形質転換体をそれぞれ LGL-T1〜3, PGD-T1〜3 とし、ウリ類炭

疽病菌の形質転換体をそれぞれ LGL-C1〜3, PGD-C1〜3 とした。得られ

た形質転換体に 42℃45 分間の熱処理、0.1mM の硫酸銅処理、10mM のメ

チルビオロゲン処理を行った。LGL-T 形質転換体ではいずれの処理区に

おいても GUS の活性化が認められたが、PGD-T 形質転換体ではいずれも

活性化を示さなかった (Fig. 3-11)。この結果は MAGGY を保有していな

いコムギいもち病菌においても MAGGY のストレス応答性シスエレメント

は機能することが示された。 

一方で、LGL-C 形質転換体はいずれのストレス処理においても GUS の

活性化が認められなかった (Fig. 3-11)。このことはウリ類炭疽病菌に

おいては MAGGY のストレス応答性シスエレメントは機能しないことを示

唆した。 
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4. 考考考考    察察察察 

今回の実験によって、いもち病菌に存在しているレトロトランスポゾン

MAGGY は熱処理・硫酸銅・酸化ストレスによって活性化されることが示され

た。その一方で、抗菌性物質であるパラクマル酸は MAGGY を活性化させなか

った。これらストレスの他に、UV 照射・プロトプラスト化・イネのファイ

トアレキンであるサクラネチン・殺菌剤のイソプロチオランやフサライドな

どをさまざまな濃度区で処理したが、いずれの濃度区においても活性化を示

さなかった (Table 3-4)。これらストレス応答性は、MAGGY のプロモーター

領域にある特異的なストレスあるいは複数のストレスに応答するシスエレメ

ントが存在していることを示唆している (Ikeda et al 2001)。 

酵母では幾つかのストレス応答性シスエレメントが明らかとされている。

Ruis と Schüller (1996)はこれらシスエレメントをそれぞれ heat shock 

elements (HSEs), stress response elements (STREs), AP-1 responsive 

elements (AREs)と区分した。この３つのタイプのシスエレメントは応答す

るストレスが一部重なっているが、機能的に異なっていることを指摘した。

HSEs はストレス強度が中間程度の際に活性化され、STREs は強いストレス条

件下で活性化され、また AREs は酸化ストレスや細胞毒性を受けた際に活性

化する (Ruis and Schüller 1996)。 

MAGGY の LTR 配列にこのようなストレス応答性シスエレメントが存在する

かどうか調査したところ、STREs である CCCCT モチーフが認められた 

(Table 3-3) (Ruis and Schüller 1996; Kobayashi and McEntee 1993)。こ

の CCCCT モチーフは LTR の制限酵素部位 DdeI と PstI の間に存在しており、

PstI 欠失変異体においても熱処理応答性が保持されていた結果からは、

MAGGY のストレス応答性への、この CCCCT モチーフの関与は低いものと考え

られた。 

転移因子は利己的な遺伝子と考えられている一方で、ストレス条件を克服

するような遺伝的変異をもたらす因子として働く例が報告されている 

(Schmit 1998; Teng et al 1996)。いもち病菌は多様な病原性を持った菌株

の集団であり (Ou 1985; Kato et al 2000)、しばしば以前に抵抗性を示し

ていた品種に対して、病原性を示す新たなレースの出現が圃場レベルで報告

されている。このような新しいレースの出現が転移因子の関与によって引き
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起こされるいう仮説は非常に魅力的なものである。実際に、イネの抵抗性品

種 Yashiro-mochi（抵抗性遺伝子 Pi-ta 保有）に対して非親和性であるイネ

いもち病菌において、DNA 型トランスポゾン Pot3 (MGR586)が非病原力遺伝

子 Avr-Pita の上流付近に挿入された変異体が報告されている (Orbach et 

al 2000; Kang et al 2001)。Nishimura et al. (2000)はまた、いもち病菌

の胞子形成に関わる遺伝子 ACR1 に LINE 様因子 MGL (MGR583)が挿入されて

病原性が喪失したことを報告した。 

MAGGY のストレスによる活性化が、圃場レベルでいもち病菌の病原性の変

異を含めた遺伝的な変異にどのような貢献をしているのか、明らかではない。

しかし、過去においても、銅や水銀などを含んだ殺菌剤が使用されており、

さらに低濃度の銅を含有した PDA 培地から銅耐性能力の高まった変異体が得

られたと報告されている (Yamazaki and Tsuchiya 1964)。このような遺伝

的な変化が転移因子の活性化によって導かれた可能性も考えられる。さらに、

レタスに対して非親和性である Pseudomonas syringae pv. phaseolicola を

レタスに接種した際には 1M 近くの活性酸素が局所的に蓄積されることが報

告されている (Bestwick et al 1997)。このような抵抗性反応時における酸

化ストレスによって MAGGY が活性化され、新しいレースが出現する可能性も

考えられる。 

MAGGY は MAGGY を保有していないいもち病菌においてもストレスに応じて

活性化することが示された。しかしながら、ウリ類炭疽病菌においては通常

の転写活性は認められるが、ストレスに対して活性化を示さなかった。

MAGGY のストレス応答性シスエレメントは糸状菌に広く保存されているわけ

ではなく、いもち病菌に特異的なものであることが示唆された (Ikeda et 

al 2001)。レトロトランスポゾンのストレス応答性シスエレメントは異なる

種においても保存されている例がある。タバコのレトロトランスポゾン

Tnt1 はシロイヌナズナにおいてもプロトプラスト化や病原菌などのエリシ

ターによって活性化されることが示されている (Pauls et al 1994)。また、

ショウジョウバエのレトロトランスポゾン 1731 はヒトの表皮細胞において

も UV-B によって活性化したことが示されている (Faure et al 1996)。その

一方で、タバコの Tnt1 はタバコではオーキシンに対して応答性を示さない

が、シロイヌナズナではオーキシンに対して活性化を示した (Pauls et al 
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1994)。プロモーター領域の応答性が生物種によって異なるということは、

転写因子の結合配列が異なる可能性や、対象となるストレスに対する反応経

路が生物種によって異なる可能性が考えられる。 

転移因子がどのようにしてストレス応答性を獲得していったのか、興味深

い問題点である。植物のレトロトランスポゾンである Tnt1 と Tto1 は共に病

原菌の防御応答に関連して活性化を示すが、Tnt1 と Tto1 のシスエレメント

について解析した結果、それぞれのシスエレメントは異なっていた。しかし

ながら、共に宿主植物がコードする PR-タンパク質や CHS (chalcone 

synthase)などの抵抗性反応時に発現する遺伝子のプロモーター領域に複数

存在しているシスエレメントの中の一つとそれぞれ類似したものであった 

(Takeda et al 1999; Vernhettes et al 1997)。これらよりレトロトランス

ポゾンのストレス応答性は、レトロウイルスにおいてその可能性が報告され

ているように、近隣のゲノム領域に存在しているシスエレメントを転移因子

が獲得した可能性が考えられる (Jin and Bennetzen 1994)。あるいは

McDonald et al. (1997)によって提唱されているようにレトロトランスポゾ

ンのシスエレメントはある特殊なストレスに対して活性化するように淘汰を

受けて創り出された可能性が考えられる。 



 - 43 - 

 

 

 



 - 44 - 

 

 

 

 



 - 45 - 

 

 

 

 

 

 

 

 



 - 46 - 

 

 

 



 - 47 - 

 

 



 - 48 - 

 

 



 - 49 - 

 

 



 - 50 - 

 

 



 - 51 - 

 



 - 52 - 

 

 
 



 - 53 - 

 

 

 

 



 - 54 - 

 



 - 55 - 

 

 

 



 - 56 - 

 



 - 57 - 

 

 

 

 

 

 



 - 58 - 

第４章 MAGGY におけるメチル化の及ぼす影響について 
 

1. 緒緒緒緒    言言言言 

メチル化された塩基はゲノムを構成・維持していく上で重要な役割を持っ

ており、第 5 番目の塩基とも呼ばれている (Robertson and Wolfe 2000)。

メチル化によって標識された遺伝子領域はそれと結合するタンパク質によっ

て複合体を形成してクロマチン構造のダイナミックな変化を引き金とした転

写パターンの変化などで発生調節や代謝変動などに影響を及ぼしている 

(Hsieh 2000; Finnegan et al 2000)。メチル化はまたプロモーター配列の

認識効率に影響を与えたり、転写伸長時に障害となったりする。この現象は

ゲノムに新たに導入された遺伝子（トランスジーン）や転移因子の活性を抑

制する機構として利用されている可能性が考えられている。これまでに遺伝

子の不活性化を受けた領域において高頻度のメチル化が観察されたこと、ま

たそのメチル化を薬剤や変異体を用いて解除した場合にはその遺伝子の発現

が回復したことなどが報告されており、生物におけるジーンサイレンシン

グ・トランスポゾンの抑制機構の本体を担っているという考え方が広く受け

入れられている (Table 4-1) (Vaucheret and Fagard 2001)。これを TGS 

(transcriptional gene silencing)と呼んでいる (Vaucheret and Fagard 

2001)。糸状菌においても有性世代を経た際にメチル化を伴って反復配列が

不活性化する MIP (methylation-induced premeiotically)という現象が

Ascobolus immersus において知られている (Goyon and Faugeron 1989)。 

しかし、その一方でショウジョウバエ・線虫や酵母などではメチル化され

た塩基がほとんど検出されないにも関わらず、生命機能を保っている 

(Colot and Rossignol 1999)。ショウジョウバエには退化したと考えられる

メチルトランスフェラーゼの存在が報告されており (Tweedie et al 1999)、

これら生物においては、メチル化は必須でなくなったことが示唆される。 

Nakayashiki et al. (2001a)はいもち病菌に存在するレトロトランスポゾ

ン MAGGY の活性化とメチル化との関係について調査した。その結果、MAGGY

は新たな宿主に導入されると、急速にそのコピー数を増加させるが、時間を

経るに従い転移頻度は減じていく。この際の MAGGY のメチル化を調査した結

果、MAGGY 自身は新たな宿主に導入直後からメチル化を受けていた。しかし、
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メチル化の阻害剤として知られている 5-Azacytidine 処理によって、MAGGY

の転写量は上昇したが、それだけでは転移の活性化には結びつかなかった。 

遺伝子の不活性化現象機構として考えられるもう一つの現象は、mRNA が

転写された後に分解されるもので、PTGS (post transcriptional gene 

silencing) と 呼 ば れ て い る 。 こ の 現 象 は RdRP (RNA dependent RNA 

polymerase)の作用により abberant に生じるアンチセンス鎖 RNA によって 2

本鎖 RNA が形成され、それを分解する RNase が働くものと考えられている 

(Bernstein et al 2001)。植物・線虫やショウジョウバエでは任意の 2 本鎖

RNA 断片を導入させることによって目的とする遺伝子を不活性化することに

成功している。植物では co-suppression (Vaucheret et al 1998)、動物で

は RNAi (RNA interference) (Fire et al 1998) 、 ま た 糸 状 菌 で は

Neurospora crassa において Quelling  (Romano and Macino 1992)と別名で

呼ばれているが共通した機構が存在すると考えられている。しかし一方で、

これら現象とは別に、酵母のレトロトランスポゾン Ty1 はタンパク質の翻訳

レベルにおいて転移活性が制御されていることが示されている (Curcio and 

Garfinkel 1999)。また Neurospora crassa では交配を経た際に高頻度の

C:G から T:A への塩基置換を伴って不活性化する RIP (repeat-induced 

point mutation)という現象が知られている (Selker et al 1987)。以上の

ように導入遺伝子のサイレンシングや転移因子の抑制機構は様々であり、広

く生物に共通しているものと生物固有、あるいは限定された生物種のみに認

められるものの両方が存在している。 

本章ではいもち病菌における MAGGY のメチル化に焦点をあてて研究を行っ

た。コムギいもち病菌に新たに MAGGY を導入した際には、急速に MAGGY 配列

にメチル化が起こる (Nakayashiki et al 2001a)。これは宿主による何らか

の認識機構が働いている可能性を示唆している。この MAGGY に対するメチル

化能力の性格付けと、遺伝的な解析を行った。 
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2. 材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

1）））） 供試菌株供試菌株供試菌株供試菌株 

実験に用いた菌株はイネいもち病菌 (1601-3, 1836-3)、アワいもち

病 菌  (IN77-16-1-1, NNSI2-1-1, GFSI1-7-2) 、 コ ム ギ い も ち 病 菌 

(Br48)、tBRC-1（Br48 の MAGGY, hph 形質転換体（第 5 章参照））、お

よび GFSI1-7-2 と Br48 の雑種後代から得られた 80 菌株である (Table 

4-2) (Murakami et al 2000)。雑種後代は対峙培養して形成された子の

う殻から単離された完全な 4 分子由来の 8 つの子のう胞子をそれぞれ K1, 

K2, L1, L2, M1, M2, N1, N2 と区別し、10 セット分を用いた。菌叢の

色や転移因子をプローブとしたフィンガープリント解析などによって 4

分子由来のペアを同定し、各セットの番号を頭に付けてセット 1 の菌株

には 1K1, 1K2 となるように命名した (Murakami et al 2000)。この雑

種後代より 5M1, 5M2 のハイグロマイシン B 耐性遺伝子を導入した形質

転換体を作成した（それぞれ 5M1t-1, 5M2t-2 とした）。 

 

2）））） サザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーション 

詳細については第 2 章に記載した。メチル化の状態を調査するための

プローブとして、MAGGY を XhoI 消化して得られた 5.5kb 断片をゲル回収

し、fluorescein 標識したものを用いた。その他の転移因子についての

プローブは第 2 章で用いたプラスミドからベクター領域をそれぞれ適切

な制限酵素で切断し、ゲル回収によって転移因子領域を含んだ断片を精

製し、fluorescein 標識したものを用いた。 

 

3）））） ノーザンハイブリダイゼーションノーザンハイブリダイゼーションノーザンハイブリダイゼーションノーザンハイブリダイゼーション 

詳細については第 3 章に記載した。MAGGY の転写を確認するために用

いた RNA プローブは第 3 章と同じものを用いた。 

 

4）））） 遺伝子マッピング遺伝子マッピング遺伝子マッピング遺伝子マッピング 

雑種後代 80 菌株における形質の連鎖について、Mapmaker vesion2.0 

(Macintosh)プログラムを用いて解析した。これまでに Chuma (1999)が

アワ菌株とコムギ菌株における雑種系統を用いて作製した、シングルコ
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ピーマーカー、RAPD マーカー、AFLP マーカー等による遺伝子地図の中

で、帰属する染色体や隣接したマーカー間の遺伝的距離を調査した。 
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3. 結結結結    果果果果 

1）））） 各種いもち病菌における各種いもち病菌における各種いもち病菌における各種いもち病菌における MAGGY のメチル化状態のメチル化状態のメチル化状態のメチル化状態 

MAGGY を保有するいもち病菌株において MAGGY に対するメチル化の状

態について調査した。制限酵素 MspI, HapII は同じ CCGG 配列を切断す

るがシトシンにメチル化を受けた場合に MspI は切断できるが HapII は

切断できなくなる。この制限酵素の組み合わせを利用して、いもち病菌

のゲノミック DNA をそれぞれの制限酵素で消化し、MAGGY のほぼ全長を

プローブとしたサザン解析を行い、検出されたバンドパターンの比較に

よって MAGGY におけるメチル化状態を調査した。これをアイソシゾマー 

(isoschizomer)解析と呼んでいる。MAGGY にメチル化を受けた場合に

HapII 消化したレーンでは MspI 消化したレーンと比較してバンドが高分

子領域において検出された。MAGGY を保有している菌株についてメチル

化の状態を調査したところ、イネ菌株系統ではメチル化を受けており、

アワ菌株系統ではメチル化を受けていない結果が得られた (Fig. 4-1)。

また、MAGGY を保有していないコムギ菌株に MAGGY を形質転換させた系

統ではメチル化を受けていた (Fig. 4-1)。 

 

2）））） アワ菌とコムギ菌雑種後代におけるアワ菌とコムギ菌雑種後代におけるアワ菌とコムギ菌雑種後代におけるアワ菌とコムギ菌雑種後代における MAGGY のメチル化状態のメチル化状態のメチル化状態のメチル化状態 

MAGGY にメチル化を起こさないアワ菌株 (GFSI1-7-2)と MAGGY を導入

するとメチル化を起こすコムギ菌株 (Br48)とを交配して完全な 4 分子

由来 8 菌株の 10 セット、合計 80 菌株の雑種後代を得た (Murakami et 

al 2000)。この子孫からゲノミック DNA を抽出し、MspI, HapII 消化し

てサザン解析を行った。その結果、各セットにおいて、雑種後代はメチ

ル化を受けている菌株とメチル化を受けていない菌株とに 1：1 の割合

で分かれた (Fig. 4-2; Table 4-3)。これより MAGGY に対するメチル化

の機構に関して 1 遺伝子座が関わっていることが明らかとなった。 

 

3）））） メチル化関与遺伝子のマッピングメチル化関与遺伝子のマッピングメチル化関与遺伝子のマッピングメチル化関与遺伝子のマッピング 

雑種後代において MAGGY に対するメチル化の有無が 1 対 1 に分離した

ことで、1 遺伝子座の存在が明らかとなった。この遺伝子を mmd1  

(MMMMAGGY mmmmethylation ddddeficiency 1111)とした。この mmd1 の遺伝子地図を
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作成した。遺伝子地図の詳細なデータは、今回実験に供した雑種後代と

同じ菌株を用いて、本研究室の Chuma (1999)によってコスミドクロー

ン・RAPD マーカー・AFLP マーカーなどの分離データをもとに作成され

たものである。この結果、mmd1 は第 6 染色体の AFLP マーカー (A0402AB, 

AU07-1S)と 0cM の位置にマッピングされた (Fig. 4-3)。 

 

4）））） メチル化状態の異なる雑種後代間における転移因子の転移頻度についメチル化状態の異なる雑種後代間における転移因子の転移頻度についメチル化状態の異なる雑種後代間における転移因子の転移頻度についメチル化状態の異なる雑種後代間における転移因子の転移頻度につい

てててて 

雑種後代についてメチル化を受けている菌株とメチル化を受けていな

い菌株に分け、それぞれの菌株における MAGGY の転移頻度について調査

した。これは、それぞれの菌株を 3 つに分けて培養し、それぞれの得ら

れた菌体からゲノミック DNA を抽出し、MAGGY をプローブとしたサザン

解析を行って、バンドパターンを比較した。3 つの菌株の中で、異なる

バンドパターンを示したものを転移バンドと見なした。この結果、t 検

定においてメチル化による転移頻度は影響を受けないことが明らかとな

った (Table 4-4)。 

 

5）））） その他の転移因子におけるメチル化状態その他の転移因子におけるメチル化状態その他の転移因子におけるメチル化状態その他の転移因子におけるメチル化状態 

各菌株における MAGGY 以外の転移因子のメチル化状態を調査した。

MGR586, Pot2, MgSINE, MGR583, Pyret について本章結果-1）と同様に

MspI, HapII 消化し、サザン解析を行った。その結果、各いもち病菌に

おける MGR586, Pot2, Pyret のメチル化状態は MAGGY で観察されたもの

と同じ結果であり、同一遺伝子座によりメチル化状態が支配されている

ことが示唆された (Fig. 4-4)。しかしながら、MAGGY に対するメチル化

の程度と比較すると、それぞれの転移因子に対するメチル化の度合いは

非常に低いものであった。一方、MGR583, MgSINE は露光時間を長くして

検出したにも関わらず、いずれの菌株においてもメチル化が観察されな

かった (Fig. 4-4)。 
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4. 考考考考    察察察察 

制限酵素を用いたアイソシゾマー解析によって、MAGGY に対するメチル化

の状態はコムギいもち病菌とアワいもち病菌において異なっており、そのメ

チル化状態は両菌を交配させた雑種後代において 1 遺伝子座  (mmd1)で支配

されていることが明らかとなった。この結果は、MAGGY に対する宿主側の認

識機構が存在している可能性と、アワ菌におけるメチル化能力が欠損した可

能性、あるいはアワいもち病菌における MAGGY 認識機構の解除因子が存在す

る可能性など 3 つの仮説が考えられた。 

メチル化はほ乳類では発生段階において重要な役割を成しており、生存に

関わる機能である (Finnegan et al 2000)。植物においてもメチル化能力を

低下させた個体では著しい生育異常が認められた (Kakutani et al 1999)。

その一方で、線虫、ショウジョウバエや酵母ではメチル化能力が失われてい

るにも関わらず、正常に生育している (Colot and Rossignol 1999)。また、

Ascobolus immersus ではメチラーゼ遺伝子を欠損させた個体では遺伝子の

不活性化機構の一つである MIP (methylation induced premeiotically)が

働かなくなり、交配能力も失われていたが、それ以外は正常であった 

(Malagnac et al 1997)。本研究で用いたアワいもち病菌でも正常に生育し、

また交配して子孫が得られた。メチル化はそれぞれの生物種において重要度

が様々であり、その生物学的意義を明らかにすることは難しい。 

メチル化はトランスジーン・転移因子の不活性化に関与する機構として植

物において特に報告されている。シロイヌナズナにおいてメチル化に関与す

る遺伝子を欠損させた個体では転移因子の転移頻度が増加していた 

(Hirochika et al 2000)。この他にメチル化が関与している例として、ボル

ボックスにおける転移因子の不活性化 (Babinger et al 2001)や、ペチュニ

アにおける導入遺伝子の不活性化 (Meyer et al 1994)が報告されている。

一方、いもち病菌の MAGGY にメチル化を受けた菌株において 5-Azacytidine

を処理して脱メチル化させたところ、MAGGY の転写は活性化を示したが、転

移頻度の増加は認められなかった  (Nakayashiki et al 2001a)。このこと

は、今回明らかとなったメチル化が転移因子の不活性化に直接関与している

ものではないことが示された。 

MAGGY 以外の転移因子についてもメチル化の状態について調査した結果、
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MGR586, Pot2, Pyret においてメチル化を受けていたが、MGR583, MgSINE は

メチル化を受けていなかった。いずれの転移因子も多コピー存在しているに

も関わらず、メチル化を受けているものとメチル化を受けていないものに分

けられた。MgSINE は全長 400bp と短い転移因子であり、メチル化を受ける

対象となり得ない可能性も考えられるが、MGR583 は全長約 6kb と大きく、

因子のサイズ以外の要因を考える必要がある。メチル化を受けていた

MGR586, Pot2, Pyret において、メチル化の程度は MAGGY のメチル化の程度

と比較すると低いものであった。これは複数コピー存在している転移因子の

中でもメチル化を受けているコピーは僅かである可能性が考えられ、それぞ

れの転移因子を認識する程度が異なっていることが示唆された。これらのメ

チル化の程度が低い転移因子に対してはメチル化機構の何らかの寛容化が起

こっている可能性も考えられた。 

ホヤのゲノムに存在している各種レトロトランスポゾン Cigr-1（gypsy 型

LTR レトロトランスポゾン）、Cimi-1, Cics-1（SINE 因子）、Cili-1（LINE

因子）についてメチル化の状態を明らかにしたところ、いずれもメチル化の

程度は低く、その一方で、構造遺伝子領域がメチル化を受けていた (Simmen 

et al 1999)。また、ほ乳類の体細胞ではトランスポゾンがメチル化を受け

ているが、生殖細胞や胚ではメチル化が解除されている (Bestor and Tycko 

1996)。ほ乳類でのメチル化が解除された状態における宿主の転移因子に対

する保護機構については明確な結論が得られていない。メチル化が転移因子

の防御機構の一員であるという考えは、現在のところ植物においてのみ適用

できるものである。転移因子に対するメチル化は、無秩序な転移に対する防

御機構である可能性の他に、異なる役割が存在する可能性が考えられる。

Ascobolus immersus ではメチル化を受けた遺伝子領域において相同組み換

え頻度が低下したことが報告されている (Maloisel and Rossignol 1998)。

宿主細胞は転移因子などの相同な反復配列に対して相同組み換えを防ぐため

にメチル化を機能させている可能性も考えられた。このように生物種におい

て、同じ機能を持った遺伝子（メチラーゼ）が同じような塩基配列を対象と

して機能するにも関わらず、異なる生物現象を引き起こすことは、生物現象

に関わるタンパク質複合体の複雑さ、ひいては、生物が多様に進化したメカ

ニズムを考える上で興味深い結果であると考える。 
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第５章 いもち病菌における RIP (repeat-induced point mutation)

機構の存在の証明といもち病菌における有性世代 
 

1. 緒緒緒緒    言言言言 

導入遺伝子やトランスポゾンの転移などは宿主細胞にとって新たな表現型

を獲得するために有益に働く場合もあるが、そのほとんどは無秩序な転移に

より宿主細胞に有害な効果をもたらす (Labrador and Corces 1997)。導入

遺伝子や転移因子などが多コピー挿入された場合、構造遺伝子の破壊や転写

パターンの変化、またその相同な配列同士で染色体に不規則な立体構造を形

成する (Labrador and Corces 1997)。第 4 章においても触れたが、これら

有害に働く導入遺伝子や転移因子などを抑制する機構として TGS や PTGS な

どが考えられている (Table 1-1)。糸状菌においてもこの両者の現象が確認

されており、それぞれ MIP, Quelling と呼ばれている (Goyon and Faugeron 

1989; Romano and Macino 1992)。しかし、これら現象は限られた種でのみ

報告されており、糸状菌全体に対する外来遺伝子の不活性化メカニズムとし

ての認識には至っていない。Neurospora crassa においてはこれらとは別に

RIP (repeat-induced point mutation)という現象が知られている (Table 

1-1) (Selker et al 1987)。これは反復配列が存在した際に有性世代を経た

雑種後代において高頻度の C:G から T:A への塩基置換が認められるものであ

る (Fig. 5-1)。MIP と RIP はそれぞれ有性世代を経た際に引き起こされる

もので、非常に近い機構によって引き起こされているものと考えられている 

(Faugeron 2000)。 

MIP は子のう菌の Ascobolus immersus で報告されているばかりでなく、

担子菌の Coprinus cinereus においても報告されており (Freedman and 

Pukkila 1993)、その保存性は広いものと考えられる。その一方で、RIP は

Neurospora crassa とその近縁種の Podospora anserina でのみ報告されて

いる (Selker et al 1987; Hamann et al 2000)。ただしこの他に、RIP 様

の塩基置換を伴った塩基配列が野外で有性世代の報告がない Fusarium 

oxysporum や Aspergillus fumigatus で発見されている  (Hua-Van et al 

1998; Neuveglise et at 1996)。本研究室でもキビいもち病菌において RIP

様の塩基置換を伴った MAGGY ホモログの存在が明らかとなり (Nakayashiki 
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et al 1999b)、いもち病菌において実際に RIP が機能するのか興味が持たれ

た。そこで本章では、MAGGY を保有していないコムギいもち病菌に MAGGY を

導入し、多コピーの MAGGY を保有する菌株と、MAGGY を保有しないコムギい

もち病菌を交配させ、その雑種後代における MAGGY の塩基配列の変化につい

て検討を行い、RIP の有無を調査した (Fig. 5-2)。 

いもち病菌は有性世代が確認されており、子のう菌に分類されている。し

かし、これは実験室のシャーレ上で交配させたもので、実際の圃場において

有性世代が確認された報告はない (Kato et al 1976)。糸状菌は子のう胞子

を形成する有性世代の他に、分生胞子を形成し、自身のクローンを無性的に

増殖させる手段も持ち合わせている (Leslie and Klein 1996; Chen and 

McDonald 1996)。有性世代はその交配相手から生存に有利な遺伝子を交換し

合うという目的からすれば、新たな進化を遂げるために重要な行程である。

その一方で、無性的な増殖は時間やコストなどが削減され、安定した環境下

においてポピュレーションを広げるためには有効な手段である。いもち病菌

はさまざまな植物に寄生性を示し、現在に至っている。この過程において、

有性世代や無性世代はどのような頻度で繰り返されてきたのか、興味が持た

れている。RIP は有性生殖を経た際にのみ起こる現象であり、もしこれがい

もち病菌で起こっているとすると、有性生殖のマーカーとして用いることが

出来る。そこで、いもち病菌に広く存在するレトロトランスポゾン Pyret の

塩基配列を比較することによって、いもち病菌の有性世代についての考察を

行った。 
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2. 材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

1）））） 供試菌株供試菌株供試菌株供試菌株 

コムギいもち病菌 (Br48; MAT1-1)、また Br48 と交配可能なコムギい

もち病菌 (Br116.5; MAT1-2)、イネいもち病菌 (1836-3)、およびアワ

いもち病菌 (GFSI1-7-2)を用いた (Table 5-1)。Br48 の MAGGY 形質転換

体 tBRC-1 と Br116.5 を交配させてランダムな子のう胞子から得られた

雑種後代 F1-1 から F1-50 を解析に用いた (Table 5-1)。 

 

2）））） サザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーションサザンハイブリダイゼーション 

詳細については第 2 章にて記載した。プローブは pMGY-SB と hph 遺伝

子を含む pSH75 を SalI 消化して得た 1.8kb の断片をゲル回収したもの

を fluorescein 標識して用いた。 

 

3）））） PCR 法による法による法による法による MAGGY, hph, Pyret ホモログ遺伝子の増幅、クローニホモログ遺伝子の増幅、クローニホモログ遺伝子の増幅、クローニホモログ遺伝子の増幅、クローニ

ングングングング 

MAGGY, hph 遺伝子のそれぞれほぼ全長を増幅できるプライマーを設計

した (Table 5-2)。また、Pyret の gag 領域を増幅させるプライマーも

設計した (Table 5-2)。なおプライマーは RIP などの塩基置換が起こっ

ている塩基配列でも増幅できるようにプライマーの 3’末端側を AT 配列

になるように設計した。PCR 反応の過程における Taq ポリメラーゼのエ

ラーを減ずるため、high fidelity を持つ LA Taq polymerase（TaKaRa

社）を用いた。PCR 反応液は 100ng の鋳型 DNA、1XGC buffer (TaKaRa

社)、それぞれ 0.2µM のプライマー、200µM の dNTP ミックス、1.25U の

LA Taq polymerase を加えた 50µl の溶液とした。PCR 反応は 95℃5 分間

の熱変性の後、95℃1 分間-65℃30 秒間-72℃7 分間を 35 サイクル行った。

PCR 反応後のサンプルはゲル回収を行った。得られたサンプルを T4 ポリ

メラーゼ処理し、SmaI で切断した pUC19 とライゲーションを行い、クロ

ーニングした。 

 

4）））） シーケンスシーケンスシーケンスシーケンス 

シ ー ケ ン ス 反 応 は BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 
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Reaction Kit（Perkin Elmer 社）を用いて行った。シーケンスに用いた

MAGGY の領域特異的プライマーは Table 5-2 に示した。用いたプライマ

ーは RIP などの塩基置換が起こった塩基配列でもアニーリングできるよ

うにプライマーの 3’末端側を AT 配列になるように設計した。Cycle 反

応後のサンプルは、エタノール沈殿させ、ABI PRISM 310 Genetic 

Analyzer（Perkin Elmer 社）にて解析を行った。 
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3. 結結結結    果果果果 

1）））） 栄養生長、雑種後代個体における栄養生長、雑種後代個体における栄養生長、雑種後代個体における栄養生長、雑種後代個体における MAGGY の塩基配列の塩基配列の塩基配列の塩基配列 

MAGGY をハイグロマイシン耐性遺伝子 (hph)と co-transformation 法

によってコムギいもち病菌 Br48 へ導入し、形質転換体 tBRC-1 を得た。

MAGGY は導入後、転移を繰り返して 20 コピー以上に増加していることが

サザン解析によって確認された (data not shown)。また、hph 遺伝子は

3 コピーの挿入が同様にして確認された (data not shown)。この tBRC-

1 とコムギいもち病菌 Br116.5 を交配させ、ランダムな子のう胞子由来

の 50 菌株 (F1-1〜F1-50)を得た (Fig. 5-1)。得られた雑種後代の 2 菌

株 (F1-4, F1-6)よりゲノミック DNA を抽出し、MAGGY のほぼ全長に当た

る 5340bp を増幅させるプライマー (MAGFWEcoT, MAGREcoT) (Table 5-

2)によって増幅した。得られた PCR 断片を EcoT22I で消化し、

pBluescriptSKII+の PstI 部位へクローニングした。得られた複数のク

ローンについて MAGGY 特異的な複数のプライマーを用いて塩基配列を明

らかにした (Fig. 5-3)。また、対照として親菌株である tBRC-1 を単プ

ロトプラスト化させたコロニーを選抜する行程を 8 回繰り返した菌株に

おける MAGGY の塩基配列についても同様に調査した (Fig. 5-2, 5-3)。

その結果、雑種後代における MAGGY は高頻度で塩基置換が認められた。

F1-4 (clone 1〜4)では塩基置換頻度がそれぞれ 0.51, 0.49, 0.17, 

0.21%で起こっており、その中で C:G から T:A への塩基置換はそれぞれ

77.8, 76.9, 55.6, 90.9%であった (Table 5-3)。F1-6 (clone 5〜8)で

は塩基置換頻度がそれぞれ 0.37, 0.90, 0.90, 1.03%で起こっており、

その中で C:G から T:A への塩基置換の割合はそれぞれ 70.0, 89.6, 89.6, 

92.7%と高い傾向にあった。一方で、親菌株 (TBR1〜3)においては、塩

基置換頻度はそれぞれ 0.09, 0.07, 0.15 %と低く、さらに C:G から T:A

への塩基置換の割合もそれぞれ 60.0, 50.0, 50.0%と低いものであった。 

F1-4 において MAGGY における塩基置換頻度が低いクローンも見られた

が (clone 3, Table 5-3)、いずれも親菌株の塩基置換頻度より高い傾

向があり、有性世代を経た後に RIP と考えられる C:G から T:A への塩基

置換が引き起こされたことが示された。 
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2）））） 栄養生長、雑種後代個体における栄養生長、雑種後代個体における栄養生長、雑種後代個体における栄養生長、雑種後代個体における hph 遺伝子の塩基配列遺伝子の塩基配列遺伝子の塩基配列遺伝子の塩基配列 

得られた雑種後代 50 菌株を 200µg/ml のハイグロマイシン B を含んだ

PDA 培地にて培養して、生育能力の有無を調査し、ハイグロマイシン B

耐性遺伝子が機能しているのかを調査した。また雑種後代の 50 菌株に

おいて hph 遺伝子が intact に挿入されているかどうかをサザン解析に

よって確認した。その結果、hph 遺伝子の導入が確認されたにも関わら

ず、ハイグロマイシン B 培地において生育できない菌株 (F1-23, F1-40)

を選抜した。この菌株より hph 遺伝子を特異的に増幅するプライマー 

(Table5-2)を用いてクローニングを行い、導入されている 3 コピーの塩

基配列を明らかにした。いずれのコピーにおいても RIP による塩基置換

が認められ、その結果、ストップコドンが生じた場合や、アミノ酸の置

換が認められた (Fig. 5-4, Table 5-3, 4)。この変異によってハイグ

ロマイシン B 耐性遺伝子の機能が失われたものと考えられた。一方、親

菌株の tBRC-1 における hph 遺伝子では塩基置換は認められなかった 

(Table 5-3)。 

 

3）））） 塩基置換が引き起こされた周辺塩基の傾向塩基置換が引き起こされた周辺塩基の傾向塩基置換が引き起こされた周辺塩基の傾向塩基置換が引き起こされた周辺塩基の傾向 

これまでに得られた塩基配列より、RIP が引き起こされた塩基の特徴

付けを行った。RIP のターゲットとなったシトシンに隣接する 5’, 3’側

の塩基の傾向、さらに、MAGGY の塩基配列中に存在している塩基の組み

合わせの中で塩基置換を受けた割合についても Table 5-5 にまとめた。 

MAGGY の 206 の塩基置換における傾向を調べたところ、5’側の塩基は頻

度が高いものから T, A, G, C の順となり、その中でも T, A の占める割

合が 76.3%と高いものであった (Table 5-5)。3’側の塩基は頻度が高い

ものから T, A, C, G の順となり、T, A の占める割合が 90.3%と高いも

のであった (Table 5-5)。以上より、いもち病菌における RIP のターゲ

ット配列は (A/T)pCp(A/T)であることが明らかとなった。 

 

4）））） RIP とメチル化の関係についてとメチル化の関係についてとメチル化の関係についてとメチル化の関係について 

RIP を受けた塩基配列ではメチル化を受けていることがこれまでに報

告されている (Selker et al 1993; Singer et al 1995; Irelan and 
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Selker 1997)。RIP による塩基置換のメカニズムの一つとして、メチル

化されたシトシンが脱アミノ化を受けるとチミンへと置換される仕組み

が挙げられている (Yebra and Bhagwat 1995) (Fig. 5-5)。このように

RIP とメチル化は非常に密接した現象であることが考えられる。第 4 章

において示したように、MAGGY はメチル化を受けていることが明らかと

なっている (Fig. 4-1, 5-6)。第４章でメチル化の解析に用いたイソシ

ゾマー (MspI, HapII)は CCGG 配列を対象としたものであった。しかし、

この配列は RIP のターゲット配列とは異なっていた。そこで、その他の

イソシゾマーを用いて MAGGY のメチル化の状態を調査した。その結果

CATG 配列を対象とした Sau3AI, MboI (data not shown)あるいは

CC(A/T)GG 配列を対象とした EcoRII, MvaI (Fig. 5-6)においてもメチ

ル化を受けていることが明らかとなった。 

 

5）））） いもち病菌に広く存在している転移因子いもち病菌に広く存在している転移因子いもち病菌に広く存在している転移因子いもち病菌に広く存在している転移因子 Pyret における塩基置換の傾における塩基置換の傾における塩基置換の傾における塩基置換の傾

向と稔性の関係について向と稔性の関係について向と稔性の関係について向と稔性の関係について 

レトロトランスポゾン Pyret はいもち病菌に広く存在していることが

確認された (Nakayashiki et al 2001b)。そこで、この Pyret ホモログ

の塩基配列を比較することによって各菌株間における RIP が引き起こさ

れた頻度や有性世代について考察した。異なる植物に寄生性を示す 3 つ

の野生分離菌株、イネいもち病菌 (1836-3)、アワいもち病菌 (GFSI1-

7-2)、コムギいもいち病菌 (Br48)のゲノミック DNA より、Pyret に特異

的な複数のプライマーセットを用いて PCR 増幅し、クローニングしたそ

れぞれのクローンの塩基配列を決定した。既に塩基配列が報告されてい

る Pyret 自身も RIP を受けて塩基配列が変化しているものと考えられた。

そこで、得られた塩基配列をもとに、Hamann et al. (2000)の方法に従

って、最も RIP を受けていない塩基配列を in silico で作成した (Fig. 

5-7)。得られた塩基配列は deRIP-Pyret とした。表 5-6 ではこの deRIP-

Pyret 配列とそれぞれの菌株における Pyret ホモログ塩基配列とを比較

して、C/G 配列における RIP の出現頻度とそれぞれの塩基配列における

A/T 含有比についてまとめた。RIP 出現頻度と A/T 含有比はイネいもち

病菌ではそれぞれ平均 8.17%、47.13%、アワいもち病菌ではそれぞれ平
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均 16.48%、51.71%、またコムギいもち病菌ではそれぞれ平均 33.24%、

60.67%であった (Table 5-6)。この結果は、イネが最も RIP の程度が低

く、コムギが最も RIP を受けていることが明らかとなった。その結果、

塩基配列も RIP を受けるに従って A/T 含有比が増加する結果が得られた。

それぞれの菌株の稔性は Kato et al. (2000)によると、イネいもち病菌

では交配する能力が失われており、アワ・コムギいもち病菌は交配能力

が高い結果であった (Table 5-6)。 
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4. 考考考考    察察察察 

今回の実験によって、いもち病菌においても RIP が起こることが示された。

これまでに RIP が報告された例は Neurospora crassa とその近縁である

Podospora anserina においてのみである (Selker et al 1987; Hamann et 

al 2000)。いもち病菌における RIP の証明によって、目のオーダーで異なる

糸状菌においても RIP が引き起こされることが証明された。また、これら

報告の他に、有性 世代が確認されて いない Fusarium oxysporum や

Aspergillus fumigatus においても RIP 様の現象が確認されている (Hua-

Van et al 1998; Neuveglise et at 1996)。一方で、綱のオーダーで異なる

Ascobolus immersus では RIP は起こらず、MIP が起こることが報告されてい

る (Goyon and Faugeron 1989)。MIP は担子菌亜門の Coprinus cinereus に

おいても報告されている (Freedman and Pukkila 1993)ことより MIP はより

広い糸状菌で機能し、RIP は子のう菌の中でも綱のオーダーの中で引き起こ

される現象である可能性が示唆された。 

RIP のターゲット配列として、いもち病菌では(A/T)pCp(A/T)配列が明ら

かとされた (Table 5-5)。この結果は Neurospora crassa の RIP のターゲッ

ト配列として知られている NpCpA とは多少異なっているものと考えられる 

(Cambareri et al 1989)。また、Podospora anserina におけるターゲット

配列は NpCp(A/T)、Fusarium oxysporum や Aspergillus fumigatus における

ターゲット配列は NpCp(A/G)であった (Hamann et al 2000; Hua-Van et al 

1998; Neuveglise et al 1996)。いもち病菌における RIP のターゲット配列

は Podospora anserina と最も類似しており(A/T)pCp(A/T)であった。今回の

研究より、5’側においても規則性を見出したことが重要であると考える。 

メチル化されたシトシンは脱アミノ化を受けると容易にチミンに塩基置換

することより (Yebra and Bhagwat 1995)、メチル化は RIP に関与している

可能性が考えられる (Selker et al 1993; Singer et al 1995; Irelan and 

Selker 1997)。本研究においても、複数のイソシゾマー解析によって、RIP

を受けた MAGGY は交配する以前からさまざまな配列のシトシンにおいてメチ

ル化を受けていることが明らかとなった。動物や植物では CpG や CpNpG 配列

などの対称的な塩基配列をターゲットとするメチラーゼが大きな役割を果た
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しているが (Montero et al 1992; Finnegan and Kovac 2000; Robertson 

and Wolfe 2000)、これらと類似した酵素の関与が示唆された。しかしなが

ら、今回の RIP のターゲット配列は対称性が認められず、転移因子の認識に

関わるメチル化と RIP に関与するメチル化については全く異なる酵素の存在

が考えられた。 

Ascobolus immersus の MIP や Neurospora crassa の RIP では導入された

反復遺伝子配列は、交配する以前にはメチル化を受けていないが、交配した

後にほとんどのシトシンがメチル化を受けていることが明らかとされている 

(Goyon et al 1994; Selker et al 1993)。このことは、交配過程において、

対称的な配列をメチル化するような酵素の存在ではなく、配列非特異的なメ

チルトランスフェラーゼが存在することを示唆している (Goyon et al 

1994; Selker et al 1993)。RIP の場合にはさらに特異的な領域である CpA

において塩基置換が認められることより (Cambareri et al 1989)、さらな

る因子の存在を考える必要があるが、明らかとはされていない。RIP のター

ゲット特異性は種によって多少異なることより、この未知なる因子の特異性

によって RIP が種によって特徴付けられているものと考えられた。 

雑種後代において、RIP を受けた程度はそれぞれのコピーによって異なっ

ていた (Table 5-3)。RIP の程度はさまざまで、Podospora anserina での

RIP は Neurospora crassa の RIP と比較すると塩基置換の頻度が低いことが

報告されている (Graïa et al 2001)。いもち病菌における RIP の程度も

Neurospora crassa と比較すると低いものと考えられる。これは解析した遺

伝子配列の状態や RIP のターゲット配列の違いなどが影響しているものと考

えられる。Cambareri et al. (1989)は反復した遺伝子間の距離によって

RIP の頻度が変化したことを報告している。また、Neurospora crassa のト

ランスポゾン Tad はほとんどの菌株において RIP により退化していたが、一

つの菌株のみで活性のあるコピーが保持されていた (Kinsey et al 1994)。

この結果は、RIP が機能するメカニズムは、反復した配列同士がゲノム内で

直接相互作用する際に働く可能性が考えられ、RIP はゲノムに挿入された反

復配列の位置によって影響が異なる可能性を示している。 

また、今回はハイグロマイシン B 耐性遺伝子においても RIP が引き起こさ

れ、それに伴って、遺伝子の不活性化も確認された。このことは、いもち病
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菌においても RIP が遺伝子を不活性化させる機構として働くことを明らかと

した。しかし、ハイグロマイシン B 耐性遺伝子における塩基置換の解析によ

り、ストップコドンの生成ばかりでなく、アミノ酸の置換も多く認められた。

このアミノ酸の置換がハイグロマイシン B 耐性能力にどれたけ影響を与える

のか検討は行っていないが、全てが不活性化へ導くことは考えにくい。キビ

いもち病菌で認められた MAGGY ホモログでは RIP により高頻度にストップコ

ドンが認められた (Nakayashiki et al 1999b)。遺伝子を不活性化させるた

めには、塩基配列をストップコドンに置換させるのに効率が良いと思われる

が、ORF 内の配列が RIP によってストップコドンを生じる確率は極めて低い。

仮にランダムに RIP が起こったとした場合、それによりストップコドンが生

じる頻度は 4/54 である。今回認められたアミノ酸置換においては、ロイシ

ンからフェニルアラニン、スレオニンからイソロイシンへの置換が高頻度で

認められた (Fig. 5-4, Tble 5-4)。これは RIP のターゲット配列から推定

すると予想される結果である。これらのアミノ酸は側鎖の性質や電荷などの

変化を導くと予想され、RIP は遺伝子の不活性化へと導く一方で、アミノ酸

の置換によって新しい表現型を生み出す可能性も持ち合わせているものと考

えられた。 

RIP は有性世代を経た際に引き起こされる現象であることから、RIP によ

る塩基置換の程度と稔性との間に関連性があるものと考えられた。いもち病

菌に広く分布している Pyret の塩基配列について異なる宿主植物から分離さ

れたいもち病菌の間で比較を行ったところ、菌株によって RIP の程度に差が

認められた。いもち病菌の有性世代についてはシャーレ上や人工接種した罹

病葉の上で確認されているが、自然界において有性世代は確認されていない。

今回、圃場分離菌株から RIP が確認されたことより、自然界においてもいも

ち病菌が交配活動を行っていたことを示唆している。 

いもち病菌は多くのイネ科植物に感染することが報告されている。イネい

もち病菌では最も RIP の程度が低く、コムギいもち病菌では RIP の程度が高

かった。実際に、コムギいもち病菌は培地上でも稔性が高く、さまざまな菌

株と交配する能力を持っているが、イネいもち病菌はほとんど交配能力を失

っている。これら菌株は病原性を分化させていく過程において異なった戦略

を取ったのではないかと推論できる。イネいもち病菌の置かれた環境は、イ
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ネの栽培化が進み、宿主が広範囲に分布した状態であった。このニッチェに

効率よく蔓延するには無性世代を繰り返し、短期間に効率よく感染を行うこ

とが有利に働いたと考えられる (Fig. 5-8) (Leslie and Klein 1996; Chen 

and McDonald 1996; Yamauchi 1999)。また、アワ・コムギいもち病菌など

は有性世代を繰り返し、遺伝子を交換し合うことにより、新たな形質を獲得

して新たな宿主植物に感染するように進化していった可能性が考えられた 

(Fig. 5-8)。実際に、コムギいもち病菌は Urashima ら (1993)によって最近

報告された病原菌である。 

また、これを裏付ける結果として、イネ・アワいもち病菌それぞれに存在

するレトロトランスポゾン MAGGY の塩基配列を明らかにした結果、アワいも

ち病菌では RIP を受けていることが確認されたが、イネいもち病菌ではほと

んど RIP を受けていなかった (Table 5-3)。このことは MAGGY を獲得してイ

ネ菌とアワ菌が分化した時点を境にして、イネ菌では交配活動がほとんど途

絶えたのに対して、アワ菌では引き続き交配活動が起こっていたことを示唆

している。 
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第６章 総合考察 
 

本研究においていもち病菌における転移因子の分布様式と、転移活性化機

構、転移の抑制機構について検討を行った。転移因子はその性質より、宿主

の遺伝的多様性へ貢献する可能性が示唆されている。生存に関わるようなス

トレス環境下では、大きな淘汰圧が加わる。転移因子の転移により、ランダ

ムな変異を受けた生物集団の中から、過酷な環境に適応した個体が選抜され

ると想定される。このボトルネックから抜け出した個体は強い選択圧の中で、

さらに多様性を広げて発展していくものと考えられる。動物種の中には多様

な SINE 因子が多コピー存在している (Smit 1999)。この SINE の膨大なコピ

ーの増加は、頻繁に行われるのではなく、ある環境要因などによって活性化

され、分化した種ごとに固定されたと考えられている (Okada 1991)。この

SINE の増加がどれだけ適応力に貢献したのか現在では明らかにすることは

できないが、興味深い点である。本研究においても、イネいもち病菌で、転

移因子が病原性に変化を与える可能性について、抵抗性品種のイネ上で、稀

に生じた罹病性病斑から分離した 3 つの病原性変異菌株を用いて検討した。

それぞれの病原性変異株とその起源となった菌株のゲノミック DNA を用いて、

MAGGY, MGR586, Pot2, MGR583, MgSINE, Pyret をプローブとしたサザン解

析を行ったが、変異菌株はすべて元の菌株と同じバンドパターンを示した 

(data not shown)。今回の研究においては、転移因子が変異に関与した結果

は得られなかったが、今後の研究に期待したい。 

第 3 章において MAGGY が熱処理、硫酸銅、酸化ストレスにおいて転写活性

化したことを明らかにした。しかし、これらストレスによる転移因子の転写

の活性化が直接転移へ結びつくのかは明らかとされていない。第 4 章、第 5

章で触れたように、転移因子に対しては宿主側が、メチル化や転写後の不活

性化機構、RIP などさまざまな機構によって抑制していることが考えられる。

転移が活性化するためには、転写を活性化するだけでなく、これら転移因子

に対する認識・不活性化機構を抑制する必要があると考えられる。 

植物のトウモロコシでは、レトロトランスポゾンのコピー数が極端に増加

し、ゲノムの 7 割近くを占めている (Sanmiguel and Bennetzen 1998)。一

方、トウモロコシと近縁であるソルガムではレトロトランスポゾンのコピー
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数はトウモロコシと比較すると少なく、ゲノムは小さく収まっている 

(Sanmiguel and Bennetzen 1998)。オオムギやエンバクなどはゲノムサイズ

がとても大きいが、その中に占める転移因子の割合は大きいものと考えられ

ている (Pearce et al 1997)。いもち病菌などの糸状菌のゲノムサイズは非

常に小さく、転移因子のコピー数は少ない傾向にある (Kim et al 1998; 

Dabousi and Langin 1994)。このように転移因子のコピー数とゲノムサイズ

には相関関係が認められ、生物種によってはゲノムにおける転移因子のコピ

ー数を制限する機構が存在する可能性が考えられる (Petrov 2001)。第２章

で触れたように、イネ・アワいもち病菌では他の菌株と比較してそれぞれの

転移因子のコピー数が多く、各々50 コピー以上に達するものと考えられた。

これはゲノムにおいてコピー数を制限するような要因が一時的に解除された

可能性も考えられた。イネいもち病菌では第 5 章で触れたように、イネに寄

生性を持つ菌として分化して以降、あまり有性世代を経ていないことが示さ

れた。有性生殖による遺伝的交換を失った状態で病原性の多様性を導く要因

として、転移因子の活性化は大きな役割を担うものではないかと考えられた 

(Fig. 5-8)。 

ストレスによる転移因子の活性化と病原性の変化について直接的な関連性

は見出すことができなかったが、今回の研究により転移の活性化ばかりでな

く、転写後の不活性化機構や RIP など、宿主細胞にはさまざまな転移因子に

対する制御機構が存在していることが示された。今回解析した要因だけでな

く、その他にも転移因子に対する制御が関わっていることが予想され、これ

ら制御要因とストレスによる活性化との微妙なバランスの上に生命が成り立

っていることが伺えた (Fig. 6-1)。転移因子が活性化し、新たな表現型を

備えた個体が出現するというモデルを検証するためには、活性化に関わる要

因と、そればかりでなく、複数の遺伝子不活性化機構を抑制するような条件

を見つけ出すことが重要である。自然界における複合的な要素は実験室レベ

ルで再現するのは困難である。遺伝子不活性化機構を抑制させるような要因

について検討し、自然界でこれら要因と転移の活性化が同時に起こり得るも

のなのか、今後の課題として提起し、本論文を結びとする。 
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摘要 

 

いもち病菌はイネ科植物の多くに病原性を示す報告があるが、いもち病菌

の中にもサブグループが多く存在し、それぞれが異なる植物への寄生性を獲

得している。このような多様性を引き起こした要因について考察するにあた

り、生物種に広く存在が知られている転移因子に注目した。転移因子は遺伝

的な変異を誘発し新たな形質を生む等の宿主に利する面もあるが、無秩序な

転移は宿主にとって脅威といえる。本研究では、転移因子の分布様式を始め

とし、宿主内における転移因子の活性・不活性化に関わる現象について分子

生物学的に解析し、転移因子の宿主に及ぼす影響について病原性への関与も

含めて解明しようとしたものである。 

まず、これまでに報告されている転移因子の分布状況を調査するために、

各種イネ科植物 27 種から分離されたいもち病菌 79 菌株のゲノム DNA を用い

て、各種転移因子をプローブとしたサザン解析を行った。その結果、DNA 型

トランスポゾンである MGR586, Pot2 が最も広い菌群に存在しており、一方

でレトロトランスポゾンである MAGGY, Grasshopper は限られた菌群に存在

するのみであった。以上の結果は、DNA 型トランスポゾンはいもち病菌が寄

生性を分化させる以前に獲得された因子であり、上述のレトロトランスポゾ

ンは寄生性分化が進んだ状態で獲得された因子であることが推察された。 

次に、これらいもち病菌に存在する転移因子がどのように制御されている

のか調査するために、転移活性が高いと考えられたレトロトランスポゾン

MAGGY に注目し解析を行った。MAGGY のプロモーターを含むと考えられる

LTR (long terminal repeats)配列にレポーター遺伝子である GUS (β-

glucuronidase)遺伝子を結合し、同因子の活性化動向について定量化を試み

た。様々なストレスを与えて、GUS 活性を測定した所、MAGGY は熱、硫酸銅、

酸化ストレスに対して活性化を示すが、抗菌性物質であるパラクマル酸や農

薬、UV 照射処理等のストレスに対しては反応しないことが明らかとなった。

また、この傾向は MAGGY のノーザン解析によっても確認され、MAGGY がいも

ち菌において特定のストレスに反応して活性化されることが示された。一方、

同様の調査をウリ類炭疽病菌(Colletotrichum lagenarium)において行った
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結果、MAGGY の活性化はいずれのストレス処理区においても確認されず、

MAGGY の熱、硫酸銅、酸化ストレスに対するシスエレメントはいもち病菌と

いう比較的限られた宿主において機能するものであることが明らかとなった。 

次に、いもち病菌における MAGGY の抑制機構について調査した。植物では

転移因子抑制へのメチル化の関与を示唆する報告が多く、事実 MAGGY 配列も

イネいもち病菌でメチル化を受けていた。しかしながら、アワいもち病菌で

は MAGGY に対してメチル化能を失っていた。そこで MAGGY のメチル化能を持

たないアワいもち病菌とメチル化能を持つコムギいもち病菌とを交配し、そ

の F1 における分離を見たところ、子孫での MAGGY メチル化能は 1:1 に分離

した。メチル化の状態が異なる雑種後代において、それぞれの転移頻度に違

いは認められなかった。この結果は、MAGGY に対するメチル化を制御する 1

遺伝子座の存在が明らかとなった。その一方で、メチル化自体は転移因子の

不活性化には直接影響せず、転写後の抑制機構が働く可能性が考えられた。 

一方、糸状菌における独特の反復因子の不活化機構に Neurospora crassa

で報告された RIP (repeat induced point mutation)が知られている。RIP

は、有性生殖時に反復配列内に高頻度の C;G から T;A への塩基置換が生じる

というものである。いもち病菌においてもキビいもち病菌で RIP 様の塩基置

換をうけた MAGGY が報告されており、RIP との関連性に興味が持たれた。い

もち病菌における RIP を明らかにするために、MAGGY を保有しないコムギい

もち病菌に MAGGY を導入し、それと交配させた F1 後代における MAGGY の塩

基置換について調査した。その結果、親菌株を８世代プロトプラスト化させ

た菌株における MAGGY の塩基置換は少なく、ランダムであったが、F1におけ

る MAGGY は C;G から T;A への塩基置換が多く、RIP がいもち病菌でも機能し

ていることが明らかとなった。さらに、いもち病菌に広く分布が確認されて

いる転移因子 Pyret の塩基配列について、異なる植物から分離された菌株間

で比較したところ、RIP と思われる塩基置換の程度に差が認められた。RIP

は有性世代を経た際に引き起こされる現象であることより、菌株間によって

有性世代の頻度が異なることが考えられた。すなわち、イネいもち病菌では

ほとんど交配活動を行わないのに対して、コムギいもち病菌では頻繁に交配

活動を行っていることが推測された。 
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