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IFO の益々の発展を祈って

関　　　達　治＊

この春から財団法人発酵研究所の理事長に就任されました原島俊大阪大学名誉教授にお祝

いを申し上げますとともに，この財団が微生物分野の研究に益々寄与できるように運営され

ますことをお願いしたいと思います．

原島先生は就任のご挨拶にも書かれていますように，各種学会，団体の運営に寄与されて

来ました．その経験を活かした，また研究者の思いに寄り添った IFO 基金の運用を考えてい

ただけると確信しております．

また，今まで財団の運営に献身的に携わっていただいた武田薬品工業出身の中濱一雄前理

事長はじめ歴代理事長の並々ならぬご尽力に感謝を申し上げます．特に，いつも研究者の活

動に思いを寄せ最適な援助方法を考え頂き，情熱を持って研究者支援をいただいたことに感

服，感謝しております．今後とも強力なバックアップをよろしくお願いするところです．

さて，発酵研究所の前身である財団法人航空醗酵研究所が発足したのが 1944 年で，今年

で 81 年目を迎えますが，私は 1943 年生まれでほぼ同時代を過ごしたことになります．ただ

し，私は赤子からスタート，発酵研究所はすでに青年からのスタートだったと思います．こ

の間，サイエンスは大きく進歩しました．特に微生物学を含む生物学は，想像を超える発展

を成し遂げたことは，みなさんも認めるところでしょう．

私は大阪大学工学部を受験し，希望学科の一つであった醗酵工学科に合格しました．第一

希望ではなかったので，入学するか少々迷いました．母方の祖父が「これからは発展するか

ら醗酵工学科に入学しろ」と熱心に薦めてくれました．祖父は 1886 年に設立された「大阪

薬学校」の卒業生で，この薬学校は大阪大学薬学部の源流となっています．また，戦前に武

田薬品工業に勤めており，武田薬品工業が十三に工場を造った頃まで勤めていたそうです．

工場設置に合わせて阪急電鉄が十三駅を作ったとの本当か嘘かの話をしてくれました．

大阪大学工学部醗酵工学科に入学し教養課程終了後，現在の JR 京橋駅近くの東野田にあっ

た工学部キャンパスで大学院修士課程まで過ごしました．その後，前の万国博覧会の近くに

できた吹田キャンパスに移りました．当初は工学部の一部と微生物研究所の一部が移転しま

したが，泥だらけのキャンパスでした．1968 年に醗酵工学科は 3 講座体制から 6 講座体制に

突如拡充されました．私は照井堯造教授のもとで修士課程を終え博士課程に進学したところ

でしたが，新進気鋭の微生物遺伝学者である大嶋泰治先生がサントリーから第 4 講座の助

＊関　達治
大阪大学名誉教授，公益財団法人発酵研究所評議員

IFOの益々の発展を祈って
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教授に就任されました．私は，東京大学理学部で博士を取得されたところの東江昭夫先生と

一緒に助手に採用されました．東江先生は，大嶋先生と酵母遺伝を，私は助手（当時）の高

田信男先生と微生物分類を担当することになりました．そこで，当時，脚光を受け始めた

DNA-DNA 交雑試験による Bacillus 属細菌の分類を始めました．菌株の信頼性が重要と考え

米国農務省に保管されていた Bacillus 属の菌株コレクションを使いましたが，米研究者の生

物保存に対する考え方に感心しました．これは IFO の皆さんの菌株保存に対する熱意と同じ

と感じました．

1972 年に文部省とユネスコの共同事業としてユネスコ国際微生物大学院研修コースが始ま

り，中国，韓国を含むアジア諸国から毎年10名の研修生を受け入れる事業が開始されました．

1978 年には，この事業を推進するために工学部内に付属微生物工学国際交流センターが新設

され私はセンターの助手に移管されました．これは私にとって大転換でした．研究分野では

全く異なる田口久治教授のもと，吉田敏臣助教授（当時）とコンビを組んで留学生のお世話

をしました．この事業は東北大学，東京大学，京都大学，大阪大学，九州大学の 5 大学の共

同事業で，研修生は最初の 1 ヶ月大阪大学で微生物学一般の研修を受け，その後 10 ヶ月は 5
大学で研究に従事するプログラムでした．このプログラムは 2003 年まで 30 年間続き 459 名

の研修修了生を送り出しました．東南アジアからの研修生の多くは帰国後それそれの国で活

躍しています．センターは全学組織となり，現在も種々のプログラムを実施してアジア諸国

の研究者と交流を続けています．

私は 63 歳で定年後，大学のバンコク事務所で所長として研究者交流などのお世話をして

いましたが，70 歳を機に退職しました．私の後半は，前半とは全く異なった人生でしたが

色々な国に滞在し，色々な人と交流をもち，また一味違った人生でした．

さて，私の経歴書のような散文になりましたが，日本が世界の中で生きていくには，日本

の存在を如何に世界に示すかが重要なことと考えます．幸い生物工学分野の研究，実用の実

績は世界に誇れるものがあります．今後のこのステータスを維持するためにもこの公益財団

法人による研究支援は非常に重要であります．酒造や調味料などの歴史ある経験を糧に，こ

の研究助成が有効に利用され，世界に向けて更なる新しい飛躍をサポートすることを祈念し

ています．

関　　　達　治
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緒  言

微生物は，地球上の全バイオマスの 13 %を構成し 
(Bar-On et al., 2018)，全生物種の 78 %を占めるとされ
ている(Larsen et al., 2017)．さらに，その細胞数は全宇
宙にある恒星の数よりも多いと推定されている (Locey 
& Lennon, 2016)．微生物は，地球の物質循環や環境維
持に重要な役割を果たすと同時に，私たちの食や健康に
も深く関わっている．また人類は，下水処理，バイオガ
ス生産，土壌浄化など多方面にわたって，多種多様な微
生物の力を利用してきた．これは，微生物が地球上のあ
らゆる環境に適応できる多様性をもつためで，地球は微
生物に支配されていると言っても過言ではない．このよ
うに人類社会にも大きな影響を与える微生物の進化・多
様化を促す因子として，プラスミドというDNAが重要

な役割を果たしている．プラスミドは，細胞内に染色体
とは物理的に別に存在する遺伝因子であり，それを有す
る微生物に薬剤耐性や特殊な物質を代謝する能力を与え
る遺伝子(群)を含む．またプラスミドには，それをも
つ供与菌から，もたない受容菌へと，接合伝達とよばれ
る機構で移動する接合伝達性プラスミドも含まれる 
(Frost et al., 2005)．プラスミドは，微生物固有の機能
の解析や，外来機能の導入に用いられる重要な分子ツー
ルである．しかし，その研究は，主に大腸菌や酵母など，
一部のモデル微生物を中心に行われてきており，多様な
微生物種に適用可能なプラスミドの情報が不足してい
る．この情報不足は，基礎・応用の両面で大きな障壁と
なっている．加えて，プラスミドは多剤耐性菌の出現と
蔓延の一因ともなっており，これが今後，より深刻な公
衆衛生上の課題を引き起こすことも懸念されている．現
在，世界各国で見出され，その全DNA配列が解読され
たプラスミドは 70,000を越え，それらに対していくつ
かのデータベースが存在する(Carattoli et al., 2014; 
Garcillán-Barcia et al., 2020; Molano et al., 2024)．しかし，
現在のプラスミドの分類体系に関する整備が不十分であ
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るため，こうした主要なデータベースには，分類名に重
大な誤りがあるまま運用されることが多く，新たに見出
されるプラスミドが次々に誤分類され，基礎学問上も応
用上も大きな混乱を生じている(Shintani et al., 2022, 
2023)．以上の背景から，本研究ではプラスミドの網羅
的なデータベースの作成を目指すこととした．まず，既
存のデータベースでの整備の進んでいない，環境浄化や
農作物との関連性が高い Pseudomonas属細菌由来のプ
ラスミドを対象とした．
プラスミドの分類における歴史的な手法の一つに，

「不和合性群( incompatibility, Inc)」の概念がある．こ
れは，同一宿主細胞内で二種類の異なるプラスミドが共
存できるか否かという表現型的相互作用に基づく．共存
できないプラスミドどうしは，同一の Incグループに分
類され，その 2種類のプラスミドが，類似した複製・維
持機構を有していることを示唆する (Novick, 1987)．
1970年代以降，Pseudomonas属由来のプラスミドは，
IncP-1から IncP-14群に属すると提案された(Table 1)
(Garcillán-Barcia et al., 2023)．注意するべきは，同一の
プラスミドであっても，宿主となる細菌の分類群によっ
て異なる Incグループに分類される点である．例えば，
Pseudomonasにおける IncP-1は，Enterobacteralesにお
ける IncA～ IncZのうちの IncPと同一であり，IncP-3は
IncAまたは IncCに，IncP-4は IncQに，IncP-6は IncG
に対応する．
近年，不和合性群に代わるプラスミド分類法として，
レプリコンタイピング( replicon typing)がよく用いら
れる．これは，プラスミドの複製に関与する複製開始タ
ンパク質( replication initiation protein, RIP)や自律複
製起点(origin of vegetative replication, oriV)，および
RNAを介した複製機構等の塩基配列情報に基づいて分
類を行う手法である．例えばプラスミドの分類時に良く
利用されるMOB-typerというプログラムは，RIP配列
に基づくレプリコンタイピングを自動で行い，対応する
不和合性群の名前を出力する優れた機能をもつ 
(Robertson & Nash, 2018)．ただし，上述した不和合性
群の名称の重複や対応関係により，特に Pseudomonas由
来のプラスミドの分類に混乱が生じている．異なる不和
合性群に属するにもかかわらず，Pseudomonas由来プラ
スミドを一括して「 IncP」として出力してしまう．例
えば，IncP-2群，IncP-6群，IncP-7群，および IncP-9
群は，いずれも全く性状の異なるプラスミド群である
が，MOB-typerを使うと，「 IncP」として誤ったプラス
ミド群の名前が付けられてしまう．このような誤分類に
より，IncP-1群と他のプラスミド群の違いが認識できな
くなり，進化的および機能的な特性の把握が困難になる
という大きな問題が生じている．

このような背景のもと，我々は，Pseudomonas属由来
のプラスミドについて，正確なデータベースを構築する
ことを目的として，本研究を実施した．研究開始当初，
RIPや oriVを同定されていなかったプラスミドや，新
たに環境から得られた未分類プラスミドについて，RIP
や oriVを実験で同定した．並行して，プラスミドがど
の微生物を宿主にするかを実験によって明らかにした．
その後，前出のプログラムMOB-typerを利用すること
とし，このプログラムの根幹をなす参照ライブラリーの
間違いを改めるとともに，実験結果に基づいたデータを
反映させて，正確な網羅的プラスミドデータベースの構
築を行った．

実験方法

プラスミドのRIPとoriVの同定(概略をFigure 1に示した)．
筆者らが先行研究で環境から収集した Pseudomonas
属細菌を宿主とする未分類のプラスミド(Hayakawa et 

al., 2022)(Table 1)と，RIPと oriVが未同定の Rms139 
(IncP-2)，Rms163(IncP-5)，RP1-1(IncP-11)，R716 
(IncP-12)の全塩基配列を基に，RIPと oriVを推定した．
RIPについては，国立遺伝学研究所の自動アノテーショ
ンプログラムDFAST(Tanizawa et al., 2018)を用いた
CDSアノテーションを実施し，生成された protein.faa
ファイルを用いて，①BLASTを用いた配列ベースの検
索と，②タンパク質構造予測と構造ベースの検索を行っ
た．一方，oriVについては，プラスミド中のGC skew
［(G－C)/(G＋C)］を利用し，その解析には，Webskew
(https://genskew.csb.univie.ac.at/webskew)を使用し
て，複製起点または終結点を示唆するGC skewの変化
点を検出した(Necşulea & Lobry, 2007)．このGC skew
の変化点周辺に存在する推定CDSの塩基配列またはア
ミノ酸配列に対して，前述の手法①または②を適用し
た．また，RIP遺伝子の推定プロモーター領域について
は，BPROM(http://www.softberry.com/berry.phtml? 
topic=bprom&group=help&subgroup=gfindb)を用いて
予測を行った (Solovyev & Salamav 2011)．各プラスミ
ド由来の推定RIP遺伝子とoriV配列を含むDNA断片は，
Azenta Life Science(Azenta, Inc., Burlington, MA, 
USA)のカスタムサービスで化学合成し，アンピシリ
ン耐性遺伝子を含むプラスミドベクター pUC-GW-AMP
にクローニングされた形で作出した．必要に応じて，各
領域の PCR増幅断片を，EcoRVにより制限酵素処理し
た pUC-GW-AMP に，NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Master Mix(New England Biolabs Japan Inc.)を使用し
てアセンブルした後，大腸菌内でクローニングを行っ
た．その後，Pseudomonas putidaまたはP. aeruginosaに，

新　谷　政　己
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MicroPulserエレクトロポレーター(Bio-Rad Laboratories, 
Inc.)を使用したエレクトロポレーションによって，当
該ミニプラスミドを挿入し，形質転換体の出現の有無を
もって，複製の可否を検証した．なお，遺伝子操作の手
順は，標準的なプロトコルに従って実施した (Sambrook 
& Russell, 2001)．

網羅的プラスミドデータベースの構築
(1) repPライブラリーの作製とプラスミド分類
まず，ミニプラスミドを用いて同定された，Pseudomonas
属細菌由来のプラスミドの RIP遺伝子の配列情報と，
既知の RIP配列の情報とを併せて，誤った命名法等を
除去した参照ライブラリー( repPライブラリー)
(https://figshare.com/s/28e3204f6991d6ce0c11)を作
製した．その次に，PlasmidFinderやMOB-suiteに含ま
れる既存の参照ライブラリーと照合し，repPと重複し
ている配列や，誤って登録された RIP配列を手動で削

除して，修正済みの参照ライブラリーを作製した
(https://figshare.com/s/3e3ced8633136259f678)．この
ライブラリーを用いて，公的なプラスミドデータベースの一
つである PLSDB(2023_11_03_v2)(Galata et al., 2019; 
Schmartz et al., 2022) に登録された 846の Pseudomonas
属由来のプラスミドについて，配列一致率 90 %以上，
カバレッジ 60 %以上の条件で再度分類を行った．この
とき，完全長のプラスミド配列は Entrez Programming 
Utilities(E-utilities)(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
books/NBK25501/)を用いてダウンロードした
(https://figshare.com/s/915a336484ee084ffbea)． ま
た，このライブラリーを用いて，PLSDBに登録された
59,895種類の全プラスミドについても同様に分類を行った．

(2) RIPの大系統樹の作製
Pseudomonas属由来の複製開始タンパク質(RIP: 

Replication Initiation Protein)の系統関係を明らかにす

Figure 1.  Methods to identify RIP genes.
Prediction methods by nucleotide or amino acid sequence-based search using BLAST, and 
by protein structure-based search using AlphaFold3 and FoldSeek.

新　谷　政　己
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るため，repPライブラリーに登録された RIP配列を中
心に，以下の方法で類縁配列を網羅的に探索し，系統樹
解析を行った (Nishimura et al., 2024)．repPライブラ
リーを用いて，PLSDB全体のプラスミドを分類し，
2,351の配列を得た．その後，CDSをDFASTにて予測
後，RIP候 補 を 抽 出 し た．MMseqs2 (Steinegger & 
Söding, 2017)を用いてクラスター化し，最長の代表配
列を抽出し，非冗長 RIP群を 11グループ得ることがで
きた．このようにして Pseudomonas属由来のプラスミ
ドの RIP配列群を再分類・統合した後，さらなる多様
性の把握を目的として，非 Pseudomonas属細菌由来の
RIP配列も解析に加え，ホモログ探索の出発点(シード
配列)として，PLSDBに含まれるプラスミドの全タン
パク質配列に対して diamond blastpによる検索を行っ
た．Pseudomonas属由来の 11グループと，これら非
Pseudomonas属由来の 8グループを合わせた計 19グルー
プについて，MAFFT (Katoh & Standley, 2013)による
配列整列と，HMMER (Eddy, 2011) によるHMMプロ
ファイルの構築を行い，UniParc(https://www.uniprot.
org/help/uniparc)のタンパク質配列(約 6.07億件)
を対象とした hmmsearchにより広範なホモログ探索を
実施した．得られたヒットの中から，e-valueの閾値を
満たし整列長の条件を満たす配列を抽出し，Pfamによ
るドメインスクリーニングによって転写因子等の RIP
とは無関係な配列を手動で除去した上で，最終的に
63,179配列を統合し，全体を 14グループに整理した．
この配列集合に対して，50 %の配列同一性を基準に非冗
長化を行った．その結果，5,488配列からなる代表配列
群を得ることができ，これを以降の系統解析に用いた．

プラスミドの宿主域の決定
(1) プラスミドの「行き先」の決定 (Figure 2A参照)

pJBA28 (Andersen et al., 1998) と Escherichia coli 
S17-1 λpir (Simon et al., 1983) を用い，PA1/O4/O3-RBSII-
gfpmut3*とカナマイシン耐性遺伝子を含むmini-Tn5を，
宿主域を調べたいプラスミドに挿入した．挿入は以前の
論文に記した方法で実施した (Tokuda et al., 2020)．gfp
遺伝子を挿入したプラスミドの供与菌は，Pseudomonas 

putida SMDBS (Shintani et al., 2014)とした．受容菌に
は，環境細菌群集(土壌・湖水由来)を用いて実施した．
環境細菌群集は，密度勾配遠心によって抽出した菌体を
用いた．この抽出には，密度勾配溶媒としてHistodenz
(Sigma-Aldrich)を使用した．供与菌と受容菌(環境試
料)を等量(各 100 µL)混合し，孔径 0.45 µmのメンブ
レンフィルター(ADVANTEC)を介して，LB寒天培地
(LBA)または寒天のみの培地(Agar)上で接合させた．
接合は 30 ℃で 3時間静置培養により行い，その後，栄
養源を含まない寒天培地に移して 3日間静置培養した．
また，供与菌と受容菌を一種類ずつ用いた実験では，
門や綱の異なる，培養可能な 127株を受容菌候補として
用い，至適培地で 30 ℃，180 rpmにて 18時間培養した
(必要に応じ，一部の受容菌株は 48～72時間培養した)．
その後，供与菌培養液と，受容菌培養液を，それぞれの
菌体数がおよそ 1:10となるように混合し，その混合液
を洗浄後，孔径 0.45 µmのフィルター上にろ過して捕捉
した．混合液を捕捉したフィルターは，寒天培地上に移
し，30 ℃で 48時間静置し，フィルター接合を行った．
その後，フィルター上の混合液を，PBSに再懸濁した．
接合完了体の検出と分取には，フローサイトメトリーお

Figure 2.  Methods to identify plasmid transconjugants (A) and original host of plasmids (B).
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よびセルソーター(FACS)を用いた．FACSには，
Moflo XDP Intellisort II(Beckman Coulter)またはCell 
Sorter SH800S, SONY, Tokyo, Japanを使用し，488 nm
のアルゴンレーザーと，70 µmノズル(MoFlo)または
100 µmソーティングチップ(SH800S)を用いて，接合
完了体の緑色蛍光を検出した．

(2) プラスミドの「持ち主」の決定（Figure 2B参照）
（1）では網羅しきれないプラスミドの宿主について，
油相中で安定な微小液滴，water in oil (w/o) dropletを
用いた手法によって決定を試みた．まずw/o dropletを
用いて，対象プラスミドが微生物細胞内に存在するかど
うかを検証する digital droplet PCR (ddPCR)を行うため
に，以下の溶液を調製した．2× ddPCR Supermix for 
Probes(Bio-Rad)対象プラスミドの RIP遺伝子特異的
プライマー，16S rRNA遺伝子(V3–V4領域)特異的プ
ライマー，RIP遺伝子検出用 TaqMan MGBプローブ(緑
色蛍光標識，Thermo)，および dsDNase処理済み微生
物細胞懸濁液．最終反応液量は 30 µLとし，w/o droplet 
1個あたりの細胞数が 1未満となるよう調整した．w/o 
droplet内の細胞封入数は，ポアソン分布から算出し，
λ=0.29の場合，封入率は 25.2 %となった． On-chip® 
Droplet Generator(On-chip Biotechnologies)と 2D 
chip-800DGを用いて，30 µm径のw/o dropletを作製し
た．その後，w/o dropletを 0.2 mLチューブ(Nippon 
Genetics)に回収し，ddPCRを，95 ℃で 10分加熱後，
94 ℃で 30秒・60 ℃で 3分のサイクルを 50回行った．
ddPCR後のw/o dropletは，蛍光顕微鏡で観察し，TaqMan
プローブ由来の緑色蛍光の有無を確認した．その後，
On-chip® Droplet Selector(On-chip Biotechnologies)を
用い，緑色蛍光を示すw/o dropletを回収した．回収後
のw/o dropletからDNAを抽出し，遺伝子解析に供した．

結  果

本研究で対象とした Pseudomonas属細菌由来のプラ
スミドは，不和合性に基づいて分類された IncP-1から
IncP-14群プラスミドと，筆者らが環境から新たに収集
したプラスミドを含む．また，本研究で採用する分類方
法は，RIP配列に基づくレプリコンタイピングであり，
旧来の不和合性という表現型に依存しない．そこで以前
の名称と区別するために PIncというグループ名を新た
に作ることとした．命名については，PInc-の後に，旧
来の IncP-の後にある番号を付けて示し，亜群はギリシ
ア文字で記す(例:IncP-1α＝PInc-1α)．

プラスミドの RIPと oriVの同定
筆者らが完全塩基配列を決定した 6種のプラスミド

Rms139( PInc -2)(Sawada et al ., 1976)，Rms163
(PInc -5)(Sagai et al., 1976)，pPAB54(PInc -10)，
RP1-1(PInc -11)(Ingram et al., 1972)，R716(PInc -12)
(Bryan et al., 1973) および pPT23-C1_1(PInc -18と命
名)について RIPと oriVを実験で同定することに成功
した．なお，PInc-10群プラスミドについては，代表株
R91-5の 部 分 配 列 (Cain & Holloway, 1984; Davies & 
Krishnapillai, 1990) のみが利用可能であったことから，
代わりに，当該領域のDNA配列が高い一致度を示し
た，全塩基配列解読済みの pPAB546(accession no. 
MN433456)を代表プラスミドとして選定した
(Table 1)．また，従来 IncP-13群のプラスミドとして分
類されていた pMG26 (Jacoby, 1980; Bradley, 1983)につ
いては，詳細な分子解析を行った結果，IncP-8とされて
いたプラスミドと同様に(Kawalek et al., 2020)，プラ
ス ミ ド で は な く integrative and conjugative element
(ICE)であると結論付けた(データは示さない)．また，

IncP-14とされたプラスミド(Boronin, 1992)は，塩基
配列情報もプラスミドの実体も入手することができな
かった．これらのプラスミド(Table 1)の RIP遺伝子
および oriV領域については，配列ベースおよび構造ベー
スの検索に基づき推定した後，ミニレプリコンを作製し
て，Pseudomonas属細菌内で複製できるかどうかを検証
した．その結果，いずれのプラスミドについても，複製
に必要な領域を同定することに成功した(Figure 3)．
加えて，Rms139，Rms163，RP1-1，R716および

pPT23-C1_1の 5種のプラスミドについては，フィル
ター接合により，接合伝達性の検証を行ったところ，全
てのプラスミドは，Pseudomonas属細菌に接合伝達可能
であることが示された(データは示さない)．
以上によって，明らかにした PInc群の RIP配列情報
と，既知の情報とを併せて整理し，87種の RIP配列を
含む参照ライブラリー( repPライブラリー)を作製し
た．その後，公開された PLSDB(2023_11_03_v2)に
登録された 846の Pseudomonas属由来のプラスミド(本
研究の開始前には 33のプラスミドにしか，既知の不和
合性群等の分類の情報が付与されていなかった)につい
て，配列一致率 90 %以上，カバレッジ 60 %以上の条件
で再度分類を試みた．その結果，846のうち 279のプラ
スミドについて，PInc群に分類することができた．ま
た，このライブラリーを用いて，PLSDBに登録された
全プラスミドについても同様に分類を行ったところ，
Table 1に示すように 2,351のプラスミド(マルチレプ
リコンによるダブルカウントを排除)の分類が可能に
なった．
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網羅的プラスミドデータベースの構築
repPライブラリーを用いて分類された PLSDB由来の

2,351のプラスミドから，2,374の RIPのアミノ酸配列
を同定した．その後，MMseqs cluster v15-6f452を用い
て，非冗長タンパク質セット(251個)を選抜し，
BLASTpにより各アミノ酸配列間の相同性を評価した．
これにより，RIPを 11のグループに分けた．この時点
で，PInc-6以外のプラスミドの RIPには，Winged-helix
(WH)ドメインを 1つ含むタイプの RIP(sWH)と 2
つ含むタイプの RIP (dWH)が存在することが明らかに
なった．また，PInc-6については，WHドメインではな
く，primaseドメインと PriCTドメインを有する RIP
(archaeo-eukaryotic primases，AEPスーパーファミ
リーの一員) (Iyer et al., 2005)を含み，他の PInc群とは
全く異なる複製様式を取ることが明らかになった．
次に，より遠縁のタンパク質を検出し，多様な RIP
配列を包括的に収集するために，多段階のホモログ探索
プロセスを実施した．第 1段階では，orfM (Woodcroft 
et al., 2016) で予測された PLSDBプラスミドの全タン

パク質(n=20,331,985)を対象に，HMMER v3.3.2の
hmmsearchを用いてホモログ検索を行った．加えて，
既知の RIPから距離のある 8つの RIPグループを手動
で選び，diamond blastpを用いて，同じく PLSDBの全
タンパク質に対してホモログ検索を行った．その結果，
上の 11グループと合わせて，合計 19の RIPホモロググ
ループを得た．第 2段階では，UniParcタンパク質配列
(2024年 2月にダウンロード，n=607,912,929)に対し，
前段で構築した 19のHMMを用いて hmmsearchを行
い，得られたUniParc配列を各ホモロググループに統合
した．その後，Pfamデータベースに対する hmmsearch
により，転写因子など，RIPとは機能が異なると推定さ
れたタンパク質のアミノ酸配列を除去した．その結果，
UniParc配列の重複に基づき，19のグループが 14に統
合され，最終的に 5,488個の代表配列が抽出された．次
に，14グループ間の相同性を評価するため，HHblits 
v3.3.0を用いてHMM対HMMの比較を行った．その結
果，13グループから相同性のあるアミノ酸配列の領域
が見出された．この 13のグループに由来するWH型

Figure 3.   Genetic structure of mini-replicon of PIncs plasmids. (A) The mini-replicon of each plasmid was constructed 
by using DNA regions shown in an arrow (replication initiation protein RIP gene) with its promoter (box) 
and a solid line (oriV). Putative iterons and palindromes are shown by short arrows, and A+T-rich regions 
are shown in boxes below the oriV region, respectively. Putative DnaA boxes are shown by black arrowheads 
in the oriV region. (B) Consensus sequences of putative iterons are shown. (C) Transformation efficiency of 
P. aeruginosa PAO1 (or P. putida) with the mini-replicons are shown.
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RIPについて，同定された相同性領域を用いて系統樹を
再構築した(Figure 4)．最大尤度法により得られた系
統樹は，50 %の配列同一性でクラスタリングされた
4,769の代表配列から構成されており，これらは PLSDB
の 34,724のプラスミドと，UniParcの 95,057のタンパ
ク質に対応する．また，8つのクレードと 42のサブク
レードを定義した(Figure 4)．すべてのクレードおよ
びサブクレードは，UFBoot2 (Hoang et al., 2018)が
≥ 95 %，SH-aLRT (Guindon et al., 2010) ≥ 80 %のいずれ
か，または両方の高い支持値によって支持された．系統

樹全体の構造として，sWH型および dWH型 RIPは，
樹内の 1箇所で明確な分岐を示し，その分岐も高い支持
値を示した(UFBoot2 :  89.4 %，SH-aLRT :  88 %)．得
られた系統樹は，sWH型 RIPがクレード A～Dに，
dWH型 RIPがクレード E～Hに含まれた(Figure 4)．
以上のデータを用いて，846の Pseudomonas属由来の
プラスミドを再分類したところ，全体の約6割にあたる，
505のプラスミドがWHドメインを含む RIPをもつこと
が判明した．残りのプラスミドについては，前述した
AEP型 RIPをもつプラスミドが 180，どちらのタイプ

Figure 4.   A maximum-likelihood tree of WH RIPs based on the conserved region. The defined 8 clades and 42 subclades 
are shown. The tree was rooted by the split of sWH RIPs (clade A-D) and dWH RIPs (clade E-H).
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にも属さない可能性がある RIPをもつプラスミドが 32
見出され，717のプラスミド(全体の 85 %)について分
類できるようになった．

プラスミドの宿主域の決定
本研究で対象とした Pseudomonas属細菌由来のプラ
スミドのうち，先行研究で実施したプラスミドキャプ
チャリングによって新たに環境から得たプラスミド(主
に PInc-15，PInc -16)については，環境中でどの微生
物を宿主としているのかという情報は得られない．そこ
で，得られたプラスミドが，どのような微生物間を伝播
するのか(「行き先」)，また，元来どの微生物がそのプ
ラスミドを保有していたのか(「持ち主」)，を明らかに
した．ここでは PInc-15群プラスミドについて実施した
例を中心に記す．

(1) プラスミドの「行き先」の決定
亜群の異なる PInc-15群プラスミドに，接合伝達後に
のみ発現する，緑色蛍光タンパク質GFP遺伝子を挿入
し，環境試料(土壌・湖水)中に生息する微生物群集を
混合して接合実験を行った．プラスミドを受け取った接
合完了体を，緑色蛍光を指標にフローサイトメトリーと
セルソーター(FACS)によって分取した．分離した接
合完了体の 16S rRNA遺伝子配列を解読することで，ど
の微生物がプラスミドを受け取ったのか同定した．その
結果，PInc-15群プラスミドは門や綱の異なる微生物間
を伝播する広宿主域プラスミドであること，またその宿
主域は亜群ごとに異なることが判明した(Table 2)
(Tokuda et al., 2023)．
上で述べた手法は，一度に網羅的にプラスミドの接合
完了体を同定するためには適している一方，接合完了体
として検出されなかった細菌の情報を得ることはできな
い．そこで，プラスミドが接合伝達可能な細菌に加え，
接合伝達できない細菌の情報も得るため，培養可能な
127株を 1種類ずつ使用した接合実験を実施した．対象
プラスミドは，上記 PInc-15群プラスミドに加え，他の
Pseudomonas属細菌由来のプラスミド群 12種類につい
て，総当たりの接合実験を行った．本実験では，接合後
の菌体懸濁液をフローサイトメトリーに供して，200万
細胞を解析した際の蛍光細胞の有無より，接合完了体細
胞の有無を検証した．各菌株における接合完了体検出の
可否を Figure 5に示す．127株の受容菌のうち，プラス
ミドごとに，27～87株が接合完了体として検出された．
接合伝達が認められた細菌が最も多いプラスミドは
pSN1104-11(PInc-15γ)で，87株，少ないプラスミド
は，pMNBM077(PInc-1κ)，pYK AM101(PInc-1λ)で
それぞれ 27株および 47株であった．同定された接合

完了体は Pseudomonadota門に留まらず，Bacillota門，
Actinomycetota門，Bacteroidota門の 4の門に属した
(Figure 5)．以上より，12種類のプラスミドと 127株の
受容菌を用いた合計 1,523の接合実験の結果，723の接
合伝達可能な(プラスミドと細菌の)組み合わせ，801
の接合伝達不可能な組み合わせを同定した．また，同じ
PInc群に属するプラスミドであっても，同一細菌に対
する接合伝達の可否が異なることが示された．

(2) プラスミドの「持ち主」の決定
上述した「行き先」の同定と並行して，環境中の微生
物のうち，PInc-15群プラスミドを元来保有する天然の
宿主の同定を，w/o dropletを用いた ddPCRと，目的
w/o dropletのソーティング後のシングルセル解析によっ
て行った．解析対象となったドロップレットの総数は
2,296,472個であり，そのうち 68,890個に微生物細胞が
封入されていると推定された．548個のドロップレット
から緑色蛍光が検出され，PInc-15群プラスミドを保有
する細胞の存在が示唆された．この 548個のうち，373
個を個別にソートし， 31個が PInc-15群プラスミドをも
つ微生物を含むことが判明した．16S rRNA遺伝子配列
に基づく宿主候補株の同定を行ったところ，17の属の
細菌であることが示された(Table 3)．また，Leifsonia，
Cutibacterium，Anoxybacillus，Methylobacteriumおよび
Sphingomonasは，複数の w/o dropletから検出された．
一方，6個のw/o dropletからは，属レベルで既知の 16S 
rRNA遺伝子領域(V3–V4)との配列一致度が 97 %未
満の細菌が見出された(Table 3)．そのほかの 3株は，
異なる 3つの科に属すると推定されたが，残りの 3株は
科レベルでも同定が困難であった．

考  察

プラスミドは，長期にわたって微生物と共存してきた
染色体外遺伝因子であり，基礎学問上も応用上も重要な
存在である．しかし，分類体系が不完全・不正確である
うえ，既存のデータベースには間違った情報が混在し，
研究開発に混乱を引き起こしている．そこで，本研究で
は，プラスミドの分類体系の再構築と，正確な情報に基
づくプラスミドデータベースを構築することを目指し
た．環境と臨床等，様々な場所から見出される，
Pseudomonas属細菌を宿主とするプラスミドを対象とし
て，塩基配列情報と実際の機能に基づき，正確な分類体
系の構築を行った．その結果，本研究で定義した PInc
群の RIPと oriVの同定に成功し，既存の参照ライブラ
リーを改善した，repPライブラリーを構築することに
成功した．さらに，このライブラリーを基に，WHドメ
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インを有する RIPを網羅的に検索し，4,769の代表配列
からなる，大系統樹を描画することに成功した．この系
統樹は，PLSDBおよびUniParcの多くの配列と関連付
けられた．葉の大部分(73 %，n=3,466)はUniParc由
来のタンパク質配列のみに対応しており，PLSDBに含
まれるプラスミドの RIPとは一致しなかった．この事
実は，地球上に多数の未発見のプラスミドが存在してい
ることを示唆している．一方，PLSDBに含まれる
34,711のプラスミドは，残りの 1,303の葉に対応し，
PLSDB全体のおよそ 6割がWH型 RIPの系統樹に含ま
れることを意味している．またこのうち 5,369のプラス
ミドについては，今回新たに分類ができた．PIncを含
む既知のプラスミドもこの系統樹上にマッピングされて
おり，その位置は広く分布していた(Figure 4)．PInc
群プラスミド由来の RIPは，15の葉と対応し，クレー
ドDを除く 7つのクレードに含まれた．また，PInc-1，
PInc-4，PInc-15の RIPは配列多様性が高く，複数の葉
と対応した．一方，その他の PIncは単一の葉と対応し
ており，これは高い配列の類似性( identity >73 %)を
反映している．また，PInc-2と PInc-17や，PInc-10と
PInc-11のように，複数の PInc群が 1つの葉に集約され
る例も認められ，PInc群を超えた高度な配列類似性を
示していた．
各クレードのプラスミドは，それぞれ特徴的な宿主の
分類と環境分布を示した．sWH型 RIPのクレード
(A-D)は宿主に偏りが認められた一方，dWH型 RIP
のクレード(E-H)は多様な宿主を含んでいた
(Figure 4)．例えばクレードBおよびDでは Bacillota，
クレード CではGammaproteobacteriaが優占であった．
ま た，Bacteroidota，Campylobacterota，Fusobacteriotaに
由来する RIPの 80 %以上はクレードHに分類された．
これらの分布は，プラスミドの進化における宿主の起源
と，その変遷を反映している可能性が高い．環境分布に
関しては，sWH型 RIPは，動植物のマイクロバイオー
ムから見出される割合が高い傾向にあった．特にクレー
ド BとDはヒトおよび哺乳類関連マイクロバイオーム
に，クレード Aは昆虫，クレード Cは植物に関連する
マイクロバイオームに富んでいた．これらの RIPは，
特定の環境における生態学的役割や病原性と関係してい
るのかもしれない．一方，dWH型 RIPは，環境由来の
マイクロバイオームに多く含まれ，クレード Eと Fは
水環境，クレードGは陸上環境から見出される傾向が
あった．こうした環境分布がどのように形成されたかに
ついては，今後さらなる研究が求められる．
大系統樹の作出と並行して行った，PInc群プラスミド
の宿主域の比較については，天然の宿主が得られにくい，
PInc-15を中心に実施した．その結果，本群プラスミド

は門や綱の異なる微生物間を伝播する広宿主域プラスミ
ドであること，またその宿主域は亜群ごとに異なること
が判明した(Tables 2, 3, Figure 5)．特に，本研究で導
入した，w/o dropletを用いた ddPCRとソーティングに
よって同定された「持ち主」候補のうち，Cutibacterium，
Streptococcus，Staphylococcus，Methylobacterium，
Paracoccus，SphingomonasおよびMoraxella属細菌は，
「行き先」を決定する手法で，PInc-15が伝達することが
示唆されており，w/o dropletを用いた手法が，プラス
ミドの天然の宿主を同定する方法としての信頼性を裏付
けるものである．また，ActinomycetotaおよびBacilliota
に属する細菌(Mycobacterium，Blastococcus，Kocuria，
Leifsonia，Microbacterium，Leucobacter，Anoxybacillus
および Prochlorococcusの 7属)は，グラム陽性菌であり，
PInc-15群プラスミドの宿主としては報告されていな
かったが，本研究で宿主となりうることが示された．ま
た，3株については，NCBIおよび SILVAのデータベー
スにおける 16S rRNA(V3–V4領域)配列との相同性が
90 %未満であり，未知あるいは新規の宿主細菌である
可能性が示された．

PInc-15は大系統樹のG2に含まれ，類縁の RIPが比
較的多様な宿主から見出されていることも，PInc-15の
宿主域が広いという結果を支持している．また，同時に
行った PInc-1や PInc-16は，それぞれ大系統樹の F2，
E4に含まれ，いずれも広い宿主域を示すことが予想さ
れた．
本研究で構築した分類体系に基づき，正確な情報を含
むプラスミドデータベースの作製に向け，現在 PLSDB
との連携を模索している．また，世界 3大DNAデータ
バンクの一つ，国立遺伝学研究所のDDBJと連携して，
プラスミドの塩基配列登録時に，既存の RIPライブラ
リーを基に，正確なプラスミドの分類とアノテーション
を行えるオプションの実装も行った(DFAST，https://
dfast.ddbj.nig.ac.jp/dfc/)．この仕組みを利用すれば，
本研究で得られた参照ライブラリーに基づき，日本から
精度の高いプラスミド分類・アノテーション情報を発信
することが可能になる．その情報はNCBI，EMBLにも
反映される．
我が国には，古くからの発酵産業の伝統もあって，ユ
ニークな微生物がストックされている．本研究で開発し
たプラスミドデータベースを利用すれば，こうした微生
物の研究が加速し，その強みを発揮できると期待され
る．また，本データベースが充実すれば，出現した多剤
耐性菌のもつ薬剤耐性プラスミドが，他の細菌に伝播す
るかどうかを予測可能になり，その危険度が高い場合に
は，予め隔離することで伝播を遮断し，予防対策にも貢
献できると期待される．
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要  約

本研究は，Pseudomonas属細菌由来のプラスミドに着
目し，分類体系の再構築と網羅的なデータベースの構築
を目的とした．従来の不和合性群( Inc群)に基づく分
類は不正確で，誤りを招きやすいことから，複製開始タ
ンパク質(RIP)や複製起点(oriV)の配列情報に基づ
くレプリコンタイピングを採用し，新たに PInc群とし
て体系化した．代表的なプラスミドについて，RIPと
oriVを実験的に同定し，複製能や接合伝達能を検証した
うえで，修正済みの参照ライブラリー( repPライブラ
リー)を作成した．このライブラリーを用いて，公開
データベース PLSDBに登録された 846の Pseudomonas
由来プラスミドの再分類を行い，その約 3割(279)を
新たに PInc群に分類した．さらに，RIPの配列を大規
模に収集・系統解析することで，Pseudomonas属由来の
プラスミドの約 6割(505)がwinged-helix(WH)ド
メインを含む RIPを有することが判明した．残りのプ
ラスミドは，WH型とは別の AEP型 RIPをもつプラス
ミドが 180，その他の RIPをもつプラスミドが 32見出
され，717のプラスミド(全体の 85 %)について分類で
きた．また，WHドメインを含む RIPについて，
PLSDBに登録されたプラスミド全体に拡張すると，8
つの主要なグループに整理され，こちらも約 6割につい
て体系分類ができることが判明した．また，PInc-15を
中心に行ったGFPを用いた接合実験と，w/o dropletを
用いた ddPCR法とソーティングを組み合わせることで，
各プラスミドの宿主域を決定する手法も確立した．本研
究は，正確な分類と宿主情報に基づいた新たなプラスミ
ドデータベースの基盤を提供し，今後の微生物研究や薬
剤耐性対策への応用が期待される．

本助成で得られた研究成果の報告
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緒　　言

青枯病菌 Ralstonia solanacearumはナス科を中心に
390種以上の植物に感染して，青枯病(萎凋，枯死)を
引き起こすグラム陰性細菌である．その被害は甚大で，
世界各地の熱帯および温帯地域で発生している．青枯病
菌は，根の形成原基や傷口などから侵入し，細胞間隙で
コロニー化をしつつ維管束系にまで到達する(Genin & 
Denny, 2012)．するとそこで，爆発的に増殖し，大量の
細胞外多糖(EPS)を作る．細胞と EPSが物理的に導
管内の通水を阻害し，植物を萎凋させ，最終的には枯死
させる．本病の有効な化学防除法はなく，発生圃場では
感染植物を除去するしかできないのが実情である．さら
に，本病が発生した土壌には青枯病菌が長く生育し続け
るため，再び青枯病が発生するリスクがある．そのため，
本病の病原力発現機構と土壌における潜伏様式の解明
は，適切な病害コントロールを達成する上でなくてはな

らない知見である．
青枯病菌の植物に対する病原力は，菌密度依存の遺伝
子発現調節機構であるクオラムセンシング(QS)によっ
て制御されている(Kai, 2023)．青枯病菌のQS機構は，
Phcタンパク質群が関与するものであり，これは Ralstonia
属と近縁の一部の属にのみ限定されたユニークなシステ
ムとなっている．QSシグナル分子合成酵素 PhcBによ
り QSシグナル分子であるmethyl 3-hydroxymyristate
(3-OH MAME)が生合成され，菌体外へと分泌される
(Kai et al., 2015; Ujita et al., 2019)(Fig. 1A)．菌密度が
増加すると，環境中の 3-OH MAME濃度が高まり閾値
に達すると，ヒスチジンキナーゼ PhcSに受容され，レ
スポンスレギュレーター PhcR/PhcQへとシグナルが伝
達される．すると，ビルレンスレギュレーターである
PhcAが機能化し，様々な遺伝子の発現誘導が引き起こ
される．このQS機構は，青枯病菌全遺伝子のおよそ
30％を発現調節する．

2016年に，Kellerらによって衝撃的な論文が報告され
た．彼女らは，青枯病菌を色々な土壌真菌(いわゆるカ
ビ)と共培養すると，青枯病菌が広範な真菌に対して厚
膜胞子形成を誘導し，さらに青枯病菌が形成された胞子

植物だけでなく真菌にも寄⽣する⻘枯病菌の感染戦略の解明
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に寄生することを発見した(Spraker et al., 2016)．さら
に，polyketide synthase–nonribosomal peptide synthetase
(PKS–NRPS)をコードする rmyA/rmyBに変異が入ると
厚膜胞子形成が消失し，寄生能が失われることが確認さ
れ，この酵素の産物が青枯病菌が真菌に寄生する上での
鍵分子として機能していることが示唆された(Fig. 1B)．
しかし，本物質は生産量が微量であったこと，化学構造
が複雑であったことから，単離・構造決定には至らな
かった．当時，筆者は別視点で rmyA/rmyBに注目して
研究していたことから，単離には既に成功し，いくつか
の部分構造を明らかにしつつある状況であった．そこ
で，研究を加速し，この厚膜胞子誘導因子の構造決定を
達成し，ラルストニン類と名付けたリポペプチドの構造
決定に成功した(Murai et al., 2017)．ラルストニンは，
試験菌を Fusarium oxysporumとして厚膜胞子誘導能を
調べると，非常に低濃度で活性を示すことが分かった．
また，Aspergillus属に対しても厚膜胞子を誘導すること
が確認された．しかし，ラルストニンによる厚膜胞子形
成が真菌への寄生に必須であるのかどうか，どのような

メカニズムを使って青枯病菌は真菌に寄生するのか，な
どについてはほとんど分かっていない状態であった．そ
こで本研究では，これらの問いに一定の解を見出すこと
を目指した．

実験方法

ナイロンネットサンドイッチアッセイ（Tsumori et al., 2023）
GFP発現ベクター(pDKS-gfp，カナマイシン耐性)

を有する青枯病菌(R. solanacearum OE1-1株)を，カ
ナマイシン(50 μg/mL)を含む 2×BG培地(2 mL)に
接種し，振盪培養で一晩培養した．ナイロンネットフィ
ルター(細孔 11 μm，外径 47 mm，Merck)を，カナ
マイシン(100 μg/mL)を含む BG寒天培地(25 mL，
90 mmプラスチックディッシュ)(Tsumori et al., 2023)
の表面に配置した．ネットの上部に B培地(50 μL)
(Tsumori et al., 2023)を加え，さらに別のナイロンネッ
ト(細孔 20 μm，外径 47 mm，Merck)をその上に配置
した．青枯病菌細胞懸濁液(5 μL)と F. oxysporum 

Fig. 1   The phc QS system of R. solanacearum and its endoparasitism in fungi. (A) Schematic diagram of the phc QS 
system in R. solanacearum strain OE1-1. As bacterial density increases, 3-OH MAME concentrations rise, 
and the molecule is received by PhcS–PhcRQ. Then, PhcA is functionalized and induces the production of 
virulence factors, such as EPS I, secondary metabolites, and biofilms. (B) The possible endoparasitism of R. 
solanacearum coupled with chlamydospore induction. Ralstonin A synthesized by the PKS–NRPS induces 
chlamydospore formation in many fungi and may facilitate endoparasitism.
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NBRC 31213胞子懸濁液(5 μL)を，互いに 15 mm離し
た位置に上部のネット上に滴下した．プレートを 30 ℃
で 3日間培養した．上部のネットフィルターを培地から
取り除き，MilliQ水で十分に洗浄して R. solanacearum
細胞を除去した．カバーガラスで表面を擦り，厚膜胞子
を回収した．回収した厚膜胞子をMilliQ水(0.5 mL)で
洗浄し，蛍光顕微鏡(BZ-X810，Keyence)で観察した．
各条件の侵入率(％=青枯病菌が侵入した厚膜胞子/総
厚膜胞子×100)は，3～5枚のプレートから算出した．

バイオフィルム形成アッセイ（Tsumori et al., 2023）
青枯病菌株をCPG培地(2 mL)(Tsumori et al., 2023)
中で 30 ℃で一晩培養した．培養液を 2 mLのチューブに
移し，15,000×gで 3分間遠心分離した．古い培地を廃
棄し，細菌細胞を CPG培地(1 mL)に懸濁し，OD600

を 0.1に調整した．新しい CPG培地(95 μL)と細菌細
胞懸濁液(5 μL)を，96ウェルマイクロタイタープレー
ト(Thermo Fisher Scientific)の各ウェルに分配した．
プレートは Breathe-Easyシート(Sigma-Aldrich)で密
封し，30 ℃で 20時間静置培養した．培養液に 1％(w/v)
クリスタルバイオレット溶液(25 μL)を加え，室温で
25分間放置した後，ピペットで過剰なクリスタルバイオ
レットを除去した．ウェルをMilliQ水(200 μL)で 2回
洗浄し，エタノール(200 μL)を加え，10分間放置し
てクリスタルバイオレットを抽出した．溶液を平底 96
ウェルプレート( Iwaki)に移し，プレートリーダー
(Multiskan FC，Thermo Fisher Scientific)を用いて

595 nmの波長で吸光度を測定した．

ガラスボトムディッシュアッセイ（Tsumori et al., 2023）
熱した BG寒天培地(600 μL，1％(w/v)寒天)をガ
ラスボトムディッシュ(マツナミ)に入れた．冷却後，
F. oxysporumの胞子懸濁液(2 μL)を BG寒天の表面に
滴下し，ディッシュを 30 ℃で 36時間培養した．BG培
地中の青枯病菌細胞懸濁液(OD600 =0.25，2 μL)を，
ディッシュ内の F. oxysporumコロニーの表面にピペット
で添加した．30 ℃で 9時間または 24時間培養後，BG培
地をピペットで除去した．MilliQ水(1 mL)で 2回洗
浄し，過剰な青枯病菌細胞を除去した．必要に応じて，
洗浄前に染色操作を追加した．細胞外多糖 I(EPS I)
の染色にはDBA-FITC(VECTOR LABORATORIES)，
細菌細胞の染色には SYTO9(Thermo Fisher Scientific)
を使用した．ディッシュは蛍光顕微鏡(BZ-X810)で観
察した．

TEM観察
ラルストニン AまたはOE1-1株との共培養により誘

導された F. oxysporumの厚膜胞子を使用した．厚膜胞子
の超微細構造解析は，Tokai-EMA(日本)において実施
した．

統計解析
平均値と標準誤差(SEM)は，GraphPad Prism 6.0
を使用して計算した．有意水準は，GraphPad Prism 6.0
を使用して一元配置分散分析(ANOVA)を行い，その
後，Tukeyの多重比較検定またはDunnettの多重比較検
定で評価した．

結　　果

ラルストニンによる F. oxysporumの厚膜胞子形成は青枯
病菌の真菌寄生に必須である
青枯病菌は F. oxysporum NBRC 31213の厚膜胞子形成
を誘導し，その後，誘導された厚膜胞子に侵入する
(Kai, 2023)．F. oxysporum株はAspergillus属よりも厚膜
胞子形成量が少ないため，顕微鏡観察に適している．F. 

oxysporumの厚膜胞子へのこの細菌の寄生率を評価する
ため，恒常的GFP発現ベクター(pDSK-GFP)を用い
たナイロンネットサンドイッチアッセイを開発した
(Fig. 2A)．この方法では，ナイロンネットを洗浄して
過剰な青枯病菌細胞を除去し，形成された厚膜胞子をカ
バーガラスで回収することで，寄生率を効率的に算出で
きる．野生株OE1-1は，形成された厚膜胞子への寄生
率が 8.8％であった(Fig. 2B)．野生株の侵入率は，本
論文で実施した実験全体を通じて約 10％であった．
OE1-1株のラルストニン欠損変異株(∆rmyA)(Murai 
et al., 2017)は，厚膜胞子の形成を誘導せず，内寄生を
確立できなかった(Fig. 2B)．外因性のラルストニン A
は，ΔrmyAの厚膜胞子形成と内寄生侵入を回復させた．
これらの結果から，ラルストニン依存性の厚膜胞子形成
は青枯病菌の胞子への侵入に必要であり，このアッセイ
は青枯病菌株の寄生率を定量的に評価できることが示さ
れた．

QS欠損変異株は F. oxysporumの厚膜胞子への侵入能力
を失う
青枯病菌の植物に対する病原性は，phc QSシステム
によって厳密に調節されている(Kai, 2023)．したがっ
て，phc QSシステムが青枯病菌と F. oxysporumの相互
作用にも関与することを予想した．これを調べるため，
QSシグナル合成酵素欠損変異株である ∆phcBを使うこ
とにした．∆phcBは F. oxysporumの厚膜胞子形成を誘導
せず，菌糸への内寄生も確立しなかった(Fig. 2C)．外
因性の 3-OH MAMEは，∆phcBの寄生率を用量依存的
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に回復させた．3-OH MAMEを添加した場合，∆phcB
は野生株と類似した寄生率を示した．また，3-OH 
MAMEは高濃度で野生株よりも寄生率を増加させた．
∆phcS(QSシグナル受容体欠損)と ∆phcA(病原力調
節因子欠損)では，3-OH MAMEの有無に関わらず寄
生能できなかった(Fig. 2D)．これらの結果から，3-OH 
MAMEによって活性化される phc QSシグナル伝達は，
F. oxysporumの厚膜胞子への青枯病菌侵入に重要である
ことが示唆された．

OE1-1株において，ラルストニンの産生は phc QSシ
ステムによって制御されている．そこで，∆phcBおよび
関連変異株の寄生能の喪失が，ラルストニンの産生欠損
のみに起因するかどうかを確認した．その結果，ラルス
トニン Aは多くの厚膜胞子の形成を誘導したが，この
化合物は ΔphcBの寄生率をOE1-1株のレベルまで回復
しなかった(Fig. 2E)．ここで使用したラルストニン A

の濃度は，ΔrmyAの侵入率を回復させた濃度と同じあっ
た(Fig. 2B)．したがって，phc QSシステムによって調
節される他の因子(または因子群)が，青枯病菌が真菌
への寄生を確立するために不可欠であることが強く示唆
された．

細胞外酵素およびタイプ II/III分泌系は青枯病菌の侵入
には関与しない

F. oxysporumの厚膜胞子に侵入するためには，青枯病
菌細胞は物理的バリア(例:細胞膜や細胞壁)を克服す
る必要がある．予想通り，この細菌は 2つのキチナーゼ
遺伝子(RSp0275と RSp0924)，3つのグルカナーゼ遺
伝子(cbhA，egl，および RSc0818)，および 2つのリパー
ゼ(またはエステラーゼ)遺伝子(RSp0138とRSp0161)
を保有していた(Salanoubat et al., 2022)．さらに，OE1-1
と ΔphcBの RNA-Seq比較では，これらの遺伝子の発現

Fig. 2   Analysis of endoparasitism of R. solanacearum strain OE1-1 and its mutants in F. oxysporum. (A) A nylon net sandwich assay 
to evaluate the invasion rate of R. solanacearum strains. The images of assay plate (upper) and chlamydospore recovery 
method (lower) are shown. (B) Invasion rates of R. solanacearum OE1-1 and ∆rmyA into F. oxysporum chlamydospores. 
The addition of ralstonin A (RA) rescued the invasion ability of ∆rmyA. (C) Evaluation of the invasion ability of ∆phcB into F. 
oxysporum chlamydospores and the effect of 3-OH MAME. The addition of 3-OH MAME rescued the invasion ability of 
∆phcB. (D) Invasion rates of ∆phcS and ∆phcA and their response to 3-OH MAME (1 nmol/disc). (E) The effect of 
ralstonin A (0.1 nmol/disk) on the invasion of ∆phcB. The error bars show the mean±SEM (n=3). The numbers above the 
bars indicate infected chlamydospores/total chlamydospores. The letters above the bars show a significant difference 
(p<0.05, Tukey's test).
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が phc QSシステムによって制御されていることが示さ
れていた(Ujita et al., 2019)．そこで，遺伝子欠失変異
株を作製し，F. oxysporumの厚膜胞子への侵入能を評価
した．しかし期待に反し，これらの欠失変異株は野生株
とほぼ同じ割合で厚膜胞子に侵入した(Fig. 3A)．多く
の細胞外酵素(未同定のものを含む)がタイプ II分泌
系(T2SS)によって分泌されるため(Genin & Denny, 
2012)，その欠損変異株(∆gspD；gspDは T2S機械装置
の重要なタンパク質をコードする)を作製し，侵入試験
を実施した．∆gspDもOE1-1株と類似した侵入率を示し
た(Fig. 3A)．真菌の細胞膜や細胞壁は青枯病菌の侵入
を阻害するバリアではない可能性，または完全に異なる
方法を青枯病菌が使用している可能性が示唆された．し
たがって，細胞外酵素群は寄生因子として機能しないと
結論付けた．
以前，Mycetohabitans rhizoxinica– Rhizopus microsporus

相互作用における III型分泌系(T3SS)の重要性が報
告されている(Lackner et al., 2011)．T3SSは，病原性
グラム陰性細菌が宿主細胞に毒性タンパク質(効果因
子)を注入するために使用する特殊な注射器状のタンパ
ク質輸出系であり，多くの場合，細菌の病原性において
重要な役割を果たす(Deng et al., 2017; Wagner et al., 
2018)．青枯病菌において，T3SS成分の発現は phc QS
システムによって調節され，培養条件に応じて上調節ま
たは下調節される( Jacobs et al., 2012; Perrier et al., 
2018)．T3SSが青枯病菌–F. oxysporum相互作用におけ
る重要性を確認するため，∆hrpBおよび ∆hrpGの寄生

率を調べた．HrpBとHrpGは青枯病菌の T3SSの正の
調節因子であり，hrpB遺伝子の転写はHrpGによって活
性化される(Vasse et al., 2000; Valls et al., 2006)．hrpB
欠損株は，野生株と比較して F. oxysporumの厚膜胞子へ
の侵入率に有意な減少を示さなかった(Fig. 3B)．また，
ΔhrpGは依然として菌への侵入能を示した．これによ
り，青枯病菌は少なくとも侵入段階で T3SSを使用しな
いことが示された．全体として，F. oxysporumへの青枯
病菌の侵入メカニズムは，M. rhizoxinica – R. microsporus
相互作用におけるものとは異なった．phc QSシステム
によって制御される寄生因子は，依然として謎のままで
あった．

EPS Iは青枯病菌が F. oxysporumの厚膜胞子に侵入する
際に重要である

EPS I(青枯病菌の主要な細胞外多糖)と LecM
(RS-IILレクチン)の産生は，phc QSシステムの活性化
に依存している(Senuma et al., 2020; Takemura et al., 
2021)．EPSとレクチンは，青枯病菌細胞の細胞外マト
リックスを構成する可能性がある．EPS Iと LecMの重
要性を調べるため，EPS I欠損株(∆epsB)と LecM欠
損株(∆lecM)の厚膜胞子への寄生率を調べた．これら
の欠損変異株では F. oxysporumへの寄生は観察されな
かったが，遺伝子相補株(epsB-compと lecM-comp)は
寄生した(Fig. 4A)．筆者は以前，∆epsBと ∆lecMでは
phc QSシステムが適切に機能しないことを確認してい
る(Hayashi et al., 2019a, 2019b)．EPS Iと LecMの真

Fig. 3   Evaluation of extracellular enzymes, T2SS, and T3SS on R. solanacearum endoparasitism in F. oxysporum. 
(A) Invasion rates of the gene-deletion mutants of extracellular enzymes and the T2SS component into F. 
oxysporum chlamydospores. Chitinase genes (RSp0275 and RSp0924), glucanase genes (cbhA, egl, and 
RSc0818), lipase genes (RSp0138 and RSp0161), and a T2SS machinery gene (gspD). (B) Invasion rates 
of ∆hrpB and ∆hrpG into F. oxysporum chlamydospores. The error bars show the mean±SEM (n=3 or 5). 
The numbers above the bars show infected spores/total spores. No statistically significant differences in 
data set values were recorded against the control (p-values for both strains were >0.05, Dennett's test).
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の重要性を調べるため，これらの因子の生産を pDSKベ
クターに組み込んだ xpsRと lecMで ∆phcBに相補し(そ
れぞれ ∆phcB-CxpsRと ∆phcB-ClecMとした)，これらの
遺伝子相補株の寄生率を調べた．XpsRは青枯病菌におけ
る eps生合成遺伝子クラスターの転写調節因子であるた
め(Huang et al., 1998; Garg et al., 2000)，∆phcB-CxpsR
は EPS Iを恒常的に産生した(Fig. 4B)．寄生試験の結
果，ラルストニン A存在下で ∆phcB-CxpsRはOE1-1株よ
りも高い寄生率を示したが，∆phcBおよび ∆phcB-ClecM
は厚膜胞子に寄生できなかった(Fig. 4C)．ラルストニ
ン Aの添加なしでは，ΔphcB-CxpsRは厚膜胞子形成の欠
如により寄生を観察できなかった．したがって，EPS I
の産生は F. oxysporum厚膜胞子への青枯病菌の侵入に不
可欠であることが分かった．

EPS Iは青枯病菌が F. oxysporumの菌糸上にバイオフィ
ルムを形成する際に重要である

EPS Iが青枯病菌の寄生にどのように関与するかを調
べるため，ガラスボトムディッシュでの共培養実験にお
いてOE1-1と F. oxysporum NBRC 31213の相互作用を観
察し(Fig. 5A)，EPS Iが関与する可能性のあるイベント
を探した．その結果，青枯病菌細胞は，厚膜胞子の誘導
前に菌糸上にバイオフィルム様構造を形成することが判
明した(Fig. 5B)．これは，バイオフィルム形成が青枯
病菌－F. oxysporum相互作用に関与する可能性を示唆し
た．QS欠損変異株であるΔphcAとΔphcBは，F. oxysporum
の菌糸に付着せず，またそこでバイオフィルムを形成
しなかった(Fig. 5C)．したがって，phc QSシステム
(Perrier et al., 2018; Ujita et al., 2019)によって調節され
る細胞の付着とバイオフィルム形成は，青枯病菌が F. 

Fig. 4   Effects of EPS I and LecM on the endoparasitism of R. solanacearum in F. oxysporum. (A) Invasion rates of 
∆epsB, epsB -comp, ∆lecM, and lecM-comp into F. oxysporum chlamydospores. (B) The colonies of ∆phcB -CxpsR, 
∆phcB, and OE1-1 on BG agar plates. EPS I quantities differed among strains (∆phcB<OE1-1 <∆phcB -CxpsR). 
(C) Invasion rates of ∆phcB, ∆phcB -CxpsR, and ∆phcB -ClecM into F. oxysporum chlamydospores. Ralstonin A 
(RA) was used to induce F. oxysporum chlamydospores. The error bars show the mean±SEM (n=3 or 5). The 
numbers above the bars show infected spores/total spores. The letters above the bars show significant differ-
ences (p<0.05, Tukey's test).
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Fig. 5   Importance of EPS I on R. solanacearum's biofilm formation on F. oxysporum hyphae. (A) A glass-bottom dish assay to 
observe the interaction between R. solanacearum and F. oxysporum. The images of the assay plate (left) and the assay 
method (right) are shown. (B) The biofilms of R. solanacearum OE1-1 on F. oxysporum hyphae. R. solanacearum cells 
form biofilms like a grape cluster on the hyphae. (C) The photos of coculturing of F. oxysporum with ∆phcA and ∆phcB. 
These mutants did not form biofilms. (D) The biofilms of R. solanacearum OE1-1, ∆epsB, and epsB -comp on a plastic 
plate. The vertical axis represents the amount of biofilm as the absorbance of the recovered crystal violet. The error bars 
show the mean±SEM (n=3). The letters above the bars shows significant differences (p<0.05, Tukey's test). (E) The 
photos of coculturing of F. oxysporum with ∆epsB, epsB -comp, and ∆phcB -CxpsR. The biofilm formation was observed in 
epsB -comp and ∆phcB -CxpsR. (F) DBA-FITC staining of the biofilms of OE1-1 and ∆phcB -CxpsR. The bright field image 
is on the left, and the fluorescence image is on the right. RSSC=R. solanacearum species complex.
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oxysporumに寄生する上で必須の特性であることが強く
示唆された．
青枯病菌細胞の固体表面(例えばプラスチック)への
付着とそこでバイオフィルムを形成する能力は，EPS I
の産生量に依存している(Fig. 5D)(Mori et al., 2018)．
しかし，EPS Iが青枯病菌の菌糸への付着やバイオフィ
ルム形成に関与するかどうかは不明であった．epsBの
欠失または相補の影響は，F. oxysporumとの共培養試験
で評価した．epsB欠失株(∆epsB)は F. oxysporum菌糸
体上でバイオフィルムを形成しなかったが，epsB遺伝
子の相補後にはバイオフィルムを形成した(Fig. 5E)．
注目すべきは，∆phcB-CxpsRは F. oxysporumの菌糸上で
高頻度でバイオフィルムを形成したが，バイオフィルム
の厚さは野生株よりも薄かったことである．したがっ
て，EPS I量が上昇しても，他の因子(例えば LecM)
が欠如しているため，バイオフィルムが成熟しないもの
と予想された．さらに，EPS Iの蛍光染色をDBA-FITC
(Dolichos biflorus agglutinin，α -結合型N -アセチルガラ
クトサミンに特異的なレクチン)(Hendrickson at el., 
2019)を用いて実施したところ，OE1-1および ΔphcB-
CxpsRバイオフィルムにおいて FITC由来の蛍光が観察
された(Fig. 5F)．これにより，EPS Iは F. oxysporum
菌糸上の青枯病菌バイオフィルムの主要なマトリックス
成分であることが示された．すなわち，EPS Iの産生は，
F. oxysporum菌糸上の青枯病菌細胞のバイオフィルム形
成に不可欠であることが明確に示された．

EPS Iの質と量は青枯病菌の F. oxysporumへの寄生に重
要である
我々は，青枯病菌細胞の EPS I依存性バイオフィルム
形成が，F. oxysporumへの寄生に必要である可能性を予
想した．これを検証するため，EPS Iの生合成に関わる
酵素を欠損させた変異株の寄生能を評価した．具体的
には，EPS Iの部分構造を変化させる変異株を用いた
(Fig. 6A)．RSp1012は LpxA様タンパク質で，EPS I
の 2,4 -ジアミノ- 2,4,6 -トリデオキシガラクトース基に 3 -
ヒドロキシブタン酸を転移する(Raetz at el., 1995)．
∆RSp1012は，野生株より流動性の低い EPS Iを生成し
た(Fig. 6B)．変異株は F. oxysporumの菌糸上でOE1-1
よりも脆いバイオフィルムを形成し，その厚さが薄く
なった(Fig. 6C，上)．ΔRSp1012は野生株とほぼ同じ
率で F. oxysporumに寄生した(Fig. 6D)．N -アセチル転
移酵素をコードする遺伝子 RSp1007の欠失(Fig. 6A)
(Whitfield et al., 2015)は，EPSの生産量を減少させ，
変異株の F. oxysporum厚膜胞子への寄生能を失わせたよ
うであった(Fig. 6BおよびD)．ラルストニンの生産量
は ΔRSp1007で減少した．これは，ΔepsBと ΔlecMで観

察されたQS機構へのフィードバック阻害が引き起こし
た可能性が考えられた(Hayashi et al., 2019a, 2019b)．
そこで，ΔRSp1007のラルストニン Aを用いた侵入試験
を実施した．その結果，わずかな寄生率の回復が観察さ
れたが，野生株のレベルには達しなかった(Fig. 6E)．
ガラスボトムディッシュアッセイでは，ΔRSp1007は F. 

oxysporumの菌糸上に剝がれやすいバイオフィルムを形
成し，その形成頻度はやや減少した(Fig. 6C，下)．プ
ラスチックアッセイプレートを用いたバイオフィルム試
験では，両変異株は ΔphcBよりもやや多くのバイオフィ
ルムを形成したが，OE1-1と比較して量は大幅に減少し
た(Fig. 6F)．プラスチック上のバイオフィルムは，
EPS Iの質と量により大きく影響を受けた可能性が高
かった．総合すると，細胞間接着物質として機能する
EPS Iは，青枯病菌が F. oxysporumに寄生し，適切なQS
活性化を駆動するために不可欠であることが示された．

∆epsB細胞は野生型青枯病菌細胞が産生する EPS Iを利
用する

EPS I欠損細胞が青枯病菌細胞によって産生された
EPS Iを利用するかを確認するため，∆epsBとOE1-1を
混合し，F. oxysporumにおける ∆epsBの寄生性を調べた．
∆epsBと野生型細胞を区別するため，∆epsBにmCherry
タンパク質を発現させた(∆epsB-mCherryとする)．共
培養実験から得られた F. oxysporumの厚膜胞子において
mCherry由来の蛍光が観察され，∆epsB-mCherryが厚
膜胞子に取り込まれることが確認された(Fig. 6G)．さ
らに，侵入率は野生株よりも高かった．次に，共培養
アッセイにおいて，∆epsBがOE1-1のバイオフィルムに
取り込まれるかどうかを調べた．∆epsB-mCherryと野生
株は，F. oxysporumの菌糸上に成熟したバイオフィルム
を形成したが，変異株の取り込みはバイオフィルムごと
に異なった(Fig. 6H)．E. coli DH5α-mCherry(E. coli 
DH5α株にmCherryタンパク質を恒常的に発現するよう
にした株)とOE1-1の混合物を F. oxysporumと共培養し
た際，E. coli株は青枯病菌バイオフィルムやF. oxysporum
の厚膜胞子に組み込まれなかった(data not shown)．
これらの結果は，ΔepsBが F. oxysporumの厚膜胞子に寄
生したことを示唆しており，OE1-1由来の周囲の EPS I
をバイオフィルムマトリックスとして利用したと予想し
た．この特性は他の細菌(例えば E. coli)では再現でき
なかった．

ラルストニンは青枯病菌の F. oxysporum菌糸体上のバイ
オフィルム形成にも関与する
ラルストニンようなリポペプチドはグラム陰性細菌の
バイオフィルム形成にバイオサーファクタントとして関
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Fig. 6   Role of EPS I structure in endoparasitism of R. solanacearum toward F. oxysporum and recovery of ∆epsB endoparasitism by EPS I 
from the OE1-1 strain. (A) EPS I structure produced by R. solanacearum strains. RSp1012 and RSp1007 are involved in transfer 
reactions at the positions shown by the arrows. (B) A photo image of R. solanacearum OE1-1, ∆RSp1012, and ∆RSp1007 grown on 
BG agar plates. Colony liquidity derived from EPS I is significantly reduced in ∆RSp1012 and ∆RSp1007. (C) The biofilms of 
∆RSp1012 and ∆RSp1007 on F. oxysporum hyphae. SYTO9 was used to stain bacterial cells. The bright field image is on the left, 
and the fluorescence image is on the right. (D) Invasion rates of OE1-1, ∆RSp1012, and ∆RSp1007 into F. oxysporum chlamydo-
spores. (E) The effect of ralstonin A (RA) on ∆RSp1007 invasion into F. oxysporum chlamydospores. (F) OE1-1, ∆RSp1012, 
∆RSp1007, and ∆phcB biofilms on plastic plates. The vertical axis represents the amount of biofilm as the absorbance of the recov-
ered crystal violet. (G) Invasion rates of OE1-1, ∆epsB -mCherry, and ∆epsB -mCherry cocultured with OE1-1 into F. oxysporum 
chlamydospores. (H) The biofilm formation by OE1-1 and ∆epsB -mCherry on F. oxysporum hyphae. The bright field image is on 
the left, and the fluorescence image is on the right. The error bars show the mean±SEM (n=3 or 5). The numbers above the 
bars show infected spores/total spores. The letters above the bars show significant differences (p<0.05, Tukey's test).

植物だけでなく真菌にも寄生する青枯病菌の感染戦略の解明

－ 27 －



与している(Raaijmakers et al., 2010; Roongsawang et 

al., 2011)．そこで，ラルストニンが青枯病菌細胞のバ
イオフィルム形成に関与するかどうかを調査した．
∆rmyAは F. oxysporumの菌糸上にバイオフィルムを形
成せず，ラルストニン Aの添加(0.1および 1 μM)によ
りバイオフィルム形成が部分的に回復した(Fig. 7A)．
しかし，10 μMではバイオフィルムは観察されず，代わ
りにラルストニン A濃度の上昇により厚膜胞子の形成
が加速した．プラスチックアッセイプレートを用いたバ
イオフィルム形成アッセイでは，ΔrmyAは野生株より
もバイオフィルムが少なく，ラルストニンの添加により
ΔrmyAのバイオフィルム形成が回復した(Fig. 7B)．プ
レートアッセイでは，10 μMのラルストニン Aはバイ
オフィルム形成を阻害しなかった．これらの結果は，
高濃度のラルストニン Aまたは形成された厚膜胞子が，
F. oxysporumのバイオフィルム形成に対して阻害作用を
有する可能性を示唆した．したがって，ラルストニンは
F. oxysporumの菌糸体における青枯病菌バイオフィルム
形成に重要な役割を果たしていると結論付けた．
一部の青枯病菌株は，ラルストニンと異なる構造を有
するラルストペプチンまたはラルストアミドを産生する
(Komatsu et al., 2020; Matsukawa et al., 2023)．ラルス
トニン以外の青枯病菌リポペプチドは，強い厚膜胞子誘
導活性を示さなかった(Matsukawa et al., 2023)．これ
らの化合物が F. oxysporum菌糸体上の青枯病菌バイオ
フィルム形成に関与しているかどうかを調べるため，ラ
ルストニン，ラルストアミド，またはラルストペプチド
を産生する他の青枯病菌株を F. oxysporumと共培養し
た．ラルストニンを産生するMAFF 211471とGMI1000
は，OE1-1に近い寄生率を示したが，ラルストアミドを
産生する株(MAFF 211479とMAFF 211516)および
ラルストペプチンを産生する株(MAFF 211519)は，
寄生を確立できなかった(Fig. 7C)．これは，MAFF 
211479，MAFF 211516およびMAFF 211519を用いた
試験において，厚膜胞子の形成がほとんどまたは全く起
こらなかったためと考えられた．これらのMAFF株は，
ガラスボトムティッシュアッセイにおいて菌糸上にバイ
オフィルムを形成したが，その形成量は株によって異
なった(Fig. 7D)．∆rmyA211519(MAFF 211519のラル
ストペプチン欠損変異株)および ∆ramA211479(MAFF 
211479のラルストアミド欠損変異株)は，バイオフィル
ムを形成する能力を失っていることが判明した(Fig. 7E)．
したがって，ラルストアミドとラルストペプチンもバイ
オフィルム形成に寄与することが示された．これらの
MAFF株をOE1-1と共に F. oxysporumへの寄生試験を
行ったところ，MAFF 211516とMAFF 211519はOE1-1
株とほぼ同等の寄生率を示した(Fig. 7F)．OE1-1株由

来のラルストニン Aが F. oxysporumの厚膜胞子を誘導
し，最終的にMAFF株が胞子に侵入するのを可能にし
たと考えられた．MAFF 211479は，OE1-1が存在しても
侵入能が低いように見えた．青枯病菌の植物に対する病
原性は株によって異なるように，F. oxysporumに寄生す
る能力も株によって異なる可能性がある．また，MAFF
株の EPS Iの質と量は，OE1-1株と異なる可能性がある．
全体として，青枯病菌株が産生するリポペプチドは，F. 

oxysporumの菌糸体上のバイオフィルム形成に重要であ
ることを示唆した．

青枯病菌感染は F. oxysporum厚膜胞子を殺す
青枯病菌に感染した厚膜胞子の TEM観察は，青枯病
菌の侵入メカニズムおよび侵入後の行動に関する洞察を
提供するものと期待された．ラルストニン Aによって
誘導された厚膜胞子の TEM観察では，構造が以前に報
告されたものとほぼ同一であることが示された
(Fig. 8A)(Li et al., 2012)．特に，細胞壁は厚く，大き
な脂質滴，核，リボソームが胞子内に観察された．次に，
青枯病菌が感染した F. oxysporumの厚膜胞子を TEMで
観察した．F. oxysporumとOE1-1株を 3日間共培養後に
形成された厚膜胞子の TEM観察では，胞子の細胞膜が
破壊され，膜小胞に変化したことが確認されました
(Fig. 8B)．さらに，脂質滴や核などの細胞小器官が消
失し，厚膜胞子内に青枯病菌細胞が少数から多数観察さ
れた．青枯病菌細胞内には大きなポリヒドロキシアルカ
ン顆粒が観察され，厚膜胞子の内容物が栄養源として利
用されている可能性が示唆された．これらの結果から，
厚膜胞子は青枯病菌の感染と増殖により死ぬことが示さ
れた．

TEM解析で観察された F. oxysporum厚膜胞子の細胞
死が，未固定厚膜胞子でも観察されるかどうかを調べ
た．蛍光顕微鏡を使って厚膜胞子を観察した(Fig. 8C)．
OE1-1株を感染させた F. oxysporumの厚膜胞子をガラス
スライド上で培養し，OE1-1由来のGFP蛍光を時間経
過とともに観察した．青枯病菌細胞が感染した厚膜胞子
内において増殖し，周辺の菌糸へ移動することが確認さ
れた(Fig. 8D)．注目すべきは，厚膜胞子内の細胞膜と
見られる構造が細胞壁から脱離し，ベシクル状になって
いた点である．一方，ラルストニン Aによって誘導され
た厚膜胞子はほぼ球形であり，細胞膜と細胞壁の分離の
兆候は認めらなかった(Fig. 8D，挿入図)．したがって，
青枯病菌細胞によって感染した厚膜胞子は死滅してお
り，細菌が周囲の菌糸へ移動可能であると考えられた．
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Fig. 7   The importance of lipopeptides on R. solanacearum's endoparasitism in F. oxysporum. (A) Ralstonin-dependent recovery 
of biofilm formation in ∆rmyA. White arrow heads indicate biofilms. Ralstonin A (RA) supplement at 10 µM caused the 
chlamydospore formation of F. oxysporum. (B) Biofilm formation of ∆rmyA on a plastic plate and its response to ralstonin 
A. The vertical axis represents the amount of biofilm as the absorbance of the recovered crystal violet. (C) Invasion 
rates of the wild-type R. solanacearum strains into F. oxysporum chlamydospores. GMI1000 and MAFF 211471 produce 
ralstonins, MAFF 211479 and MAFF 211516 produce ralstoamides, and MAFF 211519 produces ralstopeptins. (D) The 
biofilms of MAFF strains on F. oxysporum hyphae. SYTO9 was used to stain the bacterial cells. The bright field image is 
on the left, and the fluorescent image is on the right. (E) Lack of biofilm formation ability in ∆ramA211479 and ∆rmyA211519 
on F. oxysporum hyphae. (F) Acquisition of endoparasitic ability of MAFF strains by coculturing with OE1-1. Only OE1-1 
is a positive control. The error bars show the mean±SEM (n=3). The numbers above the bars show infected spores/
total spores. The letters above the bars show significant differences (p<0.05, Tukey's test).
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考　　察

本研究は，phc QSシステムが F. oxysporumへの青枯
病菌の寄生に重要であることを示した．∆phcB株は，ラ
ルストニンの産生能力と F. oxysporumの厚膜胞子への寄
生能力の両方を失った．これらの欠損は外因性の 3-OH 
MAMEによって回復したが，ラルストニン Aでは回復
しなかった．遺伝子欠失変異株と相補変異株の解析か
ら，ラルストニンに加え，EPS Iが重要な寄生因子であ
ることが示された．さらに，EPS Iとラルストニンは，F. 

oxysporumの菌糸上での青枯病菌バイオフィルム形成に
必要であった．また，バイオフィルム形成も，この寄生
に不可欠であることが分かった．

これらの結果に基づき，我々は青枯病菌細胞が誘導し
た F. oxysporum厚膜胞子に侵入するメカニズムを提案す
る(Fig. 9)．青枯病菌細胞は，F. oxysporumの菌糸に対
して正の化学走性を見せると予想される．付着後，青枯
病菌細胞は phc QSシステムを活性化し始める．その結
果，EPS I，ラルストニンを産生し，同時にバイオフィ
ルムを形成する．細菌細胞が増加しQSシステムが完全
に活性化されると，バイオフィルムが成熟し，ラルスト
ニンの産生量が増加する．F. oxysporumの厚膜胞子が形
成されると，青枯病菌細胞はバイオフィルムから分離
し，一部の胞子に侵入する．侵入後，青枯病菌細胞は胞
子の内容物を栄養源として利用し増殖する．感染により
厚膜胞子が死滅し，青枯病菌細胞は周囲の菌糸へ移動を

Fig. 8   Microscopic observation of intact and infected F. oxysporum chlamydospores. (A) TEM images of F. oxysporum 
chlamydospores induced by ralstonin A treatment. N: nuclear, LD: lipid droplet, L: liposome, CW: cell wall.  
(B) TEM images of F. oxysporum chlamydospores infected with OE1-1. RS: RSSC cell, MV: membrane vesicle, PG: 
polyhydroxyalkanoate granule. (C) Preparation of a sample for the observation of RSSC behavior in F. oxysporum 
chlamydospores. (D) Fluorescence observation of infected chlamydospores immediately after collection and 48 h 
later. Inset shows the chlamydospores induced by ralstonin A.
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開始する．
青枯病菌株の phc QSは，植物への寄生における重要

なシステムであり，感染の各段階で適切に活性化され，
宿主内への侵入と増殖を可能にする(Schell, 2000; Genin 
& Denny, 2012)．例えば，phc QSシステムは，植物感
染に必要な病原性因子(EPS Iや植物細胞壁分解酵素)
の産生を調節するだけでなく，感染段階に適応するため
の代謝変化を引き起こす( Jacobs et al., 2012; Perrier et 

al., 2018)．我々は，青枯病菌の F. oxysporumに対する内
寄生において，phc QSシステムが菌糸上のバイオフィル
ム形成を調節し，F. oxysporumの厚膜胞子形成を誘導す
ることを発見した．これらのイベントの鍵となるラルス
トニンと EPS Iの生産は，QS制御下にある．一方，phc 
QSシステムによって調節される T2SSと T3SS( Jacobs 
et al., 2012; Perrier et al., 2018)は，この内寄生におい
て必須ではなかった．これは，M. rhizoxinicaが R. 
microsporusの菌糸に侵入する戦略とは異なっていた
(Lackner et al., 2011)．HrpGは T3SSに関わる因子であ
るが，QS依存性因子(EPS Iなど)の生成に部分的に
関与することも報告されており(Valls et al., 2006)，こ
れは ΔhrpG株で観察された厚膜胞子に対する寄生率の
わずかな減少を説明できるかもしれない．
これまでにも，細菌が真菌の菌糸上にバイオフィルム
を形成することは報告されてきた(Hogan & Kolter, 
2002; Zhang et al., 2018; Shama et al., 2021)．私たちは今
回初めて，バイオフィルムが真菌への内寄生で重要であ
ることを見出した．特に，EPS Iとラルストニンは，青

枯病菌が F. oxysporumの菌糸上にバイオフィルムを形成
するために必要であった．xpsRの過剰発現は EPS Iの生
産量とバイオフィルム形成頻度を増加させた．これによ
り，xpsR過剰発現株の厚膜胞子への寄生率が野生株に比
べて有意に増加した．細菌細胞周辺の EPS Iは，青枯病
菌細胞の F. oxysporum菌糸体への親和性を高め，集積し
た細胞を包み込む役割を果たすと考えられる．EPS Iの
構造と量は，バイオフィルムの形成頻度と成熟度に不可
欠であった．ガラクトサミノガラクタンは，Aspergillus 

oryzaeの菌糸の自己凝集に寄与することが報告されてお
り(Miyazawa et al., 2019, 2020)．同様のメカニズムが，
EPS Iの F. oxysporum菌糸への親和性増加に関与してい
る可能性がある．
本研究は，ラルストニンによる厚膜胞子形成が真菌寄
生に必須であることを示した．最近，筆者は，青枯病菌
株の複数株においてラルストニン生合成に関与する
PKS–NRPS遺伝子の遺伝子長が縮小している可能性を
報告した(Matsukawa et al., 2023)．本研究のデータと
組み合わせると，青枯病菌株の真菌に対する内寄生は，
PKS–NRPS遺伝子における突然変異により容易に失わ
れる可能性がある．植物における病原性と比較すると，
真菌に対する内寄生は青枯病菌株にとって不安定な特性
であるであるのかもしれない．バイオインフォマティク
スツールの検索では，Ralstonia属以外の細菌でラルス
トニンと化学構造が類似したリポペプチドを産生する細
菌は見つからなかった．真菌に対して厚膜胞子形成と寄
生を誘導するさらなる細菌の発見は，青枯病菌の内寄生

Fig. 9  Proposed mechanism of R. solanacearum's endoparasitism in F. oxysporum. Fo: F. oxysporum, RA: ralstonin A.
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メカニズムがより普遍的であるかどうかを調査する上で
有用な知見を与える可能性がある．
青枯病菌と F. oxysporumの相互作用に関する知識は深
まったものの，本研究では青枯病菌が F. oxysporumの厚
膜胞子に侵入するメカニズムは完全に解明されていな
い．本研究の結果，T2SSと T3SSは本内寄生に関与し
なかった．これは当初の予想とは異なる結果であった．
植物病原菌が生産するリポペプチドは，植物細胞膜に集
積して孔を形成し，栄養分の流出を促進したり，細胞内
のイオンバランスを乱すことで細胞毒素として作用する
(Hutchison & Gross, 1997; Carpaneto et al., 2002; Burch 
et al., 2014)．しかし，ラルストニン A処理による F. 
oxysporumの厚膜胞子形成において，TEMや顕微鏡解
析からこのような膜破壊は観察されなかった．代わり
に，多くの菌糸が厚膜胞子に分化し，細胞膜(または細
胞壁)が厚くなった．一方，細胞膜が破壊される時期は
分からなかった．エンドサイトーシスは，細菌が真菌細
胞に取り込まれるメカニズムの例として知られている
(Cossart & Sansonetti, 2004)．しかし，TEMで多くの
切片を観察したにもかかわらず，エンドサイトーシスの
関与を示す画像は得られなかった．青枯病菌の厚膜胞子
への侵入メカニズムを解明するためには，より細かい時
間間隔での顕微鏡観察と，F. oxysporumの青枯病菌の寄
生に対する応答を調べることが重要である．

Kellerらの研究グループにより，青枯病菌の真菌寄生
に関する新たな論文が報告された(Venkatesh et al., 
2022)．彼女らは，本研究とは異なるアプローチを用い
て，ラルストニン Aによる厚膜胞子誘導の重要性が示
された．さらに，いくつかのグラム陰性細菌が青枯病菌
細胞の「ヒッチハイカー」として作用し，異なる宿主
Aspergillus flavusの厚膜胞子に侵入することを報告した．
また，この現象は青枯病菌細胞の存在がなくともラル
ストニン Aを処理するだけで誘発されることを示した．
これは，我々の実験結果と矛盾している．本研究では，
E. coliは野生型青枯病菌細胞との同時接種によっても F. 
oxysporumに感染することができなかった．さらに，QSま
たは関連遺伝子が欠損した青枯病菌細胞は，F. oxysporum
の厚膜胞子に侵入する能力を失っており，ラルストニン
単独の添加では回復しなかった．おそらく，宿主の違い
(F. oxysporum vs. A. flavus)が大きな影響を及ぼしてい
ると考えられた．また，M. rhizoxinica–R. microsporus
系で確認されたように，青枯病菌細胞表面成分(例えば
LPS)が F. oxysporumによる認識に関与している可能性
もある(Leone et al., 2010)．ただし，このメカニズム
は現在不明であり，さらなる研究が必要である．
青枯病菌が菌に寄生することで得られる利点は何であ
ろうか？青枯病菌株は，適切な植物宿主がいない状態で

も土壌中で生存し続ける必要がある．トマト畑の土壌に
青枯病菌細胞が存在しても，感染可能なトマト植物が近
くにない状況が考えられる．真菌はより普遍的に存在す
るため，真菌への内寄生は青枯病菌株の生存戦略として
有効かもしれない．真菌の菌糸を通じて宿主植物に到達
できる可能性もある．また，Kellerらの研究グループが
報告したように(Venkatesh et al., 2022)，真菌宿主へ
の内寄生は青枯病菌細胞に環境ストレス耐性を付与する
可能性がある．当然，ストレス耐性の獲得は，この内寄
生の重要な側面であると考えられる．しかし，青枯病菌
細胞が F. oxysporum細胞を殺すまで栄養を同化する場
合，菌内でのこのような寄生は土壌での生存戦略である
可能性がある．この関係は宿主の種類によって異なるの
かもしれない．
病害防除の観点からは，青枯病菌細胞の土壌内での行
動をさらに理解し，適切な防除方法を提案する必要があ
る．青枯病菌の寄生と他の生物との共生関係など，未知
の相互作用が複数存在し，そのうちの一部は宿主を殺
し，一部は宿主を生存させる可能性がある．phc QSシ
ステムは青枯病菌の植物病原性および真菌寄生の行動を
制御している．したがって，phc QSシステムは植物病
害防除における魅力的な制御標的となる可能性がある．
化学物質や微生物でQSシステムを制御できれば，細菌
性萎凋病の発症を予防し，宿主植物の回復も達成できる
かもしれない．私たちは，QS阻害剤を既に取得してお
り(Yoshihara et al., 2020)，今後これらの物質がこの内
寄生行動に与える影響を詳細に検討する予定である．
結論として，青枯病菌が F. oxysporumにQS依存性で
寄生することを確認した．我々は，ラルストニンが F. 

oxysporumの厚膜胞子誘導因子として重要であることを
確認しただけでなく，厚膜胞子への侵入過程において
phc QSシステムが EPS Iの生産とバイオフィルム形成
を巧妙に調節していることも確認した．青枯病菌の感染
は，F. oxysporumの厚膜胞子を殺し栄養を獲得する手段
である可能性が高い．その結果として，青枯病菌の F. 

oxysporum内での自由な移動が可能になると考えられ
る．青枯病菌は，私たちが想像するよりも巧妙にフィー
ルド条件に適応進化した植物病原細菌である．

要　　約

青枯病菌は，植物の細菌性萎凋病の病原体として知ら
れているが，多くの真菌種の厚膜胞子を誘導し，その胞
子を通じて真菌内部に侵入できる．青枯病菌が産生する
リポペプチドであるラルストニンは，この厚膜胞子誘導
物質であり，この侵入に不可欠である．本研究では，細
菌の細胞間コミュニケーションであるQSが，青枯病菌
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が F. oxysporumに侵入する際に重要であることを見出し
た．QSシグナル合成酵素の欠失変異株である∆phcBは，
ラルストニン産生と厚膜胞子の形成能力を失った．その
結果として，内寄生の能力が失われた．QSシグナルで
ある 3-OH MAMEは，これらの障害を回復させた．一
方，外因性のラルストニンは F. oxysporumの厚膜胞子を
誘導したものの，寄生能を回復させなかった．遺伝子欠
損と相補実験により，EPS Iの産生が，この寄生に不可
欠であることが明らかになった．青枯病菌細胞は F. 

oxysporumの菌糸に付着し，厚膜胞子を誘導する前にバ
イオフィルムを形成した．このバイオフィルム形成は，
EPS I欠損変異株またはラルストニン欠損変異株では観
察されなかった．顕微鏡観察により，青枯病菌感染は厚
膜胞子の死を引き起こした．すなわち，我々は青枯病菌
のQSシステムがこの致死的な寄生に重要であることを
見出し，QSシステムによって調節される要因のうち，
ラルストニン，EPS Iおよびバイオフィルムが重要因子
であることを明らかにした．
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緒　　言

生態系における窒素循環では，微生物による無機窒素
化合物の酸化・還元反応が大きな役割を担っている．そ
の反応は，アンモニアから窒素ガス，硝酸への酸化と，
硝酸から窒素ガス，アンモニアへの還元反応で構成され
る．これまでに，窒素循環反応に関わる微生物が多く見
つかり，その反応を担う酵素や遺伝子が同定されてき
た．しかし，嫌気的にアンモニアを酸化する微生物に関
する知見は限られている(Oren, 2015)．

1970年代に熱力学的考察からいくつかの嫌気性アン
モニア酸化微生物の存在が予測されていた(Broda, 
1977; Olson, 1970)．1990年代に亜硝酸を酸化剤とする
アナモックス(anaerobic ammonium oxidation)反応が
発見され(Strous et al., 1999)，廃水処理技術に革新を
もたらしたが，その微生物は増殖が遅く難培養で未だ純

粋培養されていない．2001年以降，廃水処理槽から硫
酸依存的な嫌気性アンモニア除去反応(sulfammox)が
報告されるようになったが(Fdz-Polanco et al., 2001)，
未だ，その微生物はもとより反応経路についても全く不
明のままである．
本研究では，アンモニア依存的に嫌気的に生育する細
菌を探索し，その代謝反応を遺伝学的・生化学的に特徴
づけることを目指した．

実験方法

培地
アンモニア(15 mM)を含む以下の無機培地(ammonium 

medium)をブチルゴム栓付き試験管に調製し，気相は
N2:CO2=4:1もしくは H2:CO2=4:1，Ar:CO2=4:1と
した．硝酸培地(nitrate medium)ではNH4Clの代わ
りに 0.83 g NaNO3を添加した．光照射培養には，白熱
灯および 700 nm以下をカットするロングパスフィル
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ターを用いて連続照射した(約 600 J s−1 m−2)．
培地組成 (L–1): 1 g NH4Cl, 2.12 g Na2SO4, 0.75 g KH2PO4, 
0.78 g K2HPO4, 4.2 g sodium bicarbonate, 5 mL basal salt 
solution*, 1 mL vitamin mixture**.
*basal salt solution (L–1): 1.1 g FeSO4·7H2O, 24.3 g MgSO4· 
7H2O, 0.111 g MnSO4·4H2O, 23.0 g NaCl, 2.94 g CaCl2· 
2H2O, 0.029 g ZnSO4·7H2O, 0.025 g CuSO4·5H2O, 0.031 g 
H3BO3, 0.024 g Na2MoO4·5H2O, 0.029 g Co(NO3)2·6H2O, 
0.02 g NiCl2·6H2O, 4.53 g trisodium EDTA.
** vitamin mixture (100 mL–1): 0.005 g biotin, 0.05 g folic 
acid, 0.05 pyridoxine HCl, 0.1 g thiamine HCl, 0.1 g nico-
tinic acid, 0.05 g calcium pantothenate, 0.001 g vitamin B12, 
0.05 g p-aminobenzoic acid.
生育はOD(660 nm)または遠心回収した細胞画分の全
タンパク質量で評価した(Kawai et al., 2019)．

代謝物の測定
アンモニアは比色定量試薬ラボアッセイアンモニア

(Fujifilm Wako)を用いて定量した．硫化物イオンの定
量にはメチレンブルー法を用いた(Cline, 1969)．ヒド
ロキシルアミンは Frear & Burellの比色定量法を用いた
(Frear & Burell, 1955)．硝酸イオン，亜硝酸イオンは
陰イオンクロマトグラフィーで定量した(suppressed 
anion-exchange chromatography system, Shimadzu)
(Shimizu et al., 2018)．硫酸イオンは QuantiChrom 
Sulfate Assay Kit (BioAssays Systems)を用いて比色定
量した．N2Oの検出には熱伝導度型検出器付きガスクロ
マトグラフィーを用いた(Otaki et al., 2012)．また培養
試験管の気相成分はガスクロマトグラフ質量分析計
(GC-MS)を用いて分析した( Isobe et al., 2011)．

ゲノム解析
分離株の細胞から DNAを抽出・精製し，PacBio 

Sequel IIプラットホームを用いてゲノム配列を解析し
た．取得した高品質リードを Flye v2.9(Kolmogorov et 

al., 2019)を用いてアッセンブルし，得られたコンティ
グの完全性やコンタミネーションは CheckM v1.14.5
(Parks et al., 2015)で評価した．得られたゲノム配列
から得られた遺伝子はDFASTを用いてアノテーション
した(Tanizawa et al., 2018)．

RNA-Seq解析
増 殖 期 の 細 胞 か ら 全 RNAを 抽 出 し，riboPool

(siTOOLs)を用いて rRNA除去した．DNAライブラ
リーを作成後，DNB SEQ-G400を用いて塩基配列を取
得した．得られた高品質リードについて参照ゲノムに対
してマッピングした．

結　　果

集積培養系の確立
日本各地の高温土壌および温泉流水中に発達する微生
物マットを採取した．アンモニア培地に接種して 55 ℃
で培養したところ，いくつかの試料で生育が確認でき
た．鬼首温泉郷(宮城源)由来の試料から 10回以上の
継代培養後も安定に生育する集積培養系が得られた
(Fig. 1)．

Fig. 1   Growth of an enrichment culture at 55 °C in the 
ammonium medium under N2 :CO2 atmosphere 
in the light. Mean values of the three culture 
tubes are shown with standard deviations.

この集積培養系に対して，硫酸還元細菌の阻害剤とし
て知られるモリブデン酸(20 mM Na2MoO4)を添加し
て培養したところ，ODの上昇はみられなくなった．

硫酸還元菌の分離培養
集積培養系において硫酸還元反応が重要な働きを担っ
ていると考え，硫酸還元菌の分離培養を試みた．混釈法
によるシングルコロニーピックおよび限界希釈法により
分離株WSを得た(Fig. 2)．16S rRNA遺伝子塩基配列
の解析から，Thermodesulfomicrobium属と考えられ，既
知 分 離 株 Thermodesulfomicrobium thermophilum DSM 
16697と 99.2％の配列相同性を示した．

分離した硫酸還元細菌株の生育特性
分離株 Thermodesulfomicrobium sp. WS株のアンモニア
培地(気相 Ar:CO2=4:1)での生育の様子を Fig. 3に示
す．約一週間の培養で定常期に達した．ただし到達OD値
は低く，OD=0.04程度であった．アンモニアの代わりに
硝酸を添加した硝酸培地では，水素気相では生育が確認
できるが，アルゴン気相では生育が見られない．以上の結果
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は，アンモニア培地での生育において，アンモニアが窒
素源としてだけでなく，電子源として利用されていることを
示唆する．菌株保存機関から取り寄せたT. thermophilum 
DSM 16697では安定な生育は観察されなかった．
次に，生育に伴う代謝物動態を解析した．バイオマス
の指標として細胞タンパク質量を測定した．Fig. 4に示
すようにバイオマスの増加に伴いアンモニア濃度が減少
した(アンモニア消費量　約 2 mM)．また硫酸の消費
と硫化水素の生成が確認できた．
培養液および培養試験管の気相からアンモニア酸化物
の候補物質として各種無機窒素化合物の検出を試みた．可
溶性化合物(NH2OH，NO2

−，NO3
−)の生産は見られなかっ

た．また気相成分からN2Oの検出も無かった．15NH4Cl
を用いた培地から，GC-MS分析により，29N2，30N2の検

出を試みたが，これらの生産も確認できなかった．
そこで，一酸化窒素(NO)除去剤として知られる

2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethyl imidazoline-3-oxide-1-oxyl
(PTIO, 0.1 mM)を培地に添加した条件で生育を比較し
た．PTIO添加条件において，増殖速度，最終到達濁度
ともに上昇した(Fig. 5)．

Fig. 4   Changes in total cellular protein (protein, open 
circle) and the concentrations of ammonium 
(NH4

+, open square) and sulfur compounds (SO4
2−, 

closed circle; HS−, closed square) in the culture of 
strain WS grown in the ammonium medium. Mean 
values of the three culture tubes are shown with 
standard deviations.

Fig. 5   Effects of an NO scavenger on the growth of strain 
WS. Strain WS was cultivated in the ammonium 
medium under Ar :CO2 atmosphere in the presence 
and absence of a NO scavenger, 2-phenyl-4,4,5,5 - 
tetramethylimidazoline -3 -oxide1-1-oxyl (P TIO) 
(0.1 mM). Growth curves in the presence of PTIO 
are shown by a closed triangle, and curves in the 
absence of PTIO are shown by a closed circle. Mean 
values of the triplicate culture are shown with stan-
dard deviations.

Fig. 2   Phase-contrast microscopic image of strain WS. 
The bar represents 10 μm.

Fig. 3   Growth cur ves of strain WS. Closed square, 
ammonium medium under Ar :CO2 atmosphere; 
closed circle, nitrate medium under H2 :CO2 
atmosphere; open square, nitrate medium under 
Ar :CO2 atmosphere. Mean values of the three 
culture tubes are shown with standard deviations.
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分離した硫酸還元細菌株のゲノム特性
WS株のゲノム塩基配列を決定した(accession no. 

AP027130)．全長 2.4 Mbpで，2,185のタンパク質コー
ド遺伝子が検出された．無機窒素化合物の酸化や還元に
関わることが知られている遺伝子に相同な遺伝子をWS
株ゲノムに対して BLAST検索した．結果を Table 1に
まとめた．

Table 1   Exploration of genes related to inorganic nitrogen 
metabolisms in strain WS.

gene Amino acid 
seq. identity

Coverage Query*

Aerobic ammonium oxidation related

amo n.d. Nitrosomonas sp.

ANAMMOX related

hao n.d. Ca. Kuenenia sp.

hzs n.d. Ca. Kuenenia sp.

hdh n.d. Ca. Kuenenia sp.

hox n.d. Ca. Kuenenia sp.

Denitrification related

nirS n.d. Ca. Kuenenia sp.

nirK n.d. Ca. Kuenenia sp.

norR n.d. Nitrosomonas sp.

Dinitrogen fixation related

nifH 65.9％ 100％ Thermodesulfovibrio sp.

nifD 38.0％ 95.8％ Thermodesulfovibrio sp.

nifK 41.0％ 89.7％ Thermodesulfovibrio sp.

vnfH 61.8％ 92.9％ Rhodopseudomonas sp.

vnfK n.d. Azotobacter sp.

vnfG 32.5％ 89.2％ Azotobacter sp.

anfH 64.4％ 100％ Rhodopseudomonas sp.

anfD n.d. Azotobacter sp.

anfK 33.1％ 96.5％ Rhodopseudomonas sp.

anfG n.d. Azotobacter sp.

n.d., no homologous gene was detected.
*used as the query for BLAST search.

これまで好気性アンモニア酸化細菌で見つかっていたア
ンモニア酸化酵素遺伝子や，アナモックス細菌から見つ
かっていた遺伝子に相同な遺伝子は見つからなかった．
また一酸化窒素の生成・消費に関わる脱窒関連遺伝子
nirや norも検出されなかった．一方，nifHDKなど窒素
固定関連遺伝子が検出され，窒素固定能を有することが
示唆された．

Chloroflexus属酸素非発生型光合成細菌の生育評価
Fig. 1に示した集積培養系の生育は，暗所で大きく制

限された(data not shown)．培養液の顕微鏡観察から
糸状体細胞が多数見られ，また培養液の吸収スペクトル
からバクテリオクロロフィルに相当する吸収ピークが検
出されたことから，好熱性の糸状性酸素非発生型光合成
細菌として広く知られる Chloroflexus属細菌の存在が考
えられた．そこで既報に従い(Morohoshi et al., 2015)，
集積培養系から嫌気光従属栄養条件で分離培養したとこ
ろ，Chloroflexus属細菌 2株(strain A, strain B)が得ら
れた．研究室保有の Chloroflexus属分離株 7株とともに
アンモニア培地での生育を評価した(Fig. 6)．株によっ
て生育に違いが見られ，なかでも長野県温泉由来の
Chloroflexus sp. D株は安定に生育し，他に比べて高い増
殖能を示した．

酸素非発生型光合成細菌D株の生育特性
D株をアンモニア培地でさらに馴養し培養した時の

ODの変化とアンモニア濃度の変化を Fig. 7に示す(気
相N2:CO2=4:1)．3週間以上の時間をかけてゆっくり
と生育し，OD値は約 0.4に達した．この間，約 5 mM
のアンモニア濃度の減少が見られた．このアンモニア消
費量は気相をH2:CO2=4:1にして培養した時に比べ顕
著に大きい．
また，D株細胞を集菌しアンモニア培地に懸濁して，
培養時と同様の嫌気・光条件(気相N2ガス)のもと，
細胞分裂しないと考えられる短時間(1日)インキュ
ベートして，アンモニア濃度を定量した．NaHCO3非添
加条件ではアンモニア減少が検出されないのに対し，
NaHCO3添加条件で 1 mMのアンモニア減少が確認され
た．このことはアンモニアが炭酸固定のための電子源に
なっている可能性を支持する．
前述したWS株と同様にして，培養液および培養試
験管の気相からアンモニア酸化物の候補物質として各
種無機窒素化合物の検出を試みたが，NH2OH，NO2

−，
NO3

−，N2O，N2のいずれも検出できなかった．一酸化
窒素(NO)除去剤である 2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethyl 
imidazoline-3-oxide-1-oxyl(PTIO, 0.1 mM)の添加効果
を調べたところ，PTIO添加条件において，培養開始か
ら約3週間経ったあたりから，増殖速度の上昇が見られ，
最終到達濁度もOD=0.8と高くなった(data not shown)．

酸素非発生型光合成細菌D株のゲノム特性
D株のゲノム情報を解析した．総塩基数 4.5 Mbpで，

3,757のタンパク質コード遺伝子が検出された．前述の
硫酸還元細菌WS株と同様に，アンモニア酸化や一酸化
窒素生成に注目して無機窒素化合物の酸化・還元に関連
する遺伝子を検索したが，特徴的な遺伝子は認められな
かった．

春　田　　　伸

－ 38 －



酸素非発生型光合成細菌D株の転写プロファイル
Chloroflexus属細菌には，水素および硫化水素を電子
源とした光合成独立栄養生育能が知られている(Kawai 
et al., 2019; Kanno et al., 2019)．そこで電子源として水
素または硫化水素を添加した条件とアンモニア生育条件
における転写プロファイルを比較した．各条件において
増殖期の細胞を回収し，RNAを抽出した．アンモニア
生育条件で転写量が多かった遺伝子(Transcripts per 
million [TPM]>1,000)は 201検出された．そのなかで
水素や硫化水素添加条件では TPM値が 1,000未満と低
く，アンモニア生育条件で特徴的に転写されていると考
えられたのは 80遺伝子あった．アンモニア生育条件で
の TPM値が他条件の TPM値に比べて 10倍以上高かっ
た遺伝子に注目すると，水素生育条件に対して 24遺伝
子，硫化水素生育条件に対しては 27遺伝子が検出され
た．これら遺伝子には，リジンの生合成など窒素同化に

Fig. 7   Changes in OD and the ammonium concentration in the 
culture of Chloroflexus sp. strain D grown at 55 °C in the 
ammonium medium in the light under N2 :CO2 atmo-
sphere. Mean values of the three culture tubes are shown 
with standard deviations.

Fig. 6   Growth curve of nine isolates (strains A～I) in the genus Chlorof lexus at 55 °C in the 
ammonium medium under N2 :CO2 atmosphere in the light. Strains A and B were isolated 
from the enrichment culture in this study.
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関わるものに加え，鉄-硫黄クラスターを有する機能未
同定のタンパク質(509 aa)をコードしている遺伝子が
見られた．その遺伝子の下流に見つかった遺伝子の転写
量も高く，機能未知(hypothetical protein, 272 aa)で
あるが，ドメイン構造から電子伝達鎖に関連するタンパ
ク質であると推定された．

考　　察

本研究では，硫酸還元細菌(Thermodesulfomicrobium 
sp.)および酸素非発生型光合成細菌(Chloroflexus sp.)
にアンモニア依存的な嫌気生育を見出した．ただし，い
ずれの細菌からもアンモニア酸化物として推定される
NH2OH，N2，N2O，NO2

−，NO3
−は検出されず，一方で，

一酸化窒素除去剤によって生育促進を受けることが示さ
れた．生成する一酸化窒素は反応性が高く，培養液成分
または細胞構成成分によって速やかに消失している可能性
がある．光合成細菌の場合，一部の一酸化窒素はカロテノ
イド類の色素によって除去されているのではないだろうか．
硫酸還元細菌によるアンモニア酸化反応は，
8NH4

++5SO4
2−→ 8NO+5HS−+12H2O+3H+

と推定される．Fig. 4に示すように硫酸(SO4
2−)の消費

量(5.4 mM)に対して，硫化水素(HS−)の生成量は
小さく(3.7 mM)，硫化水素が生成する一酸化窒素
(NO)と反応していることが考えられる．ただし，ア
ンモニア酸化と硫酸還元の酸化還元バランスは完全には
説明できず，アンモニア酸化物は一酸化窒素以外にもあ
ると考えられ，さらなる検討が必要である．
アンモニアから一酸化窒素に酸化する経路は知られて
いないが，Chloroflexus sp. D株から見つかった鉄 -硫黄
クラスター含有酵素が関与している可能性がある．本酵
素遺伝子は，他の Chloroflexus属細菌株からも見つかる．
しかし，Thermodesulfomicrobium sp. WS株のゲノムか
らは相同な遺伝子は見られず，これら二種細菌では酸化
酵素や経路が異なるのかも知れない．
これら細菌によるアンモニア依存的生育は，15 mM
という比較的高濃度のアンモニアを含む培養条件で検出
された．未発見のアンモニア酸化酵素のアンモニアに対
する基質親和性が低い可能性がある．またこれら細菌が
見つかる陸上温泉環境では多種類の窒素固定細菌が検出
されており(Nishihara et al., 2019)，それらが局所的な
アンモニアの供給源になっている可能性が考えられる．

要　　約

本研究では，陸上温泉から分離した硫酸還元細菌
(Thermodesulfomicrobium sp.)および酸素非発生型光合

成細菌(Chloroflexus sp.)に見出したアンモニア依存的
な嫌気生育について，遺伝学的・生理学的に解析した．
生理学的解析から，これらの分離株において，アンモニ
アが窒素源としてだけでなく電子源として利用されてい
ると考えられたが，アンモニアの酸化物を同定するには
至らなかった．ゲノム情報の解析からは，アンモニアの
酸化反応に関わる既知の遺伝子は見出されず，新規の酵
素・反応があると考えられた．Chloroflexus属細菌の転
写解析から，これまで未同定であった酸化還元酵素がア
ンモニア生育条件で働いている可能性が示唆された．
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緒　　言

酸素発生型の光合成生物であるシアノバクテリア，藻
類，および陸上植物は，太陽光を利用し，有機物を生産
する一次生産を担い，水中や陸上における生命活動を支
えている．真核光合成生物である藻類と陸上植物は，細
胞内共生により原始的なシアノバクテリアを取り込んで
葉緑体を獲得した(Delwiche, 1999)．さらに複数の二
次または三次細胞内共生イベントにより，多様な真核藻
類が生じた．例えば，紅色進化系統の二次共生藻類は紅
藻類に由来する葉緑体を獲得しており，現代の海洋で優
占する珪藻類やハプト藻類などの重要な海洋生物群を含
む(Croce & van Amerongen, 2020)．これらの藻類は，

一次生産の約半分を占める水圏の光合成を担っている
(Field et al., 1998)．
葉緑体のチラコイド膜では，2種類の光化学系(PS)，

PSIIと PSIがシトクロム(Cytochrome: Cyt)b6 fを介
して直列に連結されて，光合成の光エネルギー変換反応
を行う．PSIIから Cyt b6 fにはチラコイド膜内のプラス
トキノンが電子を受け渡し，Cyt b6 fから PSIへは陸上
植物や緑藻ではプラストシアニンが電子を運ぶ．ただ
し，紅色進化系統藻類の珪藻ではCyt c6,，およびラスト
シアニンが Cyt b6 fから PSIへ電子を受け渡している
(Groussman et al., 2015)．PSIから送り出された電子は，
フェレドキシンを介して様々な反応に還元力を供給す
る．その最も代表的なものが一連の炭酸固定反応，すな
わちカルビン・ベンソン・バッシャム(CBB)回路で
ある．
効率的な光の捕集を可能にするため，光合成生物は

ゲノム情報とゲノム編集を用いた実用藻類ツノケイソウの 
光エネルギー変換効率の最大化
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2種類の光化学系の周辺に光捕集アンテナを持ってい
る．真核光合成生物において，これらのアンテナは光捕
集色素を保持するタンパク質複合体であり，光エネル
ギーは励起エネルギー移動を通じて光化学系に伝達され
る(Croce & van Amerongen, 2020)．紅藻類は，PSII
のストロマ側に表在性の光捕集アンテナ複合体である
フィコビリソームを持ち，PSIの周囲に膜貫通型の光捕
集色素タンパク質複合体(Light-harvesting complex; 
LHC)を持っている(Marquardt & Rhiel, 1997; Pi et al., 
2018; Wolfe et al., 1994; You et al., 2023). LHCには様々
な種類のクロロフィルとカロテノイドが光捕集色素とし
て結合しており，紅藻類と緑藻類，陸上植物，紅色進化
系統二次共生藻類，緑色進化系統二次共生藻類，および
渦鞭毛藻類において光捕集アンテナとして機能している
(Büchel, 2015; Koziol et al., 2007)．
紅藻類の LHCはクロロフィル aとカロテノイドとし

てゼアキサンチンを含むが，紅色進化系統二次共生藻類
のほとんどの LHCはクロロフィル aと cを含み，カロ
テノイドは分類群によって異なり，LHCはその結合す
るカロテノイドにちなんで命名されている(Büchel, 
2015)．例えば，珪藻類とハプト藻類は，それらの LHC
の主要なカロテノイドとしてフコキサンチンまたは 19′-
ヘキサノイルオキシフコキサンチンを含むため，それ
らの LHCはフコキサンチン・クロロフィル a/c結合タ
ンパク質(FCP)と呼ばれる．紅色進化系統二次共生
藻類の中で，珪藻類は PSIと PSIIの両方の周辺アンテ
ナとして FCPを利用している(Nagao et al., 2019, 2020, 
2022; Wang et al., 2019; Xu et al., 2020)．
珪藻は LHC(FCP)を光環境に応じて制御すること
で，効率的な光捕集とともに過剰に吸収した光による励
起エネルギーを抑える光防御を行っている．珪藻の
LHCファミリーの中でも Lhcxサブファミリーは，非光
化学的消光(Non-photochemical quenching: NPQ)に
よって過剰な励起エネルギーを熱放散することで，光化
学系の強光防御に働いていることが，不等毛藻類に属す
る珪藻や真正眼点藻類で調べられている(Bailleul et al., 
2010; Buck et al., 2019; Giovagnetti et al., 2022; Park et al., 
2019)．NPQはメカニズムによって誘導時間と名称が
異なる．珪藻の NPQは主に qE(Energy-dependent 
quenching)と呼ばれるものであり，光化学反応で生成
したチラコイド膜内外のプロトン濃度勾配 ΔpHに依存
し た NPQ で あ る(Goss & Lepetit, 2015; Lavaud & 
Kroth, 2006)．Lhcxは，緑藻において qEに欠かせない
働きをする Lhcsrファミリーのホモログにあたるが，陸
上植物で qEの誘導に必要な PsbSは珪藻には存在しな
い(Koziol et al., 2007)．Lhcxと Lhcsrの類似性はよく
知られているが，遺伝子発現調節機構の違いも報告され

ている(Allorent, et al., 2016; Im, et al., 2024; Petroutsos, 
et al., 2016; Tokutsu, et al., 2019a, 2019b; H. Zhang, et al., 
2024)．Lhcx/Lhcsrの進化的な起源については，LHC
サブファミリーの網羅的な分子系統解析が不十分であっ
たため，これまでほとんど議論されてこなかった．また，
モデル珪藻では，複数の Lhcx遺伝子が冗長的に働く．
そのため，ほぼ完全な Lhcx欠損株は作成されておらず
(Buck et al., 2019; Giovagnetti et al., 2022)，NPQを大き
く欠損した状態での生理的応答や励起エネルギー伝達の
変化は調べられてこなかった．
本研究では，我々がゲノム情報を明らかにし，PSII–

FCPII(Nagao et al., 2019, 2022; Wang et al., 2019)，お
よび PSI–FCPI(Nagao, et al., 2020; Xu et al., 2020)の
立体構造の解明にも貢献したツノケイソウ Chaetoceros 

gracilisを利用して，ゲノム編集を利用した LHC/FCP
の機能解析により，珪藻の光エネルギー変換効率の向上
が可能であるかを検討した．ツノケイソウC. gracilisは，
二枚貝の養殖の餌料として利用されるなど，漁業資源と
して広く利用されている実用微細藻類であり，油脂など
の生産能も高いことから有用物質生産のプラットフォー
ムとしても期待されている微細藻類である(Tokushima 
et al., 2016)．本稿では，ツノケイソウの最も主要な
Lhcx分子種である CgLhcx1の機能欠損変異体を
CRISPR/Cas9のゲノム編集により作成し，その励起エ
ネルギー移動や強光防御メカニズムを明らかにして，光
エネルギー変換効率の向上につなげた事例を紹介する．

実験方法

様々な光合成真核生物の系統における LHCの系統解析
LHCの 配 列 は，Kumazawa & Ifuku, 2024に 従 い，

Phycocosmと EukProtデータベースに含まれるゲノム
およびトランスクリプトームから収集した．LHCタン
パク質配列は，CD-HIT(Fu et al., 2012)により冗長な
配列を除去し，mafft-einsi v7.525でアラインメントを行
い，手動でキュレーションを行った(Katoh & Standley, 
2013)．得られたデータセットは再度アラインメントを
行い，アライメントされていないサイトを除去するため
にClipKit v2.3.0の smart-gapモードでトリミングを行っ
た(Steenwyk et al., 2020)．分子系統樹は，ModelFinder
により選択されたQ.pfam+I+R7モデルを用いて IQ-TREE 
v2.3.6で推定し(Kalyaanamoorthy et al., 2017; Minh et 

al., 2020, 2021)，iTOL v6で 可 視 化 し た(Letunic & 
Bork, 2024)．超高速ブートストラップ近似(UFBoot)
と SH-aLRTサポート(％)テストをそれぞれ 1000回反
復で実施した(Guindon et al., 2010; Hoang et al., 2018)．
aBayesサポートテストも実施した(Anisimova et al., 
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2011)．系統樹における LHCサブファミリーのアノテー
ションは，我々の以前の研究(Kumazawa et al., 2022; 
Kumazawa & Ifuku, 2024)に基づき，InkScapeソフト
ウェアを用いて系統樹として描画した．

珪藻の培養
海洋性中心目珪藻 Chaetoceros gracilis(strain UTEX 

LB 2658))をすべての分析に使用した．前培養は，ダ
イゴ人工海水(塩谷MS)に 1×ダイゴ IMK培地(塩谷
MS) と 0.2 mmol L−1 Na2SiO3を 添 加 し た IMK培 地
20 mLを 100 mLエーレンマイヤーフラスコに入れ，植
藻後は，20 ℃，約 30 µmol photons m−2 s−1の蛍光灯を用
いた連続光下，100 rpmで旋回振とうしながら行った．
7日間または 3日間の培養は，藻類培養装置(MC-1000, 
Photon System Instruments)を用いて，70 mLの IMK
培地中，25 ℃，30 µmol photons m−2 s−1(弱光)または
300 µmol photons m−2 s−1(強光)の温白色 LEDを用いた
連続光下で，大気または 3％(v/v)二酸化炭素を含む
空気を連続通気しながら行った．

ゲノム編集ベクターの構築
Cas9ヌクレアーゼ(hCas9)の配列は，hCas9ベク
ター(Addgene, #41815)から PCRで増幅した．PCR
産物にはBamHIと PstI認識配列を付加し，当該制限酵
素の処理で直鎖化した pCgNRpベクターにクローニン
グした．得られたベクター pCgNRphCas9をツノケイソ
ウ野生株の形質転換に用いた．
ガイド RNA(gRNA)の発現ベクター pCgNRpble-Lhcx1- 

RGRの構築は，以下の通りに行った．まず，PAM配列
(NGG)を含む 20 merの Lhcx1遺伝子標的配列GTTGC 
TATGCTTGCCGTTATTGG(太字は PAM配列を示す)
を選定した．この配列の前後に自己プロセシング型リボ
ザイムを連結させ，II型の RNAポリメラーゼで転写さ
れるプロモーターを介して成熟 gRNAを発現させた
(Gao & Zhao, 2014; Zhang et al., 2017)．gRNAとリボ
ザイムを含むDNA断片の PCR増幅には，以下の 3つの
プライマーを用いた : Lhcx1-RGR-F1: GACGAAACGAG 
TAAGCTCGTCGTTGCTATGCTTGCCGTTATGT T T 
TAGAGCTAGAAATAGCAAG(太字は PAM配列を除く
gRNAターゲット認識用の 20 mer配列を示す)，Lhcx1-
RGR-F2: GTCAGGATCCAGCAACCTGATGAGTCCGT 
GAGGACGAAACGAGTAAGCTCGTC(下線は BamHI
制限酵素サイトを示す)，および PstI-RGR-Rv: ATAT 
CTGCAGGTCCCAT TCGCCATGCCGA AGC(下線は
PstI制限酵素サイトを示す)．最初の断片(199 bp)を，
Lhcx1-RGR-F1と PstI-RGR-Rvプライマーを用いて
pRS316 -RGR-GFP(Addgene, #51056)を鋳型として

PCRで増幅した．次に 2番目の断片(231 bp)を，最初
の精製 PCR産物から Lhcx1-RGR-F2と PstI-RGR-Rvプラ
イマーを用いて PCRで増幅した．精製した 2番目の産物
をBamHIと PstIで制限酵素処理し，同じ制限酵素で処
理した pCgNRpbleベクターにクローニングした．得られ
たプラスミドを pCgNRpble-Lhcx1-RGRと名付け，hCas9
を発現するホスト株(hC9_5株)の形質転換に用いた．

珪藻の形質転換
我々が開発した，Super electroporator NEPA21 Type-II

(ネッパジーン)を用いた多重パルスエレクトロポレー
ション法による形質転換法を用いた( Ifuku et al., 2015; 
Ifuku & Yan, 2020; Miyahara et al., 2013)．C. gracilisへの
hCas9遺伝子の形質転換は，DraIIIと SapIで直鎖化した
pCgNRphCas9ベクターを用いた．目的遺伝子が導入さ
れたコロニーを抗生物質ノルセオスリシン 400 µg mL−1

(clonNAT; Hans Knoell Institute)を含む IMKプレート
上で選抜した．導入した hCas9遺伝子の有無をコロニー
PCRにより確認した．最終的にゲノム編集に用いるhCas9
株(hC9_5株)は，抗 Cas9抗体(Clonetech)を用い
たイムノブロッティングによって選抜した．
次に Lhcx1遺伝子への変異導入のため，直鎖化した

pCgNRpble-Lhcx1-RGRを，エレクトロポレーションによって
hC9_5株に導入した．事前に上記ベクターをHindIIIで
直鎖化し，エタノール沈殿により 850–1000 ng µL−1に濃
縮した．直鎖化ベクターの量は 1回のエレクトロポレー
ションあたり 5 µgとした．目的遺伝子が導入されたコロ
ニーを抗生物質ゼオシン100 µg mL−1( InvivoGen)を含む
IMKプレート上で選抜した．変異導入は，Lhcx1_seq_FW
プライマー : AGAGACTGTAAGGATTCGGAと Lhcx1_
seq_RV: プライマーGAAGGAAGATCCCTCTACCTを
用いた PCRで増幅した産物を，サンガーシーケンスす
ることにより確認した．

イムノブロッティング
珪藻細胞を回収し，62.5 mM Tris–HCl(pH 6.8)，

2.5％ラウリル硫酸ナトリウム(SDS)，10％(w/v)グ
リセロール，2.5％(v/v)2-メルカプトエタノールおよ
び微量のブロモフェノールブルー(BPB)を含むサン
プルバッファーで可溶化した．可溶化は 98 ℃で 6分間，
続いて室温で 30分間インキュベートし，その後遠心分
離を行った．タンパク質濃度を 30 μg/20 μLに調整し，
30 μgのタンパク質を SDS-PAGE(分離ゲル 8％，濃縮
ゲル 3％)で分離した．タンパク質を Immobilon-P 
PVDFメンブレン(Millipore)に転写し，2000倍希釈
の抗Cas9ポリクローナル抗体(Clonetech)でインキュ
ベートした．Lhcx1を検出する際には，2 μgのタンパ
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ク質を SDS-PAGE(分離ゲル 15％，濃縮ゲル 4.5％)
で分離した．抗 Lhcx1ペプチド抗体はスカシガイヘモ
シアニンをキャリアタンパク質として合成ペプチド
“KEEYAPGDLRFDPFGLMP”で免疫したウサギ血清
である．電気泳動後のゲルは転写緩衝液(25 mM Tris, 
192 mM glycine, 20％(v/v)methanol, 0.05％ SDS)で
脱塩，平衡化した．その後，ゲルからタンパク質を
Immobilon-P PVDFメンブレン(Millipore)に転写し，
5000倍希釈の抗 Lhcx1抗体でインキュベートした．目
的タンパク質は，HRPを結合した 2次抗体と Amersham 
ECL Prime Western Blotting Detection Reagent(Cytiva)
を用いて ChemiDoc Touch Imaging System(Bio-Rad)
により検出した．

PAM蛍光測定
クロロフィル蛍光分析は，AquaPen AP-100または

AP-110(Photon System Instruments)を用いて，300 µmol 
photons m−2 s−1の 450または 455 nm(青色)の作用光を
用い，NPQ2プロトコル(200秒の明期と 390秒の暗回
復，明期最初の飽和パルス光は光照射開始 10秒後)に
より行った．測定パルス光の強度を 10％に，飽和パル
ス光の強度を 30％(900 µmol photons m−2 s−1に相当)に
設定した．使用した珪藻細胞は測定前に 10分間，暗順
応させた．

HPLC色素分析
設定した条件で 3日間培養した藻体を 1,500×gで 5分

間遠心分離して回収し，上清を除去した．藻体を直ちに
液体窒素で凍結し，抽出まで−80 ℃で保存した．凍結藻
体を 100％アセトン(Wako)を用い，氷水中で 6分間
の超音波処理(Bransonic, 出力 110 W)により抽出した．
その後，サンプルを 4 ℃で 10,000 ×gで 5分間遠心分離
した．得られた上清を 0.45 nmの親水性 PTFEフィル
ター(Hawach Scientific)でろ過し，HPLC分析に供し
た．HPLC分 析 は Zapata et al.(2000)と Nagao et al. 
(2020)に基づいて行った．色素組の分離には，Inertsil 
C8逆相カラム( 250×4.6 mm, 5 µm particle size , GL 
Sciences)を装着したHPLCシステムを用い，フォトダ
イオードアレイ検出器により分離した色素を検出した．
カラムオーブンの温度は 40 ℃，サンプル注入量は各分
析で 20 μLとした．溶媒 A(メタノール:アセトニトリ
ル:0.25 Mピリジン=50:25:25(v:v:v))を初期溶
媒とし，溶媒B(メタノール:アセトニトリル:アセト
ン=20:60:20(v:v:v))を以下の線形グラジエント
法により段階的に加え，色素をカラムから溶出した: 
0 –30分:溶媒B 0 –40％；30 –32分:溶媒B 40 – 95％；
32–38分:溶媒 B 95％；38–40分:溶媒 B 95 –100％；

40–60分:溶媒B 100％．流速は0.9 mL min−1に設定した．
溶液 Aに含まれる 0.25 mol L−1のピリジンは，酢酸を用
いて pH 5.0に調製した．クロロフィル a，フコキサンチ
ン，ジアジノキサンチン，ジアトキサンチンの標準色素
はDHI社(Denmark)から購入し，検量線を作成した．

77K定常状態蛍光スペクトル
測定用の細胞を 25 ℃で 300 μmol photons m−2 s−1の強光

下で 3日間培養した．サンプルを IMK培地で希釈し，
10 μg Chl a+c/150 μLに調整した．Chl濃度は 90％アセ
トンで抽出して測定した( Jeffrey & Humphrey, 1975)．
希釈したサンプルを暗所または 300 μmol photons m−2 s−1

の強光で 30分間処理し，直ちに液体窒素で凍結した．
全細胞の低温定常蛍光放射スペクトルを，PMU-130液
体窒素冷却ユニットを備えた JASCO FP-8500を用いて，
459 nm励起により 77Kで測定した．スペクトルは 5回
の連続測定を 2.5 nmのサンプリングピッチで統合した．
スペクトルは PSIIの CP47ピーク(693–695 nm)で規
格 化 し た(Andrizhiyevskaya et al., 2005; Nagao et al., 
2010)．

PSIIアンテナサイズの測定
25 ℃で 300 μmol photons m−2 s−1の強光下で 3日間培養
した野生型(WT)および 3つの lhcx1変異体( lhcx1-7，
lhcx1-15，lhcx1-234)のクロロフィル蛍光の誘導曲線を，
10分の暗順応の後，40 μM DCMU存在下で Fluorometer 
FL 3500(Photon System Instruments)を利用して測定
した(Nedbal et al., 1999)．培養は 2つの独立したバッ
チで培養した．測定において，Flash intensityは 50％に，
Flash durationは 100 μsに設定した．相対的アンテナサイ
ズは，最大蛍光強度に対する最初の 1 μs間の蛍光立ち上
がりの初期傾きを測定することで決定した．各株につい
て 4回の反復測定を行った．データ解析には R統計ソフ
トウェア(R version 4.4.0)を使用し，tidyverse，readr，
lme4，emmeans，ggplot2パッケージを利用した．バッ
チ特有の変動を考慮するため，アンテナサイズの値は各
バッチ内のWT平均値で正規化した．正規化されたデー
タに対して，線形混合モデル(LMM)を適用した．推
定周辺平均を計算し，Tukey法による多重比較を実施し
た．統計的有意性の閾値は adjusted p<0.05とした．

ツノケイソウのチラコイド膜調製
25 ℃，300 µmol photons m−2 s−1の強光で培養した野生
株を 1,200×g, 20 ℃で 5分間遠心し，細胞を回収したのち，
人工海水に再懸濁し，洗浄し，再度遠心した．上清を除
き，1 mLの人工海水に再懸濁し，1.5 mLマイクロチュー
ブに移したのち，21,500×g, 4 ℃で 5分間遠心し，沈澱を
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得た．1 mL細胞破砕バッファー(20 mM tricine-KOH
(pH 7.6)，0.4 M sorbitol, 10％(w/v)polyethylene glycol 

6000, 10 mM ethylenediaminetetraacetate(EDTA))に再
懸濁し，0.5 gの 0.1 mm径ガラスビーズと攪拌し，10秒
間ビーズビーター(Mini Bead-Beater, BioSpec)で処理
した．その後氷中でよく冷やし，合計で 3回破砕を繰り
返した．上清を 21,500×g, 4 ℃で 5分間遠心し，沈澱を得
た．その沈澱を1 mL洗浄バッファー(20 mM tricine-KOH
(pH 7.6), 0.4 M sorbitol, 5 mM MgCl2, 2.5 mM EDTA)
で再懸濁し，50×g, 4 ℃で 5分間遠心した．上部と下部
の夾雑物を取らないようにチラコイド膜を含む部分を取
り，21,500×g, 4 ℃で 5分間遠心し，チラコイド膜の沈澱
を得た．沈澱を可溶化バッファー(50 mM imidazole-HCl 
(pH 7.0 at 4 ℃)，20％ (v/v)glycerol)に再懸濁し，一
部を取り，クロロフィルa及び cの濃度を測定した( Jeffrey 
& Humphrey, 1975)．チラコイド膜は可溶化バッファー
で，Chl a+cを 1 μg μL−1に調製した．

2D-CN/SDS-PAGE
Clear native (CN)-PAGEに用いた 4–13％グラジエン

トゲルは既存の手法に従って作成した( Järvi et al., 
2011; Kameo et al., 2021)．ただし，3×ゲルバッファー
に 75 mM imidazole-HCl(pH 7.0 at 4 ℃)，アクリルアミ
ドは 40％(w/v)アクリルアミド /ビス混合液(37.5:1)
(ナカライテスク)を利用した．Anodeバッファーに

25 mM imidazole-HCl(pH 7.0 at 4 ℃)，Cathode バッ
ファーに 50 mM tricine, 7.5 mM imidazoleを利用した．
チラコイド膜は可溶化バッファーで，Chl a+ c及び Chl 
a+bを1 μg μL−1に調製し，再懸濁した．等量の2％(w/v)
dodecyl-α-D-maltoside(α-DM, Anatrace)を加え，可
溶化し，2分氷上に置いたのち，21,500×g, 2分遠心し，
未可溶化残渣を除いた．上清を半量の 2％(w/v)
amphipol A8-35(Anatrace)と混合し，Chl 5 μg/15 μL
ずつウェルにアプライした．myPowerII 300(アトー)
を利用して 40 Vまたは 1 mAのいずれかを上限とする設
定で，ミニゲル 2枚を同時に 660分間，4 ℃で泳動した．
CN-PAGEゲルは 50％(v/v)グリセロールに氷上で浸
し，ゲルストリップに切断し，50％(v/v)グリセロー
ル中で−80 ℃で用事まで保存した．
常温でゲルストラップを変性バッファー(1％ SDS, 

50 mM dithiothreitol) 30分間浸し可溶化し，濃縮ゲル
(pH 6.8)，分離ゲル(14％アクリルアミド(37.5:1), 

6 M Urea, pH 8.6)のゲルにアプライし，電気泳動緩衝
液(192 mM Tris, 25 mM glycine, 0.1％ SDS)を用いて
電気泳動した．250 Vまたは 100 mAのいずれかを上限値
とした設定で泳動を開始し，色素がマーカーウェルの底
まで到達したところで一旦止め，Precision Dual Color 

Standards (BioRad)をマーカーウェルにアプライした．
その後，250 V，または 50 mAのいずれかを上限値とし
た設定で泳動を再開し，色素がゲルの下端に達するまで
70–90分間電気泳動した．泳動後に，Immunoblottingに
利用しないゲルは，Oriole fluorescent gel stain (BioRad)
で 100分間蛍光染色し，蒸留水で洗浄したのちChemiDoc 
Touch Imaging System(Bio-Rad)により蛍光シグナル
を検出した．

結　　果

ツノケイソウ Chaetoceros gracilisのゲノム情報と遺伝子
発現解析
珪藻は全般的に弱光適応生物であり，光化学系の周囲
に多数の LHCタンパク質からなる集光装置を有する．大
きな集光装置は海洋での生育光環境に適応した結果だと
考えられるが，人工的な培養系では光エネルギーの変換
効率を下げる要因となる．また，珪藻は過剰な光に対す
る保護機構である非光化学的消光(Non-photochemical 
quenching: NPQ)を強く誘導するが，強すぎるNPQも
光エネルギーの損失の要因となる．本研究では，ゲノム
編集により，環境応答能と高い増殖性を維持したまま，
適切に光合成の集光装置(LHC)の量(数)を縮小する，
あるいは，NPQ抑制することを目指した．
ゲノム解析の結果，ツノケイソウには LHCが 46分子

種あり，Lhcr, Lhcz, Lhcq, Lhcf, Lhcx, CgLhcf9の 6つの
サブファミリーに分類できた(Kumazawa et al., 2022)．
そのうち，19個の LHC分子種は PSIの周囲に(Nagao 
et al., 2019, 2022; Wang et al., 2019)，7個は PSIIの周囲
に結合していた(Fig. 1)．残った 20個の LHC分子種に
ついては，チラコイド膜中で遊離した形で存在するか，
特定の環境でのみ発現する分子種であると考えられる．
本研究では，それらの機能解析を，様々な環境条件下に
おける網羅的な遺伝子発現解析によって標的を絞り込ん
で進めた．本項ではそれらの成果の中から，NPQを行
う LHCサブファミリーである Lhcxに属する Lhcx1に
着目した結果を報告する．

Lhcx/Lhcsrサブファミリーに関する分子系統解析
非光化学的消光(Non-photochemical quenching: 

NPQ)を行う LHCサブファミリーである珪藻 Lhcx，
および，緑藻 Lhcsrサブファミリーの起源を明らかにす
るために，紅藻及び緑藻，クリプト藻，珪藻の LHCの
網羅的な分子系統解析を行った．Lhcxと Lhcsrは単系
統のクレードを形成し，ブートストラップ値(100％)
を示した．ツノケイソウ Chaetoceros gracilis Lhcx1–3は
いずれも典型的な Lhcxのクレードに位置した．また，
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Lhcxと Lhcsrのクレードは珪藻の Lhcq，CgLhcr9 
homolog，Lhcfサブファミリーと共に単系統を示し，そ
の単系統性は高いブートストラップ値(100％)で支持
された．そのクレード中で最も基部には Lhcqが存在し
ており，Lhcx/Lhcsrのクレードは内部に位置していた．
一方で，Lhcx/Lhcsrクレードは Lhca/Lhcbクレードと
は単系統を示さなかった．また，一次共生色素体を有す
る紅藻と緑藻で光捕集を担う LHCである紅藻の Lhcrと
Lhca及び Lhcbサブファミリーは単系統を示さず，両者
の間にはクリプト藻 Lhcr及び珪藻 Lhcr，クリプト藻及
び珪藻 Lhczの他，紅色進化系統の他のサブファミリー
が存在した．以上の結果は，Lhcx/Lhcsrが紅色進化系
統藻類に起源を持つことを強く示唆した(論文投稿中)．

lhcx1欠損ゲノム編集株の作製
ツノケイソウの有する典型的な 3遺伝子の CgLhcx1–3
のうち，ChaetoBase (https://chaetoceros.nibb.ac.jp/)
によると CgLhcx1の転写レベルの発現量が最も高かった
(Kumazawa et al., 2022)．そこで，ツノケイソウの Lhcx1
欠損変異体を CRISPR/Cas9システムを利用して作製し
た．CRISPR/Cas9システムでゲノム編集を行うには，
Cas9タンパク質とガイド RNA(gRNA)を細胞内で発
現させる必要がある．gRNAを発現させるために，多く
の場合，目的生物の内在性のU6プロモーターが利用さ
れるが，我々はmRNAの発現に利用される Pol IIプロ
モーター下で誘導的に成熟した gRNAを細胞内に発現
させることを考え，リボザイム(Ribozyme)を利用する
手法を用いた(Gao & Zhao, 2014; T. Zhang et al., 2017)．
すなわち，gRNAの 5' 末端と 3' 末端のそれぞれに，3' 末
端に自己切断活性を持つハンマーヘッドリボザイムと，

5' 末端に自己切断活性を有するHDVリボザイムを結合
させた Ribozyme-gRNA-Ribozyme(RGR)コンストラ
クトを利用した．
まず，安定した Cas9タンパク質を発現するホスト株
の作成のために，ノルセオスリシン耐性遺伝子(nat)
を有するベクターの硝酸還元酵素プロモーター下に
hCas9遺伝子を導入し，エレクトロポレーションを利用
した形質転換を行った (Fig. 2, 上段)．抗生物質耐性選
抜で得られたコロニーについて，完全なCas9タンパク
質の発現とその蓄積量をイムノブロットで確認した．そ
のうち最もCas9タンパク質蓄積量が多かった hC9_5株
について，野生株と同様の細胞形態と増殖特性を有する
ことを確認し，これをゲノム編集ホスト株とした．
次に，Lhcx1を標的とした gRNA配列 20 merを有する

形質転換ベクターとして，pCgNRpble-Lhcx1-RGRを作成
した．このコンストラクトでは RGR-gRNAカセットは
硝酸還元酵素プロモーター支配下にあり，硝酸誘導的に
高発現する．EcoRIとHindIIIで二重制限酵素処理した
pCgNRpLhcx1_RGRを 5 μg使用して，hCas9_5株にエ
レクトロポレーションで形質転換した(Fig. 2, 下段)．
その結果，252コロニーを獲得し，その内 23コロニー
の標的部位を PCRで増幅し，配列を確認すると 13コロ
ニーで配列の変異が確認された．標的配列の編集が確認
された株のうち，lhcx1-7，15，234株を以降の解析で利
用した．サンガーシークエンスで Lhcx1領域の塩基配列
を確認すると，lhcx1-7，15，234株において複数の異な
る変異型が同一株に混在していた．そのため，抗 Lhcx1
抗体を利用したイムノブロットにより，これらの株の
Lhcx1タンパク質蓄積量を調べた．lhcx1-7及び lhcx1-15
株はほとんどLhcx1タンパク質の蓄積が認められなかっ

Fig. 1  �Cryo-EM structures of PSII-FCPII and PSI-FCPI supercomplexes in the diatom Chaetoceros gracilis.
The models of the complexes (PDB ID: 7VD5 and 6LY5) were visualized using Open-Source PyMOL v2.5.0 
(https://www.pymol.org/).

伊　福　健太郎

－ 48 －



た．一方で，lhcx1-234は野生株と比較して Lhcx1の蓄
積量を減少させていたものの完全な欠損ではなかった．

lhcx1変異株の光合成特性
野生株と lhcx1-7，15，234株を弱光(LL)30 μmol 

photons m−2 s−1及び強光(HL)300 μmol photons m−2 s−1

で 7日間の通気培養を行った．増殖は野生株とゲノム編
集株で大きな差異は見られなかった．野生株と lhcx1の
光合成特性を調べるために，弱光及び強光培養した細胞
を用いてクロロフィル蛍光測定を行った．その結果，
lhcx1-7，15，234は光化学系 IIの過剰な励起エネルギー
の熱放散指標であるNPQを弱光と強光のいずれの条件
でもほとんど誘導できなかった(Fig. 3a, b)．興味深い
ことに，光化学系 IIの実効量子収率である Y(II)(また
はQy)は，強光で 7日間培養した細胞において，lhcx1
のいずれの株でも野生株に対して高い値を示した(Fig. 3d, 
論文投稿中，特許出願済)．このことは lhcx1変異株に
おいて，NPQで散逸されなかった光エネルギーの一部
が , PSIIの光化学反応に使われたことを示唆していた．

細胞の全吸収スペクトルと色素組成の変化
細胞の全吸収スペクトルを測定すると，弱光で培養し
た細胞で野生株と lhcx1変異体で顕著な差異は見られな
かった一方で，強光で培養した細胞では lhcx1変異体が
野生株と比較して，400 –500 nmの領域で大きな吸収を
示した(論文投稿中 , data not shown)．この領域はカロ
テノイドの吸収領域であるため，カロテノイド含量を調
べるためにHPLCを利用した色素定量を行った．カロテ
ノイド量は全吸収スペクトルがクロロフィル aのピーク
で正規化していたため，クロロフィル a量あたりで定量
した．珪藻のキサントフィルサイクルの主要な色素であ
るDiadinoxanthin(Ddx)とDiatoxanthin(Dtx)では
いずれも弱光条件では野生株と lhcx1変異体で有意な蓄
積量の差は見られなかった(Fig. 4a, b)．一方，強光条
件において野生株は弱光条件下より多くのDtxの蓄積
した．さらに変異株では，同条件の野生株に対して有意
に多くのDtxを蓄積していた．Ddxに関しては，野生
株と変異体のいずれもが強光条件で弱光条件より多くの
蓄積を示したが，変異体の野生株に対した有意な蓄積量

Fig. 2  �Experimental flow of creating Lhcx1-deficient mutants by genome editing.
The lhc knockout mutants were created through genome editing using our CRISPR-Cas9 system. To systematically 
generate the lhc mutant, we developed a host strain that expresses Cas9 nuclease under the control of an inducible 
nitrate reductase (NR) promoter and also introduced gRNA to target the mutation. With this two-step process, 
mutants can be produced efficiently. Immunoblotting with anti-Lhcx1 antibody shows that several knockout and 
knockdown lhcx1 mutant lines were successfully created.
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Fig. 3   Chlorophyll fluorescence analysis of C. gracilis wild-type and lhcx1 mutant strains cultured with air 
bubbling under low light (LL) and high light (HL).
(a, b) Non-photochemical quenching (NPQ) of LL and HL grown cultures. (c, d) Quantum yield of photosystem 
II, Y(II), of LL and HL grown cultures. The values indicated by black circles connected with black lines repre-
sent those of the wild-type strain. The values indicated by gray triangles, squares, and diamonds with gray lines 
represent those of the lhcx1 mutant strains (No. 7, 15, and 234, respectively).

Fig. 4  �Pigment analysis of low light (LL) and high light (HL) grown diatom cultures.
(a) Diadinoxanthin (Ddx) content. (b) Diatoxanthin (Dtx) content. (c) Fucoxanthin (Fx) content. (d) De-ep-
oxidation state (DEPS =[Dtx]/([Dtx]+[Ddx])). Data are presented as mean±standard deviation (n=3).
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の増加は，No. 15株を除いて見られなかった．ツノケイ
ソウの FCPで主要なカロテノイドであるフコキサンチ
ンは各光条件下で，強光条件のNo. 15株を除き，野生株
と変異体で有意な差は見られなかった(Fig. 4c)．強光
条件のNo. 15株は，同条件の野生株に対して僅かに少
ないフコキサンチン量を示した．DtxとDdxの蓄積量か
らキサントフィルサイクルの指標である脱エポキシ化率
(de-epoxidation state: DEPS=[Dtx]/（[Dtx]+[Ddx]))
を計算した(Fig. 4d)．弱光では野生株と変異体で有意
な差はなかった．強光では野生株は弱光条件と比較して
高いDEPS(0.34)を示した．変異体は同条件の野生株
より有意に高いDEPS(0.47–0.52)を示した．以上の
結果は，lhcx1変異体ではNPQを誘導できない一方で，
カロテノイド合成などの別の強光順化機構が活性化して
いることを示唆していた．

定常低温蛍光スペクトルとクロロフィル蛍光誘導による
集光能力の評価
強光で培養した野生株と lhcx1を暗所処理及び強光処
理をそれぞれ 30分行ったのち，速やかに液体窒素で凍
結させ，低温蛍光スペクトルを測定した(Kumazawa et 

al. 2025，data not shown)．低温定常蛍光スペクトルは，
光化学系と集光性色素タンパク質の励起エネルギー分配
を表す．励起光の波長は 459 nmとし，これは珪藻の周
辺アンテナ FCPに結合しているクロロフィル cやフコ
キサンチンを効率的に励起する波長である．ツノケイソ
ウの低温定常蛍光スペクトルは，光化学系 IIのCP43と
CP47に由来する二つのピークを持つことが特徴である．
これらのピークはそれぞれ 686 nmと 694 nm付近に見ら
れる．強光で培養した細胞のいずれも，CP47のピーク
で正規化したスペクトルで，野生株と比較して変異体は
より高い CP43のピークを示した．また，遊離の FCP
の蛍光であるとされる 680 nm付近の蛍光強度は弱光の
lhcx1変異体で野生株と比較して大きかった．これらは，
周辺アンテナ FCPから CP43を介したエネルギー移動
が暗所において増加していることを示していた．すなわ
ち，暗所においては野生株と lhcx1で PSIIの有効アンテ
ナサイズが異なると考えられた．クロロフィル蛍光の誘
導曲線の測定により，強光で培養した細胞の暗順応後の
アンテナサイズを評価したところ，lhcx1はいずれの株で
も野生株と比較して有意に小さな PSIIの有効アンテナ
サイズを有することが認められた．これらの結果から，
NPQが欠損した状態では集光装置が縮小し，強光下での
光エネルギーの利用効率が向上していると考えられた．

チラコイド膜中における Lhcx1の相互作用
Lhcxのチラコイド膜における局在を明らかにするため

に，Native-PAGEとそれに続く二次元 SDS-PAGE，そして
抗 Lhcx1抗体を用いたイムノブロット解析を行った(論
文投稿中，data not shown)．従来の Clear Native (CN）- 
PAGEでは C2S2M2（Core2–S-tetramer2–M-tetramer2）型
の PSII–LHCIIを分離することが困難であったため
(Nagao et al., 2012)，可溶化したタンパク質の安定性を
向上させる Amphipol A8-35 (Anatrace, USA)を負電荷
を与える界面活性剤として利用した改良型CN-PAGEを
採用した(Kameo et al., 2021)．その結果，高分子側のバ
ンドと，低分子型のややブロードな褐色のバンドが認め
られた．このCN-PAGEゲルストリップを用いて二次元
目の SDS-PAGEをし，複合体に含まれるサブユニットを
分離した結果，バンドパターンから高分子側のバンドに
はC2S2M2型の PSII-LHCII複合体が含まれ，低分子側の
バンドには遊離した LHCが含まれると考えられた．Lhcx1
の位置を同定するために，特異的抗体を用いたイムノブ
ロット解析を行った．その結果，Lhcx1のシグナルは，
チラコイド膜中で PSII複合体から遊離した LHCである
L-dimer(FCP-B/C)と共移動することが示唆された．

高CO2環境で lhcx1変異体は高い光合成活性を示す
通常の大気通気条件で強光に順化することでより高い

PSIIの実効量子収率を示した lhcx1変異体は，光合成電
子伝達鎖の下流の電子シンク能を 3％の二酸化炭素添加
によって向上させることで，さらに PSII実効量子収率
が向上するか調べた．まず，二酸化炭素通気で培養して
も，lhcx1は光強度を問わず，NPQをほとんど示さな
かった．PSII実効量子収率 Y(II)(Qy)は，大気通気で
差が見られなかった弱光においても二酸化炭素通気で培
養することで，lhcx1で上昇した(Fig. 5a)．光照射下の
Y(II)は，照射開始初期においては時間経過とともに上
昇し，2分程度で一定の値となっており，炭酸同化経路
の活性化によるものだと考えられる．さらに強光におい
ても，明確な Y(II)の上昇が見られた(Fig. 5b)．プラ
ストキノンの酸化還元状態を示す光化学的消光 qPは，
特に強光においては，lhcx1の qPが野生株と同等か，よ
り高い値を示した(Fig. 5c, d)．高い Y(II)に伴って電
子伝達の下流が活性化されて電子シンクとして機能する
ことで，プラストキノンプールが酸化的に保たれている
と考えられる．

考　　察

Lhcx/Lhcsrサブファミリーの起源
珪藻をはじめとした，不等毛藻やハプト藻などの紅色
進化系統二次共生藻類で非光化学的消光NPQを担う
Lhcxサブファミリーと，緑藻，ストレプト藻類及び蘚
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類でNPQを担う Lhcsrサブファミリーは，単系統を形
成することから，共通の祖先遺伝子を有するとされてき
た(Koziol et al., 2007)．Lhcx/Lhcsrサブファミリーは，
紅色進化系統由来であると示唆されているものの，他の
サブファミリーとの詳細な分子系統関係は，おそらく配
列情報の不足のために詳細に調べられてこなかった
(Dittami et al., 2010)．解析の結果，Lhcx/Lhcsrのクレー
ドは，珪藻 Lhcq，CgLhcr9 homolog，Lhcfサブファミ
リーと強い支持で共に単系統を示し，緑藻 Lhca/Lhcb
サブファミリーとは異なるクレードにあったことから，
明確に紅色進化系統藻類由来であると示された．中でも
Lhcx/Lhcsrのクレードは，CgLhcr9 homolog，Lhcfサ
ブファミリーと単系統を示したことから，Lhcxサブ
ファミリーは Lhcq，CgLhcr9 homolog，Lhcfサブファ
ミリーなどと共に不等毛藻で生じたと考えられる．ま
た，Lhcsrはコア緑藻とストレプト藻類の両方で保存さ
れていることから，現生緑色植物の最終共通祖先以前
に，不等毛藻もしくはハプト藻と推測される紅色進化系
統藻類から Lhcx/Lhcsrサブファミリーを水平伝播に
よって獲得したという可能性を支持した．

NPQを欠損する変異体における強光順化
ゲノム編集を利用して，ツノケイソウで最も高発現し
ている Lhcx1を欠損した lhcx1株は，NPQをほとんど誘
導せず，強光順化させることで野生株より高い PSII実
効量子収率を示した．一般的に陸上植物のNPQの変異
体では強光順化で PSIIの電子伝達活性は低下，すなわ
ち PSIIの実効量子収率は低下するため，本研究のNPQ
の変異体である lhcx1がより高い PSII実効量子収率を示
すのは特異であり，新規な発見である．lhcx1は強光順
化で暗順応させてもアンテナサイズが小さくなっている
ことから，PSIIコアあたりの励起エネルギーの獲得が
減少することが，より高い PSII実効量子収率に寄与し
ていると考えられる．また，二酸化炭素の付加によって，
弱光条件によっても PSII実効量子収率は上昇したこと
から，電子伝達鎖下流の炭素固定能の上昇も PSII実効
量子収率の向上に寄与したと言える．この下流の電子シ
ンクの拡大は強光条件でもより強く起こっていたと考え
られ，陸上植物とは異なる珪藻特有の強光順化機構の存
在が示唆される．

lhcx1では野生株と比較して色素組成においても強光

Fig. 5  �Chlorophyll fluorescence analysis of C. gracilis wild-type and lhcx1 mutant strains cultured with 3% CO2 
bubbling under low light (LL) and high light (HL).
(a, b) Quantum yield of photosystem II, Y(II), of LL and HL grown cultures. (c, d) The coefficient of photochemical 

quenching (qP) of LL and HL grown cultures. The values indicated by black circles connected with black lines represent 
those of the wild-type strain. The values indicated by gray triangles, squares, and diamonds with gray lines represent 
those of the lhcx1 mutant strains (No. 7, 15, and 234, respectively).
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順化が見られた．細胞数あたりのクロロフィル量は
lhcx1で減少し，クロロフィルあたりの Fx量は変化しな
かった一方で，DtxやDdxのキサントフィル量は増加
していた．DtxとDdxから計算される脱エポキシ化率
(DEPS)も強光の lhcx1で上昇していたことから，色素
組成の観点からも強光での順化応答は促進されている．
一般に野生株の珪藻ではDtxの量はNPQの強度と非常
に良い相関を持つ(Lavaud & Lepetit, 2013)．しかし，
lhcx1株は，Dtx量は増加しているもののNPQの誘導は
ほとんど見られないことから，Dtxの量はNPQの相関
には Lhcxの存在が前提であると言える．ただし，増加
したキサントフィルが FCPにアセンブルされているの
かは本研究では明らかにできておらず，今後，生化学的
に FCPを分離し色素分析することや，FCPを含む超複
合体の高解像度の構造解析を行う必要がある．

珪藻のNPQ生成の分子機構について
珪藻 Lhcxのチラコイド膜における局在と相互作用は
長年議論されてきた．これまで Lhcxは Phaeodactylum 

tricornutumの Lhcx1/Lhcx2が PSIに結合しているとい
う報告(Grouneva et al., 2011)がある以外は，遊離の
FCPやバルクの FCP中に検出されてきた(Grouneva et 

al., 2011; Lepetit et al., 2010)．また，CN-PAGEに続い
た SDS-PAGEでも Thalassiosira pseudonanaの Lhcx1は
遊離の単量体として検出されていた(Zhou et al., 
2024)．本研究では，より膜タンパク質の安定性を高め
る界面活性剤である Amphipol A8-35を利用することで，
これまでの CN-PAGEでは困難であった珪藻 C2S2M2 
PSII–FCPIIを保った分離が可能となった．この条件下
では，CgLhcf12/CgLhcf2(FCP-B/C)からなる二量体

(L-dimer)はブロードなバンドを形成し，このバンド
は CgLhcx1と共移動していた．これらから，CgLhcx1
は FCP L-dimerと相互作用することが示唆された．こ
の結果は，Lhcx1を介した光エネルギーの散逸が周辺ア
ンテナで起こること示唆する我々の時間分解蛍光解析の
結果とも一致する(論文投稿中)．海洋の紅色進化系統
藻類における光合成最適化機構の一端が解明できたと考
えている．

要　　約

本研究では，海洋性珪藻であるツノケイソウC. gracilis
の集光タンパク質 LHC/FCPの機能解明を進めた．その
中で Lhcx1は，ゲノム編集で欠損させるとツノケイソ
ウの非光化学的消光NPQの誘導能がほぼ完全に消失し
た．NPQの欠損した lhcx1株はツノケイソウの有する各
種の強光防御システムを誘導することで順化し，野生株
と比べて高い PSII活性を示した．PSII活性の上昇は二
酸化炭素の付加によっても lhcx1で誘導されることから，
上流の光捕集系の変化とともに電子伝達鎖の下流の電子
シンクの順化もツノケイソウの強光順化において重要な
役割を果たしていることが明らかになった(Fig. 6)．こ
の結果は，珪藻の光捕集能力をゲノム編集で人為的に操
作することで光合成の光エネルギー変換効率の向上が可
能であることを初めて明らかにした例である．海洋性珪
藻類であるツノケイソウは，変動の激しい海洋環境に適
応するため，複数の光防御メカニズムを進化させてきた
と考えられる．本研究では，これらの防御システムが相
互に関連し，環境変化に応じて柔軟に制御されている可
能性を示唆した．

Fig. 6  �Schematic diagram of strong light stress response in wild-type and lhcx1 mutant strains. 
See text for details.
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緒　　言

脱窒細菌は，自然界や排水処理施設などの工学システ
ムにおいて，無酸素条件下で窒素酸化物を不活性な窒素
ガスに変換する脱窒反応を担う．脱窒は，酸化数 +5の
硝酸イオンから，亜硝酸イオン，一酸化窒素，亜酸化窒
素（N2O)を経て窒素ガスに至る段階的な還元反応と
して進行し，それぞれの反応は異なる酵素によって触媒
される．この一連の反応は，微生物による窒素循環にお
いて，反応性窒素である窒素酸化物を不活性な窒素ガス
に変換する極めて重要な生物学的プロセスである．一

方，中間生成物であるN2Oは，CO2の 273倍の地球温
暖化係数を有する温室効果ガスであると同時に（ IPCC, 
2022)，フロンに代わる 21世紀最悪のオゾン層破壊物質
としても知られている（Ravishankara et al., 2009)．従っ
て，少なくとも排水処理などの人為的な脱窒プロセスに
おいては，脱窒菌が極力N2Oを排出しないような状況
を実現する必要がある．
微生物学的な観点で言うと，脱窒反応は脱窒細菌が呼
吸を通してエネルギーを獲得するための手段である．ほ
とんどの脱窒細菌は通性嫌気性であり，好気条件では，
より多くのエネルギーが得られるように酸素を電子受容
体として優先的に利用する．一方，好気条件から無酸素
条件に遷移する際，電子受容体を窒素酸化物に切り替え
ることにより，酸化還元電位が大きく変動しても円滑に
エネルギーを獲得できる．しかし，酸化還元電位の変動

脱窒細菌の Bet-Hedging 戦略は N2O 排出削減に寄与するか？： 
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に対して柔軟に対応するためには，脱窒細菌は好気条件
においても将来的に必要になる遺伝子を発現させておく
必要がある．言い換えれば，好気条件においてもコスト
を負担しながら，来るべき無酸素環境に対しての準備を
していることになる．
このように，環境変化に備えて必要な遺伝子を発現さ
せておく戦略を細菌の両駆け（Bet-hedging)機構と呼
び，脱窒細菌である Paracoccus denitrificansにおいてそ
の存在が初めて報告されている（Lycus et al., 2018)．P. 

denitrificansは，好気条件においても本来は無酸素条件で
機能を発現するN2O還元酵素をコードする nosZを活発
に発現させ，嫌気条件に移行した際に迅速にN2Oを利用
できるように準備を整えている．このようなBet-hedging
機構が P. denitrificansのような限られた脱窒細菌のみが
保有するものか，普遍的に脱窒細菌が保有するかは明ら
かになっていない．また既往の研究は，回分条件，すな
わち，基質濃度や環境条件が変動する非定常条件で行わ
れているため，Bet-hedgingがN2O生成・消費に及ぼす
影響は体系的に評価されていない．さらに，脱窒細菌が
もつこのようなBet-hedging機構といった進化生物学的
な生存戦略が，温室効果ガスであるN2Oの削減に寄与
できるかも定かでない．
そこで本研究は，精密な環境制御が可能なケモスタッ
ト型のバイオリアクターを用い，定常条件で脱窒細菌の
窒素酸化物の呼吸に関与する遺伝子の発現パターンを解
析し，Bet-hedging戦略の特性を明らかにすることを目
的とした．さらに，酸素暴露後にN2O消費活性がどの
ように回復するかを検証し，Bet-hedging戦略がN2Oの
削減に寄与する可能性を考察した．

実験方法

培地と前培養
酢酸ナトリウムを有機炭素源とする RB1培地（1 Lあ

たり，CH3COONa 400 mg, KH2PO4 200 mg, NaCl 13.2 mg, 
MgSO4·7H 2O 16.4 mg, KCl 26.8 mg, NH4Cl 230 mg, 
NaHCO3 376 mg, Trace element 1 mL（組成はMiyahara 
et al., 2010を参照))を Azospira sp. strain I13株の培地
として用いた．前培養は 200 mL容の三角フラスコに入
れた 100 mLの RB1培地で行い，30 ℃で 1日間好気に
120 rpmで振盪培養した．

ケモスタット装置の概要と制御方法
Fig. 1に示す容積 2 Lの卓上型ジャーファーメンター

（MAO-3型 , 株式会社 サンキ精機 , 大阪)に 2 Lの RB1
培地を入れ，I13株の前培養液 10 mLを植菌して 30 ℃で
90 rpmで攪拌して培養し，ポンプ（07528-30 Masterflex, 

Avantor, Radnor, PA)を用いて RB1培地を供給した．反
応容器にはDO電極（Model. FOM-1400, 株式会社オー
トマチックシステムリサーチ , 東京)および pH電極
（E-635-B225-DH, Broadley James, Bedford, UK)を装
着してオンラインモニタリングを行った．DO濃度は
1.0 L min-1で通気をオンオフすることにより（YP-40VC, 
安永エアポンプ株式会社 , 東京)所定の濃度に保った．
また，ケモスタット運転時は常に 90 rpmで攪拌を行っ
た．pHは 1 M HClもしくは 1 M NaOHを供給すること
よって 7.5に維持した．

遺伝子発現解析の手法
　DNA抽出

I13株のケモスタット培養液 10 mLからDNAを抽出し
た．抽出には FastDNA SPIN Kit for Soil（MP Biomedicals, 
Irvine, CA)を用い，メーカーのプロトコルに従った．
菌体破砕には FastPrep-24 Instrument（MP Biomedicals)
を使用し，speed 6.0で40秒間処理した．破砕には同キッ
ト付属の Lysing Matrix A tubeを使用し，ガーネットマ
トリックス（直径 0.56-0.7 mm)と，ジルコニウム球（直
径 6.35 mm)により細胞を破砕した．DNA濃度と純度は
NanoDrop 2000c分光光度計（Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA)で測定し，－30 ℃で保存した．
　RNA抽出
ケモスタットの反応容器内の細菌懸濁液を 40 mL採
取し，遠心分離（10000×g, 5分)して上澄みを除いた
後，RNAlater™ Stabilization Solution（ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA)を入れて 4 ℃で一晩冷蔵保存
した．その後 RNAlaterを捨て，FastRNA Pro Soil Direct 
Kit（MP Biomedicals, Irvine, CA)を用いた RNA抽出

Figure 1   The overview of the chemostat system used 
in this study

寺　田　昭　彦

－ 58 －



を行った．抽出には FastRNA Pro Soil Direct Kit（MP 
Biomedicals)を用い，メーカーのプロトコルに従った．
菌体破砕には FastPrep-24 Instrument（MP Biomedicals)
を使用し，speed 6.0で40秒間処理した．破砕には同キッ
ト付属の Lysing Matrix B tubeを使用し，直径 0.1 mmの
シリカビーズにより細胞を破砕した．得られた RNAの
濃度と純度を測定し，－30 ℃で保存した．
　逆転写反応
抽出したRNAは，SuperScript IV Reverse Transcriptase

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用いて
cDNAに逆転写した．反応はメーカーのプロトコルに従
い，42 ℃で 30分間実施し，その後 95 ℃で 3分間の熱処
理を行った．得られた cDNAは－30 ℃で保存した．
　定量 PCR（qPCR）
抽出したDNAと作製した cDNAに対し，定量 PCR

（ qPCR)により脱窒遺伝子の定量を行った．脱窒遺
伝子は，亜硝酸イオンの還元酵素をコードする nirS
（Throbäck et al., 2004)，N2O還元酵素をコードする

Clade II nosZ（Chee-Sanford et al., 2020)を対象とした．
PCRの条件や利用したプライマーに関しては，既往研究
（Oba et al., 2022)で記載された方法に準拠して実施し
た．qPCRの検量線には，各機能遺伝子を組み込んだプ
ラスミドDNAをあらかじめ作製し，2.0×108 copies μL -1

を 8連チューブに 10倍ずつ滅菌水を用いて希釈し，qPCR
を適用した．

Bet-Hedging機構の発現の有無は，qPCRにより測定
した各機能遺伝子の相対転写レベルにより評価した．相
対転写レベルは，各サンプリング時に抽出した RNAを
逆転写させて qPCRで定量した転写産物量（mRNAに
対応する cDNAのコピー数)を，同じ試料から抽出し
たゲノムDNAを鋳型に qPCRを行い，対象遺伝子のコ
ピー数（細胞数の指標)で割った細胞当たりの相対転写
活性（mRNAコピー数/ゲノムDNAコピー数)として
評価した．

微小呼吸活性測定
好気条件から無酸素条件に推移した際のN2O消費活
性の回復は Suenagaら（2018)の方法に準拠し微小呼
吸活性装置（Unisense, Aarhus, Denmark)により評価
した．すなわち，クラーク型DO微小電極（OX-MR, 
Unisense, Aarhus, Denmark) お よ び N2O微 小 電 極
（N2O-MR, Unisense, Aarhus, Denmark)を容積 10 mL
のH型をしたガラス容器（MR-Ch, Unisense, Aarhus, 
Denmark)に装着し，30±0.2 ℃に制御された水浴に浸
漬して，I13株の活性に基づいたDOとN2O濃度の変動
を追跡した．実験は 0.05×PBSに懸濁した 10 mLの I13
株を，あらかじめ曝気してDO濃度を飽和付近まで上昇

させ，これをガラス容器に満たし，DOとN2Oの微小電
極を挿入した．ガラス容器底部にある攪拌子を 600 rpm
で攪拌して 5分後，バブリングによってN2Oガスをを
飽和させた溶液（N2O濃度 : 30 mM)をシリンジで
20 μL採り，H型ガラス容器上部にあるシリンジポート
より注入した．5分後に 250 mMの酢酸ナトリウム溶液
25 μLをシリンジポートより同様に注入した（終濃度：
625 μM)．その後，攪拌子の回転数を 300 rpmまで減少
させた．N2Oが枯渇した後，飽和N2O溶液を再添加し，
I13株によるN2O消費を追跡する操作を数回繰り返した．

各種測定方法
培養液の濁度は 600 nmで測定した．溶存態の有機物
濃度は，I13株の培養液を遠心分離した上清を 0.2 μmの
フィルターでろ過し全有機体炭素計（TOC-L, Shimadzu, 
Kyoto, Japan)の不揮発性有機体炭素モードで測定した．
培養液 1.5 mLと 25%グルタルアルデヒド溶液 131 μLを

2.0 mLチューブ内で混合し，冷蔵庫で一晩固定化した．
固定後，フィルターろ過した PBS（1 Lの滅菌水に対し，
NaCl 8 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4⋅12H2O 3.63 g, KH2PO4 
0.24 g)を 20倍希釈した 0.05×PBSで菌体を洗浄し，
1.5 mLの 0.05×PBSに懸濁し，このうち 150 μLと 0.05 
×PBS 1.35 mLを混合した．この懸濁液 1.35 mLに 98%
エタノール 150 μLを混合し，氷冷した状態で 10 Wで 10
秒間超音波処理（VP-050, Taitec, Tokyo, Japan)により
菌体を分散させた．0.2 μmのメンブレンフィルター
（ Isopore, Merck Millipore, Germany)で懸濁液 0.5 mL
を透水して I13株の細胞をフィルター上で捕捉し，フィ
ルターろ過したトリス-酢酸 - EDTA緩衝液（TAE) （1 L
あたり，トリス塩基 4.84 g, 氷酢酸 1.14 m1, 0.5 M EDTA 
2 mL)で 3回ろ過した．細胞を捕捉させたフィルターを
乾燥させ，スライドガラスに移して DNA染色剤
（SYTO9, ThermoFisher, Waltham, MA)により細胞を
染色し，フィルター上の細菌細胞を蛍光顕微鏡（BZ-X, 
Keyence, Tokyo, Japan)で観察して細胞数を計数した．

結果および考察

Azospira sp. strain I13の濁度と細胞濃度の関係
I13株の細菌懸濁液のOD600と細胞数計数の相関，お

よびフィルター上に捕捉された細胞の顕微鏡像を Fig. 2
に示す．I13株の細胞は桿菌の形態を呈し，細菌数と
OD600には高い相関性があった（R2=0.995, Fig. 2a)．ま
た，OD600が高くなると細胞の凝集が見られる場合があ
るが，本試験で用いた細胞濃度の範囲であれば，I13株
の細胞は凝集することなく分散して存在することが確認
できた（Fig. 2b)．

脱窒細菌のBet-Hedging戦略はN2O排出削減に寄与するか？：進化生物学と環境工学の融合

－ 59 －



Azospira sp. strain I13の増殖パラメータの算出
ケモスタット装置に I13株を植菌して回分運転を行

い，TOC濃度とOD600を時系列で測定した．Fig. 2aに
示すOD600と細菌数の相関と，有機物を制限基質とした
Monod式に基づき，サンプリング間の比増殖速度の逆
数と有機物濃度の逆数をプロットして増殖パラメータ
を求めた（Fig. 3)．その結果，μmaxは 0.33 h-1（=7.9 d-1), 
KS =8.1 mg-Carbon L -1を得た．I13株の増殖特性の解析
は既往研究でも報告されており，無酸素（N2O)条件
で酢酸ナトリウムを基質とした場合には μmax =0.16 h-1

（=3.8 d-1)，酵母エキスを含む混合基質では μmax =0.26 h-1 
（=6.2 d-1)と報告されている（Suenaga et al., 2019)．

本研究で得られた好気条件下の μmaxはこれらの値と整
合し，妥当な範囲にあった．また，μmaxは，高いN2O
還元能を有する Pseudomonas stutzeri strain DCP-1と同
等であり（ 0.33 h -1)，Alicycliphilus denitrificans I51
（0.091- 0.18 h-1)やDechloromonas aromatica strain RCB
（0.18 h -1)より高い値となった（Suenaga et al., 2019; 
Yoon et al., 2016)．
既報では有機物として酵母エキスなどを用いていた
が，成分が不明確なので，本研究では排水処理系に豊富
に存在する酢酸塩を炭素源として検討した．純粋培養系
の脱窒細菌における有機物に関する半飽和定数の報告は
少なく，有機物およびN2Oを制限基質としてMonod式
に組み込んだ微生物反応モデルで用いられている値は
0.75 mg-Carbon L -1である（Schulthess & Gujer, 1996)．
I13株の μmaxは高い増殖速度を有する P. stutzeri strain 
DCP-1と同等であり，KSは既報のそれに比べて 10倍高
い値であり，この細菌は酢酸塩濃度が高い環境で優先し
て増殖する可能性を示唆するものである．このような酢
酸塩が高濃度の生態ニッチとしては，排水処理施設の曝
気槽や，嫌気性消化の脱離液処理槽などが想定される．
今回算出された増殖パラメータに限らず，排水処理施設
のN2O排出の正確な予測には，微生物の増殖パラメー
タの取得が必要とされており(例えば，Seshan et al. 
2024)，本研究の成果は排水処理施設におけるN2O排出
の予測に資する基礎データとなる．

増殖パラメータに基づく運転条件設定
本実験で得られた増殖パラメータを用い，Monod式
に基づくケモスタットの理論から，次式によりN2O還
元活性が最大となる希釈率Dmaxを算出した．

Figure 2   The relationship between Azospira sp. strain I13 cell density and optical density at 600 nm (OD600) (a) 
and the micrograph of suspended strain I13 cells (b).

Figure 3   Parameter estimation of the biokinetic 
parameters of Azospira sp. strain I13 
by the Lineweaver-Burk plot
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ただし S0はケモスタットに流入する有機物濃度
[mg-Carbon L -1]である．以上より，Dmax =0.24 h-1を得
た．ケモスタットにおいてDmaxでの運転は，ウォッシュ
アウトのリスクから推奨されないが，本研究では実験期
間が短く，N2O還元活性が高い条件でのBet-hedging戦
略の有無を検証するため，この希釈率で運転した．

段階的な無酸素条件への推移に対するAzospira sp. strain 
I13の遺伝子発現動態解析

I13株の Bet-hedgingに関して，①酸素枯渇に備え脱
窒遺伝子を発現させる，②その発現は，酸素濃度の減少
の度合いに依存しない，という 2つ仮説を立てた．これ
を検証するため，基質や酸素濃度を精密に制御できるケ
モスタット装置を用い，RB1培地による連続培養を行っ
た．②の検証では，好気から無酸素条件への移行に関し
て 2つのシナリオを設定した．シナリオ 1では酸素分圧
を 21%，15%，10%，5%，0%と段階的に減少させ，
シナリオ 2では酸素分圧を 21%から 0%に一気に切り替
えた．なお，シナリオ 1では，酸素が枯渇した直後に電
子受容体としてN2OとN2の混合ガス（0.02%/99.8%)
を実験終了まで（6時間)1.0 L min-1で連続通気した．
シナリオ 1において，N2O還元酵素をコードする

Clade II nosZは，nirSよりも高い相対転写活性を示した
（Fig. 4a, 4b)．nirSの発現量は段階的に酸素分圧を低下
させても大きな変化はなかったが，Clade II nosZの発現
量は酸素分圧の低下に伴い徐々に減少し，酸素が枯渇す
ると最小値となった．その後，N2Oを添加するとClade 
II nosZの発現が速やかに回復し，N2Oが Clade II nosZ
の発現を誘導することが確認された．
シナリオ 2では，DO濃度が高い段階から Clade II 

nosZの発現が観察され，酸素分圧を急激に 0%に切り替
えると，N2Oを添加しなくても Clade II nosZの発現が
急増した．一方，nirSの発現は，シナリオ 1と同様に大
きな変動を示さなかった．
本研究では，特に I13株の優れたN2O消費能力に着目
し，I13株のリスクヘッジ機構である Bet-hedgingの有
無やその特性に迫るため，2つの仮説の検証を実施した．
①の「Bet-hedgingを行って酸素枯渇に備え脱窒遺伝子
の発現を行う」という仮説の検証では，窒素酸化物が存
在せず，酸素のみが電子受容体として存在する条件でて
も，I13株は脱窒遺伝子を発現していた(Fig. 4a, 4b)．特
に Clade II nosZの発現が顕著であったことから仮説①
は支持された．一方，NO2

-還元酵素をコードする nirS

の発現は微弱で定量結果にはほとんど反映されなかっ
た．これにより I13株のBet-hedgingは主としてN2O還
元酵素において優先して起きることが示唆された．仮説
②の検証の結果，すべてのDOレベルでN2O還元酵素
をコードする Clade II nosZの発現が確認され，この仮
説は支持された(Fig. 4a, 4b)．さらに，酸素濃度を急激
に 0%に下げた際にはClade II nosZの発現が顕著に増加
し，酸化還元電位が急変する条件下で Bet hedgingが強
まる可能性が示唆された（Fig. 4b)．このような結果は，
好気条件と嫌気条件が繰り返される排水処理施設におい
ても I13株がN2O還元を行い，N2Oの排出削減に寄与し
得ることを示唆する．本研究ではClade II nosZの発現
を蛍光検出するための遺伝子組換え株を用い，細胞集団
内のBet-hedgingポピュレーションの可視化・定量も検
討したが，本報告書にまとめるには至らなかった．現時
点では細胞集団全体を平均的に扱って遺伝子発現を評価
しているが，今後は表現型の不均一性を解析し，細胞集

Figure 4   The effect of oxygen concentration in the 
chemostat system on the denitrifying gene 
expressions of Azospira sp. strain I13: 
(a) Scenario 1 (Oxygen partial pressure 

21%→15%→10%→5%→0%) and (b) 
Scenario 2 (Oxygen par t ial  pressure 
21%→0%). The experiment was conducted 
twice, and representative data is shown.
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団の中でのBet-hedging戦略を明らかにすることが課題
である．

無酸素条件への推移に対する Azospira sp. strain I13の
N2O消費活性の回復挙動解析
無酸素条件への推移に伴うN2O消費活性の回復を，微

小呼吸活性装置を用いた回分試験で評価した．（方法は
Zhou et al., 2021に準拠)．前培養した I13株（OD600 =0.1)
を，酢酸ナトリウムが含まれていない RB1培地で満た
した容積 10 mLのH型のチャンバーに接種し，DO濃度
が飽和に近い条件から試験を開始した．その後，50 mL
バイアルに蒸留水 25 mLを封入し，純N2Oガスを室温で
10分間バブリングさせてN2O溶解させ，N2O溶解水を
作製した（濃度 24 mM at 25 ℃)．N2O溶解水を 20 μL注
入後，250 mMの酢酸ナトリウムを 25 μL注入し，DOお
よび溶存N2O濃度を追跡した．比較対象としてAzospira 
sp. strain I09についても同様に評価した．

Fig. 5に示すように．I13株は有機物添加後にN2O濃
度が速やかに減少した（Fig. 5a)．一方，I09株では，DO
が残存している間はN2O濃度の減少は見られなかった
（Fig. 5b)．DO枯渇後にN2Oを添加する操作を 3回繰り
返し，N2O濃度の減少を線形近似して最大N2O消費速度
を計算したところ，I13株では 1.25±0.25 pmol h-1 cell-1，
I09株では 1.59±0.38 pmol h-1 cell-1)であり，有意差は
認められなかった．この結果から，両株は同等の最大活
性を有するが，I13株は酸素の存在下でもN2O消費を維

持できることがわかった．さらに，I13株のN2O消費は，
DO濃度 1 mg L -1付近でも維持されることが明らかに
なった（Fig. 6)．これらの結果は，I13株が好気条件に
おいても clade II nosZを発現し，嫌気条件下で迅速に
N2O呼吸を再開するためにBet-hedgingを行っているこ
とを示唆する．すなわち，本研究の学術的問いである
「N2O還元に関する Bet-hedging機構」は，酸化還元条
件が大きく変動する排水処理施設のような環境で，N2O
排出の削減に寄与する可能性を示した．今後は，酸素耐
性やN2O消費回復特性と Bet-hedging機構の関連性を，
ケモスタット系で体系的に検証することが課題である．

Figure 5   Oxygen and N2O concentration dynamics using a batch incubation in a microrespiration system: 
(a) Azospira sp. strain I13 and (b) Azospira sp. strain I09.

Figure 6   The effect of dissolved oxygen (DO) concentrations 
on the relative activity of N2O consumption of 
Azospira sp. strain I13
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要　　約

本研究では，排水処理装置から単離した高いN2O還
元活性を有する脱窒細菌 Azospira sp. strain I13を対象
に，N2O還元におけるBet-hedging戦略の有無を調査し
た．安定した条件で検討するためにケモスタット連続培
養系を用い，I13株の最大比増殖速度と有機物に対する
半飽和定数を算出して運転条件を設定した．連続培養で
の検討の結果，酸素のみが電子受容体となる条件におい
ても，N2O還元酵素をコードする機能遺伝子 Clade II 
nosZの転写が認められ，そのレベルは亜硝酸還元酵素
をコードする nirSよりも高かった．さらに，微小呼吸
活性測定装置を用いた解析により，酸素暴露後も無酸素
条件下で迅速にN2O消費活性が回復することが確認さ
れた．これらの結果から，I13株は好気条件においても
nosZを発現することで，嫌気条件への移行後も速やか
にN2O還元を開始できる性質を備えており，N2O排出
削減に貢献できる可能性があることが示された．なお，
N2O消費活性の回復機構とBet-hedging機構との関連の
解明は今後の課題である．

本助成で得られた研究成果の報告
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第一章　はじめに

糸状菌は，地球上に 220万種以上存在すると考えられ
ており，最も「成功」した分類群と言われている

（Harksworth & Lücking, 2017）．分解者として地球規模
の物質循環に中心的な役割を果たしているが，酵母や細
菌類とは異なり，固体を基質として侵入分解することが
できるという特徴を持つ．この固体を攻略する適応進化
こそが，まさに糸状菌「成功」の鍵であったと考えられ
る．糸状菌の固体攻略はまず，菌と固体基質との接触か
ら始まる．さらに，固体基質へ侵襲する際，菌糸先端の
細胞表層接触面において栄養基質の存在や外界環境情報
を認識し，その環境に応じた反応（基質分解酵素生産・
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分泌，二次代謝産物生産・分泌，侵入器官形成，分解物
の取込および代謝）を行なっている．この糸状菌・環境
インターフェイスで展開される事象は，糸状菌たる生き
様を特徴づけるものと考えられる．従来，これらの事象
は，研究目的が異なる学問領域の研究者により，特定の
菌種を用いて探求されてきた．一方，糸状菌には基本的
な腐生能を有するだけではなく，病原菌（宿主への親和
性），産業用糸状菌（高い基質分解能と物質分泌能），木
材分解菌（リグニン分解能の獲得），共生菌（動植物の
内生菌や菌根菌）等，生態的に特殊化した多様な菌群が
存在する．そのため，これらの多様な糸状菌を包括的に
取り扱う前例のない研究を展開することで，それらの糸
状菌の中で，環境・固体基質の認識能が適応進化により
どのように多様化し，新しい外界との連絡や物質交換に
寄与し得たのか，それらの特徴を抽出することで，糸状
菌・環境インターフェイスの多様性と進化生態を総合的
に理解することが可能になるのではないかと考えられた．
そこで本寄附講座では，生存様式・分類の異なる糸状
菌を複数用いて，糸状菌・環境インターフェイスで起こ
る事象の共通性と多様性を明らかにすることとした．特
に，糸状菌が固体への接着・侵襲の際に最も始めに固体
と接触する，細胞表層構造に着目し，その構造の共通性
と進化及び役割の変化を解析し，それらがどのように
個々の糸状菌の持つ特徴に寄与し得たかを詳らかにする
ことを目指した．さらに得られた知見を活かした細胞表
層工学を展開し，木材分解酵素の効率的生産に向けた新
たな培養法の考案及び菌糸を素材としたサステイナブル
なマテリアルの物性改変に挑戦し，将来の地球の環境負
荷低減につながるような応用面にも研究挑戦した．

第二章　研究成果の概要

1.   糸状菌の菌糸撥水性発現及びハイドロフォビンの生
理機能の多様化
糸状菌類の菌糸表面の濡れ性 /表面疎水性は固体基質
表面への接着性や定着性に強く関与すると考えられる．
糸状菌類の濡れ性 /表面疎水性に関与する主要な因子と
して，両親媒性の分泌タンパク質であるハイドロフォビ
ンが知られている．ハイドロフォビンは，多様な菌種間
においてアミノ酸配列の相同性は低いものの，4つのジ
スルフィド結合を形成する 8つのシステイン残基は高度
に保存されており，類似した疎水性パターンを示す．そ
の疎水性パターンと凝集体の溶媒への溶解性に基づき，
クラス Iとクラス IIに分類される（Sehuren & Wessels, 
1990; Wösten, 2001）．クラス Iハイドロフォビンはトリ
フルオロ酢酸には可溶であるが，高温のドデシル硫酸ナ
トリウム（SDS）には不溶である．一方で，クラス II
ハイドロフォビンは SDSにも可溶である（Wessels et 

al., 1991）．さらにハイドロフォビンは，糸状菌の表面
疎水性に貢献するだけでなく，菌中菌糸の形成，ストレ
ス耐性および病原性に関与することも知られている
（Wösten, 2001）．
これまでの解析で，47種の子嚢菌のゲノムデータに
基づく解析から，子嚢菌の推定ハイドロフォビン遺伝子
の平均数は 5.30であり，最大で 13個であると報告され
ている（Li et al., 2021）．その一方で，2021年時点でゲ
ノム解読されたすべての真正担子菌の中で，予測される
ハイドロフォビンの平均遺伝子数は 10を超えている
（Xu et al., 2021）．また，クラス Iのハイドロフォビンは

Fig.1  Interface between cell surface structure and substrate.
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子嚢菌と担子菌の両方で同定されているが，クラス II
のハイドロフォビンは子嚢菌でのみ見つかっている
（Wösten, 2001）．このように，糸状菌においては子嚢菌
と担子菌において，ゲノム中に推定されているハイドロ
フォビンの性質並びに推定遺伝子数において大きな差が
あることが分かってきており，子嚢菌と担子菌の間でハ
イドロフォビンの機能に何らかの差があるものと予測さ
れた．加えて，ハイドロフォビンの機能は，単一の種内
で重複していると考えられていたが，特に上述のように
ゲノム中におけるハイドロフォビンの推定遺伝子数が多
いと推測されている担子菌においては，種内におけるハ
イドロフォビンの機能分担が起こっている可能性があ
る．そこで本研究では，ハイドロフォビンの単一の種内
で機能の分化はあるのか，担子菌と子嚢菌で何らかの機
能的な差が存在するのかを明らかにするため，産業菌
Aspergillus oryzae，植物病原菌Bipolaris maydis，白色腐
朽菌 Pleurotus ostreatusの 3種の生存様式・分類の異な
る糸状菌を用いて解析を実施した．

A. oryzaeでは，これまでの研究でハイドロフォビン
RolAが，クチナーゼCutL1（植物表層にも存在するクチ
ンの分解酵素）と相互作用し，CutL1の基質分解作用を
促進することが知られている（Takahashi et al., 2005）．
一方，RolA以外のハイドロフォビンに関し，その正確
な数及びその機能についての知見は限られている．そこ
で，A. oryzaeのハイドロフォビンを探索し，それらの
機能を解析した．まず，ゲノムデータベースより RolA
以外にHypB，HypC，HypDの 3つハイドロフォビンを
見出した．これらのハイドロフォビンをコードする遺伝
子の転写状況を解析したところ，RolA，HypBは液体ま
たは固体培養において発現していたが，HypC，HypD
はどの培養条件においても発現が認められなかった．そ
こで，rolAまたは hypB遺伝子に焦点を絞り，それらの
遺伝子破壊株を造成して表現型を解析した．その結果，
rolA遺伝子破壊株において，分生子数の減少並びに分生
子表面の RolA自己組織化構造の消失が認められた．
MATHアッセイを用いた疎水度の定量解析から，RolA
の喪失により分生子の疎水度が減少することが明らかに
なった．また，hypB遺伝子破壊株においては，菌糸表
面の突起状構造が消失し，菌糸表面が比較的平滑に変化
するという菌糸表面の構造変化が確認された．これらの
結果から，麹菌における各ハイドロフォビンは，細胞器
官ごとに機能分化していることが示唆された．
続いて，B. maydisにおけるハイドロフォビン遺伝子

の機能解析を行った．まず B. maydisのゲノムには 4つ
のハイドロフォビン遺伝子が存在し，それぞれはClass 
Iに 属 す る Hyp1， お よ び Class IIに 属 す る Hyp2，
Hyp3，Hyp4であり，これらすべてが発現していること

が明らかになった．各遺伝子の単独破壊株に加えて，三
重および四重破壊株も作出した．その結果，菌糸の成長，
分生子形成，ストレス耐性，病原性，有性生殖のいずれ
においても，野生株との間に明確な差異は認められな
かった．さらに，すべての破壊株におけるコロニーの疎
水性も野生株と同様であった．一方，Aspergillus nidulans
の ΔdewA破壊株ではコロニーの疎水性が著しく低下し
たが，この株にHYP1遺伝子を導入すると，コントロー
ル株と同程度までその疎水性は回復した．これらの結果
から，B. maydisのハイドロフォビンは本菌における生
物学的プロセスには大きく関与していないものの，少な
くともHyp1はその機能を保持していることが明らかに
なった．この結果は，ハイドロフォビンの機能が菌種に
依存して異なることを改めて示している．また，本菌の
変異集団をスクリーニングした結果，顕著な親水性コロ
ニーを示す変異株が見出された．ゲノム比較の解析か
ら，この表現型の原因遺伝子がNPS4であることを見出
した．この結果は，本菌の疎水性は機能的なハイドロ
フォビンを有しているのにもかかわらず，Nps4によっ
て産生される物質に依存していることを示している．
続いて，P. ostreatusにおけるハイドロフォビンの機能
解析を実施した．P. ostreatusでは，以前の研究で 20以
上のハイドロフォビン遺伝子を持つことが推定されてい
た（Xu et al., 2021）．さらに，木材分解条件や実験室生
育条件では vmh2，vmh3及び hydph16の 3つのハイドロ
フォビン遺伝子が独占的に発現していることが明らかと
なっていた（Alfaro et al., 2016; Wu et al., 2021; Xu et al., 
2021）．そこで，これら 3つのハイドロフォビンの菌糸
成長，細胞表層構造形成，木材分解などにおける生理的
機能に着目し研究を進めた．まず，寒天培養を行った結
果，Δvmh2及び Δvmh3株では目に見えるような変化は
見られなかった一方で，Δhydph16株では気中菌糸形成
能の低下が見られた．次に，それぞれの遺伝子破壊株の
表面疎水性について，寒天培養後の菌体に 0.2 % SDSを
滴下し評価した結果，Δvmh2及び Δvmh3株では水滴の
消失が見られた．一方で Δhydph16株では，水滴の消失
および接触角の変化が見られなかったことから，特に
Vmh2と Vmh3が菌糸の疎水性維持に必須であることが
明らかとなった．次に，透過型電子顕微鏡を用いて細胞
表層構造の詳細な観察を実施した．野生株では，細胞壁
の上に黒いタンパク質の凝集層と考えられる層が存在し
ている．Δvmh2及び Δvmh3株ではこの黒い層の消失が
見られた．Δhydph16株ではこの黒い層は維持されてい
る一方で，細胞壁の厚さは野生株と比較して 40 %薄く
なった．しかしながら，細胞壁成分であるキチンや β -グ
ルカンの相対含有量，細胞壁合成関連遺伝子の発現レベ
ルには有意な差は認められなかった．これらの結果か
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ら，Vmh2及び Vmh3は細胞壁表層で機能し表面疎水性
の維持に寄与することが明らかとなった（Han et al., 
2023a）．またHydph16は，細胞壁構造を形成するタン
パク質として細胞壁多糖と同様に重要な役割を担ってい
ることが明らかとなった．これまで糸状菌全般で栄養菌
糸の細胞壁形成にハイドロフォビンが寄与することは報
告がなく，糸状菌において初の発見である（Han et al., 
2024）．続いてブナ木粉培地を用いた木材分解実験を実
施した結果，Δvmh3および Δhydph16株では，リグニン
分解の進行に遅延が見られた．また両株では，菌体外に
分泌されるリグニン分解酵素類の活性には差が見られな
かった．Δhydph16株ではブナ木粉培地上での菌糸成長
の低下が見られ，これがリグニン分解遅延することの原
因と考えられた．一方，vmh3破壊株ではそのような成
長障害は認められず，Vmh3の欠損によってリグニン分
解に遅延が生じたことが明らかとなった（Han et al., 
2023b）．この結果は，ハイドロフォビンが白色腐朽菌
による木材分解に関与する可能性を世界で初めて示した
ものである．また興味深いことに Δhydph16株は，寒天
培養や液体培養では特に生育不良が見られておらず木粉
培養時のみ生育不良が見られている．以上のことから，
Vmh3とHydph16はそれぞれ正常な木材分解に必須で
あるものの，木材分解における機能に差があることが示
唆された．
本研究の成果を Fig. 2にまとめる．本解析により糸状
菌においてハイドロフォビンと考えられる遺伝子は保存
されているものの，それぞれの存在容態や役割は進化的

背景に応じて多様に変化することで，生態学的なニーズ
に合わせた進化を果たしていることが明らかとなった．
特に白色腐朽菌では，その最大の特徴である木材分解能
の獲得にハイドロフォビンが関与している可能性が示唆
された．また植物病原菌における研究から，ハイドロ
フォビン以外の因子が，菌糸の表面疎水性発現の主たる
要因になり得ることが示された．

2.   糸状菌の基質及び環境認識に関わる因子の探索とその
機能解析
糸状菌が基質表面を含めた外部環境を認識し，適切に
応答行動を開始，基質侵入，分解行動を持続するには細
胞内シグナル伝達経路が重要な役割を担う．その代表的
なものとしてMAPK経路や二成分制御系が挙げられる．
本項目では，モデル子嚢菌A. nidulans及び植物病原菌B. 

maydisに関して，それぞれの外部環境認識に関わるシ
グナル伝達経路の解析を実施した．
まず，モデル子嚢菌 A. nidulansを用いて，二成分性
情報伝達系の構成因子の一つであり，ヒスチジンキナー
ゼからレスポンスレギュレーター（RR）へのリン酸基
受渡し仲介因子である YpdAに着目した研究を実施し
た．まず，ypdA遺伝子の欠損は致死であることが知ら
れていることから，プロモーター置換により，ypdA遺
伝子の発現を制御可能なConditional-ypdA株（CypdA株）
を造成して解析を進めた．本株において YpdA低減時に
おける細胞応答を顕微鏡により観察したところ，YpdA
低減により隔壁間長の縮小，核分布の異常，核の分断化，

Fig.2  Summary of functional analysis of hydrophobins in filamentous fungi.

河　内　護　之

－ 68 －



液胞の異常発達を生じることが確認された．これは，抗
真菌剤である Fludioxonilで処理した際の細胞応答と酷
似していた．また，CypdA株を親株とした RR破壊株
（CypdA-sskAΔ，CypdA-srrAΔ，CypdA-sskAΔsrrAΔ）を用
いた解析により，上記の細胞異常は全て片側の経路，す
なわちSskA経路に依存していることが明らかになった．
一方，Fludioxonilの抗真菌作用発現や ypdA欠損による
致死性には SrrA経路も関与していることが示唆されてい
ることから，観察された細胞の異常形態は致死性の直接
的な要因ではないと考えられた（Yoshimi et al., 2021）．
今後，RNA-seqや他菌種における解析結果との比較解
析を進めていけば，本シグナル伝達経路の全容解明が期
待できる．
続いて，植物病原菌B. maydisの宿主認識機構に関わ

るシグナル伝達系の解析を行った．多くの植物病原糸状
菌は“付着器”と呼ばれる特殊な細胞を介して宿主植物
に侵入することが知られており，付着器は植物病原菌の
感染戦略の中でも最も重要な器官とされる．この器官形
成は菌の外界認識システムとその情報を核内に伝達する
シグナル伝達系によって制御されており，B. maydisで
は，センサータンパク質Opy2，Msb2，Sho1が外界の
疏水面認識に，MAPキナーゼChk1が情報伝達に関与す
ることが報告されている（Yoshida et al., 2025; Izumitsu 
et al., unpublished）．また，疎水面認識に関わるセンサー
の欠損，例えばOpy2の欠損はポリスチレン樹脂上では
付着器形成能を欠くが，宿主葉上では付着器を形成する
ことが知られている（Yoshida et al., 2025）．このことは，
本菌は複数の外界認識システムを持つことを示唆してい
る．さらに，その認識対象が植物由来の多糖成分ペクチ
ンであることも明らかになっている．しかし，ペクチン
添加が付着器形成を誘導するメカニズムは依然として不
明である．本課題では，第一にペクチン添加による付着
器形成の誘導メカニズムに関連する因子の探索とその機
能解析を試みた．まず，OPY2破壊株（Δopy2株）を親
株として，ペクチンを添加しても付着器を形成しない変
異株D296株を単離した．また，D296株は胞子発芽後
に「直線的で分岐の少ない菌糸」を伸長させるという特
徴も見出した．次に，順遺伝学的な解析により，「ペク
チン添加による付着器形成の誘導不全」と「直線的で分
岐の少ない菌糸」は，単一の遺伝子変異により制御され
ていることが明らかになった．さらに，比較ゲノム解析
により，α/β-hydrolaseをコードする遺伝子における
SNPが，D296の特徴形質とリンクしていることが判明
した．この遺伝子を LAG1と命名し，遺伝子破壊株の解
析，機能ドメインの推定，Lag1の局在解析を行った．
特に LAG1破壊株では，D296株に類似した「直線的で
分岐の少ない菌糸」が観察され，疎水表面上での付着器

形成率が減少するとともに，ペクチンによる付着器形成
誘導も認められなかった．これらの結果は，Lag1がこ
の菌の付着器形成において重要な役割を担うことを示唆
している．また，LAG1遺伝子とOPY2遺伝子の二重破
壊株の解析から，Lag1は Chk1 MAPK経路のシグナル
伝達の制御に関わることも示唆された．
他方，センサータンパク質とは異なりChk1経路の下
流の制御機構についてはほとんど何も情報が得られてこ
なかった．そこで本課題では，第二にChk1経路の制御
機構と基質表面認識との関係を探るため，Chk1のネガ
ティブレギュレーターとして機能することが予想される
ホスファターゼDsp2の機能解析を行った．まず，DSP2
遺伝子の破壊株を解析したところ，DSP2破壊株（Δdsp2
株）は野生型株と比較して発芽率と病原性の低下を示し
た．また，各センサータンパク遺伝子とDSP2の二重破
壊株を解析したところ，各センサータンパク質欠損株が
示す疎水面上での付着器形成の異常が，DSP2の破壊に
より大きく回復することが明らかになった．このことか
ら，Dsp2は Chk1に特異的なホスファターゼであり，
付着器形成を負に制御していることが示唆された．次
に，野生型株，Δdsp2株について付着器形成を経時的に
観察したところ，野生型株では一定時間経過後に同調的
に付着器が形成されるのに対し，Δdsp2株では野生型株
より形成開始時間は早まるが，その後の形成は緩やかに
増加するという異なるパターンを示した．このことか
ら，Dsp2は複数の上流因子が関与するMAPキナーゼ
Chk1経路の各上流から伝わる軽微なシグナルによる経
路の不適切な活性化を防いでいるものと考えられた．ま
た，このメカニズムは本菌の宿主侵入行動の同調化に繋
がり，菌の感染効率を向上させる戦略に寄与することが
考えられた．

3.   糸状菌の細胞壁イメージング技術及び木材分解酵素
の効率的生産に向けた高密度液体培養の達成
植物感染や木材腐朽を含むバイオマス分解において，
固体基質表面と細胞表層の接触は，最初に起こるプロセ
スである．対象となる基質が異なる糸状菌間では，細胞
表層構造にも差異があると考えられる．本項目では，細
胞表層構造の中でも特に細胞壁に着目した研究を実施
し，その構造改変による液体高密度培養法の開発を実施
した．
真菌類の細胞壁は，細胞の最外層に位置し，細胞の形
状維持，環境ストレスからの保護などの役割を担う生存
に必須の構造体であり，主に α -グルカン，β -グルカン，
キチンなどの多糖類やタンパク質で構成されている
（Gow et al., 2017）．近年では，固体NMR法を用いた細
胞壁の構造解析が進められ，担子菌 Schizophyllum 
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communeと子嚢菌 Aspergillus fumigatusの構造が比較さ
れている（Ehren et al., 2020; Kang et al., 2018）．その結
果，多糖の構成には共通点がある一方で，β -グルカンの
分布などに大きな構造的違いがあることが明らかとなっ
た．たとえば，S. communeでは細胞壁全体に β -グルカ
ンが豊富に存在するが，A. fumigatusでは中間層に限ら
れており，さらにどちらかにしかない多糖（アラビナン，
β-1,4 -グルカン，フコースなど）も発見された．ただし，
これらのモデルは菌糸を破砕して分析しているため，多
糖の局在に関しては推測が含まれており，より精密なモ
デルの構築には非破壊的な細胞壁解析が求められてい
る．そこで本項目においては，多糖特異的結合タンパク
質を使用した細胞壁イメージング技術の開発を実施し
た．イメージングには，2つの多糖特異的結合タンパク
質を使用した．DCD-tetraRFPは，Bacillus circulans由
来の α-1,3 -グルカナーゼ（Agl-KA）の 3つの基質結合
ドメインとDsRedの融合タンパク質であり α-1,3 -グルカ
ンに特異的に結合する（Otsuka et al., 2022a）．また，
BGBD-GFPは Lisobacter enzymogenes由来の β -グルカ
ナーゼの基質結合ドメインとGFPの融合タンパク質で
あり，β-1,3 -結合を主鎖とするグルカンを標識できる
（Otsuka et al., 2022b）．担子菌であるヒラタケ（P. 

ostreatus）及び子嚢菌である麹菌（A. oryzae）を用いて
イメージング解析を行った結果，菌糸の染色パターンは
両種間で顕著な違いを示し，P. ostreatusの細胞壁表面層
は主に β -グルカンで構成されているのに対し，A. oryzae
は α-1,3 -グルカンで構成されており，これらの 2つの糸
状菌の細胞壁の外層多糖が明確に異なることが示され
た．また本解析と合わせて，アルカリ分画法を用いて栄
養菌糸の細胞壁構成成分を分析した結果，A. oryzaeと
比較し細胞壁中の β -グルカン量は，P. ostreatusの方が
1.5倍ほど多く，キチンは P. ostreatusの方がやや少な
かった．また，P. ostreatusの細胞壁中の α-1,3 -グルカン
量は，A. oryzaeと比較し半分以下であることも明らか
となった．以上の解析から担子菌であるヒラタケと子嚢
菌である麹菌の細胞壁を構成する基本的な多糖には共通
性が見られる一方で，外層多糖並びに多糖の組成は大き
く異なる事が示された．今後，複数の担子菌・子嚢菌を
用いた同手法による細胞壁多糖構造の解析を行っていく
ことで細胞壁構造の門レベルでの特徴や共通性が明らか
になっていくものと考えられる．また，細胞壁合成酵素
遺伝子の進化系統学的解析からキチン合成酵素遺伝子に
ついては，担子菌と子嚢菌のそれぞれに特異的なクレー
ドが見つかっており（Schiphof et al., 2024），これらの
解析も併せて実施することで細胞壁構造とその合成を支
える基盤となるユニーク合成機構が明らかになると期待
される．

本研究では，細胞壁イメージング技術の開発に加え
て，細胞壁構造の改変による白色腐朽菌を用いた木材分
解酵素生産に向けた高密度液体培養法の開発を試みた．
多くの糸状菌は液体培養時に菌糸塊を形成することが知
られている．そのため液体培養効率を高める方法のひと
つに，菌糸の分散性を高めて高密度に培養する方法があ
る（Miyazawa et al., 2016, 2019）．Aspergillus nidulans
では以前，細胞壁多糖を合成する酵素である α -グルカ
ン合成酵素の遺伝子破壊によって，菌糸体の分散性が改
善された（Miyazawa et al., 2020）．従って，細胞壁構造
が分散性の主要因であると推測される．その一方で白色
腐朽菌である P. ostreatusを用いて α -グルカン合成酵素
遺伝子の破壊を実施したところ，子嚢菌の知見とは異な
り，液体培養時の菌糸塊形成に変化は見られなかった
（Kawauchi et al., unpublished）．また，その他の細胞壁
合成酵素遺伝子の破壊株においても同様に菌糸塊形成に
変化は見られなかった（Kawauchi et al., unpublished）．
本研究における解析結果から子嚢菌と担子菌の細胞壁多
糖に大きな違いがあることが明らかとなったため，子嚢
菌における知見をそのまま白色腐朽菌に適用しても液体
高密度培養の達成は難しいと考えられた．そこでこれま
での担子菌における研究成果から，複数の細胞壁合成関
連遺伝子の活性に関わると予測される遺伝子 pkac2の破
壊株（Δpkac2）を P. ostreatusで作製した．Δpkac2株は
細胞壁の β -グルカン量が減少していただけでなく．ペ
レットが形成されず液体培地での高密度培養が可能で
あった．また，Δpkac2株の木材分解酵素生産能力を評
価したところ，高いセルラーゼ及びキシラナーゼ生産能
力を持つことを明らかになった（Otsuka et al., 2025）．
これらの結果は，Δpkac2株が液体培地で効率的に培養
できることを示しており，木材分解酵素の工業的生産に
適した菌株となり得る可能性を示している（Otsuka et 

al., 2024）．本研究により，白色腐朽菌で初めて液体培養
時の菌糸塊の分散株の開発に成功し，工業レベルでの液
体高密度培養に向けた足掛かりをつかむことができた．
一方本研究で開発した Δpkac2株は，培養安定性，スト
レス耐性の面で改善が必要と考えられる．今後は pkac2
の下流で働く遺伝子の同定及びその遺伝子破壊による菌
糸塊分散の達成が可能なのかを検証し，よりよい液体高
密度培養系の達成を目指していきたいと考えている．

4.   白色腐朽菌における細胞壁合成制御系の解明及びそ
の操作によるマッシュルームマテリアルの物性改変
白色腐朽菌は，農業・林業廃棄物を培地として生育可
能であるため，サステイナブルな資源として注目されて
おり，近年マッシュルームレザーなどの代替材料の開発
に利用され始めている．この素材を既存の用途に留める
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ことなく，航空機等での利用に耐える強固なレザーや生
分解性プラスチック等，多用途且つ付加価値の高い材料
へと発展させるためには，菌糸体の有する物性を大規模
かつ効率的に改変できる新たなアプローチが必要であ
る．そのような中で，先行研究によって細胞壁が菌糸体
の強度や撥水性などの物性に強く寄与することが示唆さ
れたことから，細胞壁を標的とした分子育種に期待が集
まっている（Haneef et al., 2017; Shin et al., 2025）．
本研究開始前の最初の試みとしてヒラタケをモデルに

α-1,3 -グルカン合成遺伝子 ags1及び担子菌特異的キチン
合成構成遺伝子 chsbの破壊株を用いた簡易的な菌糸体
マット生産試験やコンポジット生産試験を行っていた．
しかしながら，この最初の試みにおいては，菌糸体マッ
トやコンポジットの物理的性質に大きな変化は見られな
かった（data not shown）．この研究開始前の結果を踏
まえて，まずは細胞壁構造を大幅に改変できる可能性の
ある遺伝子の機能解析を実施し，その上でマテリアル生
産試験を新たに実施することとした．
子嚢菌や担子菌酵母において細胞壁の物理的な損傷や
環境ストレスに応答して細胞壁合成を制御する経路とし
て，Cell Wall Integrity signaling pathway（CWI経 路 ）
が知られている（Dichtl et al., 2016 ; Levin, 2011）．白色
腐朽菌ヒラタケ（Pleurotus ostreatus）においては，
Saccharomyces cerevisiaeの CWI経路構成因子の多くの
ホモログが確認されておりCWI経路の基本経路は保存
されている可能性が示唆されている（河内 , 2025）．ま
た，白色腐朽菌を含む他の糸状担子菌においてもCWI
構成遺伝子の Rho1や Slt2（Mpk1）の機能解析がなされ，
細胞壁多糖合成への寄与が明らかとされている（Zan et 

al., 2020 ; Chen et al., 2019）．したがって，白色腐朽菌に
おいても CWI経路が細胞壁合成を制御する経路の 1つ
として機能すると考えられる．一方で，白色腐朽菌ヒラ
タケ（Pleurotus ostreatus）と S. cerevisiaeの CWI経路
との差異も確認され，センサータンパク質，GTPアー
ゼ，MAP2K及び転写因子にそれぞれタンパク質の欠損
がみられ，Rom2や Rho1，Mpk1及び Crz1には重複が
生じていることが分かった．加えて，P. ostreatusにおけ
る Rlm1は，成長率に甚大な影響を及ぼし，主に β -グル
カン合成を制御することが示唆されているが（Kojima 
et al., unpublished），Aspergillus属におけるRlm1（RlmA）
は，成長率に与える影響は軽微で，主に α -グルカンの
合成制御を担うことが示されており，転写因子 Rlm1の
機能に大きな違いが見られることが分かった（Damveld 
et al., 2005; Fujioka et al., 2007; Rocha et al., 2016）．した
がって，CWI経路の基本経路は保存されている可能性
が示唆されているものの，個々のタンパク質の機能には
子嚢菌とは異なる担子菌にユニークな点が存在すると考

えられる．
CWI経路の下流で働くとされる転写因子として，

Mbp1，Swi4，及び Swi6が S. cerevisiaeにおいて同定さ
れている．この 3つの転写因子は，高度に保存された
DNA結合ドメイン（APSESドメイン）を有する
APSESファミリー転写因子である（Longo et al., 2018 ;  
Zhao et al., 2015）．APSESファミリーに属する転写因
子は，A，B，C，及びDの 4つのクレードに分けられ，
先の 3つの転写因子は，このうちクレード Aに属する
（Longo et al., 2018 ; Zhao et al., 2015）．そこでまずクレー
ド A APSESファミリー転写因子の保存度を再確認する
ために，複数の担子菌・子嚢菌からクレード A APSES
ファミリー転写因子のホモログと考えられる遺伝子を抽
出し，進化系統樹解析を実施した．その結果全ての担子
菌及び子嚢菌においてMbp1及び Swi6が見られたため，
両転写因子は真菌類で広く保存されていることが示唆さ
れた．一方で，Swi4は Saccharomycotina亜門にのみ見
られたため，Saccharomycotina亜門に特有の転写因子
であると考えられた．そのため，Swi4を有する子嚢菌
酵母（Saccharomycotina亜門）と Swi4を持たない糸状
菌や担子菌酵母とでは進化的な分化によってMbp1及び
Swi6の機能に差がある可能性が考えられた．S. cerevisiae
を除いては，クレード A APSESファミリー転写因子の
細胞壁合成制御における機能的な重複及び差異は不明で
あったことから，P. ostreatusをモデルにMbp1及び Swi6
の機能解析を実施した．Δmbp1破壊株では，β -グルカン
の含有割合やその合成酵素遺伝子の発現量が低下してい
た．さらに，キチン含有割合に変化がない一方で，いく
つかのキチン合成酵素遺伝子の発現量に変化が見られ
た．加えて，Δmbp1株では，菌糸表層を覆う β -グルカ
ン合成異常やキチン合成遺伝子の発現プロファイルの変
化に起因すると考えられる，菌糸表面に露出しているキ
チン蛍光の増加が観察された．これらの結果より，
Mbp1は正常な β -グルカン・キチン合成制御に必須の役
割を有することが示された（Kojima et al., 2024）．一方，
Δswi6株では，細胞壁の平均的な厚さ，β -グルカンの含
有割合や合成酵素遺伝子の発現量に変化が見られなかっ
たが，細胞壁の厚さのばらつき，キチンの含有割合・局
在・合成酵素遺伝子の発現プロファイルが変化したこと
から，Swi6は特にキチン合成を制御することが示唆さ
れた（Kojima et al., 2025）．そこで特に，細胞壁中の
β -グルカン及びキチンの両方に影響を与えるMbp1に
フォーカスして，菌糸体マテリアルの試作を実施した．
菌糸体マットを作成し引張試験を実施した結果，野生株
と比較しヤング率と引張強度が増加し，より硬く変形し
にくい物性に変化することが分かった．また，菌糸体コ
ンポジットは，野生株より高い圧縮強度を示した．
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本研究により，Mbp1及び Swi6の細胞壁合成制御に
おける機能的重複・差異が白色腐朽菌で初めて明らかと
なった．またMbp1の細胞壁合成制御における詳細な機
能を真菌類で初めて示すことができた．今後，糸状子嚢
菌においてもMbp1及び Swi6の細胞壁における役割を
解明し，本研究成果との比較を実施することで CWI経
路下流における細胞壁制御の相違が明らかとなることが
期待され，蛍光イメージングにより見えてきた，子嚢菌
と担子菌の細胞壁構造の差異を生みだす一因が明らかに
なるのかもしれない．また，mbp1破壊株を用いたマッ
シュルームマテリアルの試作試験の結果は，細胞壁の改
変によるマッシュルームマテリアルの物性改変が可能な
ことを示しており，今後さらに研究を進めることで，革
新的なマテリアル開発につながっていけばと考えている．

第三章　おわりに

本寄附講座では，生存様式・分類の異なる糸状菌とし
て産業菌Aspergillus oryzae，植物病原菌Bipolaris maydis，
白色腐朽菌 Pleurotus ostreatusの 3種を中心として特に
細胞表層構造に着目した研究を展開した．特にハイドロ
フォビンに着目した研究においては，これまでの通説を
覆す多くの発見に至った．B. maydisでは菌糸の表面疎
水性発現は，主にNPS4によって生産される環状ペプチ
ドを主体としており，ハイドロフォビンの関与は極めて
軽微かほぼ無いことが明らかとなった．これは，糸状菌
においてハイドロフォビン以外の物質が菌糸の疎水性発
現の主たる要因になり得ることを示している．ハイドロ
フォビンの局在については未検証のため推測の域をでな
いが，B. maydisが感染するトウモロコシが，もし菌糸
表層のハイドロフォビンを認識するようなレセプターを
持つ場合には，これまで解析のなされてきた糸状菌のよ
うに，ハイドロフォビンが菌糸表面に存在する場合，ト
ウモロコシが B. maydisの存在を容易に認識し，感染は
正立しないことになる．もしかしたら，B. maydisが宿
主への親和性を獲得する手段として，ハイドロフォビン
に変わる代替因子として環状ペプチド生産能を獲得し，
他の糸状菌とは異なる菌糸の表面疎水性発現機構を選択
したのかもしれない．また白色腐朽菌 P. ostreatusにお
いても，特に正常なリグニン分解速度の維持においてハ
イドロフォビンが必須であることを示すことができた．
そのため，ハイドロフォビンは，木材腐朽菌が持つ木材
分解という特異な能力を獲得する上で，1つのドライブ
フォースになった可能性が考えられた．ハイドロフォビ
ンは，これまでは菌糸の疎水性発現が主たる機能として
考えられたが，本寄附講座による様々な生態環境に適応
した糸状菌を用いた解析を通して，各々の糸状菌が対象

とする固体基質又は宿主に応じ，ハイドロフォビンの機
能が緻密に進化していることを示すことができた．今後
ハイドロフォビンがどのようなメカニズムで木材分解に
関わるのか，B. maydisにおけるハイドロフォビンの機
能は果たして何なのか，このような未解決の課題を解析
していくことで，ハイドロフォビンの糸状菌・環境イン
ターフェイスにおける真の役割が明らかになっていくと
ものと考えている．
ハイドロフォビンとともに，菌糸の細胞表構造を担う
細胞壁の解析を進める過程で，細胞壁多糖の非破壊かつ
生細胞におけるイメージングを可能とする新たな技術開
発に成功した．当該技術により子嚢菌門と担子菌門に属
する糸状菌の間で細胞壁多糖の層構造が大きく異なる可
能性を示すことができた．本寄附講座の研究期間におい
ては限られた菌における細胞壁イメージングしか実施で
きなかったが，今後様々な子嚢菌・担子菌に本技術を適
用し解析することで細胞壁構造の共通性とそれぞれの持
つユニークな構造が可視化されるものと考えている．
また，特に白色腐朽菌における細胞壁合成制御機構の
解明を進めていく中で，木材分解酵素の効率的生産につ
ながる，液体高密度培養系の構築に成功した．白色腐朽
菌の持つリグニン分解酵素は，細菌や酵母を宿主とした
異種発現では，活性が低く，白色腐朽菌そのものを使っ
た効率的培養法の提案が求められていたことから，本研
究で開発したシステムを成熟させていくことで，これま
で難しかった白色腐朽菌を用いた木材分解酵素の効率的
生産が実現できるかもしれない．また，白色腐朽菌の細
胞壁改変によりバイオコンポジットの強度を高めること
に成功した．本研究成果は，マッシュルームマテリアル
改良に向けた細胞壁の標的としての可能性を示し，将来
の「細胞壁工学」確立に向けてその基盤を固める第一歩
となるものと考えている．今後さらに研究を進めること
で，本研究で試作した梱包材やプレリミナリーなレザー
に留まらず，航空機等での利用に耐える強固なレザーや
生分解性プラスチック等など開発につながるような技術
革新につながればと考えている．
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緒　　言

ハイドロフォビンは，糸状菌によって分泌される低分
子量の両親媒性タンパク質である（Wösten, 2001）．ア

ミノ酸配列の相同性は低い一方で，類似した疎水性パ
ターンを示すことが知られている．これらは，4つのジ
スルフィド結合を形成する 8つのシステイン残基からな
る高度に保存された配列を持ち，その疎水性パターンお
よび凝集体の溶媒への溶解性に基づき，クラス Iとクラ
ス IIに分類される（Sehuren & Wessels, 1990; Wösten, 
2001）．クラス Iハイドロフォビンはトリフルオロ酢酸
には可溶であるが，高温のドデシル硫酸ナトリウム
（SDS）には不溶である．一方で，クラス IIハイドロフォ
ビンは SDSにも可溶である（Wessels et al., 1991）．
一般的に，糸状菌の表面は疎水性に保たれており，こ
の特性は環境中での生存，増殖，および病原性の発現に

糸状菌の菌糸撥水性発現及びハイドロフォビンの生理機能の多様化
辻　　健也，寺内　裕貴，河内　護之，吉見　　啓
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Hydrophobins are small amphiphilic proteins secreted by filamentous fungi. These proteins confer hydrophobic 
properties to hyphae and conidia. They have also been reported to be involved in various biological processes. In 
this study, we investigated the biological functions of hydrophobins in the plant pathogenic fungus Bipolaris 
maydis. The genome of B. maydis contains four hydrophobin genes: Hyp1, which belongs to class I, and Hyp2, 
Hyp3, and Hyp4, which belong to class II. All four genes were confirmed to be expressed. We generated single 
gene deletion mutants as well as triple and quadruple mutants. However, no significant differences were observed 
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colonies. Genome comparison analysis showed that this phenotype was caused by a mutation in the NPS4 gene. 
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おいて多くの利点をもたらす（Wösten, 2001）．菌糸が
疎水化されることで水を弾き，過剰な水分による浸軟を
防ぐことができる．また，空気中への立ち上がりを助け，
気中菌糸および高所での分生子形成を可能にする．さら
に，分生子表面の疎水性は空気中での効率的な分散を促
進し，生息域の拡大にも寄与すると考えられている．胞
子や気中菌糸の表面において，クラス Iハイドロフォビ
ンが rodletと呼ばれる特殊な凝集構造を形成することも
知られている．担子菌や子嚢菌を含む多くの糸状菌にお
いて，この表面疎水性には細胞外に分泌されたハイドロ
フォビンが関与している．実際，多くの菌種でハイドロ
フォビン遺伝子の欠失により，コロニーおよび分生子が
親水性を示すことが報告されており，これはハイドロ
フォビンに共通する機能であると考えられている．
さらに，ハイドロフォビンはその他の多様な生物学的
プロセスにも関与していることが明らかとなっている
（Wösten, 2001）．たとえば，Aspergillus oryzaeでは，ハ
イドロフォビンがクチナーゼと相互作用することで，固
体ポリマーの効率的な分解に寄与することが報告され
ている（Takahashi et al., 2005）．同様に，植物病原菌
Pyricularia oryzaeにおいても，ハイドロフォビンが植物
表面のワックス層の分解に関与していると考えられてい
る（Pham et al., 2016）．特に，クラス Iハイドロフォビ
ン遺伝子MPG1の欠失は，付着器（植物への侵入器官）
の形成および病原性の発現に影響を及ぼす（Beckerman 
& Ebbole, 1996; Talbot et al., 1996）．さらに，同菌のク
ラス IIハイドロフォビン遺伝子MHP1も完全な病原性
に必要である（Kim et al., 2005）．Verticillium dahliaeで
は，クラス IIハイドロフォビン VDH1および VdHP1が
正常な菌核形成に必要である（Klimes et al., 2008; 
Zhang et al., 2022）．VDH1の欠損は病原性に大きな影
響を与えないが，VdHP1の欠損は毒素産生量の増加と
病原性の強化を引き起こす（Zhang et al., 2022）．一方，
Cladosporium fulvumや Botrytis cinereaでは，ハイドロ
フォビンは病原性に必須ではないと報告されている
（Whiteford & Spanu, 2001; Mosbach et al., 2011）．これ
らの知見から，ハイドロフォビンの機能は菌種によって
多様であることが示唆される．多くの糸状菌は複数のハ
イドロフォビンを有しており，モデル糸状菌 Aspergillus 

nidulansでは 6つ，病原菌 Fusarium graminearumでは
5つ，B. cinereaでは 3つ，P. oryzaeでは 2つのハイドロ
フォビン遺伝子が存在することが知られている（Talbot 
et al., 1993; Kim et al., 2005; Mosbach et al., 2011; 
Grünbacher et al., 2014; Quarantin et al., 2019）．B. cinerea
では，2つ以上のハイドロフォビンを欠失すると子のう
盤形成に異常が生じるが，1つの遺伝子の欠失では有性
生殖に影響しないことから，複数のハイドロフォビンが

冗長的な機能を持つと考えられている（Terhem & van 
Kan, 2014）．

B. maydis（syn：Cochliobolus heterostrophus）は，ト
ウモロコシごま葉枯病を引き起こす植物病原菌である．
Turgeon et al.（2008）は，本菌において非リボソームペ
プチド合成酵素 4遺伝子（NPS4）の欠失はコロニーの
疎水性が低下することを報告している．また，MAPキ
ナーゼ CHK1遺伝子を欠失した株でも，野生型株に比べ
てコロニーの疎水性が有意に低下することが示されてい
る（Degani et al., 2013）．B. maydisには少なくとも 4つ
のハイドロフォビン遺伝子が存在するとされているが
（Degani et al., 2013），それらが本菌の疎水性に関与し
ている確証は得られていない．また，これらの遺伝子は
BLAST検索により同定されたものであるが，ハイドロ
フォビン間の配列相同性が低いため，全ての関連遺伝子
が網羅されていない可能性もある．さらに，疎水性以外
にもこれらのハイドロフォビンが機能するか否か，すな
わち形態形成や病原性に影響を及ぼすか否かについては
未だ十分に解析されていない．そこで本研究では，B. 

maydisにおけるハイドロフォビン遺伝子を網羅的に同
定するために，公開されているアミノ酸配列データを用
いた包括的な in silico解析を行った．さらに，同定され
たハイドロフォビンの機能解析を目的として，単一また
は複数のハイドロフォビン遺伝子を欠失させた変異株を
作出し，各種表現型を解析した．加えて，異種間におけ
る機能的互換性を調べるため，B. maydis由来のハイド
ロフォビンを A. nidulansのコロニー疎水性欠損株にお
いて異種発現させた．

実験方法

菌株および培養条件
本研究を通して B. maydis HITO7711（交配型遺伝子

MAT1-2）を野生株として利用した（Tanaka et al., 
1991）．交配実験にはアルビノ株 alb3（交配型遺伝子
MAT1-1）を利用した．すべての形質転換株は
HITO7711株を親株として生み出された（Tanaka et al., 
1991)．MAPキナーゼをコードする遺伝子 CHK1の破
壊株は疎水性試験のポジティブコントロールとして利
用した（ Izumitsu et al., 2009; Degani et al., 2013）．
MASHIKI2-2はHITO7711株とは異なる交配型因子を
持ち，子孫を得るための交配株として利用した．ハイド
ロフォビン遺伝子の四重破壊株（MAT1-1）は四重破壊
株（MAT1-2）とMASHIKI2-2との交配により得られた．
親水性コロニーを形成する突然変異株をD86株もまた
本研究に供試した．すべての株は平板完全培地（CMA, 
Tanaka et al., 1991）もしくは野菜ジュース培地を用い
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て維持した．交配試験には Sach's培地を使用した
（Tanaka et al., 1991）．

A. nidulans ABPU1（ΔligD）は dewA遺伝子欠損株
を得るための親株として利用した（Hagiwara et al., 
2007; Yoshimi et al., 2013）．argB遺伝子が相補された
BPU1株は表現型解析におけるコントロール株（CNT）
として利用した（Hagiwara et al., 2007; Miyazawa et al., 
2021）．Czapek–Dox平板培地（CDA）はA. nidulansを
培養するための基準培地として使用された(Fujioka et 

al., 2007).

B. maydisにおけるハイドロフォビンの同定
ハイドロフォビンは保存されたシステイン配列とシグ
ナルペプチドを有している両親媒性のタンパク質であ
る．B. maydisのハイドロフォビンを同定するために
DOE Joint Genome Institute（ JGI）のウェブサイト
（https://mycocosm.jgi.doe.gov/CocheC5_3/CocheC5_3. 
home.html, Ohm et al., 2012; Condon et al., 2013）から
Cochliobolus heterostrophus C5 v2.0の翻訳済み配列をダ
ウンロードした．このデータセットからまず，システイ
ン残基が豊富（≧4）および低分子（≤ 250 amino acid）
なタンパク質を探索した．また次にこれらのタンパク質
がシグナルペプチドを有しているのかどうかを，SignalP 
5.0（ https://services.healthtech.dtu.dk/services/
SignalP-5.0/）を用いて確認した．絞り込まれたデータ
の中から，ハイドロフォビンに保存されたシステインパ
ターンを持つタンパク質を目視で選択した．ハイドロパ
シープロットはKyte & Doolittle（1982）の手法に基づ
き，Prot Scaleを用いて解析した．B. maydisと P. oryzae
のハイドロフォビンのアミノ酸配列は，MEGA11を用
いてMUSCLEでアライメントした（Edgar, 2004; 
Tamura et al., 2021）．このアラインメントおよびハイド
ロパシープロットの解析では P. oryzaeのハイドロフォビ
ンMpg1（クラス I）およびMhp1（クラス II）の各アミノ
酸配列をリファレンスとして使用した．B. maydisのそ
れぞれのタンパク質の特徴づけには Interproscan
（https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/）
を使用した．

ハイドロフォビン遺伝子の RT-PCR解析
野生株は，3つの異なる条件下，液体培地，固体培地，
およびトウモロコシの葉上，で培養した．液体培地の場
合，分生子（最終濃度 10⁵個/mL）を 100 mLの液体完全
培地（CML）に添加し，振とう培養した．固体培地の
場合，100個の胞子をセロファン膜の上に接種し，その
膜をCMAに移して培養した．宿主葉上での培養の場合，
トウモロコシを接種して 1か月間生育させ，健全な葉を

採取した．一枚の葉の上に胞子懸濁液（5.0×10⁵個/mL
の 20 μL）を，5か所に接種した．その後，葉から 5か所
の病斑部を切り取り，収集した．すべての培養は 25 ℃
の暗所で 3日間行い，反復数は 3回とした．Torizol
（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を用い
て，菌糸または葉の病斑部から Yoshida & Tanaka
（2020）の手法により，トータル RNAを抽出した．得
られたトータル RNAから，SuperScript IV逆転写酵素
（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を用い
て cDNAを合成した．

ハイドロフォビン遺伝子破壊株の作出
推定ハイドロフォビンをコードする各遺伝子に対して
破壊カセットを構築した．これらのカセットを構築する
ための PCRは，Takara Ex Taq（タカラバイオ，草津，
日本）を用いて実施した．遺伝子破壊の PCR確認はす
べて，SapphireAmp Fast PCR Master Mix（タカラバイ
オ）を用いて行った．

HYP1遺伝子破壊株（Δhyp1）：B. maydis HITO7711
株のゲノムDNAは，Izumitsu et al.（2012）による方法
に従って抽出した．HYP1遺伝子のORF上流領域およ
び下流領域は，ゲノムDNAから PCRで増幅した．ジェ
ネティシン遺伝子（NPTII）カセットは，pZGenIプラ
スミドから PCRで増幅した（Sumita et al., 2017）．これ
ら 3つの増幅産物は，fusion-PCRによって融合した．得
られたカセットをエタノール沈殿で精製し，HYP1遺伝
子の破壊に使用した．形質転換は，Izumitsu et al.（2009）
に記載された方法に基づいたプロトプラスト -PEG法で
行った．HYP1遺伝子が破壊カセットにより置換された
かどうかは，PCRによって確認した．同様の手法によ
り，HYP2 –HYP4を個別に破壊し，Δhyp2 –Δhyp4株を
作出した．
二重，三重，および四重破壊株：二重破壊株

Δhyp2Δhyp3を作製するために，親株である Δhyp3株に
おいてHYP2遺伝子をナオセオスリシン耐性遺伝子
（NAT）を含む破壊カセットで置換した．NAT遺伝子は，
pZNAT1プラスミド（ Izumitsu et al., 2009）から PCR
で増幅した．三重破壊株 Δhyp2Δhyp3Δhyp4を作製する
ために，二重破壊株 Δhyp2Δhyp3におけるHYP4遺伝子
をビアラホス耐性遺伝子（BAR）を含む破壊カセット
で置換した．BAR遺伝子カセットは，pCB1546プラス
ミド（Sweigard et al., 1997）を用いて PCRで増幅した．
四重破壊株 Δhyp1Δhyp2Δhyp3Δhyp4を作製するために，
三重破壊株におけるHYP1遺伝子をハイグロマイシンB
耐性遺伝子（HPH）を含むカセットで置換した．HPH
カセットは，pCB1004プラスミド（Carroll et al., 1994）
から PCRで増幅した．
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ストレス試験
CMAに，0.05 % SDS，0.015 %過酸化水素（H₂O₂），
または 25 μg/mLのカルコフルオロホワイト（CFW；
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA）をそれぞれ添加
した．それぞれの菌株は 25 ℃で 7日間，各種培地上で
培養し，コロニーの直径を測定した．菌糸成長の抑制を
定量化するために，無処理コントロールと比較して成長
の減少率（%）を算出した．

病原性試験
トウモロコシ（Zea mays cv. Takanestar）は，25 ℃で

1ヵ月間栽培した．回収した葉を，プラスチックケースの
上に敷いた湿らせたペーパータオルの上に固定した．各
菌株の分生子は，野菜ジュース培地上で 7日間培養した
コロニーから回収した．分生子懸濁液（5.0×10⁵個/mL）
には 0.01 %の Tween-20を添加し，葉の表面に 20 μLず
つ滴下した．その後，25 ℃の暗所で 3日間培養した．葉
に形成された病斑の長径を測定した．

交配試験
B. maydisは，偽子嚢殻と呼ばれる特徴的な有性生殖
器官を形成する．通常，野生型株では黒色を呈し，アル
ビノ株では淡黄褐色になる．任意の菌株が偽子嚢殻を形
成する能力は，交配試験にアルビノ株を用いることで評
価できる．交配試験は Tanaka et al.（1991）に従って実
施した．乾燥させたトウモロコシの葉を Sach's培地上
に置き，それぞれの破壊株（MAT1-2）とアルビノ株
（MAT1-1）をトウモロコシの葉をはさんで，対峙する
ように接種し，25 ℃の暗所で 30日間培養した．形成さ
れた黒色および淡黄褐色の偽子嚢殻をそれぞれ回収し，
スライドガラス上に滴下した 10 %グリセロール内でそ
れらを解剖し，顕微鏡（Leica DML）下で偽子嚢殻内
の子嚢および子嚢胞子を観察した．

A. nidulansのハイドロフォビン遺伝子破壊株および相
補株の作出
プラスミド構築のための PCRは，PrimeSTAR GXL 

DNAポリメラーゼ（タカラバイオ）を用いて実施した．
すべての PCRによる確認は，Takara Ex Premier DNA
ポリメラーゼ（タカラバイオ）を使用した．DNA断片
の 融 合 に は，NEBuilder HiFi DNA Assembly Master 
Mix（New England Biolabs, Ipswich, MA, USA）を使用
した．菌類の形質転換は，Yoshimi et al.（2013）に記載
された方法に従って実施した．

A. nidulansのクラス Iハイドロフォビンをコードする
遺伝子 dewAの破壊カセットを構築するために，この遺
伝子の上流および下流領域を，ゲノムDNAを用いて

PCRで増幅した．選択マーカーとして使用した A. 

oryzae由来の argB遺伝子は，pAORBプラスミドから
PCRで増幅した（Furukawa et al., 2002）．これら 3つの
増幅産物は，BamHIで直鎖化した pUC19プラスミドに
融合した．得られたプラスミドから，dewA遺伝子破壊
カセットを増幅し，エタノール沈殿により精製した．そ
の後プロトプラスト-PEG法により，ABPU1（ΔligD）
株のプロトプラストに導入した．形質転換により得られ
た破壊候補株は，アルギニンを含まない選択CDA上に
接種し，培養した．最後に，dewA遺伝子が argB遺伝子
に置き換わっているかどうかを PCRにより確認した．

dewAおよびHYP1遺伝子を用いた相補実験のために，
ΔdewA株に対して野生型 dewA遺伝子を再導入するプラ
スミド，およびHYP1遺伝子を導入するためのプラスミ
ドを構築した．
まず，pUC-pyrGプラスミドを作製するために，A. 

nidulansの pyrG遺伝子全体（推定プロモーター領域を
含む）を PCRで増幅した後，BamHIで線状化した
pUC19ベクターに融合した．
次に，dewA相補プラスミドを作製するために，プロ
モーターとORFを含む dewA遺伝子全体を PCRで増幅
し，SmaIで線状化した pUC-pyrGプラスミドに融合した．

HYP1相補プラスミドを作製するために，開始コドン
から 3′ 非翻訳領域を含むHYP1遺伝子を，B. maydisの
ゲノムDNAから PCRで増幅した．また，dewA ORFの
上流約 1000 bpの推定プロモーター領域を，PCRで増幅
した．これら 2つの PCR断片を SmaIで直鎖化した
pUC19-pyrGプラスミドに融合した．

dewAcomp株およびHYP1comp株を作製するために，そ
れぞれの相補プラスミドをプロトプラスト-PEG法で
ΔdewA株に導入した．得られた候補株は，アルギニン，
ウリジン，ウラシルを含まない選択CDA上で培養した．
プラスミドの導入の有無は PCRにより確認した．

疎水性試験
B. maydisの野生型株および全てのハイドロフォビン
遺伝子破壊株のコロニーを，CMA上で 25 ℃，7日間培
養した．コロニーの縁から 1 cmの位置を直径 1 cmのコ
ルクボーラーで打ち抜き，0.2 % SDSおよび 50 mMエチ
レンジアミン四酢酸（EDTA）を含む溶液 10 µLを菌糸
ディスク上に滴下した．これらの液滴の変化を記録する
ために，10分ごとに 30分間，写真撮影した．
また，A. nidulansのCNT株，ΔdewA株，dewAcomp株，

HYP1comp株を，CDA上で 37 ℃，4日間培養した．それ
ぞれの株の疎水性は，上記と同様の方法で評価し，1分
ごとに 3分間写真撮影した．
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親水性コロニー形成株のスクリーニングと候補遺伝子の破壊
B. maydisを突然変異誘引剤として4-Nitroquinoline 

1-Oxide（NQO）により処理し，その結果得られた突
然変異集団の中で顕著な親水性コロニーを形成する
D86株を見出した．交配試験では，D86株に対して
MASHIKI2-2株を掛け合わせ，得られた子孫株の表現
型を解析した．交配試験により得られたD86株の子孫
株のうち，親水性コロニー変異型の株から 2株，疎水性
コロニー型の株から 1株を選択し，これら計 3株につい
てゲノムDNAを抽出した．抽出にはDNeasy Plant Mini 
Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用い，抽出 DNA
をマクロジェン・ジャパン（Tokyo, Japan）に送付して，
次世代シーケンサーNovaSeq6000（ Illumina, San Diego, 
USA）による解析を委託した．得られたショートリー
ド配列（100 bp paired-end）は FastQC（ver. 0.10.1）に
よるクオリティチェックを行い，Cutadapt（ver.1.1）
（Martin, 2011）によってアダプター配列を除去した．
得られたショートリード配列は，Burrows-Wheeler 
Aligner（BWA ver. 0.7.12，Li & Durbin, 2009）を用い
て B. maydis C5株のゲノムコンティグに対してマッピ
ングした．さらに SAMtools/BCFtools（ver. 0.1.19，Li 
et al., 2009）を用いてB. maydis C5株と供試菌株との間
の一塩基多型（SNP）を探索した．続いて，HITO7711
株とMASHIKI2-2株由来の SNPを除去し，供試 3株の
SNPサイトデータをそれぞれ取得した．さらに，親水
性コロニー型の 2株に共通する SNPのうち，疎水性コ
ロニー型の SNPに重複しない SNPサイトを抽出した．
抽出した SNPがORF上に存在するか否かを B. maydis
の C5株のデータベース v3.0（https://mycocosm.jgi.
doe.gov/CocheC5_4m/CocheC5_4m.home.html）を用
いて評価し，ORF上に SNPを含んでいた原因遺伝子
NPS4を見出した．

NPS4遺伝子破壊株（Δnps4）は以下の手順で作出し
た．B. maydis HITO7711株のゲノムDNAは，Izumitsu 
et al.（2012）による方法に従って抽出した．NPS4遺伝
子のORF上流領域および下流領域は，ゲノムDNAか
ら PCRで増幅した．NPTIIカセットは，pZGenIプラス
ミドから PCRで増幅した（Sumita et al., 2017）．これら
3つの増幅産物は，fusion-PCRによって融合した．得ら
れたカセットをエタノール沈殿で精製し，NPS4遺伝子
の破壊に使用した．形質転換は，Izumitsu et al.（2009）
に記載された方法に基づいたプロトプラスト-PEG法で
行った．NPS4遺伝子が破壊カセットにより置換された
かどうかは，PCRによって確認した．

結　　果

B. maydisにおける 4つのハイドロフォビンの同定
JGIのウェブサイトに掲載されているC. heterostrophus 

C5株のタンパク質データを検索することで，シグナル
ペプチドおよびハイドロフォビンに特徴的なシステイン
パターンを持つ 4つの候補タンパク質を同定した
（Fig.1A）．Hyp1は全長 117アミノ酸，Hyp2は全長 100
アミノ酸，Hyp3は全長 157アミノ酸およびHyp4は全
長 182アミノ酸であった．いずれのハイドロフォビン遺
伝子も 2つのエキソンを有していた．Hyp1の疎水性プ
ロファイルは P. oryzaeのクラス Iハイドロフォビン
Mpg1に類似しており，Hyp2のプロファイルは P. 

oryzaeのクラス IIハイドロフォビンMhp1に類似してい
た．Hyp3およびHyp4のプロファイルも，一部の領域
を除きMhp1に類似していた．Hyp3には，第 8番目の
システインの後に 71アミノ酸からなるユニークな配列
が存在し，その中に第 9番目のシステインが含まれてい
た．Hyp4には，シグナルペプチドと最初のシステイン

Fig.1  I dentification of hydrophobins in B. maydis. (A) Strategy to search for hydrophobin in the total protein data 
of this fungus. (B) Schematic illustration of B. maydis hydrophobin proteins. Interproscan was used for the 
domain search. Filled black squares indicate signal peptides. Filled grey squares showed Hydrophobin 
(IPR001338) and Hydrophobin_2 (IPR010636), respectively.
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の間が 90アミノ酸あり，その約半分がグリシンで構成
されていた．InterProScanによる検索の結果，Hyp1は
Class I Hydrophobin（ InterPro IRR001338）に属してお
り，Hyp2–Hyp4 は Class II Hydrophobin（ InterPro 
IRR010636）に分類された（Fig.1B）．上記の結果から，
本菌は一つのクラス Iおよび三つのクラス IIハイドロ
フォビンを有していることが明らかになった．

ハイドロフォビンをコードする四つの遺伝子の発現
液体培地，固体培地，またはトウモロコシ葉上で培養
した B. maydisの菌糸体では，すべてのハイドロフォビ
ン遺伝子が発現していたが，その発現レベルには差が見
られた．HYP1およびHYP3の転写レベルは，HYP2お
よびHYP4よりも高かった（Fig. 2）．この結果は本菌が
主にHyp1とHyp3を利用している可能性を示唆してい
る．HYP1のトウモロコシ葉中およびHYP3の液体培養
中での転写レベルは，内部標準遺伝子である βチューブ
リンと同程度を示した（Fig. 2）．HYP4の転写レベルは
トウモロコシ葉中で最も高かった一方，HYP2の転写レ
ベルは三つの条件間で有意な差は認められなかった
（Fig. 2）．このことから，HYP2を除くすべてのハイド
ロフォビン遺伝子の発現レベルが培養条件によって有意
に異なることが明らかになり，それぞれのハイドロフォ
ビンが異なる条件下で使い分けられている可能性が示唆
された．

ハイドロフォビン遺伝子の四重破壊株の表現型
B. maydisの各ハイドロフォビン遺伝子の単一破壊株

（Δhyp1，Δhyp2，Δhyp3および Δhyp4），クラス IIハイドロ
フォビン欠失株（Δhyp2Δhyp3Δhyp4）および 4つすべての

ハイドロフォビンを欠失した株（Δhyp1Δhyp2Δhyp3Δhyp4）
を作出した．次に，四重破壊株を CMA上に接種し，
25 ℃で 7日間培養した．コロニー生育は，野生株と破壊
株の間で有意な差は認められなかった（Fig. 3A）．また，
四重破壊株を，ストレス誘導化合物（CFW，NaOH，
または SDS）を含んだ CMA上で培養した．その結果，
各培地におけるコロニー生育の減少率について，四重破
壊株と野生型株との間に有意な差は認められなかった
（Fig. 3A）．これらの結果は，B. maydisのハイドロフォ
ビンがコロニー生育および上記のタイプのストレス耐性
に寄与していないことを示している．野菜ジュース培地
で 7日間培養した四重破壊株のコロニーから分生子を回
収し，その形態を観察した．本菌の分生子は紡錘形で，
多数の隔壁によって区切られた細胞から構成されてい
る．四重破壊株と野生型株の間で分生子の形態に顕著な
違いは見られなかった（Fig. 3B）．これらの結果は，本
菌においてハイドロフォビンの欠失が分生子形成に影響
を与えないことを示している．B. maydisのハイドロフォ
ビンが病原性に関与しているか否かを調べるため，トウ
モロコシの葉を用いて病原性試験を行った．四重破壊株
および野生型株の間で病斑の大きさに有意な差は認めら
れなかった（Fig. 3C）．これらの結果は，ハイドロフォ
ビンの欠失が B. maydisの病原性に影響を与えないこと
を示している．次に，交配試験を行ったところ，野生型
株と alb3株の交配では，両菌株の接触線に沿って黒色
と淡い黄褐色の偽子嚢果が形成された（Fig. 3D）．四重
破壊株と alb3株の交配においても，黒色および淡い黄
褐色の偽子嚢果が形成された（Fig. 3D）．この結果は，
ハイドロフォビンの欠失は雌性器官の形成に影響しない
ことを示している．ハイドロフォビンが子嚢や子嚢胞子
の発達に関与しているかどうかを調べるために，両色の
偽子嚢果を回収し，子嚢内を観察した．アルビノ株との
すべての交配では，両色の偽子嚢果内に子嚢胞子を含む
子嚢の形成を確認できた（Fig. 3D）．これらの結果から，
B. maydisのハイドロフォビンが有性生殖には必須でな
いことが明らかになった．上記の実験は Δhyp1，Δhyp2，
Δhyp3，Δhyp4および Δhyp2Δhyp3Δhyp4株を用いても
行ったが，すべての破壊株の表現型は野生株と同様で
あった（data not shown）．

ハイドロフォビン遺伝子破壊株のコロニー疎水性
B. maydisのコロニーの疎水性にハイドロフォビンが
関与しているかどうかを調べるために，0.2 % SDSおよ
び 50 mM EDTAを含む溶液を菌糸体ディスクに滴下し
た．MAPキナーゼをコードする CHK1遺伝子の破壊株
である Δchk1株は，野生型株に比べてコロニーの疎水性
が著しく低いため，ポジティブコントロールとして利用

Fig.2   Transcript levels of B. maydis hydrophobin genes. 
Hyphae were cultured for 3 days in CM liquid, on 
cellophane membranes on CMA, or on the leaves of 
host plants (maize). RNA was extracted and used for 
qR T-PCR . Er ror bars , standard er ror (n =3). 
Different letters within each gene indicate significant 
differences (Tukey's test, P<0.05).
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した（Degani et al., 2013）．Δchk1株の菌糸円盤上の液
滴は 30分後には完全に消失した（Fig. 4）．野生型株上
の液滴は 30分経過しても変化を示さなかった（Fig. 4）．
また，四重破壊株を含むすべての破壊株でも，30分経

過後の液滴に変化は見られなかった（Fig. 4）．これら
の結果は，B. maydisのハイドロフォビンがコロニーの
疎水性に必須でないことを示した．

Fig.4   Hydrophobicity of the wild-type (WT) strain and disruptants of hydrophobin genes. A 10-μL droplet of solution 
containing 0.2 % sodium dodecyl sulfate and 50 mM ethylenediaminetetraacetic acid was placed on the mycelial 
disk of each strain and observed at the indicated time points.

Fig.3   Phenotype of the quadruple disruptant (Δhyp1Δhyp2Δhyp3Δhyp4). (A) Sensitivity of the wild-type (WT) strain 
and the quadruple disruptant to stress agents. All strains were incubated on CMA supplemented with 25 μg/mL 
Calcofluor White (CFW), 0.05 % SDS, or 0.015 % H2O2 for 7 days. (B) Conidial morphology of the wild-type 
strain and the quadruple disruptant. Each strain was cultured on VJA for 7 days. Conidia were harvested from 
three colonies of each strain. Bars: 20 µm. (C) Pathogenicity assay on maize leaves. Photos were taken 3 days after 
inoculation on maize leaves. (D) Sexual reproduction of the quadruple disruptant. The wild-type strain and the 
quadruple disruptant were crossed with an albino strain. Black and light tawny pseudothecia were harvested 30 
days after the cross and dissected to observe asci and ascospores. Bars: 1 mm (top), 50 µm (middle and bottom).
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HYP1遺伝子導入によるA. nidulans ΔdewA株の相補実験
B. maydisがハイドロフォビンを自身の疎水性因子と

して利用していない場合，本菌のハイドロフォビンは菌
体に疎水性を付与する能力を失っているのではないかと
の仮説を立てた．この仮説を検証するために，B. 

maydisのHyp1が A. nidulansのハイドロフォビン欠損
変異株における疎水性を回復できるかどうかを調査し
た．A. nidulansにおけるクラス Iハイドロフォビンを
コードする dewA遺伝子破壊株は，親水性のコロニーを
示す（Grünbacher et al., 2014）．そこでまず，この
dewA遺伝子破壊株を作出した．CNT株上の液滴は 3分
経過しても変化がなかったが，ΔdewA株上の液滴は 3分
で完全に消失することが観察された（Fig. 5）．この結
果は，既報研究の結果と矛盾がなかった（Stringer & 
Timberlake, 1995; Grünbacher et al., 2014）．次に，野生
型 dewA遺伝子を ΔdewA株に再導入して dewAcomp株を

作出した．dewAcomp株は CNT株と同様の疎水性を示し
た（Fig. 5）．さらに，B. maydisのHYP1遺伝子を dewA
プロモーターの制御下で ΔdewA株に導入したHYP1comp

株も作製した．HYP1comp株も dewAcomp株と同様にコロ
ニーの疎水性を回復した（Fig. 5）．この結果から，B. 

maydisのHyp1がコロニーに疎水性を付与する能力を
失っていないことが明らかになった．

D86株の親水性コロニーに関与する原因遺伝子の同定
本菌における新たな疎水性関連遺伝子を探索するた
め，変異誘導剤処理による本菌の変異株集団の作成を
行った．その変異集団の中から見出されD86株は野生
株とは異なり親水性コロニーを形成する（Fig. 6A）．こ
の表現型の原因突然変異を同定するために，交配により
得られた子孫株の分離から，変異の原因が単一の遺伝子
によるか否かを調べた．まず，野生株MASHIKI2-2株

Fig.5   Hydrophobicity of the wild-type (WT), ΔdewA, dewAcomp, and HYP1comp strains of A. nidulans. A 10-μL droplet of 
solution containing 0.2 % sodium dodecyl sulfate and 50 mM ethylenediaminetetraacetic acid was placed on the 
mycelial disk of each strain and observed at the indicated time points.

Fig.6   Characterization of NPS4 gene in B. maydis. (A) Hydrophobicity of the wild-type (WT) and D86 strains. A 10-μL droplet of 
solution containing 0.2 % sodium dodecyl sulfate and 50 mM ethylenediaminetetraacetic acid was placed on the 3 days-old 
colony of each strain and observed 1 minute after it was dropped. (B) Schematic illustration of NPS4 gene with mutation.  
(C) Hydrophobicity of the wild-type and Δnps4 strains. Hydrophobicity assay was performed using the same technique as in (A).
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とD86株の交配試験により 100株の子孫株を取得した．
子孫株の形成したコロニーの表現型を確認した結果，41
株（カイ二乗検定：χ2 = 0< χ2（1, 0.05）=3.24）の子孫株
が親水性コロニーを形成した．以上の結果から，D86株
の親水性コロニー形成の表現型は 1遺伝子の変異に由来
していることが示唆された．
次に，比較ゲノム解析により原因遺伝子の同定を試み
た．D86株と野生株MASHIKI2-2株との交配により得
られた子孫株のうち親水性コロニーを形成する 2株と疎
水性コロニーを形成する 1株を選定し，計 3株からゲノ
ムDNAを抽出した．これら 3株についてゲノムDNA
の塩基配列を次世代シーケンサーにて決定した．BWA
プログラムと SAMtools/BCFtoolsを用いて，B. maydis 
C5株とDNA抽出を行った株間との SNPサイトを探索
し，それに続いて野生株HITO7711株とMASHIKI2-2
株由来の SNPサイトを除去した．抽出した SNPサイト
から親水性コロニー型の 2株に共通し，疎水性コロニー
型の 1株には含まれない SNPサイトを抽出し，3722ヶ
所の SNPサイトを得た．その中からトランスポゾン上
の SNPを除去し，CDS上に変異が生じておりかつシノ
ニマスの変異ではない SNPを JGIにおける B. maydis 
C5株のデータベースを用いて探索した結果，最終的に
122ヶ所の SNPサイトを候補遺伝子変異として絞り込ん
だ．この候補遺伝子群の中には非リボソーマルペプチド
合成酵素（NRPS）をコードするNPS4遺伝子も存在して
いた．本菌におけるこの遺伝子の欠損はコロニーの疎水
性を著しく低下させることが報告されている（Turgeon 
et al., 2008）．D86株の親水性コロニーを形成する子孫
株 10株におけるNPS4遺伝子のシーケンスの結果，本
遺伝子の変異（C→G）がこの表現型と連鎖している
ことが明らかになった（Fig. 6B）．また，この塩基置換
によりNps4（全 7213アミノ酸）内の 1660番目のアミ
ノ酸がトリプトファンから終止コドンへ変化することが
推定された．さらに，野生株HITO771を親株とした
NPS4遺伝子の破壊株を作出し，表現型解析を行った結
果，D86株と同様に顕著な親水性コロニー示すことが明
らかになった（Fig. 6C）．この結果は，B. maydisは自
身の疎水性をハイドロフォビンではなくNps4が生産す
る化合物に依存している可能性を示している．

考　　察

これまでの子嚢菌や担子菌に関する研究から，多くの
糸状菌が複数のハイドロフォビンをコードする遺伝子を
持っていることが示されている．これらの菌類，および
その他の菌類において，ハイドロフォビンは生物学的プ
ロセスに関して多岐にわたる機能を有していることが明

らかになっている．例えば，P. oryzaeでは，ハイドロ
フォビンMpg1およびMhp1が付着器形成および病原性
に関与している（Talbot et al., 1996 ; Kim et al., 2005）．
Aspergillus fumigatusの分生子上の RodAは，細胞壁成分
が宿主の免疫系に認識されるのを遮蔽する（Aimanianda 
et al., 2009）．A. oryzaeでは，RolAがクチナーゼ CutL1
と相互作用し，ポリブチレンサクシネートコアジペート
の効率的な分解に関与している（Takahashi et al., 
2005）．担子菌類の P. ostreatusにおいては，ハイドロ
フォビンが効率的なリグニン分解および環境ストレス耐
性に重要である（Han et al., 2023a, b, 2024）．しかしな
がら，植物病原菌 B. maydisのハイドロフォビンに関す
る情報は限られていた．本研究では，クラス Iハイドロ
フォビン（Hyp1）1種とクラス IIハイドロフォビン
（Hyp2–Hyp4）3種を同定した（Fig.1）．これらのハイ
ドロフォビンのクラスおよび数は，本菌類のハイドロ
フォビン遺伝子を別の方法で探索した Degani et al. 
（2013）の報告と一致していた．
本研究で我々は，まず 4つある各ハイドロフォビン遺
伝子について，単一遺伝子破壊株を作出し，機能解析を
行った．しかし，いずれの破壊株も，コロニー生育，分
生子形成，環境ストレス耐性，病原性，および有性生殖
のいずれにおいても，野生株と比較して有意な差は認め
られなかった．複数の遺伝子が存在する場合，単一の遺
伝子を破壊しても必ずしも表現型に変化が現れるわけで
はない．そのため，複数の遺伝子を破壊した株を用いた
表現型解析も重要である．例えば，B. cinereaでは，単
一のハイドロフォビン遺伝子破壊株では異常が見られな
かったものの，二重および三重破壊株の一部で異常な子
嚢盤が観察された（Terhem & van Kan, 2014）．また，F. 

gramineraumでは，ハイドロフォビン遺伝子の単一から
五重破壊が作出され，病原性，分生子形成，および二次
代謝に影響を与えることが報告されている（Shin et al., 
2022）．
本研究では，B. maydisにおけるハイドロフォビン遺
伝子三重および四重破壊株も作出した．しかし，他の菌
類に関する報告とは異なり，これらの株の表現型は野生
型株や単一破壊株と顕著な変化は観察されなかった
（Fig. 3）．したがって，子嚢菌類や担子菌類を含む多く
の糸状菌とは異なり，B. maydisのハイドロフォビンは
生物学的プロセスにおいて重要な役割を果たしていない
可能性が考えられた．
一般に，ハイドロフォビンは細胞外マトリックスに分
泌され，菌糸や分生子に疎水性を付与すると考えられて
いる（Wösten, 2001）．A. nidulansにおいては，クラス I
ハイドロフォビンDewAまたは RodAが欠失すると，コ
ロニーの疎水性が顕著に低下する（Grünbacher et al., 
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2014）．また，ハイドロフォビンは P. oryzaeやB. cinerea
を含むいくつかの植物病原糸状菌における，コロニーの
疎水性に関与している（Talbot et al., 1993 ; Kim et al., 
2005; Mosbach et al., 2011）．しかし，本研究においては，
野生型株，単一破壊株，および四重破壊株の間で，コロ
ニーの疎水性に有意な差は認められなかった（Fig. 4）．
この結果は，本菌においてハイドロフォビンがコロニー
の疎水性に関与しないことを示している．

B. maydisにおけるハイドロフォビンの機能をより詳
細に調べるために，コロニーの疎水性が低下しているA. 

nidulansの ∆dewA株にHYP1遺伝子を導入した．興味
深いことに，この株はCNT株と同等のコロニーの疎水
性を示した（Fig. 5）．このことは，Hyp1がコロニーに
疎水性を付与する能力を有していることを示している．
この発見は，たとえ同一のハイドロフォビンでも菌種に
よってその機能が変化することを示唆している．
また，本菌の変異集団を用いたスクリーニングにより
野生株と比較して顕著な濡れ性を示すコロニーを形成す
る変異株を見出した（Fig. 6A）．ゲノム比較により，濡
れ性の表現型とNPS4遺伝子内に存在する変異が連鎖し
ていることを明らかにした（Fig. 6B）．また，NPS4遺
伝子の破壊株を作出した結果，顕著な濡れ性の表現型を
示した（Fig. 6C）．この結果は，Turgeon et al.,（2008）
の報告と同様であった．加えて本菌および近縁種 Bipolaris 

oryzaeの場合，NRPSの活性化に関係する Sfp-type 4′- 
phosphopantetheinyl transferaseをコードする遺伝子
PPT1の欠損もまたコロニーの顕著な濡れ性を示すこと
が報告されている（Zainudin et al., 2015）．このことか
ら，本菌におけるコロニーの疎水性はNps4の産物に
よって担われているもしくはその産物がハイドロフォビ
ンを調節していると考えられていた（Turgeon et al., 
2008）．今回の研究結果と先行研究から総合的に判断す
ると，おそらく前者の可能性が高いと考えられる．この
研究の濡れ性試験においてポジティブコントロールとし
て用いたMAPキナーゼ Chk1の欠損株は親水性コロ
ニーを示すので（Degani et al., 2013; Fig. 4），MAPキ
ナーゼ経路の下流にはNPS4遺伝子が存在しているのか
もしれない．B. maydis以外の糸状菌においてもNRPS
の産物を表面疎水性に利用している可能性が示されてい
る．Alternaria brassicicolaではNps4のオルソログであ
るNps2が菌糸の表面疎水性に必須であることが明らか
になっている（Kim et al., 2007）．F. graminearumの
Nps4ホモログが生産する化合物は Fusahexinと呼ばれ
る環状ペプチドであることが特徴づけられており，その
遺伝子の欠損もまた，コロニーを疎水性から親水性へと
表現型を変える．しかしながら，F. graminearumのハ
イドロフォビン遺伝子欠損株においてもコロニーが濡れ

性を示すことから，菌種によって二つの疎水性因子の依
存度が異なるかもしれない．つまり，B. maydisは自身
の疎水性特性をハイドロフォビンではなくNps4が生産
する物質に依存している可能性が考えられる．
今回の研究において，B. maydisのハイドロフォビン
遺伝子の四重破壊株においても，表現型の変化を検出で
きなかった．しかし，この菌におけるハイドロフォビン
をコードする 4つの遺伝子すべてが発現しており，少な
くともHyp1はハイドロフォビンとしての機能を失って
いないことを明らかにした．したがって，これらのハイ
ドロフォビンはこの菌において何らかの機能を持ってい
ると考えられる．これらの機能を明らかにするために
は，本菌のハイドロフォビンの局在解析やタンパク質を
回収しその物理的特性についてさらに調査する必要があ
る．また，本菌におけるNps4が合成に関与する化合物
およびその化合物がどのように本菌の疎水性に関与して
いるのか未だ不明である．化合物の同定および新たな疎
水性低下株の作出により本菌の疎水性メカニズムに関す
る研究に更に取り組んでいきたい．今回の研究で見出し
た同一のハイドロフォビンがB. maydisとA. nidulansと
いう 2つの種で異なる機能を持つという事実は，ハイド
ロフォビンに関する新たな知見となる．コロニーの疎水
性メカニズムが異なるこれら 2つの菌種におけるハイド
ロフォビンの発現制御の解析は，ハイドロフォビンの機
能の多様化を解明する上で重要な手掛かりとなる．ま
た，HYP1遺伝子で相補されたA. nidulans株は，多様化
解析のための有用なツールとなり得るであろう．

要　　約

ハイドロフォビンは，糸状菌によって分泌される低分
子量の両親媒性タンパク質であり，菌糸や分生子に疎水
性を付与する．さらに，さまざまな生物学的プロセスに
も関与していることが報告されている．本研究では植物
病原菌 B. maydisにおけるハイドロフォビンの生物学的
機能について調査した．B. maydisのゲノムには 4つの
ハイドロフォビン遺伝子が存在し，それぞれは Class I
に属するHyp1，およびClass IIに属するHyp2，Hyp3，
Hyp4であり，これらすべてが発現していることが明ら
かになった．各遺伝子の単独破壊株に加えて，三重およ
び四重破壊株も作出した．その結果，菌糸の成長，分生
子形成，ストレス耐性，病原性，有性生殖のいずれにお
いても，野生株との間に明確な差異は認められなかっ
た．さらに，すべての破壊株におけるコロニーの疎水性
も野生株と同様であった．一方，A. nidulansの ΔdewA破
壊株ではコロニーの疎水性が著しく低下したが，この株
にHYP1遺伝子を導入すると，コントロール株と同程度
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までその疎水性は回復した．これらの結果から，B. 

maydisのハイドロフォビンは本菌における生物学的プ
ロセスには大きく関与していないものの，少なくとも
Hyp1はその機能を保持していることが明らかになった．
この結果は，ハイドロフォビンの機能が菌種に依存して
異なることを改めて示している．また，本菌の変異集団
をスクリーニングした結果，顕著な親水性コロニーを示
す変異株が見出された．ゲノム比較の解析から，この表
現型の原因遺伝子がNPS4であることを見出した．この
結果は，本菌の疎水性は機能的なハイドロフォビンを有
しているのにもかかわらず，Nps4によって産生される
物質に依存していることを示している．

本助成で得られた研究成果の報告
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緒　　言

多くの作物病害は植物病原性の糸状菌によって引き起
こされることが知られており，その感染はまず菌の胞子
が植物基質に接着することから始まる．植物基質に接着
した菌は，その環境を認識し，侵入・分解のプロセスに
移行する．この過程において基質表面の認識・侵入に関
わる細胞システムは生存戦略上極めて重要であると言え
る．例えば，本課題で取扱ったトウモロコシごま葉枯病
菌（Bipolaris maydis）を含めた多くの植物病原糸状菌
は“付着器”と呼ばれる特殊な細胞器官を介して宿主植
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物に侵入する．このことから付着器は，植物病原菌の感
染戦略の中でも最も重要な細胞器官の一つとされる．

Bipolaris maydisでは付着器形成に関わる細胞内シグナ
ル伝達系の因子の一つとしてMAPキナーゼ（MAPK）
である CHK1がよく知られている（Lev et al., 1999）．
CHK1型MAPKは本菌以外にも，イネいもち病菌（Park 

et al., 2006），灰色かび病菌（Zheng et al., 2000）など，
多くの植物病原菌において付着器形成に関与している．
CHK1自体やこのMAPKカスケードの因子を欠損すると，
付着器形成能が完全に失われる．例えば，CHK1の上流
因子である STE7（MAPKK）や STE11（MAPKKK），
それに結合するアダプタータンパク質である STE50を
欠損すると，あらゆる基質表面において付着器は形成で
きなくなる（ Izumitsu et al., 2009; Kitade et al., 2015; 
Sumita et al., 2019）．一方，STE50と相互作用するOPY2
について，その欠損は疎水面上での付着器形成能を失う
が，OPY2欠損株でも宿主葉上では付着器を形成し，病
斑も形成される（Yoshida et al., 2025）．
一般に，植物病原菌の付着器形成には宿主の認識が不
可欠であり，宿主の認識によって生じたシグナルが
MAPK経路を活性化して付着器形成が誘導されると考
えられている．宿主の認識は，1）疎水面の認識，2）宿
主由来化学物質の認識の 2つが寄与する（DeZwaan et 

al., 1999; Kamakura et al., 2002; Zhao et al., 2005; Kong et 
al., 2013）．このうちOPY2は，1）疎水面の認識に関わっ
ており，疎水面認識に関わるセンサータンパク質である
か，それに深く関わる因子であることが推察されている
（Elion et al., 1990; Truckses et al., 2006; Yamamoto et al., 
2010）．さらに，OPY2以外にもMSB2や SHO1と呼ばれ
る因子がこの疎水面認識に関わることも明らかにされて
いる（Yoshida et al., 2025; Izumitsu et al., unpublished）．
すなわち，OPY2遺伝子破壊株（∆opy2株），MSB2遺伝
子破壊株，SHO1遺伝子破壊株はいずれも，プラスチッ
ク（疎水面）上においては付着器を形成できないが，宿
主であるトウモロコシ葉上では正常に付着器を形成す
る．また，∆opy2株などの疎水面の認識能を欠く株でも，
人工基質上でペクチンを外部添加すると付着器形成が誘
導される．このことから，宿主葉上と人工基質上での付
着器形成能に違いを生じさせる宿主由来化学物質として
ペクチンの関与が示唆されている（Yoshida et al., 2025）．
しかしながら，これまでにペクチンを認識するメカニズ
ムについては何も明らかにされていない．
本研究では，このメカニズムを解明するため，∆opy2
株を親株として突然変異原を処理し，外部からペクチン
を添加しても付着器形成が誘導されない変異株（D296
株）を獲得した．D296株では，ペクチンが付着器形成
を誘導するメカニズムに関わる遺伝子に変異が生じてい

ることが推察されるため，順遺伝学的なアプローチと比
較ゲノム解析により原因となる遺伝子変異を同定し，同
定した責任遺伝子 LAG1について，分子遺伝学的アプ
ローチによりその機能解析を試みた．

実験方法

順遺伝学的アプローチと比較ゲノムによる LAG1遺伝子
の同定
本研究では，B. maydisの野生株としてHITO7711株

（MAT1 -2）を用いた（Tanaka et al., 1991）．また，交
配 試 験 に はMASHIKI2-2株（MAT1 -1） を 用 い た
（Tanaka et al., 1991）．OPY2遺伝子破壊株（∆opy2株）
は野生株（HITO7711株）のOPY2遺伝子をジェネティ
シン耐性マーカーで置換したものを用いた（Yoshida et 

al., 2025）．∆opy2株に対し，突然変異誘引剤として
4-Nitroquinoline 1-Oxide（NQO）を処理し，その結果
得られた突然変異株の 1つであるD296株を本研究に供
試した．供試菌株は，V8または野菜ジュース寒天培地
において 25 ℃で培養した．交配試験では，D296株に対
してMASHIKI2-2株を掛け合わせ，得られた子孫株の
表現型を解析した．さらに，D296株と同じ表現型を示
した子孫株D296OS-95株（MAT1 -1）に対して ∆opy2
株（MAT1 -2）を掛け合わせ，得られた子孫株の表現型
を解析した．定法に従い，交配にはザックス培地と滅菌
トウモロコシ葉を用いた（Morita et al., 2012）．
交配試験により得られたD296株の子孫株のうち（同
定した変異遺伝子を lag1と命名），遺伝子型が変異型
（∆opy2, lag1）の株から 2株，親株型（∆opy2, LAG1）
の株から 1株を選択し，これら計 3株についてゲノム
DNAを抽出した．抽出には DNeasy Plant Mini Kit
（QIAGEN, Hilden, Germany）を用い，抽出DNAをマ
クロジェン・ジャパン（Tokyo, Japan）に送付して，次
世代シーケンサーNovaSeq6000（ Illumina, San Diego, 
USA）による解析を委託した．得られたショートリー
ド配列（100 bp paired-end）は FastQC（ver. 0.10.1）に
よるクオリティチェックを行い，Cutadapt（ver.1.1）
（Martin, 2011）によってアダプター配列を除去した．
得られたショートリード配列は，Burrows-Wheeler 
Aligner（BWA ver. 0.7.12）（Li & Durbin, 2009）を用
いて，Joint Genome Institute（ JGI）の B. maydis C5株
データベースのゲノムコンティグに対してマッピングし
た．さらに SAMtools/BCFtools（ver. 0.1.19）（Li et al., 
2009）を用いて B. maydis C5株と供試菌株との間の一
塩基多型（SNP）を探索した．続いて，HITO7711株
とMASHIKI2-2株由来の SNPを除去し，供試 3株の
SNPサイトデータをそれぞれ取得した．さらに，遺伝
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子型（∆opy2, lag1）の 2株に共通する SNPのうち，遺
伝子型（∆opy2, LAG1）の SNPに重複しない SNPサイ
トを抽出した．抽出した SNPがORF上に存在するか否
かを B. maydis C5株のデータベース v3.0（https://
mycocosm.jgi.doe.gov/CocheC5_4m/CocheC5_4m.
home.html）を用いて評価し，ORF上に SNPを含んで
いた遺伝子を LAG1の候補遺伝子とした．

遺伝子破壊株と相補株，蛍光株の作成
目的の遺伝子組換え株を作出するために，各遺伝子組
換えカセットを含むプラスミドとして，野生型 LAG1遺
伝子を発現する相補用プラスミド（pLAG1C），2回交差
により LAG1遺伝子をマーカーカセットと置換できる破
壊用プラスミド（pdlag1），pLAG1Cから LAG1遺伝子
の部分領域を欠失させた 3種のプラスミド（pdNv1–3），
蛍光標識用プラスミド（pNGLAG1），さらに pNGLAG1
のプロモーターを tefプロモーターに置換したプラスミ
ド（pNGLAG1OE）を構築した．その際，pdlag1には
pZErO-2，その他のプラスミドには pZN3HisLR3
（Yasumoto et al., unpublished）をベクターとして使用
した．カセットに使用したDNA断片のうち，B. maydis
由来のものは，B. maydis野生株のゲノムDNAをテンペ
レートとして PCRにより増幅した．遺伝子破壊におけ
る選択マーカーとして，ハイグロマイシン耐性遺伝子
（HPH）を用い，HPH遺伝子断片はプラスミド pCB1004
（Carroll et al., 1994）を鋳型としてPCRにより増幅した．

pdNv1–3の作製では，pLAG1Cをテンプレートとして
PrimeSTAR Max DNA Polymerase（Takara Bio, Shiga, 
Japan）を用いた PCRベースの方法により，LAG1の部
分領域を欠損させた．pNGLAG1および pNGLAG1OEに
ついては，プロモーター断片，NeonGreen断片，LAG1
遺伝子断片を連結し，LAG1のN末端側にNeonGreenが
融合したNeonGreen融合LAG1発現株の作成に供試した．
糸状菌への形質転換は定法に従いプロトプラスト

PEG法により行った（ Izumitsu et al., 2009）．想定通り
の組換えが生じたことを PCRにより確認し，典型的な
形質を示す菌株をその後の表現型解析に供試した．ま
た，NeonGreen融合 LAG1発現株については，プラス
ミドの導入により lag1の変異形質が相補される，すな
わちNeonGreen融合 LAG1が LAG1として機能するこ
とを確認したのち局在解析に供試した．

表現型解析（付着器形成能，病原性，LAG1局在解析）
付着器形成能の評価：白金鉤を用いて各菌株のコロ
ニーから分生子を掻き取り，滅菌水を 1 mL入れたエッ
ペンドルフチューブに懸濁した．次に，プラスチック
シャーレの底面を 10 mLの滅菌水あるいはペクチン溶液

で満たし，胞子懸濁液を 100 µL滴下した．シャーレを
25 ℃暗黒下で 6時間静置し，倒立顕微鏡を用いて付着器
を観察した．付着器形成率=付着器を形成した胞子数/
発芽した胞子数として集計した．
病原性評価：白金鉤を用いて各菌株のコロニーから分
生子を掻き取り，0.1 % Tween水を 1 mL入れたエッペン
ドルフチューブに懸濁した．適宜，菌糸残渣などを濾過
した後，0.1 % Tween水における胞子数を 5.0×105個/mL
に調整し，胞子懸濁液とした．プラスチックバット内に
十分に水で湿らせたキムタオルを敷き，播種 30日後の
トウモロコシ葉を切り取ってキムタオル上に固定した．
胞子懸濁液 13 µLのドロップをトウモロコシ葉上に接種
し，25 ℃暗黒下で 3日間静置した．その後，病斑の長径
の長さに基づき病原性を評価した．

LAG1局 在 解 析：NeonGreen融 合 LAG1発 現 株
（NGLAG1株）を用いて LAG1の細胞内局在を解析した．
また，NeonGreen融合 LAG1の発現を tefプロモーター
で制御した過剰発現型株（NGLAG1OE株）も作成し，局
在解析に供試した．白金鉤を用いて，得られたNeonGreen
融合 LAG1発現株のコロニーから分生子を掻き取り，滅
菌水あるいはペクチン溶液 1 mLを入れたエッペンドル
フチューブに懸濁した．撥水剤（Glaco: SOFT99, Osaka, 
Japan）を塗布したカバーガラスに胞子懸濁液を 20 µL
滴下し，十分に湿らせたキムワイプと共にシャーレに入
れ，暗黒下で静置した．培養開始後，2，3，4時間後の
胞子，菌糸，形成された付着器を観察した．蛍光観察に
は，共焦点レーザー顕微鏡 STELLARIS 5 WLL（Leica 
Microsystems, Wetzler, Germany） を 用 い， 励 起 光
491 nm /検出波長 510–530 nmの条件で観察した．

結　　果

D296株の作出とその表現型解析
ペクチンが付着器形成を誘導するメカニズムを明らか
にするため，疎水表面認識能を欠く Δopy2株を親株とし
て突然変異株を作出した．NQO処理により，約 0.1 %の
生存率条件において 894株の突然変異株を取得し，これ
らについてペクチン溶液を用いたスクリーニングを実施
した．その結果，「ペクチン添加による付着器形成誘導」
を示さない株としてD296株が単離された．D296株は
野生株や親株と比較して僅かにコロニー生育が悪化して
いた（Fig.1A）．また，D296株は「ペクチン添加によ
る付着器形成の誘導不全」だけでなく（Fig.1B & C），
分生子発芽後，「直線的で分岐の少ない菌糸」を伸長し
た（Fig.1B）．これを定量的に評価するため，培養 3時
間及び 6時間後の菌糸の長さを計測すると，6時間後で
は親株の Δopy2株と比較して有意に長い菌糸を伸長して
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Fig.1   Vegetative growth and appressorium formation in the wild-type (WT), parental ∆opy2, and D296 strains. (A) 
Colony growth at 7 days after inoculation on Vegetable Juice Agar medium. (B) Hyphal growth on plastic plates 
in distilled water with or without pectin for 6 h. Scale bars, 50 µm. Black arrowheads, appressoria; while white 
arrowheads, elongated hyphae. (C) Appressorium formation rates at 6 h of incubation on plastic plates in sterile 
water with or without pectin. The rate was defined as the number of conidia forming appressoria divided by the 
number of germinated conidia (n=100). Data are the mean of three replicates ± standard error. Significance of 
differences between treatments was assessed using Welch's t-test (**P < 0.01) and interpreted as indicating 
' induction of appressorium formation by pectin addition'. (D) Hyphal lengths at 3 or 6 h of incubation on plastic 
plates in sterile water with or without pectin. Data are the mean hyphal lengths of 100 germinated conidia ± 
standard error. Multiple comparisons were performed using Tukey's test at a 5 % significance level (*P < 0.05).
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いた（Fig.1D）．以上より，D296株は「ペクチン添加
による付着器形成誘導」に関与する遺伝子に変異を持つ
ことが示唆されたため，これらの表現型に寄与する遺伝
子変異の同定へと研究を展開した．

D296の特性に関与する責任遺伝子の同定
D296株は「ペクチン添加による付着器形成の誘導不
全」と「直線的で分岐の少ない菌糸」という特徴的な表
現型を示す．これら表現型の原因突然変異を同定するた
め，交配による子孫株に見られる表現型の分離比から，
変異の原因が単一の遺伝子によるか否かを明らかにする
ことを試みた．まず，野生株MASHIKI2-2株とD296株
の交配試験により 100株の子孫株を得た．そのうち，
D296株の親株である ∆opy2株由来のジェネティシン耐
性を示す子孫株は 48株（カイ二乗検定：χ2 =1.96 < χ2（1, 
0.05）=3.84）であった．子孫株の分生子を採取し，胞子
発芽後の菌糸の形態を観察したところ，50株（カイ二
乗検定：χ2 =0 < χ2（1, 0.05）=3.84）の子孫株の発芽胞子
において直線的な菌糸が観察された．続いて，得られた
子孫株の中でジェネティシン耐性を持ち，且つ直線的な
菌糸を形成した株からD296OS-95株（MAT1 -1）を選
抜し，∆opy2株との交配試験を行った．この交配から
100株の子孫株を取得し，それらすべてがジェネティシ
ン耐性を持つことを確認した．子孫株の分生子を採取
し，胞子発芽後の菌糸の形態を観察したところ，52株
（カイ二乗検定：χ2 =1.96 < χ2（1, 0.05）=3.84）の子孫株
において直線的な菌糸が観察された．また，これらの
52株ではペクチンを添加しても付着器形成誘導は観察
されなかった．以上の結果から，D296株に見られた表
現型「ペクチン添加による付着器形成の誘導不全」と
「直線的で分岐の少ない菌糸」は同一の遺伝子変異に起
因し，さらにこれらは 1遺伝子の変異に由来しているこ
とが示唆された．この原因変異遺伝子を LAG1と命名
し，さらなる探索を行った．
次に，比較ゲノム解析により LAG1の同定を試みた．

D296株と野生株MASHIKI2-2株との交配により得られ
た子孫株のうち「ジェネティシン耐性」と「直線的で分
岐の少ない菌糸」が見られる株（∆opy2, lag1）として
D296OS-15株及びD296OS-95株の 2株を，「ジェネティ
シン耐性」を示すが「直線的で分岐の少ない菌糸」が見
られない株（∆opy2, LAG1）としてD296OS-41株を選
定し，計 3株からゲノムDNAを抽出した．これら 3株
についてゲノムDNAの塩基配列を次世代シーケンサー
にて決定した．BWAプログラムと SAMtools/BCFtools
を用いて，B. maydis C5株とDNA抽出を行った株間と
の SNPサイトを探索し，それに続いて野生株HITO7711
株とMASHIKI2-2株由来の SNPサイトを除去した．そ

の結果，C5株との間にD296OS-15株では 22067ヶ所，
D296OS-95株 で は 18716ヶ 所，D296OS-41株 で は
18954ヶ所の SNPサイトを見出した．これらの SNPサ
イトから遺伝子型：∆opy2, lag1の 2株に共通し，且つ遺
伝子型：∆opy2, LAG1の株には含まれない SNPサイト
を抽出し，2680ヶ所の SNPサイトを得た．JGIにおけ
る B. maydis C5株のデータベースを用いて探索した結
果，CDS上に変異が生じていた SNPサイトは 698ヶ所
であった．またここからトランスポゾンを除く 159ヶ所
の SNPサイトのうち，シノニマス変異を生じるものを
手動で除去して最終的に 14ヶ所の SNPサイトを候補遺
伝子変異として絞り込んだ．
続いて，候補 SNPを含む遺伝子の中からD296株の
表現型を引き起こす責任遺伝子を同定するため，交配子
孫株の中で遺伝子型：∆opy2, lag1の株を 10株，遺伝子
型：∆opy2, LAG1の株を 10株選定し，ゲノムDNAを抽
出した．各遺伝子型の 10株のゲノムDNAを均等な濃度
で混合し，候補 SNPサイト周辺を PCRによって増幅し
た．この増幅断片をサンガー法でシーケンス解析し，リ
ファレンス配列と一致するか，あるいは遺伝子型：
∆opy2, lag1由来の断片にのみ含まれている変異である
か否かを確認した．これにより Protein ID: 1166414を
コードする遺伝子のORF上の変異（G→ C）が子孫株
の表現型と連鎖していることが明らかになった．また，
この塩基置換により α/β-hydrolaseドメイン（ABHD）
において，アルギニンがプロリンへと変化する変異であ
ることが推定された．
さらに，Protein ID: 1166414中の変異が本表現型の原
因であるという確証を得るため，野生株の Protein ID: 
1166414の遺伝子配列をD296株に異所的に導入した．
Protein ID: 1166414の翻訳領域の約 1500 bp上流から約
200 bp下流までの領域を PCRによって増幅し，HIS3
ローカスをターゲットとして 2回交差組換えによって遺
伝子を導入した．得られた相補株（D296c株）は「直
線的で分岐の少ない菌糸」が観察されず，「ペクチン添
加による付着器形成誘導」も回復した（Fig. 2A and B）．
この結果から，D296株の表現型は， Protein ID: 1166414
中の 760番目のアミノ酸残基におけるアルギニンからプ
ロリンへの変化に起因することが明らかになった．
Protein ID: 1166414を LAG1と同定し，以降 LAG1遺伝
子の機能解析を実施した．

野生株あるいは ∆opy2株を親株とした LAG1遺伝子破壊
株の造成

LAG1の機能を詳解するため，野生株を親株とした
LAG1遺伝子破壊株（∆lag1株）および ∆opy2株を親株
としたOPY2との二重破壊株（∆opy2∆lag1株）の作出
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を試みた．まず，ハイグロマイシン耐性カセットをLAG1
遺伝子の翻訳領域の外側領域で挟み込み，2回交差型の
遺伝子置換カセットを構築した．これをプロトプラスト
PEG法により野生株HITO7711および ∆opy2株へと導
入して，遺伝子破壊株を取得した．これらの株について
分生子を採取し，プラスチックシャーレ（疎水面）上の
滅菌水およびペクチン溶液中で 6時間培養した．いずれ
の分生子においても正常に発芽した後，「直線的で分岐
の少ない菌糸」が観察された（Fig. 3A）．∆opy2∆lag1株
は突然変異株であるD296株と同じく，滅菌水中，ペク
チン溶液中のいずれでもほとんど付着器を形成せず「ペ
クチン添加による付着器形成誘導」も認められなかった
（Fig. 3B）．また，∆lag1株はOPY2遺伝子を保持してい
るにも関わらず疎水面上での付着器形成率が 20.5 %ま
で低下し，さらにペクチン溶液中でも付着器形成率は
29.3 %にとどまった（Fig. 3B）．すなわち，「ペクチン
添加による付着器形成誘導」は認められなかった．一方，
興味深いことに，Δlag1株の付着器形成の観察過程にお
いて，菌糸側面から付着器が形成される様子も観察され
（Fig. 3A），Δlag1株はペクチンに応答する能力自体は保
持していることが推察された．

LAG1の完全な機能に必要なドメインの探索
LAG1の機能を予測するため，ドメイン予測ツールによる

ドメイン検索を行った．ドメイン検索には InterProScan

（https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/），
CDD（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/
wrpsb.cgi），NCBI DELTA-BLAST（https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi）を用いた（Table 1）．この結果
と ABHD（CDD予測ではMhpCドメイン）中の変異が
LAG1遺伝子破壊と類似した形質を示すことを鑑みる
と，LAG1は主に加水分解酵素として機能しており，さ
らにその機能には ABHDが重要であることが強く示唆
された．

Fig.3   Hyphal growth and appressorium formation in the 
lag1 single -disrupted strain (∆lag1) and the ∆lag1 
strain derived from the ∆opy2 strain (∆opy2∆lag1).  
(A) Hyphal growth on plastic plate in distilled water 
with or without pectin for 6 h. Scale bars, 50 µm. Black 
arrowheads, appressoria; white arrowheads, elongated 
hyphae. (B) Appressorium formation rates (defied as in 
Fig. 1) at 6 h of rates of incubation on plastic plates in 
either sterile water or pectin solution. The rate was defined 
as the number of conidia forming appressoria divided by 
the number of germinated conidia (n=100). Data are the 
mean of three replicates ± standard error. Significance 
of differences between treatments was assessed using 
Welch's t-test (**P < 0.01). WT, wild type.

Fig.2   Hyphal growth and appressorium formation in the 
LAG1 - complemented D296c strain. (A) Hyphal 
growth on plastic plate in distilled water with or 
without pectin for 6 h. Black arrowhead, appressorium. 
(B) Appressorium formation rates of the ∆opy2, D296, 
and D296c strains at 6 h of incubation on plastic plates 
in sterile water with or without pectin. The rate was 
defined as the number of conidia forming appressoria 
divided by the number of germinated conidia (n=100). 
Data are the mean of three replicates ± standard error. 
Significance of dif ferences between treatments was 
assessed using Welch's t-test (**P < 0.01).
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次に，ABHD以外のドメインが LAG1の機能に関与
しているか否かを明らかにするため，ドメイン欠損株の
作成を試みた．ドメイン予測の結果に基づき，ABHD
を除く領域を欠く 3種の変異株を造成した（Fig. 4A）．
以下に造成した 3株の欠損領域とその表現型を記す．
1）dNv1株：糸状菌において保存されているN末端側の
24番目から 363番目のアミノ酸残基を欠く（Fig. 4A）．
複数得られた dNv1株はいずれも「直線的で分岐の少な
い菌糸」は観察されず，付着器形成率の低下も認められ
なかった（Fig. 4B）．このことから，24番目から 363番
目の領域を欠損しても LAG1の機能には影響しないと考
えられた．

2）dNv2株：ABHDを除く領域（2から 729番目のアミ
ノ酸残基）を欠失（Fig. 4A）．得られた dNv2株はいず
れも，∆lag1株と同様に「直線的で分岐の少ない菌糸」
と付着器形成率の低下が観察された（Fig. 4B）．これに
より，予測された ABHD領域（734から 888番目のア
ミノ酸残基）は不十分であり，α/β-hydrolaseとしての
機能を完全に発現するには予測領域よりN末端側の領
域も必要であることが示唆された．
3）dNv3株：ABHD領域の近傍までを除く領域（2から
628番目のアミノ酸残基）を欠失（Fig. 4A）．得られた
dNv3株はいずれも付着器形成率に影響は見られなかった
が，野生株やdNv1株と比較して，付着器を形成するまで
に菌糸を長く伸長したものが多く観察された（Fig. 4B）．
以上の結果から，LAG1の完全な機能には dNv1株と

dNv3株の差である 364番目から 628番目のアミノ酸残
基を含む領域が必要であると推察された．これらの領域
にはCDDによって313から450番目にHCRが，467から
622番目にDUF1645が，また，DELTA-BLASTによって
361から 411番目にGBP_Cが予測されており（Table 1, 
Fig. 4A），さらに近縁種の菌によく保存されている領域
も含んでいた．どちらのドメインが重要かの特定には
至っていないが，少なくともいずれかの領域が LAG1の
完全な機能に必要であることが示唆される．さらに，
dNv3株では付着器形成自体には影響が見られなかった
ことから，LAG1の付着器形成への寄与はそのほとんど
を ABHDの機能に依存していることが示唆された．

Fig.4   Deletion regions and growth characteristics of domain-deficient LAG1 strains dNv1, dNv2, and dNv3. 
(A) Schematic representation of LAG1 showing the deleted regions (dotted lines) present in the 

wild-type and deletion strains. (B) Hyphal growth on plastic plate in distilled water for 6 h. Scale bars 
indicate 50 µm. Black arrowhead, appressorium; white arrowheads, elongated hyphae.

Table 1  Domain prediction of LAG1

Tools Used Domain Hits Interval

InterProScan* Abhydrolase_6 739–888

CDD** HCR super family
DUF1645 super family
MhpC

313–450
467–622
739–900

DELTA-BLAST*** PRK12704
GBP_C
MhpC
Abhydrolase_6

351–410
361–411
739–900
741–868

* InterProScan（https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/）
**CDD（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）
***DELTA-BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）
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蛍光タンパク質融合 LAG1を用いた LAG1の局在解析
LAG1の細胞内局在を明らかにするため，蛍光タンパ

ク質（NeonGreen）を融合させた蛍光 LAG1発現株に
よる局在解析を試みた．ドメイン解析によりN末端側
に機能領域が見出されなかったことから，N末端側に
NeonGreen配列が融合した LAG1を発現するベクター
を構築し，∆lag1株に形質転換した．得られた蛍光
LAG1発現株（NGLAG1株）は，分生子発芽後，正常
に付着器を形成した（data not shown）．しかしながら，
NGLAG1株において，確認された蛍光が極微弱であっ
たため，NeonGreen融合LAG1を tefプロモーターによっ
て制御する高発現タイプの蛍光 LAG1発現株を作成した
（NGLAG1OE株）．NGLAG1OE株もNGLAG1株と同様に，

正常に分生子発芽し，付着器を形成した（Fig. 5A）．こ
れにより，蛍光標識された LAG1は高発現タイプかどう
かに関わらず正常に機能すると考えられた．撥水処理し
たカバーガラス上で発芽させた分生子を継時的に観察し
たところ，培養 2時間，3時間，4時間時点のいずれに
おいても蛍光が観察され，それらの蛍光は顆粒状となっ
て分生子，菌糸，付着器に局在していた（Fig. 5A）．特
に細胞膜や隔壁に多く局在している様子が観察された．
さらにペクチン添加によって局在パターンに変化が生じ
るか否かを検証するため，撥水処理したカバーガラス上
のペクチン溶液中で蛍光を観察した．しかしながら，ペ
クチンを添加したことによる局在パターンに変化は認め
られなかった（Fig. 5B）．

Fig.5   Localization of fluorescent protein-fused LAG1. (A) The NGLAG1OE strain (LAG1 under control of the 
Tef promoter). The strain was cultured in sterile water on a Petri dish, and hyphae and fluorescence were 
examined at the indicated time points. BF, bright field. Scale bar, 10 µm. (B) Fluorescence imaging of the 
NGLAG1 strain after pectin addition. Conidia were incubated in distilled water containing pectin on a glass 
slide. Scale bars, 10 µm. BF, bright field.
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病原性評価
作出した突然変異株，相補株および各種遺伝子破壊株
において宿主に対する病原性を評価した．切り取ったト
ウモロコシ葉に対して分生子懸濁液を接種し，3日後に
形成された病斑の長径を測定した．まず，突然変異株
D296株では，親株である Δopy2株と比較して病原性の
低下は認められなかった（Fig. 6A & B）．また，
Δopy2∆lag1株も Δopy2株と比較して病原性の低下は認
められなかった（Fig. 6C & D），Δlag1株は野生株と比
較して病原性の低下が認められたが，Δopy2株および

Δopy2∆lag1株と同等の病原性を示した（Fig. 6C & D）．
D296株や Δopy2∆lag1株では，疎水面上でほとんど付着
器の形成が観察されなかったにも関わらず，いずれの株
も Δopy2株と同等の病原性を示したことから，D296株
の付着器形成について時間軸を伸ばして観察した．その
結果，D296株は疎水面上において 18時間時点まで付着
器形成は見られなかったが（Fig.7A），ペクチンを外部
添加すると 18時間時点で付着器が形成されることが確
認された（Fig.7B）．

Fig.6   Pathogenicity test. (A and C) Lesions formed on intact corn leaves 3 days after inoculation with the 
indicated strains. (B and D) The major axis length of lesions formed after inoculation with the indicated 
strains. Data are the mean of three replicates ± standard error. Multiple comparisons were performed 
using Tukey's test at a 5 % significance level. WT, wild type.
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考　　察

付着器は，植物病原菌が宿主へ侵入する際に機能する
器官として重要な役割を担っている．付着器形成は疎水
表面の認識で誘導され，B. maydisでは疎水面認識に関
わる遺伝子としてOPY2，MSB2，SHO1が既に知られて
いる（Yoshida et al., 2025, Izumitsu et al., unpublished）．
∆opy2株は疎水面上で付着器を形成できないが，依然と
して宿主葉に侵入することができる．また人工基質上で
も外部からペクチンを添加することで付着器形成が誘導
される．このような事例から宿主由来物質（ペクチン）
が付着器形成を誘導する経路の存在が示唆されている
（Yoshida et al., 2025）．一方，この現象を説明できるメ
カニズムは未だ解明されていない．本研究では，∆opy2
株を親株とした突然変異源処理により，外部からペクチ
ンを添加しても付着器形成が誘導されない変異株D296
株を作出し（Fig.1），ペクチンによる付着器形成誘導
に関わるメカニズムの解明を試みた．
野生株とD296株間の交配及び交配子孫株の姉妹間で
の比較ゲノム解析を行うことにより，D296株に「ペク
チン添加による付着器形成の誘導不全」「直線的で分岐
の少ない菌糸」という特徴的な表現型をもたらす責任遺
伝子候補を 14種に絞り込んだ．これらの候補遺伝子の
変異箇所周辺のシーケンス解析を行い，SNPと交配子
孫株の表現型が連鎖していた Protein ID: 1166414をコー
ドする遺伝子に原因変異を見出した．本遺伝子の野生型

配列をD296株に異所的に導入したところ，D296株の
表現型が相補されたことから，本遺伝子を責任遺伝子
LAG1として同定した（Fig. 2）．LAG1の機能解析のた
めに ∆lag1株および ∆opy2∆lag1株を作出し，∆opy2∆lag1
株はD296株（∆opy2, lag1）と同等の形質を示すことを
明らかにした（Fig. 3）．一方，∆lag1株はOPY2を保持
しているにも関わらず，疎水面上での付着器形成率の低
下が認められた（Fig. 3B）．このことは，LAG1が付着
器形成そのものに関与していることを示唆している．ま
た，∆lag1株において，ペクチンの外部添加による有意
な付着器形成率の上昇は認められなかったが（Fig. 3B），
ペクチン添加により菌糸側面からの付着器が分化すると
いう特徴的な形質が観察され（Fig. 3A），ペクチンへの
応答性は依然として保持していることも明らかになった．

D296株と ∆opy2∆lag1株の間で表現型に大きな違いが
認められなかったことから，D296株に見出された
LAG1の 760番目のアミノ酸残基におけるアルギニンか
らプロリンへの変異が，LAG1の機能をほとんど喪失さ
せることが示された．この変異は LAG1で予測されてい
る α/β-hydrolaseドメイン（ABHD）中に存在しており，
このことから，LAG1は加水分解酵素として機能し，こ
の機能が付着器形成に関与することが推測された．しか
しながら，α/β - hydrolaseファミリーは生物間で配列的
な類似性に乏しく，基質特異性や立体構造も多様性に富
んでいることが知られている（Nardini et al., 1999） ．
そのため，LAG1の基質や触媒作用を明らかにするのは

Fig.7   Post-germination appearance of conidia of D296 strain. Conidia were incubated in distilled water with 
(A) or without (B) pectin for 18 h. Scale bars, 50 µm. Black arrowheads, appressoria; white arrowhead, 
elongated hypha.
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困難が伴うと予想される．また，ドメイン予測ツールや
近縁種間での配列比較によって，ABHD以外にも保存
性のある領域が存在することが見出された（Yasumoto 
et al., unpublished）．それらのうち，クロイボタケ綱
（Dothideomycetes）の Bipolaris属や Alternaria属のみ
に保存されている配列を含む領域を欠損すると（dNv3
株），付着器形成自体には影響しないものの，分生子発
芽後から付着器を形成するまでに伸長する菌糸が長くな
る傾向が観察された（Fig. 4）．この結果から，この領
域は付着器形成には直接関与しないが，LAG1の完全な
機能には必要であることが推測された．これらの領域に
はHCR super familyやDUF1645 super familyが予測さ
れているが，いずれも明確な機能は定義づけられておら
ず，どちらが LAG1の完全な機能に必要であるかを判断
するにはさらなる研究が必要である．
蛍光 LAG1発現株（NGLAG1株）および tefプロモー
タ ー 制 御 に よ る 高 発 現 型 の 蛍 光 LAG1発 現 株
（NGLAG1OE株）を用いて LAG1の局在解析を試みたと
ころ，いずれの株においても菌糸や付着器，分生子にお
いて蛍光が確認でき，顆粒状に局在している様子が観察
された（Fig. 5）．また，外部からのペクチン添加では，
これらの局在に変化は生じなかった（Fig. 5B）．LAG1
が付着器形成そのものに関与していることが示唆される
一方で，付着器に特異的に局在する訳ではないこと及び
ペクチン添加でも局在は変化しないことから，LAG1は
ペクチンよる付着器形成誘導に直接的には関与しない可
能性も示唆される．
疎水面上での付着器形成試験においてペクチンを添加
しても付着器形成が観察されなかったことから，D296
株や ∆opy2∆lag1株は無傷葉への病原性を喪失している
ことが予想された．しかしながら，これらの株はいずれ
も親株と遜色ない病斑を形成した（Fig. 6）．単独破壊
の ∆lag1株は野生株と比較して病原性が低下したが，
∆opy2株とは同等の病原性を示した．この結果は，
OPY2とLAG1は病原性に関して同程度に寄与しており，
どちらか一方が欠損するとその役割が喪失し，病原性が
低下する傾向にあることを示している．また，植物体上
ではD296株および ∆opy2∆lag1株も付着器を形成でき
ることが示唆されたため，従来の ∆opy2株においてペク
チンによる付着器形成誘導が確認できる 6時間よりも時
間軸を伸ばして観察を行った．その結果，D296株は培
養 18時間時点でも，疎水面上での付着器形成はほとん
ど認められなかったが，ペクチン添加後 18時間の時点
だと付着器が形成されることが明らかになった
（Fig.7）．この結果から，LAG1の欠損はペクチンが付
着器形成を誘導するメカニズムを完全に遮断するわけで
はなく，その応答性を鈍化させていると考えられた．

疎水面上において，∆lag1株はOPY2遺伝子を保持し
ているにも関わらず，付着器形成率が 20 %程度まで低
下した（Fig. 3B）．さらにOPY2遺伝子も併せて欠損し
た ∆opy2∆lag1株はほとんど付着器を形成しなかった
（Fig. 3B）．このことから，∆lag1株に見られる約 20 %
への付着器形成率の低下はOPY2を介したシグナルによ
るものであると推察される．すなわち，∆lag1株は
OPY2を介したシグナルが完全に遮断されている訳では
ないが，付着器形成に対して何らかの律速が生じている
ことが示唆される．LAG1の欠損がペクチンによる付着
器形成誘導の鈍化をもたらすことと合わせて考察する
と，LAG1はOPY2を介したシグナルとペクチンにより
誘導されたシグナルが合流した先で付着器形成に至るプ
ロセスを制御していると考えられる．先行研究から，付
着器形成はCHK1 MAPKの経路により制御されており，
OPY2はMAPKの上流に位置する STE50と相互作用す
ることが報告されている（Yoshida et al., 2025）．さらに
MAPKである CHK1とその上流因子 STE11および
STE50を欠損すると，疎水面上での付着器形成能を失
うだけでなく，ペクチン添加による付着器形成誘導も喪
失する（Yoshida et al., 2025）．つまり，ペクチンに由来
するシグナルが直接MAPK経路に伝達されるのか，あ
るいはその上流でOPY2を介したシグナルと合流するか
は定かではないが，LAG1は疎水面シグナルとペクチン
由来シグナルが入力されるMAPKカスケードの何処か
に作用すると考えられる．
興味深いことに，D296株と同時に単離され，遺伝子
同定が完了した変異株D493株（Δopy2, cgb1）もD296
株と同じく培養 6時間の時点でペクチン添加による付着
器形成誘導を示さない（Tokuoka et al., unpublished）．
D493株の原因突然変異はヘテロ三量体Gタンパク質の
βサブユニットをコードする遺伝子中に見出されている
（Tokuoka et al., unpublished）．D296株とD493株を比
較すると，コロニー生育は大きく異なるが，分生子発芽
後の様子は類似している．すなわち，OPY2との二重変
異株は疎水面で付着器を形成せず，ペクチンを添加して
も形成は誘導されない．また，その際に「直線的で分岐
の少ない菌糸」を伸長する様子も観察されている
（Tokuoka et al., unpublished）．さらに，cgb1単独変異
株（ cgb1株）では，OPY2遺伝子を保持しているにも関
わらず疎水面上での付着器形成率が低下した．ヘテロ三
量体Gタンパク質の αサブユニットの一つであるCGA1
においても，欠失すると「直線的で分岐の少ない菌糸」
が観察される．Δcga1株と Δcgb1株は幾らか共通した表
現型を示すことが報告されており（Degani, 2013），実
際に Δcga1株を作出するとコロニー形態はD296株，
D493株のいずれとも類似していなかったものの，疎水
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面上での付着器形成は見られず，「直線的で分岐の少な
い菌糸」を伸長するという共通した表現型を示した．一
方，これらGタンパク質の下流で機能する CHK1の欠
損は付着器の形成不全を引き起こすが，上記の変異株に
共通して見られる「直線的で分岐の少ない菌糸」は観察
されない．このことから「直線的で分岐の少ない菌糸」
はGタンパク質から CHK1に至る経路とは別の経路の
欠陥に由来する可能性があり，LAG1はその経路に直接
あるいは間接的に関与しているという仮説が立てられ
る．すなわち，LAG1の欠損はペクチンやOPY2を介し
た付着器形成に必要なMAPK経路のシグナル伝達では
なく，Gタンパク質を介した形態形成や極性制御に影響
を与え，その結果，「付着器形成の不全や遅延」，「直線
的で分岐の少ない菌糸」という形質が現れていると考え
ることもできる．これらの仮説を検証するために，Gタ
ンパク質の各変異株における LAG1の発現量，各 lag1
変異株におけるGタンパク質および下流因子の発現量
を解析することは有効だと考えられる．さらに，ペクチ
ンではなく，植物由来抽出物を lag1変異株に処理した
場合に付着器形成は誘導されるのか，あるいはペクチン
と同様に遅延するのかを検証することで， LAG1が
MAPKよりも下流で機能するかどうかを推察できる可
能性がある．引き続き研究が進展し，ペクチン由来シグ
ナルを媒介する因子が特定され，付着器形成が誘導され
るメカニズムが解明されることが期待される．

要　　約

植物病原性真菌において，植物基質へ接着した細胞は
その周辺環境を認識し，侵入・分解のプロセスへと移行
する．この過程において，基質表面を認識するメカニズ
ムは病原菌の生存戦略上極めて重要な要素であると考え
られる．例えば，Bipolaris maydisなどの一部の植物病
原菌は，感染初期に宿主に侵入するための特殊な器官で
ある付着器を発達させる．このプロセスは，表面の疎水
性と宿主由来化合物の認識によって引き起こされる．B. 

maydisの Δopy2株は病原性を維持しているが，疎水性
表面の認識を欠いており，疎水面上で付着器を効率的に
形成できない．一方，Δopy2株でも宿主由来成分の一つ
であるペクチンを処理すると付着器の形成が誘導され
る．これまで，ペクチン添加による付着器形成の誘導メ
カニズムは不明であり，これに関わる因子を探索するこ
とが本研究の目的である．まず，Δopy2株を親株として，
ペクチンを添加しても付着器を形成しない変異株D296
株を単離した．また，D296株は胞子発芽後に「直線的で
分岐の少ない菌糸」を伸長させるという特徴も見出した．
次に，順遺伝学的な解析により，「ペクチン添加による

付着器形成の誘導不全」と「直線的で分岐の少ない菌糸」
は，単一の遺伝子変異によって制御されていることが示
された．さらに，比較ゲノム解析により，α/β-hydrolase
をコードする遺伝子における SNPが，D296の特徴形質
とリンクしていることが判明した．この遺伝子を LAG1
と命名し，遺伝子破壊株の解析，機能ドメインの推定，
LAG1の局在解析を行った．特に，LAG1破壊株では，
D296株に類似した「直線的で分岐の少ない菌糸」が観
察され，疎水表面上での付着器形成率が減少するととも
に，ペクチンによる付着器形成誘導も認められなかっ
た．これらの結果は，LAG1がこの菌の付着器形成にお
いて重要な役割を担うことを示唆している．
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緒　　言

白色腐朽菌は担子菌門に属する，木材を完全に分解す
ることができる唯一の生物群である（Akcay et al., 2023; 
Cohen et al., 2002; Sánchez, 2010）．これらの一部は，食
用キノコとして世界中で古くから栽培・利用されてきた
が，近年では食用以外の用途への応用にも注目が集まっ
ている．白色腐朽菌の最大の特徴は，木材の難分解性芳
香族高分子であるリグニンを分解できる能力である．こ
の能力により，白色腐朽菌は死んだ有機物の炭素を二酸
化炭素や土壌栄養素に変換し，炭素の長期固定を抑制し

糸状菌の細胞壁イメージング及び木材分解酵素の 
効率的生産に向けた高密度液体培養の達成
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Development of the cell wall imaging technique and high-density  
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White-rot fungi are the only organisms capable of completely decomposing wood, and their industrial use is 
expected to expand for the conversion of agricultural waste and unused biomass into resources. Cell walls are 
important structures that protect cells from the external environment, but many aspects of the cell wall structure 
of basidiomycetes, including white-rot fungi, remain unclear. In this study, we developed a method for labeling cell 
walls polysaccharides with fluorescent probes and succeeded in visualizing the cell wall polysaccharide structure 
of the white-rot fungus Pleurotus ostreatus. The results of cell wall staining in Aspergillus oryzae, an ascomycete 
fungus, with P. ostreatus, suggest that there may be differences between ascomycetes and basidiomycetes in terms 
of the localization of cell wall glucans. In addition to development of cell wall staining techniques, a strain with a 
disruption of the gene pkac2, which is predicted to be involved in the regulation of multiple cell wall synthesis-
related genes, was isolated to modify the cell wall structure of P. ostreatus. The Δpkac2 strain not only had a 
reduced amount of β-glucan in the cell wall, but also did not form pellets, enabling high-density culture in liquid 
medium. The wood-degrading enzyme production capacity of the Δpkac2 strain was evaluated, and it was found to 
have high cellulase and xylanase production capacity. These results indicate that the Δpkac2 strain can be 
efficiently cultured in liquid medium and will be a good candidate for the industrial production of wood-degrading 
enzymes.
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つつ自然の炭素循環を促進する．また，白色腐朽菌が分
泌する木材分解酵素（リグニン分解酵素，セルラーゼ，
キシラナーゼなど）は，廃棄物や未利用バイオマスを石
油代替資源へと変換する手段としても期待されている．
さらに，白色腐朽菌のリグニン分解酵素は，環境中のさ
まざまな有害物質（工業用染料，農薬，化学汚染物質な
ど）の分解にも効果があることから，バイオレメディ
エーションへの応用にも注目されている（Kumar et al, 
2024; Serbent et al., 2024）．白色腐朽菌の中で，ヒラタ
ケ（Pleurotus ostreatus）は，モデル生物として広く用
いられている．P. ostreatusのゲノムデータベースはよく
整備されており，さらには高効率な遺伝子改変技術が確
立されていることから，木材分解に関する遺伝学・トラ
ンスクリプトーム・プロテオーム解析の研究が活発に行
わ れ て い る（Lee et al., 2020; Nakazawa et al., 2024; 
Salame et al., 2012）．近年では，細胞壁合成に関わる酵
素遺伝子や制御因子の解析も進んでいる（Kojima et al., 
2024, 2025; Schiphof et al., 2024）．
糸状菌の酵素生産における工業的規模での培養には，
液体培養と固体培養の 2つの方法が用いられている．特
に，培養条件の操作，スケールアップ，制御が容易であ
る液体培養が最も一般的である（Couto & Toca-Herrera, 
2007; Vandelook et al., 2021; Xv et al., 2024）．白色腐朽菌
の場合，液体培養と固体培養の両方を用いた実験室レベ
ルでの酵素生産の試みが報告されている（Couto & 
Toca-Herrera, 2007; Elisashvili, 2012; Kachlishvili et al., 
2021）．またラッカーゼについては，複数の白色腐朽菌を
用いたバイオリアクタースケールでの生産について検討
がなされている（Couto &Toca-Herrera, 2007; Elisashvili, 
2012; Kachlishvili et al., 2021）．これまでの研究で，液体
攪拌培養条件下でペルオキシダーゼ VP2を過剰生産す
る P. ostreatusの組換え株を単離している（Tsukihara et 

al., 2006）．この研究では，液体培養条件を最適化する
ことで 21 mg/Lの VP2酵素が得られたが，工業的な酵
素生産にはより高い酵素収量が望まれる．
多くの糸状菌は液体培養時に菌糸塊を形成することが
知られている．そのため液体培養効率を高める方法のひ
とつに，菌糸の分散性を高めて高密度に培養する方法が
ある（Miyazawa et al., 2016, 2019）．麹菌（Aspergillus 

oryzae）では，菌糸が野生株よりも分散した株を作出す
ることで，異種発現による酵素生産能力が約 5倍に向上
した．通常，ペレット内部の菌糸は物質を輸送せず死滅す
る．一方分散株では，培地と接触する菌糸塊の表面積が増
加し，より多くの菌糸塊全体で物質輸送が活発に行われ
るため，酵素産生の効率が高まる可能性がある（Grimm 
et al., 2005; Sakuragawa et al., 2021）．Aspergillus nidulans
では以前，細胞壁多糖を合成する酵素である α -グルカン

合成酵素の遺伝子破壊によって，菌糸塊の分散性が改善
された（Miyazawa et al., 2020）．従って，細胞壁構造が
分散性の主要因であると推測される．
真菌の細胞壁は，菌糸の構造的強度や環境適応に必須
の構造である．主に多糖から構成されており，アルカリ
処理や単糖分析により，分岐構造を持つ β -グルカンや
キチンが主要成分であることが示されている（Bartnicki-
García, 1999; Fontaine et al., 2000; Gow et al., 2017）．近年
では，固体NMR法を用いた細胞壁の構造解析が進めら
れ，担子菌 Schizophyllum communeと子嚢菌 Aspergillus 

fumigatusの構造が比較されている（Ehren et al., 2020; 
Kang et al., 2018）．その結果，多糖の構成には共通点が
ある一方で，β -グルカンの分布などに大きな構造的違い
があることが明らかとなった．たとえば，S. commune
では細胞壁全体に β -グルカンが豊富に存在するが，A. 

fumigatusでは中間層に限られており，さらにどちらか
にしかない多糖（アラビナン，β-1,4 -グルカン，フコー
スなど）も発見された．ただし，これらのモデルは菌糸
を破砕して分析しているため，多糖の局在に関しては推
測が含まれており，より精密なモデルの構築には非破壊
的な細胞壁解析が求められている．
これまでの研究で，P. ostreatusを用いて α -グルカン

合成酵素遺伝子の破壊を実施したところ，子嚢菌の知見
とは異なり，液体培養時の菌糸塊形成に変化は見られな
かった（Kawauchi et al., unpublished）．さらに，その
他複数の細胞壁合成遺伝子の破壊を行っても液体培養時
の菌糸塊形成には変化が見られなかった．上述のように
担子菌と子嚢菌においては大幅に細胞壁構造の違いがあ
ることが推測されることから，詳細な細胞壁構造の分か
らない白色腐朽菌における液体高密度培養の達成のため
には，細胞壁構造をダイナミックに変え得るようなシグ
ナル伝達因子の改変が有効である可能性が考えられた．
プロテインキナーゼ A（PKA）は，サイクリック AMP
（cAMP）によって活性化されるキナーゼであり，触媒
サブユニット PKAcと制御サブユニットから構成されて
いる．担子菌酵母 Cryptococcus neoformansにおけるこれ
までの研究から，PKAは cAMP-PKA経路において細胞
壁に関連する転写因子をリン酸化することにより，細胞
壁合成を制御することが示されている（O'Meara et al., 
2010; Kronstad et al., 2013; Choi et al., 2015; Caza & 
Kronstad, 2019）．例えば，転写因子 Rim101は PKAに
よってリン酸化され，プロテアーゼ Rim13によって切
断され，核に局在し，そこで細胞壁のリモデリングに関
与する遺伝子の発現を制御する（Caza & Kronstad, 
2019）．さらに，細胞壁完全性（CWI）経路遺伝子
（BCK1，MKK2，MPK1）のいずれかのキナーゼの欠
失は，細胞内 cAMPレベルを低下させることによって
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cAMP/PKA経路に影響を与えることから，この菌にお
ける CWI経路と cAMP/PKA経路のクロストークが示
唆されている（Donlin et al., 2014）．多くの糸状菌は，2
つのパラロガスな PKA触媒サブユニット遺伝子（例え
ば，C. neoformansの PKA1と PKA2，Ustilago maydisの
adr1と uka1）を持っている（Choi et al., 2015）．PKAc
オルソログ遺伝子の破壊は，様々な真菌において細胞壁
合成を含む様々な生物学的活性に影響を及ぼすことが報
告されている（Dürrenberger et al., 1998; Fuller et al., 
2011; de Assis et al., 2022）．さらに，U. maydisでは，
PKAcオルソログ遺伝子 adr1の遺伝子破壊が細胞形態
を変化させることが見出され，第二の PKA触媒サブユ
ニット遺伝子 uka1欠損変異体は，形態と病原性におい
て野生型細胞と差がないことが明らかとなっている
（Dürrenberger et al.,1998）．以前の研究で，P. ostreatus
に 2つの pkac遺伝子，pkac1と pkac2が存在することを
明らかにしている（Toyokawa et al., 2016）．C. neoformans
における PKA1破壊とU. maydisにおける adr1破壊の結
果から，これらのオルソログである pkac2の遺伝子破壊
は，ヒラタケにおける PKA機能不全を引き起こし，結
果的に細胞壁構造にも影響を与えることが可能ではない
かと推測された．
本研究では，ヒラタケの細胞壁構造における未解明な
点を明らかにすることを目的とし，生きた栄養菌糸にお
ける細胞壁多糖の可視化を行った．さらに，得られた可
視化技術を用いて，高密度培養を可能とする Δpkac2株
における，細胞壁の変化と木材分解酵素生産性の評価を
実施した．

実験方法

培養条件
本実験では，P. ostreatus 20b株を基準株として使用し
た（Salame et al., 2012）．培養には，酵母エキス，麦芽
エキス，およびグルコース（YMG）培地を，90 mmの
ペトリ皿に 2 %（w/v）の寒天で固化したものを使用し，
28 ℃の暗所で培養した（Rao & Niederpruem, 1969）．
液体培養の場合は，YMG寒天培地上で培養した菌糸体
から，コルクボーラー（Φ9 mm）を使用して作成した
8個の菌糸プラグを 40 mLの YMG液体培地に植菌し，
28 ℃，120 rpmで 5日間振とう培養した後，Polytronホ
モジナイザー（Kinematica AG, Malters, Switzerland）
でホモジナイズし，その溶液 200 μLを新たなオートク
レーブ処理済みの YMG液体培地 40 mLに植菌した．
28 ℃で 120 rpmの 2日間振盪培養した．

P. ostreatus 20b株の形質転換
P. ostreatusの pkac2を相同組換えによって hph（ハイ

グロマイシン耐性遺伝子）に置換する破壊カセットを設
計した．なお，破壊カセットの作製には，フュージョン
PCR法を用いた（Szewczyk et al., 2006）．形質転換は，
20b株を親株として使用した（Salame et al., 2012）．20b
株は YMG液体培地で 4日間振盪培養後，Aspergillus 

niger由来のセルラーゼ（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA），Yatalase-Plus（TaKaRa bio, Shiga, Japan），およ
び Trichoderma longibrachiatum由来の β -グルカナーゼ
（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を用いてプロトプ
ラストを調製した．その後，ポリエチレングリコール /
カルシウムクロライド（PEG/CaCl2）法を用いてプロ
トプラストに破壊カセットを導入した（Nakazawa et 

al., 2016; Salame et al., 2012）．

pkac2遺伝子の破壊確認
20b株および遺伝子破壊株から抽出されたDNAをテ

ンプレートとしてゲノム PCRを行った（ Izumitsu et al., 
2012）．破壊カセットの組み込みは，増幅長の変化によ
り確認し，標的遺伝子の欠如は PCR増幅の有無により
確認した．

細胞壁多糖の蛍光標識
100 mLフラスコに YMG培地 40 mLを分注し，オート

クレーブ処理し，コルクボーラー（Φ8 mm）を使用し
て作成した菌糸プラグ 10個を植菌した．28 ℃，120 rpm
で 5日間振とう培養した後，Polytronホモジナイザー
（Kinematica AG, Malters, Switzarland）でホモジナイズ
し，その溶液 200 μLを新たなオートクレーブ処理済み
の YMG液体培地 40 mLに植菌した．28 ℃で 120 rpmの
2日間振とう培養した後，菌糸体は培養液を遠心分離し
て回収し，10 mM Tris-HCl（pH 8.0）で洗浄した．主要
な多糖の染色には，α-1,3 -グルカン結合ドメイン融合型
RFP（AGBD-RFP，最終濃度 100 pmol/mL）（Otsuka et 

al., 2022a），β-1,3 -グルカン結合ドメイン融合型 GFP
（BGBD-GFP，最終濃度 100 pmol/mL）（Otsuka et al., 
2022b）を加え，サンプルを氷上で 2時間放置した後，
10 mM Tris-HCl （pH 8.0）で洗浄した．共焦点レーザー
顕微鏡 STELLARIS（Leica Microsystems, Wetzlar, 
Germany）を使用し，対物レンズは HC PL APO 
63x/1.40 OIL CS2を用いた．顕微鏡画像は 10 µm厚の
36枚のスライス画像をスタックして形成した．励起光
は，GFP，RFPに対してそれぞれ 475 nm，554 nmを設
定し，蛍光検出は 505，591 nmとした．菌糸の自己蛍光
は極めて弱く，無視できる程度であった．

糸状菌の細胞壁イメージング及び木材分解酵素の効率的生産に向けた高密度液体培養の達成

－ 105 －



電子顕微鏡観察
20b株および遺伝子破壊株を，28 ℃で 10日間，20 mL

の YMG寒天培地で培養した．その後，菌糸体を，スカ
ルペルを使用して 1×3 mmに切り出した．菌糸体は，
0.1 Mリン酸緩衝液（PB）（pH 7.4）中に 4 %パラホル
ムアルデヒドと 2 %グルタルアルデヒドを添加した溶液
を用いて，4 ℃で一晩固定した．その後，0.1 M PB中に
1 %オスミウム四酸化物を添加した溶液で 2時間固定し
た．透過型電子顕微鏡（TEM）の観察では，固定した
菌糸体は，エタノールの段階的な濃度系列で脱水処理し
た後，エポキシ樹脂（LUVEAK-812）で包埋した．超
薄切片は，超微切片機（EM UC7；Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany）を使用して作成した．切片は酢酸ウ
ランとクエン酸鉛で染色し，JEM-1400Flash透過型電子
顕微鏡（ JEOL, Tokyo, Japan）で観察した．走査型電子
顕微鏡（SEM）観察では，固定した菌糸体を段階的な
濃度のエタノールで脱水し，t -ブタノールに浸した後，
-20 ℃で凍結した．その後，t -ブタノールを昇華させた．
その後，イオンコーター（ JEC-3000FC；JEOL, Tokyo, 
Japan）を用いて白金パラジウム合金でコーティングし，
SEM（ JSM-7900F；JEOL, Tokyo, Japan）で観察した．

液体培養時の菌糸塊と栄養菌糸の形態観察
菌糸の形態と成長率の観察のため，オートクレーブ処
理した YMG寒天培地 20 mLをペトリ皿（Φ90 mm）に
注ぎ，コルクボーラー（Φ8 mm）で作成した菌糸プラ
グを各プレートの中央に植菌した．28 ℃の暗所で 10日
間の静置培養後，スキャナーを使用して菌糸の画像を撮
影し，ノギスで菌糸コロニーの直径を測定した．
気中菌糸観察のため，10 mLの YMG寒天培地を試験
管（Φ16 mm）に分注し，オートクレーブ処理し，コル
クボーラー（Φ12 mm）で作成した菌糸プラグを各培地
の中心に植菌した．28 ℃の暗所で 10日間静置培養した
後，気中菌糸を観察した．
続いて，液体培地上での菌糸体の乾燥重量を測定する
ため，コルクボーラー（Φ8 mm）を使用して作成した
菌糸プラグをオートクレーブ処理した YMG液体培地
40 mLに植菌した．28 ℃の暗所で 14日間静置培養した
後，菌糸体を洗浄し，凍結乾燥した．凍結乾燥した菌糸
の重量は電子天秤で測定した．
液体培養におけるペレット形成の顕微鏡観察には，

YMG寒天培地上で培養した菌糸体から，コルクボー
ラー（Φ9 mm）を使用して作成した 8個の菌糸プラグ
を 40 mLの YMG液体培地に植菌し，28 ℃，120 rpmで
5日間振とう培養した後，Polytronホモジナイザー
（Kinematica AG, Malters, Switzerland）でホモジナイズ
し，その溶液 200 μLを新たなオートクレーブ処理済み

の YMG液体培地 40 mLに植菌した．28 ℃で 120 rpmの
3日間振とう培養した．培養時菌糸の一部を回収し，光
学顕微鏡による菌糸塊の観察を実施した．
菌糸体重量測定のために，液体培養におけるペレット
形成の顕微鏡観察と同様の方法で，培養を実施し，48，
72，96，120時間培養したフラスコからそれぞれ菌糸体
を回収した．得られた菌糸体は，蒸留水で洗浄後，ペー
パードライした後に凍結乾燥し，重量を測定した．
菌糸塊ペレットの平均粒径は，レーザー回折式粒度分
布（PSD; particle size distribution）測定装置（PARTICA 
LA-960V2；Horiba, Kyoto, Japan）を用い，連続攪拌下で，
測定範囲 10 nm～3000 μmで測定した．PSD分析のため
に，YMG寒天培地上で培養した菌糸体から，コルク
ボーラー（Φ9 mm）を使用して作成した 8個の菌糸プ
ラグを 40 mLの YMG液体培地に植菌し，28 ℃，120 rpm
で 5日間振とう培養した後，Polytronホモジナイザー
（Kinematica AG, Malters, Switzerland）でホモジナイズ
し，その溶液 200 μLを新たなオートクレーブ処理済み
の YMG液体培地 40 mLに植菌した．28 ℃で 120 rpmの
2日間振とう培養した後，菌糸体を回収した．得られた
菌糸体を 10 mlの蒸留水に分散させ，5分間超音波処理
した．

主要細胞壁多糖成分の含有割合測定
YMG寒天培地上で培養した菌糸体から，コルクボー
ラー（Φ9 mm）を使用して作成した 8個の菌糸プラグ
を 40 mLの YMG液体培地に植菌し，28 ℃，120 rpmで
5日間振とう培養した後，Polytronホモジナイザー
（Kinematica AG, Malters, Switzerland）でホモジナイズ
し，その溶液 200 μLを新たなオートクレーブ処理済み
の YMG液体培地 40 mLに植菌した．28 ℃で 120 rpmの
3日間振とう培養した．培養後，菌糸体を回収し，液体
窒素で凍結させながら乳棒・乳鉢を用いて菌糸を粉砕
し，凍結乾燥した．
α -および β -グルカンの含有割合は，β-Glucan Assay Kit

（Yeast and Mushroom）（Megazyme, Bray, Ireland）を
用いて測定した．なお，測定には規定の半分量の試薬と
乾燥菌糸体を用いた．0.01 gの乾燥菌糸体に 4 N HCl 
400 μLを加え，96 ℃で 16時間加熱した後，オートクレー
ブ処理した水 400 μLを加えて冷却し，粉末活性炭を加
えた．1時間静置した後，サンプルを遠心分離し，上
清 300 μLをオートクレーブ処理した蒸留水 2.63 mlと
8 N NaOH 70 μLで 10倍希釈し，中和した．その後，
D-Glucosamine Assay Kit（Megazyme, Bray, Ireland）
を用いてキチンの含有割合を測定した．
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qRT-PCRによる細胞壁多糖合成酵素遺伝子の発現変動解析
YMG寒天培地上で培養した菌糸体から，コルクボー
ラー（Φ9 mm）を使用して作成した 8個の菌糸プラグ
を 40 mLの YMG液体培地に植菌し，28 ℃，120 rpmで
5日間振とう培養した後，Polytronホモジナイザー
（Kinematica AG, Malters, Switzerland）でホモジナイズ
し，その溶液 200 μLを新たなオートクレーブ処理済み
の YMG液体培地 40 mLに植菌した．28 ℃で 120 rpmの
2日間振とう培養した．培養後，菌糸体を回収し，液体
窒素で凍結させながら乳棒・乳鉢を用いて菌糸を粉砕
し，凍結乾燥した．この粉末菌体から FastGene RNA 
Premium Kit（NIPPON Genetics, Tokyo, Japan）を用い
て RNAを抽出した．得られた RNAサンプルは，
PrimeScript RT Master Mix（TaKaRa bio, Shiga, Japan）
を使用して逆転写を行った．qRT-PCRには PowerTrack 
SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA）とQuantStudio 5（Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA）を使用し，Pfaffl法に従っ
て定量化した（Pfaffl, 2001）．

親水性試験
各株を YMG寒天培地で 10日間培養し，コルクボー

ラーでΦ10 mmのプラグを切り出した．菌糸表面に蒸留
水 10 µLを滴下し，60秒後の水滴の様子を観察した．

細胞壁ストレスへの耐性試験
細胞膜および酸化ストレス耐性を評価するため，オー
トクレーブ処理した YMG寒天培地に，0.02 %のナトリ
ウムドデシルスルホン酸（SDS）と 5 mMのH₂O₂ を添
加した．さらに，細胞壁合成阻害剤に対する耐性を調査
するため，500 μg/mLの Calcofluor White（CFW）と
100 μg/mLのMicafungin（MF）を用いた．薬剤を添加
しない YMG寒天培地をコントロールとした．コルク
ボーラー（Φ8 mm）で作成した菌糸体プラグを各プレー
トの中央に植菌し，28 ℃の暗所で 10日間培養後，スキャ
ナーで画像を撮影した．さらに，薬剤プレート（D1）
とコントロールプレート（D2）上で生育した菌糸体の
コロニー直径を，ノギスを用いて測定し，阻害率を算出
した：阻害率（%）=（D2－D1）/D2×100．

結　　果

P. ostreatusとA. oryzaeの細胞壁表層多糖の比較
β -グルカンと α-1,3 -グルカンを，それぞれBGBD-GFP

及び AGBD-RFPを用いて標識し，P. ostreatusと A. 

oryzaeの細胞壁表層多糖を比較した（Fig.1）．菌糸の染
色パターンは両種間で顕著な違いを示し，P. ostreatusの

細胞壁表面層は主に β -グルカンで構成されているのに
対し，A. oryzaeは α-1,3 -グルカンで構成されており，こ
れらの 2つの糸状菌の細胞壁の外層多糖が明確に異なる
ことが示された．一方，Calcofluor Whiteを用いた菌糸
染色結果から先端でキチンが露出していることは，両種
で一致して観察された（Otsuka et al., unpublished）．以
上の解析から，担子菌 P. ostreatusと子嚢菌 A. oryzaeの
細胞壁表層多糖の可視化に成功し，細胞壁表層のグルカ
ンの配置が大きく異なることを明らかとした．

pkac2の破壊は液体培養における菌糸の形態を変化させる
タンパク質キナーゼ PKAの触媒サブユニット遺伝子

pkac2を，P. ostreatus 20b株（ku80破壊株）を宿主とし
た相同組換え法を用いて破壊し，Δpkac2株を単離した．
PCRによって，それぞれの形質転換体の遺伝子破壊カ
セットの組込みと標的遺伝子の欠損を確認した．遺伝子
破壊が確認された，Δpkac2#2および #3株を以降の実験
に使用した．なお，親株の 20b株を野生株（WT）とし
て使用した．
Δpkac2株の YMG寒天培地での成長は非常に遅く

（Fig. 2A），気中菌糸は野生株と比較し顕著に短かった
（Fig. 2B）．しかし，液体培地では Δpkac2株は野生株よ
りも速く成長し，目視でも分かるほどの非常に高い菌糸
分散性が確認された（Fig. 2C）．Δpkac2株の菌糸体乾
燥重量は，培養 2日目から増加しており，5日目には野

Fig.1   Comparison of cell wall surface glucans localization 
between the basidiomycete P. ostreatus and the 
ascomycete A. oryzae.
For this comparison, P. ostreatus 20b (Salame et al., 
2012) and A. oryzae NS4 ΔligD (Mizutani et al., 2008) 
strains were cultivated in liquid culture. The obtained 
mycelia were stained with DCD-tetraRFP (α-1,3-glucan 
binding red fluorescent protein) and BGBD-GFP 
(β-glucan binding green fluorescent protein) and then 
observed under a confocal microscope. In this figure, 
β-glucan and α-1,3-glucan are depicted as green and 
red, respectively. Scale bar: 20 μm
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生株の 2倍の菌体乾燥重量を示した（Fig. 2D）．
液体培養における菌糸塊形成のより詳細な解析を行う
ため，光学顕微鏡による菌糸塊の観察をおこなった，野
生株は時間経過とともに大きな菌糸塊を形成したのに対
し，Δpkac2株の菌糸塊は小さく分散しているような様
子が観察された（Fig. 3A）．そこでレーザー回折による
粒子分布測定（PSD解析）を行った結果，野生株の菌
糸塊粒子径は主に 1 mm程度に分布する一方で，Δpkac2
株は主に 10 µm程度に分布し菌糸塊が 1/100程度に小さ
くなっていることが明らかとなった（Fig. 3B）．以上の
結果から，P. ostreatusでは pkac2の破壊により，野生株
で液体培養時に形成される菌糸塊が分散し，液体高密度
培養が可能になることが明らかとなった．

pkac2の破壊は細胞壁の構造を変化させる
TEM画像から，野生株の細胞壁の平均厚さは約

100 nmであったのに対し，Δpkac2の細胞壁は非常に薄
く，約 45 nmであった（Fig. 4B）．SEM画像により，
Δpkac2株の菌糸の直径が野生株よりも小さいことがさ
らに確認された（Fig. 4C）．
キチンと α -グルカンの量は有意な変化は観察されな
かったが，Δpkac2株では野生株と比較して β -グルカン
の量が有意に減少していた（Fig. 5A–C）．さらに，本
研究で開発した細胞壁多糖染色法を用いて細胞表層多糖
の標識を行った．その結果野生株の細胞壁表層は β -グ
ルカンで覆われていることが確認された一方，Δpkac2
株では β -グルカンに由来する緑色蛍光の強度が低下し
ていた（Fig. 5D）．これらの結果は，Δpkac2株におけ
る β -グルカンの減少と細胞壁の薄化を反映している可
能性がある．
細胞壁合成関連遺伝子の遺伝子発現を解析したところ

Δpkac2株において，複数の遺伝子の発現変化が見られ
た．そのうち，α-1,3 -グルカン合成酵素遺伝子 ags1の発
現は野生株と比較して約 50 %減少したほか，β -グルカ
ン合成酵素 fks1と fks2の発現は qRT-PCR解析で約
250 % WTより増加した（Fig. 5E）．さらに，9つのキ
チン合成酵素遺伝子の中で，chs5のみが Δpkac2株で有
意に発現が上昇していた．これらの細胞壁合成酵素遺伝
子の転写変化は，Δpkac2株の細胞壁成分の変化とは一
致しないことが明らかとなった（Fig. 5A–C）．

Δpkac2株における菌糸の疎水性低下
Δpkac2株は約 1分で水滴が吸収されたが，野生型株

の表面に滴下した水滴は変化していなかった（Fig. 6A）．
したがって Δpkac2株では，菌糸の表面疎水性が低下し
ていることが明らかっとなった．以前の研究で P. 

ostreatusでは，ハイドロフォビンが，菌糸体表面の疎水
性維持において必須の役割を担うことが示されている
（Han et al. 2023）．P. ostreatusで発現する主要なハイド
ロフォビン遺伝子 vmh2，vmh3，および hydph16の
qRT-PCR解析を行った結果，これらの遺伝子の発現レ
ベルは Δpkac2株でほぼゼロに近かった（Fig. 6B）．した
がって，Δpkac2株の菌糸の表面疎水性の低下の一因とし
てハイドロフォビン遺伝子の発現量低下が考えられた．

Δpkac2株におけるストレス耐性の低下
pkac2の破壊は，細胞壁阻害剤（Calcofluor Whiteお
よびMicafungin），細胞膜ストレス（SDS），そして特
に酸化ストレス（H2O2）に対するストレス耐性の全般
的な低下を引き起こした（Fig.7）．これらの結果は，
pkac2の破壊が気中菌糸形成異常と成長遅延を引き起こ

Fig.2    Phenotypes of the wild- type (W T) and Δpkac2 
strains in yeast and malt extract in glucose (YMG) 
liquid culture and YMG agar.
(A) Growth morphology on YMG agar medium 10 d. 
(B) Aerial hyphae formation on YMG agar at 10 d. 
(C) Mycelial pellet formation in liquid culture at 3 d. 
(D) Mycelial dry weight of the WT and Δpkac2 in 

40 mL of YMG. The bars indicate the standard devia-
tions of three biological replicates (n = 3).
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Fig.4   Observation of mycelia and cell wall.
(A) Transmission electron microscopy (TEM) images. Scale bar: 200 nm. (B) Cell wall thickness 
measured during TEM observation (n = 50) Statistical significance was determined using a two-tailed 
equal variance t-test (***P<0.001). (C) Scanning electron microscopy (SEM) images. Scale bar: 10 μm

Fig.3   Observation of mycelial pellet formation.
(A) Microscopic observation of pellet formation of the wild-type (WT) and Δpkac2 strains after culturing 
in YMG liquid at 28 ℃ with shaking. Scale bar: 100 µm. (B) Average particle size of the pellets measured 
by a laser diffraction particle size distribution (PSD) analyzer. The vertical axis indicates the percentage 
of a particular mycelial pellet size in the water.
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Fig.5    Cell wall content, structure, and relative gene expression levels of the wild-type (WT) and Δpkac2 strains.
The relative persentage of (A) chitin, (B) β-glucan, and (C) α-glucan. The bars indicate the standard deviations of 
three biological replicates (n = 3). Statistical significance was determined using a two-tailed equal variance t-test 
(**P<0.01, ***P<0.001). (D) α-1,3-glucan and β-1,3-glucan probing of P. ostreatus mycelia. Mycelia were stained 
by BGBD-GFP and AGBD-RFP. Scale bar: 20 µm. (E) The relative gene expression levels of genes encoding cell 
wall synthases. RNA was extracted from liquid culture after 48 h, and quantitative reverse-transcription real-time 
PCR was performed. pkac2: protein kinase A catalytic subunit, ags1: α-glucan synthase, fks1– fks2: β-glucan 
synthase, chsb1–chsb4: basidiomycete-specific chitin synthase, chs5–chs9: chitin synthase. The bars indicate the 
standard deviations of three biological replicates (n = 3). Statistical significance was determined using a two-tailed 
equal variance t-test (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
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Fig.7   Drug sensitivity of the wild-type (WT) and Δpkac2 strains.
(A) The phenotypes of all strains grown on yeast and malt extract with glucose (YMG) agar medium supplemented 
with 5 mM H2O2, 0.02 % sodium dodecyl sulfate (SDS), 100 μg/mL micafungin (MF), and 500 μg/mL Calcofluor 
White (CFW) for 10 d. (B) The growth inhibition rates of all the strains in (A). The bars indicate the standard devi-
ations. Statistical significance was determined using a two-tailed equal variance t-test (*P<0.05, ***P<0.001).

Fig.6    Cell surface hydrophobicity of the wild-type (WT) and Δpkac2 strains.
(A) Disappearance of water droplets after 60 s. (B) Relative gene expression levels of primary hydrophobin genes 

using RNA extracted from liquid culture after 48 h, and quantitative reverse-transcription PCR was performed. The 
bars indicate the standard deviations of three biological replicates (n = 3). Statistical significance was determined 
using a two-tailed equal variance t-test (*P<0.05, **P<0.01).
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すだけでなく，正常なストレス応答に必須であることが
明らかとなった．さらに，Δpkac2はH2O2に対して特に
感受性が高く，阻害率が約 80 %に達し，PKAc2が正常
な酸化ストレス耐性を維持するために重要な役割を果た
していることが示唆された．

Δpkac2株を用いた木材分解酵素生産
液体振盪培養における Δpkac2株の培養液中のセル
ラーゼ活性とキシラナーゼ活性は，菌糸乾燥重量の増加
以上に野生株よりも高くなっていた（Otsuka et al., 
2025）．RNA-seq解析の結果からは，推定セルラーゼ遺
伝子および推定キシラナーゼ遺伝子が Δpkac2株で発現
上昇していることが示唆された一方，ラッカーゼをコー
ドする遺伝子の遺伝子発現量は減少しており，PKAc2
がそれらの遺伝子の転写調節に関与していることが示唆
された（Otsuka et al., 2025）．現在メカニズムを含めた
詳細な解析を実施中であるものの，Δpkac2株セルラー
ゼおよびキシラナーゼを生産する高い潜在能力を有して
いることが明らかとなった．

考　　察

多糖標識蛍光プローブを用いた顕微鏡観察により，担
子菌 P. ostreatusと子嚢菌 A. oryzaeの間で，細胞壁表層
多糖に顕著な違いが認められた（Fig.1）．最大の違いは，
P. ostreatusの全体的な菌糸が β -グルカンで覆われてい
るのに対し，A. oryzaeでは α-1,3 -グルカンで覆われてい
る点である．加えてこれまでの研究で，P. ostreatusの細
胞壁中の α-1,3 -グルカン量はA. oryzaeの半分以下であっ
た（data not shown）．これらの結果は，担子菌と子嚢
菌に分類される糸状菌の細胞壁構造の大きな違いを示唆
するものであり，過去の固体NMRの結果とも一致する
（Ehren et al., 2020; Kang et al., 2018）．本研究で開発し
た細胞壁多糖の蛍光イメージング法は，これまでの抗体
を用いた染色法と比較して，細胞固定が不要であり且つ
短時間でのイメージングが可能である．そのため，これ
まで技術的に難しかった糸状菌生細胞を用いた細胞壁多
糖イメージングが本手法により可能となる．今後，本手
法と細胞壁溶解酵素を組み合わせた細胞壁多糖の層構造
解析を幅広い子嚢菌・担子菌で実施していくことで細胞
壁多糖構造の門レベルでの特徴が明らかになるものと考
えている．
本研究では，pkac2破壊株が，液体培養において高い
菌糸分散性を示すことを明らかとした．顕微鏡観察によ
り，Δpkac2株は非常に小さなペレットのみを形成する
ことが確認された．加えて，PSD測定により，Δpkac2
株ペレットのサイズは親株ペレットの約 1/100であるこ

とが確認された（Fig. 3B）．液体培養における Δpkac2
株のバイオマスは野生株の約 2倍であった．そのため，
P. ostreatusにおいて pkac2破壊により高密度培養が可能
であると考えられた（Fig. 2D）．
Δpkac2株の細胞壁の厚さは，野生型株の約 1/2であ

ることが判明した（Fig. 4B）．細胞壁多糖の測定と染色
解析では，主要な細胞壁多糖である β -グルカンが減少
していることが示された（Fig. 5B, D）．これらの結果は，
pkac2が β -グルカン層の正常な形成に不可欠であること
を示している．細胞壁合成酵素遺伝子の相対的転写レベ
ルを調査したところ，Δpkac2では β -グルカン合成酵素
の転写レベルが増加した一方で，α -グルカン合成酵素の
転写レベルは減少した（Fig. 5E）．Δpkac2株における
β -グルカンの含有割合の減少と β -グルカン合成酵素の発
現増加は，一見矛盾する結果である．α -グルカン含有割
合が変化しなかったこと（Fig. 5C）から，β -グルカン
含有割合の変動がグルカン合成の原料であるUDP-グル
コースの供給と関連している可能性は低いと考えられる
（Gow et al., 2017）．真菌の細胞壁における β -グルカン
の合成は，線状グルカン鎖の合成，加水分解，分枝，伸
長からなる複雑なプロセスである（Gow et al., 2017）．
その後，成熟した β -グルカン鎖は細胞壁のキチンと架
橋される（Gow et al., 2017）．子嚢菌では，β-1,3 -グル
カノシルトランスフェラーゼ遺伝子 gel1および gel2の
破壊は，Aspergillus fumigatusの細胞壁 β -グルカン含量
の減少を引き起こした（Zhao et al., 2013）．また，キチ
ンと β -グルカンを架橋するグリコヒドロラーゼファミ
リー 16型（GH16）酵素である Crh1と Crh2の破壊は，
子嚢菌酵母 Saccharomyces cerevisiaeの細胞壁グルカン含
量の減少を引き起こした（Blanco et al., 2015）．したがっ
て，pkac2の破壊は，線状グルカン鎖の合成後における
β -グルカン層の形成プロセスに影響を及ぼし，細胞壁中
の β -グルカン含有割合の減少を引き起した可能性がある．
細胞壁合成酵素遺伝子発現と細胞壁成分プロファイル
の乖離は，キチンと α -グルカンの測定でも観察された
（Fig. 5）．キチンの場合，Δpkac2株では chs5の発現が 1.7
倍に増加した．これまでの研究における RNA-seq解析で
は，P. ostreatusの 9つの chs遺伝子の中で chs5の絶対発
現量は相対的に低かった（Kawauchi et al., unpublished）．
したがって，この過剰発現は Δpkac2株の細胞壁中のキ
チン量を増加させるには不十分である可能性がある．α -
グルカンの場合，ags1の発現は約 50 %減少したが，
Δpkac2株における α -グルカン量には変化がなかった．
よって，ags1の発現レベルは菌糸体中の α -グルカン含
量と対応していないと考えられる．P. ostreatusのキチン
合成酵素欠損株においても，ags1の遺伝子発現と α -グ
ルカン相対割合の矛盾が観察されている．すなわち，
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Δchsb2およびΔchsb3株ではags1の転写量は増加したが，
α -グルカンの生成量に有意な変化はなかった（Schiphof 
et al., 2024）．これらの矛盾は，α -グルカンの合成と分解
のバランスによる可能性があり，細胞壁におけるグルカ
ン形成メカニズムの解明にはさらなる研究が必要である．

P. ostreatusの細胞壁形成の複雑なメカニズムを解明す
るには，Δpkac2株における細胞壁成分・合成・修飾・
分解のさらなる解析が必要である．細胞壁表面の β -グ
ルカン減少に加え，pkac2遺伝子の破壊は他の影響を及
ぼす可能性がある．細胞壁染色時の β -グルカン蛍光強
度低下は，β -グルカンの減少に加えて，細胞壁表面層を
覆う他の多糖類および/またはタンパク質に起因する可
能性がある．
本研究では，TEM画像において Δpkac2の暗色化した

菌糸表面層が観察され（Fig. 4A），pkac2の破壊が細胞
壁表面層に与える影響を示唆している．TEM画像で観
察された菌糸塊表面の変化は，Δpkac2における細胞壁
表面タンパク質の発現増加にも起因する可能性がある．
タンパク質は多糖類よりも電子密度が高いため，より暗
く見えるためである（Chung et al., 2003; Gow et al., 
2017）．Δpkac2において細胞壁表面タンパク質の発現が
増加していると考えられる一方で，主要な表面構造タン
パク質であるハイドロフォビン遺伝子の発現レベルは低
下していた（Fig. 6B）．以前の研究で作成したハイドロ
フォビン遺伝子破壊株 Δvmh2および Δvmh3株を用いた
液体培養では，野生株と同様のペレットを形成した
（data not shown）．ハイドロフォビン遺伝子発現の低下
と親水性の低下は Δpkac2の重要な表現型であるが，こ
れらの遺伝子の発現低下のみでは菌糸の分散を引き起こ
すことはないと考えられる．

PKAは cAMP/PKA経路の上流に位置する重要な酵
素であり，リン酸化を介して複数のタンパク質の活性を
調節する．そのため pkac2の破壊は，菌糸塊の分散以外
にも複数の重要な生態機能に影響を与える可能性があ
る．実際 Δpkac2株では，寒天培地上での成長不良とス
トレス耐性の低さが見られており，この株の取り扱いを
難しくしている．安定した液体高密度培養のためには今
後，PKAc2によってリン酸化されるタンパク質を同定・
解析することにより，ペレット形成のメカニズムをより
深く解明する必要がある．また，下流のタンパク質の遺
伝子破壊は pkac2の破壊よりも細胞への影響が小さく，
より取り扱いやすい P. ostreatusの菌糸塊分散株の単離
につながる可能性があり，今後行っていくべき課題と考
えている．
結論として，本研究は糸状担子菌である P. ostreatus
において pkac2遺伝子の破壊が細胞壁構造を変化させ，
これが菌糸の分散を引き起こす可能性を初めて示した．

菌糸分散のメカニズムと細胞壁合成の全体的なシステム
については今後更なる調査を行う必要がある．現在，分
散した菌糸株を用いた高密度培養による木材分解酵素の
生産に関するさらなる研究を進めている．Δpkac2株は
セルラーゼとキシラナーゼの転写量が増加しており，そ
れらの酵素活性も野生株より高くなっていた（Otsuka 
et al., 2025）．今後，Δpkac2株を用いた有用酵素生産に
ついても更なる検討を行う必要がある．

要　　約

白色腐朽菌は，木材を完全に分解する能力を持つ唯一
の生物であり，農産廃棄物や未利用バイオマスの資生化
に向けて産業利用の拡大が期待されている．細胞壁は細
胞を外界から保護する重要な構造体であるが，白色腐朽
菌を含む担子菌の細胞壁構造は未解明の部分が多い．本
研究では，細胞壁の主成分である多糖を蛍光プローブで
標識する方法を開発し，白色腐朽菌ヒラタケ（P. 

ostreatus）の細胞壁多糖構造の可視化に成功した．さら
に子嚢菌である麹菌（A. oryzae）の細胞壁染色結果や
多糖組成の比較から，子嚢菌と担子菌の細胞壁には特に
細胞壁多糖のグルカンの量や局在に差がある可能性が見
出された．また細胞壁多糖の染色技術の開発に加えて，
P. ostreatusの細胞壁構造の改変を目的に，複数の細胞壁
合成関連遺伝子の発現制御に関わると予測される pkac2
の遺伝子破壊株（Δpkac2）を作製した．Δpkac2株は細
胞壁の β -グルカン量が減少していただけでなく．ペレッ
トが形成されず液体培地での高密度培養が可能であっ
た．加えて，Δpkac2株の木材分解酵素生産能力を評価
したところ，高いセルラーゼ及びキシラナーゼ生産能力
を持つことを明らかになった．これらの結果は，Δpkac2
株が液体培養下で効率的に培養できることを示してお
り，木材分解酵素の工業的生産に適した菌株となり得る
可能性を示している，

本助成で得られた研究成果の報告
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緒　　言

白色腐朽菌は，農業・林業廃棄物を培地として生育可
能であるため，サステナブルな資源として注目されてお
り，近年マッシュルームレザーなどの代替材料の開発に
利用され始めている．この素材を既存の用途に留めるこ
となく，航空機等での利用に耐える強固なレザーや生分

白色腐朽菌における細胞壁合成制御系の解明及び 
その操作によるマッシュルームマテリアルの物性改変

辻　　健也，吉見　　啓，河内　護之
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Evaluation of the regulatory mechanism of cell wall synthesis in  
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Mycelia of white-rot fungi are recently applied to eco-friendly alternative materials, such as mushroom leather. As 
a novel approach to modify the physical properties of mushroom materials, molecular breeding targeting the cell 
wall—which significantly contributes to mycelial strength and water repellency—is gaining more attentions. 
Efficient modification of the cell wall through molecular breeding requires a understanding of its biosynthetic 
regulatory systems. Therefore, in this study, we conducted functional analyses of the APSES-family transcription 
factors Mbp1 and Swi6, which regulate cell wall synthesis, using the white-rot fungus Pleurotus ostreatus. 
Furthermore, we evaluated the impact of mbp1 disruption on the physical properties of mushroom materials. 
Δmbp1 and Δswi6 strains exhibited reduced growth rates and impaired aerial hypha formation compared to the 
Wild type (WT), indicating that these transcription factors are essential for normal mycelial growth. In Δmbp1 
strains, the cell wall thickness, the relative percentage of β-glucan, and expression levels of β-glucan synthase 
genes were decreased. mbp1 disruption altered the expression levels of several chitin synthase genes despite 
almost no differences in the relative percentage of chitin between the WT and Δmbp1 strains. These results 
suggest that Mbp1 is required for the normal regulation of β-glucan and chitin synthesis. On the other hand, Δswi6 
strains showed abnormal distribution of cell wall thickness, slightly increased relative percentage of chitin, and 
altered expression of chitin synthase genes, whereas no significant differences in the relative percentage of 
β -glucan and the expression of β-glucan synthase genes were observed. Thus, Swi6 does not contribute to 
β-glucan synthesis regulation but is responsible for regulating chitin synthesis. Moreover, mbp1 disruption led to 
increased Young's modulus and tensile strength of the mycelial mats, indicating a shift toward stiffer and less 
deformable material properties. Mycelium-based composites from mbp1 disruption strains exhibited smoother 
surfaces and higher compressive strength than those from the WT. This study is the first to elucidate the 
functional overlap and differences between Mbp1 and Swi6 in the regulation of cell wall synthesis in white-rot 
fungi, and it highlights the potential of cell wall as a target for the improvement of mushroom materials.
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解性プラスチック等，多用途且つ付加価値の高い材料へ
と発展させるためには，菌糸体の有する物性を大規模か
つ効率的に改変できる新たなアプローチが必要である．
そのような中で，先行研究によって細胞壁が菌糸体の強
度や撥水性などの物性に強く寄与することが示唆された
ことから，細胞壁を標的とした分子育種に期待が集まっ
ている（Haneef et al., 2017; Shin et al., 2025）．分子育種
による効率的な細胞壁の改変には，白色腐朽菌の細胞壁
構造やその合成経路を解明することが必要不可欠である．
真菌類の細胞壁は，細胞の最外層に位置し，細胞の形
状維持，環境ストレスからの保護などの役割を担う生存
に必須の構造体であり，主に α -グルカン，β -グルカン，
キチンなどの多糖類やタンパク質で構成されている
（Gow et al., 2017）．近年，白色腐朽菌の多くが属する
担子菌の細胞壁構造や多糖組成は，糸状菌のモデル生物
として広く使用されている子嚢菌 Aspergillus属とは大き
く異なることが示唆されている（Nakazawa et al., 
2024）．その差異の根底にある細胞壁合成制御機構にも
担子菌にユニークな点が存在すると考えられるが，その
理解は未だ不十分である．
子嚢菌や担子菌酵母において細胞壁の物理的な損傷や
環境ストレスに応答して細胞壁合成を制御する経路とし
て，Cell Wall Integrity signaling pathway（CWI経 路 ）
が知られている（Dichtl et al., 2016; Levin, 2011）．この
経路は，白色腐朽菌においても保存され，正常な細胞壁
合成制御において必須の役割を担うと考えられる．実際
に， 白 色 腐 朽 菌 Grifola frondosaに お け る Rho1は，
MAPK経路の活性化を調節する細胞壁の完全性に必須
の制御因子であると考えられており（Zan et al., 2020），
加えて，白色腐朽菌Ganoderma lucidumにおける Slt2
（Mpk1）はラパマイシンによるストレスに応答した細
胞壁多糖合成に関与することが示唆されている（Chen 
et al., 2019）．白色腐朽菌ヒラタケ（Pleurotus ostreatus）
においては，S. cerevisiaeのCWI経路構成因子の多くの
ホモログが確認されておりCWI経路の基本経路は保存
されている可能性が示唆されている（河内 , 2025）．一
方で，S. cerevisiaeのCWI経路との差異も確認され，セ
ンサータンパク質，GTPアーゼ，MAP2K及び転写因
子にそれぞれタンパク質の欠損がみられ，Rom2や
Rho1，Mpk1及び Crz1には重複が生じていることが分
かった．このMpk1及び Crz1の重複に関しては，それ
ぞれ担子菌 Cryptococcus neoformans及び白色腐朽菌G. 

lucidumにおいて同様に観察されている（ Jang et al., 
2024; Li & Zhong, 2020）．加えて，P. ostreatusにおける
Rlm1は，成長率に甚大な影響を及ぼし，主に β -グルカ
ン合成を制御することが示唆されているが（Kojima et 

al., unpublished），Aspergillus属における Rlm1（RlmA）
は，成長率に与える影響は軽微で，主に α -グルカンの
合成制御を担うことが示されており，転写因子 Rlm1の
機能に大きな違いが見られることが分かった（Damveld 
et al., 2005; Fujioka et al., 2007; Rocha et al., 2016）．した
がって，CWI経路の基本経路は保存されている可能性
が示唆されているものの，個々のタンパク質の機能には
子嚢菌とは異なる白色腐朽菌にユニークな点が存在する
と考えられる．

CWI経路の下流で働くとされる転写因子として，
Mbp1，Swi4，及び Swi6が S. cerevisiaeにおいて同定さ
れている．この 3つの転写因子は，高度に保存された
DNA結合ドメイン（APSESドメイン）を有する
APSESファミリー転写因子である（Longo et al., 2018; 
Zhao et al., 2015）．APSESファミリーに属する転写因
子は，A，B，C，及びDの 4つのクレードに分けられ，
先の 3つの転写因子は，このうちクレード Aに属する
（Longo et al., 2018; Zhao et al., 2015）．様々な子嚢菌で
は，Mbp1と Swi6が MBF（MluI cell cycle box-binding 
factor）複合体，Swi4と Swi6が SBF（Swi4, 6-dependent 
cell cycle box-binding factor）複合体と呼ばれるヘテロ
ダイマーをそれぞれ形成し，協働して働く（Ding et al., 
2020; Huang et al., 2024; Koch et al., 1993）．クレード A 
APSESファミリー転写因子は，様々な真菌において細
胞壁合成制御への関与が報告されているため（Chen et 

al., 2021; Cong et al., 2024; Dichtl et al., 2016; Levin, 2011; 
Lu et al., 2023），白色腐朽菌においても正常な細胞合成
制御に不可欠な役割を担うと考えられる．先行研究に
よって，白色腐朽菌G. lucidumにおける Swi6ホモログ
（Swi6B）は，β -グルカン及びキチン合成を制御するこ
とが示されている（Lian et al., 2021）．しかしながら，
白色腐朽菌においては，クレード A APSESファミリー
転写因子の細胞壁合成制御の機能的な重複及び差異は不
明である．
本研究の目的は，白色腐朽菌の細胞壁合成制御機構を
解明すること，分子育種技術を用いた細胞壁の操作に
よってマッシュルームマテリアルの物性を改良すること
である．そのために，高効率な遺伝子組換え技術や遺伝
子編集ツールが確立されているヒラタケ P. ostreatusを
白色腐朽菌のモデルとして，細胞壁合成の制御に重大な
役割を担うことが予想されたクレード Aに属する
APSESファミリー転写因子の機能解析を行った．加え
て，クレード A APSESファミリー転写因子の遺伝的な
欠損がマッシュルームマテリアルの物性に与える影響を
調査した．
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実験方法

P. ostreatusの培養
培養には，酵母エキス，麦芽エキス，およびグルコー
ス（YMG）培地を，90 mmのペトリ皿に 2 %（w/v）
の寒天で固化したものを使用した（Rao & Niederpruem, 
1969）．培養は 28 ℃の暗所で行った．

P. ostreatusにおけるクレード Aに属する APSESファミ
リー転写因子の探索
はじめに，Saccharomyces Genome Database（SGD: 

https://www.yeastgenome.org/）より，S. cerevisiaeの
クレード Aの APSESファミリー転写因子Mbp1，Swi4
及び Swi6のアミノ酸配列を取得した．このアミノ酸配
列を参照配列としてBLASTPサーチを行い，ヒラタケP. 

ostreatusを含む 64種の様々な子嚢菌・担子菌における
ホモログの候補を探索した．この際，期待値（E-value）
が，1.0×E-09よりも低いものは，候補から除外した．発
見された 147個の推定クレード A APSESファミリー転
写因子を用いて，JTT matrix-based modelを用いた最尤
法（ML法）にて系統樹を作製した（ Jones et al., 
1992）．なお，系統樹の作製には，MEGA Xソフトウェ
アを使用した（Kumar et al., 2018）．
続いて，S. cerevisiaeのMbp1，Swi4及び Swi6並びに，

P. ostreatusの推定クレード A APSESファミリー転写因
子 protein ID 83192及 び 134090の ド メ イ ン 構 造 を
InterPro（https://www.ebi.ac.uk/interpro/）を用いて
予測した．
さらに，protein ID 134090に関しては，選択的スプラ
イシングの有無を確認するために，ヒラタケ P. ostreatus 
PC9株のデータベース（https://mycocosm.jgi.doe.gov/
PleosPC9_1/PleosPC9_1.home.html）上の推定エキソ
ン・イントロン領域をもとに，イントロン領域を挟む形
でプライマーセットを設計し，20bの cDNAをテンプ
レートに KOD FX NEO（TOYOBO, Osaka, Japan）を
用いて PCRを行った．

P. ostreatus 20b株の形質転換
P. ostreatusのmbp1及び swi6を相同組換えによって

hph（ハイグロマイシン耐性遺伝子）に置換する破壊カ
セットを設計した．なお，破壊カセットの作製には，
フュージョン PCRを用いた（Szewczyk et al., 2006）．
形質転換は，20b株を親株として使用した（Salame et 

al., 2012）．20b株はYMG液体培地で 4日間振盪培養後， 
Aspergillus niger由来のセルラーゼ（Sigma-Aldrich，St. 
Louis, MO, USA），Yatalase-Plus（TaKaRa bio, Shiga, 
Japan）， お よ び Trichoderma longibrachiatum由 来 の

β -グルカナーゼ（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）
を用いてプロトプラストを調製した．その後，ポリエチ
レングリコール/カルシウムクロライド（PEG/CaCl2）
法を用いてプロトプラストに破壊カセットを導入した
（Nakazawa et al., 2016; Salame et al., 2012）．

mbp1及び swi6遺伝子の破壊確認
20b株および遺伝子破壊株から抽出されたDNAをテ
ンプレートとしてゲノム PCRを行った（ Izumitsu et al., 
2012）．破壊カセットの組み込みは，増幅長の変化によ
り確認し，標的遺伝子の欠損は PCR増幅の有無により
検証した．

栄養菌糸の形態観察および成長率
菌糸の形態と成長率の観察のため，オートクレーブ処
理した YMG寒天培地 20 mLをペトリ皿（Φ90 mm）に
注ぎ，コルクボーラー（Φ8 mm）で作成した菌糸プラ
グを各プレートの中央に植菌した．28 ℃の暗所で 10日
間の静置培養後，スキャナーを使用して菌糸の画像を撮
影し，ノギスで菌糸コロニーの直径を測定した．
続いて，液体培地上での菌糸体の乾燥重量を測定する
ため，コルクボーラー（Φ8 mm）を使用して作成した
菌糸プラグをオートクレーブ処理した YMG液体培地
40 mLに植菌した．28 ℃の暗所で 14日間静置培養した
後，菌糸体を洗浄し，凍結乾燥した．凍結乾燥した菌糸
の重量は電子天秤で測定した．
気中菌糸観察のため，10 mLの YMG寒天・液体培地
を試験管（Φ16 mm）に分注し，オートクレーブ処理し，
コルクボーラー（Φ12 mm）で作成した菌糸プラグを各
培地の中心に植菌した．28 ℃の暗所で 10日間静置培養
した後，気中菌糸を観察した．

電子顕微鏡観察
20b株および遺伝子破壊株を，28 ℃で 10日間，20 mL

の YMG寒天培地で培養した．その後，菌糸体を，スカ
ルペルを使用して 1×3 mmに切り出した．菌糸体は，
0.1 Mリン酸緩衝液（PB）（pH 7.4）中に 4 %パラホル
ムアルデヒドと 2 %グルタルアルデヒドを添加した溶液
を用いて，4 ℃で一晩固定した．その後，0.1 M PB中に
1 %オスミウム四酸化物を添加した溶液で 2時間固定し
た．TEMの観察では，固定した菌糸体は，エタノール
の段階的な濃度系列で脱水処理した後，エポキシ樹脂
（LUVEAK-812）で包埋した．超薄切片は，超微切片機
（EM UC7；Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を
使用して作成された．切片は酢酸ウランとクエン酸鉛で
染色し，JEM-1400Flash透過型電子顕微鏡（ JEOL, 
Tokyo, Japan）で観察した．
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主要細胞壁多糖成分の含有割合測定
オートクレーブ処理済みの YMG寒天培地 20 mLを加

えた直径 90 mmのプレートを覆うようにオートクレー
ブ処理済みのセロファンを被せた．コルクボーラー
（Φ9 mm）を使用して作成した菌糸プラグを各プレート
の中心に植菌した．28 ℃の暗所条件下で 14日間の静置
培養後，菌糸体を切り離し，液体窒素で凍結させながら
乳棒・乳鉢を用いて菌糸を粉砕し，凍結乾燥した．
α -および β -グルカンの含有割合は，β-Glucan Assay 

Kit（Yeast and Mushroom）（Megazyme, Bray, Ireland）
を用いて測定した．なお，測定には規定の半分量の試薬
と乾燥菌糸体を用いた．0.01 gの乾燥菌糸体に 4 N HCl 
400 μLを加え，96 ℃で 16時間加熱した後，オートクレー
ブ処理した水 400 μLを加えて冷却し，粉末活性炭を加え
た．1時間静置した後，サンプルを遠心分離し，上清 300 μL
をオートクレーブ処理した蒸留水 2.63 mlと 8 N NaOH 
70 μLで 10倍希釈し，中和した．その後，D-Glucosamine 
Assay Kit（Megazyme, Bray, Ireland）を用いてキチンの
含有割合を測定した．

qRT-PCRによる細胞壁多糖合成酵素遺伝子の発現変動
解析
オートクレーブ処理済みの YMG寒天培地 20 mLを加

えた直径 90 mmのプレートを覆うようにオートクレー
ブ処理済みのセロファンを被せた．コルクボーラー
（Φ9 mm）を使用して作成した菌糸プラグを各プレート
の中心に植菌した．28 ℃の暗所条件下で 14日間の静置
培養後，菌糸体を切り離し，液体窒素で凍結させながら
乳棒・乳鉢を用いて菌糸を粉砕した．この粉末菌体から，
FastGene RNA Premium Kit（NIPPON Genetics. Tokyo, 
Japan）を用いて RNAを抽出した．得られた RNAサン
プルは，PrimeScript RT Master Mix（TaKaRa bio, Shiga, 
Japan）を使用して逆転写を行った．qRT-PCRには
PowerTrack SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher 
Scientific , Waltham, MA, USA）とQuantStudio 5（Thermo 
Fisher Scientific , Waltham, MA, USA）を使用し，Pfaffl
法に従って定量化した（Pfaffl, 2001）．

菌糸表層のキチンの蛍光標識
100 mLフラスコに YMG液体培地 40 mLを分注し，

オートクレーブ処理し，コルクボーラー（Φ8 mm）を
使用して作成した菌糸プラグ 10個を植菌した．28 ℃，
120 rpmで 5日間振とう培養した後，Polytronホモジナ
イザー（Kinematica AG, Malters, Switzerland）でホモジ
ナイズし，その溶液 200 μLを新たなオートクレーブ処理
済みの YMG液体培地 40 mLに植菌した．28 ℃で 120 rpm
の 2日間振とう培養した後，菌糸体は培養液を遠心分離

して回収し，10 mM Tris-HCl（pH 8.0）で洗浄した．
10 nmol/mLのキチン特異的蛍光プローブ ChBD-GFP
（Yano et al., 2011）を 3 μLを加え，サンプルを氷上で 2時
間放置した後，10 mM Tris-HCl（pH 8.0）で洗浄した．共
焦点レーザー顕微鏡 STELLARIS（Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany）を使用し，対物レンズはHC PL APO 
63x/1.40 OIL CS2を用いた．顕微鏡画像は 10 µm厚の
36枚のスライス画像をスタックして形成した．励起光
は，GFP，RFPに対してそれぞれ 475 nm，554 nmを設
定し，蛍光検出は 505，591 nmとした．菌糸の自己蛍光
は極めて弱く，無視できる程度であった .

細胞壁ストレスへの耐性試験
細胞膜および酸化ストレス耐性を評価するため，オー
トクレーブ処理した YMG寒天培地に，0.02 %のナトリ
ウムドデシルスルホン酸（SDS）と 5 mMのH2O2を添
加した．さらに，細胞壁合成阻害剤に対する耐性を調査
するため，500 μg/mLの Calcofluor White（CFW）と
100 μg/mL Micafungin（MF）を用いた．薬剤を添加し
ない YMG寒天培地をコントロールとした．コルクボー
ラー（Φ8 mm）で作成した菌糸体プラグを各プレート
の中央に植菌し，28 ℃の暗所で 10日間培養後，スキャ
ナーで画像を撮影した．さらに，薬剤プレート（D1）
とコントロールプレート（D2）上で生育した菌糸体の
コロニー直径を，ノギスを用いて測定し，阻害率を算出
した：阻害率（%）=（D2－D1）/D2×100．

菌糸体マットの定性的な物性評価
コルクボーラー（Φ8 mm）で切り出した菌糸体プラ
グを，100 mLの YMG液体培地が入った 300 mLフラス
コに 8個植菌し，28 ℃で 14日静置培養を行った．培養
された菌糸体マットを回収し，RO水で洗浄後，キムタ
オルで軽く圧着した．菌糸体マットを手で折り曲げるこ
とで，物性の差を定性的に評価した．

結　　果

P. ostreatusにおけるクレードAに属するAPSESファミリー
転写因子の同定
様々な子嚢菌と担子菌においてクレード Aに属する

APSESファミリー転写因子のホモログサーチを行い，
系統樹を作製した（Fig.1）．先行研究と同様，クレー
ド A APSESファミリー転写因子は，Mbp1と Swi4が属
するクレード A-Iと Swi6が属する A-IIに分けられた
（Longo et al., 2018; Zhao et al., 2015）．それぞれのクレー
ドでは，子嚢菌グループ aと担子菌グループ bで示した
通り子嚢菌と担子菌で系統的な違いが見られた．さら
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に，子嚢菌グループ aでは，亜門に基づいた 3つのサブ
クレード（a1: Saccharomycotina, a2: Taphrinomycotina, 
a3: Pezizomycotina）に分けられた．加えて，a1は，
a1-1と a1-2の 2グループにさらに区分された．a1-1の転
写因子は Swi4と非常に類似しており，高い相同性を有
していたことから，Swi4として同定された．一方で，
a1-2に属する転写因子やクレード A-Iのサブクレード
a2，a3，bに分類される転写因子は Swi4よりもMbp1

との相同性が高かったことから，Mbp1として同定した．
P. ostreatusにおいては，クレード Aに属する APSES
ファミリー転写因子が 2つ同定された．Protein ID 
83192及び 134090は，それぞれMbp1グループと Swi6
グループに分類されたため，83192はMbp1，134090は
Swi6と同定した．両タンパクのドメイン構造を解析した
結果，83192と 134090は，S. cerevisiaeのMbp1，Swi4，
Swi6と同様に，N末端に APSES型のDNA結合ドメイ

Fig.1   Phylogenetic tree of the predicted clade A APSES family transcription factors based on 147 amino acid sequences 
from 64 fungal species analyzed with the maximum likelihood method and a JTT matrix-based model with bootstrap 
values inferred from 1000 replicates. Branches corresponding to partitions reproduced in < 50 % bootstrap replicates 
are collapsed. Numbers above branches represent the percentage of replicate trees in which associated taxa clustered 
together in the bootstrap replicates. The labels surrounding the phylogenetic tree indicate classification groups.  
a1: Saccharomycotina, a2: Taphrinomycotina, a3: Pezizomycotina, b: Basidiomycota.
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ンを有し，さらに，2～3個のアンキリンリピートを持
つことが推定された（Fig. 2）．

P. ostreatusの形質転換体における遺伝子破壊確認
Swi6に関しては担子菌G. lucidumにおいて，スプラ
イシングアイソフォームが確認されていることから，P. 

ostreatusにおいても選択的スプライシングが起こるか調

査した（Fig. 3）．推定イントロン領域の PCR増幅にお
いて 1つのバンドのみが検出され，P. ostreatusにおいて
は swi6のスプライシングアイソフォームは観察されな
かった（Fig. 3C）．したがって，P. ostreatusの swi6遺
伝子の全体領域をノックアウトするように swi6遺伝子
破壊カセットを設計した．mbp1遺伝子破壊カセットに
ついても同様に設計し，20bを親株とした相同組換えに

Fig.2   Domain structures of Mbp1, Swi4, and Swi6 in Saccharomyces cerevisiae and protein ID 83192 and 134090 in Pleurotus 
ostreatus. Domain analysis was conducted using InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). aa: amino acids.

Fig.3   Confirmation of the absence of swi6 splicing isoforms. Schematic diagrams of (A) swi6 gene and (B) swi6 
mRNA predicted by the Joint Genome Institute database (https://mycocosm.jgi.doe.gov/PleosPC9_1/
PleosPC9_1.home.html). (C) Electrophoresis results of amplified PCR fragments. Rectangles indicate 
exons, and black lines show introns. Primers used are indicated by arrows. Primer names and length of 
PCR products are also indicated.
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よってmbp1及び swi6の単独破壊株を作出した．
PCRによって，それぞれの形質転換体の遺伝子破壊
カセットの組込みと標的遺伝子の欠損を確認した．その
結果，8株のmbp1破壊株（Δmbp1株）及び 5株の swi6
破壊株（Δswi6株）を得た．このうち，Δmbp1#2と #4
及び Δswi6#3及び #5をランダムに選択し，以降の実験
に使用した．なお，親株の 20b株を野生株（WT）とし
て使用した．

栄養菌糸成長時の形態的特徴
野生株，Δmbp1株及び Δswi6株を YMG寒天培地上で

10日間培養した菌糸体のコロニー形態並びに成長率を
調査した（Fig. 4）．その結果，両株とも菌糸体のコロ
ニーサイズが小さくなっていることが観察され，それぞ
れ菌体直径が約 40 %と約 30 %減少した．さらに，YMG
液体培地で 14日間静置培養した菌糸体の乾燥重量を測
定した結果，Δmbp1株で約 20 %，Δswi6株で約 30 %乾
燥菌体重量が減少していた．したがって，寒天培地及び
液体培地の両方で，成長速度の低下が観察された．
続いて，YMG寒天培地及び液体培地上で培養した気
中菌糸を観察した結果，Δmbp1株と Δswi6株共に，両
条件で野生株よりも短い気中菌糸が確認された．

Fig.4   Mycelial morphologies, aerial hyphae, and growth speeds in (A) mbp1 and (B) swi6 disruption strains. Bars 
indicate standard deviations of three biological replicates (n=3). Statistical significance was determined using 
a two-tailed equal variance t-test (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
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透過型電子顕微鏡（TEM）を用いた細胞壁構造の観察
透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて，野生株，

Δmbp1株及び Δswi6株の細胞壁構造を観察した
（Fig. 5）．その結果，Δmbp1株では野生株より有意に薄
い細胞壁が観察され，その厚さの平均値は約 30 %減少
していた．一方，Δswi6株では細胞壁の厚さに有意な差
は見られなかった．さらに，細胞壁の厚さの分布を調べ

たところ，野生株と Δmbp1株では単一のピークを有す
る単峰性分布を示したが，Δswi6株では，複数のピーク
を有する多峰性分布を示し，細胞壁の厚さのばらつきに
異常が生じていた（Fig. 5）．以上の結果から，Mbp1及
び Swi6は，正常な細胞壁合成制御に必須であることが
分かった．

Fig.5   The effects of (A) mbp1 and (B) swi6 disruption on cell wall thickness. Cell wall transmission electron 
microscopy (TEM) was conducted at ×40,000 magnification (scale bar=200 nm). Measurements of cell 
wall thickness under TEM observations; the bars indicate the standard deviations (n =50). Statistical 
significance was determined using a two-tailed equal variance t-test (***P<0.001).
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主要細胞壁多糖成分の解析
凍結乾燥菌体中の α -グルカン，β -グルカン及びキチン
の含有割合を測定した（Fig. 6）．Δmbp1株では，α -グ
ルカンやキチンの含有割合には，ほとんど差が見られな
かったが，β -グルカンの含有割合は，野生株より約
17 %低下していた．一方，Δswi6株では，α -グルカンと
β -グルカンの含有割合に有意な差が見られなかったが，
キチンの含有割合はわずかに増加していた．これらの結
果より，Mbp1は β -グルカン合成制御，Swi6はキチン合
成制御に寄与する可能性が考えられた．

qRT-PCRによる細胞壁多糖合成酵素遺伝子の発現変動
解析
はじめに，Δmbp1株及び Δswi6株においてそれぞれ

mbp1及び swi6の相対発現量を調査した結果，各々の株

でそれぞれmbp1と swi6はほとんど検出されず，正常に
遺伝子破壊が行われていることが確認された（Fig.7）．
続いて，細胞壁合成酵素遺伝子がMbp1及び Swi6によっ
て制御されているかどうかを明らかにするために，α -グ
ルカン，β -グルカン及びキチンの合成酵素遺伝子の相対
発現レベルを調査した（Fig.7）．Δmbp1株においては，
α -グルカン合成酵素遺伝子 ags1の発現量に変化は見ら
れなかったが，2つの β -グルカン合成酵素遺伝子 fks1及
び fks2の発現量がそれぞれ約 50 %及び約 20 %減少した．
また，6つのキチン合成酵素遺伝子（ chsb1, chsb4, chs5, 
chs6, chs8, chs9）の相対発現レベルは低下していたが，
chsb3の発現レベルは 4倍以上増加した．一方，Δswi6
株では，ags1及び fks1，fks2の相対発現量に有意な差は
見られなかった．対して，3つのキチン合成酵素遺伝子
chsb1，chsb4，chs9の相対発現量はそれぞれ約 55 %，

Fig.6   Relative percentages of α-glucan, β-glucan, and chitin in mycelial dry weight in (A) Δmbp1 and (B) Δswi6 
strains. The bars indicate standard deviations of three biological replicates (n=3). Statistical significance 
was determined using a two-tailed equal variance t-test (*P<0.05, **P<0.01).
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Fig.7   Relative gene expression levels of cell wall synthase genes (ags: α-glucan synthase, fks: β-glucan synthase, 
chs: chitin synthase) in (A) Δmbp1 and (B) Δswi6 strains. The bars indicate standard deviations of three 
biological replicates (n = 3). Statistical significance was determined using a two-tailed equal variance t-test 
(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). UD: undetermined.
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45 %，25 %，有意に低下しており，さらに chsb3の発現
量は約 5倍増加していた．以上の結果より，Mbp1は，
正常な β -グルカン及びキチン合成制御に，Swi6は正常
なキチン合成制御に必要であることが示唆された．

菌糸表層のキチン染色
Δmbp1株及び Δswi6株ではキチン合成に異常が生じ
ていることが示唆されたため，キチン特異的蛍光プロー

ブ ChBD-GFPを用いて，細胞表層のキチンを単独染色
した（Fig. 8）．野生株においては，菌糸先端のみにキ
チン蛍光シグナルが検出された．一方で，Δmbp1株で
は，菌糸先端部位における蛍光シグナルの領域が野生株
よりも増加しており，さらに菌糸先端以外の領域におい
て点状の蛍光シグナルが検出された．Δswi6株では，
Δmbp1株と同様に菌糸先端以外の領域で点状の蛍光シ
グナルが観察された．

Fig.8   Chitin staining using a chitin-specific fluorescent probe (ChBD-GFP) under a confocal microscope 
(scale bar = 20 μm). White arrows indicate increased ChBD-GFP fluorescence at hyphal tips. White 
dotted rectangles indicate puncate ChBD-GFP fluorescence in regions other than the hyphal tips. 
DIC: differential interference contrast.
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細胞壁ストレスへの耐性試験
キチン合成阻害剤CFW，β -グルカン合成阻害剤MF，
細胞膜ストレス剤 SDS及び酸化ストレス剤H2O2を用い
て，Δmbp1株及び Δswi6株のストレス耐性を調べた
（Fig. 9）．その結果，Δmbp1株では，MFへの感受性に
有意な差は見られなかったが，CFWに対する感受性は

有意に増加した．加えて，SDSやH2O2への感受性も増
加した．特に，H2O2の阻害率は大幅に増加し，野生株
と比べて約 2倍であった．Δswi6株では，MF及び SDS
への感受性は変化しなかったが，CFW及びH2O2に対す
る感受性は有意に増加した．

Fig.9   Sensitivity to various stressors in (A) Δmbp1 and (B) Δswi6 strains. Mycelial morphology grown on 
YMG agar media supplemented with 500 μg/mL calcofluor white (CFW), 100 μg/mL micafungin (MF), 
0.02 % sodium dodecyl sulfate (SDS), and 5 mM H2O2 after 10 days. The relative growth inhibitory rates 
are also shown. The bars indicate standard deviations of three biological replicates (n =3). Statistical 
significance was determined using a two-tailed equal variance t-test (*P<0.05, ***P<0.001).

辻　　健也，吉見　　啓，河内　護之

－ 128 －



マッシュルームマテリアルの物性評価
野生株，Δmbp1株，Δswi6株を液体静置条件で培養し
た菌糸体マットを折り曲げ，物性を定性的に評価した
（Fig.10）．その結果，野生株では柔軟性があり，簡単
に裂けなかった一方で，Δmbp1株及び Δswi6株では柔
軟性が低く，簡単に裂けてしまい，菌糸体の物性が変化
している可能性が示唆された．さらに，ダイカリオンの
mbp1破壊株と野生株で菌糸体マットを作成し引張試験
による菌糸体マットの定量的な評価を行った．その結
果，ダイカリオンのmbp1破壊株で作成したマットは，
野生株に比べてより高いヤング率・引張強度を示した
（Kojima et al., unpublished）．これは，mbp1の破壊が菌
糸体マットをより硬く，変形しにくい物性に変化させた
ことを意味する．さらに，ダイカリオンのmbp1破壊株
と野生株を用いて菌糸体コンポジットを作製し，圧縮試
験を行った結果，mbp1破壊株の菌糸体コンポジットは，
野生株よりも高い圧縮強度を示した（Kojima et al., 
unpublished）．このようにmbp1の欠損によって，菌糸
体コンポジットの特性を向上させることに成功した．

考　　察

本研究では，クレード A APSESファミリー転写因子
の系統解析を実施した（Fig.1）．本研究で作製した系
統樹においては，全ての担子菌及び子嚢菌において
Mbp1及び Swi6が見られたため，両転写因子は真菌類
で広く保存されていることが示唆された．一方で，Swi4
は Saccharomycotina亜 門 に の み 見 ら れ た た め，

Saccharomycotina亜門に特有の転写因子であると考え
られた．この結果は，多くの子嚢菌に Swi4のオルソロ
グが見られないことを示す以前の系統解析の結果と一致
している（Longo et al., 2018）．この結果より，Swi4は，
Mbp1の重複によって進化的に Saccharomycotina亜門が
獲得した転写因子であると推定される．したがって，
Swi4を有する子嚢菌酵母（Saccharomycotina亜門）と
Swi4を持たない糸状菌や担子菌酵母とでは進化的な分
化によってMbp1及び Swi6の機能に差がある可能性が
考えられる．

mbp1の破壊は，細胞壁を薄く，β -グルカンの含有割
合及び β -グルカン合成酵素遺伝子 fks1・fks2の発現量を
減少させた（Figs.7, 8, 9）．したがって，Mbp1は細胞
壁合成制御に関与し，特に β -グルカン合成を制御する
ことが示唆された．また，Δmbp1株では，6つのキチン
合成酵素遺伝子の発現レベルが減少し，chsb3の発現量
は 4倍以上増加した（Fig.7）．一方で，キチン含有割合
にはほとんど差が見られなかった（Fig. 6）．これらの
結果から，6つのキチン合成酵素遺伝子の発現レベルの
低下が chsb3の発現レベルの上昇によって相補されるこ
とが示唆された．それぞれのキチン合成酵素は完全に同
じ役割を有しているのではなく，キチンの分子量，分岐，
配置などの制御において別々の役割を有していることが
示唆されているため（Nakazawa et al., 2024），mbp1の
破壊によってキチン含有割合が変化しなかったとして
も，キチンの分子構造や配置に影響を与える可能性は考
えられる．Δmbp1株におけるキチン蛍光シグナルの増
加は（Fig. 8），菌糸表層を覆う β -グルカンの減少によ
る下層のキチンの露出増加の可能性に加えて，異常なキ
チン分岐・配置の可能性を示唆している．加えて，
Δmbp1株は，CFW及び SDSに対する感受性が増加して
いた（Fig. 9）．先行研究によって，P. ostreatusでは，
chsb2，chsb3，および chsb4の単独破壊によってキチン
合成に異常が生じると，CFWおよび SDSに対する感受
性が増加することから（Schiphof et al., 2024），この感
受性増加は，Δmbp1株における異常なキチン合成を示
唆している．以上の結果より，Mbp1は正常な β -グルカ
ン及びキチンの合成制御に必須であることが示された．
本研究はMbp1の細胞壁合成制御における詳細な機能を
真菌類で初めて示した研究である．
Δswi6株では，細胞壁の厚さ分布に異常が見られたが，
これは菌糸に沿って細胞壁多糖合成が不均一に起こり，
特定の領域では野生株よりも多くまたは少なく合成され
ていることが示唆された．したがって，Swi6は正常な
細胞壁合成制御に不可欠であることが示された．α -グル
カン及び β -グルカンの含有割合と，それぞれの合成酵
素遺伝子の発現量は野生株と比べて変化しなかったため

Fig.10   Mechanical strength changes in (A) Δmbp1 and 
(B) Δswi6 strains. White arrows indicate torn 
area of mycelial mats.
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（Figs. 8, 9），Swi6は α -グルカン及び β -グルカンの合成
制御には関与しないことが示唆された．一方で，Δswi6
株では，キチン含有割合は微増し，chsb1，chsb4及び
chs9の発現レベルは低下し，chsb3の発現は増加してい
た（Figs. 6, 7）．したがって，3つのキチン合成酵素遺
伝子の発現低下に起因して chsb3の発現上昇が引き起こ
され，キチン合成が促進された可能性が考えられた．さ
らに，Δswi6株では野生株と異なり，菌糸中間部に散在
するキチンシグナルが観察された（Fig. 8）．この結果は，
Δswi6株でのキチン合成酵素遺伝子の発現プロファイル
の変化によるキチンの分岐や配置の異常に起因する可能
性が考えられる．加えて，Δswi6株の CFWに対する感
受性の増加は，キチン合成の異常を裏付けている
（Fig. 9）．以上の結果より，Swi6は α -グルカン及び β -グ
ルカン合成の制御には寄与しないものの，正常なキチン
合成制御に必須の役割を有することがわかった．
白色腐朽菌G. lucidumにおける swi6には，Glswi6Aと

Glswi6Bという 2つのスプライシングアイソフォームが
存在する（Lian et al., 2021）．一方，P. ostreatusにおいて
は，PCRの結果より swi6の選択的スプライシングが起
こらないと考えられた（Fig. 3）．したがって，両菌種で
swi6遺伝子の発現制御に大きな違いがあることが示唆
された．G. lucidumでは，swi6のサイレンシングにより，
細胞壁の厚さが減少し，β -グルカン及びキチンの含有量
が低下し，いくつかの推定グルカン合成酵素遺伝子の発
現が低下する（Lian et al., 2021）．加えて，Glswi6Bの過
剰発現は，β -グルカン及びキチンの合成を促進させる
（Lian et al., 2021）．したがって，GlSwi6は β -グルカン及
びキチンの合成制御を担うと考えられている（Lian et al., 
2021）．そのため，G. lucidumと P. ostreatusの間で β -グ
ルカン合成制御への関与という点で Swi6の機能に違い
があることがわかった．以上の考察より，P. ostreatusが
属する Agaricales目と G. lucidumが属する Polyporales
目の間で Swi6に進化的な分化が生じている可能性が考
えられた．しかしながら，観察された実験結果の差は，
Swi6の機能差ではなく，遺伝子ノックアウトと遺伝子
サイレンシング・過剰発現という方法論的な差異に起因
する可能性は否定できない．
これまでの結果より，Mbp1は Swi6と独立して β -グ
ルカン合成を制御すること，そしてMbp1は Swi6と協
働してキチン合成制御を担う可能性が示唆された．加え
て，Mbp1及び Swi6の機能的な欠損は，共に寒天・液
体培地上での成長速度及び気中菌糸形成能を低下させた
（Fig. 4）．このことから，両転写因子は，固体・液体条
件の両方で正常な菌糸成長に必須であることが分かっ
た．加えて，両破壊株では酸化ストレス剤H2O2への感

受性が増加しており，Mbp1及び Swi6は共に酸化スト
レス応答に関与する可能性が示唆された（Fig. 9）．この
ように本研究では，ヒラタケにおいてMbp1及び Swi6
の細胞壁合成制御における機能を解析し，その機能的重
複や差異を白色腐朽菌で初めて明らかにした．さらに本
研究では，mbp1の破壊によって，菌糸体マットの物性
改変と菌糸体コンポジットの改良を実現させた．本研究
は，マッシュルームマテリアル改良に向けた細胞壁の標
的としての可能性を示し，将来の「細胞壁工学」確立に
向けてその基盤を固める第一歩となるものである．

要　　約

白色腐朽菌の菌糸体は，マッシュルームレザーに代表
される環境にやさしい代替マテリアルに応用され始めて
いる．このマッシュルームマテリアルの物性を大規模か
つ自在に改変できる新たなアプローチとして，菌糸体の
強度や撥水性などの物性に強く寄与する細胞壁を標的と
した分子育種に期待が集まっている．分子育種による効
率的な細胞壁改変には，その合成統御系への理解が必要
不可欠であるため，本研究では，ヒラタケ Pleurotus 

ostreatusを用いて，細胞壁合成制御を担う APSESファ
ミリー転写因子Mbp1及び Swi6の機能解析を行った．
加えて，mbp1の破壊がマッシュルームマテリアルの物
性に与える影響を評価した．Δmbp1株及び Δswi6株で
は共に，野生株と比べて成長率及び気中菌糸形成能が低
下し，両転写因子が正常な菌糸成長に必須であることが
示された．Δmbp1株では，細胞壁の厚さや β -グルカン
の含有割合・合成酵素遺伝子の発現量が減少した．また，
キチン含有割合には変化がない一方で，いくつかのキチ
ン合成酵素遺伝子の発現量に変化が見られた．これらの
結果より，Mbp1は正常な β -グルカン及びキチンの合成
制御に必須であることが示された．一方，Δswi6株では，
細胞壁中の β -グルカンの含有割合や合成酵素遺伝子の
発現量は変化しなかったが，細胞壁の厚さのばらつき，
キチンの含有割合及び合成酵素遺伝子の発現プロファイ
ルが変化した．したがって，Swi6は β -グルカン合成に
は関与しないが，キチン合成制御に寄与することが示唆
された．さらに，mbp1の破壊によって，菌糸体マット
のヤング率と引張強度が増加し，より硬く変形しにくい
物性に変化することが分かった．また，mbp1破壊株を
用いて作製された菌糸体コンポジットは，野生株よりも
高い圧縮強度を示した．本研究はMbp1及び Swi6の細
胞壁合成制御における機能的重複・差異を白色腐朽菌で
初めて明らかにし，マッシュルームマテリアル改良に向
けた細胞壁の標的としての可能性を示すものである．

辻　　健也，吉見　　啓，河内　護之

－ 130 －



本助成で得られた研究成果の報告
口頭発表
 1)  Kawauchi, M., Otuska, Y., Schiphof, K., Kojima, H., Yano, S., 

Tsuji, K., Yoshimi, A., Tanaka, C., Nakazawa, T. & Honda, 
Y. 2023. Cell wall engineering of the mushroom for the 
eco-friendly material development. Asian Mycological 
Congress 2023 (October 10-13, Busan, Republic of Korea)

 2)  Kojima, H., Otsuka, Y., Schiphof, K., Kawauchi, M., Tsuji, 
K., Yoshimi, A., Tanaka, C., Yano, S., Nakazawa, T. & 
Honda., Y. 2023. Transcription factor Mbp1 regulates 
β-glucan synthesis and mycelium properties in Pleurotus 
ostreatus. Mushroom Science Virtual 2023 (October 18-19, 
Malaysia (Online))

 3)  小島隼星, Schiphof Kim, 河内護之, 辻健也, 田中千尋, Jong 
Yong-Hyeon, Shin Hyun-Jae, 中沢威人, 本田与一. 2024. 白
色腐朽菌ヒラタケを用いた菌糸体マテリアル作成法の検
討. 第74回日本木材学会大会 (3月13-15日, 京都)

 4)  Kawauchi, M., Otsuka, Y., Schiphof, K., Kojima, H., Yano, S., 
Tsuji, K., Yoshimi, A., Tanaka, C., Nakazawa, T. & Honda, Y. 
2024. Visualization and engineering of basidiomycete cell wall : 
for future mycelial materials. 12th International Mycological 
Congress (August 11-15, Maastricht, Netherland)

 5)  河内護之, 大塚唯, 名和義順, 小島隼星, Schiphof Kim, 万雨
昕, 辻健也, 吉見啓, 田中千尋, 矢野成和, 中沢威人, 本田与
一. 2024. マッシュルームマテリアル改良に向けた担子菌
細胞壁工学の開拓, 日本応用糖質科学会2024年度(第73回)
大会 (9月24-27日, 京都)

 6)  Kawauchi M., Kojima H., Izumi T., Otsuka Y., Schiphof K., 
Tsuji K., Yoshimi A., Tanaka C., Yano D., Nakazawa, T. & 
Honda, Y. 2025. Distinct functions of the cell wall synthesis 
regulators in Pleurotus ostreatus : a prelude to cell wall 
engineering for future mushroom material improvements. 
17th European Conference on Fungal Genetics (ECFG17) 
(March 2-5, Dublin, Ireland)

 7)  小島隼星, 和泉貴哉, 河内護之, 大塚唯, Schiphof Kim, 辻健
也, 吉見啓, 田中千尋, 矢野成和, 中沢威人, 本田与一. 2025. 
白色腐朽菌ヒラタケにおける細胞壁合成制御因子Mbp1及
びSwi6の遺伝子破壊による菌糸体の物性改変について. 第
75回日本木材学会大会 (3月19-21日, 仙台)

原著論文
 1)  Kojima, H., Kawauchi, M., Otsuka, Y., Schiphof, K., Tsuji, 

K., Yoshimi, A ., Tanaka, C., Yano, S., Nakazawa, T & 
Honda, Y. 2024. Putative APSES family transcription factor 
mbp1 plays an essential role in regulating cell wall synthesis 
in the agaricomycete Pleurotus ostreatus, Fungal Genet. 
Biol., 175 : 103936.

 2)  Kojima, H., Izumi, T., Kawauchi, M., Otsuka, Y., Tsuji, K., 
Yoshimi, A., Tanaka, C., Yano, S., Nakazawa, T. & Honda, Y. 
2025. Role of putative APSES family transcription factor 
Swi6 in cell wall synthesis regulation in the agaricomycete 
Pleurotus ostreatus. Fungal Biol., 129 : 101526.

その他 (総説・書籍・特許など)
 1)  Yoshimi A., Miyazawa K., Kawauchi M. & Abe K. 2022. Cell 

wall integrity and its industrial application in filamentous 
fungi, J. Fungi, 8 : 435

 2)  河内護之. 2024. マッシュルームマテリアルの現状と可能
性. 生物工学会誌 102 : 472.

 3)  河内護之. 2025. マッシュルームマテリアル改良に向けて：
分子育種による白色腐朽菌細胞壁構造の改変. 応用糖質科
学 15 : 120-124.

 4)  Shin, H.J., Ro, H.S., Kawauchi, M. & Honda, Y. 2025. 
Review on mushroom mycelium-based products and their 
production process : from upstream to downstream. 
Bioresour. Bioprocess. 12 : 3.

謝　　辞

本研究の実施にあたり，多大なる助成を賜りました公
益財団法人発酵研究所に心からお礼申し上げます．本研
究の遂行にご協力いただいた京都大学大学院農学研究科
の学生諸氏に感謝の意を表します．さらに，文部科学省
科学研究費補助金・基盤研究（B）（吉見啓 22H02238），
基盤研究（C）（河内護之 22K05763），海外連携研究（河
内護之 24KK0119），二国間交流事業（河内護之 JPJSBP 
120238807）の支援にも感謝致します．

文　　献

Chen, D.D., Shi, L., Yue, S.N., Zhang, T.J., Wang, S.L., Liu, Y.N., 
Ren, A., Zhu, J., Yu, H.S. & Zhao, M.W. 2019. The Slt2-MAPK 
pathway is involved in the mechanism by which target of 
rapamycin regulates cell wall components in Ganoderma 
lucidum. Fungal. Genet. Biol. 123 : 70-77.

Chen, X., Lu, Z., Chen, Y., Wu, R., Luo, Z., Lu, Q., Guan, N. & 
Chen, D. 2021. Deletion of the MBP1 gene, involved in the cell 
cycle, affects respiration and pseudohyphal differentiation in 
Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Spectr. 9 : e0008821.

Cong, H., Sun, Y., Li, C., Zhang, Y., Wang, Y., Ma, D., Jiang, J. & 
Li, L. 2024. The APSES transcription factor CfSwi6 is required 
for growth, cell wall integrity, and pathogenicity of Ceratocystis 
fimbriata. Microbiol. Res. 281 : 127624.

Damveld, R.A., Arentshorst, M., Franken, A., VanKuyk, P.A., 
Klis, F.M., Hondel, C.A.M. van den & Ram, A.F.J. 2005. The 
Aspergillus niger MADS -box transcription factor RlmA is 
required for cell wall reinforcement in response to cell wall 
stress. Mol. Microbiol. 58 : 305-319.

Dichtl, K., Samantaray, S. & Wagener, J. 2016. Cell wall integrity 
signalling in human pathogenic fungi. Cell Microbiol. 18 : 
1228-1238.

Ding, J.L., Lin, H.Y., Feng, M.G., & Ying, S.H. 2020. Mbp1, a 
component of the MluI cell cycle box-binding complex, 
contributes to morphological transition and virulence in the 
filamentous entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. 
Environ. Microbiol. 22 : 584-597.

Fujioka, T., Mizutani, O., Furukawa, K., Sato, N., Yoshimi, A., 
Yamagata, Y., Nakajima, T. & Abe, K. 2007. MpkA-dependent 
and -independent cell wall integrity signaling in Aspergillus 
nidulans. Eukaryot. Cell 6 : 1497-1510.

Gow, N.A.R., Latge, J.P. & Munro, C.A. 2017. The fungal cell 

白色腐朽菌における細胞壁合成制御系の解明及びその操作によるマッシュルームマテリアルの物性改変

－ 131 －



wall : Structure, biosynthesis, and function. Microbiol. Spectr. 
5 : 10.1128/microbiolspec.funk-0035-2016.

Haneef, M., Ceseracciu, L., Canale, C., Bayer, I.S., Heredia-
Guerrero, J.A. & Athanassiou, A. 2017. Advanced materials 
from fungal mycelium : Fabrication and tuning of physical 
properties. Sci. Rep. 7 : 41292.

Huang, Y., Chen, J., Xia, H., Gao, Z., Gu, Q., Liu, W. & Tang, G. 
2024. FvMbp1-Swi6 complex regulates vegetative growth, 
stress tolerance, and virulence in Fusarium verticillioides. J. 
Hazard. Mater. 473 : 134576.

Izumitsu, K., Hatoh, K., Sumita, T. et al. 2012. Rapid and simple 
preparation of mushroom DNA directly from colonies and 
fruiting bodies for PCR. Mycoscience 53 : 396-401.

Jang, Y.B., Kim, J.Y. & Bahn, Y.S. 2024. Unraveling the cryptic 
functions of mitogen-activated protein kinases Cpk2 and Mpk2 
in Cryptococcus neoformans. mBio 15 : e0115624.

Jones, D.T., Taylor, W.R. & Thornton, J.M. 1992. The rapid 
generation of mutation data matrices from protein sequences. 
Comput. Appl. Biosci. 8 : 275-282.

Koch, C., Moll, T., Neuberg, M., Ahorn, H. & Nasmyth, K. 1993. 
A role for the transcription factors Mbp1 and Swi4 in progression 
from G1 to S phase. Science 261 : 1551-1557.

Kumar, S., Stecher, G., Li, M., Knyaz, C. & Tamura, K. 2018. 
MEGA X : Molecular Evolutionary Genetics Analysis across 
Computing Platforms. Mol. Biol. Evol. 35 : 1547-1549.

Levin, D.E. 2011. Regulation of cell wall biogenesis in Saccharomyces 
cerevisiae : the cell wall integrity signaling pathway. Genetics 
189 : 1145-1175.

Li, H. & Zhong, J. -J. 2020. Role of calcineurin-responsive 
transcription factor CRZ1 in ganoderic acid biosynthesis by 
Ganoderma lucidum. Process Biochem. 95 : 166-173.

Lian, L., Zhang, G., Zhu, J., Wang, Y., Wang, L., Liu, R., Shi, L., 
Ren, A . & Zhao, M. 2021. Swi6B, an alternative splicing 
isoform of Swi6, mediates the cell wall integrity of Ganoderma 
lucidum. Environ. Microbiol. 23 : 4405-4417.

Longo, L .V.G., Ray, S.C., Puccia, R. & Rappleye, C.A. 2018. 
Characterization of the APSES-family transcriptional regulators 
of Histoplasma capsulatum. FEMS Yeast Res. 18 : foy087.

Lu, K., Chen, R., Yang, Y., Xu, H., Jiang, J. & Li, L . 2023. 
Involvement of the cell wall-integrity pathway in signal recognition, 
cell-wall biosynthesis, and virulence in Magnaporthe oryzae. 
Mol. Plant Microbe. Interact. 36 : 608-622.

Nakazawa, T., Kawauchi, M., Otsuka, Y., Han, J., Koshi, D., 
Schiphof, K., Ramírez, L., Pisabarro, A.G. & Honda, Y. 2024. 
Pleurotus ostreatus as a model mushroom in genetics, cell biology, 

and material sciences. Appl. Microbiol. Biotechnol. 108 : 217.
Nakazawa, T., Tsuzuki, M., Irie, T., Sakamoto, M. & Honda, Y. 2016. 

Marker recycling via 5-fluoroorotic acid and 5-fluorocytosine 
counter-selection in the white-rot agaricomycete Pleurotus 
ostreatus. Fungal. Biol. 120 : 1146-1155.

Pfaf fl, M.W., 2001. A new mathematical model for relative 
quantification in real-time RT-PCR. Nucleic Acids Res. 29 : e45.

Rao, P.S. & Niederpruem, D.J. 1969. Carbohydrate metabolism 
during morphogenesis of Coprinus lagopus (sensu Buller). J. 
Bacteriol. 100 : 1222-1228.

Rocha, M.C., Fabri, J.H., Franco de Godoy, K. et al. 2016. 
Aspergillus fumigatus MADS-Box transcription factor rlmA is 
required for regulation of the cell wall integrity and virulence. 
G3. 6 : 2983-3002.

Salame, T.M., Knop, D., Tal, D., Levinson, D., Yarden, O. & Hadar, 
Y. 2012. Predominance of a versatile-peroxidase-encoding 
gene, mnp4, as demonstrated by gene replacement via a gene 
targeting system for Pleurotus ostreatus. Appl. Environ. Microbiol. 
78 : 5341-5352.

Schiphof, K., Kawauchi, M., Tsuji, K., Yoshimi, A., Tanaka, C., 
Nakazawa, T. & Honda, Y. 2024. Functional analysis of 
basidiomycete specific chitin synthase genes in the agaricomycete 
fungus Pleurotus ostreatus. Fungal Genet. Biol. 172 : 103893.

Shin, H.J., Ro, H.S., Kawauchi, M. & Honda, Y. 2025. Review on 
mushroom mycelium-based products and their production 
process : from upstream to downstream. Bioresour Bioprocess 
12 : 3.

Szewczyk, E., Nayak, T., Oakley, C.E., Edgerton, H., Xiong, Y., 
Taheri-Talesh, N., Osmani, S.A. & Oakley, B.R. 2006. Fusion 
PCR and gene targeting in Aspergillus nidulans. Nat. Protoc. 1 : 
3111-3120.

Yano, S., Suyotha, W., Honda, A., Takagi, K., Rattanakit-Chandet, 
N., Wakayama, M. & Tachiki, T. 2011. N-terminal region of 
chitinase I of Bacillus circulans KA-304 contained new chitin-
biding domain. Biosci. Biotechnol. Biochem. 75 : 299-304.

Zan, X.Y., Zhu, H.A., Jiang, L.H., Liang, Y.Y., Sun, W.J., Tao, T.L. 
& Cui, F.J. 2020. The role of Rho1 gene in the cell wall integrity 
and polysaccharides biosynthesis of the edible mushroom 
Grifola frondosa. Int. J. Biol. Macromol. 165 : 1593-1603.

Zhao, Y., Su, H., Zhou, J., Feng, H., Zhang, K.Q. & Yang, J. 2015. 
The APSES family proteins in fungi : Characterizations, evolution 
and functions. Fungal Genet. Biol. 81 : 271-280.

河内護之. 2025. マッシュルームマテリアル改良に向けて：分子
育種による白色腐朽菌細胞壁構造の改変. 応用糖質科学 15 : 
120-124.

辻　　健也，吉見　　啓，河内　護之

－ 132 －



2023年度一般研究助成の研究報告

助成期間：2023年 4月～ 2025年 3月



【目的】ヒト乳の次世代シークエンサス解析で，乳中に
乳酸菌が存在すると報告されている．そこでヒトの乳と
新生児の便から乳酸菌株を分離培養し，
①  実際に乳に乳酸菌が分泌され，新生児の腸内細菌叢
形成に寄与しているか否かを明らかにし，

②  乳中や新生児の腸内細菌叢中の乳酸菌株のライブラ
リーを作製して

③  得られた乳酸菌株の免疫賦活化能を調べること
を目的に研究を行った．
【方法】インフォームドコンセントを得た母親から出産
後 3日目と 1か月目の乳と新生児の便をセットで提供し
ていただいた．乳は搾乳後，冷凍庫で凍結保存したもの
を，便は細菌輸送用の培地に接種したものを提供してい
ただき，当日に分離培養を行った．
検体は生理食塩水で 10倍階段希釈後，乳酸菌培養用
の培地・MRS培地で好気的条件ならびに嫌気的条件で
35 ℃，2～3日間培養した．形態が異なる孤立コロニー
を可能な限り釣菌し，グラム染色性とカタラーゼ試験に
よって混入した表皮の常在菌であるブドウ球菌属を同定
し，除外した．ブドウ球菌以外の菌と考えられる菌を分
離と同じ条件でコロニー精製を行い，16S rDNAシークエ
ンスとMALDI-TOF MSを組み合わせて菌種を決定した．
得 ら れ た Bifidobacterium菌 6種 の う ち 4種 の 株

(B.catenulatum 4B3株，B.longum 7B3株，B. breve 8B2
株，B. bifidum 21B1株)を選び，加熱殺菌後，ヒトの
末梢血から得た樹状細胞の培養系に添加して 1日培養
し，培地に分泌されたインターフェロン α並びに γ量を
ELISAによって求め，免疫賦活化能を調べた．対象と
してインターフェロン分泌量が多いと報告されている
Lactococcus lactis JCM5805株を用いた．
【結果・考察】11セットの生後 3日目の，6セットの生後
1か月目の乳と新生児の便を培養した．その結果，ブド
ウ球菌以外の菌として 174個コロニーを得た．このうち
コロニー精製できた菌株は Streptococcus属，Enterococcus
属，Bifidobacterium属の 63株(乳由来 21株，新生児便
由来 42株)で，その他の菌株は複数の菌種が混在して
いる培地上では発育したが，コロニー精製を繰り返して
1種の菌にする過程で増殖できず，分離できない菌で
あった．
菌種同定を行った結果，乳から得られた菌種は全て

Streptococcus属だった．この結果は既報のメタゲノム解
析でも Staphylococcus属やアクネ菌，Streptcoccus属しか
検出できないという結果と一致していた．一方，生後 3
日目の新生児の便からは母乳中と同じ Streptococcus属が
主に検出されたが，Enterococcus faecalisやBifidobacterium
属の菌も分離できた．生後 1か月になると新生児の便か
ら得られる菌株のほとんどが Enterococcus属と
Bifidobacterium属となり，乳児特有の腸内細菌叢が形成
されていることが確認できた．
得られたBifidobacterium 4菌種について，ヒト樹状細
胞の活性化能を検討した．いずれの株も樹状細胞からイ
ンターフェロン- αを高度に，- γをわずかに分泌させ，対
象菌株よりも強い免疫活性化能があることが示された．

図1　�24時間の菌処理によるヒト樹状細胞のインター
フェロン分泌量

乳から乳酸菌が分離できないという結果は凍結保存し
たことや空気に触れた影響によることも考えられるが，
実際に乳に生きた乳酸菌が分泌されているか否かは明ら
かにできなかった．一方，生後 1か月目の新生児の腸内
細菌叢は乳酸菌有意な菌叢となっており，乳中のオリゴ
糖が乳酸菌有意な菌叢の形成に役立っていることが確認
できた．しかし，本研究の目的である，乳酸菌自体を母
から子へと乳で受け渡しているという事実は残念ながら
確認できなかった．新生児から得られた乳酸菌の免疫賦
活可能は高く，新生児の免疫能の発達に重要な役割を果
たしているのではないかと考えられた．

母乳に分泌される乳酸菌の菌株ライブラリーの作製
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【目的】電気化学活性菌(electrochemically active bacteria, 
EAB)とは，細胞外電子伝達系をもち，電極との間で
電子のやり取りができる細菌である．バイオマス廃棄物
などを用いて発電する微生物燃料電池や，電極からの電
子で CO2から有機物をつくる微生物電気合成などに利
用でき，産業的に注目されている．しかしその研究の歴
史は浅く，環境中の EABの多様性は未だ十分に把握さ
れていない．新奇の高活性 EABが発見されれば，新た
な産業応用につながる可能性がある．そこで本研究で
は，日本各地の土壌などから新奇 EABを単離すること
を目的に，市民参加型一次スクリーニングとして「スーパー
発電菌をみんなで探そうプロジェクト」を行い，選抜され
た泥からEABを単離した．また，泥以外の環境サンプル
を用いた微生物燃料電池からもEABの単離を試みた．
【方法】統一規格で泥の発電能力を評価できる泥電池
キット(図 1)を考案し，日本科学未来館の協力の基行
われた「スーパー発電菌をみんなで探そうプロジェク
ト」の参加者に配布した．参加者は泥電池キットに各地
の泥を入れて発電実験を行い，定常的に電圧を測定する
とともに，週 1回程度の分極解析により最大出力(Pmax)
を把握した．各泥電池の Pmaxを比較することで，発電
に適した泥を見つけ出すことができる．高い Pmaxを示し
た泥電池を大学の研究室に送付していただき，単離源と
した．これ以外にも，同時期に運転した消化汚泥などを植
種源とした微生物燃料電池からの単離も試みた．単離に
おいては，アノードに付着した微生物の懸濁液をDSM826
培地(電子供与体は酢酸，電子受容体はフマル酸)プレー
トに塗布して出現したコロニーを，プレート培養と液体培
養を繰り返すことで純化した．得られた単離株については，
16S rRNA遺伝子断片の配列解析，純粋培養の電気化学

セルを用いた電流生成試験，ゲノム解析に用いた．
【結果・考察】本助成の 2年間の研究において，30株以
上を単離し凍結保存した．その中には，新種と考えられ
るEABが 6株含まれる(表 1)．このうちの 4株(60473，
ADMFC1，ADMFC2，ADMFC3)については，新奇性
の高さや発電能力の高さから特許出願し，寄託センター
に寄託した．60473株は諏訪湖沿岸の泥から単離された
もので，既知の EABと比べて非常に高い電気化学活性
をもつ(例えば既知の EABである Shewanella oneidensis
は，同条件で 0.2 mA/cm2程度の電流を生成する)．また，
この株を運転中の微生物燃料電池に投入すると発電量が
顕著に向上することが確かめられ，60473株は産業上極
めて有用な EABと考えられた．

ADMFC1から ADMFC3は消化汚泥微生物燃料電池
から単離された EABであるが，16S rRNAやゲノム配
列からいずれも新種と考えられる．また，それぞれの分
類群において同定された最初の EABであり，本成果は
EABの多様性に関する新たな知見を提供している．こ
れらの株の電子伝達機構の解明が望まれる．

YSD1と YA1はそれぞれの属で初めての EABである．
Neobacillusに近縁の Bacillus属においては数株の EAB
が知られているが，それらの電気化学活性は低い(いず
れも 0.05 mA/cm2以下)．よって，YA1株の比較的高い
電気化学活性には興味が持たれる．
以上のように，本研究において学術的にも産業的にも
興味深い EABを複数単離することができた．今後の研
究では，これらを公的保存期間に寄託して新種記載を行
う予定である．またいくつかの株については，バイオ
オーグメンテーションにおける利用の検討を行い，バイ
オマス廃棄物などからエネルギーを回収する微生物燃料
電池の実用化に貢献していきたい．

表1　新種と考えられる単離株
株名 電気化学活性1 推定される分類2

60473 1.5 Geobacter属
ADMFC1 0.6 Eubacteriales目
ADMFC2 0.2 Sulfurospirillaceae科
ADMFC3 0.4 Geovibrio属
YSD1 0.3 Fundidesulfovibrio属
YA1 0.4 Neobacillus属

1電気化学セルにおける電極面積当たりの電流値(mA/cm2)
2 16S rRNA遺伝子配列を基にした推定図1　泥電池キットの構成

電気化学活性菌の市民参加型大規模スクリーニング

渡　邉　一　哉

所属　東京薬科大学生命科学部応用生命科学科　E-mail: kazuyaw@toyaku.ac.jp

－ 134 －

IFO Res.Commun. 39
2025



【目的】耐塩性乳酸菌(Tetragenococcus halophilus)は，
醤油製造における高塩条件下の発酵過程において，pH
の低下を促進するとともに，複雑な風味の形成に寄与す
る各種低分子化合物を産生する重要な微生物である．と
りわけ，日本の伝統的な醤油製法では，麹菌や酵母とは
異なり，乳酸菌がスターターとして意図的に事前投入さ
れることは少なく，自然環境由来の菌叢から発酵過程で
選択的に定着・増殖してきた経緯があると考えられる．
そこで本研究では，伝統的製法と地域性を維持・継承す
る全国の醤油蔵由来株を分離し，そのゲノム多様性を明
らかにし，各株における発酵環境への適応(家畜化現象)
の可能性を検証した．
【方法】全国の醤油蔵(54蔵)から未滅菌試料(計 106
検体)の分与を受け，MRS培地(30 ℃，嫌気培養)を
用いて菌株分離を試みた．寒天培地上にて集落を形成し
た 431株から特異的 PCRによる菌種鑑別を行い，2株以
上の単離が得られた 43蔵(図 1)由来の計 86株を選抜
し，ショートリードシーケンスを実施した．得られた配
列をアセンブリし，ドラフトゲノムを構築後，コアゲノ
ム解析に基づく分子系統樹を作成した．さらに，パンゲ
ノム解析によって株特異的な機能遺伝子を検索し，発酵
環境への適応に関連する遺伝的変化を検証した．加え
て，ヒスタミン合成遺伝子(hdc)保有株を対象として，
ロングリードシーケンスを併用し，完全長ゲノムおよび
プラスミド構造の決定を試みた．

【結果・考察】選抜した T. halophilusのゲノム解読に
よって構築された分子系統樹(図 2)では，種内系統が
複数確認された．構築された系統樹では，これまでに報

告されていない新規の分岐群が複数認められ，醤油製造
に関与する T. halophilusの遺伝的多様性が従来想定され
ていたよりも高いことが示唆された．一方で，分離地域
間に明確な地理的分化は見られず，特定地域に特異的な
系統の形成は限定的であった．このことから，地理的な
隔たりにかかわらず蔵間での菌株移動が広範に生じてい
る可能性が考えられ，発酵環境に適応した菌株が各地で
共有されてきた歴史的背景も示唆された．

パンゲノム解析により，アクセサリー遺伝子には糖代
謝に関連する機能遺伝子が顕著に存在していることが明
らかとなった．アクセサリー遺伝子は，各系統において
発酵環境への適応圧がはたらいて機能的拡張が進んだ結
果と考えられる．
ヒスタミン合成に関与する hdcオペロンを保有する株
については完全長ゲノム配列を決定し，すべての株にお
いてプラスミド上に hdcオペロンが存在していることが
確認された．また，未報告の新規プラスミド構造が複数
同定され，さらに性線毛遺伝子群を併存するプラスミド
が，同一蔵内の異なる系統株間で共有されている事例も
認められた．この結果は，ヒスタミン合成能がプラスミ
ドを介して蔵内で水平方向に伝播してきた可能性を示唆
している．また，hdcオペロン自体にも構造的バリエー
ションが存在し，発酵環境におけるプラスミド進化の多
様性が示された．
完全長ゲノムの比較により，本菌におけるシンテニー
構造は保存性が高く，ゲノム内組換えの発生頻度は低い
ことが示唆された．強い選択圧のもとでは機能的に最適
化されたゲノム構造が保持される傾向があることが先行
的に示唆されており，本研究で観察された T. halophilus
のゲノム保存性は，発酵環境という特殊な条件下での適
応過程を反映している可能性が考えられる．

図1　T. halophilus分離蔵(43株)の分布

図2　T. halophilusコアゲノム分子系統樹

全国の醤油醸造蔵から分離される耐塩性乳酸菌のゲノム多様性と菌株保全
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【目的】海洋環境には，そこを棲家とする多様な細菌が
存在する．その中で，プロテオバクテリアに属する海洋
細菌は好塩性，好アルカリ性，好・耐冷性の性状をもつ
ことで特徴づけられる．一方で，食品中からの海洋細菌
の分離報告例は限られている．しかし，近年盛んに行わ
れているメタゲノムの手法を適用した培養非依存の細
菌叢解析により，ソフトタイプのナチュラルチーズに
Psychrobacter 属，Pseudoalteromonas 属，Halomonas 属
などの海洋細菌が主要な細菌叢を構成していることが明
らかになってきている．このように，海洋細菌は海洋環
境に限らず種々の環境に存在し，未知の菌種を含む多様
な分類群を構成している可能性が考えられる．そこで本
研究では種々の発酵食品からプロテオバクテリアに属す
る海洋細菌の分離を行い，その分離源の多様性，系統分
類学的性質を明らかにすることを目的としている．
【方法】プロテオバクテリアに属する海洋細菌は一般に
好塩性の性状を有するため，食塩を含有する発酵食品に
着目し，ソフトタイプのナチュラルチーズ(ウォッシュ
チーズ)，くさや浸漬液，このわた，めふん等の魚介類
の塩蔵発酵食品を分離試料とした．分離培地にはMarine 
agar，NaCl(2-5 ％)を含有する TSB agar，Plate Count 
Agar，Funke medium，および人工海水培地を用い，
15 ℃または 30 ℃の条件で，直接平板培養により分離を
行った．純化後の分離株について，16S rRNA遺伝子の
塩基配列を決定し，近縁種の検索を行った．うち，系統
的に独立していることが認められた株について，電子顕
微鏡観察による形態学的性状，NaCl，pH，温度に対す
る挙動等，生理学的性状を明らかにした．また，これら
分離株のゲノムDNAを抽出後，de novoシークエンスに
よってドラフトゲノムを決定し，近縁既知種および分離
株間の ANI値の算出，ならびにゲノムオルソログ遺伝
子に基づく分子進化系統樹を作成した．これにより，分
離株の系統分類学的位置付けを確定した．
【結果・考察】種々の塩蔵発酵食品から海洋細菌の分離を
行った結果，ウォッシュチーズから18株，くさや浸漬液か
ら16株，このわたから 5株，計 39株のグラム陰性細菌を
単離した．これら分離株について 16S rRNA遺伝子に基づ
く系統解析を行った結果，分離株は Pseudoalteromonas，
Marinobater，Halomonas，Psychrobacterのいずれかの
属内に位置した(図 1)．このうち，近縁既知種との相
同値が 99.1 ％未満で独立した 9つの clade(Taxon A-I)
を構成した 17株の形態学的，生理学的性状を調査した
結果，分離株はいずれも桿菌で，NaCl 2-10 ％を至適域

にもつ好塩性，pH 7- 9.5に至適域をもつ好アルカリ性
の性状を有していた．一方，生育至適温度は 28-37 ℃，
4 ℃での生育は見られず中温性で，好／耐冷性の性状は
もたなかった．アッセンブル後のドラフトゲノムシーク
エンスについて ANI解析に供した結果，Taxon Aが
Marinobacter属内で，Taxon B，CがHalomonas属内で，
Taxon E，F，Gが Psychrobacter属内で近縁既知種との
ANI値が 95 ％未満であり，6種の新規分類群を構成し，保
存機関への寄託準備中である(表 1)．また，ゲノムオルソ
ログ遺伝子に基づく系統において Taxon DはHalomonas
属とMarinobacter属の中間的位置で独立した系統枝を
構成したことから，新属を構成することが示唆された．
以上，海洋細菌は海洋環境に限らず，塩の存在を共通
の環境条件とする種々の環境に存在し，未知の菌種を含
む多様な分類群を構成することが示唆された．

図1　分離株の 16S rRNA遺伝子に基づく系統樹

表1　分離株のゲノム配列に基づく ANI値(％)

Taxon 株数 Taxon内 
ANI(％)

最近縁種との 
ANI(％)

A 1 ― 83.8
B 2 99.9 ＜90.7
C 6 ＞97.8 ＜88.7
D 1 ― ＜86.7
E 2 97.1 ＜89.8
F 1 ― 79.1
G 2 99.9 ＜83.0
H 1 ― 97.0
I 1 ― 97.7

発酵食品に棲息する海洋細菌の多様性と系統分類学的研究
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【目的】「ワインの自然発酵を担う微生物のバイオリソー
ス化」を目指し，ブドウ畑におけるワイン用酵母
Saccharomyces cerevisiaeおよびNon-Saccharomyces属酵
母の探索と多様性の解明を目的とした．
ワイン醸造においては産地の気候や風土など個性を重
視するテロワールという概念が存在する．海外の研究成
果から，テロワールの構成要素に微生物の存在も重要で
あると考えられるようになってきた．一方，国税庁が令
和 6年 12月に発表した最新の調査によると，令和 6年 1
月時点で日本国内に 493場のワイナリーがあり，1年間
でおよそ 30のワイナリーが新設されたことになる．そ
のため，近年では他の産地との差別化を図るため，産地
の個性を重視し土着の微生物を利用した自然発酵を用い
てワイン醸造を行うワイナリーが増加している．地球温
暖化の影響でブドウの栽培範囲が東北地方や北海道，高
地に移動してきているが，土着の微生物も温暖化の影響
を受けることが予想され，自然発酵を担う土着の微生物
のバイオリソース化は喫緊の課題である．
【方法】山梨県内 5カ所のワイナリー(韮崎市，甲州市)
を含む，北海道，長野県，山口県にあるワイナリーから
日本で栽培されている代表的醸造用ブドウ品種の提供を
受けた．ブドウの収穫時期は各圃場での収穫適期とし，
9月上旬から 10月中旬ごろであった．これらのサンプ
ルを対象に自然発酵させたマストから発酵前期，中期，
後期に酵母を分離した．分離した酵母はMALDI-TOF 
MSおよび LSU rRNA遺伝子のD1/D2領域塩基配列を
用いて同定した．分離株はワイン醸造用微生物として，
ワイン科学研究センターにて保存した．分離された S. 

cerevisiae分離株については Inter-delta PCR法を用いて
遺伝子型を解析し，一部の分離株については果汁発酵試
験によりワイン醸造特性を調査した．
【結果・考察】ブドウの自然発酵のマストから酵母 3,066
株を分離した．これらは 17属 26種に配属され，非
Saccharomyces属酵母が大半を占めた．地域間や品種間
の種構成の差異を評価するために，酵母の分離頻度を比
較すると，北海道浦臼町のツバイゲルトから最も多く分
離された菌種はMetschinikowia shanxiensis(69.4 ％)で
あり，次いで Torulaspora delburueckii(30.6 ％)が続い
た．ピノ・ブランでは Rhodotorula nothofagi(99.4 ％)
が優占種となった．長野県上田市では，シャルドネ，メ

ルロー，カベルネ・ソーヴィニョンから最も多く分離さ
れた菌種はHanseniaspora uvarum(それぞれ 87.5 ％，
63.7 ％，62.5 ％)であった．シャルドネでは R. nothofagi
(9.9 ％)，メルローではH. valbyensis(25.8 ％)，カベル
ネ・ソーヴィニョンでは S. cerevisiae(26.9 ％)と次い
で多く分離された(図 1)．山梨県勝沼町のメルロー，
カベルネ・ソーヴィニョンにおいてもH. uvarumの分
離頻度が最も高く，それぞれ 56.9 ％，46.9 ％となった．
次いでメルローでは Zygosaccharomyces bailii(20.1 ％)，
カベルネ・ソーヴィニョンでは Starmerella bacillaris
(41.6 ％)であった．山口県周防大島のヤマソーヴィニ
オンではMeyerozyma caribbicaが優占種となり，ヤマブ
ランではH. guilliermondiiであった．その他の 16種に
ついては 1試料のみから検出されただけであった．長野
県と山梨県のメルローとカベルネ・ソーヴィニョンから
はH. uvarumが共通して優占種として検出された．特
に山梨県のサンプルにはHanseniaspora属(H. uvarum，
H. guilliermondii，H. vinea等)が高頻度で分布してい
た．S. cerevisiaeは長野県，山梨県以外のサンプルから
は分離することはできず，果実に付着する S. cerevisiae
の国内分布は極めて少ないことが示唆された．
長野県と山梨県のサンプルから分離された S. cerevisiae
分離株は両県で異なる遺伝子型を示したことから，遺伝
的多様性が分離源の地域と関係していることが示唆され
た．さらに S. cerevisiaeと同定された長野県由来の
E-253と E-400および山梨県由来のH-267とH-389，4
株を用いて同一条件でワインを醸造し，ワイン中の化合
物について菌株間の有意差検定を行ったところ，乳酸，
酢酸，イソブチルアルコール，オクタン酸エチル，デカ
ン酸など 16種について分離源別での有意差が見られた．

図1　ワイン用ブドウから分離された酵母の分布頻度

日本ワインの自然発酵に関与する酵母の多様性解明とバイオリソース基盤整備
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【目的】本研究では，日本産のスゲ類に寄生するサビキ
ン(Puccinia属)の未同定標本を，菌類のDNAバーコー
ド領域である rDNA ITS領域に基づき，真菌類の分子同
定のために作成されたデータベースUNITEと配列デー
タ管理のためのプラットフォーム PlutoFを活用して種
仮説(SH，Species Hypothesis)レベルで同定するこ
とを目的とした．また，スゲ類の同定，さび胞子世代宿
主の推定，胞子等の形態情報をリンクさせて各菌群の
SHを検証し，それらの分類学的位置づけ決定のための
基礎情報を収集した(図 1)．

【方法】筑波大学および茨城大学保存標本，及び北海道，
青森県，長野県，茨城県，大阪府，熊本県，沖縄県で採
取した標本を供試し，約 370標本から rDNA ITS2領域
及び LSU rDNAの部分配列を得た．塩基配列が一致し
た標本が多数得られた場合は，その中から 3～4標本の
配列を選び，計 156配列を選抜し，GenBankより取得
した 81配列を加えて最尤法(RAxML-ng)及びベイズ
法(MrBayes)による系統解析を行った．外群として
イネ科植物に寄生する Puccinia属菌 4種の配列を用い
た．また，本研究で配列を取得した 57菌群について，
PlutoFを用いて ITS2領域による SH Matching analysis
(ver. 2.0.0)を行った．
【結果・考察】ITS2－LSU D1領域を用いた系統解析の結
果，日本産スゲ類のサビキンとして 59菌群が認められ
た．うち 15菌群は，形態的特徴や宿主から既知種と同

定したが，残りの 44菌群は"G-"No.を着けて識別した．
SH Matching analysisを行った結果，既登録データと
一致したのは 7菌群のみで，36菌群が閾値(Distance 
threshold levels)3.0 ％以下，3菌群が 2.5 ％以下，5菌
群が 2.0 ％以下で新分類群と推定される菌群("new sh"
または "new singleton")と判定され，データベースに
未登録の塩基配列を有する菌群が多数検出された．
今回の解析により高い閾値で新分類群と推定された菌
群の中には，宿主として未報告のスゲ類に寄生するサビ
キンが 13菌群(G-1，7，8，12，13，14c，17，18，22，23，
28，Puccinia caricis-gibbae，P. velutina)含まれた．また，
4菌群(G-1，3，18，22)については，形態的特徴から
未記載種と考えられた(表 1)．また，1「P. albispora，P. 

seijoensis，P. hibayamensis，P. caricis-gibbae，P. caricis- 
stipataeの 5種については，種内に複数の菌群が検出さ
れた．」，2「菌群G-4は形態的に P. caricis-japonicaeとほ
ぼ一致したが，遺伝子解析では近年中国で記載された P. 

caricis-tenuiformisと一致した．」，3「近年中国で記載され
た P. caricis-artemisiaeがヨモギをさび胞子世代宿主とす
る複数の菌群(G-2，G-3，P. dioicae var. micropuncta)と
一致または非常に近縁と判定された．」，4「近年中国で記
載された P. caricis-jilinensisはイラクサの仲間をさび胞子
世代宿主とする 2菌群(G-11a，11c)と一致した．」など，
分類学的検討を要する課題が多数見つかった．また，さ
び胞子世代宿主の候補となる植物が新たに 7菌群(G-1，
4，15，18，19，22，25)で発見され，本菌群の生態の解明
や寄生性と系統群の関係性解明の一助となると考える．
本研究により，日本産スゲ類に寄生するサビキンの中に
未記載種を含む分類学的検討が必要な多くの菌群が存在
することが明らかになったが，各菌群の分類学的所属の決
定には，今後，比較に必要な標本の詳細な形態観察や他遺
伝子領域の系統解析を行い，慎重に検討する必要がある．

表1　未記載種と考えられる菌群
菌群 冬胞子世代宿主 さび胞子世代宿主
G-1 メアオスゲ キツネアザミ

ハマアオスゲ他
G-3 ヤガミスゲ ヨモギ
G-18 カンスゲ ニワトコ
G-22 アズマスゲ フクオウソウ

図1　本研究の背景と目的

スゲ属植物に寄生する日本産さび病菌の 
DNAバーコードデータベースの構築と多様性の解明
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【目的】バクテリオファージ(ファージ)は細菌に特異
的に感染するウイルスであり，ヒトの腸内から深海まで
細菌が存在する場所であれば至る所に存在する．総量は
1031粒子とも言われ地球上で最も多いウイルスとされる．
ファージは高い宿主特異性を持ち，特定の細菌のみを溶
菌できることから，新規抗菌技術や環境中の細菌制御へ
の応用が期待されている．しかし，腸炎の病原菌である
Clostridioides difficile，腸内環境に影響する Bacteroides
属菌，および窒素循環に関わる硝化細菌など多くの重要
細菌はファージの単離が困難である．本研究では，細胞
融合技術を利用し，ファージ易取得細菌とファージ難取
得細菌を融合させることで，ファージ難取得細菌に
ファージ易取得性を付与する手法の開発を目的とした．
【方法】ファージ易取得細菌としてEscherichia coli JM109
を選択し，難取得細菌モデルとして系統学的距離の異な
る4種のファージ(E. coli TK001，E. fergusonii，Citrobacter 

amalonaticus，Atlantibacter hermannii)との融合を試
みた．両親株に異なる薬剤耐性遺伝子を導入し，プロト
プラスト融合法で処理後，両方の薬剤を含む培地で選別
を行った．得られた融合株について，走査型電子顕微鏡
(SEM)による形態観察，ファージ感受性試験，次世代
シーケンサーを用いたゲノム解析を実施した．ファージ
感受性試験では，JM109で増殖可能な 42株のファージ
ライブラリー(Kaneko et al., 2023, 2025)を用いて各親
株および融合株に対する溶菌活性を評価した．また，融
合株のゲノム解析では，両親株および融合株のショート
リードデータを用いて，各親株ゲノムに対する depthを
計算し，融合状態を評価した．
【結果・考察】4種類のファージ難取得細菌と JM109と
の融合により，それぞれ 4株ずつの融合株( JT1-4：
JM109と TK001の融合株，Jf1-4：JM109と E. fergusonii
の融合株，JC1-4：JM109と C. amalonaticusの融合株，
Jh1-4：JM109と E. hermanniiの融合株)を得た．SEM
観察の結果，融合株は JM109および相手親株とは異な
る形態を示すものが見られ，特に JM109と TK001の融
合株 JT2は明瞭な球状形態を示した(図 1)．また，系
統学的距離が遠い C. amalonaticusおよび A. hermannii
との融合株では，親株の中間的な形態が観察された．
ファージ感受性試験では，融合株は互いに異なる感受
性パターンを示した．JM109と TK001の融合株では，

親株と比較して感受性に大きな変化は見られなかった
が，その他の細菌種との融合株では，JM109とは明ら
かに異なる感受性パターンが観察された．特に C. 

amalonaticusおよび A. hermanniiとの融合株では，
JM109感染ファージに対する感受性が低下し，むしろ
相手親株の性質に近い反応を示した．これは融合株が両
親株の性質を併せ持ちながらも，JM109以外の親株の
性質をより強く保持していることを示唆している．
ゲノム解析からは，JM109と系統学的距離が遠い C. 

amalonaticusおよび A. hermanniiとの融合株において，
明確な融合の証拠が得られた．TK001との融合株では，
両親株に対する depthに大きな差は見られなかったが，
E. fergusoniiとの融合株では 1株( Jf3)で JM109に対する
depthが著しく低下し，C. amalonaticusとの融合株でも
1株(JC1)で同様の傾向が観察された．A. hermanniiとの
融合株では全株でA. hermanniiに対する depthが JM109
より明瞭に高く，最も明確な融合パターンを示した．

本研究では，細胞融合法により作製した融合株が両親
株の性質を併せ持ちながらも，系統学的距離が遠いほど
相手親株の特性をより強く保持する傾向が示された．特
に C. amalonaticusおよびA. hermanniiとの融合株では，
ゲノム解析から明確な融合の証拠が得られ，形態と
ファージ感受性にも変化が見られた．
本手法により，これまでプラークが検出できなかった
ファージ難取得細菌からのファージ単離が可能になると
期待される．今後は，C. difficile，Bacteroides属菌，お
よび硝化細菌など医療・環境面で重要なファージ難取得
細菌への応用を進め，新規ファージの単離・同定を目指
す．また，融合株における両親株由来のゲノム要素の保
持パターンを詳細に解析することで，ファージ感受性に
関与する遺伝子領域の特定も進める予定である．

図1　親株と融合株の SEM画像

細胞融合技術を利用した新規バクテリオファージ単離手法の開発
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【目的】Clostridium属菌は，私たちの腸内で常に検出さ
れるにも拘わらず，その役割は不明である．我々は，肝
疾患患者と健常人の腸内細菌叢を解析したところ，異な
る Firmicutes門の構成を示し，健常人からはこれまで分
離されたことのない新種が多く存在していた．本研究課
題では，肝疾患患者と健常人の腸内における Clostridium
属菌の比較解析データをもとに，健常人の腸内に常在す
る難培養 Clostridium属菌の分離・分類を試みた．
【方法】
1）肝疾患者糞便の細菌叢解析
新たに複数の肝疾患患者の糞便検体からDNAを精製
し，得られたDNAを鋳型として 16S rRNA遺伝子に特
異的なプライマー対を作製し PCRを行った．得られた
PCR産物について次世代シーケンサーを用いて塩基配
列を決定した．本配列情報をもとに BLAST(Basic 
Local Alignment Search Tool)解析を行い，糞便中の細
菌叢を解析した．
2）ヒト糞便からの難培養 Clostridium属菌の分離
ヒト糞便を嫌気ワークステーション内で種々の培地

(BHI，変法 GAM，ブルセラ HKなど)に接種し，
35 ℃で 2日から 1週間嫌気培養を行った．分離株は，
16S rRNA遺伝子解析により属を推定した．
3）ヒト糞便の熱，エタノール，凍結融解処理による細
菌の構成変化
ヒト糞便を熱(100 ℃)，エタノール(終濃度 70 ％)，
により時間依存的(1分間，2分間，5分間，10分間)
に処理した．また，凍結融解を繰り返した後も検討した．
処理した糞便を 4 ℃，8,000回転，5分間遠心し，上清を
除去した．また，沈渣を PBS(-)で洗浄することで溶菌
したDNAを除去した．得られた沈渣からDNAを精製
し，方法 1)と同様に糞便中の細菌叢を解析した．
【結果・考察】新たに複数の肝疾患患者と健常人の腸内
細菌叢の解析により，肝疾患患者に比べて健常人では異
なる Firmicutes門の構成を示した．特に，Clostridia，
Bacilli，Erysipelotrichiaの割合が高かった．本研究課題
では，肝疾患患者においてより詳細な腸内細菌叢の解析
を行ったところ，肝疾患患者において特定の Clostridium
属菌の割合が高くなることを明らかにした．そこで，
Clostridium属菌と肝疾患との関係性に着目した．肝疾
患患者の糞便検体が少ないことから，まずは，健常人の
ヒト腸内に常在する難培養 Clostridium属菌の分離培養

の確立を試みた．ヒト糞便を種々の培地に接種し 35 ℃
で 2日間，嫌気的培養を行ったところ C. innocuumに近
縁な菌株(CnB1株)を取得することができた(図 1)．C. 
innocuumの基準株とクラスターを形成しており，環境
DNA の GQ491550_s，DQ804102_s，GL520168_s と近
縁であった．分離株は，系統解析においてどの菌種とも
系統学的に離れていたことから，新種の可能性が高いこ
とが考えられた．しかしながら，他の菌種の増殖が多く，
Clostridium属菌の分離が困難であった．そこで，他の
菌種を排除するために，ヒト糞便を熱，エタノール，凍
結融解処理を行い細菌の構成を調べたところ，凍結融解
処理後に熱またはエタノール処理することで，最も
Clostridium属菌の割合が増加し全体の約 60 ％を占めて
いた(図 2)．今後，このような前処理を行うことで，
Clostridium属菌の効率的分離法の開発が期待される．

図2　�ヒト糞便の熱，エタノール，凍結融解処理による
細菌の構成変化

図1　�16S rRNA遺伝子に基づいた相同性の高い菌株との
系統樹(近隣結合法)

ヒト腸内における有益な難培養 Clostridium 属菌の分離・分類 
〜腸内嫌気性菌のバイオリソースの拡充〜
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【目的】Methanomassiliicoccus目はヒトや昆虫の腸管や
嫌気消化槽など多様な環境から遺伝子レベルで検出され
ることから，健康・環境など多方面の研究分野で注目さ
れてきた．2012年に初の培養株が報告されたが，現在
までにヒト糞便由来の 2株しか得られておらず，系統分
類学的多様性や生態学的役割など今なお不明な点が多い．
我々は，メタン発酵リアクターから第 3の種と考えられ
るメタン生成アーキア Kjm51a株の集積培養に成功し
た．しかし，FISHに基づく培養物中のアーキアの比率
は 3.5±1.4 ％と著しく低く，純粋分離が困難な状況にあ
る．本研究では新規メタン菌Kjm51a株の純粋分離実現
に向けて，培養特性とゲノム情報の両面から，Kjm51a
株－細菌間の代謝生理コンソーシアムを解明する．
【方法】メタノールと酵母エキスを含む液体培地を基礎
培地として用いた．気相をN2で置換した．Kjm51a株の
集積培養物を接種した後，30 ℃で培養し，メタンや水
素などの気相成分をガスクロマトグラフィーにより定量
することで培養物の増殖を判定した．また，培養物から
DNAを抽出し，16S rRNA遺伝子 V4領域を標的とした
次世代アンプリコンシーケンス解析，およびDNBSEQ
とGridIONによるアーキア・細菌の全ゲノム配列を決
定した．
【結果・考察】Kjm51a株を含む集積培養物の 16S rRNA
遺伝子 V4領域に基づくアンプリコンシーケンス解析を
行った結果，Kjm51a株の他，3種の細菌で構成された．
Kjm51a株の比率は 8 ％だった．メタン菌・細菌の挙動
を明らかにする為，培養物中の代謝産物の変化を継時的
に分析した(図 1)．培養 4日目には水素(H2)と二酸

化炭素(CO2)が増加した．10日目からメタン(CH4)
が増加し，同時にH2が顕著に減少した．CO2の減少は
見られなかった．培養 28日後の培養液中には酢酸が生
成されていた．同様の観察をメタン生成菌の生育阻害剤
であるBESを添加した条件で実施した結果，H2とCO2

の増加は見られたが，その後の CH4増加とH2減少は見
られなかった．このことから，細菌がH2とCO2を生成
し，そのH2を利用してメタン菌Kjm51a株がメタンを
生成すると考えられた．
培地成分の酵母エキスの効果を検証する為に，酵母エ
キスを有機酸塩や 20種類のタンパク質構成アミノ酸混
合液に置き換えて集積培養物の培養を行なった．有機酸
塩やアミノ酸混合液単独でメタン生成は見られなかった
が，アミノ酸混合液と酢酸両方を加えた時，28日目以
降にメタンが検出され始め，63日で定常に達した．こ
の結果から，Kjm51a株はアミノ酸供給に加え，細菌の
代謝産物である酢酸を生育に要求すると考えられた．た
だし，本条件ではメタン生成に酵母エキス添加時の 4倍
以上の日数を要し，生成量も 1/7程度であったことか
ら，Kjm51a株の生育に酵母エキスはアミノ酸源以外の
効果が機能すると考えられる．

1 Lの集積培養物からゲノム解析を実施した結果，メ
タン菌および細菌の 4本のコンティグを取得した
(表 1)．Kjm51a株のゲノムサイズは 1.1 Mbで，既知の
2種と比べて小さかった．Kjm51a株はmcrABGCDを保
持する他，メタノールからのメタン生成を修飾する
mtaABCを保持し，本株のメタノール利用性を支持する
結果となった．一方，酢酸からアセチル-CoAへ修飾す
る acsを有したが，以降のMethyl-H4MPTからMethyl-
S-CoMを修飾するmtrAを保持せず，酢酸，CO2やギ酸
からメタンを生成できないと推定した．

表1　集積培養物中のメタン菌および細菌の比率とゲノム情報
1 2 3 4

集積培養物中の比率(％) 8.0 43.9 12.7 35.4
ゲノムサイズ(Mbp) 1.1 4.1 2.0 3.6
G +C含量(％) 62.2 48.2 45.3 41.6
完全性(％) 98.7 100 100 99.3
1. Kjm51a株，2. Aminipila sp.，3. Aminobacterium sp.，
4. Proteiniphilum sp.図1　集積培養物中の気相成分の変化

難培養アーキア Candidatus Methanogranum caenicola 
共培養系のゲノムおよび培養特性解析
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【目的】酵母は果実や花，植物表面だけでなく，土壌や
昆虫体内など多様な環境に生息している．なかでもショ
ウジョウバエは発酵果実中の酵母を餌資源とし，その飛
翔性により酵母の媒介や分散に関与していると考えられ
ている．このような背景から，両者は相互依存的な関係
を築いている可能性があるが，これまでの研究では酵母
がハエに与える影響に偏っており，ハエ体内における酵
母の多様性や適応的戦略は未解明のままであった．特に
ショウジョウバエの腸管には「クロップ」と呼ばれる微
生物の一時貯留器官が存在し，酵母にとって特異な生態
的環境となっている可能性がある．本研究では，日本各
地から採集したショウジョウバエを対象に，体内に棲息
する酵母の多様性と生態的特性を明らかにすることを目
的とした．特定の植物やキノコに依存する種も含め，幅
広いニッチにわたる調査を通じて，ショウジョウバエの
生態的嗜好性と酵母叢の関係を解析し，酵母の自然界に
おける適応戦略の理解を目指す．
【方法】本研究では，日本全国120か所以上において，ショ
ウジョウバエおよびその周辺環境(果実，植物，土壌な
ど)を採集対象とした(図 1)．ハエはバナナトラップに
よって採集し，採集後は速やかに無菌的に処理した上
で，体内から内容物を抽出した．内容物は複数の酵母選
択培地(YPD，YEAなど)に接種し，25～30 ℃下で数
日間培養してコロニーを形成させた後，単離・純化した．
単離された酵母株については，DNAを抽出し，26Sリボ
ソームRNA遺伝子のD1/D2領域をPCRにより増幅した
うえで塩基配列を決定し，得られた配列情報に基づいて
BLAST検索および系統樹解析により分類・同定を行った．
また優占種を確認するため，メタ 26S解析を実施した．
そして同定結果をもとに分類群ごとの頻度や分布傾向を
整理し，ハエの生活環境や種分類との関係を検討した．
【結果・考察】本研究により，ショウジョウバエおよび
その環境から合計 1,936株の酵母を単離することに成功
し，D1/D2領域の塩基配列に基づく分子系統解析の結
果，これらの株は 29科 78属 223種に分類された(図 1)．
注目すべきは，14種が新種候補と判定され，そのうち 2
種については形態的・生理的・分子系統学的な解析を経
て新種記載に至った点である．そのうちの 1種は沖縄の
「昆虫体内」というこれまで見過ごされていたニッチか
ら多様な種が検出された点で学術的意義は大きい．

特にHanseniaspora uvarum，Pichia kluyveri，Starmerella 

bacillarisなどの発酵性酵母は，果実を餌とするショウ
ジョウバエから高頻度で検出され，これらの酵母が果実
環境に適応し，ハエを介して分布を拡大していることが
示唆された．一方で，メタ 26S解析の結果，ゲットウや
ノアサガオといった花を生活環境とするハエからは，検
出される酵母種が限られていた．このことから，ショウ
ジョウバエの採餌行動や産卵場所の選好といった生態的
嗜好性が，体内酵母叢の構成に対して選択的な影響を与
えていることが明らかとなった．すなわち，酵母の種多
様性や生息ニッチの形成は，宿主昆虫の行動生態に大き
く依存している可能性が高い．また，体内から単離され
た酵母の多くが高い胞子形成能を示したが，同一株を実
験室内で継代培養した場合にはその能力が著しく低下す
る傾向が観察された．これは，ハエ体内が栄養制限的で
不安定な特殊環境であり，そうした条件が胞子形成を誘
導するトリガーとなっている可能性を示している．酵母に
とって胞子形成は生存と散布の両面で有利な戦略であり，
ハエ体内はそれを選択的に促す環境であると推察される．
本研究は，従来十分に検討されてこなかった昆虫体内
の酵母叢というニッチに着目し，酵母の多様性と適応戦
略を明らかにする上で新たな知見をもたらした．また，
ショウジョウバエという媒介昆虫が酵母の生態や進化に
及ぼす影響を実証的に示したことで，微生物－動物間の
相互作用に関する生態学的理解を深める契機となった．
このような研究は，応用的には新規な有用酵母の探索や
発酵技術の開発にもつながる可能性があり，基礎と応用
をつなぐ研究展開が期待される．

図1　ショウジョウバエの採集地点と得られた酵母株数
(地域ごとにシンボルの色を分けて表示)

ショウジョウバエ体内に存在する酵母叢の多様性解析
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【目的】近年のメタゲノムをベースとした環境試料の解
析により，Verrucomicrobiota門は環境中に広く分布する
一方で，多糖分解能，抗生物質生産能，植物生育促進能
などの有用な機能を持つ可能性が明らかになってきた．
しかし，本細菌群は難培養性であることから，“生きた
状態”での微生物資源としての利用が限定され，また，
その特性など不明な点も多い．このような背景から，
我々はこれまでに当該細菌群を含めた未培養・難培養性
微生物の分離培養技術として“ウキクサ－微生物共培養
法”(環境試料の微生物群集を無菌のウキクサに接種・
共培養した後，ウキクサ本体のホモジナイズ物あるいは
栽培液を通常の平板培養法の試料として供する方法)を
提案した．一方，土壌中に分布する Verrucomicrobiota
門細菌等の難培養性細菌群の細胞サイズは培養が容易な
細菌群と比べて小さい傾向にあるとの知見がある．そこ
で本研究では，精密ろ過膜(0.8～5.0 µm径)による細
菌群の分画と“ウキクサ－微生物共培養法”を組合せた
方法と従来法を併用すること等で，種々の環境試料から
の網羅的な Verrucomicrobiota門細菌の分離培養を試み，
当該門に属する菌株で構成されるバイオリソース基盤を
構築することを目的とした．
【方法】本研究で用いた環境試料(微生物源)を表 1に
まとめた．

“ウキクサ－微生物共培養法”では，上述のようにウ
キクサ本体のホモジナイズ物または栽培液を通常の平板
培養法の試料として供するが，今回は栽培液のみを用い
た．取得した分離株については，16S rRNA遺伝子の塩
基配列に基づき簡易同定を行った．また，構築した
Verrucomicrobiota門細菌バイオリソースの有用性につい

ては一部菌株を対象に，コウキクサ(デンプン，タンパ
ク質を多く含み，バイオ燃料，飼料としての利用等が期
待されている)の生育促進能を指標として植物生育促進
活性を，Microbial Viability Assay Kit-WST(酸化還元試
薬)を用いて多糖類酸化(分解)活性の有無を評価した．
【結果・考察】まず，“ウキクサ－微生物共培養法”に適
用する微生物源を精密ろ過膜(孔径 0.8，1.2，2.0，
5.0µm)処理することで Verrucomicrobiota門の分離培
養の割合が向上するかについて河川水を対象に検討した
ところ，1.2µm精密ろ過膜による処理が効果的である
との結果を得た(図 1)．そこで，ハス田の水，湧水に
ついても 1.2µm精密ろ過膜処理を行い，“ウキクサ－微
生物共培養法”に供したところ，河川水のケースと同様
に当該細菌門の取得率の向上が確認され(図 1)，これ
ら一連の実験系から合計 171株のVerrucomicrobiota門細
菌を分離培養できた．また，その他の環境試料を対象に
本改良型および従来型の“ウキクサ－微生物共培養法”を
適用するなどで 47株の当該細菌門に属する菌株を分離培
養でき，既存保存株 83株と合わせ 301株を取得した(298
株が種レベル以上で新規)．ただし継代・保存できなかっ
た株もあり，構成株数は最終的に 247株で構成される
Verrucomicrobiota門細菌バイオリソースを構築できた．
次に，このバイオリソースの一部を対象に植物生育促
進活性，各種多糖酸化(分解)活性を有する菌株を検索
した．その結果，前者は 2株(82株中)，後者について
はイヌリン(15株)，ペクチン(12株)，カラギーナン
(17株)，キサンタンガム(13株)に対して高い酸化(分
解)活性を持つ菌株(いずれも 55株中)が見出された．
またOpitutaceae科に属する 3菌株についてゲノム遺伝子を
解析したところ，82～225個の多糖分解関連酵素遺伝子を
保有していることが明らかとなり，これらは上記菌株の各
種多糖類に対する高分解活性を裏付けるものと考えられた．

図1　Verrucomicrobiota門細菌の取得率

表1　本研究で用いた微生物源
環境試料 前処理等 サンプル ID
河川水 未処理(原水) FJ_NFCM

0.8µm精密濾過膜濾液 FJ_0.8CM
1.2 µm精密濾過膜濾液 FJ_1.2CM
2.0 µm精密濾過膜濾液 FJ_2.0CM
5.0 µm精密濾過膜濾液 FJ_5.0CM

ハス田の水 未処理(原水) LF_NFCM
1.2 µm精密濾過膜濾液 LF_1.2CM

湧水 未処理(原水) SW_NFCM
1.2 µm精密濾過膜濾液 SW_1.2CM1
1.2 µm精密濾過膜濾液 * SW_1.2CM2

* ウキクサ－微生物共培養法後の栽培液をさらに 1.2 µm精
密濾過膜で濾過したものを使用

難培養性細菌群 Verrucomicrobiota 門細菌をターゲットとした 
バイオリソース基盤の構築
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【目的】中心炭素源代謝経路は，あらゆる生物で保存さ
れている生命活動の基盤である．本経路を中心に多様な
炭素源代謝経路が拡がっており，様々な局面に応じた制
御により，重要な生命現象が引き起こされている．中心
炭素源代謝の作動・調節原理が解明されれば，細胞活動
の理解さらには操作につながり，疾病の理解や物質生産
全般に応用される．これらの制御に関する知見は蓄積し
続けているが，代謝フローの転換を引き起こす分子機構
は不明な点が多い．そこで本研究では，基盤的情報が最
も整備された大腸菌をモデル微生物とし，中心炭素源代
謝の酵素や補酵素の量を統合的に制御する新規な転写制
御機構の解明をめざした．
【方法】私たちが独自に開発した，転写因子のゲノム上
の直接的な標的遺伝子群を網羅的に同定することができ
るGenomic SELEX(gSELEX)法を用いて，大腸菌が
持つ機能未知な推定転写因子を解析し，中心炭素源代謝
を転写の段階で制御する新たな転写因子を探索した．さ
らに，異なる炭素源における生育や，支配下遺伝子群の
転写制御に与える影響を，詳細に検証した．
【結果・考察】gSELEX法を用いた解析の結果，乳酸デ
ヒドロゲナーゼやピルビン酸ギ酸リアーゼ，アセチル
CoAシンテターゼなど，代謝経路図におけるピルビン酸
周辺の複数の炭素源代謝酵素，また，リポ酸やヘムなど
の複数の補酵素生合成酵素，をコードする遺伝子群のプ
ロモーターに結合する新規転写因子を見出した．
続いて，新規転写因子の生理的機能や役割を明らかに
するために，大腸菌野生株BW25113と転写因子欠損株
JW5703について，異なる炭素化合物を用いた際の生育
を比較した．その結果，グルコースやフルクトース，キ
シロース，ピルビン酸など，代謝経路図上でピルビン酸
よりも上流の炭素源では，炭素源が枯渇するまでは生育
速度に差は生じなかった．一方で，コハク酸やフマル酸，
リンゴ酸など，下流の炭素源では，増殖初期から生育速
度の低下が観察された(図 1)．

さらに同一条件において，乳酸デヒドロゲナーゼやピ
ルビン酸ギ酸リアーゼなどの支配下遺伝子群のプロモー
ター活性を，GFPをレポーターとして測定した．その
結果，全ての炭素源において，欠損株では活性が上昇し
たことから，新規転写因子はこれらの支配下遺伝子群に
対して，抑制化に働くことが分かった．また野生株では，
ピルビン酸上流の化合物では活性の上昇が観察されたも
のの，ピルビン酸下流の化合物では低下したままであっ
た(図 2)．そこで，培地中のピルビン酸の濃度を段階
的に変えたところ，濃度の低下に従って，欠損株ではピ
ルビン酸枯渇から生育速度が低下し，また，野生株では
プロモーター活性の低下が観察された．

次に，全ての支配下遺伝子群の転写に与える影響を検
証するため，野生株と欠損株におけるmRNAレベルを
RT-qPCRで検証した．その結果，乳酸デヒドロゲナーゼや
ピルビン酸ギ酸リアーゼ，酢酸排出経路，リポ酸生合成の
遺伝子群は抑制化され，アセチルCoAシンテターゼやクエ
ン酸シンターゼ，2-OGデヒドロゲナーゼ，スクシニルCoA
シンテターゼの遺伝子群は活性化されることが分かった．
本研究結果から，新規転写因子は，1．ピルビン酸もし
くはアセチル CoAの細胞内濃度に応答し，低濃度下で
活性型(DNA結合型)に，高濃度下で不活性型(DNA
非結合型)になること，2．ピルビン酸やアセチルCoA周
辺の炭素源代謝経路を包括的に制御し，外部方向の代謝
経路を抑制化，内部方向の代謝経路を活性化すること，
が示唆された(図 1)．要約すると，炭素源の豊富な存
在下では増殖を有利にするための炭素源排出経路を作動
させ，炭素源の不足時には同化代謝へと，代謝フローを
転換させるための，新規な転写因子およびその制御ネッ
トワークが明らかとなったと考えている．この知見は，
微生物を用いた発酵技術全般に貢献するものである．図1　異なる炭素源培地における生育曲線

図2　支配下遺伝子の 1つ focAのプロモーター活性

大腸菌の炭素源代謝における酵素量と補酵素量の統合的転写制御機構の解明
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【目的】接触依存性増殖阻害(Contact-dependent growth 
inhibition; CDI)は多くの病原性細菌に広く見いだされ
る現象で，病原性細菌の優先的かつ爆発的な増殖に関与
している．CDIは，隣接する他の非同質遺伝子系統の細
菌内へ接触依存性増殖阻害蛋白質(CdiA)を挿入し，
それによって隣接する細菌の増殖を阻害する．これは，
特定の病原性細菌のみが優先的に増殖する細菌の「生存
競争」システムのひとつであると考えられている．病原
性細菌に見出される CDIは病原性細菌が他の細菌の増
殖を抑え，自身のみ増殖し，結果，病原性細菌による感
染症が急速に蔓延することにも関与していることが示唆
されている．食中毒を引き起こす腸管出血性大腸菌
EC869株，NC101株，EC3006株や尿路感染症を引き起
こす尿路病原性大腸菌 EC536株などにおいて，CdiAは
隣接する非同質遺伝子系統の大腸菌へ挿入された後，特
定の tRNAを切断し，翻訳阻害を引き起こす．結果，病
原性大腸菌のみが爆発的に増殖する．本研究では，これ
らの CdiAが特定の tRNAを認識し，切断する分子機構
を明らかにする．CdiAの詳細な作用機序の分子機構の
解明は，それらの蛋白質活性，あるいは活性化のプロセ
スを阻害することにより，病原性細菌の爆発的増殖，感
染症の蔓延を予防する新たなタイプの薬剤開発への技術
的基盤を提供し，結果，疾病の予防や治療，健康の増進
に寄与することが大きく期待される．尿路感染症を引き
起こす大腸菌 EC536株の CdiA-CTは，tRNAのアンチ
コドンを含むループ領域を切断する活性を持ち，tRNA
を不活性化することにより蛋白質合成を阻害し，標的細
菌の増殖を抑制する作用があることが知られている．こ
れまで大腸菌 EC536株 CdiA-CTの tRNA切断活性には
システイン生合成に関わるCysK蛋白質を必要とするこ
と，CdiA-CTがCysKと複合体(CysK:CdiA-CT複合体)
を形成することが報告されていた．しかし，大腸菌
EC536株の CdiA-CTの基質となる tRNAの認識機構や
CysKによるCdiA-CTの tRNA切断活性化の分子機構に
ついては明らかになっていなかった．
【方法】本研究では大腸菌 EC536株由来 CdiA-CTに注
目し，CysK:CdiA-CT複合体と tRNAとの三者複合体の
クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子構造解析を行い，そ
の 3次元構造の決定をおこない，また，構造を基にした
機能解析をも行った．

【結果・考察】大腸菌 EC536株由来の CdiA-CTに注目
し，CysK:CdiA-CT:tRNAの三者複合体のクライオ電子
顕微鏡を用いた単粒子構造解析を行い，その 3次元構造
の決定に成功した(図 1)．

構造解析から以下の点が明らかになった．まず，
tRNA分子は CysKとは全く相互作用せず，CdiA-CTと
のみ相互作用する．CdiA-CTはCysKと結合することに
よって構造変化を起こし，その構造が安定化し，
CdiA-CT内に tRNAを切断する適切な活性触媒ポケット
が形成される．また，CdiA-CTは tRNAの下半分領域(D
ステムアーム，アンチコドンステムアーム)のヘリック
ス構造を認識し，ヘリックスの溝をつかむように結合す
る．結果，tRNAのアンチコドンループ領域がCdiA-CT
の触媒ポケットに位置し，tRNAのアンチコドンループ
(32-33の間)が切断される．以上より，細菌の生存競
争である CDIにおいて，CysKが CdiA-CTを活性化し
て tRNAを切断する「足場(platform)」として機能し
ていることが明らかになった(図 2)．

図2　CysKがCdiA活性化の足場として機能

図1　CysK:CdiA-CT:tRNA三者複合体構造

病原性細菌の有する接触性増殖阻害蛋白質の反応制御分子機構
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【目的】標的タンパク質の分解を活用したタンパク質解析は，
遺伝子機能を解明する上で非常に有効な手法である．オー
キシン誘導性デグロン(AID)システムは，標的タンパク質
のノックダウン法として広く利用されており，オーキシンの
添加により，AIDタグを付加したタンパク質を迅速に分解
することが可能である．し
かし，従来のAIDシステム
では，標的タンパク質への
タグ付加が必要である点
が大きな課題となってい
た．本研究では単鎖型小
分子抗体を用いて，抗体
が認識するタンパク質を細
胞内で分解する新しい
AID 法(AlissAID 法)の
構築を目指した(図 1)．
【方法】出 芽 酵 母(Saccharomyces cerevisiae，W303-1a
株)，ニワトリ(Gallus gallus，DT40  cells)，ヒト(Homo 
sapiens，293T cells，HeLa cells，T24 cells)，マウス(Mus 
musculus，E14tg2a embryonic stem cells，ICR系統の
メスマウスから採取したマウス初期胚)を実験に使用した．
本研究では，標的タンパク質の分解をイムノブロットやル
シフェラーゼアッセイ，蛍光観察により解析した．標的タ
ンパク質分解後の表現型をスポッティングアッセイ(出芽酵
母)，FACsを用いた細胞周期解析，mRNA-seqによる転
写プロファイル解析により解析した．本研究で創出された
光活性化型 5-Ad-IAA(caged-5-Ad-IAA)の活性化には
120 mJ/cm2の紫外照射(365 nm)を用いた．
【結果・考察】
細胞内で用いられる汎用型蛍光タンパク質であるGFPや

mCherryを標的とする小分子抗体を用い，これらの融合タ
ンパク質を分解するAlissAID法を構築した．GFP融合タ
ンパク質の分解では細胞質と核に存在するMcm4，核に局
在する Ask1，
生体膜に局在
するNeo1と出
芽酵母細胞の
様々な場所に
局在するタンパ
ク質を分解で
きることを明か
した(図 2)．

次に，AlissAID法が動物の培養細胞においても効率的
にタンパク質分解を誘導できるかを検証した．その結果，
ニワトリ，ヒト，マウスなど様々な動物由来の培養細胞に
おいても，出芽酵母と同様
にGFP融合タンパク質の分
解が可能であることが明ら
かとなった．さらに，マウス
の初期胚を用いた実験でも，
AlissAID法によるGFP融
合タンパク質の分解が確認
された(図 3)．

AlissAID法は，理論的に
は内在性タンパク質も標的とする
ことが可能である．そのため，原
がん遺伝子の一つであるHRasを
標的とする小分子抗体を用い，内
在性のHRasタンパク質の分解を
試みた．その結果，AlissAID法に
よりHRasの分解が誘導され，
HRas依存的にがん化が引き起こ
されているT24細胞の増殖が抑制
され(図 4)，Rasタンパク質の減
少に伴う転写プロファイルの変化
が確認された．
また，光照射によって活性化可能な caged-5-Ad-IAAを
創出し，光照射による分解誘導が可能となった(図 5)．
本研究で開発した AlissAID法は，タグを付加すること

なく内在性タンパク質を効率的に分解できる画期的な手法
であり，出芽酵母から哺乳類細胞・マウス胚に至るまで広
範な真核生物種に適用することが可能である．さらに，光
制御型分解誘導剤の創出により，タンパク質の機能解析
における時空間的な制御が可能となり，今後の基礎研究お
よび応用研究への貢献が期待される．

図1　�AlissAID法によるタン
パク質分解の模式図

図2　�AlissAID法によるGFP融合タンパ
ク質の分解(出芽酵母)

図3　�マウス初期胚におけ
るH2B-GFPの分解

図4　�T24細胞におけ
るHRas分解後
の増殖停止

図5　光照射依存的なタンパク質分解の検証

小分子抗体を利用したオーキシン依存的タンパク質分解システムの開発

西　村　浩　平

所属　東海国立大学機構・名古屋大学・大学院理学研究科　E-mail: nishimura.kohei.x8@f.mail.nagoya-u.ac.jp

－ 146 －

IFO Res.Commun. 39
2025



【目的】グリコシルホスファチジルイノシトール(GPI)
によるタンパク質の修飾は真核生物で広く保存された翻
訳後修飾の 1つで，GPIアンカー型タンパク質(GPI-AP)
の脂質ドメインへの集積や機能に重要な役割を担う．小
胞体内腔でGPIがタンパク質に修飾されたのち，GPIの
脂質部分が変化することから，脂質の構造変化(リモデ
リング)がGPI-APの選別輸送や局在を制御していると
長い間推察されてきたが，その実体は不明であった．
我々は最近，GPIの脂質部分をセラミドへ変換させる酵
母のリモデリング酵素 Cwh43がGPI-APの小胞体から
の選別輸送の品質管理に関与していることを発見した
(図 1)．また，Cwh43欠損株と同様の表現型を示す遺
伝子 PBR1/YNL181を新たに見出し，その遺伝子が
GPI-APの小胞体からの輸送に関与することを明らかに
した．本研究では，YNL181W/PBR1がコードするタン
パク質 Pbr1とCwh43との機能的関係性，細胞内での局
在性と膜結合性，GPIリモデリング過程における役割を
明らかにすることを目的とした．

【方法】出芽酵母 Saccharonyces cerevisiae BY strains
(derived from S288C)の PBR1/YNL181Wに変異が導入
された温度感受性変異株 pbr1-ts(大矢 禎一氏より譲渡)，
Cwh43を欠く欠損株 cwh43Δ，それらの二重変異株
cwh43Δ pbr1-ts，さらにCwh43の上流で機能し，GPIの
糖側鎖エタノールアミンリン酸(EtNP)の付加に関与
する遺伝子との二重変異株 gpi7Δ pbr1-ts等を交配と四分
子分離により作製し，GPI-APのマーカータンパク質で
ある 1,3 -β -グルカノシルトランスフェラーゼGas1の輸
送と共役した糖鎖修飾や高温での生育を評価した．ま
た，C末端に緑色蛍光タンパク質GFPを融合させた
Pbr1-GFPを内在性のプロモーター制御下で発現する細
胞を作製し，細胞内での局在性や膜結合性を評価した．

さらに，変異株を用いてGPIリモデリング過程におけ
る Pbr1の役割を解析した．
【結果・考察】PBR1の酵母温度感受性変異株 pbr1-tsは
Gas1の未成熟体を蓄積させたことから，この遺伝子は
GPI-APの小胞体からの輸送に関与することが示された．
次に，Cwh43欠損株と同様に，pbr1-tsにおけるGPI-AP
の輸送の遅延は 2つ目のマンノースの EtNPの付加に必
要なGpi7を欠失させることによってレスキューされた
ことから，Cwh43と類似の機能的役割を担っている可
能性が示唆された．次にこれを受けて，Pbr1と Cwh43
との機能的順序を明らかにする目的で，それらの二重変
異株を作製し，遺伝学的相互作用を調べた．その結果，
pbr1-tsの高温での生育障害はCwh43の欠失により部分
的にレスキューされた．以上の結果から，Pbr1が
Cwh43の下流で，GPIの脂質リモデリングに関与して
いるモデルを提唱した(図 2)．

さらに，Pbr1-GFPを発現する細胞を蛍光顕微鏡で観
察したところ，Pbr1-GFPは小胞体及び小胞体-ミトコン
ドリア間の接触部位に局在することが分かった．また，
単離した生体膜を用いた生化学的解析と糖鎖付加配列導
入法による膜内トポロジー解析により，Pbr1は膜貫通
ドメインを 1つ有し，N末端が小胞体の内腔側，C末端
が細胞質側になる I型膜タンパク質であることを見出し
た．この結果は，N末から膜貫通ドメインまでのアミノ
酸領域が Pbr1の機能に重要であることを示唆している．
最後に，Pbr1がGPI-APの脂質のリモデリング反応に

関与しているかどうか調べるために，pbr1-ts変異株の
GPI-APの脂質部分を放射能でラベルし，単離して薄層
クロマトグラフィーで解析したところ，野生株では殆ど
見られない脂質(X)中間体が蓄積することが明らかに
なった．これらの結果は，Pbr1がGPIの脂質のリモデ
リングに関与しているモデルを支持しており，GPIリモ
デリングを介したGPI-APの選別輸送機構の全容を解明
するための重要な手掛かりになると期待される．

図1　�GPIアンカー型タンパク質の選別におけるGPI
リモデリングの役割

図2　Cwh43の下流で機能する Pbr1

酵母の GPIリモデリングが制御するタンパク質選別輸送機構の解明
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【目的】ミトコンドリアはエネルギー生産に加え，代謝
や情報伝達など多様な機能を担う．ミトコンドリアの形
態は，分裂と融合によりダイナミックに変動する．こう
した形態の変動は，細胞の機能や活動に重要な役割を果
たすと考えられている．既知の分裂因子Dnm1は分裂
位置にくびれを形成する．最終的にくびれでミトコンド
リア膜が切断される機構は，長年不明であった．我々は，
分裂酵母のマイトファジー(ミトコンドリアのオート
ファジー分解)の際にミトコンドリア膜の切断を担う
Atg44を発見した．Atg44が「くびれでミトコンドリア
膜を切断する因子」であると予想し，分裂酵母 Atg44の
解析を軸に，ミトコンドリア分裂の分子機序の解明と，
ミトコンドリア形態が果たす生理機能の探索とを行った．
【方法】分裂酵母(Schizosaccharomyces pombe，972株)
でミトコンドリア分裂を高頻度に誘導する条件を検討
し，グルコース飢餓を見出した．この条件で，Dnm1と
Atg44の欠損株のミトコンドリア形態を観察した．また，
Dnm1と Atg44の細胞内での挙動を解析するため，各々
にGFPを融合したタンパク質を発現する株を作製し，顕
微鏡観察を行った．さらに，機能解析を目的に，Atg44の
過剰発現株とアミノ酸置換体を作製し，ミトコンドリア
形態，マイトファジー活性，タンパク質発現量を調べた．
加えて，ミトコンドリア形態が担う細胞機能を探索する
ため，形態異常変異株を用いて，富栄養および飢餓条件
下における生存能を指標とした表現型解析を行った．
【結果・考察】分裂酵母をグルコース飢餓培地で培養す
るとミトコンドリア分裂が高頻度に生じ，粒状のミトコ
ンドリアが多数観察される．同条件下のDnm1欠損株
では分裂が生じず，ミトコンドリアはケーブル状であっ
た．一方，Atg44欠損株ではくびれが見られるものの，
ミトコンドリアが完全に切り離されない様子が観察され
た．こうしたミトコンドリアでは，くびれ箇所にDnm1
が蓄積していた．したがって，Atg44はDnm1が形成し
たくびれで膜を切断し，ミトコンドリアの分裂を助ける
ことがわかった(図 1)．また，Atg44を過剰発現すると，
ミトコンドリアは著しく断片化したため，Atg44はミト
コンドリア分裂を促進する機能を有することが支持された．

Atg44はミトコンドリアの膜間腔(外膜と内膜の間)
に存在することを確認した．富栄養条件でも，マイト
ファジーが誘導される窒素源飢餓条件でも，Atg44は同
程度に発現していた．また，ミトコンドリア全体に分布

しており，特定の領域に集積する様子は認められなかっ
た．したがって，Atg44はミトコンドリア膜全体に作用
するか，あるいは局所的に集積して作用するとしても，
そうした作用は瞬間的であると考えられた．

Atg44の立体構造を基に変異体を作成し，マイトファ
ジー活性を評価した．その結果，機能が欠損する変異体
は機能の低下に相関して発現量が低下していた．したがっ
て，Atg44は膜に作用することで安定的に存在できるの
かもしれない．換言すると，ミトコンドリア膜は Atg44
から常に一定の作用を受けている可能性が示唆された．

ミトコンドリア形態異常株の表現型解析から，分裂欠
損は栄養増殖に影響しないものの，融合欠損あるいは
Atg44の過剰発現により過剰に分裂すると増殖が遅延し
た．一方，定常期到達後も培養を継続して経時寿命を評
価すると，Dnm1や Atg44の欠損株は野生株に比べて寿
命が延伸していた(図 2)．以上から，ミトコンドリア分
裂は増殖を抑制し，老化を促進することが示唆された．

本研究から，Atg44はミトコンドリア内部から膜には
たらくことで潜在的に切断されやすい膜状態を形成・維
持しており，特に，外側からの作用により形成される狭
窄領域での膜切断を促進することが示唆された．ミトコ
ンドリア分裂の際にはDnm1の形成するリングにより，
マイトファジーの際には隔離膜の作用により，それぞれ
狭窄部位が形成されると考えられる．また，ミトコンド
リア分裂が細胞の増殖や老化に関与することを見出した
ため，今後，その分子機序の解明と応用が期待される．

図1　Dnm1と Atg44によるミトコンドリアの分裂機構

図2　�富栄養液体培地で定常期到達後も数日間培養を続け，
各時点での生育能をスポットアッセイで評価した

ミトコンドリア分裂の分子機序と生理機能の解明

福　田　智　行
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【目的】生物の種や個体の多様性はゲノムの変化から生
まれる．ガンを引き起こすような体細胞突然変異に関し
てはゲノム解析の発展により急速にその理解が進んでい
る．一方，親から子へ世代を越えたゲノムの多様性，新
規のゲノム変化がどのような仕組みで生まれてきたのか
についてはまだ十分に理解されていない．親になく子に
生じる真核生物のゲノム変化，突然変異は de novo 
mutation(DNM)と呼ばれている．本申請研究は出芽
酵母 S. cerevisiaeを用いて，減数分裂期に生じるDNM
の分子メカニズムを解明することを目的とする．
【方法】出芽酵母 Saccharomyces cerevisae(SK1株)の減
数分裂期特異的なゲノム突然変異(meiosis-specific 
DNM; meiDNM)を解析するために，カナバニン耐性
を指標に CAN1遺伝子の変異株を単離した　酵母 1細胞
から体細胞分裂で増やした細胞集団(1X107)を胞子形
成培地で培養することで減数分裂を導入し，生じた胞子
(4分子)をカナバニンを含む固体培地で培養し，カナ
バニン耐性のコロニーを単離した．1細胞由来のすべて
のカナバニン耐性のコロニーすべての突然変異をDNA
塩基配列決定で同定した．1つの細胞由来で，同じ突然
変異を持つ場合は体細胞突然変異として，細胞集団で 1
つしかない変異を減数分裂期特異的なゲノム突然変異
(meiosis-specific DNM; meiDNM)とし，その突然変異
スペクトラムを解析した．
【結果・考察】15の独立した出芽酵母の培養から生じた
カナバニン耐性のコロニーのCAN1遺伝子座近傍の突然
変異のDNA塩基配列を決定し，体細胞突然変異を除く333
のユニークな減数分裂特異的突然変異(meiosis-specific 
DNM; meiDNM)を同定した(図 1)．すでに体細胞の
突然変異スペクトラムの大規模解析が Lang & Murray
(Genetics, 2008)に報告されているが，点突然変異と
1塩基欠失がほとんどであり，それ以外の構造変化変異
は稀であり，減数分裂期では構造変化変異が体細胞分裂
期に比べ起きやすいことが推測できた．
さらにその変異スペクトラムを解析すると(図 1右)，

69 ％が点突然変異であり，Cから A(Gから T)が
69/229(30 ％)と多いのが特徴的である．酵母さらに酵
母のレトロトランスポゾンにあたる Ty因子(Ty1-6)
が遺伝子の読み取り枠や 5 ' 上流の転写領域に挿入する
ことで，CAN1遺伝子を不活化している場合も数多く見
られた(3.9 ％)．Ty因子は体細胞分裂期では転移しない
ように厳密に制御されていることが知られていることか

ら，減数分裂期特異的にその制御が外れるか，Ty因子
自身が自身を次世代に伝えるために積極的に転移するよ
うな仕組みを減数分裂期で発現する可能性も考えられ
る．また，CAN1遺伝子自体あるいは，その部分を含む，
染色体の長い領域が欠失する構造変化も比較的多く
(7.5 ％)生じることが分かった．

このことは減数分裂期ではゲノムの構造変化が生じやす
いと考えられ，酵母を含めた真核生物のゲノムの進化を
考える上で興味深い．この大規模変化を分類すると，
CAN1遺伝子の途中でテロメアが付加する構造変化に加
え，酵母のサブテロメア領域に存在する Y ' 因子が
CAN1遺伝子に連結している構造変化も見出している．
サブテロメア領域が動くという報告はこれまでなく，新
規のゲノム再編反応であると言え，染色体末端の構造で
あるサブテロメア領域の形成過程に新しい知見と言え
る．今後はサブテロメア領域の移動の仕組みを明らかに
するために，サブテロメア領域 Y ' 因子にマーカー遺伝
子を挿入する構築を作成し，数多くの Y ' 因子の移動し
た構造を解析することで，減数分裂期特異的な Y ' 因子
の移動の分子メカニズムの解明を目指す．
近年，家系を用いたゲノムの大規模解析により，ヒトでの
生殖細胞特異的なゲノム突然変異(de novo mutation; 
DNM)が同定されている．これらの解析は生殖細胞(幹
細胞を含む)で起きる体細胞突然変異と減数分裂期で起
きる変異の総和を見る解析であり，厳密な意味で減数分
裂期特異的な変異を見ているわけではない．そのために
酵母を用いたmeiDNMの解析は，その分子メカニズム
の解明にとどまらず，真核生物全般のゲノム進化を理解
する上で貴重な知見を提供すると考えられる．

図1　�出芽酵母 CAN1遺伝子に生じる減数分裂期特異的な
突然変異の構造(左)とその変異スペクトラム(右)

酵母減数分裂期に生じる新規のゲノム変化
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【目的】Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis(SDSE)
は，人獣共通感染症の原因菌であるS. dysgalactiaeグルー
プの中でもヒトに対する病原性が特に高いレンサ球菌で
あり，人喰いバクテリアとして知られる Streptococcus 

pyogenesとはゲノムの Average Nucleotide Identityが約
80 ％と近い．SDSEによる侵襲性感染症例数は，新型コ
ロナウイルス感染症が蔓延した近年まで増加傾向であり，
一時期はレンサ球菌の中で最多となったことが報告され
ている．この症例数増加の背景には，ヒト組織への定
着・常在ならびにヒト免疫機構からの回避機構が考えら
れるが，S. pyogenesの免疫回避に重要な粘性構造(ヒア
ルロン酸カプセル)を形成する遺伝子群を SDSEは持た
ない．その一方で，他のレンサ球菌から水平伝播したと
推測される種々の細胞壁アンカータンパク質(Cell wall 
anchoring protein, CWAP)遺伝子を有している．本研究
では，CWAPを含めた SDSEの細胞外構造に着目し，本
菌固有の宿主定着・免疫回避の機構の解明を目指した．
【方法】国内で単離された SDSE株をMultilocus sequence 
typingにより分類し，分離頻度の高いタイプ(Type-A)
を主な研究対象とした．ドラフトゲノムは Illumina社
MiSeqにより取得したリードから取得した．接着性は，
ポリスチレンプレートに接着した菌体をクリスタルバイ
オレットで染色することで評価した．
【結果・考察】宿主体内成分に応答した細胞外構造形成
を解析するため，培地成分の違いによる SDSEの表面構
造を走査型電子顕微鏡で観察した．イオンコーティング
剤(ナノスーツ溶液)を用いた非脱水条件でサンプルを
調製した結果，RPMI-1640(高グルコース)含有培地で
生育させた SDSEでは，結晶物質が付着した細胞外構造
が観察された(図 1 矢印部分)．この結晶は，SDSEが
細胞外に分泌した成分が結晶化したものと予想され，そ
の成分の解明が今後の課題とされた．

劇症型レンサ球菌感染症患者の血液由来の SDSEのゲ

ノムについての解析を進め，国内流行型 6株についてはそ
の完全ゲノムを決定した．機械学習モデルを用いて SDSE
がもつアンカータンパク質遺伝子を検出したところ，本
研究計画時に検出していた 8種に加え，多くの CWAP
が検出され，その保有の有無は判別型の間で多様であっ
た．新たに検出されたCWAPの多さから，SDSEのCWAP
を直接的に解析することが困難であることが示された．
ドラフトゲノム解析済みの SDSE保有株について，各種
条件での接着性を解析し，その差異と保有遺伝子との相関
に着目することとした．SDSEは S. pyogenesと同様に細胞
表層局在Mタンパク質の遺伝子型(emm型)により判
別されるが，細菌用培地中ではいずれの遺伝子型の SDSE
も接着能を有していたが，ヒト血清成分を含有した培地
中では，国内において最流行である emm型(Type-A)
のみ SDSE株は接着能を保持していた．またその Type-A
株のうち，ある 2株は ANIが 99.8 ％以上と近類であるに
も関わらず，一方の接着性が特に高かった．この結果か
ら，接着性が異なる emm型 2株の比較により接着性に関
わる細胞外成因子が明らかにできる可能性が示された．
上記でみいだされた 2株についてトランスクリプトー
ム解析を実施した．両株とも血清成分含有条件下での線
毛形成関連オペロンの発現が有意に上昇していた．また
上記培養条件における菌体含有タンパク質についてプロ
テオーム解析を実施した結果，血清成分含有培地中では
細菌にアルブミンやイムノグロブリンといった血清由来
成分が大量に付着していることが示された．さらに 2株
間の遺伝子発現の差異を解析した結果，CWAPやソル
ターゼを含む細胞外構造関連オペロンを高い接着性をも
つ株のみが発現していた(図 2)．本オペロンが国内最
流行型である Type-A SDSEの宿主接着性に関与するこ
とが予想された．現在，同オペロン内遺伝子の欠損株を
作製中であり，今後その解析を進める予定である．

図1　SDSEの細胞外構造変化
図2　Type-Aの 2株間で遺伝子発現が異なるオペロン

(図中点線部分)

新規病原性レンサ球菌の細胞壁構成バリエーションと環境応答
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【目的】多くのビブリオ属細菌は，CRISPR-Cas系とト
ランスポジションタンパク質が共同してDNAの転移を
誘導するしくみを保有している．この『動く遺伝子』は
CRISPR-associated transposon(CAST)と呼ばれ，CAST
内にCRISPR-Cas系およびトランスポジションタンパク
質の遺伝子がコードされている．さらに，CASTには熱
耐性溶血毒素や III型分泌装置などの遺伝子が含まれて
おり，病原性に関与することが示唆される．腸炎ビブリ
オ Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633では，I-F3型
CRISPR-Casエフェクター(Cas6，Cas7，Cas8，crRNA
から構成された複合体: Cascade)とトランスポジショ
ンタンパク質(TniQ，TnsA，TnsB，TnsC)が CASTの
転移に関わる．本研究では，生化学的および構造生物学
的な手法により，CASTの転移機構の解明を目指した．
【方法】CASTの転移に関与する Cas6，Cas7，Cas8，

crRNA，TniQ，TnsA，TnsB，TnsCの遺伝子を発現ベク
ター pCDFDuet-1および pCOLADuet-1にクローニング
し，大腸菌株BL21(DE3)内におけるCASTの転移活性
を定量 PCRにより評価する系を確立した．TniQと結合
したCascadeを大腸菌内で産生・再構成し，各種クロマ
トグラフィーにより精製した．精製した TniQ-Cascade
と標的DNAとの複合体の立体構造をクライオ電子顕微
鏡単粒子解析により決定した．標的DNAと結合した
TniQ-Cascadeの立体構造に基づき変異体解析を実施した．
【結果・考察】クライオ電子顕微鏡単粒子解析の結果，
TniQ-Cascadeは crRNAのガイド配列と相同なDNA配
列(プロトスペーサー)に結合し，定量 PCRの結果と
併せ，-2位にシチジンを持つプロトスペーサー隣接モ
チーフ(PAM)を選好して，CASTの挿入部位を決定
することが分かった(図 1)．また，TniQ-Cascadeは，
PAMの-1位としてC，A，Tを優先的に認識していた．

PAMの認識には Cas8が関与していたため，PAMの
-2位を認識する残基に変異を導入した．その結果，こ
の変異体は，野生型では認識できない PAM配列をもつ
二本鎖DNAに対してCASTを挿入する活性を獲得して
いた．つまり，PAMの特異性が低下し，プロトスペー
サーさえ存在すれば，DNAの転移を誘導できる変異体
を取得することに成功した．一方，PAMの-1位を認識
する残基に変異を導入した結果，-1位の PAM特異性が

上昇することが明らかになった．以上の結果は，TniQ-
Cascadeにおいて，PAM認識部位を改変することによ
り，PAM特異性を容易に操作できることを示唆するも
のである．この分子特性を利用することにより，配列制
限の低いゲノム編集が可能となる．今後，CAST転移の
分子機構を詳細に解明することにより，本システムを利
用した新たなゲノム編集技術の開発が期待できる．

一般的なCRISPR-Cas系は原核生物が保有する獲得免
疫機構として機能し，ウイルスなどの可動遺伝因子を切
断して，その増殖と伝播を抑制する．したがって，獲得
免疫に関与するCRISPR-Cas系(獲得免疫型)は，自己
と非自己を厳密に識別する必要があり，PAM特異性が
極めて高い．一方，本研究で対象とした CASTは，
DNA間さらには異なる生物種のゲノム間をまたいで移
動する『動く遺伝子』である．そのため，CASTの転移
に関与する CRISPR-Cas系(CAST型)においては，
PAM配列に対する特異性が低いことが，CASTの転移
に有利であると考えられる．本研究における定量 PCR
解析からも，CAST型エフェクターの PAM特異性が，
獲得免疫型エフェクターと比較して低いことが明らかと
なった．CAST内には病原遺伝子に加え，制限修飾系を
はじめとした各種の抗ウイルス活性に関与する因子の遺
伝子が含まれている．したがって，ビブリオ属細菌は，
細胞間でのCASTのやり取りを介して，ウイルス感染に
対する耐性を獲得するとともに，速やかな環境変化に順
応する能力を獲得するよう進化してきたと考えられる．

図1　V. parahaemolyticus由来 TniQ-Cascadeの立体構造

病原性ビブリオ属細菌が保有する 
CRISPR-associated transposon の機能構造解析
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【目的】サイクリンは，真核生物の細胞周期の進行を制
御するマスターキナーゼであるCDK(cyclin-dependent 
kinase)の制御サブユニットであり，異なるサイクリン
が秩序正しく発現・消失することで，細胞周期が秩序正
しく進行する．一方，異なるサイクリン- CDK複合体で
あっても機能重複があり，そのことが外的・内的撹乱に
対する細胞周期の耐性を高めている．今では広く教科書
に書かれているこのような概念は，1990年ごろの出芽
酵母を用いた先駆的な研究により示された．
出芽酵母では，9種類のサイクリン(Cln1-3，Clb1-6)
が単一の kinaseサブユニットであるCdc28と個別に複
合体を形成する．このうち Clb5,6は，過去の全ゲノム
重複で生じたペアで，いずれもDNA複製を開始させる
「S期サイクリン」であるが，その分解パターンが異なる
(図 1)．Clb5がM期中期まで存在するのに対し，Clb6
は S期開始直後に分解され消失する．本研究ではこの
Clb6の「S期サイクリンなのに，S期を全うせず分解さ
れる」という奇妙な性質を理解することを目指した．

【方法】 解 析 に は 出 芽 酵 母 Saccharomyces cerevisiae 
W303株及びその由来株を用いた．同調培養には，αファ
クターを用いた．Clb6発現にはガラクトース誘導性プ
ロモーターGAL1pを用いた．細胞のDNA含量は 70 ％
エタノール固定後，ヨウ化プロピジウムで染色し，フ
ローサイトメーターを用いて計測した．核小体は，
Net1-GFPを用いて可視化した．異常細胞は，セルソー
ターで回収後にDNAを抽出し，次世代シークエンサー
を用いて喪失/獲得ゲノム領域を同定した．
【結果・考察】Clb6は S期開始後すぐに分解され，消失
する(図 1)ため，細胞周期を通じて Clb6が存在する
状況を作り出すために，構成的に高発現(以下単に「発
現」と記す)させた．その結果，Clb6を発現させると，

①Clb6発現細胞は強い致死性を示し，この際，②Clb6
発現後最初のM期通過後に異常なDNA量の細胞が出現
した．この際，決まった位置にピークが出現したことよ
り，特定の染色体/領域の分配が異常になっていると考
えた．解析の結果，③ rRNAをコードする rDNAのリ
ピートが正しく分配されず，結果，rDNAが局在する核
小体が正常に分配されないことがわかった．また，④こ
れらの表現型を示すためには，発現するClb6はCdkサ
ブユニットと相互作用できることが必要であることも見
出した．これまでに，核小体の正常な分配には，M期
後期から終期にかけて核小体が凝縮することが必要であ
ること，凝縮を誘導するためには，rDNA領域から
rRNA前駆体を特異的に転写する RNA polymerase Iの
不活化/活性低下が必要であることが報告されている．
Clb6発現後の核小体を観察したところ，M期後期から
終期にかけて凝縮しなかった(図 2)．また，RNA poly-
merase I阻害薬を培地に加えると，Clb6発現で誘導さ
れる致死性が緩和されることもわかった．以上の結果
は，Clb6-Cdk活性がM期後期から終期にかけて，細胞
内に存在してはいけないことを示す．細胞周期の時期特
異的にタンパク質を分解するためのポリユビキチン化
E3酵素は，S期開始あたりから機能する SCF，M期中
期以降に機能するAPCしかない．おそらくClb6をAPC
依存的に分解したのでは正しい核小体凝縮が保証でき
ず，SCF依存的に分解誘導せざるを得ないため，結果，
Clb6は S期サイクリンなのに S期を全うせず分解され
るという性質を示すに至ったと考えられる．このこと
は，ではなぜ細胞はClb6を保持し続けているのかとい
う新たな疑問を生む．今後はこの点について，他のサイ
クリンとの関係性を軸に理解を進めたい．

図1　S期サイクリンClb6は，S期途中で分解を受け，消失する．

図2　�Clb6-Cdkは核小体凝縮を抑制することでその分配
を阻害する．

出芽酵母サイクリンの機能を再考する
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【目的】微細藻類ヒメミカヅキモには，1形態種内に，
自殖種と他殖種が含まれる．これまで，遺伝的に異なる
＋，－型細胞の間で接合子を形成するヘテロタリック株
(ヘテロ株，他殖種)から，－型細胞ゲノムのみに存在
し，性表現を決定する CpMinus1遺伝子を発見し，
① CpMinus1の有無によりヘテロ株の性は決定されるこ
と，② CpMinus1の発現レベルによっては，性決定の方
向付けが曖昧になり，自殖化を起こしうること，を示唆
した．一方，ホモタリック株(ホモ株，自殖種)の 1系
統株(naga37s-1株)からも，CpMinus1オルソログ遺
伝子(CpMinus1N)を見出した．この遺伝子の発現を恒
常的に高めた形質転換体においては，自殖能力が低下
し，－型ヘテロ株との他殖傾向が強まった．遺伝子発現
抑制株においては，＋型ヘテロ株との他殖傾向が強まっ
た．以上より，CpMinus1遺伝子は，ヘテロ株における
接合型決定のみならず，ヘテロ，ホモといった生殖様式
の違いにも関わることが示唆された．

そこで本研究では，ホモ株の CpMinus1N遺伝子破壊
株の作出を行い，得られた株の表現型を解析し，
CpMinus1N遺伝子が生殖様式進化にどのような役割を
担っているのかを明らかにすることとした．また，一方
の生殖様式をもつ集団から，自殖種が(あるいは他殖種
が)どのように生じてきたのかを明らかにし，生殖様式
進化の謎に迫ることを最終目的とした．
【方法】本研究では，ヒメミカヅキモ(Closterium perace-
rosum-strigosum-littorale complex)のホモ株の一つであ
る naga37s-1株(国立環境研究所にて，NIES-4550とし
て登録)を用いた．まず，ヘテロ株(NIES-67，68株)で
用いてきた遺伝子破壊用コンストラクトから，ホモ株に
適したコンストラクトを再構築した．エレクトロポレー
ションによりホモ株への形質転換を行い，得られた形質
転換株の解析を行った．また，NIES-67，68，naga37s-1

株に加えて，新たに 15のヘテロ株，5のホモ株のゲノ
ム解読を進め，詳細に比較解析した．
【結果・考察】ホモ株への形質転換を繰り返したが，薬
剤耐性を示す形質転換体のほとんどは，CpMinus1N遺
伝子に変異が導入されていなかった．その中で，1-4と
名付けられた株のみ，CpMinus1N遺伝子のゲノムから
の増幅が起こらず，当該遺伝子部分が大規模に欠失，あ
るいは染色体構造が崩れてレアレンジメントされている
と推定された．この株は，自家接合能力を失い，系統樹
上で近縁な位置を占めるヘテロ株のうち，交配群ⅡBの
－株(slo26-4株)と弱い生殖反応(接合子は形成せず，単
独でプロトプラスト放出)を示した．つまり，ホモ株に
おける自殖能力はCpMinus1N遺伝子に依存しており，こ
の遺伝子が変異して機能を失うことで，ヘテロ株における
＋型性表現のみを示すようになることが強く示唆された．
さらに，多数のヒメミカヅキモ系統株のゲノム解読を
進めた結果，ヘテロ株の－株には必ず CpMinus1オルソ
ログ遺伝子が存在し＋株には存在しないこと，ホモ株に
はすべて CpMinus1オルソログ遺伝子が存在することが
明らかになった(図 2)．また，ホモ株である naga37s-1
は，ヘテロ株交配群ⅡAおよびⅡBと近縁な位置に存在
していたが，この株のゲノムは両者由来と思われる配列
をともに持っていることが明らかになった．

ⅡAとⅡBは生殖隔離が不完全であることが知られて
おり，おそらく両者間のハイブリッド接合子から
naga37s-1株が生じたと考えられた．つまり，ヘテロ株
からホモ株へと進化したことが示唆された．

図1　CpMinus1遺伝子の発現と性表現

図2　�ヒメミカヅキモの種内系統関係(＊は CpMinus1を
持つ株，18S RNAの group I intronを用いて解析)

単細胞接合藻類の生殖様式進化の遺伝的背景
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【目的】Hsp70は，J-domain protein( JDP)と共同で基
質タンパク質のフォールディングなどを介添えする分子
シャペロンである．大腸菌では，DnaKを含む 3つの
Hsp70と 6つの JDPが同定されている．細胞質で主要
な機能を担う DnaKは，細胞質に局在する DnaJと
CbpA，および内膜に局在するDjlAという 3つの JDPと
協調的に機能する．また，DnaKの機能にはヌクレオチ
ド交換因子GrpEが必須だと考えられている(図 1)．

大腸菌の高温条件での生育とバイオフィルムの形成に
重要な菌体外アミロイド線維 Curliの産生にはDnaKが
必須である．一方，3つの JDPのうち唯一DnaJが高温
での生育に必須であるが，Curliの産生ではDnaJと
CbpAが相補的に機能する．我々はこれらの知見に基づ
き，結合する JDPによってDnaKのシャペロン機能の
強さが変化し，担当する細胞機能の種類が決まるとい
う，「DnaKシステムの機能的ヒエラルキー」という概
念を提唱している．本研究では，この概念を規定する分
子基盤の解明を目指した．
【方法・結果・考察】Escherichia coli BW25113株を用い
た．表面プラズモン共鳴法を用いて，DnaKに対する
DnaJと CbpAの結合の強さを比較した．その結果，両
者とも同程度の親和性でDnaKに結合した．次に，免疫
沈降法とプロテオーム解析により，DnaJおよび CbpA
に結合するタンパク質の同定を試み，DnaJに結合する
285種類のタンパク質と CbpAに結合する 152種類のタ
ンパク質を同定できた．多くの細菌において dnaJは
dnaKとオペロンを形成し，cbpAは染色体上の離れた位
置に存在するため，これらの染色体上の位置を入れ替え
た変異株を作製し，熱感受性を指標にして，オペロン構

造の重要性を検討した．その結果，dnaJを欠損する株
のみ 43 ℃で生育できなかったが，dnaJを cbpAの座位に
変更した株(ΔcbpA::dnaJ ΔdnaJ)と cbpAを dnaJの座位
に置換した株(ΔdnaJ::cbpA ΔcbpA)は，野生株や cbpA
欠損株などと同様に 43 ℃で生育可能であった(図 2)．つ
まり，DnaJは染色体上の位置に関わらず機能できること，
CbpAは染色体上の本来の位置から発現する場合は機能が
不十分であるが，DnaKと共にオペロンとして発現すること
でDnaJと同等の機能を発揮できることが明らかとなった．

大腸菌の生育にDnaKは必須ではなく，その補助因子
GrpEは必須であるが，この謎は長らく不明であった．
GrpEは半減期の長いタンパク質であるため，プロモー
ター置換法などを用いた従来法ではGrpEの必須機能の
解析が困難であった．そこで，ATP依存性プロテアー
ゼ ClpXPによる標的タンパク質特異的分解系とライブ
セルイメージングを組み合わせた APLICoT法(Aimed 
Proteolysis and Live Cell Imaging Coupled Technology)
を開発し，GrpEの必須な細胞機能を解析した．ウェスタ
ン・ブロット法により，GrpEの迅速な分解が確認され，
それに伴う細胞分裂阻害と細胞膜の破綻による死滅が観
察された．なお，この効果はDnaKに非依存的であった．
上記の通り，通常の大腸菌からは grpEを欠損できな
かったが，染色体上の特定の領域を欠損した変異株の場
合は grpEを欠損できることを明らかにした．この grpE
欠損株や遺伝子相補株を使ってバイオフィルム形成に重
要な細胞外アミロイド線維 Curliの産生を調べた結果，
GrpEは Curliの産生には必須ではないが，効率的な
Curliの産生には必要であることがわかった．
これらの成果は，DnaKシャペロンシステムの機能的

ヒエラルキーを規定する分子基盤についての新たな洞察
を与えるものである．

図1　DnaKシャペロンシステムの反応サイクル
図2　大腸菌の温度感受性(寒天培地上での生育)

DnaKシャペロンシステムの機能的ヒエラルキーを規定する分子基盤の解明
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【目的】ヒト細菌叢は身体・精神の健康と密接に関与す
るため，健全な細菌叢の維持は課題である．細菌叢の形
成には細菌間・他の微生物・宿主との相互作用を成立さ
せる付着因子の線毛が重要である．なかでも，ヒト細菌
叢内で主要なBacteroidota門細菌の線毛はV型に分類さ
れている．V型線毛は（1）構成蛋白質ピリンが膜蛋白質
として菌体表面に輸送，（2）プロテアーゼ切断を契機に
C末端ストランドが放出，（3）放出後に現れる疎水性の
溝に結合相手のC末端ストランドが交換されるように結
合し，根元伸長すると予想されている(図 1)．しかし，V型
線毛の天然(重合体)構造は口腔細菌 Porphyromonas 
gingivalis(PG)の Fim線毛ストーク以外は未解明であ
る．本研究は腸内 Bacteroidota門細菌群を含む種々の
V型線毛構造を同定し，構造学的知見から V型線毛の中
心的な構築・付着機構とその多様性の解明を目指した．

【方法】PG ATCC33277株の Fim線毛のストーク構成ピ
リンは大腸菌BL21(DE3)株で発現，精製し，試験管
内で PG由来のプロテアーゼ RgpBと混合すると重合し
た．そこで，PGのマイナーMfa線毛ストークピリン
Mfa1と，腸内 Bacteroidota門細菌のストークピリンの
中でプロテアーゼ切断領域に RgpBが認識可能な Arg
残基が保存された Bacteroides thetaiotaomicron(BT)
VPI-5482株とBacteroides ovatus(BO)ATCC8483株の
ものについて，試験管内再構成を試みた．さらに，プロ
テアーゼ切断配列を非細菌性セリンプロテアーゼのエン
テロキナーゼ認識配列に改変した，PG，BT，BOと
Parabacteroides distasonis(PD)ATCC8503株のストー
クピリンの，エンテロキナーゼを使った再構成も試みた．
得られた重合体をクライオ電子顕微鏡構造解析した．免
疫応答はヒト臍帯静脈内皮細胞の培養液に線毛蛋白質を
加え，培養後 ELISAでサイトカイン量を定量し調べた．
【結果・考察】PG，BOのストークピリンは RgpBとエ
ンテロキナーゼどちらの酵素を用いた系でも重合させる

ことができた．一方，BT，PDではエンテロキナーゼ利
用系で重合体が形成された(図 2)．これらの結果から，
V型線毛において，プロテアーゼによる切断が重合の引
き金となる構築機構の共通性が示された．さらにBOの
ピリンは異種細菌由来の RgpBプロテアーゼによっても
重合したことから，細菌叢内で共存する細菌，宿主が産
生するプロテアーゼを利用した線毛構築の可能性も考え
られた．腸内細菌 V型線毛のクライオ電子顕微鏡解析
は未達成であるが，重合，精製条件を最適化し進める．

PGのMfa1ストークは重合体の構造を決定し(図 2)，
重合体とモノマーで球菌結合領域の構造が異なることを
明らかにした．また，構造内に金属イオンが存在してい
ることが判明し，結合の関与が推定されたアミノ酸残基
の Ala置換と元素分析( ICP-AES分析)により，Mfa
線毛はCa2+結合型 V型線毛であることを明らかにした．
さらに，Ca2+結合はMfa線毛の重合に影響しないが，
宿主の自然免疫応答抑制に関わり，Ca2+が結合しない変
異型Mfa線毛(ΔCa2+rMfa1)はヒト培養細胞の IL-6サ
イトカイン産生を誘導する結果を得た(図 2)．つまり
Mfa線毛は進化の過程で，宿主の自然免疫を回避するた
めにCa2+結合型になった可能性が示唆された．
天然状態の V型線毛構造を創薬研究の鋳型として提
案する．また，非細菌由来のプロテアーゼを用いて V型
線毛の重合を可能にした点は，網羅的な V型線毛構造
解析，線毛構築阻害剤スクリーニング，バイオマテリア
ルへの応用研究を加速させる成果である．また，線毛の
免疫回避戦略の一端を示すこともできた．引き続き
「Bacteroidota門細菌独自の付着機構の理解」から，
「Bacteroidota門細菌の付着制御による健全な細菌叢の
維持」を達成する応用研究への展開に取り組みたい．

図1　V型線毛構築モデル

図2　�試験管内再構成された V型線毛とMfa線毛の自然免
疫応答性

ヒト細菌叢形成に関与する V型線毛の付着機構の理解と制御
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【目的】MutSファミリータンパク質は生物界に広く存在
する ATPaseスーパーファミリーであり，DNAミスマッ
チ修復や組換えに関与する．バクテリアMutS2は，組
換え中間体である分岐DNA構造を認識することで知ら
れていたが，近年では翻訳中に衝突したリボソーム(ダ
イソーム)の解離を通して翻訳ストレスの緩和に関わる
ことが示されている．本研究では，バクテリアMutS2
によるダイソーム解離の分子メカニズムを明らかにする
ことを目的とし，特に，ATPの結合と加水分解による
MutS2の構造変化に着目した研究を行った．

【方法】本研究では，Thermotoga maritima MSB8株由
来のMutS2( tmMutS2)を対象に，ATPアナログ(ア
デノシン 5'-[β, γ -イミド]三リン酸)を結合した状態の
X線結晶構造解析を行った．まず，tmMutS2の組換え
タンパク質を大腸菌 Rosetta2(DE3)株で発現・精製し，
ATPアナログ存在下で結晶化を試みた．得られた結晶
を大型放射光施設 SPring-8において測定し，その X線
回折データから原子分解能の立体構造情報を得た．さら
に，光感受性の非天然型アミノ酸である p -ベンゾイル
L -フェニルアラニンを部位特異的に導入することで条件
依存的な光架橋を施し，溶液中においても結晶構造と同
様の構造が存在することを確認した．
【結果・考察】本研究では，tmMutS2のコア領域(1–497
残基)について，ATP非加水分解性アナログを結合さ
せた構造解析を行った．得られた tmMutS2の結晶構造
は非対称単位あたり 2つのホモ二量体を含み，各プロト
マーはATPアナログとMg2+を 1分子ずつ結合していた．
MutS2はクランプ状のダイマー構造を取るが(図 1左)，

ATPアナログ結合状態の tmMutS2構造は，ADP結合型
やリガンド非結合型のMutS2と比較して，各クランプ
ドメインの先端が内側に移動し，ATP依存的に閉じた
構造をとることが明らかになった(図 1右)．
このクランプ閉鎖が溶液中でも起こるかを検証するた
め，クランプ先端に光反応性の非天然型アミノ酸 p -ベ
ンゾイルL -フェニルアラニンを導入し，さらに隣接する
Glu230をMetに置換して光架橋実験を行った．その結
果，ATPアナログ存在下で明確な二量体間の架橋生成
が観察され，ATP結合によりクランプが溶液中でも閉
じた状態を取ることが示された．この閉鎖には，Ser376
と Phe378が ATPの γリン酸を認識することが重要であ
り，これらの相互作用がサブユニットの配置変化を引き
起こし，クランプ閉鎖を安定化させる「クラスプ」とし
て機能することが示唆された．

MutS2とリボソーム衝突複合体の形成時には，ADP
結合型の開いたクランプ状MutS2がリボソームの 50Sと
30Sサブユニットの界面に結合していることが知られて
いるが，ATP結合に伴うクランプの閉鎖は，50Sと 30S
サブユニットの界面を破壊すると考えられる(図 2)．
MutS2によるリボソームの解離には ATPの加水分解も
必要であることが分かっているため，クランプの閉鎖後
に ATP結合型のMutS2クランプが再び開環することも
完全なリボソームの解離には必要であると推測される．

図1　�MutS2の ATP結合と加水分解依存的な構造変化．
ADP結合型(左)は開いたクランプ状のダイマー構
造．ATPアナログ結合型(右)は閉じたクランプ状．

図2　�MutS2によるリボソームの解離．停止したリボソー
ムに開いたクランプ状のMutS2が結合する．ADP/
ATP変換によりMutS2のクランプが閉じ，さらに
ATPの加水分解によりクランプが開く．一連の構造
変化が 50Sと 30Sサブユニットを解離させる．

バクテリア MutS パラログによる翻訳ストレス緩和の分子メカニズム
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【目的】生物は生育環境の変化に適応するため，自身の
遺伝子を調節する能力をもつ．遺伝子の調節には様々な
機構が存在するが，転写制御因子による転写開始時の制
御は，全生物ドメインに共通に見られる仕組みである．
一方，原核生物であるバクテリアには，転写アテニュ
エーションによる転写制御機構が存在する．これは，一
度開始された転写が，環境要因によって途中で中断され
る(もしくはされない)仕組みである．この有名な例は，
大腸菌の trpオペロンなどで見られるリボソーム上での
翻訳停止を介した転写アテニュエーションである．大腸
菌の trpオペロンの上流には小さなORF(sORF)が存在
し，この sORFの終止コドン付近に連続した 2つのトリ
プトファン(Trp)コドンがある．Trp濃度が高い場合
は，オペロンの下流で転写が終結し，trpオペロンの転
写量が低下する．一方，Trp濃度が低い環境では，Trp
コドン上でリボソームの翻訳が停止し，このスタックし
たリボソームが RNA構造を変化させることにより，trp
オペロンの転写終結が抑制され，転写が継続する．この
ようなリボソーム上での翻訳を介した転写アテニュエー
ションは，原核生物を構成するもう一つのドメインであ
るアーキアでは，これまでに知られていない．私達は超
好熱性アーキアのアミノ酸生合成遺伝子群のオペロン
に，全ゲノム解析では見過ごされていた sORFを発見し
た．そこで，この sORFを含むプロモーター部分の解析
により，アーキアにおいても転写アテニュエーションが
存在する可能性を検証した．
【方法】超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis 

KOD1株のヒスチジン生合成オペロンの上流には，16aa
のペプチドをコードする sORFが存在し，この sORFの
終止コドン手前にはヒスチジンコドンが 2つ連続してい
る．この sORFを含むプロモーター領域を用いたレポー
ター遺伝子解析を行った．大腸菌DH5α株とのシャトル
ベクター pRPC03は，各生物で機能する複製起点および
マーカー遺伝子と，レポータータンパク質となる耐熱性
キチナーゼ遺伝子(chiAΔ4)をもつ．chiAΔ4の上流に
ヒスチジン生合成オペロンのプロモーター領域を導入し
たプラスミドを作製した(図 1)．さらにヒスチジン生合
成オペロンの転写開始点より上流の部分を，cell-surface 
glycoprotein遺伝子(csg)の領域と入れ替えたプラスミ
ドを構築した．これらはそれぞれ pRPC11，pRPC21と

した．作製したプラスミドを T. kodakarensis KPD2株
(ΔpyrF，ΔpdaD，ΔchiA)に導入した形質転換株を，ヒ
スチジン濃度の異なる 2種類の培地で培養した．キチ
ナーゼ活性測定は，細胞抽出液に 4 -メチルウムベルリ
フェリル-β -D-N, N’-ジアセチルキトビオースを加えて
85 ℃で 30minインキュベーションし，加水分解により
生じる蛍光物質を定量した．

【結果・考察】pRPC11導入株では，培地内のヒスチジン
濃度に関わらず，キチナーゼ活性はバックグランドと同
程度の低いレベルであった(図 2)．その原因として，本
プロモーターの転写活性が低いこと，もしくは転写活性
の上昇には何らかの誘導物質が必要であること，が考え
られた．これらの問題を回避するため，転写を恒常的か
つ強力に誘導する csgプロモーターの下流にこの sORF領
域を結合させた pRPC21を用いた結果，ヒスチジン濃度
が低い場合は高いキチナーゼ活性が見られたのに対し，ヒ
スチジン濃度が高いときは活性が大きく減少した(図 2)．
続いてこの系を用いて，sORFに様々な変異を導入した．
sORFの開始コドンの除去や連続するヒスチジンコドン
の変更により，共にヒスチジン濃度に依存した活性変化
が消失した．これらの結果は，sORF上におけるリボソー
ムの翻訳を通じて外界のヒスチジン濃度が検知されてい
る可能性を示し，アーキアでも転写アテニュエーション
による転写調節機構が存在することを示唆している．

図1　レポーター解析で作製したプラスミド

図2　キチナーゼ活性測定の結果

転写アテニュエーションは細菌固有のシステムか？
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【目的】泡盛醸造に用いられている黒麹菌 Aspergillus 
luchuensisは，他の Aspergillus属と同様にグルコースに
より構成された細胞壁多糖 α-1,3-グルカン(AG)を有す
る．一方で黒麹菌は，黄麹菌やモデル糸状菌A. nidulans
には存在しない α-1,3/α-1,4-グルコシド結合を交互に持
つ細胞壁多糖，ニゲラン(NG)も有する．黒麹菌は，
Aspergillus属において最大である 5つの細胞壁 α -グルカ
ン合成遺伝子(agsA～E)を有し，我々は黒麹菌おけ
る主要な細胞壁 AG合成酵素遺伝子が agsEであること，
更に，NG合成酵素遺伝子が agsBであることを世界で
初めて見出し，nisAとして報告している．一方，その他
の ags遺伝子がどのような α -グルカンを合成するのかは
不明である．本研究では，黒麹菌を中心にNigri節糸状
菌の細胞壁 α -グルカンの多様性と複数の α -グルカンを
作る生理学的意義を明らかにすることを目的として，
Nigri節に属する糸状菌等のNG合成遺伝子の多様性と
ニゲラン生産量を調べた．更に，黒麹菌 nisA遺伝子や
研究が殆ど進んでいない黄麹菌 agsC groupに属する黒
麹菌 agsA遺伝子の機能解析にも取り組んだ．
【方法】黒麹菌(RIB2604)nisAや agsAが産生する細胞
壁 α -グルカンを調べるために，ニゲラン生産能のない
黄麹菌(∆ligD)に対して，AG合成酵素遺伝子及びガ
ラクトサミノガラクタン(GAG)合成酵素遺伝子群を
破壊した∆ AG-GAG株を親株として，黒麹菌 nisAや
agsA遺伝子の高発現カセットを導入し，細胞壁多糖の
酸加水分解によるグルコース量や表現型を調べた．ま
た，A. luchuensisのNisA配列をもとに Aspergillus属お
よび Penicillium属を対象として BlastP検索を行った．
クエリカバー 95 ％以上のタンパク質配列の内，NisAと
の配列同一性が 80 ％以上の配列を選択し，近隣接合法
で系統樹解析を行った．NITEバイオテクノロジーセン
ターから Aspergillus属及び Penicillium属糸状菌を入手
し，窒素源飢餓時におけるニゲラン生産量を調べた．
【結果・考察】黄麹菌 ∆AG-GAG株を宿主として複数の
nisA高発現株(OEnisA)が得られ，nisAの導入コピー
数に応じてNG生産量が増加した．最も多くNGを生産
した株では，乾燥菌体あたり 20 ％となり従来産生され
る細胞壁 AGと同程度までNGを合成できることが明ら
かとなった．また，菌糸表層の顕微鏡観察では，NG生
産量に応じて棘様構造が観察された(図 1)．この棘様
構造がNGであるかを調べるために，NG分解酵素の糖
質結合モジュール領域とGFPを融合させたタンパクを

用いて，蛍光顕微鏡観察行った．その結果，細胞表層と
ともに棘様構造が蛍光を発した．加えて，NG分解酵素
によって棘様構造が消失したことから，本構造がNGで
あることが明らかになった．同様に黒麹菌の agsAを
∆AG-GAG株で高発現させ，表現型を観察した．親株で
ある ∆AG-GAG株は液体培養下でその菌糸が凝集せずに
完全分散を示す．agsA高発現株の表現型を観察したとこ
ろ，その分散性は抑制されなかった．そこで細胞壁解析
を行ったところ，細胞壁グルコース量の増加が認められた．
これらの結果から，黒麹菌の agsA遺伝子は従来のAGと
は異なる α -グルカンを合成している可能性が示唆された．

NisAのオルソログタンパク質候補に関して，BlastP
解析の結果，本酵素を持つ Aspergillus属糸状菌はNigri
節に属していた．また Aspergillusおよび Penicillium属
はゲノム上に nisAを一つだけコードしていた．各糸状
菌株のNG生産量を比較すると，A. japonicusが最も多
くのNGを生産し，その量は A. luchuensisの 10倍以上
であり，これは上述したNG高生産株と同程度だった
(図 2)．そこで，A. japonicusにおいても棘様構造が観
察されるか調べたところ，菌糸の一部分にのみ棘様構造
が観察された(図 1)．野生株である A. japonicusはNG
生産量こそ多いが，菌糸表層に AGやGAGを有するた
めに棘様構造の部位が少なかったと推測された．以上の
ように黒麹菌を含むNigri節に属する糸状菌は多様な細
胞壁 α -グルカンを産生することが示唆され，今後はそ
の機能についても明らかにしていきたい．

図1　�ニゲラン高生産株(OEnisA)とA. japonicus
のニゲラン棘様構造

図2　糸状菌乾燥重量 1 g当たりのニゲラン生産量の比較

黒麹菌が複数の細胞壁 α -グルカンを有する生理的意義の解明
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【目的】ミトコンドリアは生命活動の根幹を担うオルガ
ネラであり，分裂・融合・分解などを介して恒常性が維
持されている．我々は最近，ミトコンドリアの恒常性維
持機構の一種であるミトコンドリアオートファジー(マ
イトファジー)の必須因子として，新規ミトコンドリア
分裂因子マイトフィッシン Atg44を同定した(Mol Cell 
2023)．Atg44は，従来の研究対象から見逃されてきた
100アミノ酸に満たない非常に小さなタンパク質(マイ
クロタンパク質)であったことから，ミトコンドリアに
は機能未知のマイクロタンパク質が未開拓状態であるこ
とが期待された．本研究では，酵母のミトコンドリアに
眠る未開拓マイクロタンパク質群に焦点を当て，ミトコ
ンドリアの機能・形態制御・品質管理における役割と機
能発揮の分子機構を解明することを目的とした．
【方法】酵母 Saccharomyces cerevisiaeのミトコンドリア
プロテオーム解析で同定されたものの，解析が進んでい
ないマイクロタンパク質群の遺伝子破壊株を作製し，呼
吸増殖能・マイトファジー活性・ミトコンドリア形態・
オルガネラコンタクトサイトの動態などの解析を行っ
た．この中から，新規マイトファジー因子として見出し
たMco12(Mfi2と命名)について，in vivoと in vitro
における機能解析を進めた．また，上記遺伝子破壊株の
中で，唯一通常培地におけるミトコンドリア形態に異常
を示した Atg44と既知の分裂因子であるダイナミン様タ
ンパク質Dnm1との関連性について，蛍光顕微鏡から電
子顕微鏡レベルでの検証を行った．
【結果・考察】解析対象のマイクロタンパク質の遺伝子
破壊株のうち，既知の Atg44欠損株に加え，Mfi2欠損
株もマイトファジーの低下(野生株の 70 ％の活性)が
見られた．Mfi2抗体を用いた生化学的解析から，Mfi2
はミトコンドリア外膜に局在することが分かった．
Atg44欠損株においてMfi2を過剰発現させると，マイ
トファジーの部分的な回復とミトコンドリアの断片化が
見られた．リコンビナントMfi2を用いた in vitroアッセ
イから，Atg44と同様に，Mfi2は脂質膜に直接結合・
切断する活性を有することを明らかにした．さらに，
Mfi2とDnm1の単独欠損株ではマイトファジーの低下
はわずかであるのに対し，二重欠損株では劇的な低下
(野生株の 10 ％の活性)が見られた．この要因として，
二重欠損株ではミトコンドリア分裂に欠陥があることを

突き止めた．以上の結果から，Mfi2は外膜局在の新規
マイトフィッシンであり，Mfi2とDnm1はマイトファ
ジー誘導時におけるミトコンドリア分裂を独立に促進し
ていると結論付けた(図 1)．

Atg44欠損株とDnm1欠損株は，通常培地において類
似したミトコンドリア形態を示した．野生株において
Dnm1が集積する部位でミトコンドリアの分裂が見られ
たのに対し，Atg44欠損株ではミトコンドリアの強い狭
窄が見られたものの分裂は確認されなかった(図 2A)．
この狭窄部位を詳細に調べたところ，内膜は切断されて
おらず，マトリックス成分はほとんど検出されないレベ
ルまで非常に細くなっていることが確認された．以上か
ら，通常のミトコンドリア分裂において，Dnm1はミト
コンドリアを狭窄するにとどまり，Atg44とDnm1の協
調作用が分裂に必須であることを明らかにした(図 2B)．

図1　�マイトファジー誘導時においてMfi2とDnm1は独
立にミトコンドリア分裂を促進する

図2　�(A)Atg44欠損株ではDnm1が集積してもミトコン
ドリアの分裂は完了しない (B)Atg44とDnm1の協
調作用によるミトコンドリア分裂

ミトコンドリアに眠る機能未知の小さなタンパク質群の網羅的解析
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【目的】地球上の多くの生物は，地球の自転によって生
じる約 24時間周期の環境変化に適応するため，生物時
計と呼ばれる分子機構を備えている．シアノバクテリア
は，生物時計を最初に獲得した生物とされており，その
時計分子装置は時計タンパク質KaiA，KaiB，KaiCから
構成され，ATPを駆動力として概日リズムを生み出す．
私たちは最近，KaiCに結合した ATPが遊離する現象に
リズムがあることを発見した(ATP遊離リズム)．この
リズムは野生型KaiC(KaiCWT)単独で観察されたこと
から，KaiC自身に概日リズムの基となる振動機能が備
わっていることが示唆された．古細菌やシュードモナドー
タはKaiABC時計分子装置を持たないことから，生物時
計を備えていないと考えられている．しかし，kaiC遺伝
子を有しており，これらのKaiCにも振動機能があるので
はないかと考えられる．本研究では，KaiCのリン酸化部
位に着目し，その変異が生物時計の機能に与える影響を解
析することで，生物時計の起源に迫ることを目的とした．
【方法】KaiCのアミノ酸配列をNCBIデータベースから
収集し，Clustal Wを用いてアライメントを作成した．そ
の結果，シアノバクテリアKaiCでは 2つのリン酸化部
位が Ser残基および Thr残基で構成されているのに対し，
古細菌やシュードモナドータのKaiCでは 2つとも Ser
残基である例が多かった．そこで，本研究ではシアノバ
クテリア Thermosynechococcus vestitus BP-1由来KaiCの
2番目のリン酸化部位である Thr残基を Ser残基に置換
した変異体KaiC(KaiCSS)を作製し実験を行った．Kai
タンパク質は大腸菌株BL21で発現させ，精製した．
1. ATP遊離リズムの測定：ATP-Mg2+を溶液中から除去
したKaiCSS溶液を 1.6 µMに調製し，0.1 µMホタルルシ
フェラーゼと 10µM D-ルシフェリンを添加した．高感
度生物発光測定装置(CL96，中立電機)にセットし，3.5
分ごとに 7日間，発光値を測定した．
2. KaiCのリン酸化リズムの測定：0.3µM KaiA，0.3µM 
KaiB，0.2µM KaiCを ATP-Mg2+を含むバッファーに混
合し，25 ℃または 40 ℃で保温した．T. vestitusの至適増
殖温度は 57 ℃であるが，in vitroの実験では溶液の蒸発
を考慮し，40 ℃で行った．また，概日リズムを検出でき
る下限値 25 ℃でも実験を行い，温度による影響を比較し
た．4時間毎に試料を回収し，SDS-PAGE法によりリン
酸化バンドと非リン酸化バンドに分離した．リン酸化バ
ンドの強度をデンシトメトリーにより解析し，リズムは
解析NINJA(中立電機)を用いてフィッティングした．

【結果・考察】KaiCSS単独でATP遊離量を測定した結果，
0.5，8，46，80時間目にピークが検出された(図 1A)．
KaiCWTと同様に(図 1B)，ATP遊離量の増減が確認さ
れたことから，KaiCSSは振動機能を有していることが明
らかになった．この結果は，シュードモナドータや古細
菌のKaiCも振動機能が存在する可能性を示唆している．

次に，KaiCSSの時計としての機能を検証した．KaiA，
KaiB，KaiC存在下でKaiCのリン酸化リズムを測定した
ところ，40 ℃では，KaiCSSとKaiCWTの間で周期に大き
な違いは認められなかったが，KaiCSSでは位相の前進が
見られた(図 2A)．また，KaiAとKaiCを ATP-Mg2+存
在下で混合しリン酸化の初速度は，KaiCWTが 22.5 ％/hで
あったのに対し，KaiCSSは 26.2 ％と高い値を示した．こ
れは，KaiAとKaiCSSの親和性が高く，その結果，位相
が前進したのではないかと考えらえる．一方，25 ℃にお
けるリン酸化リズムでは，KaiCSSは短周期で低振幅のリ
ズムを示した(図 2B)．この結果は，KaiCSSが温度補償
性を欠くことを示している．温度補償性は生物時計の特
性を示す機能の 1つであり，これが失われると生物時計
は成立しないため，KaiCSSは生物時計としての機能はな
いと考えられる．以上より，シアノバクテリアよりも原始
的なKaiCは生物時計としての機能を持たず，KaiCのリン
酸化部位が Ser残基からThr残基に置換されたことによっ
て温度補償能が進化的に獲得された可能性が示唆された．

図1　ATP遊離リズム(A)KaiCSS  (B)KaiCWT

図2　KaiCのリン酸化リズム(A)40 ℃  (B)25 ℃

概日リズムの振動を生み出す構造－機能相関の解明
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【目的】真菌型ガラクトマンナン(FTGM)は，糸状菌
が産生するユニークな構造を持つ多糖であり，マンノー
スとガラクトフラノースから構成される．FTGMはゴ
ルジ体で生合成されることが知られているが，どのよう
な受容分子に対して生合成され，その後どのように細胞
表層へ輸送されるのかは未解明である．現在，有力な
キャリアー分子の候補としてグリコシルホスファチジル
イノシトール(GPI)アンカーが挙げられている．本研
究では，ヒトや出芽酵母における先行研究により同定さ
れているGPIアンカー生合成関連遺伝子群の糸状菌に
おけるオルソログに注目し，それらの破壊株を構築し
て，解析を行うことで，FTGMがGPIアンカーを受容
分子として生合成され，細胞表層へと輸送される機構を
明らかにすることを目的とした．
【方法】供試菌としてAspergillus fumigatus A1151株およ
び A1160株を用いた．ヒトおよび出芽酵母において既
知のGPIアンカー生合成関連遺伝子を，病原性糸状菌A. 

fumigatusのゲノムからBlastPにより検索し，命名した．
エタノールアミンリン酸転移酵素遺伝子として pigOお
よび pigFを，GPIトランスアミダーゼ複合体の構成因
子として pigK，gaaA，pigT，pigSおよび pigUを，GPI
アンカーのマンノース転移酵素遺伝子として pigX，
pigV，pigBおよび smpCを同定した．さらに，clpAにつ
いてはGPIアンカーの 5番目のマンノース転移酵素を
コードする遺伝子として既報に基づき注目した．各遺伝
子の破壊株を定法に従って構築した．
【結果・考察】A. fumigatusのGPIアンカー生合成に関
わる遺伝子破壊株を構築し，それぞれのコロニー形態と
生育を評価した．タンパク質をGPIアンカーへ転移す
る際に必要なエタノールアミンリン酸をGPIの 3番目の
マンノース残基に転移する pigOおよび pigFの破壊株，
ならびにGPIトランスアミダーゼ複合体遺伝子(pigK，
gaaA，pigT，pigS，pigU)の破壊株はいずれも顕著な
生育阻害を示したが，いずれも致死ではなかった．一方，
マンノース転移酵素遺伝子群のうち pigX，pigV，pigB
の破壊は致死であり，GPI糖鎖の 3番目のマンノース残
基までの構造はA. fumigatusにおいても出芽酵母と同様
に生存に必須であることが示された．興味深いことに，
4番目のマンノース転移酵素をコードする smpCの破壊

株(ΔsmpC株)は，高浸透圧条件下でのみ生育可能で，
他の非致死性GPI生合成遺伝子破壊株と比較して最も
重篤な生育阻害を示した．このことは，GPIアンカー型
タンパク質(GPI-AP)の存在よりも，GPIの 4番目の
マンノース残基の存在がA. fumigatusの生育に重要であ
ることを示していた(図 1)．

また，eGFP-GPIを発現させて局在を解析したところ，
ΔsmpC株ではGPI-APが細胞表層に輸送されていたのに
対し，ΔpigK株ではゴルジ体に滞留していた．さらに，
ΔsmpC株では細胞壁中の FTGMが消失していた．以上
のことから，FTGMはGPIアンカーの 4番目のマンノー
ス残基を受容基質としてゴルジ体で生合成される可能性
が強く示唆された．本研究により，FTGMはGPI-APに
結合するのではなく，GPIアンカー自体をキャリアー分
子として利用し，その 4番目のマンノース残基を受容基
質としてゴルジ体で各種糖転移酵素によって伸長され，
輸送小胞によって細胞表層に運ばれた後，GPIアンカー
から切断され，細胞壁の β -1,3-グルカンに架橋されると
いう輸送モデルが支持された(図 2)．

図1　�左：SmpCとPigKの生合成箇所 
右：∆pigK株と ∆smpC株のコロニーの比較

図2　真菌型ガラクトマンナンの細胞表層輸送機構の概略図

グリコシルホスファチジルイノシトールアンカーを介した 
真菌型ガラクトマンナンの細胞表層輸送モデルの解明
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【目的】真核生物の鞭毛(繊毛と同義)は，微小管細胞骨
格で構成される運動性の細胞小器官で，細胞の遊泳，物
質の輸送，細胞外からのシグナルの受容に重要な役割を
担う．単細胞緑藻類のクラミドモナスは，pHショックを
与えると，鞭毛を脱離するが，2時間程度で新しい鞭毛
を再生する．このように素早く鞭毛が再生するためには，
細胞体で合成された数百種類の鞭毛蛋白質が鞭毛内輸送
系(Intraflagellar transport; IFT)と呼ばれる機構により鞭
毛内へ運びこまれることが必須であると考えられている．
一方，最近，マウス上衣細胞の多繊毛内においてリボ
ソーマル RNAや転写開始因子などの存在が報告された．
すなわち，この結果は鞭毛内に蛋白質合成系が存在する可
能性を示唆するものである．本研究は，鞭毛内に蛋白質合
成系が存在するかどうか，そしてその意義を解明することを
目的として開始した．鞭毛の構築異常は，ヒトにおいて「繊
毛病」と総称される一連の遺伝的疾患を引き起こす．鞭毛
構築の分子機構を追究することは医学的にも重要である．
【方法】
細胞と培地

Chlamydomonas reinhardtiiの細胞を用いて実験を行っ
た．クラミドモナスリソースセンターから野生株(cc124)
および rpl4(LMJ.RYO402.064157)を取り寄せて使用し
た．細胞の培養維持には TAP(Tris-Acetate-Phosphate)
液体培地および寒天培地を用いた．
鞭毛再生過程における蛋白質合成の可視化

TAP液体培地で培養中のクラミドモナス細胞に pH
ショックを与えて鞭毛脱離した．鞭毛再生中の細胞に対
して 50 µg/mlの puromycin(Sigma)を添加し，2時間
培養後，抗 puromycin抗体(12D10, Merck)で免疫染色
を行った．
単離した鞭毛による鞭毛蛋白質の合成の可視化

Dibucaine(Wako)処理によってクラミドモナスから
鞭毛を脱離し，遠心分離によって鞭毛を単離した．単離
鞭毛に対して最終濃度が 50 µg/mlの puromycinを処理
し，37 ℃で 1時間インキュベートした．その後，抗
puromycin抗体を用いて，単離鞭毛の免疫染色および
Western blotを行った．
【結果・考察】本研究では，単細胞緑藻クラミドモナスに
おいてpuromycinを用いた新規合成蛋白質を標識する方
法を最適化することに成功した(図 1)．Puromycinはア

ミノアシル tRNAと構造が類似しており，合成中のポリペ
プチド鎖に取り込まれる．特異的抗体が開発されている
ため，puromycinが付加された新規合成蛋白質を検出で
きる．本研究では，鞭毛再生中の細胞において，puromycin
蛋白質が鞭毛内に多く検出されることが分かった(図 1)．
さらに，単離した鞭毛が独自に蛋白質合成能を持つか
を検証した．単離した鞭毛に puromycinを添加したと
ころ，驚くべきことに，puromycin蛋白質が明瞭に検出
された(図 2)．鞭毛長軸に沿って 1 mmあたり平均 1個，
1本の鞭毛に約 10箇所の蛋白質合成活性部位が存在す
ることが示唆された．
さらに，リボソーム構成因子 RPL4に変異をもつ rpl4

株では puromycin取り込み量が著しく減少することも
分かった．RPL4が鞭毛内蛋白質合成に関与することが
示唆された．本研究では，鞭毛内の蛋白質合成系を構成
する全ての分子を同定するには至らなかったが，これら
の成果は，鞭毛構築に局所的な蛋白質合成が寄与する可
能性を示すとともに，繊毛病の病態理解にも新たな視点
を提供する可能性がある．

微細藻類の鞭毛に存在する蛋白質合成系の解明
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【目的】Yarrowia lipolyticaは n -アルカンなどの疎水性化
合物の強力な資化能と脂質の高生産能を有する産業上重
要な油糧酵母である．Y. lipolyticaを疎水性基質の微生
物変換や脂質生産の宿主として高度利用するためには，
疎水性化合物への応答と脂質代謝を理解する必要がある
と考えられる．一方，Y. lipolyticaは酵母型だけでなく
偽菌糸型，菌糸型の形態をとる二形性酵母であり，n -ア
ルカンに応答して菌糸型生長が高度に誘導されることか
ら，疎水性化合物と細胞形態に関連があることが予想さ
れる．本研究では，未解明な部分が多く残されている
Y. lipolyticaにおける細胞形態の変換機構とその意義を
解明することを目的とした．
【方法】本研究には Y. lipolyticaの CXAU1株(MATA 
ura3 ade1)を使用し，常法に従って遺伝子の導入および
破壊を行った．Y. lipolyticaからのDNAおよび RNAの
抽出は常法に従って行った．n -アルカンに対する吸着性
の解析では，菌体を Yeast Nitrogen Base培地に懸濁し，
n-ヘキサデカンを添加して激しく振とう撹拌した後に遠
心して，上層の n -アルカンに吸着せずに沈殿した菌体
を培地に懸濁してOD600を測定することにより n -アルカ
ンに吸着しない細胞の割合を算出した．
【結果・考察】我々は Y. lipolyticaにおける n -アルカンの
代謝経路について研究を行ってきたが，Y. lipolyticaに
よる n -アルカンの取り込み機構は未解明であった．Y. 

lipolyticaは n -アルカンに吸着して細胞内に取り込む可
能性が想定されていたことから，Y. lipolyticaによる n -
アルカンの取り込み機構を明らかにすることを目的とし
て，炭素数 16の n -アルカンである n -ヘキサデカンに吸
着できない変異株を 80株単離して解析を行った．その
結果，それら変異株の 1株は n -ヘキサデカンへの吸着
と菌糸型生長に欠損を示すこと，この変異株は
HMG-box転写因子遺伝子MAR1に変異を持つことが明
らかとなっていた．
そこで本研究では，MAR1の役割について解析を行う
とともに，他の変異株についても解析を行った．その結
果，MAR1を破壊した株は菌糸型生長(図 1)と n -ヘキ
サデカンに対する吸着に欠損を示すこと，MAR1破壊株
では n -アルカンを炭素源とする培地で野生型株よりもコロ
ニーが小さくなること，Mar1は核に局在すること，MAR1を
高発現すると菌糸型生長が高度に誘導されること(図 1)が

明らかになった．さらに，RNA-seq解析および qRT-PCR
解析から，MAR1破壊株では転写因子遺伝子や細胞表層
タンパク質遺伝子を含む多数の遺伝子の発現が変化して
いること，菌糸型生長に関わる転写因子遺伝子HOY1の
発現量が低下していることが明らかとなった(図 2)．

以上より，Mar1は Y. lipolyticaにおいて細胞形態と細
胞表層の疎水性を制御する転写因子として機能すること
が示唆された．
また，別の変異株の解析から，タンパク質の細胞膜への
結合に関わるグリコシルホスファチジルイノシトールのアシル
鎖のリモデリングに関わるアシル転移酵素遺伝子GUP1が
菌糸型生長に重要な役割を果たすことが明らかになった．

図1　MAR1破壊株および高発現株の形態

図2　�MAR1破壊株における転写プロファイル．グルコー
ス(Glc)あるいは n-ヘキサデカン(C16)を炭素
源として培養したMAR1破壊株と野生型株から
RNAを調製し RNA-seq解析を行った．転写産物量
が変化した転写因子遺伝子および細胞表層タンパク
質遺伝子を示した．

二形性油糧酵母 Yarrowia lipolytica における細胞形態制御に関する研究
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【目的】原核生物と真核生物の染色体形態の違いは，生
命進化の大きな謎の一つである．原核生物は環状の染色
体を持つのに対し，真核生物はなぜ線状の染色体を採用
しているのか．この問いに対する明確な答えとして，「減
数分裂(有性生殖)過程への適応」が挙げられる．しか
し，それだけが理由なのだろうか．真核生物が線状の染
色体を選択した進化的背景には，未解明の要因が潜んで
いる可能性がある．
この根本的な問題に取り組むには，同一の生物種にお
いて線状および環状の染色体をもつ細胞を比較する必要
がある．我々は分裂酵母を用い，線状染色体と環状染色
体をもつ細胞を正確に比較・検討できる独自の評価系を
確立した．これにより，染色体の環状化が細胞に与える
影響や，環状染色体細胞における遺伝子発現の変動な
ど，新たな知見を得ることができた．
本研究では，環状染色体細胞の遺伝子発現の特徴を解
析し，真核細胞が栄養増殖期において線状染色体を維持
する生物学的意義を明らかにすることを目的とした．
【方法】本研究では，分裂酵母Schizosaccharomyces pombe
を用いた．環状染色体細胞が共通して抱える細胞内スト
レスとその応答は，それぞれの分裂酵母細胞から RNA
を抽出し，RT-qPCR法により評価した．また，Sty1-Atf1
ストレス応答経路の活性化は，Sty1および Atf1タンパ
ク質のリン酸化をウエスタンブロット法により評価し
た．線状染色体細胞と環状染色体細胞の交配後，染色体
の線状・環状状態(環状染色体の数と組み合わせ)を染
色体上のマーカーを指標に見当をつけ選抜する手法を確
立し(図 1)，さまざまな組み合わせの子孫細胞を選抜
し，PFGE解析により解析した．

【結果・考察】環状染色体細胞が共通して抱える細胞内
ストレスとその応答機構の解明を試みた．複数の環状染
色体細胞において共通して発現上昇したストレス応答遺

伝子の多くが，MAPキナーゼ経路の下流に位置する
CREBファミリー転写因子 Atf1依存的に発現制御を受
けていることを見出した．そこで，環状染色体細胞にお
いて，このストレス応答経路が実際に活性化しているか
を検証した．その結果，環状染色体細胞では Atf1およ
びその上流因子である Sty1のリン酸化修飾が亢進して
いることが確認された(図 2)．以上の結果から，染色
体の環状化により Sty1-Atf1ストレス応答経路が活性化
し，それに伴いストレス応答遺伝子の発現が亢進するこ
とが明らかとなった．

次に，環状染色体細胞に共通するストレスの発生源を
特定するため，分裂酵母の 3本の染色体のうち，どの染
色体の環状化がストレス誘導の原因となるのかを検証し
た．まず，染色体の線状・環状状態を制御できる手法を
確立し，例えば 1番染色体のみを環状化し，他の 2本を
線状のまま保持する細胞の作製を可能にした(図 1)．
この手法を用いて，線状染色体と環状染色体のさまざま
な組み合わせを持つ細胞株を樹立し，ストレス応答を解
析した．その結果，1番染色体のみを環状化した細胞に
おいて，3本すべての染色体が環状化した細胞と同程度
のストレス応答が誘導されることが明らかとなった．こ
れにより，1番染色体の環状化が細胞ストレスの主な発
生原因であることが示唆された．今後は，環状染色体の
数や組み合わせの違いが染色体の核内配置に及ぼす影響
を理解し，ストレス発生源である 1番染色体の環状化と
の因果関係を解明する．本研究成果は，真核細胞が栄養
増殖期において線状染色体を維持する生物学的意義を解
明するための重要な手掛かりになると期待される．
また，今回の研究において，SUMO化が環状染色体
細胞の生存に必須であることを偶然発見した．今後，
SUMO化を介した環状染色体細胞の生存メカニズムを
解明することで，線状染色体の生物学的意義に迫りたい．

図1　染色体の線状・環状状態を制御する手法

図2　�環状染色体細胞では Atf1（A）およびその上流因子で
ある Sty1（B）のリン酸化修飾が亢進している

環状染色体細胞が抱える未知のストレスとその応答機構の解明
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【目的】Argonaute(AGO)タンパク質はmiRNAと複合
体(AGO3/miRNA)となり，miRNAと相同な配列を持
つ標的mRNAに結合して翻訳を阻害する．クラミドモナ
スではAGO3がmiRNAと複合体を作る主要なAGOであ
る．多細胞生物の AGO遺伝子変異は胚性致死や発生異
常を起こすことが知られるが，単細胞のクラミドモナス
AGO3変異体は一見して分かる異常形質を見せず，数百
種類も存在するmiRNAが制御する生命現象は 1つも解
明されていなかった．本研究では，miRNAの標的遺伝子
の同定から，miRNAが制御する生命現象の発見に挑んだ．

【方法】Chlamydomonas reinhardtii(クラミドモナス)
野生株 CC-124株におけるmiRNAの標的遺伝子同定の
ため，AGO3に対する HITS-CLIP(High-throughput 
sequencing of RNA isolated by crosslinking immunopre-
cipitation)解析を行った(図 1)．この技術では，まず生
細胞に紫外線を照射して生きた細胞内で RNA結合タン
パク質(RBP)と RNAに架橋し，RBPに架橋された
RNAを RNase Aで部分消化した後に RBP-RNA複合体
の免疫精製と 3' アダプターライゲーションを行う．
RBP-RNA-3'アダプター複合体をPAGEで分離，抽出し，
Proteinase K処理を経 RNA-3' アダプターを精製する．
その後 5' アダプターライゲーションを経てライブラリ
化し，配列解析を行って AGO3結合 RNAのリードを得
る．リードは AGO3結合フットプリントであり，参照

配列にマッピングすることにより，AGO3の結合領域が
リードクラスターとして同定される(図 2)．また，架
橋部位で生じる逆転写エラーは架橋誘発変異部位
(CIMS)と呼ばれ，これも情報解析で検出することで
も RBP結合領域を特定する．最終的にはCIMSとリー
ドのクラスターが重複する領域をもつ遺伝子を標的遺伝
子として同定した(図 2)．
【結果・考察】AGO3 HITS-CLIP解析を行い，AGO3と
結合するmRNAの種類と結合領域を網羅的に同定した．
培養環境に応じたmiRNA動態の変化を捉えるため，光
混合栄養条件，光独立栄養条件で実施した結果から，計
120の核コード遺伝子が検出された．それらの 30 ％は葉
緑体移行が予測されるタンパク質をコードする核遺伝子
であり，光合成電子伝達系における鉄硫黄クラスター
(HCF101)，葉緑体分裂(FTSZ2)，カルビンサイクル
(CP12)，色素合成(PSY1)，二酸化炭素濃縮(CAS)，
脂質合成(SSS4)などに関わる多様な遺伝子が含まれ
ていた．
また，HITS-CLIP解析と並行して行っていた研究に
より，クラミドモナスmiRNAの 1つが，青色光受容体
フォトトロピンの発現調節を通じて光化学系 IIの光防御
制御を行っていることも発見した．これらの研究成果か
ら，不明であったクラミドモナスmiRNAの主たる制御
対象が葉緑体の生理制御であることを示すことができた．
興味深いことに，HITS-CLIP解析で 2つの葉緑体遺

伝子が検出された．AGO3の結合領域は，mRNA安定
化因子(M因子)や翻訳促進因子(T因子)の結合領域
と重複していた．M・T因子による葉緑体遺伝子の転写
後発現調節の仕組みは藻類や植物一般に存在し，各遺伝
子に対する個別のM・T因子遺伝子が核にコードされて
いる．クラミドモナスでは，葉緑体にある 72のタンパク
質遺伝子のうち，52遺伝子が調節されることが示唆さ
れている．このことから，AGO3/miRNAが葉緑体遺伝
子のmRNAに結合してM・T因子の結合を阻害し，発現
を抑制する機構が広く存在する可能性が見いだされた．

図1　AGO3 HITS-CLIP解析の概要

図2　AGO3 HITS-CLIPの情報解析結果例

単細胞生物のマイクロ RNA が制御する生命現象発見への挑戦
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【目的】基本転写因子 TFIIDとその類縁複合体である
SAGAは，5種類の Tafをサブユニットとして共有し，
TBPのコアプロモーター結合能を制御するコア因子で
あるが，転写における両者の機能分担についてはまだよ
く分かっていない．我々は，PGK1プロモーターの
TFIID非依存的な転写を，塩基配列を改変することな
く(エピジェネティックに)TFIID依存的な転写へと
リプログラミングすることに成功した．具体的には，
TFIID変異(温度感受性 taf1-N568Δ変異)と SAGA変
異( spt3Δ変異)を一時的に共存させ，その後 SAGA変
異を除去すること(以下，TFIID依存性付与操作)に
より，PGK1転写を TFIID非依存性モードから TFIID
依存性モードへと変換できることを明らかにした(図
1)．また本現象には，リプログラミング因子と名付け
た未知の相転移産物の生成と維持が重要な役割を果たす
可能性を見出した．本研究では，Ccr4-Not複合体が上
記リプログラミング因子の本体である可能性について検
証を行うこととした．

【方法】出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae BY4741/4742
由来株の作製は，定法に従い，行った．本来の SPT3遺
伝子を欠失後，TDH3プロモーターに連結した SPT3遺
伝子を AUR1遺伝子座に挿入することにより，spt3Δ変
異を除去した．25 ℃にて培養した細胞及び 25 ℃から
37 ℃にシフト 2時間後の細胞からホットフェノール法を
用いて RNAを抽出し，RT-qPCR法により PGK1 mRNA
の定量を行った．
【結果・考察】Ccr4-Not複合体は，9種類のサブユニット
(Not1-5/Ccr4/Caf1/Caf40/Caf130)から構成される巨大

な複合体であり，転写反応のみならずmRNA分解反応
や翻訳反応をも制御することが知られている．本複合体
がリプログラミング因子の本体であるかを検証するべく，
ccr4Δ or caf1Δ変異の存在下において TFIID依存性付与
操作の実施を試みたが，両変異とも taf1-N568Δ変異と
の二重変異株が重篤な生育不全を示したため，さらなる
spt3Δ変異の導入やその除去を行うことができなかった．
ただし，弱いながらも生育したこれら二種類の二重変異
株では PGK1転写において TFIID依存性が付与されな
かったことから，リプログラミング因子の本体が機能喪
失型のCcr4-Not複合体である可能性は低いと考えられた．

次に，上記の問題点を解決するべく，Spt3のC末端に
オーキシンデグロンを付加し，培地へのオーキシン添加
を介して TFIIDと SA GAの同時機能喪失状態を一過的
に誘導することにより，PGK1転写における TFIID依存
性の付与を試みたが，やはりうまくいかなかった．そこで，
ccr4Δ or caf1Δ変異と spt3Δ変異を共に有する二重変異
株を最初に作製し，当該株に対して後から taf1-N568Δ
変異を導入することによりTFIIDとSAGAの同時機能喪失
状態を誘導し，その後 spt3Δ変異を除去する操作を加え
た場合に TFIID依存性が付与されるかを調べることに
した．その結果，ccr4Δ or caf1Δ変異の存在下において
のみ，PGK1転写における TFIID依存性が有意に低下す
ることが明らかとなった(図 2)．以上の結果は，上記
リプログラミング因子の本体が，機能獲得型のCcr4-Not
複合体である可能性を強く示唆するものと考えられる．

図1　�株の作製方法．本研究では，[＊]において ccr4Δ or 
caf1Δ変異を導入し(株 3*/図 2)，その影響を調べた．

図2　�RT-qPCR法による PGK1 mRNAの定量結果．25 ℃
(白色)及び 37 ℃における結果(灰色)を示した．

出芽酵母の mRNA 転写において TFIID 依存性を 
後天的に付与する分子機構の解明
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【目的】地球上の植物葉圏面積は，陸地面積の約 4.4倍
におよび，1026個もの細菌が生息していると試算されて
いる．葉圏は太陽光にさらされることから，光エネル
ギーを利用しながら生活する微生物は少なくないと予想
できる．実環境下での光利用性を評価するためには，微
生物の光利用に直結する色素の発現状態を分析すること
が重要である．本研究では，自家蛍光とラマン散乱光を
同時に取得可能なマルチモーダル顕微分光装置を用い
て，1細胞ごとにスペクトル解析を行い，葉圏微生物群
集内における色素多様性と生理状態の評価を試みた．
【方法】色素の電子吸収帯付近の励起光を用いることで，
蛍光および増強効果を受けたラマン散乱光(共鳴ラマン
散乱光)という，色素に関する複数の分光情報を得るこ
とができる．細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに移
し，倒立顕微鏡下で励起波長 632.8 nmのレーザー光を
1細胞ごとに照射して，バクテリオクロロフィル(BChl)
関連分子の自家蛍光スペクトルとカロテノイド(Car)
の共鳴ラマンスペクトルを同時に取得した．さらに，励
起光を照射し続けて光退色させ，生体分子情報に関する
ラマンスペクトルを取得し，生理状態の評価に用いた．
【結果・考察】Car保有細菌(Sphingomonas astaxanthinifaciens，
Micrococcus luteus等 4株)と光合成細菌(Rhodospirillum 
rubrum，Blastochloris viridis等 7株)の共鳴ラマンスペ
クトルは，Car分子の共役二重結合長の長さや末端修飾
の種類，細胞内Car組成の違いを反映したものとなるこ
とがわかった(図 1)．光合成細菌はBChl色素を介して

光を利用する微生物である．海洋表層に広く分布し，海
洋の炭素循環への重要性が指摘されているが，葉圏にお
ける生態はよくわかっていない．光合成細菌の自家蛍光
スペクトルから，一般的な BChl a型，さらにこれまで
技術的に検出困難とされていたBChl b型色素を持つ光
合成細菌が検出可能であることがわかった．
野外植物としてシロツメクサとコツボゴケを対象に，

5μmポアサイズシリンジフィルターを用いて，細菌サ
イズの葉圏微生物細胞を回収し分析した(表 1)．いず
れの植物サンプルにおいても，85 ％以上の細胞からCar
ピークが検出された．嫌気性光合成細菌様の強い強度の
自家蛍光を持つ細胞がわずかに含まれた一方，自家蛍光
強度の低い好気性光合成細菌様の細胞が頻繁に検出さ
れ，モデル株との類似性から，その多くは葉圏優占種で
あるメチロバクテリウム属細菌と考えられた．光退色後
の生体分子情報を反映したラマンスペクトルを分析した
ところ，核酸ピーク強度の低さや，一部の細胞から細胞
内貯蔵物質ポリヒドロキシアルカン酸(PHA)が検出
されたことから，これらの葉圏細胞は細胞分裂があまり
盛んでない定常期のような状態である可能性が考えられ
た．また，葉圏微生物の炭素源であるメタノールを用い
て培養を行った結果，菌叢解析よりメチロバクテリウム
属やスフィンゴモナス属，バクテロイデテス門細菌が検
出され，これらはCarスペクトルを用いることで細胞レ
ベルである程度判別できる可能性を見出した．

1細胞ラマン・蛍光スペクトルを用いることで，葉圏
サンプルの色素多様性の違いや細胞状態を評価できるこ
とを示した．本手法を活用して生育環境や植物種による
違いを追求することで，光利用微生物の生態系へのイン
パクトの深い理解へとつながると期待できる．

表1　�野外植物葉圏微生物細胞より取得した 1細胞ラマ
ン・蛍光スペクトルの特徴

シロツメクサ コツボゴケ

総測定細胞数 100 105

カロテノイド色素
ラマンピーク検出細胞数 85 92

フレキシルビンタイプ
色素ラマンピーク 0 3

PHA様ラマンピーク 7 1

メチロバクテリウム様
自家蛍光 24 5

その他強い自家蛍光＆
カロテノイドピーク 6 7

図1　�細胞内カロテノイドの特徴を反映した微生物の 1細
胞ごとのラマンバンド分布

マルチモーダル顕微分光で明らかにする葉圏微生物の 
光エネルギー利用ポテンシャル
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【目的】宿主細菌がプラスミドを保持した場合，細胞内
でのプラスミドの安定性の低下や，他の細菌との競合培
養条件下で宿主の割合(生残性)の低下が頻繁に起こる．
これは生体内物質やエネルギーの不足(負荷)のためと
されるが，原因となる代謝経路やその寄与率は明確でな
い．同じ長鎖DNAでも，宿主内でプラスミドごとに負
荷の原因が異なる例も多く，負荷誘導機構に興味が持た
れる．本研究では，負荷を与える代謝を精査し実体を解
明することで負荷軽減への可能性を探る．
【方法】異なる不和合性( Inc)群の pBP136( IncP-1)，
pCAR1(P-7)，NAH7(P-9)の 3種のプラスミドを用い
た．pCAR1はカルバゾールの，NAH7はナフタレンの
分解遺伝子群を載せるが，pBP136はアクセサリー領域
がない．また，各プラスミドのコア領域のうち複製に必
要な部分のみを含むミニプラスミドも比較対象とした．
宿主としては，様々なプラスミド保持することが負荷に
ならない非感受性株Pseudomonas resinovorans CA10dm4
株を用いた．非感受性とは，様々なプラスミドについて，
プラスミドを持つことが有利にならない非選択条件下で
もプラスミドが安定で，かつ同条件下での非保持株との
競合培養で保持株の割合(生残性)が低下しない性質と
定義される．また，トランスポゾン変異等で得られた，
安定性は変化しないものの生残性のみが低下するように
なったCA10dm4株変異株も用いた．種々の組み合わせ
でプラスミド保持株を作成し，非保持株も対照に用いて
メタボローム解析，トランスクリプトーム解析を行った．
【結果・考察】
まず，pCAR1を保持させた CA10dm4株とプラスミ

ド感受性変異株の解析を行った．化合物量の変化が明確
でも，酵素遺伝子の転写量変化は検出できず，メタボ
ローム解析の有効性を示すことができた．結果として，
野生型株と変異株では異なる化合物プロファイルが検出
され，その差はペントースリン酸経路(図 1)やアルギ
ニン・グルタミン酸の代謝経路上の化合物で顕著だった．
ペントースリン酸経路は核酸代謝系や硫黄代謝系とも
関連し，以前の研究で非感受性と硫黄代謝系の関連につ
いて示唆されていたことと合致する．野生型株では，変
異株で起こる代謝の変化を修正できるため，形質として
プラスミド非感受性を示すものと考えられる．
次に，3種の完全長プラスミドとそれぞれのミニプラ
スミドを保持する野生型株のメタボロームを比較した．
その結果，アミノ糖と糖ヌクレオチド代謝経路上や補酵

素代謝経路上の化合物が 3種の完全長プラスミドで非保
持株より保持株で共通に減少し，この傾向はミニプラス
ミドでも同様だった(例を図 2に示す)．これらはプラス
ミドの受容(複製・保持)により直接誘導される現象と
考えられた．一方，完全長では核酸代謝経路上の化合物
の増加が認められたが，ミニプラスミドでは増加せず，
これは細胞内のDNA量の増加を反映すると考えられた．
今回の解析で，プラスミドの宿主の代謝ネットワーク
への影響を明瞭に捉えることに成功した．特に，プラス
ミドの存在そのものによる影響と，DNA量の増加によ
る影響を区別して検出できた．今後フラックス解析など
を行うことで，非感受性を含め，外来DNAへの細胞応
答の全貌に迫れるものと期待できる．

図1　�ペントースリン酸経路の構成遺伝子の転写量(四角内)
と化合物量(丸内)の野生型株と変異株での相対比較．
各量は当該遺伝子・物質についての相対量を示す．

図2　プラスミドサイズによる代謝物量比較の例

様々なプラスミドが宿主に与える負荷の実体の解明
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【目的】納豆菌(Bacillus subtilis)は，蒸し大豆(枯死体)
表面に生育する腐生作用により納豆を生成する．一方，
蒸し大豆上での納豆菌の細胞形態について，不明な点が
多い．これまでに，我々は納豆菌の腐生機構に焦点を当
て，納豆菌と大豆との間のせめぎ合いについて明らかに
してきた．その過程で，蒸し大豆上で生育する納豆菌が
増殖期に細胞表層に膜小胞を，定常期に細胞の極に大き
な洞穴を形成することを見いだした．膜小胞と洞穴の形
成は，枯草菌(B. subtilis 168株)にも認められる．本
研究では，B. subtilisにおける膜変形を伴う膜小胞と洞
穴の形成機構を明らかにすることを目指した．
【方法】B. subtilis 168株の細胞表層構造を走査型電子顕
微鏡(SEM)により解析した．蒸し大豆上での生菌数
を以下の通り測定した．大豆上で生育した枯草菌を生理
食塩水にボルテックス操作により回収し，その懸濁液を
寒天培地に塗布して形成されるコロニー数を計測した．
また，懸濁後の大豆に接着した細胞については，大豆を
液体培地で培養し，その光学密度(OD600)を測定した．
【結果・考察】納豆菌を蒸し大豆と LB寒天培地の双方
で生育させ，それぞれの細胞表層構造を SEMで観察し
た．その結果，蒸し大豆上で生育した納豆菌の細胞表層
とその周辺には膜小胞が多数認められた．一方，LB寒
天培地上では膜小胞が観察されなかった．したがって，
納豆菌が蒸し大豆に特異的に応答して膜小胞を細胞表層
に形成・分泌する機構の存在が示唆された．
ナショナルバイオリソースプロジェクトより分譲され
た枯草菌一遺伝子破壊株の細胞表層構造を SEMで解析
することにより，芽胞形成をはじめ多数の遺伝子発現を
調節するマスターレギュレーターが洞穴形成に関わるこ
とを見いだしている．一方，芽胞形成に直接関わる遺伝
子破壊株では洞穴形成が認められるため，洞穴は芽胞非
依存的な膜変形機構であることが示唆された．なお，洞
穴形成細胞は死細胞の様相(アポトーシス)を示す．枯
草菌の細胞表層には分厚いペプチドグリカン(PG)層
が存在する．そこで，PG層に作用する分子を対象に，
それらの一遺伝子破壊株の細胞表層構造を解析したとこ
ろ，PG分解に機能するエンドペプチダーゼの遺伝子破
壊株において，野生株と比較すると洞穴形成が顕著に低
下していた(図 1)．本酵素は細胞伸長の際に細胞壁分
解に機能するオートリシンであることが示されているた
め，エンドペプチダーゼによる細胞壁の分解が洞穴形成

に必要であることが明らかになった．遺伝子組換え大腸
菌より発現精製した本酵素を抗原とし，抗エンドペプチ
ダーゼ抗体を作製した．この抗体を用いて，現在，本酵
素の細胞局在性を調べている．

これまでに，洞穴形成欠損株は，野生株と比較して，
蒸し大豆上での生菌数を著しく低下させること(1 ％以
下)を見いだしている．エンドペプチダーゼ遺伝子破壊
による洞穴形成欠損株についても，蒸し大豆上の生菌数
を測定した．生理食塩水に回収される生菌数に関して
は，野生株と洞穴形成欠損株の間に顕著な相違は認めら
れなかった．一方，回収後に大豆上に接着していた生菌
数を調べたところ，洞穴形成後の野生株では速やかに増
殖を示す光学密度が上昇するのに対し，洞穴形成欠損株
では顕著な生育遅延が認められた(図 2右)．なお，洞穴
形成前の段階では，両株の間に生育に有意差はなかった
(図 2左)．このことから，枯草菌は，エンドペプチダー
ゼが関わる洞穴形成により生細胞の大豆上での接着を高
め，大豆上での生菌数を維持することが明らかになった．

以上のことから，オートリシンであるエンドペプチ
ダーゼの作用により形成される洞穴は，アポトーシスを
惹起し，細胞群集の中で生細胞を維持する B. subtilisの
特異な生存戦略であると考えられる．

図1　�枯草菌の細胞表層構造[左：野生株(丸印：洞穴)，
右：エンドペプチダーゼ遺伝子破壊株]

図2　�蒸し大豆に接着する枯草菌の生育[左：洞穴形成前，
右：洞穴形成後(●野生株，■エンドペプチダーゼ遺
伝子破壊株)mean±SE(n=3) **p<0.01 *p<0.05]

Bacillus subtilis の膜変形を伴う膜小胞と洞穴の形成機構の解明
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【目的】細胞内におけるタンパク質の安定性はN末端の
アミノ酸に依存し，この機構はN-end ruleと呼ばれる．
麹菌においてN-end ruleを制御するユビキチンリガー
ゼ(UbrA)を破壊すると，無性胞子である分生子の形
成が促進されるが，その分子機構は明らかになっていな
い．ubrAが欠損した株では，分生子形成の制御におい
て中心的な役割を担う転写因子である BrlAの C末端断
片が蓄積したことから，N-end ruleが関与する転写因子
の分解を介した新たな分生子形成制御機構の存在が考え
られた．本研究では，UbrAによる麹菌の形態分化制御
機構を明らかにすることを目的とした．
【方法】麹菌 Aspergillus oryzaeにおけるN-end ruleを調
べるため，ユビキチン融合GFPを用いてN末端アミノ
酸を 20種のアミノ酸それぞれとしたGFPを発現させ，
抗 -GFP抗体を用いたwestern blottingによって検出し
た．次に，ubrA破壊による形態分化への影響を調べる
ため，寒天培地における菌糸の形態と分生子からの菌糸
の発芽時間を顕微鏡観察によって調べた．また，ubrA
破壊による brlAやその制御下遺伝子，形態分化制御に
関与するGタンパク質制御因子(RGS)の転写発現へ
の影響を調べた．さらに，C末端にタグを融合した
BrlA翻訳産物をwestern blottingによって調べた．
【結果・考察】コントロール株において，N末端アミノ
酸が各種アミノ酸であるGFPを発現させた結果，アル
ギニン，アスパラギン，アスパラギン酸，グルタミン，
グルタミン酸，トリプトファン，ヒスチジン，フェニル
アラニン，リジン，チロシン，プロリンがN末端の
GFPは著しく量が減少した．プロリンがN末端のGFP
以外は ubrA破壊株で量が増加したことから，これらは
UbrA依存的に分解されていることが示唆された．
菌糸の形態を観察した結果，ubrA破壊株ではコント

ロール株よりも気中菌糸の伸長が抑制された．さらに，
分生子からの菌糸の発芽を経時的に調べた結果，コント
ロール株がほとんど発芽していない 4時間後において，
ubrA破壊株では約 30 ％の分生子が発芽していた．これ
らの結果から，ubrAの破壊は分生子形成だけでなく，発
芽や菌糸成長にも影響を与えることが明らかになった．

brlAやその制御下で分生子形成に関わる abaAとwetA
の発現量を調べた結果，いずれも ubrAの破壊によって
著しく増加した(図 1)．また，BrlAの上流で分生子形
成を負に制御することが報告されている rgsDの発現量

を調べた結果，ubrAの破壊によって発現量が著しく減
少した(図 1)．これらの結果から，ubrA破壊による分
生子形成の促進は brlAとその下流遺伝子の転写量増加
によって引き起こされ，この発現量増加には rgsDの発
現量低下が関与している可能性が示唆された．

C末端にタグを融合したBrlAを強制発現させてwestern 
blottingで検出した結果，分生子形成誘導前には推定質
量である 50 kDaよりも大きい 70 kDa付近に強くバンド
が検出された．分生子形成誘導後には，このバンドが著
しく減少し，27 kDa付近に最も強くバンドが検出され
た(図 2)．このことから，BrlAは分生子を形成しない
環境では翻訳後修飾を受けた状態で主に存在しており，
分生子形成誘導条件になるとプロセシングを受けること
が示唆された．ubrAを破壊すると 27 kDa付近のバンド
の量が増加したことから(図 2)，この C末端領域の蓄
積が分生子形成の促進に関与する可能性が示された．

図1　形態分化の制御に関連する因子の遺伝子発現量

図2　C末端タグ融合BrlAのwestern blotting

麹菌における転写因子の分解を介した分生子形成制御機構の解明
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【目的】ミトコンドリアタンパク質の多くはサイトゾル
で前駆体として合成された後，プレ配列と呼ばれる標的
化シグナルを介して膜透過装置を通過し，ミトコンドリア内
に取り込まれる．この取り込み過程はインポート反応と呼
ばれている．しかし，老化や活性酸素の蓄積，代謝異常
などにより，インポート効率が低下することが分かってき
た．神経変性疾患に関わるタンパク質凝集体が膜透過装
置に結合することによっても，インポート反応は阻害され
る．インポート反応が阻害されると，前駆体がミトコンドリ
ア外に蓄積する．蓄積した前駆体はユビキチン・プロテア
ソーム系によって分解されるが，分解に関わる因子と，過
剰な蓄積が細胞に与える影響については不明な点が多い．
本研究ではクエン酸合成酵素および他の TCA回路酵

素に注目し，インポート阻害によりサイトゾルに蓄積し
た前駆体の挙動を解析した．
【方法】出芽酵母(Saccharomyces cerevisiae，BY4741株，
W303-1a株など)を用いた．前駆体は，細胞へのCCCP
添加，tom40-97温度感受性変異株，および b2-DHFR過
剰発現による競合阻害により蓄積させた．タンパク質の
安定性はシクロヘキシミドチェイス法により解析した．
細胞内の代謝状態はメタボローム解析により調べ，代謝
異常に対する細胞応答はトランスクリプトーム解析によ
り調べた．リボソームによる翻訳活性はポリソーム解析
およびピューロマイシンの取り込み反応により解析した．
【結果・考察】最初に，プレ配列を欠損させたクエン酸
合成酵素の安定性を解析したところ，ユビキチンリガー
ゼ SCFUcc1複合体によりユビキチン化され，プロテア
ソームを介して分解されることが分かった．次に，
SCFUcc1複合体による基質の認識機構を調べるために，
基質認識を担う Fボックスタンパク質Ucc1とクエン酸
合成酵素の X線結晶解析を行った．その結果，一般的
な Fボックスタンパク質がリン酸化ペプチドを認識する
のに対して，Ucc1はクエン酸合成酵素が活性型の三次
構造形成して生じた分子表面を認識するという極めてユ
ニークな特徴をもつことが明らかになった(図 1)．
インポート阻害によって蓄積したプレ配列付きクエン
酸合成酵素前駆体も，SCFUcc1複合体を介してプロテア
ソームにより分解された．このことから，前駆体であっ
てもインポート阻害時に活性型の立体構造をとる可能性
が示唆された．さらに，クエン酸合成酵素がサイトゾル
に過剰に蓄積すると，凝集体形成を伴わずとも細胞増殖
が著しく阻害された．その原因は，ミトコンドリア外で

異所的にクエン酸が合成されることにより代謝恒常性が
撹乱されるためであった．この現象を，我々は「異所性
代謝ストレス」と呼ぶことにした．細胞はこれに対抗す
るため，翻訳抑制を含む防御応答を誘導することも明ら
かとなった(図 2)．

以上の結果から，インポート阻害によりミトコンドリ
ア外に蓄積した代謝酵素は，凝集体形成を介して細胞障
害を引き起こすだけでなく，異所的な代謝活性を通じて
代謝恒常性そのものを破綻させることで，細胞障害を引
き起こしうることが示された(Nishio et al., Science 
Advances 2023)．現在，他の TCA回路酵素についても，
前駆体が特異的なユビキチンリガーゼを介して分解され
ることを見出しており，ミトコンドリア外に蓄積した前
駆体が酵素活性を発現する可能性について，遺伝学的な
解析を進めている．

図1　Ucc1によるクエン酸合成酵素の認識機構

図2　�本研究で提唱した異所性代謝ストレスのモデル
(Nishio et al., 2023より引用)

ミトコンドリア代謝酵素前駆体の誤局在によって誘導される 
異所性代謝ストレスの解析
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【目的】解糖系の副生成物であるメチルグリオキサール
(MGO)は，タンパク質などの糖化修飾(AGEs)を引
き起こし，細胞毒性を示す．筆者らはこれまでに，リボフ
ラビン合成酵素GTP cyclohydrolase II(GCH2)が生成
する 2,5-diamino-6-(5-phospo-D-ribosylamino)-pyrimidin- 
4(3 H)-one(DARP)が，アルデヒド類と非酵素的に反
応することを見出した．本研究では，DARPとMGOが
非酵素的に反応すると仮説を立て，これを検証するとと
もに，酵母を用いてその生理機能を解析した．
【方法】MGOとウシ血清アルブミン(BSA)を反応さ
せ，抗 AGEs抗体を用いたウェスタン解析により，AGEs
生成を評価した．この時，DARPのピリミジン部位に相
当する 2,4,5-triamino-1H-pyrimidin-6-one(TAPO)を共
存させ，DARPによる AGEs生成抑制効果を検証した．
続いて，大腸菌を用いた組換え酵素として酵母GCH2
を精製し，酵素反応により調製したDARPをMGOと反
応させ，LC/MS/MSにより反応生成物を同定した．一
方，酵母 Saccharomyces cerevisiae BY4741株のGCH2遺
伝子(RIB1)過剰発現・欠損株を用いて，GCH2が
MGO耐性に及ぼす影響を評価した．本解析には，既知
のMGO耐性遺伝子であるGLO1を欠損した株を親株と
して用いた．さらに，MGOが生成しやすいと予想され
る高濃度グルコース条件下におけるGCH2の機能を解析
するため，通常濃度(2 ％)と高濃度(20 ％)のグルコー
スを用いて，野生型株と RIB1欠損株の生育を評価した．
【結果・考察】MGOによるタンパク質の AGEs生成が
DARPによって抑制されるか，BSAをモデルタンパク
質として用いて解析した．BSAをMGOと反応させると，
BSAのAGEs修飾が引き起こされたが，この現象はDARP
の誘導体である TAPOを，MGOと等量共存させること
により，完全に抑制された．このことから，DARPが
MGOによる AGEs修飾を抑制することが示唆された．
続いて，DARPとMGOが非酵素的に反応するか検証し
た．両者の反応生成物は，化学構造や既知の化合物の反
応との類似性から，7-メチルプテリン(7mPt)と推定
された．DARPとMGOの反応液からは，明確な 7mPt
のピークが検出された(図 1)．このことから，DARPが
MGOと反応しこれを消去することが明らかになった．

DARPによるMGO消去の生理機能を解析するため，
酵母 S. cerevisiaeのMGO耐性を評価した．その結果，
GCH2をコードする RIB1遺伝子を欠損させることによ

り，酵母のMGO耐性は低下した．一方，既知のMGO
耐性遺伝子であるGLO1の欠損株は，MGOに対して感
受性を示したが，これは RIB1の過剰発現によって，相
補された．以上のことから，GCH2が酵母のMGO耐性
に寄与することが明らかになった．MGOは解糖系の副
生成物であり，高濃度グルコースはMGO生成を誘導す
る．そこで，高濃度グルコース条件におけるGCH2の
機能を解析するため，異なるグルコース濃度において，
野生型株と RIB1欠損株の生育を評価した．通常濃度の
グルコース条件においては両株とも同程度の倍加時間を
示した．一方，野生型株は高濃度グルコース条件におい
ても通常濃度のグルコース条件と同程度の倍加時間を示
したのに対し，RIB1欠損株の倍加時間は高濃度グル
コース条件において有意に延長された．このことから，
GCH2が高濃度グルコースにおける良好な生育に寄与す
ることが明らかになった．

以上のことから，次のようなモデルを提唱した(図2)．
酵母 S. cerevisiaeが高濃度グルコース条件下で生育する
時，解糖系の副生成物MGOにより生育が阻害されるが，
GCH2によって合成されるDARPがMGOを消去し，タン
パク質のAGEs修飾を抑制することで，良好な生育が維持
される．GCH2は多様な微生物に保存されているため，同
様の機構が他の微生物種でも機能している可能性がある．

図1　DARPの非酵素的反応によるMGOの消去

図2　GCH2/DARP依存的なMGO耐性/高濃度グルコース適応機構

酵母におけるリボフラビン代謝中間体依存的なメチルグリオキサール耐性機構
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【目的】ヒトの腸内には 1,000種類以上，約 100兆個も
の細菌が生息しており，それらがバランスを保ちながら
細菌叢を形成している．腸内細菌叢はヒトが合成できな
い葉酸などの補酵素の生産，ヒトが消化できなかった未
消化物の分解，病原性細菌の増殖抑制など，臓器の一つ
に例えられるほど重要な働きを担っている．一方，加齢
や抗生物質投与などによって細菌叢が変化することが知
られており，悪玉菌が増加しすぎるなどそのバランスが
崩れる(ディスバイオシス)ことが原因でヒトの健康が
損なわれる可能性が指摘されている．これまでに細菌の
種類を調べる菌叢解析は盛んに行われてきているが，
個々の腸内細菌の代謝には未解明な部分が多く残されて
いる．また，悪玉菌特異的な酵素や代謝系があり，その
阻害剤が開発できれば悪玉菌特異的な増殖抑制が可能で
はないかと考え，腸内細菌の代謝研究を進めている．
葉酸の誘導体はアミノ酸や核酸塩基を生合成するのに
用いられる重要な補酵素であるが，多くの細菌では葉酸
生合成経路における 7,8 -ジヒドロネオプテリントリリン
酸(DHNTP)から 7,8 -ジヒドロネオプテリンモノリン
酸(DHNMP)を生成するステップを触媒するDHNTP
ピロホスホハイドロラーゼ(FolQ)がミッシングエン
ザイムとなっていた．そのような中，Lactococcus lactis
およびEscherichia coliにおいてそれぞれ相同性をほとん
ど示さない FolQが同定された(FolQ1および FolQ2と
する)．さらに，申請者らは乳酸菌 Limosilactobacillus 

reuteriにおいてアミノ酸配列も予測立体構造も新規な
FolQ3を同定した(図 1★)．しかし，クロストリジウム属
の細菌を含め幾つかの細菌ではいずれの相同遺伝子もな
く，未同定のままである(図 1☆)．そこで本研究ではク
ロストリジウム属におけるFolQ酵素の同定を目的とした．
【方法】Clostridium perfringensのゲノム上における遺伝
子配置などを参考に folQ候補遺伝子を探索し，2つの候
補( folQ4-c1，folQ4-c2)を見出した．候補遺伝子を大
腸菌で発現させ，発現産物を各種カラムにより精製し，
精製組換え型タンパク質を得た．各精製組換え型タンパ
ク質の反応産物をHPLCにより解析し，DHNMPの生
成量を定量して活性を評価した．
【結果・考察】FolQ4-c1および FolQ4-c2の精製組換え型
タンパク質を反応系に添加して反応を行い，反応産物を
HPLCにより解析した．どちらのタンパク質を添加した際
も，DHNMPの標準物質とほぼ同じ溶出時間にピークが
検出されたが，FolQ4-c1を添加した際に，より大きなピー
クが検出された．同一条件で反応させた結果，FolQ4-c2に
よる生成物は検出されなかった一方で，FolQ4-c1によっ
て生成した反応産物は検出された(図 2)．これらのこ
とから，クロストリジウムにおける FolQの有力候補と
して FolQ4-c1を同定することができた．しかし，比活
性を算出したところ，一桁 nmol min-1 mg-1 のオーダー
であり，既知の FolQ3の比活性(28 µmol min-1 mg-1)
と比較すると，酵素活性としてはかなり低いことが明らか
となった．何らかの活性化因子が存在する可能性を考え，
葉酸生合成経路の中間体などを反応系に添加したが，反
応生成物量に大きな差は見られなかった．今後は，予測立
体構造から結合し得る化合物の知見を得るなどしながら，
活性化因子のさらなる探索を目指す．また並行して，培養
が容易なクロストリジウム属の無細胞抽出液からの目的活
性を示す酵素と結合化合物の精製および同定も進める．

図2　HPLCによる反応産物解析図1　様々なバクテリアにおける folQ遺伝子の分布

クロストリジウム属の葉酸生合成におけるミッシングエンザイムの同定
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【目的】ヒトの腸内微生物叢は宿主の健康維持や疾患の
調節に重要な役割を果たす．腸内環境の乱れ(ディスバ
イオーシス)は，炎症性腸疾患(クローン病や潰瘍性大
腸炎)など多様な疾患と関連する．オミクス解析の飛躍
的進歩は，疾患と関連する腸内細菌叢のパターンを解明
してきたが，特定の細菌の遺伝子が宿主の病態生理に及
ぼす因果関係には依然として不明な点が多い．これは腸
内細菌の多くは非モデル細菌であり，遺伝的ツールの利
用が限定されていることに起因する．本研究では炎症性
腸疾患やアレルギーと相関するヒト腸内常在腸内細菌
Ruminoccocus gnavusの遺伝学的ツールを開発し，これ
を利用することで，本菌の腸管定着や疾患調節に関連す
る遺伝子を同定することを目的とした．
【方法】R. gnavus NBRC114413株が有するプラスミド配
列より，複製開始点を含む配列を PCRで増幅し，E. 

coli-Clostridiumシャトルベクター pMTL83151と組み合
わせて，E. coli-R. gnavusシャトルベクターを作製した．
接合伝達法により R. gnavus JCM 6515株にプラスミド
を導入した．遺伝子破壊および欠失には Clostronシス
テムまたは CRISPR-Cas9を用いた．莢膜の生産性は，
墨汁染色，SDS-PAGEおよび透過型電子顕微鏡観察に
よって評価した．野生株と破壊株を同量混合し，無菌マ
ウス(BALB/c，8-13週齢)に投与した後，便中の各株
の存在比率を算出した．また，R. gnavus単独定着マウ
スにデキストラン硫酸ナトリウムを投与して大腸炎を誘
発し，体重減少，下痢，血便から算出したDAIスコア
(Disease activity index)によって炎症の程度を評価した．
【結果・考察】ソルターゼはタンパク質を細胞壁に固定
化する酵素であり，様々な細菌において宿主免疫認識や
定着に関連することが知られている．R. gnavus JCM 
6515は 8つの推定ソルターゼ遺伝子を有しており，本
研究で開発した遺伝子改変ツールを用いて，そのうち 6
つの遺伝子( srtA1と srtB1-5)の破壊株の作製に成功し
た．作製した変異株のうち，srtB4破壊株では莢膜生産
性が失われていた(図 1)．各破壊株を野生株と無菌マ
ウス腸管に共定着させ，経時的に便中の野生株：破壊株
の割合を測定したところ，srtB4破壊株は腸管定着 1週
間後には存在量が劇的に減少し，2週間後には検出限界
以下まで減少した(図 2)．以上のことより，srtB4は莢
膜生合成に必須の遺伝子であるとともに，腸管定着にお

ける野生株との競合に必要であることが示された．
srtB4遺伝子座の周辺には糖転移酵素や LCPファミリー
酵素など莢膜産生に関与する遺伝子群が存在していた．
これらの遺伝子破壊株においても莢膜生産性が失われた
ことから，srtB4を含む遺伝子クラスターが莢膜生合成
を担うことが明らかとなった．

莢膜は宿主免疫細胞による認識を妨げることが報告さ
れていることから，莢膜産生が宿主免疫および炎症応答
に与える影響を解析した．R. gnavus単独定着マウスの
大腸炎モデル試験の結果，野生株と比較して，srtB4破
壊株単独定着マウスではDAIスコアが有意に増加した．
以上の結果より，srtB4遺伝子の破壊とそれに伴う莢膜
生産の欠如は，腸管への定着には不利である一方，腸炎
の悪化を引き起こすことが示唆された．
健常者およびクローン病由来の R. gnavus単離株のゲ
ノム解析の結果より，srtB4クラスター保有頻度は健常
者株で 0.69に対して，クローン病株では 0.21と低かっ
た．srtB4と莢膜産生との関連性を確認するため，srtB4
を欠くNBRC 114413株を培養したところ，本株は厚い
莢膜を生産しなかった(図 1)．これらの結果は，莢膜生
産性が低く炎症誘導性の高い R. gnavus株がクローン病
患者の腸管に頻繁に定着していることを示唆している．
本研究の結果より，腸内細菌の腸内定着や病原性に関
与する遺伝的要因を同定するためには，オミクス解析の
みならず，個々の腸内細菌に適応した遺伝子改変システ
ムが重要であることが示された．

図2　野生株と srtB4破壊株のマウス腸管競合定着試験．

図1　墨汁染色による莢膜生産の観察．Bar=5 µm

Ruminococcus gnavus の腸管定着機構の遺伝的解析
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【目的】ゲノム複製はすべての生物に不可欠な生命現象
であり，その開始機構は種を超えて厳密に制御されてい
る．細菌ではDnaAと呼ばれる複製開始因子が複製起点
(oriC)に結合し，二本鎖DNAの局所的な開裂とヘリ
カーゼのリクルートを促すことで複製開始を誘導する．
dnaA遺伝子はほぼ全ての細菌に保存されており，その
ためDnaA依存的な複製開始機構は「細菌の共通祖先」
で獲得し，細菌に普遍的な複製開始機構であると信じら
れてきた．しかし近年，共生細菌や，真核生物のオルガ
ネラ(葉緑体，ミトコンドリア)のゲノムでは，dnaA
遺伝子が失われている例が多数見つかっており，DnaA
に依存しない複製開始機構の存在が強く示唆されてい
る．さらに葉緑体の祖先生物である一部のシアノバクテ
リアもDnaA非依存的に複製していることが示された．
これは「ゲノム複製開始」という生命の根幹機構が進化
によって変化し得ることを示すものであり，分子進化や
細胞機能の理解において重要な問題である．本研究で
は，我々が見出したDnaA非依存型のシアノバクテリア
をモデルに，DnaAに依存しない複製開始機構を担う因
子の同定と，その分子基盤の解明を目指した．
【方法】まず，DnaA非依存的に複製する Synechocystis 
sp. PCC 6803において，複製開始に関与する新規因子を
遺伝学的にスクリーニングするため，既知の複製開始過
程に関わる因子の一つである dciAに注目した．DciAは
ヘリカーゼを複製起点にリクルートするローダーの役割
を持つが，複製開始後の伸長には直接関与しないため，
dciAをターゲットとすることで，開始段階に特異的な因
子をスクリーニングできると考えた．dciA遺伝子にラ
ンダム変異を導入し，得られた変異体の中から高温条件
下で生育が阻害される温度感受性(TS)株を選抜した．
次に，各 TS株から高温下でも生育できる抑圧変異株
(サプレッサー株)を単離し，全ゲノムシーケンス解析
により変異部位を網羅的に同定した．得られた変異情報
から遺伝子を同定し，AlphaFold2による構造予測解析
を行い，相互作用の可能性を検討した．
【結果・考察】dciAに変異を導入した結果，複数の TS
株を取得することに成功し，すべての株で高温下におけ
る生育停止が確認された(図 1)．まず，この TS株にお
いて，DNA複製への影響を検証するため，フローサイ
トメータによる解析を行った．その結果，特にW108A
変異株は，1細胞あたり通常よりも著しく高いDNA含

量を示し(図 2)，このことから過剰な複製が起こるな
どの複製開始制御異常の存在が示唆された．これは，
DciAの特定部位の変異により，複製起点の制御に異常
が生じた可能性を示している．

次に全ての TS株から単離した抑圧変異株を解析した
結果，すべてのサプレッサーにおいて単独の変異を検出
することができた．この中でも特に，W108A由来の二
つの独立した抑圧変異株(Sup1，Sup2)に共通して，
gene X(unpublished)という機能未知遺伝子に変異が
存在することが明らかになった．この遺伝子はこれまで
DNA複製との関連が知られていなかったが，AlphaFold
による構造予測解析により，DciAとGene Xの物理的相
互作用が予測され，複製開始過程への関与が強く示唆さ
れた(図 2)．さらに，W108A変異によってDciAの構
造が変化し，明らかにGene Xとの相互作用の構造も変
化する可能性が示唆された(図 2)．この結果より，
Gene Xは直接的にDciAの機能を調節している可能性が
示唆される．

以上の成果により，DnaA非依存型複製開始機構の分
子基盤に迫る手がかりが得られた．今後は，具体的な分子
機能解析を通じて，DnaA非依存的複製開始の全体像解
明を目指す予定である．また，こうした新規因子の同定は，
オルガネラゲノムの複製機構の理解や，細胞内共生過程に
おけるゲノム維持戦略の解明にもつながると期待される．

図1　温度感受性変異株とサプレッサー株のプレート培養

図2　TS株の表現型と抑圧因子との相互作用

シアノバクテリアに内在する新たな DNA複製開始機構の解明
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【目的】真核生物の核サイズは，細胞サイズと連動して
厳密に制御される(図 1A)．核サイズの異常は，がん
細胞や老化細胞でみられ，細胞機能の異常を引き起こす
ことが示唆されており，核サイズ研究は重要な研究課題
である．しかし，20世紀初頭に核サイズ制御について
の最初の論文が報告されて以降，当該制御の実体はいま
だに謎に包まれている．著者はこれまでに，分裂酵母を
用いて，核サイズの制御に重要な遺伝子群の同定に成功
した．そしてその解析から，核サイズ制御の新規モデル
を提唱した．その詳細は，進化上保存された核膜タンパ
ク質 Lem2と小胞体膜タンパク質 Lnp1が，小胞体から
核への膜供給量を制御することにより，適切な核サイズ
を維持できるというモデルである(図 1B)．本研究では，
Lem2と Lnp1がいかにして小胞体から核への膜供給量
を調節して適切な核サイズを制御しているのか，その分
子機構の解明を目指した．

【方法】本研究では，Schizosaccaromyces pombe L972株
を親株とした分裂酵母を使用した．核サイズの評価に
は，核の体積を細胞の体積で割った値(以下N/C比)
を用いた．核および細胞の体積は，核膜孔タンパク質
Cut11に蛍光タンパク質を融合した細胞株の蛍光画像と
明視野の画像を用いて算出した．Lem2や Lnp1の細胞内
局在には，各タンパク質に蛍光タンパク質を融合した細
胞株を構築して観察した．さらに，Lem2もしくは Lnp1
の発現量を変化させる方法として，プロモーター部分の
改変や各遺伝子のコピー数を変化させた．また，Lem2
や Lnp1の細胞内局在を変化させる方法として，Lem2
の核膜上の局在を 1点に集積させる bqt4欠損株やGBP
（GFP結合タンパク質)-GFPシステム(核膜や小胞体膜
に局在するタンパク質にGBPを連結し，Lem2もしくは

Lnp1にGFPを連結することで，Lem2や Lnp1の局在を
変化させる)を用いた．Lem2と機能関連する因子の探
索には，各遺伝子の変異株に加え，過剰発現株を用いた．
【結果・考察】Lem2や Lnp1の過剰発現株が示す表現型
(核膜成長の阻害によりN/C比を減少させる)に注目し
て解析を行った．Lem2もしくは Lnp1について，N/C
比を減少させる条件をみつけるために，各遺伝子の発現
量や各タンパク質の局在を変化させた細胞株を構築し
て，N/C比への影響を調べた．その結果，Lem2につい
ては，発現量を変化させずに核膜上での局在を核膜全体
から 1点に集積させただけで，核膜成長を阻害し，N/C
比が減少した(図 2)．Lnp1については，Lem2ほどの
核膜成長の阻害効果は示さなかったが，小胞体での局在
変化が，核膜成長を阻害して N/C比を減少させた．
Lem2の局在変化による核膜成長の阻害効果は，Lem2
や Lnp1の過剰発現によるものとほぼ同程度であったこ
とから，Lem2の核膜上での局在制御が核への膜供給量
を調節して適切な核サイズを制御するうえで重要である
ことが示唆された．

Lem2の局在制御を介した核サイズ制御機構の全体像
をとらえるために，Lem2と相互作用する因子や機能関
連する因子について遺伝学的解析を実施した．その結
果，Lem2の局在に影響を及ぼす因子を複数選抜するこ
とに成功した．中でも，ホスファチジルコリンの合成に
関わるCho2を含む構造リン脂質の代謝に関わる遺伝子
群が関わることがわかった．本研究により，核膜タンパ
ク質 Lem2を介した小胞体から核への膜輸送の調節によ
る核サイズ制御機構の一端が明らかになった．Lem2の
局在制御には脂質代謝の変化が関わることが示唆され，
当該機構の全容解明につながる重要な知見が得られた．

図1　�核と細胞の体積比(N/C比)(A)と Lem2および
Lnp1による小胞体と核の間の膜輸送の制御(B)

図2　�WTと bqt4欠損株での Lem2の局在(核膜部分の画
像)とN/C比．スケールバーは 5µm．

細胞と核のサイズ連動性を制御する膜供給メカニズムの解析

久　米　一　規
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【目的】Pseudomonas aeruginosa(緑膿菌)は，抗菌薬
に対して高い自然耐性を示すことが知られ，その要因の
一つとして外膜の低い透過性が挙げられる．外膜透過性
を向上させることで，既存の抗菌薬の効果を高める可能
性がある．本研究では，ランダム変異導入法を用いて，
外膜透過性に関与する遺伝子を網羅的に探索した．
【方法】緑膿菌 PAO1株由来のラフィノース代謝酵素導
入株(親株)に対し，トランスポゾン(pUT-mini-Tn5)
を用いてランダムに変異を導入した．外膜透過性が亢進
した変異体を選別するため，ラフィノース(三糖)を唯
一の炭素源とする最小発育培地においてケモスタット培
養を行った．選別された変異株を，グルコース(単糖)，
ラフィノース，およびスタキオース(四糖)を唯一の炭
素源とする最小発育培地で培養し，増殖曲線を作成し
た．また，各種抗菌薬(ペニシリンG，アンピシリン，
エリスロマイシン，クラリスロマイシン，クロラムフェ
ニコール，ノルフロキサシン，シプロフロキサシン，カ
ナマイシン，ゲンタマイシン，テトラサイクリン)に対
する最小発育阻止濃度(MIC)を測定した．変異導入
箇所を，PCR法および塩基配列決定法で特定した．
【結果・考察】ケモスタット培養では，培地交換速度を
5段階に分けて徐々に上昇させ，増殖速度の速いクロー
ンを選別した(図 1)．

各段階で培養液を採取し，8株ずつ単離した．変異株
の増殖速度は，グルコース含有培地では親株と同程度

だったが，ラフィノースおよびスタキオース含有培地で
は顕著に上昇した．この結果は，単糖の透過性には変化
がないものの，三糖以上の大きな糖の透過性が向上した
ことを示唆する．また，すべての抗菌薬に対するMIC
が 2～4倍程度低下した(図 2)．この結果も，変異株の
外膜透過性が亢進したことを示唆する．

各サンプリング時期で 2株ずつ，計 10株の変異導入
箇所を解析した結果，すべて，morA遺伝子の変異が認
められた．MorAタンパク質は cyclic di-GMPの受容体
であり，cyclic di-GMPは細菌の運動性やバイオフィル
ム形成を含む多様な機能を制御する．本研究により，
MorAおよび cyclic di-GMPが外膜透過性の制御にも関
与することが示された．特に，抗菌薬の透過性を亢進さ
せる可能性が示されたことから，新たな創薬の標的とな
る可能性がある．
緑膿菌の低い外膜透過性は，主要ポーリンである

OprFのうち，わずか 5 ％が物質透過性を有する開口型
で，残り 95 ％は透過性を示さない閉鎖型であることに
起因すると考えられている．本研究の当初の目的は，
OprFポーリンの開閉機構を解明することであった．今
後，morA欠損株における全遺伝子の発現変化やOprF
ポーリンの開閉構造の割合を解析し，外膜透過性に直接
作用する機構についてさらなる研究を進めていきたい．

図1　�ラフィノースを唯一の炭素源とする最小発育培地で
のケモスタット培養．矢印はサンプリング時を示す．

図2　�親株に対する変異株のMIC値の比(平均値±標準
偏差)．

新規作用機序を有する抗菌薬の開発　 
―透過性促進薬の開発に向けた基礎的研究―

永　野　恵　司
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【目的】抗ウイルス，抗結核，抗ガン等の重要な生物活
性を示すスクレロチオリン(SCL)を主対象に，脂溶性代
謝物の生産に有効な界面ファーメンターの実機プロトタ
イプの開発を目的とした．寒天／有機層(ジメチルシリコン
オイル;1CS)の界面に増殖する Penicillium sclerotiorum 
NBRC 113796が生産する SCLは有機層中に分泌されて
くるが，これをシリカゲルで連続的に吸着除去する吸着
槽併設多段高層界面ファーメンター(ASU-IFF)の構築を
目指した．さらに，天然界最強の抗ガン活性物質と称さ
れるルブロパンクタチン(RUB)生産への適用も試みた．
【方法】50 ml容バイアルのスケールで本株の培養条件の
最適化を図る一方で，2.5 L容ポリプロピレン製トレー
より作成したファーメンターユニットの多段高層・並列
化をデザインした．これにシリカゲルを充填した吸着槽
と送液ポンプを連結し，有機層中に生産されてくる SCL
を連続的に吸着した(図 1)．吸着された SCLの抽出挙動
を把握し，さらには 1CSの再利用についても検討した．
一方，RUB生産への適用については，Monascus 

pilosus NBRC 4520より RUB生産の選択性が高いUV変
異株(UM0070)を創製し，培養条件の最適化を図る一方
で ASU-IFFへの適用も図った．
【結果・考察】P. sclerotiorum NBRC 113796による SCL
の界面発酵条件を最適化した結果，炭素源はマンニトー
ル(40 g/L)，窒素源はペプトン(10 g/L)，C/N比(4.0)，
NaCl濃度 0.5 ％，初発培地 pH 5.5あるいは 8.5，前培養
日数2日間，培養温度30 ℃となった．上記の最適条件下，
界面培養法では液体培養法の 13倍もの SCLを対培地当
たりで生産できた．また，培地中に疎水性樹脂のポリプ
ロピレン微粒子を配合することにより，胞子形成と
SCL生産量が亢進する現象も確認された．なお，SCL
の構造は北里大学大村研の岩月正人教授と渡邊善洋助教
により決定頂いた．
ファーメンターシステムはスペースの観点より箱型と
し，有機層の Inlet/Outlet設置位置をコーナーに決定した．
吸着層のシリカゲルは 1 g当たり約 22 mgの SCLを吸着で
き，等量の酢酸エチルによる抽出を 4回繰り返すことに
よりほぼ全量を回収できた．マンニトール(60 g/L)を炭
素源，ペプトン(10 g/L)を窒素源とする寒天培地 900 ml
を注入したファーメンターユニット(2.6 L)を 8段高層化
し，それを 2塔並列化した．300 gのシリカゲルを充填し

た吸着層と送液ポンプを有機層循環ラインに組み込んで，
流速202 ml/minで9 Lの1CSを循環させた．4週間に渡っ
て毎週吸着層を交換し，吸着材からの酢酸エチルによる
抽出を 4回繰り返してHPLCで SCL生産量を定量した
ところ，2.63，1.77，4.02，7.32 g，トータルで 15.74 gの
SCLが生産されていた(図 2)．有機層 1CSの蒸留による
回収・精製も可能であった．また，1CS層から回収した
SCL量は 211 mgとなり，トータルでの SCL生産量は約
16 gに達した．なお，NBRC 113796の 2倍以上の SCL生
産量を与えるUV変異株UM0689の取得にも成功した．
一方 RUBの生産研究に関しては，M. pilosus NBRC 

4520から RUB生産の選択性が高いUM0070変異株を取
得した．本株の培養条件について，炭素源をグルコース
(60 g/L)，ペプトン(5 g/L)，初発培地 pH 6.0，培養温
度 25 ℃に最適化した．この最適培地を用いて 6段高層型
の ASU-IFFを 4週間実動させた結果，1,099 –1,710 mgの
RUBと 53.0–87.0 mgのモナシン(MON)が吸着層から回
収された．RUBはMONの19 –22倍量高生産されており，
アンカフラビンとモナスコルブリンの副生はわずかであった．

図1　吸着層併設式多段高層並列式界面ファーメンター

図2　ASU-IFFによる SCLの繰り返し生産

吸着槽併設高層型界面ファーメンターの開発： 
生物活性二次代謝物の生産への応用
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【目的】異種発現系で酵素遺伝子を発現させた場合，封
入体を形成し，活性を示さないことが多く，このことは
異種宿主による酵素の大量発現における大きな問題点で
ある．これまでに大腸菌で不溶性画分に発現する植物由
来酵素遺伝子への変異導入による可溶性発現や，二次構
造やアミノ酸配列の保存性，疎水性度に着目した変異導
入法による可溶性発現手法を研究してきた．本研究では
高度好熱菌由来のタンパク質のアミノ酸配列と大腸菌に
おける各々の発現情報を機械学習に入力し，得られた計
算機を用いて可溶性確率が高い置換部位を選抜し，実際
に変異導入による可溶性発現への効果を検討した．
【方法】高度好熱菌由来のタンパク質の異種発現情報の
取得：理研バイオリソース研究センターから購入した
Thermus thermophilus HB8のタンパク質発現用プラスミ
ド 414種類をそれぞれ大腸菌 BL21(DE3)に挿入し，抗
生物質を添加した LB液体培地で 37度振盪培養し，菌
体濁度が 0.5の時にイソプロピル-β -チオガラクトピラノ
シドを添加後，16度で 12時間誘導した．その菌体を超
音波破砕後，上清を可溶性画分，ペレットを不溶性画分
とし，SDS-PAGEで発現情報を取得した．機械学習：
教師付き学習技術の一つであるニューラルネットワーク
で学習を実施した．上記タンパク質群の 70 ％のアミノ
酸配列と発現量の情報を計算機に導入し，可溶性に発現
する割合(可溶性確率)を算出し，残り 30 ％の配列情
報をその計算機に入れ，可溶性確率を算出し，実際の発
現量と比較することで正答率を確認した．変異導入と活
性測定：KOD Plus DNA polymerase(東洋紡株式会社)
もしくは PrimeSTAR Max DNA polymerase(タカラバ
イオ株式会社)を用いて変異導入し，比色定量法もしく
は吸光度変化による活性測定を行った．
【結果・考察】255種のタンパク質が可溶性画分，159種
のタンパク質が不溶性画分に大腸菌で発現することを明
らかにした．機械学習により，75 ％の精度で可溶性確立
を予測することができ(図 1)( JP2023-080992)，その計
算機を用いて数種の酵素配列に対し，一残基ずつ他のア
ミノ酸に置換した酵素の可溶性確率を算出し，可溶性確
率が高い置換部位を見出した．その部位へ変異導入し，
大腸菌で発現した結果，Arginine decarboxylaseで 18変
異体中 8変異体(44 ％)，Catechol 2,3-dioxygenaseで 20
変異体中 14変異体(70 ％)，Glutamate dehydrogenase

で 20変異体中 16変異体(80 ％)，Lactate dehydrogenase
で 19変異体中 7変異体(37 ％)に可溶性画分の活性の
検出や増加が見られた．
本研究で得られた測定結果を用いてロジスティック回
帰分析を実施し，変異部位の生化学的特徴と可溶性の向
上にどのような関連があるかを調査した．その結果，元
の配列でGly，Ileであるアミノ酸残基，溶媒と接して
いる部位の疎水性アミノ酸を親水性アミノ酸，α -ヘリッ
クス構造への変異導入が可溶性の向上に有意な正の影響
を示すことが示唆された．一方，元の配列が Pheであ
るアミノ酸残基，予測構造における中心から Cα間の距
離が長い部位，ストランド構造，変異後のアミノ酸が
Leu，Arg，Serであるアミノ酸残基への変異導入が可
溶性発現に負の影響を示すことを明らかにした．
計算機で予測した部位への変異導入による効果が見ら
れない酵素もあり，詳細なタンパク質の可溶性発現の機
構を解明する必要性があるが，この新たな取り組みは，
化学工業および医療産業などに有効に利用することが大
いに期待できる．

図1　機械学習による予測法の開発

機械学習を利⽤した変異導⼊による可溶性発現の概念の解明
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【目的】ペプチド天然物は多様な骨格と特異な生物活性
をもつことから，医薬品資源として重要な位置を占め
る．新たな天然物の多様性拡充戦略として生合成遺伝子
や生合成酵素の応用が盛んに研究されている．それによ
り，微生物を宿主として生合成遺伝子の異種発現や物質
生産に加えて，生合成系の反応機構が急速に解明されて
きており，生合成系の人工的な改変から天然物を超えた
非天然物生合成へと研究がシフトしてきている．
ペプチド天然物の多くは，非リボソームペプチド合成
酵素(NRPS)により生合成される．NRPSでは，アデ
ニル化（A）ドメインにより選択されたアミノ酸はキャリ
アータンパク質(CP)に受け渡され，ペプチド骨格へ
導入される．この過程で，Aドメインと CPは特異的な
蛋白質間相互作用(PPI)を形成することでアミノ酸が
受け渡される．NRPSを利用して非天然型骨格を生合成
する手法のうち，最も汎用されるドメインスワッピング
法は，人工的に置換した A' ドメインが本来の生合成経
路のCPを認識することができなくなるため，望む生成
物ができない，あるいは収量が低下することが多いこと
が明らかになっている．本研究では，Aドメインと CP
の PPIエンジニアリングとドメインスワッピング法を融
合した新規物質生産法の確立を目的とする．
【方法】Escherichia coli K-12(大腸菌)由来のエンテロ
バクチン生合成系(EntE，EntB，EntF)，Vibrio cholerae 
O395(コレラ菌)由来のビブリオバクチン生合成系
(VibE)をモデルに Aドメインと CPの PPIのエンジニ
アリングとドメインスワッピング法を融合した新規物質
生産法の可能性を検証する．Entは，2,3 -ジヒドロキシ
安息香酸(DHB)選択的 Aドメイン EntE，EntB(CP)，
EntFにより生合成される．また，Vib生合成に関与す
る VibEはDHB選択的 Aドメインである．本研究では，
VibE(Aドメイン)と EntB(CP)との PPIをエンジニ
アリングにより最適化する(図 1A)．さらに，天然には
存在しない VibE(Aドメイン)，EntB(CP)，EntF生
合成系による天然物 Entの生成をHPLCや LC-MSによ
り定量する．まず，EntE(Aドメイン)，EntB(CP)，
EntFを大腸菌組換えタンパク質として調製し，Ent生
合成系を確立する．次に，EntE(Aドメイン)と EntB
(CP)との複合体構造を利用し，VibE(Aドメイン)
とEntB(B)の複合体構造を予測する．続いて，VibE(A

ドメイン)と EntB(CP)との PPIが最適化された VibE
(Aドメイン)変異体を設計後，大腸菌組換えタンパク
質として調製する．最後に，VibE(Aドメイン)変異体，
EntB(CP)，EntF生合成系による Entの生成量と天然
型 Ent生合成系(EntE，EntB，EntF)による Entの生
成量を比較する．
【結果・考察】EntE，EntB，EntF，基質(DHBや L -Ser)，

ATPを混合することにより，Ent生合成をHPLCおよび
LC-MSにより確認した(図 1BC)．一方，野生型 VibE
に置換すると Entはほとんど生成しなかった(図 1BC)．
これは野生型 VibEと EntBが特異的な PPIを形成でき
ないことに起因すると考えられる．続いて，EntBとの
PPIが最適化された 4種類の VibE変異体を大腸菌組換
えタンパク質として調製した．最後に，天然には存在し
ない VibE変異体，EntB，EntF経路による Entの生合
成を検討した(図 1BC)．その結果，天然型 Ent生合成
系(EntE，EntB，EntF)による Ent生成量と同程度か
1.9倍生成量が向上した(図 1C).

図1　�(A)非天然型 Ent生合成経路．(B)基質DHBの受け
渡し反応の酵素速度論解析．(C)Ent生成量の比較．

蛋白質間相互作用の合理的リデザインによるNRPS 生合成系の分解および再構築
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【目的】ビールや日本酒，ワインといったアルコール飲
料では，その醸造過程において酵母による発酵の力を借
りており，それぞれ異なる種類の酵母を用いる．さらに，
ビール醸造に絞っても，複数種類の酵母株が候補になり，
酵母の種類がビールの味に影響を与えるため，おいしい
アルコール飲料を生み出す酵母の創出は大きな需要があ
る．酵母創出の強力な技術となりうるゲノム編集細胞株
は，一般のアルコール飲料への使用において厚生労働省
の届け出が必要になるなど，その使用には高いハードル
がある．そこで本研究では，ランダム変異を加えた酵母
細胞集団から，形態情報を手掛かりとして，ゲノム編集
細胞株と同等の性質を持った細胞を単離する手法を確立
することを目指し，基礎技術開発を行う．なお，酵母の形
態はゲノム情報を強く反映することから，本提案を行った．
【方法】図 1に本研究で提案する手法の概念図を示す．
この手法は，ゲノム編集細胞を作成して分取アルゴリズ

ムの構築(①＆②)，ランダム変異の導入(③)，iIACS
による細胞の選抜(④)，取得したコロニーの細胞の画
像を高速に取得して AI判別することで標的細胞が含ま
れるコロニーの単離(⑤)，ビールの醸造(⑥)から構
成される．本研究では，ステップ④から⑥の原理検証を
行った．
【結果・考察】ビール酵母がきれいに撮像できているこ
と，得られたコロニーの評価を高速イメージングフロー
サイトメトリーで行うこと，単離したビール酵母がアル
コール発酵できることが確認できた(図 2a-c)．また，
iIACSで用いる細胞分取デバイスの改良にも取り組み，
粒子を畳み込みニューラルネットワークの画像分類モデ
ルに基づく画像活性分取を行う原理検証実験により，分
取速度毎秒 285粒子において純度 93.1 ％，収率 50.1 ％の
結果を得ることができた(図 2d)．この手法に図 1で示
す2段階目選抜を組合せて，高純度の単離が可能になる．

図1　�本研究のコンセプト図　①ゲノム編集細胞株，②高速イメージング画像で細胞分類 AIアルゴリズム構築，③ランダム変異導
入，④AI細胞選抜法による所望の変異体の分取と分取した細胞のコロニー形成，⑤コロニーから所望の変異株を見つけて単離．

図2　�実験結果(a)イメージングフローサイトメトリーで撮影した酵母細胞画像  (b)分取した細胞の評価結果  (c)ビール醸造中
のアルコール濃度  (d)改良した細胞分取デバイスの評価結果

AI 細胞選抜法による変異酵母株の単離
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【目的】一般的な排水処理技術である活性汚泥法および
メタン発酵によるエネルギー回収を組み合わせる場合，
流入排水中の炭素量に対して，メタンとして回収される
炭素量は限られている．半分程度は電力を消費しながら
無機化され，汚泥に含まれる分はバイオガス利用や発酵
残渣の焼却などを経て，二酸化炭素として大気中に放出
されている．活性汚泥法の代わりにシアノバクテリアを
中心とするフォトグラニュールを導入することで，光合
成により酸素が供給され，排水処理で電力を消費する曝
気操作が不要となる．大気中に放出されていた二酸化炭
素は，光合成により藻類バイオマスとして固定化され，
後段のメタン発酵によりエネルギー利用できる．本研究
では，排水の微生物処理から脱炭素社会の構築に貢献す
るために，フォトグラニュールおよびメタン発酵を組み
合わせて，エネルギーキャリアとしての炭素循環を最大
化する技術の開発を目的とした．
【方法】実験室規模のフォトグラニュール反応器および
比較のための活性汚泥反応器により人工排水を用いた連
続運転を行い，排水処理特性およびメタン発酵特性を分
析した．フォトグラニュールは都市下水処理場の活性汚
泥由来で，光照射条件で優占化させてから運転を開始し
た．人工排水に加えて，外部から人工排水の有機炭素の
約 3割に相当する二酸化炭素を投入する条件も設定して
比較した．生成したフォトグラニュールについては，メ
タン発酵実験を行い，メタンガス発生率を比較した．ま
た，16S rRNA遺伝子の解析によりフォトグラニュール
を構成する微生物叢を確認した．
【結果・考察】フォトグラニュール系および活性汚泥
系の放流水の平均水質は，全有機炭素濃度がそれぞれ
5.5 mgC/Lおよび 4.0 mgC/L，浮遊物質濃度がそれぞれ
9.5 mg/Lおよび 8.3 mg/Lであり，処理状況は安定して
いた．フォトグラニュール系にて，二酸化炭素投入が放
流水の水質に及ぼす影響は大きく見られなかった．フォ
トグラニュールの性状として，クロロフィル aや元素割
合についても，二酸化炭素投入条件が異なることによる
影響は特に見られなかった．フォトグラニュールの元素
組成の平均値は，Cが 46.8 ％，Hが 6.8 ％，Nが 8.4 ％
であった．二酸化炭素投入の影響として，溶存無機炭素
濃度 40 mgC/Lで最大の比増殖速度が得られた．
フォトグラニュールのメタン発酵特性を測定した結
果，有機物 1 gあたり 0.3～0.5 L程度のバイオガスが得

られた(図 1)．反応器での固形物滞留時間を短くすれ
ばガス発生率が増加するものの処理水質は悪化する関係
が示された．ガス発生率は活性汚泥と同程度の値であ
り，同様にメタン発酵によるエネルギー回収が可能であ
ることが確認された．
遺伝子解析では，フォトグラニュール中でのシアノバ
クテリア(主としてOscillatoriales)の検出率が 15～
20 ％程度であった．その他 40～50 ％は Proteobacteria
が占めており，活性汚泥と同様に有機物分解に関わる細
菌が同時に含まれていることが確認された．
提案システムの炭素収支を，処理水量 1,500 m3/d規模
の下水処理場を想定して，1日あたりとして算出した
(図 2)．活性汚泥系では処理槽からの二酸化炭素排出量
が 132 kgC/dに対して，フォトグラニュール系では処理
槽からの排出量より吸収量が上回り，15 kgC/dの吸収に
なると試算された．発生する汚泥量はフォトグラニュー
ルが活性汚泥の 3.5倍程度であり，メタン発酵などに用
いることができるバイオマス資源の増加が示された．
フォトグラニュールによる排水処理は従来の活性汚泥と
比較して大幅に二酸化炭素排出量の削減に貢献すると考え
られた．今後排水処理過程で生産されるフォトグラニュー
ルの有効活用の観点から，フォトグラニュールの性状や高
付加価値物質への変換を検討していきたいと考えている．

図1　バイオガス発生率の測定結果

図2　炭素収支の試算結果(kgC/d)

フォトグラニュールによる排水処理での 
エネルギーキャリアとしての炭素循環の最大化
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【目的】ヒトの腸内には約 1,000種，100兆個の腸内細菌
が複雑な腸内細菌叢を形成して共生している．腸内細菌
叢は健康と密接に関連し，そのバランスの破綻は多様な
全身性疾患を引き起こす．一方，細菌はグラム陰性・陽
性を問わず，メンブランベシクル(MV)と呼ばれる膜
小胞を産生する．MVは核酸やタンパク質などを内包し
たナノ粒子であり，クオラムセンシングをはじめとする
菌体間の情報伝達に加え，免疫調節などの宿主細胞への
情報伝達ツールとしても機能する．特に，腸内細菌が高
密度に生息する腸内環境には，宿主細胞が産生するエク
ソソームに加え，腸内細菌由来のMVも多数存在してい
るが，それらの特性や機能にはいまだ不明な点が多い．
そこで本研究では，マウスの糞便および盲腸内細菌を対
象に，MV産生能およびMVの生理活性を解析すること
で，ポストバイオティクスとしての応用が可能なMVの
探索を試みた．
【方法】BALB/cマウス(雄性，8週齢)から糞便およ
び盲腸内容物を採取し，リン酸緩衝生理食塩水にて懸濁
した．多段階沈殿法により残渣を除去した後，上清を
フィルターろ過し，イオジキサノール密度勾配超遠心分
離によってMVを精製した．細菌から抽出したDNAと
外部DNAを分解したMVから抽出した内部DNAにつ
いて，V1–V2領域を対象とした 16S rRNA解析を実施す
ることでMVを産生する細菌種を推定した．培養可能
な腸内細菌はGAM培地にて嫌気的に培養し，上清から
超遠心分離およびゲルろ過クロマトグラフィーにより
MVを精製した．また，MVの免疫調節作用はマクロ
ファージ様 J774A.1細胞株のインターロイキン( IL)- 6
の産生量を指標として評価した．MVの定量は，全工程
を通じて脂質特異的色素 FM4-64を用いた蛍光分析法を
利用した．
【結果・考察】マウスの糞便および盲腸内容物の密度勾
配超遠心分離では，由来によらず密度 1.09 g/cm3の画分
にMVが集積し，高い純度で精製できた．透過型顕微鏡
観察ではMVの平均粒子径は約 100 nmであり，蛍光分
析によりDNA，短鎖 RNAおよびタンパク質の含有を
確認した．また，MV画分は，免疫調節に関わるグラム
陰性菌の外膜リポ多糖(LPS)およびグラム陽性菌の
細胞膜に局在するリポテイコ酸を含み，J774.1細胞の
IL-6産生を誘導した．さらに，MVの産生菌の特定のた

め，糞便および盲腸内容物の細菌叢とMV菌叢を門レ
ベルで解析したところ，部位に関わらず細菌叢とMV
菌叢は異なり，細菌種によりMV産生能が異なること
が示唆された(図 1)．また，種多様性は盲腸のMV菌
叢において有意に乏しく，腸管の部位により腸内細菌の
MV産生挙動が異なる可能性が示された．また，属レ
ベルにおいて，細菌叢と比較してMV菌叢で相対存在
比が顕著に増加したのは，糞便では Sphingomonas属と
Candidatus Saccharimonas属，盲腸では Burkholderia-
Caballeronia-Paraburkholderia属細菌であった．腸内に
おいて，これらの細菌がMVを相対的に高産生してい
る可能性が考えられたが，有害菌に該当するものが多
く，ポストバイオティクスとしての応用には適さないと
判断した．しかし，疾病との関連も示唆されたため，今
後，詳細な解析が必要である．

また，培養可能な腸内細菌において，MV産生能と免
疫調節能について調査し，Megamonas funiformis NBRC 
114415とBacteroides uniformis NBRC 113350に高いMV
産生能を見出した．中でも，M. funiformisのMVは
J774.1細胞の IL-6産生を強く誘導し，その活性成分と
して LPSを特定した．今後，この LPSの化学構造を解
析し，ポストバイオティクスとしての応用の可能性を検
証する予定である．本研究において明らかにした腸内細
菌のMV産生特性とMVの生理活性に関する知見は，
MVの腸内環境の恒常性への関与を示唆するものであ
り，その詳細の解明が期待される．

図1　�マウスの糞便および盲腸の門レベルのMV菌叢と
細菌叢(アルファベットはマウスの個体を表す．)

腸内細菌が産生する膜小胞の特性解析とその応用
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【目的】微生物による物質生産では，二酸化炭素の排出
を伴う反応を迂回して，原料から目的物質へ高効率に変換
することが課題である．逆グリオキシル酸(rGS)経路は，
TCA回路のリンゴ酸を 2分子のアセチルCoAに変換でき
る魅力的な人工経路であり，この経路を活用することで，
理論上 1分子のグルコースから最大 4分子のアセチルCoA
を得ることができる．本研究では，グルコースから rGS
経路を介してアセチル CoAを供給可能な細胞の創出を
目指し，rGS経路を実装した大腸菌株において，導入し
た経路がどの程度働いているかを 13C-代謝フラックス解
析( 13C-MFA)を用いて評価した．また，量論モデル
を用いたシミュレーションにより，rGS経路の導入によ
り理論最大収率の増加が期待できる化合物を探索した．
【方法】大腸菌MG1655(DE3)株を宿主として，P1トラ
ンスダクションによりクエン酸合成酵素をコードする
gltAと prpCの欠失株を作成した．異種のリンゴ酸チオキ
ナーゼ，マリルCoAリアーゼ，ATP-クエン酸リアーゼ，
イソクエン酸リアーゼを LlacO-1プロモータ制御下で過
剰発現させた．合成培地を利用してバッフル付きフラス
コで培養を行った．培養液中のグルコース，グルタミン
酸，酢酸などの有機酸の濃度の測定には，バイオセンサー
と高速液体クロマトグラフィーを用いた．13C-MFAのた
めの実験では，[1,2-13C]グルコースと非標識グルタミン
酸を用いて培養した．対数増殖期の細胞を回収して加水
分解した後，タンパク質由来アミノ酸の質量同位体分布
(MDV)をガスクロマトグラフ質量分析により測定し
た．フラックス分布の推定にはOpenMebiusを利用した．
【結果・考察】大腸菌に rGS経路の利用を強いるため，
内在のクエン酸合成酵素が触媒する反応を遮断した．空
ベクターを保持するコントロール株，rGS経路を触媒す
る酵素を有する rGS経路導入株を構築した．両菌株は，
グルコースを単一炭素源とする合成培地では生育できな
かったが，グルコースとグルタミン酸を共基質とする生
育可能な条件を見出した(図 1)．
この培養条件において，アミノ酸のMDVを計測し，

13C-MFAを実施した．最適化計算の結果，実測したMDV
を説明可能なフラックス分布を推定することに成功した
(図 2)．コントロール株では rGS経路のフラックスがゼ
ロなのに対して，rGS経路導入株ではグルコース消費の
半分程度のフラックスで rGS経路が働いたことが確認

できた．また，炭素固定を担うホスホエノールピルビン
酸カルボキシラーゼのフラックスがコントロール株の約
7倍に増加しており，rGS経路の導入により二酸化炭素
の正味の排出が約 80 ％減少したことを明らかにした．

最後に，大腸菌で生産が報告されている 20種類の有
用化合物について，rGS経路の追加で理論収率が増加す
るかをフラックスバランス解析により計算した．その結
果，酢酸以外にもアセトンやイソプロパノールなどのア
セチル CoAから合成される化合物が有望な候補として
予測された．本研究により，細胞内での rGSの働き度合
いが明らかになり，これを基準として更なる改変を行う
ことで，これらの有用化合物の生産性向上が期待される．

図1　コントロール株と rGS経路導入株の培養結果

図2　�推定したコントロール株(上段)と rGS経路導入株
(下段)の代謝フラックス分布(A)と実測MDVと
予測MDVの比較(B)．フラックスはグルコースの
取り込み速度を 100とした際の相対値を示す．

逆グリオキシル酸経路を利用して高収率に 
アセチル CoAを供給可能な大腸菌の開発
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【目的】代謝工学を含む大腸菌による物質生産には主に
IPTG誘導や五炭糖誘導などの誘導系が使用されている
が，誘導による増殖低下や代謝への負荷，誘導に反応す
る細胞とそうでない細胞による発現の不均一性などの問
題があり，それらを解決できる恒常発現系も求められて
いる．そこで，恒常発現プロモータの探索を行い，ソル
ビトールトランスポーターオペロン srlAEBDのプロモー
タ(以下，srlAプロモータと呼ぶ)の取得に成功した
(Mol. Biotechnol., 2018)．しかしRNA-seqデータにおい
て，このプロモータによるmRNA転写量は非常に少なく，
タンパク質合成量との正の相関がみられず，プロモータ
よりも転写開始点から開始コドンまでの 5'-非翻訳領域
(5'-UTR)が高発現に寄与していることが考えられた．
この高発現に寄与する 5'-非翻訳領域に転写促進プロモー
タ配列を組み合せることができれば，srlAプロモータ以
上の発現能力を持った恒常高発現プロモータが取得でき
ると考え，転写促進プロモータ配列の取得を目指した．
【方法】転写に良いプロモータ配列はもちろん RNA量
が多いものが良い．そこで，タンパク質生産に通常用い
られる LB様培地で培養した大腸菌野生株MG1655から
トータル RNAを調製し，RNA-seqを行った．RNA-seq
データでカウント数の多い上位の遺伝子について，プロ
モータ領域をMG1655株からPCRで取得し，レポーター
遺伝子の上流につなげプラスミドを構築し，プロモータ
活性を測定した．配列は大腸菌野生株MG1655
(GenBank U00096)ゲノムを参照した．
【結果・考察】RNA-seq法より，RNA存在量の多い遺伝
子群を明らかにした(表 1)．ノンコーディング RNA
(ncRNA)の中には，コーディング RNA(cRNA)よりも
桁違いにカウント数が高いものがあり，これら遺伝子群

はプロモータ能力が高い，転写された ncRNAが分解さ
れにくく安定である，またはその両方である可能性が高
く，転写量の多い ncRNAの配列から転写能力の高いプ
ロモータ配列と RNAを安定化させる配列が見出せるの
ではないかと考えた．そこで，カウント数の高かった
ssrA，rnpB，ssrSの ncRNAプロモータの取得を試みた
が形質転換体が得られなかった．高すぎる転写が異常を
引き起こしたと考えられる．
そこで，上位 4～20位までの ncRNAについてプロ
モータのクローニングを試みたところ，すべてのプロ
モータで形質転換体を得ることができ，中でも，csrC，
csrB，rybAのプロモータを，転写能力の高い ncRNAプ
ロモータとして取得することができた．
次に，csrC，csrB，rybA ncRNAプロモータについて，

srlAプロモータとの発現比較を行った(図 1)．それぞ
れ単独の場合は，SD配列がないため発現が低かったが，
srlA5'UTRを付加すると有意に発現量が増加し，その発
現量は srlAプロモータよりも高かった．また，最終OD
に有意な差はなく，増殖の遅延も観察されなかった．
一方，比較として RNA-seqデータで上位 10位まで，

カウント数では 2,437までのコーディング配列につい
て，プロモータの発現を調べたところ，すべてタンパク
質合成量は低かった．
以上の結果より，RNA生産ツールで利用されている
のみであった ncRNAプロモータが，タンパク質生産に
も使用できる可能性を見出すことができた．

表1　発現量の多い遺伝子(RNA-seqデータ)

順位 ncRNA カウント 順位 cRNA カウント
1 ssrA 554,295 1 htpX 6,142
2 rnpB 50,976 2 ibpA 6,089
3 ssrS 27,073 3 pspA 5,717
4 csrC 3,771 4 asnA 4,567
5 rrlA 2,112 5 dnaK 4,214
6 rrlG 2,047 6 hspQ 3,676

16 csrB 933 243 gapA 310
20 rybA 687 3952 srlA 1

図1　�ncRNAプロモータによるルシフェラーゼタンパク
質生産

ノンコーディング RNAの高い転写量と安定性を 
利用した大腸菌物質生産法の開発

中　村　美紀子
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【目的】微生物によって完全に消費され二酸化炭素，水
あるいはバイオマスなど自然の副産物のみを生じる生
分解性高分子は，環境低負荷型材料として注目を浴びて
いる．生分解性高分子の原料となるモノマーを光エネ
ルギーと二酸化炭素から合成する方法が確立できれば，
再生可能エネルギーの利用と二酸化炭素の有効利用・
削減にも効果を発揮する新たな手法になりうる．本提案
では，アセトン培地中で紅色光合成細菌 Rhodobacter 
capsulatus(Rb. capsulatus)を培養することによって発
現したアセトンカルボキシラーゼ(AC)と 3 -ヒドロキ
シ酪酸脱水素酵素(HBDH)を機能性光触媒・金属錯
体触媒からなる光レドックス系中の生体触媒として用
い，二酸化炭素と最も簡単なケトン化合物であるアセト
ンを原料とした可視光エネルギーによって生分解性高分
子(ポリヒドロキシ酪酸;PHB)のモノマーとなる 3 -
ヒドロキシ酪酸が合成可能な新たな人工光合成技術確立
を目的とした．
【方法】Biological Resource Center，National Institute of 
Technology and Evaluationから購入した Rb. capsulatus 
SB1003株を炭素源としてアセトン及び炭酸水素ナトリ
ウムを含む培地中，可視光照射条件下で培養し AC及び
HBDHを発現させた．次に，培養株から AC及びHBDH
を含む酵素抽出液を調製した．AC及びHBDHを含む酵
素抽出液を触媒とし，ATP及びNADH存在下でアセト
ン及び炭酸水素ナトリウムからの 3 -ヒドロキシ酪酸生
成では，炭酸水素ナトリウム(50 mM)，アセトン
( 2.0 mM)，ATP･2Na( 5.0 mM)，MgCl2( 5.0 mM)，

NADH(5.0 mM)及び ACとHBDHを含む酵素抽出液
(0.2 mL)を含む 5.0 mLの 500 mM HEPES-NaOH緩衝
液(pH 7.0)を 30.5 ℃で反応させた．生成した 3 -ヒドロ
キシ酪酸はイオンクロマトグラフを用いて定量した．ア
セトンと二酸化炭素を原料とする可視光駆動型 3 -ヒドロ
キシ酪酸生成は図 1に示す反応系を用いた．炭酸水素ナ
トリウム(50 mM)，アセトン(0.5 mM)，ATP･2Na
(2.0 mM)，MgCl2(5.0 mM)，TEOA(0.20 M)，ZnTPPS
(50µM)，ロジウム錯体([Cp*Rh(bpy)(OH2)]2+; Cp*:
ペンタメチルシクロペンタジエニル;bpy：2,2'-ビピリ
ジル)(5.0µM)，NAD+(2.0 mM)及び ACと HBDH
を含む酵素抽出液(0.2 mL)を含む 5.0 mLの 500 mM 
HEPES-NaOH緩衝液(pH 7.0)を温度 30.5 ℃で，250 W
ハロゲンランプを光源として可視光を照射することで反

応を開始した．加えて，炭酸水素ナトリウム非存在下で
気相中の二酸化炭素を導入した反応系も検討した．

【結果・考察】炭酸水素ナトリウム(50 mM)，アセト
ン(2.0 mM)，ATP･2Na(5.0 mM)，MgCl2(5.0 mM)，
NADH(5.0 mM)及び AC及びHBDHを含む酵素抽出
液(0.2 mL)を含む 5.0 mLの 500 mM HEPES-NaOH緩
衝液(pH 7.0)を 30.5 ℃で反応させた結果，反応時間
とともに 3 -ヒドロキシ酪酸濃度が定常的に増加した．24
時間の反応で 1.94 mMの 3-ヒドロキシ酪酸が生成し，
アセトンに対する 3 -ヒドロキシ酪酸変換率は 97 ％まで
向上させることができた．さらに，生成した 3 -ヒドロキ
シ酪酸の光学活性を調べたところ，D体のみが選択的に
生成していることも明らかになった．
次に，炭酸水素ナトリウム(50 mM)，アセトン

( 0.5 mM)，ATP･2Na( 2.0 mM)，MgCl2( 5.0 mM)，
TEOA( 0.20 M)，ZnTPPS( 50 µM)，[Cp*Rh(bpy)
(OH2)]2+(5.0µM)，NAD+(2.0 mM) 及 び AC及 び

HBDHを含む酵素抽出液(0.2 mL)を含む 5.0 mLの
500 mM HEPES-NaOH緩衝液(pH 7.0)に可視光を照
射することで反応を開始した結果，可視光照射 7時間後
における 3 -ヒドロキシ酪酸生成濃度は 407µMとアセト
ンの 81 ％が最終的に 3 -ヒドロキシ酪酸に変換された．
加えて，炭酸水素ナトリウムの代わりに気相の二酸化炭
素を原料として用いた結果，光照射 5時間でアセトンの
約 50 ％が 3 -ヒドロキシ酪酸に変換された．この場合，
気相の二酸化炭素が緩衝液によって捕捉され，炭酸水素
イオンに変換されて反応に利用されている．本系は密封
反応系であり，反応器内の圧力減少により 3 -ヒドロキシ
酪酸生成濃度が若干減少した．

図1　�TEOA・ZnTPPS・[Cp
*
Rh(bpy)(OH2)]2+で構成される

NADHの光再生系と酵素抽出液とが連携したアセトン
と二酸化炭素を原料とする 3 -ヒドロキシ酪酸生成系

紅色光合成細菌が生産する酵素と光・金属触媒複合系による 
二酸化炭素を原料とするプラスチックモノマー合成
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【目的】世界 78億人の人口を支える大規模食糧生産に伴
う環境破壊，CO2排出は重要課題である．持続可能な社
会発展(SDGs)のためには低負荷な食料生産が待望さ
れている．昆虫食は低環境負荷で効率的に高タンパク質
の食料が生産可能であり急速に商用化が進んできている．
中でもコオロギは飼育・繁殖の簡便さから最も商用化され
ている．コオロギの生産性向上には昆虫生理学を理解す
る必要がある．近年ヒトや家畜の腸内細菌叢の解明が進
んでおり，腸内細菌叢の重要性は全身の疾患，免疫や代
謝にまで及ぶことが明らかとなった．昆虫にも種に固有の
腸内細菌叢が存在し，コオロギの腸内細菌叢も成長や免
疫に関与すると予想される．本研究では，食用コオロギの
腸内細菌から生産性向上や食の安全に寄与する有用細菌
を分離し，成長補助剤として用いることを目的とした．
我々は，フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)腸

管の腸内細菌叢解析の結果から，乳酸菌の一種である
Lactococcus garivieaeが，病原細菌であるサルモネラ菌
(Salmonella. Enteritidis)に対する定着阻止能を有して
いると考えた．乳酸菌選択培地を用いてコオロギ腸管懸
濁液からL. garivieaeの菌株を分離した．本菌株は in vitro
でも in vivoでもS. Enteritidisに対し阻害能力を持つこと
を示した(図 1)．そこで本研究では，食用コオロギの飼
養における，L. garivieaeの有用性を検討することにした．
【方法】L. garivieae OUH32の安全性を検討する目的で
菌株のドラフトゲノム解析を行った．
コオロギの餌(MF，オリエンタル酵母)に L. garivieae
の生菌を湿重量で 1 ％添加し，孵化後のコオロギに自由
摂食させた．約 3日毎にコオロギの体長を測定し，その
変化を観察した．

観察後のコオロギは，生存中に，病原体に対する抵抗
性を検討した．コオロギの体内に 1匹あたり 108 cfuの
Pseudomonas aeruginosa PAO1を体腔に注射し，その後
の生存率について検討した．生存期間が終了したコオロ
ギについては，100 ℃で乾熱乾燥し，ミルを用いて粉末
材料とした．このコオロギ乾燥粉末中の栄養価について
は食品栄養分析を行い，有機酸の定量については LC/
MSを用いて行った．
【結果・考察】ドラフトゲノム解析により，L. garvieae
分離株は病原因子や毒素遺伝子を有さず，安全性の観点
から食用コオロギへの使用に適していることが示され
た．加えて，本株のゲノム中には複数の抗菌ペプチド遺
伝子が確認された．

L. garvieaeを添加した飼料を自由摂食させた条件で
は，コオロギの体長や成長速度において対照群との差は
認められなかった(図 2)．一方，得られた乾燥コオロ
ギ粉末の栄養分析では，全体のタンパク質含量が 5 ％
(±1.8 ％)増加しており，虫体の栄養価向上の可能性が
示された．また，有機酸の定量においては，乳酸が投与
群で約 1.4倍増加しており，腸内環境に対する何らかの
代謝的影響を与えていることが示唆された．

P. aeruginosa感染実験では，L. garvieae投与の有無に
よる生存率に有意な差は認められず，本モデルにおいて
は免疫増強作用は確認されなかった．
以上の結果から，L. garvieaeは食用コオロギの腸内に
定着し，乳酸産生を促すことで安全性と栄養価の一部を
改善する可能性があることが示された．成長促進や感染
抵抗性には明確な効果を示さなかったが，コオロギの乾
燥粉末はすでに養鶏や養殖における高タンパク飼料とし
て注目されており，今後は本菌を添加することで，より
付加価値の高い飼料資源としての展開が期待される．

図1　�コオロギ腸内から得られた菌株による S. Enteritidis
の生育阻止円(左)．L. garivieaeの生菌によるコオ
ロギ腸管への S. Enteritidisの定着阻止効果(右)

図2　�コオロギの成長曲線．縦軸は体長(mm)，横軸は孵化後日
数を示す．実線は平均値，黒色の円は通常食，灰色の円は
生きた乳酸菌(L. garivieae)をそれぞれ摂食した群を示す．

食用昆虫の肥育における有用細菌の解析
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【目的】Xenorhabdus属や Photorhabdus属細菌などの線
虫共生細菌は多様な生理活性物質を生産することが知ら
れている．その多くは抗菌活性を指標に発見された抗生
物質であるが，これら細菌は抗生物質以外にも様々な有
用化合物を生産している可能性がある．もしこれらの線
虫共生細菌から，他の微生物の表現型(二次代謝や生育
など)に影響を及ぼすシグナル分子を発見できれば，物
質生産の現場における生産量の調節や，マイクロバイ
オームにおける特定微生物の生育促進など，産業的にも
価値ある化合物の開発につながると考えられる．以上を
背景に本研究では，線虫共生細菌から微生物シグナル分
子の探索を試みた．
【方法】ベルマントレイ法により環境中から線虫を回収
し，これらの体内から線虫共生細菌を分離した(合計
251菌株)．さらに，カルチャーコレクションなどから
分譲を受けた Xenorhabdus属および Photorhabdus属細菌
も，スクリーニングの供試菌株として使用した．本研究
では，放線菌Streptomyces coelicolor A3(2）を検定菌とし，
同菌が生産する青色色素性抗生物質アクチノロージンの
生産性を指標に微生物シグナル分子の影響を評価した．
具体的には，線虫共生細菌と S. coelicolor A3(2)を同一
寒天培地上で共培養し，アクチノロージンの生産量の増
減を観察した．アクチノロージン生産の調節が認められた
線虫共生細菌については，有機溶媒(酢酸エチルまたはメ
タノール)により寒天培地から活性物質を抽出し，高速液
体クロマトグラフィー分析(HPLC)により精製を行った．
【結果・考察】208菌株の線虫共生細菌(本研究で分離
した細菌 119菌株および分譲株 89菌株)と S. coelicolor 
A3(2）をMR5寒天培地上で 8日間共培養し，アクチノ
ロージン生産への影響を評価した．その結果，10菌株
(4.8 ％)でアクチノロージン生産の向上が，43菌株
(20.7 ％)でその低下が確認された．本研究ではまず，
アクチノロージン生産の誘導が認められた線虫共生細菌
をMR5寒天培地で培養後，有機溶媒を用いて培養抽出
物を調製した．これを乾固後，S. coelicolor A3(2)を接種
したMR5寒天培地上にスポットしたが，アクチノロー
ジン生産の向上は確認されなかった．そのため，これら
細菌が生産するアクチノロージン生産誘導物質は，有機
溶媒により失活する高次構造を持つタンパク質である
か，有機溶媒に溶解しない極性化合物であることが示唆

された．本研究室では，タンパク質や極性化合物の精製
が技術的に困難であったことから，アクチノロージン生
産を抑制する化合物の単離へと方針を転換した．本研究
では Xenorhabdus szentirmaii DSM 16338，Xenorhabdus 

stockiae DSM 17904および Xenorhabdus mauleonii DSM 
17908などが，共培養により S. coelicolor A3(2)のアクチ
ノロージン生産を再現性よく低減させることを見出して
いる．そこで X. szentirmaii DSM 16338の培養物中から
有機溶媒による活性物質の抽出を試みたところ，酢酸エ
チル抽出物中にアクチノロージン生産を低下させる化合
物(化合物 A)が存在することを見出した．HPLC分析
により活性物質を単離し，質量分析に供したところ，同
化合物の分子量が 280であることが判った．天然物デー
タベースによる検索から，この化合物が X. szentirmaii
が生産する Xenofuranone Aであることが示唆された
(図 1a)．現在，核磁気共鳴分析により，化合物 Aが
Xenofuranone Aであるか否かの確認を進めている．
また，化合物 Aによる S. coelicolor A3(2)の二次代謝
産物生産への影響を詳細に調べるため，0.0625µgから
16µgまでの範囲でMR5寒天培地上に化合物Aをスポッ
トし，S. coelicolor A3(2)を 12日間培養した．その結果，
化合物 Aは最大量(16µg)においても S. coelicolor 
A3(2)の生育を阻害しない一方で，1µgの低量でアクチ
ノロージン生産を低減する効果を示すことが確認された
(図 1b). 
今後は，RNAシーケンス解析を通じて，S. coelicolor 

A3(2)において，化合物 Aの存在下で発現量が変動する
遺伝子群を特定し，化合物 Aによるアクチノロージン
生産の調節メカニズムを明らかにしていく．

図1　�X. szentirmaii DSM 16338が生産する化合物 Aによる
S. coelicolor A3(2)のアクチノロージン生産の抑制．
a; Xenofuranone Aの構造．b; MR5寒天培地上におけ
る化合物 Aによるアクチノロージン生産抑制効果．

線虫共生細菌が生産する微生物シグナル分子の探索とその機能解析
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【目的】微生物を用いた発酵生産は，化学合成法では難
しい化合物を生産することができるため，古くより発展
してきた．実際にタンパク質を過剰発現した微生物を用
いた有用物質生産は多岐に渡って研究されており，多く
の企業でも実用化されている．申請者は，これまでの研
究から，殆どのタンパク質を過剰発現させても，程度の
差はあるものの，菌が死滅することを見出した．逆に考
えると，タンパク質を過剰に発現しても死ににくい大腸
菌を創生できれば，現在の物質生産量を劇的に向上させ
る，いわば微生物を用いた物質生産の概念を根底から覆
すようなテクノロジーを生み出すことができると考えら
れる．そこで，本研究では，過剰にタンパク質を発現さ
せても死滅しにくくなる大腸菌を創生し，物質生産能を
根本的に高めることを目的として，申請者が取得したタ
ンパク質過剰発現耐性菌の解析を行う．
【方法】Escherichia coli BL21(DE3)由来のタンパク質過
剰発現耐性菌の特性を調べるために，NGSにより，変
異箇所の同定を試みた．イルミナシークエンス 2回，ナ
ノポアシークエンスを 1回，更にはデータ解析も外注で
行ったが，変異は発見できなかった．そこで，RNAseq
を行ったところ，ppGppが蓄積しているようなプロファ
イルを得られたことから，ppGpp亢進状態を模倣する
ため，野生株での ppGpp合成酵素 RelAの過剰発現での
表現型を解析した．
【結果・考察】空ベクターである pCDF23を保持した野
生株は，IPTG含有培地で培養を開始すると，図 1の野
生株に示す通り，著しい生育の開始の遅延が見られる．
この遅延が起こらなくなる変異株をトランスポゾン
mutagenesisにより取得した．すなわち，トランスポゾ
ンで作用させた菌株を培養し，野生株の培養液よりも早
く生育するような変異株である．本変異株にドーパデカ
ルボキシラーゼを T7プロモーターにより過剰発現させ
たところ，タンパク質発現量も野生株とほぼ同等であっ
た．この変異株は，トランスポゾンを除去してもこの形
質は維持されたことから，トランスポゾン導入による変
異はこの表現型に直接は関与していなかった．よって，
本菌株は，耐性菌取得の過程で得られた変異によるもの
であることが強く示唆され，その変異の同定を試みた．
ゲノムシークエンスの結果，変異が発見できなかっ
た．同時に本研究室の保有するBL21(DE3)野生株，す

なわちタンパク質過剰発現耐性菌の親株についてもシー
クエンスを行ったが，KEGGデータベースに比べ，3つ
のナンセンス変異が確認された．この変異は耐性菌にも
当然継承されており，これを検出できていることから，
本タンパク質過剰発現耐性菌は，単純な点変異ではない
変異によるものと推察される．現在，rDNA等の細かい
シークエンスを確認中である．
続いて，RNAseqによるトランスクリプトーム解析を

おこなった．その結果，野生株に比べ，多くのアミノ酸
生合成系，転写因子やリボソームタンパク質，複製関連
遺伝子の発現が抑制され，様々なストレス応答に寄与す
る elaB，リボソームの複合体形成に関与する rmf，脂質
合成系 FadRレギュロン，その他種々のストレス応答に
関与する遺伝子群の発現上昇が観察された．この結果
は，微生物で重要な ppGppというアラモンによって制
御される様式と多く一致しており，本タンパク質過剰発
現耐性菌において，ppGppが野生株に比べて蓄積して
いると考えられた．そこで，野生株に ppGpp合成酵素
RelAを pET23aにクローニングし，T7プロモーターに
よって過剰発現させたところ，タンパク質過剰発現時の
生育が耐性菌と同等であることが見出された(図 1)．現
在，ppGppの測定系の確立を検討しており，実際の
ppGpp濃度をもってその可能性を評価する予定である．

ppGppは通常生育を抑える働きを持っており，この
ようなポジティブな働きは殆ど前例がない．ppGppは
多くの微生物にとって必須の化合物であり，このような
ポジティブな働きの解明は，学術的に非常に重要であ
る．今後は，ppGppの量の制御やその下流の原因遺伝
子を特定し，メカニズムの解明を遂行する．

図1　�耐性菌と野生株の IPTG存在下での生育及び relA過
剰発現の効果

微生物を用いた物質生産能向上を指向した大腸菌における 
タンパク質過剰発現耐性機構の解明
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【目的】本研究では，アナモックス細菌(以下，Anammox)
の初期集積培養の高速化と環境ストレスに対するレジリ
エンス向上を目指し，近年知見が収集されつつあるクオ
ラムセンシング(QS)を活用した微生物群集形成の迅速
化および活性向上のための検討を行った．具体的には，
A処理場の Anammox反応槽からのオートインデュー
サー(AI)の検出，検出された AIおよび文献調査より
抽出した AI混合添加による初期集積培養の検討，回分
式実験による Anammox活性化に有効な AIの選定実験，
選定した AI添加によって Anammoxの再活性化が行え
るかどうかの検討を行った．
【方法】A処理場の Anammox反応槽より採泥したグラ
ニュール汚泥からAIを抽出し，固相抽出法(Oaisi, HLB)
により精製した．汚泥中の AIは酵素による分解を避け
るため，Protease Inhibitor C(PIC; Sigma-Aldrich)と
Protease Inhibitor P(PIP; Roche)を添加してホモジナ
イズし，水試料，汚泥試料ともに固相抽出法にて精製し
た．AI種の同定は，京都大学桂キャンパスにある，液
体クロマトグラフィーイオンモビリティ型四重極飛行時
間型質量分析計(LC/IM-QToF-MS，Agilent製)を用い
て行った．また，A処理場から検出された AIおよび文
献調査より抽出した AI(表 1)の混合添加による初期
集積培養の検討(実験 1)，回分式実験による Anammox
活性化に有効な AIの選定実験(実験 2)，選定した AI
添加によって Anammoxの再活性化が行えるかどうかの
検討(実験 3)を行った．
【結果・考察】実験 1では B浄化センターの硝化槽から
採取した汚泥を担持させた不織布を透明塩ビパイプ
(177 mL)に入れた上流式リアクターを準備し，AI添加
(表 1の AIそれぞれ 2µM混合添加)と AI無添加系で
70日間通水実験を行った．その結果，AI添加系では，
NH₄+は最大 81 ％，NO₂- は最大で 100 ％の除去率を示し
たが，その後 36 ％まで低下した．なお，AI添加系では
NO3

- は検出されなかった．無添加系では，NH₄+および
NO₂- ともに 100 ％の除去率が得られ，AI添加系よりも
高い除去率を示した．AI添加なしでは，NO3

- が 49日目
以降検出された．これらの結果から AI添加系では硝化
槽内から得た活性汚泥からの集積培養系において，
Annamox以外の共存微生物による AIの消費や AIの混

合添加による活性阻害が起きたことが考えられる．

実験 2ではグラニュール汚泥に対して，AI添加あり
(表 1に示すAIを 2µMとなるように単一で添加)となし
の条件で 12時間の回分式実験(n=3)を行った．NH₄+-N
除去率は，AI添加なしで 37.1 ％，AI添加で C6-HSLで
41.6～53.8 ％となった．NO₂--N除去率は，AI添加なしで
33.8 ％，AI添加で 31.8 ％，から 50.9 ％となった．全体
的にAI添加系の方がNH₄+-NやNO₂--Nの除去率が良く，
C6-HSL，3-oxo-C6-HSL，3-oxo-C6-HSLが Anammox活
性を向上させるAI種であることがわかった．実験 3では
上記 AIのうち 2種(C6-HSL，3-oxo-C6-HSL)を処理性
能の低下しているAnnamox上流式リアクター(HRT:24
時間，NH₄+-N1除去率 10 ％)に 2µMで 8日間連続通水
したところ，AI添加なしでは 15 ％，C6-HSLで 20 ％，
3-oxo-C6-HSLで 21 ％となり，比較的短期間で除去率を
回復できる可能性があることを示した．

図1　�回分式実験における a)NH₄+-Nおよび b)NO₂--Nの
除去率(実験 2)

表1　添加した AI

クオラムセンシングを活用したアナモックス群集形成の 
迅速・安定化と温室効果ガス抑制型排水処理法への適用
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【目的】Cytospora属菌(Cytosporaceae，Diaporthales)
は，樹木の枝や幹に永年性のがんしゅ症状を引き起こす
植物病原菌である．日本国内では，本属菌による病害と
して，りんご腐らん病，キリ腐らん病，サクラやナナカ
マドの胴枯病が知られ，東北や北海道などの地域で被害
が多発している．これまでに本属菌は世界で 600種以上
記録されており，現在中国を中心にDNA塩基配列を用
いた分子系統解析による分類学的所属の再編が進められ
ている．本属の学名は，現行の命名規約において先名権
を持つ無性時代の学名 Cytosporaが用いられるように
なったが，我が国では未だに有性時代の学名 Valsaが使
用されているだけでなく，日本を原記載地とする種に関
しては，いくつかはタイプ標本の所在が不明であり，そ
れらの分類学的位置付けについて 100年以上再検討され
ていない．本研究では，日本産 Cytospora属菌の分類学
的所属の整理と種多様性の解明を目的とし，種によって
は，再記載のためのタイプ標本とするためのサンプルの
収集を行うとともに，それらの形態的特徴の観察，多遺
伝子座を用いた分子系統解析を行い，日本産 Cytospora
属菌の分類学整理を行なった．
【方法】2022年から 2023年にかけて，Cytospora属によ
る樹木の枝枯・胴枯性病害の探索および採取を行なっ
た．採取したサンプルからは，単胞子分離法あるいは組
織分離法にて菌株を分離した．分離菌株は PDA培地上
で培養し，菌叢および菌体の形態学的特徴の観察を行っ
た．さらに，日本産 Cytospora属菌の分子系統学的位置
の解明のため，新たに得られた分離菌株と合わせて，森
林総合研究所が所有する保存菌株を用いて分子系統解析
を行なった．各供試菌株からは全DNA抽出を行い，
PCR法により rDNA ITS，LSU，act，tef1，tub2，rpb2の
各領域を増幅した後，オートシークエンサーで塩基配列
情報を取得した．得られた日本産株の配列と既知種の公
開された塩基配列情報を用いて，データマトリックスを
作成した．その後，Modeltest-NGにより各配列に対す
る最適な進化モデルを選択し，RAxML-NGを用いて最
尤系統樹を作成した．各ノードは，1,000回反復のブー
トストラップ検定にて評価した．また，北海道大学総合
博物館にて，日本を原記載とする Valsa属菌のタイプ標
本の探索を行った．
【結果・考察】これまで報告の多かった北日本地域を中
心として，北海道(道北・道央・道南)，青森，岩手(盛岡，

八幡平)，山形，宮城，茨城(北茨城，つくば)，群馬，
東京，長野，愛知，和歌山，奈良，島根，鹿児島県の調
査地において，ナナカマド，サクラ，リンゴ，スギ，キ
リの Cytospora属による枝枯・胴枯性病害のサンプルを
採取した．これらのサンプルからの分離菌株と保存菌株
を合わせた日本産 Cytospora属菌株 80株の分子系統解析
の結果，ITS系統樹上で日本菌株はそれぞれ独立した
16クレードに分かれ，その内 7クレードは，既知種 C. 
ceratosperma，C. discoastoma，C. germanica，C. japonica，
C. mali，C. platycladi，V. paulowniaeと考えられた．残
りの 9クレードは既知種を含まない新規の独立クレード
と推測され，日本産 Cytospora属菌は多様な種を含むこ
とが明らかになった．また，北海道大学総合博物館にて，
宮部金吾博士や逸見武雄博士らが採取した Valsa属菌の
標本を多数発見した．これらの標本には，新たな標本番号
(SAPA)を付与いただいた(SAPA300-352，1260-1265)．
その中には，キリ腐らん病菌 V. paulowniae(図 1)の記
載時に観察されたタイプと考えられる標本(SAPA300-
313)も含まれていた．これらのタイプと考えられる標本
および新たに採取されたキリ腐らん病標本の形態的特徴
の観察・比較の結果，日本原産種である V. paulowniae
は，Cytosporaへの転属が必要であることが明らかとなっ
たため，レクトタイプおよびエピタイプの指定，転属処
理を行なった(Hattori et al. 2024)．本研究により，日本
産 Cytospora属菌の分子系統学的位置が明らかになり，
一部の種については分類学的整理が進んだ．その一方で，
タイプ標本が現存しない分類学的所属の再検討が必要な
日本原記載種や，本研究で発見された未記載種が残され
た．これらについてはさらなる調査，検討が必要である．

【謝辞】本研究の実施にあたり，多大なる助成を賜りま
した公益財団法人発酵研究所に心からお礼申し上げま
す．また，標本探索にご協力いただきました北海道大学
総合博物館 小林孝人博士に深く感謝申し上げます．

図1　�C. paulowniae. A SAPA標本，B 分生子果，C 分生子．
Bars B 100μm, C 20μm．

日本産 Cytospora 属菌の分類学的再検討および種多様性の解明
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【目的】イルカの口腔微生物叢は，腸内細菌や海水，他の
海獣の微生物叢とは大きく異なる．これまでのメタゲノム解
析をベースにした研究により，希少な系統の中には周辺に
動物由来の再構築ゲノム(MAG)が全くなく，イルカ口腔由
来のものが独立して存在するものもある．イルカの口腔に
は，他の哺乳類にはない特殊な粘液が分泌されることが知
られており，これが特殊な微生物叢形成の鍵になると考
え，口腔や粘液，海水試料の網羅的な遺伝子解析や
FISH，成分分析などを通して，海獣の粘液が新規の分離
培養技術の基盤とすることを目的とした．
【方法】口腔粘液の安定的かつ充分量のサンプリングがで
きなかったため，口腔や腸内細菌，飼育水槽のデータ解析
から特殊な系統の分布を明らかにすることとした．鳥羽水
族館にて飼育されているイロワケイルカ，スナメリ1個体ず
つの口腔スワブサンプル，ジュゴン 1個体由来の糞便サン
プルからDNA抽出を行い，MGI社 DNBSEQシーケン
サーにて配列の解読を行なった．ジュゴン糞便は，餌の主
要成分がアマモの日(アマモ食 1～3)とロメインレタスの
日(レタス食)の合計 4サンプルを解析した．また，上記 2
種のイルカに加え，大洗水族館にて取得済みの別種イルカ
(バンドウイルカ・カマイルカ・オキゴンドウ)のデータも合
わせて解析を実施した．また，シーケンスリードを得られた
再構築ゲノム(Metagenome-assembled Genome:MAG)
にマッピングし，相対存在量の推定を行なった．
【結果・考察】得られた配列をアセンブル，ビニングし，
GTDB-Tk v.2によって分類群のアサインを行なった．各海
獣から得られたmedium-quality以上のMAGは，表 1の
通りである．このうち，属以上で分類群が当たらなかったも
のを新規MAGとした．

これらの系統解析の結果，細菌共生性の細菌である
CPR(Candidate Phyla Radiation; Minisyncoccota門)のう
ちイロワケイルカから1つ，スナメリから 2つのMAGを得
た．予察的な解析として行なっていた 3種のイルカにおいて
は，合計 7つのMAGを得ていたものの，それらとは綱レベ
ルで異なっていた．この内，Saccharimonadiaと呼ばれる

未培養な綱はこれまでの研究で自然環境クレードと動物共
生クレードが存在し，共生菌への移入は進化的に 2回とさ
れていた．しかし，本研究による詳細な解析により，少なく
とも 3回の移入があった可能性が示された．また，
Saccharimonadia以外の綱においても，近縁系統に動物
共生が存在しないMAGを得ており，従来考えられていたよ
りも多く動物共生への移入が起こっていると考えられる．

また，スナメリ・イロワケイルカから得られたBD1-5と呼
ばれる暫定的な目に属するMAGは，既知の系統(図 1，
*印)とは別属のものが得られた．さらにBD1-5やその姉
妹群にあたるAbsconditabacterales目と，目レベルで異な
る可能性のあるMAGを得た．これらのMAGを用いて，
ジュゴンのメタゲノムリードをマッピングしたところ，一致す
るリードはほぼ 0 ％であった(～10リード/1800万リード)．
公開されている海洋メタゲノムのMAGが周辺にないこと
から，自然環境中における存在量は非常に少ないとみられ
るものの，水族館の飼育海水のアンプリコンシーケンスを用
いた解析によると，当該系統は 0.1 ％程度存在している可能
性がある．つまり，イルカ口腔およびその飼育環境では自然
環境中に比べて当該系統が一定以上放出されていることを
示している．今後，通常の海水との差分として飼育海水の時
系列的な解析や，口腔内への侵入経路のさらなる検討(母
乳・胎便など)も行い，口腔や粘液による特殊系統の集積と
いう作業仮説を明らかにする．

表1　新たに海獣メタゲノムから得られたMAG

サンプル名 合計MAG 新規MAG
イロワケイルカ 17 2
スナメリ 42 7
ジュゴン(アマモ食 1) 55 4
ジュゴン(アマモ食 2) 54 5
ジュゴン(アマモ食 3) 81 6
ジュゴン(レタス食) 56 6

図1　�CPR(Minisyncoccota門)の未培養綱 JAEDAM01
系統のゲノム系統樹

「海獣の粘液」を用いた海洋細菌の分離培養技術の構築

中　島　　　悠

所属　国立研究開発法人海洋研究開発機構海洋機能利用部門　E-mail: yu-nakajima@jamstec.go.jp

－ 192 －

IFO Res.Commun. 39
2025



【目的】細胞壁を持たず，非常に小さな細胞サイズとゲ
ノムサイズを特徴とするマイコプラズマ(Mycoplasma)
は，これまで主に陸生動物から単離されてきたが，近年
海洋生物からも検出・単離されている．特に二枚貝サル
ボウガイの中腸腺(Mizutani et al. 2025)や，スコット
ランドの養殖産またはノルウェーの野生アトランティッ
クサーモンの腸内(Cheaib et al. 2021, Rasmussen et al. 
2023)など様々な海洋生物から検出されている．また
2019年には Ramírezらによって，イカやタコから新種
のMycoplasmaが単離された．我々はこれまでに海洋生
物由来Mycoplasmaの 16S rDNAを用いた系統解析の結
果，海洋生物由来のものは既存種とは異なる配列をもつ
ことが示唆されたことから，本研究では二枚貝に生息し
ている新奇Mycoplasma属細菌の単離とその分類学的位
置づけを明らかにすることを目指した．
【方法】アコヤガイ 3個体(2023年 10月，三重県)，マ
ガキ 84個体(2024年 2月，兵庫県)，ハマグリ 42個体
(2024年 6月，三重県)，サルボウガイ 18個体(2024年

9月，佐賀県)，ヤマトシジミ 45個体(2024年 2月，三
重県)，アサリ 93個体(2024年 7月，福岡県)からリン
パ液または内臓のホモジナイズサンプルを採取しDNAを
抽出した．Ramírezら(2019)の方法を参考にし，0.1 µm
フィルターでろ過したリンパ液も培地成分として利用し
てMycoplasma属細菌の単離を試みた．またリンパ液から
得られた細菌および培養サンプルに対する，Mycoplasma
属特異的 nested-PCR法により本細菌の有無を確認した．
Mycoplasmaの存在が示唆されたサンプルについてメタ
ゲノム解析を行い，宿主ゲノムの除去，プロファイリン
グ(MetaPhlAn4)，アセンブル(Megahit)，各種ビニ
ング，品質チェック(CheckM2)，分類(BAT)によ
りMetagenome-Assembled Genomes(MAGs)を獲得
した．さらに系統解析(PhyloPhlAn4)およびオーソロ
グ解析(OrthoFinder)を行った．
【結果・考察】培養を挟まないリンパ液からの直接抽出
では，サルボウガイ，アサリ，ハマグリからMycoplasma
が検出された．培養実験では，アサリとハマグリのサン
プルからマイコプラズマが検出されたが，平板培地での
単離には至らなかった．メタゲノム解析では，ハマグリ
を除く全てのリンパ液サンプルでDNA濃度が基準値に
達しなかったため，中腸腺サンプルを使用した．中腸腺

サンプルでは 90 ％以上が宿主ゲノムとして除去される
中，複数のMAGsが得られた(表 1)．特にサルボウガ

イの中腸線サンプルからは，ゲノムの完全度は低いもの
の，Mycoplasmaに分類されるゲノム情報が得られ，系
統解析の結果，サルボウガイ由来のMAGsはイカやタ
コから単離されたMycoplasma todarodisやMycoplasma 
marinumとクラスターを形成した(図 1)．このグループは

現在Mycoplasma属に分類されているが，Metamycoplasma- 
taceaeの新属，もしくは新しい科になる可能性が示唆さ
れた．オーソログ解析では，海洋生物由来の株に特異的
な遺伝子が 424タイプ存在し，それらには糖資化に関す
る遺伝子や貝類の糖貯蔵に利用されるグリコーゲン分解
に関する遺伝子が含まれていた．一方で，アンモニアか
らグルタミンを合成する遺伝子も含まれており，海洋由
来の本細菌群は宿主に対して益にも害にもなりうる代謝
的二面性を示していることが示唆された．

表1　二枚貝由来MAGsの品質評価と分類学的位置づけ

サンプル 完全度 混入率 近縁種(類似度)
ハマグリ 1 21 ％ 0 ％ Haemophilus (83 ％)
ハマグリ 2 72 ％ 6.0 ％ Pasteurellaceae (88 ％)
アサリ 1 7.8 ％ 0 ％ Bacteria (40 ％)
サルボウガイ 1 55.6 ％ 1.4 ％ Lactobacillales (45 ％)
サルボウガイ 2 65.4 ％ 0.2 ％ Bacteroidetes (36 ％)
サルボウガイ 3 54.3 ％ 5.6 ％ Mycoplasma (56 ％)
サルボウガイ 4 64.7 ％ 9.9 ％ Mycoplasma (35 ％)

図1　�PhyloPhlAn4による海洋生物由来マイコプラズマと
その近縁種の系統解析結果．

二枚貝に生息する新規海洋性マイコプラズマの単離と分類体系の再構築
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【目的】本研究では，新規の菌根菌である Fine Root 
Endophytes(以下，FRE)のモデル菌株の選抜を目指
す上で不可欠な，FREの多様性の解明と分離培養方法
の検討を目的とした．特に，FREは植物への窒素供給
力や湛水耐性が高いため，栽培に多くの窒素を必要と
し，水田で栽培されるイネを研究対象とした．
【方法】まず，FREの水田における多様性を解明するた
め，つくば市および宇都宮市の水田で，継時的にイネ 4
品種の根をそれぞれ採取し，DNAを抽出した．つくば市
で採取した IR64およびKinandang Patong(以下KP)に
ついてはDNA抽出後，FREが属する Endogonomycetes
綱のリボソームDNA特異的プライマーの PCRを行い，
Endogonomycetes綱の配列を検出した．Endogonomycetes
綱の配列を検出した IR64(5サンプル)とKP(9サン
プル)，宇都宮市で採取したマツリバレ(6サンプル)
とコシヒカリ(6サンプル)のリボソームDNAを増幅
し，Amplicon-seqによる群集組成解析を行った．次に，
水田のイネの根やミカヅキゼニゴケから FREを分離培
養するため，培地や次亜塩素酸カルシウム水溶液による
分離源の表面殺菌方法を検討した．ミカヅキゼニゴケは
菌が感染していないと考えられる無性芽から葉状体形成
まで培養し，イネの根と共培養することで FREを 2次
感染させた後，分離培養することを目指した．
【結果・考察】特異的プライマーにより IR64とKPの両
方で生育ステージの長期(分げつ期から登熟期)に渡って，
Endogonomycetes綱の配列が検出された．一方，地上部
を刈り取った後の根からはほとんど Endogonomycetes
綱の配列が検出されなかった．これらのことから
Endogonomycetes綱がイネの生育に関わっている可能
性が示唆された．Amplicon-seqでは菌類のユニバーサ
ルプライマーで増幅したため，Endogonomycetes綱が
属するMucoromycota門の他に子嚢菌門や担子菌門，
アーバスキュラー菌根菌を形成するGlomeromycota門
の菌類も検出された．全菌類中での Endogonomycetes
綱の相対存在量の平均は IR64で 0.6 ％，KPで 7.8 ％，
コシヒカリで 55.2 ％，マツリバレで 79.1 ％と差が大き
かった．この差は採取地やDNA抽出方法の違いによる
と考えられる．Endogonomycetes綱とGlomeromycota
門の配列のみ抜き出した相対存在量を図 1に示す．ただ
し，全菌類中での Endogonomycetes綱の相対存在量の
平均に差があるため，系統間での割合の比較はできな
かった．コシヒカリとマツリバレからはそれぞれ 6サン

プル中，2と 4サンプルのみ Endogonomycetes綱が検出
された．イネ 4品種すべてで Endogonomycetes綱の
Unemaeeales目が共通して検出され，Unemaeeales目が
水田に広く分布している可能性が示唆された．さらに，
コシヒカリとマツリバレからはGlomeromycota門が検
出されなかったことから，水田のイネの根においては
Glomeromycota門に属するAMFよりもEndogonomycetes
綱に属する FREが優占している可能性が示唆された．次
にUnemaeeales目が検出された水田のイネの根からFRE
の分離培養を試みた．予備試験として Endogonomycetes
綱に属する Sphaerocreas pubescensを複数の培地で培養
した結果，Modified Norkrans'C(MNC)培地で培養可
能であった．また，顕微鏡観察からイネの根の表皮に
FREと推測される菌糸を確認した．そこで，次亜塩素
酸カルシウム水溶液を使用して表面殺菌した根をMNC
培地に接種し，FREの分離を試みた．その結果，短時
間や低濃度の表面殺菌であってもほとんど菌が分離され
なかった．この原因として表面殺菌により表皮付近の菌
が死滅することが考えられた．そこで，イネの根を培土
に埋め，その上にミカヅキゼニゴケの葉状体を接種し
た．ミカヅキゼニゴケの葉状体は根よりも厚い構造をし
ているため，表面殺菌後も葉状体から菌が分離できると
考えられ，現在，培養を継続中である．

図1　�水田のイネの根における EndogonomycetesとGlom-
eromycotaの相対存在量

新規菌根菌 Fine Root Endophytes の分離によるモデル菌株の確立
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【目的】糸状菌の細胞内共生細菌“エンドバクテリア”
がムコール症原因真菌に及ぼす影響として，Rhizopus属
菌の病原性向上や抗菌薬アムホテリシンBへの感受性
低下が報告されている．しかし，その保有実態および多
様性の把握は十分ではない．本研究では，ムコール症感
染予防・治療に関わる研究基盤形成のため，エンドバク
テリア保有実態・多様性の把握，その宿主間伝搬性の解
明および病理研究リソースの確保を目的とした．
【方法】複数の国内外の菌株保存機関(CBS，IFM，
MAFF，およびNBRC)からの分譲により入手，また
は野外試料より分離したケカビ目 17属 220菌株(表 1)
について，16S rRNA遺伝子特異的ユニバーサルプライ
マー(27F/1492R)を用いた PCRによるエンドバクテ
リアの検出を試みた．また，菌糸破砕液をメンブレン
フィルターで濾過した細菌画分を調製し(図 1C)，
BCYEα寒天培地で培養することでエンドバクテリアを
分離した．得られた培養株について，ナノポアおよびイ
ルミナシーケンサーを用いてゲノム決定し，Average 
Nucleotide Identity(ANI)を算出した．代謝経路の比
較には blastKOALAおよびKEGG mapperを用いた．
【結果・考察】PCR増幅により，220菌株中 53菌株から
細菌が検出された(表 1)．そのうち 52菌株は Rhizopus
属菌であり，IFMに保存されていた Rhizopus属菌 4菌株
も含んでいたことから国内臨床菌株にエンドバクテリア
が存在することが明らかになった．BLAST検索の結果，
Rhizopus属菌から検出されたのはすべてMycetohabitans
属細菌であった．一方，残りの Saksenaea属菌では，宿
主の分類学的検討を行い，S. boninensisとして記載し，新
規エンドバクテリア(SakBRE)の培養に成功した(図 1)．

Rhizopus属菌を宿主とするエンドバクテリア 18菌株
の培養株を確立した．また，Mycetohabitans属細菌(11
菌株)および SakBRE(1菌株)について，完全ゲノム
を決定した．既知ゲノムを含めて ANIを算出した結果，
95 ％の閾値でMycetohabitans属細菌は 6系統に分かれ，
本研究で得た培養株は，6系統中 2系統に位置し，IFM
菌株由来培養株も同 2系統に含まれていた．このことは
系統的に単一ではないMycetohabitans属細菌が国内臨床
Rhizopus属菌株に存在することを示していた．

SakBREの比較ゲノム解析の結果，システイン合成に
関わる遺伝子は保持している一方で，硫黄源の取り込み
に必要な硫酸／チオ硫酸トランスポーター遺伝子を欠い
ていた．また，システインを含まないBCYEα寒天培地

では生育が制限されたことから SakBREは宿主細胞内
のシステインに依存していると考えられる．これらの結
果は，ケカビ目内の異なる属の宿主に共生するエンドバ
クテリアが，それぞれ異なるシステイン代謝を進化させ
てきたことを示し，代謝の違いが宿主依存性や特異性に
関与する可能性を示唆していた．本研究により，エンド
バクテリア保有糸状菌およびエンドバクテリア培養株の
研究リソース計 27菌株(主にNAROジーンバンクに寄
託)が整備され，ムコール症原因真菌の感染にエンドバ
クテリアが及ぼす影響の検証が今後可能になった．

図1　�小笠原諸島母島のリターより分離された新種 Sakse-
naea boninensisの形態（A）．本種菌糸内エンドバクテ
リアの透過型電子顕微鏡観察像（B）．菌糸破砕液をメ
ンブレンフィルター（C）で濾過した細菌画分を
BCYEα寒天培地で培養して得た SakBRE培養株（D）．

表1　供試菌株数およびエンドバクテリア検出菌株数

属名 供試菌株数 検出菌株数
Actinomucor 5 0

Calcarisporiella 4 0
Circinella 8 0

Cokeromyces 1 0
Cunninghamella 6 0

Ellisomyces 1 0
Fennellomyces 1 0

Gilbertella 2 0
Hyphomucor 2 0
Lichtheimia 7 0

Mucor 24 0
Mycotypha 2 0

Rhizomucor 11 0
Rhizopus 132 52

Saksenaea 1 1
Syncephalastrum 12 0
Thamnostylum 1 0

合計 220 53

ムコール症原因真菌における細胞内共生細菌の保有実態と 
その多様性，および宿主伝搬性の解明

高　島　勇　介

所属　国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構 遺伝資源研究センター　E-mail: takashima.yusuke985@naro.go.jp

－ 195 －

IFO Res.Commun. 39
2025



【目的】全ての生物は，レドックス(酸化還元)反応に
基づいてエネルギーや生体高分子を産生している．これ
は，「いかにレドックス状態を保ちながら生命活動を行
うか」が生命現象の本質であることを示している．私は，
「活性硫黄」によるレドックス制御システムから生命現
象を理解することを目指している．
活性硫黄は，分子内に過剰な硫黄原子が付加されたポ
リスルフィド化合物で，求核性と求電子性の両方の性質
を有するレドックス活性に富んだ分子である(図 1)．

私はこれまでに，硫化水素要求性の紅色光合成細菌
Rhodobacter capsulatusから，活性硫黄応答性の転写因子
SqrRを同定し，SqrRのシステイン残基が活性硫黄に
よってポリスルフィド修飾を受けることで転写活性制御
がなされることを発見した．このシステインの酸化還元
状態に基づいた応答機構は，活性酸素(ROS)の応答
機構と類似しており，両者には化学的・進化的に深いか
かわりがあると推測された．実際に私は，SqrRと ROS
応答因子OxyRによる転写制御が，R. capsulatusにおい
て一部冗長的であることを見出している．
本研究では，SqrRとOxyRに着目して，活性硫黄と

ROSに応答した転写制御機構を解析することで，新たな
レドックスシグナル制御機構の提唱を目指した(図 1)．
【方法】レドックス応答における活性硫黄と ROSの影響
を包括的に理解するために，活性硫黄応答の制御因子
SqrRおよび ROS応答の制御因子OxyRに着目して，ト
ランスクリプトーム解析を行った．R. capsulatus(SB1003，
研究室保有株)の野生株，sqrR欠損株，oxyR欠損株，
sqrRoxyR二重欠損株に対して，培養液に硫化水素ナトリ
ウム(Na2S)あるいは過酸化水素(H2O2)を添加し，添

加前後の転写物量の変化を RNA-seqによって解析した．
さらに，SqrRとOxyRに依存した活性硫黄・ROSに

応答した転写制御機構を解明するために，トランスクリ
プトーム解析で特徴的な変化が見られた 3つの遺伝子に
着目して，sqrRと oxyRのシステイン点変異株を用いて，
活性硫黄と ROSに応答した転写物量変化を精査した．
【結果・考察】トランスクリプトーム解析の結果，SqrR
とOxyRは活性硫黄と ROSの両方に応答するが，各制御
因子による特異的な制御と，両制御因子による協調的な
制御が広く存在することが明らかになった(図 2)．つま
り，本応答には特異性と冗長性があることが示唆された．

SqrRは活性硫黄をシステイン残基のポリスルフィド
修飾で検知し，OxyRは ROSシステイン残基の酸化で検
知することがわかっている．そこで，システイン点変異
株を用いて，活性硫黄・ROSに応答した転写物量変化
を精査することで，各応答で重要なシステイン残基を同
定した．興味深いことに，SqrRによる ROS応答，OxyR
による活性硫黄応答では，システイン残基の寄与が少な
い，あるいは応答に関係ないことがわかった．これは当
初予想していたシステイン残基の修飾とは異なる分子機
構で活性硫黄や ROSに応答している可能性を示唆する．
以上より，活性硫黄と ROSによるレドックス応答を
明確化したが，その分子機構には，システイン残基の修
飾とは異なる未知のしくみの可能性が見出された．

図1　活性硫黄と ROSによるレドックス応答モデル

図2　活性硫黄・ROSに応答した転写物量解析

活性硫⻩シグナルを考慮した新たなレドックスシグナル伝達概念の構築
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【目的】ミトコンドリアは ATPを合成するエネルギー工
場として機能する．ミトコンドリアが正常に機能するた
めには，サイトゾルで合成されたタンパク質が，ミトコ
ンドリア内の適切な区画に配送されなければならない．
SAM(Sorting and Assembly Machinery)複合体はタン
パク質を βバレル構造へと整形すると同時に，ミトコン
ドリア膜に挿入するタンパク質挿入装置である．申請者
はこれまでに，SAM複合体の電顕構造を決定し，SAM
複合体による基質結合と膜リリースの分子メカニズムを
解明した(図 1)．しかし，どのようなプロセスで反応
が進行するのかは依然として不明である．SAM複合体
はこの極めて複雑な反応を，いかにして可能にしている
のか．本研究では，この謎を解明するために，様々な状
態にある Tom40(Translocator of Outer Membrane 40)
を含む SAM複合の立体構造をクライオ電子顕微鏡によ
り決定することで，SAM複合体による基質 Tom40の膜
挿入プロセスの全貌を解明する．

【方法】酵母細胞(Saccharomyces cerevisiae)から単離し
たミトコンドリアを，界面活性剤ジギトニンにより可溶
化し，アフィニティー精製およびゲル濾過精製を行っ
た．クライオ電子顕微鏡によって，精製 SAM-Tom40超
複合体の単粒子解析を行い，3Dクライオマップを基に
タンパク質構造を決定する．得られた SAM-Tom40超複
合体の立体構造から，①Tom40の βバレル構造はどの
ように形成されているか，②その間に SAM複合体はど
のようにして Tom40の折りたたみを触媒するのかにつ
いて考察することで，SAM複合体による基質タンパク

質の膜挿入メカニズムを解明する．
【結果・考察】我々は，SAM複合体が補助装置Mdm10
(Mitochondrial Distribution of Morphology 10)と協働
して，Sam50・膜挿入された Tom40・Mdm10を入れ替
えながら，基質タンパク質の膜挿入と膜リリースの反応
サイクルが駆動することを証明した(H. Takeda et al., 
Nature 2021)．しかし，依然として SAM複合体が基質
タンパク質を βバレル構造へと整形しつつ，膜へ挿入す
るメカニズムは未だ不明であった．我々は，SAM複合
体に結合して固定化される基質 Tom40変異体(G354A)
を同定し，SAM複合体とともに大量発現させ，精製を
試みた．その結果，SAM-Tom40超複合体を精製するこ
とができた．続いて，クライオ電顕による構造解析に進
んだところ，SAM-Tom40超複合体の構造を決定するこ
とに成功した．この構造では，Sam50のラテラルゲー
トが大きく開き，ここに Tom40の βストランドが入り
込み，SAM複合体と Tom40で形成されるハイブリッド
βバレル構造を形成することによって，SAM複合体は
基質 Tom40を膜挿入することを解明した(図 2)．

次なる展開として，一部が挿入されているTom40が，ど
のようなプロセスで膜挿入されるのかを明らかにすべく，
新しい課題に挑戦した．Tom40の膜挿入に直接関与して
いる Sam50のN末端に様々な長さの Tom40断片を融合
させ，融合型 SAM-Tom40超複合体の精製および構造解
析に着手した．その結果，4つの異なる融合型 SAM-Tom40
超複合体の精製に成功し，現在，クライオ電顕による構
造解析に着手している．これらの複数の SAM-Tom40超
複合体の立体構造を統合することによって，SAM複合体
が Tom40をどのようなプロセスで膜挿入するのか，その分
子メカニズムを原子レベルで解明していきたい．

図1　SAM複合体による基質交換反応

図2　SAM-Tom40超複合体のクライオ電顕構造

ミトコンドリアおけるタンパク質膜挿入プロセシングの解明
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【目的】糸状菌は多様な二次代謝産物を産生することか
ら，有用物質の探索源として利用されてきた．近年，糸
状菌の潜在的な二次代謝を刺激する簡便な手法として，
共培養法がしばしば用いられる．共培養によってどのよ
うな分子メカニズムを通して二次代謝が活性化するかが
明らかになれば，それを再現することによって人為的な
二次代謝の制御が可能になると期待される．しかしなが
ら，先行研究の多くは新規物質の発見に主眼を置いてお
り，二次代謝活性化のメカニズムについては未解明の部
分が多い．
先行研究によって，放線菌 Streptomyces rapamycinicus
との相互作用が 2種の Aspergillus属糸状菌の二次代謝を
活性化することが明らかになっており，両者の物理的接
触が二次代謝活性化に必要であると提唱されていた．こ
れに対して，著者らは放線菌 S. rapamycinicusの培養上
清が A. nidulansの二次代謝を誘導する活性を有するこ
とを示す実験結果を得ていた．そこで申請者は，放線菌
S. rapamycinicusが産生する二次代謝誘導シグナルを明
らかにすること，および，当該シグナルを利用して様々
なAspergillus属糸状菌から有用物質を探索し，新規物質
を発見することを当初の目的とした．
【方法】放線菌 S. rapamycinicus ATCC 29253株を ISP 1
培地を用いて液体培養し，培養抽出物を，糸状菌 A. 
nidulans FGSC A4株の二次代謝誘導活性を指標として
分画した．ただし，二次代謝活性化の確認は，A. nidulans
のオルセリン酸生合成遺伝子(orsA)の発現を RT-qPCR
によって定量する，当該遺伝子によって生合成される二
次代謝産物(オルセリン酸等)の産生を LC–MSによっ
て検出する，あるいは色素産生を目視で確認することに
よっておこなった．また，分画には，ODSフラッシュ
クロマトグラフィー，および逆相HPLCを用いた．
また，有用物質探索には日本およびブラジル沖の海底
堆積物や地殻等から分離された，6種(A. creber，A. 
sydowii，A. protuberus，A. amoenus，A. jensenii，およ
び A. cvjetkovicii)27株の Aspergillus属糸状菌を用いた．
当該真菌株は過去に JAMSTECにおいて分離されたも
のである．最小液体培地を用いて糸状菌を振盪培養した
後，放線菌を ISP 1培地で培養した培養液を加え，共培
養を実施した．培養液の抽出物について，LC–MSを用
いた二次代謝プロファイルの解析，および，グラム陽性

細菌 Kocuria rhizophilaに対する抗菌試験を実施し，活
性物質を単離した．
【結果・考察】放線菌 S. rapamycinicusの培養上清，熱
処理した培養上清，および凍結乾燥した培養物のメタ
ノール抽出物のそれぞれをA. nidulansに加えて培養し，
orsA遺伝子の発現量を定量したところ，いずれの場合
も未処理の場合と比べて orsAの発現量が上昇した．こ
の結果から，二次代謝を誘導するシグナルがメタノール
に可溶な低分子化合物であることが示唆された．そこで
培養抽出物をODSフラッシュクロマトグラフィーに
よって，5，30，60，および 100 ％メタノール画分に分け，
A. nidulansに加えて培養したところ，100 ％メタノール
画分のみが色素産生を誘導した．さらに当該画分を，
水-アセトニトリルを移動相として用いた逆相HPLCに
よって分画し，活性を示す画分を得た．最近，Berger
らにより，S. rapamycinicusが産生し Aspergillusの二次
代謝を誘導する物質として polaramycin Bというマクロ
ライドが同定された．著者らが得た画分に含まれる活性
成分が当該物質であるか，確認を進めている．
また，S. rapamycinicusを海洋由来 6種 27株のAspergillus

属糸状菌と共培養した結果，27株中 16株において，共
培養による物質産生の誘導あるいは促進が示唆された．
また，27株中 1株(A. protuberus V48株)において，単
独培養よりも共培養の抽出物の方が高い抗菌活性を示す
ことを示唆する結果を得た．そこで，S. rapamycinicusと
A. protuberus V48株の共培養物から抗菌活性物質を単離
し，NMRとMSデータを基に化学構造を決定したとこ
ろ，当該物質を既知のアントラキノンであるversicolorone
と同定した．Versicoloroneの単独培養と共培養におけ
る産生量を，LC–MSによって分析し比較したところ，
両者に顕著な差は見られなかった．Versicoloroneとは
異なる抗菌物質が，共培養によって抽出物の抗菌活性が
増大する現象の原因であると推測している．また，放線
菌と A. amoenus V13株の共培養物から，共培養特異的
に産生される化合物を単離し，化学構造の解析を進めて
いる．
本研究により，放線菌 S. rapamycinicusがある程度幅

広いAspergillus属糸状菌の二次代謝に影響を与えること
が示唆された．二次代謝誘導物質の同定を進めるととも
に，当該物質を用いた物質探索を進めたいと考えている．

放線菌―糸状菌間相互作用の理解と物質探索への展開
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【目的】解糖系の最終反応を担う酵素であるピルビン酸
キナーゼは，ホスホエノールピルビン酸とヌクレオシド
二リン酸からピルビン酸とヌクレオシド三リン酸を生成
する．好気呼吸系を持たない肺炎球菌 Streptococcus 
pneumoniaeにおいて，ピルビン酸キナーゼは生育に必
須であり，細胞壁合成を阻害する抗菌薬ホスホマイシン
に対する耐性に関与することが明らかとなった．本研究
では，肺炎球菌の代謝系制御に重要な役割を果たすピル
ビン酸キナーゼの機能構造解析を行うことで，活性制御
機構の解明とピルビン酸キナーゼを標的とする阻害剤開
発の基盤構築を目指した．
【方法】N末端に 6xHisタグを付加した肺炎球菌ピルビ
ン酸キナーゼを大腸菌 BL21(DE3)株で発現させ，
Ni-NTAアフィニティカラムとゲル濾過カラムを用いて
精製した．精製されたピルビン酸キナーゼの活性は，産
生物であるピルビン酸が乳酸脱水素酵素の働きにより乳
酸に変換される過程で用いられるNADHの減少量を，
340 nmにおける吸光度の変化で定量することにより測
定した．また，ピルビン酸キナーゼの基質・エフェク
ター認識機構を調べるため，蒸気拡散法により得られた
共結晶サンプルを用いた X線結晶構造解析を行った．
【結果・考察】本研究では，アロステリック酵素である
肺炎球菌ピルビン酸キナーゼの活性制御機構を解明する
ため，まずエフェクター分子の同定を行った．エフェク
ター分子候補である解糖系中間体のグルコース- 6 -リン酸
(G6P)とフルクトース-1,6 -ビスリン酸(FBP)の添加
による活性変化を調べた結果，後者を添加した際に大き
な活性上昇が見られたことから，肺炎球菌ピルビン酸キ
ナーゼはフルクトース-1,6 -ビスリン酸によりアロステリック
な活性制御が行われることが明らかとなった(図 1A)．
次に，エフェクター認識機構を可視化するために，肺炎
球菌ピルビン酸キナーゼとフルクトース-1,6 -ビスリン酸
の共結晶化を試み，共結晶構造を 1.8 Åの分解能で決定
することに成功した．フルクトース-1,6 -ビスリン酸はホ
モ四量体構造をとる肺炎球菌ピルビン酸キナーゼのCド
メイン境界付近に結合しており，他生物種のピルビン酸
キナーゼのエフェクター結合領域とは異なる領域に結合
していることが判明した(図 1B)．また，エフェクター
結合構造を元にしたアミノ酸配列解析と変異体の機能解
析により，エフェクター結合領域の 4残基(Lys408，
His411，Glu488，Arg491)がフルクトース-1,6 -ビスリ

ン酸に対する選択性に関与することを明らかにした．
一般的にピルビン酸キナーゼはピルビン酸とともに

ATPを産生するとされているが，ATP以外のヌクレオ
シド三リン酸も産生することができる．そこで，肺炎球
菌ピルビン酸キナーゼのヌクレオチド選択性について
も，構造生物学アプローチを用いて調べた．ADP，
GDP，UDPとの共結晶構造を取得し，ヌクレオチド結
合領域の構造解析を進めた結果，肺炎球菌ピルビン酸キ
ナーゼはGDPやUDPの塩基部分と Aα2ヘリックス上
の残基群(Glu64，Gln65，Arg68)を介して多くの相
互作用を持つ一方，ADPの塩基部分とはほとんど相互
作用を持たないことが明らかとなった(図 2)．また，
活性評価においてもGTPおよびUTP合成能が ATP合
成能と比較して高かったことから，菌体内ではピルビン
酸キナーゼが主にGTP合成とUTP合成を担うことが示
唆された．

本研究では，肺炎球菌ピルビン酸キナーゼのアロステ
リック制御機構とヌクレオチド認識機構を分子レベルで
解明することができた．近年多剤耐性化が課題となって
いる肺炎球菌に対する新規抗菌薬の標的候補として，生
育に必須である肺炎球菌ピルビン酸キナーゼは魅力的で
あり，本研究で得られた構造情報はピルビン酸キナーゼ
阻害剤の開発に寄与することが期待できる．

図1　�（A）肺炎球菌ピルビン酸キナーゼの活性評価．（B）FBP
結合型肺炎球菌ピルビン酸キナーゼの結晶構造．

図2　�肺炎球菌ピルビン酸キナーゼの活性部位における各
種ヌクレオチド塩基部分との相互作用．

肺炎球菌ホスホマイシン耐性に関与するピルビン酸キナーゼの機能解析
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【目的】本研究では，ラン藻のクエン酸回路の流れを決
める要因を明らかにすることを目的とした．ラン藻は，
酸素の発生を伴う光合成をする細菌の総称である．中で
も，Synechocystis sp. PCC 6803(以降 Synechocystis)は，
増殖が速く，遺伝子改変が容易であることからモデル種
として利用されている．海洋汚染や石油の枯渇などが問
題視される近年では，Synechocystisを用いて二酸化炭素
から有機酸などの汎用化学品をつくる物質生産が注目さ
れている．Synechocystisは，代謝経路の 1つ「クエン酸
回路」を介して様々な有機酸を生産する．しかし，クエ
ン酸回路の炭素の流れは，他の代謝経路と比較して弱
い．そのため，その流れが弱い原因を明らかにし，改善
していくことが，さらなる増産に向けた課題の1つとなっ
ている．以前の研究で，申請者らは，ラン藻のクエン酸
回路が，還元力として「NADPH」を生成するという特
異な性質をもつことを明らかにした(図 1)．一方，ラン
藻の生体内において，NADPHは，主に光合成明反応と
酸化的ペントースリン酸(OPP)経路によって生成され
ている(図 1)．ラン藻では，好気呼吸で必要なNADPH
もOPP経路が賄っている．そのため，クエン酸回路は，
これらの他の系と競合関係にあり，このことが，炭素の
流れが弱いことに関係している可能性がある(図 1)．本
研究では，多角的な解析により，この仮説を検証した．

【方法】SynechocystisのOPP経路において，第一段階の
反応を触媒するグルコース- 6 -リン酸脱水素酵素(Zwf)
の欠損株を作製した．野生株と Zwfの欠損株を，光合成
をしない暗条件下でBG11培地を用いて培養した．培養
後に細胞を回収し，細胞内のNADPH量や ATP量，呼
吸活性を測定した．細胞内のNADPH量は同仁化学研
究所(熊本，日本)のNADP/NADPH Assay Kit-WSTを

用いて測定し，ATP量は，アブカム(ケンブリッジ，
UK)の ATP assay kitを用いて測定した．呼吸活性は，
Arisakaらのプロトコルに従ってHansatech社(キング
ズ・リン，UK)を用いて行った．また，クエン酸回路
の酵素の発現量の違いを確認するために，遺伝子発現解
析を行った．遺伝子発現解析は，ライフテクノロジー社
(東京，日本)の StepOne Plusを用いてリアルタイム
PCRにより行った．
【結果・考察】Zwfの欠損株は，野生株と同等のNADPH
量，ATP量，呼吸活性を示した．このことは，Zwfの欠
損株が，光合成とOPP経路なしで，NADPHを生成でき
ていることを示している．また，遺伝子発現解析の結果，
Zwfの欠損株では，クエン酸回路の酵素遺伝子のうち，
4種類の遺伝子で発現の増加が確認できた(図 2)．この
ことは，Zwfの欠損株において，クエン酸回路の反応が，
不足するNADPHを補ったことを意味している．Zwfの
欠損株において，発現が最も増加した遺伝子が，2 -オキ
ソグルタル酸デカルボキシラーゼをコードする kgd遺伝
子であった(図 2)．Synechocystisのクエン酸回路の酵素
のカイネティックパラメータを比較した結果，2 -オキソ
グルタル酸デカルボキシラーゼは，1分子当たりの活性
(代謝回転数)が最も低いことが分かった．そのため，ク
エン酸回路の律速段階の解消につながった可能性がある．

これらの結果は，Synechocystisのクエン酸回路の流れ
が弱い原因が，他の代謝とのNADPH生成における競
合であることを強く示唆している．また，クエン酸回路
の酵素遺伝子の発現の増加は，それらの発現を制御する
転写因子やシグマ因子の存在を示唆しており，それらを
発見することで，培養条件によらずクエン酸回路の流れ
を自在に調節することが可能になると考えられる．今後
は，これらの知見を活かした物質生産やNADP+合成の
クエン酸回路への影響の解明などを進めていく．

図1　SynechocystisにおけるNADPH生成

図2　クエン酸回路の酵素遺伝子の発現量の比較

ラン藻のクエン酸回路の流れを決める生化学的要因の解明
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【目的】鉄は必須元素であるが，環境中で細菌が利用で
きる鉄はごく微量しか存在しない．ゆえに，細菌は外界
の鉄を細胞内に取り込むシステム(鉄獲得系)を高度に
進化させて来た．細菌は効率よく外界の鉄を取り込むた
めに，外界の鉄の存在を「感知」することで，鉄獲得系
を構成する遺伝子群の発現を活性化することができる．
本研究では，その分子メカニズムの解明を目指した．
本研究で対象とした鉄獲得系は，大腸菌が有する Fec 

systemである．Fec systemは鉄クエン酸錯体を取り込む
系であり，グラム陰性細菌に広く保存されている．鉄ク
エン酸錯体は外膜トランスポーターFecAによってトラッ
プされ，分子モーターである Ton motorが FecAの構造
変化を誘起することで，ペリプラズムまで輸送される．
FecAは鉄クエン酸錯体のレセプターとしても働き，鉄
クエン酸錯体のシグナルを，一回膜貫通タンパク質 FecR
を介して，σ因子である FecIに伝達し，Fec systemを構
成する遺伝子群の発現を誘導する．しかし，そのシグナ
ル伝達の分子機構は，長年に亘って謎に包まれてきた．
我々は最近，FecRが連続的な切断を経て FecIを活性

化することを報告した(Yokoyama et al., J. Biol. Chem., 
2021)．FecRはまず，シグナル非依存的に自己切断し
(1段階目切断)，N末端側断片NTDと C末端側断片

CTDに分離する．次に，シグナルに応答してNTDが切
断され(2段階目切断)，更にその断片は RsePプロテ
アーゼによって切断される(3段階目切断)．こうして
最終的に生じた断片が FecIを活性化する．しかし，FecR
が如何にして FecAからシグナルを受け取り，如何にし
て 2段階目切断が誘導されるのかという，シグナル伝達
の要とも言うべき分子メカニズムは依然として不明で
あった．そこで本研究では，この機構の解明を目指した．
【方法】FecRのN末端及び C末端にタグを付加したモ
デル基質を Escherichia coli K-12株で発現させ，イムノブ
ロッティングによりその切断を評価した．FecR，FecA，
Ton motorの構造は AlphaFold3によって予測した．
【結果・考察】まず，CTDの細胞内動態を解析した結
果，CTDは細胞質で自己切断した後もNTDと会合して
おり，NTDが Tat pathwayを介して膜挿入されるのと
同時に，CTDもペリプラズムに「ヒッチハイク」輸送
されることが明らかとなった．次に，CTD領域を欠失
させた FecR変異体の細胞内動態を解析し，CTDが
NTDの受ける 2段階目切断を抑制していることを明ら
かにした．これらの結果から我々は，CTDがNTDと会
合することで，NTDを保護し，NTDの 2段階目切断を
阻害しているのではないか，そしてシグナルに応答して

CTDがNTDから解離することで，その切断が誘導さ
れるのではないかと考えた．この仮説を検証するため，
CTDとNTDにシステイン残基を導入し，ジスルフィド
結合によって両断片を固定して解離を妨げたところ，確
かにNTDの切断は抑制され(図 1)，仮説が支持された．
最後に，CTDがNTDからシグナル依存的に解離する
分子機構を解析した．我々は
CTDが FecAと 相 互 作 用 し，
Ton motorの生み出した機械的
な力が FecAを介してCTDに伝
達されることで，CTDがNTD
から解離するのではないかと考
え た．FecR-NTD/FecR-CTD/
FecA /Ton motorからなる複合
体の構造を予測し，CTDと
FecAの推定相互作用部位に変
異を導入したところ，NTDの
シグナル依存的な切断が阻害さ
れた．この結果は先の仮説を支
持するものである．
以上の結果を統合し，Fec systemにおけるシグナル
伝達メカニズムのモデルを提唱する(図 2)．FecRはグ
ラム陰性細菌に広く保存されていることから，本研究で
明らかにしたシグナル伝達機構は，他のグラム陰性細菌
にも共通して存在する可能性が高い．

図1　�FecR NTDの切断
解析

NTDと CTDをジスル
フィド結合により固定
すると，シグナルに応
答したNTDの切断が阻
害された．

図2　グラム陰性細菌が外界の鉄を感知する分子機構
(i)FecRは，NTDと CTDに 分 離 さ れ た 状 態 で，Tat 

pathwayを介して内膜に挿入される．(ii)FecAが鉄クエン酸
錯体を認識する．(iii)Ton motorが生み出した機械的な力
が，FecAを介してCTDに伝達され，CTDがNTDから解
離する．(iv)NTDの 2段階目切断と，続く 3段階目切断が
誘導される．(v)最終的に生じた断片がFecIを活性化する．

グラム陰性細菌が環境中の鉄を感知する分子メカニズム
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【目的】肺炎による国内の死者は，年間約 13.6万人に及
ぶ．肺炎を引き起こす病原細菌の中でも Streptococcus 

pneumoniae(肺炎球菌)は分離頻度が最も高いため，
臨床上で特に重要視されている．肺炎球菌の感染関連因
子を明らかにするため，感染モデルマウスの肺胞洗浄液
を採取し，サンプル間の相対定量解析が可能な網羅的プ
ロテオミクス( iTRAQ解析)を実施した(図 1)．検出
した肺炎球菌タンパク質は，感染時に宿主内で発現して
いることから，感染への関与が強く示唆される．検出タ
ンパク質群には，これまでに病原因子としての報告例の
ないものが多く含まれていたが，Eno，Gap，Tufはプラ
スミノーゲン結合タンパク質(plasminogen-binding 
proteins, PlgBPs)として報告されている．また，筆者
は TpiA，ClpC，UvrCが PlgBPsであることを明らかにし
てきた．肺炎球菌(D39株)のタンパク質 1,911種のう
ち，上述の解析で 15種を検出し，その中の 6種が Plg
結合能を有する事実は，本機能の重要性を示唆する．肺
炎球菌が宿主に感染し，組織や血流に侵入するために
は，宿主の Plgをリクルートすることが有効であると考
えられる．Plgはタンパク質分解活性のあるプラスミン
に変換され，細胞外マトリックスをはじめとする宿主分
子の分解に活用される．本研究は，iTRAQ解析で検出
したタンパク質群について，Plg結合能を中心に機能解
析し，肺炎球菌の侵襲化に関与する因子を詳らかにする
ことを目的とした．

【方法】Brevibacillus choshinensis HPD31-SP3または
Escherichia coli BL21を用いた発現系により各タンパク

質の組換え体を作製した．Plgと各組換え体との相互作
用を far-western blottingおよび表面プラズモン共鳴法で
解析した．また，Plgは宿主の組織型 Plg活性化因子
( tissue Plg activator, tPA)によってプラスミンに変換され
るが，この反応に及ぼす影響についてプラスミン特異的
発色基質 S-2251を用いて解析した．さらに，肺炎球菌の
野生型およびΔlytA株(自己溶菌酵素欠失株)から菌体表
層画分を抽出し，western blottingによりSufCを検出した．
【結果・考察】iTRAQ解析の検出タンパク質群のうち，
新たに Fba，AtpD，Vex3，SufCの 4種に Plg結合能を見
出した．これらはヒト Plgに結合し，tPAによるプラス
ミンへの変換を添加量依存的に，有意に促進した．また，
肺炎球菌 ΔlytA株の菌体表層画分から検出された SufC
量は，野生株のものより少なかった．SufCは分泌シグナ
ルを有しない細胞内タンパク質であるが，肺炎球菌の自
己溶菌により菌体外へ放出され，菌体表層にも局在する
ことが示唆された．上述の 4種の中では Fba，AtpDも
SufCと同様に分泌シグナルを持たないが，このような複
数の細胞内タンパク質が，菌体外ではムーンライティン
グ機能としてPlg結合能を発揮すると推察される(図 2)．

本研究では，新たに 4種のPlgBPsを見出した．iTRAQ
解析の検出タンパク質群 15種のうち，10種に Plg結合
能が認められたことから，肺炎球菌の感染における Plg
結合能の重要性が強調された．図 1に含まれない既知の
ものを加えると，肺炎球菌 PlgBPsは 16種に上る．筆者
はこれらの発現特性に関する解析を進めており，PlgBPs
の包括的理解に向けた知見の蓄積を図っている．

図1　�iTRAQ解析で検出した肺炎球菌タンパク質( a既知
の PlgBPs，b筆者が過去に見出した PlgBPs，c本研
究で見出した新規 PlgBPs)

図2　菌体内の PlgBPsは溶菌に伴い菌体外に放出され表
層にも局在する／PlgBPsは Plgに結合しプラスミンへの
変換を促進する

iTRAQ 解析を基盤とする肺炎球菌侵襲化機構の解明
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【目的】ビフィズス菌は数千万年もの長きに亘り霊長類
と共生・共進化してきた細菌として知られ，ヒトのみな
らず幅広い霊長類の腸管内に棲息している．近年のゲノ
ム解析の結果から，これらのビフィズス菌は異なる宿主
霊長類の食性に適応してきたこと，すなわち，宿主の食
餌成分に含まれる難消化性糖質を利用するために，多様
な糖質分解酵素のレパートリーを有し，各宿主環境に適
応させてきたことが推察されている．
そこで本研究では，樹木からの滲出物(ガム)を頻繁
に摂取するというユニークな食性を有するマーモセット
科霊長類(コモンマーモセット属およびタマリン属を含
む)に着目した．興味深いことに，これら霊長類は他の
霊長類と比べてビフィズス菌の占有率が高く，食性とビ
フィズス菌の関連性が強く示唆されている．本研究課題
はこれらの霊長類由来のビフィズス菌におけるガム由来
糖質の分解能を評価し，これまで殆ど解明されていない
「非ヒト霊長類の食性に応じたビフィズス菌の糖代謝機
構」の分子基盤の理解を目指した．
【方法】霊長類が摂取するガムの多くは，Ⅱ型アラビノ
ガラクタン(AG)多糖を主成分とすることが知られて
いる．本研究ではⅡ型 AG構造を有するガムとして最も
広く研究されているセネガル種アラビアガムを用いた．
アラビアガム資化性は，11種の霊長類から単離された
ビフィズス菌 40種 41株を用いて嫌気下で培養を行い，
48時間後の 600 nmの吸光度(A600)を測定した．資化
性菌における増殖関連遺伝子を同定するために，公開さ
れているゲノム情報を用いて dbCANによる糖質関連酵
素のアノテーションを行い，既知酵素との相同性に基づ
き候補遺伝子を絞り込んだ．候補となる糖質加水分解酵
素遺伝子については大腸菌発現系を用いて組換え体を作
製し，性状解析を行った．さらに，酵素および輸送体遺
伝子について二重相同組換え法により欠損株を作製し，
genotype-phenotypeマッチングを行った．
【結果・考察】アラビアガムの培養試験の結果，ガム
食性を有するワタボウシタマリンから単離された
Bifidobacterium aerophilum JCM 30941Tが最も良好な生
育を示した．そこで，アラビアガム上での生育に関わる
糖質加水分解酵素(GH)の探索を行ったところ，GH
ファミリー 43サブファミリー 24(GH43_24)に属する
酵素(以下，BaGH43_24と記載)が候補として挙げら
れた．本ファミリーに属する酵素が他の細菌種において

II型 AGへ作用することが報告されていたためである．
そこで BaGH43_24の組換え酵素を調製し，活性を評価
したところ，アラビアガムの β -1,3 -ガラクタン主鎖に対
して作用を示し，重合度 4から 7のオリゴ糖を遊離する
ことが確認された．BaGH43_24は，そのポリペプチド
鎖に 2つの触媒ドメインを有しており，各触媒ドメイン
の活性を解析したところ，糖鎖内部から切断するエンド
型と糖鎖末端から切断するエキソ型の異なる分解様式を
併せ持つ β -1,3 -ガラクタナーゼであった．本酵素の高い
分解活性はこの二機能性に由来するものと考えられる．
また本酵素および輸送体の遺伝子欠損株を用いた試験に
より，遊離したオリゴ糖を取込む ABC輸送体(AGオ
リゴ糖-結合タンパク質として以下，AGO-BPと記載)
も同定することに成功し，これらがアラビアガム上の生
育に必須であることが示された(図 1). 

本研究では，新たなアラビアガム分解・輸送経路の解
明に成功し，ガム食性霊長類において食性に応じたビ
フィズス菌の効率的な分解機構の存在を示した(図 2)．
今後は本菌や新規の経路に関わる酵素および輸送体遺伝
子の分布を網羅的に解析することで，本経路の存在がガ
ム食性霊長類に棲息するビフィズス菌にとって有利に働
いているかについて迫っていきたい．

図1　�B. aerophilum野生株(WT)および各遺伝子欠損株の生育

図2　B. aerophilumにおけるアラビアガム利用経路の模式図

霊長類の食性に応じたビフィズス菌のユニークな糖代謝機構の解明： 
ビフィズス菌の適応進化の理解に向けて
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【目的】16S rRNA遺伝子は，細菌やアーキアを含む原
核生物の系統分類や生物種の同定において，最も広く利
用されてきた分子マーカーの一つである．その保存性と
進化速度のバランスが分類に適しているとされるが，一
部の原核生物ではゲノム上に塩基配列の異なる複数種の
16S rRNA遺伝子をもつ“16S多型”を示しており，従
来の分類手法に混乱をもたらす原因ともなっている．特
に，高度好塩性アーキアの中には，約 5 ％以上(約 75
塩基)の配列差を持つ複数の 16S rRNAを有する分類群
が報告されているが，それぞれの rRNAの生理的役割
や，なぜ複数保持されるのかといった進化的意義はほと
んど明らかにされていない．
申請者はこれまでに，高度好塩性アーキアHaloarcula
属菌株がもつ 2種類の 16S rRNAのうちG+C含量が約
2 ％高い 16S rRNAが高温条件下での速い増殖に不可欠
であることを解明し，16S多型が環境適応に関与する可
能性を示唆してきた．本研究ではさらに 16S多型の影響
を調べるために，他の好塩性アーキアHalomicrobium属
に着目した．Halomicrobium属では，複数種の 16S rRNA
遺伝子間でG+C含量の差は 1 ％程度であるという特徴
がある．本研究では，これら 2属の菌株が保有する 16S 
rRNAの配列差がどのように生理機能に反映されている
か，特に温度や塩濃度といった環境条件との関係性を調
べることを目的とした．
【方法】Halomicrobium属に属する3種(Hmc. mukohataei 
JCM 9738，Hmc. salinisoli JCM 30837，Hmc. zhouii JCM 
17095)のゲノムデータベースを用いて，16S rRNA配列
の比較解析を実施した．代表株であるHmc. mukohataei
を用いて，温度[20，30，35，40，45，50，55 ℃]および塩
濃度[15，20，25，30 ％(w/v)NaCl]を変化させた条件下
で培養実験を行った．培養は 3連で行い，対数増殖期の
細胞から RNAを抽出した後，各 16S rRNA配列に特異
的なプライマーを用いた RT-qPCRを実施し，発現比率
を調べた．各 rRNAオペロンの機能的役割を明らかにす
るため，Halomicrobium属菌株変異株の作製を試みた．
一方，比較対象として解析したHaloarcula属の一方の
rRNAオペロンを欠損した株に対して，低温(15 ℃)下
での培養試験を行った．
【結果・考察】配列解析により，Halomicrobium属にお
ける 2種の 16S rRNAの部分的な塩基配列は全体で約
7- 9 ％異なっており，差異の多くはリボソーム機能に関

与するセントラルドメイン(ヘリックス 21，22，26)に
集中していた．この領域はリボソームの形成や機能にお
いて重要とされ，リボソームタンパク質の結合強度が高
温適応にも関係するとされている．この構造的差異が，
環境条件に応じた機能的分化に寄与する可能性が高い．

RT-qPCRの結果，温度条件の変化に応じて 2種の 16S 
rRNAの発現比率は変動した．例えば，2種類の 16S 
rRNA遺伝子を有するHmc. mukohataeiにおいて 50 ℃で
はそれ以下の温度と比較して片方の 16S rRNAの転写量
が約 1.1倍となっていた(有意差あり)．一方，塩濃度
の変化に対する応答は限定的であり，各条件下におけ
る発現比率には大きな変動は見られなかった．これは，
塩濃度よりも温度が 16S rRNAの選択的発現制御にお
いて主要な環境因子であることを示している．また，
Halomicrobium属が持つ複数種の 16S rRNAは単なる遺
伝的冗長性ではなく，少なくとも 1種類は異なる環境応
答に関連している可能性が示唆された．

Halomicrobium属の変異株の作製は現時点では成功し
ておらず，今後，遺伝子導入効率や選抜マーカーの最適
化が必要である．一方，比較対象として行ったHaloarcula
属の rRNA欠損株を低温(15 ℃)で培養した結果，G+C
含量の低い rRNAのみを持つ株がG+C含量の低い rRNA
のみをもつ株よりもわずかに速く増殖した(図)．この
知見は，配列やG+C含量がリボソームの安定性や翻訳
効率に影響し，低温適応にも影響を及ぼすことを裏付け
るものである．これらの知見は，極限環境に生息する微
生物の進化的適応戦略を理解する上で極めて重要であ
り，16S rRNAが単なる分類マーカーにとどまらず，生
理的役割を持つ機能分子であることを示している．

図　Haloarcula hispanicaの 15 ℃での増殖試験

リボソーム RNAを利用した環境適応機構の解明

佐　藤　　　悠
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【目的】病原性担子菌酵母 Cryptococcus neoformansは細
胞壁の最外層に莢膜多糖を産生する．この莢膜は，グル
クロノキシロマンナン(GXM)とグルクロノキシロマンノガ
ラクタン(GXMGal)と呼ばれる2つの多糖で構成されて
いる(図 1)．これら莢膜多糖は宿主の免疫系の回避を
通して，本菌における最も重要な病原性因子であると考
えられているが，その生合成に関する知見はそれほど多
くはない．本研究では，C. neoformansにおける莢膜多糖
の生合成に関与する新規糖転移酵素の探索を目的とした．

【方法】これまでの知見から，莢膜生合成の場はゴルジ
体であることが示唆されている．そこで，出芽酵母
Saccharomyces cerevisiaeにはホモログが存在せず，C. 
neoformans var. grubii H99株にのみ存在するゴルジ体に
局在が予測される II型膜タンパク質をリストアップした
結果，30種の候補タンパク質を選抜した．これら候補タ
ンパク質について，大腸菌 SHuffle T7 Expressを宿主と
して異種発現させ，可溶化発現に成功したものについて
は，各種 4 -メチルウンベリフェリル(4MU)化糖および
各種糖ヌクレオチドと反応させ，HPLCを用いて糖転移
活性を測定することで新規糖転移酵素の同定を目指した．
【結果・考察】30種の候補タンパク質について解析した結
果，4MU-β -ガラクトース(Gal)とGDP-マンノース(Man)
と反応させた際に反応産物を生成する新規酵素を発見し，
Cgm1(Cryptococcal Galactoside Mannosyltransferase 1)
と名付けた(図 2)．Cgm1は真菌がもつGT32ファミ
リーに属する糖転移酵素とわずかに相同性を示すもの
の，そのホモログは担子菌酵母を含む一部の真菌にしか
存在しておらず，他の真菌のGT32ファミリーの糖転移
酵素とは明確に異なるクレードに分類された．
次に，C. neoformans var. grubii H99株において CGM1

遺伝子の破壊株を構築し( cgm1Δ)，その表現型を観察
した結果，cgm1Δは 37 ℃において生育が顕著に遅延す
る温度感受性の表現型を示した(図 2)．また，cgm1Δ
から莢膜画分を精製し，13C-NMR解析に供した結果，
cgm1ΔではGXMGalのガラクトマンナン側鎖が消失も
しくは減少していることが明らかになった．このことか
ら，Cgm1はGXMGalのガラクトマンナン側鎖の生合
成に関与する新規 β -ガラクトシド α -(1→4)-Man転移酵
素であることが明らかになった．さらに，cgm1Δをマウ
スに感染させ，病原性の変化を解析した結果，cgm1Δを
感染させたマウスでは感染後 7日目および 14日目の肺
内生菌数が野生株と比較して有意に少ないことが明らか
になった．肺を破砕し，マウスによるサイトカイン産生
について解析した結果，病原体の排除に重要なインター
フェロン- γ( IFN-γ)の産生量が cgm1Δを感染させたマ
ウスにおいて 9倍に増加することが明らかになった．C. 
neoformansに対する免疫応答においてはヘルパー細胞の
1種である Th1細胞による IFN-γ産生が重要な役割を果
たす．C. neoformansの中でも特に強毒株として知られ
るH99株では，この獲得免疫において重要な Th1細胞
による IFN-γ産生が誘導されないことが知られている．
そのため，H99株由来の cgm1Δを感染させたマウスでは
IFN-γが産生されるという我々の知見は非常に興味深い．
cgm1Δの糖鎖構造の解析と併せて考察すると，GXMGal
のガラクトマンナン側鎖は IFN-γの産生抑制に重要な役
割を担っており，強毒株が示す宿主の獲得免疫に対する
抵抗性に関与する可能性が示唆される．Cgm1のホモロ
グはヒトを含む動物には存在しないため，Cgm1の酵素
活性の阻害剤を探索することでクリプトコッカス症に対
する新たな抗真菌薬が開発できる可能性がある．加えて，
野生株と cgm1Δが産生するGXMGalの比較解析を行う
ことで，真菌が生産する多糖によるユニークな獲得免疫
抑制機構を明らかにすることができると考えている．

図1　莢膜多糖の構造

図2　Cgm1の糖転移活性と遺伝子破壊株の表現型

Cryptococcus 属真菌の病原性因子「莢膜多糖」の 
生合成を担う糖転移酵素の探索
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【目的】糸状菌 Aspergillus oryzaeは，各種分解酵素の細
胞外分泌能の高さから，様々な発酵産業と密接に結びつ
いている．糸状菌は分生子が発芽して菌糸生長を行った
後，気中へと菌糸を伸ばして分生子形成器官を構築し，
分生子を産生する．分生子は菌株の安定的な維持に重要
であるが，気中菌糸から分生子形成器官に至る形成機構
の詳細は不明な点が多い．本研究では，生体膜組成が糸
状菌の分化に与える影響に着目し，糸状菌の気中菌糸形
成機構を理解することを目的とした．
【方法】生体膜の主要な構成成分であるリン脂質は親水
性頭部と疎水性尾部から構成され，特に頭部の構造によ
りホスファチジルエタノールアミン(PE)，ホスファチ
ジルコリン(PC)などに大別される(図 1)．A. oryzae 
RIB40において，PEから PCの変換に関わる酵素の欠失
株(ΔpemA株または ΔpemB株)を作製し，PCの合成を
コリンを材料とするKennedy経路のみに依存するよう
にした．この株を，コリンを含まない培地からコリンを
様々な濃度で含む培地にシフトすることで，その変化を
糸状菌の分化，脂質組成，転写変動の観点から解析した．

【結果・考察】まず，PEと PCの量的関係と気中菌糸形
成の関係を詳細に解析するため，コリンを 1000，100，
20，5µMで含む培地で ΔpemA株または ΔpemB株を培
養した．コリン濃度が低下するにつれて，気中菌糸形成
が大きく低下することが示された(図 2)．これら 2つ
の株で共通して，コリン濃度の低下と PC量の低下が大
きく相関することも示された．上記の実験系において，
ΔpemA株を 5µMのコリンを含む最少培地で培養するこ
とで，基底菌糸のみが伸長することが示された．この菌

体を 1 mMコリンを含む最少培地にシフトさせることに
より，一斉に気中菌糸形成を誘導させることができた．
シフト後の菌体を経時的に観察したところ，1時間です
でに僅かに気中菌糸が形成されており，6時間ではコロ
ニー上で肉眼でも気中菌糸形成が確認できた．逆に，
1 mMコリンから 5µMコリンへと培地をシフトすると，
新たに形成される菌糸部分には気中菌糸が形成されない
ことも示された．また，これらの実験条件で得られた主
要リン脂質組成の解析から，気中菌糸には脂肪酸鎖が長
いリン脂質を多く含むことも示された．

次に，5 µMコリンから 1 mMコリンへとシフトする実
験系において，シフト前，シフト後 1時間，6時間の菌
体から RNAを抽出し，トランスクリプトーム解析を
行った．それぞれの時間で大きく特徴の異なる転写パ
ターンとなることが示されるとともに，ΔpemA株のそ
れぞれの時間の転写パターンのいずれもが，気中菌糸を
形成できる野生型株と大きく異なることが示された．単
純な ΔpemA株と野生型株での比較からは見出せなかっ
た遺伝子群として，ステロール合成系に関わると推定さ
れる AO090009000362，タンパク質翻訳系に関わると
推定される AO090005001072，推定転写因子をコード
するAO090003001351などが見出されている．
本研究から気中菌糸の形成には十分量の PCが必要な

ことが示された．また，十分量の PCが合成されれば，
すぐにダイナミックな転写ネットワークの変化が生じ，
気中菌糸形成が開始されることが示唆された．本実験系
で選択されてきた変動遺伝子は野生型株との比較では絞
りきれない遺伝子群であり，今後の解析で気中菌糸形成
メカニズムの分子メカニズム解明に繋がると期待される．

図1　�真菌類のリン脂質合成経路．A. oryzaeにおいて，
PEから PCの変換に関わる酵素として PemA，
PemBがある．Cho; コリン，Etn; エタノールアミン．

図2　各コリン濃度における ΔpemA株の生育

糸状菌のリン脂質制御を介した気中菌糸形成メカニズムの解明
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【目的】アセトバニロン(AV)はリグニンの酸化分解に
よって生じるアセトフェノン類の 1つであり，アセト
フェノン類は細菌に対して抗菌性を示すことが報告され
ている．我々はこれまでに，AVを唯一の炭素源として
良好に増殖する Pseudomonas sp. MHK4株を単離した．
本株を，AVを含む培地で培養し RNA-Seq解析を実施し
たところ，推定のmajor facilitator superfamily(MFS)
type tripartite efflux pump遺伝子(acpXYZ)の発現量が
増加していた．このことからMHK4株が細胞内に取り
込まれた AVを AcpXYZにより排出することで，細胞内
へのAVの過剰な蓄積を防ぎAV耐性を向上させているこ
とが推測された(図 1)．そこで本研究では，acpXYZの機
能とMHK4株における役割を解明することを目的とした．

【方法】AV変換能を欠損させたMHK4株の acpXYZを
相同組換えにより破壊した．得られた acpXYZ破壊株お
よびその相補株を，AVとピルビン酸を含む培地で培養
し増殖能を評価した．大腸菌を宿主としてGFPとHis
タグを融合した AcpZを生産し，Ni-NTAアフィニティー
カラムにより粗精製した．粗精製後GFPとHisタグを
切断し，ゲルろ過カラムにより AcpZを精製した．得ら
れた精製 AcpZを用いて，示唆走査蛍光測定により AV，
フェルラ酸，バニリン酸，バニリンおよびグルコースと
の相互作用解析を行った．acpZの直上流に存在する推
定の LysR type transcriptional regulator遺伝子(acpR2)
を相同組換えにより破壊した．得られた破壊株を AV存
在下で培養し，RNAを抽出して，qRT-PCR解析により
acpX，acpY，acpZの発現量を測定した．また AV変換能

を欠損させたMHK4株を AV存在下または非存在下で
培養し，RNAを抽出して同様に acpX，acpY，acpZの発
現量を測定した．
【結果・考察】AV 変換能を欠損させたMHK4株の
acpXYZを破壊し，AVとピルビン酸を含む培地で培養し
て増殖能を評価した結果，増殖速度の低下が示された．
また acpXYZ破壊株の染色体DNA上に acpXYZを挿入
した遺伝子相補株を用いて同様に増殖能を評価した結果，
増殖能の回復が示された．以上の結果から，MHK4株の
AV耐性の向上に acpXYZが関与することが示唆された．
次に AcpXYZが実際に AVの排出に関わるかを調べる
ために，基質の認識に直接関わると推定される内膜タン
パク質 AcpZの組換えタンパク質を精製し，示唆走査蛍光
測定によりAVとの相互作用解析を実施した．その結果，
AVの存在下でAcpZの Tm値が約 3 ℃上昇した(図 2)．ま
た同様にフェルラ酸，バニリン酸，バニリンおよびグル
コースを基質としたところ，グルコース以外の化合物の
存在下で Tm値が 4～18 ℃上昇したことから，AcpZがグ
ルコース以外の化合物と相互作用することが示唆された
(図 2)．acpZの直上流には推定のLysR type transcriptional 

regulator遺伝子(acpR2)が存在したことから，acpR2
が acpXYZの転写制御に関与することが予測された．そ
こで acpR2破壊株を作製して acpXYZの発現量を調べた
結果，acpXYZの発現量の低下が示された．以上のことか
ら，AcpR2により acpXYZの転写が正に制御されること
が明らかになった．また AV変換能を欠損させたMHK4
株の破壊株を用いた発現解析により，AVが acpXYZの
転写の主要な誘導物質であることが示された．

以上より，AVの存在下においてAcpR2により acpXYZ
の転写が誘導され，AcpXYZによって AVが細胞外に排
出されることでMHK4株の AV耐性が向上することが
強く示唆された．また AcpZはフェルラ酸，バニリン酸，
バニリンとも相互作用することが示唆されたことから，
AcpXYZはこれらの基質も排出することが推定された．

図1　AcpXYZによる推定の AV排出機構．

図2　AcpZと各基質の相互作用解析．

リグニン由来芳香族化合物への耐性に関わる薬剤排出ポンプの機能解析
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【目的】Pleurocybella porrigens(スギヒラタケ)は，か
つて日本で食用とされていたが，2004年に多発した急
性脳症の原因とされ，毒性が問題視されるようになっ
た．本研究では，スギヒラタケ由来のレクチン PPL
(Pleurocybella porrigens Lectin)に注目し，その構造と
機能を明らかにすることを目的とした．PPLはこれま
でにも毒性発現に関与する可能性が示唆されていたが，
構造や糖鎖結合特性については十分に解明されていな
かった．そこで本研究では，PPLの大腸菌発現・精製
を行い，X線結晶構造解析およびクライオ電子顕微鏡
(cryo-EM)による立体構造解析を実施するとともに，
糖鎖結合特異性や溶液中での複合体形成について詳細に
検討することで，PPLの機能メカニズムを明らかにす
ることを目指した．
【方法】PPL遺伝子は大腸菌発現用にコドン最適化され，
pET28ベクターにクローニングされた．BL21(DE3)株
で発現誘導を行い，Ni-NTAアフィニティクロマトグラ
フィー，Hisタグ除去，ゲル濾過クロマトグラフィーを
経て高純度の PPLを調製した．糖鎖結合能は蛍光標識
PPLを用いたグリカンアレイ解析によって評価した(固
定化糖鎖 28種類使用)．グリカンアレイ解析によって明
らかになった結合特異性からより詳細な結合親和性を，
等温滴定型カロリメトリー( ITC)により定量的に測定
した．また，結晶化条件をスクリーニングし，GalNAc
共結晶を得て，X線結晶解析(2.0 Å分解能)を実施した．
さらに，クライオ電子顕微鏡による単粒子解析を行い，
PPL六量体構造の 3.2 Å分解能での再構築を試みた．加
えて，PPLの溶液中での状態を解析するため，超遠心
分析(AUC)および動的光散乱(DLS)測定を行った．
【結果・考察】大腸菌により高発現された PPLは，数ス
テップの精製操作で高純度に調製できた．グリカンアレ
イ解析の結果，PPLは Tn抗原(GalNAc)および血液
型H型 III糖鎖に強く結合することが判明した(図 1)．
ITC測定の結果，GalNAcに対する親和性が最も高く
(Kd=0.21 mM)，ガラクトースおよびラクトースへの結
合も観察されたが，グルコースとは結合しなかった．
PPLの Trp35残基を Serに置換した変異体では，
GalNAcおよび galactoseに対する結合能が失われ，
Trp35による疎水的な支持が結合に重要であることが示
唆された．結晶構造解析により，PPLは β -トレフォイ

ル型の立体構造を持つ R型レクチンに特徴的な構造を
持つことが明らかとなった．一方で PPLは，これまで
に報告されていない六量体リング構造の複合体を形成し
ていることが明らかとなった．結合糖であるGalNAcは，
各モノマーの αサブドメインに結合しており，主に水素
結合(Ser24，Asp20，Asn42)と疎水的相互作用(Trp35)
によって認識されていた．Cryo-EMによる単粒子解析
でも，X線結晶構造と一致する六量体リングが観察さ
れ，3.24 Å分解能でマップを再構築できた(図 2)．
AUCおよびDLS測定からも，溶液中で安定した六量体
構造を維持していることが確認された．これらの結果は
現在，論文投稿中である．

図2　PPLの二次元平均クラス像（上）と再構築した立体構造（下）

図1　PPLのグリカンアレイ解析

スギヒラタケ由来毒性タンパク質の構造機能解析
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2023年度学会・研究部会助成の研究報告

助成期間：2023年 4月～ 2025年 3月



【活動内容および成果】

日本微生物資源学会は，微生物多様性の理解とその保
全及び持続的利用に資するため，微生物資源に関する科
学技術や微生物系統分類学の発展を促進することなどを
目的としている．2015年日本微生物系統分類研究会の
当学会への合流を機に「微生物系統分類部会」を設置し，
微生物分類学に関する当学会の学術活動の方策や将来計
画についての議論等を行ってきた．公益財団法人発酵研
究所 2023年度学会・研究部会助成をいただき，微生物
系統分類部会を中心に，微生物分類学を志す若手研究者
および関連研究者の支援と人材育成および微生物分類学
分野の活性化を目的とした活動を実施した．

1．学会参加，論文発表への支援
学会やシンポジウム等における「分離・分類・保存」に
関する研究発表に対し，渡航費や参加費等の支援を行った．

支援の対象は，当学会の大会・シンポジウム等で発表実
績のある成果，または今後成果発表をすることを条件と
し，会員・非会員は問わないこととした．当学会ホーム
ページやメール配信にて広く案内し，申請に対して系統
分類部会メンバー等による審議を経て支援対象とした．
学会発表については，2年間で国際学会 4件，国内学
会 5件，計 9件の学会発表を，学生，ポスドク研究員ら
に支援した(表 1)．また，3件の論文発表について，若
手研究者に支援した(表 2)．

2．技術研修への支援
当学会は，一般の個人会員の他，微生物株コレクショ
ンの保存管理・提供事業を実施する機関会員を有するこ
とを特徴としている．機関会員には微生物の分類や保存
技術を有する研究者，技術者が在籍している．この技術
を広く普及させることを目的に，技術研修への支援を実
施した．2024年 11月 13日(千葉)と 12月 4日(つくば)
に千葉大学真菌医学研究センターと理化学研究所バイオ
リソース研究センターとの共同開催による「MALD -TOF 
MSを用いた酵母・糸状菌の迅速同定の技術研修」に支援
を行った((助成番号：SMS 2023-03，図 2)．この技術
研修には当初の募集人員を大きく上回る応募があり12名
に枠を拡大して実施された．研修後のアンケートでは内

図1　�国際学会参加の様子．A. The 18th Congress of the 
International Union of Microbiological Societies 
(IUMS) 2024. B. 15th European Nitrogen Fixation 
Conference (15 ENFC). C. 17th European Conference 
on Fungal Genetics (ECFG 17).

表1　学会参加支援

氏 名　(所属) 学　会
川北鈴香(静岡大) BAGE CO2023
西原亜理沙(理研) 15 ENFC
久富　敦 (理研) IUMS 2024
内田百岳(千葉大) ECFG 17
舘坂珠季(千葉大) 日本菌学会第 68回大会
山本彩加(都立大) 日本微生物資源学会第 30回大会
渡辺郁也(東農大) 日本微生物生態学会第 37回大会
松岡ほたか(北大) 日本藻類学会第 49回大会
秋山結友 (北大) 日本藻類学会第 49回大会

表2　論文発表支援

氏 名　(所属) 発表論文
森　　史(環境研) Microb Resour Syst. 39: 77-87, 2023.
柴山洋翔(NBRC) Microorganisms. 12: 1769, 2024
野崎久義(東京大) PLoS One. 19: e0310549, 2024.

日本微生物資源学会における微生物の分類に関する支援活動について 

矢　口　貴　志 

E-mail: yaguchi@chiba-u.jp(学会宛のメールでも可)
役職：日本微生物資源学会長

－ 209 －

IFO Res.Commun. 39
209-210, 2025



容的に満足，技術的に得るものが多かったなど大変好評
であった．参加者の 1名には当会誌に研修報告を寄稿い
ただいた(Microb. Resour. Syst. 40 :55-56, 2024に掲載)．

3．シンポジウムの開催支援
本助成によって，2023年 6月，本学会第 29回大会に

合わせ，「微生物の分離・培養を考える」と題してシンポ
ジウムを開催した．ゲノム情報解析の発展に伴い，微生
物の培養を介さなくても自然界の微生物叢の多様性やそ
の機能予測が可能となっているが，本シンポジウムでは，
微生物資源分野の中心課題である分離・培養について正
面から向き合い，その重要性を再確認する企画とした．

2023年 9月，本学会前会長である大熊盛也氏が監修
した「微生物資源の整備と利活用の戦略」が出版された．
そこで，2024年 3月に微生物保存機関のリソース収集
の方針，保存・整備状況，そしてリソースを利活用した
研究成果を紹介し，今後の微生物保存機関の方向性，存
在意義を考える機会とした．

2022年，国際原核生物命名規約の改訂，培養が困難
で正式な発表ができない原核生物に対する候補名の取り
扱い，また規約とは別に未培養系統群を含むゲノム情報
に基づいて命名するための SeqCodeなど細菌分類は急
速に変化している．そこで，2025年 3月，細菌やアー
キアを含む原核生物のみならず，糸状菌や酵母などに代
表される真核生物において最新の状況を紹介し，今後の
微生物分類を見つめ直すきっかけとなる企画を行った．
それぞれのシンポジウムの詳細については，以下のよ
うに当学会誌にて報告を行った．

・大熊盛也，坂本光央．2023年シンポジウム「微生物の分
離・培養を考える」Microb. Resour. Syst. 39: 110-112, 2023.
・坂本光央，飯田哲也，石田達也，河地正伸，高島昌子，
宮下美香，村松由貴，矢口貴志．公開シンポジウム「微
生物リソース整備とその利活用：現状と今後の展望」
Microb. Resour. Syst. 40: 57-60, 2024.
・坂本光央，青木敬太，飯田哲也，石田達也，宮下美香，
村松由貴，矢口貴志．公開シンポジウム「ゲノム時代の
微生物分類学を考える」Microb. Resour. Syst. 41, 2025
(1号掲載予定)．

4．学会誌論文の J-STAGEへの掲載
過去に学会誌に掲載された論文や総説など(25巻 1
号～39巻 2号)を J-STAGEに掲載し，微生物の分類や
保存に関する情報発信を行った．

公益財団法人発酵研究所2023年度学会・研究部会助成
をいただき，当学会の系統分類部会を中心とした微生物
分類学に関する研究発表の支援と若手人材の育成，技術
研修の支援，保存機関活動の啓発，微生物分類学分野の
活性化を目的としたシンポジウム等の活動を行うことが
でき，今後の当学会の発展に大きく寄与するものと考え
ます．ここに当学会を代表し，心より感謝申し上げます．

図3　�日本微生物資源学会 公益財団法人発酵研究所公開シン
ポジウム開催の様子．A. 「微生物リソースの整備とその
利活用：現状と今この展望」(2024年 3月開催)．B. 「ゲ
ノム時代の微生物分類学を考える」(2025年 3月開催)．

図2　�MALD-TOF MS技術研修の様子． A. 測定サンプル
の前処理．B．MALD-TOF MS による測定．

矢　口　貴　志

－ 210 －



はじめに

生物工学は，微生物をはじめ，動物・植物細胞などの
生物の機能を活用し，食糧，医療，環境，エネルギーな
ど，私達の生活を取り巻く，種々の問題の解決に挑戦す
る学問領域である．公益社団法人 日本生物工学会は生
物工学に関する学理及びその応用の研究についての発表
および連絡，知識の交換，情報の提供などを行う場とな
ることにより，生物工学に関する研究の進歩普及を図
り，もってわが国の学術の発展に寄与することを目的と
している(生物をより深く理解し，その機能を活かして
豊かで安全な生活と持続可能な社会の実現に貢献する)．
本学会には多様な研究部会が活発に活動している
(https://www.sbj.or.jp/division/?doing_wp_cron=17498
98545.5159111022949218750000)．未培養微生物(微生
物ダークマター)資源工学研究部会(https://www.sbj.
or.jp/division/mdarkmatter.html)もその中の一つであ
る．従来の微生物培養法では自然界の微生物の 1％程度
しか培養ができていない．残された 99％の未培養微生
物(Microbial dark matter)資源は，国内外で学術，産
業面の利活用が期待され，網羅的なゲノム解析などが活
発に行われている．しかしながら，塩基配列だけでは分
からない微生物の機能解明や利用を考えた場合，生物工
学的視点から，ダークマター微生物の解析，探索，分離・
単離，培養，評価，保存，利用に関連する新規技術開
発や，ビッグデータとの連携が必須である．この様な
現状を踏まえ本研究部会が設立され，ダークマター微
生物に関連する研究，基盤技術開発，利用の活性化を目
指し活動中である(公益財団法人発酵研究所 2021年度 
学会・研究部会助成採択：青柳 秀紀：IFO research 
communications, 37, 183–185, 2023)．
上述の活動を基盤に，2023年度 学会・研究部会助成

に申請・採択され，下記の活動を行った．

【活動内容および成果】

1．研究部会支援型の公募制度による研究助成
2021年度 学会・研究部会助成に採択された際，本学
会ではじめて研究部会支援型の公募制度を確立・実施し
た．2023度も 2021年度に確立した研究部会支援型の公
募制度に則り，「微生物の分離・培養・分類・保存など
に関する研究で，生物工学分野におけるダークマター微
生物の課題を解決する新たな方法論や基盤技術の確立を
目指した研究を推進し，未培養微生物(微生物ダークマ
ター)資源工学研究部会の活動推進に貢献する提案(異
分野・融合領域，産官学連携のシーズとなる研究も含
む)」を生物工学会の正会員から公募し，審査を行った．
その結果，下記 4名の若手研究者に研究助成を行い，研
究部会と連携して研究を推進することで，一定の成果が
得られた．下記に実施した助成課題の概要を紹介する．
(1) 今井 優(信州大学 先鋭領域融合研究群 バイオメ
ディカル研究所，現：信州大学 アクア・リジェネレー
ション機構)：抗生物質探索研究への応用に向けた線虫
共生細菌ライブラリーの構築
【研究成果の概要】本研究では，線虫共生細菌全体を未
利用の微生物資源として捉え，環境中から線虫共生細菌
を単離し，抗生物質探索研究への応用に向けたライブラ
リーの構築を目指した．ベルマントレイ法により環境中
から線虫を回収し，次亜塩素酸ナトリウムにより線虫表
面を殺菌した．線虫を破砕し，共生細菌を溶出後，寒天
培地に塗布し，培養後，出現したコロニーの 16S rRNA
遺伝子をシーケンス解析し，ライブラリー化した(237
菌株の線虫共生細菌を分離)．分離した多様な線虫共生
細菌と，これまでに分譲を受けた多様な Photorhabdus
属や Xenorhabdus属の細菌を様々な液体培地で培養し，
培養抽出物を調製した．抗菌スペクトルが狭い化合物
(抗生物質)が求められていることから，これら培養抽
出物を複数の病原菌に対する抗菌活性試験に供し，その
スペクトルを評価した結果，特定の病原菌(またはグ
ループ)に選択的な活性を示す試料を複数見出した．グ
ラム陰性細菌は，外膜や薬剤排出ポンプを有しており，
同菌に抗菌活性を示す化合物は少ない．そのため本研究

公益社団法人 日本生物工学会 未培養微生物（微生物ダークマター） 
資源工学研究部会の研究推進活動について（第 2 報） 

青　柳　秀　紀 
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では，Escherichia coliに選択的な抗菌活性を示す化合物
の生産が認められた線虫共生細菌に着目し，HPLC分析
により，粗精製した活性画分を取得し，各種細菌に対す
る抗菌活性を調べたところ，同化合物が E. coliに対し
て極めて強い活性を示すことを見出した．
(2) 坂元 仁(大阪公立大学 研究推進機構)：固体培養ス
トレス感受性大腸菌変異株を用いた寒天培地中の増殖阻
害メカニズムの解明
【研究成果の概要】大腸菌の過酸化水素ストレス応答の
転写調節因子OyxRの欠損株を用いた研究の過程で，偶
然，市販の寒天培地(寒天)には，大腸菌OyxR欠損株
のコロニーの形成の阻害が生じるものと，阻害が生じな
いものが存在していることを見出した．そこで，大腸菌
OyxR欠損株のコロニーの形成の阻害が生じる寒天を，
(a)アルカリ洗浄，(b)エタノール洗浄，(c)キレート剤
洗浄，(d)重金属の解毒薬添加，等をおこない，それぞ
れの処理がコロニーの形成に及ぼす影響を比較した．ま
た，コロニーの形成が阻害されない寒天への各種のミネ
ラル添加実験や原子吸光分析などを実施し，種々検討した
結果，寒天に含まれている微量成分の亜鉛が大腸菌OyxR
欠損株の死滅に関与していることが示唆された．また，
適切なキレート剤による寒天の洗浄，抗酸化剤や金属キ
レート剤の添加により，寒天培地上で生じる大腸菌OyxR
欠損株の死滅を抑制できることが示唆された．これらの
処理を行った寒天と未処理の寒天を用いて寒天培地を作
成し，環境試料を播種・培養した結果，培養化される細
菌集団が異なった．以上の成果を学会発表(1件)した．
(3) 辻 雅晴(旭川工業高等専門学校，現：長岡技術科学
大学 技術科学イノベーション系)：2槽式透析培養装置
を用いた新規南極産菌類の獲得への挑戦
【研究成果の概要】本研究では，2槽式透析培養装置(別
府フラスコ)の第 1槽に生理食塩水で懸濁した昭和基地
周辺の試料を入れ，第 2槽には，A. ポテトデキストロー
ス(PD)液体培地，B. YpD液体培地，C. 滅菌済み南
極産試料抽出液，の各溶液を入れて任意の条件で培養を
試みた．得られた培養液をPD寒天培地に塗布し，10℃で
3週間培養し，出現したコロニーを継代培養することで
菌株を取得し，菌類のマーカー遺伝子を利用し，種分類
を行った．その結果，PD液体培地では，61株の菌類が
培養でき，担子菌類10種，子のう菌類4種に分類できた．
YpD液体培地では 71株の菌類が培養でき，担子菌類 6
種，子のう菌類 2種に分類できた．71株のうち，担子菌
類の Vishniacozyma属とMrakia属が約 60％を占めてい
た．滅菌済み南極産試料抽出液では，合計 94株の菌類が
培養でき，担子菌類5種，子のう菌類12種に分類できた．
以上の結果から，2槽式透析培養装置を利用した菌類の
培養は新たな菌類の獲得に有効であると考えられる．以
上の成果は，学会発表 1件，解説 1件として公表した．

(4) 堀之内 貴明(産業技術総合研究所 人工知能研究セ
ンター，現 理化学研究所 生命機能科学研究センター)：
アームロボットを用いた未培養微生物の実験自動化シス
テムの開発に関する調査研究
【研究成果の概要】寒天培地からの微生物のコロニー
ピッキングは未培養微生物分野をはじめとする微生物研
究の基本操作である．コロニーのピッキングは，人によ
る長時間の単純作業を要し，研究実施上のボトルネック
の一つだが，既存の自動化設備は非常に高価で，一部の
研究者しか恩恵を受けられていない．本研究では単腕ロ
ボットやビジョンセンサーなど機械工業分野の最先端の
自動化技術を援用し，安価な自動コロニーピッキングシ
ステムの開発を試みた．開発した自動コロニーピッキン
グシステムは，a) 単腕ロボット本体，b) グリッパー，
c) コロニーが形成された寒天培地，d) 懸濁用培地が分
注されたマイクロプレート，e) コロニーピック用の爪
楊枝保管容器，で構成される．本システムはクリーンベ
ンチや嫌気チャンバー内などに容易に設置できる．単腕
ロボットとしてDOBOT MG400を選定し，ロボットの
グリッパー先端に装着するフィンガーは独自に設計し，
3Dプリンタで造形した．2023年度に装置選定とハード
ウェア設計を行い，2024年度は実験に必要な動き(コ
ロニーピック用の爪楊枝の把持やコロニーの刺突など)
を実行するロボットアームの座標と軌道を設定し，動作
スクリプトを実装した．動作スクリプトの実行と座標や
動作速度などのパラメーター調整をし，動作の成功率の
向上を試みた．この動作調整の方法論を検討する過程
で，他の実験動作の検証にも利用可能な形で一般化する
ことに成功した．以上の成果は，学術論文 1件，学会発
表 1件として公表した．

2． シンポジウム「未培養微生物（微生物ダークマター）
資源の新展開（第 2回）」の開催

https://www.sbj.or.jp/event/division_dark_matter_ 
20250329.html
上述の研究助成を受けた 3名の若手研究者の成果発表
も含めた，シンポジウム「未培養微生物(微生物ダーク
マター)資源の新展開(第 2回)」を主催・開催した
(2025年 3月 29日，御茶ノ水 ソラシティカンファレンス
センター 完全対面開催，51名参加)．本シンポジウムで
は，口腔内の未培養微生物(ダークマター微生物)の培
養，生理学的特性や病原性の解析に関する研究を精力的
に展開しているProf. Xuesong He(ADA Forsyth Institute, 
USA)による Plenary Lectureを実施した(図 1)．
また，2件の招待講演，研究助成採択者による研究成
果発表，3名の研究助成採択者が協力して企画したミニ
シンポジウムを開催した．演者と演題を下記に記載する．
Plenary Lecture: Shedding light on microbial dark matter: 

青　柳　秀　紀
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The "secret" life of nanosized obligate epiparasitic bacteria 
within the human microbiome (ADA Forsyth Institute, 
USA)Xuesong He
招待講演：
講演 1. 楊 英男(筑波大学 生命環境系)：バイオマス変
換を促進するための光刺激嫌気性バイオプロセスの開発
講演 2. 厚見 悠(SyntheticGestalt［株］)：未培養微生物
の培養化を目指したタンパク質言語モデルによる全ゲノ
ム機能アノテーション，および展望と課題
2023学会・研究部会助成 成果発表
今井 優(信州大学)，辻 雅晴(旭川工業高専学校)，坂
元 仁(大阪公立大学／関西大学)
ミニシンポジウム
講演 1. 小西 正朗(北見工業大学)：人工知能を活用した
微生物培地のデザイン
講演 2. 木村 善一郎(呉工業高等専門学校)：全原核生物
を原理的に標的とし得る「一般解」としての微生物分離
技法開発
講演 3. 井口 晃徳(新潟薬科大学)：嫌気性廃水処理プロ
セスに生息する機能上重要な未培養微生物の分離培養と
有効利用の可能性
本シンポジウムには，産官学の研究者や学生が参加
し，対面開催ならではの活発な討論と新たな人的ネット
ワークが形成できた．

3． 第 75回 日本生物工学会大会シンポジウム「データ
駆動型研究が導く未培養微生物（微生物ダークマ
ター）の開拓と展望」の開催

https://www.sbj.or.jp/2023/symposium/program_3s-ea. 
html
第 75回日本生物工学会大会でシンポジウム「データ
駆動型研究が導く未培養微生物(微生物ダークマター)
の開拓と展望」(2023年 9月 5日，対面，184名参加)
を本学会の研究部会 バイオインフォマティクス相談部
会と連携して開催した．シンポジウムでは，近年の大規
模計測や情報解析技術の革新が，これまでの仮説検証型
の研究スタイルに加え，新たにデータ駆動型の研究スタ

イルが，未培養微生物分野にも導入され，将来の新たな
局面を迎える可能性に焦点を当て，大規模計測とデータ
サイエンスを基盤としたデータ駆動型研究による未培養
微生物の開拓や機能解明に取り組む気鋭の研究者を学会
内外より招聘し，最先端の研究成果の紹介と討論を行っ
た．演者と演題を下記に記載する．
講演 1：◯ 岩崎 渉1,2,3,4,5(1東大院・新領域，2東大院・理，
3東大・大海研，4東大・定量研，5東大・微生物イノベ連
携研)：データ駆動型アプローチによるダークマター微
生物解析
講演 2：◯ 森 宙史(遺伝研)：マイクロバイオーム研究
を先導するハブとなる統合データベースMicrobiome 
Datahubの開発
講演 3：◯ 成廣 隆(産総研・生物プロセス)：廃水処理
微生物群の生態と機能をメタゲノム情報から解き明かす
講演4：◯ 高畑 陽(大成建設)：バイオレメディエーショ
ンにおける未培養微生物の活用

4． 第 76回日本生物工学会大会（創立 100周年記念大会）
シンポジウム「未培養微生物（微生物ダークマター）
研究のフロンティア」の開催

https://www.sbj.or.jp/2024/symposium/program_3s_
ca.html
第 76回日本生物工学会大会でシンポジウム「未培養
微生物(微生物ダークマター)研究のフロンティア」
(2024年 9月 10日，対面，260名参加)をバイオインフォ
マティクス相談部会と連携して開催し，最先端の研究成
果の紹介と討論を行った．演者と演題を下記に記載する．
講演 1：◯ 飯野 隆夫 , 大熊 盛也(理研 BRC-JCM)：培
養技術によって明らかとなった新種の硝酸還元菌による
金属鉄腐食
講演 2：◯ 市川 俊輔1，本間 宣行2，石毛 真行2(1三重大，
2オンチップ・バイオテクノロジーズ)：微生物培養・生理活
性化合物探索におけるマイクロドロップレット技術の活用
講演 3：◯ 布浦 拓郎(海洋研究開発機構)：環境ゲノム
情報からの新奇酵素機能の探索
講演 4：◯ 神谷 幸太郎(SyntheticGestalt［株］)：AIに
よる価値ある発見と発明
パネルディスカッションでは，未培養微生物の開拓に
関わる様々な分野の研究者が，海外で自動化等による大
規模研究が展開されている状況に対して我が国がどう立
ち向かうべきか，現状の課題や将来の展望についての討
論が活発に行われた．
以上の様に，2023年度 学会・研究部会助成により，
当該分野の活性化，認知度向上，研究・技術開発の推進，
人的ネットワークの拡大，若手研究者育成など，次に繋
がる成果を出すことができた．心より感謝申し上げます．

図1　Prof. Xuesong Heによる Plenary Lecture.

公益社団法人 日本生物工学会 未培養微生物（微生物ダークマター）資源工学研究部会の研究推進活動について（第 2報）
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