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は　 じ　め　 に

　植物と病原菌の 宿主 一病原菌問相互作用 に お い て ，あ る

種 の 生 理 活帙物質 が そ の 感染の 成立 に大き な 機能を 果 た し

て い る こ と は よ く知 られ て い る，例え ば Alternaria属菌 や

Coehiliobolus属菌で よ く解析 さ れて い る宿主特異 的毒素

（host−selective 　toxin，　HST ） で は ，こ の 物質 が宿主 特異的に

宿主 の 細胞死を引き起 こす こ とで感染を成立 させ て い る
D ．

また，エ ン ドウ褐紋病菌 の サ プ レ ッ シ ン な どで 知 られるサ

プ レ ッ サ
ー

で は
， 毒素活性 は もた な い が，宿主 の フ ァ イ ト

ア レキ シ ン産生 や 防御関連遺伝子 の 発現を遅延させる活性

を もち，こ れに よ っ て 感染を成立 させ て い る こ とが知 られ

て い る
2〕．一

般に HST や サ プ レ ッ サ
ー

は病原性決定因子 と

して 働 い て おり，こ れ らの 生産能 と感受性が病原性を決定

して い る．イネ
ー

い もち病菌間の 相互作用 に お い て も，こ

の よ うな毒素や サ プ レ ッ サー
様物質の 探索が行われ，い も

ち病菌 の 培養 ろ液等からピ リクラ リオ
ー

ル や テ ヌ ァ ゾン 酸

と い っ た 毒素 が報告さ れ て い るが
3），こ れ らが 実際 に感染

の 場で ど の よ う に機能して い るか に つ い て は不明 で あ る．

これ とは 別 に，分生 予発芽液中 （Spore　gen皿 ination且uid ：

SGF ） に病原菌に対す る感受性を誘導 す る活性が 報告され

て お り
斗）

， 本来イ ネを宿主 と しな い Alternaria属病原菌が

SGF 存在下 で イ ネ細胞に 侵入で き る よ う に な る こ とが 観察
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され て い る．しか しな が ら，そ の 化学構造 は未同定で あ る．

我々 は上記の よ うな報告とは別 に 邦産イ ネ い もち病菌 （菌

株 ： 11a86−137，　race 　OO7．0）の 分生子懸濁液 の 上清中に 自身

の 感染 を促進す る活性 が あ る こ とを見出 した 5）．本稿で は本

活性 の 性状 と活性物質 の 精製 に つ い て 解析結果を併せ て 紹

介す る．

1。分生子懸濁液上清 （SCS）中に存在する

　　　　　　　感染促進活性

　通常イ ネい もち病菌をイ ネに接種す る際，
い もち病菌は

オートミール 培地上 で培養 され，光条件下で分生子形成を

誘導された の ち ， 形成 され た分生 子は水な ど に 懸濁 さ れ，

適当な分生子濃度に調整 され た の ち ， 噴霧接種等に用 い ら

れ る，我 々 は こ の 過程 に おい て，分生子を
一
度遠心操作に

よ っ て 回収 し滅菌水 に再懸濁 す る こ とで洗浄を行 い，こ れ

を接種 に用 い る と洗浄しな い 場合に比べ て感染率が低下す

る こ とを観察 した，こ の こ とか ら，我々 は分生子懸濁液の

．一ヒ清中に 自身の 感 染を 促 進す る因子が 存在す るの で は な い

か と推察した．そ こで ， 分画遠心 で 洗浄した分生子 とそ れ

に再度上清を添加した もの と で 感染率を比較した，ま ず，

胞 子懸 濁液 を遠 心 操作 に よ り上 清 と分生 子 に 分 け，上 清 は

フ ィ ル ターろ過す る こ と に よ っ て 分生子等の 混入を除 い て

胞了懸濁液上清 （supernatant 　ofconidial 　suspension ：　SCS）と

し，沈殿 した 分生子 は水で さ らに 2 回洗浄 し洗浄分 生 子 を

調製 した，洗浄分生子 に SCS を添加 し，親和性 の イ ネ （日

本晴，抵抗性遺伝子 ：Pia） に 対す る感染率を葉鞘裏面接

種法に よ り評価 した と こ ろ，対照区 （lmM 　MES 　Buffe「 に

懸濁） に 比 べ ，多細胞 侵 入 率が 有意 に 上 昇 した．SCS 中の

糖濃度を指標に した場合40μg！m ］が 至適濃度で あ っ た．ま
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図 1．様 々 な菌株由来 SCS （Supernatant　of　C 。nidia 　Suspension）

が 親和性相互作用 （H本晴，Pia−lna86−137株）に 及 ぼ す影響

（Ando　et　al，2009を改変）．日本晴 （Pia） に 対 し親和性の い も

ち病菌5 菌株 と 非親和性 3 菌株由来の SCS （］　mM 　MES ，　pH　5．7
に調整） に分生子 を懸濁 し，葉鞘裏面接種検 定を 行 っ た．48

時間後 に付着器 か らの 侵入菌糸の 伸展度に よ っ て 多細胞侵人，
1細胞侵入，非侵入 に分類 し，観察 した全 付着器数に 対す る そ

れ ら の 割合を縦 軸 に 示 した．対 照 区 （Buf ） は分 生 子を 1mM

MES （pll5 ．7）に 懸濁 し，接種検 定に供 した．

た，葉身 に おけ る病斑形成 に対す る SCS の 影響 も調べ た 結

果，罹病性の 進展型病斑 の 形成率を E昇させ る こ とが明ら

かとな っ た．こ の こ とか ら SCS 中 に は自身の 感染を助長す

る 働きが あ る こ とが 示唆され た，ま た 我 々 は，SCS 中に カ

タ ラ ーゼ 活盤が存在して い る こ とを既に報告して お り
6），力

タ ラーゼ活性との関連を調べ るた め に，SCS を 100℃ ，15分

間処理 し，そ の 感染促進活性を調 べ た と こ ろ，カ タ ラーゼ

は こ の 処理 に よ っ て失活す る の に対し， 図 1 に示す と お り

SCS の 感染促進活性は失活 せ ず，カ タ ラーゼ とは異な る熱

安定な 自己 感染補助因子 の 存在が示峻され た．

2． SCS の 活性の普遍性および位置づ け

　SCS 中に 含 ま れ る感染補助因子 に つ い て，そ の 普遍性を

調べ る た め に，様 々 な イ ネい もち病菌の 菌株か ら SCS を調

製し，洗浄 した Ina86−137分 生 子 に 添加後，親和性 の イ ネ

（凵本晴 ： Pia） に 接種 した．そ の 結果，親和性 5 菌株，非

親和性 3菌株す べ て の SCS 中に 熱安定 な感染促進活性 が 認

め られ た （図 1）．続い て ，Ina86−137 株山来 の SCS を 日本

晴 （Pia）に 対 して親和性 （3 菌株） お よ び非親和 性 （3 菌

株） の い もち病菌の 分生子に添加 して 接種した とこ ろ ， 親

和性 の 組 み 合 わ せ の 場合 の み 感染促進活性 が 認 め られ た．

そ こ で ，イ ネの 品種 （抵抗性遺伝子） と い もち病菌の レ
ー

ス （非病原性遺伝 予）を組 み合 わ せ に よ っ て 親和性 と非親

和性が 反転す る よ うに 工夫し，同様 に 接種 した と こ ろ，や

は り親和性の 組 み合わ せ で の み感染促進活性が認 め られ た

（図 2）．さ ら に，非宿主相互 作 用 に対 す る影 響 を 調 べ るた

め，イネ以外の い もち病菌 （エ ン バ ク菌，ア ワ菌，キ ビ 菌，

日本農薬学 会誌

　 　 　 　 　 　 　 分 生子

　 　 lnaSひ137｛Avr− PiSi　 TH6V12S｛Avr−Pitl

癰 掘
　 　 o　　　 　　 　　　 　　 　 o
　 上 清　Buf 　 s【s 　　上清 　 Buf 　 scs

ヤ

鋤 棚
　 　 上清　 Buf　　5c5　　 上濤　 Buf　　5cs

　 　 　 ■ 多粕胞侵入　田 1細胞侵入　 ロ 非侵入

図 2．親和 性，非親和性 相互 作用 に お け る SCS の 効 果 （Ando

et　al．2009 を改変）．　 Ina86・137株由来の SCS を 用い，葉鞘裏面

接種検定を行 っ た，＊ は Bufに 対する Du皿 ett
’ testによ る有意

差を示す （n・＝6，P くO．05）．　 S；親和性相互 作用，　 R ；非親和性相

互 作用．縦軸 およ び用 い た省略記号は図 1 と同 じ．

シ コ ク ビ エ 菌，メ ヒ シ バ 菌）およ び イ ン ゲ ン マ メ 炭疽病菌

（Colletotrichum　lindemuthianum） の イ ネへ の 感染に対す る

SCS効果を検討 したが、い ずれの 感染に も影響は み られ な

か っ た （図 3），以 上の 結果をま とめ る と，本感染促進活然

は ， イ ネい もち病菌の SCS 中に ある程度普遍的に存在し，

そ の 活性は い もち病菌の 菌株や イ ネ の品種に よ らず，親和

性相互作用 に お い て 特異的に 発揮され る もの で あ る こ とが

明 らか とな っ た，

　前述の と お りイ ネ ーい もち病菌間相互 作用 に関わ る物質

の 研究で は，培養ろ液中に 検出され る毒素や SGF 中の 病原

　 　 エンバク菌　　　　　　　　アワ菌

翻掴
勸描
　 　 　 メヒシバ菖　　　　 インゲ ン マ メ炭疽綱薗

棚江1
上 漕　　　8uf 　　　ses 　　　　上溜　　@Buf　　　sc

■多細胞侵入　
田1細胞侵入　

ロ非侵

図3 ． 非 宿 主相ijl 作用 に 及 ぼすSCS の 影響（Alldo 　et　al，20
を改変） ， 病原 菌 の 分生了 一にIna86 −137 株由 来のSCS を 添加

， イネ 日本晴（Pia ）に 対して 葉鞘 裏 面接 種検 定 を行った

縦 軸 お よび用 いた省略 記号は 図1
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菌に対す る感受性を誘導する活性などの 報告がある
3・4）．こ

れ ら と比較して，SCS は活性の rk　Wiで きる濃度で葉身に処

理 して も壌死を引き起こ さず ， 本活性が毒素活性に よ る も

の で はな い こ と を確認 して い る．また，SGF に含まれ る活

性 は，イ ネに 対 し非病原性の 糸状菌 、41ternaria　alternata の

感染を誘導す る こ とが 知 られ て い る
4）の に対して ， SCS の

活性は，A，　alternata に つ い て は調べ て い な い が そ れ以外の

非宿主間相彑作用 に影響を及 ぼ さ な か っ た （図 3）．こ の こ

とか ら SGF に含まれ る因子 と SCS に含まれ る因子は異な る

可能性が高い ．さ ら に，こ れ ま で 他の 病原菌で 報告され て

い るサプ レ ッ サーと比較す る と，既知の サ プ レ ッ サー
は全

て 病原性決定因子 と して 機能 して おり，サ プ レ ッ サー
の 存

在 に よ っ て 病原性 の 有無 が決定 され る，しか しな が ら SCS

中に含まれる活性因子 は い もち病菌 の SCS 中に 普遍的に 存

在 し，そ の 存在が病原性を決定しな い．つ まりイネの 抵抗

性遺伝子が 支配す る真性抵抗性を抑え る こ と は で きな い と

考え られ る，こ の ような特徴をも っ た活性 の 報告は こ れま

で なく，極 め て ユ ニ
ー

クで ある．

　
一

方，植物 の 病害抵抗性 に 負の 影響を与える生理活性物

質 として ア ブ シ ジ ン酸 （ABA ）が報告されて い る
7）．　 ABA

は植物の 乾燥，塩，低温などの 環境 ス トレ ス の 耐性獲得に

関与す る植物ホ ル モ ン と して よ く知 られ て い る が ， ABA 処

理 に よ り環境ス トレス 耐性が獲得 され る
一
方で，病害耐性

が弱ま る と い うよ うに ABA を介した両者の 拮抗関係が示唆

され て い る8，9）．我 々 の グ ループ で も イネ い もち病菌の 葉鞘

裏面接種法で 接種前 4 時間の ABA （20μM ） 処理で 多細胞

侵入率が増加す る こ とを確認 して い る．さ らに，切断葉を

接種 6 時間前か ら 20μMABA を浸み こ ませ た ろ紙 上 に 並 べ

て 処理 し，そ の 後 い もち病菌分生子を滴下接種 した 場合，

対照区 （水）と比べ て 罹病性の 進展型病斑の 形成が 促進さ

れ る傾向が 見 られ た．こ の と き分生 子を SCS に 懸濁 して 接

種すると，ABA 処理 と相乗的な効果が認め られた （安藤，

未発表）．こ の こ と は，SCS の 感染促進活性 は ABA に よ っ

て病害抵抗鮭が弱め られ た ときに ， よ り効果的で あ る こ と

を示 して い る．本感染補助因了の 作用点および，ABA との

相互 作 用 の 詳細 につ い て は，本 活 性因子 の 同定 ・解析 が必

要 で ある．現時点で は ， 親和性相互作用 にお い て も機能す

る基礎的抵抗性 に作用 して 病原性を高め て い る可能性 と，

い もち病菌の 感染行動を補助 す る こ とで 菌糸 の 侵入 ・伸展

を促進 して い る可能性の 少な くとも2 つ が考え られ る．ま

た，scs中 に は複数 の 因子が含まれ，そ の 総合的な効果で

ある こ と も考え ら れ る．今後 こ の 因子の 精製を進 め る と と

もに，植物側へ の 効果 とい もち 病菌側へ の 効果 の 両面 か ら

解析を進 め る必要 が あ る と考え られ る．

3．SCS からの 感染促進因子の精製

本感染補助因了
・が 熱 に安定 で あるこ とは既 に述 べ た．こ

ミ ニ レ ビュ
ー　337

の こ とか ら，本因子がな ん らか の 低分子化合物で あ る可能

性が高い と推察され る．そ こ で ，本因子 の 精製 を目的 に

Ina86−137株由来 SCS を熱処理後 ， 不要物を取り除き ， 水

溶性の 物質を酢酸 エ チル 可溶性画分，メ タ ノ
ー

ル 可溶性画

分，水溶睦画分に順次分離した ．そ れ ぞ れの 画分を葉鞘裏

面接種法に供試した と こ ろ ， メ タ ノール 可溶性画分に感染

促進活性が含まれ る こ とが明らかとな っ た．しかしなが ら，

メ タ ノール 可溶性画分 には乾燥重量で 全体の 約50D／。 が含ま

れ る た め ， さ ら に精製を進め る必要が あ る，

お　わ　 り　 に

　本研究に よ り，い もち病菌の胞子懸濁液上清中に新規の

自LL感染補助因子が 存在す る可能性 が示 さ れた．イ ネい も

ち病菌 は 宿主の 農作物として の 重要性と，それに対する重

要病害とい う位置づ けか ら多 くの 研究 が なさ れ，い もち病

抵抗性品種の 育成 は育種上 の 重要 目標 の
．一

つ と して 取り組

まれて きた．その 結果，多 くの 真性抵抗性遺伝子が発見さ

れ，優良品種の 抵抗性付与 に利用 されて きた．しかし，一

方で は 育成された 抵抗性品種 に対 して病原性をもつ 新た な

い もち病菌レース の 出現を助長し， 複雑な レース分化が生

じ る に至 っ て しま っ た，す な わち，イ ネーい もち病菌間相

互作用 は そ の 共進化 に ヒ トの 手が 大き く加わ っ た，い わ ば

「不自然」 な生物間柑E 作用 の 代表例とい え る だ ろ う．その

中で 両者は さ ま ざま な攻防を繰り広げ，現在の 形が 形成さ

れ て い る．本感 染補助因子が，い もち病菌 に 普遍的 に 存在

す る こ とや，真性抵抗性 に よ っ て そ の 効果が 打ち消 される

こ と な ど か ら，本因子 は そ の 「攻防」の 中で 比較的初期 に

い もち病菌が 獲得 した ツ
ー

ル で あ り，こ れ に 対 し，植物 の

抵抗性遺伝子 は優位 に 機能 して い るこ とが想像される．そ

うで あ る な らば，本感染補助因子 は，イネ
ー

い もち病菌問

相互 作用 に おい て ，基礎的な 感染過程の 解析 ツ
ー

ル と して

大変興味深 く，今後 の 解析が期待 され る．しか しながら，

本因子を 含む SCS は，人工 的 に培地上で 分生子を形成 させ

た い もち病菌か ら得た もの で あ り， 本因子 が実際の 感染現

場で は どの ような意味をもつ か は全 く分か らない の が現状

で あ る．本因子 の 同 定 とそ の 分布，合成時期 な どの 情報 を

得る こ とが ， 今後の 解折の キーと な る．ま た ， 本因子の 同

定およびそ の 感染促進活性の メ カニ ズム の 解明が，こ れを

逆手 に と っ た 新規農薬の 開発 に応用 さ れ る こ とが期待 され

る．
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