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緒論 
 
	
 地球上に生息する全ての生物は，他の生物種への依存や敵対といった相互作用によっ

て複雑かつ高度な生物多様性を創成してきた。特に，病原体とその宿主生物のように異

なる種間において競うように繰り広げられてきた共進化プロセスは，軍拡競争的な共進

化 (Arms race co-evolution) をもたらし，相互の生物の進化や種の分化への強力な駆
動力となることが考えられている (Bush et al., 2001)。今日まで，宿主生物は抗原-抗
体反応などを担う免疫系や生体防御系を進化させ，一方，寄生生物は宿主生物の防御機

構をかいくぐるために巧妙な感染戦略を進化させ続けている。 
	
 このような宿主生物と寄生生物間における共進化プロセスは植物病理学の分野にお

いても例外ではない。植物は病原菌の侵入に対して主に 2つの認識機構を通じて病原菌

を排除する防御応答を備えている。1つはキチンやβグルカンといった病原性には関係
なく，微生物が持つ共通の分子パターン  (microbe/pathogen-associated molecular 
patterns: MAMPs/PAMPs) を認識して誘導される基礎的抵抗性である (Kaku et al., 

2006; Kishimoto et al., 2010; Nurnberger et al., 2004; Shibuya and Minami, 2001)。
もう一方は，Flor (1959) が提唱した遺伝子対遺伝子説にもとづく真性抵抗性であり，
病原菌が有する非病原性遺伝子産物 (エフェクター) を植物側の抵抗性遺伝子産物が

特異的に認識することによって誘導される (Silue et al., 1992)。近年，このような植物
側の基礎的抵抗性や真性抵抗性と病原菌側のエフェクターの獲得はジグザグモデルと

して提唱され，植物と病原菌間の共進化によって互いにその能力を獲得してきたと考え

られている (Jones et al., 2006; Chisholm et al., 2006)。ジグザグモデルでは，まず，
植物が MAMPs を認識する基礎的抵抗性を発達させた。次に，一部の微生物がエフェ
クター分子を獲得して，エフェクター分子を植物細胞内に分泌することで基礎的抵抗性

を撹乱し，感染を成立させるものが現れた。これに対して，一部の植物は病原菌の病原

性因子であるエフェクタータンパク質を抵抗性遺伝子産物によって認識し，より強固な

抵抗性を示すようになったのが真性抵抗性であると推察されている。今日では，病原菌

は非病原性遺伝子の機能を欠失させることにより真性抵抗性を回避し，植物の品種によ

って病原性が異なる新たな病原菌 (レース) を多数出現させている (Dodds et al., 

2006; Fudal et al., 2009; Khang et al., 2008; Orbach et al., 2000; Yoshida et al., 
2009; Zhou et al., 2007)。特に，直接的な相互作用を示す抵抗性遺伝子と非病原性遺伝
子では，他の遺伝子配列と比較してアミノ酸レベルでの変異頻度が高く，Arms race 
co-evolution の関係性を示す一指標として注目されている  (Allen et al., 2004; 

Kanzaki et al., 2012)。  
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 我が国の主要作物であるイネにいもち病を引き起こし，深刻な減収やコメの品質低下

など甚大な被害をもたらすイネいもち病菌  (Pyricularia oryzae; synonym, 

Magnaporthe geisea) は，宿主であるイネと共に全ゲノム配列が解読されている数少
ないモデル病原糸状菌である (図 1)。イネいもち病菌の特徴の一つとして，イネ品種ご
とに病原性が異なるレースが他の植物病原菌と比較して数多く存在することが挙げら

れる (表 1)。これは，稲作技術の発達に伴い抵抗性遺伝子を有する抵抗性品種の改良や
圃場への導入が盛んに行われてきたのに呼応して，イネいもち病菌が驚異的なスピード

で「対抗適応」し，短期間の内に「抵抗性の崩壊現象」を繰り返し引き起こしてきたこ

とを意味している (Kiyosawa 1982; Leach et al., 2001)。同様に化学的防除として広く
用いられてきた農薬の施用においても薬剤耐性菌の出現が大きな問題となっており，好

的気象条件下でのイネいもち病発生の広域適期防除が困難であることから，イネいもち

病菌は病害防除の観点からも極めて制御が難しい病原菌である。現在では，異なる真性

抵抗性遺伝子を導入した品種群（マルチライン）を混植することや (Ishizaki et al., 
2005)，スペクトラムの広い圃場抵抗性を付与した品種 (Fukuoka et al., 2009) を利用

することにより防除効果を挙げている例も存在するが，全ての抵抗性を打ち破るスーパ

ーレースの出現は常に懸念され，既に圃場抵抗性品種においては既に病原性を示す菌株

が発見されている。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

葉いもち病 穂いもち病 

分生子の発芽と付着期 分生子 
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 イネいもち病菌の抵抗性イネ品種への感染の可否は，遺伝子対遺伝子説にもとづいた

非病原性遺伝子と抵抗性遺伝子との直接的または間接的相互作用によって決定される。

そのため，非病原性遺伝子に変異が生じればイネいもち病菌はそれまで抵抗性を示して

いたイネ品種に対して新たな病原性を獲得することになる。これまでの研究から，複数

の非病原性遺伝子が同定され，その遺伝子および周辺領域の解析から，転移因子の挿入

による機能欠失，非病原性遺伝子全領域の欠失，コード領域内の点変異等が変異様式と

して確認されている (Bryan et al. 2000; Dai et al., 2010; De Wit et al., 2009; Kang et 

al 2001; Orbach et al., 2000; Takahashi et al., 2010; Zhou et al., 2007)。一方で，近
年のゲノムワイドな解析によって，異なるフィールドから分離されたイネいもち病菌で

は，非病原性遺伝子の多重転座 (multiple translocation) に加え，染色体多型や過剰染

色体の形成等の多様性が確認されており (Chuma et al., 2011a)，本菌の進化は単に非
病原性遺伝子が変異するという単純な機構に留まらず，染色体レベルでの多様性を個々

の細胞で独立して誘発する特性を保持していることが推測される。興味深いことに，栽

培作物以外を宿主とするいもち病菌株においてはこのようなダイナミックな多様性は

確認されていないことから，人為的なイネの栽培がイネいもち病菌に対して過度の選択

圧を及ぼしてきた結果，イネいもち病菌のゲノム進化が促進されてきたことが示唆され

る。 
	
 イネいもち病菌は無性的な繁殖によって生活環を形成する (図 2)。不完全世代である
分生子が風や雨滴により飛散し，植物体表面に付着すると発芽管を伸長させる。植物体

表面で発芽管の先端が膨張した付着器が形成され，粘着物質の分泌によって葉面に固定

表 1 イネいもち病菌日本菌株のレース(Yamada et al., 1976. Table 1-1一部改変) 

 

図 1 イネいもち病菌の病徴，分生子および付着器 

a S: susceptible, -: resistant 
b Pathogenic race is responsible for the mass of code No. of susceptibe resistance gene. 
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されると同時に付着器の膜構造内にメラニンが蓄積する。メラニン化された付着器内に

グリセロールが蓄積することで約 80気圧に達する膨圧により菌糸がクチクラ層および

植物細胞壁を貫通して表皮細胞に侵入する。侵入菌糸は植物細胞より養分を吸収しなが

ら隣接細胞へと感染を拡大し，宿主細胞を枯死させることで病斑が形成されて発病に至

る (Wilson and Talbot, 2009)。このような無性的な生活環では，染色体の交叉による

遺伝的組換えが行われる有性生殖とは異なり，同一の遺伝情報をもつ細胞をクローンと

して迅速に生み出すことが特徴となっている。しかしながら，イネいもち病菌が染色体

レベルでの多様性を有していることは極めて奇異であり，真核生物 (植物) 対真核生物 

(糸状菌) の共進化の中で獲得した独自のゲノム再編機構がイネいもち病菌には存在す
ることが推察される。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
図 2 イネいもち病菌の生活環 (Wilson and Talbot, 2009 Figure 2より一部改変) 
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 以上より，宿主生物-寄生生物におけるパワーバランスの変化は寄生生物の驚異的な
ゲノム進化をもたらすはずである。イネいもち病菌は宿主であるイネ，とりわけいもち

病菌真性抵抗性品種との相互作用の中でどのようにして病原性を進化させてきたのだ

ろうか。この植物病理学における最大の疑問の一つに答えることは，植物と糸状菌にお

ける共進化の関係性と進化の過程を解き明かし，病原菌類の病原性獲得機構を明らかに

することにつながる。これまでの知見から，イネいもち病菌が有する進化機構の一つと

して体細胞分裂過程で生じる相同組換えの関与が示唆されている (Chuma et al., 
2011a, b; Dean et al., 2005; Miki et al., 2009; Orbach et al., 2000; Sone et al., 2013)。

しかしながら，イネいもち病菌を含む糸状菌の体細胞相同組換え機構に関する知見は少

なく，不明な点が多い。また，既に変異を起こしたゲノムの塩基配列から遡って変異の

足跡を辿り，その変異機構を探り出すことは容易なことではない。 

	
 イネいもち病菌研究の現状を踏まえて，本論文では大きく分けて 3つの課題に取り組
んだ。第一章では体細胞相同組換えを検出するためのマーカー系の構築とそれらを用い

たイネいもち病菌における体細胞相同組換えの検出とその特性について明らかにした。

第二章では第一章において得られた知見をもとに，イネいもち病菌における DNA二本
鎖切断修復様式機構について解析し，第三章ではイネいもち病菌に最適化した人工ヌク

レアーゼの構築とその使用による任意の塩基配列へのDNA二本鎖切断導入系を確立し

た。これらをもとにしてイネいもち病菌の DNA二本鎖切断とその体細胞相同組換え修
復がイネいもち病菌のゲノム進化と多様性の根幹であり，原動力であることを示しなが

ら，その可能性について考察した。 
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第一章	
 イネいもち病菌の体細胞相同組換えの検出と特性 
 
I.  緒言  

 
	
 DNA鎖間での交換 (crossover) または置換 (gene conversion) が生じる相同組換え

は，細菌からヒトに至る進化の過程で普遍的かつ高度に保存された機構であり，ゲノム

の安定化および多様性の創出に重要な役割を担う。減数分裂期における相同組換えは染

色体を正確に分離するための DNA代謝反応の一つであり (Shinohara et al., 2003)，

対立遺伝子の組み合わせを変えることによる子孫のゲノム構成の多様化にも貢献して

いる。その開始は位置的，時間的にプログラムされた DNA二本鎖切断が起点となって
引き起こされる。人類が農耕を開始して以来，長年にわたり行ってきた作物や家畜の交

配育種は，配偶子形成において減数分裂期に生じる相同組換えを巧みに利用し，作物な

どのゲノム進化を促進させてきた技術といえる。一方，植物病原糸状菌の中には有性生

殖を行わず，不完全世代を維持して無性的に繁殖するものが多数存在し，無性繁殖特有

のゲノム進化によって作物の急速な変化に対応してきたことが推測される。 
	
 相同組換えは減数分裂期だけでなく体細胞分裂期においても生じることが近年明ら

かとなってきた。体細胞分裂期に生じる相同組換え (体細胞相同組換え) は，紫外線や

化学物質などの外的要因，代謝の過程で副生される活性酸素や複製フォークの進行阻害

などの内的要因により，ゲノム上で微量かつ慢性的に発生する DNA損傷の修復機構と
して機能していることが報告されている (Daley et al., 2005; Shrivastav et al., 2008)。

体細胞相同組換えによる DNA二本鎖切断修復は，姉妹染色分体上やその他の完全に同
一な遺伝子配列を鋳型として修復すると，その切断が生じる以前の配列が完全に復元さ

れる。しかしながら，相同性を有するものの，オリジナル配列とは異なるエクトピック

な塩基配列を鋳型とした場合，修復後の塩基配列は完全には復元されず変異として蓄積

される (Fung et al., 2011)。このように，体細胞相同組換えによる修復は遺伝情報の本
体であるゲノムに対して「安定」と「変化」をもたらす両面を合わせ持っていることが

考えられている。実際に，体細胞相同組換えは高等動植物において寄生生物に対する生

体防御機構として機能し，病原体においては宿主生物の免疫機構から逃れる機構として

関与する事例が報告されている。 

	
 生体防御系として働く一例としては動物の免疫細胞がある。リンパ球の一つである B
細胞の免疫グロブリン遺伝子は，寄生生物 (抗原) の侵入に応答するために免疫グロブ
リンの可変領域遺伝子群間で生じる組換え [V(D)J recombination] によって，抗原の

エピトープに高い結合親和性を有する可変領域レパートリーを作り出す (Krangel，
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2003)。一方，睡眠病を引き起こす病原体トリパノソーマ (Tripanosoma brucsei) は免
疫系の抗原となる細胞表層のコートタンパク質をコードする variant surface 

glycoprotein (VSG) をゲノム内に複数保有しており，VSG遺伝子間において生じる組
換えによりコートタンパク質をスイッチし，抗体による認識を免れる (Boothroyd et 
al., 2009)。 

	
 植物においては，β-glucuronidase (GUS) 遺伝子の中央部にハイグロマイシン耐性
遺伝子を挿入したマーカー系を用いることで，シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) 
ゲノムで生じる体細胞相同組換えを GUS 染色により検出することに成功している 

(Swoboda et al., 1994)。本マーカー系を用いることで，シロイヌナズナの体細胞相同
組換えは UV等の非生物ストレス処理，病原体の感染やサリチル酸処理によって誘導さ
れることが明らかとなり，植物における体細胞相同組換えはストレス応答機構として既

にプログラムされていることが示唆された (Lucht et al., 2002)。 
	
 植物病原菌であるイネいもち病菌では，遺伝的変異によって生じる非病原性遺伝子の

機能欠失が，その非病原性遺伝子に対応する抵抗遺伝子を持つイネ品種への新たな病原

性の獲得に直結する。イネいもち病菌の非病原性遺伝子の中で，最も研究が進んでいる

Avr-Pita は，イネの抵抗性遺伝子 Pita と直接相互作用する非病原性遺伝子であり 
(Orbach et al., 2000)， 223 アミノ酸からなる Avr-Pita タンパク質は菌類の

metalloproteaseと相同性を有する (Bryan et al., 2000; Jia et al., 2000)。Avr-Pita遺
伝子においては非機能型ホモログが複数存在することが報告されており (Khang wr 
al., 2008; Yoshida et al., 2009)，フィールドから分離された菌株では多重転座 

(multiple translocation) が確認されていることから，非常に不安定な非病原性遺伝子
であると考えられている (Chuma et al., 2011a)。Avr-Pita遺伝子の不安定性には相同
組換えが関与していることが示唆されており (Khang et al., 2008; Takahashi et al., 

2010; Chuma et al., 2011a; Chuma et al., 2011b)，このような観点からイネいもち病
菌においても体細胞相同組換えはゲノム進化および病原性変異の一端を担っているこ

とが推測される。 

	
 以上より体細胞相同組換えは宿主生物および寄生生物のゲノム進化に寄与してきた

ことが推測されるが，糸状菌における体細胞相同組換えに関する研究の報告例は少ない。

そこで，本章では簡易的かつ非破壊的に体細胞相同組換えを検出・選抜可能なマーカー

系の開発を行い，それらを用いてイネいもち病菌の体細胞相同組換えの特性および病原

性変異への関与について明らかにした。  
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II. 実験材料および方法  

 
1. イネいもち病菌ならびにイネ品種 
	
 イネいもち病菌 (Pyricularia oryzae) は研究室保存の北-1 菌株を供試した。イ
ネいもち病菌（北１株）の感染試験には感受性イネ品種である日本晴または抵抗性

品種であるヤシロモチを使用した。イネいもち病菌の培養は 28℃で行い，表２の
固形培地または液体培地を用いた。 

 

 
表 2	
 イネいもち病菌培地組成  

・PSA培地 (1 L組成) 

 Potato 200 g   
 Sucrose 20 g   

 Agar                       15 g     
 蒸留水で 1 Lにメスアップ                                                 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
    
・Oatmeal培地(1 L組成) 
 Oatmeal 50 g (最終濃度 0.5 M) 

 Sucrose 20 g (最終濃度 1.5 M) 

 Agar 15g 
 蒸留水で 1 Lにメスアップ                                                  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
      
・YG培地 (1 L組成) 

 Bacto-Yeast extract 5g   
 D (+) - Glucose 20 g  
 蒸留水で 1 Lにメスアップ 
 

 

 
2. 一般遺伝子操作 
(1) プラスミドの抽出 

	
 形質転換した大腸菌 (DH5α) は LB 培地を用い，大腸菌からのスモールスケー
ルのプラスミド抽出には High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) を用いた。ラー
ジスケールのプラスミド抽出には QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN) を使用

した。 
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(2) PCR 
	
 PCRは反応液 50 µLで行った。反応液には鋳型 DNAを 0.05 µg，forwardおよ

び reverseプライマー (1 µM) を各 5 µL，10×KOD plus neo bufferを 5 µL，2mM 
dNTPsを 5 µL，KOD plus neo (TOYOBO) 1 µLをそれぞれ加えて調製した。反応
条件は 94℃で 2分間熱処理後，PCRサイクルとして 98℃で 5秒， 60℃で 30秒，

68℃で所定時間 (1kbあたり 30秒) を 30回行った。PCR産物の精製にはQIAquick 
PCR Purification Kit (QIAGEN) を使用した。PCR産物のゲル精製には QIAquick 
Gel Extraction Kit (QIAGEN) を使用した。  

 
(3) 塩基配列決定 
	
 プラスミドの塩基配列決定には試薬として BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems) を使用した。サイクルシークエンス反応
後，未反応の蛍光標識 ddNTPの除去のため，各サンプルに 2倍量の BET溶液 [エ
タノール (99.5%) 3.2 mL，超純水 350 µL，テトラエチレングリコール 320 µL, 

Sera-Mag magnetic carboxylate-Modified Micropaticles (Thermo Scientific) 100 
µL] を加え，よく撹拌した後に室温で 15分間静置した。チューブを磁石プレートに
セットし，1分間静置した後に上清を除去した。チューブを磁石プレートから取り出

し，70％エタノール 50 µLを加えて良く混合した。再びチューブを磁石プレートに
セットし，1 分間静置後に上清を除去した。チューブを磁石プレートから取り出し，
滅菌蒸留水を各 30 µLずつ加えて良く混合し，10分間静置した後にチューブを磁石

プレートにセットして 1分間静置した。上清 25 µLをシークエンス用 96穴プレート
に移し，3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) によりシークエンスを行
った。塩基配列データは Vector NTI (Invitrogen) を用いて解析した。 

 
 (4) サザンハイブリダイゼーション  
	
 サザンハイブリダイゼーションに用いた試薬は表 3 に示した。サザンハイブリダ

イゼーションは Tokaiら (2005) の方法にしたがい,一部を改変して行った。 
	
 プローブの合成には PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) を使用した。PCR反
応液は 50 µLとし，鋳型 DNAを 10 ~ 100 ng，PCR DIG probe synthesis mixを 5 

µL，PCR bufferとして10×conc. with MgCl2を5 µL，プライマーを各10~100 pmol，
Enzyme mix Expand High Fidelity 0.75 µLをそれぞれ加えて調製した。反応条件
は 95℃で 2分間熱処理後，PCRサイクルとして 95℃で 10 秒， 60℃で 30秒， 72℃

で 1 分を 30 回行い，最後に 72℃で 5 分間伸長させた。合成したプローブは精製後
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-20℃で保存した。 
	
 ゲノム DNAの制限酵素処理は 50 µLの反応液で行った。ゲノム DNA 3 µgを 10

×制限酵素バッファー 5 µLと制限酵素 45 Unitを加えて調製し，一晩 37℃でイン
キュベートした。制限酵素処理後の DNAを 1.5 µg/laneになるように調整し，0.8%
アガロースゲルにより電圧 50Vで 1時間の電気泳動を行った。電気泳動後のゲルを

加水分解溶液 30 mLで 15分間振盪した後に蒸留水で洗浄し，変性バッファー30 mL
中に 15 分間，2 回浸漬した。ゲルを蒸留水で洗浄後に中和バッファー30 mL 中に
15分間，2回浸漬し，20×SSC 30 mL中に 10分間浸漬することで平衡化させた。

Turbo blotter (Schleicher＆Schuell) を用いて 20×SSC でナイロンメンブレン
NytronN (Schleicher＆Schuell) にキャピラリートランスファーを 9時間以上行っ
た。メンブレンを 2×SSCに浸漬したろ紙の上に乗せて UVクロスリンカーにより λ

エネルギー線量 1,200×100 µJ の条件で DNA を固定化した。固定化したメンブレ
ンは蒸留水で洗浄し，風乾させた。42℃に温めておいた DIG-Easy Hyb (Roche) 10 
mL にメンブレンを浸し， 30 分間振盪してプレハイブリダイゼーションを行った。

その後，プローブを含むハイブリダイゼーション溶液にメンブレンを移し，約 6 時
間から 16時間ハイブリダイゼーションを行った。さらに，このメンブレンを低スト
リンジェンシーバッファー30 mL中で， 2回洗浄 (各 5分間) した後，あらかじめ

65℃に温めておいた高ストリンジェンシーバッファー30 mL中で 15分間，2回洗浄
した。洗浄後，メンブレンを洗浄バッファー30 mL中で 2分間振盪し，バッファー2
を 30 mL 加えてさらに 30 分間振盪した。メンブレンをトレイに入れ，

Anti-digoxigenine-AP conjugate (Roche) をバッファー2で 10,000倍希釈した溶液
10 mLを加えて 30 分間処理した。洗浄バッファー溶液で 15分間ずつ計 3回の洗浄
後に，基質バッファー液にて 10分間平衡化した。ペーパータオル上でバッファーを

除去し，メンブレンのトランスファー面を上にしてラップフィルム上に置き

Ready-to-use CDP-Star (Roche) を 1 mL滴下した。基質溶液がメンブレン全体に
広がるように，かつ気泡が入らないように注意してラップフィルムで覆い，5 分間

処理した後，過剰な基質溶液を除去し，ハイブリバックに入れてシールした。その

後， Image Reader LAS4000 (Fujifilm) によりメンブレンの化学発光を検出した。 
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表 3	
 サザンハイブリダイゼーションバッファー組成 

・バッファー1 (2 L組成) 
 マレイン酸 23.2 g (最終濃度 0.1 M) 
 NaCl 17.5 g (最終濃度 0.15 M) 

 NaOHで pH 7.5に調製 
 蒸留水で 2 Lにメスアップ 

 オートクレーブ後，室温で保存 

・10 % Blockingストック溶液 (100 mL組成) 

 Blocking reagent 10 g 
 バッファー1に電子レンジで 2 分間加熱して溶解した 
 バッファー1で 100 mlにメスアップ 

 オートクレーブ後，−20 ℃で保存 

・低ストリジェンシーバッファー (500 mL組成) 

 10% SDS 5 ml (最終濃度 0.1 %) 
 20 × SSC 50 ml (最終濃度 2 %) 
 蒸留水で 500 mlにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  

・高ストリジェンシーバッファー (500 mL組成) 
 10 % SDS 5 ml (最終濃度 0.1 %) 
 20 × SSC 12.5 ml (最終濃度 0.5 %) 

 蒸留水で 500 mlにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・洗浄バッファー (500 mL組成) 
 10 % Tween 20 15.5 ml (最終濃度 0.3 %) 

 バッファー1で 500 mLにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・10 % Blockingストック溶液 (100 mL組成) 

 Blocking reagent (DIG kit) 10 g 
 バッファー1に電子レンジで 2 分間加熱して溶解した 
 バッファー1で 100 mLにメスアップ 

 オートクレーブ後、−20 ℃で保存 

・バッファー2 (200 mL組成) 
 10 % Blockingストック溶液 20 mL (最終濃度 1 %) 

 バッファー1 180 mL 

 使用する 1 時間前に準備 
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顕微鏡観察 
	
 イネいもち病菌の菌糸や分生子の光学顕微鏡観察と蛍光顕微鏡観察には

MZFLIII (Leica Microsystems) またはオールインワン蛍光顕微鏡 BZ9000 
(Keyence) を用いた。 

 
3. イネいもち病菌のゲノム抽出 
	
 ゲノム抽出は Kamakuraら (2002) の方法にしたがい，一部を改変して行った。 
	
 PSA培地上で培養したイネいもち病菌を YG培地に植菌し，28℃，130 rpmで 3

日間振盪培養した。吸引ろ過により集菌した菌体に液体窒素を加え，乳鉢と乳棒を

用いて破砕後，2 mLのDNA Extraction buffer (0.1 mM EDTA，0.5％ SDS，10 mM 
Tris-HCl pH 8.0) を加えて再度破砕した。融解後，2 mLマイクロチューブに移し

た後に 65℃で 10 分間インキュベートした。インキュベート後に等量のフェノー
ル・クロロホルムを加えてよく混和した後に 15,000 rpmで 10分間遠心分離した。
上清を新たな 2 mL チューブに移してフェノール・クロロホルム処理を計 2回行っ

た。回収した上清に対して 0.3 Mの酢酸ナトリウムと等量のイソプロパノールを加
えてよく混和した後に15,000 rpmで10分間の遠心分離を行った。上清を捨て，70％
エタノールにより洗浄して風乾後，50 µLの TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0，0.1 mM 

EDTA pH 8.0) に溶解し，0.8％アガロースゲルにより電気泳動を行った。電気泳動
によりゲノム DNAが確認されたサンプルには RNase Aを加えて 37℃でインキュ
ベート後，フェノール・クロロホルム処理を行い，エタノール沈殿によりゲノム

DNAを回収した。 

 
4. イネいもち病菌のプロトプラスト作製 

	
 イネいもち病菌のプロトプラスト作製に用いた試薬は表 4に示した。作製方法は
Izawa ら (2009) の方法にしたがい，一部を改変して行った。 
	
 PSA 培地上で生育させた菌糸の先端部分を 3 号コルクボーラによって 2~3 個抜

き取り，10 mLの YG培地に植菌した。28℃，130 rpmで 2日間培養した培養液 1 
mLを 100 mLの YG培地に加え，28℃，130 rpmで 24時間培養を行った。培養
液を 50 mL チューブに移し，6,000 rpmで 10分間遠心分離して菌糸を沈殿させた。

菌糸ペレットを 30 mLの滅菌蒸留水および 10 mLの OMバッファーで洗浄後，得
られた約 1 gの菌糸に対して細胞壁分解酵素液 2 mLを加え，28℃，70 rpmで 10
時間処理した。細胞壁分解酵素処理を行ったサンプルに，半分量の ST バッファー

を境界面が崩れないように加え，swing rotorを用いて 4,000 rpmで 10分間遠心し
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た。境界面に生じたプロトプラスト層 1.5 mLを回収し，2倍量の STCバッファー
を加えた後に 6,000 rpm で 5 分間遠心分離した。沈殿したプロトプラストに STC

バッファーを加えて懸濁し，血球計算盤 (Thoma hemocytometer) を用いて 5×107

個/mL に調整した。調整したプロトプラストは−80℃のディープフリーザーに保存
した。 

 
 
表 4	
 イネいもち病菌のプロトプラスト作製・形質転換試薬  

・OMバッファー (1L組成) 
 MgSO4・7H2O 1.2 M   

 Na2HPO4・12H2O 10 mM  
 Concentrated HClで pH 7.5に調製     
 別々にオートクレーブ後，蒸留水で 1 Lにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・細胞壁分解酵素液 

 Lysing enzyme (Sigma) 20 mg/mL  
 Yatalase (Takara) 3 mg/mL 
 OM bufferで溶解	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・STバッファー (1L組成) 

 Sorbitol 600 mM   
 Tris-HCl (pH 7.5) 10 mM  
 蒸留水で 1Lにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・STCバッファー (1L組成) 

 Sorbitol 1.2 M   
 Tris-HCl (pH 7.5) 10 mM  
 CaCl2 2H2O 20 mM 
 蒸留水で 1Lにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・60％ PEG 
 Polyethylene glycol 4000 60％ 

 Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM 
 CaCl2・2H2O 20 mM 
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表 4	
 イネいもち病菌形質転換試薬 (つづき) 

・STC-50バッファー (1L組成) 

 Sorbitol 1.2 M   
 Tris-HCl (pH 7.5) 10 mM  
 CaCl2・2H2O	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  50 mM     
 蒸留水で 1Lにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・YG1/2SC 
 Yeast Extract 0.5％  

 Glucose 2％ 

 Sorbitol 0.6 M 
 CaCl2・2H2O 25 mM 

 蒸留水でメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・YG20S 
 Yeast Extract 0.5％   
 Glucose 2％ 

 Sucrose 20％  
 蒸留水でメスアップ	
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5. PEG法によるイネいもち病菌の形質転換 
	
 イネいもち病菌への遺伝子導入に用いた試薬は表 4に示した。導入方法は Izawa

ら (2009) の方法にしたがい，一部を改変して行った。 
	
 プロトプラスト懸濁液 100 µL に対して，65℃で 5 分間プレヒートした 5 µg の
DNAを加え，25 µLの 60％ PEG (polyethylene glycol) 溶液を 2回に分けて重層

した。室温で 20分間静置後，1 mLの STC50バッファーを加えて 6,000 rpmで 10
分間遠心分離した。沈殿したプロトプラストを 250 µLの YG1/2SC培地に懸濁し，
28℃で 24時間静置した。その後，各種選抜培地上に塗布し，28℃で約 3 ~ 5日間

培養した。 

 
6. 簡易ゲノム DNA抽出と PCR 

	
 KOD-FX Neo polymerase (TOYOBO) を用いた PCRの鋳型 DNAの簡易抽出に
は溶解バッファー (20mM Tris-HCl pH 8.0，5 mM EDTA，400 mM NaCl，0.3％ 
SDS，200 µg/mL Protease K) を使用した。PSA培地上で生育した菌糸の先端部分

を 1号コルクボーラにより打ち抜き，100 µLの溶解バッファーを添加した 1.5 mL
マイクロチューブに加え，ボルテックスにて十分に撹拌した。その後，55℃のヒー
トブロックで 60 分間インキュベート後，95℃のヒートブロックに 5 分間静置して

Protease Kを失活させた。続いて，12,000 rpmで 5分間遠心分離し，その上清を
PCRのテンプレートとして使用した。 
	
 PCR反応液は 25 µLで行い，ゲノム DNAを 1 µL，forward/reverseプライマー 

(1 µM) を各 1.0 µL，2×KOD FX Neo Bufferを 12.5 µL，2 mM dNTPsを 2.5 µL，
KOD FX Neo polymeraseを 0.25 µLそれぞれ PCRチューブに加えて調製した。反
応条件は 94℃で 2 分間の熱処理後，PCR サイクルとして 98℃で 5 秒，60℃で 30

秒，68℃で所定時間 (1 kbあたり 30秒) を 35回行った。 

 
7. 化学ストレス処理 

	
 分生子はオートミール培地上で 1週間培養した気中菌糸をスパチュラで刈り取り， 
BLB ランプ下で 3 日間照射後，滅菌蒸留水に懸濁して回収した。血球計算盤 
(Thoma hemocytometer) を用いて 1×103 個/mLに調整した分生子懸濁液 100 µL

を所定の濃度の化学ストレス物質を含む PSA 培地に塗布し，28℃で 4 日間培養し
て蛍光観察に用いた。なお化学ストレス物質としてはブラストサイジン S，ビアラ
フォス，名古屋大学の木村真准教授より分譲いただいた T-2 トキシン (赤かび病菌

Fusarium graminearum由来)， Methyl viologen，Methylmethane sulfonate，
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ブレオシン，カルプロパミド，トリシクラゾールを用いた。（YFP 蛍光を有するコ
ロニー数 / 全体のコロニー数 ）× 100 ＝「相同組換え頻度」として算出した。ま

た，（薬剤含有 PSA培地上に生育したコロニー数 / 薬剤を含まない培地上に生育し
たコロニー数）× 100 ＝「生存率」として算出した。 

 
9. 接種試験 
	
 イネ種子は 28℃で 2日間水道水に浸種して催芽させ，底面に穴をあけたプラスチ
ックカップにクミアイ粒状培土 D (クレハ化学) を入れて播種し，2 ~ 3週間温室で

生育させたものを試験に用いた。血球計算盤を用いて 5×106個/mL に調整した分
生子懸濁液に Tween 20を最終濃度 0.02％となるように加えて接種源とした。接種
源をイネ幼苗にスプレーで噴霧接種し，高温・高湿度条件下で一晩静置した後に組

換え温室に移した。接種してから 7日後にいもち病菌の感染と形成された病斑より
病原性を判定した。 

 
10. 体細胞相同組換え検出マーカー遺伝子の構築 
(1) pGEM-YFP::BSDの構築 
	
 YFP::BSD融合遺伝子は GFBSD2融合遺伝子 (Ochiai-Fukuda et al., 2005) の

GFP遺伝子領域を YFP遺伝子領域と置換することにより作製した。構成的発現ベ
クターを構築するために，pMK-412 (Watanabe et al., 2007) を鋳型に translation 
elongation factor (TEF) プロモーターおよび glucoamylase (gla) ターミネーター

を TEF-1および TEF-2，GLA-1および GLA-2 のプライマーセット (表 5) を用い
てそれぞれ増幅し，Fusion PCR により連結した。得られた増幅産物は

pGEM-T-Easy vectorの ApaIおよび SacIサイトに挿入し，pGEM-PTEF-Tgla発

現ベクターバックボーンとした。 
	
 YFP::BSD融合遺伝子を PGEM-PTEF-Tglaの AscIおよび PacIサイトに導入し
て pGEM-YFP::BSDとした。 

 
(2) pTG-YFP::BSDおよび pRS-YFP::BSDの構築 
	
 体細胞相同組換え検出・選抜マーカーpTG-YFP::BSD を構築するために，

pGEM-YFP::BSDを鋳型に EGFP-1および TG-2のプライマーセット，TG-1およ
び EGFP-4 のプライマーセット (表 5) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCR に
より連結した。得られた増幅産物を pGEM-PTEF-Tglaの AscIおよび PacIサイト

に導入して pTG-YFP::BSDとした。 
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体細胞相同組換え検出マーカーpRS-YFP::BSD のベクターバックボーンとして

pEU3-NII (TOYOBO) の SphI-NotIサイトに合成リンカー (5′-CACTAGTGGCG 

CGCCGCCCGGGCTTAATTAAGC-3′および 5′-GGCCGCTTAATTAAGCCCGGG 
CGGCGCGCCACTAGTGCATG-3′) を挿入し，pEULS5 とした。pRS-YFP::BSD
は pGEM-YFP::BSD を鋳型に RS-1 および YFPBSD-2，YFPBSD-3 および RS-2

のプライマーセット (表 5) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCRにより連結した。
得られた増幅断片を pEULS5 の AscI および NheI サイトに導入して
pRS-YFP::BSD とした。 

	
 選抜マーカーとして pMK-412を EcoRVにより処理し，GFP遺伝子 cassetteを
除去したものを pMK-dGFPとした。本ベクターはハイグロマイシン B 耐性遺伝子 
(hygromycin B phosphotransferase: hph) を有している。 

 
11. 機能欠失型 Avr-Pitaホモログ (RS-Avr-Pita) の構築 
	
 Avr-Pita遺伝子を取得するために，AvrPita-11および Avr-Pita-10のプライマー

セット (表 5) により増幅し，TAクローニングにより pGEM-T easy vectorに導入
したものを pGEM-Avr-Pitaとした。 
	
 機能欠失型 Avr-Pitaホモログ RS-Avr-Pitaを構築するために，pGEM-Avr-Pita
を鋳型として AvrPita-9および AvrPita-4，AvrPita-3および AvrPita8のプライマ
ーセット (表 5) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCRによって連結した。得られ
た増幅産物は pMK-dGFP の SpeI サイトに導入し， pMK-RS-Avr-Pita 

(dysfunctional Avr-Pita) とした。 

 
12. PCR-RFLP 
	
 7.に示した簡易ゲノム DNA 抽出と PCR 方法により行った。プライマーは
AvrPita-22および AvrPita-23 (表 5) を用いた。PCRにより得られた増幅産物はゲ
ルから切り出して抽出し，EcoRIによって処理した。 
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表 5 使用したプライマーリスト 
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III. 結果  

 
1. イネいもち病菌ゲノムにおける体細胞相同組換え 

 
a. 体細胞相同組換え検出・選抜系の構築 

	
 従来のイネいもち病菌における体細胞相同組換えに関する知見は，分離株間の塩基配

列の比較によって体細胞相同組換えが起きたことを推測しているにすぎない。したがっ

て，体細胞相同組換えがゲノムで生じていることを実証可能なマーカー系を構築するこ

とは，イネいもち病菌の体細胞相同組換え研究において非常に重要であり，これまでに

ない新しい研究に繋がることが期待される。そこで，YFP遺伝子とブラストサイジン S
耐性遺伝子 (BSD: blasticiden S deaminase ) を融合した YFP::BSD薬剤・蛍光選抜マ
ーカー遺伝子を用いて，各細胞が糸状に連なる特性を持つ糸状菌に最適な体細胞相同組

換え検出系の構築を試みた。まず， YFP::BSD 融合遺伝子発現ベクター

pGEM-YFP::BSD を構築し，イネいもち病菌のプロトプラストに PEG 法により導入

した。導入後のプロトプラストでは一過性の YFP 蛍光が観察され，プロトプラストを
ブラストサイジン S (200 µg/mL) を含む PSA培地上に塗布すると菌糸の増殖と同時に
YFP 蛍光が観察されたことから，本融合遺伝子が蛍光・薬剤選抜マーカーとして機能

することが確認された (図 3)。 
	
 続いて， pGEM-YFP::BSD を鋳型として， 2 種の非機能型マーカー遺伝子
TG-YFP::BSDおよび RS-YFP::BSDを構築した (図 4a)。TG-YFP::BSD (TG) は開始

コドンから 340 bpの位置に終止コドンを挿入することで，翻訳が YFPのコード領域の
途中で終結するように設計し，YFP遺伝子と BSD遺伝子を連結するスペーサー領域に
は SphI認識配列を挿入した (図 4a)。一方，RS-YFP::BSD (RS) は開始コドンを含む

54 bpとプロモーター領域を欠失させることで mRNAの転写や翻訳自体が起き得ない
ように設計し，スペーサー領域には EcoRI認識配列を挿入した (図 4a)。上記 2種のマ
ーカー遺伝子を単独でイネいもち病菌ゲノムに導入した場合には，両マーカー遺伝子は

YFP蛍光およびブラストサイジン Sへの耐性を示さないことが確認された。 
	
 pTG-YFP::BSD，pRS-YFP::BSDおよびハイグロマイシン B耐性遺伝子 cassetteを
有する pMK-412dGFP の 3 種類のプラスミドを PEG 法によりイネいもち病菌プロト

プラストに共導入し，ハイグロマイシン B (200 µg/mL) による薬剤選抜を行った。さ
らに，菌糸から抽出したゲノム DNA を鋳型として M15 および TG-4 プライマーセッ
ト (TG の確認用; 表 5)，EULS-25 および EXFP-20 プライマーセット (RS の確認用; 

表 5) を用いてそれぞれ PCRを行い，TGと RSの両者がゲノム内に挿入された株を選
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抜して， TR (TGおよび RS導入株) 系統とした。得られた TR9，12，13，15，18お
よび 22の計 6系統に対して TEFプローブおよび YFP::BSDプローブ (図 4a) を用い

たサザンハイブリダイゼーションを行った。その結果，TR15系統においては TGおよ
び RSがそれぞれシングルコピーでゲノムに導入されていることが示唆され，その他の
系統においてはマルチコピーとして様々な染色体座位に導入されていることが示され

た (図 4b)。 

   
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

図 3  pGEM-YFP::BSD導入株の表現型 
  a プロトプラストにおける YFPの一過性発現 
  b BS含有プレート上での形質転換菌糸の生育 
  c BS含有プレート上で生育した形質転換菌糸の YFP蛍光 

Bright-field Epifluorescence microscopy 

Bright-field Epifluorescence microscopy 

Wild type Transformant 

a 

b 

c 
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図 4 体細胞相同組換え検出・選抜マーカーと両マーカー導入系統 
 
  a 両マーカー遺伝子の模式図（配列確認用プライマーM15およびM16は矢印で示す） 
  b サザンハイブリダイゼーション結果 
	
 	
 ゲノムを ApaIおよび BamHIにより消化後，TEFおよび YFP::BSD 
	
 	
 プローブで検出した。 
	
 	
 レーン 1: pTG，2: pRS，3-8: TR9，12，13，15，18，22 

a 

b 
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 TR 系統のゲノムにおいて非機能型マーカー間での相同組換えが生じた場合，TG 遺
伝子内の終止コドンが当該 RS配列によって修復され，発現型の YFP::BSD配列に変換
されることが考えられる (図 4a)。したがって，TGと RS間で相同組換えが生じた細胞
においては YFP蛍光とブラストサイジン Sへの耐性が付与されることになる。そこで，
PSA 培地上で 3 日間培養した各 TR 系統の菌叢を実体蛍光顕微鏡により観察し，YFP

蛍光を示す細胞の有無を調査したところ，菌叢の一部において扇状に生育した YFP 蛍
光菌糸を確認することができた (図 5a)。このような YFP蛍光は液体培養した TR系統
の菌糸や，そこから得たプロトプラストならびにオートミール培地上で生育させて得た

分生子においても観察されたことから (図 5b-d)，イネいもち病菌ゲノムでは体細胞分
裂過程において相同組換えが生じており，本マーカー系はその組換えを YFP 蛍光とし
て検出可能であることが明らかとなった。次に，個々の細胞で生じたマーカー遺伝子間

での相同組換えをブラストサイジン S により特異的に選抜できるかを検証した。PSA
培地上で７日間培養した菌糸片をブラストサイジン S (200 µg/mL) を含む PSA培地上
に植菌し，培養から 5 日後の菌糸生育を観察した。pGEM-YFP::BSD を導入した形質
転換体と比較して各 TR系統の生育速度には遅延がみられたものの，コントロールとし
て用いた非形質転換株と比較して明らかなブラストサイジン S 耐性を示し，菌糸生育
と YFP蛍光が観察された (図 5e，f)。 また，選抜された菌糸から抽出したゲノム DNA

を用いて YFP::BSD配列を解析したところ，TG配列が RS配列に置き換わった発現型
の YFP::BSD配列が複数確認された (図 4a)。以上より，2種の非機能型 YFP::BSDマ
ーカー遺伝子を用いることで，イネいもち病菌ゲノムで生じる体細胞相同組換えを迅速

にかつ非破壊的に検出して，効率的に選抜することに成功した。
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図 5 TR系統において観察された表現型の変化 
 
  a PSA培地上で生育した菌糸 
  b YG培地中で生育した菌糸 
  c プロトプラスト 
  d 分生子 
  e BS含有プレート上での生育 
  f BS含有プレート上で生育した菌糸 
    

BF: bright-field，DIC: differential interference contrast，YFP: epifluorecence 
microscopy 
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b. マーカー導入系統における体細胞相同組換え頻度と生育速度 
	
 姉妹染色分体上の同一の遺伝子を鋳型とした相同組換え修復とは異なり，ゲノム内の

異なる配列を鋳型とした組換えは，遺伝子配列やゲノム構造を変化させる可能性を有し

ている。本研究において構築した相同組換え検出系は TGと RSといった異なる遺伝子
配列間で生じる相同組換えを簡易的に検出できることから，TR系統を用いて体細胞相

同組換え頻度の算出を試みた。YFP蛍光を示さない菌糸プラグをオートミール培地で 7
日間培養して得た分生子懸濁液 (1×103 個/mL) 100 µLを PSA培地上に塗布し，形成
されたコロニーの中で YFP 蛍光を有するものの割合を体細胞相同組換え頻度として算

出した。全ての系統において YFP 蛍光を有するコロニーが数パーセント (約 5 ~ 8%) 
検出されたことから，イネいもち病菌ゲノムでは無性的な繁殖過程においても一定の割

合で相同組換えが生じており，その結果としてイネいもち病菌の遺伝的多様性が創出さ

れることが考えられた (図 6)。各系統における相同組換え頻度はマーカー遺伝子のコピ
ー数が少ない TR15 系統において低い傾向がみられたが，Student’s t 検定においては
統計的に有意な差異は認められなかった。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

 

図 6 TR系統の分生子において観察された YFP蛍光出現頻度 
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 上述したように，pGEM-YFP::BSD 形質転換体と TR 系統ではブラストサイジン S
を含む PSA培地上での生育速度に大きな差異があることから (図 5e)，組換えによって

ブラストサイジン S 耐性を獲得した細胞数とブラストサイジン S を含む培地上での生
育速度には相関関係があるものと考えられた。そこで，TR系統間における相同組換え
頻度の差異を検証するために， PSA培地上で 7日間培養した菌糸片をブラストサイジ

ン S (200 µg/mL) を含む PSA培地上に植菌し，3日後および 5日後のコロニーの直径
を測定して比較した。3日後のコロニーでは各系統間でその直径に大きな差異は認めら
れなかったが，5日後においては TR15系統のコロニー直径が他の系統と比較して有意

に小さいことが示され，イネいもち病菌における体細胞相同組換えは相同遺伝子のコピ

ー数に依存していることが示唆された (図 7)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
c.  化学ストレス処理と体細胞相同組換え頻度 
	
 生物にかかる過度な選択圧は対抗適応を引き起こし，種の分化や進化において重要な

原動力となることが考えられている。近年では，体細胞相同組換えが様々なストレスに

対するゲノム応答反応として機能する事例も報告されていることから， TR9系統を用
いて化学ストレスが体細胞相同組換えに及ぼす影響について調査した。化学ストレス物

質としてイネいもち病菌の一次代謝経路阻害剤であるブラストサイジン S，ビアラフォ

 

図 7  BS含有培地上での生育速度の比較 
アスタリクス（＊）は TR15 と他の系統において有意差 (P<0.001) があること
を示す (Student’s t検定)。 
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スおよびマイコトキシンである T-2トキシンを用いた。ゲノムに直接損傷を与えるスト
レス薬剤としてはメチルメタンスルホン酸 (MMS) とブレオシンを用いた。酸化スト

レス剤としては細胞質内で活性酸素を生成するメチルビオロゲン (MV) を用いた。上
記の薬剤を処理するとイネいもち病菌の顕著な生育の遅延および生育阻害 (生存率の
低下) が確認され，それらと同時に菌糸の一部に YFP蛍光が観察された (図 8a-f)。マ

ーカー系を導入した TR系統の体細胞相同組換え頻度は，薬剤処理濃度の上昇とそれに
伴う生存率の低下に依存して顕著な上昇が認められた (図 9-14)。特に，相同組換えが
生じることによって処理薬剤に対する耐性形質を獲得することが可能なブラストサイ

ジン S処理においては，生存率の低下が認められない最小菌糸生育抑制濃度 (1 µg/mL) 
の薬剤処理においても体細胞相同組換え頻度の大幅な上昇が確認された (図 8)。一方，
メラニンの生合成を阻害する二次代謝阻害剤トリシクラゾールおよびカルプロパミド

を処理した際には，薬剤濃度に関係なく，生存率および相同組換え頻度に大きな差異は

認められなかった (図 15，16)。以上より，イネいもち病菌の体細胞相同組換えは DNA
二本鎖切断修復機構として機能するだけでなく，生育を阻害する化学ストレス環境に対

するゲノム応答として誘導されることが考えられた。
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図 8 化学ストレス処理によって観察された TR系統における YFP蛍光 
a BS処理，b ビアラフォス処理，c T-2 toxin処理，d MMS処理 
e ブレオマイシン処理，f MV処理 
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図 9 相同組換え頻度と生存率 (ブラストサイジン S) 

図 10 相同組換え頻度と生存率 (ビアラフォス) 
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図 11 相同組換え頻度と生存率 (T-2 toxin) 

図 12 相同組換え頻度と生存率 (methyl methane sulfonate) 
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図 13 相同組換え頻度と生存率 (ブレオシン) 

図 14 相同組換え頻度と生存率 (methyl viologen) 



31 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

図 16 相同組換え頻度と生存率 (トリシクラゾール) 

図 15 相同組換え頻度と生存率 (カルプロパミド) 
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2. 体細胞相同組換えによる病原性変異 

 
a. 非機能型 Avr-Pitaホモログの構築と非機能型ホモログ導入系統の作出 
	
 イネいもち病菌の抵抗性品種への新たな病原性の獲得は，非病原性遺伝子やその近傍

において生じる遺伝的変異と，それに伴う非病原性遺伝子の機能消失により抵抗性遺伝

子産物の認識を逃れることによって引き起こされる。これまでの結果から，イネいもち

病菌ゲノムにおける体細胞相同組換えは無性的な繁殖過程においても生じており，スト

レス環境下ではさらに強く誘導されることが示された。そこで，イネいもち病菌ゲノム

で生じる相同組換えによって非病原性遺伝子が変異することを実験的に示す目的で，北

-1株が保有する非病原性遺伝子Avr-Pitaをモデル系とした機能欠失型Avr-Pita遺伝子 
(RS-Avr-Pita) の構築を行った。RS-Avr-Pita は北-1 株が保有する Avr-Pita 遺伝子の
プロモーター領域と開始コドンを含む 15 bpを欠失させることで非発現型とした。さら
に，Jiaら (2000) の報告にしたがって Avr-Pita遺伝子産物の N末端から 177番目の
グルタミン酸をアスパラギン酸 (E177D) に，178番目のメチオニンをトリプトファン 

(M178W) に置換してイネ抵抗性遺伝子 Pita 産物とのタンパク質間相互作用を消失さ
せることで非機能型とした (図 17a)。また，コード領域の 44番目のチミン残基をアデ
ニン残基に置換することで，PCR-RFLPによる相同組換え検出のための EcoRI認識配

列が生ずるように設計した (図 17a)。ハイグロマイシンB耐性遺伝子 cassette (hph) を
含む pRS-Avr-Pita を PEG 法により導入し，ハイグロマイシン B (200 µg/mL) 含有
PSA培地上での生育が確認された菌株を AP (非機能型 Avr-Pitaホモログ導入株) 1，2，

8 系統とした。AP 系統ゲノムにおいて内生の Avr-Pita とゲノムに挿入した
RS-Avr-Pitaとの間で相同組換えが生じた場合， Avr-Pitaに EcoRI認識配列の挿入や
メタロプロテアーゼ活性領域の不活性化 (E177D，M178W) が生じることになる (図

17a)。 
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 図 17 非機能型 Avr-Pitaホモログの模式図および PCR-RFLPによる相同組換え配列の検出 
	
 	
  a マーカー系の概略図 
	
 	
  b PCR-RFLP (供試したプライマーは aに矢印で示した) 
     レーン 1: AP1，2: AP2，3: AP8，4: AP1 (ブラストサイジン S処理) 
      5: AP2 (ブラストサイジン S処理)，6: AP8 (ブラストサイジン S処理) 
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b. Avr-Pita遺伝子領域において生じる体細胞相同組換えと病原性変異 
	
 北 -1 株が保有する内生の Avr-Pita 遺伝子と導入された非機能型ホモログ
RS-Avr-Pita 遺伝子との間で生じた相同組換えを検出するために，通常の PSA 培地ま
たは体細胞相同組換えを誘発することが考えられるブラストサイジン S (100 µg/mL) 
を加えた PSA培地上でそれぞれ 7日間培養した。培養後の各 AP系統の菌糸片から簡

易ゲノム抽出を行って PCR-RFLP により解析した。ブラストサイジン S を含まない
PSA培地上での培養では EcoRIによる切断断片 (280 bp，780 bp) はアガロースゲル
電気泳動では確認できなかったが，ブラストサイジン S を加えた培養後の菌糸片では

EcoRI による切断が確認された (図 17b)。PCR-RFLP 解析結果から，Avr-Pita と
RS-Avr-Pitaとの間で相同組換えが生じたことが示唆され，その組換えはブラストサイ
ジン S処理によって促進されたと考えられた。 

	
 次に，Avr-Pita 遺伝子と RS-Avr-Pita 遺伝子との間で生じた相同組換えによってイ
ネいもち病菌の病原性が変異することを実験的に証明するために，感受性品種である日

本晴， Pita遺伝子を保有する抵抗性品種ヤシロモチに対して接種試験を行った。接種
試験により生じた病斑の分類は Valent ら (1991) および DeZwaan ら (1999) の評価
方法に準じた。野生型の北-１菌株を感受性品種である日本晴に接種したところ，タイ
プ 4 - 5の典型的ないもち病の進展型病斑が観察されたのに対して (図 18a左)，抵抗性

品種であるヤシロモチへの接種試験においてはタイプ 1 に分類される褐変病斑が複数
観察された (図 18a 右)。AP 系統の日本晴への接種試験においても北-１菌株の接種試
験結果と同様にタイプ 4-5の病斑が観察された (図 18b，c左)。一方で，ストレス処理

を行っていない AP系統を抵抗性品種ヤシロモチに接種したところ，ほとんどの病斑が
タイプ 1の褐変病斑を示したが，タイプ 2-4の進展型病斑が少数ながら観察された (図
18b右)。また，ブラストサイジン Sによる薬剤ストレスを加えた AP系統においては，

ストレス処理を行っていない AP系統よりも多くのタイプ 2-4の病斑を確認することが
できた (図 18c右)。AP系統を用いたヤシロモチへの接種試験によって得られた病斑か
ら分生子を再分離して PCRにより Avr-Pita遺伝子領域の塩基配列を確認したところ，
RS-Avr-Pita との間で組換えが生じたと認められる EcoRI 認識配列や活性部位への変
異導入領域の塩基配列が得られた (図 18b)。以上の結果から， AP 系統では Avr-Pita
遺伝子と RS-Avr-Pita 遺伝子との間で相同組換えが生じ，相同組換えによって非病原
性遺伝子 Avr-Pitaが変異したことにより，Pita遺伝子をもつ抵抗性品種に対する新た
な病原性を獲得したと結論づけられた。 
 



35 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

a

b

c

図 18  感受性品種および抵抗性品種への接種試験結果 
	
 	
  a 北-1株 (左: 日本晴，右: ヤシロモチ) 
	
 	
  b AP系統 (左: 日本晴，右: ヤシロモチ) 
	
 	
  c ストレス処理を行った AP系統 (左: 日本晴，右: ヤシロモチ) 
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IV. 考察  

 
	
 本研究においてイネいもち病菌の体細胞相同組換えを非破壊的に検出・選抜可能なマ

ーカー遺伝子系を確立することに成功した (図 4a)。体細胞相同組換えの検出系は動物
や植物において少数の報告例はあるが，それらはすべて薬剤耐性や可視化による検出系

であり，体細胞相同組換え細胞の検出と選抜の両者を同時に可能とする系ではない 

(Baker et al., 1996 ; Cooper et al., 1997; Kovalchuk et al., 2003; Lebel et al., 1993; 
Lucht et al., 2002; Puchta et al., 1995)。また，本検出・選抜系は菌類では初めての報

告であるとともに，この系はイネいもち病菌だけでなく他の糸状菌においても応用可能

であることから，菌類の遺伝的変異における体細胞相同組換えの重要性を実験的に検証

可能になったといえる。マーカー系をゲノムに導入した TR系統を用いることで検出さ

れた相同組換えは，細胞分裂による増殖中に体細胞の一部で相同組換えが生じたことを

示す YFP 蛍光が現れて，体細胞相同組換えが生じた細胞からは同じ遺伝型を持つ細胞
が連続して作り出される (図 5)。本系では相同組換えが起きた細胞をブラストサイジン

S耐性という表現型の変化によっても選抜可能であることから (図 5)，体細胞相同組換
えが生じた細胞のみを得ることができ，遺伝子レベルでの解析が容易になるという利便

性を有する。植物では GUS遺伝子を利用して葉組織の一部の細胞に生じる体細胞相同

組換えの検出に成功しているが (Lucht et al., 2002)，葉組織において生じた相同組換
え細胞の分裂はやがて停止するため相同組換え細胞のみを収集することは困難である。 
	
 TR系統を用いることで，イネいもち病菌の体細胞相同組換えによる表現型の変化は，

分生子形成までの約 10日間という短期間の内に全細胞の 5 ~ 8％にも達することが示
された (図 6)。病害防除の観点から，無性的に繁殖するイネいもち病菌のポピュレーシ
ョンの中で，常に数％の遺伝的多様性が創出されていることは脅威であり，イネいもち

病菌は有性生殖を介さずとも個々の体細胞において高い変異特性を有していることを

示している。イネいもち病菌の体細胞が 24時間で 1回分裂し，培養初期の細胞集団に
組換え細胞が含まれていないと仮定すると，イネいもち病菌の細胞分裂１回あたりの相

同組換え頻度は 5.12×10-3 ~ 8.3×10-3程度であると推測できる。一方，植物の体細胞

相同組換え頻度は，SU 遺伝子座の crossing over により生じる葉色スポットの出現頻
度から算出され，5.74×10-5 ~ 7.70×10-6程度であることが報告されており (Evans and 

Paddock, 1976)，ほ乳類のマーカー遺伝子系を用いた体細胞相同組換え頻度は 5.24×
10-7 ~ 6.31×10-7程度であることが実験的に示されている (Smith et al., 2007)。したが
って，体細胞相同組換えが遺伝子のコピー数や染色体座位に影響されることを考慮して

も，イネいもち病菌の体細胞相同組換え頻度は高等動植物と比較して極めて高いことが
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伺える。 
	
 イネいもち病菌の体細胞相同組換えは生育を阻害するような様々なストレス処理に

よって顕著に誘導された (図 9~16)。一次代謝阻害剤として用いたブラストサイジン S
は 80S リボソームの 60S サブユニットに作用し，ペプチド転移反応を阻害することで
タンパク質合成阻害を引き起こす抗生物質である (Huang et al.,1964)。また，赤カビ

病菌 Fusatium graminearumが産生する T-2トキシンもブラストサイジン Sと同様に
60S サブユニットに作用し，タンパク質の合成阻害を引き起こすことが知られている 
(Cundliffe and Davies 1977)。ビアラフォスはグルタミン合成酵素の基質であるグルタ

ミン酸塩の構造類似体であり，グルタミン合成酵素阻害による抗菌活性を有する 
(Tachibana et al., 1986)。このようなゲノムに直接損傷を与えないタンパク質合成阻害
またはアミノ酸合成阻害によって，イネいもち病菌の体細胞相同組換えが強く誘導され

たことは，体細胞相同組換えが DNA二本鎖切断修復機構として働くだけでなく，細胞
の生存が危機的状況下に置かれた際に自発的にゲノムを再編させるような一種のスト

レス応答機構として働くことを示唆している (図 9~11)。イネいもち病菌のゲノム応答

の一例としては，熱ストレスや酸化ストレスに対するレトロトランスポゾンの活性化が

知られている (Ikeda et al., 2001)。しかしながら，レトロトランスポゾンの活性化は
抗菌性物質であるパラクマル酸やイソプロチオン処理においては認められていないこ

とから (Ikeda et al., 2001)，ゲノム応答における体細胞相同組換えとトランスポゾン
活性化のシグナル伝達経路は異なるものであると推測される。植物では，病原菌の感染

やサリチル酸処理によって体細胞相同組換えが誘導されることが示されており，全身獲

得抵抗性と相同組換えとを制御する同一の転写因子 SNI1が同定されている (Lucht et 
al., 2002; Durrant et al., 2007)。ゲノムに損傷を与えない一次代謝阻害によって誘導さ
れたイネいもち病菌のゲノム応答性は，植物が有する生物ストレスに対するゲノム応答

と類似していることから，ストレス応答に関与するイネいもち病菌独自のシグナリング

経路や制御因子が存在するのかもしれない。体細胞相同組換えを簡易的に検出すること

が可能な本系を用いることにより，相同組換えの制御やシグナリングに関連した遺伝子

群を探索・解析することがより簡易になるだろう。また，動植物と比較して高い変異特

性を有するイネいもち病菌の体細胞相同組換えを簡易的に検出することは，開発段階に

ある農薬の薬剤耐性菌出現予測試験や，マイコトキシン混入リスクの低減化に向けた毒

素産生抑制剤の一次スクリーニングなどに用いるバイオアッセイ系として応用面での

利用も期待できる。 
	
 一方で，ゲノムに直接損傷を与えるMMSやブレオシン処理，細胞質内に活性酸素を

蓄積させる MV 処理により体細胞相同組換えが高い頻度で観察されたことは，他の生
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物と同様に DNA二本鎖切断の修復機構として体細胞相同組換えが働くこと，その過程
で異なる相同配列を鋳型としたエクトピックな相同組換えが生じる頻度が高まること

を強く示唆している (図 12~14)。生体内において代謝の過程で副生され，DNAに損傷
を与えることが広く知られている活性酸素種は (Boveris et al., 1972)，植物病理学の分
野でも病原菌の感染・侵入に対する植物の重要な初期抵抗性反応の一つである 

(Apostol et al., 1989)。一方，植物病原菌であるイネいもち病菌においても活性酸素種
を産生することの重要性が示されており，NADPHオキシダーゼの産生に関わる Nox1
および Nox2遺伝子を破壊すると，正常な付着期形成と植物細胞への侵入ができなくな

り，イネへの感染能を失うことが報告されている (Egan et al., 2007)。Ndindeng ら 
(2010) は相同組換えに関与する Rad51 遺伝子と EGFP 遺伝子を連結させることで，
イネいもち病菌ゲノムに生じる DNA二本鎖切断の可視化に成功し，イネ上での生活環

全てのステージにおいて DNA二本鎖切断が生じていることを明らかにした。したがっ
て，イネいもち病菌の体細胞相同組換えが DNA二本鎖切断の修復機構として働くので
あれば，イネいもち病菌ゲノムはイネへの感染過程において本質的に DNA二本鎖切断

に曝されていると考えられ，その修復過程におけるエクトピックな相同組換えがイネい

もち病菌の持つゲノム多様性の要因であることが示唆される。 
	
 上記の知見を総合するとイネいもち病菌の相同組換えは体細胞増殖の全ての過程に

おいてある頻度で生じており，感染過程やストレス環境によってその頻度が上昇するこ

とが推察される。稲作においてこれまで行われてきた農薬による防除や抵抗性品種の利

用は，イネいもち病菌に過度の選択圧を与え，体細胞相同組換えを含むイネいもち病菌

のゲノム応答を促進させてきたのかもしれない。本研究では，体細胞相同組換えがマー

カー遺伝子だけでなく，内生の非病原性遺伝子近傍においても同様に生じていることを，

非病原性遺伝子である Avr-Pitaの機能欠失型ホモログ RS-Avr-Pitaの導入により実証
した (図 17，18)。機能欠失型ホモログを導入した AP 系統においては，抵抗性品種で
あるヤシロモチに対して新たな病原性を示したが，その病斑のサイズは感受性品種と比

較して小さく，病斑から分離された分生子には相同組換えが起こっていない分生子も含

まれていた。このことから，非病原性遺伝子とホモログとの間で相同組換えが生じた分

生子は接種源内では少数であり，非病原性遺伝子の機能欠失が起こっていないイネいも

ち病菌をイネが認識することで，病斑内で抵抗性反応が一部誘導されたことにより病斑

の大きさに影響した可能性がある。しかしながら，相同組換えによって非病原性遺伝子

が変異したイネいもち病菌は感染病斑内で増殖し，進展型病斑を形成したことになる。

これまでの研究から，イネいもち病菌の多くの非病原性遺伝子には複数のホモログおよ

びパラログが存在することが報告されており (Chuma et al., 2011a; Khang et al., 
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2008; Takahashi et al., 2010; Yoshida 2009)，自然界においても同様の現象が抵抗性
崩壊の引き金と成り得ることを示唆している。本研究において，マーカー遺伝子がマル

チコピーとして導入された系統では，シングルコピーとして導入された系統よりも高い

相同組換え活性を示したことも (図 7) 本仮説を支持するものであり，複数のホモログ
の存在は遺伝的多様性に寄与しているであろう。しかしながら，非病原性遺伝子のホモ

ログを全ての菌株が保有しているわけではなく，トリパノソーマのような変異機構の規

則性はイネいもち病菌のゲノムからは見出されていないことから，非病原性遺伝子とそ

のホモログ間における相同組換えがイネいもち病菌のゲノム進化機構の全てであると

は断言できない。また，Avr-Pita 遺伝子の機能欠失が生じた組換え配列には，EcoRI
認識配列を含むものと含まないものの 2種類が確認された (図 17)。同様の組換え配列
の多様性は YFP::BSD マーカー遺伝子を用いた実験系においても確認されており (図

4)，これらの多様性は DNA 二本鎖切断が生じた位置や相同組換え修復様式 (ジーンコ
ンバージョンや交叉) の違いよって創出されたことが考えられる。しかしながら，本マ
ーカー系ではDNA二本鎖切断が生じた位置やその後の修復様式については明らかには

できないことから，イネいもち病菌ゲノムに生じる DNA二本鎖切断部位やその修復様
式をより詳細に解析する必要がある。 
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第二章	
 イネいもち病菌の DNA 二本鎖切断修復 
 
I.  緒言  

 
	
 体細胞における DNA 二本鎖切断の修復機構には相同組換えと非相同末端結合 (non 

homologous end-joining: NHEJ) が存在し，これら 2つの経路に大別される (Alylon et 
al., 2004)。相同組換えによる修復は以下のステップにより生じる (図 19)。①DNA二
本鎖切断末端がエキソヌクレアーゼ活性によって 5′から 3′ 方向へ分解され，反応性に

富む 3′ ssDNA tailが形成される。②この tailが相同鎖を探索し，相同 DNA二本鎖に
侵入するとアニール反応が開始されて D-loop 構造が形成される。③損傷のない DNA
配列を鋳型とした DNA合成反応が進み，片方の 3′ ssDNA tailと相同な領域まで合成

が進行すると，④拡大した D-loop部分が片方の 3′ ssDNA tailと結合し，今度は D-loop
領域を鋳型にして合成が進む。⑤合成が完了し，元の配列と結合すると 2つの Holiday 
junction (HJ) をもった 4量体 DNAの中間体が生じ，HJが HJ resolvaseによってラ

ンダムに切断・結合されることで非交叉型のジーンコンバージョンと交叉型のクロスオ

ーバー産物が１:１の割合で生じることになる。しかしながら，実際には体細胞におけ
るクロスオーバーの割合が圧倒的に少ないことから， synthesis-dependent 

strand-annealing (SDSA) による修復経路が提唱されている (図 19)。SDSAでは③の
合成がある程度進行した後に 3′ ssDNA tail が解離して⑥となり，切断を受けた DNA
鎖の 3′ ssDNA tailとアニーリング，DNA合成が行われた後に連結されて，非交叉型

のジーンコンバージョン産物が生じる (Chen et al., 2009)。 
	
 相同組換え修復が 20種類以上のタンパク質分子が関わる複雑な生化学反応であるの
に対して，NHEJ修復では空間的に最も近接する DNA末端同士を Kuタンパク質など

により結合させることで修復する (図 20)。基本的には，①切断によって生じた DNA
末端の対合，②DNA 末端の処理，③末端結合によって修復され，DNA の損傷が生じ
た切断断片によっては欠失や挿入等の修復エラーが確認されることもある (Daley et 

al., 2005)。姉妹染色分体等の相同配列を必要とする相同組換え修復においては，DNA
の複製中 (S期) または複製終了後 (G2期) に主に修復が行われるのに対して，NHEJ
修復では細胞周期の全ての段階で DNA 二本鎖切断を修復することが可能である 

(Takashima et al., 2009)。 
	
 DNA二本鎖切断の修復経路はお互いに拮抗的に働いており，相同組換え修復を介し
た遺伝子ターゲッティングや NHEJ修復を介したランダムな遺伝子導入の効率から，

酵母においては相同組換えが (Takita et al., 1997)，高等真核生物である動植物におい
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ては NHEJが優先して働くことが示唆されており (Tachibana, 2004)，生物種によっ
てその主要な修復機構が異なることが考えられる。イネいもち病菌を含む糸状菌では相

同組換え修復を利用した遺伝子ターゲッティング効率が約 5%と低いことから，動植物
と同様に NHEJが主要経路であることが推測されている。 
	
 Ninomiyaらは２つの修復機構が互いに拮抗的に働くことに着目し，モデル糸状菌で

あるアカパンカビ (Neurospora crassa) の NHEJ関連遺伝子 Ku70および Ku80遺伝
子を破壊することで，相同組換えを介した遺伝子ターゲッティング効率が約 70 - 100%
までに上昇することを示した。同様の手法は複数の糸状菌において応用されており 

(Ferreira et al., 2006, Goins et al., 2006，Krappmann et al., 2006, Nayak et al., 2006, 
Poggeler and Kuck, 2006, Takahashi et al., 2006)，イネいもち病菌においても NHEJ
関連遺伝子の破壊によって遺伝子ターゲッティング効率を約 70 - 100%まで上昇させる

ことに成功している (Kito et al., 2008; Villalba et al., 2008)。興味深いことに，NHEJ
関連遺伝子の破壊株においては菌糸の生育，分生子の形成・発芽や病原性は野生株と比

較して大きな差異は無いことが報告されている。一方，イネいもち病菌の相同組換え修

復関連遺伝子 Rhm51，Rhm54 (RAD homolog in Mganaporthe) を破壊した場合には，
菌糸の著しい生育遅延や病原性の低下が報告されていることから (Sone et al., 2009)，
イネいもち病菌を含む糸状菌では一概に NHEJ による DNA 二本鎖切断修復が主要経

路であると断定できるものではなく，相同組換え修復は生活環の中で重要な役割を担っ

ていることが考えられる。 
	
 本章では上述した背景を鑑みて，18 塩基認識の制限酵素 I-SceI (Colleaux et al., 

1998) を用いた配列特異的なDNA二本鎖切断の人為的導入法の確立とイネいもち病菌
の DNA二本鎖切断修復様式の解析を行った。 
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図 19 相同組換え修復様式  
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図 20  NHEJ修復様式 
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II. 実験材料および方法  

 
1. 供試イネいもち病菌 
	
 イネいもち病菌は北-1株を使用した。使用した培地，実験操作等は第一章と同様
の方法で行った。 

 
2. DNA二本鎖切断検出・選抜マーカー遺伝子の構築 
	
 DNA 二本鎖切断の標的となる ISTG-YFP::BSD は第一章で構築した

pTG-YFP::BSD および pRS-YFP::BSD をもとに構築した。ISTG-YFP::BSD のバ
ックボーンベクターを構築するために，pMK412-dGFP を鋳型に TTrpC-1 および
PTrpC-2 のプライマーセット (表 6) を用いてハイグロマイシン B 耐性遺伝子

cassette を増幅した。増幅産物を pGEM-PTEF-Tgla の ApaI サイトに挿入して
pGEM-hphとした。DNA二本鎖切断の標的配列を含む ISTG-YFP::BSDを構築す
るために，I-SceI の認識配列を YFP::BSD に挿入した。pTG-YFP::BSD を鋳型に
EGFP-1 および YFISCE-4 のプライマーセット (表 6)，pRS-YFP::BSD を鋳型に
YFISCE-3 および EGFP-4 のプライマーセット (表 6) を用いてそれぞれ増幅し，
Fusion PCRにより連結した。得られた増幅産物を pGEM-hphの AscIおよび PacI

サイトに挿入し，pISTG-YFP::BSDとした。 

 
3. I-SceI発現ベクターの構築 

	
 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae のミトコンドリア DNA にコードされる
I-SceI遺伝子配列 (GenBank Accession no. V00683.1) をもとに，イネいもち病菌
での I-SceI遺伝子の高発現を達成するためにコドン使用頻度を最適化した合成遺伝

子を構築した (Operon Technologiesに委託)。I-SceI配列を構成的発現ベクターで
ある pGEM-PTEF-TglaのAscIおよび PacIサイトに挿入し，pGEM-I-SceIとした。
さらに， Simian virus 40 large T antigenの核局在シグナル配列 (Khang et al., 

2010) を I-SceIの C末端側に付加するために，pGEM-I-SceIの PacIサイトに合成
リンカー (5′-TAAAGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGATCCAAAAAAGAA 
GAGAAAGGTAGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTATAAGCTAGCTTAAT-3′お

よび 5′-TAAGCTAGCTTATACCTTTCTCTTCTTTTTTGGATCTACCTTTCTCTT 
CTTTTTTGGATCTACCTTTCTCTTCTTTTTTGGATCTTTAAT-3′）を挿入し，
pGEM-I-SceI::SvNLSとした。ビアラフォス耐性遺伝子 (bar) 発現ベクターバック

ボーンを構築するために，pMK412-dGFPを鋳型に PTrpC-1および PTrpC-2のプ
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ライマーセット，TTrpC-1および TTrpC-2のプライマーセット (表 6) を用いてそ
れぞれ増幅し，Fusion PCRにより連結した。増幅産物は pMK412-dGFPの ApaI

サイトに挿入し，pMK412-PTrpC-TTrpCとした。bar cassetteを構築するために，
pDM302 (Ochiai-Fukuda et al., 2006) を鋳型に Bar-7および Bar-8プライマーセ
ット (表 6) を用いて bar 遺伝子を増幅した。増幅産物を pMK412-PTrpC-TTrpC

の AscIおよび PacIサイトに挿入して pMK-barとした。pMK-barから bar遺伝子
cassetteを切り出し，pGEM-I-SceI::SvNLSおよび pGEM-T-Easy vectorの ApaI
サイトにそれぞれ挿入し，pGEM-bar-I-SceI::SvNLSおよび pGEM-barとした。 

 
4. Agrobacterium tumefaciens mediated-transformation (ATMT) ベクターの構築 
	
 ATMT用のバイナリーベクターバックボーンを構築するために，pCAMBIA1381 

(CAMBIA) の XhoI-BsrGI サ イ ト に 合 成 リ ン カ ー 
(5′-TCGAGTCTAGAGAGCTCT-3′および 5′-GTACAGAGCTCTCTAGAC-3′) を挿
入し，XbaI および SacI サイトを付加して pCAMBIA-Lin とした。ATMT バイナ

リーベクターを構築するために，hph cassette を含む ISTG-YFP::BSD を

pCAMBIA-Linの XbaIおよび SacIサイトに挿入し，pFAG-ISTG-YFP::BSDとし
た。 

 
5. RS-YFP::BSDへの silent mutationの導入と相同領域の短縮化 
(1) silent mutationの導入 

	
 RS-YFP::BSDの YFP::BSD領域に約 15 bp間隔で silent mutationを導入した
YFP::BSDを合成し (Operon Technologiesに委託)，pRS-YFP::BSDの YFP::BSD
領域と置換して psRS-YFP::BSDとした。 

 
(2) 相同領域の短縮化 
	
 ISTG-YFP::BSD と RS-YFP::BSD 間の相同領域を短縮するために，

RS-YFP::BSDの YFP::BSD領域 (1,074 bp) を 150，600，700，800，900 bpに
短縮したベクターを構築した。pRS-YFP::BSD を鋳型として，RS75-1 および
RS75-2 のプライマーセット，RS300-1 および RS300-2 のプライマーセット，

RS-300-1 および Short RS-seq-4 のプライマーセット，RS-300-1 および Short 
RS-seq-6のプライマーセット，RS-300-1および Short RS-seq-8のプライマーセッ
ト (表 6) を用いて PCRを行い YFP::BSD領域をそれぞれ増幅した。得られた増幅
産物をpRS-YFP::BSD のYFP::BSD領域と置換してpRS-150，pRS-600，pRS-700，
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pRS-800，pRS-900とした。 

 
6. マーカー遺伝子を用いた遺伝子ターゲッティング評価系ベクターの構築 
	
 標的遺伝子への DNA 二本鎖切断導入による遺伝子ターゲッティング効率を算出
するために，pGEM-YFP::BSDを鋳型とした標的遺伝子 (YFP::SCE::BSD) と破壊

ベクター (pRS-YFP-bar-BSD) を構築した。YFP::SCE::BSD のバックボーンベク
ターを構築するために，pGEM-YFP::BSDを鋳型として M-15および 2A-2のプラ
イマーセット，M16および 2A-3のプライマーセット (表 6) を用いてそれぞれ増幅

し，Fusion PCR により連結した。得られた増幅産物は pGEM-YFP::BSD の

YFP::BSD 領 域 と 置 換 し ， pGEM-YFP::DS::BSD と し た 。 続 い て ，

pGEM-YFP::DS::BSDの SpeI-NheIサイトに合成リンカー (5′-CTAGCGGTAGG 

GATAACAGGGTAATGTTATTCACTGCGGCTTTAAAGCCGCAGTGCACCCGG
A-3′および 5′-CTAGTCCGGGTGCACTGCGGCTTTAAAGCCGCAGTGAATAAC 
ATTACCCTGTTATCCCTACCG-3′) を挿入し，pGEM-YFP::SCE::BSDとした。 

	
 pRS-YFP-bar-BSD の バ ッ ク ボ ー ン ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に ，

pGEM-YFP::BSDを鋳型として TV-1および TV-2のプライマーセット，TV-3およ
び TV-4のプライマーセット (表 6) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCRにより

連結した。得られた増幅産物は pUC19 (Takara) の BamHIおよび Hind IIIサイ
トに挿入し，pUC19-YFP::BSD とした。pUC19-YFP::BSD の ApaI サイトに
pGEM-barから切り出した bar cassetteを挿入し，pRS-YFP-bar-BSDとした。 

	
 RS-YFP-bar-BSD の相同領域を短縮するために，pUC19-YFP::BSD を鋳型とし
てYFP-targeting-1およびTV-2のプライマーセット，TV-3およびYFP-targeting-2
のプライマーセット  (表 6) を用いて増幅し，Fusion PCR によって連結した 

(pUC19-YFP-BSD-300 用)。同様に YFP-targeting-3 および TV-2 のプライマーセ
ット，TV-3 および YFP-targeting-4 のプライマーセット (表 6) を用いて増幅し，
Fusion PCRによって連結した (pUC19-YFP-BSD-100用)。得られた増幅産物はそ

れぞれ pUC19-YFP::BSD の YFP::BSD 領域と置換し，pUC19-YFP::BSD-300 お
よ び pUC19-YFP::BSD-100 と し た 。 pUC19-YFP::BSD-300 お よ び

pUC19-YFP::BSD-100 の ApaI サイトにそれぞれ bar cassette を挿入し，

pRS-YFP-bar-BSD-300および pRS-YFP-bar-BSD-100とした。 
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表 6 使用したプライマーリスト 
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7. ATMT法  

	
 ATMT法に使用した培地は表 7に示した。 
(1) A. tumefaciensコンピテントセルの作製 
	
 A. tumefaciens AGL-1菌株をカナマイシン (Km) 50 µg/mLを含む YEB培地 10 

mLにて 28℃，120 rpmで 24時間培養した。その後，培養液 1 mLを Km 50 µg/mL
を含む YEB培地 50 mLに加え，28℃，120 rpmで O.D.600 = 0.5 ~ 1.0に達するま
で培養した。培養後，4℃，5,000 rpm で 5 分間遠心分離して集菌した。上清を除

去した後に，氷冷した 1 mLの 20 mM CaCl2に懸濁した。懸濁液を 1.5 mLチュー
ブに 100 µLずつ分注して−80℃のディープフリーザーで保存した。 

 
(2) 凍結融解法による A. tumefacienceへの形質転換 
	
 プラスミド DNA溶液 1 µgをコンピテントセルに加え，タッピングにより混和し
た後，液体窒素中に投入して急速凍結した。その後，37℃のヒートブロックに移し

て 5分間インキュベートした。急速凍結と 37℃でのインキュベートを 3回繰り返し
た。その後，YEB培地 1 mLを加えた後に，28℃，120 rpmで 2 ~ 4時間培養した。
培養液を 4℃，5,000 rpmで 5分間遠心分離して集菌し，Km 50 µg/mLおよびアン

ピシリン (Amp) 100 µg/mLを含む YEB培地上に塗布して選抜した。 

 
(3) イネいもち病菌への形質転換 

	
 形質転換は Rhoら (2001) の方法にしたがい，一部を改変して行った。 
	
 凍結融解法によりプラスミド DNAを導入した A.tumefacienceの系統を Km 50 
µg/mLおよび Amp 100 µg/mLを含む YEB培地 10 mLに植菌し，28℃，120 rpm

で 24時間振盪培養した。培養後，20℃，6,000 rpmで 10分間遠心分離して集菌し
た。アセトシリンゴン 200 µMを含む IM液体培地 5 mLに懸濁後，28℃，180 rpm
で 6時間培養した。培養液 100 µLを 1×106個/mLに調整したイネいもち病菌の分

生子懸濁液 100 µLと混合し，200 µMのアセトシリンゴンを含む IM固形培地上に
置いた滅菌済のニトロセルロースフィルター (0.45-µm-pore and 45-mm diameter, 
Whatman) に塗布した。28℃で 48時間培養後，ニトロセルロースフィルターから

菌糸片および A. tumefacienceを 2 mLの YG培地に回収し，ハイグロマイシン B 
(200 µg/mL)，セフォタキシム (200 µg/mL) を含む PSA培地上に塗布して選抜し
た。 
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表 7 ATMTに用いた試薬  

・YEB培地 (1 L組成) 

 Bacto-beef extract 5 g   

 Bacto-yeast extract 1 g 
 Bacto-peptone 5 g   
 Sucrose                       5 g     

 Agar 15 g 
 蒸留水で 1 Lにメスアップ	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
                                                                  	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
・Induction medium (IM) (1 L組成) 
 CaCl2・6H2O 100 mg 

 FeSO4・7H2O 2.5 mg 
 MgSO4・7H2O 500 mg 

 (NH4)2PO4 500 mg 

 K2HPO4 2.05 g 
 KH2PO4 1.45 g 
 NaCl 150 mg 

 MES 7.81 g 
 Glucose 1.8 g 
 Glycerol 5 mL 

 Acetosyringon 200 µM 
 (Agar) (15 g) 
 蒸留水で 1 Lにメスアップ	
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III. 結果  

 
1. DNA二本鎖切断の人為的導入と相同組換え修復 

 
a. I-SceI認識配列を導入した体細胞相同組換え検出マーカー系の構築 

	
 DNA 二本鎖切断の修復経路やその機構は生物種によって異なることが推測されてい
る。しかしながら，イネいもち病菌を含む糸状菌では，DNA 二本鎖切断の修復機構と
して相同組換えが直接的に関与するといった報告はこれまでにない。そこで，第一章で

構築した体細胞相同組換え検出系を改良し，18 塩基認識の希少切断制限酵素遺伝子
I-SceI を用いて，マーカー遺伝子特異的な DNA 二本鎖切断の導入を試みた。まず，
YFP::BSD遺伝子の開始コドンから 328 bpの位置に I-SceIの認識配列を挿入し，I-SceI

を用いた人為的なDNA二本鎖切断導入の標的配列として ISTG-YFP::BSDを構築した 
(図 21)。I-SceI の認識配列内にはインフレームに 2 つの終止コドンを挿入し，
TG-YFP::BSD と同様に翻訳が途中で停止するように設計した  (図 21)。

ISTG-YFP::BSD の相同配列は第一章で構築した RS-YFP::BSD を用いた (図 21)。
ISTG-YFP::BSD 遺伝子を単独でイネいもち病菌ゲノムに導入した際には YFP 蛍光お
よびブラストサイジン Sへの耐性は確認されなかった。 

	
 pISTG-YFP::BSD (ISTG) および pRS-YFP::BSD (RS) を PEG法により共導入して，
ハイグロマイシン B (200 µg/mL) によって選抜した。さらに RS特異的増幅プライマ
ーセット EULS-25および EXFP-20 (表 6) を用いて PCRを行い，RSの増幅断片が確

認された菌株を ISTR (ISTGおよび RS導入株) 系統とした。第一章の結果から，イネ
いもち病菌の体細胞相同組換えは培養過程において生じることが確認されたことから，

I-SceI による人為的な DNA 二本鎖切断導入の有無に関わらず，ISTG と RS との間で

生じた体細胞相同組換えは YFP蛍光およびブラストサイジン S耐性能により検出・選
抜が可能であることが推測される。そこで，得られた ISTR6，11，25，30の各系統の
菌糸，プロトプラスト，分生子を蛍光顕微鏡により観察したところ，全ての系統で培養

過程における YFP蛍光の出現を確認することができた (図 22a-c)。次に，PSA培地上
で 7日間培養した菌糸片をブラストサイジン S (200 µg/mL) を含む PSA培地上に植菌
し，組換えが生じた YFP 蛍光細胞が特異的に選抜可能かどうかを調査した。全ての系

統において，ブラストサイジン Sを含む培地上での生育と YFP蛍光が確認されたこと
から (図 22d)，I-SceI認識配列を挿入した ISTGと RSが体細胞相同組換え検出・選抜
マーカー系として機能することが示された。 
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図 21  I-SceIによる DNA二本鎖切断導入マーカー系 

	
 	
 	
  = は終止コドンを示す 
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 図 22  ISTR系統において観察された表現型の変化 
	
 	
 a 液体培養中の菌糸，b プロトプラスト，c 分生子，d BS含有プレート上で生育した菌糸	
 	
 	
  
	
 	
 	
 BF: bright-field，YFP: epifluorescene microscopy 
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b. I-SceI発現によるイネいもち病菌の表現型への影響 
	
 ISTG-YFP::BSD配列特異的に二本鎖切断を導入するために，I-SceI遺伝子発現ベク

ターpGEM-bar-I-SceI::SvNLS (I-SceI+bar cassette) を構築した (図 23a)。I-SceIに
よる off target活性を調査するために，I-SceI+bar cassette を野生株ゲノム (北-1株) 
に導入し，形質転換体の表現型を調査した。得られた形質転換体は野生株と比較して菌

糸生育，分生子形成，分生子発芽および病原性に差異は認められなかった。また，イネ

いもち病菌 (70-15 株) ゲノムデータベース (http://www.broad.mit.edu) を用いた
BLAST検索では I-SceI認識配列 (5′-TAGGGATAACAGGGTAAT-3′) に該当する配列

は認められず，北-1株ゲノム中にも I-SceI認識配列が存在しないと考えられた。 

 
c. DNA二本鎖切断導入により誘導されるイネいもち病菌の体細胞相同組換え 

	
 ISTR系統および I-SceIを用いて DNA二本鎖切断活性と相同組換え修復頻度につい
て調査した。I-SceI+bar cassetteを PEG法により各 ISTR系統のプロトプラストに導
入した。I-SceIがイネいもち病菌ゲノムに導入された場合にはビアラフォスへの耐性を

示し，I-SceIの発現によって認識配列特異的な DNA二本鎖切断の導入と，それに伴う
RS を鋳型とした相同組換え修復が生じた場合には，ビアラフォス耐性に加えて YFP
蛍光とブラストサイジン S への耐性を示すことになる (図 21)。そこで，I-SceI+bar 

cassette を導入してから 24 時間後のプロトプラスト懸濁液をビアラフォス  (20 
µg/mL) を含む PSA培地，ビアラフォスおよびブラストサイジン S (200 µg/mL) を含
むPSA培地上でそれぞれ選抜し，I-SceI+bar cassetteがゲノムに導入された菌株数 (ビ

アラフォス耐性株) と I-SceI+bar cassette がゲノムに導入されて相同組換えが生じた
菌株数  (ビアラフォスおよびブラストサイジン S 二重耐性株 ) とを比較した。
I-SceI+bar cassette の導入により得られたビアラフォスおよびブラストサイジン S に

対する二重耐性株数はビアラフォス耐性株数と比較して減少する傾向がみられたが 
(図 23b)，ブラストサイジン S 耐性を示した全ての菌株において YFP 蛍光が確認され
た (図 23c)。また，I-SceI+bar cassetteの導入により出現した二重耐性株数はコントロ

ールとして用いた bar cassette の導入と比較して有意に上昇し，各系統とも全体の約
40%を占める割合であった (表 8)。また，その倍率はコントロールの約 20倍に相当す
る (表 8)。これは I-SceI の発現により YFP::BSD 配列内に DNA 二本鎖切断が導入さ

れたこと，さらに切断が生じた YFP::BSD配列が RSを鋳型としたエクトピックな相同
組換えによって修復されたことを示している。一方で，コントロールとして用いた bar 
cassette 導入時においてもビアラフォスおよびブラストサイジン S に対する二重耐性

株が確認されたが (表 8)，これらの二重耐性株は図 22b に示したようなプロトプラス
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ト作製までの培養過程においてゲノム内にランダムに生じた DNA 二本鎖切断が
YFP::BSD配列内に偶発的に切断を導入し，RSを鋳型とした体細胞相同組換えにより

修復された結果であると推察された。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

図 23  I-SceIの導入と相同組換えが生じた細胞の選抜および検出  
	
 	
 a I-SceI発現ベクター，b ビアラフォスおよび BSによる選抜結果 
	
 	
 c ビアラフォスおよび BS耐性株における YFP蛍光 
      bar : ビアラフォス耐性遺伝子，NLS : 核局在シグナル (Sv40) 
 

表 8  ISTR系統への I-SceI遺伝子導入と相同組換え修復頻度 

 

a  ビアラフォス耐性コロニー数 
b  ビアラフォスおよび BS耐性コロニー数 
c  (b: HR repair / a: Total) ×100 =「Frequency」 
d  I-SceI+bar導入 Frequency / bar遺伝子導入 Frequency =「Magnification」 
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d. DNA二本鎖切断によって誘導される外来相同 DNAを鋳型とした相同組換え修復 
	
 標的遺伝子配列を破壊または変換することが可能な遺伝子ターゲッティング法は生

物が有する相同組換え修復機構を利用して外来DNAを特定のゲノム領域に導入する技
術である。人為的な DNA二本鎖切断の導入により，異なる遺伝子配列間において生じ
るエクトピックな相同組換えが高頻度で検出されたことは，イネいもち病菌が高い変異

特性を有することを示すと同時に，人為的な DNA二本鎖切断導入が遺伝子ターゲッテ
ィング法への応用に有用であることを示唆している。そこで，ISTGのみをイネいもち
病菌ゲノムに導入した系統 (ISTG 系統) を用いて，外来相同 DNA と内生標的遺伝子

との間で生じるエクトピックな相同組換え効率を簡易的に評価した。ATMT 法により
ISTG遺伝子を導入し，ハイグロマイシン B (200 µg/mL) およびサザンハイブリダイゼ
ーションによって ISTG 配列がシングルコピーで導入されている菌株を選抜した (図

24)。得られた菌株を ISTG5，11，13，19 系統とし，各系統のプロトプラストに対し
て (i) bar cassette (形質転換コントロール)，(ii) RS (相同配列)，(iii) I-SceI (DNA二本
鎖切断誘導)，(iv) I-SceIおよび RS (DNA二本鎖切断誘導と相同配列) をそれぞれプラ

スミドの状態で PEG法により導入または共導入を行った (図 25)。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 図 24  ISTG-YFP::BSD遺伝子の導入とサザンハイブリダイゼーション 

	
 	
 a ISTG-YFP::BSDの模式図，b サザンハイブリダイゼーション結果 
	
 	
   ゲノムを SphIおよび KpnIで消化後，YFP::BSDプローブで検出した。 
	
 	
   レーン 1: pISTG，2: 北-1ゲノム，3~6: ISTG5，11，13，19 



56 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 図 25  外来相同 DNA導入による相同組換え効率の簡易評価法の概略図 
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 外部から供給した RSとゲノムに挿入された ISTGとの間で相同組換えが生じた場合，
YFP 蛍光とブラストサイジン S への耐性を示すことから，各プラスミドを導入してか

ら 24時間後にブラストサイジン S (200 µg/mL) によって選抜し，YFP蛍光が確認され
た菌株を組換え株数として算出した。なお，コントロールとして用いた bar cassette
は導入後ビアラフォスによって選抜することで，ゲノムに内にランダムに挿入される形

質転換効率として算出した。ISTG系統への RS単体での導入においては，全系統でブ
ラストサイジン S への耐性を示す組換え菌株を確認することはできなかった (図 26)。
一方で，I-SceIと RSの共導入では約 100 ~ 200の組換え株を確認することができ，標

的配列への特異的な DNA二本鎖切断の誘導により相同性が高い外来 DNA配列が，タ
ーゲットとなるゲノム配列 (ISTG-YFP::BSD) に高効率で挿入されたことが示された 
(図 26)。また，得られた組換え株数は bar cassetteがゲノムにランダム挿入されたビア

ラフォス耐性コロニー数と比較して有意に高い数値を示した。この結果から，組換え株

の中で RSや I-SceIがゲノムにランダム挿入されたコロニー数が，形質転換効率として
算出したビアラフォス耐性コロニー数と同程度とすると，ブラストサイジン S 耐性を

示した組換え株数の約 70 ~ 80％程度はゲノムに導入されない一過的な I-SceI および
RSの導入によって生じたことが推測された。一方で，I-SceI単体で導入を行った場合
においてもブラストサイジン Sおよび YFP蛍光を示す菌株が極めて少数出現した (図

26)。これらのコロニーは相同組換えと同様に DNA 二本鎖切断修復機構として働く
NHEJ により修復され，その過程で生じた修復エラーによって I-SceI 認識配列の欠失
が YFPコード領域内でインフレームに生じた結果であることが考えられた。 
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2. イネいもち病菌における DNA二本鎖切断修復様式の解析 

	
  
a. 非相同末端結合 (NHEJ) による修復様式の解析  

	
 第二章の 1.より，希少切断制限酵素 I-SceIを用いたイネいもち病菌への人為的 DNA
二本鎖切断の導入に成功した。そこで，多くの真核生物において DNA二本鎖切断修復
機構の主要経路として働くことが考えられている NHEJ の修復様式を，ISTG 系統お

よび I-SceI 遺伝子を用いて解析した (図 21)。ISTG 系統のプロトプラストに対して
I-SceI+bar cassette を導入してから 24 時間後に，ビアラフォス (20 µg/mL) を含む
PSA 培地にプロトプラスト懸濁液を塗布し，I-SceI がゲノムに導入された形質転換体

を得た。得られた形質転換体を用いて簡易ゲノム抽出と PCRによって YFP::BSD領域
を増幅し，I-SceI導入前の配列との比較を試みた。しかしながら，ビアラフォス耐性株
から目的の増幅断片および配列を得ることができなかった。その理由として，DNA 二

本鎖切断による ISTG 配列の欠失や構造変化が考えられたため，I-SceI+bar cassette

図 26  外来 DNA導入による相同組換え効率 

       ND: not detected 
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導入後の選抜を (i) ビアラフォス，(ii) ビアラフォスおよびハイグロマイシン B (200 
µg/mL)，(iii) ビアラフォスおよびブラストサイジン S (200 µg/mL) の 3種類で行った。

ビアラフォスによる選抜では通常の形質転換効率と同等の耐性株が得られたのに対し

て，ビアラフォスおよびハイグロマイシン B による選抜においては耐性菌株数の大幅
な減少が確認された (表 9)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
	
 そこで，得られたビアラフォス耐性株をハイグロマイシン B含有 PSA培地に植菌し，

菌糸伸張が認められなかった 16菌株のゲノムを用いて，サザンハイブリダイゼーショ
ンによる ISTG 配列の有無を調査した。その結果，全ての菌株において hph および
YFP::BSD 遺伝子を検出することはできなかった。また，ハイグロマイシン B に感受

性を示した50菌株のゲノムを鋳型として，Hpt-5およびM22のプライマーセット (hph
遺伝子配列用; 表 6)，M15およびM16のプライマーセット (ISTG配列用; 表 6) を用
いて PCRによりそれぞれの ISTG領域の増幅を行ったが，全菌株において増幅は認め

られなかった。このことから，ゲノム内に挿入されていた ISTG配列の全域が DNA二
本鎖切断の導入によって欠失していることが考えられ (図 27)，その割合はおよそ 40 ~ 
50％にも達した (表 9)。一方，ハイグロマイシン Bに耐性を示した菌株においてはM15

および M16 のプライマーセットを用いて PCR による YFP::BSD 遺伝子領域の増幅を

表 9  ISTG系統への I-SceI遺伝子導入による表現型の変化 

 

a ビアラフォス耐性コロニー数 
b ビアラフォスおよびハイグロマイシン B耐性コロニー数 
 c ビアラフォスおよび BS耐性コロニー数 
Percentage: ビアラフォス耐性コロニー数 (Total) に占める二重耐性株数の割合 
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行い，その塩基配列を確認したところ，数十~数百 bpの欠失が確認された (図 27)。ビ
アラフォスおよびブラストサイジン S に耐性を示した菌株は極めて少数であったが 

(表 8)，耐性株はYFP蛍光を有しており，I-SceIの認識配列の欠失が確認された (図 27)。 

 
 

 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

図 27  I-SceI導入による ISTG-YFP::BSDの DNA二本鎖切断修復パターン 
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b. 相同組換え修復様式の解析 

	
 人為的な DNA二本鎖切断の導入により，イネいもち病菌ゲノムにおける相同組換え
修復は非常に高い頻度で生じていることが考えられた。高等真核生物の知見から，相同

組換え機構は交叉型と非交叉型 (ジーンコンバージョン) の 2種に大別される。そこで，

I-SceIと ISTG系統を用いてイネいもち病菌が有する相同組換え修復様式の解析を行っ
た。まず，RSの YFP::BSD遺伝子領域内に約 15 bp間隔で silent mutationを導入し
た sRS-YFP::BSD (sRS) を構築した。切断が生じた ISTG配列が sRSを鋳型とした相

同組換えにより修復された場合，YFP蛍光とブラストサイジンS耐性を示すと同時に，
修復された ISTG配列には silent mutationの痕跡が残るように設計した。そこで，sRS
および I-SceIを ISTG5系統に対して共導入し，ブラストサイジン S (200 µg/mL) およ

び YFP蛍光によって選抜した。得られた耐性株よりゲノム DNAを抽出して，M15お
よび M16 プライマーセットを用いた PCR によって YFP::BSD 領域を増幅し，その塩
基配列を確認した。その結果, 切断部位から約 100 ~ 150 bpの領域において組換えが

生じたことを示す silent mutationが確認された (図 28)。 
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 図 28  I-SceI導入によって生じた相同組換え修復様式の模式図 
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 続いて，このような組換えが交叉型なのか非交叉型なのかを調査するために，

pRS-YFP::BSDに bar cassetteを挿入した pRS-bar -YFP::BSDを構築した。本プラス
ミドの導入により，ISTGとの間でシングルクロスオーバーによる組換えが生じた場合，
切断部位の修復に伴い pRS-bar-YFP::BSD の全領域が導入されるため，ブラストサイ
ジン Sおよびビアラフォスに対する二重耐性を示すことになる (図 29)。一方，非交叉

型の組換えにより修復された場合，RS-YFP::BSD遺伝子領域を鋳型とした切断部位の
修復 (コピー) が行われるため，ブラストサイジン S への耐性のみを示すことになる 
(図 29)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 図 29  pRS-bar -YFP::BSDを用いた相同組換えタイプ検出系の概略図 
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 ISTG5系統に対して pRS-bar-YFP::BSDおよび I-SceIを共導入し，ブラストサイジ
ン S (200 µg/mL) によって選抜した。ブラストサイジン Sに耐性を示した菌株数は，

第二章 2.d.の結果と同様に，コントロールとして用いた bar cassetteの導入により得ら
れた形質転換体数よりも顕著に高い数値を示した (図 30)。得られた 148の耐性株をビ
アラフォス (20 µg/mL) を含む PSA培地に植菌し，菌糸の伸張が確認された二重耐性

株数を算出した (図 30)。全ブラストサイジン S 耐性株 (148 株) のうち二重耐性を示
した菌株は 71 株であり，bar cassette 形質転換体数 (107 株) や pRS-bar-YFP::BSD
形質転換体数 (65) と比較して耐性株数の上昇が認められないことから (図 30)，ゲノ

ム内への bar cassetteの導入はシングルクロスオーバーによるものではなく，ランダム
導入により示された結果であることが推測された。したがって，イネいもち病菌の相同

組換え修復は切断部位から 100 ~ 150 bp程度の領域におけるジーンコンバージョンに

よって修復されると考えられた。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
図 30  pRS-bar-YFP::BSDを用いた相同組換え株数 



65 

c.	
 相同組換えに必要な相同領域長の解析 
	
 上記よりイネいもち病菌の相同組換え修復は 100 ~ 150 bp程度の相同領域を鋳型と

したジーンコンバージョンによることが示されたことから，RSの相同領域を短縮する
ことでイネいもち病菌の相同組換えに必要な相同領域長について検討した。

RS-YFP::BSD 配列を鋳型として，PCR により相同領域長の短縮シリーズを作製した 

(相同領域: 900 bp，800 bp，700 bp，600 bp，150 bp; 図 31)。短縮シリーズをクロー
ン化した各プラスミドと I-SceI cassetteを ISTG5系統に対して共導入し，ブラストサ
イジン S (200 µg/mL) と YFP蛍光の有無により組換え株数を算出した。得られた耐性

株数は相同組換え領域の短縮に伴い減少する傾向がみられたことから (図 32, 33)，実
際に相同組換えが行われるDNA領域よりも広い範囲で相同鎖の探索がなされているこ
とが推測された。最終的には 150 bpまで相同領域を短縮した場合においても相同組換

えが生じていることを示す YFP蛍光およびブラストサイジン S耐性を獲得した菌株数
の上昇を確認した (図 32, 33)。 



66 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 図 31  RS-YFP::BSDの相同領域短縮シリーズ 
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図 32  RS-YFP::BSDの相同領域短縮と組換え株数 (700~900 bp) 

図 33  RS-YFP::BSDの相同領域短縮と相同組換え株数 (150~600 bp) 
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3.	
 遺伝子ターゲッティング法への応用 
	
 第二章 2.の結果から，標的遺伝子への一過的な DNA二本鎖切断の導入により遺伝子

ターゲッティング法の簡易化と高効率化が可能であることが示唆された。そこで，マー

カー遺伝子および I-SceI を用いて，遺伝子ターゲッティング効率の算出を行った。標
的遺伝子として，YFP::BSD 遺伝子のスペーサー領域に I-SceI の認識配列を挿入した

機能型 YFP::SCE::BSD を構築した (図 34a)。YFP::SCE::BSD を PEG 法によりイネ
いもち病菌ゲノムに導入し，ブラストサイジン S およびサザンハイブリダイゼーショ
ンによりシングルコピーでゲノム導入された形質転換体を選抜し (図 34b)，形質転換体

no. 4 (TGY4系統) を以後の実験に用いた。YFP::SCE::BSDを標的とした破壊ベクタ
ー と し て ， RS-YFP::BSD の ス ペ ー サ ー 領 域 に bar cassette を 挿 入 し た
RS-YFP-bar-BSD を構築した (図 35)。標的配列に破壊ベクターが導入された場合，

YFPと BSD遺伝子の間に bar cassetteが導入されるため，ブラストサイジン Sへの耐
性能を失うことになる (図 35)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

図 34  YFP::SCE::BSDの導入系統のサザンハイブリダイゼーション 
a YFP::SCE::BSDの模式図 

   	
 bサザンハイブリダイゼーション結果 
ゲノムを ApaIで消化後，YFP::BSDプローブで検出した。 
1: 野生株，2: 形質転換体 no.4，3: 形質転換体 no.13，4:形質転換体 no.16 
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 TGY4系統のプロトプラストに対して RS-YFP-bar-BSDおよび I-SceIを環状プラス

ミドの状態で共導入し，ビアラフォス (20 µg/mL) および YFP蛍光によって選抜した。
得られたビアラフォス耐性株の中からランダムに選出した菌株をブラストサイジン S 
(200 µg/mL) を含む PSA培地上に植菌し，感受性を示した菌株数から遺伝子ターゲッ

ティング効率を算出した。ビアラフォス耐性を示す 156菌株の中でブラストサイジン S
に耐性を示した菌株はわずか 2株であったことから，標的遺伝子に対してほぼ 100％の
効率で破壊ベクターが挿入されたことが推測された (表 10)。一方，RS-YFP-bar-BSD
のみを導入して得られた 114 のビアラフォス耐性株の中でブラストサイジン S に耐性

図 35  簡易遺伝子ターゲッティング頻度算出系の概略図 
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を示した菌株数は 112 であり，ブラストサイジン S に感受性を示した菌株はわずか 2
株であったことから，遺伝子ターゲッティング効率は 1.8％であった (表 10)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
	
 次に，ブラストサイジン S に対して感受性を示した菌株の中で，標的遺伝子配列特

異的に破壊ベクターが挿入されているかを確認するために，YFPseq -1 および
YFPseq-2 のプライマーセットを用いて PCR を行った。その結果，全ての菌株におい
て目的の増幅断片 (約 3,000 bp) を確認することができた (図 36)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
	
 PCR により標的遺伝子への破壊ベクターの挿入が確認された菌株に対して，Is-1 お
よび Is-4プライマーセット (表 6) を用いて I-SceI遺伝子がゲノムに導入されているか
否かを確認した。供試した全ての菌株で I-SceI の増幅 (約 580 bp) は認められなかっ

たことから，得られた BS感受性株は I-SceI遺伝子および RS-YFP-bar-BSDの一過的

a ビアラフォス耐性コロニー数 
b ビアラフォスおよびブラストサイジン S耐性コロニー数: ランダム導入株数 
c ビアラフォス耐性および BS感受性コロニー数: 遺伝子ターゲッティング株数 
d 遺伝子ターゲッティング頻度 
  供試した菌株数は括弧内に示した。 

表 10  マーカー遺伝子を用いたターゲッティング頻度の算出 

図 36  PCRによる標的遺伝子領域の解析 
  1: TGY4系統，2: ブラストサイジン耐性株，3~10: ブラストサイジン S感受性株 no. 1~8 
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な導入によって作出されたことが示された (図 36)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
	
 相同組換えに必要な相同領域長の解析実験の結果より，イネいもち病菌の体細胞相同

組換えは相同領域を短縮した場合においても高い組換え活性を示した。したがって，破

壊ベクターに用いる相同領域においても同様に短縮可能であると考えた。そこで，破壊

ベクターとして用いた RS-YFP-bar-BSDの YFPおよび BSD遺伝子の各相同領域をそ
れぞれ 300 bpおよび 100 bpに短縮し，同様の実験手法により遺伝子ターゲッティン
グ効率を算出した。その結果，破壊ベクターのみを導入した場合では，ブラストサイジ

ン S感受性株を得ることはできなかったが (表 11)，I-SceIと相同領域を短縮した各破

壊ベクターの共導入では，短縮前 (600 bp) の相同領域と同様に高い遺伝子ターゲッテ
ィング率を得ることができた (表 11)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

図 37  PCRによる I-SceI遺伝子導入の確認 
1:pGEM-I-SceI，2.~9. ブラストサイジン S感受性株 no. 1~8 

表 11  相同領域を短縮した破壊ベクターによるターゲッティング頻度 

a ビアラフォス耐性コロニー数, b ビアラフォスおよびブラストサイジンS耐性コロニー数: 
ランダム導入株数, c ビアラフォス耐性およびBS感受性コロニー数: 遺伝子ターゲッティン
グ株数, d 遺伝子ターゲッティング頻度   供試した菌株数は括弧内に示した。 
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IV. 考察 

 
	
 本研究により I-SceIを用いた人為的な DNA二本鎖切断の導入法およびその検出・選
抜法が確立され，糸状菌において体細胞相同組換えが DNA二本鎖切断の修復機構とし
て働くことを初めて実証した。イネいもち病菌の体細胞相同組換え頻度は標的遺伝子へ

の DNA 二本鎖切断導入により顕著な上昇を示し, その割合は得られた形質転換体の
40％近くにまで達した (表 8)。同様に，標的遺伝子への DNA二本鎖切断の導入は，一
過的に導入された外来相同配列とゲノム内に挿入した標的遺伝子との間で生じた相同

組換えコロニーを多数出現させ，その頻度は形質転換コントロールとして用いた bar 
cassette がゲノム内にランダム挿入されたコロニー数よりも約 3 倍も高い値であった 
(図 26)。I-SceIを用いた DNA二本鎖切断の導入と相同組換えの誘導は高等真核生物に

おいても同様に試みられているが (Porteus and Baltimore, 2003; Pachta et al., 1999)，
本研究において得られたような高い割合での相同組換え修復は示されていない。したが

って，イネいもち病菌の体細胞相同組換え頻度は高等真核生物よりも高く，DNA 二本

鎖切断の修復が相同組換え経路に依存している酵母と比較すると低いことになる 
(Takita et al., 1997)。ISTGおよび RSを用いた本実験系は，異なる相同配列を鋳型と
したエクトピックな相同組換えを検出する手法であり，上述した外来 DNAの供給によ

って高い相同組換え活性が得られたことは，イネいもち病菌ゲノムが独自の変異特性を

有することが窺える。本系ではゲノム内の同一遺伝子配列  (ISTG) を鋳型とした
error-freeな相同組換えを検出することはできない。即ち，相同組換えによって修復さ

れた DNA配列は，本系において検出された 40%という割合よりも高いことが推測され，
ゲノムに高い相同性を有する DNA 配列が存在する場合，イネいもち病菌は NHEJ よ
りも相同組換えによる修復を優先させているのかもしれない。 

	
 一方で，相同組換え修復と拮抗して働く NHEJ 修復様式の解析では，数百から数千
塩基といった広範囲の欠失が高い割合で生じることが示された (図 27，表 9)。高等真
核生物の NHEJ 修復エラーにより生じる欠失は主として数塩基から数十塩基であるこ

とから (Bennardo et al., 2008; Bindra et al., 2013; Lloyd et al., 2012)，イネいもち病
菌の NHEJ修復機構は高等真核生物と比較して正確性に欠け，NHEJ修復経路に依存
した DNA 二本鎖切断修復はゲノムに致命的な損傷を引き起こす可能性が考えられる。

一方で，このような広域にわたる欠失の割合はゲノム内に相同配列が存在する ISTR系
統においては減少する傾向がみられたことから，相同組換え修復はゲノムに多様性をも

たらすと同時に，ゲノムの安定性の維持においても重要な役割を担っていることが推察

される。イネいもち病菌の付着器の形成は分生子内で有糸分裂した核が付着器へ移動し，
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分生子内の核がオートファジー細胞死により消失することで，成熟した付着器が完成さ

れる (Veneault-Fourrey et al., 2006; Kershaw et al., 2009)。この付着器の形成過程と

成熟は細胞周期の S 期によって厳密に制御されていることが示されており (Saundars 
et al., 2010)，相同組換え修復と細胞周期，相同組換え修復とオートファジー細胞死は
密接に関連していることから (Shubassi et al., 2012; Heyer et al., 2010)，イネいもち

病菌の相同組換え修復の重要性が示唆される。上記の知見から，イネいもち病菌の感染

過程，とりわけ付着器の形成には相同組換え修復が重要であり，相同組換え関連遺伝子

の破壊により観察されたイネいもち病菌の病原性の低下は (Sone et al., 2009)，修復さ

れていないDNA二本鎖切断の蓄積による細胞周期の遅延およびオーファジー細胞死が
誘導されないことが原因であると考えられる。また，イネいもち病菌の NHEJ 関連遺
伝子を破壊した菌株では表現型への影響が観察されないことからも，イネいもち病菌の

感染過程での相同組換え修復の関与が支持される。 
	
 相同組換え様式の解析から，イネいもち病菌の体細胞相同組換えは 150 bpという非
常に短い相同領域が存在するだけでも生じており (図 33)，その組換え様式は非交叉型

のジーンコンバージョンが主たるものであることが示された (図 28，30)。相同組換え
修復過程において Holiday junctionを有する 4量体 DNAが形成された場合，交叉型の
クロスオーバーとジーンコンバージョンは同じ比率で生じることが考えられるため 

(図 22)，イネいもち病菌の体細胞相同組換えは他の生物と同様に synthesis-dependent 
strand-annealing (SDSA) 経路によって修復されていることが示唆される (図 22)。ク
ロスオーバーを介さない SDSAによって DNA二本鎖切断が修復される場合，交叉のよ

うなDNA配列の交換ではなくコピーによる置換が生じることになる。片方の相同DNA
配列を一方的にコピーするジーンコンバージョンでは鋳型となる相同配列の選択によ

っては遺伝子の重複や欠失，転座を引き起こすことが考えられており，ヒトのゲノム進

化や遺伝病の要因となることが明らかになりつつある (Chen et al., 2007)。 
	
 全ゲノム解析の結果から，38.8 Mbpのイネいもち病菌のゲノムに占める反復配列は
52％にも及ぶと報告されている (Raffaele and Kamoun, 2012)。また，その中で 200 bp

以上，65％以上の相同性を有するトランスポゾンや反復配列はゲノム全体の約 9.7%を
占める (Dean et al., 2005)。仮にこれらの配列の長さが 200 bpと仮定した場合には約
2,062 bpあたりに１回，1000 bpと仮定した場合には約 10309 bpあたりに 1回の頻度

でトランスポゾン配列や反復配列が存在することになる。各トランスポゾン配列および

反復配列間においては高い相同性を有する共通配列が複数存在しており，ゲノム内に散

在したこれらの配列はDNA二本鎖切断修復機構として働く相同組換えの鋳型となるこ

とで，ゲノムの再編を引き起こす要因となることが考えられる。興味深いことに，トラ
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ンスポゾン配列やレトロトランスポゾン配列の solo-long terminal repeat (solo-LTR) 
は非病原性遺伝子近傍に複数存在する傾向が見出されており (Khang et al., 2008; 

Chuma et al., 2011a)，その出現頻度は上記に示した頻度を大きく上回るとも考えられ
る。solo-LTR は種類によっても異なるが 150~200 bp 程度のものが多く，本研究にお
いて得られた相同組換えに必要な相同領域長と合致している。以上の知見を総合すると，

solo-LTRまたはその近傍に生じた DNA二本鎖切断は，他の solo-LTRを鋳型としたジ
ーンコンバージョンを誘発し，非病原性遺伝子の欠失や転座，重複を含むゲノム再編を

もたらす可能性を強く示唆している。 

	
 上述したイネいもち病菌の変異特性を利用することで，標的遺伝子特異的な DNA二
本鎖切断の導入により高効率遺伝子ターゲッティング法が確立できると考えられる 
(表 10)。マーカー遺伝子を用いた遺伝子ターゲッティング評価系においては，上流およ

び下流に約 600 bpの相同領域を設計した破壊ベクターと I-SceI遺伝子の共導入により
ほぼ 100％の効率で標的遺伝子を破壊することに成功した (表 10)。また，破壊ベクタ
ーに組み込む相同領域を 300 bpまたは 100 bpまで短縮した場合でも，600 bpの相同

領域を利用した場合とほぼ同等の遺伝子ターゲッティング効率を得ることができた 
(表 11)。糸状菌の遺伝子ターゲッティングには，マーカー遺伝子の上流および下流にそ
れぞれ 1,000~1,500 bp程度の相同領域を組み込むことが一般的であり，導入の際には

それらを線状化する必要がある。本系は標的遺伝子配列に特異的な DNA二本鎖切断を
導入することで，体細胞では効率が低いとされている交叉型のダブルクロスオーバーで

はなく，ジーンコンバージョンによって標的遺伝子への特異的な外来 DNAの挿入が可

能であることを示している (図 34)。したがって，相同領域の短縮と環状プラスミドの
ままでの遺伝子破壊が可能となり，DNA 二本鎖切断の標的遺伝子への導入は遺伝子タ
ーゲッティング法の簡易化に有用であることを示した。イネいもち病菌の平均遺伝子サ

イズは 1,683 bpであることから (Dean et al., 2005)，相同配列を短縮することで，非
病原性遺伝子などの染色体座位がデータベースの菌株と異なるような遺伝子配列を標

的とした場合でも，標的遺伝子のフランキング領域を必要としない遺伝子破壊や改変が

可能となるだろう。 
	
 以上より，DNA 二本鎖切断はイネいもち病菌のゲノム進化の主要因であり，糸状菌
における新たな遺伝子工学技術の開発に有効な手法となり得ることが示された。しかし

ながら，I-SceIを用いた DNA二本鎖切断の導入は 18 bpの認識配列によってその使用
が制限されるために必ずしも実用的な手法とはいえない。最近，進歩しつつある任意の

遺伝子配列特異的にDNA二本鎖切断を導入することが可能な人工ヌクレアーゼの使用

により I-SceIのもつ欠点が解消されれば，さらなる研究の発展と利用が期待される。 
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第三章	
 イネいもち病菌ゲノムへの人工ヌクレアーゼによる DNA二本鎖	
  
	
 	
 	
 	
 切断 
 
I.  緒言  

 
	
 近年，様々な生物種において目的の遺伝子を自由に改変するゲノム編集技術が確立さ

れつつある。ゲノム編集は，生物が有する DNA二本鎖切断修復機構を利用することに
より，標的遺伝子の破壊 (ノックアウト) や外来遺伝子の付加 (ノックイン)，遺伝子内

への塩基置換，挿入や欠失の導入，染色体の転座や部分欠失等を人為的に誘導できる次

世代の遺伝子改変技術として脚光をあびている (図 38, Johng and Sander 2013)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

図 38  DNA二本鎖切断修復機構を介したゲノム編集の模式図 

 Nuclease-induced DSBs 

 NHEJ-mediated repair Homologous recombination 
       -mediated repair 
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Insertion 
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Precise nucleotide alterations Precise sequence insertion 

Deletion 

Inversion 
Translocation 
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ゲノム編集はこれまでにいくつかの高等真核生物において成功例が報告されており 

(Ansai et al., 2013; Hisano et al., 2013; Sakuma et al., 2013a; Suzuki et al., 2013; 
Mashimo et al., 2013)，この技術革新の背景には任意の遺伝子配列特異的に DNA二本
鎖切断を導入することが可能な人工ヌクレアーゼ研究の飛躍的な発展がある。 
	
 Transcription activator-like effector nuclease (TALEN) は植物病原細菌である

Xanthomonas spp.から分離された transcription activator-like effectors (TALEs) を
改変し， FokIヌクレアーゼを融合させた人工ヌクレアーゼである (図 39)。TALEsは
Xanthomonas spp.の感染と同時に分泌され，宿主である植物ゲノムの転写領域に特異

的に結合することで，宿主ゲノムの転写を撹乱して自身の感染を助長する DNA結合ド
メイン型エフェクターとして発見された (Boch et al., 2009; Boch et al., 2010)。この
DNA 結合ドメインは高度に保存された 34 アミノ酸残基からなる連続したモジュール

によって構成されており，各モジュールは Repeat-Variable-Diresidues (RVD) と呼ば
れる可変領域 (2アミノ酸残基) を有する (図 39)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
	
 モジュール内の RVDがアスパラギン・イソロイシン (NI) の並びであればアデニン

残基，アスパラギン・グリシン (NG) であればチミン残基，アスパラギン・アスパラ
ギン (NN) であればグアニンまたはアデニン残基，ヒスチジン・アスパラギン酸 (HD) 
であればシトシン残基と特異的に結合する (図 39)。即ち，標的となる DNA 配列に対

応したモジュールを連結して構築した TALEs が特定の配列に結合し，TALEs に連結
した FokIヌクレアーゼ活性ドメインが二量体となることで DNA を切断する。これま
でに，RVD 以外の配列がほぼ同一な複数のモジュールを効率的に連結・配置するため

のプラットフォームとして Type IIs 制限酵素を用いた Golden Gate digestion and 
ligation法 (Engler et al., 2008，Engler et al., 2009) が開発され，様々な研究グルー
プが TLAEN 作製キットとして公開している (Cermak et.al., 2011; Sakuma et al., 

2013b; Sanjana et al., 2012; Miller et al., 2011)。Golden Gate digestion-ligation法は

LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG 
RVD 

34-amino acid repeat modules 

図 39  TALENおよび DNA結合ドメイン構造の模式図 

NI = A  NG = T  NN = G or A  HD = C   
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BsaIや BsmBIといった認識部位の外側で切断が生じる制限酵素を用いることにより，
単一の制限酵素処理によって複数のオーバーハングをもった断片の作成，ライゲーショ

ンを同時に行う方法である (図 40)。 

 
 

 
 
 

 
	
  
	
 このような TALEN 作製キットの整備に伴い，様々な高等真核生物で TALEN によ

るゲノム DNA切断の成功事例が報告されているが，糸状菌や細菌といった微生物にお
ける TALEN の使用例は皆無である。その原因の一つとして，現在公開されている

TALEN作製キットのコドン使用頻度は高等真核生物に対応したものであり，微生物細

胞内での翻訳効率が低いことや菌類のDNA二本鎖切断修復機構の理解が制限されてい
ることが大きな障壁となっていると考えられる。 
	
 第二章において，イネいもち病菌の相同組換え修復頻度は高等真核生物と比較して明

らかに高く，その特性はフィールド分離株にみられるゲノム進化の原動力となっている

こと，遺伝子ターゲッティングなどの遺伝子工学的手法の開発に有用であることが示唆

された。したがって，任意のゲノム配列にDNA二本鎖切断を導入することができれば，

順遺伝学的解析による本菌のゲノム進化機構の解明と自由度の高い逆遺伝学的解析手

法となるゲノム編集技術のデザインが可能であると考えた。そこで本研究においては糸

状菌用にコドン使用頻度を改変した TALEN 作製キットの開発と TALEN を用いたゲ

ノム切断活性の検証を行った。 

 

BsmBI ・・・  GGTCTCn  nnnn 
 	
 	
 	
   CCAGAGnnnnn 
 
BsaI  ・・・   CGTCTCn  nnnn 
         GCAGAGnnnnn 
 図 40  Type IIs 制限酵素認識配列と切断部位の一例 
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II. 実験材料および方法  

 
1. 供試イネいもち病菌およびプライマー 
	
 イネいもち病菌は北-1 株を使用した。使用したプライマーは表 12 に示した。培
地ならびに実験操作方法は第一章および第二章と同様に行った。 

 
2. DNA二本鎖切断検出・選抜マーカー遺伝子の構築 
	
 TALENを用いた DNA二本鎖切断の標的配列 TG-YFSCEEBT::BSDは第二章で
構築した pISTG-YFP::BSDを改変して作製した。pISTG-YFP::BSDを鋳型として，
M15および ZFEBT-4のプライマーセット，ZFEBT-1およびM16のプライマーセ
ット (表 12) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCRにより連結した。得られた増

幅産物を pISTG-YFP::BSD の YFP::BSD 領域と置換して pTG-YFSCEEBT::BSD
とした。 

 
3. 2Aペプチド連結バイシストロン性ベクターの構築 
	
 第二章で構築した pGEM-YFP::DS::BSDをもとに作製した。2Aペプチド連結バ
イシストロン性ベクターを構築するために，pGEM-YFP::DS::BSD の SpeI/NheI

サイトに合成リンカー (5′-CTAGCCAGCTCCTCAACTTCGACCTCCTCAAGCTC 
GCCGGTGACGTCGAGTCGAACCCCGGTCCCA-3′および 5′-CTAGTGGGACCG 

GGGTTCGACTCGACGTCACCGGCGAGCTTGAGGAGGTCGAAGTTGAGGAG
CTGG-3′) を挿入し，pGEM-YFP::2A::BSDとした。 

 
4. コロニーPCR 

	
 PCR反応は 15 µL で行い，10×Paq bufferを 1.5 µL，dNTPを 1.5 µL，各種
10 µMのプライマーをそれぞれ 1.5 µL，Paqポリメラーゼ 0.5 µLを PCRチュー
ブにそれぞれ調製した。反応条件は 94℃で 2 分間熱処理後，サイクル内を 94℃で

30秒，60℃で 30秒，72℃で所定時間 (1 kbあたり 30秒)，25サイクルで行った。 

 
5. イネいもち病菌用 TALEN tool box kitの構築 

(1) 各種ベクターの構築 
	
 Sanjanaら (2012) の tool boxを参考に全ての CDS領域をイネいもち病菌コド
ン使用頻度に書き換えた。イネいもち病菌コドン使用頻度に最適化した各モジュー

ルを構築するために，アデニン結合型モジュールとして RVDが NIの並びである合
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成遺伝子 (Operon Technologies に委託) を鋳型として，RVD-1 および RVD-2 の
プライマーセット (表 12) により増幅後，TAクローニングによって pGEM-T easy 

vectorに導入したものを pGEM-MoTALE NIとした。pGEM-MoTALE NIを鋳型
として，RVD-1および RVDC-2のプライマーセット，RVDC-2および RVD-2のプ
ライマーセット (表 12) によりそれぞれ増幅し，Fusion PCRによって連結した。

増幅産物を TAクローニングによって pGEM-T easy vectorに導入し，RVDが HD
のアミノ酸配列に置換された pGEM-MoTALE HD を作製した。同様に，

pGEM-MoTALE NI を鋳型として，RVD-1 および RVDG-2 のプライマーセット，

RVDG-1およびRVD-2のプライマーセット (表 12) を用いて pGEM-MoTALE NN
を， RVDT-1および RVD-2のプライマーセット (表 12)，RVDT-1および RVD-2
を用いて pGEM-MoTALE NGを構築した。TALENの発現ベクターバックボーン

を構築するために，pK18 mob (国立遺伝学研究所より分譲) を HincIIおよび SmaI
によって処理し，セルフライゲーションすることでマルチクローニングサイトの一

部を除去してpK18v2とした。TALENのN末端側およびC末端側 (RVD 0.5 repeat 

NI) の CDS 領域をイネいもち病菌コドン使用頻度に最適化した合成遺伝子を鋳型
として，TALEN-1 および ccdB-2 のプライマーセット，ccdB-3 および TALEN-2
のプライマーセット (表 12) によってそれぞれ増幅した。 同時に pENTR 3C Dual 

selection (Invitrogen) を鋳型として ccdB-3および ccdB-4のプライマーセットを用
いてクロラムフェニコール耐性遺伝子および ccdB 遺伝子 cassette を増幅し，
Fusion PCRにより TALENの N末端側および C末端側の CDS領域の間に連結し

た。得られた増幅産物は TAクローニングにより，pGEM-T easy vectorに導入し，
pGEM-backbone NIとした。pGEM-backbone NIを鋳型として TALEN-1および
TALENC-2のプライマーセット，TALENC-1および TALEN-2のプライマーセッ

ト (表 12) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCRによって連結した。得られた増
幅産物は AscIおよび PacIによって処理し，pGEM-backbone NIの CDS領域と置
き換えて pGEM-backbone HDとした。同様に，pGEM-backbone NIを鋳型として，

TALEN-1 および TALENG-2 のプライマーセット，TALENG-1 および TALEN-2
のプライマーセット (表 12) を用いて pGEM-backbone NNを，TALEN-1および
TALENT-2 のプライマーセット，TALENT-1 および TALEN-2 のプライマーセッ

ト (表 12) を用いて pGEM-backbone NGを構築した。pGEM-backbone NI，HD，
NN，NGのCDS領域はそれぞれpK18 v2のEcoRIサイトに挿入し，pK18-backbone 
NI，HD，NN，NGとした。イネいもち病菌コドン使用頻度に最適化した FokIヌ

クレアーゼを構築するために，Mo Fok I 1，Mo Fok I 2，Mo Fok I 3，Mo Fok I 4， 
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Mo Fok I 5，Mo Fok I 6，Mo Fok I 7，Mo Fok I 8，Mo Fok I 9，Mo Fok I 10，
Mo Fok I 11，Mo Fok I 12，Mo Fok I 13，Mo Fok I 14，Mo Fok I 15 (表 12) の

オリゴ DNA (10 µM) をチューブに調製し，80℃で 8分間，57℃で 8分間処理した
後に，KOD Plus Neoポリメラーゼを加えて 30サイクル PCR増幅を行った。得ら
れた増幅産物をテンプレートとして，MoFok-1 および PTALEN-14 のプライマー

セット (表 12) を用いて増幅し，pK18-backbone NI，HD，NN，NG の BamHI
および PacIサイトにそれぞれ導入したものを pK18-TALEN backbone NI，HD，
NN，NGとした。pK18-TALEN backbone NI，HD，NN，NGはネガティブセレ

クションマーカーである ccdB cassetteを保有しているため，ccdB耐性大腸菌 One 
shot ccdB survival 2T1R competent cell (Invitrogen) に形質転換してプラスミド
DNAを得た。pK18-TALEN backbone NI，HDに目的のモジュール配列が挿入さ

れたベクターを Left TALENおよび Right TALENとした。Left TALENは AscI
および SpeI で処理し，pGEM-YFP-2A-BSD の AscI および NheI サイトに挿入し
て YFP遺伝子領域と置換した。Right TALENは NheIおよび PacIにより処理し，

pGEM-YFP-2A-BSD の SpeI および PacI サイトに挿入して BSD 遺伝子領域と置
換することで 2A 配列を挟んで Left および Right TALEN を保有するベクターを
pTALEN-L/Rとした。 

 
(2) Golden Gate digestion-ligationによるヘキサマーの構築 
	
 対応する6つのモジュール (図45の1，6，7，12，13，18のモジュールは18 ng/µL，

それ以外のモジュールは 15 ng/µL に調整) をそれぞれ 1 µL，10×Tango buffer 
(Thermo Scientific) を 1 µL，10 mM DTTを 1 µL，T7 ligase (Enzymatics) を 0.25 
µL，ATP (10 mM) を 1 µL，Esp3I (Thermo Scientific) を 0.75 µLそれぞれ PCR

チューブ加えて切断・連結反応を行った。反応条件は 37℃で 5 分，25℃で 5 分を
15サイクル行った。 

 
(3) Plasmid-Safe DNase処理 
	
 上記 (2) の digestion-ligation反応液 4 µL に 10×Plasmid-Safe reaction buffer
を 1 µL，ATP (10mM) を 1 µL，Plasmid-Safe ATP-dependent DNase (AR Brown) 

を 1 µL加えて DNase処理を行った。反応条件は 37℃で 30分処理後，70℃で 30
分処理した。 
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(4) Golden Gate digestion-ligationによるバックボーンベクターへの導入 
	
 切断・連結反応は10 µLで行った。対応したpK18-TALEN backbone (100 ng/ µL) 

を 1 µL，10×NEB buffer 3を 1 µL，BSA (1 mg/mL) を 1 µL，ATP (10 mM) を
1 µL，BsaI-HF (NEB) を 0.75 µL，T7 ligaseを 1 µL，3つのヘキサマー (20 ng/µL) 
をそれぞれ 1 µL PCR チューブに加えて反応液を作製した。反応条件は 37℃で 5

分，25℃で 5分を 15サイクル行った。 

 
6. イネいもち病菌用 Platinum Gate TALEN kitの構築 

(1) 各種ベクターの構築 
	
 Platinum TALENの各モジュールを構築するために pGEM-MoTALE NI，HD，
NN，NG を鋳型として，PRVD-1 および PRVD-2 のプライマーセット (表 12) に

よりそれぞれ増幅した。得られた増幅産物は TA クローニングによってそれぞれ
pGEM-T easy vectorに導入し，pGEM-Mo1NI，1HD，1NN，1NGとした。同様
に pGEM-MoTALE NI，HD，NN，NG を鋳型として，PRVD-3 および PRVD-4

のプライマーセット (表 12) を用いて pGEM-Mo2NI，2HD，2NN，2NG を，

PRVD-5および PRVD-6を用いて pGEM-Mo3NI，3HD，3NN，3NGを，PRVD-7
および PRVD-8 を用いて pGEM-Mo4NI，4HD，4NN，4NG を構築した。発現ベ

クターバックボーンを構築するために，pK18-TALEN backbone NIを鋳型として，
TALEN-1および PTALEN-2のプライマーセット，PTALEN-3および PTALEN-12
のプライマーセット，PTALEN-9および PTALEN-14のプライマーセット (表 12) 

を用いてそれぞれ増幅した。同時に pFUS2_a1a (広島大学 山本卓教授より分譲) を
鋳型として，PTALEN-1 および PTALEN-2 のプライマーセット (表 12) により
lacZ 遺伝子 cassette を増幅した。得られた 4 つの増幅産物を Fusion PCR により

連結し，pGEM-PTEF-Tgla の AscI および PacI サイトに導入したものを
pGEM-MoPTALEN backbone NIとした。pGEM-MoPTALEN backbone NIを鋳
型として，TALEN-1および TALENC-2のプライマーセット，TALENC-1および

PTALEN-14 のプライマーセット (表 12) を用いてそれぞれ増幅し，Fusion PCR
により連結した。得られた増幅産物を pGEM-PTEF-Tglaの AscIおよび PacIサイ
トに導入したものを pGEM-MoPTALEN backbone HD とした。同様に，

pGEM-MoPTALEN backbone NIを鋳型として，TALEN-1および TALENG-2の
プライマーセット，TALENG-1および PTALEN-14のプライマーセット (表 12) を
用いて pGEM-MoPTALEN backbone NNを，TALEN-1および TALENT-2のプラ

イマーセット，TALENT-1 および PTALEN-14 のプライマーセット (表 12) を用
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いて pGEM-MoPTALEN backbone NGを構築した。pGEM-YFP-2A-BSDへのク
ローニングは 5. (1) と同様に行った。 

 
(2) Golden Gate digestion-ligationによる中間ベクターへのモジュールの導入 

  	
 反応液は 2 µLで行った。中間ベクター (25 ng/µL) を 0.3 µL，4つのモジュール 

(50 ng/µL) をそれぞれ 0.3 µL，10×T4 DNA ligase bufferを 0.2 µL，BsaI-HFを
0.1 µL，T7 ligaseを 0.1 µLそれぞれ PCRチューブに調製し，超純水により 2 µL
にメスアップして切断・連結反応液とした。反応条件は 37℃で 5分，16℃で 10分

を 3サイクル行った。反応後，10×NEB buffer 4を 0.25 µL，BSA (1 mg/mL) を
0.25 µL，BsaI-HFを 0.1 µL加えて，50℃で 30分間，80℃で 5分間処理した。 

 
(3) Golden Gate digestion-ligationによる backboneベクターへの導入 
	
 反応液は 4 µLで行った。各種中間ベクターにモジュールを導入した 4つのプラ
スミド (50 ng/µL) をそれぞれ 0.6 µL，対応したpGEM-MoPTALEN backbone (50 

ng/µL) を 0.3 µL，10×T4DNA ligase bufferを 0.4 µL，Quick ligase (NEB) を
0.2 µL，Esp3Iを 0.2 µLそれぞれ PCRチューブに加えて切断・連結反応を行った。
反応条件は 37℃で 5 分，16℃で 10 分を 6 サイクル行った。反応後，10×Tango 

bufferを 0.5 µL，DTT (10 mM) を 0.5 µL，Esp3Iを 0.2 µLを加えて 37℃で 1
時間，80℃で 5分間処理した。 

 
7. Scytalone dehydratase (SDH) 破壊ベクターの構築 
	
 SDH 遺伝子を標的とした破壊ベクターを構築するために，SDH 遺伝子の上流 
(1169 bp) および下流 (1242 bp) の配列を Scytalone-17および Scytalone-18のプ

ライマーセット，Scytalone-19および Scytalone-20のプライマーセット (表 12) に
よってそれぞれ増幅し，Fusion PCR によって連結した。得られた増幅産物は
pUC19 ベクターの BamHI および HindIII サイトに挿入し，pUC-SDH とした。
pUC-SDHの ApaIサイトに bar cassetteを挿入し，pTV-SDHとした。 
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表 12 実験に供試したプライマーリスト 
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表 12 実験に供試したプライマーリスト (つづき) 
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III. 結果  

 
1. イネいもち病菌用 TALEN tool boxを用いた DNA二本鎖切断導入 

 
a. TG-YFSCEEBT::BSD導入系統の作出 

	
 Sanjanaら (2012) が構築した TALENs tool box kitは基本的に FokIタンパク質の
左右に存在する Left targetおよび Right targetの認識配列が 19 bpずつの計 36 bpと
なるよう設計されている。また，Left TALENおよび Right TALEN間のスペーサー領

域は 14~20 bp程度必要であり (図 41)，これまで用いてきた YFP::BSD簡易相同組換
え検出系により活性を評価する場合，TALEN 認識配列と切断領域が合計で 50~70 bp
程度必要となる。そこで，TALENの DNA二本鎖切断活性を簡易的に評価するために，

ターゲットとなる TG-YFSCEEBT::BSD を構築した。TG-YFSCEEBT::BSD は

YFP::BSD 遺伝子の開始コドンから 327 bp の位置に I-SceI の認識配列および Zinc 
finger nucleaseの評価系に用いられている EB配列 (Cornu and Cathomen，2007) を

挿入し，計 52 bpの TALENsターゲット配列およびスペーサー配列とした。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
ATMT 法により TG-YFSCEEBT::BSD 遺伝子を導入し，ハイグロマイシン B (200 

µg/mL) による選抜とサザンハイブリダイゼーションによって TG-YFSCEEBT::BSD
配列がシングルコピーで導入されている菌株を取得した (図 42)。得られた EBTG2 系
統を以下の実験に用いた。EBTG2 系統では YFP 蛍光およびブラストサイジン S への

耐性は確認されなかった。一方で，I-SceI遺伝子と共に RS-YFP::BSDを相同配列とし
て EBTG2系統に共導入した際にはこれまでと同様に，複数のブラストサイジン S耐性
株および YFP蛍光を有する組換え株が出現した。 

 

図 41  モジュール数とスペーサー領域の模式図 

                       

19 modules 

19 modules 

14 ~ 20 bp 
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図 42  TG-YFSCEEBT::BSDの模式図と導入系統のサザンブロット 
	
  a TG-YFSCEEBT::BSD模式図 
	
  b 導入系統のサザンブロット結果 
	
    各系統のゲノム DNAを ApaI (A) および NheI (N)，XbaI (X) および NheI  
     (N) によりそれぞれ消化して YFP::BSDプローブで検出した。 
     1: wild-type (A/N)，2: wild-type (X/N)，3~5: EBTG2，6，10 (A/N) 
     6~8: EBTG2，6，10 (X/N) 
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b. TALENの構築 
	
 TALEN Targeter (https://boglab.plp.iastate.edu/) により TG-YFSCEEBT::BSD配
列の I-SceI および EB 認識配列をターゲットとした TALEN モジュール配列を選定し
た。I-SceI認識配列から EB配列にかけて (19 bp: 5′-AACAGGGTAATTTATTCAC-3′) 
Left TALEN が ， EB 配 列 か ら YFP 配 列 に か け て  (19 bp: 

5′-TGCACCGCGCGCCGAGGTG-3′) Right TALENが認識するように設計し，スペー
サー領域は 19 bpとした (図 43)。 

 

 
t AACAGGGTAATTTATTCAC 
t AACAGGGTAATTTATTCACtgcggctttaaagccgcagTGCACCGCGCGCCGAGGTG a 

                                        	
 	
 	
 ACGTGGCGCGCGGCAGGTC  t  
: Start thymine of TALEN target site 

: Left TALEN recognition sequence 

: 0.5 repeat at the site of TALEN 

: Spacer and DSB site 
: Right TALEN recognition sequence 

 

 
	
 続いて，pGEM-MoTALE NI, HD, NN, NGを鋳型として，Ex-F1および In-R1，In-F2
および In-R2，In-F3および In-R3，In-F4および In-R4，In-F5および In-R5，In-F6

および Ex-R1，Ex-F2および In-R1，In-F6および Ex-R2，Ex-F3および In-R1，In-F6
および Ex-R4 のプライマーセット (表 12) によりそれぞれモジュールを増幅し，タイ
プ IIs 制限酵素とその付着末端を付加した (図 44)。増幅産物をゲルから切り出して精

製した後に，図 45に示したように 96穴プレートに各モジュールをプールした。 

 
 

 
 
 

 
 

図 43  TG-YFSCEEBT::BSDを標的とした TALENの設計 

図 44  各モジュールの増幅と制限酵素サイトの付加 
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  TG-YFSCEEBT::BSD のターゲット配列の並びにしたがって，Left TALEN 構築用
のそれぞれ 6 つのモジュール 3 種 (A1-A2-G3-A4-E5-E6 / E7-C8-A9-A10-C11-C12 / 
D1-B2-D3-D4-H5-B6) および Right TLANE構築用のそれぞれ 6つのモジュール 3種 

(G1-A2-G3-G4-C5-G6 / E7-E8-G9-E10-G11-E12 / H1-F2-F3-D4-F5-H6) を 96穴プレ
ートから選択し (図 45)，Golden Gate digestion-ligation反応後，Plasmid-Safe DNase
処理によって不適切な ligation 反応により生じた DNA 断片を除去した (図 46a)。続

いて，Plasmid-Safe DNase処理後の反応液を鋳型として，Hex-Fおよび Hex-Rのプ
ライマーセット (表 12) により，6つのモジュールが連結したヘキサマーの増幅を行っ
た (図 46)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

図 45  各モジュールの増幅産物と 96穴プレートへのプール 
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図 46  Golden Gate digestion-ligation反応とヘキサマーの増幅 
    a Golden Gate digestion-ligation反応の模式図 
	
 	
 b Hex-F，Rプライマーを用いたヘキサマーの増幅 

a 

b 
 

Hex-R 

Hex-F 
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得られた各 3つのヘキサマーを用いて pK18-TALEN backbone HD (Left TALEN) お
よび pK18-TALEN backbone NI (Right TALEN) に Golden Gate digestion-ligation

により挿入した。得られた反応液を用いて Plasmid-Safe DNase処理を行い，反応液全
量を形質転換に使用した (図 47)。得られた形質転換コロニーを鋳型として
TALE-Seq-F1および TALE-Seq-R1のプライマーセットにより PCRを行い，目的の増

幅断片が得られたコロニーをそれぞれ Left TALENおよび Right TALENとした (図
47)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

＋ 

図 47  Golden Gate digestion-ligationによるバックボーンベクターへのヘキサマー導入 

 

Right TALEN 

TALEN 

Left TALEN 
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 それぞれ 3つの Left TALEN (no. 1，2，3) および Right TALEN (no. 1，2，3) を
単一のプロモーターから 2種のタンパク質を同時に発現することが可能な 2Aペプチド

連結バイシストロン性ベクターpGEM-YFP-2A-BSDに計 9つの組み合わせで乗せ換え
た pTALEN-L-2A-R no. 1~9を構築した (図 48a)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

図 48  pTALEN-L-2A-Rの模式図 (a) および切断活性評価系の概略図 (b)  
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c. TALENの活性調査 
	
 構築した pTALEN-L-2A-R no.1~no.9を pRS-YFP::BSDと共に，EBTG2系統にPEG

法により導入した (図 48)。導入してから 24時間後に，ブラストサイジン S (200 µg/mL) 
を含む PSA培地上に塗布し，菌糸の生育および YFP蛍光が確認できた株を組換え株と
して算出した。導入した 9つの pTALEN-L-2A-Rの中で no. 5のみ 49の組換え株が確

認され，その活性は I-SceIの約 30％程度であった (図 49)。以上より，イネいもち病菌
ゲノムにおいても TALENを用いたDNA二本鎖切断の導入が可能であることが示され
た。しかしながら，no. 5 以外の pTALEN-L/R の導入により組換え株を得ることがで

きず，本手法では活性型 TALENの作製効率が低いことが考えられた。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
図 49  TALEN導入によるヌクレアーゼ活性  
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2. イネいもち病菌用 Platinum TALEN kitの構築と DNA二本鎖切断導入 

 
a. Platinum TALENの構築 
	
 Sanjanaら (2012) の tool box kitをイネいもち病菌用のコドン使用頻度に最適化し
た TALENの構築および DNA二本鎖切断の導入では，一部のベクターにおいてヌクレ

アーゼ活性がみられたものの，その作製効率は低く，複数の遺伝子をターゲットとした

解析および遺伝子ターゲッティング法として利用するには有用であるとは言い難い。

Sanjanaraら (2012) や Cermakら (2011) はDNA結合モジュールのアミノ酸配列を

RVD 以外固定している。一方で，Miller ら (2011) は RVD 以外のアミノ酸配列にも
バリエーションを持たせており，Sander ら (2011) は 4 種類のリピートを周期的に配
置することで (I→II→III→IV→I→II→…)，その複雑性を再現した。Sakumaら (2013) 

はこれら 4 種類のリピート配列を取り入れた PCR を介さないアセンブリー方法
Platinum Golden Gate TALEN kit (Platinum TALEN) の作製に成功している (図
50)。そこで，広島大学との共同研究により，より簡易的かつ高活性型のイネいもち病

菌用 Platinum TALENの構築を行った。上述したイネいもち病菌用 TALEN tool box 
kitの各遺伝子配列をベースとしてPlatinum TALENに最適化した各種DNA結合モジ
ュールを有するベクター (pGEM-Mo1NI，1HD，1NN，1NG ~ Mo4NI，4HD，4NN，

4NG) および backboneベクター (pGEM-MoPTALEN backbone NI，HD，NN，NG) 
を構築した (図 50)。 
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図 50  Platinum TALEN作製手順の概略図  
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 TALEN Targeterにより TG-YFSCEEBT::BSD配列の I-SceIおよび EB認識配列を
ターゲットとした TALENのモジュール配列を選定した。I-SceI認識配列から EB配列 

(17 bp: 5′-AACAGGGTAATTTATTC-3′) にかけて Left TALENが，EB配列から YFP
配列 (17 bp: 5′- CAGTGCACCGCGCGCCG-3′) にかけて Right TALENが認識するよ
うに設計し，スペーサー領域は 18 bpとした (図 51)。 

 
t AACAGGGTAATTTATTC  
t AACAGGGTAATTTATTC actgcggctttaaagccg CAGTGCACCGCGCGCCG a 

                                            GTCACGTGGCGCGCGGC t   
: Strat tymine of TALEN target site 

: Left TALEN recognition sequence 
: 0.5 repeat at the site of TALEN 

: Spacer and DSB site 
: Right TALEN recognition sequence 

 
 
	
 TG-YFSCEEBT::BSD のターゲット配列の並びにしたがって，Left TALEN 構築用

のモジュールを有するプラスミド 4 種・4 組 (pGEM-Mo1NI，2NI，3HD，4NI / 
pGEM-Mo1NN，2NN，3NN，4NG / pGEM-Mo1NI，2NI，3NG，4NG / pGEM-Mo1NG，
2NI，3NG，4NG) および Right TLANE構築用のモジュールを有するプラスミド 4種・

4 組 (pGEM-Mo1HD，2NN，3NN，4HD / pGEM-Mo1NN，2HD，3NN，4HD / 
pGEM-Mo1NN，2NN，3NG，4NN / pGEM-Mo1HD，2NI，3HD，4NG) を Golden 
Gate digestion-ligation 反応によりそれぞれの中間ベクター (pFUS2_a3a，a3b，a3c，

b4) に導入した (図 50)。青白選抜によって得られた白コロニーを鋳型として pCR_8F1
および pCR_8R1 のプライマーセット (表 12) によりコロニーPCR を行い，目的の増
幅産物 (約 700 bp) が得られたコロニーを後の実験に用いた (図 52)。 

 
 
 

 
 
 

図 51  TG-YFSCEEBT-BSDをターゲットとした Platinum TALENの設計 

図 52  コロニーPCRによる中間ベクターへのモジュール挿入確認 
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 中間ベクターに目的のモジュールが導入された Left TALEN 用ベクター 
(pFUS2_a3a YFSCEEBD::BSD F1 ， _a3b YFSCEEBD::BSD F2 ， _a3c 

YFSCEEBD::BSD F3，_b4 YFSCEEBD::BSD F4) および Right TALEN用ベクター 
(pFUS2_a3a YFSCEEBD::BSD R1 ， _a3b YFSCEEBD::BSD R2 ， _a3c 
YFSCEEBD::BSD R3，_b4 YFSCEEBD::BSD R4) を Golden Gate digestion-ligation

反 応 に よ り ， pGEM-MoPTALEN backbone HD (Left TALEN) お よ び
pGEM-MoPTALEN backbone NN (Right TALEN) への導入を行った (図 50)。青白選
抜によって得られた白コロニーを鋳型としてTALE-FおよびTALEN-R1のプライマー

セット (表 12) により PCRを行い，目的の増幅産物 (約 1,800 bp) が得られたコロニ
ー を そ れ ぞ れ pPTALEN-YFSCEEBT::BSD L (Left TALEN) お よ び

pPTALEN-YFSCEEBT::BSD R (Right TALEN) とした (図 53)。2つの Left TALEN 

(no. 1，2) および Right TALEN (no. 1，2) を pGEM-YFP-2A-BSDに計 4つの組み合
わせで乗せ換えた pPTALEN-L-2A-R YFSCEEBT::BSD no.1~no.4を構築した (図 54)。 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

図 53  コロニーPCRによる発現ベクターへのモジュール挿入確認 

図 54  pPTALEN-L-2A-R YFSCEEBT::BSDの模式図 
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b. Platinum TALENの活性調査 
	
 構築した pPTALEN-L-2A-R YFSCEEBT::BSD no.1~no.4を pRS-YFP::BSDと共に，
EBTG2系統に対して PEG法により導入した。導入してから 24時間後に，ブラストサ
イジン S (200 µg/mL) を含む PSA培地上に塗布し，菌糸の生育および YFP蛍光が確
認できた株を組換え株として算出した。導入した全ての pPTALEN-L-2A-R 

YFSCEEBT::BSD no.1~no.4 において複数のコロニーの出現を確認した (図 55)。各
pPTALEN-L-2A-R YFSCEEBT::BSD no.1~no.4 間におけるコロニー数に大きな差異
はなく，TALEN発現ベクターの作製効率の向上に成功した (図 55)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 図 55  pPTALEN-L-2A-R導入によるヌクレアーゼ活性  
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c. Platinum TALENの導入方法の検討 
	
 標的遺伝子配列への効果的な DNA二本鎖切断の導入には，ヌクレアーゼベクターの

細胞導入効率とヌクレアーゼの強発現化が重要である。そこで，第三章 2. b. に示した
2A ペプチド連結バイシストロン性ベクターを用いた TALEN 導入方法とは別に Left 
TALENと Right TALENの各ベクターを pRS-YFP::BSDと共に EBTG2系統に対し

て導入する方法により，DNA二本鎖切断活性を相同組換え株数により評価した (図 56)。
共導入の結果，相同組換えが生じたことを示す，ブラストサイジン S への耐性と YFP
蛍光を有する複数のコロニーを確認した (図 57)。得られたコロニー数は，2Aペプチド

連結バイシストロン性ベクターを用いた際のコロニー数と比較して明らかに上昇した

ことから，TALENの導入には個々のベクターを共導入することで，より高い細胞導入
効率とヌクレアーゼ活性を示すことが明らかになった。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

図 56  pPTALEN-Lおよび Rの模式図と切断活性評価系の概略図  
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3. 内生遺伝子 SDHをターゲットとした DNA二本鎖切断の導入 

 
a. Platinum TALENの構築 

	
 イネいもち病菌 70-15株ゲノムデータベース (http://www.broad.mit.edu) をもとに
設計した Scytalone-2および Scytalone-3のプライマーセット (表 12) を用いて北-1株
が保有する SDH 遺伝子の配列を決定した。得られた配列をもとに TALEN Targeter

により SDH配列を標的とした TALENモジュール配列を選定した。Left TALENおよ
び Right TALENとも SDH配列の 17 bpを認識するように設計し，スペーサー領域は
16 bpとした (図 58)。 

 
t GGGCGACCCCACCCTCC 
t GGGCGACCCCACCCTCC gcacgcagcacttcat CGGCGGCACGCGCTGGG a 

                                           GCCGCCGTGCGCGACCC t   
: Strat tymine of TALEN target site 

: Left TALEN recognition sequence 

: 0.5 repeat at the site of TALEN 
: Spacer and DSB site 

: Right TALEN recognition sequence 

図 57  pPTALEN Lおよび Rの共導入によるヌクレアーゼ活性  

 

図 58  SDH遺伝子をターゲットとした Platinum TALENの設計 



100 

	
 SDH遺伝子のターゲット配列の並びにしたがって，Left TALEN構築用のそれぞれ
のモジュールを有するプラスミド 4 種・4 組 (pGEM-Mo1NN，2NN，3NN，4HD / 

pGEM-Mo1NI，2NI，3HD，4HD / pGEM-Mo1HD，2HD，3NI，4HD / pGEM-Mo1HD，
2HD，3NG，4HD) および Right TLANE 構築用のそれぞれのモジュールを有するプ
ラスミド 4種・3組 (pGEM-Mo1HD，2HD，3HD，4NI / pGEM-Mo1NN，2NG，3NN，

4HD / pGEM-Mo1HD，2NN，3HD，4HD) を Golden Gate digestion-ligation 反応
により中間ベクターに導入した (図 50)。なお，Left TALEN作製に用いる中間ベクタ
ーの一つは第三章2.a.により構築したpFUS2_a3b YFSCEEBD::BSD R2と同じターゲ

ット配列であったため本実験系においてもそのまま使用した。以下，第三章 2.a.と同様
の手法により中間ベクターに目的のモジュールが導入された Left TALEN 用ベクター 
(pFUS2_a3a SDH F1，_a3b SDH F2，_a3c SDH F3，_b4 SDH F4) および Right 

TALEN用ベクター (pFUS2_a3a SDH R1，_a3b YFSCEEBD::BSD R2，_a3c SDH R3，
_b4 SDH R4) を構築し， バックボーンベクターpGEM-MoPTALEN backbone HD 
backbone (Left TALEN用) および pGEM-MoPTALEN backbone NN (Right TALEN

用) に各モジュールを導入した。得られたプラスミドを pPTALEN-SDH L no.1，2 (Left 
TALEN) および pPTALEN-SDH R no.1，2 (Right TALEN) とした (図 50)。 

 
b. Platinum TALENを用いた SDH遺伝子のターゲッティング 
	
 イネいもち病菌が保有する SDH遺伝子はメラニン合成系のシタロン脱水過程を担う
遺伝子である。したがって，遺伝子ターゲッティング法によって SDH遺伝子が破壊さ
れた場合，メラニンの消失による菌糸の白色化によって簡易的に遺伝子ターゲッティン

グ頻度を算出することが可能である。そこで，bar cassette の上流および下流に SDH
遺伝子を含む約 1,200 bp の相同領域を挿入した破壊ベクターpTV-SDH と Left 

TALEN no.1 / Right TALEN no.1，pTV-SDHと Left TALEN no.2 / Right TALEN 
no.1，pTV-SDHと Left TALEN no.1 / Right TALEN no.2，pTV-SDHと Left TALEN 
no.2 / Right TALEN no.2の 4種の組み合わせでイネいもち病菌北-1株のプロトプラス

トに共導入した (図 59)。 
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 導入してから 24 時間後のプロトプラストをビアラフォス (20 µg/mL) を含む PSA
培地上に塗布し，生育が確認されたコロニーを再びビアラフォス (20 µg/mL) を含む
PSA培地に植菌してメラニン合成の有無を確認した。TALENの導入により得られたビ

アラフォス耐性株数は 180 ~ 233株であり，pTV-SDHのみを導入した際に得られたビ
アラフォス耐性株数 (16株) を大幅に上回った (表 13)。 
また，TALENの導入により得られたビアラフォス耐性株では，全ての菌株でメラニン

合成が阻害されたことを示す菌糸の白色化が確認され，100%の効率で SDH 遺伝子が
破壊されていることが推測された (表 13，図 60)。 

図 59  SDH遺伝子を標的としたターゲッティング系の概略図 
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表 13  PTALEN導入による SDH遺伝子ターゲッティング効率 

a ビアラフォス耐性コロニー数 
b ビアラフォス耐性を示したコロニーの中で白色化が確認された株数 
c  遺伝子ターゲティング効率 
 

	
 	
 	
 図 60  観察された菌糸の白色化 
左：野生株 (北-1) 
右：TALENおよび破壊ベクターの導入によって得られたビアラフォス耐性株 
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 次に， Left TALEN no.2 / Right TALEN no.2の導入により得られた 8菌株から，
簡易ゲノム抽出を行い，Scytalone-7および Scytalone-4プライマーセット (表 12) を

用いた PCR により SDH 遺伝子の破壊を確認した。PCR により，全ての菌株で SDH
遺伝子特異的に bar cassetteが挿入されたことを示す PCRの増幅断片を確認すること
ができた (図 61)。 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
	
 SDH遺伝子の破壊が確認された 8菌株に対して，TALENの FokI領域を標的とした
FokI-1および FokI-2プライマーセット (表 12) を用いて PCRを行ったが，PCRによ
る FokI領域の増幅 (460 bp) は確認されなかった (図 62)。このことから，標的遺伝子

である SDH配列以外のゲノム領域にヌクレアーゼ遺伝子が挿入されていないことが示
された。したがって，TALENの一過的な発現によって内生の遺伝子を標的とした DNA
二本鎖切断の導入に成功し，イネいもち病菌における高効率遺伝子ターゲッティング法

が確立された。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 

図 61  PCRによる SDH遺伝子への破壊ベクター導入確認 
   1. wild-type，2~9. 白色化した菌株 no. 1~8 

図 63  PCRによる FokI遺伝子の導入確認 
   1: pPTALEN-scytalone F，2: pPTALEN-scytalone R 
   3~9: 白色化した菌株 no. 1~8 
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IV. 考察  

 
	
 本研究において，TALEN の全ての CDS 領域をイネいもち病菌のコドン使用頻度に
最適化することで，TALEN を用いたイネいもち病菌ゲノムへの標的配列特異的な

DNA 二本鎖切断の導入に成功した。糸状菌を含む菌類への人工ヌクレアーゼの適応は

本研究が初めての例である。Sanjanaら (2012) が発表した TALEN tool box kitは最
初のステップであるモジュールの増幅から，発現ベクターを得るに至るまで最短で 2 ~ 
3日の短期間で構築することが可能である。しかしながら，本研究において活性を有す

る TALENが得られた効率は 1/9と低い値であった (図 49)。第一章より用いてきたマ
ーカー系を利用した切断活性の簡易評価法であれば各 TALEN クローンの活性を即座

に判定することができるが，内生の遺伝子を標的とした順遺伝学的解析や逆遺伝学的解

析を目的とする研究に用いるためには作製効率が低すぎることが問題である。作製効率

が低い原因として，作製過程に含まれる PCRによる連結されたモジュールへキサマー
の増幅過程が考えられた (図 46)。ヘキサマーは RVD 領域を除いて同一かほぼ同一な

配列を有するモジュールが 6個連続した構造を取るため (図 41)， PCRにより TALE
リピートを増幅する際にDNA合成酵素の塩基取り込みエラーやリピートに部分的欠失
が生じる可能性が高まる。しかしながら，増幅された TALE リピートは，構造上の特

性により通常のシークエンサーを用いて塩基配列を決定することがほぼ不可能であり，

TALE リピートが設計通りか否かを判定できない。実際に得られた 9 つの TALEN 発
現ベクター間における TALE リピートの遺伝子サイズは同一であったものの，その活

性は異なるものであった。一方で，Platinum Gate TALEN kitでは発現ベクターの作
製まで少なくとも 4 ~ 5 日間要するが，基本的な作製手法は Type IIs 制限酵素と T7 
ligase (Quick ligase) を用いたモジュール切断と連結によるため，PCRによる増幅過

程は含まれない。そのため，簡便かつ再現性良く TALE リピートのアセンブリーが可
能である (図 50)。作製における最初の 4モジュールのアセンブリーに必要となる中間
ベクタープラスミドの総数は 44 + 44 + 44 + 4 + 42 + 43 + 44 = 1108となるため，ある程

度のライブラリー化が進めば，最初の Golden Gate digestion-ligationステップを省略
することが可能であり，最終的に 3日間で発現ベクターを構築できるようになる。 
	
 Platinum TALENと相同配列を共導入することで，TG-YFSCEEBT::BSDを標的と
した DNA二本鎖切断の導入に成功し，複数の組換えコロニーを取得することができた 
(図 55)。TALENの導入方法の検討では 2Aペプチド連結バイシストロン性ベクターを
用いた導入方法よりも，Left TALENおよび Right TALENを共導入する方法により標

的 DNA配列に高頻度で DNA二本鎖切断を導入できることを示した (図 55，56)。2A
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ペプチド切断によるバイシストロン性翻訳効率を確認する予備実験として，YFP::BSD
遺伝子のスペーサー領域に 2A 配列を挿入した pGEM-YFP::2A::BSD をイネいもち病
菌ゲノムに導入した際には，YFP 蛍光およびブラストサイジン S への耐性を示す形質
転換体を取得することができた。また，その表現型は pGEM-YFP:: BSDを導入した形
質転換体との差異はなく，ウエスタンブロット解析により YFP::2A::BSD 融合タンパ

ク質が高効率で翻訳され，YFPおよび BSDの切断が行われていることが示された。し
たがって，細胞への TALENの導入をより高効率に行うために，2Aペプチド連結バイ
シストロン性ベクターpPTALEN-L-2A-R YFSCEEBT::BSD を用いたが，それぞれの
TALENベクターを共導入した場合と比較すると，その TALENヌクレアーゼ活性は低
いものであった。その理由として，TALENのような連続したリピートを有することや
YFP::BSD遺伝子 (約 1,200 bp) よりも CDS領域長が増加 (約 6,000 bp) することに

よって単一のプロモーター下での mRNA 転写量が低下してしまうことが考えられた。
一方，各 TALEN ヌクレアーゼと相同配列の 3 種類のプラスミドを同時に導入する方
法では全てのプラスミドが細胞内に導入された場合のみ，その TALENヌクレアーゼ活

性と相同組換えが誘導されるため，細胞導入効率の低下が懸念されたが，イネいもち病

菌プロトプラストへのプラスミドの一過的な導入は，想定していた以上に高効率に導入

されていることが分かり，より簡易的な TALENの導入方法と作製方法の短縮が可能と

なった。正確な細胞導入効率については今後検討すべきではあるが，複数の TALENと
破壊ベクターを高効率に細胞に導入する技術が確立できれば，一度の遺伝子導入により

複数の遺伝子破壊を行う多重遺伝子破壊法やマーカーフリーな遺伝子改変法の確立が

可能となるかもしれない。 
	
 本研究においては，内生遺伝子を標的とした TALENの活性検定として SDH遺伝子
を標的とした遺伝子ターゲッティング効率により TALEN 活性を評価した。Platinum 

TALEN を用いることにより，100%の効率で遺伝子を破壊することが可能となり，本
系が遺伝子ターゲティング法への応用に非常に有用であることが示された (表 13，図
60)。このような飛躍的な遺伝子ターゲッティング効率の向上は TALEN と破壊ベクタ

ーの一過的な導入によってもたらされたと考えられるため，ゲノムに余計な配列が残存

する可能性は低い (図 63)。また，通常のイネいもち病菌プロトプラストへの遺伝子導
入では，選抜培地上に塗布してから 3 ~ 5 日後にコロニーの形成が確認されるが，

TALENを共導入した菌株においては選抜培地上に塗布してから 2日でコロニーの形成
が確認され，3日後には形質転換体として分析することが可能な菌糸量のコロニーが形
成された。このようなコロニー形成期間の短縮は DNA 二本鎖切断が導入されてから，

相同組換えによって修復されるまでが非常に迅速に行われていることを示唆している。
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標的遺伝子の破壊を目的としない通常の形質転換では，プラスミド DNAが細胞内また
は核内で分解されて線状化された後に，ゲノム内にランダムに生じた DNA二本鎖切断

部位との対合と，NHEJ 修復による連結によって線状化されたプラスミドがゲノム内
に挿入される (図 20)。一方，ヌクレアーゼと標的遺伝子の相同配列を導入した場合に
は，一過的な DNA二本鎖切断の導入とその相同組換え修復によってプラスミドの状態

でもゲノムに取り込まれることになる (図 56)。したがって，自然発生的に生じる DNA
二本鎖切断と NHEJ 修復によるランダムな遺伝子導入よりも，人工ヌクレアーゼを用
いた特異的なDNA二本鎖切断と相同組換え修復による遺伝子ターゲッティングの方が，

選抜に用いられるマーカー遺伝子のゲノムへの挿入が迅速に行われることになる。しか

しながら，上記の仮説は細胞周期のどの段階においても相同組換えによる修復が行われ

ることを前提としており，通常の相同組換え修復は S期から G2期に行われることが考

えられている。即ち，ヌクレアーゼと破壊ベクターの共導入によって観察されたコロニ

ー形成期間の短縮は，イネいもち病菌の相同組換え修復が細胞周期に関係なく行われて

いる可能性を示唆する。本研究に用いたプロトプラストが細胞周期のどの段階で採集さ

れているのかは不明であるが，細胞周期と相同組換え修復の関連性を調べることでイネ

いもち病菌が有する独自の変異特性に関する新しい知見が得られるかもしれない。 
	
 また，SDH 配列用 TALEN もしくは TG-YFSCEEBT::BSD 配列用 TALEN を共導

入することによる，組換え株数の減少は観察されなかったことから，TALEN導入によ
る標的遺伝子配列以外の切断 (off target 活性) や細胞毒性は極めて低いことが考えら
れる。糸状菌研究では NHEJ 関連遺伝子を破壊した株を用いることで遺伝子ターゲッ

ティング効率の大幅な上昇が示されているが，NHEJ 修復能の低下による相同組換え
修復への負荷上昇がゲノムの不安定化や表現型に影響を及ぼすと指摘する報告もある 
(Fattah et al., 2008; Lopez et al., 2011)。また，白色腐朽菌やクモノスカビのように産

業上重要な糸状菌であっても遺伝子導入手法が確立されていない糸状菌が存在し，これ

らの糸状菌においては NHEJ関連遺伝子の破壊自体が困難である。Platinum TALEN
を用いた標的遺伝子へのDNA二本鎖切断の導入と遺伝子改変はプラスミドの一過的導

入・発現のみで遺伝子改変を達成できることから，通常では遺伝子がゲノムに挿入され

ない糸状菌でも標的遺伝子配列の破壊や導入を強制的に誘導することが可能であると

予想される。したがって，人工ヌクレアーゼを用いた遺伝子導入手法は様々な糸状菌や

広範囲の微生物に適応できることが期待される。 
	
 これまでの研究結果から，イネいもち病菌のゲノム進化の原動力は DNA二本鎖切断
と相同組換えが起こり易いイネいもち病菌のゲノム環境によってもたらされていると

推察される。Platinum TALEN を用いた任意のゲノム配列を標的とした DNA 二本鎖
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切断導入技術の確立は，イネいもち病菌が有する相同組換え修復と特殊なゲノム環境と

の関連性を解析することを可能とする。非病原性遺伝子の近傍やトランスポゾン配列，

LTR 配列を標的とした DNA 二本鎖切断の導入とその修復過程においてイネいもち病
菌のゲノム進化や病原性の変異が引き起こされる可能性は高い。今後，TALENを用い
ることでイネいもち病菌のゲノム進化機構の解明が進展し，糸状菌における新たなゲノ

ム編集技術が確立されることを期待する。
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総合考察  
 
	
 人類は様々な技術を駆使して高度に農業技術を発展させてきた。しかしながら，イネ

いもち病菌は驚異的なスピードで対抗適応し，短期間で新規農薬に対する薬剤耐性や真

性抵抗性品種，圃場抵抗性品種に対する新たな病原性を獲得してきた歴史がある。現在

でもイネいもち病菌を完全に制御する持続的な防除技術を得るには至っておらず，稲作

はイネいもち病大発生の脅威にさらされている。本研究では，これまでの植物病理学や

比較ゲノム解析から得られているイネいもち病菌の遺伝的多様性に関する知見から，体

細胞相同組換えに着目し，無性的な生活環を有するイネいもち病菌のゲノム進化の一端

を解明することに成功した。 
	
 第一章では姉妹染色分体とは異なる相同配列を鋳型としたエクトピックな体細胞相

同組換えを検出・選抜することが可能なマーカー系を構築し，マーカー系を導入したイ

ネいもち病菌の生育過程において一定の割合で相同組換えが生じていることを明らか

にした。また，その相同組換え頻度は様々な薬剤ストレスによって上昇することを明ら

かにし，非病原性遺伝子である Avr-Pita においても体細胞相同組換えが生じること，
体細胞相同組換えにより病原性が変化することを示した。 
	
 第二章ではイネいもち病菌の体細胞相同組換えがDNA二本鎖切断の修復機構として

働くことを実証し，イネいもち病菌の相同組換え修復頻度が動植物と比較して高いこと

を示した。イネいもち病菌の相同組換えは数百塩基という短い相同配列の存在において

も生じており，その組換え様式は遺伝子置換（ジーンコンバージョン）が主たる様式で

あると考えられた。さらに，イネいもち病菌のゲノム変異特性から標的遺伝子への DNA
二本鎖切断の導入は遺伝子ターゲッティング法への応用に利用可能であること示した。 
	
 第三章では任意の配列特異的なDNA二本鎖切断を導入することが可能なイネいもち

病菌用 TALENの構築を行い，ゲノムに簡易的かつ効果的に DNA二本鎖切断を導入で
きること，さらには TALENにより高効率で遺伝子ターゲッティングが可能となること
を示した。 

	
 上記の知見を総合すると，イネいもち病菌ゲノムは非常に不安定であり，植物への感

染過程において生じる活性酸素種などによって誘導される DNA二本鎖切断と，エクト
ピックな相同配列を鋳型とした相同組換え修復によってゲノム多様性を獲得してきた

ことが推察された。さらに，その相同組換え様式からイネいもち病菌ゲノムに散在する

反復配列やトランスポゾン近傍で生じる DNA二本鎖切断が，ゲノムの再編と病原性の
変異の起点となることが考えられた。 

	
 本仮説が成り立つとすると，イネいもち病菌はどのようにしてこのような変異機構を
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獲得したのだろうか。腐生的な生活環を有するアカパンカビ (Neurospora crassa) や
産業的に広く用いられている麹菌 (Aspergillus oryzae) など，通常の遺伝子ターゲッ

ティング効率や NHEJ 関連遺伝子破壊株の表現型はイネいもち病菌と比較して大きな
差異はない (Ninomiya et al, 2004; Takahashi et al., 2006)。したがって，イネいもち
病菌の相同組換え頻度は他の糸状菌と比較して突出して高いわけではなく，相同組換え

修復の役割やその機構は他の糸状菌と比べて大きな差異はないと考えられる。このよう

な観点から，イネいもち病菌はゲノム内に複数の相同配列 (トランスポゾン等) を保有
することで，ゲノムにおいて生じる相同組換え頻度を高めて，様々な環境に対して迅速

に適応することが可能なゲノム環境を獲得してきたことが考えられる。 
	
 遺伝的に近縁なアカパンカビでは，生育環境の悪化に伴い有性生殖のサイクルに入る。

有性生殖の過程では Repeat induced point mutation (RIP) が作用することで 80％以

上の相同性を持つ重複遺伝子内に塩基置換が導入される (Cambareri et al., 1991; 
Davis and Perkins 2002)。そのため，アカパンカビのゲノムには活性型のトランスポ
ゾン配列は皆無であり，相同性の高い遺伝子ファミリーもほとんど存在しない 

(Galagan et al., 2003)。RIP機構は有性生殖時に作用する糸状菌独自の機構である。な
ぜ RIP 機構が菌類には必要だったのだろうか。動植物のゲノム内にはイネいもち病菌
と同様に複数の反復配列やトランスポゾン配列が存在している。しかしながら，動植物

ゲノムにおける体細胞相同組換え頻度は極めて低く，NHEJ 修復が主要経路であると
考えられており，トランスポゾンの発現を制御する複雑な機構が明らかになりつつある。

動植物のように，複数の細胞群が組み合わされて形成される個体において体細胞時にお

けるゲノムの変異は致死的，もしくは疾患の原因となる。したがって，動植物は体細胞

での変異を極力少なくするために，トランスポゾンの発現制御や NHEJ 修復機構等を
発達させ，有性生殖時においてのみゲノムの多様性を創出するように進化してきたので

はないだろうか。本研究において得られた知見から，RIPは動植物と比較して体細胞相
同組換え頻度が高い糸状菌ゲノムの安定性を保持するために菌類が独自に獲得した機

構であると考えられる。即ち，無性的繁殖時には同一の遺伝情報を迅速に子孫に伝え，

自身が危機的な環境下に曝された場合には有性生殖によって多様性を獲得するという

動植物に近い理にかなった生活環であると思われる。しかしながら，このような有性生

殖を介したストレス応答や多様性の創出は，植物への寄生を生活環とするイネいもち病

菌とは対照的なものである。実際に，イネいもち病菌は無性的な繁殖過程の中で，様々

な環境に適応してきている。これらを総合すると，イネいもち菌は進化の過程で，有性

生殖と RIP 機構を敢えて放棄することにより相同配列やトランスポゾン配列などをゲ

ノムに蓄積させ，高い相同組換え活性を有するゲノム環境を保つことで有性生殖を介し
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たゲノムの多様性創出よりも迅速に様々な環境の変化や宿主であるイネの進化に対抗

適応する能力を獲得してきたと考えることもできる。 

	
 興味深いことに，植物病原菌や産業に利用される糸状菌は有性生殖を介さない不完全

菌類に属する場合が多い。不完全菌類に属する糸状菌では，ゲノム内に複数の相同配列

が確認されていることから (Galagan et al., 2005; Nierman et al., 2005)，有性生殖の

欠如は不完全菌類に属する糸状菌において共通の進化だったことが示唆される。無性的

な繁殖過程における遺伝子の重複，欠失，転座等のゲノム進化は，特殊な酵素の分泌，

毒素生産や植物に寄生するためのエフェクターの獲得・欠失など糸状菌の急速な特性変

化をもたらすことになる。近年では，イネいもち病菌のトランスポゾン配列間での相同

組換えによって非病原性遺伝子が欠失した例が報告されており (Sone et al., 2013)，酒
造産業で重要な麹菌のαアミラーゼ遺伝子はトランスポゾン様配列を介した重複によ

って 3コピーに増加したことが示唆されている (Hunter et al., 2011)。人工ヌクレアー
ゼを用いて，ゲノムに散在する相同配列特異的に DNA二本鎖切断を導入することがで
きれば，無性的な生活環を有するゲノム進化機構を実験的に検証することが可能であり，

筆者が今後最も明らかにしたい事象でもある。 
	
 以上より，イネいもち病菌を含む不完全菌類に属する糸状菌は，有性生殖を主とする

他の糸状菌とは異なるゲノム進化機構を持ち，不完全菌類は体細胞相同組換えによる変

異性が高いというゲノム特性を持つといえるであろう。本研究によって得られた知見が，

イネいもち病菌ゲノムの進化や病原性の理解の一助となり，さらには産業上広く利用さ

れている糸状菌の人為的ゲノム進化による新たな分子育種法やゲノム編集技術の確立

に資することを期待する。 
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摘要 
 
	
 生物界では宿主と寄生者という相互関係が形成される場合があり，両者間において競

うように遺伝的変異が引き起こされる宿主・寄生者の共進化プロセスは，双方のゲノム

に劇的な変化がもたらされると考えられている。このような共進化は栽培植物とその病

原体との関係においても例外ではない。 
	
 イネ (Oryza sativa) とイネに重要病害を引き起こすイネいもち病菌 (Pyricularia 
oryzae) の関係は植物病理学の分野においてその一例として知られている。イネ品種に

よって病原性が異なるレースが他の植物病原菌と比較して数多く存在することは，これ

までにイネいもち病菌の遺伝的変異が繰り返されてきたことを示している。これは稲作

の安定化のために，いもち病抵抗性品種の作出と導入が盛んに行われてきたのに呼応し

て，イネいもち病菌が急速に対抗適応し，自らのゲノムを変化させることで，抵抗性の

打破 (抵抗性の崩壊) を引き起こしてきたことを物語っている。また，防除手段として
広く用いられてきた化学農薬に対する耐性菌の出現も同様であり，イネいもち病菌は病

害防除の観点からみても極めて制御が難しい病原菌である。自然界で繰り広げられてき

た宿主と植物病原菌の共進化の観点から，本病原菌の変異特性は，まさに多様性の原動

力である。その類希なる変異特性により，人類が新しい農業技術を開発して高度に駆使

する歴史の中で，それらの選択圧を乗り越えるために驚異的なスピードで独自の進化を

遂げてきたといえる。 
	
 イネいもち病菌のイネへの感染の可否は非病原性遺伝子産物をイネが保有する抵抗

性遺伝子産物によって認識されるか否かによって決定される (遺伝子対遺伝子説)。し
たがって，イネいもち病菌が保有する非病原性遺伝子に変異が生じれば，宿主は病原菌

を認識できなくなり，抵抗性品種に対して新たな病原性を獲得することになる。これま

での研究から，イネいもち病菌の病原性変異機構として，非病原性遺伝子へのトランス

ポゾンの挿入や欠失，点変異等による機能消失が報告されている。しかしながら，野外

圃場から分離されたイネいもち病菌においては非病原性遺伝子の欠失や転座，重複に加

えて，染色体多型や過剰染色体の形成等の他の生物では例が少ないゲノム多様性が確認

されており，イネいもち病菌のゲノム多様性は単に非病原性遺伝子に変異が生じるとい

う単純な機構に留まらず，染色体レベルでの多様性を誘発する特性を生物的に保持して

いることが推測される。このようなゲノム多様性の一要因として，無性的な繁殖過程に

おいて生じる相同組換え (体細胞相同組換え) の関与が示唆されているが，イネいもち
病菌を含む糸状菌において体細胞相同組換えに関する知見は乏しく，未だ明確な結論を

得るには至っていない。本研究ではイネいもち病菌においてマーカー遺伝子を用いた体
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細胞相同組換え検出・選抜系の構築を行うと共に， DNA二本鎖切断による体細胞相同
組換え修復について解析した。 

	
 第一章では，イネいもち病菌の体細胞相同組換えを簡易的かつ非破壊的に検出および

選抜するためのマーカー遺伝子系の構築と，それらを用いたイネいもち病菌の体細胞相

同組換え特性について明らかにした。まず，EYFP遺伝子と抗生物質であるブラストサ
イジンS耐性遺伝子 (BSD) を融合したYFP::BSD遺伝子を作製し，それをもとに2種の
非機能型遺伝子からなるマーカー系 (TG-YFP::BSD および RS-YFP::BSD) の構築を
行った。これら2種の非機能型マーカー遺伝子間において相同組換えが生じた場合，機

能型YFP::BSD遺伝子が形成されてYFP蛍光とブラストサイジンS耐性を示すように設
計した。各マーカー遺伝子をイネいもち病菌ゲノムに共導入した系統を培養し，YFP
蛍光による相同組換え細胞の検出およびブラストサイジンSによる相同組換え細胞の

特異的な選抜に成功した。イネいもち病菌の体細胞相同組換えは無性的な繁殖過程にお

いてもある一定の頻度で生じており，その頻度は一次代謝阻害薬剤やゲノム損傷薬剤，

活性酸素産生薬剤の処理によって有意に上昇することが示された。この実験から，イネ

いもち病菌の体細胞相同組換えはストレス環境下におけるゲノム応答機構として機能

していること，DNA二本鎖切断の修復機構として機能していること，感染過程におい
て必然的に生じていることが明らかとなった。 

	
 続いて，体細胞相同組換えが非病原性遺伝子やその近傍においても同様に生じている

ことを検証するために，非病原性遺伝子の一つであるAvr-Pitaをイネいもち病菌ゲノム
からクローニングし，活性部位に変異を導入することで非機能型ホモログを構築した。

内生のAvr-Pitaと非機能型ホモログとの間で相同組換えが生じた場合，PCR-RFLPに
よる組換え配列の検出と抵抗性品種 (ヤシロモチ) に対する新たな病原性が獲得され
る。実際に非機能型ホモログを導入したイネいもち病菌系統においては，Avr-Pitaとホ
モログとの間で相同組換えが生じたことを示すPCR-RFLP断片とヤシロモチへの病原
性獲得が確認された。また，その頻度はストレス薬剤処理によって向上したことから，

イネいもち病菌の体細胞相同組換えは非病原性遺伝子近傍においても同様に生じるこ

とが明らかとなり，病原性変異に関与することが考えられた。 
	
 第二章では，マーカー遺伝子への人為的なDNA二本鎖切断を18塩基認識の制限酵素
遺伝子I-SceIによって導入し，その修復機構について解析を試みた。配列特異的なDNA

二本鎖切断を導入するための標的遺伝子として，YFP::BSD遺伝子内にI-SceIの認識配
列を挿入したISTG-YFP::BSDを構築し，RS-YFP::BSDと共にイネいもち病菌ゲノムに
導入した系統を作出した。DNA二本鎖切断の導入にはイネいもち病菌のコドン使用頻

度に最適化したI-SceI遺伝子を用いた。I-SceIの発現によりマーカー遺伝子特異的に導
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入されたDNA二本鎖切断が，RS-YFP::BSD遺伝子を鋳型とした相同組換えによって修
復された場合，各系統の細胞はYFP蛍光とブラストサイジンSへの耐性を示すことが期

待される。マーカー遺伝子を有する各系統ゲノムへのI-SceI遺伝子の導入により，全体
の約40％を占める細胞においてYFP蛍光およびブラストサイジンSへの耐性が確認さ
れた。また，ISTG-YFP::BSDのみを導入した系統に対して，RS-YFP::BSDおよびI-SceI

遺伝子を外来DNAとして供給した際にも高い相同組換え活性を得ることができた。こ
れらの結果は他の生物と同様に体細胞相同組換えがDNA二本鎖切断の修復機構として
働くことを示しているのと同時に，類似配列DNAを鋳型としたエクトピックな相同組

換えが他の高等動植物よりも高い頻度で生じることを意味している。また，本マーカー

系を用いることによりイネいもち病菌の体細胞相同組換えは数百bp程度の短い相同配
列の存在によっても生じることが明らかとなり，その様式は非交叉型のジーンコンバー

ジョンに依存していることが示された。このことから，イネいもち病菌は非常に高い変

異特性を有しており，ゲノムに散在する反復配列やトランスポゾン因子が相同組換え修

復の鋳型となることで広く染色体レベルでの多様性が生じていることが示唆された。一

方，このような可逆的なゲノム特性から，標的遺伝子への人為的なDNA二本鎖切断の
導入が新たなゲノム編集技術として応用可能であることを見出した。 
	
 第三章では，第一章および第二章の結果を鑑みて，任意の遺伝子配列特異的にDNA

二本鎖切断を導入することが可能な人工ヌクレアーゼの構築を行い，配列特異的DNA
切断が体細胞相同組換え頻度に与える影響を明らかにした。近年，多くの生物において

成功例が報告されているtranscription activator-like effector nuclease (TALEN) の全

DNA結合ユニットとFokI DNA切断活性領域をイネいもち病菌のコドン使用頻度に最
適化し，糸状菌用TALEN作製キットとして構築した。作製したTALENの標的遺伝子
特異的なDNA二本鎖切断活性を確認するために，YFP::BSD遺伝子内にヌクレアーゼの
認識配列を挿入したTG-YFSCEEBT::BSDを構築した。TG-YFSCEEBT::BSDをゲノム
に導入した系統に対して，認識配列特異的に結合・切断するように設計したTALENと
相同配列であるRS-YFP::BSDを共導入した。TALENとの共導入により非常に高い相同

組換え活性が得られたことから，構築したTALENが十分なDNA結合能とヌクレアーゼ
活性を有していることを示した。続いて，内生の遺伝子配列を標的としたTALENのヌ
クレアーゼ活性を調査するために，イネいもち病菌のメラニン生合成過程を担う

Scytalone deydratase (SDH) 遺伝子を標的としたTALENの構築を行った。加えて，
SDH配列を含むそれぞれ約1200 bpの相同配列を組み込んだ破壊ベクターを構築し，
TALENと共に導入することで，遺伝子破壊効率による活性を評価した。得られた複数

のSDH破壊株においてはメラニン合成の阻害を示す菌糸の白色化が認められ，破壊株
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の作出効率はほぼ100％にまで上昇した。また，標的遺伝子以外の領域にベクター配列
が挿入された痕跡はなく，通常の遺伝子ターゲッティング効率が3 - 7%であることを加

味すると，標的遺伝子配列への特異的なDNA二本鎖切断の導入は新たな遺伝子ターゲ
ッティング技術として非常に有用であることが示された。今回構築した糸状菌用

TALENでは，他の人工ヌクレアーゼにおいて問題となっている細胞毒性や作製効率の

低下がみられなかったことから，標的遺伝子への効率的なDNA二本鎖切断導入ツール
として有用であることを示した。 
	
 以上より，イネいもち病菌の体細胞相同組換えに関する基礎的知見を得て，遺伝的多

様性を担うゲノム再編機構への関与を見出だした。また，イネいもち病菌が有する変異

特性は次世代のゲノム編集技術開発に有用であることを示した。本研究によって得られ

た知見および技術が，イネいもち病菌の新たな防除技術および遺伝子工学技術の発展に

資することを期待する。 
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 本研究を遂行するにあたり多くのご助言をいただきました北海道大学	
 曾根輝雄	
 

准教授に感謝申し上げます。 

 
	
 研究を進めるにあたり，同じグループで私と一緒に研究を行ってくれた植物細胞工学

研究室の	
 用之丸哲也	
 氏に感謝いたします。上に挙げた方だけでなく植物細胞工学研

究室および植物病理学研究室の皆様には沢山の協力をいただきました。ここに感謝申し

上げます。 
	
 最後に私が 9年間も大学に通い，研究を続けられたのは両親の理解なくしてなし得な

かったものだと思います。この場を借りて感謝いたします。 
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