
イネごま葉枯病菌におけるルシフェラーゼレポーターシステムを用いた
メラニン合成遺伝子の発現解析系の構築

目 的

紫外線や青色光といった短波長の光は，植物病原糸状

菌の生長や有性・無性胞子の形成並びに色素合成といっ

た種々の発育・分化過程を調節することが知られている

（Kumagai，１９９１）．しかしながら，その分子機構について

はほとんど明らかにされていない．分生胞子形成が近紫

外光照射（波長３００－４００nm）によって誘導されるイネご

ま葉枯病菌（Bipolaris oryzae）を用いたこれまでの研究に

より，２つのメラニン合成遺伝子の発現が近紫外光照射特

異的に増加することが明らかとなっている（Kihara et al.,

２００４a；２００４b）．従来の遺伝子の発現解析には，mRNA

のハイブリダイゼーションによるノーザン解析法あるい

はリアルタイム PCR法が用いられてきたが，解析に RNA

を用いるため RNAが分解しやすく，さらに，解析に時間

がかかる欠点があった．そこで，これら遺伝子の発現解

析を簡便に行なうために，イネごま葉枯病菌におけるル

シフェラーゼレポーターシステムを用いた発現解析系の

構築及び検討を行なった．

材料及び方法

供試菌として，イネごま葉枯病菌（D９／F６－６９株）を用

いた．供試菌の培養及び形質転換は，Kihara et al.（２００４

a）の方法に従った．メラニン合成系遺伝子のひとつであ

るシタロン脱水酵素遺伝子（SCD１）（Kihara et al.,２００４

b）の上流約１kbの DNA断片とホタルルシフェラーゼ遺

伝子を連結した遺伝子断片を，ハイグロマイシン耐性遺

伝子を含む糸状菌形質転換ベクター pII９９へ導入し，ルシ

フェラーゼ発現ベクター pSPlucPs０を作成した．そして，

本ベクターを用いて供試菌の形質転換を行なった．ルシ

フェラーゼ活性の測定には，発光検出試薬として Steady

-Glo Liciferase Assay System（Promega）を用い，冷却CCD

（FAS-１０００, TOYOBO）またはルミノメーター（VS５００,

YAMATO）により発光の観察・定量を行なった．

結果及び考察

ルシフェラーゼ発現ベクター pSPlucPs０を用いてイネご

ま葉枯病菌の形質転換を行なった結果，複数の形質転換

が得られた．はじめに，これら形質転換体のサザン解析

を行なった結果，ルシフェラーゼ遺伝子の１コピー挿入

が確認された．そこで，野性株と形質転換体のルシフェ

ラーゼ活性の測定を行なった結果，野生株ではルシフェ

ラーゼ活性がまったく認められなかったが，ルシフェラー

ゼ形質転換体では，高いルシフェラーゼ活性が認められ

た．次に，培養した形質転換体のコロニーに，近紫外光

を１時間照射し，冷却 CCDを用いてコロニーの発光を観

察した．その結果，これまでのノーザン解析の結果と同

様に，暗黒下で培養したコントロールと比較して，ルシ

フェラーゼ活性の顕著な増加が認められた．また，その

発光程度はコロニー周辺部でより高かったことから，生

育初期の若い菌糸での光応答性が高いことが示唆された．

さらに，単色光を照射した少量の菌叢片を用いて，ルミ

ノメーターによる活性測定を行なった．その結果，青色

光領域よりも紫外線領域の単色光照射で活性が高かった

ことから，SCD１遺伝子の発現量増加には紫外線領域の

光が特に有効である可能性が示された．

今回構築した発現解析系は，従来のノーザン解析法あ

るいはリアルタイム PCR法と比較して，短時間，少量の

サンプル，さらに，多サンプルでの解析が可能であり，

イネごま葉枯病菌のメラニン合成系遺伝子の発現解析に

有効であることが示された．今後，本発現解析系をさら

に改良し，詳細なプロモーター解析，あるいは，光受容

体同定のための作用スペクトルの解析が進むことが期待

される．
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