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研究成果の概要（和文）： 寄生菌P2は、互いに近縁の真菌C1とC2を侵食する際に、C1には誘引

され、C2には阻害される。この誘引と阻害に関わる物質を探索した結果、C1の抽出物からP2に対

する誘引活性を示す新規の芳香族化合物を単離、構造決定した。一方、タマバエがブナの葉の組

織を異常発達させてできる虫えいに注目し、その桃色虫えいに含まれる主要赤色色素の化学構造

を決定した。また、この赤色色素は、葉に比べて虫えい中に3倍程度多く存在することを明らか

にした。さらに、赤色色素を異常生産させる物質を探索する評価系を確立し、虫えい抽出物に若

葉を赤変する活性を見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：A parasite P2 is attracted by mycete C1 whereas P2 is inhibited by C2, closely 

related to mycete C1. As a result of a research for the attractant and the inhibitor from C1 and C2, a new 

attractant having an aromatic skeleton was isolated from C1. On the other hand, chemical studies of a 

pink, berry-like gall formed by gall midge laying egg into beechen leaves were investigated. The red 

pigment in the pink gall was identified and its content was three times higher than that in beechen leaves. 

Furthermore, an assay to evaluate erythrochromia activity was developed to reveal that the extract of the 

gall abnormally induced pigment production.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 菌類間の誘引、阻害関係発現に関わる低
分子化学シグナルの特定と共進化機構の解
明:  

2008 年 9 月から 1 年間の留学先であった
Jon Clardy 博士(ハーバード医学大学院)の指

導の下、Nicole Gerardo 博士(エモリー大学)と
の共同研究として、遺伝的に非常に近い 2 種
の菌が寄生菌に対して一方は誘引し、他方は
阻害するという現象の化学的な解明を開始し
た。帰国後、Gerardo 博士に菌を提供してい
ただき、本研究費を得てクリーンベンチとシ
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ェーカーを購入し、研究を再開した。 

 

(2) タマバエ近縁種の違いによる虫えい形態
多様性の現象解明: 

虫えいは虫が植物に卵を産みつけることに
よって植物自体の形態が変化する現象である。
同じブナの葉に対してタマバエ科の近縁種が
虫えいを形成させると、その形態は非常にバ
リエーションに富んだものとなるという多様
性に注目してその多様性の原因を追究するべ
く研究を開始した。 

 

 

２．研究の目的 

 

(1) 菌類間の誘引、阻害関係発現に関わる低
分子化学シグナルの特定と共進化機構の解
明: 

菌と菌との間で起こる種特異的な誘引、阻
害にまつわる多様性に注目し、菌が生産する
特定の菌に対する誘引物質、阻害物質を調べ
ることで、ケミカルエコロジーのシステムに
より特異的に選ばれた種だけが共生、寄生関
係を獲得する本質的な仕組みを解明すること
を目的とした。 

 

(2) タマバエ近縁種の違いによる虫えい形態
多様性の現象解明: 

タマバエがブナの葉に組織の異常発達を起
こして形成させる虫えいの多様性に注目し、
虫えいの形成メカニズムに迫ると共に、近縁
のタマバエが形成させる多様な形状の虫えい
の形成条件や化学成分を比較することでどの
ように多様性が現れているのかを化学的に追
及することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 
(1) 菌類間の誘引、阻害関係発現に関わる低
分子化学シグナルの特定と共進化機構の解
明: 

ある菌 C1 はその寄生菌 P2 を誘引し、P2

に侵食されるが、P2 の近縁種である P1 は C1

に阻害を受ける(図 1)。一方、C1 の近縁種で
ある C2 は P1 を誘引し、P2 を阻害するとい
う C1 との逆転現象が見られる。 

図 1 に示した共培養においては、P1、P2 い
ずれにおいても共同実験者が報告した通りの
誘引、阻害現象が見られたが、P1 は成長が遅
いため、その現象を評価するのは困難であっ
た。そこで、本研究では 2 種の寄生菌(P1, P2)
のうち、成長の速い P2 に注目し、P2 が誘引
または阻害される状態の観察によって活性を
評価した。C1 および C2 をそれぞれ液体培養
したのち、有機溶媒で抽出し、濃縮して抽出
物を得た。寒天培地の一箇所に寄生菌 P2 を

植菌し、同じ培地上、一定の距離に C1、C2

の抽出物や分離画分を 8 mg/mL の濃度で
DMSO に溶解させたものを添加して、P2 の様
子を観察し、誘引、阻害の評価をした。活性
の見られた抽出物や画分についてさらに分離
を行い、誘引物質、阻害物質の探索を行った。 

 

 
図１ 菌類の共培養における誘引、阻害現象

の概略図 
 

 
(2) タマバエ近縁種の違いによる虫えい形態
多様性の現象解明: 

 虫えいの半分近くはタマバエによるもので
あり、その形態は様々である。これらの虫え
いはタマバエの親や幼虫の分泌物や物理刺激
によって植物組織の変化から生じると考えら
れているが、虫えいの形成メカニズムも多様
性を生み出す化学物質の存在の有無も定かで
はない。そこで、数種の虫えいの観察から始
め、それぞれの虫えいのユニークな色と形状
がどのような植物組織の変化から生じている
のかを調べることにした。 

 
① 虫えいの観察 

特徴的な鮮やかな桃色とボール型のユニー
クな形の虫えいであるブナハアカゲタマフシ
(図 2)と、同じブナながら全く形態の異なるブ
ナハマルタマフシに注目し、まず、宿主であ
るブナの葉のどの組織に対してどのような形
態変化が起きるのかを観察した。ブナハアカ
ゲタマフシはブナの若葉が開く頃に急速に成
長したのち脱落することが知られており、本
研究期間の間に 5～6 月に集中して観察を行
い、形成時期と期間や脱落までのスパンを含
めた詳細なフィールドワークを行った。また、
脱落個体の顕微鏡観察により組織を観察した。
一方、ブナハマルタマフシはわずかしか観察
できなかったため、タマバエの形成させるブ
ナの葉の虫えいの別種としてブナハベリタマ
フシ、ブナハツノフシ、ブナハマゲタマフシ
を観察し、ブナの葉の形成箇所や形成時期、
内部の様子を観察した。 
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図 2 ブナハアカゲタマフシ(左)とブナハベリ
タマフシ(右) 

 

② ブナハアカゲタマフシ由来赤色色素の単
離と同定 

虫えいの化学成分として、まずブナハアカ
ゲタマフシの特徴的な桃色に注目し、相当す
る赤色色素の同定を試みた。ブナハアカゲタ
マフシを酸性メタノールで抽出したのち、色
素を HP-20 に吸着させて精製し、ODS クロマ
トグラフィーを経て赤色色素を単離した。ま
た、別途同様の方法にてブナの若葉から赤色
色素であるアントシアニンを分離し、虫えい
由来赤色色素と比較した。 

 

③ ブナハアカゲタマフシの赤色色素過剰生
産に関わる化学物質の探索 

 ②の結果(4 の項目に後述)を受けて、ブナハ
アカゲタマフシに特徴的な赤色色素の過剰生
産に関わる化学物質が幼虫もしくは虫えい内
に存在すると推測して、鍵化学物質の探索を
おこなった。この際、赤色物質がアントシア
ニン類であることに注目し、アントシアニン
生合成経路はブナに限らず植物全体でほぼ同
じであることを利用して、容易に栽培可能な
シロイヌナズナに抽出物を添加し、赤変活性
があるかを評価することにした。既知の方法
に基づき、シロイヌナズナの葉や根や培地に
試料を適下し、最も活性の判断しやすい方法
へと改良した。また、この評価系確立の際、
ポジティブコントロールとして、コロナチン
のラセミ体を化学合成して用いた(図 3)。 

 

 

 

 

 

図 3 コロナチン(ア
ントシアニン生合成
を促進する植物毒)

の構造 

 

 

合成コロナチンを添加すると、シロイヌナ
ズナの葉と葉柄部分が赤変し、アントシアニ
ン生合成が促進されていることを評価するこ
とができた。この評価系を用いてブナハアカ
ゲタマフシおよびブナハベリタマフシの抽出
物の活性を調べた。 

４．研究成果 
 
(1) 菌類間の誘引、阻害関係発現に関わる低
分子化学シグナルの特定と共進化機構の解
明: 

 
① C1 由来の P2 誘引物質の単離 
まず、P2 に対して誘引現象を示す C1 の誘引
物質を探索した。 
 C1 の抽出物の溶液を、P2 を植菌した培地
に添加したところ、C1 を P2 と共培養した時
に比べて程度は弱いものの、誘引現象が観察
された。その後の検討により、抽出物試料の
添加を 12 時間毎に行うことにより、C1 と P2

を共培養した時と同程度の誘引現象が見られ、
試料中に含まれる誘引物質が不安定であるか、
揮発性である可能性が示唆された。そこで、
P2 と培地上で接触しないガラスカップに試
料を入れて P2 培養条件下に置いたところ、
図 4 のように C1 抽出物に向かって P2 が誘引
される様子が観察された。 

 

図 4 C1 抽出物の P2 誘引現象 

 

このことから C1 抽出物に含まれる誘引物
質は揮発性物質であるとの確証を得て、抽出
物からシリカゲルクロマトグラフィーおよび
ODS クロマトグラフィーにより精製を行い、
新規の芳香族アルデヒドを単離、構造決定し
た。芳香環置換基の配置については各種 NMR

スペクトル測定により決定したほか、市販の
試薬から化学合成を行うことによりその構造
を確認した。この誘引物質は 0.1 mg/mL 以下
の低濃度では誘引現象を引き起こすが、0.5 

mg/mL 以上の濃度では培地上の高濃度領域
で P2 に対する阻害現象も見られた。 

 

② C2 由来活性物質の探索 

①の結果を受け、C1,および C2,の P1 およ
び P2 に対する誘引、阻害現象が同じ物質の
濃度の制御によって司られているのではない
かと推測し、C2 抽出物から同じ化合物を探索
した。すなわち C2 抽出物を上述と同じくク
ロマトグラフィーにて分離し、分離画分の 1

H 

C1 extract
solution

P2 inoculated

attraction



NMR スペクトルを測定した。しかし、推測
通りであれば C1 由来誘引物質が大量に含ま
れているはずの画分にも全く誘引物質に相当
するシグナルは検出されず、C2 抽出物には
C1 と同じ活性物質は含まれていないことが
わかった。この分離の際に得られた画分につ
いて P2 に対する阻害活性を調べたところ、
C1 由来誘引物質とは異なる画分に弱い活性
が見られた。以上の結果より、C2 は C1 の持
つ活性物質とは異なる活性物質を生産し、P2

を阻害することがわかった。 

 

(2) タマバエ近縁種の違いによる虫えい形態
多様性の現象解明: 

 

① 虫えいの観察 

 ブナハアカゲタマフシの形成期間を観察し
たところ、直径 1 mm 未満の小さな虫えいが
葉の表側に形成されたのち、数日間で急速に
7 mm 程度にまで成長し、さらに数日経つと
脱落することがわかった。小さな虫えいを枝
ごと切り離すと、枝を水に差しても成長は止
まり、虫えい成長はブナからの栄養補給が常
に行われる必要があると考えられた。また、
脱落後の葉は小さな跡を残すのみで葉自体の
侵食はしないことを確認した。顕微鏡観察に
より、幼虫室が葉の組織と類似し、幼虫室か
ら外側に向かって中空の突起が成長し、これ
が特徴的な桃色やボール型に相当していた。
この突起には赤色色素が多く含まれるように
見える他、葉のクロロフィルは相対的に少な
いようであった。ブナハマルタマフシ、ブナ
ハマゲタマフシも同様に葉の表側に形成され
るが比較的葉と同様の硬組織に覆われており、
形成時期も開葉時期を過ぎた緑の葉に見受け
られた。また、ブナハベリタマフシは秋口に
かけても見られ、葉の縁にのみ形成されてお
り、顕微鏡観察においてカプセル型の二重構
造の中に幼虫室が見られた。ブナハマゲフシ
はブナハアカゲタマフシと同じ時期に観察さ
れるが葉脈に沿った部分に形成され、組織は
つやがあり硬かった。これらの色と形状の多
様性は形成場所と形成時期に大きく左右され
ているように見受けられ、本質的な組織異常
のメカニズムは実は似通っていることを示し
ていると解釈している。 

 

② ブナハアカゲタマフシ由来赤色色素の単
離と同定 

 前述した方法にてブナハアカゲタマフシよ
り赤色色素を単離した。別途単離したブナの
若葉由来の赤色色素の各種スペクトルとの比
較により虫えい由来の赤色色素はブナの色素
と同じアントシアニンであるシアニジン―ガ
ラクトース配糖体であることがわかった。し
かし、ブナの色素については配糖様式は特定
されていなかったので今回詳細な 1

H NMR ス

ペクトル解析を行い、赤色色素がシアニジン
-O-βガラクトシドであることを決定した(図
5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 シアニジン-O-βガラクトシドの構造 
 
また、虫えいとブナの葉に含まれるこの赤色
色素を定量したところ、虫えい中にはブナの
葉の 3 倍以上の赤色色素が含まれていること
がわかった。 
 
③ ブナハアカゲタマフシの赤色色素過剰生
産に関わる化学物質の探索 

 ②の結果を受けて、ブナハアカゲタマフシ
の形成時にアントシアニンの異常生産が起こ
っていることを利用し、アントシアニン生合
成を促進する物質を探索することにした。上
述した評価系によりアントシアニン生合成が
促進されればシロイヌナズナの赤変活性が見
られることがわかったため、ブナハアカゲタ
マフシの抽出物を添加して観察したところ、
コントロールに比べて有意に赤変が起こって
いることがわかった(図 6) 

 

 
 
 
 
 
 
 
図 6 赤変活性試験：コントロール(左)とブ
ナハアカゲタマフシ抽出物の添加(右) 
 
この赤変したシロイヌナズナの葉を集めて色
素を抽出し、虫えい由来の赤色色素と比べた
ところ、別のアントシアニン色素であること
がわかった。このことから、虫えい抽出物に
含まれるシアニジン-O-βガラクトシドがシ
ロイヌナズナに浸透したのではなく、抽出物
に含まれる特定の物質がシロイヌナズナのア
ントシアニン生合成を促進していることがわ
かった。この結果を受けて、ブナハベリタマ
フシの抽出物についても同様の方法にて赤変
活性を調べたところ、ブナハアカゲタマフシ
と同様の活性があることがわかった。 
 
以上、２種の研究テーマにより、共進化のモ



デルケースとなる寄生関係の多様性を探る研
究を行った。本研究結果の範囲では多様性を
説明する直接的なデータには至っていないが、
菌類間の誘引、阻害現象の追及においては多
様性の鍵となる化学物質も近縁種により異な
る可能性を見つけた。また、虫えいの多様性
については観察と化学成分の調査により、化
学物質の多様性よりも虫えい形成時期や形成
箇所の違いにより多様性が生じるストーリー
が見えつつある。本研究期間にて確立した評
価系や鍵化学物質の探索方法を利用してさら
に研究対象のバリエーションを増やし、共進
化とその多様性を化学的に説明できる手がか
りを集める予定である。 
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