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の形に細長 く 伸びて ゲ ル 中 を す す む (図ー1-b) 。 次 に 電場

の 向 き を上下 に 変 え る (図 1-c) と ， 再度 DNA の 方向転

換が起 こ る (図 -l-d) 。 こ の 方 向 転換 に 要 す る 時 聞 が

DNA サ イ ズ に 依存 す る た め， 方 向 転換 を 繰 り 返 す と

DNA は サ イ ズ に 応 じ て 移動す る 。 そ の 結果 40 Kb を超

え る DNA で も 分離が可能 と な る 。

SCHWARη and CANTOR ( 1984) に よ っ て 最初 に発表 さ れ

た均一な電場 と 不均一な電場が交互 に形成 さ れ る 基本的

な装置 と 図 ー2 に 示 し た 交互 の 電場 の 両 方 が不均ー な

OFAGE (OrthogonaI Field-alternation GeI Electro

phoresis) (SMITH et aL， 1988) に よ り 酵母の染色体の分

離が可能 と な っ た が， こ れ ら の装置で は， 電場の不均一

性 と ゲルの場所 に よ っ て電場の交差角度が異な る こ と に

よ り DNA 分子 は異な る 速度で移動 し ， 異な る 方向 に 移

動 し た。 そ の後分離能の 向上， 移動度の均一性， レ ー ン

の直線性 を 中心 に 改良 さ れ， TAFE (Transe alternating 

Field Electrophoresis) (GARDINER et aL， 1986) では， 立

体的 に配置 さ れた 2 方向 の不均一な電場がゲ ル を横断す

る こ と で レ ー ンが ま っ す ぐ に な り ， レ ー ン と レ ー ン の上七

較 が 可 能 と な っ た 。 さ ら に 電 場 を 逆 転 さ せ る FIGE
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に

パ ル ス フ ィ ー ル ド ゲ ル電気泳動法 (PFGE : PuIsed 

Field GeI Electrophoresis) は， 従来の ア ガ ロ ー ス 電気

泳動では分離不可能であ っ た長い直鎖状 DNA 断片 を分

離， 解析す る 目 的で， 1982 年 SCHWARTZ et  aL ( 1982) に

よ り 開発 さ れた技術で， 電場の 向 き を交E に変え る こ と

で従来の方法に比べて 100 倍以上の長 さ の 巨大 DNA を

分子量 に よ っ て分離す る こ と がで き る 。

一般 に植物病原糸状菌 を は じ め と す る 菌類の染色体の
多 く は， 観察す る に は き わ め て微小であ り ， 通常用 い ら

れ る 分染法技術では十分な解析がで き な い こ と が多 い。

PFGE 法 を 用 い れば， 染色体 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に バ ン ド

の形で と ら え る こ と がで き ， 細胞学的観察 と 相補い， 菌

類の染色体 と ゲ ノ ム構造の理解が よ り 一層進む も の と 期

待で き る 。

植物病理学の分野 に お い て は， 1988 年に ト ウ モ ロ コ シ

黒 穂 病 菌 で 最 初 の PFGE に よ る 核 型 が 報 告 さ れ

(KDISCHERF and LEONG， 1988) ， そ の後， 同様の研究が増
加 し て い る 。 PFGE は 糸状菌ゲ ノ ム の マ ッ ピ ン グ に使わ

れ る な ど， 構造解析に 必要不可欠 な技術 と な っ て い る 。

こ こ で は， PFGE の技術の概略を述べた後， こ の技術

に よ り こ れ ま で に 明 ら か に な っ た植物病原糸状菌の染色

体像， さ ら に PFGE を利用 し た染色体の多型 に つ い て 紹

介す る 。
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PFGE の原理

一定方向 に電場 を か け る 従来型の ア ガ ロ ー ス ゲ ル電気

泳動法では， DNA は ア ガ ロ ー ス 分子がつ く る 網 目構造

に よ る 分子ふ る い効果 に よ っ て分子量 に従 っ た分離が行
わ れ る 。 DNA の大 き さ があ る 程度以上 (20�40 Kb) に
な る と 分子ふ る い効果が効か な く な り ， DNA の大 き さ

に は関係 な く 移動す る 。 PFGE 法では 2 組の電極 を方向

を変え て配置 し， そ れ ら に一定の時間間隔 (パル ス タ イ

ム ) で 2 方向か ら 交互に電場 を か け る 。 図 l に示す よ う

に ， ま ず左右方 向 に 電場 を か け る と DNA 分子がへ ピ状

I 
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図 - 2 PFGE の さ ま ざ ま な タ イ プ

(Field Inversion Gel Electrophoresis) (CARLE et al. ， 

1986) ， 24 個の電極 を六角形に並べ， 電極聞 に抵抗器 を入

れる こ と に よ っ て均一な電場を生み出 し ， 試料の移動度
を一定 に し た CHEF (Contour-clampd Homogeneous 

Electric Field Electrophoresis) (CHU et al. ， 1986) ， ゲ

ル を 回転 さ せ る Crossed Field が開発 さ れた。 なかで も

CHEF は 120 度 の 角度 で電流 を 相互 に 流す こ と に よ り

ゆがみが少な く ， 解像度の高い泳動像 を 得 る こ と がで き
る よ う に な り 一枚の ゲ ルで多数の試料の比較が可能 に な

っ た 。 現在， CHEF と TAFE の二つ の タ イ プが よ く 使わ

れて い る 。

H 巨大 DNA 試料の調製

巨大 DNA 分子 は溶液状態で操作す る と 切断 さ れや す

い の で， 調製 は細胞 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 に 固 め て ， ア ガ
ロ ー ス 片の状態で行 う 。 DNA 調製 は大 ま か に ， 糸状菌細
胞の培養 と 集菌， 酵素に よ る プロ ト プラ ス ト 化， プロ ト

プラ ス ト の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中への 固化， 溶菌及びタ ンパ
ク 除去， ア ガ ロ ー ス 片の洗浄の 5 段階で行 う 。 こ こ では，

筆者がい も ち 病菌で行 っ て い る 調製法 を簡単 に記す。

① 静地培養 し た菌糸 を破砕 し新 し い培地に 移 し ， さ ら

に培養す る 。 こ の操作 を 2 回繰 り 返 し メ ラ ニ ン化す る 前

の若い菌糸細胞 を 集 め る 。 殺菌水で洗浄す る 。

② 酵素液 (1 % Driselase， 5 mg/ml Novozyme 234， 

10 unit/mg Chitinase T1， 0 . 7  M Sorbitol， pH 5 . 2) に

懸濁 し， 28 0Cで 1�2 時間処理 し プ ロ ト プ ラ ス ト を 集 め

る 。 0 . 7 M Sorbitol， 1 0  mg CaCl2 で洗浄す る 。

③ プ ロ ト プ ラ ス ト を 5 X 108 個Iml と な る よ う に 1 %

低融点ア ガ ロ ー ス (0 . 7 M Sorbitol， 0 . 125 M EDT A， pH 

7 . 5， 50 0C) と 等量混合 し ， サ ン プル容器 に 注入 し ， 4 0C 

でゲル化す る 。

④ 包埋 し た ア ガ ロ ー ス 片 を細胞溶解及 び除 タ ン パ ク

処理液 (0 . 01 M Tris : pH 7 . 5， 0 . 5  M EDTA : pH 8 . 0 ， 

1 %Lauroyl sarcosine， 1 mg/ml Proteinase K) に 浸 し

50 0Cで 24 時間 ゆ っ く り 振 と う す る 。 処理液 を 交換 し て ，
さ ら に 24 時間処理す る 。

⑤ 0 . 05 M EDTA， pH 8 . 0 で数回洗浄す る 。

皿 PFGE の泳動条件

ア ガ ロ ー ス 片 を ウ ェ ル に 合 う サ イ ズ に切断 し て ， ウ ェ

ル に埋め込み低融点 ア ガ ロ ー ス で ウ ェ ル に 固定 し て か ら

泳動す る 。 泳動条件 は表-1 に示す よ う に DNA サ イ ズ に
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表 - 1 PFGE の泳動条件

DNAサ イ ズ ( Mb) く 0. 1 O.l�0.2 
アガロース濃度 (%) 1.5 1�1.5 
泳動パ ッ フ ァ ー 0.5 x TBE 0.5 x TBE 
泳動糟温度 ("C) 14 14 
電圧 (V) 200 150�200 
ノ � Jレ ス タ イ ム 1�10 秒 50�100 秒
泳動時間 6�12 時間 18�24時間

BIO-RAD CHEF-DRII TMマ ニ ュ ア ル

2�4 
0.8�1 

0.5 x TBE 
14 

125�175 
120�180秒
24�36時間

> 4  
0.5�0.8 

0.5 x TBE 
14 

50�75 
1O�60 分
3�6 日

よ り 異な る 。 一般に DNA サ イ ズが大 き く な る と ， 電圧 を

減少 さ せ， パル ス タ イ ム ， 泳動時間 を長 く す る (口絵参

照) 。 ノ {. }レ ス タ イ ム に は， シ ン ク。ルパル ス (一定のパルス

タ イ ム で行 う ) ， 途中で、パルス タ イ ム を 変え る ， ラ ン ピ ン

クφパル ス (開始か ら 終了 ま で徐々 にパルス タ イ ム を変え

なが ら行 う ) の方法があ る 。 ゲ ノ ム サ イ ズや染色体の サ

イ ズが未知の場合， い く と お り かの泳動条件で泳動 し て
み る 必要があ る 。 染色体サ イ ズ の範囲が広い場合， 二 と

お り の泳動条件で泳動す る のが好 ま し い。 筆者 は， い も

ち 病菌の 染色体 DNA (染色体サ イ ズ は お よ そ 1� > 10

Mb) を CHEF で分離す る た め に次の よ う な泳動条件を

採用 し て い る 。 分離ゲ ル濃度 ; 0 . 5  % ア ガ ロ ー ス (0 . 5 x 

TBE で溶解) ， 泳 動 バ ッ フ ァ ー ; 0 . 5 x TBE (45 mM 

Tris， 45 mM Boric acid， 1 . 25 mM EDT A， pH 8 . 3) ， 循

環冷却装置の温度 ; O OC， 電圧 ; 40 V， パル ス タ イ ム ;
3 ， 600 秒， 泳動時間 ; 160 時間。 泳動後 0 . 5 μg/ml の エ チ

ジ ウ ム ・ ブ ロ マ イ ド 溶液に約 30 分間浸 し て 染色す る 。

IV PFGE に よ る 染色体分析

い も ち 病菌は， イ ネ い も ち 病の病原 と し て重要であ る

ばか り でな く ， 最近 は宿主一病原体間相E作用， 寄生性

分化の モ デJレ と し て取 り 上 げ ら れゲ ノ ム解析が進め ら れ

つ つ あ る 。 い も ち 病菌の染色体 は PFGE を 用 い て 6 � 7

本のバ ン ド と し て分離で き ， 各染色体の お お よ そ の サ イ

ズが決定で き る (林 ら ， 1991) ( 口絵参照) 0 Schizosacchar

omyces ρombe の染色体 (3 . 5， 4 . 6， 5 . 7  Mb) を サ イ ズ

マ ー カ ー と し て い も ち 病菌染色体の大 き さ を 見積 も る
と ， イ ネ い も ち 病菌 IBOS 1-1-1 菌株 ( レ ー ス 003) では，

1 . 5， 3 . 9， 4 . 6， 6， 8， > 10 Mb， シ ナ ダ レ ス ズ メ ガ ヤ い も

ち 病菌では， 1 .  05， 2， 3 . 9， 4 . 8， 5 . 5， 6 . 5， > 10 Mb と

な っ た。 ま た ， 核学的研究か ら い も ち 病菌の染色体数は

n = 6 と さ れて お り ， イ ネ い も ち 病菌で は， PFGE の 6 本

のバ ン ド と 一致 し た 。 ゲ ノ ム サ イ ズ は， い ずれの菌株 も

34 Mb と な っ た 。

表-2 に こ れ ま で に PFGE の手法 に よ り 報告 さ れた植

物病原糸状菌の核型 を示 し た 。 最 も 大 き な染色体は い も

ち 病菌の 10 Mb 以上， 小 さ な も の は大麦黒穂病菌の 170
Kb。 染色体数の最 も 多 い も の は ト ウ モ ロ コ シ黒穂病菌の
20 本， 少 な い も の は炭 そ 病菌ゃ い も ち 病菌 な ど の 6 � 8

本。 ゲ ノ ム サ イ ズ は 8へ-46 Mb の範囲で あ る 。 こ れ は，

DNA 再会合反応速度解析 (Cot 解析， 国永， 私信) や顕

微分光測定法等で得 ら れて い る 値 (9�45 Mb あ る い は
6�30 x 10' daltons) と よ く 一致す る 。 し か し ， すべて の

植物病原糸状菌で PFGE 核型が決定 で き る わ け で は な

い。 例 え ば， 同 じ Phytoþhthora 属菌で も ， P. cactorum， 

P. meg，ωperma， P. boehmeriae の染色体は複数のノ f ン ド

と し て よ く 分離す る が， P. infestans は分離限界 に 留 ま り

分離 し な い (TOOLEY and CARRAS， 1992) 。 顕微分光測定 に

よ る と P. infestans は P. mega司perama の 2 � 5 倍 の 核

DNA を含む と さ れ， 染色体サ イ ズが PFGE の分離限界

よ り 大 き い こ と を 示 し て い る 。

ま た ， P. megaゆerma 菌 株 63 の 染 色 体 DNA は ，

PFGE に よ り 13 のバ ン ド に 分離 し細胞観察 に よ り 得 ら

れた核数 と 一致 し た (TOOLEY and CARRAS， 1992) が， 一

般 に は 同 じ サ イ ズ の染色体が あ っ た り ， PFGE の分離限

界 に 複数 の 染 色 体 が含 ま れ た り す る た め， 実 際 に は

PFGE に よ り 分離 さ れた染色体 DNA の 数 と 細胞学的観

察に よ る 染色体の 数は一致 し な い こ と が多 い。 し か し，

遺伝解析が進んでい る おccharomyces cerevisiae (CARLE 

and OLSON， 1985) ， Aゆergillus nidulans (BRODY and 

CARBON ， 1989) ， Neuroゆora crassa (ORBACH et al. ， 1988) 

の 3 菌種では， PFGE に よ り 分離 さ れた染色体 DNA の

数 と 遺伝学的手法で決定 さ れた連関群の数は一致す る こ

と が判明 し て い る 。 PFGE で分離 さ れ る 染色体サ イ ズ

DNA は， 染色体そ の も の であ る と み て 間違い な い 。

動植物に は， 基本数の染色体 に 加 え て機能の不明 な生

存上必須で は な い短い染色体 [ ア ク セ サ リ ー染色体， 常

染色体 (autosomes， A 染色体) に対 し て B 染色体 (過

剰染色体) と 呼ばれ る ] を持つ も のが知 ら れて い る 。 植
物病原糸状菌 に お い て も ， PFGE で分離 さ れた Nectria

haematococca の 1 . 6 Mb 染色体 ( フ ァ イ ト ア レ キ シ ン を

不活化す る 遺伝子 ρda 1 が座上 し て い る ) (MIAO et al. ， 

1991) ， Cochliobol附 heterostroρhus の 1 . 3 Mb の第 16 染

色体 (TZENG et al. ， 1992) は B 染色体であ る こ と が明 ら

か に な っ た。

V 染色体 DNA の 多型

一般 に ， 核型 は生物種属 に 特有で正 し く 保存 さ れ伝達

さ れ る 。 し か し報告 さ れた植物病原糸状菌 は いずれ も ほ
かの菌類 と 同様に染色体 DNA の サ イ ズ及び数に著 し い
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表 ー 2 PFGE に よ る 植物病原糸状菌の核型

糸状菌 染色体数

Phyto.ρMhora megaゆerma ;;;; 9 
Phyto，ρMhora meg.ωpe門勿d

Isolate 63 13 
Isolate 77 9 

Phytoþhthora cactorτ1m > 6  
Phytoþhthora bohmeriae > 4  
Phor1昭 tracheiþhila 12 
Leþtosþhaeria maculans 

Highly virulent isolates 6�8 
Weakly virulent isolates 12�14 

Seþtoria nodorum 14�19 
Seþtoria tritici 17�18 
Colletotn'chum gloeoゆorioides

Type A 13�15 
Type B 6�8 

F凶'arium oxysþorum 

f. sp. niveum 5�9 
f. sp. ra，ρ，hani 1 1  
f .  sp. congluti問問 8 

Nect円。 haematococca 10�15 
Eη'siþhe graminis f. sp. hordei 孟 7
Cochliobolus heterostroþhus 

Isolate B 30. A 3. R.45 16 
Isolate Hm 540 15 

Biþolaris maydis 8 
Biþolaris 0η'zae ;;;; 8 
Curvularia lunata 7 
Mag制lþorthe g対sea 6�8 
丹市ula巾 oryzae 6 
乃lricularia grisea 7 
Ustiú沼"0 hordei 15�19 
Ustilago maydis 孟 20
Ustilago scitaminea > 17 
Rhizncfonia solani (AG-4) 6 

多型 を 示 し た 。 さ ら に ， 大 き い サ イ ズの染色体 DNA は保

持 さ れて い て ， 比較的短い サ イ ズ の染色体で多型が著 し

い傾向がみ ら れた 。

1 レ ー ス 及 び分化型 と 染色体 DNA 多型

Ustilago hordei の レ ー ス を異 に す る 14 菌株間 の染色

体 DNA の泳動パ タ ン は， そ れぞれ特徴あ る 多型 を 示 し
た。 ま た レ ー ス 8 の一つ の黒穂胞子か ら 減数分裂 を経て

形成 さ れた担子胞子株間 に 多型 は み ら れな か っ た が， レ

ー ス 14 由来の一部の 担子胞子株 に は 多型の分離が み ら

れた (MCCLUSKEY and MIKKS， 1990) 0 Colletotrichum 

gloeoゆorides に は， 宿主範囲や胞子形態等の異な る 二つ

の タ イ プ (Type A 及び Type B) があ り ， Type A 及び
Type B に は そ れぞれ レ ー ス が存在す る 。 PFGE に よ り

染色体の長 さ の ゲ ノ ム サ イ ズ 文献
範囲 (Kb) (Mb) 

1 . 400� > 4 . 000 10 

1 .  800�6 . 800 46 . 5  27 
2 . 500�6 . 100 27 
2 .  600�6 . 100 27 

2 .  700� > 5 .  700 27 
700�1 . 600 20 

390�2 . 150 8 . 6�12 . 7 25 
620�2 . 150 16 . 0�21 . 0  25 
500�3 . 500 30 6 
330�3 . 500 30�32 15 

270� > 6 . 000 24 13 
330� > 6 . 000 19  13  

950�4 . 600 13 . 8�23 . 6  6 
17  
17  

400� > 4 . 000 14 
200� > 800 l 

1 . 300�3 . 700 35 . 8 28 
1 .  400�3 . 300 33 . 8  28 
1 .  550�3 . 300 17 24 
l . 600�3 . 300 24 
l . 200� 3 . 200 24 
900� > 10 . 000 18 

1 . 500� > 10 . 000 > 34 9 
1 . 050� > 10 . 000 > 33 . 8  9 

170�3 . 150 19 . 6�27 . 4  16 
300� > 2 . 000 12 
470�2 . 000 7 
800�3 . 800 1 1 . 6 29 

染色体 DNA は Type A が 13�15 本 に ， Type B が 6
� 8 本に分離 し た 。 染色体 DNA を 大 き さ で maxi-chro

mosome と mini-chromosome の二つ に 分 け る と ， 病原

性の 異 な る レ ー ス 間 で は mini -chromosome の 染色体

DNA の ほ う に著 し い 多型が認め ら れた (MASEL et  aI. ， 

1990) 。 ま た ， Type B の レ ー ス 3 に は 1 . 2 Mb の特有の
バ ン ド がみ ら れた 。 し か し ， こ れ ら の菌 を宿主 に 戻 し接

種 し再分離 し て も 染色体 DNA の分離パ タ ン に 変化 は認

め ら れな い。 こ の こ と か ら 同一菌株の核型 は安定 し て い

る と い え る 。 Fusarium 0.勾Isþorum f. sp. niveum の菌株

間で も 同様の こ と がみ ら れた (KIM et aI. ，  1991 ) 。

2 同一園場 か ら の分離菌の多型

KINSCHERF and LEONG ( 1988) は 多 数の U. maydis 菌株
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を供試 し て染色体 を PFGE で分離 し た 。 菌株間で染色体

の数は非常 に似て い た が， 全 く 同 じ分離パ タ ン の核型 を
も っ系統は得 ら れて い な い。 さ ら に ， 8ψtm匂 tritici では

小麦畑の一区画 (40 m X 40 m) か ら 分離 し た菌株聞 に お
い て も 多型が認め ら れて い る (McDoNALD and MARTlNEZ 
1991 ) 。

3 多型 を起 こ す原因

多 く の菌で染色体 DNA の サ イ ズが変異に富んでい る

こ と が明 ら か に な っ た が， こ の 多型が試料調製時の ア ー

テ ィ フ ァ ク ト に 由来す る の で は な い こ と は， 異な る 試料

調製法， 同 じ菌株由来の異な る 単胞子分離菌 に よ る 反復

し た 試験で も 同ーの PFGE 泳動像が得 ら れ る こ と で確

か め ら れて い る 。 菌類で染色体多型が最初に観察 さ れた
酵母菌では DNA の欠失， 増幅， 転座な どが多型 を も た ら

す 原 因 で あ る と 現 在 考 え ら れ て い る 。 U. hordei 
(MCCLUSKEY and MIKKS， 1990) や S. tritici (McDoNALD and 

MARTINEZ， 1991) では， 相同染色体の大 き さ が， そ れぞれ

100 Kb， 20 %程度異な る こ と が検出 さ れて い る 。 ま た ，

U. maydis では転座に よ る 染色体の突然変異が知 ら れて

い る (KINSCHERF and LEONG， 1988) 0 Candida albica附 で

は， DNA の転座 は ゲ ノ ム に散在す る 反復配列 中の DNA

配列聞の組替 え に よ り 起 こ る と さ れて い る 。 こ の反復配
列 は， PFGE の結果で は菌株 を 問 わ ず同 じ 大 き さ であ っ

た第 5 染色体に だ け み ら れな い。 こ の こ と か ら ， 多型が

生 じ る 原因 と し て ， こ の反復配列 に よ る 組替 え が推定 さ

れて い る (THRASH-BINGHAM and GORMAN ， 1992) 。 こ の ほ

か， 多型の原因 と し て生存上必須でな い B 染色体の関与

も 示唆 さ れて い る 。 減数分裂では， 常染色体 (A 染色体)

と の対合 は な いが， B 染色体 ど う し の対合 は み ら れ る 。
B 染色体は， 分裂時 に不均等分配 を 示 し や す く 多型を生

じ や す い の だ ろ う 。

染色体 DNA の多型， 特に 染色体の長 さ の違い は減数

分裂の際に染色体の対合 に影響 を及ぼさ な い こ と が， 丘

cerevisiae で確認 さ れて い る 。 筆者 も 染色体長多型 を 示

す い も ち 病菌 を 交配 し て得た後代が正常 に生育 し ， 病原

性 も あ る こ と を確認 し て い る 。 病原菌の 自 然集団の核型
は， 大い に変異 に 富 んでい る こ と が想像 さ れ る 。

VI PFGE の応用

1 サザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 連関群の決定及 び遺

伝情報のマ ッ ピ ン グ

PFGE の実験では， 各染色体に特異的な DNA 配列 を

プ ロ ー プ と し て サ ザ ン プ ロ ッ ト を行 え ば， こ れ ま で遺伝

的な方法で し かで き な か っ た連鎖群の対応 も 容易 に で き
る 。 こ の方法 を利用 し て ， 相同染色体 を決定 し ， そ の サ

イ ズが菌株間で比較 さ れて い る 。 ま た ， 種々 の プロ ー プ

を 用 い て 染色体上の情報が どの よ う に配置 さ れて い る か

が 調 べ ら れ， 丹thium ρaroecandrum の rDNA26S は

Phytoþhthora 属菌 の 複数 の 染色体 に 存在 す る こ と がわ
か っ た (TOOLEY and CARRAS， 1992) 。 さ ら に ， C. heterostro

ρhus で は， 16 連鎖群 に 134 の 遺伝 子 座 が 決 め ら れ た

(TZENG et aL， 1992) 0 alb 1 (色素変異 に 関係す る 遺伝子)

は第 l 染色体， rDNA は第 9 染色体， MA Tl (交配 に 関

係す る 遺伝子) は第 10 染色体に そ れぞれ座上 し て い た 。

ま た Tox1 (T 毒素産生遺伝子) が第 6 染色体 と 第 12 染

色体で相互転座 (reciprocal translocation) し て い る こ
と が発見 さ れた 。 そ の ほ か U. maydis (KINSCHERF and 

LEONG， 1988) で も 同様な こ と が調べ ら れて い る 。

2 PFGE に よ る 菌類の分類

PFGE の 手法 を 菌類 の 分類 に 応用 し た 研究例 は ま だ
少 な い。 ナ タ ネ 根朽病菌 (Leþtoゆhaeria maculans) に は

強病原性型 と 弱病原性型があ り ， こ の両者 は生育速度，

胞子発芽， ア イ ソ ザイ ム の違いか ら 別種では な い か と 推

定 さ れて い た 。 両者の PFGE の核型 を比較す る と 両型 は

明 ら か に 異な っ て い た (TAYLOR et aL， 1991 ) 。 種内変異

の 問題は あ る が， 分類基準が少な い菌種では， 有効な分

類手段 と し て ま た は 付加 的 に 使 用 で き る こ と が Col

letotricum 属菌 (MASEL et aL， 1990) や Phytoþhthora 属

菌 (TOOLEY and CARRAS， 1992) で も 示 さ れた 。

そ の ほ か， PFGE 核型 は プ ロ ト プラ ス ト 融合 に よ る 染

色体組替 え の有無， 疑似有性世代 に お け る DNA 伝達 を
調べ る 手段 と し て ， ま た ， フ ィ ン ガー プ リ ン ト 多型が ほ

と ん ど検出 さ れな い病原菌 に お い て は フ ィ ン ガ ー プ リ ン

ト に代わ る も の と し て 病原菌の 圃場での モ ニ タ ー な ど に
使え る だ ろ う 。

お わ り に

PFGE の 開発 に よ り 初 め て 菌類の 染色体単離が可能

と な っ た 。 PFGE の結果か ら 明 ら か に な っ た 染色体の著

し い多型 は， 反復 DNA の 量あ る い は そ れ ら の配置の変

化 に起因す る と 考 え ら れて い る 。 染色体の 多型は， 菌類
が 自 然集団の多様性 を 高 め る こ と で生育環境の変化 に 対

応 し て い る こ と を 示 し て い る の か も し れ な い。 今後，

PFGE の 技術 に よ り 植物病理学の 研究分野 に お い て も
病原菌類の遺伝的解析が進む も の と 期待 さ れ る 。
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1 cm/ 日 以下) : 1 回 : 湛水散布 : 近畿以西の普通期栽
培地帯

テ ニ ル ク ロ ー ル ・ ペ ン ス ル フ ロ ン メ チル粒剤 (NSK 850
D) 

テ ニ ル ク ロ ール 0 . 90%， ペ ン ス ル フ ロ ン メ チ ル 0 . 25%
ク サ メ ッ ツ粒剤 25 (5 . 4 . 28) 
18326 (徳山曹達) ， 18327 (北輿化学) ， 18328 ( 日 本農薬) ，

18329 ( デ ュ ポ ン ジ ャ パ ン)
移植水稲 : 水田一年生雑草及びマ ツ バ イ ・ ホ タ ルイ ・ ウ

リ カ ワ ・ ミ ズ ガ ヤ ツ リ ・ へ ラ オ モ ダカ ・ ヒ ノレ ム シ ロ ・
セ リ ・ 藻類に よ る 表層剥離 : 移植後 5�10 日 ( ノ ビエ
1 . 5 葉期 ま で) : 壌土~埴土 (減水深 2 cm/ 日 以下) : 1 
回 : 湛水散布 : 北海道， 移植水稲 : 水田一年生雑草及
びマ ツバイ ・ ホ タ ル イ ・ ウ リ カ ワ ・ ミ ズ ガ ヤ ツ リ ・ へ
ラ オ モ ダカ ・ ヒ ルム シ ロ ・ セ リ ・ 藻類 に よ る 表層剥離 :
移植後 5�13 日 ( ノ ビエ 2 葉期 ま で) : ;壌土~埴土 (減
水深 2 cm/ 日 以下) : 1 回 : 湛水散布 : 東北

テ ニ ル ク ロ ー ル ・ ペ ン ス ル フ ロ ン メ チル粒剤 (NSK 850 
D ①〕

テ ニ ル ク ロ ー ル 0 . 90%， ペ ン ス ル フ ロ ン メ チ ル 0 . 17%
ク サ メ ッ ツ粒剤 17 (5 . 4 . 28) 
18330 (徳山曹達) ， 18331 (北輿化学) ， 18332 ( 日 本農薬) ， 

18333 ( デ ュ ポ ン ジ ヤ ノ f ン )
移植水稲 : 水田一年生雑草及びマ ツ バ イ ・ ホ タ ル イ ・ ウ

リ カ ワ ・ ミ ズ ガ ヤ ツ リ ・ へ ラ オ モ ダカ ・ セ リ ・ 藻類 に
よ る 表層剥離 : 移植後 5�13 日 ( ノ ビエ 2 葉期 ま で) : 
砂壌土~埴土 (減水深 2 cm/ 日 以下) : : 1 回 : 湛水散
布 : 北陸， 移植水稲 : 水田一年生雑草及 びマ ツ バ イ ・
ホ タ ル イ ・ ウ リ カ ワ ・ ミ ズ ガ ヤ ツ リ ・ ヒ ルム シ ロ ・ セ
リ ・藻類に よ る 表層剥離 : 移植後 5�13 日 ( ノ ビエ 2 葉
期 ま で) : 砂 壌 土~埴 土 (減 水 深 2 cm/ 日 以 下) : 1 
回 : 湛水散布 : 関東 ・ 東山 ・ 東海の普通期栽培地帯，
移植水稲 : 水田一年生雑草及 びマ ツバ イ ・ ホ タ ル イ ・
ウ リ カ ワ ・ ミ ズガ ヤ ツ リ : 移植後 5�13 日 ( ノ ビエ 2 葉

(43ペー ジ に 続 く )
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