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現在， 昆虫 に 病原性 を 示 す糸状菌 は 表 1 に 示す と お

り ， 多 く の国 に お い て害虫防除 に 用 い ら れて い る 。 我が

国 に お い て も 見虫病原性糸状菌 は 1940 年代 に コ ガ ネ ム

シ類あ る い は カ イ コ ノ ウ ジパエ の 防除 に 用 い ら れ， 輝か
し い成果 を残 し て い る 。 ま た ， 最近で は キ ボ シ カ ミ キ リ ，

イ ネ ミ ズ ゾ ウ ム シ の 防除試験が行わ れ， そ の実用化への

研究が着々 と 進め ら れて い る 。 と こ ろ で， 害虫紡除に用

い ら れ る 糸状菌の見虫 に対す る 病原力 は種内 に お い て も

著 し く 異な る こ と が多 く ， 有効な菌株の選抜が糸状菌 に

よ る 害虫防除の成否の カ ギ を援っ て い る と い っ て も 過言

で は な い。 昆虫 に対す る 病原力 を支配す る 要因分析 も 数

多 く 行わ れ， そ の要因の候補 と し て プロ テ ア ー ゼ産生能，
毒素あ る い は発芽速度な どが指摘 さ れて い る が， い ま だ

不明の点が多 い。

上述 し た よ う に 害虫防除への応用研究が盛ん に行われ
る 中で こ れ ら 糸状菌の遺伝学あ る い は育種に関す る 研究

も 地道 に行わ れて き た 。 し か し， 有効な糸状菌の多 く が

不完全菌類に属す る こ と ， 遺伝学的分析 に利用 で き る 突

然変異株が少な い こ と な ど に よ り ， 依然 と し て そ の遺伝

学的情報は少な い。 事実， そ れ ら の ゲ ノ ム に 関す る情報

では黒 き ょ う 病菌 (Metarhizium anisoPliae) の染色体数

が準有性生殖環 と 8 種の突然変異株 を 用 い て 5 本以上 と

推定 さ れて い る の みであ る (MAGOON and MESSING-AL

AIDROOS， 1986) 。 最近に な り 同糸状菌の形質転換系 あ る い

はパルス フ ィ ー lレ ド 電気泳動 (PFGE) 法 に よ る 染色体

表 ー 1 主な昆虫病原糸状菌の市販製剤名

菌 種 名 製 剤 名 主 な対象害虫

Beauveria b，国�/a加 I Boverin ，  B i o t r o l l コ ロ ラ ド ハ ム シ，
FBB イ ラ ク サ ギ ン ウ ワ パ

な ど
Mefarhizium ani5o- 1 M e t a q u i n o ，  B i o  I ア ワ フ キ ム シ，

ρliae 1 1020， Biotrol FMA 1 ヨ コ バ イ 類な ど
Hir5utella thomp・ 1 Mycar ミ カ ン サ ビ ダニ

50n!! 

Verticillium leca- I Vertalec， Mycotol ，  1 オ ン シ ツ コ ナ ジ ラ
nii 1 Microgermin ミ ， ア プ ラ ム シ な ど

Asche悶onia aleyr- I Aseronija 
odis 

ミ カ ン コ ナ ジ ラ ミ

Electrophoretic Karyotyping of Insect Pathogenic FungL 
By Susumu SHIMlZU 

DNA の分離 な どが報告 さ れ は じ め， 徐々 に そ れ ら の分
子生物学的研究 も 進み つ つ あ る (BERNIER et al. ， 1989 : 

SHiMlZU et al. ， 1992) 。 染色体 DNA が PFGE で分離で き

れば染色体数あ る い は ゲ ノ ム サ イ ズ は も と よ り 染色体 レ
ベルでの遺伝子解析が可能 に な り ， 組換 え DNA 技術 と
の組み合わせ に よ り ， 遺伝子地図の作成あ る い は有用遺
伝子の ク ロ ーニ ン グ な ど に も 利用 で き る と 思わ れ る 。 ま
た ， 病原力 を左右す る 因子の解析に も 利用 で き る 可能性

も あ る 。 そ こ で， PFGE に よ る 昆虫病原性糸状菌の核型

分析の現況 と 応用 に つ い て 紹介す る 。

パル ス フ ィ ー ル ド電気泳動 (PFGE) 法
に よ る 核型分析

PFGE 法 は 100�10 000 Kbp (10 Mbp) の DNA が分

離 で き ， DNA 含 量 の 少 な い 下等真核生物 で は 染色体

DNA を そ の ま ま 分 け る こ と が可能で あ る 。 PFGE で分

け ら れ る DNA が別々 の 染色体 に 対応 す る と い う こ と

は， 遺伝学的に解析の進んでい る 酵母や ア カ パ ン カ ビ の

場合 に は疑 い の余地 は な い。 新 し い微生物 を PFGE で解

析す る 場合 に ま ず問題 に な る の は染色体サ イ ズ の DNA
を壊 さ ずア ガ ロ ー ス 内 に 調整す る こ と であ る が， 幸い多

く の昆虫病原性糸状菌 の プ ロ ト プラ ス ト の作製法 は確立

さ れて い る の で， プ ロ ト プラ ス ト を精製後ア ガ ロ ー ス 中

で固化 さ せ る (清水・ 栗栖， 1988) 。 未精製プ ロ ト プラ ス

ト を使用 す る と ス メ ア ー の部分が多 く な る 傾向があ る 。

そ の後， 常法 に 従 い 0 _ 5 M EDTA 存在下で 1 % SDS 及

びプロ テ ナ ー ゼ K を処理 し サ ン プル を調整す る 。

現在 ま で様々 の PFGE 装置が開発 さ れて い る が， こ こ

で は counter - clamped homologous electric field 

(CHEF) を 用 い た例 を 紹介す る 。 見虫病原性糸状菌の染

色体 は酵母の そ れ よ り か な り 大 き い の で電気泳動条件 は

低い電圧 (40 V) で 7 �10 日 間の長い時間 を か け， ア ガ

ロ ー ス 濃 度 も 0 _ 6 % と 低 く お さ え パ ル ス タ イ ム も

30�100 分 と 長 く す る 。
赤 き ょ う 病菌 (Paecilomyces ルmosoroseus) と 黒 き ょ

う 病菌の泳動結果 を表ー2 に示す ( 口絵写真参照) 。 サ イ ズ
マ ー カ ー と し て市販の Schizosaccharomyces ρombe 及 び

Saccharomyces cerevis必z の染色体 DNA を 用 い た 。 黒 き
ょ う 病菌 5 株は そ れぞれ 7 バ ン ド に分離 さ れた 。 ま た ，
赤 き ょ う 病菌 4 株は 6 バ ン ド に分離 さ れた 。 し た が っ て ，
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表 - 2 PFGE 法 に よ る 黒 き ょ う 病菌 と 赤 き ょ う 病菌の
染色体 DNA の大 き さ の推定

黒 き ょ う 病菌
菌種名

赤 き ょ う 病菌

分離菌株 分離菌株
ノ f ン ド No F 1  F 2  F 3  F 5 8556 F 1  P 1  522 8555 

7 . 4  7 . 4  7 . 4  7 . 4  7 . 4  7 . 7  7 . 8  7 . 8  7 . 7  

2 6 . 2  6 . 2  6 . 2  5 . 8  6 . 2  5 . 3  5 . 3  5 . 2  5 . 4  

3 5 . 6  5 . 9  5 . 4  4 . 6  4 . 8  4 . 8  4 . 8  4 . 7  4 . 8  

4 4 . 5  4 . 5  4 . 3  4 . 0  4 . 3  3 . 8  3 . 8  3 . 7  3 . 8  
5 3 . 3  3 . 3  4 . 0  2 . 9  3 . 9  3 . 3  3 . 1  3 . 1  3 . 1  
6 2 . 3  2 . 0  2 . 9  2 . 6  3 . 0  3 . 2  2 . 8  3 . 0  3 . 0  
7 1 . 6  1 . 6  2 . 1  2 . 3  2 . 6  

合 計 30 . 9 30 . 9 32 . 3 29 . 6 32 . 1  28 . 1 27 . 6 27 . 5 27 . 8 Mbp 

黒 き ょ う 病菌の染色体は 7 本， 赤 き ょ う 病菌 の そ れ は 6

本 と 推定 さ れ る 。 表-3 に著者 ら が推定 し た 昆虫病原性糸

状菌の ゲ ノ ム サ イ ズ と 染色体数な ら びに遺伝学的研究の

進んでい る ほかの菌類の そ れ ら を 示 し た 。 こ こ で問題に
な る の は， サ ン プル内 で分離 さ れず、に残 っ て い る 巨大な

DNA の存在であ る が， 黒 き ょ う 病菌， 赤 き ょ う 病菌 に お

い て 泳動 さ れな い よ う な巨大な DNA が存在す る 可能性

は低い と 思わ れ る 。 表 3 に 示 し た よ う に 糸状菌の ゲ ノ ム

サ イ ズ は Aゆergillus nidulans， A.  oryzae 及びア カ ノ T ン

カ ビ (Neuro.司pora crassa) でそ れぞれ 31， 33 . 5 及び 47

Mbp と 報告 さ れて い る が， そ の 中でア カ バ ン カ 区の値は
サ イ ズ マ ー カ ー で あ る s. ρombe の 染色体 DNA の 大 き

さ を大 き く 見積 っ て算出 し で あ る の で， 実際に は こ れ よ

り か な り 低い値に な る も の と 思わ れ る 。 こ れ ら の結果 を

踏 ま え る と ， か り に 10 Mbp 以上の染色体 DNA が残 っ

て いた と す る な ら ば， い ま ま で報告 さ れて い る 糸状菌ゲ

ノ ム サ イ ズ の範 中 を 大 き く 上 回 る こ と に な る か ら で あ

る 。

上述 し た よ う に 昆虫病原性糸状菌の染色体数及びゲ ノ
ム サ イ ズの推定 は PFGE に よ り 可能 に な っ た が， 次に興

味が も た れ る の は種内 に お け る 染色体数な ら びに そ れ ら

の大 き さ の変異であ る 。 表-2 に 示 し た よ う に黒 き ょ う 病

菌の ゲ ノ ム サ イ ズ は 5 株で ほ ぽ 30 :t 2 Mbp の 範囲 に お

さ ま る が， そ れぞれの染色体 DNA の長 さ は著 し く 異 な

る 。 例 え ば第 7 染色体 DNA の長 さ は F1， F2， F3， F5 及

ぴ 8556 株でそ れぞれ 1 . 6， 1 . 6， 2 . 1， 2 . 3 及び 2 . 6 Mbp 

と 推定 さ れ る (表-2， 口絵参照) 。 ほ か の 染色体 DNA バ
ン ド に 関 し で も 同様な現象が認め ら れ， ま た黒 き ょ う 病

菌 と 同様 に 宿主範囲 の 広 い Beauveria bassiana に お い

て も 染色体の長 さ の多型性が認め ら れ る 。 し か し な が ら

比較的宿主範囲の狭い Paecilomyces 糸状菌 (赤 き ょ う 病

表 - 3 見虫病原性糸状菌 と そ の ほ か の 糸状菌の ゲ ノ ム サ
イ ズ と 染色体数

PFGE で推定 さ れた リ ン ケ ー ジ
菌種名 ゲ ノ ム サ イ ズ 染色体数 グ ルー プ数

B. b側iana 28 . 4 (Mbp) 5�6 つ

P. fumosoroseus 27 . 8  6 ? 

P. farinosus 28 . 9  6 ワ

M. anisopliae 30 . 1  7 5 以上

A. nidu/ans 31 8 8 

A. oηIzae 33 . 5  8 ? 
J収 crassa 47 7 7 

菌及 び P. farinosus) の 電気泳動的核型 は そ れ ぞ れの種

内 に お い て酷似 し て い る 。 見虫病原性糸状菌 に お 砂 る 研
究例 は少な いが， 植物 に病原性 を も っ 糸状菌の研究 で は

電気泳動的核型の変動が大 き い種 は RFLPs (restriction 

fragment length polymorphisms) 分析に お い て も 変動

が大 き い (MACDoNALD and MARTINEZ， 1991) 。 つ ま り ， 遺

伝的変異幅が広 い こ と を意味す る 。 こ の こ と を 昆虫病原

性糸状菌 に あ て は め た 場合， 黒 き ょ う 病菌 及 び B. bas. 

siana の染色体多型性 と そ れ ら の 広 い宿主域 と は 関連あ

り そ う で， こ の点での今後の研究が期待 さ れ る 。

次 に 同 じ く ら い の長 さ の染色体が同 じ種類の遺伝情報
を有す る か ど う か， ア カ バ ン カ ピ の rDNA と β tubulin

遺伝子 を プロ ー プ と し て 用 い た サザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼー

シ ョ ン を赤 き ょ う 病菌， P. farinosus 及 び B. bassiana で

行っ た ( 口絵写真参照) 。 電気泳動核型が比較的類似 し て
い る 赤 き ょ う 病 菌 に お い て も rDNA な ら び に β 

tubulin 遺伝子 の マ ッ プ さ れ る 染色体 は 必ず し も 同一 で

は な い。 す な わ ち ， β tubulin がマ ッ プ さ れ る 染色体 は

Fl 及び 8556 株では第 1 と 第 6 染色体であ る が， F1 株で

は第 1 ， 第 3 及 び第 6 染色体 に マ ッ プ さ れ る 。 ま た ，

rDNA がマ ッ プ さ れ る 染色体 は Pl と 8555 株で は 第 2

染色体であ る が， F1 株 に お い て は第 1 及 び第 2 染色体ノ f

ン ド に マ ッ プさ れ る 。

一方， 電気泳動的核型 の 変異が大 き い B. bassiana の

各株に rDNA を マ ッ プ し た模式図 を 図-1 に 示す。 こ の

場合， rDNA がマ ッ プ さ れ る 染色体 DNA バ ン ド は株 ご

と に極端に 異 な る 。 例 え ば F1 株で は第 5 バ ン ド に マ ッ

プ さ れ る の に対 し 8807 株で は 第 1 バ ン ド に マ ッ プ さ れ
る 。 な お ， P. farinosus の場合 に は rDNA 及 び βーtubulin

遺伝子がマ ッ プ さ れ る 染色体の株聞の相違は認め ら れな

か っ た 。 こ の こ と は， 電気泳動的核型の類似 し て い る 種

に お い て は 同一遺伝子が同 じ く ら い の 大 き さ の染色体に

必ず し も マ ッ プ さ れ る と は 限 ら ず， 核裂の変異の大 き い

種に お い て は 同一遺伝子が存在す る 染色体 は か な り 異な
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図 - 1 B. bass匂聞 に お け る rDNA の物理的マ ッ ピ ン グ

る こ と を意味す る 。 た だ し， B. bassiana の rDNA の塩基
配列 自 身 は種内 に お い て か な り 保存 さ れて い る と い う 報

告があ る 。

今 ま で昆虫 に病原性 を も っ 糸状菌の核型の変異幅が著

し い例 は報告 さ れて い な い が， 著者 ら の研究 に よ れば黒

き ょ う 病菌及び B. bassiana の核型 は分離株 ご と に 異 な

る 。 同 じ よ う な現象 は人聞 に病原性 を も っ Candida al. 
bicans に お い て も 認め ら れて い る 。 つ ま り ， C. albicans 

で も 分離株 ご と に電気泳動的核型 は異な り ， さ ら に コ ロ
ニー形態の変化 を伴 う 自 然突然変異株で は染色体 レベル

(電気泳動的核型) の変化 (再編成) が起 こ っ て い る と 報

告 さ れて い る (RUSTCHENKO-BULGAC， 1991) 。 し か も ， 株に

よ っ て は コ ロ ニ ー形態の 自 然突然変異 は か な り の確率

(1 . 5  %以上) で起 こ る 。 し た が っ て ， こ の よ う な分離株

に お い て は染色体 レベルで遺伝子の再編成がか な り の速

度で起 こ っ て い る こ と を意味 し ， 同様な こ と が昆虫病原

性糸状菌 に お い て も 起 こ っ て い る 可能性があ る 。

黒 き ょ う 病菌 と B. bassiana の分離株全体で み れ ば宿

主域 は広いが l 株 l 株の あ る 昆虫 に対す る 病原性あ る い
は病原カ を みた場合に は株 ご と に著 し く 異な る 。 一般的

に は そ の糸状菌が分離 さ れた 昆虫 に対 し て は最 も 強い病

原力が認め ら れ る 。 ま た ， 鱗麹 目 昆虫 と 鞘麹 目 昆虫か ら
分離 さ れた B. bωsiana の 生化学的性状 は そ れぞれ異 な

る こ と か ら ， MUGNAI ら ( 1989) は 宿 主特異 系統 (host

specific strain) の存在 を 主張 し て い る 。 つ ま り ， 宿主昆
虫域の 広い黒 き ょ う 病菌 な ら び に B. bassiana に お い て
は宿主昆虫 に適応す る 能力が高 く ， そ れ と 同時に そ の核
型 も あ る 程度変化 さ せて い る と 考 え ら れ る 。

と こ ろ で， B. bassiana は い く つ も の種の集団 と も 考 え

ら れ る が， 病原性に 最 も 関係 し て い る と い わ れて い る プ
ロ テ ア ー ゼ は種内 の ど の 菌株 も 血清学的 に は 同 一 で あ

り ， B. brongniartii の あ る 系統， 黒 き ょ う 病菌， あ る い

は赤 き ょ う 病菌 な ど の プ ロ テ ア ー ゼ と は異 な る こ と が判

明 し て い る 。 ま た ， ミ ト コ ン ド リ ア (mt) DNA の変異幅

も か な り 大 き い こ と がわ か っ て い る が， そ の分類に は よ

り 詳細 な菌株比較が必要 と 思わ れ る 。

お わ り に

見虫病原性糸状菌 に お い て は い ま だ遺伝子が ク ロ ー ン

化 さ れて い な い の で， 今す ぐ遺伝子の連闘 を みた り 遺伝

子地図 の作成 に は利用 で き な いが， 現段階で も 電気泳動

的核型分析は菌株の識別 に は有力 な手法だ と 思わ れ る 。
染色体上の広範囲 に散在 し て い る 遺伝子及 び染色体の解

析に は PFGE の果た す役割 は大 き し 今後見虫病原性糸
状菌の分類な ら びに育種に も 利用 さ れ る 手法だ と も 考 え

ら れ る 。 ま た ， こ れ ら 糸状菌 は害虫 の 防除 に 有効であ る

と 同時に， 寄主一寄生の共進化の問題に遺伝子の再編成

と い う 新 し い研究課題 を提供す る か も し れ な い。
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