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は じ め に

分子生物学 的 手 法 の導 入 に よ り Verticillium 病 (菌)

の研究 に お い て も診断 ・ 系統解析 ・ 種内 の DN A 多型 ・

病原性発現な ど に 新知見が得 ら れつ つ あ る 。昨 年ア テ ネ

で 開催 さ れ た 第 7 回 国 際Verticillium シ ン ポ ジ ウ ム の

話題や こ の分野の現在 ま での知見を含 め 病原菌側のゲ ノ

ム 解 析 (特 に V. dahliae と V. albo - atru mの種 内 の

DNA多型) を中心 に 解説 し た い 。 ま た 昨 年の本 誌6 月

号 に 「植 物 寄 生 性Verticillium属菌 の分 子 分 類J (小
池 ・ 長 尾， 1997) が掲載 さ れ て い る 。DN A診断技術や

系統解析 に つ い て は そ ち ら を参照さ れた い 。

1 Verticillium dahliae var. longisporum 

か ら V. longisporumへ

S TA RK (1961) が ワサ ビ ダ イ コ ン か ら 分離 し た 分生子

の長 径 が 長 い (8 . 2 μm) v. dahliaeの株 をV. dahliae 

var. lo ngiゆoru m と 同定 し て 以来， こ の変種 は 単純に

V. dahliaeの 2 倍体 と 考 え ら れて い た 。 そ の後形態， 生

理学 的 な 性質， 核のDN A 含量 な ど の研 究 が な され，

1994 年 イ ス ラ エル で 開催 さ れ た 第 6 回 国 際 シ ン ポ ジ ウ

ム に お い て ， ロ ン ド ン ・ キ ン グ ス カ レ ッ ジ のHEA LEカt

V. dahliae var. lo ng地oru mは 遺伝子の構造や微小菌核

の形態 がV. dahliae と は 異な る こ と を指摘 し， 単純な

V. dahl:勿eの 2 倍体で は な く 別種 (筆者の記憶に よ る と

ア ブ ラ ナ 科 に 病原性 を示す ので そ の時点 で は V. br.ω， 

sico la) で は な い か と 提 案 し た (小池 ・ 長 尾， 1994) 。

し か し， そ の場 で は シ ン ポ ジ ウ ム 参加者のコ ン セ ン サス

は得 ら れな か っ た 。 そ の後， イ ギ リ ス 王立園芸研究所の

BA RBA RA のグ ル ー プが リ ボ ゾー ム RN A 遺伝子 の領域 を

解析 し ， V. dahliae var. lo ng地oru mのITS 領域 は V.

dahliaeよ り V. albo - atru mに 類似 し て い る こ と ， IGS 

領域 の反復配列の分布様式 は V. albo - atru m， V. dah

f必e， V. dahliae var. lo ngiゆoru mが そ れぞれ 異な る こ

と か ら ， HEALEの提案を支持 し た (M ORTON et al .， 1995 

a， b) 。

Genomic Analyses of Verticillium spp. By Masanori 

KOlKE 
( キ ー ワ ー ド : パーティ シ リ ウ ム 属萄， ゲノム解析)

そ し て ， 昨 年 ア テネ で 開催 さ れ た 第 7 国 際Verticil

liumシ ン ポ ジ ウ ム に お い て ， HEA LE と KA RA PA PA は v.

dahliae var. lo ng:地oru mの( 1 ) Feu!gen や D A PI染色

に よ る 未発芽分生胞子の核の DNA含量， ( 2 ) 分生胞子

の長径， 微小菌核の形成や分生子柄の形態， ( 3 ) ポ リ フ

エ ノ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ (PPO) 活 性， ( 4  ) R A PD 

( Ran dom A mplifie d  P o!ym o rphic DNA s) 解析， ( 5 ) 

ナ タ ネ に対す る 病原性 な ど をV. albo - atru mや V. dah

liae と 比較 し た 。 そ れ ぞれ の項 目 の形 質 を 0， 1 で ス コ

ア リ ン グ し (例 え ば胞子 の長径 は 7 μm 以上 か未満か，

PPO 活性 は あ る か な い か な ど) ， ク ラ ス タ ー分析 と 主成

分分析を行 い 解析 し た 。 そ の結果， V. dahliae var. lo n

gi:ゆoru mは V. albo - atru m， V. dahl:勿e と は 別 のグ ル

ー プを形成 し た (KA RA PA PA et al.， 1997) 。 こ れ ら のこ と

か ら V. dahliae var. lo ng坤oru mをV. lo ng砂oru m

c o mb. n ov . と 種 に 昇格さ せ る こ と を提案 し ， ほ ぽ参加

者全員 が こ れ に 同 意， 以 降 V. lo ng坤oru mを使用 す る

こ と と な っ た ( 小池， 1998) 。

し か し ， BA RBA RA は ， ゲ ノ ム 構 造 は V. lo ng:坤oru m

だが胞子の長径が短い株が存在す る こ と を指摘 し ， ゲ ノ

ム の構成 か ら V. albo - atru m と V. dahliaeの雑種 ( し

か し 単純な 雑種で は な い ) と い う こ と で， 種名 と し て

V. dahlat叩mを提案 し て い る こ と をつ け 加 え て お きた

い (BA RBA RA， 私信) 。

n V. dahliae の DNA多型

V. dahliaeの種 内 の DN A レ ベ ル の変 異を最初 に 報告

し た の は BA RBA RA の グ ル ー プ で あ る (CA RDER et al.， 

1991) 。彼 ら は RFL P 解析 に よ り ， ヨ ーロ ッ パ産 のv.

dahliaeに 大 き く 二 つ の分子型 ( A ， B) が あ る こ と ，

そ の後， さ ら に A を A / 1， A/ 2 に B を B /1， B / 2 に 分

割 し ， ミ ン ト に 宿主 特 異性 が あ る M 型 が 存在 す る こ と

を明 ら か に し た (O KOLl et al.， 1993， 1994) 。 し か し ， こ

れ ら の分子型 と 病原性 と の関連は M 型 をのぞき， 必ず

し も 明 ら か で は な か っ た 。

そ の後， R A PD 法 を用 い た V. dahliaeの解析が 1996

年後半 に 相 次 い で報 告 さ れ た (KOIKE et al.， 1996; 

M ESSNER et al.， 1996 ; RAM SA Y  et al.， 1996) 。 ま ずオ ー ス

ト ラ リ ア ・ シ ド ニ一大学 L YONのグ ル ープ の R A PD 解
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析 に つ い て述べ る (RAM SA Yet a1 .， 1996) 。彼 ら は オ ース

ト ラ リ ア 圏内 のワタ の主要産地 よ り 菌株を収集 し， 品種

に対す る 病原性や， 地域集団 聞で多型が検出 さ れ る か否

か調べた 。 そ の結果， オ ース ト ラ リ ア 産の菌株は二つの

グループに分かれた が， そ のグルーピ ン グ と 地理的な変

異や ワタ に対す る 病原性 と の聞 に 関連性 は 認 め ら れな か

っ た 。 そ の後， 株を増や し て さ ら に 解析 し二 つ のク 。ルー

プの内一 つ に 二 つ のサ プ グ ル ー プが存在す る こ と を示 し

た が， 前報 と 同様， こ れ ら のサ プグループ と 地理的変異

や ワ タ 品 種 に 対 す る 病 原 性 と の関 連性 は な か っ た

(YOUYONG et a1 .， 未発表) 。次 に， オ ー ス ト リ ア 農業大

学 ・応用微生物学研究所 の P RILLlNGERのグループは ド イ

ツ を中心 に 数種の宿主植物か ら 分離 し た 菌株 ( こ れ に は

V. lo ng地oru m も 含 ま れ て い る ) を用 い て ， R A PD 解

析し， バ ン ド の有無に よ る ク ラ ス タ ー分 析 を行 っ た

(M ESSNER et a1 .， 1996) 。 そ の結果， V. lo ngisþoru m と

V. dahliaeが二 つ のグ ル ープ に 大 き く 分 か れ， V. dah

liae内 に 幾つ か のサ プグ ル ー プが形成 さ れた 。 そ のサ プ

グループは ア マ ， ジ ャガ イ モ な ど の分離株のサ プグルー

プ と ナ ス な ど の分離株のサ プ グ ル ープに 分 か れ て い た

が， 彼 ら は， R A PD の多型 と 地理的変 異や 宿 主 と の関

係は な か っ た と し て い る 。

ま た ， 昨 年度ア テ ネ で 開 催 さ れ た 国 際Verticillium

シ ン ポ ジ ウ ム に お い て ， ス ペ イ ン の P EREZ - A RTES ら

(1997) は ス ペイ ン と イ ス ラ エルのワタ の分離株を， ギ

リ シ ャ ・ ベナ キ 農業 ス テ ー シ ョ ン のPA PLOMA TA S ら (1997)

は ギ リ シ ャの菌 株 の R A PD 解 析 を報 告 し た 。P Elmz

A RTES ら に よ れ ば ス ペイ ン のワタ の落葉型 (defoliating，

D) と 非 落葉型 (n on -defoliating， ND) が そ れ ぞれ 区

別 で きる サ プ グ ル ープを形成 し た 。 イ ス ラ エル の ND

型 は こ れ ら のサ プグループに 属さ ず別のサ プグループを

形成 し 地理的 な 変 異が R A PD の多型 に 認 め ら れた と 報

告 し ， オ ース ト ラ リ ア のL YONのグ ル ー プ と は 異な る 結

果 で あ っ た 。 ま た PA PLOMA TA S ら に よ る と ギ リ シ ャの分

離株 は大き く 二 つ のサ プグループに分かれた が， こ れ ら

R A PD のグルーピ ン グ と 地理的 な 変 異や病原性に 何も

関連性 は 認 め ら れ な か っ た。以上示し たよ う に ， 外国 産

株を用 い た ほ と ん ど の R A PD 解析が 混沌 と し た 解釈に

な る のは ， 病原性 な ど の調査をせ ず， オ リ ジ ナ ルのホ ス

ト のみ と R A PD の多 型 で説明 し よ う と し て い る か ら で

は な い か と 筆者 は 考 え て い る 。 し か し， い ず れ の解析

( ク ラ ス タ ー分析な ど) を見 て も ， 共通す る のは大き く 二

つ のサ プグループが存在 し ， そ れ に 合わな い株がい く つ

か検出 さ れ る こ と で あ る 。 これ ら の二つ のサ フ令グループ

は BA RBA RA が グルーピ ン グ し た RFL P - A 型 と RFL P - B

型 (CA RDERet al.， 1991) に対応し て い る のか も し れな い。

日 本 産 株 の R A PD 解 析 は ， 菌 群 (萩 原， 1990 ; 

HORIUCHI et a1 .， 1990) が明 ら かにな っ て い る 株を含 ん で

行われた (KOIKEet al .， 1995， 1996 ;小池 ・ 長 尾， 1997) 。

そ の結 果， A 群 ( ナ ス 系) と C 群 ( ピ ー マ ン 系) は

D NA レ ベ ル で は分 け ら れ な か っ た が， ト マ ト に 病原性

のあ る B 群 ( ト マ ト 系) と は 区別 で きた 。 な お か っ こ

れ ら 半 数 体 のV. dahliae ( A か ら C 群) は， D 群 ( ア

ブ ラ ナ 科系， V. lo ngi，ゆoru m) と は 異な っ た R A PD の

パタ ーン を示 し た 。 次 に ， BA RBA RA のグル ープが開発 し

た RFL P 型を特異的 に 検 出 す る PCR のプラ イ マ ー を用

い て ， こ れ ら の株 を解 析 し た と こ ろ ， A 群， C 群 は

RFL P-B 型 に ， B 群 は RFL P- A 型 に対応す る こ と が明

ら か に な っ た (CA RDERet a1 .， 1994 ; KOIKE et al.， 1997) 。

さ ら に ， 栄 養体親和性 (Vegetative C o mpatibiIity 

Group s; VC Gs) と の関係を見 る と ， A 群， C 群 は，

VC GJ 1 と VC GJ 3 そ れ ぞれ に 含 ま れ， B 群 ( ト マ ト 半

身萎 ち ょ う 病抵抗性 品 種 に 病原性 を示 す レ ース 2 も 含

む) は VC GJ 2 に 属 す る こ と が 明 ら か に な っ た

(WA KA TA BE et a1 .， 1997 ; N A GA O  et aし1997) 。 ま た ア メ リ

カ 産のVC Gs標準株 (J OA QUIM and R OWE， 1990) と の関

連も 最近解析 さ れ (E BIHA RA et a1 .， 1998 ;表1， 図 -1) ，

VC GJ 1 と VC GJ 3 は VC G2 B と ， VC GJ 2 は VC G2 A

と 親和性を示 し ， 新 た に 検出 さ れた VC GJ 4 (福島産の

B 群な ど) は VC G4 A / B と 親和性を示 す こ と が わか っ

た 。 ま た D OBINSON ら (1998) は ， カ ナ ダ ・ オ ン タ リ オ

州産 の ト マ ト に 病原性を示 す 菌株 が VC G2 A ， VC G4 

A / B に 属す る と い う E BIHA RA ら の日 本産株のデータ と

同様な結果を報告 し た 。 こ のよ う に ト マ ト に対す る 病原

性 と VC Gsのグ ル ー ピ ン グ に 関連性が 認 め ら れ た 。現

在， 筆者 ら は 主 要 な 菌群以外の日 本産株 (エダマ メ 系や

E 群， ト マ ト ・ ピ ーマ ン 系) の VC Gsに よ る グ ル ー ピ

θ

 

図-1 日本産と アメリカ産Verticillium dahliae の 栄養

体親和性グループ(VCGs)の関係(EBIHA RA et 

al . 原図)
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表-1 日 本産Verticillillll! 1iJ!.菌の 菌群(系統) とヨーロッパ の RFLP型， アメリカVCGs様
準株と の 関係

菌群・ 系統 ]apanese帥 Ellropean") β-tllblllinC) VCGsd) VCGsC) 

RAPD type RFLP type haplotype ( 日 本) (USA) 

V. dahliae 
A， C B a， b ] 1， J 3 28 
B II A c J 2， J 4 2 A， 4 A/8 

V. longisþo門1m
D 111 D a nd nd 

V. albo-arum 
アJレファノレファ IV L E J 01 01 
ジャガイモ V N L  J 02 02 

叫: KOI KE et al. (1996) ， 叫 : KOI I <[ et al. (J 997) ， 叫 KOI KE et al. (未発表) ， d) : N A GA O  et 
al. (]997) ，杉本 ら(]998) ， W A KA TAI lE et al. (1997) ，  c) : ]OA QUIM and ROIVE (]990) ， CORELL 
et al. (1988) 

ン グ (NA GA Oet al.， 1998 a， b) や これ ら の株 と アメリカ
産の VC Gs を 含 め たDN A 多 型 の 解析 を 行 っ て い る 。
こ れ ら の解析を行う こ と に よ り ， 病原性や栄養体親和性
レベルの種内 の ミ クロ な進化メカ ニズム を さ ら に明 ら か 1000 bpー+

に した い と 考 え て い る 。 500bp -ー

皿 V. albo-αtrumのDNA多型

1000 bp一軒

500 bp-ー

「一一アルフアノレプア系一一「下ジャガイモ系1

5仰3AI

「一一アノレフアルファ系一一"ジャガイモ系「

CfoI 

353 

_940bp 
『ー-850bp 

_240bp 
司ーー230bp 

.___890 bp 
+ー-870bp 
竺一-510 bp 
----470 bp 

V. albo - atrumも最初 BA RBA RA の グノレープ に よ り ，
RFLP 解析が な さ れ ， 彼 ら は ヨ ー ロ ッ パ産 の 株 を L 型
(Lucerne ， ア ルフアルファ分離株) と NL 型 (非 アJ レ
フアルファ分離株) と に分けた (CA RDEll et al.， 1991; 
OKOLl 巴t al.， 1993) 。 そ の後B.�RA SUBI YE et al. ( 1995) に
よ り カ ナダ産株のRA PD分析の報告 が さ れた。 彼女 ら
は カナダ各地お よ びアメリカ 起源の ア ルフアルファ と ジ
ャ ガイ モ分離株 を 用 いRA PD分析 し た。 そ の結果 ， ア
ルフアルファ と ジ ャ ガイ モ分離株 は 異 な る RA PDの パ
ターン を示した。 そ し て ， 筆者 ら は 日 本産の株につ い て
(KOIKE et al.， 1996) ， HEA LEの グループもヨ ー ロ ッ パ産
の株に つ い て ほぽ同様な結果 を報告 し て い る ( 1997) 。

図-2 Verticillù川! albo - atntm の リ ボ ゾームRNA巡
伝子 の lGS領域(2.1 kbp) を Sau3AI と Cfolで
処理した と きの RFLPパター ン (杉本原図)

さ ら に BA RIlA RA のRFLP 型特異的プラ イ マ ー を 用 い て
解析 し た と こ ろ ， 日 本 産 株 の ア ル フ ア ル ファ 系 は は な い。
RFLP-L 型 に ， ジ ャ ガ イ モ系 はRFLP-NL 型に対応 し ま た ， カナダ・ゲルフ大学のROBBの グループは形態
て お り (KOI KEe t  al.， 1997 ， 表 1 ) ，リボゾームRN A造 学的 に はv. albo - atrumで あ る が ，リボゾ ー ムRN A
伝子 のIGS Onte rgenic space r) 領域 のRFLP でも明 追伝子のITS領域 のDN A塩基配列の違い に 基づ き ，
確なバ ン ド パ タ ー ンの違いが認め られた (図-2) 。 彼女 ら が開発 し た 玖albo- at1'umを特異 的 に 検出 す る

V. albo-atrumの栄養体親和性 に つ いて はアメリカ 産 プラ イ マー に よ る PCR反応では検出 で き な い株 を 見 い
(C ORRELL et al.， 1 988) ヨ ー ロ ツパ産 (RA TA J-GUI IA NOW S KA だ し た。 こ れ ら の株のITS領域 のDN A塩基配列 を 解
et aJ.， 1995) ， 日 本産 (杉本 ら ， 1998) に つ い て報告が 析 し た と こ ろ ， V. albo - atrum と は異 な り v. tricorþus 
あ り ， V. dahliae の よ う に複雑では な く ， ア ルフアルフ に 類似 し て お り ， こ の 系統 を V. albo - atrum sub-
ァ分離株 (系) と ジ ャ ガイ モ分離株 (系) でそれぞれ1ク寺ル gro up 2 [v. a. a. 2J と 命名 し た。 彼女 ら はV. tricoゆ附
ー プの明確な VC Gsが存在 し て お り ， 現在 ま での と こ のリボゾーム領域 の遺伝子が ( v. albo - at1"Um と V
ろ それぞれの VC Gs に サブ グ ル ー プが あ る と い う 報告 的ωゅω聞の) 擬似有性生殖の結果 ， 遺伝的組換え を
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生 じ V. a1bo - atru mに 取 り 込 ま れた のがV. a. a. 2 で は

な い か と 考 え た (R OBB et al.， 1993) 。 し か し， こ れ ら の

系統は， ITS 領域だ け で な く ， R A PD 解析や他のD NA

領域で も V. tricoゆ闘 に 類似し て い る こ と が明 ら か に な

っ た (KOIKEet al.， 1998 ; KOIKE et al.， 未発表) 0 V. a. a. 2  

も V. tricoψ附 も 日 本 で は発生の報告が な く ， 実物 を使

つ て の実験 は できな い ので推測の域 を 出 な い が， 筆者 は

V. tricoゆ附 が厚膜胞子形成能 と 微小菌 核形成能 を 2 段

階で失 っ た 系統がV. a. a. 2 で は な い か と 考 え て い る 。

そ れぞれの形質が一つ の遺伝子で支配 さ れて い る と 考 え

る のは難 し い か も し れ な い が， も し か し た ら 厚膜胞子形

成能や微小菌核形成能のう ち 一 つ を 失 っ た 中 間型がV.

tricoゆus と V. a. a. 2 の発生 し て い る カ ナ ダ， ヨ ー ロ ッ

パの大地で眠 っ て い る か も し れ な い 。

お わ り に

以上， 主 要 なVerticilliu m属菌 (V. a1bo- atru m， V. 

dah1iae， V. 1m留地oru m) のゲ ノ ム 解析 に つ い て述べて

きた 。今回 は病原性遺伝子や抵抗性遺伝子の解析 に つ い

て は 記 さ な か っ た 。 し か し ， DOB INS ONが V. dah1iaeの

形質転換系を (D OB INS ON， 1995) ， BA RBA RA のグ ル ー プが

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ と V. dah1iaeの感染系を 開発 し て 以来

(T AB RETT et al.， 1995) ， 諸外国の研究室や千葉大学の雨

宮 のグ ル ー プが， V. dah1iaeの病 原性 に 関連 す る 遺 伝

子， レ ー ス 2 に特異的 に 発現す る 遺伝子や ト ラ ン ス ポ ゾ

ン様因子の解析 を 着々 と 進行 さ せ て い る (D OB INS ON， 私

信 BA RB ARA， 私 信 ; 宇 佐 美 ら ， 1997， 1998 ) 。 ま た

Verticilliu m属菌の数 あ る 宿主のう ち ， 唯一の真正抵抗

性遺伝子で あ る ト マ ト のVe遺伝子 (半身萎 ち ょ う 病抵

抗性遺伝子) が ク ロ ー ニ ン グ さ れ る のも 時間の問題であ

ろ う (KA WCHA Ket al.， 1998) 。

本稿 を記す に あ た っ て ， 未発表の原稿， 印刷 中 の論文

お よ び電子 メ ー ル に よ る 新規の情報 を 提供 し て い た だ い

た BA RBA RA 博 士 ( イ ギ リ ス 王 立 園 芸研究所) ， D OB INS ON 

博士 ( カ ナ ダ農務省 ロ ン ド ン ス テ ー シ ョ ン ) ， L YON博士

( オ ー ス ト ラ リ ア ・ シ ド ニ一大学) に 感謝す る 。 ま た 日

本産V. dah1iaeのVC Gs と 米国標準 VC Gs と の関係図

の利用 を快 く 承諾 し て い た だ い た 海老原克介氏 (千葉県

暖地園芸試験場) ， お よ び原稿 に 関 し て 有益な コ メ ン ト

を い た だ い た 長 尾英幸博士 (千葉大学園芸学部) に 深謝

す る 。
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