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第 1 章 総合序論 

 

Fusarium oxysporum 種複合体は、世界中の広範囲の土壌中に生息するアナモルフ

菌で、様々な種類の作物に感染し病害を引き起こすことから、農業上重要な土壌伝染性

病原菌である。また、F. oxysporum の中には植物に病害を起さないものやエンドファ

イトとしてふるまう菌株も存在する。F. oxysporum は 120 種以上の植物に病害を引き

起こすにもかかわらず、それぞれの菌株の宿主範囲は狭く、1 つの植物種またはその近

縁種しか侵すことができない（Armstrong and Armstrong 1981）。それらの菌株はそ

の宿主特異性に基づいて分化型（forma specialis）に分類される。それゆえ、F. 

oxysporum の分化型を形態のみで分類することはできない。さらに、ある分化型にお

いて、宿主植物の品種に対する病原性が異なる菌群が存在する場合には、それらはレー

ス（race）として細分化される。この品種特異性は遺伝子対遺伝子説に基づくもので、

植物品種の抵抗性（R）遺伝子と菌株レースの非病原力遺伝子（avr）遺伝子が対応し

た場合に抵抗性反応が起こり、対応しない場合はすべて感受性反応となる（Joosten and 

De Wit 1999）。 

タマネギ（Allium cepa L.）は、世界中で栽培され、経済的に重要な野菜の一つであ

る。2012 年には世界で 8200 万 t 生産されており、日本でも 110 万 t 生産されている

（FAOSTAT 2012）。ネギ（A. fistulosum L.）もタマネギと同様 Allium 属に属する野

菜で、主に日本や中国などの東アジアで栽培されている（Inden and Asahira 1990）。

日本では、ネギは薬味などに利用され日本料理には欠かせない野菜で、年間に 42 万 t

生産されている（FAOSTAT 2012）。ネギは、年間を通して需要があることから、全国

各地で周年栽培が行われている（Dissanayake et al. 2009b）。わが国におけるタマネギ

の作付面積は 24,900 ha、ネギの作付面積は 23,000 ha で、それぞれ主要野菜の作付順

位の 6 位と 7 位を占める（FAOSTAT 2012）。 

タマネギおよびネギの栽培においては、他の野菜と同様にさまざまな病原菌の攻撃

を受ける。その中で最も重大な損失をもたらす病害の一つとして、タマネギ乾腐病とネ

ギ萎凋病が挙げられる（児玉 1977, 1983; Dissanayake et al. 2009b）。タマネギ乾腐病

とネギ萎凋病はともに F. oxysporum f. sp. cepae （FOC）によって引き起こされる（児

玉 1977; 高桑ら 1977 ; Dissanayake et al. 2009b）。タマネギ乾腐病の発生は、苗床ま

たは本畑での栽培中、および収穫後の貯蔵中のいずれの期間においても見られる

（Schwartz and Mohan 1995）。タマネギ乾腐病の症状は、地上部においてはまず下葉
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から湾曲、黄化しはじめ、最終的には萎凋し枯死する。また、地下部においては盤茎部

の褐変に加えて根が枯死し、症状の激しいものでは盤茎部が消失する。このような植物

体は出荷することが困難であり、大きな経済的損失を引き起こす。また、栽培中に発病

しなくても、栽培中に本菌を保有したタマネギ鱗茎は貯蔵中に発病する場合がある。ネ

ギ萎凋病の症状もタマネギ乾腐病と同様に、まず下葉から黄化しはじめ、葉の壊死、萎

凋を経て最終的には枯死に至る。FOC は土壌から根または盤茎部を介して植物体内へ

侵入する（児玉 1983）。タマネギ乾腐病およびネギ萎凋病の防除法としては抵抗性品種

の利用、輪作、太陽熱または殺菌剤を用いた土壌消毒、生物農薬などが挙げられる

（Cramer 2000）。 

近年、わが国では夏期の高温および豪雨が全国各地で起こるようになっているが、

このような気象変化はネギおよびタマネギの病害発生にも大きな影響を及ぼしている。

ネギ萎凋病に関しては、夏期の高温が特に顕著になった 2006 年以降、全国各地で被害

が目立ちはじめた（Dissanayake et al. 2009b）。また、タマネギ乾腐病は 2010 年頃か

ら主要産地である北海道で夏期に大発生するようになり、甚大な被害をもたらしている。

このようなことから、ネギ萎凋病およびタマネギ乾腐病に対する抵抗性品種の育成・普

及が緊急の課題となっている。 

ネギ萎凋病およびタマネギ乾腐病に対する抵抗性品種を育成するためには、圃場に

存在する FOC の菌群分化（遺伝的多様性）や、レース分化を含む病原性分化の実態を

把握しておくことが必須となる。Dissanayake ら（2009b）は、ネギ萎凋病罹病個体

から FOC を分離し、我が国に分布している FOC が遺伝的に多様で、4 つのグループに

大別されることを初めて明らかにした。これらの分離菌の病原性については、菌株によ

って大きな差があるものの、レースの分化はみられなかった。一方、タマネギ乾腐病菌

については、Widodo ら（2008）が、北海道のタマネギ乾腐病菌が 4 つの vegetative 

compatibility group (VCG) を含むことを報告している。しかしながら、タマネギ乾腐

病菌の病原性分化については調べられていない。さらに、ネギ萎凋病菌とタマネギ乾腐

病菌は、分類学的にはいずれも f. sp. cepae とされているが（児玉 1983）、両者の遺伝

的関係や病原性の差異について詳細に検討した報告は見当たらない。 

FOC も、他の F. oxysporum の各分化型と同様、宿主の導管内で増殖して萎凋症状

を引き起こす。F. oxysporum の病原性に関連する遺伝子として、これまで FTF1 や

CTF1 などの転写因子（de Vega-Bartol et al. 2011; Rocha et al. 2008）、PG5（エンド

ポリガラクツロナーゼ）や PL1（ペクチンリアーゼ）などの細胞壁分解酵素
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（Garcı́a-Maceira et al. 2001; Huertas-González et al. 1999）、あるいは SIX1

（secreted in xylem 1）などのエフェクター遺伝子（Rep et al. 2004）が報告されてい

る。しかしながら、重要野菜の病原菌であるにもかかわらず、FOC の病原性関連遺伝

子についてはまったく報告されていない。 

エフェクターは、植物の防御応答を変化させ、植物組織への定着を可能にさせる分

泌タンパク質または低分子化合物で、病原菌が宿主に感染する際に重要な役割を果たす

（Hogenhout et al. 2009）。SIX タンパク質は、トマト萎凋病菌 F. oxysporum f. sp. 

lycopersici（FOL）が感染したトマトの導管液プロテオーム解析によって発見されたエ

フェクターで、現在までに 14 の SIX タンパク質をコードする遺伝子が同定されている

（Rep et al. 2004; Houterman et al. 2007; Lievens et al. 2009; Ma et al. 2010; Rep 

and Kisler 2010; Schmidt et al. 2013）。これらのうち SIX1、SIX3、および SIX4 は、

エフェクター遺伝子または非病原力遺伝子として機能することが報告されている。

SIX1（AVR3）はトマト抵抗性遺伝子 I（immunity）-3 によって認識される非病原力

遺伝子で、SIX3（AVR2）は I-2 によって認識される非病原力遺伝子である。また、SIX4

（AVR1）はトマト抵抗性遺伝子 I-1 によって認識される非病原力遺伝子として働く

（Houterman et al. 2008; Houterman et al. 2009; Rep et al. 2004）。このように、FOL

では遺伝子対遺伝子説に基づくレース分化が明確に解明されている。しかしながら、

FOC ではレース分化は認められていない。また、タマネギに乾腐病耐性を冠する品種

は存在するが、完全な乾腐病抵抗性を持つ品種は今のところ存在しない。 

F. oxysporum の全ゲノム配列は、FOL 4287 株において初めて決定された（Ma et 

al. 2010）。FOL 4287 株は 15 本の染色体を有し、その塩基配列は近縁種である F. 

verticillioides のゲノム塩基配列と高い相同性を有していた。しかし、FOL の 3、6、

14、および 15 番染色体は F. verticillioides のゲノム配列とほとんど相同性がなく、

lineage-specific（LS）染色体と名付けられ FOL に特徴的な染色体であるとされた（Ma 

et al. 2010）。興味深いことに、FOL の 14 番染色体にはほとんどの SIX 遺伝子が座乗

しており、トランスポゾンを豊富に含んでいた。さらに、この 14 番染色体は容易に非

病原性 F. oxysporum に水平移動し、14 番染色体を受容した非病原性 F. oxysporum は

トマトに対して萎凋を引き起こすことができるようになった。この結果は、F. 

oxysporum には  ”病原性染色体” が存在することを示唆している。このような

Horizontal gene transfer （HGT）または horizontal chromosomal transfer （HCT）

は、植物病原真菌において非病原性菌が病原性を獲得する機構として重要であり、
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Stagonospora nodorum / Pyrenophora tritici-repentis や Alternaria alternata でもこ

の現象が起こることが示唆されている（Friesen et al. 2006; Akagi et al. 2009）。 

上述のように、F. oxysporum の遺伝系統の分化および病原性遺伝子に関しては、f. sp. 

lycopersici など一部の分化型において知見が得られている。しかしながら、FOC にお

いてはこれらに関する知見は極めて少ない。そこで本研究では、FOC の遺伝系統の分

化および病原性遺伝子に関する知見を得ることを目的として、タマネギおよびネギから

分離された FOC の遺伝的多様性を解析するとともに（第 2 章)、エフェクター遺伝子ホ

モログの探索とその応用について検討した（第 3 章）。また、FOC が分泌する萎凋誘導

性タンパク質に着目してその性質を明らかにした（第 4 章）。 
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第 2 章 Fusarium oxysporum f. sp. cepae の 

系統解析および病原性試験 

 

Ⅰ．序論 

 

タマネギ乾腐病は Fusarium oxysporum f. sp. cepae （FOC）によって引き起こさ

れる。また本病原菌はネギに感染し、ネギ萎凋病を引き起こすことも知られている。同

一の分化型（f. sp. cepae）が異なる宿主（タマネギおよびネギ）を侵すにもかかわらず、

タマネギ分離 FOC とネギ分離 FOC 両者の遺伝的多様性について解析・比較した研究

事例は見当たらない。F. oxysporum の分化型内における遺伝的多様性および病原性を

解析することは、宿主の抵抗性を打破してきた病原菌の進化的適応を明らかにできる可

能性がある。また、日本に分布するタマネギおよびネギから分離した FOC の遺伝系統

を解析することは、タマネギおよびネギ栽培における効率的な病害管理において有益な

知見となる。 

これまで、F. oxysporum の遺伝的多様性を調べるために、さまざまな手法が用いら

れてきた。F. oxysporum は有性生殖が未知のアナモルフ菌であるが、それぞれの菌株

は２つの交配遺伝子座（MAT1-1 および MAT1-2）のいずれかを保持している（Arie et 

al. 2000）。有性生殖を行わないために、この種内における進化には Vegetative 

compatibility groups （VCGs）が大きく関わっている。VCGs はヘテロカリオン不親

和性遺伝子（vic）座によって支配されている（Leslie 1993）。同一の vic 座を保持して

いる菌株同士はヘテロカリオンを形成するため、遺伝的に単一系統であるといえる。こ

のため、Vegetative compatibility は FOC の分化型内における遺伝的多様性を調べるた

めの有用な方法として用いられてきた（Southwood et al. 2012a; Swift et al. 2002; 

Widodo et al. 1993; Bayraktar et al., 2010）。 

また、リボソーム RNA をコードしている遺伝子（rDNA）領域における intergenic 

spacer （IGS）と translation elongation factor-1（EF-1）遺伝子は、進化におけ

る変異が大きく、分子系統解析に広く用いられてきた。O’Donnell ら（2009）はこの 2

つの DNA 領域を用いて、様々な分化型に属する 850 株の F. oxysporum の系統解析を

行った。その結果、EF-1遺伝子領域は 101、IGS 領域は 203 のタイプに分かれ、2 つ

の領域を組み合わせた場合には、256 のシークエンスタイプに分かれることを明らかに
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した。さらに、その 256 タイプの 3 分の 2 は一つの宿主植物と関連があることが示唆

された。IGS および EF-1遺伝子は FOC の遺伝的多様性解析にも利用されている

（Southwood et al. 2012b; Bayraker et al. 2010; Dissanayake et al. 2009a）。

Dissanayake ら（2009a）は、日本においてネギ分離 FOC は多系統から成ること、ま

たネギに対する病原性の程度と系統発生との間に関連性が示唆されたことを述べてい

る。しかしながら、これまで日本においてタマネギから分離した FOC の遺伝的解析や

病原性に関する知見はほとんど得られていない。 

FOC とは対照的に、トマト萎凋病菌 F. oxysporum f. sp. lycopersici（FOL）の遺伝

系統や病原性進化は詳細に研究されている。最近の研究によって、FOL はトマト感染

時に導管液中へ Secreted in xylem （SIX）という低分子のエフェクタータンパク質を

分泌することが明らかになった。現在までに 14の SIX遺伝子が同定されている（Rep et 

al. 2004; Houterman et al. 2007; Lievens et al. 2009; Ma et al. 2010; Rep and Kisler 

2010; Schmidt et al. 2013）。FOL で同定された当初は、SIX 遺伝子は FOL に特徴的

なものとされていたが、それらのいくつかのホモログが他の分化型で同定されている。

しかし、SIX3 および SIX5 遺伝子は FOL 以外の分化型では見つかっていない。 

本章では、日本のタマネギおよびネギから分離した FOC の遺伝的多様性および病原

性を明らかとするために、IGS 領域および EF-1遺伝子の塩基配列を用いて系統解析

を行った。さらに、SIX 遺伝子の保持の有無について調べ、他の分化型との比較も行っ

た。 
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Ⅱ．材料および方法 

 

1. 供試菌株 

系統解析および病原性試験には本研究室保存菌株であるタマネギ分離 Fusarium 

oxysporum を 27 株およびネギ分離 Fusarium oxysporum を 28 株、計 55 株を使用し

た（Table 4）。 

 

2. DNA 抽出 

各菌株を、PDB 液体培地中で 3 日間、25℃で 120 rpm の振とう培養した。菌糸を

ろ紙上で吸引濾過して回収し、得られた菌体ペレットを－80℃で凍結保存した。各菌株

のゲノム DNA は GenTLE from Yeast （Takara）を用いて、添付のマニュアルに従っ

て抽出した。すなわち、菌体を乾熱滅菌した乳鉢と乳棒を用いて液体窒素内で摩砕し、

200 l の GenTLE Yeast Solution A を加えさらに摩砕した。摩砕液を 1.5 ml チューブ

に移し、37℃で 1 時間インキュベートした。これに 40 l の GenTLE Yeast Solution B

を加えて混和し、70℃で 10 分間インキュベートした。さらに 80 l の GenTLE Yeast 

Solution C を加えて混和し、氷中で 5 分間静置した。4℃、13,000 xg で 5 分間遠心し、

上清を回収した。上清に 100 l のイソプロパノールを加えて転倒混和し、4℃、13,000 

xg で 5 分間遠心した。上清を捨て、200 l の 80%エタノールを加えて混和し、4℃、

13,000 xg で 5 分間遠心した。上清を捨て風乾し、抽出した DNA は TE buffer に溶解

し、－20℃で凍結保存した。 

 

3. PCR 

すべての PCR は Quick Taq HS Dye Mix（Toyobo）を使用して行った。反応溶液

は 10 l の Quick Taq HS Dye Mix、0.2 M の各プライマー、20 ng のゲノミック DNA

を混合し、dH2O を加え最終容量を 20 l とした。反応は 94℃2 分の後に 94℃30 秒、

55℃30 秒、72℃ 1 kb/ 1 分を 35 サイクル行った。使用したプライマーは Table 1 に示

した。サーマルサイクラ―は T100 Thermal Cycler （Bio-Rad）を使用した。PCR 産

物は 1.2%または 2%アガロースゲルで電気泳動を行い、臭化エチジウム（1 g/ ml）で

染色し、UV イルミネーター下で可視化した。 
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Table 1 Oligonucleotide primers used in this study 

 

Primer name Sequence （5’-3’） Target Reference  

PNFo CCCGCCTGGCTGCGTCCGACTC IGS Edel et al. （1995） 

PN22 CAAGCATATGACTACTGGC IGS Edel et al. （1995） 

IGS2 GCCGGATTTGCTCCCTTCT IGS Fourie et al. （2009） 

EF1 ATGGGTAAGGARGACAAGAC EF-1α O’Donnell et al. （1998） 

EF2 GGARGTACCAGTSATCATGTT EF-1α O’Donnell et al. （1998） 

fusALPHAfor CGCCCTCTKAAYGSCTTCATG MAT1-1  Kerényi et al. （2004） 

fusALPHArev GGARTARACYTTAGCAATYAGGGC MAT1-1  Kerényi et al. （2004） 

fusHMGfor CGACCTCCCAAY GCYTACAT MAT1-2 Kerényi et al. （2004） 

fusHMGrev TGGGCGGTACTGGTARTCRGG MAT1-2 Kerényi et al. （2004） 

Hansec-1F TTATTGCCCTCATCGGAAAG IR-SACR（392 bp） Southwood et al. （2012a）  

Hansec-2R ACCAGCATGCAGCAACAGTC IR-SACR（392 bp） Southwood et al. （2012a） 

HTH-1F CATCGGAAGTGACATGGTTG IR-SACR（244 bp） Southwood et al. （2012a） 

HTH-2R AGGCTTTTCCAGCATTTGAA IR-SACR（244 bp） Southwood et al. （2012a） 

P12-F1 CCCCGAATTGAGGTGAAG SIX1 Rep et al. （2004） 

P12-R1 AATAGAGCCTGCAAAGCATG SIX1 Rep et al. （2004） 

SIX2-F2 CAACGCCGTTTGAATAAGCA SIX2 Van der Does et al. （2008b） 

SIX2-R2 TCTATCCGCTTTCTTCTCTC SIX2 Van der Does et al. （2008b） 

SIX3-F1 CCAGCCAGAAGGCCAGTTT SIX3 Van der Does et al. （2008b） 

SIX3-R2 GGCAATTAACCACTCTGCC SIX3 Van der Does et al. （2008b） 

SIX4-F1 TCAGGCTTCACTTAGCATAC SIX4 Lievens et al. （2009） 

SIX4-R1 GCCGACCGAAAAACCCTAA SIX4 Lievens et al. （2009） 

SIX5-F1 ACACGCTCTACTACTCTTCA SIX5 Lievens et al. （2009） 

SIX5-R1 GAAAACCTCAACGCGGCAAA SIX5 Lievens et al. （2009） 

SIX6-F1 CTCTCCTGAACCATCAACTT SIX6 Lievens et al. （2009） 

SIX6-R1 CAAGACCAGGTGTAGGCATT SIX6 Lievens et al. （2009） 

SIX7-F1 CATCTTTTCGCCGACTTGGT SIX7 Lievens et al. （2009） 

SIX7-R1 CTTAGCACCCTTGAGTAACT SIX7 Lievens et al. （2009） 
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4. 系統解析 

系統樹は、rDNA IGS 領域および EF-1遺伝子領域の塩基配列に基づいて作成した。 

 

4-1. PCR 

IGS 領域の増幅にはプライマーペア PNFo/PN22（Edel et al. 1995）を、EF-1遺

伝子領域の増幅にはプライマーペア EF1/EF2 （O’Donnell et al. 1998）を用いて PCR

を行った（Table 1）。PCR 産物は Ethachinmate（ニッポンジーン）を使用して精製し

た。すなわち、PCR 産物に 1/100 量の Ethachinmate と 1/30 量の 3 M Sodium Acetate

を加えてボルテックスをした。2.5 倍量の 100%エタノールを加え再度ボルテックスを

して、4℃、13,000 xg で 5 分間遠心した。上清を捨て、100 l の 80%エタノールを加

え混和し、4℃、13,000 xg で 5 分間遠心した。上清を捨て風乾して、20 l の dH2O に

溶解した。 

 

4-2. シークエンシング 

シークエンシングは BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 

Biosystems）を用いて行った。シークエンシングプライマーにはそれぞれ PCR に用い

たプライマーを使用し、IGS 領域に関しては、中央領域の塩基配列を決定するプライマ

ーIGS2（Fourie et al. 2009）も使用した。反応溶液には 0.95 l のシークエンシングバ

ッファー、1 l のプライマー（5 pmol/ l）、20 ng のテンプレート DNA、0.4 l の BigDye 

Terminator v3.1 Ready Reaction Mixを用い、最終容量が 10.35 mlとなるように dH2O

を加えた。反応条件は 96℃1 分の後に、96℃30 秒、55℃15 秒、60℃4 分を 30 サイク

ル行った。シークエンシング反応産物に１/10量の 3M酢酸ナトリウムと2倍量の 100％

エタノールを加えて－80℃で 30 分静置し、4℃、13,000 rpm で 10 分間遠心して上清

を捨てた。80％エタノールを 100 l 加え、4℃、13,000 rpm で 5 分間遠心して上清を

捨て、風乾した。精製したシークエンシング反応産物の塩基配列の決定は、山口大学遺

伝子実験施設に委託し、ABI310 DNA シーケンサー（Applied Biosystems）を使用し

て行った。 

 

4-3. 系統樹の作成 

各菌株の IGS および EF-1のそれぞれの塩基配列を、ClustalW（Thompson et al. 

1994）を使用してアライメントした。系統樹作成には MEGA v.4.0（Tamura et al. 2007）
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を使用した。進化的距離推定法には Kimura’s two-parameter model（Kimura 1980）

を適用し、近隣接合法（Saitou and Nei 1987） によって系統樹を作成した。ブートス

トラップ検定は 1,000 反復で行った。アウトグループには、IGS 領域の系統樹において

は F. verticillioides （NCBI accession No. AY249379）の配列を、EF-1領域において

は Fusarium spp. NRRL28387 （NCBI accession No. AF246832）および NRRL25184 

（NCBI accession No. AF008514）を使用した。また、他の分化型との関係を示す系統

樹には、Table 2 に示した塩基配列を使用した。アウトグループとして、F. proliferatum

（NCBI accession No. AJ879946）および F. sacchari FGSC7610 （NCBI accession 

No.AB106061）を使用した。 

  

5. VCG （vegetative compatibility group） 試験 

VCG 試験は Correll ら（1987）の方法に従って行った。 

 

5-1. nit 変異株の作出 

まず、nit 変異株作出のために各菌株を 40 g/ l KClO3および 1.6 g/ l L-asparagine

を含む MM 培地（30 g Sucrose、1 g KH2PO4、0.5 g MgSO4・7H2O、0.5 g KCl、10 mg 

FeSO4・7H2O、20 g Agar、および 0.2 ml trace element （5 g Citric acid、5 g ZnSO4・

7H2O、1 g Fe（NH4）2（SO4）2・6H2O、0.25 g CuSO4・5H2O、50 mg MnSO4・H2O、

50 mg H3BO4、および 50 mg NaMoO4・2H2O in 100 ml dH2O）in 1 l dH2O）上で生

育させた。生育してきた菌株の菌糸の先端を 2 g/ l NaNO3を含む MM 培地に移し、3~4

日後に気中菌糸がなく薄い菌叢を形成したものを nit 変異株とした。 

 

5-2. nit 変異株の表現型の類別 

得られた各変異株は硝酸塩、亜硝酸塩、ヒポキサンチン、またはアンモニウム塩の

各窒素源の利用能の違いによって 3 種の表現型（nit1、nit3、または NitM）に類別し

た。すなわち、各変異株を 2 g/ l NaNO3、0.5 g/ l NaNO2、0.2 g/ l Hypoxanthine、お

よび 1 g/ l Ammonium tartrate をそれぞれ唯一の窒素源として含むMM培地上で生育

させた。生育 4 日後に気中菌糸を有したものはその窒素源を利用できると判断し Table 

3 の判断基準によって類別した。 

 

 



11 

 

5-3. VCG 試験 

VCG 試験は上記の方法で得た nit1 変異体と NitM 変異体がヘテロカリオンを形成

するかどうか観察することで行った。まず自家不和合性を確認するために、同一親株の

nit1 と NitM 変異株を MM 培地上で 2 cm 離れた位置にそれぞれ植菌し、1 週間培養し

てヘテロカリオンを形成するかどうかを確かめた。その後、自家和合性を示した各変異

株と他の菌株の変異株を MM 培地上で 2 cm 離れた位置にそれぞれ植菌し、1 週間培養

してヘテロカリオンを形成するかどうかを確かめた。 

 

6. IR-SCAR marker による識別 

Inter-retrotransposon sequence-characterized amplified region （IR-SCAR）マー

カーによる VCG の識別は Southwood ら（2012a）の方法を参考に行った。プライマー

ペア HTH-1F/HTH-2R （244 bp）および Hansec-1F/Hansec-2R （392 bp）を用いて

Multiplex PCR を行った。 

 

7. MAT （Mating type） の同定 

Mating type の同定は MAT1-1 を増幅するプライマーペア fusALPHAfor/ 

fusALPHArev、MAT1-2を増幅するプライマーペア fusHMGfor/fusHMGrev （Kerényi 

et al. 2004）を用いて Multiplex PCR を行った。 

  

8. SIX 遺伝子の検出 

供試菌が SIX 遺伝子ホモログを保持しているか否かを明らかにするために、SIX 遺

伝子特異的プライマーを用いて、Livens ら（2009）の方法に従って SIX1~SIX7 の増

幅を行った。 

 

  



12 

 

 

 

 

 

 

Table 2 Isolates of Fusarium oxysporum formae speciales used in this study 

Isolate Forma specialis Host GenBank accession 

MAFF103036 f. sp. lycopersici （race 1） tomato AB106020 

MAFF305121 f. sp. lycopersici （race 1） tomato AB106021 

MAFF727501 f. sp. lycopersici （race 1） tomato AB106022 

MAFF744006 f. sp. lycopersici （race 1） tomato AB106023 

NRRL26034 f. sp. lycopersici （race 1） tomato AB106025 

NBRC6531 f. sp. lycopersici （race 1） tomato AB106018 

MAFF103038 f. sp. lycopersici （race 2） tomato AB106031 

MAFF103043 f. sp. lycopersici （race 2） tomato AB106032 

SUF1330 f. sp. lycopersici （race 2） tomato AB106035 

Chz1-A f. sp. lycopersici （race 3） tomato AB373819 

Tomino1-c f. sp. lycopersici （race 3） tomato AB106044 

F-1-1 f. sp. lycopersici （race 3） tomato AB106037 

MAFF103051 f. sp. melongenae eggplant AB106055 

MAFF103070 f. sp. batatas sweet potato AB106049 

Cong:1-1 f. sp. conglutinans cabbage AB106051 

MAFF240329 f. sp. conglutinans cabbage AB306796 

SUF1017 f. sp. apii celery AB106049 

Rif-1 f. sp. cucumerinum cucumber AB106052 

NRRL26406 f. sp. melonis melon AB106055 

MAFF305608 f. sp. niveum watermelon AB106057 

MAFF240328 f. sp. raphani Japanese radish AB306835 

Ta-2 f. sp. rapae turnip AB306830 
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Table 3 Identification of nitrate nonutilizing （nit） mutants from Fusarium oxysporum 

by growth on different nitrogen sources 

 Growth on nitrogen sources 

 

 

NaNO3 NaNO2 Hypoxanthine Ammonium  

tartrate 

nit1 － ＋ ＋ ＋ 

nit3 － － ＋ ＋ 

NitM － ＋ － ＋ 

+; typical wild-type growth, －; thin growth with no aerial mycelium 
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9. CHEF サザン解析 

9-1. プロトプラストの作製 

供試菌を PD 液体培地 100 ml 内で 25℃、120 rpm で 3 日間振とう培養し、培養液

を 3 重ガーゼでろ過し、3,000 rpm、10 分間遠心し、胞子を回収した。1 x108胞子/ ml

とした胞子懸濁液を 50 ml の PDB に移し、25℃で 12 時間培養した。吸引濾過で発芽

菌糸を回収し OM buffer（1.2 M MgSO4・7H2O、10 mM Na2HPO4（pH5.8））で洗浄

した。回収した発芽菌糸をアシストチューブに移し、5ml の酵素液（10 mg/ ml Lysing 

enzyme（Sigma）、4 mg/ ml Yatalase（Takara）、in OM buffer）を加え、30℃で 2～

3 時間振とうし、30 分毎にプロトプラスト化の状態を顕微鏡で観察した。90％以上の

細胞がプロトプラスト化していることを確認し、1 ml の ST buffer（0.6 M Sorbitol、

100 mM Tris-HCl（pH8.0））を重層し 2,000 rpm で遠心した。中間層（プロトプラス

ト層）を回収し、5 ml の STC buffer（1 M Sorbitol、50 mM CaCl2、50 mM Tris-HCl

（pH8.0））を加え混和し、750 rpm で遠心した。上清を回収し 3,000 rpm で遠心し、

プロトプラストを沈殿させた。STC buffer で 2 度洗浄し、トーマ氏血球計算盤でプロ

トプラストの数を計測した。 

 

9-2. ゲルプラグの作製 

単離したプロトプラスト懸濁液を STE buffer （1 M Sorbitol、25 mM Tris-HCl 

（pH 7.5）、50 mM EDTA）で 2 x108個/ ml とした。この懸濁液に 45℃に保温した等

量のアガロース（1.2% Agarose L（ニッポンジーン）in STE buffer）を加えよく撹拌

した。これを Plug Mold （Bio-Rad）へ分注し、4℃で 20 分間静置した。ゲルプラグ

を 2 mg/ ml ProteaseKを含むNDS buffer（100 mM Tris-HCl （pH 9.5）、0.5 M EDTA、

1% N-lauroyl sarcosine sodium salt）に入れ、50℃で 16 時間処理した。処理後、ゲル

プラグを 50 mM EDTA で 3 回洗浄し、50 mM EDTA 中で 4℃で保存した。 

 

9-3. パルスフィールド電気泳動 

泳動装置は contour-clamped homogeneous electric field dynamically regulated II 

（CHEF-DRII） system （Bio-Rad）を使用した。泳動ゲルは Certified Megabase 

Agarose （Bio-Rad） in 0.5 x TBE buffer を使用し、泳動 buffer には 0.5 x TBE buffer

を使用した。泳動条件は電圧 1.5 V/ cm、スイッチタイム 1200 s-4800 s で 4℃下、260

時間行った。染色体 DNA マーカーとして Saccharomyces cerevisiae （Bio-Rad）お



15 

 

よび Schizosaccharomyces pombe （Bio-Rad）を用いた。電気泳動終了後、臭化エチ

ジウム（1 g/ ml）で 30 分間染色し、脱イオン水で 30 分間脱色した後、UV トランス

イルミネーターで泳動像を確認した。 

 

9-4. ブロッティング 

泳動後のゲルを 0.25 M HCl で 10 分間振とうし脱プリン化を行った後、

Denaturation buffer（0.4 M NaOH、3 M NaCl）で 30 分間処理した。次いで

Neutralization buffer（0.5 M Tris-HCl （pH 7.0）、1.5 M NaCl）で 30 分間平衡化し

た後、20 x SSC（0.3 M Tri-sodium citrate、3 M NaCl）を用いて Hybond-N+ナイロ

ンメンブレン（GE Healthcare）へ染色体 DNA のブロッティングを行った。一晩ブロ

ッティングを行った後、メンブレンを 10 分風乾させ、80℃で 2 時間ベイクし、DNA

を固定した。 

 

9-5. プローブの作製 

   プローブの作製には DIG DNA Labeling Kit （Roche）を用いて DNA プローブの

ラベリングを行った。反応溶液は 2 l の 10 x ExTaq Buffer、2 l の DIG Labeling 

Mixture、1 l のテンプレート DNA、1 l の各プライマー、0.2 l の Ex Taq（Takara）、 

12.8 l の dH2O を混合した。反応条件は 94℃3 分の後に、94℃1 分、55℃1 分、72℃1

分を 35 サイクル行い、72℃5 分行った。 

 

9-6. サザンハイブリダイゼーション 

メンブレンを DNA ボトル（Kurabo）に入れ、High SDS Buffer（50% hormamide、

7% SDS、50 mM sodium phosphate、2% Blocking Reagent、5 x SSC、0.1% sodium 

N-lauroyl sarcosinate）を 20ml 加えて、50℃、16 rpm で最低 1 時間振とうしてプレ

ハイブリダイゼーションを行った。プローブを 10 分間ボイルして変性させた後、氷中

に 5 分間放置してリニアライゼーションを行った。DNA ボトル内の High SDS Buffer

を除き、新しい High SDS Buffer 10 ml とリニアライゼーションしたプローブを 25 ng 

/ ml となるように加え、50℃、16 rpm で一晩振とうすることによりハイブリダイゼー

ションを行った。 
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9-7. シグナルの検出 

シグナルの検出には DIG Luminescent Detection Kit（Roche）を使用した。ハイブ

リダイゼーションを終えたメンブレンを洗浄液 1（2x SSC、0.1% SDS）で 5 分間室温

で振とうする操作を 2 回、さらに洗浄液 2（0.1x SSC、0.1% SDS）で 30 分間室 68℃

で振とうする操作を 2 回行った。洗浄を終えたメンブレンを Dig Washing Buffer（150 

mM NaCl、100 mM maleic acid （pH 7.5）、0.3% Tween 20）で 5 分間振とうして洗

浄し、Dig Buffer 2（150 mM NaCl、100 mM maleic acid （pH 7.5）、1% Blocking 

Reagent）で 30 分間室温で振とうし、さらに Anti-digoxigenin-AP を Dig Buffer 2 で

10,000 倍希釈したもので 30 分間振とうした。その後 Dig Washing Buffer で 15 分間

振とうする操作を 2 回行い、Dig Buffer 3（100 mM Tris-HCl （pH9.5）、100 mM NaCl）

で 5 分間振とうした。メンブレンをポリエチレンバックに入れ、CSPD を Dig Buffer 3

で 100 倍希釈したものを加えシーリングし、37℃で 15 分間インキュベートした。暗室

内でメンブレンを X 線フィルムにのせ、フィルムカセットにセットし、30 分～一晩感

光させた。感光後、RENDOL （FUJIFILM）に浸して現像を行い、RENFIX（FUJIFILM）

に浸して定着を行った後、バンドの確認を行った。 

 

10. 接種試験 

各菌株を PD 液体培地で 3 日間、25℃、120 rpm で振とう培養し、培養液を滅菌 3

重ガーゼでろ過し、3,500 xg で 5 分間遠心し上清を捨てた。洗浄のために dH2O を加

えてボルテックスをし、3,500 xg で 5 分間遠心し上清を捨てた。得られた胞子を dH2O

に懸濁した。胞子濃度はトーマ氏血球計算盤を使用し計測した。タマネギ品種にはヒグ

マ（タキイ種苗）および北もみじ 2000（七宝）を供試した。0.5% 次亜塩素酸ナトリ

ウムに 10 分間浸漬後、滅菌水で十分に洗浄したタマネギの種子を滅菌シャーレに播種

して発芽させ、滅菌培土（川砂：タキイ育苗培土＝4：1）に移植した。25℃の人工気

象器（明期 16 時間、暗期 8 時間、約 3500Lux）で草丈が 5~6 cm になるまで生育させ

た。この幼苗の根を胞子懸濁液（1 x106個/ ml）に 1 時間浸漬し、再び人工培土に移植

して 25℃の人工気象器で 21 日間生育させ、枯死株率を調査した。なおコントロール植

物は滅菌水に 1 時間浸漬した後、同様に人工培土に移植した。実験はそれぞれの菌株に

対して幼苗を 10 株ずつ用い、それぞれ 2 反復で行った。 
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Ⅲ．結果 

 

1. 系統解析 

系統解析には日本国内 12 道県のタマネギおよびネギから分離した 55 菌株の F. 

oxysporum を使用した。55 菌株の内わけは、タマネギ分離 F. oxysporum が 27 株、ネ

ギ分離 F. oxysporum が 28 株である（Table 4）。これらの菌株において、ribosomal DNA 

inter-genic spacer （IGS） 領域および translation elongation factor-1α（EF-1α）遺

伝子領域の塩基配列をもとに系統樹を作成した。IGS 領域をもとに作成した系統樹は

A~H の 8 つのクレードに分岐した（Fig. 1）。各クレードとそのクレードに属する菌株

の地理的起源に関連性は認められなかった。北海道および佐賀のタマネギから分離した

菌株の大部分は Clade H に属し、Clade H の菌株間の IGS 塩基配列は 100%の相同性

を示した。一方、EF-1α遺伝子に基づく系統樹は大きく分けて 2 つのクレードに分岐し

た（Fig. 2）。EF-1α 系統樹において、IGS 系統樹で Clade H に属した菌株はすべて

subclade B1に分岐した。一方で、IGS系統樹におけるClade H以外のクレードとEF-1α

のクレードとの関連性は見いだせなかった。両系統樹の結果から、ネギ分離菌における

高度の遺伝的多様性が観察された。 

次に、IGS 領域の塩基配列をもとに、他の分化型に属する菌株を含めた系統樹も作

成した。その結果、大きく分けて 3 つのクレードに分岐した（Fig. 3）。Clade 1 には供

試したすべての FOL 菌株が属し、さらに FOC のみで作成した系統樹（Fig. 1）の Clade 

E、Clade F、Clade G および Clade H に属した菌株も分岐した。特に Calde F に属し

た菌株と FOL のレース 3 は同一のサブクレードに属した。Clade 2 には FOC のみで作

成した系統樹の Clade A、Clade B、Clade C および Clade D に属した菌株と FOL 以

外の分化型に属する菌株が分岐した。Clade 3 には f. sp. rapae のみが分岐した。 

 

2. コロニー性状  

 各菌株の PDA 培地上でのコロニー性状を観察したところ、IGS 系統樹の Clade A~G

に属する菌株はすべて赤～赤紫色の色素を生産したのに対して、Clade H に属する菌株

は色素を生産せず白色のコロニーを形成した（Fig. 4）。
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Fig. 1. Phylogenetic tree generated using neighbor-joining methods based on intergenic 

spacer (IGS) region sequences of Fusarium oxysporum isolated from onion and Welsh 

onion. The numbers beside branches represent the percentages of congruent clusters in 

1,000 bootstrap trials, with values greater than 60%. Scale bar indicates 1% 

sequencedissimilarity.
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Fig. 2 Phylogenetic tree generated using neighbor-joining method based on translation 

elongation factor (EF-1α) sequences of Fusarium oxysporum isolated from onion and 

Welsh onion. The numbers beside branches represent the percentages of congruent 

clusters in 1,000 bootstrap trials, with values greater than 60%. Scale bar indicates 

0.5%sequence dissimilarity.
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Fig. 3 Phylogenetic tree generated using neighbor-joining methods based on intergenic 

spacer (IGS) region sequences of forma specialis of Fusarium oxysporum. The numbers 

beside branches represent the percentages of congruent clusters in 1,000 bootstrap 

trials, with values greater than 60%. Scale bar indicates 1% sequencedissimilarity.
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Fig. 4 Colony pigment of Fusarium oxysporum f. sp. cepae grown on PDA medium. 
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3. Vegetative compatibility group 試験 

 Vegetative compatibility group（VCG）を分類するために、系統解析に用いた各

菌株を KClO3 添加培地上で培養した。得られた各変異株を窒素源利用能の違いによ

って、nit1、nit3、および NitM の表現型に類別した。55 株の内 5 株（AF1、AF103、

AF124、AF125、および AC214）は nit1 または NitM のどちらかの変異株を作製す

ることができなかったため、VCG 試験には用いなかった。また、3 株（AF77、AF91、

AC12）は heterokaryon self-incompatible（HSI）の表現型を示したため、VCG 試

験に用いなかった。VCG 試験に用いた 47 株から、5 つの VCGs と 18 つの single 

member of VCG（SMV）が得られた（Table 4）。IGS 系統樹で Clade H に属した各

菌株同士は、それぞれヘテロカリオンを形成し、VCG4（G4）に分類された（Table 4）。 

 

4. IR-SCAR マーカー 

本研究では、IR-SCAR マーカーを用いて VCG の同定を行った。この IR-SCAR マ

ーカーは、FOC の VCG 0421 と VCG 0425 を同定することのできるマーカーとして

Southwood ら（2012a）が報告したもので、Hansec プライマーペアと HTH プライマ

ーペアを用いた multiplexPCR によって、それぞれ 392 bp と 244 bp の DNA 断片が増

幅される。本研究の結果、IGS 系統樹 Clade H に属する 20 菌株のみで増幅産物が得ら

れ、その他のクレードに属する菌株では増幅は起こらなかった。しかしながら、増幅が

確認できた 20 株の内 4 株（AC140、AC150、AC205、TA）は 244 bp の断片は増幅さ

れず、392 bp の断片のみが増幅された（Table 4）。 

 

5. Mating type の同定 

交配遺伝子座 HMG ボックスおよびボックスそれぞれを増幅するプライマーペアを

用いて、Mating type の同定を行った。IGS 系統樹の Clade D および G に属する菌株

はすべて MAT1-1 であり、Clade B、C、および H に属する菌株はすべて MAT1-2 で

あった。Clade A、E、および F には MAT1-1 と MAT1-2 の菌株が混在していた（Table 

4）。 

  

6. SIX 遺伝子の検出 

SIX1～SIX7 を増幅するプライマーペアを用いて、系統解析に使用した各菌株の SIX

遺伝子の保持を確認した。IGS 系統樹 Clade H に属する菌株すべてで SIX3、SIX5、
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および SIX7 の DNA 断片が増幅された。その他の菌株では SIX 遺伝子を増幅するいず

れのプライマーペアにおいても増幅産物の確認はできなかった（Fig. 5 and Table 4）。 

 

7. SIX3 ホモログおよび IR-SCAR マーカー増幅産物の座乗染色体 

SIX3 ホモログおよび IR-SCAR マーカー増幅産物の座乗染色体を決定するために、

菌株の染色体を CHEF ゲルによって分離しサザンハイブリダイゼーションを行った。

SIX3 ホモログは FOL においては約 2 Mb の染色体上に座乗しているが、IGS Clade H

に属するタマネギ分離 FOC においては約 4 Mb の染色体上に座乗していた（Fig. 6）。

Hansec 断片（392 bp）は AC109 株と TA 株の約 4 Mb の染色体上に座乗していた（Fig. 

7）。しかし、HTH 断片（244 bp）は AC109 株の約 4 Mb の染色体上のみにハイブリ

ダイズし、TA 株ではシグナルが検出できなかった（Fig. 7）。これは IR-SCAR マーカ

ーを用いた PCR の結果と一致する（Table 4）。これらの結果から IGS Clade H に属す

る菌株において、SIX3 ホモログと IR-SCAR マーカーの標的配列は同一の約 4 Mb の染

色体に座乗することがわかった。 

   

8. 接種試験 

各菌株の接種試験はタマネギ幼苗を用いて行った。タマネギ品種として‘ヒグマ’

および‘北もみじ 2000’を使用した。接種はタマネギ幼苗の根を胞子懸濁液に 1 時間

浸漬した後に人工培土を詰めたポットに移植することによって行った。植物体の枯死株

率は接種 3 週間後に算出した。IGS 系統樹 Clade H に属する菌株の大部分は両品種に

対して中程度または強い病原性を示した（Table 4）。特に AC150、AC205、および TA

株は両品種に対して 90%以上の植物体で萎凋症状を引き起こし、非常に強い病原性を

保持していた。IGS 系統樹において Clade H 以外に属したタマネギ分離菌株は、弱い

病原性を示すか、または萎凋を引き起こさなかった。ネギ分離菌の大部分はタマネギ幼

苗に対して弱いまたは中程度の病原性を示した。しなしながら、AF88 株は品種‘ヒグ

マ’に対して、AF91 株および AF94 株は品種‘北もみじ 2000’に対して強い病原性

を示した（Table 4）。 
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Fig. 5 Amplification of SIX genes from F. oxysporum isolated from onion and Welsh 

onion. 1: AF17, 2: AF91, 3: AC76, 4: AC85, 5: AC245, 6: TA, 7: FOL CK3-1(race2) 
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Fig. 6 Chromosomal localization of SIX3 homolog in Fusarium oxysporum f. sp. cepae. 

Karyotype profiles of F. oxysporum f. sp. cepae by contour-clamped homogeneous 

electric field (CHEF) electrophoresis (left panel) and Southern blot analysis of the 

CHEF gel using SIX3 as a probe (right panel). LMW: low molecular weight marker 

(Saccharomyces cerevisiae) ; HMW: high molecular weight marker (Schizosaccharo- 

myces pombe); FOL: F. oxysporum f. sp. lycopersici (race 2).  
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Fig. 7 Chromosomal localization of transposable elements in Fusarium oxysporum f. sp. 

cepae. Karyotype profiles of F. oxysporum f. sp. cepae by contour-clamped homogeneous 

electric field (CHEF) electrophoresis (left panel) and Southern blot analysis of the 

CHEF gel probed with 244 bp fragment (HTH), 392 bp (Hansec), and SIX3 homolog 

(SIX3 )(right panel). 
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Table 4 Characteristics (pathogenicity, vegetative compatibility groups (VCGs), mating type, and SIX genes) of Fusarium oxysporum 

isolated from onion and Welsh onion in Japan 

Isolate Host Regional origin Year Percentage of wilted 

plants
a
 

VCG
b
 IR-SCAR  

marker
c
 

Mating 

type 

SIX 

genes
d
 

Accession No.
e
 

cv. 

Higuma 

cv. 

Kitamomiji 

 IGS EF 1-α 

AC12 onion Aichi 2010 5 15 HIS － MAT 1-1 － AB936592 AB938050 

AC13 onion Aichi 2010 0 0 SMV16 － MAT 1-1 － AB936593 AB938051 

AC15 onion Aichi 2010 5 5 SMV17 － MAT 1-2 － AB936594 AB938052 

AC22 onion Hokkaido 2011 45 20 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936595 AB938053 

AC26 onion Hokkaido 2011 45 45 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936596 AB938054 

AC49 onion Hokkaido 2011 35 70 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936597 AB938055 

AC76 onion Hokkaido 2011 15 0 G5 － MAT 1-1 － AB936598 AB938056 

AC85 onion Hokkaido 2011 60 70 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936599 AB938057 

AC89 onion Hokkaido 2011 65 80 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936600 AB938058 

AC109 onion Hokkaido 2011 25 70 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936601 AB938059 

AC117 onion Hokkaido 2011 55 65 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936602 AB938060 

AC123 onion Hokkaido 2011 55 85 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936603 AB938061 

AC130 onion Hokkaido 2011 80 85 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936604 AB938062 

AC140 onion Hokkaido 2011 85 65 G4 ＋* MAT 1-2 ＋ AB936605 AB938063 

AC150 onion Hokkaido 2011 100 95 G4 ＋* MAT 1-2 ＋ AB936606 AB938064 

AC158 onion Hokkaido 2011 50 65 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936607 AB938065 

AC164 onion Hokkaido 2011 55 55 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936608 AB938066 
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AC173 onion Hokkaido 2011 35 35 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936609 AB938067 

AC184 onion Hokkaido 2011 40 30 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936610 AB938068 

AC205 onion Hokkaido 2011 100 90 G4 ＋* MAT 1-2 ＋ AB936611 AB938069 

AC214 onion Hokkaido 2011 20 2 n.g. － MAT 1-2 － AB936612 AB938070 

AC217 onion Hokkaido 2011 25 30 G5 － MAT 1-1 － AB936613 AB938071 

AC222 onion Hokkaido 2011 10 25 SMV18 － MAT 1-2 － AB936614 AB938072 

AC241 onion Hokkaido 2011 45 55 G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936615 AB938073 

AC245 onion Saga 2012 n.t. n.t. G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936616 AB938074 

AC248 onion Saga 2012 n.t. n.t. G4 ＋ MAT 1-2 ＋ AB936617 AB938075 

TA onion Hokkaido － 95 100 G4 ＋* MAT 1-2 ＋ AB936618 AB938076 

AF1 Welsh onion Saitama 2006 45 15 n.g － MAT 1-2 － AB936564 AB938022 

AF15 Welsh onion Kyoto 2006 10 15 SMV1 － MAT 1-1 － AB936565 AB938023 

AF17 Welsh onion Kagoshima 2006 25 30 SMV2 － MAT 1-1 － AB936566 AB938024 

AF22 Welsh onion Kagoshima 2006 55 55 SMV3 － MAT 1-2 － AB936567 AB938025 

AF31 Welsh onion Hyogo 2006 20 20 G1 － MAT 1-2 － AB936568 AB938026 

AF52 Welsh onion Tokushima 2007 20 35 SMV4 － MAT 1-2 － AB936569 AB938027 

AF60 Welsh onion Kochi 2007 35 25 SMV5 － MAT 1-2 － AB936570 AB938028 

AF66 Welsh onion Kyoto 2008 5 5 SMV6 － MAT 1-1 － AB936571 AB938029 

AF67 Welsh onion Kyoto 2008 0 25 SMV7 － MAT 1-2 － AB936572 AB938030 

AF72 Welsh onion Kyoto 2008 10 10 SMV8 － MAT 1-1 － AB936573 AB938031 

AF74 Welsh onion Fukushima 2009 0 0 G2 － MAT 1-2 － AB936574 AB938032 

AF75 Welsh onion Fukushima 2009 5 5 G2 － MAT 1-2 － AB936575 AB938033 

AF77 Welsh onion Fukushima 2009 30 35 HIS － MAT 1-2 － AB936576 AB938034 
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aFor determining the percentage of wilted plants, two onion cultivars （Higuma and Kitamomiji 2000） were inoculated with Fusarium 

oxysporum using root-dip method. Ten seedlings were used in each experiment in duplicate. n.t; not dested. 

b HIS; heterokaryon self-incompatible, n.g; generated either nit1 or NitM mutant, SMV; single member of VCG  

c +; two PCR products （392 bp, 244 bp） were obtained using IR-SCAR marker primers. ＋* ; only 392 bp product was obtained. －; no 

PCR products were obtained. 

d + ;PCR products were obtained with specific primers of SIX3, SIX5, and SIX7 ; －; no PCR products were obtained. 

e GenBank/DDBJ accession number of partial rDNA IGS and EF-1α sequences determined in this study.

AF88 Welsh onion Shizuoka 2010 90 35 SMV9 － MAT 1-2 － AB936577 AB938035 

AF89 Welsh onion Shizuoka 2010 15 45 G1 － MAT 1-2 － AB936578 AB938036 

AF90 Welsh onion Shizuoka 2010 40 60 SMV10 － MAT 1-2 － AB936579 AB938037 

AF91 Welsh onion Shizuoka 2010 35 95 HIS － MAT 1-2 － AB936580 AB938038 

AF93 Welsh onion Shizuoka 2010 25 15 G1 － MAT 1-2 － AB936581 AB938039 

AF94 Welsh onion Shizuoka 2010 40 90 SMV11 － MAT 1-2 － AB936582 AB938040 

AF95 Welsh onion Shizuoka 2010 40 35 SMV12 － MAT 1-2 － AB936583 AB938041 

AF96 Welsh onion Tokushima 2010 15 25 SMV13 － MAT 1-2 － AB936584 AB938042 

AF97 Welsh onion Tokushima 2010 25 0 SMV14 － MAT 1-2 － AB936585 AB938043 

AF98 Welsh onion Tokushima 2010 5 0 G3 － MAT 1-1 － AB936586 AB938044 

AF101 Welsh onion Tokushima 2010 15 30 G3 － MAT 1-1 － AB936587 AB938045 

AF103 Welsh onion Mie 2010 5 25 n.g. － MAT 1-2 － AB936588 AB938046 

AF113 Welsh onion Saitama 2010 0 15 SMV15 － MAT 1-1 － AB936589 AB938047 

AF124 Welsh onion Hokkaido 2011 n.t. n.t. n.g. － MAT 1-2 － AB936590 AB938048 

AF125 Welsh onion Hokkaido 2011 n.t. n.t. n.g. － MAT 1-2 － AB936591 AB938049 
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Ⅳ．考察 

 

本研究により、日本各地のタマネギとネギから分離した F. oxysporum 菌株間の系

統関係が初めて明らかにされた。IGS 領域の塩基配列に基づいて作成した系統樹におい

てネギ分離株は多系統を示し、それらのクレードと地理的起源との関連性は見出すこと

ができなかった。この結果は Dissanayake ら（2009b）の結果を支持するものとなっ

た。ネギ分離株とは対照的に、タマネギ分離株の大部分は IGS 系統樹で Clada H に属

し、単系統であることがわかった。IGS 系統樹の Clade H に属さなかった 7 株のタマ

ネギ分離菌（AC12、AC13、AC15、AC76、AC214、AC217）はタマネギ幼苗に対す

る病原性がほとんどなく、タマネギに内生していた非病原性の F. oxysporum だと考え

られる。このような非病原性の F. oxysporum は病徴を示したビートからも多数分離さ

れたことが報告されている（Webb et al. 2013）。タマネギ分離株と比較して、ネギ分離

株が高度な遺伝的多様性を示した原因は明らかでないが、日本におけるネギの栽培史と

関係があるのかもしれない。日本におけるネギの栽培は、8 世紀またはそれ以前に始ま

ったとされ、その後日本各地の風土にあった品種や系統が多数育成されてきた。おそら

くそれに付随してネギに寄生する F. oxysporum も多様化していった可能性が考えられ

る。一方、タマネギは栽培の歴史が短く、1871 年にアメリカから持ち込まれた種子が

北海道において栽培されたのが最初である。 

本研究では、IGS 領域の塩基配列に基づいて FOC 以外の分化型を含めた系統樹も

作成した。興味深いことに、FOC の系統樹で Clade H に属したタマネギ分離菌および

Clade F に属するネギ分離菌は FOL のレース 1、レース 2 と非常に近縁であった。特

に Clade H に属した菌株は SIX ホモログを保持しており、FOL と共通の祖先から進化

したことが示唆される。また、Clade F に属する菌株は FOL のレース 3 と同一のクレ

ードに分岐し、菌株間の塩基配列には 100％の相同性があった。また、Clade F に属す

る AF1、AF60、および AF103 はトマチナーゼ遺伝子を保持していた（データ未記載、

今回解析した 55 菌株でこの遺伝子を保持しているのは 7 株のネギ分離菌のみ、タマネ

ギ分離菌はいずれの菌株も保持していなかった）。トマチナーゼは、トマトの抗菌性化

合物である-トマチンを分解する酵素であり、FOL 以外の分化型もこの遺伝子を保持

し、これらの菌はトマトに病原性を示さないものの侵入・定着できることが知られてい

る（Ito et al. 2005）。しかしながら、AF1、AF60、および AF103 は SIX ホモログを保

持していない。このように、本研究によって FOL と FOC の一部が遺伝的に近縁で、

かつ共通の遺伝子を有していることが初めて明らかになった。今後、これらの菌株の遺
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伝子について詳細なゲノム解析を行うことにより、FOC と FOL の宿主特異性決定機構

の進化についての新たな知見が得られる可能性がある。 

VCG 試験において、ヘテロカリオンを形成する菌株は限られており、5 つの VCG

と 18 の SMV が得られた。このような VCG の多様性と多くの SMV の検出については

同様の報告がある。例えば、スペインのインゲンマメから分離された菌株は 128 株中

96 の VCG が検出されており（Alves-Santos et al. 1999）、またトルコのタマネギから

分離された F. oxysporum f. sp. cepae は 75 株中 48 つの SMV が検出されている

（Bayraktar et al. 2010）。また、同一 Clade 内において異なる VCG が検出されたが、

IGS 系統樹の Clade H に属するタマネギ分離株はすべて同一の G4 に分類されたこと

から、これらの菌株が非常に近縁であることが示唆される。 

IR-SCAR マーカーはトランスポゾンの long terminal repeat （LTR） 部位を標的

とする inter-retrotransposon amplified polymorphism （IRAP）-PCR によって F. 

oxysporum f. sp. cepae の VCG0421 と VCG0425 に特異的に増幅された DNA 断片を

もとに設計されている（Southwood et al. 2012a）。このマーカーによって VCG0421

と VCG0425 では 392 bp と 244 bp の DNA 断片が増幅され、他の分化型では増幅され

ない。DNA 断片は IGS 系統樹の Clade H に属する菌株でのみ増幅されたが、その内

の 4 株（AC140、AC150、AC205、TA）は 392 bp の DNA 断片しか増幅されなかった。

この結果は、IGS 系統樹の Clade H に属する菌株は遺伝的に近縁であるが、モノクロ

ーナルではないことを示している。レトロトランスポゾンなどの転移因子はゲノム内で

転移し、挿入や欠損などの変異を引き起こす（Kang et al. 2001）。このメカニズムは遺

伝的多様性や新たな表現型の出現を提供する（Schmidt et al. 2013）。例えば、Inami

ら（2012）は FOL において、トランスポゾンである Hormin が AVR1（SIX4）遺伝子

配列へ挿入したことにより、レース 3 が出現した初めての事例を報告している。今回、

IR-SCARマーカーによって244 bpの断片が増幅されなかった4株が他の株と比較して

強い病原性を保持していたことは非常に興味深い。前述したように IR-SCAR マーカー

の標的配列はレトロトランスポゾンを含んでおり、244 bp の断片を含む領域が病原性

に関わる遺伝子領域を分断しているのかもしない。それゆえ、その領域が破壊されてい

ない 4 株は強い病原性を保持しているのかもしれない。 

IR-SCAR マーカーで増幅された Hansec 断片（392 bp）と HTH 断片（244 bp）は

SIX3 遺伝子と同一の約 4 Mb の染色体上に座乗していた。FOL においては SIX 遺伝子

のほとんどは小型の病原性染色体である 14 番染色体に座乗しており、さらにその染色



 

32 

 

体はトランスポゾンを豊富に含んでいる。それゆえ、この約 4 Mb の染色体は FOL と

比較してサイズは大きいが、タマネギ FOC に特異的な病原性染色体である可能性も考

えられる。この点については、今後の検討課題である。 

本研究では、FOC における SIX ホモログの保持を明らかした。すなわち、IGS Clade 

H に属する菌株のみが SIX3、SIX5、および SIX7 を保持していた。この結果は、SIX3

および SIX5 ホモログが FOL 以外の分化型で存在することを証明した初めての事例で

ある。この結果はまた、タマネギから分離した FOC がネギから分離した FOC と遺伝

的に異なるという系統樹の結果を強く支持している。さらに、SIX ホモログはいずれも

ネギ分離 FOC および非病原性 FOC からは増幅されなかったことから、SIX ホモログ

がタマネギに対する病原性に関与している可能性も示唆している。 

接種試験において、IGS Clade H に属さない菌株の大部分はタマネギ幼苗に対して低

い病原性または非病原性を示した。しかしながら、ネギ分離 FOC である AF88 はタマ

ネギ品種‘ヒグマ’に対して、AF91 および AF94 はタマネギ品種‘北もみじ 2000’

に対して非常に強い病原性を有していた。今のところ、世界的にみても FOC のレース

分化は確認されていないが、これらの菌株の病原性が品種によって大きく異なったこと

は、レース分化が起こりつつあることを示唆しているのかもしれない。 
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第 3 章 タマネギ分離 Fusarium oxysporum f. sp. cepae における

SIX3 の機能および FOC 特異的検出 

 

Ⅰ. 序論 

 

植物は病原体に対して 2 段階の防御応答を備えている(Jones and Dangl 2006)。まず、

植物病原真菌の細胞壁構成成分であるキチンやグルカンなどの pathogen-associated 

molecular patterns （PAMPs）を認識することによって、すべての植物病原真菌に対

して防御応答を引き起こす。これは PAMP-triggered immunity（PTI）と呼ばれる。

これに対して病原菌は、エフェクターと呼ばれる分子を用いて PTI を抑制し、感染を

優位に進める。さらに植物がこのエフェクターを認識することができる抵抗性（R）遺

伝子を保持していれば、再び防御応答が引き起こされる。これは Effector-triggered 

immunity （ETI）と呼ばれる。この場合エフェクター遺伝子は非病原力（avr）遺伝

子と呼ばれる。 

エフェクターは、植物の防御応答を変化させ、植物組織への定着を可能にさせる分

泌タンパク質または低分子化合物と定義されている（Hogenhout et al. 2009）。エフェ

クタータンパク質である SIX タンパク質は、トマト萎凋病菌 F. oxysporum f. sp. 

lycopersici（FOL）が感染したトマトの導管液プロテオームによって発見された。現在

までに 14 つの SIX タンパク質をコードする遺伝子が同定されている（Rep et al. 2004; 

Houterman et al. 2007; Lievens et al. 2009; Ma et al. 2010; Rep and Kisler 2010; 

Schmidt et al. 2013）。これらのうち SIX1、SIX3、および SIX4 はエフェクターまたは

非病原力遺伝子として機能することが報告されている。SIX1（AVR3）はトマト抵抗性

遺伝子 I（immunity）-3 によって認識される非病原力遺伝子であり、SIX3（AVR2）

は I-2 によって認識される非病原力遺伝子である。しかし、SIX1 と SIX3 はそれぞれに

対応する抵抗性遺伝子を持たない品種に対しては病原性遺伝子として働く。SIX4

（AVR1）はトマト抵抗性遺伝子 I-1 によって認識される非病原力遺伝子であるが、I-1

を持たない品種に対しては I-2 と I-3 によって引き起こされる防御応答を抑制する機能

を持つ（Houterman et al. 2008; Houterman et al. 2009; Rep et al. 2004）。 

SIX 遺伝子が同定された当初は、これらの遺伝子が FOL に特異的なものであるとさ

れていた。しかし、次世代シーケンサーの普及によって容易にドラフトゲノム解析が行
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われるようになり、FOL 以外のいくつかの分化型が SIX ホモログを保持していること

が明らかとなってきた。SIX1 は conglutinans、cubense、fragariae、melonis、

vasinfectum、アラビドプシス感染型 F. oxysporum Fo5176 株などで、SIX4 は

conglutinans、cubense、Fo5176、niveum、vasinfectum で検出されている。SIX2 は

cubense で、SIX6 は cubense、melonis、niveum、passiflorae、radicis-cucumerinum、

vasinfectum で、SIX7 は cubense、lilii と多くの分化型で検出されている（Kashiwa et 

al. 2013; Lievens et al., 2009, Fraser-Smith et al 2014; Chakrabarti et al 2011; 

Thatcher et al 2012）。SIX8-14 に関しても多くの分化型においてそのホモログの存在

が確認されている。これらのなかで Fo5176 と conglutinans の SIX4 ホモログはそれぞ

れアラビドプシスとキャベツに対する病原性遺伝子であると証明されているが、その作

用メカニズムはわかっていない（Thatcher et al. 2012; Kashiwa et al. 2013）。このよ

うに SIX 遺伝子を保持している分化型は存在するが、FOL 以外でそのすべてを持つも

のはいない。さらに、現在までに SIX3 および SIX5 は FOL 以外の分化型ではその保

持が確認されていない。 

F. oxysporum は 120 以上の分化型が存在しているが、その形態は全く同じであるた

め、分化型の同定には接種試験を様々な植物に行い宿主範囲を決定する必要がある。し

かしながら、接種試験には時間がかかるため、近年ではさまざまな分子マーカーを用い

た分化型の同定法が開発されている。これらの分子マーカーはある分化型やレースに特

異的な DNA 配列をもとに設計されている。前述のように FOL では SIX1（AVR3）、

SIX3（AVR2）、および SIX4（AVR1）が非病原力遺伝子であるため、SIX3 と SIX4 を

標的とした PCR 法は FOL のレースを正確に識別できる（Lievens et al. 2009）。 

本論文第 2 章において、タマネギから分離した FOC は SIX3、SIX5、および SIX7

のホモログを有することを PCR によって確認した。そこで本章ではそれらの塩基配列

を決定し、遺伝子破壊によってそれらの遺伝子の病原性への関与を調べた。また、SIX3

遺伝子は FOL 以外では明確なホモログが存在しないため、この遺伝子配列をもとにし

たマーカーを設計し FOC の特異的検出、さらにはその応用性を検討した。 
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Ⅱ. 材料および方法 

 

1. SIX ホモログの塩基配列の決定  

第 2 章で TA 株から増幅された SIX3、SIX5、および SIX7 ホモログを用いて、前述

の方法でシークエンシングを行い、塩基配列を決定した。 

 

2. SIX3-SIX5 領域の塩基配列の決定 

2-1. PCR 

SIX3 と SIX5 が隣接していることを確認するために、プライマーSIX3-R/SIX5-R を

用いて PCR を行った（Table 5）。PCR 反応には Quick Taq HS Dye Mix を使用し、前

述の方法で行った。反応条件は 94℃2 分の後に、94℃30 秒、50℃30 秒、68℃4 分を

35 サイクル行った。ポジティブコントロールとして FOL の CK3-1 株を使用した。PCR

産物は 1.5%アガロースゲルで電気泳動し、臭化エチジウム（1 g/ ml）で染色した。

UV トランスイルミネーター上でバンドを確認した後、目的のバンドをゲルから切り出

し、MonoFas DNA 精製キット I（GL science）を用いて精製を行った。すなわち、切

り出したゲルの重さを測り、ゲルと等量の Buffer A を加え 60℃で 5 分間保温した。ス

ピンカラムに溶解したゲル溶液を入れ、9,000 xg、30 秒で遠心した。500 l の Buffer B

を加え、9,000 xg、30 秒遠心した。スピンカラムを 1.5 ml チューブに付け替え、50 l 

の Buffer C を加えて、9,000 xg、1 min で遠心し溶出した。 

 

2-2. クローニング 

TA クローニングに用いるベクターは pGEM-T Easy Vector （Promega）を用いた。

ライゲーション反応には Ligation Convenience Kit （ニッポンジーン）を使用した。

まず、インサート DNA とベクターをモル比 1:1 で混合し、2 x Ligation Mix を加えて

20 lにし、16℃で 10分間処理した。このライゲーション反応液 2 lとEscherichia coli 

JM109 株のコンピテントセル 20 l を混合し、氷中で 30 分間静置した。42℃で正確に

45 秒間ヒートショックを与え、すぐに氷中に移し 2 分間静置した。SOC 培地を 180 l

加え混合し、37℃で 1時間半振とう培養した。事前に 20 lの 100 mM IPTGと 16 l の

25 mg/ ml X-gal を塗布した 40g/ml アンピシリンを含む LB 寒天培地に培養液を塗布

し、37℃で 16時間培養した。生じた白色のシングルコロニーを滅菌爪楊枝で掻きとり、

上記同様 IPTG および X-gal を塗布したアンピシリン 40 g/ ml 添加 LB 寒天培地に穿
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刺し、37℃で 16 時間培養した。 

 

2-3. コロニーPCR およびプラスミド DNA の抽出 

コロニーPCR を行ってインサート DNA の挿入を確認した。確認したコロニーから

High Pure Plasmid Isolation Kit （Roche）を使用してプラスミドを抽出した。イン

サートが確認されたシングルコロニーをアンピシリン 40 g/ ml添加 LB液体培地 2 ml

で 37℃、16 時間振とう培養した。3,000 rpm、10 分間遠心分離し、大腸菌ペレットを

得た後、250 lの Suspension Bufferを加えペレットを再懸濁し、250 lのLysis Buffer

を加え 3~6 回転倒混和し、室温で 5 分間インキュベートした。350 l の Binding Buffer

を加え 3~6 回転倒混和し、氷中で 5 分間インキュベートした。15,000 xg で 10 分間遠

心分離を行い、上清を High Pure Filter Tube にアプライし、15,000 xg で 1 分間遠心

し、プラスミドをカラムに吸着させた。500 l の Wash Buffer1 を添加し 15,000 xg で

1 分間遠心操作をしてフロースルーを除去し、さらに 700 l の Wash Buffer 2 を添加

し 15,000 xg で 1 分間の遠心操作によってカラムの洗浄を行った。残留している洗浄バ

ッファーを除去するため、15,000xg で 1 分間遠心操作を行った後、100 l の Elution 

Buffer を添加し、15,000 xg で 1 分間遠心操作を行うことによってプラスミド DNA を

溶出した。 

 

2-4. プライマーウォーキングによる塩基配列の決定 

プライマーウォーキング法を行い、FOC の SIX3-SIX5 間領域の塩基配列を決定し

た。SIX3 側は SIX3-walk-1、SIX3-walk-2 、SIX3-walk-3、SIX5 側は SIX5-walk-1、

SIX5-walk-2 、SIX5-walk-3 とプライマーを順次設計し、シークエンシングを行った

（Table 5）。得られた約 5 kbpの塩基配列はBLAST検索およびAUGUSTUS（Hoff and 

Stanke 2013）によって推定タンパク質の有無を確認した。 

 

3. SIX 遺伝子の発現 

3-1. B5 培地での培養 

菌体を B5 培地（Gamborg and Wetter 1975）で 25℃、3 日間振とう培養し、菌体を

回収した。回収した菌体は再び、B5 培地、KNO3と（NH4）2SO4を含まない B5 培地

（－N）、Sucrose を含まない B5 培地（－C）、および KNO3、（NH4）2SO4、Sucrose

を含まない B5 培地（－NC）に加え、25℃で 24 時間振とう培養した。培養後、菌体を
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回収し－80℃で保存した。 

 

3-2. 接種試験 

 接種は、第 2 章の接種実験と同様の方法で行った。接種試験にはタマネギ品種‘北も

みじ 2000’を用いた。植物体は接種４日および 8 日後に回収し、根を－80℃で凍結保

存した。 

 

3-3. トータル RNA 抽出 

RNA 抽出にはセパゾール RNA I Super（ナカライ）を使用した。乾熱滅菌した乳鉢・

乳棒を使用し、菌体または植物サンプル 100 mg に液体窒素を加えて磨砕した。これに

セパゾール 1 ml を加えた後、さらに磨砕しサンプルチューブに移した。室温で 5 分間

放置した後、クロロホルム 200 l を加えて転倒混和し、室温で 3 分間放置した。12,000 

xg、15 分間遠心し、下層（フェノール相）をとらないように上層（水相）を回収して

別のチューブに移した。別のチューブに移した水相にイソプロパノール 500 l を加え

転倒混和し 10 分間放置した。12,000 xg、10 分間遠心し上清を除き、80%エタノール 1 

ml を加えた。12,000 xg、5 分間遠心し、上清を除き沈澱物を風乾した後、DEPC 処理

水 50 l に溶解した。 

 

3-4. DNase 処理 

抽出したトータルRNA溶液に 50 unitsのRNAase inhibitor（Takara）と 2 units の

DNase I（Takara）を加え、さらに DEPC 処理水を加えて全量を 100 l とし、37℃で

30分間インキュベートした。フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール（25:24:1）

を 100 l 加え穏やかに攪拌し、12,000 xg で 10 分間遠心した。上清（水層）を新しい

チューブに移し、1/10 量の 3M 酢酸ナトリウム溶液（pH5.2）と 2.5 倍量の 100％エタ

ノールを加え、－20℃で 30 分間放置し、12,000 xg で 10 分間遠心し上清を捨てた。80％

エタノールを 1 ml 加えて沈殿物を懸濁し、12,000 xg で 5 分間遠心した。上清をすて

た後、沈澱物を風乾し、RNase free water に再懸濁した。 

 

3-5. RT-PCR  

抽出した RNA を鋳型にして、Prime Script One Step RT-PCR Kit Ver.2 （Takara）

を使用して RT-PCR を行った。反応溶液は 0.8 l の PrimeScript 1step Enzyme Mix、
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10 lの2x 1step Buffer（Dye Plus）、0.4 l各プライマー（20 pmol/ l）、1 lのTemplate 

RNA（50 ng/ l）、 7.4 l の dH2O を混合した。FocSIX3 の検出には SIX3-C-F/ 

SIX3-C-R、FocSIX5の検出にはSIX5-C-F/SIX5-C-Rを用いてPCRを行った（Table 5）。

反応条件は 50℃30 分、94℃3 分を行った後、94℃30 秒、55℃30 秒、72℃40 秒を 35

サイクル行った。PCR 産物を Mupid 電気泳動装置（コスモバイオ）を用いて、1.2%

アガロースゲルで 100V で電気泳動し、ゲルを臭化エチジウム（1 g/ ml）に 15 分浸

漬した後、UV トランスイルミネーター上で泳動像を確認した。 

 

4. TAIL-PCR 

FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子の 3’下流領域の塩基配列を決定するために

TAIL-PCR 法を行った。方法は Liu and Whittier（1995）の方法に従って行った。 

 

4-1. 1st PCR 

1stPCR の反応溶液は 2 l の 10x Ex Taq Buffer、1.6 l の dNTP （2 mM）、40 ng

の template DNA、0.4 l の GSP1 primer （10 pmol/ l）、1 l の Degenerate Primer 

（100 pmol/ l）、0.2 l の EX Taq、および dH2O を混合し、最終容量 20 l とした。

GSP1 primer は FocSIX3 においては SIX3-Tail-1、FocSIX5 においては SIX5-Tail-1

を使用した（Table 5）。 Degenerate primer は AD1、AD2、AD3 を使用した（Table 5）。

反応条件は 94℃2 分の後に、（94℃1 分、65℃1 分、72℃1 分）を 5 サイクル、次に 94℃

1 分、30℃1 分の後に 3 分かけて 72℃まで上昇させさらに 3 分、（94℃30 秒、68℃1

分、72℃3 分、94℃30 秒、68℃1 分、72℃3 分、94℃30 秒、44℃1 分、72℃3 分）を

13 サイクル行い、72℃5 分で行った。 

  

4-2. 2nd PCR 

1stPCR 産物を 50 倍希釈し 2nd PCR のテンプレートとして使用した。2ndPCR の

反応溶液は 2 l の 10x Ex Taq Buffer、1.6 lの dNTP （2 mM）、1 lの template DNA、

0.4 l の GSP2 primer （10 pmol/ l）、0.8 l の Degenerate Primer （100 pmol/ l）、

0.16 l の EX Taq、および 14.04 l の dH2O を混合した。GSP2 primer は FocSIX3

においては SIX3-Tail-2、FocSIX5 においては SIX5-Tail-2 を使用した（Table 5）。 

Degenerate primer は 1stPCR と同様のプライマーを使用した。反応条件は 94℃2 分

の後に、（94℃30 秒、64℃1 分、72℃3 分、94℃30 秒、64℃1 分、72℃3 分、94℃30
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秒、44℃1 分、72℃3 分）を 13 サイクル行い、72℃5 分で行った。 

 

4-3. 3rd PCR 

2ndPCR 産物を 50 倍希釈し 3rd PCR のテンプレートとして使用した。3rdPCR の

反応溶液は2 l の10x Ex Taq Buffer、1.6 lの dNTP （2 mM）、1lの template DNA、

0.6 l の GSP3 primer （10 pmol/ l）、0.6 l の Degenerate Primer （100 pmol/ l）、

0.1 l の EX Taq、および 14.1 l の dH2O を混合した。GSP3 primer は FocSIX3 にお

いては SIX3-Tail-3、FocSIX5 においては SIX5-Tail-3 を使用した（Table 5）。 

Degenerate primer は 1stPCR と同様のプライマーを使用した。反応条件は 94℃2 分

の後に、（94℃30 秒、64℃1 分、72℃3 分、94℃30 秒、64℃1 分、72℃3 分、94℃30

秒、44℃1 分、72℃3 分）を 9 サイクル行い、72℃5 分で行った。3rdPCR 産物は 1.2%

アガロースゲルで電気泳動を行い、2ndPCR と比較して 50 bp 短くなった断片をゲルか

ら切り出し、MonoFas DNA 精製キット I を用いて精製した。精製した断片は pGen 

T-easy vector に TA クローニングし、シークエンシングを行った。 

 

5. FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子破壊株の作出 

FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子の病原性への関連を解析するために、FOC TA 株の

SIX3 および SIX5 遺伝子破壊株の作出を試みた。遺伝子破壊は、Split-marker 

recombination 法（Catlett et al. 2003）によって行った。 

 

5-1. 遺伝子破壊コンストラクトの作製 

第 1 ステップ PCR として、FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子の 5’flanking 領域

（SIX3-split-F1/SIX3-split-F2 および SIX5-split-F1/SIX5-split-F2）と 3’flanking 領

域（SIX3-split-F3/ SIX3-split-F4 および SIX5-split-F3/ SIX5-split-F4）を増幅するプ

ライマーペアをそれぞれ設計し（Table 5）、TA 株のゲノミック DNA をテンプレート

として PCR を行った。また選抜マーカーであるハイグロマイシン耐性遺伝子（hph）

を中央部で配列が重なるように設計したプライマーペア HY/M13R と YG/M13F 

（Table 5）で pHRC をテンプレートとして PCR を行い、HY 断片と YG 断片をそれぞ

れ得た。次に第 2 ステップ PCR として、第 1 ステップで得た 3’flanking 領域と HY 断

片を鋳型として、プライマーペア HY/ SIX3-split-F4 または SIX5-split-F4 を用いて

PCR を行った。同様に 5’flanking 領域と YG 断片を鋳型として、プライマーペア YG/ 
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SIX3-split-F1 または SIX5-split-F1 を用いて PCR を行った。得られたそれぞれの断片

を HY-3’flanking フラグメントおよび 5'flanking-YG フラグメントとし、形質転換に使

用した。 

 

5-2. 形質転換 

形質転換はプロトプラスト PEG 法で行った。プロトプラストの作製は前述と同様の

方法で行った。得られたプロトプラストは STC バッファーで 2 x108個/ ml とした。上

記で作製したHY-3’flankingフラグメントおよび 5'flanking-YGフラグメントをそれぞ

れ5 g（10 l）、80 lのプロトプロスト溶液、および 20 lのPEG溶液（60% PEG 4000、

10 mM Tris-HCl（pH7.4）、50 mM CaCl2））と混合し、氷中に 20 分間静置した。900 

l の PEG 溶液をゆっくりと加え、十分に混合した後、室温で 30 分間静置した。その

後 2,000 xg で 5 分間遠心分離を行い、プロトプラストを沈殿として回収した。これを

600 l の STC buffer に懸濁した後、100 l ずつ YPSA 培地（750 mM Sucrose、0.1% 

Yeast extract、0.1%tryptone、1.5%agar）に塗布した。25℃で 24 時間培養した後、

100 g/ ml ハイグロマイシン B 添加 PDA 培地を重層し 25℃で 2~3 日間培養した。出

現したコロニーを 100g/ml ハイグロマイシン B 添加 PDA 培地に単離し、25℃で培養

し、ハイグロマイシン耐性形質転換体を得た。 

 

5-3. PCR による遺伝子破壊の確認 

得られたハイグロマイシン耐性形質転換体からゲノミック DNA を簡易抽出法

（Saitoh et al. 2006）によって抽出した。すなわち、PDA 平板培地上から 7-15 mm 角

の菌コロニーを切り取り、1.5 ml のエッペンドルフチューブにいれた。500 l の lysis 

buffer （200 mM Tris-HCl（pH8.0）、50 mM EDTA、200 mM NaCl、1% n-ラウリル

サルコシン）を加え、ホモジナイザーで菌体を潰し、10 分間室温で静置した。15,000 xg

で 5 分間遠心分離し、上清 300 l を新しいチューブに移した。750 l のエタノールを

加え転倒混和し、15,000 xg で 2 分間遠心分離し、上清を捨てた。750 l の 80％エタ

ノールを加え、15,000 xg で 5 分間遠心分離し、上清を捨て風乾し、50 l の dH2O に

溶解した。FocSIX3 遺伝子破壊株にはプライマーSIX3-C-F/SIX3-C-R、FocSIX5 遺伝

子破壊株には SIX5-C-F/SIX5-C-R を用いて PCR を行った。 
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5-4. サザンハイブリダイゼーションによる遺伝子破壊の確認 

サザンハイブリダイゼーションによって遺伝子破壊の確認を行った。10 g のゲノミ

ック DNA を 10 unit の制限酵素 EcoRV（NEB）で 37℃、16 時間処理し、0.8%アガ

ロースゲルで電気泳動をした。このゲルをメンブレンにブロットし、ハイブリダイゼー

ションを行った。ブロッティングおよび検出は前述の方法と同様に行った。FocSIX3

遺伝子破壊株にはプライマーSIX3-split-F3 /SIX3-split-F4、FocSIX5 遺伝子破壊株に

は SIX5-split-F3 /SIX5-split-F4 を用いて作製したプローブを使用した。 

 

6. 遺伝子破壊株の病原性 

6-1. タマネギ幼苗への接種試験 

 TA 株、FocSIX3 遺伝子破壊株、および FocSIX5 遺伝子破壊株を第 2 章と同様の方

法でタマネギ品種‘ヒグマ’の幼苗に接種し、接種 3 週間後の枯死株率を調べた。 

 

6-2. タマネギ鱗茎を用いた接種試験 

 菌株を PDA 平板培地で 7 日間培養し、5 mm のコルクボーラーで培地ごと打ち抜い

た。タマネギの鱗茎の外皮を剥ぎ、根を切り落として、0.5%NaClO3に 3 分浸漬した後、

滅菌水で水洗し、風乾した。5 mm のコルクボーラーでタマネギの盤茎を深さ 1 cm ま

でくりぬき、そこにコルクボーラーで打ち抜いた菌を置いた。接種した鱗茎をポリエチ

レンバックにいれ 25℃で 21 日間インキュベートした。コントロールの鱗茎には PDA

培地を接種した。 

 

7. FocSIX3 特異的プライマーの設計 

TA 株の FocSIX3 遺伝子と F. oxysporum f. sp. lycopersici の FolSIX3 遺伝子

（GenBank AM234063）の塩基配列を比較し、4 つの FocSIX3 特異的プライマーペア

P1~P4 および両遺伝子を領域を増幅するプライマーペア P5 を設計した（Table 5,  

Table 7）。 

 

8. FocSIX3 特異的プライマーの特異性の検証 

プライマーの特異性を調べるために、設計した 5 組のプライマーペア P1~P5 を用い

て PCR を行った。PCR は Quick Taq HS Dye Mix を使用して行った。テンプレート

DNA にはタマネギ分離 FOC を 23 株、ネギ分離 FOC を 15 株、非病原性 F. oxysporum 
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を 7 株（Table 4）、および F. oxysporum の 13 分化型 18 菌株（Table 6）を用いて PCR

を行った。 

 

9. 定量 PCR への応用 

9-1. 標準曲線の作成  

定量 PCR には 7300 real-time PCR system （Applied Biosystems）を使用した。定

量 PCR 反応には THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix （Toyobo）を使用した。反応溶

液 20 l 中に 0.3 M のプライマーと 1 l のテンプレート DNA を加え、95℃1 分処理

後、95℃15 秒、60℃1 分の処理を 40 サイクル行った。さらに 60℃から 95℃まで温度

を上昇させることによって PCR 産物の融解曲線温度を求めた。標準曲線は FocSIX3 断

片を含むプラスミド（使用前に制限酵素 PstI によって線状化したもの）を 101 ～108  

copies / l となるように調節してテンプレートとして使用した。 

 

9-2. 植物サンプル 

植物材料としてタマネギ品種ヒグマ（感受性品種、タキイ種苗）、カムイ（中程度の

抵抗性品種、タキイ種苗）、および北もみじ 2000（抵抗性品種、七宝）を使用した。各

品種の苗を F. oxysporum f. sp. cepae 汚染圃場（北海道、長沼市）に移植し生育させ、

移植 60 日後および 77 日後に植物体を回収した。それぞれの植物体は根の下部、根の

上部、および盤茎に分けて－80℃で保存した。 

 

9-3.植物体からの DNA 抽出 

DNeasy Plant mini kit （Qiagen）を使用して各部位の組織サンプルから DNA を

抽出した。まず、サンプル 100 mg を乾熱滅菌した乳鉢と乳棒を用いて液体窒素内で摩

砕し、400 l の Buffer AP1 を加え、2 ml チューブへ移した。4 l の RNaseA を加え

ボルテックスし、65℃で 10 分間インキュベートした。130 l の BufferP3 を加え、混

和し氷中で 5 分間静置した後、20,000 xg で 5 分間遠心した。上清を OIA shredder spin 

column に入れ、20,000 xg で 2 分間遠心した。フロースルーを 2 ml チューブに移し、

1.5 倍量の BufferAW1 を加えピペッティングにより混和した後、DNeasy mini spin 

column に移し 10,000 xg で 1 分間遠心した。500 l の Buffer AW2 を加え、10,000 xg

で 1 分間遠心し、さらに 500 l の Buffer AW2 を加え、20,000 xg で 2 分間遠心した。

スピンカラムを 1.5 ml チューブに移し、100 l の Buffer AE を加え 5 分間室温でイン
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キュベートした後、10,000 xg で 1 分間遠心した。 

 

9-4. 定量 PCR 

抽出した植物 DNA 1 l をテンプレートとして前述の方法で qPCR を行った。統計

解析は KaleidaGraph version 4.1software を用い、Tukey-HSD tests によって有意水

準 p < 0.05 で行った。 
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Table 5 Primer sequence used in this study 

Primer name Sequence (5’-3’) 

SIX3-walk-1 GCAAACCCATGTCATGGACATG 

SIX3-walk-2 GCAGCCCACTGTATTACCTTTC 

SIX3-walk-3 TCTGGAATACGCTCTATCCACG 

SIX5-walk-1 TACTCGAAGCGCATGATGGATTG 

SIX5-walk-2 TTCCATCTTATCCGCACGATGC 

SIX5-walk-3 CTGCTTGCTTACCTATCCCTATC 

SIX3-C-F CATGTCCATGACATGGGTTTGC 

SIX3-C-R GATCTCGTAGTTGGCGATGGC 

SIX5-C-F GCGCTTCGAGTACATCTCTG 

SIX5-C-R CTAGGATGCATCACAATAGA 

SIX3-Tail-1 GGACACCCAGCCATCGCCAACTAC 

SIX3-Tail-2 CACCTAATGCGGCTGGAGACTGC 

SIX3-Tail-3 GGGAAGCCGACGCTAGTTATAC 

SIX5-Tail-1 GCTGCAAATGGCGACATTGACGGCG 

SIX5-Tail-2 GCCATCAGAATGGAGGAGCAGAC 

SIX5-Tail-3 GCATCCTAGAGGTATCTCGACAC 

AD1 NGTCGASWGANAWGAA 

AD2 GTNCGASWCANAWGTT 

AD3 WGTGNAGWANCANAGA 

SIX3-split-F1 AGCTACTAGCCGAGCTAAAGAC 

SIX3-split-F2 GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTCAACCTCCCGGTTCAGTC 

SIX3-split-F3 TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTGTATGTCTGGAATCGCAAG 

SIX3-split-F4 AGCTCGATTGATGTCTAGTCGC 

SIX5-split-F1 TCTTAAGGAGTGGGCGTAGAAC 

SIX5-split-F2 GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGGTGATGAAGAGTAGTAGAG 

SIX5-split-F3 TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTTCTGTCATTGTGACCAGTG 

SIX5-split-F4 ATGTCAAGAGCGCGCGAAGCTC 

HY GGATGCCTCCGCTCGAAGTA 

YG CGTTGCAAGACCTGCCTGAA 

M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 

M13R AGCGGATAACAATTCACACAGGA 

FocSIX3-F2 GGTTATGCTAGAACATTCTCCC 

FocSIX3-R2 CAGTTTGTATGCCTCCAATGGAG 

FocSIX3-R3 TACGGAGGGTTTCGGGAGAATG 
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Table 6 Isolates of Fusarium oxysporum formae speciales used in this study 

Isolate Forma specialis and race 

MAFF305556 f. sp. asparagi 

MAFF103070 f. sp. batatas 

MAFF744001 f. sp. conglutinans 

MAFF305116 f. sp. cucumerinum 

MAFF305557 f. sp. fragariae 

MAFF103008 f. sp. lagenariae 

MAFF103051 f. sp. melongenae 

MAFF305544 f. sp. melonis 

MAFF305608 f. sp. niveum 

MAFF103058 f. sp. raphani 

MAFF103060 f. sp. spinaciae 

MAFF103007 f. sp. radicis-lycopersici 

MAFF103044 f. sp. radicis-lycopersici 

MAFF103036 f. sp. lycopersici (race 1) 

MAFF103038 f. sp. lycopersici (race 2) 

CK3-1 f. sp. lycopersici (race 2) 

YU-1 f. sp. lycopersici (race 3) 

YU-2 f. sp. lycopersici (race 3) 
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Ⅲ. 結果 

 

1. F. oxysporum f. sp. cepae の SIX 遺伝子の塩基配列 

第2章で述べたように、IGS系統樹のClade Hに属するタマネギ分離FOCはSIX3、

SIX5、および SIX7 ホモログを保持している。そこで、これらのホモログの塩基配列を

明らかにした。FOC の SIX3 ホモログは 492 bp で、FOL の SIX3 遺伝子（FolSIX3）

と 91.4%の相同性があった（Fig. 8）。FOC の SIX5 ホモログは 534 bp、SIX7 ホモロ

グは 666 bp で、FOL の SIX5 遺伝子(FolSIX5) および SIX7 遺伝子（FolSIX7）とそ

れぞれ 82.9%、86.7%の相同性があった（Fig. 9 and Fig. 10）。FOC の SIX3、SIX5、

および SIX7 ホモログはいずれも FOL のそれと相同性を有していたため、FocSIX3、

FocSIX5、および FocSIX7 とそれぞれを命名した。 

 

2. FocSIX3、FocSIX5、および FocSIX7 タンパク質のアミノ酸配列 

FocSIX3、FocSIX5、および FocSIX7 遺伝子の塩基配列から推定されるアミノ酸配

列を、FolSIX3、FolSIX3、および FolSIX7 のアミノ酸配列と比較した。FocSIX3 タン

パク質はアミノ酸レベルで FolSIX3 と 85.9%の相同性があった（Fig. 11）。FocSIX3

は 3 つのシステインを含んでおり、それらは FolSIX3 と同じ位置にあった。また、SIX3

が宿主細胞内に取り込まれるために必要な RxLR-like モチーフ（RIYER）も保存され

ていた（Fig. 11）。FocSIX5 タンパク質は 122 アミノ酸であり、FolSIX5 の 119 アミノ

酸より 3 残基長く、69.7％の相同性があった（Fig. 12）。相同性はあまり高くないにも

かかわらず、FolSIX5 に見られる 7 つのシステイン残基はすべて保存されていた。また、

FolSIX5 と同様に 3 つのイントロンが存在していた。FocSIX7 タンパク質は途中にス

トップコドンがあり、165 アミノ酸のタンパク質に翻訳されると予想された。FolSIX7

は 220 アミノ酸であることから、FocSIX7 はそれよりも 55 アミノ酸も小さいことがわ

かった（Fig. 13）。 
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FocSIX3         ATGCGTTTCCTTCTGCTTATCGCCATGTCCATGACATGGGTTTGCTCTATTACTGGGCTA  60 

FolSIX3         ATGCGTTTCCTTCTGCTTATAGCCATGTCCATGACATGGGTTTGCTCTATTGCTGGGCTA  60 

                 ******************** ****************************** ******** 

FocSIX3         CCTGTGGGCGATGCCGATTCATCTATCGGTCAGCTCCAAGAACGGGGAATCCCATATTGC 120 

FolSIX3         CCTGTGGAAGATGCCGATTCATCTGTCGGTCAGCTCCAAGGACGGGGTAACCCATATTGC 120 

                 *******  *************** *************** ****** * ********** 

FocSIX3         CTGTTTCCCGGCCGCCGGCCGTCTTCTACTTCATTTACTACGAGCTTCAGCACCGAACCT 180  

FolSIX3         GTGTTTCCCGGCCGCCGCACGTCTTCTACTTCATTTACTACGAGCTTCAGCACCGAACCT 180 

                 ****************   ***************************************** 

FocSIX3         CTAGGTTATGCTAGAACATTCTCCCGAAACCCTCCGTATGAGCGGGCTGGCAATTCGCTA 240 

FolSIX3         CTGGGTTATGCTAGAATGTTACACAGAGACCCTCCATATGAGCGGGCTGGCAATTCGGGA 240 

                 ** *************  **   * ** ******* *********************   * 

FocSIX3         CTGAATTACCGCATTTATGAACGATTCTCCATTGGAGGCATACAAACTGTCATTGATGTC 300 

FolSIX3         CTGAATCACCGCATTTACGAACGAAGTCGCGTTGGAGGCCTCCGCACTGTCATTGATGTC 300 

                 ****** ********** ******     * ******** * *   *************** 

FocSIX3         GCACCTCCGGATGGACACCCAGCCATCGCCAACTACGAGATCGAAGTCCGCCGTATTCCT 360 

FolSIX3         GCCCCCCCGGACGGACACCAAGCCATCGCCAACTACGAGATCGAAGTCCGTCGTATTCCT 360 

                 ** ** ***** ******* ****************************** ********* 

FocSIX3         GTTGCAACACCTAATGCGGCTGGAGACTGCTTTCACACCGCACGCCTTAGTACCGGCTCT 420 

FolSIX3         GTTGCAACACCTAATGCGGCTGGAGATTGCTTTCACACTGCACGCCTTAGTACCGGCTCT 420 

                 ************************** *********** ********************* 

FocSIX3         CGAGGTCCAGCCACAATCAGTTGGGAAGCCGACGCTAGTTATACCTACTATTTTACTCTC 480 

FolSIX3         CGAGGTCCAGCCACAATCAGTTGGGATGCCGACGCTAGTTATACCTACTATCTTACTATC 480 

                 ************************** ************************ ***** ** 

FocSIX3         TCAGAGATTTGA  492 

FolSIX3         TCAGAGGATTGA  492 

                ******   **** 

 

Fig. 8 Alignment of nucleotide sequences of FocSIX3 andFolSIX3 (AM234063).
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FocSIX5      ATGCGCTTCGAGTACATCTCTGTTGTTCTAGCCCTTTGCGGCACGAGGTAATCTTGGCCC 60 

FolSIX5      ATGCGCTTCGAGTACATCTCTGTT---CTAGCCCTTTGCGGCGCGAGGTAATCTTAGCCC 57 

              ************************    *************** ************ **** 

FocSIX5      TTTGTTATCCCACACGCCTGTGTAGTT--TGTGTTTGCTAATATGGTCTTAGTCTCGCAA 118 

FolSIX5      TTTGTTATCCTACACGCCTGTGTAGTTCGTGTGTTTGCTAACATGGTCTTAGTCTCGCAA 117 

            ********** ****************   ************ ****************** 

FocSIX5      GGCATCATCAGTACTGTGCTTGCCAGTCCGGTGATGATGACAGCATTAATATAGATGCCA 178 

FolSIX5      GGGATCATCAGTACTGTGCTTGCCAGTCCGGTTCTGGTGACAGCATTGATATAGATGCCA 177 

        ** *****************************   ** ********** ************ 

FocSIX5      CCACTCAGCTTCAGAACAATCATCCTCACGATTATGTGTGGGGTATGTATACCTCAGTAC 238 

FolSIX5      CCACTCAGCTTCAGAACGATAATAGTAAATCATATTTGTGGGGTATGTATACCTCA-TAG 236   

              ***************** ** **   * *     *** ******************** **  

FocSIX5      TAATTGACCAATCAGGCAAGCTTATAATTCTATAGCTCAGAAAAGTCCAGCATATTGGTA 298 

FolSIX5      TGATTGGGCAATTGGGCAAGCTTACAATTCTATAGCTCAGACCTCTCCAGCATATTGGT- 295 

            * ****   ****  ********** ****************     **************  

FocSIX5      TTCGTCTGGTGAACATAGAGCACTTGGTCCACATTTCACTGGAATTTATGTAAGTCTACA 358 

FolSIX5      -TTG-CTGACCGTCATAAA---CCTGGTCCACGATTCGCTGGCATTTATGTAAGTCTACA 350 

             * * ***      **** *    * ********   *** **** ***************** 

FocSIX5      GCTTAGGATGATTAAGTGCCTGAACTAACCTTGACTAGCTGAAAGCTGCAAATGGCGACA 418 

FolSIX5      GCTTAGGATGATTAAGTGCCTGAACTAACCTTGACTAGCTGAAAGCTGCAAATGGCAAAA 410 

            ********************************************************  * * 

FocSIX5      TTGACGGCGAAACATTCTATGACCTTTGCCATCAGAATGGAGGAGCAGACTCAACATGCT 478 

FolSIX5      TTGATGGCGATACATTCTATAATCTTTGCATTAATAATGGAGGAGCAGACTCAACATGCT 470 

            **** ***** ********* * ******   * * ************************* 

FocSIX5      TTGACTGCTCTAAATCTCACCAGGTTGGAGACATTATCTATTGTGATGCATCCTAG 534 

FolSIX5      TTGACTGCTCTAAATCTCACCAGGTTAGAAACGTTATCTATTGTGATGCGGCCTAG 526 

            ************************** ** ** ****************   ***** 

 

Fig. 9 Alignment of nucleotide sequences of FocSIX5 andFolSIX5 (KM047035). 

shaded text; intron sequences. 
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FocSIX7         ATGCAGGTTATGAAGTACCTTTACCTCCTTTTCCATTTCGCCCTGTTTGCGAGTGCTATA 60 

FolSIX7         ATGCAGGTTATGAAGTACCTTTACCTCCTTTTCCATTTCGCCCTGTTTGCGAGTGCTATA 60 

                 ************************************************************   

FocSIX7         CCTATACTCGATCTCTTTCCAAGACAAGGGCAATGCTTTAGCACC---GGCTCAACACCA 117 

FolSIX7         CCTATGCTCGACCTATTTCCAAGACAAGGGCAATGCTTTAGCACCACCGGCTCAACACCA 120 

                 ***** ***** ** ******************************    ************ 

FocSIX7         CCACCACCACCACCCGCGCCTACAGAGGTGACATTTGACATCACCGAAAATGTCAACTCG 177 

FolSIX7         CCACGACCACCACCCGCGGCTAGAGAGGTGACATTTGACATCACCCAAAATGTCAACACG 180 

                 **** ************* *** ********************** *********** ** 

FocSIX7         TTCACCAACGCCGCGTCCACACCATGGACTCAGGGTGTAGGACTCTCGAATATTAGATAC 237 

FolSIX7         TTCACTAGCGCCGCGTCCACACCATGGACTGAGGGTGTAGGACTCTCGAATATTAGATAC 240 

                 ***** * ********************** ***************************** 

FocSIX7         CAATGGCGCGCATACTACAGTACCAGGCGTCAAACTGTATTCGTTGAGGTTCAGGTTTTC 297 

FolSIX7         CAATGGCGCGCATACTACAGTACCAGGCAACGAACTACGTTCGTTGAGGTTCGGGTTTTC 300 

                 ****************************  * ****    ************* ******* 

FocSIX7         GGTACTGCCGCGGTGCAAGCAGTCTTGCTTCCGGATGCTCCCGCAACAGGTCGATGGCGC 357 

FolSIX7         GGTACTGCCGAGGCGCAAGTAGTCTTGCTTCCGGATGCTCCCGGAACAAGTCGATATCGC 360 

                 ********** ** ***** *********************** **** ******  *** 

FocSIX7         GCTATCAATAGCGACTCCTTTCGGCCCAACGAAAGGGTCGCTGGCGGTGGTTTAGCGGGC 417 

FolSIX7         GCTATCGATAGCAACGTCTTTAGGCCCAACGAAGAGGTCACAGGCGGTGGTTTAGCGGGC 420 

                 ****** ***** **  **** ***********   **** * ****************** 

FocSIX7         TGGGGTCAGGTGATTCCGGTCTGCCTTCAAACTTTTGGTCGG---AGAGATATTATGTAT 474 

FolSIX7         TGGGGTCAGGTGACTACGGTCTGCCTTCAAACTTGGGGTCGGCGAGGAGATATTACCTAT 480 

                 ************* * ******************  ******     *********  *** 

FocSIX7         CGGCTCCGGATTCAACGAACGTAAGCCCAAGCACTCCTACCCCCTTGAAGTCATTCCTGA 534 

FolSIX7         CGGCTCCGGATTCAA----AGTAAGCCCAAGCACTCCTACCCCCTTGAAGTCATTCCTGA 536 

                 ***************      **************************************** 

FocSIX7         GAGGCAATACGCCAACCGCTTAATGAATGCCCGTCGCTACGCCAAAACCCTTCAGATGAT 594 

FolSIX7         GAGGCAATACGCCAACCGCTTAATGAATGCCCGTTGCTACGCCAAAACCCATCAGATGAT 596 

                 ********************************** *************** ********* 

FocSIX7         TTATAAGCCTAGGGGCCTTGCTGATTTTCGTTTTCAGAGTTTAACACAGCAGAGTTAGTA 654 

FolSIX7         TTATAAGCCCAGGGGCCTTGCTGACTTTCGTTTTCATAGGTTAACACAG-----TCAGTA 651 

                 ********* ************** *********** ** *********      * **** 

FocSIX7         GTAGATCTGTAG 666 

FolSIX7         GTAAATCTGTAG 663 

                 *** ******** 

Fig. 10 Alignment of nucleotide sequences of FocSIX7 andFolSIX7 (KM04703) 
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FocSIX3         MRFLLLIAMSMTWVCSITGLPVGDADSSIGQLQERGIPYCLFPGRRPSSTSFTTSFSTEP 60 

FolSIX3         MRFLLLIAMSMTWVCSIAGLPVEDADSSVGQLQGRGNPYCVFPGRRTSSTSFTTSFSTEP 60 

                 *****************:**** *****:**** ** ***:*****.************* 

FocSIX3         LGYARTFSRNPPYERAGNSLLNYRIYERFSIGGIQTVIDVAPPDGHPAIANYEIEVRRIP 120 

FolSIX3         LGYARMLHRDPPYERAGNSGLNHRIYERSRVGGLRTVIDVAPPDGHQAIANYEIEVRRIP 120 

                 ***** : *:********* **:*****   :**::*********** ************* 

FocSIX3         VATPNAAGDCFHTARLSTGSRGPATISWEADASYTYYFTLSEI 163 

FolSIX3         VATPNAAGDCFHTARLSTGSRGPATISWDADASYTYYLTISED 163 

                 ****************************:********:*:** 

 

Fig. 11 Alignment of amino acid sequences of FocSIX3 andFolSIX3 (CAJ83999). shaded 

text; cysteine residue, boxed text;RxLR-like motif. 

 

 

 

 

 

FocSIX5         MRFEYISVVLALCGTSLARHHQYCACQSGDDDSINIDATTQLQNNHPHDYVWAQKSPAYW 60 

FolSIX5         MRFEYIS-VLALCGASLARDHQYCACQSGSGDSIDIDATTQLQNDNSKSYLWAQTSPAYW 59 

                 ******* ******:****.*********..***:*********::.:.*:***.***** 

FocSIX5         YSSGEHRALGPHFTGIYLKAANGDIDGETFYDLCHQNGGADSTCFDCSKSHQVGDIIYCD 120 

FolSIX5         FADR-HKP-GPRFAGIYLKAANGKIDGDTFYNLCINNGGADSTCFDCSKSHQVRNVIYCD 117 

                 ::.  *:. **:*:*********.***:***:** :***************** ::**** 

FocSIX5         AS 122 

FolSIX5         AA 119 

                 *: 

 

Fig. 12 Alignment of amino acid sequences of FocSIX5 andFolSIX5 (ACY39285). shaded 

text; cysteine residue 
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FocSIX7         MQVMKYLYLLFHFALFASAIPILDLFPRQGQCFS-TGSTPPPPPPAPTEVTFDITENVNS 59 

FolSIX7         MQVMKYLYLLFHFALFASAIPMLDLFPRQGQCFSTTGSTPPRPPPAAREVTFDITQNVNT 60 

                 *********************:************ ****** ****. *******:***: 

FocSIX7         FTNAASTPWTQGVGLSNIRYQWRAYYSTRRQTVFVEVQVFGTAAVQAVLLPDAPATGRWR 119 

FolSIX7         FTSAASTPWTEGVGLSNIRYQWRAYYSTRQRTTFVEVRVFGTAEAQVVLLPDAPGTSRYR 120 

                 **.*******:******************::*.****:***** .*.*******.*.*:* 

FocSIX7         AINSDSFRPNERVAGGGLAGWGQVIPVCLQTFGRR-DIMYRLRIQRT------------- 165 

FolSIX7         AIDSNVFRPNEEVTGGGLAGWGQVTTVCLQTWGRRGDITYRLRIQSKPKHSYPLEVIPER 180 

                 **:*: *****.*:********** .*****:*** ** ****** .              

FocSIX7         ---------------------------------------- 

FolSIX7         QYANRLMNARCYAKTHQMIYKPRGLADFRFHRLTQSVVNL 220 

 

Fig. 13 Alignment of amino acid sequences of FocSIX7 andFolSIX7 (ACN69117). shaded 

text; cysteine residue 
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3. FocSIX3-Foc5 領域 

FOL 4287 株において、FolSIX3 と FolSIX5 は隣接し、1,365 bp のプロモーター領

域を共有していることが知られている（Schmidt et al. 2013）。そこで、FOC において

も FocSIX3 と FocSIX5 が隣接しているのではないかと考え、SIX3-R/SIX5-R プライマ

ーペアを用いて PCR を行った。FOL CK3-1（race2）株からは、約 2,300 bp の DNA

断片を増幅されたことから、この領域が FOL 株間で保存されていることが示唆された。

一方、FOC の TA 株、AC85 株、AC245 株の 3 株すべてから約 5,000 bp の DNA 断片

が増幅された（Fig. 14）。 

プライマーウォーキング法により FocSIX3-FocSIX5 領域の塩基配列を決定した。そ

の結果、この領域には遺伝子と予想される配列（ORF）は存在しなかったが、Helitron

などのトランスポゾン配列の断片が存在していた。FOL の SIX1~SIX7 遺伝子の上流に

は miniature Impala（mimp）と呼ばれる DNA トランスポゾンが存在している。

FolSIX3-FolSIX5 遺伝子領域においては、FolSIX3 遺伝子の 232 bp 上流に mimp1 が

存在しているが、FocSIX3 遺伝子の上流には mimp1 様の配列は存在していなかった

（Fig. 15）。また、SIX 遺伝子のプロモーター配列にある TCGGCA モチーフが転写に

関わっていることがわかっているため、このモチーフを検索した。FolSIX3-FolSIX5

遺伝子領域においては、このモチーフが 8 個あり、FocSIX3-FocSIX5 遺伝子領域には

このモチーフが 11 個存在していた（開始コドンから 1,000 bp 上流だと 9 個）。さらに

FolSIX3-FolSIX5 遺伝子領域の両サイドには inverted repeat（IR）があるが、

FocSIX3-FocSIX5 遺伝子領域にも存在していた。 

 

4. SIX 遺伝子の座乗染色体の特定 

第 2章において、FocSIX3遺伝子は約 4 Mbの染色体上に座乗していることをCHEF

サザン解析によって明らかにした。FocSIX5 は FocSIX3 と隣接していることから、

FocSIX5 もこの染色体上に座乗していると予想される。一方、FOC が有するもうひと

つの SIX ホモログである FocSIX7 の座乗染色体については明らかになっていない。そ

こで、FocSIX7 の PCR 断片をプローブにして CHEF サザン解析を行った。その結果、

FocSIX7 も FocSIX3 と同様の約 4 Mb の染色体上に座乗していることがわかった（Fig. 

16）。 
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Fig. 14 Amplification of SIX3-SIX5 region using primer pair SIX3-R2/SIX5-R1. 

1, FOC AC85 isolate; 2, FOC AC245 isolate 3, FOC TA isolate; 4, FOL CK3-1 isolate 
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Fig. 15 Schematic representation of SIX3-SIX5 locus in FOC and FOL. arrow: SIX gene, 

allipse: TCGGCA motif.  
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Fig. 16 Chromosomal localization of FocSIX7 gene in Fusarium oxysporum f. sp. cepae. 

Karyotype profiles of F. oxysporum f. sp. cepae by contour-clamped homogeneous 

electric field (CHEF) electrophoresis (left panel) and Southern blot analysis of the 

CHEF gel using FocSIX3 and FocSIX7 as a probe (right panel). 1: AC109; 2: AC140; 3: 

TA; 4: CK3-1 
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5. FocSIX3 遺伝子および FocSIX5 遺伝子の発現 

合成培地上で生育中の FOCにおける FocSIX3遺伝子および FocSIX5遺伝子の発現

を調べた。FOC を B5 培地および窒素源（－N）、炭素源（－C）またはその両方を含

まない B5 培地上（－NC）で培養し、その菌体から RNA を抽出した。その RNA を用

いて RT-PCR を行ったところ、FocSIX3 および FocSIX5 はいずれの培地においても共

に発現していた（Fig. 17）。 

タマネギへの感染時における FocSIX3 遺伝子および FocSIX5 遺伝子を調べるため

に、FOC をタマネギの幼苗に接種し、接種 4 日後および 8 日後に根を回収し RNA を

抽出した。その RNA を用いて RT-PCR を行ったところ、FocSIX3 および FocSIX5 は

共に植物体内で発現していた（Fig. 18）。 

 

6. FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子破壊株の作製 

FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子破壊コンストラクトを作製するために、両遺伝子の

3’flanking 領域の塩基配列を Thermal asymmetric interlaced （TAIL）-PCR によっ

て決定した。決定した塩基配列を用いて BLAST 検索をおこなったところ、FocSIX3

の 3’flanking 領域にはレトロトランスポゾンの LTR とトランスポゾンである hornet1

のフラグメントが存在していた。FocSIX5 の 3’flanking 領域には F. oxysporum f. sp. 

melonis の EST 配列が存在しており、何らかの遺伝子が存在していると考えられる。 

遺伝子破壊は Split-marker recombination 法（Catlett et al. 2003）に従って行った。

この方法は選択マーカーであるハイグロマイシン耐性カセットとターゲッティング部

位の配列を結合させ、さらに選抜マーカーの中央の配列を重なるように 2 つのコンスト

ラクトを作製することによって、選抜マーカー内でも相同組み換えを起し、ectpic 挿入

を起しにくくする方法である（Fig. 19）。FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子破壊コンス

トラクトはプロトプラスト-PEG 法によって菌株へ導入した。その結果、遺伝子破壊株

をそれぞれ 2 株ずつ得た。遺伝子内に結合するプライマーを用いて、両遺伝子が破壊さ

れていることを確認した（Fig. 20）。さらにサザンブロットによっても両遺伝子が破壊

されていることを確認した（Fig. 21）。 

 

7. FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子破壊株の病原性 

タマネギの幼苗と鱗茎を用いて、FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子破壊株の病原性を

試験した。タマネギの幼苗を用いた病原性試験では、幼苗の根を胞子懸濁液に浸漬した
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後に移植し枯死株率を測定した。接種 3 週間後において、野生株および FocSIX5 遺伝

子破壊株はタマネギに対して 80%近い枯死株率を引き起こしたが、FocSIX3 遺伝子破

壊株は枯死株率が 60%であり、野生株と比較しわずかに減少していた（Fig. 22）。 

タマネギの鱗茎を用いた病原性試験では、遺伝子破壊株の菌プラグをタマネギの盤

茎部に接種した。接種 1 か月後において FocSIX5 遺伝子破壊株は野生株と同様に病徴

を示したが、FocSIX3 遺伝子破壊株は野生株と比べて病徴の発展が遅く、菌糸が鱗茎

部へと広がっていなかった（Fig. 23）。 
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Fig. 17 Expression of FocSIX3 and FocSIX5 in FOC grown on synthetic 

medium.Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis using RNA 

isolated from mycelia grown on B5 media (B5), B5 media without nitrogen source (-N), 

B5 media without corbon source (-C), and B5 media without nitrogen and corbon sorce 

(-NC).  

 

 

 

 

 

Fig. 18 Expression of FocSIX3 and FocSIX5 in FOC-infected onion roots. 

Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis using RNA isolated 

from roots at 4, and 8 days post inoculation (dpi).  
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Fig. 19 Split-marker strategy for gene deletion. （A） Primers F1/F2 and F3/F4 amplify 

target gene flanking sequences. Primers M13R/HY and M13F/YG amplify "HY" and 

"YG" marker fragments, respectively. Note that primers F2 and F3 are hybrid, the 5’ 

ends are complementary to the M13F and M13R sequences, respectively, and the 3’ ends 

are gene specific. （B） Two separate PCR reactions （F1/YG） and （HY/F4） fuse the 

flank sequences to the 5’ （HY） or 3’ （YG） portions of HYG. （C） Homologous 

recombination and gene deletion. The two fusion PCR fragments are used directly for 

transformation. Homologous recombination between the overlapping regions of the 

selectable marker （HYG）, and between the flank regions and chromosomal DNA 

results in a directed deletion. （Catlett et al. 2003） 
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Fig. 20 Amplification of FocSIX3 and FocSIX5 in deletion mutant. M: molecular weight 

marker, 1,5: Wild type, 2: FocSIX3-1, 3:FocSIX3-2, 4: ectopic mutant of FocSIX3, 5: 

FocSIX5-1, 6:FocSIX5-2, 7: ectopic mutant of FocSIX5 
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Fig. 21 Genomic southern blot analysis of FocSIX3 and FocSIX5 deletion mutants using 

FocSIX3 （left panel） and FocSIX5 （right panel） as probes. 1,5: Wild type, 2: 

FocSIX3-1, 3: FocSIX3-2, 4: ectopic mutant of FocSIX3, 5: FocSIX5-1, 6: FocSIX5-2, 

7: ectopic mutant of FocSIX5 
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Fig 22 Percentage of wilted onion plants inoculated with FocSIX3 and FocSIX5 deletion 

mutants. Onion seedlings were inoculated with fungal spores using root-dip methods 

and grown at 25℃ for three weeks. Error bars are the standard error of the mean. 

Asterisk (*) indicate significant (p < 0.05) differences according to Student’s t test. n.s.= 

not significant. 
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Fig. 23 Pathogenicity of FocSIX3 and FocSIX5 deletion mutants to onion bulb. Basal 

plates of onion were inoculated with fungal myceria plugs and incubated for one month.  
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8. FocSIX3 特異的プライマーの設計 

FocSIX3 の塩基配列はタマネギ分離 FOC 株間で高度に保存されているが、FolSIX3

の塩基配列とは大きく異なる領域が含まれている。FocSIX3 に存在し FolSIX3 に存在

しない配列に基づいてプライマーを設計すれば、FOC を特異的に検出できる可能性が

ある。そこで、5 つのプライマーセット（P1~P5）を作製し、FOC に対する特異性を

試験した。タマネギ分離 FOC3 株、ネギ分離 FOC3 株、および FOL3 株を用いて PCR

を行った。その結果、P1、P3、および P4 によって、タマネギ分離 FOC のみで PCR

産物が増幅された（Table 7）。FOC と FOL の両分化型で増幅できるように設計したプ

ライマーペア P5 では、予想通り両方で増幅産物が確認された。P2 は FOL において非

特異産物を増幅した（Table 7）。以下の実験では、最も特異性が高く、増幅産物の短い

プライマーペア P1 を使用した。 

  

9. FocSIX3 特異的プライマーの特異性の検証 

FocSIX3 特異的プライマーP1 の特異性を調べるために、タマネギ分離 FOC を 23

株、ネギ分離 FOC を 15 株、さらに非病原性 F. oxysporum を 7 株用いて PCR を行っ

た（Table 4）。その結果、タマネギ分離 FOC でのみ 106 bp の増幅産物が得られた（Fig. 

24）。次に FOL を含む F. oxysporum の 13 分化型 18 菌株の DNA を用いてプライマ

ーペア P1 の特異性を検証した（Table 6）。その結果、106 bp の PCR 産物はタマネギ

分離 FOC の TA 株のみで増幅され、他の分化型では増幅されなかった（Fig. 25）。 

 

10．感染植物体からの検出および定量 

 本研究で設計した FOC 特異的プライマーが植物体内での FOC の定量に利用できる

かどうかを調べるために、P1 を用いてリアルタイム qPCR を行った。まず、P1 の定量

PCR へ適用性を調べるために、FocSIX3 断片を含んだプラスミドをテンプレートとし

て標準曲線を作成した。その結果、Ct 値と FocSIX3 のコピー数の間に相関関係のある

標準曲線を作成することができ、R2は 0.99902 であった（Fig. 26）。今後の実験では、

この標準曲線をもとに FOC のコピー数を算出した。 

タマネギの品種間、さらには組織部位間で FOC の感染に差があるかを調べた。タマ

ネギ品種はヒグマ（感受性品種）、カムイ（中程度の抵抗性）、および北もみじ 2000（抵

抗性）を使用し、FOC 汚染圃場に移植し、移植 60 日後および 77 日後に回収した。各

サンプルは根の下部、根の上部、および盤茎に分け、DNA を抽出した。根から抽出し
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た DNA を用いた場合、すべての品種で FOC を検出できたが、盤茎からは検出できな

かった（Fig. 27）。移植 60 日後において、感受性品種‘ヒグマ’の根の下部でもっと

も多くの FOC が定着していたが、他の品種では少なかった。移植後 77 日後において

は、感受性品種‘ヒグマ’は根の下部よりも上部により多くの数の FOC が定着してお

り、すべてのサンプル内で最も多くの FOC が検出された。中程度の抵抗性品種‘カム

イ’は移植 60 日後と比較して移植 77 日後ではより多くの FOC が検出された。移植

77 日後の抵抗性品種‘北もみじ 2000’において、根の下部では‘カムイ’と同程度の

FOC が検出されたが、根の上部ではほとんど検出されなかった（Fig. 27）。 
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Table 7 Primer pairs for specific detection of onion FOC 

Primer  Primer pair Amplicon Detection 

   onion FOC Welsh onion FOC FOL 

P1 FocSIX3-F2/ FocSIX3-R2 106 bp + － － 

P2 FocSIX3-F2/ SIX3-C-R 160 bp + － －* 

P3 SIX3-C-F/ FocSIX3-R2 266 bp + － － 

P4 SIX3-C-F/ FocSIX3-R3 195 bp + － － 

P1 SIX3-C-F/ SIX3-C-R 320 bp + － + 

+; amplification, -; no amplification, *; generated nonspecific band. 
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Fig. 24 Agarose gel electrophoresis of the PCR products from FocSIX3 generated from Fusarium oxysporum f. sp. cepae onion isolates, 

Welsh onion isolates, and non-pathogenic (NP) isolates with a FocSIX3-specific primer pair P1 (FocSIX3-F2/FocSIX3-R2). M: 100 bp 

ladder, N: negative control. 
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Fig. 25 Agarose gel electrophoresis of PCR products from FocSIX3 generated from 

formae speciales of Fusarium oxysporum shown in Table 6 using a FocSIX3-specific 

primer pair P1 (FocSIX3-F2/FocSIX3-R2) and a SIX3-specific primer pair P5 

(SIX3-C-F/SIX3-C-R). M: 100 bp ladder, N: negative control. 
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Fig. 26 Standard regression line of an eight-point 10-fold serial dilution of plasmid DNA 

containing one copy of the FocSIX3 fragment. Threshold cycles (Ct) were plotted against 

the log of plasmid DNA standard curves of known copy numbers. 
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Fig. 27 Quantification of Fusarium oxysporum f. sp. cepae (FOC) in onion plants. Three 

onion cultivars, ‘Higuma’, ‘Kamui’, and ‘Kitamomiji 2000’, which are susceptible, 

moderately resistant, and highly resistant to Fusarium basal rot, respectively, were 

used. The amount of FOC was estimated by a quantitative polymerase chain reaction 

using a primer pair P1 (FocSIX3-F2/FocSIX3-R2). Plants grown in a 

naturally-contaminated field were harvested at 60 and 77 days post transplantation 

(d.p.t.). DNA was extracted from the lower half (LR) and upper half (UR) of the root, and 

the basal plate (BP) and subjected to quantitative PCR. Error bars are the standard 

error of the mean. Bars with the different letters indicate significant (p< 0.05) 

differences according to Tukey’s HSD test. n.d.; not detected. 
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Ⅳ. 考察 

 

FocSIX3 および FocSIX5 は、FoclSIX3 および FolSIX5 とアミノ酸配列が大きく異

なっているにもかかわらず、システイン残基は保存されていた。システインはジスルフ

ィド結合に必要であり、タンパク質の三次構造に大きくかかわっている。特にエフェク

タータンパク質は多くのシステインを含んでいることが特徴である（Rep 2005）。

Cladosporium fulvum のエフェクタータンパク質である AVR4 のシステイン置換変異

タンパク質はプロテアーゼによって分解されてしまう（Joosten et al. 1997; van den 

Burg et al. 2003）。また、Pyrenophora tritici-repentis の宿主特異的毒素タンパク質で

ある Ptr ToxA はシステイン残基が生物活性に重要な役割を果たすことが確認されてい

る（Tuori et al. 2000）。エフェクタータンパク質が生物活性を発揮するうえで、分子内

のジスルフィド結合によって形成される三次構造が重要であることが示唆される。 

FolSIX3 タンパク質は RxLR-like モチーフを有している。このモチーフは卵菌のエ

フェクタータンパク質内で共通に保存されており、（Rehmany et al. 2005; Tyler et al. 

2006）、宿主細胞内に取り込まれるために必要である（Whisson et al., 2007; Dou et al., 

2008）。FolSIX3 においても、このモチーフがアポプラストから細胞膜のホスファチジ

ルイノシトール 3 リン酸（PI3P）を介して宿主細胞内へと取り込まれるために必要で

あると示唆されている（Kale et al. 2010）。細胞内に取り込まれた FolSIX3 は核へ局在

し、抵抗性品種においては R 遺伝子である I-2 に認識される（Ma et al. 2013）。しかし、

感受性品種の細胞内での FolSIX3 の局在や機能はまだわかっていない。FocSIX3 も

RxLR-like モチーフを保持しており、PI3P を介して宿主細胞内に取り込まれる可能性

がある。 

FolSIX3 と FolSIX5 は隣接しておりプロモーター領域を共有している（Schmidt et 

al. 2013）。FOCでもFocSIX3とFocSIX5は隣接していたが、FOLと比較して約2.7 kbp

も長かった。そこでこの領域の塩基配列を決定し、FOL との比較を行った。この領域

の両末端には inverted repeat（IR）が存在しており、FOC においても存在していた。

IR は DNA トランスポゾンの両側に普遍的に存在していることから（Wicker et al. 

2007; Schmidt et al. 2013）、この領域が転移できることを示唆している（Schmidt et al. 

2013）。また、FOL においては、多くの SIX 遺伝子（SIX1、SIX2、SIX3、SIX5、SIX6、

および SIX7）のプロモーター領域に miniature Impala（mimp）配列が存在している

ことから、mimp 配列はエフェクター候補遺伝子を同定するための標識になる可能性が
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ある（Schmidt et al. 2013）。しかし、FocSIX3 のプロモーター領域は mimp 配列が欠

損していた。このため、mimp をターゲットとするエフェクター候補遺伝子の同定は、

FOL 以外では困難と思われる。 

mimp はプロモーター領域に存在しているため、SIX1、SIX3 および SIX5 の転写と

の関係に興味が持たれ、mimp 配列の欠損変異株が作製された。しかしながら、mimp

は SIX 遺伝子の転写に関わっていなかった（Schmidt et al. 2013）。本研究でも、プロ

モーター領域に mimp 配列を持たない FocSIX3 において、SIX3 および SIX5 は培地上

およびタマネギ感染時に発現していた。これらのことから、プロモーター領域の mimp

配列は SIX 遺伝子の転写制御に関わっていないものと思われる。 

FOL においては、SIX1 と SIX2 は合成培地上ではほとんど発現せず、トマト細胞培

養の存在下またはトマト感染時に高く発現する（van der Does et al.2008a; Michielse 

et al. 2009）。一方、SIX3 と SIX5 は培地上およびトマト細胞培養存在下の両方で発現

する（Michielse et al. 2009）。本研究においても、FocSIX3 と FocSIX5 の発現は合成

培地上およびタマネギ感染時の両方で確認された。SIX 遺伝子の転写制御には

TCGGCA モチーフが関わっていることが示唆されているが、FocSIX3 および FocSIX5

のプロモーター領域においてもこのモチーフは保存されていた。また、転写因子である

Sge1 （SIX gene expression 1）が直接もしくは間接的に関わっていることが示されて

おり（Michielse et al. 2009）、FOC の TA 株のゲノム内にも Sge1 遺伝子が保持されて

いた（データ未記載）。これらの結果は、FOL および FOC の SIX3 と SIX5 遺伝子が

類似した機構によって転写が制御されていることを示唆している。とくに、FocSIX3、

FocSIX5、および FocSIX7 はすべて約 4 Mb の染色体に座乗していたことから、この染

色体またはこの染色体の一部に座上する遺伝子は FOL と FOC との間で共通性が高い

可能性が推察される。 

FocSIX3 の遺伝子破壊株はタマネギに対する病原性が低下しており、FocSIX3 は

FOC の病原性遺伝子であることが示唆された。一方 FolSIX3（AVR2）はトマトの抵抗

性遺伝子 I-2 に認識される非病原力遺伝子であり、I-2 を持たないトマト品種に対して

は病原性遺伝子として働く。I-2 はトマトの R 遺伝子において唯一クローニングされて

おり、N末端に coiled-coil（CC）、中央に nucleotide-binding（NB）、Cに末端 leucine-rich 

repeat（LRR）を持つ CC-NB-LRR クラス R 遺伝子に属する（Simons et al. 1998）。

FOC に完全な抵抗性を持つタマネギ品種はなく、抵抗性遺伝子も発見されていない。

しかしながら、シャロット（A. cepa Aggregatum group）が FOC に対して抵抗性を有
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するという報告がある（Vu et al. 2012）。シャロットなどの FOC に抵抗性を有する近

縁種が FocSIX3 を認識する CC-NB-LRR クラス R 遺伝子を保持していれば、FocSIX3

は非病原力遺伝子として働くかもしれない。今後、タマネギおよびその近縁種における

CC-NB-LRR クラス R 遺伝子が見つかれば、それをタマネギに導入することによって

乾腐病抵抗性品種を得られる可能性がある。 

本章では FocSIX3 と FolSIX3 の塩基配列の違いに基づいて、FocSIX3 特異的プラ

イマーを設計した。このプライマーP1 はタマネギ分離 FOC の特異的検出を可能にした。

現在までに、F. oxysporum の分化型を検出するために様々な分子マーカーが開発され

ている。それらの分子マーカーはリボソーム DNA internal transcribed spacer （ITS） 

領域 （Zhang et al. 2005; Abd-Elsalam et al. 2006）、random amplification 

polymorphic DNA （RAPD） （Alves-Santos et al. 2002; Scarlett et al. 2013）、

inter-retrotransposon amplified polymorphisms （IRAP）-PCR （Pasquali et al. 

2007; Suga et al. 2013）、または既知遺伝子 （Hirano and Arie 2006; Sousa et al. 2014）

などの多型をもとに設計されている。多型をもとにした分子マーカーは PCR 条件や標

的配列の変異などによって交差反応が出やすい傾向にある（Hirano and Arie 2006）。

前述のように、SIX3 は FOL と FOC 以外では見つかっておらず、さらに FocSIX3 は

病原性に関わっていることから、この FOC 特異的マーカーは信頼性のおけるものであ

ると考えられる。 

本章ではまた、FOC 特異的プライマーP1 の定量的 PCR への応用を検討した。タマ

ネギ分離 FOC はゲノム内に FocSIX3 遺伝子を 1 コピー保持しているため、FocSIX3

の数は FOC の細胞数となる。FocSIX3 を挿入したプラスミドで標準曲線を作成したと

ころ、Ct 値と FocSIX3 の数の間に相関があった。さらに 1 反応あたり 101コピーでも

検出することができ、プライマーP1 は定量 PCR に応用できることがわかった。そこで、

タマネギ分離 FOC の植物体内での定量を試みたところ、FocSIX3 は植物 DNA 存在下

でも増幅され、植物内の FOC を定量できることがわかった。興味深いことに、植物へ

の FOC の感染は抵抗性品種と比較して感受性品種で多いという傾向にあった。同様の

結果はヒヨコマメにおける F. oxysporum f. sp. ciceris （Jiménez-Fernández et al. 2011）、メ

ロンにおける F. oxysporum f. sp. melonis （Haegi et al. 2013）、ジャガイモにおける

Verticillium dahlia （Dan et al. 2001）で観察されている。このことは、FOC 特異的プライ

マーP1 のを用いて定量的 PCR を行えば、乾腐病抵抗性品種と感受性品種を判別できる

可能性を示唆している。 
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盤茎部においてはいずれの品種からも FOC を検出できなかったが、今回使用したサ

ンプルは無病徴であったため、試料採取時に FOC が盤茎部に到達していないか、もし

くはほんのわずかな数しか定着していなかったためと思われる。児玉（1983）はタマ

ネギ圃場において不顕性感染（symptomless infection）を示す植物体が存在し、それ

らでは盤茎部およびその付近に FOC が存在していることを報告している。盤茎および

盤茎付近への不顕性感染は、夏の高温や長雨のような厳しい環境条件下に宿主植物がさ

らされた場合の発病リスクを増大させる。今回の結果においても、感受性品種‘ヒグマ’

の盤茎部に近い根の上部で多くの FOC が検出されており、抵抗性品種と比べて発病の

リスクが高いと推測される。本研究で開発した FOC 定量法は、タマネギ植物内の FOC

を定量することができるので、不顕性感染個体の判別への応用が期待される。また、タ

マネギ種子や移植前の苗における FOC の感染の検出にも利用できると思われる。さら

に、タマネギ乾腐病は、圃場での栽培中のみならず、収穫後の貯蔵中にも発病するため、

貯蔵前に FOC 感染タマネギを除去することが重要である。本研究で開発した FOC 定

量法は、貯蔵前のタマネギにおける FOC 感染の判定にも有用と思われる。 
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第 4 章 Fusarium oxysporum f. sp. cepae が分泌する 

萎凋誘導性タンパク質の同定 

 

Ⅰ. 序論 

 

植物病原菌は植物体に感染するために、細胞壁分解酵素、植物ホルモン、エフェク

ター、および植物毒素など、様々な戦略物質を生産する。このうち、植物毒素はその生

物活性によって宿主特異的毒素（HST）と非特異的毒素に分類される（Berestetskiy 

2008）。植物毒素の多くは二次代謝産物で（Berestetsky 2008; Stergiopoulos et al. 

2013）、F. oxysporum もフザリン酸やフモニシンなどの様々な二次代謝化合物性毒素を

生産することが知られている（Bacon et al. 1996; Sewram et al. 2005）。しかしながら、

これらの毒素が F. oxysporum の病原性に直接的に関連しているかどうかは未だにはっ

きりしていない。 

植物毒素には二次代謝化合物性毒素に加えて、タンパク質性毒素も存在する。植物

病原菌は培養条件を変えることにより、植物毒素タンパク質を培地中へと分泌する

（Ballance et al. 1989; Wevelsiep et al. 1991; Strelkov et al. 1999）。F. oxysporum f. 

sp. erythroxyli は、Nep1 と呼ばれるタンパク質を培地中に分泌し、このタンパク質は

Erythroxylum coca の葉にネクローシスとエチレン生産を誘導する（Bailey 1995）。ダ

イズに sudden death syndrome を引き起こす F. virguliforme は培地中に数種のタン

パク質性毒素を分泌するが、そのなかの FvTox1 タンパク質はダイズの実生に対して壊

死を引き起こす（Jin et al. 1996; Li et al. 1999; Brar et al. 2011）。 

ネギ萎凋病は、まず下葉から黄化しはじめ、葉の壊死、萎凋を経て最終的には枯死

に至る。FOC は、土壌から根または盤茎部を介してネギ体内へ侵入し（児玉 1977）、

盤茎組織内に褐変を引きおこす。盤茎組織内の褐変は本病害の最も特徴的な病徴である。

このことから FOC の病原性因子はこの盤茎部に作用している可能性が高い。 

ネギから分離した F. oxysporum f.sp. cepae（FOC）をネギの盤茎部とともに液体培

地中で培養すると、新たにタンパク質を分泌するようになり、それらの中にはネギ幼苗

を萎凋させる作用を示す推定分子量 8 kDa の低分子タンパク質（wilt-inducing protein 

1: WIP1）が含まれている（佐々木ら 2011）。WIP1 を処理したネギの幼苗は、ネギ萎

凋病の病徴に類似した応答を示す。すなわち、葉先から枯れはじめ、次第に葉が黄化し、
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萎凋・枯死する。WIP1 は、ネギ以外の植物体に対しては萎凋誘導活性を有しておらず、

宿主特異的毒素（HST）である可能性が示唆されている（鹿島 2009）。また、WIP1

はネギ盤茎部のブタノール抽出物およびいくつかの硫黄化合物によっても分泌が誘導

されることがわかっている（佐々木ら 2011; 佐々木 2010）。しかしながら、WIP1 の

アミノ酸配列およびその遺伝子は明らかとなっていない。そこで、本章ではこのネギに

萎凋を誘導する WIP1 のアミノ酸配列を決定し、その遺伝子を同定した。 
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Ⅱ. 材料および方法 

 

1. 分泌タンパク質の抽出 

FOC#17 を PD 液体培地で 3 日間振とう培養（25℃、120 rpm）し、菌体を孔径 0.8 

m のフィルターで吸引濾過した。回収した菌体 2.0 g を誘導物質として 20 mM スファ

ニル酸を含む MS 培地（Murashige and Skoog 1962）100 ml に加えて振とうした。24

時間後の培養液を孔径 0.8 m のフィルターで吸引濾過し、さらに孔径 0.45 m のフィ

ルターで吸引濾過した。培養ろ液に 4 倍量の 100％アセトンを加え 20 分攪拌した。そ

の後、－20℃に一晩置き、10,000 xg で 10 分間遠心分離し、上清を捨てた。氷中で風

乾させたペレットを 20 mM のリン酸バッファー（pH7.0）に溶解した。 

 

2. タンパク質の濃度測定 

タンパク質濃度は Bio-Rad protein assay（Bio-Rad）また OD280 値によって測定

した。Bio-Rad protein assay は添付のプロトコールに従って行った。スタンダードタ

ンパク質には BSA を用いた。分光光度計 U2001（日立）を用いて 595nm の吸光度を

測定してスタンダードタンパク質の検量線を作成し、これをもとに目的タンパク質の濃

度を求めた。 

 

3. トリシン-SDS-PAGE 

トリシン-SDS-PAGE は Schägger andVon Jagow（1987）の方法に従って行った。

ガラスプレートはイソプロパノールで拭き、ゲル作製装置に設置した。まず分離ゲル溶

液（16.5％T、3%C）（10ml のアクリルアミド溶液（48% Acrylamide、1.5% 

Bisacrylamide）、10 ml のゲル緩衝液（3 M Tris-HCl （pH8.45）、0.3% SDS）、4 g

のグリセロールを混合し milliQ 水で 30 ml に fill up した後、アスピレーターで 30 分

脱気し、150 l の 10% APS、15 l の TEMED を加えた）を作製し、ガラスプレート

の 7 分目まで流し込んだ。次に、スペーサーゲル溶液（10%T、3%C）（6.1 ml のアク

リルアミド溶液、10 ml のゲル緩衝液、13.9 ml の milliQ 水を混合後、アスピレーター

で 30 分脱気し、100 l の 10% APS、10 l の TEMED を加えた）を作製し、分離ゲ

ルの上に約 2 cm 重層し、dH2O を 1 cm 重層して 2 時間静置いた。最後に濃縮ゲル溶

液（4%T、3%C）（1 ml のアクリルアミド溶液（3%C）、3.1 ml のゲル緩衝液、8.4 ml

の milliQ 水を混合後、アスピレーターで 30 分脱気し、100 l の 10% APS、10 l の
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TEMED を加えた）を作製し、スペーサーゲルの上に重層して、気泡が生じないように

コームをさして一晩置いた。泳動バッファーは上槽に陰極側電極液（100 mM Tris、100 

mM Tricine、0.1% SDS、pH 8.2）、下槽に陽極側電極液（200 mM Tris-HCl（pH 8.9））

をそれぞれ使用した。サンプルに１/5 量のサンプルバッファー（40% Glycerol、50 mM 

Tris-HCl（pH6.8）、10% SDS、10% 2-mercaptoethanol、0.04% CBB G-250）を加え、

100℃で 3分間煮沸した後、3,500 xgで 5分間遠心分離した。上清をゲルにアプライし、

サンプルが濃縮ゲルに入るまで定電圧 30 V で約 1 時間泳動し、その後定電圧 100 V で

ゲルの下から 1 cm の所になるまで 7~8 時間泳動した。 

 

4. N 末端アミノ酸配列解析 

トリシン-SDS-PAGEを行ったゲルを、ブロッティング溶液（100 mM CAPS（pH 11） 

150 ml、メタノール 150 ml、milliQ 水 1300 ml）を用いて、PVDF 膜（ミリポア社）

に定電圧 63 V で 2 時間転写した。ブロッティングした後 PVDF 膜を、ポンソーS 染色

液（0.1%ポンソーS、2%酢酸）で 5 分間染色した後、脱色液（1％酢酸）でバンドが確

認できるようになるまで脱色した。そして milliQ 水で洗浄し、風乾した。目的のバン

ドをエタノールで洗浄したカッターで切りとり、チューブに回収した。以上の作業を数

回繰り返したバンドをプロテインシーケンサーPPSQ-21A（島津製作所）を用いて N

末端アミノ酸配列を決定した。得られたアミノ酸配列について、BLAST を用いて相同

性の高いタンパク質を検索した。 

 

5. LC-MS/MS 解析 

LC-MS/MS 解析を行うためにトリシン SDS-PAGE でタンパク質を分離し、CBB で

ゲルを染色した後、タンパク質バンドを清潔なナイフで切り出した。LC-MS/MS 解析

は genomine に委託して行った。得られたイオンスペクトルは Mascot データベースに

て検索を行い、タンパク質を同定した。 

 

6. WIP1 の cDNA 配列の決定 

WIP1 遺伝子の全長 cDNA 配列の決定には、5’/3’ RACE Kit（Roche）を用いて

5’RACE および 3’RACE 法を行った。プライマーは hypothetical protein FOXB_07839

（GenBank Accession No. EGU81642）の塩基配列をもとにを設計した（Table 8）。 
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6-1.cDNA 合成 

 RNA はスルファニル酸を含む MS 培地で 24 時間培養した菌体から前述した方法で

抽出した。この RNAをもとに cDNA合成を行った。反応溶液は 4 l の cDNA synthesis 

buffer、2 l の dNTP mixture、1 l の oligo dT-anchor primer、0.2 g の RNA、1 l 

Transcriptor Reverse transcriptase に dH2O を加え 20 l とした。55℃で 60 分間イン

キュベートした後、85℃で 5 分間インキュベートし逆転写酵素を失活させた。この

cDNA 合成産物を MonoFas DNA 精製キット I を用いて精製した。 

 

6-2. 5’ RACE 

cDNA 精製産物の 3’末端に poly（A）-tail を付加するために、19 l の cDNA 精製

産物、2.5 l の Reaction buffer、2.5 l の dATP（2 mM）を混合し、94℃、3 分間イ

ンキュベートし、氷中に置いた。１l の Terminal Transferase（80 U/ l）を加え、37℃

で分間インキュベートした後、70℃で 10 分間インキュベートし、Terminal Transferase

を失活させた。この dA-tailed cDNA をテンプレートとして PCR を行った。反応溶液

は 2.5 lの dA-tailed cDNA 、0.5 lの PCR anchor primer（12.5 M）、0.5 lの P8 5’-1 

（12.5 M）、0.5 l の dNTP mixture 、0.25 l の Taq、18.25 l の dH2O を混合した。

反応条件は 94℃2 分の後に、94℃15 秒、55℃30 秒、72℃40 秒を 10 サイクル行い、

さらに 94℃15 秒、55℃30 秒、72℃40 秒+1 サイクルごとに 20 秒追加を 25 サイクル

行った。次にこの PCR 産物をテンプレートとして、PCR anchor primer と P8 5’-2 プ

ライマーを用いて、nestedPCR をおこなった。得られた PCR 産物は 1.2%アガロース

ゲルで電気泳動を行い、バンドをゲルから切り出し、MonoFas DNA 精製キット I を用

いて精製した。精製した断片は pGen T-easy vector に TA クローニングし、シークエン

シングを行った。 

 

6-3. 3’RACE 

3’RACE は cDNA 精製産物をテンプレートとして、PCR anchor primer と P8-1F プ

ライマーを用いて PCR を行った。次にこの PCR 産物をテンプレートとして、PCR 

anchor primerと P8-2Fプライマーを用いて、nestedPCRをおこなった。得られた PCR

産物は 1.2%アガロースゲルで電気泳動を行い、バンドをゲルから切り出し、MonoFas 

DNA 精製キット I を用いて精製した。精製した断片は pGen T-easy vector に TA クロ

ーニングし、シークエンシングを行った。 
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7. 組み換えタンパク質の作製 

7-1. 組換え WIP1 発現株の作製 

組換え WIP1 発現ベクター構築のために、成熟 WIP1 の N 末端から終止コドンを増

幅するためのプライマーDEF-exp-F/DEF-exp-R を設計した（Table 8）。DEF-exp-F に

はエンテロキナーゼ認識配列を付加した。さらに DEF-exp-F の 5’末端には EcoRI 切断

配列を、DEF-exp-R の 5’末端には KpnI 切断配列を付加した。FOC の AF17 株のゲノ

ミックDNAをテンプレートとしてQuickTaqを使用してPCRを行った。得られたPCR

産物を MonoFas DNA 精製キット I を用いて精製した。この PCR 産物およびタンパク

質発現用ベクターpET30a（+）（Novagen）をそれぞれ制限酵素 KpnI を用いて、37℃、

2 時間処理し MonoFas DNA 精製キット I を用いて精製した後、さらに制限酵素 EcoRI

で 37℃、2 時間処理した。制限酵素処理をした PCR 産物およびベクターは電気泳動を

し、MonoFas DNA 精製キット I を用いてゲルから抽出した。ライゲーション反応を行

い、E.coli JM109 株にクローニングした。インサート DNA が正しくベクターに連結さ

れているかを確かめるために、コロニーPCR、シークエンシングを行った。インサート

が正しく連結されているコロニーから Plasmid isolation kit を用いてプラスミド DNA

を抽出し、SHuffle T7 Express competent E. coli （NEB）へ形質転換した。 

 

7-2.組換え WIP1 の発現誘導 

組換え WIP1 の発現を誘導するために形質転換体を 5 ml の 30 g/ ml のカナマイシ

ンを含む LB または Terrific Broth（TB）培地で 30℃、150 rpm で一晩振とう培養し

た。この培養液を 30 g/ ml のカナマイシンを含む新たな 100 ml の LB または TB 培

地に移し、OD 値が 0.6 になるまで 30℃、150 rpm で培養した。OD 値が 0.6 に達した

ら、IPTG を最終濃度 1 mM になるように添加し、さらに培養した。IPTG を添加して

から 4、8、24 時間後に培養液を 25 l 回収し、トリシン-SDS-PAGE によってタンパ

ク質発現の確認を行った。 

 

7-3. ニッケルカラムによる組み換え WIP1 の精製 

IPTGを添加してから4時間培養した培養液を16,000 xgで10分間遠心し分離した。

細胞ペレット 1 g を 20 ml の xTractor buffer （Clontech）に懸濁し、氷中で 15 分間

インキュベートして細胞を溶解させた。10,000 xg で 20 分間遠心し、上清を回収しタ

ンパク質溶液とした。このタンパク質溶液 20 ml を 2 ml の HIGH density NICKEL 
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resin（ABT）と混合し、ローテーターで混和しながら 4℃下で 1 時間インキュベート

した。この溶液を PD-10 empty カラム（GE Healthcare）に移し、フロースルーを回

収した。20 ml の洗浄バッファー（50 mM NaH2PO4、 300 mM NaCl、20 mM imidazole、

pH 8.0）でカラムを洗浄する操作を 3 回行った。そして、2 ml の溶出バッファー（50 mM 

NaH2PO4、 300 mM NaCl、500 mM imidazole、pH 8.0）でレジンに結合したタンパ

ク質を溶出した。溶出は 4 回行った。溶出したタンパク質溶液は限外ろ過カラム

VivaSpin2（Sartorius）を用いて脱塩を行った。組換え WIP1 タンパク質の 6x ヒスチ

ジンタグを除去するために、Recombinant Enterokinase kits（Novagen）を使用した。

タンパク質 10 g あたり 0.1 U のエンテロキナーゼを加え、20℃で時間インキュベー

トした。トリシン SDS-PAGE によってタグが切断されたことを確認した後、rEK Capture

（Novagen）を用いてエンテロキナーゼを除去した。 

  

8. バイオアッセイ 

バイオアッセイにはネギ品種‘NSS 葱 14 号’を使用して行った。種子は 0.5%NaClO

で 10 分間表面消毒を行い、培土（川砂と育苗培土（タキイ種苗）を 4:1 で混合したも

の）に播種した。植物体は人工気象器内（25℃、16 時間明期/8 時間暗期）で 1 週間生

育させた。幼苗をポットから抜き取り、根をタンパク質溶液（20 g/ ml）を含む 2 ml

チューブに浸漬し、観察した。 

 

9. WIP1 の植物体内での遺伝子発現 

 ネギ感染時における WIP1 遺伝子発現を調べるために RT-PCR を行った。ネギ品種

‘NSS 葱 14 号’の幼苗に対して第 2 章で述べた方法で接種し、接種 0、4、および 8

日後に根を回収した。RNA 抽出はセパゾール RNA I Super を使用し、前述の方法で行

った。RT-PCR は PrimeScript One Step RT-PCR Kit Ver.2（Takara）を使用し、前述

の方法で行った。プライマーは P8-1F/P8-1R を用いて行った。 
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Table 8 Primer sequence used in this study 

Primer name Sequence (5’-3’) 

P8 5’-1 TTGCCGCAGTGGTGAAGGATG 

P8 5’-2 CTGTGCCCATGGCGAGAAGAG 

P8-1F TGCTTCTCAACAAGGCTTTCCTC 

P8-2F CTGCGGCAAGCACGCTTCTTG 

P8-1R CTTCTCAATGTGGTGCCACTTC 

DEF-exp-F CCGGTACCGACGACGACGACAAGAGCATCCTTCACCAC 

DEF-exp-R CCGGAATTCGCCTATTATTTCTTGCACTTCTTCTC 
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Ⅲ．結果 

 

1. WIP1 の N 末端アミノ酸配列解析 

 FOC をスルファニル酸添加培地で 24 時間培養し、その培養ろ液から抽出した分泌タ

ンパク質をトリシン SDS-PAGE で泳動した（Fig. 28）。分子量約 8 kDa のタンパク質

（ WIP1 ） を 切 り 出 し 、 N 末 端 ア ミ ノ 酸 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、

‘H2N-Ser-Ile-Leu-His-His-Thr-Gly-Lys-＊-Ala-OH’ （＊：検出不可）となった。BlastP

においてこのアミノ酸配列の相同性検索を行ったが、相同性の高いタンパク質は見当た

らなかった。さらに、このアミノ酸配列をもとに縮重プライマーを設計し、PCR を行

ったが WIP1 をコードするような塩基配列は得られなかった。 

 

2. LC-MS/MS 解析 

N 末端アミノ酸解析では WIP1 をコードする塩基配列を決定できなかったため、さ

らなる情報を得るために LC-MS/MS 解析を試みた。その結果、2 つのイオンスペクト

ルが F. oxysporum Fo5176 株の hypothetical protein FOXB_07839 （GenBank 

Accession No. EGU81642） と一致した（Fig. 29、太字）。さらに、この推定タンパク

質は N 末端アミノ酸配列解析で決定したアミノ酸配列も含んでいた（Fig. 29、下線部）。 

 

3. WIP1 塩基配列の決定 

hypothetical protein FOXB_07839 の塩基配列をもとにプライマーを設計し、WIP1

遺伝子の全長 cDNA 配列を 5’RACE および 3’RACE 法を用いて決定した。WIP1 の全

長 cDNA 配列は 642 bp であった（Fig. 29）。またゲノミック DNA を用いて PCR を行

いイントロンは含んでいないことがわかった。この cDNA 配列から推定される WIP1

タンパク質の全長は 85 アミノ酸長であった。SignalP4.1（Petersen et al. 2011）によ

って予想されるシグナル配列は 19 アミノ酸であり、66 アミノ酸長のタンパク質となる

（Fig. 29、矢印）。しかしながら、プロテインシーケンサーによって決定した N 末端は

それよりも 14 アミノ酸下流に位置しており、結果的に WIP1 は 52 アミノ酸長の成熟

タンパク質になることが示唆された。この 52 アミノ酸長の成熟 WIP1 は 6 つのシステ

イン残基を含んでおり、3 つのジスルフィド結合を有していると予想される。さらに成

熟 WIP1 は非常に多くの塩基性アミノ酸を含んでおり（9 つのヒスチジン残基と 13 の

リジン残基）、推定等電点 pI=9.39 の塩基性タンパク質であった。 
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WIP1 アミノ酸配列を Blast において検索した結果、F. oxysporum 種内で非常に高

度に保存されており、さらに F. verticillioides の hypothetical protein（GenBank 

Accession No. EWG53961））と 100％の相同性があった。加えて、F. tricinctum の

defensin-like タンパク質である Trtesin（GenBank Accession No. AGS58421）とアミ

ノ酸レベルで 77%の相同性があった。しかしながら、Fusarium 属のタンパク質以外に

WIP1 と相同性のあるタンパク質はなかった。また、F. oxysporum f. sp. erythroxyli

が生産する necrosis-inducing protein （Nep1）との相同性もなかった。 

 

4. 組換え WIP1 発現株の作製および発現誘導 

成熟 WIP1（52 アミノ酸）をコードする cDNA 配列の N 末端に 6x ヒスチジンタグ

を付加するようにタンパク質発現ベクターpET30a(＋)へ挿入した。さらにタグを切断

できるように、成熟 WIP1 とタグの間にはエンテロキナーゼ認識配列を挿入した。この

プラスミドを細胞質内でジスルフィド結合を持つタンパク質を生産できる E. coli 

SHuffle T7 株に形質転換した。形質転換体の組換え WIP1 発現を確認するために、LB

培地および TB 培地で培養し、IPTG によって誘導した。LB 培地で培養した場合、IPTG

添加 4、8、24 時間後にいずれにおいても組換え WIP1 の発現は確認できなかった（Fig. 

30A）。しかし、TB 培地で培養した場合には、IPTG 添加 4、8、24 時間後にいずれに

おいても組換え WIP1 の発現は確認でき、特に IPTG 添加 4 時間後に最も多くのタン

パク質を生産していた（Fig. 30B）。 

 

5. 組換え WIP1 タンパク質の精製 

 組換え WIP1 発現株は TB 培地内で培養し、IPTG 添加 4 時間後に回収した。抽出し

た細胞内タンパク質は 6x ヒスチジンタグと結合するニッケルレジンカラムで精製した。

カラムに結合したタンパク質は 500 mM イミダゾールで溶出し、トリシン-SDS-PAGE

によって確認した。その結果、溶出画分には組換え WIP1 の分子量に相当する 14 kDa

のタンパク質のみが存在していた（Fig. 31）。組換え WIP1 から 6x ヒスチジンタグを

除去するためにエンテロキナーゼ処理を行い、トリシン-SDS-PAGEによって泳動した。

分子量 8 kDa のタンパク質バンドを確認でき、組換え WIP1 を作製できたことを確認

した（Fig. 32）。 
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6. 組換え WIP1 の萎凋誘導活性 

 精製した組み換えWIP1タンパク質溶液をネギの幼苗に処理した。処理 7日後、WIP1

を処理したネギは葉先が枯れ、組換え WIP1 が萎凋誘導活性を有することを確認した

（Fig. 33）。 

 

7. In planta での WIP1 の発現 

FOC が WIP1 をネギへの感染時に発現しているかどうかを調べるために、ネギの幼

苗に FOC を感染させ、感染 4 日後および 8 日後に植物体を回収し RNA を抽出した。

その結果、WIP1 はネギの根で感染初期から発現していることを確認した（Fig. 34） 
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Fig. 28 Tricine-sodium dodecyl sulfate acrylamide gel electrophoresis (Tricine-SDS- 

PAGE) of secreted protein of FOC grown on MS medium containing 20mM Sulfanilic 

acid. Arrow indicates WIP1 band. 
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Fig. 29 Nucleotide and Amino acid sequences of WIP1. The N-terminal amino acid 

sequences of mature protein (52 aa in length) determined by the protein sequencer are 

underlined. The cysteine residues are marked with asterisks (*). Two mass-spectra 

matched sequences are indicated in bold. The signal peptide cleavage site predicted by 

SignalP is shown as an arrow. 
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Fig. 30 Tricine-sodium dodecyl sulfate acrylamide gel electrophoresis (Tricine-SDS- 

PAGE) of lysate of E. coli cultured inLB medium (A), and TB medium (B). Arrow 

indicates the recombinant WIP1. Lane 1,5: 0 h, 2,6: 4 h, 3,7: 8 h, 4,8: 4 h after adding 

IPTG.
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Fig. 31 Tricine-sodium dodecyl sulfate acrylamide gel electrophoresis (Tricine-SDS- 

PAGE) of purified lysate of E. coli using nickel column. Total proteins were extracted 

from E. coli strain grown on TB medium for 4 h after adding IPTG. Arrow indicates the 

recombinant WIP1. M: molecular size marker. 1: Total extract, 2: Flow-through, 3,4: 

wash fraction, 5,6,7: elution fraction. 

 

 

 

 

 

 



 

90 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Fig. 32 Tricine-sodium dodecyl sulfate acrylamide gel electrophoresis (Tricine-SDS- 

PAGE) of recombinant WIP1 produced by E. coli. The recombinant WIP1 fused 

N-terminal 6 x histidine tag were purified by nickel column (lane 1) and enterokinase- 

digested WIP1 (lane 2).  
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Fig. 33 Wilt-inducing activity of purified recombinant WIP1 (right) and control Welsh 

onion seedlings (left). 
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Fig. 34 Expression of WIP1 in FOC-infected Welsh onion roots. Reverse-transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of WIP1 and EF-1α using RNA isolated 

from roots at 0, 4, and 8 days post inoculation (dpi). Water was used as a negative 

control (NC) while genomic DNA of AF17 isolate was used as positive control (PC). 
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Ⅳ．考察  

 

本章では FOC が分泌する萎凋誘導性タンパク質 WIP1 を同定した。このタンパク質

はシステインリッチな低分子塩基性タンパク質であった。WIP1 ホモログは Fusarium

属内にのみ存在しており、他の植物病原菌には明確なホモログは存在していなかった。

成熟 WIP1 は植物内生菌である F. tricinctum が生産するディフェンシン様タンパク質

であるTrtesinと77%の相同性があった。TrtesinはStaphylococcus carnosus、Candida 

albicans、C. utilis、および F. oxysporum に対して抗菌活性を有する（Tejesvi et al. 

2013）。ディフェンシンまたはディフェンシン様タンパク質は低分子（2~6 kDa）、塩基

性、システインリッチ（6-8 残基）な抗菌性ペプチドファミリーであり、真核生物に広

く保存されている（Silva et al. 2014）。植物においてディフェンシンは植物病原菌への

防御応答に関与するタンパク質として機能する。真菌においては plectasin、eurocin、

micasin などのディフェンシン様タンパク質を生産することが知られている（Mygind 

et al. 2005; Oeemig et al. 2012; Zhu et al. 2012）。しかしながら、真菌のディフェンシ

ン様タンパク質が植物に対して生理活性を有するという報告はない。興味深いことに、

いくつかの植物が生産するディフェンシンが植物毒性を有することが報告されている。

例えば、Nicotiana alata のディフェンシン NaD1 を C 末端プロペプチドドメインを欠

損させた状態でワタ植物体で異種発現させた場合、NaD1 は植物毒性を持つことが報告

されている（Lay et al. 2014）。また、植物ディフェンシン MsDef1、MtDef2、および

RsAFP2 をシロイヌナズナに処理にすると、根の生育を阻害する（Allen et al. 2008）。

これらの結果および本章での結果は、ディフェンシン構造を有するタンパク質が植物毒

素活性を有することを示唆している。 

SignalP 解析から、WIP1 タンパク質はシグナルペプチドが切断された後に 66 アミ

ノ酸長のタンパク質として分泌されることが推定される。しかしながら、N 末端アミノ

酸配列解析の結果から、培地中に分泌される成熟タンパク質は 52 アミノ酸長であるこ

とが推定され、分泌後にさらなるプロセシングを受けるていると思われる。植物病原菌

によって分泌されるいくつかの病原性タンパク質は、N 末端シグナル配列が除去された

後に、さらなるプロセシングを受けることがわかっている（van den Ackerveken et al. 

1993a, 1993b; Joosten et al. 1994; Rep et al. 2004.）。Tuori ら（2000）は、Pyrenophora 

tritici-repentisの宿主特異的毒素タンパク質である Ptr ToxAのN末端プロドメインは

成熟タンパク質の正確なフォールディングに重要であり、さらにジスルフィド結合が完
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全な活性に必要であると報告している。 

 FOC はネギの盤茎部または硫黄化合物と共に培養することで萎凋を誘導するタンパ

ク質 WIP1 を分泌する（佐々木ら 2011）。また、本研究で述べたように、WIP1 遺伝子

は宿主感染時に発現している。Allium 属植物には、S -Alk(en)yl cysteine sulfoxide と

いった硫黄化合物が豊富に含まれていることから（Rose et al. 2005）、FOC はネギへ

の感染過程で根や盤茎部の硫黄化合物に応答してタンパク質を分泌している可能性が

ある。しかしながら、本研究では WIP1 を誘導する化合物の同定には至っておらず、今

後 WIP1 の誘導機構について詳細な解析が望まれる。さらに、WIP1 がどのようにして

宿主細胞内に取り込まれ、どのようにして萎凋を誘導するかというメカニズムについて

も不明のままである。植物ディフェンシンである NaD1 は、陽イオントランスポータ

ーであるAgp2pを介して細胞内に取り込まれる（Bleackley et al. 2014）。コムギのHST

である Ptr ToxA は感受性コムギ品種において、葉緑体タンパク質である ToxABP また

は PR1-5 と相互作用することでネクローシスを誘導することが示唆されている

（Manning et al. 2007; Lu et al. 2014）。今後、WIP1 の細胞内取り込み萎凋や誘導メ

カニズムを明らかにするためには、WIP1 と相互作用する宿主タンパク質の単離・同定

など、細胞レベルでの解析が必要である。そのためにはネギの培養細胞を用いた実験系

の確立が望まれる。 

葉部を可食部とするネギにおいて、葉先の枯れや黄化は商品価値を著しく損なう。

しかしながら、葉先の枯れや黄化のメカニズムはほとんどあきらかになっていない。本

研究で示したように、WIP1 を処理したネギの幼苗は、まず葉先が枯れ、次第に葉が黄

化する。WIP1 の作用メカニズムを明らかとすることによって、ネギの葉先の枯れや黄

化を防ぐ方法が見つかるかもしれない。 
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第 5 章 総合考察 

 

児玉（1983）は、北海道で発生したタマネギ乾腐病およびネギ萎凋病の原因菌を分

離し、両病害の原因菌が同一の分化型 Fusarium oxysporum f. sp. cepae（FOC）によ

って引きおこされることを初めて報告した。その後、Dissanayake ら（2009b）は、日

本各地の圃場の萎凋したネギから分離したFOCについて IGS領域の塩基配列に基づい

て系統関係を調べ、日本国内には遺伝的に多様な FOC が存在していることを明らかに

した。しかしながら、これまでタマネギ乾腐病菌（タマネギ分離 FOC）とネギ萎凋病

菌（ネギ分離 FOC）の両方を用いて、分子遺伝学手法によって類縁関係を解析した研

究は行われていなかった。また、タマネギ乾腐病あるいはネギ萎凋病罹病個体から分離

した FOC について、エフェクターやタンパク質毒素などの病原性関連因子を調査した

研究は世界的にみても前例がない。そこで、本研究では、まずタマネギおよびネギから

分離した FOC の遺伝的多様性を調べるとともに（第 2 章）、FOC のエフェクターやタ

ンパク質毒素などの病原性関連因子を明らかにするために、FOL のエフェクターをコ

ードしている SIX 遺伝子のホモログ（第 3 章）、およびネギに萎凋を引きおこすタンパ

ク質性毒素（第 4 章）について解析を行った。 

第 2章において、タマネギおよびネギから分離した FOCを用いて IGSおよびEF-1

遺伝子領域を用いた系統樹を作成したところ、タマネギ分離 FOC とネギ分離 FOC は

異なるクレードに属し、遺伝系統が異なることがわかった。タマネギ分離 FOC の大部

分は１つのクレードに属し、遺伝的に単系統であったのに対し、ネギ分離 FOC は高度

な遺伝的多様性を有していた。また、VCG、IR-SCAR マーカーおよび Mathing type

の解析結果も、タマネギ分離 FOC とネギ分離 FOC は遺伝的に異なるという結果を支

持した。さらに、タマネギ分離 FOC は SIX3、SIX5、および SIX7 ホモログを有して

おり、それらの株はネギ分離 FOC と比較してタマネギ幼苗に対して高い病原性を示し

た。これらの結果は、タマネギ分離 FOC がネギ分離 FOC と遺伝的に大きく異なるこ

とを強く支持するとともに、SIX ホモログがタマネギに対する病原性に関わっているこ

とが示唆された。 

第 3 章において、タマネギ分離 FOC の SIX ホモログの塩基配列を決定し、それら

の病原性との関連性を調べた。FOC の SIX ホモログは FOL の SIX とはアミノ酸レベ

ルで大きく異なっていた。さらに FocSIX3、FocSIX5、および FocSIX7 はすべてトラ

ンスポゾンを豊富に含んでいる同一の約 4 Mb の染色体に座乗することが示された。
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FOL4287 株においても、SIX 遺伝子のほとんどは同一の小型染色体上に座乗し、トラ

ンスポゾンを豊富に含んでいる。さらに、この小型染色体は容易に水平移動し、導入さ

れた非病原性 F. oxysporum はトマトに対する病原性を有する（Ma et al. 2010）。また、

アラビドプシス病原性Fo5176株とF. oxysporum f. sp. conglutinansはSIX4ホモログ

を保持しているが、それらの塩基配列はFolSIX4と 99％以上の相同性を示す（Thatcher 

et al. 2012）。この高い相同性は、近年 SIX4 遺伝子を horizontal gene transfer （HGT）

または hrizontal chromosomal transfer （HCT）によって獲得したことを強く示唆し

ている。しかしながら、本研究において明らかにしたように、FOC の 3 つの SIX ホモ

ログはいずれもFOLに対する相同性があまり高くなく、FocSIX3-FocSIX5領域もFOL

とは大きく異なっていた。これらの結果は、FOC においては近年 HCT または HGT に

よってこの領域を獲得したのではないことを示唆している。ではいつどのように FOC

または FOL は SIX を獲得したのであろうか。以下の 2 つが考えられる；１）FOL か

ら FOC へ（もしくは FOC から FOL へ）過去に水平移動し、その後タマネギ（もしく

はトマト）に適応した独自の進化をしてきた；2）SIX 遺伝子をもつ共通の祖先があり

タマネギ、トマトに感染するためにそれぞれ進化をしてきた。興味深いことに、IGS 領

域を用いた系統解析によって、一部のタマネギ分離 FOC は FOL に非常に近縁である

ことが明らかになった。今後、FOC と FOL の全ゲノム塩基配列の比較や、FOC と FOL

の共培養による HGT または HCT の確認を行うことによって、両分化型の進化関係や

宿主へ適応機構に関する知見が得られるかもしれない。また、F. oxysporum の特徴で

ある宿主特異性を解明する手がかりになることが期待される。 

第 3 章ではまた、FocSIX3 が病原性遺伝子であることを明らかにした。FOL におい

て SIX3 遺伝子はトマトの I-2 遺伝子に認識される非病原力遺伝子であるとともに、感

受性品種に対しては病原性遺伝子として働くことがわかっている。しかし、どのような

メカニズムで病原性に寄与するかは明らかになっていない。今後、この点について解明

が望まれる。また、FocSIX3 に隣接する FocSIX5 遺伝子については、病原性に関係し

ていないことがわかったが、感染時に発現していたことから感染過程において何らかの

機能を有していることが予想される。この点についても今後詳細な解析を行う必要があ

ろう。 

さらに第 3 章では、FOC と FOL の SIX3 遺伝子の塩基多型を基にしたタマネギ分

離 FOC の特異的検出法を確立した。SIX3 遺伝子は、FOL 以外の分化型では同定され

ていないことから、この検出法はタマネギ分離 FOC を同定する有益な方法となること
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が期待される。さらにこの技術はタマネギの組織内の FOC の定量を可能にした。この

定量法を用いて FOC 汚染圃場で生育したタマネギ組織内の FOC を定量した結果、乾

腐病抵抗性品種よりも感受性品種の根に多くの FOC が感染していることが明らかにな

った。この結果は、FOC の根組織内感染個体数がタマネギ乾腐病抵抗性品種の選抜に

おいて一つの指標となりうることを示唆しており、今後この点について詳細な検証が望

まれる。また、本研究では土壌サンプルを用いた FOC 検出・定量は試みなかったが、

タマネギ乾腐病は連作による圃場の菌密度の増加が主な原因の一つとなっていること

から、圃場土壌中のタマネギ FOC の定量に応用可能かどうか今後検討するべきである。 

第 4 章において、ネギ分離 FOC の萎凋誘導性タンパク質である WIP1 を同定した。

このタンパク質はシステインを多き含む塩基性低分子タンパク質であった。WIP1 ホモ

ログは Fusarium 属菌で広く保存されているが、これまでその機能は分かっていなかっ

た。現在様々な植物病原菌でそのゲノム配列が明らかとなっているが、その配列データ

から遺伝子およびタンパク質の機能および構造を推定することは困難な場合がある。そ

れゆえ、タンパク質から病原性因子を明らかにするというアプローチは、ポストゲノム

において有益な情報をもたらすことが期待されている。実際、本研究においても成熟

WIP1 は推定シグナル配列部位よりさらに下流で切断され、機能的なタンパク質になる

ことが示唆された。 

WIP1 は、短い日数でネギ幼苗に萎凋を誘導する。このため、ネギ萎凋病抵抗性品

種の育種において、WIP1 を用いればネギ萎凋病抵抗性系統の迅速スクリーンニングが

可能になるかもしれない。このような手法は、すでに P. nodorum の宿主特異的毒素で

ある Tox1 は抵抗性コムギ品種選抜のための簡易検定に用いられている（Vleeshouwers 

and Oliver 2014）。 

今回同定したエフェクター候補タンパク質である FocSIX3、FocSIX5、FocSIX7、

および WIP1 はいずれも低分子でシステインを多く含むタンパク質であった。エフェク

タータンパク質の多くはシステインを多く含んでおり、それらがジスルフィド結合をす

ることによって 3 次構造を形成している（Rep et al. 2005）。特定のモチーフが見られ

ないエフェクタータンパク質においては、3 次構造が生物活性に重要な働きをしている

ことが示唆される。 

次世代ゲノムシーケンサーの普及に伴い、多くの植物病原菌においてそのドラフト

ゲノムが解析され、多くのエフェクター候補遺伝子が同定され始めている。今後、タマ

ネギ分離 FOC およびネギ分離 FOC においてドラフトゲノム解析を行い、上記のよう
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な特徴をもつタンパク質を検索すれば、さらなるエフェクター候補遺伝子および病原性

関連遺伝子の同定が可能になることが予想される。また、ドラフトゲノム解析によって、

タマネギ、ネギそれぞれに対する FOC の病原性関連遺伝子や病原性染色体に関する新

たな情報が得られることも期待される。さらに、ドラフトゲノム解析と共に遺伝子破壊

解析やプロテオーム解析を複合的に行うことで、FOC の病原性発現機構に関する理解

が急速に進むものと思われる。
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 摘要  

 

Fusarium oxysporum f. sp. cepae (FOC) は、土壌伝染性の植物病原菌で、タマネ

ギおよびネギにそれぞれタマネギ乾腐病およびネギ萎凋病を引き起こす。近年、これら

の病害が日本各地で発生し、経済的に大きな損失をもたらしている。これまで、わが国

に分布するFOCについては、ネギ萎凋病罹病個体から分離されたFOC（ネギ分離FOC）

の遺伝的多様性と病原性の分化が報告されている。しかしながら、タマネギ乾腐病罹病

個体から分離した FOC（タマネギ分離 FOC）については、系統分化や病原性分化の実

態がほとんどわかっていない。また、タマネギ分離 FOC とネギ分離 FOC の遺伝的類

縁関係に関する解析は行われていない。さらに、エフェクターあるいはタンパク質性毒

素など、FOC の病原性に関与するタンパク質に関しては、世界的に見ても報告されて

いない。そこで、本研究では、まずタマネギ分離 FOC とネギ分離 FOC を用いて、両

者の系統・病原性の分化および遺伝的類縁関係を解析した（第 2 章）。次に、FOC のゲ

ノムにおけるトマト萎凋病のエフェクター遺伝子（SIX 遺伝子）ホモログの存在を調べ

るとともに、得られたホモログの塩基配列を用いてタマネギ分離 FOC を特異的に検

出・定量する方法を検討した（第 3 章）。また、ネギに萎凋を引きおこすタンパク質性

毒素を単離し、遺伝子解析を行った（第 4 章）。 

第 2 章において、55 株の FOC（タマネギ分離 FOC 27 株、ネギ分離 FOC 28 株）

の rDNA intergenic spacer (IGS)および translation elongation factor 1-(EF1-)領域

の塩基配列を決定し、それに基づいた系統樹を作成した。IGS 領域による系統樹では、

FOC は A~H の 8 つのクレードに分岐し、クレード H にほとんどのタマネギ分離 FOC

が属していた。これらの菌株の IGS 領域の塩基配列は 100%一致していた。IGS 系統樹

クレード H の菌株は、EF1-を基にした系統樹においても同一のクレードに属し、遺

伝的にきわめて近縁であることが示唆された。また、vegetative compatibility group 

(VCG)解析において、IGS 系統樹クレード H の菌株は互いにヘテロカリオンを形成し

た。さらに、IGS 系統樹クレード H の菌株は、いずれもトマト萎凋病菌 F. oxysporum 

f. sp. lycopersici (FOL)のエフェクター遺伝子である SIX3、SIX5、および SIX7 のホモ

ログを有していた。これまでに FOL 以外の分ではから SIX3 および SIX5 ホモログは

見つかっておらず、本研究が初めての報告である。これらの SIX ホモログのうち、SIX3

ホモログは 4Mb の染色体上に座乗していた。タマネギ幼苗に対する接種試験において、

IGS クレード H の菌株は他のクレードに属する菌株よりも高い病原性を示した。これ
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らの結果から、IGS クレード H のタマネギ分離 FOC は他のクレードに属する FOC と

遺伝系統が異なっており、タマネギに高い親和性を持っていることが示唆された。一方、

ネギ分離 FOC は、IGS および EF1-の塩基配列に基づいて作成した系統樹のいずれに

おいても高度の遺伝的多様性を示した。 

第 3 章において、ネギ分離 FOC の SIX3、SIX5、および SIX7 ホモログ（FocSIX3、

FocSIX5、および FocSIX7 ）の塩基配列を決定した。推定される FocSIX3 および

FocSIX5 のアミノ酸配列は、FOL の SIX3（FolSIX3）および SIX5（FolSIX5）とそ

れぞれ 85.9％、69.7％の相同性を示した。FocSIX7 は、165 アミノ酸長のタンパク質

に翻訳され、FOL の SIX7（FolSIX7）の 220 アミノ酸長と比較して、55 アミノ酸短

かった。FOL において SIX3 と SIX5 は 2.3kbp の距離を挟んで隣接しプロモーターを

共有している。FOC においても、FocSIX3 と FocSIX5 は隣接していたが、遺伝子間の

距離は 5kbp でその領域には推定される遺伝子は存在せず、多くのトランスポゾン断片

を含んでいた。FOC では、FocSIX3、FocSIX5、および FocSIX7 がすべて 4Mb の染

色体上に座乗していた。FocSIX3 および FocSIX5 遺伝子は、FOC を接種したタマネギ

植物体内において発現していた。FocSIX3 遺伝子破壊株は、タマネギ幼苗および鱗茎

に対する病原性が低下していたことから、FocSIX3 がタマネギに対する病原性因子で

あることが示唆された。 

FocSIX3 と FolSIX3 の塩基配列の差異に基づいて、FolSIX3 だけを特異的に増幅す

る PCR プライマーペアを 4 種類（P1～4）設計した。このうちプライマーペア P1 は、

FolSIX3 を有する FOC でのみ 106bp 長の塩基配列を増幅し、ネギ分離 FOC、SIX3 を

持たない非病原性 FOC、および他の分化型に属する F. oxysporum 株では DNA 断片を

全く増幅しなかった。さらに、プライマーペア P1 を用いたリアルタイム qPCR を開発

し、タマネギ植物体内における FOC の定量を試みた。タマネギの根における FOC の

数は、感受性品種‘ヒグマ’のほうが抵抗性品種‘北もみじ 2000’よりも多かった。

これらの結果から、プライマーP1 を用いた qPCR は、タマネギに感染した FOC の定

量に有効であり、タマネギ乾腐病抵抗性品種の選抜に利用できる可能性が示唆された。 

FOC を、ネギの盤茎やある種の硫黄化合物と共培養すると、ネギ幼苗に萎ちょうを

引きおこすタンパク質 wilt-inducing protein 1 (WIP1)を分泌する。第 4 章では、WIP1

タンパク質の N 末端アミノ酸配列および LC-MS/MS 解析を行い、得られた結果に基づ

いて WIP1 タンパク質をコードしている cDNA およびゲノミック DNA をクローン化

し、塩基配列を決定した。遺伝子から推定される WIP1 タンパク質は、85 アミノ酸の
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長さであったが、成熟 WIP1 は 52 アミノ酸で、6 つのシステイン残基を持つ塩基性タ

ンパク質であった。ジスルフィド結合を有するタンパク質を生産することのできる

Escherichia coli 株を用いて組換え WIP1 を得た。精製した組換え成熟 WIP1 タンパク

質を処理したネギ幼苗は萎凋症状を示した。また、WIP1 遺伝子は接種 4 日後のネギ植

物体内で発現していた。これらの結果から、WIP1 タンパク質はネギに萎凋を引きおこ

す病原性因子の一つであることが示唆された。 
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Summary 

 

Fusarium oxysporum f. sp. cepae (FOC) is a soil-borne fungus that causes Fusarium basal 

rot in common onion (Allium cepa) and Fusarium wilt in Welsh onion (also known Japanese 

bunching onion, A. fistulosum). Recently, these diseases have been detected in various parts of 

Japan, leading to heavy economic losses, but studies on the genetic and pathogenic variability of 

isolates from onion and Welsh onion are very limited. Furthermore, the factors affecting the 

pathogenicity of FOC are unknown. In this study, the genetic and pathogenic variability of FOC 

isolates from onion and Welsh onion were analyzed using nucleotide sequences for the rDNA 

intergenic spacer (IGS) and translation elongation factor-1α (EF-1α), vegetative compatibility 

group testing (VCGs), the presence of homologs of secreted in xylem (SIX), and inoculation 

tests. Furthermore, candidate genes encoding effector proteins of FOC were identified, and 

methods for detecting and quantifying FOC infections in onion plants were developed. 

Chapter 2 reports a total of 55 FOC isolates, including 27 isolates from onion and 28 from 

Welsh onion, which were used in the molecular phylogenetic analysis of nucleotide sequences 

of the IGS and EF-1 regions. Analysis of IGS sequences showed that the isolates fell into 8 

clades, A to H, and Clade H included most onion isolates. These isolates formed a clade in the 

EF-1 phylogenetic tree, indicating that these isolates are closely related. VCG tests showed 

that all onion isolates belonging to IGS Clade H were able to form heterokaryons. In addition, 

SIX3, SIX5 and SIX7, which are effector genes of the tomato wilt pathogen F. oxysporum f. sp. 

lycopersici (FOL), were detected in all isolates belonging to Clade H. This is the first report 

showing that SIX3 and SIX5 homologs are present in a forma specialis other than f. sp. 

lycopersici. The SIX3 homolog was located on the same 4-Mb chromosome in all FOC isolates 

of IGS Clade H. Inoculation experiments against onion seedlings showed that the isolates 

belonging to Clade H had a higher pathogenicity than those belonging to the other clades. These 

results suggest that FOC isolates belonging to IGS Clade H are genetically and pathogenically 

distinct from those belonging to other IGS clades. 

Chapter 3 reports the nucleotide sequences of the SIX3, SIX5, and SIX7 homologs 

identified in FOC. The amino acid sequences of FocSIX3 and FocSIX5 showed 85.9% and 

69.7% similarity to those of FolSIX3 and FolSIX5, respectively. FocSIX7 encodes a protein of 

165 amino acids (aa), which is 55 aa shorter than that of FolSIX7 (220 aa). Although SIX3 and 
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SIX5 were located in a 2.3-kbp region in FOL, FocSIX3 and FocSIX5 were located in a 5-kbp 

region that contained transposable elements but no other genes. In addition, FocSIX3, FocSIX5, 

and FocSIX7 were located on the same 4-Mb chromosome. Expression of FocSIX3 and FocSIX5 

was detected in planta using RT-PCR. A FocSIX3 deletion mutant showed reduced virulence to 

onion seedlings and bulbs, suggesting that FocSIX3 is a pathogenicity factor in onion FOC.  

To develop a method for specific detection of FOC isolated from onion, a primer pair for 

polymerase chain reaction (PCR) was designed based on differences in the nucleotide sequences 

of FocSIX3 and FolSIX3. The primer pair P1 amplified a 106-bp-long segment of DNA only 

from FOC isolated from onions, and not from FOC isolated from either Welsh onion or from F. 

oxysporum strains belonging to formae speciales other than cepae. A method for real-time 

quantitative PCR (qPCR) was developed and used to quantify FOC in onion plants. The 

quantity of FOC detected in the roots of the susceptible cultivar ‘Higuma’ was higher than that 

detected in the resistant cultivar ‘Kitamomiji 2000.’ These results suggest that qPCR using P1 is 

useful for the quantification of FOC in plants and could be used to select onion cultivars 

resistant to Fusarium basal rot. 

FOC has been shown to secrete wilt-inducing protein 1 (WIP1) in culture with basal plates 

of Welsh onion or with various sulfur compounds. Welsh onion seedlings treated with WIP1 

showed wilt symptoms similar to those of Fusarium wilt. In Chapter 4, the WIP1 protein was 

characterized using N-terminal amino acid sequences and LC-MS/MS analyses. 

Complementary and genomic DNA sequences corresponding to WIP1 were cloned and 

determined. WIP1 was 85 amino acid residues in length and the mature form was a basic protein 

consisting of 52 amino acids with six cysteine residues. Recombinant WIP1 produced by 

Escherichia coli capable of producing proteins with disulfide bonds showed wilt-inducing 

activity in Welsh onion seedlings. Expression of WIP1 was detected in planta using RT-PCR at 

4 days after inoculation. These results suggested that WIP1 can induce wilt in Welsh onion 

plants and may be a virulence factor of FOC. 
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