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研究成果の概要： 
レース１抵抗性品種に対する病原力を獲得したトマト萎凋病菌レース 1の変異株では、転移因
子の挿入によってゲノム上の SIX4 遺伝子が破壊されていた。SIX4 が破壊される事で病原力を
獲得している事から、SIX4がコードするタンパク質がレース 1抵抗性に対する非病原力決定因
子である事が示唆された。転移因子が非病原力決定遺伝子領域に挿入されることで病原力を獲
得する、新型の病原菌が生じるメカニズムを示した。この非病原力決定遺伝子領域周辺には複
数の転移因子が存在する事、また、分子系統的には離れたキャベツ萎黄病菌が同じ遺伝子を持
つ事から、この領域の水平移動の可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
 微生物‐植物の相互関係の中での認識・攻
撃・防御のせめぎ合いの結果、病気の成否が
決定される。このうちで最も明解なのが、遺
伝子対遺伝子説で説明される「病原菌レース
‐植物品種間における非病原力決定遺伝子
―抵抗性遺伝子の関係」である。すなわち、
植物の抵抗性遺伝子産物が、病原菌が産生す

る非病原力決定遺伝子産物を認識して一連
の抵抗性反応を発動し、自らを病原菌から防
御する。その結果、非病原力遺伝子を有する
病原菌はそれに対応する抵抗性遺伝子を持
つ植物品種を侵すことができず、逆に非病原
力決定遺伝子を有さない病原菌は当該品種
を侵せることになる。これまで、トマト葉か
び病など複数の病原菌‐植物の関係におい
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て、非病原力決定遺伝子とそれに対応する抵
抗性遺伝子の存在がそれぞれ示唆され、一部
では遺伝子同定・機能解明もされた。病原菌
が保持する非病原力決定遺伝子およびその
機能を解析することは、病原菌‐植物の相互
認識機構、病原菌の病原性進化機構などの解
明、さらには、植物病害の効率的な制御法の
確立につながる。 
 トマト萎凋病菌（Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici）は、トマトに重篤な被害を及ぼす
難防除土壌伝染性病原菌である。トマト萎凋
病菌は、抵抗性品種の育成を凌駕するかのご
とく新レースを発生、その結果抵抗性品種の
無効化という大きな問題を引き起こしてき
た。トマト萎凋病菌レース―トマト品種の関
係も遺伝子対遺伝子説で説明するに矛盾は
無いが、これまで、非病原力決定ゲノム領域
や非病原力決定遺伝子は未同定であった。 
 研究代表者は、トマト萎凋病菌‐トマトを
モデル系として、発病機構を明らかにし、そ
の結果をもとに防除法を確立することを構
想して研究を推進している。その一環として、
トマト萎凋病菌の抵抗性品種を侵すことが
できる変異株（病原力獲得変異株）を用いて、
非病原力決定遺伝子の解析を行う事にした。
遺伝子対遺伝子説に基づけば、この変異株で
は、本来有していた非病原力決定遺伝子
（AVR1）が破壊されている（avr1）ことにな
る。このような株を利用することで、これま
で明らかになっていないトマト萎凋病菌の
非病原力およびそれに関連するトマト萎凋
病菌‐トマトの相互関係を明らかにできる
のではないかと着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 トマト萎凋病菌レース 1の非病原力決定ゲ
ノム領域の機能・構造・由来の解析を進める
ために本研究を推進した。具体的には、以下
に掲げた疑問に対する答えを明らかにする
ことを目的とした。 
(1) 非病原力決定遺伝子が破壊されると、ト
マト萎凋病菌レース 1 は抵抗性品種を侵
せる様になるのか？＝非病原力決定遺伝
子領域は存在するのか？  

(2) 非病原力決定ゲノム領域にはどのような
非病原力決定因子（タンパク質か、RNA
か？）がコードされているのか？  

(3) 同領域の構造は？  
(4) トマト萎凋病菌レース１のみが同領域を
保持しているのか？  
これらの疑問に対する答えを総合すると、

トマト萎凋病菌レース 1が保持するレース１
抵抗性品種に対する非病原力の概要（機能）
が明らかになる。さらに、病原性進化に係わ
る非病原力決定因子の獲得・喪失機構（構
造・由来）について考察できる。 

３．研究の方法 
(1) トマト萎凋病菌レース１由来の、レース
１抵抗性品種に対する病原力獲得変異株
を取得する。 

(2)  (1)で得られた変異株ゲノム上で変異が
生じている領域を明らかにし、当該ゲノム
領域がレース 1 の非病原力を決定してい
ることを遺伝子破壊実験、相補実験等によ
って確認する。 

(3) 非病原力決定ゲノム領域の構造を精査す
る。特に、レース１と、レース１菌株から
得られた病原力獲得変異株の当該ゲノム
領域の構造を比較する。 

(4) 非病原力決定ゲノム領域のゲノム（染色
体）上の存在様式を、塩基配列情報、CHEF
サザン法等によって解析する。 

(5) 非病原力決定ゲノム領域由来の産物につ
いて、性状・機能推定・発現について解析
を行う。 

(6) 非病原力決定ゲノム領域を保持するのが
レース１菌株のみなのか、他レース菌株お
よび他分化型菌株についても PCR やゲノ
ムサザン法等で解析する。この解析で得ら
れる結果は、(5)の機能解析、および、(3)、
(4)、(7)の解析結果と併せて非病原力決定
ゲノム領域の由来や獲得メカニズムの解
析に有効である。 

(7) 非病原力決定ゲノム領域の有無や
rDNA-IGS 領域塩基配列等に基づく F. 
oxysporum菌株の分子系統との相関につい
て解析する。これは(6)とともに、非病原
力決定ゲノム領域の由来や獲得メカニズ
ムの解析に有効である。 

(8) 二次元電気泳動によって非病原力菌株と
病原力菌株が産生するタンパク質発現プ
ロファイルを比較し、非病原力および病原
力に関与する因子を探索、解析する。これ
は、非病原力決定ゲノム領域にコードされ
る因子の下流で発現する因子の解明や、非
病原力決定因子と他の病原力関連因子と
の相互関係の解析につながり、(6)で行う
非病原力決定因子の機能解析に有益な情
報を与える。 

 
 
４．研究成果 
(1)病原力獲得変異株の取得 
研究開始時点では、REMI （Restriction 

enzyme mediated integration）法によって作出
したトマト萎凋病菌（Fusarium oxysporum f. 
sp. lycopersici）レース 1 菌株由来のレース
１抵抗性品種（I）に対する病原性獲得変異
株（レース１抵抗性品種に感染できるよう
になった株）r120 を解析対象とすることを
予定していた。r120 において、プラスミド
が挿入されたゲノム領域がレース 1の非病
原力を決定していることを想定、これを確



 

 

認するため、同領域を PCR法等を駆使して
取得、レース 1菌株の同領域の破壊実験を
行った。しかし、予想と異なり、破壊株は
レース 1抵抗性品種に感染できず、同領域
がレース 1の非病原力を決定していること
を確認できなかった。 
そこで、新たな病原力獲得変異株の取得

を、発生圃場での探索および、REMI法によ
る変異株作出の 2通りの手段で試みた。 
従来萎凋病が発生していなかった高知県

の圃場でレース 1抵抗性トマト品種に萎凋病
の発生が報告された。この罹病個体から分離
された菌株（KoChi-1）は新型のトマト萎凋
病菌であり、新たな非病原力遺伝子領域解析
の対象とすることにした。 
なお、2007 年に F. oxysporum のゲノム情

報が Broard Instituteのデータベースに公開さ
れ利用が可能になったため、研究手法等を当
初の予定と一部変更して解析を促進した。 
(2)非病原性遺伝子領域 

Houtermanら（2008）によって報告された
トマト萎凋病菌の非病原力決定遺伝子 SIX4
（=AVR1）が KoChi-1 では、転移因子の挿入
によって破壊されている事を見いだした（図
1a）。転移因子の挿入によって、本来 244 aa.
である SIX4のかわりに、aa. 109以降でアミ
ノ酸配列の異なる 177 aa.の変異タンパク質
が作られる（図 1b）。すなわち、転移因子の
挿入によって正常な SIX4 が作られなくなっ
た事が、KoChi-1 株が抵抗性品種に対する病
原性を獲得した原因であることが示された。
これは、通常は、SIX4タンパク質が非病原力
決定因子として抵抗性品種に認識され、その
結果植物組織中で抵抗性が誘導される事を
示唆した。KoChi-1株とレース 1株の SIX4遺
伝子領域（SIX4およびその周辺領域 5’側 730 
bp、3’側 520 bp）を比較したところ、転移因
子の挿入を除き、ほぼ相同であった。SIX4
はトマト萎凋病菌ゲノム上に 1コピーのみ存
在していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SIX4 遺伝子周辺にはさらに複数の転写因
子の存在が認められ、この領域の変異が豊富
である可能性、水平移動等によって病原力関
連因子の取り込み・喪失・変異が起きている
可能性が示唆された。 
この領域が座乗している染色体について

は CHEFサザンで解析を進めたが現時点では
明らかにできていない。 
(3)転写因子の構造 

KoChi-1 株で非病原力決定遺伝子 SIX4 を
破壊していた転移因子は、767 bp からなり、
8 bpの target site duplication（CACACCGG）お
よび 15 bpの inverted tandem repeat （ITR；
CAGGGTTCAAATCCA）を保持していた（図
1a）。この構造上の特徴は、クラス II （DNA）
トランスポゾンの hATファミリーに属する転
移因子に類似している。 
本転移因子の塩基配列に基づいて F. 

oxysporum（トマト萎凋病菌レース 2株）のゲ
ノムデータベースを探索したところ、134 の
ホモログの存在が認められ、本転移因子が F. 
oxysporum ゲノムに普遍的に分布している事
が示唆された。 
(4)トマト萎凋病菌の分子系統と非病原力遺
伝子（SIX4）保持の関係 

F. oxysporum菌株の rDNA IGS領域の塩基
配列に基づく分子系統樹において、トマト萎
凋病菌は 3つのクラスター（A1~A3）のいず
れかに含まれる。各クラスターには、いずれ
のレース（1~3）の菌株も含まれ、分子系統
とレースの相関は認められない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、日本産のトマト萎凋病菌に限ると、



 

 

分子系統とレースに相関があり、レース 1、2、
3 菌株はそれぞれクラスターA2、A1、A3 に
含まれる（図 2）。 
従って、日本産トマト萎凋病菌菌株では、

クラスターA2に含まれる株（レース 1）のみ
が SIX4 を保持、クラスターA1 および A3 に
含まれる菌株（レース 2および 3）は SIX4を
保持しない（図 2~3）。今回取得した KoChi-1
株はクラスターA2 に含まれ、SIX4 を保持す
るものの、SIX4には転移因子が挿入されて異
常を生じている（図 2~3）。すなわち、KoChi-1
株は、クラスターA2 に含まれるレース 1 の
非病原力決定因子が転移因子によって破壊
されて生じた新型の病原菌である事が推察
された。このように、新型病原菌出現のメカ
ニズムの一端を明らかにすることができた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5)非病原力遺伝子領域（SIX4）の存在範囲 
正常な非病原力遺伝子領域（SIX4）は、ト

マト萎凋病菌レース 1菌株のみが保持し、レ
ース 2および 3菌株は持たない。トマト萎凋
病菌以外のF. oxysporumが SIX4を保持するか
どうかを PCR法で検定した。その結果、キャ
ベ ツ 萎 黄 病 菌 （ F. oxysporum f. sp. 
conglutinans）が SIX4 を保持している事を見
いだした（図 4）。この他の分化型および非病
原性F. oxysporum菌株は SIX4を保持していな
かった。キャベツ萎黄病菌が何故トマト萎凋
病菌レース 1が持つ SIX4を持っているのか、
キャベツ萎黄病菌でも SIX4 が非病原力遺伝
子として機能しているのかは不明である。キ
ャベツ萎黄病菌でも SIX4 が非病原性因子と
して機能しているかどうかは、キャベツ萎黄
病菌の SIX4を破壊し、萎黄病菌抵抗性キャベ
ツ品種に接種する事で検証可能であると考
えられる。しかし、SIX4領域に転移因子が複
数含まれる為か、現在まで SIX4の二回相同組
換えによる遺伝子破壊は成功していない。 

 
 
 
 
 
 
 

 

キャベツ萎黄病菌を含むアブラナ科植物
を宿主とする F. oxysporum菌株、トマト萎凋
病菌レース 1~3菌株の rDNA IGS領域に基づ
く分子系統樹を作成した（図 2）。この中で、
SIX4を持つ菌株をアステリスクで示した。こ
の系統樹中では、SIX4 を保持する菌株は、2
つのクラスター（キャベツ萎黄病菌からなる
クラスターとトマト萎凋病菌レース 1）に分
かれて存在した。このことは、SIX4が水平移
動している事を示唆しており、Heuterman 
（2008）の示唆とも矛盾しない。 
(6)その他の成果 
 非病原力力と病原力株で発現が異なる複
数のタンパク質を見いだした。このうち、
GMCオキシドリダクターゼ（ODX1）、アス
パラギン酸プロテイナーゼ（FAP1）、ペルオ
キシレドキシン様タンパク質（HYR1）をコ
ードする遺伝子 odx1、fap1、hyr1の破壊によ
っても、病原性等に変化は起きず、これらが
病原力に関連しない事を明らかにした．  
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