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研究成果の概要（和文）：休眠胞子であるタマネギべと病菌の卵胞子および乾腐病菌の厚膜胞子についてFISH法
による土壌中からの検出を試みた。rRNAを標的として、これらの菌を特異的に検出可能なFISHプローブを設計し
た。厚膜胞子ではrRNA の発現量が低くFISH法による検出は困難となった。卵胞子についても同様の問題が生じ
たが、土壌中でrRNAの発現量が高まるフェーズを見出したことで、FISH法による検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：I attempted to detect the oospores of onion mildew fungus and the 
chlamydospores of Fusarium basal rot fungus from the soil by the FISH method. We designed FISH 
probes targeting rRNA that could specifically detect each of fungi. It was difficult to detect 
chlamydospores of the Fusarium pathogen by the FISH method since the expression level of rRNA in the
 spores was significantly low. Although the same problem arose with oospores, I found a phase in 
which rRNA expression levels in the oospores increase in the soil and succeeded in detecting the 
spores by the FISH method.

研究分野：植物病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではタマネギべと病菌の卵胞子についてFISH法による蛍光染色を可能とした。これは他菌も含めて卵胞子
のFISH法による染色に成功した世界で初めての例となり、高い学術的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
佐賀県は日本における重要タマネギ産地であり、全国第 2位の出荷量を誇る。一方、佐賀県では
近年になってべと病および乾腐病が多発するようになり、タマネギ生産に大きな被害をもたら
している。これら病害の原因菌（べと病菌, Peronospora destructor; 乾腐病菌, Fusarium oxysporum 
f. sp. cepae）はどちらも土壌伝染性の糸状菌として知られている。その土壌中の伝染源は卵胞子
（べと病菌）および厚膜胞子（乾腐病菌）であり、土壌中で休眠により耐久生存をしている。こ
のように、これらタマネギの病害も含めて土壌伝染性の病害は農薬が届かない土壌中に伝染源
があるため、一般的に化学的防除法の適用は困難となる。そのため、その防除には土壌中の伝染
源量（菌量）の正確な把握から発生程度を予測する土壌診断が重要となる。すなわち、診断結果
に応じて転作や休作などの作付け体系の変更による耕手的防除が主な手段となる。しかしなが
ら、これらタマネギの病害については土壌診断法は確立されておらず、その防除をより困難なも
のとしていた。 
 
２．研究の目的 
タマネギべと病および乾腐病の防除法確立に資することを目的として、これら病害の土壌診断
に FISH法を適用することを考えた。これら病害も含め、土壌伝染性病害の土壌診断には土壌か
ら抽出した DNAを鋳型としたリアルタイム PCR法や LAMP法の利用による菌量測定が考えら
れている。一方、DNA は死菌からも抽出されるため、これら手法では死菌まで併せた菌量が推
定されてしまうといった問題が生じる。FISH 法は蛍光標識オリゴヌクレオチドプローブを細胞
内でハイブリダイズさせ、細胞を蛍光で染色する手法である。その際、プローブの標的を RNA
にすることにより、生きた細胞のみを選別して染色することができる。そのため、土壌中の病原
菌の菌量を生菌ベースで把握することが可能となる。 
 
３．研究の方法 
(1)胞子の採集 タマネギべと病菌については分生胞子ならびに卵胞子を供試した。本菌は培養
ができない絶対寄生菌であるため、これら胞子は自然発病した罹病タマネギ株に由来するもの
を供試した。分生胞子は病斑上に形成されたものを綿棒でかき取ることで採集した。卵胞子は罹
病葉に形成されたものを既報の方法（Van der Gaag and Frinking 1996）により抽出して採集した。
また、卵胞子については土壌と混合した後に既報の方法（Van der Gaag and Frinking 1997）によ
り抽出したものも供試した。タマネギ乾腐病菌については分生胞子ならびに厚膜胞子を供試し
た。分生胞子は常法により培地上で形成させたものを用いた。厚膜胞子はフスマ培養土壌混和接
種法（小林 1995）により土壌中で形成させたものを用いた。厚膜胞子の土壌からの抽出は既報
の方法（Van der Gaag and Frinking 1997）により行った。 
 
(2)供試プローブ タマネギべと病菌については Pd-18Sp2-PNA(ATTGCAACAGTCTATCCCTA)お
よび Pd-ITS-PNA(ACATGCCACCAGCAGCCGCC)を用いた。Pd-18Sp2-PNA は 18S rRNA 遺伝子
内のタマネギべと病菌が属するツユかび科に特異的な配列を標的として設計した。Pd-ITS-PNA
は ITS 領域内のタマネギべと病菌に特異的な配列から設計した。タマネギ乾腐病菌については
Fo28S (CCGCCTTTATCCCCCGGGGA) および FoITS (ACCAGTAACGAGGGTTTTA)を用いた。
Fo28Sは 28S rRNA遺伝子内、FoITSは ITS領域内の Fusarium属菌特異的な配列から設計した。
これらプローブはペプチド核酸で合成し、Cy3 で蛍光標識した。また、FISH のハイブリダイゼ
ーション条件の検討には真核生物のユニバーサルプローブとして知られる EUK516 を用いた
(Amann et al. 1990)。 
 
(3)ハイブリダイゼーション 供試プローブのハイブリダイゼーションは Baschien et al.（2008）
の方法（条件 I）およびMiller and Scholin（1998, 2000）の方法(条件 II)により行った。条件 Iは
組織固定にはパラホルムアルデヒド、ハイブリダイゼーションにはホルムアミドをベースとし
たバッファーを用いることを特徴とする。条件 II は組織固定にはエタノール、ハイブリダイゼ
ーションには NaCl等の塩類をベースに調整したバッファーを用いることを特徴とする。 
 
４．研究成果 
(1) ハイブリダイゼーション条件の検討  条件 Iおよび IIの比較のため、タマネギべと病菌の分
生胞子を対象に真核生物のユニバーサルプローブである EUK516を用いて FISH法を行った。そ
の結果、どちらの条件においても分生胞子からは同等と考えられる強い蛍光発色が観察された。
すなわち、分生胞子を対象とした FISH法ではどちらの条件によっても蛍光発色による検出が可
能であることが明らかとなった。そこで、以下の検討では有害なパラホルムアルデヒドおよびホ
ルムアミドを使用しないためより安全に実施可能な条件 II によりハイブリダイゼーションを行
うこととした。 
 



(2) プローブの特異性の検討 タ
マネギべと病菌の検出のために
設計した Pd-18Sp2-PNA ならびに
Pd-ITS-PNA についてハイブリダ
イゼーションの特異性を検討し
た。ツユかび科としてタマネギべ
と病菌に加えて Phytophthora 属 4
種、Plasmopara 属 1種、フハイカ
ビ科として Pythium属 1種、シラ
サビ科として Albugo 属 1 種の分
生子あるいは菌糸を対象にハイ
ブリダイゼーションを行った。そ
の結果、Pd-18Sp2-PNAではツユか
び科の種のみから、Pd-ITS-PNAで
はタマネギべと病菌のみから蛍
光発色が観察され、これらプロー
ブの特異性が確認された（図 1）。
タマネギ乾腐病菌の検出のため
に設計した Fo28Sおよび FoITSに
ついては Fusarium 属菌としてタ
マネギ乾腐病菌に加えて F. 
fujikuroi、他属の菌としてタマネギ
常在菌である Alternaria sp.ならび
に Botrytis sp.の分生子あるいは菌
糸を対象にハイブリダイゼーショ
ンを行った。その結果、どちらのプ
ローブも供試した Fusarium属菌 2
種のみから蛍光発色が観察され、
その特異性が確認された（図 2）。
そこで、本研究で設計したプロー
ブによる特異的検出をさらに確認
するため、両菌それぞれについて
発病タマネギ株からの検出を試み
た。プローブとしては Pd-18Sp2-
PNAおよびFo28Sをそれぞれ用い
た。発病タマネギ株から切り出し
た組織切片を ClearSee™（富士フィ
ルム和光純薬株式会社）による透
明化処理後に、ハイブリダイゼー
ションに供試した。ハイブリダイ
ゼーションは条件 II で行ったが、
組織の変性を防ぐため、エタノー
ルによる脱水処理を省いた。両菌
のどちらについても、Pd-18Sp2-
PNAあるいは Fo28Sのハイブリダ
イゼーションにより植物組織中に
伸展する菌糸の蛍光発色による特
異的な検出が可能であることが明
らかとなった（図 3 および 4）。ま
た、タマネギべと病は全身発病症状
を示すことから、発病株の各器官か
ら採取した組織片を供試して、ハイ
ブリダイゼーションを行った。その
結果、根を除く、全ての器官の組織
からタマネギべと病菌の菌糸が検
出された（図 3）。 
 
 
（3）卵胞子・厚膜胞子の検出 罹病葉から抽出したタマネギべ
と病菌の卵胞子について FISH法による蛍光染色を試みた。卵胞
子は細胞壁が厚いためプローブが細胞質内に浸透しない可能性
が考えられた。そこで、Proteinase Kによるタンパク質分解、お
よび、Cellulase と β-glucanase による細胞壁分解処理した卵胞子

図 1  FISHプローブの特異性の検討. 供試菌の菌糸あるいは
胞子を対象としてツユカビ科特異的プローブである Pd-18Sp2-
PNAをハイブリダイズさせた. 

図 2  FISHプローブの特異性の検討. 供試菌の菌糸を対象とし
て Fusarium属菌特異的プローブである Fo28S をハイブリダイ
ズさせた. 
 

図 4  FISH 法によるタマネ
ギ組織からのタマネギ乾腐
病菌の検出. 発病タマネギ
株について本菌が主に分布
する鱗茎から組織片を切り
出し ClearSee™（富士フィ
ルム和光純薬株式会社）によ
る透明化処理後に, Fo28Sを
プローブとしたハイブリダ
イゼーションに供試した. 

図 3  FISH法によるタマネギ組織からのタマネギべと病菌の
検出. 全身発病症状を示したタマネギ株の各器官から組織片
を切り出し ClearSee™（富士フィルム和光純薬株式会社）に
よる透明化処理後に, Pd-18Sp2-PNAをプローブとしたハイブ
リダイゼーションに供試した. 
 



を供試することとした。Pd-18Sp2-PNAをプローブとしたハイブリダイゼーションを行ったとこ
ろ、卵胞子からは全く蛍光発色が観察されなかった。タマネギ乾腐病菌の厚膜胞子についても同
様の処理をした後、Fo28Sをプローブとしてハイブリダイゼーションを行ったが、蛍光発色は得
られなかった。このように蛍光発色が観察されなかった理由としてこれら胞子は休眠状態（仮死
状態）にあるため、rRNAの発現量が極端に少ないことが考えられた。そこで、タマネギ乾腐病
菌の厚膜胞子については既報（Bindslev et al. 2002）の方法を参考に in situ PCRにより Fo28Sの
標的 DNA配列を増幅した後に同プローブによるハイブリダイゼーションを行った。しかしなが
ら、理由は不明であるが目的とした DNA領域の増幅が起こらず、ハイブリダイゼーションによ
り厚膜胞子からは蛍光発色が観察されなかった。以上のことより、これら休眠胞子を FISH法に
より蛍光染色で検出するためには、代謝の活性化により rRNA の発現を促すことが重要と考え
られた。そこで、より、大きく観察が容易なタマネギべと病菌の卵胞子に焦点を絞り、代謝の活
性化の誘導について検討を行った。上述の実験では罹病葉から抽出した卵胞子を用いているこ
とから、罹病葉中で卵胞子は既に代謝活動を止めて休眠を開始していると予想された。罹病葉か
ら抽出した直後の卵胞子について形態観察を行ったところ、脂質貯蔵器官である Ooplastの輪郭
が不鮮明であることが明らかとなった。このような卵胞子を土壌に混合すると 1 週間で Ooplast
の輪郭が鮮明なものに変化することが明らかとなった（図 5）。このことから、予想に反して罹
病葉中の卵胞子は未成熟なまま代謝が止まっており、土壌中で成熟することで休眠状態になる
ことが予想された。そこで、罹病葉から抽出した卵胞子を土壌に混合してから 5日後に抽出して
FISH法による観察に供試した。また、これまでの検討では条件 IIによりハイブリダイゼーショ
ンを行っていた。しかしながら、本条件の固定処理では、エタノールにより卵胞子の細胞質に変
質が起こり、脂質の膜が生じることが明らかとなった。すなわち、この脂質の膜により標的 rRNA
分子と結合したプローブの蛍光が遮断されている可能性が考えられた。そこで、固定処理までの
操作は条件 I により行い、その後のハイブリダイゼーションから蛍光観察までは条件 II に従っ
て行うこととした。このように
変更を加えたところ、Pd-18Sp2-
PNA のハイブリダイゼーション
により卵胞子から蛍光染色によ
る発色が観察された（図 6）。一
方、同様のハイブリダイゼーシ
ョンによっても罹病葉から抽出
した卵胞子（土壌と混合してい
ない卵胞子）については蛍光発色
が観察されなかった（図 6）。すな
わち、本検討により観察された蛍
光発色は固定法の変更のみによ
り観察されるようになったもの
ではなく、卵胞子が成熟するため
の変化伴い代謝が活性化した結
果であると考えられた。 
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