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研究成果の概要：イネいもち病菌 84R-62B菌株の余剰染色体（1.6Mb染色体）から非病原性遺

伝子 AvrPikのクローニングを計画した。1.6Mb染色体の特徴付けを実施し、他の非病原性遺伝

子 AvrPikp も座乗すること、さらに、本染色体は体細胞分裂時に消失変異が生じることを

明らかにした。また、他の研究者によりクローニングされた AvrPik候補遺伝子を用いた検討の

結果、本クローンが AvrPikであることを確認した。さらに、AvrPikのホモログとして AvrPikm

の同定に成功した。  
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1．研究開始当初の背景 
(1)背景： イネいもち病菌の防除には抵抗性
イネ品種の栽培が重視されるが、育成した抵
抗性品種が普及後、数年で罹病化する「抵抗
性の崩壊」がしばしば生じる。これは、当該
品種の有する抵抗性遺伝子に特異的に対応

する菌側の非病原性遺伝子が変異すること
により生じると考えられる。そこで、本研究
では「抵抗性の崩壊」を実際にもたらした非
病原性遺伝子 AvrPikについて、クローニング
を試みた。1960年代の日本ではいもち病防除
の切り札として抵抗性遺伝子 Pik を導入した
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イネ品種クサブエが育成されたが、農家へ普
及後、数年の内に高度罹病性品種に転落して
しまった。AvrPikは Pikに対応する非病原性
遺伝子であり、本遺伝子のクローニングは非
病原性遺伝子の変異に関するメカニズムの
解明に有効な情報をもたらすことが期待さ
れた。また、AvrPikは極めて興味深い性質を
有する非病原性遺伝子として知られる。すな
わち、AvrPikはイネいもち病菌 84R-62B菌株
では余剰染色体（以下、1.6Mb 染色体）に座
乗している。また、後述の本研究の成果によ
り、本遺伝子は抵抗性遺伝子 Pikpに対応する
非病原性遺伝子 AvrPikp と連鎖すること、さ
らに、これまでの当研究グループの成果から、
本遺伝子は抵抗性遺伝子 Pikm に対応する非
病原性遺伝子 AvrPikmとも連鎖することが報
告されている。これら抵抗性遺伝子は同一
遺伝子座の複対立遺伝子であり、３つの
非病原性遺伝子についても互いにホモ
ログである等の関連が予想されていた。
従って、本研究で試みた AvrPik のクロー
ニングは近年植物病原菌の新規レースを生
み出す機構として注目されている「Arms 
race」についても新規知見を提供するとが期
待された。 
(2)動機：これまでに同様の非病原性遺伝子の
クローニングは多くの研究者が取組んでき
た。すなわち、連鎖地図の作成ならびにそれ
を利用した染色体歩行法によるクローニン
グ手法である。一方、その試みの多くは失敗
に終わっている。これは、多くの研究例で原
因不明なものの目的遺伝子の近傍配列がゲ
ノミックライブラリー中に捕捉できず、染色
体歩行が困難となる現象に直面したためで
ある。一方、上記の通り 84R-62Bでは AvrPik
は 1.6Mb 染色体に座乗している。また先に、
申請者らは84R-62BとAvrPikを保有しないイ
ネいもち病菌との交配系を用いた遺伝解析
により、1.6Mb染色体は有するものの、AvrPik
を保有していない変異菌株（F1-327）を得た。
従って、F1-327の AvrPik失活の原因となった
1.6Mb 染色体の構造変異部位を同定すること
により染色体歩行法の技術的難点を回避し、
AvrPikのクローニングが確実に行えるものと
期待された。 
 
２．研究の目的 
イネいもち病菌 84R-62Bの 1.6Mb染色体から
非病原性遺伝子 AvrPik のクローニングを行
う。 
 
３．研究の方法 
(1) AFLP分析：供試菌株として、84R-62Bお
よび F1-327を用いた。これら菌株の AFLPパ
ターンを比較し、多型の認められた AFLPバ
ンドについては、ポリアクリルアミドゲルか
ら単離してクローニングを行った。これらク

ローニングされた AFLPバンドをプローブと
して用い、パルスフィールド電気泳動法によ
り分画した84R-62Bの染色体に対してハイブ
リダイゼーションを行った。これにより、ク
ローニングされたAFLPバンドの 1.6Mb染色
体への座乗を検討した。 
(2) F1-327における病原性変異の検討：F1-327
をPik保有イネ品種関東 51号に接種して得ら
れた病斑から単胞子分離により後代菌株を
得た。これら後代菌株の染色体をパルスフィ
ールド電気泳動法により分画し、1.6Mb 染色
体の保有について検討を行った。 
(3) 1.6Mb染色体座乗配列のクローニング：供
試菌株として F1-327および上述の F1-327の
後代菌株を用いた。これら菌株からの AFLP
バンドのクローニングならびにクローニン
グされたAFLPバンドの 1.6Mb染色体への座
乗の検討は（1）に述べた方法に準じて行っ
た。また、84R-62B と Y93-245c-2 の F1子孫
115 菌株を供試し、イネ品種 K60（抵抗性遺
伝子 Pikp保有）への接種実験を行った。そし
て、供試した子孫菌株集団中における本品種
への非病原性／病原性の分離パターンと
1.6Mb 染色体の分離パターンとの関連を調べ
た。 
(4)AvrPik 候補遺伝子配列をプローブとした
ハイブリダイゼーション実験：供試プローブ
として岩手生物工学研究所寺内良平博士よ
り分譲を受けたプラスミドクローンを用い
た。本クローンにはインサートとして同博士
らにより同定された AvrPik 候補遺伝子配列
が含まれている。84R-62B と Y93-245c-2 の
F1子孫 60 菌株を供試し、それら菌株の全ゲ
ノム DNAを制限酵素 XhoIで切断した。切断
後、ゲル分画した DNA 断片に上記プローブ
をハイブリダイズさせ、検出されたハイブリ
ダイゼーションバンドについて、供試菌株の
イネ品種に対する病原性との分離パターン
を解析した。また、84R-62Bの染色体をパル
スフィールド電気泳動により分画し、同様の
ハイブリダイゼーション実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1)主な成果： 

①AFLP 分析：AFLP 分析により 84R-62B お

よび F1-327間で認められた多型（AFLPバン

ド）は F1-327 の AvrPik 失活の原因となった

1.6Mb 染色体の構造変異部位と関連が期待さ

れた。そこで、当該 AFLPバンドのクローニ

ングを試みた。しかしながら、1.6Mb に座乗

する配列は本実験ではクローニングされな

かった。 



 

 

②F1-327における病原性変異の検討：上記か

ら、F1-327の Pik保有イネ品種に対する病原

性は当初予想した 1.6Mb染色体の構造変異に

は起因しないことも考えられた。そこで、

F1-327 における AvrPik 失活変異のメカニズ

ムを検討した。F1-327を Pik保有イネ品種関

東 51 号に接種して得られた病斑から単胞子

分離により後代菌株を得た。パルスフィール

ド電気泳動法により、F1-327と後代菌株の染

色体を比較したところ、後代菌株は 1.6Mb染

色体を保有しないことが明かとなった。すな

わち、F1-327 の関東 51 号に対する病原性変

異は単なる AvrPik の失活によるものではな

く、体細胞分裂時（胞子形成時）に 1.6Mb染

色体自体に消失変異が生じたことに起因す

ることが明かとなった。 

③1.6Mb 染色体座乗配列のクローニング：上

記結果より、F1-327とその後代菌株を用いて

AFLP 分析を行った。これにより、F1-327 で

検出され、その後代菌株で検出されない

AFLPバンドを検索することにより 1.6Mb染

色体座乗配列を容易にクローニングできる

実験系が確立した。また、AvrPikに連鎖する

遺伝子についてさらに情報を得るため、当研

究室で既に作出していた 84R-62B と

Y93-245c-2の F1子孫菌株を供試し、これまで

検討されていなかった抵抗性遺伝子に対応

する非病原性遺伝子について遺伝分離を調

査すると同時に 1.6Mb染色体との連鎖解析を

行った。その結果、AvrPikpは AvrPikさらに

は 1.6Mb染色体自体とも密に連鎖することが

明かとなった。 
④AvrPik候補遺伝子配列をプローブとしたハ
イブリダイゼーション実験：研究実施期間内
に他の研究グループが AvrPik 候補遺伝子の
クローニングに成功した。そこで、同クロ
ーンの分譲を受けて更なる検討を行っ
た。同クローンは 84R-62B の 1.6Mb 染色
体にハイブリダイズすることが確認さ
れた。また、84R-62B とイネいもち病菌
Y93-245c-2 の交配子孫について同クロ

ーンをプローブとした RFLP 分析を行っ
た。その結果、表現形から予想される
AvrPik の分離パターンと完全に共分離
するハイブリダイゼーションバンドが
観察された。また、これに加えていくつ
かのバンドが子孫菌株から検出された
が、この中には興味深いことに AvrPikm
の分離パターンと完全に共分離するも
のが見出された。すなわち、本研究の成
果により、 AvrPik のホモログとして
AvrPikm の同定に成功したものと考えた。 
(2)得られた成果の国内外における位置づ
け：AvrPikの単離については、研究実施期間
内に他の研究者により候補遺伝子のクロー
ニングがなされた。そのため、本研究成果の
位置づけはこの先行研究結果の確認・補強と
してのデータ提供となった。一方、いもち病
菌のレース・品種間特異性を支配する非病原
性遺伝子ではこれまで同族遺伝子のホモロ
グの関係にあるものの報告は無く、AvrPikm
の同定、すなわち、AvrPikと AvrPikmが互い
にホモログであるとする本研究の結果は極
めて新規性の高いものとなった。また、本研
究では余剰染色体が体細胞分裂時に消失変
異を起こすことを明らかにした。このような
消失変異は、他菌を含めて報告例が皆無とな
っている。また、AvrPikp は、余剰染色体に
座乗する非病原性遺伝子の例として他菌を
含めて、当研究グループが先に報告した
AvrPikに続く 2番目の報告例である。 
(3)今後の展望：AvrPikと本研究で同定された
AvrPikm の比較解析は、非病原性遺伝子の抵
抗性遺伝子に対する特異性の決定機構を
DNAレベルにおいて解明する端緒となる。ま
た、AvrPik、AvrPikm、さらには、本研究で
AvrPik との連鎖が予想された AvrPikp は宿
主・寄生者の「Arms race」で予想される多様
化選択により非病原性遺伝子座に生じた対
立遺伝子の多型と考えられる。これら遺伝子
のさらなる特徴付けは、「Arms race」の分子
進化学的解明といった新規研究分野の開拓
につながると考えられる。今後は、AvrPikm に
加え、AvrPikp についてもクローニングを検
討して行く。また、本研究で見い出された、
余剰染色体の消失変異は、いもち病菌のレー
ス変異に関与する可能性も考えられる。
1.6Mb 染色体に非病原性遺伝子が座乗するこ
とも併せて、本余剰染色体のレース変異への
関与については、興味深い研究課題として今
後の展開が期待される。 
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