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研究成果の概要（和文）：植物病原性Fusarium oxysporumには、宿主にし得る植物種の範囲に基づく分化型、さ
らに、宿主にできる品種に基づくレースの様に病原性が分化している。この分化は非常に明瞭かつ厳密であるに
もかかわらず、その分化機構は未詳である。近年、F. oxysporumが生育に必須でない小型染色体を持つ場合があ
ること、この小型染色体が病原性に関与することが報告された。本研究では、病原性を異にするF. oxysporum菌
株の小型染色体上の遺伝子や構造を解析・比較、病原性、宿主特異性決定、レース決定等に関与しているものが
あることを示唆、未詳の分化型やレース等病原性分化機構解明のための基礎的知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Phytopathogenic Fusarium oxysporum is differentiated in virulence like 
formae speciales based on a range of plant species which can be the host, and races based on a range
 cultivars which can be the host. Although this differentiation is very clear, the mechanism of 
differentiation has been unknown. Recently, it has been reported that F. oxysporum may have a small 
chromosome that is not essential for growth, and this small chromosome is involved in virulence. In 
this study, analyses and comparison of genes and structures on small chromosomes of F. oxysporum 
isolates with different virulence, suggesting that some genes may be involved in virulence, host 
specificity determination, race determination, etc. We obtained basic knowledge for elucidating 
pathogenic differentiation mechanisms such as forms and races.

研究分野： 植物病理学

キーワード： フザリウム　小型染色体　宿主特異性　病原性分化　トマト萎凋病

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物病原性Fusarium oxysporumの分化型やレースの未詳な分化機構を、小型染色体の解析を通して明らかにする
ことができる可能性を示した。これは、これまでの病原と植物（抵抗性品種）のいたちごっこのメカニズム解析
および小型染色体の寄与の解明につながり、植物病理学的に興味深いばかりでなく、今後の育種などによる病害
防除のヒントになり、社会的意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
人類は長い歴史の中で植物の栽培化を行い、耕作による安定した食料生産を実現してきた。し

かし、その過程において、多様な植物病原菌に起因する病害に見舞われ、飢饉など多大な影響を
受けてきた。植物病害に対抗するために、抵抗性を保持する植物品種が育種され、利用されてき
ているが、それを犯す病原菌の新レース出現との‘いたちごっこ’は今も続いている。植物病原
菌—植物の相互関係には未詳な点が多く、特に、病原性分化による病原菌の多様化機構を解明す
ることによって、病害制御の確実化に結びつくことが期待される。 
 糸状菌 Fusarium oxysporum は難防除土壌伝染性病原菌として知られる。F. oxysporum によ
る病害は、120 種を超える多様な植物で報告されているため、F. oxysporum は一見多犯性に見
えるが、1 つの菌株に注目するとその宿主範囲は限定され、‘分化型’に分化している。例えば、
トマト萎凋病菌（FOL）はトマトだけに、キャベツ萎黄病菌（FOC）はキャベツのみに病害を引
き起こす。 
 申請者らは、食用トマトの原産地であるアンデス地域、および、栽培化地とされるメキシコに
おいて、野生種や移行期トマトに付随する F. oxysporum 菌株を収集、分子系統解析によって
FOL の祖先にあたる非病原性 F. oxysporum がペルーの野生種トマトに既に付随していたこと
を、さらに、メキシコでの栽培化以降に、それが小型染色体を獲得した結果、病原菌 FOL が出
現したことを推論した（Inami 2014）。しかし、小型染色体の由来や座乗遺伝子の機能は未詳の
ままであった。 
 ‘分化型’の下位に、宿主とし得る品種を異にする‘レース’が分化している。Houterman
（2007）が FOL のレース決定に関わる因子の存在を示して以来世界的に研究が進展しつつあ
り、FOL のレース決定因子が FOL の小型染色体に集中的に座乗すること、この小型染色体がト
マト品種に対する病原力を支配する（通常の生育には不要）とともに、菌株間を水平移動する可
能性を Ma（2010）が示唆した。申請者らも、小型染色体へのトランスポゾン挿入が、FOL レ
ース決定因子の変異、ひいては、新レース出現の原動力であることを世界に先駆けて示す（Inami 
2012）とともに、FOL 病原性関連因子のホモログを FOC が持つこと、および、その遺伝子が
FOC でも小型染色体に座乗していることを発見、報告した（Kashiwa 2013）。この小型染色体
は、菌の生存には必須でなく、細菌のプラスミドの様に、様々な病原性関連遺伝子を載せる、変
異する、あるいは失うことによって、病原性の分化が起こり得る。このような小型染色体は、近
縁の Fusarium 属菌や他属の植物病原菌でも報告されつつあった。 
 以上の背景は、解析技術の進歩も相まって、小型染色体を解析することでこれまで未詳である
F. oxysporum の病原性分化機構の解明に肉薄可能なことを示唆しており、まさに研究の適期で
あると考えられた。 
 上記をふまえ、申請者らは、多様な病原型の F. oxysporum の小型染色体を分離、シーケンシ
ングし、染色体構造の比較解析や遺伝子機能解析等を行なうことを着想した。申請者らは、パル
スフィールドゲル電気泳動で分離した染色体を個別に回収してシーケンシングに供する方法
（Kashiwa 2014）、さらには、糸状菌の染色体再編技術（Arazoe 2015；Arazoe 2015）等、研
究推進に直ちにつながる独自技術を確立・報告しており、これを活用することとした。 
  
２．研究の目的 
植物病原性 Fusarium oxysporum には、宿主にし得る植物種の範囲に基づく‘分化型’、さら

に、宿主にできる品種に基づく‘レース’の様に病原性が分化している。この分化は非常に明瞭
かつ厳密であるにもかかわらず、その分化機構は未詳である。近年、F. oxysporum が生育には
必須でない小型染色体を持つ場合があること、この小型染色体が病原性に関与することが報告
された。本研究は、病原性を異にする F. oxysporum を対象に、申請者らが開発した染色体切出
法を用いて小型染色体を抽出、構造を比較解析、独自の染色体再編技術等をも用いて小型染色体
座乗遺伝子の機能を解明することを目的として行った。その結果、小型染色体上の遺伝子の機能
や由来に関する情報を集積でき、未詳の分化型やレース等病原性分化機構の解明の一歩となる
ことが最終目的とした。 
 

３．研究の方法 
Fusarium oxysporum のうち、宿主範囲や病原力が異なる分化型・レース 10 菌株を対象に、

パルスフィールドジェル電気泳動で染色体を分離、小型染色体を独自技術で回収、シーケンシン
グを行う。各菌株の小型染色体の構造、座乗遺伝子やその周辺の転移因子等の比較によって、各
菌株に特有な遺伝子を抽出する。抽出した遺伝子の構造解析・発現解析・遺伝子破壊・遺伝子補
完・独自の染色体再編技術を用い、各遺伝子の機能および病原性と宿主特異性への関連を明らか
にする。これに基づき、F. oxysporum における病原性・寄主特異性決定・レース分化の機構の
解明を目論んだ。なお、研究期間中に、次世代シーケンサーが急速に革新したため、SMRT シー
ケンシングによるゲノム解析を実施、そのデータも用いることとした。 
 
４．研究成果 
（１）Fusarium oxysporum の病原性関連小型染色体のシーケンシング 
平成 28 年度 F. oxysporum のうち、宿主範囲や病原力が異なる分化型・レースとして、トマト

萎凋病菌（3 株）、キャベツ萎黄病菌（2 株）の染色体を PFGE（CHEFF）で分離、小型染色体を



切り出し、シーケンシングした。チューリップ球根腐敗病菌（2 株）のシーケンシングを試み、
1 株が SIX11 を保持することを見出した。 
平成 29 年度 F. oxysporum のうち、宿主範囲等が異なる分化型・レース複数株（トマト萎凋病
菌 1 株、キャベツ萎黄病菌 2 株（小型染色体喪失株）、バナナパナマ病菌 1 株、エンドウ萎凋病
菌 2 株、非病原性株 2 株の計 8 株）を対象に、SMRT シーケンシグによる全ゲノム解析を行っ
た。得られたコンティグ中から病原性関連小型染色体の検索法を確立した。ウリ科に感染する菌
株について SIX の分布と SNPs 解析を行った。 
 
（２）F. oxysporum の病原性関連小型染色体の比較構造解析 
平成 28 年度 PFGE および PFGE サザンに加え、発芽管破裂法による染色体の可視化を F. 
oxysporum で初めて可能とした。トマト萎凋病菌 Chiba-5 と 18-1 株の〜1.7 Mb の小型染色体を
PFGE 後に切り出し、Not I 消化し、RFLP 解析した。トマト萎凋病菌 IB-3 と 41-1 株の AVR1
（=SIX4）遺伝子の発現解析を行った。また、トマト萎凋病菌 4 株の小型染色体上の AVR 遺伝子
の変異解析を行い、圃場分離株の AVR 遺伝子の変異様式が多様であることを示した。これに基
づき、トマト萎凋病菌のレース簡易検定用の LAMP 法を確立した。チューリップ球根腐敗病菌
は菌株によって SIX11 の保持の有無に差があった。Tu:5-1 株の SIX11 はエンドウ萎凋病菌の SIX11
と DNA レベルで 98%相同で、周辺の構造もエンドウ萎凋病菌に類似していた。 
平成 29 年度 小型染色体座乗遺伝子（エフェクター等病原性関連遺伝子）の保持、シーケンス
を比較した。トランスポゾンの存在および分布を考察した。病原性に関連する可能性が示唆され
た SIXs、FoQde-2、RecQ、SMS-2 遺伝子等の機能解析を行うこととした。 
平成 30 年度 F. oxysporum のうち、宿主範囲や病原力が異なる分化型・レース複数菌株（トマ
ト萎凋病菌、キャベツ萎黄病菌、バナナパナマ病菌、エンドウ萎凋病菌およびキャベツ萎黄病菌
ゲノム喪失株等計 10 菌株）の SMRT シーケンシングによるゲノム解析データを解析、比較する
ことで、各株の小型染色体（アクセサリー染色体）のシーケンスを確定、小型染色体の構造と座
乗遺伝子について、解析した。その結果、アクセサリー染色体上にエフェクター関連因子が座乗
すること、そのような遺伝子の周囲に、ト
ランスポゾンが多いことが判明した。トマ
ト萎凋病菌と非病原性 F. oxysporum のゲノ
ム比較によって、トマト萎凋病菌が特異的
に持つアクセサリー染色体あるいは領域が
確認されたばかりか、非病原性 F. oxysporum
も小型染色体を保持することが判明、アク
セサリー染色体のプロトタイプであること
が示唆された（図 1）。 
 

図 1 トマト萎凋病菌 F. oxysporum f. sp. 
lycopersici 4287（Fol）と非病原性 F. 
oxysporum（NPF）のゲノム比較 赤がト
マト萎凋病菌のアクセサリー染色体領
域、緑矢印が非病原性 F. oxysporum の小
型染色体領域 

 
（３）F. oxysporum の病原性関連小型染色体に座乗する遺伝子（群）の機能解析 
平成 28 年度 ベノミル処理による小型染色体喪失株の作出および小型染色体の菌株間水平移動
による機能解析を可能とした。トマト萎凋病菌のエフェクターのうち、SIX2, 6〜11, 13, 14 につ
いて一過的発現系を用いた機能解析のため、各遺伝子を PVX ベクターに導入、トマト近縁野生
種でアグロインフィルトレーションによる強制発現系を構築した。 
平成 29 年度 FoQde-2、RecQ、SMS-2 の機能および病原性や宿主特異性との関連を明らかにす
るため、トマト萎凋病菌で、二回相同組換え法によって破壊株を作出、形質の調査を開始した。
F. oxysporum 用に新構築した CRISPR/Cas9 システムを用い、キャベツ萎凋病菌の SIX4 の高効率
破壊 (~100%) に成功した。構築した CRISPR/Cas9 システムをベースに，既に機能が明らかにな
っている SIX1 および SIX4 遺伝子近傍にマーカー遺伝子をノックインするための CRISPR ベク
ター，機能未知である SIX8 および SIX9 遺伝子を破壊するための CRISPR ベクターならびに SIX8
およびSIX9遺伝子近傍にマーカー遺伝子をノックインするためのCRISPRベクターを構築した。
トマト近縁野生種で SIX2, 6, 7, 8, 9, 13 を一過的発現系で強制発現させ、抵抗性誘導能を解析し
た。 
平成 30 年度 エンドウは、病原微生物などを認識すると、ピサチンという抗菌性物質（ファイ
トアレキシン）を生産する。複数の F. oxysporum 菌株のゲノムシーケンシング、比較の結果、エ
ンドウを宿主とするエンドウ萎凋病菌（f. sp. pisi）のみが、ピサチンを分解する酵素（PDA）を
持つことが判明、これが萎凋病菌のエンドウへの特異的病原性を司っていることが推察された。
この他にも、多くの植物病原性株で SIX 遺伝子が小型染色体に座乗していることを見出した。こ
れらの遺伝子の機能および病原性や宿主特異性との関連を明らかにするため、遺伝子破壊解析、
過剰発現体解析、他家発現解析、加えて申請者らが確立した染色体解析等を適用した。 
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結果のまとめ 
植物病原性 Fusarium oxysporum には、宿主にし得る植物種の範囲に基づく分化型、さらに、宿主
にできる品種に基づくレースの様に病原性が分化している。この分化は非常に明瞭かつ厳密で
あるにもかかわらず、その分化機構は未詳である。近年、F. oxysporum が生育に必須でない小型
染色体を持つ場合があること、この小型染色体が病原性に関与することが報告された。本研究で
は、病原性を異にする F. oxysporum 菌株の小型染色体上の遺伝子や構造を解析・比較、病原性、
宿主特異性決定、レース決定等に関与しているものがあることを示唆、未詳の分化型やレース等
病原性分化機構解明のための基礎的知見を得た。 
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