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研究成果の概要（和文）：植物病原性株、非病原性株、生物農薬成分株のように多様な菌株が存在するF. 
oxysporumをモデルとし、菌株間のゲノム比較や遺伝子破壊等によって、キャベツ萎黄病菌等のアクセサリー染
色体の構成・機能等を一部解明した。また、キャベツ萎黄病菌やバナナパナマ病菌等のアクセサリー染色体の由
来や進化について、染色体喪失株を用いて議論した。また、これらを基に一部の分化型菌株の特異的検出技術を
確立した。さらに、F. oxysporumに最適化したCRISPR/Cas12aシステムを開発、遺伝子機能解析手法を構築する
とともに、アクセサリー染色体の新奇の菌類形質転換用ベクターとしての利用可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Using F. oxysporum, which has various strains such as phytopathogenic 
strains, non-pathogenic strains (saprophytic strains), and biological pesticide component strains 
(useful strains), as a model, we partially elucidated the composition and function of accessory 
chromosomes of F. oxysporum, such as cabbage yellow disease fungus, by genome comparison between 
strains and gene disruption, etc. The origin and evolution of accessory chromosomes such as cabbage 
yellows fungus and banana wilt fungus were discussed using chromosome-loss strains. Based on these, 
we have established a specific detection technique for several strains of F. oxysporum. Furthermore,
 we developed a CRISPR / Cas12a system optimized for F. oxysporum, constructed a gene function 
analysis method, and showed the potential of accessory chromosome as a novel fungal transformation 
vector.

研究分野：植物病理学

キーワード： 子嚢菌　Fusarium oxysporum　アクセサリー染色体(領域)　植物病原性　ベクター　ゲノム解析　ゲノ
ム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子嚢菌Fusarium oxysporumをモデルとして、ゲノム比較等によって、生育に必要なく病原性などに係るアクセサ
リー領域と考えられる染色体の構成・機能、由来や進化等を一部解明、病原菌の進化やパンデミックの解析につ
なげた。また、これらを基に、重要植物病原菌等のPCR等による特異的検出技術を確立、早期検診やその結果に
基づく防除につなげた。さらに、F. oxysporumのゲノム編集技術を確立、アクセサリー染色体の新奇の菌類形質
転換用ベクターとしての利用可能性を示した。このように、菌学、植物病理学上重要な知見が得られたばかりで
なく、植物の新たな病害のパンデミックの制御に資する知見を得られた。

※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 
菌類（菌界）は真核生物である。動物や植物では種ごとに染色体数が記載されていること、細
胞分裂時の染色体の不当分配等で遺伝的障害が発生すること等から、通常、真核生物では、染色
体の数や構造は種内で保存的かつ安定であると考えられている。しかしながら、菌類では、生育
や生命活動（一次的機能）に必須でないが、保持／不保持によって、病原性や毒素生産等の二次
的機能決定に関わる染色体あるいは染色体領域を持つ場合があることが明らかになってきた。  
生育や生命活動に必須な「コア染色体」に対して、このような染色体を「アクセサリー染色体」
と呼ぶ。例えば、植物病原性子嚢菌である、トマト萎凋病菌 Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici（Ma 2010；Inami 2014等）、キュウリ根腐つる割病菌 F. oxysporum f. sp. radicis-
cucumerinum（van Dam 2017）、トマトアルターナリア茎枯病菌 Alternaria alternata tomato 
pathotype（Akagi 2009）からは、宿主特異性の決定や毒素産生を司るアクセサリー染色体が見
出されていた。これらの菌では、アクセサリー染色体喪失株を作出すると、生育・生存には影響
が無いが、病原性の喪失や低下を引き起こす（van Dam 2017）。一方、非病原性 F. oxysporum
菌株にトマト萎凋病菌のアクセサリー染色体を導入するとトマトに対する病原性を獲得する
（Ma 2010）。このように、菌類のアクセサリー染色体は、自律的増殖能は無いものの、プラス
ミドと同様な働きをすると考えられた。これまで、プラスミドは、原核生物である細菌では普遍
的に知られているが、真核生物では菌類の酵母以外で見出された例はない。 
「菌類のアクセサリー染色体はどのようにしてでき、どのような機能を持っているのであろ
うか？」、これが本課題の核心をなす学術的な問いである。さらに、「菌類のアクセサリー染色体
を子嚢菌への機能導入用の新奇形質転換ベクターとして利用できるか？」という問いにも答え、
アクセサリー染色体を子嚢菌形質転換用のベクターとして利用する技術を確立することを目論
んだ。 
菌類では、アカパンカビ Neurospora crassa で最初にゲノムが解析された（Galagan 2003）。
その後、コウジカビ類 Aspergillus spp.（Machida 2005）や Fusarium属菌（Ma 2010）の比
較ゲノム解析等のビッグプロジェクトが行われ、研究開始時には多くの菌類のゲノム情報がデ
ータベースで利用できる状況になりつつあった。F. oxysporumは、種内に、植物病原性株〜動
物病原性株〜非病原性株（腐生性株）〜生物農薬成分株（有用株）のような多様性のある菌株が
存在し、良いモデル菌である。 
一方、近年の SMRTシーケンシングの普及によって、菌類でも個株ゲノム解析が可能になって
きた。さらに、二回相同組換え等によって遺伝子破壊等が比較的容易であった子嚢菌においても、
この数年、CRISPR/Cas9システムによる遺伝子破壊や相補のさらなる効率化が報告されている。
このように、菌類のゲノム解析、ゲノム編集の手法が急速に進歩しつつあった。 
 
２．研究の目的 
「菌類のアクセサリー染色体はどのようにしてでき、どのような機能を持っているのであろう

か？」という問いに対して、植物病原性株〜非病原性株（腐生性株）〜生物農薬成分株（有用株）
のように多様な菌株が存在する F. oxysporumをモデルとし、菌株間のゲノム比較やゲノム編集
によって、アクセサリー染色体の由来・進化・構成・機能等を解明することを１つの目的とした。
さらに、菌類のアクセサリー染色体を子嚢菌への機能導入用の新奇形質転換ベクターとして利
用する技術、かつ F. oxysporumのゲノム編集技術を確立することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) アクセサリー染色体の進化・機能の解明 
① F. oxysporumの植物病原性株、非病原性株、有用株の複数株（2019 年度〜2020年度で計 25
株を想定していた）の全ゲノムを解析、比較することで、各株のゲノム上のアクセサリー染色体
およびアクセサリー染色体領域を特定・推定した。植物病原性株としては、実際の生産場面で被
害が大きい、ナス科、アブラナ科、バショウ科等を宿主とし、その中でも、宿主とする植物種や
品種の範囲を異にする菌株を選定、比較した。 
②パルスフィールドゲル電気泳動による染色体分離法（Ayukawa 2018）等をゲノム解析結果と
併せ、各株の染色体数やサイズを確認した。 
③遺伝子推定解析、オーソログ解析、転移因子解析、GC含量解析等の方法を活用して、各株の
アクセサリー染色体の構造を解析した。 
④コア染色体とアクセサリー染色体の転移因子解析、座乗推定遺伝子のオーソログ解析・GC含
量比較、分子系統解析、遺伝子と想定されない部分の相同性解析等によって、アクセサリー染色
体の由来を考察するとともに、アクセサリー染色体変異予測を試みた。 
⑤染色体喪失・相補実験、CRISPR/Cas9等による遺伝子破壊・相補実験によって作出した変異
株を用い、病原性検定・植物定着能検定・生物防除能検定・植物生育促進能検定・毒素等生産能
検定・毒素等分解能検定、および、HiSeq解析、遺伝子発現解析によって、アクセサリー染色体
上の座乗推定遺伝子の機能を解析した。 



⑥アクセサリー染色体の構造・機能・特性にあわせた新規ゲノム編集技術を開発、コア染色体で
は困難と考えられる大規模欠失・再編成技術の構築と遺伝子機能解析のハイスループット化を
試みた。 
⑦各株のアクセサリー染色体の特異性に基づき、植物病原性株では宿主特異性やレース識別用、
生物農薬成分株では動態モニタリング等のための、PCRや LAMPに基づく特異検出技術を確立
した（副次的に得られる成果）。 
(2) アクセサリー染色体の新奇形質転換ベクターとしての利用 
非病原性株が持つアクセサリー染色体はアクセサリー染色体のプロトタイプと考えられるため、

CRISPR/Cas9システム等を用いて大規模に編集、抗生物質代謝マーカーカセット、エフェクタ
ー、二次代謝産物生合成遺伝子カセット等の導入を試みた。さらに、代表者らが独自技術として
持つ小型染色体分離技術（Kashiwa 2017）を用い、このアクセサリー染色体を分離、PEG法、
あるいは、共培養法等によって、他の株、さらには、他種菌にこのアクセサリー染色体を導入、
新奇の菌類形質転換用ベクターとしての利用の可能性を示した。 
 
４．研究成果 
（１）アクセサリー染色体の進化・機能の解明 
①2019 年度 
SMRT シーケンシングによって F. oxysporum の植物病原性株等 25 株の全ゲノムを解析、分化型
特異的ゲノム領域（アクセサリーゲノム領域候補）の推定・特定を、既報のトマト萎凋病菌のゲ
ノム情報との比較、パルスフィールドゲル電気泳動および GTBM 法等によって行った（図 1）。遺
伝子推定解析、オーソログ解析、転移因子解析、GC 含量解析等の方法を活用して、各株のアク
セサリー染色体領域の構造の解析を開始した。キャベツ萎黄病菌において、薬剤処理で作出した
染色体喪失株のゲノム解析を行い、親株と比較、喪失したアクセサリー染色体領域を明らかにし
た。解析の結果、この染色体領域には、リピート配列が蓄積し、病原性因子であるエフェクター
が多く座乗していることが確認された。以上の特徴を基に、全ゲノム配列を明らかにした他の菌
株においてアクセサリー染色体の推定を開始、これらゲノム領域が真にアクセサリーゲノム領
域であるかについての確認、ならびに構造上の特徴や機能について解析を進めた。アクセサリー
染色体領域の構造・機能・特性にあわせた新規ゲノム編集技術の開発を開始した。各株のアクセ
サリー染色体領域の特異性に基づき、植物病原性株では宿主特異性やレース識別用、生物農薬成
分株では動態モニタリング等のための、PCR や LAMP に基づく特異検出技術の確立を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 キャベツ萎黄病菌 F. oxysporum f. sp. conglutinans (Focn) Cong:1-1 とトマト萎
凋病菌（Fol4287）およびシロイヌナズナに感染性を持つ Fo5176 のゲノム比較 
a FocnCong:1-1 の赤色で示した部分がアクセサリー染色体領域であることが示唆された。b 
アブラナ科を宿主とする菌株のアクセサリー染色体は類似する。（Ayukawa et al. 2021 より） 
 
②2020 年度 
SMRT シーケンシングによって、新たにフザリウム属菌計 10 菌株の全ゲノム配列を明らかにし
た。バナナ萎凋病菌のアクセサリー染色体領域喪失株の作出に成功、病原性の低下を認めた。こ
れらの株の染色体をパルスフィールドゲル電気泳動法等によって解析した。遺伝子推定解析、オ



ーソログ解析、転移因子解析、GC 含量解析等の方法を活用して、各株のアクセサリー染色体領
域の構造の解析を実施した。染色体喪失株の解析によって、キャベツ萎黄病菌がアクセサリー染
色体領域に、キャベツおよびシロイヌナズナに対する異なる病原性因子（エフェクター）を持つ
ことを見出した。その他、全ゲノム配列を明らかにした他の菌株においてアクセサリー染色体領
域の推定を開始、これらゲノム領域が真にアクセサリー染色体領域であるかについての確認、な
らびに構造上の特徴や機能について解析を進めている。アクセサリー染色体領域の構造・機能・
特性にあわせた新規ゲノム編集技術の開発を開始した。各株のアクセサリー染色体領域の特異
性に基づき、フザリウム分化型特異的検出法を確立し、特許出願した。 
③2021 年度 
F. oxysporum の植物病原性株等、計画以上の 16 株のフザリウム属菌の全ゲノム解析を実施、3
年間で計 51 株の全ゲノム解析を終了した。ゲノム比較によって、各株のアクセサリー染色体領
域の特定につなげた。ダイコン萎黄病菌、バナナ萎凋病菌やミツバ株枯病菌等から作出したアク
セサリー染色体領域喪失株についてパルスフィールドゲル電気泳動による染色体分離等によっ
て、喪失した染色体領域を明らかにするとともに、遺伝子発現解析等によって、アクセサリー染
色体領域の構造解析を進めた。また、遺伝子破壊・相補等によって、アクセサリー染色体領域上
の各宿主への感染に必要な病原性領域を特定、機能等の解析を開始した。各株のアクセサリー染
色体領域の特異性に基づいて、フザリウム分化型特異的 PCR 検出法を確立（図 2）、一部、国際
特許出願した。一方、特異的検出法は、民間企業との共同研究にも展開し、分化型・レース等特
異的 LAMP 法の構築と実証試験を開始した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 エンドウ萎凋病菌（F. oxysporum f. sp. pisi）の PCR による特異的検出技術の確立 
A PCR による特異検出。B〜D エンドウ圃場土壌の検診。（Kotera et al. 2022 より） 
 
 
(2) アクセサリー染色体の新奇形質転換ベクターとしての利用 
①2019 年度 
トマト萎凋病菌に最適化した CRISPR/Cas9 システムを構築し，相同組換えを介した標的遺伝子
破壊ならびに相同鎖の短縮，シングルクロスオーバーを介した塩基編集・ノックイン，単一相同
鎖を用いた遺伝子破壊，マイクロホモロジーを用いたノックイン，Target-AID による塩基編集
技術等の高効率でのゲノム編集技術開発に成功した（図 3）。 
②2020 年度 
2019 年度に構築した CRISPR/Cas9 システムのガイド RNA を改変し，核局在化シグナルを追加し
た改良型 CRISPR/Cas9 システムを構築した。これによりあらゆるゲノム編集効率の向上に成功
し，トマト萎凋病菌ならびに他のフザリウム属菌のアクセサリー染色体上の遺伝子破壊ならび



に染色体編集が可能となった。また人工ミニクロモソームの開発に成功し，水平移動の簡易検出
系の確立ならびに推定関連遺伝子の破壊を行った。 
③2021 年度 
2020 年度に確立した人工ミニクロモソームおよび自立複製プラスミドの特性を調査、本系を用
いた DNA 水平移動 の高感度検出および新規マーカーフリーゲノム編集手法の有用性を示した。
アクセサリー染色体領域への 2 箇所同時切断導入ならびに相同組換え誘導によって、コア染色
体では困難と考えられる数百 kb に渡る大規模欠失・再編成が可能であることを示した。編集・
改変後のアクセサリー染色体は共培養法によって他株 に直接導入することが可能であり、新奇
の菌類形質転換用ベクターとしての利用可能性を示すことができた。また F. oxysporum に最適
化した CRISPR/Cas12a システムを開発し、ツールの構築から破壊株の作出・確認までをシームレ
スに実行可能なハイスループット遺伝子機能解析手法を構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 CRISPR/Cas9 システムを用いたイネいもち病菌のゲノム編集（Yamato et al. 2019 よ
り）。F. oxysporum のゲノム編集の論文は投稿中のため、近縁のイネいもち病菌の論文の図
を転載した。 
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