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研究成果の概要（和文）：トマト半身萎凋病菌（Verticillium dahliae）のレース 1に特異的な

配列を含むDNA領域TomR1の中に、同菌のレースを決定する非病原力遺伝子VdAve1を見出した。

本遺伝子の翻訳産物は、トマトの真性抵抗性因子 Ve により認識されるエリシターである一方で、

V. dahliae のトマトに対する病原力を増強するエフェクタータンパク質でもあると考えられた。

しかし、本遺伝子は V. dahliae のトマトに対する基本的な病原性を決定する因子ではなく、病

原力を増強する補助的な因子であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：An effector gene, VdAve1, was found in the DNA fragment TomR1 that 
includes sequence specific to race 1 of Verticillium dahliae that is pathogenic on tomato. 
VdAve1 appeared to be not only an avirulent factor of tomato resistance gene Ve, but also 
a virulent factor on tomato. However, VdAve1 was not a decisive factor of basic 
pathogenicity on tomato. 
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１． 研究開始当初の背景 
（１）トマト半身萎凋病を引き起こす
Verticillium dahliae は、植物の根から道管
に侵入する土壌伝染性の植物病原糸状菌で
ある。本菌は多犯性であり、トマト以外にも
様々な植物に病原性を示す。しかし、特定の
植物に対する病原性は菌株ごとに明確に異
なっている。例えば、表１に示したように、
トマトに病原性を示す菌株（トマト系）はピ
ーマンに病原性を示さず、ピーマンに病原性
を示す菌株（ピーマン系）はトマトに病原性
を示さない。ただし、例外的にトマトとピー
マンの両方に病原性を示す菌株が存在し、こ
れはトマト・ピーマン系と呼ばれる。トマ
ト・ピーマン系の菌株は、日本ではこれまで

に 3例が報告されているのみである。このよ
うに、V. dahliae のトマトおよびピーマン
に対する病原性は明確に分化しているが、菌
の病原性を決定するメカニズムは不明であ
った。 
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（２）我々は、病原性系統間の遺伝的な差異
に着目すれば本菌の病原性決定機構を解明
することができるのではないかと考え、継続
的に研究を行ってきた。まず、トマトに病原
性を持つ系統に特異的な DNA 配列が本菌の
トマトに対する病原性を決定している可能
性があるとの観点から、そのような DNA 配列
の探索を行った。TomR1 （GenBank accession 
no. AB095266 ） は 、 random amplified 
polymorphic DNA 解析を手がかりとしてクロ
ーニングされた約 32kbp の DNA 領域である。
TomR1 は、トマトに病原性を持つ系統（トマ
ト系およびトマト・ピーマン系）に特異的な
配列を含む一方で、同系統のレース 1に特異
的な配列をも含んでいた。この配列の病原性
への関与を調査するために、同配列を持たず、
トマトに強い病原性を示さない菌株にこれ
を導入したところ、トマトに対して非常に強
い病原性を示すようになった。しかし、本領
域内のどのような遺伝子が菌のトマトに対
する病原性を増強したかは不明であった。 
 
２．研究の目的 

TomR1 には、V. dahliae のトマトに対する
病原性に関与する何らかの遺伝子が含まれ
ると思われる。そこで本課題では、TomR1 に
含まれる病原性関連遺伝子を明らかにし、本
菌のトマトに対する病原性機構の一端を解
明することを目的として研究を行った。また
同時に、本菌のレース決定機構との関連性に
ついても調査した。 
 
３．研究の方法 
（１）トマト半身萎凋病菌レース 1の培養菌
体から全 RNA を抽出し、SMART cDNA Library 
Construction Kit（Clontech 社）を用いて
cDNA ライブラリを構築した。そして、TomR1
の配列をプローブとしてプラークハイブリ
ダイゼーションによるスクリーニングを行
った。選抜された cDNAの塩基配列を決定し、
TomR1 内の遺伝子を明らかにした。 
 
（２）TomR1 内に見出された遺伝子の転写領
域およびその上流配列を含むゲノム DNA断片
を、糸状菌用のハイグロマイシン B耐性遺伝
子を含むプラスミドベクターpUCH1 に連結し
た。これを用いてトマト半身萎凋病菌のレー
ス 2菌株を形質転換した。形質転換株を、真
性抵抗性遺伝子 Ve を持つトマト品種および
同遺伝子を持たないトマト品種に接種し、病
原性および病原力を調査した。 
 
（３）TomR1 内に見出されたエフェクター遺
伝子 VdAve1 の塩基配列より PCR プライマー
をデザインした。これを用いて PCR を行うこ
とで、国内で分離された V. dahliae の各菌
株が VdAve1 を持つかどうかを調査し、トマ

トに対する病原性やレースとの関係を考察
した。 
 
（４）エフェクター遺伝子 VdAve1 の転写領
域およびその上流のプロモーター領域を含
む DNA 断片を、糸状菌用のハイグロマイシン
B 耐性遺伝子を含むプラスミドベクター
pUCH1 に連結した。これを用いてトマトに病
原性を持たない V. dahliae の菌株を形質転
換した後、トマトに対する病原性を調査した。 
 
４．研究成果 
（１）トマト半身萎凋病菌のレース 1菌株で
ある TV103 の cDNA ライブラリーを構築し、
TomR1 の配列をプローブとしてプラークハイ
ブリダイゼーションにより選抜を行ったと
ころ、478bp の cDNA が得られた。この塩基配
列を決定して TomR1の配列と比較したところ、
5´非翻訳領域内に 55bpのイントロンを持ち、
135 アミノ酸をコードする推定 ORF を含む転
写領域（ORF1 と仮称）が確認された。一方、
カリフォルニア大学の研究グループが公開
した V. dahliae レタス分離株の全ゲノム配
列に基づいて、オランダのワーゲニンゲン大
学の研究グループが数菌株のレース 1および
レース 2のリシーケンスを行い、レース 1に
特異的な DNA 領域を見出した。見出されたこ
の領域は TomR1 と重複するものであり、ワー
ゲニンゲン大学のグループが RNAシーケンス
により同領域内に見出した ORF は、ORF1 に一
致した。そこで以降は各研究グループと情報
を共有しながら共同研究を行った。 
 
（２）ORF1 の転写領域およびその上流約
500bp を含むゲノム DNA 断片をサブクローニ
ングし、糸状菌用のハイグロマイシン B耐性
遺伝子を含むプラスミドベクターpUCH1 に連
結した。これを用いてトマト半身萎凋病菌レ
ース 2の 3菌株を形質転換した。トマト系レ
ース 2 の各菌株は本来 ORF1 を持たないが、
形質転換された各菌株はいずれも ORF1 を持
ち、RT-PCR により転写も確認された。これら
の菌株を、真性抵抗性遺伝子 Ve を持つトマ
ト品種（桃太郎）に接種した。すると、非形
質転換株および pUCH1による形質転換株が病
原性を示したのに対して、ORF1 を導入した各
形質転換株は病原性を示さなかった（図１）。
従って、ORF1 はトマトの真性抵抗性遺伝子
Ve に対する非病原力（AVR）遺伝子であると
考えられた。一方、同様の菌株を Ve を持た
ないトマト品種（大型福寿）に接種したとこ
ろ、非形質転換株および pUCH1 による形質転
換株の病原力が比較的弱かったのに対して、
ORF1 を導入した各形質転換株は非常に強い
病原力を示した（図２）。従って、ORF1 の翻
訳産物はトマトに対する病原因子（エフェク
ター）としても作用すると考えられた。これ



 

 

らの結果に基づき、ORF1 を VdAve1 と命名し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ トマト半身萎凋病菌レース 2 の菌株
（左）に ORF1（VdAve1）を導入した形質転換
株（右）は、真性抵抗性遺伝子 Ve を持つト
マト品種（桃太郎）に対して病原性を示さな
くなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ トマト半身萎凋病菌レース 2 の菌株
（左）に ORF1（VdAve1）を導入した形質転換
株（右）は、真性抵抗性遺伝子 Ve を持たな
いトマト品種（大型福寿）に対して非常に強
い病原性を示すようになった。 
 
（３）国内各地より分離したトマト半身萎凋
病菌（トマトに病原性のある V. dahliae）の
レース 1（19 菌株）およびレース 2（15 菌株）
について、VdAve1 の有無を PCR により調査し
た。その結果、全てのレース 1菌株は VdAve1
を持ち、全てのレース 2菌株はこれを持たな
かった。従って、本遺伝子の有無が菌のレー
スを決定していることが確認された。一方、
トマトに病原性を持たない V. dahliae の菌
株（54 菌株）についても調査したところ、こ
れらの菌株は全て VdAve1 を持たなかった。

このことから、VdAve1 はトマトに対する病原
性のみに強く関係したものである可能性が
考えられた。 
 
（４）米国では V. dahliae に対して真性抵
抗性を持つレタス品種が開発されており、こ
れに対する菌のレース分化も確認されてい
る。また、レタスにおける菌のレースがトマ
トにおける場合と同様の遺伝子（VdAve1）に
よって決定されることも指摘されている。V. 
dahliae によるレタスの病害の発生は国内に
おいて報告がなかったが、2009 年に茨城県で
初めて報告された。そこでその分離株におけ
る VdAve1 の有無を PCR により調査した。そ
の結果、5菌株のうち4菌株はVdAve1を持ち、
レース 1と判断された。また、1菌株は VdAve1
を持たず、レース 2と判定された。抵抗性レ
タス品種は未だ国内に導入されていないが、
仮に今後導入したとしても、これを打破する
レース 2がすでに国内に存在することが明ら
かとなった。 
 
（５）トマトに病原性を持たない V. dahliae
の菌株は一様に VdAve1を持たなかったため、
VdAve1 を導入することによってこれらの菌
株がトマトに病原性を示すようになるかど
うかを確認した。レース 2の菌株の形質転換
に用いたものと同様のベクターを用いて、ト
マトに対する病原性を持たない 5 菌株に
VdAve1 を導入した。PCR によりそれぞれの形
質転換株が VdAve1 を持つことを確かめ、
RT-PCR によりその転写も確認した。それらの
形質転換株を、Ve を持たないトマト品種（大
型福寿）に接種したが、いずれの場合も全く
病原性を示さなかった。従って、エフェクタ
ー遺伝子である VdAve1 はあくまで病原力を
補強する補助的因子であり、トマトに対する
基本的な病原性を支配するものではないと
考えられた。今後は、トマトに対する基本的
な病原性を決定する遺伝因子を探索する必
要がある。 
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