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わが国における白絹病菌の遺伝的変異

)岡 部 郁 子 1

（ 年 月 日受理）2001 10 10

日本国内の白絹病菌は，リボソーム 遺伝子 領域の パターン，菌核のRNA ITS PCR RFLP-

形態および生育適温範囲において異なる２つのグループに大別される。それぞれのグルー

プは外国における および に相当した。一方のグループは西Sclerotium rolfsii S. delphinii

日本から関東南部にかけて，もう一方のグループは北陸・東北・北関東に分布していた。

西日本の１つの分離菌株から２種類のホモカリオン菌株が分離されたが，その１つは

領域塩基配列において北陸・東北・北関東の菌株と極めて近く，両グループの間に遺ITS

伝的交流があることが示された。すなわち，両グループは形態学的には若干異なるが，生

物学的には同一種である可能性を示した。

一方で，本菌はその生活環において無性生殖が中心であり，有性生殖の機会は少ないこ

とが，白絹病発生圃場の個体群において大多数の菌株が同一クローンに属することから示

された。

以上から，白絹病菌はグループ間で遺伝的交流を行う能力は保っているが，実際にはそ

の機会が少なく，地域による変異が大きいと考えられた。
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図 ：白絹病に侵されたラッカセイ1 a）
地際部に白色の菌糸がまとわりつき，褐色・
アワ粒大の菌核（矢印）が見られる。

)： の菌叢の形態b S. rolfsii
平板培地（直径 ）上で１ヶ月間培養。PDA 9cm

白色の菌叢上に多数の菌核が形成されている。

Ⅰ 緒 言

Sclerotium rolfsii Athelia白絹病菌［ 完全時代名はSacc.

( ) ］は土壌伝染性の植物rolfsii Curzi Tu & Kimbrough

病原菌の１つで，世界的には温帯から熱帯地域にかけて

分布する。白絹病菌はダイズ，ラッカセイなどのマメ科

100 500 Aycock,作物をはじめ，およそ 科 種にわたるが（

ら， ），菌の系統によ1966; Punja,1988;Gazaway 1989

る病原性の違いは知られていない。

白絹病の発生は夏季に多く，気温が ℃前後の時期に28

最も発生が多い（澤田， ）。熱帯地域では年間を通じ1911

て発生し，ダイズ幼苗の立枯れ（ ）Sclerotiumdamping off-

Yorinori,を引き起こし，大きな問題となっている（

）。温帯地域では夏から初秋に多く発生し，茎の地1994

Sclerotium blight,際部を侵して萎凋・枯死などの症状（

）を引き起こし，収量の低下をsouthernblight,stemrot

招く（ ら， ）。この時，罹病植物体の表面Backman 1997

あるいはその周辺の地表面に形成されるアワ粒大の褐色

の菌核（図 ）で越冬し，それが翌年の伝染源となる（渡1

辺， 。1984）

西南暖地では白絹病は頻繁に発生する病害であり，近

畿・中国地方のダイズ立枯性病害の 以上を占め（仲30%

1990 Matsumoto川， ），紫斑病［病原菌： (Cercosporakikuchii

CalonectriaetTomoyasu Gardner) ］や黒根腐病［病原菌：

( ) ］と並んで重要な病害crotalariae Loos Bell et Sobers

となっている。ダイズの主要品種であるタマホマレやエ

ンレイでは栽培面積の約 ～ で白絹病が発生して11 17%

いる（仲川ら， ）。近年は白絹病の宿主植物の種類1995

および国内での発生地域の拡大も問題となっている。

年代からキク科，ユリ科およびキンポウゲ科などの1990

花卉類での被害が目立ちはじめた（井， ）。発生地2000

域も，秋田県，山形県（生井ら， ），新潟県（斉藤ら，1990

），富山県（井， ），栃木県（羽山ら， ），長1962 2000 1984

野県（冨田ら， ）など，比較的冷涼な地域に拡がっ1999

ている。また，これらの寒冷地での発生例の中には白絹

病の発生時期がやや早く，春から初夏にかけて発生して

いる。

が一般に高温を好むのに反して，これらの冷S.rolfsii

涼な地域で白絹病が発生する理由には，① の中S.rolfsii

に低温条件に適応した系統が存在する，② よりS.rolfsii

も生育適温が低く，アメリカ合衆国北部およびカナダに

分布する同属の植物病原菌 が日本のS. delphinii Welch

寒冷地でも発生している，などが考えられる。しかし，

日本産白絹病菌の地域間差異についての報告は井（ ）2000

によるもの以外は見当たらない。

寒冷地の環境条件に適応した変異が に生じたS.rolfsii

可能性があると考えられる理由は， の生活史にS. rolfsii

ある。種内分化は，一般に，個体群間の遺伝的交流が制

S.rolfsii限された場合に生じるとされる（ ）が，Avise, 1994

では有性生殖はほとんど行われず，地域間での遺伝的交

流の機会もほとんど無いと予想される。また，多くの場

合， は不完全時代である菌核と菌糸体のステーS.rolfsii

ジを繰り返す（池上， ）が，菌核の移動・分散能力1996

は高くない。そのため，同じ系統の菌が長年にわたって

同じ場所に発生し，新たな突然変異が生じても新しい性

質を持った系統は他の地域に広まりにくいと考えられ

る。このように完全時代をほとんど形成しないこと，お

よび同じ場所に定住する生活様式は，１つの地域内では

単純な個体群構造を生じるが，地域間ではそれぞれの地

域に特有の変異を生じさせると考えられる。

一方，日本でも， に相当すると考えられるS.delphinii

菌による病害が，少数例ではあるが，報告されている。

斉藤ら（ ）は北陸地方のラジノクローバーから分離1962

された菌が であるとし，また，羽山ら（ ）S.delphinii 1984
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も栃木県内で分離された白絹病菌株の一部に形態的に

に近いものがあることを報告した。しかし，S.delphinii

日本において についての既往の観察・研究例S.delphinii

は少なく，また， と は発生生態やS.rolfsii S.delphinii

病徴による区別が難しいことから， の日本でS.delphinii

の存在はあまり認識されていない。完全時代の形態観察

例は ではごく少数であり， では観S.rolfsii S.delphinii

察例がないため，両菌の同定基準は菌叢の生育適温範囲

と菌核の形態に限られ，両者の区別は判然としない。

日本の地域間における白絹病の発生生態の違いが病原

菌の種内変異によるものか，それとも，近縁な病原菌同

士の住み分けによるのかは不明であったが，白絹病菌の

地域間差異は宿主植物の栽培慣行や地域の気象などの環

境条件を反映するものと考えられた。そこで，本菌はそ

れぞれの地域の農業環境に応じて微生物の多様性が生じ

たメカニズムを解明するための良いモデルと考え，本研

究に取り組んだ。近年，分子生物学的手法が発達し，属

や種，亜種といったさまざまなレベルでの遺伝的多様性

Bruns 1991 PCRの研究が急速に進んでいる（ ら， ）。特に

polymerasechainreaction PCR RFLP（ ）技術の普及により， -

restrictionfragment lengthpolymorphism RAPD（ ），

（ ），直接塩基配random amplifiedpolymorphic DNA

PCR SSCP single strand conformation列決定法， （- -

polymorphism AFLP amplified fragment length）， （

）等の手法が広く行われるようになった（島polymorphism

本ら， 。1997）

本研究では，分子生物学的手法も取り入れて，白絹病

菌の地域間の違いが種内・種間のいずれのレベルのもの

であるか，また，その差がどのようにして生まれたのか

を解析することを目的とした。そこで， 個体群S. rolfsii

内の遺伝的交流の頻度を知るため，１つの地域の個体群

構造を， （ ，菌糸体和MCG mycelialcompatibilitygroup

合性グループ）と フィンガープリント解析の一種でDNA

ある 法によって調べた（Ⅲ章）。また，日本の寒冷RAPD

地の菌株と西南暖地の菌株の遺伝的な違いを調べるた

RNA ITS internaltranscribedめ，リボソーム 遺伝子の （

）領域の パターンを比較し（Ⅳ章），spacer PCR RFLP-

領域の塩基配列から寒冷地の菌株と西南暖地の菌株ITS

の系統学的関係を推察した（Ⅴ章）。さらに，対峙培養に

よって交配の有無と菌糸融合反応を調べた（Ⅵ章 。）

なお，本報告は岐阜大学大学院連合農学研究科に提出

した学位論文を一部修正加筆したものである。

Ⅱ 既往の研究

１ 系統分類

の不完全時代は，直径 ～ の菌核S. rolfsii 0.5 0.8mm

を形成し，ナス科，ウリ科などを侵す多犯性の菌として，

（ ）によって初めて記載された。しかし，Saccardo 1911

完全時代が容易に形成されなかったことから，分類学的

位置づけが難しく（ ），また，他の種と混同Punja, 1988

されることもあった（ ら， 。Weresub 1980）

澤田（ ， ）は台湾で発生した瓜類白絹病菌1911 1912

Hypochnusが植物体上に形成した完全時代を記載し，

centrifugus Hypochnus cucumeris( ) （別名Lev. Tul

）とした。また，Fr., Prill.etDelacr.Hypochnus solani

が の完全時代であるとした（澤H.centrifugus S.rolfsii

田， ）（表 ）。中田（ ）はフィリピンおよび日本の1919 1 1926

福岡県下で採集された をテンサイおよびコンニS.rolfsii

H.centrifugusャクに接種して完全時代を形成させ，澤田の

H.菌株と比較し，同一種であることを認めた。しかし，

の原記載にある担子柄および担子胞子とは大きさsolani

H.solaniが異なり，菌叢および菌核の形態も異なることから，

H.cucumeris S.rolfsii Rhizoctoniaおよび は とは別種（

）であるとした。さらに培養基上に形成されsolani Kuhn

た の完全時代も観察した（中田， 。S.rolfsii 1927）

（ ）はタマネギ煎汁寒天培地上で のGoto 1930 S.rolfsii

完全時代を観察し，担子胞子が無色で表面が平滑である

ことから 属よりも 属に分類すべきHypochnus Corticium

とした。そして， の完全時代は， 属のS.rolfsii Corticium

既知の種の中では ( ) に最もC.centrifugum Lev. Bres.

近いと考えた。しかし，同時に， の原記C.centrifugum

S.載には菌核を形成しないことが記されていたため，

の完全時代を とすることに疑問をrolfsii C.centrifugum

S.rolfsii Corticium示した。 （ ）も の完全時代をCurzi 1932

C. centrifugum Butlerelfia属であるとしたが， ［現在は

と呼ばれる（ ら， ）］eustacei Weres.&Illman Weresub 1980

とは異なるとし， の名を提唱した。Corticiumrolfsii Curzi

S.rolfsii Pelliculariaの完全時代の属名についてはさらに，

West, 1947 Venkatarayan,（ ）あるいは （Botryobasidium

）が提案されたが， （ ）は の完1950 Talbot 1973 S.rolfsii

全時代を 属に入れるべきだとした。 ら（ ）Athelia Tu 1978

は ( ) の名を与Atheliarolfsii Curzi Tuand Kimbrough

Atheliaえ，現在，広く受け入れられている（ ）。Ginns,1998

S.rolfsii A.rolfsii A. arachnoidea属には ( )の他に=

Julich,（ ） などの植物病原菌が含まれる（Berk. Julich

。1972）
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表１ これまでに報告された の完全時代の形態S.rolfsii

菌株 担子器 小柄 担胞子 形成条件 採集地 宿主植物 文献

(μ ) (μ ) (μ )m m m

× 宿主植物上 台湾 パパイア 澤田7.5-8 4.5-5

× 宿主植物上 台湾 エンバク （ ）7.5 5 1911

× × 宿主植物上 台湾 サトウキビ9-22 5-6 6-8 3.5-5

× 宿主植物上 台湾 ジャガイモ7.5-9 5-6

× × 藁筵の上 台湾15-25 5-7 7.5-10 4-6

× 宿主植物上 台湾 インゲン5-7.5 3.5-5

× 宿主植物上 台湾 ミツバ7.5 5

Abtilonstriatm7.5 5× 宿主植物上 台湾

× 宿主植物上 台湾 カボチャ7.5 5

× 宿主植物上 台湾 ラッカセイ8 5

号 × × テンサイおよび 福岡 ソラマメ 中田5 16 6.6 3-5 7.0 4.6

号 × × コンニャクに接種 福岡 コンニャク （ ）24 16 6.6 3-5 7.5 4.5 1926

号 × × フィリピン インゲン44 16 6.6 3-5 6.9 4.4

？× × 麹汁寒天培地上 インゲン 中田M1 6.4 6.0 4.4

（ ）1927

R16 19.0-41.6 4.4-7.3 2.2-8.0 5.5-10.2 2.9-6.6 Goto× × タマネギ煎汁天 台湾 サトウキビ

× × タマネギ煎汁天 台湾 セスバニア （ ）R14 19.0-56.9 4.4-7.3 2.2-9.5 5.8-12.4 3.7-8.0 1930

× × タマネギ煎汁天 台湾 ツナソR11 15.3-30.7 4.4-7.3 2.2-7.3 5.1-11.0 3.7-6.6

10-15 4-6 4-5 5-7.5 2.5-3.75 Curzi× × 培地上 イタリア アスター

× 培地上 イタリア ジャガイモ （ ）4.5-6.75 3.5-4.5 1932

7-9 4-5 2.5-4 6-7 3.5-5 West× × 宿主植物上 フロリダ， イチジク

（ ）USA 1947

× × 活性炭 ら11.5-26 4-6.5 5.5-7 3-5 PDA+2% Punja

（ ）1982

× × 植物の葉に接種 ら13.1-22 4.55-5.51 4-4.65 4-8.8 2.8-5.6 Tu

（ ）1992

一方， は，アメリカ合衆国北東部より分離S.delphinii

されたものが （ ）によって新種として記載さWelch 1924

れた。 （ ）および ら（ ）の研究Stevens 1931 Punja 1996

によって， は大型で不定形の菌核を形成すS.delphinii

ること（表 ），生育適温範囲が ～ ℃と比較的低い2 20 30

ことなど， との差異が明らかにされた。しかし，S.rolfsii

罹病植物の病徴から両者を区別することは難しく（西原，

）， の継代培養や担子胞子由来株の中に大1961 S.rolfsii

型の菌核を形成するものが出現すること（中田， ；1927

）も報告された。また， の生育適温West,1947 S. rolfsii

範囲は研究者によって，やや意見が異なる（権藤， ）。1961

ら（ ）も と が球根植Boerema 1988 S.rolfsii S.delphinii

物に対して同じ病徴を引き起こすことから， をS.delphinii

の変種として扱い， とS.rolfsii S.rolfsii delphiniivar.

することを提案した。

， ，近年 解析の手法が系統分類学に取り入れられDNA

形態的特徴とともに遺伝子解析が系統分類の基準と

して受け入れられている。分子進化の中立説，系統樹作成法

などの理論（木村ら， ； ら， ）の進展ととも1989 Li 1991

に，実験手法においても， 法（ ら， ）のPCR Saiki 1988

RAPD Williams 1990 PCR RFLP普及によって， （ ら， ）， -

Tsumura 1995 Yang（ ら， ），直接塩基配列決定法（

ら， ）などの手法が生まれ，糸状菌の系統分類に1989

も応用されている（ 。Takamatsu,1998）

しかし，これまでに，白絹病菌の系統解析に分子生物学

学的手法が用いられた研究例はあまり多くない。 らHarlton

1995 ITS PCR RFLP（ ）は と の 領域のS.rolfsii S.delphinii -

パターンが異なること，また， 内にも パS.rolfsii RFLP

ターンの異なるグループが存在することを報告した。し

A.bombacina A.arachnoidea, A.epiphyllaかし， Pers.,

などの他の 属菌の系統学的位置がリボPers.:Fr. Athelia

ソーム 遺伝子の塩基配列の解読によって明らかにさRNA

れている（ ら， ； ら， ）のにIllingworth 1991 Adams 1996

RNA対して， および のリボソームS.rolfsii S.delphinii
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表２ これまでに報告された および の菌核の形態S.rolfsii S.delphinii

S.delphinii

菌株 菌核の形状 菌核の色 菌核の直径 形成条件 採集地 宿主植物 文献
( )mm

0.5-0.8 Saccardo

（ ）ら 1911

球形～卵形 淡栗褐色 湿室 台湾 澤田0.5-1.5

～楕円形 ～暗褐色 （ ）1911

号 球形～不規則 淡茶 麹汁寒天培地 福岡 ソラマメ 中田5 1.2-2.1

号 球形～不規則 淡茶 麹汁寒天培地 福岡 コンニャク （ ）24 0.8-2.1 1926

号 球形 淡茶 麹汁寒天培地 フィリピン インゲン44 0.8-1.7

不規則 黒褐色 × 麹汁寒天培地 インゲン 中田M1 2.0 1.76

球形 濃褐色 麹汁寒天培地 ラッカセイ （ ）M2 1.65 1927

0.57-1.19 Stevens素寒天

ニンジン上 （ ）0.95-2.99 1931

0.64-1.19 Curziジャガイモ煎汁寒天 イタリア アスター

ジャガイモ煎汁寒天 イタリア アスター （ ）1.2-2.5 1932

＋ グルコース10%

ジャガイモ煎汁寒天 イタリア ジャガイモ0.94-1.24

ジャガイモ煎汁寒天 イタリア ジャガイモ0.97-1.68

＋ グルコース10%

× 台湾 イネ らSr001 1.23 1.15 Tu

× 台湾 ステビア （ ）Sr002 1.02 0.89 1992

× 台湾 ヒシの仲間Sr004 0.93 0.86

× 台湾 ラッカセイSr005 1.19 1.06

× 台湾 ラッカセイSr006 1.13 1.10

× 台湾 ナデシコ類Sr007 1.00 0.92

× 台湾 ナデシコ類Sr008 1.10 1.04

× 台湾 ユリ類Sr009 1.23 1.12

× インド ノギクの仲間Sr010 1.11 1.01

× ソルガムの仲間Sr013 1.20 1.10 USA

× 台湾 トマトSr014 1.68 1.44

× 台湾 トマトSr016 1.10 1.08

× 台湾 ヒシの仲間Sr017 0.97 0.86

× 台湾 ヒシの仲間Sr018 1.15 1.05

× 台湾 ナデシコ類Sr020 1.20 1.15

℃ ら0.5 PDA,15 Punja

℃ （ ）1.0 PDA,20 1996

℃0.7 PDA,25

℃0.7 PDA,30

℃0.6 PDA,35

℃1.0 V-8, 15

℃0.7 V-8, 20

℃0.6 V-8, 25

℃0.5 V-8, 30

℃0.5 V-8, 35
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S.delphinii

菌株 菌核の形状 菌核の色 菌核の直径 形成条件 採集地 宿主植物 文献
( )mm

1.0-15.0 Welch不定形 暗褐色 ニューヨーク デルフィニウム

など （ ）1924

赤褐色 宿主植物上 ワシントン ツルボ類 らHuber

（ ）1948

0.80-1.39 StevensⅠ 素寒天 イリノイ デルフィニウム

Ⅰ 蒸したコメ （ ）1.69-6.57 1931

Ⅱ 素寒天 イリノイ デルフィニウム0.70-1.79

Ⅱ 蒸したコメ1.09-6.57

Ⅲ 素寒天0.60-2.09

Ⅲ 蒸したコメ1.69-4.98

素寒天S637 0.80-1.29

蒸したコメS637 1.69-5.17

℃ ら3.0 PDA, 15 Punja

℃ （ ）3.5 PDA, 20 1996

℃2.4 PDA, 25

℃2.7 PDA, 30

℃3.1 PDA, 35

℃2.4 V-8,15

℃2.1 V-8,20

℃2.4 V-8,25

℃2.1 V-8,30

℃1.7 V-8,35

遺伝子の塩基配列の解読は進んでいない。

このほか， ら（ ）は 解析を行い，世Punja 2001 RAPD

界各地から分離された菌株の系統関係を明らかにしよう

とした。 ら（ ）は と 塩基のラNalim 1995 PCR RFLP 18-

ンダムプライマーを用いた 法によって，アメリカ合PCR

衆国テキサス州内に異なる系統が混在することを示し，

ら（ ）も 法によって南アフリカ共和Cilliers 2000 AFLP

国の白絹病菌個体群内の遺伝的多様性を示した。また，

の同定に関してはミトコンドリア 由来のS.rolfsii DNA

検出用プローブが開発されている（ ら， ）。Chen 1997

２ 発生生態

Goto,S.rolfsiiの完全時代は実験室内で観察され（

； ら， ； ら， ； ら， ），1930 Punja 1982 Punja 1983A Tu 1992

形成された担子胞子が宿主植物に侵入して感染を引き起

こす能力がある（ ら， ）ことも知られていPunja 1983C

る。しかし，野外で の完全時代を観察した例はS.rolfsii

あるものの（澤田， ； ），担子胞子が伝染1912 West,1947

環の中で果たす役割は不明である（ ）。圃場Punja,1988

における の生活史は主に不完全時代である菌核S.rolfsii

と菌糸体の繰り返しと考えられている（池上， ）。1996

の菌核は，メラニン色素を含み，細胞壁の厚S. rolfsii

い細胞から成るラインド（ ），大型の細胞から成る皮rind

層（ ）および髄（ ）で構成され，耐久生存cortex medulla

に適した構造を持つ（ ）。菌核は水によって移Chet,1975

動する場合もあるが（本村ら， ；本村ら， ），通1992 1998

常は，菌核の移動分散能力は極めて低いと考えられる。

圃場における の分布の拡大は，主に菌糸伸長S.rolfsii

による。菌糸の１日当たりの生育速度は，殺菌土壌中で

は を超える場合もあり，粘土質土壌より砂質土壌で4cm

生育が良好である。 ～ ℃で生育が最も早く， ～ ℃25 30 10 15

以下， ℃以上ではほとんど生育しない（権藤，4 0

）。非殺菌土壌においても生育適温範囲は同じであ1961

るが，土壌湿度の増加によって菌糸生育が低下する。非

殺菌土壌での の生育低下の理由は土壌中の拮S.rolfsii

抗性を有す細菌の活動によるためと考えられる（権藤，

。1964）

土壌水分は菌核の生存にも影響を与える。乾燥土壌に
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埋没した菌核は数ヶ月間生存するのに対して，湿潤土壌

に埋没した菌核の多くは速やかに死滅する（渡辺ら，

； ， ； ら， ； ら， ）。1968 Smith 1972A Beute 1981 Smith 1989

Smith,土壌中の菌核の多くは，細菌などによる静菌作用（

； ）あるいは 属菌な1972B Lockwood,1986 Trichoderma

どの寄生（ ）によって発芽能力を失い，死滅Rizki,1989

する。翌年まで生き残った菌核は宿主植物由来物質など

の刺激によって発芽し（ ら， ； ら，Linderman 1969 Beute

； ら， ，第一次伝染源となる。1979 Punja 1984）

圃場における菌核の密度は白絹病の発病率と密接に関

連し（ ら， ），テンサイ圃場における菌核の密Leach 1938

r=0.83 0.85 Backman度と発病率の相関係数は ～ である（

-ら， ）。圃場内の菌核の分布は不均一で（1981 Rodriguez

ら， ； ら， ），発病は 内のKabana 1974 Punja 1985 30cm

小さな範囲から始まる（ ら， ）。Rodriguez Kabana 1975-

発病範囲は菌糸の伸長によって，罹病植物から隣接する

1cm健全植物へと拡がるが，その速度は１日当たり平均

である（ ）。そのため，罹病植物の分布も菌Punja, 1986

核の分布と同様に不均一である（ ら， ）。Shew 1984

圃場における菌核の生存が白絹病の発生に大きく関与

するため（ ），本病の防除には菌核の死滅をPunja,1985

促進する方法，例えば，圃場の湛水処理（仲川， ；1990

仲川ら， ；仲川ら， ；仲川， ）あるいは1992 1994 1999

属菌などの生物防除因子（ ら， ；Trichoderma Henis 1984

ら， ）などが用いられている。Desai 1999

他方， の生態に関する研究例は少ないが，S.delphinii

菌核の生存と発芽に関しては と同様と考えられS.rolsii

る（ ら， 。Javed 1973）

Ⅲ 圃場における遺伝的個体群構造

１ 緒言

は罹病植物あるいはその残渣から伸長した菌S.rolfsii

糸が宿主植物と接触することで生息域を拡大する。罹病

植物の周囲に形成された菌核は土壌中で越冬して翌年の

第一次伝染源となる。菌核は移動分散能力が極めて低い

ため，白絹病の発生は局地的であり，圃場内での罹病植

物の分布は集中している（ ら， 。Shew 1984）

ら（ ）はテキサス州のラッカセイ圃場で採集Nalim 1995

MCG mycelialした の個体群構造を調査し，同じ （S.rolfsii

，菌糸体和合性グループ）が複数のcompatibility group

S.rolfsii圃場に存在すること，また，それぞれの圃場の

個体群は少数の から成ることを示した。 とはMCG MCG

菌叢を対峙させた場合に境界線が現れない菌株の集合で

ある（ ら， ）。担子菌類の菌糸体和合性は一般Punja 1983B

に，複数の遺伝子座によって決定され，菌糸体和合性に

関与する全ての遺伝子座の対立遺伝子が一致する菌株

は同じ に含まれる（ ）。このことから，MCG Worrall,1997

遺伝的に同一な菌株（クローン）あるいは遺伝的に非常

に近い菌株は同じ に含まれるが，遺伝的に異なるMCG

菌株が同じ に含まれることは稀であると考えられMCG

る。しかし， の菌糸体和合性遺伝子座の数およびS.rolfsii

遺伝様式はまだ不明である（ ら， ）。Punja 1983 B

本章では，日本の圃場における個体群構造を明らかに

するため，茨城県つくば市および牛久市のラッカセイ圃

場７カ所から白絹病菌 菌株を分離し， を調べた。185 MCG

また， が実際に遺伝的に均一な菌株の集まりであMCG

るか否かを検証するため，各 の代表菌株についてMCG

DNA Rosewich 1994 McDonald,フィンガープリント（ ら， ；

）の１つである 解析を行った（ ら， ）。1997 RAPD Okabe 2000

２ の分布MCG

( ) 実験材料および方法1

) 調査圃場1

茨城県つくば市梶内にあるラッカセイ圃場４つを

年 月に調査した（図 ， ）。圃場１～４はいず1994 8 2a 3

れも半径 の円内にあり，畦で仕切られていた。こ120m

れらの圃場ではラッカセイと陸稲，サトイモなどの輪作

栽培が行われていた。圃場のラッカセイの ～ が10 40%

白絹病に罹病していた。

年 月に梶内の別の１圃場（圃場５）および梶内1997 9

より南へ 離れた牛久市猯穴の２圃場（圃場６およ2.5km

び７）を調査した（図 ）。圃場５は圃場１～４とは高速2b

道路を挟んで反対側にあり， 北東に離れている。猯400m

穴の圃場での作付け体系は梶内とほぼ同じであった。こ

れらの圃場では ～ のラッカセイが白絹病に罹病10 20%

していた。

) 白絹病菌の分離2

各罹病植物から菌核５個を採集し，白絹病菌の分離を

行った。菌核は次亜塩素酸ナトリウム溶液（塩素 ）0.125%

で５分間，表面殺菌を行い，滅菌水で洗浄した後，ジャ

ガイモ煎汁寒天培地（ ）で培養して，伸長した菌糸PDA

を分離した。同一罹病植物個体から分離された菌株はい

ずれもコロニー形態などが等しく，同一菌糸体から由来

したと考えられたので，各罹病植物個体につき１菌株を

とり，以下の実験に用いた。
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図２ 圃場における および の分離頻度（円グラフ）MCG A, B , C D

手前の罹病株（矢印）は萎凋・黄変している。

図３ 白絹病に侵されたラッカセイ圃場
（茨城県つくば市梶内）

) の判定3 MCG

オートミール寒天培地（ 社）を用い，室温で対峙Difco

培養を行い， を判定した。対峙させた菌株のコロニMCG

ーの間に境界線が現れない場合は，それらの菌株が同一

に属すると判定した。 の異なる菌株同士の場MCG MCG

合は２週間後に境界線（ ）と境界部の着色がbarragezone

見られた（図 。4）

MCG同一圃場内の菌株を総当たりで対峙させ，同一

に属する菌株の中から代表菌株を選んで，異なる圃場の

代表菌株と対峙培養を行い，全体の を決定した。MCG

ペトリ皿を上から見たもの（上段）と裏から見たもの（下段 。）
a g b c f e MCGと ， と ，および と の３つの組み合わせは同一

（境界線を生じない ，他の組み合わせは異なる 。） MCG

図４ オートミール寒天培地上での７菌株の

対峙培養
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( ) 実験結果2

圃場１から 菌株（菌株番号 から ，圃場２11 1 1 1 11- - ）

から 菌株（菌株 から ），圃場３から 菌株21 2 1 2 21 22- -

（菌株 から ），圃場４から 菌株（菌株 か3 1 3 22 78 4 1- - -

ら ），圃場５から 菌株（菌株 から ），圃4 78 11 5 1 5 11- - -

場６から 菌株（菌株 から ），圃場７から 菌10 6 1 6 10 32- -

株（菌株 から ），合計 菌株を得た。これらの7 1 7 32 185- -

菌株は白色のクランプを有する菌糸と直径約 の褐1mm

色・球形の菌核を形成し， であることが確認さS.rolfsii

れた。対峙培養によって，得られたこれらの菌株は４つ

の に分けられた（表 ）。 は全体の ，MCG 3 MCG A 61.1%

は ， は ， は をMCGB 18.4% MCGC 20.0% MCGD 0.5%

占めた。 は圃場１および２を独占し，圃場３でもM C G A

優占（ ）していた。圃場４では が ，86.4% MCGA 25.6%

が ， が を占めた。圃場M C G B 41.0% MCG C 33.3%

MCGC 2.5は全ての分離菌株は であった。他の圃場から

離れた圃場６および７も が独占した。圃場でkm M C G A

の発病は散発的であったが，圃場４では罹病植物が集中

して大きなパッチを形成した。このパッチから分離され

た 菌株（菌株 から ）は全て であっ15 4 64 4 78 M C G B- -

た。

３ 間の遺伝的差異MCG

( ) 実験材料および方法1

MCG 24 4 Punja４つの から選んだ 菌株（表 ）を用い，

ら（ ）の方法に準じて 解析を行った。2001 RAPD

菌叢をジャガイモ煎汁（ ）で１～２週間，室温で液PDB

体培養し，濾紙を敷いたブフナー漏斗で培養液と菌叢を

分離し，さらに蒸留水で洗浄した後， ℃で保存した。-20

凍結した菌叢約 を液体窒素中で磨砕し， 分離50mg DNA

表 年および 年のラッカセイ3 1994 1997
Sclerotium調査圃場から分離された

菌株の による類別rolfsi i MCG

各 の分離株数MCG

MCG A B C D

年 月1994 8

11 0 0 0圃場１（つくば市梶内）

21 0 0 0２（つくば市梶内）

19 2 0 1３（つくば市梶内）

20 32 26 0４（つくば市梶内）

年 月1997 9

0 0 11 0圃場５（つくば市梶内）

10 0 0 0６（牛久市猯穴）

32 0 0 0７（牛久市猯穴）

離キット（ ， 社）を用いて を分Easy DNA Invitrogen DNA-

離した。

-40 Operon Technologies OPA種類のプライマー（ 社の

から ，および から ）を試し， を区01 20 OPB 01 20 MCG-

別する５つのプライマー， ， ， ， およびOPA 09 15 16 19-

OPB 13 PCR 50 l 10 Gene- を選んだ。 反応液量は μで， ×

Taq Universal Buffer 5 l 2.5mM（ニッポンジーン社）μ，

（ニッポンジーン社） ，プライマーdNTP mixture 2 lμ

， ポリメラーゼ（ニッポンジーン社）20pmol DNATaq

DNA 50ng PCR 94１ユニットおよび鋳型 を含む。 反応は

℃，２分間の変性を行った後，変性（ ℃，１分間）→94

アニーリング（ ℃，１分間）→伸長反応（ ℃，２分36 72

間）を 回繰り返し，最後に ℃，５分間の伸長反応44 72

PCR 2%を行った。 生成物はアガロースゲル電気泳動（

アガロース（ ， 社またはNuSieve3:1 FMCBioproducts

アガロース ，ニッポンジーン社）， バッファー， ，S TAE 50mA

分間）にかけ， 臭化エチジウム溶液で染色し60 0.5 g mlμ /

て， 照射下でバンドを観察した（ ）。UV Sambrooketal.,1989

( ) 実験結果2

プライマー ， ， ， ではそれぞれ２OPA 09 15 16 OPB 3- -1

種類のパターンが， では３種類のパターンが見OPA 19-

られた（図 ）。５種類のプライマーの結果を組み合わせ5

ると，４つの から選んだ 菌株は５つのタイプMCG 24

に分かれた（表 。4）

MCGA 12圃場５を除く６つの圃場から分離された の

菌株は タイプ１に属したが，同じ の菌株RAPD M C G A

（圃場１より分離）はタイプ２であった。タイプ２は1 7-

でのパターンがタイプ１と異なり，約 のOPB 13 900bp-

バンドを欠いた。 の５菌株（圃場３および４よりM C G B

分離）はタイプ３， の５菌株（圃場４および５よM C G C

り分離）はタイプ４， の１菌株はタイプ５であっM C G D

た。

表 各 の代表菌株の パターン4 MCG RAPD

による類別

RAPD MCGタイプ 菌 株

1-2,2-1,2-6,3-3,3-7,3-12, Aタイプ １

4-12,4-47,6-2,6-8, 7-2,7-25

1-7 A２

3-4,3-6,4-1,4-10,4-72 B３

4-23,4-28,4-60,5-3,5-9 C４

3-19 D５



上よりプライマー （ ）， （ ）， （），OPA-09 a OPA-15 b OPA-16 c
（ ）および （ ）によるパターン。OPA-19 d OPB-13 e

（ ）， （ ），レーン１＝菌株 タイプ１ レーン２＝菌株 タイプ２3-7 1-7
（ ）， （ ），レーン３＝菌株 タイプ３ レーン４＝菌株 タイプ４3-4 4-28

レーン５＝菌株 （タイプ５），レーン ＝分子量マーカー（φ3-19 M
χ Ⅲ 。174/Hae ）
矢印は タイプによって異なるバンド。RAPD

図５ パターンによる遺伝型の区別RAPD

４ 考察

MCGラッカセイ圃場の 個体群は１～３つのS.rolfsii

で構成されることが明らかになった。圃場４のパッチか

ら分離された 菌株が全て同一 であったことから，15 MCG

このパッチは単一系統の菌が無性的に増殖して形成され

たと考えられる。

もっとも優占的な である は約 離れMCG MCGA 2.5km

た２つの調査地点から分離され， および もそMCG B C

れぞれ２つの圃場で分離された。同一 に属する菌MCG

株は異なる圃場から分離されたものでも同じ パタRAPD

ーンを示した。このことは，同じ地域で分離された同一

に属する菌株は遺伝的にも均一である，とする既往MCG

の報告と一致する（ ら， ； ら， ；Smith 1992 Smith 1994

。Worrall, 1997）

一般に，土壌伝染性植物病原菌の個体群は，少数の遺

伝的に非常に近縁な集団（ ，クローン， など）MCG genet

で構成される場合が多い（ ら， ； ら，Smith 1992 Matsumoto

1993 Smith 1994 Katsumata 1996 Earnshaw； ら， ； ら， ；

ら， )（表 ）。土壌病原菌の個体群が少数の近縁集団1997 5

から成る理由は，これらの菌が菌糸体や菌核による無性

生殖で広がるためと推測される。他方，有性胞子によっ

て広がる空気伝染性植物病原菌では１つの圃場に多数の

遺伝型が混在することが知られている（ ら，Anagnostakis

； ら， ； ら， （表 。1987 Kohn 1991 Chen 1996 5） ）

と は 年の調査と 年の調査のMCG A MCGC 1994 1997

両方で見られたが，同一 が数年にわたって分離さMCG

れた例は，今回の他にも （ ら， ）やS.rolfsii Nalim 1995

（ ら， ）などで知られてT.ishikariensis Matsumoto 1996

いる。これもまた，土壌病原菌が長年にわたって無性生

殖を繰り返すことを示している。

今回の結果ではほとんどの場合，同じ の菌株はMCG

RAPD 1 7 MCG同じ パターンを示したが，菌株 は他の-

A RAPD 1 7の菌株と パターンがやや異なった。菌株 -

は他の の菌株と比較して， でバンドMCG A OPB 13-

RAPD MCG（ マーカー）が１つ欠失していた。同一

の菌株の間にも遺伝的変異があることは知られているが

（ ら， ； ら， ），同一 内Kohli 1992 Jacobson 1993 MCG

での変異の幅は異なる の菌株間での遺伝的差異にMCG

比べて小さいことも報告されている（ ら， ；Matsumoto 1996

Cilliers 2000 Punja 2001 1 7 OPB 13ら， ； ら， ）。菌株 も- -

以外の４種のプライマーでは他の の菌株と同じMCG A

MCGパターンを示しており，遺伝的変異は小さい。同一

に属する菌株間で変異が見られるのは，無性生殖を繰り返

している間に体細胞突然変異が生じたためと考えられる。
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表 既報の各植物病原菌の個体群構造5

病原菌 調査地 分離菌株数 遺伝型の数 文献

土壌伝染性病原菌
森林（ ） 菌株 クローン ら（ ）Armillaria bulbosa 30ha 26 2 Smith 1992
植林地（ × ） 菌株 ら（ ）Armillaria ostoyae 130 60m 87 22genets Smith 1994
リンゴ圃場（ × ） 菌株 ら（ )Helicobasidiummompa 40 72m 68 9genets Katsumata 1996

湿地 菌株 ら（ )Sclerotium cepivorum Holland-Bladford 14 2MCG Earnshaw 1997
牧草地 （ × 株） 菌株 ら（ )Typhula ishikariensis A 10 10 36 18VCG Matsumoto 1993

空気伝染性病原菌

クリ園（ × ） 菌株 タイプ らCryphonectria parasitica 60 60m 272 48vc Anagnostakis
（ ）1987

コムギ圃場 菌株 ら（ ）Mycosphaerellagramminicola 544 497genotypes Chen 1996
（ × × 区）1.5 6.1m 45
ナタネ圃場 菌株 ら（ ）Sclerotiniasclerotiorum 63 32MCG Kohn 1991
（ ＋ エーカー）100 8

本実験の結果から， の個体群の遺伝的構造はS.rolfsii

単純であり，本菌の生活環においては無性生殖が大きな

MCG役割を果たすことが示唆された。また，それぞれの

が１つの地域に長年にわたって定着することが明らかに

なった。これらのことは において地理的分化がS.rolfsii

進み易いことを示している。

Ⅳ 領域の 解析によるITS PCR RFLP-

地域間の遺伝的変異

１ 緒言

白絹病は西南暖地のマメ科作物に夏季に発生する病害

として知られているが，近年，春～初夏にユリ科などの

花卉類の球根に発生して問題となった。発生地域も北陸

・東北・北関東の寒冷地にまで広まっている（井，

）。寒冷地に発生する白絹病菌と西南暖地の白絹病2000

菌は宿主植物の種類や発生時期などの発生生態がやや異

なり，遺伝的に異なるグループに分かれる可能性がある。

近年，分子生物学的手法を取り入れることによって糸

状菌の系統分類が急速に進み，リボソーム 遺伝子RNA

の 領域を利用した種あるいは種内グループの識別がITS

行われている（ ら， ； ら， ）。白絹病White 1990 Gardes 1993

Harlton 1995 ITS PCR RFLP菌においても ら（ ）が 領域の -

解析を行った。その結果， に パターンのS.rolfsii RFLP

異なるサブグループが存在すること，また， とS.rolfsii

その近縁種である も パターンの一部S. delphinii RFLP

が異なることが明らかになった。

本章では日本各地のさまざまな宿主植物から分離され

た菌株の パターンを比較し，菌核の形態や生ITS RFLP-

育適温などの諸性質と による類別との関係にITS RFLP-

ついて調べた（ ら， ； ら， ）。Okabe 1998 Okabe 2000

２ グループによる類別ITS RFLP-

( ) 実験材料および方法1

) 供試菌株1

供試菌株を表 に示す。このうち， ～ は前章6 S 51 55-

で述べた茨城県の菌株， ～ は植松清次氏より（植S 1 10-

松ら， ；植松ら， ）， ～ は農林水産ジー1992 1993 S 11 18-

S 19 20 S 21ンバンクより， および は中島隆博士より，- -

～ は手塚信夫博士より（手塚ら， ；石井ら， ；30 1992 1994

1994 S 31 39 1993手塚ら， ）， ～ は竹内純氏より（堀江ら，-

；竹内ら， ；竹内ら， ；竹内ら， ）， お1993 1994 1995 S 40-

よび は石川成寿氏より（石川ら， ）， ～ は41 1992 S 42 50-

本村知樹博士より（野中ら， ）， ～ は築尾嘉1990 S 56 61-

章博士より（井ら， ）， ～ は佐藤豊三博士よ2000 S 62 64-

り（佐藤ら， ）， ～ は庄司俊彦氏より（庄司，1995 S 65 67-

；庄司， ）分譲されたものである。 お1993 1996 S 44, 45-

よび は分離された時期が３月から６月と早いが，こ46

れは罹病植物からではなく，土壌中あるいは水面に浮遊

していた菌核を採集したためである。これらの菌株は全

て白絹病菌（ ）と同定されたものであり，それぞS.rolfsii

MCG S 56 57 MCGれ異なる に属した。ただし， と は同一-

であり， ～ も同じ であった。S 58 61 MCG-

) 解析2 PCR RFLP-

リボソーム 遺伝子の 領域の 解RNA ITS PCR RFLP-

析は ら（ ）の方法に準じた。菌叢をジャガHarlton 1995

イモ煎汁（ ）で１～２週間，室温で液体培養し，濾PDB

紙を敷いたブフナー漏斗で培養液と菌叢を分離し，さら
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表６ 供試菌株の由来

菌株番号 分離源 採集地 分離年

( ) アルストロメリア 千葉県 年 月S-1 CH92S-1 1992 8
sp.Alstromeria

( ) アルストロメリア 千葉県 年 月2 CH92S-2 1992 7
Alstromeria pulchella

( ) ツノナス 千葉県 年 月3 CH92S-3 1992 9
Solanum mammosum

( ) ツノナス 千葉県 年 月4 CH92S-4 1992 9
Solanum mammosum

( ) コチョウラン 千葉県 年 月5 CH92S-5 1992 9
.Phalaenopsis sp

( ) ソリダスター 千葉県 年 月6 CH87-52 1987 8
Solidaster luteus×

( ) ソリダスター 千葉県 年 月7 CH87-53 1987 8
Solidaster luteus×

( ) デルフィニウム 千葉県 年 月8 CH91-41 1991 7
Delphinium ajacis

( ) デルフィニウム 千葉県 年 月9 CH91-42 1991 7
Delphinium ajacis

( ) オリヅルラン 千葉県 年 月10 CH91-52 1991 8
sp.Chlorophytum

( ) スギ 福井県 年11 MAFF410049 1952
Cryptomea japonica

( ) オウレン 福井県 年12 MAFF410050 1972
Coptis japonica

( ) ダイズ 群馬県 年13 MAFF102020 1984
Glycinemax

( ) ダイズ 徳島県 年14 MAFF102021 1986
Glycinemax

( ) ダイズ 岐阜県 年15 MAFF102022 1987
Glycinemax

( ) ラッカセイ 茨城県 年16 MAFF102023 1987
Arachis hypogaea

( ) 土壌 石川県 年17 MAFF305344 1977

( ) クローバー 千葉県 年18 MAFF305545 1958
Trifolium repens

( ) ダイズ 秋田県19 CR-1
Glycinemax

( ) ダイズ 秋田県20 CR-2
Glycinemax
ホトトギス 三重県 年 月21 1991 8

sp.Tricyrtis
シャボンソウ22
Saponariaofficinalis
フジバカマ 三重県 年 月23 1991 8
Eupatrium fortunei
ジャガイモ 三重県 年 月24 1993 7
Solanum tuberosum
スターチス25
Limonium sinuatum
シロクジャク 三重県 年 月26 1991 10
Asterpilosus
グラジオラス 三重県 年 月27 1991 8

sp.Gladiolus
カクトラノオ 三重県 年 月28 1991 8
Physostegia virginiana
タチアオイ29
Althaea rosea
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フダンソウ 広島県 年 月30 1973 9
Betavulgaris var.cicla

( ) チヂミバペペロミア 東京都 年 月31 Co-3501-1 1992 10
Peperomia caperata

( ) ジャノヒゲ 東京都 年 月32 CoOp-1 1992 6
TokyoOphiopogonjaponicus

( ) アジュガ 東京都 年 月33 Co-400-1 1983 6
sp.Ajuga

( ) フッキソウ 東京都 年 月34 Co-Pa-1 1993 8
Pachysandra terminalis

( ) カラジウム 八丈島 年 月35 Co-3-2 1983 12
sp.Caladium

( ) ウド 東京都 年 月36 Co-Ar-1 1992 9
Araliacordata

( ) オオバナオケラ 東京都 年 月37 Co-At-1 1993 6
Atractylodesjaponica

( ) トマト 東京都 年 月38 Co-Ly-1 1994 7
Licopersicon esculentum

( ) ネリネ 三宅島 年 月39 Co-Ne-1 1994 7
sp.Nerine

( ) イチゴ 栃木県 年 月40 NI91-02 1991 6
Fragariaananassa
ウド 栃木県41
Araliacordata

( ) トウビシ 佐賀県 年 月42 CR-8801 1988 9
Trapabispinosa

( ) チュウビシ 佐賀県 年 月43 CR-8923 1989 10
spp.Trapa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月44 CR-9001 1990 6
Trapabispinosa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月45 CR-9006 1990 3
Trapabispinosa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月46 CR-9007 1990 3
Trapabispinosa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月47 CR-9011 1990 10
Trapabispinosa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月48 CR-9014 1990 10
Trapabispinosa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月49 CR-9016 1990 10
Trapabispinosa

( ) トウビシ 佐賀県 年 月50 CR-9101 1991 9
Trapabispinosa

( ) ラッカセイ 茨城県 年 月51 1-7 1994 8
Arachis hypogaea

( ) ラッカセイ 茨城県 年 月52 3-4 1994 8
Arachis hypogaea

( ) ラッカセイ 茨城県 年 月53 4-28 1994 8
Arachis hypogaea

( ) ラッカセイ 茨城県 年 月54 3-7 1994 8
Arachis hypogaea

( ) ラッカセイ 茨城県 年 月55 3-19 1994 8
Arachis hypogaea
チューリップ 富山県 年 月56 1995 6
Tulipa gesneriana
チューリップ 富山県 年 月57 1995 6
Tulipa gesneriana
ユリ 富山県 年 月58 1995 9

sp.Lilium
ユリ 富山県 年 月59 1995 9

sp.Lilium
ユリ 富山県 年 月60 1995 9

sp.Lilium
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ユリ 富山県 年 月61 1995 9
sp.Lilium

( ) スイカ 香川県 年62 W2 1994
Citrullusvulgaris

( ) ダイズ 香川県 年63 B12 1994
Glycinemax

( ) ヤーコン 香川県 年 月64 Y1 1994 7
Polymniasonchifolia

( ) フジバカマ 埼玉県 年 月65 F-1 1994 10
Eupatorium fortunei

ゴボウ 埼玉県 年 月66 1995 10
Arctium lappa

( ) イワヒバ 埼玉県 年 月67 I-1 1992 8
SaitamaSelaginellatamariscina

ITS 1
·

IGS 18S ITS I 5.8S ITS 28S IGSⅡ

‡
ITS 4

図６ リボソーム 遺伝子の 領域を増幅するプライマー １RNA ITS ITS
および ４の結合する位置ITS

に蒸留水で洗浄した後， ℃で保存した。凍結した菌-20

叢約 を液体窒素中で磨砕し， 分離キット50mg DNA

（ ， 社）を用いて を分離した。Easy DNA Invitrogen DNA-

プライマー および を用いて 領域（ Ⅰ，ITS 1 ITS 4 ITS ITS

リボソーム および Ⅱ領域を含む）を増幅5.8S DNA ITS

した（ ら， ）（図 ）。 反応液量は で，White 1990 6 PCR 50 lμ

× （ニッポンジーン社）10 GeneTaqUniversalBuffer

， （ニッポンジーン社） ，5 l 2.5mMdNTPmixture 2 lμ μ

プライマー ，プライマー ，ITS 1 40pmol ITS 4 40pmol

GeneTaq DNA（ニッポンジーン社）１ユニットおよび鋳型

を含んだ。 反応は ℃，５分間の変性を行っ50ng PCR 94

94 55 1.5た後，変性（ ℃，１分間）→アニーリング（ ℃，

分間）→伸長反応（ ℃，２分間）を 回繰り返し，最72 30

後に ℃， 分間の伸長反応を行った。 生成物は72 10 PCR

Ⅰ， Ⅱ， Ⅰ， Ⅱ（ Ⅰ， ）の各Alu Hpa Rsa Nde Mbo Sau 3AI

酵素で ℃，３時間処理した。制限酵素処理したものは37

アガロースゲル電気泳動（ 臭化エチジウム添加0.5 g mlμ /

アガロース（ ， 社また2% NuSieve3:1 FMCBioproducts

はアガロース ，ニッポンジーン社）， バッファー，S TAE

， 分間）にかけた（ ら， ）。50mA 60 Sambrook 1989

( ) 実験結果2

全ての菌株で同じサイズ（約 ）の 生成物が700bp PCR

得られた（図 ）。 Ⅰ， Ⅱ， Ⅰあるいは Ⅱ7 Alu Hpa Rsa Nde

の処理によって，それぞれ，２，３，４および４種類のパタ

ーンが認められた（図 ）。これらのパターンは ら8 Harlton

（ ）の記述した から ， から ， から1995 A1 A2 H1 H3 R1

， から のパターンに相当したが， Ⅰ処理R3 M1 M4 Rsa

で見られたパターンの１つはこれまでに報告がなかった

ので， パターンとした（表 。R0 7）

４種類の制限酵素で処理した パターンの組ITS RFLP-

み合わせによって， 菌株は５つのグループに分けられ67

た。グループ１（ ， ， ， ）は 菌株，グルーA2 H3 R1 M2 38

プ２（ ， ， ， ）は 菌株，グループ３（ ，A2 H3 R1 M3 11 A1

， ， ）は１菌株，グループ４（ ， ， ，H2 R2 M4 A2 H1 R3

）は 菌株，そしてグループ５（ ， ， ， ）M2 10 A2 H1 R0 M1

は７菌株であった（表 ）。グループ１，３および４はそ8

れぞれ， ら（ ）の報告したグループⅡ，およHarlton 1995

S.delphiniiび に相当したが，このうちのグループ はXIV XIV

に属するグループであった。グループ２および５は

ら（ ）の報告には見られなかったグループHarlton 1995

である。



レーン ＝分子量マーカー（φχ Ⅲ）M 174/Hae
S-22 S-42 S-43レーン１＝ ，レーン２＝ ，レーン３＝
S-17 S-41 S-56レーン４＝ ，レーン５＝ ，レーン６＝
S-8 S-12 700bpレーン７＝ ，レーン８＝ 。いずれも約

図７ によって増幅された各菌株の 領域PCR ITS

レーン１＝ （グループ１）レーン２＝ （グループ１）S-22 , S-42
レーン３＝ （グループ２）レーン４＝ （グループ３）S-43 , S-17
レーン５＝ （グループ４）レーン６＝ （グループ４）S-41 , S-56
レーン７＝ （グループ５） レーン８＝ （グループ５）S-8 , S-12
レーン ＝分子量マーカー（φχ Ⅲ）M 174/Hae

Ⅰ， Ⅱ， Ⅰ図８ ４種類の制限酵素（Alu Hpa Rsa
ITS-RFLPおよび Ⅱ）による各菌株のNde

パターン

表７ 領域の によってITS PCR-RFLP
生じた断片長

制限酵素 パターン 断片長（ ）bp

A1 470,120, 90AluⅠ
A2 470,360, 120,90

H1 700HpaⅡ
H2 550,140
H3 700,550, 140

R0 700Rsa Ⅰ
R1 700,570, 110
R2 570,110
R3 700,550, 140

M1 430,160NdeⅡ
M2 430,230, 160
M3 430,160, 130
M4 430,230

３ 生育適温および菌核形成

( ) 実験材料および方法1

各 グループから代表菌株を数株選び（表 ），ITS RFLP 9-

供試した。菌叢の生長速度の測定および菌核形成の観察

は ～ ℃の各温度暗黒下でジャガイモ煎汁寒天（ ）10 36 PDA

平板培地上で培養して行った。各菌株は ℃暗黒下で28

平板培地上で２～３日間前培養し，菌叢の周縁部かPDA

ら直径 の寒天片をとって新しい培地上に移植した。5mm

生育速度は ～ ℃の各温度に保った恒温器の中で２10 36

日間培養後に菌叢が生長した長さ（寒天片の端から菌叢

の端までの距離，各菌叢３箇所）を測定した。また， 日40

， 。後に形成された菌核の数 生重および直径を測定した

菌核の直径の測定は，スケールと共に撮影した菌核の画

NIHImage1.61 ResearchServices Branch,the像を （

National Instituteof Mental Health,theNational

Institutes of Health Analyze）の粒径分析プログラム（

）で解析し，菌核に外接する楕円形の長軸と短Particles

軸の平均を求めることにより行った。

( ) 実験結果2

供試した菌株の多くは ℃での生育は認められなかっ10

たが，一部の菌株ではわずかながら生育が認められ，こ

のような菌株はいずれのグループにも存在した。 ℃で15

は全ての菌株が生育し，低温域でのグループ間の差は認

められなかった（表 。9）

グループ１および２の菌株とグループ４の菌株の多く

は生育最適温が ℃を示した（表 ）のに対し，グルー30 10

プ５の菌株とグループ４の菌株の一部の生育最適温は

15岡部：わが国における白絹病菌の遺伝的変異



表８ 菌株の パターンによる類別Sclerotium rolfsii ITS-RFLP

グループ パターン 菌株番号ITS-RFLP

A2,H3,R1,M2 S-2,3,4,6,7, 10, 13, 14,15,21,22,24,26,27,28,29,30,31,33,34,１

35, 39,42,46,47,48,49, 50,51,52,53,54,55,62,63,64,66,67

A2,H3,R1,M3 S-1,5,9,18,23,25,38,43,44,45,65２

A1,H2,R2,M4 S-17３

A2,H1,R3,M2 S-32,36, 37,41,56,57,58,59,60,61４

A2,H1,R0,M1 S-8,11,12,16,19,20,40５

表９ 生育温度（ ～ ℃）と菌叢の生長10 36

供試菌株
( 菌叢の生長（ ）RFLP mmグループ)

(℃)10 15 20 25 28 33 36

S-35 1.0 5.3 0.1 0.4 6.0 13.3 0.0(グループ１)

S-46 0.0 4.9 7.8 18.8 22.9 20.1 2.2(グループ１)

S-63 1.0 6.7 9.3 21.0 27.2 25.1 6.2(グループ１)

S-1 0.0 2.8 4.4 10.4 11.3 9.7 2.0(グループ２)

S-18 0.0 5.1 7.2 15.7 18.3 13.7 2.9(グループ２)

S-45 0.8 8.0 11.3 21.4 24.7 23.6 5.0(グループ２)

S-32 0.0 2.8 3.4 11.9 11.6 10.0 0.0(グループ４)

S-56 0.0 4.7 5.1 13.7 17.3 15.8 3.0(グループ４)

S-61 2.2 9.1 11.6 20.4 23.3 14.8 1.7(グループ４)

S-11 0.0 0.4 1.3 8.9 14.2 11.3 0.0(グループ５)

S-19 0.0 2.7 6.7 11.8 13.1 10.8 0.1(グループ５)

S-40 0.1 4.1 5.0 10.1 15.1 13.0 1.0(グループ５)

表 生育温度（ ～ ℃）と菌核の大きさ11 10 36

供試菌株
( 菌核の直径（ ）RFLP mmグループ)

(℃)10 15 20 25 28 33 36

S-35 1.57 2.02 1.92 2.56 2.69 1.84 1.45(グループ１)

S-46 1.93 2.37 2.21 2.49 1.87 1.59( －グループ１)

S-63 2.17 1.92 1.63 1.53 1.19 0.95( －グループ１)

( － －S-1 3.00 2.15 2.02 1.57 1.73グループ２)

( － － －S-18 8.63 2.69 2.37 2.54グループ２)

S-45 1.93 2.37 2.21 2.49 1.87 1.59( －グループ２)

( －S-32 3.40 4.21 3.00 4.13 2.81 2.47グループ４)

( －S-56 3.47 2.29 3.42 2.89 2.70 3.47グループ４)

( －S-61 3.75 2.18 3.05 3.17 3.25 3.11グループ４)

( － － － － － － －S-11 グループ５)

( － － － － － － －S-19 グループ５)

( － － － － － －S-40 4.06グループ５)

－；菌核を形成しなかった。

表 生育温度（ ～ ℃）と菌叢の生長10 23 33

供試菌株
( 菌叢の生長（ ）RFLP mmグループ)

（℃）23 25 28 30 33

S-22 13.8 18.3 18.9 21.9 18.4(グループ１)

S-24 11.3 8.6 12.0 12.1 6.9(グループ１)

S-26 14.0 15.4 16.1 17.0 15.1(グループ１)

S-30 15.9 18.4 21.0 21.7 15.0(グループ１)

S-35 11.8 7.9 10.6 10.9 16.7(グループ１)

S-46 13.9 17.2 19.3 19.9 16.3(グループ１)

S-54 17.2 20.9 23.2 24.8 20.8(グループ１)

S-63 15.3 16.7 19.4 23.8 14.0(グループ１)

S-1 16.1 19.1 19.6 21.9 16.2(グループ２)

S-32 9.6 13.1 14.2 13.9 9.9(グループ４)

S-41 15.2 19.0 21.0 22.7 16.2(グループ４)

S-56 13.3 19.9 22.9 24.9 18.9(グループ４)

S-58 13.7 18.4 20.3 20.4 12.4(グループ４)

S-60 15.8 18.3 20.4 20.1 5.6(グループ４)

表 生育温度（ ～ ℃）と菌核の大きさ12 23 33

供試菌株
( 菌核の直径（ ）RFLP mmグループ)

（℃）23 25 28 30 33

S-22 1.90 1.83 1.81 1.44 2.04(グループ１)

S-24 2.00 2.31 2.42 1.65 1.50(グループ１)

S-26 1.29 1.63 1.40 2.21 2.41(グループ１)

S-30 1.62 1.84 1.90 1.87 1.24(グループ１)

S-35 1.63 2.11 1.82 1.60 1.00(グループ１)

S-46 1.59 1.92 1.85 1.66 1.19(グループ１)

S-54 1.97 1.83 1.78 1.67 2.14(グループ１)

S-63 1.32 1.72 1.51 1.42 1.04(グループ１)

S-1 2.03 2.34 2.06 1.72 1.24(グループ２)

S-32 4.85 3.19 3.23 2.25 1.23(グループ４)

S-41 3.03 2.70 2.75 2.05 1.76(グループ４)

S-56 1.66 2.16 2.10 1.72 1.84(グループ４)

S-58 4.43 2.75 3.69 2.74 1.54(グループ４)

S-60 3.56 2.90 3.34 2.21 2.94(グループ４)
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℃での生長を１とした場合の各温度での生長の比率を標準偏差とともに示した。28

図９ グループ１( )，４( )および５( )の菌叢の生長a b c

10 a, c, e b, d,図 グループ１（ ）およびグループ４（
）が各温度で形成した菌核の直径，数，およびf
生重の平均および標準偏差

) ， ℃， ) ， ℃a S-58 23 b S-46 23
) ， ℃， ) ， ℃c S-58 28 d S-46 28
) ， ℃， ) ， ℃e S-58 33 f S-46 33

5mmスケールは

図 菌株 （グループ４）および （グル11 S-58 S-46
ープ１）が各培養温度で形成した菌核。

℃であった（図 ）。一方，グループ３の菌株では生育28 9

が極めて遅かったために実験から除外した。

グループ１および２の菌株は ℃から ℃で良好な23 28

菌核形成を示した。また，これらの菌株は小型の菌核を

形成した。グループ４および５の菌株は大型で不定形の

菌核を形成したが，培養温度の上昇とともに菌核は小型

化し（表 ， および図 ），グループ１および２の菌11 12 10

核と形態的な差がほとんど認められない場合もあった

（図 ）。グループ４の菌株の多くは， ℃で菌核の生11 28

重が最大となったが，菌核の形成数は ℃で最も多かっ30

た（図 ）。グループ３の菌株は菌核を形成しなかった。10

17岡部：わが国における白絹病菌の遺伝的変異
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４ 考察

領域の 解析により日本で分離された白ITS PCR RFLP-

ITS RFLP絹病菌の菌株は５つのグループに分けられた。 -

グループによって生育適温範囲および菌核の形態がわず

かに異なったが，菌核の形態は生育温度によっても影響

を受けた。

グループ１は菌核の形態が典型的な の記述とS.rolfsii

一致し， パターンについてもアメリカ合衆国ITS RFLP-

およびインドネシアの のグループⅡと同じであS.rolfsii

った（ ら， ）。しかし，アメリカ合衆国およHarlton 1995

びバングラデシュの では ℃で良好な菌叢のS.rolfsii 35

生長と菌核形成が見られたのに対して（ ら，Chowdhury

； ら， ），グループ１は ℃以上で菌叢1993 Punja 1996 33

の生長および菌核形成が不良となった。グループ２は外

国での報告はないが，形態的特徴はグループ１と同じで

あった。日本の菌株の はグループ１および２であり，73%

Ⅲ章の４つの も全てグループ１に属した。一方，MCG

アメリカ合衆国の菌株で主要なグループとなっているグ

ループⅠ，ⅢおよびⅣは日本では見られなかった。グル

ープ３の菌株は菌叢の生長が極めて遅く，菌核を形成し

ITS RFLPなかったため，形態的特徴は不明であるが， -

パターンはネパールに分布するグループ と同じであっXI

た（ ら 。Harlton ,1995）

グループ は パターンおよび大型の菌核を4 ITS RFLP-

形成する点で，これまでに報告されている よりS.rolfsii

S.delphiniiもアメリカ合衆国北部およびカナダに発生する

に近いと考えられた。ユリ科植物に病原性のある点や北

陸地方のような寒冷地に発生する点も の既報S.delphinii

の性質と一致した。しかし，グループ４の菌叢の生長と菌

S.delphinii核形成の最適温度はアメリカ合衆国の典型的な

よりも高かった（ ら， ）。そのため，グループ４Punja 1996

と１の生育適温の違いは外国の と のS.delphinii S.rolfsii

差ほど大きくはなかった。グループ５は ⅠパターンRsa

がこれまでに報告されていないものであったが，その他

の パターンおよび生育最適温度はグループ４に似RFLP

ていた。グループ５は菌核を形成しない場合も多かった

が，まれに形成される菌核は大型で，やはりグループ４

に近かった。

グループによる生育適温の違いはそれぞれITS RFLP-

のグループの地理的分布および発生時期と一致してい

た。グループ４の菌株の多くは初夏に寒冷地でチューリ

ップやユリから分離されたのに対し，グループ１および

２は主に盛夏から初秋にかけて西南暖地から分離された

（図 ）。また，バングラデシュ，アメリカ合衆国南部，12

括弧内の数値はそれぞれグループ１，２，３，４および５の菌株数

図 日本各地から分離された菌株の グループによる分類12 ITS-RFLP
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メキシコ，ブラジルおよびチリで分離された菌株

（ ら， ； ら， ）と比較して日Chowdhury 1993 Punja 1996

本の菌株は生育最適温度が低く，このことも生育適温と

地理的分布との関連を示していた。グループ１および４

はそれぞれ および に相当したが，S.rolfsii S.delphinii

S.rolfsii日本のグループ１と４の差異はアメリカ合衆国の

と の差より小さく，グループ１と４の間に明S.delphinii

確な境界は認められなかった。

パターンにおいて，グループ１，２および３ITS RFLP-

S.rolfsii S.delphiniiは外国の に近く，グループ４および５は

に近い。両者は の Ⅱおよび ⅠパターITS RFLP- Hpa Rsa

ンにおいて区別された。しかし， ⅡパターンではグNde

ループ１と４が同じで，グループ２および３はグループ

１と異なることから，一概にグループ１，２および３と４

および５が遺伝的に隔たっているとは言えない。しかも，

いくつかの パターンは他のパターンの組み合わせRFLP

で生じたとみることができる。すなわち， ＝ ＋ ，H3 H1 H2

＝ ＋ ，また， ＝ ＋ と考えられるR1 R0 R2 M2 M1 M4

（表 。このように ， ， パターンを示す菌株7 H3 R1 M2）

は互いに異なる二種類の 領域を持つヘテロカリオンITS

である可能性があり，異なる グループ間でITS RFLP-

の遺伝的交流が生じている可能性が示唆される。

， あるいは パターンを示すグループ（グルーH3 R1 M2

プ１，２および４）がヘテロカリオンであり，また，これ

らのグループが他のグループ間での核の交換によって生

じたと想定した場合，ヘテロカリオンと考えられるグル

ープの菌株からそれぞれ片方のタイプの核を持つホモカ

リオンを作出して核の 領域をそれぞれ決定することITS

で，各タイプの核の由来を推定することが可能と思われ

る。これにより， グループ間の系統関係，特にITS RFLP-

グループ１および２（外国の に近いグループ）とS.rolfsii

グループ４および５（ に近いグループ）の関S.delphinii

係も明らかにできると考えられた。

Ⅴ グループ間の系統関係ITS RFLP-

１ 緒言

リボソーム 遺伝子の 領域の によRNA ITS PCR RFLP-

。って日本の白絹病菌株は５つのグループに分けられた

グループ１が ら（ ）の のグループHarlton 1995 S.rolfsii

Ⅱと同じ パターンを示したのに対して，グルITS RFLP-

ープ４および５は寒冷地に分布すること，大型の菌核を

形成すること，および Ⅱおよび ⅠパターンがHpa Rsa

に近いことから典型的な の性質とS.delphinii S. rolfsii

は異なっていた。しかし， ⅡパターンではグループNde

ITS１と４が同じであること，また，グループ１が異なる

領域を持つ２つの核を有し，グループ間の核の交流によ

って生じたヘテロカリオン菌株である可能性も示され

た。

にヘテロカリオン菌株が存在することは既にS.rolfsii

いくつかの研究グループが示唆している。 ら（ ）Harlton 1995

は で生じた 領域の制限酵素断片の長さをPCR RFLP ITS-

合計すると，もとの 領域より長くなることから，そITS

れぞれの パターンが２つの サブタITS RFLP ITS RFLP- -

イプから構成される制限酵素地図を示した。また，彼ら

は，担子胞子から生じた菌株は親株と異なる パタRFLP

ーンを示し，同一親株から生じた担子胞子由来株の

RFLP Harltonパターンは２種類に分かれることも報告した（

ら， ）。 ら（ ）は の 領域の塩1995 Adams 1996 ITSS.rolfsii

基配列解析に直接塩基配列決定法を用いたが，配列は決

定できなかった。 ら（ ）も塩基配列の解析をNalim 1995

試み，１つの菌株の中に異なるタイプの 領域が混在ITS

すること，また 領域の長さは （塩基対）であITS 686bp

ることを示した。

ITS RFLP本章では，ヘテロカリオン菌株と考えられる -

グループ１に属する菌株の１つからホモカリオン菌株を

分離し，元の菌株に含まれていたと考えられる２つのタ

イプの 領域の塩基配列をそれぞれ決定し，他のI T S

グループの塩基配列と比較した（ ら，ITS RFLP Okabe-

）。なお， の担子胞子由来株は得られなかっ2001 S.rolfsii

Wesselsたため，ホモカリオン化にはプロトプラスト分離（

ら， ）および単菌糸分離を用いた。また， の1976 S.rolfsii

ホモカリオン菌株は二核あるいは多核であり（ ら，Punja

），顕微鏡観察でホモカリオン菌株とヘテロカリ1983A

オン菌株を区別することは困難であるため，ホモカリオ

ン菌株であることの確認は 解析と 解析によRFLP RAPD

り行った。

２ ホモカリオンの作出

( ) 実験材料および方法1

) 供試菌株1

菌株 ， ， および を用いた。 おS 1 S 26 S 32 S 63 S 26- - - - -

S 63 ITS RFLP S 1 ITS RFLPよび は グループ１， は- - - -

グループ２， はグループ４に属し，Ⅳ章の実験結果S 32-

からヘテロカリオン菌株であると推定された。また，こ

れらの菌株は菌糸にクランプが見られた。
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) プロトプラスト分離2

ジャガイモ煎汁寒天培地（ ）上で１ヶ月間培養しPDA

て形成された菌核をジャガイモ煎汁（ ） に接PSB 100ml

種し， ℃で２～３週間振とう培養した（ 往復 分）。25 100 ／

菌体を含む培養液をホモジナイザーにかけて磨砕し，新

しい を等量加え， ℃でさらに ～ 時間振とPSB 25 20 30

う培養を行った。これを遠心分離にかけて菌体を集め，

溶液（ ）MS 50mM maleic acid 0.5M sorbitol, pH5.8/

（ ら， ）で２回洗浄した。菌体 （湿重）Arima 1995 150mg

に対して酵素液（表 ） を加え， ℃で 分間処13 1ml 28 30

理した後，氷冷した。プロトプラストを含む酵素液から

菌糸片を除くためにコーヒー用ペーパーフィルターで濾

3000rpm MS過し，遠心分離（ ）でプロトプラストを集め，

溶液で３回洗浄した。プロトプラストの密度を血球計算

盤で計数して ～ × 個 に調製し， をと1.0 3.0 10 ml 10 l5 / μ

って の再生用培地（ 社 粉末 ，ショ糖5ml Difco PDA 39g

を蒸留水 に加え，オートクレーブにかけた後，180g 1L

℃に保温）に混ぜ，直径 のペトリ皿に流した。42 6cm

室温（ ～ ℃）で 時間培養し，単一のプロトプラ23 28 50

ストから再生した菌糸体を顕微鏡下で確認し，新しい

に移植した。また，プロトプラスト液の一部をとり，PDA

染色液（ ヘキスト 添加 溶液）に１分50 g ml 33342 MSμ /

MS UV間入れた後， 溶液で洗浄して，蛍光顕微鏡観察（

励起）を行い，核数を調べた。元株およびプロトプラス

50 g ml 33342ト再生株の細胞内の核は菌糸を ヘキストμ /

（ ）で染色して観察した。Nelson,1994

) 単菌糸分離3

の継代培養中にコロニー生長が元株より遅く，菌S 63-

糸にクランプの認められないもの（菌株 ）が現れた。63H

担子菌類では菌叢の一部でホモカリオン化あるいは単核

化が生じる現象が知られている（ ら， ）ため，Masuda 1995

は のホモカリオン菌株である可能性が考えられ63H S 63-

た。

菌叢の形態の変化が雑菌の汚染によるものでないこと

を確かめるため，素寒天培地上に生育させたコロニー先

端から単菌糸を含む寒天片をメスで切り取り，新しい培

地上に移植した。移植した寒天片に単菌糸のみが含まれ

ていることを顕微鏡下で確認した。

) 核相の比較4

プロトプラスト再生株の中でコロニー形態が元株と異

なり，菌糸にクランプのないものを選抜した。選抜した

菌株について および 解析を行い，元PCR RFLP RAPD-

株の泳動パターンと比較した。元株と異なる泳動パター

ンを示した菌株はホモカリオンと見なした。 抽出とDNA

RAPD ITS PCR RFLP解析の方法はⅢ章の方法に， 領域の -

解析はⅣ章の方法によった。単菌糸分離株でも同様に

および を行った。 解析では泳動PCR RFLP RAPD RAPD-

パターンが既知の菌株 （ ）を対照に用いた。3 4 S 52- -

( ) 実験結果2

) プロトプラスト分離1

を各種の酵素液で処理して得られたプロトプラスS 63-

ト数の違いを表 に示す。最も多くのプロトプラストが13

分離されたのは ら（ ）の酵素液であり，Nakagawa 1989

次いで１ セルラーゼ＋ キチナーゼであった。しか% 0.1%

し， らの酵素液は多くの種類の酵素を必要すNakagawa

% 0.1%るために調製に手間がかかり，また，１ セルラーゼ＋

キチナーゼは処理後１時間でプロトプラスト数が激減し

表 各酵素液処理によるプロトプラスト形成量13

菌体 （湿重）から分離0.1g

酵素液組成 されたプロトプラスト数（個）

実験１ 実験２
5 41% YC 3.25 10 1.25 10セルラーゼ × ×
5 5セルラーゼ ＋ ドリセラーゼ × ×YC 1% 6.00 10 4.25 10
5 31% YC 0.1% 20T 2.75 10 6.25 10セルラーゼ ＋ ザイモリアーゼ × ×
6 41% YC 0.1% 1.33 10 3.13 10セルラーゼ ＋ キチナーゼ × ×
5 31% YC 0.1% 3.75 10 6.25 10セルラーゼ ＋ ペクトリアーゼ × ×
5 61% YC 0.1% 5.50 10 1.10 10セルラーゼ ＋ ノボザイム × ×

a 6 6仲川・山口の酵素液 × ×) 1.50 10 1.35 10

) ら( ) による。 セルラーゼ ， ドリセラーゼ，a Nakagawa 1989 1% YC 1%

ザイモリアーゼ， キチナーゼ， ペクトリアーゼ。0.1% 0.1% 0.1%



図 上段：核を蛍光染色したプロトプラスト13
１核（ ，２核（ ）および３核（）a b c）

下段：核を蛍光染色した菌糸（ ）d
菌糸先端細胞に６個の核が見られる（矢印）

図 菌株 ( )， ( ) および ( )14 S-63 a 63-76 b 63H1 c
の菌叢。 平板培地（直径 ）上PDA 52mm
で１ヶ月間培養。

た。これらに次いでプロトプラストが安定的に多量に得

られた組み合わせは セルラーゼ＋ ノボザイムで1% 0.1%

あったので，この組み合わせを以下の実験に用いた。

１個のプロトプラストには１～４個の核が含まれてい

た（図 ）。菌糸細胞は通常４～６個の核を持つが，プ13

ロトプラスト化する際に１つの細胞がいくつかに分割さ

れるため，核数が減少したと考えられる。

のプロトプラスト再生株 菌株の中から，菌叢S 63 212-

の生育が元株より遅く，菌糸にクランプの見られないも

のが８菌株（菌株 ， ， ， ， ，63 21 63 40 63 76 63 126 63 136- - - - -

， ， ）得られた（図 および ）。63 147 63 195 63 205 14 15- - -

， および のプロトプラスト再生株（それぞS 1 S 26 S 32- - -

れ， ， ， 菌株）は全て元株と同じ形態を示した。10 20 35
図 菌株 [ および (クランプのある部分の拡15 S-63 a b
大図) ， ( )および ( )の菌糸。］63-76 c 63H1 d
スケールは μ 。100 m

菌糸細胞内の核数は元株，プロトプラスト再生株のいず

れも ～６個であった。4

) 単菌糸分離2

63H 63H1 63H2の菌糸先端から生長した菌叢（菌株 ，

および ）は全て と同様に，元株 より生育63H3 63H S 63-

が遅く，気中菌糸が少なく，菌糸にクランプは見られな

かった（図 および ）。以上のことから の形態的14 15 63H

性質は安定しており，菌株 とそれに由来する ，63H 63H1

および は同一であると考えられたので，以下63H2 63H3

の実験には を用いた。なお， の菌糸細胞内の63H1 63H1

核数も多核（４～６個 細胞）であった。／

) 解析3 PCR RFLP-

元株と同じ形態を持つプロトプラスト再生株，クラン

プを欠くプロトプラスト再生株および単菌糸分離株につ

いて，プライマー および を用いて 領域ITS1 ITS4 ITS

を増幅したところ，全ての菌株で約 の単一の増幅700bp

産物が見られた。増幅産物の制限酵素処理を行ったとこ

ろ，元株と同じ形態を持つプロトプラスト再生株は元株

と同じ パターンを示した。クランプを欠くプITS RFLP-

ロトプラスト再生株も， を除く全てが元株と同じパ63 76-

ターンを示した。

元株 ，プロトプラスト再生株 および単菌糸S 63 63 76- -

分離株 の パターンはそれぞれ異なった。63H1 ITS RFLP-

は グループ に属し， Ⅰ， Ⅱ，S 63 ITS RFLP 1- - Alu Hpa

Ⅰあるいは （ Ⅱ）処理によって，それぞRsa Sau Nde3AI

A2 H3 R1 M2 63 76れ， ， ， および パターンを示したが， -

は ， ， および パターンであり，これはA2 H1 R0 M1
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グループ に相当した。また， は ， ，ITS RFLP 5 63H1 A1 H2-

および パターンであり， グループ３とR2 M4 ITS RFLP-

16 63 76 63H1同じであった（図 ）。これらのことから， と-

はそれぞれ異なる核を有するホモカリオン菌株であると

考えられた。

) 解析4 RAPD

元株の に比べ，プロトプラスト由来株 はプS 63 63 76- -

ライマー を使用した場合約 のバンドを欠OPA 15 500bp-

き，また，単菌糸分離株 はプライマー を63H1 OPA 16-

使用した場合の約 のバンドと の約900bp OPA 1 9-

のバンドを欠いていた。これらの マーカ800bp RAPD

ーはヘテロカリオン に含まれる２種類の核の片方だS 63-

けに存在したため，ホモカリオン化によって失われたと

考えられる。他のプロトプラスト分離株は元株と全ての

プライマーで同じバンドパターンを示した（図 。17）

４種類の制限酵素 Ⅰ（ ， Ⅱ（ ， Ⅰ（）および Ⅰ（ ）Alu Hpa Rsa Saua b c 3A d） ）
によるパターン。

1 S-63 2 63-1 3 63-76 4 63H1レーン ＝ ，レーン ＝ ，レーン ＝ ，レーン ＝
レーン ＝分子量マーカー（ ラダー）M 100bp

16 S-63 63-76 63H1 ITS PCR-RFLP図 菌株 ， および の 領域の

プライマー （ ， （ ）および （ ）によるパターンOPA-15 a OPA-16 b OPA-19 c）
N DNA 1 S-63 2 63-1レーン ＝対照区（鋳型 なし ，レーン ＝ ，レーン ＝）

レーン ＝ ，レーン ＝ ，レーン ＝対照区（ ）3 63-76 4 63H1 P S-52
レーン ＝分子量マーカー（ ラダー）M 100bp

図 菌株 ， および の 解析17 S-63 63-76 63H1 RAPD
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３ 領域塩基配列による系統解析ITS

( ) 実験材料および方法1

) 供試菌株1

ホモカリオン菌株 ， およびその元株（ヘテ63 76 63H1-

ロカリオン） を用いた。ホモカリオン化しなかったS 63-

32 32 ITS RFLPプロトプラスト分離株 も供試した。また，- -

グループ間の比較のため， （グループ１）， （グルS 35 S 52- -

ープ１）， （グループ２）， （グループ２）， （グS 1 S 43 S 17- - -

S 32 S 58 S 8ループ３）， （グループ４）， （グループ４），- - -

（グループ５）， （グループ５）も供試した。S 11-

) 直接塩基配列決定法2

ダイデオキシ法によって， 領域の 産物の両方ITS PCR

向の鎖の塩基配列を決定した。プライマー およびITS1

ITS4 PRISMDyeTerminatorCycleSequencingを用い，

（ 社）でシークエンス反応を行っKit Applied Biosystems

AppliedBiosystemssequencer 373A 377た。 あるいは

型機を使用して配列を解読した。

) 塩基配列解析3

GENETYX WIN 3.2 Software塩基配列の多重整列は （-

社）あるいは （ ら， ）Development Clustal X Gibson 1994

プログラムを用いて行った。近隣結合法による系統樹を

PHYLIP 3.573c NEIGHBOR Felsenstein,の プログラム（

）を用いて作成し， プログラム1995 TreeView PPC 1.5.3

（ ）で描画した。系統樹の外群としては，同じPage,1998

属の ( ) （不Athelia Atheliaarachnoidea Berk. Julich

完全時代名： ）の 領域Rhizoctonia carotae Rader ITS

( ら， )と，さらに ホモロジーAdams 1996 Smith Waterman-

検索で菌株 に最も近かった ［( )63 76 Maire- Laccariabicolor

］（ ら， ）の 領域の塩基配列データOrton Martin 1997 ITS

を用いた。

( ) 実験結果2

， ， ， ， ， ， の７菌株S 1 S 32 S 35 S 43 S 52 S 58 S 63- - - - - - -

63 76 63H1 S 8 S 11は塩基配列を決定できなかったが， ， ， ，- - -

および の５菌株について， Ⅰ， リボソームS 17 ITS 5.8s-

遺伝子および Ⅱを含む 領域の全塩基配列を決定ITS ITS

した。菌株 は読みとり困難な部分もあったが，ほ32 32-

とんどの塩基を決定できた（図 ）。 グループ１，18 ITS RFLP-

２および４の菌株で塩基配列を決定できなかったのは，

ピークが２重に現れたためである。 の塩基配列を決S 63-

定できなかった部分は と の塩基配列の異な63 76 63H1-

る部分に相当していた（図 。19）

プライマー （ ヌクレオチド）および （ ヌITS1 19 ITS2 20

ITS 642bp 645bpクレオチド）を除いた 領域の全長は から

で， 含量は から であった。 Ⅰ， Ⅱ，GC 36.7% 37.4% Alu Hpa

Ⅰおよび （ Ⅱ）の制限酵素認識部位の間Rsa Sau Nde3AI

隔は，各菌株の パターンに現れる制限酵素断片かRFLP

ら予想されるものと一致し， ら（ ）の制限酵Harlton 1995

素地図ともほぼ一致した（図 。18）

領域の塩基配列によって６菌株は２つのクラスタITS

ーに分けられた（図 ）。一方は ， ， お20 S 8 S 11 63 76- - -

よび から成り，もう一方は および か32 32 S 17 63H1- -

ら成った。２つのクラスターの遺伝的距離は外群である

（ ）あるいは との距A.arachnoidea R.carotae L.bicolor

離に比べて非常に近かった。

I I IMbo Mbo Alu
63-76 1:AAGGATCATTATTGAATTCATATATGCAAAGGAGTTGTGCTGGTAATAAATATTGCATGT 60 63-76121:TGACTATGATTACTCTATATAACTCTTATTGTATGTTACATAGAACGATCTCATATTGAA180

63h1 1:...........................G...................G............60 63h1 121:.A...........C...................................T..........180

S-8 1:...........................A...................A............60 S-8 121:.G...........T...................................C..........180

S-11 1:...........................A...................A............60 S-11 121:.G...........T...................................C..........180

S-17 1:...........................G...................G............60 S-17 121:.A...........C...................................T..........180

32-32 1:...........................A...................A............60 32-32121:.G...........T...................................C..........180

Alu MboII
63-76 61:GCACACTCTGAAGCTATATAATATATACACCTGTGAACCAACTGTAGTCTGGAGAAATCC120 63-76181:GCTTTG-TTTTTTTTTACAAGTTTCTCTTAATTGAAAAATACACAACTTTCAACAACGGA239

63h1 61:..........G......................................A..........120 63h1 181:A.....---....C.G.................-.......TA..A......A.......236

S-8 61:..........A......................................T..........120 S-8 181:G.....--T....T.T.................G.......CA..A......A.......238

S-11 61:..........A......................................T..........120 S-11 181:G.....--T....T.T.................G.......CA..A......A.......238

S-17 61:..........G......................................A..........120 S-17 181:A.....---....C.G.................-.......TA..A......A.......236

32-32 61:..........A......................................T..........120 32-32181:G.....TTT....T.T.................G.......CN..N......N.......240



制限酵素 Ⅰ， Ⅱ， Ⅰおよび Ⅰ（ Ⅱ， Ⅰ）の認識配列に下線を付した。Alu Hpa Rsa Mbo Nde Sau3A
ドット（ ）は保存された塩基，ダッシュ（－）は欠失， は決定されなかった塩基を表す。． N
63-76 DDBJ DNADataBankofJapan AB042626の （ ）登録番号は

図 各菌株の 領域の塩基配列18 ITS

63-76 240:TCTCTTGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA299 63-76420:GGATGTGAGAGTTGCTAGTTA-AG-A-ATATCTGACTGGCTCTCTTTAAAACTATTAGTA 476

63h1 237:............................................................296 63h1 417:................G....G..T.T..-.............................. 475

S-8 239:............................................................298 S-8 419:................A....-..-.-..A.............................. 475

S-11 239:............................................................298 S-11 419:................A....-..-.-..A.............................. 475

S-17 237:............................................................296 S-17 417:................G....G..T.T..-.............................. 475

32-32 241:............................................................300 32-32421:................A....-..-.-..A.............................. 477

IIHpa

63-76 300:GAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAGGGGC359 63-76477:GGACATATAGAAATGCCTGCGGTTGGTGTGATAATATGTCTACGCCTATACC--AAAGGG 534

63h1 297:...............................A............................356 63h1 476:......G...........A.................................GG..G... 535

S-8 299:...............................A............................358 S-8 476:......A...........G.................................--..A... 533

S-11 299:...............................A............................358 S-11 476:......A...........G.................................--..A... 533

S-17 297:...............................A............................356 S-17 476:......G...........A.................................GG..G... 535

32-32 301:...............................N............................360 32-32478:......A...........G.................................--..A... 535

I IAlu Rsa

63-76 360:ATGCCTGTTTGAGAGTCATTAAATTCTCAACCTTACAAATTTTTGTATTTGTCAAGGCTT419 63-76535:GATTCTAGCTTGTATGCACTACTTATAAAATCATGCGCATATATCTAGCATATAAGTGCA 594

63h1 357:............................................................416 63h1 536:................T........................................... 595

S-8 359:............................................................418 S-8 534:................C........................................... 593

S-11 359:............................................................418 S-11 534:................C........................................... 593

S-17 357:............................................................416 S-17 536:................T........................................... 595

32-32 361:............................................................420 32-32536:................C........................................... 595

63-76595:TATATTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA 644

63h1 596:.......A.......................................... 645

S-8 594:.......-.......................................... 642

S-11 594:.......A.......................................... 643

S-17 596:.......A.......................................... 645

32-32596:.......A.......................................... 645

の ， ， ， および の位置に現れた二重のピーク（矢印）は と のS-63 169 180 192 193 203 63-76 63H1
塩基が異なる部分に相当する。また，欠失・挿入によって と の間にずれが生じた直後の63-76 63H1
位置に， では （グアニン，＊印）が２回繰り返された。S-63 G

図 菌株 の塩基配列解析中に現れた二重のピーク19 S-63
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の２パラメーターモデルを用いた近隣結合法によってKimura
作成。
外群として の菌株 （ ら， ）Laccariabicolor S238N Martin 1997
および （ 完全Fiblarhizoctoniacarotae Rhizoctoniacarotae,
時代名は ）の菌株 （ ら，Atheliaarachnoidea ATCC10866 Adams
）を用いた。1996

分岐に付した数値はブーツストラップ検定による（≧ 。50%）
スケールは遺伝的距離（ 塩基置換／サイト）を表す。0.1

図 領域の塩基配列に基づく系統樹20 ITS

４ 考察

の 領域はその塩基配列を決定できないこS.rolfsii ITS

Nalim 1995 Adams 1996 PCR RFLPと（ ら， ； ら， ）および -

パターン（Ⅳ章）から異なるタイプのものが混在すると

推察された。本実験の塩基配列解析の際にも，ヘテロカ

リオンと思われる グループ１，２および４のITS RFLP-

菌株では２重のピークが現れたことから，これらの菌株

の中には異なる塩基配列を持つ 領域が混在すると考ITS

えられた。ヘテロカリオン菌株である から分離されS 63-

た２つのホモカリオン菌株， と では 領域63 76 63H1 ITS-

の塩基配列を決定することができた。このことからそれ

ぞれのタイプの 領域は異なる核に存在していたことITS

が示された。

の 領域の配列は菌株 および （とも63 76 ITS S 8 S 11- - -

に グループ５）の配列と 以上の相同性をITS RFLP 99%-

示し， は （グループ３）の配列と同一であっ63H1 S 17-

た。これは パターンが パターンと パターンをH3 H1 H2

R1 R0 R2 M2 M1 M4合わせたもの，また， ＝ ＋ ， ＝ ＋

63-76であると推測したこと Ⅳ章 と一致した 一方（ ） 。 ，

と の相同性は であり，元株 に含63H1 96.3% S 63-

まれる２種類の 領域が異なることを示した。これらのITS

ことからグループ１がグループ５とグループ３の菌糸融合

によって生じたヘテロカリオンである可能性も考えられる。

ヘテロカリオンの菌株の中に異なる２つのタイプのリ

ボソーム 遺伝子が存在し，それぞれのタイプが異なRNA

る核に位置する現象は， においても報Laccariabicolor

L.告されている（ ら， ； ら， ）。Selosse 1996 Martin 1999

S238N IGSbicolorの菌株 は長さの異なる２つのタイプの

（ ）領域を持ち， から得られたintergenicspacer S238N

モノカリオン菌株の多くはいずれか片方のタイプを持っ

ていた。また，一部のモノカリオン菌株は両方のタイプ

の 領域を持ち，ゲノム中に多数存在するリボソームIGS

遺伝子コピーの一部で組み換えが生じたことが示RNA

唆された。

においても 領域の反復コピー中に塩基S.delphinii ITS

配列がわずかに異なるものが混在することが知られてい

る。 ら（ ）の制限酵素地図に 領域の 番Harlton 1995 ITS 205

目の塩基（プライマー部分を除いて 番目の塩基）付186

近にある Ⅰ認識部位は全ての タイプ（ パタAlu a 1 A2-

ーンを示す菌株に含まれる２つのタイプの 領域の中ITS

の１つ）の反復コピーに存在するわけではないことが述

べられている。今回の結果からも のホモカリオS.rolfsii

ン菌株 の 領域の反復コピー中に異なる配列を63 76 ITS-

持つものが混在すると考えられた。 の Ⅰパター63 76- Alu

ンは で，これは 番目の塩基から始まる４塩基がA2 180

Ⅰに認識されるものと認識されないものが混在するこAlu

とを示す。 領域のコピー中に異なる配列を持つものITS

が混在していたにもかかわらず， の塩基配列が決定63 76-

できたのは，おそらく，片方の塩基配列のコピー数がも

う一方に比べて多く，多い方の塩基配列が解読されたた

めと思われる。同様に，ヘテロカリオンのプロトプラス

ト再生株 においても何らかの理由で 産物中に32 32 PCR-

片方のタイプの塩基配列の 領域がより多く含まれ，ITS

その配列が解読されたと考えられる。

多くの生物種においてリボソーム 遺伝子の 領RNA ITS

域は同種の個体間で，また同一個体内のコピー間で極め

て類似している（ ）。この現象は協調進化と呼Avise,1994

ばれ，有性生殖に伴う減数分裂の際の不等交叉と遺伝子

変換によって生じるとされる（ ら， ）。しかし，接Li 1991

合菌および子のう菌の一部( ら， ； ，Hijri 1999 Sanders
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； ら， ； ， ； ら，1999 Pringle 2000 O'Donnell 1992 O'Donnell

）において同種の菌株間あるいは同一菌株内での1997

領域の多型が報告されている。このことはこれらのITS

菌の祖先において 領域の塩基配列の異なる近縁種間ITS

の交雑が起こったことを示唆する（ ら， ）。O'Donnell 1997

そして，同一菌株内に異なる 領域が共存する状態がITS

現在に至るまで保存されてきたのは，これらの菌が有性

生殖をほとんど行わないために協調進化の機構が作用し

なかったからであると考えられている（ ）。Sanders,1999

今回の実験結果から の 領域も協調進化のS.rolfsii ITS

例外の１つであることが明らかになった。 およS.rolfsii

びその近縁種である の系統進化には従来の集S.delphinii

団遺伝学や系統分類学の理論を単純に適用することはで

きないことを考慮し，これらの菌の系統分類学的位置を

再検討する必要がある。

Ⅵ 交配と菌糸融合

１ 緒言

グループ１の菌株がグループ３と同じ 領ITS RFLP ITS-

域を持つ核とグループ５に近い 領域を持つ核を併せITS

持つことから，異なるグループ間で交配（図 ）が行わ21

れる可能性が示唆された。担子菌類の交配は２つの一核

体（またはホモカリオン）の間で，あるいは一核体と二核

体（またはホモカリオンとヘテロカリオン）の間（ ，Buller

；亀本ら， ）で行われる。交配には１～３の遺1931 2000

伝因子が関与し，異なる対立遺伝子を持った核が交換さ

れる（ ， ； ら， ）。 でWebster 1980 Casselton 1994 S.rolfsii

は交配に関与する遺伝因子の数は決定されていない。後

藤（ ）は２つの遺伝因子（４極性）による説明を試1952

みたが， の交配和合性を完全には説明できなかS.rolfsii

った。 ら（ ）も担子胞子由来菌株間の交配Punja 1 9 8 3 A

を試みたが， 組の交配の中からわずか６つのヘテロ120

カリオン菌株しか得られなかった。

交配と類似した現象として，二核体間，またはヘテロ

カリオン菌株間の菌糸融合がある（図 ）。菌糸融合は通21

常，同一菌叢内の菌糸間で（あるいは，同一菌株を対峙

培養した場合，２つの菌叢の菌糸の間で）観察され（横

山ら， ； ら， ），物質輸送のための菌1983 Yokoyama 1985

糸のネットワークを構築する役割を持つと考えられてい

る（ ， ）。異なる菌株間でも菌糸融合は起こGregory 1984

るが，多くの場合，融合した菌糸細胞が壊死するため

（ ら， ），菌株間での細胞質や核の交換はYokoyama 1986

担子器および担胞子は２核，１次菌糸（ホモカリオン）およ
び２次菌糸（ヘテロカリオン）は多核。
１次菌糸はまれにクランプを有し，また，完全時代を形成す
る（ ら， 。Punja 1983A）

図 の生活環21 S.rolfsii

行われない（ ， ）。しかし，まれに，ヘテロカRayner 1991

リオン菌株の菌糸の一部がホモカリオン化し，異菌株と

の菌糸融合後も細胞が生存して，核の交換が行われるこ

ともある（ ら， 。Hansen 1993）

菌糸融合後の細胞死を決定する機構はまだほとんど解

明されていない（ ら， ）が，いずれにせよ，異Julian 1996

種間では菌糸融合は見られない（ ， ）。このGregory 1984

ことは，一部の糸状菌の分類基準として重視されてきた。

Rhizoctonia solani ThanatephorusKuhn（完全時代名：

Frank Donk DNAcucumeris ( ) ）は宿主範囲，病徴および

配列の相同性などから（ ら， ； ら， ；Carling 1990 Liu 1993

ら， ； ら， ； ら，Vilgalys 1994 Kuninaga 1997 Hyakumachi

； ら， ），異なるいくつかの生物学的種1998 Salazar 2000

の集合体，すなわち複合種（ ）と考えらspeciescomplex

れている（国永， ）が，その複合種内の分類に菌糸融1997

合の有無が利用されている（生越， ； ， ；1976 Ogoshi 1987

， 。Carling 1996）

では，異なる の菌株の対峙で細胞死がS.rolfsii MCG
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図 ホモカリオン菌株 (左) と (右)22 63-76 63H1
の対峙培養

観察され，また，同一 に属する菌株間では細胞死MCG

Punjaを伴わずに菌叢が混じり合うことが知られている（

ら， ）。しかし， と の間の菌1983B S.rolfsii S.delphinii

糸融合の有無については不明である。

本章では，Ⅴ章の２つのホモカリオンの菌株間で交配

が行われるか，また，ホモカリオン菌株と他の菌株（多

くはヘテロカリオン）との間で交配が見られるかを調べ

た。さらに，異なる グループ間での菌糸融合ITS RFLP-

の有無（ ら， ），および日本の菌株と外国産Okabe 1998

あるいは との菌糸融合についてもS. rolfsii S.delphinii

調べた。

２ ホモカリオン菌株と他菌株との交配

( ) 実験材料および方法1

ホモカリオン菌株 とホモカリオン菌株 ，63 76 63H1-

および とⅣ章の 菌株（ から ）を対峙さ63 76 67 S 1 S 67- - -

せた。また，菌株 と も対峙させた。 平板63H1 S 63 PDA-

上で前培養した菌叢の周縁部から直径 のコルクボ0.5cm

ーラーで含菌寒天を打ち抜き，新しい 平板上に約PDA

離して対峙させ， ℃暗黒下で２週間培養した。2.5cm 28

交配の有無は， 上に対峙させた２つの菌株の間にPDA

房状の菌糸（ ）が出現するか否か（ ら， ）tuft Julian 1996

によって，また，２つの菌叢の接触部の付近から寒天片

をとって新しい 上で培養し，両者とは異なる形態のPDA

菌叢が生じるか否かによって判定した。

( ) 実験結果2

全ての組み合わせで房状の菌糸は生じなかった。

× を含むほとんどの組み合わせで が63 76 63H1 MCG-

異なることを示す境界線が現れたが（図 ）， と22 63 76-

， ， ， および （元株）との菌叢のS 17 S 32 S 43 S 52 S 63- - - - -

図 菌株 (グループ３) と菌株 (グループ24 S-17 S-37
４)の菌糸融合（位相差顕微鏡観察）

30 mスケールは μ

間の境界は不明瞭であった。

対峙させた２つの菌叢の接触部付近からとった寒天片

から生じた菌叢は対峙させた菌株のいずれか一方と同じ

形態を示した。

３ 日本産菌株間の菌糸融合反応

( ) 実験材料および方法1

) 供試菌株1

各 グループの代表菌株を総当たりで対峙培ITS RFLP-

養を行った。グループ１の ， ， ，グループ２S 30 S 35 S 54- - -

の ， ， ，グループ３の ，グループ４の ，S 1 S 18 S 43 S 17 S 32- - - - -

， ， およびグループ５の ， ， のS 37 S 41 S 58 S 11 S 19 S 40- - - - - -

計 菌株を供試した。14

) 顕微鏡観察2

透析用セルロースチューブ（ ，DialysisMembrene 36 32/

社）を水洗し，水を取り替えながら煮沸を繰り返Viskase

し，一辺 の正方形に切り分け，蒸留水とともにオ3.5cm

ートクレーブで滅菌した。滅菌セルロースチューブ片を

素寒天培地の上に置き， 培地上に生育させたコ1.5% PDA

ロニーの周縁部からとった含菌寒天をセルロース上に約

離して置いた。対峙培養を始めてから２週目まで，2cm

毎日，明視野および位相差顕微鏡観察を行った。

( ) 実験結果2

対峙させた菌株の菌叢は培養１～２日後に接触し，菌

糸融合が見られた。培養３～４日後に対峙させた菌叢は

重なりあった（図 ）。接触した菌糸細胞（図 ）は融23 24

合１～２日後に壊死し，ついで周辺の細胞も壊死した。

培養５日後から 日後に，菌叢の重なり合った部分の菌14

糸細胞の大部分が壊死し，境界線が形成された（図 ）。23



図 菌株 （グループ１，左） と （グループ１，右）の対峙培養23 S-54 S-35
) 培養２日後。菌叢が互いに接触する。a
) 培養４日後。菌糸が互いに入り交じる。b
) 培養６日後菌叢の接触した部分の細胞が壊死し，境界線が形成される。c
スケールは μ 。400 m

表 日本産白絹病菌の各 グループの菌株間の菌糸融合反応14 ITS-RFLP

グループ１ ２ ３ ４ ５

S-30 35 54 1 18 43 17 32 37 41 58 11 19 40

S-30 ++

35 + ++

54 + + ++

1 + + + ++

18 + + + + ++

43 + + + + + ++

17 + + + + + + ++

32 + + + + + + + ++

37 + + + + + + + + ++

41 + + + + + + + + + ++

58 + + + + + + + + + + ++

11 + + + + + + + + + + + ++

19 + + + + + + + + + + + + ++

40 + + + + + + + + + + + + + ++

－ ；融合が確認されない。
；融合後，細胞が壊死する。+
；融合後も細胞は生存。++

この反応は同一菌株同士の対峙を除く全ての組み合わせ

で見られた（表 。14）

４ 外国産 および と日本産菌S. rolfsii S. delphinii

株の菌糸融合反応

( ) 実験材料および方法1

日本の グループ１，２，４および５の代表ITS RFLP-

１菌株（表 ），外国産 の４菌株 ， ，15 1003 WM909S.rolfsii

156 WM913 Punjaおよび を用いた。これらの外国産菌株は

博士より分譲されたもので，それぞれ グルーITS RFLP-

プⅠ，Ⅱ，ⅢおよびⅣに属した（ ら， ）。さらHarlton 1995

に の２菌株（ 博士より分譲された菌株S. delphinii Punja

および ）を加え，総当たりで対峙培養した。菌W10 196

糸融合の観察法は前述の通りである。

( ) 実験結果2

菌株 （ ）と菌株 （グループ４）を196 S 58S.delphinii -

除く，異菌株間の組み合わせの全てで不完全融合が観察

25 S 58 S 11 self paringされた（図 ）。また， と を除く全ての- - -

（同一菌株同士の対峙）で完全融合が観察された（表 ）。15

× ， × および × の組み合196 S 58 S 58 S 58 S 11 S 11- - - - -

わせでは，双方の菌糸が複雑に混じり合い，菌糸がどち
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表 外国産 ， および日本産白絹病菌株15 S.rolfsii S. delphinii

の菌糸融合反応

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ １ ２ ４ ５S.delphinii

WM WM

1003 909 156 913 W10 196 S-63 S-43 S-58 S-11

1003 ++

WM909 + ++

156 + + ++

WM913 + + + ++

W10 + + + + ++

196 + + + + + ++

S-63 + + + + + + ++

S-43 + + + + + + + ++

－ －S-58 + + + + + + +

－S-11 + + + + + + + + +

－ ；融合が確認されない。
；融合後，細胞が壊死する。+
；融合後も細胞は生存。++

25 a S-58 WM909図 )：菌株 (グループ４，右)と
（外国産 ，左）の菌糸融合。S.rolfsii

)：１日後，融合部の の細胞（矢印b WM909
より先端まで）が壊死。

100 mスケールは μ

らのものか判別不可能であった。

５ 考察

今回の実験ではホモカリオン菌株 と の交63 76 63H1-

配によって に相当するヘテロカリオン菌株を再形成S 63-

することはできなかった。また，ホモカリオン菌株とヘ

テロカリオン菌株の交配も行われなかった。 らPunja

（ ）は のホモカリオン菌株間の交配を行1983 A S.rolfsii

ったが，ヘテロカリオン菌株が形成されたのは 組中120

６組と極めて低率であったことから のヘテロカS.rolfsii

リオン形成は他の担子菌類の交配システムとは異なると

述べている。したがって，今回の実験でヘテロカリオン

菌株が生じなかったことも交配遺伝子以外に菌株間の核

の交換を妨げる要因が存在したためである可能性がある。

また， ら（ ）は，同じ親株に由来する担子Punja 1983B

胞子由来株間の組み合わせの ～ ，親株が異なる担80 92%

子胞子由来株間の組み合わせの が菌叢間に境界線86%

を生じ，担子胞子由来株と親株を対峙させた場合には全

ての組み合わせで境界線が生じたと報告した。今回の実

験でもホモカリオン菌株 とほとんどの菌株の間に63 76-

境界線が現れ， と の間にも明瞭な境界線が見ら63H1 S 63-

れたが， と の間の境界線は不明瞭であった。63 76 S 63- -

の体細胞和合性グループ（ ）を決定する遺S. rolfsii MCG

伝的な仕組みはまだ解明されておらず（ ら， ），Punja 1983B

今回の実験結果も解釈が困難である。

菌糸融合では全ての グループ間で融合が観ITS RFLP-
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察され，５つのグループが１つの菌糸融合群に含まれる

ことがわかった。さらに，外国産 と日本の白絹病S.rolfsii

S.delphinii S.rolfsii菌，外国産 と日本の白絹病菌，外国産

と外国産 の間でも菌糸融合が見られ，これらS. delphinii

が全て の菌糸融合群に相当する１つのグループR.solani

に属すると考えられ，生物学的に同一種である可能性が

示された。

異菌株間の融合の場合， では接触した菌糸細R.solani

胞が融合後１時間以内に壊死する（ ら， ）Yokoyama 1986

のに対して， あるいは では菌糸が接S.rolfsii S. delphinii

24 Punja触してから壊死までに約 時間かかった。同様に

ら（ ）も では対峙培養開始後 時間で細1983B 96S.rolfsii

胞死が見られると報告した。白絹病菌では菌糸融合後し

ばらくは菌糸細胞が生存しているが，しかし，壊死する

までの期間に，対峙させた菌株間で細胞質の接触あるい

は核の交換があるか否かは不明である。

Ⅶ 総合考察

日本の白絹病菌には大きく分けて２つのタイプが存在

する。西南暖地に分布し，従来から白絹病菌の性質とし

て知られている特徴（夏から初秋，マメ科作物などに発

生）を持つものと，北陸・東北・北関東の寒冷地に分布

し，春から初夏にかけてチューリップなどの花卉類に発

RNA ITS生するものである。前者はリボソーム 遺伝子の

領域の 解析によってグループ１あるいは２にPCR RFLP-

， 。 ，分類され 後者はグループ４および５に属した この他

石川県には グループ３が存在した。ITS RFLP-

菌核の形態と パターンにおいてグループ１ITS RFLP-

および２はアメリカ合衆国南部およびインドネシアの

に類似し，グループ４および５はアメリカ合衆S. rolfsii

国北部およびカナダの と類似した。しかS.delphinii

し，菌核の形態は生育条件によって変化するため，グル

ープ間の区別の指標として明確でない場合があった。また，

グループ１の パターンはグループ３とグループ５RFLP

のパターンを合わせたものと見なすことができ，グルー

プ１の菌株はグループ３と同じ塩基配列の 領域とグITS

ループ５と同じタイプの 領域を併せ持つと考えられITS

た。グループ間の交配は確認できなかったが，５つのグル

S.rolfsii S.delphiniiープは互いに菌糸融合し，外国産 および

とも菌糸融合した。

以上の実験結果から，日本の寒冷地に分布するグルー

プ４および５の白絹病菌はアメリカ合衆国北部およびカ

ナダに発生する に相当することが明らかになS.delphinii

った。しかし，グループ４，５とグループ１，２あるいは

外国産 との間に明瞭な境界線を引くことはできS.rolfsii

S.rolfsii S.delphiniiない。欧米においては多くの研究者が と

との形態的な違いを重視して別種としているが， らBoerema

S.delphinii S.rolfsii S.rolfsii（ ）は を の変種とみなし，1988

var. var.を とし， をS.rolfsii rolfsii S.delphinii S.rolfsii

delphinii S .とすることを提案した。本研究の結果からも

と は生物学的に同一種であると考えらrolfsii S.delphinii

れた。

これまでに， と は系統的に非常にS.rolfsii S.delphinii

近いと考えられてきた。 ら（ ）は， ，Harlton 1995 S.rolfsii

S.delphinii Sclerotiumcoffeicola Atheliaおよび ，Stahel

属菌数種の 領域を比較し， と のITS S.rolfsii S.delphinii

領域の長さが同じであるのに対して，他の菌は異なるITS

ことを示した。また， Ⅰ， Ⅱ， Ⅰの３つの制Alu Hpa Mbo

限酵素では の一部のグループと にS.rolfsii S.delphinii

共通のパターンが認められた。形態についても両菌の区

S.別が必ずしも明瞭でない事例があり，フィリピン産の

菌株から大型の菌核を形成する突然変異体が得らrolfsii

れた例（中田， ），培地のグルコース濃度を増すこと1927

によって の菌核が大型化した例（ ），S.rolfsii Curzi,1932

S.rolfsii S.delphiniiあるいは の担子胞子由来株の中に

に近い形態のものが得られた例（ ）等の報告West, 1947

がある。

（ ）はイタリアの 菌株に比べて中田Curzi 1931 S.rolfsii

（ ）および （ ）の菌株が に近1926 Goto 1930 S.delphinii

いことを示唆したが，本研究においても グルITS RFLP-

Punjaープ１と４の生育適温および菌核の形態の差異は

ら（ ）の報告に比べて小さかった。日本のグループ１1996

はアメリカ合衆国南部の に比べて，高温域でのS.rolfsii

生育が劣る。また，日本のグループ４はアメリカ合衆国

北部の の記載に比べて，菌核が小さい場合がS.delphinii

S.rolfsii S.あり 形態学的には に近い 以上のことから， 。 ，

と の形態的差異には明瞭な境界がなrolfsii S. delphinii

く，日本の菌株は両者のほぼ中間に位置すると考えられ

る。

および の両者を合わせると白絹S.rolfsii S.delphinii

病菌の分布域は全世界の温帯から熱帯にかけての広範な

地域になる。このようにさまざまな生育環境に適応でき

るのは，白絹病菌に多様な変異が発達し，それぞれの地

域に および という形態的・生理的S.rolfsii S.delphinii

に異なるグループが存在するためと考えられる。
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Sclerotium rolfsiiGenetic variation in

IkukoOkabe

Summary

[ ( ) ]The isolates of Sacc teleomorph: Curzi Tu & KimbroughSclerotium rolfsii Athelia rolfsii

from Japan were divided into two groups by their ecological characters. One group caused southern

blight disease of leguminous crops and other plants in southwestern regions of Japan in summer or

early autumn, while the other occured in the central to northern regions and infected ornamental

plants in spring or early summer. To reveal the genetic variation in molecular genetic andS. rolfsii,

morphologicalcharactersof Japanese isolates were studied.

The population in each field consisted of one to three MCGs mycelial compatibilityS. rolfsii (

groups , and the same MCG was found in two sites 2.5km distant. With oneexception,most isolates)

of the same MCG showed the same RAPD patterns, suggesting that they were clones. The major

MCGs persisted for more than three years. It was implied that genetic exchanges and sexual

reproduction seldomoccurin population.S. rolfsii

S.PCR-RFLP analysis ofITSregions of ribosomal RNA gene cluster showed genetic variation in

isolates from different regions in Japan. The isolates were classified into five groups by therolfsii

combination of the , , and patterns. Groups 1 and 2 were distributed inAlu Hpa Rsa NdeⅠ Ⅱ Ⅰ Ⅱ

thesouthwestern region ofJapan, and groups 4 and 5 found in thecentral to northeastern regions, e.

g. Hokuriku, Tohoku and Kita Kanto. Theonlyisolateofgroup3wasfromIshikawa,centralregionof-

Japan. The RFLP patterns of group 1 were identical to those of group from U. S. A. and southⅡ

Asia, and the group 3 corresponded to group in Nepal. The group 4 showed the same patterns asⅨ

those of Welch from U. S. A. Groups 2 and 5 were newly found, and group 2 was similarS. delphinii

to group 1, whereas group5wasclosetogroup4.

In morphology, groups 1 and 2 were similar to isolates from U. S. A. and south Asia,S. rolfsii

producing small, sphelical sclerotia. Groups 4 and 5 formed large sclerotia with irregular shape, and

resembled to However, the sclerotial size of group 4 decreased with increasing growthS. delphinii.

temperature, and thedifferencebetween groups 1 and 4 becamelessdistinct.Thegrowth temperature

S. rolfsii S.response did not vary among the RFLP groups of Japan as much as that between and

in foreigncountries.delphinii

Twohomokaryons wereobtainedfromaprotoplast and a hyphal tip of the isolateofgroup1.They

showed the same PCR RFLPpatterns of those of groups 3 or5.Thehomokaryonsweremultinucleate-

4 6 nuclei cell , lacked clamp connections and differed with each other and from their parent in( )- /

RAPD patterns. The sequences of ITS regions ofthehomokaryons were also similar to groups 3 or 5

suggesting that group 1 contained two types of ITS regions. It was also implied that there were

genetic exchanges between ITS-RFLP groups, and that ITS heterogeneity in the group 1 originated

from heterokaryosis betweengroups3and5.

Heterokaryons were not obtained by pairing the two homokaryons. Buller phenomenon was not

observed, either. However, anastomosis imperfect fusion occured between the isolates of different( )
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ITS-RFLP groups, suggesting the five ITS RFLP groups belong to the same anastomosis group.-

Anastomosis was also observed between Japanese isolates and or from U. S. A.S. delphinii S. rolfsii

It is concluded that five ITS RFLP groups from Japan belonged to the same biological species.-

TheJapanese ITS RFLP groups 1, 2 and 3 areclose to group, and Japanesegroups 4 and 5- S. rolfsii

are similar to group.S.delphinii
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