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I . 緒 一一口

により，世界で６０００万人分の食料が失われている
と推定されている(I1７).
我が国は，温帯モンスーン地帯に属し，稲作期間

中の気候が多湿であるため,いもち病が発生し易く，
古くから本病は稲作に多大な影響を与えてきた．我
が国における本病の発生については,延宝７年(1679
年）にその記録があり(43)，江戸時代にはソバの煮
汁を用いる本病の防除方法が記載されている(29)．
また，近代的な農業技術が発展した最近でも，２００５
年には,全国の水稲作付けIm積１７０.６万haのうち，
本病による被害面積は２６．６万ha(被害面穂
率:15.6%)と報告されている(62).さらに,１９９３年
と２００３年のそれぞれの本病による被害面積は約
１１０万ha(被害面横率:５1.７%)と約６５.２万
ha(39.2%)であり，これらの年では冷害に付随し夏
に低温多湿の気象が統いたため，本病が全国的に大
発生し,甚大な被害がもたらされた(59'61).この様に，
本病はこれまでに歴史的に蓄砿されてきた防除技術

イネ(oﾉ”ａｓα"vα)はアジアにおける主要な食ﾊ１
作物である.2005年の世界における米（籾）の総
生産堂は61,465万ｔで，主な生産国は，中国，イン
ド，インドネシア，タイなどアジア諸国である．し
かし，アメリカ合衆国,EU各国アフリカ，南米
等においても稲作が行われており，現在，南極を除
く全ての大陸でイネが栽培されている('4)．いもち
病は世界におけるイネの重要病害であり，子のう菌
であるイネいもち病菌A此Jg"fWoﾉﾂﾙeo/]垣aeB.Couch
(anamorphRW･ic"ﾉﾋＷａｏﾉ:)zz"Cavara)によって引き起
こされる《10).中国では１６３７年に刊行された書物(天
工開物）に本病の発生の記載があり，イタリアでは
1828年，インドでは１９１３年に各々その発生が確認
されている(72)アメリカ合衆|予|ではいもち病によ
る被害は稲作期間中湿洲な畔i部に限られていたが，
１９９６年にそうでないカリフォルニア州でも確認さ
れている(2I).なお，現在では，イネいもち病によ
る被害は８５以上の国から報告され(2I)､毎年，本病
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をもってしてもなお防除しきれない病害となってい
る．
こうした甚大な被害を及ぼすイネいもち病の防除

方法として，殺菌剤等の農薬を用いた防除，肥培管
理等の工夫による耕種的防除，抵抗性I!刷獅の利用等
が行われている．しかし，現行の栽培体系において
は，消蛮者の良食味志向により「コシヒカリ」，「ひ
とめぼれ｣，「ヒノヒカリ」や「あきたこまち」等の
いもち病に対する抵抗性が弱い味の良い品種の作付
け面積が優先しているため，本病の防除は卓効のあ
る薬剤に依存しているのが現状である一方,近年，
消費者の食の安心・安全へのニーズ，環境汚染への
懸念や薬剤耐性菌の出現などのため，薬剤偏重の防
除体系が見直され，抵抗性品種の開発・利用が進め
られている．抵抗性品種の利用による本病の防除に
関しては，有望な外国イネ由来のイネいもち病真性
抵抗性遺伝子を導入して育成・普及された高度抵抗
性品種における抵抗性崩壊（ブレイクダウン）の事
例が過去に数多く報告されている．すなわち，我が
国では1963年には「クサブエ｣,１９６４年には「テ
イネ｣，「ユーカラ｣,1965年には「ウゴニシキ｣，
1968年には「I峰光｣,1969年には「フクニシキ｣，「シ
モキタ」などの高度抵抗性品種において1;II次いでい
もち病が発生した“また，同様に，韓国でもイ
ンド型と日本型のイネを交配して育成された高度抵
抗性多収品種「統一」にもいもち病が発生し大間題
になった(5７).こうした抵抗性のブレイクダウンに
対応すべく，近年，持続的抵抗性(Du l ･ ab l e
resistance)の考えが重視され,「まなむすめ」や「11#
ひびき」など圃場抵抗性を利用した品種の開発とと
もに抵抗性の異なる同質遺伝子系統を混植した多系
品種（マルチライン）あるいは様々な品種の混合栽
培(Cllltivarmixture)が世界的に実用化されている('’
４,８,11,38,46,4748､４9｡51,52,83,99,100,1OJ,118).多型品樋は，

従来のように単一の真性抵抗性遺伝子にのみ頼るの
ではなく，真性抵抗性遺伝子のみが異なり，他の諸
形質が|同ｌ-なイネいもち病抵抗性同質過伝子系統
(Riceblastresistantisogenicline)を複数混合したも
ので，真性抵抗性のブレイクダウンを遺伝的多様性
を持たせることで抑制しようとする防除戦略であ
る．この考え方に基づき，宮城県では品種「ササニ
シキ」のイネいもち病抵抗性同質遺伝子系統を混合
した多系品種「ササニシキBL｣(82)が1995年から

普及し，一方，新潟県および富山県においては品種
｢コシヒカリ」の多系品種が育成され実用化されて
いる．しかし，これらの多系品種においても短期間
はその効果が有効に発揮されると思われるが，いつ
かは用いたすべての|剛質遺伝子系統を侵害する病原
性変異菌（スーパーレース）の出現により抵抗性崩
壊がおこる可能性が指摘されている．

イネいもち病菌の病原性変異菌が出現する要因と
して，１）有性生殖（交配)，２）準有性的組換３）
突然変異が考えられる．これまで日本の野外から分
離されたイネいもち病菌同士の交配により，完全世
代を形成した例は報告されていないことから('")，
我が国におけるイネいもち病菌の主要な病原性変異
要因は有性世代によるのではなく，突然変異と準有
性的組換であると考えられる．とくに複数の同質遺
伝子系統が混植されている状態では同一圃場に病原
性の異なる複数のいもち病菌レースが存在する可能
性があり，それらが準有性的組換を起こして，複数
の品種を同時に侵害できる病原性のI幅の広いレース
が出現することも考えられる．なお，病原性とは，
vanderPlank(97)JPWatso,,(98)が定義した「Vinllence」
であり，イネのいもち病抵抗性に対応した病原側の
寄生性に関する質的な性質である．
PontecoFvoandRopel･(77)は』"eﾉg"此心〃城ｲﾉ"妬で有

性生殖以外の手段でも遺伝的組換が起る準有性的組
換の存在を初めて明らかにし，準有性的組換の生じ
る生活環をParasexualc/le(7６)と呼んでいる．その後，
準有性的組換は，その他の子のう菌類や不完全菌類
'4SpeJgr"別s"igeﾉ･(75),Pe"ic""z"〃ｃ"ﾉ:ysoge"""7(78)9
F"sαﾉ"加加oX)',spoﾉ･Z""f.sp.P/si(3),4SPeygi""S
07t)'zqe(28),"Spe埴/〃"SSの'"e(28),Cepﾙα/oSpoﾉ･j""７
"Zycqp〃〃"噸(94),Cocﾙ〃o加/"ss"iw/s(93),I'E7･"ci"""〃
q/60-α〃""7(24),凡ｲSαﾉ･""〃αXW)o〃"〃fsp.c"be"se(6),
Pe"ic""""7aVブα"s""7(2)等でも報告されているこれ
らの組換機構は，有性世代が発見されていない菌や
有性世代形成の困難な菌類の遺伝地図の作製等にも
応用されている．
イネいもち病菌の準有性的組換は疑似有性的組換

(III),無性的交雑(50.7,)あるいは菌糸融合(5７)と様々
に呼ばれているが，これらは，すべてParasexual
recombinatiollを示していると考えられる．そこで本
研究においては，これまでのP a r a s e x u a l
recombinationを示す語句について，準有性的組換に
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統一した同様に，準有性的組換過程に関する語句
も研究者により異なるが：後述のように統一して使
用した．
イネいもち病菌における準有性的組換の可能性に

ついては，山|崎・新関('１')が最初に見いだしている
すなわち，本菌が実験室内で準有性的生活環を持つ
こ と を 確 認 し ， そ の 生 活 環 が l ) 菌 糸 融 合
( A n a s t o m o s i s ) に よ る ２ 核 共 存 体 形 成
(Heterokaryosis),２)２核融合による複相核形成
(D ip l o i d i z a t i on ) ,３ )体細胞組換(Somat i c
recombination)による遺伝的組換型の形成，の３段
階からなると考えている．これに関連した報告は多
くなされており,GenovesiandMagill('9)は紫外線照
射処理により作製した２つの栄養要求株を用いて，
培地上で２核共存体を形成させ，得られた分生子由
来の栄養要求性マーカーを調べた結果，母菌の栄養
要求性に関してほとんど全ての組み合わせの組換型
(Recombinant)を確認している.Fatemiand
Nelson('5)も同様に，イネ菌株間の対|時培養により
母菌と同じ菌糸の形状・色を有するものの他に母菌
間の中間型の性質を示す菌株を得ている生井・山
中(57)は，病原性の異なる２菌株の対|時培養および
対l1時接種（イネ葉身上の２箇所にそれぞれの菌株を
パンチ接種する方法）を行い，両母菌と異なる菌鐺
の特徴を示す部位からの単胞子分離菌から，両母菌
の病原性を併せ持つ病原性変異菌を得て，準有性的
組換により生じたと考えられるとしている．しかし，
以上の研究は，倣密にはイネいもち病菌が準有性的
に遺伝的組換を起こしていることを状況証拠として
挙げて論述しているに過ぎず，直接的に証明してい
るものではない．
このように，イネいもち病菌は異なる病原性の株

が共存する条件下では準有性的組換により，母菌の
イネ品種に対する病原性等の遺伝形質の組換型(菌）
を生じ，母菌の病原性を併せ持つ新レースが出現す
る可能性がある.""eﾉgi"z応属菌などでは準有性的
組換菌が有性世代と同様の遺伝様式をとることが報
告されていることから，イネいもち病菌の準有性的
組換菌でも4qpeﾉg"“属菌等と同様に交配型や品種
に対する病原性等の遺伝形質が有性世代と同様の遺
伝様式をとる可能性も考えられる．しかし，これま
で，イネいもち病菌の準有性的組換菌の遺伝形質の
分離比に関する研究は行われていない

菌類の核数や核相は，菌の増殖に深く関わってい
る．すなわち,1細胞に遺伝的に異なる多数の核が
共存している菌よりも遺伝的に同一の単相
(Haploid)で単核の菌の方が，遺伝的に同質で安定
的に増殖すると考えられるイネいもち病菌の核
学的研究は,１９５０年代より行われ，山崎('０９110)は
主にDeLamatel･法を用いて核染色を行った結果，分
生子，菌糸および分生子柄のいずれの細胞において
単核であると報告した．これに対し，鈴木(87.88)は
ヘマトキシリン染色液,Feulgen染色液およびHCl-
Giemsa液等によって核染色を行い，菌糸および分
生子の細胞は多核であり,1細胞当たり平均４-５個
の核を有すると報告した．しかしながら水沢(45)，
堀野・赤井(26),WuandTbao(I0I),Hashiokae/q/.(22),
Hashiokerq/.(23)は電子顕微鏡観察により菌糸，分
生子および分生子柄の細胞はｌ細胞ｌ核であること
を示し，現在ではイネいもち病菌は菌糸および分生
子の細胞においても１細胞に１核の単核であるとさ
れている．
また，出中･l1l崎(92)はイネ菌の国内外８菌系の

菌糸と分生子の核のDNA鉱について顕微分光光度
計を用いて２波長法により測定した．その結果，分
生子の核は単相であり，菌糸の核は大多数が単相核
であることを報告した．以上の研究より，現在はイ
ネいもち病菌の菌糸，分生子および分生子柄の細胞
における核数と核相は単核・単相とされている．し
かし，イネいもち病菌の準有性的組換菌の核数およ
び核相については，山崎・新関(lll)や斉藤・藤(8'）
が単核・単相を示唆しているが，その詳細は必ずし
も明らかでなく，これらを明らかにすることは，準
有性的組換菌の遺伝的安定性を理解する上でも重要
と考えられる．
一般に菌獺の染色体の多くは，微小であるため観

察するのが困難であるが，パルスフィールドゲル電
気泳動法(PFGE:PulsedFieldGelElectrophoresis)を
用いて染色体をバンドとしてとらえることができ
る．それらのバンドパターンは核型(Karyotype)
と呼ばれ，イネいもち病菌においても他の菌類と同
様に解析が行われている(69,85,86,91).しかし，イネ
いもち病菌の準有性的組換菌の核型解析はこれまで
に行われていない．準有性的組換により核型の多型
が出現するのか，それとも有性生殖と同様の遺伝様
式を示すのかを明らかにすることは，病原性変異菌
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本論文のとりまとめに際して，筑波大学大学院生
命環境科学研究科教授・柿嶌眞博士には，全般にわ
たって懇切な御指導・御助言をいただいた．衷心よ
り感謝の意を表する．また，山形大学農学部食料生
命環境学科教授・生井恒雄博士からは，イネいもち
病菌の準有性的組換，筑波大学大学院生命環境科学
研究科教授・奥野員敏博士からは，イネいもち病抵
抗性，筑波大学連携大学院教授（独立行政法人農業
環境技術研究所生物生態機能研究領域）石井英夫博
士からは，イネいもち病菌の生理・生態ならびに筑
波大学大学院生命環境科学研究科准教授・山岡裕一
博士からは，いもち病菌の遺伝・生態に関してそれ
ぞれ丁寧な御指導・御助言をいただいた．これらの
方々に深く感謝申し上げる．
元独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構

中央農業総合研究センター藤田佳克博士（現，日本
大学生物資源科学部植物資源科学科）には，本研究
の端緒を与えられ，研究の実施および取りまとめに
あたり終始御指導をいただき，同センター安田伸子
氏には，研究の過程で数々の御指導と御助言をいた
だいたまた、独立行政法人農業環境技術研究所對
馬誠也博士，吉田重信博士ならびに旧北陸農業試験
場病害研究室中島俊彦博士，荒井治喜氏および森脇
丈治博士には本研究の御支援･御鞭燵をいただいた．
明治製菓・橘邦隆博士ならびに東京理科大学理工

学部応用生物科学科教授・鎌倉高志博士からは，薬
剤耐性プラスミドを分譲していただいた．また，独
立行政法人農業生物資源研究所･林長生博士からは，
イネいもち病菌株を分譲していただき，北海道大学
大学院農学研究科准教授・曾根輝雄博士からは，パ
ルスフィールドゲル電気泳動法を御教示していただ
いた．
さらに，独立行政法人農業・食品産業技術総合研

究機構中央農業総合研究センター北陸研究センター
業務第４科職員各位ならびに同センター旧病害研究
室加藤美千子氏および増田之穂氏からは，圃場試験
を遂行するにあたり，多大なご協力をいただいた
ここに記して，各位に深く感謝の意を表する．

の出現機構を解明する手がかりとなると考えられ
る．
イネいもち病菌の圃塲におけるレース構成は，栽

培品種の持つ真性抵抗性遺伝子の種類と品種の栽培
面積率などに影響され，最終的には，相対的な生存
力の優るレースが優勢となることは一般的現象であ
る(30)．これは，菌株間の病原力の差等総合的な競
合力の差に起因していると解釈されている場合もあ
る(30)．一方，イネいもち病菌の病原力には様々な
評価法が存在し,明確な基準となるものがなかった．
そうした中，生井らは，いもち病菌株間の病原力を
相対的に数値で評価する指標として,罹病型病斑数，
罹病型病斑形成率，パンチ接種による病斑面積およ
びその単位面積当たりの分生子数，の４項目を提案
し，準有性的組換菌と考えられる各菌株の病原力も
評価している(５３)その結果，母菌株の病原性を併
せ持った病原性の||府の広い準有性的組換菌と考えら
れる菌株は単位面積あたりの胞子形成数で劣ること
を示した．しかしながら，実際に圃場で準有性的組
換菌と考えられる菌株を導入した場合の病原力に関
する報告はない．
本研究は，以上のような背景のもと,1996年か

ら2004年に北陸農業試験場（新潟県上越市）（現，
中央農業総合研究センター北陸研究センター）で
行った．研究成果の一部は学会誌および機関誌で発
表したが(64｡“"),ここにこれらをまとめて報告する．
本前文は以下の４章からなる．第II章では，準有

性的組換により遺伝的組換が行われることを薬剤耐
性遺伝子を利用して証明した．第Ⅲ章では，準有性
的組換菌の核数と核相を調べ，その遮伝的安定性を
考察した．第Ⅳ章では，準有性的組換菌の病原性，
交配型および核型の分離比を有性生殖におけるそれ
らの分離比と比較し，準有性的組換菌の遺伝形質の
遺伝様式を明らかにした．第Ｖ章では，準有性的組
換菌のレースの安定性と病原力（病斑長と胞子形成
数）及び準有性的組換菌によるl劇場における発病を
母菌のそれらと比較した．
なお，本論文は，著者が筑波大学へ提出した学位

論文を加筆修正したものである．
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Ⅱ“準有性による這伝的組換の証明
ｂイネいもち病菌への遺伝子導入(REMI法）

いもち病菌のプロトプラストの調製は，
Novozyme234を用いてYeltonαα/､II5)の方法に準
じて行った.いもち病菌株Y90-71と3514-R-2を各々
30mlの酵母エキス液体培地(yeastextract,５９/L)で
25℃，３～７日間前培養後，シャーレに移し,２５ml
の酵母エキス液体培地を加え２５℃で２日間培養し
た．培養後。ブッフナー漏斗で濾過して菌糸を回収
し，これを滅菌水で洗浄後,５０mlポリプロピレン
遠心管巾で１Mソルビトール溶液に懸濁した．この
菌糸懸濁液をフィルター濾過したNovozyme234("
体新鮮重lg当たり２0mg)と,１Mソルビ1,-ル溶
液を３０mlになるよう加えた溶液と穏やかに混合し，
室温で６０～９０分間培養後，ガーゼとナイロンメッ
シュで濾過し，プロトプラスト懸濁液を調製した．
この懸濁液を新しい５0mlポリプロピレン遠心管に
移し３０００×９,４℃で１０分間遠心し，沈殿を１M
ソルビトール溶液で洗浄後,STC-50(20%sLlcrose,
50mMTris-HCI[pH7.5],５０mMCaCl2)でプロトプラ
スト濃度が４．０×１０７個/mlになるように洲整して
プロトプラス|､懸濁液を得た．形質転換はKimura
eraﾉ．(33)の方法に準じて行ったすなわち，形質転
換前にpBARKSIは制限酵素EcoRI(宝酒造株式会
社,大津）で,pBF101は職"ｄⅢ（宝酒造株式会社，
大津）で各々処理し，得られた直鎖状のプラスミド
溶液(２５"g/ml)0.2mlをいもち病菌株の各プロト
プラスト溶液0.8mlと混合した．そして，この混合
液に２mlのポリエチレングリコール(PEG)溶液
(60%w/vPEG４000,50mMCaCl２,10mMTris-
HCl[pH7.5])を滴下して混和後，室温で２０分間静置
した．その後,STC-50でこの混合液を１０倍希釈し，
室温で３０００×g,1０分間遠心し，得られた沈殿を
STC-50で洗浄し,PEG溶液を除去後lOm lの
YGl/2SC培地(0.5%w/vyeastextract,２.０%w/vグル
コース,０.６Mソノレビトール,２５mMCaCI2)を加え
懸濁した．なお，安定した形質転換体を選抜するた
め，直径１００mmのコラーゲンコートシャーレに５,
１０あるいは２０"lのプロトプラスI､懸濁液と１０ml
の新しいYGI/2SC培地を加え,２８℃で３時間培養
した．また,Y90-71ではI司様に，ビアラフオス２０0
似g/mlを,3514-R-2ではブラストサイジンS５0"

子のう菌類，担子菌類や不完全菌類では，有性生
殖以外の手段でも遺伝的組換を起こすことが可能と
され，その手段の一つとして準有性的組換が報告さ
れている(19.40,74,78.籾､l12).イネいもち病菌の準有
性的組換は山崎・新関(III)により初めて報告された．
その後，これに関する報告は増え，準有性的組換に
より遺伝的組換が生じ，病原性変異菌が出現する可
能性を指摘する報告がある(9･12'13'19｡57･102li7).そ
してこれまでに栄養要求性，硫化水素発生能や硫酸
銅耐性をマーカーとして，あるいは反復配列を用い
たDNAフィンガープリンティングやRFLP解析を
行い，準有性による遺伝的組換の証明が試みられて
きた(ll1･117).しかし，突然変異により変化する可能
性のある栄養要求性や反復配列によるフィンガープ
リン1,は，準有性的組換による遺伝的組換の-|･分な
証明方法とは言えない．
そこで，本章では，突然変異により生じることの

ないマーカーとしてイネいもち描菌が本来有してい
ない外来遺伝子（薬剤ili州悩伝子プラスミド）をイ
ネいもち病菌に導入した菌株同士を混合培養し，そ
の混合培養液を薬剤添加培地に移し，２剤耐性のコ
ロニーを選抜し，そのコロニーから胞子形成させ，
単胞子分離し，その分離株における導入遺伝子の確
認により,準有性による遺伝的組換の証明を試みた．

１．導入薬剤耐性這伝子を用いた証明
１）材料および方法
ａ菌株

１９９０年に中国雲南省において分離されたいもち
病菌株Y90-71(MATl-l,レース１０２)にビアラフオ
ス|耐性遺伝子(6"｡)を含むプラスミド(PBARKSI)(73)
をREMI法（後述）により導入し，ビアラフオス耐
性菌株(Y90-71BI)を作出したまた，中国雲南省
で分離されたイネいもち病菌株CHINOS37-1-3
(レース136)と南米で分離されたイネいもち病菌
株FR-10(レース136)の交配後代である3514-R-２
(MAT1-2,レース136)に，ブラストサイジンＳ耐性
遺伝子(BSD)を含むプラスミド(pBFIO1)を導
入し(ﾖ4),ブラストサイジンＳ耐性菌株(3514-R-2BS)
を作出した．本試験には，イネいもち病菌Y90-
71BIと3514-R-2BSを供試した．
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56℃,1５分間静置した．抽出液と等量のクロロホル
ム／イソアミルアルコール(24:１v/v)を加えて反転
混和し，室温で18,700×９,２０分間の遠心分離後，
得られた上清に1/１０瞳の１０%CTABを加え混和し，
再び等量のクロロホルム：イソアミルアルコール
(24:1v/v)を加えて反転混和し，室温で18,700×９,
２０分間遠心分離し，得られた上清にｌ５倍量の
CTAB沈殿バッファー(5gCTAB,２５mllMTifis-HCl
[pH8.0],１０m10.5MEDTA/500ml)を完全に混和し，
３０分間，室温で静置後，室温で18,700×９,２０分
間遠心分離し,RNaseA溶液（ニッポンジーン，東
京)２５"1を含むlMNaCl4mlに沈殿を溶解後に，
56℃で３0分間静置したその後２倍量の１００%=
タノールを加えて遠心分離後,沈殿を７０％エタノー
ルで洗浄して４mlのTEバッファー(10mMTris-
HCl[pH8.0],lmMEDTA[pH8.01)に溶解し,DNA
を抽出した.DNAの漉度は分光光度計を用いて測
定した.DNAは制限酵素EcoRIで消化後,0.7%ア
ガロースゲルを用いて電気泳動し，ナイロン膜
Hybond-N+(Amersham,Buckinghamshire,UK)に転
写し固定した．サザンハイブリダイゼーション解析
はECLDirectNucleicAcidLabeling/Detection
System(ECLSystem:Amel･sham,Buckinghamshire,
UK)を用いて，プロトコルに従い実施した．すなわ
ち,DNAを固定したナイロン膜は標識プローブと
5％のBlockingreagent(ECLsystemに付属）と0.5M
NaCIを含むハイブリダイゼーションバッファー
(ECLSystemに付属）中で４２℃,1６時間でハイブ
リダイゼーションを行った．その後ナイロン膜を１
次洗浄バッファー(６M尿酸,0 .4%SDS,０5X
SSC)中で42℃,２０分間で２回,続いて２次洗浄バツ
フアー（２×SSC)を用いて室温で５分間,２回洗
浄した.DetectionreagentlとDetectionreagent2の
等量混合液を，ナイロン膜lcm２当たり0.125ml添
加し，室温で１分間放蔵した後，暗黒下で，
HyperlilmECL(Amersham,Buckinghamshire,UK)を
ナイロン膜に載せ，室温で１時間露光後、現像した．

g/mlを培地に加え,２日間培養した培養|刑始３日
後にYG培地を交換し,Y90-71ではビアラフオス(最
終泄度800"g/ml),3514-R-2ではプラス1,サイジ
ンS(最終渡度:100"g/ml)をさらに加え，その
後３～５日間培養し，薬剤に対して耐性を示すコロ
ニーをピンセットで拾い,PDA選択培地(Y90-71
にはビアラフオスを８0０"g/ml,3514-R-2にはブ
ラストサイジンS100"g/mlを各々添加)で培養し，
生育が確認された菌株をショ糖添加オー1､ミール寒
天培地（オートミール５０９,ショ糖２０９,寒天
15g/L)に移し，単胞子分離後保存した．得られた
各菌株についてはサザンハイブリダイゼーション解
析を行い，各遺伝子の導入が確認されたものをそれ
ぞれY90-71BI,3514-R-2BSと名付けた

ｃ混合培養
PSA培地（ジャガイモ煎汁(水1Lに２００９のジャ

ガイモを煮出した液を猫過したもの)２０m１．ショ
糖２０９,寒天189/L)に菌株Y90-7 IB Iと菌株
3514-R-2BSを別個に移植し,２５℃で３～７１ｊ間前
培養を行った．その後２菌株の生育旺磯な菌叢片を
酵母エキス液体培地に移植し，２５℃で７日間混合培
養した．ショ糖添加オートミール寒天培地に菌体を
含む混合培養液を移し，２５℃で７日間培養した培
養後に伸長した菌糸片をビアラフォス(800"g/ml)
とブラストサイジンS(100"g/ml)を加えたPDA
培地に移植し，さらに２５℃で５日間培養した．本
培地上で生育した菌株のコロニーをショ糖添加オー
I､ミール寒天培地上に移植し，分生子を形成させ，
単胞子分離後サザンハイブリダイゼーション解析を
行い，導入したそれぞれの薬剤耐性遺伝子の存在を
確認した．

dDNAの抽出とサザンハイブリダイゼー
ション解析

PSA培地に移植し,２５℃で３～７日間前培養を
行った．培養後，生育旺盛な菌叢片を切り取り，
30mlの酵母エキス液体培地に移植し,７に111M振と
う培養した後，菌体を施紙(No.２,アドバンテツク，
東京）を用いて回収した．菌体(0.29)に液体窒素を
加え乳鉢で磨砕し,４mlの１.５×CTABバッファー
(7.5gCTAB,３７.５mllM'ITis-HCI[pH80],1５ml０.５
MEDTA,105mlNaCl/５００ml)を加え反転混和し，

２）結果
Y90-71BIと3514-R-2BSの２菌株の混合培養によ

り，ビアラフォスとブラストサイジンｓの両薬剤
に対して耐性を示す計302菌株(BISI～BIS302と
呼称）が得られた.BIS３～BIS302について写真で
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示していないが,両薬剤に対して耐性を示す菌株は，
それぞれPDA培地およびPDA選択培地上では，
BIS2の様に混合培養に用いた母菌の一つである
Y90-71BIと同様の白色の菌叢を示すもの（図l),
また，他方の母菌3514-R-2BSと同様の灰色，ある
いはこれらの２菌株の中間色やBISlの様に黒色の
菌叢を示すもの（図l)などが見られた．このうち
49菌株は，ビアラフォス耐性過伝子とプラス1､サ
イジンＳ耐性遺伝子を共に有することがサザンハ
イブリダイゼーション解析により確認された．すな
わち,pBARKSIの約280bp断片をプローブとして
用いた結果,４kbpから２３kbp付近にY90-71BIでは
6本,BISl ,BIS２,BIS３では４本のバンドが検出
された（図２-A).また,pBF101の約500bp断片
をプローブとして用いた結果,3514-R-2BSとBIS１,
BIS２,BIS３に約500bp付近に１本のバンドが検出
された（図２-B)．しかし，残りの２５３菌株では
ビアラフォス耐性遺伝子あるいはブラストサイジン
Ｓ耐性遺伝子のいずれか一方のみが確認された

病菌の異なる菌株が準有性的組換を起こし，その結
果として遺伝的組換が起こったことが強く示唆され
た．イネいもち病菌は有性生殖に加え，準有性的組
換によっても様々な環境に適応する新しい変異菌を
出現させている可能性が示唆された．
得られた２剤耐性菌の約８５％はビアラフオス耐

性辿伝子かブラストサイジンＳ耐性遺伝子のどち
らかの辿伝ｆのみが検Illされた．このことから，こ
れらの２WIIIIN性菌は混合培養に用いたY90-71BIが
ブラストサイジンｓに対する耐性を，あるいは
3514-R-2BSがビアラフオスに対する耐性を突然変
異により狸得したと考えられた．ブラストサイジン
Ｓは１９６２年にイネいもち病菌用に使用された農薬
の原体（2004年３月農薬登録抹消）であり，圃場
においていもち病防除薬剤として使用されていた
この農薬に耐性を示す変異菌が実験室的に分離され
た例は既に報告されている(９３)ものの，除草剤の原
体であるビアラフオスに対して圃場条件下で耐性を
示すイネいもち病菌は知られていない．しかしなが
ら，イネいもち病菌の薬剤耐性菌に関する報告は多
く，その例としては，イネいもち病の防除薬剤とし
て全国で広く使用されているカスガマイシンでは，
イネいもち病菌の薬剤耐性菌が実験室的に獲得でき
ることが報告され(68,”)，その後1971年に山形県庄
内地方でカスガマイシンの防除効果の低下が確認さ
れ，カスガマイシン耐性菌が報告されている(")．
また，シタロン脱水酵素阻害型メラニン合成阻害剤
(MBl-D剤）に対する耐性菌の出現が報告されてい
る(１０７).これらのことから，準有性的組換菌の選抜
を薬剤耐性のみで行った場合，突然変異菌を選抜し
てしまう危'脆性がある．そこで，本研究では，薬剤
耐性だけでなく，サザンハイブリダイゼーションで
2つの異なる薬剤耐性遺伝子を有することを確認し
た鮒株のみを準有性的組換菌として選抜をした．
ビアラフォス耐性辿伝子をプローブとしたサザン

ハイブリダイゼーシヨンの結果,Y90-71BIには６
本バンドが見られた（図２-A)遺伝子導入に用
いたpBARKSlはEcoRIサイトが１ヶ所である．こ
れらのことよりおそらくビアラフォス耐性遺伝子は
Y90-71BIに６コピー存在する可能性が考えられた.
2剤耐性菌の３菌株は４本のバンドが見られ，ビア
ラフォス耐性遺伝子を４コピー有すると考えられ
る．母菌と比較してビアラフォス耐性遺伝子の数が

２ ． 考 察
本試験では，ビアラフォスとブラストサイジンＳ

の両薬剤を含む培地で２剤に対して耐性を示すコロ
ニーを分離し，その後，単胞子分離を行い，２剤耐
性菌を分離した．このため，得られた２剤耐性菌は
母菌の混合菌ではない．また，培養中に有性生殖器
官（子のう殻）の形成が見られていないことから有
性生殖により２剤耐性菌が生じた可能性も考えられ
ない．２剤耐性菌で異なる薬剤耐性遺伝子を有して
いる菌株は，どちらかの母菌の突然変異菌であるこ
とはない．本研究では，混合培養により準有性的組
換菌の作出を試みたため，準有性的組換過程（菌糸
融合-2核共存体形成一核融合による複相核形成一複
相核の単相化一%|||胞分裂）は直接観察していない．
しかしながら，準有性的組換過程（菌糸融合から複
相核形成まで）が蛍光顕微鏡下で観察されているこ
と(８1)や栄養要求性の異なる２菌株の対1時培養の菌
叢より２核共存体あるいは複相核と考えられる菌株
が単菌糸分離されていること(12)等のこれまでの報
告を総合的に判断すると本研究においても，培養中
に準有性的組換の過程が起こり準有性的組換菌が生
じたと考えられる．本章では，両薬剤耐性遺伝子を
持つ菌株が４９菌株検出できたことからイネいもち つ
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VCG(菌糸融合群）が知られている(9).斉藤ら(63)の
報告では，日本産菌株間での菌糸融合の際に細胞死
が観察されていないことから，日本産菌株の多くは
同一の菌糸融合群に属し，いずれの組み合せにおい
ても菌糸融合が可能と考えられる．本研究で用いた
菌株は，中国産あるいは南米産であったが，準有性
的組換が起こったことを強く示唆する菌株が分離さ
れたことから，このように地理的にも離れている菌
株でも同一菌糸融合群に属していると推察される．
また，斉藤ら(63)は，植物体の病斑より分離直後の
方が，長期間保存した菌株より，菌糸融合が起こり
やすいと報告している．さらに，｜司一の菌株由来の
単胞子分離菌株間では高頻度に菌糸融合が見られる
が，異なる菌株間では低頻度であるという報告があ
る(19,111)など菌糸融合の成立条件については不明な
点が多い．さらに，菌糸融合は生じても，２核共存
後に体細胞組換により生じた菌が何らかの理由によ
り生育不能になる可能性も考えられる．このことか
ら，準有性的組換の成立に関与する菌株の条件につ

減少したのは，準有性的組換により失ったと考えら
れる．また,ブラストサイジンｓ耐性遺伝子をプロー
ブとして用いたサザンハイブリダイゼーシヨンの結
果3514-R-2BSおよび２剤耐性菌では１本のバンド
見られた．遺伝子導入に用いたpBF101はEcoRIサ
イトが２ケ所ありブラストサイジンＳ耐性遺伝子
はその酵素で切り出されてしまう．ゲノムDNAを
制限酵素此oRIで処理しており，ブラストサイジ
ンＳ耐性遺伝子はその酵素で切り出されてしまう．
そのため，導入されたブラストサイジンｓ耐性遺
伝子のコピー数に関わらず,１本のバンドとして見
られると考えられる.3514-R-2BSおよび２剤耐性
菌のブラストサイジンＳ耐性遺伝子のコピー数を
確認するためには，他の制限酵素を用いる必要があ
るが，今回は検討しなかった．
準有性的組換が起こるためには，混合培養に用い

る菌株同士の組み合せが重要であることが知られて
いる．なぜなら，準有性的組換の第一段階である菌
糸棚I合は，菌糸融合可能な菌の組み合わせでないと
起こらないからである．イネいもち病菌には いては，今後明らかにしていく必要がある
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D:ビアラフオス(800"gAnl)とブラストサイジンＳ
(100"g/ml)添加PDA培地．

l:Y90-7IBI(母菌）
２:3514-R-2BS(母菌）．
３:BISI(2剤耐性菌).
４:BIS２(２刑耐性閑）々
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図２ビアラフオス耐性菌株(YSO-71BI)とブラストサイジンＳ耐性菌株(３５１4-R-2BS)の混合培養で
得られた２剤耐性菌株(BIS1,BIS2,BIS3)のサザン解析

il2)Aはビアラフオス耐性遺伝子.BはブラストサイジンＳ遺伝子をプローブに川いた．

Ⅲ準有性的組換菌の核数および核相

1.DAPI染色法による核観察
1）材料および方法

イネいもち病菌の属する子のう菌類には,1つの
細胞に１つの核を有する単核の菌と，複数の核を持
つ多核の菌が存在する．また，菌糸と分生子で核数
が異なる菌も存在する．しかし，イネいもち病菌の
菌糸，分生子，分生子柄など細胞における核数およ
び核相についてはこれまでの報告(22,232‘'4592'101）
により，単核で単相であるとされている
イネいもち病菌の準有性的組換菌の核数および核

相については，山崎・新関(111)がイネいもち瓶菌の
菌糸融合における核行動をHCI-Giemsa法で，斉藤・
加藤(80)がDAPI(6-diamine-2-phenylindole)染色に
より観察し，菌糸融合後に核が移動し，２核が融合
する様子を観察し，２倍核を形成していることを報
告している．しかし，単胞子分離菌由来の準有性的
組換菌と考えられる菌株の核数および核相の決定は
行われていない．
そこで，イネいもち病菌の準有性的組換による変

異機櫛および準有性的組換菌の遺伝的安定性につい
て理解を深めるため，本章では,Felllgell染色法や
HCI-Giemsa法より簡便で，的確に核染色を行うこ
とができるDAPI染色により準有性的組換菌の菌糸
および分生子のｌ細胞当たりの核数の決定を試み
た．また，核相については，植物や動物細胞の核相
決定に用いられているフローサイトメトリーを用い
て準有性的組換菌の菌糸の核相の決定を試みた．

Y90-71BI(母菌),3514-R-2BS(母菌),BIS２(準
有性的組換菌）をショ糖添加オートミール寒天培地
で２６℃,１1～１２日間培養し，培養菌叢表面を水彩
画用の平筆８号（サクラクレパス，大阪）でブラッ
シング後，回収した気中菌糸を蒸留水で懸濁し，
DAPI染色に用いた．また，気中菌糸を回収後，培
養菌叢を２１℃で蛍光灯(18W)下で３～４日培養し，
分生子を形成させた．分生子は蒸留水に懸濁後，遠
心分離（3000×９,１０分間）し,10７個/mlに調製
したそれぞれの試料ｌ似ｌに対してDAPI染色液(1
"g/mlDAPI,VectashieldVectorLaboratories,
Burlingame,CA)９"lを加えて混合し,1０分間室
温で静置後，スライドグラスに滴下し，カバーグラ
スをかけて蛍光顕微鏡下で観察した．

２）結果
準有性的組換菌の気中菌糸をDAPI染色し，蛍光

顕微鏡下で観察した結果，菌糸直径が細いため個々
の細胞が小さく,1細胞ごとの核を計測するのは困
難であった．しかし，分生子をDAPI染色した結果
では，細胞あたりの核が明瞭に観察された．成熟し
た分生子は３細胞からなるが,1分生子に３個の核
が観察され、ｌ細胞にｌ核が存在した（図３)１分
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ることが明らかになった．また，準有性的組換菌菌
株の菌糸の核相はフローサイトメトリー解析によ
り，単相であると考えられた．
また，本試験で用いた準有性的組換菌菌株の分生

子のDAPI染色による観察では，核の染色体の大き
さが母菌のそれとほぼ同等であった（図３）．この
ことから，これらの準有性的組換菌菌株は，両母菌
同様，菌糸および分生子細胞いずれも単核・単相で
あると推測できる．
前章で示した様に本試験で用いた準有性的組換菌

菌株は導入した２種のマーカー遺伝子を有する．ま
た，今回の試験でこれらはいずれも単核・単相であ
ることが確認されたこれらのことから，本研究で
用いた菌株が準有性的組換によって生じたことが改
めて証明された．
これまでに，準有性的組換における核の挙動は，

①単核で単相@')の核が菌糸融合により２核共存体
形成n+n,②核融合による２倍体(2'')の形成，③複
相の菌糸一複相の分生子一複相の菌糸形成の繰り返
しによる，増殖（この間に体細胞組換)，④染色体
不分離等による核の単相化と考えられている．この
うちイネいもち病菌において確認されているのは，
①，②と複相の菌糸までである(１２･63'1II).複相の分
生子が不安定なのか，それとも存在しないのか明ら
かではないが，複相の分生子の分離に成功したとい
う報告がないことから，イネいもち病菌の準有性的
組換過程で形成されると考えられる複相の分生子は
生存に不利で，生き残りにくい，あるいは形成され
ない可能性が考えらる．また，準有性的組換過程に
おける複相核の分生子形成様式については今後の課
題であり，イネいもち病菌の菌糸融合から分生子形
成に至るまでの準有性的組換過程の核相の変化を縦
時的に観察することが必要である．
なお，多核で核が遺伝的に異なる（ヘテロカリオ

ン）菌株や，核相が倍数体の菌は変異菌を生じる可
能性が高いことが知られているが，本試験の準有性
的組換菌株はいずれも単核･単相であったことから，
組換を起こさないときには過伝的に安定しているも
のと考えられる

生子に２核のものも時折みられたが，それらの分生
子は大きさが小さく未熟な胞子であり，隔壁も１つ
あるいははっきりと分からなかった．これらの分生
子は未分化の胞子であると考えられた．このことか
ら，準有性的組換菌の分生子は母菌と同様に１細胞
当たり１核であることが確認された．

２．フローサイトメトリーによる核相
の決定

１）材料および方法
Y90-71BI(母菌),3514-R-2BS(母菌),BISl(準

有性的組換菌),BISl32(準有性的組換菌）と
BIS209(準有性的組換菌）の菌糸のプロトプラス
トを前章と同様の方法により調製後回収し，これに
植物DNA解析用Partechighresolutionstaining
kit(PartecGmbH,Germany)のＡ溶液を０.2ml加えた
後,３０"mのmeshfilterで反応液をフィルター濾
過し,1.5mlのＢ溶液を加えた．直ちに核DNAの
蛍光強度をPartecPAフローサイトメーターにより
測定し,母菌と準有性的組換菌の倍数性を比較した．

２）結果
供試した母菌と準有性的組換菌のフローサイトメ

トリーによって得られたヒストグラムに，大きな違
いなく，ほぼ同じ形状であった．それぞれの菌株の
蛍光強度のピークは２つ見られた．第１のピークは
１倍体であり，第２のピークはG２期のDNA量が
倍化した細胞であることを示しているが，第１の
ピークの蛍光強度はY90-71BI,3514-R-2BS,BIS1,
BIS１３２,BIS209でそれぞれ,65.2,67.6,61.7,61.9,
64.9であった（図４)．また，第２のピークの蛍光
強度はそれぞれ121.9,123.9,118.3,117.0,119.3で
あり（図４)，両ピークとも菌株間で明瞭な差異は
認められず，いずれの菌株も単相(n)であると判
断された．

ａ 考 察
本研究により生じた準有性的組換菌菌株の菌糸の

核数をDAPI染色により計測することはできなかっ
たが，分生子細胞は同染色による観察から単核であ
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Ⅳ準有性的組換菌の病原性,交配型および核型の分離
るにもかかわらず(５０'57'71'80'81),詳細な遺伝解析は
行われていなかった．その理由として，イネ品種あ
るいは系統の持ついもち病抵抗性遺伝子に対する病
原菌の非病原性遺伝子の同定のために，交配可能で
かつ十分な交配後代を得られる菌株の組み合わせが
必要であったこと，遺伝解析に用いるための準有性
的組換菌を得るのが困難であったことが挙げられ
る．そこで前章で得られた準有性的組換菌について
病原性の遺伝解析を試みた．なお，これらの母菌の
一つであるY90-71BIの元菌Y90-71は非病原性遺
伝子4w-HQ"α〃３を有し，品種「八反３号」に対し
ては非病原性を示し，いもち病抵抗性遺伝子Ｐ〃を
有するイネ系統「K59-l」に対しては病原性を示す．
もう一方の母菌である3514-R-2BSの元菌3514-R-２

FIoIJI6)によりアマのさび病に関して報告された抵
抗性遺伝子と非病原性遺伝子が特異的に対応する
｢遺伝子対遺伝子関係」(Genefbrgenerelationship)
は，イネのいもち病抵抗性遺伝子といもち病菌の非
病原性遺伝子との間にも見られる(36)以前はイネ
いもち病菌同士の交配系が確立されていなかったた
め，いもち病抵抗性遺伝子に対する非病原性遺伝子
の解析は進まなかったしかしながらGuy l lなど
の稔性の高いイネいもち病菌が発見されて以来，遺
伝解析が可能になり，イネのいもち病抵抗性遺伝子
に対するいもち病菌の非病原性遺伝子の研究が進展
した．
一方，イネいもち病菌の準有性的組換により生じ

たと推定される菌については，多くの関連報告があ
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染色体DNAのサイズおよび数に著しい多型を示し
た.DNAの欠失，増幅，転座などが多型をもたら
す要因と考えられる一般に多型を示すものでも比
較的大きいサイズの染色体（常染色体）は保持され
ていて，とくに比較的小さいサイズの染色体（余剰
染色体）で多型が著しい傾向が見られる．
イネいもち病菌のPFGEによる核型解析はこれま

でに数多く報告されている(６9,８5,86,91).Talboterql.(9')
は，アメリカ合衆国で採取した様々な病原性のイネ
いもち病菌株の核型解析を行った．一方,Soneer
qj.(85'86)は日本で採取されたイネいもち病菌株の
核型解析を行い，２０以上の核型を見いだした．そ
れらの報告にはサイズが2Mb以下の余剰染色体の
多型についても報告がある．特に，生存上必須では
ないとされる余剰染色体において他の菌類と同様に
高い頻度で多型が見られる．また，無性生殖の際の
核型の変異が報告されている．これらの染色体多型
はゲノムの再編成を導き，病原性変異に関わると考
えられている．しかしながら，イネいもち病菌の準
有性的組換菌の核型解析はこれまでに行われていな
い．そこで本章では病原性および交配型の遺伝解析
に加えてPFGEによるイネいもち病菌の準有性的組
換菌，母菌および交配後代の核型解析を行い，準有
性的組換により病原性変異要因となる核型の多型が
出現するのか，それとも有性生殖と同様の核型を示
すのかを調べた．また，核型と遺伝的形質（イネ品
種に対する病原性や交配型）を調べ，イネいもち病
菌で準有性的組換により新たな母菌とは遺伝的形質
が異なる菌系が発生するかを調べた．

は非病原性遺伝子４w=P〃を有し,｢K59-l」に対し
ては非病原性であるが「八反３号」に対しては病原
性を示す.Y90-71と3514-R-2の交配後代は「八反
3号」および「K59-l」に対して非病原性：病原性
が1:lに分離することが報告されている(114).そこで，
前章で得た準有性的組換菌について「八反３号ｊお
よび「K59-l」に対する病原性の分離比を調べた．
また，準有性的組換菌の母菌であるY90-71BIと
3514-R-2BSを交配し，その後代の「八反３号」お
よび「K59-l」に対する病原性の分離も調べ，準有
性的組換菌でみられた分離比との比較及び導入した
遺伝子と非病原性遺伝子との連鎖の可能性を検証し
た．
有性世代が発見されていない不完全菌の中には，

準有性的組換によって有性生殖と同様の遺伝的組換
が生じ，栄養要求性や胞子の色などの遺伝形質に対
する遺伝子座を決定することができる(40)．しかし，
イネいもち病菌の準有性的組換菌の遺伝様式につい
ては不明な点が多く，他の糸状菌のように遺伝形質
が有性生殖と同様に分離するかどうかも不|ﾘlであ
る．そこで，本章では，次にいもち瓶菌の遺伝形質
として代表的な交配型に着|号'し，準有性的組換菌の
遺伝解析を行った．すなわち，いもち病菌の有性世
代は，メヒシバいもち病菌(ﾉ?)ﾉﾉｿc"ﾉαﾉｿαｇ'割“α)で発
見されて以降(25),オヒシバ，シコクビエ，イネ菌
などで確認されているが(31･105),いずれの菌も雌雄
異株(HeterotaliC)であり，交配型は一対の対立遺伝
子(Mq"-I,ハ"b"-2)に支配されている．そこで，準
有性的組換菌およびY90-71BIと3514-R-2BSの交
配後代について，交配型(M47Y-ﾉ,M４刀-2)(I'6)の解
析を試みた．
パルスフィールドゲル電気泳動法(PFGE)は，従

来のアガロース電気泳動では分離不可能であった長
い直鎖状DNA断片を分離，解析する目的で開発さ
れた技術である．一般に植物病原菌をはじめとする
多くの菌類の染色体は，きわめて小さく，光学顕微
鏡等で観察するのが困雌な場合が多い.PFGEを用
いることにより，染色体をアガロースゲル中にバン
ドとして検出することができる．植物揃原糸状菌に
おいては1988年にトウモロコシ黒穂病菌で最初に
行われ(32)，その後多くの植物病原菌で報告されて
いる一般に核型は生物種届に特有で正しく保存さ
れ伝達されるが，報告された植物病原菌はいずれも

１．準有性的組換菌の病原性の分離
１）材料および方法
ａ交配後代（有性世代）の単離法

イネいもち病菌の交配法と子のう胞子の単離法
は，八重樫('0刃の方法に従った.Y90-71BIと
3514-R-2BSをPSA培地上に移植し,２５℃で３～７
日間前培養を行い，生育の旺盛な菌叢片をショ糖添
加オートミール寒天培地上に数センチ離して移植
し，蛍光灯(18W)照射下で２５℃,１５～２５日間対
時培養を行った．両菌株の菌叢境界線に形成された
成熟した子のう殻を滅菌水中で破砕後，放出させた
子のう胞子をガラス棒でPDA選択培地(ビアラフォ
ス[800"g/ml]とブラストサイジンS[10011g/ml]
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を添加）上に拡げ，２６℃で２４～３６時間培養後，発
芽した単子のう胞子をニクロム線の環で培地ごと打
ち抜いてPSA斜面培地に移植し，有性生殖の交配
後代とした．

いてイネにl噴霧接種し，接種葉身に生じた病斑の病
斑型から病原性の判定を行った(113).接種試験は２
回行った．病原性の分離比の解析では，カイニ乗分
布による適合度の検定(F0.05)を行った．

２）結果
準有性的組換菌の「八反３号」に対する病原性を

調べた結果，非病原性菌株が１２菌株，病原性菌株
は３７菌株であった.X２値は12.76でＰ値は<０.０１
となり，非病原性菌株と病原性菌株の分離比はl:1
に適合しなかった（表l).一方,｢K59-l」に対する
準有性的組換菌の非病原性菌株と病原性菌株の数は
２４および２５で,X２値は０.０２でＰ値は０.８０～０.９０
となり,1:1に適合した．
次にY90-7IBIと3514-R-2BSの有性生殖による

交配後代７０菌株について「八反３号」に対する病
原性を調べた結果，非病原性菌株は２１菌株，病原
性菌株は４９菌株であり,X２値は11.20,P値は
く0.01で非病原性菌株と病原性菌株の比がl:1に適
合しなかった（表2)．一方,｢K59-l」に対する交配
後代の非病原性菌株：病原性菌株の分離は４３:27で，
同様にX２値は３.６でＰ値は０.０５～０.１０であり,l:1
に適合した．
．「八反３号」に対する病原性の分離比が，準有性

的組換菌と交配後代で適合するかX２検定を行った

ｂ病原性検定
イネいもち病菌株Y90-71BIと3514-R-2BSの混

合培養により得られた準有性的組換菌４９菌株と交
配後代７０菌株を供試した．母菌に対する抵抗性が
異なるイネ品種「八反３号」と系統「K59-1」を供
試した．「八反３号」はY90-71BIの元菌のY90-71
が持つ非病原性遺伝子"w=Pi""”〃３に対応する
Pik遺伝子座に位置するいもち病抵抗性遺伝子を有
する.｢K59-l」は，品種「K59jと品種「麗林３号」
を交配したF3世代のうち，いもち病抵抗性遺伝子
P〃を有する１系統である(114).ホーネンス培土１号
(ホーネンアグリ，長岡）を充填したシードリング
ケース（縦1５cm×横５cm×高さlOcm)にベノ
ミル（ベンレート５０％水和剤）で消毒し，催芽さ
せたイネ種子を播種し，ガラス温室内で育苗した．
病原性の判別には，４～５葉期のイネを供試した
イネいもち病菌の接種のため，ショ糖添加オー1、
ミール寒天培地上で２６℃で培養後，分生子を形成
させ，その懸濁液を常法(６刀に従い調製し，分生子
懸濁液をダイヤスプレイ（フルプラ社，東京）を用

表１イネ品種「八反３号」と系統「1<59-1」に対する準有性的組換菌の病原性の分離

X２値
１：１

P値混合培養に用いた母菌菌株数品種・系統名
Aa:VbY90-71BI３５１４-R-2BS

1 2 . 7 6 < ０ . ０ １
０.０２0 .80 -0 . 90

八反3号
K5９-１

１２:３７
２４:２５

Ｖ

Ａ

Ａ

Ｖ

注）。非病原性ｂ病原性
分離比率をl:１としてX2分布による適合度の検定(F0.05)を行った

表２イネ品種「八反３号」と系統「I<59-1」に対するYSO-71BIと3514-R-2BSの交配後代の病原性の分離

P値X２値
１：１

菌株数品種・系統名
Aa:Vb

＜０．０１
００５-０.１０

八反3号
K5９-１

1１．２０
３．６０

２１：４９
４３：２７

注)a非病原性ｂ病原性
分離比率をl1としてX2分布による適合度の検定(F0.05)を行った
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表３イネ品種「八反３号」に対する準有性的組換菌と交配後代の病原性の分離の比較

菌株数
Aa:Vb Ｘ２値ｃ P値。

準有性的組換菌
交配後代

１２:３７
２１：４９

0．４７ 0．５０-０．７０

注）融非病原性！'瓶脈性
“交配後代のJI蛎服性1W株と病臓性lW株の分離比に蛎有性的細換菌の分離が適合するかX２分布による適合度の検定("0.05)を

行った．

表４イネ系統「K59-1」に対する準有性的組換菌と交配後代の病原性の分離の比較

菌株数
Aa:Vb X２値ｃ P値．

準有性的組換菌
交配後代

２４:２５
４３:２７

1．８２ 0．１０-０．２０

注）‘非病ﾉﾙ(性胸病ｊi(性
ｃ･‘交配後代の非病ｊi(WI猟株と病原性I蜘株の分離比に難行性的組換菌の分離が適合するかX２分布による適合度の検定(FO.05)を
行った

ところ,X２値0.47,P値は０.５０～０.７０となり適
合した（表3)．同様に,｢K59- l jでも,X２値１.
８２,P値は０.１０～０．２０となり適合した（表4).

２）結果
準有性的組換菌４９菌株についてみると，混合培

養に用いた母菌Y90-71BIと同じ交配型と判定され
たMA T l - l は２１菌株であり，一方，母菌
3514-R-2BSと同じ交配型であるMATI-2は２８菌株
であった．交配型の分離がl:1に適合するかどうか
調べるためにX２検定を行ったところ,X２値は１．
００でＰ値は０．３０～０.５０となり,１:1に適合した（表
5)．また,Y90-71BIと3514-R-2BS交配後代の交配
型の分離状況を調べた結果,MATl-1は２６菌株，
MATl-2は３４菌株であった．同様に,X２値は１.
０７,P値は０．３０～０.５０となり,l:1に適合した．
準有性的組換菌の交配型の分離と交配後代の交配

型の分離が適合するかXz検定を行った結果,X２値
0.02,P値は0.95～０.９８となりl:1に適合した（表６).

２ ．準有性的組換菌の交配型の分離
１）材料および方法
交配型の検定には，交配能が高く，交配型遺伝子

M４7y-１を持つY93-164a-l(レース132)とM４TY-２
を持つY93-245c-2(レース137)を用いた．両菌株は
1993年に中国の雲南省で分離されたもので，イネ
に病原性のある菌株である．以上の検定用２菌株と
準有性的組換菌49菌株および交配後代60菌株を用
いて組み合わせ，対1時培養し，どちらの検定用菌株
との菌叢境界線に子のう殻を形成するか調査し，交
配型を決定した

表５準有性的組換菌と交配後代の交配型の分離

菌株数 Ｘ２値
１:1

P値
MAT１-１:MAT1-２

準有性的組換菌
交配後代

２1:２８
２６:３４

1.００
１.０７

０

０

５

５

●

■

０

０

’
-

０

０

３

３

■

●

０

０

注）分離比率をl:1としてX２分Ⅲ『による適合度の検定(ら0.05)を行った
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表６準有性的組換菌と交配後代の交配型の分離の比較

菌株数
MAT1-1:MAT１-２%２値｡Ｐ値ｂ

準有性的組換菌
交配後代

２１:２８
２６:３４

0.０２０.９５-０.９８

注）患b交配後代の交配咽の分離比に郡櫛性的細換繭の分離が適合するかXz分術による適合度の検定(J>0.05)を行った

３．パルスフィールドゲル電気泳動法
による核型解析

１）材料および方法
母菌のY90-71BI,3514-R-2BSと準有性的組換菌

３５菌株，交配後代1９菌株を用い,Yeltone/qj．（'1s）
の方法により，プロトプラストを調製し，0.7％ソ
ルビトールで約５×１０８個/mlの臘度に調整した．
プロトプラスト懸濁液と１％低融点アガロース
(0.7%ソルビトール,0.125MEDTA:pH７.5)とを等
量混合し，サンプルモールド（デイスポーザブルプ
ラグモールド,Bio-RadLaboratories,CA,USA)に
注入し，ゲル化した．このサンプルゲルブロックを
細胞溶解および除タンパク処理液(0.01MTi･is-
HCl[pH7.5],0.5MEDTA[pH8.01,１%Lauroyl
sarcosine,1mg/mlプロテナーゼK)に浸し,５０℃で
２４時間ゆっくりと振とうし，処理液を交換して，
さらに24時間処理した.その後0.05MEDT期)H8.0]
で数回洗浄し,PFGEサンプルとした．ゲルは０．５
×改変TBEバッファー(25mMTris-HCl[pH7.5],

22.5mMホウ酸,５0mMEDTA[pH7.5])で溶解した
0.8％アガロースゲル(Megabase ,B i o -Rad
Laboratories,CA,USA)を，泳動には０.５×改変
TBEバッファーを用いた．電気泳動槽(CHEF
MAPPER,Blo-RadLaboratories,CA,USA)を用い
て，パルスタイムを5400秒，電圧３５Vの条件で
120時間泳動し，続いてパルスタイムを３６００秒，
電圧３５Vの条件で４８時間泳動した．泳動後，ゲル
を０．５"g/mlのエチジウムブロマイド溶液に約１
時間浸して染色を行い,UVトランスイルミネー
ターで可視化した．

２）結果
母菌のY90-71BIおよび3514-R-2BSを用いて

PFGEを行った結果,５本のバンドが検出され，そ
のうち４本はサイズが同じであった（図５).Y90-
7 1 B Iで見られる5 . 7Mb付近のバンドは，
3514-R-2BSでは見られなかった．
準有性的組換菌では、母菌と同様にバンドが５本

ＢＡ

Ｍ １ ２
- - ー 一 一 ｍ ＝

5 -矛

４_子

垂皿 ､

ＢＩ型 BS型

図５母菌 Y S O - 7 1 B I お よび 3 5 1 4 - R - 2 B S パルスフイールドゲル電気泳動による核型解析

注)A,パルスフィールドケル確気泳鋤写典．
Mサイズマーカー(釦〃た“α“〃"℃"ﾘc"po"J6e).
I;Y90-71BI,2:3514-R-2BS.

B,BI型とBS型のバンドパターンの模式図．
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8)．一方,｢K59-l jに対する病原性は,BI型の1６
菌株においては非病原性菌が８菌株，病原性菌が８
菌株,BS型の１９菌株においては非病原性菌が６菌
株，病原性菌が１３菌株であった（表8)．
さらに，準有性的組換菌の核型と交配型について

調べた結果,BI型の１６菌株においてMATl-lは６
菌株,MATI-2は１0菌株であり,BS型の１９菌株
においてMATl-lは７菌株,MATl-2は12菌株であっ
た（表9)．例えば，準有性的組換菌BISlは核型が
BI,品種「八反３号」と「K59-l」に対して非病原性，
交配型はMATl-2であり，核型と「八反３号」に対
する病原性は母菌Y90-71BIと同様であるが,｢K59-
l」に対する病原性と交配型は母菌3514-RP2BSと
同様であるこのように,両母菌の核型,｢八反３号」
や「K59-1」に対する病原性および交配型が両母菌

検出され，母菌のいずれかのと同様の核型が見られ
(図６)，その他の核型は見られなかった．すなわち
供試３５菌株中,母菌Y90-71BIと同様の核型(BI型）
に属するものは１６菌株であり，母菌3514-R-2BSと
同じ核型(BS型）のものは１９菌株であった．交配
後代の菌株も準有性的組換菌と同様にバンドが５本
検出され，核型は母菌のいずれかと同様であった．
1９菌株中で,BI型は８菌株あり,BS型はl１菌株
であった．
準有性的組換菌の核型の分離比が交配後代の核型

の分離比に適合するかをX２検定で調べた結果,X２
値0.07,P値０.８０～０.７０で適合した（表7).

「八反３号｣に対する病原性について調べた結果，
核型BI型の1６菌株において非病原性菌が６菌株，
病原性菌が１０菌株で,BS型の１９菌株においては
非病原性菌が４菌株.病原性菌が15菌株であった(表 の組換型の準有性的組換菌も認められた

M １ ２ ３ ４ ５ 6 ７ B g

5.7b

4.私
3.5-

Ｍ１’

図６準有性的組換菌および交配後代のパルスフイールドケル電気泳動による核型解析
注)M:サイズマーカー(apoﾉ"6e).

l:Y90-71BI(母菌).
２:3514-RP2BS(母繭）
３～６:準有性的組換菌
７～９:交配後代．
1,4,6および８はBI型．
2.3.5,7および９はBS型．

表７準有性的組換菌の核型と交配後代の核型の分離の比較

菌株数
B I 型 B S 型 % ２ 値 a P 値 ｂ

準有性的組換菌
交配後代

肥
８

９

１

１

１

０．０７０．７０-０．８０

注）鴎､交配後代のBI型の購株とBS型繭株の分離比に準有性的組換菌の分離が適合するかX２分
布による適合度の検定(岸0.05)を行った．
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表Ｂ準有性的組換菌の核型別のイネ品種「八反３号」と系統「I<59-1」に対する病原性の分離菌株数

八反３号 K5９-１
病原性核型 非病原性非病原性 病原性

B I 型
BS型

８
３１

８

６

６
４

1０
１５

｢K59-I」に捕脈性を示す．
｢K5り-1」に非病原性をぶす

注）母IMiY90-7IBIは核型がBI型で「八反３)>」にﾉ脚I剛Ⅱ('ﾄ|;
IW¥i3514-R-2BSは核型がBS咽で「八反３Fﾅ』に術)ji(W

４ ． 考 察
これまでに，準有性的組換菌と推定される菌株の

レース出現に関しては両母菌の病原性を併せ持つ
レースだけでなく，様々なレースが出現するという
報告があるが(57６３)，「準有性的組換によりどのよう
なレースが出現するのか？」という問いに対しての
|脚碓な答えはなかった．本研究の結果より，準有性
的組換でも有性生殖の結果，出現するレースとlil様
のレースが出現することが明らかになった．すなわ
ち，交配後代に出現する病原性は親菌の持つ非病原
性遺伝子の組合せによって決まるが，準有性的組換
菌の病原性においても，母菌の有する非病原性遺伝
子の組み合わせにより決定すると考えられた．準有
性的組換菌の中には,母菌の病原性を併せ持つ菌株，
すなわち「八反３号」と「K59-l」の両品種と系統
に対して病原性を示す菌株が見られたこれは，両
母菌由来の非病原性遺伝子('4w="""α"３と別w-P")
を持たない菌株が有性生殖と同様に準有性的組換に
より生じた結果であると考えられた．
Y90-71と3514-R-2菌株の交配後代は「八反３号」

および「K59-l｣に対して非病原性：病原性がl:l
に分離することが報告されている(114)．そこで，
Y90-71にビアラフオス耐性遺伝子を導入して作出
したY90-71BIと,3514-R-2にブラストサイジンＳ
耐性遺伝子を導入して作出した3514-R-2BSの混合
培養により得られた準有性的組換菌の病ﾉﾙ(性が有''！|；
生殖と|司様に分離するならば，「八反３号」および
｢K59-l」に対する準有性的組換菌の病原性の分離
比もl:1に分離すると考えられた．しかし，本研究
では準有性的組換菌の「K59-l」に対する摘原性の
分離はｌ:ｌに適合したが，「八反３号」に対する分
離はllに適合しなかった．この結果から，以下の
２つの可能性が考えられる．すなわち,1)非病原
性遺伝子の種類によっては，準有性的組換により有
性生舶と同様に病原性（非病原性）遺伝子が分離す

る場合と分離しない場合がある．２）母菌は薬剤耐
性遺伝子の導入によって得られた菌株であり，導入
した遺伝子と非病原性遺伝子の間に何らかの連鎖が
生じ，交配後代では「八反３号」に対する分離比が
1:lにならない.この２)の可能性を検証するために，
混合培養に用いたY90-71BIと3514-R2BS菌株同
士を交配し,その交配後代の「八反３号」と「K59-l」
に対する病原性の分離比をそれぞれ調べた結果，準
有性的組換菌の病原性の分離比と一致した．このこ
とから，導入した薬剤耐性遺伝子と非病原性遺伝子
の間に連鎖が生じていることが強く示唆された．
準有性的組換菌およびY90-71BIと3514-RF2BS

の交配後代の交配型の分離比を調べた結果では，交
配型MATl-1:MATI-2はそれぞれl:1に一致し，さ
らに準有性的組換菌の交配型の分離と交配後代の交
配型の分離比も適合した．このことから，準有性的
組換による交配型の分離は，有性生殖による分離と
同じ結果をもたらすと考えられる．
有性世代の知られていないA"eﾉgi""s"jge『･等で

は，栄養要求性に関する遺伝子座等の決定に準有性
的組換が重要な役割を果たすことが知られており
(4,,89)，イネいもち病菌においても，準有性的組換は，

有性生殖と同様に遺伝形質の分離に深く関わってい
ると考えられるすなわち,前章でも述べたように，
イネいもち病菌は準有性的組換により新しい遺伝子
型をもつ系統を生じることが示唆された．
イネいもち揃l兇iの常染色体は７本とされるが，本

試験条件下でPFGEを行うとおよそ５本のバンドが
得られ，染色体上に連鎖する遺伝子マーカーでサザ
ンハイブリダイゼーションをおこなうと７本のバン
ドとして見ることができる(８５･90).本研究結果では
これまでの報告と同様，染色体は５つのバンドとし
てとらえることができた．染色体上で連鎖する遺
伝子マーカーでサザンハイブリダイゼーシヨンを行
うことにより、７本の染色体が５つのどのバンドに
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型がそれほど多様でないという報告がある(３５'鴎）
イネいもち病菌においては，有性世代形成を行う菌
株同士の核型には相同性が見られ，核型において高
い相同性が見られる菌株間で形成された子のう胞子
の生存率は高いことが報告されている(６，)．これら
のことより，子のう菌類の菌株間の有性世代形成能
と核型の相同性には何らかの関係があることが示唆
される．本研究において，用いた準有性的組換菌の
母菌２株の核型にはわずかに違いが見られるものの
かなりの相同性（５本のバンド中４本がほぼ同じ大
きさ）が見られたことからは，準有性的組換菌形成
能には，母菌間の核型の相同性が関与している可能
性が示唆される．
本研究においては，準有性的組換菌の核型の分離

と交配後代の核型の分離は同様であった．準有性的
組換菌のイネ品種および系統に対する病原性や交配
型の遺伝様式が有性生殖と同様であったことと同じ
く，核型についても準有性的組換は有性生殖と同様
の遺伝様式を取ることが示唆される.以上のことは，
準有性的組換において様々な遺伝形質が有性生殖と
同様に遺伝することを明示している．
他方，核型は母菌Y90-71BIと同じBI型で，イ

ネ品種および系統に対する病原性や交配型は母菌
3514-R-2BSと同じというような両母菌の組換型の
遺伝的形質をもつ準有性的組換菌が得られたこの
ことは，イネいもち病菌においても準有性的組換が
遺伝子型の異なる新たな菌株を出現させる手段とな
ることを示している．

対応しているかが明らかにできると思われるが，お
そらく分子扇の大きい２番目のバンドは複数の染色
体から構成され，本実験条件ではそれらを分離する
ことができなかったと考えられる(“”)．バンドの
数と染色体数は一致していないものの,PFGEの結
果は再現性のあるバンドパターンを示し，核型解析
に用いることができると判断した．
イネいもち病菌の準有性的組換過程では，複相核

が体細胞分裂を繰り返す際に染色体の非分離などに
より単相化すると考えられている(III)､単相化の際
に染色体の数や大きさが変化した準有性的組換菌が
あれば,PFGEの核型が母菌と異なると考えられた．
しかし，準有性的組換菌は，いずれかの母菌の核型
を示した．これらのことから，イネいもち病菌は，
母菌と染色体の数や大きさの異なる菌株は生存でき
ない，あるいは準有性的組換の過程で染色体非分離
が起こらない可能性が考えられるイネいもち病菌
は無性生殖を繰り返すが，これまでに元菌と核型が
異なる変異菌の出現，サイズが2Mb以下の余剰染
色体の核型の多型について報告がある“､8‘)．この
ことから，母菌と異なる核型の準有性的組換菌が生
存できない可能性は低いと考えられる．イネいもち
病菌では準有性的組換過程で核融合後の複相核形成
以降の核の挙動については報告がない．単相化がど
のように起こっているのかを明らかにするために，
今後，詳細な研究が必要である
一般的に無性生殖で増殖する菌類の集団内には

PFGEにより得られる核型に多様性が見られるのに
対し，主に有性生殖で増殖する菌類の集団内では核

Ｖ準有性的組換菌のレースの安定性と病原力

新レースが圃場でイネに被害をもたらすために
は，その菌の病原性の安定性と病原力が亜要と考え
られる．しかし，イネいもち病菌の準有性的組換菌
と推定される菌株の病原力について研究した報告は
少なく“58)，圃場における試験はこれまでに報告
がない．そこで，本章では，日本朧の２菌株を混合
培養し，両母菌の病原性を併せ持つ菌を作出し，得
られた菌のみが侵害できるイネ品種に接稲して選抜
し，分離した菌株が準有性的組換菌であるかどうか
をRAPD解析により検討した．その後，継代接種
による病原性の安定性，胞子形成数，病斑長．圃場

における発病進展状況を調査し，それらを母菌と比
較することにより，病原性の幅が拡大した準有性的
組換菌が圃場で発病を増大させる可能性について検
討した．
１．レースの安定性
１）材料および方法
ａ混合培養

供試母菌は,１９７７年に秋田県大曲市（現大仙市）
の旧東北農業試験場水田利用部（現東北農業研究セ
ンター）の圃場において品種「フクニシキ」より分
離されたTH77-l(レース047.0)と，新潟県上越市
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Tween20に懸濁し，胞子濃度を約５×１０５～８×
１０５個/mlに調整した.1５mlの胞子懸濁液を供試品
種の葉に噴霧接種後，直ちに２５℃，相対湿度１００%
の接種箱に移し，２０時間静置した．その後２６～
27℃のガラス室に移し，接種１週間後に形成された
病斑を切り取り，前述と同様の手順で胞子懸澗液を
調製した．このようにして同一品種に連続的に７回
I噴霧接種を繰り返した後，８世代目の病斑から単胞
子分離を行い，得られた３７菌株のレースを調べた．
レースの判別は,Yamadaαα/.(108)が定めた９判別
品種にKiyosawal3刀の３判別品種(｢K60｣,｢BLl｣,
｢K59｣)を加えた１２判別品種を用いて行った．

の圃場において分離されたNAO-02(レース133.1,
分離年不明）である.PSA培地にそれぞれの菌株
を移植し，２５℃で3-7日間前培養を行った．その後
2菌株の生育旺朧な菌叢片を酵母エキス液体培地に
移植し，２５℃で７［|間混合培養した混合培養液を
ショ柵添加オートミール寒天培地に移し，２５℃で７
日間培謹した後，常法(６７)により調整した胞子懸濁
液を両母菌の病原性を併せ持つ菌のみが侵すことの
できる品獅「アキユタカ」（イネいもち病抵抗性遺
伝子Pik,P吃を保有）に噴霧接種し，接種葉身に
生じた病斑より菌を単胞子分離して，菌株を保存し
た．

２）結果
混合培養液由来の分生子を接種した品種「アキユ

タカ」の葉身に形成した罹病性病斑より９菌株を分
離し，レースを判別するとともに「アキユタカ」に
対する病原性を調べた（表１０).分離菌株は，混合
培養に用いた両母菌が病原性を示す「新２号｣，「愛
知旭」に対しては病原性を，両母菌が非病腺性を示
す「PiNo.4｣,「とりで１号｣,｢BLl」と「K59」に
対しては非病原性を示した．母菌間で病原性反応が
異なる「石狩白毛｣，「関東５１号｣，「ツユアケ｣，「フ
クニシキ｣，「ヤシロモチ｣,｢K60」に対しては，分
離菌株の病原性はいずれかの母菌の病原性と同様で
あった．また，分離菌株は「アキユタカ」に対して
は，８菌株が病原性を示し,1菌株は非病原性を示
した．ここでは，混合培養により出現した準有性的
組換と考えられる病原性の幅が広い菌株の病原力を
調べることを目的としたため，分離菌株のうち最も
病原性のII偏が広いレース177.1の３菌株(I<ZA,
KZB,<ZCと命名）を以降の試験に用いた．
準有性的組換の証明のため，母菌間で再現性のあ

る多型が得られたプライマー１１im(表１l)を
RAPD解析に用いた．プライマーAA-2,AA-14(図
７),AI - l8(図７),F-７(図７), I - l６とj-８では，
分離３菌株と母菌NAO-02において同じバンドパ
ターンが形成された．また,AB- l l (図７) ,AK -
12,E-４(M７),J-６とJ-18(図７)では，分離３
菌株と母菌TH77-lにおいて同じバンドパターンが
形成されたこれらのことより，分離３菌株は両母
菌の遺伝子マーカーを共有していることから準有性
的組換菌であることが確認された．

b R A P D解析
DNAの抽出はII章の１項で述べた方法により

行った．オペロン社のプライマーキットＡからＫ
およびAAからAIの合計400のプライマーを供試
した．増|胴条件は,Yasudaerq/(II4)の報告に準じた．
すなわち,PCRは反応液２５jJ I (1ユニットの
TtlKaRa7Z79DNApolymerase(宝酒造，大津),1x
PCRbulib１･,１００"M各dNTP,0.4"Mプライマー，
20119の鋳型DNA)をサーマルサイクラー４８０
(Perkin-EImer,Norwalk,CT)を用いて,４５サイク
ル（94℃１分間，３６℃１分３０秒間，７２℃２分間）
行い，その後72℃７分間で増幅を行った．増幅産
物はｌ～1.5％のアガロースゲルを用いて電気泳動
し，エチジウムブロマイド染色を行い可視化した．

ｃ継代接種
NAO-02とTH77-lの混合培養により得られた両

母菌の病原性を併せ持った準有性的組換菌(KZBと
KZC)を用いた継代接種のためにイネ品種｢愛知旭」
(イネいもち病抵抗性遺伝子Ｐ〃を保有）と「アキ
ユタカ」（同Pik,P吃を保有）を用いた．常法によ
り形成させた両菌株の胞子懸濁液を（約５×１０５̅
８×１０５個/ml)の１５mlを４葉期まで育苗した供
試２品種にエアーブラシPCB.102C(Olympos,大阪）
を用いて胞子懸濁液を噴霧接種した.接種１週間後，
葉に形成された病斑を採取し，滅菌水で湿らせた漉
紙(No2,アドバンテック，東京）を敷いたペトリ
皿の中に並べ，２６℃で２４時間静置した．その後，
病斑上に形成された分生子を八重樫・小林(I()６)の方
法に従い超音波洗浄器を用いて回収後，0.01％の
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の病斑から再分離した計３７菌株のレースを判別し
た．その結果，いずれの品種由来の菌株も全てレー

供試３菌株の病原性の安定性を調べるために，う
ち２菌株KZB(レース177.1)またはKZC(レース
177.1)をランダムに選び，分生子を「愛知旭」お
よび「アキユタカ」に７回繰り返し接種後，８代目

ス177.1であった（表1２)
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図７品種「アキユタカ」に生じた病斑より分離した菌株のRAPD解析
ili)1:NAO.0２("1W)

２:TH77-I(IW¥i)
３:KZA(分雛鮒株）
４:KZB(分離關株）
S:KZC(分離簡株）

ぐ：多劉を示すバンド

表１０NAO-O２とTH７７-１の混合培養により得られた菌株の病原性及びレース

母菌 変異菌
判別品種N A O - 0 2 T I I 7 7 - 1 KZA,l<ZB,KZC

ｂ
Ｖ

Ｖ

Ｖ

-

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

一

一

Ｖ

一

アキユタカ
新２号
愛知旭
石狩白毛
関東51号
ツユアケ
フクニシキ
ヤシロモチ
PiNo.４
とりで1号
K60
BLl
I(59

Ｉ Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

一

一

Ｖ

一

一

Ｖ

Ｖ

Ｖ

’

一

Ｖ

一

一

一

一

一

一

一

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

Ｖ

一

Ｖ

一

一

Ｖ

一

一

Ｖ

Ｖ

一

Ｖ

Ｖ

-

Ｖ

一

一

Ｖ

’

レ ー ス 1３３.１０４７.０ 1３７．１１７３．１ 1７７.１
変異菌株数 ＦＤ１ ３

注）。非病原性,b病原性
レース177.1の変異菌についてはKZA･KZB,KZCと命名
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表１１RAPD解析に用いたプライマーの配列

プライマー 配列(5 , -3 ,）

４

１

８

２

２

１

１

１

１

６

８

一

一

一

一

-

４

７

１

６

８

１

Ａ

Ａ

Ｂ

Ｉ

Ｋ

-

一

一

一

一

一

Ａ

Ａ

Ａ

Ａ

Ａ

Ｅ

Ｆ

Ｉ

Ｊ

Ｊ

Ｊ

GAGACCAGAC
AACGGGCCAA
GTGCGCAATG
TCGCGGAACC
AGTGTAGCCC
GTGACATGCC
CCGATATCCC
ACCTGGACAC
TCGTTCCGCA
CATACCGTGG
TGGTCGCAGA

表１２準有性的組換菌の継代接種における「アキユタカ」と「愛知旭」に対するレースの安定性

菌株（レース） 品種（抵抗性遺伝子） 単胞子分離菌株のレース”
分離菌株数レース177.1の分離率(%）

KZB(177.1) アキユタカ(PIん〃z)
愛知旭(Pia)
アキユタカ(PMR"
愛知旭(Pia)

100
lOO
１００
１００

Ⅲ
９
７
皿

KZC(177.1)

注)a「アキユタカ』および「愛知旭ｊに７回継代接稲を行った後.形成された病斑より単胞子分離を行い．得られた分離菌株についてレース判別
した

巳 ． 病 斑 長 と 胞 子 形 成 数
１）材料および方法
ａ病斑長

供試イネ品種として「愛知旭｣，「関東５１号｣，「フ
クニシキ」および「アキユタカ」を用いた．母菌の
NAO-02とTH77-lおよび分離菌株のうち,I1Wl場試
験に供試したKZBを用い，常法により形成させた
分生子を用い,0.01%に調整したTWeell20の溶液に
約ｌ×１０５～５×１０５個/mlの胞子漉度に調整し，
大きさ３×３mmの漁紙(No.２,アドバンテツク，
東京）ハ･にしみ込ませた．病菌接種用パンチ（膝脈
製作所，大阪）を用いて，ガラス室内で育'1}ﾔしたイ
ネの６蕊期の第６葉の葉身を付傷し，そのパンチ部
位に胞子懸洲液をしみ込ませた濾紙片を乗せて接穂
した．接種イネを２５℃で相対湿度１００%の接種箱に
２０時間静置させた後，２６～２８℃のガラス室内にお
いて病斑を形成させた病斑長は，接種７,１４,２１
日後に測定した．１処理区あたり，４-１２病斑を調査
し，２反復で行い、菌株間の病斑長の平均値を算出

し,Tukeyの多重検定を行った(P<0.05)

ｂ胞子形成数
品種「愛知旭」を供試し,NAO-０２,TH77-l.

KZA,KZBおよびKZC#i株を用いて測定した．病
斑長の試験と同様の条件で，供試菌株の胞子懸濁液
をパンチ接種した．接種８日後の病斑を形成した葉
身を含む病斑を切り取り,0.5mlの滅菌水を加えた
ガラス管(高さ１０cm×lfi径1.5cm)に１枚ずつ入れ，
26℃の恒況器に移し，２４時間保持後，胞子を形成
させたその後,００１%に洲整したTweell20の溶液
を2.5ml加え,上述の八亜樫･小林('()‘)の方法に従い，
超音波洗浄器にかけて胞了懸洲液を調製した．血球
計算鰐を用いて顕微鏡下で胞子数を測定し，病斑当
たり胞子形成数を計算して求めた.l菌株に当たり
５～７病斑を供試し，３反復で行い，菌株間の胞子
数の平均値を算出し,TLIkeyの多重検定を行った
(P<0.05).
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２）結果
KZB菌株の接種葉の病斑長は接種後の日数や品

種に関わらず,NAO-O2より小さかったものの，
TH77-1より大きく，一部で有意差も認められた（表
13)．「愛知旭」で形成された病斑長は,NAO-02と
TH77-lで有意な差が認められたが,KZBでは両母
菌と有意な差が認められなかった．「関東5１号」
で形成された病斑長については,NAO-02とKZB
で有意な差が認められた．「フクニシキ」で形成さ

れた病斑長については,TH77-lとKZBで有意な差
が認められなかった．
また,準有性的組換菌の病斑当たり胞子形成数は，

NAO-O2より少なく,TH77-lより多かった（表
14).しかし,NAO-02とTH77-lの胞子形成数に有
意な差は認めらたものの,KZB,KZCの両菌株は
両母菌と有意な差が認められず .KZAのみで
TH77-lのものと有意差がみられた

表１３母菌と準有性的組換菌(KZB)の罹病性病斑の病斑長(mm)a

品種
菌株 愛知旭 関東51号 フクニシキ アキユタカ

24.8±７.９ab
１３．６±３.９b
１８．８±４.８ab

22 .4±5 .7a (1０)ndd
n d l １ . ７ ± ３ ． ３ a

12.5±5.2b(12)１２.８±5.7a

NAO-02
TH77-1
KZB

nd
( 4 ) n d
(9)１６．８±5.5（７）

(4)‘
(6)
(9)

注）雲第６葉のイネ葉身にパンチ接砿し､接諏２１日後に病斑長を調べたb４-１２個の病斑について平均±標準偏差を算出し,.nlkeyの多亜検定を行った(P<0.05)
同一英文字を付した数値間には有意差がないことを示す．‘括弧内の値は供試病斑数を示す
dndは非親和性の組み合わせで､罹病性病斑が生じなかったため未調査．

表１４母菌と準有性的組換菌の病斑当たり胞子形成数

菌株 胞子形成数(x１０3個)a
50.2±３９.lab
５．９±8.3b

43.3±３２．１a
29.4±29.6ab
29.6±５５.２ab

母菌

準有性的組換菌

NAO-02
TH77-1
KZA
KZB
KZC

注）‘品種「愛知旭」の第６葉の葉身にパンチ接棚をし､接棚８口後の描斑を採取し,26℃で２４iifllll湿索条fl:下で胞子を形成さ
せたｈ徽株あたり５～８個の病斑について平均±欄叩噸遮を算IMし、'nlkeyの多ｍ検定を行った(P<0,０５).l｢1-英文';fを付した
数値間には有意錐がないことを,ﾊす．

３．圃場における発病
１）材料および方法
ａ単植圃場における発病

１９９７年の試験は，新潟県上越市の北|嫌腱業試験
場(現中央農業総合研究センター北陸研究センター）
内の水田で行った準有性的組換菌３菌株中，胞子
形成数の平均値の標準偏差が小さいKZB株を圃場
試験に供試し，用いたイネ品種は供試菌株NAO-02
が侵害できる｢関東５１号｣,TH77-lが侵害できる「フ
クニシキ」および準有性的組換菌が侵害できる「ア
キユタカ」で，面積4.35aの圃場のＩ区（約８列×
約２０株，栽植距離３０×３０cm,４本柚）に各品種

の椛苗を機械移棚した施肥は化成肥料を用いて基
肥（篭素成分１２kg/10a)と追肥（窒素成分６kg/10a)
で行った．次いで,NAO-02,TH77-lおよびKZB
の胞子懸洲液を４．５葉期の「愛知旭」各１２株にI噴
瀞接種して発病させた前を,６月５日に「関東５１号」
区，「フクニシキ」区および「アキユタカ」区のそ
れぞれ中央に設澗した．７月１４日に周囲のイネへ
の病勢進展を明らかにするため，発病株数と株当た
り病斑数を調査した．反復は行わなかった．
１９９８年の試験は，面積５８aの|削場に「愛知旭」

を機械移植した.l区を８列×２0株とし,３区設け
た．上述と|司様の方法で調製したそれぞれの菌株に
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２）結果
単植圃場における発病を調べた結果,１９９７年の

試験における病勢は,NAO-02区でもっとも進展し，
次いでKZB区,TH77-l区の順であった（図８).
すなわち，発病株率と株当たり病斑数がNAO-02区
で最も多く,KZB区,TH77-l区の順に少なくなっ
た（表１5).１９９８年「愛知旭」単植でも,病勢進展，
発病株率，株当たり病斑数のいずれも1997年と同
様であった（図９，表１５)1999年は少発生のため
接種菌株間の発病の差が小さかったが（図1０),発
病株率と株当たり病斑数は,NAO-02区,KZB区，
TH77-l区の順であった（表15).
混植圃場における発病を調べた結果,病勢進展は，

単植圃場の結果と異なり,KZB区で最も拡大し，
次いでNAO-02区,TH77-1区の順であった（図
11)発病株数と株当たり病斑数も同様の傾向を示
した（表１５).

よる罹病苗を，６月１日に区の中央に菌株ごとに植
え込み，７月１４日に周囲のイネへの病勢進展を明
らかにするため，発病株数と株当たり病斑数を調べ
た．反復は行わなかった．
１９９９年は面積4.35aのI耐場に「愛知旭」を機械移

植した．1998年に準じて試験区を設澄し，６月４R
にそれぞれの菌株の罹病苗を区の中央に植え込ん
だ．７月１３日に周囲のイネへの病勢進展を明らか
にするため，発病株数と株当たり病斑数を調査し
た．反復は行わなかった．

ｂ混植圃場における発病
1998年に,4.35aの圃場に｢愛知旭｣，「フクニシキ｣，

｢関東５1号」の３品種の重量を等しく混合した種子
からなる苗を上述の栽植密度で機械移植し，混植価１
場に３区を設けた．移植後，単植圃場における試験
と同様に肥培管理を行った．６月１日に各区の中央
に各菌株による罹病苗を植え込み，７月１４日に同
様の発病調査を行った．反復は行わなかった

表１５母菌(NAO-02とTH77-1)及び準有性的組換菌(I<ZB)の株当たり病斑数（個）と発病株率(%)

混植試験ｂ単植試験ａ
1998年1999年菌株 1997年 1998年

９

５

０

６

１

９

く

く

く２

６

５

。

。

。

３

９

１

２

士
士
士

２

４

１

●

●

●

５

０

９１

4）
6）
6）

(１００)d
(41.9）
(96.3）

9(100)
1(38.8）
3(41.9）

(１００)
(100）
(100）

３

２

２

十一十一十一

２

１

２

３
Ｌ
Ｌ

９
．

０

０

０

、

３

。

３

１

９

３

士
士
士

７

５

７

193.1±９３.９
１．２±２.０

１９．４±２６．２

1２９
２６
９０

NAO-02
TH77-1
KZB

注)a1997年は品徹「関東５１号j(NAO-02接測区)､「フクニシキ」(TH77-1接種区).「アキユタカ」(KZB接種区）を栽培した1998年と１”９
年は品報「愛知旭」を栽培した．ｈ品甑「愛知旭」．『関東５１号ｊと「フクニシキ」の極籾を等量混合した．
‘表中の数値は．株当たり病斑数の平均価（佃）±標準偏差を麦す搬弧|ﾉJの数値は発病株率を示す．



中央農業総合研究センター研究報告第１７号(2012.07)2４

Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

。
。
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
。
。

●
●
●
●
。
。
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

亜皿ｍｍｍｍｍ”、、必””恥”、、生生今

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
。
●

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
●
●
●
●
●
●

。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
。
●
●
●

●
●
。
。
。
。
。
●
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
ｏ
。
●

”、いぬ”函亜亜廻図亜》卵亜辛恥動叩心恥

●
●
●
。
●
●
●
●
。
●
。
。
●
●
●
●
●
●
●
●

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ●

● 。 ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ●篦．．．● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● 。 ● ● ● 。

●

●

●

●

●

●

●

。

■

●

●

、

●

●

●

●

● ● ● ● ●

● ● ●

● ● ●

● ● ●
● ● ●

● ● ●

● ● ●
、 ● ●

● ● ●

、 ● ●

● ● ●

● ● ●

● ● ●

● ● ●

● ● ●

● ●

①

● ● ● ●

● ●

● ● ● □

● ● ● ●

● ● ● ● ●

● ● ● ●

ｅ ● ●

● ● ●

．．②．．
● ● ●

● ● ● ●

● ● ● ●

● ● ●

● ● ● ●

●

● ●

● ●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

□

●

●

●

●

●

●

●

●

●

０

■

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

②。
● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ｅ

● ●

● ●

● ■

● ●

■

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

■ ● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

ｅ

●

●

●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

● ●

囚
● Ｇ

● ■

● □

●

● ●

●

●

●

ｇ

●

●

●

●

●

● ●

● ●

● ■

●

■

■

●

、

●

●

●

■

●

０

■

、

Ｄ

●

●

●

●

●

●

●

、

●

●

０

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ･

● ｇ

● ●

● ●

●

●

□ ● Ｇ

● ●

● ● ●

● ●

● ●

● ●

● ｡

● ●

● ●

●１-９９
●１００-１９９
●200以上

・１-９９
●１００-１９９
●200以上

図８試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの
病勢進展(１９９７年）

図ｇ試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの
病勢進展(199B年）

注）作付け品諏「愛知旭」接種菌株
A:NAO-02(母菌).
B:KZB(準有性的組換菌).
C:TH77-1(母菌).
凡例はＩ株野たり葉いもち病斑数を示す．
⑭:感染源となる罹病苗を設世した位置

注）作付け品概と接棚悶株
A:「関東５1号」,NAO-02(母IMi).
B:「アキユタカ」、KZB(準有性的細換鮒）
C:「フクニシキ」、TH77-!(母卿).
凡例はｌ株当たり集いもち摘斑数を示す．
②:感染源となる罹病苗を没慨した位慨
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図１０試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの
病勢進展(１９９９年）

注）作付け舳価「愛知旭」接匝薗株
A:NAO-02(母菌).
B:KZB(準打性的細換菌).
C:TH77-I(母闘).
凡例はｌ株当たり集いもち病斑数を示す．
⑭:感染源となる罹病苗を設慨した位眺

・１-９９
●１００-１９９
●200以上

図１１試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの
病勢進展(199B年）

注）作付け品械『愛知旭」，「関東５１号」と「フクニシキｊの煎籾を等蹴
（重量）混合接種菌株
A:NAO-02(母薗).
B:KZB(準有性的組換菌).
C:TH77-l(母菌).
凡例はｌ株当たり葉いもち病斑数を示す
⑭:感染源となる罹病苗を殻殺した位睡
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４ 考 察
野外の植物体上で準有性的組換菌を分離する場合

には，外部からの混入菌や母菌の突然変異菌を分離
する恐れがある．しかし，本研究が行われた１９９７
̅１９９９年の新潟県では，いもち病菌の優占レース
は001.0であった(27).また，これまでにレース
177.1は確認されていない．レース177.1に関して
は本試験で母菌に用いたTH77-1(レース047.0)か
ら突然変異により変わるためにはいもち病抵抗性遺
伝子P",PM-"７,Pjｋ弓p,P"αに対して，もう一方の
母菌NAO-02(レース133.1)から変わるためには，
少なくともいもち病抵抗性遺伝子Ｐ〃とＰ吃に対し
て病原性を獲得しなくてはならない．また,RAPD
解析により，分離したレース177.1については両母
菌のバンドパターンを共有することから，この分離
菌は，外部からの混入菌や母菌の突然変異菌ではな
いと判断される．
準有性的組換菌の病原性は，イネ品種「愛知旭」

の葉身上での継代接種によっても変異せず，安定し
ていることがlWらかになった．イネいもち病菌の病
原性の安定性については，１病斑より単胞子分離し
た菌株が８レースに分かれたという報告(71)がある
一方,１０～２0年間保存した菌株がほとんどレース

変異を起こしていなかったという報告(39)もある．
このように，イネいもち病菌の病原性は安定してい
るものと不安定なものがあることがうかがえる(70)
これを裏付けるように，イネいもち病菌の非病原性
遺伝子には，変異が多く見られるものとそれほど見
られないものがあることが知られている.すなわち，
乱脈-Pik(4'),』噸-P"αおよび』駅-71SUy等は病原性
変異菌が頻繁に突然変異により分離されることか
ら，変異しやすい遺伝子と報告されているが('6)，
その一方で』駅ﾉ-CO39,4CEI(3)と4"1-M4RJ4(42)
は変異がそれほど見られないとされている．このこ
とから，病原性の変異には，染色体上の非病原性遺
伝子の座位や非病原性遺伝子産物の菌の生存に対す
る軍要度等が影響している可能性が考えられる．
生井・山中(5８)は，準有性的組換により生じたと

推定される病原性のl1脇の広い菌株（レース337)を
品種「愛知旭」に９回継代接種を行った試験で，
P",P/k,Pﾉﾙ"７,P"αとＰ"α-２に対する病原性を失
うことを見いだしている．本研究では，両母菌の病
原性を併せ持つレースしか感染できない「アキユタ

力」だけではなく，両母菌が感染できる「愛知旭」
を継代接種に用いて検討した.P沈とＰたを持たな
い「愛知旭」上で同様に継代接種した後に再分離さ
れた準有性的紺換菌は,Pik,P吃に対する病原性を
失うのではないか考えたが，予想に反してレースの
変化はみられなかったこのことから，準有性的組
換菌でもレースの安定した菌株が生じることが示唆
された．
突然変異により出現した病原性変異菌の病原力は

突然変異する前の元菌と同等か劣るという報告があ
る(17).しかし，本研究で発生した準有性的組換に
よる病原性変異菌は病斑長やｌ病斑当たりの胞子形
成数が両母菌の中間型で，一方の母菌に比べると
優ったこのように，母菌と比較して侵害できる品
種が多く，しかも病斑長や胞子形成数等の病原力が
同等あるいは片方の母菌より優っている菌が得られ
たことは，準有性的組換によっても，圃場に優占し
ているレースと|司等または相対的に優る病原力を有
するレースが出現する可能性を示唆している．
突然変異により出現したと考えられる変異菌の炳

原力は発生辿i初は母菌より劣るが，増殖を繰り返す
につれ，次第に期大する可能性が品種「やまてにし
き」に出現した変異菌で報告されている(18).生井
ら(5３)は，病原性のII偏広い菌株（レース337)の継
代接種を行い,継代接種後の菌株と母菌の病原力(葉
身上の樅病型病斑形成率，病斑一定面積当たりの分
生子形成数すなわち胞子形成能）を評価したその
結果，継代接種後の再分離菌株の病原力は，母菌よ
りも優ったとしている．これらのことより，発生当
初は母菌と同等あるいは母菌の中間の病原力をもつ
準有性的組換菌が世代を重ね，病原力を増大させる
ことで，圃場に優占する可能性も考えられる．
そこで，本試験で発生した準有性的組換菌の単植

圃場における発病試験を行った結果，病勢進展や株
当たり病斑数と発病株率だけでなく，病斑長や胞子
形成数についても両母菌の中間であった．しかし，
混稲価1場においては，用いた３菌株の中で最も病勢
進展が著しく，株当たり摘斑数が多く発病株率が高
かったのは準有性的組換菌であった．準有性的組
換菌の発病が混植圃場において最も大きかった要因
としては，混植に用いた「愛知旭｣，「関東５１号」
および「フクニシキ」のすべてを侵害できるのは準
有性的組換菌KZBのみで、母菌はそれら３品種の
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培歴等により，いもち病の発病に差が出る事も考え
られる．また，本研究では，同質遺伝子系統ではな
く，異なる品種を混合栽培したため，試験に用いた
準有性的組換菌の「関東５１号｣および｢フクニシキ」
に対する病原力の差が1IM場試験に現れている可能性
も考えられる．しかしながら，混植区では単植区に
比較して1/3の「愛知旭」が混植されているにもか
かわらず，混植区の発病は1/3以下であった．この
ことは，異なる抵抗性遺伝子系統の混植による発病
抑制効果が示された(51･52･83).混植区は準有性的組
換菌KZB株の発病においても顕著に抑えていたこ
と等から，混植区における試験結果は１９９８年のみ
の試験ではあるが，マルチラインにおけるスーパー
レース抑制技術の一助になる可能性が考えられた．

うち２品種しか侵害できない，すなわちKZBの病
原性のl隔が母菌より広く，レースが安定しているこ
と，病原力（病斑長や胞子形成数）が母菌の中間で
あることなどが考えられる．このことは，準有性的
組換により出現した病原性変異菌が，マルチライン
においてはスーパーレースとなる可能性があること
を示唆するものである．
しかし，混植区における発病は両母菌，準有性的

組換菌いずれの接種においても，単植区における発
病と比較すると発病株率は低く，株あたり病斑数も
少なかった．母菌においては，混植に用いられてい
る３品種の中でｌ品種に対しては非病原性であり，
そのため，混植区において発病株率および株当たり
病斑数が少なくなったと考えられる単植区と混植
区では試験に用いた圃場が異なり，圃場の位置や栽

Ⅵ総合考察

準有性的組換は，有性世代が発見されていないか
あるいは形成が困難な菌において，遺伝的組換を起
こし新しい系統を生じるための重要な手段の１つと
考えられている．準有性的組換は，子のう菌類とそ
のアナモルフのPe"ｊｃ"/z""属菌，助sαﾉ･j""7屈菌，
姥"ec"ｈ""属菌,"Spe/9"li/s属菌,Coc〃"O加/"S屈菌，
C印ﾌﾙαわ"o"z""属菌等の不完全菌類(2,5,6,24,28,75.
77.76”’'4)で知られている．本研究により，イネい

もち病菌においても準有性的組換により有性生殖と
同様に品種に対する病原性や交配型などの遺伝形質
の組換型を生じ，新たな系統を出現させることが明
らかになった．
これまで実験室内では，イネいもち病菌の準有性

的組換によると推定される菌株の出現が多く報告さ
れている(9.12,1s'19,53,57'102).また，自然界でも，
準有性的組換による菌株が生じている傍証がいくつ
か報告されている．すなわち,Zeigleraq/.(117)は，
ヒマラヤの一地域のイネより分離した菌株を用い，
DNAフインガープリンテイングとRFLP解析によ
りⅢ場で準有性的組換が生じた可能性をボ唆してい
る．さらに,Chenαα/.(刀はLI-II¥Iの１３省からイネ
いもち病菌を採取し,ﾉ"-PCR(2"を用いたDNAフィ
ンガープリンティングを行い，多様なパターンの菌
株が得られたことから，中国では有性生殖と準有性
的組換が行われている可能性を示唆している．この

様に，実験室内と自然界の両方において準有性的組
換が起こる可能性は報告されている．しかし，この
直接的証明はこれまで充分行われてこなかった．
そこで，本研究では，いもち病菌の準有性的組換

を直接証明する目的で，それぞれ異なる薬剤耐性遺
伝子を導入したイネいもち病菌２菌株を用いて，試
験を行った結果，単胞子由来の菌株において２種類
の薬剤耐性遺伝子の共存を確認し，準有性により遺
伝的組換が行われていることを明らかにした．
そして，自然界においても，イネいもち病菌は準

有性的組換によっても新しい菌系を出現させ，様々
な環境に適応している可能性を示した．しかし，こ
れまでに植物体上では，準有性的組換菌を分離した
報告はなく，今後，植物体上で，両菌を接触させて
準有性的組換菌の分離を試みる必要がある．
本研究は，いもち病菌の新レースの発生やレース

構成の変化のメカニズムを明らかにし，本病の防除
を考える上でその意義は大きい．なぜなら，イネい
もち病菌の有性生殖は，交配型の異なる菌株間にお
いてのみ交配が成立するが，準有性的組換は交配型
による制約は無い(12)ため，イネいもち病菌の交配
型が一方に偏った地域では，準有性的組換が様々な
環境に適応した新しい菌株を出現させる重要な手段
となると考えられるからである．日本産のいもち病
の菌株には交配型の偏りはみられないとされるにも
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かかわらず，日本産菌株同士の有性世代の形成はこ
れまでに報告がないことから，我が国においては，
準有性的組換がイネいもち病菌の新レース生成に重
要な役割を果たす可能性がある．
イネいもち病の多発、場では,１枚の葉身に多数

の病斑が形成され，病斑同士が融合している状態も
しばしば見られることや，同一病斑から異なる辿伝
子型の菌株が分離されることも報告されている(錨）
ことから，イネいもち病菌が野外において準有性的
組換を行う機会はあると考えられる．特にマルチラ
インにおいては，複数の異なるいもち病抵抗性遺伝
子系統が混植されるため，それらの系統が感染する
異なるレースが圃場内に存在する可能性も否定でき
ないまた，準有性的組換によって新レースが出現
する機会も多くなることも考えられる．
本研究で得られた準有性的組換菌について菌糸の

核の状態は確認できなかったが，分生子はDAPI染
色による観察により単核であることが，またフロー
サイトメトリーにより菌糸は単相であることが証明
されたいもち病菌の分生子の形成過程における核
の動向は，まず，分生子柄の先端細胞に含まれる核
が２分裂し，その１つが形成段階の分生子に移動し
ｌ細胞ｌ核の状態となり，その後，その核が分裂し
て２核となってその間に隔壁が形成されることで，
個々にｌ核を持つ３細胞となるとされている(111).
このように分生子の核は分生子柄の先端細胞のｌ核
起源で，すべての核が同一性をもつ．
最近２０年の間に，イネいもち病菌の遺伝子解析

は飛雌的な進歩を遂げ,２００５年には，ゲノムDNA
の全埖基配列が公表され(I3),同様に様々な非病原
性遺伝子が同定されたYasudaaal.(II3,''4)はイネ
いもち病菌の非病原性遺伝子の解析を行い,品種｢八
反３号」とイネ系統「K59-ljに対する非病原性遺
伝子を同定した．これまでの準有性的組換菌と推定
される菌株の病原性についての報告は，レースを決
定するだけであった('7.58>が，本研究では準有性的
組換菌の品種「八反３号」とイネ系統「K59-l」に
対する病原性の遺伝解析の結果，準有性的組換によ
る病原性の遺伝様式が有性生殖と同様であることが
明らかとなったまた，本研究では準有性的組換菌
の交配型および核型の遺伝解析を行い，準有性的組
換菌の交配型および核型の遺伝様式は，有性生殖と
同様であることを示した.これらの二つの事実から，

準有性的組換菌の遺伝形質は有性生殖と同様に遺伝
する可能性が示唆された．
Y90-71BIと3514-R-2BSの準有性的組換菌は，菌

糸および分生子の細胞がいずれも単核・単相である
と考えられ，病原性，交配型および核型とその遺伝
様式，核型は有性生殖とIr1様であった．唯一有性生
殖と異なる点は，混合培謎巾に子のう殻等の有性生
殖器官の形成が見られなかった点であった．イネい
もち病菌の準有性的組換過程で作られていると考え
られる複相核の分生子がこれまでに分離されていな
いこと，様々な核型を示す準有性的組換菌が分離さ
れなかったことや遺伝形質の分離が有性生殖と同様
であったこと等を考えると複相核の単相化過程で
は，有性生殖で見られる減数分裂に類似した過程が
起きている可能性が考えられる．このことを明らか
にするため，今後，複相核の単相化過程における染
色体の挙動を解析することが必要である．
ところで，いもち病菌では，いもち病抵抗性品種

の開発・普及後に短期間で抵抗性品種を侵害できる
新しいレースがしばしば出現している．新しく出現
したレースが圃場に定着するためには，既存のレー
スに対して相対的に優るか，あるいは同等の病原力
が必要であると考えられる(30.53).本研究においては，
準有性的組換菌の継代接種により病原性の安定性を
調査し，病原力（病斑長と病斑当たり胞子形成数）
およびイネ品種の単植・混植圃場における発病の状
況を母菌のそれと比較したその結果，準有性的組
換菌の病原性はイネ葉身上でかなりの世代にわたり
安定で，母菌と同等あるいは一方の母菌より病原力
が優り，実際の圃場における発病も母菌と同様ある
いは一方の母菌より優ることが明らかとなった．本
研究では混植にいもち病抵抗性の異なるイネ品種を
用い，マルチラインを用いていない．しかし，異な
るいもち病抵抗性遺伝子を持つイネが|側場に混植さ
れていることはマルチラインと同じである．本研究
結果は，マルチラインにおいては，準有性的組換菌
が圃場で強い病原力を発揮し，マルチラインを崩壊
させる可能性があることを示唆している．
いもち病防除のためにはマルチラインにおいて，

準有性的組換による新レースの出現頻度の推定が重
要であるが，準有性的組換菌の出現頻度は，実験室
においてさえも明らかにされていない．その理由の
一つとして．準有性的組換菌を簡易に選別できる技
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術が開発されていないことが挙げられる．分子生物
学的手法や細胞学的手法等により，今後準有性的組
換菌の出現頻度を明らかにしていく必要がある．
Watson(98)は広い寄主範囲を持つコムギ黒さび病

菌が，狭い寄主範囲を持つ菌と罹病性品種上に混在
した場合，生存が不適になると述べている．また，
vanderPlank(97)は，単純な遺伝子型の品種上では病
原性の複雑なレースよりも単純なレースが生存に通
していると述べ，この効果を安定化選択(Stabilizing
selection)と呼んだ．複数の抵抗性遺伝子を侵害で
きるレースは，それらの抵抗性遺伝子に対応する非
病原性遺伝子を失ったか，あるいはその機能を欠損
したことにより適応度の負担(Fimesscost)がかか
り，マルチラインや品種の混合栽培において増殖で
きないとも言われているしかしながら，いもち病
菌の中には，これらの説を全面的に肯定できない事
例が報告され(30)，本研究の結果も上述の説を否定
する結果となった．すなわち，イネいもち病菌は，
準有性的組換により，品種に対する病原性のll府を拡
げるだけでなく，一方の母菌よりも強いかあるいは
同等の病原力を得られる場合があることを示した．
これらの違いが,岩野･山田(30)が述べているように，
菌株の違い（菌株の遺伝的背景の違い）に起因する
のか，あるいは，非病原性遺伝子の違いによるもの
かは明らかではないが，今後，個々の非病原性遺伝
子の単離および機能解析により適応度の負担に関す
る情報が集積し，解明されることが期待される．
イネいもち病菌においては，形態的特性，品種に

対する病原性，生理・生化学的特性や薬剤耐性など
の変異に関する報告があり，それらの要因として突
然変異や準有性的組換が考えられる．突然変異によ
る病原性変異（レース変異）の方向性については，
生井ら(”56)がイネいもち病菌が通過するイネの穂
のイネいもち病抵抗性遺伝子の種類との関係を調査
している．その中で，新レース発生のメカニズムと
して，イネ品種が元来持ついもち病抵抗性遺伝子の
種類に影響されるのではなく，その穂を通過する際
にランダムに起こる菌の変異の結果，その品種の持

ついもち病抵抗性遺伝子を侵害できるレースが発生
すると報告している．本研究の結果より，イネ品種
のいもち病抵抗性遺伝子に対する準有性的組換爾の
病原性は，有性生殖と同様の遺伝様式をとると考え
られることから，準有性的組換により出現する新
レースの病原性は母菌が持つ非病原性遺伝子の組合
せにより決定され，ランダムではなく，方向性があ
ると考えられる．その方向性を予め把握できる手法
を見い出すことで，本病のより効果的な防除手法の
開発につながることが期待される．
２００５年に新潟県全域でコシヒカリがマルチライ

ンのコシヒカリBLに一斉に切り替えられて以来，
農薬の出荷量が格段に減少した(")．消費者の食の
安全性志向と生産現場の環境負荷軽減の観点から，
今後さらに減農薬栽培が推奨され，様々な品種にお
いてもマルチラインが育成され，実用化されていく
ことが期待される．本研究により，イネいもち病菌
は準有性により，遺伝的組換を起こし，母菌の病原
性を併せ持つ，病原性の安定した準有性的組換菌を
出現させることが明らかになった．病原力(病馴脹，
胞子形成数および圃場における病勢進展）も母菌と
同等もしくはそれ以上の菌株も得られることから，
準有性的組換菌はスーパーレースとなり，混植に用
いている全ての系統を侵害し，マルチラインの発病
抑制効果を減退させる可能性がある
宮城県のササニシキBL(ササニシキのマルチラ

イン）では,1995年の導入当初は真性抵抗性遺伝
子Pik,P昨"７,P吃をそれぞれ有する同質遺伝子系
統を混植に用いていたが，その後この３系統に病原
性を示すレースが認められた．そこで，病原性レー
スの分布拡大を抑制するため,１９９７年にさらに
Piz-rを有する系統を追加し,４系統を混植している
マルチラインを持続的に利用していくためには，こ
のように圃場に分布するレースの変動と病原性変異
菌の'1側を把握するためのレースのモニタリング，
レースの変動に応じて混植に用いる系統の入れ替え
あるいは混仙系統の構成割合の変更が重要と考えら
れる．
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Ⅶ 摘 要
いもち病はイネいもち病菌(MZIgw"oﾉγﾙeOﾉ3zzqe)

により引き起こされるイネの重要病害である．本病
の防除法として，マルチライン（いもち病抵抗性同
質遺伝子系統の混植)が実用化されているしかし，
イネいもち病菌の病原性変異により，混植に用いて
いるすべての系統を侵害することのできる病原性変
異菌（スーパーレース）が出現し，発病抑制効果が
減退する可能性が考えられる．そこで本研究では，
イネいもち病菌の無性世代における準有性による遺
伝的組換を証明するとともに，準有性的組換菌の病
原性,交配型および核型の遺伝様式,核数,核相,レー
スの安定性と病原力（病斑長，胞子形成数，圃場に
おける発病）の解析を行い，準有性的組換による新
レース生成機構の解明と準有性的組換菌のマルチラ
インにおける発病の可能性の検証を試みた．
遺伝的組換の証明のため，イネいもち病菌株

Y90-71にビアラフオス耐性遺伝子を，同3514-R-2
にブラストサイジンＳ耐性遺伝子をそれぞれ導入
し，異なる薬剤耐性菌(Y90-71BI,3514-R-2BS)を作
出した．それら２菌株を混合培養後，２薬剤を添加
した暗地上で生育させ，２剤i耐性菌を選抜した．２
剤耐性菌が，準有性的組換により生じたことを示す
ために，導入した薬剤耐性遺伝子をプローブとした
サザンハイブリダイゼーション解析を行った結果，
２剤耐性菌は遡伝子導入した異なる２種類の薬剤耐
性遺伝子を有することを明らかにした．このことか
ら，イネいもち病菌において，準有性的組換により
遺伝的組換が起こることを実験室内で証明した．
核学的知見を得るために，準有性的組換菌の分生

子を,DAPI染色した結果，単核であったまた，
フローサイトメトリーにより，菌糸の核相を調べた
結果，単相であった．これらから，本研究で取得し
た準有性的組換菌は，母菌と同様に単核で単相であ
ると考えられた．
準有性的組換による病原性の遺伝様式を明らかに

するために，準有性的組換菌４９菌株と有性生殖に
よる交配後代７０菌株について，イネ系統「K59-l」
および品種「八反３号」に対する非病原性菌株と病
原性菌株の分離比を調べ，比較したその結果，準

有性的組換菌と交配後代の病原性の分離比は同様の
値を示した.また,準有性的組換菌の交配型(MArl-l
とMATl-2)の分離比を調べた結果，有性生殖によ
る交配後代における分離比と同様であった．パルス
フィールドゲル電気泳動法を用いて両母菌，有性生
殖による交配後代および準有性的組換菌の核型を解
析した結果，準有性的組換菌も交配後代も母菌のい
ずれかと同様の核型を示し，準有性的組換菌の核型
の分離と交配後代の核型の分離比も同様であった
これらのことから，準有性的組換による病原性，交
配型の遺伝様式および核型は有性生殖による交配と
類似すると考えられた．
準有性的組換菌の病原性と病原力を明らかにする

ために，菌株NAO-02(レース133.1)とTH77-
l(047.0)を混合培養し，両母菌の病原性を併せ持つ
準有性的組換候補菌株(177.1)を選抜した.RAPD
解析によりこれらの菌株が準有性的組換菌であるこ
とを確認し，猯種「アキユタカ」および品種「愛知
旭」に７回繰り返して接種を行い再分離された菌株
のレースを調べた結果，レースに変化がなかった．
このことから，本研究で用いた準有性的組換菌の
レースは縦代しても安定していることを|肘らかにし
た.準有性的組換悶の炳斑長と胞子形成数および｢愛
知旭」の単植lllil場でのりi斯勢進展および株当たりの病
斑数と発病株率は母菌のLP間の値を示した．混植圃
場（｢愛知旭｣，「関東５１号｣，「フクニシキ」を等量
種籾混合）における準有性的組換菌は，病勢進展，
株当たり病斑数および発病株率においては両母菌よ
り優れていた．このため，準有性的組換菌は，一方
の母菌より優るか，あるいは同等の病原力を有し，
マルチラインにおいても被害をもたらす可能性が示
唆された．
以上から，イネいもち病菌は準有性による遺伝的

組換を行い，噸核単相の準有性的組換菌を出現させ
ることが明らかになった．また，準有性的組換によ
る病原性，交配型の遺伝様式および核型は有性生殖
と類似することを示したそして，母菌の病原性と
病原力を併せ持つ準有性的組換菌がマルチラインで
大きな被害をもたらす可能性を示唆した．
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VirulenceandAggressivenessofParasexualRecombinantsofthe●

RiceBlastFungus
ｊ必g刀aportheoryzae
MasakoTsujimotoNoguchi

Summary

Blastdisease,causedbyA"上WW)oﾉWieoﾉ:yzneB.Coucll,isthemostseriousdiseasesofnce.Multilines,whichare
mixturesoflinesthataregeneticallyunifbrmexceptibrasingletraitsuchasdiseaseresistance,havebeenusedto
preventriceblast;howevel･,theil･usefillnessmaybenullifiedwhenpathogenicvariants(superraces)arisethatcanattack
alloflinesmamultiline6eld.Pal･asexualrecombinationisconsideredonesoul℃eofvariationinthepathogenicityof
Moひ垣αe.Tbunderstandthemechanismofpathogenicvariationthroughparasexuall･ecombinatiollwithapotentialfbr
llewvariantstocausesevel･edamageinamultilinel1eld,Ianalyzedtheploidy,numberofnucleipercell,andthe
segregationofpathogenicityinparasexualrecombinantsofMoﾉ:)Azqe.Inadditioll,Ideterminedthematingtypeand
kalyotypeoftherecombinants.Thepathogenicstabilityofrecombinantswasevaluatedbysuccessiveinoculation.The
aggressivenessofrecombinantsweredeterminedbymeasurementsoflesionsize,amountofsporulatioll,andblast
developmentinafieldplantedwithasinglecultivaroracultivarmixmre.
Tbdemonstrategeneticexchangethroughparasexualrecombination,aseleclablemarkergeneconferl･ingresistanceto

biaiaphos(BI)wasintroducedintoMo'yzqeisolateY90-71BI,whereasanothel･toconferringresistancetoblasticidinS
(BS)wasintroducedintotheisolate3514-R-2BS.Coloniesobtained廿omco-cultul･esofthetwoisolateswereresistant
tobothBIandBS,andpresenceoftheresistancegeneswascon61medbysouthemhybridizationusinggenomicDNA.
Theseresultsindicatedgeneticexchangebyparasexualrecombination.
ThestainingofconidialifomtheBI-BS-resistal1tparasexualrecombinantswith４',６-diamine-2-phenylindole(DAPI)

revealedonlyonenucleuspercell.Flowcytometricanalysisindicatedthattherecombinantswerehaploid.Thus,the
numberofnucleicpercellandtheploidyoftherecombinationwereidenticaltothatoftheparentalisolates.
TbexaminetheheritabilityofpathogenicityDIcomparedthesegegationofavil･ulellceandvirulenceinthe49BI-BS-

resistantparasexualrecombinantswiththatinthe70BI-BS-resistantprogenyderivedfi･omacrossofY９0-７1BIand
３51４-R-２BS.Thesegregationofavirulenceandvirulenceoncv.Hattan3andalineK59-lintheparasexual
recombinantswereconsistentwiththatinsexualprogelly.Thematingtypesoftheparasexualrecombinantswerealso
consistentwiththoseofsexualprogeny.Usingpulse-6eldgelelectrophoresis(PFGE),thekalyotypevariationinthe
parasexualrecombinantsappearedcorrespondingwiththatinthesexLIalprogeny.Thekaryotypesegl･egationofthe
parasexualrecombinantswasconsistentwiththatofthesexualprogeny.Thus,thegelleticcharactersoftheparasexual
recombinantssegregatedinamannel･similal･tollloseofthesexualrecombinants.
Tbdetenninethevirulellceandaggressivellessoftheparasexuall･ecombinallts,lobtainedpathogenicvariantsderived

11･omco-culturesoftwoMoﾉ:yz"eisolates,i.e.,NAO-02,racel３３.landTH７７-1,l･ace047.0inliquidyeastextract
medium.Thecoculturedisolatesweretransfel･redtooatmealagartoproduceaconidialinoculum,andthesuspension
wassprayedontocv・Akiylltaka,whichhastwol･iceblastl･esistancegenes;PikandPiZThreepathogenicvariants
isolatedfiFomtypicalleafblastlesionswereexaminedrandomlyamplifiedpolymol･phicDNA(RAPD)todetermine
whethertheyweretheresultofparasexualrecombinatiol1.BasedontheRAPDI)attems,thevariantspossessedgenomic
DNA廿ombothparents.Aitel･successiveseveninoculationsontocv.Akiyutaka,thevariantsmaintainedtheiroriginal
levelofpathogenicity.Theparasexualrecombinantsproducedmoreconidiaandlal･gerlesionsonthehostthanone
parent,TH77-l;however,theypl･oducedfewerconidiaandsmallerlesionsthal1othel､parent,NAO-02.Thedisease
developmentinthericeplantsinoculatedwiththevariantswasmoreseverethaninthoseinoculatedwithTH77-1,but
lessseverethaninthoseinoclllatedwithNAO-02.
Thus,geneticexchangeintheblastftlngusoccursviaparasexualrecombination,andtheresultingrecombinantsare
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haploidandmononucleaLParasexualityissimilartosexualityintennsoftheheritabilityofvirulence,matingtype,and
kalyotype.Inaddition,abiparentalpathogenicl･acethatiscapableofcausingseverelossesinmultiline6eldscanarise
throughparasexuall･ecombination.


