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トマト根に同時接種したフザリウム病菌の遺伝子標識法による識別
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Ⅰ.緒言	 t) I托させるC また､木南は便々の分化型⊥う 1111r

('T' i )^ A_放し､柄気を引 き起 こすことnl 物u3に.*Hll L

a) '-r総称)に分けられ､分生胞子の形態できるrho)ilI植物は病原蘭による感染を受けると､様 '<な1


微を示すo このように植物に抽気を引き起こす柄

原体を植物病原歯と呼んでいる｡ ､柁Y.lは帥物納,L)

原歯C) l +壊′.作柄原将が中で特に､十壌病ri( . 卜息､

L､椀物柄理′F ー 悲引き起 こす病苦)に杵Ll t'.ト､LTT_

かつ難防除土壌病駕 とされているブザ リウム柄菌 

かjr'･ 似しているため､分化型間で本菌を区E.常に野i

別することは不uT能である｡フサ リウム病菌から

組物を守るためには､本歯0)横猿挙動を明らかに

することか必射であると考えられるが､土壌病害

では､そ0) l/が1壌中に埋没 している根部感態部(L 二:

iiJtrnS ･sa(Fu POl	 であることから､11=原体の動態を追跡することが

除策を検討することとした｡ブザ リウム病菌はイこ 非常に順位である｡そこで､∧昏者 らを含む多くの 

完全菌頬に属する糸状歯であ り､触物根部から侵 (FF ,か､純 /dマーカー遺伝子を導入し､植物J究 F･ z)

入感染 した後､宙管開架を引 き起 こし､肌物を萎 糾 卜でu) ) l'本菌U感染挙動解析を行ってきた L 2｡

YV./t･'m aLu )を取 り 上げ､そu)防
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本実験では､迫伝子標識法によるフザリウム病菌

のモニタリング法を開発するため､マーカ一遇伝

子として線色蛍光タンパク質生産迫伝子 (GFP遺

伝子l:■ Lクロニダ-ゼ生産迫伝子-)とβ-グJ,

(GUS迫伝千一'■)を用い､植物根上での 2種分化

型菌の同時識別を試みることとした｡ 

Ⅰ.材料および方法 

1.7ザリウム病菌と培養条件


本実験では､GFP逓伝子を封入したメロンつる


割病菌	 (FOM-001)と､GUS退伝子を導入した

トマ ト萎ちょう病菌 (FOL 005)を用いた｡2

種分化型菌を50 ′上g/mlのハイグロマイシン添加

ツアベック寒天培地で25℃､7日間培燕した後､

ウレタン入りのツ7ペック液体培地中に薗諮ディ

スクを柏菌し､25℃で 3日間振とう増発した (ウ

レタン培遵法)｡培丑後､300rp,0 .mで 5分間遠

心分離し､得られた小型分生胞子を滅菌水に懸濁

して､再度､遠心洗浄した｡洗浄後､分生胞子を 

1, m】 )0×10 7胞子/ になるように調整し､以後C実

験に_用いた0 

2.病原性検定

得られた形質転換菌 (FOM-001とFOL-005)

が､植物に対し病原性を保持しているか否かを検

討するため､メロンおよび トマ トを用い､病原性

検定を行った.上記で L.0×107胞子/m]に調整し

た胞子懸濁液を用い､メロン幼苗および トマ ト幼

苗の根部に10 FLl滴下接種し､25℃で 3週間培頚

した後､病徴の有無を観察した''････.1''


3.マーカー遺伝子を利用したフザリウム病菌の

同時識別 

FOM-001とFOL-005を使用し､同一平面状

で導入逓伝子発現による識別が可能か否かを検討

した0本実験では､同一視野での顕微鏡観察を容

易にするため､蒋屑の寒天培地を作成した｡すな

わち､シャーレ内にカバーガラス (1.8×18crll)

を置床した後､50 FLgrmlの′､イグロマイシン添

加ツ7ペック寒天培地を重層し､カバーガラスの

部分を切り出した｡FOM-OO]とFOL･-005の菌

糸体を上記で作成したプレー トの両端に荘床した

後､26℃で2日間培我した｡培丑後､2種のフザ

リウム病菌菌糸が接触する部位でGFP逝伝子発現

前田 和彦= ･蛙田 方書 '

を蛍光顕微鏡下で観察した｡次にGUS検定を行

うため､同サンプルを 10 ml701().%グルタルア


ルデハ イドを含む リン酸緩衝液 (50 mM
 

KH2POl､5OlllM K上HPO.pH7.0)に浸放した


後､真空条件下で10分間固定処理を施し､リン酸


緩衝液で4回洗浄した｡さらに､GUS反応液 (50
 

mM リン酸緩衝液､05mM フェリシアソカリ


ウム､0.5mM フェロシ7ンカリウム､10 mM
 

EDTA､01O トリトンX 10､ 10mM 5プ
^ -0 . -

ロモ-4-グロロー3--イソドリル-β-D-グルクロニ

ド)に浸放して､37℃で2日間､酵素反応させた

一丁-｡反応後､菌糸細胞内でのGUS迫伝子発現によ

るインジゴ形成の有無を光学顕微鏡下で観察し

た｡ 

4.幼苗プレート栽培法

異なるマーカー逓伝子を導入したブザリウム病

菌をメロンおよび トマ トの根部に接稚するため､

筆者らの研究室で考察した幼苗プレー ト耗培法を

用いた日日｡ シャーレ内のろ紙上にメロソ種子 

(CucumlS川eJoLJ品種 7-)レスフェパリッ

ト)および トマ ト種子 (I,ycopel･Sjcon 

ebLLJn,m 品種･･)Plu M. ボンデローザ)をそれぞ

れ10粒ずつ柿種し､25℃の温度条件下で発芽さ

せた後､ろ紙を重層したプレー ト (2×15cm)

上に荘床して子葉展開期まで育苗した｡本栽培シ

ステムでは､特に温度の維持､根部の遮光および

幼苗植物の生育管理に重点をおいた｡ 

5.マーカー遺伝子を利用したフザリウム病菌の

トマト頼上での同時識別 

FOM-001とFOL-005を使用し､ トマ ト根上

で両菌の識別が可能か否かについて検討した｡2

種のフザ リウム病菌をウレタン培我法により､ 

26℃､3日H一日振とう培;BL､それぞれの分生胞子

を1.0×107胞子/m】に調整した｡得られた胞子懸

濁液を等品混合し､幼笛プレー ト上で7日間育成

させたトマ ト幼筒の根上に10 〃l滴下接種した｡

接種 2日後に､接種部位 (2cm)を切断し､根

上で菌糸伸長しているFOMl001のGFP退伝う子発

現を蛍光朝敵鏡下で観察した｡次に同サンプルを 

01%のグルクル7ルデハイドを含むリン酸緩衝

液により10分間固定処理を施し､GUS反応液に

浸流して37℃で2日間反応させた後､光学顕微鏡

下で観察した｡GFP迫伝子発現に関しては､オリ
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ソパス社恥の蛍光顕微鏡BX-60 (励起フィルタ

ーBP∠6-9､吸収フィ) 1t1040 レターBA5 0F)を用

いた｡ 

Ⅲ.結果および考察 

1.分化型の異なるブザリウム病菌の形質転換体

の作出

メロンつる割病菌 ( ).′p tu lfs.F.(x)so･n .p

meln' 0 2)については､GFPo lsMAFF3512 遺

伝子を帝人し､形質転換体を作出したことをすで

に報告している叫｡本実験では､ トマ ト萎ちょう

病菌 (.(_ys )lI F s ycpeIIiLF )y p(JL川 p I o Sc' 

MAFFIO03)に目印となる他のマーカー退伝3.6


7-を導 入するため､図 1に示すプラスミド
 

pHPG8-ll(GUS追伝子およびハイグロマイシ


ン抵抗性遺伝子を保持)を用い､形質転換を行っ


た｡すなわち､トマ ト萎ちょう病歯から常法[.'
Jに

よ り､ プ ロ トプ ラ ス トを 作 製 した 後 ､ 

s.c ne y - diC nCrLRetI●iu() nz.meme al.diLgaIOn 

(REMl法)を用いて､制限酵素什mdⅢで処理し

た直鎖状のpHPG8-11を本菌に導入し､形質転

換体 (FOL-005)を作出した｡プラスミドベク

ターはコ-ネル大学､B G.Turgeon博士から分

訴された.FOL-005の染色体DNAへのマーカー 

Fi .lsTi etrue o rnfra1nOg 1PaIldvco sdfrtasomc0 f 
Fltsrlll XV/O Em Th ls dp G81a m n_SDr . epami HP -lt

contaillSthe β-glucronldasegene(GUS)asa 
IeO.e akrn yrmcnBrsSa【 ee.Pltrmreadhgoyi eItngn

(/,g saslciema'e lne t hIv)a eetv lkrfakdwihte 
nt t xr i o e fClll oIcosituivcepessonPrmotrO ojiobllS 

htl,o/oJIIl.･trsrp S

遺伝子の挿入は､PCR法およびCUS退伝子をプ

ローブとしたサザンハイプ1)ダイゼ-ショソによ

り確認した｡また､本薗染色体DNAに組み込ま

れたマーカ一迫伝子は後代まで安定的に伝えられ

た｡ 

2.病原性検定

フザりウム病菌の感染挙動を解析するために

は､得られた形質転換体が野生株と同様な病劉生

を示す必要がある｡そこで､幼甫プレート法を用

い､FOM-001とFOL-005の病原性検定を行っ

た (表 ユ)｡本実験では､薗接種後､メロン幼苗

で2週間､ トマト幼苗で3週間､経時的に病散の

進展が観察された｡その結果､ビOL-005は､野

生株同様､トマ ト幼笛において根部の褐変化､子

発の策化 ･萎ちょうおよび枯死の病徴を示した｡

しかしながら､本菌をメロン幼甫根に接種した場

合は､全く病散を示さなかった｡一･万､FOM-

001は､メロン幼術でのみ顕著な病徴を示したが､

トマ ト幼笛では､全く病徴を示さなかった｡以上

の結果から､供試菌は宿主植物にのみ特異的に感

染し､病微を示した｡ 

3.マーカー遺伝子を利用したブザリウム病菌の

同時識別

異なるマーカ一迫伝子の発現を利用し､同一視

野での 2分化型菌 (FOM-001とFOL-005)を

識別することを試みた｡作成した帝層の寒天培地

上にFOM-0 10の薗濃ディスクをL0 1とFOL05 E

床し､26℃で 7日間､共存培養した｡培養後､ 

FOM-001とFOL-005の菌糸接触部位を蛍光顕

微鏡で観察したところ､FOM-001菌糸細胞内で 

GFP迫伝子の発現が確認されたoまた､同サンプ

ルをGUS反応孜に浸放反応させた後､同一部位

を光学顕微鏡で観察したところ､FOL-005菌糸

細胞内でGUS遺伝子の発現が確認されたことか

ら､分化型の異なるブザリウム病菌をマーカー遺

伝子発現により､同一平面上で識別することが可

能となった (図 2)｡ 

4.マーカー遺伝子を利用したブザリウム病菌の

トマト根上での同時識別 

FOM-0 .050 1とFO1-0の胞子懸濁液をそれぞ

れ 1. 0胞子/mlに調整した後､等丑混合し､0×1丁

トマ ト幼筒根に10〝1滴下接種した｡混合接種後
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(2日円に接種部位 (2cm)を切断し､蛍光顕徴
鈍でGFP避伝子発現を観察したところ､FOM-

001の菌糸細胞で緑色蛍光を確認することができ

た｡また､同サンプルをGUS反応液に浸放した

後､光学顕徴投下でGUS遺伝子発現を観察した

ところ､ビOL-005の歯糸細胞内でインジゴ形成

が確認された｡以上のことから､異なるマ-カー

迫伝子の発現により､ トマ ト根上で 2分化型歯の

識別が可能となった (図 3)｡

このようにして､遺伝子工学技術を用い､種々

のマーカー迫伝子を病原性および非柄原性フザ リ

ウム病菌に付与すれば､その道伝子発現の相避に

より､明確に両歯を識別することができるととも

に､宿主植物および非宿主植物根上での本菌の感

触挙動が明確になるものと考えられる｡
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