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論 文 内 容 要 旨

1.緒 言

植 物 病 原 菌 で は 、 プ ラ ス ミ ドに 病 原 性 遺 伝 子 の 一 部 を コ ー ド して い る も の

が あ る 。 例 え ば 、Arobacterium加mefaciences菌 、Pseudomonassyringae

pv.savastanoi菌 、Pseudomonaspv.atropurpurea菌 の プ ラ ス ミ ドは 病 原 性 の 発

現 に重 要 な 役 割 を 果 し て い る 。 植 物 病 原 糸 状 菌 で は 、1980以 降 に な っ て 、2～

10Kbの 線 状 プ ラ ス ミ ドが 発 見 さ れ 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ドは ミ トコ ン ドリ ア に 内

在 して い る も の が 多 い 。

線 状 プ ラ ス ミ ドの 機 能 に 関 す る 情 報 は 極 め て 少 く 、 わ ず か に 、堕

myceslactisの キ ラ ー蛋 白質 の 生 産 と 耐 性 の 形 質 が プ ラ ス ミ ド、pGKL1に 指 令

され て い る との 報 告 、 トウモ ロ コ シ の 細 胞 質 雄 性 不 稔 の 発 現 と2種 の プ ラ ス ミ

ドDNA、Sl、S2と の 関 連 に つ い て の 報 告 の み で あ る 。 また 、 植 物 病 原 糸

状 菌 で は 、Fusariumoxysorumの 分 化 型 やRhizoctoniasolaniの 菌 糸 融 合 群 と

プ ラ ス ミ ド との 間 に 関 係 が 認 め られ て お り 、 プ ラ ス ミ ドの 存 在 と 病 原 性 との 関

係 に 興 味 が 注 が れ て い る 。

本 研 究 で は 、R.solani菌 の 菌 糸 融 合 第4群(AG-4)に 属 す る プ ラ ス ミ

ド様DNAの 抽 出 条 件 と細 胞 内 所 在 、 並 び に プ ラ ス ミ ド様DNAの 性 状 に つ い

て検 討 す る と と も に 、 病 原 菌 の 進 化 に つ い て 論 議 し た 。

2.全DNA、 核DNAお よ び ミ トコ ン ドリアDNAの 抽 出法

本研 究 で は 、野 外 よ り分離 したR.solani菌 のAG-4群 に属 す る菌 株 、計

15菌 株 を供 試 した 。 供試 菌 株 はPS培 地(ジ ヤ ガ イ モ200gの 煎 汁11に シ ョ糖20

g添 加)で 前培 養 後 、更 にPPS培 地(PS培 地 に ポ リペ プ トン10g添 加)に 移

し、2週 間 培養 した 。培 養 菌 体 は集 菌 後 、凍 結 乾燥 させ保 存 し、 実験 に供 試 し

た。Fig.ユ に示 した種 々の 方法 に よ って 、DNAの 抽 出方 法 を検 討 した。

CsCl一 エ チ ジ ウム ブロマ イ ド密 度 勾配 遠心 に よ る全DNA(TotalDNA)の 抽

出方法 で は ミ トコ ン ドリアDNAと 核DNAを 分離 す る こ とは出来 な い。 そ こ

で 、全DNA抽 出後 、更 に 、CsCl一 ビスベ ンズ イ ミ ドに よ る密 度 勾 配遠 心
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の生菌体 か ら ミ トコ ン ドリアDNA約25μgを 得 る こ とが 出来 た(Fig.3)。 以 上

の結果 か ら高純度 のDNAを 抽 出す る には 、エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドー ビス ベ ン

ズ イ ミ ド密 度 勾配 遠心 法が 最適
1000

で あった 。

3.培 養 条 件 と全DNAお よび

プ ラス ミ ド様DNAの 収 量

培養 期 間 と全DNAの 収 量

との関係 を検 討 した。 全DNA

は前培 養(PS培 地)2週 間 目

の菌体:から最 も 多 く得 られ 、乾

燥菌体10gか ら980μg回 収 され た。

プ ラス ミ ド様DNAの 収 量 も2

週間 、前培 養 した 菌 体か ら最 も

多 く得 られ た(Fig.4)。

後培 養(PPS培 地)に おけ

る培 養期 間 と全DNAの 収 量 と

の関係 で は 、2週 間 目の乾燥 菌

体10gか ら全DNA1200μg、 核

DNA460μg、 ミ トコ ン ドリア

DNA1!0μgを 得 る こ とが でき

た。 プラ ス ミ ド様DNAの 収量

は、2,1,3,4週 間 の 順 に減 少 し

た(Fig.5)。

以上 の結果 か ら全DNAの

収量 を上 げ るに はPS培 地 で2

週間 、更 に 、PPS培 地 で2週

間の培養 が 最適 であ っ た。
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にも どす 回数 が多 いほ ど、 全DNA

の収量 は減 少 した 。 また 、 プ ラス ミ ド

様DNAの 収 量 も同 様 に保 存期 間 が長

くな るにつれ て減 少 した(Fig.6)。

4・ 凍結 乾燥 菌 体 の保 存 期 間 と全DNAお よび プ ラス ミ ド様DNAの 収 量

4週 間 凍結 保 存 期 間 の 内 、常 温

12345

5.プ ラス ミ ド様DNAの 細胞 内所 在

本 菌 にお け る プ ラ ス ミ ド様DNA

の細胞 内所 在 に つ い て検 討 した。R.

solaniに 属 す る 菌株15菌 株 を用 いて 、

全DNAを 抽 出 し、0.呪 アガ ロ ース ・

ゲル電 気泳 動 に よ っ て12菌 株 か らプ ラ

ス ミ ド様DNAを 検 出 した 。 こ の方 法

ではプ ラス ミ ド様DNAの 検 出頻 度 は

4/5で あ っ た。 細胞 分 画 法 で得 た

→

Fig.6.Electrophoreしicanalys{sofしotal

DNAexLractedrroll[freeze-preservaしion

myceliaat-20ｰLforAweeks .
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ミ トコン ドリアDNAか らもプ ラ ス ミ ド様DNAが 検 出 され た 。 そ こ で、エ チ

ジウムブ ロマ イ ドー ビス ベ ンズ イ ミ ド密度 勾 配 遠心 法 に よ って 得 た上 部 のバ ン

ドが ミ トコ ン ドリアDNAで あ る こ とを実証 す るた めに 、細胞 分画 法 で 得 た ミ

トコ ン ドリァDNAを プ ロ ー ブ と して、 ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った結 果 、

エチ ジウム ブ ロマ イ ドー ビスベ ンズ イ ミ ド密 度 勾配 遠心 法 によ っ て得 た ミ トコ

ン ドリァDNA分 画 とハ イ ブ リ ダイズ した 。 しか も、 エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドー

ビスベ ンズ イ ミ ド法 に よ って 分画 したAG-4群 に属 す るす べ て の菌株 の ミ ト

コン ドリァDNA分 画 か らプラ ス ミ ド様DNAが 検 出され た 。 これ らの結 果 は 、

プラス ミ ド様DNAが ミ トコ ン ドリアに 内在 して いる こ とを示 唆 して いる。
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6.第4群 菌株 か ら検 出 した ミ トコ ン ドリア分画 中の プ ラス ミ ド様DNAの 相

同 性

R.solaniAG-4群 菌

株 の15菌 株 す べ て か ら検

出 さ れ た プ ラ ス ミ ド様DNA

-2の ク ロ ー ンpUCIg

X-8とpUC19X-11

を プ ロ ー ブ と して 相 同 性 の

検 討 を 行 っ た 。 供 試 したR.

solaniAG-4群 菌 株 の プ

ラ ス ミ ド様DNAは す べ て

本 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ

ズ した(Fig.7)。 また 、本

プ ロー ブ は2量 体 、3量 体

ある いは4量 体 と思 わ れ る

バ ン ドとも反応 した 。

以上 の 結果 か ら、R工

一64菌 株 の プラ ス ミ ドは

AG-4群 の菌株 か ら検 出

したプ ラス ミ ド様DNAと

高 い相 同性 を示 した 。
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7.第4群 菌 株 か ら検 出 した プ ラ ス ミ ド様.DNAの 制 限 酵 素 地 図 の 作 成 と

pRS64-1,2,3の 制 限 酵 素 地 図 との 比 較

R.solaniAG-4群 菌 株 に 属 す る菌 株 か ら プ ラ ス ミ ド様DNAを 抽 出 、

精 製 し、7種 類 の 制 限 酵 素 、 麺HI、 璽gRI、 堕dlll、 塑1、 麺1、 込璽II、堕 工を

供試 し て 、 制 限 酵 素 地 図 を 作 成 した 。 プ ラ ス ミ ド様DNAは 塩 基 数 か ら2つ の

グル ー プ 、2.4Kbと2.7Kbに 分 け られ た 。 更 に 、AG-4群 の 菌 株 に は5つ の タ

イプ の プ ラ ス ミ ド様DNAが 存 在 した 。2.4Kbの プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 っ 菌

株 は タ イ プA,Bに 分 け られ た 。2.7Kbの プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 つ 菌 株 は タ

イプc、D、Eに 分 け られ た(Fig.8)。
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H甲K 早
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Fig.8.Restrictionmapsofdetectedplasmid-likeDNAsfromdifferent

isolatesofRhizoctoniasolani(AG-4).
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2.4Kbの プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 つ グ ル ー プ の 中 に2種 類(タ イ プAと

タイ プB)の プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 っ 菌 株 と1種 類(タ イ プB)の プ ラ ス ミ

ド様DNAを 持 つ 菌 株 が 認 め ら れ た 。 一 方 、2.7Kbの プ ラ ス ミ ド様DNAを 持

っ グル ー プ の 中 に は タ イ プC(pRS64-Dの プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 つ

菌株 、 タ イ プD(pRS64-2)の プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 つ 菌 株 、2種

類 、 タ イ プDと タ イ プE(pRS64-3)の プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 つ 菌 株

と、 タ イ プC,D,Eを 同 時 に 持 つ 菌 株 が 存 在 した 。 しか し な が ら 、2.7Kbの

プ ラ ス ミ ド様DNAを 保 持 して い る 供 試9菌 株 の 内6菌 株 が タ イ プD(pRS

64-2)の プ ラ ス ミ ド様DNAを 持 っ こ とが 判 明 し た(Fig.9)。
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制 限酵 素地 図 の 解 析

の結果 か ら5つ の タ イプ

のプ ラス ミ ド様DNAの

中央部分 は異 な って いた。

しか しな が ら、 末端 部 近

傍で は同 一 の制 限酵 素 地

図を示 した。 この こ とか

らAG-4群 菌株 か ら検

出 したプ ラス ミ ド様DNA

は両末端 部 近傍 に共 通配

列 を有 して いる もの と思

われた。

更 に、 両末 端 部 位 の

相同性 を検 討す るた め に、

pRS64-3のEcoRIか

ら末端 ヘ ア ピン ・ル ー プ

までの領 域 を ク ロー ン化
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Fig.10.ElectrophoreticanalysisandSouしher・nliybridizaし}on

analysisofpRS64probedwiしhlabe[edTFA-811:.

A.ElectrophoreしicanaiysisofpRS64.

Q.SouthernhybridizationanalysisofpRS64probedwith

labeledTFA-8E.Thisprobeisclonedfragmel}し しherighし

terminitoGcoRIofpRS6A-3.

Lane!:廷 壬≧旦IresしrictiorLpatしerns;lane2:旦 聖里illresLricしloa

paし しerns;Iane3:EcoRIrestricLionpatしerns;1過ne4:Pvurr

resしricしionpaしterns;Lane5;Sizerllarker,北DNAdlgesLedwiしh

l目ndlll曾

したDNA断 片(TFA-8E)を プ ロ ー ブ に サ ザ ン ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ

ン を行 っ た 。 供 試 した 末 端 部 プ ロ ー ブ は0.85Kbの 断 片 、!.3Kbの 断 片 、1.85Kb

の断 片 お よ び 無 切 断 断 片 とハ イ ブ リ ダ イ ズ した 。 す な わ ち 、 右 側 の 各 制 限 酵 素

切 断 断 片 との み ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 左 側 の 各 断 片 と は ハ イ ブ リダ イ ズ しな か っ

た(Figlo)。 以 上 の 結 果 か ら、 本 プ ラ ス ミ ドの 両 末 端 の 配 列 は 異 な っ て い る と

思 わ れ た 。

考察

R.solaniAG-4群 の菌 株 か らエ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドー ビスベ ンズ イ ミ ド

密度勾配 遠心 法 に よ って ミ トコ ン ドリア分画 か ら検 出 した プラ ス ミ ド様DNA
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は塩 基 数 か ら2つ の グル ー プ 、 す な わ ち 、2.7Kbと2.4Kbに 分 け ら れ た 。 この 結

果 は 、DNA-DNA再 会 合 反 応 速 度 解 析 に よ っ て 類 別 し た 国 永 ら のAG-4

-1とAG-4-1工 と 一 致 した
。

更 に 、AG-4群 に 属 す る プ ラ ス ミ ド様DNAは5つ の タ イ プ に 分 け ら れ

た 。 そ れ ぞ れ 、5つ の タ イ プ の 内 、2.4Kbに 属 す る タ イ プAと タ イ プBの プ ラ

ス ミ ド様DNAは 今 回 新 し く 発 見 した も の で あ る 。 しか も 、 タ イ プD(pRS

64-2)の プ ラ ス ミ ドはAG-4群 菌 株 に 普 遍 的 に 存 在 し て お り 、2種 類 、

3種 類 の プ ラ ス ミ ドを保 持 す る 菌 株 は タ イ プDか ら 派 生 した も の と考 え られ 、

進 化 の 面 か ら も 興 味 が 持 た れ る 。

R.solaniAG-4群 か ら検 出 した 複 数 の プ ラ ス ミ ドの 複 製 に は 末 端 部 共 通

配 列 構 造 の 存 在 、 並 び に ヘ ア ピ ン ・ル ー プ 構 造 が 重 要 で あ る と考 え られ る 。 ま

た 、R.solani菌 か ら検 出 した プ ラ ス ミ ド様DNAは 各 菌 糸 融 合 群 が 固 有 に 保 持

して い る 因 子 で あ る と 考 え られ た 。

本 菌 か ら検 出 した プ ラ ス ミ ド様DNAに つ い て 、 更 に 、病 原 性 と の 関 係 、

病 原 菌 の 進 化 に 関 して 検 討 を行 っ て い る 。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究 では,R.solani菌 の 菌糸融合 第4群(AG-4)に 属 す るプ ラス ミド様DNAの 抽 出条件 と

細胞 内所在,並 びに プラス ミド様DNAの 性 状について検討す るとともに,病 原菌 の進化 につ い

て論議 した。

1.R.solani菌 か ら全DNA,核DNAお よび ミ トコン ドリアDNAの 抽 出法 を検討 した結果,高 純

度のDNAを 抽 出す るにはCsCl一 エ チジウムブ ロマイ ド密度勾配遠心後,CsCl一 ビスベ ンズイ ミ

ド密度 勾配遠心法 が最適 であった。培養条件 と全DNAお よび プラス ミド様DNAの 収 量 との関 係

では,PS培 地 で2週 間前培養 し,更 に,PPS培 地 で2週 間の後培養が最適 であ った。凍 結乾 燥

菌体の保存期間 とDNAの 収 量 との関係では,保 存期 間が長 くなるにつれて減少 した。

2.プ ラス ミド様DNAの 細 胞内所在について検討 した結果,プ ラス ミ ド様DNAは ミ トコン ドリ

アに内在 してい ることを認めた。

3.第4群 菌株か ら検出 した プラス ミド様DNAの 性 状について検討 した。そ の結果,RI-64菌

株 のプラス ミ ドはAG-4群 の菌株か ら検 出 した プ ラス ミ ド様DNAと 高 い相 同性 を示 した。更

に,プ ラス ミ ド様DNAは 塩 基数か ら2つ の グル ープ,2.4Kbと2.7Kbに 分 け られ,AG-4群 の菌

株 には5つ のタイプのプラス ミド様DNAが 存 在 した。2.4Kbの プ ラス ミ ド様DNAを 持 つ菌株

は,タ イ プA,Bに 分 け られた。2.7Kbの プ ラス ミド様DNAを 持 つ菌株 はタイプC,D,Eに 分

け られ た。

2.4Kbの フ。ラス ミ ド様DNAを 持 つ グル ーフ。の中に2種 類(タ イフ.Aと タイ フ。B)の フ。ラス ミ ド

様DNAを 持 つ菌株 と1種 類(タ イプB)の プ ラス ミ ド様DNAを 持 つ菌株が認め られた。一方,

2.7Kbの プ ラス ミ ド様DNAを 持 つ グル ーフ.の中に は タイ フ.C(pRS64-1)の プ ラス ミ ド様

DNAを 持 つ菌株,タ イ プD(pRS64-2)を 持 つ菌株,タ イプDと タイプE(pRS64-3)を 持 っ

菌株,タ イプC,D,Eを 同 時に持つ菌株が存在 した。 しか も,タ イプD(pRS64-2)の プ ラス

ミドはAG-4群 菌株に普遍的に存在 しており,2種 類,3種 類のプラス ミドを保持する草株タイ

プDか ら派生したものと考えられる。AG-4群 から検出したプラス ミドの複製には末端部共通

配列構造の存在,並 びにヘアピン ・ルーフ。構造が重要であると考えられた。

以上のように,本 研究によりR.solani(AG-4)菌 保有のプラス ミド様DNAの 性状が明らかと

なり,本 菌の進化学的知見が得られた。 よって審査員一同は本論文提出者は農学博士の学位を受

けるに値すると判定 した。
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