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緒言

アズキ(Vi伊za angularis (Willd) Ohwi et 

Ohashi)は中国大陸南部が原産で， ヒメツルアズ
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キ (Vnakashimae Ohwi et Ohashi)が原種と考

えられている。栽培地は中国大陸，朝鮮半島，台湾

および日本に限られている。北海道では少なくとも

1695年以前に松前で栽培されていたとみられ，そ

の後，石狩，空知，上川地方に中心が移ったが，

1930年代以降，特に近年は十勝地方での作付が多

い125)。一方，ダイズ (Glycinernax (L.) MerrilO 

は中国東北部とシベリア地域が原産地で98)，ツルマ

メ (G.soja Sieb. et Zucc.)から分化したものと

みられ，その中間型が半栽培型ダイズ (G.gracilis 

Skvorzow)であると考えられている。ダイズは世

界的に栽培されており，北海道では 1562年にすで

に渡島地方で栽培されていた記録がある。最近は十

勝地方で、の作付が全道の半分近くを占め，そのほか

上川，石狩地方での栽培が多い山)。

アズキ落葉病は 1932年頃からその発生が認めら

れており 111)，現在では北海道の主要なアズキ栽培

地域に広く発生し，栽培上重大な障害になってい

る。一方，ダイズbrownstem rot (BSR)病は

1944年にアメリカで初めて発生が認められた病害

で3)，1980年には北海道において発生が確認され，

ダイズ落葉病と命名された7)。本病による被害はさ

ほど大きいものではないが，その後，秋田県でも発

生し88) 発生地域の拡大が懸念されている。両病原

菌は形態的同一種で， Cゅhalosporium gregatum 
Allington et Chamberlain3•90) とされていたが，

GAMS34)は本菌をPhialoρhora属に移すことを提案
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し，現在はP.gregata (Allington et Chamber-

lain) Gamsが広く用いられている。

両病害に関する研究はこれまで生態学的な側面を

中心に進められてきており，両病原菌の分類，遺伝

的類縁性に関する研究はほとんど行われていなかっ

た。そこで，本研究ではアズキ落葉病菌とダイズ落

葉病菌の病原性，培養性質のほか，分子遺伝学的手

法を用いて遺伝的類縁性を検討し両菌の分類学的

位置づけと遺伝的変異について考察した。

I.研究史

アズキ落葉病とダイズ落葉病の研究は生態学的な

ものが多いが，ここでは病害の発生経過と病原菌，

病原性，培養性質に関する研究について述べること

にする。

a. 病害の発生経過と病原菌

アズキ落葉病は1932年に十勝，北見地方で多発

し，初めて病名が記載された111)(成田聞は1904年

にアズキに発生した一種の疫病を，その症状，発生

状況からアズキ落葉病ではなし、かと推察している〉。

その後，石狩，空知，十勝地方で局所的に多発して

いたとされている 89)。当時，この病害はあまり重要

ではなかったものと思われるが， 1970年に十勝地

方で大発生し，多大な被害をもたらした刷。その

後，北海道全域に蔓延し，アズキ栽培上重大な障害

となっている。

権病アズキは8月中旬頃から下位葉が萎凋し始

め，次第に上位葉におまび，葉柄も下方に湾曲する

ようになる。その後，葉面の脈聞が灰褐色あるいは

灰白色に変じて乾燥し，逐次落葉する。このため，

茎，花梗，莱などを残して坊主にな ït，~" やがて株全
体が枯死する。また，病株は外観健全でも，内部の

維管東部，ときには髄部も褐色，赤褐色あるいは紫

褐色に変じ，根から上部および葉柄へと縦につな

がっていることが特徴である90)。

この茎内部の掲変部分からきわめて緩慢に生育す

る菌が常に分離され，アズキに接種したところ落葉

症状が再現されたことからこれがアズキ落葉病の病

原菌であることが確認された。本菌はCψhaloゅor-

iumの本来の属徴に合致しない点もあったが，そ

の形態がアメリカで発生していたダイズ BSR病の

病原菌とほとんど一致すること，ならびに両者の病

徴，発病経過などが酷似していることから，同一菌

C. gregatum (後述〉として取り扱われることに

なった90)。その後，アメリカのダイズ BSR病菌と

日本のアズキ落葉病菌の形態が直接比較され，差が

認められないことが報告された問。

一方，ダイズ BSR病は1944年にアメリカのイ

リノイ州で初めて発見された病害でへその後，ア

イオワ，インディアナ， ミネソタ， ミズーリ， ウイ

スコンシン等へ広がり，ダイズ栽培における重要な

病害のーっとなった。権病ダイズは8月末から 9月

初旬に葉が急にしおれだし，脈問が灰褐色，灰白色

に変じて枯れ，落葉する。こうした外部病徴は維管

束部および髄部の褐変が上昇するにつれて現れるよ

うになる。

本病原菌は胞子を疑頭状に生成し，その分生子柄

の分岐が多く，短小で梶棒状であること，胞子がほ

ぼ整ーで単胞に限られること等の特徴を有してお

り，既知の Cethaloゆorium菌とは異なるが，他の

L 、かなる属よりも Cφhaloゆorium属の性質に近いの

でこれに含ませるべきものとし，新種のC.gregatum 

Allington et Chamberlainと命名された3)0 Ce-

phα10ゆorium属は腐植に富む草原土に普通にみら

れる菌で，ダイズ BSR病の発生地域がこうした土

壌であることから，ダイズの栽培が増加したことに

よって，土着の Cethalo者porium属菌のうちこれを

宿主とすることのできるダイズ BSR病菌の菌密度

が増大したためか，あるいは，導入品種やそこから

選抜されて用いられてきた品種が 1940~50 年代に

相互に遺伝的に近縁な品種に取って変わられてお

り，その結果，感受性の品種が広く栽培されるよう

になったため病気が現れてきたのではないかと推察

されている九

本病害はアメリカのほか，カナダ11エジプト 2)で
発生が報告されている。日本においては近年までそ

の発生が認められていなかったが， 1980年に十勝

地方で発見され，ダイズ落葉病と命名された7)。そ

の後，札幌悶，長沼(近藤，私信)，秋田県88)でも発

生が確認されている。

近年， GAMS34)よって Cψhaloゆorium属菌の多

くは Acremoniun属に移されたが，本菌 C.

gregatumは梶棒状のフィアライドの一部が明らか

にカラーを有することから Phialoρhora属に移さ

れ，P. gregata CAllington et Chamberlain) 

Gamsとされた。現在はこの学名が広く用いられて

L 、る。

b. 病原性
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ダイズ落葉病菌は供試した 10属11種の植物のう

ちダイズとリョクトウ (Vな附 radiata(L.) Wilc. 

zek)にのみ病原性を有することが明らかにされ

た九一方，成田ら90)はアズキのほか4属4種の植

物に対するアズキ落葉病菌の病原性を調べ，本菌は

アズキおよびリョクトウを宿主とするもののダイズ

には病原性を示さないことを認め，アズキ落葉病菌

とダイズ落葉病菌は寄生性の分化した生態種ではな

いかと推察しているB9)。

その後， KOBAYASHIら55)がアメリカと日本で

栽培試験を行い，アメりカのダイズ落葉病発病圃場

ではダイズは激しく発病したがアズキは発病せず，

一方， 日本のアズキ落葉病発病圃場ではアズキは激

しく発病したがダイズは何れの品種も感染が認めら

れなかったことから，両菌はアズキ，ダイズに落葉

症状を引き起こす能力が異なっていると結論づけ

た。また，アズキ落葉病が発生している園場で新た

にダイズ落葉病が発生し，アズキ落葉病菌の病原性

の変異による可能性が考えられたが，アズキ分離菌

株はアズキに，ダイズ分離菌株はダイズに病原性を

示し，両方に病原性を示す菌株は見いだされなかっ

た92)。

さらに，それぞれの病原菌で病原性の菌株間差異

が認められている。ダイズ落葉病菌は感受性品種に

維管束の褐変と共に萎凋症状を引き起こす Type1 

と維管束の褐変のみで萎凋症状は引き起こさない

Type IIに分けられ，抵抗性品種に対しては両タイ

プとも萎凋症状は引き起こさないが， Type 1の方

が維管束褐変の進展が大きく，またsoybean seed 

agar上での生育速度はType1の方が速いことが

報告された州o MENGISTU and GRAUB1)も同様の

結果を得，さらに擢病組織から Acremoniumsp. 

が低頻度ながら分離され， これがダイズの維管束や

髄をわずかながら褐変させるが，葉の萎凋等は引き

起こさないことを報告した。その後，彼らは硫酸銅

を用いたダイズ落葉病菌の選択分離培地を報告した

が，本培地上ではTypeIIの方が生育が速いとし

ている問。

一方， PHILLIPS叫も菌株によって発病力や生育

速度に違いが認められるとしたが，少なくとも 3つ

以上の病原型に分けられ，さらに菌株を増やせば発

病力は連続しタイプ分けできなくなると推察した。

また，発病カと生育速度に関係は認められないとし

た。このほか，擢病性の異なるダイズ品種を判別宿

主として用いてダイズ落葉病菌の病原性が検定さ

れ，菌株によって侵略力の変異が大きく，生理的特

異性の異なる多数の型が存在することが示されてい

るが， レースを設定するには至っていない1叫123)。

アズキ落葉病菌でも菌株によりアズキの品種・系

統間で発病程度に差が認められることが報告されて

いるペエリモショウズは擢病性品種の宝小豆分離

菌株 (A-13)，強抵抗性の赤豆分離菌株 (AK-11)

の何れによっても激しく発病したが，赤豆を片親と

するハツネショウズはA-13株に対しては抵抗性を

示した。また，十系 325号は何れの菌株によっても

発病しなかった。

KOBAYASHIら刊は，権病組織から比較的高頻

度で分離される，培地上での生育が従来からのアズ

キ落葉病菌 (TypeA)とは明らかに異なる糸状菌

が萎凋毒素 Gregatinを生産することから，これを

落葉病菌の新しい系統 (TypeB) として報告し

た。本菌は注射接種により進展は小さいものの髄な

らびに維管東部に褐変を引き起こし，また胞子の形

成状態，胞子の大きさ，菌糸の幅などではTypeA 

と差がないが，菌糸の生育速度は速く，ブドウ糖加

用ジャガイモ煎汁寒天培地 (PDA)上で胞子を多

量に形成すること，ならびにGregatinの生産が少

ない点などで大きく異なるとしている。一方，内

田118)はTypeAとTypeBは胞子および分生子

柄， コロニーの形態から容易に識別できるとした。

また， Type AをV-8ジュース寒天培地 (V-8

A)上で数回移値を繰り返しているうちに，生育が

良好で多量の胞子を形成する菌叢が扇状に現れた。

この部分を分離培養した自発突然変異株は，病原性

を含む諸性質がTypeBと良く似ているが完全に
は一致していないことから， Type AがTypeB 

に変異していく中間過程にあると考えられた54)。ま

た， Type Aを突然変異誘発処理することによって

も，このような変異株(誘導突然変異株〕が得られ

ている53)。

c. 培養性質

ALLINGTON and CHAMBERLAIN3)によれば，

ダイズ落葉病菌の生育適温は 22~240C ，生育最低

温度は8'C以下，また生育最高温度は30'C以上であ

るとしている。同様に GRAy40)は適温が

21~25'C の間にあることを報告した。一方，

MENGISTU and GRAU81)によれば，生育最高温度

は 28~32'C の間にあるとしているものの，生育適



60 北海道大学農学部邦文紀要第 19巻第1号

混は20'Cであるとしており前二者より低い値を示

している。アズキ落葉病菌についてはダイズ落葉病

菌との比較で調べられ，両菌の生育適温は

24~25'C，生育最低温度は 4~5'C，生育最高温度

は34'C付近にあり，ほぼ同じであるとされた問。

このほか，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌は生

育速度，各種培地上での胞子形成能やGregatin産

生能などで差が認められないことが報告されてい

る58)。

11. 病原性

病原菌においてはIつの種の中にも交雑あるいは

変異などにより病原性を異にする系統が存在するこ

とがある。それが宿主の種レベルで、特異性が異なる

ものを分化型として，また品種に対するものであれ

ばレースとして位置づけられる。例えば，Fusar-

ium oxy.ゆorumでは現在まで50以上の分化型が報

告され，その中にはさらにいくつかのレースが存在

する分化型もある79)。また，同じ分化型あるいは

レースであっても，同一宿主に対する発病力が菌株

によって異なることが知られている。

本章では，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌のマ

メ科植物6種に対する病原性(宿主範囲〉と，さら

にアズキ落葉病菌については擢病性の異なるアズキ

4品種に対する病原性(発病力〕の菌株間差異につい

て検討した。

材料および方法

a. 供試菌株

本研究で用いた菌株をまとめて Table1 fこ示し

た。アズキ落葉病菌 (TypeA) 42菌株，ダイズ落

葉病菌12菌株のほか，アズキ落葉病菌の弱病原性

系統として報告されたTypeB57) 1菌株，アズキ落

葉病菌の突然変異株(本論文中ではTypeA'とす

る〕町叫4菌株，さらに生産する毒素の構造が酷似

することから両菌との類縁性が考えられてきた〔小

林，私信〉コムギ条斑病菌 (Cゅhalosporium

gramineum Nishikado et Ikata) 1菌株を供試し

た。

b. 宿主範囲

検定植物にはアズキ，ダイズそれぞれ4品種のほ

か， リョクトウ 2品種，エンドウ (Pisumsativum 

LJ，インゲン (P.ルぉeol.ω vulgaris1.)およびサ

サゲ(抗なnaunguiculata (1.) Walp.)の計6種

13品種を用いた。

病原菌の接種は断根浸漬接種法によった。初生葉

が展開した植物の主根および側根の先端部を切り取

り，胞子懸濁液(10'個1m!)に24時間浸潰した

後，ポットに移植した。温室で2か月育てた後，発

病状況を調べた。

C. アズキ落葉病菌の病原性の菌株間差異

アズキ落葉病菌については病原性の菌株間差異を

調べた。検定品種は宝小豆，丸葉(刈68号)，ハツ

ネショウズ(十育116号〉ならびに赤豆を用いた。圏

場抵抗性は宝小豆が弱で，その他の3品種は強とさ

れている21)。

断根浸漬法により 6~8 個体に接種した。発病度

は，地際部を 1つの節と見なし，下式で算出した。

2:[(Ji+l)/(Ki十1)]
発病度- n ×100 

ただし， Ji， Kiはそれぞれ個体iにおける褐変
が進んだ節位，総節数， nは調査個体数を示す。

また，供試菌株をダイズ茎煎汁寒天培地 (SSA)

上で24'Cで培養し，菌糸の生長量を測定した。

結 果

a. 宿主範囲

アズキ落葉菌4菌株は何れの菌株もアズキ4品種

とりョクトウに対して病原性を示した (Table2)。

アズキでは接種後3週間ぐらいで維管束部の褐変お

よび下位葉のしおれが認められた。その後，病徴進

展の速いものでは接種後5週間ぐらいには多くの葉

がしおれ，一部は落葉した (Fig.lA)o2か月後に

は枯死に至る個体が多くみられた。また，アズキ落

葉病菌を接種したリョクトウ 2品種でも随部を中心

に褐変が進展し，下位葉から葉がしおれだした。ダ

イズに対しては， 2個体で維管束の褐変が認められ

たのを除き，病原性を示さなかった (Fig.IB)。こ

れら2個体の褐変も地際部ないし子葉節までで，外

部病徴は認められなかった。また，アズキ落葉病菌

はインゲン，ササゲ，エンドウには病原性を示さ

ず，維管束褐変，葉のしおれ，落葉等の病徴は認め

られなかった。

一方，ダイズ落葉病菌は4菌株ともダイズ4品種

とリョクトウに対し病原性を示した (Table2)。ダ

イズの外部病徴は激しい場合もあったが (S62Ha-3

株を接種した Harosoy;Fig. 1B)，多くの組合せ

では一部の葉にしおれが認められる程度の軽いもの
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IsoJate Host cultivar 

Table 1. Sources of the isolates used in this study. 

LocaJity Year of 
collection 

Adzuki bean isolate of PhialoPhora g何gata(Type A) 
A13 Takara-shozu Memuro (Tokachi)" 
A54-13 Asyoro (do.) 
A54-24 Hayate-shozu Makubetsu (do.) 
A54-25 Takara-shozu do. (do.) 
A54Ka Asahikawa (Kamikawa) 
A54W Kotobuki-shozu Wassamu (do.) 
A56-25 Takara-shozu Makubetsu (Tokachi) 
A57T22 Shimizu (do.) 
A57T24 Erimo-shozu Memuro (do.) 
A58H Hayate-shozu Sapporo CIshikari) 
A59K Kenbuchi (Kamikawa) 
A59M Maruba No. 1 Sapporo CIshikari) 
A59To Hatsune-shozu do. (do.) 
A60K68 Maruba (Kari N o. 68) do. (do.) 
A60N1 Asahikawa (Kamikawa) 
A60To Hatsune-shozu Sapporo (Ishikari) 
A60W1-1 Wassamu (Kamikawa) 
A61Ta Takara-shozu Sapporo CIshikari) 
A62A-2 Akamame do. (do.) 
A62A-10 do. do. (do.) 
A62A-16 do. do. (do.) 
A62B2-2 Erimo-shozu Biei (Kamikawa) 
A62B3-1 do. do. Cdo.) 
A62H1-6 Higashikawa Cdo.) 
A62H3-3 do. Cdo.) 
A62K68-3 Maruba (Kari No.68) Sapporo CIshikari) 
A62S Erimo-shozu Shibetsu CKamikawa) 
A62Ta-1 Takara-shozu Sapporo CIshikari) 
A62To-2 Hatsune-shozu do. Cdo.) 
A63Ha-2 Hayate-shozu do. Cdo.) 
A63Hi Hikari-shozu do. Cdo.) 
A63K1E-1 Erimo-shozu KenbuchiくKamikawa)
A63KIH -2 Hatsune-shozu do. Cdo.) 
A63K63-1 Maruba (Kari N o. 63) Sapporo CIshikari) 
A63Ko-5 Kotobuki-shozu do. Cdo.) 
A63Sa-2 Sakae-shozu do. Cdo.) 
A63Ta-1 Takara-shozu do. (do.) 
A63To-1 Hatsune-shozu do. Cdo.) 
A63W-3 Erimo-shozu Wassamu CKamikawa) 
APl Atsuma (Iburi) 
AP2 do. Cdo.) 
HH Memuro CTokachi) 
Soybean isolate of P. gregata 
S8001 Suzuhime 
S57Ko Kosodefuri 
S570 OakJand 
S58W Wasemidori 
S8301 Suzuhime 
S8302 do. 
S60KS Kitamishiro 
S60S Sapporomidori 
S62Ha-3 Harosoy 
R-3 Okushirone 
St-4 do. 
AK-89-12 Suzuyutaka 
Avirulent strain of adzuki bean isoJate (Type B) 
B57T14 
Mutant from Type A isolates CType A') 
A'31-2 
A'54Ka 
A'56-31 Takara-shozu 
A'59Ta do 
Cゅhalostoriumgramineum 
W56Kit 

.， District in Hokkaido unless otherwise indicated. 

do. Cdo.) 
Sapporo CIshikari) 
do. (do.) 
do. (do.) 
Obihiro (Tokachi) 
do. Cdo.) 
Sapporo CIshikari) 
do. (do.) 
do. (do.) 
Nishisenboku (Akita Prefecture) 
do. Cdo.) 
do. Cdo.) 

Honbetsu (Tokachi) 

Kun-neppu (Abashiri) 
Asahikawa (Kamikawa) 
Ikeda (Tokachi) 
Sapporo CIshikari) 

Kun-neppu (Abashiri) 
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Table 2. Pathogenicity of adzuki bean and soybean isolates of PhialoPhora gregata. 

Plant species 
and cultivar 

Adzuki bean isolate Soybean isolate 
Control 
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a) N umber of diseas巴dplants/number of inoculated plants. 

b) External symptom，一 noexternal symptom，十:wilting of a part of leaves， + + : wilting of about half 
of leaves， + + + : wilting of most of leaves and defoliation. 
C) Not done. 

だった。茎内部の病徴はアズキ落葉病菌を接種した

アズキの場合と異なり，主に随部を中心に褐変し

た。また，ダイズ落葉病菌はリョクトウに感染し，

随部の褐変や下位葉にしおれを生じさせた。しか

し，ダイズ落葉病菌はアズキには何れの組合せでも

全く病原性を示さなかった CFig.1A)。同様に，ダ

イズ落葉病菌を接種したインゲン，ササゲ，エンド

ウでも落葉病の病徴は観察されず，健全な生育で

あった。

b. アズキ落葉病菌の病原性の菌株間差異

実験結果はTable3に示したとおりである。アズ

キ落葉病菌 CTypeA)の突然変異株TypeA'4菌

株は何れの品種に対してもほとんど病原性を示さな

かった。一方.Type Aは菌株によって病原性に違

いが認められた。全個体が地際部まで褐変していた

場合の発病度は約20であるため，発病度が20以上

であったときその品種に対し病原性を有すると見な

したところ，検定品種に対する反応から3つのタイ

プに分かれた。 lつは感受性品種の宝小豆のみに病

原性を示すもので，供試したTypeA22菌株のう

ち17菌株がこのタイプであった。宝小豆の発病度

は21CA13株)から 100CA54W株など)まで菌株に
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(A) 

(日)

Fig. 1. Wilt symptoms on adzuki beans and on soybeans after inoculation with adzuki bean and soybean 
isolates of Phialoρhora gregata. CA) Left to right; adzuki beans Ccultivar Kotobuki-shozu) showing 
wilting after inoculation with adzuki bean isolate CA61 Ta)， showing no symptoms after inoculation 
with soybean isolate CS62Ha-3) and h巴althycontrol plants. (B) Left to right; soybeans Ccultivar 
Harosoy) showing no symptoms after inoculation with adzuki bean isolate (A54-24)， showing wilt-
ing after inoculation with soybean isolate (S62Ha-3) and healthy control plants 

よって大きく異なった。 2つめのタイプは宝小豆と

抵抗性品種の丸葉に対し病原性を示したもので， 4 

菌株 (A62A-2，A63Ha-2， A63Hi， A63K63-1)が

属した。もう lつは，宝小豆と抵抗性の丸葉，ハツ

ネショウズの 3品種に病原性のものでA62K68-3

株のみがこのタイプであった。赤豆は供試した

Type Aの何れの菌株に対しても抵抗性であった。

以上のように，アズキ落葉病菌はTypeA' を含

め病原性から 4つのタイフ。に分かれたので，それぞ

れより代表醤株を選び菌糸生長速度を測定したとこ

ろ， Type A'が明らかに速かったほかは，上述の

Type Aの病原性に基づく 3タイプと生長速度に関

係は見いだされなかった (Table4)。

考察

アズキ落葉病は短期間に，かっ均一に発病させる
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Table 3. Mycelial growth (mm) of adzuki bean 
isolates of PhialoPhora gregata (Type A) 
and their mutants (Type A') on soybean 
stem agar. 
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Table 4. 
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Disease severity indices observed in host 

cultivars inoculated with adzuki bean iso. 

lates of Ph勿loPhora gregata (Type A) 

and their mutants (Type Aつ

64 

Incubation period at 24'C 

2 weeks 4 weeks 6 weeks 

00 

00 

00') 

00 

25.3 

23.9 

30.9 

37.3 

35.8 

35.3 

32.3 

37.3 
36.6 
36.。

22.6 

28.5 

27.3 

29.2 

27.9 

28.8 

29.5 
29.4 

11.3 
13.5 

12.2 

13.2 
13.1 

13.0 

13.2 

13.9 

Type A' 
A'31-2 

A'59Ta 
Type A 

A54-24 

A60To 

A62A-16 
A62B2-2 

A62A-2 

A63Hi 
A63K63-1 

A62K68-3 

a) More than 43. 

Host cultivar 
Isolat巴

Akamame Hatsune 
shozu Maruba 

Takara-
shozu 

あるいは随部の褐変は安定して得られたが，外部病

徴は冬期間に行った接種試験では現れたものの 1か

月以上を要した。これは， 日照不足により植物の生

育状態が余り良くなかったため，外部病徴の発現が

促進されたものと考えられた。従って， 1年を通じ

て接種試験を行う場合には，維管束・随部の褐変に

よる評価法が安定していると思われる。千葉22)f主

アズキ落葉病抵抗性の品種間差異は茎内部の褐変の

進展速度の差によるものとしており，また， MEN. 

GISTU and GRAU81)もダイズ落葉病で同様の結果

を得，抵抗性の評価は茎内褐変の進展程度による方

法が適当であると報告している。

アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の宿主範囲を比

較したところ，これまでの報告3，55.90，92)から推察さ

れたとおり，アズキ落葉病菌はアズキおよびリョク

トウに，ダイズ落葉病菌はダイズおよびリョクトウ

に対して病原性を示し，インゲン，ササゲ，エンド

ウには非病原性であった。すなわち，両菌はアズキ

とダイズに対する病原性が明らかに異なっており，

形態的同一種であることから58，90)，異なる分化型に

相当するものと考えられる。

また， アズズ、キ落葉病菌削

菌叫81，9

性に違いがみられることが報告されている。一方，

千葉2山}は，アズキ落葉病抵抗性は免疫的なもの

ではなく，病原性の分化を促すことは少ないとして
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Isolate 

Type A' 

A'31-2 

A'54Ka 

A'56-31 

A'59Ta 

Type A 

A13 

A54-24 

A54W 

A60K68 

A60To 

A62A-IO 

A62A-16 

A62B2-2 

A62Ta-l 

A62To-2 

A63KIE-l 

A63KIH-2 

A63Ko-5 

A63Sa-2 

A63Ta-l 

A63To-l 

A63W-3 

A62A-2 

A63Ha-2 

A63Hi 

A63K63-1 

A62K68-3 

a) Disease severity indices were ca1culated as described 

in the text. 

ことが困難であるとされ，ダイズシストセンチュウ

CHeferodera glycines Ichinohe) との混合接種法も

試みられているが，発病までには1か月以上の期聞

が必要であった9九発病園場においては播穫後3週

間以内に側根に感染が認められるのにもかかわら

ず，下位葉の萎凋がみられるのはそれから 2か月以

上後であることが観察されており 116)，本病の進展

とアズキの齢との聞に密接な関係があるのではない

かと推察されている 9九

本実験で用いた断根浸漬接種法は簡便で，維管束

し、る。

Type A'は，本実験においても何れの品種に対
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しでもほとんど病原性を示さなかった。また，

Type Aの多くの菌株は抵抗性の 3品種に非病原性

で，宝小豆にのみ維管束の褐変を引き起こしたが，

その進展の程度は菌株によって大きく異なった。こ

れは， PHILLIPS99)がダイズ落葉病菌において示唆

しているような発病カの連続的な変異であると考え

られた。その他の 5菌株は抵抗性品種にも病原性を

示し， 4菌株は丸葉に， 1菌株は丸葉とハツネショ

ウズに維管束の褐変を引き起こした。後者は青田

ら6)の報告したAK-ll株に相当するものと思われ

る。しかし， こうした病原性の差異と培地上での生

長速度の聞に関係は認められず，病原性の強い

Type 1が弱L、Type11よりも生長速度が速いとす

るダイズ落葉病菌での報告40，81)とは異なっtc.o
以上のことは，少なくともアズキ落葉病菌も菌株

により病原性が異なることを示しているが，抵抗性

品種から分離された菌株が必ずしもその品種に対し

て病原性を示すとは限らず(例えば，赤豆から分離

されたA62A-16株など，ハツネショウズから分離

された A62To-2株などや，丸葉から分離された

A60K68株， Table3参照)，病原性の安定性を含

め， レースの設定についてはさらに検討を要するも

のと考える。

111. 培養性質

アズキ落葉病菌とダ、イズ落葉病菌は形態的同一

種58.90)で，宿主特異性から区別される 55，92)。しか

し，本病害は接種試験が比較的難しく，時闘がかか

ることから91)，両菌の培養性質に何らかの差異が見

いだされれば簡便で容易な識別方法として用いるこ

とができる。

本章では，培養性質のうち菌叢の性状，菌糸生育

と温度・pHの関係ならびに硫酸銅耐性について，

アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の比較を行った。

材料および方法

a. 菌叢の性状

SSA， PDA， V -8Aおよびコーンミール寒天培地

(CMA)上で2週間， 23
0

Cで、培養した菌叢の性状を

比較した。

b. 温度と菌糸の生育

SSA培地上で3週間，所定の温度で培養し，菌

糸の生長量を測定した。

C. 培地のpHと菌糸の生育

所定のpHに調整したダイズ茎煎汁液体培地と 2

倍濃度の緩衝液山)の混合液 (1: 1)の 2%寒天培地

上で 3週間，生育適温で培養し，生長量を測定し

tc.o 
d. 硫酸銅耐性

上述のようにしてクエン酸塩緩衝液を用いて

pH 4.0に調整した培地に所定の濃度になるように

硫酸銅を加えた培地上で30日間，生育適温で培養

し，菌糸の生長量を測定した。

結果および考察

a. 菌叢の性状

PDA上ではアズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌と

も生育が遅く，おおよそ円形の厚いマット状の菌叢

であった (Fig.2A)。そして，放射状のひだを生

じ，培養期聞が長くなるのに従いより顕著になっ

た。前者に比べ後者の方が生育が速い傾向にあっ

た。菌叢の周辺部は多様で，ときどきなめらかな周

辺を持つセクターが生じた。 V-8A上での菌叢は

PDA上でのそれに似ていたが，白い気中菌糸を生

じることが多かった。また，ダイズ落葉病菌はアズ

キ落葉病菌より大きな菌叢を形成し，放射状のひだ

は顕著でなかった。また，アズキ落葉病菌は途中で

生育を停止し，菌叢が小さいことが多かった。一

方， CMAや SSA上では両菌とも比較的生育が速

く，薄く，透明で同心円状の菌叢を形成した (Fig.

2B)。

このように，菌叢の形態には両菌間で顕著な違い

は認められなかったが， PDA， V-8A上での菌糸

マットの色は異なった。すなわち，これらの培地，

特にV-8A上でアズキ落葉病菌は赤褐色，鮭肉色

ないし赤色に色づくのに対し，ダイズ落葉病菌は淡

黄色から貰褐色に色づいた。同様な結果は液体培地

で培養した場合にも得られた。この菌糸マットの色

の違いは培養初期に顕著で，培養期聞が長くなると

アズキ落葉病菌では黒色化，ダイズ落葉病菌では暗

灰緑色から黒色化することがしばしばあり，識別し

にくくなった。また，アズキ落葉病菌はCMAにお

いても希に淡赤色になることがあったが，このよう

なときには菌糸生育が抑制され，菌叢は小さかっ

た。同様に， V-8A上でも菌叢が小さいときほど

赤色の色づきが強い傾向にあった。

アズキ落葉病菌の菌叢の色調については，成田

ら90)もPDA平面培養で基質がときには淡赤褐色に
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(A) 

(B) 

Fig. 2. Colonies of adzuki bean and soybean iso-
lates of PhialoPhora gregata on (A) potato 
dextrose agar and (B) soybean stem agar. 
Upper， adzuki bean isolates Cleft， A54-13; 
right， A61 Ta) ; Lower， soybean isolates 
Cleft， S62Ha-3; right， R-3). 

変じること，オートミール寒天培地上で、も基質が淡

赤色に変じることが多いことを記している。 Fusar-

zum属菌では，培地に添加する糖の量の増加， L-

アスパラギンの添加と酸性化により，また暗所より

明所における培養の方が色素生産が多くなることが

知られており肌79) 本菌においてもより色素生産の

多くなる培養条件を見いだすことによって，商叢の

色調による両菌の識別がより明確になるものと思わ

れる。

b. 温度と菌糸の生育

温度と菌糸の生育について，ダイズ落葉病菌で報

告されている結果3.40，81)を総合すると，生育適温は

22~240C の間に，また生育最高温度は 30~320C に

あると考えられる。一方，アズキ落葉病菌の生育適

温は 24~250C，最低温度は 4~50C，最高温度は

34
0

C付近であることが報告されている5ヘ
本実験の結果 (Table5)，生育適温はアズキ落葉

病菌がダイズ落葉病菌よりも 2~30C高く，それぞ

れ 24~260C ， 22~230C であることが示された。そ

れよりも高温域ではアズキ落葉病菌に比ベダ、イズ落

葉病菌の生育が顕著に抑えられた。各混度での3週

間の菌糸の生長量(および生育適温での生長量に対

する相対値〉は，アズキ落葉病菌，ダイズ務葉病菌

それぞれ 28
0

C で 30.0~44.0mm (O.71~O.90) ， 

14.5~32.0mm (O.31~O.65) ， 30
0

C で 17.0~27.0

mm (O.40~O.59) ， 2.0~10.0 mm  (O.04~O.23) 

であった。さらに， 32
0Cではダ、イズ落葉病菌は全く

生育しなかったが，アズキ落葉病菌ではわずかなが

ら生育が認められた。一方，生育適温よりも低温域

での両菌の生育に差はほとんど認められず，生育最

低温度は両菌とも 5
0

C以下にあると考えられた。

以上の結果から，アズキ落葉病菌はダイズ落

葉病菌に比べやや好高温蘭であると考えられる。

KOBA Y ASHI and UI58)は生育と温度の関係につい

て両菌聞で大きな違いが認められないとしている

が，彼らの示した結果にも本実験で得られた結果，

すなわち 25
0

C以上ではダイズ落葉病菌の生育がア

ズキ落葉病菌に比べ抑えられるという傾向が認めら

れる。

c. 培地のpHと麗糸の生育

アズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌とも， リン酸ク

エン酸塩緩衝液で調整した培地上でpH2.6でも生

育する菌株が認められ， pHの上昇と共に生長量が

増加し， pH 3.6ないし 4.1で最大となり，その後，

pHの上昇と共に生長量が低下した (Table6)。パ

ルピタール緩衝液 (pH6 .5~8. 7)およびグリシン

水酸化ナトリウム緩衝液 (pH8.4~10. 7)で調整し

た培地で、は，両菌とも pHの上昇と共に生長量が減

少した。以上のことから，両菌の菌糸生育の最適

pHは4付近にあるものと思われた。

これらの培地で用いた緩衝液はpHによって構成

成分の割合が変化するので，こうした影響がほとん

ど無いと考えられるクエン酸塩緩衝液を用いて最適

pH付近 (pH3.4~4.4) での生育を詳しく調べた。

菌株による差異が認められたが，アズキ落葉病菌の
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Table 5. Mycelial growth of adzuki bean and soybean isolates of PhialoPhora gregata at 
various temperatures on soybean stem agar 

Temperature Cc) 

32 

2.8a) 

2.5 

2.5 

2.4 

2.3 

2.0 

1.2 

2.5 

A
H
V
A
H
V
A
H
υ
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
V
A
H
υ
 

2.5 

2.5 

2.7 

3.8 

1.0 

5.0 

2.5 

1.8 

12.5 

10.5 

14.2 

14.0 

7.3 

11.0 

16.0 

8.5 

19.0 

14.8 

18.8 

18.8 

19.8 

18.8 

20.8 

10.8 

20.3 

18.2 

20.8 

20.9 

22.8 

20.5 

23.3 

15.0 

21.2 

19.4 

22.8 

21.5 

23.0 

21.2 

24.5 

16.3 

21.8 

20.9 

23.0 

22.0 

23.3 

22.2 

24.8 

18.3 

2l.3 

20.0 

23目3

21.0 

22目4

22.0 

24.3 

17.0 

20.0 

20.0 

2l.8 

17.8 

20.7 

20.8 

22.8 

16.5 

15.8 

15.0 

17.5 

10.5 

15.2 

16.5 

16.7 

1l. 0 

8.8 

6.8 

9.4 

7.0 

8.3 

9.1 

9.2 

6.0 

2.0 

1.0 

2.2 

2.8 

3.3 

1.5 

2.8 

1.。

Adzuki bean isolate 

A13 

A54-13 

A54W 

A59To 

A61Ta 

A62A-16 

A62B2-2 

A62K68-3 

Soybean isolate 

S8001 

S8301 

S8302 

S60KS 

S62Ha-3 

R-3 

St-4 

AK89-12 

Isolate 

l.0 

l.0 

1.0 

1.3 

l.3 

l.0 

1.0 

l.0 

30 

10.0 

13.5 

9.0 

12.0 

11.5 

8.5 

9.4 

11.8 

28 

16.8 

19.8 

15.0 

22.0 

17.5 

15.8 

18.1 

15.0 

26 

18.3 

22.8 

18.3 

24.5 

21.3 

17.0 

19.3 

16.8 

25 

20.0b) 19.3 

22.4 22.5 

19.3 19.3 

24.5 24.8 

22.5 23.9 

21.0 20.0 

19.8 20.0 

21.0 20.0 

24 23 

19.5 

20.0 

18.5 

23.5 

20.5 

20.8 

19.2 

20.5 

22 

19.3 

19.5 

17.5 

22.5 

16.4 

18.0 

18.5 

18.0 

20 

19.3 

11.0 

16.3 

21.8 

12.0 

17.8 

17.8 

17.。

15 

16.0 

6.3 

13.0 

15.5 

6.8 

13.5 

12.4 

13.5 

10 

8.5 

4.5 

6.5 

7.9 

2.8 

7.5 

6.0 

7.5 

5 

a) mm/three weeks. 

b) Numbers in bold show maximum growth. 

Table 6. Mycelial growth of adzuki bean and soybean isolates of PhialoPhora g柁gataat 
various pHs on soybean stem agar. 

Bu首位 usedand pH of mediuma) 

Citrate buffer Citrate-phosphate buffer 

4.4 

。b) 1.5 10.3 1O.5C) 7.3 5.5 
<1.0 3.8 13.8 11.0 9.5 8.3 

くl.() 5.5 19.5 20.7 14.8 8.3 

o 2.5 9.5 12.0 10.8 9.3 
<1.0 4.8 16.3 15.3 11.0 9.0 

o 2.2 9.5 12.0 10.5 9.5 

11.5 15.0 17.0 16.0 15.0 12.3 

11.2 13.7 14.0 14.0 11.8 11.3 

9.0 12.5 17.3 17.5 15.3 13.5 

9.5 12.3 13.0 14.8 14.5 9.8 

10.0 11.0 11.3 10.8 9.4 6.8 

7.5 7.5 9.0 8.8 8.0 8.0 

3.3 

5.0 

4.5 

3.0 

3.0 

2.5 

4.0 

5.3 

4.8 

3.5 

3.0 

3.5 

5.8 

5.8 

4.8 

4.5 

3.0 

4.0 

13.3 15.0 11.5 8.3 

12.0 13.0 8.3 6.5 

13. 0 15.3 12.0 9.3 

14.3 14.0 7.0 4.8 

11.5 10.8 5.3 3.3 

8.0 8.3 5.0 4.5 

5.5 

6.8 

5.5 

5.0 

5.5 

5.0 

<1.0 

<1.0 

0 

0 

<1.0 

<1.0 

Adzuki bean isolate 

A13 

A54W 

A59To 

A62A-16 

A62B2-2 

A62K68-3 

Soybean isolate 

S8301 

S8302 

S60KS 

S62Ha-3 

St-4 

AK89-12 

Isolate 

4.2 

7.5 10.3 10.8 10.3 8.8 8.0 

13.0 14.8 13.9 12.8 11.0 9.8 

15.0 19.() 2().5 21.3 2().() 17.3 

8.0 9.8 11.0 12.5 12.3 12.0 

13.3 16.8 18.3 18.3 15.3 11.8 

7.8 9.5 11.0 12.5 12.3 12.0 

4.0 3.8 3.6 3.4 8.0 

3.0 

3.3 

1.() 

5.5 

2.0 

5.5 

7.0 

3.5 

4.0 

1.3 

6.0 

4.0 

6.3 

6.1 

4.5 

7.0 

1.5 

8.5 

6.0 

8.5 

5.0 4.5 4.1 3.6 3.1 2.6 

a) Methods used to prepare the media are described in the text 

b) mm/three weeks. 

c) Numbers in bold show maximum growth on each medium. 
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微生物，特に糸状菌の分類は形態観察に基づく伝

統的分類学が中心で，これを化学あるいは生化学的

手法により得られた情報で補強しているのが現状で

ある。微生物の化学分類では細胞壁構成成分，細胞

内脂肪酸， リン脂質，キノンなどの細胞構成成分や

二次代謝産物などの特定の成分のほか，熱分解法に

よる未同定成分の比較などが行われている(狭義の

化学分類)。

さらに，近年における分子生物学の発達は分子遺

伝学，分子進化学等の分野を生み出し，微生物の相

互関係を遺伝情報高分子のレベルで、研究することを

可能にした。分子遺伝学を基礎とした分析法として

はタンパク質あるいは酵素の電気泳動パターン，

DNAの塩基組成や塩基配列の相向性，制限酵素断

片長多型 (RFLP)，さらに核酸の特定部位の塩基

配列の直接比較などがあげられ，菌類の分類や同

定，系統発生関係の推察などに利用されている。ま

た，分子生物学の発展は生物集団の遺伝的変異をタ

第 19巻

と考えられた。こうしたことは，両菌が病原性を含

む生理，代謝系レベルで差異が生じていることを示

しており，同時に，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病

菌をP.gregataの種内群とする考え方見聞を支持

するものであると思われる。

IV. 分子遺伝学的類縁性

北海道大学農学部邦文紀要

最適 pH は 3.6~4.0 にあり，ダイズ落葉病菌のそ

れは 3.8~4.0 にあることが明らかとなった

(Table 6)。このことから，両菌の生育最適pHに

は差がないと考えられた。

d. 硫酸銅耐性

硫酸銅は低濃度でアズキ落葉病菌の生育を阻害す

るとされていたが56}，近年，ダイズ落葉病菌の選択

分離に硫酸銅が効果的であることが報告され叫，両

菌間で硫酸銅耐性に差があることが推測された。

本実験の結果 (Table7)，アズキ落葉病菌，ダイ

ズ落葉病菌とも 1，000μg/mlまで対照区と変わら

ない生育を示した。むしろ硫酸銅が添加された培地

上の方が生長速度が速い場合も認められた。 5，000，

10，000μg/mlでは両菌とも全く生育が認められな

かったが，本濃度では培地の pHが2.9以下に低下

し，これが生育に強く影響しているものと考えられ

た。何れにしろ，アズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌

とも硫酸銅の最低生育阻害濃度は1，000μg/ml以

上にあり，両菌の硫酸銅耐性に差はないと考えられ

た。また，アズキ落葉病菌の選択分離にも硫酸銅の

利用が有効であると考えられた。

以上のように，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌

は調査した培養性質のうち菌糸の生育と温度の関係

や特定の培地上での菌叢の色合いが異なることが明

らかとなり，簡便な識別方法として利用できるもの

68 

Table 7. Mycelial growth of adzuki bean and soybean isolates of PhialoJりhoragregata at 
various concentrations of CuSO， on soybean stem agar. 
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A54-13 
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A59To 

A61Ta 

A62B2-2 

Soybean isolate 

S8001 

S8302 

S60KS 

S62Ha-3 

R-3 

St-4 

Isolate 

a) pH of the medium after adding CuSO" which was prepared as described in the text. 
b) mm/30 days 
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ンパク質，核酸レベルで、調べることを可能とした。

そのため，集団遺伝学の研究対象が個体から分子へ

と移り，タンパク質多型や，最近ではRFLPを利

用した報告が多くみられるようになってきた。

本章では，分子遺伝学的手法を用いてアズキ落葉

病菌とダイズ落葉病菌の遺伝的類縁性を調べた。タ

ンパク質レベルで、は菌体タンパク質の電気泳動パ

ターンとアイソザイム分析を，また，核酸レベルで

はDNAの塩基組成と塩基配列の相向性， ミトコン

ドリア (mt)DNAのRFLPおよび三本鎖 Cds)

RNAについて検討した。

A.麗体タンパク質および菌体内酵素の電気泳動パ
ターン

タンパク質は遺伝情報をアミノ酸配列として写し

とったものであり，タンパク質を比較することは

DNAの構造上の相違を研究することになる。電気

泳動法はタンパク質の構造の微細な差異を検出でき

るので，形態および生理的性質が類似していて判別

が困難な菌種群の識別に有効であると考えられ，細

菌，酵母をはじめ植物病原糸状菌の分類・同定の研

究にも応用され，その有用性が認められている。

そこで，本節ではアズキ落葉病菌とダイズ落葉病

菌の菌体タンパク質および菌体内酵素の電気泳動パ

ターンを比較し，本法による雨菌の識別・同定の可

能性を検討すると共に遺伝的類縁性について推察し

た。

1. 菌体タンパク質の電気泳動パターン

材料および方法

23.Cで1週間，ジャガイモ煎汁液体培地で培養し

た菌体を凍結乾燥し，乳鉢・乳棒を用いて破砕した。

菌体タンパク質の抽出はDALEら25)の方法に準じ，

電気泳動はLAEMMLI73)の方法 (SDS-PAGE)に

よった。泳動後，ゲルをCoomassieBrilliant Blue 

で染色した。

結果

細胞質可溶性分画のタンパク質を 12.5%SDS-

PAGE で分析したところ，各菌株とも約 10~100

kDaにノミンドが認められた (Fig.3A)。供試した

アズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌それぞれ6菌株は

異なる地域，品種から分離されたものであるが，菌

株間でバンドパターンにほとんど差異が認められ

ず，両菌の主な細胞質可溶性タンパグ質に差異はな

いものと考えられた。一方，アズキ落葉病菌の弱病

原性系統として報告された TypeBはこれと異な

るバンドパターンを示し，細胞質可溶性タンパク質

の構成がP.gregataとは明らかに異なるものと考

えられた。

全細胞タンパク質を 10%ゲルで、電気泳動したと

ころ，各菌株とも約200kDa以下に多数のバンド

を生じたが，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌は細

胞質可溶性分画同様，菌株によるパターンの相違は

ほとんど認められなかった CFig.3B)。両菌は全細

胞タンパグ質においても顕著な差異はないものと考

えられた。 TypeBは全細胞タンパク質においても

P. gregataとは明らかに異なる泳動像であった。

考察

これまで，多くの糸状菌で菌体タンパク質の電気

泳動パターンが調査されてきた。多くの場合，同一

種のものは類似した泳動像を示すことから，一般に

種聞の識別は可能であると考えられているが，本法

は種内群レベルの識別には有効ではないとされてい

る18)。

従って，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の聞で

細胞質可溶性タンパク質および全細胞タンパク質の

泳動像に差異が認められなかったことは，両菌が別

種ではなく同一種であることを示していると考えら

れ，形態観察に基づき両菌を同一種とした報告58.90)

を支持するものである。そして両菌は，これまでの

糸状菌における報告に照らして，Rhizoctonia 

solaniの菌糸融合群100)やPuccinia属菌の分化

型103) Armillaria mellea complexの生物種74)，ま

ど遺伝的に分化しておらず，Phyto.ρhthora jシ-agar-
iaeのphysiologicrace37)， P. vignaell7)や Fusar-

ium属菌の分化型38)のような関係にあると推察さ

れる。

また， Type Bは細胞質可溶性タンパク質，全細

胞タンパク質何れもアズキ落葉病菌，ダイズ落葉病

菌とは異なる泳動パターンを示し，P. gregataと

は異なる種であると考えられた。
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(8) 

97.4 
66.2 
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Fig. 3. El巴ctrophoreticpatterns of (A) soluble and (B) whole cell proteins of adzuki bean and soybean 
isolates of PhialoPhora gregata and avirulent strain of the former. (A) Left to right; molecular 
weight marker， A54-13， A54-24， A54W， A59To， A6ITa， A62B2-2， S8001， S8302， S60KS， S62Ha-3， R-3， 
St-4 and B57Tl4. (B) Left to right; molecular weight marker， A54-13， A54-24， A54W， A59To， 
A62B2-2， S8302， S60KS， S62Ha-3， R-3， St-4 and B57Tl4. The details of isolates are given in 
Table 1 

2. 菌体内酵素の電気泳動パターン

材料および方法

0.0625 M Tris-HCl (pH 6.8)で抽出した細胞質

可溶性タンパク質を電気泳動後間，基質溶液に浸し

活性染色を行った (Table8)。得られた電気泳動ノミ

ターンを基に菌株間の相似度(Jaccard

coe伍cient)を算出し，その{直を用いて平均距離法

(UPGMA)により系統樹(類似度関係図〉を作成し

7こ105)。

結 果

本実験では，菌体内酵素 15穫について検出を試

みた。このうち 11酵素(アルコール脱水素酵素，

αーグリセロリン酸脱水素酵素， ソルピトール脱水

素酵素，シキミ酸脱水素酵素， リンゴ酸脱水素酵

素，イソシトリ殻脱水素酵素，グルコース-6…リン

酸脱水素酵素，グルタミン酸脱水素酵素，チロシ

ナーゼ， フマラーゼ，テトラゾリウム酸化酸素〉の

電気泳動パターンは，供試したアズキ落葉病菌 10

菌株とダイズ落葉病菌 10菌株の聞で差がみられな

かった (Fig.4)。一方， Type B，コムギ条斑病菌

はそれぞれこれと異なる泳動パターンを示した。
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Table 8. Enzymes， their abbreviations， Enzyme Commission numbers and staining procedure references. 

Enzyme 

Alcohol dehydrogenase 
a-Glycerophosphate dehydrogenase 
5orbitol dehydrogenase 
5hikimic acid dehydrogenase 
Lactate dehydrogenase 
11alate dehydrogenase 
Isocitrate dehydrogenase 
Glucoぽ 6-phosphatedehydrogenase 
Glutamate dehydrogenase 
Tyrosinase 
Peroxidase 
a-Esterase 
Acid phosphatase 
Fumarase 
Tetrazolium oxidase 

。

z 吾h E Q 5・

・ー口+司山~ 同-4 J 4 

ADH 

Abbrev. 

ADH 
GPDH 
50RDH 
5ADH 
LDH 
11DH 
IDH 
G6PDH 
GDH 
TYR 
PER 
E5T 
ACP 
FU11 
TO 

GPDH 

一一

E.C. no. Reference 

1. 1. 1. 1 126 

1. 1. 1. 8 102 

1. 1. 1. 14 102 

1. 1. 1. 25 78 

1. 1. 1. 27 126 

1. 1. 1. 37 126 

1. 1. 1. 41 102 

1. 1. 1. 42 126 

1. 4. 1. 4 126 

1. 10. 3. 1 75 

1. 11. 1. 7 39 
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Fig. 4. Diagrammatic presentation of isozyme patterns for 11 enzymes of adzuki bean and soybean isolates 
of Phialophora gregata. The key to enzyme abbreviations is shown in Table 8. Lanes A， adzuki 
bean isolate (A13， A54-13， A54-24， A54W， A5911， A59To， A61 Ta， A62A -16， A62B2-2 and A62K68-
3) ; 5， soybean isolate (58001， 557Ko， 5570， 58301， 58302， 560K5， 5605， 562Ha-3， R-3 and 5t-4); 
B， avirulent strain of adzuki bean isolate (B57T14); W， Cψhalosporium gramineum (W56Kit). As 
regards TO， lane 5-1 represents the 8 soybean isolates other than 58301 and 58302 Oane 5-2). 
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その他の 4酵素の泳動パターンはアズキ落葉病菌

とダイズ落葉病菌で異なった (Figs.5，6)。また，

Type B， コムギ条斑病菌もそれぞれ特異的な泳動

像を示した。

乳酸脱水素酵素はアズキ落葉病菌では3本のバン

ドが検出されたが，ダイズ落葉病菌はこのうち相対

移動度 (Rm)0.38のバンドが検出されなかった。

パーオキシダーゼの移動度の遅い RmO.18のパ

ンドはアズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌に共通で

あった。一方，移動度の速いバンドは，ダイズ落葉

病菌では全菌株RmO.62であったのに対し，アズ

キ落葉病菌では分離地域と関係した差異が認められ

た。すなわち，十勝地方で分離された3菌株

(A13， A54-13， A54-24)からは検出されなかった

が，上川地方で分離された2菌株(A54W，A62B2 

2: Rm 0.64)および札幌で分離された5菌株

(A59M， A59To， A6ITa， A62A-16， A62K68-3: 

Rm 0.66)はそれぞれ異なる移動度を示した。

α エステラーゼは多くのアイソザイムが認めら

れ，菌株レベルで、泳動パターンが異なったが，アズ

与，、.... 
-ーー同
A 
o 

LDH 。

a 0.5-1ーー圃ー--
U 
〉

-ー.... 
司

ー山
口4

1.0 

キ落葉病菌とダイズ落葉病菌は明確に識別された。

アズキ落葉病菌では14本のパンドが検出されたが，

このうち全菌株に共通していたのは5本のみで，菌

株間差異が顕著に認められた。これは，同一地域か

ら分離された菌株は同ーもしくは類似のパターンを

示したのに対し，分離地域が異なる菌株間ではより

多くの変異が認められたためであった。例えば，

RmO.90のパンドは札幌で分離された5菌株から

のみ検出され，逆にRmO.81のそれはこれら 5菌

株からのみ検出されなかった。また， RmO.69の

バンドは上川地方で分離された2菌株からのみ検出

きれなかった。アズキ落葉病菌に比ベダイズ落葉病

菌では菌株間差異がほとんど認められず， 6本のバ

ンドを有する 6菌株 (S57Ko，S570， S8301， 

S8302， S60S， St-4)と， このうち RmO.58のノミン

ドを欠く 4菌株 (S8001，S60KS， S62Ha-3， R-3) 

の2グループに分かれた。

酸性ホスファターゼの RmO.42のバンドはアズ

キ落葉病菌，ダ、イズ落葉病菌に共通して認められ

た。これに対し，移動度の小さいパソドはアズキ落

PER 

A S B W ~1A~A~ S B W 

EST ACP 。

0.5 ~一一一一一一一ー一一一一ーーー四ーー一一

一一一一一=======------~--
==---- 一一

1.01 吟

~1 A.2 ~3 A.4 ~5 ~6 S.l S.2 B W A S B W 

Fig. 5. Diagrammatic presentation of isozyme patterns for 4 enzymes of adzuki bean and soybean isolates of 
Phialophora gregata. The key to enzyme abbreviations is shown in Table 8. Lanes A. adzuki bean 
isolate (A13， A54-13， A54-24， A54W， A59M， A59To， A61 Ta， A62A -16， A62B2-2 and A62K68-3) ; S 
soybean isolate (S8001， S57Ko， S570， S8301， S8302， S60KS， S60S， S62Ha-3， R-3 and St-4) ; B， avir. 
ulent strain of adzuki bean isolate (B57T14); W， C.ψhaloゆon・um gramineum (W56Kit). As 
regards PER， lane A -1 represents A13， A54-13 and A54-24， lane A -2 represents A59M， A59To， 
A61Ta， A62A-16 and A62K68-3， and lane A-3 represents A54W and A62B2-2. As regards EST， 
lane A-1 represents A59M， A59To， A61Ta and A62K68-3， lanes A-2 to A-5 repres杷ntA62A-16， A13， 
A54-13 and A54-24， respectively， lane A-6 represents A54W and A62B2-2， lane S-l represents the 6 
soybean isolates other than S8001， S60KS， S62Ha-3 and R-3 Clane S-2). 
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Fig. 6. Gels showing electrophoretic patterns of (A) lactate dehydrogenase， (B) peroxidase， (C)日
esterase and (D) acid phosphatase from adzuki bean and soybean isolates of Phialophora 
gregata， avirulent strain of the form巴rand Cethaloゆoriumgramineum. (A) Left to right; 
W56Kit， A13， A54-13， A54-24， A54W， A59M， A59To， A61Ta， A62A寸6，A62B2-2， 88001， 
857Ko， 8570， 88301， 88302， 8608， 862Ha-3， R-3， 8t…4 and B57T14. (B) Left to right; 
W56Kit， A13， A54-24， A62B2…2， A62K68-3， 88301， 88302， 857Ko， 8608， R-3 and B57Tl4. (C) 
Left to right; A13， A54-13， A54-24， A54W， A59M， A59To， A61 Ta， A62A -16， A62B2-2， 
A62K68-3， 88001， 857Ko， 8570， 88301， 88302， 860K8， 8608， 862Ha-3， Rω3， 8t-4， B57Tl4 and 
W56Kit. (D) Left to right; A54-13， A54W， A62A-16， A62B2-2， A62K68-3， 88302， 860K8， 
8608， 862Ha-3， R-3， 8t-4 and W56Kit. The details of isolates are given in Table 1 

葉病菌ではRm0.17であったが，ダイズ落葉病菌

ではRmO.20であった。

Fig.7は，上述した 15種類の菌体内酵素の電気

泳動パターンから算出した供試菌株間の栢似度をま

とめて示したものである。さらに，この結果を基に

UPGMAにより作出した系統樹を Fig.8iこ示した。

アズキ落葉病菌の菌株どうしでは 80.0~100%の相

似度 (UPGMAによる連結係数は0.84，以下同

じ〉であった。また，ダイズ落葉病菌の菌株どうし

ではこれよりも高く， 93.5~100%(0.97) であった。

一方，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の聞では

62.5~71. 8% (0.63)であった。これに対し，アズ

キ落葉病蘭と Typ巴 B，コムギ条斑病菌の間では相

似度は著しく低く，それぞれ 3.1~4.7% ，

4. 7~4.8%であった。ダ、イズ落葉病菌と Type B， 

コムギ条斑病菌でもそれぞれ 5.1~5.2% ，

5.2~5.3%であった。また， Type Bとコムギ条斑

病菌の聞の相似度も著しく低く 3.4%であった。

UPGMAで作成した系統樹で，P. greg，αtaとコム

ギ条斑病菌が連結係数0.050で結合し，これに

Type Bが連結係数 0.046で結び付いた。

さらに，アズキ落葉病菌 10議株は大きく 4個の

クラスターに分かれ，分離地域との聞に関係が認め

られたく後述〉。また，ダ、イズ落葉病菌は菌株聞の相

似度がかなり高かったが，その中にも 3つのグルー

プが認められた。しかし，これらと分離地域あるい

は分離品種の聞に関係は見られなかった。

考察

タンパク質を電気泳動により解析する場合，全タ

ンパク質を染色する方法とある酵素を特異的に発色

させる方法に大別される。前者はタンパク質の全体
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的 一一一一一一一一一一.._----一 ー一一----Adzuki bean isolate 

関:酬。

: 60.0孟， <80.0 

口:<60.0 

Type B 

85π14 

Fig. 7. Similarity matrix based on isozyme patterns for 15 enzymes of adzuki bean and soybean iso-
lates 0ぱfPhi，必'aloφ，Ph加oragr，ι'egat，匂a，avirulent strain of the former (Type B) and Ce;ψph加al，必osゆ:pμう切on
gγramzne叫m.

Similarity 

A59M 司

A59To 
A6ITa 
A62K68-3 
A62A-16 
A54W 
A62B2-2 
A54-13 
A54-24 
A13 

S8001 ・・、
S60KS 
S62Ha-3 
R-3 
S57Ko 
S570 
5605 
St-4 
S8301 
S8302 

Adzuki bean isolate 

50ybean isolate 

W56Kit ---C. gramineU1勿

B57T14・・・ Type B 

' 1.0 
Fig. 8. Dendrogram constructed by unweighted pair group method using arithmetic averages based on simi-

larities among adzuki bean and soybean isolates of PhialoJりhoragregata， avirulent strain of the for-

mer (Type B) and Cφhalo司poriumgramineum. 



山本:アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の分類に関する研究 75 

像を一度に見られるが微細な差異は検出しにくい。

逆に，後者は微細な差異を検出しやすいが多くの酵

素を調べないと全体としての類似性は推し量れな

い。しかし， Enzyme Commissionに登録されてい

る酵素の数は約2100であるのに対して，アイソザ

イム分析で活性染色法が報告されている酵素は数十

種程度であり，一般には多くとも十数個の酵素が用

いられているに過ぎなし、。すなわち，アイソザイム

分析は遺伝情報のごく一部しか見ることができな

し、。

種の分類に酵素の電気泳動パターンを利用する研

究は多くの糸状菌で行われている。一般に同一種内

の菌株は類似する泳動パターンを示すことが知られ

ており，電気泳動による異種聞の識別は十分可能で

あるとされているが，分化型・レース・生理品種な

どの種内群の類別は可能である場合とそうでない場

合が報告されている 1九

本実験では15種の菌体内酵素の電気泳動パター

ンを調べた。その結果， 11酵素がアズキ落葉病菌

とダイズ落葉病菌に共通のザイモグラムを示した。

これはアズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の遺伝的に

共通な部分の反映であると考えられ，形態観察に基

づき両菌を同一種であるとする考え58，90)を支持す

るものである。その他の4酵素(乳酸脱水素酵素，

パーオキシダーゼ， αーエステラーゼ，酸性ホス

ファターゼ〉は両菌間で異なるパターンを示したが，

これは遺伝的分化が進んでいることの現れである。

このうち特に， α エステラーゼや乳酸脱水素酵素

の泳動パターンによって容易に両菌の識別・同定が

できることが明らかとなった。

また， rエネルギ一代謝に関係する解糖系の酵素
(第 I群〉に比べそれ以外の酵素〈第II群〕の方が

明らかに多型の程度が高いJ97)とされており，本実

験でも同様な結果であったと考えられる。

菌体内酵素の電気泳動パターンを基に相似度を計

算したとろ，アズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌の相

似度はそれぞれ80，94%以上であったが，両菌聞

では 63~72%で明らかに低い値となった。本実験

で用いたJaccardcoe伍cientにより電気泳動ノミ

ターンを数理解析した菌類での例をみる

と 9，5o，H，108，1271 一般には相似度 50~70%程度が種

を分かつ境界ではないかと考えられる。

本実験結果とこれまでに報告されている植物病原

糸状菌での報告を比べると，アズキ落葉病菌とダイ

ズ落葉病菌はPuccinia属菌17，94)あるいはF.

oxystorum 13)やPhytophthora megastermaの分化

型附と同じ程度分化した種内群であることが推測

された。

アズキ落葉病菌はダイズ落葉病菌に比べ菌株間の

アイソザイムパターンの変異が大きく，相似度が低

かったが， これは両病害の発生歴と発病の激しさに

起因するものと考えられる。アズキ落葉病は少なく

とも 1932年に発生して以来111) 現在までアズキ栽

培地域に蔓延・激発している病害である。これに対

しダイズ落葉病は1980年に十勝地方で発見された

後7)，札幌92) 長沼(近藤，私信)，秋田県88)でも発

生が確認されているが，今のところ発生地域は限ら

れており被害も少ない。すなわち，アズキ落葉病菌

はダイズ落葉病菌に比べ初発生からの経過時間が長

く，また菌量も多く広い環境に適応していることを

意味し，より多くの変異が蓄積されてきたためであ

ると考えられる。

アズキ落葉病菌の変異はパーオキシダーゼおよび

α エステラーゼの泳動パターンの多様性によるも

のであり，菌株聞の相似度と分離地域との聞に関係

が認められた。すなわち，アズキ落葉病菌は4つの

グループに分かれることが示されたが，それらの相

Fig. 9. Relationship of similarity based on iso-
zyme patterns and geographical origin in 
adzuki bean isolate of Phialophora gregata_ 
Similarities of intra-Cin bold) and inter-
populations are shown as the average of 
those between isolates_ 
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はそれぞれ特異的なパターンを示し，この理由とし

て高い山脈によって胞子の飛散が妨げられているこ

と，すなわち，遺伝子構成が地理的隔離によって影

響を受けているためで、あると考えられている。アズ

キ落葉病菌の場合も，それぞれの地域は別々の平野

あるいは盆地にあり，土壌伝染性病害であることや

種子伝染の可能性が低い89)ことから考え，地理的

隔離によりそれぞれの地域の菌株が交流することは

ほとんど無かったものと考えられる。そのほか，

乃wicularia0η'zaeでは菌体外エステラーゼの泳動

パターンと地理的分布がかなりよく一致しており，

I型(日本，韓国，台湾)， II型〔インド，東南アジ

アの一部)， III型(東南アジア，中南米)の3つに大

別されることが報告されている80)。

アズキ落葉病菌の弱病原性系統として報告された

Type B，ならびに生産する毒素の構造が極めて類

似することから P.gregataとの類縁性が考えられ

てきたコムギ条斑病菌も供試し，アイソザイムパ

ターンを比較した。しかし，何れの酵素においても

それぞれ特異的な泳動パターンを示し，明らかに別

種であると考えられた。
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DNAの塩基組成および塩基配列の相向性

生物の類縁性を知るには遺伝情報の担い手である

DNAの構造を比較することが最も信頼性のある方

法である。近年の分子生物学の発達に伴い，特に形

態的特徴が単純な微生物においては核酸レベルで、類

縁性を論じることが分類学の主流となりつつある。

核酸レベルの実験手法のうちでこれまで広く用い

られてきたのはDNAの塩基組成と塩基配列の相向

性の解析である。この研究によって得られた結果

は，多くの場合，それまでの分類学的知見あるいは

細胞構成成分や二次代謝産物を対象とする(狭義の〉

化学分類学的研究の成果とよく一致し，矛盾しない

ことが示されている。また， DNAの塩基組成や塩

基配列の相向性の値と分類群との聞に対応関係があ

ることが示唆されている。さらに，従来不明で、あっ

た微生物聞の遺伝的類縁性や有性世代と無性世代の

異同が明らかにされ，本法の有用性が示されてい

る。

本節では，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌，お

よびアズキ落葉病菌の弱病原性系統として報告され

たTypeBの遺伝的類縁性について DNAレベル

で解明するため， DNAの塩基組成・塩基配列の相

B . 

. . 

互関係を示したのがFig.9である。 1970年に十勝

地方で分離された菌株A13は他の 3グループとの

相似度が低いが(82~88%)，その中でも十勝地方で

分離された A54-13，A54-24の2菌株のグループ

との相似度が比較的高い(88%)。このグループは札

幌・上川地方のグループと相似度が高いが

(90~93%)，やや後者との聞の方が高い。これに

比べ札幌と上川地方の間ではやや低い (84%)。ま

た，菌株の分離された地点聞の距離と相似度の聞に

負の相関が認められたが (Fig.10)，相関係数

(r= -0.66)は低かった。

高等植物においては「集団の遺伝的変異性は，そ

の種が発祥し，他の地域への分布の中心となった地

域にもっとも高い」という一般論(遺伝子中心説)

が提唱されている 112)。この説をアズキ落葉病菌に

あてはめてみると，アイソザイムパターンの多様性

が一番高い十勝地方が起源であることが推測され

る。

以上のことから，まず十勝地方で発生したアズキ

落葉病菌は菌密度(菌量〕を高めると共に変異を蓄

積していき，その一部が何らかの理由で札幌に伝矯

して適応していき，次いで十勝地方の菌株の一部が

上川地方へ伝播して適応したものが残ったと推察さ

れる。このことはアズキ落葉病の発生歴89)ともほ

ぼ一致する。しかし，それぞれの地域でアズキ落葉

病が独立に発生，すなわち各地域の菌株の起源が異

なる可能性も考えられる。

このような分離地域とアイソザイムパターンに関

係が認められる例としては，韓国における Alter.

naria maliのエステラーゼノ4ターンの変異があげ

られる叫。この場合，異なる平野で分離された菌株

•• 
噌.，
nυ 
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ー

90 
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日g.10. Correlation of similarity based on iso-
zyme patterns and geographical distance 
between locations in adzuki bean isolate 
of PhialoPhora gregata. 
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Table 9. Amounts of A T-rich fraction in nuclear 
DNAs from adzuki bean and soybean iso-
lates of 月ωゅhoragr.昭ataand avirulent 
strain of the former (Typ巴 B).

Amount of A T -rich 
fraction (%円

向性について測定した。

DNAの塩基組成

Isolate 

32.5 

30.3 

32.5 

36.5 

35.5 

36.7 

21.8 

22.5 

21.5 

22.2 

23.7 

25.4 

Adzuki bean isolate 

A54-13 

A54-24 

A54W 

A59To 

A61Ta 

A62B2-2 

Soybean isolate 

S8001 

S8302 

S60KS 

S62Ha-3 

R-3 

St-4 

Type B 

B57T14 

材料および方法

CTAB法87)により全細胞核酸を抽出後， CsCl-

bisbenzimide密度勾配超遠心法制で核DNAを分

画した。 DNAの塩基組成は融解温度法により測定

しTこ61)。

20.9 

a) The rate of an increase at 80.C to the final 

increase in thermal melting point determination. 

Table 10. Melting temperatures and base composi-

tions of nuclear DNAs from adzuki bean 
and soybean isolates of Phialo戸hora
gregata and avirulent strain of the for-
mer (Type B) 

Base composition 
(GC mole%) Isolate 

Escherichia coil DNAの吸光度上昇は1段階増

加で，融解温度 (Tm)は85.9.Cであった。一方，

アズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌と TypeBの

DNA は 75~83.C にかけての 1 段階めの小さな吸光

度の上昇に続き， 83~95.C にかけて 2 段階めの大き

な上昇を示した (Fig.llにDNAの融解曲線の例

を示した)01段階めの吸光度の上昇 (Table9に最

終的な吸光度の上昇値に対する 80.Cにおける吸光

度の上昇値の割合として示した〉はダイズ落葉病菌

(22~25%) に比べ，アズキ落葉病菌(30~37%)

の方が顕著であった。

供試したP.gregata 12菌株の DNAのTmは

83. 6~84. 8.Cで，これより計算された GC含量は

44.5~47.3 mole%で (Table10)，平均 45.9

mole%であった。このうち，アズキ落葉病菌6菌

株の Tm は 83.6~84.2.C であり， GC含量は

44.5~46.0 mole% (平均45.2mole%)であった。

また，ダイズ落葉病菌 6菌株の Tmは

果結

46.0 

45.7 

45.5 

44.5 

44.7 

44.7 

46.6 

46.7 

47.3 

46.6 

46.2 

46.6 

50.9 

50.0 

84.5 

84.5 

84.8 

84.5 

84.3 

84.5 

1.5 

1.0 

Melting 
temperature CC) 

Adzuki bean isolate 

A54-13 84.2 

A54-24 84.1 

A54W 84.1 

A59To 83.6 

A61Ta 83.7 

A62B2-2 83.7 

Soybean isolate 

S8001 

S8302 

S60KS 

S62Ha-3 

R-3 

St-4 

Type B 

B57T14 

Escherichiaιoli 

(
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ロ
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85.9 

90 

DNA melting curves of adzuki bean 
(A59W) and soybean (S62Ha-3) isolates 
of Phialophora gregata and avirulent strain 
of the former (B57T14). Bar designates 
thermal meIting point. 

85 

TemperatureC"C) 
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Fig. 11. 
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84.3~84.80C で， GC 含量は 46.2~47.3mole% C平

均 46.7mole%) であった。一方， Type B 

B57T14株の Tmは86.3
0
Cであり， GC含量は

50.9 mole%で、あった。

考察

熱融解曲線の 1段階めに上昇した分画の GC含量

はおよそ 30mole%で、あった。糸状菌ではrDNA

の GC 含量が低いことが報告されており35Lこの
AT-richな分画にrDNAが含まれていると考えら

れる。また，この 1段階めの上昇はダイズ落葉病菌

よりアズキ落葉病菌で顕著であったことから，両菌

の核ゲノムの構造が大きく異なることが推測され

る。

GC含量はDNAの特性値のうち最も簡単なもの

であり，その相違だけでDNAの相違を立証でき

る。また，測定が容易でどのような生物種にも同じ

手法が使えること，表現形質に比べ再現性が高いこ

となどの特質を持つため，今日では細菌や酵母の分

類学上の記載には不可欠になっている。そして，分

類学的に近縁であると考えられるものの GC含量は

近似しているが， GC含量が大幅に異なっている生

物聞の類縁性は低いこと76)，また，分類群階級が下

がるにつれて GC含量の変動幅が小さくなることが

知られている 106)。

STORCK and ALEXOPOULOS107)は糸状菌322種

のGC含量を測定し，菌類で同一種に属するものの

GC含量の変動幅は10mole%以内であり，多くの

種では5mole%以内であることを明らかにした。

このことはFusarium属菌などのように同一種内に

種々の系統を含む場合にもあてはまるとしている。

また，Phi，αloPhora属菌については，P. lagerber-

gii， P. jastigiata， P. verrucosa， P.αmericanaの

GC含量はそれぞれ 40.5，49.5， 51.0， 51.0 

mole%で、あることを報告している。

本実験において，P. gregata種全体としての GC

含量は 44.5~47.3mole%の範囲にあることが示さ

れ，その変動幅は2.8mole%で、あり，アズキ落葉

病菌とダイズ落葉病菌が同一種であることを支持す

るものと考えられた。また，アズキ落葉病菌はダイ

ズ落葉病菌に比べGC含量が低く， 46.1 mole%を

境界とすることにより両菌の識別が可能であると考

えられた。同時に， このことは両菌が遺伝的に分化

していることを示唆するものであった。

糸状菌においては，進化と DNAの塩基組成につ

いて，より進化した位置にあるものほどGC含量が

高いとされており川このような関係は酵母や放

線菌でも報告されている。この考えによれば， ア

ズキ落葉病菌よりもダイズ落葉病菌の方がより進化

した位置にあると考えられる。

一方， Type BのGC含量は50.9mole%で，P.

gregata との差は 4~6mole%であり ， P. gregata 

の変動幅が小さいことから，別種であるものと推察

された。

2. DNA塩基配列の相向性

材料および方法

DNA塩基配列の相向性は再会合反応速度論に基

づき測定した6九また，得られた結果を基に，

BRITTEN and KOHNEI5)とWETMUR and 

DAVIDSON山)の記載に従ってゲノムサイズと反復

配列の量を算出した。

結 果

DNAの再会合反応の様子を Fig.12に示した。

E. coli DNAの再会合反応は一直線上にプロット

されるのに対し，アズキ落葉病菌A59To株のそれ

は大きく折れ曲がり ，Cotl/2値はE.coliの10倍

以上であることがわかる。この結果を基に計算した

供試菌株のゲノムサイズおよび反復配列の割合は

Table 11に示したとおりである。アズキ落葉病菌

のゲノムサイズは2.32~3.36 x 1Q10 Daであり，

13.1~16.3%の反復配列が認められた。また，ダイ

ズ落葉病菌は 9.9~12.9%の反復配列を有す

1. 85~2.31 X 1010 Daのゲノムを持ち， Type Bの

ゲノムサイズは2.69X 1010 Daで12.8%の反復配

列を含んでいた。

DNAの再会合反応速度から菌株聞の塩基配列の

相同性を計算したところ，アズキ落葉病菌は

88.5%以上の相向性を示す集団であることが明らか

となった CTable12)。札幌，上川地方で分離され

た4菌株 CA54W，A59To， A61 Ta， A62B2-2)は

相互にほぼ100%の相向性であったが，十勝地方で

分離された菌株 CA54-13，A54-24)聞の相向性は

93%であり，前，後者の組合せでは 89~95%で

あった。ダイズ落葉病菌は， S60KS株が他の 5菌

株とやや低い値 C94~95%) を示したが，その他の
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Fig. 12. Second-order rate plots of reas渇ociation
of DNAs from adzuki b巴anisolate of 
Phial，φhora gregata CA59To) and Escheri-
chia coli. AD， AN and AT are absorbance 
of denatured， native DNA and renatured 
DNA at any time T， respectively. 

Table 11. Genome sizes and amounts of repeated 

sequence of nuclear DNAs from adzuki 

bean and soybean isolates of PhialoPhora 
gregata and avirulent strain of the for-

mer CType B)ー

Isolate Cotlj2 value 

Adzuki bean isolate 

A54-13 4.46 

A54-24 4.66 

A54W 5.23 

A59To 5.52 

A61Ta 4.67 

A62B2-2 3.81 

Soybean isolate 

S8001 3.57 

S8302 3.04 

S60KS 3.45 

S62Ha-3 3.27 

St-4 3.78 

R-3 3.71 

Type B 

B57Tl4 4.41 

Escherichia coli O. 46 

Genome 
sizeCDa) 

2.71 X 1010 

2.84 X 1010 

3.18 X 1010 

3.36XI010 

2.84 X 1010 

2.32 X 1010 

2.18 X 1010 

1.85 X 1010 

2 _10 X 1010 

2.00xl010 

2.31 X 1010 

2_26x 1010 

2_69 X 1010 

2.8 x 10' 

Repeated 
sequenceC%) 

14.0 

13.1 

16.3 

13.9 

14.1 

13.9 

9.9 

12.6 

10.9 

11.9 

12.9 

11.5 

12.8 

5菌株どうしは約100%の相向性であった。

一方，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌間では

65.4~72.2%の DNA 相向性を示した。アズキ落葉

病菌と TypeB 聞の DNA の相向性は 10~13%で

Table 12. DNA base sequence homologies among 

isolates of adzuki bean and soybean iso-
lates of Phialophora gregata and avir-

ulent strain of the former CType B) 

Pairing of isolates DNA homology C%) 

Adzuki bean isolates 

A54-13 + A54-24 92.9 

A54-13 + A61 Ta 90.7 

A54-13十 A62B2-2 88.5 

A54-24 + A59To 93.8 

A54-24 + A62B2←2 95.3 

A54W + A59To 100 

A54W + A62B2-2 99.2 

A59To + A61 Ta 100 

A61 Ta + A62B2-2 98.6 

Soybean isolates 

S8001 + S8302 98.8 

S8001 + St-4 100 

S8302 + S60KS 93.8 

S60KS + S62Ha-3 95.4 

S60KS + R-3 94.7 

S62Ha-3 + St-4 100 

R-3 + St-4 100 

Adzuki bean and soybean isolates 

A54-13 + R-3 71.3 

A54-24 + S60KS 65.4 

A54W十 S8001 71.3 

A54W + St-4 66.7 

A59To + S8302 69.8 

A59To + R-3 69.9 

A61Ta + S62Ha-3 72.2 

A62B2-2 + S8001 70.4 

A62B2-2 + St-4 68.9 

Adzuki bean isolates and an Type B isolate 

A54W + B57T14 10.1 

A59To十 B57Tl4 12.9 

Soybean isolates and an Type B isolate 

S8302 + B57Tl4 0 

S60KS + B57Tl4 。
あり，著しく低い値であった。また，ダイズ落葉病

菌と TypeB間では相向性は認められなかった。

考察

これまでの報告23，30，109)をまとめると，菌類の核

ゲノムは 0_6~3.0XI010Da にわたり，数~20%の

反復配列を有しているようである。

本実験の結果，P. gregata， Type Bのゲノムサ
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イズおよび反復配列の割合は菌類一般が示す値の範

囲内にあることが明らかとなったが，アズキ落葉病

菌はダイズ落葉病菌よりもゲノムサイズが大きいこ

とが示された。前節のアイソザイム分析において，

αーエステラーゼ，乳酸脱水素酵素のアイソザイム

の数はアズキ落葉病菌の方がダイズ落葉病菌よりも

多いことが示されたが，これはゲノムサイズの差の

現れであるかもしれない。このことについては，顕

微分光法により核DNAを定量するなど，さらに検

討していく必要がある。また，反復配列の割合もア

ズキ落葉病菌の方がダイズ落葉病菌よりも高く，核

ゲノムの構造が大きく異なることが推測される。

GC含量は遺伝子の成分分析であり，類縁関係の

無い生物が同ーの GC含量を示すことが起こり得

る。生物を決定しているのは遺伝情報，すなわち塩

基配列であり，その相向性はDNAの再会合反応速

。

園田

圃圃

-• 

---，。 6065 

DNA base sequence homology (%) 

Fig. 13. 

第 19巻 第1号

度から知ることができる。特に，細菌や菌類はゲノ

イムサイズがそれほど大きくないので比較的容易に

この方法を適用できる。 Bergey'sManual of Sys. 

tematic Bacteriologyでは， 70%以上の相向性を

示すものは同一種の同一種内群に属し， 60~70%の

ものは同一種ではあるが異なる種内群であり，

20~60%のものは別種であるが近縁な関係にあると

されている 49)。また，酵母においては 70~100%の

DNA相同性を示すものは同一種であり， 30%以下

のものは別種であると考えられている77)。

近年，糸状菌でも塩基配列の相向性に関する報告

が見られるようになってきたが，これらのうちいく

つかをまとめて Fig.13に示した。

F. oxystonemで多くの分化型について相同性が

調べられた結果，同一分化型では95%以上の相向

性を示し，異なる分化型ではあるが近縁であると考

100 

-• 
Phialophora gregata， Type B 

Adzuki bean isolate 

Soybean isolat巴
Adzuki bean十 Soybeanisolates 
P.gγegata + Type B 
Genus Fusarium 70) 

The same forma specialis of F 。砂'SjJomm
Different formae speciales of F. oxy.ゆornm

F. o.勾IS)りornm+ F. solani 
Genus Verticillium69) 

V. dahliae 
V. dahliae + V. albo-atrnm 
V. dahliae + V.問igrescens
Genus Armirallia47} 

The same species of Armirallia 
A. mellea十 A.bulbosa 
Rhizocfonia solani6ト 67)

The same group in an anastomosis group 

Di妊erentgroups in an anastomosis group 
Different anastomosis groups 
Genus Aゆergillus72) 

A. jlavus + A. oryzae 
A.舟vus+ A.仰rasiticus
A.舟vus+ A. 1，φoris 
Genus Alternaria68) 

The same species of Alternaria 

A. alternata + A. mali 
A. alternata + A. solani 

--

-100 

Examples of DNA base sequence homologies of some fungi. 
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えられるものでは 85~94%. 近縁関係にない分化

型聞では 63~84%の相向性を示すことが明らかに

された70)。一方.Verticillium dahliaeと V.albo-

atrumは形態が酷似しているため，同種とするか

別種とするか長い間論争の対象となってきた。しか

し，両菌は生態的・遺伝的に大きく異なるほか.v.
dahliaeが微小菌核を形成するとし、う形態的な差も

認められるため現在は別種とされている。両菌は

48.0~65.2%の相向性を示すとされ，系統発生的に

近い関係にあると考えられている69)。このように，

糸状菌においては分類学的に同一種とされているも

のは一般に 60~65%以上の相向性を示すことから，

DNA レベルでは相向性 60~65%が種を分かつ境界

線であると考えることができる。

相同性 60~65%を種の境界線とするといくつか

の例外がでてくる。 Alternariaalternata. A. ki徒u-

chiana， A. longItesとA.maliは形態的にまった

く区別できないが，宿主特異性(本菌の場合は生産

する毒素の種類がこれを決めている〉が異なること

から別種とされてきた。 NISHIMURA95)は，これら

の病原菌が本来腐生性であったA.alternataが変

異により毒素生産能を獲得したことによって生じた

もので.A. alternataのpathotypeとすることを

提案している。また.Aspergillus flavus， A. or-

yzaιA. parasiticus， A. sojaeは種聞の違いはわず

かで中間型も多数存在するにもかかわらず，発酵・

醸造での利用面から異なる種名がついている例であ

る。 KURTZMANら72)は，これら 4種は本来同一

種であったものが異なる環境に適応していく過程で

変異を蓄積していったものと推測し，A. flavusの

subspecies， varietyとすることを提案している。

一方，R. solaniには病原性，培養性質，生態的

性質が異なるいくつかの系統が存在し，菌糸融合群

とほぼ一致している。この菌糸融合群聞の DNA相

向性は著しく低く 66抗日0) 本菌の場合，各融合群

(あるいはその中の系統〕はDNAレベルで、はそれ

ぞれ独立した種とみなされるものである。

本実験の結果，アズキ落葉病菌は89%以上の相

向性を示す集団で，札幌，上川地方の相互に遺伝的

に均質な集団と十勝地方の遺伝的変異の比較的大き

な集団からなることが示唆された (Fig.14)。ま

た，ダイズ落葉病菌は相互に94%以上の相同性で

あった。これらは，F. 0勾ゆorumの同一分化型が

示す値 (95%以上)よりは低いものであったが，両

菌がそれぞれ遺伝的にほぼ均質な集団であることを

示していると考えられた。

一方，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌聞の相向

性は 65~72%で，アズキ落葉病菌の遺伝的変異が

やや大きかったが，それよりも明らかに低い値を示

した。この値は，F. oxysporumでは異なる科の植

物を宿主とするような遺伝的に大きく異なる分化型

聞で認められる値である。また，形態的差異に基づ

き別種とされている V.albo-atrumと V.dahliae 

が示す相同性に近接するなど，アズキ落葉病菌とダ

イズ落葉病菌は同一種としての範障にありながらも

遺伝的にかなり分化した種内群であると考えられ

る。

また.P. gregataとTypeBの闘では13%以下

の相向性が認められたに過ぎず，明らかに別種であ

り，系統発生的にも近縁関係にないと考えられた。

一般に，表現形質から算出した相似度と DNA塩

基配列の相向性には相関関係が認められるとされて

いる。表現形質が高い相似度を示す場合にはDNA

Fig. 14. Relationship of DNA base sequenc巴
homology and geographical origin in ad-
zuki bean isolate of Phialoρhora gregata 
Homologies of intra-(in bold) and inter-
populations are shown as the average of 
those between isolates. 
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程度では細胞タンパク質の泳動パターンに差異が現

れてこないことが推察された。他の糸状菌での例を

見てみると，F. oxystorumの異なる分化型間では

63~94%の相向性が認められ70)，タンパク質パター

ンでは区別できないとされている24.38.83)。タンパク

質の泳動像から識別できるとする報告42，84，122)が多

い V.albo-atrumと V.dahliae聞の相向性は

48~65%であるとされている 69)0 R. solaniの各菌

糸融合群は明らかに異なるタンパク質パターンを示

し100)，融合群聞の相向性は48%以下であることが

報告されている凪6九このように，糸状菌では一般

にDNA塩基配列の相向性が 60%程度以下になる

とタンパク質の電気泳動パターンに差異が認められ

るようになるものと考えられる。
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も高い相同性を示すが，表現形質の相似度が50%

程度になると塩基配列の相向性はほとんど見られな

くなることが報告されており 27) このことは表現形

質の相似度は必ずしも遺伝情報の相似度を反映して

いないことを意味していると考えられている 128)。

アズキ落葉病菌，ダイズ落葉病菌と TypeBでの

アイソザイム分析に基づく相似度と DNA塩基配列

の相向性の聞にも高い相関関係 (r=0.984)が認め

られた (Fig.15)。

また，本研究の結果から塩基配列の相向性 65%

100 
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Fig. 15. Correlation of similarity based on iso. 
zyme patterns and DNA sequence 
homology in adzuki bean and soybean iso. 
lates of Phialoρhora gregata and avirulent 
strain of the former. 

Y =0. 98755X -2 .09751 
r =0.984129 

ミトコンドリア DNAの制限酵素断片長多型

DNA塩基配列の相向性は同一種性や種内群の遺

伝的類縁性を調べるのに適した方法で、あるが，菌株

レベルの変異には対応できない。こうした場合に

は，塩基置換や欠失，挿入など塩基レベルの変異を

比較的容易に検出できる RFLP分析が行われる。

mtDNAはサイズが小さいため RFLP分析の適当

な材料となる。また， mtDNAは核DNAの10倍

の速さで進化していると考られており 16) 集団や個

体の変異は核 DNAより mtDNAを調べる方が明

らかになることが推測される。

本節では， 日本のアズキ落葉病菌とダイズ落葉病

菌の mtDNAの RFLPを調べ，両菌の遺伝的類縁

C. 

e 
o 

Restriction pattern types of mitochondrial (mt) DNAs from adzuki bean and 

soybean isolates of PhialoPhora gr，ι~ata. 守、

Table 13. 
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BII1 
BIl1 
BIl1 
BIl1 
BIl1 
BIl1 

BI1 
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BI1 
BI1 
BI1 
BI1 

Iso1ate 

P 2 PV 2 S 2 S11 5u 2 5t 2 X 2 Xh 2 
P 2 PV 2 52 511 Su 2 St 2 X 2 Xh 2 
P 2 PV 2 52 511 5u 2 St 2 X 2 Xh 2 
P2 Pv2 52 日 5u2 5t2 X2 Xh2 
P 2 PV 2 S 2 SI1 Su 3 St 3 X 2 Xh 3 
P2 PV 2 52 511 Su 3 5t 3 X 2 Xh 3 

The pattern types with representative endonucieases 
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Fig. 16. Restriction fragment patterns of mitochondria! DNAs from adzuki bean and soybean iso!ates of 
Phialoφhora gregata with repr巴sentativeendonucIeases. Patterns digested with (A) Sal 1， (B) KPn 
1， (C) Eco RI and (D) Eco RV. Lanes 1， A54-13; 2， A54-24; 3， A54W; 4， A59To; 5， A61 Ta; 6， 
A62B2-2; 7， S8001; 8， S8302; 9， S60KS; 10， S62Ha-3; 11， R-3; 12， St-4; and M，λDNA! Hin dIII 
as a size marker. The details of isolates are giv巴:nin Table 1. Restriction pattern types assigned 

are shown above the !ane number (See Tab!e 13) 
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性と菌株レベルで、の遺伝的変異の検出を試みた。

材料および方法

前節で記した方法35，87)でmtDNAを分画した。

得られた mtDNAを制限酵素処理し，アガロース

電気泳動で分離した。電気泳動パターンを基に，根

井93)の記載に従って遺伝距離(塩基サイトあたりの

塩基置換数:d値，塩基配列多様度評価:p値〉を

算出し，さらにd値を基にFarris法113)により系統

樹を作成した。

結果

計19種の制限酵素により処理して得られたアズ

キ落葉病菌，ダイズ落葉病菌それぞれ6菌株の

mtDNAの電気泳動パターンを適当な英数字で表し

てTable13に示し，代表的な泳動像をFig，16に

示した。

BglI処理では供試した12菌株何れのmtDNA

でも消化断片が生じなかった。また，Sal 1処理で

は全供試菌株に共通して 2，2kbのノミンドが認めら

れた (Fig，16A)。ただし，アズキ落葉病菌と北海

道産，秋凹県産のダイズ落葉病菌はそれぞれ

mtDNAのサイズが異なるため(後述)，高分子のパ

ンドの分子量はこれら 3者で異なっていると考えら

れる。これら 2酵素処理による電気泳動パターン

は，通常の泳動条件では菌株間差異が認められない

ので，同ーの泳動型として表記した。

その他の 17酵素では明らかな多型が認められた。

Bam Hl， KJρn 1 (Fig， 16B)， Psf 1， Pvu II， Sac 

1， Xba 1の6酵素による消化では，アズキ落葉病

菌とダイズ落葉病菌は特徴的な電気泳動パターンを

示しそれぞれの菌で菌株レベルの多型は認められ

なかった。 BglII， Eco R1 (Fig. 16C)， Hae III， 

Hin cl1， Hin dIII， Hin fI， Hpa 1， Sau 3 AI， Sfy 

1， Xho 1の10酵素で消化した場合，アズキ落葉病

菌では菌株間で差異は認められず同ーの泳動像で

あったが，ダイズ落葉病菌はこれと異なる 2つの電

気泳動パターンを示し，北海道で分離された4菌株

(S8001， S8302， S60KS， S62Ha-3)と秋田県で分

離された2菌株 (R-3，SH)で異なった。 EcoRV

処理 (Fig.16D)でもダイズ落葉病菌は同様な2グ

ループに大別されたが，アズキ落葉病菌にも A54-

24株で多型が認められた(これは塩基置換等により

他の 5菌株で認められる 6.0kbの断片にEcoRV 

サイトが生じたためと考えられた〉。そこで， A54 

24株を除くアズキ落葉病菌をType1a， A54-24株

をTypeIb，また北海道で分離されたダイズ落葉

病菌4菌株をType11，秋田県産の2菌株をType

Table 14. Restriction fragment sizes Cin kb) of four mitochondrial (mt) DNA types of 
Phialoρhora gregata. 

Endonuc1ease and mtDNA type 

Fragment BglII Eco RI Eco RV Xho 1 

Type la 522') Type 11 Type 111 G3') Type la 522 Type 11 Ty閃111G3 Type la 522 Type 11 Type III G3 Type la 522 Type 11 Type III G3 

8.6 8.6 7.2 8.0 7.4 11.5 11.6 10.5 10.5 10.6 20.5 17.2 却5 205 15.8 27.5 28.5 30.0 30.0 29.1 

8.0 7.7 6.8 6.8 7.0 9.4 9.5 7.7 7.7 7.8 9.2 9.2 ι8 8.8 8.8 9.1 8.9 11.0 8.3 10.4 

6.4 6.5 6.0 6.0 6.1 9.1 9.2 6.0 6.0 6.1 8.5 8.6 7.8 7.8 7.8 7.6 7.4 7.5 7.5 7.6 

6.0 6.] 5.2 5.2 5.3 7.9 4.8 4.8 4.8 4.8 5.9 6.0 5.8 5.8 5.9 6.2 5.9 2.] 6.] 

5.8 6.0 4.8 4.8 4.9 4.8 3.6 4.0 3.9 4.0 5.8 5.6 5.4 5.4 5.5 2.] 2.1 

4.3 4.4 4.3 4.3 4.4 3.4 3.1 3.9 x2 3.9 5.5 2.5 1.8 3.7 1.8 

X2 3.3 3.3 3.3 3.3 3.0 2.8 3.3 3.6 3.3 2.4 2.2 1.6 2.1 1.6 

3.3 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8 2.3 2.9 3.3 2.] 1.8 

2.8 2.7 2.7 2.7 2.7 2.3 1.6 2.8 2.9 2.8 1.6 

]0 2.7 1.7 1.6 1.6 1.7 1.5 1.2 1.4 2.8 1.6 

11 1.6 1.6 1.5 1.5 1.6 1.3 1.0 1.4 

]2 1.5 1.1 1.1 1.0 1.0 

13 0.9 0.9 

14 0.8 。.8
Total 55.3 51.4 49.0 49.8 47.2 58.0 52.3 47.3 51.8 47.8 59.9 51.3 51.7 57.5 47.2 52.5 50.7 切6 54.0 47.1 

包)522 and G3 are ]apan配 adzukibean回lateand American soybean one， re脚 tively，which we陀repo仕edby GRA Y and HEPBURNI1l. 
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IIIとしてグルーピングした。

これらの mtDNAのサイズを制限酵素処理断片

の合計から計算したところ，アズキ落葉病菌，

Type II， Type III はそれぞれ 52.5~59.9 (平均:

56.4)， 47.3~51.7 (平均:49.7)， 49.8~57.5 (平

均:53.3) kbであった (Table14)。

また， mtDNAのRFLPを基に相互の遺伝距離

を求めた。本実験で供試した 19制限酵素のうち，

その処理によって多数の断片が生じてバンドの識別

や比較が不正確になりそうな HaeIII， Hin fI， 

Sau 3 AIと消化断片の生じなかった Bgl1は用い

ず，他の 15酵素の結果から計算した。 Table15に

は各ク'ループ聞の共通なパンドの割合 (F値〉と d

値， p値を示した。アズキ落葉病菌の TypeIaと

Type Ibの間ではF=0.989，d=O.OOl， p=0.002 

で，ダイズ落葉病菌の TypeIIとTypeIIIの聞で

はF=0.769，d=0.016， p=0.046であった。一

方，アズキ落葉病菌と Type11の間ではF=

0.461~0.463 ， d=0.046~0.047 ， p=0.132，ま

た，アズキ落葉病菌と TypeIIIの間ではF=

0.535~0.537 ， d=0.037~0.038 ， p= 

o .106~0 .107であった。
d値を基にFarris法によって作成したこれら 4

クソレープの系統樹を Fig.17に示した。

考 察

糸状菌の mtDNA のサイズは 19~176 kbにわた

り114L 菌によって異なるほか，同一種あるいは同

一分化型であってもサイズが異なる場合があるよう

である叫71，110)。また，菌類の mtDNAのGC含量

は低く， 20~45 mole%を示すとされているl九

mtDNAのRFLP分析は近年になって多くの糸状

菌で報告されるようになった。本手法は塩基レベル

の微細な変異を検出できるため，種内群や菌株レベ

ルの遺伝的変異を調査するために用いられている例

が多く，検出された多型が分離地，宿主特異性やそ

の他の菌株の性状と関係が認められる場合が多い

が32.36，43，46，52凡 HOL無関係であることもあるようで
ある19)。

最近， GRA Y and HEPBURN41)によって日本の

アズキ落葉病菌とアメリカのダイズ落葉病菌の

mtDNAが比較され，サイズはそれぞれ51.1，

Table 15. Genetic distances among four mitochondrial DNA types of Phialophora gregata. 

Group Type Ia Type Ib Type II Type III 

133/2698) 59/255 72/268 
(0.989) (0.463) (0.537) 

Type Ia 

0.001/0.002b) 59/256 72/269 
(0.461) (0.535) 

Type Ib 

Type II 0.046/0.l32 0.047/0.132 100/260 
(0.769) 

Type III 0.037/0.106与 0.038/0.107 0.016/0.046 

8) Numb巴rof common fragments/total number of fragments (F value: proportion of common fragments) 
b) d value: nucleotide substitution per nucleotide/p value: nucleotide sequence divergence estimate. 

0.0011 
-0.0004 

0.0340 0.00335 

。目01225

Fig. 17. Phylogenetic network for four mitochondrial DNA types of Phialo，ρhora gregata by the method of 
Farris using nucleotide substitution per nucleotide. 
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47.1 kbで明らかに異なる制限酵素分解パターンを

示すが，そのうち同一分子量のノミンドが33%認め

られることが報告された。また，ダイズ落葉病菌は

広い地域から集められたが，多型は認められなかっ

た。

本実験の結果， 日本のダイズ落葉病菌には明らか

に異なる 2タイプの mtDNAが存在することが示

され，北海道 (TypeII)と秋田県 (TypeIII)と

いう地理的分布と一致した。両者のうち TypeII 

とアメリカのダイズ落葉病菌の制限酵素分解パター

ン41)がほぼ一致したことから (Table14)， 1980年

以来北海道で発生しているダイズ落葉病はおそらく

アメリカから持ち込まれたものであり，近年秋田県

で発生しているものはこれと異なる起源であると考

えられる。本病害はカナダヘエジプト 2)でも発生

しており，今後，両国の菌株について mtDNAの

RFLP分析を行う必要がある。一方，アズキ落葉

病菌はこれらと明らかに異なるmtDNAで， 1例

(Eco RV処理でのA54-24株〉を除き RFLPは認

められなかったことから，現在北海道全域で発生し

ているアズキ落葉病は単一起源であると推察され

た。

なお，これら3つのmtDNAのサイズについて

は，高分子量の断片における測定誤差が考えられ，

適当な制限酵素を組み合わせて正確なサイズを求め

直す必要がある。

mtDNAのRFLPに基づく遺伝的類縁性につい

ての報告をみると 8，31，払60凡 115)，分類階級に対応す

るp値は菌によって大きく異なるようであるが，

一般に異なる種間ではp値は0.1以上を示すので

はないかと考えられる。本菌の場合， p値はアズキ

落葉病菌 (TypeIaとTypeIb間〉は0.002，ダイ

ズ落葉病菌 (Type11とTypeIII間〉は0.046であ

り，両菌間では 0.106~0.132 と大きく，複合種と

考えられている P.megaspermaの分化型(生物種〉

間での値32)に近かった。

また，動物での mtDNAの研究から，一般にミ

トコンドリアゲノムは核ゲノムよりも速く進化(変

異〉するとされている16)。しかし，Phyto，ρhthora 

cゆ'siciやP.ρarasiticaでは mtDNAよりも核

DNAのRFLPの方が菌株間の変異が大きいことが

報告されている 33)。本研究でも，アズキ落葉病菌は

アイソザイム分析やDNA塩基配列の相向性の結果

から核DNAの遺伝的変異が比較的大きいことが推

測されたのに対し， 1例を除いて mtDNAのRFLP

は認められなかった。逆に，ダイズ落葉病菌では核

DNAの変異は比較的小さいものと思われたが

mtDNAレベルでは大きく異なる 2グループに大別

された。今後，核DNAのRFLP分析を行って，

P. gregataにおける核DNAの変異と mtDNAの
変異の関係について検証してし、く必要がある。

D. 二本鎖RNA

dsRNAを細胞質遺伝分子マーカーとして促え，

分類日.94)や個体群生態学的研究叫に利用した報告

がみられるo

本節では，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌から

dsRNAの検出，比較を行った。

材料および方法

dsRNAの抽出はMORRISand DODDSB6)の方法

に準じて行った。抽出した試料は5%PAGEにより

分析した。

結果

アズキ落葉病菌27菌株，ダイズ落葉病菌5菌株

から抽出した試料を電気泳動したところ，アズキ落

葉病菌 10菌株からバンドが検出された (Table16， 

Fig.18A)。これらのバンドはDNaseに耐性で，

RNaseに高塩濃度下で耐性，低塩濃度下で分解さ

れたことから， dsRNAであることが確認された

(Fig. 18B)0 dsRNAが検出されたのは札幌で分離

された全ての菌株と上川地方南部で分離された6菌

株のうち3菌株で，両者の泳動パターンは異なって

いた。札幌で分離された菌株は何れも 4本のパンド

を持ち， rice dwarf virusをマーカーとしたときの

分子量は約2.2，1. 4， 1. 3， 1.1 X 106 Daであった

(Type I)。また，上川地方南部で分離された菌株

は8本のノミンドを有し，分子量は約1.75， 1. 70， 

1.05，1.00，0.95，0.80，0.75， 0.70xI06 Daで

あった (TypeII)。

一方，上川地方北部，十勝地方ならびに厚真〔胆

振地方〉で分離されたアズキ落葉病菌，およびダイ

ズ落葉病菌からはdsRNAが検出されなかった。

考察

dsRNAは菌糸融合の際に伝播することが明らか

にされ20)，その伝播が体細胞和合性に大きく影響さ
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Table 16. Detection of double-stranded (ds) RNAs from adzuki bean and soybean isolates 

of Phialophora grogata. 

Isolate Locality DsRNA 

Adzuki bean isolate 

A58H Sapporo CIshikari district) + ( 1 )8) 
A59M do. (do.) 十(1)

A59To do. (do.) +(I) 

A60To do (do.) 十(I)

A61Ta do. (do.) +(1) 

A62A-16 do. (do.) 十(1)

A63Ta do. (do.) +(I) 

A54Ka Asahikawa (south Kamikawa district) 十(II)

A60N1 do. (do.) + CU) 
A62B2-2 Biei (do.) 十CU)

A62B3-1 do. (do.) 

A62H1-6 Higashikawa (do.) 

A62H3-3 do. (do.) 

A54W Wassamu (north Kamikawa district) 

A60W1-1 do. (do.) 

A59K Kenbuchi (do.) 

A62S Shibetsu (do.) 

A13 Memuro (Tokachi district) 

A57T24 do. Cdo.) 

HH do. (do.) 

A54-24 Makubetsu (do.) 

A54-25 do. (do.) 

A56-25 do. (do.) 

A54-13 Asyoro (do.) 

A57T22 Shimizu (do.) 

APl Atsuma CIburi district) 

AP2 do目 (do.) 

Soybean isolate 

S58W Sapporo CIshikari district) 

S8302 Obihir。 (Tokachi district) 

R-3 Nishisenboku (Akita Prefecture) 

AK89-12 do. (do.) 

8)十 detected(electrophoretic pattern types shown in Fig目18)，一 notdetected. 

87 

れることが知られている九アズキ落葉病とダイズ

落葉病の両方が発生している札幌の園場で分離され

た菌株のうちアズキ落葉病菌のみから dsRNAが検

出されたことから，その圃場においては両菌闘で細

胞質の交流が行われていないことが示唆される。こ

れは，両菌の宿主特異性が異なる，すなわち生態的

に隔離されているため接触できないのか，あるいは

体細胞不和合性であるためと考えられる。

また，アズキ落葉病菌ではdsRNAの有無や電気

泳動パターンと分離地域の聞に関係が認められた

が，本菌で検出された dsRNAが Endothia

parasitica4)で報告されているように無性生殖を通

じて安定して伝達される性質のものならば，札幌や

上川地方の菌株が十勝地方に伝播したとは考えにく

く，十勝地方の菌株が札幌や厚真，上川地方に広

がった後，何らかの理由で札幌，上川地方南部の菌

株がdsRNAを持つようになったと考える方が適当

であろう。さらに，上川地方北部とした採集地は名
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X106 (A) 
Da 

2.5蕊酔

2.0験炉

1.5滋脚

1.0齢酔

0.5陣酔

(8) 

Fig. 18. Double-stranded RNAs detected from adzuki bean isolate of Phialophora gregata. (A) Electrophor-
etic patterns， 1巴ftto right; A62B2-2 (Type II)， A62A -16 (Typ巴 0，A59To (Type 0 and A61Ta 
(Type 1). (B) Reaction of a sample from A59To to nuc1eases， left to right; treated with RNas巴
in O.lxSSC， RNase in 2xSSC and DNase. 

寄盆地の南側にあたり，上川地方南部とした採集地

は旭川盆地にあり，小さな地理的隔離と見ることが

でき興味深い。あるいは，それぞれの地域で独立に

病気が発生し，菌株の起源が異なることも考えられ

る。

このようなdsRNAのパンドパターンと分離地域

の聞に関係が認められる例としてEρarasiticaの

hypovirulent株があげられる29)0 hypovirulent株

で検出される dsRNAの泳動パターンは3つにタイ

プ分けされ，類似する type1とtype2はヨーロッ

パ分離株が示し，北アメリカ分離株はこれらと明ら

かに異なる type3を示す。

一方， dsRNAは植物病原糸状蔚では病原性との

関係から研究された例が多 L、o R. solani20)， E. 

Table 17. Double-strand巴d(ds) RNAs， pathogenicity to four host cultivars and mycelial 
growth of adzuki bean isolate of Phialophora gregata. 

Pathogenicity to adzuki beanb) 
Mycelial Isolate DsRNAa) 

Takara- Maruba Hatsun巴ー Akamame 
growthC) 

shozu shozu 

A13 21 。 。 。 20.0 

A54-13 22.4 

A54-24 86 。 。 。 16.9 

A54W 100 。 11 。 19.3 

A59To 十CI) 24.5 

A60To 十(I) 100 。 4 。 20.6 

A61Ta +CI) 22.5 

A62A-16 +CI) 80 。 。 。 21.0 

A63Ta-1 +CI) 33 。 。 。
A62B2-2 +(II) 91 5 。 。 19.8 

a) Data from Table 16 
b) Data from Table 3 
C) mm/three w巴ekson soybean stem agar at 24 'C. Data from Tables 4 and 5， and from other 
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ρarasitica2S)などではdsRNAが病原性を低下させ

るとされ，逆に，Geotrichum candidum85)では増

加させるとされているが，研究者によって矛盾する

結果が得られている場合も多い。百町ら45)もこう

した考えから実験を行ったもので，アズキ落葉病菌

CType A)ではdsRNAが強く検出される菌株は

毒素産生が多かったとしている。

しかし，本研究で得られた結果を総合すると

CTable 17)， dsRNAの有無と病原性あるいは菌糸

の生長速度の聞には関係が無いように思われるが，

dsRNAの細胞内での存在様式 CdsRNAは菌類ウ

イルスのゲノムである場合もあるが， ウイルス様粒

子が発見されず，その由来が不明なものも多L、14))

も合わせ，今後さら検討していかねばならない問題

である。また， dsRNAのバンド相互の相向性を調

べる必要がある。

v.総合考察

ダイズ落葉病菌を新種のC.gregatumとして報

告したALLIGTONand CHAMBERLAIN3)とアズキ

落葉病菌をこの同一種として報告した成田ら90)は，

本病原菌がCψhaloゆoriumの属徴に完全には一致

しないことを記述している。その後， GAMS34)は

Cφhalostorium属菌の多くがAcremonium属に属

するものであるとしたが， C. gregatumはフィア

ライドに明らかなカラーが認められることから

Phialoρhora属に移された。また， 1986年に行われ

た国際菌類分類委員会のアンケート調査の結果，

Phialophora属およびAcremonium属は応用微生

物〔工業微生物および医真菌，パイオテクノロジー〉

の分野で重要でありながら分類学的研究が不十分

で，緊急に検討を要するとされた119)。これらのこ

とは，本菌を含むかつての Cφhaloゆorium属や近

縁の菌の分類が確立したもので、はなかったことを示

している。

一方，宇田川119)は「菌類分類学では精密なアプ

ローチから得られる形態的特徴に加えて， より精度

の高い分類システムを確立するために形態以外のか

びの特質，特に化学分類学的情報を補助的に採用し

ようという動きが国際的にますます広がるであろ

う」と述べている。

これまでのところ，両病害が発生しているのは世

界的にも北海道だけであるが，生態学的研究を中心

に進められ，両病原菌の遺伝的類縁性についての研

究はなされていなかった。

こうした状況のもと，本研究は形態的同一種であ

るアズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の病原性や培養

性質を比較しさらに分子遺伝学的解析により両菌

の遺伝的類縁性を検討したものである。

アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌のマメ科6種に

対する病原性を調査し，両菌はリョクトウを共通の

宿主とするもののアズキ，ダイズに対する病原性は

明らかに分化していることが確かめられた。従っ

て，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌は分類学的に

は“分化型"として扱われるものであると考えられ

た。また，調査した培養性質のうち PD，V-8培地

上での菌体の色や，生育適温と生育最高温度が両菌

で異なることが明らかになり，生理・代謝レベルで

差異が生じているものと考えられた。さらに，分子

遺伝学的手法による分析の結果，アズキ落葉病菌と

ダイズ落葉病菌は同一種であるが遺伝的にかなり分

化した種内群であることが明らかとなった。これら

は両菌を異なる分化型とする考えを強く支持するも

のであった。

従って，アズキ落葉病菌には PhialoPhora

gregata CAllington et Chamberlain) Gams f. sp. 

adzukicola Kobayashi， Yamamoto， N egishi et 

Ogoshiなる分化型名を，また，ダイズ落葉病菌に

はPhialoρhoragregata CAllington et Chamber-

lain) Gams f. sp. sojae Kobayashi， Yamamoto， 

N egishi et Ogoshiなる分化型名を提案する。

種の分化はおそらくはじめ1つの種から出発し

て，それが何らかの理由で生態的，あるいは地理的

分布を異にする集団を形成し，それぞれの環境のも

とで次第に淘汰され，その間に集団として生理的な

変化を起こし，生殖的な隔離状態に到達し，その

後，形態的差異が生じるようになると考えられ

る128)。

分化型を含む種内群はこうした種分化の途中の段

階にあるものと推測されるが， BOSLAND and 

WILLIAMS13)は，アブラナ科植物に病原性を示す

F. oxy者porumでは分化型とアイソザイムパターン

と体細胞和合性〔菌糸融合は不完全菌における遺伝

情報の伝達・受容の主要な機構であると考えられ，

体細胞不和合性であることは生殖的隔離が生じてい

ることを意味すると考えられる〉が一致することか

ら，本菌における遺伝的分化について次のように考

察している。「宿主特異性は病原菌の生存に優位性
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をもたらす。そのためp 進化的同胞種(同一場所に

生息していて形態的に区別できないが生殖的に隔離

されている集団と定義されるが，この場合は異なる

分化型あるいは非病原菌をきしていると考える)と

の競争が減ると共に，それらとの遺伝的組換えの機

会が減少する。その結果として新しいgenotypeが

生じることが少なくなり，他の環境への適応能力が

失われていく。 F.oxysporumの場合，特定の宿主

に適応したgenotype(分化型を意味すると考える〉

は同所的に生じ，体細胞不和合性となり，遺伝的に

隔離されたのだろう。」

アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌もこのような生

態的隔離によって腐生性の祖先から生じたと考えら

れる。さらに，アズキ落葉病菌は日本において，ま

たダイズ落葉病菌はアメリカにおいて発生したた

め，地理的な隔離によってそれぞれ独自に遺伝的変

異を蓄積していったのではないかと推察する。ま

た，この過程で体細胞不和合性になっていることが

考えられた。さらに.F. oxysporum f. sp. 

melonis46)とf.sp. lycopersici71)ではmtDNAの

RFLP f.こ基づくグループと体細胞和合性群が一致
するとされていることから，北海道産 (TypeII) 

と秋田県産 (TypeIII)のダイズ落葉病菌聞も不

和合性であることが推察された。今後，適当なマー

カーを選び，アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の体

細胞和合性について検討していかなければならな

し、。

アイソザイム分析.DNA塩基配列の相向性の結

果から，アズキ落葉病菌はダイズ落葉病菌に比べ菌

株聞の遺伝的変異が大きいことが示された。これ

は，ダイズ落葉病に比べアズキ落葉病の発生歴が長

く，全道で慢性的に大発生していること，すなわち

異なる自然環境にも適応して菌量を増加するのに

伴って，長期間にわたって変異を蓄積していったた

めであると推察された。

アズキ落葉病菌におけるアイソザイムパターンの

変異は菌株の分離地域(札幌，上川地方，十勝地方)

とほぼ一致した。また，アイソザイム分析.DNA 

塩基配列の相向性の結果から，十勝地方分離菌株の

変異の幅が一番大きいことが示唆された。 mtDNA

は1例を除いてRFLPが認められず，アズキ落葉
病菌が単一起源であることを示唆するものと考えら

れた。以上のことから，アズキ落葉病菌は十勝地方

で発生し，菌密度を高め，変異を蓄積していった

後，一部が何らかの理由で札幌，上川地方へ伝播

し，そこに適応していったが，地理的に隔離されて

いたことによって独立した集団を形成したものと推

察された。 dsRNAの結果からも同様な推察がなさ

れた。本研究はアズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の

識別と遺伝的類縁性を知ることが目的であったため

供試菌株も比較的少なく，こうした個体群生態学的

な推察はさらに多くの菌株を用いて確かめていく必、

要がある。

一方，本研究において，タンパク質パターン，ア

イソザイム分析.DNAの塩基組成と塩基配列の相

向性の結果から • P. gregafaとアズキ落葉病菌の弱

病原性系統として報告されたTypeB57)は別種で

あることが明らかになった。 TypeBは，内田118)

の指摘やダイズ落葉病権病組織から分離される

Acremonium spの記載81)と酷似することなどか

ら，Acremonium属の一種ではなし、かと考えられ

る。

また， Type BがAcremonium属菌であるとす

ると.Type Aから TypeBへ変異する過程にあ

ると考えられていた突然変異株53，54)の所属も残さ

れた問題となる。突然変異株の胞子形成能や生育速

度あるいは培養溶液のガスクロマトグラム(これは

代謝産物のプロフィールと考られる〉はTypeBに

酷似しており 54) 突然変異株はTypeBすなわち

Acremonium sp.の変異株，あるいはその近縁の

別種であることが考えられる。最近， GRAY and 

HEPBURN41)は.mtDNAのRFLPと形態観察の
結果から，本突然変異株は Acremo世1Iumsp.であ

ろうと推察している。

今後，詳細な形態観察により TypeBと突然変

異株の所属を明らかにすると共に，化学分類学の手

法を用いて両菌の遺伝的類縁性を解明する必要があ

る。

摘要

形態的同一種 (Ph勿lophoragregafa)であるア

ズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の病原性，培養性質

を比較し，また，分子遺伝学的手法を用いて遺伝的

類縁性を検討し，これらの結果を総合して両菌の分

類学的位置づけと遺伝的変具について考察した。

1.病原性

1. アズキ落葉病菌はアズキとリョクトウに，ダ

イズ落葉病菌はダイズとリョクトウに病原性を示し



山本 アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の分類に関する研究 91 

た。また，インゲン，ササゲ，エンドウには両菌と

も非病原性であった。

2. アズキ落葉病菌の多くの菌株は擢病性の宝小

豆にのみ病徴を引き起こしたが， 4菌株は抵抗性の

丸葉にも病原性を示した。 l菌株はさらにハツネ

ショウズにも病原性を示しtc.o しかし，強抵抗性の

赤豆に病原性を示す菌株は見いだされなかった。

II. 培養性質

アズキ落葉病菌とダ、イズ落葉病菌の間で場養性質

に差異が見いだされた。 PDAや V-8A，あるいは

その液体培地で培養した場合，アズキ落葉病菌は赤

褐色，鮭肉色ないし赤色に色づくのに対し，ダイズ

落葉病菌は淡黄色から黄褐色に色づいた。また，ア

ズキ落葉病菌の生育適温は 24~260C で， 320Cでも

生育できたの対し，ダイズ落葉病菌のそれは

22~230C で， 320Cでは生育できなかった。

111. 分子遺伝学的類縁性

1. 全細胞タンパク質，細胞質可溶性タンパク

質，何れの分画の電気泳動パターンもアズキ落葉病

菌とダイズ落葉病菌の聞に顕著な差は認められな

かっTこ。

2. 菌体内酵素 15種のうち 11酵素はアズキ落葉

病菌とダイズ落葉病菌に共通のザイモグラムを示し

たが，その他の4酵素，乳酸脱水素酸素，パーオキ

シダーゼ， α エステラーゼおよび酸性ホスファ

ターゼはそれぞれの菌に特異的な泳動パターンを示

した。この結果を基に計算した菌株聞の相似度は，

アズキ落葉病菌どうしでは 80~100%で，この中に

大きく 4つのグループが形成され，分離地域との聞

に関係が認められた。また，ダイズ落葉病菌どうし

の相似度はアズキ落葉病菌のそれよりも高かった

C94~100%)。アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌の

間ではこれよりも低く 63~72%の相似度であっ

た。

3. アズキ落葉病菌の DNA の塩基組成 C44.5~

46.0 mole%) はダイズ落葉病菌のそれ C46.2~47.3

mole%)より低い値を示した。

4. DNA塩基配列の相向性は，アズキ落葉病菌

どうしでは89%以上の値を示し，ダイズ落葉病菌

どうしでは94%以上であった。これに対し，両菌

聞では 65~72%の相向性であった。

5. ミトコンドリア DNAの制限酵素断片長多型

を調査したところ，用いた 19酵素のう，ち 17酵素で

多型が認められ，アズキ落葉病菌，北海道 CType

II)と秋田県 CTypeIII)で分離されたダイズ落葉

病菌の3グループに大別された。 TypeIIとType

III間の遺伝距離(塩基配列多様度評価 :p値〕は

0.046であった。アズキ落葉病菌と TypeII， 

Type III聞の p値はそれぞれ 0.132，

o .106~0 .107であった。
6. 札幌および上川地方南部で分離されたアズキ

落葉病菌10菌株から dsRNAが検出され，両者間

で電気泳動パターンが異なった。また，ダイズ落葉

病菌から dsRNAは検出されなかった。

IV. 分類学的位置づけと遺伝的変異
1. アズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌はアズキ，

ダイズに対する病原性が異なり，培養性質にも差異

が認められることが明らかとなった。また，両菌は

同一種の範鴎にありながらも遺伝的にかなり分化し

ていることが示された。従って，両菌を異なる分化

型とすることが適当であると考え，アズキ落葉病菌

にはPhialoPhoragregata CAllington et Chamber-

lain) Gams f. sp. adzukicola Kobayashi， 

Yamamoto， Negishi et Ogoshiを，またダイズ落

葉病菌にはPhial，ゅhora gregata CAllington et 

Chamberlain) Gams f. sp. sojae Kobayashi， 

Yamamoto， N egishi et Ogoshiを提案した。

2. 分子遺伝学的解析からアズキ落葉病菌はダイ

ズ落葉病菌に比べ遺伝的変異が大きいことが示され

たが， これは発生歴が長く，広範囲で大発生してい

るためであると考えられた。さらに，遺伝的変異は

分離地域と関係が認められ，十勝地方での変異が大

きかったこと， 1例を除いて mtDNAにRFLPが

認められなかったことから，アズキ落葉病菌は十勝

地方で発生し，札幌，上川地方に伝矯，適応し，そ

れぞれの地域に独立した集団が形成されたものと推

測された。一方，ダイズ落葉病菌は核ゲノムの変異

は小さいものと考えられたが， ミトコンドリア

DNAのRFLPから北海道産と秋田県産の2グルー

プに大別され，前者はアメリカ起源であることが推

察された。
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導と御助言を頂いた。 DNAの塩基組成，塩基配列

の相向性に関する実験では，東日本学園大学教養部

教授横津菱三博士ならびに同講師国永史朗博士に実

験さらに研究全般にわたる有益かつ暖かい御指導を

賜ると共に，終始激励と御援助を賜った。ミトコン

ドリア DNAの解析に関する実験では，秋田県立農

業短期大学付属生物工学研究所教授井上正保博士，

同助教授増田清博土ならびに同講師野村港二博士に

研究遂行の便宜をはかつて頂くと共に有益な御示唆

を賜った。さらに権病アズキの採集にあたっては，

北海道立上川農業試験場主任研究員土屋貞夫博士な

らびに病虫予察科田中文夫氏に御協力頂いた。ま

た北海道立十勝農業試験場病虫予察科堀田治邦氏

には羅病アズキをお送り頂いた。北海道立中央農業

試験場病理科近藤則夫氏にはアズキ落葉病菌ならび

にダイズ種子を分譲頂いたほか，数多くの御助言を

賜った。また，農林水産省東北農業試験場地域基盤

研究部中島隆氏にはダイズ落葉病菌を分譲頂いた。

本論文を作成するにあたっては，北海道大学農学部

教授木村郁夫博士，同教授喜久田嘉郎博士に御校閲

賜った。作物生理学講座博士後期課程冨田謙一氏に

は絶えざる激励と数多くの有意義な御助言を頂い

た。また，事務官亀田真弓女史をはじめとする植物

寄生病学講座各位，さらに植物学教室各位には公私

にわたって御援助頂いた。以上の方々に対し，ここ

に謹んで感謝の意を表する次第である。
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Summary 

The fungi causing brown stem rot of adzuki bean 

and soybean are the same morphology and have 

been indentified as Phialophora gregata. In this 

study， pathogenicity， culture characteristics and 

genetic relatedness of the two pathogens were inves. 

tigated. Taxonomic status and genetic diversity of 

them are discussed. 

1. Pathogenicity 

1. The adzuki bean isolates were pathogenic to 

adzuki beans and mung beans， while the soy-

bean ones were pathogenic to soybeans and 

mung beans. However， the two pathogens 

were not pathogenic to kidney bean， cowpea 

and pea 

2. Most of the adzuki bean isolates examined 

were pathogenic only to the susceptible cultivar 

(cv.) Takara-shozu. However， four other iso-

lates were found to be pathogenic not only to 

Takara-shozu but also to the resistant cv.孔Ia-

ruba， and another isolate was also pathogenic 

even to the resistant cv. Hatsune-shozu. The 

Highly resistant cv. Akamame was not infected 

by all the isolates tested. 

II. Culture characteristics 

Di百erenceswere observed in culture characteris-

tics between the isolates of the two pathogens. 

The color of the colonies di任eredon potato dex-

trose and V -8 juice media， being reddish-brown to 

red in the adzuki bean isolates and pale yellow to 

brownish-yellow in the soybean ones. The opti-

mum temperatures for mycelial growth were 

24-26
0

C and 22-23
0

C in the adzki bean and soybean 

isolates， respectively. The soybean isolates did not 

grow at 32
0

C， whereas the adzuki bean ones showed 

some growth. 

111. Genetic relatedness 

1. No di妊erenceswere observed in electrophor-

etic patterns of both whole cell and soluble pro-

teins among the isolates of the two pathogens. 

2. The isolates of the two pathogens exhibited 

the same patterns in 11 out of 15 enzymes 

investigated. However， they could be distin-

guished by the four other zymograms Clactate 

dehydrogenase， peroxidase， a-esterase and acid 

phosphatase). Although coefficients of similar-

ity were more than 80% and 94% within the 

adzuki bean isolates and the soybean ones， 
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respectively， they were lower (63-73%) IV. Taxonomic statu白andgenetic diversity 

between them. The results also indicated that 1. The two pathogens are different in host 

the adzuki bean isolates could be subdivided specificity and some culture characteristics; 

into four groups， which corr巴latedwith their and there is substantial genetic diversity 

localities. between them. Accordingly， they should be 

3. Although intraspecific divergence of GC con- treated as di妊erentformae speciales of the 

tent was 2.8 mole%， the GC content of the ad- same species， and Phialophora gregata (Allin-

zuki bean isolates (44.5-46.0 mole%) was gton et Chamberlain) Gams 百sp.adzukicola 

lower than that of the soybean ones (46.2-47.3 and sojae Kobayashi， Yamamoto， Negishi et 

mole%). Ogoshi are proposed for the adzuki bean and 

4. DNA base sequence homology values were soybean pathogens， respectively. 

more than 89% and 94% in the adzuki bean and 2. Analyses based on molecular genetics indicate 

soybean isolates， respectively， while lower val- that the adzuki bean pathoghen is more diverse 

ues (65-72%) were observed between the two than the soybean one. The reason may be that 

isolates. the adzuki bean pathogen， having a longer his-

5. Restriction fragment length polymorphisms tory in J apan and being larger in population， 

(RFLPs) in P. gregata mitochondrial (mt) has varied naturally and been adapted to more 

DNA were found in 17 out of 19 endonucleases， diverse environmental conditions than the soy-

in which three groups were recognized: the ad- bean pathogen. The genetic diversity in the 

zuki bean isolates， soybean ones from Hok- adzuki bean pathog巴n could correlate with 

kaido (Type II) and soybean ones from Akita localities and was largest in the Tokachi dis-

Prefecture (Type I1I). Genetic distance (nu- trict. No RFLPs were found in mtDNA of the 

cleotide sequence divergence estimate: p value) adzuki bean pathogen with one 巴xception.

was 0.046 between Type II and Type III， and Therefore， it is suggested that this pathogen 

0.132 and 0.106-0.107 between the adzuki bean might have originated in the Tokachi district， 

isolates and Type II and Type III， respectively. and that it later spread to Sapporo and the 

6. Double-stranded (ds) RNAs were observed Kamikawa district. On the other hand， 

in some isolates of the adzuki bean pathogen， although the genetic diversity of the soybean 

and their electrophoretic patterns were different p 


