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は　 じ　め　 に

　ベ ノ ミ ル
， カ ル ベ ン ダ ジ ム （MBC ），チ オ フ ァ ネ

ート

メ チ ル ，チ ア ベ ン ダゾー
ル （TBZ ）などの ベ ン ズ イ ミ ダ

ゾー
ル 系剤 （Fig ．1） は ， 農業用 殺菌剤 と し て 広 く使用

されて い るが，灰色 か び 病菌 （Bo 〃卿 50inerea ）な ど

に お い て 耐 性 菌問 題 が 世 界 的 に 深 刻 化 して い る
1）．

Leroux ・Gredt2 ） は ，　 N 一
フ ェ ニ ル カ

ーバ メ
ー

ト系除草

剤が ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性菌 に 特異的 に 高 い 抗菌活 性

を 示す こ とを報告 し た．こ の よ うに あ る 薬剤 に 耐性 に な

る と，逆 に ， 別 の 薬剤 に 対 し 感 受性 を 示 す よ う に な る 現

象 は ， 負相関交差耐性と呼ばれ て い る．住友化学 で は ，

八「一フ ェ ニ ル カーバ メ ート誘 導体 を 検索 し 負相関交差耐

性剤 ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ （Fig．1）を 開発 した
3’9）．負相

関交差耐性剤 ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ は ，耐性菌 を 積極的 に

低下 させ る役割を果 た して お り， チ オ フ ァ ネ ートメ チ ル

（ゲ ッ タ ー  ），
プ ロ シ ミ ド ン （ス ミ ブ レ ン ド  ），カ ル ベ

ン ダ ジ ム （Sumico   ）な どとの 合剤 と して 使用 され て い

る．ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 剤 は お もに 灰色 か び 病防除剤 と

し て 使用 され て い る が，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ール と ジ エ ト

フ ＝ ン カ ル プ 間の 負相関交差耐性は ， B ，cinerea に 限 ら

ず，多 くの 植物病原菌 の 圃場分離株 に一
般 的 に 認 め ら れ

て い る 現象で あ る．本稿 で は，NeurosPom 　 crassa を

用 い て 解析 した ジ エ トフ ェ ン カ ル ブの 作用 メ カ ニ ズ ム お

よ び負相関交差耐性 メ カ ニ ズ ム に つ い て 述 べ る．

研究手法 と材料 の 選択

　負相関交差耐性剤 で あ る ジ エ ト フ ェン カ ル ブ の 作 用 メ

カ ニ ズ ム は ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性 メ カ ニ ズ ム と密接な

関係が あ る と考え られ る．ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー
ル 系化合物

は ，微小管 の 構成 蛋 白質で あ る チ ュ

ーブ リ ン に 結合し，

細胞分裂等の 阻害を 引き起 こ す こ とが 知 られ て い る
10），

ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性は，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール 系化合

物 の チ ュ
ーブ リ ン に 対す る 結合活性 の 低下 が原因とな っ

て い る こ とが A　sPergitltts 　nidulans を用 い た解析よ り

明 らか に さ れ た
10），ま た ，

SaccharomJ ・ces 　 cerevisiae ，

Schigosaacharomり・ces 　Po・m ・be
，
　 A ．　 nidulans 等 を 材料

に し た 研究に よ り，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー
ル 耐性 は 多くの

場合 β一チ ュ
ーブ リ ン の 変異 に よる こ と が 報告 されて い

t： 11−IS）．そ こ で ，β
一
チ ュ

ーブ リ ン の 変異 で あ る こ とが 判

明 し て い る ∫．Pombe，　A ．nidulans お よ び N ．　crassa

の ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール 耐性株を入手 し ， ジ エ トフ ェ ン カ

ル ブ 感 受性 を 調べ た ．し か し ， い ず れ の 株 も ジ エ ト フ ェ

ン カ ル ブ に 感受性 を 示 さず，植物病原菌 で は
一

般的で あ

る 負 相 関 交差 耐性 を 示す ペ ン ズ イ ミ ダ ゾール 耐性が，β一

チ ュ
ーブ リ ン の 変異 に よ っ て 起 こ っ て い る か 否か に っ い

て の 結論 を 得 る こ と は で きな か っ た．

　著者らは ， こ の 点を まず解明す る こ とが ， ジ エ トフ ェ

ン カ ル ブ の 作用 メ カ ニ ズ ム の 解明に つ な が る と考え，生

化学的な手法 よ りもむ しろ，遺伝学的，遺伝子工 学的 な

手法 を 用 い る こ とを選択 した ．た だ し ， 多 くの 植物病原

菌 の 場合 に は 遣 伝 学 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ドが 乏 し い こ と
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一

ぢ｝ 賊i：（丈ト』
　 C2HsOdiethetenGarb

carbendazim 〔MBC ）

CI

タ〉
激
《 聴

　　　　 MDPC 　　　　　　　 thiabgndazole （TBZ ）

Hg ．　 l　The 　structural 　formulas 　of　 diethofencarb ，
MDPC ，　 carbelldazim 　 and 　thiabendazole ．

か ら，材 料 と して 適 当 で な い と考 え た．最初 に ， 当 時 か

ら遺伝子工 学的手法が す で に 確立 され て い た 酵母菌 （S・

cerev
・isiae，∫．　Ponzbe）を材料 と し て ， 約 30 株 の MBC

耐性菌 の 分離 を した が 負相関交差耐性株 の 単離 に は 成功

しな か っ た ，酵母菌 の 場 合 に は 野生株の MBC 感受性

が ， 植物病原菌 で あ る B ．Ctlnerea 等 と比較 して 数
・
卜倍

低か っ た こ と を 考慮 して ，材料 を 糸状菌に 変更 した．A ．

nidtdans は， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ール 耐性 メ カ ニ ズ ム が 生

化学的 に よ く解析され て い た が ，β
一
チ ＝一ブ リ ン 遺伝子

が複数存在す る と され て い た こ とか s
）

　
12 ）

， 解析 の 複雑化

を 避け る た め に ，β一チ ＝
一ブ リ ン 遺伝子 が 遺伝的 に

一
つ

で あ る とされ て い た N ．C−rass α を 最終的 に 材料と して 選

択 し た．

ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ感受性を示す ベ ン ズ イ ミ ダゾー
ル

　　　　　　　　　耐性株 の単離

圃場か ら分離され る 多 くの 植物病原菌 の ペ ン ズ イ ミ ダ

ゾール 耐性菌 は 高度 の 耐性を示 し ， MBC に 対す る 最小

阻害濃度 （MIC ＞は 100μg！ml 以 上 で あ る こ と か ら，

N ．crassa の 野生株 を 紫外線処 理 する こ と に よ り 50 μg！
ml の 濃度 の MBC を 含む培 地 で 生 育す る 耐性菌 を 分離

した，MBC 高度耐 性株 の 出現頻度は 低 く容易 で は な か

っ た が ， 19株を単離 し た と こ ろ 2 株が ジエ トフ ェ ン カ

ル ブに 感受惟 を 示 し た
14 ）．Table　1 に ，

　 MBC 耐性 レ ベ

ル の 異 な る代表的な 株 お よび Brock ・BraVmeri5 ）に ょ

り単離 された ベ ノ ミル 耐性 Bml −511 株 と Bml −111 株

に対す る MBC と ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ の 感 受 性を 示 し

た ，F914 株 と F939 株 は MBC 高度耐性 （MIC は

＞ 100 μg！ml ）を示 し ，

一
方 ， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ に 対

す る MIC は ，0．1μg！m1 で あ り，野生株 の ジ エ トフ ェ

ン カ ル ブ感受性 （MIC ＞ 100 μg！ml ）と比 較す る と 1000

倍 以 上 の 感 受性の 獲得が 認 め られ た
16 ）．F914 株お よ び

F939 株以外 の 株 は ，100 μg！ml の 濃度 の ジ エ ト フ ェ ン

カル ブ で も生 育 阻 害 を 受けず ，野 生 株，Bml −511 株お よ

び Bml −111 株 と同様 に 非 感 受性 で あ っ た ．　 MBC 耐性

レ ベ ル と ジエ トフ ェ ン カ ル ブ感受性 の 関係は ， MBC 耐

性 の 程度が 高 くなれ ば な る ほ ど ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ感受

性 が 増加す る わ け で は な く， む し ろ MBC 耐性株 の あ る

もの が ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ感受性 を獲得す る と推測 され

た ，

　F914 株お よび F939 株は，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール 系化

合物 （MBC ，　TBZ ，チ オ フ ァ ネ ート メ チ ル ） に 正 相関交

差 耐性を 示 し，1＞一フ ェ ニ ル カーバ メ
ート系 化合 物 （ジ

エ トフ ェン カ ル ブ，MDPcs ・d ）， バ ーバ ン ）に 負相関交

差耐性 を示 した ．N 一
フ ェ ニ ル カ ーパ メ

ート系 化合物 の

中 で は ジ エ ト フ ニン カ ル ブが ，も っ と も高 い 活 性 を 示 し

た，なお ， Fgl4 株 の こ れ らの 化合物 に 対す る 感受性 は ，

Table 　I　 Thc 　sensitiVity 　Qf 　MBC −resistant 　strains 　tQ　MBC 　and 　diethofencarb．

Growth

MBC （’喞 m1 〕 Dicthofencarb （μg ！ml ）

0 ，01　 　 0，11 、0 10 100 O ．Ol　　 O ．1L   10 100

1“Vild−type

Bml −111
Bml −511
F812F934F914F939F91

正

F936

卦

幵 幵 什

十

±

十

十

十

幵

籵

幵

幵

幵

幵

什

幵

mo 　growth，± ： slight 　growth ，十 ：growth 　inhibited　but　almost 　nQrmal ，升 ： nQrmal 　growth ．
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F939 株 の もの とほ ぼ一致 して お り，両 株 間 に 薬剤 感 受

性 の 差 は 認 め ら れなか っ た，ウ ニ コ ナ ゾー
ル ， ト リ デ モ

ル フ ， IBP ， ブ ラ ス トサ イ ジ ン S ，　 トル ク ロ ボ ス メ チ ル

に 対す る F914 株 （お よ び F939 株）の 感受性は ， 野生

株 の もの と 顕 著 な 差 は 認 め られ ず，負相関交差耐性 は ，

N 一
フ ェ

ニ ル カ
ーバ メ

ート系化合物 に 特異的 な もの で あ

る と考 え ら れ た，た だ し，B ．6觀 θγ8 α 等 で N 一
フ ェ ニ ル

カ ーバ メ ート系化合物同様に 負相関交差 耐性 を 示す こ と

が 知 られ て い る 化合物 ジ フ ェ ニ ル ア ミ ン に 対 して は ， 野

生株 の MIC が 25 μg！ml で あ る の に 対 し ，　 Fgl4 株 （お

よ び F939 株）の MIC は 1．6μg！m1 で あ り負相関交

差 耐性 が 認 め ら れ た ．

　MBC 耐性株 の 中 に は ， 培地 一ヒで の 生 育速度の 低下あ

るい は 菌糸形態 に 異常を 示す もの もあ っ た が ，負相関交

差耐性株 （F914 株お よ び F939 株） の 生育速度 ， 菌糸

形態 は ，野 生 株 の そ れ と 同 等 で あ っ た．

負相関交差耐性株に 対する ジ エ トフ ヱ ン カ ル ブの

　　　　　　 作用 の細胞学的解析

　 ベ ン ズ ィ ミ ダ ゾ ール 耐 性 株 （F914 株） に 対す る ジ エ

トフ ェ ン カ ル ブ の 作用 を 調べ る た め に ，分生 胞子 の 発芽

に 及 ぼす影響 を 調 べ た．ジ 卦 。 。 ン カ ，レ ブ ；
・s ，100　pt9

！

ml の 濃度 に お い て も F914 株 の 分 生 胞子 の 発芽を 阻害

し な か っ た が ， 発 芽管 の 形態異常 は 0．5 μ7！nll の 濃度に

お い て も認 め られ た，ジ エ ト フ
ェ

ン カ ル ブ 処 理 した 発芽

管 は ，膨潤 し そ の 極 性 を 失 っ て い た
17）．こ の 形態異常 は

MBC （0，5 μ矧ml ） 処 理 し た 野 生 株 の もの と よ く一致 し

て い た．な お ，MBC 処理 し た F914 株 ， お よ び ，
ジ エ

ト フ ェ ン カ ル ブ 処 理 し た 野 生 株 の 胞 子 発 芽管 の 形態 に 影

響 は 認 め られ ず，無処理 の もの と 同様 で あ っ た．

　 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 殺菌剤は ， 微小管に 作用 し核の 分

裂を 阻害 す る こ と が 知 られ て い る
1m ．そ こ で ， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル ブ処理 し た F914 株 の 核の 形態 を DAPI 染

色 し観察し た．無処 理 で は ，膨潤 し た 卵 型 の 核が 菌 糸 内

に ほ ぼ等間隔 で 存在す る の に 比 べ ，ジ エ トフ ェ ン カ ル フ

処 理 した F914 株 で は ， 核が 凝集 した 形 態 を 示 し，そ の

分布 に 片寄 りが あ り ， 核を 含ま な い 発芽管 が 認められ

た
IT ）．こ の 核 の 形態的異常 は ，

　 MBC の 野 生株に 対す る

作用と よ く
一

致 して お り，ジ エ トフ ェ ン カル ブ は ，F914

株 に 特 異 的に 核 の 分裂お よ び 移行 を 阻害して い る と考え

られた．

　 こ れ ら の 形 態 学 的 な 観 察 は ， B ．　C・inereaに おけ る

MBC ， ジ ェ トフ ェ ン カ ル ブ の 作用 と よ く似て お り
9），

N ．CTass α （F914 株）に 認 め られ る 負相関交差耐性 の メ

カ ニ ズ ム は，植物病原菌 の もの と本質的 に は一
致 し て い

る と考えられ た ．

負相関交差耐性株の 変異 の 遺 伝学的解析

　1．遺 伝 解 析

　 ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ に 感 受性 を 獲得 したペ ン ズ イ ミ ダ

ゾール 耐性 の 遺伝学的 メ カ ニ ズ ム を解明す る 目的 で ，負

相関交差耐性株 （F914 株）の 変異の 遺伝解析 を 行 な っ

た
16）。F914 株 を 野生 株 と交配 し，形 成 さ れ た 子 嚢胞子

の 形質 を 調べ た と こ ろ ，約半数 の 子孫が ， MBC 耐性か

つ ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ感受性 （F914 株 の 形質） を 示 し ，

残 りの 子孫 は ， MBC 感受性か っ ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ耐

性 （野生 株 の 形 質）を 示 した （Table　2）．こ の 交配に お

い て，MBC と ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ に両耐性あ る い は両

感受性を示す子孫 は 出現 し な か っ た，こ の こ とは ，F914

株の形質は ，核由来の 1遺伝子 の 変異に よ り支配 され て

い る こ と を 示 し て い る．

　さらに ，
F914 株 を Bml −511 株 と交配 した ．　 Bml −

511 株 の 変異 は ， 第 6 染色 体 の 左 腕 に Bml 座 と して

Brock ・BraymerlS ）
に ょ り mapping され ，　 Orbach

ら
1s ）

に よ り β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺伝子 の 変異で あ る こ と が

示 され て い る， こ の 交配 に お い て ，す べ て の 子 孫 が

MBC 耐性 を 示 し ， そ の うち 約半数 の 子孫 が ， ジ エ トフ

ェ ン カ ル ブ 感 受 性 を 示 した （Table　2）．また ， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル ブ 感 受 性 を 示 し た 子孫 は ，
100　pg！ml の

MBC 含有培 地 で 生 育 し MBC 高度耐性 を 示 した が （F

914 株 の 形質）， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 耐性 を 示 し た 子孫

は ， 0．5 μg！ml の MBC 含有培地 で は 生 育 し た もの の ，

100　，ug ！ml の MBC 含有培 地 で は 生 育 し な か っ た

（Bm レ511 株 の 形質）．組換 え型 と して 野生 株 の 形質を

示す子孫 が 出現 し な か っ た こ とは ， F914 株 の 変異は

β
一チ ュ

ーブ リ ン 遺伝子で あ る Bml 座か そ の 近傍に位置

す る こ と を 示 し て い る．

　 ジ エ トフ ェ ン カ ル ブに 負相関交差耐性を示 さなか っ た

MBC 耐性株 （「936 株等）に っ い て も遺 伝解析 を 行 な っ

た が ，同様 に BmL 座 に 連 鎖 を 示 し た．こ の こ とか ら，

MBC 耐性株 の 多 くは B 皿 1座 に 連 鎖 を 示 し， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル プ に 対す る感受性 の 獲得 の 有無 は Bml 座 の

変 異 様 式 の 差 に よ る 可 能性 が 示 唆 さ れた ．

　さらに 負相関交差耐性 の 変異 に つ い て詳し く調べ るた

め ， 遺 伝的微細 地 図の 解析を 行 な っ た が ，Fgl4 株 の 示

す 二 つ の 異な る 形質 （MBC 耐性 ，
ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ

感受性）の 分離は 認 め られ ず，同
一

変異 に よ り同時 に 支

配さ れて い る可能性 が 高 い と考えられ た，ま た ， 遺伝的

微細地図 の 解析 に お い て，F914 株 の 変異 と F939 株 の

変異間 に も組換 え 体 の 出現が 認 め られ な か っ た ．F914
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Table　 2　Segregation 　 pattern　 in　 cross 　 of 　 MBC −

resistant 　mutants ．

Cross
Number 　of 　progeny

MsDr ”〕
　 MrDsb ）　 MrDr ‘鹽）　 Tota1

IN
’
ild−type ×

　 F914

　 F939

　 F936Bml

−511x

　 F914

　 F939

　 F936F914
×

　 F914

　 F939

　 F936

880Q477

000

000

10576

　 0

740に
」

5

10914959

003　

　

7

6850112

004　

　
冒
，

203154143

125104112

1091491L3

ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブに 対し ， 単独で は そ れ ぞれ の 薬剤に

耐性を示す に もか か わ らず，MBC とジ ェ ト フ ェ ン カ ル

ブを 同時に 含有す る最少培地 上 で は 生育 し な か っ た ．こ

の こ と は ，以 下 の よ うに 解 釈 で きる と考 え られ る．ヘ テ

ロ カ リオ ン に お い て，MBC に よ り野生 株由來 の 細胞分

裂機能 は 失 わ れ る が ， F914 株 由来の 細胞分裂機能 は 阻

害を 受け な い た め MBC 含有培地 で 生育が 可能 と な る．

逆 に ジ エ ト フ ェン カ ル ブを 単独 で 含 む 最少培地 上 で は ，

ジエ ト フ ェ ン カ ル ブ に よ り F914 株由来 の 細胞分裂機能

は 失 わ れ る が，野 生 株 由 来 の 細 胞 分 裂 機 能 は 阻 害を 受け

ない た め ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 含有培地 で 生育可能 とな

る．しか しな が ら，MBC と ジ エ トフ ェ ン カ ル ブを同時

に 含む培地上 で は 野生株 と F914 株由来 の 細胞分裂機能

が と もに 阻害 を 受 け る た め ヘ テ ロ カ リオ ン は 生 育が で き

ない ．
x ） Sensitive　to　MBC （0．5 μg！m1 ）but 　not 　sensitive

　 to　diethofencarb （0．5 μg！m1 ）．
b ） Resistant 　to　MBC （0．5 μg！m1 ＞but 　 sensitive 　 to

　 diethofencarb （O．5 μglml），
c 冫 Resistant 　to　both 　MBC （0，5 μg！m1 ）and 　dletho−

　 fencarb 〔o、5 μ91m1）．

株と F939 株 の ベ ン ズ イ ミ ダゾール 系化合物お よび N 一

フ ェ ニ ル カ ーバ メ ート系化合物 に 対す る 薬剤 感 受 性が ぎ

わめ て よ く
一

致 し て い る こ と か ら考え て ， 両株 は 各 々 独

IZ に 単離 され た が ，同
一

の 変異を もつ 可能性 が 考えられ

た ，

　 2． ヘ テ ロ カ リオ ンの薬剤感受性

　負相関交差 耐性株 （Fgl4 株）の 示す 形質が 優性で あ

る か ど うか を 調 べ る た め に， Fgl4 株に パ ン トテ ン 酸要

求性 マ ーカ ーを 導入 し，野性株 に は コ リ ン 要求性 マ
ー

カ
ー

を導入 し ， 強制的 ヘ テ P カ リオ ン を形成 させ た．そ

れ ぞ れ の 株 は 栄養要求性 マ
ー

カ
ー

を もつ た め 単 独 で は 最

少培地 ．ヒで 生育 しない ．しか し，最少 培地 上 に 両株 を 混

合接種す る と ， 菌糸融合 して お 互 い の 栄養要求性 を 相補

す る ヘ テ ロ カ リオ ン を 形成させ る こ と が で きる．得 られ

た ヘ テ ロ カ リ オ ン に 対す る MBC お よ び ジ ェ ト フ ェ ン ヵ

ル ブ 感 受性を 最少培 地 上 で 調べ た ．ヘ テ ロ カ リ オ ン は ，

MBC ， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブを単独 で 含 む 最少培地 上 で

は 生育阻害を 受け る もの の 菌糸 の 生 育 が 認 め られ ， それ

ぞれ に 耐性を示す こ とが 判明した．Brock ・Braymeri5 ）

は， Bml −511 株 の MBC 耐性 は 優性 形 質 で あ る こ と を

報告 して い るが ， Fgl4 株 の MBC 耐性形質 も同様 に 優

性 で あ る こ とを 示 して い る．一方 ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ に

対 して は 逆 に 野生株 の 示す ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ耐性形質

が優性 で あ っ た． しか し， ヘ テ ロ カ リオ ン は ，
MBC ，

ジ エ トフ ェ ン カ ル プ耐性株 （復帰突然変異株）の 単離

　以 下 に あげる 理 由 か ら ， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 感受性

F914 株 を 親株 と し て ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 耐 性 株 を単離

した．第
一

に ， Fgl4 株 の 変異 が 1遺伝子内 の 点突然変

異 で あ る か ど うか の 知見 を 得 る．点突然変異 と仮定す る

と，ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ耐性変異株 と して野生株 の 形質

（MBC 感 受性）を 示 す株が 復帰変異株 （真性復帰株） と

し て 単離 され る と期待 され る．第二 に ，ジ エ トフ ェ ン カ

ル ブ 耐性変異株 の 性質お よ び 耐性 メ カ ニ ズ ム を 調べ る こ

と に よ り ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ の 作用点 に 関す る 知見を得

る 。仮 に ， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ の 直 接 の 作 用 点 が β
一

チ ュ
ーブ リ ン で な い と仮定 した 場合 ， ジ エ トフ ェ ン カ ル

ブ耐性株 の 中 に そ の 変異が ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブの 作 用 点

に 由来す る 変異株が 含 ま れ る こ とが 期待 され る ．第三

に，圃場 に お け る植物病原菌の ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ耐性

問 題 を 予 測す る た め の 参考資料 とす る ．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 i

　F914 株 を 親株 と して ，紫外線処 理 に よ り ， 1．O　psg1皿

の 濃度 の ジ エ トフ ェ ン カ ル ブに 耐性 を 示す 11株 を 単離

し た と こ ろ ，二 つ の グル ープ に 大別 され た （Table　3）19 ）．

第
一

の グル
ープ （FR422 ，　FR424 株等 ）は ，ジ エ トフ ェ

ン カ ル ブ 高度耐性 を 示 した が ， 逆 に ， MBC に 対す る 感

受性 を回復 して い た．こ れ ら の ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 高度

耐性株 の ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール
，

1V一フ ェ ニ ル カ
ーバ メ ー

ト系化合物 に 対す る感受性 は ，野性株 の もの と良く一致

して お り，野 生 株 へ の 真性 復 帰 突 然 変 異 に よ り得 られ た

可能性が 示唆 され た ．遺伝解析 の 結果，こ れ ら の 株 の 変

異 が Bml 座 （tl一チ ュ
ープ リ ン 遺伝子座） に 連鎖 を 示 し

た こ と もこ れ を支持 して い た ．こ の よ うに 真性復帰変異

が 単離 され る こ と か ろ， F914 株 の 変 異 は ，点 突 然 変 異
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に よ る可 能性 が 高 い と考 え ら れ た．

　第二 の グル ープ （FRB3 ，　FR511 ，　FR513 ，　FR421

株等）は ，親株 Fgl4 株 よ りもジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ耐性

を示 した もの の ， 野 生株と比較す る と ジ エ トフ ェ ン カ ル

ブ に 対 す る感 受 性 が 高 く，中等度耐性 を 示 し た．なお ，

FRB3 株は ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ に 対 して 高度耐性を示

し た が ，MDPC に 対 して は 野生 株 よ り も高 い 感受性 を 示

した の で ジ エ トフ ェ
ン カ ル ブ 中等度耐性株 に 含め た．こ

れ ら の ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ 中等度耐牲株は ， 100　pe／；！rnl

の 濃度の MBC を含む 培地上 で も生 育を示 し ，
　 MBC に

対す る 感受性 の 回復 は 認 め られ な か っ た ．さ らに 詳細 に

調ぺ る た め に ，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール 系 化 合物 （MBC ，

TBZ ）に 対す る 耐性 の 程度を菌糸生育を 50％ 阻害す る

濃度 で 比較 した と こ ろ ， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ中等度耐性

株 は い ずれ も，Fgl4 株 よ りもベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー
ル に 対

す る 耐性 の 程 度 が 高 く な っ て い る こ と が 判 明 し た

（Table 　3）．す な わ ち，ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ 中等度耐性

株 の 場合 に は ， ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ の み な らず MBC に

対 して も親株 （Fgl4 株）よ り高度の 耐性 を 示 し ， 両剤

間に 負 で は な く正 相関交差耐性が 認 め られ た こ とに な

る．正相関交差耐性 は，一般 に ，同 じ グル
ープ に 属す る

化合物群内 で 認 め られ る 現象で ある こ とか ら，両系統化

合物群 は ， 変異の 様式 に よ っ て は 共通 の 化合物群 と考 え

る こ とが で き る こ とが 示唆 され た ．また ， 単離し た ジ エ

トフ ェ ン カ ル ブ感受性 の 異な る 耐性株 の 変異 は す べ て

β一チ ュ
ーブ リ ン 遣伝子 で あ る Bml 座 に 連鎖を 示 した ．

こ の こ とは ， 間接的に で は ある が ，
ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ

の 作用点が ，チ ュ
ーブ リ ン で あ る こ と を支持 して い た。

　ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 高度耐性株は ， 野生 株と 同等の 生

台を示 した が ， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ中等度耐性株 の 場合

に は ，FRB3 株 を除 い て ，そ の 菌糸生育速度は 野生株

よ り明 らか に 低下 して い た，さ ら に ，
FR511 株等は ，

低濃度 の MBC 処理 され た 野生株 （あ る い は，低濃度 の

ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ処 理 され た F914 株） の 菌糸形態 を

示 した ，こ れ らの 株 の 変異 は ，微小管 の 正常 な 機能 に何

らか の 影響 を 与え て い る と考 え られ ， 同 じ変異 を もっ 植

物病原菌 が 圃場 で 出現 した と して も， 優勢 に な る 可能性

は 低 い と考 え られ た ，

遺 伝 子 解 析

　L 　負相 関交差耐性株の変異 の 同定

　負相関交差耐性株 （F914 株）の β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺伝

子 の ク ロ ーニ ン グ に 着 手 して ま も な く，Orbach ら
18）

が ， 形質転換系 の ベ ク ターの 薬剤耐性 マ
ー

カ
ーとす る た

め， Binl−511 株 の β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺伝子 を ク ロ
ー

ニ ン

グ し ， さらに ， そ の 変異 が ， 167番 目の ア ミ ノ 酸の Phe

−・Tyr で あ る こ と を 報告 し た．現 在 で は ，ペ ン ズ イ ミ

ダ ゾール 耐性 マ
ー

カ
ー

を もつ ベ ク ターは 広 く糸状菌 の 形

質転換 に 用 い られ て い る．β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺 伝子 の ク

ロ
ー

ニ ン グ とベ ク タ ーの構築と い う意味で は 彼 らに さぎ

を 越 さ れ た が ，Bm1 −511 株 の β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺 伝子 を

ブ ロ
ーブ と して ，

F914 株 の β
一チ ュ

ーブ リ ン 遺 伝子 を 比

Table　3　The 　sensitivity 　of 　NeuFosPoi’a 皿 utants 　to　N −phenylcarbamates 　and 　bellzimidazoles．

AIltifungal　activity （Pagirn1＞

Strain N −Phenylc 乱 rbamates
”） BenZimidazolesb ）

Diethofencarb MDPC100 MBC TBZ

VLTjld−type

Benzimidazole 　 resistance

　 Bml −511

　 F914Diethofencarb

　resistance

　 FR422

　 FR424FRB3FR511FR513FR421

＞ 100

＞ 100

　 　 0．1

＞ 100

＞ 100

＞ 100

　 12．5

　 25

　 50

100

　 0．8

00001
　
1

卩
コ

9
幽

4凸
2

2
ハ
00n3

1

0．07

0「凵
O

　

l

0．060
，07

＞ 100
＞ 100

　 100

＞ 100

0，32

203
．5

0 ．280
．353171

19

向
ρ
0

ハ
0

a ） hlillimal　concentration 　to　inhibit　colenial 　growth ．
u ） Concentration 　to　inhibit　radial 　growth 　at 　50％ level．
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較的容易 に 単離す る こ とが で きた
14 ，16）．単離 した β

一
チ

ューブ リ ン 遺伝子 （pEF50 ）が，負相関 交差 耐性を 支配

して い る か ど うか に っ い て は ， 形質転換 に よ り確認 した

（Table　4）．　 Fgl4 株 由 来 の β
一チ ュ

ーブ リ ン 遺 伝 子

（pEF50 ）を ， 野生株に 形質転換す る と MBC 耐性 を 示

す 形質 転 換 体 が 得 られ た．し か し，MBC と ジ エ ト フ ェ

ン カ ル ブ を 同時 に 含む培地 上 で は 形質転換体は 生育を 示

さな か っ た ．逆 に ，野 生株由来 の β
一
チ a

一ブ リ ン 遺伝

子 （pBT −W ）を F914 株 に 形質転換 した 場合 に は ，ジ エ

ト フ ェ ン カ ル ブ 耐性 を示 す 形 質 転 換 体 が 得 られ ，
F914

株の ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ感受性が 打ち消 された ．こ の こ

とか ら，Fgl4 株由来の β
一
チ ューブ リ ン 遺伝子 が ，　MBC

耐性と ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 感受性を同時に 攴配 して い る

と考え られ た．な お，MBC と ジ エ ト フ ェン カ ル ブ に 同

時 に 耐性 を 不す Bml −511 株由来 の β
一チ ュ

ーブ リ ン 遣

伝 子 （pSV50 ）は 野 生 株 お よ び Fgl4 株 を 両 剤 に 耐性 に

形 質転換 した ．DNA 塩 基 配 列 の 決定 に よ り，　 F914 株

の β
一
チ ューブ 1丿ン 遺 伝 子 の 変異 は ， 198番目 の ア ミ ノ

酸 Glu か ら Gly へ の 置換 で あ る と 同定 され ， こ の 1 ア

ミ ノ 酸置換 が ，負 相 関 交 差 耐 性 を 支 配 し て い る と考 え ら

れ た （Table　5）．人為的変異導入法 に よ り，
　 Fg 　l4 株 の

β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺 伝 子 の 198 番 目 の ア ミ ノ 酸 を 野 生 株

型 の Glu に 変換す る と，
　 MBC 耐性 と ジ エ ト フ ェ ン カ ル

ブ感受性の 両方の 性質が ， 同時に 消失した．な お，こ の

Table 　4　Cllenlical　 sensitivity 　 of 　 strains 　transformecl 　by β一tubuhn 　gencs 　 with 　 wild −type　 and

altered 　arnino 　acid 　sequences ．

Amillo 　acid

substitution

TTansformatien

Plasmids V▽ild−type F914

198Other

pBT −NVpEF50PBT

−igSAIa

pNFB3

pNF511

pNF513
pNF 斗21

pNF511 −1q℃ 1．1

pNF513 一正y6C ｝lu

pNF421 −L9 ＄G1し1

GluGlyA

】aLvsGlyGlyGlyGluGluGlu

　 MBC

（0．5 μ9／m1 〕

　 MBC

（75pag／tnll ｝
Diethofencarb 　 　 Diethofencarb
　〔0、5 μg！ml ）　　　 （75 μglm1 〕

2SOPhel65va123TAla2soPhel6SVal2

−STAIa

十

十

十

十

十

†

十

一

十

十

十

十

十

十

十

「

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十 ： growth 　 of 　transformal ユts　 was 　 not 　inhibjted，一：growth 　of 　transformants 　 was 　inhibited．

十

十

十

十

十

Table 　 5　Point 　 mutations 　 and 　deduced 　 amil ユ o　 acid 　 substitutions 　 of 　 the β
一tubulin　gene　 ill

N 躍 岬 0’
・
α mutallts ．

AIIlillo　acid 　positioll
Strain Plasmid Codon 　 substitution

165 167　　　　 198 237　　　　 250

V  
厂ild−type

Fgl4Bml

−511

FRB3FR51

！

FR513FR421

pBT −WpFE50pSV50

pNFB3pNF511

pNF513

pNF42 且

No11じ

GAG 　to　GGG

TTC 　to　TAC

GGG 　tG　AAG

CTC 　to　TTC

GCT 　to　GTT

ACC 　tQ　GCC

AlaAlaAla PhePheTyrPhePhePhePheGluGlvGlu

AlaAlaVal

．Ma

Lys

颪 ：

⊆聖
Gly

ThTThrTh1

・

ThrThrThrAla

LeuLeuLeuLeuPheLeuLeu

N 工工
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時点 で ，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール 耐性と して 酵母 で β
一
チ ュー

　ブ リ ン の 241番 目，．““
’
．　 c・rassa で 167 番 目の ア ミ ノ 酸

の 変異が 報告 され て い た が ，
工98 番 口の ア ミ ノ 酸置換 は

は じめ て の 報告 で あ り， 負相閧交差耐性 を 示す変異と し

て は じめ て 報告 され た 変 異で あ っ た
14）．

　 2． ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ中等度耐性株の変異の同定

　 MBC ， ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ 両剤間 に 正 相関交差耐性

が 認め られ た ジエ トフ ェ ン カ ル ブ中等度耐性株 （FRB3 ，

FR511 ，FR513 ，　FR421 株 ）の β
一
チ ュープ リ ン 遺伝子

も同様 に ク ロ
ー

ニ ン グ し，そ の DNA 塩 基配列 を 決定 し

た ．そ れ ぞ れ の 株 に
19SGIy −

・Lys ！FRB3 株，
25 °Leu→

PhetFR511 株 ，165Ala ・・Val1FRsl3 株，237Tllr →A ］a／

FR421 株の ア ミ ノ 酸 置換が 同定 され た （Table5 ）
19・20）．

なお，FRB3 株以 外の 株の β
一
チ ュ

ープ リ ン の 198番日

の ア ミ ノ 酸 は親株 （Fgl4 株） と同様 に ジ エ トフ ェ ン カ

ル ブ 感受性型 の Gly で あ っ た．形質転換 実験 に よ り，

そ れ ぞれ の ア ミ ノ 酸置換 が ジ エ トフ ェ ン カ ル プ 中等度耐

性 株 の 形 質 を 支配 し て い る こ と を 確認 し た ．

　 人為的変異導入 法 に よ り， 198番目の ア ミ ノ 酸 と して

Ala を もっ 19

一
チ ＝一ブ リ ン 遺 伝 子 （pBT −igeAla

） を 作

成し， 198Glu
！野生 株 ，　

i98Gly
！F914 株 ，　

i98Lyg ．　！FRB3

株 を もつ β
一
チ ュ

ー
ブ リ ン 遺 伝子 と比 較 した （Table 　4）．

形質転換体 お よび 変異株 の 薬剤感受性 よ り， これ ら の

β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺 伝 子 の 示す ジ エ ト フ ェン カ ル ブ 感 受

性 は ，

ig8Glu
＜

198LyS
＜

tgBAIa
〈

ig8Gly
の 順 に 高 くな る

と考え られ た
19 ）．一

方， 1geGlu
以 外 の ア ミ ノ 酸 を も つ

β
一
チ ュープ リ ン 遣 伝 子 は い ずれ も野生株 を MBC 高度耐

性 に 形質転換 し た．こ の こ とか ら ， β
一
チ ュ

ーブ リ ン の

198 番 目 の ア ミ ノ 酸残基 の 性質 に よ り負相関交差耐性は

決定 され て い る と推定さ れ た，

　
一

方 ， β
一
チ ューブ リ ン の 198番 目 以 外 に 第 二 の 変異

を もっ ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ 中等度 耐性株 （FR511 株と

FR421 株）の β
一
チ ュ

ーブ リ ン 遺伝子 の
198Gly

（Fgl4

型 ）を
le8G

工u （野生株型）に ，人為的変異導入 法 に よ り

変換 し，野生株 に 導入 す る と，形 質転換体は MBC 耐性

を 示 した （Table 　4）．す な わ ち ， 198番 目以外 の 第二 の

変異 （
25°Leu →Phe， 2s7Thr −＞Ala ＞は 単独で ， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル ブ 耐性 と MBC 耐性 を 同時 に 支配 して い る と

推定 され た 2°）．な お ， FR513 株の β
一
チ ュ

ーブ リ ン の

i65 ．Kla→ Val 置 換 は，　 A ，nidulans の TBZ 耐性株 の 変

異
21） と 同

一ア ミ ノ 酸部位 の 同一置換 で あ る、 こ の ア ミ

ノ 酸置換 は ，N ，　omssa の べ ノ ミ ル 耐性 Bml −511 株 の

変異部位 （167 番 目の ア ミ ノ 酸）
ls）

の 近 傍に も位置 し て

い る．さらに ，FR511 株，　 FR421 株 の 第二 の 変異 部位

は，S ．　cerevisiae の べ ノ ミル 耐性株 の 変異部位 （241 番

目の 変異）
IS） の 比 較的近 傍に存在す る．こ の よ うに ， ジ

エ ト フ ェ ン カ ル ブ 耐性 と し て 得 られ た β一チ ュ
ーブ リ ン

の 変異が ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性変異 と 同

一
で あ っ た

り， 近傍 に 位置す る こ とは ， こ れ らの 領 域 が， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル ブ とペ ン ズ イ ミ ダ ゾール の 共通 の 結合部位 で

あ る 可能性が考え られ る．なお ，
FR513 株の 第二 の 変

異 （
iG5 ．lla → Val） は ，単独 で は ，　 MBC 耐性を 示 さな

か っ た．こ の こ と は ， AsPergiUztsの 同
一

変異が ，　 TBZ

に は 耐性を示す が ，MBC に は 感 受性で あ る こ と と一
致

して い る．しか し ， NezfrosPoraの FR513 株は ，親株

Fgl4 株 よ り高 い MBC 耐性を 示す． こ の 理由は不明で

あ るが ，

一
つ の 可能性 と し て ， β

一
チ ュ

ーブ リ ン の 198

番目の ア ミ ノ 酸 と 165 番 目 の ア ミ ノ 酸聞 に 立体構造的

な相互 作用 が あ る こ とが考 え られ る．

ジ エ トフ ェ ン カ ル ブの結合蛋 自質の 生化学的解析

　 NeurosPora に お け る ペ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー
ル と ジ エ ト

フ ェ ン カ ル ブ 間 の 負相関交差 耐性 が β
一
チ ュ

ーブ リ ン の

変異 で 起 こ る こ と，さらに ，解析 し た ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ

耐性株 の 変異が すべ て β
一チ ＝

一ブ リ ン の 変異 で あ っ た

こ と か ら ， ジエ トフ ェ ン カ ル ブ の 結合蛋 白質 もチ ュ
ーブ

リ ン と 考え られ た ．そ こ で ，

14C 一ジ エ トフ ェ ン カ ル ブを

用 い て ，結合蛋 白質の 検索を 行 な っ た と こ ろ ， F914 株

の 細胞破砕液 の 遠 心 （50，000xg ） の 上 清 の 高分子分画

に 対 し選 択的に ， 結合蛋 白質 の 存在 を 示唆す る高い 放射

能 活 性 が 認 め ら れた （Table　6）．こ の ジ エ トフ ェ ン カ ル

ブ結合 蛋 白質は ，
DEAE 　Sephadex 　A −50 に 吸着さ れ，

0，5MKC1 で 溶出 され た．そ の 分子 量 は ，　 Sephacry 工

S−2DO に よ る ゲ ル 濾過 に よ り約 105，000 で あ る と 推定

され た
17 ）、こ れ らの 結果 は ，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー

ル 感受性

菌 の MBC 結合 蛋 白質 （チ ュ 　・一ブ リ ン ） と良 く一致し て

い た ，した が っ て ， MBC は 野生株の チ ュ
ーブ リ ン に 結

合 し て 細胞分裂 を 阻 害す る が ， ジエ ト フ ェン カ ル ブ の ベ

ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性株 に対する選 択的抗菌活性 は ， ジ

エ ト フ ェ ン カ ル ブが耐性株の 変異 チ ューブ リ ン に 選 択 的

に 結合し細胞分裂を阻害す る こ とに よ る と考え られ た ．

Table 　 6　Diethofencarb 　 binding 　 act 土vity 　in　 my −

celial 　cxtr 乱 ct 　of 　benzhmidazole −resist εmt 　straill ．

Strains
MIC 　　 Proteill

（μ9／1nb （m91ml ）

Nl［ild＿type 　　　　　 ＞ 100
Resistant　F914 　 　 0 、129

．526

．1

　 BOund
diethofencarb

　　（dpm ）

　 17130

，229
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畠 Dlethoencarb

Fig．2　 A 　 rnodei 　fQr　 negatively 　 correlated 　 cross −

resistance 　betwccn 　carbendazim 　and 　diethofcn−

carb ．

ジ エ トフ ェ ン カ ル ブと MBC の β
一チ ュ

ーブリ ン

　　　　　　　 　結合 モ デ ル

　以上 の こ と か ら Fig．2 に示 した モ デル を 提唱 して い

る
20 ）．β

一チ ュ
ーブ リ ン の 198番目 の グ ル タ ミ ン 酸 残基

の 一COOH が ベ ン ズ イ ミ ダゾ ー
ル の イ ミ ダ ゾ ール 環 の

窒素原子 と 相互 作用 を もっ こ と に よ り，MBC は 野生株

の β
一
チ ューブ リ ン に 結合す るが， ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ

が結合す る た め に は ， β
一
チ ュ

ーブ リ ン の 198 番 目の グ

ル タ ミ ン 酸 の 変換が 必要で あ り，そ の ア ミ ノ 酸残基 の 立

体的大き さ の 小 さい もの の ほ うが 好 ま しい ．負相関交差

耐性 は，β
一
チ ュ

ーブ リ ン の 198番 目 の ア ミ ノ 酸 に よ り

支配 され て い る が ， そ れ 以外の 部位 で は ，MBC と ジ エ

トフ ェ ン カ ル ブは ， 結合部位を共有して い る と考え られ

る ．し た が っ て ，一方 の 化 合 物 の 結合 に 好ま し くな い 置

換は 他方 の 化合物 の 結合 に 対 して も都合が 悪 い た め 両剤

間 に 正 相関交 差 耐 性 が 認 め ら れ る と 推察 され る ．

お　わ　 り　 に

　非植物病原菌 で あ る N ．crassa の 負相関 交差耐性株

が 示す N 一
フ ェ ニ ル カーパ メ

ー
ト系化合物 に 対す る 感受

性や ジ エ ト フ ェン カ ル ブ処 理 に よ る核分裂 阻害様式 は．

B ．cinerea 　9 の 植物病原菌に おけ る もの とよ く
一

致 し

て い る こ と．ま た ， 負相関交 差 耐 件 とい う現 象が ，比較

的稀 に 起 こ る特異な 現象 で あ る こ とを考 え る と，
N ．

crassa を モ デ ル と して 解析 し た 結果は 基本的 に は 植物

病原菌 に おい て も当 て は ま る と考 えられ る．最近 に な

り，圃場 か ら分離 され た 植物病原菌 の ペ ン ズ イ ミ ダゾ ー

ル 耐性 の β
一
チ L

一ブ リ ン 遺伝子 の 解析結果 が 続 々 と報

告 さ れ，著者らが 1V．　cmssa を 用 い て 解析した 結果 と

基本的 に は 良 く
一

致 し て い る こ とが 判明 し た
22 −24 ）．植物

病原菌 に お い て も負相関交差 耐 性 を 支配 し て い る の は 例

外 な く β
一
チ ューブ リ ン の 198 番 目 の ア ミ ノ 酸 で あ る．

Tientttria　inaegualis（リ ン ゴ 黒星 病菌）の 圃場分離株 を

例 に あげ る と，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール 感受性株 の β一チ ュ
ー

ブ リ ン の 198 番日の ア ミ ノ 酸 は Glu で あ り，
　 Gly，　Ala ，

Lys は ペ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性 を 示 し，　N ．　crassa の 場

合 と 同様に Gly と Ala の 場合は ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ感

受性 で ，Lvs の 場合 は ジ エ トフ ェ ン カル ブ に は 感受性を

示 さない が MDPC に は感受性を 示す．また ， β
一
チ ュ

ー

ブ リ ン の 198番 目の ア ミ ノ 酸置 換 以外 の ペ ン ズ イ ミ ダ

ゾール 耐性変異 と して は ， 200 番 目の Phe → Tyr が 同

定 され た が ， 負相関交差耐性 を 示 さない ．そ の 他 の 植物

病原菌の ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性変異 も原則 的 に は V ．

inaegualisの 場合に 準 じて い る．こ の よ うに ，　 Neuro −

sPo アa と植物病原菌の 負相関交差耐性 の メ カ ニ ズ ム は 共

通 して い る が ，
Newos 少ora 等 の 非植物病原菌 を 用 い た

ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ール 室 内耐性菌 の 変異は β一チ ュ
ーブ リ

ン の ア ミ ノ 酸置換部位 と して 数種類報告され て い る の に

対 し
13・1B・21・25），圃場 で 分離 され た 植 物 病 原 菌の ベ ン ズ イ

ミ ダゾー
ル 耐性株 の 変異 は β

一チ ュ
ーブ リ ン の 198番目

と 200 番 目の ア ミ ノ 酸置換 に 限 られ て い る
22割 ． こ れ

は ，室内耐性菌 の 場合 に は ， 基本的 に は 培地上 で 生育可

能 な 株 で あ れ ば 単 離 で ぎ る が ，植物病原菌 の 圃場耐性菌

の 場合 に は ， 環境適合性 ， 病原性等に 影響 の あ る 変異株

は 実用 圃場 で は淘汰され て し まい 分離 され な い た め と考

えられ る，

　 ジ エ ト フ ェ ン カ ル プは 実用的 に は お もに 灰色 か び病用

殺菌剤と して使用 され て い る ．こ れ は ，
B ．　cinera の 場合

に は ，ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー
ル 耐性菌 の ほ と んどが ， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル ブ に 感 受性 で あ る こ とに よ る，B ．　cinerea の

ベ ン ズ ィ ミ ダ ゾー
ル 耐性を 支配する β

一
チ ュ

ーブ リ ン の

変異 も同定 さ れ β
一
チ ューブ リ ン の 19S番目の ア ミ ノ 酸

が Ala で あ る こ とが 報告された
23）．一方 で， 琵 inue −

gualis等 で は ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ を 使用 して い な い に

もか か わ らず ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ非感受性型 の ベ ン ズ イ

ミ ダ ゾール 耐性菌 （
200Phe

→ Tyr および
i98Glu −＞Lys）

が 存在 して い る
22）． こ の こ と は ，

B ．　cinerea に お い て

も負相関交差耐性を示 さな い ベ ン ズ ィ ミ ダ ゾール 耐性菌

が 生存 し 得 る 可能性 を 示 唆 して い る．実 際に ， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル プ剤の 使用 に よ り，罹病葉か ら ジ エ トフ ェ ン

カ ル ブ に 負相関交差耐性 を 示 さ な い 変 異 株 （
200Phe →

Tyr お よび
19SGIu

→ Lys ）の 分離が 報告 され ，

一
面 で は

B ．cinerea ，　V ．　i・nuegualis と N ．　cra ∬ α 間 に 基本的 に

は 差 が ない こ と を 示 して い る．しか し ， こ れ らの 変異株

は ，ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ の 使用 の 有無 に か か わ らず，ベ

ン ズ イ ミ ダ ゾール 単独 の 使用 で 理論的 に は 出現す る は ず

の 変異株で あ る ．灰色 か び 病 の 防除に は，ベ ン ズ イ ミ ダ

ゾー
ル 剤 は 長年 に わ た っ て世界中 で 使用され て ぎた に も

か か わ らず ほ とん どの B ．cinerea の ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー

ル 耐性菌 は ，
ジ エ トフ ＝ ン カ ル ブに 感受性で あ る ，した

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

ノouFnal （ゾ1〕
esticide 　Soience　19 （4）Xovenlber 　l　994 S227

が っ て，B ．　cineptea の 場合 に は，何ら か の 理 由で 両耐

性菌 の 圃場 で の 適 応性に 問 題 が あ る 可能性も考え られ

る．また ，NeurosPora か ら分離 した ジ エ トフ ェ ン カ ル

ブ 耐性菌 の 変異が，解析 した 株す べ て β一チ ュ
ーブ リ ン

の 変異で あ り， そ の ほ とん どの 耐性株 の 生育速度が低下

して い た こ と，さ らに ， β
一
チ ュ

ーブ リ ン は 非常 に 保存性

の 高 い 蛋 白質 で あ り， 糸状菌問 で は ア ミ ノ 酸配列 で約

95％ の 相同性が ある こ とな どを考 えあわ せ る と ， ジ エ

トフ ＝ ン カ ル ブ 剤が 必ず し も従来剤 と 比較 して 耐性問題

が 起 こ りやすい 剤とは 考えに くい ．しか し，特異的作用

点を 阻害す る 剤 で あ る こ と は 上 述 の と お りで あ り，耐性

菌 が 生存 し得 る こ とは 理 論的に は示 されて い る．また ，

ほ とん ど の 灰色 か び 病防除剤 が こ れ ま で 比 較的使用 し始

め て か ら短期間で 耐性菌問題 に 直面 し て い る．した が っ

て 過度 の 連用 を さけ ， 他剤 との 交互 散布等に よ り耐性菌

の 出現あ る い は そ の 葵延 を 防 ぐこ とが重 要で ある と考 え

ら れ る．

　以上 の ように ， 非植物病原菌 で あ る N ．cras5a を材

料に
，

ジ エ トフ ェ ン カ ル ブの ペ ン ズ イ ミ ダゾール 耐性菌

に 対する作用 メ カ ニ ズ ム を 遺 伝子 レ ベ ル で 解明する と同

時 に ， 植物病原菌に 広 く認め られ る ジ エ トフ ェ ン カ ル ブ

に 感受性を 示す ベ ン ズ ィ ミ ダ ゾー
ル 耐性 メ カ ニ ズ ム を 解

明 し た ，従来 ， 農業用殺菌剤 の 作用 メ カ ニ ズ ム あるい

は ， 耐性 メ カ ニ ズ ム は ， 生化学的な 手法 が お もに 用 い ら

れ て きたが ，近 年，糸 状 菌 の 遺伝子工 学が 急激な進歩を

み せ て お り， 今後，本研究 の よ うに 遺伝子 工 学的な手法

を用い た 研究 が 増加 して くる と考え ら れ る．

　 ジエ トフ ェン カ ル ブ の 作用機構 の 研究 は ，社内外の 多

くの方々 の ご指導と ご支援をい た だ い た ．とくに ，復帰

突然変異株 の 解析 ， 人為的変異導入法を用 い た解析 ， 生

化学的 な解析は ， 理化学研究所 （微生 物制御研究室）で ，

山口 　勇博 士 ，鎌 倉高 志 博 士 の ご 指導の もと に 行 な っ た

研究で あ り， 両先生お よ び微生 物制御研究室 の 皆 さん に

感 謝い た しま す．ま た ， Neu ア osPom を 用い た 本研究 の

遂行 に 際し ， NeurosPora に 関す る基礎的な技術の 供与

と， 終始ご助言 ， ご 協力 い た だ い た ， 埼 玉 大学理 学部生

体制御学科 の 井上 弘
一

博士 に 深 く感謝 い た しま す，本研

究の 着手 に あた り，深 い ご 理 解 を 示 され ， ご 協力 くだ

さ っ た 住友化学工 業（株）農業化学品研究 所主席研究員
・

加藤寿郎博士，お よ び 遺伝 子 工 学に 関す る 技術 の 供与 と

ご 助言 い た だ い た 同社生命 工 学研究所主任研究員
・
大江

田 憲治博士 に 深 く感謝 い た し ま す．
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