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ま  え  が  き 

 
わが国の農業・食品産業がさらなる発展を遂げるには，農作物の改良や，関連技術の

高度化を目指した先端的な研究が必要不可欠である．それらの研究開発を推進するため

には，研究の基盤となる生物遺伝資源を幅広く収集し，安定的に提供できるような体制

を整備・拡充することが重要となる． 
遺伝資源センターは，平成 27 年度までは農業生物資源研究所の 1 部門として，このよ

うな体制の整備・拡充を目指して農業生物資源ジーンバンク事業を実施してきた．すな

わち，当事業は植物，微生物，動物，DNA の 4 部門からなり，部門ごとにそれぞれ対象

とする遺伝資源の収集・受入，増殖・保存，特性評価，配布および情報の管理提供，な

らびにそれらの高度化のための試験研究に取り組んできた． 
その中で微生物遺伝資源部門は，農業生物資源研究所内にセンターバンクを置き，全国

各地にあるサブバンクと連携しつつ，農作物の各種病原微生物や，食品微生物，動物病原

微生物をはじめとする貴重な微生物遺伝資源を収集・保存し，配布してきた．これまでに

収集してきた微生物の種類は，糸状菌（キノコ類を含む），酵母，細菌（放線菌，マイコプ

ラズマを含む），ウイルス（ファージを含む），ウイロイド，線虫，原虫，粘菌など，多岐

にわたっており，保存総数は 32,525 株（平成 27 年度実績）に達している．また，これら

の多様な微生物の特性を解析・評価し，得られた成果をデータベース化した上で広く公開

することにより，ユーザーの検索・活用の便に供してきた． 
なお，平成 28 年 4 月に農業生物資源研究所は，他の 2 法人とともに農業・食品産業技

術総合研究機構に統合した．遺伝資源センターは新法人内で単独の研究所として位置づ

けられるとともに，多くのサブバンクを同じ農研機構内に持つことで，農業生物資源ジ

ーンバンク事業がより効率的に運営できるようになり，さらに活動の幅を拡げつつある． 
本報告書は，微生物遺伝資源を対象として，センターバンクと各サブバンクとが一体に

なって推進している上記の取り組みを紹介するために，平成 23～27 年度（2011 年 4 月

～2016 年 3 月）の第 3 期中期計画期間中に得られた代表的な成果を選りすぐり，統合前の

サブバンク体制ごとに整理して取りまとめたものである．本報告書が今後の微生物遺伝資

源を利用した研究開発や技術指導等の一助になれば幸いである． 

 
平成 28 年 12 月 

 
国立研究開発法人 農業・食品産業技術総合研究機構 

遺伝資源センター長 根本 博 
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圃場抵抗性品種から分離したイネいもち病菌の 

遺伝子型とレースの調査 
 

鈴木 文彦 a)・安田 伸子 a)・芦澤 武人 a)・早野由里子 a) 
農研機構 中央農業総合研究センター 

［〒305-8666  茨城県つくば市観音台 3-1-1］ 
 

Analysis of SSR genotyping and pathogenic races of Pyricularia oryzae isolates 
obtained from rice cultivars possessing different blast resistant genes 

 
Fumihiko SUZUKI a), Nobuko YASUDA a), Taketo ASHIZAWA a)  

and Yuriko HAYANO-SAITO a) 
NARO Agricultural Research Center  

 
1. 目的 

近年，水稲の品種育成においては，いもち病に対する圃場抵抗性遺伝子の利用が進められている．

これまでに，陸稲品種等に由来する圃場抵抗性遺伝子として，pi21（Fukuoka et al., 2009），Pi34
（Zenbayashi-Sawata et al., 2007），Pi35（Fukuoka et al., 2014）等が同定されている．圃場抵

抗性は，いもち病菌のレースに関係なく量的な抵抗性を示す特徴があり，真性抵抗性に比べて侵害

菌による抵抗性崩壊が起こりにくいと考えられてきた．しかし，同定された圃場抵抗性遺伝子の多

くは，単独でも真性抵抗性に匹敵する強い抵抗性を発揮し，遺伝子によっては強侵害菌の存在を示

す例も報告されている．このため，圃場抵抗性品種の普及にあたっては，いもち病菌集団に対する

選択圧などの影響も考慮した上で，持続的な利用法を構築することが求められる．本試験では，い

もち病の常発圃場において圃場抵抗性遺伝子を導入した３つの準同質遺伝子系統・品種（NIL）を

栽培し，各系統上でのいもち病菌集団の多様性やレースを調査した．なお，レース判別を実施した

菌株の一部については，ジーンバンクに登録保存した． 
 
2. 材料および方法 

1）発病調査とサンプリング 

本調査は，愛知県豊田市稲武町において 2012 年に実施した．コシヒカリおよびコシヒカリにい

もち病抵抗性遺伝子（pi21，Pi34，Pi35）を導入した準同質遺伝子系統・品種（NIL-pi21，NIL-Pi34，

a)（現所属）農研機構 中央農業研究センター Central Region Agricultural Research Center, NARO  
［〒305-8666 茨城県つくば市観音台 2-1-18］
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NIL-Pi35）を栽培し（各区 1.5 ｍ2・75 株，3 連制），発病調査を行うとともに，各系統･品種から

葉いもちの病斑をサンプリングした．なお，移植日は 6 月 7 日，葉いもちの発病調査と病斑のサン

プリングは 8 月 13 日に行った．発病調査は，浅賀の調査基準（浅賀，1981）を参考にして実施し

た．  
 

2）菌株の分離と遺伝子型の解析 

サンプリングした病斑を供試し，単胞子分離操作によって１病斑あたり１菌株を取得した．分離

菌株については，8 種類の SSR マーカー（鈴木ら，2012）を用いたジェノタイピングにより，遺

伝子型（ハプロタイプ）に類別した．使用したSSR マーカーは，Mgms01，Mgms02，Mgms04，
Mgms06，Mgms08，Mgms09，Mgms14，およびms99-100 である．ハプロタイプ多様度は，以

下に記したNei (1987)の計算式により行った．ハプロタイプ多様度 h = n(1-Σxi2) / (n-1)；ただし，

n はサンプル数，xi はハプロタイプ i の頻度． 
 

3）レース検定 

コシヒカリおよび各NIL から取得した葉いもち分離集団から一部菌株を系統抽出し，レース検定

を実施した．コシヒカリ分離集団からは28菌株（うち15菌株をジーンバンクに登録：MAFF 101740，
MAFF 101741，MAFF 101742，MAFF 101743，MAFF 101744，MAFF 101745，MAFF 101746，
MAFF 101747，MAFF 101748，MAFF 101749，MAFF 101750，MAFF 101751，MAFF 101752，
MAFF 101753，MAFF 101754），NIL- pi21 分離集団からは 29 菌株（うち 17 菌株をジーンバン

クに登録：MAFF 101770, MAFF 101771, MAFF 101772, MAFF 101773, MAFF 101774, MAFF 
101775, MAFF 101776, MAFF 101777, MAFF 101778, MAFF 101779, MAFF 101780, MAFF 
101781, MAFF 101782, MAFF 101783, MAFF 101784, MAFF 101785, MAFF 101786），
NIL-Pi34 分離集団からは 29 菌株，NIL-Pi35 分離集団からは 10 菌株についてそれぞれ調査した．

各菌株は，オートミール寒天培地（蒸留水１l 当たりオートミール 30 g，ショ糖 5 g，粉末寒天 16 g）
で 25 ℃で培養後，常法（日本植物防疫協会，1995）により分生胞子懸濁液を作成し，判別品種に

噴霧接種した．判別品種にはYamada et al.（1976）の９品種に清沢（1979）の 3 系統（K60，BL1
およびK59）を参考品種として加え，接種葉身に生じた病斑の病斑型からレース判別を行った．な

お，清沢の３系統のK60 にはコード番号 000.1，BL1 には 000.2，K59 には 000.4 を与えた．また，

各判別イネ品種は，粒状培土を充填したシードリングケース（縦 15 cm×横 5 cm×高さ 10 cm）に

播種し，ガラス温室内で育苗し，4～5 葉期にレース検定に供した． 
 
3. 結果と考察   

葉いもちの発病度の調査では，原品種のコシヒカリに比較して各NIL の発病程度が段階的に軽減

され，抵抗性遺伝子の強弱の程度を評価すると，Pi34＜pi21＜Pi35 となった．サンプリングと単胞

子分離作業の結果，コシヒカリ，NIL-pi21 および NIL-Pi34 からは，それぞれ 100 菌株前後が取

得でき，集団解析に必要な菌株数が確保できた．一方，NIL-Pi35 では病斑がほとんど形成されな
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かったため，分離できた菌

株が10菌株程度となった．

次に，分離したすべてのい

もち病菌株を対象として，

8種類のSSRマーカーを用

いてジェノタイピングした

結果，約 300 菌株の解析集

団からは 17 のハプロタイ

プが検出された．このうち，

分離頻度の高い2種類のハ

プロタイプ（ハプロタイプ

A およびB）が 4 集団すべてで多数を占めた． 
4 集団のハプロタイプ多様度については 0.483～0.605 となり，全体的に多様度は低く集団間差も

小さかった．このことから，圃場抵抗性を導入したNIL 間で発病程度は異なるが，構成するハプロ

タイプや多様度への影響は小さいことが明らかになった．一方，全集団で２種類のハプロタイプが

優占化したことや，全体的に低い多様度となった要因については特定できなかった．  
4 集団から抽出した 96 菌株を対象にレース調査を実施した結果，レース 007.0 とレース 037.1

の 2 種類が検出された（図 1）．NIL-Pi34 では，007.0 と 037.1 の分離割合が拮抗していたが，そ

の他の 3 集団では，037.1 の割合が高かった．レースとハプロタイプの関係では，レース 037.1 は

すべてハプロタイプ A と特定され，レース 007.0 は，ハプロタイプ B を中心に 6 種類のハプロタ

イプが含まれていた．前年の同圃場で行ったレース調査では，007.0 のみが検出されていたため， 
037.1 の菌系は調査年に急速に優占化したものと推察される．近年は，真性抵抗性遺伝子の Pik を

導入した品種を中心に

037.1 の菌系は全国的に

観察されているが，本調

査の供試系統・品種はす

べて Pik を保有しない．

本調査結果に関しては，

多様な品種・系統が作付

される試験地特有の環境

が影響したとも考えられ

る．なお，調査対象菌株

のうち，2015 年度までに

ジーンバンクに登録保存

した 32 菌株について，

レース検定結果を表１に

図 1．葉いもち集団のレース構成 

菌株
（MAFF番号）

レース
検定結果

菌株
（MAFF番号）

レース
検定結果

101740 037.1 101771 037.1
101741 037.1 101772 037.1
101742 037.1 101773 037.1
101743 037.1 101774 037.1
101744 037.1 101775 037.1
101745 007.0 101776 037.1
101746 037.1 101777 037.1
101747 037.1 101778 037.1
101748 037.1 101779 007.0
101749 037.1 101780 007.0
101750 007.0 101781 037.1
101751 007.0 101782 007.0
101752 007.0 101783 037.1
101753 037.1 101784 007.0
101754 037.1 101785 007.0
101770 037.1 101786 007.0

表1． MAFF登録菌株とレース検定結果
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示した．今後も引き続き，いもち病菌集団のハプロタイプやレース構成の解析を通して，圃場抵抗

性品種の持続的利用の可能性を明らかにしていく． 
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畑地土壌から分離した Agrobacterium 

(Rhizobium) 属細菌の特性 
 

大脇 良成 a)  
農研機構 中央農業総合研究センター 

［〒305-8666 茨城県つくば市観音台 3-1-1］ 
 

Isolation of Agrobacterium (Rhizobium) strains from soil  
using selective medium 

 
Yoshinari OHWAKI a) 

NARO Agricultural Research Center 
 
1. 目的 

Agrobacterium 属細菌は，根頭がんしゅ病や毛根病の原因菌として植物病理学分野で古くから研

究が進められてきた（澤田，2006）．また，近年では植物に外来遺伝子を導入するための有用菌と

しても広く利用されている．一方，土壌や水圏などの環境中からも，Agrobacterium 属細菌が広く

分離されているが，これらの環境中における生態や農業生産との関連は不明な点が多い．本研究で

は，土壌から選択培地を用いて分離した Agrobacterium 属細菌の特性について報告する．なお，

Agrobacterium 属細菌の分類体系は統一されておらず，複数の分類・命名システムが混在している

状況にある（澤田・土屋，2003）．Agrobacterium 属とRhizobium 属を統合する提案（C システム；

澤田・土屋，2003）もあるが，本報告では基本的に，「病原性に基づいた人為分類システム（A シ

ステム）」，あるいは「種レベルに自然分類を導入したシステム（B システム）」（澤田・土屋，2003）
に基づいて記載した．なお，引用文献，基準株，あるいはDNA データベースの登録データ（図 1，
2）の学名はそれぞれの原報に従ったので，A, B, C の 3 つのシステムの学名が混在していることに

留意頂きたい．農業生物資源ジーンバンクにおけるAgrobacterium 属細菌の学名の整理については，

澤田ら（2014）により紹介されているので参照いただきたい． 
 
2. 材料および方法 

1）細菌の分離 

 中央農業研究センター内のダイズ栽培跡地および小麦栽培跡地の作土層より，土壌を採取した．

a)（現所属）農研機構 中央農業研究センター Central Region Agricultural Research Center, NARO  
［〒305-8666 茨城県つくば市観音台 2-1-18］ 
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土壌は，2 地点ともに淡色クロボク土であった．採取した土壌は，2mm のふるいを通した後，直ち

に 10 倍量の滅菌蒸留水に懸濁し，室温で 10 分間振とうした．土壌抽出液は，滅菌蒸留水で希釈し

た後，Agrobacterium biovar 1 の選択培地である 1A 培地（K2TeO3を 80ppm 添加）に塗布し，28℃
で培養した（Mougel et al., 2001）．プレートに出現したコロニーのうち，Mougel et al.（2001）に

より報告されたAgrobacterium biovar 1 のコロニー形態（黒色，円形，半レンズ状，全縁）と類似

のものを釣菌し数回純化した． 
 
2）分子系統解析 

 分子系統解析には，分離した菌株のうちMAFF 107659（ダイズ跡地土壌），MAFF 107660（ダ

イズ跡地土壌），MAFF 107661（ダイズ跡地土壌），MAFF 107662（ダイズ跡地土壌），MAFF 
107671（小麦跡地土壌），MAFF 107672（小麦跡地土壌），MAFF 107673（小麦跡地土壌）およ

びMAFF 107675（小麦跡地土壌）を供試した．菌体からDNeasy Blood & Tissue kit (キアゲン)
を用いて DNA を抽出し，プライマー20F (5’-AGTTTGATCMTGGCTCA-3’) と  1540R 
(5’-AAGGAGGTGATCCAGC-3’)を用いて PCR 法により 16S rRNA 遺伝子を増幅し(Ishikawa et 
al., 2003)，ダイレクトシークエンス法により塩基配列を決定した．得られた塩基配列を基に近隣結

合法により系統樹を作成した．また，MAFF 107659，MAFF 107660，MAFF 107661，MAFF 
107672，MAFF 107673 については，プライマーSM (5’-AAGTCGTAACAAGGTAGCC-3’) と BR3 
(5’-GCTTTTCACCTTTCCCTCAC-3’) を用いて ITS 領域を増幅し（Willems et al., 2001)，同様に

塩基配列を決定し系統樹を作成した． 
 
3. 結果   

16S rRNA 遺伝子の塩基配列を基にした分子系統解析の結果，土壌からK2TeO3を 80ppm 添加

した 1A 培地を用いて分離した菌株は，α-プロテオバクテリアのうち，Rhizobium/Agrobacterium
属細菌とクラスターを形成した．特にAgrobacterium radiobacter ATCC 19358 やAgrobacterium 
tumefaciens NCPPB 2437 と近縁関係にあった（図 1）．供試した菌株のうち，MAFF 107659， 
MAFF 107661，MAFF 107671，MAFF 107672，MAFF 107673 およびMAFF 107675 株は高い

ブートストラップ値で支持される同一のクラスターを形成したが，MAFF 107660 と MAFF 
107662 株はこれらの菌株とは異なる系統関係にあった．ITS 領域の塩基配列による系統解析結果

も，これらの分離菌株がRhizobium/Agrobacterium 属細菌と近縁であることを示した（図 2）．16S 
rRNA 遺伝子の塩基配列による分子系統解析で同一のクラスターを形成した菌株は，ITS 領域の塩

基配列による系統樹においても近縁関係を示した．一方，MAFF 107660 株は，ITS 領域の塩基配

列を基にした系統樹においても，他の分離菌株とは異なる系統関係を示した． 
これらの菌株について，Agrobacterium 属の病原性プラスミド（Ti および Ri プラスミド）保有

の有無を，プライマーVCF3 と VCR3 を用いた PCR 法により検討した（澤田・土屋，2003）．そ

の結果，供試したどの菌株からも，病原性遺伝子に相当する DNA 断片は増幅されなかった（デー

タ省略）． 
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図 1. 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を基にした分離菌株の系統樹 

系統解析に供試した菌株は，プロテオバクテリアより選定し，アウトグループは Bacillus megaterium IAM 

13418Tとした．ブートストラップ値は 70%以上を表示した．括弧内にDNAデータベースの登録番号を示した．

図 2.  ITS 領域の塩基配列を基にした分離菌株の系統樹 

系統解析に供試した菌株は，Rhizobium/Agrobacterium 属細菌より選定し，アウトグループは Bradyrhizobium 
japonicum USDA6T とした．ブートストラップ値は 70%以上を表示した．カッコ内にDNAデータベースの登録

番号を示した． 
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4. 考察 

Agrobacterium biovar 1 の選択培地である 1A にK2TeO3を 80ppm 添加した平板培地を用いて，

土壌から Agrobacterium を分離することが可能であった．土壌抽出液を接種した平板培地上には，

数種類の異なる形態のコロニーが出現したが，Mougel et al.（2001）により記載された

Agrobacterium biovar 1 のコロニー形態（黒色，円形，半レンズ状，全縁）により分離した菌株は，

16S rRNA の塩基配列の相同性より Agrobacterium 属であると判断された（図 1）．また，

Agrobacterium の近縁関係を推定するのに有効であると報告されている ITS 領域の塩基配列

（Bautisa-Zapanta et al., 2009）からも，これらの菌株は，Agrobacterium tumefacience 
(Agrobacterium radiobacter)と近縁であると考えられた（図 2）．これらのことから，本培地が低密

度で存在する環境サンプル中からのAgrobacterium の分離に有効であることが確認された． 
今回分離された Agrobacterium からは，PCR 法により病原性プラスミドが検出されなかったこ

とから，非病原性の株と推定された．小麦栽培跡地とダイズ栽培跡地のいずれからも非病原性

Agrobacterium が分離されたことから，これらの菌は栽培土壌中に広く分布する可能性が示唆され

た．これまで，Agrobacterium の研究は主に植物病原性の面から行われてきたが，土壌中の

Agrobacterium の多くは非病原性の株であると報告されている（Mougel et al., 2001）．今後，植物

病原性の研究に加えて，環境中でのAgrobacterium の生態や有用機能の開発に関する研究が進展す

ることが期待される． 
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の果樹類に対する病原性 
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Pathogenicity of Armillaria mellea sensu stricto on fruit trees 
 

Hitoshi NAKAMURA a) 
NARO Institute of Fruit Tree Science 

 
1. 目的 

ならたけ病は，多くの果樹や花木・林木などの木本植物をはじめとして草本植物にも発生する土

壌病害で，果樹ではモモ，ブドウ，クリなどで被害が大きい．本病の病原菌はハラタケ目タマバリ

タケ科ナラタケ属に属するナラタケ（Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.）で，世界的に広く分布

する． 
本種の分類について，以前は形態的に類似したものが一括されてA. mellea として扱われていた．

しかし，種内に生物学的種が存在することが示され，欧米では 1980 年代以降に，その後，日本に

おいても生物学的種の整理が行われたことにより，A. mellea（狭義）を含めた複数の種に分けられ

た（Ota et al., 1998b; 車, 1999; Fox, 2000）．そのため，種を明確に示したい場合，種が整理され

る前のA. mellea は「広義のナラタケ（A. mellea sensu lato）」，種が整理された後のA. mellea は

「狭義のナラタケ（A. mellea sensu stricto）」と区別される．また，日本に分布するナラタケは，

ホモタリックな生活環を有することもあり（Ota et al., 1998a），欧米に分布する種の亜種A. mellea 
subsp. nipponica J.Y. Cha & Igarashi とされているが（車, 1999; 太田, 2006），本亜種と同種ある

いは近縁種と考えられる他地域に分布する菌との異同については整理されていない（Ota et al., 
2000; Baumgartner et al., 2011）．したがって本研究では，現在日本に分布するナラタケの種名を

A. mellea にとどめて「狭義のナラタケ（A. mellea sensu stricto）」として扱う．なお，これ以降，

単に「ナラタケ」と表記した場合は「狭義のナラタケ」を指す． 
ナラタケおよび広義のナラタケによって罹病した木本植物では，根や地際部の樹皮内および樹皮

a)（現所属）農研機構 果樹茶業研究部門 Institute of Fruit Tree and Tea Science, NARO  
［〒305-8605 茨城県つくば市藤本 2-1］ 
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下形成層部に膜状の白色菌糸体（菌糸膜）が伸展し，樹皮の腐敗と材質部の腐朽が起こる

（Baumgartner et al., 2011）．罹病部が拡大すると通導阻害が進み，植物体全体が衰弱し，最終的

には枯死に至る．感染は，ナラタケが形成する根状菌糸束が土壌中や罹病根を伝って，近接の健全

根に達し，直接あるいは傷口から侵入することにより起こる．また，必ずしも根状菌糸束を形成し

ないこともあり，罹病根と健全根の接触によっても感染が広がる． 
広義のナラタケにおいては，その宿主範囲は極めて広く，海外では 800 種以上と報告されている

（Farr and Rossman, 2016）．日本においても 49 種（日本植物病理学会，2015）あるいは 110 種

（Kobayashi, 2007）との報告があり，その中には果樹類 9 種あるいは 11 種が含まれている．しか

し，ナラタケについては，海外を含めて正確に同定された上で宿主範囲がまとめられた例は少なく，

日本においては 1 種（日本植物病理学会, 2015）あるいは 16 種（Kobayashi, 2007）が宿主として

挙げられているに過ぎず，果樹類ではナシとクリの 2 種のみが含まれる． 
上記で挙げられたナラタケあるいは広義のナラタケの宿主とされている植物種については，必ず

しも接種によって確認されたものではない．また，国内外を問わず，ある菌株を多くの植物種に接

種し，その病原性を調査した事例は少ない．これは，ナラタケあるいは広義のナラタケにおいて，

安定して病原性を評価できる接種方法が確立されていないことが理由の 1 つと考えられる． 
そこで本研究では，ナラタケの病原性を安定して評価できる接種方法を開発するとともに，当該

方法を用いてナラタケの果樹類に対する病原性を評価することを目的とした．なお，本稿では，2
年以上の栽培を要する木本植物で果実を食用とするものを「果樹類」とし，また，一部の果樹では

台木に用いる樹種を当該果樹に相当するものとして扱った． 
 
2. 材料および方法 

1）供試菌株 

茨城県つくば市（農研機構果樹研究所圃場）の枯死モモ樹から採集され，罹病根内の菌体（菌糸

膜）を分離源として得られたナラタケ MAFF 625137 を使用した（口絵参照）．本菌株は，菌糸お

よび菌叢の形態と rDNA ITS 領域の塩基配列情報に基づいて同定されたものである．また，それ以

外にも以下の 11 菌株〔MAFF 420656（分離菌株番号 94-7），94-4，97-6，AS-1，NAM5，94-5，
P-7，94-9，SB-1，P-5，96-12；Ota et al., 2000〕も用いた．これら菌株は，Ota et al.（2000）に

よって SIG（Somatic incompatibility group；体細胞不和合性群）が決定されており，日本国内に

分布するSIG A～SIG D のいずれかに属する． 
 
2）SIG 判定 

MAFF 625137 と既にSIG が判明している菌株との間で対峙培養を行い，MAFF 625137 のSIG
を決定した．MAFF 625137 とMAFF 420656 を含む他菌株の含菌寒天をオートミール寒天培地に

約 2 cm 離して置床し，その 3 週間後に両菌叢間で境界を形成していない場合を同一のSIG，着色

した，もしくは両菌叢間で菌糸体が盛り上がった境界を形成した場合を異なるSIG に属すると判定

した． 
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3）接種試験 

 被接種樹として，リンゴ台木（マルバカイドウ，Malus prunifolia var. ringo；本稿ではリンゴと

みなす）を含む果樹類 8 科 15 種の幼木を用いた（表 1）．幼木の大きさは樹種によって異なるが，

おおよそ樹高 10～60 cm の個体を用いた．蒸留水を十分に含ませた滅菌ナシ枝片（長さ約 3～4 cm×
径約 0.8～1 cm）40 個あるいは滅菌ナシ枝チップ（4 mm 篩目以上，11 mm 篩目以下の大きさの

試験
番号 品種

 3) 病斑・菌糸膜

形成頻度
 4)

宿主植物

（既報）
5)

モモ Amygdalus persica 1 あかつき 1/1 + *, **

2 あかつき 1/1
ウメ Armeniaca mume 不明 1/1 + **

アンズ Armeniaca vulgaris 平和 1/2 + **

ビワ Eriobotrya japonica 不明 2/2 + **

ナシ Pyrus pyrifolia var. culta 1 幸水 1/1 + *, **

2 幸水 1/1
ナワシロイチゴ Rubus parvifolius - * 1/2

ミツバアケビ Akebia trifoliata 不明 3/4 *

クリ Castanea crenata 1 ぽろたん 1/1 + *, **

2 ぽろたん 1/1

ラフレモン Citrus jambhiri - ** 2/2

カキ Diospyros kaki 1 富有 3/3 **

2 次郎 2/2 **

3 - ** 0/3
4 - ** 0/4

イチジク Ficus carica 蓬莱柿 2/4 + *

ヤマグワ Morus australis - * 1/2 * + *, **

ラビットアイ・
ブルーベリー

Vaccinium ashei ホームベル 2/2

アメリカブドウ Vitis labrusca 1 キャンベル・
アーリー

1/2 + *, **

2 キャンベル・
アーリー

2/2

表1．狭義のナラタケArmillaria mellea  sensu stricto MAFF 625137の果樹類に対する接種結果
 1)

供試樹種の科・種名 2)

ツツジ科 Ericaceae

ブドウ科 Vitaceae

1) ポット植えの被接種樹の大きさに応じた接種源（培養ナシ枝片・チップ；2～4ヶ月培養）数量を使用

し，接種2～3ヶ月後に調査．ウメとアンズに対する試験では培養期間5ヶ月の枝片を接種源として使

用．土壌中での根状菌糸束形成が観察された試験のみを結果として示した.
2) 米倉・梶田（2003）に準拠．一部は一般名を使用.
3) *：野外採取，**：実生.
4) 病斑および樹皮下での菌糸膜形成が観察された被接種樹数/供試樹数，*：病斑組織からの接種菌株の

再分離を確認，**：富有では2個体で，次郎では1個体で樹皮にのみ菌糸膜形成.
5) +：報告あり．*：日本植物病理学会（2015），**：Kobayashi (2007)．いずれもナラタケあるいは広

義のナラタケの宿主植物を指す．

バラ科 Rosaceae

アケビ科 Lardizabalaceae

ブナ科 Fagaceae

ミカン科 Rutaceae

カキノキ科 Ebenaceae

クワ科 Moraceae
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もの）100 ml 分（乾燥重約 15 g）を入れたプラントボックス内に，あらかじめ各菌株を培養して

いたナシ枝片 4 個を接種源として加えて培養した．培養は，暗黒下 23℃で 2～5 か月間行い，培養

期間 2 か月を超えた場合は乾燥を防ぐために滅菌蒸留水を適宜加えた． 
室内において，接種源として 2～4 か月間培養した枝片を 6 個あるいは 8 個，培養チップ 50 ml

分を使用し，剪定鋏で根の先端を切除するとともに太い根に切れ込みを入れた 2 年生リンゴ台木を

接種源に接するように作土（黒土（刀川平和農園，栃木）：バーミキュライト＝10：1）を用いてビ

ニールポットに植え付けた．各試験にはリンゴ台木 3～5 個体を用い，各 1 回行った．一部試験で

は，対照として無接種の台木を用いた． 
リンゴ台木以外の被接種樹については，幼木の大きさに応じて，2～5 か月間培養した培養枝片を

8 個あるいは 20 個，培養チップを 50 ml あるいは 100 ml 分を接種源として用い，リンゴ台木と同

様に根部に付傷させた後，ビニールポットあるいは素焼き鉢に植え付けた．試験には樹種ごとに 1
～4 個体を用い，試験は状況に応じて 1～4 回行った．いずれの試験においても対照としての無接種

樹は用いなかった．一部試験では，形成された病斑から菌を再分離した後，SIG 判定と同様の手順

で接種菌株と再分離菌株との対峙培養を行い，その際，両菌叢間で境界を生じなかった場合に接種

菌株が再分離されたと判断した． 
リンゴ台木の場合は 25℃で 2 か月育成後，その他の被接種樹の場合は 25℃で 2～3 ヵ月育成後，

接種源上あるいは土壌中における根状菌糸束の形成の有無，および地下部（根冠部および根部）に

おける病斑形成（樹皮組織の腐敗）および樹皮下における菌糸膜形成の有無を調査した．リンゴ台

木以外の被接種樹の場合は接種後に根状菌糸束の形成が認められない場合は接種不成功とみなして，

試験結果から除外した．ある樹種に対する接種において，基本的には複数個体あるいは複数回にわ

たって病斑形成が認められた場合，当該植物種に対して病原性ありと判定した． 
 
3. 結果   

1）SIG 判定 

MAFF 625137 は，対峙培養後にSIG A に属

する 4 菌株とは境界を生じず，MAFF 420656
を含むSIG B～Dに属する7菌株とは境界を生

じた（図 1）s．したがって，MAFF 625137 は，

Ota et al.（2000）で報告された 4 SIG のうち，

SIG A に属すると判定した． 
 
2）接種試験 

（1）ナラタケ MAFF 625137 のリンゴ台木に

対する接種結果 

リンゴ台木に対して，接種源の培養期間を 2，
3 あるいは 4 か月，および接種源個数を 6 個あ

図1．狭義のナラタケ Armillaria mellea sensu 

strictoにおけるSIG反応 

左：MAFF 625137（上側）とAS-1（下側；SIG Aに

属する）との反応（同じSIGに属する）．右：MAFF 

625137（上側）とMAFF 420656（下側；SIG Cに属

する）との反応（異なるSIGに属する．矢印は菌叢間

に形成された境界を示す）． 
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るいは8個にしてリンゴ台木に接

種した結果，培養期間・使用個数

に関わらず，根状菌糸束の形成が

認められた場合には供試した全て

の個体の根部に病斑（樹皮組織の

腐敗）および樹皮下における菌糸

膜形成が認められた（図 2）．根状

菌糸束形成が認められなかった

場合では，土壌中から回収した

接種源が黒変しており，接種源

が不良であったものと判断され

た．したがって，以降の接種試

験には，上記の培養期間・使用

個数のうち，短期間で接種源が

作製でき，かつ，より安定的に

病斑形成が期待できる接種条件として，培養期間 2 か月の培養ナシ枝片を 8 個使用（培養チップの

場合は 50 ml 分使用）することを基本とした．併せて，接種後，根状菌糸束が形成されていること

が確認できた場合に限り，試験が成功したものとみなした． 
（2）ナラタケの異なるSIG に属する菌株の接種結果 

接種条件として培養

期間 2 か月の接種源を 8
個使用してリンゴ台木に

接種したところ，MAFF 
625137 以外のSIG A に

属する4菌株の病原性が

確認されたが，MAFF 
420656 を含むSIG C に

属する 3 菌株では病斑・

菌糸膜形成は観察されず，

病原性が認められなかっ

た（表 2）．対照とした無

接種台木では病斑・菌糸

膜形成は観察されなかっ

た．SIG A に属する菌株

は根状菌糸束の形成頻度

が高かったが，MAFF 

図2．狭義のナラタケ Armillaria mellea sensu stricto MAFF 

625137によるリンゴ台木への接種結果 

左：接種されたリンゴ台木（マルバカイドウ）の2年生幼木．中：接種2

か月後に土壌中で伸長していた濃赤紫色の根状菌糸束（矢印）（バー：1 

cm）．淡黄褐色に見えるのはリンゴ台木の根．右：接種されたリンゴ台木

幼木の地際部に認められた病徴・標徴（樹皮組織の腐敗および樹皮下に

形成された白色の菌糸膜）（バー：1 cm）． 

供試菌株
 2) SIG 2) 根状菌糸束

形成頻度
 3)

病斑・菌糸膜

形成頻度
 4)

MAFF 625137 A 4/4 3/4
94-4 A 4/4 3/4
97-6 A 4/4 4/4
AS-1 A 4/4 2/4
NAM5 A 4/4 4/4
MAFF 420656（94-7） C 2/4 0/4
94-5 C 2/4 0/4
P-7 C 0/4 0/4
対照（無接種） 0/4 0/4

表2.　狭義のナラタケArmillaria mellea  sensu stricto各菌株の

          リンゴ台木への接種試験結果
 1)

1) ポット植え2年生リンゴ台木（マルバカイドウ）に接種源として

培養ナシ枝片8個を用いて接種した2か月後に調査.
2) 分離菌株番号およびSIG（Somatic incompatibility group）はOta
et al.（2000）による.
3) 土壌中での根状菌糸束形成が観察されたポット数/リンゴ台木植

えポット数.
4) 病斑および樹皮下での菌糸膜形成が観察されたリンゴ台木数 /供
試リンゴ台木数．
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420656 を始めとしてSIG C に

属する菌株は根状菌糸束の形成

頻度が低く，菌株によっては全

く形成しなかった． 
（3）ナラタケ MAFF 625137

の果樹類に対する接種結果 

リンゴ（リンゴ台木）以外の

果樹類 14 種に対して MAFF 
625137 を接種したところ，カ

キを除いた 13 樹種では明瞭に

病斑・菌糸膜が形成され，

MAFF 625137 は当該 13 樹種

に対して病原性を有すると判断

された（図 3，表 1）．一部の試

験では接種菌株が腐敗組織から

再分離されることを確認した．カ

キに対して接種試験を4回行った

ところ，うち 2 回では病斑・菌糸

膜形成が認められなかったが，他

の2回では一部の個体において病

斑・菌糸膜が形成された（図 4，
表 1）．しかし，それら病斑・菌糸

膜は，根の切断部のみで見られるものや，樹皮のみに見られるものがあり，それらの伸展は局所に

とどまった．また，感染部位ではタンニンによるものと思われる強い黒変が観察された（図 4）．被

接種樹のうちウメおよびアンズに対しては，リンゴ台木を用いた接種試験では使用しなかった培養

期間 5 か月の培養枝片を接種源として用いた結果，一部個体に対する病斑・菌糸膜形成が認められ

た（表 1）． 
 
4. 考察 

1）接種方法と病原性の評価 

 これまでのナラタケあるいは広義のナラタケの接種に関する報告では，接種源として，滅菌枝片

で3～6か月培養したものを使用し，接種1か月～1年後に調査していることが多い（Mansilla et al., 
2001; Sicoli et al., 2002; Baumgartner and Rizzo, 2006; Metaliaj et al., 2006）．本研究では，リン

ゴ台木に対する接種試験の結果から，効率的な接種条件として，枝片を 2 か月培養して作製した接

種源を 8 個使用し，接種 2 か月後に調査を行うことで病原性を評価できることを明らかにした．接

種の目的や被接種植物体の大きさにもよるが，これは過去の報告と比べると，若干効率が良いとい

図3．狭義のナラタケ Armillaria mellea sensu stricto MAFF 

625137による果樹類への接種結果 

左上：ナシ，中上：クリ，右上：モモ，左下：ビワ，中下：ラフレモン，

右下：ミツバアケビ．いずれも被接種樹に認められた病斑（根部樹皮下

に形成された白色の菌糸膜およびその周辺組織の腐敗）を示す．バー：

1 cm． 
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える．また，本研究で行ったように，供試する植物体

の大きさに合わせて接種源の大きさや数量を変えるこ

とによって，本法による接種の効率性を維持できるも

のと考えられる． 
本研究では，病原性の有無を病斑（樹皮組織の腐敗）

および樹皮下における菌糸膜の形成の有無によって判

定した．リンゴ台木に対するMAFF 625137 の接種試

験では，根状菌糸束形成が認められなかった場合には

病斑・菌糸膜は形成されず，根状菌糸束形成が認めら

れた場合には根の傷口への菌糸束による侵入が観察さ

れた．このことは，従来指摘されているように

（Gregory et al., 1991; Fox, 2000; Baumgartner et 
al., 2011），ナラタケの宿主への感染・侵入に果たす根

状菌糸束の重要性を示すと同時に，根状菌糸束形成の

有無によって接種の成否もしくは接種源の良否が判定

できることを意味する．根状菌糸束形成を確認しなが

ら接種試験を実施することは，より安定した病原性評

価を可能にするという点で重要と考えられる． 
 
2）ナラタケの異なるSIG に属する菌株間での病原性の比較 

本研究において，ナラタケの異なるSIG に属する複数菌株を用いてリンゴ台木に接種したところ， 
MAFF 420656 を含む SIG C に属する 3 菌株では病斑・菌糸膜形成に至らなかったが，MAFF 
625137 を含むSIG A に属する 5 菌株では高頻度に病斑・菌糸膜形成が認められた．これまで日本

のナラタケにおいてSIG 間における病原性・病原力の差異に関する知見は得られていないが，今回

の試験結果からはSIG A はSIG C よりもリンゴ台木に対する病原力が強い可能性が示唆される．

Ota et al.（2000）はSIG A が他SIG よりも国内に広く分布することを報告しており，各SIG の分

布の違いは各々の病原力と関連していることも考えられる． 
同時に，SIG C の菌株では菌糸束形成頻度が低く，SIG 間における病原性の差異は根状菌糸束の

形成程度による可能性もあると考えられた．一方で，今回供試したSIG C に属する菌株においては，

長期の維持・管理の過程で根状菌糸束の形成能が不良となった可能性もある．今後，野外から採集

して間もないSIG C に属する菌株の菌糸束形成程度を調査する必要があるだろう． 
 
3）ナラタケ MAFF 625137 の果樹類に対する病原性 

これまで，日本のナラタケに関しては，宿主植物として 16 種が挙げられ，果樹ではナシとクリ

の 2 種のみしか挙げられていない（Kobayashi, 2007）．広義のナラタケでは，宿主として 49 種（日

本植物病理学会, 2015）あるいは 110 種（Kobayashi, 2007）が挙げられているが，それぞれ果樹

図4．狭義のナラタケ Armillaria mellea 

sensu stricto MAFF 625137による

カキ樹への接種結果 

左：品種「次郎」の切断した根先端部の樹皮下

にわずかに形成された白色の菌糸膜（バー：5 

mm），右：品種「富有」の樹皮部にのみ形成

された白色の菌糸膜（バー：1 cm）． 
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としては 9 種あるいは 11 種が含まれているに過ぎない．本研究で，ナラタケMAFF 625137 がリ

ンゴ（リンゴ台木）を含む果樹類 8 科 15 種に病原性を有することが明らかになった．これら樹種

の中には日本におけるナラタケの宿主として報告されていない 5 樹種（ナワシロイチゴ，ミツバア

ケビ，ラフレモン，カキ，ラビットアイ・ブルーベリー）も含まれており，広義のナラタケと同様

にナラタケも宿主範囲が広いものと考えられる．ただし，カキに対しては他樹種と異なり，病斑・

菌糸膜形成頻度が低く，それらの伸展程度も小さかった．このことからMAFF 625137 はカキに対

しては病原力が弱いことが示唆される． 
広義のナラタケを含めて，ある特定の菌株を多くの樹種に接種し，その病原性を調査した報告は

少ない．加えて，当該報告例では１属内の複数樹種への接種結果に限られるようであり（Guillaumin 
et al., 1991; Sicoli et al., 2002; Metaliaj et al., 2006），科レベルで異なる多数の樹種に接種を行っ

た事例は見当たらない．本研究でナラタケMAFF 625137 の多数の樹種に対する病原性を明らかに

できたのは，病原性を安定して評価しうる接種方法が開発されたことが大きな理由と考えられる．

今後，本接種方法を用いることによってナラタケ種内における宿主範囲の比較や宿主の抵抗性の評

価などを効率的に行うことができるものと思われる． 
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Plectosphaerella cucumerina によるキク苗腐敗病の発生 

および病原菌の生態について 
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Cutting rot of chrysanthemum caused by Plectosphaerella cucumerina  
and its ecology 

 
Mamoru SATOU a) 

NARO Institute of Floricultural Sciences 
 
1. 目的 

キク属（Chrysanthemum）はキク科（Compositae）に属しており，30 以上の種を持つ大きなグ

ループである．原産種はアジアから北西ヨーロッパまで分布している（Horst and Nelson, 1997）．
中でもキク（C. morifolium Ramat.）は最も重要な栽培種であり，1 年生花きとして世界中で栽培

されている．日本では主に観賞用として栽培され，花き類の中では生産出荷量は最も多い．キクに

は疫病，半身萎凋病，萎凋病，立枯病などの様々な糸状菌による立枯れ性病害が発生して生産阻害

要因となっている． 
近年，日本ではキク栽培の方法として，未発根のキクの挿し穂苗を直接土壌に挿す「直挿し法」

が広く行われており（本田ら，1996；佐々木ら，1996），これら直挿し用のキク苗の海外からの輸

入が多くなっている．2008 年 9 月中旬，愛知県内でセルトレイで育苗中のキク（品種：‘神馬 2 号’）
で生育障害が発生した．この苗はインドネシア産購入苗であり，挿し穂 10 日後も全く発根せず，

穂の先端が黒変・腐敗していた．キク挿し穂において，本症状の記録は無く，新病害の可能性があ

ると考え，病原菌の分離，培養，接種を試みた．また，合わせて，分離菌の分類・同定を行った．

さらには，分離菌を既知の日本産の病原菌と比較検討を行うとともに，分離菌のキクにおける動態

についても試験を行った．その結果，新病害であることが判明し（Satou et al., 2010），さらに農業

生物資源ジーンバンクに登録した供試菌株について諸特性を明らかにするとともに，本病の防除薬

剤についても検討した（Satou et al., 2013）．本報告では主にそれらの成果をまとめて報告する． 

a)（現所属）農研機構 野菜花き研究部門 Institute of Vegetable and Floriculture Science, NARO  
［〒305-0852 茨城県つくば市藤本 2-1］ 
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2. 材料および方法 

1）キクからの分離・培養・接種 

2008年9月，愛知県において生育障害が発生した海外産キク挿し穂（品種‘神馬2号’）は，挿し穂

10日後も全く発根せず，穂の先端が黒変・腐敗していた（図1a）．この苗から常法により病原菌

の分離を試みた．また，分離菌は単胞子分離菌株とし，1L当たり200gのジャガイモ煎汁に，20g
のショ糖および寒天を加えて作成したジャガイモ煎汁ショ糖寒天培地（PSA），同培地のショ糖

の代わりに20gブドウ糖を加用したジャガイモ煎汁ブドウ糖寒天培地（PDA）あるいはジャガイモ

煎汁ブドウ糖液体培地（PD）を用いて培養を行い，以下の試験に供試した． 
生育温度：PSA 培地に直径 6mm の菌そうを置床し，5，10，15，20，25，30，35，40℃の暗黒

下の恒温器内で培養し，1 日当たりの菌糸生育を測定した． 
接種試験：PSA 培地で培養し分生子粘塊を滅菌水に懸濁し，107 conidia/ml に調整し，接種源と

した．これに，キク挿し穂‘神馬’を 30 分浸漬後，育苗用土を詰めたトレイに挿し，7～14 日間 25℃
設定のガラス温室にて育苗した． 
 
2）分離菌の分類･同定 

顕微鏡下で分離菌の形態等について観察，計測を行った．また，分離菌のゲノムDNA をWizard 
Genomic DNA Purification Kit (Promega，Madison，WI，USA)により抽出し，Kageyama et al. 
(2003）に従い rDNA-ITS 領域を ITS1，ITS4 プライマー(White et al., 1990)を用いてPCR 増幅

した．その後，増副産物について BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 
Biosystems，Foster City，CA，USA）を用いて，塩基配列の解読を行った．配列データは，

DDBJ/EMBL/GenBank databases に登録されている菌株との類似度を調べた． 
 
3) 分離菌および同属菌の病原性 

分離菌を PD 培地で 25℃，5～7 日間培養し，培養後は 5000×g で遠心分離し，集め，滅菌水に

再懸濁し，1~5×107 conidia/ml に調整し，接種源とした．これに，キク挿し穂‘神馬’‘神馬 2 号’‘沖の

白波’を 30 分間浸漬後，育苗用土を詰めたトレイに挿した．各品種とも無接種区を設けた．25℃，

12 時間照明，湿度 100%の湿室で３週間育成した．病原性は次の通り評価した．4：挿し穂末端部

が腐敗；3：挿し穂末端部全体が黒変；2：挿し穂末端部半分以上が黒変；1：挿し穂末端部半分未満

の黒変；0：変色無し．試験は 5 反復行った．統計解析は JMP 10 (http://www.jmp.com/japan/)で
行った． 
本分離菌の他，ジーンバンクに登録されていたPlectosphaerella 属菌（ダイコン円形褐斑病菌：

MAFF 238964，カボチャ白斑病菌：MAFF 238627）を接種に用いた．各菌とも，前述同様の方法

で培養して接種源とし，‘神馬’に接種を行った．試験は 2 反復行った．病原性の評価，統計解析につ

いても前述同様とした． 
128 穴セルトレイに MAFF 712335 の分生子を滅菌土壌 1g あたり 1×106 conidia となるように

混合した土を 128 穴トレイに詰め，健全’神馬’の挿し穂を挿した．分生子を混合しない土のみを対
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照区とした．MAFF 712335 の分生子懸濁液に漬けた後，挿し穂した区も設けた．各区 24 本挿し穂

を使用し，湿室条件下で管理した．試験は 2 反復で行った．発病の評価は前述に従った． 
 
4) キク苗腐敗病菌のキク体内での動態 

発根したキク挿し穂の根の先端部を切り，MAFF 712335 1～5×107 conidia/ml の分生子懸濁液

に 30 分間漬けた後，滅菌土壌を詰めたプランター(L650×W220×H190 mm)に植え付けた．対照区

では，根の先端を切っただけのキク挿し穂を植えた．１週間後，脇芽が出やすいよう頂芽を折り取

った．2～3 週間毎に発生してきた脇芽を摘み取り，試験材料とした．試験は 2009 年，2010 年の 2
回行った． 

2009 年 7 月 9 日，27 日，8 月 20 日，9 月 17 日，感染区‘神馬’の採穂は 24，22，24，21 本，感

染区‘沖の白波’は 28，24，29，26 本，それぞれ採穂した．2010 年 6 月 21 日，7 月 2 日，8 月 23
日，感染区‘神馬’は 18，28，17 本，感染区‘沖の白波’は 30，30，16 本，それぞれ採穂した．2009
年対照区‘神馬’は 26，-，17，16 本，対照区‘沖の白波’は 21，-，21，14 本，それぞれ採穂した．2010
年対照区‘神馬’は 22，26，17 本，対照区‘沖の白波’は 30，23，17 本それぞれ採穂した． 
常法に従って各挿し穂におけるP. cucumerina の有無を確認するため， pH4 に調整したPDA に

置床した． 
 
5) キク苗腐敗病菌の薬剤防除の可能性 

Brantner and Windels (1998)，木曽(1994)，Matheron and Porchas (2000)に従って，キク腐敗

苗分離菌株MAFF 712335，MAFF 712336，MAFF 712337，MAFF 712338 の薬剤感受性を調査

した．チオファネートメチル（トップジンM 70%WP，日本曹達，東京），メタラキシル（リドミル

2%GR，シンジェンタジャパン，東京），トルクロホスメチル（リゾレックス 5%WP，住友化学，

東京），キャプタン（オーソサイド 80%WP，アリスタライフサイエンス，東京），2,4,5,6-テトラク

ロロイソフタロニトリル（TPN）（ダコニール 40%WP，住友化学，東京），ベノミル（ベンレート 
50%WP，住友化学，東京），マンコゼブ（ジマンダイセン 75%WP，ダウケミカル，東京）（表 1）．
予め作製・溶解し 50℃としたものに最終濃度がそれぞれ 5～500 ppm となるように各薬剤を加え，

プラスチックシャーレに流し込み，試験用平板とした．3 週間培養した菌そう寒天片（直径 6mm）

を薬剤添加平板に置床した（1 菌片／シャーレ，1 薬剤 1 菌株あたり 3 枚シャーレ）．薬剤無添加の

PDA を対照区とした. 25℃暗黒下で 5 日間培養後菌そう直径を計測し，対照区と比較した阻止率を

計算した．50%効果濃度（EC50）を JMP 10 で算出した． 
農薬の効果確認試験は次の通りに行った．挿し穂末端部を 70%チオファネートメチル，2%メタ

ラキシル，50%トルクロホスメチル，80%キャプタン，40% TPN，50%ベノミルをそれぞれ粉衣し，

MAFF 712335 1×106 conidia／土１g となるように調整した土を詰めたセルトレイに挿した．前述

のとおりに管理し，発病調査を行った．試験は 2 回行った．発病指数から防除価を算出した． 
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3. 結果   

1）キクからの分離・培養・接種 

病斑部（図 1a）からはクリーム色の菌叢で表面が粘質を呈する生育の比較的遅い菌が高率に分離

された（図 1b）．このうちの 1 菌株（菌株名：1-M）について詳細な試験を行った．本菌の分生子

懸濁液にキク健全挿し穂‘神馬’を浸漬接種後，トレイで育苗したところ，しおれが目立ち，挿し穂の

切断面が黒～褐変したほか，多くは発根するものの，一部の挿し穂は発根しないなど，原病徴とほ

ぼ同様の症状を示した（図 1c）．挿し穂の黒変部からは接種菌が再分離され，本菌が病原菌である

ことが確認された．本菌はPSA 上で 5～ 35℃で生育し，適温は 25℃であった．25℃での菌糸生育

速度は 3mm／日であった．供試菌株 1-M をMAFF 712335 として，また，他にも分離菌株 1-2，
1-3，1-7 をそれぞれMAFF 712336，MAFF 712337，MAFF 712338 として農業生物資源ジーン

バンクに登録した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. キクの病徴および分離菌株 

a：キク挿し穂の病徴（末端部が黒変），b：PDA 上での分離菌の菌叢（左：表面，右：裏面），c：接種

14日後の‘神馬’の挿し穂先端部の黒変（上段：接種，下段：無接種），d：PDA 上での分生子，e：アデ

ロフィアライド（矢印）．（Satou et al., 2010のFig.1を改変） 

 
2）分離菌の分類･同定 

分離菌株 1-M はアデロファイアライドを含むモノフィアライド（Gams, 1971）先端に分生子を

擬頭状に形成した（図 1d,e）．分生子は無色，平滑，紡錘形で中央 1 隔壁の 2 細胞が多く，時に単

細胞，大きさは 2 細胞のものが平均 13.5 × 4.4 μm，1 細胞のものが平均 8.1 × 2.4 μm であるなど，

Sato et al. (2005)，Palm et al. (1995)，Seifert (1996)などの報告したPlectosphaerella 属菌と一致

した（表 1）．また，Carlucci et al. (2012), Usami et al. (2012, 2015), 廣岡ら(2016)は，ITS および

28S rRNA 遺伝子の D1/D2 領域による Plectosphaerella 属菌の同定の検証を行っており，既報の

菌株が新種や未記載種に再同定されている．しかしながら，本分離菌の rDNA-ITS 領域の塩基配列

はP. cucumerina（KC756835 他）と 99.8%（466/467bp）一致し，Plectosphaerella cucumerina 
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(Lindf.) W. Gams と同定された．塩基配列データはAB537556 としてDDBJ に登録した． 
キク挿し穂での腐敗症状は記録が無く新病害と考えられたため，Plectosporium tabacinum（P. 

cucumerina）による「キク苗腐敗病」（cutting rot of chrysanthemum）とした（Satou et al., 2010）． 
 

 
 
3) 分離菌および同属菌の病原性 

キク苗腐敗病菌 P. cucumerina（1-M）は，‘神馬’，‘神馬 2 号’に感染・発病させた（図 2）．穂を

菌体懸濁液に浸してから挿し穂した場合と菌体懸濁液を混和した土壌に挿し穂をした場合，いずれ

においても発病が認められた（図 3）．ダイコンおよびカボチャ由来の Plectosphaerella 属菌によ

り，キクは発病した（図 4）． 
 

0
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4

接種 無接種 接種 無接種 接種 無接種

‘神馬’                     ‘神馬２号’                ‘沖の白波’

発
病

指
数

品種

*

*

図 2.  Plectosphaerella cucumerina

（1-M）のキク品種に対する病

原性 

図中の「*」は，Wilcoxon rank sum 

testにて有意差あり（P < 0.05）.  

（Satou et al., 2013のFig.1を改変）

 

菌糸生育

(mm/日
20°C) １細胞 ２細胞

FLS63
(Sato et al.,
2005)

ｶﾎﾞﾁｬ 鹿児島
平滑で気中菌糸はまれ、
クリーム～鮭肉～淡褐色

2.6–4.0
Monophialide,
adelophialide a)

4.0–9.0 × 1.6–2.4
楕円～長楕円

5.0–11.0 × 2.0–3.2
楕円～長楕円

RA1
(Sato et al.,
2005)

ﾗﾅﾝｷｭﾗｽ 香川
平滑で気中菌糸はまれ、
クリーム～鮭肉～淡褐色

4.0–4.4 Monophialide,
adelophialide

4.0–6.0 × 1.0–2.2
楕円～長楕円

5.5–11.0 × 1.2–2.5
楕円～長楕円

P. cucumerina
(Palm et al.,
1995)

- -
灰～褐、ややオレンジ、
半透明で湿った感じ、気
中菌糸わずか

1.9–5.3 Monophialide,
adelophialide

4.6–10.9(–13.6) ×
(1.8–)2.3–3.1
楕円

7.3–13.6 × (2.3–)2.7
–3.6
楕円

P. cucumerina
(Seifert, 1996) - -

凸～平滑で気中菌糸はま
れ、白～クリーム～鮭肉
色

2.1–5.6

Monophialide,
adelophialideま
れに
polyphialide

6.0–12.0 × 2.0–3.0
楕円～長楕円

7.5–14.0 × 2.5–3.5
楕円～長楕円

1-M キク 愛知
b)

湿った感じ、平滑で気中
菌糸はまれ、クリーム～
鮭肉色

2.5 Monophialide,
adelophialide

6–11.8 × 1.4–3.4
(平均 8.1 × 2.4)
紡錘～楕円

10.9–16.2 × 3.4–7.0
(平均 13.5 × 4.4)
紡錘～楕円

a)  図1参照.
b) インドネシアからの輸入.
（Satou et al., 2010のTable 1を改変）

分生子の大きさ (µm) および形態

表1.  既知Plectosphaerella属菌とキク分離菌株との比較

フィアライド菌株 分離源 分離地 PDA上での菌そう
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図 3．Plectosphaerella cucumerinaの接種方法の違いによるキク‘神馬’に対する病原性 

A：分生子懸濁液に浸漬後に挿す，B：分生子を土壌混和した後に挿す，C：無接種． 

（Satou et al., 2013のFig.2を改変） 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図 4．Plectosphaerella 属菌のキク‘神馬’に対する病原性 

A：MAFF 712335，B：MAFF 238964，C：MAFF 238627，D：無接種，図中のアルファベットが

異なるものはSteel–Dwass検定において有意差あり (P = 0.05)． 

（Satou et al., 2013のFig.3を改変） 

 
4) キク苗腐敗病菌のキク体内での動態 

あらかじめ本菌を接種した株より発生した脇芽から P. cucumerina が分離されることから，P. 
cucumerina は，導管を通じてキク体内を移動すると考えられた（図 5）． 
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図 5．Plectosphaerella cucumerina を接種したキク 2 品種より発生した脇芽からの本菌の分離 

左：2009年，右：2010年，●：P. cucumerina接種区（‘神馬’），○：対照無接種区（‘神馬’），◆：P. 
cucumerina接種区（‘沖の白波’）◇：対照無接種区（‘沖の白波’）． 

（Satou et al., 2013 のFig.4を改変） 

 
5) キク苗腐敗病菌の薬剤防除の可能性 

キク挿し穂を用いた本病の防除効果試験においては，キャプタン，TPN，チオファネートメチル

の効果が高かった（図 6）．50%効果濃度（EC50）はキャプタンおよび TPN の防除効果において，

適用可能と考えられる薬剤の濃度が示された（表 2）．  
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図 6．各薬剤のキク苗腐敗病に

対する防除効果 
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の数値は各試験における，薬剤

無処理に対する防除価. 

（Satou et al., 2013のFig.5を改

変） 
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 4. 考察 

感染穂が海外から日本に入ってきたのか，日本国内で感染発病したのかは明らかではないが，P. 
cucumerina によって発病することが明らかとなり，本病をキク苗腐敗病と命名した（Satou et al., 
2010）．本病は，‘神馬 2 号’で発生し，品種比較では‘沖の白波’よりも‘神馬’，‘神馬 2 号’での発生率

が高かった．日本では‘神馬’ ‘神馬 2 号’の栽培が多いため，本病に対する注意が必要である． 
予め病原菌を混ぜた土に挿し穂した場合と，挿し穂を菌体懸濁液に浸漬した後に挿した場合のい

ずれでも発病したことから，挿し穂による伝染，土壌での伝染いずれも可能性があると考えられた．

また，土壌伝染の可能性を示す結果として，Plectosphaerella 属菌と同定されているダイコン円形

褐斑病菌 (MAFF 238964) (佐藤, 2008) ，カボチャ白斑病菌（MAFF 238627）(Sato et al., 2005)
ともキク苗腐敗病菌と同様にキクに対して病原性を示すことが明らかとなった．また，あらかじめ

P. cucumerina を接種した植物体から得られた挿し穂より本菌が分離されたことから，挿し穂によ

る伝染が示唆された．海外からの侵入，在来菌のいずれもキク苗腐敗病の原因となることが考えら

れることから，十分な注意が必要である（Satou et al., 2013）． 
本報告の結論をまとめると次の通りとなる．(1) P. cucumerina はキクの重要品種に感染，発病さ

せる (2) 挿し穂，土壌いずれでも伝染する (3) 他植物から分離した Plectosphaerella 属菌はキク

を発病させる可能性がある (4) P. cucumerina はキク体内を移行する (5)キャプタン，TPN，チオ

ファネートメチルは本病の抑制に効果がある． 
本病の発生を抑制するためには，変色等罹病の疑われる挿し穂は使用しない，発病の疑われる親

株から挿し穂は採取しない等の他，圃場衛生をはじめ，土壌消毒にも気を配る必要がある． 
 
5. 謝辞   
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キャプタン TPN チオファネート

メチル
メタラキシル

トルクロホス

メチル
ベノミル マンコゼブ

712335 118.4a 505.6 -b) - - >1000 >1000

712336 52.6 5.2 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

712337 26.5 8.8 - >1000 >1000 >1000 >1000

712338 45.3 34.1 - - >1000 >1000 >1000

　b 計算不能．

 （Satou et al., 2013のTable 2を改変）

菌糸生育抑制の50%効果濃度 (EC50, ppm)

　a JMP 10 (http://www.jmp.com/japan/) により計算．

MAFF
番号

表２.  キク分離Plectosphaerella cucumerina各菌株の殺菌剤成分に対する50%効果濃度 (EC50)
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花き病害病原糸状菌類の光質に対する応答反応 
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Reactions of causal fungus on flowers and ornamental plants against 
wavelength, light intensity and irradiation time 

 
Mamoru SATOU a) 

NARO Institute of Floricultural Sciences 
 
1. 目的 

これまで，植物病原糸状菌の光に対する様々な反応について研究が行われている（本田, 1979, 
1999；倉田, 1986）．紫外線B 波（UV-B）は直接的な胞子発芽や発芽管の伸長を阻害するとした報

告（Willocquet et al., 1996; Paul, 2000; Austin and Wilcox, 2012）や，Suthaparan et al.（2012）
は，暗期の途中でUV-Bを照射することによってバラうどんこ病が抑制されることを報告している．

この報告では，UV-B 照射がうどんこ病菌に直接作用し，うどんこ病の発生を抑制するとしている．

また，太陽光からUV-B を除去することによってうどんこ病の発生が増加することも示されている

（Keller et al., 2003; Austin and Wilcox, 2012）．また，分生子発芽と菌糸成長に及ぼす直接的な影

響としては，既にブドウうどんこ病でも報告（Willocquet et al., 1996; Austin and Wilcox, 2012）
されている． 
 本報告では，農業生物資源ジーンバンクの所蔵菌株を用いて，品目・品種が多様な花きに発生す

る病原糸状菌類について，過去の研究事例を参考に，様々な波長に対して，菌糸伸長を主とした光

質応答反応を明らかにする． 
なお，本報告の一部は既に発表している（Kobayashi et al., 2013; 佐藤ら, 2013; 佐藤・小林, 2015）． 

 
2. 材料および方法 

1）菌株および照射器具 

花き類の病原糸状菌はそれぞれ各表に示す農業生物資源ジーンバンクに登録されている菌株を使

用した． 

a)（現所属）農研機構 野菜花き研究部門 Institute of Vegetable and Floriculture Science, NARO  
［〒305-0852 茨城県つくば市藤本 2-1］
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UV-B にはタフナレイ（YGRKX21799：パナソニックエコソリューションズ社，大阪）を使用し，

各設定照射条件となるよう，紫外線放射照度計（表示部X1，受光部UV-3702-4，Gigahertz-Optik
社，ドイツ）で計測しながら調光器，距離または金属網等で調節した．UV-A（315～380 nm）には

FL20S･BL-B（同上）を使用し，同じく紫外線放射照度計で計測し，調整した．青色光（400～500 
nm）にはFL20S･B およびフィルターNK92050D（同上），緑色光（500～550 nm）にはFL20S･
G およびフィルターNK92050G（同上），黄色光（550～600 nm）にはFL20S･Y-F（同上），赤色

光（600～700 nm）にはFL20S･R およびフィルターNK92050R（同上），遠赤色光（700～800 nm）

には特注品（同上），白色光にはFL20SS EX-N/18（同上）を使用し，各設定照射条件となるよう，

Light Meter（表示部X1，受光部LI190SA，LI-COR 社，アメリカ）で計測しながら調光器および

距離または金属網等で調節した． 
 

2）光質が花き類の病原糸状菌の菌糸生育等へ及ぼす影響 

（1）光質が植物病原糸状菌の菌糸生育に及ぼす影響 

UV-B，UV-A，青色光，緑色光，黄色光，赤色光，遠赤色光の各波長の光源を設置したインキュ

ベーター内で，菌糸生育に供試するプラスチックシャーレ内においてそれぞれのエネルギー量が 20 
μmol･m-2･s-1（UV においては約 720 μW･cm-2）となるよう光量を調節した．インキュベーター内

の温度は，菌糸生育に供試するプラスチックシャーレ内が 25℃となるよう調整した． 
ジャガイモ煎汁ブドウ糖寒天（PDA）培地で各菌株を前培養し，菌叢をコルクボーラーで打ち抜

き，菌糸生育調査用の PDA 培地に置床した．置床後は，直ちに各インキュベーター内に移し，24
時間連続照射で 4 日間培養した．対照区として，同光量の白色光下 25℃および暗黒下 25℃におい

て培養した．培養終了後は，菌叢の直径を計測した．計測値を基に次の通り計算し，1 日当たり菌

糸伸長量とした． 
 

1 日当たり菌糸伸長量 ＝ 
（菌叢直径－コルクボーラーで打ち抜いて置床した培養片の直径）／（2×培養日数） 

 
1 菌株当たり各光照射条件下で 3 反復行い，平均値を算出した．菌株毎に，暗黒下での 1 日当た

り菌糸伸長量を 100 として，各光条件下での 1 日当たり菌糸伸長に換算した． 
 

（2） UV-B が植物病原糸状菌へ及ぼす影響 

ⅰ）UV-B 照射強度が菌糸生育菌糸伸長及び胞子形成に及ぼす影響 

PDA 培地で前培養した灰色かび病菌４菌株を試験に供試した．菌叢を菌糸生育菌糸伸長調査用

のPDA 培地に置床した．置床後は，UV-B 2.9，5.8，11.5 µW･cm-2で照射し，対照区は暗黒下 25℃
とした．培養 3 日後，前述同様，菌叢直径を調査し，さらに 11 日後にシャーレ当たりの分生子数

を顕微鏡下で計数した． 
ⅱ）UV-B 照射強度がバラうどんこ病菌に及ぼす影響 

バラ品種‘サムライ 08’上で形成されたうどんこ病菌の分生子を 1.5％の素寒天培地に載せたタマ
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ネギ表皮に，筆で払うことによって落下させた．この培地を 24℃下に置き，UV-B をそれぞれ 0，
5，10，15，20 µW･cm-2で照射した．24 時間後，顕微鏡下で発芽率を調査した．発芽率は UV 無

照射の発芽率を 1 として補正した． 
ⅲ）自然光下におけるUV-B 照射がトルコギキョウ炭疽病菌に及ぼす影響 

トルコギキョウ炭疽病菌（Colletotrichum fioriniae：MAFF 238652）の培養菌叢片をPDA 培地

上に置床し，紫外線透過量に影響を及ぼさない透明の袋（No.9 規格袋，株式会社ジャパックス，東

京）で覆った．その後，自然光条件のガラス温室内でUV-B（18 または 36 µW･cm-2，8:30-14:30 の

6 時間）を照射し，3 日後，菌糸伸長を計測した．各区において 5 反復行った．対照は UV-B 無照

射及びアルミ箔で覆い暗黒下とした． 
 

3. 結果   

1) 花き類の病原糸状菌の菌糸伸長等への光質の影響 

（1）光質が植物病原糸状菌の菌糸生育に及ぼす影響 

 Botrytis cinerea 20 菌株，その他地上部病害病原糸状菌 23 菌株及び土壌病害病原糸状菌 17 菌株

の光質応答反応を調査した結果，UV-B 照射下では菌糸伸長は顕著に抑制された．一部の菌株では

UV-A 照射下においても顕著な菌糸伸長抑制が認められた．青色光でも菌糸伸長抑制される菌株が

認められた．緑色，黄色，赤色，遠赤色では生育抑制される菌株はいくつかあったものの抑制効果

は低いと考えられた（表 1～3）． 
  

 

暗黒 白色 UV-B UV-A 青色 緑色 黄色 赤色 遠赤色

712085 ホウセンカ 100 92 0 96 107 109 103 92 99
712113 マリーゴールド 100 117 0 95 114 114 111 102 100
712114 スパシフィラム 100 90 0 99 107 104 93 102 97
712186 ムギワラギク 100 110 0 113 128 96 94 117 114
712187 ハナウリクサ 100 78 0 73 76 90 84 88 90
712188 トルコギキョウ 100 90 0 75 79 91 79 83 69
712189 キンギョソウ 100 89 0 65 93 91 92 89 92
712190 ニチニチソウ 100 84 0 43 79 93 84 88 89
712191 バラ 100 97 0 59 79 89 52 79 101
712192 カーネーション 100 99 0 69 92 90 85 94 94
712193 スターチス属植物 100 104 0 86 110 110 110 101 111
712199 ニオイミゾホオズキ 100 107 0 87 101 96 102 100 98
712200 キンギョソウ 100 144 0 86 141 121 118 124 109
712201 クササンダンカ 100 52 0 88 67 78 80 73 97
712202 デージー 100 91 0 59 62 98 94 72 50
712203 リンドウ属 100 97 0 86 102 96 94 96 94
712219 オステオスペルマム 100 77 0 72 80 77 81 90 98
712221 ノース・ポール 100 97 0 81 96 107 102 87 93
712222 キバナコスモス 100 109 0 133 129 173 87 109 74
712295 ユリ属植物 100 75 0 130 70 97 101 69 78

MAFF No.b)
分離源 b) 波長域

b) 農業生物資源ジーンバンク事業における菌株番号および菌株の分離源．

a) 各菌株の暗黒下における菌糸伸長を100として，各波長域下での菌糸伸長を補正．

表1.　各波長域下で培養したBotrytis cinereaの菌糸伸長 a)
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暗黒 白色 UV-B UV-A 青色 緑色 黄色 赤色 遠赤色

712084 デンドロビウム類 Selenophoma dendrobii 100 117 63 117 105 90 95 71 93
712086 ツタ Phyllosticta ampelicida 100 107 27 80 107 93 107 96 110
712087 タチシャリンバイ Cercospora violamaculans 100 91 0 84 83 104 63 61 67
712088 ツワブキ Phyllosticta petasitidis 100 100 0 75 98 93 95 99 99
712089 ジニア Alternaria zinniae 100 101 0 103 98 89 94 107 101
712115 セントポーリア Corynespora cassiicola 100 80 7 141 106 110 100 108 106
712210 ハマナス Colletotrichum fioriniae 100 107 0 92 106 98 101 105 102
712211 ハマナス Colletotrichum fioriniae 100 101 0 97 99 101 108 100 100
712212 ハマナス Alternaria alternata 100 117 16 105 94 92 98 105 98
712213 ハマナス Alternaria alternata 100 123 26 132 89 107 100 120 119
712218 シャクナゲ Corynespora sp. 100 84 0 102 68 90 70 115 105
712285 キク Stemphylium lycopersici 100 156 37 大

c) 168 142 120 136 134
712286 キク Stemphylium lycopersici 100 104 59 166 153 112 129 153 94
712289 リンドウ Colletotrichum nymphaeae 100 101 0 106 104 96 108 101 102
712291 ボケ Diprocarpon mali 100 109 38 104 91 94 107 97 102
712292 ボケ Diprocarpon mali 100 93 40 89 96 97 100 96 99
712293 アメリカナデシコ Alternaria alternata 100 104 14 99 105 105 114 118 111
712296 アセビ Phyllosticta  sp. 100 106 0 53 110 107 115 114 111
712297 カナメモチ Entomosporium  mespili 100 75 7 50 71 96 80 104 93
712311 ストック Colletotricum nymphaeae 100 104 5 93 96 103 106 107 105
712312 ハグマノキ Colletotricum fioriniae 100 110 0 74 116 106 113 117 105
712313 クリスマスローズ Colletotricum lineola 100 111 0 105 103 102 111 109 107
712314 クリスマスローズ Colletotricum  lineola 100 105 0 98 105 102 105 104 104

表2.　各波長域下で培養したその他地上部病害病原糸状菌の菌糸伸長 a)

c) 菌糸伸長が速く、測定不能．

MAFF No.b)
分離源

b) 学名
波長域

a) 各菌株の暗黒下における菌糸伸長を100として，各波長域下での菌糸伸長を補正．

b) 農業生物資源ジーンバンク事業における菌株番号および菌株の分離源．

暗黒 白色 UV-B UV-A 青色 緑色 黄色 赤色 遠赤色

712100 シクラメン Fusarium sp. 100 95 0 82 88 91 95 101 95
712101 シクラメン Fusarium oxysporum 100 98 0 87 93 93 105 103 101
712195 ニチニチソウ Sclerotium sp. 100 134 0 54 103 103 147 104 91
712198 マツムシソウ Sclerotinia sclerotiorum 100 124 0 66 109 105 101 100 90
712220 オステオスペルマム Sclerotinia sclerotiorum 100 80 0 27 113 137 107 105 108
712235 オオヒエンソウ属 Verticillium tricorpus 100 98 0 77 95 99 104 103 99
712240 オオヒエンソウ属 Verticillium tricorpus 100 111 0 81 100 103 97 106 106
712242 カーネーション Fusarium oxysporum  f. sp. dianthi 100 93 0 68 105 108 93 93 98
712246 カーネーション Fusarium oxysporum  f. sp. dianthi 100 99 0 80 93 92 100 101 97
712247 カーネーション Fusarium oxysporum  f. sp. dianthi 100 101 0 91 93 95 101 102 104
712249 カーネーション Fusarium oxysporum  f. sp. dianthi 100 99 0 84 95 101 108 106 104
712298 トルコギキョウ Penicillium  pinophilum 100 104 0 77 92 89 110 100 106
712300 トルコギキョウ Penicillium  pinophilum 100 87 0 41 100 92 97 103 97
712304 キク Fusarium oxysporum 100 96 0 85 95 92 104 102 102
712315 エラティオール・ベゴニア Fusarium foetens 100 101 0 75 96 98 106 105 104
712316 エラティオール・ベゴニア Fusarium foetens 100 99 0 86 94 97 106 106 102
712322 ニューギニア・インパチェンス Rhizoctonia solani AG2-2 ⅢB 100 96 0 95 94 93 102 98 101

b) 農業生物資源ジーンバンク事業における菌株番号および菌株の分離源．

表3.　各波長域下で培養した土壌病害病原糸状菌の菌糸伸長 a)

MAFF No.b)
分離源

b) 学名
波長域

a) 各菌株の暗黒下における菌糸伸長を100として，各波長域下での菌糸伸長を補正．
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表 2.　各波長域下で培養したその他地上部病害病原糸状菌の菌糸伸長 a)

表 3.　各波長域下で培養した土壌病害病原糸状菌の菌糸伸長 a)
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（2）UV-B が植物病原糸状菌へ及ぼす影響 

 ⅰ）UV-B 照射強度が菌糸伸長及び胞子形成に及ぼす影響 

 キンギョソウ灰色かび病菌は暗黒下においても分生子を形成し，UV-B 照射の分生子形成への影

響は認められなかったが，他の菌株では 2.9 µW･cm-2のUV-B 照射で分生子形成が促進された．ま

た，菌糸伸長は，5.8 µW･cm-2のUV-B 照射で約半分に抑制された（表 4）． 

 
 ⅱ）UV-B 照射強度がバラうどんこ病菌に及ぼす影響 

 バラうどんこ病菌の分生子の発芽は，UV-B 照射量が高くなるにつれて低くなった．バラに傷害

を引き起こさない程度のUV-B 照射区（5，10 µW･cm-2）では非照射区と比較して，うどんこ病菌

の胞子発芽が若干抑制された（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. UV-B 照射強度におけるバラうどんこ病菌の発芽 

発芽率は UV-B 無照射の発芽率（対照 UV-B：0）を 1 として補正． 
*は Williams 法により 5%で対照区との有意差あり． 

（Kobayashi et al., 2013 の Fig.3 を改変） 

 
 ⅲ）自然光下におけるUV 照射がトルコギキョウ炭疽病菌に及ぼす影響 

 UV-B照射区でのトルコギキョウ炭疽病菌の菌糸伸長は，暗黒下及び自然光下よりも有意に抑制

された（図2）．したがって，UV-Bはトルコギキョウ炭疽病菌の菌糸伸長を直接抑制すると考え

られた． 

菌糸伸長 分生子数
b)

菌糸伸長 分生子数 菌糸伸長 分生子数 菌糸伸長 分生子数 菌糸伸長 分生子数

712113 マリーゴールド 100 － 36 3.2 25 2.0 0 2.7 0 2.8
712189 キンギョソウ 100 3.1 59 2.9 46 2.5 15 1.6 0 2.6
712193 スターチス属植物 100 0.9 79 3.3 66 2.9 18 2.6 0 3.1
712203 リンドウ属 100 － 58 0.9 57 － 36 － 0 2.7

11.5 720

a) 農業生物資源ジーンバンク事業における菌株番号および菌株の分離源．

表4．　UV-Bの照射強度を変えて培養した灰色かび病菌の菌糸伸長及び分生子形成

b) 常用対数表示 [数値＝log10(平均分生子数）] ，－は分生子形成無し．

MAFF No.a)
分離源

a)

UV-Bの照射強度(µW・cm-2)
暗黒 2.9 5.8
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図 2. UV-B 照射によるトルコギキョウ炭疽病菌

の菌糸伸長 
0：自然光条件下，18：自然光条件下で

UV-B 18 µW･cm-2を 8:30－14:30の 6 時間照

射，36：自然光条件下で UV-B 36 µW･cm-2

を 8:30－14:30 の 6時間照射．平均±誤差． 
*はWilcoxon rank sum test により 5%で有

意差あり． 
（佐藤ら，2013 の Fig.4 を改変） 

 
4. 考察 

照射強度および照射時間にも関係するが，UV-B 照射により灰色かび病菌の菌糸伸長は抑制され，

分生子形成は促進されることが明らかとなった．照射強度 5.8 µW･cm-2の照射で菌糸伸長は半分以

下に抑制された．また，2.9 µW･cm-2 11 日間の照射で分生子形成数は促進された．灰色かび病菌に

おいては，照射強度や時間によって，菌糸伸長や分生子形成への影響が異なるものの，一定の傾向

はあるものと考えられる． 
バラうどんこ病菌の分生子発芽においては，UV-B 照射強度に比例して発芽率が低下したことか

ら，UV-B 照射はバラうどんこ病菌の生育に抑制的に働くと考えられた．しかし，実用化段階で使

用されているUV-B の照射強度（5～15 µW･cm-2）のみでは，バラうどんこ病に対して防除価 80 以

上の効果を上げるとは考えにくいことから，従来から考えられている抵抗性誘導との合わせ技によ

り，防除効果を示していると考えられる． 
自然光下におけるトルコギキョウ炭疽病菌の菌糸伸長はUV-B照射により有意に抑制されたこと

から，UV-B 照射はトルコギキョウ炭疽病菌の生育に抑制的に働くと考えられた．こちらについて

も，UV-B 照射の直接的な菌糸伸長抑制のみで防除価を高くすることは考えにくいため，抵抗性誘

導との合わせ技により，防除効果を示すのではないかと考えられる． 
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チャ輪斑病菌の収集と QoI 剤感受性の評価 
 

山田 憲吾 a)  
農研機構 野菜茶業研究所 

［〒428-8501 静岡県島田市金谷猪土居 2769］ 
 

Collection of Pestalotiopsis causing tea gray blight  
and their sensitivity to QoI fungicides 

 
Kengo YAMADA a) 

NARO Institute of Vegetable and Tea Science 
 
1. 目的 

輪斑病は我が国におけるチャ（Camellia sinensis (L.) O. Kuntze）の重要病害の一つである（西

島，2008）．その病原菌はPestalotiopsis theae (Sawada) Steyaert とP. longiseta (Speg.) K. Dai & 
Tak. Kobay.の 2 種である．主にチャ葉の機械収穫によって葉に形成された傷口から発病し，同心円

状の輪紋を有する円形〜V 字型の大型壊死病斑を生じる．茎では壊死が傷口から下方に進展し，葉

の着生部に到達すると腋芽を枯死させる．また，新梢の基部で自然に生じた傷口から発病すると，

上部への水分供給が絶たれて新梢全体が枯死する新梢枯死症状を呈する．輪斑病の防除には，治療

効果を有し卓効を示すアゾキシストロビン水和剤が基幹薬剤として広く使用されている．しかし，

アゾキシストロビンを含むQo 阻害（QoI）剤は耐性菌の発生リスクが高いことが明らかとなってお

り，チャ輪斑病菌でも 2008 年に鹿児島県で QoI 剤耐性菌の出現と，それによる栽培現場における

QoI 剤の効力低下が確認された．そこで，他の地域におけるQoI 剤耐性チャ輪斑病菌の発生状況を

明らかにするため，国内各地で輪斑病菌を採集してQoI 剤感受性を調査した．なお，本成果の一部

はすでに原著論文などで発表している（園田・山田，2012；Yamada and Sonoda，2012）． 
 
2. 材料および方法 

1）菌株の採集，分離およびQoI 剤感受性予備検定 

2009～2012 年に静岡県，埼玉県，香川県，高知県，滋賀県および三重県の茶園において輪斑病

罹病葉を採集した（表 1）．アゾキシストロビン 100 mg/L および没食子酸 n-プロピル 2 mM を添

加した PDA 培地（栄研化学）を用いて，菌の分離およびQoI 剤感受性の予備検定を行った．すべ

a)（現所属）農研機構 果樹茶業研究部門 Institute of Fruit Tree and Tea Science, NARO  
［〒428-8501 静岡県島田市金谷猪土居2769］ 
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ての試験において，アゾキシストロビンは市販の水和剤（アミスター20 フロアブル，シンジェンタ

ジャパン）を用いた．罹病葉を 25 ℃の湿室で 2～4 日間静置して病斑上に形成された分生子を培地

に接種し，25℃で 4 日間培養後に菌叢直径が 10 mm 以上となったものを高度耐性，4 日後の生育

がないかごくわずかで 7 日後に明確な生育が認められたものを中度耐性，7 日後まで生育が認めら

れなかったものを感受性と判定した．予備検定終了後，ブラックライト（BLB）蛍光ランプ照射下

で培養を継続して分生子を形成させ，単胞子分離菌株を得た．  
 
2）特性調査 

（1）同定 

 オートクレーブ滅菌したチャ葉に供試菌株を接種し，25 ℃，BLB 照射下で 2～3 週間培養後に

形成された分生子の形態から菌種を同定した．また，マイクロウェーブ法（Ferreira and Glass, 1996）
で抽出したDNA を鋳型として，ITS4 および ITS5 プライマー（White et al., 1990）を用いてリボ

ソームRNA 遺伝子の internal transcribe spacers（ITS）領域を増幅し，ダイレクトシークエンス

によって塩基配列を決定した． 
（2）病原性 

 圃場の茶樹（品種「やぶきた」）から切り離したチャ成葉に十字形（約 3×3mm）に付傷し，分生

子を塗抹して 25 ℃，12 時間照明の湿室に静置した．接種 10 日後に病斑形成の有無を判定した． 
（3）QoI 剤感受性 

 供試菌株をPDA 培地，25 ℃で 4～5 日間培養し，6 mm 径の菌叢ディスクを切り取って，所定

濃度のアゾキシストロビンおよび没食子酸 n-プロピル 2 mM を含むPDA 培地に置床した．25℃，

暗黒下で 4 日間培養後に菌叢直径を測定して，生育阻害率（1 − アゾキシストロビン添加区の菌叢

伸長量 ／ アゾキシストロビン無添加区の菌叢伸長量 × 100）を薬剤濃度の対数に対してプロット

し，50 %生育阻害濃度（EC50）を算出した．一部の菌株の QoI 剤感受性は，各薬剤濃度における

菌叢生育の有無から決定した最小生育阻止濃度（MIC）またはアゾキシストロビン濃度 100 mg/L
における生育阻害率で示した． 
（4）チトクローム b遺伝子型 

 QoI 剤の作用点であるチトクローム b の遺伝子型をシークエンス解析またはマルチプレックス

PCR-RFLP 法により決定した．シークエンス解析では，マイクロウェーブ法（Ferreira and Glass, 
1996） またはDNeasy Plant Mini Kit（キアゲン）で抽出したDNA を鋳型とし，RSCBF1 およ

びRSCBR2 プライマー（Ishii et al., 2001）を用いたPCR によってチトクローム b 遺伝子の部分

配列を増幅してダイレクトシークエンス，もしくはクローニング後にシークエンス解析を行った．

マルチプレックスPCR-RFLP 法はYamada and Sonoda (2012)の方法によって行った． 
 
3. 結果および考察 

1）菌種および病原性 

 チャ輪斑病病斑から分離したPestalotiopsis 属菌 50 菌株はすべて，チャに対して強い病原性を示 
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ITS領域

MAFF番号 採集地 採集年 菌種
a)

塩基配列
b)

耐性
c) EC50

d)
遺伝子型

e)
塩基配列

b)

752021 静岡県島田市 2009 Pl AB758106 S (0.39) WT(-) AB713421
752022 静岡県島田市 2009 Pl AB758107 HR (>800) G143A(-) AB713422
752023 静岡県牧之原市 2009 Pl S (0.2) WT(-) 未登録

752024 静岡県牧之原市 2009 Pl 未登録 HR (>800) G143A(-) 未登録

752025 静岡県牧之原市 2009 Pl S (0.2) WT(-) 未登録

752026 静岡県牧之原市 2009 Pl HR (>800) G143A(-) 未登録

752027 静岡県島田市 2009 Pl S (0.2) WT(-) 未登録

752028 静岡県島田市 2009 Pl HR (>800) G143A(-) 未登録

752029 静岡県御前崎市 2009 Pl HR (>800) G143A(-)
752030 静岡県御前崎市 2009 Pl S (0.2)
752031 静岡県御前崎市 2009 Pl AB758111 MR 1.2 F129L(+) AB713426
752032 静岡県御前崎市 2009 Pl 未登録 MR 2.9 F129L(+) 未登録

752033 静岡県御前崎市 2009 Pl AB758108 MR 1.3 F129L(-) AB713423
752034 静岡県御前崎市 2010 Pl AB758110 HR (54%) G143A(+) AB713425
752035 静岡県御前崎市 2010 Pl 未登録 MR 1.6 F129L(-)
752036 静岡県御前崎市 2010 Pl 未登録 S 0.03 WT(-)
752037 静岡県御前崎市 2010 Pl S 0.03 WT(-)
752038 静岡県御前崎市 2010 Pl 未登録 HR (32%) G143A(-) 未登録

752039 静岡県御前崎市 2010 Pl MR 1.9
752040 静岡県御前崎市 2010 Pl 未登録 MR 1.3 F129L(-) 未登録

752041 静岡県御前崎市 2010 Pl AB758109 S 0.03 WT(+) AB713424
752042 静岡県牧之原市 2010 Pl S 0.02
752043 静岡県島田市 2010 Pl S 0.01
752044 静岡県御前崎市 2010 Pl S 0.02
752045 静岡県御前崎市 2010 Pl MR 2.1 F129L(-)
752046 静岡県島田市 2010 Pl HR (41%)
752047 静岡県島田市 2010 Pl HR (29%)
752048 静岡県島田市 2010 Pl 未登録 HR (16%) G143A(+) 未登録

752049 静岡県牧之原市 2010 Pl MR 2.0 F129L(-)
752050 静岡県牧之原市 2010 Pl MR 1.4 F129L(-)
752051 静岡県島田市 2010 Pl 未登録 S 0.06 WT(+) 未登録

752052 埼玉県入間市 2009 Pl S 0.02
752053 埼玉県入間市 2009 Pt S 0.01
752054 埼玉県所沢市 2009 Pl S 0.03
752055 埼玉県所沢市 2009 Pl S 0.03
752056 香川県まんのう町 2009 Pl S 0.03
752057 香川県三豊市 2009 Pl S 0.04
752058 高知県大豊町 2009 Pt S 0.01
752059 滋賀県甲賀市 2011 Pl S 0.02
752060 滋賀県甲賀市 2011 Pl HR (24%)
752061 静岡県牧之原市 2010 Pl HR (30%)
752062 香川県三豊市 2009 Pl S 0.01
752063 香川県高松市 2009 Pl S 0.07
752064 三重県松坂市 2012 Pl S 0.01
752065 三重県松坂市 2012 Pl S 0.02
752066 三重県鈴鹿市 2012 Pl S 0.02

チトクロームbQoI剤
表１. 供試菌株の来歴と特性
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した．菌種は 48 菌株がP. longiseta，2 菌株がP. theae であった（表 1）．過去の調査では，全国的

にはP. longiseta が大部分を占めたものの，P. theae も多くの府県で分離され，埼玉県，徳島県お

よび熊本県ではP. theae が過半数を占めた（鬼木ら，1986）．これに対し現在の種構成は著しく単

純化していたが，埼玉県および高知県でそれぞれ 1 菌株のみではあるがP. theae が検出されたこと

から，輪斑病菌の種構成は現在も地域によって異なる可能性が示唆された．P. longiseta 14 菌株の

ITS 領域の塩基配列を解析した結果，すべての菌株で既報の配列（AB482206［MAFF752008］）
と 100 %一致した．このうち 6 菌株の配列をDDBJ に登録した（表 1）． 
 

2）QoI 剤感受性およびチトクローム b遺伝子型 

菌株の分離時に行った予備検定において感受性と判定された P. longiseta 菌株の EC50は 0.01～
0.07 mg/L（平均 0.027 mg/L）であったの対し，中度耐性菌株は 1.2～2.9mg/L（平均 1.74mg/L）
で resistance factor（RF; 耐性菌と感受性菌のEC50の比）は 64.4 であった（表 1）．高度耐性菌株

は最高濃度の 100 mg/L における生育阻害率が 16～54 %で，EC50およびRF は算出できなかった

（表 1）．チトクローム b 遺伝子を解析した結果，増幅産物中にイントロンと推測される配列を含む

菌株と含まない菌株があり，いずれのタイプの菌株においても中度耐性菌株はすべてF129L変異，

高度耐性菌株はすべてG143A 変異を有していた（表 1）．これらの変異を除くと，エキソンおよび

イントロンの塩基配列はすべての菌株で完全に一致した．以上の結果から，静岡県ではすでに耐性

菌が広く分布しており，チトクローム b 遺伝子のF129L 変異による中度耐性菌とG143A 変異によ

る高度耐性菌の 2 種類の耐性菌が存在することが明らかとなった．また，薬剤耐性の問題が顕在化

していない滋賀県において 1 菌株のみではあるが高度耐性菌が検出されたことから，他の未検出地

域においても耐性菌が低頻度で存在する可能性が示唆された． 
 
4. 謝辞   

本研究は現・農研機構九州沖縄農業研究センターの園田亮一氏との共同研究として実施した．ま

た，埼玉県茶業研究所の小俣良介氏には菌株を提供して頂いた．ここに記して深謝の意を表する． 
 

ITS領域

MAFF番号 採集地 採集年 菌種
a)

塩基配列
b)

耐性
c) EC50

d)
遺伝子型

e)
塩基配列

b)

752067 三重県鈴鹿市 2012 Pl S 0.02
752068 三重県四日市市 2012 Pl S 0.03
752069 三重県四日市市 2012 Pl S 0.02
752070 三重県四日市市 2012 Pl S 0.05
a) Pl: P. longiseta , Pt: P. theae.
b) DDBJアクセッション番号, 空欄は未調査.
c) HR: 高度耐性, MR: 中度耐性, S: 感受性.
d) カッコ内の数値はMICまたはアゾキシストロビン濃度100mg/Lにおける生育阻害率.
e) カッコ内の記号（+/–）はイントロンの有無, 空欄は未調査.

 

QoI剤 チトクロームb
表１. （つづき）
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Pantoea属菌の雑草等からの分離とタマネギ 

およびネギに対する病原性 
 

畔上  耕児 a)  
元 農研機構 野菜茶業研究所 

［〒305-8666 茨城県つくば市観音台 3-1-1］ 
 

Isolation of Pantoea spp. from weeds and their pathogenicity 
on onion and Welsh onion 

 
Koji AZEGAMI a) 

NARO Institute of Vegetable and Tea Science 
 
1. はじめに 

タマネギの鱗茎等腐敗症 b)（center rot, bulb decay, leaf blight, seed stalk rot）は，アメリカ合衆

国，日本，大韓民国をはじめ世界各地で大きな被害を与えている（Gitaitis and Gray, 1997；白川

ら，2010；Kim et al., 2012）．本病は 1997 年 5 月にアメリカ合衆国ジョージア州で発見されたが，

その病原細菌Pantoea ananatis corrig. (Serrano 1928) Mergaert et al. 1993 は，最初は 1928 年に

フィリピンでパイナップル幼果褐色腐敗の病原Erwinia ananas として報告され（Serrano, 1928），
我が国では 1941 年からパイナップル花樟病の病原として知られていた（日本植物病理学会，2015）．
その後，イネ内穎褐変病（吉田ら，1982），スパシフィルム葉腐細菌病（木嶋ら，1985），メロン果

実内腐敗病（Bruton et al., 1986；Wells et al., 1987；厚地ら，2004；木戸ら，2008；Kido et al., 2008），
アリウム類腐敗病（多賀ら，1999），フリージア首腐病（阿部ら，2000）の病原としても報告され

た．海外では，これらの他にスーダングラス（Azad et al., 2000），トウモロコシ（Paccola-Meirelles 
et al., 2001），ユーカリ（Coutinho et al., 2002），ソルガム（Cota et al., 2010）に対する病原とし

ても報告されている．同菌は，近年になって大被害をもたらしうる植物病原体の一つであることが

認識されるようになってきた． 
Pantoea 属は，1989 年に腸内細菌科の中に提案され，かつての Enterobacter agglomerans，

Erwinia herbicola，Erwinia milletiae がP. agglomerans として括られた(Gavini et al., 1989)．そ

a)（現所属）退職 
b) 病名は，日本植物病名目録 （2015 年版）によると「りん片腐敗病」（B. gladioli による病害と同じ）である

が，その備考に「当該病名は…（中略）… B. gladioli による病害との異同と合わせ再検討を要す」とある．白

川ら(2010)は，「りん片腐敗病等との異同を検討して提案したい」として「鱗茎腐敗症」と仮称するにとどめてお

り，本稿では鱗茎等腐敗症と表記した． 
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の後，E. ananas（シノニムとされたE. uredovora を含む）とE. stewartii もそれぞれPantoea 属

へ移され(Mergaert et al., 1993；Trüper and De’Clari, 1997)，Pantoea 属菌は現在までに表 1 に挙

げた 22 種（亜種レベルで 23）が提案されている（他属へ移された種を除く）．Pantoea 属菌は植

物からだけでなく，水，土，食品，動物，さらに院内感染菌としてヒト（De Baere et al., 2004）
からも分離されている． 
 Pantoea ananatis は，グラム陰性，通性嫌気性で運動性があり，黄色のコロニーを形成する

（Grimont and Grimont, 2005）．かつてE. ananas は，細菌学的性質の原記載が非病原性の，あ

るいは腐敗部で二次的に増殖するE. herbicola と識別し難かったために，後者の変種"E. herbicola 
var. ananas"と位置付けられたこともあった．Pantoea 属菌は，表現形質や遺伝形質において多様

であり，それぞれの種の分類・分布・生態の詳細は不明瞭であった．近年，分類に関して，P. ananatis
に分類される菌株がタバコ，ネギの反応と遺伝学的性質により 3 グループに分けられることが報告

された（Kido et al., 2010）． 
生態に関して，タマネギ鱗茎等腐敗症初発見地のジョージア州では，P. ananatis がタマネギ種子

から分離され，そのような汚染種子を播種すると発病したことから，種子伝染すること，従って病

原細菌が汚染種子によってジョージア州へ持ち込まれた可能性もあることが示された（Walcott et 
al., 2002）．しかし，その一方で土着していた可能性もあったので野外における感染源を探るための

種　　　名 備考（分離源，分離地）

P. agglomerans  (Beijerinck 1888) Gavini et al.  1989 植物体表面，種子，人体，環境

P. allii  Brady et al.  2011 タマネギ種子，南アフリカ共和国，
アメリカ合衆国

P. ananatis  corrig. (Serrano 1928) Mergaert et al.  1993 植物体，院内

P. anthophila  Brady et al.  2009 ホウセンカ，インド

P. brenneri  Brady et al.  2010
P. calida  Popp et al.  2010
P. coffeiphila  Gueule et al.  2015 コーヒー種子，ブルンジ共和国

P. conspicua  Brady et al.  2010
P. cypripedii  (Hori 1911) Brady et al.  2010
P. deleyi  Brady et al.  2009 ユーカリ属葉，ウガンダ共和国

P. dispersa  Gavini et al.  1989 植物体表面，種子，人体，環境

P. eucalypti  Brady et al.  2009 ユーカリ属，ウルグアイ共和国

P. eucrina  Brady et al.  2010
P. gaviniae  Popp et al.  2010
P. intestinalis  Prakash et al.  2015
P. rodasii  Brady et al.  2012
P. rwandensis  Brady et al.  2012
P. septica  Brady et al.  2010
P. stewartii  (Smith 1898) Mergaert et al.  1993
P. stewartii  subsp. indologenes  Mergaert et al.  1993 アワ等

P. stewartii  subsp. stewartii  (Smith 1898) Mergaert et al.  1993 トウモロコシ，corn flea beetle
P. theicola  Kato et al.  2015 紅茶

P. vagans  Brady et al.  2009 ユーカリ属，ウガンダ共和国

P. wallisii  Brady et al.  2012 ユーカリ属，南アフリカ共和国

a) Euzéby (1997)のwebサイトを参照した（参照2016年8月8日）．

表1.　既報のPantoea属菌種 a)
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調査が行われた（Gitaitis et al., 2002a）．既報の宿主は少なかったが，調査の結果，P. ananatis は
病徴を呈していない多くの単子葉・双子葉の雑草，作物から分離され，次の植物からの分離菌株は

タマネギに病原性を示し，それらが感染源となる可能性が示された．Florida pusley （Richardia 
scabra，アカネ科)，crabgrass （Digitaria sanguinalis，メヒシバ属マナグラス)，tall verbena
（Verbena bonariensis，クマツヅラ属ヤナギハナガサ），bristly starbur（Acanthospermum 
hispidum，キク科)，hyssop spurge（Chamaesyce hyssopifolia またはEuphorbia hyssopifolia，
トウダイグサ科ニシキソウ属），yellow nutsedge （Cyperus esculentus，ショクヨウガヤツリ，キ

ハマスゲ)，slender amaranth（Amaranthus viridis，ホナガイヌビユ），pink purslane（Claytonia 
sibirica，スベリヒユ科），Texas millet（Panicum texanum，キビ属)，cowpea（Vigna unguiculata，
ササゲ)．また，初報告の 1997 年以前に分離・保存されていた菌株にも鱗茎等腐敗症を起こすもの

が検出された．P. ananatis は，さらにFrankliniella fusca（ウスグロアザミウマ）からも分離され，

それが媒介虫となっている可能性がある（Gitaitis et al., 2002b，Gitaitis et al., 2003）．実験によ

り，Thrips tabaci（ネギアザミウマ）もP. ananatis を吸汁獲得し，伝搬したとの報告もある（Dutta 
et al., 2014）．コットンボール内部の褐色腐敗の原因は P. agglomerans であるが，そこからは P. 
ananatis も高頻度で分離され，それが Pseudatomoscelis seriatus（ワタノミハムシ）によって伝

搬される可能性も指摘されている(Bell et al., 2007)． 
わが国でも P. ananatis が単子葉・双子葉の作物から分離されており，農業生物資源ジーンバン

ク（農研機構 遺伝資源センター，2016）にはイネ，キュウリ，タマネギ，クワ属，クワノメイガ

虫体から分離された株が保存されている．P. ananatis は，イネ刈り株（長谷川ら，2002）からも

分離されている．同ジーンバンクには，サツマイモ，カモガヤ，ネズミノオ属，ギニアグラス，タ

チスズメノヒエ，オヒシバ，キンエノコロ，ススキから分離されたPantoea 属菌も保存されている．

しかし，タマネギに対して病原性を有するPantoea 属菌の宿主域の広がりに関する調査例は見あた

らなかった．そこで，雑草等からPantoea 属菌を分離して，それらのタマネギおよびネギに対する

病原性を調査した．以下にその結果を報告する．なお，本報告の一部 は2014年日本植物病理学会

関東部会で発表している（畔上, 2015）． 
 
2. 材料および方法 

1）分離源と分離方法 

2014 年 4～7 月に，主として茨城県つくば市と土浦市で採集した雑草・作物の花・果実など 151
試料から黄色のPantoea 属菌の分離を試みた．試料は，倒伏細菌病の症状を呈していたトウモロコ

シ以外は，病気らしい症状は呈していなかった．各部位から約 1~2 ㎜四方の切片を切り出し，ある

いは 5~6 個の種子を取り出して滅菌水中で洗浄した後にメスとピンセットを用いて破砕し，白金耳

を用いて KB 平板培地および LB 平板培地上に画線塗抹した．培養は 28℃で 1~3 日間行い，黄色

コロニーを釣菌・再画線・再釣菌して純粋にし，斜面培養菌苔をスキムミルク分散媒に懸濁して凍

結保存し，後の実験に供した．すべての平板培地上の黄色コロニーを釣菌したわけではないが，常
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にPantoea 属菌のコロニーの存否は，黄色のXanthomonas 属菌と混同しないよう注意しながら記

録した． 
 

2）接種方法と同定方法 

 分離細菌のタマネギとネギに対する病原性は，白金線を用いて培養菌苔を針接種することによっ

て調査した．供試タマネギは市販品（品種は不明）で，茶色の薄皮をむいてそのままあるいは鱗片

にばらして針接種し，ビーカーまたはシャーレに入れて蓋をして 25~28℃のインキュベータに保存

した．供試ネギ（品種：小春および小夏）は，ポット（直径約 13cm）の育苗土に播種して雨よけ

栽培したもので，葉に針接種した．タバコ過敏感反応検査に供試した品種は，ホワイトバーレー，

キサンチ，およびサムスンで，細菌懸濁液（約 108CFU/ml）をそれらの葉肉内に注射した．いずれ

の調査も 3 反復以上行った．分離菌株の同定は，後藤・瀧川 (1984a, b, c, d) などに掲載されてい

る常法に準じた． 
 

3. 結果   

1）Pantoea 属菌の検出・

分離と接種試験 

Pantoea 属菌は，4 月に

は検出・分離頻度が低かっ

たが 5 月以降高くなり（図

1），表 2 に挙げた種々の試

料 か ら 分 離 さ れ た ．

Pantoea属菌はセイヨウタ

ンポポ果実とアメリカオニ

アザミ果実からは優占種と

して検出されることが多く

（図 2），検出・分離頻度は

それぞれ 77%（22 試料中

17 試料），75%（8 試料中 6

試料）であった． 
次の植物から分離した

Pantoea 属菌株は，タマ

ネギ鱗茎およびネギ葉に

対して病原性を示した

（図 3, 4）：スズメノテッ

ポウ，シマスズメノヒエ，

図1. 雑草等からのPantoea属菌の検出・分離結果 

6月5日の試料は札幌市で採集した雑草．7月29日の試料は銚子市から送付

された腐敗したトウモロコシ．それ以外の試料はつくば市または土浦市で

採集した雑草または作物．「検出」とは，釣菌しなかったが平板培地上に

Pantoea属菌様コロニーが存在したことを表す． 

図2. アメリカオニアザミ果実

から分離されたPantoea属菌 

Pantoea属菌が優占種として分

離された．培地はLB． 
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菌　株　番　号
a) 分　離　源 分　離　部　位 採集地 分離日 病原性

K1 (AZ201414)【730291】 スズメノテッポウ 花穂 つくば市南中妻 4.22 ＋

K3 セイヨウタンポポ 果実 つくば市観音台 4.28 －

K4 セイヨウタンポポ 果実 つくば市観音台 4.28 －

K5 セイヨウタンポポ 果実 つくば市観音台 5.1 －

K6 セイヨウタンポポ 果実 つくば市観音台 5.1 －

K7 セイヨウタンポポ 果実 つくば市観音台 5.1 －

K8 (AZ201436)【730309】 セイヨウタンポポ 種子 つくば市南中妻 5.1 －

K9, K10 セイヨウタンポポ 果実 土浦市おおつ野 5.12 －

K11 セイヨウタンポポ 果実 土浦市おおつ野 5.17 －

K12 (AZ201446)【730292】 ノアザミ 花 土浦市おおつ野 5.17 －

K13 セイヨウタンポポ 果実 土浦市おおつ野 5.17 －

K14 ノゲシ 果実 土浦市おおつ野 5.17 －

K15 ニガナ 果実 土浦市おおつ野 6.1 －

K16 ブタナ 果実 土浦市おおつ野 6.1 －

K17 ノアザミ 花 土浦市おおつ野 6.1 －

K18 ハルジオン 果実 土浦市おおつ野 6.1 －

K19 (AZ201473)【739293】 ライムギ 種子（葯付き） つくば市観音台 6.1 －

K20 (AZ201475)【730294】 セイヨウタンポポ 種子 つくば市観音台 6.1 －

K21 (AZ201483)【730295】 シマスズメノヒエ 花穂（葯付き） つくば市観音台 6.27 ＋

K22 (AZ201485)【730296】 エノコログサ 花穂（葯付き） つくば市観音台 6.27 －

K23 (AZ201486)【730297】 イヌビエ 花穂（葯付き） つくば市観音台 6.27 －

K24, K25 ニガナ 果実 つくば市観音台 6.28 －

K26 セイヨウタンポポ 果実 つくば市観音台 7.2 －

K27 ブタナ 果実 つくば市観音台 7.2 －

K28 (AZ201491)【730298】 ノボロギク 種子 つくば市観音台 7.2 ＋

K29 (AZ201492)【730299】 カラスムギ 種子 つくば市観音台 7.2 ＋

K30 (AZ201493)【730300】, K31 ノゲシ 種子 つくば市観音台 7.2 －

K32 (AZ201497)【730301】 ハマヒエガエリ 種子 つくば市観音台 7.2 ＋

K33 ネジバナ 花穂 つくば市観音台 7.2 －

K34 チガヤ 果実 つくば市観音台 7.2 －

K35 ノビル 珠芽 つくば市観音台 7.2 －

K36, K37 ワルナスビ 花 つくば市観音台 7.2 －

K38, K39 アメリカオニアザミ 果実 つくば市北中妻 7.8 －

K40 (AZ2014108)【730302】 アメリカオニアザミ 種子 つくば市南・北
中妻境界

7.8 ＋

K41 (AZ2014109)【730303】 アメリカオニアザミ 種子 つくば市南中妻 7.8 ＋

K42 ネギ 葉先（葉先のみ壊死） つくば市北中妻 7.8 －

K43 (AZ2014113)【730304】 ネギ 葉（葉先は枯れていたが
ほぼ健全）

つくば市南中妻 7.15 －

K44 (AZ2014115)【730305】, K45 ニラ 葉先の縁が少し白化 つくば市赤塚 7.15 －

K46 ヤブカンゾウ 葯 つくば市新牧田 7.24 －

K47 (AZ2014123)【730306】 ニラ 花 つくば市新牧田 7.24 －

K49 (AZ2014126)【730307】 トウモロコシ
b) 果実（腐敗し割れて湿っ

ていた）
銚子市 7.29 －

K50 (AZ2014127)【730308】 トウモロコシ
b) 包葉，水浸状淡褐変 銚子市 7.29 ＋

a)  Kで始まるものは今回実験時の番号，(  )内は分離時とMAFF登録時の株名，【 】内はMAFF番号．同一行にある菌株は

同一試料からの分離．
b)  倒伏細菌病の症状を呈しており，果実（穀粒）・包葉からはDickeya zeae様のコロニー（1株を釣菌し病原性と細菌学的

性質を確認した）が約90%以上の高率で分離された．割けた果実内に溜まっていた液を直接画線塗抹した場合には，分離さ

れたコロニーの100%がPantoea属菌様コロニーであった．葉および花糸からもPantoea属菌様コロニーが分離された．

表2.　Pantoea属菌株の分離源とタマネギおよびネギに対する病原性

a)  Kで始まるものは今回実験時の番号，(  )内は分離時とMAFF登録時の株名，【 】内はMAFF番号．同一行にある菌株は

同一試料からの分離．

b)  倒伏細菌病の症状を呈しており，果実（穀粒）・包葉からはDickeya zeae様のコロニー（1株を釣菌し病原性と細菌学的

性質を確認した）が約90%以上の高率で分離された．割けた果実内に溜まっていた液を直接画線塗抹した場合には，分離さ

れたコロニーの100%がPantoea属菌様コロニーであった．葉および花糸からもPantoea属菌様コロニーが分離された．
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ノボロギク，カラスムギ，ハ

マヒエガエリ，アメリカオニ

アザミ，トウモロコシ．これ

らから分離した菌株を接種し

たタマネギ鱗茎では，接種 2
日後に接種部位が水浸状また

は白色となり，腐敗の進行が

始まった．ネギ葉では，接種

2 日後に接種部位の緑色が濃

くなりまたは白色となり，腐

敗の進行が始まった．タマネ

ギ鱗茎およびネギ葉に対して

病原性を示した菌株は，タバ

コ葉肉内注射接種により翌日

には菌液浸潤部位を壊死させ

た．すなわち，タバコ過敏感

反応も陽性であった．なお，

トウモロコシ分離菌株には，

壊死が菌液浸潤部位に留まら

ず，接種葉全体，茎，さらに

は上位葉にまで広がる株

（K49）もあった（図 5）． 
 
2）細菌学的性質 

分離した Pantoea 属菌株の細菌学的性質を表 3 に示した．

セイヨウタンポポから分離したPantoea 属菌には，KB 斜面

培地中に淡いが深い青色色素を生産する株（K8）があった（図

6）．この色素は培養後 1 日目に現れ，2 日目には見られなく

なった． 
 

4. 考察 

分離したPantoea 属菌株のうち，グラム反応－，OF 試験

は F，黄色色素産生＋，運動性＋，インドール産生，myo-
イノシトール利用，ラクトース利用，D-メリビオース利用，

D-ラフィノース利用が陽性で，D-酒石酸利用，アドニトール

利用が陰性の株（K1, K12, K19～K23, K28～K30, K32,      

 

図6. K8株が生産する青色色素 

図4. ネギ葉への針接種による

病徴 

図5. K49株をタバコ葉肉内に注射

接種した場合の壊死部位の拡大 

品種はホワイトバーレー．接種3日後

に撮影．

図3.  タマネギ

への針接種によ

る病徴 
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K40～K41, K43, K44, K47, K50）を，P. ananatis と同定した．ただし，瀧川雄一博士が ina（氷

核）活性遺伝子の有無を調査したところ， K20, K30 については「陰性であり，Pantoea sp.と属名

までにとどめた方がよい」との助言を受けたので，それに従いたい．一方，K49 はアドニトール利

用能が陽性であったが，瀧川博士のその後の調査によって P. ananatis と同定された（瀧川博士，

私信）．すなわち，P. ananatis はスズメノテッポウ，シマスズメノヒエ，ノボロギク，カラスムギ，

ハマヒエガエリ，アメリカオニアザミ，トウモロコシ，ノアザミ，ライムギ，エノコログサ，イヌ

ビエ，ネギ，ニラから分離された．その他の試料から分離されたPantoea 属菌の種レベルの同定は

保留した．  
次の植物から分離された P. ananatis 菌株はタマネギ鱗茎およびネギ葉に病原性を示したので，

本病の感染源となる可能性があると考えられる．すなわち，スズメノテッポウ，シマスズメノヒエ，

ノボロギク，カラスムギ，ハマヒエガエリ，アメリカオニアザミ，トウモロコシから分離された菌

株である．ただし，今回これらから分離された菌株が実際に本病を起こしている病原菌そのもので

あるかどうかについては，検証する必要がある． 
ジョージア州でも，多くのありふれた雑草・作物が感染源となる可能性が示されている（Gitaitiset 

al., 2002a）．また，今回同一試料から分離されたPantoea 属菌株の細菌学的性質は必ずしも均一で

はなく（K24 と K25， K30 と K31，K36 と K37，K38 と K39，K44 と K45），同一試料部位に

多様なPantoea属菌が混在している場合があった．これらのことから，今回病原性を有するPantoea
属菌が検出・分離されなかった植物も含め，さらに多くの植物種にも感染源となる可能性があると

考えられる． 
ジョージア州で本病が突然に問題化した原因については，感受性新品種の導入，より強病原性株

が種子で持ち込まれた可能性，あるいはアザミウマの増加との関連性が考えられている（Gitaitis et 
al., 2002a, 2002b, 2003）．同州ではアザミウマ増加によって食害増加と収量低下が見られている．

本病は，我が国ではまだ一部の地域からしか報告されていないが，今回雑草等から分離された P. 
ananatis が病原菌そのものであるならば，実際には広範囲に発生していると考えられる．そうでな

くとも，拡散・侵入に警戒し，防除対策を練っておく必要がある．腸内細菌科の細菌によるタマネ

ギ病害には，Pectobacterium carotovorum による軟腐病とErwinia rhapontici による腐敗病が古

くから知られているが（日本植物病理学会，2015），この他にも南アフリカ共和国，ペルー共和国，

アメリカ合衆国，宮城県ではP. agglomerans（Hattingh and Walters, 1981；Gitaitis et al., 2004；
Edens et al., 2006；農研機構 遺伝資源センター，2016），南アフリカ共和国およびアメリカ合衆国

では P. allii（Brady et al., 2011），さらにオーストラリアとカリフォルニア州では Enterobacter 
cloacae（Cother and Dowling, 1986 ; Bishop and Davis, 1990）による病害も報告されている．発

生地で防除対策を考えるには，これらによる病害である可能性も視野に入れながら，タマネギの品

種，栽培法，気象，病原体の生理，宿主・媒介虫，さらに種子伝染等の要素を考慮した生態研究が

必要である． 
セイヨウタンポポから分離されたPantoea 属菌K8 株は，水溶性青色色素を生産した．既に，環

境中から分離したP. agglomerans が培地中に深い青色色素を生産したとの報告があり（Fujikawa 
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1, 21, 28, 29,
32, 40, 41, 50

12, 19, 20, 22, 23,
30, 43, 44, 47 49 3, 13, 27,

33, 39
4, 5,
9, 10

6, 7, 11,
14, 16-18 8, 15 24, 31 25 26, 38,

45 34, 35 36 37 42 46 48

グラム反応 － － － － － － － － － － － － － － － － － －

OF試験 F c) F F F F F F F F F F F F F F F F F

黄色色素産生 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

インドール産生 － ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － － － － － － －

糖・有機酸の利用

　 myo-イノシトール (d)/d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

　D-ソルビトール － ＋ ＋(41は－) ＋(30は－) － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋

　ラクトース － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － － ＋ ＋ ＋ － － － ＋ － ＋

　D-メリビオース － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　D-ラフィノース － ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

　D-酒石酸 (+) － － － － ＋ － ＋ － － － － ＋ － － ＋ － ＋

　アドニトール － － － － ＋

タバコ過敏感反応

(WB,Xa,Sm) d)
＋

(32はWBのみで＋) － ＋ － － － － － － － － － － － － －

タマネギ鱗茎腐敗 ＋ － ＋ － － － － － － － － － － － － －

ネギ葉壊死 ＋ － ＋ － － － － － － － － － － － － －

表3.　雑草等から分離されたPantoea属菌の細菌学的・病理学的性質

b) 菌株番号は，表2のK1～50に対応．K1と同一カラム，K12と同一カラムの菌株は当初P. ananatisと同定したが，ina（氷核）活性遺伝子が検出されなかったK20, K30は
Pantoea  sp.にとどめた．

c) 通性嫌気性．

d) WB：品種ホワイトバーレー，Xa：キサンチ，Sm：サムスン．

P.
agglomer-

ans a)

P.
ananatis a)

菌　　株　　番　　号
b)

性　　質

a) Bergey's Manual (Grimont and Grimont, 2005)から引用．＋：90～100%の株が1～2日で＋．(+)： 90～100%の株が1～4日で＋． －：  90～100%の株が4日目でも－．d：11～
89%の株が 1～4日で＋．(d)： 11～89%の株が3～4日で＋．なお，今回分離された菌株の＋，－に関しては各カラムの全菌株について＋または－（D-ソルビトール利用能，タ

バコ過敏感反応は例外）．

a) Bergey's Manual (Grimont and Grimont, 2005) から引用．＋：90 ～ 100% の株が 1 ～ 2 日で＋．(+)：90 ～ 100% の株が 1 ～ 4 日で＋．－：90 ～ 100% の株が 4 日目でも－．d：11
～ 89% の株が 1 ～ 4 日で＋．(d)：11 ～ 89% の株が 3 ～ 4 日で＋．なお，今回分離された菌株の＋，－に関しては各カラムの全菌株について＋または－（D- ソルビトール利用能，タバ
コ過敏感反応は例外）．

b) 菌株番号は，表 2 の K1 ～ 50 に対応．K1 と同一カラム，K12 と同一カラムの菌株は当初P. ananatis と同定したが，ina（氷核）活性遺伝子が検出されなかった K20, K30 はPantoea 
sp. にとどめた． 

c) F：通性嫌気性．

d) WB：品種ホワイトバーレー，Xa：キサンチ，Sm：サムスン．
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and Akimoto, 2011），今回見られた色素もそれと同一か類縁の物質である可能性が高いと考えられ

る． 
 
5. おわりに 

最近，P. ananatis あるいはP. agglomerans のイネ，ネギあるいはタマネギに対する病原性の有

無と特定の遺伝子領域（Pantoea ananatis specific virulence locus，仮称PASVIL）の有無は一致

していると報告された（久保田ら，2014；瀧川ら，2015）．この領域の有無を指標とすることで，

タマネギ鱗茎等腐敗症に関わるP. ananatis, P. agglomeransなどの病原細菌の宿主域の調査あるい

は生態研究が容易となり，さらに広範な宿主あるいは媒介虫が発病に関与している可能性が明らか

になると期待される． 
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トウモロコシ根腐病菌の収集・同定と特性評価 
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Collection and identification of isolates causing Pythium root rot of corn  
in Japan and their characteristics 
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NARO Institute of Livestock and Grassland Science 

 
1. 目的 

飼料用トウモロコシは長大型飼料作物としてはわが国で最も生産量の多い作目で，2015 年度の

作付けは北海道を中心に全国で約 92,000 ha に及ぶ（農林水産省, 2015）．生産物の多くは黄熟期に

青刈りされ，細断して主にロールベールとしてサイレージ発酵後，家畜に給与される．しかし，刈

取適期の黄熟期頃に植物体全体が枯れ上がる「根腐病」が発生し，大きな問題となっている． 
根腐病はピシウム(Pythium)属菌

により引き起こされ，1980 年代に神

奈川県など関東地方を中心に飼料用

トウモロコシで発生し，初め根が黒

変ないし褐変し，黄熟期頃に一気に

枯れ上がり，植物体全体が黄化する．

また，植物体の水分吸収が困難にな

るため雌穂が垂れ下がるのが特徴の

一つで（図 1），茎内部は病原菌が伸

展，まん延することで空洞化し（図

2），軟化するため機械刈りがうまく

できず，大きな減収につながる．この

a)（現所属）農研機構 西日本農業研究センター Western Region Agricultural Research Center, NARO  
［〒721-8514 広島県福山市西深津町 6-12-1］ 

b)（現所属）農研機構 畜産研究部門 Institute of Livestock and Grassland Science, NARO  
［〒329-2793 栃木県那須塩原市千本松768］

図 1．トウモロコシ根腐病

（垂れ下がった雌穂） 

図 2．空洞化した茎内と病原

菌による組織の褐変（下部）
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病害は飼料用トウモロコシの「萎凋症」として報告されたが（佐藤ら,  1984; 井上ら, 1984），後に

スィートコーンで報告された「根腐病」が正式名となった（橋本ら, 1985）． 
1990 年代は大規模な発生は見られなかったが，2010 年代に入ってから各地で再び根腐病が多発

するようになり，特に 2011 年にはこれまで大きな発生の報告がなかった北海道（十勝地方など）

で大発生し，大きな問題となった（十勝毎日新聞, 2011）．病原菌は Pythium graminicola 
Subramanian とされていたが，これまで報告のない地域での発生もあり，病原菌種を再確認する

必要があったため，各地で採集を行い，分離菌の形態および分子系統から菌種を同定するとともに，

菌糸伸長，病原性等の特性解明を行った． 
 
2. 材料および方法 

1）菌株の収集 

 2009 年から 2012 年にかけて，北海道十勝清水町，札幌市，山形県酒田市，栃木県那須塩原市，

群馬県前橋市，長野県塩尻市，宮崎県都城市の 6 道県 7 市町で，7 月下旬から 9 月にかけて飼料用

トウモロコシ根腐病発病株，または部分的な根腐れなどが見られた個体の根および地際部の茎をサ

ンプリングし，根は一晩流水中で洗浄後，茎は内部組織を長さ 5mm 程度の小片に細断した．これ

を 70％エタノールに約 30 秒間，1％次亜塩素酸水溶液に約 1 分間浸漬後，蒸留滅菌水中で 2 度洗

浄し，水分をふき取った上で，1.5%素寒天平板培地上に置き，1－2 日間暗黒下 25℃で培養した．

伸長したPythium 属菌を単菌糸分離し，V8 ジュース培地（Campbell V8 ジュース 200ml，CaCO3 
3g，寒天 15g，以下 V8）上で 3－4 日培養後，V8 斜面培地に移植して分離菌株とし，これを 20-
25℃の恒温器内で保存した． 

 

2) 菌種の同定および菌糸生育試験 

 遠心（3000rpm，3 分）により固形分を除いた V8 ジュースで作成した平板培地(以下 V8 平板）

上で，分離菌

株を暗黒下

25℃で約7日

間培養後，形

成された造卵

器，造精器，

卵胞子等の形

態を光学顕微

鏡下で観察し

た． 
 各菌種のう

ち，MAFF 登

録菌株（表 1）

MAFF
No.

(菌株)
菌種 分離部位 採集地 採集年月

DDBJ
Accession No.*

511547 Pythium arrhenomanes 茎内部 栃木県那須塩原市 2009/9 AB903904
511548 〃 根 長野県塩尻市 2010/9 AB979109
511552 〃 根 群馬県前橋市 2011/9 AB979113
511553 〃 根 北海道札幌市 2011/9 AB979114
511554 〃 根 北海道十勝清水町 2012/8 AB979115
511559 〃 茎内部 宮崎県都城市 2011/7 AB979122
Arr1** 〃 茎内部 栃木県那須塩原市 2009/9 -
511550 P. graminicola 根 長野県塩尻市 2010/9 AB979111
511551 〃 根 群馬県前橋市 2011/9 AB979112
511557 〃 根 宮崎県都城市 2012/7 AB979118
511558 〃 茎内部 宮崎県都城市 2011/7 AB979119
511560 〃 根 宮崎県都城市 2011/7 AB979120
511562 〃 根 山形県酒田市 2012/8 AB979121
Gra1** 〃 根 栃木県那須塩原市 2011/7 -
511561 P. heterothallicum 根 宮崎県都城市 2011/7 AB979123
511555 P. inflatum 根 北海道十勝清水町 2012/8 AB979116
511549 P. ultimum var. ultimum 根 長野県塩尻市 2010/9 AB979110

* rDNA-ITS配列,   ** MAFF非登録菌株.

表1.  MAFF登録したトウモロコシ根腐症状からの分離菌株
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の ribosomal RNA 遺伝子（以

下 rDNA）-ITS 領域の相同性

解析を行うために，分離菌株

を V8 平板上，25℃，暗黒下

で約 7 日間培養し，形成され

た菌叢をかき取り，既報の方

法により DNA の抽出を行っ

た（Tsukiboshi et al., 2005）．
これをテンプレートとして，

ITS1および ITS4プライマー

（White et al., 1990）を用い

て PCR 増幅装置（ PCR 
Thermal Cycler Dice，タカラ

バイオ (株 )）により 5.8S 
rDNAを含むrDNA-ITS領域

を増幅し，ダイレクトシーク

エンスにより塩基配列を決定した．得られた塩基配列はBLAST（http://www.ddbj.nig.ac.jp/, DDBJ）
により相同性検索を行った．形態観察および rDNA-ITS 領域の相同性検索結果に基づき，種を同定

した． 
 菌糸生育試験は各菌株について，上記のようにV8 平板上，5～40℃（5℃毎）の温度範囲で行い，

菌糸伸長速度を測定した（図 3）． 
 

3) 接種試験 

 各菌種から 1 菌株ずつ（表 3）を，麦粒培地（大麦粒に同量の蒸留水を加え高圧滅菌）上，7－10
日間暗黒下 25℃で培養し，接種源とした．1 万分の１ワグネルポットに重量比 5％で上記接種源を

混和した園芸培土（クレハ(株)）を充填した．飼料用トウモロコシは KD720（カネコ種苗(株)）を

供試し，湿らせたろ紙を敷いたシャーレ内，暗黒下 25℃で種子を発芽させ，芽が 5mm 程度伸びた

ものを芽出し苗として，上記ポットに移植した．これを 25℃光周期 12 時間の陽光定温室で育て，

10－14 日後に調査した．調査は，根腐れ程度（0: 発病無し, 1: 根の先端部分が黒変, 2: 根の半分程

度が黒変, 3: 根全体が黒変），草丈（地際から最上位葉身先端までの長さ）および出芽率（出芽し植

物体となった植物個体の割合）について行った．無接種区として麦粒のみを混和した土壌を用い，

同様に試験を行った．試験は 1 回につき 6-8 個体を用い，3 反復した． 
 

3. 結果   

1）菌株の収集および同定 

 飼料用トウモロコシの根腐れ症状から菌を分離した結果，計 79 菌株を得た（表 2）．北海道，栃

図 3．トウモロコシ根腐れ症状から分離されるPythium属

菌の生育温度 
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木，群馬，長野，宮崎の各

道県から採集した 42 菌

株は，造卵器は球形，表面

平滑，大きさ 23.9 －

30.5μm，造精器 1－8 個

が側着し，内部に充満型

卵胞子を 1 個形成．卵胞

子は淡黄褐色，壁の厚さ

1.3－2.7μm であった．相

同性解析の結果，MAFF
登録株はすべてPythium arrhenomanes (AY598628)と 99.1－99.9%の相同性を示した．形態的に

も記載（Plaats-Niterink, 1981）と一致することから，これらの菌株をP. arrhenomanes Drechsler
と同定した（Tsukiboshi et al., 2014）．表 1 に示した菌株以外については形態による同定を行った． 
 山形，栃木，群馬，長野，宮崎の各県から採集した 27 菌株は，造卵器は球形，表面平滑，大きさ

21.5－29.6μm，造精器 1－8 個が側着し，内部に充満型卵胞子を 1 個形成．卵胞子は壁の厚さ 1.1
－2.2μm であった．造卵器の大きさがP. arrhenomanes に比べやや小さいことが特徴であり，形態

的にPythium graminicola の記載と一致した（Plaats-Niterink, 1981）．相同性解析の結果，MAFF
登録株はすべてP. graminicola (AY598625)と 99.7－100%の相同性を示した．以上から，これらの

菌株をP. graminicola Subramanian と同定した．表 1 に示した菌株以外については形態による同

定を行った． 
 長野県で採集した 8 菌株は，造卵器は球形，表面平滑，大きさ約 26μm，造精器の形成は観察で

きず，内部に非充満型卵胞子を1個形成した．相同性解析の結果，MAFF登録株はPythium ultimum 
var. ultimum (AY598657)と 100%の相同性を示した．以上から，この菌株をP. ultimum Trow var. 
ultimum と同定した．表 1 に示した菌株以外については形態による同定を行った． 
 宮崎県で採集した 1 菌株は，造卵器は球形，表面平滑，大きさ約 23μm，造精器 1 個が側着し，

内部に充満型卵胞子を 1 個形成したが，成熟した卵胞子は少なかった．相同性解析の結果，Pythiuim 
heterothallicum W.A. Campbell et F.F. Hendrix (AY598654)と 99.6%の相同性を示したことから，

同菌と同定した．また，北海道で採集した 1 菌株は，造卵器および造精器は観察できなかったが，

rDNA-ITS 配列はPythium inflatum V.D. Matthews (AY598626)と 100%の相同性を示し，同菌と

同定した．なお，MAFF 登録株の rDNA-ITS 配列はDDBJ に登録した（表 1）． 
 

2）菌糸生育 

 菌糸生育試験の結果，P. arrhenomanes 3 菌株はいずれも生育適温が 30℃となり，菌糸伸長速度

は 2.4－3.6 cm／日であった（図 3）．これに対し，P. graminicola 2 菌株はいずれも生育適温が 35℃
であり，伸長速度は 2.0－2.7 cm／日であった．P. ultimum var. ultimum およびP. heterothallicum
は，生育適温がそれぞれ 30℃および 25℃であった． 

菌種
P. arrheno-

manes
P. gramini-

cola P. ultimum P. hetero-
thallicum P. inflatum

北海道 11 (92) 0 0 0 1 (8)
山形 0  6 (100) 0 0 0
栃木 4 (67) 2 (33) 0 0 0
群馬 2 (40) 3 (60) 0 0 0
長野  19 (63)  3 (10) 8 (27) 0 0
宮崎 6 (30) 13 (65) 0 1 (5) 0

　計 42 (54) 27 (34) 8 (10) 1 (1) 1 (1)
* 分離菌株数（各道県での分離頻度%）

表2. 根腐症状を示したトウモロコシから分離した Pythium属
         菌の各道県での分離菌株数*
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3）病原性 

接種試験の結果，P. arrhenomanes はトウモロコシに激しい根腐れを引き起こし，草丈も無接種

区に比べ大幅に抑制された（表 3）．P. graminicola 菌株も P. arrhenomanes に比べ草丈抑制はや

や劣ったが，同程度の根腐れを引き起こし，明瞭な病原性を示した．接種土壌での出芽率は両者に

大きな差はなく，70－80%程度であった．これに対し，P. ultimum var. ultimum は，ほとんど根

腐れを引き起こさず，草丈も大きく抑制されることはなかったが，出芽率は平均 57.1%と P. 
arrhenomanes およびP. graminicola よりも低くなった．P. heterothallicum は病原性を全く示さ

ず，草丈も無接種区と同等であった．P. inflatum は接種を行っていない． 

 

4. 考察 

 トウモロコシ根腐病については 1980 年代に神奈川，栃木，千葉県など関東を中心に発生し，P. 
graminicola が原因菌とされた．しかし，当時は東北以北での発生はなく，本調査で初めて北海道

でも本病の発生を認めた．病原菌としても飼料用トウモロコシでは初めてP. arrhenomanes が分離

され，明瞭な病原性を示した．この菌はすでにスィートコーンで根腐病菌として報告されており（舟

久保, 2010），水稲でも東北・北陸地方を中心に苗立枯病菌として問題になっている（戸田ら, 2011）．
トウモロコシに明瞭な病原性を示した P. arrhenomanes と P. graminicola の地域ごとの分布を見

ると，北海道，栃木，長野など比較的冷涼な地域ではP. arrhenomanes が過半数～多数を占めたの

に対し，群馬，宮崎などの比較的温暖な地域ではP. graminicola が過半数を占めていた．菌糸生育

試験の結果では，P. graminicola は生育適温が 35℃であったのに対し，P. arrhenomanes は 30℃
であり，このことも両菌種の分布に関わるものと推定した．また，両菌とも高温性ピシウムであり，

近年の気候温暖化に伴い分布を拡大したものと推測した．P. ultimum var. ultimum はトウモロコ

シのピシウム苗立枯病菌であり，出芽率を低下させたことから，幼苗での病原菌が生育後期でも残

存して分離された可能性がある．P. heterothallicum は一般的に病原菌ではなく，森林土壌等から

腐生的に分離されるが，本調査でもトウモロコシに全く病原性を示さず，腐生菌として付随して分

離された可能性が高い．P. inflatum も同様に土壌から分離されることが多く，本調査では接種試験

は行っていないが，腐生菌である可能性が高い． 
 本調査を通して，トウモロコシ根腐病菌は現在特に北日本で病原性の強いP. arrhenomanes の発

生が多いことが明らかになった．著者らは，本調査で収集した菌株（主にMAFF 511548）を爪楊

　　MAFF No. 511548 511550 511549 511561

根腐れ程度
* 3 3 1 0 0

草丈(cm) 16.3 20.9 26.9 33.4 31.8
出芽率(%) 71.4 85.7 57.1 85.7 92.9

表3. トウモロコシ根腐れ症状から分離されるPythium属菌の病原性

*: 中央値，0: 発病無し, 1: 根の先端部分が黒変,  2: 根の半分程度が黒変,
3: 根全体が黒変.

菌種
P. gramini-

cola P. ultimum  無接種
P. arrheno-

manes
P. hetero-
thallicum
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枝穿刺法によるトウモロコシ根腐病抵抗性検定に用いており（Mitsuhashi et al., 2015），本調査で

採集した菌株の抵抗性育種での活用が今後も期待される． 
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国産自給飼料としての大豆ソフトグレインサイレージ 

からの乳酸菌の収集と系統学的分類 
 

遠野 雅徳 a)  
農研機構 畜産草地研究所 

［〒329-2743 栃木県那須塩原市千本松 768］ 
 

Collection and phylogenetic analysis of lactic acid bacteria isolated from 
soybean soft grain silages as self-sufficient feeds in Japan 

 
Masanori TOHNO a) 

NARO Institute of Livestock and Grassland Science 
 
1. 目的  

我が国の畜産業では，トウモロコシ子実，アルファルファ乾草，大豆粕等の高タンパク質飼料の

大部分を輸入に頼っている．これらの飼料の世界的な供給不足により，輸入飼料価格の高騰が畜産

農家経営に深刻な悪影響を与えており，急務に解決すべき問題となっている．近年，国産自給飼料

として有望な大豆ソフトグレインサイレージ（大豆SGS）の研究・技術開発が展開されているが（河

本ら, 2011），更なる安定的な調製・貯蔵・流通技術の創成が期待されている．大豆 SGS とは，収

穫後の大豆穀実をサイロ等で発酵処理することにより，長期保存可能なサイレージとして貯蔵した

ものである．本技術創成に向けて，大豆SGS に認められる微生物の中でも，発酵過程において極め

て重要な働きをする Lactobacillus 属等の乳酸菌に関する基礎的知見の蓄積に加えて，良質な大豆

SGS と関連付けられる分離乳酸菌のサイレージ添加剤への応用を目指した取り組みが必要不可欠

となる． 
そこで本研究では，東北農業研究センターにおいて栽培・貯蔵された大豆SGS のうち，カビ等の

発生が制御され，開封後の好気的保管中も良好な品質を維持し続けたサンプルにターゲットを絞り，

本大豆SGS からの乳酸菌の分離を試みた．特長的な大豆SGS には，サイレージ調製において有用

な機能を有する土着の乳酸菌が存在しているという発想の下，将来的なサイレージ添加剤への応用

を見据えた菌株収集・系統学的分類を行うことを目的とした． 
 

a)（現所属）農研機構 畜産研究部門 Institute of Livestock and Grassland Science, NARO   
［〒329-2743 栃木県那須塩原市千本松768］ 
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2. 材料および方法 

1）大豆SGS の調製と発酵品質 

（1）大豆SGS の調製 

 平成 25 年に東北農業研究センターで栽培した大豆タチナガハの穀実を水分含量が 40%となる

ように，添付取扱説明書に従って調製した市販飼料添加用乳酸菌製剤であるサイマスターLP 乳酸

菌液（雪印種苗株式会社）で加水後，ドラム缶サイロ（200L 容）に貯蔵し，10 ヶ月屋外に保管し

て大豆SGS を調製した．開封後，ドラム缶下部の大豆SGSを採材し，１ヶ月間室温（約 20℃）で

放置した．  
 

（2）発酵品質分析 

 主に既報に従い（Tohno et al., 2012），一部変法を用いて，開封後に好気的放置した大豆SGS の

発酵品質を分析した．すなわち，10g の大豆 SGS サンプルを 100mL の滅菌蒸留水に懸濁し，

Promedia SH-II M ホモジナイザー（株式会社エルメックス）を用いて，5 分間十分に攪拌した．

大豆SGS懸濁液の pH をMP230 pH メーター（メトラー・トレド株式会社）により分析した．LC-
2000Plus（日本分光株式会社）を用いた高速液体クロマトグラフィー分析により，有機酸含量を測

定した．新鮮物 1g 当たりの各種微生物コロニー形成単位（乳酸菌，酵母，カビ，大腸菌群，一般好

気性細菌，バチルス及びクロストリジア）を常法（Tohno et al., 2012）に従って分析した． 
 
2）乳酸菌の分離・同定及び分子系統解析 

（1）乳酸菌の分離 

 上述の大豆 SGS 懸濁液を滅菌蒸留水で段階希釈後，de Man Rogosa Sharpe（MRS）寒天培地

（Difco）に同抽出液を塗布し，アネロパック・ケンキ（三菱ガス化学株式会社）を用いて，30℃で

3日間嫌気培養した．ランダムに選択したコロニーをMRS寒天培地上で3回純粋培養を繰り返し，

グリセロールストックにより－80℃で保存した． 
 
（2）乳酸菌の生理・生化学的性状解析 

 グラム染色は，ファイバーG「ニッスイ」（日水製薬株式会社）により，純粋培養後の各乳酸菌分

離株を用いて実施した．カタラーゼ産生試験及びAPI 50（シスメックス・ビオメリュー株式会社）

による糖資化性試験は，既報に従って実施した（Tohno et al., 2015）． 
 

（3）分子系統解析 

 MRS 寒天培地に生じた分離株のコロニーをかき取った後，既報のダイレクト PCR 法により，

27F （5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’）および 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)
のユニバーサルプライマー（Suzuki et al., 1996）を用いて 16S ribosomal RNA(以下 rRNA)遺伝

子領域を増幅し，ダイレクトシークエンス法により塩基配列を決定した（Tohno et al., 2013）．得ら

れた塩基配列を基に近隣結合法により系統樹を作成した（Tohno et al., 2014）．  
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3. 結果   

1）大豆SGS の発酵品質 

 供試大豆SGS の pH 値は 5.20 であり，乳酸と酢酸含量はそれぞれ 0.73，0.16（新鮮物%）であ

った．吉草酸，プロピオン酸及び酪酸の産生は認められなかった．同SGS に含まれる微生物数の検

討により，乳酸菌及び酵母がそれぞれ 1.7×108，2.0×106（コロニー形成単位/新鮮物 g）認められた

が，カビ，大腸菌群，一般好気性細菌，バチルス及びクロストリジアは検出されなかった．また，

外観上に微生物的な汚染や腐敗は認められず，官能的にも異臭は感知されなかった． 
 

2）分離乳酸菌の同定 

 供試大豆SGSより合計24株の乳

酸菌を分離した．本分離株のうち，

市販飼料添加用乳酸菌製剤由来と考

えられる乳酸菌株を除き，以下の合

計 11 菌株を 16S rRNA 遺伝子配列

に基づく系統樹解析に供試した

［MAFF 516307 (= DG1)株，MAFF 
516308 (= DG3) 株，DG4株，MAFF 
516309 (= DG9) 株，MAFF 516310 
(= DG10) 株，DG12 株，DG13 株，

DG14 株，DG17 株，DG18 株及び

DG23 株］． 
 これらの乳酸菌株は，いずれもグ

ラム陽性，カタラーゼ陰性，桿菌様

の細胞形態を示した．16S rRNA 遺

伝子配列による系統樹解析により，

MAFF 516307 株，MAFF 516308
株，DG4 株，DG12 株，DG13 株，

DG14株，DG17株及びDG18株は，

Lactobacillus buchneri JCM 1115T

株と同一のクラスターを形成した

（図 1）．これらの分離株と JCM 
1115T株との 16S rRNA 遺伝子配列

類似性は 99.9%以上を示した． 
 一方，MAFF 516309 株及び

MAFF 516310 株の最近縁種は

Lactobacillus brevis JCM 1059T株

L. acidophilus ATCC 4356T (M58802)

MAFF 516309 (LC094430)

MAFF 516310 (LC094431)

L. brevis JCM 1059T (LC062897)

L. spicheri LTH 5753T (AJ534844)

L. acidifarinae LMG 22200T (AJ632158)

L. zymae LMG 22198T (AJ632157)

78

100

L. curieae S1L19T (JQ086550)

L. senioris YIT 12364T (AB602570)

L. hilgardii YIT 0269T (AB429370)

L. farranginis NRIC 0676T (AB262731)

L. parafarranginis NRIC 0677T (AB262734)

82

L. diolivorans JKD6T (AF264701)

L. kisonensis YIT 11168T (AB366388)

L. rapi YIT 11204T (AB366389)

L. parabuchneri LMG 11457T (AJ970317)

L. sunkii YIT 11161T (AB366385)

L. otakiensis YIT 11163T (AB366386)

L. kefiri LMG 9480T (AJ621553)

L. parakefiri LMG 15133T (AY026750)

L. buchneri JCM 1115T (AB205055)

DG14

MAFF 516307 (LC094428)

MAFF 516308 (LC094429)

DG4

DG17

DG18

DG13

DG12

87

7665

54

54

75

81

98

100

75

0.01

図1．大豆SGSから分離した乳酸菌の16S rRNA 

遺伝子配列に基づく系統樹解析 

Kimura two-parameterモデルと近隣結合法による16S rRNA遺伝子配

列を指標とした大豆SGS由来分離株（太字）と既知のLactobacillus属

近縁種により系統樹を作成した. 括弧内にGenBank/EMBL/DDBJア

クセッションナンバーを示す．数値はそれぞれ，近隣結合法で算出され

た1,000反復のブートストラップ値を示す.  
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であり，16S rRNA 遺伝子配列類似性は 100%一致した（図 1）． 
 
3）分離乳酸菌の糖資化性 

 表 1 に供試 11 菌株の糖資化性試験結果を示した．L. buchneri と同定された 9 菌株において，D-
xylose，methyl -β-D-xylopyranoside 及びD-turanose の資化性に菌株間の違いが認められた．L. 
buchneri 分離株と L. brevis 分離株との比較により，L. buchneri 分離株においてのみ N-acetyl-
glucosamine，salicin 及び 2-keto-gluconate が陰性であった一方，methyl-α-D-glucopyranoside，
D-lactose，D-sucrose，D-melezitose 及びD-raffinose が陽性であった． 
 
4. 考察 

 開封後に 1 ヶ月以上好気的放置したにも拘わらず，顕著なカビ汚染や二次発酵が認められなかっ

た大豆SGS より乳酸菌を分離することにより，本大豆SGS における乳酸菌叢への理解と有用分離

乳酸菌株の今後の活用の可能性を検討した．供試大豆 SGS は，有害微生物の活性阻害を伴う良質

牧草サイレージの基準となる pH 値 4.2（McDonald, 1991）よりやや高値であったものの，一定量

の乳酸及び酢酸が認められたことから，発酵過程により生産された有機酸が十分に残存しているこ

とが示唆された．しかしながら，乳酸や酢酸含量が 1.0%未満の比較的低量であったことから，有機

酸による有害微生物阻害効果のみならず，発酵過程に生成された他の抗菌性化合物の関与も十分に

考えられた．微生物解析により，108（コロニー形成単位/新鮮物 g）オーダーの多数の乳酸菌が認め

表1．大豆SGSからの乳酸菌分離株の糖資化性

MAFF
516307

MAFF
516308 DG4 DG12 DG13 DG14 DG17 DG18 DG23 MAFF

516309
L-Arabinose + + + + + + + + + + +
D-Ribose + + + + + + + + + + +
D-Xylose + + + + + + - + + + +
Methyl-b-D-xylopyranoside + + - + + + - + - - -
D-Galactose + + + + + + + + + + +
D-Glucose + + + + + + + + + + +
D-Fructose + + + + + + + + + + +
Methyl-a-D-glucopyranoside + + + + + + + + + - -
N -Acetyl-glucosamine - - - - - - - - - + +
Esculin ferric citrate + + + + + + + + + + +
Salicin - - - - - - - - - + +
D-Maltose + + + + + + + + + + +
D-Lactose + + + + + + + + + - -
D-Melibiose + + + + + + + + + + +
D-Sucrose + + + + + + + + + - -
D-Melezitose + + + + + + + + + - -
D-Raffinose + + + + + + + + + - -
D-Turanose + + + + + + + - + - -
D-Lyxose - - - - - - - + - - -
Gluconate + + + + + + + + + + +
2-Keto-gluconate - - - - - - - - - + +
5-Keto-gluconate + + + + + + + + + + +
+，陽性；-，陰性．すべての供試菌株において，glycerol， erythritol，D-arabinose，L-xylose， D-adonitol， D-mannose， L-sorbose， L-rhamnose，
dulcitol， inositol，D-mannitol，D-sorbitol，methyl-a-D-mannopyranoside，amygdalin，arbutin，D-cellobiose，D-trehalose， inulin， starch， glycogen，

xylitol，gentiobiose，D-tagatose，D-fucose，L-fucose，D-arabitol，L-arabitolの資化性は認められなかった．

Lactobacillus buchneri Lactobacillus brevis

MAFF
5163010
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られた一方で，好気的変敗の一原因微生物と考えられる酵母は，106 オーダーの低値を示した．ま

た，カビ，大腸菌群及びクロストリジア等の有害微生物は認められず，外観上の微生物学的腐敗や

異臭も感知されなかった．以上のことから，本大豆 SGS が開封後も良質な品質を維持していたと

考えられる． 
 分離された乳酸菌の同定と系統学的分類の結果，分離株はL. buchneri とL. brevis であることが

明らかとなった．これらの Lactobacillus 属乳酸菌は，使用した市販飼料添加用乳酸菌製剤には含

まれない菌種であり，供試した大豆穀実に寄生した「大豆由来」の乳酸菌であると考えられる． 
 イタリアンライグラスサイレージへの L. brevis 供試株の単独添加により，発酵促進効果と好気

的変敗抑制効果が認められたが，コーンサイレージへの添加には同有益効果は認められなかったと

報告されている（Li et al., 2016）．サトウキビサイレージへのL. brevis DSM 23231 株の添加によ

り，無添加区と比べて開封後の変敗が悪化する傾向が認められている（Daniel et al., 2016）．一方，

L. buchneri の複数の菌株は，コーンサイレージの発酵品質を促進するのみならず，開封後の好気的

変敗を抑制することが知られている（Danner et al., 2003；Tabacco et al., 2011）．L. buchneri は
サイレージ発酵スターターとして活用例も多く，カビ発生制御や好気的変敗防止を含むサイレージ

品質維持における有益効果が総説として取り纏められている（Holzer et al., 2003）．大豆SGS に対

する L. buchneri の添加効果に関する検証例はなく，上述した他のサイレージ素材における知見を

一概に引用することは難しいものの，本大豆SGS に認められた発酵品質維持効果は，L. buchneri
によるものである可能性が強く示唆される．さらに，市販飼料添加用乳酸菌製剤を添加しても，本

供試サンプルにおける開封後の優れた品質維持効果が認められない例もあることから（データ未掲

載），良質な発酵品質の維持効果は，供試大豆に本来付着するL. buchneri 等の優れた有益機能を有

する乳酸菌の初発菌数や微生物活性といった不安定要素に影響を受けることが想定される． 
 大豆穀実には約 12%の可溶性炭水化物が含まれており，主に sucrose，raffinose 及び stachyose
が含まれていると報告されている（Hagely et al., 2013）．本研究で得られた供試株のうち，L. 
buchneri においてのみ sucrose と raffinose の資化能が認められたことから，大豆SGS 発酵過程に

おいて本菌種分離株が有利に発酵に関与したことが示唆される．L. buchneri における sucrose と

raffinose 資化性は同種異株で異なることが知られており，11－89%のL. buchneri の菌株が陽性で

あるとされ（Hammes et al., 2009），極めて多様性に富んでいる．すなわち，本研究におけるL. 
buchneri 分離株の両糖質の資化性は 100%認められたが，本特徴はL. buchneri において必ずしも

認められるものではないことから，分離株が大豆SGS の発酵に関与できる特徴的なL. buchneri で
あると考えることができる．これらの分離株の糖資化性プロファイルと大豆由来可溶性炭水化物の

関連を基礎として，より最適な大豆 SGS 発酵に貢献するサイレージ用乳酸菌添加剤の選択・提案

に繋がるものと考えられる． 
 本研究により，優れた発酵品質を維持した大豆 SGS より，今後添加剤として有効活用が期待で

きる複数の乳酸菌株を分離することに成功した．これらの分離乳酸菌株や同効果を期待できる乳酸

菌株を大豆 SGS に添加し，予め高活性かつ高濃度の菌数によって発酵を促進させることにより，

国産自給飼料としての大豆SGSの安定的な調製・貯蔵・流通が可能となると期待できる． 
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〔微生物遺伝資源探索収集調査報告書 25: 71–76, 2016〕 

根圏細菌 SB-K88 株がコムギ縞萎縮病媒介者 Polymyxa 

graminis のコムギへの感染に及ぼす影響 
 

佐山 充 a) ・ 大木 健広 

農研機構 北海道農業研究センター 
［〒062-8555 北海道札幌市豊平区羊ヶ丘 1］ 

 
Effect of a strain of rhizobacteria SB-K88 for the infection of Polymyxa 

graminis as a vector of yellow mosaic on wheat 
 

Mitsuru SAYAMAa) and Takehiro OHKI 
Hokkaido agricultural research center, NARO 

 
1. 目的   

コムギ縞萎縮病はWheat yellow mosaic virus（WYMV）によって生じるウイルス病で，ネコブ

カビ科に属する絶対寄生性の Polymyxa graminis が媒介する土壌伝染性病害である（Usugi et 
al.,1989）．本病は全国的に発生しておりコムギの収量が減少するが（御子柴ら，1988），北海道内

でも感受性品種の栽培面積増加により発生が増加している（堀田ら，2011）．現在の主力品種には抵

抗性品種はなく，防除薬剤はクロルピクリンや D-D 剤など土壌処理剤の効果が認められているが

（斉藤ら，1964），環境にかかる負荷や経済性により一般圃場での利用は困難とされている（西尾

ら，2014）．そのため著者らは，コムギ縞萎縮病の生物防除法の開発を目的として，媒介微生物であ

る P. graminis の感染を抑制する可能性がある根圏細菌の施用法と培養法の検討を室内試験で行っ

たので報告する．なお，本成果の一部はすでに原著論文で発表している（佐山・大木，2014）． 
 
2. 材料および方法 

1）供試菌株 

 テンサイの細根から分離された農研機構北海道農業研究センターの保存菌株である SB-K88 株

（MAFF 140101）（佐山ら，1994）を用いた．本菌株は，Lysobacter 属細菌であり（Islam, 2010），
テンサイそう根病の病原ウイルスを媒介する Polymyxa betae の感染や Pythium 属菌と

Rhizoctonia solani によるテンサイ苗立枯病の発病を抑制することがすでに明らかになっている

a)（現所属）農研機構 北海道農業研究センター Hokkaido Agricultural Research Center, NARO  
［〒082-0081 北海道河西郡芽室町新生南9線 4］  
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（本間ら，1993； 佐山ら，1994）． 
 
2) コムギの栽培方法 

 試験管育苗法（阿部・玉田，1987）を一部改変した砂耕または土耕栽培を行った．砂耕栽培の場

合は，底部に穴の開いた直径 25mm のガラス管に 20～30 メッシュの石英砂を詰め，1 本にコムギ

種子 1 粒を約 1cm の深さに播種し，一部改変したHoagland and Arnon 液（浅川，1985）を毎日

5ml 潅水した．土耕栽培の場合は，2mm のふるいを通した圃場土と育苗用培土を 3：7 に混合した

ものを詰め 1cm の深さに播種した．播種後，出芽までは 16℃の暗黒の定温室に置き，出芽後は 11℃
に設定された陽光定温器内で合計 2 ヶ月間栽培した．コムギは，品種「ホクシン」，または「きたほ

なみ」を使用した． 
 
3）Polymyxa graminis の接種方法 

 接種源は，北海道伊達市または夕張郡長沼町の本病発生圃場から採取した土壌で栽培したコムギ

根から分離し，コムギ根により継代している菌株を用いた．感染コムギ根をFujisawa and Sugimoto
（1976）の方法に準じて，磨砕，ふるいによる濾過，遠心分離による洗浄濃縮を行い，休眠胞子塊

懸濁液を作成した．試験管育苗法のコムギ苗 1 本に対して，土耕の場合は 7×103個の休眠胞子塊を

含む懸濁液を，砂耕の場合は 3.5～7.0×102個を含む懸濁液を播種時に種子の下に潅注接種した． 
 

4）評価方法 

 播種 2 ヶ月後に根を回収し，P. graminis の感染根率によって評価した．感染根率は，佐山・本間 
(1993) に準じた以下の方法によって調査した．1 個体ごとに水洗したコムギの根を 2mm 程度に切

り，ビーカー内の水中で良く撹拌した．この根の一部を取り，ラクトグリセロールで固定したのち

100 片を検鏡し，P. graminis の感染の有無を調べ，感染した根の断片の割合を感染根率とした． 
 

5）異なる処理方法によるSB-K88 株のP. graminis 感染抑制効果の比較 

（1）潅注処理（土耕栽培） 

 凍結保存された SB-K88 株をミクロスパーテルで１さじかき取り，これを 100ml 容のフラスコ

に入れたブドウ糖加用ジャガイモ煎汁液体培地（PDB 培地，Difco 社）に接種し，25℃，120rpm
で 9 日間振とう培養した．培養液または培養液を遠心分離して得た上澄み液又は処理液の蒸留水に

よる 1/10 希釈液を，播種時に覆土した土壌の上から 6ml ずつ潅注処理した．検定は，1 処理につき

5 個体を供試した．以下のすべての処理を含め，細菌懸濁液の細菌密度は，King’s B 寒天培地を用

いた希釈平板法によって測定した． 
（2）担体覆土処理（土耕栽培） 

 SB-K88 株をKing’s B 液体培地（KB 液体培地）で潅注処理と同様の条件で 3 および 5 日，PDB
培地で 7 または 12 日間振とう培養後，担体として用いたバーミキュライトと混合し，通風乾燥機

で乾燥させることによって吸着させた．SB-K88 株が吸着したバーミキュライトを栽培用の混合土
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壌に 20％または 40％の割合で混合し，種子の上に 1cm の厚さに覆土した．処理は，培地と培養日

数，土壌へのバーミキュライトの混合割合を組合わせ，培地・日数・混合割合で本文と表中に示し

た．無処理は 4 個体，その他の処理は 3 個体を用いた．対照区には無処理のほかに，無処理のバー

ミキュライトを 40％混合した「バーミキュライト 40％のみ」区を設けた．バーミキュライトに付

着した細菌数は，バーミキュライト 1ml を 20ml の滅菌蒸留水を入れた 100ml 容のフラスコに入

れ，120rpm で 30 分間振とう後 10 秒間静置し，上澄み液を用いて測定した．  
（3）種子コーティング処理 

a) 砂耕栽培 
KB 液体培地で 3 日間，又は PDB 培地で 7 日間培養した SB-K88 株の培養液を用いた．各培養

液に 2 時間浸漬処理した種子を砂耕栽培した．各処理とも 5 個体を用いた． 
b) 土耕栽培 
SB-K88 株をPDB 培地で 3，5，7，9 日間培養し，それぞれの培養液で 2 時間浸漬処理した種子

を播種し土耕栽培した．処理ごとに 3 個体用いた．種子に付着した細菌数は，処理した種子を滅菌

水入り試験管中で 30 秒間撹拌し，得られた細菌懸濁液を用いて測定した． 
 
3. 結果   

1）潅注処理（土耕栽培）による感

染抑制効果 

 培 養 後 の 細 菌 密 度 は ，

4.1×109cfu/ml で あ っ た ． P. 
graminis の感染根率は，無処理が

12.4％に対してPDB 培養液，PDB
培養上澄み液処理ともに 0.0％とな

り，潅注処理した根部では P. 
graminis は観察されなかった（表

1）．一方，1/10 濃度の培養液処理の

感染根率は 7.2％，1/10 濃度の培養

上澄み液処理は 5.0％で，無処理と

有意な差はなかった． 
 

2）担体覆土処理（土耕栽培）による感染抑制効果 

 担体 1ml に付着した細菌数は，KB 培地 3 日間培養が 8.5×109cfu，5 日間培養は 106 cfu 以下，

PDB 培地 7 日間培養が 3.5×109 cfu，12 日間培養が 4.5×109 cfu であった．P. graminis の感染根率

は，無処理が 11.0％，バーミキュライト 40％のみの覆土が 16.0％であった．無処理に対して有意

に感染根率が低かったのは，PDB・7 日・40％で 2.0％だった．バーミキュライト 40％のみに対し

て有意に感染根率が低くなったのは，PDB・7 日・20％（3.3％），KB・5 日・20％（5.7％），PDB・

処理区 感染根率 標準誤差

蒸留水 12.4 3.25

PDB 20.4 2.80

PDB培養液 0.0 0.00 * 1)

PDB培養液　1/10濃度 7.2 1.83

PDB培養液上澄み液 0.0 0.00 *

PDB培養液上澄み液　1/10濃度 5.0 2.43

表1.　根圏細菌SB-K88株PDB培養液の潅注処理による
P. graminis  感染抑制効果（土耕栽培）

1）* は，Tukeyの多重比較により，5％水準で無処理との間に

有意な差があることを示す．
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7 日・40％（2.0％），PDB・12 日・

40％（4.0％）であった（表 2）． 
 

3）種子処理による感染抑制効果 

（1）砂耕栽培 

 処理に使用した KB 液体培地の

細 菌 密 度 は 1ml 当 た り

5.1×109cfu，PDB 培地の細菌密度

は 3.4×108cfu であった．蒸留水処

理の感染根率が 32.4％に対して，

KB 液体培養液処理では 25.2％で

効果が無かったが，PDB 培養液処

理では 0.0％で有意に感染根率が

低くなり，効果が認められた（表

3）． 
（2）土耕栽培 

 種子 1 粒に付着した細菌数は，

1.7×106～9.3×106cfu であった．蒸

留水処理の感染根率が 25.3％に対

して PDB 培養液処理区は 16.7～
34.3％となり，培養液処理による

感染抑制効果は，どの培養日数で

も認められなかった（表 4）．  
 
4. 考察 

 本試験で供試したSB-K88株はテ

ンサイ根圏から分離された細菌で，

P. betae の感染を抑制することが明

らかになっているが，本試験からコ

ムギに感染する P. graminis の感染

も抑制することが示された．土壌を

用いた栽培では，培養液の潅注処理

とバーミキュライトを担体に用い

た覆土処理で感染抑制効果が認め

られた．潅注処理では，培養液の上

澄み液のみでも効果が認められた

処理区 感染根率 標準誤差

蒸留水 32.4 2.31

King's B液体培養液 25.2 1.66

PDB培養液 1) 0.0 0.00 * 2)

表3．異なる培地で培養した根圏細菌SB-K88株の種子

処理によるP. graminis  感染抑制効果（砂耕栽培）

1)  PDB培地：ブドウ糖加用ジャガイモ煎汁液体培地．

2）＊は，Tukeyの多重比較により，5％水準で無処理との間

に有意な差があることを示す．

培地・培養日数・混合割合
感染
根率

標準
誤差

対無
処理

対ﾊﾞｰﾐ
ｷｭﾗｲﾄ

無処理 11.0 1.47

バーミキュライト40％のみ 16.0 2.08

PDB 1)
・7日・20％ 2)，3) 3.3 1.86 * 4)

PDB・12日・20％ 7.0 1.73

KB液体・3日・20％ 10.0 2.89

KB液体・5日・20％ 5.7 2.19 *

PDB・7日・40％ 2.0 1.53 * *

PDB・12日・40％ 4.0 1.00 *

KB液体・3日・40％ 8.7 1.86

KB液体・5日・40％ 7.7 1.86

1）PDB：ブドウ糖加用ジャガイモ煎汁液体培地，KB液体：King's
B液体培地．

3）PDB・7日・20％の付着細菌数は3.5×109cfu/ml，PDB・12日・

20％は4.5×109cfu/ml，KB液体・3日・20％は8.5×109cfu/ml，KB液
体・5日・20％は106cfu/ml以下．

4）＊は，Tukeyの多重比較により，5％水準で無処理あるいはバー

ミキュライトのみ処理との間に有意な差があることを示す．

表2.　根圏細菌SB-K88の担体覆土処理によるP. graminis
感染抑制効果（土耕栽培）

2)表中でPDB・7日・20％は，PDB培地で7日間培養した細菌液を吸

着させたバーミキュライトを覆土に20％の割合で混合した処理を示

す．
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ことから，抑制効果には本細菌の生産

物が関与している可能性が考えられ

る．SB-K88 株は，テンサイ苗立枯病の

発病抑制に関与していると考えられて

いる抗生物質 xanthobaccin を産生す

ることが知られている（Nakayama et 
al., 1999）．本物質の水溶液の種子処理

によって砂耕栽培のコムギへの P. 
graminis の感染が抑制されたことか

ら（データ未掲載），P. graminis の感

染に対しても影響を与えている可能性

がある．KB 培養液に比べてPDB 培養液の効果が高いが，これはPDB による培養が本物質の生産

に適しているとされていることが関係している可能性がある．施用法の簡便さから最も実用性が高

いと考えられる種子処理では，砂耕栽培では効果が認められたものの土耕栽培では認められなかっ

た．これは拮抗作用に関与する物質が土壌中で吸着や分解されることにより，種子処理では施用量

が不足した可能性がある．今後は，処理細菌の十分な施用量を確保するために，コーティング方法

の改良などを試験する必要があると思われる． 
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レタスビッグベイン病を媒介する Olpidium virulentus 
 

野見山 孝司 a)  
農研機構 近畿中国四国農業研究センター 

［〒721-8514 広島県福山市西深津町 6-12-1］ 
 

Olpidium virulentus, the vector of lettuce big-vein disease 
 

Koji NOMIYAMA a) 
Western Region Agricultural Research Center, NARO 

 
1. 背景・目的 

レタスビッグベイン病は土壌伝染性の難

防除ウイルス病害である．本病に罹病した

レタス（Lactuca sativa L.）は，葉脈周辺が

白く退色して葉脈が太くなったように見え

るために商品価値が減少するばかりでな

く，被害程度がひどい場合には生育不良を

引き起こす（図 1）．本病はアメリカで 1934
年に発生が報告され，日本では 1970 年代初

頭に和歌山県で初めて確認された（Jagger 
& Chandler, 1934 ; 岩木ら，1978）．冬春レ

タスの主産地である瀬戸内地域においては

90 年代以降被害が拡大しており，現在も留意しなければならない重要な土壌病害である（岩本・相

野，2010）． 
レタスビッグベイン病の病原ウイルスは土壌に生息するOlpidium virulentus (Sahtiy.) Karling

によってのみ媒介される．本菌はツボカビ門―ツボカビ綱―フクロカビ目―フクロカビ科に属する絶

対寄生菌で，遊走子のう，休眠胞子および遊走子を形成する（図 2a–c）．病原ウイルスを保毒する

O. virulentus 汚染圃場にレタスが定植されると，土壌中の休眠胞子内に遊走子が分化して放出さ

れ，これが最初の伝染源として根に感染する．感染した遊走子は根内で遊走子のうや休眠胞子とな

り，これらからさらに大量の遊走子が分化し増殖を繰り返す生活環を有する．一つの遊走子が感染・

分化した場合には遊走子のうが，二つの遊走子が接合して感染・分化した場合には休眠胞子が形成

a)（現所属）農研機構 西日本農業研究センター Western Region Agricultural Research Center, NARO 
［〒721-8514 福山市西深津町 6-12-1］ 

図1．ビッグベイン病が発病したレタス． 

野見山（2013）より転載． 

図 1．ビッグベイン病が発病したレタス． 

野見山（2013）より転載． 

a)（現所属）農研機構 西日本農業研究センター Western Region Agricultural Research Center, NARO 
［〒721-8514 広島県福山市西深津町 6-12-1］ 
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されると考えられている．菌の感染・増殖は根

でしか起きず，葉や茎など地上部へは移行しな

い．耐久器官の休眠胞子は宿主植物体が枯死し

ても土壌中に存在し，次の感染源となる．以前

は，O. virulentus は Olpidium brassicae 
(Woronin) P.A. Dang.のレタス系統であるとみ

なされていたが（Tomlinson and Garrett, 
1964），宿主範囲，形態的特徴，性の分化なら

びに rDNA-ITS 領域の塩基配列の比較に基づ

きO. brassicae とは別種として分けられた（小

金澤ら，2004 ; Koganezawa et al., 2005 ; 
Sahtiyanci, 1962 ; Sasaya and Koganezawa, 
2006）．血清学的特性も両種では異なる（野見

山，2013）． 
レタスビッグベイン病の関連ウイルスとし

て，当該症状を引き起こすレタスビッグベイン

ミラフィオリウイルス（Mirafiori lettuce big-
vein virus, MiLBVV）および罹病株から高頻

度に検出されるものの機能未知なレタスビッ

グベイン随伴ウイルス（Lettuce big-vein 
associated virus, LBVaV）の 2 種が知られて

いる（Kuwata et al., 1983 ; Roggero et al., 
2000 ; Lot et al., 2002）．いずれのウイルスも

O. virulentus の菌体内に存在しており，遊走

子が植物根に侵入する際に感染すると考えら

れる（Campbell, 1962）．これらのウイルスは

休眠胞子内で20年近く活性が保持されること

から，一度発生すると根絶することは困難である（Campbell, 1985）．Olpidium virulentus 自体は

植物に対する病原性はないものの，多種類の植物に寄生する菌であり，MiLBVV やLBVaV 以外に

も，チューリップ微斑モザイクウイルス，チューリップ条斑ウイルス，タバコえそD ウイルスなど

の複数種の病原ウイルスを媒介する（小金澤，2005）． 
このように O. virulentus はウイルス媒介菌としてかねてより広く知られている重要な菌である

が，絶対寄生性で人工培養できないことが研究推進上の難点であり，ジーンバンクにおいてもこれ

までに登録はなかった．今回，日本各地のレタスビッグベイン病発生圃場から，MiLBVV とLBVaV
の媒介能を有するO. virulentus を探索・収集し，ジーンバンク登録したので，ここに報告する．  
 

図 2．Olpidium virulentus の形態． 

a. 遊走子のう（球形または楕円形：20－200 μm，内部に

遊走子を多数形成）; b. 休眠胞子（球形または楕円形：20

－30 μm，星形の中膜を有する三膜構造）; c. 遊走子のうか

ら放出される遊走子（球形：2－4 μm，1本の尾形べん毛で

遊泳）．野見山（2013）より転載． 
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2. 材料および方法 

1）分離源の土壌 

 2003 年から 2004 年にかけてレタスビッグベイン病の発病が確認された 5 地域（香川県観音寺

市，兵庫県南あわじ市，徳島県阿波市，岡山県岡山市および千葉県館山市）のレタス圃場より土壌

を採取した．また，2006 年には，本病の発生が認められていない当センター内のハダカムギ圃場

（香川県善通寺市）からも土壌を採取した． 
 
2）単遊走子のう分離 

300 g 用イチゴパックに滅菌海砂（水洗により脱塩済み）を詰め，レタス（品種；シスコ（タキイ

種苗），以下同じ）を約 3 週間育苗（5 株/パック）し，採取した土壌（生土）15–20 g を株元に接種

した．接種約 3 週間後に細根 2–3 cm を掘り上げて，水洗して砂や土壌を洗い落とし，顕微鏡下（倍

率 200 倍）でO. virulentus の寄生を確認した．遊走子のうがまばらに形成された部位を探し出し，

実体顕微鏡下で両刃カミソリを用いて，遊走子が詰まった遊走子のうが 1 個だけの領域約 0.5 mm
を切り出した．さらに位置を変えて顕微鏡下で他の遊走子のうが存在しないことを確認した後，ピ

ンセットでつまみとり，滅菌海砂を詰めた 50 mL コニカルチューブで栽培した播種 1–2 週後のレ

タス苗の地際部に滅菌水で洗い落として接種した．遊走子のうから放出された遊走子が根に遊泳し

て感染しやすいように接種時には砂表面まで灌水した．接種約 2 週間後に細根を掘り上げて，O. 
virulentus の感染を確認し，単遊走子のう分離株とした．一連の栽培は人工気象器内（20℃，明期

10 時間，暗期 14 時間）で行い，灌水には水道水を用いた．砂で栽培することにより根から簡単に

砂粒子を洗い落とすことができ，顕微鏡観察での確認が容易になる．単遊走子のう分離に関しては

Lin et al.（1970）の文献も参考になる． 
 

3）ウイルス媒介能の評価 

MiLBVV およびLBVaV を保毒していない単遊走子のう分離株を，根にO. virulentus は寄生し

ておらず，ウイルスのみ感染した挿し芽レタスに接種することにより，ウイルス媒介能を評価した

（夏秋ら，2002）．両ウイルス汚染土壌で 40–50 日間栽培して発病が確認されたレタスの地際部を

片刃カミソリで切断し，若葉 3 枚程度残して外葉をはぎ取り，切り口からの白濁液を流水中で洗い

落とした．この挿し穂を水道水を満たした 15 mL コニカルチューブに挿して約 2 週間発根させる

ことにより，根に O. virulentus がいないウイルス感染レタスを調製した．挿し芽レタスを滅菌海

砂に定植し，さらに約 2 週間栽培して十分発根させた後，単遊走子のう分離株を接種して約 1 か月

間栽培した．根を掘り上げて水道水に約 15 分間浸漬して遊走子を放出させ，滅菌海砂（滅菌土も

可）で育苗した検定用のレタスに接種した．接種後 40–50 日間栽培したレタスの若葉からRNA を

抽出し，RT-PCR によりウイルス感染の有無を確認した． 
 
3. 結果   

単遊走子のう分離に当たっては，土壌を接種してから 2 週目では遊走子のうの形成が不十分で見
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つけにくく，4 週目では多く感

染しすぎて単分離しにくかっ

たため，好適な 3 週目に行っ

た．単遊走子のう分離株の獲

得効率は20–40%であった．得

られた単遊走子のう分離株か

ら，レタスに接種しても

MiLBVV および LBVaV のど

ちらも検出されない(感染しな

い)ウイルスフリーの 10 株を

選抜した．ウイルス媒介能を

評価した結果，これらはいず

れも MiLBVV と LBVaV を媒介することを確認し，ジーンバンクに登録した（表 1）．なお，各株

は，休眠胞子が多数形成された植物根を掘り上げて風乾し，紙に包んでポリ袋に入れた状態で 4 ℃
下に保管することにより数年間は保存可能で，この乾燥根少量（約 2 cm）を株元に覆土接種するこ

とで復元できる． Olpidium 属菌の基本的取り扱いについては守川（2005）の文献を参照されたい． 
 
4. 考察 

MiLBVV および LBVaV のどちらも保毒していない今回のジーンバンク登録株はいずれも両ウ

イルスの媒介能を有していることが確認された． レタス圃場土からレタスを用いて取得した 9 株 
(ZN-1 以外)は，そもそも両ウイルスとの親和性ならびに両ウイルスの媒介性が高いものとして選抜

されたと考えられる．Olpidium virulentus は多種類の植物に寄生することから（Koganezawa et 
al., 2005），栽培植物が異なる土壌を分離源としたり，分離に供試する植物を変えたりすることによ

って，ウイルス媒介能の異なる菌株を分離できる可能性がある．今後の探索ではこの点も考慮して

進めていきたい． 
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MiLBVV LBVaV
150501 AW-1 兵庫県南あわじ市 +(有) +
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番号
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ウイルス媒介能
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ステラ (バコパ) とニチニチソウの炭疽病菌 
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農研機構 近畿中国四国農業研究センター 

［〒721-8514 広島県福山市西深津町 6-12-1］ 
 

Pathogens of anthracnose of bacopa and Madagascar periwinkle 
 

Keisuke TOMIOKA a) 
Western Region Agricultural Research Center, NARO 

 
1. はじめに 

農業生物資源ジーンバンク事業における微生物遺伝資源の充実と高度化を図る一環として, 我が

国における花卉類の生産・試験栽培現場で原因不明とされていた病害を調査し, 病原の収集と特性

評価を行った. 本稿では, 菌類病であることが判明した Colletotrichum destructivum 種複合体構

成種によるステラ（バコパ）炭疽病ならびに Colletotrichum gloeosporioides 種複合体構成種によ

るニチニチソウ炭疽病とそれら病原菌の調査結果を報告する. なお, 本報告は, 著者が第 3 期中期

計画の前半に実施した農業生物資源研究所サブバンクの取組内容に基づく. 
 
2. 各病害の詳細 

1) ステラ (バコパ) 炭疽病菌 ［病原菌株: MAFF 240195 文献: Tomioka et al. (2012)］ 

2007年1～2月, 群馬県の温室で鉢植栽培中のステラ（バコパ）[Sutera cordata (Thunb.) Kuntze, 
ゴマノハグサ科] に斑点・葉枯性病害を認めた (Fig.1a–c). 葉に現れた暗褐色の斑点が徐々に拡

大・融合し, 周縁が暗褐色で中央部が淡褐色の病斑になる. 病斑の多い葉は早期に乾燥して枯れ上

がる. 多湿条件で病斑には暗褐色の剛毛を有する分生子層が現れた (Fig.1d). 分離菌株 (代表株: 
MAFF 240195) は, PDA, 25ºC, BLB下で灰色の菌叢を形成し(Fig.1e), 病斑上と同様の分生子層と

長径 200 µm 以下の黒色菌核を形成した (Fig.1f, g). 分生子は分生子柄先端のモノフィアライドか

ら生じ, 無色単細胞, 表面平滑, 円筒形ないし紡錘形で両端がやや尖り, 大きさ 11.6～22.4× 3.4～
5.4 µm (Fig.1h). PCA, 25ºC, BLB下で生じた付着器は灰褐色, 棍棒形～不整形, 大きさ6.4～14.4 × 
4.0～10.4 µm (Fig.1i). 分離菌株の rDNA-ITS (ITS1+5.8S+ITS2) 塩基配列 (AB458662) は, 

a)（現所属）農研機構 西日本農業研究センター Western Region Agricultural Research Center, NARO  
［〒721-8514 広島県福山市西深津町 6-12-1］ 
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Colletotrichum destructivum O’Gara と同定されている既知の菌株と高い類似性があった 
[AB042302 (MAFF 305635: 99.3%), AB042303 (MAFF 238563: 99.3%), AB046609 (CBS 172.51: 
98.6%), AB057435 (IFO 7384: 97.8%), AB057437 (IMI 103844: 97.8%), AB334521 (MAFF 
239947: 99.3%), AB334522 (MAFF 239948: 98.9%), AB105958 (PC1: 99.6%), AB105959 (MAFF 
238453: 99.6%), AB105960 (MAFF 238560: 99.4%), AB105961 (MAFF 410037: 99.2%), 
AB354932 (MAFF 240106: 97.6%), AF320562 (ATCC10921: 99.4%), AF320564 (N150: 99.0%)]. 
以上より, 今回の分離菌株を同菌種と同定した. 分離菌株の分生子懸濁液を健全なステラの葉の表

面に噴霧接種した結果, 原病徴が再現され, 罹病部から接種菌が再分離されたことから, 分離菌株

のステラに対する病原性が立証された  (Fig.1j–l). 本病を新病害としてステラ炭疽病 
(anthracnose) と名付けた . 最近 , 6 遺伝子座  [rDNA-ITS, glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH), β-tubulin-2 (TUB2), actin (ACT), histone H3およびchitin synthase 1] 
に基づく系統解析によって, C. destructivum は少なくとも 16 種から成る種複合体であることが示

された (Damm et al., 2014). ステラ炭疽病菌MAFF240195 は, rDNA-ITS, GAPDH, TUB2 およ

び ACT の 4 遺伝子座に基づく系統解析によって, C. destructivum 種複合体構成種の

Colletotrichum tabacum Böning の基準菌株と単系統となることが判明した (森脇ら, 2016). 今後, 
6遺伝子座で再確認することとし, 本報告では同菌株をC. destructivum種複合体に属する菌種, と
同定するに留めた. 
 
2) ニチニチソウ炭疽病菌 ［病原菌株: MAFF 240311, MAFF 240312 文献: Tomioka et al. (2013)］ 

2003年7月に静岡県で, また, 2004年9月に沖縄県で露地栽培中のニチニチソウ [Catharanthus 
roseus (L.) G. Don, キョウチクトウ科] に茎枯性病害を認めた (Fig.2a). 茎に現れた直径 5～10 
mm の褐色斑の拡大・融合により罹病部が早期に乾枯し, 上位葉が萎凋・脱落する. 多湿条件で病

斑には分生子層が現れた (Fig.2b). 分離菌株 (代表株: 静岡県産 MAFF 240311, 沖縄県産 MAFF 
240312) は, PDA, 25ºC, BLB 下で灰白色の菌叢を形成し(Fig.2c), 病斑上と同様の分生子層を形成

した. 分生子は分生子柄先端のモノフィアライドから生じ, 無色単細胞, 表面平滑, やや円筒形, 大
きさ 11.3～17.5 × 3.0～5.0 µm (Fig.2d). PCA, 25ºC, BLB 下で生じた付着器は褐色～暗灰褐色, 類
球～不整形, 大きさ 7.0～13.0 × 5.5～9.5 µm (Fig.2e). 両分離菌株の形態は, Colletotrichum 
gloeosporioides 種複合体に属する Colletotrichum theobromicola Delacroix とよく似ているが, 
rDNA-ITSとTUB2の部分塩基配列 [rDNA-ITS: AB334524 (MAFF 240311) / AB334760 (MAFF 
240312); TUB2: AB774150 (MAFF 240311) / AB774151 (MAFF 240312)] は, 同じ種複合体に属

するColletotrichum siamense Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde あるいはColletotrichum tropicale 
Rojas, Rehner & Samuels と高い類似性があった [C. siamense rDNA-ITS: JX010159 (C1254.6: 
99.5% / 100%), JX010258 (C1316.6: 100% / 99.5%); C. siamense TUB2: JX010404 (C1315.2: 
99.1% / 98.1%); C. tropicale rDNA-ITS: JX010275 (C1272.16: 99.8% / 99.3%); C. tropicale TUB2: 
JX010407 (5101: 98.4% / 100%)]. よって, 分離菌株を, C. gloeosporioides 種複合体に属する菌種, 
と同定するに留めた. 分離菌株の分生子を含む PDA 菌叢を健全なニチニチソウの有傷茎に接種し
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た結果，原病徴が再現され，罹病部から接種菌が再分離されたことから, 分離菌株のニチニチソウ

に対する病原性が立証された (Fig.2f, g). 本病を新病害としてニチニチソウ炭疽病 (anthracnose) 
と名付けた． 
 
3. おわりに 

近年, Colletotrichum 属菌の分子系統解析による分類学的な再検討が進められている. 今回のニ

チニチソウ炭疽病菌株については, C. gloeosporioides 種複合体に属する菌種として, 今後, 分子系

統解析を通じて改めて菌種を確認する必要がある. また, ステラ炭疽病菌株についても, 上記の通

りC. destructivum 種複合体に属する菌種として, 今後, 同様に確認する必要がある. 
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Fig. 1   Symptoms of anthracnose on bacopa and morphology of causal fungus, Colletotrichum 

destructivum.  

a–c Natural symptoms, spotting and blight of leaves. d Acervuli with setae on a foliar 
lesion after natural infection (bar 40 µm). e–i Morphology of MAFF 240195. e Colonies 
grown on PDA at 25ºC in the dark for 12 days (upper surface side, lower reverse side). f 
Conidial masses on colony grown on PDA at 25ºC under black light for 12 days. g Sclerotia 
on colony grown on PDA at 25ºC under black light for 12 days (bar 100 µm). h Conidia (f) 
(bar 10 µm). i Appressoria formed in slide culture on PCA at 25ºC under black light for 7 
days (bar 20 µm). j–l Reproduction of symptoms after inoculation with MAFF 240195. j 
Necrotic spots with dark brown margins on a leaf 7 days after inoculation. k Blighted 
leaves 10 days after inoculation. l Necrotic lesions on a stem 15 days after inoculation. 
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Fig. 2   Anthracnose symptoms on Madagascar periwinkle and morphology of causal fungi.  

a Natural symptoms, stem blight, found in Okinawa Prefecture. b–e Morphology of 
pathogen. b Acervulus without setae on stem lesion from natural infection (a) (bar 50 
µm). c–e MAFF240312 grown at 25C. c Colonies grown on PDA in the dark for 1 week 
(left surface side, right reverse side). d Conidia on PDA under a black light for 1 week 
(bar 10 µm). e Appressoria in slide culture on PCA under a black light for 5 days (bar 20 
µm). f Stem lesion at 2 days after inoculation with MAFF 240311. g Stem and leaf blight 
at 4 days after inoculation with MAFF 240312. 
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ショウガ科植物青枯病菌の遺伝的多様性 
 

堀田 光生 a)  
農業環境技術研究所 

［〒305-8604 茨城県つくば市観音台 3-1-3］ 
 

Genetic diversity of Zingiberaceae plant isolates of Ralstonia solanacearum 
 

Mitsuo HORITA a) 
National Institute for Agro-Environmental Sciences 

 
1. はじめに  

Ralstonia solanacearum に起因する青枯病は，世界的に最も重要な細菌病の一つである．青枯病

菌は病原性および細菌学的性質において多様な病原体で，宿主範囲の違いにより 5 つのレースに，

生化学的な性質の違いにより 6 つの生理型（biovar）にそれぞれ分けられており，特にショウガ

（Zingiber officinale Rosc.）を含むショウガ科植物を犯す系統は，他植物を犯す系統と区別され，

レース 4 に類別されている (Denny and Hayward, 2001)．青枯病は土壌伝染性の病害として知ら

れているが，本菌に感染した種苗を介して長距離を伝播することが可能であり，それが青枯病の蔓

延を促進させる原因の一つと考えられる (Hayward, 1991)． 
ショウガ科植物青枯病は，これまで日本を含むアジア数か国，ハワイ，オーストラリア等で報告

されており，現在も発生地域が拡大している (Hayward, 1994; Elphinstone, 2005; Tsuchiya et al., 
2005; Waki et al., 2013; 堀田ら, 2014)．これ以上の蔓延を防ぐためには，その発生源をつきとめ，

分離菌株の病原学的，疫学的特徴を明らかにし，植物検疫や種苗管理の段階で本菌を効率的に診断

する方法の開発が必要である．近年，青枯病菌のゲノム情報が急速に蓄積し，同情報の解析が個々

の系統の識別や同定の有効な手段となっている．特にエンドグルカナーゼ遺伝子（egl）の塩基配列

情報を基にした系統解析により，本菌は 50 以上のグループ（sequevar）に分けられることが報告

されている (Fegan and Prior, 2005; Wicker et al., 2012)．今回，本報告では，アジア－太平洋地域

でショウガ科植物から分離された青枯病菌の遺伝子情報を解析することで，その遺伝的多様性を明

らかにすることを試みた. 
 

a)（現所属）農研機構 農業環境変動研究センター Institute for Agro-Environmental Sciences, NARO  
［〒305-8604 茨城県つくば市観音台 3-1-3］  
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2. 材料および方法 

1）供試菌株および培養方法 
 表 1 に供試した青枯病菌株を示した．ショウガ科植物分離株（計 51 株）として，日本（15 株），

タイ（11 株），インドネシア（22 株），中国（2 株），オーストラリア（1 株）産株を，対照として

日本産の他植物（トマト，スターチス）分離株 2 株をそれぞれ供試した．日本産 17 株は農業生物

資源（NIAS）ジーンバンクより得られた．日本産以外の大半の株はResearch Institute of Spices 
and Medical Crops（インドネシア，ボゴール）およびDepartment of Agriculture, Ministry of 
Agriculture and Cooperatives（タイ，バンコク）より分譲頂いた．供試菌株は 1%グルタミン酸ナ

トリウムと 10%スキムミルクを含む分散媒中に懸濁して－30℃で保存し，TTC 平板培地 (Kelman, 
1954) に塗抹して 28℃培養または CPG 液体培地 (Kelman, 1954) 中で 30℃一晩，振とう培養後

に用いた． 
 

2）biovar の調査および病原性試験 

 Biovar の調査はDenny and Hayward (2001) の方法に基づき行った．病原性試験には, 対象植

物としてショウガ（品種 三州）を用い，園芸培土（サカタ）を詰めたプラスチックポット（直径 9 
cm）に種根茎を移植して温室内で 7～9 葉期まで栽培した．供試菌株を TTC 培地で培養し，滅菌

蒸留水に約 108cfu/ml となるように懸濁した後，注射針を用いてショウガの茎基部に懸濁液を有傷

接種し，28℃温室内で 3 週間病徴観察（茎葉部の黄化，萎凋の有無）を行った． 
 

3）DNA 抽出とPCR 検定 

 CPG 液体培地で培養した菌液を遠心分離（12,000×g, 5 分）し，上清を除いた後，菌体を滅菌

Milli-Q 水に懸濁し，100℃で 5 分加熱，氷冷して DNA 抽出を行った．供試菌株の phylotype は

Fegan and Prior (2005) の報告に基づき，マルチプレックスPCR 法により調査した．日本産レー

ス 4 はDNA フィンガープリント解析により 2 つのDNA type (I, II) に分けられ，それぞれを特異

的に識別・検出するPCR 法が報告されている (Horita et al., 2004)．今回，供試菌株について同報

に基づきPCR 検定を行った．各PCR 産物は 1.5～2%アガロースゲルを用いて電気泳動し，目的の

長さのバンドの有無について調査した． 
 

4）eglおよびmutS遺伝子のシーケンス解析 

 egl遺伝子はPoussier et al. (2000) の，mutS遺伝子はPrior and Fegan (2005) の報告に基づき，

それぞれPCR 増幅した後，1.5%アガロースゲル電気泳動を行い，DNA 抽出キット（QIAquick Gel 
Extraction Kit, キアゲン）を用いて目的の長さのバンドを回収した．その後，ファスマック（株）

にシーケンス解析を依頼した． 
 

5）データ解析 

 得られた DNA 配列は DDBJ/EMBL/Genbank データベースシステムに登録する(AB620014－
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AB620018, AB621636－AB621695, AB678435－AB678437, AB678480－AB678491, AB678517
－AB678528, AB732947－AB732956) とともに, DNA 解析ソフト（DNASIS pro, 日立）を用い

てアライメントを行い，木村 2-パラメーター法 (Kimura, 1980) を用いて遺伝距離を算出した．系

統樹はClustal W ソフト (Thompson et al., 1994) 内の近隣結合法を用いて作成し，ブートストラ

ップ解析を 1000 反復行うことで，各分岐の確率を算出した． 

 

 
3. 結果 

1）ショウガ科植物分離株の biovar およびPCR 検定 

 供試したショウガ科植物分離株 51 株は biovar 3（32 株）または biovar 4（19 株）に類別された

（表 1）．Phylotype 識別・同定用 PCR 検定の結果，全ての供試菌株から phylotype I に特異的な

バンドが検出された（データ未掲載）．日本産レース 4 識別用PCR 検定の結果，日本およびタイ産

19 株で type I に，日本，中国，オーストラリア産 9 株で type II にそれぞれ特異的なバンドが検出

された．インドネシア産の全株，タイ産 1 株および日本産他植物分離株では，いずれのバンドも検

出されなかった (表 1)． 
 

2）egl遺伝子の解析 

 各供試菌株について egl 遺伝子の内部領域をコードする 666 塩基の配列情報が得られ，これらの

情報を基にクラスター解析を行った．対照として既報の日本，中国，フィリピン，オーストラリア，

インド産ショウガ科植物分離株を含む計 36 菌株の青枯病菌の塩基配列情報 (Poussier et al., 2000; 
Villa et al., 2005; Liu et al., 2009; Xu et al., 2009; Wicker et al., 2012; Kumar et al., 2014) を用い，

菌株名 分離植物 分離地域 sequevara) group
 (mutS)b)

DNA
 typec) biovar

MAFF 107639, MAFF 107640, MAFF 107641
MAFF 107642, MAFF 107643, MAFF 211272
MAFF 211479, MAFF 211490, MAFF 211493
32, 1294, 1445, 1446, 1447, 1448, 1478
419B-1-I, 419-B-1-III, 412-C-1-I

ショウガ
ミョウガ

クルクマ属

日本, タイ 30 1 I 3, 4

MAFF 241651, MAFF 331053, MAFF 331054 ショウガ 日本 14 1 II 4

MAFF 211471, MAFF 211472, MAFF 211474
R277, Z8a, Z8b ショウガ

日本, 中国

オーストラリア
16 2 II 4

T447, T454-B, T625, T625-98, T748, T749
T871, T874, T874-98, T917, T924-2, T948
T963, T968, Psg-8, Ps6-3-1

ショウガ属
クルクマ属

インドネシア 17 1 － 3

1052 ショウガ タイ 47 1 － 4

T585-98, T736, T740, T741, T925-2, T952-B ショウガ インドネシア 未定 3 － 3, 4

MAFF 301070
MAFF 302549

トマト
スターチス

日本 14 1 － 3

a) Fegan and Prior (2005), Wicker et al. (2012) の報告に基づく.

b) mutS遺伝子配列を用いたクラスター解析に基づくグループ  (図1).

c) Horita et al. (2004) の報告に基づく.  －: いずれのDNA typeにも属さない.

表1. 供試菌株リスト
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outgroup として MAFF 301558 株（日本産ジャガイモ分離株，phylotype IV に属する）の配列

（accession no.  AY465002）を用いた. ショウガ科植物分離株は全て phylotype I に相当するクラ

図1.  egl 遺伝子および mutS 遺伝子領域の塩基配列に基づくショウガ科植物青枯病菌の遺伝

的類縁関係 

★  はショウガ科植物分離株を，右横の ( ) 内はsequevar (egl 遺伝子) またはgroup (mutS 遺伝子) をそれぞれ示

す．分岐点の数値はブートストラップ確率（>50%）を，最下線の長さは遺伝距離（0.01）をそれぞれ示す． 

0.01

MAFF 301558 (8) 
(phylotype IV)

MAFF 211266 (15)
★(16)

MAD17 (46)
GMI 1000 (18)

★(18)73
JT519, ★(31)

CFBP7058 (13)
CIP365 (45)
★(未定3)

★(未定2)
★(未定2)62

PSS219 (34)
R288 (12)

O3 (44)
★(未定1)

MAFF 301070, MAFF 302549, ★(14)
GMI8254,★(47)

M2 (48)
★(未定4)

★(30)
★(30)

★(30)
★(17)

P11, ★(17)

71

Phylotype I

(a) egl 遺伝子

GMI1000
JT519
GMI8254
PSS219

★(group 1) Phylotype I

0.01

M2
O3
P11

MAFF301558
(phylotype IV)

MAFF301070
MAFF302549

54

MAFF211266
CFBP7058

R288
61

MAD17
CIP365, ★(group 3) 

★(group 2)

(b) mutS 遺伝子

81

56
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スター内に属し（図 1），11 の sequevar（14, 16, 17, 18, 30, 31, 47, 未定 1～4）に分けられ，それ

ぞれ分離地域，分離植物，biovar に違いがみられた (表 1，表 2)． 
すなわち sequevar 14 には日本，中国，フィリピンでショウガより分離された biovar 4 の株が，

sequevar 16 には日本，中国，オーストラリア産ショウガ分離株（biovar 4）が，sequevar 17 に
はインドネシア，インド産でショウガ属，クルクマ属植物およびカルダモン分離株 (biovar 3, 4) が，

sequevar 30 には日本，タイ産ショウガ属およびクルクマ属植物分離株（biovar 3, 4）が，sequevar
未定 1 には中国，インドネシア産ショウガ分離株 (biovar 3, 4) がそれぞれ含まれた．Sequevar 18
に中国産株が, sequevar 47 にタイ産株が，他の 4 つの sequevar (31, 未定 2, 3, 4) にインド産株が

それぞれ含まれた．供試した日本産他植物分離株 2 株は，ショウガ分離株 5 株とともに sequevar 14
に分けられた (表 1).  

 
3）mutS遺伝子の解析 

 各供試菌株についてmutS 遺伝子の内部領域をコードする 651 塩基の配列情報が得られ，これら

の情報を基にクラスター解析を行った．対照として既報の 13 菌株の塩基配列情報 (Prior and 
Fegan, 2005; Wicker et al., 2012) を用いた．outgroup としてMAFF 301558 株（accession no.  
AY756812）を用いた. egl 遺伝子の解析結果と同様に，ショウガ科植物分離株は全て phylotype I
に相当するクラスターに属し（図 1），3 つの groupに分けられた．各 groupは sequevar と関連が

sequevar 分離植物 分離地域 biovara)
調査菌株数

a)

14 ショウガ 日本, 中国, フィリピン 4 5

16 ショウガ 日本, 中国, オーストラリア 4 12

17 ショウガ属, クルクマ属

カルダモン
インドネシア，インド 3 25

18 ショウガ 中国 4 1

30 ショウガ属, クルクマ属 日本，タイ 3, 4 39

31 ショウガ インド 3 1

47 ショウガ タイ 4 1

未定 1 ショウガ 中国, インドネシア 3, 4 7

未定 2 ショウガ インド 3, 4 2

未定 3 ショウガ インド 3 2

未定 4 ショウガ インド 3 1

表2. ショウガ科植物青枯病菌のsequevarと分離植物, 分離地域, biovarとの関係

a) 本試験およびVilla et al. (2005), Liu et al. (2009), Xu et al. (2009), Waki et al. (2013),
Kumar et al. (2014) の報告に基づく.
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みられ，group 2 に sequevar 16 の株が，group 3 に sequevar 未定 1 の株が，group 1 にそれ以外

の sequevar の株がそれぞれ含まれた（表 1）．供試した日本産他植物分離株 2 株は，ショウガ科植

物分離株の group 1 と相同であった. 
 

4) 供試菌株のショウガに対する病原性 

 分離植物，分離地域，sequevar，DNA group または biovar (表 1) の異なるショウガ科植物分離

株 9 菌株（MAFF 107639, MAFF 211272, MAFF 211474, MAFF 211490, MAFF 241651, MAFF 
331053, 1445, T447, T585-98）および他植物分離株 2 株 (MAFF 301070, MAFF 302549) につい

て，ショウガに対する病原性を調査した．その結果，ショウガ科植物分離株は全てショウガに強い

病原性（茎葉部の萎凋，枯死）を示したのに対し，他植物分離株はいずれもショウガに病徴を示さ

なかった． 
 
4. 考察 

 ショウガ科植物青枯病は様々な気象条件のアジア－太平洋地域の国で発生している．今回の解析

結果では，これら分離菌株は egl 遺伝子解析で 11 の sequevar に, mutS遺伝子解析で 3 つの group
にそれぞれ分けられ，また sequevar の異なる菌株間では，分離地域，分離植物等に違いがみられ

るなど，遺伝的にも病原学的にも多様な系統が存在し，これらが各地域で同青枯病を発生・蔓延さ

せているものと考えられた．また，これら系統のいくつかは国・地域をまたがって分離されており，

青枯病菌汚染種苗等を介して国際的にも国内的にも伝播した可能性が推測された．日本国内におい

て，ショウガ科植物青枯病は 1995 年にタイから輸入したクルクマ種苗を栽培した高知県内で初発

生し，1997 年以降，同県内の初発地域近隣のショウガ，ミョウガ栽培地域において青枯病の発生が

相次いで報告された (Tsuchiya et al., 2005)．2009 年以降は高知県以外の地域にその発生が拡大し

ている (堀田ら, 2014)．今回のDNA 情報を基にした解析では，日本産株は 3 つの sequevar（14, 16, 
30）に分かれ, sequevar 14 の株は中国，フィリピン産株と, sequevar 16 の株は中国，オーストラ

リア産株と, sequevar 30 の株はタイ産株とそれぞれ相同であり，これら複数の海外地域から日本国

内に伝播した可能性が推測された．Sequevar の異なる菌株間では，宿主範囲や病原力においても

違いがみられることが報告されている．例えば sequevar 16 の株はショウガのみから分離され，そ

れ以外のショウガ科植物に接種してもほとんど病徴を示さないのに対し，sequevar 30 の株はショ

ウガ以外のショウガ科植物にも強い病原性を示す (矢野ら, 2011)．これらの結果から，同青枯病の

防除には，分離菌株の系統に応じてそれぞれ異なる対策を取る必要があると考えられた．  
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納豆菌欠損ファージ生産変異株の作出 
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A Bacillus subtilis (natto) mutant on defective phage production 
 

Toshirou NAGAI a) 
National Institute of Agrobiological Sciences 

 
1. 目的 

納豆菌[Bacillus subtilis (natto)]は，日本の伝統的醗酵食品である納豆を生産する細菌である

(Nagai and Tamang， 2010)．納豆菌や枯草菌(B. subtilis)は菌体外に欠損ファージを生産すること

が知られている(Seaman et al.，1964，Tsutsumi et al.，1990)．これら欠損ファージの構造蛋白質

は納豆菌のゲノム上にコードされており，納

豆菌体内でファージ粒子が作られる．しかし

ながら，ファージ頭部にはそのファージゲノ

ムではなく，納豆菌自身のゲノムをある大き

さにランダムに切りそろえられた断片がパ

ッケージングされる．したがって，この欠損

ファージは，増殖することができない(図 1)．
しかしながら，欠損ファージは，この欠損フ

ァージに感受性のある納豆菌株を溶菌する，

または生育を阻害することができる．通常の

ファージの場合，そのファージ懸濁液を希釈

し，感受性の菌株にスポットすると，低希釈

倍率ではスポットしたところ全体が溶菌し，

大きな溶菌斑を形成するが，希釈倍率を高め

るにつれ，個々のプラークが観察されるよう

になる．しかし，欠損ファージでは，低希釈

倍率では溶菌斑を形成するが，希釈率を高め

a)（現所属）農研機構 遺伝資源センター Genetic Resources Center, NARO 
［〒305-8602 茨城県つくば市観音台 2-1-2］ 

図 1. 欠損ファージ粒子の生成 
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るとその溶菌斑全体が薄れていくだけであり，個々のプ

ラークを形成することはない（図 2）． 
多くの納豆菌を調べると，それぞれの欠損ファージに

感受性・非感受性の菌株が存在しており，感受性の違い利用することにより，ある程度は納豆菌の

菌株レベルでの識別が可能になる．その一方で，通常の納豆菌ファージを，欠損ファージを生成す

る納豆菌を用いて増殖すると，欠損ファージが混入し，目的とする納豆菌ファージのみからなるサ

ンプルを調製することができないという不都合が生じる．図 3 は，ある納豆菌ファージサンプルか

ら抽出したDNA の電気泳動像であるが，目的のファージのDNA（高分子側）以外に欠損ファージ

由来の DNA が確認できる．このような場合，実験によっては障害となるので欠損ファージを取り

除くことが必要であり，それには困難が伴う． 
そこで，そのような障害を取り除く目的で，欠損ファージ生産性変異株の作出を行った．ここで

は，著者の行った研究（Nagai，2014）中心に解説する． 
 
2. 材料および方法 

1）使用した微生物と培養条件 

本研究に使用した主要な菌株及び作出した変異株は表 1 にまとめた．本研究により作出した変異

図 3. 欠損ファージのサンプルへの

混入の例 

図 2. 通常のファージ(上)と欠損ファージ(下)の

各希釈段階での溶菌斑形成の違い 

株名 特性 分離源･由来 MAFF登録番号

MAFF 118147 PGA+, DP118147+
宮城県, 発酵食品

MAFF 302078 RifS
埼玉県, 土壌

NA1 PGA-, DP118147+ MAFF 118147の自然突然変異体 MAFF 211989

NA2 PGA-, DP118147- NA1をアクリジンオレンジにより変異処理 MAFF 211990

NA3 RifR MAFF 302078の自然突然変異体 MAFF 211991

PGA+:ポリグルタミン酸生産能あり, PGA-:ポリグルタミン酸生産能なし,

DP118147+:欠損ファージ産生,　DP118147-:欠損ファージ非産生,

RifS:リファンピシン感受性, RifR:リファンピシン耐性 (日本食品科学工学会より許可を得て転載)

表1.　実験に使用した菌株
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株はすべてジーンバンクに登録した．培養は LB 培地に 10 mM 硫酸マグネシウムを添加した培地

または，ニュートリエントブロス(日水製薬)を使用し，37℃で 16－24 時間，または 30℃で 1－2 日

間の条件で行った．以下に書かれてある以外の方法については，常法を用いた． 
 

2）アクリジンオレンジによる変異処理 

アクリジンオレンジ存在下で B. subtilis を液体培養し，段階希釈後プレートに展開し，コロニ

ーを得た(Hara et al.，1982)．マイクロタイタープレートを用いて一晩，液体培養した後，遠心分

離を行い，上清を回収し，指示菌入り軟寒天(リファンピシン含有)上にスポットした．一晩培養後，

溶菌斑形成を観察した． 
 

3）電子顕微鏡観察 

 酢酸ウラニウムによるネガティブステイン法によった．観察は株式会社花市電子顕微鏡技術研究

所（愛知，岡崎市）で行った． 
 
3. 結果と考察 

1）納豆菌MAFF 118147 の欠損ファージ 

納豆菌 MAFF 118147 の培養上清から欠損ファージを検出し，そのファージを DP118147 (欠
損ファージ Defective Phage にちなむ)と命名した．

DP118147 はこれまでの欠損ファージ(Seaman et al.，
1964；Tsutsumi et al.，1990)と同様に非常に小さな頭部

(直径 40 nm)と収縮性の尾部(17 × 264 nm)より構成され

る(図 4)．欠損ファージ粒子からは 13.5 kb のDNA が検

出された(図 5 A)． 
 

2）指示菌 

140 株のB. subtilis について，納豆菌MAFF 118147
の培養上清により，生育阻害される菌株を検索したとこ

ろ，73 株(52%)が生育阻害を受けた．その中から，軟寒

天中できめの細かい菌叢を形成する B. subtilis MAFF 
302078 を以降の実験に使用することとした．なお，納豆

菌MAFF 118147 は低分子の抗生物質を生産する可能性

もあったが，生育阻害活性は 200 kDa 以上の画分に存在

しており，低分子の生育阻害活性物質はほとんど作られて

いなかった． 
B. subtilis MAFF 302078 は，欠損ファージ生産変異株

のスクリーニングに便利なように抗生物質(リファンピシ

図4. 欠損ファージDP118147 (A)と

尾部が収縮した形態(B)の電顕

写真 

バー=100 nm. (日本食品科学工学会

より許可を得て転載) 
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ン)耐性を自然突然変異により付与し(詳細は次

節で詳述)，NA3 と命名した． 
 

3）欠損ファージ生産変異株の取得 

 納豆菌が生産するポリグルタミン酸(納豆の

糸の主成分であり，曳糸性のあるグルタミン酸

ポリマー．以下 PGA)は非常に粘性が高く，ま

た DNA と非常に似通った物理化学的性質を有

しているために，DNA 調製の際に混入する．納

豆菌MAFF 118147 もPGA を生産するが，以

上の理由のため以下の操作がしにくくなるの

で，まずはPGA 非生産株を取得した．納豆菌の

PGA 生産能はゲノム上の挿入配列により高頻

度に欠落しやすい性質をもつので，PGA 生産培

地に普通に培養したコロニーを展開すると，曳

糸性を示さない PGA 非生産株が容易に生じて

くる(Nagai et al.，2000)．そのような株を純粋

分離し，NA1 と命名した． 
 NA1 を変異剤アクリジンオレンジで処理し，平板に展開後，生じた 96 個のコロニーを，マイク

ロタイタープレートにて液体培養した．培養液を遠心分離した後，得られた上清を，NA3(リファン

ピシン耐性)を含む二重平板にスポットした．

なお，二重平板の下層培地にはリファンピシ

ンを加えておき，上清に含まれる，遠心分離で

除去しえなかった細菌の増殖を抑えた．以上

の結果，96 個中 1 個の溶菌斑を形成しないコ

ロニーを見出し，これをNA2 と命名した． 
 

4）欠損ファージ生産変異株の性質 

 NA2 の培養液から DNA を抽出し，アガロ

ース電気泳動により分析したところ，欠損フ

ァージ由来の 13.5 kb の DNA は検出できな

かった(図5 B)．また，NA2の溶菌液からDNA
は検出できなかった(図 5 C)NA2 とその親株

である MAFF 118147 の増殖曲線を調べたと

ころ，変化はなかった(データ省略)．アクリジ

ンオレンジ処理により，生育に影響のある変

図 5. 欠損ファージDNA の電気泳動像 

M， マーカー; A， DP118147 DNA(MAFF 118147

培養液由来) ; B，NA2 培養液由来; C， NA2 溶菌液

由来  (日本食品科学工学会より許可を得て転載) 

図 6. NA2 の電顕写真 

A， 尾部; B， 頭部; C， 収縮した尾部. バー=200 nm 

(日本食品科学工学会より許可を得て転載) 
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異は受けていないと考えられた． 
 NA2 の培養液について電顕観察したところ，頭部と尾部が結合した完成形の欠損ファージ(図 4)
を見出すことはできず，分離した頭部と尾部が観察された(図 6)．すなわち，生じた変異はファージ

粒子のアセンブリの過程において，頭部と尾部を結合する段階で生じていることが示唆された．す

なわち，NA2 では完全には欠損ファージの発現が阻害されてはいなかった．NA2 の欠損ファージ

の尾部は，頭部と結合していなくても収縮する能力は保持しており(図 6 C, 図 4 B)，尾部の機能は

完全には損なわれてはいなかった．NA2 菌体内で欠損ファージ粒子の検出を試みたが，菌体内容物

が妨害し電顕観察を行うことはできなかった．頭部に含まれるはずの DNA は培養液中からも菌体

内からも検出されなかったが(図 5 B,C)，頭部に最初からパッケージングされていなかったのか，パ

ッケージングはされたが頭部から漏れ出てDNase により分解されたか，またはゲノムからのDNA
の切り出し自体が行われなかったのかは不明である．表現型として正常な欠損ファージ粒子を形成

しない変異株の取得に成功したが，遺伝子のどこにどのような変異が生じたのか，その変異により

なぜ頭部と尾部は結合されないのかについては，今後詳細な検討が必要である． 
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1. はじめに 

キウイフルーツかいよう病は近年，世界各地で分布を拡大しており，わが国を含む少なくとも 16
か国で深刻な被害が報告されている（農林水産省，2016；澤田，2016）．その病原細菌（Pseudomonas 
syringae pv. actinidiae）は多様性に富んでおり（McCann et al., 2013；Butler et al., 2013），現在，

表現型・遺伝型の違いに基づいて「biovar 1，2，3，5，6」という 5 つの biovar（生理型；変種レ

ベルの分類階級）に整理されている（澤田ら，2016）．また，これらの biovar 間では，病原性関連

遺伝子の構成や病原力が異なることも明らかになりつつある（McCann et al., 2013；Fujikawa and 
Sawada, 2016）．なお，わが国には，このうちの 4 つ（biovar 1, 3, 5, 6）が分布しており，キウイ

フルーツ（Actinidia chinensis，A. deliciosa）やサルナシ（A. arguta）などのマタタビ属植物で被

害が認められている（Takikawa et al., 1989；澤田ら，2016；澤田，2016）． 
農業生物資源ジーンバンク事業では，サブバンクをはじめとする多くの関係者にご協力頂きなが

ら，キウイフルーツの最重要病害とされている本病を対象として探索・収集を重点的に実施してき

た．その結果，わが国で分布が確認されている biovar 1, 3, 5, 6 のいずれに関しても，来歴の異なる

菌株を多数収集することができた（表 1）．本稿では，これらの所蔵菌株を対象として筆者らが行っ

てきた特性評価の結果を簡単に紹介しながら，各 biovar の特徴を整理してみたい． 
 
2. 各 biovar の特徴 

1）biovar 1 

1980年頃に静岡県でA. deliciosaに症状が認められたのが，キウイフルーツかいよう病の最初の

発生事例とされている．その際に原因菌として見出されたのがbiovar 1である（Takikawa et al., 
1989）．ジーンバンクには，6県で分離された，キウイフルーツあるいはサルナシに由来する50株

a)（現所属）農研機構 遺伝資源センター Genetic Resources Center, NARO 
 ［〒305-8602 茨城県つくば市観音台 2-1-2］ 
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のbiovar 1が所蔵されている（表1）． 
biovar 1は非特異的毒素の1

種であるファゼオロトキシン

を産生することが特徴とされ

ている（Sawada et al., 1997）．
そこで，所蔵する50株の産生能

を生物検定法によって確認し

たところ，表1でMAFF番号を

赤字で示した21株のbiovar 1か
らは，ファゼオロトキシンの産

生が認められなかった（表2）．
また，これらがファゼオロトキ

シ ン の 生 合 成 遺 伝 子 群

（argK-toxクラスター；図1）
を保持しているか否かをPCR
検定によって調べたところ，

MAFF 613017と613018から

はシグナルが得られなかった

が，それ以外のbiovar 1からは

biovar 別名 b)
分離源 c)

採集地 MAFF 番号 d)
株数

キウイフルーツ

愛媛, 香川,
和歌山, 静岡,
神奈川, 新潟

211981, 211982, 211983, 211984, 211985, 211986, 211987, 211988,
212162, 302091, 302092, 302093, 302143, 302144, 302145, 302146,
302966, 302967, 302968, 302969, 302970, 302971, 302972, 613001,
613002, 613003, 613004, 613005, 613006, 613007, 613008, 613009,
613010, 613011, 613012, 613013, 613014, 613015, 613016, 613017,
613018, 613020, 613021, 613022, 613023, 613024

46

サルナシ 神奈川 302133, 302134, 302135, 302136 4

3 Psa 3,
Psa V キウイフルーツ

佐賀, 福岡,
愛媛, 和歌山

212101, 212102, 212103, 212104, 212105, 212106, 212107, 212108,
212109, 212110, 212111, 212112, 212113, 212114, 212115, 212116,
212117, 212118, 212119, 212120, 212121, 212122, 212145

23

5 Psa 5 キウイフルーツ 佐賀
212054, 212055, 212056, 212057, 212058, 212059, 212060, 212061,
212062, 212063 10

6 − キウイフルーツ 長野
212130, 212131, 212132, 212133, 212134, 212135, 212136, 212137,
212138, 212139, 212140, 212141, 212142 13

c) キウイフルーツにはActinidia chinensisとA. deliciosaが含まれる．

d) MAFF番号を赤字で示した21株のbiovar 1からは，ファゼオロトキシンの産生が確認できなかった（表2）．ま

た，赤字で示した8株のbiovar 3からは，Pac_ICE1, 2, 3（表4）がPCR検出できなかった（表3）．

1 Psa 1,
Psa J

表1.  ジーンバンク所蔵のかいよう病菌 a)

a) 2016年5月末日時点での所蔵菌株を示した．

各菌株の詳しい来歴は遺伝資源データベース（http://www.gene.affrc.go.jp/databases-micro_search.php）を参照.
b) 各biovarには様々な別名がある（Butler et al., 2013；McCann et al., 2013；澤田ら，2014b, など）．本欄にはその

うちの代表的なもののみを示した．

biovar 蛍光色素
の産生

API 20NE の
プロファイル番号 a)

ファゼオロトキシン

の産生 b)
コロナチン

の産生 c)

1 － 0047451 d) d e)
－

3 － 0047451 d)
－ －

5 ＋ 0443451 － －

6 － 0447451 ＋ ＋

＋，陽性；  −，陰性； d，菌株によって異なる .

表2. ジーンバンク所蔵のかいよう病菌で認められた主な表現型

e) 50株のbiovar 1のうち，表1でMAFF番号を赤字で示した21株か

らは，ファゼオロトキシン産生が認められなかった．

c) ジャガイモ塊茎を用いた生物検定法（澤田ら, 2016）による.

a) API 20NEを用いて生理・生化学的性質を検査し，培養3日目の

判定結果をもとにプロファイル番号を算出した．

b) 感受性の大腸菌に対する生育阻害活性を指標とした生物検定法

（澤田ら，2016）を用いて調査した．

d) biovar 1では培養後4〜5日経過するとゼラチンが遅れて分解され

始めたが，プロファイル番号の算出に当たっては陰性として取り
扱った．一方，biovar 3では培養期間を延長しても，ゼラチンの分

解は認められなかった（澤田ら，2015）．
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b) 感受性の大腸菌に対する生育阻害活性を指標とした生物検定法

（澤田ら，2016）を用いて調査した．

c) ジャガイモ塊茎を用いた生物検定法（澤田ら, 2016）による.

d) biovar 1では培養後4〜5日経過するとゼラチンが遅れて分解され

始めたが，プロファイル番号の算出に当たっては陰性として取り扱

った．一方，biovar 3では培養期間を延長しても，ゼラチンの分解

は認められなかった（澤田ら，2015）．

e) 50株のbiovar 1のうち，表1でMAFF番号を赤字で示した21株か

らは，ファゼオロトキシン産生が認められなかった．

a) 2016年5月末日時点での所蔵菌株を示した．
各菌株の詳しい来歴は遺伝資源データベース（http://www.gene.affrc.go.jp/databases-micro_search.php）を参照.

b) 各biovarには様々な別名がある（Butler et al., 2013；McCann et al., 2013；澤田ら，2014b, など）．本欄にはその
うちの代表的なもののみを示した．

c) キウイフルーツにはActinidia chinensisとA. deliciosaが含まれる．

d) MAFF番号を赤字で示した21株のbiovar 1からは，ファゼオロトキシンの産生が確認できなかった（表2）．また，赤
字で示した8株のbiovar 3からは，Pac_ICE1,	2,	3（表4）がPCR検出できなかった（表3）．
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増幅が認められた（表3のargK〜amtAの4つの項目）（澤田ら，2014a）．以上のことから，産生

能の認められなかった21株のbiovar 1（表1で赤字で示した）のうち，生合成遺伝子群がPCR検出

できた19株については，産生能を失うような変異がこれらの遺伝子群に蓄積している可能性が考え

られる（三好ら，2012）． 
ところで，ファゼオロトキシンの生合成遺伝子群はゲノミックアイランド〔tox islandと命名し

た（図1）（Genka et al., 2006）〕の内部に存在していること，tox islandは元々，他の細菌が保持

していたが，水平移動を通じてbiovar 1が獲得したものであることが，我々の解析によって明らか

になっている（Sawada et al., 1997；Genka et al., 2006，など）．したがって，生合成遺伝子群が

PCR検出できなかったMAFF 613017と613018については，tox islandを獲得する以前の「biovar 1
の祖先型に由来する株」，あるいは，tox islandが後天的に脱落した「欠損変異株」のいずれかに

相当する可能性が考えられる（澤田ら，2014a）．この点については，今後，これらの菌株の比較

ゲノム解析を進めることによって確認したいと考えている． 

図 1.  biovar 1 の染色体における tox island の挿入部位付近の構造 

A : biovar 1（下側），および，近縁のP. syringae pv. syringae（上側）における，当該領域の遺伝子構成を模式的に示した．

ホモログの関係にある遺伝子同士は，グレーボックスで結んである．biovar 1における黒塗りの四角で示した部分が，

染色体に挿入された tox island（約38kb）である．一方，P. syringae pv. syringaeにおける相同な部位（黒塗りの矢尻

で示した）には，tox island のようなゲノミックアイランドは挿入されていない（Genka et al., 2006；澤田ら，2014b）．

B : tox islandの構造を詳細に示した．グレーで示した部分が，ファゼオロトキシン生合成遺伝子群〔argK-toxクラスター

（約 23kb）〕に相当する．tox island の左側境界付近には，チロシンリコンビナーゼ（部位特異的組換え酵素の 1 種で

あり、ゲノミックアイランドやファージの切り出し・挿入に関与する）をコードする遺伝子が 3 つタンデムに存在して

おり，これらが tox island の水平移動に関与した可能性が考えられる（Genka et al., 2006；澤田ら，2014b）． 
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biovar 1所蔵菌株の表現型のうち，API 20NEのプロファイル番号に関しては，biovar 3と同じ結

果（0047451）が得られた（表2）．ただし，biovar 1では，培養開始後4〜5日経過するとゼラチン

が遅れて分解され始めるのに対し，biovar 3では陰性のまま変化が認められなかった．また，比較

ゲノム解析の結果，エフェクター遺伝子の1つであるhopH3は，かいよう病菌の中ではbiovar 1にの

み特異的に存在していることが明らかになっている（Fujikawa and Sawada, 2016；McCann et al., 
2013）．そこで，hopH3を標的としてPCR検定を行ったところ，biovar 1所蔵菌株のすべてから増

幅が確認できたのに対し，それ以外のかいよう病菌からは検出できなかった（表3）．したがって，

これらの指標は，biovar 1の判別に利用できると考えている（澤田ら，2016）． 
 
2）biovar 3 

biovar 3がわが国で初めて確認されたのは2014年であるが（澤田ら，2015），その後も分布の拡

大は続いており，現時点で15都県から特殊報が出されるに至っている（農林水産省，2016，など）．

biovar 1に比べて被害程度がより大きいとの指摘もあり，地域によっては深刻な問題となっている．

ジーンバンクには，4県に由来する23株のbiovar 3が所蔵されている（表1）． 
biovar 3は，近年、世界中で猛威を振るっており，わが国を含む少なくとも12か国でその分布が

確認されている（農林水産省，2016，など）．なお，わが国では2014年までbiovar 3の検出事例が

全く存在しないこと，biovar 3は中国が起源と推測されていること（Butler et al., 2013；Cunty et 
al., 2015）などから，2014年に初検出されたbiovar 3は，いずれかの分布国よりごく最近になって
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biovar 1 ＋ ＋ － ＋ － － － － d b) d b) d b) d b)
－ － － － － － － － － － －

biovar 3 ＋ ＋ － － － ＋ ＋ － － － － － － － － d c) d c) d c) d c)
－ － － －

biovar 5 ＋ ＋ － － － － － ＋ － － － － － － － － － － － － － － －

biovar 6 ＋ ＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － －

＋，陽性； −，陰性； d，菌株によって異なる.

PCR検定

の目的 ファゼオロトキシン

表3.  ジーンバンク所蔵のかいよう病菌を対象としたPCR検定の結果

b) 表1に示した50株のbiovar 1のうち，MAFF 613017と613018からは，ファゼオロトキシ

ン生合成遺伝子群（argK-toxクラスター）の指標とした4つの遺伝子（argK〜amtA；図

1）が検出できなかった（澤田ら，2014a）．

c) 表1でMAFF番号を赤字で示した8株のbiovar 3からは，PAC_ICE 1（表4）に関連した4
つの遺伝子領域（MCP〜met）が検出できなかった（澤田ら，2015）．

毒素関連遺伝子の検出 Pac_ICEの検出

a) PCRの標的とした各遺伝子領域，プライマー配列，反応条件等の詳細な情報は，澤田

ら（2016）に示した．

ICE1ICE共通コロナチン ICE2 ICE3
pathovar
の同定

biovar の判別

表3.  ジーンバンク所蔵のかいよう病菌を対象としたPCR検定の結果
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＋，陽性； −，陰性； d，菌株によって異なる.
a) PCRの標的とした各遺伝子領域，プライマー配列，反応条件等の詳細な情報は，澤田

ら（2016）に示した．

b) 表1に示した50株のbiovar 1のうち，MAFF 613017と613018からは，ファゼオロトキシ

ン生合成遺伝子群（argK-toxクラスター）の指標とした4つの遺伝子（argK〜amtA；図1）
が検出できなかった（澤田ら，2014a）．
c) 表1でMAFF番号を赤字で示した8株のbiovar 3からは，Pac_ICE	1（表4）に関連した4
つの遺伝子領域（MCP〜met）が検出できなかった（澤田ら，2015）．
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から侵入したものではないか，と考えられている．また，中国を起源とするbiovar 3は，その後，

少なくとも3つの伝搬経路（①中国からニュージーランドへ，②中国からヨーロッパ諸国へ，③中

国からチリへ）を通じて，世界各地へと拡散した可能性が指摘されている（Butler et al., 2013；
Balestra et al., 2013；Cunty et al., 2015，など）．そこで，以上のような情報を踏まえた上で，わ

が国への侵入経路を解明するための糸口を探るべく，所蔵菌株と外国産の対照菌株の比較解析を試

みた． 
その際の指標として利用したのが，biovar 3が保持しているintegrative conjugative element

（ICE：宿主の染色体から切り出された後，接合によって他の細菌へと伝達されるタイプのゲノミ

ックアイランド）である．ICEはきわめて変異に富んでおり，これまでにbiovar 3からは，構造や

染色体における挿入部位などが異なる7種類のICE（Pac_ICE1, 2, 3, 5, 6, 7, 8）が見出されている

（Butler et al., 2015）．このうち，biovar 3における主要なICEとされている「Pac_ICE1, 2, 3」
の特徴を表4に示した．なお，前段に記した3つの伝搬経路には，それぞれ，これら主要な3つのICE
を保持したbiovar 3が対応しているのではないか，との推測がなされている（Butler et al., 2013，
2015；McCann et al., 2013；Balestra et al., 2013）．すなわち，①，②，③の各経路を通じて，

Pac_ICE1, 2, 3を保持したbiovar 3が伝搬された可能性が指摘されている． 
biovar 3所蔵菌株のICE保有状況をPCR検定によって調査したところ，表1でMAFF番号を黒字で

示した15株のbiovar 3からは，Pac_ICE1に由来するシグナル（表3におけるMCP〜metの4つの項

目）を得ることができた（澤田ら，2015）．この結果は，わが国へのbiovar 3の伝搬に，①の経路

が関与している可能性を示唆するものといえる．しかし，これらの菌株のゲノム解析を行ったとこ

ろ，ICE領域からさまざまな多型が検出され，これらが保持しているPac_ICE1は多様性に富んでい

ることが分かってきた（藤

川・澤田，未発表）．また，

表1の赤字で示した8株の

biovar 3からは，Pac_ICE1, 2, 
3に由来する増幅産物（表3に
おけるMCP〜gstの8つの項

目）が全く得られなかった（澤

田ら，2015）．以上のことは，

わが国に分布するbiovar 3に
は，予想以上に多様な変異が

存在することを示している．

したがって，biovar 3の侵入

源・侵入経路に関して考察す

るためには，視点の異なるデ

ータをさらに蓄積した上で，

慎重に解析を進める必要があ

各ICEを保持したbiovar 3が
検出されている国 b)

染色体における

挿入部位 c)

Pac_ICE1 中国，ニュージーランド，日本 att -1

Pac_ICE2 中国，ヨーロッパ諸国 att -2

Pac_ICE3 中国，チリ att -2

表4.  biovar 3が保持しているPac_ICE1, 2, 3の比較 a)

a)  biovar 3からはこれまでに7種類のICE（Pac_ICE1, 2, 3, 5, 6, 7,
8）が検出されている（Butler et al., 2015）．本表には，そのう

ちの主要な3種類のICEを示した．

b) Butler et al.（2013，2015）， McCann et al.（2013），Balestra
et al.（2013），澤田ら（2015）に基づく．

c) ICEが染色体に挿入される際，リジンtRNA遺伝子が標的として

利用される．なお，biovar 3にはリジンtRNA遺伝子が2コピーあ

り，それぞれ，clpB 近傍と exsB 近傍に存在している．また，各

コピーにおけるICEの挿入部位は，「att -1」と「att -2」と命名さ

れている（Butler et al., 2013，2015；McCann et al., 2013）．
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利用される．なお，biovar 3 にはリジン tRNA 遺伝子が 2 コピーあり，

それぞれ，clpB 近傍と exsB 近傍に存在している．また，各コピーに

おける ICE の挿入部位は，「att-1」と「att-2」と命名されている（Butler 
et al., 2013，2015；McCann et al., 2013）．
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ると考えている． 
なお，biovar 3所蔵菌株の表現型を調べたところ，前述したように，API 20NEのプロファイル番

号に関してbiovar 1と同じ結果が得られた（表2）．しかし，培養期間を延長してもbiovar 3ではゼ

ラチンの分解が全く認められないことから，両者の判別は可能である．また，エフェクター遺伝子

であるhopH1とhopZ5は，かいよう病菌の中ではbiovar 3のみが保持していることが判明した

（Fujikawa and Sawada, 2016；McCann et al., 2013）．そこで，これらを標的としたPCR検定

を実施したところ，biovar 3所蔵菌株のすべてから明瞭なシグナルが確認できた（表3）（澤田ら，

2015）．したがって，これらの表現型・遺伝型は，biovar 3を判別する上で有効であろう． 
 

3）biovar 5 

biovar 5 は 2012 年に佐賀県北部地域で初めて分離された新規系統であり（澤田ら，2014a），

今のところ同地域以外では分布が確認されていない．ジーンバンクには 10 株が所蔵されている（表

1）．なお，biovar 5 の病原力は他の biovar より弱いと考えられているが，比較ゲノム解析の結果，

病原性関連遺伝子の構成がかなり異なっていることが明らかになった（Fujikawa and Sawada, 
2016）．その成果をもとに設計した特異的プライマーは，biovar 5 の判別に有効なことが確認でき

ている（表 3 のCon002）．また，biovar 5 はかいよう病菌の中では唯一，蛍光色素を産生するこ

と，API 20NE による検査でも特異的な結果（0443451）が得られることから（表 2）（澤田ら，

2014a），これらの表現型も判別指標として有効である． 
 

4）biovar 6 

biovar 6 は，2015 年に長野県中部地域で見つかった罹病樹から分離された新規系統であり（澤田

ら，2016），ジーンバンクには 13 株が所蔵されている（表 1）．これまでのところ，他の地域で

は分布が確認されていないことから，エンデミックな系統の可能性がある．なお，当該罹病樹は既

に伐採されており，その後，biovar 6 が新たに検出されるという事例は発生していない．biovar 6
の特徴として特筆すべきなのは，ファゼオロトキシンとコロナチンという 2 つの植物毒素をいずれ

も産生するという点である（表 2, 3）（澤田ら，2016）．このような特異な性質は，植物病理学に

おけるこれまでの研究の歴史の中でも報告例がなく，判別指標としても有効性が高いと思われる．

この性質をどのようにして獲得したのか，これらの毒素は病原性の発現に対して如何に寄与してい

るのかなど，biovar 6 をめぐる未解明の問題は多く，今後，ゲノム解析等によって明らかにしたい

と考えている． 
 

3. おわりに 

キウイフルーツかいよう病菌は東アジア起源であると推測されている（Genka et al., 2006；
Butler et al., 2013；McCann et al., 2013；Cunty et al., 2015；澤田ら, 2014b；澤田, 2016，など）．

すなわち，この地域に自生しているマタタビ属植物（サルナシ，マタタビなど）の表生菌の中から，

遺伝子の水平移動やゲノム再編成等を通じて病原性を獲得するものが出現し，山中で野生植物の病
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原菌として生息していた．その後，これら野生植物の病原菌が，近年になって商業栽培され始めた

キウイフルーツと出会うことによって，「キウイフルーツかいよう病」という病気が我々の前に姿を

現すに至ったのではないか，と考えられている． 
したがって，山中に潜んでいる未知の系統がキウイフルーツと新たに出会い，さらには，それが

潜在感染・混入した苗，穂木，花粉等が流通することによって他の地域へも分布を拡大する，とい

う事態が今後も発生する可能性は完全には否定できないであろう．重要なのは，新たに出現した系

統を対象として病原学的な研究を遅滞なく実施した上で，得られた情報を利用してかいよう病菌の

判別・検出技術を改良し，その有効性の維持・向上を図ることであろう．判別・検出技術は，病原

菌の系統に適した防除対策を選択したり，病原菌の新たな分布拡大を阻止する上で，必要不可欠な

基幹技術である（澤田ら，2016）．その技術開発を支援するためにも，また，病原菌の生態や分布

の実態をより正確に把握するためにも，本病を対象とした探索・収集や特性評価に今後も取り組ん

でいきたいと考えている． 
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掲載巻

( 発行年月 )
実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 1 巻

(1989.3)
昭 62
(1987)

害虫防除に利用する微生物の探索および特性解明 昆虫寄生菌 果樹試験場 柳　沼　勝　彦 長野県 S62.07.27 ～ S62.07.29
岩手県・青森県 S62.10.22 ～ S62.10.24
静岡県 S62.12.07 ～ S62.12.08

香川県および愛媛県における魚類病原菌およびウイルスの

探索収集

魚類病原細菌 養殖研究所 反　町　　　稔 香川県・愛媛県 S62.11.07 ～ S62.10.13

魚類病原ウイルス 佐　古　　　浩

前　野　幸　男

多糖類分解酵素の生産菌の探索および特性解明 多糖類分解菌 食品総合研究所 原　口　和　朋 千葉県 S62.10.13 ～ S62.10.24
北海道の各種飼料に着生する有用微生物の収集 飼料微生物 畜産試験場 原　　　慎一郎 北海道 S62.09.24 ～ S62.09.29
窒素固定菌の探索収集とその有効利用 窒素固定菌 農業生物資源研究所 蒲　生　卓　磨 タイ S62.09.01 ～ S62.09.22
反芻家畜寄生性住血吸虫の探索および収集 家畜寄生性原虫 家畜衛生試験場 南　　　哲　郎 インドネシア S62.11.29 ～ S62.12.19

第 2 巻

(1990.3)
昭 63
(1988)

小笠原諸島の亜熱帯農業環境における菌類遺伝資源の収集

および特性解明

植物病原菌 農業環境技術研究所 佐　藤　豊　三 小笠原諸島 S63.07.01 ～ S63.07.06
木材腐朽菌 ( 父島　母島 )

果樹の根頭がんしゅ病菌およびブドウウイルス病様症状の

探索収集および特性解明

植物病原ウイルス 果樹試験場 今　田　　　準 岩手県・青森県 S63.06.20 ～ S63.06.23

植物病原細菌 澤　田　宏　之 山形県・秋田県

亜熱帯地域に生息する食品関連の特殊糸状菌の収集 カビ毒生産菌 食品総合研究所 鶴　田　　　理 沖縄県 S63.11.05 ～ S63.11.10
北海道における大型褐藻分解細菌の探索収集 大型褐藻分解細菌 中央水産研究所 中　山　昭　彦 北海道 S63.07.04 ～ S63.07.06

内　田　基　晴

ネパール国における伝統的な発酵食品の調査および食品微

生物の調査

発酵微生物 食品総合研究所 新　国　佐　幸 ネパール S63.10.11 ～ S63.11.01

第 3 巻

(1991.3)
平元

(1989)
沖縄における食用きのこ遺伝資源の探索収集および特性解明 食用きのこ 森林総合研究所 根　田　　　仁 沖縄県 H01.10.13 ～ H01.11.19
都城市周辺圃場におけるアフラトキシン生産菌の探索収集 糸状菌 食品総合研究所 岡　崎　　　博 宮崎県 H01.08.23 ～ H01.08.25
タイにおけるさび病菌の重複寄生菌の調査・収集 拮抗微生物 農業環境技術研究所 佐　藤　豊　三 タイ H01.10.02 ～ H01.10.21

第 4 巻

(1992.3)
平 2

(1990)
キオビエダシャクの病原糸状菌の探索収集 糸状菌 森林総合研究所 島　津　光　明 沖縄県 H02.12.18 ～ H02.12.21
ソルガム紫斑点病菌の交配用菌株等の探索 糸状菌 草地試験場 月　星　隆　雄 九州 H02.09.09 ～ H02.09.12
特殊環境微生物の探索と利用 特殊環境微生物 食品総合研究所 川　澄　俊　之 九州 H02.10.15 ～ H02.10.18
ニュージーランドにおけるきのこ類の探索収集 食用きのこ 森林総合研究所 根　田　　　仁 ニュージーランド H03.03.13 ～ H03.03.27

沖縄県林業試験場 宮　城　　　健

第 5 巻

(1993.3)
平 3

(1991)
高知県における木材腐朽菌遺伝資源の探索収集 木材腐朽菌 森林総合研究所 服　部　　　力 高知県 H03.11.12 ～ H03.11.15
セルロース合成および分解真菌の探索収集および特性解明 鞭毛菌類 ･子嚢菌類 農業環境技術研究所 大久保　博　人 北海道 H03.09.24 ～ H03.09.28
北海道におけるコムギ植物体上微小菌類の収集 微小菌類 農業生物資源研究所 青　木　孝　之 北海道 H03.07.08 ～ H03.07.12
米粒の品質劣化に影響する病原菌類相と侵害機作の解明 糸状菌 農業研究センター 内　藤　秀　樹 山口県 H03.09.23 ～ H03.09.25
タイにおける特殊環境微生物（好塩菌）の探索収集 特殊微生物 食品総合研究所 川　澄　俊　之 タイ H03.07.25 ～ H03.08.20

第 6 巻

(1994.3)
平 4

(1992)
ナシ黒星病菌の DMI 剤感受性のモニタリング 糸状菌 果樹試験場 石　井　英　夫 佐賀県 H04.07.18 ～ H04.07.20
九州における樹木寄生糸状菌類の調査と収集 糸状菌 森林総合研究所 金　子　　　繁 大分県・熊本県 H04.09.22 ～ H04.09.27
中華人民共和国雲南省におけるイネいもち病菌の探索収集 糸状菌 農業研究センター 内　藤　秀　樹 中国 H04.09.19 ～ H04.09.29

外部委託による探索収集調査実績（昭和 62 年度〜平成 21 年度）  ( ジーンバンクのウェブサイトにおいて，報告書各巻の PDF を公開している )
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掲載巻

( 発行年月 )
実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 7 巻 平 5
(1993)

小笠原諸島におけるさび病菌の重複寄生菌の調査・収集 糸状菌 四国農業試験場 佐　藤　豊　三 小笠原諸島 H05.12.08 ～ H05.12.15
(1995.3) 九州地域におけるイネ白葉枯病菌各種レースの探索・収集 植物病原細菌 農業生物資源研究所 加　来　久　敏 長崎県・熊本県 H05.09.25 ～ H05.09.28

宮崎県

タイ国におけるサイレージ用高温性乳酸菌の探索・収集 乳酸菌 草地試験場 大　桃　定　洋 タイ H05.08.25 ～ H05.09.13
静岡県畜産試験場 片　山　信　也

第 8 巻

(1996.3)
平 6

(1994)
北海道に発生する植物病原 MLO の探索と収集 植物病原微生物 農業研究センター 塩　見　敏　樹 北海道 H06.08.30 ～ H06.09.03
東北地方におけるナラタケ属菌の生態と分類学的検討 担子菌類 森林総合研究所 長谷川　絵　里 青森県・岩手県 H06.09.12 ～ H06.09.13

山形県・宮城県 H06.10.06 ～ H06.10.07
福島県 H06.10.11 ～ H06.10.12

H06.10.20 ～ H06.10.21
H06.10.24 ～ H06.10.25

オーストラリアにおけるAgrobacterium 属細菌の探索・収集 植物病原細菌 農業環境技術研究所 澤　田　宏　之 オーストラリア H07.03.08 ～ H07.03.22
静岡県農業試験場 牧　野　孝　宏

スリランカ国におけるイネ病原微生物の探索収集 植物病原細菌 農業生物資源研究所 落　合　弘　和 スリランカ H07.02.25 ～ H07.03.08
京都府立大学 堀　野　　　修

北海道十勝農業試験場 宮　島　邦　之

第 9 巻

(1997.3)
平 7

(1995)
沖縄における放線菌根菌（フランキア菌）の探査と収集 窒素固定微生物 森林総合研究所 山　中　高　史 沖縄県 H07.09.18 ～ H07.09.21
南西諸島における拮抗性シュードモナス属細菌の探索と収集 拮抗細菌 農業生物資源研究所 土　屋　健　一 沖縄県 H07.11.25 ～ H07.12.04
中国におけるダイズ根粒菌等有用微生物の探索・収集に関 共生微生物 農業生物資源研究所 横　山　　　正 中国 H07.07.15 ～ H07.08.01
する共同調査 長野県中信農業試験場 村　上　敏　文

第 10 巻

(1998.3)
平 8

(1996)
北海道における発酵食品微生物の収集 食品微生物 食品総合研究所 森　　　勝　美 北海道 H08.11.26 ～ H08.11.30

山田（伊豫）知枝

中　島　博　文

島　　　　　純

九州地方におけるカメムシ類共生微生物の探索と収集 共生微生物 果樹試験場 三　代　浩　二 福岡県・熊本県 H08.10.14 ～ H08.10.19
大分県

ネパールにおける新規拮抗微生物の探索収集 拮抗微生物 農業生物資源研究所 堀　田　光　生 ネパール H08.09.24 ～ H08.10.08
兵庫県中央農業技術センター 相　野　公　孝

第 11 巻

(1999.3)
平 9 長崎県福江島、壱岐及び対馬におけるカンキツかいよう病

菌の収集

細菌 果樹試験場 塩　谷　　　浩 対馬・壱岐 H09.08.21 ～ H09.08.22
(1997) 尾　崎　克　己 福江島 H09.09.25 ～ H09.09.26

H09.10.23 ～ H09.10.24
タイ国でのカンキツトリステザウイルス弱毒、強毒系統の

探索・収集

ウイルス 果樹試験場 家　城　洋　之 タイ H09.08.27 ～ H09.09.11

沖縄県での暖地型イネ科植物ミイラ穂病菌の探索・収集 糸状菌 草地試験場 月　星　隆　雄 沖縄本島 H10.02.26 ～ H10.03.02
石垣島

第 12 巻

(2000.3)
平 10
(1998)

離島及び西日本地域のブナ帯における主要栽培きのこの野

生菌株の収集と特性評価

担子菌 森林総合研究所 馬場崎　勝　彦 南九州・佐渡島 H10.10.26 ～ H10.11.20
宮　崎　安　将 紀伊半島

奄美大島におけるサトウキビ上生息糸状菌類の収集と特性

評価

糸状菌 農業生物資源研究所 青　木　孝　之 奄美大島 H10.11.30 ～ H10.12.06

台湾における VA 菌根菌の探索と収集 共生微生物 草地試験場 斉　藤　雅　典 台湾 H11.01.16 ～ H11.01.24
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掲載巻

( 発行年月 )
実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 7 巻 平 5
(1993)

小笠原諸島におけるさび病菌の重複寄生菌の調査・収集 糸状菌 四国農業試験場 佐　藤　豊　三 小笠原諸島 H05.12.08 ～ H05.12.15
(1995.3) 九州地域におけるイネ白葉枯病菌各種レースの探索・収集 植物病原細菌 農業生物資源研究所 加　来　久　敏 長崎県・熊本県 H05.09.25 ～ H05.09.28

宮崎県

タイ国におけるサイレージ用高温性乳酸菌の探索・収集 乳酸菌 草地試験場 大　桃　定　洋 タイ H05.08.25 ～ H05.09.13
静岡県畜産試験場 片　山　信　也

第 8 巻

(1996.3)
平 6

(1994)
北海道に発生する植物病原 MLO の探索と収集 植物病原微生物 農業研究センター 塩　見　敏　樹 北海道 H06.08.30 ～ H06.09.03
東北地方におけるナラタケ属菌の生態と分類学的検討 担子菌類 森林総合研究所 長谷川　絵　里 青森県・岩手県 H06.09.12 ～ H06.09.13

山形県・宮城県 H06.10.06 ～ H06.10.07
福島県 H06.10.11 ～ H06.10.12

H06.10.20 ～ H06.10.21
H06.10.24 ～ H06.10.25

オーストラリアにおけるAgrobacterium 属細菌の探索・収集 植物病原細菌 農業環境技術研究所 澤　田　宏　之 オーストラリア H07.03.08 ～ H07.03.22
静岡県農業試験場 牧　野　孝　宏

スリランカ国におけるイネ病原微生物の探索収集 植物病原細菌 農業生物資源研究所 落　合　弘　和 スリランカ H07.02.25 ～ H07.03.08
京都府立大学 堀　野　　　修

北海道十勝農業試験場 宮　島　邦　之

第 9 巻

(1997.3)
平 7

(1995)
沖縄における放線菌根菌（フランキア菌）の探査と収集 窒素固定微生物 森林総合研究所 山　中　高　史 沖縄県 H07.09.18 ～ H07.09.21
南西諸島における拮抗性シュードモナス属細菌の探索と収集 拮抗細菌 農業生物資源研究所 土　屋　健　一 沖縄県 H07.11.25 ～ H07.12.04
中国におけるダイズ根粒菌等有用微生物の探索・収集に関 共生微生物 農業生物資源研究所 横　山　　　正 中国 H07.07.15 ～ H07.08.01
する共同調査 長野県中信農業試験場 村　上　敏　文

第 10 巻

(1998.3)
平 8

(1996)
北海道における発酵食品微生物の収集 食品微生物 食品総合研究所 森　　　勝　美 北海道 H08.11.26 ～ H08.11.30

山田（伊豫）知枝

中　島　博　文

島　　　　　純

九州地方におけるカメムシ類共生微生物の探索と収集 共生微生物 果樹試験場 三　代　浩　二 福岡県・熊本県 H08.10.14 ～ H08.10.19
大分県

ネパールにおける新規拮抗微生物の探索収集 拮抗微生物 農業生物資源研究所 堀　田　光　生 ネパール H08.09.24 ～ H08.10.08
兵庫県中央農業技術センター 相　野　公　孝

第 11 巻

(1999.3)
平 9 長崎県福江島、壱岐及び対馬におけるカンキツかいよう病

菌の収集

細菌 果樹試験場 塩　谷　　　浩 対馬・壱岐 H09.08.21 ～ H09.08.22
(1997) 尾　崎　克　己 福江島 H09.09.25 ～ H09.09.26

H09.10.23 ～ H09.10.24
タイ国でのカンキツトリステザウイルス弱毒、強毒系統の

探索・収集

ウイルス 果樹試験場 家　城　洋　之 タイ H09.08.27 ～ H09.09.11

沖縄県での暖地型イネ科植物ミイラ穂病菌の探索・収集 糸状菌 草地試験場 月　星　隆　雄 沖縄本島 H10.02.26 ～ H10.03.02
石垣島

第 12 巻

(2000.3)
平 10
(1998)

離島及び西日本地域のブナ帯における主要栽培きのこの野

生菌株の収集と特性評価

担子菌 森林総合研究所 馬場崎　勝　彦 南九州・佐渡島 H10.10.26 ～ H10.11.20
宮　崎　安　将 紀伊半島

奄美大島におけるサトウキビ上生息糸状菌類の収集と特性

評価

糸状菌 農業生物資源研究所 青　木　孝　之 奄美大島 H10.11.30 ～ H10.12.06

台湾における VA 菌根菌の探索と収集 共生微生物 草地試験場 斉　藤　雅　典 台湾 H11.01.16 ～ H11.01.24

掲載巻

( 発行年月 )
実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 13 巻

(2001.3)
平 11

(1999)
沖縄における乳酸菌の収集と特性評価 乳酸菌 畜産試験場 木　元　広　実 沖縄県 H11.08.25 ～ H11.09.01
東北地域におけるイチゴうどんこ病に対する拮抗微生物の 拮抗微生物 野菜・茶業試験場 小板橋　基　夫 栃木県・福島県 H12.01.18 ～ H12.01.21
収集と特性評価 青森県・岩手県

宮城県

ロシア極東地域におけるSteinernema 属・Heterorhabditis 属 線虫 農業環境技術研究所 吉　田　睦　浩 ロシア H11.09.05 ～ H11.10.07
昆虫病原性線虫およびそれらの共生細菌の収集と特性評価 共生細菌

第 14 巻

(2002.3)
平 12
(2000)

沖縄におけるいもち病菌の収集と特性評価 糸状菌 中央農業総合研究センター 宮　坂　　　篤 沖縄県 H12.10.17 ～ H12.10.20
園　田　亮　一

東北地方北部地域及び長野県におけるナメコ等食用きのこの 担子菌 森林総合研究所 馬場崎　勝　彦 長野県・青森県 H12.10.17 ～ H12.10.19
収集と特性評価 岩手県林業技術センター 宮　崎　安　将 秋田県 H12.10.30 ～ H12.11.02

青森県林業試験場 上　部　明　広

坂　本　尚　美

インドネシアにおける植物病原および共生シュードモナスの 細菌 農業環境技術研究所 土　屋　健　一 インドネシア H12.11.19 ～ H12.12.03
収集と特性評価

第 15 巻

(2003.3)
平 13
(2001)

沖縄県における園芸作物病原菌等の収集と特性評価 糸状菌 農業生物資源研究所 佐　藤　豊　三 沖縄県 H13.11.01 ～ H13.11.07
沖縄県でのイネ科植物寄生性Bipolaris, Curvularia, 糸状菌 農業環境技術研究所 月　星　隆　雄 沖縄県 H14.02.18 ～ H14.02.22
Exserohilum 属菌の収集

沖縄県におけるサトウキビから分離される細菌の収集と特性 細菌 農業環境技術研究所 篠　原　弘　亮 沖縄県 H13.11.25 ～ H13.12.01
解明

南西諸島における植物病原細菌の探索収集 細菌 農業生物資源研究所 堀　田　光　生 南西諸島 H14.01.23 ～ H14.01.30
第 16 巻

(2004.3)
平 14
(2002)

南九州におけるイネ科植物内生性窒素固定細菌の収集と評価 窒素固定細菌 国際農林水産業研究センター 安　藤　康　雄 宮崎県 H14.09.01 ～ H14.09.05
鹿児島県

長野、群馬、新潟県におけるダイズシストセンチュウ並びに 線虫 中央農業総合研究センター 相　場　　　聡 長野県・群馬県 H14.10.21 ～ H14.10.25
ネコブセンチュウの収集 水久保　隆　之 新潟県 H14.11.12 ～ H14.11.13

伊　藤　賢　治

富山県におけるキク立枯れ性病害の収集と特性評価 糸状菌 花き研究所 築　尾　嘉　章 富山県 H14.11.25 ～ H14.11.26
サトウキビ白すじ病菌の探索・収集 細菌 農業環境技術研究所 對　馬　誠　也 沖縄県 H14.12.09 ～ H14.12.13
北東北地域における発酵関連糸状菌の探索収集 発酵関連糸状菌 食品総合研究所 柏　木　　　豊 青森県 H14.12.18 ～ H14.12.20
冬期ベトナム北部における野菜発酵食品由来微生物の収集 発酵関連微生物 食品総合研究所 稲　津　康　弘 ベトナム H14.03.03 ～ H14.03.16
と特性評価

第 17 巻

(2005.1)
平 15
(2003)

北海道でのイネ科植物寄生性Bipolaris, Drechslera, 糸状菌 農業環境技術研究所 月　星　隆　雄 北海道 H15.08.25 ～ H15.08.29
Exserohilum 属菌の収集

キク立枯れ性病害の病原菌の探索・収集 糸状菌 花き研究所 伊　藤　陽　子 香川県 H15.09.04 ～ H15.09.05
築　尾　嘉　章

富山県および新潟県におけるダイズシストセンチュウの収集 線虫 中央農業総合研究センター 相　場　　　聡 富山県 H15.11.04 ～ H15.11.05
新潟県 H15.11.06 ～ H15.11.07

アメリカ合衆国の微生物遺伝資源保存機関の視察 卵菌類等 農業生物資源研究所 竹　内　香　純 アメリカ合衆国 H15.10.07 ～ H15.10.09
飯　田　元　子
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( 発行年月 )
実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 18 巻

(2005.11)
平 16
(2004)

特異な分布をとる新規アフラトキシン産生菌の探索 糸状菌 信州大学 後　藤　哲　久 長野県 H16.07.16 ～ H16.08.06
（信越地方）
屋久島、奄美大島における昆虫病原糸状菌の探索・収集 糸状菌 果樹研究所 栁　沼　勝　彦 鹿児島県 H16.10.18 ～ H16.10.23
中国における飼料作物・家畜腸内由来乳酸菌の収集と評価 乳酸菌 畜産草地研究所 蔡　　　義　民 中国 H16.09.17 ～ H16.10.24

第 19 巻

(2006.12)
平 17
(2005)

植物内生酵母の探索と特性解析 酵母 北海道農業研究センター 斎　藤　勝　一 北海道 H17.06   ～ H17.09
実用栽培品種ダイズ根粒菌の探索収集 根粒菌 青森県農林総合研究センター 桑　田　博　隆 青森県 H17.03.15

近　藤　伸　子
岩　谷　香緒里

台湾・マレーシアにおけるチャもち病菌の探索収集 糸状菌 農業生物資源研究所 長　尾　英　幸 台湾 H17.04.25 ～ H17.05.10
マレーシア H18.01.24 ～ H18.02.09

第 20 巻

(2007.12)
平 18
(2006)

キャベツ黒腐病菌及びファージの探索収集 植物病原細菌 中央農業総合研究センター 井　上　康　宏 長野県・茨城県 H18.07.26 ～ H18.12.05
ファージ 松　浦　貴　之 群馬県・東京都

畔　上　耕　児 三重県・静岡県
岐阜県

ニンジンこぶ病菌の探索収集 植物病原細菌 青森県農林総合研究センター 桑　田　博　隆 青森県 H18.09.16 ～ H18.10.10
岩　谷　香緒里

島根大田と熊本阿蘇の草地における 菌根菌 畜産草地研究所 小　島　知　子 島根県・熊本県 H18.05.21 ～ H18.05.24
アーバスキュラー菌根菌の探索収集 H18.11.05 ～ H18.11.08
東京都の園芸作物に発生した本邦初産属種を含む 植物病原糸状菌 東京都農林総合研究センター 竹　内　　　純

（特性調査）
植物病原菌類の特性評価 堀　江　博　道

東京農業大学 廣　岡　裕　吏
夏　秋　啓　子

第 21 巻

(2008.12)
平 19
(2007)

西南暖地における Dark-septate endophytic fungi (DSE) 糸状菌 茨城大学 成　澤　才　彦 茨城県・沖縄県 H19.08.23 ～ H19.08.25
の採集とその生態解明 鹿児島県
西南暖地の未知の植物病原性分生子果不完全菌の収集 植物病原糸状菌 三重大学 中　島　千　晴 鹿児島県 H19.05.28 ～ H19.05.31

沖縄県 H19.11.17 ～ H19.11.20
キクわい化ウイロイドの探索収集 ウイロイド 花き研究所 松　下　陽　介 鹿児島県 H19.07.23 ～ H19.07.26
中国チベットにおける伝統発酵飼料・食品由来乳酸菌の 乳酸菌 畜産草地研究所 蔡　　　義　民 中国 H19.09.06 ～ H19.09.28
収集と分類
ミャンマー連邦におけるいもち病菌の探索収集 植物病原糸状菌 農業生物資源研究所 林　　　長　生 ミャンマー H19.09.22 ～ H19.10.03

東京農業大学 入　江　憲　治
トマト青枯病菌Ralstonia solanacearum に感染する

ファージの特性評価

ファージ 名古屋大学 浅　川　　　晋
（特性調査）

第 22 巻

(2009.12)
平 20
(2008)

南西諸島の主要作物に発生する細菌性病害の 植物病原細菌 九州大学 土　屋　健　一 沖縄県 H20.12.20 ～ H20.12.24
探索と病原細菌の収集
国内産Pestalotiopsis 属菌の系統分類と 植物病原糸状菌 玉川大学 渡　辺　京　子 宮城県 H20.09.19
拮抗性微生物としての可能性 茨城県 H20.09.20

神奈川県 H20.10.11
静岡県 H20.10.26

各種園芸作物の病原菌の収集と 植物病原糸状菌 首都大学東京 古　川　聡　子 東京都 ・埼玉県 H20.05 以降、 複数回

それらの胞子形成能を維持した簡易保存法の検討 茨城県など
Phylotype 決定に基づいた青枯病菌 Ralstonia solanacearum 植物病原細菌 高知大学 曵　地　康　史

（特性調査）
国内菌株の系統再分類による青枯病菌インベントリーの作成
西南暖地において収集した落葉漂白菌類の 糸状菌 京都大学 大　園　享　司

（特性調査）
リグニン分解特性の評価
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実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 18 巻

(2005.11)
平 16
(2004)

特異な分布をとる新規アフラトキシン産生菌の探索 糸状菌 信州大学 後　藤　哲　久 長野県 H16.07.16 ～ H16.08.06
（信越地方）
屋久島、奄美大島における昆虫病原糸状菌の探索・収集 糸状菌 果樹研究所 栁　沼　勝　彦 鹿児島県 H16.10.18 ～ H16.10.23
中国における飼料作物・家畜腸内由来乳酸菌の収集と評価 乳酸菌 畜産草地研究所 蔡　　　義　民 中国 H16.09.17 ～ H16.10.24

第 19 巻

(2006.12)
平 17
(2005)

植物内生酵母の探索と特性解析 酵母 北海道農業研究センター 斎　藤　勝　一 北海道 H17.06   ～ H17.09
実用栽培品種ダイズ根粒菌の探索収集 根粒菌 青森県農林総合研究センター 桑　田　博　隆 青森県 H17.03.15

近　藤　伸　子
岩　谷　香緒里

台湾・マレーシアにおけるチャもち病菌の探索収集 糸状菌 農業生物資源研究所 長　尾　英　幸 台湾 H17.04.25 ～ H17.05.10
マレーシア H18.01.24 ～ H18.02.09

第 20 巻

(2007.12)
平 18
(2006)

キャベツ黒腐病菌及びファージの探索収集 植物病原細菌 中央農業総合研究センター 井　上　康　宏 長野県・茨城県 H18.07.26 ～ H18.12.05
ファージ 松　浦　貴　之 群馬県・東京都

畔　上　耕　児 三重県・静岡県
岐阜県

ニンジンこぶ病菌の探索収集 植物病原細菌 青森県農林総合研究センター 桑　田　博　隆 青森県 H18.09.16 ～ H18.10.10
岩　谷　香緒里

島根大田と熊本阿蘇の草地における 菌根菌 畜産草地研究所 小　島　知　子 島根県・熊本県 H18.05.21 ～ H18.05.24
アーバスキュラー菌根菌の探索収集 H18.11.05 ～ H18.11.08
東京都の園芸作物に発生した本邦初産属種を含む 植物病原糸状菌 東京都農林総合研究センター 竹　内　　　純

（特性調査）
植物病原菌類の特性評価 堀　江　博　道

東京農業大学 廣　岡　裕　吏
夏　秋　啓　子

第 21 巻

(2008.12)
平 19
(2007)

西南暖地における Dark-septate endophytic fungi (DSE) 糸状菌 茨城大学 成　澤　才　彦 茨城県・沖縄県 H19.08.23 ～ H19.08.25
の採集とその生態解明 鹿児島県
西南暖地の未知の植物病原性分生子果不完全菌の収集 植物病原糸状菌 三重大学 中　島　千　晴 鹿児島県 H19.05.28 ～ H19.05.31

沖縄県 H19.11.17 ～ H19.11.20
キクわい化ウイロイドの探索収集 ウイロイド 花き研究所 松　下　陽　介 鹿児島県 H19.07.23 ～ H19.07.26
中国チベットにおける伝統発酵飼料・食品由来乳酸菌の 乳酸菌 畜産草地研究所 蔡　　　義　民 中国 H19.09.06 ～ H19.09.28
収集と分類
ミャンマー連邦におけるいもち病菌の探索収集 植物病原糸状菌 農業生物資源研究所 林　　　長　生 ミャンマー H19.09.22 ～ H19.10.03

東京農業大学 入　江　憲　治
トマト青枯病菌Ralstonia solanacearum に感染する

ファージの特性評価

ファージ 名古屋大学 浅　川　　　晋
（特性調査）

第 22 巻

(2009.12)
平 20
(2008)

南西諸島の主要作物に発生する細菌性病害の 植物病原細菌 九州大学 土　屋　健　一 沖縄県 H20.12.20 ～ H20.12.24
探索と病原細菌の収集
国内産Pestalotiopsis 属菌の系統分類と 植物病原糸状菌 玉川大学 渡　辺　京　子 宮城県 H20.09.19
拮抗性微生物としての可能性 茨城県 H20.09.20

神奈川県 H20.10.11
静岡県 H20.10.26

各種園芸作物の病原菌の収集と 植物病原糸状菌 首都大学東京 古　川　聡　子 東京都 ・埼玉県 H20.05 以降、 複数回

それらの胞子形成能を維持した簡易保存法の検討 茨城県など
Phylotype 決定に基づいた青枯病菌 Ralstonia solanacearum 植物病原細菌 高知大学 曵　地　康　史

（特性調査）
国内菌株の系統再分類による青枯病菌インベントリーの作成
西南暖地において収集した落葉漂白菌類の 糸状菌 京都大学 大　園　享　司

（特性調査）
リグニン分解特性の評価

掲載巻

( 発行年月 )
実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

第 23 巻

(2010.12)
平 21
(2009)

トマト葉かび病菌の新たな病原性系統の収集 糸状菌 野菜茶業研究所 飯  田　祐一郎 北海道など H21.04.01 以降、複数回

きのこ栽培の害菌，Trichoderma 属菌の探索，分子系統解析と 糸状菌 玉川大学 奥  田　　  徹 沖縄県 H21.06.17 ～ H21.06.22
代謝産物パターン解析 富山県立大学 五十嵐　康　弘 岩手県 H21.10.09 ～ H21.10.12
細胞性粘菌の作物病害微生物に対する抑制作用 粘菌 筑波大学 川  上　新  一 鹿児島県 H21.07.24 ～ H21.07.27

北海道 H21.09.10 ～ H21.09.13
新潟県 H21.11.02 ～ H21.11.03

国内産Corynespora cassiicola 菌株の寄生性と系統進化の解析 糸状菌 高知県農業技術センター 下  元  祥  史 （特性調査）
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掲載巻
( 発行年月 ) 実施年度 調　査　課　題 対象微生物 担 当 サ ブ バ ン ク 担　当　者

第 24 巻
(2011.12)

平 18 ～ 22 クリシギゾウムシ幼虫に強い病原力を有する昆虫病原糸状菌の探索 昆虫病原糸状菌 果樹研究所 井  原  史  雄
(2006 ～ 2010) 栁  沼  勝  彦

材質腐朽菌 3種の果樹類における発生調査およびナシ枝に対する 植物病源糸状菌 果樹研究所 中  村　　  仁
病原性の評価

第
2
期
中
期
計
画

キクのピシウム立枯病菌の同定と病原性 植物病源糸状菌 花き研究所 月  星  隆  雄
数種アブラナ科植物に病原性を有するAlternaria brassicicola の収集 植物病源糸状菌 野菜茶業研究所 窪  田  昌  春
ライグラスなどグラス類いもち病菌の分子系統と病原性 植物病源糸状菌 畜産草地研究所 月  星  隆  雄
乳児糞便からの乳酸菌の分離・同定と特性解析 乳酸菌 畜産草地研究所 鈴  木  チ  セ
優れた発酵特性を有する酵母の探索 酵母 食品総合研究所 安  藤  　　聡

中  村  敏  英
伝統的黒酢製造時に生成される膜状堆積物中の細菌 細菌 食品総合研究所 木  村  啓太郎
北日本地域におけるダイズシストセンチュウの探索・収集 線虫 中央農業総合研究センター 相  場  　　聡
Penicillium oxalicum による日本新発生のトマト青かび病 植物病源糸状菌 農業環境技術研究所 小板橋　基　夫
沖縄県で分離されたサトウキビ白すじ病菌の分子系統解析 植物病原細菌 農業環境技術研究所 對  馬  誠  也
ヒアシンス腐敗病 ,ナルコユリ炭疽病およびマダラハウチワマメ 植物病源糸状菌 農業生物資源研究所 富  岡  啓  介
灰色かび病
アサガオ類白さび病菌の分子系統と宿主特異性 植物病源糸状菌 農業生物資源研究所 佐  藤  豊  三
納豆菌バクテリオファージのタイピングと特性調査 バクテリオファージ 農業生物資源研究所 永  井  利  郎

第 25 巻
(2016.12)

平 23 ～ 27 圃場抵抗性品種から分離したイネいもち病菌の遺伝子型とレースの 植物病源糸状菌 中央農業総合研究センター 鈴  木  文  彦
(2011 ～ 2015) 調査 安  田  伸  子

芦  澤  武  人
早　野　由里子

第
3
期
中
期
計
画

畑地土壌から分離したAgrobacterium (Rhizobium) 属細菌の特性 細菌 中央農業総合研究センター 大  脇  良  成
狭義のナラタケArmillaria mellea sensu stricto の果樹類に対する 植物病源糸状菌 果樹研究所 中　村　　　仁
病原性
Plectosphaerella cucumerina によるキク苗腐敗病の発生および 植物病源糸状菌 花き研究所 佐　藤　　　衛
病原菌の生態について
花き病害病原糸状菌類の光質に対する応答反応 植物病源糸状菌 花き研究所 佐　藤　　　衛
チャ輪斑病菌の収集と QoI 剤感受性の評価 植物病源糸状菌 野菜茶業研究所 山  田  憲  吾
Pantoea 属菌の雑草等からの分離とタマネギおよびネギに対する 植物病原細菌 野菜茶業研究所 畔  上  耕  児
病原性
トウモロコシ根腐病菌の収集・同定と特性評価 植物病原糸状菌 畜産草地研究所 月  星  隆  雄

菅  原  幸  哉
増  中　　　章

国産自給飼料としての大豆ソフトグレインサイレージからの乳酸菌 細菌 畜産草地研究所 遠  野  雅  徳
の収集と系統学的分類
根圏細菌 SB-K88 株がコムギ縞萎縮病媒介者Polymyxa graminis の 細菌 北海道農業研究センター 佐　山　　　充
コムギへの感染に及ぼす影響 大  木  健  広
レタスビッグベイン病を媒介するOlpidium virulentus 糸状菌 近畿中国四国農業研究センター 野見山　孝　司
ステラ ( バコパ ) とニチニチソウの炭疽病菌 植物病源糸状菌 近畿中国四国農業研究センター 富  岡  啓  介
ショウガ科植物青枯病菌の遺伝的多様性 植物病原細菌 農業環境技術研究所 堀  田  光  生
納豆菌欠損ファージ生産変異株の作出 バクテリオファージ 農業生物資源研究所 永  井  利  郎
わが国で分離されたキウイフルーツかいよう病菌の特徴 植物病原細菌 農業生物資源研究所 澤  田  宏  之

各中期計画期間におけるサブバンクの代表的課題の紹介（平成18年度～平成27年度）  (ジーンバンクのウェブサイトにおいて，報告書各巻のPDFを公開している)
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