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植物病原菌の薬剤感受性検定 マ ニ ュ アル ( 6 ) 

野 菜 類 灰 色 か ぴ 病 菌
社団法人 日 本植物防疫協会研究所 木

は じ め に

現在， 我が国で は灰色か ぴ病 に対 し て 多 く の薬剤 に登
録があ る 。 し か し， こ れ ら の薬剤の 中 に は， 既に薬効の

減退 (感受性低下菌の 出現) や薬剤聞での交さ 耐性の関

係 で 防除 上 問 題 を 起 こ し て い る も の が あ る ( 木 曽 ，
1988) 。 ま た ， 新 し い と こ ろ で は ， Nー フ ェ ニ ル カ ー パ
メ ー ト 系剤 ( ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ) と 他剤 と の混合剤が
使用 さ れ る に至っ て， ベ ン ズ イ ミ ダゾール中等度耐性菌
の増加 に伴 う 混合剤の効力減退が認め ら れた報告が外国
であ り (LEROUX， 1992 ; ELAD， et al . ，  1992) ， 我が国で も ジ
エ ト フ ェ ン カ ル プ ・ チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤耐性灰色か
び病菌の発生が確認 さ れて い る (竹内， 1987 : 野村 ・ 小
林， 1990) 。 そ の た め， 今後， 同様の事態の発生が我が園で
も 懸念 さ れ る 。 そ こ で， 灰色かび病菌の感受性検定 に 際 し
て は N - フ ェ ニル カ ーパ メ ー ト 系剤 も 合わ せ て検定す る
必要があ る 。 本号では， 野菜類の灰色かぴ病菌 に つ い て 今
ま でに報告 さ れた殺菌剤感受性の検定法 と 合わせ て ， 検
定 に際 し て注意すべ き 点 な ど を記載 し て 参考に供す る 。

I 検定用 材料の調製

1 検定用病原菌の採集

病原菌の採集 に は， 被害部分か ら の組織分離法 と 菌の

繁殖体を か き と っ て採集す る 方法及び Botηtis cinerea 

の選択培地 を 用 い る 方法があ る 。
( 1 )  被害部分か ら 直接病原菌 を分離す る 方法

1) 繁殖体がみ ら れな い病斑部か ら の採集 (組織分離)

葉， 茎， 花弁及び果実な ど の被害部分 を 5 mm 四方に切

り 取っ て 70% ア ル コ ー ル に数秒間， そ の後直ち に 2% ア

ン チ ホ ル ミ ン液で 2， 3 分間表面消毒 を行い， 続い て殺菌

水で十分洗浄 し， 300 ppm の ス ト レ プ ト マ イ シ ン硫酸塩

を含む ブ ド ウ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 寒天 (PDA) 平板培地に

置床す る 。 200Cで数 日 間培養す る と 切片の周囲に病原菌

の菌糸が生育す る の で， 早 い時期 に PDA 培地に移植 し

て保存す る 。 果実 ( ト マ ト ， ナ ス ， キ ュ ウ リ ， イ チ ゴ な

ど) の場合は果肉の部分か ら 直接組織分離す る と 雑菌の
汚染が防げ る 。
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2) 標徴 (繁殖体が被害部 に み ら れ る ) 部か ら の採集

被害部上の繁殖体 (菌糸及び胞子 を 含め て ) を 白金針

でか き と っ て 1 ) と 同 じ培地 に 移植す る 。 こ の場合胞子の

飛散に よ っ て菌株が互い に 汚染す る 危険性があ る の で，

白金針の ひ と か き ご と に (ー菌塊 ご と ) 培地 を 変 え て 個

別の菌株 ご と に 隔離分離 を行 う の が望 ま し い。 ま た ， 接
種部分に菌糸の生育がみ ら れた ら ， 早い 時期 に 1) と 同様

の PDA 培地に 移植す る 。
( 2 ) 胞子 ト ラ ッ プ法 (暴露法) に よ る 病原菌の分離

( 口絵)
本採集法は空中 を浮遊 し て い る 胞子 を選択培地で直接

ト ラ ッ プす る 方法であ る 。 本法 に使用 で き る も の と し て

岡田 ら ( 1992) の選択培地があ る 。 直径 9 cm の シ ャ ー レ

に やや厚め に (25 ml) 培地 を 流 し込んで平板 を作 る 。 こ

の培地を灰色かび病菌 を採集 し よ う と す る 場所に 設置す
る 。一定の間隔 を お い て で き れ ば 10 枚 く ら い の シ ャ ー レ

を設置す る 。 こ の ト ラ ッ プ法 は作物が栽培さ れて 発病が
み ら れ る と き ， 栽培 さ れて い る が発病がみ ら れ な い と
き ， 作物が栽培 さ れて い な い と き な ど， す な わ ち ， 条件

に よ っ て灰色かび病菌の ト ラ ッ プ数 に違いが生 じ る 。 し

か し， い ずれの場合で も 病原菌が ト ラ ッ プで き る の で優

れ る 。 発病後は， 作物の株間， 畝間 あ る い は株 も と 付近
に地表面か ら 50cm く ら い の高 さ に シ ャ ー レ を設置す れ

ば よ い。 暴露す る 時聞 は 空中 を浮遊す る 胞子密度， あ る
い は発病状況な ど に よ っ て決め る こ と に な る の で， あ ら

か じ め ト ラ ッ プす る 時間 に つ い て 予備試験 を し て お く こ

と が望 ま し い。 岡 田 ( 1992) ， ]ARVIS ( 1962) に よ る と ， 胞

子 は午前中 (8�10 時) の急激な湿度変化が起 こ る 時間帯

に最 も 多 く ト ラ ッ プ さ れ る と い う o ま た ， 選択培地に 当

該農薬 を通常の感 (受) 性菌 に対す る MIC よ り も 高い濃
度で加 え て お く こ と で， 感受性が低下 し て い る 菌 を 直接
ト ラ ッ プす る こ と がで き る 。

2 検定用 菌 の調製

1 一 ( 1 ) -1 ) ， 2 ) 及 び ( 2 ) の方法で分離 し た菌株は， 単胞

子か ら 得 ら れた も の で あ れ ば そ の ま ま 検定 に 使用 で き

る 。 ト ラ ッ プ法で分離 し た 菌株は単胞子由来であ る 確率
が き わ め て 高い。 し か し ， そ の他の も の で は薬剤 に対す
る 感受性 を 異 に す る 菌株が混合 し て い る 危険性が高 い

(氏家 ら ， 1992 ) 。 そ こ で， 被害部か ら 分離 し た 菌 は， 単
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菌糸及び単胞子 を 用 い て純粋分離す る 。

( 1 )  菌の純粋分離法
1) 単胞子分離法 : 前述 の 方法 で分離， PDA で保存

し た 菌株を PDA 平板培地 に移植 し ， 200Cで培養 し て 菌

糸先端が シ ャ ー レ の壁面か ら 1 cm 近 く ま で生育 し た 時
点で BLB を照射 (培地面 ま での 高 さ 35�40 cm， 230C， 

72�96 時間) す る 。 こ の処理で分生胞子が作 ら れ る の

で， 殺菌水で胞子濃度 5 X 102/ml ま で希釈す る 。 こ の胞

子液 の 100�200Jll を ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫酸塩加用

PDA 平板培地 に 滴下 し ， 表面 に 均一 に分散 さ せ た あ と
ク リ ー ンベ ン チ で培地表面 を乾燥 さ せ る 。 次 い で顕微鏡
下で単胞子部分の シ ャ ー レ の底 に マ ー ク を つ け て 200C
で培養す る 。 マ ー ク を し た 単胞子か ら 生育 し た コ ロ ニ ー
を純粋分離菌 と す る 。

2) 単菌糸分離法 : 1 ) と 同 じ様 に PDA で保存 し た 菌

株を PDA 平板培地で前培養 (200C， 72 時間) す る 。 生

育 し た菌そ う 先端を直径 4 mm の コ ル ク ボ ー ラ ー で打ち

抜 き ， こ の デ ィ ス ク を再び PDA 培地で培養す る 。 こ の状

態で新鮮な生育菌糸の先端 を 顕微鏡で観察 し なが ら 長万

型 メ ス で切 り 取 り 単菌糸 を 得 る 。 切断す る 菌糸 は， 培養
時聞が長 く な る と 菌糸が絡み合い メ ス で切 り 取 る こ と が
難 し く な る の で 200C， 72 時間培養 を厳守す る 。

( 2 ) 純粋分離菌の保存

純 粋 分 離 し た 菌 株 は ， PDA 斜 面 培 地 に テ ア ロ ン

キ ャ ッ プ を し て 200Cで保存す れ ば 3�6 か月 は十分保存

で き る 。
3 検定用培地の調製

( 1 )  培地の種類 と 平板培地作製法 : 培地の種類は特
に選ばな いが， 人為的誤差 を小 さ く し ， 結果の再現性 を
高め る 意味でで き れば， DIFCO Lab な どか ら 市販 さ れ

て い る Potato dextrose agar (PDA) の平板培地 を使用
す る の が よ い。 培地は処方通 り 調製 し， 滅菌プラ ス チ ッ

ク シ ャ ー レ (浅型 90 X 15 mm) に 平板の厚 さ が 2 mm に な

る よ う に流 し込む。 平板の厚 さ が 2 mm 以上 に な る と ，

薬剤加用培地で検定す る 際， 薬剤 と 直接接触 し な い デ ィ

ス ク 面 に菌が生育す る た め に， 薬剤含有平板培地上での

生育か ど う かの判断に悩 ま さ れ る 場合があ る 。

( 2 ) 薬剤加用平板培地の作製法 : 使用す る 薬剤 は水
和剤が よ い。 フ ロ ア プル剤 は検定す る 薬剤濃度 を作製す

る た め の計量 に不都合であ る 。 入手が可能であれば当該

農薬の抗菌活性の本体を 用 い る と よ い (例 え ば， ベ ン ズ
イ ミ ダ ゾー ル系 剤で あ れ ばカ ルベ ン ダ ジ ム (MBC) ) 。
PDA と 薬液 (水和剤 を殺菌蒸留水に懸濁) を 9 : 1 の割

合に混ぜて， 薬剤加用後の有効成分が所定の濃度 に な る
様に平板 を作製す る 。 し た が っ て， 10 倍濃い薬剤の原液

を PDA に加え る 。 対照 と し て薬剤無加用 区 を 設 け る 。 な

お， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール系薬剤 ( チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル

やベ ノ ミ ル) は ， 培地に加用後オ ー ト ク レ ー プで殺菌 し

で も ， そ の抗菌活性の保持 に 実用上大 き な 支障 は な い

(か え っ て こ の方が検定 に よ い こ と も あ る ) 。 し か し， 薬
剤の種類 に よ っ て は オ ー ト ク レ ー プで殺菌す る こ と で薬
剤が変性す る も の も あ る の で， そ の場合は培地 を シ ャ ー
レ に 分注す る 直前 に 薬 剤 を 無菌 的 に 加用 す る ほ う が よ

い。 使用 す る シ ャ ー レ は無分画の も ので も よ い が， 検定

す る 濃度が 3 段階あ る と き に は， 市販の 4 分画の滅菌済
み プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ を使用 し て ， 1 枚 に 20ml 流 し

込む。 ま た ， 1 分画 を対照用 と す る 。

こ の平板培地で検定の対象 と な る の は菌糸 と 胞子であ

る 。 し か し ， 胞子 を対象 と す る と き に は， ス ラ イ ド カ ル

チ ャ 一 法 を使用 す る 方が胞子の発芽状況な ど を写真撮影
す る の に は都合が よ い。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 中性洗剤， 次

い でア セ ト ン で洗浄 し た あ と ， 十分に 水洗 し て乾燥 さ せ
る 。 こ の ス ラ イ ド グ ラ ス の 表 面 に 薬 剤 入 り の PDA

(2 ml) を 流 し ， ス ラ イ ド グ ラ ス の 四隅 に 均一 に PDA が
行 き わ た っ た 時点で滴下 を と め る と 厚 さ 1 mm の培地が
で き る 。 こ れ を ス ラ イ ド カ ルチ ャ ー用 と す る 。

( 3 ) 濃度別薬剤液の調製 : べ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル系，
ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系， N - フ ェ ニ ル カ ー パ メ ー ト 系 の

薬剤の種類に よ っ て検定濃度 の 取 り か た が違 う 。 ま た ，

た だ単に菌の感受性の違い を 試験す る 場合 と ， MIC や E
C50 を求 め る 場合 と で濃度設定 を 変 え る こ と が一般 に 行

わ れ る 。

1 )  ぺ ン ズ イ ミ ダ ゾール系薬剤の場合 ( 口絵) : 市販の
チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70% 水和剤かべ ノ ミ ル 50% 水和

剤 を用 い る 。 こ の両者の聞では 通常交 さ 耐性がみ ら れる

た め (図-1 ) ， いずれか一つ の薬剤 を選択すれ ば よ い。 筆

者 は チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70% 水和剤 を 使 用 し て い

る 。 前記 し た よ う に ， PDA と 薬液 を 9 : 1 に混ぜて， 薬

剤加 用 後 の 有効成分 (a. i . ) 濃 度 が お の お の 1， 10， 

100 μg/ml と な る よ う に平板 を作 る 。 MIC， EC50 を求 め

る 場 合 は ， 2 ， 048 μ:g/ml か ら 順 次 2 倍 段 階 希 釈 し て

0 . 125 μ:g/ml ま での 15 段階濃度 を 設 け る 。

2) ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤の場合 ( 口絵) : こ の グ
ルー プの薬剤間 で も 通常交 さ 耐性が見 ら れ る の で ( 図 -
1 ) ， 市販の イ プ ロ ジ オ ン， ピ ン ク ロ ゾ リ ン ま た は プ ロ シ

ミ ド ン の 各 50% 水和 剤 の い ず れ か 一 つ を 用 い れ ば よ
い。 し か し， 一般 に は プ ロ シ ミ ド ン (50% 水和剤) を 用
い る場合が多 い。 薬剤 は有効成分濃度で 1， 5 ，  1 0 培/ml

と な る よ う に PDA に 加 用 し て 検定 用 の 平板培地 を 作

る 。 5 μ:g/ml 以上の濃度で菌糸の生育が認め ら れた と き
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図 - 2 イ プロ ジオ ン剤耐性灰色かぴ病菌が示す薬剤l含有

培地上での発育特異性 (供試菌株数 No.74) (木曽
ら . 1982) 

に は， さ ら に成分濃度 を上げて検定す る 。

なお， イ プ ロ ジ オ ン に対す る 耐性菌 は 同薬剤有効成分
の 25�100 μ�g/ml で は い っ た ん生育抑制 を受け， よ り 高

濃度の薬剤存在下では生育が回復す る と い う ポ リ モ ー ダ

ル生育 (図-2， 口絵) を示す (木曽 ら ， 1982) 。 し た が っ

て ， 普通 25�100 μg/ml 前後で生育抑制がみ ら れ る の

で， 検定濃度の設定 に は注意 し ， 25 μg/ml 以下に設定す

る こ と が望 ま し い。 こ の検定で菌糸の生育が認め ら れた
場合 に は 検定濃度 を 更 に 50 ， 100 μg/ml と 上 げ て 検定

し， 高い濃度で菌の生育を確認す る 。 ピ ン ク ロ ゾ リ ンや
プロ シ ミ ド ン では こ の よ う な生育特性 は み ら れな い か ら
検定濃度の設定 に制限は な い。 し か し， こ れ ら 両剤 を高

濃度 に設定す る と ， そ の有効成分が水に溶 け な い で成分

量が不正確 と な る の で注意す る 。

3) N- フ ェ ニ ル カ ーパ メ ー ト 系薬剤の場合 本系統
の薬剤 で現在登録が あ る の は ジ エ ト フ ェ ン カ ル プであ

る 。 本剤 に は単剤 と ， 混合剤 ( チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル と

ジ エ ト フ ェ ン カ ル プの混合剤及びプロ シ ミ ド ン と ジ エ ト
フ ェ ン カ ル プの混合剤) があ る 。 ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ感

受性は， 有効成分濃度 で 1 及 び 5 μg/m l 加用 PDA 培地
で検定す る (氏家 ら ， 1992) 。 ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブは平板
培地 を作 る 直前 に無菌的 に培地 に加用す る 。

E 感受性検定方法

1 具体的 な検定方法

( 1 ) 菌糸 を 用 い る 検定 の た め の純粋分離菌の 前培

養 : 供試菌の菌糸片 を PDA 平板培地に接種 (置床) ， (長

時間保存 し た菌 は移植後生育の ス タ ー ト が遅れ る の で，

前培養 を 2 回行 い ， 2 回 目 の新鮮で活力 の あ る 前培養菌

を用 い る ) ， 20.C， 1�2 日 間前培養 し た後， 生育菌糸の周
辺部分か ら コ ル ク ボ ー ラ ー ( 直径 4 mm) で菌 そ う 片
( デ ィ ス ク ) を打ち 抜 く 。 前培養が長 く な る と デ ィ ス ク が
打 ち 抜 き に く く な る の で 1�2 日 以 内 に 前培養 を 終 え

る 。 打 ち 抜 い た デ ィ ス ク を薬剤加用 PDA 検定培地に 接

種源 と し て 用 い る 。
( 2 ) 検定培地での菌の培養 と 調査法 : 前培養培地か

ら 打 ち 抜 い た デ ィ ス ク は菌糸面 を 下 に し て， 菌糸面が直
接検定培地 に 接触 す る よ う に 置床 す る 。 直径 9 cm の
シ ャ ー レ を使用 す れ ば l 枚の シ ャ ー レ で デ ィ ス ク は 10

個置床 で き る 。 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール系薬剤 に 関す る 検定

で は ， 接種後 20.Cで培養 し ， 24 時間後 に l 回， 次 い で

48 時間後 に 2 回 目 を ， ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系 の薬剤で

は， 接種 48 時間後に 1 回， 次 い で 96 時間後に 2 回 目 ，
120 時間後に 3 回 目 を， N - フ ェ ニ ル カ ーパメ ー ト 系の薬
剤で は接種 24， 48， 72， 96 及び 120 時間後に そ れぞれ生
育 し た菌そ う の直径 を測定す る 。 な お ， ジ エ ト フ ェ ン カ

ル プ剤 を含む培地 に デ ィ ス ク を置床す る と 感性菌であ っ

て も 菌糸 が 1�2 mm は伸長す る (氏家 ら ， 1992) 。 し か

し ， こ の菌糸 の伸長 を も っ て 感受性低下菌 (耐性菌) と 判

定 し て は な ら な い。 耐性菌 は そ の後 も 生育 を続 け る が，

感性菌 は そ の ま ま で菌糸伸長が停止す る ( 口絵) 。 い ずれ

の検定で も 菌そ う 直径か ら 接種源の直径 4 mm を差 し 引
い て 生育量 と す る 。 ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系 と Nー フ ェ ニ

ル カ ーパメ ー ト 系 の両薬剤では， 上記の調査以外に そ の

後 も し ば ら く の間生育状況 を観察す る こ と が望 ま し い。
し か し， ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤では あ ま り 長 い 間薬
剤加用培地で培養 を続 け て い る と 変異 に よ り 菌が耐性 を
獲得 し， 隔膜 を形成 し て く る こ と があ る の で注意す る 。

こ の ほ か， 液体培地法 (桜井， 1975) に よ る 検定法が

あ る が， こ の方法は実際に使用 さ れ る こ と が少 な い の で
(参考) 文献を参照 さ れた い。

( 3 ) ス ラ イ ド カ ルチ ャ 一法 : 本法は胞子の発芽状態
(発芽管の異常， 発芽管の隔膜の形成 な ど) で薬剤感受性
を検定で き る (桜井， 1975) が， そ の た め に は供試菌の
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胞子 を 多量 に作 る 必要が あ る 。 こ の方法は 2- ( 1 ) - 1 ) に

準 じれば よ い。 す な わ ち ， 透明な ガ ラ ス シ ャ ー レ ま た は

プラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ で前培養 し た 菌 そ う に BLB を照 200 

射す る 。 シ ャ ー レ の フ タ を し た ま ま で， BLB (20W， 

FL20S ・ BLB 東芝蛍光 ラ ン プ) の光源か ら 35�40 cm 下

に並べて 72�96 時間照射す る こ と で， 菌そ う 表面 に 多量

の胞子が作 ら れ る 。 こ れ を 明所 に移 し て シ ャ ー レ 内が多

湿に な ら な い よ う に保管 し て使用 ま で保存す る 。 こ の方

法で作っ た新鮮な胞子 を殺菌水 に懸濁 し て， 原液の胞子

濃度 を 5 X 103 個/ml に 調整す る 。 こ の胞子液 を ス ラ イ ド
グ ラ ス 上の薬剤加用培地面 に 10 μl (胞子数でお よ そ 50

個) を l 滴 と し て等間隔で 10 か所 に 滴下す る 。 胞子液が
ス ラ イ ド 面に均一 に な る よ う に塗抹 し て表面を軽 く 乾燥
し， 湿度 を保持 し た プラ ス チ ッ ク 箱 に入れて 200Cで培養

す る 。 24 時間後に胞子の発芽状況 を調査 し ， ま た カ ラ ー

フ ィ ルム で顕微鏡撮影 し て記録す る 。

( 4 ) 感受性検定結果の表記方法 : 菌糸生育試験では

前記 し た と お り 検定培地での菌糸生育量 を求め る 。 次い

で， 各供試菌の生育に対す る 薬剤の 50% 生育阻止濃度，
EC50 (μg/ml， 薬剤無添加 に お け る 生育量 と 比較 し て ，
そ の 50% を 血止 す る の に 必 要 な 薬 剤 の 濃度 ) を 作 図
(FINNEY， 1952) も し く はパ ソ コ ン ソ フ ト の利用 (SOKAL，

1958) に よ り 求め る 。
1)  感性菌 に 対す る カ ルベ ン ダ ジ ム の EC50 は I μg/

ml 以下であ る 。 我が国 に分布す る 耐性菌の多 く は強 (高

度) 耐性菌 ( 口絵) で， 薬剤の EC50 は 100 μg/ml 以上で

あ り ， 菌の薬剤感受性 に 関す る 頻度分布曲線は通常， 感
性菌 と 耐性菌が示す 2 峰性 ( 図 -3) で あ る (手塚 ・ 木

曽 ， 1977 ; 山本， 1976) 。 し か し ， 報告例 は 少 な い が桜

井 ・ 藤田 (1976) に よ れば MIC が 1 . 56�25 μg/ml の弱

~中等度耐性 (図-4) を 示す菌株が確認 さ れて い る 。

2) ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤 で は ， そ の EC50 が有

効成分量で 1 用/ml 以下の も の を感性菌， 3�10 μg/ml， 
100 μg/ml 以上の も の を そ れぞれ弱耐性菌， 強耐性菌 と
判定す る (FARETRA and POLLASTRO， 1991 ) 。

3) N- フ ェ ニ ル カ ーパ メ ー ト 系薬剤の ジ エ ト フ ェ ン

カ ル プでは， 感性菌 に対す る EC50 は 1 μ:g/ml 以下であ

る 。 我が国では今の と こ ろ 本剤 に対す る 中等度及び高度
耐性菌の報告 は 少 な い が， EC50 が 100 μg/ml 以上 を示す
菌株の存在が報告 さ れて い る (野村 ・ 小林， 1990) 。 筆者
ら は本剤 に対す る 感受性検定の 際， 有効成分量濃度 と し
て 5 μ:g/ml を 用 い て い る o こ の濃度で生育 し た 菌 に つ い
て は， 10， 20， 40， 60 及び 100 μg/ml で さ ら に検定 を行
う 。 ま た ， 本剤 に よ る 検定 に合わせ て ジエ ト フ ェ ン カ ル
プ ・ チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル混合剤 ( ゲ ッ タ ー水和剤)

分
離
株
数

60 

40 

20 

0 . 25 0 . 5  1 50 100 500 
MIC ( μg/m { ) 

図 - 3 PSA 培地上に お け る 灰色かぴ病菌のチ オ フ ァ ネ ー
ト メ チル剤 に対す る 感受性頻度分布曲線 (手塚 ・
木曽. 1977) 
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図 - 4 花井 ・ 野菜か ら 分離 し た 灰色かぴ病菌の MBC 感
受性頻度分布曲線 (桜井 ・ 藤田. 1976) 

で， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プの有効成分濃度 を単剤 に よ る 検
定時 に設定す る 濃度， す な わ ち ， 5 μ:g/ml と し て検定培地
を作 り 同時に検定 し て い る 。 当然の こ と なが ら ， ジ エ ト

フ ェ ン カ ル プ単剤で感受性の低減が確認 さ れた 菌株は，
必ず ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ ・ チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル混合剤

に対 し て も 同 じ有効成分量で感受性の低減が観察 さ れ，
両者の聞 に は正の相闘が認め ら れ る 。

なお， 耐性検定の指標 に ， 薬剤の最低生育阻止濃度，
MIC (μ:g/ml， 菌の生育 を完全 に 阻止す る の に必要な最

小濃度) も し ば し ば用 い ら れ る が， 生育の速い灰色かび

病菌では， 薬剤加用培地上で菌糸がわずか に 生育す る こ
と が多 い た め ， 本菌の厳密 な感受性検定 に は MIC よ り

も EC50 の ほ う が よ い。 ま た ， 耐性菌検定用培地調製時の
ミ ス な ど を チ ェ ッ ク す る 目 的で， 対照の標準菌株 と し て
感性菌及び感受性低下菌 (耐性菌) を用意 し ， 比較検討
す る こ と が望 ま し い。

4) ス ラ イ ド カ ルチ ャ 一法では， 胞子の発芽率， 発芽
管の異常及び発芽管の 隔膜の形成状況 を感性菌 と の比較
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に よ っ て 観察， ま た は数値化 し て求め る 。 桜井 (1977)

は カ ス ガマ イ シ ン耐性イ ネ い も ち 病菌がプ ラ ス ト サ イ ジ

ン S に示す耐性の表記方法 を ， そ の胞子発芽阻害度 を定
量的に 求 め (ED) ， 感性菌 と 比較 し て 数式で示 し て い る 。

こ の表記法が利用 で き る 。

( 5 ) そ の他感受性検定 に 当 た っ て の注意事項

1) 単胞子 ( も し く は単菌糸) に よ ら ずに， 組織分離

や病斑部分か ら 菌糸や胞子 を一括菌塊 と し て分離 した場
合 に は， 分離材料 を採集 し た 圃場に SSR 菌 (記号 に つ い
て は付記参照) が高率 に存在 し て い る 条件下で は RSS 菌

と の混在が起 こ り ， RSR 菌 と 誤認 さ れや す い (氏家 ら ，
1992) 。 例 え ば， こ の よ う な分離菌 を ベ ン ズ イ ミ ダゾール

系薬剤で検定 し た と き 耐性， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プで検定
し た と き 耐性で， ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤では感受性
と 判定 さ れ る 。 と こ ろ が， こ の検定でぺ ン ズ イ ミ ダゾー

ル系薬剤加用培地で生育 し た 菌 を ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ加
用培地 に移 し て検定す る と 生育 し な い場合があ る 。 す な
わ ち ， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プに対 し て は感受性が高い。 こ

の結果， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ-}レ系薬剤加用培地で生育 し た

菌 は RSS と 判定 さ れ る 。 一方， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ存在

下で生育 し た 菌 をべ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル系薬剤加用培地で

検定す る と 生育 し な い場合があ る 。 す なわ ち ， ぺ ン ズ イ

ミ ダ ゾール系薬剤 に対 し て感受性が高い。 こ の結果か ら
ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ培地で生育 し た 菌 は SSR と 判定 さ

れ る 。 こ の こ と は単胞子や単菌糸で純粋分離 し な か っ た
菌 を検定 し た場合に は， RSS や SSR を見か 砂上 RSR と

誤っ て判別す る こ と があ る と い う こ と であ る 。 こ の誤判

別 を 防 ぐ た め に は， ジ エ ト フ ェ ン カ ルプ ・ チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チルの混合剤 を培地に加 え て検定 に 用 い れ ば よ い。
こ の と き の有効成分濃度 は ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ単剤での
検定濃度 に合わせ て 5 μ�g/ml と す る 。

2)  灰色か ぴ病菌 は菌糸が多核であ る た め， ヘテ ロ カ

リ オ シ ス に よ っ て ジ カ ル ポ キ シ イ ミ ド 系薬剤耐性が不安

定であ る と い う 報告があ る の で (LORENZ and EICHHORN ， 

1982) 感受性検定の と き に は注意す る 。

3) 検定 を行 う 場合 に ， 供試薬剤の 1 濃度 のみで感受

性 を 検定 し て い る 場合が し ば し ば見受 け ら れ る 。 し か

し， 灰色か ぴ病菌のぺ ン ズ イ ミ ダゾール感受性 (耐性)

や ジ カ ルポ キ シ イ ミ ド感受性 (耐性) は そ れぞれ， 染色
体の主働遺伝子の変異 に よ る こ と ， 強耐性や 中等度耐性
は 同一遺伝子座を 占 め る 複対立遺伝子の一つ に よ っ て支
配 さ れ る こ と が， 最近の交雑試験で明 ら か に な っ て い る
(FARETRA and POLLASTRO， 1991 ) 。 こ の よ う に， 強耐性菌 と
中等度耐性菌 は遺伝的 に 異 な る ほ か， 他剤 に対す る 反応

な ど生理生態的性質 に も 違いがみ ら れ る 。 し た が っ て ， 上

述の よ う に薬剤濃度 区 を い く つ か設 け て検定 し ， そ れ ぞ
れの菌 に つ い て感受性の程度 を 区別す る こ と が望 ま し い。

4) 感受性低下菌 (耐性菌) と し て の判断の よ り ど こ
ろ は石井 (1993) を参照。

5) 耐性菌であ り なが ら 病原性が な い か， さ も な け れ

ば極度 に低下 し て い る 菌株が採集 さ れ る こ と があ る 。 そ

こ で， 宿主 を使用 し た感受性検定や圃場での薬剤防除効

果 と 耐性菌 と の関連 を簡単 に調べた い場合 に は， 手塚 ・

木 曽 ( 1976) の キ ュ ウ リ 果実法及 び 田 中 ・ 木 曽 (1991 ) の
キ ュ ウ リ 子葉 ・ ペーパー テ・ ィ ス ク 法で検定すれ ば よ い。

(付記) 耐性菌の表記方法

第 3 回 殺 菌 剤 耐 性 菌 研 究 会 シ ン ポ ジ ウ ム で 竹 内
(1993) がベ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル， ジ カ ノレ ポ キ シ イ ミ ド 及び
ジエ ト フ ェ ン カ ル プの 3 薬剤 に対 し て灰色かぴ病菌が示

す感受性の程度 に よ り ， そ の表記方法 を次の 8 種類 に 類

別 し た。 す な わ ち ， SSS， SSR (従来の SS 菌) ， SRR， 
SRS (SR) ， RSS (RS) ， RSR， RRS (RR) ， RRR で あ

る 。 こ の記載順序 は， 左がぺ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル に対す る

感受性， 中がジ カ ル ポ キ シ イ ミ ド に対す る 感受性， 右が
ジエ ト フ ェ ン カ ル プに対す る 感受性であ る 。 今後 こ の表

記法 を使用すれば記載 に混乱が起 こ ら な い ( こ の方法は

日 本植物防疫協会殺菌剤分科会で殺菌剤の試験委員 の 聞

で も 申 し合わ せ た ) 。
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に よ っ て 観察， ま た は数値化 し て求め る 。 桜井 (1977)

は カ ス ガマ イ シ ン耐性イ ネ い も ち 病菌がプ ラ ス ト サ イ ジ

ン S に示す耐性の表記方法 を ， そ の胞子発芽阻害度 を定
量的に 求 め (ED) ， 感性菌 と 比較 し て 数式で示 し て い る 。

こ の表記法が利用 で き る 。

( 5 ) そ の他感受性検定 に 当 た っ て の注意事項

1) 単胞子 ( も し く は単菌糸) に よ ら ずに， 組織分離

や病斑部分か ら 菌糸や胞子 を一括菌塊 と し て分離 した場
合 に は， 分離材料 を採集 し た 圃場に SSR 菌 (記号 に つ い
て は付記参照) が高率 に存在 し て い る 条件下で は RSS 菌

と の混在が起 こ り ， RSR 菌 と 誤認 さ れや す い (氏家 ら ，
1992) 。 例 え ば， こ の よ う な分離菌 を ベ ン ズ イ ミ ダゾール

系薬剤で検定 し た と き 耐性， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プで検定
し た と き 耐性で， ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤では感受性
と 判定 さ れ る 。 と こ ろ が， こ の検定でぺ ン ズ イ ミ ダゾー

ル系薬剤加用培地で生育 し た 菌 を ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ加
用培地 に移 し て検定す る と 生育 し な い場合があ る 。 す な
わ ち ， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プに対 し て は感受性が高い。 こ

の結果， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ-}レ系薬剤加用培地で生育 し た

菌 は RSS と 判定 さ れ る 。 一方， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ存在

下で生育 し た 菌 をべ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル系薬剤加用培地で

検定す る と 生育 し な い場合があ る 。 す なわ ち ， ぺ ン ズ イ

ミ ダ ゾール系薬剤 に対 し て感受性が高い。 こ の結果か ら
ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ培地で生育 し た 菌 は SSR と 判定 さ

れ る 。 こ の こ と は単胞子や単菌糸で純粋分離 し な か っ た
菌 を検定 し た場合に は， RSS や SSR を見か 砂上 RSR と

誤っ て判別す る こ と があ る と い う こ と であ る 。 こ の誤判

別 を 防 ぐ た め に は， ジ エ ト フ ェ ン カ ルプ ・ チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チルの混合剤 を培地に加 え て検定 に 用 い れ ば よ い。
こ の と き の有効成分濃度 は ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ単剤での
検定濃度 に合わせ て 5 μ�g/ml と す る 。

2)  灰色か ぴ病菌 は菌糸が多核であ る た め， ヘテ ロ カ

リ オ シ ス に よ っ て ジ カ ル ポ キ シ イ ミ ド 系薬剤耐性が不安

定であ る と い う 報告があ る の で (LORENZ and EICHHORN ， 

1982) 感受性検定の と き に は注意す る 。

3) 検定 を行 う 場合 に ， 供試薬剤の 1 濃度 のみで感受

性 を 検定 し て い る 場合が し ば し ば見受 け ら れ る 。 し か

し， 灰色か ぴ病菌のぺ ン ズ イ ミ ダゾール感受性 (耐性)

や ジ カ ルポ キ シ イ ミ ド感受性 (耐性) は そ れぞれ， 染色
体の主働遺伝子の変異 に よ る こ と ， 強耐性や 中等度耐性
は 同一遺伝子座を 占 め る 複対立遺伝子の一つ に よ っ て支
配 さ れ る こ と が， 最近の交雑試験で明 ら か に な っ て い る
(FARETRA and POLLASTRO， 1991 ) 。 こ の よ う に， 強耐性菌 と
中等度耐性菌 は遺伝的 に 異 な る ほ か， 他剤 に対す る 反応

な ど生理生態的性質 に も 違いがみ ら れ る 。 し た が っ て ， 上

述の よ う に薬剤濃度 区 を い く つ か設 け て検定 し ， そ れ ぞ
れの菌 に つ い て感受性の程度 を 区別す る こ と が望 ま し い。

4) 感受性低下菌 (耐性菌) と し て の判断の よ り ど こ
ろ は石井 (1993) を参照。

5) 耐性菌であ り なが ら 病原性が な い か， さ も な け れ

ば極度 に低下 し て い る 菌株が採集 さ れ る こ と があ る 。 そ

こ で， 宿主 を使用 し た感受性検定や圃場での薬剤防除効

果 と 耐性菌 と の関連 を簡単 に調べた い場合 に は， 手塚 ・

木 曽 ( 1976) の キ ュ ウ リ 果実法及 び 田 中 ・ 木 曽 (1991 ) の
キ ュ ウ リ 子葉 ・ ペーパー テ・ ィ ス ク 法で検定すれ ば よ い。

(付記) 耐性菌の表記方法

第 3 回 殺 菌 剤 耐 性 菌 研 究 会 シ ン ポ ジ ウ ム で 竹 内
(1993) がベ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル， ジ カ ノレ ポ キ シ イ ミ ド 及び
ジエ ト フ ェ ン カ ル プの 3 薬剤 に対 し て灰色かぴ病菌が示

す感受性の程度 に よ り ， そ の表記方法 を次の 8 種類 に 類

別 し た。 す な わ ち ， SSS， SSR (従来の SS 菌) ， SRR， 
SRS (SR) ， RSS (RS) ， RSR， RRS (RR) ， RRR で あ

る 。 こ の記載順序 は， 左がぺ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル に対す る

感受性， 中がジ カ ル ポ キ シ イ ミ ド に対す る 感受性， 右が
ジエ ト フ ェ ン カ ル プに対す る 感受性であ る 。 今後 こ の表

記法 を使用すれば記載 に混乱が起 こ ら な い ( こ の方法は

日 本植物防疫協会殺菌剤分科会で殺菌剤の試験委員 の 聞

で も 申 し合わ せ た ) 。
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