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は じ め に

花， 野菜類， 緑化樹木の う ど ん こ 病菌 の う ち ， 我が国

で発生が報告 さ れて い る 薬剤耐性菌 に は ， ウ リ 類 う ど ん

こ 病菌 の べ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル 耐性菌 (QIITSUKA et al . ，  

1991) や ス テ ロ ー ル脱 メ チ ル化 阻 害 剤 (DMI 剤) 耐性

菌 (QHTSUKA et al.， 1 988 ; 竹 内 ・ 村 田 ， 1988) ， イ チ ゴ

う ど ん こ 病菌 の DMI 剤耐性菌 ( 中 野 ら ， 1992) な ど が

あ る o こ の他， 果樹で は 既 に 報告 の あ る カ キ う ど ん こ 病

菌 (松本， 1981) の ほ か， ナ シ う ど ん こ 病でべ ン ゾイ ミ

ダ ゾ ー ル系薬剤 の効力低下が各地で指摘 さ れ， 耐性蘭が

存在す る 可能性が濃厚で あ る 。 ま た 海外で は ， ブ ド ウ う

ど ん こ 病で DMI 剤耐性菌 (STEVA and CLEHJEAU， 1990) 

の報告 も あ る 。

う ど ん こ 病菌 は一般 に 胞子形成量が多 く ， し か も 世代

交代 に 要 す る 時間 も 短い こ と か ら ， 耐性菌発達 の リ ス ク

が高 い病原菌 と い え る が， 薬剤耐性の分子遺伝学的 な機

構が明 ら か に な っ て い る も の は比較的少 な い。 し か し ，

う ど ん こ 病菌 は べ と 病菌 な ど と と も に ， 人工培養の で き

な い純寄生菌 (絶対寄生菌) で あ る こ と か ら ， 薬剤耐性

機構の解明 に基づ く 耐性菌の遺伝子診断が最 も 威力 を発

揮す る 場面 と 考 え ら れ る 。

こ こ で は ， 筆者 ら が最近取 り 組ん で い る ， ウ リ 類 う ど

ん こ 病菌の ス ト ロ ビル リ ン系薬剤耐性菌 を 中心 に ， 耐性

機構 と 遺伝子診断 の 実例 を 紹介す る 。 な お， 耐性菌発生

の経過や遺伝子診断全般 に つ い て は 既 に 報告が あ る (天

野， 2000 ; 石 井， 2000 ; ISHI I ， 2002 ; 石 井， 2002 a) の

で， そ れ ら も あ わ せ て 参照願 い た い 。

I ス ト ロ ビル リ ン 系薬剤の作用機構 と 交 さ 耐性

そ も そ も ス ト ロ ビル リ ン 系薬剤の作用 点 は ， 菌の ミ ト

コ ン ド リ ア 内 膜 に 存在 す る チ ト ク ロ ー ム bCl (複合体

III ) であ る と さ れ， 薬剤が こ の タ ン パ ク 質 に 鍵 と 鍵穴 の

よ う に 結合 す る 結果， ミ ト コ ン ド リ ア に お け る 電子伝

達， ひ い て は 菌 の 呼 吸 が 阻 害 さ れ る (SAUTEf< et al . ，  

1995) 。

Mechanism of Fungicide Resistance in Powdery Mi ldew and 

Gene Diagnosis of Resistance. By H ideo 151m 
( キ ー ワ ー ド : ス ト ロ ビ ル リ ン 系薬剤， ス テ ロ ー lレ脱 メ チ Jレ化阻

害剤， チ ト ク ロ ー ム ム ミ ト コ ン ド リ ア DNA， PCR) 
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ス ト ロ ビ ル リ ン 系 薬 剤 は ア ゾ キ シ ス ト ロ ビ ン (商品

名 : ア ミ ス タ ー ) や ク レ ソ キ シ ム メ チ ル ( 同 : ス ト ロ ビ

ー) に代表 さ れ る が， こ れ ら の薬剤 に対す る 耐性菌 は ，

最近農薬登録 さ れた 同系統の薬剤， ト リ フ ロ キ シ ス ト ロ

ビ ン ( 同 : フ リ ン ト ) に も 交 さ 耐性 を 示 す 。 ま た ， シ モ

キ サ ニ ル と の混合剤 (商品名 : ホ ラ イ ズ ン ) に 含 ま れ る

フ ァ モ キ サ ド ン は ， 化学構造 の 基本骨格 は 異 な る も の

の， ス ト ロ ビ ル リ ン 系 薬 剤 と 同 様， チ ト ク ロ ー ム b の

Qo 部伎 に 作用 点 を も つ こ と か ら ， 最近 は こ れ ら を ま と

め て QoIs (Quinone outside inhibitors) と 呼ぶ よ う に

も な っ て い る 。 国 の 内 外 で今後 も 新た な Qo1s の 開発 が

見込 ま れ る た め ， こ の交 さ 耐性 の 問 題 を 植物防疫関係者

は十分認識 し て お く 必要 が あ る 。

E う どん こ 病菌の薬剤耐性機構

1 ス ト ロ ビル リ ン 系薬剤耐性

キ ュ ウ り な ど ウ リ 類 の う ど ん こ 病菌 の ス ト ロ ビル リ ン

系薬剤耐性菌 で は ， コ ム ギ う ど ん こ 病菌 (SIEROTZKl et 

al . ，  2000) や キ ュ ウ リ べ と 病菌 (ISH! l et al . ， 2001) な ど

の耐性菌 と 同様， 薬剤作用 点 の 変異が耐性 に 密接 に 関係

す る と 考 え ら れ る ( HEANEY et al . ，  2000 ; 15HI I  et al . ， 

2001 ) 。 過去 に べ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル 系薬剤耐性菌 の 多 く

で経験 し た よ う に ， 普及後間 も な い薬 剤 に 対 し て 速 や か

に 耐性菌が出現 し た 場合， 耐性機構 と し て 薬剤作用 点 の

変異 を ま ず疑 っ て み る の が， い わ ば常識で あ る 。 こ れ は

ス ト ロ ビル リ ン系薬剤耐性菌 の場合 に も 当 て は ま る 。 す

な わ ち キ ュ ウ リ の う ど ん こ 病菌や べ と 病菌で， チ ト ク ロ

ー ム b 遺伝子 の 塩基配列 を 解析 し た 結果， 耐性菌 か ら

は 点突然変異が見つ か り ， そ れ に よ っ て コ ド ン 143 の ア

ミ ノ 酸が グ リ シ ン か ら ア ラ ニ ン に 置 き 換わ っ て い る と 推

定 さ れた (図一1 ) 。 こ の 変奥部位 は ち ょ う ど， 薬 剤 の 結

合 に と っ て 重要 と さ れ る 箇所で も あ る こ と か ら ， こ の ア

ミ ノ 酸置換 に よ っ て ， チ ト ク ロ ー ム b の 薬剤 に 対 す る

結合親和性が低下 し て い る も の と 思わ れ る 。

た だ し ， う ど ん こ 病菌 の 耐性菌の 中 に は， こ の変異が

見 ら れな い菌株 も 一部 に 存在す る よ う な の で， そ れ ら で

は作用 点変異以外の機構が関係 し て い る 可能性が あ る 。

ま た ， こ れ ま で我が国で見つ か っ て い る 耐性菌 の ほ と ん

ど は， ス ト ロ ビル リ ン 系薬剤 を 実 用 濃度 で散布 し て も 全

く 効果が見 ら れな い よ う な， 高 い レ ベ ル の 耐性 を も っ て
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い る が， ア メ リ カ で は耐性 レ ベ ル の低い菌の存在が明 ら

か に な っ て お り ， そ れ ら の菌では， 上述 し た よ う な チ ト

ク ロ ー ム b 遺伝 子 の 変 異 は 確認 さ れ な か っ た (石井 ・

MCGRATII， 未発表) 。

な お ， 実験室 内 で人工的 に 選抜 し た ス ト ロ ビル リ ン耐

性菌で は な く ， 実 際 に 圃場か ら 分離 さ れた耐性菌で， 作

用 点変異以外の 耐'性機構が見つ か っ て い る の は こ れ ま で

の と こ ろ ， ヨ ー ロ ッ パ に お け る リ ン ゴ黒星病菌の一部だ

け で あ る 。 こ の菌の場合， 菌株 に よ っ て は作用点変異で

は な く ， 薬剤 の分解， 代謝が耐性化 を も た ら す こ と が報

じ ら れて い る (JABS et al . ， 2001 ) 。

2 DMI 剤耐性

初期 に 開発 さ れた ト リ ア ジ メ ホ ン (商品名 : パイ レ ト

ン ) の ほ か， そ の後登場 し た ト リ プ ル ミ ゾー ル ( 同 : 卜

リ フ ミ ン) な ど の DMI 剤 に 感受性が低下 し た も の が，

ウ リ 類 う ど ん こ 病菌 (浅利 ら ， 1994) や イ チ ゴ う ど ん こ

病菌で し ば し ば検出 さ れて い る o キ ュ ウ リ う ど ん こ 病菌

で は ま た ， テ ト ラ コ ナ ゾ ー ル (商 品 名 : サ ル パ ト ー レ

ME) の 効 力 を 低下 さ せ る 菌 も 最近見 い だ さ れ て い る

(石井， 2002 b) 。

海外 で発生 し て い る ブ ド ウ う ど ん こ 病菌 の 耐性菌 で

は ， DMI 剤 の 作用 点 タ ン パ ク 質 で あ る ス テ ロ ー ル脱 メ

チ ル 化 酵 素 の 遺伝 子 に 点 突 然 変 異 が 見 つ か っ て い る

(DÉLYE et al . ， 1997) 。 ト リ ア ジ メ ノ ー ル感受性菌では，

こ の酵素 タ ンパ ク 質 の 136 番 目 の ア ミ ノ 酸がチ ロ シ ン で

あ る が， resistanc巴 factor (Rf) が 10 以上 の 菌 で は フ

ウ リ 類 う ど ん こ 病菌 :

耐性菌 R-2 : 

S-l :  

S-3 : 

感受性菌 K-7-2* :

Me lon 1 :  

キ ュ ウ リ ベ と 病菌 :

耐性菌 R : 

MAZ-l* : 

Al-9 : 

感受性菌 S :

FS* : 

129 146 

. . FMGYGLPWGGMSFWAATV . . .  

・ ・ ・ FMGYGLPWGQMSFWGATV . . .

・ ・ ・ FMGYGLP!GQMSEW主ATV . . .

. . . FLGYGLPYGQMSLWGATV . . .  

. . . FLGYGLPYGQMSLWGATV ・ . . 

- ・ ・ FMGYVLPWGQMSFWAATV . . .

. . FMGYVLPIVGQMSFIVAATV ・ . . 

・ ・ ・ FMGYVLPIVGQMSFWAATV . . .

. . . FMGYVLPIVGQMSFWGATV . . .  

• •  . FMGYVLPIVGQMSFWGATV . . .  
図 ー 1 ウ リ 類 う ど ん こ 病菌 お よ び キ ュ ウ リ ベ と 病菌 の ス

ト ロ ピル リ ン 系 薬剤耐性菌 と 感受性菌 に お け る ，

チ ト ク ロ ー ム b の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ( コ ド ン

129�146) 

耐性菌の 配列 の う ち ， 下線 を 施 し た の は ア ミ ノ 駿間

換が見 ら れ る 部位 全農営農 ・ 技術セ ン タ ー よ り 分

譲.

42 

ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 置換 し て い た 。 一方， Rf が 5 以 下 の

菌では， こ の よ う な 点突然変異 は 見 ら れな か っ た 。 フ ェ

ニ ル ア ラ ニ ン は， チ ロ シ ン と 違 っ て 水酸基 を 欠 く た め ，

薬剤作用部位の疎水性が増 し て 薬剤親和性が低下す る の

で は な い か と 述べ ら れ て い る o ま た ， こ の ア ミ ノ 酸置換

を 伴 う 1 塩基変異 は ， ASPCR (Allele-specific PCR， 

対立遺伝子特異的 PCR) に よ っ て検出 さ れ て い る 。

我が国で も ， こ の点 に つ い て イ チ ゴ う ど ん こ 病菌 で調

べ ら れて い る が， 今 ま での と こ ろ 耐性菌 に こ の遺伝子変

異 は 見 い だ さ れ て い な い (後藤 ら ， 未発表) 。 さ ら に ，

ウ リ 類 う ど ん こ 病菌 か ら ， ス テ ロ ー ル脱 メ チ ル化酵素遺

伝子 を検出す る 試み も ま だ成功 し て い な い。

皿 耐性の遺伝子診断

う ど ん こ 病菌 の よ う な純寄-生菌で は通常， 薬剤耐性の

検定 を 鉢植 え 植物や リ ー フ デ ィ ス ク を 使 っ て 行 う 。 し か

し ， 試験用植物の準備 ほ か で作業が繁雑 に な る た め ， 筆

者 ら は現場か ら 持 ち 帰 っ た 擢病植物サ ン プル を 直接用 い

て ， 菌の ス ト ロ ビ ル リ ン耐性 を 迅速 に 遺伝子診断 で き る

手法 を 開発 し て い る (石井 ら ， 2001 a ;  I511 1 1  et al . ，  in 

press) 0 

ま ず， ぺ と 病 に 躍 っ て遊定子 の う が形成 さ れて い る キ

ュ ウ リ か ら ， 直径 1 cm の デ ィ ス ク を コ ル ク ボ ー ラ ー で

打ち 抜 き ， 液体窒素存在下， 乳鉢中 で磨砕 し て パ ウ ダー

に し た 後， 市 販 の キ ッ ト (QIAGEN 社 製， DNeasy 

Plant Mini Kit) を 使 っ て DNA を抽出， 精製 し た 。 次

に ， こ れ を 鋳型 と し て PCR ( ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応)

で チ ト ク ロ ー ム b 遺伝子 の 断 片 を 増幅後， ス ピ ン カ ラ

ム で精製 し た PCR 産物 を 37Tの 条件下， 制 限酵素 ItaI

で処理 し た 。 図 2 に 見 ら れ る よ う に ， ス ト ロ ビ ル リ ン

感受性菌で は コ ド ン 143 か ら 144 に 相 当 す る 部分 の 塩基

が GGTGCA で あ る が， 耐 性 菌 で は こ れ が GCTGCA

の よ う に 1 塩基 だ け 変異 し ， そ の 結 果 ItaI の 認識部位

GCNGC (N の 部 位 は ATGC の ど の 塩 基 で も よ い ) が

耐性菌 : JtaI 

- ・ ・ CCTTGGGGACAAATGAGTTTTTGGGCTGCAACTGTTATTACTAA . . .
感受性菌 :
・ ・ ・ CCTTGGGGACAAATGAGTTTTTGGGGTGCAACTGTTATTACTAA . ・ ­

図 ー 2 キ ュ ウ リ ベ と 病菌 の ス ト ロ ピ ル リ ン 系薬剤耐性菌

と 感受性閣 に お け る チ ト ク ロ ー ム b 遺伝子の部分

塩基配列
下線 を施 し た 部分が チ ト ク ロ ー ム b の コ ド ン 143 の

ア ミ ノ 般 に 相 当 . 耐性菌 に 見 ら れ る 点突然変異 は，

制限静紫 Ita! に よ っ て 特異的 に 認識 さ れ る .
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図 - 3 ifiiJJll�両手業 !tal で処理 し た キ ュ ウ リ ベ と 病的の チ ト

ク ロ ー ム b 巡伝子の屯気泳!fi!Jパ タ ー ン

M マ ー カ ー (50 bp ラ ダ ー ) ， 1 : 耐性 l剥 泣 伝 子/iW

索無処J!I!， 2 目HtUt\i泌伝子/再f，�処理l， 3 感受旬 以l

i立伝子/両手紫!!!(処J1i!， 4 感受'�I一l拘辿伝子/両手ボ処J11!.

2 での み ， i'if紫 に よ る 切断が見 ら れ る .

生 じ て い る 。 こ の特徴的 な担基|旧刈 を も っ チ ト ク ロ ー ム
b 辿伝子 を Ital で処耳目 し ， 電 気 泳動 す れ ば， 耐性 菌 を

特典的 に 検出 し て ， 感受性菌 と 識別 す る こ と がで き る は

ずであ る 。

耐性菌の PCR 産物は理論 ど お り lIal に よ っ て 切断 さ

れ て ， 2 本の バ ン ド に な っ た が， 感受性 菌 で は fIα I を 処

理H し で も こ の酵素の認識部位が な い た め ， バ ン ド は 1 ;本
の ま ま で あ っ た (図 3) 。 こ の 方 法 は， チ ト ク ロ ー ム b

遺伝子 に 同 じ 変異 を も っ， キ ュ ウ リ う ど ん こ 病菌 の i耐性

菌に も 応用 で き た ほ か， ナ ス す す か び病菌の よ う に情誌

は で き て も 生育の遅 いj;fj に つ い て も ， 分離培養 を行わ ず、

に 椛病葉か ら 耐性菌 を 直接診断す る こ と が可能で、あ っ た

(石井， 2002 a) 。

W う どん こ 病菌の遺伝的 多型

ウ リ 類 う ど ん こ 病菌 の ス ト ロ ビ ル リ ン耐性医iが， 予想

よ り は る か に 速 く 出 現 し た 際， 従 来 の 菌菌ï Podωos砂戸μ 川It仰/ωaer，胤G 

jρうf俗scωa (Spμ1tωaer，ωh舵ec，印a jρ/1βscωa) と は 当興I� な る 別極の菌が!広みが

り ， た ま た ま そ の菌が も と か ら 楽 剤 に�Iô感受性で あ っ た

た め に ， ス ト ロ ビ /レ リ ン 系薬剤の効果が佑: ら れな か っ た

の で は な いか， 筆者 は そ の よ う に考 え た 。 し か し ， iliiの

同定を依頼 し た ， 富山 県立大の佐藤先生 に よ る 形態観察

の結果， こ の考 え は打 ち 消 さ れた 。 ま た ， 筆者 ら の研究

室 で， T.�K八九l八 円u and KANO (2001 ) の プ ラ イ マ ー を J'IJ

íliH性菌 R-2

EcoT14 1 

l 

. . . TTA CCT TGG GGA CAA . . . GCT GC ' . . 

S - l : • • • TTA CCT TGG GGA CAA ' " GGT GC ・ ・ ・

S-3 : . . . TTA CCT TGG GGA CAA " . GCT G C ' " 

感受性菌 K-7-2* : . . . TTA CCT TAT GGA CAA . . . GGT GC ' " 

Me l on 1 ・ ・ ・ TTA CCT TAT GGA CAA " . GGT GC ' " 

1 35 1 36 143 

図 - 4 ツ リ 煩 う ど ん こ 病院l の ス ト ロ ピ ノレ リ ン 系薬剤耐悩

耐 と 感受性ï:!i に お け る チ ト ク ロ ー ム b 巡伝子の部

分組主主配列

ifij咋I:ï:tlíの コ ド ン 1 35�1 36 に 見 ら れ る 配列 は ， 制|浪商手

卦，� EcoT 14 I に 特'R的に認識 さ れ る . 事会段営農 ・ 技

術 セ ン タ ー よ り 分議.

い て ， il耐性菌 と 感 受 性 jÆj の rDNA ( リ ボ ソ ー ム R N A

辿伝子) 断 片 を PCR で憎幅 し ， そ の ホ モ ロ ジ ー を 比較
し た 結果， S. jllsca の も の と 99�100% の レ ベ ル で よ く

一致 し た (石井 ら ， 2001 b) 。 さ ら に ， キ ュ ウ リ 分離株

に お け る rDNA の ITS 領域 は ， 制 限酵素 A luI の 認識

t\IH立 を一つ持 つ こ と が， I- I I IlAl 八 and T，山川li\TSU (200 1 )  

に よ っ て 報告 さ れて い る が， 耐性菌 と 感受性菌 の 両 方 に

I�:r 米す る PCR 産物 は と も に ， こ の 酵素 で明|僚 に 切断 さ

tL た 。

そ れ で も ， キ ュ ウ リ べ と 病菌 な ど と は大 き く 異 な り ，

ウ リ 幼 う ど ん こ 病菌 の チ ト ク ロ ー ム b 辿伝 子 に は 著 し

い多型が見 ら れた 。 す な わ ち ， ス ト ロ ビル リ ン耐性 に深

く l具l わ る と 予想 さ れ る コ ド ン 143 の部分以外で も 菌株に

よ っ て ， 甑主主配列 や そ れ に 基づ く 推定 ア ミ ノ 酸配列 に し

ば し ば違 い が観察 さ れ た ( 図 ー 1 ， 4 ) 。 例 え ば， チ ト ク ロ

ー ム b の コ ド ン 136 の ア ミ ノ 酸 で あ る チ ロ シ ン は， 耐

性I詣 で は 卜 リ プ ト フ ァ ン に置換 し て い た ( こ の配列 自 体

は べ と 病菌 ほ か の 感受性 菌 に も 見 ら れ る も の で あ る た

め ， 直接耐性 の 原 因 に な っ て い る と は 思 え な い) 。 そ こ

で， こ の シ ー ク エ ン ス の読み と り 結果 が正 し い も の で あ

る か ど う か を ， 制限酵索 EcoT 1 4  1 を 用 い て 調べ て み た

と こ ろ ， 耐性菌 の チ ト ク ロ ー ム b 追伝 子 の み が特 異 的

に 切断 さ れ， デ ー タ の 正 し さ が証明 さ れ た ( 石 井 ら ，

200 1 b ;  ISI I I I  et al . ，  200 1 ) 。 ま た ， そ ;/1， ばか り か， こ の

酵紫 を使 え ば結果的 に 耐性E自 を検出 す る こ と がで き る と
い う 副産物 ま で得 ら れ た 。

V う どん こ 病菌 の ス ト ロ ビ ル リ ン耐性は どの程度

安定 か ?

ス ト ロ ビ ル リ ン 耐性 が 多 く の 場 合， チ ト ク ロ ー ム b

辿伝子の点突然変異 に よ る と 考 え ら れ る こ と か ら ， し ば
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ら く こ の グルー プの薬剤 を使用 し な け れ ば， い っ た ん ま

ん延 し た 耐性菌の衰退現象が起 こ る の で は な い か と ， 当

初 は 期待 さ れた。 し か し ， モ ニ タ リ ン グ の結果 は， は じ

め は こ の期待 を 裏切 る も の で あ っ た 。 茨城県明野町 に あ

る キ ュ ウ リ 栽培農家 の ハ ウ ス で は， 1998 年秋 に う ど ん

こ 病 に対す る ス ト ロ ビル リ ン 系薬剤 の効果が低下 し ， そ

れ以降 こ の 系統の薬剤 を使用 し な か っ た 。 し か し ， 約 2
年後の 2000 年 12 月 に お い て も 耐性菌が依然 と し て俊 占

し て い た (表 1-A， 石 井 ら ， 2001 b ;  151111 et al. .  in 

press) 。

と こ ろ が， 次作 に 当 た る 2001 年 6 月 の 調 査 で は様相

が一変 し， 耐性菌が検出 さ れな く な っ た (表 1-B， 石井

ら ， 2001 b) 。 同 じ 農家 の 別 の ハ ウ ス で 2001 年 12 月 に

行 っ た サ ン プ リ ン グで も ， 同様の結果であ っ た。 一時期

ス ト ロ ピル リ ン感受性菌 を 見 つ け 出 す こ と がで き な い ほ

ど耐性菌が増加 し た が， そ の後徐徐 に で は あ る が耐性菌
の衰退が始 ま っ て い る の で は な い だ ろ う か ? も し そ う

で あ れ ば， ミ ト コ ン ド リ ア DNA (mtDNA) の 突 然変

表 ー 1 ス ト ロ ピ ル リ ン 系薬剤の使用 を 約 2 年間 ( A ) ま た は 2 年

半 ( B ) 中止 し た キ ュ ウ リ ハ ウ ス に お け る 薬剤耐性 う ど ん

こ 病菌の分布の推移 ( リ ー フ デ ィ ス ク 法 に よ る 検定)

防 除 価

菌 株 ア ゾ キ シ ス ト ロ ビ ン濃度 (有効成分. ppm) 

0 . 01 0 . 1  10 lOO 

( A ) OMI-1 。 。 。 。 。
OMI-2 。 。 。 26 . 7  。
OMI-3 。 。 。 。 。
OMI-4 。 。 。 13 目 3 。
OMI-5 。 。 。 。 。
OMI-6 。 。 。 。 。
OMI-7 。 。 。 。 20 . 0  

OMI-8 。 。 。 。 。
OMI-9 。 46 . 7  40 . 0  100 86 . 7  

OMI-10  。 。 。 。 。
K -7-2 * 100 100 100 100 100 骨 . . - -恥 . . ー - - - - - ー ー ・. . ー - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ・ ・ ・ ー ー

( B )  A 01-3-23 100 100 100 100 100 

A 01-3-24 93 . 3  100 100 100 100 

A 0 1-3-25 86 . 7  53 . 3  53 . 3  100 100 

A 0 1-3-26 66 . 7 66 . 7  73 . 3  100 100 
A 01 -3-29 100 90 . 9  100 100 100 

A 01-3-31 53 . 9 84 . 7  69 . 2  100 100 

A 0 1-3-32 100 100 100 100 100 

A 01-3-33 86 . 7  60 60 100 100 

A 01 -3-34 100 100 100 100 100 

A 0 1-3-35 53 . 9 69 . 2  53 . 9  100 100 

K -7-2* 100 100 100 100 100 

R-2* *  25 。 25 75 100 

* 標準感受性菌株 (全農営農・技術 セ ン タ ー よ り 分譲) t • * 標準

耐性菌株.

異が菌 に と っ て 有害で あ る と 期待 し た こ と も あ な が ち 間

違 い で は な か っ た こ と に な る 。 た だ し ， 他 の ハ ウ ス に 耐

性菌が ま だ広 く 分布す る こ と も 事実 で あ る の で， う ど ん

こ 病や， 後 に 述べ る べ と 病の 防除 に 当 た っ て ， ス ト ロ ビ

ル リ ン 系薬剤の使用再開 の 是非 を 議論す る の は ま だ時期

尚早であ る 。 そ れ に は ま ず農薬 メ ー カ ー や 試験場， 病害

虫防除所 な ど関係機関 に よ る ， 耐性菌の 広域 モ ニ タ リ ン

グが欠 か せ な い。

VI ヘ テ ロ プラ ス ミ ー の高感度検 出 と 生態研究 への

応用

チ ト ク ロ ー ム b は 核 DNA で は な く ， 塩 基 置 換 速 度

が よ り 速 い (突然変異 し や す い ) mtDNA に コ ー ド さ れ

る (宝来， 200 1 ) 。 ま た ， mtDNA は 複数 コ ピ ー か ら な

り ， ヒ ト で は変異型 と 正常型が混在 す る ヘ テ ロ プ ラ ス ミ

ー が， 病的状態 に 深 く 関与す る と さ れ る 。 そ こ で， こ れ

に 関連 し た研究例 を 紹介 し よ う o

上記農家 の ハ ウ ス で は ， べ と 病菌 の 耐性菌モ ニ タ リ ン

グ も 併行 し て 実施 し て お り ， ス ト ロ ビ ル リ ン 系薬剤の使

用 を約 1 年間 中止 し で も ， 耐性菌が依然 と し て 広 く 分布

し て い た (石井 ら ， 2001 b ; ISI I I I  et al . .  in press) 。 そ の

後 2001 年の調査で も ， ポ ッ ト 試験 で見 た 限 り ， 対照 の

感受性菌 を 除 く 供試 1 2 菌株 は す べ て 耐性 菌 で， 実 用 濃

度 の ア ゾ キ シ ス ト ロ ビ ン剤 に効果 は認め ら れ な か っ た 。

と こ ろ が， PCR と 制 限酵素 Ital を 用 い た 遺伝子診 断 で

は， 変異型 (薬剤耐性型) DNA に 比 べ て ， Ital で切断

さ れ な い 正常型 (感受性型) DNA の割合が高 く ， 当 該

薬剤の使用 中 止 に よ っ て ， べ と 病菌の 集 団 の DNA が薬

剤感受性側 に シ フ ト パ ッ ク し て い る と 推察 さ れた (石井

ら， 2001  b) 。

す な わ ち ， 耐性菌が何 ら か の 自tness penalty を 負 っ

て い る ， つ ま り 環境適応度 の 点 で感受性菌 よ り も 劣 る こ

と が再び期待 さ れ る わ け で あ る 。 あ る い は ， 薬剤選択圧

が 除 か れ た 結 果， 同 ー の ミ ト コ ン ド リ ア 内 で 変 異 型

DNA の 占 め る 割合が し だ い に 低下 す る ， つ ま り 正常型

DNA に 置 き 換わ っ て い く の か も し れ な い。 こ れ を 裏付

け る か の よ う に ， イ チ ゴ炭痘病菌や キ ュ ウ リ 褐斑病菌で

は， 培地上で継代 を繰 り 返す こ と に よ っ て ， 当 初見 ら れ

た 変異型 DNA が検出 さ れな く な る 現象が最近観察 さ れ

て い る (石井 ら ， 2002) 。

こ の よ う に ， 病原菌 を 薬剤耐性 と い う 表現形質だ け で

な く ， 分子生態学 的 に 解析 す る こ と で， 耐性 菌 の 挙動

や， 耐性化 を も た ら す遺伝子の 環境動態 を よ り 詳細 に 知

る こ と がで き る 。 し か し ， そ の よ う な研究の ア プ ロ ー チ

に ， 果 た し て ど の よ う な 実 用 的 な 意 味 が あ る の だ ろ う
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表 - 2 キ ュ ウ リ う ど ん こ 病菌 の ス ト ロ ピル リ ン 系薬剤耐性菌 と

感受性菌 に 対 す る ア ゾ キ シ ス 卜 ロ ビ ン 製 剤 事 の 防除効果

( ポ ッ ト 試験)

耐性菌 : 感受性菌 薬剤の防除価 対照 区の発病度

1 : 0 - 53 . 8  26 . 0  

9 :  1 5 . 8  38 . 2  

1 : 1 9 . 4  28 . 0  

1 : 9 54 . 1  47 . 3  

1 : 99 89 . 6  48 . 0  

0 :  1 100 43 目 6

- 笑用濃度 (有効成分濃度 100 ppm) . 

か ? う ど ん こ 病菌で， 耐性菌 と 感受性菌の胞子懸濁液

を種々 の比率で混合 し ， 実用濃度 の ア ゾ キ シ ス ト ロ ビ ン

剤 を 散布 し た キ ュ ウ リ 苗 に 接種 し た 。 す る と ， 耐性菌 と

感受性菌 の 割合 が 1 : 9 で薬 剤 の 防 除価 は 50 程度 で あ

り ， 1 :  99 で も 薬剤 の 効果 は い く ぶ ん 劣 っ た (表-2) 。

し た が っ て ， 変異型 DNA を 高感度 に検出 す る こ と は 十

分意味があ る と 考 え ら れた 。 そ こ で， 菌 の チ ト ク ロ ー ム

b 遺伝子 を ロ ー ダ ミ ン 標識 プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR 増

幅 し ， ItaI 処理後， 蛍光 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザー で解析 し

た と こ ろ ， 変 異 型 DNA が 1% し か 存 在 し な い 場 合 で

も ， こ れ を検出 す る こ と がで き た (石井 ら ， 2002) 。

Vß 残 さ れ た 課題

こ れ ま で ほ と ん ど， 試験研究場面での利用 に 限 ら れ て

き た 耐性菌の遺伝子診断が， ょ う や く 日 常的 な モ ニ タ リ

ン グ な ど に も 使わ れ始 め て い る 。 ま た ， 以前 の よ う に 菌

を分離， 培養 し て か ら DNA を 抽 出 ， 精製す る の で は な

く ， 擢病植物の一部か ら 直接菌の DNA を 得 て ， 耐性 を

診断す る こ と も も は や さ ほ ど珍 し く な い。 そ れ ら を 可能

に し た の は も ち ろ ん， 耐性機構 に 関 す る 分子遺伝学的 な

研究成果の蓄積 と ， PCR な ど遺伝子操作手法の 一般化，

各種 キ ッ ト の商品化 な どが あ っ た か ら で あ る 。 耐性菌 の

出現は， 関連す る 農薬 メ ー カ ー に と っ て 死活問題で も あ

る こ と か ら ， 今後 も 遺伝子診断の利用 が進 む と 予想 さ れ

る 。

(26 ペ ー ジ か ら 続 き )
ク ロ チ ア ニ ジ ン 剤 (殺虫剤 : ダ ン ト ツ ， フ ル ス ウ イ ン

グ) 米 0 . 5 ppm， み か ん 1 ppm， み か ん以外の か ん き つ
類 2 ppm， 第 一 大 粒 果 実 類 0 . 5 ppm， 第 二 大 粒 果 実 類
0 . 5  ppm， 小粒果実類 5 ppm， 第二果菜類 2 ppm， い も
類 0 . 1 ppm， 茶 50 ppm を追加。

ジ ノ テ フ ラ ン 剤 (殺虫剤 : ス タ ー ク ル， ア ルパ リ ン )
米 0 . 5 ppm， み か ん以外の か ん き つ類 5 ppm， 第一大粒
果実類 1 ppm， 第 二 大粒果 実類 2 ppm， 小粒果実類 10

し か し ， 各地の 試験場や病害虫防除所等 で こ れ を 行 う

場合， や は り 診 断 に 要 す る 経 費， 例 え ば 制 限 酵 素 や

PCR に 必須 の DNA ポ リ メ ラ ー ゼ な ど の 試薬 代 が， 無

視 で き な い 問題 と な ろ う 。 ま た ， 耐性の 生物検定 に比べ

ればは る か に 迅速 で は あ っ て も ， 電気泳動 の操作は煩わ

し い。 こ の た め 筆 者 は ， 遺伝子 診 断 の さ ら な る 普 及 に

は， よ り 簡便で安価 な 方法 の 開発が必要 と 考 え て い る 。
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ppm， 第二果菜類 2 ppm， 第一葉菜類 2 ppm， 第二葉菜
類 0 . 5 ppm， 根 ・ 茎類 0 . 2 ppm を追加。
2. 水質汚濁 に係 る 農薬登録保留基準

ク ロ チ ア ニ ジ ン 剤 (殺虫剤 : 前 出 ) 2 mg/ l を 追加。
ジ ノ テ フ ラ ン剤 (殺虫剤 : 前 出 ) 6 mg/ l を追加。
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