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植物病原菌の薬剤感受性検定 マ エ ュ ア ル ( 7 ) 

キ ユ. ウ J、ミ と 病 菌
]A 全農農業技術セ ン タ ー 中 津靖彦 ・ 黒沢美保子 ・ 大塚範夫

は じ め

キ ュ ウ リ べ と 病の 防除 に は， 従来か ら 銅や マ ン ゼ プ，

TPN な どの保護殺菌剤が使用 さ れて き た が， 1970 年代

末 ( 日 本 で は 1980 年代中頃) に ， メ タ ラ キ シ ルやオ キ サ

ジ キ シ ル な どの フ ェ ニ ル ア マ イ ド 系殺菌剤が登場 し， 本

病 に対 し て卓効 を示 し た こ と か ら ， 現在では広 く 使用 さ

れて い る 。

フ ェ ニ ル ア マ イ ド 系殺菌剤 は， 疫病菌や べ と 病菌 な ど

の卵菌類 に の み特異的 に 高 い活性 を示 し， 浸透移行性 に

優れ， 予防効果 の み な ら ず治療効果 も 示す優れた殺菌剤

であ る 。
そ の反面， 本系統の薬剤 は耐性菌 を生 じ や す い こ と が

知 ら れて お り ， キ ュ ウ リ べ と 病では， イ ス ラ エルやギ リ

シ ャ で使用 を 開始 し て 2�3 年の後に， 耐性菌の発生 と そ

れ に よ る 防除効果の低下が報告 さ れた (REUVENI et aI . ，  

1980 ; GEORGOPOULUS and GRlGORIU， 1981 ) 。

日 本では， 耐性菌発生回避の た め， 本系統の薬剤 は マ

ン ゼ プや銅， ま た は TPN と の 混合剤 と し て 上市 さ れ

た。 し か し， 1990 年 に 千葉県及び神奈川 県下の キ ュ ウ リ

闘場か ら フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性べ と 病菌の発生が報告 さ

れ た ( 竹 内 ， 1990 ; 大塚 ら ， 1990) 。 さ ら に ， 黒 沢 ら

(1992) は 関東地方 に お り る キ ュ ウ リ べ と 病菌の薬剤感受

性 に つ い て モ ニ タ リ ン ク' を行い， 上述の 2 県 の ほ か に ，

茨城， 栃木， 群馬 の各県か ら も フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性菌
を得て い る 。

一般 に， べ と 病菌の よ う な絶対寄生菌の薬剤感受性 を

調 べ る 場合 に は ， 温室 内 で菌株 ご と に 隔離 し た 条件で

ポ ッ ト 試験 を 行 っ て い る 例が多 い 。 FRAC (Fungicide 

Resistance Action Committee of GIFAP) で も ， 本病原

菌 に は こ の方法 を 用 い て い る (CmIEN， 1992) 。 し か し， こ

の方法で は ス ペ ー ス の問題か ら 扱 う 菌株数 に 限度があ る

こ と ， 環境条件に よ っ て薬剤感受性値の変動がみ ら れ る

な どの問題があ る 。

一方， ノ T レ イ シ ョ の疫病では， 室内で多数の菌株を扱
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う こ と を 目 的 に ， パ レ イ シ ョ の リ ー フ デ ィ ス ク を薬液 に

浮遊 さ せ， こ れ に疫病菌の遊走子嚢懸濁液 を点滴接種 し
て薬剤感受性 を検定す る 方法が開発 さ れて お り (以下，
リ ー フ デ ィ ス ク 法 と 呼ぶ) ， 耐性菌の薬剤 に対す る 反応 は
ポ ッ ト 試験や切離葉 を 用 い た試験に比べて 鋭敏で あ り ，
in vitro の平板希釈法に 匹敵す る (SCHWINN and SOZZl， 

1982 a ;  SOZZl and STAUB， 1987) 。

リ ー フ デ ィ ス ク 法 はパ レ イ シ ョ 疫病菌の み な ら ず， ブ

ド ウ べ と 病菌 や キ ュ ウ リ べ と 病菌 に も 適用 可能 で あ り

(SCHWINNand SOZZl ， 1982 b ; STÄHLE - CSECH et a I . ，  1992 ; 

KING -WATSON， 1988) ， 日 本 に お け る キ ュ ウ リ べ と 病菌の

フ ェ ニル ア マ イ ド 耐性菌の検出 に は， ほ と ん ど本法が用

い ら れて い る 。
本稿で は ， こ の リ ー フ デ ィ ス ク 法 を 紹介 す る と と も

に， そ の問題点 に つ い て も 触れた い。

1 べ と 病菌のサ ン プ リ ン グ

採取す る 擢病葉 は， 淡黄色の初期病斑 を 形成 し て い る

も の で， 遊走子嚢の形成が ま だ認め ら れな い程度の新 し

い も の が望 ま し い。 採取す る 時点で， 多量の遊走子嚢 を

形成 し て い る も の は， 遊走子嚢が古 く て病原性 を 失 っ て

い る 場合や， 移送中 に遊走子が脱落 し て し ま い， そ の後
遊走子嚢の再生がみ ら れな い場合があ る 。

採取す る 葉の数は l サ ン プル (感受性 を検定 し よ う と

す る 最小単位) 当 た り 2 枚程度で よ い。 採取 し た羅病葉

は， サ ン プル ご と に ビ ニ ー ル袋に 入れ， す ぐ に 実験室 に

持 ち 帰 る 。 移送 に長時間 を 要 す る 場合 は ， 低温条件下で

保持す る 。

2 接種源の準備

実験室 に 到着次第， 採取 し た 擢病葉 を 葉裏 を 上 に し
て ， 湿 っ た 炉紙 を し い た 大型の シ ャ ー レ 内 に 入れ， 20 

OC， 3 . 500�5 ， 000 Lux， 12 時間照明下 に保持す る 。 通常

の場合， 1�2 日 以 内 に病斑上 に遊走子嚢の形成がみ ら れ

る 。

こ こ で得 ら れた遊走子襲 を 直接， 薬剤感受性検定 に 供

し で も よ い。 し か し， こ の場合， 検定 に十分な量の遊走

子褒が得 ら れな い こ と が あ る の と ， 採取 し た キ ュ ウ リ 葉
に 付着 し て い る 種々 の薬剤の影響が懸念 さ れ る 。 COHEN

( 1992) は薬剤の影響 を 除去す る た め に， 遊走子嚢 を 8 ，um

ミ リ ポア フ ィ ル タ を 用 い て冷た い蒸留水で洗 う こ と を勧
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め て い る 。 筆者 ら は， 採取 し た キ ュ ウ リ 葉上 に形成 さ れ
た遊走子嚢 を， い っ た ん， べ と 病 フ リ ー ( も ち ろ ん薬剤

無処理) の キ ュ ウ リ 葉 に接種 し て ， 再度形成 さ れた遊走

子嚢 を薬剤感受性検定 に供 し て い る 。

すなわ ち ， 採取 し た キ ュ ウ リ 葉上 に 形成 さ れた遊走子

嚢 を筆でか き 取 り ( こ の と き ， で き る だ け キ ュ ウ リ 葉の

表面に直接筆先が触れな い よ う に す る ) ， 蒸留水に 懸濁 し

て室温で 2�3 時間保持 し て遊走子 を放出 さ せ る 。 べ と 病

フ リ ー の キ ュ ウ リ (品種 : 相模半 白 ま た は と き わ光 3 号
P 型) の第 1 本葉 を切 り 取 り ， 湿っ た炉紙 を し い た シ ャ ー

レ 内 に 葉裏 を上 に し て置 き ， 1O�20 か所 に パ ス ツ ー ル ピ

ペ ッ ト を用 い て遊走子襲懸濁液 を 滴下す る 。 こ れ を ， 20 

'C， 3 ， OOO�5 ， OOO Lux， 12 時間照明下 に保持す る 。 約 7

日 後 に は， 薬剤感受性検定 に 十分な量の遊走子嚢が得 ら

れ る 。

ぺ と 病菌の移植作業 は， 使用 す る 材料及び器具 さ え べ

と 病菌 に 汚染 さ れて い な け れ ば， 無菌条件で行 う 必要 は
な い。 移植に使用 す る 筆 は市販の絵筆 を 用 い る が， サ イ

ズ と し て は 4 号が使い や す い。 絵筆 は べ と 病 フ リ ー であ

れば必ず し も 滅菌の必要 は な い。

3 薬剤l感受性の検定方法

① 供試植物 : 径 8 cm の ス チ ロ ー ル製 ポ ッ ト に ， 乾

熱滅菌 し た人工培土 ( ク ミ ア イ 園芸培土⑧) を充て ん し ，

キ ュ ウ リ (品種 : 相模半 白 ま た は と き わ光 3 号 P 型) の

催芽種子 を 1 ポ ッ ト 当 た り 2 粒 ま く 。 揺種後， 26 'C， 

10 ， 000 Lux， 16 時間照明下の人工気象器内 で 3�4 週間

育苗す る (3 週間 で第 2 本葉が完全 に 展開す る ) 。 こ の第

2 本葉か ら ， 径 lO mm の コ ル ク ポ ー ラ ー で リ ー フ デ ィ ス

ク を打ち 抜 く 。

第 1 本葉 も 使用可能であ る が， 第 2 本葉 に比べて 小 さ

く ， 葉が硬い。 こ の た め， 得 ら れ る リ ー フ デ ィ ス ク の数
が少 な し ま た第 2 本葉 と 一緒 に使 う と 材料の均一性の

点で問題があ る 。 筆者 ら は， 薬剤感受性検定 に は第 2 本

葉 を 用 い ， 第 1 本棄 は も っ ぱ ら 2 で述べた べ と 病菌の増

殖に用 い て い る 。

供試作物 は温室 内 で育苗 し て も よ いが， べ と 病の 自 然

感染 に は十分注意が必要であ る 。

② 供試薬剤 : メ タ ラ キ シ ル 25% 水和剤， オ キ サ ジ キ

シル 25% 水和剤 を用 い る 。 SCHWINN and SOZZI ( 1982 a) 
は， 製剤 に含 ま れ る 界面活性剤の影響で薬液 に 浮遊 さ せ
た リ ー フ デ ィ ス ク が沈んで し ま う の で， リ ー フ デ ィ ス ク

法では原体を適当 な溶媒に溶か し て使用 す る と し て い る

が， 後に述べ る 設定濃度 の範囲 内 で は ， 水和剤 を 用 い て

も 差 し支 え な い。 な お ， 水和剤 も 原体 も 市販 さ れて い な

い の で， メ ー カ ー に使用 目 的 を説明 し て分譲 を受 け る こ

と が望 ま し い。

薬剤 は蒸留水で希釈 し て所定の濃度 と す る 。 濃度段階

は ， メ タ ラ キ シ ル で は 100， 10， 1， 0 . 1 ， 0 . 01 ，  0 . 001  

ppm， オ キ サ ジ キ シ ル で は 100， 10， 1 ，  0 . 1 ， O . Ol ppm 

と すれば十分であ る 。 薬剤無処理区 (蒸留水のみ) を設

げ る こ と は も ち ろ ん であ る 。

③ 薬剤の処理方法 : 所定濃度 に 調整 し た 薬液 を 直径

50mm の シ ャ ー レ に 5 ml ず つ 分 注 し ， こ れ に リ ー フ

デ ィ ス ク を 5 枚ずつ葉裏 を上 に し て 浮遊 さ せ る 。 な お，

薬剤処理 は菌の接種の前 日 に行い， 接種 ま で室内 で保持

す る 。

オ キ サ ジ キ シ ル は， メ タ ラ キ シル に比べて 浸透移行性

が低 い。 こ の た め， パ レ イ シ ョ 疫病菌の場合， オ キ サ ジ

キ シ ル を あ ら か じ め散布 し た パ レ イ シ ョ の葉か ら デ ィ ス

ク を打ち 抜 き ， こ れ を湿っ た 炉紙 を し い た シ ャ ー レ に並
べ る と い う 方法が と ら れて い る (SOZZI et al . ，  1992) 。 し か

し， 筆者 ら の経験では， キ ュ ウ リ べ と 病菌では， オ キ サ

ジ キ シ ル も メ タ ラ キ シ ル と 同様 に 薬液 に リ ー フ デ ィ ス ク

を浮遊 さ せ る 方法で感受性検定 を 行 う 事が可能であ る 。

④ 接種方法 : 薬剤処理 1 日 後 に行 う 。 2 で述べた 条

件で形成 さ せ た 新鮮な遊走子饗 を筆でか き 取 り ， 蒸留水

に 懸濁 し て遊走子饗濃度 を 10' 個Iml 程度 に 調整 し， 室

温で 2�3 時間保持 し て遊走子 を放出 さ せ る 。遊走子型発

芽 (間接発芽) が 50% 以上であ る こ と を確認 し た 後， こ

の懸濁液 を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で リ ー フ デ ィ ス ク 1 枚当 た

り 10 μl， デ ィ ス ク の 中央 に 滴下す る 。

⑤ 培養条件 : 接種後， シ ャ ー レ に ふ た を し て ， 20 

。C， 3， 000�5 ， 000 Lux， 12 時間照明下で 7 日 間培養す

る 。

⑥ 調査方法 : 実体顕微鏡下で遊走子嚢形成 を 伴 う 病

斑の面積率 に下記の指数 を与 え て 調査 し ， 発病度 を求め

る o

0 : 無発病， 1 病斑面積率 5% 以下， 2 : 6�25%，  

3 : 26�50%，  4 : 51�75%， 5 :  76% 以上

発病度 = 玄 ( 指 数 × 該当 リ ー フ デ ィ ス ク 数) x 

1001 (5 x 調査 リ ー フ デ ィ ス ク 数)

⑦ デー タ の解析 : 薬剤無処理区の発病度 と 比較 し た

阻害度 を算出 し て ， EC50 値 (50% 阻止濃度) を 求 め る 。
同 時 に 最小生育阻止濃度 (MIC) も 記録 し て お く と よ
し 当。

⑧ 耐性菌の判定 と 標準菌株 : 筆者 ら が単遊走子嚢分
離 し て継代保存 し て い る フ ェ ニ ル ア マ イ ド 感受性菌株

(S-02) の EC50 値 は メ タ ラ キ シ ルで 0 . 01 ppm 前後， オ キ

サ ジ キ シ ルで 0 . 3�0 . 7 ppm 程度 で あ る 。 一方， フ ェ ニ ル

ア マ イ ド 耐性菌 と し て 単遊走子嚢分離 し て継代保存 し て
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い る 菌株 (R - 08) の EC50 値 は メ タ ラ キ シ ル， オ キ サ ジ

キ シ ル と も に 100 ppm 以上であ る 。

薬剤感受性の検定 に あ た っ て は， 原則 と し て標準菌株

を 同時に供試す る こ と が望 ま し い が， 本菌の よ う な絶対

寄生菌では 困難な場合 も 多 い。 そ こ で， 標準菌株 を供試

で き な い場合 に は ， こ こ に 示 し た 数値 を 参考 に さ れた
し ミ 。

4 検定結果 と 薬剤の防除効果 と の関係

1991 年 に 関東 の 各地か ら 採取 し た キ ュ ウ リ ベ と 病菌

の薬剤感受性 に関す る 検定結果の一部 と ， そ の 中か ら 数

菌株 を 選ん で行 っ た ポ ッ ト 試験の結果 を 表 1 及 び表 2

に 示 し た 。 感受性検定の結果， メ タ ラ キ シ ル に対 し て耐

性 と 判断 さ れた菌株は， ポ ッ ト 試験 に お い て も メ タ ラ キ
シ ルの防除効果 は著 し く 劣 っ た。

し か し， フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性菌 に対 し て も ， 実際に

表ー 1 関東各地か ら 採取 し た キ ュ ウ リ ベ と 病菌の フ ェ ニ ル ア マ イ

ド 系殺菌剤 に 対す る 感受性

菌株 採取県 EC50 (ppm) 

メ タ ラ キ シ ル オ キ サ ジ キ シ ル

2-A 千葉 > 100 54 . 4  

3-A 千葉 > 100 75 . 4  
T-3 茨城 > 100 > 100 
T-6 茨城 > 100 > 100 

K-5 栃木 > 100 > 100 
TG-2 栃木 > 100 > 100 
G-2 群馬 > 100 > 100 

GN -2 群馬 > 100 NTH) 

H-91  神奈川 > 100 NT') 

5-02" < 0 . 1  0 . 6  
R-08叫 > 100 > 100 

注 a ) : 未検定
b) : 対照の感受性菌株

c) : 対照の耐性菌株

表 - 2 関東各地か ら 採取 し た キ ュ ウ リ ベ と 病菌 に 対す る メ タ ラ キ

シ ルの 防除効果 ( ポ ッ ト 試験)

菌株 採取県 発病度.) 防除価

T-6 茨城 96 . 7 (96 . 7) o 
G-2 群馬 60 . 0 (83 . 3) 28 目 7
K-5 栃木 86 . 7 (90 . 0) 3 . 7  

H -91 神奈川 76 . 4 (90 . 0) 14 . 8  
S-02b) 0 . 0  (20 . 0) 100 
R-08C) 90 . 0 (96 . 7) 3 . 5  

注 a) : メ タ ラ キ シ ル は 250 ppm を供試 し た。 ( ) 内 は無処理

区の数値 を 示す.

b)  : 対照の感受性菌株

c) : 対照の耐性菌株

上市 さ れて い る フ ェ ニ ル ア マ イ ド と 他剤 と の混合剤 は，
高 い 予 防効 果 を 示 し た と 報 告 さ れ て い る ( 黒 沢 ら ，

1991) 。 た だ し， 治療効果では混合剤の効果 は低 い と い う

報告があ る (竹内， 1990) 。 こ れ は， フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐

性菌 に 対 し て は ， 混合剤 の 中 の マ ン ゼ プや TPN な ど の

保護殺菌剤が主 に効果 を示 し て い る た め であ ろ う 。

5 留意点
( 1 )  前述の サ ン プ リ ン グ法で得 ら れた菌株は， 個体

群であ り 遺伝的 に純系 と は い え な い。 し た が っ て ， 継代

培養 を繰 り 返す と 薬剤感受性が変動す る 可能性が あ る 。

こ の た め， 感受性検定 に は， で き る だ け採取 し た擢病葉

か ら 分離直後の個体群 を 用 い る こ と が望 ま し いが， や む

を得な い場合で も 1 回 の継代培養 に と ど め る 。

( 2 ) 本法 は， あ る 純系 の (例 え ば単遊走子嚢分離 に

よ っ て得 ら れた ) 菌株が フ ェ ニ ル ア マ イ ド 感受性で あ る

か耐性であ る か を判定す る に は き わ め て適 し た 方法で，

定性的 な 方法 と い え る 。 し か し ， 感受性菌 と 耐性菌が

様々 な比率で存在す る 個体群の場合， 本法で は 耐性菌の

存在比率 を定量的 に検出す る こ と は で き な い。

パ レ イ シ ョ の疫病 に お い て は， 検定す る 菌の個体群中

に耐性菌が， メ タ ラ キ シ ル の場合 1%， オ キ サ ジ キ シ ル の

場合 10%， そ れぞれ存在す る と ， 本法では個体群全体 と

し て耐性の反応 を示す と い わ れて い る (SOZZI and STAUIl. 

1987 ; GISI . 1988) 。 逆 に ， 耐性菌の存在比率が 0 . 1% 以下

の場合は完全に感受性菌の反応 を示 し， 耐性発達の初期

の段階で は フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性菌 を検知す る こ と がで

き な い (SOZZI and STAUIl. 1987) 。

キ ュ ウ リ ベ と 病菌 に お い て は， 本法 に つ い て， こ の よ

う な詳細 な検討 は行わ れて い な い が， パ レ イ シ ョ 疫病菌
の場合 と 同様の こ と がい え る も の と 考 え ら れ る 。

し た が っ て ， 本法で得 ら れた 結果 を過大評価 も し く は

過小評価 し て は な ら な い。 す な わ ち ， あ る 圏場か ら 得 ら

れた サ ン プルが本法 に よ っ て 耐性の反応 を 示 し た か ら と

い っ て， そ の 圃場が 100% 耐性菌 に汚染 さ れて い る と は

い え な い。 た だ し， 一定以上の比率で耐性菌が存在す る

こ と は事実であ る の で， 今後の 防除対策 に 注意す る 必要

があ ろ う 。 ま た ， 既 に フ ェ ニ ル ア マ イ ド 剤の効果の低下

がみ ら れて い る 場合 に は， そ の原因が耐性菌の存在 に帰
せ ら れ る 可能性が大 き い と 考 え ら れ る 。

ま た 逆 に ， あ る サ ン プルが感受性の反応 を示 し た か ら

と い っ て ， そ の 圃場 に は耐性菌が全 く 存在 し な い と は い
え な い。 こ の場合 は， 一定の比率以上 に は耐性菌が分布

し て い な い と み る べ き であ り ， 今後 も 引続 き 監視す る 必

要があ ろ う 。

( 3 ) フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性菌の存在比率 を定量的 に
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測る 一般的な 方 法とし ては 次の こ と が 提 案 され ている
(WI I.LlA^IS and GISI， 1 9 9 2)。

① 単一病 斑はお そら く 単一の 遊走子襲に 由来すると
い う 前提に 基づ き ， 単一病 斑から分 間tされた菌 株を 用い
て 検 定する。 この 場合， 試験単位である l 被 検単位に つ
き 1 00 以上の 単一病 斑分 離菌 株を 得る 必要がある。

② 発病 程度を感染点 (infection point ) とし て計 測で
きる 程度まで ， 被 検個体 群の 遊走子襲\�濁液を希釈 し て
用 い ， 無処理区の感染点数に対する薬剤 処理区の感染点
数の 比率を 耐性菌 率とする。 この 場合， 感染点とし て 計
測で きる 遊走子襲濃度で発病が 可能な実験系が 必要であ
る。

( 4 ) 本 検 定 方 法は ， フ ェニ /レアマ イ ド 剤 だ けでな
く ， ホ セチ ノレなどの 各 種の 浸透性殺菌 剤に 適用で きる。

また ，3 の ③で 述べたオ キ サ ジ キ シ jレの 処理方法( 散布 )
を 用 いれば ， 保護殺菌 剤につい ても 適 用 が 可能で ある
(SOZZl et al . ，  19 9 2)。
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ご希望の 方は 現金・振替で直接本会へお 申込み下さ い。
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