
330 植 物 防 疫 第 49 巻 第 8 号 ( 1995 年)

絶対寄生菌 の純粋培養 ・ 最近の研究動向 *

三重大学生物資源学部植物病学研究室 久 自E
ひと し
均

は じ め に

病原菌の行動と生理的性質を把握することは，植物の

病害対策を講ずる上できわめて重要である。 純粋培養が

可能な菌類の場合には， その栄養要求性や生長にかかわ

る環境要因などが詳しく解析され， 防除対策の確立に一

役買っているが， 純粋培養できない絶対寄生菌の特性

は， 宿主上の行動から生理的性質が類推されているにす

ぎ ず， 不明な点が多い。 植物病原菌の仲間では， さぴ病

菌， べと病菌， うどんこ病菌が絶対寄生菌の代表格で，

1940年代から多くの研究者がこれらの菌の純粋培養を

試みてきた。 筆者の知る限りでは， プドウ茎カルスでブ

ドウべと病菌を純粋培養した MOREL(1944)の論文が，絶

対寄生性の植物病原菌類を人工的に培養した最初の報告

と思われる。 彼の報告以来， いくつかの絶対寄生菌がカ

ルス上で純粋培養されているが， これらの報告について

は， 浅田 (1974) の総説に詳しいので参照されたい。 無

菌 組織やカルスを利用した培養も純粋培養に違いはない

が， 菌の生長が植物 組織そのものに依存していることに

変わりはなし 病原菌の生理の解析には必ずしも適さな

い場合もある。 ただし， 自然状態や温室環境下で一年を

通じて研究材料が得られない菌の場合には， たとえカル

ス上であってもその純粋培養は貴重である。 絶対寄生菌

に関心をもっ研究者は， 多かれ少なかれなんらかの方法

で純粋培養を試みていると思われるが， 実際に論文とし

て 現 れ る 成 果 は ご く 一 部 で あ る 。 こ こ で は ， 浅 田

(1974)の総説以降に発表された業績を中心として，最近

の研究状況を概説することとする。

I 植物体内 に お け る 絶対寄生菌の特性

殺生菌は植物の細胞壁， 細胞膜を貫通してその細胞質

に達するか， または細胞間隙を伸長するかのい ずれかの

方法で養分吸収を行う。 これに対して絶対寄生菌は， 植

物細胞壁を貫通するが細胞膜を突き破らず， 細胞壁と細

胞膜の聞に吸器を形成して養分を吸収する(図-1)。絶対

寄生菌の侵入菌糸先端は， 植物細胞壁を通過すると膨潤

して吸器原基となる。 このときに侵入部位の植物細胞膜
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が吸器原基を取り巻くように伸 びる。 吸器原基が大きく

なり成熟するにつれて， 植物細胞膜は変性しながらます

ます伸長し， 成熟吸器を細胞質から隔離した状態にとど

めてしまう。 したがって， 絶対寄生菌は植物細胞質に到

達せずに細胞膜をとおして養分吸収することになる。 絶

対寄生菌が宿主植物の細胞膜を破ると報告されているの

は， ダイコンべと病菌の例だけである( 白石ら， 1973)。

植物 組織中における殺生菌と絶対寄生菌の生活様式の

違いから(図ー1)，後者の生長継続には宿主細胞が生きて

いることが必須であり， 宿主細胞が生合成している特異

的な成分を常に吸収する必要があると考えられていた。

この考え方は宿主 組織と菌との関係からみると間違いで

はないが， さぴ病菌の純粋培養が可能になってみると必

要十分条件でなかったことは明 白である。

E さ ぴ病菌の純粋培養

培養された植物 組織などを用いずに， 純粋の人工培地

上で Puccinia graminis f. sp. tritici の菌糸が伸長する

ことを WILLlAMS et al. (1966)が報告し， 一躍世界の注目

を集めた。 翌年， 彼らは人工培地上で同菌が夏胞子と冬

胞子とを形成すること， 培地上で形成された夏胞子がコ

ムギに病原性を示すことを報告した。 これらの報告がさ

び病菌の純粋培養の幕開けとなり， 以後多数の き び病菌

が純粋培養されるようになった。

細胞壁

細胞壁

図 - 1 植物細胞内 に お け る 絶対寄生菌 ( A ) と 殺生菌 ( B )

の生活様式の違い. 絶対寄生菌 は宿主細胞の細胞膜
を破 ら な い が， 多 く の殺生菌 は細胞膜 を破 る .
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WILLI AMS et al. の培地 は Czapek 培地 を基本 と し ， こ

れに酵母エ キ ス と ぺ プ ト ン を加 え た 寒天培地であ り ， 既

知培地 を多少改変 し た だ け で あ っ た の で， 多 く の研究者

は 意外 に 平凡 な 培地 で さ ぴ病菌 が増殖す る こ と に 驚 い

た。 そ の の ち ， 表-1 に 示す よ う な多数の さ び病菌が純粋

培養 さ れ る よ う に な っ た 。 表ー1 か ら 明 ら か な よ う に ， 基

本 と し て い る 培 地 は Czapek ま た は Murashig-Skoog

培地で あ る 。 こ れ ま での文献 を 調 べ る と ， さ ぴ病菌の培

養では寒天培地 に胞子 を直接播 く 場合 と ， 表面殺菌 し た

感染植物組織片 あ る い は カ ル ス を 寒天培地 に埋め込む場

合 と が あ る 。 葉片や カ ル ス を 用 い る 場合 に は ， 組織培養

に よ く 使わ れ る Murashige-Skoog 培地 を基本 と し て い

る こ と が多 い。 こ の場合で も 植物組織や カ ル ス 上で生長

し た 菌糸が寒天培地上 に 伸長 し ， そ こ で胞子 を形成す る

の で， Murashige-Skoog 培地 も さ ぴ病菌 そ の も の の 生

長 に 差 し 支 え な い と 考 え ら れ る 。 こ の培地 は Czapek 培

地組成 の す べ て の元素 を含んでい る の で， 菌の生長 に 不

足 は な い の で あ ろ う 。 植物組織 を 埋 め 込 む 場合 に は ，

2 ， 4-D， NAA， IAA， サ イ ト カ イ ニ ン な ど の植物 ホ ルモ

ン を 加 え る 例 も あ る が， こ れ は菌生長 の た め と い う よ り

む し ろ 植物組織の生長維持の た め と 考 え ら れ る 。 さ ぴ病

菌の栄養生長や胞子形成 に は ， 酵母エ キ ス やぺ プ ト ン あ

る い は カ ゼ イ ン や ソ イ ト ン の 加水分解物が必要 で あ る

(表-1) 。 酵母 エ キ ス や ぺ プ ト ン は 多種類 の タ ン パ ク ，

糖， ミ ネ ラ ル な ど を 含んでお り ， 菌類や細菌の培養 に一

般に使わ れ る 。 カ ゼ イ ン は微量の糖 を 含 む燐 タ ンパ ク で

牛乳成分で あ り ， す べ て の ア ミ ノ 酸が含 ま れて い る 。 ま

た， ソ イ ト ン は ダイ ズ タ ンパ ク で， カ ゼ イ ン と 同様 ほ と

ん ど すべて の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い る 。 こ れ ら の加水分解

物 は ， 恐 ら く 菌 に 対す る ア ミ ノ 酸供給源 と し て 重要 な の

であ ろ う 。 Cronartium ribicola (H ARVEY and GR ASH AM， 

1974) ， Melampsora lini (BOSE and SHAW， 1974) の培養

に は牛血清 ア ル ブ ミ ン を 添加す る 例 も み ら れ る 。 後者の

場合 に は ， Czapek 培地 に Ni， Co， Be な ど多種類の微量

元素 を 加 え ， さ ら に血清 ア ル プ ミ ン を加 え て い る の で，

恐 ら く こ れ も ア ミ ノ 酸源 と し て働い て い る の で あ ろ う 。

表ーl で用 い ら れ て い る Czapek 培地 は 原 法 を 改変 し て

用 い ら れ る 場合が多 い 。 成分 は 同 じ で も 菌種 に よ っ て 添

加量が異 な っ て い る 。 同 じ属の菌で あ っ て も 種 に よ っ て

微 妙 に 成 分 要 求 量 は 異 な る よ う で あ る 。 例 え ば ，
Melamρ'sora betulinum は グ ル コ ー ス と ペ プ ト ン を 多 く

加 え た培地上で コ ロ ニ ー を 発達 さ せ る が， M. coleospori. 

表 - 1 き ぴ病菌の人工培養 に 用 い ら れ る 主 な培地

属 ・ 種 培地a) 接種源 培地上の菌体 文献番号
Puccinia graminis C， Pep， Soy 感染葉片 夏， 冬胞子 3 

H C， Pep， YE 夏胞子 夏， 冬胞子 26 
H C， Pep， CH 夏胞子 菌糸 8 

P. coronata C， Pep， YE 感染葉片 夏， 冬胞子 2 
P. horiana MS 冬胞子 冬胞子 1 
Puc，αniastrum MS， Soy， 感染葉片 夏胞子 30 

agnmomae Pep， 2 ， 4-0 
Phnψnodium C， Pep， YE， 夏胞子 夏 ・ 冬胞子 21  

ωberculatum CH 様構造
Cronartium C， Pep， YE， 感染 カ ル ス 単核胞子 12 

ribicola BSA 
H H 小生子 菌糸 9 

C. fi筒iforme MS， Pep， YE， 小生子 菌糸 1 1  

ST， OA， FA， さ ぴ ・ 夏胞子
な ど

Melampsora lini C， BSA， Ni， 夏胞子 夏胞子 7 
Co， Be な ど

M. capraearum MS， Pep 感染業片 夏 ・ 冬胞子 29 
M. chelidonii- MS， Soy， Pep 感染葉片 夏胞子 28 

pierotii 

Uromyces dianthi C， Pep， YE， 菌叢 菌糸 16 
Gymnoゆorangium C， Pep， YE， 感染 カ ル ス さ ぴ柄子殻 23 

asiaticum 2 ， 4-0 な ど

同 : BSA : 牛血清ア ル プ ミ ン， C :  Czapek 培地， CH : カ ゼ イ ン加水分解物
FA : フ ェ ル ラ 酸， MS : Murashige-Skoog 培地， OA : オ レ イ ン酸，
Pep : ペ プ ト ン， Soy : ソ イ ト ン， ST : ス テ ロ イ ド ， YE : 酵母エ キ ス
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図 - 2 培地上で形成 さ れた Melamþsora eþilea の夏胞子

(勝震敬三博士の ご好意によ る)

図 - 3 培地上で形成 さ れた Melamþsom ψψhylla の冬胞

子 (勝屋敬三博士の ご好意によ る)

oides は倍 霊の シューク ロ ース と 2 ， 4-D を 加 え た 培 地で
生育が よ い (YA�IAOKA and KATSUYA ， 1 9 84 a) 。

こ の よ うに 現在で は ，培 地組成 を 多少改 変すれ ばほ と
ん どの さ び病 菌が 純粋培養で きる 域に達 し ている と 考 え
てよ いであ ろう (図ー2 ，3 ) 。

皿 べ と 病菌の純粋培養

べ と 病 菌の 純粋培養は ，厳密な意 味で は ま だ成功 し て
いな い。 日本で は ， 中村 (19 59) が カ プや コ ーノレ ラ ビ の

肥 大組織か ら カ ル ス を誘 導 し ，そ れ に Pe1'oηospora bras­
slcae を 接種 し て菌糸 生育と 分生胞子 形成 を 観察 し てい
る 。 カ lレ ス上でべ と 病 菌を 培養す る 試みは ほ か に も 数例
(GR1FFIN and COLEY - S�IITI I ， 1968 ; INGRA�1 and JOACHl�I ， 
1971) みら れ る が ， べ と 病 菌が寒天培 地上で 生育す る と
報 告し た 例は， 恐 ら く TI\VARI and ARYA ( 1969) の報 告が
最初であ ろう。 彼 ら は ，Sclel'osþOl'a gmml:nicola に 感染
し ている 花器 を 唐 人ビ エ の カ jレ ス に接触 さ せて約 40 日
間で 菌糸が カ ル ス か ら 培 地上 に 伸長す る こ と を 観察 し て

いる 。 彼 ら が用 いた 培 地は ，White 培 地に 含ま れ る 塩類
の ほ か に ， グ ル コ ース ， カ ゼ イ ン 加水分解物 ，植物ホ jレ
モ ン ， ビ タミ ン な ど 多数の微 量成分を加 え た 半 合成培 地
であ る 。 彼 ら に よ る と ，培 地上 で も 胞子援や]龍卵器 ，蔵
精器 は 形成 さ れ る が ，胞子主主柄 の 分11皮 回 数が多か っ た
り，遊走子が胞子裂 の 中 で 発芽 し てし ま うな ど の 異常が
認め ら れ ，さ ら に ，伸長 し た 菌糸 を 同じ培 地で 20 日間隔
で継代塙養す る と 3 代 目か ら 急速 に 菌叢 発達が 悪 く な る
な どの 現象が起 こ る 。 一方 ，浅 田・大口 ( 1 9 81 ) はク ノ
ップ培 地を基本培 地と し て，Peroηoゆom bmssicae の培

養を試みている 。 胞子懸濁液 を培 地上 に ま く と ，胞子は
発芽 し て分岐 し なが ら 菌糸状 に な る が ，や が て菌糸 の 生
長 は停止す る 。 し か し ， ダ イ コ ン の恨組織薄片 に接種 し
て同じ培 地の上 に 置 く と ， 菌糸 は培 地上 に 伸長 し ，培 地
の 中 にI�別問構造 を 形成す る 。 こ の構造の 形や 大きさ は 吸
器 に 似 ている が ，組織薄片 を 置床 し てか ら 2 週 間た た な
いと 形成 さ れ な いの で ， 機 能的 に 吸器 と は 異な る と 彼 ら
は 推定 し ている 。 こ の報 告で は 培 地の糖濃 度や pH な ど
が詳 し く 検討 さ れ ている が ， そ の 後の研究の進 展は 定 か
で は な い。 こ れ ら の研究 は さ び病 菌の培養法の検討 と 基
本的 に ほ ぼ 同じ方 向を 目指し ている が ， べ と 病 菌の 純粋
培養の 確立に は さ ら に も う一工夫 必要な よ うで あ る 。
199 1 年の ZAI IAJ<A and VIRANYI の培養法 は ，こ れ ま で述べ
た 方法 と は や や趣 を 異に し ている 。 彼 ら は Agrobacteri-
um l'hizogeηes を 感染 さ せた ヒ マ ワ リ の 根 を 培養し ，こ
の上 で Plasmopam を 維持す る と 約 2 か 月 間遊走子襲が
生き続 ける と 報 告し ている 。 こ れ は いわゆる 菌の 純粋培

養と は いい難いが ， 発根 を 促進 す る A. l'hizogenes の性
質 を利用 し た ユ ニ ーク な方法であ る 。

W う どん こ 病菌の純粋培養の試み

さ び病 菌や べ と 病 菌と 比べ る と ， うど ん こ 病 菌の 純粋
培養は 大幅な遅れ を と っている 。 多く の研究 者が さ び病
菌培 地と 同様の培 地で うどん こ 病 菌を 培養し よ うと し て
いる が ，成功 し た と いう報 告は いま だ に な い。 筆 者の 経

験に よ る と ， さ び病 菌培 地に ErysψIze graminis の 分生
胞子 を ま く と ，発芽管が胞子長径の 約 10 倍の 長 さ に 達 す
る が ，先端が渦巻状 に な り生長 を停止す る 。 こ の 発芽管
に は 隔壁 は 形成 さ れ る が ，分岐 は ほ と ん ど起 こ ら な い。

うど ん こ 病 菌の胞子 は 宿主植物 に 付着 し た 後で あ れ
ば， た と え そ の植物組織 を 水 中 に 沈 め ても 吸器 を 形成 し
て胞子 形成 に 至 る と いう報 告 (YMIi\OI<A ， 1993) も あ る
が ，一般的 に こ の 菌の胞子 は 水 に接触す る と 発芽や付着
鴇 形成が極端に 悪 く な る 。 水寒天上の セ ル ロ ース 膜や プ
ラ ス チ ック膜に E ρzsz の 分生胞子 を 接離す る と ，いずれ
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の膜上 で も 発芽 は す る が， 前者 の膜上 で は 発芽管が徒長

し付着器 を ほ と ん ど形成 し な い (KUNOH et a1. ，  1992) 。 し

か し ， 水透過性がな い後者の膜上 で は ， 宿主上 と 同 じ よ う
に付着器 を形成 す る 。 ま た ， HEINTz ( 1986) は 水透過性がな

い メ タ ク リ レ イ ト の薄膜上 で Oidium tuckeri の分生胞

子が よ く 付着器 を形成す る と 報告 し て い る 。 し た が っ て ，

こ れ ら の菌の付着器形成 に は水の 存在が邪魔 に な る よ う

であ る 。 こ れ に 対 し て ， E. graminis の 分生胞子 は 水透過

性が悪い コ ロ ジ オ ン膜 よ り も 透過性が高 い セ ル ロ ー ス 膜

上で付着器 を よ く 形成す る (KOBAYASHI et a1. ，  1991) 。 こ の よ

う に ， う ど ん こ 病菌 の 場合 に は 菌種 に よ っ て 水 の 影響の

現れ方が異 な る 。 O. tuckeri の 付着器 は 侵入菌糸 を 生 じ

て 膜 を 貫通 し 裏側 に や や伸長す る こ と が示 さ れ て お り ，

E. graminis の場合 も 侵入菌 糸 が膜 に 孔 を 聞 け る こ と が

証明 さ れて い る 。 し た が っ て ， 適切 な培地の上 に そ れぞれ

の菌に適 し た 支持膜 を お け ば培養がで き る よ う な気がす

る 。 う ど ん こ 病菌 は 外部寄生菌 で あ る た め に 培養が難 し

い の か も し れ な い。 も し そ う な ら ば， 内部寄生や半内部寄
生菌 で あ る Leveillura や Phyllactinia の ほ う が 外部 寄

生菌 よ り も 試行錯誤す る に は適 し て い る か も しれな い。

お わ り に

以上述べた よ う に ， さ び病菌 の場合 に は植物組織や カ

ルス を利用 し な く て も ， 寒天培地上で菌糸 を生育 さ せ，

胞子 を形成 さ せ る こ と が ほ ぼで き る よ う に な っ た 。 し か

し な が ら ， 胞子 を形成 さ せ れ ば菌の培養 に 成功 し た と 言

い切れ る で あ ろ う か。 菌学的， 植物病理学的観点か ら い

く つ かの 間題が指摘 さ れて い る 。 例 え ば， 一つ の属種で

も 系統 に よ っ て 同 じ培地上で全 く 異 な る コ ロ ニ ー を形成

す る 場 合 が認 め ら れ て い る ( YAMAOKA and KATSUYA， 

1984 b) 。 ま た ， ANDO and KATSUYA (1985) が Puccinia

recondita f. sp. tritici を 純粋培養 し た と こ ろ ， 親 レ ー ス

と は病原性の 異 な る レ ー ス が出現 し て い た と い う 。 こ れ

は， 人工培養世代 を 経 る と 生理的性質が変異す る 場合が

あ る こ と を 如実 に 示 し て い る 。

絶対寄生菌 の純粋培養 は ， ①病原菌が宿主 な し で培養

さ れ， 胞子 を 培地上 に 作 る ， ②培養 さ れた 菌体が宿主 に感

染 し ， 典型的な病徴 を 引 き 起 こ す， ③閉 じ病原体が病徴部

か ら 再分離 さ れ る ， と い う 3 条件が満足 さ れな い 限 り ， 成

功 し た と い え な い と い う 厳 し い 意 見 も あ る ( WILLlAMS

et a1.， 1966) 。 栄養要求性や病原性な ど の生理的性質が変

異 し な い培養法の検討 も 必要 に な っ て く る で あ ろ う 。

べ と 病菌 と う ど ん こ 病菌の純粋培養成功 ま で に は ま だ

かな り 距離があ る が， 石井 ら (1995) に よ る VA 菌根菌

の人工培養法 は， こ れ ら の菌の培養 に ヒ ン ト を与 え る と
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考 え ら れ る 。 植物根 に 共生す る VA 菌根菌 は ， こ れ ま で

純粋培養 に成功 し て い な か っ た 。 彼 ら は ， メ タ ノ ー ル で

分画抽 出 し た パ ピ ア グ ラ ス の根の成分 を培地 に 添加 し て

菌糸の生育状態 を観察 し ， 25% メ タ ノ ー ル で抽出 さ れ る

成分が菌糸生育 を 促進 し ， 菌糸の感染性 を も 維持す る こ

と を証明 し た 。 宿主植物の磨砕液 を 培地 に 添加 し た り ，

組織 を培地 に 置床す る こ と に よ っ て 絶対寄生菌の培養成

功 に 至 る 例が数々 報告 さ れて い る が， 植物の分画成分 を

検討す る こ と も 一つ の 方向性であ る 。 絶対寄生菌の純粋

培養 に は ま だ幾多 の 困難が あ る が， 菌の生長過程 を丹念

に観察すれば， 培養成功への ヒ ン ト が得 ら れる と 恩われる。
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