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苛曲I;な作業もバリバリこなすiH'のSSV(UJOF･イI｣:叩:バラ

ンスの優れた盗坂性能とビックサイズのタイヤで悪条件の場

所で､も安定走行を'ﾘ能くニしました。共立独'41の終流機榊か

ら生まれる微粒j'化された楽液は徒1を棟まで碓炎にmmm
着。防除効果も一段とアップしました。広範|川な変速段激

もメリット。作業に介せた*速が選択て､､きます。SSV-(i(i()

Fはssのパイオニア｣|§立ならて謬はのtl〃↑ﾉt能スピードスプレ
ーヤて､す。

<仕様＞●寸法3,300(全長)×｜,320(全幅)×｜,235(全高）

､m●重量I,005kq●走行用エンジン排気量600cc●送風
用エンジン排気量952cc●走行部形式4輪－4駆●薬液

タンク容量600〃●噴霧用ホンブ吐出量802mIn●送風
機風量550m〕mln●ノズル個数’6
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鷺*赤星病／黒点病／*黒星病
斑点落葉病／＊すす点病／*すす斑病
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リンゴの茎頂培養とウイルスフリー化 407

特集：茎頂培養とウイルスフリー化〔1〕

'ノンゴの茎頂培養とウイルスフ'ノー化

－熱処理及び抗ウイルス剤との併用一

はじめに

わが国のリンゴ高接病の病原ウイルスと寄生特異性の

複雑な関係がYanase(1973)らによって解明されて以

来，植物防疫所を中心に母樹検疫体制が整備され，各県

とも高接病ウイルスを保毒していない母樹園の設置・指

定が行われてきた。その結果リンゴ高接病の発生は大'幅

に減少し，高接ぎにより品種更新を円滑に進めることが

可能となった。しかし，他方では病原性がないというこ

とから,applechloroticleafspotvirus(CLSV-マルバ

潜在系)<%>applestemgroovingvirus(SGV)などに

ついてはいささか軽視されてきたきらいがある。ちなみ

に福島県下で植栽されている品種“つがる"，“ふじ”に

ついてELISAによりCLSV,SGVを検定したとこ

ろ，いずれも100%が陽性であった。いうまでもなく

このCLSVはマルバカイドウに病原性のない系統であ

る。このように全県的にウイルス感染樹が拡大したの

は，国内で使用されているマルバカイドウがすでに

CLSV,SGVに汚染されていたにもかかわらず,その繁

殖性がきわめて優れているところから現在もなおリンゴ

台木として広く利用されているからであり，そのため台

木から穂木への感染ルートが断ち切れないためである。

そのほか高接ぎによる品種更新，育種年限短縮のための

成木への高接ぎによる穂木の感染なども，永年性作物な

るがゆえの宿命的な感染ルートである。これらのウイル

スは接ぎ木により無病徴感染するため，人間がもっとも

PowerfulなVectorとなって際限なくその感染域を広

げていったものと考えられる。これらのことは決して本

県だけの特殊事例ではないであろう。

これらのウイルスについてフリー個体を獲得するに

は，感染苗木を熱処理（37～40C)したのち先端部を切

り取って実生台木に緑枝接ぎするCampbell(1962a)の

方法によるのが一般的である。この方法によってウイル

スを除去するためには,Campbell(1962b)も言及して

いるように熱処理期間の長さもさることながら，ウイル

EliminationofAppleVirusesbyShootTipCultu-
re,CombinedwithHeattherapyorRibavirinTreat-
rnent、 ByHiroshiYamaga

やま

福島県果樹試験場山
が

家
ひろ

弘
し

士

スの増殖にとって不利な条件下でいかに新梢を急速に伸

長させるかが重要なファクターとなる。すなわちこの方

法は高温によるウイルスの増殖阻止効果により生じた新

梢先端部の|~拡大された無ウイルス域」を利用している

からである。この方法の欠点は耐熱性の弱い品種．台木

に対し十分な加熱期間を与えることが困難なこと，また

伸長量の確保も難しいことなどである。この難点を回避

するため各研究者によって様々な改善策が報告されてい

る。Wood(1972a)は32Cの休止期間をはさみなが

ら2～3回熱処理を行う方法により，もっとも耐熱性の

強いSGVの除去に成功している。筆者らはより簡便で

確実なフリー化技術を開発すべく2，3の試みを行った

ので，その結果について報告する。

I茎頂培養によるウイルスフリー化

多くの草本植物について古くから茎頂培養によりウイ

ルスフリー個体が作り出されてきた。わが国では森

(1969)らにより多くの作物について茎頂の大きさと除

去されるウイルスの種類が明らかにされている。しかし

木本植物については，このようなデータがないため，筆

*(1983)らはリンゴ品種‘‘恵×紅玉"，“つがる”など

を供試し,茎頂の大きさLi=0.20～0.25mm,L,=0.30

～0．50mm,L3=0．8～1．Omm,L4=4．0～5．Omm,L5=

9.0～12.Omm別にBA1．Omg/Z加用MS培地で培養

し，5か月後に増殖した苗条についてELISAにより

CLSV,SGVの検定を行った。その結果L,以下に茎

頂を切り取って培養すればCLSVを確実に除去できる

ことが明らかとなった。またL5の茎頂に由来する苗条

も品種によってはすべてCLSVフリーとなった（第1,

2表)。この現象についてはHansen(1985a)らも言及

しているように,CLSVが培養・増殖中に偏在化して

いくためではないかと推定されている。しかし，同じ苗

条についてSGVの検定を行ったところ,L.の茎頂に

由来する個体からもSGVが検出されSGVは除去され

ていないことが明らかとなった。

他方Huang(1980)らはSGVに感染しているリン

ゴから0.1～0.2inm大に茎頂を摘出しInVitroMicro-

graftingの手法でSGVフリー．クローンを得ている。

－1－
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第1表“つがる”の摘出茎頂の大きさとフリー化状況（5/22）

’Ⅸ訓 1鰯被検部位’
SGV判定結果AbsCLSV判定結果(Abs)置

床
数 ＋｜士｜‐＋｜士｜‐

jW非W嬢1
L,

u
u
L,
u

Sourcetree

Seedling 3(0.03）

第2表“恵×紅玉”の摘出茎頂の大きさとフリー化状況（6/22）

再尋果(Abs)SGV判定雪果(A的Ⅸ判 |瀬|被検部位’
置
床
数

刑宣|職1蓋雰｣淵擢|」
Li
L,
u
L*
L,

Sourcetree

Seedling 3(0.04）

このことはSGVが生長点(Apicaldome)近くの組織により容易にフリー．クローンが獲得できるであろう。

にまで深く侵入していることを物語っているが，現在のこのような観点から筆者(1985)らは前処理として加熱

ところ，この大きさの茎頂を人工培地上で培養することを行った苗木から茎頂を切り出し培養する試験を行っ

は不可能である。そのため茎頂培養単独ではウイルス．た。供試した材料はSGVに全身感染している鉢植えの

フリー化のための有効な手段とはなり得ず，ウイルスの2年生“ふじ”で30Cで予備加熱し萌芽．伸長を確認

増殖・移行を効果的に阻止できる他のなんらかの手段としたうえでRT.37C0.5C,RH.50～70%の条件

併用することが不可欠となる。下で熱処理を行った。2W,3W,4W後に加熱期間中

の新梢伸長量を測定した後，実態顕微鏡下で0.8～1.0
Ⅱ熱処理・茎頂培養併用によるウイルス

、m大に茎頂を切り取り,BA1.Omg/Z加用MS培地
フリー化

に置床した。その後40日間隔で同一新鮮培地に継代し

先に述べたようにCampbell(1962c)の方法は，熱た°4回の継代後，十分に増殖した苗条の一部を切り取

処理した寄主から新梢先端部を切り取り，別に用意しりF(ab'U間接ELISAによりSGVの検定を行った。

た実生台に緑枝接ぎしてウイルス°フリー個体を獲得すその結果，新梢No．10-5,1-2に由来する苗条から

るのであるが，徒手によって接ぎ木するために最小限SGVが検出されたが，ほかはすべてSGVフリーと判

1.0～1.5cmの新梢先端部が必要となる。この部分に無定された（第3表)。すなわち熱処理期間が2Wと短い

ウイルス域を作り出すためには3～4週間の加熱が必要茎頂でも加熱期間中の伸長量が1cmを超えるものはす

であり，耐熱性の弱い品種などはこの間に高温障害によべてSGVフリーとなり，熱処理期間の長さよりも，処

り大半が枯死するか，あるいは接木ぎ後の活着率が著し理期間中の伸長量のほうがフリー化に与える影響の大き

く低下する。これを回避するためWood(1973b)の方ぃことが判明した。またこの試験結果から茎頂部をさら

法が有効であるが,HeatChamberの占有期間が長期にに小さく切り取ることにより，熱処理期間を大幅に短縮

わたるため回転率の低下ならびに光熱費の増大を余儀なすることも可能と推定される。なお同一ウイルスであつ

くされ る。ても寄主によっては同じ温度条件下でも不活化されるス

現在のところリンゴで安定して培養できる茎頂部の大ビードの異なることがcucumbermosaicvirus(CMV)

きさは1．Omm前後であり，この部分が熱処理によっについてGay(1967)らが明らかにしており，このこ

て確実に無ウイルス域化できれば，これを培養することとは当然リンゴについても当てはまるものと考えられ

－2－
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第3表熱処理期間．新梢伸長量とSGVフリー化状況（品種：ふじ）

|Ⅷ離間|加熱開始時,Ⅷ後手二等:期箪:需州後伸慰’ |Ⅶ＊
ELISA

Value

OD-492

新梢No.

Ｉ
Ｉ ’ ’望…｜”｜計 館値､』

4．51 ’
１
１
１

－
一
一

７
４
５

１
１

2 W
〃

〃

7．5cm

8．0

7．5

3．5cm

4．5

3．0

0．03

0．02

0

一
一
一

憤訓 ’ ｜蕊』‐ I ’
３
３
５
２

－
一
一
－

５
９
０
５
１
１

Ｗ
″
″
〃

３ ０
５
０
５

①
●
●
●

６
６
４
４

０
５
０
０

●
●
●
●

６
６
４
５

Ｏ
５
０
５

ｅ
●
●
●

６
６
４
５

３
０
３
０

０
８
●
●

０
０ ＋

111111
’

’
Ｗ
″
″
″
″
″
〃

４ ０
０
０
０
５
０
０

●
●
●
●
●
●
●

２
４
２
３
３
２
２

２
１
２
３
２

－
一
一
一
一

１
３
５
６
７

１
，
１

＋

’10－4

14-2

I ’
0．85

0．04

Sourcetree

実生

＋

一

る。したがってここに示した条件が，他の品種・台木を

フリー化するに当たって，普遍的に適用できる条件であ

ると見なすのは早計であろう。

皿I抗ウイルス剤併用によるウイルス

フリー化

Ribavirin(l-5-Z)-ribofuranosyl-l,2,4-triazole-

carboxamide)は動物や人間のDNA,RNAウイルス

に対し広いスペクトルを有する合成ヌクレオシドである

(WITKowsKIeta1.,1972)。

また植物ウイルスに対してもpotatovirusX(PVX)

(Lergh,1977),DHTとの併用によりCMV,PVX,

tobaccomosaicvirus,bromemosaicvirusに対し単

用で使用するよりも顕著な増殖阻止効果が見られてい

る(Schuster,1981)。そのほかKlein(1983)らは

Ribavirinを培地に添加してジャガイモの茎頂を培養し

た結果,PVX,potatovirusSの除去に成功している。

以上はいずれも草本植物での試験結果であるが，果樹関

係ではHansen(1982a)らが，あらかじめRibavirin

を散布したCﾙ‘"叩odiumquinoaにCLSV,SGV,など

8種類のウイルスを接種し効果の有無を判定している

が,CLSVに対してのみ強く増殖阻止効果が見られ，

SGV,Prunusnecroticringspotvirus,grapefanleaf

virus,prunedwarfvirusなどに対してはなんらの効果

も認めていない。

また生育期間中，7日間隔で500ppm溶液を散布し

たリンゴの1年生苗木からは，翌春になってもCLSV

が検出されなかったことも併せて報告している。そのほ

かRibavirin添加培地でリンゴの茎頂を培養すること

によってもCLSVが除去できることを示した(Hansen

etal.,1985b)。

筆者ら(1986)は,SGVに対する効果の有無につい

て再検討するために,Ribavirin添加培地でSGV感染

苗条の培養を行った。供試材料は熱処理併用法でSGV

を除去できなかった苗条No.10-5ならびにNo．1－2

であり，試験開始直前にELISAによりSGV陽性で

あることを再確認した。Ribavirinの添加濃度は12．5

us/ml,25.0ug/mlとして標準培地(MS,BA1.0mg/

/)に添加後15分間オートクレーブを行った。処理期間

は40日，80日,120日とし，各処理区で増殖した新

しいシュートから任意の1本を選び，先端部1.5cmを

切り取って40日間隔で新鮮培地に植え継いだ。対照区

ならびに処理期間を完了したものは，同様にシュート先

端部を切り取り標準培地に継代した。設計の概要は第4

表のとおりである。25.0ug区では苗条がやや黄化し

シュートの増殖数も低下する傾向が見られ，添加期間が

長くなるほど枯死個体数が増加したが,12.5g区では

目立った薬害は観察されなかった。

Ribavirinの残効が排除されたと考えられる200日

後，240日後にSGVを検定したところ,Ribavirin添

加培地で80日（40日×2回）以上継代処理した苗条

は，濃度の高低にかかわらずすべてフリー化されていた

が，40日処理区では一部の個体から，また対照区は全

個体からSGVが検出され,200日後,240日後の検定

－3－－
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第4表試験区別Ribavirin添加ならびに移植．検定日程

試験区｜処理開始’40日後’80日後120日後160日後200日後･州240日後”
c ont.stststs t s t s t I s t

Ribstst s t s t ｜雛A Ｓ
一

RibRibstst １
１

’ ｜“B St

StRibRibRibst ｜“｜誠C

st:BA1.Omg/Z加用M.S.培地（標準培地）

Rib:標準培地にRibavirinを添加した培地

a):ELISA検定

注1

2）

3）

第5表Ribavirin添加処理開始240日後のELISA検定結果

|､職剖 竺卜△T皇 '二F

』
=|芋＝

Rib・Cone.

ug/mZ

１
１ ｜’ ’

10

(0.51

10

(0.47）

1－2

10－5

0

幅臆I
(0.39)

’ ’
7

(0.007)

10

(0.007）

10

(0.006）

10

(0.007）

10

(0.007）

10

(0.007）

12．5

|I:’ |｜"1 ’ ’
9

(0.006）

10

(0.006）

8

(0.007）

5

(0.007）

8

(0.007）

3

(0.007）

25．0

注（）はマイクロプレート・オートリーダーによる660～492nm吸光度値

結果に異動はなかった。したがって，ここでは240日て考えると，もっとも簡便なCLSV,SGVフリー化技

後の検定結果のみを表示した（第5表)。このように術を開発するための手がかりを与えるものである。

RibavirinはCLSVだけでなくSGVについてもリン
おわりに

ゴの生体内でその増殖を阻止する効果があり,Ribavi-

rin添加培地で増殖した新しいシュートの先端部がしだ 筆者らはリンゴの既知ウイルス，接ぎ木伝染性病害が

いに無ウイルス化されて行き，これを植え継いでいった完全に除去された安全な種苗が供給できるよう，ウイル

結果，フリー化されたものと考えられる。このように本スフリー化技術を改善し，実用的な技術を開発してき

試験ではHansenら(1982b)のC.quinoαを材料にした。しかし，熱処理・茎頂培養を併用する場合には培養

た試験と食い違う結果となった。これはRibavirinの室を設備する必要があり,cost面から難点がある。ま

薬理作用が薬剤そのものの直接的な働きによるものではた抗ウイルス剤の利用についても，一般に薬剤の効果が

なく，寄主の代謝様式に深くかかわってウイルスの増殖ウイルスの種類によって特異的であり，この方法ですべ

を阻止することにあるため，寄主の異なるc､9"伽0αでてのウイルスを除去することは現時点では不可能であろ

は効果が見られなかったのではないかと推定している。う。近い将来，抗ウイルス・スペクトルが異なる数種の

また本試験結果は，ウイルス感染苗木に生育期間中Ri-薬剤が開発されれば，現在よりもウイルスフリー化技術

bavirinを定期的に散布することによって，その先端部はいっそう簡便化され，健全種苗の作出．供給の効率化

に「拡大された無ウイルス域」を作り出せる可能性を強に大きく貢献するものと考えられる。

く示唆しており,Hansen(1982c)らのデーターと併せ

－4－



リ ン ゴ の 茎 頂 培 養 と ウ イルスフリー化 411

引用文 献

1)Campbell,A.I.(1962a):Nature195:520.

2)Gay,J.D.andC.W.Kuhn(1967):Phytopathology
57：459．

3)Hansen,A.J.andL.Green(1982a):ActaHorti-
culturae130:183～184.

4)andW.D・Lane(1985):PlantDisease69

（2）：134～135.

5)Huan,S.C.andD.F・MlLLlKAN(1980):Hortscience
l5：741～743.

6)Klein,R.E.andC.H・Livingston(1983):Phyto-

pathology73(7):1049～1050.

7)Lerch,B.(1977):PhytopathologyZ89:44～49.

8）森寛一ら（1969)：農事試騨易研究報告13：45～110.
9）SHusTER,G・（1981）：PhytopathologyZ103：323～

328．

10)WlTKOWSKY,J.T・etal.(1972):JournalofMedical
Chemistry15:1150～1153.

11）山家弘士ら（1983)：園芸学会研究発表要旨昭58年度
春季大会：78～79.

12)ら(1985):同上昭60年度春季大会：126～
127.

13）ら（1986)：同上昭61年度春季大会：38～
39.

14)Yanase,H・etal．(1973):ActaHorticulturae44:
221～229.

新しく登録された農薬 (62.7.1～62.7.31)

掲載は，種類名，有効成分及び含有量，商品名（登録年月日)，登録番号〔登録業者（会社）名〕，対象作物：対象

病害虫：使用時期及び回数などの順。（…日…回は,収穫何日前まで何回以内散布の略｡）（登録番号16838～16848ま

で計11件）

『殺虫 剤」

マラソン・NAC水和剤

マラソソ30.0%,NAC30.0%

リンナックル水和剤（62．7．7）

16839(八洲化学工業）

りんご：シンクイムシ類・ハアキムシ類：30日4回，な
し：アブラムシ類・シンクイムシ類:14日4回，も

も：アブラムシ類・シンクイムシ類：7日一回，みか
ん：コアオハナムグリ・ケシキスイ類:21日4回

MPP油剤

MPP0.67%

ファインケム油剤（62．7．7）

16840(東京ファインケミカル）

まつ（伐倒木）：マツノマダラカミキリ幼虫
フルバリネート・NAC水和剤

フルバリネート10.0%,NAC30.0%

マブリックナック水和剤（62．7．7）

16842(長瀬産業）

かんきつ：コアオハナムグリ・ケシキスイ類・ミカンハ

モグリガ・アブラムシ類・チャノキイロアザミウマ・

カメムシ類：45日2回，なし：シンクイムシ類．ハマ

キムシ類・ナシチビガ・アブラムシ類・カメムシ類：

45日2回，茶：チャノコカクモンハマキ．チャノキイ

ロアザミウマ・チャノホソガ・チー1,ノミドリヒメヨコ

バイ・カンザワハダニ:21日2回，ばら：アブラム

シ類，つつじ：ツツジグンバイ

『殺菌剤』

チウラム・ベノミル粉剤

チウラム20.0％，ベノミル20.0％

ベンレートTコート（62．7．7）

16838(デュポン）

麦類：斑葉病・握黒穂病・裸黒穂病・条斑病：は種前粉
衣

イソプロチオラン・フルトラニル粒剤

イソプロチオラン12.0%,フルトラニル7.0%

フジワンモンカット粒剤（62．7．7）

16841(日本農薬）

稲：いもち病・紋枯病：出穂10～30日前3回

グアザチン・フサライド粉剤

グアザチン1-0%,フサライド2.5%

ラプサイドベフラン粉剤25DL(62．7.27)

16845(三共),16846(九州三共),16847(八洲化学工
業）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌・すじ葉枯病菌)・

稲こうじ病：30日4回

『殺虫殺菌剤』

ブプロフェジン・フルトラニル粉剤

ブプロフェジン1-5%,フルトラニル1.5%

アプロードモンカット粉剤DL(62.7．27)

16843(日本農薬）

稲：紋枯病・ツマグロヨコパイ幼虫・ウンカ類幼虫：14
日3回

クロルピリホスメチル・トリシクラゾール粉剤
クロルピリホスメチル2.0％，トリシクラゾール1-0%

ビームレルダン粉剤DL(62.7.27)

16844(クミアイ化学工業）

稲：いもち病・ニカメイチュウ・イネツトムシ・コブノ
メイガ：45日2回

MEP・フサライド粉剤

MEP3.0%,フサライド2.5%

ラプサイドスミチオン粉剤3DL(62．7.27)

16848(北興化学工業）

稲：いもち病・ニカメイチュウ・ウンカ類・コブノメイ
ガ・カメムシ類:21日7回，但し，穂ばらみ期以降

4回

－5－
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特集：茎頂培養とウイルスフリー化〔2〕

モモ・ナシの茎頂培養とウイルスフ'ノー化

“
一
示

雄
形

たかし

隆福島県果樹試験場

木を，人工気象室などを用いて37～40Cの高温でl～

6か月栽培し，その間に伸長した枝の先端部0.5～2cm

を実生台木新梢に緑枝接ぎをするか，挿し木をして発根

させフリー母樹を得る方法である。

しかし，この方法ではウイルスによっては除去が難し

いものがあることがわかってきた。そこでより高率に，

より確実にウイルスのフリー化を行うために，熱処理期

間中に伸長した生長点近傍にはウイルスが存在しないこ

とを利用した，熱処理・茎頂培養併用法（第1図）を用

いるようになった。そのため，各樹種とその品種，台木

における茎頂培養の確立が急がれている。

Ⅱモモ品種の茎頂培養法とウイルス

フリー化

1材料及び滅菌方法

野外生育中のモモ品種白鳳から新梢を3～4cmの長さ

に採取し（なるべく晴天の日が良く，降雨中や降雨直後

は雑菌の発生が多くなるので避ける)，次の方法で滅菌

した。次亜塩素酸ソーダ溶液（有効塩素0.5%)+Tw-

een20(0.05%)に新梢片を15分間浸漬した後，滅菌水

で3回洗浄する。この枝片から長さ0.2～0.3mm(L.),

0.8～1.0mm(L2)の茎頂を摘出して培養に供した。

2初代培養と培養の確立

初代培養には，1/2～1/4濃度のMS(Murasige-Sk-

oogの培地で無機・有機をすべて含む）にベンジルアデ

ニン(BA)0.2mg//,ショ糖309/l,活性炭l～2g//

を加え，オートクレーブ前に水酸化ナトリウムでpH

5.8（以降,PHはすべて5.8)に調整した寒天(DIF-

COBACTO-AGAR6.0g/l)培地を用いる。活性炭

の添加は1.Omm以下の茎頂の生存率を高めるために

は不可欠である。ただし，この培地でも長さL,程度の

微小茎頂の生存率は30％以下である。上記の培地で

30～40日間培養後，多量要素1/2MS,BA0.5mg//

ショ糖309/Zの寒天（以降，寒天はすべて6-4g//)培

地に移植する。この培地で伸長がおう盛になるが，シュ

ートの分枝・増殖は顕著でない。

次に50～60日培養後，同一条件培地に基底部を切除

して移植する（シュートが増殖しても分割しないほうが

よい)。培養条件は全期間,26C,16時間日長，照度

はじめに

福島県におけるモモの栽培面積は約3,380ha,ナシは

1,470haであり，両樹種とも当県の果樹産業にとって

主要な地位を占めている。近年，落葉果樹におけるウイ

ルスの研究が進み，汚染や被害の実態が少しずつ明らか

にされつつある。それによると，現在栽培されている核

果類，仁果類などは広くウイルスに汚染されており，少

なからず品質や生産性に悪影響を及ぼしているものと見

られている。

そこで県内のウイルス汚染実態を明らかにするため，

昭和56～61年の6か年にわたり，試験場内及び農家ほ

場に植栽されているモモ・ナシについて木本指標植物と

ELISA法によりウイルスの検定を行った。その結果は

第1,2表に示すとおりである。さらにモモでは表に示

した以外にモモ斑葉モザイク病について，場内に植栽さ

れている品種についての象肉眼による調査を行ったが，

約70％に感染が見られた。また，モモ斑入病（柳瀬ら，

1984)が農家ほ場の大久保・白鳳各1樹から発見され

た。その他ユスラウメ台木の生育不良，枯死現象などウ

イルスによるものと考えられる症状が各地で散見され

た。ナシについても果肉が蜜入り症状を呈したり，小玉

果になるなど収穫が不可能になり，ついには樹が枯死し

てしまうなど，直接的に被害を被るナシ萎縮病（福島果

樹試,1983～85),セイヨウナシの一部品種に被害の大

きい粗皮病（落合ら,1980)も発生面積が拡大しつつあ

ることが判明した。

これらの調査結果から，モモについてはほとんどの樹

がapplechloroticleafspotvirus(CLSV)かモモ斑葉

モザイク病，あるいは両方のウイルスに汚染されている

ものと見られ，ナシについてもウイルスに汚染されてい

ない樹を見付けることは非常に困難な状況にあるものと

考えられる。

I落葉果樹のウイルスフリー化方法

落葉果樹からのウイルス除去については，従来熱処理

法が用いられてきた。これはウイルスに感染している苗

ShootTipCultureforObtainingVirus-fi･eePeach
andPear. ByTakashiMunakata

－6－



413モモ・ナシの茎頂培養とウイルスフリー化

第1表福島県内のモモ品種及び台木におけるCLSV,PRSV,PDVの感染実態

"|検定数’
個 数染 体感

Ｗ
Ｗ
Ｖ

Ｌ
Ｒ
Ｄ

Ｃ
Ｐ
Ｐ|淵’PRSVPDVCLSV

口
皿 CLSV

PDV
CLSV

17

2
４
４
７
６
５
０
１
４
３
２

５
２
０
７
１
１
２

３
２
２

６
６
３
０
５
９
４
２
２
２
１
１
１
１
１
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
１

３
６
３
２
１

３
１
１

あかつき

白鳳
大久保
ゆうぞら
砂子早生

白桃
西野白桃
やまなし白鳳
橋場白鳳
武井早生

倉方早生
八幡白鳳
のと早生
山根白桃
馬場 白桃

早生桃山
小平早生
早生玉露
紅鳳
川 中島白桃

布目早生
浅間白桃
松森早生
千曲白鳳
都白鳳

さおとめ

大和早生
ヒラツカレッド
大紅幡桃
秀 峰

早生ネクタリン1号
錦

缶 桃5号
ネクタレッド7
インデペ ンデンス

2

1

ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
１
２
２
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
５
５
１
１
１
１
１
１
１
１
２
２
１
１
２

１

１

6

1

1

1

１
１
１
１
１

ニューヨーカー

サングランド
メイグランド
ブレーバートップ
ファソタジア

ネクタ レッド1
ファーストゴールド
スイートゴールド
アーリーゴールド
フレーバーゴールド

号
津
っ

ｃ
腔
陥
１
２
２
２

０
－
一
一
一

画
”
理
妬
賜
は

ｒ
一
一
一
一

桃
叱
Ｒ
Ｒ
Ｒ
Ｒ

●
勺
０
－

。
■
Ｈ
▲Ｓ缶

興
お

’

’戸珂一元す~「Tr－2ol－l計

CLSV,PRSV,PDVともELISAによる検定
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第2表福島県のナシ主要品種におけるリンゴステムグルービングウイルス，

えそ斑点病の感染実態

ナシベインイエローズ病，

染 個感 体 数
１
口

に
口 検定数

埋瀦殻|芽隷|え禰病|織灘
‐
‐
‐
１
１
１
‐
ｌ
‐
’
一

SGV

PVY

PNS

極
PVY

PNS

1I
1I

01’ ’
二 十世紀
豊水
幸 水

296

299

299

49

17

31

９
０
０

０
０
０

225

166

150

０
０
０

２
５
８

１
１
１

１
１’

検定方法SGV:ELISA及びVirginiaCrabによる木本検定

PVY:BeurreHardy,NouveauPoiteau,WilliamsBonChretienによる木本検定

PNS:HN39による木本検定

ナイロン袋

F牙~原稜ヨ
◎ELISA法による検定

◎草本に汁液接種して検定
◎実生台木に検定樹を皮接

ぎ接種するとともに検定
指標植物を芽接ぎまたは

－一切り接ぎして，ウイルス

検定望
匪雲ヨ睡頚 培養葉条

緑枝接ぎ

消毒した茎頂0.2～0.5mm
を切り取り植え付ける 実生台

評 弄 ／採 芽

3～5cm
一

開
鴬’

ELISA陰性

¥̂̂̂m̂i|(c|M 皮検翻樹民

！
人工気象室37～40℃初代培地

…素結合榊法川鵬伽羅蝋
3,000ルクスである。ある）ショ糖30g/lの寒天培地を用いる。IBA濃度が

3増殖培養低いと発根率が低く，高いと根が太く短くなって鉢上げ
前述の過程を経て増殖した2～3cm程度のシュートの際活着不良になりやすい。

を，3～4本のシュート塊単位で切り取って増殖源とし，5鉢上げ・馴化

増殖培養を行う。この場合の培地には，初代培養の最終試験管内で十分に発根生育させた苗を用い，ジフィー

培地すなわち，多量要素1/2MS,BA0.5mg/ﾉ，ショ糖ポットを使用してパーライト＋バーミキュライト(1:

309/Zの寒天培地を用いる。ただし，葉がやや黄化して2)の用土に鉢上げし，直後にベノミル1,000～1,500

いる場合にはインドール酪酸(IBA)0.01mg//以下を倍液を散布する。次に鉢をプラスチック育苗箱に入れて

添加すると有効である。また，増殖培養が確立した後は湿度を保つ。肥料は発根に用いた培養液（ショ糖,IBA

l/2(KNO3,NH4NO3)MSを用いたほうが，生育・増殖を除く）を10倍程度に希釈するか，市販のハイポネツ

スピードともに早くなる。クス溶液を400倍に希釈して1週間に1回，3～4週間

4 発根培養 散布する。その後，プラスチックのふたを徐々に取り去

増殖培養で伸長したシュートを長さ3cm程度に切りって馴化し,15～20cmに伸長した時点で素焼きの鉢ま

取って挿し穂とし，発根用培地に挿して発根させる。発たはビニルポットに移植する。

根用培地には，多量要素1/2MS,IBA0.5mg//(この 6CLSV,モモ斑葉モザイク病のフリー化

濃度は白鳳の場合で，品種により最適濃度に若干の差がCLSV,モモ斑葉モザイク病を保毒した苗木の白鳳を

－8－
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415モモ･ﾅｼの茎1郡舟従とｳｲﾙｽﾌﾘｰ化

次の方法で滅菌した。次亜塩素酸ソーダ溶液（有効塊素

().5～1.0%)+Tween20(0.05%)に枝叶を1(1～20

分間極潰した後，減耐水で3|.i|洗浄する（滅菌にエタノ

ールを使用すると品種によっては培地に置床後編変枯死

したり，生育が悪いなどの形響が出ることがあるので避

けたほうがよい)。この枝片から長さ0.2～0.3mmの

紫｣頁を摘H;iして暗携に供した。

2 初 代 培 養

初代端侭には,1/2(KN03,NH.,N03)M.SにBA1．0

mg/ノを"ilえた寒犬(OIFCOBACTO-AGARの濃度

は卯!iナシの場合6.5g/Z、セイヨウナシで5g/l前後が

ﾉ|ﾐ育に良L,）暗地を川いる。一般にナシの場合伸長は遅

いが，50～60||で州卯〔培地に移械できる。

3 増 殖 培 地

初代と同じl/2(KNO,、NHjNOâ MSでBA濃度を

ｲ||ナシ2.Omg/Z,七イヨウナシで3.0mg/にJ話げた陪

地を川いる。寒天濃度は和ナシVg/Z,七イヨウナシ5

k/im後が良いと思われる。イ!iナシでの蛸ﾀnの稗度は,a

靴によってｿilなf),また仙川する寒天の種航によっても

/|ﾐ育スピード，琳殖程度が異なった（輔3炎，第2図)。

概して和ナシではT・CAGARを仇川することにより

生育,mmが憧れていた。セイヨウナシではBACTO－

AGARのほうが適しておI),,a種問での生育，増殖差

32=Cの人工気象室中で1週間予備加熱し，次いで37.C

で4週間処ffiを行った後，某頂部約1(､mを実生台木に

緑枝接ぎをしたところCLSVは完全にフリー化されて

いたが，モモ斑葉モザイク病はほとんどフリー化できな

かった。次に，裟頂培養峨独によるフリー化の試験を↑I

ったところ1.0mm以|､.の裟頂から育成したffi水はす

べてCLSVフリーであった。また1cm以J三の大きさ

の茎頂由来のものでも培養が確立されるまでに30％が

フリー化されており,CLSVは琳殖培養の過稗|ﾉ､lにお

いても徐々にフリー化されていくことがmmした。モモ

斑葉モザイク病についてもCLSV同様,1.0mmU､I､、

の大きさに紫頂を切り取り暗養することによって，，貯ｷ《

にフリー化できた。

これまでにL,以下で搭頂培養が確立し，かつCLSV

がフリー化し，モモ斑葉モザイク病が症状を現していな

いモモ品種は，あかつき，ゆうそら,HJII白a,陥烏大

玉白肌，ちよひめなどである。

IⅡナシ品種の茎頂培養法とウイルス

フリー化

1材料及び滅菌方法

6月上～下旬に野外生育中の幸水,lit水，ラ・フラン

ス，ハートレットから新梢を約3cmの長さに採収し，

節3表ナシ,',;,i挫水における寒天のi'l'類とB‘ヘ膿庇による増1"程唆

’

｜
復

天
一
目
一

寒
一
項
一

一
一
一
》

B A C T O A G A RヘR
’

三両ｼ望-HSc－反－画~班1cm以上…雲-ﾄ型L以_し平均シ

’ 4.0本
6．8

略
７
｜
’

6．4本
11．2

7．4

５
５
５

１
１
１

BA1.0rag/Z
BA2.0mg//
BA3.0rag//

１
１ ’

分割移植60a後調査

BACTO-AGART.C.AGAR

義
…錨

雲

ｊ
○
“
“
ｄ
“
副
■

… 鑑識蕊蕊蕊蕊鰯歯鍾

溌 脅…
BA2.0mg//BAl.Orog/Z

増殖 試 験

BA1.0rag//BA2.0mg//

一Lリー
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鰯4炎幸水発恨条件の検而I（移植30|二I後調査）

恥
１
，

号
鼎 1戦

一
Ｘ
－ｌ 根の形状・他

|’
II.フリー一うH･フリー
H・フリー+PG一うH・フリー

H・フリー+PG－うII.フリーIPG
IBAO．1->H-フリー

IBAO.l+PG一ｼ11.フリー

IBAO.l+PG一少H・フリー+PG
IBA1.0一少H・フリー
IBA1．O+PG一少H・フリー

IBAI.O+PG－ｼH・フリー-I-PG

NAA1．0->H・フリー
NAAI.O-I-PG一う11-フリー

NAAI.O+PG~>H.フリー+PG

Ａ
恥
恥
Ｃ
Ｄ
唾
雪
Ｅ
喝
Ｌ
Ｇ
Ｈ
馳
一

l(）

l(）

l(）

l(）

l(）

l(）

10

1(）

l(）

l(）

l(）

l(）

勺
凡

刻
５

一
一
一
一
２
ｌ
Ｂ
ｌ
Ｄ
７
５
ｌ

２
３
２
１
２

０
０
０
０
６
０
７
０
２
４
２
，

－rnrn

主根nivs葉が成育不良

主根やや太い,基部がカルス化する

根は太いがしだいに腐ってくる
根はやや太い＞葉の生育良好
根はやや太い

63.(）

59.(）

39.(）

6()．1

56.(）

’

I)各区とも移榊後6日間の暗黒処理を行い，その後A,C,E,G|KはH・フリー（ホルモン．フリー）の培地
-.,B，D,F,HⅨはII.フリーI-PG162mg培地へ移Ili'i.

2)IBA,NAA2mgの検討も行ったがいずれも韮部にカルスが発達し不適断であった．

はあまり見られなかった。

4発根培地

幸水の増殖培養で3～4cm程度に伸長したシューI、

を切り取って挿し穂とし，発根用培地に挿して発根させ

た。発根用培地には，多品要素1/2MS,ショ糖30g//

の寒天培地を用い,IBA,イン|､.－ル酢酸(NAA)の鵬

度やフロログルシソ(PG)の添加効果を調べた（館4

表)。これによるとIBA(l.Omsr/Z)の培地で6日間の

|借黒処理をした後，ホルモンフリーの培地へ移柿したK

で発根率がもっとも高かったが，蕪部がカルス化するた

め鉢上げ時に根が脱落しやすかった。そのほか，いずれ

の区も同様の傾向が見られ，鉢I:げ後に枯死する個体が

多くWII化がきわめて困難であった。PGの添加効果は見

られず，むしろ悪影群があるものと考えられる。セイョ

ウナシでは野口ら(1984)の手法を用いたが,NAA(2.0

mg/Z)添加暗地に6日間慨床後ホルモソブリーの培地

へ移柚することにより高い発根率が得られ，発根数flli

長ともに良く鉢_|元げにも成功した。

鋪5表熱処理・裟頂培養併用によるSGV

フリー化状況

’
ELISAによ

る検定結果
加熱

期間

反
復
数

l－l

IlIl 脈

＋｜士’一

2VV↑順04
|ﾘ鼎2002

二｜‐世紀

折 ﾉk

22W ３
３

０
０

１
３

捧
峠 水

7K10Htool111J

1 001Ｗ
Ｗ

ｏ
／
一
○
④

ラ・フランス

11日
2W

3W

’
４
４
４
Ｆ
０

２
３
１

０
０
０

の
皇
１
１
１
器

シルノミーペル

ﾏﾘｹﾘ，卜マリーラ’1↓＆
２
戸
３

０
０

0

0

２
５

グﾗﾝドﾁｬﾝビｵ-y3W3003

，:-'…｜洲|；'81:'3
010

(）’0

0（〕

4W

5W

10W

１
２
２

１
２
リ
ー

レッドバートレ､ソト

’
ｎ
ノ
幻
／
鋤
／

処理前検定ではすべてSGV陽性

熱処瑚は32C1週間予術加熱後37C定温加熱

採取した茎頂の大きさは0．5～1．0mm第3図二-'一世紀鉢上げ個体

－1(）－
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5緑枝接ぎによる鉢上げ・増殖

和ナシ発根個体の鉢上げ，馴化が困難であったので，

実生台木の新梢に培養中の葉条を直接接ぎ木し，鉢上げ

を試承たところ幸水で9/17(52.9%)が活着し，その

後の生育も順調であった。現在，和・ヨウナシのフリー

化個体の育成には主にこの手法を用いている。

6SGVのフリー化

現在植栽されているナシ品種のほとんどが感染してお

り，しかもELISA検定が可能であるSGVを対照にし

てフリー化の試験を行った。その結果，幸水の茎頂を

0.2～0.3mmに摘出して増殖したものはすべて陽性反

応を示し，茎頂培養だけではSGVのフリー化は不可能

であることが判明した。これに対し，熱処理併用法すな

わち32Cで7日間予備加熱処理をし（この期間に枝は

急激に10～15cm伸長する),次いで37Cでl～lO

W加熱した後，0.5～1.Ommの茎頂を摘出し，培養増

殖させる。その個体を検定した結果は第5表に示すとお

りで，ほとんどの個体が陰性となっており,SGVのフ

リー化に熱処理の併用がきわめて有効であった。ただ

し，山家ら(1985)が報告しているように加熱期間にほ

とんど伸長しなかった枝由来の茎頂は,SGVがフリー

化されておらず，この期間にできるだけ長く伸長した枝

から茎頂を採取することが,SGVフリー化にとって必

要なことである。

おわりに

現在当県で行っているモモ・ナシにおける茎頂培養及

びウイルスフリー化方法は以上述べたとおりであるが，

今後研究が進むにつれて抗ウイルス剤使用による各種ウ

イルスのフリー化など，簡便な方法が適用できることに

なろう。また，培養中の植物体は環境の制御が比較的簡

単なことと，培地中への変異源添加処理がしやすいこと

などから育種への応用もおおいに期待できる。

引用 文 献

1）落合政文・林重昭（1980)：日植病報46（3）：417
2）野口協一ら(1984):寒冷地果樹に関する試験成績計画概

要集（病害）51～58．
3）ら(1985):同上33～34．
4）福島県果紡獄験場（1983)：昭和58年度業務報告133～

138．

5）－（1984)：昭和59年度業務報告116～122.
6）（1985)：昭和60年度業務報告137～144.
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特集：茎頂培養とウイルスフリー化〔3〕

ブドウの茎頂培養とウイルスフ'ノー化

Ⅱウイルスフリー樹作出の背景

わが国でブドウのウイルスが関心を持たれだしたの

は,1960年ごろから山梨県下の甲州種で問題になって

いた味無果病がウイルスに起因することが明らかになっ

てから（矢野ら,1979)であろう。味無果嫡は果実以外

では外観健全樹との差は認められないが，果実成分，特

に糖度が外観健全樹より5～6度低いのが特徴である。

ブドウの商品価値には糖度が大きく影響するため糖度を

上げるための栽培技術に意を注いでいる一方で，ウイル

スによって糖度が著しく低下するという事実は，関係者

に大きな衝撃を与えた。味無果病については，その後，

難波ら(1979)はこれに関与するウイルスとして味無

果ウイルス(GAV)の存在を報告した。一方，寺井ら

(1985)はリーフロール病とフレック病のそれぞれの病

原（前者をGLR,後者をGFLと略称）の複合感染に

よるとしており,GAVはGFLと同一である可能性を

示唆している。他方，日本で栽培されている他の経済品

種についてもウイルスの保毒検定がなされ，ほとんどが

1種類以上のウイルスを保毒していることが明らかにな

り，優良系統として取り扱われているものの中にはある

種のウイルスを保毒しておらず，そのために品質が向上

したのではないかと考えられるものもあって，ウイルス

フリー樹への関心が急速に高まった。

主産県の山梨県では，いち早く（昭和51年）「ぶどう

ウイルス対策協議会」を発足させ，「ぶどうウイルスフ

リー苗供給システム」に基づき，昭和65年までに全栽

培面積の40％をウイルスフリー苗に改植すべく，県を

挙げて事業推進にあたっている。

一方，九州のブドウは全国の約13％の栽培面積を占

めるが，ウイルス問題については立ち遅れを否めなかっ

た。特に，栽培の多い巨峰群では赤熟れ現象に悩まされ

栽培管理面からの検討がなされてきたが，成熟期におけ

る高温という避けられない自然現象の壁にぶつかってい

た。それが，赤熟れにウイルスも関与するということが

わかり（田中,1981),同時に山梨県の体制にも刺激を

受けて，農水省果樹試験場口之津支場，九州各県果樹試

Virus-ft､eeGrapevinesThroughShootTipCulture.
ByMitsuoSadamatsu

さだまつ

佐賀県果樹試験場貞松
みつ

光
お

男

験場が検討の結果，九州農政局の協力を得て，九州でも

ブドウのウイルスフリー樹の作出を図ることになった。

これが昭和56年のことである。佐賀県においてもこの

事業の一環として栽培面積の約8割を占める巨峰につい

てフリー化を図った。器具や設備が整わない中での仕事

であったので失敗も多かった。目的がフリー苗を得るこ

とにあってフリー化の手法を検討することにはなかった

ので，公表されたフリー化の手法をたどった。ここに数

少ない試験成果ではあるが，それらを参考に供するとと

もにカンキツも同時にフリー化を試ゑてきた中で，フリ

ー化に伴う周辺技術や最終目標達成のためのシステム作

りなど，新たに生じた問題点についても提起したい。

Ⅲウイルスフリー化の実際

1フリー化の対象としたウイルス病

世界中で知られているブドウウイルス病は約30種と

されているが，日本ではそのうちの約10種が知られて

いる（ウイルス類似病害を含む)。この中には，品種や地

域に偏在するものもあるため，広範囲に分布して経済的

損失を与えるウイルス病の種類は限られる。ここでは，

巨峰で広く分布が知られ被害も大きいとされるGLRと

GFL(GAVを含む）をフリー化の対象とした。もっと

も，検定植物としてSt・GeorgeとLN-33を用いるの

で，このほかに，ファンリーフウイルス(GFV)やコー

キーバーク(GCB)も検定できるが，フリー化しようと

する母樹はこれらを保毒していないと判断した。たとえ

保毒していたとしても，検定によって除かれるわけであ
る。

2フリー化対象品種

巨峰は県内で選抜した優良とゑなされるl系統と台木

用品種の5BB,5C,8B,1202の挿し木苗を鉢上げした

ものを対象とした。台木用品種はとりあえず入手できた

ものについて行った。

3フリー化の方法

フリー化の方法には熱処理法と茎頂培養法があるが，

単独処理より両者を併用したほうがよりフリー化率が高

まるのではないかと考え，まず熱処理を行いその後に

茎頂培養を行った。

熱処理は鉢植えの供試品種を人工照明装置付き
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A期（茎頂部の緑化・肥大期） D期（小葉の展開・伸長期）

第1図発育ステージ

F期（地上部，地下部の伸長期）

(2,000ルクス）の人工気象室内で昼間(12ll.'H,'!))38

c.夜間(12時間)35C下で約8週間処理した。

茎頂培養は熱処理期間中に伸長した新梢を切除し，次

亜塊素酸ナトリウム液（3％）に没潰し，約5分間振と

うしながら表面殺菌した。これを殺菌水で数'11|洗汀'した

後，服芽の茎頂部を実態顕微鏡下でメスを用い無菌的に

約0.2mmの大きさに摘出し培地に置床した。ブドウ

の茎頂培養用の培地組成は研究者によって異なるが，こ

こでは笹原ら(1981)の処法によった。すなわち，埜本

培地は1/2濃度のMS培地を用い，某頂部の緑化・肥

大期までA期）はこれにNAA0.1mg//,BA1.0

mg/',カイネチン0.5mg/Z,アデニン4.0mg/Z,ショ

糖30g/Z,寒天6.0g/Zを加用しpH5.8とした。A

期から奇形葉形成期まで(B期）は基本培地のほかに1

AA0.2mg//,BA1.0mg/Z,カイネチソ0.5mg/Z,7

デニソ4.0mg//，ショ糖30g/Zとし,B期から多放の

芽の形成，伸長期まで(C期）はB期と|可じ培地。C期

から小葉の展開．伸長lUlまで(Djtmはfill記の培地la成

のうち,BAを0.5mg/Z,ショ糖を15g/Zに減じたも

のを用い,D期から発根の誘導期まで(E期)l,tGalzy

培地(1964)にNAA0.1mg//を添加したもの,E期

から地上部，地下部の伸長期まで(F期）はGalzy培

地のみを用いた。培養は既存のガラス張り恒nil器の外(!!i|

に蛍光灯を取り付け連続照射とし27.Cで行った。次の

培地への移植は各生育ステージに到達したものからIll同次

行った。

馴化はF期に達し根長が5cm以上になったものをて

いねいに取り出しバーミキュライトを入れた植木鉢に植

え付け，全体をビニル袋で包んだ。これを室内において

順次ビニル袋に穴を開け，約lか月かけて馴化した(G

期)。馴化が終わったものは鉢から育苗ほにおろした

(HJDI)。育苗ほは網室内に設け，バーミキュライトや鹿

沼士などを混禾l1して用土とした。

4発育ステージ別再生個体の到達率

供試品種の各発育ステージ(A～H期）への到達数と

到迷＊は節l表に示したとおりである。巨峰については

さらに詳しい成績を第2図に示した。そこで，まず，結

果を第1表及び第1図により巨峰について述べる。茎頂

,邪を20f|,',l休摘Illし侭床したうち，肥大．緑化してA期

に至ったのは70％の11個体であった。これらをB期

の培地に柿え接ぎ奇形業の形成を見たのが正規ルートで

75％であった。このようにして,c期:56%,D期：

50%,E期:50%,F期:88%,G期:52%となり苗

床に定柚したのが12本であった。途中の到達率にかか

わらず20個体から出発して12個体が得られたのは，

発育の過程で再生分化が見られたのでメスで無菌的に分

割し供試||川体をiviやしたためである。なお，分割してみ

ると，中に生育が進んだものや遅れたものがあった。そ

こで，第1図の再生ルートに示したように，例えばB期

の段階で生育の進んだ2個体が得られたのでc期の培地

を通り越してD期の培地に移植した。しかし，これらは

次の発育ステージに進まなかった。｜司じように,D期で

－ 13
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第1表供試品種の茎頂培養における発育個体数

H期到

達総数

再生ルートに
よるH期到達
数

正規ルートによる各発育ステージへの到達数
品種名

B CDEFGHA
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1/1
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100

1/1
(100

10/20
(50％）
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14/18
（78）

6/14
（43）

16/19
（84）

18/22
（82）

5/9
(56％）

7/15
（47）

4/6
（67）

26/52
(50％）

4/6
（67）

4/4
(100)

5/7
71

2/6
（33）

６
０
０
０
１

８
３
１
２
２

１巨峰

6/7
（86）

4/5
（80）

6/15
（40）

6/15
（40）
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8B

15/17
(88）

15/21
71
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1202

a)B/A,A:置床個体数,B:発育個体数．

（）はその発育ステージへの到達率
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第2図巨峰の茎頂培養ルートと発育個体数

→正規ルート，…･･今再生ルート,A～H:発育

ステージ（本文参照）
nIn

→発育ステージ→m：置床個体数n：発育

（到達）個体数,DC:B,C期に用いた培地組成

のうちショ糖を15g/lに減じたものを用いた．

生育が遅れた個体が得られたので,c期ないしDC期

の培地に戻した。これらも正規ルートほどには次の発育

ステージへ進まなかった。

巨峰以外の台木用品種については第1表に見られるよ

うに，各発育ステージへの到達率は品種間に大差なく巨

峰と同一傾向を示した。しかし，巨峰のようには再生分

化しなかったので得られた個体数は少なかった。

茎頂培養の効率をあげるにはまず培地組成が問題にな

る。ブドウの茎頂用培地に関する報告は多数にのぼる

が，大部分は基本培地にMS(希釈)培地を用いており，

これに発育ステージによって植物ホルモンの種類やショ

糖の加用濃度を変えたものがほとんどである。培地組成

は品種によって異なり（山川ら,1986),黒井ら(1985)

は，巨峰の茎頂培養用培地について検討を加えている

が，再生個体獲得率は筆者が用いた培地と大差ないよう

に思われる。

筆者の成績で問題なのは，馴化の段階での損失であ

る。巨峰ではこの段階で半数が失われている。馴化には

用士や管理技術が伴う。用士は一般に人工士（バーミキ

ュライト，パーライトなど）が用いられる場合が多い。

しかし，用士だけで片づくものではないので，管理上の

コツと経験が必要になる。病害もよく発生する。筆者も

最近はかなりじょうずになったと思うが，まだルーチン

ワークとするまでには至っていないのが残念である。

5再生個体のウイルス検定

ウイルスフリー個体を得る方法のうち，熱処理法によ

るウイルスフリー化は，田中ら(1981)はGLRについ

て，無病徴個体が全体の22％（28本）得られ，これを

検定した結果3個体だけがフリー化されていたという。

井理ら(1982)は27.3%,西島ら(1985)は6個体中

2個体がフリーであったとしている。一方，茎頂培養に

よるフリー化率は，井理ら(1982)は80.4%であった

としており，熱処理法よりはるかに高いフリー化率であ

る。筆者は熱処理法と茎頂培養法を併用することによっ

て多くの種類のウイルスを高率にフリー化できるのでは

ないかと考えた。

得られた再生個体について，検定植物としてLN-33

とSt.Georgeを用いて生物検定を行った。LN-33で

GLRとGCBを,St.GeorgeでGFVとGFLを検

定できる。今年で3回目の検定を実施中であるが，2年

目の検定で26本中1本(5BB)にGFLの反応らしい

ものが生じた。3年目の今年はこれらにいくつかの検定

植物を加え精査しているので，今年中に結論が下せそう

である。もし,1本だけがウイルスを保毒していたとな

るとフリー化率は96％となり，併用法の効果があった

とみるべきであろう。したがって，近年は併用法が行わ

－14－
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第2表ウイルスフリー化した巨峰果実の形質

悟展｜酸｜糖酸比|種子封
量f主｜失恩程

J,4126．0

；19.10.36552.62.010.5? 制勝焔’208．6 ､.418

対照はフリー樹に隣接して植えられている樹で，

1986年8月29日調査

フリー樹の母樹ではない．

れる場合が多いが，併用法もGFVは抜けやすいが，

GLR(Monette,1984)やyellowspeckle(Barlassら，

1982)は抜けなかったという報告もあり，なお検討を要

する。

6ウイルスフリー樹の果実形質

昭和57年に苗床に下ろした個体から自根苗を作り，

一般ほ場に定植していたうちの1本が，昭和61年にな

って果実形質を調査できる程度に結実したので，隣接の

保毒樹と果実の形質を比較した。ウイルスフリー化樹は

初結果でしかも過結果状態（通常の約2倍量の結実）に

あったが，第2表に見られるように，保毒樹に比しl果

房当たりの着粒数はほとんど変わらないのに対し，果粒

が大きいために果房重は重くなっている。また，糖度は

明らかに高く，酸は逆に低かった。果皮色は紫黒色を帯

び保毒樹と大きな差が認められた。ただし，種子数はフ

リー化樹が多かった。ここでの保毒樹はフリー化した母

樹ではないのでフリー化によってどの程度形質が変わっ

たかは明らかではないが，通常栽培されている巨峰のそ

れと比較すれば格段に優れた高品質を備えているといえ

る。

ウイルスフリー樹の果実形質について,山川ら(1983)

のCabernetFranc,山川ら(1982),西島ら(1985)の

甲州についての調査結果を見ても，前述と同じ傾向が認

められている。最近は，業者の園でもウイルスフリー樹

の結実を見ており，巨峰，ブラックオリンピア，ピオー

ネ，マスカットペリーA,ポートランド，ナイアガラ，

ルビーオクヤマでも高品質果が得られている（植原，

1986)。このように，ブドウにおいてはウイルスフリー

樹の果実は格段に優れた品質を有し，大粒になる，糖度

が高い，果皮色が濃くなる，熟期が早くなるなど高品性

を高める性質を持ち，収量も増加するため，生産者とし

ても1日でも早く導入を図りたいのは当然であろう。

I皿ウイルスフリー化とこれにかかわる

問題点

ウイルスフリー化技術は，それが完成したとしても最

終目標が達成されたとはいえない。カンキツにおいても

多くの県で無毒化施設が設置されフリー苗が作出された

が，それにもかかわらず一般ほ場への保毒苗の持ち込承

を完全に防ぐことはできないでいる。これは，生産者が

欲する品種を，必要とする量，必要とする時期にフリー

苗で対応できなかったためである。佐賀県では，試験場

で作出した母樹から団体の運営する品種開発センターで

1年間増殖を図り，次年度は各農協営の増殖用ハウスで

増殖し，3年目には生産者の手に渡す，短期大量増殖シ

ステムによってある程度成功したように思う。山梨県が

｢ぶどうウイルス苗供給システム」を策定し，計画的にフ

リー苗への改植を進めているのは当然のことといえる。

この場合，できるだけ短期間で生産者の必要とする量を

供給できるようなシステムにしなければならないが，こ

れには短期大量増殖技術も必要になる。

1大量増殖法にかかわる問題点

ウイルスフリー化の手法としてブドウでも茎頂接ぎ木

法がある(Engelbrechtetal.,1979)が，大量増殖を

兼ねるという点では茎頂培養法がはるかに優れている。

茎頂培養では置床個体数を増やす以外に培養の過程で分

化中のものを分割して個体数を増やす方法がある。これ

について今回いくらか検討を加えたが，本格的な試験で

はなかった。この場合，大量増殖技術とは別に，このよ

うにして再生した個体の遺伝的な変異の幅とその発生率

が問題になる。ブドウではいろいろ説があるようだが，

品種によっても結果がふれることが考えられる。この点

の見極めが必要だがもし実用上問題になる変異があると

すれば，早期検定法が必要になる。これもないとすれ

ば，早期に結実させて形質を確認後，穂木の増殖法や活

着率の増進によって増殖を図らねばならない。

2フリー化技術と検定法にかかわる問題点

フリー化技術を真に実用的なものにするには，再生し

た全個体がフリーとなる方法を確立する必要がある。熱

処理法，茎頂培養法のほかに薬剤処理法も考えられてい

る(Monette,1984)がいずれも単独処理では不十分で

あるので，これらの処理を組承合わせる場合の条件を検

－15－



422 植物防疫第41巻第9号(1987年）

ないものがある。ここで問題にしたGLRやGFLも

しかりである。vectorの存在次第では対応策を変えね

ばならない。ウイルスフリー個体も各地で得られている

ことであり，試験研究の早い進展が望まれる。

討して100%フリー化できる条件の確立が欲しい。も

し，これが不可能となるとフリーか否かの検定に時間を

要する。生物検定では早期検定法（寺井ら,1984)もあ

るが，再生個体が検定のために接ぎ木できる大きさにな

るまでかなりの期間を要する。ELISA法はその点，検

定が短期間で可能であるがGFVやGAV(難波,1986)

など一部のウイルスに限られる。今後多くのウイルスに

ついて精度の高い早期検定法の確立が望まれる。

3台木にかかわる問題点

ブドウは台木と穂木で品種が異なる。穂木品種に対し

て栽培上もっとも適合した台木品種を探索すべく多くの

台木試験がなされたが，ウイルス保毒という条件でなさ

れたため台木試験は振り出しに戻った。フリー樹どうし

での台木試験結果がでるまではまだ時間を要するので，

その間は自根苗ということになろうが，各地でフィロキ

セラの発生も増加しており，栽培上の問題点も大きいの

で，できるだけ多くの場所で試験がなされ早期に結果が

得られることが望まれる。

4ウイルスの伝播にかかわる問題点

ブドウウイルスにはまだ伝播方法が明らかにされてい
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長く親しまれてきた「土壌病害の手引」旧版を新しく書き直し，全面的に改訂しました。

士壌病害全搬にわたって，基礎から応用までを詳しく解説しております。

土壌病害研究の専門家はもちろん，学生，普及所，試験場など幅広い方々にご利用いただけます。

内容目 次
第1章土壌病害とは

土壌病害と病原／土壌病害の特色／土壌病菌の特色／防除の特殊性
第2章士壌病害の診断

土壌病害の見分けかた／種々の土壌病害の見分けかた／病原の分離から同定まで（一般的手
法)／種々の病原の分離と同定

第3章病原の生態と発病のしくみ

病原の生活環／土壌病害の発病環境／病原菌と土壌微生物，宿主植物との間の相互関係／士
壌伝染性ウイルス病／線虫病

第4章土壌病害の防ぎかた

薬剤防除／物理的防除／生態的防除／抵抗性品種（台木）の利用

第5章土壌病害の実験法

接種試験法（接種法と調査法)／病原の検出と定量／病原の培養と保存／薬剤試験法／品種
抵抗性検定法／生態実験法

付録

文献／培地組成と作りかた／土壌病害用語解説／病名．病原名索引

お申込みは前金（現金・振替・小為替）で本会へ
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特集：茎頂培養とウイルスフリー化〔4〕

オウトウの茎頂培養とウイルスフ'ノー化

のぐち

山形県立園芸試験場野口
きよういちやまぐち

協一・山口
きちこおおいまゆきを

幸子・大沼幸男

近年，核果類果樹のウイルス病の種類，保毒状況など

の実態がしだいに明らかになりつつある中で，わが国の

オウトウにおけるウイルス病の研究はきわめて遅れをと

っている。

わが国におけるオウトウ栽培が，当初から導入品種で

構成されてきた歴史と，欧米におけるオウトウウイルス

病の発生，被害実態を考えるとき，収量や品質の低下あ

るいは障害が，わが国においてもやがて表面化する恐れ

がある。

一方，オウトウ果実の輸入全面解禁を迎え，山形県で

は，産地の安定基盤を確立するため，茎頂培養によるウ

イルスフリー種苗を育成すると同時に，増殖培養による

優良品種，台木の大量増殖を行い，早急に生産者に対す

る供給を実施しようと計画されている。

が国ではサトザクラに潜在感染している報告（田中ら，

1966)があるが，甘果オウトウにおいては不明である。

CLSVは潜在感染しており，病徴は見られない（宗形，

1982)。

nPDV,PRSVの感染実態

PDVについては，小畑ら(1968a),岸ら(1969),宗

形(1983)の調査があるが，酸果オウトウのMontmo-

rencyで100%,高砂(RockportBigarreau)は高率に

保毒していることが確認されている。筆者らの，山形県

内一般栽培園における調査においても，高砂が高率に保

毒しており，その他の品種では認められなかった（第1

表)。ただし,1984年の調査では，佐藤錦で保毒樹が認

められた。

PRSVは，小畑ら(1968a),岸ら(1969)の調査で保

毒樹は認められていないが，宗形(1983)は，佐藤錦，

高砂で低率ではあるが感染樹を確認した。筆者らは，

1984年に一般栽培園及び園芸試験物内ほ場,1985年に

は一般栽培園を対象に調査を行ったが，一般栽培園の佐

藤錦，ナポレオン(NapoleonBigarreau)が低率ではあ

ったが保毒していた（第1表)。場内の品種保存品種及

び一般成木385樹を対象に調査した結果，保毒率は3．6

％であった。その中で,No.8(山形園試育成品種,

Ⅱわが国で認められたウイルス病

オウトウにおけるウイルス病の種類は,U.S.D.A・

のHandbookNo.437(1976),SmithのTextbook

(1972)及び国際果樹ウイルス委員会で調査した結果を

まとめると，総計60を数える（山口,1977)oNemeth

(1986)の最新書には,Sweetcherry(P.α"畝m)で38

種,Sourcherry(P.cerasus)で22種，両者，重複して

いるものを除くと，オウトウでは総計49種のウイルス

病が記載されている。

このうち，わが国では,PDV(Prunedwarfvirus).

PRSV(Prunusnecroticringspotvirus),GRM(Gre-

enringmottle),LC(Littlecherry)及びCLSV

(Applechloroticleafspotvirus)の5種類のウイルス

あるいは接ぎ木伝染性の病原が確認されている。

PDV,PRSV(小畑ら,1968a;岸ら,1969)とも，

甘果オウトウでは明らかな症状は認められないが，混合

感染すると収量の減退や生育障害の原因になるといわ

れ，現在追試中である。GRMは，感染しても病徴を現

さない（小畑,1986b)oLCは果実の着色が悪く，果粒

が小さくなり，商品価値を失う。欧米では，かなりの

被害が出ており，強制伐採により撲滅に努めている。わ

第1表 県内一般栽培園に

感染実態(1985)

おけるPDV,PRSVの

|調査樹数PDV保毒率PRSV保毒率
口
叩 種

ｊ
ｊ
ａ
ａ

９
８
７
８
１
６
３
２
１
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ｌ
ｌ
３
２

２
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砂
錦

％６
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５
５
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

５
２

％

４
８

０
０
７
０
４
０
０
０
０
０
０
０
０
０

１
１
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大 紫
レ ーニア

旭光
南陽
黄玉
蔵王錦
日の出

ジャポレー
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TheShootTipCultureforProducingVirus-free
総計

SweetCherry. ByKyoichiNoguchi,SachikoYa-

m aguchiandYukioOhnumaa)1904
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Guigned'Annonay,EarlyPurpleGuigne,富士山は，

その品種すべてが保毒しており，当初から感染していた

疑いが濃い。そのほか,佐藤錦,Mummutで感染が認め

られている。これら保毒樹の栽植ほ場における面的分布

を見ると，孤立化しており，花粉伝染による感染の拡大

は少ないものと思われる。本調査の結果では,PDV,

PRSVの混合感染樹の例は見られなかった。

Ⅲウイルスフリー化の方法

果樹など栄養繁殖作物のウイルスフリー化を図るに

は，保毒個体を熱処理し，その先端部を切り取って繁殖

する方法が古くから行われてきた。最近，茎頂組織を試

験管内で培養する方法が実用化している。

熱処理によるウイルス除去は，植物体が処理期間中に

高温のため枯死する例があり，処理に長期間を要するウ

イルス病の場合は，フリー化が困難である。これを可能

にする方法として茎頂培養法が脚光を浴びている。この

方法は，無菌操作できる施設と高度な技術を必要とする

が，その前に，おのおのの樹種，品種における培養系の

確立が必須条件となる。

Ⅳ茎頂培養法

甘果オウトウの茎頂培養についてはJonesandHop-

good(1979),Lineberger(1983),Snir(1982)など

の研究があるが，これらの研究はミクロ繁殖法を主たる

目的としているため，用いている茎頂の大きさは1mm

あるいは2～5mmと比較的大きい。ウイルスフリー化

を目的とする場合には，より小さな茎頂を培養すること

が重要となるので，筆者らは0.2～0.3mm大の茎頂で

培養可能な方法の確立を検討した。

1材料及び方法

佐藤錦，ナポレオン及びアオバザクラの伸長中の新梢

を採取し供試した。材料をTween20(0.1%)添加次

亜塩素酸ナトリウム溶液（有効塩素0.5％）で10～15

分間殺菌し，無菌水で洗浄後，実体顕微鏡下で，長さ

0.2～0.3mm大の茎頂を摘出し培養した。基本培地は

MurashigeandSkoog(MS)培地とし，培地のショ

糖濃度30g/l.寒天濃度7g/Z,pH5．8に調整した。培

養はすべて23～26C,照度3,000Lux,16時間日長の

条件下で行った。

2培養確立

初代培養にはくソジルアデニン(BA)0．Img/Zを添

加した1/3濃度のMS培地が適当である。

基本培地としてMS培地のほか,Linsmaierand

Skoog培地,TabachnicandKester培地，石原修正

第2表 オウトウ初代培養培地の成分濃度が茎頂の

生長に及ぼす影響(1985)

培地組 成 |瀞|藩

麗顛ご聯度間蓬
37日間培養後の調査結果． 各区10茎頂

Knop培地の各培地を検討したところ,MS培地を希釈

した培地がもっとも適していた。しかもその希釈程度は

培地の全成分を1/3濃度とした培地で生育が優れてい

た。また，無機多量成分のみを1/3濃度とし,他の成分

の濃度を上げると茎頂の生育は阻害される（第2表)。

BA濃度は，茎頂の大きさが1mm程度の場合0．5

mg/Zで培養可能であるが，茎頂の大きさが小さくなる

につれてより低い濃度にする必要があり，0.2～0.3mm

大では，佐藤錦及びナポレオンは0．1mg/Z,アオバザ

クラは0.1～0.5mg/Zが適している。

初代培養約lか月経過後,BA0.3～0.5mg/Zを添加

した1/2濃度のMS培地に継代移植し培養する。培養

確立に当たっては，茎頂の生育に応じて順次培地濃度及

びBA濃度を緩やかに上げていくことが重要である。

例えば初代培養の30日間終始1/4濃度MS培地にお

いたものと，2週間後に1/3濃度MS培地に移植した

ものを比較すると，後者は生育，生存率が明らかに優れ

る。また，宗形(1986)は初代培養に1/4濃度MS培

地を用い,1か月後標準濃度のMS培地に移植した場

合，一部のシュートが生育停止し，枯死することを認め

ている。これは小さい茎頂ほど生育に必要な培地濃度及

rKBA濃度のレベルが低く，生育が進むにつれて，これ

らの要求量が順次高くなっていくためと考えられる。

3増殖培養

シュートは長さ1cm程度まで生長したときに増殖培

養に移す。増殖用培地はBA1～3mg/Zを添加した標

準濃度のMS培地を用いる。ただし，シュート塊を形

成した個体を繰り返し継代して増殖する場合，標準濃度

のMS培地に比較し培地の無機多量成分を1.5倍濃度

にしたMS培地で生育が優れ，シュートの増殖率も高

い（第1図)。シュートの増殖は,充実したシュート塊を

用いれば,1か月後には2～4倍に増殖する。ただし，

増殖培養時における個体の生育やシュートの増殖程度は

品種により差が見られるので，各品種ごとにより適する

培地組成やBA濃度などについて検討する必要がある。
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#灘蕊

蕊 蕊
第1図オウトウ(佐藤錦)の増殖培稚

4発根 培養

増殖培養で2～3cmに伸長したシュートをナフタレ

ン酢酸ナトリウム(NAA)0.1～0.3rag//を添力nした

1/2濃度MS培地に挿して発根させる。このとき充実

したシュートを用いれば，70～80％の発根1I'.;体が得ら

れる。

5鉢上げ，馴化

発根した個体は，オートクレーブ済みのバーミキュラ

イトを入れた素焼き鉢に移植し，ハイボネックス(N:

5－P205：lO－K20：5）400倍液をかん注した後，ビー

カーまたはビニール袋で覆い湿度を保つ。徐々に世いを

解き過度に乾燥しないように管理すれば,1か月後には

m化した苗が得られる。鉢上げ，馴化の際の問題点は糸

状菌の寄生による活着率の低下である。この防止対策に

ついて，宗形(1986)は鉢上げ直後のベノミル1,000倍

液散布が有効であるとしており，殺菌剤の散ｲIIは是非必

要であると考えられる。

6直接発根法

最近，リンゴでは培養シュートをオーキシン処理し

た後，直接用土に挿して発根させる直接発根法が提唱

され，試桑られている(ZimmermanandForuham.

1985)。これは,i〃〃j"0の寒天培地で発根させた柚物体

は馴化率が低いため，それを改善する方法と併せて，繁

殖作業の効率化を図る面から注目されている（石原ら，

1983)。このI貞接発根法をオウトウにおいて検討したと

ころ，適用可能であった。すなｵつち，インドール酪酸

(IBA)1,000rag//50%エタノール溶液に5秒間浸漬処

理するか，オキシベロン粉剤雄布処理した後にハイボネ

ックス400倍液をかん注したオートクレーブ済みのバー

ミキュライト・ビートモス混合土(1:1)に挿し木する。

そのほかに,IBA0.3または1.0mg//を添力liした1．5

％ショ糖溶液に3～6日間暗黒下で浸漬処理した後，ハ

イポネックス400倍液を吸水させたオートクレーブ済み

第2図オウトウ台木の直接発根法による馴化個体

のジフィーナインに挿し木する方法でも可能である。挿

し木したシュートは,3～4週間ラップで覆った容器中で

湿度を保ち，徐々に覆いの程度を解いて管理すればl～

I.5か月後にはW'1化した苗が得られる（第2図)。これ

らの方法による活着率はi〃”"0での発根法に比較し

同等以上であった。発生した根は寒天培地のものと比較

して根毛が発達しており,in化後の新梢の伸長程度も明

らかに優れている。このように，直接発根法は種苗の効

率的な繁殖法として優れている。今後，糸状菌の発生防

止や，柿し木後の管理方法など細部を検討する余地があ

るが,i〃汎"りでの発根法に代わるものと考えられる。

以上のことから，オウトウにおける茎頂培養は，上記

の方法で，0.2～0.3mm大に摘州した茎頂のほとんど

が培養確立し，シュートの噌殖，発根を経て馴化した苗

を得ることができる（野口ら,1987)。この方法は，佐藤

錦，ナポレオン，アオバザクラ以外のオウトウ品種，台

木に適川可能と思われる。

VPDV,PRSVの検定法

PDV,PRSVの検定法には，木本指標植物に対する

接ぎ木，草本植物への接種及びELISA法による診断法

がある（第3表)。

木本による検定は，八重ザクラの一種，白普賢を指標

捕物にし，保毒していれば接ぎ木部はヤニを分泌し，木

質部がえ死する（岸ら,1968;小畑ら,1968)◎この方
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第3表オウトウウイルス病（接ぎ木伝染性病害も含む）のフリー化法と検定法

定 法検フリー化法

禾本’草本ELISA’茎頂培養 熱処理

'○|茎需M…|昼縦夜川蝋|…’ カボチャ(Buttercup)PDV

'○|茎湧別…|昼縦夜加℃鞠|…’
カボチャ(Buttercup)
キュウリ(ChicagoPickling)

PRSV

’｜’ |関山’38C6週間GRM

’｜’37.5C3~4週間Sam,Canindex-lLC

○’｜’ 37.C20日間GF-305ChenopodiumquinoaCLSV

法は4～9月の間可能で，樹皮をそぎ接ぎ接種するだけ

でよく,1本の枝に何か所も接げるので非常に簡便であ

る（山口ら,1980)oPDVとPRSVを区別するにはカ

ボチャ(Buttercup)の子葉に汁液接種する。PDVであ

れば鮮黄色モザイクなど全身症状が見られるが,PRSV

では接種葉に黄色輪紋が見られるが，全身感染は見られ

ない（岸ら,1968)。

直接ELISA法による検定(Patpongら,1982)は，

あらかじめIgG(PDV:2．bfig/ml,PRSV:1.25ag/

mZ)を吸着させたプレートを用意し，オウトウの葉また

は枝の樹皮に10倍量の磨砕液(0.01MPBS-Tween

(pH7A)+2%PVP+0.2%DIECA+0.2̂ ovalbu-

mine)を加え，磨砕して試料液を作る。プレートに試料

液とconjugate(PDV:400倍,PRSV:1,600倍）を

加えて一晩静置後，洗浄して酵素基質液を加え，マイク

ロプレート光度計で吸光度を測定して判定する。この方

法は大量のサンプルを検定するのに便利であり，培養中

の植物体でも利用できるので早期検定が可能である。

VⅡ摘出茎頂の大きさとPDV,PRSV

のフリー化

茎頂培養によってPDV,PRSVを確実にフリー化で

きる摘出茎頂の大きさについて検討した。材料は,PDV

を保毒している高砂及びPRSVを保毒している佐藤錦

の新梢を採取して供試した。それぞれ茎頂部を0.2～

0.3mm,0.4～0.6mm,1．Ommの大きさ別に摘出し，

BA0.1mg/Z添加1/4MS培地に置床後，継代培養し

て得られた葉条を切り取り磨砕し，直接ELISA法で検

定した。

検定の結果,PDVにおいて，摘出茎頂の大きさが

0.2～0.3mmではいずれも陰性と判定されたが,0.4~

0.6mmでは1/7個体(14.3%),1.0mmでは2/5個体

PDV,PRSVの第4表 摘出茎頂の大きさと

フリー化(1986)

PRSVPDV

茎頂の大きさ
（検定部位）

(mm)

検体
No．

吸光度
吸光度
※1

判定判定

※21※3
７
８
８
８

０
０
０
０

●
●
●
●

０
０
０
０

７
７
８
９
７
８
８
７
８
７

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０１

－

q■■■■■け

一

一

一

－

－

－

一

一

一

0．2～0．3

(培養葉条）

0.17

８
８
７
７
１
８
８

０
０
０
０
５
０
０

●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０

0．08

0．08

0．20

１
２
３
４
５
６
７

’
一
十
一
十
一

I

~下

0.4～0．6

0．19

1．88

0．19
(培養葉条）

一

0．07

0．08

0．25

７
１
８
７
５

０
４
０
０
３

●
●
●
●
●

０
０
０
０
０

１
２
３
４
５

一
一
十
十
十

｜
＋
’
’
十

1．0

1．82

1．99
(培養葉条）

対照

十（培養葉）
一（培養葉）
一（皮部）

0．21

0．07

0．07

1．92

0．17

0．13

0．23

0．08

0．06

‐
十
一
一

＋

－

10日検定日検定,^3:11月※1,-2:6月4

(40％）が陽性であった（第4表)oPRSVにおいて,0.2

~0.3mmではいずれも陰性と判定されたが,0.4～0.6

mmでは2/6個体(33.3%),1.0mmでは3/5個体

(60％）が陽性であった。

この結果，確実にPDV,PRSVのフリー個体が得ら
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成績収録

9）（1986）：果樹におけるバイオテクノロジーの開
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10)N6METH,M.(1986):Virus,mycoplasmaandricket-
tsiadiseasesoffruittrees・AkademiaiKiado,

Budapest,840pp.

11）野口協一ら（1987)：山形園試研報6：19～37.
12）小畑琢志ら(1968a):植防調査研報6：7～12.
13)(1968b):日植病報34：377．

れる茎頂の大きさは，0.2～0.3mmの大きさである。

以上,PDV,PRSVを取り上げ，茎頂培養によるウ

イルスフリー化について述べた。最初に述べたように，

わが国におけるオウトウウイルスの実態が詳細に解明さ

れていない現状では,LCなど網にかからない重要な接

ぎ木伝染性の病気が存在することも十分考えられる。し

たがって，茎頂培養によって，すべてのウイルス病がフ

リー化できるとはいえないので，フリー苗の作出には，

むしろ一定期間熱処理した後，茎頂培養する併用法がよ

りベターな方法ではないかと考え，現在その方法を試行

している。
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沖縄本島におけるシロガシラの侵入と被害の状況

きんじようつれおにしむら

農林水産部金城常雄・西村
なかむら

農林水産省農業研究センター中村

塞
真
峠
鵬

沖縄県農林水産部

重な資料の提供を得た。ここに厚く御礼申し上げる。
はじめに

従来，沖縄県の野菜類における鳥類の被害は，ヒヨド

リ及びハト類によるものが大部分であったが，近年秋期

から春先にかけて沖縄本島南部地域を中心にシロガシラ

によるインケンマメ，トマトに対する被害が発生し，大

きな問題となってきている。

シロガシラはヒヨドリ科に属する烏で，わが国には八

重山諸島にシロガシラのl亜種ヤエヤマシロガシラのみ

が分布している。ヤエヤマシロガシラは「特殊鳥類の譲

渡等の規制に関する法律」により，絶滅の恐れのある種

として特殊鳥類に指定されている。しかし，シロガシラ

による被害が増大してきたため,1986年11月に沖縄県

南部地区8市町村会から「特殊烏類ヤエヤマシロガシラ

の駆除対策に関する要請」が県に提出された。シロガシ

ラはもともと沖縄本島には分布していなかったが，後述

するように,1976年に本島南部で発見されて以来，生

息地域を拡大しつつある。この沖縄本島におけるシロガ

シラはヤエヤマシロガシラとは異なるのではないかとい

う指摘があったこともあって，県に提出された要請は環

境庁に持ち込まれ，沖縄本島の亜種の検討が行われた。

その結果,1987年2月に環境庁において特定鳥獣増殖

検討会（鳥類分科会）が開かれ，「沖縄本島に生息する

ものはヤエヤマシロガシラとは異なり，むしろ台湾産の

シロガシラと近似するから，当面はタイワンシロガシラ

と呼ぶのが適当である」と結論された。しかし，現在亜

種問題は最終的な結論を得ていないので，ここでは沖縄

本島に生息するものを単に「シロガシラ」とする。

以下，沖縄本島におけるシロガシラの分布と被害，防

除対策の現状について述べる。本稿を取りまとめるにあ

たり沖縄県農業試験場病虫部長嶺将昭主幹，沖縄野鳥

研究会比嘉邦昭氏，神奈川県立博物館中村一恵博士，

山階鳥類研究所杉森文夫博士，林業試験場東北支場由

比正敏博士，環境庁野生生物課から，有益なご助言と貴

InvasionoftheChineseBulbul,Pycnonotussine"血
toOkinawaIslandandtheStatusofDamageonVe-

getablesbyit．ByTsuneoKinjo,MakotoNishi-
muraandKazuoNakamura

Iシロガシラの亜種と分布

ヒヨドリ科Pycnonotidaeの鳥は，小型ないし中型種

で，アジアからアフリカの熱帯地域を中心に分布してい

る。わが国には，ヒヨドリとシロガシラの2種だけが生

息するが，ヒヨドリはこの科の中でももっとも北に生息

域を持つ種である。もともと，低山帯や庭園などに生

息し，果実や木の実を採食するものが多い(Brown,

1984)。

シロガシラ砂‘"onotussinensisの基亜種P.s.sinensis

は，中国の映西省，河南省南部から広西省，広東省まで

広く生息しており，広西省西南部や海南島には冬鳥とし

て訪れるほか，山東省，河北省でも旅烏としての記録が

あるOT,1976;Brown,1984)。また，台湾には南部

を除く地域に別亜種タイワンシロガシラ(P.s.formo-

sae)が分布し，中部から以北の平野部ではもっとも普通

に見かける鳥で，非繁殖期には100羽以上の群れを見

ることも珍しくないという（小林・張,1977)。このほ

か，海南島にP.＄・ルαi"α"”，それに八重山諸島にヤエ

ヤマシロガシラ(P.S.0r"）などの亜種が分布する（第

1図)。

P.s.or〃は，与那国島で捕獲された標本に基づいて

命名されたもので(Kuroda,1923),その後1928年に

西表島で迷鳥として採集されている。一方,1929年に

ザ

ヤエヤーマ

シロガシラ章

縮： シラ

第1図シロガシラの主な亜種とその分布（郡，
1976;小林．張,1977;Brown,1984,
その他からかく）

●は旅烏としての記録
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石垣烏で採集された標本はor〃とは》IIのilll種として，

P.s.kobayashiiと命名されたが,Peters(1960)によ

って両者は同一亜種とされたため，現在はoriiが，与ﾙ|；

国，西表，石垣をはじめ,ll'.l辺の波照間，小浜，竹富，

黙島などに生息する（森岡,1974)。しかし，このシ『ユ

ガシラは原記載のものに比べて後頭部の白色部分が広い

などの違いが指摘されている（白井佐野,1983)。

一方，峨近沖縄本島南部に侵入し，定着したシ,ゴガシ

ラは，やはり後頭部の白色部分が広いことからor〃と

は別亜種である可能性が早くから指J断されてきた。そこ

で.fill述のように,1986年環境庁によって本院及びlj．

il掴から標本の採集が行われた$;,果，「本島のものとケ．

那国のものとは亜種レベルで異なること」と，「り那N

のものは原記載通りor〃であること」が陥淵された。

ただし，沖縄本島及び八重Illに生息するシ,コガシラの蚊

終的な帰属については，なお問題が残っており，現在蝋

境庁において検討中である。その結果は，近く公炎され

る予定である。

なお，沖縄本島のシロカシラについては，人為的に排

､ら込まれたものが定着した"I能性が強叩､が，自然の分ｲIl

拡大の結果による可能性もあり，今のところ.m術をm

すに至っていない。

II沖縄本島における分布拡大

1976年1月糸満市摩文仁で1判がII撃され，続いて

同年2月には5羽の生息が確認された（比嘉,1976)。

これが沖縄本島での本種の初確認である。その後,1978

年の5月ごろには親鳥が昆虫を巣に迎ぶのが観察され，

繁殖，留鳥化が確認された。初確認から3～4年後に

は，隣接の玉城村，知念村あたりで散発的に生息が見ら

れるようになり（比嘉,1980),その後．除々 に水島|↑1

部地域で生息数が増加していき,1981年ごろから潔地

トマト栽培地域の豊見城村，糸満市などで被害がII立つ

ようになった｡1983年から84年にかけては本mm

沿いの林縁部，農耕地づたいに北上し,1987年3月現

在，中部地域の宜野湾市，沖縄lli及び具志川『｜jの一部地

域でも生息が確認されて↓､る（鮒21叉|)。また,1986イド

12月には具志川ill北方の石川M東恩納地I産の野菜畑で

数羽見たとの情報があったため,1987年3月|司地のトーマ

ト栽暗地域において調査を行った結果，碓,栂には至らな

かったが生息している可能性が示唆された（第21叉1)。

このように沖縄本島におけるシロガシラは，初確認後

生息域を徐々 に拡大しながら北上しつつあるが，特に'11

部地域から中部の一部地域においては農"|地，林縁部及

び集落内はもちろん街中の公園などでも鳴き声が間かれ

南
部
地
域

、

、

、1976年1月初i'輝g

第2図M.縄本島地域における分布域の拡大

るなど，生息淵度が尚まっている。今後生息域が中．北

祁地域へ拡大していくことがr想され，それに伴､､野菜

噸，ミカン顔を含む他の果樹への加害が懸念される。

なお，束海岸沿いの近隣離島での生息は未調査のため

不U1であるが’距離から考えて生息の可能性は_'一分考え

られる。

Illシロガシラの生態

シロガシラは全長18.5cmでヒヨドリより小さく，

尾が健く，体形はヒヨドリに似ている。眼前部が黒く，

後部は白い（第3図)。しかし，まれに後頭部の黒いタ

嵯
琵
睦
勿
解

灘蝋
鴬

鍔F1弾闘曜
潅一ﾜｪｰｰｭ”F

灘

蕊

灘溌

,'酌

2蝿携蕊

… 鑑 涛 鰐

鋪3図シロガシラ

M'組ﾘ,りく|I念村で．搬影者：儀間朝泊氏
究会編「沖細県の野鳥」から転写．

I細野‘鳥研
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イブも見られる。頬には小さい斑があり，背面は全体に

緑灰色で，腹面は白っぽく，胸が汚れている。くちばし

と脚は黒い（沖縄野鳥研究会,1986)。鳴き声は高く，

様々な声を出す。

わが国に生息するシロガシラの習性などは不明な点が

多いが，台湾産のシロガシラは小喬木の地上からl～

1.8mくらいの高さの枝上に営巣し，巣は枯草の根，枯

葉，イネ科植物のススキ，チガヤ，サトウキビなどの穂

や葉を主材にしてクモの糸で綴って深い椀形の巣を作

る。l巣当たりの産卵数は3～4個で，産卵期は4月ご

ろから7月ごろまでである（清棲,1978)o

また，ヤエヤマシロガシラは，潅木林，雑木林，マツ

林，村落付近，果樹園などに生息し，地上に降りること

はまれである（清棲,1978)。一方，沖縄本島に生息す

るシロガシラは林縁部近くの草原，農耕地，村落，低木

林地域で多く見られる。

食性については，春から夏にかけて昆虫を主とした動

物質を多く食し，秋から冬にかけては，果実類，葉菜類

などの植物質を主に食し，ヒヨドリとほぼ同様な食性で

ある．これまで観察された野生の餌は，ガジュマル，ア

カギ，ケッキツ，リュウキュウコクタン，イヌビワ，ク

ワ，テルミノイヌホウズキ，ビロウなどの果実で，農作

物では，カンキツ類（ウンシュウミカン，タンカン，シ

ークワーサーなど)，パパイヤ，バンジロウ，テリハバ

ンジロウ，サクランボ，ザクロ，シャカトウ，ビワなど

の果樹の熟果，さらにインケンマメなどのマメ類及び果

菜類のトマト，ピーマン，葉菜類のキャベツ，結球ハク

サイ，カリフラワー，ブロッコリー，菜類，レタス，根

菜類のダイコンなどに及んでいる。

ⅡV被害の状況

沖縄本島でのシロガシラによる農作物への被害は，

1981年ごろから記録がある（沖縄県,1981)。当時は，

南部地域の豊見城村，糸満市の一部でトマトなどが加害

されたが，被害面積及び被害金額はわずかであった。そ

の後,1983年から84年にかけて生息域が拡大するに伴

い被害作物もトマト，インケンマメ，レタス，キャベ

ツなどと増加した。前述の駆除対策に関する要請(1986

年11月）によると，被害面積246.84ha,被害金額

11,643万円となっている（第1表)。

筆者らは1987年2月下旬から3月上旬にかけて本島

内のトマト栽培地を，南部，中部，北部地区に区分けし

て（第2図参照)，烏によるトマトの被害状況を調べた。

その結果（第2表)，被害果率は南部の糸満市真栄平

第1表沖縄本島南部地域におけるシロガシラによる被害面積と被害金額（南部地区市町村会)(1985年）

章君～幽室旧ﾝｹﾝﾏ〆｜吟トv~頁~ﾇT幸万万T百三三ﾗー'Ccfill喜一許
被害面積(ha)川。｜川｡~「凧~T可雨可－両01102.20－I凧
鼓害金額(千円)｜‘3伽｜‘“｜‘,唖可司亙4丁而可可I亜司－面豆而
その他は，山東菜，ダイコン，チンゲンサイ，結球ハクサイ，エンドウマメ，カリフラワー，オクラ，パクチヨイ
など

第2表トマト栽培地域における野鳥類の被害状況

ほ場当たり野鳥飛
び立ち数（羽）調査ほ場数

（か所）
調査果数
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a）施設の出入口及び側窓がほとんど開放されて，烏の出入りは自由にできる．

調査は南部地域が1987年2月25,28日，中部地域|司3月3,4日，北部地域I司3月12,13日．

－24－



'¥'細木肋におけるシロガシラの侵入と:被将の状況 431

(47.8％）及び豊見城村焼波(10.1%)で特に,;;,かつた。

被害の著しかった真栄平においてはほ場1I1たりのシロガ

シラ飛び立ち数も多く，多いほ場で44M,少ないほ場

で8羽の飛び立ちが剛認され，ヒヨドリは認められなか

った。また，磯見城村焼波では|司一ほ場でヒヨドリとの

混棲が見られたが.m休散及び被害は貞栄､'たに比べて少

なかった。

被害の著しい糸満市真栄平一ｲｻは附部地域でも､|えたん

部が多く，山林からはやや離れた所でサトウキビ畑やス

スキ原が散在しており，以前から村落近くでトマト，キ

ャベツなどの野菜類が栽培されている地域である。ま

た，豊見城村焼波もほぼ同様であるが，真栄fに比べて

雑木林に隣接した畑地が多く，トマト以外にキャベツ，

レタス，イソケンマメ，エソドウなどの職暗が鴨んな所

である。なお，同地域のトマ|､は1982年ごろまでは^

地栽培が主であったが，近年は烏による被害防II-.のため

施設栽培や寒冷紗などによる彼憧栽｣>''.に変わりつつあ

る。

中部地域でのシiコカシラの生息密度は，現在のところ

一部を除き全般的に低く，鳴き声が散発的に聞かれる秘

度である。畑地周辺の雑木林などではヒヨドリが数』Mず

つ見受けられ，トマト栽培施設内で卯'‘!fしている個体も

見られた。

北部地域のトマトは糸満市と|司様に臨地栽培が主であ

るが，烏による被害は中部地域と同様にI阿部地域に比べ

て少なく，やはり周辺雑木林及びトマト畑などでヒヨド

リが散見されたが，シロガシラの確認はできなかった。

シロガシラのトマトへの加害は，朝から夕方までほぼ

一日中見られる。朝方隣接したIll林や雑木林などから畑

地に移動してきた群れは,I､マ1､畑の支柱川の竹などに

止まり，物色しながら果実を食害する。果実が少し黄色

味を帯び始めると加害が始まる。最初は刃物でﾘJりつけ

第4図トマ|､の被害果

糸満市頁栄』|え(1987if-3)|5Fl)

たような切り裂き傷を作り，そこをつつきながら摂食

し，苦しい場合には爽皮の一部を残すだけとなる（第4

1叉|)。本種はヒヨドリと違い,1～2jlｲで力1!害することは

少なく，放ﾉﾚlから散10;];]の群れで食害している場合が

多く見受けられる。なお，群れで"Ⅱ害している畑に人が

人っても，彼らは支柱づたいに移動するだけで，かなり

接近して初めて隣の畑地などへ移動するが，人が畑から

離れると再び戻ってきて川I害を姑める。また，ヒヨドリ

の場合は，鳴き)燭を|此lくまで畑への侵入はなかなか気が

つかないことが多いが，シロガシラは畑地であろうと樹

I-.であろうと'鳴き）{fが激しく，その!l鳥き）Ifに慣れると遠

くからでも|Ⅱlき分けることができる。

インケンマメの加害部位は主に英であるが，幼莱及び

花や葉も慨食する。英は質がよく，真っすぐなものを好

染，その'!ほどをくちばしではさゑ込んで食いちぎると

いうヒヨドリとIn]様な摂食のしかたをとる。産地におけ

る近年のイソケソマメ戦端は側間をサランネットや寒冷

紗で|州い，さらに1部をタフベルで覆うという栽培様式

が多くなったたぬmsm.鳥による被'再も以liUJ:')

少なくなったが，被種しない一部地域においては被害は

大きい。

キャベツ，レタスの加害もヒヨト・リと|両l様に，未結球

のものや-x-球したものの菜を食い破りながら中央祁を食

'沓する。糸満市及び豊見城村では，2～3月の寒い時期

にI､マト畑及びそれに隣接したレタス，キャベツ，結球

ハクサイ州などヘノ|§しようしてきた群れが，いったん羽

ばたきながら作物上で静止し，その後，降下して加害す

るのが観察された。しかし，同じ畑でアオムシなどを捕

食する個体も確認されている。

一方，八和|職烏におけるヤエヤマシロガシラの個体

数は少なく，牧場隣接の雑木林が入り混じったような開

けた草地などで3～4個体見られる程度で，農作物への

被‘i:¥はほとんどi淵められないという(1987年現在，安

猫5図イソケンマメの被秘栽培（知念村）
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旧，私信)。

v防除対策の現状

沖細県で行われている鳥知の防除は，有'割､獣駆除に

基づく銃器による駆除（ヒヨドリが主体)，物jⅢ的・化

学的刺激を用いて忌避する方法のほか，インケンマメな

どに見られる側Ifliをサランネットや寒冷紗で|川い.l-.llil

をタフベルでIlll全休を被覆する方法が取られている（安

田,1982)。

シロガシラに対しては，銃器による駆除は特殊鳥頬に

該当するということから一切↑jわれてこなかったが，

1987年には南部の野菜産地である知念村，大m村.ffi

見城村から駆除申請が環境庁に提出され，｜司年3月25

日から4月24日にかけて銃器及び捕烏網による駆除柿

:僅が実施された。その結果は，ケ:||念村で20ノレlのシロカ

シラが駆除されたの単で，他の2村でのIlli狸はなかっ

た。銃器による駆除はヒヨドリ同様，猟友会に委託して

実施されているが，人身斗Im.の発生する恐れもあるた

め，111街地や喋落に隣接したり〈Illでは実施が体|雌である。

現在ヒヨドリなどに対して行われているかかし，防鳥

テープ，シルバーテープのつり下げ，空きｲmを利用した

鳴子，’二|玉風船などは，シロガシラの場合も刺激に対し

て慣れやすく，効果は長統きしないようである。

現在行われている防除法の｢['で畑を被覆する方法はも

っとも効果的であるが，資付背が高くつくことや設置に

労力を要する欠点がある。しかし，イソケソマメ産地で

ある南部の知念村一帯では烏諜防止以外に，保温や風に

よって生じる風ずれ果防止にも効果をあげている。一

方，被害の多いトマトはもともと潔地栽培が主体で，鳥

害防''二対策はほとんど図られていない状況であった。し

かし，烏による被害が年,々増加するのに伴って，一部地

第6図トマトの施設栽培

周辺は寒冷紗囲い（豊見城村）

域では施設及び被覆栽培により被害防止を図る所も出て

きている（館6図)。しかし，畑全体を被覆するには経

済的に高くつき，多大な労力を要することから，依然と

して露地純.i;vが多く,'¥榊こ1月から3月ごろ収椎の席地

物ではその披害も甚大である。

お わ り に

ヒヨドリ科の極は，新しい生息地への適応力が強く，

温帯からⅧ熱帯，熱帯へ侵入ないし導入された種が定着

に成功した例が多い。シロガシラと同属のP.jocosusは，

ｲﾝド原雌であるが，ｶｰｰｽﾄﾗﾘｱ,ｶﾘﾌｫﾙﾆ

ｱ，フロリダ，ハワイなどに定着し,P.c城γルβ"g唯"$is

もオース|､ラリアやハワイ，メラネシアの島々などに定

衝して，いずれも膿作物に害を与えている(Williams

andGiddings,1984)。

沖縄本島に定着したシロガシラは，さらに分布域を拡

大していくことは確実と思われるが，沖縄からさらに北

I完する'1能性も否定できない。その/'三息地が主として村

階の周辺などIlllけた場所であり，群れで行動するなどの

習性から，ヒヨドリに優るとも劣らない害鳥となりうる

危険性を持っている。しかし，シロガシラも冬期以外は

昆虫類を主とした動物質の餌を好んで摂食するのが観察

されてい為ので，害虫の天敵としての役割も評価しなけ

ればならない。

ともあれ，本種の亜稚とその分布域について早急に結

揃を出し，不明な点が多い生態について解明して，被害

防止対策を立てることが緊急に必要となっている。ま

た，中国大陸及び台湾に生息するシロガシラの生態や被

'Ifの実情などを調査研究することと，沖縄本島への侵入

経路を解|ﾘ1することが，今後の対応のために必要であ

る。

引用文献（主なもののみ）

1)Brown,E.D.(1984):TheBirdsofChina,Oxford

Univ，Press,Oxford,602pp.

2）郊作新（1976)：中国鳥類分布目録（第2版)，科学出

版社,1218pp.
3）清棲幸保（1978）：日本鳥類大図鑑I.(増補改訂版),講

談社，444pp、

4）小林桂助・張英彦(1977）：台湾の鳥類相，日本烏学会，
181pp.

5）沖縄野鳥研究会編(1986):沖縄県の野鳥，沖縄野鳥研究

会,265pp.
6）白井祥平・佐野芳康（1983）：西表島の自然，新星図書出

版,128pp.
7)Williams,P.N.andL.ValGiddings(1984):

WilsonBul1．96：647～655.

8）安田慶次（1982)：植物防疫36:12～15．

－26－



カン/キツ剛における渦州萎縮ウイルスの伝搬 433

カンキツ園における温州萎縮ウイルスの伝搬

－防風垣用サンゴジ ュ の 役 割 一

まえ

三重県農業技術センター紀南かんきつセンター前
確
博

ゴヂ

視

はじめに

温州萎縮ウイルス(SDV)はわが国で肢初に発見され

たカンキツ類のウイルス病で(HUllら,1952),現在で

はほぼ全国のカンキツ栽培地に分布している。県|ﾉ1にも

1940年代から尾張系ウンシュウミカンや早/|ヨウンシゥ

ウミカンに，温州萎縮症状を示す樹体が見られていた

が,1965年に名古屋植物防疫所のウイルス検査でルDL州

萎縮ウイルスが確認された。1975年までは一部に集付｜

発生園が見られる程度であったが，近年カソキツ賊新侃，

種の普及による品種更新が進むにつれ，本病に汚染され

た苗木や穂木が導入され保毒樹が増加している。

温州萎縮ウイルスは接ぎ木伝染のほか，隣接樹への感

染や汚染園地に健全樹を植栽しても数年後に発病するこ

とから，土壌伝染性であることが惟察されているが，伝

染機榊が明らかではなく，発生園地の実態調査やベクタ

ーの探索が進められている。集団発生事例の多くは‘カ

ソキツの温州萎縮ウイルス保赤樹から，隣接したカンキ

ツ類に同心円状に拡大しているが，このたび，カソキツ

園内に防風垣として植栽されているサンゴジュに沿って

温州萎縮ウイルスが長方形状にまん延し，これまでと異

なった集団発生園地が認められた。この'刺地における本

病のまん延にサソゴジュが関与していると考えられたの

で,1982～86年にかけて調査し，若1篭の知見が得られ

た（前,1986）ので，その概要を紹介し参考に供したい。

本試験の遂行に当たり，御指導いただいた出林水産背

果樹試験場興津支場小泉銘冊博士，加納健氏,m安

芸津支場家城洋之博士に深く感謝の意を喪する。

I集団発生園の状況

調査園地は，三重県熊野市金山町|ﾉ1の1ll林を1964～

70年にかけて開園した，緩傾斜による段丘式のVﾉ|爵-ウ

ンシュウミカン95haの団地で（輔I図),20mmm

に農道が設けられ，道路によってI区a20m×100m

のほ場になっている。’区画の中にサンゴジュによる防

風垣が農道と直角に25m間隔で3n柚戦され，リII津早

箱l図熊ﾘf市金山町V-生ウソシュウミカソ団地

/'三及び宮川早生が農道間に1(1～11列，防風垣間に11

列植栽されている。サソゴジュは20m問に90cmfS

|凧で約20本植栽され，農道をはさんで帯状に連なって

いる。

この1,il地のウソシュウミカンに温州萎縮症状が確認さ

れたのは1975年ごろで，当時は散在的に発生が見られ

る程度であったが，その後，これらの樹を中心に発fl臭面

"iが拡大し,1982年には顕著な温州萎縮症状を示す樹

休が，2～3aの集団で随所に見られ，総発生III!積が2

haに及んだ。これら雌団の発生様相を観察してみると，

その多くは防風坑用サンゴジュに沿って長方形状に拡大

している（第2～4図)。また，低地部で防風垣の必要

性の少ない地区では，温州萎縮症状が発生する以前にサ

ンゴジュが伐採され，すでに根部が腐敗している園地に

も他の|蝋|地と同様に柵州萎縮症状の集団発生園地が多く

ARoleol、ChinaLaurestine(1,'ﾉﾙ!""!"〃fﾉ〔I｡γα"“j‐

"M"〃Ker.)ontheSpreadol、SatsumaDwari、Virus
inCitl･ugOI℃hard．BvHil､omiMAE 第2図温洲萎縮ウイルスフリー樹
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門5図サンゴジ

ミ カ ン の

1からの植栽距離とウンシ

SDV発と|主幌m(1982イド）

ウ第3Kii;"風樹と温州養縮ウイルス保毒樹

輔l表ウンシュウミブノンの悔縮軽鹿とSDVの

HI,ISA検定結果との間係(1983年）

爵'

肉眼検ﾂi望 樹体の萎縮忠度

’十｜什｜冊ELISA

'&Ml1l
15

(）

＋

数li直は樹数を示している．

サンゴジュからの植栽距離別によるミカンの萎縮症状

の発生穐度は，植戟^離が2．8in以内では100^の発

生樹率で,4.7m地点では85%,6.7～12.5mで(>8

%,14-4～18.8mで26％とサンゴジュに隣接した樹

休ほど発生樹率が高く，瓢著な萎縮症状を示した樹休が

多い。距離が速くなるにしたがって症状が軽く，発生樹

斗くも低下している（第5図)。なお，洲査隙l地だけでな

く他の発生除|やサンゴジュを伐採した|刺地もH傾向であ

った。

肉眼判定によるミカンの萎縮程度とKLISA検定によ

るSDV保赤との関係については，萎縮程度が（什）以

I鷺の|ﾘ}らかな萎縮症状を示した樹休では,21樹中20樹

に陽性反応が見られた。しかし，萎縮程度が（＋）の樹

では19樹rh1樹が|場性反応を示したにとどま';,健全

樹（－）はすべて|陰性反応を示した（輔l表)。

ⅡI防風樹の保毒程度

温州ミカンに隣接している防風樹の保毒状況を明らか

にするため,1983年は前,氾園地のミカンとサンゴジュ，

1984～li(i年には|司1判地と多気郡多気町及び場内の園地

から，ミカン，サンゴジュ，イヌマキ，ヒサカキ，ヒノ

キ，シキミ，茶樹の新芽を5月に採取し-70Cのフリ

ーザーで保存した。調査は1983年12月,1984年9

JJ,1985年7月,1986イド11J]にELISA検定を寵施

第4図温州萎縮病の伐採跡

見られた。1982年に同病徴が認められなかった|刺地で，

その後防風垣周辺に病徴が認められ新規発ﾉ|Z園地が増力|｜

している。

皿サンゴジュからの植栽距離と萎縮程度

1982年5月に温州萎縮症状が激しい樹休群の一部に

ついて,SDVによるELISA検定と白ゴマ検定を実施

したところ，いずれも顕著な|場性反応を示し，ウンシュ

ウミカンの萎縮症状は柵州萎縮ウイルスの感染によるも

のであることが明らかになった｡また,M年II月に主

発生地3か所で，サンゴジュからの|偵栽Il'l靴とⅢII.州萎縮

症状の発生程度について.im地当たり仙枇距離別に9

～10本を肉眼観察により,-,+,-什，冊の4段階に

分け調査した。肉眼による菱縮症状のｲV:度別分類基準

は，（冊）：樹全体に春葉が小さく舟型及びサジ型を呈

してそう生する萎縮症状が見られ，樹休がわい化して

いるもの，（什）：萎縮症状が樹冠のI2穐度に見られ

るもの，（＋）：樹冠の一部に萎縮症状が見られるもの，

(－）：外見上正常な樹休を呈しているもの，とし，萎縮

症状について，肉眼判定とともにELISA検定によって

温州萎縮ウイルスとの関連を調べた。
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し，保毒の判定はマイクロエライザ・ミニリーダの410

nmで，健全樹との差が吸光度0.15以上を陽性とし

た。なお，金山町のサンゴジュの検定は20m間に20

本程度植栽されている中から，約5本に1本の割合で行

った。また，サンゴジュのELISA検定と生物検定との

比較をするため,1984年5月に採取した新芽を-70C

で保存し，6月に白ゴマ検定を実施した。なお，サンゴ

ジュの新芽にアブラムシ類の寄生が多く，ウイルス検定

用の新芽採取に困難をきたすため，採取の容易な花篭で

のELISAの可否について,1985年5月に採取し－70

．cで保存後新芽との比較を行った。

ミカンに隣接するサンゴジュでの保毒状況をELISA

法で調査したところ，明らかな陽性反応を示し，その保

毒率は第6図に示すように，ミカンが温州萎縮ウイル

スを保毒している場合は，サンゴジュの保毒率も1983

年,1984年ともきわめて高く，同一園地であってもミ

カンが温州萎縮ウイルスフリーの場合は低い傾向にあっ

た。また，防風垣周辺のミカンに保毒樹が見られない園

地でも,11調査地点中2地点でサンゴジュの集団保毒

樹が認められた。その園地について1984年から1986

年にかけ追跡調査を行った結果,1985年に2園地とも

サンゴジュのELISA陽性樹がl樹増加し，防風垣方向

に温州萎縮ウイルスが拡大した。翌1986年に当初から

陽性反応を示したサンゴジュに隣接するミカン16樹中

l樹に陽性樹が認められ，その樹冠中央部に顕著な温州

萎縮症状が見られた。陽性サンゴジュの樹体症状は，

1982年ごろには健全樹と差がなく外見上の判別は困難

であったが,1986年に樹勢が衰え新梢の発生が少なく

なった。

サンゴジュ以外の防風樹種別のELISA法による

SDV保毒状況調査では,1984年にイヌマキでサンゴジ

ュと同様の傾向が認められ,1985～86年に再調査した

ところ，ヒサカキ，ヒノキ，茶樹，シキミと同様に隣接

しているミカンの保毒程度とは関係なく陽陰性反応を示

し，一定の傾向が認められなかった。

サンゴジュのELISA検定と白ゴマ検定を比較したと

ころ,ELISA法で陽性反応を示す樹体の承，白ゴマに

え死斑点が認められた（第2表)。なお，サンゴジュでの

温州萎縮ウイルスの保毒について,Koizumiら(1986)

によって，同園地のELISA陽性サンゴジュの白ゴマ検

定の結果，明らかな陽性反応が認められ，発病ゴマを接

種源として，シトロン苗にナイフ切り付け接種によっ

て，数か月後にシトロンにELISA陽性反応が認められ

た。このシトロンにウンシュウミカンの実生穂木を高接

サンゴジュヒサカキ茶樹

（1984年)(1984年)(1984年）

サンゴジュイヌマキヒノキシキ 、
、
ｈ
ｆ
Ｊ０

０
０
０

８
６
４
２

防
風
樹
の
保
毒
程
度
（
樹
）

第2表ELISA検定と白ゴマ検定の比較(1984年）
、

、樹種

検定患、
ミカン サンゴジュ

NCINo2N･IN･2No.3No.4No5
十 一 ＋ 一 十 一十一十一十一十一

ミカンの保毒状況

第6図ミカンの発病と隣接する防風樹での

SDVの保毒状況

[幸'二|再|土|±|±’
ELISA

白ゴマ検定
’
一

白ゴマ検定はl検体 3鉢使用

第3表ELISA検定によるサンゴジユの新芽と花篭の発色程度の比較(1985年）

磨更且
、項目

頚語
度

花藷

光吸 光 吸 度

’’新 芽 新 芽 花 雷

|鮒’
1.94(+),2.00<(+)
I.92(+),2.00<(+)
l.97(+),2.00<(+)
0.13(-),0.11(-)
0.13(-),0.21(-)
1.97(＋)，2.00＜(＋）
1.98(+),2.00<(+)
1.98(+),2.00<(+)
1.96(+),2.00<(+)

１
２
３
１
３
４
５
６
７

Ａ
，

８
ｍ
１
２
４
７
８
９

，
Ｅ

0.18-,0.14-
0.18(-),0．14-
0.16-,0.12(-
0.18(-),0.12(-)

2.00＜(＋)，2.00＜(＋）
2.00<(+),1.93(+)
2.00＜(＋)，2.00＜(＋）

1.96(+),1.93(+)

0.13-,0.09(-)
0.15(－)，0.07(一）
0.12(－)，0.09(－）
0.12(-),O.14(-)
1.97(+),2.00<(+)
1.91(4-),2.00<(+)
1.99(+),2.00<(+)
1.99(+),2.00<(+)

ｌ
ｌ
ｌ
Ｉ

’
１
１

１
１

ミカン陽性(1.97～2.00<), 陰性0.11～0.22)
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ぎしたところ，典型的な掘州萎縮病の病徴を呈し，サソ

ゴジュのELISA陽性樹は温州萎縮ウイルスによるもの

であることが明らかにされた。さらに，サソゴジコーのil:l

州萎縮フリー苗を温州萎縮ウイルス感染ほ場より採取し

た土壌に植栽すると，2～8か月で温州萎縮ウイルスに

感染し，カンキツ類に比べて温州萎縮ウイルスを速やか

に捕そくすることを報告している。

ELISA法によるサンゴジュの新芽と花篭の比較では，

保毒の判定は双方とも同様であるが，新芽に比べて花薪

のほうが同一検体の吸光度数値にバラツキが少なく安定

していた（第3表)。このことから，検体としては花訴

が試料採取も容易で，｜司一検体の吸光度数仙も安定して

いることから望ましいと考えられた。

おわりに

今回調査を実施したウンシュウミカソ団地は,1964-

70年にかけて農地造成した95haのカンキツ|梁lで，全

面協業経営によって全園同一の栽培管理がとられてい

る。新規造成地のため温州萎縮ウイルスによる土壌汚染

の恐れもないほ場で，温州萎縮病が防風埴〃lサソゴジュ

を中心にして両側に同規模の発病が認められ，しかも同

年度に植栽されたほ場に集中している。サソゴジュは愛

知県稲沢市から苗木で峨入され，ミカンと同時期に柚栽

された。

温州萎縮ウイルスのまん延はサンゴジュに隣接する両

側の樹体から始まり，同II寺に長方形状に急速に拡大して

いて，サンゴジュに近いものほど萎縮症状が強く，遠ざ

○鳥害研究会の発足

烏による農作物およびその他の被害と|坊除に関する‘Il1i

報交換を主な目的として，烏害研究会が発足しました。

ここでは，鳥害に直接関係するものばかりでなく，その

ための基礎研究も対象とします。

当面，日本応用動物昆虫学会大会と日本鳥学会大会の

際に，研究会を開催することと，「烏害研究会ニュース」

を年1回以上発行することを，主な活動とします。

多くの方々の参加を畝迎いたします。

事務局：農業研究センター‘弓害研究室内

Tel02975-6－8925,8825

かるに従って症状が軽くなっていること，サンゴジュの

伐採されたほ場にも集団発生園が多く見られること，調

査MH始時から焦則発生しているほ場の近くで新規発生ほ

場がWihliしている。さらにはサンゴジュの象が保毒し，

隣接するミカンが健全な|葉|地の追跡調査の結果，温州萎

縮ウイルスは岐初保毒サンゴジュに隣接したサンゴジュ

に感染し，その後，ミカンに感染することが確認され

た。これらのことから，当園地で発生している温州萎縮

ウイルスのまん延には，本病を保毒しているサンゴジュ

が起因しているものと考察される。未汚染地への木病の

まん延については，土壌管理機などによる汚染土壌の搬

入から，カンキツ類に比べて木病の捕そくしやすいサン

ゴジュに感染し，増殖したのちミカンに感染する可能性

が推察される。他の防風樹種についても，温州萎縮ウイ

ルスを保毒する恐れがあり，調査を進めているが現在の

ところ定かではない。

なお,1984年に渦州萎縮ウイルスに汚染された園地

をブルドーザによって抜根と50cmの深耕したのち改

柚した園地で,1986年に保毒樹が認められたが，同処

理にクロルルピクリソ及びd-dm剤をかん注処理した

隙|地では，保源樹が見られず感染防止効果が期待される

が，さらに検討を要する。

引用文献

1)Koizumi,M.etal.(1986):ffilO回IOCV録文集（製
本中）

2）前博視（1986)：三重農技研究報告第14号：45～50.
3）山田峻一・沢村健三(1952）：束近挫試研究報告(園芸1）：

61～71．
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鳥 審 研 究 会 松 M 茂

（剛胆振替1-1〃i東京0-159047,烏害研究会）

人事消息

（9月1日|､|）

浜屋悦次氏（環境研環境生物部iI蛇|物管理科糸状醐分朔

研室長）は農業環境技術研究所環境生物部微生物椅王ﾘ1

科長に

大j;|||貫一氏（聡境研環境'1物部伽ﾉlﾐ物管理科長）は退恥
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ハマキコウラコマユバチの寄主発見から産卵まで
か い の う よ う い ち

農林水産省農業環境技術研究所戒能洋一

はじ めに

ハーマキコウラコーマユバチ(AscogasteγγeticulatusWa-

tanabe)はコウラコマユバチ亜科に属する，内部単寄生

性の卵一幼虫寄生蜂である。寄主は茶樹の害虫であるチ

ャノコカクモンハマキ(Adoxophyessp.),リンゴコカク

モンハマキ(Adox叩妙asoγα"α血死加aWalsingham),

コスジオビハーﾏキ(Cﾙoristone"γαd加応α"αHubner)な

ど，ハーマキガ科の7種が記載されている(Watanabe,

1967;上条,1973;高木,1974)。本種はハマキサムライ

コーマユバチ（〃α""lesadりx叩妙esiMinamikawa)と共

にチャノコカクモンハーマキの有力な天敵である（高木，

1974;南川．刑部,1980)。

筆者がハマキコウラコマユバチ（以下，コマユバチ）

の研究に着手したのは1979年である。Tamaki(1966)

によってチャノコカクモンハマキ（以下，ハマキ）の人

工飼育法が確立されており，農業技術研究所で大量に飼

育されていたことから，この寄生蜂も容易に飼育するこ

とができた。すでに，この寄生蜂の産卵行動を制御する

カイロモンの存在は確認され，生物検定法も確立されて

おり，筆者らは化学分析にとりかかった。そして，種々

のクロマトグラフィーを試承たが化学構造の決定まで

には至らなかった。当時,USDAのLewis－派によ

る，乃ichogrammaのカイロモンを用いて寄生効率を高

める試象が盛んに行われていたころで，多くの興味ある

論文（戒能,1980を参照）に刺激されたものである。そ

の後，2年の中断を経て人工飼育のための交尾条件の研

究(Kainoh,1986)を行った後，寄主発見・産卵行動

の研究を再開し，現在に至っている。

この寄生蜂は，寄主卵期に産卵して寄主4齢幼虫期に

脱出して繭を作る，卵一幼虫寄生蜂(Kawakami,1985)

という特殊性を持った種であることから，生物学的に興

味深い種々 の側面を持っている。ここでは，今まで主に

行ってきた寄主発見・産卵行動に関する一連の研究成果
をまとめて述べてゑたい。

Host-FindingandOvipositionoftheParasitoid
Ascogas"γγ鈍加加usWatanabe. ByYooichiKai-
N O H

Ⅱ寄主発見行動とカイロモン

1植物の影響

多くの寄生性昆虫が，寄主の存在する植物に対して誘
引されることが知られている(Vinson,1985)。これは，
寄主の生息場所の手がかりとして重要とされている。

コマユバチの研究は，寄主であるハマキ卵塊上での産

卵行動から始められたが，寄主発見行動における寄主植
物の役割を明らかにする必要に迫られ，まず手始めとし

て，異なった植物上に雌蜂を放したときの行動を観察し
た。植物は，野外のチャ，ダイズ（以上，ハマキの寄主
植物として記載)，サトイモ，イネ（以上，寄主植物と

して未記載）を選び，雌蜂を1頭ずつ放し，放飼後1分
間の行動をテープレコーダーに記録した。その結果，寄
主植物上に限らず非寄主植物上でも探索行動が見られ，
植物の影響はほとんど見られなかった。また,Y字管オ
ルファクトメーターを用いた実験からも植物に対する顕

著な誘引性，及び寄主植物に対する選好性は確認できな
かった（戒能,未発表)。このようにコマユバチと植物と
の結び付きが弱い理由として，ハマキの寄主植物範囲が
広いこと（南川・刑部,1980),この蜂の探索行動が主に
歩行中心で飛び回ることが少ないため生息域が狭く，
｢寄主生息場所の発見」としての植物に対する依存性が
少ないこと，などが考えられよう。

2寄主成虫の産卵部位に対する雌蜂の反応

寄主の生息域内で羽化したり外から入った蜂は，何を
手がかりにして寄主に接近するのだろうか。この疑問を
解くために，ハマキの産卵活動跡に対する雌蜂の反応を
調べた。草地に置いた網ケージ(1.5×1.5×1．2m)の
中で,16本のポット植えのチャの苗を4×4の格子状
に並べた。交尾したハマキの雌20頭をケージ中央で放
し，翌日，産卵の有無を調べて承ると，中央の3個のポ
ットにそれぞれ2卵塊ずつ産卵が確認された。産卵され

ている葉に隣接した葉，同じ苗の10～20cm離れた葉
及び産卵されていないポットからの葉を採取した。コン

トロールとしてまったくハマキに接していないチャの苗

から2枚を採取し，これらの葉に対する雌蜂の反応を葉
上の探索行動（滞在）時間で調べてゑた。産卵の確認さ

れたポット3個の中の2個では，産卵された葉に隣接し
た葉において他の葉と比べ有意に長い探索行動(105.6
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秒，74．5秒）が観察された(P<0.05)。ケージ内のそ

の他の梁及び無処即の菜では，，|え均7～26秒の探索行動

時間であった。また別の裳|ﾉ1実験からも，ハマキが産卵

した近くの葉に対して雌峰の探索↑]農動が兄られ，細柑な

探索行動が行われた祁位には寄主の鱗粉の存在が確認さ

れた。ハマキの産卵部位{､l近の鱗粉は，雌*'rにとってﾘp

塊に到達するための手がかりになるようである。

ハマキの未交尼と既交尾の雌のh動をlこくると，既交

尾雌は，消灯後から動きが活発になり，雌ﾘ順'11)の雌は

腹部末端を容器の畦に接触させるようにして左ｲiに振り

ながら歩く行動が観察されるが，未交lも雌は明IP!IIrfHi;

を通じて動きI"lる個体はきわめて少なかった。すなオフ

ち，産卵I自前のハマキが歩き'11|るうちに旅卵吻ﾘ｢の近く

に鱗粉を付着させてし､ることかわかった。

3寄主鱗粉の役割

卵塊ﾙﾘ辺の鱗粉の役Villを確I淵するために．Ill径20

cm，尚さ5cmの円筒形の枠を作り,-hi､､をガラス板で

挟んだ。上のカラス板内側*央の|リ|ﾉｻ（11【I径(11､ra)に

は，′､マキの鱗粉あるいは,Illl後遡の70%エタノール

柚出物を処理し，それぞれh央にハマキの1IP塊をIlllill'li

テープで張り付けた。また，コントロールとして，円|ﾉ､I

にはHも処理しないで卵塊のみを狼り付けた。この'I'に

雌蜂を1頭ずつ放し，5分間の行動を観察した紡果，鱗

粉があると雌蜂は時間はかかるがより確実にJl1塊に到述

することがわかった（館l表)。その効果は柚lll物でも

見られることから，化学物質すなｵつちカイロモンの効果

で．ある。化学的性質がり'1塊のそれと似ていること(Ka-

inohetal.,1982)から，卵塊炎ifliのカイロモソと同じ

物質か頬縁化合物と思われる。

4寄主卵塊上での行動とカイロモン

雌峰の寄主卵塊に対する反応は以下のとおりである。

”霊

。

●

宮

“

・

副

＃

４

％

聡

A 3，，
－

1当≦

蝿蕊溌灘鳶職蕊議蕊蕊瀞3耐綴
iリ11､又Iハマキコ'ンラコマニLバチの寄主卯塊に対す

る行動

，ヘ：触角での寄主探索.P.:廠卯nでの寄主探索

ランダムに歩き'711っていた雌は，触角がり|｝塊ﾙﾘ辺に触れ

5と，触角をﾘH塊に帝新させて近わせながら動かし,*

つくり歩く「触角での寄主探索」（第1図A)を示しなが

らI'1塊'2を数Nflﾐ復した。そして,m部を下方にill:げ旅

卵符を卵塊炎IfliI己に突き立てながら歩いて移動し，雌ﾘ!!

場所を探索する「,m楠での'芥主探索」（第1図B)を数

秒|川継続した後，立ち''三まって産卵を行った。雌峰はこ

の行肋を繰り返し,ioospm後から成る1個の卵塊に

対し約45分|川庶Il1行動をfjった後，，‘/:ち去った。卵塊

をバラフィルムや細かいナイロンメッシュで慨った場合

には雌Mはまったく反応を示さなかったが,IP塊の水illl

川物で処即した炉紙には，リ'1塊と同じような行動を示し

た。すなわ､h,このコマユバチの寄主発見には寄主鱗粉

と卵塊のカイロモンが喰要な礎';iiを果たしている。

鋪l表寄主の鱗粉及びその柚w物のハマキゴウラ

コーマコーバチの探索行動に及ぼす効果

直径6cmの円内の処Ⅲ！
項目

寄主の鱗粉|鱗粉柚Ill物|コントロー〃
IⅡ寄主卵塊上のカイロモン

寄主卵塊J-のカイロモンの生物検定には，コマユバチ

の産I|I活性のもっとも商い3a齢の雌を用いた。サンプ

ルはガラスキャビラリーで5/!/採取し.n形'0'紙(lli

径6mm)に含浸させた後，瓜乾させた。これを仙にhM

症1_た15m/のサンプル管に入ｵ1,川蜂の反応をl～

分Iii]iiiた･涌仲は，「触角での祢来探索」をスコア

1,「産卵柚:での寄主探索」をスコア2,反応が無ければ

25 )(）31放飼雌蜂数

髄鋤吾f%f(90)(100)(80)

#購鵜噺(70(100)(42)

｜,‘
a）同一女字間では有意差がないことを示寸

(p<0.05).ダソカンの多重検定による
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榊需』…

(19）（2(）
100

10－1

０５

反
応
率
（
％
）

＃
(）

U－ 1 1

10-5jo-420-3|o-2jq-1]

抽出物の濃度(円形"i紙当たり卵塊等瞳）

鮒21，Aハマキコウラコずユバチに対する卵塊liinr,

物の機度一反応IlllJill

一一一一：触角での寄主探索，－：産卵箭での

寄主探索．ブノッコ|ﾉ1の数字は|此試山数を示す．

スコア()として平均スコアで表した。

ハマキの卵塊の抽出群媒は，極性の高いほど抽出しや

すい(Kainoheta].,1982)。そこで，パラフィン紙に産

ませたハマキの卵塊を70％エタノールに2～3日没演

し，抽Ⅱ|液を濃縮後．段階希釈し生物検定を行うと,il1l

lll液の挫度に依存して雌雌の！又応はn')まった(H2H)。

また、機縮した卵塊抽Ill液1mlをSephadex(5-25カラ

ム(2.5×100cm)を用い，蕪留水で溶Illすると，活性のビ

ｰｸは二山型となり，分子量の異なる少なくとも二つの

物質からなることがわかった(Kainohetal.、19821。

m寄主体液中のカイロモン

lill述の円形ｶｰi紙を用いた生物検定法では，尚濃度の卵

塊抽出液を用いても雌峰は卵の産1,.は行わず，すぐ立ち

去る。リ'1の産1,.を引き起こすには別のm激が必典なので

ある。川上(1983)(i.バラフィルムを使った人工卵を

川いて，卵塊摩砕物中に．寸ユバチが産jl1することを確

認した。その後,III口(1987)はp1様の人X卵を用いた

尖験で雌蜂の産卵と共にマーキング物質が注入されるこ

とを示した。筆者は，この人皇cmを改良L,産Inを引き

起こすカイロモンの分析を試みた。

1生物検定法

人工卵は，2枚のパラフィルムの|H1に試験液を挟んだ

もので，産卵行動を引き起こすのに必要な卵塊の70％

エタノール抽出液（,'1塊表面のカイロモソ）をバラフィ

ルム血に滴下し，乾燥させた。これに311齢の雌峰を入

れ，30分間放世して産卵させた後（第3図).m淡液'I

のﾘ|'数を||音視野実体顕微鏡下で数え，リ'1数から生物ii｢i性

を判定した。

2寄主体液カイロモンの種特異,性

寄主卵塊の摩砕液に見られた産卵活性は，ハマキの他

のステージや他の昆虫には存在するのだろうか。こオしを

鋪31叉1人エリ'1に旅卵*のハマキコウラコーマユバチ

粥2表人工卯による寄主の各ステージ，非寄主昆

虫体液の産卵澗性の比較

|藤卵率
平均

産卵数c）
材料;L）

ナー1，ノコカク

卯塊11）

終''船幼虫
9川

3師
モンシ'二Iチヨ

終,齢幼虫
カ イ コ ガ

終,蹄幼山

チャイロコメ

終I姉幼虫

モンハマキ

５
０
０
０
０
０
０

３
１
１
１
１
１
１

／
／
／
／
／
／
／

５
０
９
９
７
９
０

３
１

56．9bc

71．4b

42．8c

42．3c

61．6bc

49．5bc

lO5,9a

ウ

′ゴミムシダマシ

凱）各材料0.4gaたI)蕪研水1mlの禅II合で摩砕し

た．

i.)o.2g当たり蒸Wf水1mlの割合で嘩砕した.

(･）｜‘,1－父些mでは有意差がないことを示す

(P<0.05)ダンカソの多亜検定による.

洲くるために，柿々の虫休材料を蒸留水と共に摩砕し，

遠心分離機にかけ，その上澄みを生物検定した。その結

果,寄主の卵塊,幼虫,蝋の摩砕液だけでなく，他の鱗遡

||此虫のモンシロチョウ，カイコガの幼虫にも活性があ

り，また，鞘遡l-l昆虫であるチャイロコメノゴミムシダ

マシの幼虫摩砕液にも活性があった(輔2表)。このこと

は，このカイ'コモンの種特異性が低く，普湿的に昆虫の

体液に存在する物質である可能性を示している。これに

対し，寄主卵塊上のカイロモンは寄主を含めてハマキガ

科の数種に特異的である(KawakamiandKainoh.

1986)。寄主発見行動における極特異性は，寄主卵塊を

発見したll'l点で決定されるので，寄主体液中のカイロモ

ンは必ずしも特異的である必要はないのであろう。

3寄主体液中のカイロモンの同定

寄土体液カイロモンの分析にあたり，寄主体液を効率

よく集める必要があった。卵塊を大量に集めるのは困難

なので，活性は若干劣るが蝿の体液を用いることにし

た。冷卵したハマキの畑を切断し，遠心分離機にかけて
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集めた体液を分析に用いた。熱に対して安定であること

がわかったので，熱処理後の踊体液を遠心分離機にか

け，上澄承をSephadexG-25カラム(1.5×97cm)に

かけ，蒸留水で溶出した。各フラクションの産卵活性を

調べ，ニンヒドリン発色を行ったところ，活性のピーク

がニンヒドリン発色のピークに含まれることから，活性

物質はアミノ酸であることが示唆された。このことを確

認するために，各フラクションをアミノ酸分析計にかけ

定量を行った結果，活性のあるフラクションにアミノ酸

がもっとも多く含まれており，活性のピークとアミノ酸

のピークが一致した。そこで，主な合成アミノ酸を蒸留

水に溶かし(0.1～0.01M)生物検定したところ，セリ

ン，プロリン，グリシン，アラニン，バリン，メチオニ

ン，イソロイシン，ロイシン，ヒスチジン，アルギニン

などに活性があった。卵塊摩砕液をアミノ酸分析計にか

け，これら活性アミノ酸の定量を行い，これと同じ組成

で合成アミノ酸混合液を作り，卵塊摩砕液の活性と比較

すると，同等の活性であった。これらの結果から，寄主

卵中の体液カイロモンとしてアミノ酸が重要であること

がわかった。この結果は，前述の種特異性の低い普遍性

のある物質であることを裏づけている。

アミノ酸が産卵刺激物質となっている例は，ヒメバチ

科の〃”んctisconquisitor(Arthuretal.,1969,1972;

HegdekarandArthur,1973),タマゴヤドリコバチ

科の乃ichogγα"z"lade"〃olimi(WuandQin,1982)な

どの寄生蜂で見られ，寄主体液中の産卵刺激物質という

意味では，これらの寄生蜂に限らずかなり普遍的なもの

と思われる。

Ⅳ産卵行動に影響する要因

コマユバチが寄主卵塊での産卵を終了するまでには，

カイロモン以外にも種々の要因が関与している。ここで

は，雌蜂の日齢，寄主卵塊の日齢，既寄生のマーキング

などについて検討した結果を述べる。詳しくは,Kai-

NOHとTamaki(1982)を参照していただきい°

1雌蜂の日齢と産卵力

雌雄一対のコマユバチを羽化後容器に入れ，毎日ハマ

キ卵塊と蜂蜜を与えた。この寄生卵塊を飼育し，蜂の繭

数から産下卵数を推定した。雌蜂は羽化後1日目にはも

っとも多い150卵以上の産卵が可能で,一生を通じて約

700卵産卵された。また，0から7日齢の産卵未経験の

雌蜂に卵塊を続けて与え連続の産卵能力を調べると，3

日齢の雌蜂がもっとも産卵力があり，平均217卵の産卵

が可能であった。このように，この蜂は羽化直後から高

い産卵力を持ち，餌（蜂蜜）を十分与えた場合にはかな

りの産卵が可能である。

2寄主日齢の影響

雌蜂がハマキ卵塊上で産卵を始めてから無関心になる

までの時間を卵塊の日齢別に調べてみると,1日齢から

6日齢に進むに従って産卵時間は増加した。しかし，そ

の場合の寄生率は日齢が進むに従い低下した。効率よく

人工飼育する場合には，若齢のハマキ卵塊を雌蜂に与え

れば，短時間で高い寄生率が得られる。

3既寄生寄主の認識

1個のハマキ卵塊に次,々と雌蜂を産卵させていった場

合，産卵時間は後の蜂ほど有意に減少した。このこと

は，次に産卵する峰が，卵塊がすでに寄生されているこ

とを認識して早めに立ち去ったと思われる。また，雌蜂

が既寄生卵塊に産卵する場合は，未寄生卵塊に産卵する

場合と比べ，同じ産卵行動(ovipositor-probing)時間内

でも産下卵数が少ないこと(KawakamiandKainoh,

1985)から，雌蜂がprobingを行いながら卵粒ごとに

既寄生寄主の認識を行って，産卵の可否を決定している

のであろう。山口(1987)は，バラフィルムを用いた人

工卵に既寄生卵塊の摩砕物を入れた場合には産卵が抑制

されること，そしてこの効果は，未寄生卵塊の磨砕物に

雌蜂由来の毒液(venom)を加えた場合にも見られるこ

とを示した。このことから，雌蜂が産卵と同時に毒液を

注入し，これが以後の産卵を抑制しているらしい。毒液

がマーキング物質（フェロモン）として利用されている

例はヒメバチ科のPhaeoge"飾り"αγαe(Bragg,1974),

コガネコバチ科のⅣasoniα〃"γ妙e"”s(Wylie,1965;

1970),Muse〃抑γαxzaraがor(Wylie,1971),Car叩ルー

γαctuscinctus(Jackson,1966)などで報告されている。

Vまとめ

以上述べてきたコマユバチの寄主発見から産卵までの

行動とそれにかかわる行動制御物質を第4図に示した。

寄主の生息場所に入った雌蜂は，寄主由来の鱗粉(S-2)

のある付近を綿密に探索しているうちに，カイロモン

(S-3)でハマキ卵塊を発見し，産卵行動をとる。このと

き，卵塊の表面あるいはその付近にマーキング・フェロ

モン(1-1)があれば立ち去るだろう。産卵行動をとり産

卵管を卵に刺したとき，寄主内部のカイロモン(S-4)の

刺激で卵を産下する。このとき，寄主内部のカイロモン

と同時に雌蜂由来のマーキング・フェロモン(1-2)があ

れば，産卵を避け別の卵に産卵管を刺す。こうして一つ

の卵塊に産卵を続けていくと寄生卵が多くなり，ある一

定の寄生率になったところで立ち去り，また別の卵塊の

探索にでかける。
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(マ沙

｜羽化｜
トー環境及び生理的因子

一|ランダムな移珂
トー詞(?）

÷L堂 圭…
|<一旦三2(寄主の鱗粉

一|寄主を認知I
I』

|(零惹総,↓普
(卵塊表面の

カイロモン）

’

’

"‘』ず

斗一Ps-4(15Uキング･フェロモン)I-2-.イ｜一
計寄主を拒晒1歴匹F四

内部のカイロ
モン）

鮒4図ハマキコウラコマユバチの寄主発見からガ

卵までの行動と行卿Ⅱl-lllr)!物質

S－l～S-4:刺激物碗

1－1～I-2:阻杏物蜘または忌避物賀

VI応用への展望

コマユバチの寄主発見・産卵行動の研究をaじて，本

純が主に歩けによって寄主を探索する少ij型であもこ

と，そして寄主発見の手がかりが葉上の寄主の鱗粉であ

ることなどから,Lewisら(1975)がTﾉ･〃ﾙ09γα"""α

spp.で行ったように,鱗粉出米の物質を用いて野外での

探索活動を人為的に高めうる'ﾘ能性がある。また，人｣皇

卵を用いて大堂の蜂の卵を採取できるようになったこと

から，人r.培地での大雌飼育の'1能性も冊|けるであろ

う。しかし，この峰は単寄生であるので，創育!|'の競り'1

をいかに防ぐかが問題となる。

コマユバチの寄主範囲は狭く，チ,,ノコカクモンハーぐ

キと同じハマキガ科のチャハマキ（〃0"10"α〃'αg"α"""α

Diakonoff)の卵塊に産卵させた場合には，チャハーマキ

の血球による包囲化作用(encapsulation)を受け，雌の

幼虫は発育しない(KawakamiandKainoh,1986),

このような寄主の生体防御機描や，寄生峰による防御機

撒のかく乱メカニズムを探ることにより，人為的に寄生

蜂の寄主範mを広げる（北野,1985)といった新たな生

物的防除の迫も開けてくるだろう。
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抗血清を利用した糸状菌病の診断
きみしまえつおこばやしよしのりにしお

農林水産省横浜植物防疫所君島悦夫・小林慶範・西尾
たけし

健

植物への接種による病原性検定試験が不可欠である。こ

れには長期間を要するため，抗血清を利用した簡易同定

法の開発が行われている（荒木,1983)。その他Rhizocto-

"iasolα"jの菌糸融合群を抗血清を利用して識別できる

との報告もある(AdamsandButler,1979)。

もう一つは，生態学的研究への利用である。土壌中や

植物組織中に存在する菌を蛍光抗体法により特異的に染

色し，生存形態や密度を調べる試象が行われている。

P妙叩加ﾙorα加噌asﾒ)erma,P.c加"αmomiの土壌中の生態

の調査は，通常，捕そく法によっているが，この方法に

よって遊走子の密度を直接測定することは困難である。

また，土壌サンプルの検鏡によっては類似菌との識別は

不可能である。このため蛍光抗体法を用いた調査が行わ

れた(Malajczuketal.,1975;MacDonaldandDu-

niway,1979)。また，ブドウ，アンズなどの枝枯病の病

原菌Eu卯ααγme"iα‘α‘は腐生菌と共存する付傷組織か

ら検出された(Gendloffetal.,1983)。その他，土壌

中での病原菌の生存形態を知る目的や，桔抗微生物の

生物的防除効果の判定にも利用された(Deweyetal.,

1984;El-Nashaar,1986)。各種土壌病害の生物的防除

法の研究が盛んな今日，抗血清の生態学的研究への利用

も増加するものと予想される。

最後の一つは，病原菌の検出や病害の診断への利用

である。ダイズ種子からのPhomopsislong伽"αの検出

(Gleasonetal.,1987),ブドウで潜在感染している

Bojび"scinereαの検出(SavageandSall,1981)や，

病徴に特徴がなく他の菌によるものと見分けが困難で，

地中海地域のカンキツ園で大きな問題となっている

MaiSeco病(Phomα〃αc城ｶﾙ"α）の診断(Nachmias

etal.,1979)などにELISAなどが利用された。また，

植物検疫への応用例として，アメリカで中国向けコムギ

中の黒穂病菌Ti雄"αCO""o"eγSα胞子の検査にELISA

の開発が試みられている(Banowetzetal.,1984)。

血清学的診断法は，通常の分離培養法や，切片の光学

顕微鏡観察に比べて，迅速なこと，精度は劣らないこ

と，多数の検体の取り扱いが容易で検査のオートメーシ

ョン化が可能なことなどの利点がある。

血抗原の調製法及び抗原物質の性状

抗血清の作製に用いられる抗原の調製は，主に次の方

はじめに

抗血清を植物病原糸状菌の分類・同定，検出や病害の

診断に利用しようとする試みは古くから行われてきた

が，高感度の血清学的手法である蛍光抗体法や酵素結合

抗体法(ELISA)が開発されて以降,特に盛んとなって

きた。ただ，ウイルスや細菌と比較すると，ごく少数の

研究が行われているにすぎない。糸状菌に関する血清学

的研究の多くは>p妙＃叩ﾙｵﾙorα,Pyt〃ium(White,1976;

KrywienczykandDorworth,1980),Fusαγ加加,Rhizo-

ctoniα属などについて行われてきた。これらの属に含ま

れる種や系統には，形態学的特徴のある器官を形成させ

るのが困難であったり，あるいは形態観察だけでは判別

ができないなどの理由から，その同定に長期間を必要と

するものが多い。筆者らは，輸出入青果物，苗木などか

ら発見された糸状菌の同定をきわめて短期間，場合によ

っては確病植物を受け取った当日中に行う必要のある場

合に直面することがよくある。このような場合，菌糸し

か観察されないときには通常の方法によっては，属の推

定すら困難である。このため，形態観察によらない迅速

・簡便な識別・診断法の開発が要望されていた。このよ

うな理由から，数年来P妙#叩〃んorα属とその近縁属に

ついての血清学的な検出・診断法について検討してきた

ので，得られた成果を中心にして，糸状菌の血清学的研

究の現状について述べてゑたい。

I抗血清利用の目的及び長所

糸状菌抗血清の利用目的は三つに大別される。その一

つは，分類学的な研究への利用で，化学分類の一方法と

しての利用である。P妙#叩ﾙｫﾙ｡γα,砂伽"、属菌では，有

性・無性胞子などを通常の培養法では形成しないもの

や，きわめて形成困難なものが多い。そのうえ，形態的

特徴を識別する技術の習得にも長年の経験が必要で，こ

れらの属に不慣れな者にとっては特に形態観察による識

別は難しい。このため，この2属については抗血清を利

用して分類しようとする研究が多い。Fusαγ畝、属では数

多くの分化型やレースが存在するが，これらの同定には

一
Ｖ
グ
ト

ｌ
Ｂ
Ｎ

SerologicalDiagnosisofFungalDiseases.

EtuoKimishima,YoshinoriKobayashi,Takeshi
SHIO
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第1表Phｿ＃叩〃ん0γα”γi"gag (131191株）のS抗血清の血清学的特異性

’｜保存機関 |寒天ケル内拡散法｡’ 蛍光抗体法｜
I

ELISAb)供試菌株
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GMI:CommonwealthMycologicalInstitute,ATCC:AmericanTypeCultureCollection,

OPUP:大阪府大,NUP:新潟大,UUP:宇都宮大,YPPS:横浜値|坊

a)SDSゲルを使用した試験結果．砂伽"mUexα"sのS抗原で吸収した抗血清を使用した．

WClarkandAdams(1977)の方法により測定したELISA価(405nmの吸光度.

＊試験を行っていない

IFO： 醗酵研，

法が採用されている。液体培養した菌糸を遠心またはブ

フナーロートで集め，よく洗浄した後に生理食塩水また

はリン酸緩衝生理食塩水を加えて，乳鉢，ワーリングブ

レンダーあるいはガラスビーズを用いた細胞破砕装置な

どでホモジナイズする。これをさらに超音波処理した

後，低速遠心(10,000～20,000×g,10～30分間）して

上清と沈殿物に分ける。普通はこの上清（可溶性分画）

を抗原として用いているが，場合によっては沈殿物（細

胞壁分画）も抗原として用いられている。筆者らの抗原

の調製法もこの方法によっている。その他，液体培養後

の培養液中に分泌された菌体外成分を濃縮・精製して抗

原として用いた例もある(Nachmiasetal.,1979;De-

weyetal.,1983;Moestaetal.,1983)。このように

して得られた抗原は，ウイルスや細菌に比べて一般に抗

原性が低く，高力価の抗血清を得るのは難し､､。家兎へ

の免疫方法は，抗原にアジュバントを加え乳化後，筋肉

内または皮下に注射する方法が一般的である。

抗原物質の性状を調べた研究は非常に少ない。Acre-

mo"趣mlo"α‘の抗原物質は,BiogelA-5mカラムクロ

マトグラフィーで，分子量5×10ダルトン以上の分画

に溶出される。この分画は95％多糖類，4％タンパ

ク質及び1%脂質を含み，電気泳動後はタンパク部分

には抗原性のないことが確かめられており，抗原物質の

本体は多糖類であろうと考えられている(MUSGRAVE

etal.,1986)oRhizoctoniaso〃"jの抗原は，オートクレ

ーブ後pronase処理しても活性が保持され，非タンパ

ク性の物質が主体と考えられている(AdamsandBur-

LER,1979)。

筆者らの試験で,P.erytﾙｧ･叩"‘αの可溶性分画中の抗

原物質は，熱に対して安定で,SephadexG-200カラム

クロマトグラフィーでは，大部分が排除容量付近に溶出

され，かなりの高分子であることが推察され，また，こ

のSephadexG-200のピーク分画は糖及びタンパク質

の呈色反応を示すが，トリクロロ酢酸による除タンパク

後も大部分の抗原性が残る。このことから，この抗原物

質の主体は多糖類ではないかと推察されているが，詳細

は不明である。一方，タンパク質が抗原の主体であった

との報告もある(Nachmiasetal.,1979;Deweyet

－37－－
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al.,1984)。 m(s抗原で作製したもの）とcw抗血清(CW抗原

で作製したもの）を比鮫すると，いずれの方法によって

もS抗血清がより特異性が高いものと思われた。

寒天ケル内拡散法では，0.8％寒天ケルを用いた場合

にS抗原は,s及びCWのIll)抗血清と反応し,4～5日

後に1本の鮮明な沈降淵と3～4本の不鮮ﾘjな沈降帯が

形成された。しかし,SDSケル(0.3%SDSを含む）を

用いると，24時間以|ﾉ1に1本の鮮明な沈降桁が形成さ

れ，ルル#に速やかで，また数種疫病菌のs抗原間ではこ

の沈降僻は互いに連統し，共通抗原の存在を示唆した

mi0)ocw抗原は，通常寒天ケル中を拡散せず，

CW,sm抗血清のいずれとも沈降帯を形成しなかった

が,SDSケル111ではCWhViⅢ溝と反応して比I陵的''1冊広

い沈降,Ill-を形成した。しかし、s仇1m清とはほとんど反

応しなかった（第21叉|)。このことは,sとCW抗原間

の抗原物質の組成の速いによるものと推察される。

Ill各種菌抗血清の特異性

1Phytopんｵﾙorα届及びその近縁属

今までに抗血清が作製され.Ifli清学liりな性質の洲くら

れたP妙#0”A''α属菌は,P.ci""α"lomi,P.cacton""，

/-".arecae,P.tried"フP.pal""vara,P.cﾉγβchsleri.ノ)．cりI‐

iilogea,P.I】arasiticavar.nicnl『α"“及び筆者らが洲沓し

たP・りnngae,P.capsici,P.Iﾉﾙaseoli,P.cﾉｯ』ん．"〔ﾉ"(w

などがある。これらの抗血清はsj溶性(S)分[Illi(抗原）

あるいは細胞壁(CW)分画（抗原）のいずれかで作製

されたものであるが，これらは寒天ケル|ﾉ1拡散法や蛍光

抗体法による拭験で,p.′伽s‘，〃を除き，いずれも凸!‐

【伽"〃腿を含む他属菌とは反応せず，腿特典的に反応

u極特異的反ﾙ6を示すものはない。ただし，吸収bIIII!

清を用いた試験では,P.CM〃'""I(Burrellelal,.

1966),P.ci""α"lomi(Merzetal.,1969;Hals八lル，

1976)で，桶特兇的な反応が!認められている。

I〕､りiringac(CM1131191)で作製し洲製したSSiIfli

滴の反応特異性を三池りの血il'l学的手法を川いて洲べた

i:';果を鋪1炎に示した1ﾉﾘ尼ら,1983a、b;Si卜ﾙら，

1984)。使用した抗血.,Vは，いずれのﾉﾉ法でもPyｲﾙiiｲ"ノ

脳を含む他属の菌株とは反応が1汎められず,Phytolﾉ/"ルー

0γα属菌とだけ特異的に反応した。Phytophlﾙ‘"α脇|ﾊlで

は，抗川消を作製したノ'.syringaeの3悶株が蛍光bm

法とELISAで他種より強い反応がi淵められた。SJ/lnil

…錘 寺

伊､
弧

、
座

第2図SDS寒天ケル巾でのPhylap〃ﾙ0γq”,.！"g“

の2価抗原の反応

well1:Sルt血消,2:S抗原,3:CW仇血ﾊ'},

4:CW抗原,5:PBS(対照）

Ｊ

霧
Ｊ
Ｊ
③
丁

》
Ｊ
一
②
趣

磯
丘
穆

悪

弟imsdslさ天ケルchでの反応

well1:/'〃”ﾉbhl加γｲｨjｼrineaeCM1131191,2;/，.

．Uj〃"gaeATCC34002,3:P..りj71"gaeCMI

62402,4:P.erythroseptica,5:P.capsici,6:

PBS(対照),1-.P.”γl"gaeClVll131191のS

抗血浦 雛3図蛍光染色されたP.syringae菌糸
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蛍光抗体法は,FITCラベル抗ウサギIgG-ヤギIgG

を用いた間接染色法によって菌糸を染色して，落射蛍光

顕微鏡で観察する方法によった。この方法では,S,CW

両抗血清ともP.”加gα‘菌糸がもっとも強い蛍光を示

した（第3図)。

ELISA(アルカリ性リン酸分解酵素ラベル抗体を使

用）では各種菌のs抗原を供試して，抗血清の特異性を

検討した。この場合用いる抗原の濃度を一定にして比較

試験する必要がある。しかし，今のところ抗原物質の詳

細が不明であるので，吸光度（OD280nm＝0.6）を一定に

したS抗原液を試料としてELISA価を測定している。

これは，かなり乱暴な方法であるが，このELISAの反

応条件（コーティング7－グロブリン5ng/ml.コンジ

ュゲート1/200希釈）では,Phyt叩伽ﾙorα属以外の菌

は高濃度の抗原試料でも（OD280nm≧0.6)反応しない

し，逆にP妙j”ん＃んorα属菌では，その濃度を1/10に希

釈しても(OD.̂ .-,=0.06)ELISA価は20～30%低

下する程度であること，抗原を調製する菌糸の培養日数

や培養基を変えても，通常に生育している菌糸を用いる

限りELISA価に大きな変動はないことなどから，筆者

らの方法で測定したELISA価は，抗原の相対的な近縁

関係を示しているものと推察している。

P.syringae抗血清以外のP妙j叩加h0ra属及びその近

縁のPeronoｶ秒thora，砂＃ﾙ奴"z及び“hα"o”c錨属菌抗

血清を作製してその反応特異性を調べた。その結果,p>

’ん“go〃抗血清は砂thium属菌にもよく反応し，また，

Koら(1978)によってP妙#”んthora属にきわめて近縁

な属として初記載されたP'70"叩妙thoralite航の抗血清

はP妙岬〃h0γα属菌ともよく反応した以外は，属特異

的に反応することが明らかとなった（第4図)。

これらの属の場合，抗血清は属の推定に有力な武器と

なりうる。

2Fusα施邸"z属

Fusαγ畝"z属菌の血清学的研究は古くから行われ，そ

の分類への利用が試みられている。荒木(1983)によれ

tf,Fusar奴、属菌3種，数分化型・菌株を用い，寒天

ケル内拡散法や免疫電気泳動法により検索した結果,F.

oxy伽γu"zとF・mo""枕γ"､‘との間では共通の反応が見

られ，免疫学的に密接であったが,F.solα"jは両種と

はまったく反応を示さず異質で，3種間の免疫学的な異

同の関係は,SnyderとBoothのいずれの分類方式と

もよく符合するとしている。Iannelliら(1982)は，

F.oxysporumf.sp.lycopersici,F.oxysporumf.sp.diα"‐

伽及びF.mo""加γ､‘の菌糸磨砕液の上清を抗原とし

抗血清を作製し,F.o秒”oγu"zの四つの分化型(diα"#〃，

100

Phytophlﾉroracapsici抗血清

50

1245678911141718

100

伽Ⅲ岸竺
50

10(）

50

36791013141618

100

』50

０

０

０

５

１

相
対
的
な
Ｅ
Ｌ
Ｉ
Ｓ
Ａ
価 再Rnn門lInnR員E

3679101214161（

供試歯

第4図各種抗血清の反応特異性

網点部はホモロガスな抗原を示し，他はこれを100
とした場合の相対的なELISA価を示した(5回以

上反復試験の平均航より算出)，番号空欄は試験を

行っていないことを示す．

1:Phyt叩加加γαCam6伽γα,2:P.capsiciIFO8386,

3:P.capsiciIFO30696,4:P.c"′α"eae,5:P.

cび伽gea,6:P.e〃ﾒｶγoseptica,7:P.megα叩erma,

8:P・melonis,9:P.”γ伽gaeCMI131191,10:

Pero"叩妙jh0γα〃chii,11:Pythiumα力加"枕γ､α加加
IFO7030,12:Py.αﾀｶα"〃eγ"αturnUOP344,

13:Py.de伽ぴα"urn,14:Py.iγγegulαγ*,15:Py.

gγαminicola,16:Py.spinosum,17:砂．u"jm邸加，
18:Py.ve灘α"j,19:Ap伽"0"り>ceseuteichesUU-1,

20:A．e"jeichesUOPAp-25,21:A.euteichesAE-

F2,22:A．c“h〃aidesAC-13,23:A．“ch〃ojdeJ

AC-M4,4:A．〃城sUOPAp-1,25:A．〃減s

UOPAp-7
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melonis,pisi,lycopersici)とF.oxyspoγ"mf.sp.melonis

の三つのレース(1,2,3)の各菌株を寒天ケル内二重拡

散法などで調査し，吸収抗血清を用いれば分化型の識別

が可能であったと報告した。

3Rhizocto施加8＠Jα"j

Rhizoctoniasolα"iの菌糸融合群の血清学的な性質が

AdamsとButler(1979)により調べられた。それによ

れば，菌糸磨砕液の上清を抗原とし，抗血清を作製して

寒天ケル内拡散法を行ったところ,AG-1～AG-5の各

群はいくつかの共通抗原を持ち，またAG-2,AG-3,

AG-5にはおのおの少なくとも一つの特異的抗原を持つ

ことが解明された。AG-1とAG-4は血清学的に区別

できるが,AG-2-1とAG-2-2は区別できないとし，

血清学的なグループは菌糸融合群と一致すると報告され

ている。

4Vcγ耐c畑加"z属

Vertic"伽"z属菌を用いた試験はいくつか報告されて

いる。FlTZELLら(1980)は,V.dαﾙ"α‘の抗血清を作

製し，他の4種のVer"c"伽"I菌と比較した。それによ

ると,Veγ"c"伽"'属にも属特異的な共通抗原が存在す

ることがわかった。さらに細胞壁分画の抗血清が，可溶

性分画の抗血清よりも特異性が高く,V.nigrescensより

もV.〃加r加sのほうが血清学的にV.dahliaeに近い

と報告している。また,Gerikら(1987)はV.dαﾙ"α‘

抗血清は,V.albo-atrumと多少反応するものの他の5

種のVeγ"ci"肋〃菌とはほとんど反応しなかったと報告

している（第5図)。

節2表Botrytiscinerea抗血滴に対する各櫛薗の

ラジオイムノアッセイRIA相対値

’菌 RIA相対m供試

I

５
５
５
１

０
０
０
０

’
０
８
４
１
０
０
０
０
０

－
０
４
２
１
１
０
０
０
０

一
・
・
・
・
・
一
廷
一
》
－
ず
宅
諏
三
一
一
》
一
一
号
〉

’
１Botrytiscinerea

B.α〃〃

Scleγo〃"iasclerotioγ"mminor

iS".sclerotiorummajor
〃0"j""jα方"cticoﾉα
4”e堰j""sniger
〃伽"mapﾙα"妙γmα〃"’
P〃‘叩加ﾙorα“""α"10"〃
Rhizoc”"msolα"』 １

１

SavageandSall,1981から作成

5その他の属

上記にあげたほかにも,Aspergillus,Botrytis,E江卯α，

Phymatotrichum,Phomopsis属菌などの報告がある。GLE‐

AsoNら(1987)のPﾉwmopsislongico"α抗血清は,Dia-

加"ﾙeﾀｶ“‘o/01W"Zvar・sojaeとD.p.var.cau""olαに

強く反応したが，他のF"sα伽"I菌などの種子伝染性

病原菌7種にはまったく反応せず，種子からの本菌の

検出が可能であると報告している。また,Johnsonら

(1982)の即i〃･§卯ﾙj"α抗血清は,pｿ伽um,PﾉﾘIC‐

”ん01.α，“んα"omyces菌など供試した14種の菌株とは

まったく反応しなかったと報告している。B.cinerea

の抗血清の特異性をラジオイムノアッセイ(RIA)に

よって調べた例を第2表に示した(SavageandSall,

1981)。

IV疫病菌抗血清を用いた診断例

Phylo伽ﾙorα属菌に特異的反応を示したP.syringae

とP.eび伽0叩j加抗血清を用い，蛍光抗体法とELI‐

SAにより人工接種または自然感染の確病組織からの

P/iｿ"伽ﾙorα属菌の検出，診断を試ゑた例について紹介

したい。

1人工接種植物からの検出

P.syringaeをライラック葉とリンゴ果実に接種し，確

病組織の磨砕液または凍結切片をスライドグラス上に風

乾固定し，蛍光染色し観察した結果，寄主植物組織中の

供試菌菌糸片の発する顕著な蛍光が観察された（第6

図)。ただ，ライラック葉柄など'41己蛍光反応の強い部

位では検出困難であった。

また，組織磨砕液の上清を抗原としてELISAによる

検出を行ったところ，リンゴ果実，ライラック葉の椛病

部試料は高いELISA価を示し，健全部試料と顕著な差

があり，特異抗原を容易に検出することができた（第7

図)。

3

５
２
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１
５
０

２
１
０

言
眉
専
く
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垣
く
の
国
国

VdVaaVtVnVIVfVpFovFoG

第5図陸γ"c"""mdah〃“抗血消に対する各f-RiW

株のELISA価(Geriketal.,1987から

作成）

Vd:V､。αh〃“ Vp:V.pasolio"α

Vaa:V.albo-atrumFov:Fusariumoxﾘﾉゆりγ""J

Vt:V.〃icorpus f.sp.〃α”砿"""z

Vn:V.nigrescβ"S Fo:F.aｽﾂJ仰γ"m
VI:V.lateγ況虎0〃 G:Gliocladiumsp.

Vf:V.ん"gicola
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P/〃oﾀｶ"I("α属閑またはPythit"〃屈歯が関与している可

能性がi'.'.'iいと思われたので，血清学的診断を試ゑるとと

もにill子らの疫病菌選択分離培地により病原菌を分離

L,生J!|!拭験及び形態観察を行い|司定を試みた。

そのm巣は鮒3炎に示すとおりである。すなわち蛍光

抑'〔休法またはELISAで捌柊なIlll滴反ﾙtlを示したズッ

キーニ，テッポウコーリ，ガーベラ，カスミゾウからの分

離閑はノ'hytophthora属繭であると同定さｵ'た。また，

Illl.ri反ﾙBで|珊性を示したレイシからの分離歯は|司定の結

鵬、Peronopi馴加ﾉα／"cﾙ〃であることがわかった。一方，

Illl滴反応を示さなかったカーネーションからの分離閑は

ﾉ>のところ,mm子は形成されるものの遊走子-の放[11を

''1峠できず，形態的に同定が困難であるが，チアミンを

含まないm地でもよく発育することなどから,Phytoph-

/A"′αmmとは考えにくい。

このように抗nil滴をⅡlいた方法では，同定依加を受け

た当日もしくは報l］にはP加岬Iilhorasp.による病害

と，一応の診断を~ドすことができた。

'!'『6図りんご果実組織内で蚊光棚察さオしたノ>、

りIrz"g“菌糸

U

４
３
２
０
０

（
皇
屋
安
寺
）
当
碧
琴
一

V問題点と将来展望

以上のように，今までに作製された各種糸状菌の抗/'<

.:iは，ノ』hyloｸﾉ"horα属繭の抗血清も含めて，属特異的ま

たは|両l凪|ﾉ1のグループ特典的である。属の推定も困難な

場合などには，この属特異的な反応特異性を持つ抗血清

は|一分にfII用fllliflliのあることはすでに述べたとおりであ

る。しかし，さらに特異性の高い抗血清，例えば秘特異

li'Jなもの，あるいは系統特異的なものが得られるなら

ば，そのFII用価仙は一段と高められる。特異性の高い抗

ifnii'f(抗体）をf.卜る方法として．一つは抗原の性質を調

べてよI)特異的な抗原を精製して抗血清を作製する方法

で，飛背らは現在このための抗原物質の精製を進めてい

る。も‘)一つの方法は，モノクローナル抗体の利用であ

ろう。岐近,Hakdhamら(1986)(t,P-ci""α",07"Iの

遊走子をﾙ‘[原として，分離株特混的，郁特異的及び属特

'":的な反応特異性を持つモノクローナル抗体の作製に成

功したと服告している。糸状菌のモノクローナル抗体利

0，1

I

l／1(）l/5(）l/25(）l／'25(）l/(}25(）

組織/緩衝液g/mn

△椛；,崎リンゴ，▲雌金リンゴ，

つ椛病ライラック，●健全ライラック

輔71叉ELISAによる検ill

2自然発病株の診断

次に|'|然発病したズッキーニ，レイシ，テッポ'ｿユ

リ，ガーベラ，カーネーション'，カスミソウの診断側lを

紹介したい。これらはいずれも，’陥入検撫で発見された

ものや，枇培農家のほ場や拙室|ﾉ1で発病したもので，

N定を依噸されたものである。1，ずれもハ'j微などから

鋪3表lillin学fl',j診'析と生111．形態'7m¥"]n且の｣t鞍

".iELISAffla)(対ms.)蛍光抗体法’同定結果寄 主(&来）

p妙加'紅加γα‘α力Jjc2

-卜庇γonophthoγα"jch"
+Phyto〃"10γasP、

Nottested1Phytop加ﾙO7asp
Pythiumsp.(?)

+Phytophthorasp.

0.35*(0.03)
()47**(0.()3）
().78（0.0()）

0.64(0.01)
0.00(0.00
Nottested

ズ ッ キーニ（アメリプノ）梨′笈隅敗
レイシ（肯湾）〃
テ. ,ポウユリ（沖永良部島）壌腐れ
カーペラ （神 奈川県）帳腐れ
カーネーション（東京郡）地際郁の脳敗
カスミソウdimﾘ,0H↓腐れ

:I）カボチャの眼(*),m階菌糸(**),その他は原寄主の椛瓶組織を試料とした

－‘11
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用による検出・診断法の研究は，今後さらに活発となる

ものと予想される。

一方，得られた抗血清の利用技術の改良も今後に残さ

れた課題と思われる。生態学的な研究や，確病組織から

の検出には蛍光抗体法やELISAが有力な方法であり，

これらの方法は今後とももっとも頻繁に利用されるであ

ろう。最近,Gerikら(1987)がワタの根からのVer‐

"c"伽mdαﾙ"α‘の検出に用いた酵素抗体染色法(imm-

unoenzymaticstainning)は，蛍光顕微鏡を必要とせず

実体顕微鏡で観察が可能であるし,Gleason(1987)が

報告したSeedimmunoblotassay(SIBA)は種子伝染

性病害の診断技術として興味ある方法である。今後さら

に，簡便な利用技術の開発が望まれる。

ー
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はじめに

近年，カミキリムシ瓢による果樹，樹木などのjm鷺が

問迦となっている。例えばブドウではブドウトラカミキ

リ，リンゴ，カソキツ類を加了ifするゴマダヲブノミキリ，

クリ，ナシではシロスジカミキリ，クワ，イチジクのｷ

ポｼｶﾐｷﾘ，ﾏﾂ顔におけるﾏﾂﾉﾏダﾗｶﾐｷﾘな

どである。

センノカミキリ（此"/o/ど〃〃〃w"iosaBates)St1970

年ごろから東京をはじめ，埼玉など関東のウド栽暗地州皇

に激発し，寄生株率70％に及ぶ被害が発牛’て問迦と

なった。

カミキリムシ類は，加害のもっとも大きい幼虫期を'好

主植物内にせん孔して過ごすために，外部からの観察が

難しく，その生態の詳細についてはほとんど明らかにさ

れていない。センノカミキリについては，石:J|--(1920),

高橋（1928）による報告があるのみで，生態の詳細につ

いては研究されていない。ここでは，碓者が1976イ|えか

ら1983年にかけて東京都のウド俄培地帯で行った研究

を述べ，参考に供したい。

I発生実態と発生源の解明

主要ウド栽培府県へのアンケート調査によれば，木椛

ti1970～1978年に東京I:Iをはじめ埼玉,神奈川，群‘鴫，

茨城各県で発生し，問題になっていることがわかった。

また，東京都のウド畑ではどのくらいの食入株率を示す

かについて調査したところ，都内39地点の#ill11HIHのう

ち19地点(54.3%)に発生が認められ，高いところで

は79％の食入株率を示す畑も見られた。

木種の発生源については，三つの使入ルートが考えら

れた。第－－には東京都の典家が根株を従成するため,n

馬県の赤城III.榛名Il｣などの高冷地農家に委託栽培を行

う。その際，苗に食入した本極が高冷地で繁航し，秋に

掘';取られて東京に戻る根株に多数の幼虫が食入してい

たか，それとも高冷地のウド畑川辺の七ソノキ，タラノ

キから飛来したものがウドに食入し，東京に運び込まれ

るという仮説，すなわち，高冷地からの侵入ルーI､であ

鰯I図蝋化栽培の後，廃棄されたウドの根株

ここから羽化した成虫がウド畑に飛来し

て藤卯すあ．

る。しかし、尚冷地における食入率，高冷地から東京に

ﾉ尺された根株の食入率がきわめて低いことから，多発の

要因とする根拠にはならなかった。第二のルートは，東

vl部のウドtill周辺のウコギ科植物からの侵入である。し

かし，ヤツデ，キズタ，ウコギ，カクレミノ，タラノキ

など355株について洲査した結果，ウコギに食入してい

た幼虫2(51ヤツデ，キズタで後食中の成虫各1頭を群

たのみで，このルートも存定された。

第三の侵入経路は軟化芽収穫後山林内などに|命てられ

為廃棄根株からウ1，．1〈illへ侵入するルートである。この廃

棄根株への食入率はきわめて高く，調査した15か所の

うち半数で食入が認められ，最高46％の食入率のとこ

ろもあった。東京都のウド畑における本稚の激発，高、、

食入率は，幼虫が食入したまま廃棄された根株から羽

化・脱出した成虫が，初夏に畑に飛来Lて産卵する結果

起こるものであることがｵつかった。本棚が戦略ウドに付

くようになった経路には，長い|縦ﾘｭがあるように思ｵうれ

る。ウドは百数十年の栽培雁があり,IIIウドが原種であ

る。そのころ，すでにウドについていたものが職培ウド

で生活環を送るようになったと想像される。

II食害とウドの生育に及ぼす影響

本仰の幼虫は，ウドの茎内をどのようにせん孔して食

得し，発育するのだろうか。これを知るために，卵をウ

ドの裟内に接御し，定期的に掘り取って坑道の状況や幼

虫の頭''1冊を調べた。5月に定植したウドの茎に7月29

Biologyoi､theUdoLonoicornBeetle(Acalolepto

LiｨxuriosaBates).ByKisakuAkutsu

13 －
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節4図接仰llf期を変えた｣場合の幼虫頭幅の

雑時的変化

○:7ii29smm,c8月i:ip接l11,●：911

221~1接郁，破線は碓定された幼虫の齢期，実線は

順'幅の変化から批定される幼虫の生長illlI-.

師2図

A

B

eh

H：

ウドにおIナるセンノカミキリ幼虫のせん孔

:幼虫の食入によって萌芽したウド，

:被']制ﾐの縦|析面,CI:被i:紫の価断面，

:食入孔,g:坑道,1:幼虫,P:髄部，
裂目,sf:

孔ははじめ上部に向かって拡大するが，秋季には-ド方へ

のせん孔が進み，ついには地中の根株に達する。得られ

た幼虫の頭'幅の変化から幼虫の齢期を推定すると，7月

接獅では接棚70R後(lOfl8n）にはほぼ5齢に達し，

8月ではそれより遅れ，4齢のまま冬を越すと考えられ

る。9月22日接種では，生育が苦しく遅れ,70日を経

過しても坑遊は7～8cmにとどまった。頭I隔の推定で

は2齢と考えられ，冬期地上部が枯死するウドでは越冬

できず，死亡するものと考えられる。

ウドの枯死，倒伏，萌芽と幼虫の食入との関係を調べ

てみると，倒伏したり,m芽したりしている株には食入

が多く，商いｲ:'1脚が見られる。しかし，枯死株との間に

は州間が見られなかった。ウドの生育との関係について

は食入株と無食入株の間に有意な藍が見られない。しか

し，芽の形成には明らかな差が見られ，食入株では小さ

くなる傾|nlが見られた。この理川は‘カミキリが食入し

て髄を食害するiri期の7～8月には，ウドはすでに栄養

生長を遂げ，加害のもっとも激しいときには芽の形成期

に当たるためと考えられる。

cm

上20

接種位縦0
地表面10

下20
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イ噺*後の日数(B)

第3図接価時期を変えた場合のセンノブノミキリ

幼虫による坑逝の拡大と食害部Iv:

［．7)|29|1接師,IS38)]13il接郁，

雲91122|:|接穂，破線以.|､､ぱ地中を示す．

食害は＃mmに食害株数/;淵査株数で示した．

日，8月l:i日,9月22日の3|i.|に分けて卵を接種

し，接種日から10Fl間隔で5株ずつ掘り取り，茎を二

つに裂いて洲査をした。ふ化幼虫ははじめ，夫皮-ﾄﾞの維

管束部を食害するが，2齢脱皮後すぐじん皮部を経て髄

に食入する。そしてしだいにj九道を拡大し，7月と8月

接種では，70日後に40～50cmの長さに達する。せん

ra幼虫の発育に及ぼす日長，低温の影響

ウドに付くセンノカミキリは，年1世代で6月から8

月にかけて羽化，交尾，産卵し，ふ化した幼虫は夏から

－44
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第1表センノカミキリ幼虫の食入がウドの芽の形成に及ぼす影群

l株当たりの休眠越年芽数査
数
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第 5図低温処理時及び処理後の日長変更が

センノカミキリの羽化に及ぼす影剃り

矢印は日長の変更時期を示す．l－lは冷蔵期間

株

ー

I ‘0‘‘1，．．．‘l‘，．，．’

6 789月

輔6図ウドの軟化後の廃棄株におけるセン'ノ

カミキリの羽化脱出消長(1977)

対照区は地中に埋没した根株からの脱出

消長を示す~．

秋にかけてウド茎内で発育した後，老熟幼虫で越冬す

る。翌年の春，老熟幼虫は蝋化し，再び成虫となってウ

ド畑に飛来する。このような生活環を調節している要因

は，主として幼虫の発育期における日長と温度である。

人工飼料で飼った幼虫を使って長日(14L),短日(8L)

条件を与えた実験では，長日から短日への切り替えは深

い休眠を引き起こす。また，一度生じた休眠を適当な時

期に覚せいさせるには長日化が必要である。しかし，長

日条件への切り替えだけでは必ずしも斉一な踊化は起こ

らない。ふ化幼虫を短日条件で70日飼育した老熟幼虫

を10Cに30日間遭遇させ，その後長日条件で飼育し

た場合がもっとも蛎化がそろう。木村(1974)は，マツ

ノマダラカミキリ老熟幼虫を10"Cか15Cに2か月間

遭遇させると高率で踊化が起こることを確かめている。

TV羽化と後食によるl性成熟

センノカミキリは，初夏から羽化が始まる。3月,5月，

6月に軟化栽培され，廃棄された根株を集めて成虫の羽

化・脱出消長を調べてみると，早いもので5月下旬から

始まり，9月中旬に及ぶ。脱出時期がずれる理由は，老

熟した幼虫の食入した根株が軟化栽培開始まで冷蔵され

ているためである。脱出は羽化後すぐに起こるわけでは

なく，体が固まるまで5～7日間踊室に停留する。

脱出した成虫は，一定期間後食して初めて卵巣が成熟

する（小島．林,1969)。この習性はフトカミキリ亜科の

特徴を示すものであるが，性成熟に必要な後食量や期間

など詳細はわかっていない。センノカミキリは後食位置

もほぼ一定していて，地上から20～30cmの茎,地上か

ら数えてl～4番目くらいの枝の付け根を後食する。後

食開始後，産J'1までに必要な日数を後食期間とすると，

ほぼ9～15日間を要する。後食開始後30日間の摂食量

を調べてみると，雌雄とも12～13日までおう盛な摂食

パターンが見られる。後食と交尾の関係，すなわち，交

尾可能な性成熟は果たして後食と深くかかわっているの

だろうか。この疑問にこたえるため，羽化後の日齢と交

尾反応の実験を行ってみた。羽化・脱出後十分後食した

未交尾の雌雄を羽化当日，2日目，3日目の成虫と遭遇

させ，交尾するかどうかを試みたのである。その結果，

雄では羽化後6日目には100％が交尾可能であり，雌で

は6日後で70%,10日後には100%が交尾可能である

ことがわかった。このことは，後食しなくとも脱出時に

はすでに交尾可能であることを示している。しかし，脱

－45－
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出した雌を解剖してみると卵巣の発達は見られない。そ

こで脱出した雌成虫に後食させず，交尾もない区，後食

させ，交尾のない区，後食させず交尾させた区，後食も

交尾もともにさせた区を作り,10日,15日間飼育して卵

巣の発育と卵巣小管数を調べてゑた。その結果，後食，

交尾ともなかった区では卵巣の発達は見られず，卵巣小

管数も少なかった。また，交尾しても後食しなかった区

では同様に卵巣の発達は見られなかった。さらに，後食

しても交尾させなかった区では正常に後食し，交尾した

区より卵巣の発育は悪いことがわかった。以上のことか

ら，フトカミキリ亜科に属するカミキリムシ類が後食に

よって性成熟を図るという事実は，実験結果からも支持

される。しかし，十分後食した雌でも交尾の有無によっ

て卵巣の発育に差が見られ，交尾した雌の卵巣の発育が

早まることは，交尾が卵の成熟を促す重要な役割を果た

していることを示している。また，交尾回数の多い雌ほ

ど産卵数が多いことからもこの考えは支持される。

V配偶行動

カミキリムシ類の配偶行動については，本誌第41巻

2号に岩淵(1987)による詳しい解説が行われており，

その中に本種の行動が紹介されているので参照された

い。至近距離での配偶行動は，接触性フェロモンが関与

していることは疑いないが，その主要成分はまだ同定し

きれていない。また，このフェロモンが雄の触角のどの

感覚毛によって受容され，行動が解発されるのかについ

ては興味のある問題であるが，今のところ不明である。

走査電顕による観察では，感覚毛の形態の雌雄差は見い

だされていない。

VI産卵

カミキリムシの中でもフトカミキリムシ類は，限られ

た植物を選択し，生きた植物に産卵加工を行って産卵す

ることから，もっとも進化した種類に属するといわれて

､､る。センノカミキリは寄主の選択，産卵加工の習性か

らフトカミキリ類の特徴を備えている。すなわち，産卵

加工は茎に一文字の深いかみ傷を付け，そこに頭を下に

して1個のバナナ状の卵を産み付ける。

畑のウドl株当たりの産卵はl卵がもっとも多く，株

当たり2卵，3卵は少なくなり,1株に5卵以上産み付

けた例は見られない。18示数から産卵の集中度を調査

したり，負の二項分布，ポアソン分布の当てはめを行っ

てみた結果からは，何かl株への集中的産卵を避ける習

性が見られる。このことは，あとから産卵しようとす

る雌に対し，先に産象付けた雌が産卵ずゑの情報（例

第2表センノカミキリがウドl株当たりに産み

付けた卵数と産卵株の推移(1978)

|鰯雲|鰯雲|鰯雲
l株当たり
の 産 卵 数

'1’ |”簿
０
１
２
３
４

６
９
６
０

ｌ
ｑ
３
ａ
Ｑ

８
１

３
２
４
０

ｌ
２
８
８
Ｌ

６
２

a）総産卵株数を100とした場合の指数

えばリンゴミバエ(Prokopy,1972)やアズキゾウムシ

(OSIMAら,1973)のように）を与えることによって限

られた寄主における共倒れを防いでいるとも考えられる

(1株に2頭の幼虫が食入していることはきｵつめて少な

い)。

フトカミキリ類は，少数の卵を長期にわたって産卵す

る習性を持っている。マツノマダラカミキリは1日にl

～2卵ずつ平均100卵を2か月にわたって産み（越智，

1969),クワを加害するキポシカミキリでは,1雌当た

り353±12卵を95日±21日にわたって産卵する（伊

庭,1979)。カンキツ類を加害するゴマダラカミキリで

は，多くて90卵，平均30～40卵を長期にわたって産

卵することが知られている（川村,1977)。センノカミキ

リは，286.9±83.1卵で産卵期間は75.3±19.5日であ

る。

カミキリムシの産卵能力は，一般にどれだけ多くの卵

をいかに長期間産むかによって示される。しかし，雌の

大きさや後食量によっても異なることがキポシカミキリ

で確かめられている（伊庭,1982)。センノカミキリで

は，同一雄との交尾回数や他の雄との頻繁な交尾によっ

ても産卵が多くなることが確かめられた。

おわりに

ウド栽培地帯に発生しているセンノカミキリの生活環

は，ウドを寄主として成り立っている。ウドは冬期から

軟化栽培を行うために集積されるが，その中には，畑で

根株を養成中に食入した大部分のセンノカミキリ幼虫が

潜入している。したがって，軟化芽を収穫した後廃棄さ

れる根株は，翌年の根株養成畑における成虫の飛来源と

なる。この廃棄根株を粉砕するか，くん蒸してしまえば

生活環が絶たれ，被害をなくすことが可能である。その

ためには，栽培農家による一斉防除が必要である。それ

も1度行えば十分効果があると思われる。

本種の生態には，まだ多くの興味ある問題が残されて
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いる。前に述べた接触性フェロモンの受容機構，雌が出

すと思われる産卵ずみ情報のフェロモンの存在などであ

る。カミキリムシ類の生態研究は，まだ緒に付いたばか

りであり，これからの研究が大いに期待される分野であ

る。

引 用文献

1）伊庭正樹(1979):第30回蚕糸学大会講要p.14.
2）（1982）：日蚕雑誌51：223～227.

拶篭募震華
『植物成長調整剤』

イナベンフィド水和剤(61.10.28登録）

本剤は中外製薬(株)によって開発された植物成長調整

剤で，土壌あるいは種子処理した場合のみ草丈短縮作用

を示す特徴を有する。その作用機作としては，ジベレリ

ン生合成系の阻害が考えられる。

商品名：セリタード水和剤

成分・性状：製剤は有効成分4'一クロロ-2'-(</-ヒドロ

キシベンジル）イソニコチンアニリド50.0％を含有す

る類白色水和性粉末である。純品は無色～淡黄褐色無臭

プリズム結晶で，融点210～212C,溶解度(g/l,30．

C)は水0.001,メタノール2.35,アセトン3.60,エタノ

ール1.61,クロロホルム0.59,キシレン0.58である。

幡造式)n"Vco緋・
〈二〉

適用作物・使用目的及び使用方法：第1表参照。

使用上の注意：

①散布に当たっては希釈液をよくかき混ぜ，ジョロ

などで箱外に漏水しないように散布すること。

②本剤は草丈を抑制することによって，徒長防止を

はかるものであるので，保温育苗や高温条件下での育苗

の場合など播種時にあらかじめ徒長することが予想され

3）石井悌（1928)：病虫害雑誌7：686～689.
4）岩淵喜久男（1987)：植物防疫41：6～11.‐
5）川村満（1977）：農薬24：59～65．

6）木村重義（1974）：林学会東北支部会誌,第26回大会講要
集141～143.

7）小島圭三・林匡夫（1969）：原色日本昆虫生態図鑑,1
カミキリ編，保育社，大阪,302pp.

8)Osima,K.etal.(1973):Agr.Bio.Chem.37:2679-
2680．

9）越智鬼志夫(1969):日林誌51:188～192.
10）PRoKoPY，R､J・（1972）：Environ、Entmo1．1：326～

332.

11）高橋奨（1928)：読菜害虫各論，文明堂，東京,511pp.

る条件下で使用すること。

③北海道では通常の育苗条件で使用した場合，苗の

草丈不足を生じるおそれがあるから，特に徒長しやすい
育苗条件下で使用すること。

④東北，北陸では苗が生育遅延を起こすような低温

に接する条件下では，苗の草丈不足を生じるおそれがあ
るので，使用を避けること。

⑤本剤を使用した苗は，本田生育初期に若干草丈伸
長速度が遅れるが，収量などには影響しない。

⑥本剤の徒長防止効果は品種によって多少の差があ

るので，あらかじめ各品種の特性や本剤の効果を確かめ
たうえで使用すること。

⑦本剤の使用に当たっては，使用量，使用時期，使

用方法を誤らないように注意し，特に初めて使用する場
合には，病害虫防除所等関係機関の指導を受けること。

毒性：

（急性毒性）普通物。

①粉末は目に対して刺激性があるので，目に入らな

いように注意すること。万一，目に入った場合には直ち
に水洗し，医師の手当を受けること。

②粉末は皮膚に付着しないように注意すること。万

一付着した場合には直ちに石けんでよく洗い落とすこと

③使用の際はマスクを着用すること。また，薬剤を

吸い込んだりしないように注意し，作業後はうがいをす
ること。

（魚毒性)A類。

なお，本剤のほか，イナベンフィド粒剤（セリタード
粒剤）が同時に登録された。

イナベンフィド粒剤の使用目的及び使用方法：第2
表参照。

第1表イナベンブィド水和剤（セリタード水和剤）

作物名

稲

(箱育苗）

作物名

水稲

’使用目的

徒長防止

葉齢促進

|使用時期|謹瀦塁｜瞳~扇 量

播種時 1 回

育苗箱
(30×60×3cm使用土壌約5/)
l箱当たり0.125～0.25g

第2表イナベンフィ ド粒剤（セリタード粒剤）

｜“蹄〆
育苗箱l箱当たり500m/
の水に希釈して覆士前の
床土に均一に潅注する

｜使 用目的 ’使用時期 |使用回数10風当たり使用量｜使用方法

’閏繍短縮に引&穂蝋M，肺 1回｜州聴’
－47－
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病害虫発生予察情報のオンライン化

討
恭

よこ

農林水産省農蚕園芸局植物防疫課横
た

田
牛
敏

ソトアウトする。

いずれの情報についてもプリントアウトの際にはワー
はじ めに

病害虫発生予察オンラインシステムは，昭和62年3

月に試運転を行い，4月から一部稼動を開始した。病害

虫発生予察事業全体の概要は第1図のとおりであり，図

に示した部分がオンライン化される。

都道 テム）

Iオンラインシステムの概要

発生予察事業の実務を行っている都道府県の病害虫防

除所と農林水産省の植物防疫課を,NTTのDRESS

(DendenRealtimeSalesmanagementSystem)によ

り第2図のとおりオンライン化し，従来郵送で行ってい

た病害虫発生状況等調査結果並びに全国及び都道府県の

病害虫発生予察情報をオンラインで伝達するとともに，

DRESSセンターの集計機能及び保存機能を利用して，

従来人手で行っていた情報の集計，整理を行う。

病害虫防除
査

＝事業の指示､指導、…発生予察情報の伝達

一調査結果の報告､回発生予察情報提供機関

第1図病害虫発生予察事業の概要

Ⅲ情報の入出力

1病害虫発生状況等調査結果

入力：端末器（パソコン）画面に報告該当月の

項目が表示されるので，そこにデータを入力す

る。入力データはフロッピィーディスクにストッ

クした後一括送信する。

出力：全国のデータは定められた日にDRESS

センターの大型コンピュータで集計される。集計

データは必要な時にパソコンで受信し，フロッピ

ィーディスクにストックした後プリントアウトす

る。

2ウンカ類飛来状況

lと同じであるが，データの入出力が毎日可能

である。

3発生予察情報

入力：まず情報の見出しを入力し，その後文章

を入力する。やはり情報はフロッピィーディスク

にストックした後一括送信する。

出力：まず情報発表状況一覧表を出力し，次に

この中から必要な情報を通番により選択して出力

し，フロッピィーディスクにストックした後ブリ

S

／、
Lノ

／、
、ノ

一病害虫発生状況等調査結果

－－－一一都道府県病害虫発生予察情報

（予報､警報､注意報､特殊報）

一・一全国病害虫発生予察情報

病害虫発生予察オンラインシステムの概要

NewOn-lineSystemforForecastInforma-

ByToshiyasuYokota 第2図tlons、
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第1表病害虫発生状況等調査結果
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第2表 ウン力類飛来状況

ウンカ種別：セジロウンカ

トラップ名 07/0107/0207/0307/0407/0507/0607/0707/0807/0907/1007/1107/12県名

佐 賀
佐 賀
佐賀
長 崎
長 崎

地点名

60W白熱
ネットトラップ

60W白熱
ネットトラップ

60W白熱

０
０
４
０
１

３
棚
６
拓
糾

Ｉ
Ｉ

０
５
４
８
９

４
２
５
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７

１
２

０
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６
４
０

１
２
６
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５

川副町

川副町
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諌早市
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３
８
６
８
２

４
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１
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１
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３
９
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５
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２

第3表情報発表状況一覧表（警報及び注意報）

通番 発表年月日 県名

兵庫
長野
大分
秋田
鹿児島

情報種類

注 意 報
注 意 報
注意報
注 意 報
注 意 報

情 報 番 号

2

3

2

2

4

作物名

水稲
アブラナ科野菜
落葉果樹
麦類，トウモロコシ等
水稲

病害虫名

62/06/30
62/07/01
62/07/02
62/07/03
62/07/03

0187

0190

0192

0193

0194

縞葉枯病
コナガ

カメムシ類
アワヨトウ

セジロウンカ
今
。
、
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第4表オンライン化の効果

分’ ’ オンライン化完成後（64年度以降）状区 現

病害虫発生状況等調査
結果の伝達，集計の迅
速化

熊一国一灘
(郵送）（集計印刷）（郵送）
3日 4日 3日

都道府県-→DRESSｾﾝﾀー 景ー道府県
（ライン）（集計）（ライン）

－－…

分単位
10日

’’
病害虫発生状況等調査
結果の全国集計

国，人手，年8回 DRESSセンター，月2回

全国及び都道府県病害
虫発生予察情報伝達の
迅速化

国

都道府 一-一三荒具都 県 県一喪K3首胴

（郵送）
ー－－－一

l～3日

(ライン）

分単位

’’
国:DRESSセンター，全都道府県対象
都道府県： 〃 〃

国：人手，全都道府県対象
都道府県：人手，隣接都道府県のみ

都道府県病害虫発生予
察情報の整理活用

見込み，ほかに電話回線を新設すればさらにその基本

料。

通信料金:DRESSサプセンターまでの電話料。

2他のシステムとの関係

本システムは，当面病害虫発生予察事業内部のシステ

ムとして運用し，他のシステムとのオンライン化は今後

の検討課題とする。具体的には，今後農業関係全体の情

報システムが検討されることになると思われるが，その

中での位置付けということになろう。

なお，病害虫防除所には，端末器とともにテレファッ

クスを設置し，都道府県病害虫発生予察情報を市町村，

農協等に提供するとともに，調査員から病害虫発生状況

等調査結果を受信する。

3端末器パソコンの機能

DRESSの端末器としては情報の出入力のみである

が，パソコンとしての情報の集計，解析，保存等に活用

する。

プロソフトを利用する。出力例は第1～3表のとおり。

Ⅲオンライン化の効果

第4表のとおり。

Ⅳ年次 計 画

61年度：植物防疫課及び15都府県（岩手，福島,群

馬，埼玉，神奈川，東京，福井，滋賀，大阪，広島，香

川，愛媛，佐賀，長崎，沖縄）病害虫防除所に端末器

(パソコン）設置，試運転

62年度：一部稼動，宮城，山梨，富山，石川，京都等

16府県の病害虫防除所に端末器設置

63年度：全都道府県のオンライン化完成

64年度：全面稼動

Vその他

1利用料金

基本料金:DRESS使用料として月22,000円程度の

ー、一己”ｴﾍー 〆屯、〆、〆~、一ヘグヘダ~、一ヘーヘーヘー、一、-〆=、ヘー、へ一～〆ヘーヘ塔一一〆孟､一角廷一一画一へ冨〆、一一･迅〆F、〆へ〆~、ダヘゲ角、〆～ヘーヘノ、－へ〆、一一、三面、ご〆孟、F~〆、一～〆へ里〆、一、〆ヘヘジヘーヘー、ゴー、一、〃－、一､一一、〆、一査廷一一一､〆壷、一へ、＝へ〆へ＝盃、一旦,一一、〆ヘヶヘーダー、＝、_＝、F型～一一一畠､一へ＝〆－，／、_々 、〆へ〆吟、〆畠、グヘーヘーーグ勇一〆-,、一一、〆－－、一、一へ－、〆へ一角､-＝昼､一一、"－，、

次 号予告

次10月号は下記原稿を掲載する予定です。

シロイチモジマダラメイガの産卵行動服部

イネ葉しようの濡れ時間と紋枯病の病斑進展

武田

ク リタマバチの 防 除 の 現 状 行 徳

わが国のダイ ズ 細 菌 病 西 山

アメリカシロヒトリの定位行動贋岡

タバコ立枯病の風雨による二次伝染

原秀紀・小野邦明

ミナミキイロアザミウマの物理的防除法鈴木寛

カブリダニに対するハダニの「防御」－錯綜した

被食一捕食者の関係一斎藤裕

誠

一
裕
司
年

真
幸
芳

定期購読者以外のお申込みは至急前金で本会へ

定価1部5m円送料50円
イ

－50－
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いもち病の研究に供試する菌株について
や ま な か

クミアイ化学工業株式会社山中
すすむ

達

いもち病菌は，寒天培地上で培養を続けると，菌株の

多くは変異し，母菌の性状（分生胞子形成能や病原性な

ど）を持続し得ないことは，多くの研究者の経験すると

ころである。一般に，病斑上の分生胞子を単胞子分離

し，ジャガイモ煎汁寒天培地(PDA)上に培養すると，

分離直後の培養では，菌株のほとんどは均一な菌そうを

形成し，胞子形成が良好である。次いで，継代培養を続

けていくと，いわゆるセクター（扇状変異体）の生成な

どによって，不均一な菌そうとなり,1～2年後には，

多くの菌株は母菌とは異なった菌そうを示すようにな

る。これらの菌株は胞子形成能が低下し，そのために病

原性の検定が困難となることが多い。また，病原性につ

いても分離直後の病原性と異なったり，あるいはまった

く喪失するものも出現する。

以上のように，いもち病菌が変異を起こしやすいこと

は，本病を研究するに当たって，供試菌の選択に頭を痛

めるところである。すなわち，供試菌の選択を誤ると，

研究途上で変異を生じ，研究を最初からやり直さねばな

らぬことも起こるであろう。ところで，いもち病に関す

る研究論文を拝見していると，以前私が農林省に在職中

関係していた「いもち病菌の菌型に関する特殊調査」の

共同研究で手がけた菌株が使用されているのをしばしば

目にする。当時，これらの菌株は変異がほとんど起こら

ない菌株として選び出され，共同研究実施中レース検定

用の標準菌株として使用されたものである。これらは現

在分離後20年以上も経過しているにもかかわらず，そ

の病原性が変わっていないことを考えると，その安定性

をうかがい知ることができよう。これらの菌株の来歴に

ついては，知られざる一面もあり，これを解説しておく

のも，あながち無駄なことでもあるまいと思い，あえて

ここに記すこととした。

①研53-33（研は旧農林省農業技術研究所の略，数

字は1953年に分離した33番目の菌株の意):この菌

株は愛知農試の稲橋分場（現山間技術実験農場）の関

東51号の擢病穂首から分離されたものである。分離当

初はrace037(raceCI)とされたが，間もなくPi-ta

因子を持つ品種を侵害するようになり，現在その性質を

常時保持している。数少ないrace137(Tl)の代表菌

ANoteontheIsolateUsinginResearchonRice
Blast. BySusumuYamanaka

株として広く使用されている。

②研62-89:PiNo.5の葉から分離された。race

303(T2)として，病原性が安定していて，分生胞子形

成も良好である。

③研60-19:関東52号の葉から分離された。race

037(CI)の代表菌株として広く使用される。病原性は

安定しており，胞子形成も良好であるが，胞子形成能を

失った変異菌がまれに生ずることがある。

④北373：北海道立農試の成田らが,1959年栄濡

の葉から分離した菌株で，胞子形成がきわめて良好な

race007(Nl)の代表菌株の一つである。胞子形成能，

病原性共に安定しているが，まれにPi-tα因子を侵害す

る変異菌や，また多量に胞子を形成するが，まったく病

原性を喪失した変異菌などの分出(Sorting-out)が認

められることがある。

⑤研54-20：改良愛国の葉から分離され,race003

(N2)として安定している。ただ胞子形成能は分離当初

より低下している。

⑥研54-04：岐阜農試ほ場の神力11号の葉から分

離された。この菌株はrace003(N3)であるが，分離

当初から病原性が弱く，日本稲に小型の擢病性病斑(M

型）を形成する珍しい菌株である。本菌の病原力につい

ては，清沢の論文（農業技術、24：232～234,1969)を

参照されたい。

なお，次に挙げる菌株(P-2)は昔から広く使用され

ている菌株で，今後も使用されることが多いと思われる

ので，私の経験から得られた本菌の特徴について記して

承よう。

⑦P-2:この菌株は1948年，北陸農試で分離され

たもので，胞子形成が抜群に良好であり,PDA上で色

素を形成しない。また，一般にいもち病菌はPDA上で

は胞子形成がきわめて不良であるが，本菌はかなりの量

の胞子を形成する特徴を有する。薬剤試験その他に幅広

く使用される著名な菌株である。本菌は元来,race003

(N2)に位置づけられるが，往々 にしてrace303(T2)

が分出する。この分出した菌株がP-2bとして使用され

ている。

以上のほかにも，性状の安定した各種のいもち病菌が

研究者によって使用されていることはいうまでもない6

長期にわたる研究には，分離直後の新しい菌株を使用す

ることは避けるべきで，性状が安定した，確実な菌株を

使用することが肝要であろう。
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植物防疫基礎講座

病害虫防除のための統計学（7）

非線型最小二乗法
みや

農林水産省農業環境技術研究所宮
い

井
し ゅ ん い ち

俊一

はじめに

病害虫の研究においても，観測値（データ）に曲線を

当てはめなければならない場合がよくある。そのときに

普通に使われる方法が最小二乗法である。特に，当ては

める曲線が非線型モデルである場合の最小二乗法を，こ

こでは非線型最小二乗法と呼ぶことにする。非線型最小

二乗法は，線型の場合と違って，計算が非常に面倒であ

る。けれども，最近のパソコンの普及により，プログラ

ムさえあれば，誰でも比較的容易にそれを適用できるよ

うになってきた。

本稿は，非線型モデルとしてロジスチック曲線を当て

はめることを例にして，非線型最小二乗法をできるだけ

わかりやすく解説することを目的としている。数式によ

る展開をなるべく少なくするよう心がけたが，そのため

に舌足らずな説明しかできな↓､個所がでてきてしまった

ような気もする。最小二乗法一般について，もっと詳し

いことを知りたい方は，中川・小柳(1982)を参照して

欲しい。

Ⅱ非線型モデルとしてのロジスチック曲線

病害虫の増殖や農作物の生長などを研究するとき，観

測値にs字状の曲線を当てはめることがよくある。その

ような曲線として，ロジスチック曲線,Gompertzの曲

線,Richardsの曲線がよく知られているが，それ以外

の曲線もいくつか提案されている(FranceandTho-

RNLEY,1984)。ここではもっともよく用いられているロ

ジスチック曲線を例として話を進めるが，非線型最小二

乗法の基本的な考えかたは他のモデルの場合でも変わら

ないことは言うまでもない。

ロジスチック曲線を表す式は，パラメータの組承入れ

かたにより，いろいろと考えられるが，ここでは次の形

の式を考えることにしよう。

Y=a/rl+exp(β－γX)]…….…….….…(1)

ただし,xは独立変数であり，生長曲線の場合は時間を

表す。Yは従属変数であり，個体数，密度，乾物重など

StatisticsforPestandDiseaseControl(7)．Non‐

linearLeastSquares. ByShun'ichiMiyai

を表す。α，β，γはパラメータである。これらのパラメ

ータの意味は次のように解釈することができる。x→

｡。とすると,Y→αとなることからわかるように，αは

最終的に生長が止まったときに到達している値を表すこ

とになる。x=o,すなわち初期時点では，

Y=a/[l+exp(fi)]

となることから，βはYの初期値に関係するパラメータ

である。また,Yを時間Xで微分すると生長速度が得ら

れるが，それは，

dY/dX=rY(l-Y/)

となることから，γは生長率に関係するパラメータであ

ることがわかる。特に,Yの値が小さい初期生長のころ

には，生長率はほとんどγだけに支配されることにな

る。なお,(1)式で用いたexpなる表記法は，例えば

exp(X)ならばex(eは自然対数の底）を意味する。

最小二乗法を用いてパラメータの推定を行うとき，ロ

ジスチック曲線が非線型モデルであるということはどう

いう意味なのであろうか。これは単にロジスチック曲線

が直線ではなくて曲線であるということではない。曲線

ということなら次の式で表される放物線も曲線である。

Y＝6，＋62X＋83X2．．……………………．（2）

ただし,01,#2,#3はパラメータである。けれども，放

物線は線型モデルであって，非線型モデルではない。こ

の違いはどこにあるのであろうか。これは，線型か非線

型かはパラメータに関していっているのであり，変数に

関してではないところにある。すなわち，線型モデルと

はすべてのパラメータが線型の形となっているモデルで

あり，それに対して非線型モデルとは少なくとも一つの

パラメータが非線型の形となっているモデルのことなの

である。この判定は，パラメータを変数,Xを定数とみ

なして,Yをパラメータで偏微分したときに，パラメー

タが残らないモデルは線型であり，一つでも残るモデル

は非線型であるとすればよい。（2）式の放物線では，

aY/d0.=i,dY/dd̂ =x,dY/dOz=x*

となり，すべて右辺にパラメータが現れないので線型モ

デルと判定される。それに対して,(1)式のロジスチッ

ク曲線では，パラメータαだけを取り上げてみても，

aY/da=l/[l+exp(β－7X)]

－52－
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未知のパラメータであり,Ujは誤差項を表す確率変数

である。uiに関しては，以下の仮定が置かれる。

(i)すべてのiに対してUiの平均は0である。

(ii)すべてのiに対してUiは同一の分散ぴ2を持

軍つ。

(iii)Uiとuj(î j)は互いに無相関である。

(iv)Ujは正規分布に従う。

パラメータの推定を行うだけならば仮定(iv)は必要な

いが，有意性検定及び信頼区間を導くためにはこの仮定

が必要となる。

ここでタ102,…，タpを，それぞれβ1>02,…’6p

の推定値としよう。このとき（3）式は，

Yi＝f(ﾀ,，タ2，…，タp；Xi)＋ei．｡………．(4)

と書き表せる。ただし,eiは，観測値Y,とその予測

値f(l,タ2，．．．，タp；Xi）の間の残差を表す。この残差

の平方和をsとすれば，

S=Se,=|][Y,-r(ﾀ1,02,…,*p;x,)]*
i＝1i＝1

…..………………….…..…………．（5）

となる。最小二乗法とは，この残差平方和sが最小にな

るようにパラメータを推定する方法であり，その結果得

られる推定値タ,，タ2，…，タPは最小二乗推定値と呼ば

れる。sを最小にするということからわかるように，最

小二乗推定値は，（5）式のSをタiで偏微分したものを

すべて0に等しいとして得られる方程式，

ds/d0i=o(i=i,2,…,/>)……･…….…(6)

を解くことによっても求められる。この（6）式は，正

規方程式と呼ばれる。

先に挙げた仮定の中で，モデルの誤差の構造に関係す

る仮定(ii)は，パラメータの推定方法や推定値の推測

に影響を及ぼす重要なものなので’少し補足しておこ

う。この仮定は，uiの分散，すなわちY.の分散がど

こでも均一であるとするものである。この仮定が必要な

理由は，もし分散が均一でなければ，分散の大きいYの

観測値の精度は低く，逆に分散の小さいYの観測値の精

度は高いので，パラメータの推定の際にこれらを等価に

扱うことができなくなるからである。生物現象を扱う場

合,Yの観測値が大きくなるにつれてその分散も大きく

なることがよく起こるが，このようなときには仮定は満

たされていないことになる。この仮定が成立しているか

いないかの判定は，第’図のように観測値を図示するこ

とにより行う。この例では，だいたい仮定は満たされて

いると判断して差し支えなさそうである。もしYの値が

大きくなるにつれてその分散も大きくなるような傾向が

見られるならば，対数をとるとか，逆数をとるなどして
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第’図生長に関する4組のデータのプロット

曲線は非線型最小二乗法で当てはめたロ

ジスチック曲線

となり，右辺にパラメータβ，γが残るので非線型モデ

ルということになる。

最小二乗法により観測値にモデルを当てはめる場合，

モデルが線型であるか非線型であるかの違いは重要であ

る。モデルが線型であると，パラメータの推定が容易で

あるだけではなく，パラメータの推定値や従属変数Yの

予測値が統計学的に好ましい性質を持つことになるのに

対し，非線型の場合には，それらが成立しなくなるから

である。この点については後節で説明したい。

ロジスチック曲線を当てはめるために用いるデータと

しては,Ratkowsky(1983)が用いた4組のデータを使

用することにする。ここでは具体的な数値は挙げない

が，図示すると第’図のようになる。この図から明らか

なように，これらのデータに対してs字状の生長曲線を

想定することはきわめて妥当であると思われる。RAT‐

KOWSKY(1983)はロジスチック曲線以外の生長曲線の

当てはめも行っているが，ここではロジスチック曲線の

当てはめだけを考える。

皿最小二乗法の考えかた

YとXに対してn組の観測値が得られているとし，そ

れらをそれぞれYi，Xi（i＝1，2，….n)で表そう。Y

とxの間に(1)式のロジスチックモデルが想定される

場合，最小二乗法では，それを次のように表す。

Yi=a/[l+exp(β一γX,)]+u,

一般のモデルの場合であるならば，これは，

Yi＝f(8，，82，…，βp；Xi)＋ui・…･･……(3)

と書くことができる。ただし，6，，62，．．．，8pはp個の
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分散を均一化させてから最小二乗法を適用すればよい。(iii)最小二乗推定値は,Y,の一次関数となる任意

ロジスチック曲線を当てはめる場合，例えば対数をとるの他の不偏推定値よりも小さな分散を持つ6

ならば，（3）式に対応する式は， (iv)誤差項Uiの分散o2の不偏推定値o*は，

log(Yi)=log|>/{l+exp(β－7X,)}]+u, 62＝S/(n-p）．.……….…..…….…………(8)

と いうことにな る 。 で あ る 。 た だ し,nは観測値の個数,pはパラ

メータの個数である。
Ⅲ線型最小二乗法

(v)Yの予測値は不偏であり，さらに正規分布に従

非線型最小二乗法に進む前に，線型モデルの場合につ う◎

いて説明しておく。もっとも単純な線型モデルは直線回
Ⅳ非線型最小二乗法

帰モデルであるが，ここでは（2）式の放物線を当ては

めることを考えよう。この場合，（3）式は，非線型最小二乗法が線型最小二乗法とどのように違う

Y,=0i+0,Xi+03Xi+u, のかを理解してもらうために，非常に単純な非線型モデ

であり，残差平方和Sは，（5）式より，ルである次の指数関数を考えてみよう。
n

Y,=exp(－8,X,)+UiS=E[Y,-0,+*2X,+0iX,i)]2
i＝1

このモデルは，パラメータをβ，ただ一つしか含まな
となる。したがって，正規方程式は（6）式より，

い。8，の最小二乗推定値をタ，とするならば，それは

dS/d6i=-22[Yj-Ĉ +̂ Xi+tfaX.')](5)式で定義される次の残差平方和Sを最小にするこ
i＝1

とにより得られることになる。

as/d02=-2:2[Y,-(̂,+̂x,+̂x,)]x,
'S=Sl'Y,-exp(-rf,X,).l2

i＝1

38/̂3=-223[Yj-.(̂+̂X,+̂Xi)]X,* 正規方程式は，このsをタ，で偏微分して，それを0とi＝1

をすべて0と置いて得られる。すなわち，整理した形で置くことにより得られる。
示すならば，ヘ 、dS/d0i-22][Xiexp(－ﾀiX,)]

公nA、 八n
i＝1

n0i+(2X,)̂ 4-(2Xi)0,-2Y,
i＝1i＝1i＝1 LYi-exp－βiX,)]-0

これを整理すると，
(SX.)ﾀi+(SxM+(!;x,)ん堂XiY,
i＝1i＝1i＝1i＝1nn

SXiY,exp－6,Xi)-2X,exp(-20,X,)-O
i ＝ 1 i ＝ 1

(2X,)ﾀi+(2X,')̂+(SX,*)̂,-SX̂Y:
i＝1i＝1i＝1i＝1 となる。この正規方程式を見てわかるように，タ，につ

となる。この正規方程式は,01,02,03に関する連立一いて解くことは簡単ではない。線型モデルの場合は正規

次方程式なので簡単に解くことができる。方程式はいつも（連立）一次方程式となって容易に解く

独立変数がp個ある一般の線型モデルの場合，（3）式ことができるのに対し，非線型モデルでは，この例のよ
に対応する式は， うにきわめて単純なlパラメータのモデルの場合でさ

Yi＝8lx加十82Xi2＋…+0pXip+u,…………(7)*,解くのが非常に難しい非線型方程式となる。したが

と書き表せるが，正規方程式が連立一次方程式（パラメって，非線型最小二乗法では，数値的に反復計算を繰り

－タがただ一つの場合は単なる一次方程式）になるとい返して（5）式の残差平方和Sを最小にするパラメータ

う結果は，この一般の線型モデルに対しても成立する。を見つけなければならない。これは一種の最小化（最適

すなわち，線型モデルでありさえすれば，パラメータの化）問題であり，このためのさまざまな解法が提案され

最小二乗推定値は容易に求めることができるのである。ている（中川・小柳,1982)。

以下に，線型最小二乗法に関して得られるいくつかの次の節において非線型最小二乗法のもっとも基本的な

結果を証明抜きで挙げておく。さらに詳しいことが知り解法の一つであるGauss-Newton法について解説する

たい方は，ジョンストン(1972)を参照されたい。が，その前に非線型モデルの最小二乗推定値の性質など

(i)最小二乗推定値は不偏推定値である。が線型モデルの場合とどのように異なるのかを説明して

(ii)最小二乗推定値は,Y,の一次関数となるので，おこう。

正規分布に従う。線型最小二乗法の節でいくつかの結果を箇条書きにし
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たが，非線型最小二乗法の場合にはそれらはすべて成立

しなくなる。すなわち，最小二乗推定値は，不偏推定値

ではないし，正規分布に従わず，最小分散推定値でもな

い。また,Yの予測値は不偏ではなく，正規分布に従わ

ない。さらに，（8）式の誤差項の分散の推定値は不偏

ではない。ただし，観測値の数を増やしていくと線型モ

デルで得られる結果に漸近的に近づいていくことが知ら

れているので，十分に多くの観測値がありさえすれば，

この性質を用いて近似的に線型モデルの結果を適用する

ことができる。けれども，観測値の個数がいくつ以上で

あれば線型最小二乗法の結果を近似的に適用してもかま

わないというような，一般的ガイドラインは何もない。

これは，モデルと観測値の組み合わせごとに違うものと

考えられている。すなわち，非線型モデルの中には，き

わめて線型モデルに近いものから非常に非線型なものま

であり，その非線型性の度合いはさまざまである。しか

も，それは観測値との組み合わせによっても変化する。

非線型性が弱い場合には，観測値の数がそれほど多くな

くても線型モデルと同じ性質を持つとみなして問題はな

いが，非線型性が強い場合には，かなりたくさんの観測

値を用いても線型モデルで得られている結果は適用でき

ないといえる。非線型性を測る尺度については本稿では

触れる余裕がないので，関心のある読者はBox(1971),

BatesとWatts(1980),Ratkowsky(1983)を参照さ

れたい。

VGauss-Newton法による解法

非線型モデルが（3）式のように一般的な形で表され

ているとしよう。まず，パラメータ0，，82，…，βpの

値に十分近いと考えられる初期値がなんらかの方法で得

られているものとし，それらを8，(0)，82(0)，…,v>

で表そう。（3）式の非線型関数fをパラメータ8，，82，

…，βpの関数と考えて，

81＝81(0)’02＝82(0)，...，〃p＝βp(0）

のまわりでテイラー級数に展開し，一次の項だけを残し

て二次以上の項は無視すると,fは次のように一次式で

近似できる。

f(*I,!,…,p;X,)=f(tf,>,ff,),-,

0p<o);xo+(̂i-0iW)af/âi+(0,－82'"')

柵682＋…+(0p－8p(0))8”βp・…･……．（9）

ただし，偏導関数6”6，，6卵82，…,917〃pは,01=

01<¥02=02^,…,0p=vでの値を用いる。この

（9）式を（3）式に代入すると，

Yi-f(0,<>,02̂ ,…,V';x,)

=(,－6i)df/a0i+(02－6,<)df/d0,+-

+(*－6p)df/a0p+Ui"…………………･(10）

なる式が得られる。ここで，

Y,-fW,02̂ ,…，βp(0)；Xi)＝Wi，

棚d0i=Zii,af/a02=Zi2,…,9r/30p=Z,p,

6，－6，(0)＝‘,，82－8Î=0,…，βp－8p<=*p

と置き換えれば,(10)式は，

W.=0,Zn+0,Zi,+…＋少pZip＋ui･…･･･…..(11)

となる。この(11)式は,wを従属変数，Z,，Z2，．．．，

Zpをp個の独立変数と考えれば,(7)式の線型モデル

と同じものになる。したがって，線型モデルの場合と同

様にして，容易に少,，‘2，…，少pの推定値を求めるこ

とができる。これを少,<>,*2">,….#">で表そう。

81－81(0)＝少1162－82(0)＝少21…’8p－8P(0)＝‘P

なる関係があることから，反覆計算第1回目の8，，82，

…，βPの推定値8，(1)，82(1)，…,V"は，

0,0)=0,(0)+̂<i),0,(i>=0,(>+̂<n,…，

0p<D=0p<o>+0p<i>

となる。また，このときの残差平方和SをS<Dで表す

ことにする。

次に，このようにして得られた8i<>¥ê ¥…,0p̂

を先の初期値の代わりに用いて同じ計算を繰り返し，反

復計算第2回目の推定値8，(2)，82(2)，…,v>を求め

る。このときの残差平方和はS(2)で表す。

この計算を収束するまで繰り返して，最後に得られた

推定値を最小二乗推定値とする。また，誤差項Uiの分

散‘2の推定値は，最後に得られた残差平方和を自由度

n-pで割ることにより求められる。

線型モデルにGauss-Newton法を適用した場合には，

ただ1回の反復計算で最小二乗推定値が得られる。これ

はパラメータの初期値をどのように選ぶかには関係なく

いつでも成り立つ。このことから予想できるように，非

線型モデルの場合でも，非線型性が小さいならば比較的

少ない回数の反復計算で収束が起こるが，それが大きい

ときには収束が遅くなったり，ひどいときには収束しな

いこともある。線型モデルと違って，非線型モデルの場

合には適切な初期値を選ぶことが非常に大事である。

第1図に示した四つのデータに対してGauss-Newton

法により(1)式の形のロジスチック曲線を当てはめ

た。ロジスチック曲線の場合のパラメータの初期値は次

のように決めればよい。αは生長が最終的に頭打ちにな

ったときの値であるから，その初期値α(0）は，第1図

から読み取って，データlでは70，データ2では700，

データ3では6．5，データ4では21とすればよいであ

ろう。αの値が決まれば，これを用いて(1)式を次の

ように変形する。
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第1表ロジスチック曲線のパラメータの最小

二乗推定値と誤差項の分散の推定値
の式の形は，パラメータの組承入れかたを変えることに

より，いろいろと変化させることができ，それによって

も非線型性の程度は違ってくるが,(1)式の形のロジ

スチック曲線は他のものよりも非線型性の程度は小さい

という結果が得られている。これらのことから,(1)式

のロジスチックモデルは，線型モデルに比較的近いモデ

ルであると考えられよう。

なお，よく用いられる解法にMarquardt法と呼ばれ

る方法があるが，これはGauss-Newton法を改良して

安定化させ，さらに解への収束を速めるようにしたもの

である。これのBASICで書かれたプログラムリストが

刀根(1981)に付いている。

|デーﾀ1ヂ-*2デ-*3デーﾀr
72.48

2．617

0．067

1．34

702.9

4．442

0．688

744．1

6．687

1．745

0．755

0．0353

21．52

3．949

0.621

0．518

α
《
β
《
γ
挟

log(aW/Y-l)=β－7X

ただし，対数は自然対数である。この左辺をZと置き直

せば，

z=β－7x

となるが，これはXを独立変数,zを従属変数とする直

線の式である。したがって，回帰直線を当てはめて，定

数項の値からβの初期値β(0),傾きからγの初期値γ(o）

がそれぞれ得られる。

このようにして決められる初期値から出発して反復計

算を行い，最終的に第1表に示す推定値が求められた。

第1図に描いてあるロジスチック曲線は，これらの推定

値を用いたものである。

Ratkowsky(1983)によるならば，これら四つのデー

タとの組承合わせでは，ロジスチック曲線の非線型性の

程度が,Gompertzの曲線やRichardsの曲線などの他

の生長曲線よりも小さかった。また，ロジスチック曲線
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蓋全篭露
（構造式o

II

。廷̂ x""-
CH3、/O、人、CH，
ch/L_し

適用作物・適用害虫名及び使用方法：第1表参照。
使用上の注意：

(1)水稲の育苗箱に使用する場合

①育苗箱の上から均一に散布し，葉に付着した薬剤
を払い落とし，軽く散水して田植機にかけて移植するこ
と。

②軟弱徒長苗，むれ苗，移植適期を過ぎた苗などに
は薬害を生じるおそれがあるので注意すること。

③イネ苗の葉がぬれている場合薬害が生じやすいの

で，葉に付着している露を払い落としてから薬剤を散布
し，軽く散水すること。

④誤って過剰に使用すると葉先枯れなどの薬害を生

じることもあるので，所定の使用量，使用方法を厳守す
ること。

⑤本田が砂質土壌の水田や漏水田，未熟堆肥多用田

『殺虫剤』

ベンフラカルブ粒剤(61.10.28登録）

本剤は大塚化学(株)によって開発された殺虫剤であ
る。本剤の作用機構は，他のカーバメート系殺虫剤と同

様に，接触あるいは植物の組織・汁液の摂食，吸汁を通

じて虫体内に入り，昆虫の神経伝達に関与しているアセ

チルコリンを分解する酵素であるアセチルコリンエステ

ラーゼを阻害し，殺虫活性を発現するものである。

商品名：オンコル粒剤5

成分・性状：製剤はエチル=Ⅳ-[2,3-ジヒドロー2,2-ジ

メチルベンゾフラン-7-イルオキシカルポニル（メチル）

アミノチオ]-Ⅳ-イソプロピルーβ-アラニナート5.0％を

含有する青緑色細粒である。純品は淡黄色粘ちよう液体

で比重df1.171,沸点110C(0.023mmHg),水(20
.C）に約8ppm溶解し，ベンゼン，ジクロロメタン，

メタノール，〃-ヘキサンなどの有機溶媒に易溶である。
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作物名

水 稲

きゅう り
すい か
メロン

なす
ピ－‐マン

キャベツ

ね ぎ

カーネーション ’

紹介新登録農薬

第1表ベンフラカルブ粒剤（オンコル粒剤5）

適用害虫名

イネミズゾウムシ

イネドロオイムシ

イネヒメハモグリバエ
ッマグロヨコバィ
ヒメトビウソカ

ミナミキイロ

ア ザ ミ ウ マ

． ナ ガ

ネギ／、モグリバエ

ネ ギ アザミウマ

ｽ川プエ類’

使用量

育苗箱（30×60×
3cm,使用土壌約
5/I箱当たり50
9

育苗箱（30×60×
3cm,使用土壌約
51)1箱当たり80
9

0.5～10g/株

0.5g/株

3～6kg/10a
(1～29/株）

3～6kg/10a

6kg/10a ’

使用時期

移植当日

育苗期後半
または定植時

定植時

定植時
または生育期

(ただし収穫の
45日前まで）

生育期 ’

本剤及びベン
フラカルプを

含む農薬の総
使用回数

1回

’

463

使用方法

本剤の所定量を
育苗箱の上から
均一に散布する

株元処理

植穴土壌混和
または

株元処理

植溝土壌混和
または

株元処理

株元処理

の場 合は使用を避ける こ と 。 使 用 方 法 な ど を 誤らないように注意し，特に初めて使用

⑥本田の整地が不均整な場合は薬害を生じやすいのする場合には病害虫防除所等関係機関の指導を受けるこ

で，代かきは丁寧に行い，移植後田面が露出したりしなとが望ましい。

いように注意すること。移植後は直ちに湛水し，極端な毒性：

浅水，深水は避けること。また，深植えにならないよう（急性毒性）医薬用外劇物。

に注意すること 。 ① 取 扱 い に は 十 分注意すること。

⑦本田への移植後低温が続き，苗の活着遅延が予測万一誤って飲承込んだ場合には吐き出させ，安静にし
される場合は使用を避けること。また，移植後極端な高て直ちに医師の手当を受けさせること。

温が続くと予測される場合も使用を避けること。本剤使用中に身体に異常を感じた場合には安静にして
⑧本剤を施用した苗を移植した本田ではDCPA剤直ちに医師の手当を受けること。

の 施用は避けること 。 ② 本 剤 に よ る 中 毒 の治療方法としては硫酸アトロピ
（2） 畑作に使用する場合ン製剤の投与が有効である。

①本剤をきゅうり，すいか，メロン，なす，ピーマ ③散布の際は防護マスク，手袋，長ズボン・長袖の

ンに使用する場合作業衣を着用すること。

イ．過剰に使用すると葉縁が黄化するなど薬害を生また，粉末を吸い込んだり浴びたりしないように注意
じるおそれがあるので，使用量及び使用回数を厳守すし，作業後は手足，顔などを石けんでよく洗い，うがい
ること。をすること。

ロ．育苗期に使用する場合には，育苗期後半（定植（魚毒性)B-s類。一時に広範囲に使用する場合には
7日前から定植期）に使用し，前半の使用は避けるこ十分注意すること。養魚田では使用しないこと。養魚池
と。などに直接田水が流れ込むおそれのある水田では使用し
ハ．軟弱徒長苗では薬害を生じるおそれがあるのでないこと。

使用を避けること。

二．高温乾燥期の使用は薬害を生じるおそれがある （殺菌剤）

ので使用を避けること。オキサジキシル・銅水和剤(61.10.28登録）
②キャベツの植え穴に使用する場合は，施用後軽くオキサジキシルはスイス・サンド社によって開発され
土壌を混和してから植え付けること。たオキサゾリジノン系殺菌剤である。その作用機作は，
（3）本剤の使用に当たっては，使用量，使用時期，アシルアラニン系殺菌剤と同様,RNA合成に関与する
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ポリメラーゼ阻害と考えられている。

商品名：サンドファンc水和剤

成分・性状：製剤は2－メトキシーⅣ-(2-オキソ-1,3-

オキサゾリジン-3-イル)アセトー2'’6'一キシリジド10.0

％及び塩基性塩化銅67.3％を含有する淡緑色水和性粉

末である。オキサジキシル純品は白色結晶粉末で，融点

104～105C,蒸気圧2.5×10-8mmHg(20C),溶解性
(g/l,25C)は水3.2～3.4,へキサン0.12,アセトン

320,エタノール42，クロロホルム610である。

（構造式)o

ぐこ議尋鰻｡帥
O

適用作物・適用病害名及び使用方法：第2表参照。

使用上の注意：

①本剤は無機の銅を含むため，きゅうりに対して薬

害を生じやすいので下記の事項を十分注意すること。

イ．幼苗期は特に発生しやすいので，中期以降の散

布にすること。

ロ．高温時の散布は病状が激しくなることがあるの
で避けること。

ハ．連続散布すると葉の周囲が黄色したり硬化した

りすることがあるので過度の連用を避けること。

②本剤の連続使用によって薬剤耐性菌が出現するお

それがあるので，なるべく連用を避け，作用性の異なる

他の薬剤と組象合わせて輪番で使用すること。

③本剤の使用に当たっては使用量，使用時期，使用

方法を誤らないように注意し，特に初めて使用する場合

には病害虫防除所等関係機関の指導を受けることが望ま

しい。

毒性：

（急性毒性）普通物。

①誤飲誤食などのないように注意すること。万一誤

って飲承込んだ場合には，吐き出させ，安静にして直ち

に医師の手当を受けさせること。本剤使用中に身体に異

常を感じた場合には，安静にして直ちに医師の手当を受

けること。

②粉末は目に対して極めて強い刺激性があるので，

散布液調製時には保護眼鏡を着用して薬剤が目に入らな

いように注意すること。万一，目に入った場合には直ち

に水洗し，医師の手当を受けること。

③散布の際はマスク，手袋，長ズボン・長袖の作業

衣などを着用すること。また，散布液を吸い込んだり浴

びたりしないように注意し，作業後は手足，顔などを石

けんでよく洗いうがいをすること。

（魚毒性)B類（オキサジキシルはA類)。

一時に広範囲に使用する場合には十分注意すること。

なお，本剤のほか，オキサジキシル・マンゼプ水和剤

(サンドファンM水和剤）が同時に登録された。

オキサジキシル・マンゼブ水和剤の適用病害名及び使

用方法：第3表参照。

第2表オキサジキシル・銅水和剤

（サンドファンC水和剤）

作物名
適用

病害名

ばれ℃塗|跡
ﾄﾏﾄ|疫病
き…|べと病

希釈倍数

（倍）

500～

700

使用|時期

鯉仙’
収穫前
日まで

本剤及びオキ
サジキシルを

含む農薬の総
使用回数

3回以内

4回以内

3回以内

使用

方法

散布

第3表オキサジキシル・マンゼブ水和剤（サンドファンM水和剤）

作物 名 適用病害名
希釈倍数

（倍数）
使用時期

ばれいし±｜疫病’500~7501収穫14日前まで
きゅうり 500～1,000 収穫前日まで

たまねぎ ベと病 500～750 収穫7日前まで

ぷどう 750～1,000 収穫60日前まで’

本剤のみを使用
する場合の使用
回数

3回以内

2回以内

使用

方法

散布

オキサジキシ

ルを含む農薬
の総使用回数

3回以内

2回以内 ’

マンゼブを含
む農薬の総使
用回数

7回以内

3回以内

5回以内

2回以内
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