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●優れた抗菌力で､馬鹿苗病､ごま葉枯病、

いもち病を同時に防除しま説

●低温時でも安定した消毒効果を示し､他

剤の耐性菌にも高い効果かありま説

●乳剤なので薬剤の均一性か高く、撹祥

の必要がありません。

●種籾への吸着(浸透)に優れているので、

消毒液は風乾せずに浸種できま式
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今年も､効きました｡来年も､効きま魂

心水田除草に新しい時代をひらいたDP州剤
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●斑点細菌病などの三宮

｝M細菌性病害I＃葉かび病等諸病害に
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淑祁誇言
農薬会社Iさ､日本農業の発展を願い、

安全で効果の高い農薬を罰りおとどけしています。 ●茶p果樹;'施設野菜の了主要害虫に
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⑩

対抗植物による線虫防除 佐野善一氏原図 (本文13ページ参照）

マメ科対抗植物およびトマトにおけるサツマイモネコブセンチュウの発育反応および根の組織的変化

A:トマト（福寿2号)、接種14日後、B:ラッカセイ（ナカテユタカ)、接種5日後、c:サイラトロ、

接種23日後、D:Cﾉ℃〃/αﾉ”s"“〃6"応、接種35日後

dgc:退化した巨大細胞、gc:巨大細胞、gp:生殖原基、J2:2期幼虫、、：核、nc：壊死した細胞、

nl:線虫の唇部、z：導管

オクラの病害虫

1,
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古谷真二．高井幹夫氏原図(本文48ページ参照）

①黒根病の病徴

②黒根病菌(Thielaviopsisbaskold)の厚膜胞子

③果実を加害するハスモンヨトウ

’



’’ カボチャ萎ちよう性病害の見分け方 <本文45ページ善照）

立枯病 下長根鴻氏原図
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▲果実の病徴：病斑の表面に菌叢が生じ、白粉状

を呈する．遊走子妻の集塊で、Reaps血．/の特徴

である．
蕊

判、
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▲ハウス栽培カボチャの疫病：地際部が侵さ

れ褐変腐敗を起こしている

ij

▲菌叢に見られる放射状ないし花弁状模様（裏面から見るともっと顕著である）

左：カボチャ菌株、右：ナス菌株

▲P.capsiciT)遊走子妻:顕著な乳頭突起を有する
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線虫の分子生物学の現状 519

特集：線虫学〔1〕

線虫の分子生物学の現状

農林水産省農業研究センター
な

奈
らぷたかし

良部 孝

線虫の分子生物学は，自活'性線虫Cae"or加侃"な

e姥α"sに焦点が絞られ，細胞学，発生学，遺伝学，神経

学，行動学，内分泌学，薬理学，老年学などの広範な生

命科学の分野の研究と相互に関連しながら進展してき

た｡今やウイルスやバクテリアでの分子生物学の知見を，

高等動物の生命現象解明に当てはめるための生物モデル

として，最も重要な位置を占めるに至っている(Wood,

1988；一戸，1984；定家・鈴木，1989；宗像，1989)。

Ce姥α"sの研究にリードされる形で，近年，植物寄

生性線虫を含む他の線虫類の分子生物学が発展してき

た。植物寄生線虫については，いまだ,DNAの塩基配列

の差異に基づく分類・同定法の開発が進められている段

階にすぎないが，最近になって，系統分類，特に，近縁

な種･系統(おもに寄生性の差異に基づくレース，及びパ

ソタイプ)間の分類・識別に多くの成果を上げてきてい

る｡本稿では,制限酵素断片長多型(RFLP)やハイプリダ

イゼーション法を利用した各種植物寄生線虫の分類・同

定法を紹介するとともに，全塩基配列の決定された動物

寄生線虫のミトコンドリアDNAのユニークな構造につ

いて紹介したい。

I制限酵素断片長多型(RFLP)の利用

制限酵素断片長多型(RestrictionFragmentLength

Polymorphism:RFLP)とは，制限酵素を用いてDNA

を切断したときの断片の長さが多型性を示すことをい

う。すなわち,DNA上に生じた変異を直接検出し，同一

生物集団の変異系統を電気泳動のバンドパターンとして

とらえることができるわけである。

植物寄生線虫のRFLPは，ネコプセンチュウ主要4種

(サツマイモネコプセンチュウ(Mどんj"bgyneincog"伽),

ジャワネコブセンチュウ(Mjavα"たα,キタネコブセン

チュウ(M〃〃ね),アレナリアネコブセンチュウ(M

αだ"αria)とそれぞれのレース間(Curranetal.,1985,

1986),及び長い間同一種と考えられていたジャガイモシ

ストセンチュウ(Gわ加庇rα､ノw”c"た"sな)とジャガイモ

シロシストセンチュウ(Gん加dera．〃α峨血)Pal(Burrows

andBoffey,1986)の比較などが最初の試みである。細胞

RecentProgressonNematodeMolecularBiology. By

TakashiNARABu

内の全DNAをいくつかの制限酵素で切断し，その断片

を電気泳動法で分離後，エチジウムプロマイドで染色す

る方法で系統間の変異を調べた。それぞれ1系統のみの

実験ではあったが，種間・レース間ですべて異なる泳動

パターンを示した。しかしこの方法で検出できるDNA

は，反復配列を持つDNA(ネコブセンチュウでは全

DNAの約20%を占める(PableoandTriantaphyllou,

1989))に限られるうえ，この部分は系統間の変異が現れ

にくい傾向がある(Doveretal.,1982)ため，一般的に系

統間の分類には用い難い。

しかし，ダイズシストセンチュウ{Heteroderagly-

cines)の全DNAのRFLP解析では，用いた8種類の制

限酵素すべてについて，レース4はレース3及び5とは

異なるバンドパターンを示した(KalinskiandHuettel,

1988)。また，マツノザイセンチュウ(β"廊叩ﾙeた"c伽s

xy〃ﾌ〃"s)の二つの病原′性の異なる2系統(MPSy-1,

VPSt-1)及びニセマツノザイセンチュウ(B.mu-

cﾉ．o"““)の計3系統のRFLP解析では，種間では明り

ょうな差異が認められ，系統間についても共通バンドが

多いものの，差異が認められた(Bollaetal.,1988)。こ

れらの例は同一種内の系統間で，反復配列を持つDNA

に変異が起きたものと考えられる。

このような核DNAに代わり，現在RFLP解析に盛ん

に用いられているのはミトコンドリアDNA(mtDNA)

である。mtDNAは,環状2本鎖で,全DNAの1～10%

を占め，物理的サイズが小さく（脊椎・無脊椎動物では

14～19kbp),分離精製が容易であるなどの特徴を持つ。

また,核DNAの10～100倍の速度で変異し,反復配列を

多数持つため,RFLP解析による系統分類が容易である。

ネコプセンチュウでは，主要4種とそれぞれのレース

を含む12系統について，12種類の制限酵素を用いて，

mtDNAのRFLP解析が行われた(Powersetal.,1986;

PowersandSandall,1988)。全系統間で，検出された総

バンド数に対する共通バンド数の割合から，塩基配列の

相同性を求め，系統間の類縁関係を系統樹に表した(図-

1)。個々の制限酵素ではレース間に差異が認められたも

のの，全体では，サツマイモネコブセンチュウのレース

間で0.5～1.0%,キタネコブセンチュウで1.3～1.8%,

アレナリアネコプセンチュウで0%の相違度しか認めら

－1－
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図－1mtDNAのRFLP解析によるネコプセンチュウ4種

12系統の系統樹(PowersandSandall,1988)

数字は系統間の断片長の相違度．M1：サツマイモネコ

プセンチユウ，レース1～4，レース不明,mj:ジヤワ

ネコプセンチュウ,MH:キタネコプセンチュウ，

MA：アレナリアネコプセンチュウ，レース1.2.

れなかった。mtDNAの塩基配列は同一種内でも変異が

あり，例えば，ヒトで0.36%,チンパンジーで1.33%

の種内変異が認められている(Wilsonetal.,1985)。この

ことから，ネコブセンチュウのレース間の差異は種内変

異の範囲内にあると考えられ,RFLPによるレースの判

別は難しいものと思われる。また最も近いサツマイモネ

コブセンチュウとキタネコブセンチュウの系統間の相違

度は，0．7％でキタネコブセンチュウの種内変異より小

さく，最も遠いアレナリアネコブセンチュウとキタネコ

ブセンチュウの間の相違度でも2．4％で，ネコブセンチ

ュウ主要4種はいずれも近縁な関係にあると推定され

る。

ダイズシストセンチュウとテンサイシストセンチュウ

(//.schac〃")は形態的に非常に類似し，交雑も可能

(PotterandFox,1965;Miller,1976)なため近縁種と考

えられていたが,mtDNAのRFLPから求めた両種の相

違度は，14．5％と大きな値を示した(Radiceetal..

1988)。これは同属間のショウジョウバエが1.5～10%,

ウニが6～11％，マウスが13～17％という値と比較し

て大きな数字であることがわかる。mtDNAの塩基配列

の相違度は，種や系統の分化年代を推定する"分子時計”

として利用することができる(VawterandBrown,

1986)。ウニやショウジョウバエから計算された値を参考

にすると,相違度0.5～1.0％が100万年前の種分化と考

えられるので,両線虫の種分化は730～1,450万年前に起

きたと推測される。両シストセンチュウは種分化後，形

態的な変化がほとんどないまま，現在に至っていると考

えてよい。

ダイズシスト，テンサイシスト，ジャガイモシスト，

ジャガイモシロシストの4種シストセンチュウは，タン

パク質の二次元泳動によるバンド数の相違度から類縁関

係が調べられており，4種とも遺伝的に遠い関係にある

という(BakkerandBouwman-Smits,1988)。またネコブ

センチュウのアイソザイムを使った類縁関係では，主要

4種は比較的近い関係にあり(Esbenshadeand

Triantaphyllou,1987),mtDNAから求めたデーとほぼ

一致した。シストセンチュウ類の種分化ははるか昔にさ

かのぼり，ネコブセンチュウ類は種分化したばかりの線

虫であるといえよう。

nDNA-DNAハイブリダイゼーション法

生物のDNAの一部を切り出してクローン化した

DNA,あるいはRNAを鋳型にして合成した相補DNA

(cDNA)をプローブとして，目的の核酸配列を検出しよ

うとするのがハイブリダイゼーション法である。特にウ

イルスの検出などの分野でよく用いられている方法であ

るが，検出精度がきわめて高く，また各種の実験キット

も容易に入手可能なため，この方法を線虫の種(系統)の

判別に用いようとする試みが増えている。

ハイブリダイゼーション法を用いるうえで最も重要な

のは，目的とする線虫の種(系統)に特異的な核酸領域に

対するDNAプローブをデザインして用いることであ

る。これまでに植物寄生線虫の種・系統の識別に用いら

れたプロープを表－1に示した。

最初は他の生物の系統識別のためにデザインされた

DNAプローブが，そのまま線虫用のプローブとして用

いられた。キタネコブセンチュウは有性生殖または半数

型単為生殖のレースAと倍数型単為生殖のレースBに

分けられ，形態的差異も指摘されているが(ElSENBACK

andHirschmann,1979),その識別は困難であった。

CurranandWebster(1987)は，両レースの全DNAを

EcoRlで切断し，電気泳動後,C.elegα"Sの28s,18sリ

ポゾームDNAの反復配列をクローニングしたプローブ

(NelsonandHonda,1985)を用いてハイブリダイゼーシ

ョンを行った。その結果，レースAでは1本，レースB

では2本のバンドが認められ，両レースは明確に識別で

きた。

Bollaetal.(1987)は，マツノザイセンチュウでマツ属

に病原'性を示さない系統(MPSy-1av)とオウシュウアカ

マツPinussyﾉy“"なにのみ病原‘性のある系統(Mpsy-1)

－2 －
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表－1植物寄生線虫の種・系統の識別に用いられたプロープ

属

〃@ん趣哩"2

GJ0加叱m

Hな蛇”火、

Bursap加〃"c〃s

肱加，"

(raceA,B)

Afc""”o0dj

G.pα"ifゎ

H.glycines

B､秒”ん""s

(pathotypes)

B・〃z"Cγひ"at"s

(pathotypes)

プロープ

28S,18SribosomalDNArepeatclonedfrom

C.eﾉ聖zz"s

mtDNAclonedprobe

Nuclearsinglecopy,clonedDNAprobes

mtDNAclonedprobes

NuclearsinglecopyDNAclonedfrom

Drosop〃ﾉﾋzADHgene

ClonedDNAprobescontainingpartofthe

ribosomalrepeat
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CurranandWebster(1987)

Hyman(1990)

BurrowsandPerry(1988)

BESALetal.(1988)

Bollaetal.(1987)

Websteretal.(1990)

の識別を行った。両系統の全DNAをHaeIIIで切断し，

電気泳動後，ショウジョウバエのアルコール脱水素酵素

領域をクローニングしたプローブ(Goldbergetal.,1983)

を用いてハイプリダイゼーションを行ったところ，

MPSy-1avでは1本,Mpsy-1では2本のバンドが認め

られた。

続いて，線虫オリジナルのプロープを用いた実験が行

われた。BurrowsandPerry(1988)は，ジャガイモシロシ

ストセンチュウのゲノムDNAのHindIII断片をクロー

ニングし，スクリーニングを経たプローブを用いてドッ

トプロットハイブリダイゼーションを行った。このプロ

ープはジャガイモシロシストセンチュウのパソタイプ

Pa4及びPalのゲノムDNAとは反応したが,ジャガイ

モシストセンチュウのパソタイプRo2,Ro5及びRol

とは反応せず，種の判別には有効であった。

Websteretal.(1990)は，日本産のニセマツノザイセン

チュウとアメリカ産のマツノザイセンチュウから，リボ

ゾームDNAの反復配列領域をデザインしたプローブ，

pBm4,pBx6をそれぞれ作成し，各地から分離された両

線虫の計16系統に対してドットブロットハイブリダイ

ゼーションテストを行った。その結果pBm4はニセマツ

ノザイセンチュウの系統に対してのみ,pBx6はマツノ

ザイセンチュウの系統に対してのみ反応を示した。さら

に，ニセマツノザイセンチュウ4系統については，ゲノ

ムDNAのSalI/HindIII断片を電気泳動後,pBm4をハ

イブリダイズしたところ，日本の系統とヨーロッパ系統

ではバンドパターンに差異が認められた。フランス系統

のニセマツノザイセンチュウは，日本系統のものより病

原性が強いことが示唆されており(DeGuianand

Boulbria,1986),病原性の異なる系統の識別にもハイプ

リダイゼーション法が有効であることが証明された。

mtDNAをプロープにしたハイプリダイゼーションも

いくつか行われているoBesaletal.(1988)は，アメリカ

産のダイズシストセンチュウのmtDNAをプロープに

して,各地のダイズシストセンチュウ10系統を含むシス

トセンチュウ類5種16系統に対してドットブロットハ

イブリダイゼーションを行った。1系統を除いてダイズ

シストセンチュウの全系統とは強く反応し，テンサイシ

ストセンチュウともわずかながら反応したが，他種とは

反応を示さなかった。さらに，ジャワ島から分離された

ダイズシストセンチュウとは反応を示さなかったことか

ら，ダイズシストセンチュウにはmtDNAの塩基配列の

異なる系統が存在し，また，ダイズシストとテンサイシ

スト間には一部相同な配列があるものと考えられる。

Hyman(1990)はMCﾙ"WOO伽及びキタネコブセンチ

ュウが感染しているゴールをそれぞれ数系統用意し，そ

の粗汁液を直接ニトロセルロースフィルターに吸着さ

せ,M.ch"WOC伽のmtDNAをプローブにして，ハイプ

リダイゼーションを行った。両線虫は形態的にはに酷似

するが，この方法ではM.chitwoo或の感染したゴールに

のみ反応を示し，フィールド試験においても，近縁種の

判別にハイブリダイゼーション法が利用可能であった。

Ⅲ線虫ミトコンドリアDNAの構造

mtDNAの全塩基配列は，脊椎動物では，ヒト，ウシ

(Andersonetal.,1982),マウス(BiBBetal.,1981),アフ

リカツメガエル(Roeetal.,1985)で，無脊椎動物では，

ショウジョウバエ(ClaryandWolstenholme,1985)で決

定されており，いずれも2つのrRNA,22のtRNA,13

のタンパク質(チトクロームcオキシダーゼサブユニッ

トI,II,III;ATPase6,8;NADH脱水素酵素複合体

1～6,4L,;チトクロームb)の遺伝子がコードされて

いる。また，脊椎動物間ではmtDNA上の遺伝子の並び

方も同一であったが，脊椎動物とショウジョウバエの間

には差異が認められている(Hyman,1988)。

線虫では，ブタに寄生するAscariss""耐，自活‘性のC

e姥α"sで全塩基配列が決定された(Wolstenholmeetal.,

1987)。その構造は，これまでの脊椎･無脊椎動物の構造

－3－
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⑥
④毒

図－2A“αﾉfSL3""碗のミトコンドリアtRNA22個の一般形(Wolstenholmeetal.,1987)

T¥Cアームの部分がループ構造に置換(TVreplacementloop).丸の中の数字は全体，及

びループを構成するヌクレオチドの最大数．白ヌキアルファベット文字は,A.s""碗の22

のミトコンドリアRNA内での同一ヌクレオチドの出現頻度80%以上の部分(丸白ヌキ),

さらに他の生物の核tRNAとも共通する部分(四角白ヌキ)を示す．横の数字は出現頻度

（％)．A：アデニン,t:チミン,r:アデニンまたはグアニン,v:シトシンまたはチミ

ン,w:アデニンまたはチミン．

とは異なり,ATPase8をコードする遺伝子がすべて欠損

していたり,tRNAをコードする遺伝子サイズが小さい

などの特徴が認められた。さらに,mtDNA塩基配列から

推定されるtRNAの二次構造は，いわゆる"クローバー

構造"を取らず，3本の腕の部分の1本(TOCarm)が開

き，ループ構造(TVreplacementloop)に置換されたもの

であった(図-2)。このような構造は，これまで調べられ

た脊椎・無脊椎動物，カビ，バクテリアなどのミトコン

ドリアRNAには認められなかったものである。両線虫

の核tRNAは通常の構造であることはわかっているが，

ミトコンドリアRNAの塩基配列は，まだ直接は調べら

れていない(Hyman,1988)。もし推定どおりの構造であれ

ばミトコンドリアにおける転写j様式も異なるであろうと

推測され,興味深い。ATPase8の遺伝子の欠損について

も，それが核DNAにコードされているのか，あるいは

ATPase8がなくても触媒作用が進行するのか,解明が待

たれるところである。

おわりに

以上，分子生物学的手法を用いた植物寄生線虫の分

類・同定を中心に述べてきた。形態的に類似した種間の

分類・同定にはタンパク質(アイソザイム)の電気泳動や

血清学的手法が有効であるが，寄生性を異にするレー

ス・系統間の識別は困難であることは既に示されている

(EsbenshadeandTriantaphyllou,1985i奈良部ら，

1989;MisaghiandMcClure,1974)。これまで述べたよ

－4－
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うに,DNAの塩基配列の相違を利用することで，レー

ス・系統の判別を行うことが可能になってきた。特にハ

イブリダイゼーション法では，種や系統の識別が明確に

行われ，利用価値が高い。現在,RIの使用がハイブリダ

イゼーション法の普及の障害になっていることもあり，

今後RIを用いない手法の開発が望まれる。この点では

ビオチンで標識したプローブを用いて，ジャガイモシス

トセンチュウとジャガイモシロシストセンチュウを判別

することに成功しており(Burrows,1989),他の線虫への

応用が期待される。

今後の大きな課題として，線虫の全DNAの塩基配列

の解明が望まれよう。Ce蛇α"sについては現在全

DNAの塩基配列決定の作業が精力的に進められてお

り，完成もそう遠くはないという(Coulsonetal.,1988)。

植物寄生種については,mtDNAの全塩基配列の決定が

望まれる。種や系統間の比較や類縁関係をさらに正確に

行うことができるばかりでなく,A.s"脚加とC.e姥α"s

に認められたミトコンドリアRNAの構造が線虫全般に

共通なのか比較ができるだろう。もし線虫のみが特殊な

ミトコンドリアRNAを持つのであれば，将来，線虫

tRNA特異的阻害物質を開発し，選択的防除の可能性も

出てくる。
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特集：線虫学〔2〕

線 虫の天 敵細菌
鋤
達

つとむ

務
にし

西社団法人日本植物防疫協会研究所

平均的にみて，自然地の土壌中の細菌密度は生土Ig

当たり100万～数10億，線虫密度は1.8～160Vm*の範

囲であり，そのうち50～60%は食細菌性線虫で占められ

ているという。そして，それらの線虫の摂食量について

は，〃ん伽rasp.では1分間に1頭で42細胞,R加6倣な

"α""αでは1日1頭103～10'細胞,CaenorﾙαM"応

e姥α"sの場合は1日1頭約1〃gの細菌量に及ぶとする

調査例などがある(PoinarandHansen,1986)。

そのような彼らの貧欲な摂食活動を背景にして，古く

から「土地の肥沃度と腐生’性線虫の密度の間には正の相

関がある」(Franz,1950)などといわれてきているが，そ

うした効果を実証した代表例として，セルロースやキチ

ン質等の難分解'性有機物が土壌中で滞りなく分解され，

植物への可給態養分に変えられて再利用される，いわゆ

る自然のエネルギー循環の全過程は，それらの食細菌‘性

線虫の働き(食細菌活動)が介在してこそ円滑に進行し完

結している，といえることを明らかにした貴重な研究報

告がある(TrofymowandColeman,1982)。

近年新しい生物モデルとして医学・生理学及び薬学等

の分野で盛んに使われるようになったCaenor加6成施

属線虫を筆頭とする数種の食細菌‘性線虫は，しばしば

Escherichiaco〃やβαvillussubt肋などの素‘性の知れた

細菌を餌として飼育・培養され，分子生物学の発展に役

立っている。

2共利共生的関係

線虫の排せつ物が共存細菌の栄養となるなどの理由

で,必e"伽加o"“属の根圏細菌や下水汚泥分解細菌の活

性が線虫存在下で明らかに高まるといわれる事例や，線

虫体内に住みついた細菌が，線虫に必要な代謝産物を供

給しているという事例などが挙げられるが，典型的な共

利共生関係(mutualism)は,s花加er"e碗αやHど花ro『んαb-

伽施などの昆虫寄生’性線虫とその共生細菌Xe"or加b-

dusspp.との間にみられる。これらの線虫は昆虫に対す

る毒素を生産し殺虫作用の決め手となっているXe"or‐

加〃"s属の細菌が存在しないと増えられないし，一方

Xe"orﾙα〃“属菌はこれらの線虫体内以外からは検出

されず，線虫が媒介者となることが不可欠なのである

(PoinarandHansen,1986)o

はじめに

細菌類も線虫類も，共に通常直接目に触れられる存在

ではないが，ミクロな生物圏を代表する二大生物群であ

ることはいうまでもない。カンプリア期に出現したとい

われる線虫類は，その誕生の瞬間から，既に20～30億年

もの歴史をもつ大先輩の細菌類とのおつき合いを余儀な

くされ，以後現在までの数億年にわたる進化の過程で，

様々な相互作用のパターンを形作ってきたことになる。

両者間の直接的または間接的な相互作用の結果は，ど

ちらかの一方にのみ有利な場合と，相互に利益を分かち

合っている場合とに大別できるであろうが，それらの具

体的現象のほとんどが境界領域における未解明の課題と

して残されている。しかし，これまでに少しでも明らか

にされてきたそれらの相互作用について，自然生態系に

おけるエネルギー循環の視点など大局的見地から評価し

てみると，ささやかな彼らの作用のいずれも，終局的に

は人類の福祉に想像以上に大きなかかわりをもっている

ことが明らかになってくる。

与えられた標記のテーマに従えば，ここでの話題はい

わゆる“線虫の伝染性細菌病”に絞るのが本筋ではある

が，はなはだ奇妙なことに，これまでに確認された真正

の線虫寄生性細菌は，きわめて特殊な出芽細菌(目)に限

られている。したがって，ここではあえて狭義の"天敵”

にこだわることなく，やや視野を広めて，線虫の生活や

密度変動にかかわる細菌類の作用を概括的に点検してみ

ることにしたい。

Iいろいろな細菌一線虫の相互作用

1細菌を餌としている線虫

土壌線虫のうち，いわゆる“自活‘性”または“腐生性”

といわれる線虫は，実は食細菌tt(bacteriophagous)のも

のと食(糸状)菌’性(fungivorous)のものとに大別される。

代表的な腐生性線虫群であるRhabditida目の線虫はほ

とんどが食細菌性で，口器や食道部の構造や機能はそれ

によく適応しており，β-グルクロニダーゼなどの細菌の

消化に役立つ特殊な酵素の存在も確かめられている。

BacterialAntagonistsandHyperparasitesofPlant-Parasitic

Nematodes ByTsutomuNishizawa
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3細菌の媒介者としての線虫

Agro加αe""碗，A“伽加onas,Erw腕ね等の属の土壌

病の病原細菌が増えている擢病植物組織や，病原細菌が

増えているマッシュルーム栽培床には食細菌’性線虫がよ

く集まって増殖し，分散して病原細菌を媒介．拡散させ

るため，被害が激化することが多い。ネコブセンチュウ

やラセンセンチュウなど植物体の地下部に寄生する線虫

も，しばしばそれらの土壌伝染性植物病原細菌の媒介役

を果たしている。

イチゴの“カリフラワー病”は，ハガレセンチュウが

その体表につけて運んだ細菌,cりぴ"e加αe"""ﾉﾋz"ね"s

と共に混合感染して生ずる典型的な複合病であり，現在

もオーストラリアの一部の放牧地で深刻な問題となって

いる牛や羊の奇病(擢病牧草に含まれる神経毒による大

量の家畜の急死現象)は,ライグラスにツプセンチュウの

一種とcりぴ"ebaaer加加『athayiが混合感染したとき，

擢病穂のゴールに猛毒物質が生成されるためである

(Lanigen,etal.,1976)。

マメ科植物にとって重要な窒素固定共生細菌である根

粒バクテリアは,c印加わ伽s属や〃αα℃ねimus属など

の線虫の体内を通過しても生き残っており，それらの線

虫が土壌中での根粒バクテリアの分散に役立っている一

方，シストセンチュウやネコブセンチュウは，直接的な

加害作用に加えて，機構は不明ながら，はっきりした根

粒形成を阻害するという副次的作用をもっており，マメ

科作物の線虫害を相乗的に増大させている(Poinarand

Hansen,1986)。

Ⅱ細菌類による間接的な線虫密度抑制作用

腐生‘性の線虫の体内に細菌の存在を記録した報告は少

なくないが，線虫への病原性が確かめられた事例は，出

芽細菌を除いては事実上皆無の状態である。まして，植

物寄生性の線虫一必要条件として，特殊な口器構造す

なわち口針を備えており，その内腔は通常細菌細胞を通

過させ得る程に大きくない－では体内に細菌の存在を

認めることすらきわめてまれである。

しかしながら，多くの土壌細菌は直接的な寄生性はも

たないものの，有機物の分解に深いかかわりをもってお

り，その過程で生ずる分解産物や代謝産物が鍵となって

しばしば線虫に毒'性や桔抗作用あるいは阻害作用をもた

らしていることが明らかである。したがって，有機質資

材の投与により有害線虫の密度低下がみられるとき，そ

の重要な要因はこの辺りに存在するものと考えられる。

片害作用(amensalism)と呼ばれるそのような現象の具

体例として以下のような報告がある。

1殺線虫性物質が作用する場合

(1)脂肪酸類

Johnston(1957)はアメリカの水田で，イシュクセンチ

ュウ等の密度がcb""""加属の嫌気'性土壌細菌の働き

で生成される揮発性脂肪酸類の殺線虫作用により，顕著

に低下することを最初に発見した。それらの個々の有機

酸の相対的殺線虫作用はおおむねそれぞれの分子量に比

例し,酪酸＞プロピオン酸＞酢酸＞蟻酸の順序であるが，

それらの混合物の作用には連合作用がみられ，それぞれ

の単剤の作用に比べて相乗的に強化されることも明らか

にした(Johnston,1959)。水田における同様な効果は他の

研究者によって追認されており(HolisandRodriguez-

Kabana,1967),畑地においてもPatricketal.(1965)や

Sayreetal.(1965)により，麦程類や緑肥をすき込んだと

きに生ずる分解産物が，腐生’性の線虫に対するよりもネ

コブセンチュウやネグサレセンチュウに対して10倍も

強い殺線虫力を示すことを認め，その主成分はやはり酪

酸であることを確かめている。鶏糞類の土壌施用に伴う

顕著な線虫密度抑制効果にも，その分解の過程で生ずる

これら非解離の脂肪酸類が重要な要因として働いている

ようである(Badraetal.,1979)。

（2）可溶性硫化物

硫酸塩還元作用をもつ嫌気‘性のDes""b肋加属の土

壌細菌などの働きで生ずる硫化水素などの可溶'性硫化物

が水田や畑地の有害線虫の密度抑制に役立っているとい

われる(Rodriguez-Kabanaetal.,1965:Jacqand

Fortuner,1979:Badra,etal.,1979)。

（3）アンモニア

植物残清や動物性有機物が土壌中で分解してゆく過程

で，アンモニア化成菌の働きで生ずるアンモニアも線虫

の密度制御に重要な役割を果たしているといわれる

(Rodriguez-KAbana,1986)。

（4）菌体外毒素類

害虫防除に利用されているβαcillust〃腕gだ"血の菌

体外毒素がネコプセンチュウその他の防除にも有効とす

る報告がある(Prasadetal.,1972;IgnoffoandDropkin,

1977)。実用面からの検討が望まれる。

Katznelsonetal.(1964)は,Caeno『加6伽歯,Rhab成心

Pα"αg花伽sなどの食細菌‘性線虫の虫体を液体培地や寒

天培地中で溶壊させる粘液細菌Myxobacter"加属の1

種を検出したが，これは奇妙にも口針をもった食菌'性線

虫や植物寄生性線虫には全く無影響であったという。

一方,Iizukaetal.(1962)によればPse"伽加o"“属の

土壌細菌134菌株について調べた結果,約半数の69菌株

からR加加賊s属線虫とネコブセンチュウの両者におお
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むね同様に殺線虫作用または虫体溶壊作用が認められた

という。Walkeretal.(1966)は，培養炉液がネグサレセ

ンチュウに強い致死作用を示すBaci""ispを記録して

いる。

Z線虫の発育や行動に異常をもたらす場合

土壌細菌の種々な代謝産物による直接的な殺線虫作用

とは別に，様々な要因が複合的に集約された結果として

か，線虫のふ化や寄主への誘引・侵入等の正常な行動の

阻害や発育阻害を引き起こし，結果的に有害線虫の密度

制御に役立っているという場面のあることが，最近明ら

かにされつつある(KatznelsonandHenderson,1964;

OostendorpandSikora,1989,90)。

Ⅲ植物寄生性線虫に寄生する細菌類

l聡e皿秘0，0"as属の細菌

既に述べてきたように，線虫類に寄生する細菌は，次

項で述べる出芽細菌に事実上限定されていることは甚だ

不思議なことである。出芽細菌以外で植物寄生性線虫の

病原の可能性が考えられるものとしては，古くADAMs

andEiciiiNMLLii;r(I963)によりアメリカオオハリセンチ

ュウから検出されたp.火""r坂“"sが唯一の記録であ

る。本細菌は経卵伝染するもののようで，温室内での本

線虫の増殖が困難であったことの主要因と考えられた

が，その後本細菌についての客観的な再確認の報告は見

当たらず，かつ共生微生物であった可能性も高い。

このほかに数種のシストセンチュウの体内からリケッ

チア様微生物が検出されているが，それらも線虫体組織

に起す病理的変化はほとんどみられず，したがって，共

生者の可能性が高い(SAYREandSTARR，1988)。

2出芽細菌Pasteuriapeneかα"s

線虫類に対する真正の病原細菌として，長い間“胞子

虫”と呼ばれてきた珍しい細菌群がある。それは，植物

寄生性線虫については,Thome(1940)によりネグサレセ

ンチュウに寄生するものがアメリカで最初に発見され，

カイコの微粒子病の病原Ⅳosemα加ﾉ刀bys曲と近縁な原

生動物微胞子虫類ノセマ科に属すべきものとみなされ，

仮にDuboscqiapene"α"Jと命名された。その後追々 世

界各地の各種線虫から同種とみられるものの存在が記録

され，寄生率の高さなどから有力な天敵とみなされるよ

うになったものの，それらの形態や生理・生態，そして

線虫密度制御機能等にかかわる試験研究はわずか二，三

の研究者によっていわば片手間に進められてきたにすぎ

ない。

かくして35年が経過した後に,それらは原生動物では

なく，原核細胞性の微生物であることが電顕観察や細菌

学的手法を導入した実験によって証明され，真正細菌類

のβαα""Sに所属させるのが適当とする提案がMANKAU

(1975)によってなされたが，細菌学分野においてそのこ

とが容認されるには至らなかった。このためSAYREand

Starr(1985)は，これらの所属について多面的な精査検討

を重ねた結果,シュードモナス類出芽細菌目のFasten"α

属に所属させるべきものとする見解を表明した。これに

よって本細菌の所属をめぐる論争に終止符が打たれた訳

である。

ちなみに,Pas蛇""α属は，約100年前にMETcHNIKoFF

(1888)によってミジンコに寄生していた新属新種の微生

物がp./α"'“αと命名され，開設間もないパスツール研

究所の業績として発表されたものである。以来今日まで

の約1世紀の問，それ以外の種の記載がまったくなかっ

たことから，本属細菌の特殊性がうかがえる。

この天敵細菌の生活環は，寄主線虫のそれと見事に同

調している。例えばネコブセンチュウに寄生するもので

は,直径約4urnで皿形の胞子嚢に包まれた直径約1浬、

前後の球形の厚膜内生胞子が耐久態かつ感染態のステー

ジである。つまりこの状態で土壌水の動きや耕転等によ

って受動的に分散し，好みの寄主線虫に逢遇できるまで

長い年月の間耐久生存している。土壌中を移動する寄主

線虫(2期幼虫)に触れることができると，その体表にあ

たかも吸盤作用が働いているかのようにして着生する

(図－1参照)。幼虫の体表への胞子の着生程度におおむね

対応して寄主組織への侵入が阻害され，著しい感染をう

けた幼虫は活性を失い死滅してゆくが，軽度に感染され

た幼虫は健全な幼虫と同様に寄主植物の根内に侵入して

鍵

図－1ネコブセンチュウ類にだけ特異的に寄生する出芽細菌

左：感染期の胞子群．直径約4ミクロンの皿形の胞子嚢

の中央部に球形で径約1ミクロンの内生胞子がある．

右：多数の胞子が体表にとりついたネコプセンチュウの

感染期幼虫の先端部分.．
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図－2約4週間で完了する健全なネコプセンチュウの生活環

（左)と，それに同調した曜病線虫及び病原出芽細菌の生

活環(右)．

成長を始める。すると体表に着生していた胞子は発芽管

を出し，角皮を貫通して線虫体内に侵入し，まず塊状の

葉状体を形成する。葉状体は成長しつつある線虫の体内

成分を栄養として迅速に二分裂法を繰り返しながら盛ん

に増殖する。かくして健全な寄主線虫が一世代を終える

約4週間目ごろになると，被寄生線虫も一見健全線虫と

変わりなく西洋梨形を呈するようになるが，その内部に

はちょうど一世代を終え，胞子形成を完了して無数に増

えた内生胞子(寄主1頭当たり約2×10"個)が充満して

いる。そのような催病線虫(既に死がいとなっているが）

の体表はつぶさに比較すれば，色彩が健全なものと若干

異なり，かつ破れやすく，次の感染源となる胞子を土壌

中に流出させる。したがって‘曜病線虫は寄主植物組織に

若干の加害作用を及ぼすが，産卵．増殖はできない。こ

のため，世代数を重ねるたびに土壌中の胞子密度は指数

曲線的に増加し，それに対応して寄主線虫の密度は低下

してゆくことになる（図－2参照)。

筆者は，長年温室内でポットを用いて継代飼育をして

きたネコプセンチュウの一集団が，この種の天敵細菌の

ために全滅させられた経験をもっている。この微生物は

後述するように，人為的利用の観点からいくつかの有利

な特‘性を備えていることも追々明らかになってきたこと

もあって，長期的な評価さえするならば，必ずや望まし

図－3トマトの生育差で示した出芽細菌(ネコプセンチュウ

系統)の線虫密度抑制機能の予備的検証実験

左6鉢：サツマイモネコブセンチュウの高密度土壌区

（対照区）

右6鉢：同じ土壌4容に出芽細菌汚染土壌1容を混和し

た処理区．

い結果が期待できることを確信しながら，種々な接種試

験等による線虫密度抑制機能の実証を試みてきた。その

結果，まず最初に，本天敵が発生している土壌を健全な

ネコブセンチュウの高密度土壌に重量比で20%混合した

実験で，予想以上に速効的かつ顕著なネコブセンチュウ

防除効果が得られた(図－3参照)。次にやや規模を広げて

野外のコンクリート枠試験で，ネコブセンチュウ高密度

土壌に本天敵細菌汚染土壌を2.5t/10aの割合で1回だ
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すなわち，連作開始4年目まではイネシストセンチュウ

密度は指数曲線的に増大したが，5年目からは逆に急激

に減衰し，6年目にはシストセンチュウの検出は困難な

ほどに低密度となり，かろうじて検出された線虫はほぼ

け混和接種し，以後感受性品種のサツマイモを連作して

きたところ，6～8年目で事実上ネコブセンチユウが駆逐

され，顕著な収量差も得られ，しかもその後線虫の密度

復活もみられない，という試験結果を得ることができた

(図－4参照)。

海外における類似種の天敵細菌の機能実証試験の主な

ものとして，カリフォルニア大学でのネコブセンチュウ

及びネグサレセンチュウを対象とした小規模接種試験で

有望な結果が得られている(Mankau,1975)し，セネガル

の現地圃場でのこの種の天敵微生物の発生実態は，その

有効性を如実に物語っている(Mankau,1980)。加えて，

オーストラリア(Stirling,1984)やフロリダ(Brownetal.,

1985;Dicksonetal.,1990)でのマイクロプロットや圃場

でのネコプセンチュウ対象の接種試験でもそれぞれはっ

きりした有望な結果が得られている。

一方，ネコブセンチュウ類とともに，国際的に最も重

要な線虫群であるシストセンチュウ類に寄生するこの種

の天敵細菌は，これまで世界未記録であったが,約20年

前に筆者は元農事試験場畑作部(北本市)の陸稲連作区の

異常に低密度のイネシストセンチュウ集団から，シスト

センチュウ類にのみ特異的に寄生する系統を発見した

(図－5，6参照)。

早速ポットでの接種試験を行って，イネシストセンチ

ュウに対する密度抑制効果を検証するとともに，本系統

は国際的に恐れられている重要線虫であるジャガイモシ

ストセンチュウやダイズシストセンチュウも同様に寄生

することを確かめ得た。

さらに，国立試験研究機関の筑波移転に伴って，現つ

くば市観音台の農業環境技術研究所構内に新設された試

験圃場で,1980年度から数種畑作物の連作試験を開始し

たところ，陸稲連作区で次のような現象が認められた。
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図－5シストセンチュウ類にだけ特異的に寄生する出芽細菌

上左：健全なダイズシス'､センチュウの幼虫の先端部
分．

上右：多数の胞子にとりつかれた幼虫の同じ部分．

下左：健全な幼虫から生じた健全な蔵卵シスト（シスト

の短径は約0.5mm).

下右：胞子が寄生した幼虫から生じた雌虫の死体．
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図－4出芽細菌汚染土壌接種による野外コンクリート枠で

のサツマイモネコブセンチュウ密度制御試験結果

灘

図－6胞子が充満している確病シストの部分と，流出した胞

子群
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100%が出芽細菌の寄生を受けていることが確かめられ

た。つまり，本天敵細菌が線虫密度自然減衰の決定的要

因と認められたのである。

続いて1984年の秋には,栃木県農業試験場黒磯分場の

ダイズシストセンチュウ抵抗‘性品種検定圃場において，

線虫密度が年々減衰してきてもはや検定試験の続行が困

難な状況にあることを教えられた。早速実態調査を行っ

た結果，ここでの線虫密度の自然減衰現象もイネシスト

センチュウの場合と同種の天敵細菌の働きが決定的な要

因とみて間違いないことがわかった。すなわち，同圃場

からかろうじて検出される線虫はほとんどすべてが本細

菌の感染を受けており，同圃場産の汚染土壌に健全なシ

ストを接種しても線虫の増殖は起こらなかったが，同じ

汚染土壌を高圧滅菌処理して本天敵細菌を除去した場合

には，接種線虫の正常な増殖が認められたのである

(Nishizawa,1988)。

これらの出芽細菌の有害線虫防除への利用上有利な性

質としてこれまでに分かったことは，①驚異的な乾燥耐

性や高温耐性をもち，しかも数年間以上に及ぶ耐久生存

性をもつために，環境適応'性が著しく高く，適用条件が

ほとんど問題とならないし，取り扱いや保存が容易かつ

便利であり，他の多くの生物の寄主一寄生者の組み合わ

せでみられているような，寄主線虫の密度復活が問題に

ならず，②各種の殺線虫剤に対して線虫以上に強い耐性

を示すので，化学防除との併用も可能であり，③寄主特

異‘性が著しく高いので，不必要な生態系のかく乱を招く

おそれや，人畜への悪影響も全く考えられないこと，な

どである(西濯，1989)。

反面，異常な程の寄主特異'性をもつことが災いして，

現在のところ人工培地等を利用した工業的大量培養法の

開発が甚だ困難で未成功である点が，生物農薬としての

普及を阻んでいる最大の問題点である。しかしながら，

上記のように各種の逆境に対して強い耐‘性をもつことか

ら，次善の策として，例えば寄主線虫と本天敵細菌が混

合感染している植物根を大量に育て，それを乾燥粉末製

剤とすることで(本細菌の胞子のみが生残している)効率

的な接種源を調製しうることはわかっている(Stirling

andWachtel,1980)。

おわりに

長い間渇望されてきた卓効をもつ実用殺線虫剤の第1

号として，戦時中にハワイで開発されたD-D剤を筆頭

に，ハロゲン化炭化水素系の数種の土壌くん蒸剤は，線

虫防除の決め手として国際的に広く愛用されてきたが，

いまやそれらに対する使用規制の気運は日ごとに高まり

つつあり，それらに替わる新しい防除技術の開発が研究

者に期待されている最近の大きな課題である。

そのような背景から，斯学分野においてもバイオコン

トロールにかかわる研究の比重が必然的にしだいに高ま

りつつあり，有望な素材の探索・評価や実用技術開発を

指向した研究が増えつつある。

かくして，最近の動向としては，これまでの長い間線

虫天敵の中で最も重要なものとして幻想的に高い評価と

期待が寄せられてきた“線虫捕食菌”については，もは

やおおむね見切りがつけられ，代わって糸状菌では

Paeciんﾉ"yces.姥"た伽"碗,Ⅳe"“〃〃肋ra.Hirsute肋な

どの内部寄生菌の優れた機能が次第に浮き彫りにされ，

一部実用化が進められつつある(Jatala,1986;Kerry,

1987)o

天敵細菌としては，唯一のPasteuria属の出芽細菌に

ついてその確かな機能が各国で追々確かめられ，広く国

際的にしだいに大きな期待が寄せられつつある(Sayre

andStarr,1988:Dicksonetal.,1990)。そして多くの先

進諸国の公的及び私的研究機関でその大量培養法の開発

研究が静かに進められつつある。その成否の如何を問わ

ず，現にPasteuria属の線虫天敵細菌はいろいろな農業

の現場において，有害線虫の密度制御に重要な機能を自

然的に果たしている場合があることは疑いない。したが

って，速効的・即決的効果の追求にのみこだわる場合を

除けば，今でも本天敵細菌の力を借りて，貴重な耕地や

施設の耕土を徐々に線虫抑止型土壌に改善してゆくこと

は可能なはずである。
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の

野農林水産省四国農業試験場

近年野菜類を中心に連作障害が深刻な問題になってい

る。これは，施設栽培の普及，特産地の形成等に伴い，

特定の作物の連作が多くなったことによる。このような

連作障害の発生には，病原菌，肥料分の欠乏あるいは過

多など種々の原因が関与しているが，ネコブセンチュウ

(以下，センチュウを省略)やネグサレなどの有害線虫の

密度上昇が一つの大きな原因となっている。これらの線

虫は土壌中を住み場所とし，主に地下部を加害する。寄

主植物に依存して増殖し，密度が高まるが，自身ではほ

とんど分散できないため，密度は連作により上昇しやす

く，被害は’慢性的様相を呈する。

これらの線虫の防除対策は，従来からくん蒸剤主体の

薬剤防除法が普及している。しかし，薬剤の人畜に対す

る毒‘性や環境汚染などさまざまな問題が明らかになり，

薬剤に依存しない防除法の確立が強く求められるように

なった。対抗植物の利用は，このような非農薬的な防除

法の一つとして注目されている。

対抗植物は，本来は栽培すると根から分泌する殺線虫

j性の物質によって，有害線虫の密度を積極的に低下させ

る植物とされているが，ここでは，現象面に着目し，単

に栽培が有害線虫の密度低下に有効な植物としたい。

対抗植物に関する研究は，1953年のマリーゴールドの

栽培がスイセンの根腐病の発生を抑えるという，現場か

らの報告に始まる。以来数多くの研究が行われ，わが国

においてもマリーゴールドによる三浦ダイコンのキタネ

グサレ防除に関する優れた研究があり，既に本誌で詳述

されている(大林，1973)。本稿では，多くの野菜類で被

害の著しいネコブを中心に，対抗植物の線虫密度抑制効

果，密度抑制のメカニズム，利用上及び研究上の問題点

について述べてみたい。

報告に当たり，本文のご校閲を賜った農林水産省四国

農業試験場藍原敏夫生産環境部長に厚くお礼申し上げ

る。

表－1主要線虫の対抗植物・非寄主植物a）
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アスパラガス

Mi,M,

Pc,Pp

Mi,Mj,

Mh,Pp

Mh,Pp

Mh

Mh

Mh,Pc,Pp

わが国で重要なネコブとネグサレの対抗植物と非寄主

植物を既往の報告をもとに，表－1に整理した。これらの
サイラトロ

ハプソウ
EffectsofAntagonisticPlantsontheControlofPlant-

ParasiticNematodes・ ByZen-ichiSano
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a):引用文献1),4),5),7),8),10),11),12),13),15),

17),20),23)より作成．

b):Mi-サツマイモネコプセンチュウ,Mj-ジャワネコ

プセンチュウ,Mh-キタネコプセンチュウ,Ma-ア

レナリアネコプセンチュウ,Pc-ミナミネグサレセ

ンチュウ.Pp-キタネグサレセンチュウ．

c):抵抗性品種．

線虫はいずれもきわめて寄主範囲が広く，作物から雑草

まで多くの植物で増殖するが，表に掲げた植物には輪作

による線虫防除効果が期待される。後述するように，対

抗植物としての有効性や利用法が検討された植物は一部

にすぎないが，今後実用化を進めるための一層の研究が

望まれる。

これらの植物の利用及び研究に当たって留意すべき点

は，線虫抵抗性あるいは密度抑制効果が種間で異なるの

はもちろんのこと，同一種内でも品種や系統によって違

う場合があることである(大林･近岡，1973；古賀･古閑，

1981)。これまではマリーゴールドなど一部の植物で品

種，系統間の効果の違いが比較されているが，その他の

植物についてもこの点に関する検討が必要である。

また，表－1は植物の密度抑制効果が線虫の種類によっ

て大きく異なることを示している。一般の圃場では，複

数の有害線虫の混発は普通にみられる。したがって，輪

作に際しては，事前の線虫の種類調査と，適切な対抗植

物の選定が必要であり，安易な輪作は線虫害を増大させ

る危険'性がある。

このことと関連してネコプやシストには既に寄生性の

異なるレースの存在が明らかとなり，抵抗性品種利用上

の問題となっている。対抗植物を輪作に導入して線虫防

除を行う場合も，このようなレースの存在に対応した植

物の種類の選定と新たなレースの出現に備えた利用法の

確立が必要であろう。

Ⅱ対抗植物の線虫密度抑制効果

これまでにマリーゴールド，クロタラリア属の植物，

ラッカセイ，一部のイネ科の植物において栽培方法，栽

培期間などとネコブやネグサレの密度抑制効果との関係

が研究されている。これらの研究によると，キタネグサ

レに対してはマリーゴールド栽培の密度抑制効果は安定

して大きく，密度を休閑の1/5から1/10以下に低下させ

る。また効果の持続期間も長く，密度は400日以上(4作

目まで)低く抑えられた。しかし，効果的に密度を低下さ

せるためには最低3か月から4か月の栽培が必要とされ

ている(Oostenbrinketal.,1957;大林・近岡,1973)。

ところが，ネコブに対する対抗植物の効果は必ずしも

安定しない。すなわち，①効果が非常に高い場合

(O℃ramrm叩eaa6肋2か月の栽培はサツマイモネコブ

の密度をDBCPやDasanit処理と同等の休閑の1/10に

低下させ，また後作のオクラにおける密度の回復も薬剤

処理区や休閑区よりはるかに遅かった(Huangetal..

1981)),②かなり高い場合(マリーゴールド3か月の栽培

は密度を休閑区の1/2に低下させたが，後作スイカにお

ける密度回復は早かった(上村,1979))，③休閑をやや上

回るか同程度(古賀・古閑,1981;Murphyetal.,1974;

SUATMADJI,1969),④効果は十分でない場合(小林,1974),

などの報告がある。

対抗植物の防除効果は,①対抗植物固有の密度抑制力，

②栽培期間や栽植密度,生長量など栽培にかかわる要因，

③温度や土壌条件など線虫の生理や行動にかかわる要

因，によって変化し，効果の持続性には，後作における

線虫の増殖率が大きく影響すると考えられる。より効果

的な利用条件の解明が重要な課題と思われる。

Ⅲ線虫防除のメカニズム

ネコブ，ネグサレ，シストなどの重要線虫は植物に寄

生してはじめて発育し，増殖できる。これらは土壌中で

も1年以上は生き残るが，非寄生ではしだいに体内の貯

蔵養分を消耗して死亡し，密度は低下する。このことか

ら，対抗植物の線虫密度抑制効果は休耕条件下における

密度の低下を上回る部分に求められる。これら対抗植物

の線虫に対する作用は大きく二つに分けて考えることが

できる。一つは根外に殺線虫物質を分泌して根圏の線虫

を死滅させる場合で，もう一つは根に侵入した線虫に対

して根内で作用するいわゆる捕獲作物的な作用である。

1根外における作用

アスパラガスのユミハリに対する防除効果はこの作用

によるとされている。この植物は根から分泌する低分子

量の配糖体と推定される殺線虫性の物質によって線虫を

死滅させる(RohdeandJenkins,1958)。アスパラガスか

らは，この物質のほかにもシストのふ化阻害作用やその

幼虫に対する殺虫作用がある植物成長阻害物質，アスパ

ラガス酸がみいだされている(高杉ら，1977)。

他の対抗植物については，いまのところ殺線虫物質の

分泌を裏付ける結果は得られていない。

2根内における作用

（1）殺線虫物質の作用

植物は種々の殺線虫物質を含んでいる。マリーゴール

ドのa-terthienylは著名であり(UhlenbroekandBijloo,

1958),別の対抗植物ウイーピングラプグラスもpyro-

catecholを含んでいる(Scheffer,1962)。そのほかにもア

ルカロイド類，テルペン類，フェノール類など，様々な
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殺線虫性の物質が多くの植物から検出され，線虫抵抗性

や密度抑制に重要な働きをしていると考えられている。

ただし，これらの物質の存在と植物の線虫密度抑制効果

との関連'性は,必ずしも明確になっているわけではない。

例えばa-terthienylについても，キタネグサレに密度抑

制効果のあるキク科の27属70種の植物がこの物質また

は類縁化合物を含み，根内のネグサレが近紫外線の照射

によって急激に死亡すること(後述参照)から，根内でも

殺線虫活‘性があると考えられている。しかし,ff-terth-

ienylは,invitroでは好気条件下における近紫外線照射

によって活性化されるが，嫌気条件下や暗黒条件のもと

では殺線虫効果は低いため，土壌中の根内での活‘性化の

メカニズムはわかっていない。なお，マリーゴールドは，

根の浸出液に殺線虫効果はなく，根外での効果はないと

する見方が一般的である(GOMMERS,1981)。

その他，ネコプの対抗植物として知られているクロタ

ラリア属の植物は脊椎動物に有毒なアルカロイド，モノ

クロタリンを含むが，線虫抵抗性や密度抑制効果との関

係は否定されている(Passuliotis,1969)。

（2）根の組織的変化と線虫の発育阻害

ネコブやシストなどの定着'性の内部寄生線虫は根内に

形成された特殊な「摂食の場」から栄養をとって発育す

る。ネコプでは巨大細胞と呼ばれる多核の大型の細胞が

形成される(口絵写真参照)。しかし，サツマイモネコブ

の対抗植物，ラッカセイでは細胞の肥大はまったくみら

れず，線虫周辺の細胞がえ死する(口絵写真参照)。この

ような，いわゆる過敏感反応はマリーゴールドや抵抗'性

のサツマイモにもみられる。一方，サイラトロでは巨大

細胞は形成されるが十分発達せず，途中から退化してい

く（口絵写真参照)。このような植物では線虫はまったく

発育できないか，3期幼虫に達することなく死亡する。

一方,cﾉwαねrね叩eaa6肋では発達した巨大細胞が

形成され，維持されるにもかかわらず，線虫は生殖巣が

ほとんど生長せず,3期幼虫への脱皮も起こらない(口絵

写真参照)｡ホウキモロコシの場合は発育した線虫はほと

んどが雄成虫になる(佐野ら，1983；佐野･中園，1986)。

これらの植物においては，線虫は，次に述べるファイト

アレキシンの作用で死滅し，あるいは栄養分の不足，特

に生殖器官の生長や脱皮に関連した物質の不足などのた

めに，正常な発育ができないと考えられる。

（3）ファイトアレキシンの生成

これまで，ネコプやシストに対する作物の抵抗'性の機

構に関連して生長調節物質，アミノ酸類，フェノール類

の関与に注目した多くの研究が行われてきたが，最近線

虫抵抗性がファイトアレキシンの生成によることを示す

有力な結果が報告されている(Veech,1982)。スクリブナ

ーネグサレが寄生したPhaseoﾉ“ノ""αr“において，

comestrol及びpsoralidinの集積が,サツマイモネコプの

寄生した抵抗’性ダイズ，センテニアルではglyceollinの

集積が，またサツマイモネコブの寄生した抵抗’性のワタ

ではterpenoidの集積が明らかにされている。これらの

例では，ファイトアレキシンが効果的に作用するための

3条件，すなわち，適当な生成(集積)の時間,適当な集積

の場及び十分な殺虫あるいは発育阻害効果についてさら

に検討すべき点が残されているが，ファイトアレキシン

の生成は線虫抵抗‘性発現の重要なメカニズムと考えられ

ている。

おわりに

線虫の被害は一般に'慢‘性的である。連作を続けると

徐々に線虫密度が高まり，被害も大きくなっていく。し

たがって，線虫の防除対策は本来作付体系を中心に考え

るべきである。その際，対抗植物を体系の中に組み入れ

れば単なる抵抗性植物の栽培よりもさらに効果は大きい

であろう｡対抗植物には殺線虫剤のような即効性はなく，

また，自身の経済'性も低いものが多いが，土壌生態系の

バランスの改善，有機物補給，除塩対策などの優れた特

性がある。今後，線虫防除効果を高めるための基礎的，

応用的研究を一層推進するとともに，他の防除手段との

併用も検討し，実用的な利用法を確立する必要がある。
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本会発行 図書

『市場病害ガイドブック」
田中寛康（前農林水産省果樹試験場保護部長）編B6判口絵カラー42ページ本文230ページ

定価3,000円（本体2,913円）送料260円

果物，野菜，花など，生鮮農産物，花きの流通過程や貯蔵中に発生し，商品価値を低下させる各種の，いわゆ

る「市場病害」についてのガイドブックです。総数261点の病害を取り上げ，市場で見つかる市場病害をほぼ網

羅しており，各病害について，特有な病徴写真（カラー）を多数掲載しておりますので，科学的な解説書として

も，現場においてすぐ役立つ診断マニュアルとしてもお使いいただけます。

お申し込みは前金（現金書留・郵便振替・小為替など）で直接本会までお申し込み下さい。

本会発 行図書

『芝草病害虫・雑草防除の手引』
芝草農薬研究会編A5判口絵カラー40ページ本文256ページ

定価3,500円（本体3,398円）送料310円

芝草に有害な病害虫・雑草について口絵カラー写真による紹介と病害編，害虫編，雑草編，農薬編，付録に分

けた本文でその学名・英名・別名を取り上げ，発生，生態，防除法までをそれぞれ総論，各論に分けて詳しく解

説し，付録ではゴルフ場での芝生管理を基本的な要点と実際について解説してあります。ゴルフ場など芝草を栽

培管理する関係者にとりその病害虫。雑草防除の適切な方法が求められている現在，関係指導者も含めて必携と

なる指導・解説書です。

お申し込みは前金（現金書留・郵便振替・小為替など）で直接本会までお申し込み下さい。

本会発行図書

新刊！

『農薬適用一覧表1990年版』
（平成2農薬年度：平成2年9月30日現在）

農林水産省農薬検査所監修A5判441ページ

定価2,600円（本体2,524円）送料310円

殺菌剤・殺虫剤・除草剤・植物成長調整剤に分け，各作物別(芝は草種別）・病害虫雑草に適用のある農薬を使

用基準を含めてすべて網羅した一覧表です。付録には毒性及び魚毒性と農薬一般名（商品名）一覧表及び農薬商

品名・一般名対比表を収録した病害虫防除の指導者はもちろん防除業者や販売業者など農薬取扱者にとって必携

の資料です。

お申し込みは前金（現金書留・郵便振替・小為替など）で直接本会までお申し込み下さい。
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現今，線虫防除の主流をなす殺線虫剤は，しばしば土

壌処理後の密度回復が急激で農業現場の悩みの種となっ

ている。密度の急激な復元には，くん蒸剤の土壌微生物

相への悪影響も関連していよう。有機物の利用はこのよ

うな状況における頼みの綱ともいえる側面をもつ。

一般に，土壌に施された有機物は植物養分の補給源，

土壌の物理・化学的‘性質の改善，土の微生物相とその活

性の維持増進などの効果を与えるといわれる(甲斐，橋

元，1976)。ここでは，わが国の線虫防除における有機物

利用の歴史を概観し，線虫防除における有機物の機能に

ついて考えてみたい。

ウ及びネグサレセンチュウが主体となっており，作物と

しては，かつて最重要作物であったクワ，ダイズ，サツ

マイモを初めとし，近年になっては商品作物としての重

要性のゆえに各種の葉根菜および果菜類が対象となって

いる。施用量は研究者により区々であるが,10a当たり，

最低0.5tから何らかの効果が出るように見受けられ，

ある程度の安定した効果は資材の種類にもよるが，おし

なべてIt以上を要し，作物ごとの連用が基本となるよ

うである。

施用の効果も資材,作物及び線虫によって特徴があり，

多くの場合，作物の生育・収量は増加している。中には

乾燥鶏糞(0.51)の施用によりダイコンの岐根が増え，上

物率が減った例もある(千本木ら，1984)。このことはダ

イコン，ニンジン，ゴボウなどのような，きれいな根が

収穫の対象となる作物では特に施用上の工夫(有機物の

種類，量，時期)が必要なことを示している。一方，線虫

の土壌中密度や寄生度ないし被害度などに対する効果は

変動が大きく，作物の生育ないし収量が増加したときで

も必ずしも明りょうではない場合が多い。このような変

動の要因として試験圃場内あるいは試験区内の線虫の分

布と密度の不均一性(偏り)，土壌試料のサンプリング法

の問題も関係していると思われる。この問題はさておき，

井上(1958)によれば厩肥の施用により，ダイズシストセ

ンチュウの寄生に伴うダイズの黄変症状は軽微となり，

施用量の増加につれて症状の現れる時期がおくれ,草丈，

子実重とも増加したが，同時にシストの数も増えたこと

から，厩肥の効果は線虫に対する密度抑制ではなく，寄

主植物に対する肥料的条件の改善にあるとされた。しか

し，同じダイズシストでありながら，関谷ら(1959)の試

験ではダイズ連作の一定段階ではダイズの生育．収量増

とともに，シスト数の減少が示されている。

同様に有機物施用による線虫密度ないし発病度の減少

は，ネコブセンチュウでもまたネグサレセンチュウでも

みられており(表-1)，有機物が直接的にもせよ間接的に

もせよ，土壌中の線虫生存に対し抑圧的に働くことは明

らかである。例えば古賀(1976a,b)によれば，水田転換

畑における線虫の耕種的防除技術として夏季2か月の湛

水だけでは十分でなかったネコブセンチュウの防除効果

が脱水豚糞等の有機物(0.5t以上)を併用処理すること

I有機物の施用と線虫防除効果

わが国の線虫防除における有機物利用への関心はかな

り古い時期からあったと思われる。堀正太郎(1915)は，
しようけつ

当時関東以北で椙獄をきわめたダイズ嫌地病の病原が

シストセンチュウの一種であることを初めて報告した中

で，被害防止のため窒素肥料(石灰窒素)の施用を推奨し

た。また，1941年の論考の中では，クワの線虫防除に堆

肥の利用を勧めたと記し，野津(1940)によるクワの線虫

防除におけるその実証を高く評価している。表－1に有機

物の施用例と対象線虫及び効果を年代順にまとめて示し

た｡野津(1940)は1933年(昭和8年)から農林省(当時)の

指定試験としてクワの線虫(ネコプセンチュウ)の防除に

関する研究を行い，広範にわたる基礎的，先駆的成果を

残した。この試験における堆肥の効果は土’性の改変によ

る線虫の移動・行動の阻害にあると結論された(後述)。

以後の研究は第二次世界大戦の終了をまたねばならな

かった。表－1からわかるように，線虫防除に利用された

有機物は初期段階では堆肥ないし厩肥であり，近年にな

ってはコンポスト，牛糞，鶏糞，パーク堆肥，緑肥，キ

ャベツ葉，マノン有機堆肥等のいわゆる有機質資材，米

糠，ペプトン，グルコースなどのほか，動物質資材とし

て，羊毛堆肥，蒸製蹄角粉，乾血粉末などである。試験

がなされた土壌はいずれも線虫の被害が出やすいとされ

る砂土，砂壌土，火山灰土(黒ポク土)となっている。防

除対象線虫はネコプセンチュウ，ダイズシストセンチュ

OrganicAmendmentsandCropInjuriesbyPlant-Parasitic

Nematodes， ByKazutoshiNakasono
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表-lわが国における有機物の線虫防除試験概要

有機物の種類 文献

1)腐熟堆肥

2)厩肥 蕊実増|堅駕数減:鱒51冨霧場
砂土

砂壌土

鱗|毒、
野津(1940）

井上(1958）

3)堆肥十硫安

または石曜素

4)堆厩肥

ﾘﾆSHI*
火山灰土

雛|灘
関谷ら(1959）

後藤(重)(1964）

後藤・大島(1965）

石橋(1970)

篭謹侭
5)粗堆肥･厩肥

6)完熟堆肥

いも収量増|発病度の差なし

圃場密度減，雌

の産卵数増

一

7)稲わら堆肥

麦わら堆肥

おが屑堆肥

コンポスト

牛糞

乾燥人糞

8)脱水豚糞

緑肥

稲わら＋石

灰窒素

ペプトン

グルコース

9)乾燥鶏糞

牛糞

圃場

〃

〃

〃

〃

〃

圃場枠十

湛水処理

(2か月）

無増収

〃

〃

〃

減収

〃

}収量増

年次間の密度増

鵬1，自活性線虫増

３

１
０
－
十

５
５
７

１
１
１
１
１
１
０
０
２

近岡ら(1971）

卿帆憎蕊;|篭室
密度の激減

密度の激減

(1～2作で復元）

古賀(1976a,b)

2.4

2.5

1(毎作）

1(毎作）

ワグネル

ポット

倒|蕊|霧
3作目で密度減

効果なし

近岡ら(1978）

10パーク堆肥 51圃場 生 育 増 ｜ 密 度 増 加 山崎ら(1980)

11)鶏糞十苦土

石灰

乾燥鶏糞

鶏糞+HSC-1

ﾏﾉﾝ有機堆肥

同上十石灰

窒素

蚕糞

12)羊毛堆肥

鶏糞

汚泥

蒸製蹄角粉

乾血粉末

13)のこ屑牛糞

堆肥(完熟）

14)稲わら堆肥

おが屑堆肥

コンポスト

米糠

その他

r

効果なし

2～3年密度減，

効果なし

密度抑制，被害

度減

密度抑制

同上

千本木ら(1984）

岐根多発

やや増収

増収
〃

岐根多発

維刈馬|ボｯﾄ

灘31剛
寄生度低下，細

菌増，同上

効果なし

ネグサレにはい

ずれも無効

寄生度やや減，

被害度減

密度･被害指数減

〃

〃

効果顕著

中込・宮川(1986）｜
’

ワグネル

ポット

圃場

(3年連用）謡:藍|蕊1真皇
９５

９２

９５

－

．
０

２
１
１
１
１
１

生育増 中園(1989）

大林(1989）

腰高シャ

ーレ
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で飛躍的に高まった。一方，大林(1989)によれば各種有

機物の施用による三浦半島のキタネグサレセンチュウの

防除効果は，薬剤処理のような劇的な密度の低減ではな

く，緩慢であり，高密度の線虫防除よりも薬剤処理後の

密度回復の抑制にその本領があるという。

以上のようにみてくると，有機物の線虫防除効果は単

に有機物と線虫の間の1対1の対応関係ではないことが

推察され，その効果は各種の要因と条件によって定まる

総合的な結果といえそうである。

Ⅱ有機物の線虫密度抑制及び被害軽減の機作

有機物の線虫防除効果に関する解析的な研究は，わが

国ではほとんどない。ここでは諸外国の報告も参照しな

がら問題点を以下のように整理してみた。

1線虫の移動・行動の阻害による効果

既に述べたとおり，野津(1940)は堆肥の施用によりク

ワのネコブセンチュウ防除に好結果を得た。実験の一部

をかいまみると以下の通りである。砂土と堆肥の混合比

(重量比)を種々に変えた試験枠の中心点にネコプセンチ

ュウの2期幼虫を接種し,15cmの距離に植えたキュウ

リの根こぶ着生数を11日後に調べたところ，砂土10に

対する堆肥の割合が2以上では0,1以下ではその割合が

小さくなるほど増加した。同様の試験によるネコプセン

チュウの移動距離も堆肥の混合比が小さくなるほど長く

なった。本線虫の生存率に対する堆肥の施用効果はなか

ったこと，及び幼虫の移動に最適の土壌粒径組成

(0.2～0.4mm)があったことから，砂土のクワにおける

堆肥の効果は土′性の改変による線虫の行動阻害が主要な

機作であろうと結論された。他の土壌型においても同様

の効果があるかどうかは残念ながらいまだ明らかではな

い。

2天敵微生物及び自活性線虫の増殖による効果

土壌線虫類の天敵としては,小はウイルスから糸状菌，

細菌，そして大は昆虫類（トビムシ，ハエの幼虫)まで多

種多様である(西沢,1984)oLinfordetal.(1938,39)は，

ハワイのパイナップル栽培で問題の大きいネコプセンチ

ュウの防除に，パイナップルと牧草(Pα"た"加属)の生茎

葉及び砂糖を土壌施用したところ(室内試験)，12週間後

のネコブセンチュウ密度がきわめて効果的に減少した。

同時に有機物施用区では食腐・食細菌性線虫(自活性線

虫)と捕食性線虫の密度が高まり,土壌生息性ダニ類の増

殖もみられた。一方，土壌中の植物片や線虫の遺体から

は多くの線虫捕食菌類(4"んo助"］tfoligospra.その他）

が検出された。以上のことから，彼らは，本試験の有機

物施用は糸状菌や細菌類の増殖を促し，これらを餌とす

る自活性線虫の増殖，線虫食’性のダニ類や捕食菌類の増

殖と活性の増大という食物連鎖の中で，ネコブセンチュ

ウの密度が抑えられたと考察した。この研究に刺激され

て有機物の施用による線虫天敵など各種微生物及び自活

性線虫の増殖と遷移，それに伴う捕食菌類の活‘性の増大

などに関する数多くの研究が生まれた(例えば,Cooke,

1962)。

以上のように，有機物の土壌施用には各種土壌微生物

や小動物の増殖を促し，線虫の天敵微生物の活'性を高め

ることに一つの大きな機能があるとみられる。また増殖

した自活性線虫と植物寄生'性線虫との植物根面での生態

的桔抗関係も観察されている(IshibashiandKondo,

1988)。さらに，各種微生物の培養炉液が殺線虫‘性をもつ

ことも知られている(Mankau,1969)。

3土壌中における分解産物の殺線虫効果

植物の含有する成分には殺線虫‘性を帯びるものがあ

り，代表的なものとしてマリーゴールドのa-terthienyl

がある。これらは加y〃oでの効果はあっても腕vivoで

は効果を生じないものが多い。ここではそれらについて

は省略し，土壌中における分解産物の殺線虫効果にふれ

る。

Sayreetal.(1965)は，土壌施用により線虫密度抑制効

果が知られるライムギとチモシーの茎葉を室内及び圃場

条件の土壌中で腐敗分解させ，一定の方法により分解産

物を抽出し，分画した。各画分のサツマイモネコブセン

チュウ2期幼虫及びキタネグサレセンチュウに対する殺

線虫力を検定したところ,Rf値が0.45～0.58の画分が

強い殺虫効果を示した。この画分の分解産物は酪酸と同

定され,pH4.0で効果が大きく,pH7.0ではほとんど失

効した。面白いことに自活’性線虫に対する殺線虫力は微

弱であった。家禽や家畜類の糞の土壌施用効果も分解生

成される低級脂肪酸やフェノール類の殺線虫作用に負う

ところが大きいようである(Badraetal.,1979)。

4作物の線虫抵抗性を高める効果

VanderLaan(1956)によれば，堆肥または厩肥施用区

のジャガイモにおけるシストセンチュウの根への侵入寄

生虫数は，化学肥料区に比べ少なく，侵入虫の発育が遅

れ雄虫の出現率が著しく高まった。これは抵抗’性品種で

みられる現象に類似し，有機物の施用が作物の生理的条

件に影響し，線虫抵抗'性が向上したためと考察された。

5植物の生育促進と被害軽減の効果

以上に述べた有機物施用効果のほかに，最終的に無機

化した窒素その他の成分が栄養素として植物生育の増進

に役立つことには疑問の余地がない｡筆者らの研究室が

行ったトマトのネコブセンチュウ加害に対する厩肥施用
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の効果は明りょうであった(中園，1989)。すなわち，線

虫無接種条件の無厩肥区におけるトマトの地上部生育量

(生体重206g)=100に対する線虫接種条件(16.5頭/1

ml土壌)の生育量は無厩肥区では70に減じたが,厩肥区

(10t/10a)では127となり，無厩肥の無線虫区よりもな

お大きかった。根に対する線虫の寄生度に大差はなかっ

たので，施用した厩肥の効果はトマトの生育増進に寄与

したものと考えられる。

この試験で注意を引いた現象として，地下部重の全生

体重(地上部十地下部)に対する割合が厩肥無施用区に比

べ施用区で小さかったことが挙げられる。一般にネコブ

センチュウの密度が高いほど根のこぶ量は増大し，重量

も増すが，この試験ではほぼ同じ線虫寄生度であっても

厩肥の施用によって根こぶの重量が軽減されることが示

された。また根の細根が増えることも観察された｡松口・

新田(1988)は，堆厩肥による連作障害軽減効果は根圏微

生物生態の改善，病害抑止力の増大，根群発達促進，根

活力増大などの根圏生態に対する作用によるものである

と主張している。筆者らの試験も根の機能と厩肥効果と

の関連を示すものと思われ，今後の課題として，興味深

い。

お わりに

有機物の線虫防除効果は決して劇的な抑圧力ではな

く，多分に遅効的，総合的である。有機物の効果を過信

することもいましめねばなるまい(駒田，1983)。最近，

連作圃場で知られている有害線虫の密度減衰現象等をも

巻第12号(1990年）

含め，今後，解析的，かつターゲットを絞った研究が必

要であろう。
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侵入を警戒する病害虫と早期発見の手引
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監修農林水産省横浜植物防疫所

海外からの病害虫の侵入・定着を阻止するには，港での検疫とともに，不法持ち込承等による侵
入病害虫の早期発見が極めて重要です。

本書は，この観点から多くの人に侵入病害虫に対する警戒心と目による協力をお願いするため，

横浜植物防疫所が中心になってまとめた，当面我が国への侵入が警戒される54病害虫の解説書で，
それぞれの，既発生病害虫との相違点を述べた“発見のポイント”を中心に，図録を付して，1病
害虫で見開き2ページとし，図鑑としても，第一線での検索用としても使いやすいように工夫した
書です。

お申込みは前金（現金・振替・小為替）で本会へ
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特集：線虫学〔5〕

マツノザイセンチュウ感染によるマツの枯損機構
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I気体による通水阻害と病気の進行はじめに

マツノザイセンチュウ(B"応叩he〃c伽s〃伽〃伽s)

(以下，線虫)のアカマツに対する加害性が確認された当

時，食菌‘性の線虫が病原体であるとは，なかなか信じら

れなかったようである(徳重・清原1969)。この線虫はマ

ツ樹幹内では柔細胞類の内容物を摂食するが，幼苗の場

合を除いて，摂食による組織の物理的破壊が枯死の直接

的原因ではないことが判明しており，発病機構解明に向

けて研究が続けられてきた(田村,1984)o1984年までの

研究経過については本誌の特集で詳しく解説されている

(徳重，1971；森本，1973；真宮，1975；田村，1984)。

病原線虫を発見した徳重(1971)はその当初から水分

生理学的な見方で，この病気は萎澗病であり，水分欠乏

による枯死であるととらえ，通導（通水）機能の障害に

よるものと考えていた。その後，通水阻害の原因として

樹脂あるいは細胞分解物の充填が挙げられたが，充填は

局部的であり主因とするには問題があると判断された

(黒田ら，1984)。通導機能障害はなかなか立証されず，

IkedaandSuzaki(1984)による報告のほかに活発な議論

がないまま，「毒素の関与」が注目されることになった。

マツがあまりにも急激に枯死するためである(奥,1990)。

線虫が生産する酵素あるいはマツ組織が生産する毒'性物

質の検索が行われ，セルラーゼや安息香酸などが報告さ

れているが(田村，1984)，枯死との関連が十分に説明さ

れたとはいえない。

そのような時期にTAMURAetal.(1987)は，線虫感染

木では木部樹液の上昇パターンが乱れることを，色素の

樹幹注入によって視覚的に明らかにし，発病との関連を

示唆した。引き続き筆者らは，水分通導の異常に注目し

て研究を進め，発病機構を説明する新しい知見を得た。

近年なお，マツ枯れの真の病因が青変菌や酸性雨である

との見解が発表されることもあり，線虫感染による発病

の機構を早急に論理的に説明する必要があると思われる

ため，まだ仮説の部分も含むが，ここに研究の経緯と共

に紹介したい。

木部樹液の上昇パターンは，樹幹基部の1点から水溶

性色素（酸‘性フクシン）を注入することにより追跡でき

る。それによると，健全なマツの根から吸い上げられた

水は，材内をらせん状に上昇し枝に達することがわかっ

ている。ところが本病に感受‘性のクロマツに線虫を接種

すると，2週間後ほどでらせん状のパターンを示さなく

なる(図-1)(TAMURAetal.,1987;Kurodaetal.,1988)o

これは木部樹液の流れが部分的に妨げられ，迂回して上

昇するためである。

通水パターンが乱れた試料で，染色されず特に白く見

える部分（図-IB矢印）を拡大すると，通水組織である

仮道管の中に気体が充満していることがわかった（図－1

C)(Kurodaetal.,1988)。木部の含水率も通水パターン

が乱れ始めるころ(2週間ごろ）から低下する。このよう

な状況から,樹幹内で単に水の流れが滞ったのではなく，

仮道管内の水が気体によって排除され，その部分で樹液

の上昇が妨げられているものと推定された。

このような「気体の充填により通導組織から水が排除

される」現象は，キャビテーションあるいはエンボリズ

ムと呼ばれており,Zimmermann(1983)は「植物の萎凋

病では非常に重要な現象でありながら，病理学者は注目

していない」と指摘している。キャビテーションによる

通水阻害の過程は次のように説明される。針葉樹の通水

組織は,直径20～30/zm,長さ1mm程度の仮道管から成

り，仮道管内の水（木部樹液）は，通常その壁孔を通じ

て途切れることなく根から葉までつながっている。樹高

によっては10m以上にもなる水柱は，水の凝集力によ

って連続すると考えられており，蒸散により葉から水分

が失われるにつれて，仮道管内の水はしだいに梢のほう

に引き上げられる。ところが何らかの原因により，ある

仮道管内に気泡が生じるとその内部の水は急激に排除さ

れ（キャビテーション）て水柱が切れる。結果としてそ

の仮道管に連なる部分では樹液は上昇できなくなる

(Zimmermann,1983)。

水柱の切れた仮道管数が少ない間は樹液はその部分を

う回して上昇できるが，広範囲でこのようなキャビテー

ションが起こると上昇できる樹液の量が減少し，水分欠
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図－1線虫接種後のクロマツIll年生）における通水阻害の進行

線虫接種1週後までみられる正常ならせん状の樹液上昇

A矢印),通水パターンが乱れた接種3週後における通

水阻害部(B矢印),及び通水阻害部の気体が充満した仮

道管(C矢印).

乏のためマツの生命が脅かされる。線虫接種からlか月

ほどたつと，クロマツ樹幹の木部は含水率が健全木の3

分の1程度に減少しており(Kurodaetal.,1988),通水

組織として機能していないものと推定された(COUTTS,

1976)｡樹幹横断面に触れると乾燥しているのがわかる状

態で，柔細胞や形成層の壊死が樹幹全体で始まり，樹脂

の分泌が停止している。この時期は外観的には針葉の変

色が旧葉から始まったころで，まだ枯れたとは判断され

ないが，伐倒するとマツは既に枯死に近い状態であるこ

とに驚く。樹木，特に常緑の針葉樹は，生理的な異常が

外観から推察し難いため，発病を早期に発見するのが困

難である。

Ⅱキヤビテーション原因物質の検索

気体の充填（＝キャビテーション）はどのように起こ

るのであろうか。幹に大きな傷がある場合は，外気が入

る可能性が指摘されている(Coutts,1976)。本病のよう

に傷のない場合については研究例は少ないが，次のよう

な説明がある。夏季の日中，樹木の木部樹液には図－3に

示すように著しいテンション（張力）がかかり，仮道管

内の水柱は非常に切れやすい状態にある。これは，葉か

らの蒸散が盛んになりどんどん水を引き上げようとする

が，土壌中の水分が不足しており，要求を満たすだけの

水が上がらないためである(Zimmermann,1983)。樹液の

表面張力がこのテンションに抵抗できなくなると水柱が

切れてキャビテーションが起こる(TyreeandSperry,

1988)。健全な樹木の枝に表面張力の低い物質,例えばブ

タノールなどを注入すると，樹液の表面張力を低下させ

てキャビテーションが起こることも報告されている

(TyreeandSperry,1988)。

マツ材線虫病の通水阻害部（図-IB矢印）を詳しく観

察すると，水溶性の色素による染色部との境界が非常に

明りょうであり，にじみがないのに気づく。おそらく疎

水性の物質が存在するのであろう。そこで，キャビテー

ションを起こしうる物質として,通水阻害部に含まれる，

疎水性でガス化しやすい物質に注目し，ガスクロマトグ

ラフィーにより分析してみた(Kuroda,1989)。その結果，

線虫接種2週後のキャビテーションが開始したばかりの

木部では，モノテルペン，セスキテルペンが健全木の数

倍に増加しており，中でもα－ピネンの増加が著しいこ

とがわかった(図-2)。揮発性物質は接種3日後というキ

ャビテーションが開始していない時期から既に増加して

おり，接種2～3週後ごろに最高値に達する(Kuroda,

1990)。したがってテルペンの増加はキャビテーションの

開始（接種2週後ごろ）に先立つ現象であることが確認

され，樹脂道の周囲のエピセリウム細胞や放射組織の柔

細胞内で，テルペン類の合成が活性化したためであろう

と推定された。この物質は細胞にとっては毒‘性物質であ

り，蓄積量が多くなると，液胞などの膜系が破壊されて

細胞外に漏れるものと考えられる。線虫感染後のマツ樹

幹で増加したテルペン類は，線虫の運び屋であるマツノ

マダラカミキリの誘引物質として働くことが既に報告さ

れ(池田,1981),誘引剤として利用されているが，樹幹

内での生理的な意味や働きについてはこれまで議論され
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みられる生理異常としては，「樹脂浸出異常｣がよく知ら

れている。健全なマツでは，樹皮を剥ぐと樹脂，いわゆ

る松脂を多量に分泌するが，線虫が感染するとわずか

l～2週間で樹脂分泌の減少･停止が起こる(徳重,1971)。

この時期には外観的病徴がみられず，材内の線虫密度は

非常に低い。筆者は線虫の移動速度から判断して，接種

後数日以内に開始するマツ組織の生理異常は，接種部よ

り移動中の線虫も含め，少数の線虫の活動による刺激で

起こりうるものと考えている。ところが他方では，接種

枝から離れた樹幹の部位では，接種後1週間ほどは線虫

はほとんど認められないことから(真宮，1975)，線虫が

生息していない部位で，細胞の変性がみられることが，

毒素の関与を説明する重要なポイントとして挙げられて

いる(奥，1990)。しかしこの場合，線虫分布の有無は据

置法でなく伐倒時の線虫分離の結果で判断しているた

め，細胞の変性部分に線虫が生息していなかったことは

証明されていない。また，細胞の変'性が認められる近辺

を既に線虫が通過している可能性も十分にあり，これを

毒素の関与を示す根拠とするには問題がある。

Ceratocys施属などの菌が針葉樹に感染した場合に

も，テルペン類の増加，及びキャビテーションによると

推定される乾燥帯の形成が普通にみられ(Croteau,

1987),これはマツ材線虫病に限らず,病原体の侵入に対

する宿主組織の普遍的な反応であるといえる。しかし菌

の感染では，菌糸の存在する付近で局部的にテルペン類

が増加することが多いのに対し，線虫の場合，接種枝付

近を中心として樹幹全体で速やかなテルペンの増加とキ

ャビテーションがみられる(Kurodaetal,1988:

Kuroda,1990)。感染直後の線虫の活動の影響は，線虫が

少数であるため無視されることが多いが，このような菌

の感染との相違点から推定しても，樹幹全体に短期間で

分布した線虫の活動により，宿主組織の反応も樹幹全体

で起こると考えるのが妥当であろう。
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図－2線虫接種2週後のクロマツにおける揮発性テルペンの

増加

ていなかった。

モノテルペンは揮発'性で気化しやすいうえに，表面張

力が水より低い。したがって仮道管内の水柱切断に寄与

する可能性は十分にある。実際に少量のα‐ピネンを健

全なクロマツ樹幹に注入すると，その上部で線虫を接種

した場合と同様にキャビテーションによる通水阻害部が

肉眼で確認され,樹幹内での関与が示唆された(Kuroda,

1990)。またテルペンの疎水性は，水柱が切れた毛管内へ

の水の再流入を阻害するのに有効であると推定される。

Ⅲ線虫の分布とマツ組織の生理異常

1(1年生前後のアカマツやクロマツの枝に傷をつけて，

1万頭の線虫を接種した場合，そのすべてが樹体内に入

るのではなく，無事侵入できる線虫はけた違いに少ない

(橋本,1975)。しかし侵入した少数の線虫の移動は速く，

据置法を併用して調べると1日に:!ii～80cm移動すると

報告されている（橋本，1975；清原･鈴木,1976)。樹高

4m程度の1(1年生クロマツの樹幹全体に分布するのに

数日しかかからない。「据置法｣とは試料の湿度を保った

まま室温にlか月保存し，線虫の増殖を待って樹幹各所

の線虫分布の有無を調べる方法である。樹幹内の線虫密

度が非常に低い時期には，伐倒直後のベルマン法による

分離では全く検出できないこともあるため，感染初期の

線虫の動態について論ずる場合には，据置法による線虫

分布の確認が必要である。

マツ組織内でのテルペン合成の活‘性化は，線虫感染3

日後には既に開始しており，異物の侵入に対するマツ組

織の生理的反応が非常に早いことがわかる。感染初期に

Ⅳ気体による通水阻害のメカニズム

線虫が感染した感受性マツにおける通水阻害のメカニ

ズムは，まだ仮説の部分も含むが，以下のように考えら

れる(図-3)。線虫がマツの組織内に侵入すると，放射組

織の柔細胞やエピセリウム細胞（図には省略）ではその

活動の刺激によって代謝が異常になり，モノテルペンな

ど二次代謝産物の合成が増大する。細胞の原形質膜の劣

化に伴って，そのような物質は仮道管内に放出される。

著しいテンションがかかった木部樹液に，揮発‘性あるい

は表面張力の低い物質が加わると，仮道管内の水柱が切

れてキャビテーションが起こる。テンションが著しくな
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合について議論を進めてきた。幼苗のほうが取り扱いが

容易ではあるが，今後発病機構についてさらに細部にわ

たって議論を進めるには，この点に注意が必要である。

筆者らは，本病によるマツの枯死が，樹幹全体で進行

する極度の水分欠乏に起因することを確認するととも

に，その水分欠乏の原因が「気体の充填（キャビテーシ

ョン）による通水阻害」であることを初めて明らかにし

た。キャビテーションの原因物質としては，揮発性テル

ペンが関与する可能性が示された。しかしながら樹幹内

の水の動きについてはまだ不明な点が多く，キャビテー

ションの原因について議論するにはさらに研究を進める

必要がある。現在，本病に抵抗性のテーダマツなどの線

虫に対する生理的反応について研究を進めており，感受

性種の反応との違いを明らかにすることにより，発病に

かかわる要因がさらに明確になるものと考えている。
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図－3通水阻害のメカニズム（木部組織縦断面）
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〔新しい病害〕

ストック立枯病（新称）の発生
しみず

長野県野菜花き試験場清水
とき

時
や

哉

1989年3～6月にかけて，長野県南安曇郡穂高町の施

設栽培のストックに，地際部が褐変し，くびれて枯死す

る腰折れ症状株が多数発生し問題となった。その原因を

調査したところ,Fusar加加属菌による新しい病害であ

ることが明らかになった。ここでは，その概要について

述べる｡＊

I発生様相と 病 徴

発生は，定植後lか月ごろ，かん水したところ，倒伏

する株が，ハウス内数か所にみられ，初めて気づいた。

症状の発生は植物体の生育が進むと少なくなったが，収

穫期に入っても所々で倒伏し，枯死株の山ができるほど

であった。

病徴は，地際部が侵されて褐変し，立枯症状を呈する

ものであるが，萎ちようは認められないため，倒伏して

初めて発病に気づくことが多い。病原菌は地際の茎を表

面から侵し，心部に達するようで，病勢が進展すると地

際部がくびれて容易に引き抜けるようになる。なお，維

管束の褐変は認められない。

また，当時の栽培品種は，「ボールホワイト」であった

が，病原'性再現試験に用いた「ホワイトワンダー」及び，

本年度に栽培された別の品種にも発生が認められたの

で，病原性の品種間差はまずないと考えられた。

Ⅱ病原菌の分離

常法により,褐変部から病原菌の分離を行ったところ，

Fusar畑"'属菌が高率に分離された。分離菌をストック

苗に浸根接種したところ，接種後2週間目ごろより地際

部がくびれ，立枯れ症状を呈したので，分離菌を病原菌

と断定した。なお，同一菌が立枯れ症状株から再分離さ

れた。

Ⅲ病原菌の病原性

本菌をフスマ培養し，オオムギ（アサマオオムギ）及

＊本稿の一部は平成2年度日本植物病理学会大会におい

て発表した．

Occu｢｢enceofStock(MatthiolaincanaR・Br)Take-all

Disease.ByTokiyaShimizu

びソラマメ（河内一寸蚕豆）に土壌接種したところ，オ

オムギに対しては強い出芽前立枯れを起こし，ソラマメ

に対しても強い立枯れを起こした。また，分生胞子懸濁

液をオオムギ穂に噴霧接種し，かん水量を多めに管理し

たところ，主に穂首に褐変症状が認められ，一部麦穂も

褐変し，赤かび病と類似の症状を示した。

Ⅳ病原菌の同定

本病菌の菌叢は,PSA培地上で鮮やかな紅色を呈し，

スポロドキアの形成も認められた。菌糸生育の最適温度

は25℃で，小型分生胞子はまれにしか観察できず，1～5

隔膜を持つ大型分生胞子（図-1)をフィアライドから大

量に形成する。

以上のことから，本菌はSnyderandHansen分類体系

よりFusariumrosea加と同定し，その病原性から，分化

型は“'2αlis,cultivarは大型分生胞子の形状から

"Graminearum"と断定した。なお，厚膜胞子及び完全世

代については確認していない。

本菌は，ムギ類赤かび病菌，ソラマメ立枯病菌と同一

菌で，全国的に分布し，県内でも小泉らが中信地方のム

ギから分離しており，存在が確認されている。おそらく，

県内のソラマメにも分布していると考えられる。

本菌によるストックの病害はわが国では報告がなく，

その病徴から立枯病と命名した。

図－1大型分生胞子の形状
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V防除対策

本病菌の侵入経路は今のところ特定できないが，発生

圃場では，土壌消毒後，新しく堆積した稲わら堆肥を施

用しており，これが汚染されていたのではないかと考え

ている。そこで防除対策として，被害残澄を圃場内に残

さない，敷わらとして麦わらを避ける，稲わらを使用す

る場合も，前作にムギ類の栽培歴のあるものは避ける，

堆肥の場合も同じである，育苗土に麦程・稲わらを混合

する場合は，その後の土壌消毒を徹底する，などが考え

られる。

本病は今のところ拡大する気配はないが，本菌が全国

的に分布することから，栽培形態の変化によっては発生

することも十分考えられるので，注意が必要である。

引用文献

1）松尾卓見ら(1980):作物のフザリウム病，全農教，

東京,pp.502
2）農業研究センター(1990):平成元年度総合農業試験

研究成績・計画概要集

本会発行図書

新刊！

『農薬の散布と付着」
日本農薬学会農薬製剤・施用法研究会編B5判本文170ページ

定価3,400円（本体3,301円）送料260円

施用された農薬薬剤の挙動について，施用法，防除機，散布法・剤型，植物表面と付着の関係・葉面からの取

り込み，今後の散布技術の展望を詳述した農薬関係の技術書◎

お申し込みは前金（現金書留・郵便振替・小為替など）で直接本会までお申し込み下さい。

本会発 行図書

新刊！

『応用植物病理学用語集』
漬屋悦次（前農林水産省農業環境技術研究所微生物管理科長）編著B6判.506ページ

定価4,800円（本体4,660円）送料310円

植物病理学研究に必要な用語について，植物病理学はもちろん，農薬，防除，生化学，分子生物学などについ

ても取り上げ(約6,800語)，紛らわしい用語には簡単な説明を付けそれぞれを英和，和英に分けてアルファベッ

ト順に掲載し，また，付録には植物のウイルス，細菌，線虫の分類表を付した用語集です。植物病理学の専門家

はもちろん広く植物防疫の関係者にとってご活用いただきたい用語集です。

お申し込みは前金（現金書留・郵便振替・小為替など）で直接本会までお申し込み下さい。

本会発行図書

『農薬ハンドブック1989年版」
農薬ハンドブック1989年版編集委員会編A5判670ページ

定価4,500円（本体4,369円）送料310円

市販農薬を用途別に，薬剤の名称，作用特性，使用上の注意，各製剤ごとにその商品名，使用方法，適用病害

虫，雑草など詳しく解説した本文と，農薬の一般名・商品名，化学名・化学構造式・物理化学的性質，毒性・魚

毒性を表とした農薬成分一覧表，農薬残留基準・農薬登録保留基準・農薬安全使用基準の解説，農薬中毒の治療

法を付録とし，索引では登録薬剤名・一般名(Iso名）から商品名の英名まで含めて収録しました。今回より

判型をB6判からA5判に拡大し，農薬関係の会社紹介を追加いたしました。農薬関係の総合的な解説書です。

お申し込みは前金（現金書留・郵便振替・小為替など）で直接本会までお申し込み下さい。
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〔新しい病害〕

インケンマメのアファノミセス根腐病の発生
ほりた

北海道立十勝農業試験場堀田
はるくにたにい

治邦・谷井
あきお

昭夫

はじめに

北海道におけるインゲンマメの作付面積は,昭和63年

度農林水産統計（農林水産省編）によると17,500haで，

全国の栽培面積の約87％を占めている。十勝地方は北海

道の中でもインゲンマメの主要な産地として位置してお

り，北海道の作付面積の70%を占めている｡畑作中心であ

る十勝地方では，昔からマメ作が輪作体系の中に取り入

れられ，インゲンマメは今でも重要な基幹作物の一つで

ある。

インゲン根腐病は,北海道において1957年に初めて発

生が確認されて以来（田中･北沢，1957)，難防除の病害

として十勝地方のインゲンマメに多く被害を与えてき

た。現在でもその発生面積はインゲンマメの病害虫の中

で最も多い。

本病の病原菌はF””如碗soね”f.spphaseo〃で，そ

の感染のほぼ90%以上はインゲンマメの生育初期に起こ

る。根には赤褐色の病斑が形成され，地上部には二次的

に葉の黄化や草丈の減少等が現れる。

しかし，1988年，中札内村のインゲンマメ圃場で上記

の肋sα加加soね瓶による病徴と異なり，立枯症状を示

すものが多発生した。旺軸及び根部の腐敗が激しく，擢

病部からは〃〃α"omyces菌が高率に分離された。同菌

は接種試験の結果，自然発病と同じ症状を生じた。

マメ科植物に寄生する〃加"omyces菌として，

〃hα"omyceseuteたんesDrechslerがある。日本ではエン

ドウに激しい根腐病を起こす菌として著名で，エンドウ

のほか多くのマメ科植物に病原‘性を有することが報告さ

れている（横沢ら，1974)。

PfenderandHagedorn(1982)は，インゲンマメで

〃〃α"oﾉ"Jﾉc“菌による根腐病の発生を報告している。こ

の菌はA.euteたん“と形態的に大きな差異がないが，寄

生』性で大きく異なっており，インゲンマメ及びアルファ

ルファに強い病原性を示すのに対し，エンドウには寄生

'性がない。そこで，この菌を〃んα"o"リノc“e"'2花h“

Drechslerf.sp.pﾙaseoliPfender&Hagedornとするこ

とを提唱している。

OccurranceofAphanomycesRootRotofCommonBean.

ByHarukuniHoritaandAkioTanii

中札内村で発生した〃hα"o"りﾉc“菌は,A.euteたん“

F-3株(エンドウ分離株，東日本学園大学,横沢氏より分

譲）と比較した結果,PfenderandHagedorn(1982)の

記載にほぼ一致し，両菌は寄生'性で大きく異なった。し

たがって，本菌をA.euteichesf.spphaseo〃と同定し，

本病名をインゲンアファノミセス根腐病とすることを報

告した（堀田・谷井,1990)。

本稿では，本病害の発病推移，病徴及び本病菌の諸性

質などについて記述する。

I 病 徴

本病の病徴は,インゲンマメの発芽直後からみられる。

はじめ，根に淡褐色の斑紋が現れ，病勢の伸展は緩慢で

あるが,播種20～30日後の6月中～下旬になると病勢は

急激に伸展する。この時期が低温に経過した年次は，病

勢の伸展が7月上旬にずれ込むこともある。根部の病斑

が水浸状に根全体に広がるにつれて，旺軸部にも褐色

～淡紅色の水浸状病斑が現れる。旺軸部に発病した個体

は側根の再生が著しく不良となるため，根張りが悪く容

易に抜くことができる。生育初期に本病が激発すると葉

が脱水症状を起こしてしおれ，そのほとんどは倒伏，枯

死する。その結果，発生圃場は廃耕となることが多い。

発生程度の軽い場合，生育初期のインゲンマメ根部に

発病は認められるものの，地上部には病徴が現れないこ

とが多い。しかし，擢病株は生育抑制され，草丈が低く，

開花後に葉が黄化，萎ちようする。また，主根は地際部

から細くなり空洞化するが，側根の再生によりその後の

生育は保たれる。しかし，英つきは悪く減収程度はきわ

めて大きい。

現地圃場において，本病はF油α""碗so上"iによる根

腐病と混合あるいは複合して発生することが多い。しか

し，両病害は根及び旺軸部における初期の病徴によって

診断することが可能である。F.soね"iの場合，根及び旺

軸部の病斑は水浸状を呈することなく赤褐色となり，旺

軸部への病斑の伸展も緩'慢で，倒伏もほとんど起こらな

い。
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表-1Aphα加秒"s分離株の蔵卵器及び卵胞子の大きさ

菌株

KNa8810

KSa8820s

KNa8833

KNa8830s

KNa8826－l

KNa8819s

KNa8814s

KSa8818－1s

KNa8807s

PFENDERandHAGEmRNa〉

蔵卵器O/m)卵胞子Um)卵胞子壁(um) 付着蔵精器数

l～3

1～3

1～3

1～2

1～2

1～2

1～3

1～3

1～3

1～4

32.6(26.0～38.3)

31.7(27.3～34.9）

30.5(26.3～34.7）

29‘9(26.7～332）

29.4(25.4～33.1)

28.8(240～33.5）

28.1(24.2～31.8)

28.0(21.8～33.5)

27.3(24.2～34.0）

28．5～32．7

"'PFENDERandHAGEDORN(1982)

Ⅱ 病原菌

1分離及び培養

‘曜病インゲンマメの根部病斑からは“んα"omyces菌

が分離される｡本病菌の分離率はストレプトマイシン(約

200ppm)を添加したグルコース加用ジャガイモ煎汁寒

天培地(PDA)及び素寒天培地で低く，〃んα"omyces選

択培地(Pfenderetal.,1984)を用いると高率である。本

病菌の生存はコーンミール寒天培地(CMA)やPDA培

地で,約10Xの条件に置くと6か月以上保たれる。また，

生存期間はPDAよりもCMAでやや長い。

2形態及び寄生性

本病菌を土壌接種し，インゲンマメを播種すると容易

に感染が起こり，自然発病と同じ病徴を発現し，さらに

雁病根の組織中には卵胞子の形成が認められた。また，

催病組織及び含菌寒天片を殺菌水中に浮かべると遊走子

の形成が認められ,如加"omvces属の特徴であるブドウ

状の被嚢胞子集塊も観察された（図-1)。

CMAで約3週間培養後の本病菌の有性器官について

観察した。蔵卵器は球形で短枝に頂生し，大きさは

21.8～38.3i/m(平均29.6um)である。蔵卵器膜は表面

平滑であるが内面は不均一である。蔵卵器内には球形で

平滑の卵胞子が1個形成され，大きさは16.5～30.Sum

(平均22.2um)である。膜は平滑，均一でその厚さは

1.5～3.0//mである。蔵精器は蔵卵器と異なる菌糸から

生じるdiclinousであり，蔵卵器にl～3個着生する。蔵

精器柄は蔵卵器柄に密に接し，蔵精器は蔵卵器を包むよ

うに着生する（表-1,図-2)。

遊走子嚢の形態は菌糸状で，幅67～8.9um.長さは

不定で数百〃mの場合が多い。遊走子は遊走子嚢から一

列に逸出し，先端部で被嚢胞子となり，ブドウ状集塊と

なる。被嚢胞子は球形で，直径9.9～11.4um(平均10.6

24.5(18.5～30.6)

23.6(19.7～27.6)

22.6(18.3～27.1)

22.6(19.4～26.r>)

22.1(18.9～26.6)

21.9(18.0～25.4)

20.8(188～25.4）

21.5(16.5～28.2)

20.5(17.6～24.9)

20．5～23．0

2.1(1.5～2.9）

2.2(1.8～2.9）

2.1(1.5～3.0)

2.1(1.7～2.6

2.2(1.8～2.7)

2.1(1.7～2.6）

2.2(1.7～2.7）

2.0(1.5～2.7)

2.3(2.0～2.9）

図－1本病原菌の被嚢胞子塊

＃
N『

111-2CMA上に形成された有性器官

am)である。

本病菌菌糸の温度に対する生育反応を図－3に示した。

本病菌は4℃及び35℃で全く生育せず，最適生育温度は

28℃付近であった。A.euteichesF-3株とは28C以上の

温度域で異なり,F-3株は35℃でも生育可能であった。
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表－2鋤加"0"zy"s分離株の病原性

作物 品種 KNa8810 KNa8830s KNa8807s KSa8818-ls F－3＊

インゲンマメ

エン ドウ

アルファルファ

ダイコン

テンサイ

ルタバガ

キャベツ

コムギ

トマト

大正金時

小緑

コモ ン

春陽大根

モノエース

パープルトップ

グリーンボール

チホクコムギ

福寿二号

＋

＋
｜
＋
｜
＋
一
一
一
一

十 十
十
一
十
一
十
一
一
一
一

十

汁
一
十
一
一
一
一
一
一

什
一
十
一
一
一
一
一
一

＋
汁
十
一
十
一
一
一
一

*Aphα"omyceseuteichesエンドウ分離株

8

６
４
２

菌
叢
直
径
（
四

0

5101520253035

温度（℃）

図－3〃んα"o"リノ“s分離株の温度反応

●‐④：KNa8810及び△▲:KNa8807s:インケン分離株

□-:F-3:エンドウ分離株(A.e"花たんes)

また，本病菌菌糸のpHに対する生育反応についてはF－

3株とほぼ同様で，良好な生育はpH5～7でみられた。

次に，本病菌の寄生‘性について検討した。結果を表－2

に示す。本病菌はマメ科植物の中でインゲンマメ及びア

ルファルファに感染したが，エンドウに寄生性はなかっ

た。そのほか，テンサイに立枯れ症状を起こす菌株が存

在したが，アブラナ科野菜に寄生‘性を示すものはなかっ

た。

3病原菌の同定

PfenderandHagedorn(1982)によると,A.“花施ﾙ“

とその分化型f.sp.phaseo〃は寄生'性で大きく異なり，前

者の寄主植物がエンドウ，インゲンマメ，アルファルフ

ァのマメ科植物のほか，ダイコン，テンサイ，キャベツ

などにも及ぶのに対し，後者はインゲンマメ及びアルフ

ァルファのみである。また，形態的な差異としてf.sp.

phaseo〃は蔵卵器と卵胞子の間げきがA.e"だ〃ﾙ“に比

較して広いことをあげている。さらに,A.euteichesの場

合32Cでも良好な生育を示すのに対し.f.sp.phaseo〃は

同温度で著しく抑制され，温度反応にも差異がみられる

としている。

図－4十勝地方における〃〃α"o"りﾉCes“reたんesf.sp.

phaseo〃の分布

筆者らが分離した如加"o"りﾉc“菌もインゲンマメに

強い病原性を示すが，エンドウに寄生性を有せず，蔵卵

器と卵胞子間の間げきも,4.euteたん“に比較して広く，

温度反応の点からもPfenderandHagedorn(1982)のf

sp.phaseo/の記載に一致していた。したがって，本病菌

はﾉ4pﾙα"o"リノc“e"だ肋esDrechslerf.sp.p〃αseoli

PfenderandHagedornと同定された。

Ⅲ十勝地方における本病菌の分布

1989年に十勝地方における本病菌の分布状況を調査

した。採取土壌をつめた素焼鉢(直径16cm)にインゲン

マメ（大正金時）を播種し，温室内で栽培管理した。発

病株からの本病菌の分離には，改変したPfenderら

(1984)の選択培地（コーンミール寒天1,000mﾉ，メタラ

－29－



548 植物防疫第44巻第12号(1990年）

キシル30mg,チオファネートメチル20mg,バンコマイ

シン200mg)を用いた。本培地は4舵『"arm菌の生育を

阻止しない欠点があるが,〃〃α"o"リノc“菌の菌糸伸長は

4舵r"aria菌に比較して速いため，本病菌の分離には障

害とならない。

その結果，供試した34土壌標本中19の土壌で発病が

みられ，いずれの発病株からも加加"omyces菌が分離

された。さらに，分離全菌株はインゲンマメ(大正金時）

に病原性を有することが確認された。この結果は，本病

菌の分布が十勝地方で13市町村のかなり広い地域に及

んでいることを意味する(図-4)。今後，本病の発生実態

とあわせて，さらに本病菌の分布状況を精査する予定で

ある。

おわりに

アファノミセス根腐病は，その被害の大きさから早急

な防除対策が強く要望されている。現在，その防除法に

ついて試験を進めているが，幸いに，本病による初期発

病は尿素を播種一週間前に全面土壌混和(N10kg/10a

月刊雑誌「植物防疫」
B5判毎号56～64ページ

充実した内容と迅速なニュース

平成3年(1991年1～12月号の12冊）

前金購読料6,720円（税込・送料共）

程度）すると著しく抑制されることが明らかとなってい

る。この発病抑制機作については，現在，当場の土壌肥

料科と共同して各態窒素の本病菌に対する影響及び土壌

中での量的推移などとの関連で検討中である。

なお，現地圃場で，本病はF.soﾉaniによる根腐病と

混・複合して発生することが多く，両病菌に対応しうる
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うえに，分子内照射による核酸プローブの自己分解が急

激に進行するため，一定の検出感度を保持した標識核酸

プローブを長期保存することは不可能である。このよう

な問題点が，これまでハイブリダイゼーション法による

遺伝子診断法の実用化を遅れさせていた最大の原因であ

った。この点を解決するため，放射‘性同位元素を用いな

い核酸標識法の開発が以前から進められていたが，最近

になって，標識法及びその検出法ともに長足の進歩を遂

げ，検出感度が放射'性核酸プローブに匹敵するような非

放射'性核酸プローブが実用化されるに至った。非放射'性

標識法及びその検出法には各種の方法があるが，現在で

は，その数種について，それぞれの反応に必要な試薬類

をセットにした標識キットや検出キットが市販されてい

る(バイオトレンド編集委員会1990)。これらのキット

を用いることによって，きわめて簡便・迅速に非放射'性

核酸プローブを調製することができるうえ，それらの標

識プローブは安全で，長期の保存によっても一定の高い

検出感度を保持している。この非放射'性核酸プローブの

実現によって，ハイブリダイゼーション法による実用的

な遺伝子診断法が，ついに確立したといえよう。植物の

病害の診断や病原の同定にも，既に，非放射‘性核酸プロ

ーブが利用され始めており，今後,従来のELISA法なみ

に，急速な勢いで普及するものと考えられる。

そこで，本稿では，非放射'性核酸プローブによる植物

病害の診断法について，筆者らの経験を踏まえて，主と

して核酸の標識以降，検出に至るまでの実際の操作過程

を，具体的にご紹介した後，本法の国内外における応用

の現状について簡略にとりまとめることにしたい｡なお，

ハイプリダイゼーション法（小林ら,1990)や核酸プロ

ープ技術(高橋,1988,90),及び主として放射性核酸プ

ロープによるウイロイド病の診断（高橋，1986）につい

ては，それぞれ詳細な文献があるので，併せてご参照い

ただきたい。

はじめに

特定の核酸（遺伝子）の検出，定量あるいはその類縁

性検定の手段として，現在最も一般的な方法は，これと

相補的な塩基配列部分を持つ核酸をあらかじめ放射性同

位元素などで標識し，対象とする核酸をこの標識核酸と

ハイブリダイズ（分子雑種形成）させることによって検

知する方法である。この際に用いる標識核酸を核酸プロ

ーブと呼ぶ。この方法は簡便・迅速で，しかもきわめて

特異的に高感度で目的とする核酸を検出できるため，コ

ロニーハイブリダイゼーション，プラークハイブリダイ

ゼーション，ドットハイブリダイゼーション，インサイ

チュハイブリダイゼーション，サザンプロッティング，

ノザンブロッティング,RFLP(制限酵素断片長多型性）

解析法など，同じ原理を応用した各種のハイブリダイゼ

ーション技法が工夫され，現在では，分子生物学的研究

はもとより，植物病理学分野における各種病害の診断や

研究に広く利用されていることは周知のとおりである。

ハイプリダイゼーション法やPCR法(DNAポリメラ

ーゼ増幅法）などを用い，病原の核酸・遺伝子の塩基配

列相同′性を識別することによって，病害の診断や病原の

同定を行う方法を，遺伝子診断法あるいは分子診断法と

呼ぶ。遺伝子診断法では核酸を，従来の血清学的診断法

では主にタンパク質を，それぞれ検出することから，得

られる'情報は互いに異なるが，遺伝子診断法による検出

の特異性と感度は，最新の血清学的診断法によるそれに

匹敵あるいはそれを凌駕する。

従来，ハイブリダイゼーション法には，主として放射

性同位元素で標識した核酸プローブが用いられてきた。

この放射,性核酸プローブを用いる方法は，検出感度が非

常に高い優れた方法であるが，被爆の危険を伴うため，

法律で定められた一定の設備を有し，国の許可を受けた

閉鎖系のRI施設内で実験を行わなければならない。さ

らに，標識によく用いられる32pの半減期が14日と短い
I非放射性核酸プローブによる診断法の原理

GeneDiagnosisofPlantDiseaseswithNon-radioactive

DNA・RNAProbes， BySeijiKanematsu,Tomohide

NATsuAKlandTadaakiHIBI

非放射‘性核酸プローブによる診断法について，その方

法の概略を，ビオチン標識核酸プロープを用いる方法を
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例にして，模式的に示した(図-1)。すなわち，最初に診

断対象とする病植物や病原から核酸(DNAあるいは

RNA)を粗抽出し，これを変性させてから，ナイロンメ

ンブレンまたはニトロセルロースメンブレン上に固定す

る。次に，検知すべき病原由来の非放射'性標識核酸をプ

ローブとして，これとハイブリッドを形成させる。続い

て，ハイブリッド内の標識核酸プローブに検出用酵素を

結合させる。最後に，検出用酵素の基質を加え，酵素反

応による基質の発色あるいは発光を検出する。

上記の最初の操作には，診断目的によって各種の方法

があり，一般には，診断対象の核酸をメンブレンに直接

スポットする方法（ドットハイブリダイゼーション）や

同じく核酸を電気泳動後にゲルからメンブレンにプロッ

トする方法（サザンあるいはノザンブロッティング）が

用いられるが，細菌の検出・同定を目的とする場合など

には，コロニーをアガープレートからメンブレンにプロ

ットする方法（コロニーハイブリダイゼーション）も使

われている。また，細胞・組織などにおける病原の存在

被検核酸試料≦
ﾅｲ｡ﾝﾙプﾚﾝﾆ

蹴雌｡-一彦’

変性・固定

ビオチン標識核酸プローブ '三：
言：

ハイブリッドの形成

ノ／
SA-AP

アルカリ性フォスフ

ストレプトアビジン 窪ゼ結合ご蹴鮭

発色
BCIP/NBT(発色基質）

あるいは
あるいは

発光の検出
PPD(発光基質）

図－1ビオチン標識核酸プローブによる診断法の原理

B：ビオチン,SA-AP:アルカリ性フォスファターゼ結

合ストレプトアビジン

や分布状況を検出するためには，病植物の細胞・組織を

細胞・組織化学に準じた処方で処理して標本とする方法

(インサイチュハイブリダイゼーション）が利用される。

プローブに用いる核酸としては，いずれも病原由来の

精製2本鎖DNAまたは2本鎖RNA,DNAクローンま

たはcDNAクローン，あるいはこれらのクローンから

伽vitroで調製したcRNA(アンチセンスRNA)などが

用いられる。また，病原の核酸の塩基配列の一部と相補

的な配列を有する合成オリゴヌクレオチドも用いられ

る。なお,最近ではPCR法によって増幅したDNAクロ

ーンも，プローブとして利用されている。いずれのプロ

ーブ核酸もハイブリダイゼーションの際には，熱変'性さ

せて1本鎖核酸として使用する。

核酸の非放射性標識法には各種の方法があるが（表－

1)，最も一般的な方法は，基本的に，抗原'性のある低分

子物質を核酸の塩基部分に結合・標識する方法と，検出

用酵素を直接核酸の塩基部分に結合・標識する方法であ

る。前者の方法で調製された標識核酸は，検出反応に先

立って，検出用酵素を結合させた抗体をさらに結合させ

る必要があり，後者ではその必要がないが，一般に，検

出感度は前者のほうが高い。前者の方法のための低分子

標識物質として，現在よく用いられているのは，ビオチ

ン，ジゴキシゲニンなどである。ビオチンによる核酸の

標識法には，光化学反応を利用して，フォトビオチンの

ビオチン基を核酸塩基に結合させる方法(Mcnnesetal..

1990)と,biotin-11-dUTPやbiotin-14-dATPなどのビ

表－1主な非放射性核酸標識法とその検出法
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オチン化ヌクレオチドを，ニックトランスレーション法

あるいはランダムプライミング法によって核酸に取り込

ませる方法(Klevanetal.,1990)とがある。こうして調

製されたビオチン標識核酸プローブには，ハイブリダイ

ゼーション後に，検出用酵素を結合した抗ビオチン抗体

あるいはアビジン（またはストレプトアビジン）を結合

させる。アビジンはビオチンと特異的に結合する糖タン

パク質である。ジゴキシゲニン標識の場合には,digox-

igenin-dUTPなどジゴキシゲニン化ヌクレオチドを，ラ

ンダムプライミング法によって核酸に取り込ませる。ジ

ゴキシゲニン標識核酸プローブには，ハイブリダイゼー

ション後に，検出用酵素を結合した抗ジゴキシゲニン抗

体を結合させる。一方，検出用酵素を直接核酸に結合・

標識する方法では,グルタールアルデヒドなどによって，

酵素を核酸の塩基部分と架橋結合させる。

以上いずれの方法においても，検出用酵素としては，

アルカリ’性フォスファターゼあるいはぺルオキシダーゼ

が利用されている。植物の診断のためには，内在'性酵素

による非特異反応を避けるため，植物に本来存在しない

アルカリ性フォスファターゼを用いたほうがよい。

最後の検出は，結局，診断対象の核酸とハイブリッド

を形成した標識核酸（核酸プローブ）に結合している検

出用酵素の活'性を検知することになる。この検出法とし

て一般的な方法には，検出用酵素の基質として，発色基

質を用い発色反応によって活性を検出する方法(発色法）

と，発光基質を用い化学発光反応によって活性を検出す

る方法(発光法)とがある｡前者の発色反応は,従来DIBA

法などで用いられている方法（日比，1984）と全く同一

である。後者は，最近，化学発光反応を安定・増強させ

る試薬が開発されたことによって，実用化された手法で

ある。発色法の場合，アルカリ’性フォスファターゼ用に

は5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate(BCIP)と

nitrobluetetrazolium(NBT)の混合液，ぺルオキシダー

ゼ用には過酸化水素水と4-chloro-l-naphthol(4CN)の

混合液などを，基質としてそれぞれ用い，酵素反応の結

果生じる沈着色素による青紫色のシグナルを得る。発光

法の場合は，アルカリ’性フォスファターゼ用には4－

methoxy-4-(3-phosphatephenyl)spiro[1,2-dioxetane

-3,2'-adamantanel(PPD),ぺルオキシダーゼ用にはル

ミノールなどを，それぞれ基質として用い，酵素反応の

結果生じる化学発光をX線フィルムに感光させてシグ

ナルを検出する。なお，インサイチュハイブリダイゼー

ションの検出法として，ハイブリダイゼーション後，ビ

オチン標識核酸プローブにFITC結合アビジンを結合さ

せ，蛍光顕微鏡によってハイブリッドの蛍光を観察する

という方法もある。

Ⅱ非放射性核酸プローブによる診断の技法

非放射性核酸プローブによる具体的な診断技法につい

て，ここでは最も簡便な方法の一つとして，光化学反応

で標識したビオチン標識核酸プローブを用い，ドットハ

イプリダイゼーションで，アルカリ性フォスファターゼ

による発色によって検出する方法を，例として述べる。

この操作のためのフォトピオチン標識キット及び検出キ

ットが,Bresatec社やBRL社などから市販されているの

で，それらを用いると便利である。

1核酸プローブの調製

①暗所で，フォトビオチン酢酸塩をIni/鰹ﾉになる

ように滅菌蒸留水に溶かし，使用時まで-20℃で暗所保

存する。

②プローブとする核酸(DNA,RNA)を0.1mM

EDTAでw鰹/の濃度に調製する。

③暗所で，5〃ﾉずつ等量のフォトビオチン溶液と核

酸溶液とをエッペンドルフチューブ(1.5m/)にとり，

混合する。

④このチューブを氷中に垂直に立て，あらかじめ15

分以上点灯して安定させた水銀ランプ（岩崎電気

BHRF100V500WHなど）の下約10cmの位置に置き，

約20分間ふたを開けたままの状態で静置して,光照射に

よる標識反応を行う。

⑤反応後の液に100mMTris-HCl/1mMEDTA

(PH9.0)を加え，全量を100〃ノにする。

⑥この液に100uﾉの2-ブタノールを加え,よくかく

はんした後,10,000rpmで1分間遠心する。上層のプタ

ノールを捨てる。

⑦⑥の操作を再度繰り返し，下層（水層）を30～40

ﾒ』/に濃縮する。

⑧5浬/の3M酢酸ナトリウムと10伽ﾉのエタノー

ルを加え,-20Cで一晩あるいは-SOXで1時間静置す

る。

⑨15,000rpm,10分の遠心を行う。上清を捨て，ペ

レットを70%冷エタノールで軽くリンスした後，真空下

で乾燥させる。

⑩ペレットに蒸留水あるいは0.1mMEDTAを加

え,核酸濃度が0.1～0.5i/g/"ﾉになるように溶解する。

こうして調製した核酸プローブは-20Cで，少なくとも

1年間は安定な状態で保存できる。

なお，ニックトランスレーション法あるいはランダム

プライミング法によって，ビオチンあるいはジゴキシゲ

ニンで標識した核酸プローブを調製する場合も，それぞ
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れの市販のキット(BRL社製,BMY社製など）を用い，

プロトコールに従って各操作を行えば，フオトビオチン

の場合とほぼ同等の検出感度をもった標識核酸プローブ

を得ることができる。

2被検核酸試料の調製

診断対象とする材料の種類や診断・同定の目的によっ

て，被検核酸試料の調製法はそれぞれ異なるが，ここで

は，ウイロイド感染葉からの核酸試料の調製法を例とし

て示す。

①感染葉0．2gに2mﾉの抽出用緩衝液(0.5M

NaCl,0.1MTris-HClpH8.5,0.5%SDS,0.25%

DIECA)を加え磨砕する。

②磨砕液に,2m/ずつのクロロホルムと水飽和フェ

ノールを加え，激しく振とうして核酸を抽出する。

③8,000gで10分間遠心し，上清の水層を集める。

④この上清に,2倍容のエタノールを加え,-80Cで

1時間静置して核酸を沈殿させる。

⑤10,000gで10分間遠心する。上清を捨て，ペレッ

トを真空下で乾燥させる。

⑥ペレットに20ﾒz/の蒸留水を加えて懸濁する。こ

の懸濁液を被検核酸試料とする。

3ドットハイブリダイゼーション

①DNA試料の場合：試料2〃/を95℃で5分間加

熱した後，氷中で急冷する。これに氷冷した等量の20X

SSCを加えた後，氷冷した10XSSCで段階希釈し，そ

の各1〃ﾉずつを，ナイロンメンプレン(Amersham

Hybond-N,NENGeneScreenPlusなど）にスポット

する。

RNA試料の場合：試料2〃/に，伽ﾉの変‘性液(65%

formamide,8%formaldehyde,1×MOPSbuffer,pH7.0)

を加え,65Cで5分間加熱した後，氷中で急冷する。こ

れに氷冷した8浬ﾉの20XSSCを加えた後,氷冷した10

xsscで段階希釈し，その各1浬ﾉずつを，ナイロンメン

プレンあるいはニトロセルロースメンブレン(S&S

BA85など)にスポットする。なお，いずれの場合も，メ

ンブレンは，あらかじめ10XSSCに5分間浸した後,風

乾させたものを用いる。

②DNA試料の場合：①の操作後，メンブレンを風

乾し，次いで，変’性液(1.5MNaCl,O.SMNaOH)に

5分間，中和液(l.SMNaCl,0.5MTris-HCl,1mM

EDTA,pH7.2)に1分間，メンブレンを浸す。室温で

風乾した後，試料面を下にしてuvトランスイルミネー

ター上に数分間置いてuvを照射し，核酸をメンブレン

上に固定する。

RNA試料の場合：①の操作後，メンプレンを風乾し，

ただちに，ナイロンメンブレンの場合には，上記と同様

にuvを照射して，ニトロセルロースメンブレンの場合

には，真空オーブンでSOX,2時間減圧加熱して，核酸

をメンブレン上に固定する。

③メンブレンを耐熱ポリバッグに入れ,0.2m//cm2

メンブレンの液量のプレハイブリダイゼーション溶液

(50%formamide,5×SSC,50mMNa-phosphatepH6.5,

5mMEDTA,0.2%SDS,0.2mg/mノFicoll400,0.2

mg/m/polyvinylpyrolidone,0.2mg/mﾉBSA,0.25mg/

mﾉ熱変性サケ精子DNA)を加えた後，気泡を除いてポ

リシーラーでシールし,atcで3～6時間，ゆっくり振と

うしながらプレハイブリダイゼーションを行う（通常3

時間で十分だが，6時間行うと発色の際のバックグラウ

ンドが低く抑えられる)。

④ビオチン標識核酸プローブ溶液を95'Cで5分間

加熱し，氷中で急冷させた後，約0.1ug/rnﾉの濃度にな

るようにハイブリダイゼーション溶液（4容のプレハイ

ブリダイゼーション溶液に1容の0.5g/m/Na-硫酸デ

キストラン溶液を加えたもの）に加える。ポリバッグの

プレハイブリダイゼーション溶液を捨て，この核酸プロ

ーブを含むハイブリダイゼーション溶液と交換し，再び

シールした後,atcで一晩，ゆっくり振とうしながらハ

イプリダイゼーションを行う。

⑤メンブレンを取り出し,200mﾉの2×SSC/0.1%

SDS溶液中で室温で振とうしながら,5分ずつ3回の洗

浄を繰り返す。次いで,200m/の0.1×SSC/0.1%SDS

溶液中で55℃，15分ずつ3回の洗浄を繰り返す。洗浄を

終えたメンブレンは，乾燥させないようにポリバツグに

入れて保存する。

なお，ここではハイブリダイゼーション及び洗浄のた

めの標準的条件を示したが，実際の最適条件は，用いる

核酸プローブの種類(DNA,RNA),鎖長及びGC含量，

形成させるハイブリッドの種類(DNA/DNA,DNA/

RNA,RNA/RNA)及びミスマッチングの率などによっ

て異なるので，反応温度，反応溶液のイオン強度あるい

はホルムアミド濃度などを変えることによって，調整す

る必要がある。詳しくは文献（小林ら,1990)を参照さ

れたい。

4発色反応

①洗浄後のメンプレンをポリバッグに入れ，ブロッ

クエース（大日本製薬製）原液を加えてシールした後，

65Cで1時間,ゆっくり振とうしてブロッキングを行う。

②アルカリ'性フォスファターゼ結合ストレプトアビ

ジン(BRL社製)の1mg/mﾉ保存液を,l//g/mﾉの濃度

になるようにbuffer1(0.1MTris-HClpH7.5,1M
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Ⅲ非放射性核酸プローブによる

病害診断の現状

植物病害の診断や病原の同定に，非放射性核酸プロー

ブを用いた例について，以下，病原別にご紹介する。

1ウイロイド

ウイロイドはその本体が低分子RNAであるため，検

出の際に抗原抗体反応を利用することができない。した

がって，一般には，生物検定法あるいは電気泳動法がそ

の検出に用いられてきた。しかし，生物検定法は感度は

高いものの，最低でも2週間ほどの日数がかかる。また，

草本検定植物のみつかっていないウイロイドには適さな

い。一方，電気泳動法ではI～2日で検定ができるが，最

小10ngオーダーのウイロイドを必要とする。そこで，よ

り検出感度の高い，核酸プローブによるウイロイドの検

出法を開発するため，従来から，精力的な研究が行われ

てきた。このうち放射性核酸プローブを用いた例につい

ては，他の文献（高橋，1986）を参照いただきたい。非

放射性核酸プローブを用いた例としては，フォトピオチ

ン標識cDNAプローブによるavocadosunblotchvir‐

oid,coconutcadang-cadangviroid.キクわい化ウイロ

イド及びpotatospindletuberviroid(PSTV)の検出

(Forsteretal.,1985:McInnesetal.,1989),cDNAよ

り調製したビオチン標識RNAプローブによるPSTV

の検出(Royetal.,1989)などの報告がある。また，最

近，同じくcDNAより調製したビオチン標識RNAプロ

ーブを用いて，インサイチュハイブリダイゼーションを

行った後,lissamine-rhodamine結合ストレプトアビジ

ンを結合させ，その結果得られるプローブの蛍光シグナ

ルを共焦点レーザー走査蛍光顕微鏡で観察し，最終的に

コンピュータ画像解析を行うことによって,PSTVが細

胞の核小体内に局在していることを示した報告もなされ

ている(Hardersetal,1989)。

NaCl,2mMMgCl,,0.05%TritonX-100)で希釈する。

ポリバッグからブロックエース液を捨て，この反応液を

加えて，室温で1(1分間，ゆっくり振とうしながら反応さ

せる。

③メンブレンを取り出し,200m/のbuffer1中で室

温で振とうしながら,15分間ずつ3回洗浄する。

④次いで,200m/のbuffer2(0.1MTris-HCl

pH9.5,IMNaCI,2mMMgCU)中で室温で振とうし

ながら,10分間ずつ2回洗浄する。

⑤NBTとBCIPの各保存液を,使用直前にそれぞれ

0.33mg/m/と0.17mg/m/の濃度になるように,bu晩「

3(0.1MTris-HClpH9.5,0.1MNaCl,5mMMgClJ

に加え，混合する。メンブレンを新しいポリバッグに入

れ，この発色液を加えて暗所に静置する。通常,5-10分

後には発色反応が認められ始めるが，さらに約3時間反

応させる。

⑥メンブレンを取り出して,buffer4(0.1MTris-

HClpH7.5,ImMEDTA)ですすぎ，反応を停止させ

る。メンブレンは,buffer4とともにポリバッグ内にシー

ルするか，あるいは風乾して保存する。結果の写真撮影

は，メンブレンが濡れた状態で行う。

なお，発光反応による検出法では，上記①でブロック

エースの代わりに3%BSA(65℃,20分間熱処理済み）を

含むブロッキング液を用いる点などを除いて，④までの

操作は発色反応と基本的に同様である。⑤以降，メンブ

レンの上に発光基質PPDと反応の安定・増強剤を含む

検出液を均等にかけ，室温・暗黒下で3時間ほど静置し

て化学発光反応が定常状態に達したときに，オートラジ

オグラフィに準じた方法で,x線フイルム(KodakXAR

filmなど)に15分間程度感光させて，シグナルを検出す

る。この方法のための検出キットもBRL社やBMY社な

どから市販されている。
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図－24種の非放射性cDNAプローブによる精製PSTVの

検出

左：発色法,右：発光法A：フォトビオチン標識プローブ,b;ニッ

クトランスレーションによるビオチン標識プローブ,c:ランダムプ

ライミングによるビオチン標識プローブ,D:ランダムプライミング

によるジゴキシゲニン標識プロープ
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図－2に，非放射性核酸プローブを用い，ドットハイブ

リダイゼーションと発色法あるいは発光法によって，精

製PSTVを検出した例を示す（兼松ら,1990)。これは，

フォトビオチン法，ニックトランスレーション法，ラン

ダムプライミング法の各法によって調製した3種のビオ

チン標識cDNAプローブ及びランダムプライミング法

で調製したジゴキシゲニン標識cDNAプローブについ

て，それらの検出感度を比較した実験の結果である。プ

ローブに用いたPSTV-cDNAは，ベクタープラスミド

より切り出したモノマーである。発色法では,3種のビオ

チン標識cDNAプローブによるPSTVの検出限界はい

ずれも20pg.ジゴキシゲニン標識cDNAプローブによ

るそれは200pgであった。また,発光法では,最小2～2(1

pgのPSTVを検出することができた。ちなみに，従来の

報告によれば，放射性核酸プローブを用いた場合のウイ

ロイドの検出限界は2～20pgであるので，これらの非放

射性核酸プローブは検出感度のうえで遜色がない。図－3

は,PSTV感染トマト葉からII-2で記した方法で粗抽出

した核酸試料について，図－2の実験と同じ4種の核酸プ

ローブを用いて,PSTVの検出を試みたものである(兼松

ら,1990)。プローブによって検出感度が若干異なるが，

最大250～1.250倍希釈までシグナルを認めることがで

きる。健全トマト葉では，非特異反応がほとんど認めら

れない（プローブ核酸としてプラスミド由来の余分な配

列を含まないcDNAモノマーを用いた点,ブロッキング

剤としてフォスファターゼの混在の恐れがないプロック

エースあるいは熱処理したBSAを用いた点などが，非

特異反応が低く抑えられた原因と考えられる)。

2ウ イ ル ス

植物ウイルスでは,cowpeamosaicvirus(Al-Hakimet

1234

Ｈ
Ｄ 鶏 蕊箪湾溌蕪.;§議樺

図－4フォトビオチン標識2本鎖CARNA5をプローブと

したCMV感染タバコ葉からのCARNA5の検出

H：健全葉,D:感染葉生葉重/スポット:i:8mg.

2:800//g,3:80ug,4:8g

al.,1986),オオムギ黄化萎縮ウイルス(Habilietal..

1987),papayamosaicvirus(Rovetal.,1988',Eweida

etal,1989),ジャガイモSウイルス(Eweidaetal.

1989)，ニンジン潜状ウイルス(Natsuakietal,1990)な

どで,いずれもビオチン標識したcDNAプローブあるい

は2本鎖RNAプローブによる検出・診断の例が報告さ

れている。

図－4に，キュウリモザイクウイルス(CMV)感染葉に

含まれるサテライトRNA(CARNA5)を，フォトビオ

チンで標識した複製型2本鎖CARNA5をプローブと

して検出した例を示した(Wangetal,1990)。図-5は，

3種のCARNA5を，それぞれに対応するビオチン標識

複製型2本鎖CARNA5をプローブとして，ノザンブロ

ッテイングで識別したものである(Wangetal,1990)。

3種のCARNA5は，互いに電気泳動度が異なるととも

に，形成されたハイブリッドのシグナル強度に差がある

ことから，塩基配列の相同’性にも違いがあると考えられ

る。
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図－5フォトビオチン標識2本鎖CARNA5をプローブと

した3種CARNA5のノザンブロッティング

A:3種2本鎖CARNA5の電気泳動像（銀染色)B

~D:それぞれ,2本鎖CARNA5-I,-11,-1Ⅱをプロ

ーブとしたノザンプロット像
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3細菌・MIX)・糸状菌

植物病原細菌では,Erwiniα属細菌（露無ら,1987),

カンキツかいよう病菌(Hartungetal,1989),トマト

斑葉細菌病菌(Cuppelsetal,1990),コロナチンプラス

ミドを導入したクワ縮葉細菌病菌（佐藤ら,1990)など

で，それらの検出や同定に非放射性DNAプローブが利

用されている。

図－6は，キュウリ斑点細菌病菌とタバコ野火病菌と

を，フォトビオチンで標識したプラスミドpUC18自体

をプロープとし，ゲノムDNAのRFLP解析を行うこと

によって，識別した例である(矢野ら,1990)。この例や

カンキツかいよう病菌のRFLP解析例(Hartungetal,

1989）にみられるように，適切な非放射性RFLPプロー

ブを用いることによって，従来の細菌学的方法や血清学

的方法では相互の識別に繁雑な試験を必要とする種や系

統などを，簡便・迅速に識別することができる。

植物MLOでは，アスターイエロースMLO,elmyel-

lowsMLO(Davisetal,1988),tomatobigbudMLO

(Davisetal,1988ILeeetal.,1990),chrysanthemum

yellowsMLO(Bertaccinietal,1990)などで，病害の

診断やMLO相互の類縁関係解析のために，ビオチン標

識DNAプロープが利用されている。植物MLOは培養

が不可能で，また精製も困難なので,MLO感染植物の師

部細胞に特異的なDNAクローンをプローブとして用い

るこの方法は,MLOの診断･同定法として優れた方法で

ある。

植物病原糸状菌では，まだ応用例が少ないが,Phyto-

phr加raparasiticaの同定に，スルホン化DNAプローブ

を用いた例が報告されている(Goodwinetal,1989)。

以上にみられるように，非放射性核酸プローブによる

植物病害の診断法や病原の同定法は，技術として，既に

図－6フォートビオチン標識pUC18をプローブとしたキュ

ウリ斑点細菌病菌DNA及びタバコ野火病菌DNA

のRFLP解析（矢野ら,1990)

l～4：キュウリ斑点細菌病菌4系統のDNAのHindⅢ

断片5～6：タバコ野火病菌2系統のDNAのHindIII

断片矢印：種あるいは系統に特異的なDNA断片

十分実用化の段階に達しているといえよう。

おわりに

以上，非放射性核酸プローブによる植物病害の遺伝子

診断法について，その技法の実際と診断．同定への応用

の現状を簡略にご紹介した。現在では，遺伝子操作技術

が，市販の便利な各種試薬キットや詳細なプロトコール

などを利用することによって，植物病理学の分野におい

ても日常的な技術となったことに加えて，放射性同位元

素標識に代わる高感度の非放射性標識法が開発されたこ

とから，非放射‘性核酸プローブは，今後，診断．同定は

もとより，植物病理関係の各分野の研究に幅広く利用さ

れていくことになろう。

遺伝子診断法には，現在，ここに記した核酸プローブ

を用いるハイブリダイゼーション法のほかに.PCRによ

る方法がある。その詳細については本号に紹介があるの

でご参照いただきたいが,PCR法では，理論的には試料

中に存在するたったl分子の核酸でも，これを増幅し検

出できるほど検出感度が高いが，定量'性は乏しい。一方，

非放射性核酸プローブを用いる方法は,PCR法に比べて

感度的には劣るものの，定量‘性があり,RFLP解析など

各種ハイプリダイゼーション技法と組み合わせて幅広く

応用できる，などの特徴がある。今後は，診断.同定の目

的によって両技法を適宜使い分けていく必要があろう。
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最後に，本稿をまとめるに当たって，研究のご指導。

ご助言を賜った東京大学農学部植物病理学研究室・土崎

常男教授に心より感謝申し上げる。また，貴重な図をご

提供いただいた農林水産省種苗管理センター調査研究

課･矢野博博士及び農林水産省農業生物資源研究所微生

物機能利用研究室・平八重一之博士に厚くお礼申し上げ

る。
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ダニを食べるダニ（天敵）などからなっており，これら
新刊紹介

ダニの姿や細かいしぐさ，生態及び防除法が新しい知見

もいれて書かれている。テレビ，新聞，雑誌などで，最
「ダニのはなし」生態から防除までI.II

近の建築ブームを反映して住居内のタタミやジュウタン

江原昭三編に発生するダニ類，あるいはダニとアレルギーとの関係

定価I,1I各1,545円（税込）などがたびたび報じられていることから，一般にダニへ

B6判I228ページ,II222ページの関心は以前より高まっていると考えられる。しかし，

技報堂（1990年9月）ダニというと，ただ不快，不潔なものと頭から信じこん

でいる人も多いと思われるが，本書を一読して，ダニの

私達の生活にダニがいかに密接にかかわっているか生活様式の多種多様性や人間にとって，自然界にとって

を,本書は30人のダニ学に従事する第一線の研究者によ有益なダニもたくさんいることを理解できよう。

って，ダニの専門外の一般読者にも十分理解でき，興味編者は,"読者がダニという身近な小さな生きものの生

がもたれるよう平易に執筆されており，編者，執筆者のきざまに多少なりとも興味をもっていただくことができ

ユニークさとご苦心がうかがえる。るならば,この本の誕生の目的は達せられたことになる”

ダニは種類が多く，現在，地球上から4万種を超えると述べているが，まさしくその通りといえる。

ことが知られており，また，日本からはこれまでに約現在，日本にはダニ類研究会（編者が会長）があり，

1,700種のダニが確認されているが，著しく小さい動物発足して17年経過,会員数は約170名であるが，ダニ類

であるために，まだ未発見や未研究のダニが極めて多いの分類，生態及び防除に関する研究は万全とはいえない

そうである。現状である。本書を通して，ダニ類に対し関心をもち，

本書の内容は，大別して土に住むダニ，住まいのダニ，かつ，この分野に今後進まれる研究者が一人でも多く出

恐しいツツガムシ病を媒介するツツガムシ，家畜につくることを期待したい。

マダニ，ミツバチにつくダニ，農業上重要な植物のダニ， （井上晃一）
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PCRによる植物病害の遺伝子診断法
さ

北海道大学農学部植物ウイルス病学･菌学講座佐
喝
輝

お

男
の

野

実際にはDNAプライマーと鋳型DNAとのアニーリン

グ効率(図-1-②の段階)やDNA合成効率(図-1-③の段

階)等が関係して100%の効率は得られない。とはいえ，

仮に十万～数十万倍程度の増幅であっても，現在の

DNA検出法(ポリアクリルアミドやアガロースゲル電

気泳動など)の検出感度からすれば十分すぎる量であり，

増幅後,PCR反応液の一部を直接ゲル電気泳動等で分析

することにより，容易に目的のDNA断片の有無を知る

ことができる。例えば,アガロースゲル電気泳動でDNA

断片を検出する場合,検出限度を10ng程度とすると,25

回の増幅で10万倍に増幅されれば，もともと10ng÷10*

I原理

PolymeraseChainReaction(PCR)は,DNAポリメラ

ーゼ反応により，互いに逆の方向’性を持ち，数百塩基を

隔てて向かい合った二つのDNAプライマー(通常20塩

基程度)にはさまれたDNA領域を増幅する技術である。

DNA合成反応を繰り返し連続して行うことにより，微

量のDNA断片を検出可能なレベルにまで増幅するの

で,chainreaction(連鎖反応)の名前がある｡一種のDNA

クローニング技術で，従来の大腸菌プラスミド等を用い

るクローニング法に比べ，完全に腕w"oの系(試験管

内)で目的とするDNA断片だけを,数時間のうちに数十

万倍に増幅，分離できるという利点を持っている。原理

的にはMullisandFaloona(1987)により開発され，大腸

菌DNAポリメラーゼIのクレノー断片を用いた系で，

ヒトβグロビンDNA等の増幅に利用され，その有用性

が示されたが(Saikietal.,1985),DNA合成反応を繰り

返すたびごとに,90C以上の高熱でDNAの熱変'性を行

うため，反応液に大腸菌DNAポリメラーゼを追加する

必要があり，実用的な方法とはいえなかった。しかし，

その後，耐熱’性細菌耐”""sa9"“た"sより分離した耐

熱性のDNAポリメラーゼ(Taqポリメラーゼと呼び，

95Cでも失活しない)の利用と,反応の完全自動化装置の

開発により，実用的なDNA増幅法として急速に普及し

た(Saikietal.,1988)。

PCRの原理の模式図を図-1に示した。標的となる2

本鎖DNAの熱変性(図l-G):94℃,1分間),互いに向

かい合った一対のDNAプライマーと変性した1本鎖

DNAとのアニーリング(図-1-R:55'C,2分間),DNA

ポリメラーゼによる相補鎖伸長(図-1-R:72C,3分間）

の3段階を基本サイクルとし，1サイクルごとに標的

DNA断片は2倍に増幅される。したがって，このサイク

ルを20回繰り返すことで標的DNA断片は220倍(約百

万倍)に増幅されることになる。通常は25～35回程度が

有効な増幅回数とされており，それ以上サイクル数を増

やしてもDNAポリメラーゼの熱による活'性低下等の原

因により回数に見合う増幅は得られない｡また20回の増

幅で理論的には約100万倍に増幅されるはずであるが，

cDNA合成反噛
cDNA合成用う°ライマー

ウイロイドRNA

I
｜

サイクル1

PCR反応

①鋳型DNAﾉ)変性司
②プライマーのアニーリング

③相補鎖伸“」
増幅用プライマー1

1

I

噺雪引
①鯉｡卿胤"変性．

③相補鎖賑’

増幅用プライマー2

I

～－－帝-

｜

サ イ ク ル 3

I

o一帝一一雪~一､～~

図－1PCRの原理の模式図

ウイルス・ウイロイドRNAから合成したcDNAを，互

いに向かい合う方向性を持つ増幅用プライマー1と2で

増幅する.PCR反応は，①鋳型DNAの変性(94"C,1

分間)，②プライマーのアニーリング(55℃，2分間)，③

相補鎖伸長(72C,3分間)の3段階を1サイクルとし，こ

れを繰り返して標的DNA断片を増幅する．

GeneDiagnosisofPlantDiseaseswithPCR.ByTeruo

SANo
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=10-<ng=0.1pg(ピコグラム)の標的DNA断片があれ

ば検出できることになる。これはラジオアイソトープに

匹敵する検出感度である。

Ⅱ植物ウイルス・ウイロイド病診断の実施例

筆者らは，このようにラジオアイソトープ等を用いず

に，高感度で特異'性の高い検出が可能なPCRを植物病

害の新しい診断法として利用することを目的として，数

種植物ウイルス・ウイロイド病で検討を行っている。そ

の実施例を示しながら，本法の持つ利点，欠点及び今後

の問題点等を示したい。

ホップわい化ウイロイド(HSV)の診断手順を表-1に

示した。多くの植物ウイルス及びウイロイドはRNA型

の遺伝子を持つため,PCRで増幅する前に，まず逆転写

反応によりcDNAを合成しなければならない｡逆転写反

応(ReverseTranscription)とPCRを組み合わせるので

"RT-PCR"とか,cDNAをPCRで増幅するのでcDNA

-PCRなどと略すこともある。HSV感染キュウリから抽

表－1植物ウイルス・ウイロイドのPCR遺伝子診断手順

（1）反応1～cDNA合成反応～

(2）

(3）

ウイルス・ウイロイドRNA溶液(1～10/ig程度)数"／

cDNA合成用プライマー

あるいはランダムプライマー(20pmo////l)……1"ノ

各5mM(dGTP,dATP,dTTP,dCTP)混液2"j

10倍逆転写用緩衡液(O.SMTrisHCl,pH8.3,0.1M

gCU,0.1Mジチオスレイトール）………………2"ノ

MMuLV逆転写酵素(BRL社,200V/ul)………1"ノ

滅菌蒸留水を加えて合計20/2/とする．

37~42℃で1時間反応．

反応2～PCR反応～

上記のcDNA合成反応液……………………………5"ノ

PCR増幅用合成DNAプライマー

KHSVプライマー5;20pmo//似ﾉ）……………1"ノ

〃2（〃6；〃）…………l"ノ

各1.25mM(dGTP,dATP,dTTP,dCTP)混液

．………･…………………･……………………………8浬ノ

10倍PCR用緩衝液(O.lMTris・HC1,pH8.3,

0.015MMgC4,0.5MKC1,0.1%ゼラチン)5"ノ

TaqDNAポリメラーゼ(1.25U/ul)………………lul

滅菌蒸留水…･……………………･……･……………29浬ノ

'PCR';94℃,1分間→55℃,2分間→72℃，

3分間を25～35サイクル

検出～電気泳動～

上記PCR反応液の一部(5～lOul)を直接,2%アガ

ロースゲルあるいは5％ポリアクリルアミドゲル電

気泳動する．

出した核酸試料をHSVの一部と相補的な合成DNAプ

ライマー(図-2,プライマー5）と混ぜ，逆転写反応液に

入れ37～42Cで1時間cDNA合成を行う。合成DNA

プライマーのかわりにランダムプライマーを用いてもよ

い。この反応液の一部(5〃/程度で十分)を直接PCR反

応液(45浬/程度)の中に入れ，25～35回程度のPCRを行

う。PCR反応液は,cDNA合成にも用いたプライマー5

と，それと約210塩基を隔てて逆向きの方向’性を持つプ

ライマー6(各DNAプライマーの位置と方向’性は図-2

を参照)，及び,Taqポリメラーゼ，基質(dGTP,dATP,

dCTP,dTTP)を含んでいる。逆転写反応液とPCR反応

液の組成は似ているため，逆転写反応液の一部を直接

PCR反応液に入れても,PCRの反応阻害は起きない｡最

後に,PCR反応後，反応液の一部(1/10量の5u/程度で

十分)を取り，直接アガロースゲル電気泳動等を行い，期

待されるDNA断片の有無を観察する。図-2に示したよ

うに,HSVで用いたプライマーからは，約210塩基の

DNA断片が増幅されるはずである。図-3に示したよう

に,HSV感染キュウリ抽出液から約210塩基のDNA断

片の増幅が確認された。さらに増幅されたDNA断片は，

サザンハイブリダイゼーションでHSVのcDNAプロ

ープと反応し，間違いなくHSVのcDNAが増幅された

ことが確認された。

従来HSVの遺伝子診断法として，われわれはラジオ

アイソトープ(*P)標識した合成DNAプローブによる

ドットプロットハイプリダイゼーション法（ドット法と

略す)を用いてきた｡本法もきわめて鋭敏で特異'性の高い

診断法であるが，検体試料をある程度精製しないと非特

異的な反応が出て判定が困難な場合があった｡PCRによ

る遺伝子診断ではどうであろうか？抽出方法の簡易化

が可能かどうか検討するため,HSV感染キュウリから粗

汁液をさく汁し，順次，以下の処理を行った。①フェノ

ール処理による粗核酸分画の抽出，②メトキシエタノー

ル処理による多糖類の除去，③臭化セチルトリメチルア

ンモニウム処理によるポリフェノール類等の除去，④2

M塩化リチウム可溶‘性の全DNA及び低分子量RNA

分画の回収,cDNasel処理による低分子量RNA分画

の回収，の5分画である。そして，各分画の試料の一部

をcDNA合成反応液に入れて反応後,PCR遺伝子診断

に供した。その結果，図－3に示したように，最も簡単な

処理である①のフェノール抽出のみの粗核酸分画からも

容易にHSVのcDNA断片が増幅され，最も精製度の高

い⑤のDNaseI処理後の分画と増幅量に違いは認めら

れなかった。ドット法による遺伝子診断では，③の臭化

セチルトリメチルアンモニウム処理までやらないと非特
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向かい合っている．この二つのプライマーで囲まれる約

210塩基のDNA断片が増幅される．
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図-3HSVのPCR遺伝子診断の結果

PCRで増幅後，反応液(100///)の一部(10u/)をアガロ

ースゲル電気泳動で検出した．①：フェノール処理した

粗核酸，②：メトキシエタノール処理後，③：臭化セチ

ルトリメチルアンモニウム処理後,(D:2M塩化リチウ

ム処理後,(D:DNase1処理後の各試料．

Hは健全キュウリ,DはHSV』隈病キュウリを示す.擢病

キュウリ(D)のすべての試料(①～⑤)から，約210塩基

のDNA断片が検出された．Mは分子量マーカー．

図-4CEVのPCR遺伝子診断の結果

PCRで増幅後,反応液(50/;/)の一部(5/./)をポﾘｱｸ

ﾘﾙｱミドゲル電気泳動で検出した．①～⑤は図－3の分

画と同じ.CEV曜病トマトのすべての試料(①～⑤)か

ら,期待される約210塩基のDNA断片が増幅された.M

は分子量マーカー

図－4は，カンキツエクソコーテイスウイロイド(CEV)

感染トマトを用いて行った同様の試験の結果である。最

後の電気泳動はポリアクリルアミドゲルで行っている。

HSV感染キュウリの場合と同様,最も簡単な①のフェノ

ール抽出のみの粗核酸分画から容易にCEVのcDNA

断片が増幅，検出された。

また図－5は，ジャガイモYウイルス(PVY)に応用し

た結果である。PVYのゲノムRNAを抽出し，外被タン

パク質遺伝子(約800塩基)に相当するcDNA断片を

PCRで増幅,検出した｡PVYの外被タンパク質遺伝子の

両末端に位置し，逆の方向性を持ち，向かい合った1組

のPVY特異的合成DNAをPCR用プライマーとする

以外は,HSVの場合とほぼ同じ方法でうまくいった。図

－5のPVYはT系統であるが,同じプライマーでO系統

の外被タンパク質遺伝子のcDNAも増幅,検出できた。

そして,増幅したDNA断片を制限酵素で切断し,得られ

異反応が出る場合があり，検体濃度の低い試料等では，

確実な診断結果を得るためには⑤のDNaseI処理まで

行う必要があった。したがって,PCR遺伝子診断では，

ドット法より試料調製を簡易化することが可能である。

さらに，図－3に示したアガロースゲル電気泳動の1レ

ーンに泳動した検体量は，約1mgのHSV感染キュウリ

葉から抽出した核酸量に相当することから，極微量の葉

組織からの検出が可能である。PCRが元来,1本の髪の

毛あるいは1個の精子のDNAから特定の遺伝子断片を

増幅，検出できる方法として報告され，普及してきたこ

とを考えると(Saikietal,1988),これはむしろ当然の結

果といえるかもしれない。10分子程度のRNA分子でも

検出できるという信じられないような報告もある

(KawasakiandWang,1989)。
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図－5PVYのPCR遺伝子診断の結果

PCRで増幅後,反応液(100"/)の一部(10///)をアガロ

ースゲル電気泳動で検出した．PVY-Tの試料からは,期

待される約800塩基のDNA断片が検出された.Mは分

子量マーカー．

たDNA断片の長さを比較することにより,T系統とO

系統の識別も可能であった。

Ⅲ今後の課題と展望

本法は以上の例で示したように，短時間のうちに目的

とするDNA断片のみを大量に増幅できる非常に簡便な

方法であるが，これを診断法として利用する場合には，

まだ解決しなければならないいくつかの課題と問題点が

ある。

PCRは,前述のように一種の試験管内クローニング法

であり，その特徴は検体試料中に存在する微量なDNA

断片を数十万倍に増幅して検出するという点にある。と

ころが，ウイルスやウイロイドのような伝染性病原体に

より引き起こされる病害では，試料により標的DNA(こ

の場合は逆転写反応で合成されたcDNA)の濃度が一定

でないことが多く，どの程度増幅すれば検出に十分であ

るかを決めることが難しい。つまり，何サイクルかの

PCRを行って目的のDNA断片が検出されなかった場

合でも，その検体に標的DNA(あるいはRNA)が含まれ

ていない(陰性)といえるのか否か，そのボーダーライン

の設定が難しい｡25サイクルのPCRで陰性でも,Taqポ

リメラーゼを添加して,さらに25サイクル(合計50サイ

クル)やればプラスとなる可能性がありうるからである。

これはいくらでも検出感度を上げることができ，一見，

とても便利な点のように思われる。しかし，ここで注意

しなければならないのは，試料や試薬，器具類の標的

DNA断片による汚染の問題である。増幅のサイクルを

増やせば増やすほど，非常に検出感度が高くなるので，

試薬及び器具類を介して試料中に極微量混在した標的

DNA断片が増幅，検出されてくる可能性が増す。特に

40～50サイクル以上のPCRを行う場合は，試薬や検体

の取り扱いに十分な注意を払う必要がある。また，一度

に多数の未知検体を何回も繰り返し処理する診断の場合

は，抽出の過程のピペット操作や遠心チューブのブタの

開閉操作等により，陽‘性検体から陰'性検体に汚染が広が

らないよう細心の注意を払う必要がある。

KwokandHigucﾄn(1989)は,PCRの試料汚染による偽

陽性の出現を防ぐための予防措置として，以下の点に留

意して行うことを報告している。①PCRで増幅した後

の反応液と増幅前の検体,試薬及び器具(ピペット，遠心

チューブ等)は別々に離れた所に保存し,物理的な隔離を

行うこと。②ピペットやチップ，チューブ等の器具は専

用のものを定められた場所に保管しておくこと。③反応

試薬類はできるだけ小分けにして保存しておくこと。同

じ保存試薬類のブタを何回も開閉してピペットチップを

頻繁に出し入れすることは汚染の危険度を高める。保存

試薬を小分けにすることでこの危険性を減らすことがで

き，さらに，もし偽陽性と思われる反応が出た場合でも，

小分けにした使用中の容器のみを廃棄すればよい。④陽

性対照はできるだけ低濃度の試料を用いること。増幅さ

れたDNA断片がバンドとして検出できる最低限の濃度

でよい。いたずらに高濃度の陽性対照を用いることは汚

染の危険性を高くするだけである。⑤緩衝液のみの陰性

対照区をできるだけ多く設けること。⑥反応液は検体数

分の各保存液を一度まとめて混合した後，検体数分に分

注し,DNA溶液は必ず一番最後に入れること。⑦試薬，

器具類は必ずオートクレープしたものを用いる｡ただし，

DNAプライマー,基質(dNTPs),酵素はオートクレーフ

しない(ただし,これらの溶液を繰り返し使用した場合の

溶液の汚染は特に注意が必要なので，上記③の項目を厳

守)。⑧使い捨ての手袋等を着用し，もしも汚染の危険の

あるときは，頻繁に交換すること，等々である。

PCR遺伝子診断のもう一つの問題点，これはどのよう

な診断法でも同じであるが,検体試料調製の方法である。

先に実施例で示したように,HSV感染キュウリやCEV

感染トマトの場合，フェノール処理のみの粗核酸分画か

ら容易に標的DNA断片が増幅された。しかし，本法は

cDNA合成とPCRという2種の酵素反応がいかに効率

良く行われるかが重要なポイントであるだけに，植物抽

出液中に含まれる核酸以外の様々な不純物による反応阻
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害には特に注意する必要がある。われわれの行った例で

経験的にいえることは，褐変したものや粘性の高い抽出

液からはうまく増幅できない例が多いという点である。

このような場合は,CF11セルロース等で不純物を除去

してやると増幅してくることが多い(図-6)｡可能な限り，

次の条件に合うように検体試料調製を行うことが望まし

い。①長期間冷凍保存した試料は避け，できるだけ生材

料から核酸抽出を行う。②検体量はできるだけ少量とす

る(多くても1g程度)。

以上のように，診断法としてのPCRにはまだまだい

くつかの問題点があるとはいえ，最も重要な問題点の一

つはそれが鋭敏すぎることによることを考えると，本法

は従来の診断法をしのぐすぐれた検出感度の診断法であ

る。また，本法は標的が変わっても，その標的に合った

PCR用合成DNAプライマーのデザインさえうまく行

えばよいという利点を持ち，基本的には遺伝子配列の一

部が明らかになったもの(少なくとも101)塩基以上であ

るほうが検出するときに都合が良い)すべてに即座に適

用可能である。現在，多くの植物ウイルス，ウイロイド

の遺伝子配列が次々に明らかにされつつある状況を考え

ると,本法の適用範囲も急速に広がりつつあるといえる。

さらに，この合成DNAプライマーが診断の特異性を決

定する鍵であり，血清診断の抗血清，核酸ハイブリダイ

ゼーションのcDNAプローブ等の診断薬に相当する。こ

の合成DNAの長さは2n塩基程度,GC含量40～60%

が適当といわれているが,現在,簡易なDNA自動合成装

置が市販されており,20塩基程度のDNAを化学合成す

ることは非常に簡単になっている。これらの状況は，今

後PCR遺伝子診断を行ううえで非常に有利で好都合な

点と考えられる。

PCRは，ここ1,2年の問に急速に普及し，今では遺

伝子の迅速クローニング，組み換え，突然変異導入，シ

ークエンス,cDNAライブラリーからの特定配列検出等

と非常に様々の分子生物学分野で汎用されるようになっ

た。しかし，診断への応用となると，ヒトの遺伝病やウ

イルス病等の診断例を除き,実施例は少なく（現在活発に

応用の試みられている分野は多いと思われるが)，まだま

だ特殊な技術という感が強い。今後さらに，従来から行

CF11セルロース

処理前

ABCM

CFllセルロース

処理後

A’B’C，

…

…
証

←587

←434

←213

竪号11錬爵､f,

図-6CFI1セルロース処理のPCR遺伝子診断に及ぼす

影響

長期間11年以上)冷凍保存したCEV確病トマト3検体

から，図-3の④分画に相当する試料を調製し,PCR遺伝

子診断を行ったが，期待されるDNA断片の増幅はみら

れなかった(A,B,C)．これをcfiiセルロース処理を

して，再度PCR遺伝子診断を行ったところ，期待される

約210塩基のDNA断片が増幅された(A',B',C)．Mは

分子量マーカー．

われている診断法との詳細な比較検討を経て，本法がど

こまで植物病害の診断分野に応用できるのか検討を重ね

ていく必要があると思われる。
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海外ニュース

タイ国における線虫による作物の被害解析と防除

タイ国において作物加害線虫として主要なものは，ネ

コブセンチュウ{Meloi"昭ynespp.).ニセフクロセンチュ

ウ(Rot肱"churusre"椀rmis),ラセンセンチュウ

(Hg肋o〃ん"chusspp.),ヤリセンチュウ(Hopんん”"S

spp.)などである。シストセンチュウの記録はこれまで見

当たらず，ネグサレセンチュウは生息するが，その加害

はほとんど問題にされていない。ネコブセンチュウは日

本と同様，サツマイモネコブセンチュウ(Me〃伽gy"e

incog"伽)とジャワネコブセンチュウ(M.ノαvα"たα)が主

要種で，ほかにM.gra碗加加地が稲作圃場及びその後作

のダイズからしばしば検出されるが，これによる被害は

明らかではない。なお,Af.are"αria,M.ex“α及び“

"αasiも生息するとされているが(TheKasetsartJour-

nal12(1),1978.p.68～70.),筆者はこの3種の生息をま

だ確認していない。

筆者は過去3年間，タイ農業局植物病理微生物部にお

いて，線虫による作物の被害防止に関する研究をタイの

研究者と共同で行ってきた。以下，現在タイで最も問題

視されている線虫，すなわち，サツマイモネコブセンチ

ュウとジャワネコブセンチュウによる作物被害と，その

防除法に関する研究の一端を紹介してみたい。

1ネコブセンチュウによる作物の被害解析

サツマイモネコブセンチュウ及びジャワネコブセンチ

ュウは野菜類，繊維作物，果樹類など多くの作物を加害

するが，ここでは，ポット(1/5,000a)で栽培したマングビ

ーンとケナフに両種線虫のいずれかを接種し，これら作

物の生育と収量に及ぼす影響を調べた。最初にネコブセ

ンチュウを接種したマングビーンと無接種のそれの収量

を比較した試験の結果をみてみよう。マングビーンにジ

ャワネコプセンチュウ2期幼虫を個体数をかえてそれぞ

れ接種し，接種個体数別にマングビーンの被害発現の程

度を調べた(表－1)。その結果，本線虫2期幼虫を1,000

個体以上接種すると,100個体以下の接種と比べ,明らか

に減収することがわかった。

ネコブセンチュウによる被害を数量的に把握するため

のもう一つの例として，サツマイモネコブセンチュウを

接種したケナフの生育と収量，さらに茎ぐされ症(Stem

rot)との関連を調べた試験の結果を表-2に示した。これ

表一1Mねvanicaを接種したマングビーンの収量

子 実 重

is)

7.6±2．8a

5.1±2．0ab

4.0±1．6b

3.6±1.2b

接種線虫数

0

100

1,000

10,000

ａ
ａ
ａ
ａ

Ｏ
４
（
ひ
Ｑ
〉

●
●
●
●

６
８
７
８

＋
’
十
一
十
一
十
一

９
５
１
８

●
●
●
●

９
２
１
１

４
５
５
５

9.7±3．9a

6.5±2．5ab

5.1±2．0b

4.6±2．0b

数値は5個体の平均．英字はD"〃αz〃の多重比較によ

る有意差を示す．

表－2肱加cQg宛加を接種したケナフの収量

t検定

＊＊

＊

茎葉重(g)

葉面積(cm*)

茎ぐされ擢病率(％）

数値は8個体の平均．

をみると，ネコブセンチュウ接種区では収量（茎葉重)，

葉面積とも無接種区のそれらに比べ著しく劣っている。

さらにネコブセンチュウが，タイ東北部でケナフ減収要

因として問題視されている茎ぐされ症を誘発する一因で

ある可能性を示唆しており，きわめて興味深い。

2ネコブセンチュウの防除

タイ国においても農薬の人畜及び環境に及ぼす影響は

問題視され始めており，病虫害の総合防除に関する研究

が行われている。ここでは，筆者らが行っている対抗植

物の輪作によるマングビーンのネコブセンチュウ防除試

験について述べてみたい。マングビーンはジャワネコブ

センチュウの加害を受け易く，ポット栽培のものにこの

線虫を接種すると，枯死する個体もみられる。マングビ

ーンを連作すると，線虫害はより大きくなるが，後作に

マリーゴールド，ギニアグラス，トウモロコシなどネコ

ブセンチュウの寄生しにくい植物または作物を栽培する

と，土壌中の線虫密度は著しく低下し，この後に播種し

たマングビーンの生育は良好であった。実用面から考え

ると，マングビーンとトウモロコシの輪作が最も有望と

いえよう。（在タイTARC研究員樋田幸夫）

DamageCausedbyNematodesAtlackingFoodCropsand

itsControlMeasuresinThailand.ByYukioToida
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ウリ科野菜の萎ちよう性病害の見分け方（6）

カボチャ萎ちよう性病害の見分け方
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色水浸状に軟化してくびれるのが特徴である。立枯病は

収穫期になると病徴は顕著になり，ほとんどの株は腐敗

して枯死する。本病はF"sα""碗oxyspor"加菌による導

管病とは異なり，維管束のみならず柔組織まで侵される

のが特徴である。

果実では，初め土壌に接している部分に赤褐色の斑点

が形成され，その後，病斑は拡大して中心は赤褐色～黄

褐色となり，その外側は赤澄色で，さらに，その外側は

白色の輪紋状の病斑となり，ワックス層を残して腐敗す

る(粕山，1990)。果実内に侵入した菌糸は容易に種子腔

に達して種子伝染の原因となる。

本菌はカボチャのほか，スイカ，キュウリ，ユウガオ，

ヒョウタン，マクワウリ，プリンスメロン，ヘチマなど

のウリ科作物に立枯症状を呈するが，アレチウリ及びウ

リ科以外の植物には発病は認められない（下長根ら，

1989)。

2病原菌の生態

本菌は子嚢菌類の一種である。完全時代はⅣどc"、

加e碗aro““αであるが,ヘテロタリックであることから

自然状態で子嚢殻を形成することはまれである。病斑上

には不完全時代であるF.soね"iの小型分生子と大型分

生子を形成する。小型分生子は長い分生子梗上に擬頭状

に形成され，無色でだ円形または卵形で単胞，まれに一

隔膜のものもある。大きさは9～16×2～知mである。分

生子梗に隔膜のあることがF.so〃"i菌の特徴である。大

型分生子の大きさは20～68×3～6j[/m,隔膜数は3～6で

あるが，多くは4隔膜である（金城ら，1989;下長根ら，

1988)。

3病原菌の分離法及び特徴

現在までのところ本菌に対する選択培地はない。F“‐

α""加属菌の検出に用いられる駒田培地は，オックスゴ

ールとNaoB^,・IOHoOの量が多いと本菌の生育が悪

く，それぞれ半量にすると生育が良好となり，さらに，

メタラキシルを添加すると検出率が高まった報告(粕山，

1990）がある。ジャガイモ煎汁寒天培地上での本菌の生

育は比較的早く，斜面培地へ移植した後約1週間ほどで

培地一面に綿毛状に生育する。菌叢の色は最初，灰白色

Iカボチャ立枯病

カボチャ立枯病は,南アフリカにおいて1932年に初め

て報告され，病原菌はF"Sα""碗ノαvα"た"mKooRDv．

th-obro"αe(App.andStrk.)Wr.とされた(Doidgeand

Kresfelder.1932)o1941年にSnyderandHansenは本菌

が特にウリ科作物に対して病原'性の強いことから,F.

SOね"iApp.andWr・f.cucu池"αeSnyderandHans.とし

た。その後,ToussounandSnyderは1961年に，ペポカ

ポチャなどの果実のみに病原性を有するF.soね耐f

c"c"池"αeを分離し，従来までの病原菌と区別するため

に，raceをもうけ，カボチャの苗と果実に病原性を持つ

菌をrace1,果実のみに病原性をもつ菌をrace2とした。

現在までの本病の分布は，アメリカ，カナダ，イタリア，

オランダ，南アフリカ，オーストラリアなどである．わ

が国では，1978年に初めて沖縄県のニガウリ栽培圃場で

本病が確認され，次いで，1987年には岡山県及び茨城県

において発生が認められた。

1病徴

本病は苗床及び本圃で発生する。苗床では初め幼苗の

生育が悪く，子葉は生気がなくなり黄化してくる。この

ような苗を引き抜いてみると，株元は褐変してくびれ，

表面はコルク化している。地際部の茎に黄白色の縦縞状

の病斑が現れることもある。病斑が進展すると，やがて

株全体が萎ちよう枯死する。疫病の場合には，幼苗期に

発病すると，地際部分が水浸状になってくびれ，萎ちよ

う枯死するので区別がつく。

本圃では定植約1か月ころから発病が認められ，初め

株元の葉が黄化してしおれる。このような株の地際部は

褐変し，多湿条件では病斑上に灰白色の菌叢がみられる

場合もある。茎基部組織がコルク化して根は腐って脱落

することが多く，その上部から新しい根が伸びている場

合もある。疫病の場合には，伸長した茎に発病すると，

黒褐色に変色して軟腐し，地際部の茎に発生すると黄褐

DiagnosisofPumpkinWiltingDisease:RootRotand

PhytophthoraRot.ByKoShimonaganeandYoshio

MIYATA
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であるが，菌株によっては後に淡褐色，暗褐色，青緑色

あるいは紫色などを呈するものがある。また，褐色～暗

褐色の色素を生産したり，菌核状の菌体を形成するもの

がある。本菌の生育温度は10～30°Cで,5'C以下及び

35C以上では生育しない。生育適温は25～28Cである。

（下長根鴻）

引用 文 献

1)Doidge,E.M.andL.J.Kresfelder(1932):Farming
inS.Africa7:299～300.

2）粕山新二(1989):平成元年度日植協育技研シンポジ
ウム資料45～59.

3）ら(1990):平成2年度日植病学会講演要旨予
稿集:107.

4）ら(1990):同上:108.
5）金城衣恵ら(1987):日植病報53:86.
6）大戸謙二ら(1989):植物防疫43：625～628.
7）下長根鴻ら(1989):関東東山病虫研報36：54

～56.

8)Snyder,W.C.andH.N.Hansen(1941):Ame.』・

Botany38:738～742.
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Ⅲカボチャ疫病

キュウリ（宮田ら,1990),メロン(宮田｡手塚,1990)

に続き，ウリ類の疫病シリーズの最後はカボチャであ

る。病原菌はほとんどの場合,Phyﾉr叩伽horaajps〃で

あると考えてよいが，ただし，分類的にやや問題を残し

ている(後述)。本菌はカボチャと同様にスイカも侵す。

かつて，和歌山で,大規模開発されたスイカ圃場で激し

い被害が出たことがある。スプリンクラーによるかん水

が急激な伝播まん延を助長した大きな要因と考えられ

るが，ここはそれ以前からカボチャの栽培地帯で,病原

菌の供給源がすぐそばにあったことも要因として見逃

せない。

1症状と病徴

カボチャはもともと露地で地這栽培されてきた。した

がって，発病は地際部はもちろん，蔓，葉，果実などあ

らゆる部位から発生をみた。とくに，降雨時に水たまり

となる箇所の蔓や葉,常に地面と接している果実の底面

から発病する場合が多かった。先の和歌山の場合も，ビ

ニルマルチ上の水たまりから最も激しく発生していた。

しかし，近年になると，ハウス栽培が発達し，支柱を立

てて釣り上げ方式で育成されるようになると,発病箇所

はほとんど地際部のみとなり，地上部ではわずかに蔓の

結束部分などから発病する程度になった。したがって，

発見は急激な萎ちよう症状が始まってからとなり,既に

手遅れとなることが多い（口絵写真参照)。

症状は栽培方式や発病箇所にほとんど関係なく，初期

は水浸状の斑点からはじまり，やがて,軟化腐敗に至る。

ただ茎や地際部では褐変を伴うことが多い。果実の場

合,病斑の周囲に水浸状の部分を残して，薄い灰色の菌

叢を形成し，さらに，表面に小麦粉を振りまいたように

真っ白の部分ができる(口絵写真参照)。これは遊走子嚢

の大集塊で,このように菌体により形成される病斑を特

に表徴という。表徴はさび病，うどんこ病，べと病など

と同様，きわめて特徴的で,病因が本菌によることをそ

の場でほぼ判定できる。ただし，正確には，やはり顕微

鏡下で遊走子嚢（口絵写真参照）を確認すべきである。

2病原菌の分類的問題

カボチャ疫病菌P.capsici(桂,1951)は，トウガラ

シやナス(Katsura,1955)を侵すものと同種で，ウリ類

ではカボチャのほか,前述のように，キュウリ，スイカ，

ユウガオ（カンピョウ）なども侵す。なお，スイカでは

R的“〃sleri(遊走子嚢は水中においてのみ形成され，

乳頭突起がない)による疫病もよく発生するので注意を

要する。また，キュウリ及びスイカ疫病菌として桂

(1952)は,P.paras"たαを挙げているが，これは誤りと

みなされる。

カボチャ菌株は，菌叢(V8A平面培養で顕著)に特徴

ある放射状ないしは花弁状模様(Divergent-type)がみ

られるが,ナスやトウガラシ菌株よりは不明りょうであ

る(口絵写真参照)。遊走子嚢は概して長卵形で,比較的

顕著な乳頭突起を有する。厚膜胞子はみられない。有性

器官は同株‘性菌（桂，1951）と異株‘性菌(Kamjaipaiand

Ui.,1978)がある。異株性の場合,A*型では長期培養で

培地内部に単独で形成をみるが,一般に対応する異株菌

との対時培養においてのみ形成される｡蔵精器は底着性

で卵胞子は蔵卵器内にほぼ充満して生ずる。

これらの特徴は近縁のP-Pa伽ivora及びRa"o‐

p〃んoγαと共通するところが多く，よく混同される。ま

た，実際に分類上の問題を多く残しているが，ここでは

細かいことは省略して，日本産の本種2種，カボチャ菌

株(CMS784)とナス菌株(SMF651)との異同を対比する

のにとどめる（表－1）。

このようにカボチャの疫病菌は，一応P.caps花jとさ

れているが,分類的には異種と考えてもよい相違点があ

る。これらを再検討するには，非常に近縁のppa加卜

”『α,P.citrop〃〃orαを含めて，総合的に行う必要があ

りそうである。例えば,p.pa伽かorαは，近年，遊走子

嚢柄の切断長を中心にその他の形態的特徴を含めて4

系統(MF1～4)に類別されるようになった(Waterhouse

の分類表，1978)が，さらに,BrasierandGriffin(1977)

は3系統に統一し，そのうちの一つMF3を染色体が大
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表-1p.aゆs畑カボチャ菌株とナス菌株の比較

項目
一

菌叢

遊走子嚢

乳頭突起

基部

基底栓

遊走子愛柄

厚膜胞子

卵胞子形成

蔵精器

生育適温

病原性

カボチャ菌株

白色綿毛状

花弁模様

長卵形

顕著

不明りよう

広い

短く切断

異株性

(対応交配型菌株との

対時培養により形成．

A2型は長期培養で単

独形成することがあ

る）

いずれも底着性

28～30X(高温性）

有傷接種によりナス，キュウリ，トウガラシ，

インゲンマメ(いずれも果実)を侵す．カボチ

ャ株では表面菌叢がやや綿毛状を呈する。

カボチャ菌株(宮田保存菌CMS784,ハウス栽培カボチャ，
地際部,京都,1978）

ナス菌株(同SMF651,露地栽培ナス,果実,京都,1965)

型であることを理由に，新たにP.mega肋〃αとして別

種に格上げすることを提案している。この系統的類別は

P.caps〃にもほとんどそのまま適用できる。例えば，

先のナス疫病菌はMFIに近いし，カボチャ疫病菌は

MF4に近い。なお,P.caps〃の判断の基準は，厚膜胞

子を形成しない点であり，同様に,近縁のRa"Qp〃hora

は卵胞子を形成しないことで区別されている。このよう

に分類において「○○を形成しないこと」を区分点に挙

げるのはあまり正しい方法とはいえないだろう｡形成し

次号予 告

次1月号は下記原稿を掲載する予定です。

新年 を 迎 えて永田徹

平成2年の病害虫の発生と防除

農林水産省農蚕園芸局植物防疫課

岐阜県におけるヒメトビウンカの多発生とその要因

曽我京次・市橋秀幸・平正博

P加maspによるスイセン葉先枯病

本多範行・川久保幸雄・横山竜夫

イネミズゾウムシの防除要否判定のための簡易な調

ないこととできないことの区別が難しいからである｡少

なくとも疫病菌は明らかな形態のみで十分に類別でき

ると考えている。したがって，同定に核染色を導入する

こと(BrasierandGriffin,1977)には大いに異論がある

し，同様に，タンパク泳動法やその他の理化学的手段で

類別しようとする試みも迅速簡易同定という意味を除

いて不必要であろう。ともかく，「形態は代謝の集約｣で

ある。

付記：前述（宮田ら，1990）のPhytophthora選択分離液

(RHIRo-90)を御希望の方に10m/びん入り(100//ﾉ/10m/培

地)で無料提供致します。なお，分離された疫病菌

(Aphanomycesも分離可)をできれば分譲いただきたく，また

同時に，発病現場及び病徴写真などをご提供下されば有難く

存じます。加えて，非常に残念で申し訳ないことですが，筆

者が別に保存していたものを除いて，当研究室の保存菌コレ

クションが壊滅状態にあったことがわかりました。お手持ち

の疫病菌を分譲下されば幸いです。ご一報下されば，簡易郵

送袋（滅菌済み）をお送りさせて頂きます。よろしくお願い

致します。

（宮田善難）
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くん蒸剤クロルピクリン70年の歩み小竹一雄

植物防疫基礎講座

ウリ科野菜の萎ちよう‘性病害の見分け方(7)

－スイカ萎ちよう’性病害の見分け方
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地域特産物の病害虫(6)－－ニラの病害虫
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植物防疫基礎講座

地域特産物の病害虫（5）

宝
ロ
》
舗

虫オクラの病
し ん じ た か い み き お

貢二・高井幹夫高知県農林技術研究所

はじめに

オクラは北アフリカ原産のアオイ科の植物で，若い果

実（さく果）を食用にする。果実には，カロチン，ビタ

ミンc,カリウム，カルシウムなどを含み，栄養価の高

い野菜である。

生育適温は昼28～30C,夜20～23Cで,耐暑性や耐乾

性は強いが，寒さには弱く，主に高知，沖縄及び鹿児島

などの暖地で栽培されている（図－1）。オクラは明治の

ころから栽培されていたようであるが,1960年ころまで

の栽培面積はきわめて少なく,増えてきたのは1970年の

始めころからである。そして，現在では全国で約600ha

栽培されている。

高知県では,1960年ころから一部で栽培されていた

が，1971年ころから水田転作作物として増加し始め，今

では，ショウガや早掘サツマイモと共に主要な露地野菜

となっている。

オクラは周年栽培されており，その作型は図－2のよう

である。高知県ではトンネル栽培及び露地栽培が約8割

を占め，残りはハウスキュウリの後作（半促成栽培）や

ハウス促成栽培となっている。

このような作型で周年栽培されているオクラには種々

の病害虫の発生が認められているが，マイナー作物であ

るため，研究例が少なく，また防除薬剤の登録もきわめ

て少ない状況で，防除上困難な点が多い。今回，不十分

ながらオクラの主な病害虫について概説を試みたが，何

かの参考になれば幸いである。

I病害

1苗立枯病

苗立枯病はオクラの主要病害の一つで，各作型で発生

するが，高知県はキュウリ後の半促成栽培やトンネル栽

培，沖縄県では普通期栽培など低温期に播種される作型

で特に発生が多い。

病原菌としては,Rh伽c""ねso肱"i,Pyth〃msp.な

どが知られ,これらの病原菌は単独あるいは複合感染し，

防除を難しくしている。

吉
｢可 知 、

(155ha)

／その他

(159ha)/ (155ha)

601ha1ha60

(1988）秋田

(29hジ室里菅m
(41ha),

／沖縄

(137ha)
ha)

鹿児島

(80ha)

鹿児島

(80ha）

図－1全国におけるオクラ栽培面積(昭和63年度野菜生産状

況表式調査結果，農林水産省食品流通局野菜振興課よ

り抜枠）

｜
馴
一
沖
縄
一
西
南
暖
地

一
関
東
一

栽培型

普通期

抑制

トンネル

露地

ﾊｳｽ促成

ﾊｳｽ鞭成

トンネル

露地

○：播種､n:トンネル､小：ハウス､×：切返し､◎：収穫

図－2オクラの作型

発病は，主に出芽前から本葉一枚ごろまでみられ，発

芽の不ぞろいや立枯れとなる。いずれの病原菌による苗

立枯病も病徴が類似し，外見で病原菌を推定することは

難しく，農家段階での特定は困難であるが，出芽後地際

部が水浸状に軟化腐敗するのはPyt"加加菌,地際部の茎

や主根がやや褐色に腐敗するのがRhizocto"ね菌という

傾向はみられる。

本病に対する特に有効な耕種的防除法は見当たらない

が，圃場排水の改善，保温による発芽遅廷の防止及び輪
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オクラの病害 虫 567

作を行うのがよいと考えられている。また，薬剤による

防除については，オクラについて農薬登録はまだなされ

ていないが，クロルピクリンなどの土壌くん蒸剤などに

よる土壌消毒，両菌を対象としたフルトラニル水和剤ま

たはPCNB水和剤とキャプタン水和剤との混用が有効

であるとの報告があり，早期に登録されることが望まれ

る。

2黒根病

黒根病は1983年高知県でみいだされた剛陀ねv岬sな

6“加血による土壌伝染’性病害で，苗立枯病に続くオク

ラの重要病害となっている。現在までのところ，高知県

以外の発生は認められていない。

発生は幼苗期で，苗の生育が劣り，ひどい場合は立枯

れとなる。地際部の主根，側根及び細根が黒変し，進行

すると側根や細根が脱落する。また，本病は前述の苗立

枯病と複合感染することが多い。

本菌は内生胞子と厚膜胞子を生じ，培地上での生育適

温及び内生胞子の発芽適温はいずれも25Cで，オクラ以

外にササゲ，ダイズ，インゲン，ワタ，タバコなどに病

原’性が認められた。

薬剤防除としては，クロルピクリンによる土壌消毒が

効果的であり，また，チウラム・チオファネートメチル

剤の種子粉衣，土壌混和あるいは土壌かん注ならびにチ

ウラム・ベノミル水和剤，ベノミル水和剤あるいはチオ

ファネートメチル水和剤などの土壌かん注も効果がある

とされている。

3疫病

疫病には，生育初期にオクラの地際の茎を侵し立ち枯

れを生じたり，果実を腐敗させるPんytop伽加rasp.によ

る病害と，葉縁からオリーブ色ないし褐色の水浸状斑を

生じ，のち葉腐れや葉柄が枯れるP.nicotia"αevar．

para-s"たαによる病害が知られている。

また，沖縄県では普通期栽培の主に切り返し後に，主

根，側根，及び細根を黒く腐敗・脱落させ，枯死または

生育不良を生じさせるPhjﾉtop〃horasp.による根腐れ症

が最近報告された。

このように,オクラPhytop〃ho『α菌による病害はやや

混沌としたところもあるが，すべての種名が明らかにさ

れた段階で整理されるものと思われる。

防除法に関する試験例は少ないが，根腐れ症について

は，エクロメゾール乳剤とPCNB水和剤の混用あるいは

サトウキビとの輪作などが有効とされている。

4半身萎ちよう病

陀"た伽脚加血ﾙ伽eによる土壌病害で，露地栽培より

もハウス栽培で多く，草丈が30cmぐらいになってから

発病する。はじめ，下葉の脈間が葉縁からしおれ，やが

て太い葉脈を残して黄白色～黄褐色に変化し，激しく落

葉する。発病は下葉から順次上位葉へと進み，最後には

先端葉のみ残る状態となる。また，発病株の茎や葉柄の

維管束が黒褐変する。症状の進み方はやや緩’慢で，短期

間に立枯れ状態にはならないが，生育が著しく抑制され

る。

病原菌の生育適温は22～25C,ナス科，アブラナ科，

ウリ科ほか，多くの作物に寄生‘性を持ち，菌核で土壌中

に残って翌年の伝染源となる。

オクラにおける半身萎ちよう病の防除試験例はみあた

らないが，ナスなどの半身萎ちよう病に準じて，イネ科

作物などと輪作して連作を避けることや発病株の早期除

去，クロルピクリンなどによる土嚢消毒もよいと考えら

れる。

5輪紋病

オクラにはP〃o碗αo〃αによる斑点病とAscochyta

abelmosc〃によるさく腐病（現在は輪紋病）が記載され

ていたが，これらの病害はいずれも輪紋病とし，その病

原菌はAscochytaphaseo〃"碗とするのが妥当とする研

究結果が報告された。問題はあるかもしれないが，ここ

ではこの扱いに従い，斑点病とさく腐病を含めて輪紋病

とした。本病は生育中期の露地オクラの主要病害で，降

雨が続いたときに多発し，高知県では特に5月から6月

の発病が激しい。葉のほかに果実も発病し，収量に直接

影響をもたらす。

葉には輪紋のある暗褐色円形の病斑を生じ，その周縁

部は明りょうで，濃褐色ないし黒色を呈する。のち，病

斑の中央部は退色して表面に小黒点粒を散生する。果実

では，暗緑色水浸状の斑点を生じ，表面に小黒点粒を生

じる。

本菌は，オクラ以外にナス，ピーマン，トマト，キュ

ウリ，インゲン，アズキなどにも寄生性があり，催病組

織上に形成される柄子殻で越年する。

本病に登録のある農薬はないが，マンゼブ水和剤が有

効とする試験例がある。

6葉すす病

高温，多湿条件で発病しやすく，ハウス栽培で発生が

多いが，露地栽培でも発生する。病原菌はCｾﾂ℃o”ora

abelmosc〃で，葉に発生する。

はじめ葉の裏側に灰白色のかびが小さく固まって散生

する。それがしだいに暗色を増し，やがて，すす状に盛

り上がりいくぶん葉脈に遮られた10mm以下程度の不

正形病斑を形成する。病勢が進むと葉裏全体がすすで覆

われるようになり,多湿条件では葉表にもかびを生じる。
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通常，葉の表側では全般的にやや退色し，病斑部の中心

付近が褐変するだけで，裏面ほどかびは生じない。病斑

が古くなると，すす色からしだいに汚白色に変化するこ

とが多い。

病原菌の生育適温は27.5Cで，オクラのほかノリアサ

も侵される。

耕種的防除対策としては，ハウス内の換気を十分行い

高温多湿にしないことや，栽培の終わった圃場では被害

葉を除去したり，ハウスの蒸込みを実施することなどが

挙げられる。薬剤では，チオファネートメチル水和剤が

登録されており，発病初期に散布するとよい。

7褐斑病

病原菌は葉すす病と同属のαr“叩0m"α勿e"血

で，葉に発生する。本菌も高温多湿を好むが，褐斑病に

よる実害例はあまりみられない。

はじめ，葉表に褐色の小斑点を生じ，しだいに黒褐色

ないし褐色で，円形ないし不正形の大型病斑に拡大し，

後に中央部が灰褐色となる。葉裏の病斑は葉表の病斑に

比べて色が薄い。

防除方法についての試験は見当たらないが，おおむね

葉すす病に準じた方法でよいと考えられる。

8うどんこ病

病原菌には2種類あり，一つはウリ類のうどんこ病菌

であるSphaerothecaん蛇inea.いま一つはピーマンのう

どんこ病菌のLevel""ねrα"r花αである。両菌ともハウス

栽培で発生が多く，比較的乾燥条件でまん延しやすい。

＆ん鰭加“による場合は，葉面に薄く白粉を振りかけ

たような症状となり,L.tα"〃たαによる場合は,葉表にい

くぶん黄化した部分を生じ，その裏側に薄白い霜状のか

びが粗く生じる特徴がある。

本病に対する登録農薬はないが,L.taur伽によるう

どんこ病の場合には葉すす病の防除とかねて，チオファ

ネートメチル水和剤を散布するとよい。S・ん蛇加eαによ

るうどんこ病に対しても登録薬剤はないが，ウリ類の防

除薬剤が有効とする例がある。

9灰色かび病・菌核病

両病害の病原菌名についての報告は見当たらないが，

それぞれ,Bot〃施属菌,Sclerotinia属菌と考えられる。

主に施設栽培の無加温期に多く発生するが，トンネル栽

培の生育初期にも発生する低温性の病害である。

両病害とも咲き終わった花弁が感染・発病し，その病

花の付着によって，果実や茎葉が発病する。灰色かび病

の場合は病斑部が淡褐色になり，そこにねずみ色のかび

が生える。また，菌核病の場合は，灰色かび病の場合よ

りも病斑の色がやや薄く，主に茎の地際に近いところや

枝の分かれめが発病し，そこから上が枯死する。

菌核病に対しては，チオファネートメチル水和剤によ

る葉すす病との同時防除でよいが，灰色かび病に対して

は使用できる農薬がなく，発病部の除去や多湿条件を避

ける耕種的防除が大切となる。

Ⅱ害虫

1アブラムシ類

ワタアブラムシとモモアカアプラムシが寄生するが，

通常ワタアプラムシの発生が多い。ハウス栽培での発生

は冬期比較的少なく，秋期と春～初夏に多い。露地栽培

では5～10月にかけて発生が多い。葉，果実，花雷など

を吸汁加害するが,少発生の場合はほとんど実害はない。

しかし，多発すると生育が阻害されるだけでなく，排せ

つ物にすす病が発生し，果実が汚れ商品価値を著しく損

う。

オクラでの登録はないが,DDVP,MEP,ペルメトリ

ンなどが有効であるとされている。

2 ハ ス モ ン ヨ ト ウ

本種は南方系害虫であり，休眠をしないため，露地で

の越冬はかなり厳しく，ビニルハウスが本種の生活環維

持に重要な役割を果たしている。したがって，発生は西

日本の施設栽培地帯で多い。いずれの作型でも発生する

が，露地栽培で最も多い。発生経過は地域や年によって

異なるが，梅雨明けから多くなり始め，9～10月に最も

多くなるのが一般的である。

産卵は主に葉裏に卵塊で行う。ふ化幼虫は集団で表皮

を残して食害するため，産卵された葉は白く透けてみえ

る。この白斑葉が早期発見の目安となる。幼虫は葉，花

雷，果実などを食害して発育し，通常6齢を経て土中で

蝿化する。夏期であれば約1か月で1世代を経過する。

オクラでの登録はないが,DEP,アセフェート，メソ

ミル，シペルメトリンなどが有効であるとされている。

3ネコブセンチュウ

オクラでは，ネコブセンチュウ（主にサツマイモネコ

ブセンチュウ）の発生が多く，連作障害の最大の要因と

なっている。露地では卵で越冬し，地温が高くなり始め

る春先にふ化し，第2期幼虫が土壌中を移動して根冠部

から侵入する。侵入後，維管束から養分を摂取して発育

し，成熟すると卵嚢を形成し，この中に数百の卵を産む。

適温下では約1か月間で1世代を経過する。

オクラの栽培は露地，施設ともに長期に及ぶ。しかも

露地栽培はネコブセンチュウの活動期に当たり，施設栽

培は冬期の管理温度が高い。したがって，いずれの作型

においても増殖は激しく，初期密度がきわめて低い場合
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でもいずれ被害が現れてくる。特に，連作圃場や畑地で

は注意を要する。

寄生が少ないと被害症状はほとんどみられないが，多

くなるにつれて生育が緩‘慢になり，ついには停止する。

さらにひどくなると日中萎ちようし始め，枯死に至る。

防除は，播種前のD-D剤あるいは臭化メチルくん蒸

剤での土壌消毒が有効とされている。施設の場合は1か

月間以上の湛水蒸し込み処理も有効である。湛水処理だ

けでも土壌中密度を低下さすことは可能であるが，これ

だけでは不十分である。発生が認められた場合は圃場を

変えるか，本種の寄生しない作物を栽培するほうが無難

である。

4ミナミキイロアザミウマ

オクラを加害するアザミウマ類としては，ミナミキイ

ロアザミウマとヒラズハナアザミウマが知られている。

ヒラズハナアザミウマの被害は果実の白ぶくれ症として

現われる。ミナミキイロアザミウマの場合は，成・幼虫

が雲の下や果面を加害するため，加害部が暗褐色に変色

し，商品価値を著しく損う。通常，葉の食害は問題にな

らないが，施設果菜類の後作では生育初期に集中的に加

害され，葉が萎縮し，一時生育が止まることがある。

ミナミキイロアザミウマは露地での越冬ができず，ビ

人事消 息

(10月1日付）

大門輝男氏（横浜植防業務部国内課防疫管理官）は横浜

植防横須賀出張所長に

中野満夫氏（横浜植防新潟支所酒田出張所長）は横浜植

防塩釜支所釜石出張所長に

遠藤寛一郎氏(横浜植防成田支所業務第一課防疫管理官）

は横浜植防新潟支所酒田出張所長に

千葉隆雄氏（横浜植防横須賀出張所長）は横浜植防成田

支所業務第一課防疫管理官に

武藤員二氏（横浜植防東京支所大井出張所）は横浜植防

塩釜支所釜石出張所へ

横田範昭氏（横浜植防業務部国際第一課）は横浜植防東

京支所へ

平田隆司氏（横浜植防東京支所）は横浜植防東京支所大

井出張所へ

赤川敏幸氏（横浜植防業務部国際第一課）は横浜植防横

須賀出張所へ

岸野秀昭氏（横浜植防業務部国際第一課）は横浜植防横

須賀出張所併任解除に

古畑徹氏（横浜植防業務部国際第一課）は植物防疫課

併任に

小笠原寛氏（横浜植防塩釜支所宮古出張所）は横浜植

ニルハウスなどの施設が重要な越冬場所になっている。

したがって，一般的に施設栽培地帯での発生が多い。

本種は主に葉の組織内に産卵する。ふ化幼虫は葉や果実

の表面を食害して発育し，2齢の後半に地上へ落下して

土中で蝿化する。適温下であれば,約14日で1世代を経

過する。

本種に対してはマラソン･BPMC,スルプロホス，シペ

ルメトリンなどが有効であるとされている。本種には白

色あるいは青色に誘引される'性質があるので，同色の粘

着トラップを圃場内に2～3か所に設置することで発生

状況を把握することができる。

5その他の害虫

生育初期にオカボノアカアブラムシ，ネキリムシ類が

発生することがある。オカボノアカアブラムシはイネ科

雑草の多い水田跡の栽培で発生しやすい。また生育期に

時としてフタトガリコヤガやワタノメイガが多発するこ

とがある。フタトガリコヤガは6～7月と9～10月，ワ

タノメイガは6～7月に発生がみられる。果実を吸汁す

る害虫としてはカメムシ類（ミナミアオカメムシ，アオ

クサカメムシ，ブチヒゲカメムシ）がある。カメムシ類

の発生は主に9～10月に多い。

防塩釜支所釜石出張所併任に

清水憲治氏（神戸植防広島支所岩国出張所長）は神戸植

防調整指導官に

土井一良氏（神戸植防広島支所防疫管理官）は神戸植防

広島支所岩国出張所長に

内海一雄氏（神戸植防業務部国内課防除係長）は神戸植

防広島支所防疫管理官に

内藤浩光氏（神戸植防業務部国際第一課）は神戸植防尼

崎出張所併任に

井上政志氏（神戸植防業務部国際第一課）は神戸植防尼

崎出張所併任解除に

北川昌幸氏（神戸植防業務部国内課防疫管理官）は神戸

植防業務部国内課防除係長事務取扱に

谷林俊明氏（神戸植防業務部国際第三課）は退職

(10月15日付）

石川浩一氏（農研センター病害虫防除部ウイルス病防除

研兼熱研センター研究第一部）は併任解除に

(10月16日付）

菅野紘男氏（北陸農試水田利用部虫害研主研）は東北農

試水田利用部水田虫害研究室長に

田中幸一氏（九州農試地域基盤研究部害虫制御研）は熱

研センター研究第一部併任に
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新しく登録された農薬（2.m1~2.10.31)

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｡但し，除草剤については適用雑草：使用方法を記載(…日…回は収穫何日前まで何回

以内散布の略｡)(登録番号17660～17682までの23件）

なお，アンダーラインのついた種類名は新規化合物で〔〕内は試験段階時の薬剤名である。

『殺虫剤』

ピリダフェンチオン・CVMP粉剤

ピリダフェンチオン2.0%,CVMP1.5%

オフナガード粉剤DL(2.10.31)

17669（サンケイ化学)，17670（シェル化学）

稲：コブノメイガ：21日3回，いぐさ：イグサシンムシ

ガ：発蛾最盛期：3回

『殺虫殺菌剤』

エトフェンプロックス・プロベナゾール粒剤

エトフェンプロックス1.0%,プロベナゾール8.0%

オリゼメートトレボン粒剤L(2.10.31)

17679(三井東圧化学),17680(明治製菓),17681(日産化

学)，17682(北興化学）

稲：いもち病･ウンカ類･イネミズゾウムシ：出穂3～4

週間前まで：2回

『除草剤』

ブタミホス乳剤

ブタミホス50.0%

フレマート乳剤(2.10.31)

17660(住友化学)，17661(北興化学)，17662(アグロス)，

17663(日本農薬)，17664(サンケイ化学）

いちご(本圃）：畑地一年生雑草：定植後又はマルチ前

（雑草発生前）：1回，露地メロン・すいか・レタス・

なす：畑地一年生雑草：定植前又は定植,マルチ前(雑

草発生前）：1回，キャベツ･はくさい：畑地一年生雑

草：定植前(雑草発生前):1回，ねぎ・たまねぎ：畑

地一年生雑草：定植活着後(雑草発生前）：1回，ばれ

いしょ：畑地一年生雑草：植付後萌芽前(雑草発生

前）：1回,らっかせい：畑地一年生雑草：播種後発芽

前(雑草発生前）：1回，こんにゃく：畑地一年生雑

草：植付後又は培土後(雑草発生前）：1回，グラジオ

ラス・きく（ポットマム）：畑地一年生雑草：定植後(雑

草発生前）：1回,きく（ポットマム）：アメリカネナシ

カズラ：定植後(雑草発生前揃期まで）：1回

ブタミホス粒剤

ブタミホス5.0%

クレマート粒剤5(2.10.31)

17665(住友化学)，17666(日本農薬）

移植水稲：水田一年生雑草：マツバイ：移植直後～移植

後6日(ノビエ1葉期まで):l回

アトラジン・DCMU・MDBA粉粒剤

アトラジン2.0%,DCMV3.0%,MDBA1.0%

ロニー微粒剤，クサノンGT微粒剤(2.10.31)

17667(保土谷化学)，17668(武田薬品工業）

公園･庭園・堤とう。駐車場・道路・運動場・宅地等：

一年生雑草及び多年生広葉雑草：雑草生育初期(草丈

15cm以下):2回

イマザキンアンモニウム塩液剤[AC-2141

イマザキンアンモニウム塩20.0%

トーンナップ液剤(2.10.31)

17678(日本サイアナミッド）

日本芝(こうらいしば）：ヒメクグ：春期～夏期芝生育期

（雑草生育期）：2回

『殺菌植物成長調整剤』

プロベナゾール・イナベンフィド粒剤

プロベナゾール8.0%，イナベンフイド5.0％

オリゼメートセリタード粒剤5（2.10.31）

17671(明治製菓)，17672(アグロス）

稲：いもち病防除及び下位節間短縮による倒伏軽減：出

穂40～50日前:1回

ピロキロン・イナベンフィド粒剤

ピロキロン5.0％，イナベンフィド5.0%

コラトップセリタード粒剤5

17673(中外製薬)，17674(日本チバガイギー)，17675(三

共)，17676(九州三共)，17677(アグロス）

水稲：いもち病及び下位節間短縮による倒伏軽減：出穂

40～50日前:l回
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1月号

新年を迎えて……･…………………･……･…関口洋一…1

水田用大型防除機の散布‘性能………………深津秀夫…2

ムギ類褐色雪腐病菌のすみわけと防除……高松進…7

クリイガアグラムシの発生動態と防除

…………………………………中垣至郎・柳橋泰…11

土壌消毒剤の新しい使用方法によるタバコ菌核病の防除

法･…………………………･･………………小野邦明…15

施設栽培ブドウにおけるカンザワハダニの生態と防除上

の問題点………･………･……….．…･･……近藤章…19

果樹アザミウマ類の発生予察のために開発された黄色

平板粘着トラップ｡．……………･…………村岡実…24

農薬の環境中分布の数式モデルによる予測

………………………･……･…………･……金沢純…27

平成元年の病害虫の発生と防除

．…………･･……農林水産省農蚕園芸局植物防疫課…33

植物防疫基礎講座

ナス科野菜の萎ちよう′性病害の見分け方(1)トマト

萎ちよう性病害(1)…･………………･…･…国安克人…4l

新しく登録された農薬（元。11.1～11.30)…………47

2月号

カキノキカキカイガラムシの発生と分布拡大

…･…………………………･………………･行成正昭…l

中国雲南省におけるイネいもち病菌レースと品種抵抗

性………･……………･………………･……岩野正敬…7

農薬の微生物分解の高まりとその制御……山田忠男…12

コマツナ炭そ病の発生生態と防除…………堀江博道…17

徳之島，沖永良太島及び与論島におけるウリミバエの根

絶の経過と駆除確認調査……浜砂武久・永吉正昭…21

海外ニュース：バングラデシュ農業大学院計画における

昆虫部門の活動……………………………大野和朗…24

植物防疫基礎講座

ナス科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(2)トマト萎

ちよう‘性病害(2)

…………萩原唐・神納浄・片山克己・植松勉…25

平成元年度に試験された病害虫防除薬剤

イネ・ムギ…………………藤村俊彦・吉野嶺一…30

野菜・花きなど田中清・手塚信夫・荒木隆男…34

カンキツ…･………･……･…是永龍二・小泉銘冊…37

落葉果樹（リンゴ・オウトウを除く）

．…………………………･･井上晃一・佐久間勉…39

リンゴ・オウトウ…………奥俊夫・工藤最…42

茶樹………･………･…･……本間健平・成津信吉…44

クワ…………………………宮崎昌久・白田昭…45

シ（…･…･…………………･吉田正義・米山伸吾…46

紹介新登録農薬・……･………………………………･49

新しく登録された農薬（元12.1～12.31）・……．．……48

3月号

特集：アリモドキゾウムシとイモゾウムシ

アリモドキゾウムシの生物学･………･……･杉本毅…1

奄美群島におけるアリモドキゾウムシの発生生態と防

除対策……．．………………………………･瀬戸ロ情…5

沖縄におけるアリモドキゾウムシ及びイモゾウムシの

侵入の経過と現状……･……･………･……小漬継雄…9

イモゾウムシの発生生態．．…………･………安田慶次…12

アリモドキゾウムシの合成性フェロモンの野外での誘引

性………．．……………………･安田慶次・杉江元…15

ガンマ線照射によるアリモドキゾウムシの不妊化

…･………･……･………………岩元順二・荒巻弥弘…18

スモモにおける新しいウイロイド病“スモモ斑入果病”

の発生……………………………･…．．……寺井康夫…21

リンゴにおける新しいウイロイド様病害“リンゴゆず

果病”の発生………………………………飯島章彦…24

東南アジアにおけるミナミキイロアザミウマの天敵一

その発見とわが国への導入の可能性一

．………･…･………広瀬義弟・梶田泰司・高木正見…27

植物防疫基礎講座

ナス科野菜の萎ちよう'性病害の見分け方(3)ナス萎

ちよう性病害

．…･…･萩原唐・国安克人・伊達寛敬・片山克己…31

紹介新登録農薬…………･………．．…………………35

新しく登録された農薬（2.1.1～1.31）・………．．……20

4月号

平成2年度の植物防疫関係事業の進め方について

…･………･……………･…･…･………･……関口洋…1

特集号：花と緑の病害虫

｢花と緑」と植物防疫….．…･･･…………･関口洋一…3

花の万博と植物検疫……………木村伸司・井上忠行…5

輸入切花の害虫………………………･･……･伊藤久也…9

花き種苗類の輸入と植物検疫………………加藤宏…13

鉢物の病害…･……………･………………･…木嶋利男…17

花木と庭木の病害･……･･……………｡．……･堀江博道…21

球根類の病害･……………･………………･…山本孝稀…25

ランの病害…………………･･………･………井上成信…29

－1－



問題となっている切花の害虫………………吉松英明･･･34

鉢花の害虫･……………………･……･………木村裕…38

ナミイシュクセンチュウによるツツジ類の被害と防除対

策…．．……………………･…･…………．．…山本敏夫…43

緑化樹の害虫一ゴマダラカミキリの被害

……･･…………………･…………………阿久津喜作…48

紹介新登録農薬……………･…･…………･…．．……･53

新しく登録された農薬（2.2.1～2.28）………………33

5月号

特集：ムギの病害

植物防疫研究課題の概要……･……………･･矢野栄二…1

特集：ムギの病害

ムギ類病害の発生動向．．…………･………高橋麿治…4

北海道におけるコムギ眼紋病の発生の現状と当面の

対策……………･………･……………･…･･･尾崎政春…8

オオムギ雲形病の発生生態と防除

……･………………･…………･鈴木穂積・荒井治喜…12

烏のディストレスコールの機能と烏害防除への利用

…･……･……………………………………･松岡茂…18

キュウリ褐斑病の発生動向及び研究の現状と防除対策

………………………………………．…･…･挟間渉…22

アザミウマ類のアイソザイムによる識別法

……･……………………･…･………………村井保…27

性フェロモンによる果樹害虫の発生予察

…･…………………･…………．．…･……･田中福三郎…31

農薬の作物残留分析試料の調製をめぐって

…………………………………米山伸吾・皆川保雄…37

植物防疫基礎講座

ナス科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(4)ピーマン

萎ちよう’性病害…萩原鹿・神納浄・片山克己…4l

新しく登録された農薬（2.3.1～3.31）・……………･･44

6月号

特集：果樹コナカイガラムシ類

果樹に寄生するコナカイガラムシ類の見分け方

………………………………………………河合省三…1

カンキツに寄生するコナカイガラムシ類の防除対策

…………………………．．……･……………大政義久…6

ナシに寄生するクワコナカイガラムシの防除対策

…･………･……･……………･…･…･………伊淫宏毅…10

タバココナジラミの発生とその見分け方…大戸謙二…14

流水殺菌灯による養液栽培の病害防除……草刈員一…17

アブラナ科野菜根こぶ病菌休眠胞子の活‘性評価法

．…………………．．…………………………高橋賢司…22

シユッツコンカスミソウの病害……………吉松英明…26

移動‘性ウンカ類の着陸地………野田隆志・桐谷圭治…31

植物防疫基礎講座

ウリ科野菜の萎ちよう'性病害の見分け方(1)キュウリ

萎ちよう‘性病害の見分け方(1)

……………………宮田善雄・手塚信夫・飯干浩美…35

新しく登録された農薬（2.4.1～4.30）．．…･……･･･…39

7月号

特集：病原菌の病原性の分化

ナス科野菜の青枯病菌の病原′性の分化…尾崎克己…1

アブラナ科野菜根こぶ病菌の病原性の分化

．…………｡．……････……･……･…･･…･…吉川宏昭…5

日本産バーティシリウム病菌姥"た〃》w刀〃ん伽どの

病原性の分化．．………･…………………萩原唐…9

野菜・花きうどんこ病菌の寄生′性の分化

…………………･…････……･…………我孫子和雄…14

カメムシ類成虫による同種成虫の誘引･…･･沼田英治…18

カブリダニ類の合成ピレスロイド剤に対する抵抗‘性

…･…･････…………………………･･………･望月雅俊…22

イネ疑似紋枯病とその発生生態

…･･･…野中福次・相川宏史・門脇義行・磯田淳一･･･26

害虫管理における個体群発育モデル………矢野栄二…30

輸出果実の病害虫対策…．．……･……．．……･吉津治…36

植物防疫基礎講座

ウリ科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(2)キュウリ

萎ちよう性病害の見分け方(2)

……………．．……･……木曽浩・岩崎真人…41

地域特産物の病害虫(1)アスパラガスの病害虫

．…………･…………･………赤沼礼一・小林荘一…45

新しく登録された農薬（2.5.1～5.31）・………････…･48

8月号

特集：施設野菜栽培における害虫管理

施設野菜栽培における害虫管理：ミナミキイロアザミ

ウマの管理.….…...．…･･………････……河合章…1

施設野菜栽培における害虫管理：オンシツコナジラミ

の管理….….…･･･………………･………矢野栄二…5

施設野菜栽培における害虫管理：施設栽培イチゴのア

ブラムシの管理…………･･･……………根本久…10

施設野菜栽培における害虫管理：ハダニの管理

．…..……….….…...…………….………井上雅央･･･14

施設野菜栽培における害虫管理：合成‘性フェロモンの

利用………･…･･･……･･･…･･河名利幸．清水喜一…18

ジャガイモ疫病研究の現状と問題点..…….佐藤章夫…22

感染特異的タンパク質の分子生物学

．……………………….….…大橋祐子・大島正弘…26

植物病原細菌の病原遺伝子に関する最近の研究動向

…….……..……….…..…..……....……露無慎二･･･32

微生物の利用による害虫防除の現状と展望

．.……………….………….....…......….国見裕久…37
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植物防疫基礎講座

ウリ科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(3)メロンの

萎ちよう性病害の見分け方(1)

…………………･…･………･宮田善雄・手塚信夫…43

地域特産物の病害虫(2)ショウガの病害虫

…………･……………･…………･………千葉恒夫…47

新しく登録された農薬（2.6.1～6.30)……･…･…･…36

9月号

特集：薬剤抵抗性

EBI剤に対するキュウリうどんこ病菌の感受‘性低下

………………………………大塚範夫・宗和弘…1

野菜害虫の薬剤抵抗性……………………浜弘司･･･4

灰色かび病菌の薬剤耐’性出現機構……阿久津克己･･･8

殺虫剤抵抗性対策としての協力剤一ニカメイガの場

合一……．．……………･…宍戸孝・昆野安彦…12

線虫の薬剤抵抗’性…………………………大林延夫…17

海外ニュース：イネ白葉枯病に関する国際稲研究

所(IRRI)との共同研究…山本剛・小川紹文…20

日本産昆虫のウイルス病総目録……………国見裕久…21

九州におけるチュウゴクアナゴコバチの放飼と定着

．……………･…………･……･……．．………村上陽三…29

静岡県におけるチャ病害虫防除の現状と問題点

．…･…………･………･…･･……･…･･･…．．…伊藤善文…33

植物防疫基礎講座

ウリ科野菜の萎ちよう‘性病害の見分け方(4)メロン萎

ちよう'性病害の見分け方(2)

………牧野孝宏・和泉勝一・小林研三・吉田政博…37
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殺菌剤･…･…………･……吉野嶺一…2-81

野菜・花きなど殺虫剤………………田中清…2‐84

殺菌剤･……･………･手塚信夫…2－85

土壌殺菌剤……･･…･荒木降男…2－86

カンキツ殺虫剤…………･･･…･…･･…是永龍二…2－87

殺菌剤…………･…･………･小泉銘冊…2‐88

落葉果樹（リンゴ・オウトウを除く）

殺虫剤……･………･………･井上晃一…2－89

殺菌剤･･………･……･…･･…佐久間勉…2-90

リンゴ・オウトウ殺虫剤…．．………･奥俊夫…2－92

殺菌剤．．…･………工藤最…2－93

茶樹殺虫剤･………………･……･……本間健平…2－94

殺菌剤………………．．…………･成濯信吉…2－95

クワ殺虫剤…･………･…………･……宮崎昌久…2‐95

殺菌剤……………………………白田昭…2－96

シ（殺虫剤…･…･･･…･………………･吉田正義…2‐96

殺菌剤…………．．…･…･……･…･米山伸吾･･･2－97

植物防疫基礎講座

病害の見分け方

ナス科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(1)

トマト萎ちよう性病害(1)．．………･国安克人…1－41

ナス科野菜の萎ちよう'性病害の見分け方(2)

トマト萎ちよう'性病害(2)……萩原唐・神納浄・

片山克己・植松勉………･…･･…･……．．…2－75

ナス科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(3)

ナス萎ちよう性病害…………萩原唐・国安克人・

伊達寛敬・片山克己…………………･…･…・3-137

ナス科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(4)

ピーマン萎ちよう’性病害……萩原唐・神納浄・

片山克己………･･………………．．…･…･……5-243

ウリ科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(1)

キュウリ萎ちよう‘性病害の見分け方(1)

．…･･……宮田善雄・手塚信夫・飯干浩美…6-285

ウリ科野菜の萎ちよう'性病害の見分け方(2)

キュウリ萎ちよう'性病害の見分け方(2)

………･………･……･木曽階・岩崎真人…7-331

ウリ科野菜の萎ちよう'性病害の見分け方(3)

メロン萎ちよう'性病害の見分け方(1)

……･…････……･……宮田善雄・手塚信夫…8-383

ウリ科野菜の萎ちよう’性病害の見分け方(4)

メロン萎ちよう'性病害の見分け方(2)｡…･･牧野宏・

和泉勝一・小林研三・吉田政博･…･………・9-427

ウリ科野菜の萎ちよう’性病害の見分け方(5)

メロン萎ちよう性病害の見分け方(3)

・・…･……．．…………･木曽階・飯干浩美…10-465

ウリ科野菜の萎ちよう性病害の見分け方(6)

カボチャ萎ちよう‘性病害の見分け方

．…･…………………･下長根鴻・宮田善雄･･･12-563

試験方法の解説

イネもみ枯細菌病（角e"伽"?o"αsg肋加α*)の迅速検

出方法…･･･…･……･………･………松田泉…10-461

病害虫全般

地域特産物の病害虫(1)アスパラガスの病害虫

…･…………･…………･赤沼礼一・小林荘一…7-335

地域特産物の病害虫(2)ショウガの病害虫

．…．．……･……･…………･･…．．……千葉‘恒夫･･･8-387

地域特産物の病害虫(3)コマツナの病害

…･……･･･…･…………･･･……･……堀江博道…9-431

地域特産物の病害虫(4)ソラマメの病害虫

．…･…………･……･……･………･…和泉勝一…10-468

地域特産物の病害虫(5)オクラの病害虫

…･･………･…･………･･古谷員二・高井幹夫…12-566

海外ニュース

バングラデシュ農業大学院計画における昆虫部門の活

動…･…．．……･…………･………･……大野和朗…2－74

イネ白葉枯病に関する国際稲研究所(IRRI)との共同

研究･…………………･…山本剛・小川紹文…9-410

マレーシア・ムダ地区におけるイネ害虫対策共同研究

…･…･…････…･…･……･…和田節・伊藤清光…10-460

タイ国における線虫による作物の被害解析と防除

．………･……………･…･………･･……樋田幸夫…12-562

新し〈登録された農薬

元年11.1～11.31-…．．……･…………･……………1-47

元年12.1～12.31…………．．……………･･･…･……2－98

2年1.1～1.31-…･………………．．……･…………・3-146

2年2.1～2.28．…･………･………･…････…………・4-181

2年3．1…3.31…･･･……･…･…･･…･･･……………・・5-246

2年4.1～4.30-…………･……･……………………6-289

2年5.1～5.31…･…………………･…･…･………・・7-338

2年6.1～6.30……………．．……･……･･…………・8-376

2年8.1～8.31…………………･･･…･…………･…･10-471

2年9.1～9.30………………････……･･……･…･…･11-505

2年10.1～10.31.．…………………………………･'2-570

新登録農薬の紹介

紹介新登録農薬

2-99,3-141,4-201,10-454,459,11-516

随想その他

新年を迎えて．…･……･･……･………･…関口洋一･･･l‐1
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○果樹･野菜の病害防除に

トリフミヨ’
○病害防除の基幹薬剤

トヅブョヨM
O桃･おうとう･すももの灰星病、
野菜･豆類の菌核病，灰色かび病の防除に
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農薬は､適期･適量･安全使用－

急 日本曹達株式会社蕊割oiKfir.t-ftm醗謎｢21-11
営業所キL幌･仙台･信越･祈潟･東京･名古屋･福岡･四国･高岡 ’

"箱でたたこうﾉｲﾈﾐスゾｳﾑｼ”
イネミズゾウムシをはじめ､イネドロオイムシ･イネヒメハモグリバエ･ウンカ、

ヨコバイ類などの水稲初期害虫の同時防除が出来ま魂

<育苗箱専用＞

オココ〃 5唖趣
匿ヨ
1浸透移行性：速やかに浸透移行し､植物全体を害虫から守ります。

2残効性：残効期間が長いので､薬剤散布回数を減らすことが出来ます6

3広い殺虫ｽぺｸﾄﾙ:広範囲の害虫に効果を示し､－剤で同時防除が出来ま魂 、塁わ

騨大塚化学株式会社 大阪市中央区大手通3-2-27

農薬部/Tel.06(946)6e41



雑誌随物防疫」バックナンバーのお知らせ

月の後は特集号の題名，（）内は特集の題名，価格は各1部（送料・消費税込）の値段

購読者各位よりたびたびバックナンバーのお問い合わせがありますので，現在在庫しております巻号を

お知らせいたします。この機会にお取り揃え下さい。

34巻（55年） 41巻（62年）〔全号揃〕

1，2，4，6，7，9，11，12月463円1,2,3,4,6,7,8,9,10,12月 566円

3月：ウイルス病の抗血清診断515円5月：微生物の分類と保存618円

5月：昆虫の 行 動 制 御 物 質 5 1 5 円11月：害虫の長距離移動618円

10月：天敵ウイルス 515円42巻(63年)全号揃〕

3 5 巻 （ 56年）〔全号揃〕1，2，4，7，10，12月566円

1，2，4，6，7，9，11，12月463円3月：（ネズミ）566円

3月：土壌伝染病 5 1 5円5月：微生物による病害防除618円

5月：昆虫の大量増殖515円6月：（寄生昆虫の生物学）566円

8月：捕食性天敵 515 円8月：（動物のモニタリング）566円

10月：疫病 5 1 5円9月：（害虫・線虫と病害）566円

36巻（57年）〔全号揃〕11月：害虫管理 618円

1，2，4，5，6，7，8，9，11，12月566円43巻（平成元年）〔全号揃〕

3月：変色米 618円2,3,10,12月 648円

5月：（遺伝 子 工 学 ） 5 6 6 円 1 月 ： （植物病理学最近の進歩(ICPPシ

7月：（侵入が警戒される害虫）566円ンポジウムより））648円

8月：（侵入が警戒される病害）566円4月：（熱帯の害虫獣）648円

1 0月：物理的防除法618円5月：植物ウイルス研究の進歩669円

37巻（58年）〔全号揃〕 6月：（イネいもち病の多発生）648円

1，2，4，5，6，7，8，9，11， 1 2 月 5 6 6 円 7 月 ： （ ハ ダ ニ 類 ） 6 4 8 円

3月：作物のバーテイシリウム病618円8月：（熱帯作物の病害(1)）648円

6月：（リンゴ腐らん病）566円9月：（熱帯作物の病害(2)）648円

7月：（ミナミキイロアザミウマ）566円11月：新農薬の開発をめぐって669円

8月：（野菜類の根こぶ病）566円44巻（平成2年）

10月：発生予察の新技術 岬8円1～12月（年間前納)6,720円
38巻（59年）

1,2,6,7,8,10,12月566円

3月：線虫 618円

5月：ピシウム菌による病害618円

6月：（導入天敵）566円

8月：（弱毒ウイルス）566円

39巻（60年）〔全号揃〕

1，2，3，4，8，9，10，12月566円

5月：植物検疫 618円

11月：イネ縞灘古病618円

40巻（61年）〔全号揃〕

1，2，3，4，6，7，8，9，10，12月566円

5月：昆虫の神経制御618円

11月：先端技術と病害防除618円

在庫僅少のものもありますので，御希望の方は早めに郵便振替・小為替・現金など（切手でも結構です）で

直接本会へお申し込み下さい。33巻（51年）以前のものについては出版部までお問い合わせ下さい。

上記の定価，送料については消費税導入以前の料金が印刷されておりますのでお含みおき下さい。

送料は1部につき51円です。2部以上は実費となります。
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みにまで､行き渡る特性と､同じ薬斌なら濃度が高い
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(少ない水で希釈する)ほど効果が増す~という性
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●薬量がE50niⅡと少なく経済的。

通常の散布方法て､Illアール当りSOOmCの薬量が必要な場面でも、

Îlrafで同じ効果を出すことができ経済的です。

●散布水量がe5fi(今までの古～吉)と少なく省力的。 ●大切な作物の根からは､吸収されません。

●土の活力を守りま現除草剤の散布は薬剤によって1(1アール当り1004あるいは20111'の散

布水晶が必要で､したカミ専用ノズルを取り替えるだけで、わずか259

で．済み散布､準備､水の運搬､薬剤の調合が楽になり有力的ですb

●ノズルは､ラウンドノズル25を必ず使用。

●アミノ酸系の除草剤で魂 (人畜毒性/普通物｜魚毒性/A類）
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。少水量散布専用ノズルを必ずご使用ください。このノズルは、

●従来の散布歩行スピーK散布要領を変えることな<10アール(二

252の水量を散布できまれ

●散布した所が白く見え重複やかけ残しがなく確実でれ

●飛散が極めて少ないので大切な作物にも安心で魂
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ラウンドアップ普及会

クミアイ化学工業㈱･三共㈱

●ﾗｳﾝドアップを詳しく説明したバﾝﾌﾚｯﾄを

差しあげておりま或右配の住所までお申し込みください。

事務局日本モンサント株式会社ｱグﾛｻｲｴﾝｽ事菓部
〒10(1束爪#IIT･ｲUIlⅨﾒLのiAj3-l-Ilfj際ビルTe1.((〕3)287-1251



紋枯病に効きめが長く､使いやすい

モョカ四■ご粒剤

髭遥騨蕊謹蕊患
囚ドリフトがなく､安全性の高い薬剤ですb

●使用量:10アール当り4kg●使用適期:出穂2D日前中心に使用

いもち･紋枯ｿ丙の同時防除に ウンカ･ヨコバイと紋枯病の|面1時防除に

刀詔ヨ ヨ°アブロロド、

モョカ四ド粒剤モヨカ四ド粒剤

姉妹品

⑨:｢モンカット｣は日本農薬㈱の登録商標
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､殺虫罰lの概念を変えた
注目の脱皮阻害御l〃

●1*>-)以'．､の長い効きil・他の殺虫高ﾘ(二

抵抗性の'iif虫にも効く。人畜・fi読蛇虫
に安全｡薬'i胃の心配がない｡殆どの薬剤と

混川出米る｡(ボルドーにも混ぜjれまする）

今.詰頴0

●ウキクサ･ｱｵﾐドﾛ･表層ハクリの防除に晶遡のり川Iri)ですも

初期.Pt.期･碓剤との混合敬ｲIlはkki評"

卜わechst卜慰)C/画刀
へキストハイ･ケム 化学の新しい道

総合化学11門メーカーとして世界で活躍するヘキ

ストは､興業場面にお〃ても､今日､そして明日

へと､つねに経験豊富な技術力で､時代の要

請にお応え〃たします。

基謬儒草呼…。
;_を〃且スタ液剤
除草剤：フローレR

殺菌剤：アフガン‘R・水和硫黄コーサン

殺虫剤：マリックス

ヘキストジ廿切〔。株式霊社
農薬本部

〒'07束京都港区赤坂4‐'0－33へキストビル6F

盃03(584)7521(代）

メロンのミナミキイロアザミウマにも

適用拡大

ﾃﾐﾘゴ水和剤
●化･タバコ･蕊のl-ii'm榊1.刺激臭がなく安心して

純えまれ

モゲトジ粒剤猟ユ
●各樋ハダニのりli.幼虫･成虫にｲI効でボルドーifにも捉fflて

きるシャープ嘘力きめのダニ剤｡

●ボルドー瓶の柵広い効果に安伶性がブﾗｽされた

果樹･ﾂj:巣の段ffifii

バイデン乳剤キノンドゴ柵
●晩柑鯛のへた淵ち防止商']。 ●ヨモギ･ギンギシ･スギナに'よ将によく効きま塊

迷効的に効く､')んご･梨の器果i:y剤。 f脚lﾀｲﾌ゚ で果樹隙|､ｿF地､%叫i地､皇地弾(二雌i曲で九

マデツケ乳剤カソロン鍾釧躯
愈鷲日鰯罵ｮ蝉議蕊
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箱で余裕、 ミズ防除◎
水稲初期害虫を同時防除

★高い浸透 行作用により､イネミズソウムシ成虫･幼虫を強力に防除しま魂

★残効か長 1ので薬剤の使用回数を滅らすことかできるので経済的で説

★初期害虫であるイネドロオイムシ､ツマクロヨコパイを同時に防除できま夷

★箱施用なので省力的で説薬害が出にくいので田植3日前から直前まで使用できま戎

’カ ル

アン

薬の

数

10アール

当り

使用11；

使用
適用害虫名作物名 使用方法

時期

に 育苗箱

|患翌覗q
l箱当り

50~709

本剤の所定I-Li

を育苗箱の苗

の上から均一

に散布する

イネミスソウムシ

イネドロオイムシ

ツマクロヨコバイ

移植前

3日~

移植当日

稲

’

(箱育苗）

魚唾:,:L

篭鰯

力ルボスルフアン･･･3.0％ ドIIJ米田FMC社の⑧妙蝿禰です。

⑰日藍化学手NIC催輝_ポﾚー …

雑継04497-12


