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応 じ 所定の細菌濃度 に調整す る 。 使用 す る 試験管 は 18

mm (直径) x 180 mm (長 さ ) 程度が望 ま し い。

3 培地の調製 と 検定方法

硫酸ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 滅菌蒸留水 に 2 倍段階希釈

系列 に 溶解 し ， 最終濃度 が有効成分 と し て 1600， 800， 

400， 200， 100， 50， 25， 12 . 5， 6 . 25， 3 . 12， 1 . 56， 

0 . 78， 0 . 39， 0 . 19 ppm に な る よ う に ， 殺菌 し た 直径 9

cm の シ ャ ー レ に 1 ml あ て 注入 し た の ち ， あ ら か じ め 溶

か し て 500C に 保温 し た PSA 9 m l を 注 ぎ， よ く 混合 し て

平板 と す る 。

104 個Iml の 濃度 に な る よ う に 細菌浮遊液 を調整 し ，

前記 の よ う に ス ト レ プ ト マ イ シ ン の 濃 度 を 調整 し た

PSA 平板培地の各平板 を 数分画 に わ け， そ の l 分画 に 内

径 1 mm 前後の 白金耳 ( ニ ク ロ ム 線の場合 は な る べ く 細

い も の ) を 用 い ， 1 白金耳ずつ 約 2 cm の長 さ に 画線塗抹

し， 所定温度 で一定時間培養 し た の ち ， 接種 し た細菌の

生 育 度 か ら ， そ れ ぞ れ の 菌 株 の 最 小 生 育 阻 止 濃 度

(MIC) を 求 め る 。 な お ， 培養温度 は検定 に 用 い る そ の細

菌の生育適温 と し ， 培養時聞 は 24�48 時間程度 で あ る 。

例 え ば， P. cichorii， P. marginalis pv. marginalis， P. 

viridiflava 及 ぴ Xanthomonas campestris pv. vitians 

で は 240Cで 48 時間， E. carotovora subsp. carotovora で

は 28Tで 24 時間 で あ る 。

4 判定基準

ス ト レ プ ト マ イ シ ン の濃度 を 調整 し た PSA 平板培地
上 に 1 白金耳ず つ 約 2 cm の 長 さ に 画線塗抹 し ， 所定温

度で一定時間培養 し た の ち ， 接種 し た 部分の細菌の生育

温度 を ， + ，  :t ， ー に 分類す る ( 図 1) 。

5 そ の他の留意点等

( 1 )  供試す る 菌株及び菌株数

検定 に供試す る 菌株 は単一集落培養 を 3 回程度行 っ た
も の を 用 い る 。 ま た ， MIC 値 を調査 し， 感受性の頻度分

布 を 求 め る た め に は， 一つ の病原細菌で菌株数 は 50 菌株

以上 あ っ た ほ う が望 ま し い。

( 2 )  供試す る 試薬

培地調製の 試薬か ら 寒天 に 至 る ま で， 一連の 実験が終

了 す る ま で， 同一製品 で同一 ロ ッ ト の も の を使用 す る こ
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ス ト レ プ ト マ イ シ ン剤 は銅剤 と と も に植物細菌病の重

要 な 防除薬剤 と し て使用 さ れて い る が， 銅剤j に比べて適

用範囲が狭 く ， 野菜の細菌病 で は ハ ク サ イ 軟腐病 と タ マ

ネ ギ軟腐病 に の み適用登録がな さ れて い る 。 キ ュ ウ リ 斑

点細菌病の防除薬剤 と し て ス ト レ プ ト マ イ シ ン剤 は使用

さ れて い な い が， そ の病原細菌 Pseudomonas 引税Igae

pv. lachrymans を全国か ら 採集 し， ス ト レ プ ト マ イ シ ン

剤 に対す る 感受性 を検定 し た と こ ろ ， 耐性菌がかな り の

頻度で存在す る こ と が明 ら か に さ れた ( 向 ら ， 1976 : 内

藤 ・ 桜井， 1978) 。 ま た ， レ タ ス に も 同様 に ス ト レ プ ト マ

イ シ ン剤 は使用 さ れて い な い が， レ タ ス 腐敗病の病原細

菌 P. cichorii， P. virid♂at仰1収a や レ タ ス 軟腐病の病原細菌

であ る Erwi仇ni，勿a c，ωaYl仰'Ot，ω0仰v叩Jora s剖ubs叩p. carotovora に お い て

も ， 本剤 に 対 す る 耐性菌の 存在が明 ら か に さ れ て い る

(松崎 ら ， 1981) 。

1 検定用 細菌の採集 と 保存

常法 に 従 い ， 病組織 を す り つ ぶ し ， 脇本処方の半合成

培地 (以下， PSA と 略記す る ) (脇本， 1955) で 目 的 と す

る 細菌 を分離 し， 保存す る 。 す な わ ち ， 単一集落培養 を

3 回繰 り 返 し て 菌 の純粋性 を確認 し た後， 直 ち に 真空凍
結乾燥法 ( 向 ・ 草葉， 1962) に よ っ て ア ン プル で保存す

る か， 西 山 の 凍結法 (西山， 1977) に よ り 小試験管 に入

れて冷凍庫内 で凍結保存す る 。

2 検定用 細菌の調製

真空凍結乾燥法 ま た は 凍結法で保存 し た 菌株 を ， PSA 

を分注 し た 試験管の斜面培地上 に 移植 し， 280Cで 2 日 間

培養 し た の ち ， 培地上 に 増殖 し た細菌 を 白 金耳でか き 取

り ， 試験管 に 分注 し た 滅菌水中 に 浮遊 さ せ， そ れ を サー

モ ミ キ サ ー 等 でか く は ん し な が ら ， 10 倍希釈法で必要 に
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制箇の生育 がみ ら れ な い

図 - 1 画線塗抹 し， 接種 し た 細菌の生育状況

と が， 実験誤差 を 少 な く する要因 と な っ て いる場合が多
し3。
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コ ンニャ ク 腐敗病 の防除 は ， 植 え 付 け 前 の，躍病種球 の
選別 ・ 除去 と 植 え 付 け後 のス ト レ プ ト マ イ シン (以下，
SM と い う ) 剤 や ボ ル ド ー液 の散布等 に よ り 行われて い
る。 病原細菌である Erwinia ca1'Otovora subsp 
carotovora に つ い て は ， 田 部 井 ・ 向 (1955) と 国 枝
(1962) が培地上で SM 耐性菌が出現するこ と を ， ま た ，
桜労 ら ( 1976) が全 国各地か ら の採集菌 の中 に SM 耐性
菌が存在 し て い た こ と を そ れぞれ報告 し て いる。 1977�
78 年 に群馬県 内 の主 要 コ ンニ ャ ク 栽培地帯か ら 採集 し
た コ ンニャ ク 腐敗病菌 で も SM 耐性菌 の発生が確認 さ
れて いる (林 ・ 賛回， 1 98 1 ) 。

そ こ で， 本病原細菌 の SM に 対する感受性 の検定法 に
つ い て 記載する。

1 病原細菌の分離方法
分離用培地に は通常， 変法 ド リ ガ ノレ ス キ ー培地等本病

原細菌 の選択培地 を 用 いる。 分離源 は ， 小葉， 葉柄， 球
茎 のいずれ の部位で も よ い。 現地 の闘場で小葉， 葉柄 の
権病標本 を採集する場合 は ， 殺菌 し た 試験管 を準備 し ，
殺菌 し た 爪楊枝で軟腐状態 に な っ て いる病斑部 を 少量か
き と り ， 爪楊枝 ご と 試験管に入れ て 持 ち 帰る。 そ の試験
管 に 殺菌水 を入れ て 懸濁 し ， 希釈平板法 に よ り 菌 を 分離
すると 効率的である。 球茎 の場合 躍病球茎 を採集 し ，
軟腐状態 に な っ て いる病斑部 を 白金耳 あるい は殺菌 し た
爪楊枝でか き と り 同様 に 分離する。

2 病原細菌の同定
本病原細菌 を正確 に 同定するに は ， 所定 の同 定手順に

よ り 細菌学的性質 を調査するこ と が必要であるが， 試験
の目 的 に よ り 簡略化で き る。 簡 易 な 方法 と し て は， 変法
ド リ ガjレ ス キ ー培地上に 出現 し た コ ロ ニ ー の色， 形状等
で判別する方法がある。 ま た ， 西山 ( 1 978) の簡易同定
法 に よ っ て も よ い。 す な わ ち ， 病原性， グ ラ ム 反応， 発
酵性， オ キ シ ダー ゼ活性， 黄色色素 の産生， 硝酸塩の還
元， ス ク ロ ー ス 及び ラ ク ト ー ス か ら の酸 の産生， 360C に
お ける生育， α メ チ ル グ ル コ シ ド か ら の酸 の産生等 に つ
い て調査 し ， 本病菌 と み な さ れ た 菌株 を検定用菌株 と す
る。

な お ， 病原性 は 厚 さ 1 cm に 輪切 り し た コ ンニャ ク 球
茎 のス ラ イ ス に ， 供試菌 を 接種 し ， 腐敗 の有無に よ り 確
認できる。

3 検定方法 と 判定基準
日 本化学療法学会 ( 1 975) が定め た最小生育阻止濃度

測 定 法 に 準 じ て 行 う 。 そ の要 旨 は ， 以 下 の と お り で あ
る。

( 1 )  感受性測定用培地 は い ず れ の会社の製 品で も よ
いが， 検定結果 の報告 に は製造会社名 を記す。 筆者は通
常， 菌増殖用培地 と し て Trypticase Soy Broth (BBL) ， 
感受性検定用培地 と し て Hert Infusion Agar (BBL) を
使用 し て いる。

( 2 ) SM の濃度段階 は 2 倍段階希釈法 を使用 し ， 最
高 は 1 ， 600 μg/m l と する。

検定作業 を効率的 に行 う に は ， 0， 25， 400 μg/m l の培
地での生育 の有無 を 調査 し ， 25 μg/m l で生育 し な い菌株
を感性菌， 25 μg/m l で生育 し ， 400 μg/m l で生育 し な い
菌株 を中等度耐性菌， 400 μg/ml で生育する菌株を高度
耐性菌 と するこ と がで き る。

( 3 ) 接種 用 菌 液 は 約 1 08 cfu/ml に 増 殖 し た も の
を ， 100 倍に希釈 し て 用 いる。 培養後長期間保存 し て ある
菌株 を 試験する場合 は ， 少 な く と も l 回以上継代培養
し ， 継代培養後 の菌 を使 用 する。

耐性菌 のモ ニ タ リ ング調査で は ， 変法 ド リ ガル ス キ ー
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60 表 - 1 菌株の MIC 値 と SM 剤 の 防除効果 の関係 ( ポ ッ ト 試験)
(1979) 
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図-1 コ ン ニ ャ ク 腐敗病菌の SM 感受性の頻度分布

(1977�'78) 

培地 に 出現 し た コ ロ ニ ー を 1 個， 白金耳あ る い は殺菌爪

楊枝 で 5 ml の殺菌水 に 懸濁 し ， そ れ を検定用 の 菌液 と

し て利用す る こ と も で き る 。

( 4 )  菌の生育 を 完全 に 匝止す る 薬剤 の最低濃度 を も

っ て感受性 を判定す る 。 通常 の薬剤では ， コ ロ ニ ーが 1 個

で も 生育 し た場合， ま た は き わ め て う す い菌苔が生育 し

た場合 「生育」 と み な す が， SM に つ い て は ， 耐性変異率

が高 い た め， 対照 区 (薬剤 を 含 ま な い培地) の生育 と 比

べて明 ら か に 生育が抑制 さ れた 濃度以上の 高濃度 に お い

て ， 2， 3 の コ ロ ニ ー が認め ら れ る こ と が あ る が， こ れ は

除外す る 。

( 5 ) 培養混度 は 280C， 培養時間 は 20�24 時間 と す

る 。

4 MIC に よ る耐性菌の類別

MIC 3 . 12�6 . 25 μg/ml の菌株 を感性菌， 50�200 μg/ 

m l の 菌株 を 中 等度耐性菌， 1 ， 600 μg/m l 以上の菌株 を

高度耐性菌 と す る (図-1 ) 。

5 萄株の保存方法

一般の植物病原細菌の保存法であ る 凍結保存， 凍結乾

燥等で行 う 。

6 その他の留意点

( 1 )  MIC と 防除効果

MIC 3 . 12�6 . 25 μg/ml の 感 性 菌 に 対 し て は ， SM 
20% 水和剤 1 ， 000 倍液の 防除価 は 100 で， 十分 な防除効
果が認め ら れ る (表-1) 0 MIC 50�200 μg/ml の 中等度耐

性菌 に対 し て は， 防除価の平均 は 22 . 4 と 感性菌 に比較 し

て著 し く 低下す る 。 1 ， 600 μg/ml 以上の 高度耐性菌 に対

小業の発病か所率 防除価.)

供試菌株 無処理 SM 剤処理

2 日 後 3 日 後 2 日 後 3 日 後 2 日 後 3 日 後

7932E ( SI ) 同 88 96 。 。 100 100 
7933E ( 5， )  100 100 。 。 100 100 - - - - - ー ー ー ー ー . ー ー ー ー ー ー ー ー - - - - - - - - ー ー ー - - - - - - - - - - . - - - ー ー ー ー ー ー . . ー ー ー - - - - - - - - - - . " ー ー ー
7935E ( RI )  100 100 48 72 52 . 0  28 . 0 
7936E ( R， ) 96 96 76 80 20 . 8  16 . 7  ー ・ - - ー ー ー ・ . 司 ・ ・ - - . ー ー ー 『 ‘・ ・ - - - - ー . ー ー . 値 ・ - - - - ー " - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ー - ー 値 ・ . ー ・ ー ー ー
7937E (RRI )  100 100 92 100 8 . 0  。
7938E (RR，) 100 100 100 100 。 。

一 無処理の発病か所率 SM 剤処理の発病か所率: 防除価 無処理の発病か所率
x 100 

同 : 5 は感性菌， R は 中等度耐性菌， RR は 高度耐性菌 を示す.

し て は ， 防除価 は さ ら に 低下 し ， ど の 菌 に 対 し て も 薬剤

の 防除効果 は ほ と ん ど認 め ら れ な い 。

( 2 ) 耐性菌 と 感性菌の競合

本病菌 の場合， SM 剤 の 淘汰圧 の存在下で は し だ い に

耐性菌が優勢 に な る が， 淘汰圧の な い状態 で は 耐性菌の

感性菌 に 対す る 競合力 が弱 い た め に 感性菌が優勢 に な る

(林 ・ 賛田， 1985) 。

( 3 )  SM 剤の使用方法

コ ン ニ ャ ク 腐敗病防除 に お け る SM 剤 の 使用 に つ い

て は， 次の よ う な 注意が必要で あ る 。 す な わ ち ， 耐性菌

の 発生 を 未 然 に 防 止 す る た め に は SM 剤 の 連 用 を 避

け， 使用 回数 も 年 2�3 回程度 と し ， ボ ル ド ー液 と の混用

あ る い は 交互使用 を行 う 。 ま た ， 耐性菌が高率 に 発生 し

た場合は SM 剤 の使用 を 2�3 年間 中 止 し 闘場 に お け る

耐性菌の割合 を 低下 さ せ て か ら 使用 す る 。
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