






イチゴ炭そ病に対する底面給水法による
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。G.acutatumの誘導病斑上に形成された分生子層

@ランナーの病斑と鮭肉色の胞子堆

@多湿時に形成された小葉病斑上の鮭肉色の胞子堆
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@防除効果が高い雨よけ育苗
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特集 : 昆虫バイオ ( 1 )

バイオテクノロジーの進展と害虫防除
の

農林水産省 蚕糸 ・ 見虫農業技術研究所 野 田 博
あき

明

は じ め に

10 年以上 も 前か ら ， 新 し い作物の育種 な ど を め ざ し て

バ イ オ テ ク ノ ロ ジー の研究が始 め ら れた 。 当初の期待 に

比べて 困難な部分 も わ か っ て き た が， こ こ 10 年の 聞 に 着

実 に 進展 し成 熟し て き て い る 。 応用昆虫学の分野で は ど

う で あ っ た で あ ろ う か。 当初， バ イ オ テ ク ノ ロ ジー を ど

の よ う に利用 し ， 展開 し て い く の か に つ い て は明確な方

向性 は ほ と ん ど な か っ た よ う に 思わ れ る 。 そ し て こ れ ま

で， 昆虫微生物関係 を 除 く と ， 応用昆虫学分野 と バイ オ

テ ク ノ ロ ジー と の かかわ り に つ い て ま と め ら れた も の は

少 な い 。 害虫防除の分野で も 近年の テ ク ノ ロ ジー の発展

の影響 を 受 け つ つ あ り ， こ こ で， 進展 し つ つ あ る バ イ オ

テ ク ノ ロ ジー と 害虫防除 と の か か わ り を 概観 し て お く こ

と も ， 重要で あ ろ う と 思 う 。

戦後， 優れた 化学農薬 の 開発 に よ っ て作物 は 害虫 に よ

る 被害 か ら 守ら れ て き た 。 現在で も 化学農薬 の有用性

は， な ん ら 変わ る こ と は な い。 し か し ， 化学農薬 と い え

ど も 万能では な い 。 カ メ ム シ の よ う に 畑の 外か ら 飛来 し

て長期 に わ た っ て加害す る も の で は ， 何度 も 薬剤 を散布

し な ければな ら な い。 ま た ， 果樹の枝 の 中 を食害す る よ

う な 見虫 に対 し て は， あ ま り 有効で は な い。 ま た ， 薬剤

の散布は労力 の かか る 作業であ り ， で き れば簡 便に す ま

せた い と こ ろ であ ろ う 。 さ ら に ， 薬剤防除 は， 薬剤 に対

す る 害虫の抵抗性 を発達 さ せ た り ， 環境汚染の一因 に も

な る こ と も あ る 。 最近， 生物農薬が商品化 さ れ， 天敵 に

よ る 防除が よ り 身近 に な っ て き た と は い え ， い ま の と こ

ろ 限 ら れた 害虫 に し か適用 で き な い 。 ま た ， 有機農法 な

ど も 試み ら れて い る が， 現在の収量 ・ 品質を維持す る に

はや は り 化学農薬 に頼 ら ざ る を 得 な い の が現状であ る 。

こ れ ま での 防除技術 を大 き く 飛躍さ せ る こ と は で き な い

であ ろ う か。 バ イ オ テ ク ノ ロ ジー が そ の一 翼を 担 っ て く

れな い か， と い う の が関係者の期待で あろ う 。

バイ オ テ ク ノ ロ ジ ー と い う こ と ば は か な り あい ま い に

使われて い る が， 従来か ら ， 農業分野で は か な り 広い範

囲 を 包含 し て き た 。 こ の特集で も ， 幅広 く と ら え ， 他の

著者 に よ っ て ， 昆虫の分子系統解析， 昆虫の生体防御，

Development of Bio-technology and Pest Problems 
By Hiroaki NO DA 

抗菌性 タン パ ク 質 な ど， 現在盛ん に研究が 行わ れつ つ あ

る 分野 に つ い て ， 紹介 さ れて い る 。 そ こ で， 本稿で は 主

に害虫防除の観点か ら ， 現在行わ れ て い る 研究や， 将来

的な 目標な ど に つ い て 紹介 し た い。 個々 の 内容の詳細 に

つ い て は， 個別 に 文献 を 参照 し て い た だ き た い。

I 耐虫性植物の作出ー追伝子組換え技術

今 日 ， ノTイ オ テ ク ノ ロ ジー に よ っ て ， 特定 の害虫の発

育 を 阻害す る 物質 を産生す る 遺伝子 を 植物の 中 に 入 れ る

こ と がで き る よ う に な っ て き た 。 そ し て ， 当 初双子葉植

物で し かで き な か っ た 組換 え が， 単子葉植物で も 簡単 に

で き る よ う に な っ て き た (LEEMANS ，1993) 。 耐虫性の作物

の作出 は 1987 年 に ， 昆虫病原菌 Bacillus thuringiensis 

(Bt 菌) の殺虫性 タンパ ク 質 (Bt 毒素， å- ト キ シ ン ) 遺

伝子 を ト マ ト や タバ コ に 組 み 込ん だ の が最 初 で あ る

(BARTON et al . ，  1987 ; F lSC HHO FF et al . ，  1987 ; V AECK et 

al . ，  1987) 。 こ の殺虫性 タン パ ク 質 は， 世界的に み れ ば殺

虫剤 と し て 既 に 30 年間使わ れて き て い る 。 ま た ， そ の作

用 機作 も よ く 研究 さ れ て お り (堀， 1991 ; HONEE and 

V lSSER ， 1993) ， 単一の遺伝子 を組み込 む だ け で よ い と い

う の は， 有利 な素材で あ る (表-1 ) 。 最近， イ ネ に も こ の

殺虫性 タンパ ク 質が組み 込ま れ， ニ カ メ イ チ ュ ウ と コ プ

ノ メ イ ガ に対 し て 耐虫性 を 示 し て い る (FU JlMOTO et al . ，  

1993) 。 そ の ほ か の 素材 と し て は， プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ

ター ， 植物の レ ク チ ン， 見虫の抗菌性 タンパ ク 質 (本特

集参照) な どが有望視 さ れて い る 。 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ

表 ー 1 Bacillus thuringiensisの殺虫性タンパク質を用いた

トランスジェニツク植物

年 次 植 物 文 献

1987 タノfコ VAECK et al 
トマト FlSC HHO FF et a l  
タノマコ BARTON et al 

1989 イネ YANG et al 
1990 ワタ PER LAK et al. 
1991 タノてコ・ カラシナ BASU et a l. 
1992 ジャガイモ CARO ZZl et al. 
1993 トマト PER LAK et al. 

トウモロコシ KO ZIE L et al. 
イネ FUJIMOTO et al. 

Biosis の検索等に よ る
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ピ タ ー は， 多 く の昆虫 に代 謝阻害 を 引 き 起 こ し， Bt 菌の

殺虫 タ ンパ ク 質で は 防除で き な い 昆虫 積に も 使 え る 可能

性があ る 。 し か し ， Bt 菌の殺虫 タ ンパ ク 質 に比べて ， 多

量 に 発現 し な い と 害虫 に対す る 防除効果 は低い と 考 え ら

れて い る 。 ま た ， 頼粒病 ウ イ ル ス が も っ て い る 核多 角体

病 ウ イ ル ス の感染 を増進す る 因子で あ る エ ンハ ン シ ン の

遺伝子 を タ バ コ の棄 に 入 れ る こ と に よ り ， ア ワ ヨト ウ の
幼虫の生育 を 遅 ら せ た と い う 報告 も あ る (HAS HIMOTO et 
al . ，  1993) 。

遺伝子組換 え に よ っ て つ く ら れた 耐虫性作物 は， こ れ

ま での薬剤散布 に比較 し て ， 薬剤が土壌や水系 を汚染す

る こ と も な く ， ま た 薬剤が 到達 し な い部位 (線や植物体

内 ) への適用 も 可能であ る 。 組換 え 植物 は ， 除草剤耐性

や ウ イ ル ス の耐病性の付与 を 中心 に増 え て き て お り ， ア

メ リ カ 合 衆国 で は ， 1992 年 に は 161 件の野外試験が認可

さ れて い る (KA舵IVA， 1993 )。 し か し ， そ れ に 伴 っ て ， 組

換 え 植物が圃場外に進出 し ， 自然の生態系 に影響 を 及 ぽ

し は し な い か と 懸念 さ れて い る 。 ま た ， Bt 菌の殺虫性 タ

ンパ ク 質 を組み込んだ植物 に つ い て も ， そ の植物が栽培

さ れて い る と こ ろ に は 絶え ず こ の タ ンパ ク 質が存在す る

わ け で， 必要以上 に 自然界 に 残留す る こ と に な る 。 こ の

こ と は， 絶え ず殺虫性 タ ンパ ク 質 に よ る 淘汰圧がかか る

わ け であ り ， 抵抗性の獲得 を 早 め る こ と に な る か も し な

い。 ま た ， 殺虫性 タ ンパ ク 質単独で害虫 を 防除す る こ と

も 抵抗性発達 を早め る (VAN RIE， 1991 ) 。 ま た ， 既 に Bt 剤

そ の も の に 対 す る 害 虫 の 抵抗 性 が 発 達 し て き て お り

(浜， 1991) ， 対策が必要 と さ れて い る 。

現 在， 殺虫性 タ ンパ ク 質 に対す る 抵抗性害虫 の発達 を

遅 ら せ る た め に ， 以下の よ う な対抗策が考 え ら れて い る

(BRUNKE and MEEUSE， 1991) 。 ①昆虫で 徐 々 に抵抗性が発

達 し た り し な い よ う に 非常 に 高 い レベルで殺虫性タ ンパ

ク 質 を発現 さ せ る 。 ②低 い レベルで殺虫性タ ンパ ク 質 を

発現 さ せ， 昆虫の発育 を 遅 ら せ， 活動 を に ぷく し て 捕食

者 に 捕食 さ れや す く す る 。 ③薬剤防除 と 併用 す る 。 ④殺

虫性タ ンパ ク 質だ げでな く ， プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ピ タ ー

な ど の ほ か の 素材 も 植物に組み込む。 ⑤交差抵抗性の 程

度 に も よ る が， 他の Bt 菌 の 異 な る 殺虫性タ ンパ ク 質 の

遺伝子の入 っ た 植物 を替わ り に栽培す る 。 @殺虫性 タ ン

パ ク 質 を組み込んだ植物 を 圃場全体に作付 け せ ず， 組み
込 ま れて い な い植物 を一部植 え て ， 野外個体 群の抵抗性
の レベルが一気 に 上が ら な い よ う に す る 。

E 形質転換昆虫の作出の可能性

天敵な どの益虫 に は よ い形質 を入れ， 害虫 に は害作用

を減 ら す よ う に形質転換す る こ と がで き れば， 昆虫 の利

用 あ る い は 害虫 の 制御 に と っ て ， 飛躍的 な 発展 が望 め

る 。 生物 に 遺伝子 を導入す る に は， 一般 に ベ ク タ ー と 呼

ばれ る DNA に 目 的の遺伝子 を つ な げて ， 生物の 中 に 入

れてや る 。 微生物では， プ ラ ス ミ ド と 呼ばれ細胞質内 で

自律的 に 増殖す る DNA を ベ ク タ ー に 用 い て お り ， 植物

で は 病原細菌 に 由来す る Ti プ ラ ス ミ ド な ど を 利用 し て

い る 。 ベ ク タ ー を 用 い る こ と な く ， 直接 目 的の遺伝子 を

細胞や 卵の 中 に 入 れ て 染 色体 に 取 り 込 ま せ る こ と も あ

る 。 カ イ コ で は 卵に 遺伝子 を 注入 し ， そ の遺伝子 を発現

さ せ る こ と に成 功し て い る (TAMURA et al.， 1990) 。 し か

し ， 形質 転換昆虫 を つ く る の に は， そ の遺伝子が生殖細

胞の染色体 に組み込 ま れ， 次世代 に伝わ る 必要があ る 。

そ の た め に は， よ いベ ク タ ー を作 る こ と が重要 と い う こ

と に な る 。

昆 虫 に 遺伝子 を 導入す る こ と は， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ を

除い て進展が遅れて お り ， 今の と こ ろ ， 農業害虫や 衛生

害 虫 に 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に は 成 功し て い な い

(HANDLER and 0' BROCHTA， 1991 ) 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ で

は， 交雑発生異常 を 引 き 起 こ す P 因子 を ベ ク タ ー と し て

自由 に 形質転換で き る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ で は ， そ の他

に hobo 因子 を 使 っ て も 形質転換で き る (BLACKMAN et 

al . ，  1989) 。 こ れ ら の因子 は， も と も と 遺伝子の 聞 を 動 き

回 る こ と がで き る 性質 を も っ て お り ， ト ラ ン ス ポ ゾ ン と

呼ばれ る も の で あ る 。 残念な が ら こ れ ら の 因子 は他の昆

虫体内 で は働かず， し た が っ て ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ 以外

の 昆 虫 で も 働 く ベ ク タ ー を 探す こ と が先決 で あ る 。 現

在， こ の ベ ク タ ー 候補と し て研究 さ れて い る の がマ リ ナ

ー と 呼ばれ る ト ラ ン ス ポ ゾ ン であ る (ROBERTSON， 1993 ; 

ROBERTSON and MACLEOD， 1993) 。 こ の ト ラ ン ス ポ ゾ ン は

広い範囲 の 昆虫 に み つ か っ て お り ， 多 く の 昆虫 で遺伝子

を 導入す る ベ ク タ ー と し て使 え る の で は な い か と 期待 さ

れ る (LID HOLM et al . ，  1991 ) 。

昆虫の ウ イ ル ス も 昆虫体内 に 遺伝子 を 導入す る ベ ク タ

ー と し て使 え る 可能性が あ る (前 回， 1993) 。 し か し ， ウ

イ ル ス に 関 し て は ま だ こ れ と い っ た 候補が な い 。 そ の 中

に あ っ て ， 昆虫の共生微生物 を利用 し て 昆虫 に遺伝子 を

導入 し よ う と す る 研究 も あ る 。 共生微生物 は 宿主昆虫 と

の親和性が高 < ， 昆虫体外へ取 り 出 し ， 目 的の遺伝子 を

微生物 に 導入 し ， 昆虫の体内 に 戻し て や れ ば， 昆虫の体

内 で 目 的の遺伝子 を発現す る こ と がで き る 。 昆虫 を 直接

形質転換す る こ と は難 し い が， 微生物 な ら ば 比較的容易

に形質転換 さ せ ら れ る と い う 背景があ る 。 オ オ サ シ ガ メ

の消化管内の共生微生物 に 遺伝子 を入れ る こ と も 成 功し

て い る (BEARD et al . ，  1992) 。 こ れ を利用 し て ， 人聞 に 病

原 を媒介す る 蚊に 対 し て遺伝子 を 導入 し ， 病原 を 媒介で
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き な い 蚊を作 り だ し ， こ れ ま での 蚊の個体 群と 置 き 換 え

よ う と い う 計画 も あ る (ALD HOUS， 1993 ; BEARD et al . ，  

1993 a， b) 。

皿 天敵生物の利用 と改変

昆 虫 の 病原微生物 の な か で も ， 研究が進 ん で い る の

は， Bacillus thuringiensisと 核多 角体病 ウ イ ル ス であ ろ

う 。 前者 は既に耐虫性植物 を つ く る 素材 と し て述べた。

そ れ 自身微生物 防除 に 用 い る こ と がで き る ばか り で な

く ， 産生す る 殺虫性 タ ンパ ク 質 も 農薬 と し て使われて い

る 。 100 種類以上知ら れて い る 見虫病原細菌の な かで， 防

除剤 と し て 商品化 さ れて い る の は， Bacillus属菌 だ け で

あ る (STARNES et al . ，  1993) 。 現在で も 新 し い菌株が分離

さ れて お り ， 宿主 域の異 な る も の や， よ り 優れた毒素 を

産生す る 菌株が 探索さ れて い る 。 殺虫性 タ ンパ ク 質 は，

そ の殺虫 ス ペク ト ラ ム に よ っ て今の と こ ろ 数種類 に 分 け

ら れて お り ， さ ら に そ の 中 で細か く 分類 さ れて い る 。 殺

虫性 タ ンパ ク 質の検出 に は ， こ れ ま で は抗体 を 用 い て い

た。 最近 は PCR ( ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖反応) に よ っ て ， 殺

虫性 タ ンパ ク 質の遺伝子 を増や し， そ の増 え た DNA を

制限酵素で切断 す る こ と に よ っ て ， そ の Bt 菌が ど の よ

う な殺虫性 タ ン パ ク 質 を つ く る かが判定 で き る よ う に な

っ て きた (浅野 ら ， 1993 a， b) 。

後者の核多 角体病 ウ イ ル ス も 既 に 防除 に利用 さ れて い

る 。 こ の ウ イ ル ス は外来遺伝子 を組み込んで発現 さ せ る

の に優れた 系 と し て使われて お り ， 毒素や昆虫 の発育 を

匝害す る よ う な物質 を つ く る 遺伝子 を組み込んで， よ り

効率の よ い微生物農薬 を 作 り 出 す努力 が積み重ね ら れて

い る (POSSEE et al. ，  1990 ;前 回， 1993) 。 利用 さ れて い る

遺伝子 は， 昆虫の ホ ルモ ン ・ 酵素， 神経毒ペ プチ ド ， Bt 

菌の殺虫性 タ ンパ ク 質 な ど で あ る 。

前述の よ う に ， 我が国で も 生物農薬 を 使 っ た 防除が真

剣に 考 え ら れて い る 。 そ こ で は， 天敵生物 を農薬の よ う

に使 う の で， そ の天敵の大量増殖 と 品質の管理が重要 に

な っ て い る 。 さ ら に ， そ の天敵を育種 し た り ， 改変 し よ

う と す る 研究が 行わ れて い る (Hoy， 1991) 。 寄生蜂や捕食

性の ダニ な どが殺虫剤で 淘汰さ れ， 殺虫剤 に 強い 系統が

選抜 さ れて い る 。 こ れ に よ っ て ， こ れ ま で薬剤 に 弱 く ，

薬剤防除 と は 併用 し難か っ た 天敵の利用 を容易 に す る こ

と がで き る 。 ま た ， さ ら に 薬剤抵抗性の遺伝子 な ど を天

敵に 導入 し よ う と 考 え ら れて い る 。 既 に述べた よ う に ，

見虫の形質転換 は い ま だ容易 で は な い が， 将来的 に 可能

に な れば， よ り 有用 な天敵を作 り 出せ る 。

し か し， 微生物の改変 も 含 め て ， 天敵生物 を 改変 し て

野外 に 放飼す る には人や有用動物 に対す る 影響や， 生 態
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系 に与 え る 影響 を十分検討す る 必要 が あ り ， 既 に こ の 点

か ら も 論議が起 こ っ て い る (G∞DMAN， 1993) 。 我が国で も

天敵導入の生態系へ与 え る 問題点 (広瀬， 1994) や， 生

物農薬の安全性評価 (岡田， 1993 : 鈴井， 1994) に 関 し

て 注意が 払わ れて い る 。

W 昆虫の系統分類

昆虫 は 主 と し て 外部形 態に よ っ て 分類 同 定 さ れ て い

る 。 し か し ， 微生物の 分類 で は ， 既 に DNA が タ イ プ要素

と し て機能す る こ と が認 め ら れて い る (杉山， 1994) 。 ま

た ， リ ボ ソ ー ム RNA 遺伝子の 配列か ら 推定 し た 系統関

係が， 従来の分類体系 と よ く 合 っ て い る と い わ れ て い

る 。 昆虫は複雑な構造 を し て お り ， 外部形態で十分分類

が可能であ ろ う が， そ の よ う な 表現型 (Phenot ype) の比

較 に加 え て ， 遺伝子型 (Genot ype) の検討 も 行え ば， 分

類 の 複雑 な 系 統 群で は 役 立 つ と 思 わ れ る (馬渡 ，

1993) 。

ま た ， 農業害虫 は地 域や寄主植物 ご と に 分化 し て い る

こ と があ る 。 例 え ば ワ タ ア プ ラ ム シ や ハ ダニ の よ う に 外

見では 区別 で き な い が， 寄生 し て い る 植物 に よ っ て ， 生

理的性質が異 な る と 思 え る も の が あ る (刑部， 1993) 。

ま た ， 寄生蜂の種 の判別 に お い て も ， よ り 客観的な判

断基準が あ る と よ い。 さ ら に ， 薬剤抵抗性 を 示 す個体 群

の 把握も 重要で あ る 。 こ れ ま での 飼育 に よ る 生理的特徴

の比較や， ア イ ソ ザイ ム の分析な ど に加 え て ， タ ンパ ク

質の ア ミ ノ 酸配列や DNA の 塩基配列の 決定が有用 に な

り つ つ あ る 。

最 も 盛ん に研究 さ れて い る の が リ ボ ソ ー ム RNA 遺伝

子であ る 。 リ ボ ソ ー ム RNA と は， リ ボ ソ ー ム の 中 に 入 っ

て い る RNA で， そ の RNA を 作 り 出 す 鋳型 と な る ゲ ノ

ム の遺伝子が リ ボ ソ ー ム RNA 遺伝子で あ る 。 リ ボ ソ ー

ム は タ ンパ ク 合成 に かかわ る 大切 な 分子で， 細菌の よ う

な原核生物か ら 真核生物で あ る カ ビ， 昆虫， ほ乳類に 至

る ま でほ と ん ど の生物 に 存在 し て い る 。 大切な 分子 で あ

る の で， 大 き な変異 は 致命的 と な る 。 そ の た め ， こ れ ま

で分子の進化が非常 に ゆ っ く り で あ っ た と 考 え ら れ る 。

し た が っ て ， 分子の保存性が高 く ， 塩基配列の 変異が少

な い の で， 遠く 離れた 生物同士で も 系統関 係を比 較す る

こ と が で き る 。 こ の特徴 を使 っ て ウ ン カ 類の脂肪体の細

胞内の酵母様共生微生物の リ ボ ソ ー ム RNA 遺伝子 を 分

析 し た と こ ろ ， こ の 共生微生物 は子 嚢菌類の核菌類 に 属

す る と 推定で き た (NODA et al . ，  1994) 。

昆虫の種類や 系統， 個体 群の 間 で 区別や比較 を す る 場

合に は， リ ボ ソ ー ム RNA の よ う に保存性の き わ め て 高

い分子 を 用 い る と あ ま り 違い が 見い だせ な い。 そ れぞれ
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の 目 的 に あ っ た 分子種 ま た は 手法 を 用 い る 必要 が あ る

(BRUNS et al . ，  1991) 。 細胞内小器官の ミ ト コン ド リ ア 遺

伝子 は， 進化速度が速 しよ り 近い生物 を比較で き る と

言 わ れて い る 。 RFLP (制限酵素断片長多型) 解析 は， 種

や亜種の レベルでの比較 に 都合が よ い。 本誌で も 以 前に

植物， 植物病原菌及び昆虫での利用 に つ い て特 集が組 ま

れて い る (第 46 巻第 9 号 : 1992， 河瀬 : 柘植 ら ; 平八重

ら ; 村路 ; 野村) 。 さ ら に PCR を 用 い た検出法 も 簡 便で

迅速 であ る (矢野， 1993 a， b) 。 最近， 新系統の タ バ ココ

ナ ジ ラ ミ が世界的 に被害 を 起 こ し て い る が， こ れが新種

で は な い か と い う 報告が出た (PERRING et a l. ，  1993) 。 こ の

両者 を 区別す る の に ， RAPD-PCR が有効で あ っ た (GA

WEL and BARTLETT， 1993) 。 ま た ， ア ブ ラ ム シ のバイ オ タ イ

プの検出 に も 使わ れて い る (BLACK et al . ，  1992) 。 こ の方

法では， 10 塩基程度 の短い プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR を

行い ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気 泳動 に よ っ て ， 増 幅 さ れ た

DNA の 数 と 大 き さ を比較す る 。 装置が比較的安価でそ

ろ え やす い こ と や， 操作が簡単で速 く 分析で き る の で，

昆虫分野 に も 急速 に 普及 し て い る 。

お わ り に

近年， DNA や タ ンパ ク 質の分析手法が発達 し， 上記以

外 に も 関連分野での研究が進展 し て い る 。 昆虫の ホ ルモ

ン で は， ホ ル モ ン ・ レ セ プタ ー の遺伝子が解析 さ れて お

り (KOELLE， 1991 ) ， 薬剤抵抗性の機作 に つ い て も 分子 レベ

ルでの理解が深 ま っ て い る (MULLIN and SCOTT， 1992) 。

ま た ， バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー と は直接かかわ っ て は い な い

が， 近年の コン ピ ュ ー タ ・ ネ ッ ト ワ ー ク の 充実 と 発展

は， 応用昆虫学 ・ 植物防疫の分野で も ， 深 く かかわ っ て

い く と 思わ れ る 。 ソ フ ト の面で も ハ ー ド の面で も ， 積極

的 に ネ ッ ト ワ ー ク が広が る こ と を期待 し た い。
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特集 : 島虫バイオ ( 2 )

昆虫の分子系統樹作成の実際
しま

東京大学農学部養 蚕学研究 室 嶋
だ

田
とおる
透

見 虫 の 系統解析 は ， 分類や 進化 な ど の 基礎的分野で
も， 害虫や益虫 の 同 定 な ど の応用 的分野で も， 重要な研
究であ る 。 最 近， 分子デー タ を 用 い て作成 し た 昆虫の系
統樹， す な わ ち 分子系統樹が作成 さ れ る こ と が多 く な っ
て き た 。 系統樹作成 に 用 い ら れ る 分子マ ー カ ー に は， ア
ロ ザイ ム (P UTER 臥et al. ， 1993) な ど の タ ン パ ク 質多型，
制 限 酵素 切 断断片 長 多 型 (RFLP) (KAMBHAMPATI and 
R AI ， 1991 ) ， ラ ン ダム 増幅多型 DNA (RAPD) (P UTERKA 
et al. ， 1993 ; CHAP ∞ et al . ， 1992， 全 DNA ハ イ プ リ ダイ
ゼー シ ョ ン (SIBLEY and AHL Q UlST ， 1984) な ど多数あ る が，
なかで も， DNA の塩基 配列 デ ー タ が， 得 ら れ る 情報の量
と 質 に お い て 勝る た め ， 最 も広 く 用 い ら れ て い る 。 特
に ， ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖反応 (以下， PCR) を利用 し て特定
の遺伝子 を増幅し ， そ の 配列 を決定す る 方法が， 迅速 ・
簡便であ る た め ， K OCHER et al .  ( 1989) を は じ め 多 く の研
究者 に 用 い ら れ， 昆虫で も LI Uand BECKENBACH ( 1992) ， 
CARMEAN et al .  ( 1992) ， HEY and K UMAN (1993) ら に よ っ
て採用 さ れて い る 。 昆虫 は ， 他の動植物 に比べて体が小
さ く ， 得 ら れ る DNA が 少な い た め ， PCR 以外の 方法で
は個体別の分析が 困難な場合が あ る 。 本稿では， 筆者 ら
の研究 室で進行中 の研究内容 を 中心 に ， PCR に基づ く 配
列決定 と 系統樹作成の方法 を 実例 に 即し て 紹介 し た い。
RFLP な ど の他の方法 に つ い て は， 既 に 本誌 (第 46 巻第
9号， 1992) で村路や野村が紹介 し て い る の で参照 さ れた
い。 ま た ， 分子進化学の手法 に 関す る 良 い成書 (根井，
1990 ; 五条堀ら ， 1993) もあ り ， 一 読の価値があ る 。

1 PCR に よ る塩基配列比較の方法

PCR を 用 い て 遺伝子 を 増幅す る 場合 に は ， プ ラ イ マ ー
DNA が必要 で あ り ， そ の 設計が実験 の 鍵を 握る 場合が
多 い 。 プ ラ イ マ ー の 条件 と し て は， 次 の よ う な こ と が挙
げ ら れ る 。

① 左右の プ ラ イ マ ー がかな ら ず 目 的の遺伝子 に ア ニ
ー ル す る こ と 。 少な く と もプ ラ イ マ ー の 3'末端の数塩基
は一致 し な い と ア ニ ー ル で き な い。 し た が っ て ， プ ラ イ マ
ー の 配列 は種 を 超え て よ く 保存 さ れて い る 場所か ら 選ぶ
べ き であ る 。 必要 に 応じ て 混合塩基 を 導入す る 。

② 増幅す る 領域 に は， 適度 な変異が存在す る こ と 。
配列が似す ぎ て い て も ， 違い す ぎ て も正 し い 系統関係 を
導 け な く な る 。

③ 増幅す る 領域の サ イ ズが適度 で あ る こ と 。 通常の
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シ ー ク エ ン シ ン グ技術で一 回 に 解 読で き る の は 500 塩基
程度 であ る の で， 完 全 に 両方 向の シ ー ク エ ン ス を 決定 し
た い場合 は 500 塩基対 く ら い の PCR 産物が望 ま し い 。
そ れ以上 に 長 い 配列 で は ， 完全な 配列 を 得 る た め に ， サ
プ ク ロ ー ニ ン グや別の プ ラ イ マ ー が必要 と な る 。 一方，

短い PCR 産物で は ， 得 ら れ る 情報が減 少し ， 系統樹の樹
形や樹長の精度が下 が る こ と に な る 。

し か し ， 多 く の昆虫 群で は ， こ れ ら の 条件 を 満た す 配
列 を 見 い だす こ と が簡単で は な い。 シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ や
タ バ コ ス ズ メ ガ な ど の 限 ら れ た 材料 で は ， DNA の 塩基
配列が多数決定 さ れて い る が， 他の 多 く の 分類 群で は ，
DNA の情報 は あ ま り 多 く 得 ら れて い な い。 そ の よ う な
昆虫を対象 と し て 分子系統学 を 始 め る 場合 に は ， 進化上
よ く 保存 さ れて い る 配列 を 用 い ざ る を 得 な い。 た だ し ，
進化の遅 い遺伝子 を 用 い る と ， 増幅領域の変化が 乏し く
な り ， 得 ら れ る 情報が 少な く な る 。 既 に 昆虫で用 い ら れ
た PCR プ ラ イ マ ー の リ ス ト が あ る の で参照 す る と よ い
だ ろ う (DESA LLE et al. ， 1993 ; HEWITT et al. ， 1991 ) 。

どの よ う な塩基 配列がす で に 決定 さ れて い る か を 調べ
る た め に ， 既存の DNA デー タ ベ ー ス が利用 で き る (五条
堀ら ， 1993) 0 DDB] ( 日 本 DNA デー タ バ ン ク ) や ア メ
リ カ の GenBankな ど に 登録 さ れ て い る 既知 の 配列 か
ら ， 自分の興味の あ る 生物種 ま た は 近縁種の情報 を 検索
し， そ の 配列 を 元に し て プ ラ イ マ ー を デザ イ ン す る 。 塩
基 配列 上の保 守的部位の特定 に は， 複数の 配列 を比較 し
て Dotty Plot (開発者 DON GILBERT ， Biolog y Dept. ， 
lndiana Universit y， Bloomington ， IN ， USA) の よ う な
プ ロ グ ラ ム で ホモ ロ ジ ー プ ロ ッ ト を 調べ た り ，

CL USTAL V (HI∞INS ， 1992) な ど でア ラ イ ン メ イ ン ト を
行 う こ と が必要 に な る 。 プ ラ イ マ ー の 候補が PCR プ ラ
イ マ ー と し て 適切で あ る か ど う かの検定 は ， Amplify( 中
村， 1993) な ど の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と がで き る 。

PCR 反応の条件， 特 に ア ニ ー リ ン グ温度 と 反復回数が
結果 に 大 き く 影響す る が， 条件 を 何段階か設定 し て比較
し て み る と よ い。 実際に 目 的の 配列が増幅さ れた か ど う
か は ， PCR 産物の サ イ ズ， 制 限 酵素 切 断パ タ ー ン， サ ザ

ン プ ロ ッ ト 解析 な ど で判 断で き る 。 PCR 産物 を ， 直接塩
基 配列の決定 に 用 い る こ と も で き る が， 混合 プ ラ イ マ ー
に よ る PCR の場合 は ， ク ロ ー ニ ン グ を行 っ た ほ う が よ
い。 筆者 ら は， T 4 DNA ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て PCR 産
物の末端 を 平滑化 し た 後， pBluescript II な ど の ベ ク タ ー

の Sma 1 ( ま た は他の平滑末端生成 酵素 ) 切 断点に 挿入
し， 自 動蛍光 シ ー ク エ ン サ ー を 用 い て 配列決定 し て い る 。
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PCR 産物か ら 得 ら れた 配列 を比較す る た め に は， 多重
ア ラ イ ン メ ン ト を 行 わ ね ば な ら な い 。 筆 者 ら は
CL USTAL V (前出) を 用 い て い る 。 整列 さ せ た 配列か
ら， PHYLIP (FELSENSTEIN，  1989) や PA UP な ど の 系統

解析 ソフ ト に よ っ て 系統樹 を 得 る こ と がで き る 。 系統樹
の作成法 に は多数あ る (根井， 1990) が， 代表的な もの
は 近隣結合法 (SAITO Uand NEI， 1987) ， 最大節約法 (FITCH，

1977) ， 最 尤法 (FELSENSTEIN ， 1981) な どであ ろ う 。 そ れ ぞ
れ基礎 と な る 仮定が異 な り ， ど の方法が最適であ る か は
一 概に い え な い。 分類学者 は最大節約法 を好む傾向があ
る が， 計算機 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で は， 近隣結合法 も良 い
結果 を 与 え る ら し い (SAITO Uand IMANISHI ， 1989) 。 最 尤法
は最 も複雑 な計算 を 行 う の で計算時聞がかか る が， 進化
速度 の 一定性 を 仮定 し な く て もよ い と 言 う 利 点 が あ る
(FE 凶ENSTEIN， 1981 ; 長谷川 ， 1989) 0 PHYLIP は， DNA 
塩基 配列 と タ ンパ ク 質の ア ミ ノ 酸配列 の お の お の に つ い
て， 各作成法 に よ っ て 系統樹 を作成す る が， ア ミ ノ 酸配
列の最 尤法だ け は行 う こ と がで き な い。 ア ミ ノ 酸 配列の
最 尤法 に つ い て は， PROT rほL プ ロ グ ラ ム (ADACHI and 
HASEGAWA， 1992) が利用 で き る 。

以下 に ， 筆者 ら の分子系統樹作成の実例 を 二つ紹介す
る o

H アリルフォリ ン 遺伝子からみたヤママ

ユガ科・ カイコガ科の系統関係

ヤ マ マ ユガ科 と カ イ コ ガ科 は 近縁の科であ り ， 絹糸昆
虫 と し て 重要で あ る 。 筆者 ら は， こ の 2 科 に属す る 見虫
を材料に体液 タ ンパ ク 質の種間比較 を続 け て い る (嶋田
ら ， 1992) 。 ア リ ル フ ォ リ ン は， 幼虫の体液中 に多量に含
ま れ る タ ンパ ク 質で， 脱皮や変態の時期 に必要 と な る ア
ミ ノ 酸の 貯 蔵 体 と 考 え ら れ て い る (TEL FER et al . ，  
1983) 。 ア リ ル フ ォ リ ン の遺伝子 は， 核 に存在 し， カ イ コ
で は ハ プ ロ イ ド ゲ ノ ム 当 た り 1 コ ピ ー と 推定 さ れて い る
(FujII et al. ， 1989) 。 こ こ で は， ア リ ル フ ォ リ ン遺伝子の
配列 に基づい て ， 上記 2 科の昆虫 の 系統関係 を検討 し た
結果 (SHIMADA e t  al . ，投稿中) を 述べ る 。

既知 の カ イ コ と タ バ コ ス ズ メ ガ の ア リ ル フ ォ リ ン遺伝
子の塩基 配列 を もと に ， PCR プ ラ イ マ ー を設計 し た 。 第
3 エ ク ソン と 第 4 エ ク ソ ン の お の お の か ら ， 塩基 配列 が

よ く 保存 さ れて お り ， し か もコ ド ン の縮退度が低 い ア ミ
ノ 酸の 配列 を コ ー ド し て い る 部分 を選択 し ， 2 種類の プ
ラ イ マ ー と し た 。 コ ド ン の縮退 を 考慮 し て ， 一方 は 16 通
り の混合物， もう 一方 は 8 通 り の混合物 と し た 。 11 種類
の 野 蚕か ら ゲ ノ ム DNA を 調製 し ， PCR を 実行 し た 結
果， 期待通 り 約 500 塩基対か ら な る PCR 産物が得 ら れ
た。 前述の 方法で PCR 産物 を ク ロ ー ン化 し， 塩基 配列 を
決定 し た 。

決定 し た 配列か ら イ ン ト ロ ン と 推定 さ れ る 配列 を 除外
し た 後， デー タ を PHYLIP に入力 し， 近隣結合法 を 用 い
て 系統樹 を 作成 し た 。 外 群と し て タ バ コ ス ズ メ ガ の配列

を 用 い た 。 遺伝的距離の計算 に は KIM URA ( 1980) の 2 パ
ラ メ ー タ 一法 を 用 い ， ト ラ ン ジ シ ョ ン は ト ラ ン ス パー ジ
ョ ン の 2 倍の頻度 で起 き る もの と 仮定 し た 。 そ の 結果，
図 1 a に 示 す 系統樹が得 ら れ た 。 100 回 の プ ー ト ス ト ラ
ッ プ (FELSENSTEIN， 1985) の後に 再度 近隣結合法 を 適用

し， 合意系統樹 (consensus tree) を 求 め た と こ ろ ， 樹形
は 同一で あ り ， 各 分岐の 支持 さ れ る 割合 は 57�100% で
あ っ た 。 一方， エ ク ソ ン の 塩基 配列 か ら ア ミ ノ 酸配列 を
推定 し ， 近隣結合法で系統樹 を 作成 し た と こ ろ ， 図 1b の
よ う に な っ た 。 ブー ト ス ト ラ ッ プ に よ る 合意系統樹 も同
じ樹形であ り ， 各分 岐の 支持率 は 15�100% で あ っ た 。

得 ら れ た 系 統 樹 を 過去 の 分 類 学 的 研 究 (MICHENER，
1952 ; 井上， 1982 ; 宮 田 ， 1970) に 照 ら し て 考 察 す る
と ， 同属 と さ れて い る すべ て の種が 近縁 で あ る こ と が裏
付 げら れ， 別属だが 近縁種 と み な さ れて い る ク ス サ ン と
ヒ メ ヤ マ マ ユの類縁性 も支持 さ れた 。 ア リ ル フ ォ リ ン遺
伝子の 配列が， 野 蚕種聞 の 近縁性の検定 に 有力 な手段 と
な る こ と が示 さ れた。 カ イ コ ガ科 と ヤ マ マ ユガ科の両科
の単系統性 も支持 さ れた。 し か し ， ヤ マ マ ユガ科の属聞
の 関係 は ， DNA か ら の 系統樹 と ア ミ ノ 酸 配列 か ら の 系
統樹で差異が あ り ， 図 に は示 さ な い が， 最大節約法で は
さ ら に 異 な る 結果が得 ら れた 。 ブー ト ス ト ラ ッ プ検定の
結果 も属間関係 の あ い ま い さ を 示 し て い る 。 ま た ， カ イ
コ と ク ワコ の 関係 に つ い て も， 配列 の差異が 少なす ぎ る
た め もあ っ て ， 明確 な結論 を示す こ と がで き な か っ た 。
今の と こ ろ ， こ れ ら の不確実 な 分 岐関係 を 無理 に 表現す
る よ り は， 多分 岐を許す樹形で系統樹 を描 く ほ う が よ い
か もし れな い。 今後， 進化速度 の 異 な る 他の遺伝子で も
塩基配列 を比較で き れ ば， さ ら に精度 の 高 い 系統樹が描
け る はずであ る 。

イ ン ト ロ ン 内部や コ ド ン の 第 3 塩基の み の比較 を 行 っ
た と こ ろ ， 同属の種や ク ス サ ン/ ヒ メ ヤ マ マ ユの 間 で は相
同性が高か っ た が， 別属聞 で は 著し く 低か っ た の で， こ
れ ら の サ イ ト では塩基置換が 飽和 し て い る 可能性 も考 え
ら れ る 。 ま た ， ト ラ ン ジ シ ョ ン/ ト ラ ン ス パー ジ ョ ン の 上じ
が， 同属内 で は 1 . 8 で あ る の に対 し ， 属間 で は 1 . 2， 科聞
で は 1 . 0 と な っ た の で， 属以上の レ ベ ル の 進化 で は 複数
回の塩基置換が起 き て い る こ と がわ か る (DESALLE et al . ，  
1987) 。 属間関係 の分析 に は ア ミ ノ 酸配列 の 系統樹の ほ う
が適 し て い る か もし れ な い が， 得 ら れた 配列 は 121 ア ミ
ノ 酸残基 と 短い の で， よ り 長 い 配列 を比較す る 必要があ
ろ う 。

皿 ミトコ ン ドリアDNAからみたアゲハ

チョウの系統関係

ア ゲ ハ チ ョ ウ 科 は ， 成虫の 美麗な 姿に 惹か れ る 愛好家
が多 く ， 鱗麹目 昆虫 の 中 で は比較的分類上の知見の 豊富
な科で あ る 。 最 近， 海外では DNA レベル か ら も系統解析
が試み ら れ始 め て い る (SPERL ING， 1993 a ，  b ; MARTIN and 
PAS HLEY， 1992) が， 本邦産の種で は ま だ行わ れて い な し'0
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図 - 1 アリルフォリン遺伝子の塩基配列から推定したヤ
ママユガ科・ カイコガ科の系統樹

枝の長さは進化的距離に相当する.各校の上の数字は

ブートストラップによる支持率(%l. a :塩基配列

から近隣結合法で作成した系統樹. b :アミノ酸配

列から近隣結合法で作成した系統樹.

学名は， Bombyx mandarina Japan 本邦産クワ

コ， Bombyx mandarina China 中国産クワコ，

Samia cynthia 門icini エリサン， Samia cynth勿

pryeri シンジュサン Antheraea yamamai ヤ
ママユガ， Antheraea pernyi サクサン，

Dictyoρloca japonica クスサン Caligula

boisduvalii ヒメヤママユ， A ctias artemis オオ

ミズアオ，Actias selene 台湾産オナガミズアオ，
Rhodinia fugaxウスタピガ， Bombyx mori カイ

コ， Manduca s町ta タバコスズメガ.

ア ゲ ハ チ ョ ウ 科の 昆虫で は ， 従来， 分子生物学的研究が
あ ま り 行われて お ら ず， 既知の遺伝子 配列がほ と ん ど存
在 し な い。 こ の よ う な状況の下で分子系統学的研究 を 開
始す る 場合， ミ ト コ ン ド リ ア DNA は 扱 い や す い対象で
あ る 。 ミ ト コ ン ド リ ア は すべて の真核生物 に 存在 し ， コ

ピ ー数 も 多 く ， そ の ゲ ノ ム に 含 ま れ る 遺伝子の種類 も お
よ そ 同 じ だ か ら で あ る 。 E甫乳動物で は ミ ト コ ン ド リ ア
DNA が核の遺伝子 よ り も 速 く 進化す る と い わ れて い る
が， 昆虫 に は あ て は ま ら な い (PASH LEY and KE， 1992) 。
筆 者 ら は ミ ト コ ン ド リ ア DNA の 16 S リ ボ ソー ム
RNA コ ー ド 領域 に 着 目 し ， 系統分析 に 着手 し た (嶋田
ら ， 未発表) 。 こ の領域 は ， ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 中 で
も 比較的進化速 度 の 遅 い 領域 で あ り ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パ
エ， ヨコ バ イ お よ びプ ユの 系統分析で も 利用 さ れて い る
(DESA LLE et al . ，  1987 ; DESA LLE et al . ，  1992 ; FANG et 
al . ，  1993 ; XIONG and K OCHER， 1991 ) 。 筆者 ら は 16 S 
RNA の後半部分約 580 塩基対 を PCR で増幅し た 。 シ ョ
ウ ジ ョ ウ パ エ ， ヒ ト ス ジ シ マ カ ， マ ウ ス の 配列 を 比較
し， よ く 保存 さ れて い る 部分 を 用 い て プ ラ イ マ ー を設計
し た 。 3 種で異 な る 部分 は混合サ イ ト と し た 。

4 種の ア ゲノ、チ ョ ウ で 配列決定 さ れた塩基数 は ， 524 な
い し 529 塩基対であ っ た 。 A と T が非常 に 多 しあ わ せ
て約 77% で あ っ た 。 AT 含量が多 い の は昆虫の ミ ト コ ン
ド リ ア ゲ ノ ム に 共通 に 見 ら れ る 特徴 で あ る 。 配列 の整列
は， 以後の 系統樹作成 に お い て 外 群と し て 用 い た ヤ ガ科
の 争odoρtera frugiPerda の 配列 と 一 緒に 行 っ た 。 ま た ，
塩基の 欠 失や挿入 を 考慮 し な が ら 整列 さ せ た 。 そ の結果
を PHYLIP に入力 し て ， 各種系統樹の 作成 を 行 っ た 。 遺
伝的距離の計算で は， ア リ ル フ ォ リ ン遺伝子 と 同様 に ，
ト ラ ン ジ シ ョ ン が ト ラ ン ス パー ジ ョ ン の 2 倍の頻度で起
き る も の と し た 。

図2 の 系統樹 は ， 最 尤法で描い た 。 枝 の長 さ は ， 進化
的距離 に比例す る 。 Spodoptera を 外 群と み な す と ， ル ー
ト の位置 は 系統樹の左端 に な る 。 つ ま り ， ア ゲ ハ チ ョ ウ

科の共通 祖先か ら ， ま ず ウ ス パ シ ロ チ ョ ウ が， 次 に ア オ
ス ジ ア ゲ ハ が， そ し て 最後 に ナ ミ ア ゲ ハ と ク ロ ア ゲ ハ が
分化 し た と い う 分 岐プ ロ セ ス が推定 さ れ る o 100 回 の ブ
ー ト ス ト ラ ッ プの結果 は ， ア オ ス ジ ア ゲ ハ の分 岐を 78%
の信頼性で， ナ ミ ア ゲハ と ク ロ ア ゲハ の分 岐を 98% の信
頼性で 支持 し た 。 こ の推定 は ， 従来の 分類学的知見 (阿
江， 1986) と 一致す る 。 最大節約法や 近隣結合法 に よ る
系統樹 も ， お お む ね最 尤法の結果 に 一致 し た 。

お わ り に

以上， 二つ の 見虫 群での分子系統樹作成例 を述べ， ア
リ ル フ ォ リ ン遺伝子や ミ ト コ ン ド リ ア DNA が 鱗麹目 見
虫の 近縁種間 の 系統解析 に 有用 で あ る こ と を 指摘 し た 。
前 者 は 核 に コ ー ド さ れ て お り ， 後者 は細胞質 に 存在 す
る 。 前者 は タ ンパ ク 質 を コ ー ド し て い る が， 後者 は RNA
を コ ー ド す る 。 こ れ ら の差異が， 系統解析の結果 に違 い
を生ず る 可能性が あ り ， で き れ ば同ーの材料で複数の核
の遺伝子， ミ ト コ ン ド リ ア DNA を 調べ る こ と が望 ま し
い。 現在 の と こ ろ ， 核の遺伝子 を 用 い た 系統解析 は， 昆
虫では あ ま り 多 く な し 特 に 単一 コ ピ ー の遺伝子 は例が
少 な い。 今後ア リ ル フ ォ リ ン遺伝子以外 に も 多 く の遺伝
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Papilio xuthus 

Papilio proten四r

Parn田siusglacialis 

Spodoptera向♂'perda
. 0.05 

図 - 2 ミト コ ン ド リ ア DNA の塩基配列 か ら最尤法で推
定 し た ア ゲハ チ ョ ウ 科の系統樹

校 の長 さ は 進化的距離に比例す る . 各 枝 の上の数 字 は
ブー ト ス ト ラ ッ プに よ る 支持率(%) .

学 名 は ， Papilio xuthz括 ナ ミア ゲ ハ ， Papilio 

ργotenor ク ロ ア ゲノ、， GraPhium sarpedon ア
オ ス ジ ア ゲノ、， Par百哩ssius glac必lis ウ ス パシ ロ チ
ョ ウ ， Spodoptera frugiperda ヤガ科の一種.

子で進化速度の推定がな さ れ る よ う に な れ ば， ど の よ う
な遺伝子が ど の よ う な分類階 級の 系統解析 に適 し て い る
の か， わ か っ て く る だ ろ う 。 た だ し ， DNA の 系統樹は，
あ く ま で遺伝子 の 系 図 で あ り ， 種や集 団 の 系 図 で は な
い。 特に 近縁種 に お い て は， 種内変異 と 種間差異の 関係
に 注意 し な げればな ら な い (HARR lSON ，1991) 。 遺伝子 に は
コ ピ ー数が複数 あ る 場合があ り ， コ ピ ー 聞 に 変異が見 ら
れ る 場合があ る こ と (TROSTER et al. ， 1990) も知 っ て お く
必要があ る 。

昆虫の分子系統学は， こ れか ら さ ら に盛ん に な る と 思 う
が， 分子系統樹の作成 は 昆虫の進化 と 分化の機構 を 知 る
た め の第一歩 に す ぎ な い 。 系統樹 を 軸と し て ， 遺伝子の機
能 を 追求す る 分子生物学 と 集団 に お け る 遺伝子の動態 を
解析す る 集団遺伝学が連携 し ， 適応進化や分 岐進化 な ど
の 未解決の 問題 を 解明 し て ゆ く こ と に な ろ う 。 本稿で は，
害虫管理や環境保護な ど応用面での分子系統学の 役割を
述べな か っ た が， 関心の あ る 方 は PASKEWIT Z and COLL lNS 
(1990) や V ∞LER et al. ( 1993) な ど を参照 さ れた い。

な お ， 本稿で述 べ た 研究結果 は ， 栗本 康行， 笹部 哲
郎， 望 月 淳， 小林正 彦の 各位 と の 共 同研究 の成果であ
る 。 星崎杉彦氏か ら は 貴重 な コ メ ン ト を い た だ い た 。
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昆 虫 の食細胞と生体防御
わ

埼玉 医科大学短期大学臨床検査学科 免疫学 和

は じ め に

食 縮胞 (phagoc yte) は ， 動物すべて に基本的 に備わ っ
た生体防御担当細胞であ り ， 非 自 己 (nonself) の物体が
粒子状の場合 に 文字ど お り そ れ を 貧食 し て細胞質内 で消

化 ・ 殺菌す る 細胞であ る 。 こ の意味で食細胞 は系統発生
的 に 最 も古い起源 を持ち ， ア メ ーパの よ う な原生動物か

ら 人間の マ ク ロ フ ァー ジ に 至る ま で， 非特異的な細胞性

防御反応 (cellular defense reaction) に 関与 し て い る

(和合， 1986) 。 人間の よ う な 晴乳動物の場合， マ ク ロ フ

ァー ジ は異物の 貧食 ばか り で は な く ， T リ ンパ球への抗
原 提示能， イ ン タ ー ロ イ キ ン ・ I や 腫療壊死因子な どモ

ノ カ イ ン分 泌能， ガ ン細胞 を 攻撃す る 抗 腫蕩活性 な ど，

数多 く の 防御機能 を持 ち ， 生命維持 に 不可欠 な細胞 と し

て位置づ け ら れて い る 。 昆虫類 も例外で は な く ， 体 腔中

を流れ る 体液 に 食細胞が含 ま れ， 侵入す る 外来性異物 を
貧食 (phagoc ytosis) に よ っ て 処理 し て い る 。

昆虫類の 中 に は， ハ エ の 幼虫 の よ う に微生物が増殖 し

て食物が腐敗 し て い る 環境下で立 派に 発育で き る 種類が

数多 く 存在 し て い る 。 な せ 9ハ エ 幼虫 は微生物感染 を 免れ

る こ と がで き る の だ ろ う か。 こ の 間い に対す る 答 え は生

体防御の観点で重要で あ り ， 新た な知見 は 医学分野での

エ イ ズ を起 こ す HIV や MRSA (抗生物質 耐性の黄色ブ

ド ウ 球菌) な ど に よ る 治り に く い感染症の克服， 農学分

野での植物病原体の 駆除 な ど に も応用 で き る 可能性があ

る 。 そ の理由 は ， 今 日 のバ イ オ テ ク ノ ロ ジ ーの技術 を 駆

便す れば， あ る 昆虫 由来の 防御物質 の遺伝子 を組み込ん

だ形質転換動物や， 形質転換植物 を 作出 す る こ と がで き

る し ， 細菌 に よ っ て有用 な 防御物質 を 医薬品 と し て 得 ら
れ る か ら で あ る 。

本稿で は ， 昆虫 の食細胞が関与す る 生体防御反応 を ， フ

ェ ノ ー ル 酸化 酵素前 駆体活性化系， レ ク チ ン の産生， 抗

菌物質の産生 な ど， 液性の 防御反応 (humoral defense 

reaction) と 関連づ け な が ら ， そ の 重要性 に論点を 当 て る
と 同時 に ， 今後必ず注 目を 集め る で あ ろ う 昆虫 の生 体防
御 に よ る 害虫防除 に つ い て も考察 し て み た い。

I 昆虫の食細胞と は何か

昆虫 の体液 (hemol ymph) は， 背脈管 の ポン プの カで

Insect Phagocyte and Host Defense. By Haruhisa W AGO 
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頭部 側の 出 口 よ り 全身 に 分配 さ れ， 再び後部 の 入 口よ り
背脈管 に 入 っ て く る 。 カ イ コ 幼虫 を材料 に ど ん な血液細
胞 (blood cell) あ る い は血球 (hemoc yte) が存在す る
か を 調べ る と ， 5 種類の血球種が存在 し て い る こ と がわ
か る 。 そ れ ら は 原 白 血球 (prohemoc yte) と い う 球状で
表面が滑 ら か な血球， 小 球 (spherule) と い う 大型 穎粒 を
数 多 く 持 つ た め 表 面 が ゴ ツゴ ツし た 小 球 細 胞
(sp heruloc yte) ， ア メ ーパの よ う に伸展 し て 唯一運動能
を 示 す プ ラ ズ マ細胞 (plasmatoc yte) ， 細胞質 に 大小の 頼
粒 を 持 ち 付着す る と 糸状突起 (filopodia) を 伸長 さ せ る
頼粒細胞 (granuloc yte) ， そ し て 一番大 き く 細胞質 内 に
三ヶ月 型構造 を持つ エ ノ シ ト イ ド (oenoc ytoid) であ る
(AKAI and SATO ， 1971 ) 。 こ れ ら の血 球種の 割合 と 形態

は， 個体発生 の 中 で， 特に 変態 と 関連 し て 変化 し ， 頼粒

細胞 と プ ラ ズ マ 細胞 の 変動 は 著し い (和合， 1985) 。 こ れ

ら の血球 に 加 え ， シ ス ト サ イ ト (c ystoc yte) と 呼ばれ る

晴乳動物の肥満細胞 (mast cell ) に類似す る 血球 を持 つ

昆虫 も知 ら れて い る (PRICE and RATCL lFFE ， 1974) 。

カ イ コ の 場 合 ， こ れ ら の 血 球 は 胸部 の 麹芽 ( wing
disc) に 近接 す る 部位 に あ る 造血器官 (hematopoietic

organ) で作 ら れ， 成 熟分化後 に体液中 に 放出 さ れて い る

こ と が， オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 研究 で判明 し て

い る (AKAI and SATO ， 1971 ) 。 ま た ， 体液中 の 原 白血球や

頼粒細胞 は細胞分 裂す る 能力 が あ り ， 分 裂中 の血球 を し

ば し ば観察す る こ と がで き る 。

一般的 に ， 昆虫の血球 に よ る 細胞性防御反応 は ， ①小

型の侵入異物 を 貧食 に よ っ て 処理す る 食作用， ②細菌感

染の際に細菌 を 貧食 し た食細胞 同士が集合 し て ノ ジ ュ ー

ル (小節) を形成す る ノ ジ ュ ー ル形成 (nodule forma ­

tion) ， ③ 貧食 で き な い大型 の 異物 を 複数 の 血球が反応

し ， 包囲 し て 生体 内 隔 離 す る 包囲 化 ( 被 包化 ) 作 用

(encapsulation) ， の三つ の タ イ プが あ る (SALT ，1970) 。

カ イ コ 体 腔内 に 動物の赤血球や大小の ラ テ ッ ク ス 粒子

を注入 し て ， 経時的 に血球 を 採取 し た 後， 細胞性防御反
応を観察す る と ， 頼粒細胞が 貧食 能や包囲化初期反応 を
示 し ， プラ ズ マ細胞 は 包囲化過程 に 関与す る に す ぎ な か

っ た (WAGO ， 1980 a ，  b) 。 多 く の 昆虫種で同様の実験 を 行

っ て みた結果， 頼粒細胞が異物 を食作用 に よ り 積極的に
排除す る 食細胞で あ る こ と が判明 し た 。 こ の食作用 は異

物への付着， 糸状突起の伸長 お よ びベ ー ル状膜突起の伸

展 に よ る 細胞質 内への取 り 込み と い う 三つ の過程か ら 成

一一9 一一一



324 植 物 防 疫 第 48 巻 第 8 号 (1994年)

世

d 
図-1 カイコ幼虫 の頼粒細胞に よ る 食作用を示す電子顕

微鏡写真
食作用は付着した ヒツジ赤血球(s)に対する 糸状突起

の伸長(a)， ベール状腺突起(矢印) の伸展(b， c) 
そ して細胞質内へ の完全な取り込み(d)から成り立

ってい る .

り立っていた。 一方， 包囲化の 初期反応にも頼粒細胞は
関与し， 脱穎粒化によりプラズマ細胞に反応する走化性
因子が放出され， この 2種の血球が連携プレーをとって
大型異物に反応することも示された ( W.�GO， 1 992 a)。

H 昆虫の食細胞機能をどのように発現させるか

カイコの血球を生体外で培養すると， 頼粒細胞は糸状
突起を 放射状に伸長させて付着する。 一方， プラズマ細
胞も膜状突起( J ameIlipodi a)と糸状突起を組み合わせな
がら伸 展させてアメーパ状に付着する性 質 を持ってい
る。 生体内でみられた穎粒細胞の食作用が生体外でも発
現できれば， 生体防御機能をより深く研究することがで
きるだ ろう。 そこで温度と細胞質突起の機能阻害 剤を組
み合わせて， 機能発現法を検討した。

その結果， 頼粒細胞とプラズマ細胞の糸状突起機能は
低温とサイトカラシンBという 微小線維阻害 剤で抑 制

されること川rAGO， 1 982)， プラズマ細胞の膜突起機能は
低温と 微小管阻害 剤のビンプラスチンとかコJレヒチンで

抑 制されることが判明した( WAGO， 1 990)。この知見を基
礎に， 穎粒細胞を 低温下で付着のみ引き起こしておき，
そこに異物を加えてから適温下に温度をシフトさせる

と， 付着した異物に糸状突起が{申長して生体内と同 様の
食作用が発現した( WAGO，1 984 )。したがって， 頼粒細胞
の突起が異物に対して連続的に伸長し， その過程で何ら
かの異物シグ ナ1レを量的に獲得することが， 食作用とい
う細胞行動を引き起こす上で重要であると思われる。 こ
の局面はH甫乳類や鳥類の腹腔マクロファー ジの非特異的
食作用の発現 様式と類似していた。

皿 フェノール酸化酵素前駆体活性化系は

食細胞機能に影響するか

昆虫類や甲殻類には， 黒色のメラニン色素が生体外の
体液や傷口にすぐに形成される現象が観察される。 この
色素はドーパとかチロシンのようなフェノール性物質が
フェノール酸化酵素(PO) によって酸化され， ドーパキ
ノンやドーパクロー ムを経て形成される。 この 系は細菌
細胞壁のペプチドグリカンや酵母， 真菌の細胞壁に存在
するか1，3 …グルカンなどによって活性化されるので，生
体防御と深く関係していると考えられていた。

ペプチドグリカンや万一 1，3 ーグルカンを持つ 微生物が
昆虫の体内に侵入すると， これらの成分 ( エリシター)
を特異的に認識するタンパク 質が結合する。 その結果，
セリン型プロテアーゼが活性化され，次に，POの前駆体

(proPO) が活性化されてPOが生じ， 前述の反応、が進 行
してメラニン色素ができると 解釈されている ( 芦田，
1 988 )。

この生化学的反応(POの存否 )が頼粒細胞の食作用に
影響するか否かを， プロテアーゼ阻害 剤と酸化酵素阻害
剤を使うことによって調べた結果， 頼粒細胞の付着反応

はプロテアーゼ阻害 剤の存在下で完全に抑 制されること
が判明した( WAGO and ICI-III<AWA， 1 988 )。しかし， 酸化酵
素阻害 剤は付着反応にほとんど影響しなかった。 したが
って，POが生成する 系ほど，頼粒細胞の付着は 促進する
ことになる。 このことは， ß-1，3 グルカンを前処理して
おくと食作用が 促進すること， キタラーゼ ( β1，3 ーグル
カ ナーゼ )で β-1，3 ーグルカンを除去した酵母プロトプラ
ストに対する食作用は遅れることなどの実験からも裏つ。
けられた (和合， 1 994 )。

なお， プラズマ細胞の付着反応はセリン型プロテアー
ゼの阻害 剤に影響を受けることはなく， POの存在には
左右されなかった。しかし，EDTAなどC a2+キレート 剤

の存在下では付着反応は阻害されたので， プラズマ細胞
の付着にはCa2+が不可欠である ( WAGO，1 990) 0 
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異物(βー1.3-グルカン司 ペプチドグリ力ンを含む物体)や自己の細胞が疲れた部分

i ß-I.3-�)L-:t.Jy ぺプチ問力ン >2 ß-I.3-�ル力ンやペプチドグ')力ン結合体 l
� 

セリンブロテアーゼ一一--活性化プロテアーゼ

o 

↑ 給 A弐 異的付着

チロシン

ドーパ

ド パキノン

ドーパクローム

メラニン
頼糊胞った

記酸化 。

頼粒細胞による食作用・

初期包囲化作用

細胞障害憲性

図-2 フェノ-)レ酸化酵索前島区体活性化系と頼粒細胞の初期付着反応の相互作用を示す重要な

生体防衛l機械の様式図

図-3 フェノーノレ酸化隊紫を含む体液で処理した蛍光色

紫 (FITC)標識ラテックス粒子はカイコ矧粒細胞に

早く捕食される (光っている部位は捕食された粒子)

昆虫には脊椎動物の抗体や 補体は存在しないので， 異
物と食細胞を橋渡しする分子は存在しないと考えられて
いたが，proPO 系が異物への付着を 促すと考えると， 昆
虫の生体防御にとって その 系は非常に重要な意義を持っ

ていると思われる。

W 食細胞機能は レクチン分子と関係があるか

レクチン (Iectin) は動植物に広く存在する細胞凝集性
の糖タンパク質で， 結合部位が 多価であるためにレクチ
ンを介して細胞同士が凝集する。 このレクチンが昆虫に
おいても生体防御 系の物質として役割を果たしている。

カイコを材料にレクチンの存否を調べると， ヒツ ジ赤
血球や ヒ トO型 赤血球を強く凝集する活性が 脱皮や変
態の ス テー ジに 出 現す る こ と がわか っ た (和 合 ，

1 993 )。この個体発生での出現はエク ジステロンなど変 態
ホルモンの 制御下にあり， 興味深いことに食細胞である

最近，proPO活性化 系に存在する穎粒細胞の付着を 促 穎粒細胞によって作られている (和合， 1 992 )。この知見
進する因子を検討した結果， 限外滅過とSDS-PAGEに は結殺実験やホルモン注入実験， あるいは分画した穎粒
よる 解析から分子量が約 70Kのタンパク質に付着活性 細胞を用いた培養実験などから明らかにな った。 さら
のあることを見出した。 カ イコのproPOは分子量80K に， モンシロチョ ウやス ジグロシロチョ ウの場合， 頼粒
の約0.15%のCuを含むタンパク質で， セリンプロテア 細胞自身にもレクチン活性の出現と平行してレクチン反
ーゼによって 分子量が70KのPOへと転換する (芦 応性のレセプターが強く誘導されること を見いだした
回， 1 988)。 この意味で， PO自体が付着 促進因子である (和合， 1 982)。 これらの 事実から， レクチンが凝集した

と考えられる。 里�種細胞は効率よく食細胞にトラップされ， 異物排除が
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促進されている。
カイコのレクチンは分子量が約2 60Kの糖タンパク

質で， 低濃度のへパリンやグルクロン酸によって活性が
阻害される (SUZUKJ and NATOJlI， 1985)。 一般に， 昆虫レ
クチンは各 種の糖類によって抑制される性質を持つの
で， 糖存在下で異物の凝集は阻害される。 例えばセンチ
ニクパエのレクチンはガラクトースに親 和性があり， 体
表に傷をつけてレクチンを誘導した後にこの糖を注入す

ると， 異物排除が抑制される(KOMANO and NATORJ， 
1985)。この観察からもレクチンの防御機能を知ることが
できる。

さてカイコの場合， レクチン活性が見られないステー
ジに異物を注入してレクチンが誘導されるか否かを調べ

ると， 食作用の生じやすい異物粒子ほど早くレクチン活
性が一過性に誘導されることが判明した(和合， 1992)。
したがって， 食作用を引き起こした穎粒細胞は， レクチ
ンを合成できると考えられる。 しかし， 誘導されたレク
チン活性は72時間後には消失したので，活性が長く維持
されるような性質はみられない。

以上より， レクチンは個体発生の中で組織構築が生じ
るときに出現するばかりではなく， 異物の侵入によって
頼粒細胞の食作用が発動するときにも生合成されると考
えられる。 なお鱗麹目昆虫の頼粒細胞は幼虫期の発育に
伴い， その数が増加するが， 踊化すると数は箸滅する。
しかし， そのとき大きさが増大してレクチンに反応する
レセプターも獲得するので， この生物現象は生体防御反
応のスイッチングと考えられる (\ベr!lGO， 1992 b)。

A 

圃圃申酔

8 

圃圃・ー

V 食細胞機能は抗菌物質の誘導と関係が

あるか

細菌， ウイ/レス， カビなど， 微生物の大部分を占める
病原体をいかに攻撃できるかが， 生命の維持に重要であ
る。 昆虫においても病原体の感染を阻止する作用をもっ
防御因子が存在し， 液性の防御反応に関与している。

一般的に， 昆虫にみられる感染防御物質による液性反
応は非特異的であり， その産生に二次の既往反応は観察

されていない。 しかし， 昆虫に記憶を伴う特異的液性反
応、が存在することを証明する結果も， 溶血性や呼吸酵素
系に関与するホスホリバーゼA2をトキソイドとして注
入したワモンゴキブリの実験から得られている(RHEJNS
and KARP， 1984)。 したがって， 異物の質的相違が二次液

性反応の特異性 や効率性に影響しているように思われ
る。

さて， カイコの場合， 抗菌性を示す 3� 4種類の物質が
体液中に存在し， その中でも塩基性物質の活性が高く細
菌の細胞膜に機能障害を与えることが知られていた (菊
地，1980)。最近，カイコにもセクロピア蚕で見いだされた

と同じセクロピンやアタシンという抗菌タンパクが存在
していることが判明している(谷合ら， 199 3)。 セクロピ
ア蚕には分子量4 Kのセクロピンと分子量20� 30Kの
アタシンと い う抗菌物質が単離されており(BOMAN et 
al.， 1985)， この遺伝子はセンチニクパエの抗菌タンパク

質であるザノレコトキシンの遺伝子に類似している。 一連
の昆虫で発見された抗菌物質は共通する構造的特徴をも

レクチン活性 抗菌活性

図-4 カイコの終齢幼虫を結殺後， 永続幼虫(A)と永続蜘(B)を作り， ヒトO型赤

Itr[球に対するレクチン活性と抗菌活性を調べると，永続柄において両活性が出現

する.

一一- 12 一一一



昆虫の食細胞 と 生体防御 327 

卵 (embryo) 幼虫 婿 成 虫

| 個体鮭 | ち に ー も 』 持
形態形成

/' \ 
レ ク チ ン 抗菌 タ ン パ ク 質 食細胞 ( 頼粒細胞)

\ / 

異物の排除

E

 
異物の侵入

図 - 5 カ イ コ の レ ク チ ン と 抗菌 タ ンパ ク 質は個体発生の中 で脱皮， 変態 と 関連 し て 出現す る ばか
り でな く ， 異物の侵入で食細胞 に よ る 貧食作用 が生 じ た 後 に も 誘導 さ れ て く る .

つ の で， 普遍的 に 多 く の 昆虫 に 存在す る 可能性があ る 。

カ イ コ で見 い だ さ れ る 抗菌物質 は個体発生 の 中 で は レ

ク チ ン の 出現 と 一致 し て脱皮や変態時 に誘導 さ れて く る

(和合， 1993) 。 大腸菌 に対す る 増殖阻止効果 を指標 に ，
カ イ コ の抗菌物質が 穎粒細胞 に よ る 食作用 と 関連 し て誘

導 さ れ る か否か を調べた結果， レ ク チ ン の誘導 と 同 じ よ

う に食作用 を 引 き 起 こ す異物粒子 ほ ど よ り 早 く 抗菌物質

を誘導す る こ と がわ か っ た 。 こ の こ と は生体防御の観点

で細胞性防御反応 と 液性防御反応が連動 し て い る こ と を

示 し て い た。 抗菌物質 は レ ク チ ン の誘導 に 引 き 続 い て産

生 さ れ， レ ク チ ン よ り も長 く 活性が維持 さ れて い た。

大腸菌な ど グ ラ ム 陰性菌の細胞壁 に は 内 毒 素 と し て リ

ポ多糖体 (LPS) が存在 し て い る 。 こ の LPS を注入す る

と ， 同時に 抗菌物質が誘導 さ れ る 。 もし LPS が 頼粒細胞

に 貧食 さ れた大腸菌か ら 遊離 し ， そ れがエ ク ソサ イ ト ー

シ ス で 頼粒細胞か ら 体液中 に 放出 さ れ る の で あ れば， 食

作用 に よ る 抗菌物質産生 もう ま く 説明がつ く と 思われる。
事実， そ の予想、 ど お り に 大腸菌 を 取 り 込 ん だ カ イ コ 頼粒

細胞 は LPS を 放出 し， こ の LPS で脂肪体か ら 抗菌物質
が産生 さ れ る こ と が判明 し た (TANIAI et al . ，  1991) 。 な

お， グ ラ ム 陽性菌の細胞壁 に 多 く 存在す る ペ プチ ド グ リ
カ ン も同様 の 誘 導効 果 を 持 っ て い る の で ( 山 田 ら ，

1992) ， 頼粒細胞 に よ る 細菌の食食→消化→LPS や ペ プ

チ ド グ リ カ ン の 放出→脂肪体→抗菌物質 の遺伝子活性化

と そ の産生 と い う 生体防御の 流れが， 昆 虫 の体内 で生 じ

て い る と 考 え ら れ る 。

VI エ ノ シ ト ノ ドや小球細胞 も 生体防御 に

関与 す るか

カ イ コ の エ ノ シ ト イ ド や小球細胞 は 頼粒細胞や プラ ズ
マ細胞 と は異 な り 付着能 は な く (WAGO， 1981) ， こ れ ら の
血球が生体防御機能 を持 っ て い る な ど と は以 前 は考 え ら

れて い な か っ た 。

既述 し た よ う に ， proPO 活性化系 は 頼粒細胞の初期防

御反応 で あ る 付着反応 を 促進す る が， こ の proPO そ の

もの を エ ノ シ ト イ ド が主 と し て 生合成 し て い る こ と が金
コ ロ イ ド 粒子 を標識 し た 抗 proPO 抗体 を 用 い て 証明 さ

れた (IwAMA and ASHI DA， 1986) 。 カ イ コ の エ ノ シ ト イ ド は
細 胞 内 で合成 し た proPO を 血築 中 に 分 泌し て い る の

で， 採血 し た 体液 は メ ラ ニ ン色 素形成 に よ っ て す ぐ に黒

化す る の であ る 。 一方， エ ノ シ ト イ ド が異物侵入です ぐ

に細胞崩嬢 し て proPO を 放出 す る よ う な 反応系 を 持 つ
昆 虫 も存 在 す る こ と が 判 明 し た (K URIHARA et al . ，  

1992) 。 ノ、ス モ ン ヨト ウ の エ ノ シ ト イ ド が こ の タ イ プで，
生体外 に 取 り 出 し で も同 様 の 崩壊が 1 分間 以 内 に 生 じ
る 。 こ の細胞崩壊反応 は こ の種 に と っ て重要であ り ， 崩
壊 に よ っ て proPO 活性化系が作動 し ， 穎粒細胞 の細胞

性反応が発動す る よ う に な っ て い る 。
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さ ら に ， 小球細胞 は 頼粒細胞 と 同 じ く ， 血築中 に ペ プ

チ ド グ リ カ ン や か 1 ， 3- グ ル カ ン を認識す る 認識 タ ン パ

ク 質 を 合成 し て い る (ASHI DA et aL， 1988) 。 こ れ ら の認識

タ ン パ ク 質 が細 菌 の ペ プチ ド グ リ カ ン や カ ビ の か1 ， 3ー

クe ル カ ン と 結合 し て proPO 活性化 系 が動 く の で， 小球

細胞 も 生体防御 に 深 く 関係 し て い る と 考 え ら れ る 。

咽 昆虫の生体防御機構の制御 は可能か
一一ーお わ り に一一ー

頼粒細胞 に よ る 細胞性防御反応 と proPO 活性化系，
レ ク チ ン あ る い は 抗菌物質 な ど に よ る 液性 防御反応 は

個 々 に 独立 し て 異物 に 対抗 し て い く と 考 え ら れ て い た

が， 実 は密接 に 両者が連動 し て ， 特 に 頼粒細胞の細胞行
動が液性防御反応 を効率的 に誘導す る 上で重要であ る こ

と が判明 し た 。 今後 こ う し た 知見 を基礎 に 昆虫 の生体防
御機構 を制御 し て ， 害虫の効率的防除や家畜化 に よ っ て
弱体化 し た有益昆虫の積極的保護を 実行す る こ と が望 ま
れ る 。

筆者 は以前， 害虫防除 に 当 た り ， ①昆虫の皮膚 に存在

す る 低 級脂肪 酸を 除 い て 糸状菌 に よ る 感染 を 高 め る こ
と ， ②正常 な消化管 内 の微生物が作 る ミ ク ロ フ ロ ー ラ を

変化 さ せ て感染性 を 高 め る こ と ， ③体液中 の レ ク チ ン や

感染 防御物質 の 産生 を 抑制 し て 防御能 を低下 さ せ る こ
と ， ④proPO 活性化系 を抑制 し て食細胞反応 を低下 さ せ

る こ と ， な どが き わ め て 重要であ る こ と を指摘 し た (和

合， 1984) 。 今後 こ れ ら を 考慮 し つ つ ， さ ら に 頼粒細胞機
能 を抑制す る 方法 を み い だせ ば， 自 然界で害虫 の生体防

御機能 を抑制す る こ と がで き ， 農薬 を使 う こ と な く ， 単

な る 土壌微生物 に よ る 日 和見感染症で害虫 を死に追いや

る こ と がで き る で あ ろ う o こ の 実現が筆者の夢であ り ，
近い将来可能 に な る も の と 期待 し て い る 。

こ の観点で今後検討すべ き 重要な昆虫の生体防御抑制
因子 と し て ， 寄生蜂の雌 に 由来す る DNA を持つ ポ リ ド

ナ ウ イ ル ス と 毒液 が あ る 。 さ ら に テ ラ ト サ イ ト 由 来 の

proPO 活性化抑制因子 も 注 目 さ れ る 一 候補で あ る 。 こ れ

ら の 因子の精製 と 遺伝子解析が進 め ば， 今 日 あ る バ イ オ

テ ク ノ ロ ジ ー の技術で抑制因子の大量生産が可能 に な る

と 思わ れ る 。 ポ リ ド ナ ウ イ ル ス は最 近， 昆虫の 穎粒細胞

に侵入 し ， 付着能 を低下 さ せ て DNA 断片化 を伴 う ア ポ

ト ー シ ス ( プ ロ グ ラ ム細胞死) を誘導す る こ と が報告 さ

れて い る の で (PECH and STRAN D， 1993) ， 益々 注 目 に値す

る 抑制因子 に な る だ ろ う 。 ま た ， 昆虫 に病原性 を示す糸
状菌 に 由来す る 生理活性物質の 中 に も ， 穎粒細胞の異物

認識や包囲化作用 を 阻害 し た り ， proPO 活性化系 を 抑制
す る 物質が存在す る の で (HUXHAM et aL ，  1989) ， こ の 方
面の研究 も 重要 に な る だ ろ う 。
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特集 . 昆虫バイオ ( 4 )

昆虫の抗菌 タ ンパク質 と そ の利用
農林水産省 蚕糸 ・ 見虫農業技術研究所 谷合幹代子 ・ 山 川 稔

は じ め

無脊椎動物の進化の頂点 に 位置す る 昆虫 は， 脊椎動物

に お 砂 る 免疫系で主 役を演ず る 抗原 ・ 抗体反応 を持た な

い。 そ の代わ り に ， 細菌 に 対 し て 非特異的 に働 く 抗菌物

質の う ち ， 特 に 抗菌 タ ン パ ク 質類 を 発達 さ せ て き た 。 こ

れ ら の タ ンパ ク 質 は， 細菌の侵入 に 伴い一過的 に体液中

に分 泌さ れ る 主要 な液性防御反応因子 と し て 注 目 さ れ，

そ の研究が世界各地で急速 に 進 ん で い る 。 こ れ ら の タ ン

パ ク 質の構造や遺伝子解析， さ ら に タ ンパ ク 質の改変な

どの分子的研究成果 は ， 産業面への利用か ら も 大 き く 期

待 さ れて い る 。 本稿で は ， こ れ ま で に 分離 さ れた ， 主 な

抗菌 タ ン パ ク 質 と そ の作用 メ カ ニ ズ ム に つ い て 紹介 し，

そ れ ら の 活 用 面 で の 可能性 と 基礎研究 の将来 を 展 望 す

る 。

I 島虫抗菌 タ ン パ ク 質の発見

昆虫の ク チ ク ラ に 抗 カ ビ物質 と し て リ ピ ド が存在す る

こ と や， 体液中 に リ ゾチ ー ム が存在す る こ と は， 古 く か

ら 知 ら れて い た 。 そ の他， ミツバ チ の メ リ チ ン， ス ズ メ

パチ や ア シ ナ ガパチ の マ ス ト ラ パ ン類 な ど， 複数の ハ チ

が毒ペ プチ ド を持 っ て い る こ と は よ く 知 ら れて い る 。 最

近で は ミ パエ の一種の雌成虫 の生殖器付属腺 に抗菌ペ プ

チ ド が存在す る こ と が報告 さ れた 。 こ れ ら の抗菌物質 は

生体防御機構のーっ と は い え ， い ずれ も 常在性の も の で

あ る 。 そ れ に 対 し ， 細菌の侵入 に 対 し誘導 さ れ る 積極的

な防御因子 と し て ， リ ゾ チ ー ム 以外 の タ ンパ ク 質性の抗

菌物質が発見 さ れた の は ご く 最 近で， HULTMARK ら が 1980

年に セ ク ロ ピ ア サ ン の踊か ら 分離 し た セ ク ロ ピ ン が最初

であ る 。 以後， 様々 な 昆虫種か ら 次々 と 異 な る タ イ プの

抗菌 タ ン パ ク 質が発見 さ れた。 こ れ ら は細菌の侵入後 き

わ め て 早 く 誘導 さ れ る た め ， 晴乳類の急性期 タ ンパ ク 質

に相当 す る 反応 と い え る 。 こ れ ま での例では， 昆虫 は一

種類だ け で は な く ， 抗菌作用 や標的細菌の異 な る い く つ

かの抗菌 タ ンパ ク 質 を組み合わ せ て 使 っ て い る 。 現在 ま

でに， ア ミ ノ 酸配列 ま で明 ら か に な っ た 抗菌 タ ンパ ク 質

が分離 さ れた昆虫種 は ， チ ョ ウ の仲間であ る 鱗麹目 か ら

The Utilization of Antibacterial Proteins from Insects 
By Kiyoko TANIAI and Minoru YAMAKAWA 

4 種， ハ エ の仲間 で あ る 双麹目 か ら 4 種， コ ガ ネ ム シ な ど

の仲間であ る 鞘 麹白 か ら 2 種， ハ チ の仲間の膜麹白 か ら

1 種， ト ン ボ の 仲 間 で あ る 購蛤 目 か ら I 種報告 さ れて い

る 。 こ れ ら 以外の 目 か ら 新 し い タ イ プの 抗菌 タ ンパ ク 質

が発見 さ れ る 可能性が高 い こ と か ら ， 今後 も さ ら に 多 く

の種類が付 け加わ っ て い く と 思わ れ る 。 こ れ ま で報告 さ

れた も の を 以下 に 紹介す る 。

E 抗菌 タ ンパ ク 質 の種類と活性範囲

1 セ ク ロ ビ ン

セ ク ロ ピ ア サ ン の セ ク ロ ビ ン に類似す る 抗菌 タ ンパ ク

質が， 多 く の 昆 虫種 か ら み つ か っ て い る 。 カ イ コ 幼虫

(SHIBA et al . ，  1983) ， タ バ コ ス ズ メ ガ 幼虫 (DICKENSON et 

al. ，  1988) ， サ ク サ ン嫡 (Q u et al . ，  1982) や セ ン チ ニ ク パ

エ 幼虫 (KANAI and NATORI ， 1989) ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ 幼

虫 (KYLSTEN et al . ，  1990) ， ツェツェ パ エ 踊 (KAAYA et 

al. ，  1987) な どか ら で あ る 。 こ れ ら は 分子量が 4 kDa の 前

後の耐熱性ペ プチ ド で， 通常一種類の 虫 か ら 複数種の セ

ク ロ ピ ン が分離 さ れ て お り ， ア ミ ノ 酸配列 の 特徴 か ら

A， B， C， D に 分 け ら れた り ， ま た 分離昆虫種や発現特

異性か ら ， ザル コ ト キ シ ン ， パ ク テ リ シ ジ ン ， ア ン ド ロ

ピ ン な ど と 命名 さ れて い る 。 こ れ ら の抗菌 ス ペ ク ト ル は

そ れ ぞれ異 な る が， カ イ コ と セ ク ロ ピ ア サ ン の セ ク ロ ピ

ン B や ザル コ ト キ シ ン I な ど は ， 昆虫の抗菌 タ ン パ ク 質

の 中 で最 も ス ペ ク ト ルが広 く ， グ ラ ム 陽性菌及 びグ ラ ム

陰性菌の 両者 に幅広 く 殺菌活性が あ る 。 セ ク ロ ビ ン類は

発見当初は 昆虫特異的な生体防御因子で あ る と 考 え ら れ

て い た が， 最 近プ タ の小腸か ら も セ ク ロ ビ ン フ ァ ミ リ ー

に属す る ペ プチ ド がみ つ か っ た た め ， 動物界 に広 く 分布

す る こ と がわ か っ た 。

2 デ ィ フ ェ ン シ ン

最初 ヒ ト や マ ウ ス ， ウ サ ギ な ど の 浦乳類の 白血球や マ

ク ロ フ ァー ジ及 び小腸か ら 発見 さ れ， そ の後昆虫 に も 存

在す る こ と がわ か っ た 抗菌 タ ンパ ク 質 に ， デ ィ フ ェ ン シ

ン 類 が あ る 。 デ ィ フ ェ ン シ ン は ， ニ ク パ エ の 一 種

(Phormia terranovae) の 幼虫体液や セ イ ヨウ ミツバチ

の ロ イ ヤ ル ゼ リ ー か ら も 分離 さ れた 。 ニ ク パエ か ら 分離

さ れた も の は ホ ル ミ シ ン (LAMBERT et al . ，  1991 ) ， セ ン チ

ニ ク パ エ か ら の も の は ザ ー ペ シ ン (MATSUYAMA and 
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N ATORI， 1988) ， セ イ ヨウ ミ ツ バ チ の もの は そ れ ぞれ ロ イ

ヤ リ シ ン (F U]IWARA et al . ，  1990) と 呼ばれて い る 。 そ の

他， ゴ ミ ム シ ダマ シ の一種 (Zoþhobas atrat;悶) の幼虫

(B ULET et al . ，  1991) や マ ダラ ヤ ン マ 幼虫 (B ULET et al . ，  

1992) か ら も報告 さ れた 。 こ れ ら の分子量 は セ ク ロ ビ ン

と 同様約 4 kDa でや は り 耐熱性であ る が， 抗菌活性 は グ

ラ ム 陽性菌 に 対 し て 高 く ， グ ラ ム 陰性菌 に 対 し て は 低

し ' 0
3 ア タ シ ン及びそ の他の高 グ リ シ ン含有 タ ンパ ク 質

分子量の大 き い もの で は ， セ ク ロ ピ ア サ ン婦の ア タ シ

ン (20 k�23 kDa) (H ULTMARK et al . ，  1983) が あ り ， 類似

の もの に セ ン チ ニ ク パ エ 幼虫 の ザlレ コ ト キ シ ン II (24 

kDa) (AN DO et al . ，  1987) があ る 。 そ の他， ニ ク パエ幼虫

の デ ィ プテ リ シ ン (9 kDa) ， セ イ ヨウ ミ ツ バチ成虫の ヒ

メ ノ プ タ エ シ ン (CASTEELS et al . ，  1993 ; DIMARC Q et al . ，  

1988) は ， グ リ シ ン残基 に 富 む ド メ イ ン があ る こ と がア

タ シ ン類 と 共通 で あ る 。 ヒ メ ノ プ タ エ シ ン は グ ラ ム 陽

性 ・ 陰性両菌 に 活性が あ る が， ア タ シ ン や ザル コ ト キ シ

ン II は一部の グ ラ ム 陰性菌 に の み活性があ り ， そ の作用

は静菌的であ る 。 ア タ シ ン は グ ラ ム 陰性細菌の外膜 タ ン

パ ク 質 の 合 成 血 害 で あ る こ と が 証 明 さ れ て お り

(CARLSSON et al . ，  1991) ， ザル コ ト キ シ ン II はペ プチ ド グ

リ カ ン合成阻害であ る と 考 え ら れて い る 。

4 高 プ ロ リ ン含有 タ ンパ ク 質

セ イ ヨウ ミ ツ バ チ 成 虫 か ら 分離 さ れた ア ピ ダエ シ ン

(2 . 0 kDa) (CASTEELS et al . ，  1989) と ア パエ シ ン (4 . 0

kDa) (CASTEELS et al . ，  1990) ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ幼虫か ら

分離 さ れた ド ロ ソ シ ン (2 . 4 kDa) (B ULET et al . ，  1993) の

共通点 は ， プ ロ リ ン残基 に 富 む こ と であ る 。 ド ロ ソ シ ン

は以上 に 紹介 し た 中 で 唯一糖 鎖を持ち ， 糖 鎖を 除 く と 抗

菌活性が減 少す る 。 最 近我々 の研究 室で， カ イ コ か ら も

ド ロ ソ シ ン と 同様に プ ロ リ ン に 富み， 糖 鎖を有す る タ ン

パ ク 質が分離 さ れて お り ， や は り 糖 鎖が活性発現 に必要

であ る こ と がわ か っ て い る ( 未発表) 。

皿 昆虫の抗菌 タ ンパ ク 質の作用機作と応

用 的利用

上記の様々 な抗菌タ ンパ ク 質の 中 で， 現在最 も実用化

の 候補と さ れて い る の は， セ ク ロ ビ ン類 と デ ィ フ ェ ン シ

ン類だ ろ う 。

1 セ ク ロ ビ ンの作用 と 利用

図-1 に セ ク ロ ビ ン類 の ア ミ ノ 酸配列 と そ れ ら の 共通

部位 を 示 し た。 セ ク ロ ビ ン類は， 2 個 の rヘ リ ッ ク ス を

持つ 両親媒性の陽イ オ ン タ ンパ ク 質で， N 末端側 は親水

性かつ 塩基性の ア ミ ノ 酸が， C 末端側 に は疎水性の ア ミ
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ノ 酸が並んでお り ， C 末端 は ア ミ ド 化 さ れて い る こ と が

多 い。 こ の構造か ら ， お そ ら く 塩基性部位で細菌細胞膜

の リ ン脂質 に 親和性 を 示 し ， 疎水部位で膜 を 貫通 し て細

菌 を殺す の で あ ろ う と 予想 さ れて い る 。 ま た ， ザル コ ト

キ シ ン IA に お い て ， ア ミ ド 化 さ れた 合成標品 と 非 ア ミ

ド 化標品 と の比較が な さ れ， ア ミ ド 化が抗菌活性 に 重要

であ る こ と が明 ら か に な っ た (NAKA]IMA et al . ，  1987) 。

セ ク ロ ビ ン は ア ミ ノ 酸残基 31�39 の 短 い ペ プ チ ド で

あ る た め， 合成が容易 で あ り ， 抗菌 ス ペ ク ト ル を よ り 拡

大す る た め ， ミ ツ バチ 毒 で あ る メ リ チ ン と の ハ イ ブ リ ッ

ド の合成が試み ら れた (AN DRE Uet al . ，  1992) 。 ま た ， 真核

生物の培養細胞 に対 し て 損傷 を与 え な い こ と (STEINER et 

al . ，  1988 ; CHRISTENSEN et al . ，  1988) ， す べ て の ア ミ ノ 酸を

D 型 に 置 き 換 え て 合成 し で も天然型 と 同様の抗菌活性 を

有 し て い た こ と (WA DE et al . ，  1990) が確か め ら れて い

る 。 そ こ で， 人体 に 安全か っ 自 然界の プ ロ テ ア ー ゼ に よ

っ て 分解 さ れ に く い 新規抗生物質 と し て 注 目 さ れ て い

る 。

天然型セ ク ロ ビ ン の大量生産の た め に ， パ キ ュ ロ ウ イ

ル ス ベ ク タ ー を 用 い た タ ン パ ク 質発現実験が行わ れ， 既

に 3 例が成功 し て い る 。 ザル コ ト キ シ ン 1 (YAMA DA et 

al . ，  1990) 並 び に セ ク ロ ピ ア サ ン セ ク ロ ピ ン A (AN DERSONS 

et al. ，  1991) と カ イ コ セ ク ロ ビ ン B (KA DONo-Okuda et 

aI . ， 未発表) で あ る 。

ま た， セ ク ロ ビ ン遺伝子 を 植物へ導入す る こ と に よ る

耐病性植物の育種が試み ら れて い る 。 表- 1 に カ イ コ の セ

ク ロ ビ ン B の植物病原菌 に対す る 抗菌活性 を 示 し た 。 パ

ラ 科， キ ク 科な ど多犯'性重要病原の一つ で あ る ， 根頭が

ん し ゅ 病菌 を は じ め ， 腐敗病菌や イ ネ 白 葉枯病宣言 に 対 し

8m-.8 

H e - B  

H e -A 

H e - D  

M s - D  

Dm-B 

+1 "。 +却 φ却 '40 

図- 1 セ ク ロ ビ ン類の ア ミ ノ 酸配列
Bm-B:カ イ コ セ ク ロ ピ ン B， Hc-B:セ ク ロ ピ ア サ
ン セ ク ロ ピ ン B， Hc-A:セ ク ロ ピ ア サ ン セ ク ロ ビ ン
A， Hc-D:セ ク ロ ピ ア サ ン セ ク ロ ビ ン D， Ms-D:タ
ノT コ ス ズ メ ガ セ ク ロ ビ ン D， Dm-A:シ ョ ウ ジ ョ ウ
ノfエ セ ク ロ ビ ン A， Dm-B:シ ョ ウ ジ ョ ウ ノfエ セ ク
ロ ビ ン B， Sp-IA:セ ン チ ニ ク パ エ ザ ル コ ト キシ ン
IA 
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て有効であ っ た 。 こ こ で は ， Psuedomonas solanacearum 

(青枯病菌) に対す る 活性 は 低 い が， 既 に セ ク ロ ピ ア サ ン

の セ ク ロ ピ ン B を組み込んだ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク (形質

転換) タ バ コ がア メ リ カ で成功 し て お り ， こ の報告 に よ

る と ， 同 菌 に よ る 立枯病 に 対 し て 抵抗性 を 示 し た (JA
YNES et al . ，  1993) 。 し た が っ て ， セ ク ロ ピ ン の 中 で も そ れ

ぞれの植物 に 適 し た タ イ プ を 選 ん だ り ， ア ミ ノ 酸置換な

どの改変ペ プチ ド と し て 導入す る こ と に よ り ， 各種病原

菌に抵抗性の植物が作出 で き る と 期待 さ れ る 。

2 デ ィ フ ェ ン シ ン の作用 と 利用

晴乳類や見虫か ら 分離 さ れた す べ て の デ イ ブ ェ ン シ ン

類の共通構造 は， シ ス テ イ ン残基 を 6 個持 ち ， 分子内 に

3 個 の ジ ス ル フ ィ ド 結合 を 持つ こ と であ る 。 ヒ ト や マ ウ

ス の デ ィ フ ェ ン シ ン は大腸菌の膜透過性 を変化 さ せ， お

そ ら く イ オ ン チ ャ ン ネ ル を形成す る も の と 考 え ら れて い

る 。 そ の作用 は殺菌的であ る 。 セ ン チ ニ ク パエ の ザーペ シ

ン は， セ ク ロ ピ ン と 同様 に細菌細胞膜 に傷害 を与 え て殺

菌す る こ と が報告 さ れて い る (MATSUYAMA and NATorU， 

1990) 。 ザーペ シ ン が結合す る 部位 は 酸性指質の カ ル ジ オ

リ ピ ン であ る 。 セ ン チ ニ ク パエ の庇由来培養細胞の培養

上清か ら 精製 さ れた ザ ー ペ シ ン B の ア ミ ノ 酸配列 を も

と に 数種の部分ペ プチ ド が作製 さ れ， 抗菌活性が調べ ら

れた (YAMADA and N ATORI， 1994) 。 天然 の ザーペ シ ン

( ア ミ ノ 酸 34 残基) が グ ラ ム 楊性菌の み に効果が高 い の

に対 し， 部分配列の一つ は ， グ ラ ム 陰性菌や真菌 に も 高

い活性 を 示す こ と がわ か っ た 。 こ の部分配列 は わ ずか 11

ア ミ ノ 酸か ら 成 り ， c 末端 は ア ミ ド 化 さ れて い る こ と が

表 - 1 カ イ コ セ ク ロ ピ ン B の植物病原菌 に対す る 活性

細菌の種類 50%生育阻止
濃度 (μ:g/ml)

Agrobacte門ium tumefaciens N 1001 0 . 4 :t  0 . 0 
(根頭がん し ゅ 病菌)

Clavibacter mich忽'anense pv. michiganense 

( ト マ ト か い よ う 病)
Erwinia carotovora subsp. carotovora (軟腐病菌)
Pseudomonω cichorii NL 7630 (腐敗病菌)
Pseudomonas glumae N 1 169 

( イ ネ も み枯細菌病菌)

3 . l:t 0 . 3 

4 . 2 :t 0 . 7 
1 . 7 :t 0 . 5 

> 50 

Pseudomonas solan哩cearum N 1023 (青枯病菌) I > 50 
Pseudomonas 砂ringae pv. mori S 6804 2 . 1  :t 0 .  7 

( ク ワ 縮葉細菌病菌)
Pseudomonas syringae pv. japonica 0 . 5 :t  0 . 0 

( ム ギ黒節病菌)
Xanthomonas campestris pv. canψestris N 1076 I 1 . 8 :t 0 . 5 

( ア プ ラ ナ 科野菜黒腐病菌)
Xanthomonas campestris pv. 0η'zae N 1086 1 . 8 :t 0 . 2  

( イ ネ 白葉枯病菌)

一一一 17

活性発現 に 重要であ っ た 。 さ ら に い く つ か の ア ミ ノ 酸置

換 に よ っ て疎水性 を 高 め た ペ プチ ド で は ， よ り 活性が増
大 し た。

晴乳類の デ ィ フ ェ ン シ ン は細菌や真菌だ け でな く ， へ

ルペス ウ イ ル ス や水癌性 口 内 炎 ウ イ ル ス な ど の エ ンベ ロ

ー プ ウ イ ル ス に も 効果があ る 。 し た が っ て ， 今後 タ ンパ
ク 質工学の手法に よ り ， 既知の デ ィ フ ェ ン シ ン を 改変 し

て ， 植物 ウ イ ル ス や昆虫 ウ イ ル ス に ま で標的範囲 を 広 げ

た抗菌ペ プチ ド の 開発が考 え ら れ る 。

3 昆 虫抗菌 タ ンパ ク 質の利点

こ れ ま で に 開発 さ れた 抗生物質 は ， 栄養競合的 に働い

た り ， 細菌の細胞壁や タ ンパ ク 質 の 合成 を 阻害す る 作用

を持ち ， そ の 欠点 と し て ， 耐性細菌がで き や す い こ と が

あ げ ら れ る 。 特 に 臨床で深刻 な 問題 と な っ て い る 抗生物

質耐性の黄色 ブ ド ウ 球菌 (MRSA) や緑膿菌 は ， ほ と ん

ど の抗生物質 に抵抗性で あ る 。 と こ ろ が， 昆虫の抗菌タ

ンパ ク 質 の 中 に は， 上記 2 種の耐性細菌 に効果 を示す も

のがあ る 。 ザーペ シ ン は MRSA に よ く 効 く し ， セ ク ロ ピ

ア サ ン の セ ク ロ ビ ン B は緑膿菌 を 低濃度 で殺す。 こ れ ら

の抗菌 タ ンパ ク 質 は細胞膜 に 直接作用 す る こ と か ら ， 耐

性が獲得 さ れ に く い の で は な い か と 恩わ れ る 。

W 抗菌 タ ンパ ク 質の基礎研究の成果

昆虫の抗菌 タ ンパ ク 質遺伝子 を 解析す る う ち に ， 生体

防御機構 に お い て 脊椎動物 と 共通性が あ る こ と が明 ら か

に な っ て き た 。 昆虫の セ ク ロ ビ ン類や生体防御 レ ク チ ン

は， グ ラ ム 陰性菌の外膜 リ ポ多糖 (LPS) に よ っ て誘導

さ れ る が ， 日南 乳 類 で も ， LPS に よ っ て TNF (tumor 

necrosis factor) や イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 な どが誘導 さ れ

る 。 LPS に よ っ て 活性化 さ れ る ， 晴乳類の免疫 グ ロ プ リ

ン L 鎖 の遺伝子の 5' 上流 に あ る 転写調節配列 (NF-xB

結合配列) や， 急性期 タ ンパ ク 質遺伝子類の 5' 上流 に あ
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図- 2 カ イ コ セ ク ロ ビ ン B 遺伝子の 5' 上流域模式図
転写開始点 か らそ れぞ れ ー 160， - 207 bp 上流 に NF
-"B 結合配列 に似た配列 (NF-"B) ， イ ン タ ー ロ イ キ
ン 6 応答配列 (IL-6RE) が存在す る . 14 B， 14 C は
二 つ の セ ク ロ ビ ン B 遺伝子の名前であ る . Bm 1 は さ
ら に 上流に位置す る カ イ コ の 高頻度反復配列 .
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図 - 3 生体防御機構の系統 進化

る イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (lL 6) 応答配列 な どが， 昆虫の抗

菌 タ ン パ ク 質遺伝子上 流 に も あ る こ と がわ か っ た (谷

合， 1993) (圏三 参照) 。 ま た ， LPS の活性部位 も リ ピ ド

A 部分 に あ る こ と や ， 血液細胞が大腸菌 を 捕食 し た 結
果， 免疫活性 を持つ LPS が遊離す る こ と な ど は， 晴乳類

と カ イ コ に 共通の現象であ る (谷合， 1993) 。 昆虫の生体

防御関連遺伝子の発現調節機構や， そ れ に 至 る ま での情

報伝達機構 に つ い て は， ま だ明 ら か に すべ き 部分が多 く

残 さ れて い る 。 例 え ば， 脊椎動物の よ う に サ イ ト カ イ ン

を 介 す る 免疫機構 の ネ ッ ト ワ ー ク 系 が存在 す る か ど う

か， ま た 異物認識の し く み に つ い て は， 今後の研究課題

であ る 。
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日 本植物防疫協会の生物農薬関連図書

「生物農薬開発の手引 き J I I 雑誌 「植物防疫」 特別増刊号 No . 2

B5 判 1 1 1 頁 定価 2 ， 000 円 送料 310 円

生物農薬 の実用化促進 に 社会的 な期待が寄せ ら れて

お り ， 行政面で も 農薬登録の ガ イ ド ラ イ ン (微生物農薬

検査基準) の検討が進め ら れて い る 。 当協会で も 「生物

農薬検討委員会」 を設置 し ， 適切な試験研究 を す す め る

た め の諸問題の検討 を 始 め た 。 本書 は そ の事業の一環 と

し て 作成 さ れた も の で， こ れ ま での知見や議論 を 集約

し ， 開発や試験研究の参考 と す る べ く 資料 を 集成 し， 解

説 を加 え た も の で あ る 。

「天敵微生物の研究手法」
B5 判 222 頁 定価 3 ， 000 円 送料 140 円

生物農薬 の 中 で一番研究開発の進ん だ天敵微生物 に

つ い て ， そ の採集か ら 各種実験法 ま で を 詳 し く 解説。

「天敵農薬J
ー チ リ カ プ リ ダニ そ の生態 と 応用 一

森 繁須 (北海道大学名誉教授) 編

A5 判 130 頁 定価 2 ， 400 円 送料 310 円
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イ チ ゴ炭 そ 病の発生動向 と 品種の変遷
農林水産省野菜 ・ 茶業試験場久留米支場 小

は じ め に

最近， イ チ ゴ栽培地帯で， う ど ん こ 病 と と も に 炭 そ 病

の被害が増大 し て い る 。 そ の原因 と し て ， 産地や市場関

係者が高品質で収量 の 多 い 品種 を 重視す る た め， 育種 も

そ れ ら の 点 に 主眼 を お き ， 耐病性 は副次的な も の と し て

評価 さ れて き た た め と 考 え ら れ る 。 現在 ま での主要な栽

培品種 は， 1宝交早生」 か ら 「女峰j， 1 と よ の かj， 1 ア イ

ペ リ ー」 へ と 変遷 し ， 品種が変わ る に つ れて病害の発生

様相が変化 し て お り ， 1宝交早生」 で は 問題 と な ら な か っ

た 炭 そ 病が多発 し て全国的 な 問題 と な っ て き て い る 。 そ

こ で， そ の あ た り の状況 に つ い て考察 し て みた い。

1 主要産地での品種の変遷 と 炭 そ 病の発生状況

現在， 東京市場 に 出荷 し て い る 主要な産地 を 図ー 1 に 示

し た (熊倉， 1993) 0 1 月 か ら 4 月 ま での主要な 出荷産地

は栃木， 福岡， 佐賀， 静岡各県で， 5 月 以降 10 月 ま で は

関東以北 の 県か ら の入荷や ア メ リ カ か ら の輸入 に頼 っ て

い る が， 1 1 月 か ら は福岡， 佐賀， 静岡， 栃木各県の生産

に よ っ て 圏 内 で供給で き る よ う に な る 。 我が国での イ チ

ゴ の 主要産地 に お け る 品種の変遷 と 炭 そ 病の発生状況 に

つ い て ， 収集で き た 研究報告か ら ， 以下 に抜粋 し て み た。

1 ) 徳島県

本病 の 発生 を 最初 に 確認 し た 県 で あ り ， 1969 年 8 月

「芳玉J を仮植 し て ま も な い苗が相次 い で萎 ち ょ う ， 枯死

す る 病害が発生 し た 。 山本及び福西 ( 1970 ， 1971) は病原

菌等 に つ い て 検討 し た 結果， 病原菌が Colletotrichum

j同rgariae であ る 炭 そ 病 と 診断 し ， こ れが我が国での イ チ

ゴ炭そ病の最初の報告 と な っ た 。 そ の後， 1980 年 ご ろ か

ら 「麗紅J の栽培面積が増加 し て本病の発生地域が広が

り ， さ ら に 「女峰」 の栽培が普及す る よ う に な っ た 1985

年か ら は， ほ と ん ど の イ チ ゴ栽培地帯で発生が認め ら れ

る よ う に な っ た (広田 ・ 加々 美， 1990) 。

2 ) 栃木県

1970 年 ご ろ か ら 「 ダナ -j が栽培 さ れて， そ の後， 1宝

交早生j， 1 は る の かj， 1芳玉」 が栽培 さ れた が， こ れ ら

は栽培環境への適応J性 に 欠 け ， 新品種の育成 ( 1女峰j ，

「栃 の峰j) が切望 さ れ る こ と と な る 。 イ チ ゴ炭 そ 病 は

Change of Cultivated Strawberry Varieties and the 
Occurrence of Anthracnose. By Norihiko KOBAYASHI 

林 事己 彦

1975 年 「盛岡 16 号」 で初め て 発生が確認 さ れ， 1980 年

に は 「麗紅」 へ発生が広が っ た 。 ま た ， 1985 年 に は 「 ア

イ ペ リ ーj や 「女峰J で炭 そ病が散見 さ れ る 程度 で あ っ

た が， 1987 年の 「女峰」 の 普及拡大 と と も に 全県 の イ チ

ゴ栽培地帯で多発 し ， 苗不足 と 本圃 で の 萎 ち ょ う ， 枯死

を招 き 大問題 と な っ た (橋田 ら ， 1988 ; 石川 ， 1991) 。

3 ) 静岡 県

1986 年 「 ア イ ペ リ ー」 と 「女峰j を 中心 に 散見 さ れ る

程度 で あ っ た が， 1988 年 ご ろ か ら 発生 は 全県 に 及 び，

1990 年 に は仮植床で多発 し ， 苗不足が問題 と な る ほ ど激

し い発生 と な っ た (伊奈， 1990) 。

4 ) 奈良県

1978 年 「麗紅」 で局地的 に 発生 を 初 め て 確認 し た 後停

滞 し て い た が， 1987 年 に 「女峰J の 導入 を 図 っ た 地域で
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福 福 福 福 埼 群 岩 岩 岩 山 佐 栃
岡 岡 岡 岡 玉 馬 手 手 手 形 賀 木

佐 佐 佐 佐 群秋 宮 秋 秋 新 静 佐
賀 賀 賀 賀 馬 田 城 回 目 潟 岡 賀

静 静 静 静 愛 福 秋 育 栃 静
岡 岡 岡 岡 知 島 田 森 木 岡

県

図 ー 1 東京市場 に お け る イ チ ゴ の 月 別入荷量 (0)
及び単価 (・) (1990) (熊倉， 1993) 
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多発 し ， 著 し い苗不足 と 本圃での急激な萎 ち ょ う ， 枯死

を招 き 深刻 な 問題 と な っ た ( 岡 山 . 1990) 。

5 ) 福岡県

炭そ病の初発生 に 関す る 正確な記録 は な い が. 1974 年

ご ろ 「芳玉」 で発生 し た よ う であ る 。 そ の後. I麗紅J.

「 は る のかj で発生 し . 1984 年の 「 と よ の かJ の普及 と と

も に 大発生 し た 。 そ の他. I ひ み こ J. I紅宝満」 や炭そ病

に抵抗性であ る と い わ れて い た 「宝交早生j で も 発生 し

た (池田. 1990) 。

6 ) 長崎県

1991 年 8 月 「 と よ の かJ の栽培地帯 に お い て， 従来の

も の と は病徴が異 な る 炭 そ 病， す な わ ち ， 葉 に 汚斑状の

斑点病斑が形成 さ れず， 葉縁が枯れ込む葉枯れ症状が確

認 さ れた (松尾. 1992) 。

こ の よ う に ， 各産地の主要 な栽培品種の変遷 を みて く

る と ， イ チ ゴ産地での 品種が 「女蜂」 と 「 と よ の かj に

固定 さ れ， 集約的 に 普及 さ れ る の に つ れて本病の発生が

増加 し て き た こ と が う かが え る 。

2 二 れ ら の病害発生 に 関与す る 病原菌

イ チ ゴ炭 そ 病が最初 に報告 さ れた の は BROOKS (1931) 

に よ る ア メ リ カ での発生で あ り ， 我が国 で は 山本及び福

西 (1970) に よ っ て 徳島 県 の イ チ ゴ品種 「芳玉」 で発生

が初 め て確認 さ れた。 イ チ ゴ炭 そ 病の病原菌 に つ い て ，

BROOKS は Colletotrichum j均�ariae と 同定 し ， 我が国の

炭 そ 病菌 に つ い て も 山本 ( 1971) に よ っ て C. fragariae と

同定 さ れた。 そ の後， 岡 山 (1988) は発病株に子の う 殻

の形成 を認め， イ チ ゴ炭 そ 病菌の完全時代 を Glomerella

cingulata と し ， 分 生 胞 子 時 代 を Colletotrichum

gloeoゆorioides と 改め た 。 本菌の子の う 殻の確認は そ の

後 も 石 川 ら (1989 a )  . 築 尾 ・ 小 林 ら ( 1991) . 秋 田

( 1993) に よ っ て も 報告 さ れて い る 。 ま た . 1991 年 8 月 ，

長 崎 県 で発生 し た イ チ ゴ 葉 枯 れ 炭 そ 症状 は ， 築 尾 ら

( 1992) に よ っ て 新 し い 種 の 病 原 菌 Colletotrichum

acutatum に よ る も の と 同定 さ れ た 。 本症状 は そ の後 日 本

植物病理学会病名調査委員会で炭 そ 病 と 命名 さ れた。 ま

た， こ れ ら の症状 を伴 う 炭 そ病は， 現在 ま で に岩手， 栃

木， 静岡， 佐賀各県で も 確認 さ れて い る 。

以上 の よ う に ， イ チ ゴ 炭 そ 病 を 引 き 起 こ す病原菌 は 2

種類存在 し て い る こ と と な る 。 長崎県 の イ チ ゴ産地 に お

け る 炭 そ 病の発生が C. acutatum に起因 し， そ の菌が優

先 化 し た 理 由 に つ い て は い ま だ 不 明 で あ る が . c.

acutatum は C. gloeoゆorioides と 異 な っ て 胞 子形成量

が多 く ， 野菜， 花 き ， 果樹， 茶樹， 鉢物や街路樹， 樹木

等 の 擢病部か ら 分離 さ れ る こ と が多 い 。 こ れ ら の 事実

は， イ チ ゴ の栽培環境の周 囲 に 常住す る C. acutatum が

集中的な農薬散布等の栽培環境の変化 に よ っ て優先化す

る 可能性の あ る こ と を 示唆 し て い る 。

3 イ チ ゴの耐病性の 品種間差

本病 に対す る 耐病性の検定方法 と し て ， ポ ッ ト 育苗株

全体あ る い は切断葉柄への病原菌噴霧接種法， 葉柄切断

面の菌液浸潰接種法， ク ラ ウ ン への胞子懸濁液注入法及

び圃場 に お け る 自 然発病調査等が試み ら れて い る 。 そ れ

ら の 評価 は 発病小葉率， 発病葉柄率， 萎 ち ょ う 枯死株

率， 病斑長， 葉柄， 葉身の発病程度や発病面積等で行わ

表 - 1 イ チ ゴ炭 そ 病に対す る 抵抗性の 品種間差異

山本 小玉 池 田 岡 山 岡 山 石 川 山川 野口 松尾 斉藤

検定 ら ら 桜井

条件 植木
1971 1978 1987 1990 1994 989 a 1990 1990 1990 1994 

胞子の
接種 x 10' フ フ 2 . 6  1 . 0  1 . 0  103 2 . 0  コ

濃度 X 10' 1 . 0  1 . 0 
骨 骨 ・ - - - - - 骨 ・ . - ・ ・ ・ F 岨 ー - ー - - - - - - - - - - - - - - ・ ・ ・ ・ ー ー ・ - - - - - ー ・ - - - - - - - - ー ー ー ー ー - ー ・ - - -

接種部位 全身 全身 全身 全身 全身 全身 全身 葉柄 全身 フ
- ー ー ー ・ . - ・ ・ - - - ー ー ・ - - - ・ ・ - - ー ー - - ー ー ー ー ー - - - - - ー ・ - - - - - ・ ・ - - -

検定部位 業身 小葉 葉身 葉柄 小葉 葉柄 葉柄 病斑 薬柄 ? 

葉柄 薬柄 婆 ち 発病 萎 ち 萎 ち 進展 萎 ち
ょ う 面積 ょ う ょ う ょ う
枯死 率 枯死 枯死 枯死

明宝 。
は つ く に 。
宝交早生 。 。 。 。 。 。 。 。 。
媛育 。
ド ー パ ー O 。

83118-41 O 。
ひ み こ 。
ひ の み ね 。

ー ・ ー ー ー . . 岨 ・- - - - ー ー ー - - - ・ ・ - - ー ー ， ー ， - - - ー - - - - ー ー ー - ・ ・ - - -

う ず し お O 
タ ホ ー O 
と よ の か O × O × O × O 
ダナ ー O 
久留米 48 O 
福羽 × O 
は る の か O X 

堀 田 ワ ン O × 

ダー

麗紅 X X × O O × X 

アイ ペ リ ー × O 
ー ー ー ー ー ー ー ー ー ・ ー ー ー - - - - ー ー " ー ・ ・ - ・ ・ - - - ・ ・ - - - - - - ー ー - - - - - - ー ・ ー ー 自 白 ー ー ー ， ー ー ー ー ・ .

女峰 × × ム × X X 

新女峰 ム
芳玉 X × × 

紅宝満 X X 

久留米 103 X X 

久留米 36 × 

章姫 X 

あかねっ娘 × 

栃の峰 × 

0 ・ 抵抗性， 0 :中 程度抵抗性， ム : や や 弱 い ， x 感受性
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IDoverJ . ISequiaJ .  IFlorida BelleJ. I宝交早生」 等が
あ る 。 表 1 ， 図-2 で示 し た 品種 を 遺伝的な相聞か ら 眺 め
て み る と ， タ ホ ー 宝交早生ーひ み こ の系統は抵抗性で
あ り ， 芳玉ーは る の か系統内 の麗紅， 女峰 は感受性の よ
う であ る 。 現在の と こ ろ ， 真性抵抗性品種 は ま だ見つ か
っ て い な い。 筆者 も 耐病'性検定 を 行 っ た 経験が あ る が，

イ チ ゴ炭 そ 病の発生動向 と 品種の変遷

れて い る 。 各研究者 に よ る 試験の結果 を総括 し て表ー1 に
示 し た 。 ま た ， 図-2 (野口 . 1991 ) も 参考 に す る と ， 各
品種の抵抗性 は連続的であ り ， 菌の接種条件， 作物の生
育ス テ ー ジ及 び評価法 に よ っ て微妙な差が研究者間でみ
ら れ， 品種聞 の 差 を 明瞭 に 区別 で き る も の で は な い よ う
で あ る 。 現 在 ， 高 度 抵 抗性 と い わ れ る 品 種 と し て は
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図 - 2 炭 そ 病病斑長 に よ る 抵抗性の 品種間差異 (野口. 1991)  
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供試個体の生育 ス テ ー ジ に よ っ て 接種後の発病の様相が

大 き く 変わ る こ と か ら ， 検定 に お 砂 る 供試個体の生育ス

テ ー ジ， 菌系， 菌の接種後の温度等 に つ い て さ ら に検討

す る 必要があ る 。

4 最近育成 さ れた新品種の炭 そ病抵抗性

最近， 静岡県か ら 久能早生 を母親， 女峰 を 父親に し た

「章姫J が新品種 と し て育成 さ れた が， 本病 に は弱 い よ う

であ る (斉藤， 1994) 。 ま た ， 愛知県 で育成 さ れた 「 あ か

ね っ 娘J ( ア イ ペ リ ー × 宝交早生の交雑種 × と よ の か) x 
( ア イ ペ リ ー × 宝交早生) も 本病 に対す る 感受性 は女峰 と

同 等 か や や 高 い と さ れ て お り ， 耐病性 は 低 い (桜井，

1994) 。 さ ら に ， 栃木県で育成 さ れた 「栃の峰」 も 女峰 と

同程度の発病 と 報告 さ れて い る (植木， 1994) 。 こ れ ら の

例 も ， 品質優先の育種の結果であ り ， 育成段階か ら 本病

に対す る 耐病性 に つ い て は重要視 さ れて い な か っ た の で

あ ろ う 。

5 今後の課題

以上述べ て き た よ う に ， イ チ ゴ の 品種育成 は耐病性 を

目 標 に 掲 げな が ら も ， 炭 そ 病 に お い て は， 病理屋が感服

す る ト マ ト の育種の よ う な耐病性育種の段階 に は到達 し

て い な い よ う で あ る 。 高 品質で高収量 の 品種 と い え ど

も ， 高収益 を得 る た め に 栽培期間中 の病害虫防除 に か け

る 費用 と 労力 は膨大 な も の であ る 。 耐病性品種の育成が

高品質品種の育成 と 相反す る と し て も ， せ め て 防除の し

や す い草型や栽培様式 に 十分配慮 し た 品種の育成 を希望

す る 次第であ る 。 ま た ， 最近， 栽培の省力化や病害虫防

除の容易 な栽培体系 も 検討 さ れつ つ あ り ， 今後の発展 に

期待 し た い。
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特集 : イ チ ゴ炭 そ 病 ( 2 )  

イ チ ゴ炭 そ 病 に 対す る 底面給水法 に よ る 伝染抑制効果

と 潜在感染株の簡易診断法

は じ め に

イ チ ゴ炭 そ 病 ( Glomerella cingulate) は， 親株床， 仮

植床で萎 ち ょ う 枯死 を起 こ す イ チ ゴ の 最重要病警の一つ

であ る 。 本病の 発生 に よ り 打撃 を う け， イ チ ゴ栽培 を 断

念す る 栽培者 さ え 出現 し て い る 。 そ こ で， 本病菌の発生

生態 に 着 目 し た 底面給水法 に よ る 伝染抑制 と 潜在感染株

の簡易 な診断法 に つ い て 紹介す る 。

I イチゴ炭 そ 病 に対する底面給水法 に よ る

伝染抑制効果

本病 に対す る 有効な耕種的防除方法 と し て ， 雨除 け栽

培 に よ る 伝 染抑 制効果 は 報告 さ れ て い る ( 石 川 ら ，

1989 : 手塚 ・ 牧野， 1989) 。 こ れ は ， ウ リ 類 (河合 ・ 鈴

木， 1956 : 岸， 1954 : 渡辺 ・ 若井 田 ， 1956) ， モ モ (北

島， 1952) ， テ ン サ イ (築尾， 1990) 及 び イ チ ゴ (YANG

et al . ，  1990. C. acutatum に よ る ) の 炭 そ 病 な どで明 ら か

に さ れた よ う に ， 炭 そ 病菌分生胞子の飛散が， 風のみで

は 起 こ ら ず水滴 に 伴 っ て 飛散 す る か ら で あ る 。 と こ ろ

で， 花 き 鉢物栽培で普及 し て い る 底面給水法 (青木，

1987) は， 鉢の底部か ら 給水す る 方法で， 通常 の ノ ズ ル

散水で生ず る 水跳ねがな い た め ， シ ク ラ メ ン炭そ病の伝

染 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る ( 石 川 ら ，

1991) 。 一方， イ チ ゴ栽培で も ポ ッ ト 育苗 は普及 し ， 本給

水法が栽培体系 に組み込 ま れ る 条件が整 い つ つ あ る 。 そ

こ で， 本病菌分生胞子の飛散方法 と 本給水法の本病 に対

す る 適用 に つ い て検討 し た の で紹介す る (石川 ら ， 1993 

a， b) 。

1 分生胞子の飛散 に及lます水 と 風の影響

ま ず， 本病菌分生胞子の飛散 に 及 ぼす水 と 風の影響 を

みた。 風 を へア ー ド ラ イ ヤ ー， 霧 を ペーパー ク ロ マ ト グ

ラ フ 用噴霧器か ら 発生 さ せ た 。 伝染源であ る 発病 イ チ ゴ

株に対 し て ， 霧 と 風 を 同 時 に 作用 さ せ た場合 に の み， 風

下 に お い た グ リ セ リ ン ゼ リ ー塗布 ス ラ イ ド グ ラ ス に分生

胞子が捕 そ く さ れた 。 し か し ， 霧及び風 を そ れぞれ単独

に作用 さ せ る と ， 捕 そ く さ れ な か っ た 。 一方， ス ラ イ ド

Control of Strawberry Anthracnose by Capillary Watering 
System Raising Nusery in Pot and Diagnostics of the Latent 
Infection. By Seiju ISHIKA WA 

栃木県農業試験場 石
かわ
J I I  成 寿

グ ラ ス に 固定 し た 発病葉柄片， PDA 培地上 の 分生子層

及び菌叢先端部の分生胞子 に 霧 と 風 を作用 さ せ た 場合 に

は捕 そ く さ れな か っ た 。 こ れ は発病イ チ ゴ株 に 風 と 水 を

作用 さ せ た 場合 に は ， 茎葉が揺れて風下 に 分生胞子 を 懸

濁 し た水滴が離脱飛散す る が， ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固定

し た 伝染源 か ら は ， 水滴が離脱 し な か っ た か ら で あ る

(表…1 ) 。 ま た ， 発病葉柄 に 対す る 水滴滴下実験， 発病株

に対す る 風洞及 び野外での実験で も 水 (雨) が作用 し な

い条件で は分生胞子 の 飛散 は観察 さ れな か っ た 。

以上か ら ， 伝染源か ら の分生胞子の 飛散 に は ， 水の存

在が必須であ り ， 分生胞子 を 懸濁 さ せ た水滴の離脱 に 伴

表 - 1 イ チ ゴ炭 そ 病菌分生胞子 の飛散 と 水及 び風速 と の
関係

供試材料 霧の作用 の有無 風速b) 捕 そ く 分生胞子
(m/秒) 数 (伺/8 . 8 cm') 

。 。
無 4 。

発 病 8 。

イ チ ゴ株 。 。

有 4 155 
8 327 

。 。
無 4 。

8 。
発病葉柄a)

。 。
有 4 。

8 。

。 。
無 4 。

培地上の 8 。

分生子層a) 。 。

有 4 。
8 。

。 。
無 4 。

培地上の 8 。

分生胞子a) 。 。

有 4 。
8 。

叫 : 供試材料 は ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固定 し た
同 : 風 は へア ー ド ラ イ ヤ ー で送風 し た
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っ て 生ず る こ と が明 ら か に な っ た 。 す な わ ち ， 第 l 段階

と し て 分生胞子が水中 に 懸濁 し， 第 2 段階 と し て分生胞

子懸濁液が振動や 自 重及 び水跳ね に よ り 伝染源か ら 離脱

す る 過程 を と る と 考 え ら れた 。

2 底面給水法 に よ る 伝染抑制効果

本病菌分生胞子の飛散 メ カ ニ ズ ム が解明 さ れた こ と に

よ り ， 底面給水法が胞子飛散防止 に 有効であ る こ と が推

察 さ れた。 そ こ で， 慣行の ノ ズ ル散水法 と 底面給水法 と

の水管理の差異 に よ る 本病の伝染 に つ い て ， 無病株の 中

央 に伝染源 を 置 き 検討 し た 。 底面給水法 は， ベ ン チ に敷

い た ビ ニ ル フ ィ ルム の 上 に 3 mm 厚 の ポ リ エ ス テ ル不織

布マ ッ ト を敷い て そ の上 に イ チ ゴ鉢 を配置 し ， ポ リ エ ス

テ ル不織布マ ッ ト に通水す る こ と に よ っ て鉢底部か ら 給

水 さ せ た 。 ノ ズル散水法 は ， ポ リ エ ス テ ル不織布マ ッ ト

の み を敷 き ， 同様 に配置 し た イ チ ゴ株の頭上か ら 散水 し

た 。

ノ ズ ル 散 水 法 の 発 病 株 率 は ， 実 験 開 始 7 日 後 に

20 . 8%，  14 日 後 に は 29 . 2% に 達 し た 。 ま た ， 実験開始

14 日 後 に は ， 潜水時 に伝染源の下手 に あ た る イ チ ゴ株の

葉柄病斑 に 分生子層 が形成 さ れ， 新 た な伝染源 と な っ

た。 こ れ に 対 し ， 底面給水法では， 伝染源イ チ ゴ株の発

病 は ノ ズ ル散水法 と 同様 に進行 し た が， そ れ以外の株は

発病せ ず， 本病の伝染が防止で き た (図-1) 。

底面給水法 は ， 慣行の ノ ズ ル散水法で起 き る 分生胞子

の飛散 を 防止で き ， 伝染防止 に き わ め て有効であ り ， シ

ク ラ メ ン炭そ病 (石川 ら ， 1991) の報告 と 一致 し た 。 ま

た ， 底面給水法 と 雨除 け栽培 と の組み合わ せ に よ っ て本

病 の伝染抑制 に 有効 で あ る こ と が明 ら か に な っ て い る

(岡 山， 1993 : 秋田， 1993) 。 な お ， 現在の と こ ろ イ チ ゴ

( 1994 年)

栽培での底面給水法 に よ る 水管理技術 は 未確立であ る 。
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本病 を難防除病害 と し て い る 最大 の 要 因 は ， 本病菌が

潜在感染 し ， 無病株 と の判別が困難だか ら であ る 。 そ れ

ら 潜在感染株 は， 無病の原菌や親株 と し て 使用 さ れ伝染

源 に な り 大 き な被害 を 与 え る 。 現在， 潜在感染株の検定

方法 と し て は， 検定株 を ビ ニ ル袋 に 収 め ， 280Cの陽光定

温器 に 2 週間以上静置 し ， 発病の 有無 を 観察す る 加温加

湿 に よ っ て発病 を促進 さ せ る 方法 ( 岡 山 ら ， 1991) ， 本病

菌の抗体 を 作製 し ， IFA， DIBA 及 び ELISA 法 に よ り イ

チ ゴ羅病部位か ら 検 出 す る 方法があ る (有江 ら ， 1992 : 

加藤 ら ， 1992) 。 し か し ， 前者 は 株 に 対す る 悪影響や， 本

病以外の原因で萎 ち ょ う 枯死す る 可能性 も あ り 難点が多

い 。 後者 は 血清学 的 に 検 出 す る 方法で， 迅速 で は あ る

が， 圃場条件での潜在感染株へ の適用 に つ い て は検討中

であ る 。 こ こ で は ， 検定葉 を エ タ ノ ー ル液 に 浸潰 し ， 病

斑形成 を 誘導促進 し て 簡易 に 診断 す る 方法 (石川 ら ，

1992) に つ い て述べ る 。

1 検定材料

検定材料 は， 本病の第二次伝染方法 (石川 ら ， 1993 a， 

b) か ら ， パ ラ ボ ラ ア ン テ ナ の よ う に 飛散胞子 を 受 砂止 め

る 葉が最 も 適 し て い る 。 葉位 は ， 飛散胞子 を 受 け る 期間

が長 く ， 栽培上不用 で生育 に 悪影響 を 与 え な い 下位棄が

最適であ る 。 検定葉数 は， 下葉か ら 3 葉 (9 小葉) を供試

す る と 診断精度が高 く な る 。

2 潜在感染菌の診断方法

本病潜在感染菌の誘導方法 に つ い て 述べ る 。 潜在感染

菌 に 対 し て競合す る 葉面微生物 を 除去 す る た め 70% エ

タ ノ ー ル液 に 浸漬処理 し， 潜在す る 炭 そ 病菌 を優占種に

さ せ る 。 そ の後， 本病菌の最適生育条件で あ る 280C， 多

湿条件 を人工的 に 付与す る 。 潜在感染菌の発病条件が整

う の で， イ チ ゴ葉 を培地 に し て 生育す る 。 最終的 に は，

本病菌の標徴の 一 つ で あ る サ ー モ ン ピ ン ク 色の分生子層

を形成す る 。 分生子層 は ， 肉眼で も 容易 に識別 で き ， 潜

在感染の有無 を診断す る 有力 な マ ー カ ー に な る ( 口絵写

真参照) 。

3 簡易診断法の現場での適用

イ チ ゴ原苗や親株の選抜 を想定 し た 簡易診断法の手順

を述べ る 。 ま ず， 斑点型病斑発生株 を 見落 と さ な い よ う

に 注意 し ， 発病株 を 除去す る 。 →検定葉 を l 株当 た り ，

下葉か ら 3 枚程度採葉す る 。 →検定葉 は ， 水洗 い し て 土

や ほ こ り を 洗 い 流す。 → こ こ か ら 無菌操作 を行 う 。 70%

エ タ ノ ー ル液 に 葉身全体 を 30 秒間浸演す る 。 →殺菌水で

水洗 し ， エ タ ノ ー ル を 洗 い流す。 →殺菌水で湿 し た 炉紙

イチ ゴ炭 そ 病潜在感染株の簡易診断法E 
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14 日 後

3 : 萎 ち ょ う

濯水方法の違い に よ る イ チ ゴ 炭 そ病の発病の差

7 日 後
発病株設置後 日 数

t : 散水方向 Eコ :伝染源
。 :無発病 者 :斑点型病斑 2 : 分生子層形成
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を 敷 い た ペ ト リ 皿に検定薬 を収 め る 。 ペ ト リ 皿 は， ピニ

ル袋 に入れ乾燥 を 防 ぐ 。 →280Cの恒温器 に検定葉 を約 10

日 間収 め ， 分生子層の形成 を 観察す る 。

潜在感染葉 は ， 誘導病斑上 に サ ー モ ン ピ ン ク 色の分生

子層 を 形成 す る 。 ま た ， イ チ ゴ輪斑病 の 病斑 も 誘導 さ

れ， 分生子殻か ら 淡黄色の胞子塊 を噴出 し ， 紛 ら わ し い

の で混 同 し な い よ う 留意す る ( 口絵写真参照) 。

お わ り に

こ こ に紹介 し た底面給水法の伝染抑制効果 は， 本病菌

分生胞子の伝搬方法 に 着 目 し た胞子飛散 を遮断す る 「病

原菌 を ば ら ま かせ な い」 防除方法で あ る 。 ま た ， 潜在感

染株の簡易診断法 は， r伝染源 を持 ち 込 ま せ な い J 防除方

法であ る 。 栽培体系 に あ わ せ て ， 原苗や親株に対 し て 実

施す る と 効率的 に 潜在感染株 を 除去で き る 。 な お ， 本法

は適用範囲が広 く ， C. acutatum に よ る イ チ ゴ炭 そ 病， シ

ク ラ メ ン炭 そ 病 な どの潜在感染葉か ら も 病斑 を誘導 さ せ

る こ と がで き る 。
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特集 : イ チ ゴ炭 そ 病 ( 3 )

イ チ ゴ炭 そ 病の伝染環と発病制御技術

1987 年， 奈良県大和郡山市の イ チ ゴ育苗圃で炭 そ 病が

突発的 に 大発生 し ， ほ ぽ全株が枯死す る 惨状 を 呈 し た 。

そ の後， 本圃で も 急性萎 ち ょ う 症状 を 伴 う 発病が確認 さ

れ， 本病 に対す る 緊急な 防除対策が要望 さ れた。

イ チ ゴ炭そ病の発生 は ， 既 に徳島県 に お い て 「芳玉J

に Colletotrichum fragariae に よ る 炭 そ 病 ( 山本， 1971) 

が発生 し ， そ の後奈良県で も そ の発生が記録 さ れた (小

玉， 1978) 。 し か し ， 1987 年 に 育苗圃 で発生 し た病害の病

原 は ， 発病株上及び培養中 に 子 の う 殻 を形成 し， VON ARX 

の分類 に し た が っ て ， Glomerella cingulata であ る こ と

を 明 ら か に し た ( 岡 山 ， 1988) 。 本 菌 の 分生子 は 形 態 的

特徴及び完全時代が G. cingulata であ る こ と か ら ， VON 

ARX ( 1957) 及 び SUTTON (1980， 1992) の 検 索 表 に 従 っ

て ， C. gloeosporioides (Penz. ) Sacc. と 同定 し た。 本菌

は フ ロ リ ダ で は 果実被害 を 起 こ し ， 仁 fヤ'agariae に 比

べ て 分生 子 の 大 き さ が わ ず か に 異 な る と さ れ て い る

(HOWARD et al. ，  1984) 。

筆者 は既報 に お い て ， 本病の病原菌お よ び発生生態 に

つ い て報告 し た ( 岡 山， 1988) 。 こ こ で は そ の後の研究成

果 を加 え ， 本病の伝染環並 び に 発病制御技術 を 中心 に 述

べ る 。

I 伝 染 環

G. cingulata は集合種で， 宿主範囲が広 い と さ れ (SUT

TO:-l， 1980 ; 徳永， 1984) ， イ チ ゴ炭 そ 病菌 は マ メ 科雑草の

一種であ る Cassia oM制約lia に 寄生 し て伝染源 と な る

可能性があ る (HOWARD et al . ，  1973) 。 接種試験の結果， 本

菌 は無傷でイ チ ゴ の ほ か に ， ソ ラ マ メ ， エ ン ド ウ ， シ ク

ラ メ ン， ノ ゲ シ， ア ボ カ ド 果実 に 寄生性があ り ， 有傷で

は こ の ほ か に ， サ サ ゲ ， リ ン ゴ果実 に 寄生性が認め ら れ

た 。 し か し ， チ ャ ， ツ ノ f キ ， ア オ キ ， ア ジ サ イ ， ヒ イ ラ

ギ ナ ン テ ン， カ キ ， ウ リ 科及びナ ス 科野菜 に は寄生性が

認め ら れず， 寄生範囲が限 ら れて い た 。 ま た ， 育苗圃近

辺 に 生育す る マ メ 科雑草， ノ グ シ か ら 本菌 は検出 さ れて

い な い 。

促成 イ チ ゴ の育苗 は， 採苗圃 で増殖 さ れた苗が 7 月 に

仮植圃 に植 え ら れ， 9 月 中旬 に本 圃 に 定植 さ れ る 。 病原菌

Disease Cyc1e and Disease Management of Strawberry 
Anthracnose. By Ken'o ÛKAYAMA 

おか
奈良県農業試験場 岡

やま

山 健 夫

は 圏場 に 残 さ れた権病枯死株の葉柄や根冠部で越冬 し ，

残溢内 の病原菌 は感染能力 を 8 か月 以上保持 し て い る 。

し た が っ て ， 同一育苗圃 で イ チ ゴ を連作す れ ば第一次伝

染源 に な る 。 イ チ ゴ炭 そ 病菌 は 当初土壌中 で越冬で き な

い と さ れた が (HORN et al . ，  1968) ， C. acutatum に よ る 炭

そ病菌 は土壌中 か ら 回収 さ れ (EASTBURN et al . ，  1990) ， 生

存温度が明 ら か に さ れて い る 。

本病 は高温期 の 降雨で発生 し や す く ， 発病適温 は 250C

以上であ る 。 280C以上 に な る と 枯死株が現れ， 高温 に な

る ほ ど急性萎 ち ょ う 症状が発生 し や す く な る 。 本病の感

染 に は 湿度が重要 で あ り ， 過湿状態 に お く と 感染株 は

200C以下の気温で も 萎 ち ょ う 枯死株が発生 し ， 発病 に は

温度 よ り も 湿度 の影響が強 い 。 イ チ ゴ炭 そ 病菌 は 外見上

健全 な株の根冠内部で越冬 し ， 潜在感染す る 。 潜在感染

株 は低温期 に は病徴が現れ な い が， 翌春 に 発病 し ， 親株

に 使 う と 6 月 上旬 に親株の葉柄か ら 発病 し始 め ， そ の後

ラ ン ナ ー， 子苗 と 伝染 し て い く 。 病斑 は最初親苗の葉柄

に 現れ， 次 い で ラ ン ナ ー に 現れ る 。 高湿度下で は こ れ ら

の病斑上 に分生胞子堆が形成 さ れ， 雨水や護水 に よ っ て

小葉や隣接株へ と 伝染す る 。

潜在感染株 は 現地 に あ る 原種苗増殖施設 に お い て も 発

生 し て お り ， 冬期 に配布 あ る い は購入 さ れた親苗に よ っ

て 広域的 に 運 ばれた可能性が高 い。 こ の よ う な広域的な

伝搬 は海外で も 示唆 さ れて お り ， フ ロ リ ダで果実 に 発病

し た の は カ リ フ ォ ルニ ア で養成 し た 萄が原因 と 指摘 さ れ

て い る (HOWARD et al . ，  1992) 。 し た が っ て ， 栄養繁殖性の

イ チ ゴでは 苗汚染対策が き わ め て 重要であ る 。

感染株 は高温期で も 乾燥状態で は 潜在感染す る こ と が

あ り ， 本圃へ定植 し た 後 あ る い は ビニ ル被覆後 に 急性萎

ち ょ う 症状 を 起 こ す。 急性萎 ち ょ う 株 は根冠が褐変 し て

お り ， 特 に 高温 に 経過 し た と き に 発生 し や す い。 本圃で

の発病 は育苗圃 で感染 し た 株 を 植 え 付 け た こ と が原因 と

考 え ら れ る 。

本状の伝染環 は 図-1 の よ う に な る 。 発病要因 は， 主因

であ る 病原菌， 宿主 と し て 感受性品種や特定 の雑草及び

作物， 環境要因 と し て 高温及 び降雨が挙 げ ら れ る 。 こ の

う ち 主要な第一次伝染源は， 潜在感染株 と 汚染土壌で あ

り ， 風雨 に よ っ て 急速 に 二次伝染 す る 。 イ チ ゴ を侵す炭

そ 病菌 に は C. gloeo者porioides の ほ か に 3 種が報告 さ れ
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図 - 1 イ チ ゴ炭 そ 病の伝染経路 と 発病助長要因
O 司 : 主要な伝染経路，
0→ : 発病助長要因.

て お り (MAAS， 1984 : SMITH et al.， 1990) ， 病原菌の類縁関

係 を 明 ら か に す る と と も に ， 他の種 に つ い て も 生態研究

を深め る 必要があ る 。

1987 年 に 採苗圃や本圃 で大発生 し た 原因 に は ， ①新 し

く 栽培 さ れた 品種が本病 に 擢病性で あ っ た こ と ， ②潜在

感染株が親株 と し て 用 い ら れた こ と ， ③有効な登録薬剤

や使用 方法が な く ， 防除が後手 に ま わ っ た こ と ， ④発生

生態や伝染環が明 ら かでな く ， 抵抗性品種であ っ た 「宝

交早生」 と 同様の潜水方法 を 用 い た こ と ， ⑤潜在感染株

を 判別 す る 方法 が な く ， 感染株 を 本 圃 に 植 え 付 け た こ

と ， が考 え ら れ， こ れの 条件が重 な っ て 激発 に 結 び付い

た も の と 推論 さ れ る 。

E 発病制御技術

本病の 防除対策 は 図-2 に 示 し た よ う に ， 伝染環の遮断

を 目 的 と し た 耕種的防除法 と 薬剤 に よ る 防除が有効であ

る 。 健全株 を確保す る た め に は ， 発病圃場か ら 採苗 し な

い こ と が重要であ る 。 し か し ， 第一次伝染源 と し て重要

な も の は潜在感染株であ り ， そ の発見 に は加温に よ る 検

定が有効であ る 。 被検株 を ピ ニ ル袋 に 入れて過湿状態 と

し ， 280Cの 陽光定温器 に 2 週間保つ と 無病徴感染株 は発

病す る 。 こ の検定法 は潜在感染親株や増殖網室 に お け る

原種株の検定 だ け で な く ， 子苗の抽出検査 に も 利用す る

こ と がで き る ( 岡山， 1993) 。

本県では， 秋冬期 に こ の方法に よ っ て 原種苗の感染状

況 を調べ， 夏期 に は発生状況調査 と 除去処分 を 続 砂 た 結

果， 年々 発病株率が減少 し ， 増殖網室での発生がみ ら れ

100 
80 発

病 60
率% 40 

20 

〔太陽熱利用 による土壌消毒〕
図 - 2 イ チ ゴ炭 そ 病の発病制御技術

時 : 【主要な制御技術】， → 制御技術〕

底面給水

ラ ンナー

スプリ ン ク ラー

1 2 3  
親株 ラ ンナー 子苗

図 - 3 イ チ ゴ炭 そ病の発病 に 及 ぽす底面給水及びス プ リ
ン ク ラ ー の影響

P : 葉柄， L : 小葉 1.  2. 3， ラ ン ナ ー及 ぴ子苗の
発生順位， 口越冬潜在感染株 圏潜在感染株 .

按種株

な く な っ た 。 同様の成果 は香川 県 に お い て も 認め ら れ，

本 病 の 発 病 抑 制 に 著 し い 効 果 が 現 れ て い る ( 楠 ，

1994) 。

育苗闘 の ま ん延防止対策 と し て は， 垂直方向への分生

子 の 分散距離 を も と に 設置 し た 40 cm 以上 の ピ ニ ル 障

壁が有効であ り ， 隣接株への伝搬防止の た め の 緊急避難

的 な 回避策 と し て 実用性が高 い 。 ま た ， こ の 方法は現地

の発生圃場 は も と よ り ， 農薬試験圃 に お い て 無処理区か

ら の 飛散 を 防 ぎ ， 効果試験 の 精 度 向 上 に 役立 つ て い る
(岡山， 1994) 。

雨 よ け育苗 は露地育苗 に比べて発病 を顕著 に抑制 し ，

前年の汚染圃場 に お い て も 高 い 防除効果 を 発揮 し た 。 特

に 「女峰J は汚染圃場の露地栽培で は育苗が不可能であ

り ， 雨 よ げ育苗 は本品種の必須技術で あ る 。 し か し ， 雨

よ け栽培で は潜水法が発病 に 影響 し ， 従来の濯水法で あ

る ス プ リ ン ク ラ ー は発病 を助長 し た 。 こ れ に 対 し て 図-3

に示 し た よ う に ， 底面給水 は 潜在感染株の発病だ げ でな

く ， 発病親株か ら 子苗への伝染 を抑 え ， 健全 な子苗の育

苗技術 と し て 最 も 有効 な方法であ る (OKAYAMA， 1993) 。 こ
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の 方法 は 現地の育苗圃場の み な ら ず， 親苗増殖施設への

利用や 品種育成園場に利用 す る こ と に よ り ， 潜在感染株

に よ る 本病の伝搬 を 完全 に 防 ぐ こ と がで き る と 考 え ら れ

る 。

本病 に対す る 薬剤防除法 と し て は， 土壌消毒， 感染株

の薬剤処理や薬剤散布が有効であ る 。 育苗闘 の く ん蒸処

理は臭化 メ チ ルが有効であ り (HORN et al . ，  1963) ， ク ロ ル

ピ ク リ ン や メ チ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト も 有効で あ っ た

(岡山， 1989) 。 本闘では， 多数の病原菌 に有効であ る 太

陽熱利用 に よ る 施設内 の土壌消毒 (小玉 ら ， 1982) が本

病 に 対 し で も 有効 で あ る 。 育苗 圃 及 び本 闘 の 土壌消毒

は， 萎黄病防除 の た め に 既 に 毎年行わ れ て お り ， 圃場 に

残 っ た 炭 そ 病菌 は 同 時 に 防除 さ れ る と 考 え ら れ る 。

薬剤散布 に よ る 防除 は 多数の薬剤が有効であ る が， 効

果の持続期聞 はベ ノ ミ ル剤が 3 週間， 他の薬剤 は l 週間

程度であ っ た 。 べ ノ ミ ル剤 は感染株 に対す る 株浸漬や護

注が高 い 防除効果 を 示 し ， 潜在感染株 に も 有効 で あ る

( 岡 山 ら ， 1989 ， 1990) 。 し か し ， 耐性菌が出現 し て お り ，

こ れ に は ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ剤が有効であ る こ と が知 ら

れて い る (楠 ら ， 1992) ， 

県内では， 最近 「 と よ の か」 の栽培面積が増加 し ， こ

れに伴 っ て う ど ん こ 病の被害が大 き く な り ， そ の 防除対

策が課題 に な っ て い る 。 炭 そ 病 に 擢病性品種であ る 「女

峰J， r ア イ ペ リ ーJ も う ど ん こ 病の果実被害が著 し く ，

我が国 に お け る 最近の 主要品種 は， 両病害 に対す る 防除

対策が必要 に な っ て い る 。

う ど ん こ 病 に対 し て は DMI 剤が卓効 を 示 し ， 炭 そ 病

に も べ ノ ミ ル剤 と 同等 の効果が現れる 薬剤が見 い だ さ れ

た 。 す な わ ち ， フ ェ ナ リ モ ル， ビ テ ル タ ノ ー ル， ミ ク ロ

プタ ニ ル は発病初期か ら の 防除で両病害 に有効であ り ，

こ れ ら の薬剤の株浸漬や散布 は耐性菌 に対 し て も 効果が

期待で き る ( 岡 山 ら ， 1992) 。

お わ り に

イ チ ゴ炭 そ 病 は 1987 年 に 大発生 し た 地域では， 上述の

よ う な 防除対策 を立 て る よ う に な っ て ， 被害が著 し く 減

少 し た 。 本病 は イ チ ゴ新品種の育成 に 伴い， 数種の優良

品種 に大発生 し た も の で あ る 。 イ チ ゴ の 品種 は 果 実 の

色， 形， 濃厚 な 味， 硬 さ ， 芳香 な ど 高 品質性が要求 さ

れ， 施設栽培が主 な我が国 の よ う な イ チ ゴ栽培で は ， 抵

抗性品種の育成 は優先 さ れ に く い。 こ の よ う な優良形質

を備 え た 品種の栽培 に は病害対策が必須の 技術であ り ，

農薬の み に偏 ら な い伝染環の遮 断 を 重視 し た 生態的防除

法が ま す ま す肝要 な も の と な る 。 本病 は世界の イ チ ゴ生

産 に と っ て 最 も 重要 な病害であ り ， こ れ ら の発病制御技

術が圏 内 だ け で な く ， 世界の イ チ ゴ生産の安定化 に 貢献

す る こ と が期待 さ れ る 。
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特集 : イ チ ゴ炭 そ 病 ( 4 )

Colletotrichum acutatum に よ る イ チ コ9炭 そ 病の発生生態 と 防 除
ま つ

長崎県病害虫防除所 松
お

尾
かず
和 敏

は じ め に

現在， 我が国で発生す る イ チ ゴ炭 そ病 に は， 2 種の菌が
関与す る こ と が知 ら れて い る 。

そ の一つ， Glomerella cingulata ( 岡 山 ( 1988) に よ っ
て 完 全 時 代 が 発 見 さ れ る ま で は Colletotrichum

斤'aga村山 と さ れて い た ) は， 1969 年徳島県で初 め て 発生

が確認 さ れた (山本 ・ 福西， 1970 ; 山本， 1971) 。 当初そ

の被害 は比較的軽微で， あ ま り 重要 な病害で は な か っ た

が， 1980 年代半 ば ご ろ か ら 品種 「 と よ の か」 や 「女峰」

の普及 と と も に全国的 に 被害が増大 し ， 最重要病害 と な

っ た 。 そ の た め ， 各地で本病の発生生態や 防除対策 に つ
い て 試験研究が取 り 組 ま れ， こ れ ま で多 く の成果が得 ら
れ て い る ( 池 田 ， 1987 ; 岡 山 ， 1988 ; 築 尾 ・ 小 林 ，
1991 ; 石川 ， 1991 ; OKAYAMA， 1993 ; 岡 山， 1994) 。

と こ ろ が こ う し た 中， 1991 年夏季， 長崎県 内 の数産地

で育苗中の 「 と よ の かJ に ， 炭 そ 病 に酷似す る が激 し い

葉 枯 症 状 を 起 こ す 病 害 が 多 発 し た ( 松 尾 ・ 太 田 ，
1992) 。 本病原菌 は， 築尾 ら (1992) に よ り 欧米の イ チ ゴ
で発生 し て い る C. acutatum (SIMMONDS， 1965) と 同定 さ
れ， 病名 は 日 本有用植物病名 目 録追録 (15) (1994) で
「炭 そ 病」 と な っ た 。 す な わ ち ， イ チ ゴ炭 そ 病の病原菌 と
し て C . acutatum が新た に 追加 さ れ， 本病 に は 2 種の菌

が関与す る こ と と な っ た 。

こ の新た な C. acutatum に よ る 炭 そ 病 は ， こ れ ま で長
崎県以外 に 岩手 (河野 ・ 木曾， 1990) ， 栃木 (石川 ら ，

1992) ， 静 岡 (秋田， 1992) 及 び佐賀 県 (築尾 ・ 小林，
1992) で も 発生が確認 さ れて お り ， 今後他地域への発生

拡大が懸念 さ れ る 。 そ こ で， 本稿で は C. acutatum に よ

る 炭 そ 病 (以下， 本病 と 記す) の発生生態 と 防除 に つ い

て， 従来の G. cingulata に よ る 炭 そ 病 (以下， 従来の炭 ・

そ病 と 記す) と 比較 し な が ら ， こ れ ま で得 ら れた知見 を

紹介 し， 参考 に供 し た い。

I 発生様相 と 被害

1 病徴

本病 は葉， 葉柄及 び ラ ン ナ ー に 発生 し， 従来の炭そ病
に比べ葉枯症状が激 し い こ と と ， 多湿条件下で各病斑上
に鮭肉色の胞子堆 を き わ め て 容易 に ， 多量に形成す る こ
と が特徴であ る 。

Epidemiology and Control of Strawberry Anthracnose 
Caused by Colletotrichum acutatum. By Kazutoshi MATSUO 

葉では， 従来の 炭 そ 病 の よ う な 汚斑状の斑点 は形成せ
ず， は じ め新葉の 主 と し て 葉縁 に 黒 い 不整形の病斑 を形
成す る 。 そ の 後， 成葉 に な っ て も 病斑 は あ ま り 拡大 せ
ず， 他の健全部 に も 新た な病斑 は ほ と ん ど形成 し な い。
ま た ， 病斑の色 は し だ い に 黒褐色 に な り ， 縮れて 破れや

す く な る 。 多湿条件下で は， 比較的新 し い病斑 は 灰色 を
帯び， 鮭肉色の胞子堆 を き わ め て容易 に 形成す る 。

葉柄で は， 従来の炭 そ 病 と 同様 に 長 さ 3�5 mm， 紡錘

形~だ円形の黒褐色~黒色の く ぼん だ病斑 を形成す る 。

こ の病斑 は葉柄 を 大 き く 取 り 巻 く よ う に は あ ま り 伸展せ
ず， 乾腐状で古 く な る と そ の部分か ら 外側 に 曲 が り ， 風

や作業中軽 く 触れた だ け で折れや す い。 ま た ， 多湿条件

下では， 病斑部 に鮭肉色の胞子堆 を 容易 に 形成す る 。
ラ ン ナ ー では， 葉柄 と 同様 な 5�10 mm の病斑 を形成

し， ラ ン ナ ー を取 り 巻 く よ う に拡大す る と そ の先 は黒変

枯死す る 。 多湿条件下 で は ， 病斑部 に鮭肉色の胞子堆 を

容易 に形成す る 。
根に は異常 は認め ら れず， ま た ， 葉や葉柄 に 病斑が多

数形成 さ れて も ク ラ ウ ン部 は健全で， 従来の 炭 そ 病の よ
う な 急激 な 萎 ち ょ う 症状 は 認 め ら れな い。 し か し ， 発病

期聞が長 く な る と ， 新薬 に 次 々 と 病斑が形成 さ れ， 葉柄
は折損す る な ど し て し だ い に株の生長が止 ま り ， 衰弱 し
て枯死す る (松尾， 1992 ; 松尾 ・ 太 田 ， 1992) 。

2 発生時期

長崎県では， イ チ ゴの子苗は一般 に 親株か ら 発生 し た
ラ ン ナ ー を直接鉢 ( ピニ ル ポ ッ ト ) 受 け す る 方式で採苗

さ れ る が， 本病の初発生 は 5 月 中旬 こ ろ 親株の葉柄や ラ
ン ナ ー に認 め ら れ， し だ い に子苗に も 発生す る よ う に な
る 。 初発生が従来の 炭 そ 病 に比べ 1�2 週間 ほ ど早い。 そ

の後， 本病 は気温の上昇 と 入梅 と と も に ま ん延 し て病状
も 激化 す る 。 こ の ま ん延 や 伸 展 は 8 月 中 旬 こ ろ ま で続
き ， 8 月 下旬以降気温が低下 し 始 め る と 緩慢 に な る 。

ま た ， そ の後本固 に 定植 さ れハ ウ ス ビ ニ ル で被覆 さ れ
て以降は， 病徴の伸展や新た な株への ま ん延 は認 め ら れ
な い (松尾， 1992) 。

3 被害

従来の炭 そ 病 は イ チ ゴ の ク ラ ウ ン部 を侵 し ， 急性的 な
萎 ち ょ う 枯死 を 引 き 起 こ す た め ， 大量の苗不足や本圃で
の欠株を招 き 大 き な 問題 と な る 。

一方， 本病 は前述の よ う に ク ラ ウ ン部 は ほ ぼ健全で，

急激 な 萎 ち ょ う 症状 は苗床で も 本闘 で も 認め ら れ な い。
し か し， 初発生の時期が 5 月 中旬 と 早 く ， ラ ン ナ ー の発
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生や伸長が最 も 盛ん な時期か ら 発病す る た め， 病斑が ラ
ン ナ ー を 取 り 巻 く よ う に 拡大 す る と そ の 先 は 黒変枯死

し， ポ ッ ト に 受 付 た 子苗が発根 ・ 活着 し て い な い場合，

そ の苗 は 萎 ち ょ う 枯死す る 。 ま た ， 活着 し た 子苗で も 新

葉 に次々 と 病斑が形成 さ れ， 葉柄は折損す る な ど し て し
だ い に 株 の 生長 が止 ま り ， 衰弱 し て 枯死す る 。 そ の た
め ， 苗不足 を き た し た り ， 生産性の低 い貧弱 な苗 し か確
保で き な く な る 。

ま た ， 本病 は， 本圃では発病や被害の伸展 は認め ら れ

て い な い 。 し か し 最近， 欧米や オ ー ス ト ラ リ ア な ど で
は， 葉や葉柄， ラ ン ナ ー な ど の被害だ り で な く ， 収穫期
の果実腐敗が最 も 大 き な 問題 と な っ て い る (WILSON et 

al . ，  1990 ; WASHINGTON et al. ，  1992) 。 こ れ は， 後述す る よ

う に本菌の伝搬方法や生育適温な ど と 強 く 関係す る と 恩
わ れ， 欧米では収穫期 も 露地栽培であ る の に対 し ， 本県
の促成栽培では 開花， 着果期以降 は ビ ニ ルハ ウ ス 内 に あ
っ て 雨 に 当 た ら ず， し か も 低温で本菌の生育 に は適 し て
い な い。 そ の た め ， 現在の栽培方法では 果実腐敗は生 じ
て い な い と 思わ れ る (松尾， 1992) 。

E 病原菌の性状

1 形態
各病斑部か ら 分生胞子が容易 に検出 さ れ る 。 こ れ ら は

無色， 単胞， 紡錘形で あ り ， 中 に は舟型 も あ る 。 大 き さ
は ， 従 来 の 炭 そ 病菌 に 比 べ て や や 小 さ く ( 築 尾 ら ，
1992 ; 石川 ら ， 1992 ; 松尾 ・ 太 田 ， 1992) ， 松尾 ・ 太 田
(1992) の 測 定 で は ， 長 さ が平均 12 . 5 ，urn (8 . 5�16 . 9  
，urn )  ， 幅が平均 4 . 4 μm (2 . 7�5 . 8 ，urn) であ っ た 。

ま た ， 付着器 は褐色， こ ん棒状であ る (築尾， 1992 ; 
石川 ら ， 1992) 。

2 培餐性状

本菌の PSA 及び PDA 培地上の菌叢 は， 桃色~暗赤色
を 呈 し ， 後に 中央部分が灰色 に な る 。 ま た ， 培地上に鮭
肉色の分生胞子の粘塊 を よ く 形成す る が， 剛毛， 菌核及
び子の う 殻の形成 は認め ら れな い。

培地上 に お け る 菌糸の生育 は ， 従来の炭 そ 病菌 に比べ

て遅 く ， 10�32'Cの範囲 で生育す る が， 最適生育温度 も
25�26'C と や や低い (築尾， 1992 ; 石川 ら ， 1992) 。

な お ， 長崎県 での発病株か ら は， 分生胞子の形態 は基
準菌 と ほ ぼ同 じ であ る が， PSA 培地上で赤色色素 を生産
せ ず， 菌糸の生育最適温度や生育速度及 び病原性な どが
やや異 な る 菌が多 く 分離 さ れて い る (築尾 ら ， 1992) 。 こ
の色素生産菌 と 色素非生産菌の異同 に つ い て は， 今後，
分類学的に詳細 な検討が必要 と 思わ れ る 。

3 発病条件

本菌の分生胞子 は広範囲 の温度 (12�28'C) で 90%以
上 の 発芽 を し ， こ の 際外部 か ら の 栄養物 は 必要 と し な
い。 発芽最適温度 は 24'C付近 に あ り ， 従来の炭 そ病菌の

最適温度 28'C に 比べ て やや低い。
ま た ， 本病の 発病 に は お お む ね 20'C以上 の 温度 と 48

時間以上の加湿期聞が必要 で あ る が， 発病適温 は 25'C付
近であ る (築尾， 1992) 。

4 品種間差異

「 と よ の か」 と 「女峰J は擢病性が高 く ， r宝交早生」
はやや低い。 ま た ， r ア ポ ロ J， r セ コ イ ア J 及 び 「 ド ーパ

ーJ は本病 に 対 し て抵抗性であ り ， こ れ ら の 品種間差異
は従来 の 炭 そ 病 に 対す る も の と ほ ぼ同様で あ る 。 た だ
し， 葉枯れの病徴 は 「女峰J に比べて 「 と よ の かJ で よ
り 顕著 に な る 傾向 に あ る (築尾， 1992) 。

5 宿主範囲

表-1， 2 の と お り ， 本菌 は接種試験 に よ る と 野菜で は イ
チ ゴ以外 に ト マ ト ， 花 き 類で は ア ネ モ ネ ， ヒ ナ ゲ シ， デ
ル フ ィ ニ ウ ム ， リ ナ ン サ ス ， ル ピ ナ ス ， ス タ ー チ ス 及び

シ ク ラ メ ン に病原性があ り ， ト マ ト ， ア ネ モ ネ ， ヒ ナ ゲ
シ， リ ナ ン サ ス な ど で従来の 炭 そ 病菌 と 寄生性 に違い が
あ る 。 こ の こ と か ら ， こ れ ら の植物， 特 に ト マ ト は入手

や育苗の容易 さ か ら ， 両菌の判別植物 と し て適 当 で あ る
(築尾 ら ， 1993 ; 築尾， 1994 a) 。

6 伝搬方法及 び伝染環

本菌の伝染環 は， 従来の 炭 そ 病菌 と ほ ぼ同 じ であ り ，
潜在感染 し た親株の苗床への持 ち 込みゃ， 親株床や仮植
床の土壌中 に 残 っ た 発病茎葉 な ど の 残澄が第一次伝染源
と な る (築尾， 1994 b) 。 ア メ リ カ ・ カ リ フ ォ ルニ ア 州 で

は， 本菌 は 土壌中 に埋没 し た イ チ ゴ組織 と と も に 9 か 月
間 は 生存で き る (EASTBURN and GUBLER， 1990) 。

ま た ， 本病 は こ れ ら を第一次伝染源 と し て 高温多湿条

件下で発生 し ， 各病斑上 に 形成 さ れた分生胞子が雨滴 な

ど に よ っ て 飛散 し ， 新た な部位や新た な株へ第二次伝染

す る (築尾， 1994 b) 。
な お ， 最近， 本菌， C. acutatum は各種の植物か ら 分離

さ れて い る が， カ キ ， ア ジ サ イ ， ト ル コ ギ キ ョ ウ 及 びプ

ロ テ ア か ら の分離菌 は イ チ ゴ の小葉 に微小 な斑点 を 形成
す る だ け で， 葉枯症状 は示 さ な い。 ま た ， ソ ラ マ メ ， ク
リ ， ア ー テ ィ チ ョ ー ク ， ア ネ モ ネ か ら の分離菌 は イ チ ゴ

に は病原性が な い。 こ の こ と か ら ， C. acutatum は 多犯性

の菌 と し て 知 ら れ る (SIMMONDS， 1965) が， 寄生性 に 分化
がみ ら れ， 圃場周辺の他作物 に 発生す る C. acutatum は
本病 に 関与せ ず， 本菌 は イ チ ゴ での み生存 し て い る 可能
性が高 い (築尾 ら ， 1993) 。

皿 防除対策

1 耕種的 防除

本病の伝搬方法並び に 伝染環 は， 従来の 炭 そ 病 と ほ ぼ
同 じ であ る た め ， 耕種的防除の方法 も 基本的 に 同 じ で よ
い と 考 え ら れ る 。 す な わ ち ， ま ず第一次伝染源か ら の伝
搬遮 断 の た め ， 健全 な 親株床や仮植床 を 使用 す る こ と
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表 - 1 2 種 の イ チ ゴ炭 そ 病菌の 各種野菜 に対す る 病原性
(築尾， 1994 a を一部改変)

病 原 菌 の 種 類

植 物 名 Gromerella 
cingulata 

ア ブ ラ ナ科 キ ャ ベ ツ
コ ー ル ラ ビ ー
プ ロ ツ コ リ ー
ハ ク サ イ
コ マ ツ ナ
カ プ
キ ョ ウ ナ
タ イ サ イ
ダイ コ ン + ') 

ウ リ 手ヰ キ ュ ウ リ
ナ ス 手ヰ ナ ス

ト マ ト + .) 

セ リ 科 ニ ン ジ ン
パ セ リ + b) 

キ ク 科 レ タ ス
シ ソ 手斗 ロ ー ズ マ リ ー

ス イ ー ト ノ f ジ ル
ペパー ミ ン ト

ア カ ザ 科 テ ン サ イ + ，) 

ユ リ 科 ネ ギ
ア ス パ ラ ガ ス

叫 : 茎に紡銭形褐色斑点 b) . 縮葉 (一部) ， C} : 微小斑点

と ， 健全 な親株 を 用 い て 病原菌 を持 ち 込 ま な い こ と が肝

要であ る 。 次 い で， 第二次伝染防止 に は従来の 炭 そ 病で
も 明 ら か に さ れて い る (石川 ら ， 1989 ; OKAYAMA， 1993) 
よ う に ， 雨 よ け育苗 ( 図 1) (松尾 ・ 菅， 1993) や育苗時
の底面給水 (築尾， 1994 b) が き わ め て効果が高 い。 ま
た ， 親株や子苗への窒素質肥料の過剰施用 は発病 を助長
す る (松尾， 未発表) の で， 適正な施用 に 留意す る 。

さ ら に ， 本菌の土壌中 に お り る 擢病残澄での生存期間
は， 25'Cな ら び に 40'Cで湿潤 な ら び に 湛水条件下で数週
間 で あ り ， 低温や乾燥条件下 に 比 べ て 短 い (EASTHURN

and GUBLER， 1992) 。 そ の た め ， 物理的 な 防除方法 と し
て， 汚染圏場の湛水化や太陽熱利 用 に よ る 土壌消毒 は有

効 と 考 え ら れ， 今後の検討が必要で あ る 。
2 薬剤防除

親株床や仮植床 に お け る 土壌 中 の 擢病残澄か ら の伝徹
防止， す なわ ち ， 土壌消毒剤 と し て は ク ロ ル ピ ク リ ン く
ん蒸剤や ダ ゾ メ ツ ト 粉粒剤が薬害 も な く ， 高 い 防除効果
があ る (図 2) (松尾 ら ， 1994) 。 ま た ， ア メ リ カ で は臭
化メ チ ル ・ ク ロ ル ピ ク リ ン く ん蒸剤の効果 も 認め ら れて
い る (EASTBURN and GUBLER， 1990) 。

育苗期 の散布薬剤では， 圃場試験の結果， 表-3， 4 の よ
う に プ ロ ピ ネ プ水和剤， ぺ フ ラ ゾエ ー ト 水和剤及び ジ チ
ア ノ ン フ ロ ア プル剤 は 防除効果が き わ め て優れ る 。 次 い

表 - 2 2 種の イ チ ゴ炭 そ 病菌の各種花 き 類 に対す る 病原性
(築尾" 1994 a を一部改変)

病 原 菌 の 種 類

植 物 名 I Colletotηchum I Grom四ella
acutatum cingulata 

キ ン ポ ウ ゲ科 ア ネ モ ネ 1 + + 葉縁か ら の l :t 汚斑状斑点
葉枯

デルフ ィ ニ ウ ム 1 + 薬， 茎 に 褐 1 + 葉， 茎 に 褐色
色斑点 | 斑点

ゴマノハグ瑚 キ ン ギ ョ ソ ゥ ト l :t 葉 に 白色棚、
ア カ パ ナ 科 ツ キ ミ ソ ウ
ア ブ ラ ナ 科 ス ト ッ ク | 一 1 + 茎葉 に 褐色斑

占

ナ ス 科 ベ チ ュ ニ ア
イ ソ マ ツ 手斗 ス タ ー チ ス + 葉縁 に褐色 l :t 褐色斑点

斑点
ナ デ シ コ 手斗 ビジ ョ ナ デ シ コ | 一
ケ シ 科 ヒ ナ ゲ シ 1 + + 葉 に斑点 l :t 微小斑点

葉脈 も
マ メ 手ヰ ル ピ ナ ス + 葉枯 と 斑点 1 + 葉 に 斑点， 葉

柄 に 紡錘形の
斑点

ス ミ レ 科 パ ン ジ ー
ノ 、 ナ シ ノ プ科 リ ナ ン サ ス 1 + + 節が く ぴれl :t 汚斑状斑点

る ， 折れ る 1 (一部)
リ ン ド ウ 干ヰ ト ルコ ギキ ョ ウ 目 ー

マツムシ ソ ウ手ヰ ス カ ピオ ー サ
キ ク 手ヰ ア ス タ ー

ヒ マ ワ リ
サ ク ラ ソ ウ 干ヰ シ ク ラ メ ン 形錘紡に

占一
茎
斑

花
の

+
 

錘
病

紡
型

に
大

茎
の

花
形
斑

+
 

70 61.9 

発
病
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雨 よ け育苗
育 苗 方

図 ー Colletotrichum acutatum に よ る イ チ ゴ炭 そ 病 に
対す る 雨 よ け育苗の防除効果

で， マ ン ゼ プ水和剤， チ ウ ラ ム 水和剤j及び ジ チ ア ノ ン水
和剤が高 い効果 を 示 し， 薬害 も な く 実用性が高 い。 べ ノ
ミ ル水和剤 と 有機銅水和剤 は や や 防除効果が低 い が， 輪
番で使用 す る 薬剤 と し て の 実用性 は あ る と 思わ れ る 。 一
方， 従来の炭 そ 病 に 対 し て効果が高 い (石川 ら ， 1989) 
ビ テ ル タ ノ ー ル 水和剤 は ， 本病 に は 防除効果 が低 い の
で， 薬剤防除 に 当 た っ て は本病 と 従来 の炭 そ 病 と の診断
を 的確 に 行い， 薬剤 の選択 に 注意が必要 で あ る 。
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30 � 配21日調査 34 表 - 3 Colletotげdzum aculatum に よ る イ チ ゴ炭 そ病に対す る 育

発 7月 1 日調査
病

度

20 
10 

。 o . 0 

知品ピ ヲリンく ん若草剤j ゲ ア メヲ卜粉粒剤 無処理
薬 剤 名

図 ー 2 Collelot円chum acutatm>z に よ る イ チ ゴ炭そ病に

対す る 親株床の土壊消毒に よ る 防|徐効果

ま た， 育 苗期 における 薬剤防除では ， 初発期からの 散
布が大 事であるが， 本病は5 月 中旬 ご ろからラ ン ナ ー に

発生し 始める こ とが 多いので， これらをよく 観察して早
期発見 に 努める 。 さら に， 本菌は 棄な どの 若くて 柔らか
い組織から感染しやすいので， 薬剤の 散布間 隔は その時
期の イ チ ゴの 展葉間 隔 に合わ せて 行 う こ とが 肝要 と思わ
れる (松尾ら， 1 994) 。

お わ り に

以上のよ う に， 本病の発生生 態や防除 対策 についてか
な り 解明されてき た 。 しかし 今後， 生 態面では， 欧米同
様 我が 国で 近 年 C. acutatumが な ぜ 台 頭して き たの

か， その原因を 追究する 必要がある と思われる 。 ま た，
防除 面では， 有効な 登録農薬が 少ない こ とから， マ ンゼ
プ水和 剤や チ ウラ ム 水和 剤な どの 有効 薬剤の 登録促進を
図る と とも に， 新 た に有効な 薬剤や 農薬 によらない 病害

の 制御 技術 についても，さら に模索していく 必要がある 。
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海外 ニ ュ ー ス

ネパー ル王 国 に お け る 果樹研究機関 と そ の活動の現況

1992 年 11 月 か ら 始 ま っ た ]ICA が行 う プ ロ ジ ェ ク ト

「 ネ パ ー ル園芸開発計画」 に参加 し ， 主 に 日 本か ら ナ シ，

カ キ ， ブ ド ウ な ど落葉果樹の導入 ・ 普及及 びネ パ ー ル原

産 の オ レ ン ジ の一種“ ジ ュ ナ ー ルヘ ポ ン カ ン の一種“ ス ン

タ ラ " の優良系統の選抜 と そ れ ら の普及 に携わ っ て い る 。

赴任以来， 1 年数か月 の 聞 に か い ま み た ， こ の 国の果樹

農業及び関連試験研究機関 の現状 を紹介 し よ う 。

1 ネパール主 固 に お け る 果樹産業

プ ロ ジ ェ ク ト が関係す る 地域の農家 I 戸 当 た り の平均

土地保有面積 は ， 首都 カ ト マ ン ズ近郊で 50 a 以下が全体

の 83% を 占 め ， プ ロ ジ ェ ク ト か ら 最 も 離れた ラ メ チ ャ ツ

プ地 区 で は 1 ha 以下が全体の 65% を 占 め る 。 一方， 全人

口 の 農業 関連産業 に か か わ る 割合 は 90% 以上 と い わ れ

て お り ， 典型的 な農業国 で は あ る が， 一戸 当 た り 所有面

積が非常 に 少 な い， い びつ な農業国 で あ る 。

こ の 国の果樹産業 は今の と こ ろ 前近代的で， 流通 を例

に と っ て も ， 果物 を グ レ ー ド 分 け し て 売 っ て い な し 当。 落

葉果樹栽培で は ま れ に 集団栽培があ る が， そ れで も 一戸

で 10 数本 の ナ シ樹 ( ネ パ ー ル梨) を 持 ち ， そ れ を 青田売

り し て い る 。 青 田売 り は こ の 国 の一般的風習 であ る 。 ノ T

ナ ナ な ど熱帯果樹栽培 は歴史が あ る の で， 50 本 ぐ ら い栽

植 し て い る 農家 が 目 に つ く 。

果実 は年中豊富 に 出 回 っ て い る が， 貯蔵施設が な い た

め， 一時 を 除 い て イ ン ド 産果実が市場 を 占有す る 。

こ ん な 中， プ ロ ジ ェ ク ト で は 台 木 を使 っ た 苗木作 り ，

普及員 の再教育な ど を 通 じ て ， 近代的果樹産業形成 を手

助 け し て い る 。

2 試験研究機関

こ の 国 に お い て は， 1960 年代 ま で， 農業試験研究が組

織立て て行わ れた 形跡 は な く ， 果樹で は 王家が王宮 内 に

世界各国 よ り 果樹の苗木 を 輸入 し て 試作 し た例 は あ る 。

な かで も ， マ ン ゴ ー の 試作 に は 成功 し ， 普及 さ せ た 。

1960 年 に イ ン ド と ネ パ ー ル政府 の 間 で農業開発 に 関

す る 協力 関係が持た れた の が， 組織だ っ た 試験研究の始

ま り であ る 。 こ の協定では， 園芸関係 で は 14 か所 に試作

農場が設立 さ れた 。 協定 は 11 年間継続 さ れ， 世界各地か

ら 果樹 を 導入 し て そ れ ら の評価， 苗木生産配布， 農家 の

短期研修な どが実施 さ れ効果 を 上 げた 。 そ の後， 幾多の

変還があ り 現在 は以下の よ う に な っ て い る が， ま だ形 ば

か り が整 い中身が入 っ て い な い状況で あ る 。

市 農業， 園芸， 畜産部門が あ る .

① NARC (National agriculture research center) 

こ こ で は ， 農業関連の試験研究の う ち 基礎的 な も の が

行わ れ る こ と に な っ て お り ， 園芸関係 で は 6 場所 に 支場

を設 け て い る 。 所長の位置づ け は 農業局長待遇。

② 農業普及セ ン タ ー (Agriculture development 

center) 権

こ こ で は 試験研究 と い う タ イ ト ル を 使 う こ と は 御法

度。 果樹の場合 な ら 品種の保存， 苗の配布， 地域 に 苗木

商の育成， 加 え て 農家研修 を行 う こ と を 主 に し て い る 。

いわ ゆ る 官営農場の一種で あ る 。 現在 は 12 場所 に 支場 を

設 け て い る 。 所長の位置づ け は， 本省 の課長配下 に な っ

て い る 。

さ て 果樹の試験研究 を例 に と る と ， NARC の 本場 で は

研究がな さ れて お ら ず， NARC 所属 の 地域の試験場で は

沢山の品種を維持管理 し て い る の み で， 研究の た め の予

算 は あ る よ う に 思 え な い。 我々 の プ ロ ジ ェ ク ト は後者 に

属 し て い る 。

3 果樹の病害虫

我々 が持 ち 込 ん だ落葉果樹では， 幸い な こ と に 開花期

が乾季 に 当 た る た め に 発生病害 は 少 な い。 休眠期 の 防除

を し っ か り 行 え ば問題 は 少 な い よ う に 恩 わ れ る 。 今の と

こ ろ ブ ド ウ で は黒 と う 病， 輪紋病， ナ シ で は 褐斑病， ミ

パエが主な も の であ る 。 春先の乾燥が激 し い た め に ス リ

ッ プス の害が出 る 。 柑橘で は す そ 腐れ， グ リ ー ニ ン グ病

があ る 。

い ま ネ パ ー ル で は ， 病害虫防除 は IPM で， と の風潮が

高 ま っ て い る 。 試験研究機関 が あ ま り 機能 し て い な い

中， こ の語が一人歩 き す る と ど う な る か と い う と ， 散布

は病気 を み て か ら と な り ， 赴任問 も な い 頃 ブ ド ウ の黒 と

う 病防除で は大変 な 目 に あ っ た 。 先進国か ら 科学者が発

展途上国 に乗 り 込んで， 自 分の持論 を披露す る の は よ い

が， 色々 な ケ ー ス の あ る こ と を知 ら せ る 等， 最後 ま で責

任 を 持 っ て欲 し い も の だ。

お わ り に

こ の 国でのム ギ の脱穀 は ， 家畜 に踏 ま せ る ， 舗装道路

に 並べて 車 に踏 ま せ る ， 石盤 を 斜 め に 立 て か け て そ れ に

打ち つ け る ， な ど の 方法が と ら れて い る 。 こ れ は首都 カ

ト マ ン ズ 近郊 で見 ら れ る 光景 だ 。 こ の 例一 つ か ら み て

も ， 果樹産業 を我々 と 肩 を 並べ ら れ る ま で に す る に は，

ま だ ま だ時聞が必要 に思わ れ る 。

( ネ パ ー lレ園芸開発計画 リ ー ダー 佐久間 勉)
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リ レ ー 閲 筆

植物検疫の現場 か ら ( 2 )  

頑張 る 米国向 け鳥取県産二十世紀ナ シ

輸 出 検疫 と は

輸 出 ナ シ の検疫 を述べ る 前 に ， 多少固 く な る が輸出検
疫の 目 的 に 触れて お き た い。

国外か ら の病害虫 の侵入 ・ ま ん延 を 防止す る こ と が国

際植物検疫の 目 的 と す る な ら ば， 各国 と も 輸入検疫の み
で事足 り ， 相手国の た め に こ と さ ら 輸出検査に精出す こ
と も な い よ う な も の で あ る が， 事柄 は そ う 簡単 で は な

い。 国際植物防疫条約で， 輸入国 は輸 出 国 に 対 し植物検

疫 に 関す る 要求 を行 う 権利が与 え ら れて お り ， 一方， 輸

出 国 は こ れ を 履行す る 義務があ る 。 ま た ， 我が国の植物

防疫法 は， 条約の精神 を 受 け て 相手国 の検疫要求 に適合

し て い る か ど う かの検査 を 受 け， こ れ に 合格 し た あ と で
な け れば輸出 し で は な ら な い， と 規定 し て い る 。 輸入植

物検疫 を 厳格 に 実施す る 以上， 国際信義 の う え か ら も 輸
出検疫 は 的確 に 実施す る 責務があ る 。 植物検疫 に 関す る

要求 は 国 に よ っ て 異 な り ， 同 じ植物で も 輸出検査の不要

の 国 か ら ， 輸入 を 禁止 し て い る 固 ま であ る 。

果実の輸 出

前置 き は こ れ く ら い に し て ， ナ シ果実の輸出検疫の話

に は い る 。 ナ シ果実 は以前か ら 東南 ア ジ ア を 中心 に輸出

さ れ， 近年では米国本土， 豪州、| に も 輸出 さ れて い る 。 我

が国の生果実の輸出量 を 平成 4 年で見 る と 24 千 t で， 種

類別で は ウ ン シ ュ ウ ミ カ ン 12 干 し ナ シ 7 干 し リ ン ゴ

1 . 5 干 し カ キ 4 千 t， そ の他 0 . 2 千 t で， ナ シ果実は 2 番

目 の輸出量 と な っ て い る 。 年間 150 万 t 前後の生果実輸

入数量 に は比べ る べ く も な い が， コ ス ト 高の な か で し か

も 異常 な ほ ど の 円 高 ・ ド ル安の現状か ら み れば， よ く 頑
張 っ て輸出 し て い る と い え る の で は な い だ ろ う か。

厳 し い検疫条件

鳥取県産二十世紀ナ シ が米国 に輸入許可 を得て は じ め

て 輸 出 さ れた の は ， 昭和 59 年で， あ れ か ら 10 年， 円

高 ・ ド ル安， 生産者の 高齢化 に 伴 う 労力不足， 黒斑病な
ど病害虫対策 な ど を 克服 し な が ら 輸 出 が続 け ら れて い
る 。

ナ シ果実の対米輸出 に つ い て は， かつ て は ア ラ ス カ 及

許可 を得 る た め ， 鳥取県， 岡 県果実農業協同組合連合会
(現岡 県農業協同組合連合会) 等 か ら の米国植物検疫当局
に対す る 解禁要請や， 農水省の技術的見地 に 立 っ た 解禁
への働 き か け が行わ れ， こ れ を 受 け て米国側 は 岡 県下の

生産地域での 実態調査 を行い， 病害虫 の侵入防止上基本

的 に 問題 は な い と 判断 し ， 一定の検疫条件 を 付 し て輸入

を許可 し た 。

輸入許可 は取得 し た も の の ， 輸出 圃場 に は授粉樹 を 含

め て無袋果が全 く な い こ と ， 病害虫防除の徹底， 日 ・ 米

検査官合同 の生産地及 び輸出検査 の 実施， 輸出検査で黒
斑病， コ ナ カ イ ガ ラ ム シ等の指定病害虫が認め ら れな い
こ と ， な どの検疫条件が課 さ れて い た 。 こ れ を ク リ ア す

る た め ， 国 は検疫 シ ス テ ム の設定 に ， ま た 生産者側 は受

検体制 の整備等 に取 り 組んだ。 受検体制の確立 に あ た っ
て は， 幸い に も と 言 う べ き か， ナ シ の大産地 と し て は 当

然の こ と と 言 う べ き か， も と も と 二十世紀ナ シ は黒斑病

に 弱 い た め ， 栽培 ・ 病害虫管理 を徹底 し な け れ ば高品質
の果実 は期待で き な い こ と か ら ， 生産者の技術水準 は 高

く ， 比較的短期間 で体制が確立 さ れた。 も ち ろ ん受検体

制確立 の た め 県， 農協関係者 と 生産者がい ろ い ろ の 問題

点 を 克服 す る た め 奮闘努力 さ れ た こ と は 想像 に 難 く な
し ) 0

現状 と 今後

鳥取県産二十世紀ナ シ の米国本土向 け輸 出 は ， 昭和 59

年の 271 t を皮切 り に ， 以後年々 増加 し て 同 県 内 の輸 出
生産地域 も こ れ と と も に拡大 し た 。 昭和 62 年 に は 15 市
町村か ら 2 ， 765 t が 輸 出 さ れ た 。 し か し な が ら こ れ を
ピ ー ク に ， 急激な 円 高 ・ ド ル安 と 生産者の 高齢化 に 伴 う

労力不足等 の要因が重な り ， 生産地域， 輸出量 と も に 減

少傾向 を た ど っ て き て お り ， 平成 5 年 は更な る 円 高 ・ ド

ル安の た め 450 t の輸出 に と ど ま っ た 。

こ の よ う な輸出 の伸 び悩 み に つ い て ， 生産者側 に は 国

の検疫条件が厳 し す ぎ る と の 声 も あ る 。 確か に 他の一部

の 固 に比べれば厳 し い検疫条件で あ る が， 植物検疫 は そ

れぞれの国が農業事情， 立地条件， 環境等 を考慮 し て独

自 に 実施 し て い る も の で あ り ， そ れが検疫技術上の 要求
で あ れ ば ク リ ア せ ざ る を 得 な い こ と は， 官頭 に 述べた と

お り であ る 。

鳥取県産二十世紀ナ シ に 限れ ば， ナ シ の 出荷調整， 品
質保持等 の観点か ら ， 今後 と も 内部努力 を し な が ら 輸出
を推進す る と 聞 い て い る 。 我々 も 植物検疫の基本的事項

は動かせ な い が， 合理的， か つ 円 滑 な輸出検疫 の 実施 に
向 げ て 可能 な 限 り 協力 し な 砂 れ ば な ら な い と 考 え て い

びハ ワ イ 州 の み に認め ら れ米国本土への輸入 は認め ら れ る 。

て い な か っ た 。 こ の た め ， 鳥取県産二十世紀ナ シ の輸入 (神戸植物防疫所 酋俣 攻)
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( 口 絵解説)

花の病害虫 (18) 一一・ベ ゴ ニア一一

日 本では， シ ュ ウ カ イ ド ウ と い う よ り ， ベ ゴニ ア の名

で親 し ま れて い る 植物であ り ， 花壇や鉢花 と し て よ く 栽

培 さ れて い る 。 シ ュ ウ カ イ ド ウ 科 (Begoniaceae) は こ れ

ま で に 約 900 種 が 知 ら れ て お り ， シ ュ ウ カ イ ド ウ 属

(Begonia) ， ヒ ノレ プ ラ ン デ ィ ア 属 (Hillebrandia) ， シ ンベ

ゴ ニ ア 属 (Symbegonia) ， ベ ゴ ニ エ ラ 属 (Begoniella) ， 

セ ミ ベ ゴ ニ エ ラ 属 (Semibegoniella) の 5 属か ら な る 。 し

か し ， シ ュ ウ カ イ ド ウ 属が主 な属であ り ， 他の 4 属 は 1 属

1 種か ら 数種の小 さ な属であ る 。

花の美 し さ を 主 に 楽 し む種類 と し て ， 球根ベ ゴ ニ ア ，

ベ ゴ ニ ア ・ セ ン パ フ ロ ー レ ン ス ， ベ ゴ ニ ア ・ エ ラ チ オ ー

ルがあ り ， 葉型や葉紋 を 主 に観賞す る 種類 と し て木立性

ベ ゴ ニ ア ， 葉 ベ ゴ ニ ア ( レ ッ ク ス ・ ベ ゴ ニ ア と も い

う ) ， シ ュ ウ カ イ ド ウ が栽培 さ れて い る 。

病害 と し て は ウ イ ル ス 病， 斑点細菌病， 灰色か び病，

茎腐病， さ ぴ病， 白星病， 炭 そ 病， う ど ん こ 病， 葉枯線

虫病， 茎線虫病， 根腐線虫病， 根 こ ぶ線虫病な どが知 ら

れ て い る が， 栽培上問題 と な っ て い る 病害 は 斑点細菌

病， 茎腐病， さ び病， う ど ん こ 病 な ど であ る 。

1 斑点細菌病

本病 は Xanthomonas campestri・'s pv. begoniae に よ っ

て生 じ ， 栽培 さ れて い る ほ と ん ど の ベ ゴ ニ ア類に発生す

る が， エ ラ チ オ ー ル種で被害が大 き い傾向が あ る 。 病原

菌 は好気性で， 大 き さ 1 . 0�2 . 0 x 0 . 5�0 . 6 ，um の グ ラ ム

陰性， 棒状細菌で， 単極 1 本の鞭毛 を 有 し ， ス ラ イ ム や

黄色色素 を産生す る 。

初め葉縁や葉身 に水浸状の小斑点 を 生 じ 、 こ れ は葉脈

に沿 っ て拡大 し ， 葉脈聞 に 固 ま れた褐色の病斑 と な る 。

病斑部 は黄色の鮮明 な ハ ロ ー を伴い， 裏面 に は菌泥の噴

出 がみ ら れ る 。 病勢が激 し い場合 に は病徴 は葉身か ら 葉

柄に進展 し ， やがて株全体が腐敗枯死す る 。 病勢が軽い

場合 に は病徴 は斑点 で停止す る が， 病原細菌が維管束内

部に残存す る た め， 挿 し木繁殖す る 場合 は ， 次年度 の重

要な伝染源 と な る 。

第一次伝染 は， 用土， ベ ン チ ， 鉢， 穂木な ど に よ っ て

容易 に行わ れ る 。 ま た ， 発病株か ら は 潜水や接触に よ っ

て次々 と 伝染す る 。 こ の た め ， 本病が一度発生す る と ，

毎年発生 す る よ う に な り ， 完 全 に 防除 す る こ と は難 し

し 〉。

防除 は発病が認 め ら れ な い温室 か ら 穂木 を 導入 し ， 病

原菌 を温室 に 持 ち 込 ま な い こ と が最 も 重要 であ る 。 発病

が見 ら れた場合 に は， 病葉 を よ く 取 り 除 き ， 通風 を よ く

す る と と も に 薬剤 を 散布す る 。 薬剤 と し て は ス ト レ プ ト

マ イ シ ン ・ 銅水和剤， オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ ン ・ ス ト レ

プ ト マ イ シ ン ( ア グ リ マ イ シ ン 100) 水和剤， ポ リ カ ーパ

メ ー ト 水和剤 な どが有効 と の試験例が あ る 。

2 茎禽病

本病 は Rhizoctonia solani に よ っ て 生 じ ， ほ と ん ど の

ベ ゴ ニ ア に 発生す る が， 木立性ベ ゴ ニ ア に 発生す る と 被

害が大 き い傾向が あ る 。 病原菌 は不完全菌類 に 属 し ， 通

常， 胞子 は作 ら ず， 菌糸 と 菌核で繁殖す る 。 完全世代 は

担子菌類の Thanatψhorus cucumeris で あ る 。 き わ め て

多犯性の菌であ り ， 多 く の植物 に 病原性 を示す。

初め地上部の茎に黒~黒褐色 の や や く ぽんだ病斑 を 生

ず る が， こ れ は や が て 拡大 し茎 を 取 り 巻 く よ う に ， 乾腐

状 に 表皮か ら 内部 に 向 か つ て 腐敗す る 。 こ の た め ， 発病

株は病斑部か ら 折れやす く な る 。 ま た ， 葉や茎の分岐部

に発生す る と 落葉や落花 し や す く な る 。

第一次伝染 は用土， 穂木 な ど に よ っ て 容易 に行わ れ る

た め ， 発病園 では毎年決 ま っ て 発生す る 。 し か し ， 発病

株か ら の伝染 は ほ と ん ど行わ れ な い。

防除 は無病穂 を 用 い る こ と は 当 然 で あ る が， 発病 し た

場合， 発病茎 を病斑部の 2�3 cm 上部か ら 切 り 取 り ， そ

の切 り 口 に べ ノ ミ ル剤ペ ー ス ト を 塗布す る と ， ほ と ん ど

の場合病徴の進展 は停止す る 。

3 さ び病

本病 は Pucciniastrun boehmeriae に よ っ て 生 じ ， エ ラ

チ オ ー ル種 に の み 5�7 月 に 発生す る 。 病原菌 は担子菌類

の層生 さ び菌科 に 属 し ， ベ ゴ ニ ア の葉の裏面 に 夏胞子 を

形成す る 。

初め葉の表面 に 水浸状の赤褐色 の 小斑点 を 生ず る が，

こ れ は輪紋 を描い て 拡大 し ， 黄色の ハ ロ ー を伴 っ た や や

く ぼんだ 円形褐色の病斑 と な る 。 や が て ， 病葉の裏面 に

は赤褐色の夏胞子 を 多 数形成す る 。 病勢が軽 い場合 に は

円形の斑点で病徴 は停止す る が， 病勢が激 し い場合 に は

病斑同士が融合 し ， 病斑が葉全体 を覆 う よ う に な る と 落

葉す る か枯死す る 。

本菌 は イ ラ ク サ科カ ラ ム シ属 の コ ア カ ソ を 中間宿主 と

し て ベ ゴ ニ ア に伝染す る た め ， 山沿 い や 山 上 げ栽培 な ど

で発生す る 。

(栃木県農業試験場 木嶋利 男 )
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モ モ では， リ ン ゴ や ナ シ な ど他の果樹 と は異な り ， 病

害 に対す る 品種の感受性 に 違 い が認め ら れな い こ と が多

い た め， 耐病性品種 に よ っ て被害軽減 を 図 る こ と は現状

では難 し い。 モ モ に 発生す る せ ん孔細菌病 は， 産地 を形
成す る 上で き わ め て影響の大 き い病害であ り ， 本病 を克

服で き な げ れば産地化 は 困難であ る と い っ て も よ い。

モ モ せ ん 孔 細 菌 病 の 病 原 菌 は Xanthomonas

canψes加is pv. ρruni (SMITH ) DYEで あ る と さ れて い た

が ， 高 梨 (1985) は こ の ほ か に Erwinia nig1明悦郎官

WILSON， STARR and BE郎ER と Pseudom棚酒 勾wingae pv. 

勾wi増田 VAN HALLの 2 種 も 病原性 を有 し て お り ， 区別 し

難 い病微 を呈す る と し ， こ れ ら 3 種の病原細菌が関与す

る と 報告 し て い る 。 ま た 本病原細菌 は モ モ だ け で は な

く ， 他の核果類 に も 寄生 し， モ モ ， ニ ホ ン ス モ モ ， ア ン

ズが共通宿主 に な り う る 。

本病 は難防除病害で あ る と い わ れて い る が， こ の最大

の理由 は， 本病 に対 し て有効な 防除薬剤がな い こ と に よ

る 。 本病の 防除 に は 開花前 ま た は収穫後 に ボ ル ド ー液や

無機銅剤が使用 さ れ る が， こ れ ら は生育期 に は銅 に よ る

薬害 を生ず る た め使用 で き な い。 こ の た め生育期 に は硫

酸亜鉛石灰液， ジ チ ア ノ ン剤， ジ ラ ム ・ チ ウ ラ ム 剤， ス

ト レ プ ト マ イ シ ン剤 (SM) ， テ ラ マ イ シ ン剤 (TM) ま た

は SM と TM の混合剤 に 農薬登録があ り 使用 さ れ る 。 な

かで も 本病原細菌に対す る 殺菌効果 は， 抗生物質であ る

SM や TM が優れて い る 。 し か し ， SM に つ い て は モ モ

せ ん孔細菌病で 1970 年代後半 に は す で に 耐性菌 の存在

が報告 さ れて お り ( 1979) ， 福島果試の調査で は， TM に

つ い て も 耐性菌 と 考 え ら れ る 菌株の存在が認め ら れて い

る (1開7) (図ー1) 。
Methods for Monitoring Fun嘩icide Resistance-Peach 

bacterial shot-hole (X，仰th咽隅側回 目別μstris pV. P叩判il . Citrus 
canker (Xanthomon閣 ωmpest市 pV. citri) and Bacterial 
canker of Kiwifruit (角田ldomonas syri昭ae pV. actinidiae) . 
By Tad国hi OGATA and Meisaku KOIZUMI 
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モ モ せ ん孔細菌病菌 に対す る 抗生物質剤の MIC

値の頻度分布 (福島果試. 1987) 
図 ー 1

福 島 県 に お い て は SM に よ る 防除効果 の 低 下 が指摘

さ れ る と と も に ， 1987 年， 高頻度 に 耐性菌出現の実態が
明 ら か に な っ た た め ， そ の後， 同薬剤 を 県 の病害虫防除

基準か ら 削除 し た 経緯があ る 。 本病原細菌の抗生物質 に

対す る 感受性 に つ い て モ ニ タ リ ン グ し た 例 は非常 に 少 な

いが， 本稿で は in vitro に お け る 抗生物質感受性の検定

法 に つ い て 解説 し た い。

病原細菌のサ ン プ リ ン グ法

モ モ せ ん孔細菌病 は枝， 葉及び果実 に 発生す る 。 枝で

は春先か ら 前年生育 し た 越年枝上 に 形成 さ れ る 春型枝病

斑 と ， 生育中 の 新檎上 に 形成 さ れ る 夏型枝病斑が あ る 。

いずれか ら も 病原細菌の分離 は可能であ る が， 耐性菌分

布の モ ニ タ リ ン グの た め に は， 新梢 に お け る 擢病葉か ら

採取す る の が容易 で， 必要 な 菌株数 も 得 ら れや す い。

2 病原細菌の分離方法

採取 し た 擢病葉か ら 分離す る 場合， 材料 は で き る だ け

被害初期 の新鮮な も の を供試す る 。 ま た 1 葉か ら 1 病斑

を原則 と し て病斑部 を切 り 取 り ， 切片 を 70% エ タ ノ ー ル

で数秒， 2% ア ン チ ホ ル ミ ン液で 2， 3 分間表面殺菌， 続

いて殺菌水で十分洗浄 し ， ブ ド ウ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 寒天
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培地 (PDA) 平板上 に 置 き ， 250Cで培養 し て発育 し た菌

叢の一部 を PDA 斜面培地 に移植す る 。

E 薬剤感受性の検定方法

本病原細菌の薬剤 に対す る 感受性 を検定す る 方法 と し

て は， 細菌の増殖 を 測定す る 方法 は行わ れず， も っ ぱ ら

対象薬剤の浪度 を 変 え て ， 菌叢 の生育状況 に よ っ て 最小

生育阻止濃度 (MIC) を 求 め る 方法が用 い ら れ る 。 こ こ

で は， 固体培地希釈法 (画線塗抹法) と 水平拡散法 (阻

止円法) に つ い て 解説 し た い。

1 検定培地 と 作製上の留意点

培地の組成 と pH が薬剤感受性 に 及 ぽす影響 は大 き い

と 考 え ら れ る 。 本病の よ う に細菌が対象 と な る 場合 に は

pH 7 で薬剤感受性が高 く な る の で， 特殊な場合 を 除 い て

pH 6 . 8-7 . 2 に調整す る 必要があ る 。 モ モ せ ん羽細菌病

菌の SM に対す る 耐性菌検定 に お い て ， 落合 ら (1979)

は PDA 培地 を 用 い， 高梨 ら ( 1979) は ト リ プ ト ソ イ ブイ

ヨ ン (栄研) に 寒天 2% を加用 し た も の を 用 い て い る 。 こ

の ほ か ， 日 本化学 療 法 学 会 で は MIC 測 定用 と し て ，

Mueller-Hinton broth (Difco) が 採 用 さ れ て い る

(1981 ) 。 一連の 実験 を 継続 し て い る 聞 は 同一材料が使用

可能であ る 必要があ り ， 試験時期 を 隔 て て 反復す る 場合

に は ， 同一製品 の 同一 ロ ッ ト の 感受性検定用培地 を使用

す る こ と が， 実験誤差 を 少 な く す る 意味か ら 重要であ る 。

( 1 )  画線塗抹法

寒天平板の作製 に 当 た っ て ， 供試薬剤 を検定培地 に加

え る 場合 は ， 培地の温度が 45-50・C前後の な る べ く 有効

成分の分解等 の な い 条件下で， 最終濃度 の 10 倍濃度 の液

を 9 倍量の培地 に 添加 し ， 十分か く は ん し て シ ャ ー レ に

流 し 込む。

( 2 )  阻止円 法

こ の 方法 を 用 い る 場合， 平板 は 常 に 水平に保 ち ， 種層

の菌数 を 均一 に保つ必要が あ る 。 検定用平板の厚 さ も 2

mm 程度 に な る よ う 一定 に す る 。

2 供試薬剤 と 浪度

薬剤 に対す る 感受性の み を検定す る 場合 に は， そ の薬

剤 の 純品 を 殺菌 水で所定浪度 に 溶解， 希釈 し て 用 い る

が， 対象 と す る 薬剤が水溶性 と は 限 ら な い の で， 水中で

懸濁が容易 な製剤 を 用 い た ほ う が よ い場合 も あ る 。 こ の

場合 に は 目 的 と す る 主成分だ 砂 で は な く ， 副成分の影響

も 同時 に み る こ と に な る の で， 成績書 に は供試薬剤の剤

型 に つ い て 記載す る 必要があ る 。

供試濃度 は有効成分で 100 ppm (μg/ml) を 最高 と し

て， 2 倍段階希釈法 に よ り 殺菌水で希釈 し て 調整す る 。 す

な わ ち 100， 50， 25， 12 . 5， 6 . 25， … … と 希釈 し， 対照 と

し て O ppm も 必ず用意す る 。 ま た 100 ppm 以 上 の 濃 度

を使用 す る 場合 は ， 200， 400， 800， 1600 ppm と す る 。

抗生物 質 の よ う に カ 価 と し て unit を 用 い る 場 合 で も

ppm を使用 す る 。

3 検定方法

画線塗抹法 と 阻止円 法 の い ずれ を 用 い た 場合 に も ， 薬

剤感受性 に 関す る 結果 に 違い が な いが， 3 回以上の反復

試験が必要で あ る 。 ま た ， 菌 を分離培養後， 長期間保存

し で あ る 場合 に は， 少 な く と も 1 回以上継代培養 し， 培

養直後の菌を使用 す る 。

( 1 )  画線塗抹法

供試薬剤j を所定 の濃度 に 調整 し た 検定用培地 に ， 分離

し た 菌株 を 白金耳 に て 画線塗抹す る が， 菌の突然変異 の

影響 を 少 な く す る た め に 菌液 は 1Q6/ml 程度 に調整す る

のが望 ま し い。 細菌数の定量 に は い ろ い ろ な 方法が開発

さ れて い る が， こ れ に 関す る 記述 は こ こ で は割愛 さ せ て

い た だ く 。

標準の ニ ク ロ ム線ル ー プ (内径 1 mm 前後) は市販 さ

れて い る が， 1Q6/ml の菌液 を こ の標準ルー プで 1 ス ポ ッ

ト 接種 し た 場合， 約 2 ， 000 個 の細菌が接種 さ れ る こ と に

な る 。 こ の 場合 mutant の 出 現 は 極 め て 低 い 確率 で あ

る 。 1 白金耳ずつ約 2 cm の長 さ に 薗線塗抹す る が， 1 枚

の シ ャ ー レ で 10 菌株程度 は 同時 に 画線塗抹が可能で あ

る 。 そ の後 250Cで 24-48 時間 イ ン キ ュ ペ ー ト し， 菌叢の

発育状況 に よ り MIC 値 を 求 め る 。

( 2 ) 匝止円法

本法は薬剤の抗菌カ を 定量化す る こ と に優れて い る 。

本法で は ス テ ン レ ス 製円筒 ( 日 本抗生物質学術協議会規

格， 外径 8 mm， 内径 6 mm， 高 さ 10 mm) を 用 い る カ ッ

プ法や， 炉紙 円盤 (市販の抗生物質検定用ペ ーパー デ ィ

ス ク ， 直 径 8 mm ま た は 6 mm， 厚 さ 1 . 5 mm ま た は

0 . 7 mm) を 用 い る ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 な どが あ る 。 い ず

れ も 同一平板内で薬剤聞 の比較 を 行 う に は便利 な 方法 と

い え る が， 1 シ ャ ー レ で 1 菌株 し か検定で き な い 欠 点 が

あ る 。 こ の 中 で は 後者 の ほ う が実験操作が簡便で あ り ，

試料水溶液中 の 有機溶媒 の 高 い 濃度 に も 耐 え 得 る 利点が

あ る (梅津， 1955) の で， 以後， ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 に

つ い て説明す る 。

検定用培地 に細菌浮遊液 (WS/ml) を 9 : 1 の割合で加

え て ， 泡の で き な い よ う に軽 く 振 り な が ら 均一 に 混ぜて

シ ャ ー レ に 流 し 込 み ， 厚 き 2 mm 程度 の 平板 を 作製 す

る 。 一方， 所定濃度 に な る よ う に 調整 し た 各供試薬剤 の

液 に 数分間漫潰 し た ペ ーパー デ ィ ス ク は， 別の殺菌炉紙

で余分な薬液 を吸い取 り ， あ ら か じ め作製 し た検定用平

板上 に 適 当 な 間 隔で置床 し ， 250Cで 24-48 時間 イ ン キ ュ
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ベ ー ト す る 。 な お 大量 の 試料 を 同 時 に検定す る 場合 に

は， シ ャ ー レ の代わ り に パ ッ ト な ど を利用す る 場合 も あ

る 。 ま た SM に つ い て検定す る 場合 に は 問題 は な い が，

薬剤 に よ っ て は検定用平板の寒天中 に お け る 拡散が悪い

た め に ， 阻止円形成 に 影響す る 場合が あ る 。 こ の よ う な

場合 に は平板 を薄 く し た り ， 場合 に よ っ て はペーパー デ

ィ ス ク を検定用平板 に 置床す る 直前 に ， メ タ ノ ール あ る

い は ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド と の 1 : 1 混合溶媒 を 30�40

μJ シ リ ン ジ で加 え て ， あ ら か じ め 炉紙 に 吸着 し た試料を

溶解 さ せ る と 感度が高 ま る (小林 ・ 小清水， 1981 ) 。

4 検定結果の判定 と 留 意点

( 1 )  画線塗抹法

菌 の 発育が完全 に 阻止 さ れた 最低濃度 を も っ て MIC

値 と す る 。 シ ャ ー レ 1 枚 当 た り の 集落 が 5 個以 内 の 場

合， そ れ ら は変異菌 (Variant) であ っ て ， 全体 と し て は

発育が血止 さ れた と み な し で も よ い。 し か し ， 小 さ な集落

が多数認 め ら れ る 場合 に は， こ れ ら を耐性菌 と 判断す る 。

( 2 ) 阻止円法

阻止円 の形成の有無及 び阻止円 の 大小や鮮明 さ に よ っ

て薬剤感受性 を判定す る 。 阻止円 は縦横 2 方向の直径 を

測定 し て 平均値 を 求 め る 。 対象 と す る 薬剤 に対 し て感受

性の菌で あ れ ば， 感受性の程度 に比例 し て 大 き な阻止円

が形成 さ れ， 耐性菌 で あ れ ば阻止 円 は形成 さ れ な い 。
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一一カ ン キ ツ か い よ う 病菌 ・
キ ウ イ フ ル ー ツ か い よ う 病菌

は じ め に

カ ン キ ツ か い よ う 病 は Xanthomonas campestris pv. 

citri に よ っ て起 こ り ， そ の 防除 に は無機銅剤が使わ れて

い る 。 我が国 で は ス ト レ プ ト マ イ シ ン剤及びカ ス ガ マ イ

シ ン銅製剤 も 使わ れ る 。 無機銅剤 に つ い て は現在 ま で，

効果の減退は認め ら れて い な い 。 ス ト レ プ ト マ イ シ ン の

場合， 1 年 に 3 回ずつ連用 し た 園 で， 2 年 目 ， 通算 6 回散

布後 に 耐性菌の比率が増加 し た 。 し か し ， 3 年 目 で も 防除

効 果 の 減 退 は 明 ら か で は な か っ た ( 小 泉 ・ 山 田 ，

1972) 0 1979 年， 長崎県下 3 か所か ら 病原菌 を 分離 し て ス

ト レ プ ト マ イ シ ン及びオ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ ン感受性 を

調べた 結果， ス ト レ プ ト マ イ シ ン常用 地 区 か ら 同薬剤 に
強い耐性 を 示す分離株が見 い だ さ れた (小泉， 未発表) 。

キ ウ イ フ ルー ツ か い よ う 病 は Pseudomonω りringae

pv. actinidiae に よ っ て起 こ る 。 防除 に は カ ン キ ツ か い よ

う 病 と ほ ぼ同様な薬剤が用 い ら れて い る が， 主 な被害部

位が枝幹部で あ る こ と か ら ， 抗生物質の 主幹部注入 も 行

わ れた 。 ス ト レ プ ト マ イ シ ン及 び カ ス ガ マ イ シ ン処理区

か ら 採取 し た 菌株の 中 に は ， そ れぞれに対す る 耐性菌が

認め ら れた (牛山， 1993) 。 一方， 本菌 に は銅剤 に対 し て

耐性 を示す系統 も あ り ， そ の性質 は プ ラ ス ミ ド 依存性で

あ る こ と が明 ら か に さ れた (後藤 ・ 藤田， 1992) 。

植物病原細菌の 中 で は ， ア メ リ カ や メ キ シ コ で ト ウ ガ

ラ シ や ト マ ト の 斑 点 病 を 起 こ す Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria が， 銅剤及 びス ト レ プ ト マ イ

シ ン剤 に対 し て 耐性 を 発達 さ せ， 問題 に な っ て い る (Rl

CHIE and DITTAPONGPITCH . 1991 ) 。 ま た ， こ れ ら 耐性 に 関与

す る 遺伝子 は プ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れて い る 。 し た が っ

て ， わ が国 に お い て も 銅剤の連用 に よ っ て 圃場 に お い て

耐性の発達す る 可能性が あ る 。

I 病原細菌の分離， 培養， 保存

1 カ ン キ ツ か い よ う 病菌

培 地 : Xanthomonαs 属細 菌 の 培 養 に は GYCA 培地

(1% (W!V) o-g!ucose， 0 . 5%酵母エ キ ス ， 3%CaC03， 

2%寒天) が最 も 広 く 使わ れて い る 。 ほ か に ， GPPYA 培

地 (l%o-g!ucose， 0 . 5%proteose peptone， 0 . 5%酵母エ

キ ス ， 2% 寒 天 ) や ， SPA 培 地 (2%sucrose，

o . 5%proteose peptone， O .  05%K2HP04， O .  025%Mg 

S04， 1 . 5%寒天) 等 も 用 い ら れ る 。 い ずれ も pH は 7 . 0 に

調整す る 。

分離法 : 分離 に 用 い る 組織 は ， で き る だ け新鮮な病斑

が望 ま し い。 古い病斑 に は雑菌が多 い た め ， 病原細菌 を

分離す る の は難 し い。 古 い病組織 を使 う 場合， 少量の滅

菌水 と と も に磨砕後， ナ ツ ミ カ ン の新葉 な ど に 穿刺接種

し ， あ る い は懸濁液の上清 を 取 っ て 着生葉 に葉肉注射接

種 し， 1�2 週間後 に 形成 さ れた 新 し い病組織か ら 分離す

る ほ う カま よ い。

こ の よ う な病斑の水浸状部分 を切 り 取 り ， 少量の滅菌

水 と と も に 乳鉢で磨砕， 滅菌水で段階希釈す る 。 ペ ト リ

皿中 の GYCA 平面培地 に 1 滴置 き ， 滅菌 し た ガ ラ ス 棒
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で拡 げた後， 28'C に保つ。 培養 3 日 後 に観察 し ， 小型，

単生の コ ロ ニ ー で黄色色素 を 産生， 多糖質 で表面が平

滑 ・ 凸面， 周縁 も 平滑 な も の を選 び， 白金線でか き 取 っ

て斜面培地 に 画線す る 。 1 試料か ら 少 な く と も 3 コ ロ ニ

ー を 選び分離株 を得 る 。

病原性の確認 : 斜面培地 よ り 1 白 金耳か き 取 り ， 生理

食塩水 ま た は リ ン 酸緩衝生理食塩水 (PBS) に 懸濁 す

る 。 ナ ツ ミ カ ン (オ レ ン ジ で も よ い， た だ し ウ ン シ ュ ウ

ミ カ ン は不可) の新葉 (発芽後約 1 か月 ) を葉柄 を付け

て切 り 取 り ， 針で穿刺 し た 後 に 先 の懸濁液 を脱脂棉で塗

り ， 湿室 中 で葉柄 を 水 に 漬 け ， 全体 を ポ リ エ チ レ ン袋で覆

っ て 28'Cの 暗黒条件 に 保 つ 。 病原 菌 の 場合 に は 5�6 日

目 ご ろ か ら 接種部が 白 く 盛 り 上が り ， 透過光で み る と 傷

の周辺部 に鮮明 な輪郭 を 持 っ た 病変組織が認め ら れ る 。

保存 : 常時使 う 場合 に は， 斜面培地 を 50Cの 冷蔵庫 に

保 ち ， 月 1 回， 新 し い培地 に移植す れば よ い。 長期保存

に は， 真空凍結乾燥か L 乾燥が よ い 。 流動パ ラ フ ィ ン で

封入 し た も の は， 病原性の変異が起 こ り や すい。

2 キ ウ イ フ ル ー ツ か い よ う 病菌

培地 : Pseudomonas 属細菌 の 分離 に は 緑色蛍光色素

の産生 を調べ る た め に キ ン グ B 培地が用 い ら れ る が， キ

ウ イ フ ル ー ツ か い よ う 病菌 に は本色素 を産生 し な い も の

が あ る た め ， 普 通 寒 天 培 地 (0 . 5% 肉 エ キ ス ，

l%proteose peptone， 0 . 25% NaC!， l %g!ucose， 1 . 5% 

寒天， pH 7 . 0) で よ い。 牛山 (1993) は PPGA ( ジ ャ ガ

イ モ ・ ペ プ ト ン ・ グル コ ー ス ・ 寒天) 培地 を用 い た 。

分離法 : 春先， 2 月 ご ろ に枝幹部 の皮 目 ， 枝分岐部あ る

い は切 り 口 か ら 溢出 す る 白濁菌液 を直接採取 し， 滅菌水

で段階希釈 し て 平板培地 に塗 り 付 け ， 培養す る 。 溢出液

が褐色 に な っ た 場合 に は 雑菌が多 く ， 分離は難 し い 。 枝

幹部 か ら 直接分離す る に は ， 病組織 の 皮 層 部 を 切 り 取

り ， ペ ト リ 皿中 で軽 く エ タ ノ ー ル で表面消毒す る 。 葉の

病斑 は， 径 2�3 mm で不整形， 褐色斑点で周 囲 に 黄色の

か さ を 持 っ た新鮮な病斑 を 選ぴ， エ タ ノ ールで軽 く 表面

消毒す る 。 こ れ ら の小片 を 少量 の滅菌水中で磨砕， そ の

1 白金耳 を取 っ て 前記 と 同様， 平板培地 に塗 り 付 け， 培養

す る 。 培養温度 は 15�250C と し ， 24�48 時間後 に コ ロ ニ

ー を観察， 単生， 白色で多糖質， 表面が凸面で平滑， 周縁

が丸 く 平滑な も の を 選 び， 白 金耳でか き 取 っ て 斜面培地

に 取 る 。 1 試料か ら 少 な く と も 3 集落ず つ分離株 を 得 る 。

病原細菌の長期保存 は真空凍結乾燥か L 乾燥で行 う 。

病原性の確認 : 嬉養 24�48 時間 の新鮮な 細菌 を生理

食塩水 ま た は リ ン酸緩衝生理食塩水 に 懸濁 ( コ ロ ニ ー形

成数 (cfu) で 108/ml) ， あ ら か じ め 用意 し た キ ウ イ フ ル

ー ツ 実生苗の若葉 に 針で穿刺 し ， 懸濁液 を 滴下， 2 個 の ゴ

ム 栓で滴下部分 を 軽 く 圧迫 し て 接種後， 48 時間， ポ リ エ

チ レ ン袋で覆い， ガ ラ ス 室 内 に保つ。 発病適温 は 150C， 発

病限界温度 は 280Cであ る 。 適温では 7 日 後 に 発病す る 。

E 感受性検定法

1 生育阻止 円 法

滅菌 ペ ト リ 皿 中 に そ れ ぞ れ前 記 の 寒天培地 10 ml を

流 し 込み， 固化 さ せ る 。 次 い で培養 24�48 時間の新鮮な

病原細菌懸濁液 (滅菌水で 1 X 108cfu/m l に 調整 : 分光

光度計 を 用 い波長 540 nm 光の透過率 70% が ほ ぼ， こ れ

に あ た る ) 0 . 1  ml を 平面培地 に 滴下， 滅菌ガ ラ ス 様で培

地一面 に 拡 げ， 表面 を乾かす。

供試薬剤 は あ ら か じ め 滅菌 水 で 1 ， 000 な い し 1 ， 500

mg/ l に 溶解す る 。 完全 に 溶 け な い場合 に は 適当 な溶媒

を 用 い て溶かす。 銅剤で は pH を 7 . 0 以下 に す れ ば溶 け

る 。 完全 に溶 け た ら 滅菌水で段階希釈す る 。 検定用炉紙

円板 (直径 1 . 27 cm) に 希釈薬液 0 . 1 m l を 吸収 さ せ， 風

乾す る 。 1 枚の平板培地 に 3 枚ずつ， 先 に 用意 し た 薬剤吸

着炉紙 円板 を置 き ， ガ ラ ス 俸で表面 を よ く 押 さ え る 。 そ

し て， 培養適温 に 2 日 間保 ち ， 円板の 周 囲 に 現れ た 阻止

円 の直径 を測定す る 。 対照 に は薬剤 を 含 ま な い滅菌水 を

用 い る 。

2 殺菌率調査法

滅菌試験管 中 に 供試薬剤 の滅菌水 に よ る 段階希釈液 を

作 る 。 一方， 培養 24�48 時間の病原細菌懸濁液 ( 1 X 108 

cfu/ml) を用意す る 。 滅菌試験管 に 薬剤希釈液 を 1 ml， 

細菌懸濁液 を 1 ml 取 り ， 混合す る 。 対照 に は滅菌水 を 用

い る 。 室温で 2 時間保 っ た 後， あ ら か じ め 用 意 し た ペ ト

リ 血 中 の 平板培地 に 前記混合液 0 . 1 m l を 滴下 し ， 培地

全面 に 拡 げて培養適温 に 保 つ 。 各 区少 な く と も 3 反復 と

す る 。 2 日 後， 培地 に 形成 さ れた コ ロ ニ ー数 を 計数す る 。

こ の 方法では耐性菌 と 感受性菌の比率がわ か る 。

カ ン キ ツ か い よ う 病菌の場合， こ の混合液 を ナ ツ ミ カ

ン切 り 取 り 葉 に 穿刺接種 し ， そ の発病率か ら 生存 し て い

る 病原細菌数 を 算 出 し て 耐性菌 の濃度 を 推 定 し た (小

泉， 1972) 。

3 留 意 点

薬剤耐性 を 示 し た 菌株 は ， 再度， 病原性 を調べて お く 。
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