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は じ め に

ナ シ黒星病の 防除薬剤 と し て は， チ ア ジ ア ジ ン， ジ ネ

プ， キ ャ プ タ ン， 有機銅， 有機銅 ・ キ ャ プタ ン Jな どの非

選択的殺菌剤が古 く か ら 使用 さ れ て い た が， 1971 年， チ

オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル， べ ノ ミ /レ の べ ン ゾ イ ミ ダ ゾー ル 系

殺菌剤が登録 さ れ， 広 く 普 及 に 移 さ れた。 し か し ， 1975 

年に は， い く つ か の ナ シ 産地で黒星病 に対す る べ ン ゾ イ

ミ ダ ゾーjレ 系薬剤の効力不足が指摘 さ れ， ま た本病の 多

発 が 薬 剤 耐性 菌 の 出 現 に よ る こ と が 明 ら か に な っ た

(IS I I I 1  ancl Y八�IAGUC I I J ， 1977 ) 。

ナ シ黒星病菌 ( Ventllria naslzicol，σ) のベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ

- )レ 剤 に 対す る 耐性の検定法 に つ い て は極々 検討 さ れ，

簡易検定法 (梅本 ・ 長井， 1 979) も 含 め て既 に 確立 し た

も の と な っ て い る の で， そ れ ら を こ こ で紹介す る 。

1 検定用 材料の採集

ナ シ 黒星病 は ， 主 と し て 雨媒伝染 に よ り 引 き 起 こ さ

れ， 病原菌の伝搬距離 は短い と い わ れ て い る 。 し た が っ

て ， 同一周場であ っ て も 耐性菌が不均一 に 分布す る こ と

も あ り 得 る 。事実， 菌の採集方法 に よ っ て 耐性菌の検出割

合 に 大 き な違いがみ ら れた (表ー1， ISI I I I  et al . ，  1 985) 。 そ

こ で， 特 に 耐性菌の年次変動等の推移 を 調査す る場合に

は， た と え 耐性菌が高率 に 分布す る 匝1:場であ っ て も ， 1 樹

の みか ら 材料 を採集す る の は適 当 で は な く ， 異 な る い く

つ かの樹か ら 材料 を得 る こ と が必要であ る 。 図ーl は， べ 100 
ン ゾイ ミ ダ ゾーノレ剤の使用中止後の耐性菌検出割合の推

移 を示 し て い る (151111 et a 1 . ，  1985) が， こ の場合は， 計

1 3 の 園場 ご と に 特定 の 5 樹 ( 中央及び 4 附) を選んで躍

病葉 を採集， 圃場全体で毎年 130 菌株 を分離 し て ， 耐性
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の検定 に 供 し た。

2 菌の分離

ナ シ黒星病菌 は培地上での生育が遅 い た め， 一般 に は

分離が難 し い と さ れ て い る が， 梅雨期 ご ろ ま で に 新鮮な
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病斑 を 材 料 に選 べ ば， か な り 高率に 純粋培養 を 得 る こ と

が で き る 。 一方， 盛夏季以降 に な る と ナ シ の葉や果実の

上の ミ ク ロ フ ロ ラ が複雑 に な る ほ か， 黒星病菌 自体の活

力 も 低下 す る 傾向 が あ る の で， 概 し て 分離は難 し い。

同一病斑上 に 本菌 の ベ ン ゾ イ ミ タ。 ゾ ー ル 耐性菌が感受

性菌 と 混在 し た り ， 耐性程度 の 異 な る 菌が混在 し た り す

る こ と は少 な い (石JI時 ら ， 1 983) 。 ま た ， 純粋分離 し た 菌

を 用 い る 場合， 後述す る よ う に容易 に 耐性の有無や耐性

程度 を判別す る こ と が可能で あ る 。 し た が っ て ， べ ン ゾ

イ ミ ダ ゾー /レ耐性の検定の場合 に は必ず し も 菌 を 単胞子

分離 し な く て も よ し '0

乾 燥 ア ン ズ 果 実 25 g を イ オ ン 交換水 200 m / 中 で 30

分間煮沸， r戸過 し た 後， 水 を 足 し て 全量 を 1 / と す る 。 こ

表 - 1 ナ シ烈111病l泊ーの1In1J:f，lか ら の採!.R力法 と 耐性磁の検出割合
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れ に 寒天粉末 を 35�40 g 加 え て ， 100'Cで 30 分間殺菌す

る 。 乾ア ン ズ が入手困難な と き は ， rDMI 剤j の項で述べ

る 抗生物質入 り の PDA 培地 を 用 い て も よ い が， ど ち ら

の培地 も 細菌の繁殖を抑 え る 目 的 で pH を低 く し て あ る

の で， 加圧殺菌 は し て は な ら な い。 培地 を 強酸性条件下

で加圧殺菌す る と 寒天が分解 し， 冷 え て も 固 ま ら な く な る 。

こ の よ う に 調製 し た 培地 に 病斑上の 分生胞子塊 を 白 金

か ぎ で移植す る (高梨， 未発表) 。 そ の 際， 分生胞子 を 多

く 採 る と ， そ れだ け コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン も 起 こ り や す い

の で， な る べ く 小 さ な分生胞子塊 を採 り ， こ れが付着 し

た 白 金 か ぎ の 先端 を 培地面 に 突 き 刺 す よ う に す る 。 ま

た ， 黒星病菌の培地上での生育適温 は 20'Cであ る が， 雑

菌， 特 に細菌の繁殖 を 少 な く す る た め に 分離用 の培養 は

初め 15'Cで行 う ほ う が よ い (梅本， 私信) 。

3 検定方法 と 判定基準

市販 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70% 水和 剤 や べ ノ ミ ル

50%水和剤 を 用 い て も よ い が， 筆者 は カ ルベ ン ダ ジ ム の

60%水和剤 ま た は純品 を メ ー カ ー か ら 入手 し て 供試 し て

い る 。 水和剤 の場合 は殺菌蒸留水 に 懸濁 さ せ， ま た 純品

は ア セ ト ン に 溶解 さ せ て PDA 培地 に 混 ぜ る 。 前者 で は

培地 と 薬液 を 9 : 1 に ， ま た 後者で は 49 : 1 の割合 に 混ぜ

て ， 添加後の薬剤の有効成分濃度 がお の お の 0， 1， 10， 

100 μ:g/m l と な る よ う に し て 平板 を作製す る 。 ベ ク ト ン

デ ィ ッ キ ン ソ ン社製 の フ ァ ル コ ン イ ン テ グ リ ッ ド ペ ト

リ 皿 ( 注文 番 号 1012， 100 x 15  mm， 1 ケ ー ス 500 組入

り ) を使 う と ， 1 枚 に 36 菌株 を 培養す る こ と がで き て 大

変便利 で あ る ( 口絵写真参照) 。 そ の場合 は ， 1 枚 に つ き

薬剤添加培地 を 30 ml 分注す る 。 な お ， 上記のべ ン ゾイ

ミ ダ ゾー ル剤 の 抗菌活性 は い ずれ も 熱 に 安定 な の で， 培

地 に 添加後， オ ー ト ク レ ー プで殺菌 し で も 問題 は な い。

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル の場合 は オ ー ト ク レ ー プ処理 し た

ほ う が む し ろ 抗菌活性が高 く な る が， こ れ は カ ルベ ン ダ

ジ ム への変換が起 こ り や す い た め であ る (石井 ・ 柳瀬，

1983) 。

純粋分離 し た 供試菌株の 菌叢片 を PDA 平板培地上 に

接種， 20'Cで 45 日 間前培養 し た 後， 菌叢の周縁部か ら コ

ル ク ポ ー ラ ー (直径 4 mm) で デ ィ ス ク を打ち 抜 く 。 こ れ

を 裏返 し に し て ， 菌叢面が直接薬剤 と 接触す る よ う に検

定用培地上 に 接種， 200Cで 3 週間培養す る 。

ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾー ル系薬剤 を 全 く 使用 し た こ と の な い

園場か ら 分離 さ れた ナ シ黒星病菌 の菌糸生育 は 通常， 同

薬剤 l μ:g/m l で完全 に抑制 さ れ， こ れが薬剤感受性の ベ

ー ス ラ イ ン と 考 え ら れ る 。 耐性判 定 の 指標 と し て MIC

(最小生育阻止濃度) と EC50 (50%生育阻止濃度) の ど ち

ら が適当 か， し ば し ば論議 さ れ る と こ ろ で あ る が， 本菌

と べ ン ゾ イ ミ ダ ゾー ル剤 の組み合わ せ に お い て は ， MIC 

を採用 し て 全 く 問題 は な い 。 す な わ ち ， カ ルベ ン ダ ジ ム

1 μ:g/ml 添加培地上で菌糸生育が認 め ら れれ ば耐性菌，

認め ら れ な り れ ば感受性菌 と い う こ と に な る 。 こ れ は ，

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル や べ ノ ミ ル を供試 し で も 同様であ

る 。 ま た ， EC50 を 算 出 す る 必要 が な い こ と か ら ， 菌叢直

径 を 測定す る こ と も 不要 で あ る 。 そ こ で， 病斑か ら 菌 を

純粋分離 し ， 菌叢が直径 1 cm ぐ ら い に な っ た ら ， そ こ か

ら 菌叢片 を と り 直接検定用 培地 に 接種 し で も よ い 。 こ れ

に よ っ て PDA 平板培地で の 前培養 に 要 す る 時間 と 労力

等が省 け る 。

ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル剤 の使用経歴の あ る 各地の ナ シ 圃

場か ら 黒星病菌 を 分離 し て 検定 す る と ， 多 く の場合耐性

菌が検出 さ れ， し か も 耐性の程度 は菌株に よ っ て 大 き く

異 な る (IsHlI et al . ，  1992 : 図-2) 。 こ の た め ， 菌 を 以下の

よ う に 類別 す る ， 強耐性菌 : カ ル ベ ン ダ ジ ム の MIC が

100 μg/ml 以上， 中等度耐性菌 : MIC が 10 μg/m l 以上

で 100 μg/ml 以下， 弱耐性菌 : MIC が 1 μ:g/m l 以 上 で

10 μ:g/m l 以下， 感受性菌 : MIC が 1 μg/m l 以下 ( 口絵

写真参照) 。 こ れ は 当初， 便宜的 な も の で あ っ た が， そ の

後の遺伝学的 あ る い は生化学的研究 に よ っ て ， そ の 妥当

性が裏づ り ら れて い る (ISHII e t  a l . ，  1984 ; ISHII and 

DAVIDSE， 1986) 九

箇
株
数LU ll 

感 弱 中 強
| 茨城県p.J!.t'.�r 

l 目 白 目| 自 白 E

!� �� 中 強

感 弱 中 強i

菌
株
数

!さ 弱 中 強
図 - 2 各地の圃場 に お け る べ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル 系薬剤耐

性ナ シ黒星病菌の分布 ( 1987) 叫

叫強 : 強耐性菌， 中 : 中等度耐性菌 弱 : 弱耐性菌， 感 : 感受性菌

牟 ナ シ黒星病菌 の染色体上 に は ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾー ル感受性 を コ ー

ド す る 1 個 の 主働遺伝子 Benl が存在 し ， そ の突然変異 に よ っ て 同

薬剤 に対す る 耐性が発現す る 。 ま た ， 強耐性， 中 等度耐性， 弱耐性

は そ れぞれ同 じ遺伝子座 を 占 め る 複対立遺伝子の一つ に よ っ て 支配

さ れ る 。一一一 39 一一一
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4 簡易検定法

純粋分離菌 を 用 い る 上記の検定法 は ， 精度， 再現性の

点 で優れ る が， 検定 ま で に長い期間 を 要す る と い う 問題

が あ る 。 そ こ で考案 さ れた の が 「発芽管隔膜法j であ る

(梅本 ・ 長井， 1979) 。

採集 し た 単一病斑上 の分生胞子塊 を 純粋分離す る こ と

な し 直接検定用培地上 に 塗沫接種す る 。 そ の 際， 同 じ

病斑上 の胞子塊 を 薬剤無添加 の 対照 区 か ら 1， 10， 100 

μg/ml 添加 区 へ と 順 に 白 金 か ぎ で培地面 に な す り 付 け

る が， 胞子 を あ ま り 多 く 採 る と 雑菌の混入が起 こ り や す

く な る の で注意す る 。 次 い で， 150Cで 2�3 日 間培養後，

胞子発芽管 の 隔膜形成 の 有無 を 光 学顕微鏡 (100�200

倍) で観察す る 。
べ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル系薬剤 は一般 に ， 低濃度 で菌の胞

子発芽 を 抑 え る 作用が弱い。 し か し ， 感受性菌の胞子 は

1 μg/ml の薬剤存在下で発芽管の伸長が強 く 抑 え ら れ，

胞子の長径 (15�20 .um) の長 さ 以上 に は な ら ず， し ば し

ば発芽管先端の湾 曲 や奇形化が観察 さ れ る ( 口絵写真参

照) 。 ま た ， 発芽管 に 隔膜 を 形成 し な い 。 一方， 耐性菌 は

1 μg/ml 区で も 薬剤無添加区 と 同様に胞子発芽管 を お う

盛 に 伸長 さ せ ， 発芽管 中 に 隔膜 を 形成す る 。 そ こ で， こ
の 隔膜形成 の有無 を 指標 と し て 耐性の判定 を行 う 。 発芽

管 の 長 さ と 隔膜数 と の 聞 に は 高 い 相 関 が認 め ら れ る の

で， 少 レ慣れれ ば顕微鏡の視野 を 一 目 み て ， そ れ ら の胞

子群が耐性か感受性か を判定す る こ と は比較的容易 であ

る 。 ま た ， 100 μg/ml， 1 0 μg/ml， 及び 1 μg/ml 区での

隔膜形成の状況 に 基づい て ， 耐性菌 を 強耐性菌， 中等度

耐性菌， 弱耐性菌 に 区別 す る 。

「発芽管隔膜法j は優れた 方法で， 簡易 か つ 迅速 に 耐性

を検定 で き る た め ， 耐性菌検定事業 な ど に 広 く 用 い ら れ

て い る が， い く つ か 問題点 も あ る 。 病斑上の胞子 を直接

薬剤添加培地へ塗沫接種 し て培養す る た め ， し ば し ば コ

ン タ ミ ネ ー シ ョ ン が起 こ り ， 胞子の発芽や発芽管伸長，

さ ら に は 隔膜形成 に そ の影響が出 る こ と ， ま た 同 じ サ ン

プル を 用 い た 追試験が行 え な い こ と な どであ る 。 こ の ほ

か， 菌の耐性 と 感受性の判別 は容易 で あ っ て も ， 耐性菌
の 耐性程度 の 判 定 が 必 ず し も 簡単 で は な い 。 し た が っ

て ， 検定 の 目 的や サ ン プル の 量 な ど に 応 じ て ， 純粋分離
し た 菌 を 用 い る か， あ る い は こ の簡易検定法 を 用 い る か

を判断 し ， 適宜両者 の 方 法 を 使 い分 け る の が望 ま し い 。

5 防除効果 と の関係

実験室 内 で培地 を 用 い て 行わ れ る 耐性検定 の結果か

ら ， 薬剤 の 画場 に お け る 効果 を 予測す る こ と は必ず し も

容易で は な い。 菌の絶対量 (密度) や ナ シ の栽培条件，
気象条件な どが地域や 圃場 に よ っ て 異 な り ， こ れが発病

表 - 2 チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 (467 ppm) を散布 し た ナ シ葉 に ナ

シ 黒星病菌の 耐性菌 と 感受性菌 を 混合接種 し て 得 ら れ る 防

除価 と 接種源中の耐性菌比率 と の関係

率レしtrir

 

防除価・

中等度耐性菌 : 感受性菌 弱耐性菌 : 感受性菌

1 : 0  62 - 1 1  

3 : 1 20 39 

1 : 1 2 1  35 

1 : 3 20 45 

0 : 1 100 

薬剤無散布 区の発病葉 率 ← 薬剤撒布区の発病葉率ホ 防除価 一
薬剤無散布区の発病葉率

x 100 

の し や す さ (disease pressure) に ， ひ い て は薬剤 の効果

に も 影響 を 及ぽす か ら で あ る o そ こ で多 く の場合， ポ ッ

ト 植 え の植物等 を 用 い た 菌の接種試験 に よ っ て薬剤の効

果を調べ， 圃場に お け る 効果 を 予測す る に 留 ま っ て い る 。

ナ シ黒星病菌で は ， 耐性菌 の胞子 を感受性菌の胞子 と

種々 の割合で混ぜ， こ れ を ， あ ら か じ め チ オ フ ァ ネ ー ト

メ チ ル 剤 を 実 用 濃度 で処理 し た ポ ッ ト 植 え の ナ シ ( 品

種 : 長十郎 ) の 葉 に 噴霧接種 し て ， 薬 剤 の 効果 を 調 べ

た 。 そ の結果 (表-2) ， 中 等度耐性菌 と 感受性菌の組み合

わ せ の み な ら ず， 弱耐性菌 と 感受性菌の組み合わ せ に お

い て も ， 薬剤 に よ る 防除価の低下が観察 さ れた 。 こ の モ

デル試験の 結果か ら ， 耐性程度 の 低 い 弱耐性菌で あ っ て

も ， 発病 に 好適 な 条件下では薬剤の 防除効果 の低下 を 引

き 起 こ す こ と も あ り 得 る と 判断 さ れた。

6 残 さ れた 問題点

耐性菌の モ ニ タ リ ン グ デ ー タ を有効 に 利 用 し て 的確 な

防除 を行 う た め に は， 圃場 に お け る 菌の絶対量や耐性菌

の割合， disease pressure と 薬剤の効果 と の 関係が明 ら

か に な っ て い な け れ ば な ら な い。 し か し ， 黒星病の発生

予察法 自 体が確立 さ れ て い な い 現状 で は ， き め細 か な 防

除指針の策定 に は 至 っ て い な い。
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