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異常気象に伴うイネ白葉枯病の多発生とその要因について

①イネ白菜枯病の典型的病徴

②熊本県菊池郡におけるイネ白菜枯病の発生

③熊本県阿蘇郡におけるイヰ白葉枯病の坪枯状発生

④岡山県総社市におけるイネ白菜枯病の激発

⑤E主畔のサヤヌカグサでのイネ白菜枯病の発生

(宮崎県五ヶ瀬町)

植物病原菌の薬剤感受性検定マニュアル( 18) 

加来久敏氏原図(本文27ページ参照)

ブドウ黒とう病菌のチオファネートメチル耐性の検定
国代暢哉氏原図(本文35ページ参照)

左 菌そう接種法(生育の認められる菌そうは

赤変している)

右 簡易検定法(一部に細菌の汚染がみられる

が， 激しい場合を除き検定に支障はきた

さない， 線の上と下は異なる園地)

力ンキツそうか病菌 家城洋之氏原図(本文37ページ参照)

果実のそうか型病斑 懸滴培養の水滴中に形成された分生胞子 ベノミル添加(0， 1， 10， 100μg/mf)培地での

そうか病菌の生育(上 弱耐性菌、下.強耐空菌)

フザリウム菌の硝酸塩利用能欠損変異株介離培地の選択性の向上

川津土i褒10-3 川添土壌10-2

駒田 旦氏原図(本文31ページ参照)

改変(ガラクト ス30g/ n MMCPA培地に
対する， 硝酸マイコナゾールとH3B03添加の
効果
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平成7年度の植物防疫事業の進め方について
よし

農林水産省農蚕園芸局植物防疫課 吉
むら
村

まさ
正 機

日 本農業 を取 り ま く 社会， 経済情勢 は非常 に大 き く 変

化 し つ つ あ る 。 言 う ま で も な く ガ ッ ト ・ ウ ルグPア イ ラ ウ

ン ド 合意 を 受 げ た WTO 協定 の批准であ る 。

そ し て ， 今後の施策の重点、事項， 21 世紀 に 向 け た 農業

構造の早期実現 と ， 新た な 国境措置の下での生産 ・ 流通

体制 の整備， 農業体質強化， 地域活性化等 ラ ウ ン ド 合意

の実施期聞 を通 じ た 所要 の対策の 具体化 と そ の推進 に お

い て は， 農業生産技術のーっ と し て の植物防疫 に は一層

の貢献が期待 さ れて い る と こ ろ で あ り ， ま た 課せ ら れた

責務 に も 大 き な も の があ る 。

最近の植物防疫関係の案件 は 多 岐 に わ た り ， そ れぞれ

が現在そ し て 今後の植物防疫事業の推進方 向 に 大 き な意

味を持っ て いる も の ばか り であ る が， そ の う ち い く つ か

を紹介す る 。

1 環境保全型農業の推進

ま ず， 当面す る 課題の一つ は， 環境保全型農業 と 植物

防疫事業の調和 あ る 推進であ る 。

平成 5 ， 6 年 と 連続 し た 正反対の 異常気象下 で の経験

は， 農薬の適正使用 に よ る 防除が農業の安定生産 に と っ

て不可欠 であ る こ と を， 農業者の み な ら ず多 く の一般国

民に広 く 知 ら し め る こ と と な っ た が， 一方， 水田初期除

草剤問題や水道水源問題 に 端 を 発 し た 水 を巡 る 議論や臭

化 メ チ ル の オ ゾ ン層破壊問題で も 明 ら か なよ う に ， 社会

的 に環境問題 に つ い て の関心が極 め て 高 く な っ て き て い

る こ と も 事実であ る 。

環境保全型農業 と い う の は， 単純 に肥料や農薬の投入

を減 ら す こ と で実現す る も の で は な く ， 農業の産 出 す る

農産物の価値 と ， そ こ で安定的， 継続的 に 農業が営 ま れ

る 結果生ず る 多面的 な環境保全効果 と 農業が環境 に 及ぽ

す負荷を総合的 に評価 し ， ト ー タ ル の プラ ス を い か に 高

め る か と い う 視点 に 立 っ て ， 地域の条件 に 応 じ て農法 そ

の も の を再構築 す る こ と に よ っ て成 り 立つ も の であ る と

考 え る 。 今後， そ のよ う な環境保全型農業の推進 に 配慮

し た植物防疫事業の あ り 方 に具体的 イ メージを 明確化す

る こ と に取 り 組む必要があ る 。

2 防除体制の再整備

二つ 目 の課題 は， 平成 5 年の い も ち 病の全国的 な大発

生の要因 を分析す る 過程で明 ら か と な っ て き た 防除体制

Gove mment Project s on Plant Protect ion in 1995 
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の再点検 と 整備で あ る 。 い も ち 病 そ の も の は， 発生予察

情報 に基づ く 適期の農薬散布 に よ り 防除可能な体系がで

き 上がっ て お り ， 実際の大発生時 に も こ の防除体系が極

め て 有効であ る こ と が全国各地で立証 さ れた 。 し か し ，

一方で は発病の地域間差， 園場開差が今 ま での 多発生時

に は な く 顕著であ っ た と の指摘が あ る 。 航空防除等共同

防除の威力 が再認識 さ れた 反面， 個人防除 に頼 ら ざ る を

え な い地域では 高齢化， 兼業化 の深化 に よ る 労力不足等

か ら 防除適期 を逃 し， 被害 を 大 き く し た 例 も 多数報告 さ

れて い る 。

今後， 発生予察情報の一層の精度向上， よ り き め細 か

く 対応で き る 予察 シ ス テ ム の 確立 と 情報伝達の迅速化等

が大 き な課題で あ る 。 ま た ， 航空防除や無人ヘ リ コ プタ

ー に よ る 共同防除な ど の充実， 普及 を 図 る こ と が急務で

あ る 。 さ ら に兼業化や高齢化の進んだ地域で は 受託防除

組織の整備 に つ い て も 検討が必要で あ る 。 今後農業の国

際化が一段 と 進展す る と 予想 さ れ る 状況 に お い て は， 先

に取 り ま と め ら れた 「新政策」で示 さ れた 活力 あ る 農業

構造 を早期 に 実現す る こ と が， 今後の農政の基本 で あ る

こ と は疑い の な い事実で あ り ， こ の た め に も 防除体制の

再整備 は極 め て 重要 な課題で あ る と い え る であ ろ う 。

3 植物検疫の国際調和

農産物の輸入量 は増大す る 一方 で あ る が， わ が国 か ら

の農産物の輸出 に つ い て も 関心 は 高 い。 こ れ ら ， 国際間

の農産物貿易 に 伴 う 病害虫 の伝搬 ・ ま ん延 を 防止す る た

め， 植物検疫の業務 は ま す ま す増大す る と と も に そ の責

務 も 大 き く な っ て い る 。

ラ ウ ン ド に お い て 議論 さ れて き た 「衛生及び植物検疫

措置の適用 に 関 す る 協定J が最終合意 さ れた と こ ろ であ

る が， こ の 合意 を 受 け て FAO は植物検疫の 国際的調和

を 図 る こ と と し ， こ の た め の専門家委員会 を 設置 し た 。

今 後国際基準が作成 さ れれ ば， 病害虫 の 侵入 を 防止 す る

こ と によ り わ が国農業生産の安全 を 図 る と い う 植物検疫

の本来の 目 的 を堅持 し つ つ ， 国際基準 と の調和 を 図 る た

め の検討 を進め な げ ればな ら な い 。

わ が国 と し て も こ の FAO の専門家委員会 に専門家 を

派遣 し わ が国の立場 を主張 し て い く と と も に ， 今後植物

検疫の 国際的調和 を進め る 上での キ ー テ ク ノ ロ ジー と し

て の「病害虫の危険度評価 」の日本型手法の開発 を急が

なければな ら な い。
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4 平成7年度事業の推進

以上の よ う な諸情勢 を踏 ま え て平成 7 年度の植物防疫

事業 は次の よ う に 推進す る 。

平成 7 年度予算の編成 に お い て は， 従来の植物防疫 に

関す る 補助事業 を 全面的 に 見直 し ， 発生予察， 防除， 農

薬対策 の 各事業 を 従来 に も 増 し て 総合的 に 推進す る 整

備 ・ 拡充 を行 っ た 。

① 総合的 な 防除の推進

一般病害虫及び難防除病害虫の 防除対策 を総合的 に進

め る 「総合防除技術確立推進事業」 と ， 農業現場 に お い

て 自 ら 予察 し ， 防除の意志決定 を し て 先進的防除機器 に

よ る 防除 を 推進 し て い く シ ス テ ム の 実証展示 を行 う 「革

新的防除 シ ス テ ム 確立実証事業 」 を 新た に 実施す る こ と

と し た 。

病害虫や雑草の 防除手段 と し て は， 普か ら 色々 な手法

が， 各作物， 各病害虫 ・ 雑草 に対 し て 試み ら れて き た 。

し か し ， 化学農薬以外の 防除手法 に つ い て は， 効果が今

一つ で あ っ た り ， コ ス ト や労力 がか さ んだ り ， 流通 ・ 消

費者 の 高 品質 ニ ー ズ に 対応 で き な か っ た り ， あ る い は

個々 の技術の体系化が困難であ っ た り し て 生産現場への

普及定着が大変難 し い状況 に あ っ た 。 こ れ ら の背景 に

は， 農業者の 高齢化， 兼業化の ま す ま す の進行や， 生産

現場が 中 山 間地へ追わ れて い っ た な ど， 農業の構造的な

変化 も 大 き く 影響 し て い る 。 し か し ， 近年， 環境保全 に

対す る 意識の高 ま り ， 化学農薬以外の 防除方法への関心

の高 ま り ， 多様な消費者ニ ー ズ の顕在化 な ど， 社会的な

背景 も 大 き く 変わ っ て き て い る こ と か ら ， 病害虫防除の

対策 を総合的 に 体系付 け る と と も に ， 実際の現場 に お い

て発生予察 と 防除の有機的 な連動 を 持 っ た モ デル地域の

実証展示 を行い， 今後の病害虫防除の あ り 方 を示 し て い

こ う と い う も の であ る 。 こ れ ら 事業の精力 的な推進が期

待 さ れ る 。

② 情報の高度化

高度情報化社会の成熟 と い う 中 で注 目 を 受 け て い る 発

生予察事業であ る が， 今後の病害虫 ・ 雑草防除 を進め て

い く 上で迅速で的確な情報の伝達 と 利用 は極 め て 重要 な

ポ イ ン ト で あ る と 考 え ら れ る 。 発生予察情報 そ の も の ば

か り で な く ， 情報作成 の 根拠 と な っ た 膨大 な 調査 デ ー

タ ， 予察 に 欠 か せ な い各種気象観測 デー タ ， 膨大で頻繁

に更新 さ れ る 農薬登録情報等 の情報の有効活用 や ， 関係

者が情報交換で き る コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン型の ネ ッ ト ワ ー

ク 作 り を 目 指 し ， 従来の発生予察事業関係 者 の み な ら

ず， 行政， 国公立試験場， 団体， 資材 メ ー カ 一等植物防

疫関係者 は も と よ り ， 改良普及 員や農協 の営農指導員，

市町村の関係者な ど現場の 防除指導者 を も 巻 き 込んだ，

植物防疫の 総合的 な情報ネ ッ ト ワ ー ク シ ス テ ム を構築 す

る た め の予算 も 要求 し て い る と こ ろ であ る 。

③ 農薬の適正使用 ・ 水質保全関係

昨 年来の水道水源 を初 め と す る 水質保全 に対す る 関心

の 高 ま り を 背景 に ， 生活排水， 下水道等 の 整備 の 推進

や， 水道消毒副生成物であ る ト リ ハ ロ メ タ ン対策が講 じ

ら れつ つ あ る 。 こ れ ら 水質保全関連対策 に つ い て は， 昨

年 12 月 の 中央環境審議会で検討 さ れた が， こ の 中 で農薬

に つ い て も ， 農薬取締法等 に よ る 対策の強化 に つ い て検

討があ っ た と こ ろ であ る 。

こ れ ら の動 き を踏 ま え ， 農薬関係 の諸対策が講 じ ら れ

て い る が， CNP 問題 に み ら れ る よ う に ， 今後 も 水質問題

は社会的関心 も 非常 に 高 く ， 今後の状況如何で は さ ら な

る 規制 の強化が実施 さ れ る 様相 に あ る こ と か ら ， 特 に 農

薬 に よ る 水質汚濁 の 防止の た め の取 り 組みの徹底が必要

であ る 。

こ の た め ， r農薬適正使用推進対策事業j に お い て 農作

物 ・ 土壌中 での農薬残留の調査， 危害防止対策， 消費者

等への啓発の た め の体制整備 を行 う と と も に ， 環境 と り

わ け水質影響 に 配慮 し た 防除が実施で き る よ う ， 農地等

で使用 さ れ る 農薬の水質影響 に 関 す る モ ニ タ リ ン グ を行

い， そ の流出 を積極的に コ ン ト ロ ー ルす る 総合的 な管理

シ ス テ ム を構築 す る こ と と し て い る 。
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植 物 防疫研 究課題の概要
にし

農林水産省農林水産技術会議事務局 酉 尾
たかし
隆

は じ め に
農林水産省 の平成 7 年度予算要求総額 (概算決定額)

は対前年度比 3 . 5%増の 3兆 5， 400 億円 で あ り ， そ の 中

で農林水産 技 術会 議 の 予算 要 求 は ， 61 ， 555百万 円 で

4 . 3%増 と な っ て い る 。 今年度 の農林水産技術会議関係 の

予算要求の特徴 を 要約す る と 以下の よ う に な る 。

ま ず， 重要政策課題 に 対応 し た研究開発予算 と し て，

( 1 )  生産現場 に直結 し た 新技術の 開発

「地域先導技術総合研究J (新規) ， r地域基幹農業技術

体系化促進研究 J (新規) ， r実用 化促進支援 研究 J (新

規) ， r実用化促進指導等J (新規) 。

( 2 ) 生産性の飛躍的向上の た め の基盤技術の 開発

「画 期的新品種の創出等 に よ る 次世代稲作技術構築 の

た め の基盤的総合研究J (新規) ， r繁殖技術の高度化 に 基

づ く 新乳肉複合子牛生産技術の 開発J (新規) ， r水稲主要

品種同質遺伝子系統緊急作出事業 J (新規) ， r畑作物の高

収益 ・ 安定生産 の た め の基盤技術の 開発J (継続) ， r小麦

を主体 と す る 水田畑作物の高品質化及び生産性向上技術

の 開発J (継続) ， r 中 山 間地域の活性化条件の解明 に関す

る 研究J (継続) 等。

( 3  ) 環境 に対応 し た 研究開発

「環境調和型水田雑草制御技術 の 開発J (新規) ， r環境

保全の た め の家畜排植物高度処理 ・ 利用技術の確立J(継

続) ， r農林水産生態系 を利用 し た 地球環境変動要因の制

御技術の 開発J (継続) ， r物質循環の 高度化 に基づ く 生態

系調和型次世代農業 シ ス テ ム の 開発J (継続) 。

( 4 )  国際研究協力 の強化

「タ イ 東北部 に お け る 持続的農業技術確立の た め の開

発研究J (新規) ， r熱帯 ・ 亜熱帯汽水域 に お け る 生物生産

機能 の解明 と 持続的利用 の た め の 基準化J (新規) 等， が

重点項 目 と な っ て い る 。

次 に ， 基礎的 ・ 先導的研究の 強化 と し て ， r病原性微生

物の遺伝子解析 と 利用技術の 開発J (新規) ， rイ ネ ・ ゲノ
ム の効率的解析手法及び遺伝子分子地図 の利用技術の 開

発J (継続) ， rイ ネ ・ ゲノム遺伝子分子地図の作成J (継

続) ， r動物ゲノム の効率的解析手法及 び有用遺伝子の利

用技術の 開発J (継続) ， r園芸作物の開花 ・ 結実過程 に お
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け る 生理活性物質 の 動 態 解 明 と 制御技術 の 開 発 J ( 新

規) ， r動植物 に お げ る 可動性遺伝子 の 動態解明 J ( 新

規) ， r魚介類の初期生態解明 の た め の 種判別技術 の 開

発 J (新規) ， r未来型軽労化農業技術確立の た め の基盤技

術開発 に 関す る 総合研究J (継続) 等 に 重点、が置かれて い
る 。

都道府県 ・ 民間等の研究開発 に対す る 支援 等 に つ い て

は ， r地域基幹農業技術体系実用化研究J (新規) ， r水稲

主要品種同質遺伝子系統緊急作出事業J (新規) 等 を 追加

し て積極的 に 行 う 。 ま た ， 研究開発基盤 ・ 情報 シ ス テ ム

の高度化の強化 を ， 1農林水産業 に お 砂 る 高度情報 シ ス テ

ム の 開発 に 関 す る 調査J (新規) ， IDNA パ ンク事業J (継

続) ， 1農林水産ジー ンパ ンク事業J (継続) 等 に よ り 図 る 。

次 に ， 平成 7 年度 に 実施予定 の試験研究の 中 で， 植物

防疫関係 の (課題が含 ま れて い る ) プ ロ ジ ェ ク ト 研究の

概要 は以下の と お り であ る 。

I 技術研究の強化経費

1 総合的開発研究

総合的開発的研究 と は行政上 の 緊急な要請に対応 し ，

広範 な分野 に わ た る 技術開発 を 一体的 に 行 う と と も に ，

こ れ ら を総合的 ・ 体系 的 な技術 に組み立て る こ と を 目 指

し ， 大規模 な 組織的共 同 体制 の 下 で実施す る 研究 で あ

る 。 現在， 平成 7 年度 に 開始 さ れ る も の を含 め る と 全部

で 6 課題あ る が， そ の う ち 次の 3 課題が病害虫 に 関係 し

て い る 。

「小麦 を主体 と す る 水田畑作物の 高品質化及び生産性

向上技術の 開発 (水田畑作) J (平成 3 ...... 8 年度， 377百万

円 ) 。 わ が国農産物 の 高 品質化及び低 コ ス ト 化 を 図 る た

め ， 小麦 に つ い て は， 外国産小麦の 品 質 を超 え る 品種 を

育成す る と と も に ， 大豆 等転作作物の 生産性向上技術 を

開発 し， こ れ ら 技術 を組み合わ せ た 高位安定輪作技術体

系 を確立す る こ と を 目 指す。 病害虫関係 で は ， 大豆 主要

病虫害の遺伝的 ・ 環境的制御技術の開発 に l 場所が参画

し て い る 。

「畑作物の 高収益 ・ 安定生産 の た め の 基盤技術の開発

(高収益畑作) J (平成 4 ...... 9 年度， 127百万円) 。 わ が国 の

主要畑作物 を対象 に ， 畑作経営の 高収益化， 安定的発展

を 目 的 と し て ， 甘 し ょ 等主要畑作物の高品質化及び生産

性向上技術の開発， 新規導入作物 を組み込んだ高度土地
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利用技術の開発及び大規模畑作経営の展開方式の解明 に

関す る 総合開発研究 を 実施す る 。 病害虫関係で は 3 研究

室が参加 し て い る 。

「画 期的新品種の創出等 に よ る 次世代稲作技術構築 の

た め の 基盤 的 総 合研 究 J ( 平 成 7�16 年 度 ， 332百万

円) 。 わ が国の稲作の高品質化や大幅な低 コ ス ト 化 を 図 り

農薬等化学資材の使用 量 を 合理的 に 減 じ た 低投入型栽培

を 目 指す た め ， 複数の病害虫や冷害 に 強 く ， 雑草耐性 を

有 し ， 直播適性が高 く ， 高品質多収 な品種な ど の画 期的

新品種の創出及び水稲の生理生態や ス ト レス 耐性 ・ 病害

虫抵抗性の解明等 に よ り 次世代稲作生産の基盤 と な る 技

術の 開発 を 行 う 。 病害虫関係課題 と し て は， 同質遺伝子

系統 に お け る 病害発生抑止機構の解明や ウ ン カ 類等の害

虫 に対す る 水稲の 自 己防御機能の解明 な ど を 行 う 。

2 大型別枠研究

2 1 世紀 を 見通 し た 長期 的 な視点、か ら の 重要問題の解

決に必要な新 し い技術の確立 な ら びに研究水準の飛躍的

向上 を 目 指 し ， 都道府県， 大学， 民間等 と の組織的共同

体制 の下で大規模 に 実施す る 研究であ り ， 現在次の 3 プ

ロ ジ ェ ク ト が進行中であ る 。

( 1 )  r生物情報の解明 と 制御 に よ る 新農林水産技術

の開発に 関す る 総合研究 (生物情報) J (昭和 63�平成 9

年度， 402百万円)

生物体内 の刺激や情報の伝達機構 を ， ホルモ ン， 酵素

の レベルで解明及び制御す る こ と に よ り ， 次世代の高水

準な農林水産技術 に つ な げ る こ と を 目 指す。 第 2 期 (平

成 3�5 年度) で は ， こ れ ら 生体内情報の発現機構の解明

に 向 け て研究の展開が図 ら れた が， 昨 年度か ら の第 3 期

では発現制御研究へ と つ な げ る 研究 を行 っ て い る 。 本プ

ロ ジ ェ ク ト で は病害虫防除 を直接 目 的 と し た課題 は な い

が， 昆虫 の休眠， 変態， 生体防御， 植物の環境適応及び

共生な ど の基礎研究 を行っ て い る 。

( 2 ) r農林水産系生態秩序の解明 と 最適制御に関す

る 総合研究 (生態秩序) J (平成元年�10 年度， 426百万

円)

個体群， 群集， 群落等各レベル に お け る 生物個体聞の

相互作用 に かかわ る 諸国子 を 明 ら か に し， そ れ を積極的

に利用 す る こ と に よ り 農林水産生物の資源管理， 生産技

術， 生産環境の最適制御技術の開発 を 目 指す。 本プロ ジ

ェ ク ト で は ， 耕地生態系チ ー ム の 中 に 雑草制御サプチ ー

ム ， 昆虫等制御サプチ ー ム 及 び耕地微生物制御サプチ ー

ム の 3 チ ー ム があ り ， 多 く の研究室が植物防疫 に かかわ

る 研究 に 参加 し て い る 。

( 3 ) r新需要創出 の た め の生物機能の開発 ・ 利用技

術の開発 に 関す る 総合研究 (新需要創出) J (平成 3�12 年

度， 438百万円)

農林水産物の従来の 用 途 を一層拡大す る と と も に ， 新

た な需要 を喚起 し ， 新 し い形質や機能 を 備 え た 生物分解

性プラ ス チ ッ ク 等 の産業用素材等 を開発す る た め ， わ が

国の多様な生物資源の有す る 機能 に 着 目 し ， そ れ ら の持

つ新た な特性の解明 ・ 評価及び変換技術等 の 開発 を 目 指

す。 病害虫関係 の研究室 は ， 森林総研のI研究室 の み で
あ る 。

3 一般別枠研究

次の特別研究 と ほ ぼ同様の性格 を 持 つ が， 特 に規摸が

大 き し そ の波及効果が大 き い こ と か ら ， 研究 を 強力 に

推進す る こ と が必要 な も の で あ る 。 平成 7 年度か ら の新

規課題 を 含 め て 5 課題があ る が， そ の う ち 植物防疫 に 関

係の あ る 課題 は 次 の 2 課題であ る 。

( 1 )  r農林水産生態系 を利用 し た 地球環境変動要因

の制御技術の開発 (地球環境) J (平成 2�8 年度， 204百

万円)

地球規模の環境変化 を も た ら す二酸化炭素， メ タ ン，

亜酸化窒素の動態 を 解明す る と と も に ， こ れ ら 温室効果

ガ ス の農林水産生態系 を利用 し た循環制御 ・ 低減化技術

を開発す る 。 あ わ せ て ， 地球環境変化の農林水産生態系

に 与 え る 影響の解明 と 主要農産物の生産力変動予測技術

の開発 を行い ， 対策技術の開発 に 資 す る 。 病害虫関係で

は， 環境変化 に伴 う 昆虫個体群や植物病原個体群の動態

の解析， 害虫 のバイ オ タ イ プ出現機構の解明， い も ち 病

の発生動態 ・ 変動機構の解明等 の研究課題が あ る 。

( 2 ) r植物免疫作用等 の生物機能 を活用 し た 農産物

の安全性向上技術の開発 (安全性農産物) J (平成 3�7 年

度， 70百万円)

農産物 の 安全性 の 向 上 に 資 す る 観点 か ら ， 主要穀物

( コ メ ， 麦， 大豆 ) 及び飼料作物 を 対象 と し て ， 植物免疫

作用及び微生物機能 を利用 し た 病害抑制技術の開発， フ

ェ ロ モ ン等の生理活性物質及び天敵 を利用 し た 害虫の抑

制技術， 微生物 に よ る 農薬分解機構の解明等 を行い， 化

学資材の投入 を 抑 え る 技術 を開発す る と と も に ， 農産物

中 の微生物産生毒素 を 低減化す る 技術 を開発す る 。 本研

究では病害虫関係研究室 の参画 が多�，。

4 特別研究

経常研究で は対処 し 得 な い規模で， 行政上の 要請が強

い も の及び新研究分野 も し く は新技術の開発 を急速 に促

進す る 必要が あ る た め行 う プ ロ ジ ェ ク ト 研究で あ り ， 平

成 6 年度 の総予算は 431百万円， 実施課題 は 18 で あ る 。

病害虫関係の課題 は 「 ヒ ノキ漏脂病の発現機構の解明

と 被害軽減技術 の 開発 J ( 平成 6�9 年度) が あ る 。 ま

た ， 今 年度か ら ， 雑草の繁殖特性， 休眠特性等 を標的 と
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し た新雑草制御技術及び雑草の発生 ・ 生育予測等 に対応

し た 除草剤低減技術 を 目 指 し た 「環境調和型水田雑草制

御技術の開発J (平成 7�9 年度) が始 ま る 。

5 侵入病害虫の防除に関する研究

海外か ら 侵入 し た 害虫や そ の害虫が媒介す る 微生物や

ウ イ ルス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病気であ っ て ， 放置す

る と 急速 に 国 内 で ま ん延 し ， 農作物 に 多大な被害 を及ぽ

す こ と が懸念 さ れ る も の の う ち ， 薬剤 に よ る 防除が困難

な も の， 当該病害虫 に 関 す る 知見が不足 し て い る た め有

効 な防除対策が取 り 得な い も の を対象 と し て ， 既に被害

が発生 し て い る 都道府 県 の 試験研究機 関 の 協力 の も と

に ， 当該病害虫 の生理， 生態の解明 な ら び に耕種的防除

を 中心 と し た 防除体系 の確立 に 関 す る 研究 を 緊急に 行 う

た め の も の で あ る 。

昨 年度 か ら ， rマ メ モ グ リ パエ の 防除 に 関 す る 研究」

(平成 6�8 年度， 320万円) が開始 さ れた 。 本研究では，

薬剤 に対す る 感受性が低 く 国 内外で防除法が確立 さ れて

い な い マ メ ハ モ グ リ パエ に つ い て 生理 ・ 生態の解明 を行

い， 防除法の確立 を 図 る (農業環境技術研究所， 野菜 ・

茶業試験場) 。

6 国際農林水産業プロジェクト研究

開発途上国 に お い て ， わ が国が進め る 農林技術協力 に

必要 な技術の開発 に 関す る 試験研究 な ら び に 農林業の研

究領域の拡大 と 研究水準 の 向上 に役立つ試験研究の う ち

組織的 に 実施す る も の で あ り ， 熱帯農業研究セ ン タ ーが

担当 し て い る 。 平成 7 年度予算の 実施課題数 は 18， 総予

算は 405百万円 であ る 。

植物防疫関係 の課題 と し て は， r熱帯二期作地帯 に お け

る 水稲生物害総合 防 除技術体系 の 確立 J (平成 5�9 年

度， マ レ ー シ ア ) ， r北及 び東 ア フ リ カ 地域 に お け る バ ッ

タ 類の生合理的害虫管理法の開発J (平成 7�11 年度， ケ

ニ ア ) ， r中 国 に お け る 果菜類等 の 耐病性優良系統の育

成J (平成 4�8 年度， 中国) ， r熱帯 ・ 亜熱帯地域特有の

植物， 微生物 に よ る 効率的環境管理技術の開発J (平成 4

�13 年度， 招へい共同研究) が あ る 。

7 バイオテクノロジー先端技術研究

バ イ オ テ ク ノ ロ ジ一分野 に おり る 画 期的な新技術の開

発 を 図 る た め ， 長期的視点 に た っ た こ の分野の基幹的課

題 に 取 り 組む プ ロ ジ ェ ク ト 研究であ る 。

「パイ テ ク 植物育種 に 関す る 総合研究J (昭和 61�平成

12 年度， 413百万円 ) : 飛躍的な 生産性 を 持 ち ，劣悪環境

に も 適応で き る 新資源作物及び多様化す る 消費者ニ ー ズ

に対応 し た 画 期的な形質 を 持つ新資源作物 を作出す る た

め ， パイ テ ク 手法 を 活用 し た 総合研究 を 実施 し て お り ，

耐病性， 耐虫性の付与 も 重要 な課題 と な っ て い る 。

「昆虫 の機能利用 と 資源化 に 関 す る 基礎研究J (平成 5

�12 年度， 1 10百万円) : 近年の基礎生物学の成果の応用

に よ り 昆虫が持つ特異機能の解明， 昆虫が生産す る 有用

物質 の特性解明 に 着手す る と と も に こ れ ら の機能や有用

物質 を利用す る た め の基盤 と な る 技術 と し て の昆虫及び

昆虫培養細胞の大量増殖技術等 を開発 し ， 農林水産業 に

新 し い技術分野 を確立す る た め の基礎的研究 を 行 う 。 病

害虫関係では， 昆虫病原微生物の特性解明及び利用技術

の開発， 昆虫病原微生物等の評価及び利用技術の開発，

と い っ た課題があ る 。

E 他省斤計上予算
科学技術庁， 環境庁の一括計上予算の 中 で， 関連 し た

試験研究 を行っ て い る 。 こ の う ち ， 科学技術庁の 国立機

関原子力試験研究費 と し て 297百万円， 環境庁の 国立機

関公害防止等試験研究費 と し て 130百万 円 が予定 さ れて

い る 。

1 科学技術斤関係

原子力試験研究費 に つ い て は ， 直接 に 関連す る 課題 は

な い。

科学技術振興調整費 に つ い て は， 現段階では未定であ

る が， 個別重要国際共同研究， 重点、基礎研究で は 病害虫

表- 1 病害虫分野の指定試験

ー竺一一一竺l戸戸可警南町1一一一一一平戸号車宇一一一
い も ち 病 | 福 島 農 試 | いもち病の省農薬防除体系確率

のための高精度発生予察システ

ムの開発

ー町長吉布告一|五一山岳民ー;-�元弱点主主主肩書司自主両
タ一野菜花き試|及ぴ抵抗性検定法の開発

い も ち 病|愛知良総試山間|いもち病菌変異機構の解明と抵
技 術実験農場|抗性検定法の隠発

物

抵

作
と

料
明

飼
解

ぴ
の

及

作

類

機

発

ス

生

開

ラ

発
の

グ

の

法

イ

害

定

ラ

病

検

地

要

性

暖
主

抗

試農口山害病草牧

果樹カメム|福岡農総試生産|果樹類に発生するカメムシ類の
シ類 |環境研究所|生態解明と総合的防除技術の開

発

馬鈴薯病害|長崎総農林試愛|暖地ばれいしょ主要病害・線虫

野馬 鈴 薯支場|の生態解明と抵抗性検定法の開
発

畑作病害虫|鹿児島農試大隅 | 暖地畑作物の害虫防除法
支 場

サトウキビ|沖 縄 良 試|さとうきぴ病虫害制御技術及び
病虫害 抵抗性検定法の開発

南方系侵入
H 

南方系侵入害虫まん延防止のた

めの最適防除技術の開発害虫
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関係 は か な り の数の課題が提案 さ れて お り ， 科学技術庁

で検討中 で あ る 。

助成 と し て は 次 の 2 事業が あ る 。

「地域バ イ オ テ ク ノ ロ ジ一 実用化技術研究開発促進事

業 (地域パ イ テ ク ) J (農業関係 154百万円) の植物防疫

関連課題 と し て は， r複数の ウ イ ル ス に対す る 高度防除技

術の確立J (平成 3�7 年度) ， 北海道， 栃木， 埼玉， 京

都， 大分， 沖縄， 北海道農業試験場， 東北農業試験場，

四国農業試験場， 農研セ ン タ ー を 実施中 で あ る 。 ま た ，

2 環境庁関係

公害防止等試験研究 と し て ， r小笠原森林生態系 の 修

復 ・ 管理技術 に 関す る 研究 J (平成 7�1l 年度， 1442万

円， 森林総研) が今年度 か ら 実施 さ れ る 。

皿 指定試験

指定試験事業 と は 国 が行 う 必要 が あ る 試験研究の う

ち ， 国の試験研究機関の置かれて い る 立 地条件か ら ， こ

れ を行い得な い も の に つ い て ， 立地条件が適当 であ り ，

かつ研究 員， 施設等の整 っ て い る 都道府県の試験研究機

関 を指定 し ， 委託実施す る も の であ る 。

「地域基幹農業技術体系 化促進研究 J (平 7 概算決定額

415百万円， 24 課題 : 平成 7�1 l 年度) で は ， rIII. 環境

保全型農業技術体系 の確立 」に お い て 「生物的防除 を基

幹 と す る 省農薬病害虫制御技術J (茨城， 静岡， 兵庫， 宮

崎) ， r耐病性強化 と 発生予察 の高度化 に よ る 水稲病害の

総合防除技術J (宮城， 新潟， 埼玉) な ど を 行 う 。

平成 7 年度 に委託 実施 さ れ る 病害虫分野 の 指定試験

は， 9 課題であ る (表ー1 参照) 。

「地域重 要新技術開発促進事業 J (農業関係 280百万

円) の課題 は 未定であ る が， 病害虫関連課題 も い く つ か

実施 さ れ る 見込みであ る 。W 都道府県の試験研究への助成

植物防疫関連諜題 を含む都道府県の試験研究 に対す る

発行

日本植物防疫協会 「昆虫の飼育法」
湯嶋 健・釜野静也・玉木佳男 共編

収録種(項目)数 126種
B5判400ページ
定価12，000円(本体11，650円)送料サービス

昆虫の飼育法について， 実際に飼育に従事されている方

に， 独特のコツを含めて詳述していただいた。総論では， 共

通性のある， 餌の種類/人工飼料の調整/飼育虫の病気対

策/虫質管理/飼育環境/飼育施設/飼育計画と作業計画

などを，各論では， 126種(項目)の虫につき，材料の採集/

餌/飼育法/作業計画/注意事項と問題点/参考文献など

を詳述。 付録に， ビタミン混合とその作り方， 無機塩混合物

とその作り方， 昆虫用市販人工飼料リストを付す。

くお申し込みは前金(現金書留・郵便振替)で本会まで〉
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特集:昆虫ホルモン研究の現状と問題点(1)

昆虫ホルモンの働きと見虫成育制御剤(IGR)
たけ

農林水産省蚕糸 ・ 昆虫農業技術研究所 竹 田 敏

少 し 古 い本 に な る が， r ホル モ ン と ホメ オ ス タ シ ス 」

(現代 の生物学 7， 岩波書庖) に ， ホ ル モ ン の定義 と し

て ， イ ギ リ ス の生理学者， w. M. BAYLISS と E. H. 

STARLING の 以 下 の よ う な 文 章 が あ る (竹脇 ・ 宇 井 ，

1966) 。 こ の文章は A. GORNBMAN と H. A. BERN に よ っ て

“Textbook of Comparative Endocrinology" ( 1962) に

引用 さ れて い る も の であ る 。

「腺が そ れ に特有の物質 を形成 し て血液中 に分泌 し，

そ の物質が そ の腺か ら 遠 く 離れた体内 の場所 に お い て ，

あ る 器官 ま た は過程 に 特殊な影響 を 及ぼす な ら ば， そ の

腺を 内分泌器官 と 考 え ， そ れがっ く り だす特殊な物質，

す な わ ち ホル モ ン を ， そ の標的器官 (target organ) あ る

い は過程への化学的伝令 (messenger) と み な す。 」 ホ

ルモ ン の こ の定義 は， そ の後の研究 に よ り ， い く つ かの

矛盾点 を持つ よ う に な っ て き て い る が， 少 な く と も ホル

モ ン の概念 を考 え る 上での基本 と な る も の であ る 。

昆虫 ホル モ ン の 研究 は ， 多 く の 成書 に み ら れ る よ う

に， 1917 年の ポ ー ラ ン ド 人 KOPEéの脳ホルモ ン の研究 に

端を発 し て い る と さ れ る 。 以来， 80 年近 く 経 っ た現在，

脱皮 ホルモ ン， 幼若 ホルモ ン を は じ め 数多 く のペプチ ド

ホル モ ン が単離， 精製 さ れ， そ の分子構造 も 明 ら か に さ

れて い る が (竹田 ・ 木 内， 1989 参照) ， 昆虫 ホルモ ン学

は， 依然昆虫生理学の最 も 興味深 し か っ重要な学問分

野の一つ で， 多 く の研究者が今 も 精力 的 に 研究 を進 め て

い る 。

本総説 で は ， 昆虫 ホ ル モ ン の 相互作用 と 昆虫発育制

御， 特に脱皮 ・ 変態の基本的 メ カ ニズム に つ い て ま ず述

べ， 害虫制御 を 含 め た昆虫成育制御への こ れ ら ホルモ ン

の応用 の現状 と 可能性 に つ い て概観的 に 述べ る 。

1 主要な昆虫ホルモン

発育， 脱皮， 変態， 休眠， 相変異 な ど昆虫 に お け る 重

要な生理現象 の ほ と ん ど は ホル モ ン に よ っ て 支配 さ れて

い る 。 その よ う な生理現象 に 密接 に 関与 し て い る 主要 な

昆虫 ホルモ ン と し て ， 前胸腺か ら 分泌 さ れ る ス テ ロ イ ド

系 の脱皮 ホルモ ン (エ ク ジ ス テ ロ イ ド ) ， ア ラ タ 体か ら 分

泌 さ れ る 幼若 ホルモ ン (JH) ， さ ら に こ れ ら 両 ホルモ ン の

分泌活性の支配 に 関与す る 脳か ら 分泌 さ れ る ペ プチ ド 系

In sect Hormone s and In sect Growth re gulator . By 
Sato sh i  T AKEDA 

の ホル モ ン ( い わ ゆ る 脳ホルモ ン) が あ る 。 こ れ ら の ホ

ルモ ン の最近の研究現状 に つ い て は， 本号の他著者の総

説 を 参照 さ れた い 。

2 脱皮・変態にかかわるクラシカル・スキーム

見虫の後匪子発生 に お け る 脱皮 ・ 変態の 制御 は上記 3

種 の ホル モ ン の 相 互作用 と し て 理解 さ れ て き た ( 図-

1) 0 図-1 は， 1940 年代 ま での主 と し て 実験形態学的手法

に よ る 研究成果 を 統合 し た も の で， い わ ゆ る ク ラ シ カ

ル ・ ス キ ー ム と 呼ばれて い る 。 す な わ ち ， 昆虫 の脱皮，

変態の決定 は以下の よ う な ホル モ ン機構 に よ っ て な さ れ

る と 考 え ら れて き た 。 脱皮 は前胸腺か ら 分泌 さ れ る エ ク

ジ ス テ ロ イ ド に よ っ て誘導 さ れ る 。 エ ク ジ ス テ ロ イ ド の

分泌 に は， 脳の神経分泌細胞か ら 分泌 さ れ る 前胸腺刺激

ホノレ モ ン ( ず っ と 脳ホルモ ン と い わ れ て き た ) に よ る 前

脳

置IJ心体
アラタ体

脱皮ブ長ン 脱皮ホZZC
マアホルモY 1- J1 
岡高弘同日b-4ibー吋tt幼虫脱皮 噸化 成虫化

図- 1 昆虫の脱皮及び変態を決定するホルモン機構を示
す模式図(福田宗一:ホルモンとホメオス タシ
ス， 現代の生物学7. 岩波書庖(1966)を一部改
変)
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胸腺の活性化が必要で あ る 。 エ ク ジ ス テ ロ イ ド に よ る 脱

皮誘導 の際， JH が十分分泌 さ れ て い る 状態で は幼虫脱

皮が， JH が欠如 し た状態で あ れ ば， カ イ コ な どの完全変

態昆虫 に お い て は踊へ， サ シ ガ メ な どの不完全変態昆虫

では成虫 への脱皮 (変態脱皮) が誘導 さ れ る 。

こ の ク ラ シ カ ノレ ・ ス キ ー ム に は， そ の後， 個々 の ホル

モ ン の精製， 構造決定 に よ り ， ( 1 ) エ ク ジ ス テ ロ イ ド と

脳， エ ク ジ ス テ ロ イ ド と ア ラ タ 体， JH と 前胸腺 な ど，

脳， 前胸腺， ア ラ タ 体相互の ホルモ ン を 介 し た フ ィ ー ド

パ ッ ク 作用 の証明， ( 2 ) ア ラ タ 体での JH 分泌活性 を刺

激す る 脳 ホルモ ン ， ア ラ ト ト ロ ピ ン， 逆 に 活性 を抑制す

る ア ラ ト ス タ チ ン な ど の発見， さ ら に は ( 3 ) 卵巣に お け

る エ ク ダイ ソ ン の合成や， 卵 に お け る エ ク ジ ス テ ロ イ ド

の存在の よ う な 内分泌器官以外の ホルモ ン生産 の証明 な

ど， お びた だ し い知見が加 え ら れ て き た 。 し か し な が

ら ， い ま だ に昆虫 の後匪子発生 に お け る ホルモ ン制御 を

個体 レベルで考 え る 上での基本 と な っ て い る 。

3 第3世代の農薬， 昆虫成育制御剤(IGR)

上記の よ う な昆虫の発育制御機構の理解の も と に ， 外

部か ら ホル モ ン ま た は そ の活性物質， 阻害物質 を投与す

る こ と に よ っ て ， 昆虫の体内 の ホル モ ン バ ラ ン ス を か く

乱 さ せ ， 厳密にプ ロ グ ラ ム さ れ て い る 昆虫 の 成育 を 改

変 ・ 致死 さ せ る 効果的 な害虫防除技術， す な わ ち IGR と

し て の 昆 虫 ホル モ ン の 利 用 ， を 最初 に 提唱 し た の が

WILLIAMSであ る 。 彼 は 天然有機 ・ 無機殺虫剤の第 1 世代

JHO �よよス。/
iso- J H 0 

J H 1 みムぷ0'.... 
JHll ? 0' .... 
JHm 十ふムス。/

図 - 2 5種の幼若ホルモン

農薬， 有機 リ ン剤， 有機塩素剤 な ど の 有機合成殺虫剤の

第 2 世代農薬 に 続 く ， 第 3 世代 の殺虫剤 と し て JH に 対
し て世間 の注 目 を喚起 し た (WILLIAMS， 1967) 。 そ の理由 と

し て ， ( 1 ) 昆虫 に特異的 な ホルモ ン で あ る か ら ， 人や他

の生態系 に安全であ る こ と ， ( 2 ) 昆虫 自 身 の生体物質 で

あ る ホルモ ン に対 し て は抵抗性が発達 し 得 な い な ど の 利

点 を あ げた 。 JH よ り 以前 に 化学構造が決定 さ れて い た

も う 一つ の昆虫 ホルモ ン で あ る 脱皮 ホルモ ン が水溶性で

あ り ， ク チ ク ルで覆わ れた昆虫表皮 は 浸透 し な い の に対

し ， JH は脂溶性で容易 に 見虫体表か ら 体内 に到達 し， 作

用 を及ぽす点で も 着 目 さ れた 。

IGR と は， 現在で は ， 農薬 と し て の使用 を 前提 に 昆虫

に お け る 正常 な 成長 ・ 発育 を 妨 げ る 化合物 の 総称で，

( 1 ) 昆虫 の正常 な変態 を 阻害 す る 昆虫 ホルモ ン活性物質

あ る い は そ の類縁化合物 と ( 2 ) 脱皮阻害作用 を 引 き 起 こ

す キ チ ン 阻害剤 な ど の脱皮血害物質 と に大別 さ れて い る

(R ETNAKARAN et al . ，  1985) 。

昆虫 ホル モ ン活性物質 と い う 前者 の カ テ ゴ リ ー に 入 る

も の と し て ， 近年発見 さ れた 合成脱皮 ホルモ ン RH-5849

があ る が， そ の作用 と 問題点 に つ い て は 前稿で ま と め で

あ る の で (竹田 ら ， 1991 ) ， 以下で は ， わ が国 で既に農薬

登録 さ れて い る ， あ る い は農薬登録が間近い主要 な幼若

ホルモ ン類縁体 (JHA) に つ い て 紹介 し た い。

4 IGRとしてのJH 活性物質

( 1 )  メ ト プ レ ン (methoprene)

多 く の化学合成 JHA の 中 で商業的 に 重 要 な も の は メ

ト プ レ ン (methoprene) ， ト リ プ レ ン (triprene) ， ノ、ィ

。。人
メトプレン(methoprene)

。。σし日人oへ
フエノキシカルブ(phenoxycarb)

。oCUoQ
ピリプロキシフエン(pyriproxyfen)

図-3 主要幼若ホルモン類縁体(JHAlの構造
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ド ロ プ レ ン (hydroprene) ， キノプ レ ン (kinoprene) ， 

epofenonane， フ エ ノ キ シ カ ル プ (phenoxycarb) ， 

phenygeranyl ether ， な どが あ げ ら れ る (RETNAKARAN et 

al. ，  1985) 。 メ ト プ レ ン は ]H 系殺虫剤 の リ ー ド 化合物 と

し て ， 多 く の 昆虫種で も っ と も 詳細 に作用機構が調べ ら

れて い る が， 衛生害虫で あ る カ ， ハ エ な どの双麹 目 昆虫

の 防除， 特 に 幼虫 に対 し て 高 い変態阻害 ・ 致死効果 を持

っ て い る 。 種々 の害虫， 各種発育ス テ ー ジ に お け る 作用

に つ い て は， 波多腰 ・ 中 山 (1987) の総説 に 詳 し く 報告

さ れて い る の で省 略 し ， メ ト プ レ ン が IGR と し て有用昆

虫 に対す る 用途のーっ と し て実用化 さ れた カ イ コ の増繭

効果 に つ い て 若干触れて み る 。

増繭剤 と し て の メ ト プ レ ン は「マ ン タ 」 と い う 商品名

で 1978 年 に 大塚化学薬品 か ら 売 り 出 さ れた 。 5 齢 (終

齢) に脱皮 し て 48�60 時間後 に「マ ン タ 」の 500 倍液 を

カ イ コ の体表 に噴霧す る こ と に よ っ て 吐糸 の開始が一日

遅れ， 5 齢期聞が約一日延長す る 。 結果 と し て 食べ る 桑の

量 は増 え る が， 幼虫の巨大化が起 こ り 繭重 も 10%前後増

大 し， 生糸量 も そ れ に従 っ て 2% ほ ど増 え る 。「マ ン タ J

は一時は， IGR と し て 農家 に お け る カ イ コ 総飼育量の 5

�6 . 5% 程 度 ま で 普 及 し た が ( 農 蚕 園 芸 局 ， 1980� 

1985) ， 養蚕業の衰退 と と も に ， 試験研究用 の使用 に と ど

ま っ て き て い る o

( 2 ) フ エノキ シ カ ルプ (phenoxycarb)

フエノキ シ カ ルプは ロ ッ シ ュ ・ グルー プの ス イ ス ， ト

ク ダ ー ・ ア ー ル マ ー グ 社 が 1977 年 に 開 発 し た ]HA

で， そ の 25%水和剤がイ ン セ ガ ー 剤 で あ る o わ が国 で

は， 平成 2 年 11 月 に農薬登録 さ れ， ナ シ の シ ン ク イ ム シ

類や茶の チ ャ ノホ ソ ガ等 の鱗麹 目 害虫 さ ら に は カ ン キ ツ

の ヤノネ カ イ ガ ラ 等 カ イ ガ ラ ム シ類 を 選択的 に 殺 し ， 多

く の天敵類 に は安全性が高 い と さ れて い る 。

依然， 養蚕業が根強 い わ が国での イ ン セ ガー剤 の使用

はj思い が け な い波紋 を 引 き 起 こ し た 。 1992 年， 群馬， 長

野， 山形， 福島 の各県の養蚕農家 に お い て ， 5 齢の熟蚕期

に な っ て も 吐糸 を開始せ ず， 2 週間以上餌 を食べ， し か も

一向に繭を作 ら な い蚕， い わ ゆ る 不吐糸蚕， が出現 し農

家 に打撃 を与 え た 。 こ の原因 と し て イ ン セ ガー 剤が疑わ

れた。 そ の背景に は， 1986 年か ら 88 年 に か け て北 イ タ リ

ア ， 南 フ ラ ン ス の養蚕農家で， 農薬 と し て使用 さ れた フ

エノキ シ カ ルプ剤が原因 と 恩わ れ る 不吐糸蚕が多発 し，

そ の地域の養蚕業 は壊滅的被害 を 受 け た と い う 事実があ

っ た 。

蚕糸 ・ 昆虫農業技術研究所で は ， 1992 年 と 1993 年 に

イ ン セ ガー剤の カ イ コ に対す る 作用 を 県 と 共同 で全国規

模で試験 し， 蚕の不吐糸蚕の 出 現 に お け る イ ン セ ガー剤

の影響 を検討 し た 。 そ の結果， ( 1 ) 終齢期で あ る 5 齢期

が も っ と も 感受性が高 い こ と ， ( 2 ) lO-12� 10-10 と い う

極端 と も い え る 低濃度の イ ン セ ガー液で も ， こ れ に 浸 し

た桑葉 を 5 齢期前半に給与す る と 変態が阻害 さ れ不吐糸

蚕が誘導 さ れ る こ と ， な どが明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の

結果か ら 養蚕農家 で発生 し た 不吐糸蚕の原因がイ ン セ ガ

ー剤 に よ る も の であ る と は 断定で き な か っ た が， 1992 年

11 月 ， 行政指導 に よ り 製造業者がイ ン セ ガー 剤 の販売 を

自 粛 し て か ら は， 不吐糸蚕の被害 は発生 し て い なし〉。

( 3 ) ラ ノー乳剤 ( ピ リ プ ロ キ シ フ ェ ン : pyriproxy. 

fen) と ピ リ ダ ジノ ン 系 ]HA

① ラ ノー乳剤

ラ ノー乳剤 は住友化学工業 (株) で開発 さ れた ]HA ピ

リ プ ロ キ シ フ ェ ン を 10%含む薬剤で， わ が国 に お け る 農

薬登録 も 間近い段階 に な っ て い る 。 ピ リ プ ロ キ シ フ ェ ン

の鱗麹 目 昆虫ハ チ ミ ツ ガ に対す る 変態阻害活性 を メ ト プ

レ ン に比較す る と ， 105の オ ー ダー で強 い。 対象害虫 と し

て は， ミ ナ ミ キ イ ロ アザ ミ ウ マ ， カ イ ガ ラ ム シ類， キ ン

モ ン ホ ソ ガ， オ ン シ ツ コ ナ ジ ラ ミ が挙 げ ら れて い る 。 こ

の う ち で も ， ミ ナ ミ キ イ ロ アザ ミ ウ マ は露地栽培ナ ス の

難防除害虫であ る が， ラ ノー乳剤 は ミ ナ ミ キ イ ロ アザ ミ

ウ マ に 対 し て 強 い羽化血害 ， 殺卵 作 用 を 示 す の に 対

oviJi-1 
図-4 ピ リ ダ ジ ノ ン系幼若 ホ ル モ ン活性物質
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し ， そ の重要天敵であ る ヒ メ ハ ナ カ メ ム シ に は悪影響 を

及ぼ さ な い (永井， 1991) 。 こ の結果 は ， さ ら に 大規模な

圃場試験で も 確認 さ れ ( 日 本植物防疫協会， 1993) ， ]HA 

の特徴の一つ で あ る 高い選択性 を利用 し た 総合防除体系

の構築 が期待 さ れて い る 。

② ピ リ ダ ジ ノ ン 系 JHA

日 産化学工業 (株) が ピ リ ダ ジ ノ ン 系除草剤であ る ノ

ルブラ ゾ ン を リ ード化合物 と し て 構造変換 し た も の か ら

発見 し た 。 こ れ ま での JHA と は異 な る ， 新規の化学構造

を 持 っ て い る 点で興味深 い。 当初発見 さ れた NC-170，

NC-184 は半麹 目 見虫， ウ ン カ ， ヨ コ バ イ 類 に 対 し ， 選択

的 に 表皮 の メ ラ ニ ン化 と と も に ， 過剰脱皮幼虫 の 出現な

どの変態阻害 ・ 致死作用 を 引 き 起 こ し た (三宅 ・ 小倉，

1992) 。 さ ら に ， 新 し い化合物， NC-196 では ウ ン カ ， ヨ

コ バ イ 類だ け で な く ， 鱗麹 目 昆虫 に も 強 い変態阻害作用

を示 し ， 同時に ト ビ イ ロ ウ ン カ に対 し て は殺卵作用 も 持

っ て い た (MIYAKE et al .， 1994) 。 こ れ ら の ピ リ ダジ ノ ン系

JHA に は ， 野外 に お け る 残効性が長 い と い う 特徴があ

り ， 海外か ら 飛来 し た 次々 世代が大 き な被害 を も た ら す

ト ビ イ ロ ウ ン カ に 対 し 効果 の あ る 薬剤 と 期待 さ れ て い

る 。

ラ ノ ー 乳剤， ピ リ ダ ジ ノ ン 系 JHA と も 予備的試験 に

お い て は カ イ コ に対す る 比較的強い変態阻害作用 を持 っ

て い る と 聞い て い る 。 カ イ コ は絹生産 を 高 め る 方向で，

2000 年以上 と い う 長期 間 に わ た っ て 人為的 に と う た さ

れて き た家畜的昆虫であ る た め ， 農薬等の薬物や不良環

境 に対 し感受性が非常 に 高 い。 今後 JHA を 農薬 と し て

用 い よ う と す る 場合， 天敵な ど有用動物 に対す る 作用 も

十分 に調査 ・ 把握す る 必要が あ る こ と を 示唆 し て い る 。

と も あ れ， わ が国 に お い て も 難防除害虫 を タ ーゲ ッ ト

に ]HA は こ れか ら 大 い に嘱望 さ れて い る 。

WILLlA MSの提起か ら既に 4 半世紀 が経過 し た 。
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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」
B5 判 11 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J 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 。

雑誌「植物防疫」特別増刊号 NO . 2

「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」
チ リ カ プ リ ダニ そ の生態 と 応用一

森 焚須 (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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神経ペプチドホルモンの研究の現状
かた

東京大学農学部応用生命工学専攻 片

は じ め に
昆虫の 内分泌， 特 に 神経ペ プチ ド ホ ル モ ン の研究 は い

わ ゆ る 実験形態学的研究 を 中心 に 発展 し て き た が， こ こ

4， 5 年の 聞 に 他の研究分野同様， 分子 レ ベルでの研究へ

と 大 き く 変化 し た 。 10 年前 に は抽 出， 精製す ら ま ま な ら

な か っ た神経ペ プチ ド ホ ル モ ン の 多 く が， 今では そ の遺

伝子構造 ま で も 明 ら か に な っ て い る 。 本解説では最近特

に研究が進んだ前胸腺刺激 ホ ル モ ン (PTTH) に焦点、 を

当 て ， 我々 の研究 を 中心 に こ れ ま での研究 を振 り 返 り な

が ら 昆虫神経ペ プチ ド ホ ル モ ン研究の現在の問題点や将

来の展望 に つ い て述べた い と 思 う 。

I 前胸腺刺激ホルモン研究の歴史と現状

PTTH の発見 は 昆虫 ホ ル モ ン の う ち で も 最 も 古 く ，

1922 年 に ポ ー ラ ン ド 人の KOPECが終齢幼虫が蝋に な る た

め に脳か ら 液性の 因子が分泌 さ れて い る こ と を示唆 し た

こ と に 始 ま る 。 そ の後， W ILLlA MS ( 1947) に よ っ て こ の脳

か ら の液性因子が前胸腺に作用 し ， 脱皮 ホ ルモ ン の分泌

を促進す る こ と で脱皮 ・ 変態 を誘導 す る こ と ， つ ま り ，

前胸腺の活性化 ホ ル モ ン で あ る こ と が証明 さ れた 。 さ ら

に ， 1960 年 代 に は 石 崎 ら 及 び 他 の 研 究 者 に よ っ て

PTTH が タ ンパ ク 性の物質であ る こ と が明 ら か と な っ

た。 そ の後， 数多 く の研究者 に よ っ て PTTH の精製が試

み ら れた が， い ずれの研究者 も 単離 に は至 ら ず， 1980 年

に な っ て も そ の化学構造 は不明 の ま ま で あ っ た 。 こ う し

た な か， 筆者の所属 し て い る 鈴木研究室 で は 1970 年頃 よ

り 名古屋大学の石崎 と 共 同 で カ イ コ か ら の PTTH の精

製 を 開始 し た 。 我々 が PTTH の精製 を行 う に あ た っ て

カ イ コ を選んだ最大の理由 は大量の材料の確保が可能で

あ る こ と が挙 げ ら れ る 。 カ イ コ の場合養蚕業 を背景 と し

て大量飼育系 が確立 さ れて お り ， 何十万， 何百万頭の ス

ケールで抽出材料 と し て の確保が可能であ る 。 P TTH の

脳内の含量 は き わ め て微量で あ る と 考 え ら れた た め構造

を明 ら か に す る た め に は材料の確保は最大の問題で あ っ

た。 一方， 生物検定法 と し て は石崎が開発 し た エ リ 蚕除

脳休眠婿 (蝋 と な っ た直後 に脳を摘出 し ， 人工的 に休眠

Insect neuropeptide hormone. By Hiroshi K ATAO KA 
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状態 に し た嫡) の成虫化 を 指標 と し た 。 今考 え る と なぜ

抽出材料 と 同 じ カ イ コ を 用 い た 生物検定法 を使わ な か っ

た の か不思議 に 思 わ れ る が， PTTH の よ う な 昆 虫 に と っ

て基本的 な ホ ルモ ン は 同 じ鱗麹 目 間 で特異性 は な い と 考

え て い た た め で あ る 。 事実， 脳の移植や脳抽出物の 注射

と い っ た 実験形態学的 な 実験で は ， カ イ コ の脳 は カ イ コ

及びエ リ 蚕両方の 除脳煽の成虫化 を 引 き 起 こ す活性が あ

る こ と が確 か め ら れ て い た 。 約 10 年間 の 努力 の 結果，

1982 年 に エ リ 蚕除脳嫡 に 対 し て PTTH 活性 を 示す物質

が世界に 先駆 け て 単離 さ れた (S UZ UKl et al.， 1982) 。 し か

し な が ら ， こ の物質 は エ リ 蚕除脳摘の成虫化や ， 培養系

でエ リ 蚕前胸腺か ら の エ ク ジ ソ ン 分 泌 を 促進 す る も の

の ， カ イ コ 除脳婦 や カ イ コ 除脳幼虫 に 対 し て は PTTH

活性 を持た な い こ と が明 ら か に な っ た 。

さ ら に ， カ イ コ 脳抽 出 物 中 に カ イ コ 除脳腕 に 対 し て

PTTH 活性 を示す物質が存在 し て い て ， こ の物質の分子

量 や 等 電点 は 既 に 単 離 し た エ リ 蚕 除 脳 婦 に 対 し て

PTTH 活性 を持つ物質 と は 明 ら か に 異 な っ て い る こ と

が明 ら か と な っ て き た 。 そ こ で， 再 び カ イ コ 本 来 の

PTTH と 考 え ら れ る 物質 の 単離 を 目 指 し て ， カ イ コ 除脳

踊 を 用 い た 生物検定法 に よ り カ イ コ 頭部か ら の精製 を進

め た 。 そ の結果， 1987 年 に 単離 に 成功 し ， そ の部分配列

を 明 ら か に す る こ と がで き た (KATAO KA et al.， 1987) 。 さ

ら に ， 部分 ア ミ ノ駿配列決定後， 抗体の作製， そ の抗体

を 用 い た 産生細胞の 同定， ま た ， 抗体 を 用 い た cDNA の
ク ロ ー ニ ン ク 守へ と 研究 を 進め る 一方， さ ら に 大量の材料
か ら 単離 し た PTTH の ペ プチ ド 側か ら の 解析 も 進 め ，

こ れ ま で に 以下の こ と が明 ら か に な っ て い る (KA WA KA Ml

et a し1990， M IZO GUCHI et al. ，  1990， KATAO KA et al. ， 

1991， ADACHl -Y A MADA et al. ， 1994) 0 ( 1 ) PTTH は脳の側

方部 2 対の神経分泌細胞で産生 さ れ， 中央部で反対側の

脳半球 に 入 る 軸索 を経由 し て ， 反対側の ア ラ タ 体か ら 分

泌 さ れ る 。 ( 2 ) P TTH は 224残基のペプチ ド と し て翻訳

さ れた後， N末端部分 に 存在す る シ ク oナ ルペ プチ ド お よ

び二つ のペプチ ド 部分が プ ロ セ ツ シ ン グ を 受 け 除去 さ れ

た 109残基の ペ プチ ド で あ る 。 ( 3 ) PTTH は 109残基の

同一 なペプチ ド (PTTH サプユ ニ ッ ト ) 2 本が ジ ス ル フ

ィ ド 結合で架橋 し た ダイ マ ー構造 を と っ て い る 。 ( 4 ) 41 

残基 目 の ア ス パ ラ ギ ン に は 糖鎖が付加 し て い る 。 ( 5 ) 
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PTTH 遺伝子 は五つ の エ ク ソ ン か ら 成 り ， ハ プロ イ ドゲ

ノム 当 た り 1 コ ピー で あ る 。 な どであ る 。

と こ ろ で， PTTH は カ イ コ の脳 l 個 あ た り 1 ng 足 ら

ず し か存在 し て お ら ず， 化学的及び生化学的研究 を行 う

た め の 十分量 の PTTH を 確保す る こ と は 困 難 で あ っ

た 。 そ こ で， PTTH を遺伝子工学 を 用 い て 大量 に 合成す

る こ と を試 み た 。 当初， PTTH が糖ペ プチ ド であ る こ と

か ら 昆虫培養細胞 を 用 い た パ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い た 発

現系や酵母 に よ る 発現系 も 考 え た が， 簡便 さ ， 効率の良

さ な ど を考 え て ， ま ず， 大腸菌 に よ る 発現 を 試みた。 そ

の 結果， 培養液 1 1 の 菌体か ら 10 mg の発現 PTTH を

得 る こ と がで き る よ う に な っ た 。 発現 PTTH の カ イ コ

除脳踊 に対す る 活性 は 0 .6 ng/ ユ ニ ッ ト で あ り ， 天然物

に比べ活性 は 約 1/2 で あ っ た 。 こ の こ と は PTTH の糖
鎖が活性発現 に必ず し も 必要でな い こ と を示 し て い る 。

と こ ろ で， 天然 PTTH は ジ ス ル フ ィ ド 結合で架橋 し た

ダイ マ ー構造 を 有 し て い る が， 発現 PTTH に つ い て も

SDS-PAGE 及 び イ オ ン ス プ レ ーM S に よ り ， ダイ マ ー

構造 を有 し て い る こ と が確か め ら れた 。 ま た ， M S の値 よ

り 発現 PTTH が C末端の ア ス パ ラ ギ ン ま での 109 残基

の 完全 な ペ プ チ ド で あ る こ と も 明 ら か に な っ た 。 そ こ

で， こ の発現 PTTH を 用 い て ジ ス ル フ ィ ド 結合の架橋

様式 を 明 ら か に し ， ジ ス ル フ ィ ド 結合 に よ る PTTH の

ダイ マ ー構造 を確定す る こ と を計画 し た 。 ま ず， ペプチ

ド 鎖聞 の ジ ス ル フ ィ ド 結合の み を選択的に還元す る こ と

を試みた。 い く つ かの条件 を検討 し た 結果， 還元剤 と し

て n- プ チ ル ホ ス フ ィ ン を ア ル キ ル化剤， 4- ビ ニ ルピ リ ジ

ン と と も に 作用 さ せ る こ と で PTTH のペ プチ ド 鎖聞 の

ジ ス ル フ ィ ド 結合の み を選択的 に還元ピ リ ジ ル エ チ ル化

す る こ と が可能 と な っ た 。 こ の処理 に よ り PTTH の分

子量 は SDS-PAGE で約半分 に な り ， し か も 15 残基 目 の

シ ス テ イ ン の みが還元ア ル キ lレ化 し て い る こ と が明 ら か

と な っ た 。 こ の こ と か ら PTTH は 15 残基 目 の シ ス テ イ

図- 1 カ イ コ前胸腺刺激ホ ル モ ン の全一次構造

ン残基聞の ジ ス ル フ ィ ド 結合でダイ マ ー構造 を 形成 し て

い る と 結論 し た 。 ま た ， ペ プチ ド 鎖 内 の ジ ス ル フ ィ ド 結

合 に つ い て は 部 分 還元 に よ っ て 得 ら れ た モ ノ マ ー 型

PTTH を酵素処理 に よ っ て 断片化 し ， 得 ら れた ジ ス ル フ

イ ド 結合 を持つペ プチ ド の解析 を行 う こ と に よ っ て 決定

し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れた ジ ス ル フ ィ ド 結合 を 含 め

た PTTH の一次構造 を 図 1 に示す (ISHIBASHI et al . ，  

1994) 0 

一方， エ リ 蚕 に 対 し て PTTH 活性 を持つ 物質 に つ い

て も こ れ ま で に 以下 の こ と が明 ら か に な っ て い る ( NA

GASA WA et al . ，  1986， M lZOG UCHI et al . ，  1987) 0 ( 1 )  A， B 2 

本のペ プチ ド 鎖か ら 成 り ， そ の 聞 を架橋 し て い る ジ ス ル

フ ィ ド 結合の結合位置 を 含 め ， 日甫乳類の イ ン ス リ ン と 高

い相向性 を示す 。 ( 2 ) 脳の 中央部 4 対の神経分泌細胞で

合成 さ れ， 反対側の ア ラ タ 体か ら 分泌 さ れ る 。 ( 3 ) カ イ

コ のゲノム 中 に 少 な く と も 30 コ ピ ー以上の遺伝子が ク

ラ ス タ ー を 形成 し て 存在 し ， そ れぞれの遺伝子が コ ー ド

す る ア ミ ノ酸配列 は少 し ず つ 異 な っ て い る 。 ま た ， 晴乳

類の イ ン ス リ ン族ペ プチ ド に 存在す る イ ン ト ロ ン は存在

し な い。 な ど で あ る 。 ま た ， こ の ペプチ ド は現在 カ イ コ

の学名 で あ る B omby x か ら ボ ン ビ キ シ ン (bomb yxin) と

呼ばれて い る 。

と こ ろ で， エ リ 蚕 自 身 の本来の PTTH は ボ ン ピ キ シ

ン な の だ ろ う か。 ボ ン ビ キ シ ン は カ イ コ の 脳 に 含 ま れ る

ペプチ ド であ る が， 同 じ分子がエ リ 蚕の脳に も 含 ま れて

い て PTTH 活性 を示す の だ ろ う か。 そ の こ と を 明 ら か

に す る た め， カ イ コ か ら ボ ン ビ キ シ ン遺伝子が単離 さ れ

た後， こ の遺伝子 を プロ ー プ と し て エ リ 蚕か ら ボ ンビキ

シ ン様遺伝子の ク ロ ー ニ ン グ を試み た と こ ろ ， 数種類の

遺伝子 を ク ロ ー ニ ン グす る こ と がで き た 。 いずれのペ プ

チ ド も カ イ コ の ボ ン ピ キ シ ン分子 と は か な り 異 な る ア ミ

ノ酸配列 を持 っ て い た が， そ の基本構造 は カ イ コ ボ ン ビ

キ シ ン と 同 じ で あ っ た 。 ま た ， そ の ア ミ ノ酸配列か ら こ

れ ら は大 き く 二つ の フ ァ ミ リ ー に 分 け る こ と がで き ， そ

の塩基配列か ら 予想 さ れ る 各 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 二つ の

ペ プチ ド を 合成 し た と こ ろ ， エ リ 蚕除脳婦 に対 し て い ず

れ も カ イ コ ボ ン ビ キ シ ン の百 分 の 一程度 の 活性 を 示 し

た 。 こ の結果 は エ リ 蚕の脳内 に存在す る ボ ン ビ キ シ ン様

ペ プチ ド がエ リ 蚕 に対 し て PTTH 活性 を 持 つ こ と を示

し て い る が， 同 時 に 活性 を示す最小量がエ リ 蚕の脳内含

有量 よ り も 多 い こ と も 意味 し て い た 。 一 方 ， カ イ コ

PTTH 様遺伝子 に つ い て も エ リ 蚕か ら ク ロ ー ニ ン グ す

る こ と を試み， 最近そ の遺伝子 を ク ロ ー ニ ン グす る こ と

に成功 し た 。 そ の ア ミ ノ酸配列 は カ イ コ の も の と 比較す

る と ， 前駆体構造や立体構造 を維持す る た め に 重要 な シ
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ス テ イ ン残基の位置 な ど は保存 さ れて い た が， PTTH 部

分の ア ミ ノ酸配列 の相向性は約 50%で あ っ た 。 こ の ペ プ
チ ド の PTTH 活性 を 調べ る 目 的で， 大腸菌 を 用 い た 発

現 系 に よ り こ の ペ プ チ ド を 合 成 し た と こ ろ ， カ イ コ

PTTH が カ イ コ 除脳嫡 に 対 し て 活性 を 示す の と ほ ぼ同

程度 の濃度で こ の物質がエ リ 蚕除脳踊に対 し て 活性 を 示

し た 。 以上 の結果か ら エ リ 蚕本来 の PTTH はポ ン ビ キ

シ ン様ペ プチ ド で は な く ， カ イ コ PTTH 様物質であ る

と 考 え て い る 。 し か し な が ら ， なぜ ボ ン ビ キ シ ン や エ リ

蚕ポ ン ビ キ シ ン 様ペ プ チ ド が エ リ 蚕 除 脳踊 に 対 し て

PTTH 様活性 を示 す の か， 実際 に 生理的 に機能 し て い る

の か は 依然 と し て不明の ま ま で あ る 。 ま た ， カ イ コ 体内

での ボ ン ビ キ シ ン の機能 に つ い て は ま だ明 ら か に な っ て

い な い。

と こ ろ で最近， ア メ リ カ の BOLLENBACHER ら に よ り ， タ バ

コ ス ズ メ ガ の PTTH の単離 と そ の部分配列が報告 さ れ

た (GRAY et al . ，  1993) 。 彼 ら は ま ず， タ バ コ ス ズ メ ガの脳

か ら PTTH を部分精製 し ， こ の部分精製 PTTH に対す

る モノク ロ ー ナ ル抗体 を作製 し た 。 次 に ， 作製 し た モノ

ク ロ ー ナ ル抗体 を 用 い た イ ム ノア フ ィ ニ テ ィ ー精製 に よ

り 脳か ら PTTH を精製 し ， SDS-PAGE， ニ ト ロ セ ル ロ

ー ス へのプロ ッ テ ィ ン グ後， 配列分析 を行 っ た が， N末

端がプロ ッ ク さ れて い た た め に 配列が読め な か っ た 。 そ

こ で， 膜 に プロ ッ テ ィ ン グ し た PTTH を そ の ま ま ト リ

プ シ ン で消化 し ， 生 じ た フ ラ グ メ ン ト ペ プチ ド を HPL C

で分取後， 配列分析 を 行 っ た 。 そ の結果， 三つ の フ ラ グ

メ ン ト ペ プチ ド の配列が明 ら か と な っ た が， いずれ も カ

イ コ PTTH と は相向性 を 有 し て い な か っ た 。 し か し， こ

の三つ の フ ラ グ メ ン ト の う ち 一つ は 晴乳類の レ チノイ ド

結合 タ ン パ ク 質 と 高い相向性 を 有 し て い た 。

ま た ， 彼 ら は カ イ コ PTTH と 相向性の あ る 遺伝子 を

タ バ コ ス ズ メ ガ の な か に 見 つり る 目 的 で カ イ コ PTTH

遺伝子の配列か ら 予想 さ れ る プ ラ イ マ ー を 合成 し ， ゲノ

ム DNA を 用 い て PCR に よ る 培幅 を 試 み た 。 そ の 結

果， 311 bp の PCR 産物が得 ら れ， そ の塩基配列 は カ イ コ

の cDNA と 比べ る と 途 中 2 塩基 の み が 異 な っ て い る だ

りであ っ た 。 さ ら に PTTH を 分泌 し て い る 神経分泌細

胞か ら 調製 し た cDNA を 用 い て ， 同様 に PCR に よ る 増

幅 を 試 み た と こ ろ ， 同 じ塩基 配 列 を 持 っ た 311 bp の

PCR 産物が得 ら れた 。 こ れ ら の結果， お よ び タ バ コ ス ズ

メ ガ PTTH は 等電点電気泳動で酸性の画 分 に 生物活性

が見い だ さ れ る の に対 し ， カ イ コ PTTH は塩基性物質

であ る こ と な どか ら ， 彼 ら は タ バ コ ス ズ メ ガ脳中 (正確

に は PTTH 産生神経分泌細胞中) に は カ イ コ PTTH と

高い相同性があ る ペ プチ ド も 存在す る が， タ バ コ ス ズ メ
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ガ PTTH は こ のペ プチ ド と は別 の レ チノイ ド 結合 タ ン

パ ク 質 と 相同性 を持つ酸性のペ プチ ド で あ る と 結論 し て

い る (GRAY et al.， 1994) 。 こ の結果 は ， 我々 の こ れ ま での

結果 と 矛盾 し て お り ， そ の原因が ど こ に あ る か は っ き り

と し た こ と は言え な い が， い く つ か の点で， 彼 ら の実験

結果 に 疑問が残 る 。 先 に 述べ た よ う に エ リ 蚕 の PTTH

遺伝子 は カ イ コ の も の と の 相向性 は 約 50% 程度 で あ っ

た 。 ま た ， 最近別 の鱗麹 目 昆虫 か ら の PTTH 遺伝子の ク

ロ ー ニ ン グ を 試み て い る が， い ず れ も カ イ コ PTTH と

90%以上の相向性 を有す る も の は見 い だ さ れて い な い。

さ ら に ， 最近明 ら か に な っ た カ イ コ PTTH の ゲノム 遺

伝子は五つ の エ ク ソ ン か ら な り ， 彼 ら が PCR で増幅 し

たゲノム DNA 中 に は少 な く と も 二つ の イ ン ト ロ ンが存

在 し て い る はずで あ る 。 し た が っ て ， ゲノム DNA を鋳型

と し た 場合 は 311 bp よ り か な り 大 き な PCR 産 物 が 得

ら れ る はずであ る 。 確か に ， カ イ コ と タ バ コ ス ズ メ ガで

は そ の遺伝子の構造 ( イ ン ト ロ ン の部位) が異 な っ て い

る 可能性 は あ る が， 塩基配列 が 99%一致 し て い る に も か

かわ ら ず， イ ン ト ロ ン の部位が全 く 違 う と い う の は奇妙

であ る 。 こ の 問題 に つ い て 明確 な 回答 を 得 る た め に も ，

も う 少 し他の昆虫の PTT H 遺伝子 の 構造 を 明 ら か に し

て お く 必要があ る と 恩わ れ る 。

H 神経ペプチドホルモン研究の問題点と展望

こ れ ま で我々 の研究 を 中心 に PTTH 研究 の 歴史 と 現

状 に つ い て概説 し た が， 残 さ れた紙面 を 使 っ て ， 他のペ

プチ ド ホ ルモ ン の こ と も 含 め て ， 現在の神経ペ プチ ド ホ

ルモ ン研究の 問題点及び将来の展望 に つ い て述べた い と

思 う 。

ま ず， 生物検定法であ る が， PTTH を は じ め 多 く の神

経ペプチ ド ホ ルモ ン の精製 にi n vi vo ， つ ま り 個体全体

を 用 い た 生物検定法が使わ れて き た 。 こ の検定法 は あ る

ペ プチ ド ホ ル モ ン が個体 レベル での現象 を 引 き 起 こ す作

用が あ る こ と を見 る に は 良 い が， 予想 し て い る 標的器官

以外 に作用 し ， 同 じ 現象 を 引 き 起 こ し て い る 場合 も あ り

え る 。 例え ば除脳踊に よ る PTTH の 生物検定法で は エ

ク ジ ソ ン様の作用 を 持 つ 物質 も PTTH と し て 見 い だ さ

れ る 可能性があ る 。 一方， BOLLENBACHER ら に よ る 前胸腺の

培養 系 を 用 い た PTTH の 生物検定法やア ラ タ 体の培養

系 を 用 い た ア ラ ト ト ロ ビ ン や ア ラ ト ス タ チ ン な ど の生物

検定法の よ う に ， i n  vi tro の生物検定法 も 最近多 く 使わ

れ る よ う に な っ て き た 。 こ の検定系で は標的器官や そ の

作用 が一義的 に決め ら れ る こ と に な る が， 個体 レベルで

の現象 に は 関係 の な い物質 を検出 す る 可能性 も あ る 。 事

実， こ れ ま で見い だ さ れて き たアラ タ 体での幼若ホ ルモ



146 植 物 防 疫 第 49 巻 第 4 号 (1995 年)

ン の生合成 を 調節 し て い る ア ラ ト ト ロ ビ ン， ア ラ ト ス タ

チ ン の 多 く は個体 に 注射 し た場合 は そ の作用が見 い だ さ

れ な い も の が 多 い 。 し た が っ て ， i n  vi vo 及びi n vi tro ど

ち ら かの生物検定系 を 用 い て 単離 さ れたペプチ ド ホ ルモ

ン は単離後， 別 の検定系 で そ の生物活性 を調べ る 必要が

あ る と 思わ れ る 。 我々 は PTTH を 単離後， 除脳幼虫 の幼

虫脱皮誘導活性や培養系 での前胸腺か ら の エ ク ジ ソ ン分

泌促進活性な ど除脳嫡以外の生物検定法 を 用 い て ， カ イ

コ PTTH が す べ て の検定法 で PTTH 活性 を 持 つ こ と

を確か め た 。

ま た ， 新た な神経ペ プチ ド ホ ル モ ン の構造 を 明 ら か に

す る 場合， ま ず， 精製が必要 と な る が， 筆者が PTTH を

精製 し て い た 当時 に比べ る と ， そ の分析技術 は格段に進

歩 し た 。 ま た ， ア ミ ノ酸の部分配列か ら 遺伝子 を ク ロ ー

ニ ン グす る 分子生物学的手法 も か な り 一般的 と な っ た 。

そ の た め ， 精製 に お い て 最 も 手間 と 時間のかか る 生物検

定 を最小限 に し ， 部分配列 を 明 ら か に す る こ と に 重点 を

置 い て ， 材料 は頭部 よ り 脳 を ， も し 可能であれば， そ の

一部 を集 め る こ と を考 え た ほ う が効率良 く 研究が進め ら

れ る と 恩わ れ る 。 PTTH の場合， そ の構造決定 に 数百万

頭の頭部 を 用 い た が， も し こ れか ら 精製 を 開始す る の で

あ れ ば， 1万頭の脳 を 実体顕微鏡下で集 め ， そ の脳か ら 精

製 を始 め た ほ う が， 最終的 に は早 い と 思わ れ る 。 そ の成

功例 と し て， 山下 ら に よ る 休眠 ホ ル モ ン の単離 と 構造決

定が挙げ ら れ る 。

と こ ろ で， 見虫 は 200万種 と も 推定 さ れて い る に も か

かわ ら ず， PTTH を は じ め 多 く の神経ペ プチ ド の構造が

あ る 特定の昆虫種の も の し か決定 さ れて い な い。 そ の原

因 は神経ペ プチ ド ホ ルモ ン の生体内 での含量が， 極微量

で あ り ， そ の精製 に は大量の材料が必要であ る こ と が挙

げ ら れ る 。 そ の た め ， こ れ ま での神経ペ プチ ド ホ ルモ ン

の研究 に は大量飼育可能 な カ イ コ な ど の 昆虫 に限 ら れて

い た 。 し か し ， 現在では遺伝子の相同性を利用 し て ， 比

較的簡単 に し か も 少量の材料で他の 昆虫の相同遺伝子 を

ク ロ ー ニ ン グす る こ と がで き る よ う に な っ た 。 今後 は こ

の よ う な手法 を 用 い て様々 な昆虫か ら 神経ペプチ ド ホ ル

モ ン の構造が明 ら か に な る も の と 恩わ れ る 。 し か し ， 遺

伝子が ク ロ ー ニ ン グで き た と し て も ， そ れ は単 な る 相同

遺伝子であ り ， 最終的 に は化学合成， 遺伝子工学的手法

を 用 い て 合成 し ， ペ プチ ド ホ ル モ ン と し て の 活性 を き ち

ん と 確認 し て お く 必要が あ る と 思わ れ る 。

今後の課題 と し て は受容体の問題が考 え ら れ る 。 こ れ

ま で神経ペ プチ ド ホ ル モ ン の研究 は ど ち ら か と い え ば構

造の解明 に 主眼がお かれて き た が， 今後 は神経ペ プチ ド

ホ ルモ ン の機能 を 分子 レ ベル で解析す る こ と が必要であ

る と 恩わ れ る 。 そ の た め に は 受容体の 同定 は避 け て は通

れな い課題であ る 。 例 え ば， PTTH の場合 を 考 え る と ，

脱皮 ホ ル モ ン の エ ク ジ ソ ン の場合 ど ん な 時期の虫 に対 し

で も 脱皮 を誘導す る こ と がで き る が， PTTH の場合 は あ

る 限 ら れた 時期 (本来の PTTH 放出時期 の直前) で な い

と 作用 を 示 さ な い。 こ の こ と は 受容体側で PTTH の作

用 を調節 し て い る 機構が存在 し て い る こ と を示唆 し て い

る と 思わ れ る 。 ま た ， PTTH の作用 と し て は エ ク ジ ソ ン

の分泌を促進す る こ と であ る が， 実際 に エ ク ジ ソ ン合成

の ど の段階 を ど の よ う に 調節 し て い る の か受容体以降の

シ グ ナ ル伝達 を 考 え る 上 で も 受容体 の 同 定 は 必須で あ

る 。

あ ま り ， ま と ま り の な い 文章 に な っ て し ま っ た が，

PTTH を は じ め と す る 昆虫神経ペ プチ ド ホ ル モ ン の 研

究 は そ の 化学構造や 遺伝子構造が明 ら か に な っ た こ と

で， 次の ス テ ッ プに踏み 出 す 時期 に き て い る 。 今後， 少

し で も 多 く の研究者が こ の分野の研究 に興味 を 持 っ て も

ら え れば幸い で あ る 。
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特集:昆虫ホルモン研究の現状と問題点(3)

エクジステロイド研究の現状

農林水産省蚕糸・見虫農業技術研究所 田 中 良
あき
明

は じ め に
昆虫の脱皮， 変態 は前胸腺か ら 分泌 さ れ る 脱皮 ホ ルモ

ン に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 こ の ホ ルモ ン は エ ク ダイ ソ

ン ( エ ク ジ ソ ン ) と い う ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン で あ り ，

1953 年 に KARLSON と B UTENANDTに よ っ て カ イ コ 踊か ら 単

離， 構造決定 さ れた 最初の昆虫 ホ ル モ ン で あ る 。 そ の後

エ ク ダイ ソ ン よ り 極性 の 高 い 20ー ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ

ソ ン を は じ め と し て様々 な脱皮 ホ ルモ ン活性物質及びそ

の類似化合物が発見 さ れ， こ れ ら を総称 し て エ ク ジ ス テ

ロ イ ド と 呼んでい る 。 エ ク ジ ス テ ロ イ ド は 昆虫の み な ら

ず無脊椎動物 に 広 く そ の存在が確認 さ れて い る が， 植物

か ら も 昆虫 と 同 じ エ ク ジ ス テ ロ イ ド ばか り でな く ポ ナ ス

テ ロ ン， イ ノ コ ス テ ロ ン な ど植物特有の エ ク ジ ス テ ロ イ

ド が発見 さ れ， 現在の と こ ろ ， 動物か ら は 60 種類以上

(REES ， 1989) ， 植 物 か ら は 70 種 類 以 上 (L AFONT and 

HORN， 1989) 発見 さ れて い る 。

多 く の昆虫では， エ ク ダイ ソ ン と 20ーハ イ ド ロ キ シ エ

ク ダイ ソ ン の二つ が主要 な エ ク ジ ス テ ロ イ ド であ る 。 と

こ ろ が， エ ク ダ イ ソ ン は培養系 に お け る 実験で 20 ハ イ

ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン よ り も 生物活性が低 く ， ま た体内

で 20 ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン に速や か に 変換 さ れ る

こ と か ら ， エ ク ダイ ソ ン は ホ ル モ ン と し て の作用 を持た

な い プ ロ ホ ル モ ン で あ り ， 20 ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン

が ホ ル モ ン と し て作用 す る と い う 説が今の と こ ろ 支配的

であ る 。 し た が っ て ， エ ク ジ ス テ ロ イ ド の作用 に 関す る

研究では， 20ーハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン の みが使わ れて

い る 場合が多 い。 し か し な が ら ， 後述す る よ う に エ ク ダ

イ ソ ン が特異的 な作用 を持つ と い う 報告 も し ば し ばな さ

れて い る 。

エ ク ジ ス テ ロ イ ド の作用機構 は ， 脊椎動物の ス テ ロ イ

ド ホ ルモ ン と ほ ぼ同 じ であ る 。 エ ク ジ ス テ ロ イ ド は細胞

膜 を 通過 し て細胞質か ら 核 内 に 入 っ て エ ク ダイ ソ ン リ セ

プタ ー (EcR) と 複合体 を形成 し ， Ecd ysone response 

element (EcRE) と 呼 ばれ る D NA 上の特定領域 に結合

し て遺伝子の転写 を調節す る 。 EcR は昆虫の ホ ル モ ン リ

セ プ タ ー と し て は シ ョ ウ ジ ョ ウ パ エ か ら 初 め て 単離 さ
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れ， そ の後カ や タ バ コ ス ズ メ ガ， ハ チ ミ ツ ガ， チ ャ イ ロ

コ メ ゴ ミ ム シ ダ マ シ ， カ イ コ な ど い く つ か の 昆 虫 で も

EcR が単離 さ れて い る 。 ま た ， 最近で は EcRE の解析 も

盛ん に行われて お り ， 分子 レ ベルでの作用機構の解析 は

見虫 ホ ル モ ン の 中 で も エ ク ジ ス テ ロ イ ド が最 も 進んでい

る と い え る 。

し か し な が ら ， 脊椎動物 と 昆虫 で は そ の作用 に大 き な

違いがあ る 。 脊椎動物の場合， 性 ホ ル モ ン や コ ルチ コ イ

ド ， ビ タ ミ ン D な ど様々 な ス テ ロ イ ド ホノレモ ン が あ り ，

そ れぞれが特異的 な作用 を 担 っ て い る 。 一方， 昆虫 の場

合， エ ク ジ ス テ ロ イ ド が脱皮， 変態の み な ら ず生殖器官

の発育な ど あ ら ゆ る 形質 の 発現 を 調節 し て い る 。 し か

も ， エ ク ジ ス テ ロ イ ド の作用 は器官や発育時期 に よ っ て

異な っ て お り ， 複雑であ る 。 なぜ 1 種類の ホ ルモ ン が こ

の よ う に 多彩で複雑な作用 を 示 す の で あ ろ う か?最近の

分子生物学的手法 を 用 い た 研究 に よ っ て ， こ の疑問が明

ら か に な り つ つ あ る 。

I エクジステロイド作用の分子機構

1 ÅSHBURNERのモデル

エ ク ジ ス テ ロ イ ド が脱皮， 変態 を 制御 す る 分子機構

は， 1974 年 に ASHB URNER ら が行 っ た シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ の

唾腺染色体のパ フ の誘導 に 関す る 研究が基 に な っ て い る

(ASHB URNER et al .， 1974) 。 幼虫 の唾腺染色体 を エ ク ジ ス

テ ロ イ ド と 培養す る と 直 ち に い く つ か のパ フ (ear1yパ

フ ) が誘導 さ れ る 。 さ ら に 4�5 時間培養 を 続 け る と ear­

lyパ フ は退化 し ， 別 の パ フ (Iateパ フ ) が誘導 さ れ る 。

こ の と き タ ンパ ク 合成阻害剤 を 加 え る と earl yパ フ の誘

導 は 阻害 さ れな い が lateパフの誘導 は 阻害 さ れ る 。 こ う

し た 結果か ら 彼 ら は以下の よ う な モデ ル を 提唱 し た 。 エ

ク ジ ス テ ロ イ ド が分泌 さ れ る と ， エ ク ジ ス テ ロ イ ド は

EcR と 結合 し て エ ク ジ ス テ ロ イ ド ーEcR 複 合体 を 形成

し， ear1yノ f フ を誘導す る 。 こ のパ フ の産物 は D NA 結合

因子であ り ， lateパ フ を 活性化 さ せ る と と も に 自 身 に 対

し負の フ ィー ド パ ッ ク 効果 を示す。 一方， lateパ フ は変

態・脱皮 に直接関連す る 遺伝子 を コ ー ド し て お り ， エ ク

ジ ス テ ロ イ ド に よ っ て抑制 さ れ る がear1yパ フ の産物 に

よ っ て活性化 さ れ， lateパ フ の産物が脱皮・変態 を 引 き

起 こ す (図 1) 。
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図 - 1 エ ク ジ ス テ ロ イ ド の 作 用 の 古 典 的 モ デ ル

(ASH日URNER et al . ，  1974 よ り 改変)
Ec ; エ ク ジ ス テ ロ イ ド ， EcR ; エ ク ダ イ ソ ン リ セ プ

タ ー， P ;  early 遺伝子の転写産物.

現在では分子 生物学的手法 に よ り ， 巴arly ノ マ フ に 属 す
る 遺伝子の う ち 特 に BR-C， E 7 4 ，  E 75 な どが詳 し く 研
究 さ れ， それ ら が実際に DNA 結合因子 を コ ー ド し て い
て early パ フ や late パ フ に 結合 す る こ と が明 ら か に な
っ た。 こ れ ら early ノ マ フ 遺伝子は複数の プ ロ モ ー タ ー を
持 ち ， ま た ， ス プ ラ イ シ ン グ の 違 い に よ っ て 複 数 の
mRNA が 生 じ 異 な る 遺伝子産物がで き る 。 異 な る プ ロ
モ ー タ ー は エ ク ダイ ソ ン濃度 に対す る 反応が異な っ て い
る 場合があ り ， ま た ， プ ロ モ ー タ ー か ら 転写 さ れ る 転写
物の長 さ の違い に よ り 転写産物が 生ず る タ イ ミ ン グが微
妙 に ずれ る 。 し た が っ て ， エ ク ジ ス テ ロ イ ド 濃度 の上昇
に 伴 っ て様々 な転写調節因子が， し か も 時間的ずれ を持
っ て発現す る こ と に よ り き わ め て微妙で複雑な遺伝子制

御が行われて い る と 考 え ら れ る (林 ・ 上 回 ， 1 993) 。
と こ ろ で， シ ョ ウ ジ ョ ウ パ エ で は踊への変態期 に は終

齢幼虫後期 と 前蛸後期 に二度エ ク ジ ス テ ロ イ ド が分泌 さ
れ る 。 こ の時期 に特異的 に 誘導 さ れ る パ フ があ り ， 前嫡
後期の エ ク ジ ス テ ロ イ ド 分泌直前 に 誘導 さ れ る パ フ を
mid prepupal パ フ ， 分泌 と と も に誘導 さ れ る パ フ を late
prepupal パ フ と 呼んでい る 。 mid prep叩al パ フ の 中 に

は FTZ-F 1 な ど ス テ ロ イ ド ホ /レ モ ン ス ー ノ マ ー フ ァ ミ リ
ー に 属す る DNA 結合因子 を コ ー ド し て い る 遺伝子 が あ
り ， ま た lat巴 prepupal パ フ の一部 は early ノ マ フ と 同ー
であ る 。 mid pr巴pupal パ フ は， 終齢幼虫の唾腺 を エ ク ジ
ス テ ロ イ ド 存在下で培養 し た後， 次 に 非エ ク ジ ス テ ロ イ
ド 存在下で培養す る と 誘導 さ れ る 。 そし て ， こ れ ら のパ
フ の誘導がな い と late prepupal ノf フ はエ ク ジ ス テ ロ イ
ド に 反応 し な い 。 こ れ ら の こ と は ， こ の 時期 に は ASH

BURNEHの提唱 し た モ デル よ り さ ら に複雑な遺伝子発現機
構が存在 し， それがエ ク ジ ス テ ロ イ ド 濃度 の 変化 に よ っ
て 綿密 に 制御さ れ て い る こ と を 示唆 し て い る ( 林 ・ 上
回， 1993) 。

2 リ セ プタ ー レ ベ ル での 多様性

エ ク ジ ス テ ロ イ ド は EcR と 複合体 を 形成 し て DNA
上の EcRE に 結合す る と 考 え ら れ て い た が， 最近の研究
か ら エ ク ジ ス テ ロ イ ド ーEcR 複合体が EcRE に 結合す る
に は別 の因子が必要であ る こ と が明 ら か に な っ て き た 。
脊椎動物の場合， 性 ホ ル モ ン や副腎皮質 ホ ルモ ン な どの
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン リ セ プタ ー は ホ モ 2 量体 を 形成 し て
DNA 上の応答配列 に 結合す る が， ビ タ ミ ン D リ セ プタ
ーや非ス テ ロ イ ド で あ る レ チ ノ イ ン酸や 甲状腺 ホ ル モ ン
の リ セ プタ ー は他の ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン リ セ プタ ー と ヘ

テ ロ 2 量体 を 形成 す る (梅園， 1 993) 。 特 に重要 な の は レ
チ ノ イ ド x リ セ プ タ ー ( RXR) で α， β， y の三つ の タ イ
プが あ り ， こ れ ら の リ セ プ タ ー は RXR と の 組み合わ せ
を 変 え る こ と に よ っ て DNA 上 の 異 な っ た 応答配列 を認
識す る こ と がで き ， 多様な作用 を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ
て い る 。 最近見虫で も RX R と 同 じ タ イ プの ス テ ロ イ ド
ホ lレモ ン リ セ プタ ー であ る ultraspiracle(usp) が単離 さ
れ， こ れが EcR と ヘ テ ロ 2 量体 を 形成す る こ と が DNA
やエ ク ジ ス テ ロ イ ド に 結合す る た め に必要であ る こ と が
明 ら か に さ れた。 ス テ ロ イ ド ホ /レ モ ン リ セ プタ ー ス ーパ
ー フ ァ ミ リ ー に属 す る因子 は ， 他 に も 巴arly 遺伝子であ
る E 75 の産物や， early 遺伝子の 発現直後 に誘導 さ れ る
early-late 遺伝子 に 属 す る DH R 3 な ど が あ る 。 こ れ ら
が何 を リ ガ ン ド (特異的 に 結合す る 物質) と し て い る か
は現在の と こ ろ 不明であ る が， EcR と ヘテ ロ 2 量体 を 形
成す る ， あ る い は EcR 以外の因子 と 2 量体 を形成す る こ
と に よ っ て 多様 な作 用 を 発現 す る 可能性が考 え ら れ る

( 図-2) ( RICHARDS， 1 992) 。 し か し な が ら ， FTZ-F 1 の よ
う に単量体 と し て応答配列 に 結合す る こ と がで き る因子
も あ る た め， 昆 虫で も 脊椎動物でみ ら れ る よ う な リ セ プ
タ ー の組み合わ せ に 多様性があ る か ど う か は今後の研究
の 進展 を待つ必要が あ る 。

一方， EcR 自体の多様性がエ ク ジ ス テ ロ イ ド の発 育時
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図 - 2 新 し い エ ク ジ ス テ ロ イ ド の作用 モ テツレ (RICHAllDS， 1992 よ り 改変) usp : ultraspiracle， R 1 ・ R 2 : ス テ ロ イ ド ホ
jレ モ ン リ セ プ タ ー

期特異的， 器官特異的作用 の発現に 関与す る こ と が推測
さ れて い る 。 例 え ば， 変態期 に お け る 神経細胞死は細胞
選択的 に お こ る が， こ う し た 選択的細胞死 に は EcR の タ
イ プ ( ア イ ソ フ ォ ー ム ) の違い に よ っ て お こ る こ と が示
唆 さ れて い る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ の EcR は A， B 1， B 

2 の 3 種類の ア イ ソ フ ォ ー ム が存在す る 。 こ れ ら の リ セ
プタ ー は一 つ の EcR 遺伝子か ら 作 ら れ， 共通す る DNA
結合領域 と リ ガ ン ド 結合領域 を 持 つ が， 遺伝子活性化領
域が異な っ て い る 。 踊化前の幼虫の神経細胞では A と B
l の タ イ プが発現 し て い る が， 嫡化後 は A の発現を示す
よ う に な る 。 特に幼虫 由来の細胞の う ち 約 300 の細胞 は
A タ イ プの非常 に強い発現を示す よ う に な り ， その発現
は踊期間中続 き ， それ ら の細胞の ほ と ん ど は羽化後細胞
死 を起 こ し て死ぬ。 し た が っ て ， 細胞死 を起 こ す か ど う
か と い う 選択が， 発現す る EcR の タ イ プの違い に よ り 調
節 さ れ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る ( Ro日INOW et al. ，  
1 993) 。

こ の よ う に ， エ ク ジ ス テ ロ イ ド はその リ セ プタ ー 自 身
の多様性， ま た リ セ プタ ー と パー ト ナ ー を 形成す る因子
と の多様な組み合わ せ に よ り ， 一つ の ホlレモ ン の作用 を
増幅 し多彩な作用 を 引 き 起 こ し て い る こ と が現在明 ら か
に さ れつ つ あ る 。

E エ ク ダ イ ソ ン は ホ ル モ ン と し て 作用 す

る カ、 つ

一方， EcR の リ ガ ン ド に な る エ ク ジ ス テ ロ イ ド の 多様
性， 例 え ばエ ク ダイ ソ ン の特異的 な作用 に つ い て は， 現

図 - 3 エ ク ダ イ ソ ン に よ り 誘導 さ れた超過剰脱皮 カ イ コ
幼虫

左 : エ ク ダ イ ソ ン処理 さ れ た 10 齢幼虫 (解化後 25
日 ) ， 中 央 . 無処理の 5 曲者幼虫 ( 解化後 25 日 ) ，
右 ， エ ク ダ イ ソ ン 処理 さ れた 5 齢幼虫 (解化後 10
日 ) .

在の と こ ろ あ ま り 調べ ら れて い な い。 特 に シ ョ ウ ジ ョ ウ
パエでは エ ク ダイ ソ ン は EcR に 結合 し な い こ と か ら ， エ
ク ダイ ソ ン の 作用 は ほ と ん ど無視 さ れて お り ， 論文 で も
エ ク ダ イ ソ ン を 20ーハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン の略称，
あ る い は エ ク ジ ス テ ロ イ ド の総称 と し て誤っ て 用 い て い
る 場合が多 い。 し か し ， 1960 年代か ら い く つ かの 昆 虫で
エ ク ダイ ソ ン が特奥的 な作用 を持つ と い う 報告が な さ れ
て い る 。 例 え ばノ 、 ェ の一種のl唾腺染色体で は エ ク ダイ ソ
ン と 20ーハ イ ド ロ キ シ エ ク ダ イ ソ ン で誘導 さ れ る パ フ が
異な る し， チ ャ イ ロ コ メ ゴ ミ ム シ ダマ シ の!矯表皮 を 培養
す る と ， エ ク ダ イ ソ ン や 20-ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダ イ ソ ン
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単独で は な く ， 両方投与 し た場合 に の み正常 に成虫表皮

が形成 さ れ る 。 ま た ， オ オ モ ン シ ロ チ ョ ウ で は， 20-ハ イ

ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン のピ ー ク で は な く エ ク ダイ ソ ン の

ピ ー ク に 一致 し て い く つ か の 特異 的 な 生理現象が お こ

る 。 こ れ ら の結果 は エ ク ダイ ソ ン も ホ 1レ モ ン と し て作用

し ， ま た 20-ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン と は異 な っ た作

用 を持つ こ と を示唆す る も の で あ る が， 残念な こ と に こ

れ ら は ご く 一部の虫で し か起 こ ら な い特殊な現象 と み な

さ れて し ま っ て い た 。

と こ ろ が， 最近に な っ て我々 の研究室で も こ の二つ の

ホ ルモ ン の異 な っ た作用が発見 さ れた 。 エ ク ダイ ソ ンや

20-ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン を 人工飼料 に 混ぜて カ イ

コ 幼虫 に食べ さ せ た場合， エ ク ダイ ソ ン を食べた カ イ コ

幼虫 は 10 回以上 も の幼虫脱皮 (超過剰幼虫脱皮， 図-3)

を繰 り 返す (TANA KA and T A KEDA， 1993 a) 。 一方， 20-ハ

イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン を食 べ さ せ た 場合， 1 回 目 の脱

皮 は 正常 に 誘導 さ れ る が， 脱皮後 も 続 け て 食べ さ せ る

と ， 体液中 に 高濃度 の 20ー ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダ イ ソ ン が

存在す る に も かか わ ら ず， も は や新 し い皮膚 を形成す る

こ と な く 死亡 し て し ま う (TANAKA and TAKEDA， 1993 

b) 。 し か し ， エ ク ダイ ソ ン， あ る い は エ ク ダイ ソ ン と 20

ー ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン の両方 を 餌 に 混ぜて食べ さ

せ れ ば ま た脱皮 は誘導 さ れ る 。 似た よ う な作用 の違い は

サ ツ マ イ モ の害虫であ る エ ピ ガ ラ ス ズ メ で も み ら れ， エ

ク ダイ ソ ン を食べ さ せ る と 過剰脱皮が誘導 さ れ る が， 20 

-ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン を 食べ さ せ て も 発育 に 全 く

影響 を 及ぼ さ な い (TANAKA and NAVA， 印刷中) 。 こ れ ら

の結果 は ， 20-ハ イ ド ロ キ シ エ ク ダイ ソ ン の みが脱皮 を誘

導 し て い る の で は な く ， エ ク ダイ ソ ン， あ る い は そ の代

謝物 も 重要 な 役割 を 果た し て い る 可能性 を 強 く 示唆す る

も の であ り ， 現在， 作用 す る エ ク ジ ス テ ロ イ ド や標的器

官 な ど に つ い て解明 を進め て い る と こ ろ で あ る 。

ま た ， 分子 レ ベルで も エ ク ダイ ソ ン の作用 の特異性 を

示唆す る 結果が最近 に な っ て得 ら れて い る 。 シ ョ ウ ジ ョ

ウ パ エ で は EcR の 遺伝子発現 は 20-ハ イ ド ロ キ シ エ ク

ダイ ソ ン に よ っ て誘導 さ れ る と 考 え ら れて い る が， タ パ

コ ス ズ メ ガで は蛸期 に お い て エ ク ダイ ソ ン の ピ ー ク に も

一致 し て EcR の 発 現 が み ら れ る ( 藤 原 ・ RIDDIFORD ，

1993) 。 こ の 時期の EcR の発現が， エ ク ダイ ソ ン の 特異的

な作用 を意味す る の か ど う か興味深い 。

こ の よ う に様々 な見虫か ら 報告 さ れて い る こ と か ら ，

エ ク ダイ ソ ン の特異的な作用 は 多 く の昆虫 に 共通 し た 現

象であ る こ と が推測 さ れ る 。 今 ま で に 20-ハ イ ド ロ キ シ

エ ク ダイ ソ ン で明 ら か に な っ て い る 制御機構 に さ ら に複

雑な機構が加わ る の か， 今後の研究の進展が待た れ る と

こ ろ であ る 。

お わ り に
以上， エ ク ジ ス テ ロ イ ド 作用 の分子機構 を 中 心 に し て

エ ク ジ ス テ ロ イ ド 研究の現状 に つ い て述べて き た 。 現在

の と こ ろ ， 皮膚透過性が低い こ と ， ま た 昆虫 の体内 に お

け る 不活化機構が強力 で あ る こ と な どの理由 か ら ， エ ク

ジ ス テ ロ イ ド 自 体 は 農薬 と し て 実用化 さ れて い な い。 し

か し ， EcR や usp の構造か ら アゴニ ス ト や ア ン タ ゴニ ス

ト の研究が進 む な ど， エ ク ジ ス テ ロ イ ド の作用機構が明

ら か に な る に つ れて利用で き る 道 も 聞 け て く る と 考 え ら

れ る 。
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幼若ホルモンの活性発現機構に関す る 最近の研究動向
し お

農林水産省蚕糸 ・ 昆虫農業技術研究所 塩

は じ め に
昆虫内分泌学 は ， 昆虫生理学の な かで も 最 も 歴史 の あ

る 分野の一つ で多岐 に わ た る 研究が行わ れて き た 。 し か

し 未解明部分 も 多 く ， 特 に 昆 虫 の脱皮 ・ 変態 に つ い て

は， 低分子の幼若 ホ ルモ ン (JH) と エ ク ダイ ソ ン の発育

時期 に応 じ た 適度 な 濃度ノ T ラ ン ス に よ っ て 惹起 さ れ る こ

と が示 さ れて は い る も の の ， そ の機構の詳細や制御系 な

ど十分 に は明 ら か に さ れて い な い。 昆虫 ホ ルモ ン全般 に

関 し て は， NUHOUT (1994) の成書 を 参照 し て い た だ き た

い。 エ ク ダイ ソ ン は構造がス テ ロ イ ド 骨格であ る こ と か

ら ， 研究手法 を 同 じ く す る 晴乳動物の ス テ ロ イ ド ホ ルモ

ン研究 と 協調 し て進んでい る 。 一方， ]H は 昆虫 に 特異で

あ る ， ガ ラ ス や プ ラ ス チ ッ ク 等の器具 に 吸着 し や す い ，

酵素 に よ る 分解 を 受 け や す い ， な ど の理由で研究が遅れ

て い る 。 脱皮 ・ 変態 に 加 え て 生殖， 休眠， 相変異， 階級

分化 な ど の ]H の持つ様々 な生理作用 に つ い て は別の機

会 に 譲 り ， こ こ で は JH の 活性発現機構 に 絞 っ て ， 生合

成， 分解， レ セ プタ ー の三つ に 関す る 最近の研究動向 を

と ら え て みた い。

1 JH の生合成

]H は ， エ ポ キ シ セ ス キ テ ルぺ ノ イ ド の メ チ ル エ ス テ

ルで， 昆虫か ら は ]H O----III と 4ー メ チ ル ]H 1 ， ]HIII ピ ス

エ ポ キ シ ド の 6 種が単離 さ れて い る (図-1) 。 他の テ ルペ

ノ イ ド と 同様 に メ バ ロ ン酸経路に よ っ て 生合成 さ れ， 側

鎖がメ チ ル基の も の は メ バ ロ ン駿， エ チ ル基の も の は ホ

モ メ バ ロ ン酸由来であ る 。 こ の ユ ニ ッ ト が三つ重合 し カ

ル ボ ン酸 に 変換 さ れ， さ ら に s- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の

メ チ ル基転移酵素 に よ り メ チ ルエ ス テ ル と な る 。 最後に

炭素 10 位 と 1 1 位聞の二重結合 に 酸素添加酵素 に よ り エ

ポ キ シ環が生成 し ]H が完成す る (SCHOOLEY and BAKER， 

1985) 。 こ の 最後の過程 は チ ト ク ロ ー ム P-450 に よ る も

の で， イ ミ ダ ゾール系化合物で阻害 さ れ る こ と が分か つ

た (PRATT et al . ，  1990) 。 さ ら に ， 1-isobutyl-5- (3 

benzyloxyphenyI) imidazole の ア ジ リ ジ ン誘導体 を 設

計 ・ 合成 し， こ れ を光 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド と し て ，

Recent Researches o n  Mechanisms of Juveni le Hormone 
By Takahiro SHIOTSUKI 

月 孝 博

JH の エ ポ キ シ化 に 関与す る P-450 の 精製 を試 み た 最近

の研究 も あ る (ANDERSON et al . ，  1994) 。 害虫制御の観点、 に

立つ と ， 動植物 に 普遍的な メ バ ロ ン酸経路 に お け る 組害

よ り も こ の例 の よ う に ] H 生合成経路の終点 に 近い部分

を 阻害す る 物質の ほ う が， 昆 虫 に対す る 選択性や種特異

性な ど の観点か ら 優れた 昆虫生育制御剤 に な り 得 る と 考

え ら れ る 。

生合成 は ア ラ タ 体 で 行 わ れ ， ア ラ ト ト ロ ピ ン ( 促

進) ， ア ラ ト ス タ チ ン (抑制) な ど の ペ プチ ド ホ ル モ ン と

神経系 に よ っ て 制御 さ れて い る 。 ま た ， ペ プチ ド ホ ル モ

ン の他に オ ク ト パ ミ ン等 の生体ア ミ ンが in vitro での

ア ラ タ 体 に お け る ]H 合成 に影響 を 与 え る こ と も 報告 さ

れて い る 。 例 え ばバ ッ タ Locusta migratoria (LAFON-C 

AZAL and BAEHR， 1988) と ゴ キ ブ リ Dip1o.ρtera ρunctata 

(THOMPSON et al . ，  1990) の ア ラ タ 体 を 用 い た研究で は ， オ
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図 - 1 昆虫由来の幼若ホ ルモ ン (JH) の構造
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ク ト パ ミ ン が サ イ ク リ ッ ク AMP 濃 度 の 上 昇 を 誘 導

し， こ の濃度上昇 と JH 分泌量 と の 聞 に 前者で は正， 後者

で は 負 の 相 闘 が あ る と さ れ て い る 。 ミ ツ パ チ (Apis

mellifera) の ア ラ タ 体で は ， オ ク ト ノ f ミ ンが JH 合成 を促

進す る 例が示 さ れて い る (RACHINSKY， 1994 ; KAATZ et 

al . ，  1994) 。 一方で， コ オ ロ ギ Gηllus bimaculatus の ア ラ

タ 体 に お け る JH 合成 を オ ク ト パ ミ ンが阻害 し， そ の 阻

害様式 は ア ラ ト ス タ チ ン の場合 と 異な る と い う 報告 も あ

り (WOODRING and HOFFMAN， 1994) ， 成長の時期 に よ っ て

も ア ミ ン類の作用 は 異 な る よ う で あ る 。 ペ プチ ド ホ ルモ

ン と の相互作用 な ど， in vivo での制御の実際 に つ い て

の解明 は今後の課題で あ る 。

11 J H の 分 解

情報が伝 え ら れた後の ホ ルモ ン は速や か に分解 さ れな

ければな ら な い。 特 に 昆虫の脱皮変態過程では， 伝達 さ

れ る 情報が短時間 の 内 に 大 き く 変化す る の で， 生合成 と

と も に 分解 も 精確 に 制御 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 JH

の分解に は， エ ポ キ シ ド ヒ ド ラ ー ゼ と エ ス テ ラ ーゼの二

つ の酵素が関与 し て い る (HAMMOCK， 1985) 。

エ ポ キ シ ド ヒ ド ラ ー ゼ は， PRESTWICH等の グルー プに よ

る 近年の研究成果が 目 覚 ま し い (東原， 1994) 。 エ ポ キ シ

ド ヒ ド ラ ー ゼ の JH 分解活性 は， エ ス テ ラ ー ゼ の も の に

比べ る と 小 さ い た め ， こ れ ま であ ま り 重要視 さ れな か っ

た 。 し か し ， JH 結合 タ ンパ ク 存在下でエ ス テ ラ ー ゼ に よ

り 分解 さ れた JH 酸 を さ ら に JH 酸の ジ オ ー ル体へ変換

す る こ と に 関与 し て い る こ と が明 ら か と な っ た 。 こ れ
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図 - 2 JH 結合タ ンパ ク や レ セ プ タ ー研究の た め の 光 ア
プ イ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド の構造

は， JH 酸が前述の メ チ ル基転移酵素の働 き で活性な JH

に 戻 る の を 防 ぎ， 不可逆的 に 分解 し て い る も の と 推測 さ

れて い る 。 彼 ら は， JH の メ チ ルエ ス テ ル部分 を ジ ア ゾケ

ト ン に変換 し た ト リ チ ウ ム ラ ベルの光 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ

ガ ン ド (図 2) を 合成 し た (PRESTWICH， 1987) 。 生理的条

件下で， こ の リ ガ ン ド を サ ン プル と と も に イ ン キ ュ ベー

ト し ， uv を 照射す る と JH に 高 い親和性 を 持 つ タ ン パ

ク の みが共有結合的 に放射標識 さ れ る も の で あ る 。 こ の

方法 を 用 い て ， タ バ コ ス ズ メ ガ Manduca sexta の卵 よ り

エ ポ キ シ ド ヒ ド ラ ー ゼ が単離 さ れた (TOUHARA et al . ，  

1993 a) 。 さ ら に 同様の方法 に よ り ， タ バ コ ス ズ メ ガ終齢

幼虫か ら 血液性の JH 結合 タ ンパ ク も 単離 ・ ク ロ ー ニ ン

グ さ れて い る (TOUHARA et aI. ，  1993 b) 。

一方， JH エ ス テ ラ ー ゼ は， 晴乳動物の カ Jレ ボ キ シ ル エ

ス テ ラ ー ゼ と 合わ せ て ， HAMMOCK等 の グルー プ に よ り ， 有

機化学， 生化学， 分子生物学 と い っ た様々 な 角度 か ら 研

究 さ れ て い る ( 塩 月 ， 1995) 。 ま ず ， タ バ コ ガ の 一種

Heliothis virecens の JH エ ス テ ラ ー ゼ を コ ー ド す る

cDNA の配列が決定 さ れ， パ キ ュ ロ ウ イ ル ス を ベ ク タ ー

と す る 発現系が確立 さ れた (HAMMOCK et al. ，  1990) 。 続い

て ， 本酵素の部位特異的塩基置換 に よ り ， セ リ ン プ ロ テ

ア ー ゼの活性部位 に存在す る 触媒官能基系 ( セ リ ン ー ヒ ス

チ ジ ン ー ア ス パ ラ ギ ン酸) に 相 同 す る 官能基系 [ セ リ ン

(201) ヒ ス チ ジ ン (446) ー グ ル タ ミ ン酸 (332) ] の存在が

示唆 さ れた (WARD et aI.， 1992) 。 同時に， 放射標識 JHIII

の代わ り に簡便 に酵素活性測定 を行 う た め ， 比色定量の

可能な代替基質の 開発 [Mc CUTCHEN et aI. ，  1993 ， 図-3

(a) ] や， 遷移状態ア ナ ロ グ の 阻害剤構造 [図-3 (b) ] を

リ ガ ン ド と し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ

る 酵素の精製が行われて い る [ABDEL-AAL and HAMMO 

CK ， 1986 ; SHIOTSUKI et aI . ，  1994， 図-3 (c) ] 。 も し ， JH エ

ス テ ラ ー ゼ を 昆虫 の 幼虫期 に 投与す る と ， 体 内 の JH を

分解す る こ と で抗 JH 活性 を 持 つ と 考 え ら れ た 。 し か

し ， タ バ コ ス ズ メ ガ に JH エ ス テ ラ ー ゼ を 注射投与 し で

も ， 囲心細胞 に 吸収 さ れ， 速 や か に 分解 さ れ る こ と が分

か っ た (ICHINOSE， 1992) 。 外来 タ ンパ ク は ， 表面 に存在す

る PEST 配列 と 呼 ばれ る プ ロ リ ン (P) ， グ ル タ ミ ン酸

(E) ， セ リ ン (S) ， ス レ オ ニ ン (T) に 富 む部分 の グ ル タ

ミ ン酸がユ ビ キ チ ン に よ る 分解 を受 け る と 考 え ら れて い

る 。 そ こ で， こ の標的 に な る と 考 え ら れ る 二つ の グ ル タ

ミ ン酸 を部位特異的塩基置換 に よ り そ れぞれ リ シ ン に 変

換 し た 変 異 体 を 作 出 し ， 生 体 安 定 性 を 改 良 し た

(HAMMOCK et aI . ，  1993) 。 こ の よ う に 昆虫での み特異的

に活性 を 示す タ ンパ ク を ， パ キ ュ ロ ウ イ ル ス に組み込ん

だ微生物農薬への期待 は大 き い 。 し か し ， 組換 え ウ イ ル
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図 - 3 JH エ ス テ ラ ー ゼ研究の た め の (a) 活性測定用基

質， (b) 阻害剤， (c) ア フ ィ ニ テ ィ ー グ ル の構造

ス を野外 に放出す る こ と に対す る 社会的不安が残 っ て お

り ， そ の実用化 ま で に は時聞がかか り そ う であ る 。

皿 JH レ セ プ タ ー

JH が生理作用 を 示す た め に は ， 血液中 に 分泌 さ れた

ホ ル モ ン が運搬 さ れ， 標的細胞 の レ セ プタ ー に 結合す る

必要 が あ る 。 こ の情報伝達が引 き 金 と な っ て 昆 虫 の 脱

皮 ・ 変態 な ど に かかわ る 特定の遺伝子発現が制御 さ れ る

の で あ る 。 し た が っ て ， JH の 生理活性発現機構 を解明す

る 上で こ の レ セ プ タ ー は 重 要 な研究対象で あ る 。 JH レ

セ プタ ー研究 は ， PRESTWICH， HAMMOCK， RJDDIFORD ら のパ ッ

ク グ ラ ウ ン ド の異 な る 研究者 に よ る 規模の大 き な共同研

究で進展 し た (RJDDIFORD， 1994 : 東原， 1994) 。 ま ず， 前

述の光ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド を 用 い て ， 種々 の昆虫の

レ セ プタ ー が検索 さ れた 。 そ の な かで， タ バ コ ス ズ メ ガ

表皮細胞 の 核 内 か ら JH レ セ プ タ ー と 考 え ら れ る 29kD

の タ ンパ ク の存在が示 さ れた (PALLl et al.， 1990) 。 続い

て ， こ れが単離 ・ 精製 さ れ， さ ら に ， こ の タ ンパ ク を コ

ー ド す る cDNA の 配列決定， ク ロ ー ニ ン グが行わ れた

(PALLl et  al.， 1994) 。 得 ら れた タ ン パ ク は JH 1 ， 11 に 高

い親和性 を 示 し た が， ス テ ロ イ ド レ セ プタ ー に み ら れ る

よ う な DNA 結合領域 と 相向性の 高 い領域 を 持 っ て い な

い な どの特徴 を 持 っ て お り ， 新 し い タ イ プの レ セ プタ ー

であ る こ と が示唆 さ れて い る 。

JH は テ ルペ ノ イ ド ， す な わ ち ， 脂質 の一種で あ る の

で， 細胞膜 を透過 ・ 移行す る と 考 え ら れ る が， シ ョ ウ ジ

ョ ウ パエ Ðrosoþhila melanogaser の雄の生殖腺附属腺

の細胞 (YAMAMOTO et al. ，  1988) や ， サ シ ガ メ Rhodnius

ρrolixus の漉胞細胞 (SEVALA and DAVEY， 1989) の表面 に

ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー Jレ を 構成因子 と し て含む セ カ

ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー系 を活性化す る レ セ プタ ー の存在 も

示唆 さ れて い る 。 情報が伝 え ら れ る 器官や時期 に よ り ，

機能 し て い る レ セ プ タ 一分子 も 異 な る こ と が考 え ら れ，

個々 の性質や役割 を 検討す る こ と で JH の持つ 多様性が

明 ら か に な る であ ろ う 。

お わ り に
JH に 関連 し た 研究 を 行 う 上 で大 き な 障害 と な っ て い

る 原因 の 一 つ に ， JH タ イ タ ー測定が容易 で な い こ と が

挙げ ら れ る 。 現在， タ バ コ ス ズ メ ガ の幼虫体色変化 を 指

標 と し た 生物検定法， JH の エ ポ キ シ ド を 重水素 ラ ベル

メ タ ノ ー Jレ で 誘 導 後 に GC-MS で 分 析 す る 機 器 分 析

法 ， JH の エ ポ キ シ ド ， あ る い は エ ス テ ル部分 を利用 し て

得 ら れ る 抗体 を 用 い た ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法の三つ が
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主 に 用 い ら れて い る 。 し か し ， 血液中 に脂質が高濃度 に

存在す る 鱗麹 目 見虫 な ど で は ， JH と そ れ ら 脂質 と の分

離が困難であ り ， 精製の過程が長 く な る 。 結合 タ ン パ ク

か ら 遊離 し た JH は ， 広 く 存在す る 非特異的エ ス テ ラ ー

ゼ に よ り 分解 さ れ， 加 え て微量の JH は精製 の 際 に 用 い

る ガ ラ ス 器具等 に 吸着 し や す い た め ， 取 り 扱いがた いへ

ん厄介であ る 。 前 に 述べた よ う に ， JH に 高 い親和性 を持

つ JH 結合 タ ンパ ク や レ セ プタ ーが ク ロ ー ニ ン グ さ れて

い る の で， 筆者 ら は そ れ ら の特異的親和性 を応用 し て簡

便な JH の精製法 と ， 分子認識 に よ る 定量法の検討 を行

っ て い る 。

昆虫の脱皮 ・ 変態 の み な ら ず， 昆虫生理に広 く かかわ

る JH の研究 は ， 近年進歩 の め ざ ま し い生化学 ・ 分子生

物学の研究手法が取 り 入れ ら れ， ず いぶん進展 し た 。 し

か し ， 基本的な作用発現や制御の機構 は ま だ十分 に は解

明 さ れて お ら ず， こ れか ら の研究 に期待がか け ら れて い

る 。
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酵素活性 を 指標と し た 土壌伝染性病害診断の試 み
かわ ら

大阪府立農林技術セ ン タ ー 瓦
だに
谷 光

お
男

は じ め に
植物の病害 を早期 に 的確 に診断す る こ と は， 病害防除

に と っ て 重要であ る 。 病害の 中 で も ， 地上部 に特徴的な

病斑 を形成す る も の は比較的診断が容易 で あ る が， 全身

的な症状 を示す土壌伝染性病害， な か で も 導管病 は相互

に 区別 の 困難 な も の が多 い。 こ れ ら 土壌伝染性病害 の診

断 は， 普通擢病組織 を培養 し て 病原菌 を検出す る こ と に

よ り 行わ れ る が， こ の 方法で は培養の た め に 時間 を 要す

る 。 最近で は， 抗原抗体反応 (木曽 ・ 峰， 1992) を利用

し た り ， 菌の遺伝子 を検出 (高橋， 1986) し た り す る こ

と に よ り 病害 を診断す る 方法が試み ら れて い る が， こ れ

ら の 方法 は非特異的反応が生 じ た り ， 試薬が高価であ る

な ど の欠点があ り ， よ り 安価で迅速 な方法の 開発が求 め

ら れて い る 。

積物 は病原菌の感染 を 受 け る と ， 種々 の代謝的 な変化

を示すが， そ れ ら の 中 に は そ の病害 に特有の も の があ る

こ と も 考 え ら れ， そ れ を検出 す る こ と がで き れば， 病害

診断 に利用 で き る 。 こ の よ う な考 え の も と に ， ナ ス の 主

要 な土壌伝染性病害 3 種 に つ い て ， 擢病植物中の数種の

酵素活性の変化 を調べた。 病原菌の感染時 に は， フ ァ イ

ト ア レ キ シ ン生成や リ グニ ン化 に 関わ り の深いペルオ キ

シ ダー ゼ， ポ リ フ ェ ノ ー Jレオ キ シ ダー ゼ， フ ェ ニ ル ア ラ

ニ ン ア ン モ ニ ア リ ア ー ゼ， β'-1， 3- グ ル カ ナ ー ゼ等の活性

が高 ま る こ と や， 抵抗性反応の 引 き 金 と な る ス ーパ ー オ

キ シ ド の代謝酵素 ス ーパ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ活性の

高 ま る こ と が知 ら れて い る 。 ま た 擢病組織ではペ ク チ ン

分解酵素 ( ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ， ペ ク チ ン 酸 リ ア ー

ゼ， ペ ク チ ン メ チ ルエ ス テ ラ ー ゼ等) や デ ン プ ン分解酵

素 ( ア ミ ラ ー ゼ) 等の活性が上昇す る こ と も 知 ら れて い

る 。 今回人工的に病原菌 を 接種 し て ， ナ ス 半身萎 ち ょ う

病， 半枯病， 青枯病 を起 こ さ せ， そ の擢病株の薬 に お け

る 上記 8 種の酵素活性 を 測定 し た と こ ろ ， 5 種類 に 活性

上昇がみ ら れた の で， こ れ ら の酵素活性の測定か ら 病害

を診断す る 方法 に つ い て 紹介す る 。

I 羅 病 植 物
本葉が 5�7 枚展開 し た 高 さ 30�40 cm の ナ ス 苗 (品

Attempt on  the Diagnosis o f  Soilborne Diseases by  the 
Enzyme Activities. By Mitsuo KAWARADANl 

種千両二号) の根を 洗浄後， 軽 く 断根 し て 各病原菌の懸

濁液 に 浸 し た 。 病原菌 を 接種 し た ナ ス の酋 は ， 室温 25�

350Cの温室 内 で栽培 し た 。 本条件下では青枯病 な ら 1�2

週間， 半枯病 と 半身萎 ち ょ う 病 は 2�4 週間後 に 病徴が現

れ る の で， 権病株か ら 症状の 激 し い葉， 軽い葉， 症状の

ほ と ん ど み ら れな い棄 を そ れぞれ採取 し た 。 こ れ ら を リ

ン酸緩衝液 (pH 5 . 5) 中 で磨砕 し ， メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ

ー で ろ 過 し た 液 を 酵素活性測 定 用 の 試料 と し た ( 図 -

1) 。 本試験では， 簡便性 を優先す る た め ， す べ て の酵素

活性 の測定 に 同 一 の 抽 出 法 で得 ら れ た 磨砕液 を 供試 し

自 ろ

開

採取 し た 業 を . 氷冷 し た宇l鉢を用い.
50mM リ ン 酸緩衝液 pH5.5
( 禁 19当 り 5ml) 中 で磨砕 す る .

吸引 ろ 過 に よ り 残溢 を 除 < .

孔径0.8μmの メ ン プラ ン フ ィ ル タ ー
で ろ i創造， 氷 水 中 に保存 し
た だ ち に ， 酵 素活性 を 測定 す る .

図 - 1 酵素活性測定用試料の調製方法
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た。 い く つ か の酵素に と っ て は こ の pH 5 . 5 の リ ン駿緩
衝液 は ， 抽出効率や安定性の点でやや不安 は残 る が， 酵
素反応の 際 に は 文献記載 の緩衝液 と 同 じ に な る よ う に
pH を 調整 し た 。

H 酵素活性の測定 と そ の結果

1 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (POX)

試料液 5 μl を VETTER ら (1958) の方法に準 じ て ， 。 フ

H
U凶己
/

日
/
(①

 

ハMU

lψ

11巴

ハω
\

\LL

V

自

ハ幽

円ω

0.2ml  
① 0.2M リ ン 酸ーO.lM 7 エ ン 酸

綴iiliíil� pH5.0 2.0ml 
③ 業Îllitl:'，液 ( 酵素活性浪IJ定問 試料)

5-20μl を 試験管 中 で混合 す る .

lv

 ④ 0.3%過酸化水素7/< 0.2ml 
を 加 え て 反応 を 始め る .

↓ 

室温で 5 分間反応後
③ 飽和!IE硫酸水素ナ ト リ ウ ム

O.4ml を 加 え て 反 応 を 停止 さ せ る .

l cmセ ル に移 し て 430nmの
吸光度 を 測定 す る .

図 - 2 ペノレオ キ シ ダー ゼ活性測定の手順

ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン， 過酸化水素 と 反応 さ せ， 430 nm の吸
光度 を測定 し た (図-2) 。 図-3 に 示 し た よ う に， 健全株に
比べて ， 青枯病擢病株か ら 採取 し た 葉 は有意に POX の
活性が増加 し た 。 ま た， 半身萎 ち ょ う 病， 半枯病擢病株
も 健全株に比べて活性が高い傾向がみ ら れた が明 り よ う
な差 と は い え な か っ た 。 そ れ ゆ え ， 供試薬， 特 に 無症葉
の POX 活性が健全株 よ り 高 け れ ば青枯病の 可能性が高
いが， 半枯病， 半身萎 ち ょ う 病の可能性 も 否定で き な い

の で， 本酵素の活性だ け で判定す る こ と は で き な い。 ペ
ル オ キ シ ダー ゼ は基質特異性が低 く ， 生体内 で種々 の化
合物の駿化を行 う 。 な か で も フ ェ ニ /レ化合物の 水酸化 と
モ ノ フ ェ ノ - }レ の酸化は， 病原菌の感染時 に フ ェ ノ ール

物質 を蓄積 し た り ， そ れ ら の ラ ジ カ lレ重合 に よ っ て リ グ
ニ ン を生成す る こ と に よ り ， 植物の抵抗反応 に 密接 に 関
わ っ て い る 。 病原菌感染時 に POX が増加す る 例 は， サ ツ
マ イ モ 黒斑病， ト ウ モ ロ コ シ ご ま 葉枯病等多 く の例 で知
ら れ て お り ， こ の と き の POX は 非感染時 と は違 っ た ア
イ ソ ザイ ム 組成 を持つ こ と も 報告 さ れて い る 。 ま た ジ ャ
ガ イ モ疫病や ウ リ 類炭 そ 病 に お い て は， 病原菌の感染部
位か ら 離れた部位で POX 活性が増加 し ， こ れが全身的
誘導抵抗性に 関与 し て い る と 考 え ら れて い る 。

2 か1， 3ー グル カ ナ ー ゼ (Glc)

試料液 5 μJ を ABELES and FORRENCE ( 1970) の方法に準
じ て ラ ミ ナ リ ン と 反応 さ せ， 生 じ た 還元糖 を DNS 試薬
に よ っ て 定量す る こ と に よ り 本酵素の活性 を 測定 し た 。
図 4 に 示 し た よ う に， 半身萎 ち ょ う 病株では， ど の症状
程度の葉 に お い て も 健全株 に比べて本酵素活性の 明 ら か
な増加がみ ら れ た 。 特 に ， 無 ・ 軽症葉での 活性の 高 さ
は， Glc が半身萎 ち ょ う 病の判定 に 有 用 な 酵素であ る こ
と を示 し て い る 。 半枯病， 青枯病権病株に お い て も やや
活性が高 い傾向 は み ら れた が， 判別 に 有効 と は 思 わ れ な
か っ た 。 本酵素 は ， 感染初期 に 菌 の細胞壁 に作用 し て エ
リ シ タ ー を遊離 さ せ る 因子 と し て ， 植物の抵抗反応 に 密
接 に 関与 し て い る 。 そ の た め こ れ ら 病原菌の感染時 に も
活性が高 ま る こ と が予想 さ れた が， 半枯病， 青枯病では
明 り よ う な増加 は み ら れな か っ た 。 こ れに は， 感染か ら
発病 ま での時間経過や葉 に お け る 菌密度等が関係 し て い
る と 思わ れ る 。

3 ス ーパー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ (SOD)

キ サ ン チ ン キ サ ン チ ン オ キ シ ダー ゼ系 で生成 さ れた
ス ー パ ー オ キ シ ド に よ る チ ト ク ロ ム C の 還 元 に 対 す る
阻害率 と し て ， SOD の活性 を測定 し た (浅田， 1976) 。 図
-5 に は， 標準の SOD 1 単位の活性 (阻害率) を 基準 に し
た 単位で表示 し た 。 青枯病株の 軽症葉 と 重症葉で SOD
活性の顕著な上昇が認め ら れた。 こ れ は 青枯病に 特徴的
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図 5 健全株及 び羅病株か ら 採取 し た 棄の ス パー オ キ
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で， 他の 2 病害 に お い て は活性増加 は み ら れな か っ た の
で， 本酵素 は単独で も 青枯病の 判 定 に 有効 と 思わ れ る o

SOD は活性酸素 の 一 つ で あ る ス ーパー オ キ シ ド を H202
と O2 に 不均化す る 酵素であ る (H202 は カ タ ラ ー ゼ， ペ

ルオ キ シ ダー ゼ に よ り 分解 さ れ る ) 。 ス ーパ ー オー キ シ ド は
脂質酸化 に よ り 膜透過性 を 変化 さ せ電解質漏失等 を 起 こ
さ せ る 原因 と な り ， 生体に と っ て 毒性が高 い。 ス ーパー
オ キ シ ド は通常， 細胞内器官で種々 の反応に よ り 作 ら れ
て い る が， 病原菌の感染時 に は ， 初期 に NADPH 酸化酵
素系 に よ る ス ーパ ー オ キ シ ド の産生が増 え ， こ れが過敏
感反応の引 き 金 に な る と い わ れて い る 。 こ の早 い時期の
ス ーパ ー オ キ シ ド の産生 に 続 い て ， SOD の活性の上昇が
み ら れ， イ ネ い も ち 病や イ ン ゲ ン マ メ さ び病では数 日 間
高い活性が続 く こ と が知 ら れて い る 。 ま た ， こ の SOD 活
性の上昇か ら 少 し 遅 れ て POX 活性の上昇が起 こ る こ と
も 知 ら れて い る 。 青枯病の場合， 感染後早い も の で 1 週
間程度で病徴 ( し お れ) が現れ， こ の時期 に 採取 し た葉で
高 い活性がみ ら れた こ と は 上記の SOD 活性の継続期間
を支持 し て い る と 思わ れ る 。 一方， 半身萎 ち ょ う 病 と 半枯
病で は病徴発現 ま で 2 週間以上かか る こ と が多 い た め ，
SOD の活性が す で に 平常値に戻 っ て い た と 考 え ら れ る 。

4 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ (PG)

HANCOCK and MILLAIl ( 1965) の 方 法 に 準 じ， ペ ク チ ン駿
と 試料液 を 反応 さ せ， 生 じ た 還元糖 を DNS 試薬 に よ り
定量 し た 。 図-6 に 示 し た よ う に ， 半身萎 ち ょ う 病株の軽
症葉 と 重症葉で本酵素の 顕著 な 活性増加がみ ら れた 。 半
枯病 と 青枯病 に お い て も 活性 が 高 い場合が み ら れ た の
で， 本酵素の活性が高 い こ と だ け で半身萎 ち ょ う 病 と 判
定 す る こ と は で き な いが， 十分高 い活性 は 本病 に 特徴的
であ る 。 菌類 は植物 に感染 し 増殖す る 際 に ， 細胞間接着
物質であ る ペ ク チ ン質 を 分解す る 。 乙 の分解に 関与す る
酵素 に は， ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ (PG) ， ペ ク チ ン酸 リ ア
ー ゼ (PL) ， ペ ク チ ン リ ア ー ゼ (PNL) ， ペ ク チ ン メ チ ル
エ ス テ ラ ー ゼ (PME) 等が知 ら れて い る 。 Eァwznza 属菌
に よ る 軟腐 は PL が 主 因 と い わ れ て お り ， 糸 状 菌 で は
PG と PNL を産生す る も のが多 い。 本試験 に お い て は，
PG の ほ か に PL と PME の活性 も 測定 し た が， PL は ほ
と ん ど活性がみ ら れず， PME は 健全株 と J躍病株 の 聞 に
活性の差がみ ら れな か っ た 。 半身萎 ち ょ う 病株 に み ら れ
た PG 活性の増加は ， 他の 2 病害 に比べて本病で葉の部
分的な え死が起 こ り やす い こ と と 関係があ る と 思わ れ る 。

5 ア ミ ラ ー ゼ (Amy)

試料液 0 . 1 m l を デ ン プ ン溶液 と 反応 さ せ， 生 じ た 還
元糖 を OKAMOTO and AKAZAWA ( 1978) の 方法で定量 し
た。 図-7 に 示 し た よ う に， 各擢病株 と も ， 症状が激 し く
な る に従 っ て 本酵素活性 も 増加す る 傾向がみ ら れた。 ま
た ， 病徴の現れて い る 葉 は どれ も 健全株 に比べて 高 い活
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図 - 6 健全株及び憶病株か ら 採取 し た 繋の ポ リ ガ ラ ク ツ
ロ ナ ー ゼ活性

性 を 示 し た 。 ア ミ ラ ー ゼ は デ ン プ ン を加水分解す る 酵素
であ り ， αー ア ミ ラ ー ゼ， βー ア ミ ラ ー ゼ， グ lレ コ ア ミ ラ ー
ゼ等が あ る 。 植物で は αー ア ミ ラ ー ゼ と 校切 り 酵素， αー グ
ノレ コ シ ダー ゼ に よ っ て デ ン プ ン が グ ル コ ー ス に ま で分解
さ れエ ネ ル ギー源 と し て 利用 さ れ る 。 菌類で は グ ノレ コ ア
ミ ラ ー ゼ に よ っ て デ ン プ ン が分解さ れ る こ と が多 い。 本

試験では酵素活性 を， 反応生成物の還元力 で測定 し て い
る の で， こ れ ら ア ミ ラ ー ゼの種類 は 区別 で き な い。 ア ミ
ラ ー ゼ は直接病原性 に は 関与 し な い が， 感染組織での呼
吸量の増大 に 伴 う 基質の供給 に 関与 し て い る と いわれて
い る 。 本試験 に お い て ， どの病害で も ア ミ ラ ー ゼ の 高 い
活性がみ ら れた の は， ア ミ ラ ー ゼ の上記の よ う な性質 に
よ る と 思わ れ る 。 こ の 中 で， 半身萎ち ょ う 病株 に お け る‘
活性 は ほ か に 比 べ て 際立 つ て 高 く ， 本病の判定 に Amy
活性測定が有用な手段 と な る こ と を 示唆 し て い る 。 こ の
傾 向 は PG の場合 と 同様， 半身萎 ち ょ う 病擢病株 に お い
て は他 2 病害 に比べて し ば し ば組織の え死がみ ら れ る こ
と と 関係があ る と 思わ れ る 。

皿 病害診断への適用

こ れ ら を ま と め る と ， 権病株か ら 採取 し た葉の Glc，
PG， Amy の活性が健全株 に比べて高 い場合 は半身萎ち
ょ う 病， Amy の活性 の み高 い と 半枯病， POX， SOD， 
Amy の活性が高 い も の は 青枯病 と 推定 す る こ と がで き
る 。 ま た ， POX 以外の酵素活性 は軽症葉で も 無症業 と は
十分差が認め ら れ る の で， 発病初期で も 確認で き ， 早期
判定が可能 と な る 。 た だ こ こ で述べた 5 種類の酵素 は，
そ れぞれ単独では病害以外の原因 に よ っ て も 活性変化が
起 こ る の で， 正確な判定 に は 同程度の病微 を示す葉数枚
に つ い て ， 複数の酵素活性の変化 を測定す る こ と が必要
であ る 。 今回測定 し た残 り の 3 積の酵素 に は， 健全株や
権病株聞 に 明 り よ う な活性の差がみ ら れな か っ た の で，

ア ミ ラ ーゼ
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図 ー 7 健全株及び擢病株か ら 採取 し た 葉の ア ミ ラ ー ゼ活
悩ー

判定に利用 す る こ と は で き な か っ た が， こ れ ら 以外 に も
感染や病徴発現 に 関与す る 酵素 は 多 く 知 ら れ て お り ， そ
の 中 に は さ ら に 病害判定 に有効な も の も あ る と 思わ れ，
今後の検討課題 と し た い。

お わ り に

土壌伝染性病害の診断法 と し て ， 植物の地上部の 酵素
活性 を調べ る 方法 に つ い て 述べ た 。 土壌伝染性病害 は本
来， 第一次感染部位が根表面 ま た は傷 口 であ り ， そ の場
所 で ま ず最初の病原ー宿主間相互作用が起 こ り ， 代謝活性
に変化が生 じ る と 思わ れ る 。 地上部組織の酵素活性の変
化 は ， 組織内への侵e入 に成功 し た 菌 ま た は そ の分泌物が
導管 を 通 っ て 地上部 に 移動 し て ， 多 く の細胞 と 相互作用
す る か， 根部の感染時に全身的な反応が誘導 さ れ る か に
起因 し て生 じ る と 考 え ら れ る 。 前者の場合 に は， 感染か
ら葉の酵素活性の変化 ま でに 時間がかか り ， 後者の場合
に は早い|時期 (病徴発現以前) に 変化が現れ る と 予想 さ
れ る o 本試験 は ， 発病 し た 株か ら 葉 を 採取 し て い る た
め ， 主 に 前者の変化 を と ら え て い る と 思わ れ る 。 よ り 早
期の診断の た め に は， 後者の全身的 に誘導 さ れ る 反応 に
関す る 詳細 な知見が必要であ る 。
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で l . 1 万 ha， 関東 ・ 東山 1 万 ha， 北陸で 1 ， 600 ha， 東北
で 1 ， 440 ha の発生 を み て い る 。 こ れ ら の数値は例年の発
生面積 を 大 き く 上回 っ て い る う え， 東北地域な ど こ れ ま
で本病害が ほ と ん ど問題 に な ら なか っ た 地域での発生が
一つの特徴 と い え る 。

こ の よ う な数字の 上 で の 発生 の 増加 も さ る こ と な が
ら ， 平成 5 年 に お け る 発生 で 目 立 つ た の は坪枯れ状発生
の増加であ る 。 筆者は 九州地域 を 中心 と し て本病の発生
状況 を観察す る 機会があ っ た が， か な り 詳細 に わ た っ て
発生 を視察 し た 長崎県， 熊本県及び宮崎県五ヶ瀬町の い
ずれ に お い て も ， こ の よ う な坪枯れ状発生 が 目 に つ い
た。 ま た ， 移動でPのパス あ る い は新幹線な ど か ら の観察
で も ， こ の よ う な発生が著 し く 多 か っ た 。 こ れ ま で少発
が続 いた イ ネ 白菜枯病が本年多発 し た こ と と ， 坪枯れ状
発生 と の関係 は 今後の研究 を待 ち た い。

めじは

病原細菌の レ ー ス 分布

平成 5 年 に お け る イ ネ 白 葉枯病の 多発生で最 も 関心が
も た れ る の は病原細菌の 生態 と レ ー ス 分布であ ろ う 。

1958 年 に お け る 抵抗性品種 ア サ カ ゼ の 擢病化以来， イ
ネ 白菜枯病の病原性の研究が重要視 さ れ る よ う に な り ，
ま た ， 各地域 に お け る レ ー ス 分布の調査が行わ れ て き た
(EZUKA 巴t al. ，  1974 ; 堀野， 1978， 1981 ; 久原 ら ， 1958 ; 
守中 ら ， 1978 ; 佐藤 ら ， 1976 a， 1976 b) 。 特 に ， 北陸農
業試験場で は 1973 年 よ り 1 年 お き に 全 国的 な レ ベlレ で
の レ ー ス 分布の調査が行わ れ て き た。

そ こ で， 本病の多発生がみ ら れた平成 5 年 に お け る レ

E 

平成 5 年度 に お け る イ ネ 自 葉枯病の発

生状況
I 

尭生面摘加
平成 5 年 に お け る イ ネ 白 葉枯病の発生面積 は 全国で 8

万 ha であ り ， こ れは 過去 5 年間の平均発生面積の約 2 . 5
倍 で あ る ( 図-1) 。 特 に ， 九州 6 県 の 発生面積 は 3 . 5 万
ha で， 過去 5 年間の年平均発生面積 に 匹敵す る 。 こ の ほ
か， 中国 ・ 四園地域で l . 4 万 ha， 近織で 7 ， 500 ha， 東海

年ま

わ が国 に お り る 過去 5 年間 の イ ネ 自主主枯病の発生

(・ 全国， 悶 : 九州地域)

イ ネ 白葉枯病は昭和 40 年 を ピ ー ク に ， そ の後発生 は激
減 し ， こ こ 数年間全国 に お け る 発生面積 は 3 万 ha 前後
に と ど ま っ て い た 。 こ の よ う な イ ネ 白菜枯病の発生の減
少 に は種々 の要因が関与 し て い る と 考 え ら れて い る が，
そ の主 な も の を挙 げ る と ， ( 1 ) 病原細菌の越冬源であ る
サ ヤ ヌ カ ク' サ が水田 の基盤整備 に よ っ て減少 し た こ と ，
( 2 ) 機械移植の普及に よ り 稚苗移植が一般的 と な り ， 苗
代 で の 冠 水 に よ る 感染 の 機会が減 っ た こ と ， な ど が あ
る 。 と こ ろ が， 平成 5 年の 多雨， 低渦 と い っ た 夏 か ら 秋
に か け て の 異常気象 に よ る イ ネ い も ち 病の 多発生 は予測
さ れた と お り であ る が， イ ネ 白葉枯病 も 全国各地で発生
し ， 特 に 九州地域での発生 は著 し く 平年の全国発生 に 匹
敵す る ほ どであ っ た (加来 ら ， 1 994) 。 筆者は平成 5 年 9
月 及 び 10 月 に 九州 各 県 及 び岡 山 県 に お い て イ ネ 白 葉枯
病の発生状況 を視察 す る 機会 を得， さ ら に採集 し た 権病
標本か ら 病原細菌 を 分離 し， そ れ ら の病原性の検定 を 行
っ た。 ま た， 国際農林水産業研究セ ン タ ー で は 全国 よ り
送付 さ れた擢病葉か ら の 分離菌株 を 用 い て ， レ ー ス 判別
試験 を行い， 平成 5 年度 の レ ー ス 分布の調査 を 行 っ た。
そ こ で， 平成 5 年に お け る イ ネ 白菜枯病の 多発生 と 発生
要因， さ ら に レ ー ス 分布， 特 に 九州、|地域 を 主体 と し た病
原細菌の レ ー ス 分布 に つ い て述べ て み た い。

な お ， イ ネ 白 葉枯病の発生調査及 び権病標本採集 に 協
力 い た だ い た 九州農業試験場・ 岩野正敬 ・ 西和文両室長，
長崎， 宮崎， 岡 山 各 県 の 関係者の 方々 ， ま た ， 権病標本 を お
送 り い た だ い た 各 県 の 関係各位 に 厚 く お礼 申 し 上 げ る 。

図 - 1
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九州地域 に お け る 平成 5 年の イ ネ 白葉枯病菌 レ

ー ス 分布
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45 号に 対 し て 10 cm 近い病斑 を形成す る 菌株 も あ り ， 特
に ， 供試 し た イ ネ が園場で栽培 し た成稲で あ る こ と を 考
え る と 擢病型の病斑であ る 可能性が高 い。 し た が っ て ，

こ れ ら は レ ー ス IV も し く は未報告の レ ー ス に 属す る と 考

え ら れ る 。 いずれに し て も ， こ れ ら の地域 に お い て 金南

風群， 黄玉群及び Rantai Emas 群品種 に対 し て 病原性

を有す る レ ー ス が優勢であ る と い う こ と は， 日 本稲 に 由

来す る 抵抗性遺伝子の ほ と ん ど は効果が な い と い う こ と

であ り ， こ れか ら の抵抗性品種栽培 に お け る 大 き な 問題
であ る 。

次 に ， 熊本県か ら 採集 し た 23 菌株 は ， レ ー ス IIIが 1 菌

株分離 さ れた も の の ， レ ー ス II そ の他の レ ー ス は得 ら れ

なか っ た 。 宮崎県か ら の分離株 は レ ー ス I と レ ー ス II が

ほ ぽ同数で熊本県 の結果 と 同様であ っ た 。 ま た ， 佐賀県

か ら の分離株 は レ ー ス II が最 も 多 く ， 少数な が ら も レ ー

ス IIIが分離 さ れた 。 そ の他の 県 に つ い て は， 分離菌株の

数が少 な い た め， レ ー ス 分布 を推定す る の は 困難で あ る

が， 鹿児島県か ら の 9 分離株の う ち ， 2 株が レ ー ス III であ

っ た 。 宮崎県では五 ヶ 瀬町 を 中 心 に 調査 を行 っ た が， 当

地 区 で も イ ネ 白 菜枯病 は 多 発生 し て い た に も か か わ ら

ず， かつ て 多数分離 さ れた レ ー ス V は ま っ た く 分離 さ れ

な か っ た 。

先 に 述べた よ う に ， こ れ ま で北陸農業試験場病害第一

研究室 (現病害研究室) に よ っ て全国的な規模で イ ネ 白

菜枯病菌 の レ ー ス 分布 の 調査が行わ れ て き た (掘野，
1978， 1981 ; 野田， 1989) 。 そ の結果 を ま と め た の が表-
2 であ る 。

こ の表か ら 明 ら か な よ う に ， こ の 1980 年代の レ ー ス 分
布 は き わ め て 単純で あ り ， レ ー ス I が優勢で全体の 50�
60% を 占 め ， そ れ に レ ー ス II が全体の 40�50% で続 く と

い う パ タ ー ン であ っ た 。 さ ら に さ か の ぼ る と ， 1970 年代

では レ ー ス IIIが 10%近 く 分離 さ れて お り ， 平成 5 年の レ

ー ス 分布ノ T タ ー ン は 1970 年代 の レ ー ス 分布 に き わ め て

似通 っ て い る 。
以上の よ う に ， 全体 と し て は レ ー ス 分布が単純で は な
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図 - 2 平成 5 年に お け る イ ネ 白葉枯病菌の レ ー ス 分布

ー ス 分布 を 明 ら か に す る た め， 全国各地 よ り 送付 さ れた

擢病葉 182 点か ら 単 コ ロ ニ 一分離 を試み， 164 菌株 を 得

た。 こ れ ら の分離菌株 に つ い て ， 圃場 に お い て各抵抗性

遺伝子 を有す る 準同質遺伝子系統 に 努葉接種 し， 病原性

の検定 を行 っ た 。

そ の結果 を 示 し た の が図-2 であ る 。 こ の 図か ら 明 ら か

な よ う に ， 平 成 5 年 は レ ー ス I の 分 布 は 平 年並 み で
56 . 1% (92 菌株) で あ っ た が， レ ー ス II が や や 減少 し

33 . 5% (55 菌株) ， そ し て レ ー ス IIIが 9 . 8% (16 菌株) 分

離 さ れた こ と が そ の特徴で あ る 。 ま た ， 鹿児島県で採集 さ
れた l 菌株は， こ れ ま で未報告の新 し い反応型 を示 し た 。

さ ら に ， 現地調査 を 行 っ た 長崎県お よ び熊本県各地，
宮崎県五 ヶ 瀬町で採集 し た 擢病葉 を 中心 と し て， 九州各

県 よ り 送付 さ れた擢病葉 を加 え ， と く に本病の発生が著

し か っ た 九州地域 に お 砂 る レ ー ス 分布 を検討 し た 。 判別
品種 と し て は こ れ ま での調査か ら レ ー ス 分布は単純であ
る こ と が予想 さ れた た め， ト ヨ ニ シ キ 及び ト ヨ ニ シ キ を

反復親 と す る 準同質遺伝子系統 IR-BB 101，  IR-BB 102 

を用 い， 温室条件下で予備試験 を行 っ た 結果， 予想以上
に病原力 が強い菌株が多 か っ た た め ， 病原性 を さ ら に詳

細 に 検討 し た 。 試験 は 圃場 で栽培 し た 判別 品種， 金南

風， 黄玉， Te-tep. 中 国 45 号お よ び ジ ャ ワ NO . 14 を 用 い

て行 っ た 。

接種試験の結果 を示 し た の が表 1 であ る 。
こ の表か ら 明 ら か な よ う に ， 九州地域で は レ ー ス II が

優勢で， レ ー ス I が そ れ に続 き ， ま た ， レ ー ス III の頻度
が著 し く 高 い こ と が特徴で あ っ た 。

県別 に み る と ， 長崎県 で は レ ー ス III ま た は レ ー ス IVが

優勢であ る と い う 予期せ ぬ結果が得 ら れた 。 長崎県各地

か ら 分離 さ れ た 菌株 の 大 多 数 は 予備試験 に お い て IR

BB-102 に 対 し て病原性 を 示 し ， レ ー ス III も し く はIVで

あ る こ と が予測 さ れた が， こ れ ら の菌株 は す べて判別品

種 Te-tep に対 し て 病原性 を 示 し た 。 ま た ， 中 に は 中 国

その他レースEレース Eレース I
叫
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表 -2 わ が国 に お け る イ ネ 白 葉枯病菌 レ ー ス 分布の 推

移 (%)

年 レ ー ス I レ ー ス II レ ー ス IJI そ の他

1973 57 . 0  34 . 4  8 . 6  。
1975 62 . 2  28 . 1  8 . 4  1 . 3  
1977 59 . 3  29 . 4  9 . 8  1 . 5  
1979 58 . 0  33 . 5  8 . 0  0 . 5  
1983 60 . 7  39 . 3  。 。
1985 61 . 7 37 . 1  。 1 . 2  

1987 52 . 0  44 . 0  4 . 0  。
1989 50 . 0  49 . 4  。 。
1991 62 . 4  37 . 1  0 . 5  。

い こ と と ， レ ー ス 皿以上の病原性の幅が広 い レ ー ス が多

数分離 さ れた こ と が平成 5 年度 の調査の結果の特徴 と い
え る 。 ま た ， こ の よ う な レ ー ス 分布の変化 に どの よ う な

要因が関与 し て い る の か今後検討 を 要す る 。

皿 平成 5 年度の多発生の要因解析

平成 5 年 に お 砂 る 多発生の第一の要因 は気象要因であ
り ， 長雨及び台風が そ の 主 た る も の で あ る 。 長雨 は各地

でイ ネ の冠水 を も た ら し た 。 岡 山 県総社市 に お け る 数 ha
に わ た っ て の発生 は そ の こ と を端的 に物語 っ て い る 。 こ
れは本病が水媒伝染す る こ と と 関連 し て い る 。 し か し ，

問題 は病原細菌 の か んがい水中 に お け る 密度で あ ろ う 。

こ れ ま で， 本病原細菌の伝染経路の 主要な部分 は サ ヤ ヌ
カ グサや被害わ ら で越冬 し た 病原細菌がか んがい水中で

増殖す る と い う も の で あ っ た (井上 ら ， 1957) 0 し か し な

が ら ， 今回の調査 に お い て ， サ ヤ ヌ カ グサが見い だ さ れ

た の は 宮崎県五 ヶ 瀬町の一部の畦畔の み で あ っ た 。 さ ら
に詳細 な調査が必要であ る が， 平成 5 年の広範囲 に わ た

る イ ネ 白菜枯病の発生 は サ ヤ ヌ カ グサ な ど と は別 の経路

に よ る 伝染環が存在 し て い る こ と を 示唆 し て い る 。 そ の
一つの可能性 は種子伝染， も う 一 つ は サ ヤ ヌ カ グサ， エ

ゾサ ヤ ヌ カ グサ， マ コ モ 以外の イ ネ 科雑草 を経由す る 伝

染環であ る 。

前者の可能性 を 示唆す る も の は坪枯れ状発生の頻発で

あ る 。 種子伝染 に よ り ， イ ネ の成長 と と も に イ ネ体上で

病原細菌が徐々 に 増殖 し て ゆ き 生育後期 に 発病が起 き
る 。 そ こ で， 台風や長雨で周 囲 に 伝染す る が， 種子伝染
の頻度が低い た め に坪枯れ状発生 と な る 。 こ の場合， 種

子伝染で は な く ， 単 に感染源の 密度 が低 い た め であ る 可
能性 も あ る 。

今一つ は ， サ ヤ ヌ カ グサ， エ ゾサ ヤ ヌ カ グサ， マ コ モ
以外の イ ネ 科植物 を経由す る 伝染環で あ る が， 本病の発

生の減少 は水田の基盤整備 に よ る サ ヤ ヌ カ グサの減少の

た め で あ る と い わ れて き た 。 そ れ に も かかわ ら ず， 本病

が多発 し た 要因 は サ ヤ ヌ カ グ サ以外の越冬植物の存在の

可能性 も あ る 。

お わ り に
過去の病害 と 考 え ら れて い た イ ネ 白葉枯病 も ， 病原細

菌の増殖や感染 に 好適 な 環境条件が整 え ばか な り の被害
を も た ら す病害で あ る こ と を平成 5 年の多発生 は 示唆 し
て い る 。

長雨 に よ る 冠水 と 台風が多 か っ た こ と が主 要 な 発生要

因であ る が， 坪状発生が各県 で頻発 し た こ と は上述 し た
よ う に本病原細菌の伝染環 に つ い て種子伝染 を 含 め て 再

検討が必要 と 考 え ら れ る 。 さ ら に ， 長崎県 の よ う に レ ー
ス IIIが優勢で あ る こ と な ど， 病原細菌 の レ ー ス 分布 は決
し て 単純な も の で は な い こ と を 示 し て い る 。 レ ー ス 凹 は

佐賀， 熊本， 鹿児島県か ら も 分離 さ れ て お り ， 同 レ ー ス

に対 し て抵抗性 を示す品種は早稲愛国群 も し く は ジ ャ ワ
群に属す る 品種の み で あ る 。 し か し な が ら ， 在来稲で こ

れ ら 2 品種群 に 属 す る 品種 は き わ め て 少 な し こ の よ う

な観点か ら ， 闘場抵抗性の よ う な 非特異的抵抗性 を有す

る 品種の栽培 も 常発地 な ど で は重要であ ろ う 。 ま た ， 高

品質米の栽培が一般的 に な っ て い る 現今， い ずれの レ ー

ス に対 し て も 擢病性 と い う 品種が多数 を 占 め る と 考 え ら
れ る 。 岡 山 県総社市の激発地で栽培 さ れて い た 品種 は ア
ケ ボ ノ であ る 。 長雨 に よ る 冠水が長期 に わ た り ， 感染 の

機会が多 く ， し か も 感染 源 の 量 も 多 か っ た の で あ ろ う

が， 本品種の 圃場抵抗性 も 極端 に 弱か っ た も の と 推定 さ

れ る 。 不稔が生 じ た穂 も 多 く 観察 さ れ， 病斑 も 葉全体 に

及ぶ場合が多 か っ た 。 し た が っ て ， 常発地 に お い て は レ

ー ス 分布 を 明 ら か に す る と と も に 抵抗性品種の選択等 の

対策が必要であ る 。
いずれ に し て も ， 平成 5 年の イ ネ 白葉枯病菌の 多発生

は平年時の少発生が感染源の低下の み に よ る も の で は な

く ， 気象条件等 の誘因が そ ろ え ば広 く 発生す る 可能性が
あ る こ と を示 し て い る 。 し た が っ て ， 今後サ ヤ ヌ カ グサ

な ど イ ネ 科雑草 を 中心 と し た 経路以外の伝染環 を 解明 す

る と と も に ， 過去 に 行わ れて い た フ ァ ー ジ に よ る 発生予

察な ど病原細菌の動態 を 明 ら か に す る と と も に ， 気象条

件 を鑑みて総合的 な見地か ら 今後発生予察 を行 う こ と が

必要であ ろ う 。
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植物検疫の現場か ら (10) 一一+句何時一一一一一一一関 関 関 軽量 襲撃

輸 入 種 苗

春 に な る と 木々 の芽が膨 ら み， 庭でチ ュ ー リ ッ プ，

ヒ ヤ シ ン ス ， ク ロ ッ カ ス な ど の花が咲 き ， 私た ち の生
活空間 に 潤 い と 安 ら ぎ を 与 え て く れ る 。 ま た ， 四 季

折々 に顔 を見せ て く れ る さ ま ざ ま な色や形の果物が，

私た ち に す ば ら し い味覚の世界 を提供 し て く れ る 。

こ の よ う な花 き 球根類や果樹苗木等 は， 栄養繁殖に

よ っ て増殖す る こ と か ら ， い っ た ん ウ イ ル ス 等 に擢病

し た 種苗類 は病害 ま ん延の元 と な る の で， 植物防疫所
では海外か ら 輸入 さ れ る 種苗類 に つ い て は， 国 の 圃場

で一定期間預 り ， 隔離栽培 し て行 う 植物検疫， つ ま り
隔離検疫 を 実施 し て い る 。 今回は， そ の概要 を紹介 し
た い。

ま ず， わ が国が隔離検疫の対象 と し て い る 種苗 は，

①ユ リ ， チ ュ ー リ ッ プ， ヒ ヤ シ ン ス 等の球根類， ②ば

れい し ょ 及び さ つ ま い も 類， ③カ ン キ ツ 類， り ん ご，
な し ， く り 等の果樹類， ④ さ と う き ぴ及びパ イ ン ア ッ

プル類， な ど であ る 。 こ れ ら の種苗が諸外国 か ら 輸入

さ れ る と ， 海空港 に あ る 植物防疫所 で， 当該品 に 付

着 ・ 寄生 し て い る 病害虫 を 対象 と し た 輸入検査 を 行

い， そ の検査 に 合格 し た も の を植物防疫所の 隔離圃場

に運び， 一定期間栽培 し生育期間中 に ウ イ ル ス 病等 を

主体 と し た 隔離検査 を行 う こ と に な る 。 し か し， オ ラ
ン ダ産の ユ リ や チ ュ ー リ ッ プな ど の よ う に大量 に輸入
さ れ る 球根 に つ い て は ， 国 の 聞場 に 収容で き な い た

め ， 新潟県や富 山 県 な ど に お い て ， 植物防疫所長が指

定 し た 園場で隔離栽培及び検疫が行わ れ る 。
近年の オ ラ ン ダ産花 き 球根 に つ い て は， 同国 の植物

検疫機関 に よ っ て栽培地検査が実施 さ れ， かっ， 日 本か

ら 派遣 さ れた植物防疫官 に よ っ て証明 さ れた球根 に つ

い て は ， 隔離栽培が免除 さ れ る 制度が導入 さ れて い る 。

横浜植物防疫所の 隔離施設大和国場 は， 神奈川 県大
和市 に あ り ， 面積は約 19 千 m2 に， ガ ラ ス 温室， ビニ ール
ハ ウ ス ， 検定棟， 消毒施設， 事務棟等が配置 さ れて い る 。

最近， 大和国場 に持ち 込 ま れ る 種苗類の傾向 は， 遺

伝資源 ・ 育種用 と し て ばれい し ょ や果樹類の ほ か， 品

種見本 と し て 花 き 球根類が増加 し て い る 。 こ れ ら 種苗

類 は球根， 苗木， 穂木， 培養植物体， 挿 し穂等の状態で
輸入 さ れて い る 。 持 ち 込 ま れた種苗 は ， 穂木であれば台

木 に 接木 し ， 苗木や球根であ れ ば鉢植 え し て 園場施設
内で栽培管理 を行 っ て い る 。 輸入時期 は ， 接木や積替 え
の 関係で， 晩秋か ら 早春 に か け て 多 く 輸入 さ れて い る
が， 輸送 に 時間がかか り ， 活力 の 弱 っ た も の や ， 季節が

の 開 離 検 疫

反対の南半球か ら の輸入 も あ り ， こ れ ら 貴重 な 材料 を
何 と か活着 さ せ る よ う 努力 し て い る と こ ろ であ る 。

検査 は， 種苗の茎葉等 に 現れ る 病徴の検査， 電子顕

微鏡 を使用 し た検査， 草本 ・ 木本の検定植物 を 用 い た

汁液 ・ 接木接種等 に よ り 検査 を行 っ て い る 。

接木検定 に は， 種苗の種類 に も よ る が， 1 個体の種苗

に検定植物 2�6 種類 を必要 と す る 。 病徴観察期聞 は，
汁液接種で約 1 か月 ， 接木検定で約 8�9 か 月 間必要 と
し， ま れ に病徴 を現す ま で に 数年必要 と す る 病気 も あ
る 。 隔離検査の担当者 と し て は， 汁液 ・ 接木接種 を し

て病徴が現れ る ま での期間， 当該種苗が ウ イ ル ス 等 に

侵 さ れ て い な い 健全 な も の で あ っ て ほ し い と 願 い つ

つ， わ が国未発生の病害が検疫か ら 洩れ な い よ う 緊張

感 を も っ て 毎 日 の病徴観察 に あ た っ て い る 。

こ の よ う な検査 を 的確， 円 滑 に 行 う た め に は， ウ イ
ル ス 等の検査検定技術の ほ か， 多種の検定植物が必要

であ る 。 こ れ ら の検定植物 を 適期 に 効率的 に 接種で き
る ま で に準備 ・ 育成す る こ と も 大切で， 例 え ば， タ バ
コ は 播種 し て か ら 接種で き る ま で に 約 1�3 か 月 必要

で， マ メ 類は約 1�2 週間で使用 で き る ま で に 大 き く な

る 。 こ の よ う に 生育の違い を 知 っ た 上で， 検定時期 に

間 に 合 う よ う に均一 に育て た り ， 接種後 に発病 し や す

い条件で温度管理す る 等， 基礎的な栽培管理が重要で
あ る 。 ま た ， 隔離 し て い る 植物の種類が多 く ， 乾燥 を

好む も の と 多湿 を好む も の ， 用土の材料の違い， 植物

の 生育段階 ・ 状態， 温室 の 温度条件 等 の 違 い に 応 じ
て ， 水管理の 仕方が変わ る 。 水 は ， 多 す ぎ て も 少 な す

ぎ て も 良 く な い の で あ る 。 こ の よ う に し な が ら ， 大和

圃場では種苗の 隔離栽培， 検査 ・ 検定， 検出 さ れた ウ

イ ル ス 等 の 同定， 新 し い検査 ・ 検定技法の 導入 ・ 開発

等の仕事 を 行 っ て い る 。 最近で は ， カ ン キ ツ 類や ばれ
い し ょ の ウ イ ロ イ ド の検査 に は， 植物体か ら 核酸 を 抽
出 し電気泳動法 に よ る 検査や病原体の遺伝子構造 を基

に 合成 さ れた cDNA プ ロ ー プ を 用 い た 遺伝子診断法
に よ る 検査， 果樹類 に つ い て は接種検定 の ほ か， 抗血

清 を 用 い た 血清学的診断等， 数種の 技 法 を 組 み 合 わ
せ， 検査 を 実施 し て い る 。

隔離検疫の基礎 と な る 植物病理， 植物， 園芸等 の 関
連分野の情報 に 常 に 目 を 向 砂耳 を傾 け ， 諸外国か ら 種
苗 と 一緒 に 病害虫が侵入 す る こ と の な い よ う に ， 隔離
検疫 を 的確 に 行 う こ と が私た ち の重要 な役割 と 信 じ て
い る 。 (横浜植物防疫所業務部国際第二課 栗原金光)
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植物防疫基礎講座

Fusarium 菌 の硝酸塩利用 能欠損変異株分離培地の選択性の向上
こ ま だ は じむ う え だ しん や やま も と ひろ き

島根大学農学部 駒 田 旦 ・ 上 田 真也 ・ 山 本 広基

は じ め に
Fusarium 菌 の硝酸塩利 用 能 欠 損変異株 (PUHALLA ，

1985 ， 以下， nit 変異株) は， そ の生態学的研究や防除技

術の研究 に お い て ， 特定 の菌株の土壌中 や宿主植物体上

か ら の検出， 定量 に有用 で あ る 。 し か し， nit 変異株選択

培地 (HARDAR et al. ，  1989 ， 以下， MMCPA 培地) の選択

性が不十分 な た め ， て の培地 を 用 い て希釈平板法 を行っ

た場合， 目 的の菌株の密度が低い と ， 多 く の雑菌が出現

し ， 支障 を き た す こ と が多 い。 そ こ で， MMCPA 培地の

選択性の向上 を 試 み た 。

本稿の一部 は ， 平成 6 年度 日 本植物病理学会関西部会

で講演 し た (上回 ら ， 1994) 。

I 選択性の評価 方法

こ の研究で は ， Fusarium oxy.ゆorum f. sp. raPhani の

nit 変異株 (以下， FOR nit) を 用 い ， 選択性評価の手順

は 図 l に 示 し た 。 1 週間， 振 と う 培養 し て 得 ら れた FOR

nit の bud cell を滅菌土壌 に 接種 し て ， 25"Cの恒温室内

で数週間培養 し て 厚膜胞子 を形成 さ せ， 常 に 一定の菌密

度の土壌希釈液 を得 ら れ る よ う に し た 。 こ の菌密度 を あ

ら か じ め PSA 培地で把握 し， プ レ ー ト 当 た り ， 30�50 の

コ ロ ニ ーが出現す る よ う 希釈段階 を 決定 し た 。 PSA 培地

上 に 出現 し た コ ロ ニ ー数 は 回収率評価の比較対照 と し て

用 い た 。

自 然土壌か ら の本菌の選択分離性 を ， 島根大学内 の 圃

場 (沖積土壌， 以下， 川 津土) と 鳥取県西伯郡 中 山 町の

土壌 (火 山灰土壌， 以下， 中 山土) の 102 倍希釈懸濁液 を

用 い て検討 し た 。 両土壌の 10 倍希釈懸濁液 と ， 上記の方

法 に従 っ て作成 し た nit 変異株 を 接種 し た 滅菌土壌の希

釈懸濁液 と を 1 ml ずつ， 8 ml の滅菌水 に 加 え て 目 的の

希釈懸濁液 を得， そ れ を シ ョ 糖 を ガ ラ ク ト ー ス に 置換 し

た MMCPA 培地 を 基本培地 と し て ， H3 B03 の み を加 え

た も の， 草刈 ら (1993) が用 い た 硝酸マ イ コ ナ ゾー ル の

み を加 え た も の， そ し て ， こ の両物質 を 加 え た培地の平

板上 に 1 ml ずつ広げた。

Improvement o n  Selectivity o f  Nitrate Non-utilizing Mutant 
Selective Medium for Fi附arium. By Hajimu KOMADA， 

Shinya UEDA and Hiroki Y AMAMOTO 

PSA 培地 は 4 日 間， MMCPA 培地 は 10 日 間， 250Cの

恒温室内 で培養 し た 。

予備試験 と し て ， 硝酸マ イ コ ナ ゾー ル を 10 mg/ I， 2 0  

mg/I ，  5 0  mg/ I 添加 し た MMCPA 培地平板上 に ， J I I 津

土， 中 山 土 の 103 倍希釈懸濁液 と ， 滅菌土壌 中 の FOR

nit を 所定菌密度 に し た 土壌懸濁液 と を混合 し た も の を

1 ml 広 げた と こ ろ ， FOR nit の 回収率及び雑菌 の コ ロ

ニ ー形成 に対す る 抑制力， 共 に 50 mg/ I が優れて い た 。

そ こ で， 硝酸マ イ コ ナ ゾー ル を 50 mg/I に 絞 り ， H 3  B03 

の添加量 を 100 mg/I ，  300 mg/I ，  500 mg/ I に し， 本試

験を行 っ た 。

E 改変 MMCPA 培地の選択性

両物質 を 加 え て 改変 し た MMCPA 培地 の 平板上 に ，

FOR nit 変異株 の 懸濁液の み を 広 げた も の を 図-2 に 示

し た 。 H3 B03 と マ イ コ ナ ソ ー ル の添加 に よ っ て ， コ ロ ニ

ー数が抑 え ら れ る 乙 と は な し こ の両物質の 添加 は FOR

nit の生育 を 阻害す る ζ と は な い と 判断 さ れた。 ま た ， 両

物質 を組み合わ せ て 添加 し た場合 も 同様であ っ た 。

川津土の 102 倍希釈懸濁液 と FOR nit を 所定菌密度

に し た 土 壌 懸 濁 液 と を 混 合 し た も の を 1 m l ず つ
MMCPA 培地平板上 に 広 げた も の を 図-3 と 口絵写真 に

示 し た 。 両物質 を添加 し な い MMCPA 培地上で は， 多数

の雑菌の コ ロ ニ ーが出現 し， ほ と ん ど FOR nit の コ ロ ニ

ー は識別 で き な か っ た 。 H3 B03 の添加量が増加す る に

つ れ， Trichoderma 菌 な ど の よ う に ， コ ロ ニ ー が拡大 し

や す い 菌の コ ロ ニ 一生長が抑 え ら れた が， 他の雑菌の コ

ロ ニ ー形成 に対す る 抑制カ は不十分であ っ た 。 硝酸マ イ

コ ナ ゾールの添加 は ， 大幅 に雑菌 を抑 え る こ と がで き た

が， Penicilium 菌 な ど の よ う な， 胞子多産生の菌の コ ロ

ニ ー形成 を 抑 え る こ と は で き な か っ た 。 し か し ， 両物質

を 添加 し た MMCPA 培地で は ， 雑菌 に対す る 抑制 力 が

相乗的 に 高 く な り ， そ れ に 伴い ， FOR nit の コ ロ ニ ー数

が増加 し て ， PSA 培地上の菌数 と 変わ ら な く な っ た 。 中

山土で も ， 同様の傾向がみ ら れた 。

以上の結果 か ら ， 最 も FOR nit の 選択性 の 高 か っ た

H3 B03 500 mg/ I， マ イ コ ナ ゾー ル 50 mg/ I を 添加 し た

MMCPA 培地 の 処 方 を 改変 MMCPA 培地 と し て 提唱

す る (表 1) 。
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皿 他の Fusαrium 菌の nit 変異株 に対す る

改変 MMCPA 培地の選択性

FOR nit 以 外 の Fusanum 菌 の nit 変 異 株 に 対 す
る ， 改変 MMCPA 培地の適用 性 を検討 し た。 供試菌 は表
-2 に示す よ う な 7 菌株 を 用 い た。 結果 を 図 4 に示 し た。
こ こ で， nit 変異株の コ ロ ニ ー数 は ， PSA 培地に 出現 し
た コ ロ ニ ー数 に 対す る 割合で表現 し た o KA-3 N 3 ( カ ボ
チ ャ 立枯病菌， Fusanum solani f. sp. cucurbitae) は駒

田培地 (駒田， 1975) で分離で き な い こ と が， 既 に 報告
さ れて い る (渡辺 ら ， 1991 ) の で， 改変 MMCPA 培地で
も 分離 で き な い こ と が予想 さ れ た が， や は り ， 全 く コ ロ
ニ ー の 形成 は み ら れ な か っ た 。 イ ー1 N 1 は Fusanu1旬
。砂ゆorum で あ る が， なぜか コ ロ ニ ー の形成がみ ら れな
か っ た 。 そ れ以外 の菌株 で は ， 図 -4 に み ら れ る よ う に
PSA 培地上 と ほ ぼ同等の菌数が得 ら れた 。 ま た ， 雑菌の
コ ロ ニ ー数が少な く ， かつ， コ ロ ニ ー直径が小 さ く ， 雑
菌 に 対す る 抑制力が高か っ た 。 し か し， KA-3 N 3， イ

試料土壌 ( 川 津土 、 中 山 土 )
FORlIit 

45m! 

PSA 

10" 

10-' 

1m! 

1m! 1m! 

1m !  

MMCPA MMCPA 

図 - 1 改変 ( ガ ラ ク ト ー ス 30 g/l) MMCPA 培地の選択性評価の手順
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表 - 1 改変 MMCPA 培地の処方

ガ ラ ク ト ー ス
NaN03 

L-ア ス パ ラ ギ ン
KH2 P。‘

30 g 
2 g  

l . 6  g 
1 9  

KCI03 

PCNB (75%WP) 
H3 B03 

硝酸マ イ コ ナ ゾ ー ノレ

165 

10 g 
670 mg 
盟立旦E
盟旦且

MgSO. ・ 7 H， O 0 . 5  g ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー Jレ 250 l11g
KCl 0 . 5 g  
微盆要紫波 * 0 . 2 m1 1 pH 
寒天 15 g 
蒸留水 1 1 

一一一 ・ 改変筒所
ネ CuSO， ・ 5 H2 0

ク エ ン酸 5 g  MnSO， ・ H2 0
ZnSO， ・ 7 H2 0 5 g H3 B03 

FeSO， ・ 7 H， O 4 . 75 g Na2 MoO， ・ H2 0

3 . 8  

図 - 2 改変 ( ガ ラ ク ト ー ス 30 g/l) MMCPA 地地に硝酸

7 イ コ ナ ゾ ー Jレ 及 び H3 B03 を 添加 し た と き の

FOR ηit の 回収

Fe (NH，) 2 (SO，) ・ 7 H2 0 1 g 蒸留水

250 mg 
50 mg 
50 l11g 
50 l11g 
95 ml  

B+抑1 0

。 。

100 。

300 。

500 。

。

2 

10  20 

コ ロ ニ ー 直後 (mm) 仁二二コ (J l I 津土援10.2)

3 4 5 6 5 4 3 2 。

6.9 仁コ L一一応 会苧務議議
6.3 ロ �醐盤整機盤機欄刷機織

30 

FOR nit 

40 50 

7.7仁三コ
7.1仁コ

73臨

雑 菌

よ一一一一一一一---' 一一一一一Lー
60 50 40 

コ ロ ニ 数/ プ レ ー ト 区玄ヨ

図 - 3 改変 ( ガ ラ ク ト ー ス 30 g/ 1) MMCP A 地地に対す

る ， 硝酸マ イ コ ナ ゾ- }レ と H3 B03 添加の効果

30 20 

v塁線議

i:>':::<<日:)>>%品ザ ザハa""，，;<<.l・x同@-"1:<}$、;WI，1%
d 、 v 怒".:::�可"唱目‘J町、

Ä，j品叫 守..主P恥義

室率

10 。

- 1  N 1 を接種 し た プ レ ー ト で は ， 雑菌に対す る 抑制力

が低か っ Tこ。
お わ り に

こ の結果， Fusanum solani と イ ー1 N 1 以外の 5 菌
株 に つ い て は ， 改変 MMCPA 培地 は有効で あ る こ と が
示唆 さ れた。

今 日 ま で， Fusariu1旬 菌の検出， 定量の た め に様々 な選
択培地が考案 さ れ， 開 発 さ れ て き た。 し か し， 最 も 性能
の優れて い る 駒田培地を用 い て も ， 種の識別 ま で し か で
き ず， よ ほ ど の習練 を 重 ね な い と 特定 の分化型の識別 は
不可能であ る 。 そ の た め ， 特定 の菌株の 自 然土壌 に お け
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が得 ら れた が， F. oxy.ゆorum で あ っ て も ， 改良処方 に よ
る 培地で全 く 分離 さ れ な い菌株があ っ た。 一般 に ， 選択
培地 に は， 種々 の抗生物質や殺菌剤が添加 さ れ る が， こ
れ ら 物質 に 対 す る 耐性 は ， 基本的 に は菌株に よ っ て異 な
る と 考 え る べ き であ る 。 し た が っ て ， 実験に 当 た っ て ，

本培地へ の 適合性 を 検討 し た う え で用 い る べ き で あ ろ

う 。 な お本培地の選択性 を 向上 す る う え で， 効果的であ
っ た硝酸マ イ コ ナ ゾー ル は 医療 用 の 合成 イ ミ ダゾーlレ系
抗真菌剤 (抗水虫剤) の 主成分であ る 。 数社か ら 本剤の

近縁化合物が同様の 目 的で市販 さ れて お り ， と れ ら を本
剤の代わ り に特定の菌株 に 対 す る 適応性 と 選択性の向上
の た め に 添加 を試み る の も 一案であ ろ う 。

本研究 を 行 う に 当 た り ， 種々 ご協力賜 っ た 農水省農業
研究セ ン タ ー土壌病害研究室国安克人， 竹原利明両氏 な
ら びに菌株の分譲 を賜 っ た茨城県農業総合 セ ン タ ー渡辺

健氏， 三重県農業技術セ ン タ ー黒田克利氏 に深甚な謝意

を表す る 。

図 - 4 改変 MMCPA 培地の様々 な nit 変異株 に 対 す る 適用

表 2 FOR nit 以外の Fusarium 菌 の nit 変異株に対す る

MMCPA 培地の選択性評価 に 用 い た 菌株

由来供試菌株記号

nit変袋株

円�
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三重県農業技術
セ ン タ ー

島大耕地環境保

全学研究室

N 2 サ ツ マ イ モ つ る 割病菌 加J 変異株 | 茨城県農業総合
セ ン タ ー

KA-3 N 3 : ;カ ボ チ ャ 立枯病菌 nit 変異株

T-2 A N 2 非病原性 F. oxy.ゆon，m 問I

変異株

N l  非病原性 F. Oxy.ゆO1'!nn nit 

変異株

ト マ ト 根腐婆ち ょ う 病菌 加t

変異株

- 非病原性 F. oxyゆorum ηit

変異株

ダ イ コ ン萎策病菌 nit 変異株

93081701 

F-13 nit 

0-17 

イ ーl

1) PUlIALLA. ] .  E. (1985) : Can. ]. Bot. 63 : 179� 183 
2) 上田真也 ( 1 994) 日 憶病報 60 : 771 
3) HADAIl. E. and ] .  KATAN ( 1989) . Plant Disease Res 

73 : 800�803 
4) 草刈真一 ・ 岡 田清嗣 (1993) 日 植病報 59 : 75 
5) KOMADA. H.  (1975) : Rev. Plant Protec. Res. 8 :  1 1 4  

�125. 
6) 渡辺 健 ら (1991) ー 日 植病報 57 : 3 
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FOR nit 

る 動態 を 把援 し よ う と す る と き な ど， も と も と 生息す る
Fusan:um 菌 を は る か に 上 回 る 高濃度の接種を行 う 。 し
か し， 目 的 と す る 菌株の菌密度が低 く な っ た場合， 多数
の雑菌 と ， も と も と 生息 し て い た Fusarium 菌 の コ ロ ニ

ー が多数プ レ ー ト 上 に 出 現 し， 特定の菌株の コ ロ ニ ー を
識別 し て 定量す る の は不可能 と な っ て し ま う 。 nit 変異
株 を マ ー カ ー と し て 用 い れ ば， こ の 問題 は一度 に 解決す
る 訳で， そ の生態， 防除の研究 に寄与す る と こ ろ は き わ
め て大 き い。 と こ ろ が， 既報の nit 変異株用 の選択培地の
選択性は不満足で， こ の期待 に 十分に こ た え ら れな い の
で， そ の改良 を 行 っ た 。 そ の結果， ほ ぽ満足すべ き も の
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植物病原菌の薬剤感受性検定 マ ニ ュ アル(18 )

ブド ウ 黒 と う 病菌， カ ンキ ツ そ う か病菌

一一ブ ド ウ 黒 と う 病菌一一

は じ め に
プ ド ウ 黒 と う 病 に 対 し て優れ た 防除効果 を 示 す PCP

剤が環境汚染 な ど の 問題で生産中止 に な っ た た め ， 代替

薬剤 に つ い て検討 さ れた 結果， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル系薬

剤の高濃度萌芽直前散布 (ベ ノ ミ ル水和剤 500 倍) の効

果が明 ら か に さ れ， 1980 年頃か ら 広 く 使用 さ れ る よ う に

な っ た 。 ま た ， べ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル系薬剤 は枝膨病 に対

し で も 卓効 を 有す る こ と か ら ， 本病の発生地域 を 中心 に

べ ノ ミ ル水和剤 200 倍 や チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル水和剤

50 倍が黒 と う 病 と の 同時防除 を兼ねて 1985 年頃か ら 使

用 さ れて き た。 と こ ろ が， 1988 年頃か ら 黒 と う 病に対す

る べ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル系薬剤の効果が以前 に比べて低下

し て い る と の指摘が各地でな さ れ る よ う に な り ， 耐性菌

が出現 し た の で は な い か と の 疑 い が も た れた。 し か し ，

プ ド ウ 黒 と う 病菌 (Elsinoe am.ρelina) の薬剤耐性 に つ い

て は そ れ ま で報告 さ れて お ら ず， 同属菌で は カ ン キ ツ そ

う か病菌 (E. fawcetti faωcetti) のべ ノ ミ ル剤耐性 に つ い

て の報告 (WHlTESIDE， 1980) が あ る の み であ っ た 。 一方，

本菌 は菌そ う の生育が き わ め て遅 く ， さ ら に培地上 に お

け る 胞子形成が困難な こ と か ら ， 取 り 扱 い が難 し い と さ

れて き た 。

こ こ では筆者が考案 し た べ ン ズ イ ミ タ。 ゾー ル系薬剤 に

対す る ブ ド ウ 黒 と う 病菌の感受性検定法 ( 田代 ・ 口木，
1992) に つ い て 紹介す る こ と に す る 。

I 菌の分離方法

( 1 )  検定用標本の採集

採集す る 樹が l か所 に 偏 ら な い よ う に樹園地全体か ら

ま んべん な く 橿病薬 ・ 校 を採集す る 。 本病 は ブ ド ウ の萌

芽直後か ら 新梢 に 発生す る の で， こ の時期 に材料 を採集

す る と 新鮮な病斑 を 得 る こ と がで き る 。 形成 さ れた直後

Methods for Monitoring Fungicide Resistance-Grapevine 
an仕官acnose (Elsinoe ampeli:叩) . By N obuya T ASHIRO ; ー

Citrus Scab (Elsinoe j初IJcetti) By Hiroyuki IEKI 

佐賀県果樹試験場 固
い え

果樹試験場興津支場 家

凶
代
き

城

叫
暢
阿
洋

ゃ
哉
肘
之

の で き る だ け新 し い病斑 を 分離 に 用 い る の が コ ツ で， 病

斑が古 く な る と 病原菌の胞子形成能が低下す る ばか り で

な く ， 細菌や 糸状菌 ( Colletotrichum spp. ，  Pestalotia 

spp. な ど) の汚染が激 し く な り ， 分離が困難 と な る 。 さ

ら に ， 後述す る 薬剤感受性の簡易検定 に も 使用 で き な く

な る 。

( 2 ) 菌の分離

葉 ま た は校の病斑部 を ハ サ ミ や メ ス で約 2 mm 角 の 大

き さ に切 り 出 し て ， 流水で 1�2 時間洗浄 し 表面の雑菌等

を 除去す る 。 洗浄後， 水滴 を 殺菌 ろ 紙で除去す る 。 殺菌

カ バー ガ ラ ス の 中央部 に 殺菌水 を 20 μf 滴下 し ， 病斑 を

そ の 中 に 沈 め る 。 こ の カ バー ガ ラ ス を 水滴が下 に な る よ

う に ガ ラ ス リ ン グ ( 径 15 mm) に 逆 さ ま 応 か ぶ せ ，

250C ・ 湿室条件下 に保持す る 。 数時間で水滴 中 に 多数の

分生胞子が形成 さ れ る の で， 検鏡 に よ っ て胞子形成 を 確

認す る 。 胞子の形成が み ら れ る 場合 は水滴 を マ イ ク ロ ピ

ペ ッ ト で吸い取 り ， ス ト レ プ ト マ イ シ ン硫酸塩及びペニ

シ リ ン G カ リ ウ ム 塩 を 各 々 100 μ:g/ml 含 む殺菌水 100

μf に 混和 し ， 胞子懸濁液 (胞子濃度 は 任意) を 作製 す

る 。 こ の懸濁液 を 1 白金耳取 り ， PDA 培地上で画線培養

す る 。 250Cで 5�7 日 間培養す る と 白色の細菌様 コ ロ ニ ー

が出現 し て く る の で， 単 コ ロ ニ ー を保存用培地 (PDA)

に移植す る 。

E 検 定 方 法

1 菌 ぞ う 接種法

( 1 )  検定用培地の調製

ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル系薬剤 と し て ， 市販の チ オ フ ァ ネ

ー ト メ チ ル水和剤かべ ノ ミ ル水和剤 を 用 い る が， 両薬剤

聞では交差耐性が認め ら れ る の で い ずれか一つ の薬剤 を

用 い る だ け で十分であ る 。 筆者 は 通常チ オ フ ァ ネ ー ト メ

チ ル水和剤 を使用 し て い る 。 こ の場合， チ オ フ ァ ネ ー ト

メ チ ルの濃度が 800 μg/ml か ら l . 56 μ:g/ml に な る よ う

に 2 倍段階希釈法で PDA に 添加 し ， 15 分間オ ー ト ク レ

ー プ処理 を 行 っ た 後 に 平板培地 と す る 。

( 2 ) 供試菌の前培養

本菌 の PDA 上 で の 菌 そ う 生育 は き わ め て 還 し ま た
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MIC の判定が容易 で あ る 。 た だ し ， 薬剤添加培地の表面
に菌そ う が広が ら ず に 接種源の上部 の み で菌 そ う が生育

し て い る 場合が ま れ に あ る の で注意が必要 で あ る 。

こ れ ま での筆者の検定結果 で は ， 本菌の チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チ ル に 対 す る 感受性の頻度分布 は 図 ーl に 示 す よ う

に 2 峰性 と な る こ と か ら ， MIC 12 . 5 μg/ml 以下 を感受

性菌， 同 50 μg/ml 以上 を耐性菌 と み な し て い る 。 さ ら に

便宜上， 耐性菌の 中 で MIC 50 μg/ml�200 μg/ml の 菌

を 中等度耐性菌， 同 400 μg/ml 以上の も の を 高度耐性菌

と し て い る 。

2 簡易検定法

菌 の 分離 ( I ( 2 ) ) の と こ ろ で調整 し た 胞子懸濁液

を， 検定用培地 に 5 μl�10 μJ ずつ接種 し ， 250C ・ 7 日

間培養後 に MIC を 求 め る 方法 で あ る 。 細菌の混入が激

し い場合 に は MIC を 判定 で き な い場合 も あ る が， 先 に

述べた よ う に新 し い病斑 を 用 い れ ば細菌及びそ の他の雑

菌の混入 は き わ め て 少 な し さ ら に 本菌 は 赤色 の コ ロ ニ

ー と な る の で判定 に 困 る よ う な こ と は ほ と ん ど な い。

本法で は ， 菌 は 図-2 に 示す よ う に MIC 12 . 5 μg/ml 以

下 の グ ル ー プ と MIC 50 μg/ml 以 上 の グ ル ー プ に 大 別

さ れ る こ と か ら ， 前者 を感受性菌， 後者 を 耐性菌 と み な

し て い る 。 菌 そ う 接種法 に 比べ て MIC 値 は低 く な る 傾

向 に あ る が， こ れ は 接種源が菌 そ う と 胞子 と い う よ う に

違 う こ と に よ る も の で は な い か と 考 え ら れ る 。

本法 は菌 を 分離， 保存， 前培養す る 必要がな く き わ め

て簡便であ る が， 病斑上 に 形成 さ れ る 多数の胞子の薬剤

( 1995 年)

菌そ う の 中央部 は盛 り 上が っ て 厚 く な り 周 囲 と 厚 さ が不
均ー と な る 。 こ の た め検定 に 用 い る 均一な菌そ う 切片 を
得 る こ と が困難であ る 。 そ こ で， 均一 な菌そ う デ ィ ス ク

を 得 る た め に ， 検定の た め の前培養 は保存培地か ら 切 り

出 し た 菌 そ う 片 を 2% 索寒天培地 に 接種 し， 250Cで 7 日

間行 う 。 本培地上で は 菌 そ う は PDA の場合 よ り も き わ

め て 薄 く ， 均一 に ， かつ速 く 生育す る 利点があ る 。

( 3 ) 供試菌の接種 と 培養

菌 そ う 先端部か ら 菌 そ う 片 (3 mm x 3 mm) を切 り 出

し ， 検定用培地 に 菌 そ う 面 を 下 に し て接種 し ， 250C ・ 7 日

間培養す る 。

( 4 ) 耐性菌の判定方法

本菌の菌糸生育 は き わ め て遅 い こ と か ら 薬剤感受性程

度 の 判 定 に は MAC (最大生育許容濃度) よ り も MIC

(最小生育阻止濃度) が適 し て い る 。 さ ら に ， 本検定法で

は接種源の素寒天片 は最初， 透明であ る が， 菌 そ う の生

育が認め ら れ る 場合 に は乳 白 色 に な り 日 数の経過 と と も

に 赤褐色 に 変化 す る こ と か ら 生育の有無が明 ら か で，

第 4 号第 49 巻疫防物植168 

同一病斑か ら 分離 し た ブ ド ウ 黒 と う 病菌株の チ オ フ ァ ネ ー
ト メ チ ル に対す る 感受性 ( 田代 ほ か， 未発表)

表 - 11 .  56 3. 12 6. 25 12. 5 25 50 100 200 400 800 1. 600 
M 1 C μ g/mO 

MIC (p.g/ml)  
採取場所 病斑No.

l .  56 3 . 12 6 . 25 12 . 5  25 
プ ド ウ 黒 と う 病菌 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ルに対す

る 感受性頻度分布 (菌 そ う 接種法)
図 - 1
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a) 菌株数

C 
0. 78 1. 56 3. 12 6. 25 12. 5 25 50 100 200 40日 800

M 1 C μ g/m/) 

ブ ド ウ 黒 と う 病菌 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル に 対す
る 感受性頻度分布 (簡易検定法)

図 - 2
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感受性が同 一 で あ る こ と を 前提条件 と し て い る 。 し か

し ， こ の点 に つ い て は 明 ら かでな か っ た の で， 単一病斑

か ら 得 ら れ る 菌株の薬剤感受性 に つ い て検討 し た 。 す な

わ ち ， 一病斑あ た り 20 菌株 を単胞子分離 し ， 計 15 病斑

か ら 得 ら れた 300 菌株 の 薬剤感受性 を 調 べ た 。 そ の 結

果， 表ー1 に 示す よ う に 同一病斑か ら 得 ら れた 20 菌株の

薬剤感受性程度 は 15 病斑中 8 病斑で す べて 同一の値 を

示 し た 。 残 り の 7 病斑 に つ い て は MIC で 2 倍程度 の感

受性の違いが 1�5 菌株で認め ら れた が， 感受性菌か耐性

菌か を判定す る 際の妨げに は な ら な い と 判断 さ れた 。

以上の よ う に， 本病の単一病斑 に は薬剤感受性の異 な

る 菌株の混在 は な い も の と 考 え ら れ る こ と か ら ， 本簡易

検定法の実用性 は 高 い も の と 思わ れ る 。

E 残 さ れた問題点

今後の課題 と し て ， ブ ド ウ の 生育が始 ま る 前 に 病原菌

の薬剤感受性 を知 る こ と が効率的な防除に つ な が る こ と

か ら ， 冬季 に 結果母校の病斑部及び無病徴感染部 に存在

す る 病原菌の薬剤感受性 を検定す る 方法 を 開発す る 必要

があ る 。 ま た ， べ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル系薬剤耐性ブ ド ウ 黒

と う 病菌が存在す る 園地での 当該薬剤の効果 は著 し く 低

下 し て お り ， 初期の 防除が う ま く い か ず大 き な 問題 と な

っ て い る 。 し か し ， どの程度 の 耐性 レベル及び耐性菌密

度か ら 防除効果の低下が始 ま る の か に つ い て の詳細 は不

明で， 今後 さ ら に検討 を加 え る こ と に し て い る 。

( 国代暢哉)
引用文献
1) 田代暢哉 ・ 口木文孝 (1992) : 日 植病報 58 : 609-610， 
2) WHITESIDE， J. 0， ( 1980) : Plant Diseases 64 : 871-872. 

一一ーカ ン キ ツ そ う か病菌一一ー

は じ め に
カ ン キ ツ そ う か病菌 (Elsinoé'jawcetti) は葉， 校， 果

実 に 感染 し ， 生育初期 で未熟 な 若 い 組織 に 感染 す る と

“ い ぽ型" 病斑 と な る が， 成熟す る に つ れて “ そ う か型"

病斑 と な る 。 ウ ン シ ュ ウ ミ カ ン， レ モ ン， カ ボ ス ， ミ ネ

オ ラ な ど は擢病性であ る た め， 本病防除 の た め ， 発芽直

後の新梢及 び幼果期 に ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾー ノレ系 の べ ノ ミ ル

水和剤及びチ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル水和剤， ジ チ ア ノ ン水

和剤， ジ ェ ト フ ェ ン カ ル プ ・ チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル水和

剤， フ ル ア ジ ナ ム水和剤， イ ミ ベ ン ユ ナ ゾール水和剤 な

どが年間 2�3 回散布 さ れて い る 。 し か し， 数年前か ら ベ

ン ゾイ ミ ダ ゾ ー ル系薬剤 を散布 し た が防除効果が低い と

い う 声が聞かれ る よ う に な っ た 。 本剤がそ う か病防除剤

と し て登録 さ れて か ら 約 20 年 を 経過 し て お り ， 耐性菌が

出現 し て効果の低下 を起 こ し て い る こ と が示唆 さ れた。

一方， 本病原菌 の ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル耐性菌 に つ い て

は ， WHlTESlDE ( 1980) が フ ロ リ ダでの発生 を報告 し た の

が最初であ る 。
本病原菌 は培地上での 生育が遅 い た め 通常 の 方法で は

分離が難 し し か っ薬剤耐性検定 も 困難であ る 。 そ こ で

筆者 は ， 本病原菌の耐性検定法 を 考案す る と と も に ， 各

地の カ ン キ ツ 園か ら 分離 し た 菌株 に つ い て べ ン ゾイ ミ ダ

ゾールな ら び に ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ剤 に対す る 耐性検定

を 行 っ た (家城， 1994) の で， そ れ ら に つ い て 紹 介 す

る 。

1 病原菌の分離法

葉や果実の病斑 (新 し い病斑ほ ど分離が容易) を水道

水で軽 く 洗 っ た 後， 徒手切片 を 作製 し ， こ れ を カ バー グ

ラ ス 上 に 点滴 し た滅菌水 に 浮かべ る 。 こ れ を ス ラ イ ド グ

ラ ス 上 に 接着 し た ガ ラ ス リ ン グ に逆向 き に 接着 (接着面

に ワ セ リ ン を塗布) し ， 過湿状態 ( ガ ラ ス リ ン グ内 に 水

を少 し入れて お り に し て 懸滴培養 し た 。 こ れ を 約 250C

に一昼夜置 き ， 顕微鏡で胞子が形成 さ れて い る こ と を確

認 (細菌の混入が少 な い も の を 選ぶ) し た 後， 細菌移植

用 の 白金耳で胞子 を含んだ滅菌水 を 吊 り 上 げ， 乳酸添加

PDA 平板培地 (25%乳酸液 を 直径 9 cm の ペ ト リ 皿 に 1

滴滴下後培地 を分注す る ) に 画線 し た 。 250Cで 7�10 日

後に形成 さ れた 淡黄色の単一菌 そ う (直径約 1 mm) を拾

い上 げて分離菌株 と し た 。 な お ， 1 園 当 り 数樹か ら 擢病葉

数枚 を採取 し ， 1 葉 1 病斑か ら l 菌株 を 分離 し た 。

2 耐性検定方法

検定方法 と し て 以下の 方法 を 考案 し た 。 PDA 斜面培

地で約 1 か月 間培養 し て 形成 さ せ た 菌 そ う の一部 を か き

取 っ て ， 滅菌 し た 乳鉢で菌体磨砕液 を 調製 し， こ れ を滅

菌 し た ガー ゼ 4�6 枚で ろ 過 し た も の を接種源 と し た 。薬

剤耐性検定用培地の調製法 と し て ， PDA 培地 を ペ ト リ

皿 に 流 し込む直前 に所定濃度 の薬剤 を 添加 し た 。 分注 し

た培地が固化後 に 病菌菌体磨砕懸濁液 を培地表面の全体

に広 げた後余分な菌液 を 除去 し た 。 こ の培地 を約 250C，

約 1 週間保 っ た 後 に そ う か病菌菌 そ う 生育の有無 と 培地

全面の菌そ う の密度 に つ い て調査 を行 っ た 。 菌 そ う の密

度調査基準 は， 培地表面の 2 分の 1 以上が菌 そ う で覆わ

れて い る 場合 は + + + ， 2 分 の l 以下か ら 菌 そ う 10 数個

の場合が + + ， 10 数個か ら 数個 が + ， 生育がみ ら れな い

も の を ー と し た 。

3 ベン ゾ イ ミ ダ ゾ ール耐性の検定

最近， ぺ ノ ミ ル水和剤 の 防除効果が低下 し た と い わ れ

て い る 愛媛 県 下 7 つ の カ ン キ ツ 園 か ら 分 離 し た 43 菌
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表 - 1 各地か ら 採取 し た そ う か病菌のベ ン ゾ イ ミ ダ 、ノール耐
性の検定 (第 1 次検定)

採取地 園 数
分 離 ベ ノ ミ ル濃度 (pg/ml) b

菌株数 。 1 lO 

大分県 28 13 l1+++C 

愛媛県 7" 43 4+++ 2++ 

宮崎県 1" 3 3++ 

静岡， 2 2 2+++ 

高知県

合 計 12 61 6 14 2 

a ベ ノ ミ ルの 防除効果が低下 し て い る カ ン キ ツ 園

b ベ ノ ミ ル 50%水和剤を PDA 培地に添加

C PDA 培地上での供試菌の生育程度
+ + +  : 培地表面の半分以上 に 菌 そ う が生育

100 

2+ 
37+ 

39 

+ + 培地表面の半分以下か ら 十数個の菌そ う が生育
+ 構地表面に十数個か ら 数個の菌そ う 生育が見 ら れ る

株， 大分県下 2 園か ら の 13 菌株， 宮崎県下 1 園か ら の 3

菌株及び本研究室保存の静岡及び高知県か ら の 2 菌株，

合計 61 菌株に つ い て 耐性検定 を行っ た 。 ぺ ノ ミ ル 50% 

水和 剤 を 有効 成 分 で PDA 培 地 1 ml 当 た り 1 /% 10 

μ:g， 100 μg 添加 し た培地上での菌の生育の有無及ぴ菌そ

う 密度 は表-1 の と お り で あ る 。 こ の結果か ら 供試 し た 菌

は 1 pg/ml で生育 し な い菌， 1 μ'g/ml ま で生育す る 菌，

10 J.lg/ml ま で生育す る 菌， 100 μ:g/ml ま で生育す る 菌の

四 つ に 分 け ら れた 。 各濃度での生育程度 は， 1 μg では +

+ + � + + ， 10 pg で は + + ， 100 pg で は + であ っ た 。 さ

ら に ぺ ノ ミ Jレ の濃度 を 高 め て詳細 に検定 し た結果 は表ー2

の よ う に ， 1 μg で生育 し な い感性菌， 1 J.lg ま で生育す る

弱耐性菌， 50 μg ま で生育す る 中等度耐性菌， 500�1000 

m ま で生育す る 強耐性菌の 4 種類 に 分 け ら れた。

以上の結果， 表ー1 の薬剤無添加培地での み生育 し た菌

は感性菌， 1 pg/ml ま で生育 し た 菌 は 弱耐性菌， 10 μg ま

で生育 し た 菌 は 中等度耐性菌， 100 μg ま で生育 し た 菌 は

強耐性菌 に相 当 し て お り ， 耐性検定 に は薬剤無添加培地

と 培地 1 ml 当 た り 薬剤 を お の お の 1 pg， 10 μg， 100 μg 

添加 し た 4 種類の培地 を 準備すれば， 耐性菌 を分類す る

こ と が可能であ る 。

4 ジエ ト フ エ ンカル プ感受性の検定

ペ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル剤 に対す る 代表的な弱， 中等度及

ぴ強耐性菌 な ら びに感性菌 に つ い て ， ジ エ ト フ ェ ン カ ル

プ を 1�500 μ:g/ml 添加 し た PDA 培地上 で の 生育 を 調

べた 結果， ペ ン ゾ イ ミ ダゾール感性菌， 弱及び中等度耐

性菌 は ジ ェ ト フ ェ ン カ ル プ 1， 10， 50， 100， 250， 500 

μ:g/ml を 添加 し た い ずれ の 培地で も 無添加培地 に お げ

る の と 同様の生育 を 示 し た 。 し か し ， ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾー

ル強耐性菌 は ジ ェ ト フ ェ ン カ ル プ を 1 J.lg 添加 し た培地

表 - 2 各地か ら 採取 し た そ う か病菌のベ ン ゾイ ミ ダ ゾ ー ル耐性
検定 (第 2 次検定)

� ノ ミ Jレ 供 試 ベ ノ ミ ル濃度 (pg/ml) b

耐性程度a 菌株数 o 5 10 50 lOO 250 500 1000 

感性菌 (BO)

弱耐性菌 (B1)

中等度耐性菌

4 4 
5 5 

(B10) 2 2 

強耐性菌 (B100) 9 8 

合 計 20 4 5 0 0 2 0 0 8 

8 B 0 : 第 1 次検定 でベ ノ ミ ル 1 j.tg/ml 添加培地で生育が見 ら
れ な か っ た 菌株. B 1 : ベ ノ ミ ル 1 pg/ml ま で生育. B 
10 : ベ ノ ミ ル 10 j.tg/ml ま で生育. B 100 : ベ ノ ミ ル lOO

μ:g/ml ま で生育 し た 菌株、

b 表 l 参照.

表 - 3 ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル耐性 そ う か病菌 に対す る

ベ ノ ミ ルの防除効果

ベ ノ ミ ル 薬剤処理 発病業率 発病度a

耐性程度

感性菌 79 . 0  32 . 8  

(BO) � ノ ミ Jvb 10 . 5  1 . 7  

弱耐性菌 97 . 6  42 . 7  

(Bl) ベ ノ ミ Jv' 52 . 8  12 . 8  

中等度 90 . 7  54 . 9  
耐性菌
(BlO) ベ ノ ミ Jvb 93 . 5  48 . 1  

強耐性菌 96 . 8  61 . 1  

(B100) ベ ノ ミ ルc 93 . 4  46 . 3  

1 処理区当 り ユ ー レ カ レ モ ン苗木 2 本 (調査業数 60
-160) を供試 し た .

a 発生予察基準 に よ り 調査.
b ベ ノ ミ ル水和剤 2 ， 000 倍 (有効成分 250 pg/ml) 液

を散布.

で も 生育 は 認 め ら れず， 本剤 に 負相関交差 耐性 を 示 し

た。

5 耐性菌に対するベン ゾイ ミ ダ ゾール剤の防除効果

弱， 中等度及び強耐性菌， 感性菌 に対す る ぺ ノ ミ ル水

和剤 2 ， 000 倍 (有効成分 250 J.lg/ml : 実用散布濃度) の 防

除効果 を検討 し た 結果 (表-3) ， 感性菌 に 対 し て は優れた

防除効果 を 示 し た 。 一方， 弱耐性菌 に は若干効果の低下

がみ ら れた が， 中等度及ぴ強耐性菌 に は全 く 効果が見 ら

れず， 無散布区同様激 し い発病 を 示 し た 。

愛媛県下 の 七 つ の カ ン キ ツ 園 か ら は ， 強耐性菌が約

85%， 弱耐性菌が 5%， 感性菌が 10%分離 さ れて い る 。

愛媛県果樹試験場が こ の 薗場 を使 っ て ぺ ノ ミ ル水和剤及

び他薬剤の 防除試験 を 行 っ た と こ ろ ， ペ ノ ミ ル水和剤の

防除効果がほ と ん ど認め ら れな か っ た 。 こ の よ う に ， 今
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回確認 さ れた 耐性菌 と べ ノ ミ lレ水和剤 の 闘場での 防除効

果の低下 と の 因果関係 は 明 ら か で あ る 。

6 残 さ れた 問題点

薬剤耐性菌の存在が こ の よ う に 確認 さ れた が， 今後は

現地園場での分布状況 を正確 に 把握で き る 簡易 な検定方

法の開発 を 行 う 必要が あ る 。 現在， 各県の試験場では耐

性菌検定が行わ れて お り ， 耐性菌の存在が確認 さ れた の

は カ ン キ ツ の 主産 県 を 含 め 十数県 に 及び， そ の分布 は点

状であ る 。 ま た ， 耐性菌の大部分 は 強耐性菌であ り ， 今

後カ ン キ ツ栽培地でベ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル剤の使用 が で き

な く な る 可能性が あ る 。 そ こ で耐性菌 に効果の あ る ジ チ

ア ノ ン， フ ル ア ジ ナ ム ， イ ミ ベ ン コ ナ ゾー ル剤 な ど を組

み合わ せ， 耐性菌の 出現 を 阻止， あ る い は遅 ら せ る 防除

法 を 採用 す る 必要があ る 。

引 用 文 献

1) 家城洋之 (1994) : 日 欄病報 60 : 501-506. 
2) W HITESIDE， J. O. ( 1980) : Plant Disease 64 : 871-872. 

(家城洋之)

新 し く 登録 さ れ た 農薬 (7 . 2 . 1-----7 . 2 . 28)

掲載 は， 種類名， 有効成分及び含有量， 商品名 (登録年月 日 ) ， 登録番号 (製造業者又 は輸入業者) ， 対象作物 : 対
象病害虫 : 使用 時期及び回数な ど。 た だ し ， 除草剤 に つ い て は， 適用雑草 : 使用 方法 を 記載。 ( … 日 … 回 は， 収穫何 回
前何回以内散布の略。 ) (登録番号 18903�18918 ま での 16 件， 有効登録件数 は 5742 件)

CVP 乳剤
CVP 24 . 0% 

「殺虫剤J

ピ ニ ブ ェ ー ト 乳剤 (7 . 2 . 28)
18903 ( 日 本サ イ ア ナ ミ ッ ド )
かん き つ : ヤ ノ ネ カ イ ガ ラ ム シ ・ サ ン ホ ー ゼ カ イ ガ ラ ム シ ・

ユ キ ヤ ナ ギ ア プ ラ ム シ ・ ハ マ キ ム シ類 ・ ア カ マ ル カ イ ガ ラ
ム シ (幼虫) : l4 日 5 回， みか ん : ク ワ ゴ マ ダ ラ ヒ ト リ : 14 
日 5 回， 日 本 な し : ハ マ キ ム シ類 : 45 日 2 回， う め : ウ メ シ
ロ カ イ ガ ラ ム シ : 30 日 l 回， か き : カ キ ノ ヘ タ ム シ ガ : 60 
日 3 回， く り : モ モ ノ ゴ マ ダ ラ ノ メ イ ガ ・ カ イ ガ ラ ム シ類
幼虫 ・ ネ ス ジ キ ノ カ ワ ガ : 裂果前 ま で : 4 回以 内 : 散布， キ
ャ ベ ツ : ア オ ム シ ・ コ ナ ガ : 14 日 4 図， ね ぎ : ネ ギハ モ グ
リ パエ : 21 日 5 回， た ま ね ぎ : タ マ ネ ギパエ : 7 日 5 回， な
す : ジ ャ ガ イ モ ガ : 7 日 4 回， ばれい し ょ : ジ ャ ガ イ モ ガ ・
ナ ス ト ピハ ム シ : 7 日 5 回， た ば こ : ジ ャ ガ イ モ ガ (若令幼
虫) ・ ヨ ト ウ ム シ : 2 回以 内 : 散布， 芝 : ス ジ キ リ ヨ ト ウ ・
シ パ ッ ト ガ : 発生初期 : 4 回以 内 : 1 m'当 り 1�2 1 散布

CVP 粉剤
CVP 1 . 5% 
ピニ フ ェ ー ト 粉剤 (7 . 2 . 28)
18904 ( 日 本サ イ ア ナ ミ ッ ド )
キ ャ ベ ツ : ア オ ム シ ・ コ ナ ガ ・ ア ブ ラ ム シ類 : 14 日 4 困， ば

れい し ょ : ニ ジ ュ ウ ヤ ホ シ テ ン ト ウ ・ ジ ャ ガ イ モ ガ : 7 日
5 回， か ん し ょ : ヒ ルガオ ハ モ グ リ ガ : 7 日 5 回 : ア リ モ ド
キ ゾ ウ ム シ ・ ハ リ ガ ネ ム シ : 植付前 : 5 回以 内 : 作条土壌
混和， だ い こ ん ダイ コ ン シ ン ク イ ム シ : 60 日 2 回 : タ ネ
パエ ・ ネ キ リ ム シ ・ キ ス ジ ノ ミ ハ ム シ ・ ダイ コ ンパエ : は
種前 : 2 回 以 内 : 作条土壌混和 : ダ イ コ ン パ エ : 60 日 2
回， ね ぎ ・ た ま ね ぎ : タ マ ネ ギノTエ ・ タ ネ パ エ : は種前又
は移植前 : 5 回以 内 : 作条土壌混和， 陸稲 : ネ ア ブ ラ ム シ ・
タ ネ パエ ・ ケ ラ : は種前 : 1 回 : 作条土壌混和， い ん げん ま
め ・ だ い ず ・ き ゅ う り : タ ネ パ エ : は 種前 又 は移植前 : 1 
回 : 作条土壌混和， た ば こ : ジ ャ ガ イ モ ガ ・ ヨ ト ウ ム シ ・
タ バ コ ア オ ム シ : 2 回以 内 : 散布， な す : ニ ジ ュ ウ ヤ ホシ テ
ン ト ウ : 7 日 4 回， く り : モ モ ノ ゴマ ダラ ノ メ イ ガ ・ カ ツ ラ
マ ル カ イ ガ ラ ム シ (幼虫) : 裂果前 ま で : 4 回以 内 : 散布

テ ブ フ ェ ノ ジ ド ・ ブ プ ロ フ ェ ジ ン 水和剤
テ プ フ ェ ノ ジ ド 5 . 0%， ププ ロ フ ェ ジ ン 10 . 0%
ア プ ロ ー ド ロ ム ダ ン水和剤 (7 . 2 . 28)
18905 ( 日 本農薬)
稲 : コ プ ノ メ イ ガ ・ ウ ン カ 類 ・ ツ マ グ ロ ヨ コ バ イ ・ ニ カ メ イ

チ ュ ウ : 21 日 2 回

ア ラ ニ カ ル ブ ・ フ エ ン プ ロ パ ト リ ン水和習j
ア ラ ニ カ ル プ 30 . 0%， フ ェ ン プ ロ パ ト リ ン 5 . 0%
パ ン ダ リ ー水和剤 (7 . 2 . 28)
18906 (住友化学) ， 18907 (大塚化学) ， 18908 ( ア グ ロ ス )

り ん ご : ア ブ ラ ム シ 類 ・ モ モ シ ン ク イ ガ : 14 日 4 回 ， な
し : ア プ ラ ム シ類 ・ シ ン ク イ ム シ類 : 14 日 3 回， も も : ア
ブ ラ ム シ 類 ・ シ ン ク イ ム シ 類 ・ モ モ ハ モ グ リ ガ : 7 日 5
回， かん き つ : ア ブ ラ ム シ類 ・ コ ナ カ イ ガ ラ ム シ類 ・ ミ カ
ンハ モ グ リ ガ ・ チ ャ ノ キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ : 14 日 4 回

ピ リ ダ フ ェ ン チ オ ン ・ MEP 乳剤i
ピ リ ダ フ ェ ン チ オ ン 10 . 0%， MEP 40 . 0% 
ス ミ グ リ ー ン乳剤 (7 . 2 . 28)
18909 (井筒屋化学)
ま つ (生立木) : マ ツ ノ マ ダ ラ カ ミ キ リ (成虫) : 成虫発生期 :

3 回以内 : 散布

「除草剤」
ダイ ム ロ ン ・ テ エ ル ク ロ ー ル粒剤
ダイ ム ロ ン 21 . 0% テ ニ ル ク ロ ー ル 2 . 0%
シ ョ ッ カ ー 1 キ ロ 粒剤 (7 . 2 . 28)
18910 ( エ ス ・ デ ィ ー ・ エ ス ) ， 18911  ( ト ク ヤ マ ) ， 18912 ( ク
ミ ア イ 化学)
移植水稲 : 水 田一年生雑草及 びマ ツ バ イ ・ ホ タ ル イ ・ へ ラ オ

モ ダ カ (北海道， 東北) ・ ミ ズ ガ ヤ ツ リ (北海道， 九州、l を 除
く ) : 移植直後~移植後 5 日 ( ノ ピ エ 1 葉期 ま で) ・ 移植後

3�5 日 ( ノ ビエ 1 業期 ま で) : 1 回 : 湛水散布
ダイ ム ロ ン ・ プ レ チ ラ ク ロ ー ル粒剤
ダイ ム ロ ン 15 . 0%， プ レ チ ラ ク ロ ー ル 3 . 0%
パ デ ホ ー プ 1 キ ロ 粒剤 (7 . 2 . 28)
18913 ( ク ミ ア イ 化学) ， 18914 ( エ ス ・ デ ィ ー ・ エ ス )

18915 ( 日 本チ パ ガ イ ギ ー )
移植水稲 : 水国一年生雑草及 ぴマ ツ パ イ ・ ホ タ ル イ ・ ミ ズ ガ

ヤ ツ リ ・ へ ラ オ モ ダカ (北海道， 東北， 北陸) : 植代後~移
植前 4 日 ま た は移植直後~移植後 7 日 ( ノ ピ エ の l 葉期 ま
で) ・ 植代後~移植前 4 日 ま た は移植直後~移植後 5 日 ( ノ
ビエ の l 葉期 ま で) : 1 回 : 湛水散布

ブ タ ミ ホ ス粒剤
プ タ ミ ホ ス 5 . 0%
ヒ エ ト ッ プ粒剤 (7 . 2 . 28)
18916 (住友化学) ， 18917 ( 日 本農薬)
移植水稲 : 水田一年生雑草 ・ マ ツ バ イ : 移植直後~移植後 8

日 ( ノ ピ エ 1 薬期 ま で) ・ 移植直後~移植後 6 日 ( ノ ピ エ l
葉期 ま で) : 1 回 : 湛水散布
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