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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。
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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
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7.7仁三コ
7.1仁コ
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雑 菌
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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
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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�

H 

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
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2) 上田真也 ( 1 994) 日 憶病報 60 : 771 
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73 : 800�803 
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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


