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は じ め に

ア ブ ラ ナ 科野菜 根 こ ぶ 病 は ， 糸 状 菌 Plaslηodiophra
brassicae に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 土壌伝染性病害 で あ
り ， ア ブ ラ ナ 科野菜類の最 も 重要 な病害の一つ で あ る 。
伝染源 は， 耐久体 と し て 様病組織か ら 放出 さ れ， 土壌中
で長期間生存す る 休眠胞子で あ る 。 こ の た め， 本病の防
除対策 を講 じ る う え か ら ， 土壌中 の休眠胞子の密度や動
態 を 把握す る こ と が き わ め て重要な課題であ る 。 土壌中
の休眠胞子数 を調べ る 方法 と し て は， 大別 し て 汚染圃場
の土壌 に感受性植物 を栽培 し ， 感染の程度 か ら 間接的に
判断す る 方法お よ び休眠胞子 そ の も の の 数 を直接計数す
る 方法の二つ が用 い ら れて い る 。 本稿で は こ れ ら 既報の
検出手法 を簡単 に 紹介す る と と も に ， 現在筆者 ら が行っ
て い る 酵素抗体法 に よ る 検出手法 に つ い て述べ， 参考 に
供 し た い。

な お， 本稿執筆 に 際 し て ， 有益な ご助言 を い た だ い た
当場地域基盤研究部上席研究官山本孝婦博士 に 厚 く お礼
申 し上 げ る 。

I 宿主植物の感染， 発病 か ら 判定 する間接法

COLHOUN ( 1957) は ， 検定圃場の土壌 をポ ッ ト に つ め ，
指標植物 を栽培す る 方法 を 開発 し ， 人工汚染土壌 と の対
比 に よ り 汚染の程度 を推定 し た 。 こ の方法は， 簡易 であ
る が， 圏場か ら の 土 壌 の サ ン プ リ ン グ， 指標植物 の 選
定， 試験環境の条件設定 に 十分注意す る 必要があ る 。 こ
れに対 し ， SAMUEL and GAHRETT ( 1945) は ， 第一次感染
を受 け て い る 宿主根毛数 を計数す る こ と に よ り 間接的 に
汚染程度 を知 る 方法 を 報告 し て い る o こ の 方法は， こ ぶ
形成 に基づ く 発病調査 に比べ主観が入 り に く く ， 1 週間
程度 の短期間で調査で き ， 実験場所 も 取 ら な い と い う 利
点が あ る 。 し か し ， 土壌中 の 菌密度 と 根毛感染率 と の相
関 に つ い て は報告 に よ っ て そ の評価が異 な り (NAIKI et 
al . ，  1984) ， 十分 と は いえ な い 。

そ の他， 休眠胞子 を直接計測す る か わ り に ， 休眠胞子
の細胞壁成分で あ る キ チ ン の キ チ ナ ー ゼ 反応物質， N
ア セ チ ル クール コ サ ミ ン の 濃度 を測定す る こ と に よ り 土壌
中 の休眠胞子 を 定量 す る 方法 (BOTZ et al . ， 1988) も 提
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案 さ れて い る 。

H 土築 中 の休眠胞子数 を 直接 数 え る方法

初期 の 方法 は， 汚染土壌 を水に懸濁 し そ の ま ま 検鏡す
る と い う も の で あ っ た が (COLl IOUN ， 1957) ，  BUCZACKI and 
OCKENDON ( 1978) は ， 微細土壌粒子 と 混在す る 休眠胞子
を 40% シ ョ 糖溶液 に 懸濁 さ せ， 3'C に 2 日 間保 つ と 土壌
粒子 は沈殿す る が， 休眠胞子 は浮遊 し た ま ま で あ る こ と
に 着 目 し， 人工汚染土壌 (106 spores/g 以上) か ら 高率
に休眠胞子 を 回収す る こ と に 成功 し て い る 。 さ ら に ， 内
記 ・ 北沢 (1984) は， BUCZACKI and OCKEN DON ( 1978) の
休眠胞子抽出方法の 中 で， 回収の ロ ス を 生 じ て い る 部分
を洗 い 出 し， 組砂等 を取 り 除 く 過程 を館別法 に 変 え る こ
と に よ り 回収率 を 高 め た 。 休眠胞子数 を 直接数 え る 方法
は， TAKAHASHI and YAMAGUCI I I  ( 1987) が， 蛍 光 色 素
(calcof\uor white M 2 R) で染色 し た 休眠胞子 を ， 蛍光
顕微鏡観察 に よ り 定量 す る 方 法 を 確立 し た こ と に よ り い
っ そ う 簡便 に な っ た 。 TAKAHASHI and YAMAGUCHI ( 1987) 
の方法に つ い て は ， そ の後各地の土壌特性等 に 合わ せ て
い く つ か の 改 良 法 が 報 告 さ れ て い る 。 ま ず， 笹 谷 ら
( 1991 ) は， 土壌粒子 の 除去過程で シ ョ 糖溶液上へ の 重
層 法 を 取 り 入 れ検 出 精 度 を 高 め ， 続 い て 赤池 ・ 我孫 子
(1993) は， 土壌粒子 か ら 休眠胞子 を よ り 効果 的 に 遊 離
さ せ る た め超音波洗浄処理 を 行 っ て い る 。 こ れ ら の直接
法 は ， 休眠胞子 を 確認 し な が ら 計数で き ， さ ら に 染 め 分
け に よ り 病 原 性 評 価 が で き る ( TAKAHASHI and 
Y AMAGUCHI， 1988) と い う 点 で， 信頼 が置 け る が， 休 眠
胞子 と 類似物 と の 判別 に 多 少 の 熟練 が 必 要 で あ る 。 ま
た ， 10' 以下の低濃度 の場合 に は ， 統計的 に 信頼性 の あ
る 調査結果 を 得 る た め に 血球計算板上で多 く の視野 を観
察 し な け れ ば な ら ず， 試験者への 肉体的負担が大 き い。

皿 酵素抗体法 に よ る羅病植物 か ら の

根 こ ぶ病菌の検出

有江 ら (1988) は ， 休眠胞子 を抗原 と し て 抗血清 を 作
成 し， 蛍光抗体法 に よ る 植物中 お よ び土壌中 の休眠胞子
の検出 を行っ て い る 。 同様 に ， LANGE et al .  ( 1989) ， 高
橋 (1996) ， WAKEIIAM and WmTE ( 1996) ら も 酵素抗体
法 を利用 し た 検出法 を 試み て い る 。

筆者 ら ( 1996) は， ア ブ ラ ナ 科野菜根 こ ぶ病菌休眠胞
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図 ー 1 ELlSA 法に よ る 椛病組織か ら の板 こ ぷ病菌の検出

(未発表)

子の抗血清 を 作成し ， 酵素抗体反応 を利 用し た E LISA
法， DIBA法 (Dot immllnobinc1ing assay) お よ び
TBIA法 (Tisslle-blot il11l11l1noassay) の 3法 を 用 い，

病 原菌 の検出 を行 っ て い る の でそ の概略 と 操作手 順 を述
べ る。

1 ELISA 法
今 回 筆者 ら が用 い た E LISA法 は， マ イ ク ロ タ イ タ ー

プレー ト に コ ーテ ィングバッフ ア ー に 懸濁し た試料 を直
接吸着 さ せ， 40C で一 晩 静 置し た の ち ， ウ サ ギ IgG 溶

液， ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ標識し た抗 ウ サ ギ ・ ヤ ギ

IgG 溶液 を 11頂 に 添加しそ れぞれ 37"C で 4時 間 もし く は，
40Cで一晩反応 さ せ る方法で あ る。 早生大 カプ を 用 い，
権病 組織お よび健全組織 を磨砕し ， 粗大な植 物組織を ガ

ー ゼ で炉過し 軽 く 洗浄し た も の を使用し て検定 を行 っ た
結果， 権病組織で糠こ ぶ病菌 の 存在 が明|僚 に 確認 で き
た。 休眠胞子濃度が 10' 個Iml ま で， 抗原 に 用 い た 休眠
胞子の純化試料で は 102 mi/ml ま で検出 す るこ と が で き
た ( 図ー1)。

2 DIBA 法
操作の手 順は ， 日 比 ら ( 198 4) の方法 に従い行 っ た。

適 当 な大 き さ に切 っ たニ ト ロ セ ル ロ ー スメンプレンに，
試料 を 2 μ J ずつプ ロ ッテ イングし ， ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ を標識酵素 とし て 反応 を 行 っ た。 プロテ ィング
の際 ， イ ム ノ ド ッ ト (ATTO ) を 用 い る と ， 最高 で 400
μ J ま でプ ロ ッテ ィン グ す る こ と がで き る。 早�三大 カ ブ
の権病 組織お よび健全組織 を E LISA法の と き と 同様に
処理し た も の を供試し た ところ ， E LISA法 と 同 じ く 休
眠胞子濃度が 10' 個Iml ま で， 抗原 に 用 い た 休眠胞子の
純 化試料 で は 102 個Iml ま で検出 す る こ と が で き た
(図 2)。
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図 - 2 DIBA 法 に よ る 穣病組織か ら の 根 こ ぶ病 菌 の 検 出

(未発表) (数字は板 こ ぶ病菌濃度 (Log) を 示 す l .

0 : 樫病組織 At ・ 抗原 に 用 い た 純 化 試 料 [-[ : 健
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図 - 3 TBIA l去 に よ る 羅病組織か ら の娘 こ ぶ病菌の 検 出

( 未 発 表 ) (数字 は 根先端音fI か ら ヒ方への切断商 を

示 す l .

0 : 権病品目織 (l�6 6 は繋身 と の境界都)

H : 健全組織 O�7)

3 TBIA 法
こ の方法 は ， 供試植 物の切断面 を ニ ト ロ セ jレ ロ ー スシ

ー ト に 押し つ け ス タン プ さ れた跡か ら病 原菌 を検出 す る
と い う も の で あ り ， 貯蔵球 根組織など か ら の ウ イ ル ス の

検出 に お い て 実用化 さ れて い る方法で あ る。 酵素抗体反
応 の手 順 は， DIBA法の場合 と 同様であ る。

早生大 カプのJ憶病 組織 を垂直方 向 に 1 cm 間|慌 に 切断
し ， ス タンプし た と ころ 憶病 組織 内 の 板 こ ぶ病菌 を 特 異
的 に検出 す るこ と がで き た ( 図 3)。 権病 組織内 で は，
維管束部が崩壊し て い る 様子が観察で き た。 ま た ， 奇形
と な っ た 線部の み で な く 匹軸が肥大し た可食部 に も ， ほ
ぽ均等 に病原菌 が存在し て い る こ と が観察で き た。 権病
組織内 の 根こ ぶ病菌 の存在 部位， 分布状況等 の検 診 に は
適し た方法であ る。

W モ デル汚染土壌 か ら の根 こ ぶ病菌の検 出

モデ ノレ汚染土壌 は ， 市販の園芸培土 (宇部粒状培土)
を 用 い， 高圧滅菌 し た も の を 1600C で 10時 間乾燥 さ せ，

みるい
す り 鉢で磨砕後， 1 mm の 鈴. を通し た。 こ れ に 限病組織
か ら調整し た休眠胞子懸濁 液 を 土壌 1 9 当 た り の休眠胞

一一一 22 一一一



ア ブ ラ ナ 科野菜根 こ ぶ病菌の検出方法 509 

土嬢 2 g を蒸留水 に 懸制

↓ 
ス タ ー ラ で 60 分間 か く は ん

60 ， 200 ， 635 メ ッ シ ュ の 飾 で こ す

3 ， 000 rpm で 1 0 分間遠心 上げiを捨て る

図 - 4 検出 に 用い る 際の土壌処理

3 

。，“吸光度
nm 
405 

。 7 6 5 4 3 2  0 
土撲懸濁液 中 の {村山Ild子浪皮 ( Log)

図 - 5 ELISA 法 に よ る モ デル汚染土壌 か ら の恨 こ ぶ病菌

の検出 (未発表)

子密 度が 108 個 に な る よ う に接種 し て 作成 し た。 検出 に
用い る際 の 土壌処理 は， モ デ ル汚 染 土 壌 2 g を 蒸留水
40 ml に 懸濁 し， ス タ ー ラ ー で 60 分 間 か く は ん 後，
60 ， 200 ， 635メッシ ュ の 簡 でこ し， こ れ を 3 ， 000 rpm で
1 0 分間遠心 分離 し た 沈殿 を希釈 し て被検 液と し た (図-
4)。

1 ELISA ;去
図-4 で得た 沈殿を コ ーテ ィン グ パッ プ ア ー に 懸濁 し，

土屋 ら (1991) の方法 に従 っ て 1 000C で 15 分 間加熱 し

た も の を供試 し た と こ ろ， モ デlレ汚染土壌 か ら は， 土壌
1 9 当 た り の 休眠胞子数が lO" {固 ま で検出 す るこ と がで

き た (図-5)。 土 壌 か ら の検出 の際 に 起 こ る 非特 奥的反
応 は 2%牛血清ア Jレ プミン ・ 2%P VP 液 で プ ロ ッ キン グ
す る こ と に よ り 抑 え るこ と がで き た。 ま た， 加熱操作 も
非特 異的反応 を抑 え， 反応、 を増幅 さ せ るこ と に有効であ
っ Tこ。

2 DIBA ;去
図-4 の方法 で調整 し た 土壌 を 蒸留水 に 再懸濁 し， 前

述の DIBA法で検出 し た ところ， E LISA法と 同 様 に 土
壌1 9 当 た り の 休眠胞子数 10" 個 ま で検出 す るこ と がで
き た (図ア)。

V 今後の問題点

酵素抗体法 は， 感 度が高 く 多数の検 体 を 迅速 か つ簡便

7 6 5 4 3 2 1  
IS . ・ 0

IS-H ・ ・ () 

StS .. 怨

StS-H 像 。

図 6 DIBA 法 に よ る モ デノレ汚染土壌 か ら の根 こ ぶ病菌

の検出 (未発表) ( 数字 は根 こ ぶ病菌濃度 ( Log)

を示す) .

IS モ デノレ汚染土壌， IS- I-1 : モ デル汚染土壌 (加熱

処理)

StS : 滅的ニ|二成 StS-H : 滅菌土壊 (加熱処理D

(StS， StS- I-1 の ス ポ ッ ト は 土撲 に よ る 汚れ)

に診断で き る 点で は き わ め て 優れ た方法であ る。 筆者 ら
の根こ ぶ病 菌の検出 におい て も， 権病 植物や モ デル汚染
土壌か ら 胞子数 lO" /m /， g 程度 ま で可能 であ る。 こ の

検出感 度 は， 根こ ぶ病 の被 害が土壌 中 の休 眠胞子数103
か ら 1 0"/g 以上 で問題 に な るこ と を考 え る と， 十分圃場
診断 に 耐 え う る も のと 考 え る。 今後， 一般の汚染圃場 の
土壌か ら の恨 こ ぶ病 菌休眠胞子の検出 に適用 し， 実 用 的
な診断法と す る た め に は， さ ら にい く つ か の改良が必要

であ る と 考 え ら れ る。 特 に， 腐食等 に起因す る と 思わ れ
る 非特 異的な反応 を どの よ う に 除去 し， 精 度 を 高 め る か
とい うこ と が問題 の 鍵 に な っ てい る。 さ ら に， 酵素抗体

法な ど を 用い た 直接検出法 に 画像解 析等 の技術 を組み合
わ せ るこ と に よ り， 低泌度汚染土壊 か ら も 特 異的 な検出
が可能 に な る であろ う 。 こ の た め に は， 休眠胞子の形態
に か か わ る 詳細 な 情報 が必要 と な る。 最近， NARISA\VA 
et al. (1996) に よ り 根こ ぶ の l 菌系 (個体群 ) におい

て 核数 の 異 な る (核数 に 比例 し て 胞子の 大 き さ も 異 な
る ) 胞子が存在 す るこ と が報 告 さ れ， 栽培条件等 に よ り
胞子の形態 に 奇形 が生 じ る可能性 が示唆 さ れてお り， 休
|民胞子の形態 に つい て整理 し 直 す 必要 があ る と 思 わ れ
る。 ま た， 酵素抗体法 に よ る方法 は， 胞子の活性 に つい
て は判断す る こ と がで き ない た め， 活性 が低 く な っ た胞
子の土壌中 での保存期間等 に つい て も調査 し な け れば な
ら ない。

お わ り に

根こ ぶ病 の発生 は依然と し て 拡大傾向 にあ り， ア ブ ラ
ナ科野菜栽培農 家 に と っ て深 刻 な 問題 と な っ てい る。 土
壌 中 の菌 のjjlや 動態 を つ か むこ と は， 少 し ずつ工夫 を凝
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ら し て 改良 さ れ て い る 防除体系 の効果 を評価す る た め に
も 重要 で あ る 。

本稿で は ， 酵素抗体法 を 中心 に 根 こ ぶ病菌の検出法に
つ い て概観 し た 。 各方法 に は， そ れぞれ長所 と 短所があ
る こ と は述べた と お り であ る 。 過去 に お い て は不成功 に
終わ っ た と 報告 さ れて い る 方法 も 含 め， そ れ ぞれの方法
の特徴 を再検討 し ， よ り 有効な検出法 を確立す る こ と が
望 ま れ る 。
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