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果樹に寄生する Phomopsis 属菌の新 た な 分類
かね

農林水産省果樹試験場 兼
ま つ

松 聡 子

は じ め に

微生物 を 含 む 多 く の生物に お い て 系統 を反映 し た分類
体系 を構築す る た め に ， DNA を 指標 と す る 様々 な解析
手法が試み ら れ て きて い る 。 RFLP (restriction frag 

ment length po]ymorphism ) ， RAPD ( random 

amplifìed polymorphic DNA) あ る い は塩基配列 そ の も
の の比較な どの手法が こ の 目 的の た め に 用 い ら れ る こ と
が多 い。 こ う し た事情 は， 糸状菌 を 含む植物病原微生物
に お い て も例外では な い。 従来行わ れ て きた ， 形態観察
や接種試験 あ る い は 交配試験 な ど に比較し て ， DNA を
用 い て 植物病原菌の分類 ・ 同定 を行 う 背景 に は， 時間や
労力 を あ ま り 必要 と し な い こ と に 加えて ， 造伝的系統関

係 を類推 し やす い ， と いった 利点、があ る た め であ る 。 と
は い え， 生物 と し て の形態や生態 を無視 し た分類体 系 に
は意味がな い こ と は言う ま で も な い。

果樹 に 寄生 す る Phomoþsis 属菌 に つ い て は， 従 来 の
手法に よ る そ の分類が混乱 し て い る 現状があった た め，
接種試験 ・ 形態観察 と いった手法に よ る 結果 と DNA を
用 い る 系統解析の結果 を比較し た う えで， 新た な分類体
系 を検討す る 必要があった 。 そ し て ， 形態な ど の 「物差
し 」 だ け で は 類別 が 困難な Phomo向is 属 菌 の 分 類 を ，
DNA と い う 「物差 し 」 を さら に 追加 し て 体系づけ る こ
と を試 み た の で， そ の結果 を以下 に 紹介 し た い。

I 果樹に寄生する Phomopsis 属菌 と は

Phomoþsis 属 と は， 糸 状菌 ・ 子 の う 菌 類 ・ Diaþol'the
属菌の不完全世代 で あ る 。 だ 円 型 の α 胞子 と 鞭状 の β
胞子 を 有す る の が特徴で あ る ( 図 1 ) 0 Phomゆsis 属菌
は分離された宿主 ご と に命名され て きた た め に 非常に 多
く の種 を 含 ん で お り ， そ の う ち ， 植物 に 病原性の あ る
Phomoþsis 属菌だ け で も 少な く と も 60 種の記載があ る 。
本属菌の属徽 は特異的であって も ， 種間では形態的特徴
に 乏 し く ， α 胞子 の 大 きさで分 類 す る と ， 長 さ 4�12
μm と い う 狭 い 範囲 の 中 に そ の う ち の 97%の種が含 ま
れ て し ま う (UECKER， 1988) 。 ま た ， 同種 と 考えら れ る も
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の ま で も 分離された宿主 ご と に 命名 が行 わ れ て い る 。 そ
の た め， 現在別種 と され て い る も の の 中 に は， 完全世代
と の菌学的関係 (BR^YFOIW， 1990) ， 宿主範囲 な ど の病原
性， さら に DNA 解析結果 (REI INER and UECKER， 1994) 
を 考慮す る こ と でい く つ かの種が統合された集合種 に な
る も の も あ る と 考えら れ る 。

Phomoρszs 属 菌 に よ る 果樹病害 は 国 内 で 20 種類 の 報
告が あ る (表 1 ) 。 そ の 多 く は枝幹の胴枯症状 や果実 の
腐敗な ど を 引 き起 こ す。 本属菌 は ま た ， 樹体内 に 生息 す
る た め恨絶が 難 し く ， 多 く の果樹園 に お い て 慢性的な被
害 を も た ら し て い る 。 こ れ ら 病害 の病原菌の 中 に は， カ
ン キ ツ黒点病菌 と ナ シ胴枯病菌の よ う に 形態的 に は 区別
が つ きに く い も の や， モ モ ホ モ プ シ ス 腐敗病菌の よ う に
種名が未定の ま ま の も の も 含 ま れ て い る 。 ま た ， ナ シ胴
枯病菌 (p βt!U/shii) と リン ゴ胴枯病菌 (p 円wli) の
よ う に 形態的特徴か ら は 同種 と 推定 され な が ら も 異な る
種名 で扱わ れて い る も の も 存 在す る 。 こ の よ う に 分類上
の混乱があ る た め ， Phomoþsis 属菌が関連す る 新た な果
樹病害が発見され て も ， 病原菌 の 同定 が 困難な状況が続
い て い る 。

H 果樹に寄生する Phomopsis 属菌の

分生子形態， 培養性状お よ び病原性

モ モ ホ モ プ シ ス 腐敗病菌， ナ シ胴枯病菌， リン ゴ胴枯

病菌 は 形 態 的 に 区別 が つ か な い 小型 の α胞 子 を 形成 す
る 。 と こ ろ が， こ れ ら 3 樹種か ら 分離され た 菌株は分離
宿主 に かかわ ら ず， コ ロニー の色が白色の も の と灰色 の

c 

や J �.- 1! 、や
図- 1 a α 胞子 と β l胞子 (不完全世代) ， b 子 の う

お よ び子の う 胞子 (完全世代) ， c 子の う 胞子.
パーは 1 0 μm を表す.

一一一 10 一一一



果樹 に 寄生す る Phomopsis 属菌の新た な分類

袋 一 1 Phomopsis 属菌 に よ る 果樹病害一覧 (園 内 )

病名 不完全世代 (昂咽明opsis)

モ モ ホ モ プ シ ス 腐敗病 月晴明司声明s sp. 
ナ シ腕時古病 P. j拙ushii ENDO et TANAKA 
リ ン ゴ胴枯病 P. mali ROBERTS 

完全世代 (Di・ゆorthe)

D. medl払�aea N lTSCHKE， D. el1ω NITSCH阻

P. tanakae KOBA Y ASHl et SAKUMA D. tana初e KOBAYASHl et SAKUMA 
セ イ ヨ ウ ナ シ胴枯病 P. ta加kae KOBA Y ASHl et SAKUMA D. tana初e KOBA Y ASHl et SAKUMA 
カ ンキ ツ 黒点病 P. citri FAWCETT D. citri (FAWCETT) WOLF 

カ ンキツ 小黒点病

プ ド ウ 芽枯病
プ ド ウ つ る 割病

セ イ ヨ ウ ナ シ 尻腐病
ナ シ 汚果病
ブ ド ウ 枝膨病
プ ド ウ ホ モ プ シ ス 腐敗病
カ キ胴枯病
カ キホ モ プ シ ス 立枯病
ク ル ミ ホ モ プ シ ス 枝枯病
キ ウ イ ブ ルー ツ 果実軟腐病
キ ウ イ フ ル ー ツ 角斑病
イ チ ジ ク 胴枯病
パパ イ ア軸腐病
カ ンキツ樹脂病

P. viticola (SACCARDO) SACCAROO 
P. fukushii ENDO et T ANAKA 
Phomopsis sp. 
Phomopsis sp. 

Phomopsis sp. 

Phomopsis sp. 

P. rojana LINNAEUS 
P. albobestita FAIRMAN 
Phomopsis sp. 
Phomopsis sp. 
P. cinerescens (SACCAROO) TRAVERSO 
Phomopsis sp. 
Phomopsis sp. 

D. med，出aea NITSCHKE 
D. medusaea NITSCHKE 

表-2 W 型株， G 型株， モ モ枝折病菌の比較
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も の (W 型株 と G 型株 と 命名 ) の 2 種類 に 大 き く 類別

さ れ た 。 PDA 培地上 25.Cで培 養 す る と ， W 型 株 は α

胞子， β 胞子 と も 形成す る の に 対 し ， G 型株 は α胞 子 の

み し か形成 し な い 。 圃場の立木の枝に対す る 接種試験で

は， 分離宿 主 に 関 係 な し G 型 株 は w 型 株 よ り も モ

モ， ニ ホ ン ナ シ， リ ン ゴ に 強い病原性 を 示 し た (表-2)

分離株の コ ロ ニ ー

種類 形態

モ モ ， ニ ホ ン

ナ シ ， リ ン ゴ
35.C

生育
での

モ モ枝折症状

枝への病原性

(KANEMATSU et al . ， 1999 a) 。 こ れ ら 2 系統の Phomopsis

属菌 を 他 の Phomopsis 属菌 と 比較 す る と ， 西洋 ナ シ 胴

枯病菌， プ ド ウ つ る 割病菌， プ ド ウ 枝膨病菌 な ど は α胞

子の大 き さ が W 型株や G 型株の そ れ ら よ り 有意 に 大 き

か っ た 。 ま た ， カ ン キ ツ 黒点病菌の分生子 は ナ シ胴枯病

菌な ど小型の胞子形成株 と の 見分 け が難 し い と さ れて い

た が， 詳細 に 計測す る と カ ン キ ツ 黒点病菌が有意 に大 き

く (大和， 1976 : KANEMATSU et al . ， 1999 a) ， カ ン キ ツ に

黒点症状 を 引 き 起 こ す の は， カ ン キ ツ 黒点病菌 の み で あ

っ た (KANEMATSU e t  al . ，  1999 a) 。

新潟県 に お い て 1991 年 ご ろ か ら 大発生 し た モ モ 枝折

病菌 は， モ モ 栽培 に甚大な被害 を も た ら し た (横山 ら ，

1996) 。 本病 は 過去 に 神 奈川 県 (原 田， 1952) と 静 岡 県

(芹津， 1984) に お い て 多発 し た 記録が残 さ れて い る が，

そ の 病原菌 は ホ モ プ シ ス 属 菌 の α 胞子 に 形態 が類似 し

た分生子 を も っ Fusicoccum 属菌 に よ る 病害 と さ れ て い

た (富樫 ら ， 1952) 。 ヨ ー ロ ツ パ に お い て は ， 本病 と 類

似 し た 症状 を モ モ や ア ー モ ン ド に 引 き 起 こ す病害 と し て

F. amygdali が知 ら れて い た が， 近年本菌か ら β 胞子が

W 型株 主 に 白色 弱 X × 

G 型株 主 に 灰色 強 O × 

モ モ 枝折 白色， パ ラ の 強 O O 
病菌 花 び ら 状

見 い だ さ れた こ と か ら ， Phomopsis am，沼dali と 改名 さ

れた (Tus町 and PORTlLLA， 1989) 。 本邦産 モ モ 枝折病菌

は， 病徴が P. amygdali に 類似 し て い る こ と ， ま た ， 滅

菌 枝 上， 30.Cで培 養 す る と β 胞 子 が 形 成 さ れ る た め

(KANEMATSU et al . ， 1999 b) ， P. amygdali と 同種で は な

い か と 考 え て い る 。 P. amygdali の α 胞子 の 形態 は ， W

型株お よ び G 型株 に 類似 し て い る が， そ の コ ロ ニ ー 形

態 は 白 色 で特徴的 な パ ラ の 花 び ら 状 の 隆起 が あ っ た 。

PDA 培地上で培養 し で も ， β 胞子の形成 は 認 め ら れず，

培地上 で の β 胞子形成 は 難 し い よ う で あ っ た 。 接種試

験 で は ， 本病菌分離株 の み が モ モ 枝折症状 を 再現 し ，

W 型株 お よ び G 型 株 は 病徴 を 示 さ な か っ た (表 ー2)

(KANEMATSU et al . ， 1999 b) 。

皿 果樹に寄生 する Phomopsis 属菌の

DNA を 用 い た 系統分類

他の生物 と 同様 に 糸状菌 を含 む真菌類 に お い て も ， リ
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ボ ソ ー ム RNA 遺伝子の塩基配列 に 基づい た 系統解析 は

広 く 行わ れ て い る 。 そ の う ち ， 18 S rRNA 遺伝子 は進

化速度が比較的遅 い の で門， 綱 レ ベ ル の 関係 に ， ま た ，

ミ ト コ ン ド リ ア の rRNA 遺伝子 は 目 レ ベ ル あ る い は 科

レベルの 関連 に 用 い ら れて い る 。 一方， 非 コ ー ド 領域で

あ る ITS Onternal transcribed spacer) 領域 は進化速

度が比較的早 い の で， 同属内の種 を 関連づ け る の に 有効

と 考 え ら れて い る (WHITE et al . ，  1990) 。 そ こ で， 多型

が現れや す い と 考 え ら れた 5 . 8 S rRNA 遺伝子 を 含 む

ITS 領域の解析 を 行 っ た 。

WHITE ら の設計 し た プ ラ イ マ ー (WHITE et al. ，  1990) 

を用 い て PCR に よ り 当 該領域 を 増幅 し制限酵素で切断

後， 電気泳動像 を 比較 し た (RFLP 解析) 。 そ の 結果，

3 種類の制限酵素で切断す る こ と に よ り ， 今回供試 し た

病原菌 を類別す る こ と が可能であ っ た (兼松 ら ， 1995) 。

ま た 各 RFLP 像 に 属 す る 菌株 か ら 代表菌株 を い く つ か

選ん で塩基配列 を 解析 し ， 最節約法， 最尤法お よ び近隣

結 合 法 に よ り 系 統 樹 を 推 定 し た 。 そ の 結 果， 同 一 の

RFLP グ ル ー プ に 属 す る 菌 は 単 系 統群 を 形成 し た 。 モ

モ ， ニ ホ ン ナ シ， リ ン ゴ か ら 分離 さ れた W 型株 と G 型

株 聞 で は ， 分離 し た 宿主 に か か わ ら ず そ れ ぞ れ異 な る

78 

RFLP 像 を 示 し ， そ れ ら は 二 つ の 異 な る 単 系 統群 に 属

し た 。 ま た ， G 型株 と モ モ 枝折病菌 は単系統群 に 属 し ，

遺 伝 的 に 近 い こ と が 推 察 さ れ た ( 図 -2) (兼 松 ら ，

1996) 。 そ の 後， モ モ や ニ ホ ン ナ シ の 滅菌 し た 切 り 枝上

で菌株 を対時培養す る こ と に よ り 交配試験 を 行 っ た と こ

ろ ， W 型 株 内， お よ び G 型 株 内 ( モ モ 枝 折 病 菌 を 含

む) で は 交配が認 め ら れた が， W 型株 と G 型株 と で は

交配 は観察 さ れ ず， 二 つ の 交 配 ク. ル ー プが 認 め ら れ た

(図-2) (兼松 ら ， 1998) 。 こ れ ら の こ と か ら ， W 型株 と

G 型株 は 別種， も し く は 亜種 に 分類 さ れ る と 考 え ら れ

る 。 モ モ枝折病菌 の みがモ モ に 枝折症状 を 引 き 起 こ し ，

G 型株で は見 ら れ な い こ と か ら (表 2) (KANEMATSU et 

al . ，  1999 b) ， G 型株 と モ モ 枝折病菌 は系統的 に は 近 い も

の の， 病原性が分化 し た 種で は な い か と 考 え ら れ る 。

カ ン キ ツ 黒点病菌の伝染源であ る カ ン キ ツ の 枯れ枝か

ら ホ モ プ シ ス 属菌 を 分離す る と ， カ ン キ ツ 果 実 に 黒点、症

状 を 引 き 起 こ す菌 と 無病徴の菌が分離 さ れて く る 。 こ れ

ら 2 者の胞子 は類似 し て お り 見分 け る の は難 し し 発生

予察や 防除試験 を 行 う う え で の 障害 と な っ て い る 。 し か

し， RFLP パ タ ー ン か ら は こ れ ら を 区別 す る こ と が で

き た 。 カ ン キ ツ 黒点病 を 引 き 起 こ さ な い 菌 の パ タ ー ン

valsa 
モ モ G 型株一1
モ モ G 型株ー2
リ ン ゴ G 型株
モ モ枝折病菌一l
モ モ 枝折病菌-2

P. amygdali 

ナ シ G 型株

ATCC 38578 

CBS 730 . 79 
ATCC 42550 
リ ン ゴ W 型株
CBS 102 . 81 
ATCC 42551 

モ モ W 型株一1

モ モ W 型株一2

ナ シ W 型株
IM! 366395 

G 型株
. ， 交配グ ル ー プ B& P. amygdali 

W 型株 1 交配 グル ー プ A

97 一一一ー- D. citri-l  
D. citri-2 

67 一一一一一 D. tanakae 

P. m理由'aragi
P. viticola 
Phomopsis sp. (Grapevine swel ling arm) 
D. nomurai 

図 - 2 rDNA !TS 領域の塩基配列 に よ る 果樹類 に 寄生す る Phomopsis 属菌の
系統樹 (近隣結合法 に よ る . 数字 は ブー ト ス ト ラ ッ プ法の確率) と 交配 グ
ルー プ
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は， ナ シ， モ モ ， リ ン ゴ の w 型菌 の そ れ と 同 じ で あ っ

た (兼松 ら ， 未 発表) 。 ま た ， W 型 菌 は キ ウ ィ フ ル ー

ツ ， ブ ド ウ ， イ チ ジ ク ， 西洋ナ シ お よ びニ レ か ら も 検出

さ れ て い る (兼松 ら ， 未発表) 。 こ う し た こ と か ら ， W

タ イ プの菌 は腐生的 あ る い は 半寄生的 に果樹 を 含 む樹木

に寄生 し て お り ， 果樹 に お い て は果実の抵抗性の弱い時

期に感染 し て収穫後 に 腐敗 を 引 き 起 こ し ， ナ シ や リ ン ゴ

樹に お い て は幼木時あ る い は樹勢の低下時に胴枯症状 を

引 き 起 こ す と 考 え ら れ る 。

胞子の大 き さ が中間型の も の (西洋ナ シ胴枯病菌， ブ

ド ウ つ る 割病菌) や大型の胞子 を有す る も の ( プ ド ウ 枝

膨病菌) ， さ ら に ， ク ワ 胴枯病菌お よ びア ス パ ラ ガ ス 茎

枯病菌 は， そ れ ぞ れ特有 の RFLP パ タ ー ン を 示 し ， 系

統樹上で も そ れぞれ異 な る 系統群 と な っ た ( 図-2) 。

お わ り に

WEHMEYER ( 1933) は ， 宿 主 ご と に 分 類 さ れ て い た

Dゆorthe 属菌 650 種 を ， 形態的特徴 を比較す る こ と に

よ り 70 種 に 統合 ・ 整理 し た 。 し か し な が ら ， そ の 不完

全世代 で あ る Phomoþ均 属 菌 の 整理統合 は 進 ん で お ら

ず， 現在で も 宿 主依存型 の 分類体系 が用 い ら れ て い る

(UECKER， 1988) 0 REHNER と UECKER ( 1994) は多 く の宿主

か ら 分離 し た ホ モ プ シ ス 属菌 の ITS 領域 を 解析 し た と

こ ろ ， 必ず し も 分離 し た 宿主 と 分離菌株の 系統関係が一

致 し な い こ と か ら ， 宿主依存型の分類体系 に疑問 を投 げ

か け た 。 BRAYFORD ( 1990) は 異 な る 宿主 か ら 分離 し た 菌

が， 互い に 交配可能であ っ た こ と か ら ， 宿主依存型分類

の矛盾 に つ い て述べて い る 。 こ の よ う に ， Phomo脚色 属

菌 に お い て は ， 宿主依存型分類 に 対 し て 疑問が生 じ て い

る に も かかわ ら ず， 系統 を 反映 し た 分類か糟築 さ れ る に

は 至 っ て い な い。

今 回 の 試験結果 か ら ， 果樹 に 寄生 す る Phomopsis 属

菌では， rRNA 遺伝子 の ITS 領域 の 解析や 交配試験 の

結果 を加味す る こ と に よ り ， 従来の手法， す な わ ち 胞子

の形態や， 宿主 に依存 し た 分類体系 で は 判然 と し な か っ

た 系統関係が明 ら か と な っ た 。 同様の手法で果樹以外の

宿 主 由 来 の 菌株 に つ い て も さ ら に研究が進展 す れ ば，

Phomoρ>sis 属菌の さ ら に 明瞭 な系統分類が確立す る こ と

に な る で あ ろ う 。 そ の結果， 記載 さ れて い る 多 く の種が

整理 ・ 統合 さ れ る こ と で， よ り 洗練 さ れた合理的分類体

系が構築 さ れ る と 思わ れ る 。

今回行 っ た ， 果樹類 由 来 の 菌株 に つ い て の ITS 領域

の RFLP の結果 を DNA 診断法 と し て 用 い る こ と に よ

り ， 形態が類似 し て い て も 病原 性 の 異 な る Phomopsis

属菌の分類 ・ 診断 を 行 う こ と も 可能 と な っ た 。 本法 は 既

知の病原菌 の 診 断 に お い て も 有効 で あ る ばか り で は な

く ， 今後， 種名 がつ い て い な い本属菌が発見 さ れ， そ の

胞子の形状が多 く の既知種 と 同 じ だ っ た 場合 に ， どの種

に近い の か， あ る い は 同 じ な の か の 見 当 を つ け る こ と を

可能 と し ， 同定作業が効率化 さ れ る こ と に な る 。

生態研究 に お い て も 本 DNA 診断法 は有効であ る と 考

え ら れ る 。 例 え ば， ナ シ の胴枯病斑 に は W 型株が感染

し て い る も の と G 型株が感染 し て い る も の が存在す る

が， そ の被害樹では， ど ち ら の菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ

た の か， な ど を調査す る こ と が可能で あ る 。

本研究 を 行 う に 当 た り ， 継代培養で変化 し や す い本属

菌 を安定的 に保存す る こ と に 一番注意 を払 っ た と い っ て

も 過言 で は な い。 不安定 な 胞子形成能 を 維持 さ せ る た

め， 岸 ( 1995) の 寒天 葉 片 法， お よ び 10% グ リ セ ロ ー

ル を 用 い て - 800Cで分生子 を 凍結保存 し て お く こ と が大

変有効であ っ た こ と を こ こ に 報告 し て お き た い。

最後 に ， ご協力 い た だ い た 私の共同研究者， す な わ ち

系統樹作成 に ご尽力下 さ っ た 農業環境技術研究所主研の

三中信宏氏， Phomo;ρ>sis 属菌の分類 に つ い て ご助言下 さ

っ た 東京農業大学の小林享夫教授， そ し て 研究 が 円 滑 に

進む よ う 種々 の ご助言 を賜 っ た ， 果樹試験場保設部長の

工藤 康氏 な ら び に 病害研室長の大津善弘氏 に 深 く 感謝

す る と と も に ， 貴重 な 菌株 を 提供 し て 下 さ っ た 関係諸氏

に， 心 よ り お礼 申 し上 げ る 。
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