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は じ め に

近年， 各地で施設 を利用 し た 野菜類の 集約的な栽培が

盛 ん に 行わ れ る よ う に な っ た 。 大規模 な 産地形成 が進

み， 特定の作物が長期間連作 さ れて い る 。 こ う し た 栽培

環境 は， 基本的 に連作 に よ っ て 密度 が上昇 し て い く 植物

寄生性線虫類 に と っ て は非常 に好適であ り ， 当 然の こ と

な が ら 線虫 の被害が大 き な 問題 と な っ て い る 。 こ れ ら を

防除す る た め に ， 殺線虫剤の恒常的 な施用 が常態化 し て

し 〉 る 。

こ う し た 背景の下で， 殺線虫剤 に対す る 抵抗性発達 を

示唆す る 事例が報告 さ れて お り ， 抵抗性の現状や検定法

を整理 し て お く 必要性 は 高 い と 思 わ れ る 。 し か し ， 殺線

虫剤 に つ い て は 抵抗性 に 関 す る 体系的な研究 は少 な し

薬剤感受性検定法が標準化 さ れて い る わ げ で は な い。 こ

こ で は， 視線虫剤抵抗性の現状， 薬剤感受性の検定 に お

け る 基本的 な留意事項， お よ び薬剤感受性 を検討す る た

め に 用 い ら れた 二， 三の検定法 を 紹介す る 。

I 植物寄生線虫の殺線 虫剤抵抗性の現状

殺線虫 剤 は， 1943 年 に D - D， 1945 年 に EDB の 殺線

虫効果が明 ら か に さ れ て か ら 実用 的 に 利用 さ れ る よ う に

な っ た 。 1954 年 に は DBCP の 有効性が明 ら か と な り ，

以後 1980 年代 の初 め ま で， こ れ ら の ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ

ル系 く ん蒸剤 3 種が主要線虫防除剤 と し て使用 さ れて き

た 。 こ れ ら は い ずれ も ， 土壌中 に 注入 ま た は混入 さ れた

殺線虫成分がガ ス 状 と な っ て 土壌 中 を 拡散 し ， 線虫 を直

接死亡 さ せ る ， 文字 ど お り の殺線虫剤で あ る 。 し か し ，

発がん性や地下水汚染等 の マ イ ナ ス 面が あ る こ と が明 ら

か と な り ， 1981 年 に DBCP が， 1983 年 に EDB が使用

禁止 と な っ た 。 現在引 き 続 き 使用 さ れ て い る D-D も ，

一 方 の 混 合 物 で あ る し 2- dichloropropane が 除 か れ，

有効成分の 1 ， 3-dichloropropene か ら な る 製剤であ る 。

こ う し た 背景 の 中 で， 新た な殺線虫剤jの 実用化が進め ら

れ， 最近で は有機 リ ン 系 や カ ーパ メ ー ト 系 の非 く ん蒸型

Methods for the Measurement of Susceptibility of Agricul. 
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殺線虫剤の使用 が増加 し て き て い る 。

ハ ロ ゲ ン化ア ル キ ル系 〈 ん薬剤 :

前述 の よ う に ， 殺線虫剤 は 少数 の く ん蒸 剤 が 30 年以

上 も の 長 期 間 使 用 さ れ て き た 。 CASTRO and THOMASON 

(1971) は ， EDB を 反復処理す る こ と に よ っ て ， 実験的

に は ニ セ ネ グ サ レ セ ン チ ュ ウ (Aphelenchus avenae) 

の抵抗性系統 を 選抜で き た と い う が， ハ ロ ゲ ン化ア ル キ

ル系 く ん蒸剤 に対す る 抵抗性線虫 の 出現 は ， こ れ ま で報

告 さ れて い な い と し て い る 。 し か し ， 一般圃場で抵抗性

の発達が疑われた事例が我が国の神奈川 県 か ら 報告 さ れ

た。 近 岡 ・ 竹湾 ( 1982) は ， 年 1 回 ず つ 10 年間， 主 に

EDB を施用 し て き た 施設栽培圃場の サ ツ マ イ モ ネ コ プ

セ ン チ ュ ウ (Meloidogyne incognita) は ， D-D と EDB

に対す る 感受性が低 い傾向 を 示 す こ と を 明 ら か に し て い

る 。 こ れ は く ん蒸剤 に対す る 感受性の低下が問題 と な っ

た 唯一の事例で， 線虫 で は薬剤抵抗性の発達事例が， 見

虫 や ダ ニ と 比 べ て 非 常 に 少 な い よ う に 恩 わ れ る 。

WRIGHT ( 1981) は ， 土 壌 く ん 蒸 剤 の 場 合 は ， 通 常 年 l

回， 多 く て 2 回の施用 で あ り ， 殺線虫成分 は ガ ス 化 し て

速や か に 消失す る こ と ， さ ら に 土壌中 で は 処理後 も 線虫

が生 き 残 り や す い こ と か ら 淘汰圧が低 く な り ， 抵抗性が

発達 し に く い と 考察 し て い る 。 こ う し た く ん蒸剤の施用

条件や 防除効果の特異性の ほ か に ， そ の作用機作か ら も

抵抗性 は 発達 し に く い と 考 え ら れ る (F，∞T， 1980) 。 ハ

ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 系 く ん蒸剤 の 作 用 機作 と し て ， MOJE 

(1959) は SH 基 や N H 2 基 と の 霞換 反 応 に よ る 線 虫 の

酵素等 の 阻害 を提案 し て い る 。 ま た ， CASTRO and BELSER 

(1978) は， チ ト ク ロ ー ム 系 の 鉄セ ン タ ー の 酸化 に よ る

呼吸阻害や 主要な エ ス テ ラ ー ゼ， プ ロ テ ア ー ゼ等 の 水酸

基 と の置換反応 に よ る こ と を 示す結果 を 得て い る 。 こ の

よ う に ， く ん蒸剤が線虫 の 特定 の 酵素 で は な く ， 様々 な

構成成分 に 非特異的 に 作用 す る と す れ ば， 抵抗性 は発達

し に く く な る こ と が予想 さ れ る 。

非 〈 ん蒸型の殺線虫剤 :

有機 リ ン 系 や カ ーパ メ ー ト 系 の薬剤が主要 な も の であ

る 。 薬剤 は土壌 中 に 均一 に な る よ う に 混和 さ れ る が， 多

く の薬剤 は線虫 に 接触 し た 有効成分 に よ る 直接的な作用

と と も に ， 浸透移行的な作用 を持 っ て い る 。 線虫 に対す
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る 作用機作 は 主 に ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼの阻害に

よ る が， 殺線虫作用 の ほ か に ， 侵入行動や摂食行動等，

線虫 の正常 な寄生活動 を か く 乱す る ， い わ ゆ る 制線虫作

用 に よ っ て 線虫 を 防 除 す る 場合 が あ る (BUNT， 1975 ; 

WRIGHT， 1981 ) 。

こ れ ら の薬剤 で は ， 抵抗性の発達 を 示唆す る 事例が闘

場 の 線虫個体群や 室 内 の 実験個体群で示 さ れ て い る 。

SMOLIK ( 1978) は ， 害 虫 防 除 の た め に カ ル ボ フ ラ ン を

4�5 年間使用 し た 圃場 の ス ク リ プ ナ ー ネ グ サ レ セ ン チ

ユ ウ (Praかlenchus scribneri) が薬剤耐性 を獲得 し た こ

と を報告 し た 。 ま た ， ア ル ジ カ ル プ を 4 週間か ら 6 週間

お き に 施 用 し た 温 室 栽 培 の パ ラ の Paratylenchus

hamatus ( ピ ン セ ン チ ュ ウ の 一種) で は ， 初期 に は線虫

密度が低 く 抑制 さ れ た が や が て 増加 し ， 施用 開始 16 . 5

か 月 後 に は 当 初 に 比 べ て 著 し い 高 密 度 と な っ た

(�ACDONALD， 1976) 。 こ の 現象 は 薬剤抵抗性 の 発達 を 示

唆す る 。 YAMASHITA and VIGRIERCHIO ( 1986， 1987 a ，  b ，  c， d， 

1988) は ブ ド ウ の線虫 を対象 に ， 非 く ん蒸型殺線虫剤の

防除効果 に つ い て ポ ッ ト や 画場 レ ベ ル の膨大 な試験を行

っ て い る 。 LD50 や LD95 は 算出 さ れて い な い た め定量的

な 比較 がで き な い こ と が惜 し ま れ る が， 低薬量 (sub ­

nematicidaD の ア ル ジ カ ル プ， カ ル ボ フ ラ ン， オ キ サ

ミ ルお よ び フ ェ ナ ミ ホ ス で連続的 に 処理 さ れた サ ツ マ イ

モ ネ コ プ セ ン チ ュ ウ や ク ル ミ ネ グ サ レ セ ン チ ュ ウ (P.

vulnus) ， Xiphinema index ( オ オ ガ タ ハ リ セ ン チ ュ ウ

の 一 種) ， Criconemella xenoρJ即 ( ワ セ ン チ ュ ウ の 一

種) で は ， い ずれの薬剤 に対 し て も 感受性が低下す る こ

と が明 ら か に さ れて い る 。 感受性が低下 し た 状態 は殺線

虫剤の施用 を 中止 し た 後 も 2 年間以上 は維持 さ れ， さ ら

に 交 差 抵 抗 性 と 考 え ら れ る 傾 向 も 観 察 さ れ た

(V IGRIERCHIO， 1990) 。 同様の感受性 の 低下 を う か が わ せ

る 現象 は， フ ェ ナ ミ ホ ス で実験的 に連続処理 さ れた ナ ミ

ク キ セ ン チ ュ ウ (Ditylenchus dipsaci) で も 観察 さ れて

い る (BUNT， 1975) 。

自 活性土壌線虫 の Rhabditis で は ， よ り 明瞭 な薬剤感

受性の低下が実験的 に確かめ ら れて い る 。 カ ーパ メ ー ト

系殺線虫剤の ア ル ジ カ ル プ ま た は オ キ サ ミ ル を含む培地

で 6 年間， 約 300 世代継続培養 し た R. 0.砂cerca で は ，

5�10 倍の薬剤抵抗性の 増大が見 ら れた 。 ま た ， ア ル ジ

カ ル プ を投与 し た個体群 は オ キ サ ミ ル に対 し て も 抵抗性

を 示 し ， 交 差 抵 抗 性 が 観 察 さ れ た (KAMPFE and 

WISCHGOLL， 1984) 。 こ れ ら の線虫 で は ア セ チ ル コ リ ン エ

ス テ ラ ー ゼ活性の増大 も 確認 さ れて い る (BELOW， et al . ，  

1987) 。 大西 ら (1981) は ， 有機 リ ン剤の IBP < 0， 0-

diisopropy 1 -benzy 1 thiophospha te) で も 同様の現象が

認め ら れ る こ と を報告 し て い る 。

E 薬剤感受性検定法 と 検定上の留 意事項

薬剤感受性の検定 は， 対象 と す る 線虫 の入手， 薬液の

調製， 処理， 効力 の評価 と い う 手順で実施す る こ と に な

る が， そ の 際の 留意事項 は 基本的 に は浜 (1996) の ま と

め に準ず る 。

供試線虫の入手 :

薬剤感受性の検定 に 当 た っ て ， ま ず対象 と す る 線虫 の

種を厳密 に 同定 し な け れ ばな ら な い。 レ ー ス の存在がわ

か っ て い る 種 に つ い て は， レ ー ス ま で明確に し て お く 。

同一圃場 に 複数の種が発生 し て い る 場合 も あ る が， 種の

識別 は低倍率の顕微鏡 で は難 し い。 こ の場合 は， 特定の

種だ け が増殖す る 寄主植物等 を 用 い て 線虫 を種類別 に 分

離 し ， 単一種だ け の個体群 を 養成す る 必要 が あ る 。 い ず

れ に し ろ ， 線虫 の 同定 は 容易 で は な い の で， 専門家 に 依

頼す る こ と を勧め た い。

線虫 は運動能力 が小 さ い 。 そ の た め 大量 の 土壌 を 人為

的 に移動す る よ う な こ と が な い か ぎ り ， 圏場聞 の 移動 は

少 な い。 こ の こ と か ら ， 線 虫 の 薬 剤 抵 抗性 の 発達 は ，

個々 の 圃場で使用 さ れ る 薬剤の種類や頻度 に 応 じ て ， 圃

場 ご と に 異 な る こ と が予想 さ れ， 感受性検定 も 圃場単位

で行 う の が妥当 と 思わ れ る 。

検定 す る 線 虫 は， ネ コ プ セ ン チ ュ ウ (Meloidogyne

spp.) や ネ グ サ レ セ ン チ ュ ウ (Pratylench附 spp.) の よ

う に ， 地下部 の根や イ モ に 寄生す る 種類 で は ， 被害根や

根 圏 の 土 壌 を 採 集 し て 分 離 す る 。 ハ セ ン チ ュ ウ

(Aphelench刀ides spp.) や ク キ セ ン チ ュ ウ (Ditylenchus

spp.) 等， 地上部の芽や茎棄 に 寄生す る 種類 は ， 被害部

位か ら 分離す る 。 土壊や感染植物 は， い ずれの場合 も 圃

場の個体群 を代表す る よ う に採集 す る 必要が あ る 。 密度

推定 の た め の 土 壌 の サ ン プ リ ン グ で は (皆 川 ， 1992 : 

BARKER， 1985) ， 1 筆 30 地点以上 か ら 土壌 を 採取 す る と

さ れて い る が， 感受性検定 の場合 は も っ と 少 な く て よ い

か も し れ な い。 土壌 は ， 一般 に線虫密度が高 い畝の 深 さ

15 cm 前後か ら 採取す る 。 根や茎葉の 場合 も ， ま ん べ ん

な く 採取す る よ う に 心が け る 必要 があ ろ う 。 採取 し た土

壌中 の線虫 は， ベ ルマ ン 法 (BAERMANN， 1917) や ふ る い

分 け 法 (COBB， 1918) ， 遠心分離法， あ る い は そ れ ら を組

み合わ せ た 方法 に よ っ て 分離す る こ と がで き る 。 根や茎

葉の線虫 も ， ベ ルマ ン 法の応用や ミ ス ト チ ャ ンパー を 利

用 す る こ と に よ り 分離で き る 。

分離 し た線虫 は ， 直接感受性検定 に 供す る か， ま た は

い っ た ん増殖 し て か ら 検定 を 行 う 。 直接検定 を 行 う 場合

は， 採集時の個体群の生理状態や齢構成 に よ っ て 薬剤感
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受性が変化 し， あ る い は線虫分離法の影響 を 受 け る こ と

があ る の で注意 を 要 す る 。 線虫 の薬剤感受性 は， 発育 ス

テ ー ジ に よ っ て 異 な り (E\'ANS and THOMASON ， 1971 : 近

岡， 1983) ， 体 内 の貯蔵養分の保有量 に よ っ て も 変化す

る (佐野， 1976) 。 低水分等 に よ っ て 生理的活性が低下

し た 線虫 で は ， 臭化 メ チ ル に対す る 感受性が低下す る こ

と も 報告 さ れて い る (FRECKMAN ， 巴t al . ，  1974) 。 分離法の

問題 と し て は ， そ の特性 に よ っ て 特定の線虫が選別 さ れ

る 危険性があ る こ と で あ る 。 活動性 に依存す る ベル マ ン

法では， 活動力 の 高 い個体が優先的 に 分離 さ れ る こ と か

ら ， 圃場個体群の平均的な感受性の把握 に は， 線虫 を機

械的 に ， 短時間で， 大量 に 分離す る こ と がで き る ， ふ る

い分け法 と 2 層遠心浮務法 (高木， 1970) の組み合わせ

が適 し て い る よ う に 思 わ れ る 。 こ の場合 も ， 遠心分離 に

は線虫 に対す る 悪影響の 少 な い シ ョ 糖液等の比重液 を 用

い る ， 土壌粒子等の爽雑物 は で き る だ け 除去す る 等 の注

意が必要であ る 。

圃場か ら 採集 し た 線虫 を ， 一 定 の 条件で 1， 2 世代培

養 し て か ら 検定 を行 う と ， 線虫採集 に 伴 っ て 生 じ る 薬剤

感受性の振れ は 小 さ く な る と 思わ れ る 。 ネ コ プセ ン チ ュ

ウ の場合 は， 採集 し た 土壌や根， あ る い は分離 し た 2 期

幼虫 を ト マ ト な ど の 好適寄主植物 に 接種 し て 増殖 さ せ，

形成 さ れた卵嚢か ら ふ化 さ せ た 新鮮 な 2 期幼虫 を供試す

る 。 ネ グサ レ セ ン チ ュ ウ の場合 も 同様 に 寄主植物で増殖

さ せ， 感染 し た 根や 根辺土壌 か ら 分離 し た 線虫 を 用 い

る 。 ネ グサ レ セ ン チ ュ ウ は カ ル ス に よ り 容易 に培養で き

る が， 通常 の根で増殖 し た 線虫 と の感受性の差異 を検討

し て お く 必要があ ろ う 。 増殖の た め の接種源 と す る 線虫

も 当然圃場個体群 を代表す る よ う に採集す る 。

な お ， 採集 し た 線虫感染土壌 に 直接薬剤 を処理す る 方

法 で は (後藤 ・ 佐野， 1971 ) ， 土壌 の 物理化学 的要因や

生息す る 微生物等が， 薬剤の分解， 吸着， 拡散等 に影響

す る た め (McKENRY and TH叩OMASON ， 1974 ; VI削Gω札ω;汀礼川LI川l
1990ω) ， 線虫 自 身 の 薬剤感受性 の 厳 密 な 検定法 と し て は

難点があ る 。 む し ろ ， 薬剤感受性の傾向の把握や個々 の

土壌 に お け る 薬剤の有効性の検討 に利用 す る のが適当 と

考 え ら れ る 。

供試薬剤 お よ び検定法 :

く ん蒸剤で は， 脱脂綿塊等 の担体 に 線虫 を接種 し ， こ

れを殺線虫成分 を ガ ス 化 さ せ た 密閉容器内 に 入れて く ん

蒸 処 理 す る (近 岡， 1966 ; McKENRY and THOMASON ， 

1974) か， 殺線虫成分 を 乳化 さ せ た 薬液 中 で線虫 を浸潰

処理す る (MOJE， 1959 ; 佐野 ・ 後 藤， 1972) 。 非 く ん 蒸

剤では薬液浸潰処理 に よ り 検定 を行 う 。 浸透移行性に よ

る 作用 は， 薬剤 を処理 し た植物 に お け る 線虫 の 寄生や増
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殖 を 基 準 と し て 検定 す る ( BU1\T， 1975 ; 近藤 ・ 石 橋，

1984) 。 供 試線虫 数 は 200 頭程度， 5 反 復 以 上 と し ， 薬

量段階 は 死亡率 50% を 中 心 に 6 段階以上 と る こ と が望

ま し い。 処理温度や処理時聞 は殺線虫率 に 大 き く 影響 す

る こ と か ら (McKENRY and TI IOMASON ， 1974 : 佐野 ら ，

1988) 統一 す る 必 要 が あ る 。 薬 剤 の 特性 に も よ る が，

25"C 24 時聞が適当 と 考 え ら れ る 。

殺線虫活性 は ， 線虫 の活動の有無 に よ っ て判定 で き る

が， 顕微鏡観察で は 多 く の時間 を 要 す る た め ， そ の 聞 に

線虫が変化す る 恐れがあ り ， ま た ， 一次 的 に 静止 し た 線

虫 を死亡虫 と 判定す る 可能性が あ る 。 も と も と 活動が緩

慢 な ネ コ プセ ン チ ュ ウ や ネ グ サ レ セ ン チ ュ ウ 等 で は ， 和

紙や脱脂綿等 を フ ィ ル タ ー と し て 用 い ， 通過で き る か ど

う か で判定す る の が よ り 効率的で客観的で あ る (佐野 ・

後藤， 1972) 。 ネ コ プ セ ン チ ュ ウ で は ， 処理後寄主植物

に 接種 し ， 形成 さ れた 根 こ ぶ数 を 調査す る こ と に よ っ て

判定す る こ と も で き る 。 薬剤の作用 が制線虫作用， す な

わ ち 線虫 の行動か く 乱 に よ る 侵入や発育匝害 で あ る 場合

も ， 根 こ ぶ 数 や 寄 生 虫 数 を 基 準 に 判 定 す る ( BUNT，

1975 ; 近藤 ・ 石橋， 1984) 。

皿 感受性検定法

供試線虫の土壌 か ら の分離法 :

11 の留意事項 を 踏 ま え て 圏場 か ら 採集 し た 土壌 を 十分

に 混 合 し て か ら 500 g を 分取 し ， ふ る い 分 け 分 離 を 行

う 。 土壌 を線虫浮瀞用 の 8 1 の ポ リ バ ケ ツ に 入 れ， 少量

の 水 で土塊 を 崩 し な が ら 約 4 1 の 水 に 線虫 を 浮濃 さ せ

る 。 約 5 分間 (腐植や粘土分 の 多 い土壌) 静置 し て ， 土

壌粒子 を沈殿 さ せ た 後， 大 き い 浮遊物 を 100 メ ッ シ ュ の

ふ る い を 通 し て 除去 し な が ら ， 線虫浮遊液 を ， 容量 10 1 

以上 の ポ リ バ ケ ツ に 集 め る 。 こ の過程 を 2 回繰 り 返す。

次 に ， 線虫浮遊液 を 300 メ ッ シ ュ の 分析ふ る い， 400 メ

ッ シ ュ の分析ふ る い のI1頂 に 2 回ずつ 通 し て ， 線虫 を 回収

す る 。 こ れ に よ っ て 得 ら れた 線虫懸濁液 は， 比重 l . 2 の

シ ョ 糖液 を 用 い て 2 層遠心浮瀞法で処理 し ， 混在す る 微

少 な ゴ ミ や 土壌粒子 を で き る 限 り 除 去 す る (佐野 ら ，

1984) 。 線虫密度 に も よ る が， こ の 方法 で 10，000 頭以上

の線虫が容易 に 得 ら れ る 。 ネ コ プセ ン チ ュ ウ や シ ス ト セ

ン チ ュ ウ (Heferodera spp. お よ び Globodera spp.) の 2

期幼虫， ネ グ サ レ セ ン チ ュ ウ ， ニ セ フ ク ロ セ ン チ ュ ウ

(Rotylenchulus reniformis) ， ピ ン セ ン チ ュ ウ 等 の 分離

に利用で き る が， 回収率 は線虫の体長 に よ っ て 変化す る

と 考 え ら れ る 。

供試線虫 ( ネ コ ブセ ン チ ュ ウ ) の増箔法 :

圃場か ら 採集 し た 土壌約 2 . 5 kg を 径 20 cm の 素焼鉢
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に い れ， 線虫感受性の ト マ ト 苗 を 植 え る 。 ト マ ト は抵抗

性品種が育成 さ れて い る の で注意す る 。 土壊の線虫密度

は， ベ ル マ ン 法 に よ る 土壌 20 g 当 た り の 分離虫数が数

10 頭程度が適 当 で， 密 度 が 高 す ぎ る 場合 は 殺菌土壌で

希釈す る 。 分離 し た 線虫 を殺菌土壌 に 接種 し て も よ い。

250C前後で 40-50 日 間栽培後 に 根 を 掘 り 上 げ， 洗 い，

形成 さ れた 卵嚢 を ピ ン セ ッ ト で採取す る 。 卵嚢 を脱イ オ

ン 水 に 浸 し た ガ ー ゼ あ る い は 脱脂綿薄層 の 上 に 置 い て

250Cでふ化 さ せ る 。 第 1 日 目 に ふ化 ・ 遊出 し た 2 期幼虫

は 除去 し ， 第 2-6 日 の 聞 に ふ 化 ・ 遊 出 す る 2 期幼虫 を

24 時間 ご と に 採集 し 検定 に 供す る 。 24 時間 当 た り の ふ

化 2 期幼虫数は， 30 頭/卵嚢が 目 安 と な る 。

密閉容器内綿球 〈 ん蒸法 (近岡. 1966 ; 1983) : 

く ん 蒸 に は ガ ラ ス 製 の デ シ ケ ー タ ー ( 中 盤 直 径 25

cm) を 用 い る 。 く ん蒸剤 の処理濃度 が算 出 で き る よ う

に ， デ シ ケ ー タ ー の容量 を 正確 に 測定 し て お く 。 対象 と

す る 線虫 を 200 頭程度合 む線虫懸濁液 を 約 0 . 3 g の脱脂

綿球 に 1 m l ず つ 注入 し ， 5 cm 角 が 0 . 3 g の脱脂綿薄層

に の せ， 全体 を ガ ー ゼ で包んで上部 を 輪 ゴ ム で止 め る 。

こ れ を腰高 シ ャ ー レ に 5 個ずつ収容 し て ， デ シ ケ ー タ ー

の 中板上 に配置す る 。 乾燥 を 防 ぐ た め に ， デ シ ケ ー タ ー

の 底部 に 蒸 留 水 100 m l を 入 れ る 。 所 定 量 の く ん 蒸 剤

を， デ シ ケ ー タ ー 中盤中央 に 置い た シ ャ ー レ 内 の脱脂綿

小球 に 滴下 し て 容器 を 直 ち に 密閉 し ， 250Cで 24 時間 く

ん蒸す る 。

殺線虫活性 は線虫 の脱指綿通過能か ら 判定 す る 。 す な

わ ち ， く ん蒸後脱脂綿 を網皿上 に 広 げ， こ れ を脱脂綿下

面が水 に 浸 る よ う に ベル マ ン ロ ー ト に設置 し ， 250C前後

で 24 時間 の 聞 に 通過 す る 線 虫 を 顕微 鏡 で計数 す る 。

( 1 一 処浬区の線虫数/無処理 区 の線虫数) x IOO に よ り 殺

線虫率 を 求 め ， プ ロ ピ ッ ト 法 に よ っ て 半数致死濃度 を 算

出 す る 。

な お， McKENRY and THOMASON ( 1974) は ， く ん蒸 剤

を ミ ネ ラ ル オ イ ル と 共 に 入れ た 大型 ガ ラ ス 容器 内 で線虫

を く ん蒸 し ， 測定 し た 容器内 の く ん蒸剤 の ガ ス 濃度 に 基

づい て殺線虫作用 を検定す る 方法 を 開発 し て い る 。

薬液浸漬法 (佐野 ・ 後藤. 1972) : 

薬液浸潰容器 と し て 内 径 12 mm x 高 さ 60 mm， 容量

6 . 5 m l の ガ ラ ス 管瓶 を 用 い る 。 類似 サ イ ズ の ふ た 付 き

サ ン プル瓶で も よ い。 薬剤 は 原体 あ る い は純品 を 蒸留水

で希釈 し ， 3-4 段 階 の 希釈液 を 作 る 。 水溶性 の 低 い 薬

剤の場合 は適当 な 乳化剤 を 用 い て 乳化 さ せ る 。

供試線虫約 200 頭 を 含 む 0 . 5 m l の 線虫懸濁液 と 薬剤

の希釈液 お よ び蒸留水 を薬液浸潰容器 ( ガ ラ ス 管瓶) に

入 れ， 総量 5 m l の所定濃度 の 処理液 を 作成 す る 。 細 い

ガ ラ ス 棒でか く は ん し た あ と ガ ラ ス 管瓶 を パ ラ フ ィ ル ム

?
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で密封 し ， 25'Cで 24 時間処理 す る 。 処理後パ ラ フ ィ ル

ム を 除去 し ， 管瓶底 に 約 0 . 3 m l の線虫 お よ び薬液 を残

し て ， 上部の薬液 を ピ ペ ッ ト で静か に 吸引 除去す る 。 管

瓶 に は蒸留水 を満た し ， 薬液 を希釈す る 。 線虫 を沈殿 さ

せ る た め 2 時間静置 し た あ と ， 約 0 . 3 m l の線虫 を 含 む

希釈液 を残 し て再度上部の 液 を 吸引 除去す る 。 管瓶 に は

蒸留水 を 満 た し ， 25'Cで 22 時間静置 し て 線虫の反応 を

安定 さ せ る 。

生死判定 は線虫 の フ ィ ル タ 一通過能 に よ っ て行 う 。 フ

ィ ル タ ー は， 一片 5 cm の ガ ー ゼ 上 に 4 cm 角 の脱脂綿

薄層 (約 0 . 2 g) を 重ね， そ の 中 央 に 同 じ 脱脂綿薄層 の

1 cm 角 の小片 を 置 い て 作成 す る 。 22 時間静置 し た ガ ラ

ス 管瓶か ら 約 0 . 3 m l の線虫液 を 残 し て 上部の液 を 吸引

除去す る 。 底部 の 線虫 を 駒 込 ピ ペ ッ ト (先端 内 径 約 1

mm) で吸い 出 し ， フ ィ ル タ ー 中央の小片 に 滴下す る 。

ピ ペ ッ ト で約 0 . 3 m l の 水 を 管瓶 に 入 れ， 底部 に 残 る 線

虫 を 洗 い移す。 こ れ を 再度 繰 り 返 し ， 線虫 の 残 留 を 防

ぐ 。 脱脂綿小片が底部 に 来 る よ う に フ ィ ル タ ー の 4 角 を

合わせ， あ ら か じ め 約 5 m l の 水 を 入 れた 同 じ サ イ ズ の

管瓶 に ， フ ィ ル タ ー の底が水 に 浸 る よ う に 入れ， 上部 を

パ ラ フ ィ ル ム で封 じ た あ と ， 25'Cで 24 時間線虫 を 分離

す る 。 分離 さ れた線虫 は， 生死判定の 際 と 同 じ 要領で管

瓶か ら ス ラ イ ド グ ラ ス ま た は シ ラ キ ュ ー ス 時計皿 に 移

し ， 顕微鏡 に よ り 計数す る 。 殺線虫率 は 密閉容器内綿球

く ん蒸法 と 同 じ 方法で算出 す る ( 図 1) 。

お わ り に

集約的 な栽培が一般化 し て い る わ が 国 で は ， 作物の有

害線虫が増殖 し や す く ， 殺線虫剤 の施用 は今後 と も 不可

欠 と 考 え ら れ る o 近年， 有機 リ ン 系 や カ ーパ メ ー ト 系 の

非 く ん蒸型 の薬剤が増加 し て き て い る が， 作用機作が ア

セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 阻害 に よ る こ れ ら の殺線虫

剤では， 従来の く ん蒸剤 に比べて 薬剤抵抗性が発達す る

危険性 は 高 い か も し れ な い。 こ れ ら の殺線虫剤 を将来 に

わ た っ て効果的かつ安定的 に利用 し て い く た め に は， 薬

剤感受性の検定法を確立 し ， 感受性 を 踏 ま え た 的確な施

用 を行 う と と も に ， 抵抗性の発達 に 備 え る 必要があ る 。

本稿で は， 薬剤感受性検定上の 留意事項 と と も に 二つ

の検定法を 紹介 し た 。 し か し ， 土壌線虫 は微小であ る が

ゆ え に ， 薬液処理， 処理後の薬液の 除去， 洗浄， 生死判

定等の操作が非常 に煩雑で， い ずれの方法 も 標準的な方

法 と し て は ， さ ら に 改善す る 必要 が あ る と 思わ れ る 。 ま

た ， 制線虫作用 や浸透移行性 に よ る 殺線虫活性の解析の

た め の 検 定 法 は 紹 介 し な か っ た 。 こ れ に つ い て は ，

BUNT， 1975， McLEOD and KHAI R ， 1975， WRIGHT and 

WOMACK， 1981， 近藤 ・ 石橋， 1984 等 を参考 に し て標準的

な方法 を確立す る 必要 が あ る 。
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