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線 虫 の 見 分 け 方
( 1 ) 総論 : 土壌検診法 九川恩草書J' っ とむ

務
に し

元 農業環境技術研究所 ・ 線虫小動物研究室長 酉

は じ め に

植物生産の現場の線虫問題への行政 ・ 指導機関等の対

応が希薄化 し つ つ あ る か に み え る 昨今， 本誌の基礎講座

のーっ と し て ， “線虫 の 見分 け 方" に つ い て ， お よ そ 一

年間の連載が企画 さ れた 。 ま こ と に 同慶の至 り と い う べ

き で あ ろ う 。

こ こ で は ， そ の露払 い と し て ， 筆者がかかわ っ て き た

我が国 の線虫対策草分 け 時代 に お け る 国 内外の事情 を背

景 に シ リ ー ズ に 共通す る 課題 と し て の土壌検診法の 中味

に つ い て 点検 ・ 考察す る こ と に し た 。 読者諸氏 が了 と さ

れん こ と を願 う ばか り で あ る 。

I 野外にお ける線虫の分布様式 と

標本抽出 法

対象線虫個体群 に 拘 る 実態 を正 し く 把握す る う え で，

普及 ・ 防除， 検疫， 学術的調査な ど， 調査 目 的 に応 じ て

ま ず最初 に サ ン プ リ ン グ (標本抽出) が適正 に 行わ れ る

こ と が基本で あ る 。

適正 な サ ン プ リ ン グ計画 を立て る た め に は ， 対象線虫

の分布 ・ 生息状況 な どが， 詳 し く 掌握 さ れて い る こ と が

望 ま し い。 普通 そ れ は ミ ク ロ な視点 ( お お む ね寄主植物

の個体 レ ベル で， 主 と し て そ の根圏 に お け る 立体的分布

の い か ん) と ， マ ク ロ な視点 (一定 の広が り を持つ場に

お け る 水平的分布状態の い か ん を 中心 と し て ) と か ら 検

討 さ れ る 。

一般的 に ， 土壌 中 での線虫 の能動的な移動能力 は ， 他

の大型動物 に比べて 無視で き る 程度 と 考 え ら れや す い 。

し か し ， 例 え ば， ジ ャ ワ ネ コ プセ ン チ ュ ウ 幼虫 の場合，

わ ずか 3 日 聞 に 垂直方向 で 75 cm， 水平方向で 50 cm の

移動が認め ら れ て い る (PROT， 1976) し ， 受動的 に は さ

ら に 大 き な移動 ・ 分散が あ る の で， 分布様式 は空間的 ・

時間的 に常 に 変化 し て い る 。 し か し な が ら ， 植物寄生性

土壌線虫 の垂直分布 に つ い て は， 根系 と く に細根の分布

状態 と 密接 に 関係 し て い る と 見 ら れ る 。 一年生作物な ど

Sampling and Extraction Methods for Nematodes Inhabiting 

Soil .  By Tsutomu NISH IZAWA 
( キ ー ワ ー ド : 水平分布， 垂直分布， ポ ア ソ ン 分布， 二項分布，

土犠サ ン プ リ ン グ法， 線虫分離法)

浅根性の寄主 で あ れ ば， 事実上深 さ 約 30 cm 位 ま で の ，

“作土" の範 囲 の 土壌 を 問題 に す れ ば よ い 。 深根性 の 作

物や多 く の永年性作物 で は ， そ れぞ れ に 応 じ た 深層部の

土壌調査が， 不可欠 と な る 。 例 え ば， ナ ガ イ モ 圃場での

ユ ミ ハ リ セ ン チ ュ ウ 対象の サ ン プ リ ン グで は ， 秋 に は地

表下 1 m 程度 ま での 調査が欠 か せ な い。

線虫 の水平分布 に つ い て は ， 分散一平均値比が 1 . 0 以

下の， 規則的 な分布 (正の二項分布) を示す事例 は滅多

に 見 ら れな い， と 言わ れ て き た が， あ る 線虫が発生 し て

か ら 年月 を 経過 し て い る 連作圃場の場合等特殊な 環境条

件下で は ， 平均値 と 分散が ほ ぼ等 し い ラ ン ダム 分布 ( ポ

ア ソ ン分布) が認 め ら れ る 場合が少な く な い 。

例 え ば， 野外線虫集団 の 分布様式 に 関 す る 数理 ・ 統計

学的検討が ま だ ほ と ん ど な か っ た 時代 に ， JONES ( 1955) 

は ， ジ ャ ガ イ モ シ ス ト セ ン チ ュ ウ 等 の 線 虫 調査 に 当 た

り ， そ の ポ ア ソ ン分布 を重視 し て対応す る こ と の必要性

を指摘 し た 。 ま た ， 圃場内 で不均一 な 集 中 的分布 ( 負 の

二項分布) を 示す の が普通， と 見 ら れて き た ダイ ズ シ ス

ト セ ン チ ュ ウ も ， 連作や大型耕作機械の影響 な ど で， か

な り 均一分布 に 近 い ラ ン ダム 分布 を 示 す場合が見 ら れ る

(図ー 1 参照) 。

し か し ， 一般 的 に は 不均一 でパ ッ チ 状 の 集 中 的分布

(負 の 二項分布 : 分散一平均比が 1 . 0 以上) を 示 す 場合

が圧倒的 に 多 い， と 考 え ら れて い る 。 そ の代表例 を 図-2

に示 し た 。

様々 な作物 : 線虫の 圃場での調査結果か ら 算出 さ れた

線 虫 の 分散指数 と し て の 負 の 二項分布 の k 値 ( こ の 値

が大 き い ほ ど分散が進ん で ラ ン ダム 分布 に近づ き ， 値が

小 さ い ほ ど集 中分布の程度 が高 い ) は， 数多 く の 調査事

例 で 集 中 分 布 す る 傾 向 が 高 い こ と を 示 し て い る

(MCSORLEY， 1987) 。

具体的 な サ ン プ リ ン グ計画 は そ の よ う な 水平分布の一

般的ノ f タ ー ン を踏 ま え て 立 て る こ と に な る が， 試料数や

試料の サ イ ズ (試料当 た り の サ プサ ン プル数 = コ ア 数)

等 は， こ れ ま で に 提 示 さ れ た 主 な 事 例 ( MCSORLEY，

1987) に よ る と ， 線虫 の種や 目 的お よ び対象面積な ど に

よ っ て 大 き く 違 っ て お り ， 標準法的 な も の は見 つ け に く
し 当 。
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し か し な が ら ， SOUHIWOOD ( 1978) は 一定 の 精 度 を 維
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図 - 1 被害状況 か ら ， ダ イ ズ シ ス ト セ ン チ ュ ウ の規則的

分布 も し く は ラ ン ダム 分布が予恕 さ れ る ダ イ ズ の

連作悶場

上 1988 年 8 月 ， つ く ばï!ï， 段業研究 セ ン タ 一試験

闘場 に て . 下 : 1997 年 3 J J ， プ ラ ジ ノレ 作| マ ッ ト グ ロ

ッ ソ 州の出家間場 に て .

持す る た め に必要 な サ ン プ/レサ イ ズ を理論的 に 求 め る た

め の 次 の一般式 を提案 し た。
N = (s/E主)2

こ こ で， N = サ ン プル 当 た り の コ ア 数， E = 平均 値 に

対す る 標準誤差の比率， S = i傑準偏差， 文 = 平均値。
対象線虫集団 に つ い て ， さ き に の べ た k 値 が 既 知 の

場合に は， こ の式 は 次の よ う に 変換で き る 。

N=(l /文+ 1 /k)/E2 
そ し て ， こ の 式 か ら ， 図-3 に 示 す よ う な， 精度 と サ

ン プル サ イ ズ の関係国が得 ら れ る 。
こ れ に よ る と ， 0 . 45 ha 以上の 広 い 岡場で， ネ コ プ セ

ン チ ュ ウ の土壌中幼虫密度 を 土 10%以内で推定 す る た め
に 必要 な サ ン プjレ サ イ ズ (試料 当 た り の サ プサ ン プjレ
数) は非現実的 な大 き さ に な る 。 し た が っ て ， 笑|燦 に は
希望す る 精度 を 下 げ る か， 対象面積 を綱11分化 し て ， 試料
数 を増 や す こ と に な る 。

求 め る 精度 は 調査 目 的 に よ っ て 異 な り ， 定性的調査で
は精度 は不問 で あ る が， 防除に かかわ る 普及 ・ 指導や試

図 - 2 ア レ ナ リ ア ネ コ プ セ ン チ ュ ウ の パ ッ チ4犬分布 を 示

す ア ノレ フ ア ノレ プ 7 1薗場 (一辺 264 m， 約 7 ha の カ

リ ブ オ ノレニ アナi'lO)I.::1�反問場. 6 m X 6  m の 1 ， 936 区

刊 に つ き ， ゴ ー模 200 g か ら の 検 出 幼 虫 数 (O�750

liJ'ü を l O 段附 に 色分 け し た も の) (ßA II I(ER and 

CMII'IlELL， 1 98 J よ り )

50 

g 40 
差4 30 
均
他- 20 
% 

10ト 一 一 一 一 一 一 一 一 一一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一一
1 0  20 30 40 50 

サ ン プ ル 当 た り の コ ア数
図 - 3 ザ ツ マ イ モ ネ コ プ セ ン チ ュ ウ 幼 虫 の 平 均 密 度

( 主 = 個 体数/土 1 0 mt) と サ ン プ ノレ 当 た り の コ ア

( サ プ ザ ン プノレ) 数 お よ び標準誤差/平均値 の 関係

( プ ロ ッ ト Tffi .fi'1 0 . 45 ha， I、 = 1 . 35) ， (MιSOIILEY， 
1 987) 

験で は 土 25%程度， 生態学的研究 に は 士 1 0%程度， 検疫
目 的 で は よ り 高 い お'11立 が 望 ま し い と さ れ て い る

(SOUTIIIVOOD， 1 978) 。
し か し ， 線虫分布が お お む ね均質 と い え る 土壌か ら で

さ え ， 低密度の場合 は本質的に 検出確率が低 く (表ー 1 ) ，

一一一 28 一一一
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抽 出 誤差 が大 き い (表ー2) こ と を 念頭 に お く 必 要 が あ

る 。

ノ T ッ チ状 に 分布す る こ と が多 い線虫 の調査の サ ン プ リ

ン グパ タ ー ン (調査 区域内 か ら の コ ア サ ン プル の平面的

な 採 り か た ) に は ， 系 統 抽 出 法 が 推 奨 さ れ た

(ANSCOMBE， 1950 ; CHURCH et al . ， 1959) 。 し か し ， 任意抽

出， 層別任意抽出， お よ び二つ の 系統抽出 の 4 方法 を比

較 し た 結果， 精度の上か ら 優劣 は つ け難か っ た と す る 報

告 (GOODELL and FERRIS， 1981) も あ る 。

現状での標準的な サ ン プ リ ン グ法 の 具体例 と し て ， ジ

ャ ガ イ モ シ ス ト セ ン チ ュ ウ に つ い て 行わ れ た 圃場検診の

代 表例 を 表-3 に ， サ ン プ リ ン グ パ タ ー ン に つ い て の
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表 ー 1 100 g の土壌標本 か ら 線虫 を検出 し 得 る 確率 OONES， 1955) 

確 率 (%)
平均線虫密度 土 1 kg 中 の 期待検出数

(園場/エ ー カ ー) * 線虫数 (100 g) 1 頭以
無検出

上検出

1 X  lO' 0 . 1  1/100 l 99 

1 X lO' l 1/10  10  90  

10 X 10' lO l 63 37 

20 X 10' 20 2 85 15 

30 X 10' 30 3 95 5 

40 X 10' 40 4 98 2 

50 X 10' 50 5 99 l 

60 x lO' 60 6 99 . 9  0 . 1  

事 : エ ー カ ー 当 た り の耕土 を 1 ， 000 ト ン = lO9 g と み な す.

ラ ン ダム に 分布 し た線虫集団 に お け る 抽出誤差の範囲

(BARKER， 1985) 

表 - 2

図 - 4 土壌試料採取要領の提案 ( BARKER et al . ，  1978) 

A :  1�2 ha の闇場か ら 最低 20�30 コ ア を採 る 場合.

B :  4 嵯か ら な る 小規模試験区での中央 2 畦か ら の サ

ン プ リ ン グ. C : 永年性作物 1 個体の場合. D : 果樹

園等での サ ン プ リ ン グ.

試料中の 標準誤差 変異係数 95%信頼限界

線虫数 (n) (/11) (5. E. %)  (n 士 2Jn)

4 2 50 0 - 8 

25 5 20 15- 35 

100 10  10  80-120 

400 20 5 360-440 

(5PEARS， 1968) 

関係地域 英 国 法 オ ラ ン ダ法 U5A 法

サ ン プ リ ン グ ・ パ タ ー ン ラ ン ダム 系統的

0 . 3�0 . 4  ha を 単位 と し ， 広 い 闘

検 疫
0 . 2  ha ま で 25 点 l サ ン プル は 1 ha ま で と し ， 場 は こ の単位 に 分商す る .

0 . 2�0 . 8  ha 50 点 1ha 当 た り 50点 採 土 点 問 の 距 離 間 隔 を 8 歩 と す

務査の る . (r8 歩法J)

目 的 0 . 3  ha 当 た り 50 点

精密検診 ( う た がわ し い場 合 は 一般検疫 の 4 歩法 あ る い は 2 歩法 と す る .

3�10 倍の点数 を と る . ) 

深 さ 15 cm ま で， な い し 20 cm ま
採土 に は， 特殊設計の サ ン プ ラ ー 採土 は ス プー ン の よ う な先の と が

で採土.
を使用 す る . っ た コ テ を使用 す る .

採土の深 さ ， 用具， そ の他 直径 3 . 8 cm の auger 使用.
50 点 で湿 っ た 土 嬢 250 ml. 乾 い 8 歩 法 で 土壌 は 1 . 8�2 . 7 kg と な

土壌 250 g X 2 サ プ ・ サ ン プル に つ
た 土壌 200 ml が え ら れ る . る .

い て 調査す る .
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ジ ャ ガ イ モ シ ス ト セ ン チ ュ ウ の 圃場検診 に お け る サ ン プ リ ン グ事例表 - 3
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表 - 4 闇場 ま た はベ ッ ド か ら 採 る べ き 必要標本数

圃場 ま た は ベ ッ ド 幅 4�6 Ft の と き の

等の面積 (Ft2) ベ ッ ド の長 さ (Ft)

10 60 3 . 5ー 13 

66ー 270 13 ー 54 

270ー 700 54 - 140 

700- 1 ， 400 140 - 280 

1 ， 400- 2 ， 500 280 - 500 

2 ， 500- 3 ， 900 500 - 780 

3 ， 900- 5 ， 700 780 ー 1 ， 140

5 ， 700- 8 ， 000 1 ， 140 -1 ， 600 

8 ， 000- 1 1 ， 000 

1 8 ， 500- 23 ， 000 

41 ， 000- 49 ， 000 

58 ， 000- 66 ， 000 

76 ， 000- 89 ， 000 

126 ， 000- 142 ， 000 

160 ， 000- 176 ， 000 

2 1 5 ， 000-235 ， 000 

420 ， 000-450 ， 00。

850 ， 000-900 ， 000 

over 2 ， 000 ， 000 

概略面積
サ ン プル数・

(エ ー カ ー )

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1/10 7 

8 

1/4 9 

1/2 12 

l 16 

1 . 5  18 

2 20 

3 24 

4 26 

5 29 

10 37 

20 48 

> 50 = エ ー カ ー数

(LANGDON， 1963) 

エ ー カ ー 当 た り

概略サ ン プル数

16 

13  

10 

8 

7 

6 

3 . 7  

2 . 4  

1 

• : 1 サ ン プル は 5 プラ グ を混合 し た も の.

BARKER et al. ( 1978) の 提 案 (APS 方 式) を 図 4 に 示

し た 。 ま た サ ン プ リ ン グ計画立案上の ユ ニ ー ク な参考資

料 と し て ， LANGDON ( 1963) の提案 を 表-4 に 示 し た 。

我が国で， 昭和 30 年代 に 実施 さ れた 土壌線虫検診事

業で採用 さ れた “9 点法" は 「検診圃場 ( 10 a 目 途) を

目 測 で 9 等分 し ， 各々 の 中央部か ら 土壌採集用 コ テ で採

っ た 合計 200----300 g の 土壌 を 混 合 し ， 線虫検出 調査 に

供 す る J と い う も の で あ り ， 偶 然 に も 大 筋 で LANGDON

の提案 に符合 し て い た 。

採土用 の器具 に つ い て は， 各国 に様々 な も の が あ り ，

単純 な コ テ を 始 め と し て 土壌調査用 の検土杖や採土管

( コ ア サ ン プ ラ ー) 等が よ く 使わ れて い る 。 欧米で は 動

力採土機が利用 さ れ る 場合 も あ る 。

サ ン プ リ ン グ の実施 に 当 た っ て ， 以上の他に配慮すべ

き 注意点 と し て 以下の よ う な も の が挙 げ ら れ る 。

① 作物が睡で栽培 さ れて い る と き は， そ の 畦 を 基本

と し た 一種 の層別抽出 を す る 必要 が あ る (図-4) 。 そ の

他の 圃場諸条件の変化 に も 対応 し て ， 適宜層別抽出 を企

て る 。

② 採土の部位 と 深度 は ， そ れぞれの根圏の範囲 を重

視 し て 決 め ら れ る べ き で あ る 。 一 般 的 に は 15----20 cm 

(NORTON ， 1978) ま た は 20 cm (BARKER et al. 1978) と い

う 表現 に な る が， 当 然寄主 の 種 間 差 に よ る 調整や， 低

温， 高温， 乾燥時 に は 採土深 を 深 め る 配慮 が必 要 で あ

る 。 深根性作物の場合 は 深層部 を 含 め て複数層 か ら の採

土が望 ま し い。 幹か ら の位置 と し て は， 概 し て樹冠外周

下 (drip line) が よ い ， と 言 え る 。

③ サ ン プ リ ン グ の 時期 は， ほ と ん ど の線虫 で寄主作

物 の 収穫期前後が よ い 。 通常秋~冬期 間 に 密度 は 漸減

し， かつ検出効率 も 低下 し が ち で あ る が， 被害予測等の

た め に は 春季栽植開始時の 密度調査が重要 で あ る 。 防除

試験で は， 少 な く と も 処理前， 処理後の適当 な 時期 お よ

び収穫期 の 3 回 の 調 査 が望 ま し い。 そ の 場合， 一 区 10

m2 以下の試験 区 で は 系統的 に 5----6 か所か ら 採 っ た サ プ

サ ン プル を混合 し て ， 区 を代表す る 試料 と す る 程度 で よ

い。 オ オ ハ リ ・ ナ ガハ リ セ ン チ ュ ウ な ど， 一世代 に 一年

以上 を要す る 線虫 で は 密度 は 周 年 ほ ぽ安定 し て い る 。

④ 作業中や運搬 中 に ， 試料 を 直射 日 光や高温に さ ら

し た り 乾燥 さ せ る こ と の な い よ う 注意す る 。 た だ ち に 線

虫分離作業 に 移れ な い と き は， 試料 を ポ リ エ チ レ ン袋な

ど に 納 め て 保存す る 。 wc前後で数週間の保存が可能で

あ る 。 冬期 の採集試料 に つ い て は， 加温処理で分離線虫

数を増加 さ せ得 る 。 試料 を 減量す る と き や， 分離 ・ 抽出

作業 に 入 る 前 に ， 試料 を十分均質化す る 必要があ る が，

度が過 ぎ る と 線虫 に 障害 を 与 え る こ と が あ る 。

な お ， こ こ で は 内 容 を 引 用 し 得 な か っ た が， サ ン プ リ

ン グ に 関係 し た そ の ほ か の 貴 重 な 総説 ・ 論説 と し て ，

BARKER and NUSßAUM ( 1971 ) ，  RICKA毘D and BARKER 
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( 1 9 8 2 ) ， S OUTHEY ( 1 9 8 6 ) ， 皆 川 ( 1 9 9 2 ) ， お よ び

MCSORLEY ( 1998) な ど の も の が あ る 。

E 線虫の分離 ・ 抽出法の点検

こ れ ま で に 発表 さ れた ， 土壌や植物体か ら の分離 ・ 抽

出法の数は枚挙 に い と ま が な い。 し か し ， 誤差の な い絶

対的手法 も ， ま た すべて に適用可能 な単一な手法 も 存在

し な い。

そ れぞれの手法の特徴， 精度， 効率， 経済性 な ど を勘

案 し ， 目 的や試料 に 応 じ て使 い 分 け る 必要があ る 。 原理

的に は線虫 自体の動 き を 利 用 す る 方法 と ， 物理的 に 洗 い

出す方法 と に大別 さ れ る 。

主 な手法 を網羅 し て 紹介 ・ 解説 し て い る 便利 な 実験書

と し て は ， SOUTHEY ( 1986) の も の と ， AYOUB ( 1980) 

の も の が あ る 。 そ の 他 の 主 要 な 解説 や 論説 と し て ，

OOSTENBRINK ( 1960) ， SEINHORST ( 1962) ， BARKER et al. 

( 1978) ， RICKARD and BARKER ( 1982) ， MCSORLEY ( 1987) ， 

FORTUNER ( 1991 ) ， HOOPER and EVANS ( 1993) ， MCSORLEY 

( 1998) の も の な ど が， 圏 内 向 け の も の で は 一 戸

(1959) ， 線 虫 研 究 指 針 (農 林 省， 1960) ， 一 戸 ・ 三 井

(1975) ， 西海 ( 1986) な どが あ る 。

1 土壌 か ら の分離

( 1 )  ぜん虫形の種 ・ ス テ ー ジ

1)  直接観察法 (direct observation) 

I g 以下の極少量 の 土壌 に ， 水 を 加 え て直接検鏡調査

す る 単 純 な 方 法 で あ る (STOCKLl. 1943) 0 MINDERMAN 

( 1956) に よ っ て 若干改良 さ れた 。 唯一の 絶対密度調査

法 と さ れ る が， 土粒 に よ る 光の乱反射な ど に よ り 検鏡が

著 し く 妨害 さ れ る た め ， 所要時間 と 労力 な ら びに計数誤

差が問題で， 実用性 は極め て 乏 し い。

2) ベルマ ン漏斗法 (Baermann's funnel method) 

線虫 の運動性 を 利 用 し た 唯一の分離法であ る 。 土壌か

ら の 動 物 寄 生 性 線 虫 の 分 離 法 と し て 考 案 さ れ た

(BAERMANN .  1917) が， 一般土壌線虫 に も 応用 さ れ る よ

う に な っ た 。 簡便 さ や経済性お よ び得 ら れ る 線虫懸濁液

の清澄度等に優れ る た め ， 本法は単独で， ま た は他の手

法の最終段階 に組み合わ さ れ て ， 広 く 使わ れて い る 。 こ

の様々 な変法に つ い て は ， 実験書類 を 参照 さ れた い。

分離効率 に 関与す る 諸要 因 の う ち ， 主 な 問題点 と し

て ，

① 分離で き る 線虫の種類 に 制限があ る 。 ワ セ ン チ ュ

ウ 類 を 筆頭 と す る 運動性の鈍い も の や ， オ オ ハ リ ・ ナ ガ

ハ リ セ ン チ ュ ウ な ど の大型の線虫 に は不向 き で あ る 。

② フ ィ ル タ ー の 性状の相異 は 分離効率 に著差 を生 じ

る こ と があ る 。 以前 は 国際的 に モ ス リ ン布が よ く 使わ れ

て き た 。 近年 は ぬれて も 組織が容易 に は崩 れ な い性質の

テ ィ ッ シ ュ ・ ペ ー パ ー が よ く 使わ れ る よ う に な っ た 。 ア

メ リ カ 製の も の で は “DM テ ィ ッ シ ュ ー" が抜群に優れ

て い る (VIGLlERCHIO and SCHMITT. 1983) し ， 日 本製 で は

“ キ ム ワ イ プ" が推奨で き る 。

③ フ ィ ル タ ー お よ び試料 を 支持す る た め の簡 に 金属

製の も の を 用 い た 場合， 溶 出 す る 重金属 イ オ ン が特 に ド

リ ラ イ ム ス 目 の線虫 の 分離 (運動性) に 顕著 に 悪影響 を

及ぼす こ と が あ る (PITClIER and FLEG. 1968) 。 プ ラ ス チ

ッ ク 製の も の を使用 す る こ と が望 ま し い。

④ 試料量が一定 な ら フ ィ ル タ ー の 有効面積が大 き い

ほ ど分離効率 は増大す る 。 逆 に 同一規格の装置で は 土壌

量の増加 に 伴 っ て 分離効率 は低下す る ( 山本， 1970) 。

⑤ 供試土壌の含水率 い か ん が分離効率 に 大 き く 影響

し (三枝， 1955) ， pF 値が 2 . 7 付近の と き の含水率 ( ほ

ぽ園場容水量) が至適合水率 と 符合 す る (西 津， 未 発

表) 。

⑥ ま た ， 土性 に よ り 効率 に 差が見 ら れ， 粘土粒子成

分が多 い と 分離効率 は低下す る (西津， 未発表) 。

⑦ 低温期 に 採集 し た 試料か ら の 分離効率 は概 し て低

い が， あ ら か じ め 試料 を加温処理す る こ と でか な り 補正

で き る (佐野， 1975) 。

な お ， 分離中 の温度条件 は 25T前後， 分離期 間 は 2�

3 日 が一応の標準 と 考 え ら れ る 。

3) ふ る い分 け法 (wet sieving method) 

こ の 手 法 の 詳 し い 記 述 は ， COBB (1918) の “decant.

ing and sieving" が最初 で あ り ， THORNE ( 1961) も 要領

や注意点 を詳 し く 解説 し て い る 。 代表的 な作業手順 は ，

TOWNSHEND ( 1962) に 詳 し い。 1O�500 メ ッ シ ュ の 範 囲

の色々 な 目 の大 き さ の 簡が必要 に 応 じ て 選択 さ れて 用 い

ら れ る 。 最終的な 爽雑物除去 の段階でベ ル マ ン法 と 組み

合わせ る 方法 (OmISTIE and PERRY. 1951 ) は ， “ ク リ ス テ

ィ ー ・ ペ リ ー 法" ま た は “ふ る い 分 け ・ ベ ル マ ン 法

(sieving-Baermann technique) " な ど と 呼 ば れ 多 く の

研究者 に 汎用 さ れて い る 。 特 に ド リ ラ イ ム ス 目 の植物寄

生線虫 の 分離 に は 欠 か せ な い 手 法 で あ る (TOWNSHEND.

1963 ; FLEGG. 1967) 。 ネ コ プ， ミ カ ン ネ ， ピ ン セ ン チ ュ

ウ な ど， 小型 の種 ・ ス テ ー ジ が対象の と き は， 最終の ふ

る い に “絹飾" か 500 メ ッ シ ュ の簡 を使 う と よ い。

4) 洗 い 分 け 法 (elutriation method) 

COBB ( 1924) は一定 の 流速 を与 え た 洗浄管の 中 で比重

差 を利用 し て 線虫 を 土粒か ら 機械的 に 洗 い 分 け る 手の こ

ん だ 複雑 な 洗浄器 (elutriator) を 考 案 し た 。 オ ラ ン ダ

で こ の洗浄器 の 改 良 が OOSTENBR INK ( 1960) や SEINHORST

( 1962) に よ り 試 み ら れた が， そ れ ら は 広 く 普及 し な か
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っ た 。 現在欧州 で汎用 さ れつ つ あ る の は， イ ギ リ ス型の

装置 (TRUDGILL e t  al . ，  1972) で あ る 。 ア メ リ カ に は半 自

動化 さ れた 装置 (BYRD et al . ，  1976) も あ る 。 設置 に ス

ペ ー ス と 費用 が， ま た 操作 に 熟練が必要であ り ， 広 く 普

及 し に く い面があ る 。

5) 遠心浮遊法 (centrifugal ftotation method) 

比重液 を使 う 遠心分離法で， 当初 は少量の土壌が直接

こ の 方法で処理 さ れ， 検出効率が抜群 に 高 く ， 死亡個体

や線虫卵 も 分離で き る ユ ニ ー ク な 方法 と し て デ ビ ュ ー し

た (CAVENESS and JENSEN， 1955) 。 し か し そ の後 は あ ら か

じ め 多量の土壌 を ふ る い分 げ法や洗 い分 け法で処理 し た

後 に 本 法 を 適 用 す る 変 法 (JENKINS， 1964 ; BYRD et al. ， 

1976) が 広 く 使 わ れ て い る 。 比 重 液 の 比 重 は， 通 常

1 . 18 ( 1 . 10�1 . 23) と し， 溶質 に は煎糖， ハ イ ポ， 硫酸

マ グネ シ ウ ム 等が使わ れ る 。 高浸透圧 に よ っ て線虫体が

損傷す る 場合 も あ る た め ， 分離操作終了後速 や か に 淡水

中 に戻す よ う に す る 。 本法 は採土 し て か ら 最 も 短時間内

に検鏡で き る 迅速性 も 一つ の特徴で あ り ， 大型の線虫 に

は不向 き な面が あ る も の の， 概 し て 分離効率が高 く ， 特

に ワ セ ン チ ュ ウ 類の調査 に は不可欠 の方法であ る 。 高木

( 1970) が考案 し た 一変法 “二層遠心浮遊法" も 圏 内 で

広 く 使われて い る 。 比重液 に 土壌 コ ロ イ ド 凝集剤 (パ ラ

セ ン 等) を 加用 す る こ と で， 遠心分離操作 を 省 略 で き

る 。 “ftotation-sieving technique" ( BYRD et al. ，  1966) 

も あ る 。

( 2 ) シ ス ト

シ ス ト は風乾す る と 土粒 よ り 軽 く な る の で， 洗浄法の

原理 を応用 し た フ ェ ン ウ イ ッ ク 缶 (FENWICK， 1940) 等 を

用 い て 洗 い 分 ザ る 。 重 い シ ス ト を効率 よ く 分離す る た め

に ， 比重液 を使 う 方法 も あ る (CURTlS， 1962) 。 風乾 に よ

る シ ス ト 内 の卵 ・ 幼虫 の活性低下 を 防 ぐ に は， ふ る い分

け一遠心浮遊法 (DUN N， 1969 ; 清水， 1978) が よ い。 検

疫 目 的 な ど で大量の土壌 を処理す る 必要の あ る と き は，

GREEN and PARROTT ( 1967) の装置が便利であ る 。

( 3 ) 卵 ・ 卵塊

主 と し て ネ コ プ セ ン チ ュ ウ を 対 象 に ， 遠 心 浮 遊 法

(GOORlS and D'HEROE， 1972) や， ふ る い 分 け 法 (DICKSON

and STRUBLE， 1965) お よ び 洗 い 分 け 法 (BYRD et al . ，  

1972) 等の応用操作が試 み ら れて は い る が， 卵の定量的

分離 ・ 同定 に は色々 多 く の 問題が残 さ れて い る 。 こ の た

め ， 卵 に 限 ら ず検出限界以下の低密度 の と き の検診や，

卵 を 中心 と し た 特定の種 ま た は レ ー ス の加害 ポ テ ン シ ャ

ル の測定 に は， そ れぞれの好適寄主植物 を 用 い る 生物検

定が最 も 実際的であ る 。

2 植物体か ら の分離

( 1 )  ぜん虫形ス テ ー ジ

試料 を適宜の大 き さ に切断す る も の の， 植物組織片 を

そ の ま ま 供試す る 方法 と し て ， 通常 の ベ ル マ ン漏斗法，

そ の 原理 を 応用 し な が ら “mistifier" を 使 う こ と で よ り

合理的 ・ 効率 的 な も の に 改善 さ れ た ミ ス ト 法 (Sein­

horst， 1950) ， YOUNG ( 1954) に よ っ て 始 め ら れ， そ の

後様々 な 変 法 が 提 案 さ れ 応 用 さ れ て い る 保 温 遊 出 法

(jncubation method) な どが あ る 。

よ り 定量的な方法 と し て ， 一定量の組織 を ブ レ ン ダー

で破砕 し た 後 に ， ベ ル マ ン 装置 に か け る “maceration­

filtration technique" (STEMERDlNG， 1964) や， 遠 心浮遊

法 と 組 み 合 わ せ た “maceration-centrifugation tech. 

nique" (COOLEN and D'HElWE， 1972) な どが あ る 。

( 2 ) 定着ス テ ー ジ

植物組織 を透化 し ， 線虫 を 染 め 分 け て 検鏡す る 各種の

染色法が あ る 。 最 も 広 く 使わ れて い る も の に ， 酸性 フ ク

シ ン ・ ラ ク ト フ ェ ノ ー lレ法 (McBETll et al.， 1941) と そ

の改良法 (BYRD et al . ，  1983) が あ る 。 植物組織 を プ レ

ン ダー で磨砕 し た 後遠心分離す る “maceration -centri -

fugation" や， 磨 砕 後 ふ る い に か け る “maceration­

sieving"， あ る い は酵素的 に 植物組織 を 溶解 し て 線虫 を

取 り 出 す “enzymatic maceration technique" ( HUSSEY ， 

1971 ; GODOY and RODRIGUEZ-KABABA， 1983) な ど も あ る 。

お わ り に

土壌線虫 は ， 事実上肉眼で は認知で き な い が， そ れへ

の対応 に は個体 レ ベ ル の取 り 扱 い が求 め ら れ る た め ， 生

態学的試験研究 は 常 に 間接的 に ， つ ま り ， そ れぞれ に 誤

差 を 伴 う サ ン プ リ ン グ と サ ン プル か ら の分離 ・ 抽出 と い

う ， 二重 の障壁 を経て行わ れて い る 。

そ う し た ハ ン デ ィ キ ャ ッ プの た め か， 第二次大戦後 に

急速 に 発展 を 遂 げて は き た も の の， 姉妹関係 の応用昆虫

学や植物病理学領域 に比べ て ， 今 な お遅 れ を 認 め ざ る を

得な い側面が あ る 。 し か し ， 植物生産 と の 関連 に お け る

線虫研究の重要性 は ， そ れ ら に 優 る と も 劣 る も の で は な

く ， 斯学分野が抱 え て い る 諸問題 に つ い て ， そ の解決 に

向 け た 真塾な対応が期待 さ れ る と こ ろ で あ る 。

サ ン プ リ ン グ に 関 し て は， 数理 ・ 統計学的検討の深化

が望 ま れ る 。 ま た ， 分離 ・ 抽 出 法 に 関 し て は ， ま さ に

“バ ベ ル の 塔" に 似 た 姿 と さ え 言 わ れ (MCSORLEY ，

1987) ， 国 や個人別 に 採用 す る 手法 に 過度 な 主観 や 主 張

が見 ら れ， 手法 自 体 と と も に デー タ の信頼性や普遍性 を

乏 し く し て き た側面が あ る 。 主要な手法 ご と に 客観的 に

精細 な比較検討が進め ら れ， そ れぞれ一層進化 し た 統一
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的な新手法が構築 さ れ る こ と を期待 し た い 。
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(21 ペ ー ジ か ら 続 き )
ウ ・ コ プ ノ メ イ ガ ・ カ メ ム シ類 : 21 日 前 : 3 回

ペル メ ト リ ン ・ テ ト ラ コ ナ ゾ ー ル液剤

ffー デンff- F AL (20858 : 北輿化学) 20020716 
ペ ル メ ト リ ン 0 . 010%
テ ト ラ コ ナ ゾー ル 0 . 0050%
ト マ ト : 葉かぴ病， き ゅ う り : う ど ん こ 病， き く : ア ブ ラ ム
シ類

「除草剤」
ク ミ ル ロ ン水和剤

マ ァ ク ク シ 7 0 アプ'/J- (20861 : 丸紅) 020730 
ク ミ ル ロ ン 45%
西 洋 芝 (ベ ン ト グ ラ ス ， ブ ル ー グ ラ ス ) : ス ズ メ ノ カ タ ビ
ラ : 芝生育期 (雑草発生前) : 2 回
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