
一つのてんぐ巣内で毎年同じ病徴が発現することか

ら，T. wiesneriはてんぐ巣内の枝の中で越冬しているの

であろうと想像されてきた。これまでに，RÁTHAY（1881）

は，冬期のてんぐ巣内の枝の中に菌糸を観察している。

菌種は未同定であるものの，この報告に基づいて，MIX

（1935）は，T. wiesneriは枝の中で菌糸の状態で越冬す

ると推測した。しかし，その後多くの樹病研究者が，罹

病葉が落下した後のてんぐ巣内や周辺の枝から T. wies-

neriを分離しようと試みてきたが，これまで成功してい

ない。このように，T. wiesneriの越冬部位については，

直接的な証拠がなく，つい最近まで不明であった。

昨年，筆者らは，種特異的プライマーを用いた PCR

法により罹病枝中の T. wiesneri を検出し，さらに T.

wiesneriが検出された部位の組織解剖観察により，ソメ

イヨシノの枝内における T. wiesneriの越冬部位を明ら

かにした（KOMATSU et al., 2010）。本稿ではその概要につ

いて紹介する。

I 種特異的プライマーを用いた PCR法による
T. wiesneriの検出

従来，対象とする病原菌が植物組織内に存在するのか

を確認するために，組織分離による菌の検出が行われて

きた。しかし，T. wiesneriが，子のう胞子形成時期以外

の罹病木から分離された例は報告されていない。

近年，植物病害の診断法の一つとして，宿主組織内の

病原菌の有無を PCR法により確認する方法が用いられ

ている。この方法は，植物組織から抽出した DNAを鋳

型として病原菌の種特異的プライマー対を用いた PCR

反応を行い，DNA断片の増幅の有無により組織内の病

原菌の存在を確認するというものである。この方法によ

り T. wiesneriの越冬部位を特定するためには，まず始

めに T. wiesneriの DNAのみを特異的に増幅するプライ

マー対が必要である。

病原菌を検出するための種特異的プライマーは，リボ

ソーム DNA（rDNA）領域に設計されることが多い。

rDNA領域は，リボソーム RNA（rRNA）をコードして

いる遺伝子領域と，internal transcribed spacer（ITS）

領域と intergenic spacer（IGS）領域と呼ばれる非コー

ド領域が 1単位となり，染色体上に数百回の繰り返しで

は　じ　め　に

サクラてんぐ巣病は，子のう菌類の Taphrina wiesneri

によって引き起こされるサクラ類の病気である。本病は

世界の温帯地域で広く発生しており，我が国では沖縄県

を除く九州から北海道まで被害が確認されている（松下

ら，2006）。サクラてんぐ巣病の被害樹種は，ソメイヨ

シノ，ヤマザクラ，オオヤマザクラ等であり，特に全国

的に広く植栽されているソメイヨシノが本病により大き

な被害を受けている。本病の発生は 100年以上前から知

られており，明治初年には，幕府の医官であった大淵祐

玄が，東京向島墨田堤上のサクラに大発生したてんぐ巣

を病害と考え，病枝を除去することにより治療したとさ

れている（白井，1914）。また，1895（明治 28）年には，

本病の病徴や病原菌の形態に関する最初の報告がなされ

た（白井，1895）。

サクラ類の枝に T. wiesneriが感染すると枝の一部が

ふくらみ，その部分から枝梢が不規則にほうき状に叢生

する。このような様相を日本では「天狗の巣」に，西洋

では「魔女のほうき（witches’ broom）」に見立てて，

本病の病名がつけられている。てんぐ巣内の枝では，開

花期に小型で厚い葉が展開する。また，罹病枝には花芽

が全く形成されないか，形成されても少数である。その

ためソメイヨシノでは，開花期に花だけをつけた健全枝

と緑色の葉を展開した罹病枝との違いが明瞭にわかる

（口絵①）。罹病葉は展開後まもなく縁から縮れて褐変し

はじめ，その後，乾燥して脱落する。罹病枝には健全な

葉も展開し，罹病葉が落下した後も枝が伸長する。そし

て，翌年の開花期には，同じてんぐ巣内に同様の病徴が

発生する。てんぐ巣は，このような過程を繰り返しなが

ら，数年間から時には 10年以上にわたって枝の数や長

さを増加させながら成長した後に枯死する。罹病木の樹

冠内ではてんぐ巣の数が増加していくことが多く，多数

のてんぐ巣が形成された樹木は次第に衰弱し，枯死に至

ることもある。
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Overwintering Site of Taphrina wiesneri within Cherry Shoots.
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究では，健全木の枝から T. wiesneriが検出された原因

について特定することはできなかったが，おそらく T.

wiesneriが枝内に潜在感染していたのではないかと推測

している。実際，枝を採取した翌年の春には，健全に見

えた苗畑内の数個体において，T. wiesneriの子のうを形

成した罹病葉を確認している。一方，芽鱗からは罹病木

からも健全木からも DNA断片が増幅されたが，検出頻

度はどちらも低く，両者間で有意な差は認められなかっ

た。モモ縮葉病では，T. deformansの出芽型胞子が芽鱗

の表面に付着して越冬し，翌春，そこから発芽した菌糸

が葉に感染することが知られている。今回，芽鱗で検出

された T. wiesneriも，付着していた発芽胞子に由来す

る可能性がある。しかし，検出頻度が低く，また健全木

でも検出されたことから，サクラてんぐ巣病の病徴の発

現には，芽表面に付着した出芽型胞子は直接関与してい

ないと考えられる。

さらに，枝内における T. wiesneriの越冬部位をより

詳細に調べた。まず，5個のてんぐ巣から 5 mm長の枝

を 1個ずつ採取し，外樹皮，内樹皮，木部に分け，それ

ぞれから DNAを抽出した。上記と同じ方法により PCR

を行って DNA断片の増幅の有無を調べた。その結果，

すべての内樹皮と 1個の木部から DNA断片が増幅され

たが，外樹皮では全く DNA断片は増幅されなかった。

このことから，枝内では，T. wiesneriは内樹皮で主に越

存在する領域である。このうち ITS領域は，菌類の種

間の系統解析や種の識別に広く用いられている。

Taphrina属菌については，既に 31種の rDNA ― ITS領

域の塩基配列が決定され，種間の系統関係が報告されて

いる（RODRIGUES and FONSECA, 2003）。さらにモモ縮葉病

菌（T. deformans）では，ITS領域の一部を増幅するた

めの種特異的プライマー対が設計されており，罹病木か

ら菌を直接検出することにも成功している（TAVARES et

al., 2004）。そこで筆者らも，T. wiesneriの rDNA ― ITS

領域を特異的に増幅させるプライマー対を設計した。

まず，日本産の Taphrina属菌のうち，T. wiesineriの

6菌株とバラ科樹木に寄生する T. deformans，T. mume，

T. pruniの各 1菌株の ITS領域の塩基配列を決定した。

次に，これらの塩基配列と日本 DNAデータバンクから

取得した T. wiesneriを含む海外の Taphrina属菌 31種

60菌株の ITS領域の塩基配列の合計 69塩基配列をアラ

イメントした。その結果から T. wiesneriだけに共通し

ている塩基配列の部分を探し，プライマー TwITSRを設

計した。このプライマーと対になるプライマー TwITSF

は，T. wiesneriだけに共通する適当な配列が存在しなか

ったため，Taphrina属菌に共通する配列から設計した。

設計したプライマー対を用いて PCR反応を行った結果，

T. wiesneriでは塩基配列から予想された 123 bpの DNA

断片が増幅され，他のバラ科樹木に寄生する Taphrina

属菌 3種と健全なソメイヨシノの葉では DNAが増幅さ

れなかった（図― 1）。このようにして，PCR法により，

ソメイヨシノ組織中の T. wiesneriを特異的に検出でき

るプライマー対を設計することができた。

次に，このプライマー対を用いて，罹病枝内における

T. wiesneriの越冬部位を調査した。2009年 3月 2日に，

東京大学附属演習林田無試験地の樹木園内に植栽された

ソメイヨシノ 4 本のてんぐ巣 5 個と，樹木園から約

100 m離れた苗畑に植栽されたソメイヨシノ健全木 5本

から，それぞれ開芽前の当年枝を 1本ずつ採集した。各

枝から冬芽を採取し，表面の芽鱗と内部組織に分けた。

また，冬芽を採取した枝は 5 mm間隔で切断した。それ

ぞれから DNAを抽出し，設計したプライマー対を用い

て PCRを行った後，アガロースゲル電気泳動で DNA

断片の増幅の有無を確認した。

調査の結果，罹病枝では，すべての冬芽の内部組織と

1箇所を除くすべての枝片で，約 120 bpの DNA断片が

増幅された（図― 2）。このことは，T. wiesneriが開芽前

からてんぐ巣内の当年枝の内部全体に分布していること

を示している。また，対照とした健全木の枝でも，56

個のうちの 5個の枝片で DNA断片が増幅された。本研
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図－1 Taphrina wiesneriの種特異的プライマー対により
増幅された DNA断片の電気泳動像

1：T. wiesneri（サクラてんぐ巣病菌），2：T. defor-
mans（モモ縮葉病菌），3：T. mume（ウメ縮葉病菌），
4：T. pruni（ユスラウメ縮葉病菌）の各培養菌体，
5：ソメイヨシノの健全葉，M：サイズマーカー．



canavalin A, ConA）を FITCなどの蛍光を発する物質で

標識した物質により，菌糸が染色できる。これまでに

FITC標識WGA（F ―WGA）を用いることにより，葉内

や材内の植物病原菌を明瞭に観察することができた（高

橋ら，2008；TAKAHASHI et al., 2010）。そこで，蛍光標識

レクチンによる染色法を用いて，宿主組織内の T. wies-

neriの観察を試みた。

まず，F ― WGAと F ― ConAにより，宿主組織内の T.

wiesneriを染色して観察できるのかを確認するために，

子のうが形成されたソメイヨシノ罹病葉の切片を両物質

で染色し，蛍光顕微鏡で観察した。その結果，F ― WGA

では子のうの下部細胞である脚胞のみが染色されたのに

対して，F ― ConAでは子のう全体と葉肉細胞の細胞間

隙に広がる菌糸が染色された。このことから，T. wies-

neriの菌糸の染色には F ― ConAが適していることがわ

かった。また，この結果は，T. wiesneriの細胞壁が，主

にキチンではなくグルカンまたはマンナンから構成され

ている可能性を示唆する。

次に，DNA解析用の試料と同時に採集した枝と冬芽

の切片を作成し，F ― ConAで染色した後，組織内の菌

糸を観察した。枝の切片では，F ― ConAで染色される

顆粒が組織内に大量に分布していたため，菌糸を観察す

ることができなかった。一方，てんぐ巣から採取した芽

の横断切片では，同様の顆粒が芽鱗と葉脈の部分に見ら

れたものの，葉肉の部分にはほとんど見られなかった。

そして，F ― ConAで染色された菌糸が，芽の内部にあ

る葉の葉肉細胞の細胞間隙に広がっている様子が明瞭に

観察された（口絵②）。一方，健全木の芽内では，菌糸

冬していることがわかった。

II 枝内における T. wiesneriの菌糸の観察

種特異的プライマーを用いた解析により，T. wiesneri

が枝や芽の内部で越冬していることが示された。しかし

DNA解析では，実際に本菌が枝や芽のどの部分にどの

ようにして分布しているのかはわからない。また，T.

wiesneriは，菌糸型と酵母型の二形性を示すことが知ら

れているが，組織内ではどちらの形態で存在しているの

かについても不明である。そこで，組織解剖観察により，

枝内の T. wiesneriの観察を行った。

従来，植物組織内の菌糸を観察するための染色法とし

ては，サフラニン・ファストグリーン二重染色などの方

法が用いられてきた。しかし，一般的に使用されている

染色法では植物組織も染色されることが多いため，菌糸

と宿主組織を識別することが困難であった。そこで，筆

者らは，植物組織内の菌糸を染色する際に，FITC標識

レクチンを用いることにした。レクチンは特定の糖鎖に

結合する性質を持った酵素・抗体以外のタンパク質であ

り，細胞を凝集させたり，多糖類や糖タンパク質を沈降

させたりする性質がある。レクチンは構造的に多様であ

り，様々な生物によって作られる。子のう菌類や担子菌

類の細胞壁には，N ―アセチルグルコサミンの重合体で

あるキチンや，グルコースの重合体であるグルカン，マ

ンノースの重合体であるマンナンが含まれている。その

ため，N ―アセチルグルコサミンに結合する小麦胚芽レ

クチン（wheat germ agglutinin, WGA）や，グルコース

やマンノースに結合するコンカナバリン A（ c o n -
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罹病枝 

枝：枝の断片，内：芽の内部組織，表：芽表面の芽鱗， 
■：T. wiesneriの検出部位，□：T. wiesneriの非検出部位． 

試料番号 
組織 

No.1
枝内表 

No.2
枝内表 

No.3
枝内表 

No.4
枝内表 

No.5
枝内表 

No.6
枝内表 

No.7
枝内表 

No.8
枝内表 

No.9
枝内表 

No.10
枝内表 

健全枝 

図－2 ソメイヨシノの枝における T. wiesneriの検出部位
四角は，5 mmの枝の断片（枝），芽の内部組織（内），芽表面の芽鱗（表）のそれぞれにおけ
る検出結果．図の上が枝の上側．芽における検出結果は，各芽が付いていた枝断片の右側に
示した．



に有効な防除法が確立されていない。たとえば，T.

wiesneriは，開花期に罹病葉の裏面に裸生子のうを形成

し，約 3～ 4日間にわたって子のう胞子を飛散させる

が，飛散した子のう胞子がいつどのように宿主へ侵入す

るか，T. wiesneriの接種方法が確立されていないため，

全く不明である。また，それらがどのくらいの範囲まで

飛散するかについても，全くわかっていない。今後，こ

のような不明点を一つ一つ解明して，本菌の伝染環の全

貌を明らかにし，サクラてんぐ巣病の新たな防除法への

道を拓きたいと考えている。
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は観察されなかった。DNA解析の結果，T. wiesneriが

罹病枝の芽の内部で常に検出されたことから，観察され

た菌糸は T. wiesneriのものであると考えられた。以上

のことから，T. wiesneriは，芽内部において，葉の葉肉

細胞の細胞間隙に菌糸の状態で越冬していることが確認

された。これらの菌糸が，開花期の罹病葉での子のう形

成に関与していると推測される。

お　わ　り　に

本研究により，T. wiesneriが少なくとも枝の内樹皮や

芽の内部で越冬していることを明確に示すことができ

た。また，T. wiesneriが，てんぐ巣内の枝内部のほぼす

べての部位から検出されたことから，本菌は，樹体内に

侵入した後，枝内で無性的に増殖しながら数年間にわた

って生き続けているのではないかと推測している。この

ことについて明らかにするために，年間を通じた T.

wiesneriの存在部位の特定や，てんぐ巣内に分布する T.

wiesneriの遺伝子型の解析を行っている。

サクラてんぐ巣病の伝染環には，病原菌の越冬部位以

外にも不明な点が多く，そのため罹病枝を切除する以外
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