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菌に適用することで，大量のサンプルでも，誰にでも簡

便にそして迅速に診断できる技術開発を行っている。

本稿では，その一例として，山梨県で耐性ブドウべと

病菌の出現が疑われた QoI（Quinone outside Inhibitor）

剤耐性に関し，遺伝子診断法の確立およびそれを利用し

た全国調査の例を紹介する。

I 遺伝子診断法の確立

ブドウ栽培が盛んなフランスとイタリアでは，

1999年
　

に QoI剤に耐性を示すブドウべと菌が発見され

た（HEANEY et al., 2000）。フランスでは 1997年に，イタ

リアでは 1998年に QoI剤が登録され，広くブドウ栽培

で使用されてきた。日本では 1997年に登録されたが，

筆者らが研究を始めた 2007年の段階では QoI剤耐性ブ

ドウべと病菌に関する報告は皆無であった。QoI剤耐性

獲得機構として，ミトコンドリア電子伝達系複合体 III

を構成するチトクローム b の 143 番目のコドン GGT

（グリシン）が GCT（アラニン）に変異する G143A変

異が挙げられる（ISHII et al., 2001）。この変異部位を標的

とした PCR ― RFLP法はうどんこ病，灰色かび病等多く

の植物病原菌で実績を挙げていることから，QoI剤耐性

ブドウべと病菌に関しても，G143A変異を標的とした

PCR ― RFLP法が使用可能であると考え，以下の方法を

構築した。

（ 1） ブドウべと病罹病葉の採取

・10 mm四方もあれば十分である。

・乾燥したものでも使用可能である。

（ 2） サンプルからの DNA抽出

・REDExtract ―N ―Amp Plant PCR Kits（SIGMA）を

使用するが，他メーカーの DNA抽出キットでも可

能である。

・罹病葉から直径 6 mmのリーフディスクを 1枚切り

取り，DNA抽出に供試する。

・キットのプロトコールに従い，DNAを抽出する。

（ 3） PCR ―RFLP法

・プライマーの塩基配列（図― 1 Aにプライマー地図

を示した）は以下の通りである。

Pvcytb295―315：5’―GGGGTTTGTATTACGGATCT ― 3’

Pvcytb626 ― 607 5’―GGATTATTTGAACCTACCTC ― 3’

・制限酵素処理に使用する制限酵素（図― 1 Bに切断

は　じ　め　に

山梨県の特産品と言えば，ブドウあるいはワインが頭

に浮かぶのではなかろうか。山梨県のブドウ収穫量は，

45,100 tで全国 1位である（2010年作物統計）。‘甲斐路’，

‘甲州’ 等山梨県の地名を示すブドウ品種名が多いことか

らも，山梨県が全国有数のブドウ生産地であることが伺

える。日本で生産されるブドウのおよそ 7割は生食用で

あり，品質の高さから高値で卸されている。また，近年

では，台湾，香港，シンガポール等への輸出量が 10年

前と比べ 10倍近くに伸び，日本で栽培されるブドウは

高級ブドウとして海外でも高い評価を受けている。一

方，山梨県はワインの名醸地としても知られている。山

梨県で栽培されているブドウ品種 ‘甲州’ から作られるワ

イン「甲州ワイン」はその代表作である。2003年より

毎年開催されている国産ワインコンクールにおいて，甲

州ワインを対象とするカテゴリーが創設されるほど，甲

州は日本のワイン醸造に欠かせないブドウ品種である。

また，近年，甲州ワインのヨーロッパへの輸出が開始さ

れ，海外での高評価を得たことで，‘甲州’ を積極的に栽

培する機運がブドウ栽培農家で高まっている。

山梨県でブドウ栽培を行ううえで最も注意すべき栽培

管理は，ブドウ灰色かび病，ブドウ晩腐病，そしてブド

ウべと病の防除である。いずれの病原菌に対しても，基

本的には，殺菌剤およびボルドー液散布で防除体系を構

築しているが，山梨県では，近年，殺菌剤耐性菌の出現

そしてまん延という問題に遭遇している。人工培地を用

いた従来の殺菌剤耐性試験が可能である前者二つの病原

菌に対して，絶対寄生菌であるブドウべと病の殺菌剤耐

性試験は，宿主植物を使用する関係上煩雑であり，また

時間，場所，そして労力が非常にかかる（WONG and

WILCOX, 2000）。この技術的問題から，殺菌剤耐性ブドウ

べと病菌の全国分布を調査することは非常に困難であ

り，事実，ほとんど調査されていない。そこで，筆者ら

は，植物糸状菌の殺菌剤耐性診断法として常法となりつ

つある遺伝子診断法「PCR ― RFLP法」をブドウべと病
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段階では，QoI剤耐性ブドウべと病菌の報告は日本では

されておらず，耐性菌のゲノム DNAを入手することが

困難であった。そこで人工的に G143A変異をもつチト

クローム b遺伝子断片を合成し，実験対照区として使用

した。その結果，本遺伝子診断法は QoI剤耐性ブドウ

べと病菌がもつと思われる G143A変異を特異的に認識

することが示された（図― 1 C）。

2007年 6月，本遺伝子診断法の有効性・可能性につ

いてまとめた論文を Pest Management Science誌に投稿

したところ，2人の審査員ともに，以下のコメントを返

してきた。

部位を示した）は，ApekIあるいは ItaI（Fmu4HI）

である。

・制限酵素処理後，電気泳動にて PCR産物が切断さ

れたかを確認する（図― 1 C，D）。

II 遺伝子診断法の評価

上記方法によりブドウべと病罹病葉から抽出された

DNAから上記のプライマーにより増幅された PCR産物

は，NCBIに登録されている P. viticolaチトクローム b

遺伝子の塩基配列（accession no. DQ459468）と 100％

一致した。本遺伝子診断法を立ち上げていた 2007年の
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図－1 PCR ―RFLP法を用いた QoI剤耐性ブドウべと病菌の遺伝子診断法
（A）プライマー地図 P. viticola cytochrome b gene（accession no.
DQ459468）．
（B）G143A変異を認識する制限酵素 ItaIの切断部位．
（C）診断例 1：2008年山梨大学育種試験地から採集したブドウべと病菌
（レーン 1～ 6）．R：G143A変異をもつ遺伝子断片．
（D）診断例 2：2008年福島県から採集したブドウべと病菌（レーン 1～ 4）．
WT：QoI剤感受性（FURUYA et al., 2009を改変）．
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III 我が国における QoI剤耐性ブドウべと病菌の
発生実態

2008年および 2009年シーズンに，日本の主要ブドウ

生産地のブドウ生産者からブドウべと病罹病葉を提供し

ていただき，上記の遺伝子診断法を用いて G143A変異

をもつブドウベト病菌の分布および頻度調査を実施した

（図― 2）。2008年は，山形県（13/15，86.6％），福島県

（7/7，100％），長野県（17/17，100％），そして山梨県

（22/87，25.3％）といった本州の主要ブドウ生産地で

G143A変異をもつブドウべと病菌が高頻度で検出され

た。一方，2008年に採取した青森および北海道のブド

ウべと病菌からは G143A変異を検出することはなかっ

た（青森： 0/5，北海道，0/29）。

翌年 2009 年は，長野県（24/25，96.6％），山梨県

（13/23，56.5％），岡山県（1/38，2.6％），そして広島

県（2/6，33.3％）から G143A変異をもつブドウべと病

菌が検出された。一方，北海道では 2008年に引き続き，

G143A変異をもつブドウべと病菌は検出されなかった

（0/26）。2008 年と 2009 年のデータから考察すると，

QoI剤耐性ブドウべと病菌は既に日本にまん延している

ことは間違いない。特に，ブドウの収穫量が全国 1位の

山梨県と 2位の長野県（2010年調べ）での検出頻度は

他の地域に比べ非常に高いものであった。

我が国にこれほどまでの G143A変異をもつブドウべ

と病菌が存在していたことは非常に驚くことであった。

筆者らが報告した 2008年まで（論文として発表された

のは 2009年），QoI剤耐性ブドウべと病菌の存在が我が

国で報告されなかった理由として，ブドウ生葉を用いざ

るを得ない従来の殺菌剤耐性試験が誰にでも気軽に実施

できる手法ではなかったことが挙げられる。本遺伝子診

断法を含めて，殺菌剤の標的となるタンパク質をコード

する遺伝子の変異を解析することで耐性菌を検出する遺

伝子診断法は，殺菌剤耐性に関与する頻度の低いまれな

「The weakest point in this manuscript is the lack of use

of resistant isolates in their experiments.」

この論文に用いたブドウべと病菌は，筆者らが所属す

る山梨大学所有の育種試験地（約 3 ha）および山梨県

の数箇所のブドウ園から得たものであった。そこで，翌

シーズンにあたる 2008年から，山梨県，長野県，山形

県等のブドウ生産地からブドウべと病罹病葉を収集し

た。その結果，G143A変異を有するブドウべと病菌を

日本で初めて確認することに成功した（図― 1 D）。次に，

G143A変異をもつブドウべと病菌が QoI剤に対し真に

耐性を示すか否か，リーフディスク法により確認した

（表― 1）。PCR ― RFLP法において G143A変異を示した

分離株 4株は，アゾキシストロビンを散布したブドウ葉

上でも生育したのに対し，G143A変異をもたない 1株

は同薬剤に対し感受性であった。以上の結果から，

G143A変異に基づく遺伝子診断法は QoI剤に対し耐性

をもつブドウべと病菌を正確に検出できることが示唆さ

れた。

従来 1週間以上の日数を費やしていたブドウべと病菌

の殺菌剤耐性試験であるが，本遺伝子診断法を利用すれ

ば，ブドウべと病罹病組織のサンプリングからわずか

5時
　

間足らずで診断が可能であった。また一度に多検体

のサンプルを扱うことができるという点でも，従来法よ

り本遺伝子診断法は優れている。ただし，本遺伝子診断

法には課題も残っている。筆者らが DNAシークエンス

解析に供試した 50株の QoI剤耐性ブドウべと病菌はす

べて G143A変異をもっており，チトクローム b遺伝子

の他の塩基置換，例えば他の病原菌で確認されている

F129Lや Y275N（GISI et al., 2002）は確認されなかった。

ブドウべと病菌において，これらのアミノ酸置換が QoI

剤に対する感受性度にどのように影響するか明らかでは

ないが，本遺伝子診断法は G143A変異をもつ QoI剤耐

性ブドウべと病菌を検出する方法であることを常に覚え

ておく必要がある。

表－1 リーフディスク法を用いた G143A変異に基づく遺伝子診断法の評価

サンプル PCR ―RFLP b
対照区 a アゾキシストロビン a

検定数 耐性菌数 検定数

1
2
3
4
5

R
R
R
R
S

10
10
10
10
10

6
10
9
6

10

10
10
10
10
10

a対照区は蒸留水を用いた．アゾキシストロビン，マンゼブは，1,000 mg/lの濃度で処理した．
b R：QoI剤耐性表現型 G143A，S：QoI感受性表現型（FURUYA et al., 2010より抜粋）．

マンゼブ a

耐性菌数 検定数 耐性菌数

10
5
3
5
0

10
10
10
10
10

0
0
0
0
0
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病の発生頻度が少なく，QoI剤の使用頻度も少ないこと

が挙げられる。しかし，近年の温暖化によって，以前に

比べ，北海道でもブドウべと病菌に対する殺菌剤の散布

は標準作業となってきている。2010年シーズンに実施

した北海道での調査において，2004年と 2009年シーズ

ンに 1回ずつ QoI剤を散布したブドウ園にも，いまだ

G143A変異をもつブドウべと病菌は発生していなかっ

た（0/20）。このように，現在，津軽海峡により本州か

ら隔離されている北海道は，QoI剤耐性べと病菌の発生

メカニズムおよびその伝播を解析するための最良のモデ

ルとなっている。筆者らは北海道で QoI剤耐性ブドウ

べと病菌が出現するまで継続的に調査を続ける予定であ

り，いずれ続報を報告させていただきたいと思っている。

遺伝子変異や未知の遺伝子変異を検出できないという欠

点はあるが，大多数を占める殺菌剤耐性菌（ブドウべと

病菌の場合は，G143A変異を持つ QoI剤耐性菌）を誰

もが簡単にかつ正確に検出でき，そして大量のサンプル

を扱うことができるという点で他の診断法に比べ優れて

いる。このような点を鑑みると，絶対寄生菌であるブド

ウべと病菌の殺菌剤耐性診断法として，遺伝子診断法が

ひとつのスタンダードになるべきではなかろうかと筆者

らは考えている。この考えに基づき，筆者らはカルボキ

シル酸アミド系殺菌剤耐性ブドウべと病菌の診断法も確

立している（AOKI et al., 2011）。

ブドウの収穫量が全国 6位である北海道（2010年調

べ）で G143A変異をもつ QoI剤耐性ブドウべと病菌が

全く検出されなかった理由として，もともとブドウべと
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図－2 我が国における G143A変異型 QoI剤耐性ブドウべと病菌の発生実態
2008年および 2009年シーズンに発生したブドウべと病罹病葉を用いて，遺伝子診断法により
診断を行った．
ND：調査せず（FURUYA et al., 2010を改変）．



植　物　防　疫　　第 65巻　第 11号 （2011年）644

―― 24――

をひとつのフィールドと考え，殺菌剤耐性ブドウべと病

菌の有無，出現頻度，等を把握し，科学的根拠をもとに

した防除体系の一本化を図る必要があると考える。その

ためには，誰にでも簡便かつ迅速に殺菌剤耐性ブドウべ

と病菌を診断できる技術が必須である。その技術のひと

つは，間違いなく，本遺伝子診断法であると確信する。
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お　わ　り　に

ブドウべと病菌は絶対寄生菌であるため，研究が困難

な植物病原菌のひとつであり，殺菌剤耐性菌を検出する

だけでも非常に骨を折る仕事であった。本稿では，現行

のブドウ栽培管理で広く用いられてきた QoI剤に対し

耐性を示すブドウべと病菌の遺伝子診断法と我が国にお

ける発生実態を示した。一般的に，ブドウべと病菌は化

学農薬およびボルドー液を用いて防除するため，今後も

続々と販売される新規化学合成農薬に対し，ブドウべと

病菌は耐性を獲得し，ブドウ農家を困惑させることと想

像する。殺菌剤耐性ブドウべと病菌を出現させないとい

う妙法は存在しないが，今後は地域に存在するブドウ畑
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