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は　じ　め　に

疫病菌は元来土壌生息性菌であること，生育速度が他
の土壌生息雑菌よりも遅いことが多く，特にピシウム菌
が混在すると，疫病菌が存在しても分離できないことが
しばしば起こる。これを克服するため多くの研究者が分
離方法に工夫を凝らしてきた。ここでは疫病菌やピシウ
ム菌を罹病組織や汚染土壌から分離する場合に使用する
選択培地について解説し，読者の使用の便に供すること
とした。
なお土壌から分離する場合は選択培地とともに捕捉法

（宿主となる植物の果実，枝，葉等を使用；鈴井，1995）
が用いられることが多い。罹病組織からの分離にあたっ
ては，できるだけ新鮮な患部と外観健全部の境界領域を
切り出すなどは言うまでもない。

I　培　地　組　成

歴代の疫病菌とピシウム菌用選択培地の組成を表―1

に示した。
選択培地の考え方は，KOMADA（1975）が Fusarium属

菌の選択分離培地開発で示した選択的増高，選択的阻
害，選択的識別の考えが基本となる。
基本となる培地は合成培地の場合もあるが，両菌とも
に特別な栄養要求性はないので作製の簡便な CMA培地
や V8ジュース寒天培地等の天然培地が使われることが
多い。罹病部位には雑細菌が多数存在するので，まず抗
細菌性の抗生物質が用いられる。広範囲の細菌に有効な
バンコマイシンなどがその例であるが，かつて入手が困
難だったことや高価だったため，様々な代替剤が探索さ
れた。また疫病およびピシウム菌が属する卵菌類と高等
糸状菌の細胞壁構成の違いから，広範囲の高等糸状菌に
有効だが卵菌類にはあまり効果のないベノミル剤などの
殺菌剤や，ポリエン系の抗糸状菌用抗生物質が多用され
る。これらを基本としてさらに種々の殺菌剤が試みられ

た。次に疫病菌とピシウム菌との区別であるが，殺菌剤
ヒドロキシイソキサゾール（ハイメキサゾール＝タチガ
レンⓇ）が比較的ピシウム菌に抑制的に働き，疫病菌に
弱く働くことからよく利用される。ただし，菌種により
通常の濃度では生育が大きく抑制される場合もあるので
個別に調整する必要がある。PCNB水和剤も出現するコ
ロニーの大きさを全体的に抑制して分離を楽にするの
で，よく利用されたが，入手困難（現在でも試薬として
は入手可能，試薬の場合はアセトンなどに溶かす必要あ
り）となり，その代替案が提案されている。これら歴代
の選択培地のうち，薬品の入手しやすさや研究実績から
疫病菌用として BNPRA―HMI培地が，またピシウム菌
用に NARM培地が推奨される。植物体地上部など，ピ
シウム菌の混入が少ない疫病罹病試料では，ピシウム菌
選択培地が用いられることも多い。ピシウム菌選択培地
は一般に作製が容易で疫病菌の生育が良好なため，ピシ
ウム菌の混入が少ないときには疫病菌培地としても使い
やすい。
なお，選択培地と言っても完全に他の糸状菌，雑菌を

除外できるわけではないので，置床後はこまめにペトリ
皿裏面から低倍の顕微鏡で観察し，分離しやすい時期を
見失わないようにする。また，選択性が悪いと感じたな
ら自ら添加薬剤の種類や濃度を検討する必要がある。菌
の種類に検討がつかない場合は培養温度を低温（20℃）
と高温（25℃）の 2種類で行うことも必要となる。培地
の pH調整も必要になる場合がある。
最後に使用頻度の高い BNPRA―HMI培地（藤沢・正

子，1975）と NARM培地（MORITA and TOJO, 2007）の実
際の作製法を引用しておく（図―1，図―2）。

Selective Media for Phytophthora and Pythium.　　By Motoaki 
TOJO and Yoshiaki CHIKUO

（キーワード：ハイメキサゾール，ポリエン系抗生物質，
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表
－1
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100 ml蒸留水

Benlate水和剤 20 mg（有効成分 50％，市販農薬）．

PCNB（100％試薬，和光純薬工業など）．

500 mg/アセトン 2 ml（PCNB水和剤がある場合はこの処理は不要）．

Benlate　100 ppm
PCNB　250 ppm/100 ml

アセトン蒸発処理（送風 2時間）　PCNB水和剤がある場合はこの処理は不要．

オートクレーブ（121℃，15分）．

40 ml　蒸留水．

0.5 ml 20 mg/ml Nystatin（2 ml，70％エタノールに溶解）

ナカライテスク，和光純薬等

0.8 ml 250 mg/ml Viccilin（4 ml，70％エタノールに溶解）

明治製菓

0.5 ml 8 mg/ml Rifampin（5 ml，70％エタノールに溶解）

Sigma―Aldrich，ナカライテスク等

stock solution．

1 ml ＋　9 ml溶融基本培地（ペトリ皿）．

または

1 ml ＋　0.5～ 1 ml土壌懸濁液＋8 ml溶融基本培地（ペトリ皿）．

＋

Tachigaren 最終濃度 12.5～ 25 ppm（0.5～ 1 g/40 ml）になるように．

（市販農薬）

図－1　 疫病菌選択培地（BNPRA―HMI）の作製法（京都府大原図）
ベンレート 100 ppm，PCNB 250 ppm，Nystatin 250 ppm，Viccillin 5,000 ppm，Rifampin 100 ppm
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i）組成

Cornmeal agar 3.4 g 終濃度
Agar （希釈平板用） 4.6 g （2.3％）
Agar （一般分離用） 1.0 g （0.5％）
Nystatin （10 mg/ml） 200μl （10 ppm）
Ampicillin （250 mg/ml） 200μl （250 ppm）
Rifampicin （10 mg/ml） 200μl （10 ppm）
Miconazole （1 mg/ml） 200μl （1 ppm）

H2O 200 ml

ii）つくり方

Cornmeal agar 3.4 g
Agar 4.6 g （1.0 g）

H2O 200 ml
↓
オートクレーブ iii）ストック（＊1,000）
↓（Nystatin） 40 mg

50℃まで冷ます Ampicillin  1,000 mg Rifampicin 40 mg
Miconazole 4 mg

｜←←gonazolen （＊1,000） 200μl H2O 4 ml

｜←三種混合（＊1,000） 200μl DMF 4 ml

↓
手早く攪拌 それぞれ 200μlずつチューブに分注 , 冷凍保存

10 ml/plate 駒込ピペットで分注

iv）試薬

・コーンミールアガー BBL Corn Meal Agar
Becton, Dickinson and Company REF211132

・寒天粉末（Agar） 和光　016―11875
・Nystatin シグマ N3503―5MU
・Ampicillin Sodium 和光 010―10371
・Rifampicin 和光 189―01001
・Miconazole Nitrate 和光 134―12661
・Dimethylformamide（DMF） 和光 049―02914

図－2　NARM培地の作製法（景山原図）
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