
は じ め に
　ナスすすかび病は，1971～72年に福岡県や高知
県で初めて発生が報告された（斉藤ら，1974； 佐
藤・松本，1973）病害で，その後西日本各地の施
設栽培ナスに発生が拡大した（孫工，1988）。本
病は激発すると落葉し，草勢の低下を招くことか
ら，ナス栽培では重要病害である。本病の防除薬
剤には，イプロジオンやトリフルミゾールが使

用されてきたが，ストロビルリン系薬剤（上杉，
1999）のアゾキシストロビンは，本病に卓効を示
すことから1999年に登録認可され，防除に使用さ
れ始めた。しかし，使用開始後間もない時期に防
除効果の低下が観察され，調査の結果，耐性菌の
発生が確認された（矢野・川田，2003）。本耐性
菌は，キュウリ褐斑病菌（冨士ら，2003）と異な
り，薬剤添加培地上での菌糸生育による検定が可
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Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism （PCR-RFLP） method, which 
was adopted by Ishii et al. （2002） for identifying strobilurin resistant isolates, was used to detect 
strobilurin resistant strains of Mycovellosiella nattrassii, causal fungus of leaf mold of eggplant. 
This method was superior to a conventional time-consuming method that uses agar plate media 
containing fungicides because the mycelium growth of the fungus was very slow. The distribution 
of resistant strains in Kochi Prefecture was investigated in 2002 and 2003 by PCR-RFLP. As a result, 
the resistant strains were detected in all 17 fields in 2002 and 19 fields out of 20 fields investigated 
in 2003. The detection frequency of resistant strains was over 50% in almost fields in which the 
resistant strains were detected. PCR products, which were derived from DNA extracted from a leaf 
disk, were not sometimes digested completely by restriction enzyme ItaⅠ. It was considered that 
both sensitive and resistant strains were mixed on a lesion. This method is not always suitable for a 
mass sample analysis because the testing cost is very high and the procedure is laborious. However, 
this method is still useful for rapidly detecting resistant strains because it is possible to extract 
pathogen DNA at once using 10 infected leaf disks from individual fields.
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能であるが，すすかび病菌は菌糸生育が遅く，検
定には時間を要する。そこで，ストロビルリン
系薬剤耐性キュウリべと病菌や褐斑病菌の遺伝
子診断に用いられたPCR－RFLP（石井ら， 2001； 
Ishii et al., 2002）をすすかび病菌に用い，高知県
内の耐性菌の分布調査を実施したので報告する。

材料および方法
１．サンプル採集
　高知県内のナス栽培地帯において，2002年４
～５月に17圃場，2003年４～５月に20圃場から
ナスすすかび病の罹病葉を採集し，1病斑を直径
11mmのコルクボーラーで打ち抜いたリーフディ
スクを1個ずつ－80℃で冷凍保存した。

２．核酸抽出
　ナスすすかび病の罹病リーフディスク1枚また
は10枚を抽出用バッファー（Ishii et al., 2001）で
磨砕し，65℃，30分間静置後，13,000rpmで5分
間遠心分離した上清をDNA抽出キット（QIAGEN 
Dneasy Plant Mini Kit）を用いるか，または
CTABバッファー（２% CTAB，100mM Tris－
HCl･pH 8.0，1.4M NaCl，20mM EDTA･pH 8.0，
１% PVP－10）で磨砕後，65℃，30分間処理し，
クロロホルム・イソアミルアルコール液（24：
１）による抽出とイソプロパノールによる沈殿で
DNAを精製した。

３．PCR－RFLP法
　精製DNAの20倍希釈液1μlを鋳型とし，チ
トクロームb遺伝子を増幅するプライマー，
RSCBF1お よ びRSCBR2（Ishii et al., 2001） を
それぞれ0.5μM，dNTP Mixtureを0.2mM，Taq 
DNA Polymelase（Takara Ex Taq）を1.25Uの最
終濃度に調整し，10倍希釈した添付バッファーを
加えて反応液の全量を50μlとした。PCRは94℃，
2.5分のプレヒートの後，94℃，0.5分，52℃，１
分，72℃，1.5分を40サイクル，最後に72℃で8.5
分反応させた．PCR産物は1.5％アガロースゲル
で電気泳動し，エチジウムブロマイド染色後，紫
外線照射下で出現したバンドを観察した。制限
酵素処理は，PCR産物10.3μlにストロビルリン
系薬剤耐性ナスすすかび病菌において変異が見
られるチトクロームb遺伝子のコドン143番目に

存在する塩基を切断する制限酵素ItaⅠ（Roche 
Diagnostics）0.5μlと添付バッファー1.2μlを加
えて全量12μlの反応液とし，37℃で一晩反応さ
せた。これを２％アガロースゲルで電気泳動し，
エチジウムブロマイド染色後，紫外線照射下でバ
ンドの観察を行った。

結 　 果
　チトクロームb遺伝子を増幅するプライマーを
用いてPCRを行うと，285bpのバンドが出現し，
これを制限酵素処理すると切断されてバンドが短
くなる場合と，切断されずに変化しない場合があ
り，前者を耐性菌，後者は感性菌と判定した。ま
た，PCR産物が完全に消化されず，切断されて短
くなったバンドと切断されずに変化しないバンド
の両方が見られる場合があった（第１図）。
　2002年および2003年にナスすすかび病菌の病斑
を採集したほとんどの圃場から，ストロビルリン
系薬剤耐性ナスすすかび病菌が検出され，その耐
性菌率も高い圃場が多かった（第１，２表）。また，
10病斑まとめて抽出したDNAからPCR－RFLPを
用いて検定を実施した結果は，１病斑ずつ検定し
た場合と，圃場における耐性菌の検出状況が一致

第１図　ナスすすかび病の罹病リーフディスクよ
り抽出した核酸からチトクロームｂ遺
伝子をPCRで増幅後，制限酵素（ItaⅠ）
処理したDNAの電気泳動像

 Ｍ：100bp DNA Ladder，＋：制限酵素
処理，―：制限酵素処理なし，１～６：
サンプル番号
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した。

考 　 察
　薬剤添加培地を用いてストロビルリン系薬剤耐
性ナスすすかび病菌を検出しようとすると，病斑
からのすすかび病菌の分離，前培養，薬剤添加培
地上での菌糸生育調査の手順を要し，最低でも40
日程度かかる。耐性菌のモニタリングに，これほ
ど長期間を要していては，使用する防除薬剤の選
択に役立てることはできない。一方，もともと薬
剤添加培地上では検定不可能であったストロビル
リン系薬剤耐性キュウリべと病菌や褐斑病菌で
は，薬剤の作用点であるチトクロームbをコード
する遺伝子の変異を調査する遺伝子診断が可能で
ある（石井ら， 2001）。ストロビルリン系薬剤耐
性すすかび病菌においてもこれらと同様の変異が
確認されており，チトクロームb遺伝子の変異し
た部位を制限酵素で消化するPCR－RFLPが可能
である（石井， 2002）。更に，病斑を葉から直接
コルクボーラーで打ち抜いたリーフディスクから
DNAを抽出することで，病原菌を培養すること
なく，短期間に検定が可能である（石井， 2002）。

　本法を用いて，2002年と2003年に高知県に分布
するストロビルリン系薬剤耐性ナスすすかび病菌
を調査したところ，広く県内に蔓延しており，耐
性菌が全く検出できなかった圃場は31圃場中１圃
場のみであった。本耐性菌に対するストロビルリ
ン系薬剤の防除効果は著しく劣る（矢野・川田，
2003）ことから，本系統の薬剤の使用はしばらく
控えるべきだと考えられる。
　一方，薬剤の使用を中止すると，耐性菌の占有
率が低下し，やがて感性菌に戻る現象が知られて
いる（石井，2006）。ストロビルリン系薬剤耐性
ナスすすかび病菌にもこの現象があてはまるかど
うか不明であるが，感性菌に戻ると，感性菌に対
しては本系統の薬剤は卓効を示すことから，再び
使用できると考えられる。従って，今後，モニタ
リング調査を実施し，注意深く観察する必要があ
ると考えられる。
　本耐性菌の検定を実施し，調査圃場の耐性菌発
生を把握するためには，１圃場当たり１病斑の採
集では不十分で，10～20病斑程度必要と考えられ
る。しかし，本法においてPCRに使用する酵素や
その後の消化に使用する制限酵素は高価で，検定

第１表　PCR-RFLP法によるストロビルリン系薬剤耐性ナスすすかび病菌の調査（2002年）

市町村名 圃場名 採集日 調査病斑数 耐性菌病斑数
（混在数）a） 耐性菌率

中村市 A
B

02.4.4
02.4.4

10
10

1　　   
7　　

10.０
70.０

南国市

C
D
E
F
G
H

02.4.17
02.5.16
02.5.16
02.4.26
02.4.26
02.4.26

10
10
8
10
7
3

10　　
10　　
8　　
10　　
4（2）
3　　

100
100
100
100
57.1
100

安芸市 I 02.4.25 10 10　　 100
香我美町 J 02.4.26 9 9　　 100

芸西村

K
L
M
N
O
P
Q

02.5.28
02.5.28
02.5.28
02.5.28
02.5.28
02.5.28
02.5.28

10
10
10
10
10
10
10

5　　
10　　
10　　
4（3）
4　　
8（1）
5（2）

50.0
100
100
40.0
40.0
80.0
50.0

ａ） （　）内は制限酵素処理によって，切断されたバンドと切断されないバンドの両方が見られたもの。
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費用が高い。また，１度にDNA抽出できるサン
プル数も20程度が限界で，手順も煩雑なために，
大量検定には不向きである。そこで，１圃場の10
病斑をまとめてDNA抽出したところ，１病斑か
らの場合と同様に検定可能で，圃場ごとの耐性菌
の有無を知り，防除薬剤の選択に役立てる目的に
は有用であると考えられた。
　本法を用いて耐性菌検定を実施したところ，た
とえ１病斑から抽出したDNAに由来するPCR産
物でも，制限酵素によって一部は消化されるが完
全に消化されない場合があった。この理由とし
て，耐性菌と感性菌の混合感染による病斑であっ
た可能性が考えられる。また，ストロビルリン系
薬剤の作用点であるチトクロームbの遺伝子は，
ミトコンドリア内に複数のコピーを有し，更に
ミトコンドリアは細胞内に複数存在する（石井， 

2000）ことから，耐性菌の単独感染であっても，
耐性変異型遺伝子と感性野生型遺伝子の両方が混
在していた可能性もある。キュウリ褐斑病菌ほか
においては，耐性変異型遺伝子の割合が極端に少
なくなり，PCR－RFLP法で感性菌と判断された
場合でも，生物検定では耐性菌であることが知ら
れている（石井ら， 2003）。ナスすすかび病菌に
おいても同様なことが予想され，本法の信頼性に
は課題も残されている。しかし，これらのことを
承知して使用すれば，耐性菌を迅速検定できる本
法はなお有用であると考えられる。

摘 　 要
　培地上での菌糸生育が遅いために，薬剤添加培
地を用いた検定では長期間を要するストロビルリ
ン系薬剤耐性ナスすすかび病菌の検出を，石井ら

第２表　PCR-RFLP法によるストロビルリン系薬剤耐性ナスすすかび病菌の調査（2003年）

市町村名 圃場名 採集日 圃場毎a） 調査病斑数 耐性菌病斑数
（混在数）b） 耐性菌率

中村市

Ａ 03.4.30 ＋ 9 9　　 100

Ｂ 03.4.30 ＋ 9 9（1） 100

Ｒ 03.4.30 － 10 0　　 0

Ｓ 03.4.30 ± 10 7（6） 70.0

Ｔ 03.4.30 ± 8 5（2） 62.5

Ｕ 03.4.30 ＋ 9 9（1） 100

Ｖ 03.4.30 ＋ 9 9　　 100

南国市 F
J

03.4.22
03.4.22

NT
NT

3
9

3　　
6　　

100
66.7

安芸市 W 03.4.22 ＋ 9 7（3） 77.8

香我美町 X 03.4.22 NT 9 9　　 100

芸西村

L
K
Y
Z
AA
BB
CC
DD
EE

03.5.28
03.5.28
03.5.28
03.5.28
03.5.28
03.5.28
03.5.28
03.5.28
03.5.28

＋
＋
＋
＋
＋
＋
±
＋
＋

9
9
9
9
9
9
9
9
9

8　　
9　　
9　　
7　　
8　　
8（1）
6（3）
9（2）
9（1）

88.9
100
100
77.8
88.9
88.9
66.7
100
100

ａ） 10病斑をまとめてDNA抽出し、調査した。
　　＋：耐性菌、－：感性菌、±：耐性菌と感性菌が混在。ＮＴ：未調査。
ｂ） （　）内は制限酵素処理によって切断されたバンドと切断されないバンドの両方が見られたもの。
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（2001）の開発したPCR－RFLPを用いて実施し，
2002および2003年の高知県におけるストロビルリ
ン系薬剤耐性ナスすすかび病菌の分布について調
査した。その結果，2002年には，調査した17圃場
の全てで，2003年には20圃場中19圃場で耐性菌が
検出され，検出された圃場の大半は50％以上の検
出率であった。なお，１病斑から抽出したDNA
に由来するPCR産物でも，制限酵素処理により完
全に消化されない場合があり，耐性菌と感性菌が
混在していると考えられた。本法は検定費用が高
く，また，手順も煩雑なために大量の検定には不
向きであると考えられるが，１圃場から10病斑ま
とめて抽出したDNAを用いても同様に検定でき
ることから，圃場ごとの耐性菌の有無を迅速に調
査するためには有用であると考えられた。
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