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ナス黒枯病菌（Corynespora cassiicola）のチオファネートメチル，
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We evaluated the sensitivity to thiophanate-methyl, diethofencarb and QoI fungicides of Corynespora 
cassiicola isolated from Black rot of eggplant. A plate dilution method for thiophanate-methyl and 
diethofencarb, or polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism （PCR-RFLP） 
for QoI fungicides was applied. In 2007 and 2008, 47 isolates were collected from 18 eggplant fields in 
Kochi Prefecture, Japan. 30 isolates from 12 fields and 3 isolates from 2 fields were resistant strains 
to thiophanate-methyl or QoI fungicides, respectively. However, all isolates showed sensitivity to 
diethofencarb. Inoculation tests of isolates using eggplant seedlings presented that Thiophanate-
methyl was not effective for control of black rot of eggplant, and this result was in agreement with 
the plate dilution method. On the other hand, the control effect of kresoxim-methyl on each isolate 
did not fully agree with the results of PCR-RFLP. These results might have been caused by the 
heteroplasmic status of the mitochondrial cytochrome b gene like other fungi.

緒 言

　近年，高知県のナス栽培で問題となっている病
害の１つに黒枯病がある。本病害は主として葉に
黒褐色の病斑を形成し，多発すると早期に落葉す
る。また果実表面に水疱状の小突起を形成し，品
質上問題となる場合もある。2005年以降，本県の
主要作型である促成栽培における発生圃場率は
50％以上で，また甚発生圃場も多数認められてい
る（高知県病害虫防除所，2006～2008）。
　本病害の防除にはベンズイミダゾール系薬剤の
チオファネートメチル水和剤，ベノミル水和剤，
およびこれらの剤の耐性菌に負相関交差耐性を示

すジエトフェンカルブとの混合剤であるジエト
フェンカルブ・チオファネートメチル水和剤や，
すすかび病およびうどんこ病に対する同時防除剤
としてストロビルリン系薬剤（QoI剤）のアゾキ
シストロビン水和剤およびクレソキシムメチル水
和剤が使用されてきた。しかし生産現場ではこれ
らの薬剤の防除効果の低下が指摘されている。
　筆者らは，高知県で発生しているナス黒枯病の
新たな病原菌としてキュウリ褐斑病菌やトマト褐
色輪紋病菌と同種のCorynespora cassiicola （Berkeley 
& Curtis） Weiを報告した（下元ら，2008）。本
種と既知のナス黒枯病菌とされるCorynespora 
melongenae Takimotoとの異同については今後の
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検討課題であるが，キュウリ褐斑病やトマト褐色
輪紋病では既にベンズイミダゾール系薬剤および
ストロビルリン系薬剤（QoI剤）に対する耐性菌
の発生が報告されており（挟間，1991：狭間・佐藤，
1996：伊達ら，2004a：伊達ら，2004b），本県で
の，新たに提案したC. cassiicolaによるナス黒枯
病の本県での多発生要因も，これらの薬剤に対す
る感受性低下が原因ではないかと疑われた。そこ
で両系統に対するナス黒枯病菌の感受性検定を実
施したところ，いずれの薬剤に対しても感受性の
低下が確認されたので，その概要を報告する。
　本研究を実施するに当たり，ジエトフェンカル
ブ水和剤を提供していただいた住友化学（株），
並びにサンプル収集に御協力いただいた高知県内
の各農業振興センターの諸氏に深く感謝の意を表
する。

材料および方法

１．ナス黒枯病菌の薬剤に対する感受性検定
１）チオファネートメチルに対する感受性
　2007年および2008年に，高知県内のナス栽培18
圃場で黒枯病罹病葉を採取し，病斑上の分生子を
直接単胞子分離し，形態観察によりC. cassiicola
と認められた47菌株を供試した。検定には市販の
チオファネートメチル水和剤（製品名：トップジ
ンM水和剤）を用いた平板希釈法（狹間，1998）
により実施し，薬剤添加培地において生育が認め
られた場合に耐性菌と判定した。なお，チオファ
ネートメチルの検定濃度は100ppmおよび10ppm
とした。

２）ジエトフェンカルブに対する感受性
　チオファネートメチルに対する感受性検定にお
いて，いずれの濃度でも生育が認められた30菌株
を供試した。検定にはジエトフェンカルブ水和剤
を用い，前項と同様の方法で実施した。なおジエ
トフェンカルブの濃度は10ppmとした。
３）QoI剤に対する感受性
　チオファネートメチルに対する感受性検定に用
いた47菌株を供試し，Ishii et al.（2007）の方法
に準じて，PCR-RFLPを実施し，制限酵素処理に
より消化されたPCR産物が確認された場合に耐性
菌と判定した。

２．薬剤耐性ナス黒枯病菌に対する薬剤の防除効果
１）チオファネートメチル水和剤の効果
　チオファネートメチルに対する感受性検定に
おいて，いずれの濃度でも生育が認められ，耐
性菌と判定された２菌株および薬剤添加培地上
において生育が認められず，感受性菌と判定され
た１菌株を，ペトリ皿に分注したオートミール
寒天平板培地（Difco製）に移植後，25℃に調節
した恒温器内においてブラックライトブルー蛍光
灯（FL15BL-B：ナショナル社製）で近紫外光を
約20cmの距離から連続照射しながら10日間培養
した。培養後，ペトリ皿に滅菌水を流し込み，滅
菌した筆で分生子をかき取った後，２重のガーゼ
で濾過し，分生子の濃度を１×10４個/mlに調整
した。分生子懸濁液調製同日に，直径10.5cmの
ポリエチレンポットで育成した本葉６葉期のナス
（品種：千両２号）にチオファネートメチル水和
剤の1,500倍液または対照として滅菌水を十分量
散布した後風乾させ，直ちに分生子懸濁液を１株
当たり７mlずつ噴霧接種した。供試株数は各処
理区ともナス２株とした。接種後は25℃多湿条件
に２日間保った後，ガラス室で管理した。接種10
日後，株ごとに以下の基準で発病程度を調査し，
平均発病指数を算出した。
０：発病無し
１：一部の葉にわずかに病斑が認められる
２：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する
病斑面積率が３分の１未満である

３：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する
病斑面積率が３分の１以上である

４：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する
病斑面積率が３分の１以上で，かつ落葉も認
められる

２）クレソキシムメチル水和剤の効果
　QoI剤に対する感受性検定において耐性菌と判
定された１菌株および感受性菌と判定された２菌
株を供試し，これら３菌株に対するクレソキシム
メチル水和剤3,000倍液の防除効果について，前
項と同様に検討した。
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結 果

１．ナス黒枯病菌の薬剤に対する感受性検定
１）チオファネートメチルおよびジエトフェンカ

ルブに対する感受性
　供試した47菌株中30菌株においてチオファネー
トメチルの100ppmおよび10ppm添加培地上での
生育が認められ，耐性菌と判定された。残りの17
菌株は両濃度において生育が認められなかった。
また，チオファネートメチル添加培地上で生育し
た30菌株はいずれもジエトフェンカルブ10ppm
添加培地上での生育は認められなかった（表１）。

２）QoI剤に対する感受性
　供試した47菌株中３菌株においてPCRの増幅産
物が制限酵素によって消化され，耐性菌と判定さ
れた（表１）。

２．薬剤耐性ナス黒枯病菌に対する薬剤の効果
１）チオファネートメチル水和剤の効果

　100ppmおよび10ppm添加培地上のいずれでも
生育した菌株に対するチオファネートメチル水和
剤の防除効果は，両濃度で生育しなかった菌株に
対する防除効果より明らかに劣った（表２）。

２）クレソキシムメチル水和剤の効果
　QoI剤に対する感受性検定において，耐性菌と判
定された１菌株は滅菌水散布区と同様の発病程度
を示し，ほとんど防除効果が認められなかった。一
方，感受性菌と判定された２菌株のうち，１菌株は
滅菌水散布区よりも発病程度が低く，高い防除効果
が認められたが，もう１菌株は耐性菌と判定された
菌株と同様に滅菌水散布区と同じ発病程度を示し，
ほとんど防除効果が認められなかった（表３）。

考 察

　挟間・佐藤（1996）はC. cassiicolaに対するカ
ルベンダジム（ベノミルおよびチオファネートメ
チル共通の抗菌性代謝生成物）の感受性のベース

表１　チオファネートメチル，ジエトフェンカルブおよびQoI剤に対する感受性

圃場No. 病葉採取地 病葉採取年月 供試菌株数
耐性菌株数

チオファネートメチルa） ジエトフェン
カルブa） QoI剤b）

100ppm 10ppm
0 安田町東島 2007年２月 3 3 3 0 0
1 安田町東島 2008年５月 2 2 2 0 0
2 安芸市穴内 2008年５月 1 1 1 0 0
3 安芸市黒鳥 2008年５月 2 2 2 0 0
4 安芸市赤野 2007年２月 2 2 2 0 0
5 芸西村和喰 2008年５月 2 2 2 0 0
6 芸西村和喰 2008年５月 3 3 3 0 0
7 香南市野市町 2007年12月 4 4 4 0 0
8 香南市香我美町 2008年１月 2 2 2 0 0
9 土佐町田井 2007年10月 3 0 0 NTc） 0
10 土佐町地蔵寺 2007年10月 3 0 0 NT 0
11 土佐町東石原 2007年10月 3 0 0 NT 0
12 津野町鳥手川 2007年10月 3 0 0 NT 2
13 梼原町飯母 2007年11月 3 0 0 NT 1
14 梼原町太田戸 2007年10月 3 3 3 0 0
15 四万十町古城 2007年10月 2 0 0 NT 0
16 四万十町井崎 2007年10月 3 3 3 0 0
17 大月町弘見 2007年11月 3 3 3 0 0

合計 47 30 30 0 3
ａ）平板希釈法（狹間，1998）により実施し，所定の薬剤添加培地において生育が認められた場合に
耐性菌と判定した。

ｂ）Ishii et al.（2007）の方法により実施し，制限酵素処理により消化されたPCR産物が確認された場
合に耐性菌と判定した。

ｃ）試験未実施
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ラインは0.08～1.25ppmで，10ppmで対無処理比
50％以上の菌糸伸長が認められ，かつ100ppmで
は伸長しないものを中等度耐性菌，100ppmでも
伸長が認められるものを高度耐性菌とした。この
基準を本試験結果に当てはめると，供試した47菌
株中30菌株が高度耐性菌で，中等度耐性菌は検出
されず，高度耐性菌が高い割合で発生しているこ
とが明らかとなった。したがって，本病の多発生
の要因の１つとして，チオファネートメチルに対
する耐性菌の発生が関与しているものと考えられ
た。また，耐性菌の発生状況は地域によって異な
り，安芸市，芸西村および香南市といった高知県
の東部に位置する地域から採取した菌株は，いず
れも耐性菌であったことから，これらの地域では
本耐性菌が高率に発生している可能性が高いと考
えられる。さらに生物検定においても耐性菌に対
する本剤の防除効果はほとんど認められなかった
ことから，これらの地域では本剤の防除効果は期
待できないと考えられた。
　チオファネートメチル耐性菌はジエトフェンカ
ルブに対して負相関交差耐性を示すことが知られ
ている（挟間ら，1991）。しかし，すでにキュウ
リ褐斑病およびトマト褐色輪紋病において両剤耐
性菌の発生が報告されていることから（挟間・佐

藤，1996：伊達ら，2004a：伊達ら，2004b），本
試験ではチオファネートメチルに対して耐性を示
した菌株を対象に，ジエトフェンカルブに対する
感受性を調査した結果，供試したすべての菌株が
感受性であった。そのため，チオファネートメチ
ル耐性菌が広く分布している地域でもチオファ
ネートメチル・ジエトフェンカルブ水和剤の効果
は期待できる。
　一方，Ishii et al.（2007）の方法を用いて実施
したQoI剤に対する感受性検定では，供試した47
菌株中３菌株が耐性菌と判定された。しかし，感
受性と判定された菌株の中から任意に選択した２
菌株を用いてクレソキシムメチル水和剤の防除効
果を検討した結果，四万十町古城で採取した菌株
に対しては高い防除効果が認められたが，土佐町
田井で採取した菌株に対しては全く防除効果が
認められなかった。石井ら（2003）およびIshii et 
al.（2007）は，薬剤の作用点であるチトクローム
タンパク質をコードするミトコンドリアDNAの
チトクロームb遺伝子がヘテロプラスミーになる
ことにより，上記のような現象が起こることを報
告していることから，本試験結果もこれが原因で
あると考えられた。このことは感受性検定で耐性
菌と判定された３菌株よりもっと多くの耐性菌が

表２　ナス黒枯病菌に対するチオファネートメチル水和剤の効果

菌株採取圃場No. 感受性検定結果 平均発病指数＊

薬剤散布区 滅菌水散布区
1 耐性菌 3 3
2 3.5 4
16 感受性菌 0 4

＊０：発病無し
　１：一部の葉にわずかに病斑が認められる
　２：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する病斑面積率が３分の１未満である
　３：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する病斑面積率が３分の１以上である
　４：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する病斑面積率が３分の１以上で，かつ落葉も認められる

表３　ナス黒枯病菌に対するクレソキシムメチル水和剤の効果

菌株採取圃場No. 感受性検定結果 平均発病指数＊

薬剤散布区 滅菌水散布区
13 耐性菌 4 4
10 感受性菌 4 4
16 0.5 3

＊０：発病無し
　１：一部の葉にわずかに病斑が認められる
　２：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する病斑面積率が３分の１未満である
　３：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する病斑面積率が３分の１以上である
　４：株全体に病斑が認められ，全葉面積に対する病斑面積率が３分の１以上で，かつ落葉も認められる
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含まれている可能性を示しており，本試験で実施
したIshii et al.（2007）の方法による感受性検定
結果は圃場での防除の際の薬剤の選定等には活用
できないと考えられた。現在，C. cassiicolaのQoI
剤に対する感受性を正確に把握する手段は生物検
定しかなく，より簡便に調査できる検定法の開発
が望まれる。

摘 要

　2007年および2008年に，高知県内のナス栽培18
圃場から黒枯病菌47菌株を収集し，チオファネー
トメチルおよびジエトフェンカルブに対しては平
板希釈法で，QoI剤に対してはPCR-RFLP法で感
受性を調査した。その結果，チオファネートメチ
ルに対しては12圃場の発病葉から分離された30菌
株，QoI剤に対しては２圃場の発病葉から分離さ
れた３菌株が耐性菌と判定された。ジエトフェン
カルブに対する耐性菌の発生は認められなかっ
た。チオファネートメチルおよびQoI剤に対する
感受性検定で感受性菌および耐性菌と判定された
菌株を用いて，それぞれチオファネートメチル水
和剤およびクレソキシムメチル水和剤の防除効果
を生物検定で判定した結果，チオファネートメチ
ル水和剤を処理した場合には感受性検定結果を支
持する結果であったが，クレソキシムメチル水和
剤を処理した場合には感受性菌と判定された菌株
で防除効果がほとんど認められない菌株が存在し
た。これは，他の菌種と同様に，ミトコンドリア
DNAのチトクロームb遺伝子がヘテロプラスミー
となっているためであると考えられた。
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