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� 緒　言

我が国における養蚕業の起源は古く，２世紀末まで

溯るとされている (直井，1995)．やがて絹は衣服素材

としての価値が認められ，絹製品は高い芸術性を有す

る衣文化を形成するに至った．その後産業革命が起き，

機械化に伴う大量生産が可能になると，蚕糸業は一大

産業へと成長していった．こうして19世紀後半～20世

紀前半には，蚕糸業が経済の根幹となるほど盛んにな

り，クワ栽培も蚕糸業の発展とともにその栽培規模，

収量を伸ばした．ところが，第二次世界大戦後になる

と，ナイロン等の絹に変わりうる合成繊維の出現のた

め，絹糸の需要は激減し，それに伴って桑園面積，繭

生産および養蚕農家戸数は著しく減少することとなっ

た．また，近年では安価な外国産絹製品の急増により，

農家や製糸業者は大きな打撃を受けている．こうした

背景のもとに，1930年には約70万haあったクワの栽培

面積は1997年には1.3万ha足らずとなった．しかし蚕

の給餌用としてのクワの重要性は，人工飼料等が実用

化されてきているにもかかわらず，今日でも変わって

いない．また近年になると，葉や実を用いた健康食品

や根を用いた医薬等，クワの多面的な利用が行われる

ようになり (小山，1993；小貫，1988；塚本，1998)，

今後はより多方面の分野から注目されると考えられる．

我が国のクワの育種・栽培技術分野においては，そ

れぞれの時代を反映して，先人達により品種や技術

についてさまざまな創出や改良がなされており (片桐，

1995；直井，1995)，その研究蓄積は膨大な量となって

いる．一方，クワの病害に関する研究の歴史も古く(石

川，1922)，1890年に萎縮病と紫紋羽病が報告された

のを皮切りに，年代の経過とともに新病害の発生が報

告され，1990年までには50種の病害が知られるように

なった (白田，1995；日本植物病理学会，1990)．また，

クワの病害発生は，クワ栽培技術の変遷と密に関連す

る場合がある．例を示すと，1970年代になり枝枯性の

糸状菌および細菌病が多発するようになったが，これ

は，条桑収穫技術の普及で収穫時の条切断面が格好の

感染部位となったことに起因している (白田，1995)．

クワ炭疽病は，こうした病害発生の歴史の中で，

1925年に原摂祐により初めて報告された．本病は，葉

に赤褐色～褐色あるいは灰白色の病斑または条斑を引

き起こす葉枯性の病害で，毎年普遍的に発生するにも

かかわらず，甚大な被害を及ぼすことは稀であり，萎

縮病，紋羽病，胴枯・芽枯病等の病害と比較して，さ

ほど重要視されていなかった．しかし，近年開発され

たクワ栽培技術，すなわち密植栽培・機械収穫および

多回育養蚕用のローリング収穫法等の普及により，本

病の発生が目立つようになってきた．激しい場合には

株全体の葉が発病し，ほとんど収穫できないほどの被

害になる例も見られている．また近年，養蚕農家の高

齢化および後継者不足等による桑園管理の不徹底が目

に付くようになっており，本病の発生は今後さらに増

加することが予想されている (白田，1996)．しかしな

がら，本病の生理・生態および防除法等に関する報告

は，原 (1925；1936；1942；1951)，木村 (1979)，高

橋 (1988)による短文の記載があるだけで，不明な点が

多く，効果的な本病の防除法確立に結びつくような詳

細な研究は行われていない．

他方，炭疽病は果樹，野菜，花卉，食用作物，樹木

等，世界各国の多様な植物種の各器官で発生する重要

な植物病害の１群であり (池上，1984a；池上，1984b

；Bailey and Jeger，1992)，それらはいずれも不完全菌

類のColletotrichum属あるいは子嚢菌類のGlomerella属の

数種病原菌により引き起こされる．こうした各種炭疽

病菌とクワ炭疽病菌の異同については全く研究されて

おらず，また，炭疽病で良く知られている潜在感染に

ついても十分な知見は得られていない．クワを宿主と

する炭疽病菌の病原性，発生生態，感染生理等を解明

することは，本菌の病理学的観点だけでなく異宿主間

の寄生性分化等の観点においても重要である．

本研究では，クワ炭疽病，特に主たる病原菌である

ことが明らかとなったC. dematiumによる本病の生理・

生態の解明に加え，効果的な防除法の確立の手掛かり

を得ることを目的とし，以下の７章からなる研究を

行った．

第�章では，全国のクワ罹病葉から炭疽病菌を分離

し，Arx (1957)，Sutton (1980) らによる炭疽病菌の新

分類体系に基づいて同定を行い，クワ炭疽病菌の種名

を再検討した．

第�章では，分離・同定した３種の炭疽病菌のクワ
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および各種植物葉に対する病原性を調べるとともに，

他の宿主由来の炭疽病菌とのクワに対する病原性を比

較した．

第�章では，当研究所で栽培・保存しているクワ260

品種を用い，主たるクワ炭疽病菌のC. dematiumに対す

る感受性程度を調べ，感受性および抵抗性品種を検索

した．

第�章では，当研究所内の桑園圃場において，発病

の定点調査を行い，C. dematiumによる本病の発生消長

を明らかにするとともに，本菌の伝搬経路および越冬

形態について調べた．また，クワ葉の時期別・葉位別

での感受性の差異，およびクワの肥培条件と発病との

関連についても検討した．

第�章では，C. dematiumの分生子発芽および形成を

支配する因子を探索するとともに，クワ葉におけるC.

dematiumの潜在感染の有無および感染の誘発法につい

て検討した．

第�章では，C. dematiumにより形成されたクワ葉病

斑部での毒素生産を明らかにするとともにその役割に

ついて検討し，毒素の単離・精製を行った．

第�章では，C. dematiumの生物的防除のための拮抗

細菌を分離・同定し，その細菌による発病抑制効果に

ついて検討した．また，本細菌の生産する抗菌成分を

単離・精製するとともに，その化学構造を明らかに

した．

なお，本論文は，1992年から2000年まで蚕糸・昆虫

農業技術研究所で行った一連の研究成果(吉田ら，1995

a, b；吉田・白田，1996a, b；吉田・白田，1997；Yoshida

and Shirata，1998a, b, c；Yoshida and Shirata，1999a, b

； Yoshida and Shirata，2000；Yoshida et al.，2000a, b；

Yoshida et al.，2001) を取りまとめたものである．クワ

品種間の感受性差異の研究は，吉田滋実氏 (東京都農

業試験場)(吉田ら，1995a) と，罹病葉中からの毒素お

よび拮抗細菌の生産する抗菌成分の単離・精製，同定

については，平舘俊太郎博士 (農業環境技術研究所)お

よび畑田清隆博士(東北工業技術研究所)(Yoshida et al.，

2000a；Yoshida et al.，2001) と著者とが共同研究して

行ったものである．

また，本研究の遂行にあたり，終始懇切丁寧な御指

導を頂いた蚕糸・昆虫農業技術研究所，前桑病害研究

室長・白田昭博士 (現，農業生物資源研究所，研究交

流科長) に対し，厚く御礼申し上げます．また，一部

共同研究をお願いした，小林享夫博士 (東京農業大学

教授)，平舘俊太郎博士 (農業環境技術研究所)，吉田

滋実氏 (東京都農業試験場)および畑田清隆博士 (東北

工業技術研究所) には，多大な御支援を頂いた．さら

に，前桑病害研究室長・矢澤盈男博士，同研究室員・

村上理都子氏，塚本貴敬氏，前桑育種研究室および桑

栽培生理研究室の各位には，実験遂行上の御助言と御

協力を頂いた．以上の各位に対し，心から感謝の意を

表します．

また，本論文の御校閲等の労を頂いた東北大学農学

部教授・羽柴輝良博士，同名誉教授・江原淑夫博士，

農業環境技術研究所微生物分類研究室長・對馬誠也博

士，並びに前桑病害研究室長・白田昭博士に対して，

深く感謝いたします．

� 既往の研究

我が国におけるクワ炭疽病の報告は，原摂祐 (1925)

が，「実用作物病理学」で記載したのが最初であり，こ

の中で，本病の病原菌を新種Colletotrichum morifoliumと

して記載した．その後，原は数種の書物 (原，1936；原，

1942；1951) において，本病の病徴，C. morifoliumの

形態および防除法等について短く記載している．1954

年には，クワ葉から分離した菌を，その形態から新種

C. morinaとして記載 (原，1954)したが，その病原性等

については記載されていない．また，宮城 (1929) は，

新種の桑樹赤枯病菌として，C. Mori Miyagiと命名し

たが，原 (1942) はこれをC. morifoliumと同一であると

した．これにより我が国における本病の病原菌は，C.

morifoliumおよびC. morinaの２種であることが，1950年

代にほぼ確定した．

一方，1930年代ごろから，炭疽病菌も属する不完全

菌類において，完全世代との関連，分生子の形成方法

に重点を置いた分類学的再検討が始まり (小林，1993)，

その結果として，多くの属において分割および統合，

再配分が行われた．こうした分類学的な潮流の下，炭

疽病菌においてもArx (1957) により，大胆な再整理が

行われた．すなわち，Arxはそれまで宿主により別種
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として新種記載されてきた約800種の炭疽病菌の不完

全世代を，完全世代との関係と形態および病原性等に

より，Colletotrichum属の11種12変種・型に再編した．

この再編・整理については，当時賛否両論があったも

のの，後にSutton (1980) の詳細な分生子形成方法に基

づく分類法の検討等により，Arxによる属の再整理，

再配分が基本的に受け入れられ，現在の炭疽病菌の分

類体系に至っている (佐藤，1993；小林，1993)．Arx

(1957)による分類体系に準じて，山本(1960)は，日本

産の炭疽病菌の種名と属名の改変を行っているが，そ

の中で，クワ炭疽病菌C. morifoliumをC. dematiumの

生態種，すなわちC. dematium f. morifoliumと改変して

いる．しかし，この改変はあくまでもArxによるC.

dematiumの生態種の配置に基づいたものであり，病原

性等の詳細な検討はなされていない．さらに，小林

(1993)はC. morifoliumは形態的にC. dematium群に属す

るが，本病菌の種名については，さらに詳細な検討を

要すると指摘している．

外国におけるクワ炭疽病の発生については，中国お

よび台湾で報告されており，中国ではC. morifolium (中

国農業百科全書編集部編，1987) が，台湾ではC. mori-

folium の他にC. moricola，C. morinum，Glomerella mori

(Sawada，1959)が病原菌として記載されている．

また，我が国における本病の発生生態と防除につい

ては，原 (1925；1936；1942；1951)，木村 (1979)お

よび高橋 (1988)により報告されている．原 (1951)は，

C. morifoliumは被害部または枝条上に胞子または菌糸で

越冬し，密植桑園および葉が硬化しやすい品種で発生

が多いとしている．また，３斗式「ボルドウ」液の散布

により，本病に防除効果を示すとしている(原，1942)．

高橋 (1988)は，本病はクワの全生育期間を通じて発生

し，被害植物上で分生子および菌糸塊の形で越冬・伝

染し，また，C. morifoliumはクワにのみ寄生すると記

している．しかし，本病に関する具体的な研究結果を

示した報告は少なく，本病菌の種名，病原菌の生理的

特性，感染様式等についてもほとんど解明されてはい

ない．

� 病原菌の分離と同定

クワ炭疽病菌としては，原摂祐により1925年および

1954年にそれぞれC. morifolium Hara (原，1925)および

C. morina Hara (原，1954)と命名された2種が知られて

いた (日本植物病理学会，1990)．しかし，Arx (1957)，

Sutton (1980) らによって新しい炭疽病菌の分類体系が

提唱されてからは，山本 (1960)がArx (1957)の報告を

受けて C. morifoliumをC. dematium f. morifoliumに改変し

たにとどまり，詳細な検討は行われていなかった．そ

こで本章では，クワ罹病葉から炭疽病菌を分離し，炭

疽病菌の新分類体系に基づいた同定により，種名の再

検討を行った．

１．分　離

（1）材料および方法

全国の13県 (岩手・福島・群馬・茨城・埼玉・千葉

・神奈川・石川・山梨・長野・徳島・熊本・沖縄)より

取り寄せた罹病クワ葉の病斑部を切り取り，切片を70

％アルコールに約10秒，続いて２％次亜塩素酸ナトリ

ウム溶液に２～３分間浸漬後，殺菌水で３回洗った．

滅菌ろ紙で水分を吸い取った後，ジャガイモ煎汁・グ

ルコース寒天培地 (PDA：ジャガイモ 200g，グルコー

ス 20g，寒天 18g，蒸留水 1�) 平板培地あるいはク

ワ葉煎汁・スクロース・寒天 (MSA：乾燥クワ葉 50g，

スクロース 30g，寒天 27g，蒸留水 1.5�)平板培地上

に置き約20℃に保った．数日後に伸長した菌糸先端を

切り取ってPDAおよびMSA斜面培地上に移植し，生育

後５℃で保存した．なお，これら菌株の大半は分生子

形成が見られたので再度単胞子分離を行い，保存菌株

とした．また，上記の方法で分離が困難だった葉にお

いては，�章の３で示した手法で葉の裏面に紫外線を

３～５分照射した後，湿室に保って形成させた分生子

層から直接単胞子分離を行った．

（2）結　果

分離菌株は，13県下の炭疽病病斑あるいは類似の病

徴を示した罹病クワ葉から，炭疽病菌あるいはその類

似菌66菌株を分離し，これに分譲頂いた２菌株 (東京

4
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都・高知県下の罹病葉より分離) を含め，合計68菌株

を得た．このうち56菌株が炭疽病菌Colletotrichum属で

あった．それぞれの菌株の分離源病葉の採集地，採集

年月日，分生子のタイプをTable１に示した．なお，分

離源としたクワ罹病葉の写真の一部はFig. 1_1, 2に示し

た．なお，Colletotrichum属以外の分離菌株は，Phoma

属やNigrospora属が多かった．

２．同　定

（1）材料および方法

菌の同定は，MSAまたはPDA平板培地上に形成した

分生子および子のう胞子の形態により行った．なお，

一部の菌株については葉上に形成させた分生子の形態

も調べた．

（2）結　果

分離したColletotrichum属菌56菌株は，分生子の形と

大きさにより３つの群 (Fig. 1_4, 5, 7)(Fig.２)に分けら

れた．分離菌株中で最も多かったのは，分生子が鎌

形 (大きさ22.5～32.5×2～3 µm) のグループで35菌

株であった．これらは分生子の形態や培養性状がArx

(1957 ；1981)，小林 (1993)，Sutton (1980) らによる

Colletotrichum dematium (Persoon : Fries) Groveに一致し，

同一種として同定した．次に多かったのは，分生子の

形態が円筒形 (大きさ12.5～22×4～7µm)のグループ

に属する11菌株で，このうち８菌株では成熟子のう殻

とそれに伴う子のうおよび子のう胞子の形成が認めら

れた(Fig. 1_6)．これらは，分生子および子のう殻や子

のう胞子の形態から，Arx (1957)，小林 (1993)らによ

る完全世代のGlomerella cingulata(Stoneman)Spaulding et

Schrenk とその不完全世代のColletotrichum gloeosporioides

5
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Fig. 1.
_1. Diseased mulberry leaf. 

C. dematium and G. cingulata
were isolated from the lesions.  

_2. Diseased mulberry leaf.  
C. acutatum was isolated from
these lesions.  

_3. Mycelial colony of mulberry
anthracnose fungi on PDA plate:
Cd, C. dematium S9269; Gc, G.
cingulata S9274; Ca, C. acutatum
S9303.  

_4. Conidia of C. dematium S9269.  
_5. Conidia of G. cingulata S9274.  
_6. Asci and ascospore of G. cing-

ulata S9244.  
_7. Conidia of C. acutatum S9303.
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Table 1.  Anthracnose fungi isolated from diseased mulberry leaves and their pathogenicity to mulberry leaves



(Penzig)Penzig et Saccardo と同定した．３番目のグルー

プは，分生子の形態が紡錘形 (大きさ11.3～17.5×3～

5 µm) のもの10菌株からなり，これらはArx (1981；

1987)，小林 (1993)，Simmonds (1965)，Sutton (1980)

らによる Colletotrichum acutatum Simmonds ex Simmonds

と同定した．

なお，炭疽病菌３種についてPDA平板培地上での生

育状態をFig. 1_3 に示した．C. dematiumのPDA平板培

地上での菌叢は暗黒色から暗緑色で，気中菌糸をあま

り形成せず，分生子もほとんど形成しなかった．それ

に対し，MSA平板培地上での菌叢は暗灰緑色から暗黒

色で，分生子 (Fig. 1_4) を多数形成した．G. cingulata

のPDA培地上での菌叢は菌株により異なったが，一般

に白色ないし灰白色で気中菌糸を豊富に形成し，内部

に鮭肉色の分生子 (Fig. 1_5) の粘塊が観察されるもの

が多かった．C. acutatum のPDA培地上での菌叢は淡赤

紫色であり，裏面ではより鮮明であった．分生子 (Fig.

1_7) 粘塊もよく形成した．なお，本菌は気中菌糸を形

成するが，菌糸の先端には上述の分生子とは異なる小

型分生子が多数観察された．

３．考　察

今回得られた56菌株について同定を行ったところ，

C. dematium，G. cingulata，およびC. acutatumの３種が

新たに同定された．既往の２種の炭疽病菌のうち，C.

morifolium (原，1925) は分生子が鎌形で大きさ20～

24×3～5 µmとあり，今回C. dematiumと同定した菌

群と形態的に酷似する．Table２にC. morifoliumとC.

dematiumとの分生子の形態的比較を示したが，C. mori-

foliumの形態は諸研究者の記録したC. dematiumの範囲

に入る．C. morifolium はその分生子の形態および大き

さからC. dematiumに含めてよいと判断し，以下のよう

に記載することを提案する．

Colletotrichum dematium (Persoon:Fries) Grove

Synonym: Colletotrichum morifolium Hara (原，1925)

Colletotrichum dematium f. morifolium (Hara)

Yamamoto (山本，1960)

また，原(1954)が記載しているC. morina Haraは，今
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Table 2.  Comparison of conidial size between C. dematium and C. morifolium

Fig. 2.  Average size of conidia in each anthracnose fungus
isolated from diseased mulberry leaves.  Shape of conidia:
○, falcate; △, cylindric; □, fusiform.



回は分離されなかった．その記載によれば，菌の分生

子の大きさは 5～ 7× 3～ 4 µmで，上記３種の炭疽病

菌とは全く異なるが，記載や研究が不十分なため，そ

の存在の有無および分類上の位置づけについては，今

回検討できなかった．原 (1951) は本病菌としてCol-

letotrichum morifoliumの他にC. moriという菌種を記載し

ている．しかし，C. moriの分生子の形態等の記載が上

述のC. morina の記載と良く一致していることから，C.

moriとC. morinaは同一種と見なすべきであると判断し

た．以上のことから，日本におけるクワ炭疽病菌は，

① C. dematium，② C. acutatum，③ G. cingulata，④ C.

morinaの４種が存在することが明らかになった．

� クワ炭疽病菌の病原性

全国の罹病クワ葉から分離・同定した３種の炭疽病

菌のクワに対する病原性を調べるとともに，病原力の

差異について検討した．また，これら３種の炭疽病菌

について，クワ以外の植物葉に対する病原性を調べた．

さらに，他の宿主由来の炭疽病菌のクワ葉に対する病

原性を比較し，分化型 (forma specialis)の適用の是非も

検討した．

１．クワ葉に対する病原性

（1）材料および方法

分離菌株の病原性は，切り取ったクワ葉を用いて菌

叢片接種法と分生子接種法の２つの方法で調べた．す

なわち，菌叢片接種の場合は，当研究所内で栽培され

ている普及奨励クワ品種「しんいちのせ」(カラヤマグ

ワ，Morus alba L.)を用い，各分離菌株のMSA培地上の

新鮮な菌叢片 (約３～５mm角)を接種源とし，葉の一

部に10針で２～３回の刺し傷を付け，そこに菌叢片を

置床した (有傷接種)．また，極めて罹病しやすいケグ

ワ (M. tiliaefolia Makino)の1系統である「毛桑」も用い

たが，この場合は無傷接種とした．接種後は葉を約25

℃の湿室に保ち，９日後に発病調査を行った．発病の

程度は，形成された病斑の大きさにより４段階に分け

て表示した．分生子接種の場合は，供試菌株の分生子

懸濁液(約106個/ml)に直径８mmの円形ろ紙を浸漬し，

分生子を含んだろ紙を直ちに葉の有傷および無傷部に

１枚ずつ置床した．接種後は葉を約25℃の湿室に６～

９日間保持した後，発病を調査した．

（2）結　果

ａ　菌叢片接種による病斑形成

「しんいちのせ」および「毛桑」の切り取り葉に対し，

得られた３種の分離菌56菌株の病原力を調べ，その程

度をTable１に示した．また，供試菌株数に対する病斑

形成菌株数の割合 (病斑形成率)を，菌種および品種別

にまとめてFig.３に示した．病斑形成は供試した炭疽

病菌３種の全てで認められた．しかし，３種の病斑形

成率を比較するとC. dematiumおよびC. acutatumでは病

斑形成率が極めて高いのに対し，G. cingulata では低か

った(Fig.３)．また，病斑の大きさを見るとC. dematium

のほとんどおよび C. acutatumの一部の菌株は，大型で

顕著な病斑を形成した(Fig. 4_1, 2)のに対し，G. cingulata

および大半のC. acutatum の菌株は，小型の病斑を形成

した．

ｂ　分生子接種による病斑形成　　

切り取り葉に対する分生子の病原力を調べた．供試

菌株は，上述の菌叢片接種試験で比較的病原力の強か

った菌株，すなわちC. dematiumではS9269，G. cingulata

ではS9274，C. acutatum ではS9307の合計３菌株とし，

接種試験は各菌株とも３反復で行った．また，供試し

たクワは品種「落井」(ログワ，M. multicaulis Perr.) で

ある．

有傷接種の場合，C. dematiumは菌叢片接種と同様に

顕著な病斑を形成した (Fig. 4_3)．G. cingulataもやや

強い病原力を示したのに対し，C. acutatumは弱い病

原力を示した．また，無傷接種の場合，病斑形成はC.

dematiumおよびG. cingulataで見られたが，C. acutatum

では見られなかった．

２．各種植物葉に対する病原性

（1）材料および方法

ａ　供試菌株

供試菌は，クワ罹病葉から分離したC. dematium，C.
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Fig. 3.  The ratio of lesion formation on mulberry leaves by anthracnose fungi isolated from mulberry
leaves.  Mycelial blocks of each fungal isolate were placed at punctured site on the leaves of cv. Shin-
ichinose (A) or at intact site on the leaves of Keguwa (B).

, C. dematium ; , G. cingulata ; , C. acutatum.

Fig. 4.  
_1.  Lesion formation on the leaf of Keguwa (M.

tiliaefolia) inoculated with mycelial blocks of C.
dematium.  

_2. Lesion formation on the leaf of Keguwa inoc-
ulated with mycelial block of C. acutatum.  

_3. Lesion formation on the leaf of cv.Ochii (M.
multicaulis) inoculated with conidial suspension
of C. dematium.  Filter paper Fp was soaked in
conidial suspension of C. dematium S9269.



acutatum，G. cingulataの3種であり，菌株はC. dematium

ではS8901，S9269，C. acutatumではS9303，G. cingulata

ではS9233，S9244，S9274，S9275を用いた．

ｂ　供試植物

供試した植物は，Table３に示したクワ科植物を含め

た21科37種であり，その大半は1993年８月に当研究所

周辺から採取したものとした．

ｃ　病原性試験

病原性の検定は，上述と同様にMSAまたはジャガイ

モ煎汁・スクロース寒天培地 (PSA：ジャガイモ 200g，

スクロース 20g，寒天 18g，蒸留水 1�) 平板上から

調製した菌叢片および分生子懸濁液 (約106個/ml)を，

切り取り葉に有傷および無傷接種することにより行っ

た．接種葉は約25℃に設定した湿室内に保持し，７日

後に発病を調査した．なお，接種試験は全て２反復で

行い，発病(病原力)の程度は形成された病斑の大きさ

により，病斑形成が認められる (+)，直径15mm以上
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Table 3.  Plants used for inoculation with mulberry anthracnose fungi a)



の大型の病斑が形成される (+++)，両者の中間 (++)

の３段階に分けて表示した．

（2）結　果

ａ　菌叢片接種における病原性

菌叢片を接種源とした場合の各種植物に対する病原

性検定の結果をTable４に示した．なお発病程度は，い

ずれの植物においても反復による差が小さかったため，

表中には発病程度の大きい値のみを示した．

有傷接種では，３種の炭疽病菌とも供試した大部分

の植物に病原性を示した．特にG. cingulataの４菌株は

ほとんど全ての植物に病原性を示し (Fig. 5_1, 2)，病原

性を示さなかった植物はクチナシ，ヤブツバキ，クヌ

ギ，ミカンだけであった．C. acutatum (S9303) も同様
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Table 4.  Lesion formation on various detached leaves inoculated with mycelial blocks of mulberry anthracnose fungi



にかなり広い範囲に病原性を示した．C. dematiumは他

の２種と比べやや範囲は限られる傾向が見られたもの

のクワ科以外にもバラ科植物等に病原性を示した．

無傷接種では，有傷接種に比べ３種の炭疽病菌とも

病原性を示した植物の数は極端に減少し，病原力も低

下する傾向が見られた．菌種ごとに見ると，G. cingu-

lataでは有傷接種で比較的幅広い病原性を示した菌株

(S9244およびS9275)が，無傷接種ではバラ科植物およ

びモクレン科植物等の一部の植物にしか病原性を示さ

なかった．また，C. dematiumがクワ科植物 (「毛桑」)

以外に病原性を示した植物は，リンゴ，ユリノキのみ

であった．C. acutatumはウメ，イチゴ，リョウブのみ

に病原性を示した．

ｂ　分生子接種における病原性　

分生子を接種源とした場合の病原性検定の結果を

Table５に示した．有傷接種の場合，G. cingulataおよ

びC. acutatumは広範囲の植物に病原性を示した．C.

dematiumが病原性を示した植物は，クワ科植物以外で

は，リンゴ，サツマイモ，ユリノキ等であり他の２種

と比較して少なかった．なお，ユリノキは３種の菌の

いずれによっても病斑形成が認められた．無傷接種で

病斑を形成した植物の種類は，菌叢片接種の場合と同

様に３種の供試菌いずれにおいても減少し，特にC.

acutatumはイチゴにのみ病原性を示した．ユリノキは

G. cingulataおよびC. dematiumによって大型の病斑が形

成され，クワ科植物はC. dematiumのみによって顕著な

病斑が形成された．

３．他宿主由来の炭疽病菌との病原性の比較

（1）材料および方法

ａ　供試菌株

クワを含めテンサイ，チャ等15種類の宿主から分離

した炭疽病菌５種，26菌株を供試した．供試各菌株の

種名，菌株名，分離源の植物名をTable６に示した．

ｂ　供試植物

接種試験には当研究所内で栽培されたクワ品種「し

んいちのせ」，「落井」および「毛桑」の３種を用い，い

ずれも健全葉を切り取って供試した．また，C. dematium

の病原性に関する比較試験では，各菌株の分離源と

なった宿主植物としてブナ(森林総合研究所から分譲，

受入番号93_037)，ビート (「デトロイトダークレッド」，

タキイ)，ホウレンソウ (品種名不明) を用い，ポット

およびプランター植えの植物体の若葉を，切り取らず

に供試した．

ｃ　病原性試験

各菌株の接種源は，上述と同様にMSAおよびPSAの

平板上から調製した菌叢片および分生子懸濁液 (約106

個/ml) の２種類とし，これらを各切り取り葉に有傷お
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Fig. 5_1. Lesion formation on strawberry leaves inoculated with G. cingulata S9244.  Inoculation: left leaf, conidial suspension was inocu-
lated at intact site;  central leaf, mycelial blocks were inoculated at intact (left side) and at punctured (right side) sites; right leaf,
conidial suspension was inoculated at punctured sites.  fp= filter paper soaked in conidial suspension.  

Fig. 5_2. Lesion formation on Shirakaba (Betula platyphylla var. japonica) leaves inoculated with G. cingulata S9274.  Inoculation: upper
left side, mycelial block was inoculated at intact site; upper right side, mycelial block was inoculated at punctured site; lower left
side, conidial suspension was inoculated at intact site; lower right side, conidial suspension was inoculated at punctured site.



よび無傷接種した．分生子を形成しない菌株では菌叢

片のみを接種源として用いた．なお，接種は菌叢片で

はPSAおよびMSA培地で生育させたものそれぞれ２反

復の計４反復，分生子懸濁液では２反復行った．接種

後は，供試植物を約25℃の湿室内で保持し，４～９日

後に病原性の検定を行った．検定は病斑形成の有無に

より行い，さらに病斑の大きさにより病原性の程度を

本章の２と同様に３段階に区分した．

（2）結　果

ａ　クワに対する供試菌の病原性

供試した各種炭疽病菌について３種のクワに対する

病原性の検定結果をTable７，８に示した．なお，菌叢

片接種による病斑形成では培地の種類による影響がな
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Table 5.  Lesion formation on various detached leaves inoculated with conidial suspension of mulberry anthracnose fungi



いと判断されたため表中には４反復のうち中間の２つ

の値を示した．

菌叢片を接種した場合 (Table７)，有傷接種では，ほ

とんどの菌株がクワに病斑を形成した．すなわち，「毛

桑」にはブドウ由来の菌株G. cingulata (MAFF305142)，

ミカン由来の菌株C. gloeosporioides (910409_1)，シマグ

ワ由来の菌株C. gloeosporioides (MAFF306011)を除く全

ての菌株が病斑を形成した．「落井」に対しても，ほと

んどの菌株が病斑を形成した．しかし「しんいちのせ」

に対しては，クワ由来の菌株を含め８菌株しか病斑を

形成しなかった．また，病原力は，「毛桑」では菌株間

の差があまり見られず，いずれの菌株も大型の病斑を

形成した (Fig. 6_1)．「落井」では，クワ，テンサイ，イ

チゴ，トルコギキョウ由来の菌株で顕著な病斑を形成

した．無傷接種では，いずれのクワに対しても病斑を

形成した菌株はわずかであり，C. acutatumであるS9303，

No91_017，MAFF306242の３菌株のみが「毛桑」また

は「落井」に対して病斑を形成した．

分生子懸濁液を接種源とした場合 (Table８)，有

傷・無傷接種の両方でクワ由来のC. dematium(S8901お

よびS9269)が，特に強い病原力を示した (Fig. 6_2)．す

なわち，有傷接種において「毛桑」に病原性を示した

上記以外の菌株はブナ由来のC. dematium (C_4b106)，

テンサイ由来のC. dematium f. sp. spinaciae (Cs_5M，

Cs_22M)， シ マ グ ワ 由 来 の C. gloeosporioides

(MAFF306011)，クワ由来のC. acutatum (S9303)，ト

ルコギキョウ由来のC. acutatum (MAFF306242) のみで

あった．「しんいちのせ」ではC. acutatum (S9303) が，
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Table 6.  Anthracnose fungi used for inoculation to mulberry leaves



「落井」ではミカン由来のC. gloeosporioides (910409_1)

のみが病原性を示した．また，無傷接種においては，

クワ由来のC. dematiumの２菌株のみがクワに対して病

原性を示した．

ｂ クワおよび他の宿主植物から分離したC. dematium

の病原性比較

クワ葉に最も強い病原力を示したC. dematiumの病原

性について詳細な検討を行うために，他の宿主から分

離したC. dematiumおよびC. dematium f. sp. spinaciaeの各

分離源植物に対する病原性の比較試験を行った．すな

わちクワ由来 (S8901，S9269)，ブナ由来 (C_4b106)の

C. dematiumおよびテンサイ由来のC. dematium f. sp. spin-

aciae (Cs_22M，Cs_5M)の合計５菌株を，クワ (「毛桑」，

「落井」)，ブナ，ビート，ホウレンソウの葉それぞれ

に，上記と同様の方法で接種し，クワでは６日，ブナ

では７日，アカザ科植物では５日後に病原性を調査し

た．なお，今回の試験ではテンサイを供試できなかっ

たため，同じアカザ科植物であるビート，ホウレンソ

ウで代用した．また，クダモノトケイソウ由来の菌株

(MAFF305982)については，欠調とした．

その結果，菌叢片を接種源とした場合には有傷接種

と無傷接種では病徴の発現が異なり，前者では明らか

に強い病原力を示したが，後者ではほとんど病徴が見

られなかった(Table９)．有傷接種では，それぞれの分

離源に対応する各菌株で病原性が認められ，さらに両

者が対応しない場合でも病原性が認められた．また，

クワには，クワ由来のS8901株，S9269株およびテンサ

イ由来のCs_22M株が強い病原力を示した．

一方，分生子懸濁液を接種した場合には (Table 10)，

菌叢片の接種と比較して，供試菌株と宿主植物との関

係がより明瞭に示された．特に，クワから分離された

S8901株およびS9269株はクワに強い病原力を示し，無

傷接種においても顕著な病斑を形成した．また，ブナ

由来およびテンサイ由来の各菌株は「毛桑」に対して

有傷接種で病原性を示した．

４．考　察

分離した炭疽病菌３種のクワ葉に対する病原性を調

べた結果，３種とも病原性を有することが明らかに

なった．特に，C. dematiumは菌叢片および分生子の接
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Fig. 6._1. Lesion formation at punctured sites (right side) of Keguwa leaves inoculated with mycelial blocks of G.
cingulata NM_1 isolated from strawberry crown.  Left side: mycelial blocks were inoculated at intact sites.  

Fig. 6._2. Lesion formation on mulberry leaf of cv. Shin_ichinose inoculated with C. dematium S8901 isolated from
mulberry leaves.  Inoculation: upper left side, mycelial blocks were inoculated at intact sites; upper right side,
mycelial blocks were inoculated at punctured sites; lower left side, conidial suspension was inoculated at
intact sites; lower right side, conidial suspension was inoculated at punctured sites.  fp= filter paper soaked
in conidial suspension of C. dematium.



種で，強い病原力を示した．また，採集した都道府県

は限られるが，前章で示したように本菌はほぼ全国的

に分布していた．これらのことからC. dematiumは，通

常の栽培環境下で見られる炭疽病の主たる病原菌であ

ると考えられる．一方，G. cingulataおよびC. acutatum

は病原性を有するものの，その病原力はC. dematiumに

比べて弱く，菌株による差も大きかった．このことか

ら，これら２種はクワの生理状態に大きく依存すると

も考えられ，それらの菌に起因する本病発生は少ない

ことが考えられる．

本来，上記３種の炭疽病菌はいずれも幅広い宿主範

囲を持ち，多犯性であることが知られている．既報に

よるとC. dematiumは，ブナ，ワタ，ユリ，ハラン等を加

害し (小林，1993)，その他の報告からはマメ類 (Lenne，

1992)，イチゴ，トマト，タマネギ (Baxter et al.，1983)

等にも被害を及ぼすことが知られている．G. cingulata

はC. gloeosporioidesの完全世代名として知られ，ブドウ

晩腐病等極めて多くの植物に炭疽病を引き起こすとさ

れている (佐藤，1993；池上，1984a)．また，1965年

に新種として記載されたC. acutatumについても，イチ

ゴのほか多くの植物を加害することが知られている

(Dyko and Mordue，1979；Baxter et al.，1983)．このよ

うにこれら３種の菌は広い宿主範囲を持つことから，

クワから分離された菌株も同様に幅広い宿主範囲を持

つことが推察された．一方，C. morifoliumはクワのみに

寄生するとの記載 (高橋，1988)があり，宿主範囲につ
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Table 7.  Lesion formation on mulberry leaves inoculated with mycelial block of anthracnose fungi



いて詳しい検討が必要であった．

21科37種の植物の切り取り葉に対する３種の菌の病

原性を調べた結果，供試した３種の炭疽病菌はいずれ

もクワ以外のさまざまな植物に感染しうるものと考え

られた．特にG. cingulataおよびC. acutatumは，程度の

差はあるものの37種類の供試植物のほとんど全てに病

原性を示した．この傾向は，これまで知られてきたG.

cingulataおよびC. acutatumの宿主範囲の広さと一致し

ている．また，クワの主たる病原菌であるC. dematium

は，上記２種と比較して数は少ないものの，バラ科植

物等のクワ科以外の植物にも病原性を示した．このこ

とは，本菌が必ずしもクワ特有の病原菌ではなく，C.

morifoliumをC. dematiumの異名と判断したことを支持

している．次に接種方法別に病斑形成程度を比較する

と，各植物葉において有傷接種の方が無傷接種より病

斑を形成しやすいことが明らかとなった．このことは，

植物葉の表面が傷等の障害を持たない場合では，比較

的強い抵抗性を示すことを意味している．さらに，付

傷によって植物体から溢出した成分が病原菌に作用し

て病原力を高めること，あるいは，病原菌の生産する

病原因子が植物体内に浸透しやすくなるという可能性

も考えられる．接種源は，分生子より菌叢片を用いた

場合に強い病原力を示す傾向が見られた．この傾向は

無傷接種ではあまり明瞭でないが，有傷接種ではいず

れの供試菌株でも顕著であった．こうした結果は，菌

叢片接種では菌叢とともに切り出した培地からしばら

くの間養分が供給されるため，毒素等の病原性因子を

より多く生産でき，それらが傷口から植物体内に浸透

しやすくなるためであることが一因として考えられる．

クワと他の宿主由来の炭疽病菌を用い，クワの切り

取り葉に対する病原性について比較試験を行った結果

では，菌叢片の有傷接種では大半の菌株が供試したク

ワ，特に「毛桑」および「落井」に対して病原性を示

した．奥 (1993) は病原性を① 宿主に侵入する性質，

②宿主の抵抗性に打ち勝つ性質，③ 発病させる性質に

分けられるとしている．この場合の①と②は，病原菌
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Table 8.  Lesion formation on mulberry leaves inoculated with conidial suspension of anthracnose fungi



が宿主植物に侵入して栄養をとり，またはその内部に

定着するまでの段階に発揮される力としている．すな

わち，今回用いた菌叢片の有傷接種では菌叢片に培地

が付着しているため，菌が侵入して栄養を得る能力に

ついては不明である．また，付着した培地から養分を

とった菌が接種部で毒素を生産していた場合には，そ

の影響も無視できない．

このことからも，自然界あるいは通常の栽培状況下

で問題とされる厳密な意味での病原性を考えた場合，

通常の伝搬源となる分生子等を用いた接種試験により

判定するのがより適当であると推察される．各種宿主

由来の炭疽病菌の分生子懸濁液をクワに接種したとこ

ろ，有傷接種における病原性は，クワ由来のC. dematium

等わずか４種９菌株でしか認められなかった．さらに

無傷接種の場合になると，明瞭な病原性を示したもの

はクワ由来のC. dematiumの２菌株のみであった．また，

菌叢片を接種した場合には，クワ以外の宿主に由来し

た炭疽病菌も病原性を示したが，最も強い病原性を示

したのはクワ由来のC. dematiumであった．これらのこ

とから，通常の栽培条件下における本病の発生は，大

部分がクワ由来の菌によるものと考えられる．

このように，クワ由来のC. dematiumはクワに対して

強い病原力を示した．病原菌と宿主の間に特異的な寄

生関係が見られる場合，病原菌の学名には分化型(forma

specialis) を付けるのが慣例である．そこでクワ由来の

C. dematiumにこうした分化型を取り入れる可能性を検

討するため，クワとブナ由来のC. dematiumおよびその

分化型とされるテンサイ由来のC. dematium f. sp. spinaciae

(築尾，1990) を用い，これらの菌株の分離源となった

植物それぞれに対して接種試験を行った．菌叢片の接

種では，供試菌株と供試植物間で特異的な寄生関係は

見られなかったが，分生子懸濁液の無傷接種では，ク

ワ由来の菌株によってのみクワでの病斑形成が認めら

れた．このようにクワ由来の菌株とクワとの間で顕著

な親和性が認められたことから，クワ由来のC. dematium

に分化型を取り入れて良いとも考えられる．しかし，

クワ由来のC. dematiumを各種植物に接種した結果にお

いて，分生子懸濁液を有傷接種した場合，数は少ない

もののクワ以外の植物にも病原性を示したこと，また，

強い病原力を示す他の植物が存在する可能性も残され
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Table 9.  Lesion formation on each plant leaves inoculated with mycelial blocks of C. dematium (f. sp. spinaciae)

Table 10.  Lesion formation on each plant leaves inoculated with conidial suspension of C. dematium (f. sp. spinaciae)



ていること，各種植物由来のC. dematiumの菌株の中に

もクワに強い病原性を示すものが存在する可能性があ

ること，さらに，分化型を採用するには，圃場あるい

は各種条件下での発病を詳細に比較する必要があるこ

と，等の理由から，分化型の導入は慎重にすべきであ

ろう．

� クワ炭疽病菌C. dematiumに対するクワ品種

間の感受性の差異

主たるクワ炭疽病菌であるC. dematiumに対する抵抗

性クワ品種の探索・育成は，本病発生の抑止に重要な

役割を担っている．そこで本章では，当研究所内の260

品種 (系統)について，本菌に対する感受性の差異を複

数の菌株を用いて調べ，感受性および抵抗性品種の検

索を行った．さらに，新たな抵抗性品種育成のための

一助として，本菌に対する複数の新系統の実生苗の感

受性を調べ，さらに，実生苗の感受性検定用植物とし

ての有効性についても考察を行った．

１．260品種間における感受性の差異

（1）材料および方法

ａ　供試クワ品種および供試葉

供試したクワ品種は当研究所内の桑品種保存園に栽

培されている260品種 (片桐・小林，1992) を用い，各

品種の最長枝条に着生する最大光葉付近の健全葉を，

1993年６月に採集して試験に用いた．また，葉令と感

受性との関連を調べる試験では，1992年８月に採取し

た260品種の若葉 (先端から約10cmの位置に着生)と成

葉 (先端から約１mの位置に着生)を供試した．

ｂ　供試菌株

供試菌株は，茨城・岩手・熊本の各県の罹病クワ葉

から分離されたC. dematium３菌株 (S8901・S9231・

S9269)を用いた．

ｃ　病原性試験

接種源は，前述と同様にMSAの平板上から調製した

各菌株の分生子懸濁液 (約106個/ml)とし，いずれも同

様の方法で有傷および無傷接種した．なお，葉令と感

受性との関係の試験では有傷接種のみとした．接種後

は葉を約25℃の湿室内に入れ，７日間保持した．また，

感受性の判定は，保持後葉に出現した病斑の大きさを

数値化することによって行った．病斑形成が認められ

ない場合を０，病斑の直径が８mm未満を１，８～15

mmを２，16～25mmを３，25mm以上を４とした．な

お，数値はクワ260品種を比較した試験では２反復の

平均値を用い，葉令と感受性に関する試験では，４反

復の平均値を用いた．

（2）結　果

ａ　感受性の品種間差異

C. dematium３菌株接種により特に大きな病斑を形成

した品種をTable 11に示した．３菌株に対し有傷・無傷

接種に関わらず特に大きな病斑形成が見られたものは，

「唐桑２号」，「東谷」，「長沙」，「彦次郎」，「富陽桑」，

「竜川秋雨」等であった．全ての菌株に対してほとんど

病斑を形成しなかった品種は「岩瀬」，「大早生」，「群

馬赤木」および「大和早生」等であった．また，各供

試菌株ごとの病斑形成品種数を，その程度別に分けて

調べた結果，各形成程度における品種数は，いずれの

菌株ともほぼ同様の割合を示し，無傷に比べ有傷接種

でより大きい病斑を形成する傾向が認められた(Fig.７)．

各品種における菌株間での病原性の明瞭な差異はほと

んど見られなかった．

クワ品種の倍数性の違いによる感受性差異を調べた．

供試した260品種を２倍性品種(203品種)，３倍性品種

(55品種)に分け，それぞれの病斑形成程度を比較した．

最も激しい褐変程度を示した品種の占める割合は，２

倍性品種のほうが３倍性品種に比べ大きく，この傾向

は，有傷，無傷および供試菌株別で比較しても同様で

あった (Fig.８)．

また，供試したクワ品種を主要な３系統，ヤマグワ

系 (M. bombycis，82品種)，カラヤマグワ系 (M. alba，62

品種)，ログワ系 (M. multicaulis，104品種)別に区分し，

系統間で病斑形成を比較した．３系統間で顕著な差は

認められなかったが，カラヤマグワ系で多少病斑を形

成しやすい傾向が認められた (Fig.９)．
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ｂ　葉令と感受性程度の関係

供試した260品種の成葉および若葉における病斑形

成の差異を検討した結果，「改良鼠返」および「鶴桑」

等の数種を除いた多くの品種で，成葉と比較して，若

葉で大きい病斑を形成した (Fig. 10)．

２．育成系統実生苗における感受性の差異

（1）材料および方法

ａ　供試系統

供試したクワは，当研究所の桑育種研究室で育成中

の実生47系統であり，その交配親をTable 12に示した．

これらの実生を，市販の培養土を入れた約25cm3のプラ

スチックポットに１個ずつ播種し，温室内で芽出し後，
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Table 11.  Mulberry cultivars formed large lesions on the leaves by inoculation with conidial suspension of C. dematium isolates a)



約１ヵ月間育成・管理し，本葉が４～８枚展開した苗

を，１回の試験につき各品種それぞれ２ポットずつ試

験に用いた．

ｂ　病原菌の接種

供試した炭疽病菌はC. dematium S8901株とし，上述

と同様に分生子懸濁液 (５×105個/ml)を調製した．接

種は，上記懸濁液を各実生苗全面に筆で塗布すること

により行い，接種後は苗を約25℃の湿室内で３～４日

保持し，その後室内で管理し，６日後に発病を調査

した．

ｃ　発病調査

感受性の判定は，苗の本葉にしめる発病葉の割合を

算出することによって行った．供試した各系統の２

ポットの苗において病斑形成が認められる葉の割合を

それぞれ算出し，それらの平均値をその系統苗の感受

性の程度とした．

（2）結　果

ａ　実生苗系統における感受性の差異

各実生苗系統に対する病斑形成の程度をTable 12に

示した．各系統によりその程度は様々であったが，雄

親にタイ原産の品種「ノイ」が交配されている系統

(系統番号４，11，12，23，25)で大きな病斑を形成する

傾向が見られた．一方，病斑形成程度が小さいものは，

系統番号９，13，28，30等であり，交配親に４倍体の品

種が含まれる系統で多く見られた．
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Fig. 7.  Number of mulberry cultivars formed each size of lesions on the leaves by the inoculation with C. dematium.
a) Diameter of lesion: 0, no lesion; 1, below 7 mm; 2, 8_15 mm; 3, 16_25 mm; 4, over 26 mm. b) Isolate number
of C. dematium.  Conidial suspension was inoculated at punctured ( ) or intact ( ) sites of the leaves.



ｂ　実生苗から育成した系統の成葉に対する感受性

感受性または抵抗性が高い系統を選抜して，それら

の苗の育成後に得られた成葉に対する本菌の病斑形成

について検討した．感受性系統として系統番号４，12，

抵抗性系統として９，13，を選び，約4カ月間温室内で

育成して，それらの本葉が10～15枚展開した植物体を

用いた．これらのうち上位から４～５番目に着生する

成葉１枚を採取し，実験に供試した．接種は，上述の

ように作成した本菌の分生子懸濁液 (２×106個/ml)

10 µ lおよび菌叢片を葉面の有傷部に滴下および置床す

ることで行った．接種後は，約25℃の湿室内で７日間

保持した後，病斑形成を調査した．また，温室内で育

成した「ノイ」の成葉も同様に供試した．

その結果，分生子懸濁液接種の場合，病斑形成は系
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Fig. 9.  Ratio of mulberry cultivars in each species formed each size of lesion on the leaves by 3 isolates of C. dematium.
a) Species of mulberry: B, Morus bombycis; A, M. alba; M, M. multicaulis.  The number of cultivars of B, A, and M are
82, 62, and 104, respectively.  Diameter of lesion: , no lesion; , below 7mm; , 8_15 mm; , 16_25 mm;

, over 26 mm.

Fig. 8.  Ratio of mulberry cultivars in each ploidy formed each size of lesion on the leaves by 3 isolates of C. dematium.
a) Ploidy of mulberry: 2, diploid cultivar; 3, triploid cultivar.  203 diploid and 55 triploid cultivars were used for the
experiment.  Diameter of lesion: , no lesion; , below 7 mm; , 8_15 mm; , 16_25 mm; , over 26 mm.



統番号４の葉で顕著に見られ，感受性系統12および

「ノイ」の葉でも比較的大きな病斑形成が見られたのに

対し，抵抗性系統９および13の葉では，顕著な病斑形

成は見られなかった (Fig. 11)．菌叢片接種の場合でも，

抵抗性系統９および13の葉では病斑形成は認められな

かった．

３．考　察

260品種に対する感受性試験では，供試した３菌株の

C. dematiumは，有傷あるいは無傷接種により大半のク

ワ品種に対して，病斑を形成した．しかし，その形成

程度は品種によって大きな差が見られ，「岩瀬」，「大早

生」，「群馬赤木」および「大和早生」等では，病斑が

全くあるいはほとんど形成されなかった．このことは，

本菌に対する感受性は品種によって異なり，上述した

品種の改変等により，さらに優れた形質を有する抵抗

性品種が作出できうることを示唆するものである．ま

た，各供試菌株において，無傷接種の場合よりも有傷

接種で病斑形成程度が大きくなる品種が多かった．こ

のことは，葉の表皮部が炭疽病菌の感染を抑制する一

因として機能していることを改めて示唆するものであ

り，表皮部の持つ一時的な感染抵抗性の強弱が本菌に
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Fig. 10.  Difference of lesion size between on young and on
mature leaves of each mulberry cultivar formed by C.
dematium.  Conidial suspension was inoculated at punc-
tured site of each leaf.  a) Diameter of lesion: 0, no lesion;
1, below 7 mm; 2, 8_15 mm; 3, 16_25 mm; 4, over 26 mm.
b) Mulberry cultivar: F10, “Kairyou_nezumigaeshi”; S1,
“Tsuruguwa”.

Fig. 11.  Lesion formation on the leaves of improved variety
inoculated with mycelial block or conidial suspension of C.
dematium at punctured site.  a) Each value represents the
average of four determinations. b) Variety of seedlings. See
Table 12.  , 10 µl of conidial suspension was placed at
intact site of each leaf; , Mycelial block was placed at
punctured site of leaves.
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Table 12.  Lesion formation on leaves of mulberry seedlings of each improved variety inoculated with C. dematium a)



対する品種感受性差異の大きな要因となっているもの

と考えられる．一般にクワ葉は，成葉化に伴い表皮部

が発達し硬化する傾向を示し，その程度も品種により

異なる(渡辺ら，1989)が，クワ葉の表皮細胞層および

クチクラ層の厚さは，クワ褐斑病菌Cercospora moricola

等に対する抵抗性に関与していることが知られている

(Govindaiah et al., 1990)．これらの事実はクワ葉の表皮

部が本菌に対する抵抗性に関与している可能性を示す

ものと思われる．

一方，病原菌の側から見た場合，今回供試した３菌

株間での各クワ品種に対する病原性の違いは明確でな

かった．このことより，本菌においては，レース分化

の可能性は少ないものと推察されるが，結論を出すた

めには，供試菌株を大幅に増やして検討する必要が

ある．

また，今回の試験において，260品種の感受性あるい

は抵抗性の程度を倍数性および系統別に比較した結果，

倍数性別の場合には２倍性品種よりも3倍性品種で抵

抗性が高い傾向が見られた．ウリ科野菜の炭疽病菌で

あるC. lagenariumに対する抵抗性は，２倍性のものより

３または４倍性の宿主植物 (スイカ・キュウリ等) で高

いことが知られており (池上，1984b)，木本植物であ

るクワにおいても同様の傾向が見られたことになる．

次に，系統別で比較した場合は，明瞭な違いはないも

のの，大きな病斑を形成した品種の割合は，カラヤマ

グワ系がヤマグワおよびログワ系品種に比べ高かった

ことから，カラヤマグワ系が比較的高い感受性を有す

るものと考えられる．

各供試クワ品種の若葉および成葉に対する感受性差

異を検討した結果，成葉は若葉に比べ高い抵抗性を示

すことが明らかとなった．その理由の一つとして，成

葉では表皮細胞層が肥大し葉が硬化していることが挙

げられる．一方，クワ葉の動的抵抗性因子としては

ファイトアレキシンがあり，その生成および蓄積量は若

葉よりも成葉で多いことが知られている (白田，1984)．

成葉で見られる本菌に対する抵抗性の発現には，この

ような抵抗性因子も関与していることが十分に考えら

れる．

今回，育種途中にある47の交配系統について本菌に

対する抵抗性を比較した結果，交配用の親にタイ産の

クワ (品種「ノイ」)を用いた系統において，感受性が

高い傾向が見られた．このことから，「ノイ」は本菌に

対して強い感受性因子を持つ品種，あるいは抵抗性因

子が少ない品種である可能性が考えられる．また，本

菌に対する感受性 (罹病性)の遺伝様式については，さ

らに詳細な検討が必要であるが，「ノイ」の交配系統で

いずれも感受性が高かったことから，感受性の形質は

優性的に遺伝することが推察される．一方，病原菌に

対する宿主植物の特異的抵抗性の遺伝的背景を説明す

るものとしてFlorの提唱した遺伝子対遺伝子説 (Gene-

for-gene hypothesis)が知られている (平井ら，1989)．こ

の考えは，病害抵抗性が優性の形質として遺伝的支配

を受けているという原則の上で成り立っているが，本

菌とクワとの関係においても，こうした遺伝子対遺伝

子理論が適応するのかについては，興味深い研究課題

である．また，実生苗で抵抗性または感受性を示した

交配系統について，その後さらに生育させて得られた

成葉の感受性程度を調査した結果，成葉と実生苗での

感受性程度はほぼ比例することが認められた．このこ

とは，クワの実生苗が，本菌に対するクワ品種または

系統の感受性検定用の検定植物として利用できること

を示唆するものである．

� クワ炭疽病菌C. dematiumによるクワ炭疽病

の発生生態

C. dematium (＝C. morifolium)による本病の発生につ

いては若干の記載 (木村，1979；高橋，1988) はあるも

のの，年間を通した詳細な調査はなされていない．本

章では，当研究所内の桑園圃場において，本病の自然

発生の定点調査を行い，発生消長を明らかにするとと

もに，クワ葉の時期別および葉位別での本菌に対する

感受性の差異についても，発病調査ならびに接種試験

により検討し，自然発病との関連について考察した．

また，1994年６月下旬に，当研究所内の育苗床におい

て，育種用に育成された実生苗で，移植直後に本病の

突然の激発症例が観察された．そこで，育苗床での本

病の発生生態を調べるとともに，激発時の育苗床にお

ける伝搬試験により，伝搬経路についての検討を行っ

た．さらに，この育苗床での激発の要因として，植物
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体中の栄養条件の可能性が示唆されたことから，クワ

の施肥条件，特に窒素施肥量と本病発生との関連につ

いて検討した．

また，本病の発生消長の結果より，本病の越冬源(第

一次伝染源) は桑園土壌中のC. dematiumであると考え

られたので，本菌の冬期における土壌中の越冬性およ

び越冬形態について調べた．

１．圃場における発病とその拡大

（1）材料および方法

ａ　自然発病定点調査

本病の発生消長を知る目的で，桑園圃場における自

然発病の定点調査を行った．調査圃場は当研究所内の

桑園内とし，植え付け約17年後のクワ品種「しんいち

のせ」の春切り株 (３月に株の基部から枝を伐採) 30株

および植え付け約９年後の夏切り株 (３月および６月

に伐採) 50株を調査対象株とした．なお，対象とした

これらの株は畝状に植えられており，株高はいずれも

30～40cmで，株基部からそれぞれ10～15本の枝条を

垂直～平行の角度に渡って伸ばしている．調査時期は

８月～11月までの間とし，毎月１回の調査を春切り株

では1993年および1994年の２年間，夏切り株では1993

～1995年までの３年間行った．また調査内容は，各株

の枝条の中から５～８本の枝条を選び出し，それらに

着生する葉の中で本病の典型的な病斑を有する葉の数

を計測するものとした．罹病葉の計測は，地面からの

高さ別に３段階，すなわち地面～50cm，51cm～120cm，

121cm以上に分けて行った．

ｂ　クワ枝条における葉位別発病調査

クワの葉位と本病発生との関係を見る目的で，葉位

別の自然発病調査を行った．上述と同様の「しんいち

のせ」の夏切り株において，標準的な長さの３種類の

枝条，すなわち直立枝，地表面とほぼ平行な枝および

両者の中間的な角度の枝を選び，これらの枝条に着生

する全てのクワ葉について上述と同様に自然発病調査

を行った．なお，発病が見られた葉についてはその病

斑数によって，１～３個(少)，４～10個(中)，11個以

上 (多)の3段階に分けた．また，調査は1993年および

1994年の10月に行い，各回3株について調査した．

ｃ クワ炭疽病菌の時期別および葉位別圃場接種

試験

クワ葉の本菌に対する感受性の程度を時期別および

葉位別に見る目的で，次のような圃場接種試験を行っ

た．C. dematium S8901株を供試菌株とし，前述と同様

に調製した分生子懸濁液 (約106個/ml) を接種源とし

た．また，供試したクワ株は植え付け約８年後の品種

「しんいちのせ」の春および夏切り株とし，春切り株で

は1996年の７～10月，夏切り株では1995年の９月およ

び10月に，各株で1本選出した枝条に着生する全ての

葉に上述の接種源をスプレー器で噴霧接種した．接種

は毎月１回２本の枝条に行い，接種後は枝条をビニー

ル袋で一晩被覆した．14日後に病斑形成の有無を調べ，

形成葉についてはその病斑の占める面積により，１～

30％ (軽微)，31～60％ (中間)，61％以上 (激しい)の

３段階に分けて評価した．

（2）結　果

ａ　定点調査

自然発病の定点調査を行った結果，調査年における

本病の初発は，いずれの年も６月下旬～７月上旬にか

けて観察された．春切り株では，発病葉数は調査年に

よって数の変動は見られたが，いずれの年も８月には

少なく，その後次第に増加し11月に最大となった．ま

た，高さ別で見た場合，いずれの月でも地表面に近い

部位での発病が多く，11月には中間及び上位の葉でも

発病が比較的多く見られた (Table 13)．また発病程度

も，各調査月において地表面に近い部位での葉で高い

傾向を示した．夏切り株の場合も，年別により変動は

あったが春切り株とほぼ同様の発生消長を示し，いず

れの月も地表面に近い部位での発病が多く見られた．

ｂ　枝条における葉位別発病調査

夏切り株の葉位別発病調査の結果をFig. 12に示した．

1993年の調査では，各株それぞれの３種類の枝条で，

その発病部位と葉位との間に共通の傾向は見られな

かった．しかし，いずれの株も地表面とほぼ平行な枝

条では，葉位に関係なくほとんどの葉で発病が見られ
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た．また，これ以外の２本の枝条についても，比較的

地表面に近い部位の葉での発病が目立つ傾向にあり，

発病程度も平行な枝条の葉と比較して軽微であった．

この傾向は1994年の調査でも認められた．

ｃ　時期別および葉位別接種試験　

夏切り株について，接種試験を行った結果，９月お

よび10月とも上位および中間に位置する葉で発病しや

すい傾向が見られた (Fig. 13)．また，発病程度は10月

より９月で大きかった．

春切り株についての葉位別発病程度は，接種した月

により変動が見られたが，７月以外の月では下位葉よ

りも上位葉で発病しやすい傾向が見られた．７月の接

種では，先端葉(接種後の保持期間中に展開した葉)を

除いたほぼ全ての葉で発病が見られた．また，発病程

度を月別で比較した場合，特に７月および10月の大部

分の発病葉で発病程度が大きかった．

２．育苗床での激発と菌の伝搬経路

（1）材料および方法

ａ　クワ育苗床　

激発の見られた育苗床は，毎年新系統の実生クワ苗

を育成する場であり，その大きさは約53.7m×39mで，

内部に植え付け用の床土の入ったコンクリート製のフ

レーム (約7.1m×1.4m) を28箇所配置している．その

フレーム内の床土に，温室内で芽出し後に生育させた

クワ実生苗を毎年６月頃移植し，２～４ヵ月間育成し

ている．なお，本病激発時には，幾つかのフレームに

おいて，実生苗ではなく２～５年生の複数の品種から
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Table 13.  Number of leaves with symptoms of anthracnose per mulberry tree in fixed points of the field



なる立毛のクワが１フレームあたり３～７株植えられ

ており，各株それぞれの枝条にはクワ成葉が着生して

いた．また，この育苗床施設の地面は，フレーム周囲

で不耕起の土である以外は全てコンクリートで覆われ

ている．フレーム内の床土については苗の移植前に常

法によるクロールピクリン消毒がなされており，移植

後の苗は，フレーム周囲に設置されてある自動潅水装

置で1日当たり30分×２回の潅水および適量の施肥に

より管理した．この育苗床内部の平面配置をFig. 14に

示した．また，本病激発時に，各フレーム内で栽培さ

れていたクワの種類および系統をTable 14に示した．

ｂ　自然発病調査

育苗床内での本病発生の調査は２回行った．１回目

の調査は本病の初発が見られた1994年６月下旬，２回

目の調査はおよそ２ヵ月後の1994年８月下旬に，それ

ぞれ各フレームごとに行った．実生苗を移植してある

フレームについては10株をランダムに選び出し，それ

ぞれの苗の葉にある本病病斑の有無により発病を確認

し，その発病株の数により発病度を４段階に分けた．

すなわち，０株(－)，１～２株(+)，３～５株(++)，６

株以上 (+++)とした．また，立毛クワについては，地

際部の葉での発病葉数により，０枚 (－)１～５枚 (+)，

６枚以上 (++)の３段階に分けた．

ｃ　伝搬試験

本病の伝搬経路について，本病の激発した育苗床を

モデル実験圃場として，同年７月上旬に検討した．

①伝搬試験区の設定：　伝搬試験のための試験区を

育苗床の中の３箇所に設定した．Ａ区：本病激発苗の

植え付けられているフレーム内，Ｂ区：Ａ区に隣接し，
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Fig. 12.  Natural anthracnose disease in a shoot holding
at different angles (a: ca. 90°, b: ca. 45°, c: ca. 0°) of
summer_pruned trees.  Each square of a vertical line
represents a leaf of a shoot.  Disease severity of a leaf
based on number of lesion : , not diseased; ,
slight; , moderate; , severe.

Fig. 13.  Anthracnose disease in shoots inoculated with
C. dematium on each month.  Each square of a vertical
line represents a leaf of a shoot.  Disease incidence of a
leaf: , not diseased; , slight; , moderate; ,
severe.



２～５年生の立毛クワが植えられているフレーム内，

Ｃ区：Ａ・Ｂ両区からほぼ同じ距離にありクワが植え

られていないフレームの外側，の３区とし，以下の試

験を行った．設定した試験区の場所をFig. 14の平面配

置図の中に示した．なお，Ｂ区に植えてあるクワの地

際部付近の葉には，自然発病による病斑が苗の植え付

け時に複数個観察されていた．

②検定苗の設置：　植え付け後に激発の見られた苗

と同系統で，本葉が３～４枚展開した健全実生苗(♀大

唐桑×♂はやてさかり)を検定植物とし，それらを１個

体ずつ直径4cm，高さ5.5cmのプラスチックカップに

移植した．これを各試験区それぞれの５箇所に設置し，

どの苗が発病するかにより本病の伝搬経路を推定した．

すなわち，各区において (a)地面から約40cmの高さの

所，(b) 地面から約80cmの所，(c) 地面，(d) 地面に

置いた直径22cmの円形プラスチックバットの上，(e)

地面に置いた直径34cmの円形プラスチックバットの上

の各所に苗を設置し，設置はいずれも３ポットずつと

した．また，苗の生育不良の影響を見るために (c) 所

だけは比較的生長不良の苗を３ポット増やして設置し

た．設置期間は３日間で，その間に降雨が計約７時間

あった．設置完了後はポットを約25℃の湿室に保持し，

その後は室内に移し６日後に発病調査を行った．調査

は苗の葉に出現した赤褐色の病斑の有無で判定し，そ

の病斑数の程度により，０個 (－)，１～３個 (+)，４

個以上 (++)の３段階に分けて表示した．

（2）結　果

ａ　育苗床における炭疽病の激発

発病の見られた苗は葉に褐色の壊死斑が現れ (Fig. 15

_1)，発病程度が著しい場合では落葉も認められた．

これらの病斑部から常法により分離を行った結果，C.

dematiumが分離され，分離菌株の分生子懸濁液および

菌叢片は健全クワ葉に病原性を示した．

発病の見られたフレームでは，発病の程度に差は見

られるものの，フレーム内全面の苗に発病が拡がり，
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Fig. 14.  Schematic plane representation of the nursery bed. Number in each square indicates the frame No. for
transplanting the seedlings.  Three places designated ‘A’, ‘B’ and ‘C’ represent the experimental plots set up
for the transmission test.  The ground is covered with concrete, except that the areas depicted with are
covered with unplowed soil.  ‘S’ : shed.
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Table 14.  Natural infection of mulberry seedlings and trees in frames in the nursery bed

Fig. 15_1.  Infected seedlings in the frame No. 3 (see Fig. 14).  
Fig. 15_2.  Growth recovery of infected seedlings.



その発病は苗の系統 (品種)に関係なく認められた．各

フレームにおける苗の発病程度をTable 14に示した．６

月下旬の初発時で，著しい被害が見られたフレームは，

３および４番のフレームであり，また，立毛のクワが

栽培されていたフレーム(２番) においてもその地際部

付近の葉で，本病の夏期に見られる特徴的なハローを

伴った病斑が数多く認められた．なお，苗の色で発病

程度を比較した場合，黄化した移植苗ほど発病が著し

い傾向を示した．２回目の調査日である８月下旬では，

発病苗は多くのフレームで見られるようになり，３お

よび４番等の激発フレーム内の発病苗は，一部のもの

は落葉後に枯死したが，大半の苗は落葉後も新葉を展

開し，生長を回復して枯死することはなかった(Fig. 15

_2)．しかし�章の３の手法により本病の潜在感染を

調べた結果，これら見かけ上生育を回復した大半の苗

の葉では，本菌が潜在的に感染していることが認めら

れた．

ｂ　伝搬試験

各試験区に設置した検定用苗の発病程度をTable 15

に示した．苗の発病は，Ａ区およびＢ区で見られ，Ｃ

区では発病は見られなかった．また，発病の見られた

区において設置場所別に見ると，c，dおよび e 所で発

病が見られ，特に c 所では顕著な発病が見られた．そ

れに対し，40および80cmの高さに設置した苗( a，b所)

では発病は観察されなかった．なお，これらの発病苗

の病斑上からは，本菌が分離された．

３．発病に及ぼす施肥の影響

（1）材料および方法　

ａ　供試クワ

試験に用いたクワ品種は「落井」および「しんいち

のせ」とした．無肥料土に緩効性肥料 (丸桑特２号)を

所定の窒素施肥量になるように加えて作成した土壌を

5000分の1aのワグネルポットに入れ，２種のクワ接木

苗を５月26日に定植した．土壌中の窒素施肥量は，10a

換算で 0，5，15，30，60kgになるように調製し，「しん

いちのせ」ではさらに22.5kgに調製した土壌も用いた．

なお，通常の栽培で標準的な窒素施肥量は30kg/10aで

あり，22.5kg/10aは適正とされる窒素施肥量の最低量を

示している．定植後の管理はガラス室内で行い，肥料

の流亡を防ぐためポットの排水口に栓をして，灌水は

根腐れを防ぐため毎日数回少量ずつ行った．以上の管

理下のもとで育成し，無施肥土壌および施肥土壌(15kg

/10a)で育成した「落井」が生長を停止した時点，すな

わち８月18日および９月29日における各クワポットを

それぞれ１回目および２回目の試験用クワとして供試

した．

ｂ　感受性検定

各施肥条件のクワの枝先端から約10～15cm付近の

成葉を２または３ポットから３枚採取し，前述と同様

に調製・作成したC. dematium S8901株の分生子懸濁液

(３×106個/ml) 10µlを有傷および無傷滴下接種した．
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Table 15.  Formation of anthracnose lesion on the seedlings placed at various locations in the bed



また，菌叢片についても前述と同様に有傷接種した．

接種後は，湿室内で7日間保持した後，各葉での病斑

形成程度により，本菌に対する感受性程度を検討した．

（2）結　果

C. dematiumに対する各施肥条件のクワ葉が示す感受

性は，供試品種により大きく異なった．すなわち，感

受性品種である「落井」に対しては，両試験において，

窒素の施肥量に関係なく，分生子の有傷・無傷および

菌叢片接種いずれの接種によっても顕著な病斑形成が

見られた (Fig. 16)．一方，普及奨励品種「しんいちの

せ」に対しては，１回目の試験での分生子接種を除く

いずれの接種源または接種法でも，窒素施肥量が０，

５，および60kg/10aのクワで病斑が拡大する傾向が見

られた (Fig. 16)．
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Fig. 16.  Lesion formation produced by C. dematium on mulberry leaves grown in soil containing each amount of fertilizer.
Grafted sapling of each cultivar was planted in a pot on May 26, and mulberry leaves were used for the inoculation on
August 18 (A) and on  September 29 (B).  Each value represents the average of three determinations. , Conidial
suspension (10µl) was placed at intact site of leaves. , Conidial suspension (10µl) was placed at punctured site of
leaves. , Mycelial block was placed at punctured site of leaves.



４．土壌中および罹病葉での越冬

（1）材料および方法

ａ　分生子の土壌中での生存　

C. dematiumの分生子の野外での生存性について調べ

た．12月に野外より炭疽病菌の混在していない土壌を

採取し，ふるいに通した後水抜き穴を開けた直径９cm

のシャーレに約30g入れた．土壌中の他の微生物の影

響を除外するために，オートクレーブ滅菌 (121℃，20

分) 処理した土壌も用い，同様にシャーレ内に入れた．

これらのシャーレ内の土壌に，前述と同様にMSAの平

板上から調製したC. dematium S8901株の分生子懸濁液

(５×106個/ml)８mlを，薬耳で土をよくかき混ぜなが

ら噴霧器でスプレー接種した．接種土は，野外，およ

び雨または雪が入り込まない野外 (以降屋外とする)そ

れぞれに設置した．病原菌の生存および定量は，経時

的に土壌 (0.2g) を各シャーレから回収し，目的の菌の

分離により行った．すなわち，回収した各土壌の所定

の段階希釈液 (0.5ml)を，ストレプトマイシン(30mg/ l)

添加PSA培地の平板上にＬ字棒を用いて２枚のシャー

レにそれぞれプレートし，約５日間室内で培養後，各

シャーレに出現したコロニー数の平均値から土壌中の

生存分生子数を算出した．さらに，温室内で栽培した

感受性品種「落井」を採取し，剣山を用いて葉全体に

傷をつけた後，0.2gの土壌を1.8mlの蒸留水に懸濁して

作成した土壌懸濁液 (約１ml)を筆で葉の裏面に塗付接

種し，５～10日間湿室内で保持した後，本菌の生存を

剛毛を伴った病斑形成の有無によって確認した．また，

無病徴葉に関しては，本菌が潜在的に感染しているの

を確かめるため，�章の３で示した手法に従い，UVを

葉の裏面に５分間照射して病斑を顕在化させて感染を

確認した．なお，同条件下で調製した土壌懸濁液をク

ワ葉に接種した場合，病斑を形成しうる土壌中の分生

子最低密度は，約80個/g乾燥土であった．

ｂ　罹病葉中での生存

温室内で栽培したクワ品種「一ノ瀬」の成葉を12月

に採取した．これらの葉を上述と同様の手法で作成し

たS8901株の分生子懸濁液 (約106個/ml) 中に浸漬し，

湿室中に約７日間保持して葉全体に病斑を形成させた

後，風乾して乾燥罹病葉を作成した．また，同様に湿

室中に２日間保持して，葉に病斑が形成される前に風

乾した乾燥潜在感染葉も作成した．これらの葉を６～

10cm2に切断した後，厚紙で作った箱(12×24×５cm)

の中に上述と同様の自然土壌 (250g)とともに入れ，よ

く混和した後，箱をナイロンメッシュで覆った．これ

らの箱を上述と同様に野外および屋外に設置し，その

後経時的に各箱から罹病葉を取り出し，以下の２つの

手法で本菌の生存を確認した．①：取り出した葉を細

断して70％エタノールに約30秒浸漬後，PSA平板上に

移植し，さらにその上からストレプトマイシン1000ppm

液を10ul滴下した．約５日間培養後，菌糸生育の有無

で罹病葉中における菌の生存を確認した．②：それぞ

れの土壌中から0.5gの乾燥葉を取り出し，30mlの蒸留

水とともに50ml容のコニカルチューブに入れ，ホモジ

ナイザー(ヒスコトロン)で約30秒間粉砕した．磨砕懸

濁液を800×g，10分間遠心分離し，上清を捨てた後，

沈澱物に２～４mlの蒸留水を加え再び懸濁したものを，

剣山で傷を付けた「落井」の切り取り葉の裏面に筆で

塗付した．塗布後は湿室内に約10日間保持し，その後

病斑の出現の有無により本菌の生存を確認した．また

潜在感染についても上述と同様にUV照射により顕在化

させ，病斑形成の有無を確認した．

ｃ　室内環境下における罹病葉中での生存　

C. dematiumの罹病葉中での室内環境下における生存

について調べた．上述と同様に作成した乾燥罹病葉を，

滅菌した乾燥土壌を詰めた直径15cmのガラスシャーレ

に埋没させ，0，5，10，15，20，25，30，35℃に設定した

インキュベーター内に保持した．保持後は，罹病葉を

経時的に取り出し，上述と同様に分離を行い，菌糸生

育の有無で菌の生存を確認した．

（2）結　果

ａ　分生子の土壌中での生存

C. dematiumの分生子の野外土壌での越冬期間につい

て検討した結果，野外設置土壌からは，自然土壌およ

び滅菌土壌いずれにおいても，設置14日後まで菌は分

離された (Fig. 17)．屋外に設置した土壌からは，非滅

菌土壌から51日後まで菌は分離されたが，その間菌が
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検出されなくなる場合も見られた．なお，自然土壌か

らの分離では，他の土壌生息菌が多く分離された．

また，土壌懸濁液を健全クワ葉に塗布接種した場合

では，野外設置土壌および屋外設置土壌それぞれにお

いて，51日後および94日後までに回収した土壌の懸濁

液接種で病斑形成が認められた．

ｂ　罹病葉中での生存

罹病葉から本菌を経時的にPSA上で分離した結果，

菌は設置90日後まで検出された(Table 16)．120日後の

分離では，菌は検出されず，他の土壌生息菌が分離さ

れるようになった．また，菌の分離頻度は，回収日に

より変動が見られるものの，野外に設置した潜在感染

乾燥葉からの分離頻度が高い傾向を示した．また，罹

病葉の磨砕懸濁液をクワ葉に有傷塗布した結果では，

いずれの設置罹病葉および潜在感染葉の懸濁液とも，

設置150日後でも病斑形成が認められた．

ｃ 室内環境下におけるC. dematiumの罹病葉中での

生存

罹病葉から菌が分離される期間は，保持温度により

差が見られ，一般に低い温度で保持された罹病葉から

は，長期間菌が分離された(Table 17)．すなわち，０℃

で保持した罹病葉からは，菌は設置600日後まで分離さ

れ続けたのに対し，25℃または35℃で保持した罹病葉

からは，菌は120日後には分離されなくなった．

34

農業生物資源研究所研究資料 第 1号（2002）

Fig. 17.  Overwinter survival of conidia of C. dematium in soil at two locations in December 1997.  dAf Number
of viable conidia recovered from soil.  The number in each assay was evaluated based on the average number
of the colonies on two replicate plates.  Bars represent standard error of the mean.  dBf Lesion formation on
the leaf with setae: +, detected; _, not detected.  ( ) represents the latent infections revealed by irradiation with
ultra_violet rays.  Symbol: ○, in sterilized soil placed outdoors; ●, in nonsterilized soil placed outdoors; □,
in sterilized soil placed under the roof; ■, in nonsterilized soil placed under the roof.



５．考　察

本病の桑樹での自然発病を複数年にわたり調査した

結果，いずれの調査年においても，本病は６月下旬～

７月上旬の梅雨期にその初発が認められ，その後11月

の落葉期まで発病葉が増加すること，さらに，その発

病部位は地際部の葉から始まり，次第に上部の葉へと

垂直的に移行することが明らかとなった．また，本病

の初発は地際部の葉であることから，本病の第一次伝

染源は，病原菌が何らかの形態で混在している桑園土

壌ではないかと考えられる．すなわち，本病の第一次

感染は，土壌中で生存している本菌が雨滴あるいはト

ラクター等の管理機の走行等により，地際部の葉表面に

土とともに跳ね上げられ，葉面から侵入する経路によ

り成立することが考えられる．雨滴による土の跳ね返

りが病害の伝搬に重要な役割を持つことは，数種の炭

疽病菌で知られており(Buchwaldt et al.，1996；Eastburn

and Gubler，1990；Vizvary and Warren，1982；Muncie，

1917)，本菌においてもその可能性が十分に考えられる．

今回の自然発病調査において，地際部の葉で初発の

認められた本病は，その後晩秋期にかけて時間の経過

とともに，クワの上部に着生する葉へと移行する傾向

が認められた．発病移行と，葉の葉位との関係を発病

調査および接種試験により検討した結果，明確な関係

は認められなかった．すなわち，各クワ枝条における

葉位別の発病調査では，枝条の角度によって発病の葉
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Table 16.  Overwinter survival of C. dematium in infested leaves in soil placed at two locations in December 1997

Table 17.  Survival of C. dematium in infested leaves at various temperatures a)



位および程度が異なり，むしろ地面からの距離との間

に相関する関係が見られた．また，接種試験の結果で

は，自然発病が多く見られる下位葉と比較して，秋期

でないと発病が認められない上位葉が，本菌に感受性

である場合がほとんどであった．これらのことから，

本病の初期発生および発病移行には，葉位による感受

性の差異ではなく，圃場表面からの距離が強く影響し

ていると推察された．

本病はクワの全生育期間で発生するとされている(高

橋，1988) が，今回観察された育苗床における激発は，

クワの幼苗期でも条件が整えば本病の大発生を招くこ

とを改めて示唆するものである．激発をもたらした病

原菌の伝染源については，立毛のクワが栽培されてい

るフレーム内の土壌ではくん蒸消毒がなされていない

こと，また，その地際部の葉は苗の激発時からすでに

本病に罹病していたことから，これらのフレーム内の

土壌で生存していた病原菌が伝染源となった可能性が

考えられる．各種炭疽病菌の分生子の拡散には水が関

与することが多く知られている (Boudreau and Madden，

1995；Correll et al.，1994；小林，1994；築尾，1990)が，

フレーム内の灌水はその周囲に張られたパイプからの

一定時間のミスト状の散水により行われており，この

ミストおよび自然降雨により，フレーム内あるいはフ

レーム間に本菌の分生子が飛散することで育苗床内で

の発病が拡大・蔓延したものと考えられる．実際，伝

搬試験の結果では，２日間の設置期間中に病原菌が伝

搬され，設置した健全苗に感染した．地面に近接して

設置した苗ほど発病しやすい傾向を示したことは，地

面が重要な伝搬の媒体であることを示しており，土壌

に飛散した分生子が雨滴等とともに跳ね上がり，それ

が健全葉に付着して新たな感染を引き起こすという伝

搬経路が，この点からも支持される．なお，育苗床内

で激発した苗の大半は，その後生長を回復したが，こ

うした見かけ上健全な苗の葉では，本菌が潜在的に感

染していることが明らかとなった．こうした潜在感染

葉は，その後の重要な第二次伝染源となりうることが

容易に推察される．

今回の育苗床での激発の直接的な原因については不

明であるが，発病苗はいずれも植え付け直前には苗全

体に黄化が見られたことから，肥料不足による異常な

生理状態であったことが激発の直接的な誘因になった

と推察される．植物体内の栄養状態が病害発生に関係

することは古くから論じられており (池上，1984b；木

曽，1986；平井ら，1989)，本病の場合もその関係を明

らかにする必要があった．実際には，クワの肥培条件

を変えた場合の病原菌に対する感受性の程度は，クワ

品種により大きく異なった．感受性品種では，施肥量

の影響はほとんど見られず，いずれも同程度の大型病

斑を形成したのに対し，普及奨励品種では，施肥不足

あるいは過多条件下で感受性が高まる傾向が見られ

た．このことは，通常の普及品種を用いた栽培では，

適正な施肥条件が発病抑止に有効であることを示唆す

るものである．さらに，上記の育苗床での激発の要因

の可能性として述べたように，植物体の栄養状態の不

良は本菌に感染しやすくなることを改めて示している．

上述のC. dematiumによる本病の自然発生の消長およ

び育苗床での発生の実態から，本菌は桑園土壌で越冬

し，土壌中で生存していた菌が第一次伝染源となって

いる可能性が考えられた．そこで，本菌の分生子およ

び罹病葉中の本菌に着目し，これらの冬期における生

存性を調べた．C. dematiumの分生子は，二次的な伝染

源として大きな役割を担う (木村，1979)が，冬期野外

環境下では設置14日後までしか菌は再分離されず，分

生子混和土壌の懸濁液のクワ葉に対する病原性も設置

２ヵ月後には示さなくなった．本実験で行った土壌か

らの分離は，完全な選択分離培地を用いて行っておら

ず，他の雑菌により本菌がマスキングされている可能

性があり，土壌中の菌密度については正確には論じる

ことができない．しかし，経時的な分離結果から，自

然土および滅菌土中の生菌数はいずれの設置場所でも

減少し，野外設置ではその傾向が顕著であった．これ

らの結果から，本菌の分生子が単独で土壌で越冬し，

翌年の伝染源となる可能性は少なく，あるとしても，

その頻度は極めて低いものと考えられる．また，野外

以外に設置した土壌での本菌分生子の生存は，いずれ

も野外設置土壌中よりも長期であった．この結果は，

他の炭疽病菌で報告(Eastburn and Gubler，1992；Vizvary

and Warren，1982)されているのと同様に，降雨等によ

る土壌湿度の変化あるいは気温の変動が本菌分生子の

生存に影響を及ぼすことを示唆するものである．
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多くの炭疽病菌では，各宿主植物の葉 (Buchwaldt et

al.，1996；Norman and Strandberg，1997)，根(Dillard and

Cobb，1993)，果実 (Dillard and Cobb，1998；Wilson et

al.，1992)等の罹病残渣で越冬し，重要な第一次伝染源

となることが知られている．C. dematiumの罹病クワ葉

からの直接の分離では，菌は設置120日後には検出さ

れなくなったが，生存は健全クワ葉に対する病原性と

して，クワの新葉が芽生える時期である５月上旬まで

確認された．このことは，落葉した罹病葉残渣で本菌

が越冬できることを示唆するものである．

本菌の罹病葉中での安定した生存性は，室内実験に

よっても確かめられ，特に低温条件で長期間生存でき

ることが明らかとなった．こうした結果からも，本病

の罹病葉はC. dematiumの越冬源として重要な役割を持

ち，こうした罹病残渣の除去が，本病の効果的な防除

に役立つものと考えられる．さらに，今回の試験にお

いて見かけ上健全な罹病葉でも菌の長期にわたる生存

が確認されたことからも，潜在感染という感染様式で

菌が越冬することも重要な伝染源となりうることが示

された．

� クワ炭疽病菌C. dematiumの分生子の発芽・

形成誘導因子および潜在感染の顕在化

本病の主たる病原菌C. dematiumの分生子は，伝搬源

として重要な役割を果たしている．そこで本章では，

クワ葉上での分生子の発芽および形成形態を調べ，そ

の結果に基づき，本菌分生子の発芽および形成を誘導

する要因 (因子)を探索した．さらに，炭疽病菌の特徴

的な感染様式の一つに潜在感染 (latent infection)，すな

わち感染はしているものの，宿主は見かけ上健全であ

り，その後発病条件が整うまで病徴を示さない感染様

式がある(Muirhead and Deverall，1981；Verhoeff，1974

；Swinburne，1983)．本病においても潜在感染の可能

性が考えられていたが，必ずしも明確にされていな

かった．見かけ上健全な野外のクワ葉に紫外線を照射

したところ，潜在していた炭疽病の病斑が誘発された．

そこで本章では，本菌のクワ葉での潜在感染の実態に

ついて調べた．

１．クワ葉上での分生子発芽と初期感染

（1）材料および方法

ａ　供試菌株および分生子懸濁液の調製　

C. dematium S8901株を供試し，MSAの平板上で室内

環境条件下で培養した．培養５～８日目の菌叢の先端

から10～20mmの地点に形成された分生子をかきとり，

蒸留水で懸濁し，懸濁液をマイクロチューブに入れ，

5000×gで５分間遠沈する方法で２回洗浄した後，蒸

留水で分生子の濃度を約5×105個/mlとなるように調

製した．

ｂ　分生子の発芽率および付着器形成率の測定

上記の方法で作成した分生子懸濁液を，７あるいは

10µlずつスライドグラス上の２ヵ所に滴下した．この

スライドグラスを，湿室に保ったシャーレに入れて各

種温度に保った．一定時間後に分生子をラクト・フェ

ノール・コットンブルー溶液で染色し，固定後，光学

顕微鏡により分生子の発芽率および付着器形成率を調

査した．なお，一部の試験では発芽管長も調査した．

発芽率は400～500個の分生子の調査から，付着器形成

率は発芽分生子100～150個の調査から算出した．また，

発芽管長は，分生子の長径まで至らない場合を１，長

径の１倍以上２倍未満を２，２倍以上３倍未満を３，

３倍以上を４とし，40～50個の平均値で示した．

ｃ　クワ葉煎汁液の調製

乾燥したクワ葉50gを1.5�の蒸留水で約10分間煮沸

した後に，煮汁をオートクレーブで殺菌処理したもの

をクワ葉煎汁液 (M液)とした．これを上述の方法で作

成した７µl の分生子懸濁液に７µl 添加することにより，

M液の発芽に及ぼす影響を調べた．なお，M液に２％

スクロースを加えたMS液および２％スクロース溶液の

影響についても同様に調べた．

ｄ　各種植物の葉面溶出液の調製

葉面の水溶性成分の分生子発芽に対する影響を見る

ために，クワ葉および非宿主植物のイネおよびヤブツ

バキ葉の葉面溶出液を作成した．Blakeman(1968)の手

法に従い，圃場で栽培されているクワ成葉 (品種「し

37

吉田重信：クワ炭疽病の生理・生態学的研究



んいちのせ」) 15枚，温室内で栽培したイネ成葉 (品種

「コシヒカリ」) 40枚および野外で植栽されているヤブ

ツバキ45枚の健全葉を採取した．採取は葉柄あるいは

葉の基部をハサミで切断することによって行い，組織

内液等の溶出を防ぐために切断面をパラフィンで封じ

た後，クワ葉およびヤブツバキ葉では750ml，イネ葉で

は400mlの蒸留水を入れたビーカー内で１時間ゆるく

振とうした．振とう後，ガーゼで葉を除去し，ロータ

リーエバポレーター (約30℃) でそれぞれ50mlおよび

10mlに濃縮した後，ミリポアフィルター(0.45µm)で除

菌してそれぞれの葉の葉面溶出液とした．これらの溶

出液７µl を，上述の方法で調製した７µl の分生子懸濁

液にスライドグラス上で添加することにより，発芽に

及ぼす影響を調べた．

ｅ　各種植物葉の揮発性成分の捕捉

上述と同様のクワ成葉10g，イネ成葉５gおよびヤブ

ツバキ成葉７gをそれぞれ細断し，直ちに100ml容の三

角フラスコ内に入れ，約25℃に静置した．これらの細

断葉を入れた三角フラスコを，－20℃のエタノールに

下部を浸した三角フラスコとチューブでつなぎ，小型

ポンプで両フラスコの空気を循環させた．30分および

1時間後に，－20℃のフラスコ内に凍結状態で捕捉さ

れた揮発性成分を溶解し，これらの溶解液７µl を７µl

の分生子懸濁液にスライドグラス上で添加することに

より，揮発性成分の発芽に及ぼす影響を調べた．

ｆ　走査型電子顕微鏡観察試料の作成

温室内で栽培したクワ (品種「しんいちのせ」)の健

全葉を約１cm2に切断し，その表面または裏面に上述の

分生子懸濁液を10µ l 滴下し，約25℃の湿室内に保持し

た．1，3，6，9，11，15，18，21，24時間後に，0.1Mリン

酸緩衝液 (pH6.9)で調製した２％グルタルアルデヒド溶

液中に処理葉を浸漬し，約５℃で一晩前固定し，同緩

衝液で処理葉を洗浄した．その後，２％オスミウム酸

溶液で２～３時間約５℃で後固定し，アルコール系列

で脱水後，酢酸イソアミルで置換した．置換後は臨界

点乾燥装置 (日立HCP_1)で処理葉を乾燥し，イオンス

パッタリングによって金粒子を蒸着した．これらの蒸

着試料は，走査型電子顕微鏡 (日本電子JSM_6301F)を

用いて観察し，葉面上に付着した分生子の発芽率およ

び付着器形成率，分生子および付着器の着生部位等を

調査した．各区２～３試料を用意し，１試料当り約60

個，合計120～180個の分生子について調査した．なお，

同様にイネおよびヤブツバキ葉上における本菌分生子

の発芽形態も観察した．

ｇ　分生子のクワ葉への侵入時間の推定　

分生子がクワ葉への侵入を成立させる時間を調べる

ため，ネイルエナメル(透明のマニキュア液)処理(Brown，

1975) により検討した．上述と同様の方法で分生子懸

濁液を滴下したクワ葉を湿室内に保持し，1，3，6，9，

11，15，18，21，24時間後に接種葉をそれぞれ取り出し，

葉面上の分生子懸濁液を完全に風乾した後，その分生

子懸濁液滴下部を覆うようにネイルエナメルを塗布し

た．乾固後，ネイルエナメルとそれに付着した分生子，

発芽管および付着器をピンセットで丁寧に除去した．

この処理をもう一回繰り返した後，接種葉を湿室内に

保った．その後，接種葉で病斑形成の有無を調べるこ

とによって，菌の侵入が成立する時間を推定した．

（2）結　果

ａ　発芽に及ぼす諸因子の影響

①分生子の発芽と時間との関係：　分生子の発芽，

付着器の形成および発芽管の伸長について経時的変化

を調査した．蒸留水に懸濁した分生子は１時間後から

発芽が認められ，発芽率は時間の経過とともに増加し，

24時間後には約35％となった (Fig. 18)．付着器の形成

は6時間後に認められ，15時間後の形成率は80％以上

に達した．また，発芽管の長さは時間の経過とともに

伸長する傾向が見られた．なお，スライドグラス上で

の発芽率は，分生子の成熟度等の条件によって振れが

見られ，24時間後の調査では約10％から40％までの範

囲にあった．

②分生子の発芽に及ぼす各種養分の影響：　M液，

MS液および２％スクロース溶液の発芽，付着器の形成

および発芽管長に対する影響を調べた．発芽率は蒸留

水および２％スクロース溶液中では，それぞれ23％，

37％であったのに対し，M液およびMS液中ではそれぞ

れ84％，80％と高い値を示した．しかし，付着器の形
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成率は，蒸留水および２％スクロース溶液ではそれぞ

れ94％，98％と高かったのに対し，M液およびMS液

ではそれぞれ59％，75％と比較的低い値を示した．ま

た，発芽管はM液およびMS液で長くなる傾向が認め

られた．

③分生子の発芽に及ぼす葉面溶出液の影響：　葉面

溶出液の発芽，付着器の形成および発芽管長に対する

影響を調べた．付着器の形成率は溶出液と対照の蒸留

水との間に明確な差は見られなかった．発芽率はクワ

葉面溶出液の添加により顕著な増加が認められた．ま

た，イネ葉およびヤブツバキ葉の葉面溶出液を添加し

た場合の発芽率もクワの場合と同程度に高い値を示し

た．しかし，イネの葉面溶出液の添加ではクワの場合

とは異なった発芽形態が観察され，特に発芽管が長く

なる傾向が見られた (Fig. 19)．また，その形成割合に

大きな違いはなかったものの，一つの分生子に形成さ

れる付着器は充実が悪く，数も少なくなる傾向が見ら

れた．

④分生子の発芽に及ぼす揮発性成分の影響：　分生

子の発芽および付着器の形成に対する揮発性成分の影

響を調べた．いずれの植物葉から得られた揮発性成分

についても，発芽率は増加し，特にクワ葉からの30分

後に捕捉して得られた成分で最も強い発芽誘導活性を

示した．しかし，付着器形成率に対して揮発性成分は

影響を与えず，発芽形態にも大きな違いは認められな

かった．

ｂ クワ葉上での発芽，付着器形成および組織への

侵入

①クワ葉面での発芽率・付着器形成率：　クワ葉面

上における分生子の発芽率および付着器形成率を走査

型電子顕微鏡で観察した．クワ葉の表面および裏面そ

れぞれについて調べた結果，接種24時間後の発芽率は，

表面において91％，裏面においても68％で，いずれ

もスライドグラス上での発芽と比較して，高い発芽率

を示した．付着器形成率は，表面では87％とスライド

グラス上での割合とほぼ同じであったのに対し，裏面

では64％と形成率がやや低下した．

②クワ葉面上における分生子発芽の経時的変化：

分生子のクワ葉面 (表面)上での発芽率，付着器形成率

および発芽管長が，時間の経過とともにどのように推

移するか調べた．発芽率は接種3時間後に74％，６時

間後には90％以上に達した (Fig. 20)．付着器形成率も

接種３時間後には認められ，６時間後までに急激な増

加を示した．発芽管長は接種６時間以降ほぼ一定の長

さを保ち，15時間以降ではスライドグラス上での発芽

管長と比較して短かった．

③葉面上における発芽分生子の形態：　クワ葉面上

の分生子の発芽は片方あるいは両方の先端部付近で起

こり (Fig. 21)，発芽管先端に付着器が形成された．発

芽管の長さは一般に短いが，付着器が形成されない場

合には，発芽管が長くなる傾向を示した．また，一部

の分生子では，発芽管先端に別の分生子を形成してい
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Fig. 18.  Conidial germination, appressorial for-
mation and germtube length of C. dematium
on glass slides at different incubation periods.
Conidial suspension was incubated at 25℃ in
the dark.  a) Each value represents the average
of 40_50 determinations.  Length of germtubes:
1, under the length of conidia (23_33 µm); 2,
1 to 2_fold of the length of conidia; 3, 2 to 3_
fold of the length of conidia; 4, over 3_fold of
the length of conidia.■, germination; ●,
appressoria; ▲, germtubes.
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Fig.19.  Conidial germination and appressorial formation of C. dematium in distilled water (A) and in a
solution with water_soluble components from rice leaves (B) on a glass slide 24 hr after incubation.
a: appressorium, c: conidium, g: germtube.  Bars = 50 µm

Fig. 20.  Conidial germination, appressorial for-
mation and gemtube length of C. dematium on
mulberry leaves at different incubation periods.
Inoculated leaves were incubated at 25℃ in the
dark.  a) Each value represents the average of
40_50 determinations.  Length of germtubes:
1, under the length of conidia (23_33 µm); 2, 1
to 2_fold of the length of conidia; 3, 2 to 3_fold
of the length of conidia; 4, over 3_fold of the
length of conidia. ■, germination; ●, appres-
soria; ▲, germtubes.



るものも認められた．付着器が形成される位置は，葉

の表側ではほとんどが表皮細胞上であったが，裏側で

は表皮細胞上の他に孔辺細胞上あるいは気孔内部での

形成も観察された (Fig. 22)．

非宿主植物であるイネおよびヤブツバキ葉上におい

ても，分生子の発芽は葉の表裏に関係なく認められた．

しかし，分生子の形態はクワ葉上とは異なり，イネ葉

上では，クワ葉上と同様なものも一部観察されたが大

部分は発芽管が異常に長く，付着器もほとんど観察さ

れなかった (Fig. 23)．ヤブツバキ葉上では，典型的な

付着器を形成したが，発芽管長はクワ葉上のものと比

較して長めであった (Fig. 24)．

④分生子のクワ葉への侵入成立時間：　発芽分生子

が葉内へ侵入を成立させる時間を，ネイルエナメル処

理により推定した．保持時間が15時間までの接種葉で

は病斑形成が見られず，18時間以降の接種葉で病斑形

成は認められた．また，本菌の侵入は成立しているが，

潜在化している場合も考えられたので，本章の３で示

した手法により，処理13日後の接種葉の裏面に紫外線

を５分間照射して潜在感染を顕在化させた．この処理

においても保持時間が15時間までの接種葉では病斑形

成が見られなかった．以上のことから，分生子の侵入

成立には，接種後15～18時間かかるものと推定された．

なお，接種24時間後にネイルエナメル処理を行った

接種葉を走査型電子顕微鏡で観察した結果，分生子，

発芽管，付着器の存在は認められず，付着器からクワ

葉内に侵入した菌糸 (穿孔糸)が剥離されてできたと考

えられる直径約0.5µmの穴が見られた (Fig. 25)．また，

処理後のネイルエナメルには，分生子，発芽管および

付着器が多数付着していた (Fig. 26)．

２．葉中に含まれる分生子形成誘導因子

（1）材料および方法

ａ　乾燥クワ葉からの分生子形成誘導因子の抽出

圃場の健全クワ葉を採取，風乾して得た乾燥葉から

分生子形成因子の抽出を試みた．1.5gの乾燥葉を直径

2.5cm，高さ5.5cmのガラス製管ビンに入れ，メタノー

ル，アセトン，50％アセトン，または酢酸エチルをそ

れぞれ20ml入れ，１時間抽出した．その後，抽出液を

最終的に蒸留水で５mlに濃縮して，各粗抽出液とした．

これらの粗抽出液の分生子形成活性は，本菌分生子の

形成がほとんど見られない培地であるPSA平板上で

行った．すなわち，本菌をPSAの平板上に移植し，菌

叢の直径が２～３cmぐらいに生育した菌叢の先端部

に，各粗抽出液を３µl滴下した．滴下後は，25℃のイ

ンキュベーター内で４日間明条件下で培養し，その間

各粗抽出液滴下部において，分生子形成の有無を調べ

た．分生子形成の有無は，Fig. 27に示したように，肉

眼でも容易に確認できた．
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Fig. 21.  Conidial germination and appressorial formation of C. dematium on a mulberry leaf
(cv. Shin_ichinose) 9 hr after inoculation.  a: appressorium.



ｂ　各種植物乾燥葉の抽出液の分生子形成誘導

Table 18に示した24種の植物乾燥葉を供試し，上述

と同様に50％アセトンで抽出後，濃縮して得られた各

粗抽出液の分生子形成活性について上述と同様に調

べた．

ｃ クワ葉中に含まれるアミノ酸・ビタミンの分生

子形成誘導

クワ葉に含まれる16種のアミノ酸および10種のビタ

ミン(Horie et al.，1985)について，それらの分生子形成

活性を調べた．供試したアミノ酸はAsp，Thr，Ser，Glu，

Pro，Gly，Ala，Val，Met，Ileu，Leu，Tyr，Phe，Lys，His，

Arg，ビタミンはthiamine，riboflavin，pantothenate，nic-

otinic acid，pyridoxine，biotin，folic acid，choline，inositol，

α_tocopherolであり，それぞれ，１％の懸濁液または混

濁液を作成し，上述と同様に本菌の菌叢先端部に３µl

滴下し，24時間培養後に分生子の形成を調べた．
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Fig. 23.  Conidial germination and appressorial formation of C. dematium on a rice leaf
(cv. Koshihikari) 22hr after inoculation.

Fig. 22.  Appressorium of C. dematium formed in a stoma.  a: appressorium, g: germtube,
s: stoma.



（2）結　果

ａ　乾燥クワ葉抽出液の分生子形成誘導

乾燥クワ葉から各種溶媒によって得られた粗抽出液

の活性を調べた．50％アセトン抽出液のみに誘導活性

が認められ，メタノール，アセトンおよび酢酸エチル

抽出液では認められなかった．0～100％の各濃度の含

水アセトンによる抽出液の誘導活性を同様に調べた結

果，滴下４日後では，0～60％アセトン抽出液で顕著

な活性を，70～80％アセトン抽出液では弱い活性を示

した．また，６月～８月に作成した葉位の異なるクワ

葉およびクワ枝条の乾燥標本から，上述と同様に50％

アセトンで抽出して得られた各標本の粗抽出液の誘導

活性について検討した．その結果，枝条の木質部以外

からの抽出液は，顕著な誘導活性を持つことが明らか

となった．なお，PSA平板上での分生子形成は，滴下

16時間後に肉眼で確認できた．また，50％アセトン抽
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Fig. 24.  Conidial germination and appressorial formation of C. dematium on a camellia
leaf 22hr after inoculation.

Fig. 25.  Hole (arrow) on the mulberry leaf (cv. Shin_ichinose) formed by removing a
infection peg of C. dematium with clear nail polish.  The leaf was treated with a nail
polish 24 hr after inoculation.



出液をオートクレーブ処理 (121℃，20分) した場合で

も，誘導活性は処理前のものと変わらなかったことか

ら，粗抽出液中の形成誘導因子は熱安定の物質である

と考えられた．この乾燥葉から50％アセトンで抽出し

た粗抽出液から，目的因子の単離・精製を試みたが，

単離には成功しなかった．

ｂ　各種植物乾燥葉の抽出液の分生子形成誘導

各植物葉由来の粗抽出液の形成誘導活性をTable 18

に示した．供試した24種の植物葉のうちライラックお

よびキャベツ以外の植物葉で誘導活性が見られ，その

中でも，クワ，イチゴ，ナスおよびシソの葉で顕著な

誘導活性が見られた．

ｃ クワ葉中に含まれるアミノ酸・ビタミンの分生

子形成誘導

クワ葉中に含まれる各種アミノ酸およびビタミンで，

分生子形成活性を示したのはbiotin (vitamin H) のみで

あった．0.001ppm～100ppm濃度のbiotinをPSA平板上

の菌叢先端に同様に滴下して，誘導活性を調べた．活
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Fig. 26.  Germinated conidia of C. dematium adhering to a nail polish.  Leaf
was treated with the nail polish 24 hr after inoculation. Bar = 50 µm.

Fig. 27.  Sporulation on the mycelial colony of C. dematium at the margin
(arrows) on PDA plate 24 hr after placing mulberry leaves extracts.



性は0.01ppm以上で見られ，１ppm以上で顕著であった

(Fig. 28)．biotin １ppm液について他の６種21菌株の

各種炭疽病菌に対する分生子形成活性について同様に

検討した．これらの菌株では顕著な誘導活性は見られ

ず，biotinが誘導活性を示したのはクワ炭疽病菌のC.

dematiumだけであった．

３．クワ葉での潜在感染の顕在化

（1）材料および方法

ａ　紫外線照射による病斑誘発

８月に，圃場より採取した見かけ上健全なクワ葉を

供試した．これらの葉をクリーンベンチ内の殺菌灯

(National GL_15，波長253.7nm)の直下約30cmの距離に

置き，葉の裏面に対し，紫外線を１～16分間照射した．

照射後は，葉を３～５日間湿室内に保ち，その後葉上

に病斑が顕在化してくるかを調べた．

ｂ 葉上におけるC. dematiumの紫外線照射による

影響

紫外線照射による本菌の病斑の顕在化は，単に葉面

上に本菌の分生子または菌糸が存在しており，紫外線

照射によって葉が損傷を受けることによってそれらの

表生菌が増殖して病斑が出現した可能性が考えられた

ので，以下の試験を行った．前述と同様にMSAの平板

上からC. dematium S8901株の分生子懸濁液 (106個/ml

以上) を作成し，クワ葉の裏面に噴霧接種した．接種

後は，10分間程風乾し，上述と同様に紫外線を一定時

間照射した．照射後は葉を細断し，PSA平板上に置床

して本菌の菌糸生育の有無により，生存の有無を確認
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Table 18.  Induction of C. dematium sporulation by 50% acetone extracts of various plants leaves



し，菌が完全に死滅する照射時間を調べた．

（2）結　果

ａ　紫外線照射によるC. dematiumの病斑誘発

見かけ上健全なクワ葉の裏面に紫外線を３～５分間

照射した結果，葉の表皮は徐々に褐変し，その褐変化

に伴い円形の灰褐色斑を多数形成した．これらの誘発

斑には分生子層，分生子および剛毛を多数形成し，そ

れらの形態により本菌をC. dematiumと同定した．また，

1，2，4，8，16分間葉に照射した場合，いずれの葉にお

いても病斑は誘発された．誘発斑は処理２～３日後か

ら認められ，経時的に誘発斑の大きさと数が増し，４

～６日後でピークに達した．誘発斑は自然発病の病斑

に比べて白色化の傾向を示し，周囲にはハローを作ら

ず，真円に近い形状となった．このため，葉での病斑

数も多発して癒合しない限り容易に数えることがで

きた．

ｂ 葉上におけるC. dematiumの紫外線照射による

影響

葉上に接種した本菌の紫外線照射による影響を調べ

た．紫外線を45秒間照射した場合，接種した本菌の約

90％が死滅し，１～２分の照射では100％死滅した．誘

発実験での照射時間は３～５分なので，この場合表面

の菌はほぼ死滅しているものと考えられた．さらに，

潜在感染葉の両面に10分間ずつ紫外線を照射した場合

も，裏面３～５分の照射の場合と同様に誘発斑が出現

したことから，病斑形成は葉面の付着分生子および菌

糸による可能性は低いと判断した．

ｃ　誘発斑における本菌の分生子形成と病原性

紫外線照射後に誘発された病斑部内の分生子層を顕

微鏡下で観察すると，鎌形の分生子が多数形成されて

おり，これらの形態は自然発病部で認められた分生子

形態と同じであった．また，接種による病原性試験で

も，自然病斑部からの分離菌と同様の病斑を形成した．

このことから，葉への紫外線照射は本菌分生子の形態

や病原性に影響を与えないことが考えられた．

４．考　察

一般に，糸状菌の胞子 (分生子 )は重要な伝搬源と考

えられ，その発芽形態・生理，またはその形成につい

ての研究は，古くから詳細に行われている．今回，本

菌の分生子の発芽について検討を行った結果，分生子

の発芽率は，スライドグラス上では低率であったのに

対し，クワ葉上では高率であった．糸状菌の発芽を支

配する要因としては，光，温度，胞子密度等さまざま

なものが知られている (平井ら，1989；冨山ら，1962)

が，本菌の分生子発芽にもクワの葉に由来する物理的
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Fig. 28.  Sporulation of C. dematium on PSA plate by placing each concentrated
(0.01 _10 ppm) biotin solution.



あるいは化学的要因が関与していると考えられる．ま

た，本菌の分生子は雨滴で伝搬されることにより新た

な感染が起きるが，雨等によりクワ葉面からしみ出て

きた成分が，葉面に付着した分生子の発芽を高めてい

ることも考えられる．事実，雨等によりにじみ出た成

分が葉面微生物の活動に好都合となる例も知られてい

る (木村，1987)．また，多くの植物は，青葉アルコー

ル等の揮発性成分を大気に放出し，周囲の生態環境に

さまざまな影響を及ぼす (畑中，1988)．しかし，植物

の揮発性成分の葉面糸状菌の胞子に及ぼす影響につい

ては，ほとんど知られていない (Brown，1922)．

こうした観点から，葉表面の水溶性成分である葉面

溶出液および揮発性成分に着目し，これらの分生子発

芽に及ぼす影響について調べた．両成分ともに分生子

の発芽を顕著に誘導したことから，両成分は分生子の

発芽誘導因子の１種であることが明らかとなった．し

かし，本菌の分生子が病原性を示さないイネおよびヤ

ブツバキ葉より抽出した両成分によっても同程度の発

芽誘導が見られたことから，これらに含まれる活性成

分はクワ特有の成分ではない可能性も考えられる．な

お，今回供試した両成分の濃度の影響については未検

討である．非宿主植物由来の成分では，高濃度になる

と分生子の発芽および付着器の形成を阻害することも

考えられ，この点は今後さらに検討を要する．また，

上記２成分の他に，乾燥クワ葉からの煎汁液によって

も発芽が顕著に誘導されたが，これは発芽と感染成立

に関与するのではなく，組織内に感染が成立した後の

病斑の拡大等に影響を与えるものと考えられる．

付着器形成に関しては，３種いずれの植物の葉面溶

出液および揮発性成分とも，対照との差がほとんど見

られず，付着器の形成を誘導する因子はこれらの成分

以外にあると考えられる．また乾燥クワ葉の煎汁液に

含まれる成分は付着器形成率を低下させた．付着器形

成については詳細な研究がなされており (Emmett and

Parbery，1975)，特に各種炭疽病菌については富栄養条

件下では，発芽管が伸長あるいは分枝し続けて付着器

形成が抑制され，反対に栄養飢餓の状態の下では促進

されることが知られている (Hasselbring，1906)．この

ような性質は，クワの病原菌である本菌でも同様であ

ると推察される．また，一般に付着器の形成には物理

的影響が大きいとする報告があり，クワについても物

理的な面からの検討が必要である．

クワ葉上では高率の発芽が認められたが，発芽自体

は非宿主植物のイネおよびヤブツバキ葉上でも高率で

認められた．このことは，発芽が宿主によって特異的

に誘導あるいは抑制を受けていないことを示唆してい

る．しかし，発芽の形態は宿主と非宿主で違いが見ら

れた．すなわち，イネ葉上ではその発芽管が異常に長

く，ヤブツバキ葉上でもやや長めの発芽管を持つもの

が多かった．こうした葉上での形態の違いは葉面溶出

液を添加した場合と同様であったことから，発芽形態

は，発芽時における葉面の成分に大きく影響されるも

のと考えられる．こうした形態の変化が感染力や病原

力に影響を与えているか否かについては，さらに多く

の植物を用いて検討する必要がある．

一般に炭疽病菌の分生子は宿主葉上で発芽し，付着

器を形成した後にそこから侵入菌糸を出して宿主内に

侵入することが知られている (Bailey et al.，1992)．本

菌分生子の場合もクワ葉上で同様の経過をとることが

明らかとなり，さらに今回ネイルエナメルを用いて侵

入の成立時間を調べた結果，好適条件下で接種後15～

18時間という比較的早い時期に侵入が成立するものと

推察された．

本菌の分生子は野外の葉の病斑上で，分生子層およ

び剛毛とともに多湿条件下で容易に形成される．一方，

培地上における本菌分生子の形成はPSAの平板上では

ほとんど形成されないのに対し，MSA等のクワ葉煎汁

液を含んだ培地では多量に形成される．こうした事実

から，クワ葉中に本菌分生子の形成を誘導する因子の

存在が示唆された．実際，クワ葉の抽出液には顕著な

誘導活性が見られた．この抽出液からの単離・精製は

できなかったが，誘導活性はクワ以外の複数の植物葉

の抽出液でも見られたこと，さらに，抽出液のオート

クレーブ処理によっても失活しなかったことから，抽

出液中の誘導因子は，クワ葉に特異的な成分ではなく，

熱安定の低分子物質であることが推察された．

そこで，クワ葉中に含まれるアミノ酸およびビタミ

ンに着目し，それらの誘導活性について検討したとこ

ろ，biotin (vitamin H)にのみ活性が認められた．biotin

は，熱安定で穀類，野菜等で１kgあたり数10µg含まれ
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(今堀・山川，1984)，細菌類の重要な生長因子とされ

る (志田，1981)．また，古くから糸状菌の胞子形成に

有効な物質として知られている(冨山ら，1962；Leaver

et al.，1947)．また，biotinは乾燥クワ葉中には１kgあ

たり約0.6mg含まれていることが知られており (柳川

ら，1988)，今回の実験において本菌の分生子形成誘導

に必要な濃度は0.01ppmであった．すなわち，通常の

葉中に含まれるbiotinの含量は，分生子の形成誘導に

必要十分である．さらに本物質の諸化学的性質は，上

述した葉からの抽出液の予備的な諸性質と合致するこ

とからも，葉中に含まれるbiotinが，本菌の分生子形成

誘導因子の一つであると考えられた．なお，本菌以外

の炭疽病菌６種21菌株に対する本物質の誘導活性は，

いずれも見られなかったことから，本菌は炭疽病菌の

中でも特異な分生子形成様式を持つ菌である可能性も

ある．

植物病原糸状菌の中には，宿主に侵入しても発病し

やすい条件がくるまで病徴を示さない，いわゆる潜在

感染するものが知られている (Muirhead and Deverall，

1981；Verhoeff，1974)．特に炭疽病では潜在感染が多

く認められ (Prusky and Plumbley，1992)，カンキツ類

(Brown，1975)，バナナ (Brown and Swinburne，1980)，

チャ (河野，1965)，テンサイ (築尾，1990)等で報告さ

れている．これらの事実から，クワ炭疽病でも潜在感

染の可能性が十分考えられていたが，これまで詳細な

研究はなく，その感染についても証明されていなかっ

た．紫外線をクワの葉の裏面に照射することにより，

本菌の病斑が顕在化することを確認した．これらの顕

在化した病斑は，自然病斑と比較して白色化の傾向を

示し，真円状となることが多く，内部には分生子層が

形成され，それらの形成範囲は同心円上に拡大する傾

向が見られたが，やがて病斑内で形成を停止した．顕

在化病斑内のある範囲にだけ分生子層の形成が見られ

た理由としては，①紫外線照射後，観察日までに菌糸

がその境界まで伸びた．②無病徴的に感染していた菌

糸が，紫外線照射時までにその範囲に到達していた，

等が考えられる．また，紫外線照射されたクワ葉は数

種類のファイトアレキシンを生成・蓄積することが知

られており (白田，1991)，誘発斑の大きさや分生子層

形成範囲の大きさの決定に関与している可能性もある．

葉面上に接種した本菌は，短時間の紫外線照射に

よって容易に死滅したことから，照射による病斑形成

が葉面の付着分生子による可能性は低いものと考え

られる．バナナ炭疽病菌では，付着器が耐性器官とし

ての役割を持ち，昇こうに耐性である (Muirhead and

Deverall，1981) ことから，クワ炭疽病菌の付着器が紫

外線照射に対して耐性であることも考えられる．これ

らのことを考え合わせると，紫外線照射によりクワ葉

上で顕在化された病斑は，葉の組織内で無病徴的に感

染していた菌糸，または付着器から再発芽した菌糸に

よる可能性が高いと推察される．なお，潜在感染葉の

紫外線照射葉片と非照射葉片をPDAの平板上に置いた

ところ，非照射葉片からは雑菌が多く出現し，そのた

め本菌の分離は困難であったが，照射葉片からは本菌

が優先的に伸長してきたので，分離は容易であった．

これは，葉面に生息していた雑菌の多くが紫外線照射

により死滅したためと推察される．さらに，紫外線照

射により本菌の分生子形態および病原性に変異を誘導

しなかったことから，紫外線照射はC. dematiumの分離

法としても有用であると考えられる．

病斑の顕在化を引き起こす紫外線照射の作用機構に

ついては現在のところ不明であるが，オオムギ子葉鞘

に紫外線を照射すると，うどんこ病菌の感染率が増加

する(山岡ら，1989・1990) ことからも，感染や発病を

阻害している機構の一部が紫外線により破壊あるいは

抑制される可能性も考えられる．しかし，この紫外線

照射による病斑誘発の機構については，今後に残され

た研究課題である．また，紫外線照射による潜在感染

誘発法は，各種作物の炭疽病の発生予察等にも応用で

きる可能性がある．イチゴ炭疽病では潜在感染株を判

別することが防除上の最重要事項とされているが，石

川ら(1992)はエタノール浸漬法とともに，本法が潜在

感染の顕在化に有効であることを明らかにしている．

� クワ炭疽病菌C. dematium感染罹病葉中に生

産される毒素　

C. dematiumによる本病発生において，野外で観察さ

れる葉での病徴，特に夏期に形成される病斑では褐変

部の周囲にハローを形成することから，本菌はクワ葉
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病斑部において毒素を生産して宿主細胞を殺している

ことが推察される．炭疽病菌で報告されている毒素は，

いずれも宿主非特異的毒素で，培養ろ液中から検出さ

れている (Bailey et al.，1992)．

本章では，本菌の培地中および罹病部から，健全ク

ワ葉に壊死斑形成を誘導する毒素の抽出を試み，その

抽出条件について検討した．また，毒素のクワへの病

原性に対する役割について考察を行うとともに，本成

分の単離・精製を行い，その物質同定を試みた．

１．罹病葉中での毒素の生産

（1）材料および方法

ａ　クワ葉病斑部からの抽出

圃場で栽培されているクワ品種「しんいちのせ」の

健全葉を採取し，前述と同様の手法により，MSAの平

板上で培養したC. dematium S8901株の菌叢片を葉に有

傷接種した．湿室内に７～10日間保持した後，形成し

た病斑褐変部をはさみで切り取った．その後集めた褐

変部を生重１gあたり10mlのアセトンに約30分間浸漬

し，抽出液を風乾後，蒸留水で病斑部生重１gあたり

200µlになるように濃縮し，ミリポアフィルター(0.45

µm) でろ過した．ろ過液を粗抽出液とし，試験に用い

た．対照液として，健全クワ葉から同様に抽出液を作

成した．

ｂ　毒性の検定

野外または温室内で栽培した感受性品種「落井」の

切り取り葉の10針で２回傷を付けた所に，上述の粗抽

出液を10µl滴下した．湿室条件下で２～３日保持した

後，葉に対する壊死斑形成の有無および壊死斑の大き

さにより抽出液の毒性活性とその程度を調べた．

ｃ　各種培地からの毒素の抽出

本菌を培養した各種培地から得られる抽出液の活性

を調べた．培地にはPSA，PDA，MSA，KB (proteose

peptone No.３　20g，K2HPO4 1.5g，MgSO4 1.5g，グ

リセリン　10ml，寒天　15g，蒸留水　1�)，Richards

(KNO3 10 g，KH2PO4 5 g，MgSO4・7H2O 2.5 g，FeCl3

５mg，スクロース　50 g，寒天　18 g，蒸留水　1�)

およびCzapek(NaNO3 2 g，K2HPO4 1 g，MgSO4・

7H2O 0.5 g，KCl 0.5 g，FeSO4 10 mg，スクロース

30 g，寒天　18 g，蒸留水　1�) の平板およびそれぞ

れから寒天を除去した液体培地を用いた．培養は，液

体の場合は300ml容の三角コルベン内に各培地を50ml

入れたもの，平板の場合は直径９cmのシャーレに流し

こんだものに，本菌の菌叢片を移植後，ともに25℃暗

黒条件下で７～14日間静置培養した．試験液は次のよ

うに作成した．液体培地の場合は，培養後遠心分離

(5000×g) で得られた各上清液を10倍濃縮し，ミリポ

アフィルター (0.45µm)でろ過した．平板培地の場合は

約20mlのアセトンを培地上に流し込み，30分間抽出後，

0.5mlに濃縮した液を同様にミリポアフィルターでろ過

した．これら各種の試験液を上述と同様に「落井」の

葉に有傷滴下した．また，クワ葉をオートクレーブ処

理して作成した熱処理葉に本菌を接種し，同条件下で

７日間無菌的に培養した葉からのアセトン抽出液も，

病斑部からの抽出法と同様の手順で作成し，試験に供

試した．なお，本菌を培養しない各培地のみから同様

に作成した抽出液を対照液として用いた．

（2）結　果

ａ　病斑部からの抽出溶媒

上述の手法で，アセトンを用いて抽出した結果，健

全葉からの粗抽出液では壊死斑形成が見られなかった

のに対し，病斑部からの抽出液では，葉脈に沿った顕

著な壊死斑形成が見られた (Fig. 29)．各種の抽出溶媒

を用いて，最適抽出条件を検討した．上述のクワ葉病

斑部を風乾した後に，エーテル，酢酸エチル，n_ブタ

ノール，70％アセトンまたはメタノールを乾燥葉1gあ

たり25ml入れ，30分間抽出後，１mlに濃縮した各粗抽

出液を「落井」の葉に同様に有傷滴下した．その結果，

活性は70％アセトンおよびメタノール抽出液で見られ，

それ以外の抽出液では見られなかった．また，活性は

70％アセトン抽出液でより顕著であったことから，各

アセトン濃度での抽出液を「落井」の葉および本粗抽

出液に対し感受性を示したモモ葉を用いて検討した結

果，クワ葉に対する活性は０～80％アセトン抽出液で

認められ，モモ葉に対しては，40～90％アセトン抽出

液で活性が認められた．70％アセトン抽出液は，両植
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物葉で比較的高い活性を示した．また，70％アセトン

抽出液を100℃で10分間処理しても，壊死斑形成の活

性低下は見られなかったことから，活性成分は熱安定

性であると考えられた．

ｂ　各種培地からの抽出液の活性

本菌を培養した各種培地中から活性成分を抽出し，

壊死斑形成の活性を調べた．いずれの抽出液でもクワ

生葉病斑部からの抽出液ほどの活性が見られず，活性

の有無に振れがあり，また対照液でも壊死斑を形成す

る場合があった．しかし，オートクレーブ処理葉に本

菌を接種して得られた抽出液は，類似の壊死斑を形成

した．

ｃ　接種葉の保持日数

クワ葉において，本菌接種後の保持日数と活性成分

の生成量について検討した．後述の単離・精製用の罹

病葉の作成法に準じ，本菌を感受性品種「落井」，抵抗

性品種「大和早生」および普及奨励品種「しんいちの

せ」の切断葉にそれぞれ接種し，25℃の湿室内で保持

した．その後経時的に接種葉から上述と同様に抽出液

を作成し，活性を調べた．その結果，接種によるクワ

葉の褐変は，通常接種２日後に見られるようになり，

約６日後ぐらいまでには葉全体が褐変化するが，壊死

斑形成の活性もほぼこの褐変程度に従って増加する傾

向が見られた．すなわち，活性程度を経時的に見ると，

一般に接種２日後から高い活性が見られ，４日後に

ピークに達し，６～８日後にかけて低下するパターン

を示した (Fig. 30)．なお，接種８日後において，「落

井」および「しんいちのせ」の接種葉では褐変程度が

著しく，葉組織の崩壊が激しかった．

ｄ　炭疽病病斑部各部位における毒性活性

本菌の菌叢片接種により形成された病斑の各部位か

ら得られた抽出液の活性を比較した．複数の病斑部を

用い，それぞれ①病斑褐変部，②病斑褐変部と健全部

の境界 (約５mm幅に切り，ハロー部を含む)部，③境

界部の外側の健全部に分けた．各部位を風乾し同じ重

さに調整後，上述と同様に70％アセトンで抽出・濃縮

し，各抽出液の各段階希釈液を「落井」の葉に有傷滴

下し，それぞれの活性を調べた．その結果，褐変部お

よび境界部では，ほぼ同程度の壊死斑形成活性が見ら

れた (Fig. 31)．
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Fig. 29.  Necrotic lesions on mulberry leaves
(cv. Ochii) appeared 3 days after placing
the lesion extract onto the punctured site
(left).  Acetone extract from healthy mul-
berry leaves was dropped on each leaf at
punctured site, as control.  Black points in
the center of the leaves correspond to the
sites that had been punctured and onto which
extract had been dropped.



２．毒素の役割

（1）材料および方法

ａ　各種植物葉に対する活性

Table 19に示したクワを含む17種の植物の健全切り

取り葉を供試し，上述と同様にアセトン粗抽出液を有

傷滴下し，壊死斑形成の活性を調べた．

ｂ　クワ各品種葉に対する活性　

当研究所内で栽培しているクワ品種のうち，本菌に

対して感受性および抵抗性を示す計８品種の切り取り

葉を供試し，上述と同様に活性を調べた．感受性品種

として「落井」，「長沙」，「彦次郎」および「竜川秋雨」，

抵抗性品種として「群馬赤木」，「金子」，「柳田」およ

び「大和早生」を供試し，３月に基部伐採した各品種

クワ株の新梢で最大光葉付近に着生している葉を６月

に採取し，これらの葉に上述と同様にアセトン粗抽出

液を有傷滴下した．さらに，同時に前述と同様に作成

した本菌の分生子懸濁液 (２×106個/ml) も有傷滴下

(10µl)し，各葉の本菌に対する感受性を確認した．
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Fig. 30.  Toxicity of lesion extracts obtained from each cultivar of inoculated mulberry leaves.  Mulberry cultivar: ■,
Ochii; ●, Yamatowase; ▲, Shin-ichinose.  Cut leaves immersed in conidial suspension of C. dematium were incubated
in moist chambers at 25℃ until extraction.

Fig. 31.  Toxicity of diluted extract obtained from each part of
lesion on mulberry leaves.  Each value represents the average of
two determinations.  Bars represent standard error of the mean.
Each extract was diluted with 50 ％ methanol.  Symbols: ●,
extract from brown parts of lesions; □, extract from border
parts between brown parts and healthy parts; △, extract from
healthy parts around lesions.



（2）結　果

ａ　各種植物葉に対する活性

アセトン粗抽出液の各植物葉に対する活性を調べた

結果，壊死斑形成の認められた植物はクワ以外には，

ダイズ，ナシ，ユリノキ，モモ，ハクモクレン，クズ，

ハクサイ，ダイコン等であり，特に，モモ，クズ，ダ

イコン葉で顕著であった (Table 19)．

ｂ　クワ各品種葉に対する活性

本菌に感受性または抵抗性を示す計８品種に対する

アセトン抽出液の活性を調べた．壊死斑形成の程度は，

感受性品種と抵抗性品種間で明らかに異なっていた

(Fig. 32)．抵抗性品種における壊死斑の大きさは，感

受性品種のものに比べ，いずれも小型であった．また，

本菌分生子に対する各品種の感受性程度も，壊死斑形

成程度とほぼ同様であった．分生子接種において，抵

抗性品種では病斑の形成は認められなかったが，前章

の３の手法により，葉の裏面に紫外線を照射すると，い

ずれの品種でもごく小型 (直径が３～６mm) の病斑が

形成され，本菌が潜在的に感染していた．

３．感染に関与する毒素の単離・精製

（1）材料および方法

ａ　抽出材料の大量作成および抽出

毒素の化学構造を明らかにするために，以下の方法

により病斑部試料を大量に調製し，毒性成分の単離・

精製を試みた．圃場より「しんいちのせ」の健全葉を

採取し，８～12cm2に切断した．それらの切断葉を前述

と同様に作成した本菌分生子懸濁液(約106個/ml)に浸

漬し，余分な水分を除去した後，湿室条件下に保持し

た．保持３～６日後に病斑形成を確認後，これらの罹

病葉を湿室から取り出し，抽出操作を行うまで－30℃

のフリーザーで保存した．抽出は，罹病葉の生重約３

kg (乾燥重で約650g相当) に対して21�のアセトンを

用いて約1時間行い，これを粗抽出液とし，以下の活

性成分の単離・精製に供試した．

ｂ　活性成分の検出　

各精製段階において活性成分を追跡するために，上

述と同様に「落井」の健全葉に，50％メタノールを用

いて所定濃度に希釈した各試験液を有傷滴下した．そ
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Table 19.  Toxicity of the lesion extract on various plants leaves



の後，滴下部における壊死斑形成の有無およびその大

きさにより，活性の有無および程度を調べた．

ｃ　分析機器

高速液体クロマトグラフィーは，Waters社製の626ポ

ンプおよび600Sシステムコントローラーを用い，検出

器は，同社製の996 Photodiodo array detecterを用いた．

カラムは，Shodex C18_5B (4.6×250 mm)またはShodex

PH_5B (4.6×250 mm)を用い，カラム温度40℃，流量

1ml/分として分離を行った．NMR測定は，日本電子製

JNM A600 FT_NMR Systemで，高速原子衝撃質量分析

(FAB_MS)は，日本電子製JNS SX 120Aを用いて行った．

（2）結　果

ａ　活性成分の単離・精製

病斑部より得られたアセトン粗抽出液から，活性成

分を単離・精製するためのスキームをFig. 33に示した．

500mlの粗抽出液を，水に転溶後，n_ヘキサンで分配

した．水相は希塩酸によりpHを2.3に調整後，酢酸エ

チルで分配したのち，常法により酸性画分と中性画分

に分別した．その後，各画分ともにシリカゲル (和光

純薬，C_200，クロロホルム／メタノール系) 次いで化

学修飾型シリカゲル (Varian Analytichem，Bondesil  C18

PART 1221_3012，水／メタノール系) を用いたカラム

クロマトグラフィーにより分画した．得られた活性画

分は，分取HPLC (水／メタノール／酢酸系，または水

／アセトニトリル系) に供試し，最終的に４種類 (Fig.

33中A～D) の活性画分を単一ピークとして単離した．

精製された各活性成分量は，いずれも0.1mg以下と微

量であった．

ｂ　単離した活性成分の化学的性質

単離した活性成分Ａ～ＤのNMRおよびFAB_MSによ

る構造解析を試みたが，いずれの試料も微量であった

ことから，スペクトルの帰属および構造決定には至ら

なかった．しかしながら，いずれの活性成分について

も1H_NMRスペクトルは弱いながらも観測されており，

若干の構造情報が得られた．活性成分Ａでは，1.0ppm

付近にメチルプロトン(triplet)，1.3ppm付近にメチレン

プロトン，7.2ppm付近に二重結合炭素に直結したプロ
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Fig. 32.  Toxicity of lesion extract and lesion formation by the inoculation with a conidial suspension of C. dematium on leaves
of mulberry for each cultivar.  dAf Necrotic lesion formed by placing a drop of the lesion extract.  dBf Anthracnose lesion
formed by the inoculation of a conidial suspension.  Ten µl of the extract or conidial suspension was placed on each leaf at
the punctured site, and observations were performed 3 or 7 days after placing, respectively.  Mulberry cultivar: 1, Ochii; 2,
Chyousa; 3, Hikojirou; 4, Ryuusenushuu; 5, Kaneko; 6, Gunmaakagi; 7, Yanagida; 8, Yamatowase.  Each value represents
the average of four determinations.  Bars represent standard error of the mean.
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Fig. 33.  Isolation procedures of toxic compounds (A_D) from anthracnose lesions on mulberry leaves produced by C. dematium.



トンなどが観測された．一方，活性成分ＢとＣの1H_

NMRスペクトルは良く類似しており，いずれも1.1，1.3，

1.7，1.8，2.3，7.2ppm付近にシグナルが観測された．ま

た，活性成分Dにおいては，ピーク強度はごく弱いも

のの，0.85～0.98のメチルプロトン(multiplet)，1.3ppm

付近のメチレンプロトン，1.7および2.1ppm付近の各シ

グナルが観測された．現時点でこれら化学構造につい

て断定できないが，活性成分Ａ～Ｃは1H_NMRスペク

トルによりベンゼン環を持っていると考えられるのに

対し，活性成分Ｄはベンゼン環は持っておらずカルボ

キシル基を持つことが推測された．

成分Ａ～Ｄの特性として，いずれの成分も特徴的な

UV吸収スペクトルを持っていることが挙げられた．各

成分のUV吸収スペクトルはFig. 34に示した．いずれの

成分も，271nm，323nm，369nm付近に大きな吸収ピー

クを持つ蛍光物質であった．

４．考　察

本病菌の接種により形成されたクワ葉病斑部では，

健全クワ葉に壊死斑の形成を誘導する成分 (毒素) が

生産されていることが明らかとなった．また，本菌を

培養した培地中では，同様の壊死斑形成を誘導する成

分はほとんど生産されないことが明らかとなった．中

には稀に，壊死斑を形成した場合もあったが，その大

きさは小さく，壊死斑の形態も若干異なり，さらに対

照液でも形成が認められる場合があった．これらのこ

とからも，培地中で壊死斑形成を誘導した因子は，病

斑からの抽出液中に含まれる活性因子とは異なる可能

性が高いと考えられる．しかしながら，オートクレー

ブ処理葉に本病菌を接種して得られた抽出液では類似

の壊死斑を形成することが認められた．この結果から，

病斑部から抽出される毒性成分は，ファイトアレキシ

ン等の菌の感染による植物側の抵抗反応産物ではなく，

病原菌の二次代謝産物であると考えられる．また，今

回の罹病葉病斑部から抽出された活性成分は，クワの

葉中で容易にあるいは特異的に生産されると考えられ

る．さらに，本活性成分の生産誘導と生合成経路につ

いては今後の検討課題であるが，クワ葉中に存在ある

いは誘導された成分 (乾燥クワ葉の煎汁中には無いか
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Fig. 34.  Ultra violet absorption spectra of toxic compounds
from anthracnose lesions on mulberry leaves. The spectra
were detected with photodiode array detector on HPLC
separation. Solvents: compound A, H2O: MeOH: AcOH
(49: 50: 1); compound B and C, H2O: Acetonitoril (52: 48);
compound D, H2O: Acetonitoril (60: 40).



少ない成分) が前駆体あるいは生産誘導因子となって

いることが，一つの可能性として考えられる．

病原性に関与する植物病原菌の毒素については，

Dimmond and Waggoner (1953) は，疾病誘起因子とし

てvivo toxins  (生体内毒素)という呼称で提案した．こ

の定義は，①罹病植物から常に分離され，②純化され，

③その処理により少なくとも病徴の一部を再現できる

もの，であるとしている (大内，1990)．その後，その

概念は認められたものの，広く用いられるには至らず，

現在ではこの概念の延長として，病原性に関与する毒

素 (pathotoxin)を，病原性決定因子となる宿主特異的毒

素 (host-specific toxin)と，病徴発現に何らかの形で関与

する二次的因子 (host-nonspecific toxin)に分けて考えら

れるようになっている (西村，1970；大内，1990)．今

回，本活性成分のクワ葉における生産は，２日後から

見られはじめ，褐変程度が大きくなると同時に活性も

高まる傾向が見られた．一方，本菌は接種１日後には，

葉内に侵入を成立させているものと考えられることか

ら，本活性成分は，菌が葉内へ侵入し，増殖後の病斑

形成時に多く生産され，病斑の拡大に伴い生産されつ

づけることが考えられる．また，本菌接種により形成

されたクワ葉病斑部の各部位別，すなわち，①病斑の

褐変部，②病斑褐変部と健全部の境界部，③境界部の

外側の健全部，に分けてそれぞれの抽出液の活性程度

について検討した結果，①と②でほぼ同程度の壊死斑

形成活性を有しており，褐変斑の先端部でも活性成分

が生産されていることが示唆された．これらのことか

ら，本活性成分は，本病の病斑形成・拡大因子として

の役割を持っていると考えられる．

本活性成分の各種植物葉に対する活性スペクトルに

ついて検討した結果，本菌の分生子接種による各種植

物葉への病原性およびその程度とは必ずしも一致しな

かった．このことは，本活性成分が，他の炭疽病菌

で生産が報告されている各種毒素 (Ballio et al.，1969；

Gohbara et al.，1976；Gohbara et al.，1978；Grove et al.，

1966；Ohra et al.，1995)等と同様に宿主非特異的毒素

(host-nonspecific toxin) であることを示唆するものであ

る．しかし，本菌に感受性または抵抗性を示すクワ品

種に対して，本活性成分の活性程度を比較した結果，

感受性品種と抵抗性品種では，明らかにその活性程度

に差が見られ，感受性品種に対しては，大型の壊死斑

が形成された．このことから，本活性成分はクワ葉に

対しては病斑形成または拡大に関与する病原性因子と

しての役割を持つことが改めて推察される．

クワ罹病葉からの活性成分の単離・精製を行った結

果，４つの活性成分 (Ａ～Ｄ)が得られた．今回，これ

らの成分の収量は極めて微量であったことから，同定

することはできなかったが，いずれの成分も特徴的な

UV吸収スペクトルを示す低分子の蛍光物質であること

が明らかとなった．なお，本活性成分をクワ葉に有傷

滴下した後に形成された壊死斑に波長366nmの紫外線

を照射すると，葉脈に沿った強い青色の蛍光斑が観察

され，さらに本菌接種により形成された病斑部に同様

に照射すると，褐変部およびその周縁部，特に後者で

強い蛍光を発するのが確認されている．また，単離さ

れたこれら４種の活性成分はいずれも微量であり，い

ずれも0.1mg以下であった．今回供試した罹病葉は乾

燥重相当で約650gであったことから，それぞれの活性

成分は，罹病部中では0.154 ppm未満で存在していた

ことになる．こうしたことから，これらの成分の持つ

壊死斑形成活性は極めて強く，実際の病斑上でもごく

微量で活性を示すことが考えられる．

以上の結果より，罹病葉中で生産される本毒素は，

４種の低分子の化合物で微量ではあるが，本病の病斑

形成・拡大を支配する因子として本菌の病原性に関与

していることが明らかとなった．

	 クワ炭疽病菌C. dematiumの生物的防除

本病菌の防除手段としては，他の葉枯性病害との同

時防除を兼ねたチオファネートメチル剤の散布が行わ

れている (木村，1979)．しかし，近年，化学薬剤だけ

に頼らない新たな防除技術の確立が指向されており，

本病においても，人体や耕地生態系への影響等から化

学薬剤以外の防除手段の開発が望まれている．このよ

うな要望に合った環境に優しい防除技術として，微生

物の拮抗現象を利用した生物的防除が，様々な作物に

導入されている(Furuya et al.，1991；Cooksey and Moore，

1980；Iyozumi et al.，1996；Elad et al.，1994)．

本章では，本病の生物的防除技術の確立を目指して，
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本病菌に対する拮抗微生物，特にBacillus属の拮抗細菌

に着目してその検索を試み，拮抗細菌RC_2株の同定，

抗菌成分生産のための最適培養条件，抗菌成分の活性

スペクトル，抗菌成分のクワ葉上でのC. dematiumに対

する防除効果，抗菌成分の単離・精製およびその同定

について検討した．

１．拮抗細菌の分離と同定

（1）材料および方法

ａ　培　地

試験に供試した培地は，①PSA，②PDA，③KB，④

LB (バクトトリプトン　10g，イースト抽出物　５g，

NaCl 10g，寒天　18g，蒸留水　1�)，⑤0.5％ペプ

トン含有PDA (0.5％PPD：ジャガイモ　200g，グルコー

ス　20g，ペプトン　５g，寒天　18g，蒸留水　1�)及

び⑥ジャガイモ半合成 (ジャガイモ　300g，Ca(NO3)2・

4H2O  0.5g，Na2HPO4・12H2O ２g，ペプトン　５g，ス

クロース　15g，寒天　18g，蒸留水　1�)培地とし，さ

らにそれぞれから寒天を除去した液体培地も用いた．

ｂ　細菌の分離　

C. dematiumに対する拮抗細菌の分離源として，圃場

のクワに着生している健全葉を10月に採取して用い

た．これらの葉を細断し，常法に従い調製したクワ葉

磨砕希釈液をジャガイモ半合成培地およびPSAの平板

上に塗抹した．今回はBacillus属細菌の分離を目的とし

たので，多くの他属の細菌及び糸状菌の生育が困難と

される比較的高温の40℃で，１～２日間暗黒環境下で

培養することによりコロニーを形成させた．

ｃ　拮抗細菌の選抜

培地上に形成されたコロニーから，常法により細菌

を単コロニーとして分離した．得られた各分離菌株を，

PSAの平板上でクワ炭疽病菌C. dematium S8901株の菌

叢片とともに対峙培養を行い，C. dematiumの生育を阻

害した菌株のみを一次選抜した．これらの選抜菌株を

10mlのPS液体培地を入れた100ml容の三角コルベン内

に移植し，室内環境下で２日間振とう培養(100 rpm)し

た．得られた培養液を本葉が３～４枚展開したクワ実

生苗ポット (品種「一ノ瀬」) に筆で植物体全体に塗布

し，風乾後前述のように作成したC. dematiumの分生子

懸濁液(約５×105個/ml)を植物体全体に噴霧接種した．

接種苗は湿室内で３日間保持し，その後は室内で管理

し，苗の葉および苗全体に出現した褐変程度により，

本菌による発病を抑制した菌株を二次選抜した．

ｄ　拮抗細菌の同定

選抜した細菌の同定は，api 50 CHB細菌同定キット

(bio Merieux S. A.，フランス)を用い，得られたプロファ

イルを基にapi identification programにより行った．

（2）結　果

ａ　拮抗細菌の分離

上述の手法により，計17菌株が本菌の拮抗細菌とし

て一次選抜され，その中で，最も強い抗菌活性を示す

菌株としてRC_2株 (Fig. 35)を選抜した．本菌株の培養

的性質，顕微鏡観察および常法によるグラム染色試験

から，本菌株はグラム陽性の芽胞形成好気性桿菌であ

ることが明らかとなった．

ｂ　RC_2株の同定

api 50 CHB細菌同定キットにより，本菌株の資化性を

調べた結果，各テスト項目の中で陽性反応を示した項

目は，Glycerol，L_Arabinose，Ribose，D_Xylose，Glucose，

Fructose，Mannose，Inositol，Mannitol，α Methyl_D_gluco-

side，Amygdalin，Arbutin，Esculin，Salicin，Cellobiose，

Maltose，Lactose，Melibiose，Sucrose，Trehalose，Raffinose，

Starch，Glycogen，Gentiobiose，D_Turanoseであり，こ

のデータから同定確率 (％ ID) 82.5％，T index 0.85で，

本菌株はBacillus amyloliquefaciensと同定された．なお，

B. amyloliquefaciensはB. subtilisに類似した種とされ，両

種は，DNAのGC含量の違いにより区分されている

(Welker and Campbel，1967；Sneath，1986)．
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２．拮抗細菌の培養液による生物的防除

（1）材料および方法

ａ　RC_2株の抗菌成分の生産

RC_2株の抗菌成分の生産を調べるために，以下の試

験を行った．100ml容の三角コルベンに10mlのPS液体

培地を入れ，RC_2株を移植後室内環境下で２日間振と

う培養 (100 rpm)した．その後培養液の一部を取り，遠

心分離 (3000×g，10分) により培養上清を回収した．

また，沈澱した菌体については蒸留水で２回遠心分離

で洗浄後，取り出した培養上清と等量の蒸留水に懸濁

して，菌体液とした．得られた培養上清，菌体液およ

び未分別の培養液を，上述と同様にクワ実生苗ポット

にそれぞれ塗布し，風乾後上述と同様に作成したC.

dematium S8901株の分生子懸濁液 (約５×105個/ml)を

噴霧接種した．接種苗は湿室内に５日間保持し，その

後は室内で管理し，苗の葉に出現した発病葉の割合に

より，各検定液の発病抑制活性を求めた．

ｂ　抗菌成分の活性スペクトル

①被検定菌：　各種植物病原微生物に対する活性を

調べるため，Table 20に示す植物病原細菌９種および，

植物病原糸状菌10種を供試した．細菌の場合は，55℃

のジャガイモ半合成培地約10mlと，約109cfu/mlに調整

した細菌懸濁液２mlとを均一に混合して直径９cmの

シャーレに流し込み，細菌を混合させた平板培地を作

成した．その後，内径５mmのペニシリンカップを４個

均等に各培地上に置いた．また，糸状菌の場合は，各

菌の菌叢小片 (0.5～１mm3) をPSAの平板上に置床し

て検定用培地を作成した．

②培養上清の調製および検定方法：　RC_2株を0.5％

PPD液で上述と同様に2日間振とう培養して得られた

培養上清を，ミリポアフィルター(0.45µm) でろ過して

無菌液を作成した．この無菌液の滅菌水による段階希

釈液20µlを細菌混合培地上の各カップ内およびPSA上

の各菌叢小片上に滴下した．無菌液の抗菌活性は，細

菌に対しては25℃で１日培養後に滴下部に出現する阻

止円直径で判定し，糸状菌に対しては，25℃で３日培

養後に生長した菌叢直径で判定した．

ｃ　C. dematiumに対する発病抑制効果

①切り取り葉試験：　温室で栽培した品種「しんい

ちのせ」の健全葉を採取し，約２cm角に切断した．そ

れらの葉の表面に，50mlの0.5％PPD液を入れた300 ml

容の三角コルベン内で25℃で2日間振とう培養 (130

rpm)後に遠心分離 (8000×g，５分)して得られたRC_2

株の培養上清の段階希釈液を塗付した．塗付面を風乾

後，C. dematium S8901株の分生子懸濁液 (約106個/ml)

を葉の表面に10µ l滴下接種した．接種後は処理葉を湿

室内に８日間保持し，各葉での病斑形成の有無を調査
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Fig. 35.  Colonies of B. amyloliquefaciens RC_2 on LB plate after 2 days of incubation.



した．また，同時にS8901株の分生子発芽に対する影

響についても調べた．分生子懸濁液(約106個/ml)10µ l

と対照区の発芽率を高めるために�章の1で作成した

クワ葉面溶出液５µ lをホールスライドに滴下後，上記

のRC_2株の培養上清の段階希釈液 (対照区は蒸留水)

を10µ l滴下した．その後25℃の湿室内で20時間保持

し，それぞれ約200個の分生子についての発芽率を計

測し，２反復の平均値を各処理における発芽率とした．

次に，培養上清の処理時期別による発病抑制効果に

ついて調べた．上述と同様に「しんいちのせ」の切断

葉の表面にS8901株の分生子懸濁液 (約106個/ml) を

10µ l滴下接種した．また，菌接種の３，２，１日前，当

日および１日後にRC_2株の上記の培養上清を切断葉表

面に筆で塗付した．試験期間中はいずれの処理葉も湿

室中で保持し，病原菌の接種６日後に各処理葉での病

斑形成を調べた．

②ポット試験：　品種「しんいちのせ」の接ぎ木苗

を5000分の1aのワグネルポットに定植し，温室内での

管理・育成により本葉が約15枚程度展開した苗を供試

クワとして用いた．これらのクワの葉面に，上記のRC

_2株の培養上清を炭疽病菌の接種11，３，２，１日前お

よび当日に各クワポットあたり１枚ずつ同様に塗付し，

室内に保持した．なお，病原菌の接種は上述と同様の

手法で，S8901株の分生子懸濁液 (約106個/ml) を含

んだ直径８mmの円形ろ紙を無傷部に置くことにより

行った．接種後はポットを約25℃の湿室内に６日間保

持し，その後２日間室内で管理後，各処理葉での病斑

形成を調べた．
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Table 20.  Antimicrobial activity of culture filtrate of B. amyloliquefaciens RC_2



（2）結　果

ａ　RC_2株の抗菌成分の生産

B. amyloliquefaciens RC_2株の培養液を菌体および培養

上清とに分け，それぞれのクワ実生苗でのC. dematium

に対する発病抑制活性を調べた．未分別の培養液およ

び培養上清で顕著な発病抑制効果が見られたのに対し，

菌体の懸濁液では効果は認められなかった．このこと

から，本菌株の示す拮抗作用は，菌体にあるのではな

く，菌体から培養液中に放出される抗菌成分に起因す

ることが明らかとなった．

ｂ　抗菌成分の生産のための最適培養条件

RC_2株の培養上清に含まれる抗菌成分が最も良く生

産される最適培養条件について検討した．PS，PD，KB，

LB，0.5％PPD，ジャガイモ半合成の各液体培地を100

ml容三角コルベンにそれぞれ10ml入れ，本菌株を２日

間25℃暗黒条件下で振とう培養 (130 rpm) した．その

後各上清を遠心分離 (8000×g，10分)で回収し，ミリ

ポアフィルター(0.45µm) でろ過後それぞれ20µlをPSA

平板上の一方に置いた直径８mmの円形ろ紙に滴下し，

もう一方に検定菌C. dematium S8901株を移植して両者

をそれぞれ30mm離して対峙させた．数日間25℃で培

養後，ろ紙と生育した検定菌の菌糸先端部との直線距

離により検定菌の生育阻害程度を評価した．その結果，

PS，PD，0.5％PPD液及びジャガイモ半合成液で阻害

活性が見られ，特に後２者において顕著な阻害活性が

見られた．なお，活性を示した培養上清は，10分間の

ボイル処理後でも，ほぼ同程度の活性を示した．

最も強い活性を示した0.5％PPD液を標準培地とし

て，ペプトン含量，培養温度の違いによる活性程度の

差異について検討した．ペプトンの含量が０，0.01，0.1，

0.5％のPPD液を作成し，上述と同様に25，27，30，35℃

の暗黒下で２日間培養して得られた各無菌上清をPSA

の平板上のC. dematiumの菌叢小片に10µl滴下した．滴

下４および７日後に，生長した菌叢直径を測定した．

０および0.01％PPD液では，菌叢生育を阻害する抗菌

活性が弱かったのに対し，0.5％PPD液では，顕著な抗

菌活性を示した (Fig. 36)．また，培養温度の違いによ

る抗菌活性の明瞭な差異は見られなかった．培養温度

25℃において，ペプトン含量が１～５％のPPD液から

得られた培養上清の抗菌活性についても同様に検討し

たが，これらの活性程度は0.5％PPD液のものとほぼ

同程度であった．１～15％のペプトン水で培養して得

られた培養上清においても，弱いながらも抗菌活性が

認められた．

培養日数および振とう条件について検討した．上述

と同様に，0.5％PPD液で本菌株を25℃暗黒下で１，２，

４および7日間培養した．振とう条件は０，90，130rpm

の３段階を設定した．各培養液から調製した無菌上清

を同様にC. dematiumの菌叢小片に滴下し，活性を調べ

た．振とうしない静置条件では培養１および２日後の

上清で活性は見られず，培養３日目以降の上清で活性
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Fig. 36.  Effect of culture filtrate of B. amyloliq-
uefaciens RC_2 incubated with PPD broth
containing various concentration of pepton
and incubated at various temperatures on
mycelial growth of C.dematium on PSA
plate.  Observations were performed 3 days
after placing each filtrate on mycelial blocks.



を示した．振とう程度が90および130 rpmの場合は，

培養１日後の上清ですでに活性が見られ，培養７日後

の上清でもほぼ同程度の活性を示した．

ｃ　抗菌成分の活性スペクトル　

RC_2株の培養上清の９種の植物病原細菌および10種

の植物病原菌に対する抗菌活性を調べた．病原細菌に

対しては，Agrobacterium tumefaciensおよびXanthomonas

campestris pv. campestris等に対して大型の阻止円を形成

して強い活性が見られたが，Pseudononas属細菌に対し

ては，活性は弱かった(Table 20)．一方，糸状菌に対

しては，いずれの菌糸生育も強く阻害し，特にクワ炭

疽病菌C. dematium，クワ白紋羽病菌Rosellinia necatrix，

イネいもち病菌Pyricularia oryzaeに対して顕著な阻害活

性を示した．

ｄ　抗菌成分のクワ葉上での発病抑制効果

①切り取り葉試験：　クワ葉上における，RC_2株の

培養上清希釈液の発病抑制効果を調べた．原液～1/32

希釈の培養上清を塗付または滴下した葉では，本菌に

よる病斑が形成されなかった．また，同時に本菌の発

芽に対する影響についても検討した結果，培養上清の

原液～1/16希釈液添加により，顕著な発芽阻害が観察

された．

培養上清の処理時期別による発病抑制効果を調べた．

本菌接種1日後に培養上清を塗付した葉では発病した

が，本菌接種以前に塗付した葉では，顕著な発病抑制

効果が見られた (Table 21)．

②ポット試験：　ポット植えのクワ葉におけるRC_2

株の培養上清のC. dematiumに対する発病抑制活性につ

いて検討した．接種以前に培養上清を塗付した葉にお

いて発病はいずれも抑制された (Table 21)．

３．拮抗細菌の生産する抗菌成分の単離・精製および

同定

（1）材料および方法

ａ　抽出材料の作成および抽出

単離・精製に用いるための培養上清を以下のように

調製した．300ml容三角コルベンに50mlの0.5％PPD液

を入れ，RC_2株を移植後25～27℃の室内条件下で２日

間振とう培養 (130 rpm) した．培養後遠心分離 (8000

×g，20分)により上清を回収し，凍結乾燥した．この

手順を繰り返すことにより，約11�分の培養上清から

凍結乾燥物にして約60gの抽出材料を得，これを活性成

分の単離・精製に用いた．

ｂ　活性成分の検出

各精製段階における活性成分の検出は，前述と同様

にPSAの平板上にC. dematium S8901株の菌叢小片を置

床し，それらに50％メタノールを用いて所定濃度に希

釈した各試験液20µlを滴下し，３日間培養後に生長し

た菌叢直径を測定して，各試験液の生育阻害能を調べ

ることにより行った．

ｃ　分析機器

高速液体クロマトグラフィーは，Waters社製の626ポ

ンプおよび600Sシステムコントローラーを用い，検出

器は，同社製の996 Photodiodo array detecterを用いた．

カラムは，分析用としてShodex C18_5B (4.6×250mm)，

分取用としてShim-pack PREP_ODS(20×250mm)を用

い，カラム温度は40℃，流量は分析の場合は１ml/分，

分取の場合は８ml/分とした．NMR測定は，日本電子

製JNM A600 FT_NMR Systemで，高速原子衝撃質量分析

(FAB_MS)は，日本電子製JNS SX 120Aを用いて行った．

（2）結　果

ａ　抗菌成分の単離・精製

RC_2株の培養上精乾燥粉末約60gから，Fig. 37に示

した手順により抗菌成分の単離・精製を行った．乾燥

粉末を酢酸エチル，メタノール，水の順で抽出し，活

性を示したメタノール抽出液を水に転溶後，化学修飾

型シリカゲル (Varian Analytichem，Bondesil C18) を充

填したカラム (22×200 mm)に吸着させ，40％，55％，

75％，100％メタノール／水により順次溶出した．活

性を示した75％メタノール画分を，上記のカラムでさ

らに60％，70％，100％メタノール／水画分に分画した．

次に，活性を示した70％メタノール画分を濃縮・乾固

し，これを100％，80％，60％，40％，20％メタノー

ル／水および100％水の順で抽出し，最も強い活性が
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検出された80％メタノール画分について，分取HPLC

による精製を行った．

その結果，合計７種の活性成分を単一ピークとして

単離した．これら７種の活性成分 (compound 1～7) の

UV吸収ピークはいずれもλMeOH 275.7nm付近に観測

され，得られたcompound 1～7の量はそれぞれ，30mg，

15.7mg，20mg，9mg，3.5mg，3.7mg，2.5mgであった．

ｂ　抗菌成分の同定

単離された７種類の活性成分のうち，compound 1は
1H_NMRスペクトルではパラ位が置換されたベンゼン

環由来のプロトン(7.01, 6.65ppm, doublet, それぞれ2H)，

6.6～8.8ppmにアミノ基由来のプロトン，3.6～4.6ppm

にアミノ酸のαプロトン，1.6～3.0ppmにアミノ酸の側

鎖由来のプロトン，1.0～1.5ppmにβアミノ酸のメチレ

ン鎖由来のプロトン，0.84ppmにβアミノ酸の末端のメ

チルプロトン (triplet, 3H, JH_H＝6.9 Hz) が検出された．

また，13C_NMRおよびDEPTスペクトルからは，170～

175ppmに12個のカルボニル炭素，155.8ppmにOH基に

より置換されたベンゼン環C4位の４級炭素，129.7，

115.0ppmにベンゼン環のメタ位およびオルト位由来の

メチン炭素 (それぞれ2C)，127.9ppmにベンゼン環由来

の４級炭素，45～62ppmにアミノ酸のα炭素由来のメ

チン炭素，13～62ppmにアミノ酸の側鎖由来の炭素，

13.9ppmにβアミノ酸の末端由来のメチル炭素が検出さ

れた．さらにC_H COSY，H_H COSY，HMBCの各種2D

NMRスペクトルにより各HおよびC炭素を帰属したと

ころ，この化合物は８個のアミノ酸が下記の配列で環

状に結合したペプチドであることが明らかになった．

直鎖アルキル基を側鎖に持つβアミノ酸→Asn→Tyr

→Asn→Gln→Pro→Asn→Ser→

また，この化合物はFAB_MSスペクトルによりdM+Hf+

＝1043を与えたことから，分子量は1042であることが

明らかになった．

この化合物は，本細菌と類似種であるB. subtilisでそ

の生産がすでに報告されている一連の抗生物質群 iturin

誘導体と類似するものと考え，iturin A2，A6，A7の標

品およびcompound 1についてHPLCによるRetention Time

およびUV_VISスペクトルを比較したところ，compound

1は iturin A2と完全に一致した．compound 1の1H_NMR

スペクトルでは，アルキル鎖末端のメチルプロトンが

tripletかつ３個分のHに相当すること，また iturin A2の

分子量は1042でcompound 1と一致することから，com-

pound 1はβアミノ酸の側鎖に(CH2)10CH3を持った iturin
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Table 21.  Inhibition of anthracnose disease on mulberry leaves treated with culture filtrate of B. amyloliquefaciens
RC_2 before or after inoculation with C. dematium a)



A2であると決定した．compound 1の 1H_NMRおよび
13C_NMRスペクトルをそれぞれFig. 38，39に示した．

compound 2～7も，上記と同様に各種NMRスペクト

ルにより解析したところ，いずれも iturin 誘導体であ

ることが明らかとなった．compound 2は，1H_NMRス

ペクトルにより，βアミノ酸のアルキル側鎖中のメチル

プロトンが0.85ppm (triplet, 3H, JH_H＝7.3 Hz)および0.84

ppm(doublet, 3H, JH_H＝7.3Hz)に検出された．また，13C_

NMRスペクトルにより，19.1および11.2ppmにβアミノ

酸の側鎖由来のメチル炭素が検出された．また，この

化合物の分子量はFAB_MSスペクトルにより1056であ

った．また，各種NMRスペクトルの分析結果と併せて，

compound 2はβアミノ酸の側鎖に(CH2)8CH(CH3)CH2CH3

を持った iturin A3であると決定した．

compound 3は，1H_NMRスペクトルにより，βアミノ

酸のアルキル側鎖中のメチルプロトンが0.87ppm (dou-

blet, 6H, JH_H＝6.6 Hz) に検出された．また，13C_NMR

スペクトルにより，22.5ppmにβアミノ酸の側鎖由来の
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Fig. 37.  Isolation procedures for antimicrobial compounds from culture filtrate of B. amyloliquefaciens RC_2.
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Fig. 38.  1H_NMR spectrum of compound 1 at 600 MHz (10 mg/0.6 ml DMSO d6).

Fig. 39.  13C_NMR spectrum of compound 1 at 600 MHz (10 mg/0.6 ml DMSO d6).



メチル炭素２個分が検出され，分子量は1056であった．

さらに，各種NMRスペクトルの分析結果と併せて，

compound 3はβアミノ酸の側鎖に(CH2)9CH(CH3)2を

持った iturin A4であると決定した．

compound 4は，1H_NMRスペクトルにより，βアミノ

酸のアルキル側鎖中のメチルプロトンが0.88ppm(triplet,

3H, JH_H＝7.0 Hz)に，13C_NMRスペクトルによりメチル

炭素が13.9ppmに１個分検出され，分子量は1056であ

った．さらに，各種NMRスペクトルの分析結果と併せ

て，compound 4はβアミノ酸の側鎖に(CH2)11CH3を持

った iturin A5であると決定した．

compound 5は，1H_NMRスペクトルにより，βアミノ

酸のアルキル側鎖中のメチルプロトンが0.87ppm (dou-

blet, 6H, JH_H＝6.6 Hz)に，13C_NMRスペクトルによりメ

チル炭素が22.5ppmに２個分検出され，分子量は1070で

あった．さらに，compound 5と iturin A6の標品はHPLC

分析におけるRetention Time およびUV_VISスペクトル

が完全に一致したことから，各種NMRスペクトルの分

析結果と併せて，compound 5はβアミノ酸の側鎖に

(CH2)10CH(CH3)2を持った iturin A6であると決定した．

compound 6は，1H_NMRスペクトルにより，βアミノ

酸のアルキル側鎖中のメチルプロトンが0.88ppm(triplet,

3H, JH_H＝7.0 Hz)に，13C_NMRスペクトルによりメチ

ル炭素が13.9ppmに１個分検出され，分子量は1070で

あった．さらに，compound 6と iturin A7の標品はHPLC

分析におけるRetention Time およびUV_VISスペクトル

が完全に一致したことから，各種NMRスペクトルの

分析結果と併せて，compound 6はβアミノ酸の側鎖に

(CH2)12CH3を持った iturin A7であると決定した．

compound 7は，1H_NMRスペクトルにより，βアミノ

酸のアルキル側鎖中のメチルプロトンが0.88ppm(triplet,

3H, JH_H= 7.0 Hz)，0.85ppm (triplet, 3H, JH_H＝7.3 Hz)お

よび0.84ppm (doublet, 3H, JH_H＝7.3 Hz) に検出された．

また，13C_NMRスペクトルによりメチル炭素が19.0，

13.9，11.1ppmにそれぞれ1個分ずつ検出され，分子量

は1084であった．この化合物は iturin骨格を持ち，βア

ミノ酸のアルキル側鎖は組成がC14H29の飽和アルキル

で，かつ末端に(CH2)nCH3および(CH2)mCH(CH3)CH2CH3

の両方を持つ化合物であると考えられるが，それぞれ

がどの位置に結合しているのかを特定するまでには至

らなかった．今後，マススペクトルによる解析等を利

用して，完全に構造を決定する必要がある．

なお，Table 22にcompound 1～7それぞれの８種のア

ミノ酸についての13C_NMRスペクトルの帰属を示すとと

もに，構造の決定したcompound 1～6，すなわち iturin

A2～A7の化学構造をFig. 40に示した．

４．考　察　

健全クワ葉から分離されたクワ炭疽病菌C. dematium

に対する拮抗細菌RC_2株は，B. amyloliquefaciensと同定

した．本細菌は，B. subtilisと類似した種であり，Welker

and Campbel (1967) によると，B. amyloliquefaciensはB.

subtilisよりもDNA中のG＋C％がわずかに高いことで区

別される(Sneath，1986)．本細菌種を植物病原糸状菌に

対する生物防除に用いる報告は，その類縁種であるB.

subtilis (Citernesi et al.，1994；Podile and Prakash，1996；

Utkhede and Smith，1992)に比べ多くはないが，Mari et

al. (1996)は，ナシの灰色かび病菌であるBotrytis cinerea

に対する拮抗細菌として，本種細菌を殺菌剤とともに

貯蔵果実に施用することにより，発病を抑制できるこ

とを報告している．さらに，この発病抑制活性は，抗

菌成分の生産ではなく，病原菌と拮抗細菌との栄養競

合に起因するものと推察している．

しかしながら，今回分離したRC_2株のC. dematium

に対する抑制活性は，培養した細菌の菌体そのもので

なく，培養上清に認められたことから，本細菌が上清

中に生産した抗菌成分に起因することが明らかとなっ

た．またその生産条件としては，0.5％PPDおよびジャ

ガイモ半合成液体培地中でその生産が良好であったこ

とから，ある一定量のペプトン(アミノ酸) が本活性成

分の生産に必須であることが考えられた．実際，ペプ

トン含量を変えたPPD液から調製した培養上清の抗菌

活性を調べた結果，０～0.5％濃度の範囲でペプトン含

量が増えるに伴い，活性も高まる傾向が見られた．ま

た，各濃度のペプトン水で培養して得られた培養上清

でも抗菌活性が見られた．これらの結果は，本細菌の

抗菌成分の生産には，ペプトン(アミノ酸) が必須の基

質であることを示唆するものである．各種微生物がそ

の二次代謝産物として各種生理活性ペプチドを生産す
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ることが，詳細に調べられており (梅沢ら，1976)，本

細菌の属するBacillus属細菌においても多種の抗菌ペプ

チド物質を生産することが知られている (Slepecky and

Hemphill，1992)．本細菌においても，生産される抗菌

成分はペプチド物質であり，そのために，その基質と

してペプトンが必要となる可能性が考えられる．なお，

今回供試した培地において，KB液体培地にもペプトン

が２％の割合で含まれているが，この培地からの培養

上清には顕著な活性は認められなかった．この理由に

ついては不明であるが，この培地中では活性成分の生
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Table 22.  13C_NMR spectra of antimicrobial compounds 1_7 in DMSO d6

Fig. 40.  Chemical structure of iturin A2_ A7 produced by B. amyloliquefaciens RC_2.



産を阻害する成分が存在または生産されている可能性

が考えられる．

本細菌の培養上清の活性スペクトルについて検討し

た結果，植物病原細菌に対しては，数種の細菌に対し

強い活性を示したが，Pseudomonas属細菌に対しては強

い活性を示さなかった．一方，植物病原糸状菌に対し

ては，クワ炭疽病菌を含めた各種糸状菌で顕著な生育

抑制活性を示した．このことから，本抗菌成分は植物

病原糸状菌に対して，より幅広い抗菌活性スペクトル

を有することが示唆された．

本抗菌成分のC. dematiumに対する発病抑制効果を実

際の植物葉上で調べた結果，切り取り葉およびポット

成葉いずれにおいても，顕著な発病抑制活性を示した．

また，この発病抑制効果は，病原菌接種以前の処理に

より見られ，病原菌接種以降の処理では効果は見られ

なかったことから，本抗菌成分は，宿主へ侵入する以

前の病原菌に対し活性を示すことが考えられた．実際，

培養上清の本菌分生子の発芽への影響について調べた

結果，培養上清の添加により分生子の発芽が顕著に阻

害された．これらのことから，本成分は，本病の治癒

効果ではなく，分生子の発芽を阻害することに基づく

予防効果を持つことが示唆された．また，その他の各

種拮抗細菌を用いた病害防除においては，殺菌剤との

併用により更に効果的な防除効果を示すことが知られ

ており (Mari et al.，1996；染谷ら，1998)，本抗菌成分

の施用においても，治癒効果を期待した殺菌剤の併用

により防除効果が高まることが考えられる．

Bacillus属細菌は多種の抗菌物質を生産し，特にB.

subtilisは，subtilin (Gross et al.，1973)，bacilysin (Walker

and Abraham，1970)，mycobacillin(Sengupta et al.，1971)

等計68種類の抗菌物質を生産することが知られている

(Slepecky and Hemphill，1992)．これらのB. subtilisの生

産する抗菌物質の一つに，環状ペプチド物質である

iturin Aが抗糸状菌物質として報告 (Delcambe，1965)さ

れており，その構造についても解明されている (Isogai

et al.，1982；Garbay_Jaureguiberrt et al.，1978；Peypoux

et al.，1973；1978)．また，Isogai et al. (1982)は，iturin

AをHPLCにより８つの成分に分け，それぞれの違い

は，環状ペプチドの中のβアミノ酸に結合しているアル

キル側鎖の違いによることを明らかにした．今回RC_2

株から単離した７種中６種の抗菌成分は，iturin A2～

A7とそのNMRスペクトル，質量スペクトルがそれぞれ

一致した．これにより，B. amyloliquefaciens RC_2株の生

産するクワ炭疽病菌C. dematiumに対する抗菌成分は，

iturin A2，A3，A4，A5，A6，A7，および同じく iturin

骨格を持つ構造未決定のcompound 7であることが明ら

かとなった．畑田ら(1990)は，iturin Aの植物病原菌に

対する生理作用として，イネいもち病菌P. oryzaeの胞

子発芽阻害作用を示すことを明らかにしており，それ

以外の生理作用として，血小板凝集阻害およびヒスタ

ミン遊離抑制作用を示すことを見い出した．iturin Aの

C. dematiumに対する生理作用については，菌糸生育抑

制作用や分生子の発芽阻害作用を示すことが考えられ

るが，クワ葉に対する生理作用についても今後検討す

る必要がある．さらに，本物質を含む培養上清は本病

菌だけでなく，正田 (1991)が報告したのと同様に，各

種の植物病原糸状菌に対して幅広い抗菌活性を有して

いたことから，これらの病原菌に対する防除剤として

利用できる可能性が考えられる．


 総合考察

クワ炭疽病の病原菌の種名について再検討を行うた

めに，全国の罹病クワ葉から本病菌の分離を行った

結果，炭疽病菌としてC. dematium，C. acutatumおよび

G. cingulataが分離された．これら３種のうちC. dematium

は，原 (1925) および山本 (1960) により本病菌として

それぞれ記載されたC. morifoliumおよびC. dematium f.

morifoliumと同じであると判定されたことから，これら

記載種をC. dematiumの異名とすることを提案した．ま

た，その分離頻度およびクワ葉に対する病原力試験か

ら，C. dematiumは本病の主たる病原菌であることを明

らかにした．一方，C. acutatumおよびG. cingulataは，

クワ葉に病原性を示すものの，その程度はC. dematium

と比較して弱く，その分布も少ないことから，これら

両種は，クワに対してはさほど重要でない病原菌であ

るとも考えられる．また，G. cingulataについては，本

菌単独で引き起こされる自然発病の形態が明確ではな

い．安藤(1993)は，Pestalotiopsis longisetaによるチャの

輪斑病の茎壊死部では，P. longisetaが健全茎に感染を
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引き起こし，その病斑形成に伴ってチャ赤葉枯病菌と

して知られるG. cingulataに交代しながら病斑を拡大し

ていく現象を見い出した．すなわち，G. cingulataは病

斑上で二次的に寄生する病原菌であることを示唆して

いる．クワ葉においても，C. dematium等により形成さ

れた病斑上で，G. cingulataが二次感染し，菌が増殖し，

病斑拡大を引き起こしている可能性も考えられる．し

かし，クワから分離されたG. cingulataおよびC. acutatum

は，切り取り葉に弱いながらも病原力を有すること，

さらにその宿主範囲が広かったことから，これら両菌

にとって好適な環境が整えば，クワに被害を及ぼし，

さらにはその周囲の宿主植物にも被害を及ぼすことが

考えられる．

クワに強い病原力を示すC. dematiumの各種植物葉に

対する病原性は，G. cingulataおよびC. acutatumに比べ

その範囲は小さかったものの，リンゴやユリノキ等数

種で認められた．この結果は，本菌はクワ以外にも感

染し得ることを示唆しており，クワ特異的病原菌とす

る分化型を当てはめるべきでないと判断した．しかし，

各種宿主由来のC. dematiumおよびその分化型のクワ葉

に対する病原性の比較試験において，分生子の無傷接

種ではクワ菌のみがクワ葉に強い病原力を示したこと

から，各宿主のC. dematiumは，ある程度それぞれの宿

主植物に適応すべく分化しているものと推察される．

また，有傷および無傷接種で病原性のスペクトルが異

なっていたことから，恐らく無傷下で宿主に侵入する

段階の抵抗性とそれに打ち勝つ病原性の相互作用機構

が宿主適応あるいは分化に大きく係わっていると推察

される．この侵入時の分化が何に基づいて起こるのか

は，今後の検討課題であるが，エンドウと褐紋病菌

(Mycosphaerella属) の系で知られているサプレッサー

(甲元，1990) の関与も考えられる．すなわち，各宿主

由来のC. dematiumが各宿主に侵入する段階において，

サプレッサー等の特異的な抵抗性撹乱物質を生産し，

それを宿主側が受容して抵抗反応が抑制され，結果と

して感染に成功するということも一つの可能性として

考えられる．

こうしたC. dematiumの有傷接種と無傷接種による感

受性の差異はクワの各品種においても見られ，クワの

抵抗性において表皮部の果たす役割は大きいものと考

えられる．また，このことより，無傷接種によっても

顕著な病斑形成が見られた品種は，本菌に対しての感

受性品種とみなすことができ，今回こうした感受性品

種を見い出した．一方，全くあるいはほとんど病斑を

形成しない抵抗性品種を数品種見い出すことができた．

クワの育種において，耐病性という形質は重要な育種

目標となっており (片桐，1995)，今回の結果は，本病

に対する耐病性品種の育成に寄与するデータを提供す

るものである．なお，本菌の有傷・無傷接種で病斑形

成の見られなかった抵抗性品種では，本菌は潜在的に

感染していることが追試験によって明らかとなった．

今回，本菌は潜在感染すること，さらにそれは，葉の

裏面に紫外線を照射することにより顕在化することを

確認したが，その潜在化の形態および生理的機構につ

いては依然として不明な点が多い．抵抗性品種に対す

る本菌の接種により菌が潜在する系を用いることで，

本菌の潜在感染のメカニズムが解明されることが考え

られる．

C. dematiumの桑樹における発生を定点的に調べた結

果，本病は梅雨期である６月下旬～７月上旬に初発が

見られ，その発生部位は地際部の葉であった．このこ

とは，本病の当年の第一次伝染源は土壌で越冬した本

病菌であることを示唆するものである．そこで実際，

C. dematiumの野外土壌での生存性について検討した結

果，本菌は罹病葉中で越冬する可能性の高いことが明

らかとなった．また，枝条での越冬性についても検討

を行ったが，枝の表面において本菌は早期に死滅し，

剥いだ皮部においても長期間の生存は見られなかった

ことからも，罹病葉が本菌の主たる越冬源である可能

性が高い．こうした罹病葉中での本菌の形態としては，

菌糸のほかに分生子層に付随した分生子が考えられる．

これらの罹病葉上の分生子は，粘湿物で包まれており，

本菌分生子と類似の形態を示すC. graminicolaの場合は，

それはspore matrix と呼ばれ (Nicolson，1992)，乾燥・

紫外線等から分生子を保護する役割を持つとされる．

本菌分生子の周囲で観察される粘湿物もspore matrixと

同様の役割を持つことが考えられ，洗浄分生子と比較

して生存期間は伸びる可能性が考えられる．仮に，こ

れらの既存の分生子が翌春まで生存し得なかったとし

ても，罹病葉の菌糸から新たに形成された分生子層上
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の分生子が第一次の伝染源となることが考えられる．

一旦発生した本病は，育苗床で見られたように他の炭

疽病菌と同様雨滴等によりきわめて容易に周辺に二次

伝搬されるものと推察された．以上の結果より，C.

dematiumによる野外での本病の発生生態と伝染環は次

のように説明することができる．すなわち，秋季に落

葉した罹病葉で本菌は越冬し，翌春その葉上に形成さ

れた分生子が雨滴あるいはトラクター等の管理機の走

行等により，土壌とともに地面に近い健全葉に跳ね上

がり，地際部の葉で本病の初発をもたらす．その後は，

地際部の罹病葉上で形成された分生子の飛散により，

発病が桑樹内の葉において垂直的に拡大し，落葉期に

わたって蔓延するようになる．こうして生じた罹病葉

が落葉・越冬し，翌年の伝染源となる．なお，本菌の

第一次伝染源には罹病葉以外に見かけ上健全な潜在感

染葉もなり得ることが考えられる．このことより，本

病の効果的な防除法の一つとして，罹病葉を含めた落

ち葉を圃場から除去する方法が有効であろうと判断さ

れる．また，C. dematiumの感染と肥培条件との関係に

おいては，感受性品種では明瞭な関係が見られなかっ

たが，中程度の抵抗性を示す普及奨励品種では施肥が

過剰あるいは不足の状態で感染しやすくなることが明

らかとなった．このことから，本病の発生防止には，

適正な施肥管理が有効であり大切であると指摘でき

よう．

C. dematiumの伝搬に大きな役割を果たす分生子は，

クワ葉上において高率に発芽し付着器を形成し，その

付着器から穿孔糸を生じ葉内に侵入した．これらの葉

上での高率の発芽は，クワ葉から得られた葉面溶出液

によって誘導されていた．しかし，クワ葉以外の葉か

ら得られた葉面溶出液でも発芽は誘導されたことから，

これら溶出液中の発芽誘導因子はクワ葉特有の成分で

はないと考えられる．しかし葉上における付着器形成

の形態については，宿主植物と非宿主植物とで異なり，

非宿主であるヤブツバキ葉上においては，付着器から

の穿孔糸挿入は確認できなかった．すなわち，この付

着器の形態および行動が本菌の宿主決定の役割を持ち，

感染に大きな影響を及ぼすことが推察される．付着器

の果たす役割についてはEmmett and Parbery (1975) に

より詳細に述べられており，付着器は，葉面への付着，

宿主体内への侵入，生存，および酵素や毒素の生産部

位としての役割を有している．本菌が付着器からクワ

葉内に穿孔糸を挿入する際に，こうした酵素類を生産

して表皮層を崩壊させて侵入するのか，または物理的

圧力により侵入するのかは，現在のところ不明であり，

組織学的観察も含めて検討する必要がある．また，宿

主抵抗性を抑制するサプレッサー等の物質が穿孔糸の

挿入時に生産されることも考えられ，本病の感染機構

は本菌の潜在性との関連を含め興味の持たれる研究領

域である．

C. dematiumにより感染したクワ葉は，その後褐色の

病斑を生じるが，これらの病斑部では健全葉に壊死斑

を形成させる毒素が４種生産されることが明らかと

なった．これらの毒素については，単離物質が微量で

あったため同定はできなかったが，いずれも蛍光性の

低分子化合物であることが明らかとなった．本毒素は，

PSA等の人工培地中では生産されず，クワの生葉およ

びオートクレーブ処理葉への接種によってのみ生産さ

れた．クワ葉で生産される理由としては，葉中に存在

する基質成分を菌が代謝・利用し，その結果として①

毒素の前駆物質が作られ，菌はそれを利用して毒素を

合成する，②クワ内で毒素生産阻害物質が分解される，

③毒素生産誘導因子が作られる，等が考えられる．こ

れら毒素生産誘導機構と毒素の生合成経路については

今後の研究課題として残された．

本毒素は宿主特異的毒素ではなく，宿主非特異的毒

素 (host-nonspecific toxin)であり，また，病斑先端部で

も生産されること，さらに葉の褐変化に伴い生産され

ることから，病斑形成または拡大に関与する病原性因

子としての役割を持つ毒素であると判断される．病原

性は一般に侵略力と発病力に分けられる(平井ら，1989)．

この類別に当てはめると，本毒素は発病力に関与する

病原性因子であるということができる．以上の結果よ

り，C. dematiumのクワ葉上における感染は以下のよう

に起こることが推察される．すなわち，葉上で発芽し

た本菌分生子は付着器を形成し，そこから穿孔糸を物

理的あるいは酵素生産により葉内に挿入して，侵入を

成立させる．菌の侵入後は，葉の抵抗反応を回避しな

がら増殖・定着する．その後は２方向に別れ，一方は

そこで安定化して潜在化する．他方では菌の増殖が進

69

吉田重信：クワ炭疽病の生理・生態学的研究



行し，病斑形成または拡大に関与する宿主非特異的毒

素を生産するようになり，この毒素により葉の褐変は

進行し，最終的には本病の病徴を形成するようになる．

C. dematiumによる本病の防除法は，現在のところ，

他の葉枯性病害との同時防除を兼ねたチオファネート

メチル剤が使用されている．今回，本病の新たな防除

技術確立のために，拮抗細菌を用いた防除法について

検討した．その結果，有望菌株としてRC_2株を健全

クワ葉から分離しB. amyloliquefaciensと同定した．B.

amyloliquefaciensを植物病害の生物防除に用いた報告は，

本細菌種と類似の種であるB. subtilisのものと比較する

とあまり多くない．Mari et al. (1996)は，ナシの灰色か

び病菌B. cinereaに対し，本細菌種を栄養競合に起因す

る拮抗細菌として報告している．しかし，今回分離し

たRC_2株は，抗菌成分を生産しそれを培養液中に放出

していた．また，この抗菌成分の生産には基質として

ペプトン等のタンパク質あるいはアミノ酸が必須であ

った．ペプトンを含んだ培地から得られた培養上清を

クワ葉に施用した結果，C. dematiumによる発病を抑制

する効果が見られ，クワ炭疽病の防除に有効であるこ

とが示唆された．この防除効果は，感染以前の施用で

のみ見られたことから，予防剤としての利用が考えら

れる．また，本培養上清は，他の植物病原糸状菌およ

び細菌に対しても生育抑制効果を示したことから，炭

疽病以外のクワあるいは他植物の各種病害に対する適

用幅の広い防除資材として利用することも考えられる．

RC_2株の培養上清に含まれる抗菌成分を単離・同定

した結果，７種の活性成分はいずれも iturin 誘導体であ

ることが明らかとなった．これら一連の物質は，８つ

のアミノ酸が環状に結合した構造を基本骨格とする環

状ペプチドであり，このうちの６種はB. subtilisでその

生産が知られる抗菌物質 (iturin A2～A7) であった

(Isogai et al.，1982)．これら iturin誘導体のC. dematium

に対する抗菌作用点を生化学的に明確にすることによ

り，本病の防除効果をさらに向上させる施用技術ある

いは抗菌活性の増強技術の開発につながるものと期待

される．

� 要約

クワ炭疽病は，葉に赤色～褐色の病斑または条斑を

引き起こす葉枯性の病害として古くから知られていた．

本病は毎年普遍的に発生するにもかかわらず甚大な被

害を及ぼすことは稀なため，さほど重要視されていな

かった．しかし，近年開発されたクワ栽培技術，すな

わち，密植栽培・機械収穫および多回育養蚕用のロー

リング収穫法等の普及により，本病の発生が目立つよ

うになった．激しい場合には株全体の葉が発病し，ほ

とんど収穫できなくなる例も見られている．しかしな

がら，本病の生理・生態および防除法等に関する報告

は，若干の記載があるだけで不明な点が多く，効果的

な本病の防除法の確立に結びつくような詳細な研究は

行われていない．本研究では，クワ炭疽病について，

その病原菌を分類・同定し，菌の病原性，感受性のク

ワ品種間差異，発生生態を調査することによって，本

病の主要な病原菌がColletotrichum dematiumであること

を明らかにするとともに，本菌の毒素生産を含めた感

染機構および拮抗微生物を用いた生物的防除法につい

て検討を行った．

１）本病罹病クワ葉からColletotrichum属病原菌の分離

を行った結果，新たにC. dematium，C. acutatumおよ

びGlomerella cingulataが分離・同定された．また，こ

れまで本病菌として記載されていたC. morifoliumは

その分生子形態の比較から，C. dematiumの異名とす

ることを提案した．さらに，これら３種の炭疽病菌

の中で，その分離頻度および病原力からC. dematium

が本病の主要な病原菌であることを明らかにした．

２）クワ炭疽病菌の宿主範囲を調べるとともに，他宿

主由来の炭疽病菌とのクワ葉に対する病原性につい

ての比較検討を行った．その結果，クワ炭疽病菌C.

dematium，C. acutatum，G. cingulataはいずれもクワ以

外の植物葉に対して病原性を示した．また，クワ葉

に対する病原性は，クワ以外の宿主に由来する炭疽

病菌でも認められたが，クワ由来のC. dematiumで最

も強い病原力を有することが明らかとなった．

３）本病の主たる病原菌であるC. dematiumを用い，ク
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ワ260品種の感受性差異について検討した．菌の接

種による病斑形成の有無およびその形成程度により，

感受性および抵抗性を示す品種を検索した結果，感

受性品種は「長沙」，「彦次郎」等であり，抵抗性品

種は「群馬赤木」，「大和早生」等であることが明ら

かになった．

４）C. dematiumによる本病の圃場における発生消長に

ついて検討した．本病は，６月下旬～７月上旬の梅

雨期に地際部の葉で初発し，その後秋期になるに連

れて桑樹の中間および上部に着生する葉に発病が垂

直的に拡大・蔓延した．また，本病の発生は葉の葉

位による感受性の差異よりも土壌表面からの距離と

いう物理的条件により強く支配されることが明らか

となった．C. dematiumの野外での越冬性について調

べた結果では，本菌分生子の生存は短期間であった

のに対し，罹病葉中での本菌の生存は長期であった

ことから，本菌の越冬源として，感染葉等の罹病残

渣が重要な役割を持つことを明らかにした．

５）C. dematiumの分生子の発芽および付着器形成に対

するクワ葉成分の影響およびクワ葉上での発芽様式

について検討した．その結果，分生子の発芽はスラ

イドグラス上では低率であったがクワ葉上では極め

て高率であった．また，発芽はクワ葉面の水溶性成

分，揮発性成分，クワ葉煎汁液によってそれぞれ誘

導された．前２者については，非宿主植物であるイ

ネおよびヤブツバキ葉から得られた成分によっても

誘導されたことから，宿主非特異的な葉成分である

と考えられた．また，本菌分生子のクワ葉組織への

侵入は，接種15～18時間後には成立することが推定

された．

６）見かけ上健全に見えるクワ葉の裏面に紫外線を３

～５分間照射すると，葉の表面は徐々に褐変し，褐

変化に伴って円形の灰褐色斑が多数誘発され，これ

らの誘発斑には剛毛を伴った分生子層，分生子が形

成された．その分生子の形態から，本菌はクワ炭疽

病菌C. dematiumと同定された．このことから，クワ

炭疽病菌C. dematiumは潜在感染し，その潜在感染部

は紫外線照射によって病斑として顕在化することが

明らかになった．

７）クワ葉中に含まれるC. dematiumの分生子形成誘導

因子について調べた．クワ葉中に含まれる16種のア

ミノ酸および10種のビタミンについて分生子形成誘

導能を調べた結果，ビタミンの一種であるbiotinにの

み誘導活性が認められた．活性を誘導するbiotinの最

低濃度は0.01ppmであり，また，biotinは乾燥クワ葉

中１kg当り，約0.6mg含まれていることから，biotin

が本菌の分生子形成因子の１つであることが明らか

となった．

８）C. dematiumによる本病の病徴から，葉の罹病部で

は毒素が生産されている可能性が考えられた．そこ

で，病斑部からのアセトン粗抽出液を健全クワ葉に

有傷滴下したところ，壊死斑が形成された．この粗

抽出液は，クワ以外の様々な植物葉にも壊死斑を形

成したが，本菌のホストレンジとは一致しなかった

ことから宿主特異的な毒素ではないと判断された．

しかし，そのクワ葉に対する活性は，品種によって

異なり，その差異は，本菌の分生子接種による感受

性の差異と一致したことから，本毒素は本菌の病原

性因子の一つであると考えられた．この粗抽出液か

ら，活性成分の単離・精製を試みた結果，４種の低

分子の蛍光化合物が得られた．なお，本毒素は人工

培地上では生産されないことから，毒素の生合成

には，クワ葉の成分が必要であることが明らかに

なった．

９）C. dematiumの生育および発病を抑制する細菌RC_2

株を健全クワ葉から分離した．本細菌はBacillus amy-

loliquefaciensと同定され，本細菌の示す発病抑制活性

は，菌体そのものにあるのでなく培養上清に含まれ

る成分によること，また，C. dematiumの感染前に処

理することにより認められた．この抗菌成分は，イ

ネいもち病菌等の他の病原糸状菌に対しても生育阻

害活性を示したことから，各種病原糸状菌に対する

生物防除剤として有用であることが示唆された．こ

の抗菌成分を培養上清から単離・精製し，その構

造を解析した結果，環状ペプチドの iturin誘導体で

あった．
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� Summary

Mulberry anthracnose is a disease commonly observed

in mulberry fields in Japan, of which symptoms consist of

brown to red necrotic spots or streaks on the leaves.  The

incidence of the disease has tended to increase presumably

due to dense planting of the trees and that mechanical har-

vesting of the shoots that results in significant damage to

tree vigor.  However, physiological and ecological studies

leading to establishment of effectual control strategies against

the disease had not been hitherto reported.  In this paper,

the author extensively studied about mulberry anthracnose

and the causal pathogen.  The following summarized the

studies. 

１）Anthracnose fungi were isolated from diseased mulber-

ry leaves which were collected from various geographic

origins in Japan.  They were identified as C. dematium,

C. acutatum and Glomerella cingulata based on the shape
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and size of conidia.  C. morifolium Hara, an anthracnose

fungus hitherto described on mulberry, was proposed to

be a synonym for C. dematium due to the morphological

characteristics of the conidia.  C. dematium was more

frequently isolated than the other anthracnose species and

showed strong pathogenicity on detached mulberry leaves.

It is therefore suggested that C. dematium is the major

anthracnose pathogen of mulberry, while C. acutatum

and G. cingulata seem to be minor and the development

of the lesions by the two pathogens strongly depend on

the condition of the host.  

２）Pathogenicity of the 3 species of mulberry anthracnose

fungi, C. dematium, C. acutatum and G. cingulata, was

examined using various detached leaves of plants belong-

ing to 37 species of 21 families.  Each fungus was patho-

genic to various plants as well as to the mulberry.  When

26 isolates of anthracnose fungi isolated from 15 plants

were inoculated to mulberry leaves, C. dematium isolated

from mulberry leaves showed the strongest virulence to

the leaves, although other isolates belonging to several

species also displayed lesions on the leaves by wound-

inoculation. 

３）Difference in the susceptibility of 260 mulberry cultivars

to C. dematium, were studied.  Several cultivars, such as

“Chousa” and “Hikojirou” , were notably susceptible to the

fungus.  Whereas, some cultivars, such as “Gunmaakagi”

and “Yamatowase”, were resistant to the fungus.

４）Development of mulberry anthracnose caused by C.

dematium was surveyed in trees at a fixed point from

August to November over a period of 2 or 3 years in mul-

berry field.  Disease was observed only in lower foliage

of trees in August, and the disease subsequently reached

the middle and upper foliages in later months, resulting

in the increase in the total number of diseased leaves until

November.  Inoculation tests in the field revealed that

younger leaves attached at upper positions of a vertical

shoot tended to be sensitive to the pathogen, suggesting

that infection is less affected by the age of hosts leaves,

but is more related to the position of attachment of leaves.

Overwinter survival of C. dematium in the form of conidia

and within infected leaves was examined in soil under field

condition.  Viability of conidia rapidly declined, and the

survival could not be detected after 65 days of incubation,

suggesting that conidia in soil are not a significant form

of overwintering inoculum.  While the fungus in infected

or latently infected leaves placed in soil under field con-

ditions survived long period.  These results suggest that

C. dematium can overwinter in infected or latently infected

leaves, and that these leaves can be a source of primary

inoculum in the following year.

５）Conidial germination and appressorial formation of C.

dematium was examined on mulberry leaves and on glass

slides in association with some leaf components of host

and non-host plants.  The percentage of conidial germina-

tion was higher on mulberry leaves than in water droplets

on glass slides.  Water-soluble and volatile compounds

extracted and trapped from mulberry leaves, and decoc-

tion of dried mulberry leaves, induced the conidial germi-

nation.  While the compounds obtained from leaves of non-

host plants also induced the germination, suggesting that

the germination-inducing compounds are host-nonspecific.

The time required for penetration in mulberry leaf tissues

was estimated to be 15-18 hours after inoculation.

６）When apparently healthy leaves of mulberry were

irradiated with ultra-violet rays (UV) for 3-5 min. and

kept in a moist chamber, brownish gray and orbicular

spots often appeared on the leaves.  Many acervuli, conidia

and setae of C. dematium were produced on the spots.

Thus, it is confirmed that C. dematium latently infects in

mulberry leaves, and the latency is unmasked by irradia-

tion of UV.

７）Compounds in mulberry leaves inducing sporulation

of C. dematium were detected.  Dissolved or suspended

aqueous solutions (1%) of 16 amino acids and 10 vita-

mins occurring in mulberry leaves were applied individ-

ually at the margin of the fungal colony growing on PSA

plate.  Sporulation was induced only where a biotin solution

was applied on the mycelium at a concentration of at least

0.01 ppm.  This result suggests that biotin, which occurs

in mulberry leaves (ca. 0.6 mg/kg of dried leaves), has a
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role in inducing sporulation of C. dematium.

８）C. dematium was examined to produce phytotoxins in

planta.  Extracts obtained from the fungus grown on mul-

berry leaves caused brown necrotic lesions on susceptible

mulberry leaves, when they were placed on the wounded

adaxial surface.  Whereas, no extracts obtained from

various media induced the necrosis, suggesting that the

fungus produced phytotoxins in planta, and some compo-

nents consisting in mulberry leaves may be indispensable

substrates for producing the toxins.  The phytotoxins

obtained from the diseased leaves induced necrosis on

nonhost plants leaves, as well as on mulberry leaves.  In

addition, the susceptibility to the toxin was correlated

with that to the fungus infection in each susceptible or

resistant mulberry cultivar.  These results suggest that

the phytotoxins are host-nonspecific but play a role as a

factor of the fungal pathogenesis in mulberry leaves in

the development of the lesions.  Four toxic compounds

were isolated and purified from the anthracnose lesions.

However, due to the low yield, the chemical structure of

the compounds could not be identified.

９）A potential antagonist, Bacillus amyloliquefaciens

strain RC_2, against C. dematium was obtained from

healthy mulberry leaves by the application of in vitro

and in vivo screening techniques.  Application of culture

filtrate of RC_2 inhibited disease on mulberry leaves, indi-

cating that suppression was due to antifungal compounds

in the filtrate.  Development of mulberry anthracnose on

mulberry leaves was inhibited only when the culture fil-

trate was applied before fungal inoculation, and it was not

inhibited by application after inoculation.  These results

suggest that the antifungal compounds in the filtrate

exhibit a preventive effect on the disease.  The culture

filtrate of RC_2 also inhibited the growth of several other

phytopathogenic fungi and bacteria in vitro.  From the

culture filtrate of RC_2, 7 kinds of antifungal compounds

were isolated by HPLC analysis, and they were determined

as iturin derivatives by NMR and FAB_MS analyses.
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