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フィンガープリント解析とそれらのレース

佐々木直子*・荒井治喜辛*・鈴木文彦*キ

Rep-PCR Fing巴rprintingAnalysis of Pyriculariα01ッzαeIsolates with Decr巴asedSensitivity to 

Dehydratase Inhibitors in Melanin Biosynthωis (MBI-D) in Iwate Prefecture and their Pathogenic Races 

Naoko SASAKI， Michiyoshi ARAI and Fumihiko SUZUKI 

2004年から2005年にかけ岩手県で MBI心耐性イネいもち病菌の発生が確認された.本

i射性菌発生の逃伝的背景を解明するため， 2004年と2005年に県内から分離したイネいもち

病菌423菌株について，Pot2 rep-PCR法によるフィンガープリント (FP)解析を実施し

た.その結果， これら菌株から52種類の FPが検出され，このうち耐性関143菌株は 9種

類の FPに類別された.また，耐性菌39菌株のレースを検定したところ， これらは007.0

および037.1の2穏のレースに判別された. FP解析， レースおよび分離地点の情報をもと

に，県中南部に特定の遺伝子型の耐性菌 (FP，Iwa 3 レース， 037.1)が俊占して分布

していることを明らかにした.

Key words: MBI-D， pathog巴nicraces， Pot2 rep-PCR， Pyriculαnαoηzαe 

2001年，佐賀県において，カルプロパミド， ジクロシ

メッ卜，フエノキサニルなどの MBI-D系統の薬剤(シ

タロン脱水酵素裂の薬剤，以下 MBI心)に耐性を示す

イネいもち病菌(以下耐性菌)の発生が隊認された(7).

岩手県の MBI-Dの結施府は， 1998年から始まり， 2001 

年には岩手県病害虫紡徐所の調査で、県内水稲栽培面積の

約25%で本斉IJが施関された.この様な状況下で，耐性菌

の発生が懸念されたため2002年よりその発生調査を行っ

てきた.その結架， 2004年は12市町村42地点中， lr行4

地点5協場(2 )で， 2005年は22市町村95地点中 4市

15地点42闘場(5 )で耐性菌の発生が確認された.

鈴木らは(3 )， Pot2 r巴p-PCR法を用いたイネいも

ち病菌の個体群機iさを解析し九州各地で発生した耐性

留は地域ごとに奨なる遺伝的背景を持ち，その起源は複

数であると推定している

そこで，本研究では，耐性閣の遺伝的背景や一般栽培

闘場での耐性菌の伝搬ルートを明らかにするため， 2004 

年と2005年に岩手県で分離されたi耐性閣を含むイネいも

ち病菌集出を対象に，Pot2 rep-PCR法によるフィンガー

プリント (FP)解析を行い，それらのレースを同定し

た.

材料および方法

1.供試菌株

2004年および2005年の県内の耐性菌発生調斎 (2，5) 

で一般栽培園場から分離したイネいもち病滋株を本研究

に悶いた.すなわち， 20例年に北上市の 8地点， 11臨場

の葉いもち病斑から分離した耐性菌8態株を含む27菌株，

2005年に22市町村95地点， 164酒場の葉いもち135病斑，

穏L、もち261病斑から分離した耐性菌135簡株を含む計

396菌株を本研究に供試した.

2. rep-PCR法によるいもち病菌のフィンガープリン

ト解析

rep-PCR法は， Suzuki et al. (4)の方法に準じて

行った.プライマーはイネいもち病閣の転移因子 Pot2

の末端部反復配列内に設計したシングルプライマーを用

いた.本解析に供した鋳型 DNAは，供試菌株を9mL

の potatodextrose broth (Difco社製)で25
0

C， 4日

間暗所静置培養した闘体を DNA抽出キット(Ultra

Clean Microbial DNA Isolation Kit， MO BIO社製)

を用いて調製した.フィンガープリント解析は，検出さ

れたバンドの有無を比較することにより行った.なお，

本解析では分予選が 6kb以上のバンドは再現性が低い

と判断し，解析には用いなかった.

本岩手県農業研究センター Iwate Agricultural Research Center， Narita， Kitakami， Iw乱te，024-0003 Japan 
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3. レース検定

岩手県の一般栽培闘場で分離した耐性菌39関株 (2004

年に北上市の4地点から分離した5菌株， 2005年に北上

市の 6地点から分離した25菌株，遠野市の 5地点から分

離した 8菌株および一関市の l地点から分離した 1菌株)

を用い， Yamada et al. (6) の 9半Ij別品種に

Kiyosawa (1)の3品種を加えた12'f1j別品種を用いて

レース検定を行った.すなわち，各供試菌株から常法に

より調製した分生子懸ililli夜を4.5葉期の半IJ別品種に噴霧

接種し 7日間温室で管理した後，接種待展開葉に生じ

た病斑裂を調査した.

結果

19， 21， 23， 24， 25および27)に類別され， このcjJで

Iwa 3が比較的高頻度で分離された.また， Iwa 1， 3， 

4および23は，感受性菌， nll'H生菌に共通する FPであっ
た.なお，今回検出された FPは全体的に各バンドパ

ターンの保存性が高いことから，岩手県分離菌は近縁な

築田であることが推定された.

第1表に2005年の一般栽培闘場で耐性菌が確認された

市と遺伝子型別の分離地点数をまとめて示した.2005年

に耐性菌が確認された全ての市で遺伝子型 Iwa3の菌

株が認められ， Iwa 3は耐性一菌の FPとしてはもっとも

広域に分布していた.

一方， 2004年に北上市の一般栽培臨場で、分離された27

菌株の FP解析結果では， 10種類の FPが検出された

1. rep-PCR法による岩手県分離菌のフィンガープリ (第2鴎). 8菌株のi射性閣の FPはIwa1または Iwa23

ン卜解析 で，それぞれ3およびl地点で分離された.また， 2005 

Pot2 rep-PCR法によるフィンガープリント (FP) 年同様，感受性蘭である Iwa6の分離地点数が多かっ

解析の結巣，岩手県分離菌株 (2004，2005年一般栽培劉 た.

場分離蘭423菌株)は52種類の遺伝子型(Iwa 1 ~ 1 wa52) 2004年および2005年の解析結果を比較すると， 2004年

に類別された(第1鴎).岩手県分離閣から検出された に耐性菌が確認された北上市の5闘場中のうち 4翻場

すべての FPと， 2005年の分離地点数を耐性菌検定の において耐性闘が確認された(第2表).これらの圏場

データと合わせて第l鴎に示した.2005年の一般栽培悶 ではすべて購入による種子更新を行っていることを間き

場では Iwa3， 6および8の3穏類の遺伝子型を持つ 取り調査によって確認している.また 2溺場では 2

菌株が分離される地点、が多かった. 年閣にわたり同一の遺伝子型(Iwa1および23)の耐性

2005年に分離された耐性閣は 9穣(Iwa1， 3， 4， 闘が隊認された.
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第1図 Pot2 rep-PCR法により者手県分離閣から検出されたフィンガープリント

パターンと2005年の分離地点数

j主) 1. 22市町村95地点から分離した396菌株調変.

2.各フィンガープリントパターンを遺伝子裂(Iwa1 ~ Iwa52)とした.

両端のレーンはサイズマーカーを示す.

3.間一地点で2種類以上の遺伝子製が検出されている地点があるため地点

の総計は192地点となる.
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遺伝子型

第2図 2004年に北上市内の一般栽培国場から分離され

たいもち病菌の逃伝子型と分離地点数

第 1表 2005年に分離された耐性菌の遺伝子型と分離地点数

市町村
遺伝子型と分離地点数

Iwa 1 Iwa 4 Iwa19 Iwa21 Iwa23 Iwa24 Iwa25 Iwa27 

北上市 2(66) O O 1(1) 1(7) 1(1) 1(1) 1(1) 

遠野市 。 3(8) 1(3) O 。 O O O 

一関rti 1(1) O 。 O 。 O 。 O 

陸前高田市 O O 。 O O O 。 。
注) 1. ()内は調査菌株数を示す
2.繍掛けは 4市に共通して分布していた Iwa3を示す.

第2表 2004年および2005年に分離された耐性菌のよ宣伝子裂とレース

市町村 分離年 地点 遺伝子型 レース

2004 

岩崎新田 1

北上
岩崎新田 2

2005 Iwa 1 

煤孫 Iwa 3 1 

O 

二子 O 

O 

1 

2 

2 

1 

注) 1 表には調査した菌株数を示す.
2.耐性菌39菌株を調査した.
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2.耐性菌の遺伝子製とレースの関係 すると，レース037.1で，遺伝子型 Iwa3の耐性菌が察

耐性菌のレース検定結果を， rep-PCRに基づく遺伝 中南部に分布したことが本研究で示された.善林ら (8) 

予型，分離地点および分離年とともに第 2表に示した. の2002年の調査では，岩手県に分布するいもち病菌のレー

2004年に分離された耐性菌はすべてレース007.0であっ スは95%以上が007.0で， 037司lは確認されていない.し

た. しかし， 2005年に分離された耐性菌のレースは たがって，岩手県中南部に発生したレース037.1は，本

007.0と037.1の2種類で，遺伝子型 Iwa1， 21， 23， 24， 来はマイナーな存在であったと考えられる.また，本研

25および27の菌株はレース007.0，Iwa 3， 4および19 究で耐性菌が確認された居場での作付け品種は「ひとめ

の菌株はレース037.1であった. ぼれJ，IあきたこまちJ，IササニシキJおよび円、わてつ

こJで，真性抵抗性遺伝子 Pikを有する「ヒメノモチJ

考察 や「もち美人Jのような， レース007.0は侵せないが，

岩手県で分離された423菌株のイネいもち病菌につい レース037.1は侵すことができる品穏のみの作付けでは

て，Pot2 rep-PCR法によるフィンガープリント解析を なかった. しかし，それにも関わらずレース037.1を示

行った.その結果，これらは52の遺伝子型に類別され， す耐性菌が県中南部で確認されたのは，本県の種子の高

多様な遺伝子型のいもち病菌が本県内に分布しているこ い更新率(県平均で90%以上)から推察すると今後実証

とが本研究から明らかとなった.また，これらの中で造 する必要があるが，一部の地域で採穣された採種国産穣

伝子型 Iwa3， 6および 8の菌株の2005年の一般栽培 子による耐性菌の伝搬が考えられる.

臨場での分離率が高かったことから，これらの遺伝子型 以上，本県分離耐性菌には FPの多様性に加え，複

の蘭株は宕手県内で栽培されるイネ品種や栽培体系によ 数のレースも存在したことから， MBI-Dの使用による

く適応している可能性が考えられた. 耐性菌の出現リスクが高いことが予恕される.今後は耐

本県での耐性菌の発生調査によると，その発生は2004 性菌の発生拡大を紡ぐためにその発生由来を解析する必

年に初めて確認され(2)， 2005年にも県中南部を中心 要がある.

に再確認された(5 ).また， FP解析の結果，耐性菌

は9種類の遺伝子型に類別され，本県では耐性E惑が確認
された 1~2 年後にすでに遺伝子裂の多様性が存在した.

これらの結果から，本県では耐性菌がイネいもち病菌集

凶にもともとわずかに存在し， MBI-Dの使用によって

選択的に増殖し，顕在化した可能性があることが示唆さ

れる.

一方，本県の 2年間の調査では，連続して耐性蕗が分

離される回場が4湿場存在していた.また，一部の園場

では同じ遺伝子型の耐性闘が2年間にわたり分離された.

これらの闘場では穣子更新を行っていた.このため，採

種悶楼種子がすでに耐性菌を保麹していた可能性が考え

られる. しかし，周辺国場からの耐性態の飛び込みも否

定はできないことから， この耐性菌の由来を明らかにす

るためには今後，種子での保菌と耐性菌の発生状況およ

び一般栽培臨場での耐性閣の発生状況等を調査する必要

がある.

なお，本研究のレース検定から，本県の耐性磁には

007.0および037.1の2種類のレースが存在し，本研究で

耐性菌におけるレース分化が初めて示された.

ところで， FP解析とレース検定結果を合わせて評価

13 

引用文献

1) Kiyosawa， S. (1984) Ric巴GeneticNewslett日F

1 : 95-97 

2 )佐々木直子・岩舘康哉・富永朋之・勝部和員Ij

(2005)北日本病害虫研報 56・205(議要). 

3 )鈴木文彦・荒井治喜・山口純一郎・ Ctl島 |盗

(2004).九州病害虫研究報 50 : 96 (議姿). 

4) Suzuki， F. ， Arai， M. and Yamaguchi， J. (2006) 

J. Gen. Plant Pathol 72 (5) : 314-317. 

5 )富永朋之・千葉克彦・粛藤智子・佐々木直子

(2006)北日本病害虫研報 57 : 215 (講要). 

6) Yamada， M. ， Kiyosawa， S. ， Yamaguchi， T. ， 

Hirano， T. ， Kobayashi， T.， Kushibuchi， K. and 

Watanabe， S. (1976) Ann. Phytophathol. Soc 

Jpn. 42 : 216-219. 

7)山口純一郎・口木文孝・平八章一之・宗 和弘

(2002)臼植病報 68 : 261 (講姿)• 

8)善林蒸・フェデラベーニャ・芦浮武人・小泉信

三 (2002) ~七日本病害虫研報 53 : 19-23. 

(2006年3月31日受理)

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

