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第 1 章	 緒言  
 
我が国におけるダイズの栽培面積は明治期から大正中期までは 40

万 ha 以上であり重要農産物の一つであった．その後，第二次世界大戦
期までに 22 万 ha に減少したが，食糧増産政策の中で再び 40 万 ha を
超えるまで増加した．しかし，海外からの輸入品に押されたこともあ

って，その後は減少の一途をたどり，1977 年には 7.9 万 ha にまで落
ち込んだ．しかし，1978 年にダイズが水田転換の奨励作物に指定され
たこともあり，1987 年には 16 万 ha まで回復した．近年は 13 万 ha
から 14 万 ha で推移している（図 1-1）．  

10a 当たり収量は戦前までは 100kg 前後であったが，戦後，徐々に
向上し，現在は 160kg 前後となっている．  
生産量でみると，戦前は 30 万 t～50 万 t で推移していたが，第二次

世界大戦末期には 17 万 t まで落ち込んだ．戦後，1952 年や 1955 年に
は 50 万 t を回復するが，その後は減少し，1976 年には 10.9 万 t まで
落ち込んだ．その後は栽培面積の増加および 10a 当たり収量の向上も
あり，1987 年には 28 万 t まで向上した．近年は 22 万 t 程度となって
いる（図 1-1）．  
一方，水田転換畑でのダイズの作付けが増加するにつれ各種病害の

発生が多くなり，中でも立枯性病害の多発が問題となってきた．立枯

性病害では茎疫病，白絹病，黒根腐病などが主たる病害であり，中で

も黒根腐病は生育後期に顕在化する病害で，被害の大きな場合は収穫

皆無となり収量への影響は著しい．  
ダイズ黒根腐病は，1968 年に千葉県下で発生し，御園生・深津（1969）

によって新病害として報告されたのが世界で 初の記録である．その

後，アメリカ（Rowe et al. 1973），カメルーン（Bernaux 1979），韓
国（Sung 1980），中国（Ma et al. 2004）などでも発生が報告されて
いる．  

1984 年から 1993 年まで主に農林水産省のプロジェクト研究などに
より精力的にダイズ黒根腐病の発生生態と防除法が研究されてきた



2 
 

（西ら  1999）が，いまだに発生生態には不明な部分が多く，また現
場に導入可能な有効な防除法も確立されていない．そこで本研究では，

土壌中におけるダイズ黒根腐病菌の特異的検出法を開発することで，

今まで不明であった土壌中におけるダイズ黒根腐病菌の動態を解析し，

黒根腐病の発生しやすい栽培条件などを解明すること，また，黒根腐

病菌の産生毒素を明らかにすることで，ダイズ黒根腐病の発病機作を

解明すること，さらにこれらのデータから得られた情報を基に，生産

現場に導入しうるダイズ黒根腐病の防除法の開発を目的とした．  
本研究は独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構	 中央農業

総合研究センターで 2005 年 8 月から 2013 年 3 月にかけて行った．本
研究を行うに当たり，中央農業総合研究センター仲川晃生上席研究員

（現農業・食品産業技術総合研究機構本部），同加藤雅康上席研究員，

東京農工大学農学部教授夏目雅裕博士，九州沖縄農業研究センター川

上顕主任研究員，北海道大学名誉教授内藤繁男博士，中央農業総合研

究センター島田信二上席研究員には試験遂行に当たり有益な助言を頂

いた．また，新潟県農業総合研究所黒田智久主任研究員，同前田征之

主任研究員には土壌や植物サンプルを，試験期間を通じて提供して頂

き，また試験遂行に当たり有益な助言・情報を頂いた．また，福島県

農業総合センター二瓶直登主任研究員（現東京大学），会津農林事務所

穴澤拓未技師，福島県農業総合センター荒井義光科長，同齋藤隆研究

員（現浜地域研究所），同遠藤あかり主任研究員，会津農林事務所穴澤

崇主査には現地圃場試験において多大なるご協力を頂いた．福島県会

津美里町児島三雄氏には現地圃場をご提供頂いた．また食品総合研究

所吉田充研究領域長，同前田郁子博士には黒根腐病菌の産生毒素解析

での機器分析において多大なるご協力を頂いた．また，妻には本研究

を遂行するに当たり，生活環境を整え，多くの助言を頂いた．  
北海道大学農学部教授近藤則夫博士，同教授増田税博士，同講師秋

野聖之博士には本稿のご校閲を賜り，貴重な助言を頂いた．  
ここに記して，各位に衷心よりお礼申し上げる．  

2013 年 12 月	 越智	 直  
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図 1 - 1．全国のダイズ栽培面積と収量の推移  
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第 2 章	 研究史  
 

Ⅰ．ダイズ黒根腐病について  
ダイズ黒根腐病は，1968 年に千葉県で発生したのが世界で 初の報

告である（御園生・深津  1969）．それを機に，黒根腐病への抵抗性の
ダイズ品種間差異や寄生性，病原菌の生理的性質，薬剤防除法などが

検討されている（御園生・深津  1970，御園生  1973）．その後，我が
国でのダイズ黒根腐病に対する研究は一時中断する．そして，コメの

生産調整が本格化し，転換畑が増加した 1980 年代に入ると研究が再
開された．山形県ではダイズ黒根腐病を中心とした立枯性病害につい

て，石灰窒素の施用効果や冬期湛水による防除の有効性を報告されて

いる（今野ら  1984，今野ら  1985）．西・高橋（1990a）や仲川・島田
（1995）は本病の全国における発生実態を明らかにし，2002 年現在で
は 38 道府県での発生が報告されている．また西ら（1985）は簡便な
接種法を開発することで，黒根腐病菌がダイズのいかなるステージで

も感染し得ること（西ら  1987），トラクターなどを用いて伝染源であ
る微小菌核が伝搬している可能性があること（西ら  1989a），黒根腐
病によるダイズの被害様式は，十分に生育できないまま，早期に熟す

ることによる，莢数の減少及び子実の小粒化（西ら  1989b），低土壌
pH での発生拡大（西ら  1999）や土壌水分が高い状態ほど被害は大き
くなる（西ら  1999），といった発生環境などのダイズ黒根腐病の発生
生態を解析した．さらに西らは熱水土壌消毒（西ら  1990）や土壌燻
蒸剤（西ら  1999）を用いた防除法を検討し，一定の効果を報告して
いる．仲川・越智（2006）はダイズ黒根腐病に対する有効な薬剤をス
クリーニングしているが，2013 年 10 月現在，登録農薬は種子処理剤
２剤のみである．ダイズ黒根腐病に対する抵抗性品種の選抜について

は積極的に試験されている（御園生  1973，田中ら  1981，東海林ら  
1984，重盛  1987，角田ら  1988，仲川ら  1990，中島ら  1994）．しか
し，各研究者間で試験方法が異なるためか，研究者によって品種の評

価が一致しておらず，いまだに黒根腐病に対する抵抗性品種は確立さ
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れていない．一方で近年，ダイズ黒根腐病の被害が各地で増加してい

る．黒田ら（2010，2012）は新潟県において調査した圃場のほとんど
すべてで黒根腐病が発生しており，転換初年，連作に関係なく発生し

ているとしている．さらに 2 年間イネを作付すると黒根腐病は激減す
る，とされている（西ら  1994）が，現状では 3 年以上イネを作付し
た圃場でさえダイズ黒根腐病が激発する例が見られている．また荒井

ら（2010）は福島県において調査した圃場すべてで黒根腐病の発生が
観察された，としている．  
アメリカにおいては 1972 年にダイズ黒根腐病の発生が報告され

（Rowe et al. 1973），本病の発生生態や被害解析，土壌からの黒根腐
病菌の検出法を開発することによる黒根腐病菌の動態調査（Krigsvold, 
and Griffin 1975，Phipps et al. 1976，Griffin et al. 1977，Phipps and 
Beute 1979），品種の抵抗性（Hedrik and Southards 1976），防除法
が検討されている（Berner et al. 1988，Berner et al. 1991）．また，
サツマイモネコブセンチュウに感染したダイズ個体では黒根腐病の程

度が甚大化することを報告している（Fortnum and Lewis 1983）．  

 

Ⅱ．ダイズ黒根腐病の病徴  
ダイズはいかなる生育ステージにおいても黒根腐病菌に対して感受

性を示すが，被害は早期に感染した株ほど大きくなる（荒井ら  2011）．
感染が生育初期であっても典型的な病徴は開花期以降に現れる．罹病

個体は 8 月中旬ころから葉に退緑えそ斑（図 2-1）を生じ，早期に葉
が黄化する．一方，地下部では感染した黒根腐病菌が根の組織を侵し

（図 2-2），被害の大きな個体では側根が崩壊し，「ゴボウ根」状とな
る．また地際部には黒根腐病菌の赤色の子のう殻を形成する場合があ

り，本病の診断の目安となる．黒根腐病菌は罹病ダイズの根に微小菌

核を形成し，これが越冬して翌年の一次伝染源となる（Rowe et al. 
1974）．	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
黒根腐病は病徴が現れるのが開花期以降で，地上部から見た病変と

しては早期の葉の黄化，枯れ上がりであり，また，被害の大きな「ゴ
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ボウ根」のような個体でも株自体が枯死せず収穫に至ることが多いた

め，発生の気づかれにくい病害であるといえる．そのため，水田転換

畑で頻発する「湿害」の一つとまとめられ，病害という認識を持たれ

にくい傾向がある．  
黒根腐病による被害は主に莢数の減少による子実量の減少，さらに

成熟期が早まるため，子実が十分に太らないことによる粒径および粒

重の減少による品質の低下が挙げられる（西ら  1999，荒井ら  2010）．
被害程度別（図 2-3）にダイズの収量を調査したところ，程度 1 では
収量への影響は大きくならない場合が多いが，程度 2 以上では収量へ
の影響が著しく，程度 4 では収穫可能な子実が着いていない場合がほ
とんどである（荒井ら  2010）．（参考：被害程度 1；側根がわずかに褐
変し腐朽している，2；側根の腐朽が著しい，3；側根がほとんど残っ
ていない，4；側根が崩壊し主根の腐朽が著しい）  
 

Ⅲ．ダイズ黒根腐病菌 Calonectria ilicicola について   
	 ダイズ黒根腐病の病原菌 Calonectria ilicicola Boedijn et Reitsma 
（不完全世代 : Cylindrocladium parasiticum）は 1950 年にスリラン
カにおいてクロタラリアの一種 Crotalaria anagyroides L. に根腐れ
症状を引き起こす糸状菌として報告された（Loos 1950）．本菌が植物
病原菌として重要視されるようになったのは，アメリカにおいてラッ

カセイ黒根腐病の病原菌として報告（Bell and Sobers 1966）されて
からである．  
	 本菌は従来 Calonectria crotalariae と表記されてきたが 1993 年に
Crous et al. によって Cylindrocladium ilicicola の完全世代として記
載されていた Calonectria ilicicola と Calonectria crotalariae と同一
であることが指摘され，先に記載されていた Calonectria ilicicola が
学名として使用されるようになった．  
	 ダイズ以外の宿主として，我が国において自然発病が観察されてい

る寄主植物はラッカセイ（御園生  1973），ツルマメ（西・佐藤  1994a）
アルファルファ（西・佐藤  1994b）ケンチャヤシ（Hirooka et al. 2008）
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が報告されている．日本以外ではアメリカ合衆国ではダイズ以上にラ

ッカセイの重要病害として認識されており，他ではブルーベリー

（Milholland 1974），キウイフルーツ（Krausz and Coldwell 1987）
など 7 科 15 種の植物に自然発病が知られている．他の Calonectria 属
菌と同様に，南国木本植物の苗木での報告が多いのが特徴であり，ほ

とんどの報告が根および地際部での被害であるが，Hirooka ら（2008）
によるケンチャヤシ褐斑病のように，地上部での病害も報告されてい

る．  

 

Ⅳ．ダイズ黒根腐病菌の産生毒素について   
黒根腐病はダイズ根を崩壊させ，同時に葉にもえそ斑を生じる．黒

根腐病菌は葉からは分離されないため，菌の二次代謝産物が毒性を持

つ可能性が示唆されており，また，過去に黒根腐病菌の培養ろ液をダ

イズ葉柄に吸わせることで葉の病徴を再現し，本病の病徴発現に毒素

が関わっている可能性が報告されている（Kim et al. 2001）．さらに同
じ菌が引き起こすラッカセイ黒根病においても同様に毒素の影響が指

摘されており，菌の侵入前に胚軸（Johnston and Beute 1975）およ
び主根（Harris and Beute 1982）にえそを起こすことが報告されてい
る．また本病と類似した症状を示す Fusarium solani f.sp. glycines に
よるダイズ急性枯死症では培養ろ液を精製して得たタンパク質がダイ

ズカルスを褐変させ，さらに胚軸および葉にえそを生じることから，

本病害にペプチド性の毒素が関与している可能性があることを報告し

ている（Jin et al. 1996）．  
 

Ⅴ．ダイズ黒根腐病に対する防除の取り組み   
ダイズ黒根腐病に対する登録農薬は 2013 年 3 月現在で 2012 年 11

月に登録された種子処理剤 1 剤のみである．そのため，防除に関して
は耕種的防除法，物理的防除法そして生物的防除法を中心として取り

組みが行われてきた．  
	 今野（1982）は黒根腐病を中心としたダイズの連作障害に対して石
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灰窒素が有効であることを報告した．ダイズ連作地で，冬期湛水によ

り黒根腐病を中心とした立枯性病害の発生率が少なくなる傾向が認め

られ，連年湛水区ではその効果が顕著であると報告されている（今野

ら  1984）．また，髙畦栽培や晩播も黒根腐病防除に有効であることが
報告されている（角田ら  1988）．西ら（1994）は，田畑輪換により黒
根腐病の発生は抑制され，さらに水稲を 2 年以上作付けすることによ
り次年度の黒根腐病の発生が劇的に低下すると報告している．  
	 西ら（1990）は物理的防除法として熱水土壌消毒を試み，ダイズ黒
根腐病の発病度が著しく低下すること，また，収量も増加することを

報告した．  
	 黒根腐病に対して有効な薬剤のスクリーニングは試みられてきた．

西ら（1999）は土壌燻蒸剤のクロルピクリン剤，D-D 剤の黒根腐病に
対する防除効果を試験し，熱水土壌消毒より効果は劣るが，防除効果

はあり，その効果はクロルピクリン剤＞D-D 剤であった，と報告して
いる．仲川・越智（2006）は黒根腐病に対する有効な薬剤の選抜を行
い，土壌燻蒸剤ではダゾメット粉粒剤が，また水和剤ではキャプタン

剤，テブコナゾール剤およびクレソキシムメチル剤などで高い黒根腐

病防除効果が認められている．  
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図 2 - 1．ダイズ黒根腐病による葉の退緑壊疽
斑  
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図 2 - 2．ダイズ黒根腐病による根の病徴  
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図 2 - 3．ダイズ黒根腐病の発病程度の指標．0；健全，1；側根がわ
ずかに褐変し腐朽している，2；側根の腐朽が著しい，3；側根がほ
とんど残っていない，4；側根が崩壊し主根の腐朽が著しい  
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第 3 章	 ダイズ黒根腐病の発生生態  
 
ダイズ黒根腐病の発生生態については，1980 年から 1990 年にかけ

て精力的に研究がなされてきた．しかし，いまだ不明な点が多く，本

病の解決の糸口は明らかにされていない．  
 

Ⅰ．ダイズ黒根腐病の発生実態調査  
	 2013 年 3 月現在，ダイズ黒根腐病は 38 道府県での発生が確認され
ている（西ら  1999，相馬・武田  2002）．しかし，発生は知られてい
ても実際の発生実態調査はほとんど行われていないのが現状である．

そこで，黒根腐病の被害が大きいとされている，新潟県，福島県にお

いて 2009 年，2010 年（福島県のみ）に県内のダイズ黒根腐病の実態
調査を行った．  
 
方法  
新潟県（2009 年）  

2009 年 10 月 28 日および 29 日に，新潟県内のダイズ採種圃場を中
心に黒根腐病の調査を行った．調査は上越から下越まで県内全域の 23
圃場で行った．手法は 1 圃場あたり 3 か所，それぞれ 50 株以上のダ
イズを抜き取り，根の発病程度を基準に発病度を算出した．発病度の

計算式は以下のとおりである．  
発病程度，0：無発病，1：根部あるいは地際部に褐変が認められる，2：
褐変が主根または地際部全体を取り巻くほどに発達している，3：主根
が腐朽し，根量も少ない，4：枯死．  
発病度  = 100×(∑発病指数×程度別発病本数 )／ (4×調査本数 ) 
 
福島県（2009 年）  
	 2009 年 11 月 8 日から 10 日に ,福島県の県農業総合センター発生予
察課のダイズ定点調査圃場 20 地点における黒根腐病の調査を行った．
調査地点は浜通り地域から会津地域にまたがっている．調査の手法は
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上記のとおりである．  
 
福島県（2010 年）  
	 2010 年 10 月 25 日から 26 日に，福島県内のダイズ圃場における黒
根腐病の調査を行った．調査は浜通り地域から会津地域にわたる県内

全域の 35 か所で行った．調査の手法は上記のとおりである．  
 
結果  

新潟県（2009 年）  
	 県内 23 圃場の平均発病度は 53.2 と，県内全体で黒根腐病が蔓延し
ていることが明らかになった．発病が確認されなかった圃場は 1 圃場
のみであった．発病度の差異に地域性はなかった．発病度 50 を超える
ような甚発生圃場は 14 圃場であった（図 3-1-1）．また，前年まで 3
年連続で水稲を作付けしていた圃場でも発病度 70 を超える圃場もあ
った．  
 
福島県（2009 年）  
	 県内 20 圃場での平均発病度は 27.2 であった．発病は調査したすべ
ての圃場で確認され，発病度 50を超える甚発生圃場が 4か所あった（図
3-1-2）．なお，会津や中通りと比較して，浜通りでの発病度はやや低
かった．  
 
福島県（2010 年）  
	 県内 35 圃場での平均発病度は 19.8 と 2009 年に比べると軽微であ
った．発病が確認された圃場は 28 か所で，発病度 50 を超える圃場が
5 か所あり，そのうち転作初年度の圃場が 2 か所であった（図 3-1-3）．
また，作付年数と発病度には関連は見られなかった（図 3-1-4）．  
 
考察  
	 2009 年，2010 年と新潟県および福島県において黒根腐病の発生実
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態調査を行った．その結果，両県とも県内全域で黒根腐病は多発して

いることが明らかになった．中でも 2009 年の新潟県では県の平均発
病度が 50 を超え，著しい被害をもたらしていることが明らかになった．
黒根腐病に感染すると，発病程度 2 で 1 割から 5 割程度の減収が見ら
れる（荒井ら  2010）ことから，新潟県では黒根腐病により 3 割程度
の減収が起こっているのではないか，と考えられる．  
西ら（1994）は，田畑輪換により黒根腐病の発生は抑制され，さら

に水稲を 2 年以上作付けすることにより次年度の黒根腐病の発生が劇
的に低下すると報告している．しかし，今回の調査からは，3 年以上
水稲作をした次年度でも黒根腐病は多発し，また，発病度は連作年と

は関連性がないことが示唆された．このことは転換政策開始以後，ダ

イズ作付回数が増加することで，黒根腐病菌が蓄積し，簡単には菌量

が減らなくなってきていることを示している可能性がある．さらなる

調査が必要と思われる．  
	 以上のことから，黒根腐病の被害が大きいとされる新潟県，福島県

では県内全域で黒根腐病が蔓延しており，甚大な被害をもたらしてい

ることが明らかになった．一方で，九州地方や四国地方，三重県など

では現地調査を行ってもほとんど黒根腐病が確認されない地域もある

（未公表）．このような違いは何が原因かは不明であるが，この違いを

解明することは，黒根腐病の有効な対策技術につながると考えられる．

今後も引き続き，現地の発生実態調査を続けていく必要があると考え

られる．  
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図 3 - 1 - 1．2009 年新潟県での調査圃場の発病度の分布．
調査圃場数は 23．  

図 3 - 1 - 2．2009 年福島県での調査圃場の発病度の分布． 
調査圃場数は 20．  
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図 3 - 1 - 3．2010 年福島県での調査圃場の発病度の分布． 
調査圃場数は 35．  

図 3 - 1 - 4 ． 2010
年福島県における

発病実態調査での

連作年数と発病度

の関係．なお，平

均発病度は，転換

初年は 11 圃場，2
年連作は 9 圃場，
3年連作は 10圃場
の 発 病 度 の 平 均

値．エラーバーは

標準偏差を示す．  
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Ⅱ．ダイズ黒根腐病菌の低温長期保存法の開発  
	 ダイズ黒根腐病研究は 1990 年代まで盛んであったが，その後途絶
えており，過去に試験に使用された菌株は死滅しているか適切に保存

されておらず，継続的な研究に支障をきたしている．  
	 現在，試験用菌株は斜面培地での継代培養により菌株を保存してい

るが，継代を繰り返すことにより菌の生理的性質には変異が生じやす

く，また，継代を怠り死滅させる可能性も非常に高い．さらに長期保

存を目的に斜面培地において 5℃で保存すると，一年程度で多くの菌
株が死滅することがわかっている（西ら  1990b）．  
	 内藤ら（1993）は培養大麦粒を用いることで Rhizoctonia属菌－20℃
で 10 年以上保存できることを明らかにしている．この手法による菌株
の生理的な変異はなく，さらにそのまま病原力試験に用いることが可

能としている．そこで本研究では，黒根腐病菌の培養大麦粒を用いた

低温長期保存法の開発を目的とした．また併せて培養大麦粒の病原力

試験への適用も調査した．  
 
方法  
黒根腐病菌の培養大麦粒の作成とその安定性  
	 供試菌株として MAFF102001，MAFF102002，MAFF102004，  
NI2-2-1，NI2-7-3，NI3-4-1，UH2-3 および UH3-5 の 8 菌株を用いた
（表 3-2-1）．培養大麦粒による菌の保存方法は Gaskill（1968）およ
び内藤ら（1993）の方法を改変して行った．すなわち 50ml のフラス
コに大麦粒 10g と蒸留水 10ml を加え，綿栓をし，121℃20 分間オー
トクレーブした．その後，PDA 培地で生育させた菌株の含菌寒天片を
大麦粒培地に移植し，25℃で 1 ヶ月間培養した．その際，気中菌糸に
より大麦粒が塊状にならないように，大麦粒に菌糸が蔓延するたびに

適宜フラスコを振り，塊状になるのを避けた．培養後，大麦粒を 9cm
シャーレに広げ，30℃に設定した乾燥機で 24 時間乾燥させた．乾燥
させた大麦粒をビニール袋に入れ，4℃の冷蔵庫，−20℃及び−80℃の
冷凍庫に入れ保存した．保存開始 1 ヵ月後，3 ヵ月後，6 ヶ月後，12



18 
 

ヶ月後，24 カ月後，36 ヶ月後にそれぞれの温度で保存していた培養
大麦粒を乳酸加用素寒天培地に 15 粒ずつ置床し，25℃で 5 日間培養
し，黒根腐病菌の生存を確認した．  
 
培養大麦粒保存菌株の生育と病原力の確認  
培養大麦粒保存が黒根腐病菌の菌糸生育に支障がないか調査するた

めに，3 年間培養大麦粒で保存した菌株および斜面培地で 3 年間保存
した菌株（1 回継代）の菌糸生育を比較した．大麦保存菌株は乳酸加
用 PDA（Difco）で大麦から再分離したのち，PDA に植菌し，7 日後
の菌糸生育を計測した．斜面培地保存菌株は同様に乳酸加用 PDA で再
分離したのち，PDA に植菌し，7 日後の菌糸生育を計測した．  
また，保存中に菌株の病原力が失われる可能性があるので，保存開

始前菌株，−80℃で培養大麦保存 3 年菌株および斜面培地 3 年保存菌
株（1 回継代）の病原力を比較した．それぞれ PDA で再分離した菌株
を，バーミキュライト，ふすま，蒸留水を重量比 1:1:3 で混合し，オ
ートクレーブ滅菌したバーミキュライトふすま培地に接種し，1 ヶ月
間 25℃で培養し，接種源を作成した．滅菌した園芸培土に 1%重量の
それぞれ接種源を混和し，9cm ポットにつめ，ダイズ品種タチナガハ
をポットあたり 3 粒播種した．試験は 25℃に設定された温室で 1 菌株
当たり 3 反復行った．コントロールには培養していないバーミキュラ
イトふすま培地を 1%重量混和し，タチナガハを播種した．発病調査は
播種 3 週間後に行い，幼苗の発病程度を前述の 0～4 の 5 段階のスケ
ールで評価した．  

 
培養大麦粒の接種源としての可能性  

3年間−80℃で保存した NI2-2-1菌株の培養大麦粒を接種源として用
いた．対照には 3 年間斜面培地で保存した NI2-2-1 菌株（一回継代）
をバーミキュライトふすま培地に接種し，25℃で 1 ヶ月間培養したも
のを接種源として用いた．ともに接種源が 1%，0.5%および 0.1%重量
となるように滅菌園芸培土に混和接種し，それぞれ 3 ポットにつめ，
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ダイズ品種タチナガハをポットあたり 3 粒播種した．試験は 25℃に設
定された温室で 3 反復行った．発病調査は播種 3 週間後に行い，幼苗
の発病程度を 0～4 の 5 段階で評価した．0，健全；1，根の褐変；2，
いくつかの側根の亡失；3，多くの側根の亡失；4，立枯れ．  

 
結果  
黒根腐病菌の培養大麦粒の作成とその安定性  
−80℃で保存していた培養大麦粒では 3 年後においてもほぼすべて

の菌株で 100%再分離され，生存が確認された（表 3-2-2）．また 4℃に
保存していた培養大麦粒は保存日数がたつごとに生存率が低下し，24
ヶ月後には多くの菌株で死滅することが明らかになった．−20℃に保存
していた培養大麦粒では，多くの菌株が 100%生存していたが，24 ヶ
月後から生存率が下がってくることが明らかになった．これらのこと

から，培養大麦粒を−80℃で保存することが黒根腐病菌を長期保存に有
効であることが確認された．  
 
培養大麦粒保存菌株の生育と病原力の確認  
培養大麦粒保存による菌糸生育には大きな差は見られなかった（図

3-2-1）．  
大麦保存菌株の病原力は保存開始前菌株の病原力と同等であった．

またスラント保存菌株については UH2-3 において保存開始前と比較
して病原力が劣った．（図 3-2-2）．  

 
培養大麦粒の接種源としての可能性  

1%，0.5%，0.1%接種ともに培養大麦粒接種および定法接種におい
て差はなかった（図 3-2-3）．  
 
考察  

	 ダイズ黒根腐病菌の培養大麦粒は−80℃に保存することで 3 年以上
の長期にわたり保存が可能であることが明らかになった．一方で 4℃
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では 24 か月間保存することで，ほとんどの菌株は死滅した．このこと
は西・高橋（1990b）の結果と一致している．−20℃保存では保存開始
24 か月後に生存の低下が見られた．  
	 −80℃で 3 年間保存した菌株の菌糸生育，病原力は維持されており，
本手法が菌株の生理的特性に影響を及ぼさないことが明らかになった．

また，本研究で用いていない他の多くの菌株においても同様の手法で

保存しているが，ほとんどの菌株において生存している．そのため，

本手法が黒根腐病菌の長期保存に適していると考えられる．  
	 また培養大麦粒の病原力試験への適用について，定法接種と比較し

て差がなかったため，培養大麦粒は直接，病原力試験へ用いることが

可能であることが示唆された．このことは Rhizoctonia 属菌における
培養大麦粒の保存と同様で，ひとたび大量に培養し保存しておけば，

いつでも使用可能であるので，接種試験における準備時間の大幅な短

縮となる．  
	 現在までダイズ黒根腐病菌の長期的に安定した保存法がなかったた

め，古く重要な菌株はほとんど残っていない．本研究で開発した培養

大麦粒を用いた低温長期保存法は黒根腐病菌の長期的な個体群解析や，

疫学的な研究を促進させるものと期待される．  
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表 3 - 2 - 2．異なる温度で 1～36 か月保存した培養大麦粒中の黒根腐
病菌の生存率  

表 3 - 2 - 1．培養大麦粒保存試験で用いた菌株  
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図 3 - 2 - 1．培養大麦粒で 3 年間保存した菌株とスラントで 3 年
間保存した菌株の菌糸生育の差異．エラーバーは標準偏差を示

す．  

図 3 - 2 - 2．培養大麦粒で 3 年間保存した菌株，スラントで 3 年間保
存した菌株と保存開始前の菌株の病原力の差異．エラーバーは標準

偏差を示す．異なる文字は Welch の t 検定 (P<0.01)で有意な差があ
ったことを示す．  
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図 3 - 2 - 3． 3 年間保存した培養大麦粒の接種源と
しての病原力と 3 年間スラントで保存した菌株か
ら作成したバーミキュライトふすま培地接種源の

病原力の差異．エラーバーは標準偏差を示す．  
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Ⅲ．土壌中におけるダイズ黒根腐病菌の特異的検出法の開発  
	 土壌病害において自然土壌中の目的の病原菌数を計測することは病

害のリスクを予測する上で重要である．  
既に C. ilicicola の土壌からの特異的検出法は報告されている

（Krigsvold and Griffin 1975，Phipps et al. 1976，Griffin 1977）．
しかし，検出効率が不十分で，また他の菌との識別が困難であり，検

出培地に用いる試薬が入手困難であるなど問題点が多い．  
そこで本研究では黒根腐病菌 C. ilicicolaの自然土壌中からの特異的

検出法を新たに開発することとした．  
 
方法  
検出培地の開発  
	 新規検出培地として YLS 培地を開発した．組成は以下のとおりであ
る．培地 1L あたり，L-ソルボース 20g，イーストエキストラクト 4g，
フルトラニル 12.5mg，チアベンダゾール 1.5mg，クロルテトラサイク
リン塩酸塩 40mg，クロラムフェニコール 10mg，タージトール
typeNP-7（Sigma-Aldrich）および寒天 20g である．本培地では C. 
ilicicola が識別の指標となるオレンジ色の微小菌核を多量に形成する．
予備試験における検出培地に適する炭素基質のスクリーニングより，

L-ソルボース添加により C. ilicicola 以外の雑菌の生育が遅くなり，な
おかつ C. ilicicola の生育が優れていることが認められ，また L-ソル
ボースは接合菌類の生育を抑制する（Awuah and Lorbeer 1986）とさ
れることから，炭素基質として L-ソルボースを選択した．イーストエ
キストラクトの添加により C. ilicicolaの微小菌核の形成数が増加する．
フルトラニルは担子菌類の生育を阻害する．チアベンダゾールは過去

の報告でも使用されており，フザリウム属菌やトリコデルマ属菌など

雑菌の生育を抑制する（Krigsvold and Griffin 1975，Phipps et al. 
1976，Griffin 1977）とともに，C. ilicicola の生育も若干抑制する．
クロルテトラサイクリン塩酸塩およびクロラムフェニコールはバクテ

リアの生育阻害目的で添加した．タージトールは菌糸の生育を抑制し，
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コロニー化しやすくさせるとともに，表面張力が小さくなるため，培

地を薄く延ばしやすくなる．  
 
土壌処理法の検討  
	 土壌処理法の検討で用いた土壌は，ダイズ黒根腐病の発生している

新潟県の現地圃場 3 か所からサンプリングした．圃場内のランダムに
選んだ 5 か所の 0～15cm の深さから土壌を採取し，これらを混合しサ
ンプルとした．それぞれ土壌サンプル 5gを 300mlのフラスコに入れ，
100ml の滅菌蒸留水を添加し，200rpm で 20 分間振とうし，蒸留水中
に土壌を拡散させた．予備試験において，本病原菌は土壌中における

密度が低く，希釈平板法では検出不可能であったため， Krigsvold and 
Griffin （1975）や Phipps et al.（1976），Griffin（1977）と同様に
土壌を適切なふるいに通して，土壌中における菌密度を相対的に増加

させることにした．黒根腐病菌の微小菌核を回収するために もよい

篩を調査するために，目開き 0.71mm，0.425mm，0.25mm，0.1mm，
0.038mm および 0.02mm のふるいを重ねて用いた．この調査は 3 反復
行った．流水でふるった後，ふるい上に残った土壌を有効塩濃度 0.25%
の次亜塩素酸ナトリウム水溶液で 30 秒間表面殺菌した．この土壌を滅
菌水でよく洗い，回収し，滅菌水を用いて 50ml にメスアップした．
このうち 400μ l を 10 枚の 9cm シャーレそれぞれに分注し，その上か
ら約 50℃に冷やした検出培地を注いだ．固化した後，シャーレを 25℃
で 8 日間培養し，生育した菌叢を確認した．  
 
過去の検出方法との比較  
	 今回開発した検出方法と過去に開発された Krigsvold and Griffin 
（1975）や Phipps et al.（1976）の検出方法の黒根腐病菌の検出効率
を比較検討した．他にも報告されていた手法はあったが，使用してい

る試薬が入手困難であったため，今回はこの 2 つの方法と比較した．
新しい手法と比較して，過去の手法は用いるふるいのサイズ，表面殺

菌の時間および選択培地の構成が異なっていた． Krigsvold and 
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Griffin（1975）の手法では 0.15mm および 0.044mm のふるいを用い，
表面殺菌は有効塩濃度 0.25%次亜塩素酸ナトリウム水溶液で 30 秒間
処理である．Phipps et al.（1976）の手法は 0.425mm および 0.038mm
のふるいを用い，表面殺菌は有効塩濃度 0.25%次亜塩素酸ナトリウム
水溶液で 1 分間処理である．  
	 比較に用いた土壌サンプルは，3 種類の自然発病農家圃場土および
ネガティブコントロールとして黒根腐病の発生していない農家圃場土

1 種類である．菌の検出にそれぞれの土壌 5g を用い，黒根腐病菌の乾
土 1g 当たりの菌量を計算した．これらの処理は 3 反復行った．  
 
定量の正確性  
	 開発した手法の黒根腐病菌の定量性を確認するために，人工汚染土

壌を用いた．PDA で黒根腐病菌を 2 週間培養し，適量の滅菌水ととも
にホモジナイザーで撹拌した．懸濁液を 0.25mm および 0.038mm の

ふるいに通し，0.038mm 上の残渣を流水でよく洗い，回収し，滅菌水
で 50ml にメスアップし，微小菌核液を調整した．その後，微小菌核
液 1ml，500μ l，200μ l および 50μ l を黒根腐病菌に汚染されていな
い 5g の土壌と混和し，人口汚染土壌とした．この土壌を用いて，開発
した手法と Krigsvold and Griffin （1975）および Phipps et al.（1976）
が開発した手法の黒根腐病菌の回収効率を比較した．この試験は 1 処
理につき 10 枚のシャーレを用いてそれぞれ 3 反復行った．  
	 微小菌核液における生存微小菌核数は，YLS 培地上に微小菌核液 50
μ l，20μ l および 10μ l を広げ，菌糸が生育した数量を計測して決定
した．この処理は 3 反復行った．  

 
結果と考察  
土壌の処理法  

Griffin ら（1978）は 0.103mm および 0.025mm のふるいを用いる
ことで 90%の微小菌核を回収可能である，としている．用いたふるい
の試験結果は表 3-3-1 に示した．それによると 0.25mm および
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0.038mm のふるいを用いることで 90%以上の微小菌核を回収できる
ことが明らかになった．  
	 また，Papavisas（1972）は有効塩濃度 0.25%次亜塩素酸ナトリウ
ム水溶液での表面殺菌は雑菌の生育を抑えるもっとも効率の良い方法

であるとしている．一方，Griffin（1977）では次亜塩素酸ナトリウム
水溶液での表面殺菌を省いた手法を開発しているため，次亜塩素酸ナ

トリウム水溶液での表面殺菌の有効性を確認したところ，今回開発し

た手法では次亜塩素酸ナトリウム水溶液での表面殺菌処理を省くと黒

根腐病菌の判別が困難となったため，この処理は必要であると判断し

た（表 3-3-2）．  
 
過去の検出方法との比較  
	 表 3-3-2 に結果を示した．新しく開発した手法は過去の 2 種類の手
法と比較して黒根腐病菌の検出効率が高いことが明らかになった．

YLS 培地上では，黒根腐病菌のコロニーは表面が白く円形をしており，
裏面は濃いオレンジ色を呈した（図 3-3-1）．このオレンジ色の着色は
微小菌核の形成によるもので，同定の指標となるものである．さらに，

新しい手法ではおよそ培養 5 日後に着色による同定が可能であるが，
Phipps et al.（1976）および Krigsvold and Griffin（1975）の手法で
は着色が遅いため，同定するためにはそれぞれ約 8 日間，約 10 日間か
かる．さらに開発した手法では雑菌の生育が も少ない結果となった． 
 
定量の正確性  
	 結果は図 3-3-2 に示した．新しい手法で検出した黒根腐病菌数は土
壌の微小菌核数に比例した（R2 = 0.9926，P < 0.01）．この結果は新し
い手法は土壌中から定量的に黒根腐病菌を検出するのに有効であるこ

とを示している．しかしながら検出効率は 33.8%と低い値になった．
この結果はプロトコール中で多くの微小菌核を損失していることを示

唆している．大きな損失の原因は次亜塩素酸ナトリウム水溶液による

表面殺菌によると考えられる．この処理は雑菌の生育を抑えるととも
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に，黒根腐病菌の微小菌核にも影響を与える．今回開発した手法は比

較した 2 つの手法よりも微小菌核回収率が高い結果となった．
Krigsvold and Griffin（1975）によると，微小菌核回収率は 58.0～
81.1%であったとしているが，今回の結果では 20.7%であった．この
回収率の差は使用した土壌が異なるため原因は不明である．今回の結

果は新しい手法が土壌中から黒根腐病菌を検出するのに も効果的で

あることを明らかにした．  
今回新たに開発した黒根腐病菌の土壌中からの検出法は，過去の手

法と比較して も検出効率がよく，かつ，雑菌の生育が少ないことが  
明らかになった．さらに，黒根腐病菌のコロニーの識別が容易で，か

つ，識別可能になるまでの生育時間が短い．したがって，本手法を用

いることで，ダイズ栽培期間中の黒根腐病菌の土壌中における動態の

解析や，環境要因が土壌中の菌密度へ与える影響を解析することが容

易となった．さらに，本手法は黒根腐病の防除試験の効果の評価に用

いることが可能である．今後はさらに手順および培地を改良し，選択

性を高めていく必要があると思われる．  
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表 3 - 3 - 1．ふるいの目のサイズごとのダ
イズ黒根腐病菌の微小菌核回収率．  

表 3 - 3 - 2．自然発生圃場土を用いた
新規検出法と過去の検出法との黒根

腐病菌の検出効率の比較（3 反復の
平均値）．  
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図 3 - 3 - 1．培養 8 日目の検出培地上の黒根腐病菌のコロニー (矢印 )．a.新
規検出法．b.Krigsvold と Griffin(1975)の手法．c.Phipps ら (1976)の手法  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 - 3 - 2．過去
の手法との検出

効率の比較 (黒ボ
ク土での試験，3
反復の平均値 ) 



31 
 

Ⅳ．土壌中におけるダイズ黒根腐病菌の動態解析  
	 現在までに栽培環境および栽培履歴などから黒根腐病の発生リスク

を調査した報告はなく，どのような要因で黒根腐病が多発するかは明

らかでない．そこで，作付体系の異なるダイズ栽培圃場土から黒根腐

病菌数を経時的に調査した．   
 
方法  
サンプル土壌の採集  

2010 年から 2011 年にかけて新潟県から由来の異なる 5 つのダイズ
作付圃場から 1 年間にわたり土壌のサンプリングを行った．サンプリ
ングの手法は，1 つの圃場あたり 5 か所から土壌を採集し，それらを
混合し， 1 つのサンプルとして用いた．それぞれの圃場の概略は表
3-4-1 に示した．サンプリングした日付はダイズ播種直後の 6/11-17，
7/8-9，8/13，9/6，収穫後の 11/8，そして年をまたいで 4/1 の 6 回サ
ンプリングを行った．  
 
サンプル土壌中の黒根腐病菌の菌数計測  
	 サンプル土壌から，上述のダイズ黒根腐病菌の特異的検出法を用い

て菌数計測を行った．それぞれの土壌について 3 反復試験し，乾土 1g
当たりの黒根腐病菌の菌数を計測した．  

 
土壌の発病度  
圃場土をそれぞれ 9cm ポットにつめ，ダイズ品種タチナガハを 3 粒

播種し，25℃一定の温室で生育させた．2 週間後に発病調査を行い，
それぞれの土壌の発病度を算出した．3 反復行った．  
 
結果  
土壌中における菌数  
土壌中の菌数の推移は図 3-4-1 に示した．ダイズを初めて作付けし

た鬼木 3 圃場では年間を通して黒根腐病菌は検出されなかった．連作
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圃場である藤井 2，藤井 8 圃場では播種日近辺の菌数は比較的高かっ
たものの，年間を通じて菌数の増減は少なかった．ダイズ輪作初年度

の藤川 48 圃場および鬼木 15 圃場では播種日近辺の菌数は少なかった
ものの，徐々に増加し，ダイズの開花期を過ぎた 9 月頃から急激に菌
数が増加した．冬を越した 4 月の採集土では鬼木 15 圃場土で菌数は大
きく低下したが，その他の土壌については 11 月採集土と比較して変化
は少なかった．  
 
サンプル土壌の発病度  
サンプル土壌の発病度は図 3-4-2 に示した．発病度と土壌中の黒根

腐病菌数の相関係数（スピアマンの順位相関係数，危険率 1%）を算出
すると 0.90 であった（図 3-4-3）．この数字は 2 つの変数に有意に相関
関係があることを示しているので，土壌中の黒根腐病菌数および発病

度には有意に相関関係があることが明らかになった．また単回帰分析

を行ったところ，回帰直線は有意であり，土壌中の黒根腐病菌数はサ

ンプル時点での土壌の発病度を反映していることが明らかになった．  

 
考察  
	 栽培期間中の黒根腐病菌の菌数増加は，栽培初期の菌数に左右され

ないことが明らかになった．一般に連作圃場では黒根腐病の発生は甚

大化する，とされている（西 1999）が，今回の試験では連作圃場土で
菌数および発病度の増加は少なく，むしろ，転換初年度において菌数

が増加する可能性があることが明らかになった．このことは水田土壌

では微生物層が貧弱になるため，黒根腐病菌にとって競争相手が少な

く，増殖しやすくなっている可能性が考えられるが，詳細は不明であ

る．今回の結果からは栽培初期の菌数を計測することでその圃場の黒

根腐病の発生リスクを推定するのは困難であることが明らかになった． 
	 今回の試験は 5 か所の圃場を一年間にわたって経時的に黒根腐病菌
数を調査したが，今後もデータを積み重ねて，黒根腐病菌と環境や栽

培要因の関連性を調査していく必要があると思われる．  
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表 3 - 4 - 1．土壌採集圃場の概略  

図 3 - 4 - 1．サンプル土壌からの黒根腐病菌検出数の推移． 
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図 3 - 4 - 2．サンプル土壌の黒根腐病発病度の推
移  

図 3 - 4 - 3．サンプル土壌中の黒根腐病菌数と発病度の
関係解析  



35 
 

V．ダイズ残渣中の黒根腐病菌の感染能力  
	 ダイズ黒根腐病は連作によって発生が高くなるため，田畑輪換は本

病の防除に有効とされているが，水田からの転換初年目でも黒根腐病

が激発する圃場が頻繁に観察されるのが現状である．また，前節のよ

うに，栽培初期には土壌中から黒根腐病菌が全く検出されなくても黒

根腐病が多発する可能性があることが明らかになっている．そのため，

転換畑における黒根腐病菌の生存箇所は土壌中だけでなくダイズ残渣

中の可能性も考えられる．そこで，黒根腐病が激発した圃場において

水稲一作後の土壌中に残存しているダイズ根残渣中の黒根腐病菌の感

染能力について試験した．  
 
方法  

ダイズ残渣  
	 ダイズ残渣は 2011 年 12 月上旬に福島県白河市の圃場より採集した
（図 3-5-1）．試験には 2 通りの圃場由来のダイズ根残渣を用いた．す
なわち，2010 年にダイズ黒根腐病が多発し，2011 年には水稲を作付
けした圃場中の残渣と，2011 年にダイズ黒根腐病が多発した圃場中の
残渣である．  
 
残渣中の黒根腐病菌のダイズに対する感染能力の確認  
	 9cm ビニールポットの底に滅菌園芸培土を敷き，十分に水洗し，約
1cm に切断したダイズ根残渣（1 本分）を敷き詰めた．その上に滅菌
園芸培土を詰め，ダイズ（タチナガハ）をポットあたり 4 粒播種した．
ポットは 25℃に設定されたガラス温室で栽培した．播種 3 週間後にダ
イズ株を抜き，根を切り取った．根を 70%エタノールに 5 秒，次いで
有効塩素濃度 1%の次亜塩素酸ナトリウム水溶液に 1 分間浸漬するこ
とで表面殺菌し，さらに滅菌蒸留水でよく洗浄した後に酸性 WA に置
床した．3 日後の黒根腐病菌の生育の有無で本病原菌の感染を確認し
た．両残渣とも 2 回試験を行い，1 回の試験につき 16 残渣を用いた． 
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結果  
結果は表 3-5-1 に示した．黒根腐病が多発した直後の圃場残渣から

は 2 試験平均で 28.1%の割合で黒根腐病菌の感染が確認された．また，
1 年間水稲作付けを行った後の残渣からも 2 試験平均で 9.4%の割合で
黒根腐病菌の感染が確認された．  
 
考察  
	 圃場から採集したダイズ根残渣は黒根腐病に罹病したものを回収し

たものではなく，ランダムに回収したものである．その中でダイズ栽

培直後とはいえ 30%近くの残渣中の黒根腐病菌にダイズに対する感染
能力があることが明らかになり，次年度以降の強力な一次伝染源とな

っている可能性が示唆された．また，黒根腐病が多発した次の年に水

稲を作付けしても圃場内に残るダイズ根の黒根腐病菌は死滅しないこ

とが明らかになった．このことは水田の輪作体系において，ダイズ黒

根腐病が多発した圃場では，一年間水田に戻しただけでは本病が再び

多発する可能性があることを示唆している．西ら（1994）は黒根腐病
が多発した圃場において 2 年間水稲を作付けすると本病は激減する，
としている．今後は複数年水稲を作付けした黒根腐病多発圃場からダ

イズ根残渣を回収して，残渣中の黒根腐病菌がどれくらいの期間生存

し得るのか確認することが水田転換畑の輪作体系構築に必要と思われ

る．  
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図 3 - 5 - 1．圃場から採集したダイズ根残渣  

表 3 - 5 - 1．ダイズ幼苗根からの黒根腐病菌分離
率  
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Ⅵ．ダイズ黒根腐病菌の温度に対する反応  
	 病害の発生には環境要因が密接に関わっている．黒根腐病について

も環境条件により発病が助長されたり，抑制されたりしていると考え

られる．西ら（1999）は土壌温度，土壌水分，地下水位，土壌 pH な
どによる影響を詳細に調査している．そのうち土壌温度については，

15～30℃の範囲内のあらゆる温度で発病し，発病程度については，土
壌温度 15℃で低く，20～30℃で高くなった，と報告している．一方，
黒根腐病の一次伝染源は土壌中における微小菌核であるが（Rowe et 
al. 1974），微小菌核からの黒根腐病菌の生育に適した温度はあまり知
られていない．微小菌核からの生育適温を調査することは，黒根腐病

菌のダイズへの感染適温の解明につながると考えられる．そこで，微

小菌核からの黒根腐病菌の生育適温を調査した．  

 
方法  
黒根腐病発生 2 圃場（一圃場目は新潟県の発生圃場で，二圃場目は

福島県の発生圃場）から土壌のサンプリングを行った．サンプリング

の手法は，圃場表面をはぎ取り，そこから地下 15cm までの部分をサ

ンプリングし，1 つの圃場あたり 5 か所から土壌を採集し，それらを
混合し，1 つのサンプルとして用いた．  
サンプル土壌を，上述のダイズ黒根腐病菌の特異的検出法を用いて

培地と混合し，シャーレに広げた後，10，16，20，25，30，35ºC で
10 日間，培養分離し，土壌中における黒根腐病菌微小菌核からの菌の
生育への温度影響を調査した．それぞれの土壌について 3 反復試験し，
乾土 1g 当たりの黒根腐病菌の菌数を計測した．  

 
結果  
	 結果は図 3-6-1 に示した．新潟県からサンプリングした圃場土は，
16℃から 35℃の間で黒根腐病菌が検出された．20℃において も黒根

腐病菌の分離菌数が多く乾土 1g あたり 204 個が検出され，温度が上
昇すると菌数が低下し，30℃では 135 個程度になった．35℃で培養す
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ると黒根腐病菌はほとんど検出されなかった．また 16℃でも乾土 1g
あたり 73 個程度が検出された．  
	 福島県からサンプリングした圃場土においては 20℃～30℃におい
て黒根腐病菌が検出され，20℃での黒根腐病菌検出数が も多く 68
個が検出された．  
 
考察  
	 Kuruppu ら（2004b）はアメリカにおけるダイズ黒根腐病菌の微小
菌核からの生育適温について調査しており 25℃が 適温度との結果

を報告している．また Phipps ら（1977）はラッカセイ黒根腐病から
分離した同じ C. ilicicola についての微小菌核からの生育適温につい
て調査しており，同様に 25℃が 適温度との結果を報告している．  
	 今回の結果では黒根腐病菌の微小菌核からの生育には 20℃培養が
も適温であることを明らかにした．この結果の差異の原因について

は，土壌が異なり，また生息している黒根腐病菌もその土地の環境条

件に適していると考えられるため，はっきりとしたことはわからない． 
	 Kuruppu ら（2004a）らはダイズの播種時期を遅らせることで黒根
腐病への感染率が低下すると報告している．その原因としては黒根腐

病菌微小菌核からので菌の生育適温時期へのダイズの露出時間の低減

が考えられると推察している．日本においては黒根腐病の被害の大き

い東北，北陸地域の播種時期は 5 月下旬から 6 月上旬である．この時
期の 高気温の平均は 20℃前後で，今回の結果は，これらの地域にお
いて，播種時期を遅らせることで黒根腐病菌の微小菌核の生育適温時

期へのダイズの露出時間の低減できる可能性があることを示している．  
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図 3 - 6 - 1．土壌からの黒根腐病菌検出数の培養温度  
による差異．エラーバーは標準誤差を示す．  
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Ⅶ．リアルタイム PCR を用いた黒根腐病菌の特異的定量法の
開発  

	 本章Ⅱにおいて，培地を用いたダイズ黒根腐病菌の土壌中からの定

量的分離を開発した．しかし，一度に多くのサンプルを試験するには

手間と時間がかかる．一方，これまでに様々な土壌病原菌について，

リアルタイム PCR を用いた有効な特異的定量法が開発されている

（Ashizawa et al. 2010， Inami et al. 2010，Shishido et al. 2012）．
また，リアルタイム PCR は一度に多くのサンプルを試験するのに適し
ている．そこでリアルタイム PCR を用いた黒根腐病菌の特異的定量法
を開発することを目的とした．  
 
方法  

菌株と土壌サンプル  
	 本試験で用いた菌株は表 3-7-1 に示した．3 菌株は C. ilicicola で残
りの 14 菌株は同属他種菌および本プライマーで増幅される領域の配
列と似た配列を持つ菌種，また，土壌中から一般的に分離される菌で

ある．  
  土壌サンプルは本章Ⅲで用いたサンプルを用いた．  
  
DNA 抽出  
	 菌体の DNA 抽出については DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN 社）
を使用した．PDB 培地で，1 菌株あたり 9cm シャーレで 2 枚ずつ，25℃
で静置培養し，菌糸がシャーレの 7 割程度を覆ったところで吸引濾過
し，－80℃で保存した．凍らせた菌体を乳鉢と乳棒を使って液体窒素
下で細かくすりつぶした．以下は DNeasy Plant Mini Kit のプロトコ
ールにしたがって DNA を抽出した．  
	 土壌サンプルからの全 DNA 抽出については ISOIL for Beads 
Beating Kit（ニッポンジーン）を使用した．土壌採集法については第
3 章Ⅱに記述してある通りである．サンプル土壌 0.5g を用いて，ISOIL 
for Beads Beating Kitのプロトコールにしたがって DNAを抽出した． 
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リアルタイム PCR のプライマーおよびプローブ設計と特異性  
	 リアルタイム PCR のプライマーを設計するため，プライマーセット
CNL12 = 5’-CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3’ （ Appel and Gordon 
1995）および IGS2 =  5’-AATGAGCCATTCGCAGTTTC-3’（Mahuku 
et al. 1998）を用いた．これらのプライマーセットはリボソーマル DNA
の Intergenic Spacer（ IGS）領域を増幅するプライマーで，本領域の
シークエンス解析を行った．シークエンス解析の結果からリアルタイ

ム PCR 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ CiIGSF (forward) = 
5’-TCCATTGCCTCTATTTATCCTGC-3’ ， CiIGSR (reverse) = 
5’-GCGTAAAGATTTTCCAACCCG-3’） お よ び プ ロ ー ブ （ CiPro = 
5’-ACCACAGCACAACACGCACAAC-3’）を委託設計した（医学生物
学研究所）．このプローブは 5’末端を蛍光色素 Fluorescein（FAM）お
よび 3’末端を Iowa Black Fluorescent Quencher（ IBFQ）で，さらに
中間部分を ZEN クエンチャーで修飾されている．このプライマーおよ
びプローブセットは C. ilicicola の IGS 領域に特異的な 146bp を増幅
する．  
	 このプライマーおよびプローブセットの有効性を確認するため，上

記の 17 菌株を用いて下記のプロトコールにしたがってリアルタイム
PCR を行い，本セットの黒根腐病菌への特異性を確認した．  

 
リアルタイム PCR による土壌中の黒根腐病菌の経時的定量と検量線  
	 検量線は，あらかじめ濃度の分かっている C. ilicicola の KR3-1 菌
株の DNA を 5 段階希釈し，希釈系列を用いてリアルタイム PCR を行
う こ と で 作 成 し た ． Threshold Cycle （ CT ） 値 は Mx3000P
（STRATAGENE）により自動的に算出され，検量線を CT値とそれぞ

れの希釈液濃度の対数値との交点をプロットし，作成した．  
 
リアルタイム PCR を用いた土壌からの黒根腐病菌の経時的定量  
	 上記 5 圃場土から得た土壌サンプルの抽出 DNA を，上記プライマ
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ーおよびプローブセットによりリアルタイム PCR を行った．反応液の
構成は，抽出 DNA を 0.5μ l，それぞれのプライマー（医学生物学研
究所）を 500nM，プローブ（医学生物学研究所）を 300nM，iQ supermix
（バイオラッド）を 500nM，これに超純水で 10μ l までメスアップし
た．反応には Mx3000P を用い，反応条件は 95℃10 分間を 1 サイクル
し，続いて 95℃15 秒間，60℃30 秒間を 50 サイクル行った．すべて 3
反復行った．リアルタイム PCR の結果から土壌中における乾土 1g 中
の黒根腐病菌量を算出した．その結果を本章Ⅲの検出培地を用いて定

量した結果と比較した．  
 
結果  
設計したプライマーおよびプローブの特異性  
	 増幅されたのは C. ilicicola のみで他の菌は増幅されなかった．し
たがって，今回設計したプライマーおよびプローブは C. ilicicola を特
異的に増幅することが明らかになった．  
 
検量線の作成とリアルタイム PCR を用いた土壌からの黒根腐病菌の

経時的定量  
	 検量線は図 3-7-1 に示した．土壌 DNA を用いてリアルタイム PCR
を行った結果は図 3-7-2 に示した．この結果は検出培地を用いて土壌
から分離した黒根腐病菌菌数と高い相関が見られ，本手法は土壌中の

黒根腐病菌の菌量を推定するのに有効であることが示唆された (図
3-7-3)．  
 
考察  
	 開発したリアルタイム PCR の手法により，土壌中の黒根腐病菌を定
量できることが明らかになった．これにより多サンプルを効率よく定

量することが可能となり，土壌中における黒根腐病菌の動態解析の研

究が促進されると思われる．一方で，黒根腐病菌の発病程度と土壌中

の菌数との関連には，菌の状態や土壌の性質，環境要因など様々な要
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因が大きく影響を及ぼすとされているため（ Inami et al. 2010），発生
予察を目的とした定量については慎重に検討する必要がある．  
	 また，本手法は土壌中だけでなく，植物体中の黒根腐病菌の定量に

も応用することが可能である．黒根腐病防除試験において，ダイズ根

中の黒根腐病菌を経時的や処理ごとに定量することで，その作用機作

の解明に利用できると考えられる．  
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表 3 - 7 - 1．リアルタイム PCR 用プライマーとプローブを
設計するために使用した菌株および特異性を試験するた

めに使用した菌株．  

図 3 - 7 - 1．リ
ア ル タ イ ム

PCR 用による

黒根腐病菌株

DNA の検量線  
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図 3 - 7 - 2．リアルタイム PCR を用いたサンプル土壌 DNA
中の黒根腐病菌量の推移．  

図 3 - 7 - 3．リアルタイム PCR を用いたサンプル土壌 DNA
中の黒根腐病菌量と検出培地を用いたサンプル土壌から

の黒根腐病菌検出数の比較．  
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第 4 章	 ダイズ黒根腐病菌の産生毒素の同定  
	  
ダイズ黒根腐病の発病機構についてはいまだ不明な点が多い．黒根

腐病は根の崩壊と葉の壊疽の 2 つの病徴を引き起こす．発病株の根か
らは栽培初期から菌が分離されるが，葉からは菌は分離されない．こ

のことは菌の二次代謝産物が病徴の進展に何らかの影響を及ぼしてい

ることを示している．Kim et al.（2001）は黒根腐病菌の培養濾液の
処理がダイズ葉に萎凋をもたらすことを明らかにしたが，現在までに

活性物質の同定には至っていない．同じ C. ilicicola が引き起こすラッ
カセイ黒根病においては，病気の進展に毒素物質が関与する，と推測

されている．菌が侵入する前に胚軸（Johnston and Beute 1975）や
主根（Harris and Beute 1982）に壊疽が生じるからである．また
Fusarium solani f. sp. glycinesによるダイズ急性枯死症では葉に黒根
腐病と類似に症状を示し，ダイズのカルスを褐変化し，胚軸や葉に壊

疽を生じる単一のタンパク質が培養濾液から分離されている（Jin et 
al. 1996）．  
	 多くの植物病害の発病機構において植物毒素の果たす役割が報告さ

れている（Meehan and Murphy 1947，Ueno et al. 1975a，Kawai et 
al. 1983，Lawrence et al. 1990）．そこで，黒根腐病菌の産生毒素を
単離・同定し，本病の発病機構における黒根腐病菌の産生毒素の役割

を調査した．  
 

Ⅰ．ダイズ黒根腐病菌産生毒素の単離  
材料と方法  

菌株  
ダイズ黒根腐病菌 C. ilicicola 菌株 UH2-1 を産生毒素単離・同定試

験に用いた．病原力と毒素生産量の相関解析には UH2-1 を含む各地の
罹病ダイズ根より分離した黒根腐病菌を 17 菌株（表 4-1）用いた．  

 
産生毒素の単離と生物活性  
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UH2-1 は PDA 培地において 5 日間 25℃で培養した．その後 3L の
フラスコに 1L の PDB 培地を入れたものを 12 個用意した．それぞれ
に含菌寒天片を添加し，2 週間 25℃で培養した．培養後，それぞれフ
ラスコには 2L のアセトンを添加し，一日以上静置し，その後菌体を
吸引濾過することで取り除き，ロータリーエバポレーターを用いてア

セトンを揮発させた．残った水画分をそれぞれ 333ml の酢酸エチルで
3 回抽出した．抽出物は図 4-1 のようなステップで精製し，単離した．
分取 HPLC の条件は以下のとおりである：カラム，ODS-UG-5(250×
20mm)(野村化学 )；溶媒，70%アセトニトリル水溶液；流速，10ml/min；
検出，200nm 紫外線．  
分画後のバイオアッセイではアルファルファを用いた．アルファル

ファを用いた理由はマメ科で C. ilicicolaに対して感受性であり，また，
簡易試験には扱いやすい大きさであるからである．底直径 3cm のサン
プル管にメタノールに溶かした 100ml培養物換算量のサンプルを処理
し，完全に風乾させ，その後，1ml の滅菌水を注入し，無菌発芽させ
たアルファルファ 5個体を入れ，5日後の生育阻害活性を指標とした．  

 
結果  
	 毒素物質の精製プロセスは図 4-1 に示した．酢酸エチル抽出はシリ
カゲルカラムクロマトグラフィーで行った．その結果，20%アセトン -
ベンゼン画分が もアルファルファ幼苗への生育阻害活性が強く，こ

の画分を，異なる溶媒系を用いたカラムクロマトグラフィーで 3 回分
画した（図 4-1）．そして活性画分を分取 ODS-HPLC で活性ピーク

8.1min で単離した．12L から活性画分を 8.12mg 得た．  

 

Ⅱ．ダイズ黒根腐病菌産生毒素の構造解析  
材料と方法  
単離した毒素の構造解析  
	 単 離 した物質は LC-TOF-MS（ liquid chromatography-time of 
flight-mass spectrometry ）（ JMS-T100LC ， JEOL ）（ カ ラ ム ，
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ODS-UG-5(150×2mm)；溶媒， 55%アセトニトリル水溶液；流速，
0.2ml/min；カラム温度，40℃；イオン化法，ESI-positive）で分子量
を測定した．さらに NMR（Avance 800 system, Bruker BioSpin）に
より構造解析を行った．  

 
単離毒素による病原力試験  
	 ダイズへの病原力を確認するため単離した毒素をダイズ品種タチナ

ガハの根および葉に処理した．根の生育阻害試験では，ダイズ種子を

70%エタノールで 30 秒洗浄した後，有効塩素濃度 1%の次亜塩素酸ナ
トリウム水溶液で 8 分間表面殺菌した．その後，種子は滅菌水で 2 回
洗浄し，湿らせたろ紙上で，1 日間無菌状態で静置した．単離毒素 50，
100，200，500μg をメタノールに溶解して 3cm 直径のサンプル管に
注入した．また対照としてメタノールだけを注入したサンプル管を作

成した．メタノールを風乾後，それぞれのサンプル管を 1ml の滅菌蒸
留水で懸濁した．サンプル管それぞれに無菌発芽処理をした 3 粒のダ
イズを置床し，25℃で 4 日間，室内蛍光灯下で培養した．根の生重量
を測り，対照と比較して阻害率を計算した．それぞれ 3 反復設けた．  
	 葉への毒素処理の影響を試験するために，メタノールに溶解した 10，
40，80μg の単離毒素をそれぞれ 3cm 直径のサンプル管に注入した．

またコントロールとしてメタノールを注入したサンプル管を設けた．

メタノールは風乾し，1ml の滅菌蒸留水を添加し，毒素物質と混合し
た．ダイズの第一本葉をサンプル管に入れ，葉柄から毒素物質を吸収

させ，25℃で 1 週間，室内蛍光灯下で培養した．それぞれ 3 反復設け
た．  

 
結果  
単離した毒素の構造解析  
	 毒素物質の分子量は LC-TOF-MS から 568（m/z 569 (M + H)+）と

推定された．また高精度 LC-TOF-MS の結果（m/z 569.31031）から
分子式は C31H44N4O6と推定された．  
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	 毒素物質の 13C NMR スペクトルでは 5 種のカルボニル基が存在す
ることを示した．そのうち 4 種はエステルもしくはアミドカルボニル
基と推測される 170.23-174.20ppm にピークを示し，1 種はケトン基
と推測される 207.57ppm であった（図 4-2a）．1H NMR スペクトルは
4 種のα -プロトンの存在を示した（4.50-4.86ppm）（図 4-2b）．これら
は 4 種のアミノ酸からなるペプチドであることを示唆している．アミ
ノ 酸 の 側 鎖 の 構 造 は DQF-COSY (Double Quantum 
Filtered-Correlated Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation 
Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) 
および HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)で解析し，
フェニルアラニン，イソロイシン，ピペコリン酸，2-アミノ -9,10-エポ
キシ -8-オキソデカン酸（Aoe）であることを明らかにした．アミノ酸
の並び方は HMBC より解析した．その結果，本毒素物質は PF1070A 
(cyclo (Ile-Pip-Aoe-Phe)) (図 4-3)であることを明らかにした．本毒素
物質の 1H および 13C NMR スペクトルデータは過去の PF1070A のス
ペクトルデータと一致した（表 4-2）．PF1070A は抗腫瘍物質として

Humicola 属菌より単離・同定された物質であり（Yoshida et al. 1993），
また，マウスにおいてメタロチオネイン生合成誘導能を持つことが明

らかにされている物質であった（Asahi et al. 1999）．  
 
単離毒素による病原力試験  
	 PF1070A はダイズ品種タチナガハの根を濃度依存的に抑制し（図  
4-4），葉にも病徴を示した（図 4-5）．このことから PF1070A を植物
病原毒素と確認した．本物質の植物毒性は初の報告である．  

 

Ⅲ．ダイズ品種の毒素物質への反応解析  
材料と方法  
	 ダイズは品種により黒根腐病菌への抵抗性が異なることが知られて

いる（仲川ら  1990，中島ら  1994，Kim et al. 1998）．一方でその抵
抗性評価は安定せず，現在までに黒根腐病に対する抵抗品種はない．
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そこで，本物質が品種抵抗性検定に適用できることを期待し，品種間

で本毒素物質に対する反応が異なるかどうか調査した．我々は根の生

育阻害活性にフクユタカ（強），エンレイ（中），Harosoy（弱）の 3
品種を用いた．活性検定法は上述した手法により行った．  

 
結果  
処理 4 日後にサンプル管よりダイズを取り出し，根を切り取り，生

重量を測った（図 4-4）．各品種とも毒素の濃度を増加させると根の阻
害活性は高まった．その活性は IC50 ではフクユタカが 721ug/ml，エ
ンレイが 741μg/ml，Harosoy が 754μg/ml であった．今回の結果か
ら，品種による毒素への反応には差がみられず，黒根腐病に弱い

Harosoy であってもフクユタカ，エンレイと同等であった．  

 

Ⅳ．菌株による産生毒素量と病原力の関係解析  
材料と方法  
黒根腐病菌株の病原力調査  
	 黒根腐病菌 17 菌株を試験に用いた．それぞれの菌株を大麦ふすま培
地（ふすま：バーミキュライト：水=1：1：3，w/w）で 25℃，1 カ月
間培養した．それぞれの培養物は滅菌した園芸培土（クレハ）に重量

比 1%で混合接種した．直径 9cm のプラスチックポットに接種土壌を

詰め，ダイズ品種タチナガハを 3 粒播種した．無接種の大麦ふすま培
地をコントロールとした．25ºC 一定に保った自然光の温室で培養した．
3 反復行った．3 週間後，根を掘り取り，発病程度を確認した．発病程
度は以下の基準で区分した：0，健全；1，根の褐変；2，いくつかの側
根の亡失；3，多くの側根の亡失；4，立枯れ．発病度は以下の計算式
から算出した．  
発病度=∑（それぞれの発病程度の株数×発病程度）×100÷（総株数
×4）  

 
黒根腐病菌株の毒素産生力調査  
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	 毒素産生力試験では病原力試験と同じ菌株を用いた．それぞれの菌

株は PDA で 5 日間培養した．培養した含菌寒天片を 100ml の PDB が
入った 300ml フラスコに接種し，25ºC で 1 カ月培養した．それぞれ
の培養物に 200ml のアセトンを添加し，一日以上静置し，その後菌体
を吸引濾過することで取り除き，ロータリーエバポレーターでアセト

ンを揮発させた．残った水画分をそれぞれ 33ml の酢酸エチルで 3 回
抽出した．精製プロセスは改変した．つまりシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー1 回（アセトン -ベンゼン）を行い，C18 カラムクロマト
グラフィー1 回（アセトニトリル -水）を行った．シリカゲルカラムお
よび C18 カラムに関しては Sep-Pak Vac（500mg，ウォーターズ）を
用いた．その後，ODS-HPLC 解析（カラム ,Develosil ODS-UG-5 150
×2.0mm；溶媒 ,55%アセトニトリル水溶液；流速 ,0.2ml/min；検出 ,UV
波長 200nm）により，PF1070A の標準物質とピーク面積からサンプ
ルにおける PF1070A 量を推定した．  
 
結果  

	 17 菌株の病原力は 2.8 から  89.3 の幅広い数字を示した．毒素生産
量は 100ml あたり 0.01-4.46mg の量を示した（表 4-1）．それぞれの
菌株について発病度を縦軸に，毒素生産量を横軸に散布図を作成した

（図 4-6）．この二つの数値の相関係数（スピアマンの順位相関係数，
危険率 1%）を算出すると 0.69 であった．この数字は 2 つの変数に有
意に相関関係があることを示しているので，産生毒素量および病原力

には有意に相関関係があることが明らかになった．また単回帰分析を

行ったところ，回帰直線は有意であり，産生毒素量は病原力の推定に

有効であることが明らかになった．  
 
考察  
ダイズ黒根腐病菌の産生毒素を同定した．この毒素は 4 つのアミノ

酸からなる特徴的な環状ペプチド PF1070A であった．Yoshida et al.
（1993）は PF1070A が抗腫瘍能力を持っていると報告し，その後，
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PF1070A は金属結合性たんぱく質であるメタロチオネインを誘導す

る機能を持つことが明らかになっている（Asahi et al. 1999）．しかし，
植物病原物質としての報告は初めてである．  

Kim ら（2001）は，黒根腐病菌の培養ろ液に対するダイズ品種の葉
の反応には差がなかったと報告している．しかし，黒根腐病の も重

要な症状は根部の崩壊であるため，我々は黒根腐病菌の培養ろ液への

反応にはダイズ根を使用した．しかし今回の試験でも Kim らの結果と
同様であった．この結果から品種反応性は毒素の吸収によって左右さ

れるものではないと予測される．   
さらに Kim ら（2001）は培養ろ液の病原力が菌株の病原力と相関関

係がなかったことから，本菌の培養ろ液はあくまでも病害の 2 次決定
因子であると結論付けている．しかし，今回の結果では産生毒素量と

病原力には有意に相関があった．このことから，PF1070A は黒根腐病
菌における病原力の強弱を決定していると考えられる．圃場では葉の

病徴と根の病徴は必ずしも結びつかないことが経験的に知られている．

このことから葉の病徴発現にはさらに他の要因があると考えられる．  
本物質の同じような 4 つのアミノ酸から構成される環状ペプチドで

植物病原毒素として報告されているものは複数ある．すなわち，トウ

モ ロ コ シ 北 方 斑 点 病 菌 の 毒 素 HC-Toxin 
(cyclo(L-Ala-D-Ala-L-Aoe-D-Pro))（Kawai et al. 1983），黒根腐病菌
と 同 属 の C. kyotensis が 生 産 す る Cyl-1 
(cyclo(L-Aoe-D-O-MeTyr-L-Ile-L-Pro)) お よ び Cyl-2 
(cyclo(L-Aoe-D-O-MeTyr-L-Ile-L-Pip))（Hirota et al. 1973）である．
これら 3 つの植物病原毒素は PF1070A と同様に L-Aoe (2-アミノ -8-
オキソ -9,10-エポキシデカン酸 )をもつ．さらに類似したリンゴ斑点落
葉病の AM-Toxin も 4 つのアミノ酸から構成される環状ペプチドであ
る．（Ueno et al. 1975a，Ueno et al. 1975b）．この中で HC-Toxin や
AM-Toxin は発病機構の主導因子として働いていることが明らかにな
っている（Scheffer and Ullstrup 1965，Ueno et al. 1975a）．類似構
造を持つ HC-Toxin では病気における毒素の働きおよび宿主の反応の
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解析が進んでいる．HC-Toxin を処理された感受性宿主の胚芽，組織
培養物において過剰アセチル化したヒストンが検出され，HC-Toxin
生産菌である C. carbonumレース 1 を接種し罹病した葉からも過剰ア
セチル化したヒストンが検出されたことから，HC-Toxin について細
胞増殖抑制やアポトーシスの誘導を引き起こすヒストンデアセチラー

ゼ（HDAC）阻害剤としての活性が病原性に関与していることが明ら
かになった（Ransom and Walton 1997）．同様にエポキシド（3 員環
のエーテル）をもつ Trapoxin A  (cyclo(L-Phe-L-Phe-D-Pip-L-Aoe))
においても HDAC 阻害活性を持つことが明らかになっている

（Yoshida and Sugita 1992）．またトウモロコシ品種の C. carbonum
への感受性や抵抗性は抵抗性品種が持つ Hm 領域に支配されていると
報告されている（Meeley and Walton 1991）．この領域は HC-Toxin
還元酵素をコードしており（Johal and Briggs 1992），HC-Toxin はこ
の還元酵素によってエポキシドが還元されて活性を失うことが明らか

になっている（Meeley et al. 1992）ため，HC-Toxin の HDAC として
の活性部位はエポキシドにあると考えられる．今回同定した PF1070A
も同様に 4 つのアミノ酸からから構成され，エポキシドを持つ環状ペ
プチドであることから同様の働きをもっていると考えられ，さらに

PF1070A に対するダイズ品種の抵抗性に差がなかった原因が，ダイズ
が Hm 遺伝子領域や同等の働きを持った遺伝子領域を持っていないこ
とによることの可能性があるが，これらについては今後試験していく

必要がある．  
今回の研究から我々は黒根腐病における C. ilicicola の毒素が

PF1070A であることを明らかにした．Rudolph（1976）は一つの毒素，
要因でその特徴的な病徴を示す可能性は低いとしている．今後は

PF1070A の化学的な働きを調査することで，ダイズの感受性と

PF1070A の関連性を解析する必要がある．  
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表 4 - 1．用いた黒根腐病菌の病原力と毒素産生量  
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表 4 - 2． PF1070A と単離毒素の 1H および 13C の NMR
スペクトルデータの比較．  
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図 4 - 1．黒根腐病菌の毒
素物質の精製プロセス． 
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図 4 - 2．黒根腐病菌から単離された毒素物質の 13C(A)および
1H(B)のスペクトルデータ．  
 

図 4 - 3．黒根腐病菌から単離された  
PF1070A の構造式．  
 



59 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 - 4．PF1070A に対するタチナガハおよびダイズ 3 品種
（フクユタカ：強，エンレイ：中，Harosoy：弱）の反応． 
 

図 4 - 5． PF1070A 処理による葉の病徴．A.無処理，B.PF1070A を
10μg 処理，C. PF1070A を 40μg 処理，D.PF1070A を 80μg 処理．
PF1070A 所定量を 1ml の滅菌蒸留水に溶解し，3cm 直径のガラス
管に注入し，ダイズ初生葉を置床し，葉柄から毒素を吸収させた．

写真は処理 1 週間後の様子．  
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図 4 - 6．黒根腐病菌 17 菌株の病原力と PF1070A 生
産能力の関係解析  
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第 5 章	 ダイズ黒根腐病の防除  
 
現在までに各種薬剤の黒根腐病に対する防除試験がなされている

（仲川・越智  2006）が，2013 年 10 月現在までに登録農薬は種子処
理剤２剤である．また，黒根腐病の激発した圃場において 3 年間水稲
を作付すると，黒根腐病の発生は著しく減少する（西ら  1999），とさ
れているが，近年では 3 年以上水稲を作付していても黒根腐病が激発
する圃場がしばしば見られており，黒根腐病の有効な防除法の確立が

急務となっている．  
そこで本報告では，処理費用をほとんど必要とせず，さらに手間を

ほとんど必要としない，現状のダイズ作に対応できる防除法として，

播種時期の変更と冬期湛水を組み合わせることによる黒根腐病防除を

試験した．また，播種時期を変更することによるダイズ根中の黒根腐

病菌量の差異，さらに土壌中の黒根腐病菌への冬期湛水の影響を調査

した．播種時期の変更は，播種時期を遅らせることで黒根腐病の発病

程度が軽減し（角田ら  1988），また，黒根腐病菌による感染を少なく
することができる，との報告が過去になされており（Kuruppu et al. 
2004a），その理由として黒根腐病菌の温度に対する感受性を挙げてい
る（Kuruppu et al. 2004b）．また，第 3 章Ⅵにおいても播種時期を遅
らせることで黒根腐病の感染を軽減できる可能性があることを示した．

冬期湛水については，過去の報告でダイズ連作地において，冬期湛水

により立枯性病害の発生率が少なくなる傾向が認められ，連年湛水区

ではその効果が顕著であると報告されている（今野ら  1984）．また，
その他の病害においても防除の報告があり，その理由としては伝染源

量の低下とされている (Cintas and Webster 2001)．一方，効果のない
病害も報告されており，その原因としては水温および土壌温度が挙げ

られている (Pullman and DeVay 1981)．また，そのほかの効果として，
畑雑草の減少などが知られている．   

 

Ⅰ．冬期湛水と晩播を組み合わせたダイズ黒根腐病の防除  
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材料と方法  
圃場  
2009～2010 年，2010～2011 年および 2011 年～2012 年にかけて福島
県大沼郡会津美里町のダイズ黒根腐病発生圃場で播種時期と冬期湛水

の組み合わせによる黒根腐病の防除効果を検討した．試験は 30a 2 圃
場で行い，うち，1 圃場は冬期湛水処理を行い，さらにその半面には
土壌還元消毒の効果を検討するため，ふすまを鋤き込んだ．ただし，

2011～2012 年にかけては給水せず，排水を止め，自然の降雨および融
雪による湛水で代替し，ふすま処理も省略した（図 5-1-1，図 5-1-2）．
播種時期は湛水処理圃場および無湛水圃場ともにそれぞれ標準播種，

晩播，極晩播の 3 回に分け，現地慣行品種「あやこがね」を播種した．
試験圃場は 2009 年度でダイズ連作 3 年目であり，2009 年度に黒根腐
病が激発し，それぞれの圃場の黒根腐病発病度は冬期湛水処理圃場が

69，無湛水圃場が 65 であった．なお発病度の算出方法は第 3 章Ⅰに
記述した通りである．  
 
2009-2010 年  
	 2009年 12月 25日に湛水処理圃場では半面の 15aにふすまを 1t/10a
鋤き込んだ後，湛水を開始した．圃場周辺は積雪のため湛水期間中の

土壌の酸化還元電位については計測不可能であった．2010 年 4 月 21
日に排水処理をした．その後，播種までにロータリーで 2 回耕うんし
た．播種は標準播種を 6 月 4 日，晩播を 6 月 18 日，極晩播を 7 月 23
日に行った．晩播，極晩播の播種量は標準播種と比較して 2 倍量播種
した，播種は全て畝立て播種機で行い，種子はチウラム水和剤を粉衣

した．施肥および各種薬剤散布管理は現地慣行で行った（N： P：
K=7.5：6：6kg/10a）．なお，ふすま処理区については窒素分を除いた
施肥を行った．生育調査は開花期や成熟期を達観調査し，成熟期調査

として 10 月 25 日に区あたり 20 本をランダムに抜き取り，主茎長や
子実重，百粒重などを調査し，さらに全刈収量調査を行った．収量に

ついては，コンバイン収穫したダイズを 700kg 用のフレキシブルコン
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テナに入れ，ダイズ上面をならして各 4 カ所の高さを測定し，収量を
推定した．発病調査は 10 月 25 日に区当たり 50 株を抜き取り，第 3
章Ⅰの基準で調査した．  
 
2010-2011 年  

2010 年 11 月 22 日に湛水処理圃場では半面の 15a にふすまを
0.5t/10a 鋤き込んだ後，湛水を開始した．ふすまの投入量を半分にし
たのは，前年のふすま区において倒伏が目立ったためである．圃場周

辺は積雪のため湛水期間中の土壌酸化還元電位については計測不可能

であった．2011 年 4 月 22 日に排水処理をした．その後の管理作業は
前年と同様に行った．播種は標準播種を 6 月 3 日に，晩播を 6 月 21
日，極晩播を 7 月 6 日に行った．極晩播のみ標準播種と比較して 2 倍
量播種した．調査は生育調査として成熟期を達観調査し，成熟期調査

として 10 月 25 日に区あたり 20 本をランダムに抜き取り，主茎長や
子実重，百粒重などを調査し，さらに全刈収量調査を行った．収量の

推定は前年同様に行った．発病調査は 10 月 25 日に区当たり 150 株を
抜き取り，上記の基準で調査した．  

 
2011-2012 年  

2011年 12月 22日に湛水処理圃場では明きょおよび暗きょ栓を閉め，
水の流れを止めた．なお，給水は行っていない．現地は冬期間に圃場

表面を覆うのに十分な積雪があり，融雪の際は，圃場全面がほぼ冠水

状態であった．またふすま処理は，ダイズが倒伏しない量を施用した

前年の試験において黒根腐病防除効果が確認されなかったため，省略

した．圃場周辺は積雪のため湛水期間中の土壌酸化還元電位について

は計測不可能であった．2012 年 4 月 24 日に明きょおよび暗きょ栓を
解放し，排水した．その後の管理作業は前年までと同様に行った．播

種は標準播種を 6 月 4 日に，晩播を 6 月 18 日，極晩播を 7 月 5 日に
行った．極晩播のみ標準播種と比較して 2 倍量播種した．生育調査は
サンプリング個体による開花期調査および 11 月 19 日に全刈収量調査



64 
 

を行い，収量を推定した．発病調査は 10 月 23 日に区当たり 150 株を
抜き取り，上記の基準で調査した．  
 
結果  

2009-2010 年	  
ダイズ黒根腐病の発病度は表 5-1-1 に示した．2010 年の標準播種・

無湛水区の黒根腐病の発病度は 36.3 の多発生であった．それに対して，
晩播・無湛水区の防除価は 54.5 であった．また，標準播種・湛水区の
防除価は 24.2 であった．また，これらを組み合わせた晩播・湛水区の
防除価は 65.6 であった．ふすま＋湛水区は，いずれの播種時期におい
ても湛水区よりさらに防除効果が高まった．一方，極晩播は湛水，無

湛水に関わらず発病度が 1.0 程度であり，顕著な防除効果が確認され
た．また，分散分析の結果からも播種時期の変更がダイズ黒根腐病の

発病度および発病株率に与える影響が有意であることが支持された．   
生育・収穫期調査および収量調査の結果は表 5-1-2 に示した．試験

期間中，ダイズの生育は順調であった．晩播および極晩播区は標準播

種区と比較して播種が遅いこと，2 倍量を播種していることから，1
本当たりの生育量は劣っていた．なお，湛水区およびふすま＋湛水区

の収量は作業工程の都合上，合算した．標準播種・無湛水区で

155.9kg/10a であったのに対して標準播種・湛水区では 168.6kg/10a
であった．また，晩播・無湛水区では 162.3kg/10a であった．一方，
晩播・湛水区では 195.7kg/10a と無湛水区と比べて若干向上した．  

  
2010-2011 年  
ダイズ黒根腐病の発病度は表 5-1-3 に示した．2011 年の標準播種・

無湛水区の黒根腐病の発病度は 50.9 の甚発生であった．それに対して，
晩播・無湛水区の防除価は 27.7 であった．また，標準播種・湛水区の
防除価は 45.4 であった．また，これらを組み合わせた晩播・湛水区の
防除価は 77.0 であった．ふすま＋湛水区は湛水区と比較して防除効果
の向上は認められなかった．一方，極晩播の防除価は無湛水で 95.7，
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また湛水区およびふすま＋湛水区でそれぞれ 72.5，74.1 であり，高い
防除効果が確認された．しかし，分散分析の結果からは，播種時期の

変更および湛水処理，ふすま＋湛水処理ともに黒根腐病の発病度およ

び発病株率に与える影響は有意ではなかった．  
生育および収量調査の結果は表 5-1-4 に示した．標準播種では，播

種後，無湛水圃場および湛水処理圃場ともに湿害を受け，雑草が繁茂

したため収量が大きく減少した．極晩播区は標準播種区と比較して 2
倍量を播種しているため，1 本当たりの生育量は劣っていた．推定収
量については，晩播・無湛水区では 184.1kg/10a であった．それに対
し，晩播・湛水区では 182.3kg/10a と晩播・無湛水区と同等であった．   
 
2011-2012 年  
ダイズ黒根腐病の発病度は表 5-1-5 に示した．2012 年の標準播種・

無湛水区の黒根腐病の発病度は 32.5 の多発生であった．それに対して，
晩播・無湛水区の防除価は 53.8 であった．また，標準播種・湛水区の
防除価は 20.6 であった．また，これらを組み合わせた晩播・湛水区の
防除価は 49.2 であった．2012 年は冬期湛水による防除効果は確認さ
れなかった．一方，極晩播の防除価は無湛水で 17.5，また湛水区で 12.3
であり，防除効果は確認されなかった．また分散分析の結果，播種時

期の変更が黒根腐病の発病株率に有意に影響を与えていることが明ら

かになった．  
	 開花期調査および収量調査の結果は表 5-1-5に示した．極晩播では，
湛水，無湛水圃場ともに全面に生育初期に除草剤が散布され多くが枯

死してしまったため，収量が劣った．標準播種・無湛水区の収量は

132.0kg/10a であったのに対して，標準播種・湛水区では 163.2kg/10a
であり，晩播・無湛水区では 126.9kg/10a であった．これらを組み合
わせた，晩播・湛水区では 177.1kg/10a であった．標準播種および晩
播区ともに無湛水区と比較して冬期湛水区での収量が多い結果となっ

た．  
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表 5 - 1 - 1． 2010 年のダイズ黒根腐病発病調査結果．  
 

表 5 - 1 - 2． 2010 年のダイズの生育および収量調査結果．  
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表 5 - 1 - 3． 2011 年のダイズ黒根腐病発病調査結果  
 

表 5 - 1 - 4． 2011 年のダイズの生育および収量調査結果  
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図 5 - 1 - 1．試
験  
圃場の構成  
 

表 5 - 1 - 5． 2012 年のダイズ黒根腐病発病調査結果とダイズの
生育および収量調査結果  
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図 5 - 1 - 2．湛水開始前にふすまを散布し，ロータリーで鋤き込んで
いる様子（2009 年 12 月 25 日撮影）  
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Ⅱ．播種時期の違いによるダイズ根中の黒根腐病菌量の差異  
材料と方法  
ダイズサンプル  
	 試験は 2011 年の現地圃場におけるダイズサンプルを用いた．標準
播種，晩播，極晩播それぞれ播種 4 週間後のダイズ株を抜き取り，根
中の黒根腐病菌 DNA 量を第 3 章Ⅶで開発したリアルタイム PCR で定
量した．播種 4 週間後としたのは，圃場では播種後 2～4 週間後に黒根
腐病菌がダイズ根に感染する（西ら，1999），とされているからであ
る．それぞれダイズ 3 個体を用い，1 個体からサンプルを 3 つ抽出し
た．  
 
DNA 抽出およびリアルタイム PCR 
  ダイズの根をよく水洗し，5mm 程度に切断し，混合した．そこから
50mg を測りとり，乳鉢と乳棒を用いて液体窒素下で細かくすりつぶ
した．以下は DNeasy Plant Mini Kit のプロトコールにしたがって
DNA を抽出した．抽出 DNA を第 3 章Ⅶのプロトコールに従い，黒根
腐病菌の DNA 量を定量した．リアルタイム PCR は 3 反復 2 回繰り返
して行った．根中の DNA 量はあらかじめ DNA 量の分かっている 4 種
類の濃度のポジティブコントロール DNA を PCR に加え，その CT値

を参考にして算出した．  

 
結果  
	 結果は図 5-2-1 に示した．播種 4 週後のダイズ根中の黒根腐病菌量
は標準播種と比較して晩播，極晩播では有意に少ないことが明らかに

なった（Scheffe’s F test, P<0.01）．極晩播と晩播との比較では極晩播
の方が若干菌量が少なかったが，その差は有意ではなかった．  
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a 

b b 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 - 2 - 1．播種時期ごとの播種 4 週間後のダイズ根中
の黒根腐病菌 DNA 量の比較．異なるアルファベットは
Scheffe’s F test（P<0.01）において有意な差があるこ
とを示す．エラーバーは標準誤差を示す．  
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Ⅲ．土壌中の黒根腐病菌への冬期湛水の影響  
材料と方法  
	 2011 年から 2012 年にかけて各試験区について土壌をサンプリング
し，土壌中の黒根腐病菌数を調査した．土壌の採集法は第 3 章Ⅳに従
った．調査は黒根腐病菌検出培地を用いて行った． 1 サンプルあたり
2 反復試験した．  
 
結果  
	 結果は表 5-3-1 に示した．第 3 章Ⅳと同様，栽培後期になると土壌
中の黒根腐病菌は増加した．また播種時期による菌数の差，また冬期

湛水処理の有無による菌数の差に傾向は認められなかった．  
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表 5 - 3 - 1． 2011 年から 2012 年までの現地試験圃場におけ
る黒根腐病菌数の推移  
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考察  
ダイズ黒根腐病は栽培期間中に目に見える病変は早期黄化程度で，

気づかれにくい病害であり，現在も病害であるとの認識が非常に少な

い病害である．しかし，転換畑ダイズ作が増加している現在，潜在的

な発生面積は非常に大きいと考えられ，本病の発生生態の解明，防除

法の確立によりダイズ収量は確実に増加するものと考えられる．  
2009～2010 年，2010～2011 年の冬期湛水圃場では統計的に有意な

差はなかったが，両年ともに極晩播を除き，防除効果は確認された．

2010～2011 年試験において極晩播・ふすま＋湛水区および極晩播・湛
水区ではともに極晩播・無湛水区と比較して発病度，収量ともに劣っ

た．極晩播の播種当日に湛水試験圃場では土壌水分が多く播種作業が

困難であったため，湿害の影響を受けた可能性があるが，はっきりし

た原因は明らかではない．2011～2012 年の試験では冬期湛水による防
除効果は確認されなかった．この年の試験では圃場に給水をせず，排

水を止めたのみであったため，湛水効果が十分でなかった可能性が考

えられる．現実には冬期に用水を確保することが困難であることから，

現場に沿った試験を行う目的で給水をしなかったものである．今後は

試験を重ねて解析を行う必要がある．また，この年は冬期湛水区が無

湛水区の収量を著しく上回った．無湛水区では雑草害が目立ったため

と考えられ，冬期湛水そのものの効果かどうかは不明である．  
Cintas and Webster（2001）によると，Sclerotium oryzae では冬

期湛水することにより伝染源が減少すると報告している．一方，効果

のない病害も報告されており，その原因としては水温および土壌温度

が挙げられている（Pullman and Devay 1981）．冬期湛水による黒根
腐病菌の土壌中の伝染源量の推移について，2011 年から 2012 年にか
けて調査した結果，冬期湛水の有無で土壌中の黒根腐病菌数の違いは

認められなかった．2011 年から 2012 年にかけては排水を止めただけ
で，湛水が不十分だった可能性もあるため，今後調査する必要がある．

今回の試験結果では冬期湛水の黒根腐病に対する防除効果は卓越した

ものではなかったが，黒根腐病に対する有効な防除法がない現状では
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積極的に適用すべき方法であると考えられる．また，冬期湛水の効果

として，無湛水圃場と比較して湛水圃場では雑草による被害が軽減さ

れた（図 5-4-1）．このことは，ダイズ生産において大きな問題となっ
ている雑草害の軽減にもつながると思われる．  

2009～2010 年の試験において湛水区の半面にはふすまを 1t/10a 処
理した．標準播種，晩播ともに防除効果は認められた（極晩播は無湛

水でも発病が低かったため差はなかった）が，倒伏が目立った．冬期

間では温度が足りず，十分に分解しなかったため，と考えられる．そ

こで，2010～2011 年は半分量としたが，防除効果は認められなかった．
そのため，現況のダイズ生産において，およそ 35 円 /kg（2009 年現在）
の費用がかかるふすま処理はコストに見合うだけの効果がないと判断

し，翌年はふすま処理を中止した．   
2010 年および 2012 年において播種時期の変更が有意に黒根腐病の

発生に影響を与えることが明らかになった．2011 年においても，有意
ではなかったが，播種時期が遅いほど黒根腐病の発生は少なかった．

Kuruppu ら（2004b）は温度の差による黒根腐病菌の感染率の違いを
指摘している．すなわち，ダイズの根に黒根腐病菌が感染するための

好適な温度は 20℃～30℃であるとしており．感染率は 35℃では著し
く低下すると報告している．第 3 章Ⅵの結果からでも同様のことが示
唆されている．現地圃場至近の会津若松市の試験期間におけるアメダ

スデータ（図 5-4-2）によると，標準播種と比べ，晩播，極晩播では黒
根腐病菌にとっての感染適温期間が短いため，黒根腐病菌の感染から

回避できている可能性があると考えられる．また，標準播種，晩播，

極晩播における播種 4 週間後のダイズ根中の黒根腐病菌 DNA 量は，
播種が遅いほど少ない結果となった．このことからも播種を遅くする

ことで感染する時期が遅くなっているか，もしくは感染しても根中で

黒根腐病菌が増加することが難しい状態となっていることが示唆され

た．  
さらに今回の防除試験による 3 年間の発病株率および発病度をまと

め，繰り返しのある二元配置分散分析を行った結果，播種時期および
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湛水処理の有無による交互作用はなく，播種時期による発病株率およ

び発病度には差があり，また湛水処理の有無による発病株率および発

病度には差がないことがない傾向にあることが明らかになった

（P<0.05）（表 5-4-1）．播種が遅いほど発病は減少することは明らか
になったが，同時にダイズは基本的には減収する．今回の試験結果か

らは，極晩播では著しく減収するため，標準播種より 2 週間程度遅ら
せた晩播が現実的であると思われる．今後は，黒根腐病無発生圃場で

収量に影響を与えない晩限の播種時期を明らかにすることが必要であ

る．その結果と本研究の結果を合わせることにより，黒根腐病を防除

でき，さらに収量も確保できる播種適期を見つけることができると考

えられる．   
ダイズ黒根腐病に対する晩播および冬期湛水それぞれを試験した報

告は過去にある（角田ら 1999，今野ら 1984）．しかし，これらを組み
合わせて試験した報告はいまだない．今回，晩播および冬期湛水を組

み合わせて試験した結果，それぞれの単独処理よりも効果が上回る可

能性が示唆された．上述のとおり，現状では黒根腐病に対する有効な

防除法は開発されていない．黒根腐病に効果のある技術をいくつか組

み合わせて被害を抑制していくことが重要であると考えられる．また，

黒根腐病発生圃場においては適期から 2 週間ほど播種時期を遅らせた
晩播程度であれば，収量にはマイナスの影響はないことが明らかにな

った．しかし，問題点は多い．まず，1 地域での 3 年間の試験のため，
汎用性があるのか不明であり，今後は他場所にて試験を行い，データ

を重ねる必要がある．また，冬期に用水が使える圃場が限られている

ため，2011～2012 年に行ったような，圃場の排水を止めて降雨や降雪
を圃場に溜める，などによる代替試験の有効性を確認する必要がある

と考えられる．また，播種時期を遅らせることによる黒根腐病防除の

機構のさらなる解析，播種時期を遅らせることによりダイズの生育期

間は短くなり，収量は減少するため，適切な播種時期を解明する必要

がある．  
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図 5 - 4 - 1．1 区 25cm 四方の雑草の生重量を比較．3 反復行
った（2011 年 6 月 21 日調査）．異なる文字は Sheffe’s F test
で処理間に有意な差（P<0.01）があったことを示す．  
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図 5 - 4 - 2．現地圃場至近の会津若松市の試験期間における
アメダスデータ．データから平均気温を抜粋しグラフにま

とめた．  
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表 5 - 4 - 1．3 年間の防除試験における播種時期および湛水の有無に
よる防除効果の解析  
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第 6 章	 総合考察  
 
ダイズ黒根腐病は，ダイズの開花期が始まる 8 月下旬頃に葉に退緑

壊疽斑を生じるのが 初の病徴である．しかし，必ずしも感染株に退

緑壊疽斑が生じるわけでもなく，また被害の大きい個体でも枯死する

ことはまれで，他のダイズ個体よりも早期に枯れあがるのが特徴であ

るため，気付かれにくい病害である．そのため，現在の被害実態はほ

とんど明らかになっていない．しかし，転換畑ダイズ作が増加してい

る現在，潜在的な発生面積は非常に大きいと考えられ，本病の発生生

態の解明，防除法の確立によりダイズ収量は確実に増加するものと考

えられる．  
ダイズ黒根腐病の土壌中からの特異的検出法を開発し，この手法を

用いて黒根腐病発生圃場において経時的な黒根腐病菌の動態を調査し

た．その結果，栽培期間中の黒根腐病菌の菌数増加は，栽培初期の菌

数に左右されず，連作圃場よりむしろ，転換初年度において黒根腐病

菌数が劇的に増加する可能性があることが明らかになった．その原因

としては，水田にすることや，近年の有機質肥料投入の減少による，

土壌微生物層の貧弱化により，黒根腐病菌に対する競合微生物が減少

している可能性が考えられるが，詳細は不明であり，今後調査する必

要がある．また，黒根腐病菌の生存箇所は土壌中だけでなくダイズ残

渣中の可能性も考えられ，黒根腐病が激発した圃場において，水稲一

作後の土壌中に残存しているダイズ根残渣中の黒根腐病菌の感染能力

について試験した．その結果，約 1 割の残渣で感染能力を確認し，水
稲を一年作付しても残渣中の黒根腐病菌は死滅せず，次年度の一次伝

染源となりうることが明らかになった．また，土壌中の黒根腐病菌の

微小菌核の発芽適温は 20℃～30℃と広い温度範囲であることが明ら
かになった．過去の報告（Kuruppu et al. 2004b）とは異なる結果で
はあるが，日本においては黒根腐病の被害の大きな東北，北陸地域の

播種 盛期の 高気温が 20℃前後であることから，播種時期と黒根腐
病菌の発芽時期の重なりが被害を甚大にしている可能性が示唆された． 
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しかし，発生生態にはいまだに不明な点が多い．例えば黒根腐病菌

への感染はダイズ播種後の早いうちから始まるにも関わらず，病徴が

現れるのは開花期以降になるのはなぜか．3 年以上水稲作をしている
圃場の転換初年でも大発生することがあるが，伝染源はどのような状

態で生存しているのかは未だに不明である．どのような条件で病気が

多発するのか，また発生が少なくなるのか，圃場観察を行いながら今

後も調査する必要がある．  
ダイズ黒根腐病菌の産生毒素を同定した．この毒素は 4 つのアミノ

酸からなる環状ペプチド PF1070A であった．Yoshida et al.（1993）
は PF1070A が抗腫瘍能力を持っていると報告し，その後，PF1070A
は金属結合性たんぱく質であるメタロチオネインを誘導する機能を持

つことが明らかになっている（Asahi et al. 1999）．しかし，植物病原
物質としての報告は初めてである．  
本物質と類似した構造を持つ HC-toxin について細胞増殖抑制やア

ポトーシスの誘導を引き起こすヒストンデアセチラーゼ（HDAC）阻
害剤としての活性が病原性に関与していることが明らかになっており

（ Ransom and Walton 1997 ） ， 同 様 に Trapoxin A 
(cyclo(L-Phe-L-Phe-D-Pip-L-Aoe))においても HDAC 阻害活性を持つ
ことが明らかになっている（Yoshida and Sugita 1992）．これらはと
もにエポキシド（3 員環のエーテル）をもっており，HDAC 活性はエ
ポキシドによるものと明らかにされている．今回同定した PF1070A
も同様に 4 つのアミノ酸からから構成され，エポキシドを持つ環状ペ
プチドであることから HDAC 阻害活性を持ち，このことが黒根腐病の
発病機作に関与していると考えられるが，今後 PF1070A の化学的な

働きを調査する必要がある．  
現在までに有効な黒根腐病抵抗性品種を開発するため，多くの試験

がなされている（中島ら  1994）が，黒根腐病に対するダイズ品種の
反応が曖昧なことが多く，試験者により品種の評価が分かれ，有効な

抵抗性品種は確立されていない．また，黒根腐病に対して現在までに

有効な防除法は確立されていない．登録農薬については，各種薬剤の
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黒根腐病に対する防除試験がなされている（仲川・越智	 2006）が，
種子処理剤 1 剤（2013 年 3 月現在）と防除研究は進んでいない現状で
ある．一方，過去に報告されてきたような，3 年間水稲を作付すると，
黒根腐病の発生は著しく減少する (西ら，1999)，などの知見は，近年
では 3 年以上水稲を作付していても，転換初年目に黒根腐病が激発す
る圃場がしばしば見られており，現在では通用しなくなってきている．

一刻も早い黒根腐病の有効な防除法の確立が求められている．  
そこで，処理費用をほとんど必要とせず，さらに手間をほとんど必

要としない，現状のダイズ作に対応できる新しい防除法として，冬期

湛水および播種時期の変更を組み合わせることによる黒根腐病防除を

試験した．その結果，これら単体および組み合わせることにより黒根

腐病を防除し，そして若干増収できることが明らかになった．冬期湛

水については防除効果が低く，その処理前後で土壌中の黒根腐病菌数

の変化が無処理と比較して差がなかったが，晩播に関しては防除効果

も大きく，標準播種と比較して晩播，極晩播ではダイズ根中の DNA
量が少なく，感染の遅延，もしくは感染しても根中で黒根腐病菌が増

殖困難な状態になっていると推察される．今後は本手法の汎用性を確

認するため，他場所にて試験を行い，データを重ねる必要がある．冬

期湛水については冬期に用水が使用できる圃場が限られ，鳥インフル

エンザなど諸般の事情から実施できない地域もある．したがって今後

は代替技術も検討する必要がある．また，晩播については，ダイズは

播種時期が遅くなるとその分生育期間が短くなり，収量は下がる傾向

にあるため，収量と病気による被害の関係を見極め，適用する必要が

ある．したがって本手法はあくまでも確実な防除法がないための黒根

腐病回避法と考えられる．今後は，より確実な抵抗性品種や有効な農

薬の開発が急務と考えられる．  
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Ⅰ．摘要  
１．新潟県（2009 年）および福島県（2009 年，2010 年）のダイズ黒
根腐病の発生実態を調査したところ，両県とも県内全域で黒根腐病が

蔓延しており，甚大な被害をもたらしていることが明らかになった．  

 
２．培養大麦粒を用いたダイズ黒根腐病菌の低温長期保存法を開発し

た．-80℃で保存することで，黒根腐病菌は 3 年以上継代不要で生存す
ること，また，培養大麦粒はそのまま病原力試験に用いることが可能

であった．  
 
３．土壌中におけるダイズ黒根腐病菌の特異的検出法を開発し，その

1 年間における動態解析を行った．その結果，栽培期間中の黒根腐病
菌の菌数増加は，栽培初期の菌数に左右されないことが明らかになっ

た．また，黒根腐病が激発した圃場において，水稲一作後の土壌中に

残存しているダイズ根残渣中の黒根腐病菌は死滅せず，次年度の一次

伝染源となり得ることが明らかになった．また本手法を用いて，本病

の一次伝染源である土壌中における黒根腐病菌の微小菌核からの生育

適温を解析したところ，20℃～30℃程度であることが明らかになった．  
 
４．ダイズ黒根腐病菌のリアルタイム PCR を用いた黒根腐病菌の特異
的定量法を開発した．本手法は，検出培地を用いて土壌から分離した

黒根腐病菌菌数と高い相関が見られ，土壌中の黒根腐病菌の菌量を推

定するのに有効であることが示唆された．  
 
５．ダイズ黒根腐病菌の産生毒素を，特徴的な環状ペプチドである

PF1070A と同定した．本物質は金属結合性たんぱく質であるメタロチ
オネインを誘導する機能を持つことが明らかになっている．しかし，

植物病原物質としての報告は初めてである．本毒素に対するダイズ品

種の反応には差がなかったが，黒根腐病菌の病原力と毒素産生量には

相関があった．これらのことから PF1070A は黒根腐病菌の病原力に



84 
 

関与していることが示唆された．   
 
６．2009～2012 年にかけてダイズ黒根腐病発生圃場で冬期湛水と晩播
による黒根腐病の抑制効果について検証した．2 圃場のうち 1 圃場を
冬期湛水し，翌春ダイズを標準播種（6 月上旬），晩播（6 月下旬），極
晩播（7 月）で播種し，黒根腐病の抑制効果および収量を調べた．標
準播種・無湛水区に対する標準播種・冬期湛水，晩播・無湛水および

極晩播・無湛水の防除価はばらつきが大きいものの 3 ヵ年の平均で
29.9，45.3，70.6 であった．一方，冬期湛水と晩播を組み合わせた場
合，平均 63.9 で冬期湛水と晩播の単独処理に比較し，防除効果が高ま
る傾向が認められた．極晩播は，防除効果は高いものの，収量が著し

く低下することから実用性がないと考えられた．晩播は標準播種と比

較し，ほぼ同等の収量であった．また，冬期湛水により，標準播種と

晩播ともに収量が増加する傾向が認められた．冬期湛水についてはそ

の前後において土壌中の黒根腐病菌量に変化がなかったため，効果は

判然としなかったが，晩播に関しては防除効果も大きく，播種が遅い

ほどダイズ根中の DNA 量が少なく，感染の遅延，もしくは感染して

も根中で黒根腐病菌が増殖困難な状態になっていると推察される．  
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