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論 文 内 容 要 旨

積雪地帯での麦類栽培において最大の問題は、雪腐病による被害である。雪腐病は、積雪下で活動

できる特殊な生態を持った数種の糸状菌によって引き起こされる病気の総称で、全国で現在6種 類が

知 られている。それらの内、北陸地方に主に発生する雪腐病は、褐色雪腐病(病 原菌:」『y砺μ肌

pαddεc膨加,P助 αッα㎜αの、 雪腐褐 色小粒菌核病(7ンp勧zα επcαrπαめ)お よび紅色雪腐病

(Mεcroπθcケ観bπ εひα漉)の3種 類である。これらの病原菌は単独よりむしろ混合感染することが

多 く、また有効薬剤は菌の種類によって異なるため、本病の防除が難 しいのが現状である。今後有効

な防除法を確立するためには、各菌を正確かっ迅速に検出する手法を開発する必要がある。また本病

に対する薬剤防除は経済性、有効性の問題から、北陸地方に導入することが困難であるため、各種雪

腐病菌の生態的特徴を利用した防除技術の確立が切望されている。

そこで本研究では、各種雪腐病を圃場と同様に再現できる人工接種法を開発し、それを用いて各種

雪腐病菌の麦類に対する病原力を検定 した。また、血清学的手法を用いた本病の診断法を開発 し、そ

れを用いて各種雪腐病菌の植物体中での動態を調査し、各菌の生態的特徴を明らかにした。

1.麦 類雪腐病の発生実態

各種雪腐病の発生実態を把握するため、新潟県上越地方の来歴の異なる麦類圃場について、本病の

発生状況を従来の病徴観察と感染組織からの病原菌の分離試験により調査した。その結果、従来の報

告通り主要な雪腐病は褐色雪腐病と雪腐褐色小粒菌核病の2種 類であり、場所により紅色雪腐病を含

めた3種類が重要病害であることが明らかとなった。また来歴の異なる圃場から菌を分離 ・同定 した

結果、水田転換初年畑と2年 畑からは、P.pαddεcμπLのみが分離されたが、10年以上ムギを連作して

いた畑ではR勘 αッαmαεと皿επcαrπα雄の2菌 が主に検出され、Rpα躍 ω加はほとんど検出されなかっ

た。このことから、水田転換畑では畑転換後の経過年数に伴い、分布する雪腐病菌がRpαddεcμ㎜か

ら丑助昭αmα姥 皿加cαrπ飢αへと移行するものと推察された。

H.雪 腐病菌の人工接種法の開発 とそれを用 いた各種雪腐病菌の病原力

の比較

自然環境下では各種雪腐病菌が混在するため、圃場で特定の病原菌の病原力検定や動態解明を実施

するのは困難である。したがってこれ らの試験を実施する

ためには、各種雪腐病を圃場と同様に再現できる人工接種

法を開発する必要がある。そこで、第1図 に示 した隔離条

件下で雪腐病を再現できる人工接種法を開発 し、それを用

いて各種雪腐病菌の麦類に対する病原力を検定 した。

物体

1.コ ムギ品種を用いた人工接種法の開発

圃場試験で異なった抵抗性程度を示すコムギ3品 種(強

品種:ユ キチャボ、中=東 山16号 、弱:農 林16号)を 供試

し、植物体の育苗条件を変えて圃場試験結果 と一致する人

工接種法の開発を試みた。その結果、秋期から初冬にかけ
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第1図 雪腐病菌の人工接
種法の模式図
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て低温短日の自然条件下で、3～4葉 期まで育苗した植物体を用いた人工接種法により、各種雪腐病

に対するコムギ品種の抵抗性の差が、圃場試験と同様に明瞭に現れた(第2図)。

2.各 種 雪 腐 病 菌 の 麦 類 に対 す る 病 原 力 の比 較

北 陸地方 の麦類栽培 にとって最 も重 要 な病 原菌 であ るnpαd4`ω 〃L、P.如αッαπLα粥 よ び皿εηcαmα亡α

の麦類 に対 す る病原力 を 、上記 の入 工接種 法 を用 いて検定 した(第1表)。 そ の結 果 、①P.如 αツαπ剛

は、3菌 の 内オ オムギお よび コムギ に対 して最 も病 原力 が強 く、現 在北 陸地方 で栽培 されて い る耐雪

性 強の オオ ムギ品種 ミノ リムギお よ び コムギ品種 ユ キチ ャボに も強 い病 原 力 を有 して い る こ と、 ②

吼iπcαrπα雄 は コムギに対 す る病 原力 は弱 い が、 オオ ムギに対 して は強 く、根部 を侵害す ることによっ

て茎 の再 生力 を低下 させ ・耐 雪性 強 の ミノ リムギに対 して もP.効 αツα即α滋 の被 害 を与 え る こ と・③

丑pαddεω 那のオ オムギ に対 す る病 原 力 は弱 く、 ま たA。 、 。
,oo

コムギ に対 す る病 原 力 もT.iηcαrηα加 よ りは強 いが 、

耐 雪性 強 のユ キチ ャボに対 しては枯死 させ る程 の病 原

力 を有 し七 い ない ことが明 らか とな った 。

皿.リ ボソーム抗体を用いた雪腐病 の血

清学的診断法の開発

前述したように、北陸地方の麦類圃場では各種雪腐

病が混合発生するため、従来の病徴観察や分離 ・同定

法では、罹病植物体から各菌を正確に判定 ・検出する

ことが困難である。そのため、それに代わる新 しい検

出・定量法の開発を血清学的手法を用いて検討 した。

糸状菌の検出・定量に血清学的手法を利用する場合、

その構成がウイルスや細菌に比べて複雑であるため、

抗原として何を選択するかが重要である。そこで、す

べての細胞に存在し、種々のレベルの分類群に対応す

る多様性と共通性を示し、生育条件やageに よる組成

の変動がないという特性を持っているリボソームタン

パク質に着目した。

1.各 種 雪 腐 病 菌 の リボ ソ ーム タ ンパ ク質 の比 較

丑Pα(湿蜘 配、P.εωαツα孤αε、7.εηcαrηα`α、:M.πεひαz誌

の4菌 お よび宿主 植物 であ る コムギか ら リボ ソー ムを

抽 出 し、各 々の タ ンパ ク質組 成 をSDS一 ポ リア ク リル ァ

ミ ドゲ ル電 気泳 動 によ る分離 パ タ ー ンか ら比 較 検 討 し

た。その 結 果 、P.pαdd蜘 瀧とR勘 αッα蹴α`の間 に差 は

なか ったが 、1『露 痂μ融菌 、7㌃επcαmα`α、.M.ηεひαZεSお

つ
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第2図 人工接 種 法 を用 いた且pα(鰯c麗π乙

(A)、 皿ε㏄αm¢加(B)お よ び
.M.冠 りα旛(C)に 対 す るコム ギ3品

種 の抵 抗性検 定

注)同 一収納期間の同一英文字間にはダ

ンカン多重検定による有意差(5%)
.がな

いことを示す。
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よびコムギの泳動パターンの間には明瞭な差が認められた(第3図)。

2.各 種 雪 腐 病 菌 の抗 リボ ソ ー ム 血 清 の 作 製 と そ の 特 異 性 の 比 較

上記4種 の雪腐 病菌 の菌体 か ら抽 出 した リボ ソー4を 家 兎 に注 射 して、各 菌 の抗 リボ ソー ム血清 を

作 製 した。 そ れ らの特異性 を上記4菌 の他 に雪腐黒 色 小粒菌 核病 菌(7㌃ εs配hαr`θπsεs)とコムギ の リ

ボ ソー ム も比較試 験 のために加 え、0ωc`θrZoηy法で検定 した。 同属 の菌 の リボ ソ ー ム間 に は血 清 学

的差異 は認 め られなか ったが 、P鵠hεμ肌菌 、乃p勧Zα 菌 、.M.πεひα旛 お よ び コ ム ギ の リボ ソー ム間 に

は明瞭 な差 が認 め られ た。

3.抗 リボソーム血清を用いた酵素抗体法による植物体からの各種雪腐病菌の検出 ・定量

上記4菌 の抗リボソーム血清を用いたELISA法 およびウェスタンブロット法により、植物体からの

各菌の検出の可能性を検討 した。その結果、抗リボソーム血清を用いた間接ELISA法 は、植物体から

各菌を属レベルで確実に検出 ・定

量できた(第・図)・さらにウ・ 第俵 欝 鷹 糠 男獺 櫛 よ齢 　 α`αの麦類

ス タ ン ブ ロ ッ ト法 を用 いれ ば 、

生 存 茎 率(%)
褐 色雪 腐 病 菌 で あ るP.pαddεω隅

と丑 εω剛 α加αごを 識 別 す る こ と

は不 可 能 だ が 、 皿 ε麗αrαπα雄 と

皿 齢 読αr加πs誌を識別 す るこ とが

で き、雪腐 病 を褐 色雪腐 病、雪腐

褐 色 小粒菌 核病 、紅色雪 腐病 およ

び雪腐 黒色 小粒 菌核病 の病名 ごと

病原菌 オオムギ品種 コムギ品種

カシマムギ ミノ リムギ 農林61号 ユキチ ャボ

P.paddicum100a

丸`ω のPα ㎜ αε10.2c

T.incarnata51.9b

100a

50.9c

71.3b

9.3a

o.og

64.9b

100a

25.3b

98.6a

注)オ オムギ品種は冷蔵室に3週 間、 コムギ品種 は冷蔵室 に5週

間それぞれ収納 した。同一列の同一英文字間 には ダンカ ン多

重検定 による有意差(5%)が ないことを示す。
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第3図 各 種 雪 腐 病 菌 と コ ム ギ の リボ ソ ー ム タ ンパ ク質 の電 気 泳 動 パ タ ー ン

1:分 子 量 マ ー カ ー(×1,000ダ ル ト ン)、2:M.π εuα漉 、3:7㌃ 直ηcαrη砒 α、

4:Rε ωの脚 παi、5:P.pαddε 偲m、6、:コ ム ギ.

注)矢 印 は分子量33,000ダ ル トン(33K)以 上 の各菌固 有 のバ ン ドを示 す 。
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に診断することが可能であつた(第5図)。

IV.細 胞壁 タ ンパ ク質 を用いた褐 色雪腐病 の診 断法 の開発

抗リボソーム血清鯛 いた酵素抗体法では識別できない2種 の主要な褐色雪腐病菌Rpα面εωπLと

P.助αッα脇αεの特異的検出法を開発するため、リボソーム以外の新たな抗原を検索 し、血清学的手法

を用いて両菌の特異的検出法の開発を検討 した。

1.各 種 雪 腐 病 菌 の 細 胞 壁 タ ン

パ ク 質 の比 較

上 記2菌 の他 に、褐 色雪腐 病菌 と

して報告 されて い る4種 の」彫 伽m

菌(1λ罐 αη08αηθπSθ、1λ8rα7π`π`coJα、

nひ αη妙poo髭 、P.ひoZ撹 ω'π)も 供

試 して 、各菌 の特異 的 タ ンパ ク質 を

検索 した。 その結果 、 各菌 は細胞 壁

に分子 量 の異 な る数 種 の特 異的糖 タ

ンパ ク質 を有 して い る ことが明 らか

とな った(第6図)。 ま た レ ク チ

ンとの 反応 性 か ら、Rpαdd蜘 πL、

丑 εωαツαπLα`、Roゐαπ09飢eπsθの 細

胞 壁 タ ンパ ク質 はN一 グ ル コ シ ド

結 合 型 糖 鎖 を 、R8rω ηああoめ 、

且 ひα就 砂pooJ`、P.りoZ厩 麗配 の 細 胞

壁 タ ンパ ク質 は0一グル コシ ド結合 型

糖 鎖を有 していることが推察 された。

2.細 胞壁タンパク質に紺する抗

血清の作製 と特異性の比較

Rpα戯 ω那の細胞壁タンパク質

である37Kタ ンパクに対する抗血清

(Pp37K抗 血清)、除糖処理 した37K

タンパクに対する抗血清(Pp37K'

抗血清)、P.εωαッα配αεの細胞壁 タ

ンパク質である32Kタ ンパクに対す

る抗血清(Pi32K抗 血清)お よび除

糖処理した32Kタ ンパクに対する抗

血清(Pi32K'抗 血清)を 家兎より
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第4図 間 接ELISA法 に よ る抗 リボ ソ ー ム血 清 の各 菌 感 染 コ

ム ギ粗 汁 液 と の 反 応

A:P.pα{減 ωmの 抗 リボ ソー ム血 清 、B:7㌃ επcαrπα如

の抗 リボ ソー ム血 清 、C=1レf.π 融 漉 の抗 リボ ソー ム血

清 、H:健 全 コムギ 、P:丑p¢ 配fω 〃憾 染 コムギ、1:

R加 αツα那α憾 染 コ ム ギ 、T:皿 επcαmα εα感 染 コム

ギ、M:M.nivalis感 染 コ ム ギ 、T':1匹 誌海ゐαr詑ηε誌

感 染 コムギ.

注)こ れ ら粗汁 液 を コーテ ィ ング液 でa:1/100、b:1

/1,000・c:1/10,000、d:1/100,0qOに 希 釈 して用

いた 。実線 は標 準偏差 を示 す。
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ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ る感 染 コ ム ギ 葉 粗 汁 液 か ら の 各 菌 の検 出

A:丑pαddたEmの 抗 リボ ソ ー ム血 清 、B:7伽cαrπ α`αの 抗 リ ボ ソ ー ム

血 清 、C:M.π 蜘 臨 の 抗 リボ ソー ム血 清 、PR:Rpα 鋸 蜘 鵬 の リボ ソー
ム 、IR:P.`ωqyα 那α`の リボ ソー ム 、TR:皿 επeαrπα`αの リ ボ ソ ー ム 、

T'R:7悔 玩 肋r詑 πs誌の リボ ソ ー ム 、MR:ルf.π 加α漉 の リボ ソ ー ム、1:

Rpα 戯 εcu那感 染 コム ギ葉 、2:R勧 の α那α憾 染 コ ムギ葉 、3:皿 επcα㎜ 雄

感 染 コ ム ギ 葉 、4:皿 εs嫌 αr伽 廊 感 染 コ ム ギ 葉 、5:.M.π`り αZεs感染 コ

ム ギ 葉 、6:健 全 コ ム ギ 葉.

注)左 の数 字 は分子 量(X1,000ダ ル トン)を 、矢印 は各菌 の リボ ソー ムの特徴

的 なバ ン ドを示 す。

作製 し、各 菌の細 胞 壁 タ ンパ ク質 との特 異 性

をウェスタンブロット法で検定 した。Pp37K抗

血 清 とPi32K抗 血 清 は 、Rgrω π減co血 、

nり αη`θ叩oozε、1λひoz撹μπLの細 胞 壁 タ ンパ

ク質 とは反応 しなか ったが 、同一 の糖鎖 を有

して い ると推察 され た3菌(丑pαddε ω〃L、

n如 の α加αε、1λ罐 飢og伽 εηsθ)の細 胞壁 タ

ンパ ク質 とはゐ0π診oZO80πεな抗 原 と同 程 度 に

反応 した(第7図A、B)。 免疫 原 の糖 鎖部

位 を除去 して作 製 したPp37K'とPi32K'抗 血

清 もEpαddic砿7πと且 助 αyαmαiに特異 的 な抗

体で はな く、Pi32K'抗 血 清 はす べ て の 褐 色

雪腐病 菌 の細胞 壁 タ ンパ ク質 と反 応 した(第

7図C、D)。 以上 のよ うに上 記4種 の 抗 血 清

の特異性 は低 いが、細胞壁 タンパ ク質 以外 の

タ ンパ ク質 とは反応 しな い ことか ら、 ウ ェス

タ ンブロ ッ ト法 を用 い る ことに よ り、各菌 の

菌体粗 汁液 か ら検 出 され るバ ン ドパ ター ンか

ら各菌 を容 易 に同定す る ことが で きた 。
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リ ミ 踏
財へ 「し
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尺 淘 言

・ ・μ'

減.1・1

}・ 、:ズし モ へ
・ ご 。鱒 富

、 .乙r＼ 饗執ミ
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ぺ 蕾 忘一ぐ贈画 ㍉ へ ㌦

第6図 各 種 褐 色 雪 腐 病 菌 の細 胞 壁 タ ンパ ク質 の 電

気 泳 動 パ タ ー ン

M:分 子 量 マ ー カ ー(×1,000ダ ル ト ン)、

P:P.paddicum,1:P.iwayamai,O

P.oゐ απ09απθπsθ、G:P.8声 αηL`η甜o砿Va:

P.ひαπεθ避ρooZε、Vo:P.りo伽`㍑ ηL

注)矢 印 は各菌 の特 徴的 な タ ンパ ク質 を示す 。
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3.細 胞 壁 タ ンパ ク質 に 対 す る 抗 血 清 を 用 い た 植 物 体 か らの 褐 色 雪 腐 病 菌 の検 出

上 記抗血 清 を用 い るこ とに よ り、実際 に感 染 して い る植物 体 か ら丑Pα4d`ω ㎜とR加 αツα配α`を識 別

して検 出で き るか を検討 した。 そ の結 果、Pp37K抗 血 清 あ るい はPi32K抗 血清 を用 いた ウ ェス タ ンブ

ロ ッ ト法 に よ り、孕Pα戯cω7πは30Kの 細 胞壁 タ ンパ ク質 を、R`ω μyα配α`は32K細 胞壁 タ ンパ ク質 を

それ ぞれマ ー カーにす る ことに より、両 菌 の感染 の有 無 を判定 す る ことがで きた(第8図)。

_)

V.植 物体中における各種雪腐病菌の動態 ・

北陸地方の水田転換畑に主に分布するRpα磁εcω耽、丑如αッωπαiおよび万 πcαrπα蝕の植物体中で

の動態と混合感染下での各菌の相互関係を明らかにするため、①各菌の植物体への侵入方法の光顕観

察、②抗リボソーム血清を用いた間接ELISA法 による各菌の植物組織中での増殖量の測定、③抗リボ

ソーム血清を用いた間接ELISA法 および抗細胞壁タンパク質血清を用いたウェスタンブロット法によ

る混合感染下での各菌の競争力の比較を行った。
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第7図 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ るPp37K抗 血 清

(A)、Pi32K抗 血 清(B)、Pp37K'抗 血 清(C)

とPi32K'抗 血 清(D)の 各 種 褐 色 雪 腐 病 菌 の 細

胞 壁 タ ンパ ク質 との 反 応

P:P.paddicam,1:P.iwayamai,

0:Roん απ08απ飢sθ、G:』 且8rα 〃ぬ εooZα、

Va:P.ひ απεθ避ρooZε、Vo:P.ひo互 μ加 η葛

注)左 の数字 は分 子量(×1,000ダ ル トン)を 、 矢

印 はPp37KとPi32Kタ ンパ クを示 す 。
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第8図Pp37K抗 血 清 を用 い た ウェス タ
ンブ ロッ ト法 によ る感染 オオム

ギ葉 粗 汁 液 か らのRpα{配 蜘m

とRεωαッα加αεの細 胞 壁 タ ンパ

、ク質 の検 出

P:丑pα 記 εω 配の細 胞 壁 タ ン
パ ク質 、1:P.ε ωαッα配α切 細胞

壁 タ ンパ ク質、1:丑pα 盟iωm

感 染 葉 、2:P.融 αッα加αε感 染

葉、3:R醜 απ08απ飢εε感染葉、
4:P.8rα 而 ηあob感 染 葉 、5:

Rび α就erpooZ憾 染葉 、

6:丑 りoZ撹uπ憾 染葉 、7:健 全

葉

注)レ ー ン1の 矢印は37K,30Kタ
ンパ クを、 レーン3の矢印 は34

K,32Kタ ンパクを示す。
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1.各 種雪腐病菌の植物体への侵入機構

皿fπeαm磁αのムギ葉への侵入方法として、集合菌糸による気孔侵入と角皮侵入が観察され(第9

図)、観察頻度から後者が本菌の最も一般的な侵入方法であることが明らかになった。Rpαdd`ω πLと

Rεωαツα加α施 皿επcαrπα施と同様、角皮侵入が高頻度に観察されたことから、上記3菌 は同じ方法で

葉身部に侵入することが明らかになった。

駕 πcαrη飢 αで異 な るこ とが 明 らか と な った 。 す

なわ ち、丑pα記`c研LとP.如 αッα加αεは植物 体 の地

上部(葉 身部 、葉 鞘部)を 蔓延 し、最終 的 に生長

点 を侵害 す る感 染様式 を とるこ とが明 らか とな っ

た(第1Q図)。 一 方 、7㌦επcαrπα雄は砂 戯 麗m菌 と

異 な り、主 に植 物体 の地下 部 で蔓 延 して植物 体 の

再生 に影 響 を与 え る ことが明 らか にな った(第10

図)。

2.各 種雪腐病菌の植物体中での蔓延機構

本研究で開発した抗 リボソーム血清を用いた間接ELISA法 により、上記3菌 を接種 したオオムギの

葉身部、葉鞘部および根部から各菌の菌量を測定し、各菌の増殖程度を調査した。その結果、オオム

ギにおける3薗 の主な感染部倖は、」『y砺ω配菌と
盲5
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第9図 丁加cαrπα如のコムギ葉身部への侵入方
法の光顕観察
A:集 合菌糸による気孔侵入のパラフィ

ン切片法による観察
B:集 合菌糸による角皮侵入のパラフィ

ン切片法による観察
SH:表 面菌糸、IH:侵 入菌糸、E:表
皮細胞、G:孔 辺細胞
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第10図 抗 リボ ソーム血 清 を用 い たELISA法 に

よ る各 種雪腐病 菌接 種 オ オム ギ(品 種

カシマ ムギ)か らの各菌 の定 量

L:葉 身部 、S:茎 部 、R:根 部 、実線

は標準 誤差 を示す 。
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3.植 物 体 中 で の 各 種 雪 腐 病 菌 の 相 互 関 係

水 田転 換初 年畑 に はPpαddic脳mの み が生息 し、 そ の後 ム ギを 連作 す る ことに よ り、 生 息 菌 が

丑pαdd`ω 肌か ら1㌃ωαッα加αεと邪 ηcαm撹 αへ と移行 す る原 因 を解明 す るため に 、3菌 を2菌 ず つ オ

オ ムギに混合 接種 して 、本 研究 で開 発 した抗 リボ ソー ム血清 を用 い た間接ELISA法 と、抗細 胞壁 タ ン

パ ク質血 清 を用 いた ウェス タ ンブロ ッ ト法 に よ り、各菌の菌 量 を測定 し3菌 の競争力 を比較 した。 そ

の結果 、病原 菌 と して の3菌 の競 争ヵ は、駕 πcα脚砒 α、P.如 αyαmαε、丑pαddεω那の順 で強 い ことが

明 らかに な った 。

既 往の成果 と本 研究 の結 果 か ら、水 田転 換初 年畑 に はnpα 戯 ω 配のみが生息 し、 その 後 ム ギを連

作 す ることに よ り、生息菌 がP.pαdd£c膿 か らRεω鰐 α肌瓠 と犯`πcα糀侃 αへ と移行 す る原 因 を解 明 す

る ことが で きた。す なわち 、水 田 に は他 の2菌 と異 な り水 田 の高 濃 度CO,条 件 に対 す る耐性 が高 い

P.pαddicμπL(高松1989)の み が分布 して い るため 、転換 初年 畑 に ムギを栽 培 す ると、ほぼP.pα戯icロ加

によ る褐色雪 腐 病の みが発生す る。そ の後 ムギ を連 作す る こ とに よ る土壌 の畑地化 に伴 い、外部 か ら

侵 入 して きRεωαッα加αεと麗 πcαmα`αがそ こに定 着可能 とな り、宿主 植物 を め ぐる3菌 間 の相互関 係

が生 じる。そ の結果 、Ppαddεcμ配は病 原力 が弱 く、さ らに3菌 の中 で最 も競 争力 が 低 い た め、 徐 々

にその ポテ ンシャルを下 げ てい く。一方 、丑 εωαッα漉α`は病 原力 の強 さを利用 して、 また 皿επcαrηαεα

は競 争力 の強 さを利用 して 、菌 密度 を上 げ てい き、 その結 果 、圃場 に はP.助 αッα肌α`と駕 πcαrη撹αが

共 存す るよ うにな り、 ムギの被 害 が増大 す る。

V.ま と め

本研究では、北陸地方の麦類栽培圃場に発生する主要な雪腐病菌の生態的特徴を解明するために、'

人工接種法の開発を検討するとともに、植物病原糸状菌ではまだあまり利用されていない血清学的手

法を用いて各菌の検出法を開発し、それらを用いて植物体中における各菌の動態を解明した。すなわ

ち、①本研究で開発した人工接種法は、圃場試験結果と一致する信頼度の高い手法で、これを用いて

主要な雪腐病菌(P.Pα雌c㏄那、P.∫ωαツα配α`、7.επcαrπα`α)の麦類に対する病原力の強弱が明らか

となった。②本研究で開発した各菌のリボソームあるいは細胞壁タンパクに対する抗血清を用いた酵

素抗体法により、混合感染した植物から各種雪腐病菌を種名ごとに正確に検出できるようになった。

③上記3菌 φ植物体への侵入方法、慈染様式および相互関係が明らかになり、水田転換後の年数経過

に伴う生息菌の変遷機構を解明することできた。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究は,北 陸地方の麦類の重要病害である褐色雪腐病(病 原菌:Pythiumpaddicum(P),P.

iwayamai(1)),雪 腐褐色小粒菌核病(Typhulaincarnata(T))及 び紅色雪腐病(Fusarlum

旦ivale(F))の 人工接種法 と血清学的診断法を開発 し,こ れら手法を用いて各種雪腐病菌の植物体

中での動態を解明した。

圃場 と同様に本病を再現できる人工接種法の開発を検討した結果,秋 期から初冬の低温短日条

件下で育苗 した植物体を用いた人工接種法が,本 病に対するゴムギ品種の抵抗性ρ差が,圃 場試

験 と同様に現れる信頼性の高い接種法であることが明らかとなった。そ こで本接種法を用いて,

特に発生量の多いP,1,T3菌 の麦類に対する病原力を検定 した結果,1,T,Pの 順で病原力が強い

ことが明らかとなった。

各種雪腐病菌の血清学的診断法を開発するため,抗 原としての各菌の リボソームに着目した。

P,1,T,Fの4菌 からリボソームを抽出し,各 菌の リボソームに対する抗体を作製し,そ れらの特

異性を4菌 の他に雪腐黒色小粒菌核病菌(T.ishikariensis(T'))と コムギの リボソームを加えて

検定 した。その結果,同 属 ゐ菌の リボ ソーム問 には血清学 的差異 は認 め られ なか った

が,Pythium菌,Typhula菌,F及 びコムギの リボソーム間には明瞭な差が認められた。そこで,

各菌のリボソーム抗体を用いたELISA法 及びウェスタソブロヅト法により,植 物体か らの各菌

の検出を試みた。その結果,本 法により感染植物体を病名 ごとに診断することが可能 となった。

抗 リボソーム血清を用いた酵素抗体法では識別できない2種 の褐色雪腐病菌Pと1の 診断法を

開発するため,両 菌の特異的タンパク質を検索 した結果,両 菌は細胞壁に分子量の異なる数種の

特異的糖タンパク質を有 していることが明らかとなった。そこで細胞壁糖 タンパク質に対する抗

体を作製し,本 抗体を用いたウェスタソプロヅト法により,Pと1感 染植物体から両菌の検出を

試みた結果,Pと1の 特異的糖タンパク質が検出され,こ れらをマーカーにすることに より,両 菌

の感染の有無を容易に判定できることが明らかとなった。

上記血清学的検出法を用いて,P,1及 びTの 植物体中での動態 と混合感染下での各菌の相互関

係を調査した。その結果,オ オムギにおける上記3菌 の主な感染部位 はPythium菌 とTで 異な

り,Pと1は 植物体の地上部(葉 身部,葉 鞘部)を 蔓延 し,最 終的に生長点を侵害する感染様式を

とるのに対し,Tは 主に植物体の地下部で蔓延 して植物体の再生に影響を与えることが明らかに

なった。混合感染植物体から検出される各菌の菌量から,競 争力は,T,1,Pの 順で強いことが明

らかになった。またこれら各菌の生態的特徴から,圃 場における各種雪腐病菌の変遷機構を解明

することができた。

以上のように,本 研究により雪腐病の人工接種法及び診断法が開発され,ま た本研究で明らか

になった各菌の生態的特徴は,今 後本病の生態的病除技術を確立する上で重要な基礎的知見を与

えるものである。よって審査員一同は本論文提出者は博士(農 学)の 学位を受けるに値すると判

定した。

一264一


