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第 1 章 LAMP-FLP 法による三重県のベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系統コムギ   

赤かび病菌のモニタリング調査 

 

第 1 節 緒言 

 

コムギ (Triticum aestivum L.) はイネ科コムギ属の草本植物で、イネ、トウモロコシ

と並び、三大作物の一つである。起源はトルコ南東部からイラク北部、西部であると推

定される。古く日本に渡来した作物の一つで、4～5 世紀に伝来したとされ、8 世紀頃に

は水田の裏作として広く栽培されるようになった。主な病害には赤かび病、さび病、う

どんこ病、雪腐病などの他、ウイルス病の萎縮病、縞萎縮病がある (牧野 1977; 星川

1980; 石井ら 2003)。平成 29 年の日本全体のコムギの作付面積は約 21 万ヘクタール、

生産量 90 万トンである。平成 29 年産の三重県のムギ類 (コムギ、二条オオムギ、六条

オオムギ、ハダカムギ)は作付面積が 6750 ヘクタールで全国 7 位、収穫量 19800 トン

で 9 位である。特にコムギについては作付面積が 6430 ヘクタールで 5 位、収穫量は

19000 トンで 7 位とコムギ主産県になっている (三重県農林水産部 2017)。三重県内で

生産されたコムギは三重県名産の伊勢うどんの麺やたれ、パン、中華麺などに利用され

ており、三重県の食を支える上で重要な作物の一つである。 

Fusarium graminearum Schwabe (= Gibberella zeae (Schwein.) Petch) はコムギ

などのムギ類に重要病害の一つであるムギ類赤かび病を引き起こす。この病害は収量が

減少するだけでなく、収穫物に人間や家畜に有害なデオキシニバレノール (DON)やニ

バレノール (NIV)などのトリコテセン類カビ毒が蓄積するため注意が必要で、穂、葉、

葉鞘、稈などに発生が見られ、幼苗でも発病することがある。特に罹病穂では一部また

は全体が赤褐色になり、頴の合わせ目などに鮭肉色や桃色のカビが生じる。これは赤か

び病菌の分生子塊と分生子を形成するフィアライドと菌糸などが密にクッション状に

形成されたものでスポロドキア (sporodochium) と呼ばれており、この病害の特徴的な

標徴となっている(北島ら 1967; 大場 2009; 堀江ら 2014)。厚生労働省によりコムギの

DON 濃度の暫定基準値が 1.1mg/kg (1ppm)に設定されており(厚生労働省 2002)、この

基準を超えた場合、販売が自主規制される (農林水産省 2017)。また赤かび粒が生産物

1000 粒に 1 粒混入すると規格外となるため (農林水産省 2003)、商品価値は著しく低

下する。したがって、コムギ生産において赤かび病を防除し、カビ毒の蓄積を防ぐこと

は重要である (大場 2009; 渡邊ら 2013)。近年、多遺伝子座の分子系統解析によって、

これまで一種だと考えられてきた赤かび病菌 F. graminearum が異なる複数の種に分

かれることが示され、また赤かび病菌の分布が国や地域によって異なっていることが明

らかになった。これらは総称して F. graminearum 種複合体 (F. graminearum species 

complex; FGSC) と呼ばれており、少なくとも 16 種から構成される (O’Donnell et al. 

2000, 2004, 2008; Starkey et al. 2007; Yli-Mattila et al. 2009; Sarver et al. 2011)。日
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本では主にこれらのうち 2 種、F. graminearum s. str. (狭義) と F. asiaticum の分布が

確認されており、形態的特徴から種を同定することが困難であるため、核 DNA の分子

系統学的手法により区別することが必要である (Suga et al. 2008)。先行研究で三重県

におけるコムギ赤かび病菌の種構成は調べられており、これらの報告によれば、見いだ

された種はすべて F. asiaticum であり、F. graminearum s. str.は確認されていない (上

田ら 2007; Suga et al. 2008; 甲村 2017)。 

 コムギ品種の大部分は赤かび病に対して強い抵抗性を持たないため、主に薬剤を用い

た防除が行われている。日本では赤かび病防除薬剤はチオファネートメチル(商品名ト

ップジン M) といったメチルベンズイミダゾールカーバメート (MBC) 殺菌剤グルー

プのベンズイミダゾール類薬剤 (Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) コ

ード 1) が広く用いられている (Suga et al. 2011; 農林水産省 2017)。一方で容易に抵

抗性が生じる事が知られ、この薬剤の作用機作は微小管を構成しているβチューブリン

に結合し、有糸核分裂と細胞分裂を阻害(FRAC: B1) して殺菌効果を示すが(田辺 2013)、

様々な植物病原菌でベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系統が見つかっており、これらは

作用点であるβチューブリン遺伝子に点突然変異を持つことが知られている 

(Koenraadt et al. 1992; Yarden and Katan 1993; Albertini et al. 1999; Ma et al. 2003; 

Maymon et al. 2006)。ムギ類赤かび病でも同じく点突然変異を伴う薬剤抵抗性系統が

確認されており (Chen et al. 2009; Liu et al. 2010; Chen et al. 2015) 、日本でも大分、

福岡、熊本、三重県で発生が確認されている (Suga et al. 2011)。日本のベンズイミダ

ゾール系薬剤抵抗性コムギ赤かび病菌ではβ2 チューブリン遺伝子の 167、198、200 番

目のいずれかのアミノ酸をコードするコドンに点突然変異が存在している(Suga et al. 

2011、甲村 2017)。167 番目のコドンでは塩基配列が TTT から TAT に置換し、コード

するアミノ酸がフェニルアラニン (F)からチロシン (Y)に置き換わる (TTT→TAT; 

F167Y)。また 198 番目のコドンでは GAG から CAG に置換しており、アミノ酸はグル

タミン酸(E) からグルタミン(Q) (GAG→CAG; E198Q) 、200 番目のコドンでは TTC

から TAC に置換し、アミノ酸はフェニルアラニン(F) からチロシン(Y) に変わる(TTC

→TAC; F200Y)。三重県では 2008 年に初めてムギ類赤かび病のコムギでベンズイミダ

ゾール系薬剤耐性系統の発生が確認され(黒田・鈴木 2008)、その後、β2 チューブリン

遺伝子の 200 番目のコドンに強度抵抗性変異 (MIC 100ppm 以上)をもつ F200Y 抵抗

性系統であることが分かった。また 2015、16 年には 198 番目のコドンに変異を持つ

E198Q 抵抗性系統の発生が日本で初めて報告された (甲村 2016)。しかし 2017 年は薬

剤抵抗性系統の発生は確認されなかったことから (Komura et al. 2017)、三重県ではベ

ンズイミダゾール系薬剤抵抗性赤かび病菌の発生が定着した菌によるものではなく、不

規則、突発的に発生するものと考えられている (中嶋ら 2019)。 

ムギ類赤かび病を効果的に防除するためには、定期的に薬剤抵抗性系統の発達・分布

を調査することが重要である。これはベンズイミダゾール系薬剤には交叉耐性とともに、
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負の交叉耐性が生じることが知られ (Fujimura et al. 1992)、適切な防除薬剤を選択す

ることで抵抗性系統の発生を抑制するとともに、病害を抑制することができる。しかし、

大量の単胞子分離菌株を確立し、培養に基づいた薬剤感受性試験を行うのは非常に手間

や時間がかかるため、簡易かつ迅速に感受性検定を行う手法が求められていた。そこで

著者らは、コムギ赤かび病について、 loop-mediated isothermal amplification-

fluorescent loop primer (LAMP-FLP)法を用いたベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系

統の検定法を開発した(Komura et al. 2017)。この手法は LAMP 法により増幅された特

定の領域に存在するターゲット領域に相補的な消光プローブを設計し、いったん加熱に

より一本鎖に解離させた LAMP 産物にこのプローブが再会合する時に、ターゲット配

列内の変異の有無によって生じる再会合時の温度差をもとに、変異を検出する手法であ

る。著者らの研究では異なる 2 つのプライマー・プローブセットを用いることにより、

コムギ赤かび病菌のβ2 チューブリン遺伝子の複数の薬剤抵抗性変異を同時に迅速か

つ高感度に検出することを可能としており (Komura et al. 2017)、特に実用上、擬陰性

を排除するために変異のない配列を特異的かつ確実に検出するよう設計されている。野

外から採集した赤かび病に罹病したコムギ穂を直接利用して薬剤抵抗性変異の検出を

行うことができるため、培養や抽出など作業の労力を省くことができる (Komura et al. 

2017)。 

 本研究では三重県で 2018 年に発生した赤かび病において、ベンズイミダゾール系薬

剤抵抗性系統がどの程度発生しているのかを調べるために、LAMP-FLP 法による野外

サンプルを用いた薬剤抵抗性系統のモニタリング調査を実施した。そして本研究結果が

三重県のコムギ生産における効果的な赤かび病防除に寄与することを目的とする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

第 2 節 材料と方法 

 

第 1 項 供試野外サンプルと分生子懸濁液の作成 

 

2018年に採集された赤かび病罹病コムギ穂 79サンプルをLAMP-FLP実験に供試し

た(表 1)。赤かび病罹病コムギ穂に付着しているスポロドキアを火焔滅菌した柄付き針

を用いて、以下のように分生子懸濁液を作成した。まず火焔滅菌した白金へらを 1xTAE

バッファー400µl を入れたチューブに浸し、バッファーで濡れた白金へらの先端部分を

スポロドキアに 3~4 回接触させ、スポロドキアを付着させた。その後、白金へらを再び

バッファーの入ったチューブに浸してスポロドキアを懸濁した。この作業を 3~5 回繰

り返して、分生子懸濁液を調製した。調製した懸濁液を 5 秒間ほどボルテックスした

後、スピンダウンした溶液を以下の LAMP-FLP実験に用いた。サンプル溶液はチュー

ブのフタに採集年とサンプル名を書き、-20℃で保存した。 

 

第 2 項 LAMP-FLP 法を用いたモニタリング調査 

 

三重県では既にベンズイミダゾール系薬剤抵抗性コムギ赤かび病菌の発生が報告さ

れている (黒田・鈴木 2008; 甲村 2017)。2018 年のコムギ赤かび病においてどの程度

の薬剤抵抗性系統が発生しているのかを調べるために Komura ら (2017)で開発された

LAMP-FLP 法による薬剤抵抗性コムギ赤かび病菌検定法を用いたモニタリング調査を

実施した。2018 年の赤かび罹病コムギ穂から作成した分生子懸濁液 79 サンプルを

LAMP-FLP 法によるモニタリング調査に用いた。LAMP 反応試薬は 10×反応バッフ

ァー (ニッポン・ジーン, 東京)、25mM dNTPs (ニッポン・ジーン, 東京)、1.6 μM FIP

プライマー (ID847 FIP または ID13 FIP)と BIPプライマー(ID847 BIP または ID13 

BIP) (表 2; 図 1)、0.2 μM の F3 プライマー (ID847 F3 または ID13 F3)と B3 プラ

イマー(ID847 B3 または ID13 B3) (表 2; 図 1)、0.8 μM 上流側ループプライマー 

(ID847 LF90 または ID13 LF98) (表 2; 図 1)、0.2 μM の下流側蛍光標識ループプラ

イマー (ID847 FLB90 または ID13 FLB98) (表 2; 図 1)、0.5 μM の消光プローブ 

(Probe Dabcyl) (ID847 または ID13) (表 2; 図 1)、1µl 増幅酵素 (ニッポン・ジーン, 

東京)、そして調製した分生子懸濁液サンプル 4µl の計 25µl を LAMP 法用 8 連チュー

ブ (栄研化学, 東京)に入れ、調合した。混合液をスピンダウンしてチューブの底に集め、

LAMP 法用測定装置 LF-8 plus (ニッポン・ジーン, 東京) にセットした。滅菌水をネ

ガティブコントロールとして用いた。LAMP 反応は 66℃で 45 分間行われ、その後、消

光プローブの再会合による会合曲線解析を行い、自動で薬剤抵抗性変異の有無を判定し

た。消光現象の起こった温度の計測データの取得は 5 秒毎に行った。 
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第 3 項 DNA 抽出 

 

 モニタリング調査で抵抗性変異が検出されたコムギ穂 3 サンプルから分離された赤

かび病菌株から DNA を抽出した (表 3)。DNA 抽出は Microbial DNA Isolation Kit 

(Mo Bio, US)を用いて、取扱説明書に従って以下のように行った。 

 クリーンベンチ(三洋電機, 東京)内で、培養菌株の菌糸体をオートクレーブ滅菌した

爪楊枝で搔きとり、MicroBeads Tube に入れて撹拌した。その後、この MicroBeads 

Tube に MicroBeads Solution を 300µl 加え、さらに Solution MD1 50µl を加えた。

MicroBead Tubesは最大速度で10分間ボルテックスをかけた後、遠心分離機 (KuBoTa,

日本) を用いて室温 (20–25℃) で 10000×g で 30 秒間遠心分離した。遠心分離後、上

澄み液を新しい 2ml マイクロチューブに 300–350µl 移した。この上澄み液に Solution 

MD2 を 100µl 加え、5 秒間ボルテックスした後、約 4℃で 10 分間インキュベートし

た。次に室温で 10000×g で 1 分間遠心分離した。遠心分離後、上澄みを新しいマイク

ロチューブに約 400µl 移した。この上澄みに Solution MD3 を 900µl 加え、5 秒間ボル

テックスした。この溶液から約 700µl をスピンフィルター付きのマイクロチューブに移

し、室温で 10000×g で 30 秒間遠心分離した。スピンフィルターを通って下に落ちた

溶液は廃液として捨てた。この作業を 2–3 回繰り返した。次にスピンフィルター付きの

マイクロチューブに Solution MD4 を 300µl 加え 10000×g で室温 30 秒遠心分離し、

同様に下に落ちた廃液は捨て、続けて室温で 10000×g で一分間遠心分離した。遠心分

離後のチューブからスピンフィルターを取り出し、フィルターの外側が濡れていないか

どうか確認してから新しい 2ml マイクロチューブに装着した。Solution MD5 をスピン

フィルターの白いフィルターメンブレンの中央に入るように 50µl 加えた。このチュー

ブを 10000×g で 30 秒間、室温で遠心分離した。遠心分離した後、スピンフィルター

を捨て、チューブのふたに MUCC 番号を書いたシールを貼り、-20℃で保存した。 

 

第 4 項 PCR 法によるヒストン遺伝子配列の増幅とシーケンス反応 

 

 供試したサンプルの分類学上の正確な位置を把握するため、ヒストン遺伝子コード領

域を用いた分子系統解析を行った。PCR 反応は前のセクションで抽出した DNA を用

いて行った。プライマーペア H3-1a と H3-1b はヒストン H3 遺伝子の一部を増幅する

ために用いた (Glass and Donaldson 1995)(表 4)。PCR 反応液は 10–50 ng DNA 1µl、

ddH2O 8.20µl、50mM MgCl2 (Bioline, London, UK) 0.38µl、1x 反応バッファー 

(Bioline) 1.25µl、1mM dNTPs (Bioline)、上流側プライマー10µM H3-1a、下流側プラ

イマー 10µM H3-1b、Biotaq (Bioline) 5 unit/µL 0.06µl の計 12.5µl を入れ、混合した。

混合液をスピンダウンして PCR チューブの底に集め、サーマルサイクラ― (T100, Bio-

Rad, US)にセットしてPCR反応を行った。PCR反応は 94℃で 2分の初期乖離反応後、
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94℃で 60 秒の乖離反応、56℃で 60 秒のアニーリング反応、72℃で 60 秒の伸長反応

を 30 サイクル、最後に 72℃で 5 分間の最終伸長反応を行った。PCR 反応終了後、DNA

増幅を確認するため、PCR 反応液 2µl に対し、GelRed (Biotium, Inc. US) 2µl を加え

た計 4µl を 1.2％TAE アガロースゲル中の各ウェルにアプライし、100V、30 分間電気

泳動を行った。同様に 100bp ラダーマーカー (New England Biolab, Beverly, MA) 2µl

に対し、GelRed 2µl を加えた計 4µl を泳動の距離の把握のために PCR 反応液と同時に

電気泳動し、ゲル撮影装置 FAS-V (日本ジェネティクス, 東京)にて LED ライト下で可

視化した。 

分子系統解析に用いるヒストン H3 塩基配列を得るため、先ほど電気泳動で確認した

PCR 産物をテンプレートとしてシーケンス反応に用いた。シーケンス反応には上述し

たプライマーペアを用いた。BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems)を使用し、説明書に従って反応を行った後、反応産物は Sephadex G-50 fine 

(GE ヘルスケア, 東京)を充填・膨潤させたマルチスクリーンプレート HV 0.45µm (ミ

リポア, ドイツ)にて精製した。この精製産物を三重大学地域イノベーション推進機構先

端科学研究支援センターのオートシークエンサー (AB DNA analyzer 3730xl) で塩基

配列を取得した。取得した DNA塩基配列は MEGA7.0 (Tamura et al. 2016) 上で、フ

ェログラムを目視で確認しながらアセンブルを行い、遺伝子解析ソフト Bioedit v.7.2.5 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)を用いて目的とする範囲の塩基配列を

決定した。その後配列は NIH/NCBI の Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn: 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK_LOC=blasthome)で類似塩基配列を検索し、目的とする塩基配列を取得で

きていることを確認した。 

 

第 5 項 分子系統解析 

 

シーケンス解析で得られたヒストン H3 塩基配列を用いて分子系統解析を行った。系

統解析は MEGA7.0(Tamura et al. 2016)を用いて、最大節約系統樹を作成した。供試

菌株の塩基配列データやNCBIから得た Fusarium graminearum種複合体の塩基配列

デ ー タ  ( 表 5) を 加 え 、 MAFFT version 7 

( https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html ) を用いてアライメントを行った。

アウトグループは Fusarium pseudgraminearum (AY452849.1 , AY452848.1 )のヒス

トン H3 塩基配列データを用いた。塩基配列内のギャップは第 5 塩基として扱った。最

大節約法に基づいたステップ数が一番少ない系統樹は発見的探索法で選ばれた。樹形の

探索は TBR (Tree-bisection-reconnection) 条件下で初期系統樹は 10 与え、MP search 

level は 3 に設定して行われた。ブートストラップ検定は 500 回繰り返され、枝の信頼

度を評価した。また一致指数 (CI)、保持指数 (RI)、修正一致指数 (RC)を求め、系統樹
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の信頼性を評価した。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 LAMP-FLP 法によるモニタリング調査 

 

2018 年の赤かび病に罹病したコムギ穂 79 サンプルから分生子懸濁液を作成して試

験を行った。その結果、79 サンプル中 3 サンプルで薬剤抵抗性変異を検出した(表 1; 図

2)。この結果は三重県農業研究所により実施された培地に基づいたベンズイミダゾール

系薬剤感受性試験の結果と一致した  (表 1)。検出ピーク温度はそれぞれ

MUCC2566(18-3)では 55.68℃、MUCC2567(21-4)で 50.48℃、MUCC2568(17-3)で

50.05℃となった。この LAMP-FLP の検出ピーク温度から、Komura ら (2017)より 3

サンプルのうち 2 サンプルがβ2 チューブリン遺伝子の 198 番目のコドン配列におい

て GAG から CAG への塩基置換、1 サンプルが 200 番目のコドン配列において TTT か

ら TAT への塩基置換を持つことが推定された。また LAMP-FLP 法により全てのサン

プルでβ2 チューブリン遺伝子配列の増幅が確認されたことから、これらの種はすべて

Fusarium graminearum s. str もしくは Fusarium asiaticum のいずれかであることが

示唆された。 

 

第 2 項 分子系統解析の結果 

 

 ベンズイミダゾール薬剤抵抗性コムギ赤かび病菌 3 サンプルのヒストン H3 遺伝子

のシーケンス反応で得られた塩基配列をデータベース上で検索した結果、全て F. 

asiaticum がヒットした (表 3)。またこれらの塩基配列とデータベース上の Fusarium 

graminearum 種複合体種のヒストンH3塩基配列データを用いて最大節約系統樹を作

成した結果、4 サンプル全て F. asiaticum とクレードを形成した (図 3)。これらの結果

より、LAMP-FLP 法で薬剤抵抗性変異が検出されたサンプルはすべて F. asiaticum で

あることが示唆された。 
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第 4 節 考察 

 

赤かび病では収穫物に DON や NIV などのカビ毒が蓄積し問題になる。これらのカ

ビ毒は急性毒性として嘔吐・腹痛・めまい・下痢・頭痛などの症状を示すが、このカビ

毒による死亡例は過去に報告されていない。しかし、低濃度のカビ毒汚染であっても長

期間の摂取により、成長抑制、体重減少や免疫異常などの症状を引き起こすことが明ら

かにされている (中島 2008)。したがって、コムギ生産において赤かび病によるカビ毒

汚染を減少させることは食の安全上重要であり、日本では赤かび病によるカビ毒蓄積量

及び赤かび粒の混入率において規制が設けられている (厚生労働省 2002; 農林水産省 

2003)。コムギ赤かび病は 4–5 月のコムギの開花期(出穂前後から乳熟期)に高温多湿の

条件下で感染しやすいことが知られており、出穂期の曇雨天には注意が必要である (坂 

2002)。しかし、日本でこの時期は降水量が比較的多く、赤かび病が感染しやすい環境

であるため、開花初期に薬剤を散布して赤かび病の発生を予防している。三重県ではコ

ムギの開花始期から盛期に薬剤散布を奨励しており、また、曇雨天が続く場合は追加の

薬剤散布を呼びかけている (三重県病害虫防除所 2018)。 

 ベンズイミダゾール系薬剤に対して強度の薬剤耐性を有する F200Y 抵抗性系統赤か

び病菌は、2008 年に三重県で初めて報告されたが (黒田・鈴木 2008)、その後継続し

たモニタリング調査においても確認されておらず、本研究による F200Y 抵抗性系統発

生の確認は約 10 年ぶりの報告となる。F200Y 系統は三重県以外では大分県と福岡県で

確認されているが (Suga et al. 2011)、長期間発生が確認されなかったことや発生が確

認された圃場も異なることから、本研究で確認された F200Y 変異系統は 2008 年に発

生した抵抗性系統とは関係なく独立して発生したと考えられる。また確認されたもう一

つの抵抗性系統である E198Q 変異系統に関しては、2015 年に三重県で初めて発生が

確認された後、2016 年にも発生が確認されている (甲村 2017; Komura et al. 2017)。

2017 年は発生が確認されなかったが(Komura et al. 2017)、2018 年には再び発生が確

認された。日本で E198Q 変異系統は三重県のみで確認されているが、日本以外では中

国で発生が報告されているものの、その前変異に占める割合は数%にすぎない (Liu et 

al. 2010; Chen et al. 2015)。三重県では E198Q 変異系統は 2015 年に 2 サンプル、

2016 年に 2 サンプル、そして 2018 年は 2 サンプル、発生が確認されている。これら

の抵抗性系統が確認された場所はすべて三重県の中勢地域であるが、圃場の場所はそれ

ぞれ異なり、離れている。さらには 2 年連続で同じ圃場から薬剤耐性系統の発生が確認

された事例は無い (中嶋ら 2019)。このことからそれぞれの E198Q 抵抗性系統赤かび

病菌は独立して発生しているように思われる。また抵抗性系統が発生しているコムギ品

種はすべて‘あやひかり’であったが、2015、16 年には‘ ニシノカオリ’からも発生

が確認されており、栽培品種の違いが、抵抗性発現に与える影響は無いように思われる

(中嶋ら 2019) (表 6)。中嶋ら(2019)によれば E198Q 変異系統は培養による薬剤感受性
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試験で MIC が低く、またコムギの植物体への接種試験でも防除効果の低下は確認され

ていないことから、薬剤抵抗性はそれほど強くないと考えられ、中国での試験結果と一

致する (Chen et al. 2015)。 

分子系統解析の結果より、これらの変異系統の由来を考察すると、変異系統 3 サンプ

ルは日本の F. asiaticum と同じクレードを形成し、F. asiaticum と同定された。このこ

とから、中国での発生報告のない F. asiaticum が、E198Q 変異による抵抗性を獲得し

た後、日本に複数回侵入した可能性は低いと思われ、日本で独立して発生したと考えら

れる(図 2)。三重県では 2017 年産コムギについて出穂期以降の天候が安定しており、

赤かび病の発生も少なかった (三重県農林水産部 2017)。また 2018 年の赤かび病の発

生は平年並みであったため、平年よりも多量の防除薬剤を散布していたとは考えられな

い。今回の結果と合わせて過去のモニタリングデータを参照したところ、薬剤抵抗性系

統が多発した年は無く、増加傾向も見られない (表 6, 7)。このためベンズイミダゾール

系薬剤抵抗性系統の増加の傾向はない考えられ、また定着の可能性についてもないと思

われる。これらは県の積極的な指導により、散布回数、方法などが守られ、その成果が

現れていると考えられる。しかし、低頻度ではあるものの薬剤抵抗性系統、特に E198Q

抵抗性系統の発生が継続して確認されていることや、約 10 年ぶりに F200Y 抵抗性系

統が確認されたことから、圃場でのモニタリング調査を継続していく必要があろう。 

現在、三重県で赤かび病防除に用いられる薬剤は、抵抗性が出現する危険性が高いが

トップジン M (ベンズイミダゾール系薬剤)が主たる位置を占めている。今後、抵抗性系

統が増加し安定した防除効果が得られなくなった場合には、登録のあるテブコナゾール

などの他系統薬剤への変更を検討する必要がある。しかし、トップジン M はムギ以外

にも多くの野菜などで農薬登録され、農家も施用に習熟しており、目的外の作物への農

薬飛散(ドリフト)対策等にも対応が比較的容易で、今後も使用することを望んでいる。

このため、圃場での薬剤抵抗性系統の発生・分布の動向を今後も定期的にモニタリング

することは、防除計画を構築する上で重要になる。また、迅速かつ適切な防除計画を構

築するために、分子生物学的手法に基づいた薬剤抵抗性系統検定は重要である。 

中国では 1970年代半ばからコムギ赤かび病の防除にベンズイミダゾール系薬剤の一つ

であるカーベンダジム剤の使用を開始し (Zhou and Jia, 2015)、約 20 年後の 1992 年

には浙江省でベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系統の F. asiatium が初めて確認された。

中国におけるコムギ赤かび病の抵抗性変異は F167Y 変異が抵抗性系統全体の約 9 割を

占め (Chen et al. 2015)、その抵抗性系統の発達は緩やかであった(Zhou and Jia 2015)。

しかし 1998 年には浙江省で抵抗性系統の割合が 20％弱にまで増加し(Zhou and Jia, 

2015)、同様の現象は江蘇省でも報告されている。日本では 2004 年に大分県で初めて

ベンズイミダゾール系薬剤抵抗性赤かび病菌が確認されたが (Suga et al. 2011)、その

後の継続的な発生や発達は報告されておらず、また三重県でも同様に抵抗性系統の発

達・定着は確認されていない。このことから日本においてはコムギ赤かび病菌のベンズ
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イミダゾール系薬剤抵抗性系統の発達は緩やかであると考えられる。 

中国で発生が確認されている F167Y 抵抗性系統は、日本では熊本県でのみ発生が確

認されており (Suga et al. 2011)、また日本で発生した抵抗性系統全体に対する割合も

約 13%と低い (Suga et al. 2011; 甲村 2016)。さらに中国における E198Q 系統と

F200Y 系統の発生率はそれぞれ 1.4%、2.7%と低い (Chen et al. 2015)。また中国では

F. asiatcum の抵抗性系統が確認されているが、F. graminearum s. str.の抵抗性系統は

確認されていない (Zhou and Jia 2015)。このように三重県含む日本と中国では薬剤抵

抗性コムギ赤かび病菌における傾向が異なる部分があるが、今後、日本でも薬剤抵抗性

赤かび病菌の急激な発達の可能性もある。本研究の結果が今後の三重県のコムギ赤かび

病防除に寄与し、安定したコムギ生産に貢献することを望む。 
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第 1 章 図・表 

 

表 1：2018 年赤かび病罹病コムギ穂サンプルと LAMP-FLP 法の結果 

 

 

サンプル 生物検定 LAMP-FLP 推定抵抗性変異

1-1 S S

1-2 S S

2-1 S S

2-2 S S

3-1 S S

3-2 S S

4-1 S S

4-2 S S

5-1 S S

5-2 S S

6-1 S S

6-2 S S

7-1 S S

7-2 S S

8-1 S S

8-2 S S

9-1 S S

9-2 S S

10-1 S S

10-2 S S

11-1 S S

11-2 S S

12-1 S S

12-2 S S

13-1 S S

13-2 S S

14-1 S S

14-2 S S

15-1 S S

15-2 S S

16-1 S S

16-2 S S

17-2(MUCC2569) S S

17-3(MUCC2568) R R F200Y

18-1 S S

18-3(MUCC2566) R R E198Q

19-1 S S

19-2 S S
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表 1 の続き 

 

生物検定；培養に基づいたベンズイミダゾール系薬剤感受性試験 

20-1 S S

20-2 S S

21-2 S S

21-4(MUCC2567) R R E198Q

22-1 S S

22-2 S S

23-1 S S

23-2 S S

24-1 S S

24-2 S S

25-1 S S

25-2 S S

26-2 S S

26-3 S S

27-1 S S

27-2 S S

28-1 S S

28-2 S S

29-1 S S

29-2 S S

30-1 S S

30-2 S S

31-1 S S

31-2 S S

32-1 S S

32-2 S S

33-1 S S

34-1 S S

34-2 S S

35-1 S S

35-2 S S

36-1 S S

36-2 S S

37-1 S S

37-2 S S

38-1 S S

38-2 S S

39-1 S S

39-2 S S

40-1 S S

40-2 S S
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表 3：DNA 抽出、PCR 反応に用いたサンプル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4：本研究の PCR・シーケンスに用いたプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MUCC サンプル Blast検索の結果

2566 18-3 NRRL13818　F. asiaticum

2567 21-4 NRRL13818　F. asiaticum

2568 17-3 NRRL13818　F. asiaticum

プライマー 遺伝子領域 プライマー配列(5'-3') 引用文献

H3-1a ヒストンH3 ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG Glass and Dnaldson 1995

H3-1b ヒストンH3 GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT Glass and Dnaldson 1995
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表 5：分子系統解析に用いたヒストン H3 塩基配列データ 

 

Aceession number NRRL 菌名 引用文献等

AY452843.1 26156 Fusarium asiaticum O'Donnell et al.2004

AY452820.1 6101 Fusarium asiaticum O'Donnell et al.2004

KM889635.1 54221 Fusarium nepalense Sarver et al(未出版)

KM889634.1 54220 Fusarium nepalense Sarver et al(未出版)

AY452857.1 31205 Fusarium cortaderiae O'Donnell et al.2004

AY452856.1 29297 Fusarium cortaderiae O'Donnell et al.2004

AY452855.1 29306 Fusarium cortaderiae O'Donnell et al.2004

AY452846.1 28723 Fusarium meridionale O'Donnell et al.2004

AY452837.1 28721 Fusarium meridionale O'Donnell et al.2004

AY452823.1 28718 Fusarium austroamericanum O'Donnell et al.2004

AY452822.1 2903 Fusarium austroamericanum O'Donnell et al.2004

AY452841.1 26754 Fusarium acaciae-meransii O'Donnell et al.2004

AY452840.1 26752 Fusarium acaciae-meransii O'Donnell et al.2004

DQ459727.1 38405 Fusarium sp Starkey et al. 2007

DQ459726.1 38380 Fusarium sp Starkey et al. 2007

DQ459725.1 36905 Fusarium sp Starkey et al. 2007

AY452847.1 29148 Fusarium mesoamericanum O'Donnell et al.2004

AY452826.1 25797 Fusarium mesoamericanum O'Donnell et al.2004

FJ240250.1 45800 Fusarium vorosii O'Donnell et al.2008

FJ240242.1 46718 Fusarium aethiopicum O'Donnell et al.2008

FJ240241.1 46710 Fusarium aethiopicum O'Donnell et al.2008

DQ459721.1 29149 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

DQ459719.1 38393 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

DQ459718.1 38383 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

DQ459717.1 38395 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

DQ459716.1 38381 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

DQ459715.1 38369 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

DQ459720.1 38371 Gibberella zeae Starkey et al. 2007

AY452821.1 13818 Fusarium asiaticum O'Donnell et al.2004

AY452844.1 28720 Fusarium asiaticum O'Donnell et al.2004

KM889638.1 54197 Fusarium louisianense Sarver et al(未出版)

KM889637.1 54196 Fusarium louisianense Sarver et al(未出版)

FJ240251.1 45833 Fusarium sp. O'Donnell et al.2008

FJ240249.1 45795 Fusarium sp. O'Donnell et al.2008

FJ240247.1 45681 Fusarium sp. O'Donnell et al.2008

FJ240246.1 45665 Fusarium sp. O'Donnell et al.2008

AY452828.1 29011 Fusarium boothii O'Donnell et al.2004

AY452827.1 26916 Fusarium boothii O'Donnell et al.2004

AY452861.1 31281 Fusarium brasilicum O'Donnell et al.2004

AY452860.1 31238 Fusarium brasilicum O'Donnell et al.2004

FJ240248.1 45790 Fusarium vorosi O'Donnell et al.2008

AY452849.1 28338 Fusarium pseudograminearum O'Donnell et al.2004

AY452848.1 28062 Fusarium pseudograminearum O'Donnell et al.2004
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表 6：ベンズイミダゾール系薬剤抵抗性コムギ赤かび病菌の過去の発生リスト 

 

 

 

表 7；コムギ赤かび病菌のチオファネートメチル剤感受性検定の推移 

 

*2008a は抵抗性菌発生圃場から再分離、2011bは検定を実施していない 

 

年 耐性程度 変異部位 種 場所 品種

2008 耐性菌 F200Y Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 あやひかり

Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 ニシノカオリ

Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 ニシノカオリ

Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 あやひかり

Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 ニシノカオリ

耐性菌 F200Y Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 あやひかり

Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 あやひかり

Fusarium asiaticum 三重県中勢地区 あやひかり

E198Q

E198Q

E198Q

2015

2016

2018

中度耐性菌

中度耐性菌

中度耐性菌

年度 調査圃場数 耐性菌 中度耐性菌 感受性菌 供試菌株 耐性菌発生率(%)

2003 - 0 0 55 55 0

2004 - 0 0 28 28 0

2005 - 0 3 61 64 4.7

2006 - 0 0 56 56 0

2007 - 0 0 20 20 0

2008 24 4 0 44 48 8.3

2008a* 2 6 0 6 12 50

2009 37 0 0 152 152 0

2010 14 0 0 70 70 0

2011* - - - - - 0

2012 21 0 0 44 44 0

2013 7 0 0 40 40 0

2014 18 0 0 66 66 0

2015 26 0 2 100 102 2

2016 72 0 2 152 154 1.3

2017 24 0 0 42 42 0

2018 40 1 2 139 142 2.1
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図 1：LAMP-FLP 法に用いたプライマー・プローブセットの位置 

A: F167Y 検出用プライマー・プローブセット 

B: E198Q、F200Y 検出用プライマー・プローブセット 
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図 2：LAMP-FLP の結果の一部(消光ピーク温度) 

縦軸は蛍光値の一次微分、横軸は温度 

それぞれの消光ピーク温度は 15-1; 60.06℃、17-3(MUCC2568); 55.68℃、18-

3(MUCC2566); 50.48℃、19-2; 約 59℃、21-4(MUCC2567); 50.05℃ 
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図 3：ヒストン H3 塩基配列から得た最大節約系統樹の一つ、系統樹の各枝に 500 回の

ブートストラップ検定による数値(%)を示し、50%以上支持された枝に数値を示した。 
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第 2 章 LAMP-FLP 法によるベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系統イネばか苗病菌の  

特異的検出の検討 

 

第 1 節 緒言 

 

 イネ (Oryza sativa L)はイネ科イネ属の草本植物で、コムギ、トウモロコシと並ぶ三

大作物の一つであり、インド型と日本型イネに大別される。日本では縄文末期ごろに稲

作文化を持った人々が移住、イネ栽培を始め、広まったとされる。稲作は当初は九州地

方に始まり、3~4 世紀には関東にまで及び、弥生時代には農業の中心が稲作になってい

た (星川 1977)。世界のイネの栽培面積は約 1.6 億ヘクタールであり、生産量は約 7.4

億トンである (FAOSTAT 2016)。日本の 2018 年産水稲(子実用)の作付面積は約 147 万

ヘクタールで、生産量は 778 万トンである (農林水産省大臣官房統計部 2018)。日本の

平成 28 年の米の食料自給率 (重量ベース)は約 97%であり (農林水産省 2018)、日本人

にとって極めて重要な作物の一つである。また近年、我が国では家畜の飼料として利用

する飼料用米等の生産拡大も目指している (農林水産省 2015)。 

 イネばか苗病は糸状菌 Fusarium fujikuroi Nirenberg (= Gibberella fujikuroi 

[Sawada] Ito, in Ito & Kimura)によって引き起こされるイネの重要病害の一つであり、

育苗期や本田移植後に背丈が異常に伸びる徒長症状を示すのが大きな特徴である (堀 

1898; 沢田 1912; 佐々木 1987)。この徒長症状は F. fujikuroi が産生する植物ホルモ

ンであるジベレリンによるものである (黒沢 1926; 薮田 1935)。ばか苗病は種子伝染

性の病害であり、主に種子予措中 (浸種、催芽処理)に病原菌に汚染された籾から健全籾

に感染する (藤 2013)。育苗期の一般的な症状は、色が淡く、ひょろりと徒長し、葉身

は開く (藤 2018)。本田に移植された罹病苗は葉鞘や節間が徒長、黄化し、その後は早

晩枯死、消失する。しかし一部の株は枯死後も本田に残り、枯死株の株元に分生子塊を

形成する。開花期に分生子は飛散、健全株の花に付着し、葯や柱頭から感染する。感染

した株は概ね稔実し保菌籾となる。このとき保菌籾の内頴と外頴の接合部に淡紅色のス

ポロドキアを形成することがあり、「赤籾」と呼ばれる (沢田・黒沢 1924; 伊藤・木村

1931)。保菌籾は収穫時に健全籾と接触・汚染し、これが翌年のばか苗病感染源となる 

(藤 2018; 佐々木 1987; 渡辺  1985)。Fusarium fujikuroi 種複合体  (Fusarium 

fujikuroi species complex; FFSC)はイネばか苗病菌 F. fujikuroi を含む 50 以上の系統

学的種から構成される (Nirenberg et al. 1998; O’Donnell et al. 1998)。この種複合体

の一部の種はフモニシン類と呼ばれるカビ毒を産生する(Suga et al. 2014)。このカビ毒

は動物実験において発癌性が認められており、また胎児の神経管障害との関連が示唆さ

れている (内閣府 2017)。しかし食品からのフモニシン類摂取量は一般的な日本人の健

康に悪影響を与える可能性は低いと判断され、日本では食品や飼料にフモニシン類の基

準値は設定されていない(内閣府 2017)。一方で、フモニシン類はウマの白質脳軟化症 
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(ELEM)やブタの肺水腫 (PPE)のような家畜の疾病を引き起こす (農林水産省 2017)。

近年、F. fujikuroi の一部の株もこのカビ毒を産生することが明らかになっており注意

が必要である (Suga et al. 2014)。 

 現在、イネばか苗病は種子消毒によって防除が行われており、主にベンズイミダゾー

ル系薬剤やイプコナゾールのような EBI (エルゴステロール合成阻害剤)系薬剤や温湯

消毒が一般的である (Suga et al. 2018; 藤 2018)。しかし 1980 年代からベンズイミダ

ゾール系薬剤に対して抵抗性を示すばか苗病菌が発生し始めた (小川・諏訪 1981; 北

村ら 1982)。これらの薬剤抵抗性系統はβ2 チューブリン遺伝子の特定の位置に点突然

変異を持つことが明らかにされており (Chen et al. 2014; 須賀ら 2017)、β2 チューブ

リン遺伝子の 198 と 200 番目のコドンのいずれかに一塩基変異を持っていることが明

らかにされている。前者は 198 番目のコドン配列が GAG から GTG へ置換し、コード

するアミノ酸がグルタミン酸 (E)からバリン (V)に変化 (GAG→GTG; E198V)した系

統と、AAG に置換し、アミノ酸がグルタミン酸 (E)からリシン (K)に変わった (GAG

→AAG; E198K)抵抗性系統、後者ではβ2 チューブリン遺伝子の 200 番目コドン塩基

配列が TTC から TAC に置換し、コードするアミノ酸がフェニルアラニン (F)からチロ

シン (Y)に置き換わった (TTC→TAC; F200Y)系統の発生が確認されている。F200Y 抵

抗性系統は中国と日本で発生が、E198V 系統は中国のみ、E198K 系統は日本でそれぞ

れ発生が報告されている (Chen et al. 2014; 須賀 2017)。 

定期的に薬剤抵抗性系統の発達・分布を調査することはイネばか苗病を効果的に防除し、

健全苗の安定的な生産にとって重要である。抵抗性系統の発生を効率よく調査するため

には分子生物学的手法に基づいた検定法は効果的である。しかし、先行研究においてベ

ンズイミダゾール系薬剤抵抗性イネばか苗病菌の検定法は検討されてこなかった。また

F. fujikuroi を形態的特徴に基づいて同定することは困難であり、DNAシーケンスや交

配試験が必要とされる (Suga et al. 2014)。このため簡易かつ迅速に F. fujikuroi の種

同定を行い、同時にベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系統を検定する必要がある。著者

らは、コムギ赤かび病菌において全てのベンズイミダゾール抵抗性系統を LAMP-FLP

法を用いて検定法が開発した (Komura et al. 2017)。この手法は迅速に、高感度かつ特

異的にコムギ赤かび病菌 Fusarium graminearum s. str.もしくは F. asiaticum のβ2

チューブリン塩基配列を増幅し、さらに薬剤抵抗性変異を検出可能であり、加えて圃場

で採集された罹病植物を利用した検出も可能である (Komura et al. 2017)。そこで本研

究では、LAMP-FLP 法を用いてイネばか苗病菌 F. fujikuroi の全てのベンズイミダゾ

ール系薬剤抵抗性系統の特異的な検出を試みた。本研究により、イネ栽培に被害を与え

る薬剤抵抗性イネばか苗病菌の迅速かつ簡易な診断が可能となり、これによる防除計画

の構築を容易にし、日本人の食生活に重要なイネの栽培安定化に寄与することを目的と

する。 
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第 2 節 材料と方法 

 

第 1 項 供試菌株 

 

今回の実験では岐阜大学科学研究基盤センター保有の F. fujikuroi 7 菌株を実験に供

試した (表 1)。これらの菌株は培地を用いた薬剤感受性試験とシーケンス解析によって、

ベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性およびβ2 チューブリン遺伝子における薬

剤抵抗性変異の有無は確認されている (Suga et al. 2018)。また培地を用いたベンズイ

ミダゾール系薬剤感受性試験済みの F. fujikuroi 96菌株由来のDNA抽出液(Suga et al. 

2018)を試験に用いた (表 2)。 

 

第 2 項 DNA 抽出 

 

DNA 抽出は Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio, US)を用いて、取扱説明書に従っ

て、本稿の第 1 章、第 1 節、第 1 項と同様に行った。DNA 抽出溶液は、チューブのふ

たに MUCC 番号を書いたシールを貼り、-20℃で保存した。 

  

第 3 項 LAMP-FLP 法の予備試験 

 

 LAMP-FLP 法によるイネ馬鹿苗病菌 F. fujikuroi のベンズイミダゾール系薬剤抵抗

性変異の特異的検出を検討するため、7 菌株の DNA 抽出液を用いて LAMP-FLP 法に

よる実験を行った。このプライマーセットも、コムギ赤かび病菌の薬剤抵抗性変異系統

用検出用プライマーセットと同様、変異のない配列を確実に検出することで擬陰性を排

除し、変異が予想される配列の場合にはより詳細な検討を行うことを前提に、変異のな

い配列を検出できるよう設計された。LAMP 反応試薬は 10×反応バッファー (ニッポ

ン・ジーン)、25mM dNTPs (ニッポン・ジーン)、1.6 µM FIP プライマー ID17 FIP と

BIP プライマー(ID17 BIP (表 2)、0.2 µM の F3 プライマーID17 F3 と B3 プライマー

ID17 B3 (表 2)、 0.8 µM 下流側ループプライマーID17 LB90 (表 2)、0.2 μM の上流

側蛍光標識ループプライマーID17 FLF90 (表 2)、0.5 µM の消光プローブ (Probe 

Dabcyl) ID17 (表 2)、1µl 増幅酵素、そして希釈した PCR 産物 4µl の計 25µl を入れ、

調合した。混合液をスピンダウンして LAMP 反応用チューブ (栄研化学)の底に集め、

LAMP 法用測定装置 LF-8  (ニッポン・ジーン)にセットして、LAMP 反応を行った。

滅菌水をネガティブコントロールとして用いた。LAMP反応は 66℃で 35分間行われ、

その後、消光プローブの再会合による会合曲線分析を行い、抵抗性変異の有無を判定し

た。消光現象の起きた計測データの取得は 2 秒毎に行った。 
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第 4 項 LAMP-FLP 法による本試験 

 

 96 菌株の DNA 抽出溶液で LAMP-FLP 法による試験を行った (表 3)。LAMP 反応

は前のセクションの条件検討と同様に LAMP 法用測定装置 LF-8 plus (ニッポン・ジー

ン、東京)で行い、自動で薬剤抵抗性変異の有無を判定した。データの取得は 5 秒毎に

行った。 

 

第 5 項 PCR 法によるβ2 チューブリン遺伝子配列の増幅とシーケンス反応 

 

 LAMP-FLP 法の結果と培養に基づいた薬剤感受性試験の結果が一致しなかった 3 サ

ンプル (Wo17, Wo23, Wo37)について、β2 チューブリン遺伝子の抵抗性変異の有無を

確認するためシーケンス解析を行った。プライマーペアβ2-F とβ2-R はβ2 チューブ

リンの塩基配列を増幅するために用いた (Chen et al. 2014)(表 4)。PCR 反応液は 10–

50 ng DNA 1µl、ddH2O 8.20µl、50mM MgCl2 (Bioline, London, UK) 0.38µl、1x 反

応バッファー (Bioline) 1.25µl、1mM dNTPs (Bioline)、上流側プライマー10µM β2-

F、下流側プライマー 10µM β2-R、Biotaq (Bioline) 5 unit/µL 0.06µl の計 12.5µl を

入れ、混合した。混合液をスピンダウンして PCR チューブの底に集め、サーマルサイ

クラ― (T100, Bio-Rad, US)で PCR 反応を行った。PCR は 94℃で 2 分の初期乖離反

応後、94℃で 60 秒の乖離反応、58℃で 60 秒のアニーリング反応、72℃で 60 秒の伸長

反応を 30 サイクル、最後に 72℃で 5 分間の最終伸長反応を行った。PCR 反応終了後、

DNA 増幅を確認するため、PCR 反応液 2µl に対し、GelRed (Biotium, Inc., US) 2µl を

加えた計 4µl を 1.2％TAE アガロースゲル中の各ウェルにアプライし、100V、30 分間

電気泳動を行った。同様に 100bp ラダーマーカー (New England Biolab, Beverly, MA) 

2µl に対し、GelRed 2µl を加えた計 4µl を泳動の距離の把握のために PCR 反応液と同

時に電気泳動し、ゲル撮影装置 FAS-V (日本ジェネティクス, 東京)にて可視化した。 

 シーケンス反応は電気泳動で確認した PCR 産物と上述のプライマーペアを用いて、

第 1 章の第 1 節第 4 項と同様に行い、DNA 塩基配列を取得した。取得した塩基配列は

MEGA7.0 (Tamura et al. 2016) や Bioedit v.7.2.5 を用いてアセンブルして塩基配列を

完 成 さ せ た 。 NIH/NCBI の Basic Local Alignment Search Tool 

(BLASTn:https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE

=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)で類似塩基配列を検索して、目的とする DNA

配列が得られたことを確認した。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 LAMP-FLP 法の予備試験 

 

LAMP-FLP 法によるベンズイミダゾール系薬剤抵抗性変異検定に供試した F. 

fujikuroi 7 菌株は、全て感受性株で感受性系統の配列が、全ての抵抗性株で薬剤抵抗性

変異が検出された。したがって LAMP-FLP の結果と培地上で行った薬剤感受性試験の

結果は一致した (表 1; 図 1)。また検出ピーク温度はそれぞれ感受性系統で平均 56.78℃、

E198K 抵抗性系統で平均 48.69℃ (最低 48.41–最高 49.1℃)、F200Y 抵抗性系統で平

均 51.64℃(51.11–52.16℃)であった (表 1; 図 2)。検出ピーク温度は感受性系統と

E198K 抵抗性系統で約 8℃、感受性系統と F200Y 抵抗性系統で約 5℃、E198K 抵抗性

系統と F200Y 抵抗性系統で約 3℃の温度差が確認された。 

 

第 2 項 LAMP-FLP 法による本試験 

 

 96 菌株 (40 サンプルが薬剤抵抗性系統、56 サンプルが感受性系統)の DNA 抽出液

を用いて、LAMP-FLP法による薬剤抵抗性変異の検出を行った結果、抵抗性系統 40 サ

ンプルのうち 37 サンプルで薬剤抵抗性変異が検出され、また感受性系統 56 サンプル

で全て薬剤感受性系統の配列が検出された (表 3)。したがって、96 サンプル中 93 サン

プルで LAMP-FLP 法の結果と培地を用いた薬剤感受性試験の結果と一致していた(表

3)。しかし、抵抗性系統 3 サンプルでは LAMP-FLP 法の結果と生物検定の結果が一致

しなかった。そのうち 2 サンプル (Wo17, Wo23)は培地を用いた薬剤感受性試験で抵抗

性を示したのにも関わらず、LAMP-FLP 試験では薬剤抵抗性変異を検出できなかった。

残る 1 サンプル(Wo37)も培地を用いた薬剤感受性試験で抵抗性を示したが、LAMP-

FLP 試験では薬剤抵抗性変異と感受性系統配列の両方を検出した。そこで、これら 3 サ

ンプルについて、β2 チューブリン遺伝子のシーケンス解析を行い、薬剤抵抗性変異の

有無を調べたところ、Wo37では 198番目のコドンがGAGからCAGに置換しており、

コードするアミノ酸がグルタミン酸からグルタミンに変わっていたことが確認された。

一方、Wo17 と W23 ではβ2 チューブリン遺伝子の 198 番目、200 番目のコドンの配

列はそれぞれ GAG、TTC であり、この部分には薬剤抵抗性変異が存在しないことが確

認された。 
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第 4 節 考察 

  

本研究では LAMP-FLP 法によるイネばか苗病菌 F. fujikuroi におけるベンズイミダ

ゾール系薬剤抵抗性系統の迅速で特異的な検出の検討を行った。薬剤感受性系統と抵抗

性系統の検出ピーク温度差は最高で約 8℃ (感受性系統と F200Y系統)、最低でも約 5℃ 

(感受性系統と E198K 系統)の温度差があり、プライマーセットの設計通り、プローブ

内の感受性系統と抵抗性系統は温度差から識別することは可能であった。しかし、抵抗

性系統は検出ピーク温度に約 1℃の幅があり、E198K と F200Y 抵抗性系統の検出ピー

ク温度差は約 3℃と比較的小さい。Komura ら (2017)の研究結果ではそれぞれの感受

性・抵抗性系統の検出ピーク温度に約 2–3℃の幅があることを報告している。したがっ

て、異なる抵抗性系統の検出ピーク温度からの識別はある程度は可能であるが、ピーク

温度によっては判断が難しい。本研究では、LAMP-FLP 法を 66℃、45 分で実施した

が、DNA 増幅ピークの計測データから、反応時間 20 分で完全に増幅が終わっているこ

とから (図 1)、DNA 抽出液を用いた試験では 25–30 分の反応時間で十分であると考え

られる。 

ベンズイミダゾール系薬剤は作用点がβチューブリンであり、作用点が単一であるた

め FRAC において抵抗性系統の発生リスクが高いとされる薬剤で (Albertini et al. 

1999, Koenraadt et al. 1992)。βチューブリン領域の変異による抵抗性の発現は

Fusarium graminearum (= Gibberella zeae), Neurospora crassa  (Fujimura et al. 

1992), Botrytis cinerea  (Yardan&Katan 1993), Colletotrichum gloeosporioides  

(Maymon et al. 2006), Sclerotinia sclerotiorum  (Yang et al. 2004) などで示されて

いる。イネばか苗病菌 F. fujikuroi ではβ2 チューブリン遺伝子の 198、200 番目のコ

ドンに抵抗性変異を持つことが分かっている (Chen et al. 2014; Suga et al. 2017)。96

菌株の DNA 抽出液を用いて、LAMP-FLP 法による薬剤抵抗性変異を検定の結果 93 サ

ンプルで LAMP-FLP 法の試験結果と生物検定の結果が一致した。しかしながら、3 サ

ンプルでは、これら試験結果が完全に一致せず、うち 1 サンプル (Wo37)で薬剤抵抗性

変異と同時に変異のない薬剤感受性系統の配列も検出された。また 2 サンプル (Wo17, 

Wo23)では、薬剤抵抗性変異が検出されなかった。これらの事象については、Wo37由

来の変異の存在する配列では、β2 チューブリン遺伝子の 198 番目のコドンが GAG か

ら AAG に置換しており、コードするアミノ酸がグルタミン酸からリシンになっている

ことが確認された。このことから、薬剤抵抗性変異のない感受性系統の配列ピークを検

出した理由はコンタミネーションもしくはコピー間多型、細胞間の多型などが考えられ

るが、確定は出来なかった。一方、他の 2 サンプル Wo17 と Wo23 では、β2 チューブ

リン遺伝子の 198、200 番目のコドンの配列が薬剤感受性系統の配列と同じであり、変

異が見られなかった。このことから、この 2 サンプルは先行研究 (Chen et al. 2014; 須

賀ら 2017) で報告されてきた E198V、E198K、F200Y 抵抗性系統ではなく、他の場
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所に変異が存在することにより抵抗性が発現したことが示唆された。本研究で用いた

LAMP-FLP法用の消光プローブはβ2 チューブリン遺伝子の 198及び 200 番目のコド

ンに存在する変異を検出するために設計されている。他の菌類においてはβチューブリ

ン遺伝子のベンズイミダゾール系薬剤抵抗性変異は 198、200 番目のコドン以外に 6、

50、167、240 番目でも確認されている (Ma et al. 2003; McKay et al. 1998; Albertini 

et al. 1999; Gafur et al. 1998)。またイネばか苗病菌と同じ Fusarium 属のコムギ赤か

び病菌ではβ2 チューブリン遺伝子の 167 番目のアミノ酸をコードするコドンに抵抗

性変異を持っており、この系統は抵抗性系統全体の約 9 割を占めている (Duan et al. 

2014; Chen et al. 2015)。今回の研究でシーケンス解析した 2 サンプルでは先に述べた

β2 チューブリン遺伝子の 198、200 番目のコドン以外で 50、167、240 番目のコドン

には薬剤抵抗性に関与する変異が起こることが知られているが、本研究で用いたサンプ

ルの 6 番目のコドン配列に関してはプライマーの結合部位の近くのため、解析できなか

った。また得られたシーケンスの質が悪いものの 50、167、240 番目のコドンにおいて

は薬剤抵抗性に関与する既知の変異は見られなかった。このようなサンプルは培地上の

薬剤感受性試験では抵抗性を示し、表現形質では陽性であるものの、検査結果では陰性

と判断されてしまう擬陰性となる。防除効果を低下させる薬剤抵抗性系統を見逃すこと

は、防除計画の設定ミスや、薬剤抵抗性系統の蔓延を引き起こす恐れがあるため、この

擬陰性反応をいかに排除するかが課題であると思われる。その後、岐阜大学科学研究基

盤センターで実施された培養に基づく薬剤感受性再試験にて上記の Wo17 と Wo23 は

チオファネートメチル 100 ppm 含有 PDA 培地で生育できず、またシーケンス解析の

結果からβチューブリン遺伝子に薬剤抵抗性変異が無いことが確認された。このことか

ら Wo17 と Wo23 はチオファネートメチル剤に対して感受性系統であることが明らか

になり、本研究で行われたLAMP-FLP法およびシーケンス解析の結果を支持している。

従って、本研究で実施された LAMP-FLP 法による試験結果と培養に基づく薬剤感受性

試験の結果は一致した。本研究の結果から、一つのプライマー・プローブセットによる

LAMP-FLP 法で異なる 2 つの抵抗性変異を迅速かつ同時に検出できることが示された。

本研究で用いたプローブはβ2 チューブリン遺伝子の 198、200 番目の抵抗性変異の位

置に設計されていることから、E198V 抵抗性系統の検出も同様に可能であると考えら

れる。 

また今回 LAMP-FLP 法に用いた機器は前のセクションの条件検討では LAMP 法用

測定装置 LF-8 (ニッポン・ジーン、東京)を用いたが、今回の試験で用いたのは LF-8 の

改良版である LAMP 法用測定装置 LF-8 plus (ニッポン・ジーン)を用いた。LF-8 plus

では LF-8 と同じ条件で試験を行った場合、計測データのグラフで計測の精度が高くな

り計測頻度が増加したことによる多数のピークが発生する。実際に会合曲線分析にかか

る時間が従来の機器に比べ 15 分から 20 分程度長くなっていた。このため LF-8 では 2

秒毎に計測データのサンプリングを行っていたが、LF-8 plus では 5 秒毎にデータをサ
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ンプリングするように変更した。これにより、非特異的なピークの発生を抑えることが

可能になった。この変更によってサンプリングデータの高温、低温側が少し削られるが、

消光ピーク温度の検出範囲からはずれていることから結果への影響はないと考えてい

る。また自動ピーク検出の温度範囲は LAMP-FLP の予備試験結果より、感受性系統配

列のピーク温度検出範囲を 56–62℃、抵抗性変異検出の温度範囲を 48–56℃に設定し

た。さらに検出ピークの閾値は予備試験の結果などから感受性系統を濁度で－2000、抵

抗性変異ピークを－1000 に設定した。これらの設定変更により感受性系統と抵抗性系

統の自動検出・識別を安定させることができた。 

本研究でイネばか苗病菌における分子生物学的手法に基づいたベンズイミダゾール

系薬剤抵抗性系統検出法の検討は初めて行われた。本研究で検討された LAMP-FLP 法

は F. fujikuroi のβ2 チューブリン遺伝子を迅速に増幅し、さらに現在知られているベ

ンズイミダゾール系薬剤抵抗性変異 (E198K や F200Y)の特異的検出が可能であるこ

とが示された。今後は本手法をより現場で使える技術とするための試験方法を検討する

ことが重要である。本研究では菌株から抽出した DNA で LAMP-FLP の試験を行った

が、病原菌の分離、培養、DNA 抽出といった作業が必要になるため非常に手間がかか

る。いくつかの研究はイネ馬鹿苗病菌 F. fujikuroi をイネの籾や植物体からの分子生物

学的手法による検出を検討してきた (Amatulli et al.2012; 藤 2013)。また Komura ら 

(2017)は赤かび病に罹病したコムギ穂に形成された病原菌のスポロドキアから調製し

た分生子懸濁液を用いた薬剤感受性検定を行っている。今後、イネの籾を直接利用した

LAMP-FLP 法による薬剤感受性試験が可能になれば、収穫した稲籾を用いた迅速なモ

ニタリング調査が可能になり、効果的な防除計画の素早い構築が期待できると思われる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

第 2 章 図・表 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1：LAMP 予備試験に用いたサンプルと結果 

 

生物検定はチオファネートメチル 100ppm 含有 PDA 培地上の薬剤感受性試験で判定 

抵抗性変異はβ2 チューブリン遺伝子のシーケンス解析により同定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

感受性ピーク

(56－62℃)

抵抗性ピーク

(48－56℃)

2367 Gfc1524502TMS 感受性系統 なし 56.78 -

2368 Gfc0825009TMS 感受性系統 なし 56.78 -

2369 Gfc1524101TMR 抵抗性系統 E198K - 48.41

2370 Gfc1524102ReTMR 抵抗性系統 E198K 61.78 48.56

2371 Gfc1524502ReTMR 抵抗性系統 E198K - 49.1

2372 Gfc0801001TMR 抵抗性系統 F200Y - 52.16

2373 Gfc1521033TMR 抵抗性系統 F200Y - 51.11

- 滅菌水 - - - -

LAMP-FLP

菌株 抵抗性変異生物検定MUCC
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表 2 ：LAMP-FLP 法の実用化試験に用いたサンプルとその結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

感受性ピーク

(56－62℃)

抵抗性ピーク

(48－56℃)
MAFF235949 S 1 ◯
Gfc0801001 R(F200Y) 2 ●
Gfc0801002 R 3 ●
Gfc0801003 R 4 ●
MYG92-10 R 5 ●
SMN86-2 R 6 ●
MIE92-4 R 7 ●

Gfc9424702 R 8 ●
Gfc9424703 R 9 ●
Gfc9424707 R 10 ●
Gfc0625001 R 11 ●
Gfc0625002 R 12 ●
Gfc0625004 R 13 ●
Gfc0625005 R 14 ●
Gfc0625006 R 15 ●
Gfc0625007 R 16 ●
Gfc0625008 R→S 17 ◯
Gfc0625010 R 18 ●
Gfc0925005 R 19 ●
Gfc0925010 R 20 ●
Gfc0925011 R 21 ●
Gfc0925012 R 22 ●
APF06083 R→S 23 ◯

Gfc8707123 R 24 ●
Gfc8707182 R 25 ●
Gfc8707117 R 26 ●
Gfc8707249 S 27 ◯
Gfc8707642 R 28 ●
Gfc0825001 R 29 ●
Gfc0825002 R 30 ●
Gfc0825003 R 31 ●
Gfc0825004 R 32 ●
Gfc0825005 R 33 ●
Gfc0825006 R 34 ●
Gfc0901002 R 35 ●
Gfc0901005 R 36 ●
Gfc0901009 R 37 ◯ ●
Gfc1004001 R 38 ●
Gfc1004002 R 39 ●
Gfc1034001 R 40 ●

GL24 S 41 ◯
GL25 S 42 ◯
GL27 S 43 ◯
GL28 R 44 ●

サンプル
チオファネート

メチル感受性
Working No.

LAMP-FLP
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表 2 の続き 

 

生物検定はチオファネートメチル 100ppm 含有 PDA 培地上の薬剤感受性試験で判定 

S: 感受性、R: 抵抗性、Gfc0625008(Wo17)と APF06083(Wo23)は生物検定の結果が途

中で修正され、R→S となった。 

 

 

MAFF235463 S 45 ◯
Gfc1004003 S 46 ◯
Gfc1006001 S 47 ◯
Gfc1006002 S 48 ◯
Gfc1006007 S 49 ◯
Gfc1019001 S 50 ◯
Gfc1019003 S 51 ◯
Gfc1019004 S 52 ◯
Gfc1016022 S 53 ◯
Gfc1016024 S 54 ◯
Gfc1016025 S 55 ◯
Gfc1016026 S 56 ◯
Gfc0821004 S 57 ◯
Gfc0921001 S 58 ◯
Gfc0921002 S 59 ◯
Gfc0921009 S 60 ◯
Gfc0921014 S 61 ◯
Gfc0921034 S 62 ◯
Gfc0921039 S 63 ◯
Gfc0921040 S 64 ◯
Gfc0921041 S 65 ◯
Gfc1025029 S 66 ◯
Gfc1025037 S 67 ◯
Gfc1025091 S 68 ◯
Gfc1034002 S 69 ◯
Gfc1041003 S 70 ◯
Gfc1041010 S 71 ◯
Gfc1041011 S 72 ◯
Gfc1043032 S 73 ◯
Gfc1043035 S 74 ◯
Gfc1043037 S 75 ◯
Gfc1043045 S 76 ◯
Gfc1043046 S 77 ◯
Gfc1043047 S 78 ◯

Mo78 S 79 ◯
Mo80 S 80 ◯

Mo141 S 81 ◯
Mo136 S 82 ◯
Mo309 S 83 ◯
IBR89-1 S 84 ◯

Gfc0825007 S 85 ◯
Gfc0825009 S(TMS) 86 ◯
Gfc0825011 S 87 ◯
Gfc0009063 S 88 ◯
Gfc0009105 S 89 ◯
Gfc0009110 S 90 ◯
Gfc0009117 S 91 ◯

41-79 S 92 ◯
41-84 S 93 ◯
41-116 S 94 ◯
41-108 S 95 ◯

Gfc1524102ReTMR R(E198K) － ●
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図 1：LAMP-FLP 法による予備試験(DNA増幅) 

縦軸；濁度の測定、横軸；反応時間 

 

 

図 2：LAMP-FLP 法による予備試験(会合曲線分析) 

縦軸；蛍光値の一次微分、横軸；反応温度 
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第 3章 フィリピンのバナナ分離菌株の分子系統による種同定及び LAMP-FLP法によ

るバナナ新パナマ病菌の特異的検出の検討 

 

第 1 節 緒言 

 

 バナナ (banana; Musa spp.)はバショウ科バショウ属の多年生草本でありマレー半

島を中心とした東南アジアが起源とされている (岩佐 1984)。農作物の中でも栽培の歴

史は古く、紀元前 5 千年前には栽培化されていたとされる (岩佐 1984)。現在のバナナ

品種はマレー半島を起源とする 2 倍体の野生バナナ (Musa acminata Colla)から単為

結果性及び雄性、雌性不稔性を得たものがインドやフィリピンの野生種  (Musa 

balbisiana Colla)と交雑した品種、あるいはその過程で発生した 3 倍体の品種である。

バナナは多くの生産国で主食として食され、また他国への輸出による収入源として重要

な作物である (Dita et al. 2010)。統計によれば世界全体のバナナの生産量は約 1.13 億

トンであり、フィリピンの生産量は約 580 万トンで 6 位である。また世界全体のバナ

ナ輸出量は約 2 千万トン (輸出額約 1 兆円)でフィリピンの輸出量は約 140 万トンで 5

位 (輸出額は 6 位)である (FAOSTAT 2016)。日本は海外から約 96 万トンのバナナを

輸入していて、国別でみると、フィリピン、エクアドル、台湾の順に輸入量が多い。こ

のうちフィリピンからの輸入量が約 75 万トンであり、全体の 8 割を占めている (財務

省貿易統計(輸入) 2016)。このようにバナナは南米、アフリカ、そしてアジア地域の

様々な農業基幹経済にとって重要な輸出品目であり、国際貿易において 5 番目に重要な

作物であるとされる (Aurore et al. 2009)。 

パナマ病は糸状菌 Fusarium oxysporum f. sp. cubense  (Foc) によって引き起こさ

れるバナナの重要病害である (Stover 1962; Ploetz 2006)。本病害は典型的な導管病害

で、バナナの株を萎凋させる。発病初期は古い葉で黄化や萎凋症状が見られ、症状は若

い葉にも進行し最終的に株全体が枯死する。植物体内部では根茎の退色や、偽茎の導管

のネクロシスが見られる (Dita et al. 2010)。Foc は厚膜胞子を作り、宿主が存在しなく

ても土壌中に残存し (Lucas et al. 1998; Dita et al. 2010)、他の土壌病害と同じく土壌

中から Foc を完全に除去することは困難である。このため一度 Foc で土壌が汚染され

ると、その地域では長期間、感受性バナナ品種を栽培することができなくなる (Stover 

1962, 1990)。Foc には品種によって病原性が異なる 4 つのレースが存在している。レ

ース 1 は‘Gros Michel’ や、‘Lady Finger’、‘Apple’のような AAB (異質 3 倍体)ゲノム

を持つバナナ品種に病気を引き起こす。このレース 1 は 1950 年代に猛威を振るい、世

界中のバナナ産地で当時の主力品種 ‘Gros Michel’に大きな被害をもたらし、パナマ病

抵抗性品種である ‘Cavendish’ にとって変わられた。レース 2 は ‘Bluggoe’のような

ABB ゲノムを持つバナナ品種に病気を引き起こし、またレース 3 はバナナ品種に病気

を引き起こさないことから、病原体として認識されていない。レース 4 は AAA ゲノム
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を持つ ‘Cavendish’ に病原性を有し、レース 1，レース 2 の感受性品種にも病気を引き

起こす。このレース 4 は ST4 (Subtropical race 4)と TR4 (tropical race 4)に分かれ、

ST4 は低温条件下など植物体に環境ストレスがかかりやすい条件下でのみパナマ病を

引き起こす。一方、TR4 は環境条件に関わらず病気を引き起こすことから、世界で問題

になっている (柏・有江 2014)。 

この Foc TR4 によるパナマ病は新パナマ病とも呼ばれ、台湾における最初の報告か

ら 20 年あまりで、分布域が急速に広がり、近年では中国、インドネシア、フィリピン、

マレーシア、台湾、オーストラリア ( Ploetz 2006a, 2006b; Ploetz et al. 2015b)、モザ

ンビーク (Butler 2013)、オマーン (Ordonez et al. 2015a)、イスラエル (Maymon et 

al. 2018)、ミャンマー (Zheng et al. 2018)、ベトナム (Hung et al. 2018)、ラオス  

(Chittarath et al. 2018)、ヨルダン (García-Bastidas et al. 2014)、パキスタン、レバ

ノン (Ordonez et al. 2015b)などで発生が報告されている。現時点で効果的な対策はな

く (Ploetz et al. 2015)、TR4 罹病植物および汚染土壌の診断、根絶、隔離による移動

制限によって Foc TR4 の分布拡大を防いでいる(Dita et al.,2010; 柏・有江 2014)。Foc

には少なくとも 24のVCG(菌糸和合群)が存在しており、Foc TR4はVCG01213(01216)

で表される (Puhalla 1985; Ordonez et al. 2015a)。Fusarium oxysporum の特定の種

を宿主とする分化型 (formae specialis; f. sp.)や品種によって病原性が異なるレースは

形態的特徴からの同定は困難であり、宿主植物への接種による病原性試験が必要である 

(Lieven et al. 2008)。このため、TR4 の診断はバナナ植物体 (AAA ‘Cavendish’)へ

の接種試験と硝酸塩利用欠損菌株 (Nit 変異菌株)による VCG 試験によって行われてい

るが、これらの試験には非常に大きな手間や時間がかかる (Puhula 1985; Dita et al. 

2010)。 

Ditaら(2010)は rDNA 遺伝子間領域塩基配列 (rDNA-IGS)を用いて Foc VCG01213

を特異的プライマーを用いて検出する方法を開発した。また IGS 領域を利用したリア

ルタイム PCR や、リアルタイム LAMP (RealAmp) 法に基づいた VCG01213 特異的検

出法が開発されてきた (Lin et al.2013, Zhang et al.2013)。一方、PCR 法は電気泳動

のような作業や、リアルタイム PCR やリアルタイム LAMP 法では、高価な機器が必要

になるため、熱帯地域を主とする生産現場に導入・普及させることは難しい。そこで一

塩基置換を検出できる LAMP-FLP 法を用いて、サンプルの VCG を特定し Foc TR4 を

判別する手法の開発に取り組んだ。本研究によって、世界中のバナナ生産に大きな被害

を与える新パナマ病の迅速かつ簡易な診断が可能となり、これによる栽培計画の構築を

容易にし、バナナの栽培安定化に寄与することを目的とする。 
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第 2 節 材料と方法 

 

第 1 項 供試菌株 

 

 フィリピンのバナナ園でパナマ病の症状と疑われるバナナ植物体 (品種キャベンデ

ィッシュ)から分離された菌株 19 株を試験管にて輸入した (表 1)。輸入した菌株には

MUCC 番号が付与され、菌株および抽出 DNA の管理に用いられた。輸入菌株はクリ

ーンベンチ  (三洋電機 )内にて火焔滅菌した針を用いて直径 9cm の SNA 培地 

(Nirenberg 1976)に移殖、インキュベータ内にて 3 日間 25℃暗黒条件下で培養し、以

後の試験に供した。培養後、クリーンベンチ内でオートクレーブ滅菌したストローで培

地を菌糸体ディスクを 5 枚打ち抜き、10%グリセロール溶液の入ったセラムチューブに

移した。チューブは-80℃で保存された。またそれぞれを PDA 培地に移し、インキュベ

ータ内にて 3 日間 25℃暗黒下、3 日間培養した。この PDA 培地上の菌株は次の DNA

抽出に用いられた。 

 

第 2 項 DNA 抽出 

 

DNA 抽出は DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (QIAGEN, Netherlands)を用い

て、取扱説明書に従って行い、DNA 抽出液は、チューブのふたに MUCC 番号を書い

たシールを貼り、-20℃で保存した。 

 

第 3 項 ヒストン H3 塩基配列を用いた系統解析 

 

フィリピンのバナナ分離菌株の分類学的位置を調べるためにヒストン H3 遺伝子領

域を用いて分子系統解析を行った。PCR 反応及びシーケンス反応は表 1 に示した菌株

を用いて、第 1 章の第 2 節第 4 項と同様に行い、DNA 塩基配列を取得した。取得した

塩基配列は MEGA7.0( Tamura et al. 2016) や Bioedit v.7.2.5 を用いてアセンブルし

て塩基配列を完成させた。NIH/NCBI の Basic Local Alignment Search Tool 

(BLASTn:https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE

=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)で類似塩基配列を検索して、目的とする DNA

配列が得られているか確認した。 

系統解析は MEGA7.0 (Tamura et al. 2016)を用いて、最大節約系統樹を作成した。

供試菌株の塩基配列データに農業生物資源ジーンバンク  (Genebank Project, 

NARO)(https://www.gene.affrc.go.jp/databases-micro_approved.php#fusarium.)から

得た Fusarium 属菌のヒストン H3 塩基配列データ(表 2)を加え、MAFFT version 7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html)を用いてアライメントを行った。
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さらに F. subglutinans strain MRC6525(AF150860.1)と MRC6524(AF150861.1)とマ

レーシア産の Foc TR4 のヒストン H3 塩基配列データもデータセットに加えた(表 7)。

塩基配列内のギャップは第 5 塩基として扱った。最大節約法に基づいたステップ数が一

番少ない系統樹は発見的探索法で選ばれた。樹形の探索は SPR (Subtree-Pruning-

Regrafting) 条件下で初期系統樹を 10 与え、MP search level は 3 に設定して行われ

た。ブートストラップ法は 500 回繰り返され、枝の信頼度を評価した。また一致指数 

(CI)、保持指数 (RI)、修正一致指数 (RC)を求め、系統樹の信頼性を評価した。 

 

第 4 項 IGS 領域の PCR とシーケンス 

 

 Foc の VCG を判定するためには窒素利用能変異株や対照株を用いた対峙培養が必要

である。しかしながら、これらの株の入手は困難であることから、公開されているこれ

らの対照株の判別が可能な核 DNA IGS 領域塩基配列による VCG の推定を行った。

PCR反応は表 1に示した菌株を用いて行った。プライマーペア iNL11と iCNS1は IGS 

(intergenic spacer)領域遺伝子を増幅するために用いられた(O’Donnell et al. 2009; 

Dita et al. 2010)(表 2)。PCR 反応液は 10-50 ng DNA 1µl、ddH2O 8.20µl、50mM MgCl2 

(Bioline) 0.38µl、1x 反応バッファー (Bioline) 1.25µl、1mM dNTPs (Bioline)、上流側

プライマー10µM iNL11、下流側プライマー 10µM iCNS1、Biotaq (Bioline) 5 unit/µL 

0.06µl の計 12.5µl を入れ、混合した。混合液をスピンダウンして PCR チューブの底に

集め、サーマルサイクラ― (T100, Bio-Rad, US)にセットして PCR 反応を行った。PCR

反応は 95℃で 5 分の初期乖離反応後、95℃で 60 秒の乖離反応、62℃で 60 秒のアニー

リング反応、72℃で 3 分の伸長反応を 30 サイクル、最後に 72℃で 10 分間の最終伸長

反応を行った。PCR 反応終了後、DNA 増幅を確認するため、前のセクションと同様に

電気泳動を行いゲルを観察した。シーケンス反応は上記のプライマーペアにプライマー

NLa と CNSa を加え(O’Donnell et al. 2009; Dita et al. 2010)、DNA増幅を確認した

PCR 産物を用いて、第 1 章の第 2 節、第 4 項と同様に行い、塩基配列を取得した。取

得した配列は MEGA7.0( Tamura et al. 2016) や遺伝子解析ソフトウェア Bioedit 

v.7.2.5(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)を用いてアセンブルを行い、塩

基 配 列 を 完 成 さ せ た 。 NIH/NCBI の Basic Local Alignment Search Tool 

(BLASTn:https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE

=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)で類似塩基配列を検索して、目的とする DNA

配列が得られているか確認した。確認された配列は前述と同様にマレーシア産菌株の

IGS 領域塩基配列データ(表 7)とジーンバンクから得られた Foc の IGS 塩基配列デー

タ(表 4)とともに MEGA7.0 でアライメントを行い、Dita ら(2010)で報告された Foc 

TR4 特異的 SNPの有無を確認した。また得られた IGS 塩基配列データから上記の第 3

項と同様に最大節約系統樹を作成し、供試菌株の VCG を推定した。系統樹作成に用い
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た IGS 領域データセットは表 5 に示した。 

 

第 5 項 Foc VCG01213 の分子生物学的手法に基づいた同定 

 

 供試菌株の中に Foc VCG01213 が存在するかどうか調べるために、Dita ら(2010)が

開発した Foc VCG01213 特異的検出法を行った。PCR 反応は表 1 に示した菌株を用い

て行った。Foc VCG01213 特異的プライマーペア Foc TR4-F と Foc TR4-R は IGS 

(intergenic spacer) 領域遺伝子のうち、Foc VCG01213 の特異的配列を増幅するため

に用いた(Dita et al. 2010)(表 2)。PCR 反応液は 10-50 ng DNA 1µl、ddH2O 8.20µl、

50mM MgCl2 (Bioline, London, UK) 0.38µl、1x 反応バッファー (Bioline) 1.25µl、

1mM dNTPs (Bioline)、上流側プライマー10µM Foc TR4-F、下流側プライマー 10µM 

Foc TR4-R、Biotaq (Bioline) 5 unit/µL 0.06µl の計 12.5µl とした。混合液をスピンダ

ウンして PCR チューブの底に集め、サーマルサイクラ― (T100, Bio-Rad, US)にセッ

トして PCR 反応を行った。PCR 反応は 95℃で 5 分の初期乖離反応後、95℃で 60 秒

の乖離反応、60℃で 60 秒のアニーリング反応、72℃で 3 分の伸長反応を 30 サイクル、

最後に 72℃で 10 分間の最終伸長反応を行った。PCR 反応終了後、DNA増幅を確認す

るため、PCR 反応液 2µl に対し、GelRed (Biotium, Inc., US) 2µl を加えた計 4µl を

1.2％TAE アガロースゲル中の各ウェルにアプライし、同様に 100bp ラダーマーカー 

(New England Biolab, Beverly, MA) 2µl に対し、GelRed 2µl を加えた計 4µl を泳動の

距離の把握のために PCR 反応液と同時に 100V、30 分間電気泳動を行った。泳動後の

アガロースゲルは、ゲル撮影装置 FAS-V (日本ジェネティクス株式会社, 東京) にて

LED ライト下で可視化し、撮影した。 

 

第 6 項 LAMP-FLP 法による Foc TR4(VCG01213)の特異的検出の検討 

 

 本研究で設計されたLAMP-FLP法用のプライマー・プローブセットを評価するため、

フィリピン産 19菌株とマレーシア産 15菌株のDNA抽出液を用いて LAMP-FLP法を

用いた実験を行った。LAMP 反応試薬は 10×反応バッファー (ニッポン・ジーン)、

25mM dNTPs (ニッポン・ジーン)、1.6 µM ID65 FIP プライマーと ID65 BIP プライ

マー (表 2; 図 6)、 0.2 µMの ID65 F3プライマーと ID65 B3プライマー (表 2; 図 6)、

0.8 µM ID65 LF90 下流側ループプライマー (表 2; 図 6)、0.2 μM の ID65 FLB(上流

側蛍光標識ループプライマー) 1 または FLB 2(表 2; 図 6)、0.5 µM の ID65 Probe 

Dabcyl 1 (消光プローブ)または Probe Dabcyl 2(表 2; 図 6)、1µl 増幅酵素、そして希

釈した PCR 産物 4µl の計 25µl を入れ、調合した。本試験で用いた消光プローブは Foc 

TR4 の配列にフルマッチで設計されている(表 5; 図 6)。混合液をスピンダウンしてチ

ューブの底に集め、LAMP 法用測定装置 LF-8 (ニッポン・ジーン) にセットして、
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LAMP 反応を行った。滅菌水はネガティブコントロールとして用いられた。LAMP 反

応は 66℃で 25 分間行われ、その後、消光プローブによる会合曲線分析による抵抗性変

異の有無の判定を行った。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 ヒストン H3 塩基配列を用いた分子系統解析 

 供試菌株 19 菌株から得られたヒストン H3 塩基配列データをデータベース上で検索

したところ 14 菌株で Fusarium oxysporum strain R1(KJ866871.1)、4 菌株で

Fusarium subglutinans MRC6525(AF150860.1)がヒットした。残りの 1 菌株ではヒス

トン H3 塩基配列が得られなかった。またこれらの塩基配列とデータベース上の

Fusarium oxysporum 種複合体種のヒストン H3 塩基配列データを用いて最大節約系

統樹を作成した結果、14 菌株が Fusarium oxysporum とクレードを形成した (図 1)。

また、それ以外の 4 菌株は Fusarium subglutinans と Fusarium sacchari とクレード

を形成した(図 1)。またマレーシア産 15 菌株のうち、12 菌株が F. oxysporum と 2 菌

株が F. asiaticum とクレードを形成した(表 7; 図 1)。 

 

第 2 項 IGS 領域の系統解析及び TR4 特異的 PCR の結果 

 

 ヒストン H3 塩基配列に基づく系統関係から F. oxysporum と推定された 14 菌株に

て IGS 領域のシーケンス反応を行い、DNA 塩基配列を取得した。シーケンス解析の結

果からすべての菌株で Dita ら (2010) で報告された Foc VCG01213 特異的 SNP が確

認された(図 3)。また IGS 塩基配列に基づく系統解析から、これらの菌株はすべて

VCG01213 の菌株とクレードを形成した(図 4)。またこれらの菌株にて Dita ら (2010) 

で開発された Foc TR4 (VCG01213) 特異的 PCR を行った結果、14 菌株で Foc 

VCG01213 に特有の長さ約 463bp の DNA バンドが確認された (図 5)。マレーシア産

15 菌株では、IGS 領域塩基配列が得られなかった 2 菌株を除く 13 菌株の配列データ

を系統解析に用いた。その結果、13 菌株で Foc TR4(VCG01213)の菌株とクレードを形

成した(図 4)。 

 

第 3 項 LAMP-FLP の結果 

 

上記のフィリピン産 19 菌株及び 15 菌株にて LAMP-FLP 法による Foc TR4 特異的

検出を行った結果、プライマーセット①(表 6)を用いた結果ではヒストン H3 及び IGS

領域の塩基配列に基づく系統関係から Foc TR4(VCG01213)と示唆されたフィリピン産

14 菌株で平均 57.1℃ (最低 56–最高 58.6℃) の消光温度ピークを検出し、これは想定

された消光ピーク温度に一致した (図 6)。またマレーシア産の 15 菌株でも同様に平均

57.9℃(56.6–59.9℃)の消光温度ピークを検出した。したがって、フィリピン産 14 菌株

とマレーシア産 15 菌株で Foc TR4(VCG01213)フルマッチ配列を検出した。一方で、

F. sacchari と推定されたフィリピン産 4 菌株ではターゲットは DNA は増幅されなか
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った(図 6)。プライマーセット②を用いた結果、プライマーセット①と同様に VCG01213

と示唆されたフィリピン産 14 菌株とマレーシア産 15 菌株でターゲット DNA 配列は

増幅された(図 7)。しかし、消光ピーク温度は計測されたもので少なくとも 45℃以下と

なり、設計されたプローブの想定された Tm 値よりもかなり低かった(図 7)。 
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第 4 節 考察 

 

ヒストン H3 塩基配列に基づく系統解析から Fusarium oxysporum とクレードを形

成した 14 菌株は F. oxysporum であると推定された(表 1; 図 1)。一方で 4 菌株は

Fusarium sacchariとFusarium subglutinansとクレードを形成した(図1)。F. sacchari

はサトウキビしょう頭腐敗病の病原であり (Ploetz 2006; 青木ら 2014)、F. 

subglutinansは海外でトウモロコシのFusarium ear rotの病原の一つとされる(Goertz 

et al. 2010; 岡部 2015)。どちらも Fuarium fujikuroi 種複合体に所属し、その一部の

種で独立した交配群(Mating Population; MP)が認識され、F. sacchari は MP-B、F. 

subglutinans は MP-E の交配群とされている。先行研究では系統樹上でこの 2 種は異

なるクレードに位置することが報告されている(Herron et al. 2015; Sandoval-Denis et 

al. 2018)。一方で、この 2 種は混同される可能性があり、同定には交配試験や分子マー

カーが必要とされる(Ploetz  2006c)。また F. subglutinans は分類学的な異動が著しい

種の一つであり、保存施設等に預けられている F. subglutinans は F. sacchari や F. 

concentricum のような別種として再同定される可能性が高いとされる(青木 2009)。本

研究のデータセットに加えた F. subglutinans MRC6524 と MRC6525 はサトウキビと

関連があると記述され、また交配群も MP-B と記述されていることから(Steenkamp et 

al. 1999)、MRC6524 と MRC6525 は F. sacchari であると推定した。従って、この 4

菌株は F. subglutinans ではなく F. sacchari であることが示唆された。フィリピンで

はサトウキビの栽培も一般的に行われており(Singh et al. 2004)、本研究で供試した分

離菌株を採集した地域でもサトウキビの栽培が行われていたことがある。またフィリピ

ンではF. sacchariの存在も報告されており(Ploetz 2006)、バナナの果実からF. sacchari

が分離されたという報告もあることから(Tarnowski et al. 2010)、土壌中あるいはバナ

ナ植物体中に内生的に存在していたF. sacchariが分離されたのではないかと思われる。 

上記の F. oxysporum と同定された 14 菌株の IGS 塩基配列のシーケンス解析及び系

統解析は 14 菌株全てが Fusarium oxysporum f. sp. cubense の VCG01213 であること

を示唆した(図 4)。IGS 塩基配列から得られた系統樹ですべての VCG01213 は一つのク

レードを形成し(図 4)、これは先行研究の結果と一致した(Fourie et al. 2009)。さらに

この結果は PCR 法による Foc TR4 特異的検出法 (Dita et al. 2010) の結果を支持し

た。従って分子系統関係から、この 14 菌株は VCG01213 であると同定され、Foc TR4

であることが示唆された。これらの菌株が Foc TR4 であるかどうかより詳細に調べる

ために、バナナ品種 ‘Cabendish’ への接種による病原性試験や VCG 試験のような生物

検定が必要であると思われる。 

Foc TR4 はバナナの起源地とされるマレー半島を中心とした東南アジアが起源であ

ると考えられている (Maryani et al. 2019)。本研究でフィリピン及びマレーシアで発

生した新パナマ病菌 Foc TR4 についてヒストン H3 領域の塩基配列を用いた系統解析
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は初めて行われた。その結果から、マレーシアとフィリピンの Foc TR4 は単系統であ

ることが示唆された(図 1)。この結果は先行研究と一致した (Maryani et al. 2019)。

VCG は多くの分化型でレースの遺伝的関係を反映するといわれており、同一の VCG の

菌株は一般的に同一のクローンに属すると考えられている(Kistler 1997; 青木 2014)。

IGS 領域の分子系統関係からこれらの菌株は VCG01213 であることが示唆されており、

上記の説を支持している。一方で、ヒストン H3 遺伝子領域のみでは種内のより詳細な

調査は難しいと思われる。本研究では一つの遺伝子領域のみを用いて解析を行っている

が、先行研究では TEF-1α、RPB1、RPB2 塩基配列の多遺伝子座結合マトリックスを

用いた分子系統解析が行われてきた (Maryani et al. 2019)。Maryani ら(2019)は上記

の 3 遺伝子領域の系統関係と、病原性試験の結果から、これまでの多くの研究と同じく

Foc TR4 は多系統 (polyphyletic) なレース 1 とは異なり、単系統で種として認識が可

能であり、Fusarium odoratissimum N. Maryani, L. Lombard, Kema & Crous を提案

した。しかし、この単独の系統の中には、先行研究で接種による病原性試験の結果から

Foc レース 1 と同定された系統も含まれている。これは、病原性試験の均一性やそのサ

ンプル数が確保されているか疑問な点もあることから、今後、菌株の同定の正確性を含

め、さらに検討する必要がある。 

本研究で LAMP-FLP 法による Foc TR4 の特異的検出法の検討は初めて行われた。

プライマーセット①を用いた結果、消光ピーク温度の結果と想定されたプローブの Tm

値から前述の Foc TR4 と示唆されたフィリピン産 14 菌株とマレーシア産 15 菌株で

Foc TR4(VCG01213)配列が検出された(表 1,7)。一方で F. sacchari と同定された菌株

ではターゲット DNAは増幅されなかった(図 6)。このことから本研究で行った LAMP-

FLP 法で Foc TR4 の検出が可能であることが示唆された。また濁度による DNA 増幅

の測定データを見ると、約 20 分程度で DNA のターゲット領域が完全に増幅されてい

ることから (図 6)、培養菌株由来の DNA 抽出溶液を用いた試験では 25–30 分の反応

時間で増幅が可能であると思われる。また検出結果を安定させるために、本研究で行っ

た LAMP-FLP 試験の結果のシミュレーションから、データのサンプリングは 5 秒毎に

行い、そして自動判定を行うためのピーク検出の温度範囲は LAMP-FLPの結果とプロ

ーブの想定された Tm 値からフルマッチ配列(Foc TR4)のピーク温度検出範囲を 55–

61℃、ミスマッチ配列検出の温度範囲を 49–55℃が適当と判断した。検出ピークの閾値

は暫定的にフルマッチ配列とミスマッチ配列ピークを－300 に設定したが、今後、他の

VCG 菌株を用いた試験結果によっては修正される可能性もある。一方でプライマーセ

ット②を用いた結果、消光ピーク温度が想定されたプローブの Tm 値(約 54.9℃)よりか

なり低く計測された(図 7)。ターゲット DNA はプライマーセット①と同様に増幅され

ていることから(図 7)、原因は消光プローブに関連していると思われるが、本研究で明

らかにすることはできなかった。Foc TR4(VCG01213)の検出はプライマーセット①の

みで十分可能であるが、プライマーセット②は Foc TR4(VCG01213)以外の Foc VCG
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菌株も検出できるように設計されている。今後はプライマーセット②をより詳細に検討

するため、異なる VCG に属する Foc を用いた試験や測定機器の温度設定を検討するこ

とが課題であると考えられた。 

本研究で検討した LAMP-FLP 法による特異的検出法は培養菌株から抽出した DNA

溶液を用いた。今後は、菌株の分離や DNA 抽出などの作業の手間を省き、検出をより

迅速に実施するため、バナナの茎や葉などのような植物体あるいは Foc TR4 汚染土壌

を直接用いた LAMP-FLP 法による Foc TR4(VCG01213)の特異的検出を検討するべき

である。 

またマレーシア産 15 菌株中 4 菌株で、ヒストン H3 塩基配列及び IGS 塩基配列の系

統解析、そして特異的プライマーを用いた PCR そして LAMP-FLP 法の結果は一致し

なかった(表 7)。ヒストン H3 配列の系統関係から 2 菌株が F. asiaticum と推定された

ことから、原因の一つに別種の菌株 DNA によるコンタミネーションが考えられる。ま

た一部の菌株にて PCR 反応による増幅が見られなかったことから、実験操作あるいは

抽出 DNA の濃度も原因と考えられた。しかしこの 15 菌株はプライマーセット①を用

いた LAMP-FLP 法において VCG01213 が検出された。これは LAMP-FLP 法の検出

感度や特異性が非常に高く、抽出 DNA の濃度やコンタミネーションの影響を受けなか

ったことが要因と思われた。 

本研究結果が今後の Foc TR4 に関わる研究及びバナナ生産地での新パナマ病防除に

役立つことを期待する。 
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第 3 章 図・表 

 

 

 

 

表 1 フィリピンのパナマ病罹病バナナ 'Cabendish' からの分離菌株リスト 

 
a系統解析(IGS)は Foc TR4 特異的 SNP の確認かつ系統樹上で Foc TR4(VCG01213)と

クレードを形成した株を VCG01213 と推定 

b系統解析(ヒストン H3)は系統解析と Blast 検索から種を推定 

c三重大学カルチャーコレクション所蔵 

dプライマーセット①を用いた LAMP-FLP 法で消光ピーク(55-61℃)が確認されたサン

プルを VCG01213 とした 

－：PCR 産物や塩基配列を得られなかったことを示す 

 

 

 

 

MUCCc 株名 採集年月日 Foc TR4特異的PCR 系統解析(IGS)a 系統解析(ヒストンH3)b LAMP-FLPd

2700 NE-001 2018/11/19 - - Fusarium sacchari -

2701 NE-002 2018/11/19 - - Fusarium sacchari -

2702 NE-003 2018/11/19 - - 配列を取得できなかった -

2703 NE-004 2018/11/19 - - Fusarium sacchari -

2704 NE-005 2018/11/19 - - Fusarium sacchari -

2705 DV-006 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2706 DV-007 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2707 DV-008 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2708 DV-009 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2709 DV-010 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2710 DV-011 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2711 DV-012 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2712 DV-013 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2713 DV-014 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2714 DV-015 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2715 DV-016 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2716 DV-017 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2717 DV-018 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

2718 DV-020 2018/12/20 VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213
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表 2：PDA培地と SNA培地の組成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培地 材料 量

KH2PO4 1.0g

KNO3 1.0g

MgSO4・7H2O 0.5g

KCl 0.5g

グルコース 0.2g

スクロース 0.2g

水 1.0L

寒天 20.0g

PDA 39.0g

寒天 17.07g

水 １L

SNA培地

(Nirenberg 1976)

PDA培地
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表 4 ヒストン H3 に基づく系統解析に用いた塩基配列データ 

 

 

MAFF番号 学名 分離源 採集地

240360 Fusarium acuminatum 土壌 茨城

240370 Fusarium acuminatum 小麦(普通系) 熊本

240366 Fusarium asiaticum 小麦(普通系) 茨城

240367 Fusarium asiaticum 小麦(普通系) 沖縄

240368 Fusarium asiaticum 小麦(普通系) 広島

240375 Fusarium asiaticum 小麦(普通系) 鹿児島

240354 Fusarium avenaceum 小麦(普通系) 北海道

240363 Fusarium avenaceum 小麦(普通系) 北海道

240371 Fusarium avenaceum 小麦(普通系) 岩手

240376 Fusarium avenaceum らっきょう 千葉

101144 Fusarium cerealis 小麦(普通系) 北海道

236397 Fusarium circinatum リュウキュウマツ 鹿児島

235976 Fusarium coeruleum ばれいしょ 北海道

235977 Fusarium coeruleum ばれいしょ 北海道

237650 Fusarium concentricum 小麦(普通系) 鹿児島

236454 Fusarium culmorum ベントグラス 茨城

305607 Fusarium cuneirostrum いんげんまめ 不明

238422 Fusarium decemcellulare アテモヤ 静岡

238423 Fusarium decemcellulare アテモヤ 静岡

238424 Fusarium decemcellulare アテモヤ 静岡

240179 Fusarium foetens エラティオール・ベゴニア 宮城

240180 Fusarium foetens エラティオール・ベゴニア 宮城

237530 Fusarium fractiflexum シンビジューム類（ヨウラン） 日本国内

238531 Fusarium fujikuroi 稲 茨城

237511 Fusarium globosum 小麦(普通系) 沖縄

240353 Fusarium graminearum 小麦(普通系) 北海道

240365 Fusarium graminearum 小麦(普通系) 北海道

236532 Fusarium incarnatum 小麦(普通系) 茨城

240355 Fusarium incarnatum 小麦(普通系) 鹿児島

240364 Fusarium incarnatum 稲 茨城

240372 Fusarium kyushuense 小麦(普通系) 鹿児島

840045 Fusarium lateritium f. mori クワ属 滋賀

237507 Fusarium nisikadoi ハチク 茨城

239069 Fusarium nygamai さとうきび 鹿児島

410171 Fusarium oxysporum ヒメヤシャブシ 山形

410172 Fusarium oxysporum キリ 東京

240357 Fusarium poae 小麦(普通系) 熊本

240374 Fusarium poae 小麦(普通系) 北海道

410715 Fusarium proliferatum スギ 京都

410716 Fusarium proliferatum スギ 京都

306334 Fusarium redolens コンニャク 群馬

306335 Fusarium redolens コンニャク 群馬

306336 Fusarium redolens コンニャク 群馬

306337 Fusarium redolens コンニャク 群馬

239074 Fusarium sacchari さとうきび 鹿児島

238542 Fusarium solani f. robiniae ハリエンジュ 日本国内

238541 Fusarium solani f. xanthoxyli サンショウ 兵庫

238538 Fusarium solani f. sp. mori カラやま桑（とうぐわ） 長野

840046 Fusarium solani f. sp. mori カラやま桑（とうぐわ） 宮崎

840047 Fusarium solani f. sp. pisi クワ属 長野

240356 Fusarium sporotrichioides 小麦(普通系) 北海道

240373 Fusarium sporotrichioides 小麦(普通系) 北海道

238974 Fusarium striatum くだものとけいそう 東京

240020 Fusarium striatum ミヤコグサ 東京

241719 Fusarium thapsinum ソルガム（もろこし） 茨城

241721 Fusarium thapsinum ソルガム（もろこし） 茨城

241722 Fusarium thapsinum ソルガム（もろこし） 茨城

240358 Fusarium tricinctum 小麦(普通系) 岩手

240087 Fusarium verticillioides トウモロコシ 神奈川

240093 Fusarium verticillioides トウモロコシ 神奈川

240095 Fusarium verticillioides トウモロコシ 神奈川

241221 Fusarium vorosii 小麦(普通系) 北海道

241222 Fusarium vorosii 小麦(普通系) 北海道
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表 5 系統解析に用いた IGS 塩基配列データ 

菌株名 Accession no 種及び分化型 推定レース VCG 宿主(品種) 採集地 引用文献

NRRL36102 FJ985558.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0121 Cavendish 台湾 O’Donnell et al. 2009

NRRL25603 FJ985480.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0122 Cavendish オーストラリア O’Donnell et al. 2009

NRRL26022 FJ985482.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0123 Pisang Awak タイ O’Donnell et al. 2009

NRRL25607 FJ985469.1 F. oxysporum f. sp. cubense R2 0124 Bluggoe アメリカ合衆国 O’Donnell et al. 2009

NRRL36107 FJ985559.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0126 Maqueno ホンジュラス O’Donnell et al. 2009

NRRL36110 FJ985560.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0129 Cavendish オーストラリア O’Donnell et al. 2009

NRRL26029 FJ985483.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 01210 Silk フロリダ O’Donnell et al. 2009

NRRL36114 FJ985561.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01213 Pisang Manurung インドネシア O’Donnell et al. 2009

NRRL25609 FJ985481.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01214 Harare マラウィ O’Donnell et al. 2009

NRRL36120 FJ985564.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01218 Pisang Awak タイ O’Donnell et al. 2009

NRRL36118 FJ985563.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01221 Pisang Awak タイ O’Donnell et al. 2009

NRRL36116 FJ985562.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01223 Pisang Keling マレーシア O’Donnell et al. 2009

CAV 009 FJ664988.1 F. oxysporum f. sp. cubense ST4 0120 Cavendish 南アフリカ Fourie et al. 2009

CAV 293 FJ664989.1 F. oxysporum f. sp. cubense ST4 0120 Dwarf Cavendish カナリー諸島 Fourie et al. 2009

CAV 294 FJ664990.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0120 Highgate ホンジュラス Fourie et al. 2009

CAV 296 FJ664991.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0120 Highgate ホンジュラス Fourie et al. 2009

CAV 298 FJ664993.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0120/15 Banana ブラジル Fourie et al. 2009

CAV 299 FJ664994.1 F. oxysporum f. sp. cubense ST4 0120/15 Gros Michel ナイジェリア Fourie et al. 2009

CAV 612 FJ664992.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 01215 Gros Michel コスタリカ Fourie et al. 2009

CAV 607 FJ664995.1 F. oxysporum f. sp. cubense ST4 0122 Cavendish フィリピン Fourie et al. 2009

CAV 605 FJ664996.1 F. oxysporum f. sp. cubense ST4 0122 Cavendish フィリピン Fourie et al. 2009

CAV 613 FJ664968.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0126 Latundan フィリピン Fourie et al. 2009

CAV 793 FJ664969.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0126 Pisang Rubus インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 794 FJ664970.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0126 Pisang Rubus インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 1051 FJ664971.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 01210 Apple アメリカ Fourie et al. 2009

CAV 632 FJ664972.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 01210 Highgate ホンジュラス Fourie et al. 2009

CAV 847 FJ664973.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01219 Pisang Raja Sereh インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 195 FJ664974.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01219 Pisang Ambon インドネシア Fourie et al. 2009

RP7 FJ664975.1 F. oxysporum f. sp. cubense R4 0121 Cavendish 台湾 Fourie et al. 2009

RP8 FJ664976.1 F. oxysporum f. sp. cubense R4 0121 Cavendish 台湾 Fourie et al. 2009

RP9 FJ664977.1 F. oxysporum f. sp. cubense R4 0121 Cavendish 台湾 Fourie et al. 2009

CAV 810 FJ664978.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01213 Pisang Berangan インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 811 FJ664979.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01213 Pisang Susu インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 300 FJ664980.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01213 Valery インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 312 FJ664984.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01213/16 Pisang udang マレーシア Fourie et al. 2009

CAV 313 FJ664985.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01213/16 Pisang awak legor マレーシア Fourie et al. 2009

CAV 814 FJ664981.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01216 Cavendish インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 815 FJ664982.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01216 Cavendish インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 604 FJ664983.1 F. oxysporum f. sp. cubense TR4 01216 Cavendish インドネシア Fourie et al. 2009

CAV 602 FJ665005.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 or R2 0124 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

CAV 609 FJ665006.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 or R2 0124 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

CAV 786 FJ665007.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 or R2 0124 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

8611 FJ665008.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 or R2 0125 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

23480 FJ665009.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 or R2 0125 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

23487 FJ665010.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 or R2 0125 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

CAV 1097(22993) FJ665011.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0128 Blue Java オーストラリア Fourie et al. 2009

CAV 1096(22994) FJ665012.1 F. oxysporum f. sp. cubense 0128 Bluggoe オーストラリア Fourie et al. 2009

24211 FJ665013.1 F. oxysporum f. sp. cubense R4 01220 Cavendish オーストラリア Fourie et al. 2009

24219 FJ665014.1 F. oxysporum f. sp. cubense R4 01220 Cavendish オーストラリア Fourie et al. 2009

CAV 957 FJ665000.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1  0123 Kluai Namwa タイ Fourie et al. 2009

CAV 929 FJ664999.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1  0123 Latundan フィリピン Fourie et al. 2009

CAV 933 FJ665001.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1  0123 Kluai Namwa タイ Fourie et al. 2009

23510 FJ664986.1 F. oxysporum f. sp. cubense STR4 0129 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

CAV 1100 FJ664987.1 F. oxysporum f. sp. cubense STR4 0129 Lady finger オーストラリア Fourie et al. 2009

23631 FJ664997.1 F. oxysporum f. sp. cubense STR4 01211 SH3142 オーストラリア Fourie et al. 2009

RP58 FJ665015.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01212 Ney poovan タンザニア Fourie et al. 2009

CAV 189 FJ665004.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01214 Harare マラウィ Fourie et al. 2009

CAV 871 FJ665002.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01217 Pisang Rastali マレーシア Fourie et al. 2009

CAV 1107 FJ664998.1 F. oxysporum f. sp. cubense R1 0129/11 Chuoi xiem ベトナム Fourie et al. 2009

CAV 194 FJ665003.1 F. oxysporum f. sp. cubense 01218 Pisang Siem インドネシア Fourie et al. 2009

NRRL26024 AY527732.1 F. oxysporum f. sp. cubense 不明 Banana ホンジュラス O’Donnell et al 2004
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表 系統解析及び LAMP-FLP 法に用いたマレーシア産菌株 

 
a系統解析(IGS)は Foc TR4 特異的 SNP の確認かつ系統樹上で Foc TR4(VCG01213)と

クレードを形成した株を VCG01213 と推定 

b系統解析(ヒストン H3)は系統解析と Blast 検索から種を推定 

cプライマーセット①を用いた LAMP-FLP 法で消光ピーク(55-61℃)が確認されたサン

プルを VCG01213 とした 

－：PCR 産物や塩基配列を得られなかったことを示す 

 

 

 

 

株名 Foc TR4特異的PCR 系統解析(IGS)a 系統解析(ヒストンH3)b LAMP-FLPc

1 PP2R - - Fusarium asiaticum VCG01213

2 AP21S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

3 BPP31C VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

4 KP23S VCG01213 VCG01213 Fusarium asiaticum VCG01213

5 BP2 VCG01213 - - VCG01213

6 AHP32S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

7 PP32R VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

8 RSP21C VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

9 AP4UPM VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

10 PP23S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

11 SAP12S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

12 AHP41S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

13 BP510S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

14 PP14S VCG01213 VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213

15 JSR2 - VCG01213 Fusarium oxysporum VCG01213
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図 1：ヒストン H3 遺伝子から得られた最大節約系統樹の一つ、系統樹の各枝には 500

回のブートストラップ検定による数値(%)で 50%以上で支持された枝に数値を示した。 

F. oxysporum 

F. sacchari 
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図 3：MEGA7.0 上における IGS 領域のアライメントの一部 

上図：上流側の配列、下図：下流側の配列、黄色で示された部分が VCG01213(Foc TR4)

に特異的な配列を示す 

 

 



65 

 

 

図 4：IGS 遺伝子から得られた最大節約系統樹の一つ、系統樹の各枝には 500 回のブー

トストラップ検定による数値(%)を示す。50%以上で支持された枝に数値を示した。 

Foc TR4 

(VCG01213) 
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図 5：Dita ら(2010)で開発された PCR 法による Foc TR4 特異的検出法の結果 

レーン 1、21; ラダーマーカー、レーン 2; MUCC2700、レーン 3; MUCC2701、レーン

4; MUCC2702、レーン 5; MUCC2703、レーン 6; MUCC2704、レーン 7; MUCC2705、

レーン 8; MUCC2706、レーン 9; MUCC2707、レーン 10; MUCC2708、レーン 11; 

MUCC2709、レーン 12; MUCC2710、レーン 13; MUCC2711、レーン 14; MUCC2712、

レーン 15; MUCC2713、レーン 16; MUCC2714、レーン 17; MUCC2715、レーン 18; 

MUCC2716、レーン 19; MUCC2717、レーン 20; MUCC2718 
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図 6：LAMP-FLP 法に用いた IGS 塩基配列におけるプライマー・プローブの位置 

VCG01213 に特異的な塩基を赤字で示した。上図はプライマーセット①、下図はプライ

マーセット②の設計位置。消光プローブと FLB 以外はすべて共通。 
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図 6 LAMP-FLP(プライマーセット①)の結果 

上図は DNA 増幅の計測データで縦軸が濁度、横軸が反応時間 

下図は蛍光プライマーと消光プローブによる会合曲線分析で、縦軸は蛍光値の一次微分、

横軸は反応温度、MUCC2700–2704はF. sacchari、MUCC2705、2706はFoc VCG01213。 
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図 7 LAMP-FLP(プライマーセット②)の結果 

上図は DNA 増幅の計測データで縦軸が濁度、横軸が反応時間 

下図は蛍光プライマーと消光プローブによる会合曲線分析で、縦軸は蛍光値の一次微分、

横軸は反応温度、MUCC2700–2704はF. sacchari、MUCC2705、2706はFoc VCG01213。 
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総合考察 

 

 本研究では様々な Fusarium 属菌について、LAMP-FLP 法による薬剤抵抗性系統や

VCG(菌糸和合群)の迅速検出を行った。これらは生物検定(培養に基づく薬剤感受性試

験、宿主植物への接種による病原性試験、対峙培養による VCG 検定など)が必要になる

が、本研究の LAMP-FLP 法はこれらの生物検定と同様の試験結果を迅速かつ簡易に出

すことができた。また生物検定では分からない抵抗性系統の種類も判定することができ

る。例えば、コムギ赤かび病菌のベンズイミダゾール系薬剤抵抗性系統には 3 種類

(F167Y、E198Q、F200Y)存在するが(Suga et al. 2011)、このうち F167Y と F200Y 系

統は薬剤に対して高度抵抗性菌であり、生物検定では区別できない。一方で LAMP-FLP

法はこの 2 系統含むすべての抵抗性系統をプ使用プライマーセットや消光ピーク温度

から識別が可能である(Komura et al. 2017)。また LAMP-FLP 法は感度や特異性が高

く、夾雑物の影響を受けにくいため、野外サンプルを用いた試験も可能であり、分離・

培養・DNA 抽出・電気泳動などの手間を省くことが可能であり(Komura et al. 2017)、

従来の PCR 法よりも迅速に検出は可能である。これらのことから、LAMP-FLP 法は

植物病原菌の検出法として有用な手法であると考えられる。 

LAMP-FLP 法を含む分子生物学的手法による菌の検出において、擬陰性を排除し、

正確な検出結果を得るためには、対象とされる菌の分類学的研究などの基礎研究に基づ

いてプライマーを設計する必要がある。またプライマーを設計する際、ITS 領域のよう

な変異の蓄積しやすい領域は避けるなど、利用する遺伝子領域の選択も重要である。 

 農作物の病害や薬剤抵抗性系統の発生が確認された時、農薬散布等の防除対策を実施

するが、その際に病害の迅速かつ正確な診断が必要である。従って病害診断の遅れは、

病害の拡大につながる恐れがある。LAMP-FLP 法は植物病原菌や薬剤抵抗性系統を迅

速に検出し、より効果的な病害防除及び農作物の安定生産に寄与することが期待できる。

本手法の今後の導入・普及に期待したい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 

 

引用文献(総合考察) 

 

甲村瞭次, (2017). 平成 28 年度卒業論文 三重県で発生したベンゾイミダゾール系薬剤

抵抗性コムギ赤かび病菌に関する研究. 1–22. 

 

Komura R, Kawakami T, Nakajima K, Suzuki H, Nakashima C. (2017). 

Simultaneous detection of benzimidazole-resistant strains of Fusarium head blight 

using the loop-mediated isothermal amplification-fluorescent loop primer method. 

Journal of General Plant Pathology , Volume 84, Issue 4: 247–253 

 

Suga H, Nakajima T, Kageyama K, and Hyakumachi M, (2011). The genetic profile 

and molecular diagnosis of thiophanate-methyl resistant strains of Fusarium 

asiaticum in Japan. Fungal Biol. 115: 1244–1250. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

摘要 

 

本研究では、LAMP-FLP 法による植物病原菌の特異的検出について検討を行った。  

第 1章ではLAMP-FLP法による三重県のコムギ赤かび病菌についてベンズイミダゾー

ル系薬剤抵抗性系統のモニタリングを実施した。結果、79 サンプル中 3 サンプルで薬

剤抵抗性変異が検出され、これらは培養による薬剤感受性試験の結果と一致した。さら

に LAMP-FLP 法の消光ピーク温度から 2 試料が E198Q、1 試料が F200Y 抵抗性系統

であることが示唆された。ヒストン H3 遺伝子の系統関係からこの 3 サンプルはすべて

F. asiaticum であることが示唆された。第 2 章では LAMP-FLP 法によるベンズイミダ

ゾール系薬剤抵抗性イネばか苗病菌の特異的検出を検討した。結果、全てのサンプルで

LAMP-FLP 法の結果と培養による薬剤感受性試験の結果が一致した。このことから本

手法で現在報告されている E198K 及び F200Y 抵抗性系統の同時検出が可能であるこ

とが示唆された。第 3 章ではフィリピンの新パナマ病罹病株から分離された菌株の系統

関係からの種同定及び LAMP-FLP 法による Foc TR4 の特異的検出を検討した。結果、

ヒストン H3 及び IGS 領域の系統関係からフィリピン産 14 菌株が Foc TR4 であるこ

とが示唆された。さらに、LAMP-FLP 法により Foc TR4 を他の系統からの特異的検出

が可能であることが示唆された。 
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