
カルプロパミド箱粒剤は，シタロン脱水酵素阻害型

メラニン合成阻害剤（MBI-D）に分類される殺菌剤で，

イネいもち病に対する効果が高く，長期持続型箱施用

殺菌剤として広く普及している。しかし，2001年佐賀

県においてカルプロパミド箱粒剤を施用したにもかか

わらず，葉いもちが多発し，その原因究明の結果，

MBI-D剤に対する耐性菌の出現であることが報告され

た（宗ら，2002；山口ら，2002，2003）。その後，九

州をはじめとする西日本各地でMBI-D剤耐性菌の出現

が報告され（荒井，2004），2004年には静岡県や岩手

県でもその発生が報告されている（岩手農研セ，

2004；静岡防除所，2004）。

栃木県では，水稲作付面積の約23.5%（2003年推定）

となる約15,000haでMBI-D剤が普及し，本剤のいもち

病に対する効果や利便性から今後もその使用量の増加

が見込まれている。しかし，東日本で，本剤に対する

耐性菌の発生が確認されたこと（岩手農研セ，2004；

静岡防除所，2004）で本県でもMBI-D剤に対する耐性

菌の発生が懸念される。

そこで，本県では2004年産水稲に発生したいもち病

菌の単胞子分離菌株について，遺伝子診断法により

MBI-D剤に対する感受性検定を行った。

本研究の実施にあたり、試験方法や対策等について
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摘　　　要

MBI-D剤に対する薬剤耐性イネいもち病菌は，2001年の佐賀県での発生を初めとし，九州，

西日本を中心にその発生が確認され，東日本での発生拡大が懸念されている。そこで，2004年，

栃木県で採集したイネいもち病病斑から単胞子分離した本病病原菌48菌株のMBI-D剤に対する

感受性をPIRA-PCR法により検定したところ，１圃場から採集した２菌株がMBI-D剤耐性菌と判

定された。PIRA-PCR法により耐性菌と判定された菌株のシタロン脱水酵素（SDH）遺伝子の

塩基配列は、対照とした佐賀県で発生した耐性菌の配列と同様で，223番目の塩基がグアニン

（G）からアデニン（Ａ）に変異しており，対応するアミノ酸では75番目がバリン（V）からメ

チオニン（M）へ変異していた。耐性菌が検出された圃場では，カルプロパミド剤が2000年か

ら５年連続で使用されていた。なお，2004年における葉いもちの発生は前年よりやや多めであ

ったが穂いもちの発生は平年並で，MBI-D剤耐性菌による本病の被害は判然としなかった。
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およびdNTPs（2.5mM each）2μlを混合し，滅菌蒸留

水で最終容量を25μlとした。PCR反応は，最初の熱変

成を95℃で５分間行った後，95℃で30秒，60℃で１分，

72℃で２分のステップを40サイクル繰り返し，最後の

伸長反応を72℃で７分間行った。

３）XbaⅠによるRFLP解析

PIRA-PCR法により増幅された産物は，制限酵素Xba

ⅠによるRFLP解析を行い，耐性菌を検定した。すな

わち，PCR産物５μl ，XbaI（TOYOBO社製） 0.5μl，

10×M Buffer  1μl，滅菌蒸留水3.5μlを混合後，37°C

で１時間インキュベート後，３％アガロースゲルで電

気泳動した。

４）SDH遺伝子のPCR－RFLP法による遺伝子診断

MBI-D剤耐性菌は，SDH遺伝子の223番目の塩基がグ

アニン（G）からアデニン（A）へ変異し，それに対

応するアミノ酸がバリン（V）からメチオニン（M）

に置換している（第３図）。この部位は制限酵素SfaN

Ⅰの認識部位と一致するため，PIRA-PCR法で耐性菌

と診断された菌株を含む，本県産イネいもち病菌株の

Po-1，Po-30，Po-31，Po-47について，SDH遺伝子全長

を増幅するプライマーセットを用いてPCR後，RFLP

解析を行った。

P C R は セ ン ス プ ラ イ マ ー S C D H - 3 （ 5 ' -

ATGGGTTCGCAAGTTCAAAAG-3'），アンチセンスプ

ライマーSCDH-4（5'-TTATTTGTCGGCAAAGGTCTCC-

3') 25pmol，EX Taq HS（Takara社製）0.1U，10×PCR

Buffer（Mg2+ plus）2.5μlおよびdNTPs（2.5mM each）2

10

し上げる。

材料および方法

１．供試菌株

2004年６月から７月に県内各地から葉いもち病斑を

採集し，常法により組織分離後，単胞子分離をして得

られた菌株を本研究に供試した（第１表）。対照菌株

には，JA全農より譲受したMBI-D剤感受性菌株の研60-

19，耐性菌株のSW-1を用いた。

２．試験方法

１）イネいもち病菌ゲノムDNAの抽出

イネいもち病菌のゲノムDNAの抽出は，供試菌株

を25℃，６日間PDB液体培地（Difco社製）で振とう培

養し，得られた菌体を回収し，液体窒素で粉砕後，

DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN社製）を用いて行った。

抽出したDNAは，－20℃で保存し，遺伝子診断法に

よる耐性菌検定に供試した。

２）PIRA（Primer-introduced Restriction Enzyme

Analysis）-PCR法によるMBI-D剤の耐性菌検定

PCRによるイネいもち病菌のシタロン脱水酵素

（SDH）遺伝子の増幅は，高垣・椙原（2003），Kakuら

（2003）の方法に準じて行った。すなわち，抽出した

イネいもち病菌のゲノムDNAを鋳型とし，DNA２μl，

セ ン ス プ ラ イ マ ー S C D H - 1 3 （ 5 ' -

TTCGTCGGCATGGTCTCGAGCATCTAG-3'）25pmol ，

ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー S C D H - 4 （ 5 ' -

TTATTTGTCGGCAAAGGTCTCC-3'）25pmol，rTaq

（Takara社製）0.1U，10×PCR Buffer（Mg2+ plus）2.5μl

鹿沼市酒野谷 7/2 1 なし
茂木町小山 7/6 2 なし
〃 7/2 3 なし
芳賀町祖母井 7/2 3 なし
益子町塙 7/6 2 なし
小山市石の上 7/20 2 なし
那須町高久甲松子 7/5 17 不明

那須町沼野井 7/5 2 ｲﾐﾀﾞｸﾛﾌﾟﾘﾄﾞ・ｶﾙﾌﾟﾛﾊﾟﾐﾄﾞ粒剤
西那須野町三区 7/5 2 ﾍﾞﾝﾌﾗｶﾙﾌﾞ・ﾌﾟﾛﾍﾞﾅｿﾞｰﾙ粒剤
大田原市親園 7/12 4 ｲﾐﾀﾞｸﾛﾌﾟﾘﾄﾞ・ｶﾙﾌﾟﾛﾊﾟﾐﾄﾞ粒剤
湯津上村蛭畑 7/16 2 ﾌｨﾌﾟﾛﾆﾙ・ﾌﾟﾛﾍﾞﾅｿﾞｰﾙ粒剤
小川町高岡 7/6 3 ｲﾐﾀﾞｸﾛﾌﾟﾘﾄﾞ・ｶﾙﾌﾟﾛﾊﾟﾐﾄﾞ粒剤
小川町小川 6/30 3 なし
烏山町城東 7/6 2 なし

採集場所 採集日 分離菌株数 使用薬剤

計 48

第１表　供試イネいもち病菌菌株
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μlを混合し，滅菌蒸留水で最終容量を25μlとした。

PCR反応はPIRA-PCR法と同様の条件で行い，反応後

のサンプルは，制限酵素SfaNⅠ（New England Biolabs

社製）で処理し，３％アガロースゲルで電気泳動し

た。

５）SDH遺伝子の塩基配列解析

PIRA-PCR法によりMBI-D剤耐性と診断された菌株に

ついて，SDH遺伝子の塩基配列の解析を，本県産イネ

いもち病菌株Po-1（感受性菌），Po-30およびPo-31（耐

性菌），対照菌株とした研60-19（感受性菌）および

SW-1（耐性菌）を用いて行った。そして，これらの

ゲノムDNAを鋳型としてSCDH-13とSCDH-4のプライマ

ーセットで増幅した324bpの産物をpGEM-T Easy

Vector System（Promega社製）を用いてクローニング

を行い， CEQ DTCS Quick Start kit（BECKMAN

COULTER社製）によりシーケンス反応後，CEQ8000

（BECKMAN COULTER社製）を用いて塩基配列を解析

した。

結果および考察

高垣・椙原（2003），Kaku et al.（2003）は，イネい

もち病菌のMBI-D剤耐性菌の耐性機構が，シタロン脱

水酵素（SDH）遺伝子の１塩基置換であることを報告

し，この遺伝子診断法としてPIRA-PCR法を開発した。

そこで，2004年，栃木県内で発生したイネいもち病の

単胞子分離株計48菌株について，MBI-D剤に対する感

受性検定をPIRA-PCR法により検定した。その結果，

那須郡那須町の１圃場から採集した２菌株（Po-30お

よびPo-31）が，人為的配列を導入したプライマーを

用いて増幅したSDH遺伝子の増幅産物が制限酵素Xba

Ⅰで切断され，これらの菌株はMBI-D剤耐性菌と判定

された（第１図）。さらに，耐性菌と判定された菌株

を含む本県産の数菌株について，SDH遺伝子全長を増

幅するプライマーセットを用いたPCR増幅後，制限酵

素SfaNⅠを用いたRFLP解析およびシーケンス解析を

行ったところ，本県で発生した耐性菌は，対照菌株と

した佐賀県で発生した耐性菌株SW-1と同様，SDH遺

伝子内の223番目に相当する部位がグアニン（G）か

らアデニン（A）へ遺伝子変異し，それに対応するア

ミノ酸がバリン（V）からメチオニン（M）に置換し

ていることが明らかとなった（第２図および第３図）。

今回，耐性菌を確認した圃場では，いもち病防除薬

剤として，2000年よりMBI-D剤のカルプロパミド剤が

５年連続で使用されていた（第１表）。

2004年における那須町を含む県北部14圃場平均の葉

いもち発生圃場率および穂いもち発生穂率は，葉いも

ちが前年に比べ高めであったが，穂いもち防除が実施

されたことにより，穂いもちの被害は最小限に抑えら

感�受性菌�・・・�G M V S S K Q V L G D P T・・・�
耐�性菌� ・・・�G M V S S K Q M L G D P T ・・・�

70 75 80

第３図　MBI-D剤耐性イネいもち病菌のアミノ酸変異

M １� ２� ４�３� ５� ６� ７�

300bp

第１図　制限酵素XbaⅠで処理したイネいもち病菌SDH遺
伝子の電気泳動パターン
M:100bpラダー
1: Po-1 5: Po-47

2: Po-30 6: 研60-19

3: Po-31 7: SW-1

4: Po-34

４�３� ５� ６� ７�M １� ２�

第２図　制限酵素SfaNⅠで処理したイネいもち病菌SDH

遺伝子の電気泳動パターン
M:100bpラダー
1: Po-1 5: Po-47

2: Po-30 6: 研60-19

3: Po-31 7: SW-1

4: Po-34
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れた（第２表）。

今回，県内各地から採集した48菌株中，耐性菌と判

定された菌株は１圃場から採集した２菌株のみであっ

た。このため，本県におけるMBI-D剤耐性菌の発生は，

極めて低率であったと考えられる。

なお，耐性菌発生圃場では種子更新が毎年行われて

おり，種子消毒も実施されている。そして，本県にお

ける種子更新率は，県内産の種子でほぼ100％である。

さらに，耐性菌検出圃場では，MBI-D剤の使用が始ま

った2000年より，県内産籾のチウラム・ペフラゾエー

ト水和剤吹き付け処理済みの購入種子であった。これ

らのことから本県で今回確認されたMBI-D剤耐性菌は

九州，西日本で発生したMBI-D剤耐性菌が人為的移動

によって持ち込まれたのではなく，５年間のカルプロ

パミド剤の連用により，耐性菌が淘汰されたと考えら

れる。

今回，栃木県内においてMBI-D剤耐性菌の存在が初

めて確認された。このことから，今後は本耐性菌検出

圃場周辺を重点にその発生状況を調査し，MBI-R剤，

抵抗性誘導剤とのローテーション使用やいもち病常発

地での穂いもち防除の徹底などについて指導していく

必要がある。
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７月前半 ７月後半 ８月前半 葉いもち 穂いもち
11年 1. 1 1.8 1. 9 7. 4 少 並
12年 0. 7 2.0 0. 3 1. 8 少 並
13年 0. 0 1.8 2. 3 1. 9 やや少 並
14年 0. 0 2.5 4. 8 0. 6 やや少 少
15年 0. 0 1.4 2. 6 5. 1 多 多
16年 4. 9 15.9 7. 7 1. 2 やや多 並

 a )発生圃場率( %)

 b) %)

年 次 葉いもちa)
穂いもちb) 県内概評

発生穂率(

第２表　栃木県における葉いもちおよび穂いもちの年次別発生推移




