
35

Ⅰ．緒　言

　近年，茨城県では，イチゴ炭疽病が多発生し問題と
なっている。本病の病原菌には，主にしおれ症状を
起こすColletotrichum gloeosporioides（完全世代名：
Glomerella cingulata）と，1991 年に長崎市で発生し
た葉枯症状を主とするC. acutatum の 2 種 が報告さ
れている（築尾ら，1992）。しかし，近年，北海道でC. 
acutatum がイチゴにしおれ症状を起こすとの報告が
ある（三澤ら，2008）。本県において両菌の発生状況
が調査された事例はなく，その分布状況は不明である。
しかし，両菌種の判別は病徴のみでは困難であり，さ
らに，両菌は菌株や培養条件により類似した形態をと

る場合も多く，識別が困難である。両菌種を判別する
方法として，佐藤・小金澤（1995）は両菌の薬剤感受
性の違いにより，Ishii et al.（1998）は両菌に特異的
なプライマーを用いた PCR 法により判別出来ること
を明らかにした。
　また，C. gloeosporioides では，各種薬剤に対する
耐性菌の発生が認められており，特にベノミルやチオ
ファネートメチルを含むベンズイミダゾール系剤に対
する耐性菌は，他県の主要なイチゴ産地において高頻
度で検出されている（楠ら，1992：松尾，1990：岡山，
1991：手塚・牧野，1989）。また，ベンズイミダゾー
ル系剤および本剤に負の交差耐性を示す N- フェニル
カーバメート系剤であるジエトフェンカルブの両剤に

茨城県農業総合センター園芸研究所研究報告　第 17 号　35 － 42．2010

茨城県におけるイチゴ炭疽病菌の菌種
および数種薬剤に対する耐性菌の発生状況

菊地麻里・小河原孝司・橋本由美・宮本拓也・金田真人・冨田恭範

Identifi cation of Colletotrichum Species Causing Strawberry Anthracnose and Distribution
 of Fungal Strains Resistant to Some Fungicides in Ibaraki Prefecture

Summary

Mari KIKUCHI, Takashi OGAWARA, Yumi HASHIMOTO, Takuya MIYAMOTO, Masato KANEDA 
and Yasunori TOMITA

　Strawberry anthracnose is caused by Colletotrichum gloeosporioides （teleomorph: Glomerella cingulata） 
and C. acutatum. Eighty isolates of the pathogen  collected from 16 commercial strawberry fi elds in Ibaraki 
Prefecture, Japan, were tested for identification by using culture （Satou・koganezawa, 2005） and PCR 
methods（Ishii et al .,1998）. All the isolates were identifi ed as C. gloeosporioides . Additionally, a total of 148 
isolates collected from 30 commercial strawberry fi elds were examined for their sensitivity to the fungicides 
benomyl, diethofencarb and azoxystrobin by using a mycelial growth inhibition method on PDA agar medium 
and inoculation tests with potted strawberry plants. Every isolate tested was resistant to benomyl and 
sensitive to diethofencarb. As the result of inoculation tests with fi ve isolates, diethofencarb+thiophanate-
metyl showed good control effi  cacy against the 5 isolates, but this eff ect was lower than that of propineb. 
Then, the isolates from 19 of the 30 fi elds were resistant to azoxystrobin. Azoxystrobin had no eff ect against 
the isolates.
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対し感受性が低下した菌株が低率だが認められている
（稲田，2009：奈尾，2005）。加えて，アゾキシストロ
ビンに対する耐性菌の発生も報告されている（稲田ら，
2008a）。本県においても，これら薬剤は本病の防除に
用いられているため，感受性の変動には注意を払う必
要がある。　　
　そこで，本研究では，本県で発生する菌種を調査し
た。加えてベノミル，ジエトフェンカルブ，アゾキシ
ストロビンに対する薬剤感受性について培地検定法に
より調査するとともに，これらを成分とする薬剤の防
除効果をポット苗を用いた接種試験によって検討した
ので報告する。

Ⅱ．材料および方法

1．イチゴ炭疽病菌の菌種の判別
1）培地検定法
　茨城県内の 16 圃場から炭疽病の発病株を採取した。
クラウン，葉，葉柄，ランナーの病徴部と健全部との
境界部分から切り取った組織片を有効塩素濃度 0.5%
の次亜塩素酸ナトリウム水溶液で 2 ～ 3 分間表面殺菌
した後，素寒天平板（WA）培地に置床し，25℃で数
日間培養して伸長した菌糸の先端部を PDA 平板培地
に置床した。本培地上に形成した分生子を，滅菌水に
懸濁後，WA 培地上に塗抹し，25℃で一晩培養した後，
顕微鏡下で単胞子分離して炭疽病菌 80 菌株を得た。
菌株は試験に供試するまで，1/10 濃度の PDA 斜面培
地上で，4℃で保存したものを供試した。
　菌種の判別は，佐藤・小金澤（1995）の方法に準
じて行った。供試菌株を PDA 平板培地において 25℃
で 5 日間前培養し，直径 4mm のコルクボーラーで寒
天ブロックと共に打ち抜いた菌そう先端部をベノミル
1,250ppm 添加，ジエトフェンカルブ 625ppm 添加ま
たは薬剤無添加の各PDA平板培地に置床した。なお，
使用した薬剤としては，それぞれベノミル 50% 水和
剤（商品名：ベンレート水和剤）およびジエトフェン
カルブ 25% 水和剤（商品名：パウミル水和剤，住友
化学工業（株）より分譲）を用い，ベノミルはオー
トクレーブ殺菌前，ジエトフェンカルブは殺菌後に約
50℃に冷ました培地に添加した。25℃で 5 日間培養し
た後，培地上に生育した菌そうの直径を測定し，薬剤
無添加培地に対する生育率を下記の式により算出し
た。
　Y=A/B × 100。Y は生育率（％），A は薬剤添加

PDA 培地での菌そう直径（mm），B は薬剤無添加
PDA 培地での菌そう直径（mm）を示す。
　判定はベノミル添加培地で無添加培地と比較し
20％以下の生育率を示す菌株をC. gloeosporioides，
ベノミル添加培地で 20％以上の生育率を示し，ジエ
トフェンカルブ添加培地で 20％以上の生育率を示す
菌株をC. acutatum とした。また，C. gloeosporioides
のベンズイミダゾール系剤耐性菌の場合は，ベノミル
添加培地で 20％以上の生育率を示すが，ジエトフェ
ンカルブ添加培地では 20％以下の生育率を示すこと
で判別した。なお，検定はいずれの培地とも各菌株に
おいてそれぞれ 2 反復で行った。

2）PCR 法
　上述の培地検定法と同様の菌株を供試した。供試菌
株を PS 液体培地において 28℃で 5 日間培養し，ガー
ゼで菌糸を取り除いた後，室温で 10 分間，3,000rpm
で遠心分離を行い，沈殿した分生子の全量を DNA 抽
出に供試した。DNA 抽出は ISOPLANT Ⅱ（ニッポ
ンジーン，東京）を用いて行った。
　PCR 反応に供試するプライマーは，上流にC. 
gloeosporioides を特異的に検出するプライマー CgInt
（Mills et al .， 1992），または，C. acutatum を特異的に
検出する CaInt2（Sreenivasaprasad et al .， 1996）を，
下流に ITS4（White et al .， 1990）を用いた。PCR 反
応液は，DNA 抽出サンプル 2µL を鋳型として用い，
dNTP 0.2mM， 上述の各プライマー 0.5µM，Taq DNA 
polymerase（Promega，USA）1.25U になるように混
合し，反応量を 20µL とした。PCR 反応は 94℃× 4 分
の熱変性後，94℃× 1 分，59℃× 2 分，72℃× 2 分を
40 サイクル行い，最後の伸長反応を 72℃× 7 分で行っ
た（Ishii et al .， 1998）。得られた PCR 産物を 1.5% ア
ガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイドで
染色した後，紫外線照射下で CgInt と ITS4 の組み合
わせでは 450bp 付近，CaInt2 と ITS4 の組み合わせで
は 500bp 付近のバンドの有無を調査した。なお，現地
から採集した菌株を供試する前に，C. gloeosporioides，
C. acutatum およびFusarium oxysporum f. sp. melonis
の園研保存菌株を用いてプライマーの有効性を確認し
た。

2. 数種薬剤に対する感受性の検定
1）ベノミルおよびジエトフェンカルブ
　炭疽病菌の菌種を判別するのに供試した 80 菌株に
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加え，新たに上述の方法で 14 圃場から採取した 68
菌株を供試した。両剤に対する感受性の検定は稲田

（2009）に準じて行った。供試菌株を PDA 平板培地
において，25℃で 5 日間前培養し，直径 4mm のコル
クボーラーで寒天ブロックと共に打ち抜いた菌そう
先端部をベノミル 10ppm 添加，ジエトフェンカルブ
10ppm 添加，薬剤無添加の各 PDA 平板培地に置床し
た。なお，使用した薬剤は前述の培地検定の薬剤と同
様である。25℃で 3 日間培養した後，培地上に 1mm
以上の菌そう生育が認められる場合を耐性菌とし，
1mm 未満，または生育が認められない場合を感受性
菌と判定した。なお，検定はいずれの培地とも各菌株
においてそれぞれ 2 反復で行った。

2）アゾキシストロビン
　上述のベノミルおよびジエトフェンカルブの感受性
検定と同様の菌株を供試した。本剤に対する感受性検
定は稲田ら（2006）の方法に準じて行った。すなわち，
供試菌株を PDA 平板培地において，25℃で 5 日間前
培養し，直径 4mm のコルクボーラーで寒天ブロック
と共に打ち抜いた菌そう先端部を，アゾキシストロビ
ン 100ppm（商品名：アミスター 20 フロアブル）添
加およびサリチルヒドロキサム酸（SHAM）1,000ppm
添加，SHAM のみを添加した各 PDA 平板培地に置床
した。25℃で 3 日間培養した後，菌糸伸長が見られな
かった菌株を感受性菌，SHAM のみを加用した PDA
平板培地上の菌そうと同程度に伸長した菌株を耐性菌
と判断した。
 
3. 数種薬剤の防除効果の検討
　前述の培地検定において異なる薬剤感受性を示し
た 5 菌株について薬剤の防除効果をイチゴポット苗を
用いた接種試験により検討した。供試薬剤は，感受性
検定で用いた成分または同系統の成分からなるジエ
トフェンカルブ・チオファネートメチル水和剤（商品
名：ゲッター水和剤）1,000 倍液とアゾキシストロビ
ン水和剤（商品名：アミスター 20 フロアブル）2,000
倍液とし，対照薬剤としてプロピネブ水和剤（商品
名：アントラコール顆粒水和剤）500 倍液を用いた。
なお，菌株は，2008 年に茨城県内で分離した本病原
菌であるC. gloeosporioides の IbCG08002（鉾田市
A 圃場），IbCG08003（鉾田市 B 圃場），IbCG08012

（水戸市 A 圃場），IbCG08005（鉾田市 C 圃場）お
よび IbCG0810（鉾田市 G 圃場）の計 5 菌株を供試

した。5 菌株ともベノミル耐性菌かつジエトフェン
カルブ感受性菌であり，アゾキシストロビンに対し
て は IbCG08002，IbCG08003，IbCG08012 が 耐 性，
IbCG08005，IbCG08010 が感受性である。接種には，
PS 液体培地で振とう培養し，2 重のガーゼでろ過し
た後，分生子を滅菌水に懸濁して作成した分生子懸濁
液（1 × 105 個 /mL）を用いた。イチゴ 5 葉期苗（品
種‘とちおとめ’）10 株に，上記の 3 薬剤をそれぞ
れ 10mL/ 株を散布し，24 時間経過後，分生子懸濁液
5mL/ 株を噴霧接種した。接種後，ポリ袋で覆って高
湿度条件とし，約 28℃で 3 日間静置した後，パイプ
ハウス内で管理した。接種約 20 日後に炭疽病の発病
状況を株別に調査し，指数化して発病度および防除価
を下記により算出した。
　発病指数は，0：発病を認めない，1：小葉または葉
柄にわずかな病斑（10 個以内），2：小葉または葉柄
に多数の病斑，3：葉柄の折損，4：株全体の萎ちょう
または枯死。
　発病度 = ∑（指数別発病株数×指数）× 100/（4
×調査株数）。
　防除価 =｛1-（薬剤処理区の平均発病度 / 無処理区
の平均発病度）｝× 100。

Ⅲ．結果

1．イチゴ炭疽病菌の菌種の判別
1）培地検定法
　本県の 16 圃場から採取した 80 菌株のうち 66 菌株
は，薬剤無添加培地と比較し，ベノミル添加培地での
生育率が 20% 以下であった（表 1）。また，残りの 14
菌株についても，ベノミル添加培地では生育率が 20%
以上で，かつ，ジエトフェンカルブ添加培地でほとん
ど菌糸生育を認めなかった。したがって，本検定に供
試した 80 菌株は，すべてC. gloeosporioides と判断さ
れた。

2）PCR 法
　 プ ラ イ マ ー の 有 効 性 を 確 認 し た 結 果，C. 
gloeosporioides では，C. gloeosporioides を検出する
CgInt と ITS4 のプライマーセットのみでバンドが認
められ，C. acutatum ではC. acutatum を検出する
CaInt2 と ITS4 のセットでのみバンドが認められたの
に対し，Fusarium oxysporum f. sp. melonis では両
プライマーセットでバンドが認められなかったことか
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ら，プライマーの有効性を確認することが出来た（図
1）。
　このプライマーを用いて PCR を行った結果，茨
城県の 16 圃場から採取した 80 菌株すべてで，C. 
gloeosporioides を検出するプライマーセットで 450 
bp 付近にバンドが認められ，C. acutatum を検出す
る CaInt2 と ITS4 のセットではバンドは認められな
かった（表 1）。

2. 数種薬剤に対する感受性の検定
1）ベノミルおよびジエトフェンカルブ
　30 圃場から採取した 148 菌株すべてが，ベノミル
添加培地において，培地上に 1mm 以上の菌そう生育
が認められたことから耐性菌と判定した（表2）。また，
ジエトフェンカルブ添加培地ではすべての菌株で菌そ
う生育が認められなかったことから感受性菌と判定し
た。

2）アゾキシストロビン
　30 圃場のうち 19 圃場から分離した炭疽病菌は，ア
ゾキシストロビンおよびSHAM加用培地上において，
SHAM のみを添加した培地とほぼ同等の菌そう生育
が認められたことから本剤耐性菌であった。その他の
11 圃場から分離した菌株は，殺菌剤添加培地で菌そ
う生育が認められなかったことから，感受性菌であっ
た。（表 2）。

3．数種薬剤の防除効果の検討
　供試した菌株に対する，ジエトフェンカルブ・チオ
ファネートメチル水和剤の防除価は，53 ～ 67 であり，
対照のプロピネブ水和剤と比べて，やや低いが防除効
果が認められた（表 3）。アゾキシストロビン水和剤
は本剤耐性菌に対しては，防除効果が認められなかっ
たが，感受性菌に対しては防除価 33 または 71 と菌株
によりばらつきはあるものの耐性菌と比較し防除価が
高かった。
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Ⅳ．考察

　Colletotrichum gloeosporioides とC. acutatum は薬
剤に対する感受性が異なることが報告されており（松
尾ら，1994），防除対策を行う上でその判別が重要と
なる。本研究では，供試した 80 菌株の全てが，培地
検定法（佐藤・小金澤，1995）および PCR 法（Ishii 
et al .，1998）によりC. gloeosporioides であることが
強く示唆された。今回の調査では認められなかった，
C. acutatum による炭疽病は，これまでに，岩手（河
野・木曾，1990），栃木（石川ら，1992），静岡（秋田，
1992），佐賀（築尾・小林，1992）および長崎（築尾
ら，1992）で発生が確認されているが，その後，全国
のイチゴ産地での大きな被害は報告されていない。C. 
acutatum による炭疽病の被害が一部にとどまってい
る原因については明らかではない。本県においても今
後発生が拡大する可能性はあるものの，現時点での炭
疽病の防除対象となる病原菌はC. gloeosporioides が
主体になると考えられた。
　さらに，本県における炭疽病菌の数種薬剤に対する
感受性を検討したところ、本検定で供試した 148 菌株
すべてがベンズイミダゾール系剤耐性，かつ，ジエト
フェンカルブ感受性であった。奈尾（2005）によると，
従来，ベノミル水和剤は本病に対して優れた効果を示
していたが，耐性菌が優占化した 2003 年時点での防
除効果は低下していた。本県においても，本剤は根部
浸漬等で萎黄病防除も兼ねて使用されているが，今回

の結果から本病に対する効果は期待できないと考えら
れた。一方，この耐性菌に対してジエトフェンカルブ・
チオファネートメチルはプロピネブには及ばないもの
の防除効果を示した。ベンズイミダゾール系剤とジエ
トフェンカルブは負の交差耐性を示すことから，本県
において，この混合剤は耐性菌に対しても有効と考え
られた。しかし，近年，他県において両剤に耐性を示
す菌株の発生が認められている（稲田，2009：奈尾，
2005）。今回の結果では，そのような菌株の発生は認
められなかったが，本混合剤の使用には十分注意を払
う必要がある。
　また，アゾキシストロビンに対する耐性菌も高頻度
で検出され，この耐性菌に対する本剤の接種試験によ
る防除効果も低下していた。稲田（2008b）によると，
佐賀県において，本耐性菌は 2003 年に初確認以降，
2007 年まで高頻度で検出されていた。同報告と同様
に本研究においても，薬剤の使用状況が明らかとなっ
ていないため，耐性菌がどのような散布体系の中で発
生しているのかは不明である。しかし，アゾキシスト
ロビン等の QoI 剤は耐性菌発生リスクが高い剤であ
ること（Keith・Derek，2007）キュウリうどんこ病
菌やべと病菌（Ishii et al .，2001），褐斑病菌（伊達ら，
2004），ナスすすかび病（矢野・川田，2003）など各
種病原菌においてもやはり高頻度で耐性菌が検出され
ていることを考慮すれば，イチゴ炭疽病菌においても
耐性菌の発生には同剤の連用等の不適切な使用が直接
関与しているとは考えづらく，QoI 剤を適切に使用し
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たとしても耐性菌の密度の急増につながると考えられ
る。したがって，本研究において耐性菌が検出された
圃場はもちろん，検出されなかった圃場においても本
剤の使用には注意が必要である。
　イチゴの育苗期間は 3 ヶ月以上を要し，この間，炭
疽病防除に多くの薬剤散布が行われている。各種薬剤
への耐性菌が認められており，薬剤防除のみに頼るだ
けでは，本病を防ぐことは困難である。育苗方法も含
めた効果的な防除法を確立する必要がある。
 

Ⅴ．摘要

　茨城県における，Colletotrichum gloeosporioides と
C. acutatum の発生状況を培地検定法（佐藤・小金澤，
1995）および PCR 法（Ishii et al，1998）により検討
した。その結果，16 圃場から採集した全 80 菌株がC. 
gloeosporioides であり，C. acutatum は確認されなかっ
た。さらに，本県におけるC. gloeosporioides の数種
薬剤に対する感受性を培地検定を用いて調査するとと
もにその防除効果をイチゴポット苗を用いた接種試験
で検討した。培地検定の結果，30 圃場から採取した
148 菌株すべてがベンズイミダゾール系剤耐性菌，か
つ，ジエトフェンカルブ感受性菌であった。これらの
菌株のうち 5 菌株について，接種試験を行ったところ，
ジエトフェンカルブ・チオファネートメチル水和剤の
防除効果はプロピネブ水和剤に比べやや劣るが，効果
が認められた。また，アゾキシストロビン水和剤に対
する耐性菌は，30 圃場のうち 19 圃場で認められ，耐
性菌に対し，本剤の防除効果は認められなかった。
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