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Summary 

 
Colletotrichum fructicola is a major causal agent among anthracnose pathogens of strawberry in Japan. The 

recent development of new strawberry cultivars which are susceptible to the pathogen and the rapid delivery of 

their seedlings enhance the development of the disease throughout the country. However, limited information is 

available regarding the life cycle, detection, and control measures of the pathogen. The objectives of this study 

were to clarify whether; 1) the pathogen can survive latently on the weeds growing around strawberry fields and 

whether acervuli form on the leaves after the treatment of glyphosate, 2) a newly-developed Bio-PCR assay can 

effectively detect C. fructicola in symptomless strawberry plants, 3) an ethanol-spray treatment forecasts the 

occurrence of strawberry anthracnose at the late nursery stage by detecting the latent infection at an early nursery 

stage, 4) neutral electrolyzed water and ozone water treatments through overhead irrigation effectively suppress 

strawberry anthracnose caused by the pathogen. 

It was hypothesized that the wide range of weeds growing in and around strawberry fields represented an 

inoculum source of the disease; therefore, their potential as hosts of C. fructicola was investigated. The influence 

of a herbicide treatment on C. fructicola sporulation on weeds was also examined. The fungus was detected on 31 

out of 541 (5.7%) of the leaves examined from 13 weed species sampled from 2005 to 2008. The fungus was most 

frequently isolated from Amaranthus ascendens Loisel. with an isolation frequency of 17.9% from leaves. 

Artificial inoculation of the pathogen caused brown leaf spots on A. ascendens. Other weeds such as Echinochloa 

crus-galli P. Beauv, Galinsoga ciliata Blake, Solidago altissima L., Erigeron annuus L., and Sonchus oleraceus L. 

were found to harbor the fungus at lower rates (4.3–8.1%) without symptoms. C. fructicola formed acervuli on 

leaves of A. ascendens, E. crus-galli, and S. oleraceus when killed by a herbicide (glyphosate). These results 

demonstrated that infected weeds associated with strawberry cultivation are potential inoculum sources of C. 

fructicola, especially when combined with a herbicide treatment. 

A polymerase chain reaction (PCR) assay was developed for detection of Colletotrichum fructicola on 

symptomless strawberry plants. This protocol gave more rapid and sensitive detection results than existing assays. 

The magnetic beads method was used to efficiently extract the DNA of C. fructicola from the latent infection in 

strawberry plant tissues. The sensitivity of the PCR was increased by culturing the samples in potato dextrose 

broth for 2 days at 28 ℃ before the DNA extraction. This method shortened the duration of detection from 

approximately 3 weeks to 4 days. Furthermore, in composite samples of noninoculated and inoculated strawberry 

plants, the PCR assay detected C. fructicola in bulk samples of 1 infested and 9 noninfested petiole bases. In 

foundation-stock fields in Nara prefecture, we confirmed the usefulness of the assay by detecting and removing 

positive plants. These results demonstrated that the assay is a reliable diagnosis of the pathogen for production of 

healthy foundation-stock strawberries.  

An ethanol-spray treatment was evaluated as a practical forecasting of strawberry anthracnose caused by 

Glomerella cingulata in Nara Prefecture, Japan. Evaluations were conducted of latent infection of the pathogen 

and disease occurrence in commercial strawberry nurseries every summer from 2010 to 2014. Latent infection was 

highest in early July and highly corresponded with the disease occurrence throughout the experiments. The results 

showed that the ethanol-spray treatment was a reliable and useful method for forecasting anthracnose in strawberry 

nurseries. 

Neutral electrolyzed water (NEW: pH 6.5–7.5) applied through an overhead irrigation system was evaluated for 

control of strawberry anthracnose caused by Colletotrichum fructicola. Conidia of the pathogen were completely 

killed by a 10s exposure to 10.0 mg/L of available chlorine in NEW. Disease suppression was significantly higher 

using the NEW treatment through overhead irrigation, either alone or in combination with fungicides, than using 

conventional fungicides alone. Plants had no visible phytotoxicity after the NEW treatment, even when combined 

with fungicides. Thus, the NEW treatment was effective at controlling anthracnose caused by C. fructicola. 

The effect of ozonated water (OZW) applied through overhead irrigation was evaluated for control of strawberry 

anthracnose caused by Colletotrichum fructicola. In vitro, conidia of the pathogen were completely inactivated 
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after exposure to 0.5 mg L-1 of dissolved ozone in OZW for 10, 30 and 60 s, and more over 90% after exposure 

to 0.2 mg L-1 for 10 s. In the greenhouse, disease severity significantly decreased at 0.5-1.0 mg L-1 ozone 

concentration in water, but no significant difference were found at 0.1-0.4 mg L-1. When combined with fungicides 

in irrigation water, the effectiveness was significantly improved compared with OZW alone or a conventional 

fungicide spray. No visible phytotoxicity was recognized on plants treated with OZW alone or when combined 

with fungicides. Fungicides have so far been the only practical control measure for strawberry anthracnose. This 

study revealed the potential of OZW as an additional control measure for control of C. fructicola in commercial 

nurseries without phytotoxicity. 

In conclusion, the results of this study demonstrated that; 1) the strawberry anthraconose pathogen can survive 

latently on most weeds and forms acervuli on the leaves after treatment with glyphosate, 2) the Bio-PCR assay can 

sensitively detect C. fructicola in symptomless strawberry plants and inspections using the assay are effective in 

decreasing the disease in foundation-stock fields, 3) the ethanol-spray treatment forecasts occurrence of strawberry 

anthracnose at the late nursery stage by detecting the latent infection at an early nursery stage, 4) treating with 

neutral electrolyzed water through overhead irrigation significantly suppresses strawberry anthracnose caused by 

the pathogen without any phytotoxicity. 
 

Key Words: anthracnose, disease control, ethanol-spray treatment, inoculum source, neutral electrolyzed water, 

ozonated water, pathogen detection, PCR, strawberry, weed 
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序章 

 

日本のイチゴ（Fragaria × ananassa Duch.）の栽培

は，2015 年度産では作付面積 5,450ha，販売額 1,700

億円であり，10a 当りの販売額が年間 300 万円以上と

なる極めて経済価値の高い品目である（農林水産省 

2016a; 2016b）．高品質な日本のイチゴは海外でも非常

に人気が高く，台湾，香港などの東南アジアを中心に

輸出が増加しており，我が国の輸出戦略を推進する

上でも期待されている（農林水産省 2017）．しかし，

栄養繁殖性のイチゴは，野菜種子などで一般的に施

される高温処理（Kubota et al. 2012; 中村ら 1981）や

高濃度の薬剤浸漬（Hopkins et al. 1996）が実施できな

いため，一旦病原体に感染するとその除去が難しい．

また，イチゴは栽培期間が長く，通常 3，4 月から育

苗が始まり，9 月に本圃へ苗を定植し，その後 12 月

から翌年の 6 月まで約半年間収穫が続く（Yoshida 

2012）．長期間にわたる栽培は，必然的に病原体の感

染と，それによって生じる発病のリスクを高める． 

イチゴの主要病害として，うどんこ病，萎黄病およ

び炭疽病が３大病害として知られている（Mass 1998）．

いずれも真菌の子嚢菌類に属する糸状菌によって生

じる．なかでも炭疽病は，アメリカ合衆国，ヨーロッ

パ，韓国，イスラエルなど世界の主要なイチゴ栽培国

で被害が報告されている（Carlos et al. 2008; Freeman 

et al. 1997; Nam et al. 2004; Peres et al. 2005; Van 

Hemelrijcka et al. 2010）．本病の初期感染は育苗期に起

こることが多く，一旦病原菌が感染して病害が発生

すると，病原菌が全身にまん延し，最終的には苗が枯

死するため，イチゴの最重要病害に位置づけられて

いる（Mass 1998; 岡山・辻本 1994）．日本においては，

本病による年間の推定被害面積は 890ha，被害金額は

35 億円と見積もられている（Sato and Moriwaki 2009）． 

イチゴ炭疽病は，日本では 1970 年に徳島県で品種

‘芳玉’において発病が確認されたのが初めての報

告であり（山本 1971），その後奈良県においても発生

が確認された（小玉 1978）．一方で，この時期の日本

国内のイチゴ栽培品種の主流は，炭疽病抵抗性品種

の‘宝交早生’であったため，本病の発生は罹病性で

ある‘芳玉’や‘麗紅’などの品種のみに限られ，全

国的に問題になることはなかった（岡山・辻本 1994）．

しかし，1980 年以降から，花芽分化が早く，収量，

品質ともに優れた品種である‘女峰’や‘とよのか’

へと主要品種が代わっていった．これらの品種は炭

疽病に罹病性であり，特に感受性の高い‘女峰’で発

生が急増し，イチゴの重要病害として本病が問題と

なるようになった．その後の各県でのイチゴの独自

のブランド品種育成では良食味や収量性が優先され，

これらの特性をもつ品種が広く栽培されるようにな

った（Yoshida 2012）が，本病抵抗性を併せ持つ品種

は限られており（森 2008; 沖村ら 2007），その防除

に多くの労力が注がれているのが現状である． 

イチゴ炭疽病の病原菌として， Colletotrichum 

gloeosporioides （Penz.）Penz. & Sacc.，C. acutatum J.H. 

Simmonds および Colletotrichum fragariae Brooks の 3

種が知られている（Howard et al. 1992; Peres et al. 2005）．

このうち日本では，C. gloeosporioides（岡山・辻本 

1994）と C. acutatum（石川ら 1992; 松尾・太田 1992）

の 2 種が報告されている．いずれの病原菌種も高温

多湿を好み，より病原性の強い C. gloeosporioides の

発生が多く，被害も大きい（Suzuki et al. 2010）．C. 

gloeosporioides は，熱帯から温帯地域において穀類，

野菜，花，果樹などに広く被害を引き起こす多犯性の

病原菌である（Sato and Moriwaki 2009）．本種は様々

な植物に病気を犯す一方で，単一種の中に宿主特異

性の異なる数多くの分化型が存在することも知られ

ている（Gunnell et al. 1992; Moriwaki et al. 2002; Sutton 

1992）．このような中，近年 C. gloeosporioides につい

て種の再分類が行われ，集合種である本種が 22 種 1

亜種に細分化されて整理され，イチゴに病原性を持

つものは C. fructicola Prihastuti, L. Cai & K. D. Hyde，

C. siamense Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde および C. 

theobromicola Delacr.の 3 種に分類された（Weir et al. 

2012）．日本国内で C. gloeosporioides が最も数多く保

存されている農業生物資源ジーンバンクの本種保存

菌株についても再同定が行われ，多くが C. fructicola

であることが分かった（遺伝資源データベース，

https://www.gene.affrc.go.jp/databases.php）．また，千葉

県内のイチゴ炭疽病菌を詳しく調査した結果では，

上記の 3 種のうち C. fructicola が最も病原性が強いと

報告された（Gan et al. 2017）．つまりイチゴ炭疽病菌

の分類に関するこれらの最近の研究から，本病の病

原菌としては C. fructicola が優占種であり，最も大き

な被害を及ぼしていると考えられた．そのため，本研

究においてもイチゴ炭疽病菌として C. fructicola を主

な対象とした． 

イチゴ炭疽病についてはこれまで，病原菌の同定，

伝染源，伝染方法の解明などの生態研究（Horn and 
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Carver 1963; 1968; Howerd and Albregts 1984; 稲田ら 

2005a; Norman and Strandberg 1997; 岡山・辻本 1994; 

岡山・平山 2013; Smith and Black 1990; Ureña-Padilla 

et al. 2001; Yang et al. 1990），それに基づく耕種的防除

技術の開発（越川ら 2003; Nam et al. 2006; Ntahimpera 

et al. 1999; Okayama 1993; 米本ら 2008），薬剤防除技

術の開発（稲田ら  2005b; MacKenzie et al. 2009; 

MacKenzie and Peres 2012; 奈尾  2005; 岡山・平山 

2011）などが行われ，国内各地域のイチゴ産地に導入

されてきた．本病の主要な伝染源は潜在感染したイ

チゴ株やその残渣であるとされ（Debodea et al. 2015; 

Urena-padilla et al. 2001），無病株の利用，施設内の土

壌や機材等の太陽熱による消毒（小玉・福井 1982）

などが実施されている．また，本病は風雨や頭上かん

水などの水滴により分生子が飛散し周辺株へと被害

が拡大する（稲田ら 2005a; Rahman et al. 2015）．その

ため，雨よけ栽培，点滴かん水や底面給水などの水滴

を発生させない方法が非常に有効である（越川ら

2003; Okayama 1993; 米本ら 2008）．さらに，イチゴ

炭疽病に登録のある殺菌剤は比較的多く，育苗期を

中心に薬剤防除が行われている（平山ら 2010; 稲田

ら 2005b）．本病の防除は，これら耕種的防除や薬剤

防除など様々な技術を組み合わせて実施されており，

本病の被害軽減に役立っている． 

一方，イチゴ栽培様式の変化や，全国的なブランド

品種の開発とその親苗の流通増加など，イチゴ栽培

を取り巻く状況は近年大きく変化しており，これら

変化の多くがイチゴ炭疽病の発生や拡散に好適に働

くために本病の被害は恒常的なものとなっている．

例えば，これまで土壌燻蒸剤としてイチゴ栽培で広

く利用されてきた臭化メチルが，モントリオール議

定書においてオゾン層破壊に関与する物質と位置付

けられ（Ristaino and Thomas 1997），2005 年に使用が

制限された．また，これまで土耕栽培が主流であった

イチゴ育苗が，用土にオガクズを用いた無仮植育苗

（西本ら 2007）や，市販培土を用いたポット育苗な

どの隔離栽培へと変化した．これにより，多くの植物

病害，特に土壌病害に有効な田畑輪換（Subbarao et al. 

2007）から，毎年同じ圃場での連作へとイチゴの栽培

方式が変化した．これらの栽培方式の変化はいずれ

も，結果として炭疽病菌の残存や増殖に好適な環境

をつくり出している．これらに加え筆者の経験では，

本病の伝染源とされてきたイチゴの潜在感染親株や

被害残渣などに対して十分な対策を実施したにもか

かわらず本病が発生する事例があり，このようなイ

チゴ植物体やその残渣以外にも伝染源が存在し，本

病の被害を拡大させている可能性が考えられた（平

山ら 2007）．そこで生産地において本病の発病状況調

査を実施した結果，雑草に近接したイチゴ株が発生

する現象がしばしば観察され，伝染源としての可能

性が示唆された．そこで第 1 章において，現地調査と

モデル試験により，雑草が本病の感染源になりうる

ことを実証した． 

また近年，前述の罹病性品種の作付けに加えて，民

間業者による親苗の販売や各県や産地間で，苗の安

定供給を目的として増殖や育成を他地域に委託する

リレー生産が増加しており，イチゴ苗の移動による

広域的な汚染リスクが増大している（植松ら 2002）．

奈良県においても他県の育成品種が直接または民間

業者を通して，県内に導入され栽培されている（平山

ら 2010）．また，奈良県内では，イチゴ原種苗増殖体

制が整備されており，県内の苗の多くは産地間で苗

の譲渡が行われている（平山 2016b）．このような背

景から，イチゴ苗の譲渡の際には，品質保証の観点か

らイチゴ苗の病害検査が不可欠になり，本病に対す

る迅速で正確な診断法も求められるようになってい

る．これまで，本菌の検出法には，選択培地を用いた

培養法（岡山ら 2007; Tu 1985），エタノール浸漬簡易

法（Ishikawa 2003），生物検定（岡山 1993）などさま

ざまな手法が開発されている．しかし，これらの手法

では Colletotrichum 属菌を種レベルまでしか識別でき

ないことや，判定に 3 週間以上の日数を要するなど

の課題がある．さらに，農林水産省で実施している発

生予察事業では，主要な作物や病害虫について，県や

地域など広域的な発生状況を予測するための予察法

が定められている．しかし，イチゴの重要病害である

本病の発生予察手法は確立されておらず，薬剤防除

の要否あるいは適期を判断するための適切な方法が

必要とされていた．これら課題を解決するために，第

2 章では迅速で高感度な無病徴感染株からの本菌の

PCR 検出法を確立するとともに，PCR 検出法よりも

精度は低くなるがより簡易で安価なエタノール検出

を応用した発生予察法を考案し，現地実証により有

効性を確認した． 

さらに，薬剤の多用により，治療効果の高い殺菌剤

において高頻度で耐性菌が発生し，薬剤による防除

効果が著しく低下するなど，新たな問題が生じてい

る（Fernández-Ortuño et al. 2012; Ishii et al. 1998）．そ

のため，耐性菌対策として，既存の薬剤に頼らない防

除対策の確立が緊急の課題となっていた．このよう
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な中，2013 年に農薬取締法において，電解水が特定

防除資材（特定農薬)として指定されたことを受け（農

林水産省・環境省 2013），イチゴ炭疽病防除への応用

を試みた．本剤は食品添加物としても指定されてい

るために生産者や消費者への安全性が高いと考えら

れ，また作用機構が細胞壁などの物理的破壊である

ため耐性菌が発生しにくい（Al-Haq et al. 2005）．しか

し，電解水の農業分野での利用法の研究は少なく，炭

疽病防除への応用については検討されてこなかった．

そこで電解水および，同様の理由で耐性菌が発生し

にくいと考えられるオゾン水について，第 3 章にお

いてイチゴ炭疽病防除への活用法を開発した．                                                                           

 

 

第１章 イチゴ炭疽病の新たな伝染源としての

雑草の評価 

 

１－１．緒言 

 

イチゴ炭疽病のこれまでの生態研究から，炭疽病

の主要な伝染源はイチゴ無病徴感染株やその被害残

渣であることが知られている（debodea et al. 2015; 

Ureña-padilla et al. 2001）．そのため，栽培後には被害

残渣を除去して施設内を消毒し，その後に無病株を

植え付けて病原菌を侵入させないことで本病の防除

が可能とされてきた．この考え方に基づき，奈良県で

は，炭疽病菌に汚染された親株を除去するために

PCR によるイチゴ苗の病害検査が導入されている

（平山 2016a）．さらに，育苗前には被害残渣を圃場

外へ持ち出し（平山ら 2010），太陽熱消毒により施

設内に残った病原菌を完全に殺菌する対策が取られ

ている（小玉・福井 1982）．しかし，このような対

策を実施しても翌年の栽培で本病が発生する圃場が

見られたことから，イチゴ植物体やその残渣以外に

も伝染源が存在している可能性が考えられた．そこ

で，現地のイチゴ育苗圃での本病の発病状況を調査

したところ，雑草に近接しているイチゴ株で本病が

発病している現象をしばしば観察することができた

（平山ら 2007）． 

イチゴ炭疽病菌は，イチゴ以外にシクラメンやマ

メ科作物などの栽培植物や，一部の雑草などにも病

原性を持つことが報告されている（Howard and 

Albregts 1973; MacKenzie et al. 2007; 岡山・辻本 1994; 

Whiting and Roncadori 1997; Xiao et al. 2004）．これら

の植物に病徴を現した場合には，その病斑部に大量

の分生子が形成され，これが水滴伝播することで伝

染源としての役割を担うことになる．しかし，これら

植物がイチゴ栽培圃場周辺で栽培されることは稀で

ある．また雑草については多くが海外にしか生息し

ない種であり，雑草が日本国内でイチゴ炭疽病菌の

感染源になる可能性は非常に低いと考えられてきた． 

一方，炭疽病菌はある種の植物に対しては，病徴を

現すことなく感染する，つまり無病徴感染すること

が報告されている．例えば，イチゴ炭疽病の病原菌の

1 種である C. acutatum は，ナス，トマト，ピーマン

や数種雑草に感染するが（Freeman et al. 2001），表皮

細胞に留まり，病徴を示さないまま数ヶ月間にわた

って生存する（Horowitz et al. 2002）．しかし，これ

らのイチゴ以外の植物が，イチゴ炭疽病の伝染源と

しての役割を果たすには分生子密度が最低でも 103

個/ml は必要であるため（岡山 1994），大量の分生子

を形成することが必須条件となる．そのため，植物に

感染しただけで伝染源になるとは必ずしも言えない．

Cerkauskas et al.（1983）は，マメ科植物に除草剤を処

理して枯死させると，C. truncatum の分生子形成が促

されたと報告している．このことは，無病徴感染した

植物であっても除草剤などのストレスが加われば伝

染源になりうることを示唆している．しかし，本研究

で対象としている C. fructicola でイチゴ以外の植物が

感染源になることや，分生子形成の条件については

明らかにされていない． 

そこで，イチゴ炭疽病菌 C. fructicola の伝染源とし

て雑草の役割を調査するために，１）イチゴ圃場およ

びその周辺に生息している雑草から本菌を分離し，

２）雑草での本菌の病原性と感染性について調査し，

最後に３）除草剤グリホサート処理が本菌の活性に

与える影響について調べた（Hirayama et al. 2018）． 

 

 

１－２．材料および方法 

 

１）雑草からの Colletotrichum 属菌の検出 

2005 年から 2008 年に奈良県内のイチゴ育苗圃場

12 か所から雑草の葉を計 541 枚採取した．採取した

雑草葉は，水道水の流水中で 3 分間洗浄し，70％エタ

ノールで瞬時，続いて 2％次亜塩素酸ナトリウムに 2

分間浸漬して表面殺菌した．滅菌蒸留水で洗浄後，殺

菌処理した雑草葉を 1 時間風乾し，改変 Mathur 培地

（Tu 1985）上に置床し，25℃，暗黒下で培養した．

改変 Mathur 培地は，蒸留水 1,000ml 中に，シュクロ
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ース 10g，酵母エキス 1.0g，Bacto ペプトン 1.0g，

MgSO4·7H2O2.5g，KH2PO42.7g，寒天 20g を加えて

高圧滅菌し，冷却後にイプロジオン 50%水和剤 5mg

（商品名：ロブラール水和剤，バイエルクロップサイ

エンス株式会社，東京），乳酸 1ml，アンピシリン 25mg

を添加して作製した．培養 7 日後，コロニー上に形成

した分生子を光学顕微鏡で観察し，その形態から

Colletotrichum 属菌かどうかを判別した．また，採取

圃場では，次の作期の栽培時における本病の発病の

有無を調査した． 

 

２）分離された Colletotrichum 属菌の PCR 法によ

る同定 

 分離された Colletotrichum 属菌は，ポテト・デキス

トロース寒天培地（Difco）で 7 日間培養し，その菌

そうから CTAB 法（Freeman et al. 2001）により全 DNA

を抽出した．PCR は種特異的プライマーを用いた

PCR により C. gloeosporioides 集合種に属するかどう

かを判別した．すなわち，C. gloeosporioides 集合種で

は CgInt とユニバーサルプライマーである ITS4（Mills 

et al. 1992），C. acutatum 集合種では，CaInt2 と ITS4

（Sreenivasaprasad et al. 1996）をそれぞれ用いた．PCR

は以下の手順で行った．DNA ポリメラーゼは 2 ×

GoTaq master mix（Promega）を使用し，10 pmol のプ

ライマー，1μl 鋳型 DNA および滅菌水を加えて混

合し，反応液量 20μ l とした．DNA 増幅装置は

GeneAmp PCR Systems 9700 （Thermo Fisher Scientific）

を使用し，各反応サイクルは 95℃で 10 分間反応後，

95℃で 30 秒間，58℃で 30 秒間，72℃で 1 分間を 35

回繰り返した後，最後に 72℃で 7 分間反応させた．

PCR 産物を 1.5%アガロースゲルで電気泳動後，SYBR 

Gold Nucleic Acid Gel Stain （Life Technologies Japan）

で染色後，紫外線下で写真撮影した． 

 さらに C. gloeosporioides 集合種を，Marker 2 プラ

イマーセット（Gan et al. 2017）を用いて，種を同定し

た．PCR 反応は，95°C で 10 分間後に，95°C で 1

分間，55°C で 30 秒間，72°C で 30 秒間を 30 サ

イクルし，最後に 72°C を 5 分間行った． 

 

３）Colletotrichum gloeosporioides 集合種のイチゴで

の病原性 

 C. gloeosporioides 集合種として同定した分離菌の

イチゴ苗での病原性を下記の方法で調査した．分離

菌をポテト・デキストロース寒天培地で 25℃，7 日間

培養し，培地上に形成された分生子をコンラージ棒

で掻きとり，滅菌蒸留水に懸濁して 106 分生子/ml に

調整した．イチゴ（品種‘アスカルビー’）の小葉に

葉 1 枚当たり 10ml の分生子液を滴下し，透明のプラ

スチック容器に静置し，25℃，湿室，自然光条件下で

培養した．小葉の 3 分の 2 以上で病徴が観察された

菌株を病原性菌として判定した．試験はそれぞれの

菌株について，イチゴ苗 3 株のそれぞれ 2 小葉ずつ

を供試した． 

 

４）雑草での Colletotrichum fructicola の病原性 

 雑草に C. fructicola を接種し，病原性を調査した．

雑草は優占種であるイヌビユ（Amaranthus blitum L.），

メヒシバ（Digitaria ciliaris （Retz.） Koeler），ノゲシ

（Sonchus oleraceus L.），ハキダメグサ（Galinsoga 

ciliata Blake）およびスベリヒユ（Portulaca oleracea L.）

の 5 種を用いた．奈良県農業研究開発センター（奈良

県橿原市）内のイチゴ栽培歴のない圃場において，そ

れぞれ 3-5 葉期の雑草を採取し，培養土（TM-1，タ

キイ種苗）を入れたポット（300ml 容）に植え替えた．

対照として 3 葉期のイチゴ（品種‘アスカルビー’）

を用いた．接種には C. fructicola 菌株の Nara-gc5 株 

（MAFF 245243 株） と 19002 （MAFF 306782）の 2

つの株を用いた．それぞれの菌株は，200ml 容の三角

フラスコに 100mlのショ糖加用ジャガイモ煮汁（PS）

液体培地（蒸留水 1L 中にスライスしたジャガイモ

200gの煮汁とショ糖 20gを添加して高圧滅菌）中で，

120rpm，10 日間の振とう培養を行った．培養後，菌

そうをガーゼでろ過し，分生子液を得た．分生子液は，

滅菌蒸留水で希釈し，106 分生子液/ml に調整した．

接種は無傷および有傷で行った．無傷接種はそれぞ

れの雑草およびイチゴ苗に分生子液 10ml をハンドス

プレーで噴霧した．有傷接種は昆虫針（志賀昆虫 2 号，

志賀昆虫普及社製）の針先を分生子液に瞬時浸漬し，

それぞれの株の葉に突き刺す針接種とした．それぞ

れ透明のプラスチック容器に入れて湿室条件下で 7

日間培養して，病徴を観察し，病原性の有無を判断し

た．試験はそれぞれの雑草およびイチゴで 3 株，3 反

復で実施した． 

 

５）雑草での C. fructicola の潜在感染 

現地圃場において優占種であるイヌビユとメヒシ

バを試験に用いた．これらの株は前述のようにポッ

トに移植した．イチゴ（品種‘アスカルビー’）は 3

葉期の苗を用いた．C. fructicola Nara-gc5 株の分生子

液を前述のように作製し，103 分生子/ml の濃度に調
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整してそれぞれの雑草およびイチゴ苗に噴霧接種し

た．接種苗はビニールハウス内で管理し，かん水は点

滴チューブを用いて行った．接種後，0，2，4，6 お

よび 8 週間後にそれぞれの葉を 9 枚ずつ無作為に採

取した．採取した試料は 70％エタノールで瞬時，続

いて 2％次亜塩素酸ナトリウムに 2 分間浸漬して表

面殺菌し，1 時間風乾し，8 つに均等に分割した．切

片は改変 Mathur’s 培地に置床し，25℃で 7 日間培養

した．潜在感染率は，本菌の菌糸伸長が観察された切

片数から求めた．試験は 3 反復で行った． 

 

６）炭疽病菌の雑草上での分生子発芽および付着器

形成 

雑草としてイヌビユとメヒシバを用い，これらの

葉上での C. fructicola Nara-gc5 株の発芽と吸着器形成

を調査した．雑草の採取と接種は前述と同様に行っ

た．接種苗は 25℃，湿室条件下で 24 時間静置し，そ

の後に葉を採取し，顕微鏡観察のために試料調整を

行った．すなわち，葉切片（約 10mm 角）にアルコー

ルラクトフェノールコットンブルー液（フェノール

10g，グリセリン 10ml，乳酸 10ml，アニリンブルー

0.02g/10ml 蒸留水，95％エタノール 20ml）を加えて

加熱し，48 時間浸漬後，水洗して抱水クロラール水

溶液（抱水クロラール 5g/蒸留水 2ml）に 30～50 分間

浸漬した．試料をスライドガラスに乗せ，50%グリセ

リンで封入した後に検鏡し，染色された菌体を観察

した．対照としてイチゴ葉を用いた．切片当たり 100

個の分生子について発芽率を調査した．さらに，分生

子発芽した菌糸について付着器形成の有無を観察し，

付着器形成率を求めた．試験は 2 切片を 1 つの反復

として 3 反復で行った． 

 

７）雑草上でのイチゴ炭疽病菌の分生子形成に及ぼ

す除草剤グリホサートの影響 

 除草剤を処理した雑草での炭疽病菌の分生子形成

能を調査した．菌株は，C. fructicola Nara-gc5 株を用

いた．植物は，雑草としてイヌビユ，メヒシバ，ノゲ

シ，対照としてイチゴ（品種‘アスカルビー’）を用

いた．雑草およびイチゴの育成と病原菌の接種は前

述の通りとした．接種 2 週間後に，それぞれの雑草苗

とイチゴ苗に除草剤グリホサートカリウム塩（5.0g 成

分量/l，ラウンドアップハイロード，日産化学）1ml を

噴霧処理した．対照として除草剤グリホサートカリ

ウム塩を処理しない区を設けた．除草剤処理の 7 日

後に雑草およびイチゴ苗が枯死しているのを確認し，

それぞれの葉を採取して 1cm2 に切り分けた．5 切片

を 10ml の滅菌蒸留水で 2 分間激しく振とうした後

に，振とう液をベノミル（50mg 成分量/L，ベンレー

ト水和剤，住友化学）を添加した改変 Mathur 培地に

塗布し，暗黒下で 25℃，7 日間培養した．なお，ベノ

ミルは本菌のコロニーの大きさを制限するとともに，

他の雑菌や Colletotrichum 属菌の生育を制御し，本菌

のコロニー数を計測し易くするために添加した．培

養後，培地上に出現したコロニー数を計測し，炭疽病

菌の分生子形成数を求めた．本試験は，1 回につきシ

ャーレ 5 枚を用いてこれを 1 反復とし，5 反復で行っ

た．また，同時に葉上での分生子形成を光学顕微鏡下

で観察して確認した． 

 

 

１－３．結果 

 

１）雑草からの Colletotrichum 属菌の検出とイチ

ゴに対する病原性 

 2005 年から 08 年に，奈良県内 6 市町の延べ 31 圃

場において，雑草 13 種の 541 試料を採取した．分離

菌について種特異的プライマーによる PCR を行った

結果，C. gloeosporioides が 15.9％の試料から検出され

た（ Table 1-1 ， Fig. 1-1 ）．さらにこれらの C. 

gloeosporioides 菌株を C. fructicola 検出用プライマー

による PCR によって種を特定した結果，全採取試料

の 5.7％が C. fructicola であることが明らかとなった．

なお，分離した C. fructicola の 4 菌株については，登

録番号 MAFF 246279 から同 246282 として農業生物

資源ジーンバンクに登録した．また，雑草からイチゴ

炭疽病菌が検出された圃場では，次作においてイチ

ゴでの発病が多く認められた．また，分離した C. 

fructicola はイチゴ苗の生物検定ですべて発病し，C. 

fructicola以外のColletotrichum属菌はイチゴに対して

病原性は示さなかったことから，イチゴ炭疽病の病

原菌は，すべて C. fructicola であることが明らかにな

った． 

 雑草種の比較では，13 種中 6 種から C. fructicola

が検出され，イヌビユではこの雑草の供試数の

17.9％から検出され，最も検出頻度が高かった．続

いて，ハキダメグサとセイタカアワダチソウ

（ Solidago altissima  L.）が 8.1％，メヒシバが

5.5％，ヒメビョオン（Erigeron annuus  L.）が

4.8％，ノゲシが 4.3％であった（Table 1-2）．一方，

カヤツリグサ（Cyperus microiria Steud.），スベリヒ 



平山喜彦：イチゴ炭疽病の伝染様式の解明と診断・防除技術の確立          (87) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nov, 2005 Kashihara 1 Ab, Gc, Sa, Dc, Cm, So 60 21.7 35.0 21.7 21.7 +

May, 2006 Kashihara 1 Sa, Dc, Ea, So, Ab, Cb, Cg 70 1.1 1.1 1.1 1.1 +

May, 2007 Kashiba 1 Dc, Sa, Ea,  So 18 0 0 0 0 -

Kashiba 2 Gc, Sa, Dc, So, Ea, Po 24 4.2 12.5 4.2 4.2 +

Kashiba 3 Ab, Dc, Ea, So 16 0 0 0 0 -

Kashiba 4 Gc, Dc, Sa 10 0 0 0 0 -

Kashiba 5 Sa, Dc, So, Ea 10 0 0 0 0 -

Kanmaki 1 Dc 10 0 0 0 0 -

Kawai 1 Dc, Sv 12 0 0 0 0 -

Katsuragi 1 Ab, Sa, Dc, La, Po 12 0 0 0 0 -

Katsuragi 2 Ab, Dc, Ea 12 0 0 0 0 -

Kouryo 1 Sa, Dc 12 0 25.0 0 0 +

Kouryo 2 Sa, Dc, Ab, Cb 14 5.6 35.7 5.6 5.6 +

Nov, 2007 Kashiba 1 Ab, Ea 8 0 0 0 0 -

Kashiba 2 Ab, Dc, Ea 16 15.0 68.8 15.0 15.0 -

Kashiba 3 Dc, Ea 16 0 18.8 0 0 -

Kashiba 4 Gc, Dc, Sa 12 0 0 0 0 -

Kashiba 5 Sa, Dc, So, Ea 14 0 0 0 0 -

Kanmaki 1 Sa, Dc,So 24 37.5 58.3 37.5 37.5 +

Kawai 1 Ab, Sa, Dc, Ea 12 0 0 0 0 -

Katsuragi 1 Ab, Sa, Dc 16 0 6.3 0 0 -

Katsuragi 2 Ab, Sa, Ea 7 0 0 0 0 -

Kouryo 1 Sa, Dc 10 0 30.0 0 0 -

Kouryo 2 Sa, Gc 20 20.0 60.0 20.0 20.0 +

 Jun, 2008 Kashiba 1 Dc 6 0 0 0 0 -

Kashiba 2 Gc, Sa, Dc 16 6.3 31.3 6.3 6.3 -

Kashiba 5 Sa, Dc, So 12 0 0 0 0 -

Kanmaki 1 Ab, Dc, Sa 8 0 0 0 0 +

Kawai 1 Sa, So, Sv 14 0 0 0 0 -

Katuragi 1 Ab, Dc, Ea, Cg 8 0 25.0 0 0 -

Katuragi 2 Ab, Sa, Dc, Po 14 0 0 0 0 -

Kouryo 1 Gc, Dc 14 0 14.3 0 0 -

Kouryo 2 Sa, Dc, So 14 7.1 14.3 7.1 7.1 +

Total (2005–2008) 541 5.7 15.9 5.7 5.7

Pathogenic isolates (%)

C. fructicola
C. gloeosporioides

complex

 Month, Year Locality Weed species
a)

Number of weed

leaves examined

Detection frequency (%)
Disease

occurrence in the

following seasonC. fructicola
C. gloeosporioides

complex
b)

Table 1-1 奈良県内のイチゴ圃場およびその周辺で生息する雑草からのイチゴ炭疽病菌の Colletotrichum fructicola 

の検出  

a）Ab: Amaranthus blitum L.（イヌビユ）; Gc: Galinsoga ciliata Blake（ハキダメグサ）; Sa: Solidago altissima L.（セイタ

カアワダチソウ）; Dc: Digitaria ciliaris （Retz.） Koeler（メヒシバ）; Ea: Erigeron annuus L.（ヒメジョオン）; So: Sonchus 

oleraceus L.（ノゲシ）; Sv: Senecio vulgaris L.（ノボロギク）; Cm: Cyperus microiria Steud.（カヤツリグサ）; La: Lamium 

amplexicaule L.（ホトケノザ）; Aa: Alopecurus aequalis Sobol.（スズメノテッポウ）; Cb: Capsella bursa-pastoris Medicus 

（ナズナ）; Po: Portulaca oleracea L.（スベリヒユ）; Cg: Cerastium glomeratum Thuill.（オランダミミナグサ） 

b）C. gloeosporioides complex には C. fructicola を含む 

Fig. 1-1 Mathur 培地での雑草からの Colletotrichum 属菌の分離状況 

       （bar: 3 cm）  
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ユ，ノボロギク（Senecio vulgaris L.），ホトケノザ

（ Lamium amplexicaule L. ），スズメノテッポウ

（Alopecurus aequalis Sobol.），ナズナ（Capsella bursa-

pastoris Medicus），オランダミミナグサ（Cerastium 

glomeratum Thuill.）の 7 種からは本菌は検出されなか

った．各雑草の生育時期との関係では，C. fructicola が

検出され雑草は，生育期間が春から秋の 1 年生が多

く，主に低温期に生息する越年雑草からの検出は少

なかった． 

 

２）雑草に対するイチゴ炭疽病菌の病原性 

 人工接種によって 5 種の雑草（イヌビユ，メヒシ

バ，ノゲシ，ハキダメグサおよびスベリヒユ））に

対する病原性を調査した．無傷接種では，イヌビユ

において C. fructicola の Nara-gc5 株と 19002 株の両

菌株ともに噴霧接種 7 日後に葉に褐点症状が認めら

れたが，これらの症状は大型病斑に拡大することは

なかった（Table 1-3，Fig. 1-2）．病斑からは炭疽病

菌 C. fructicola が再分離され，その症状が炭疽病菌

によるものであることを確認した．イチゴでは，小

葉での黒色の汚班状病斑や葉柄での黒色病斑が認め

られた．イヌビユでの症状は本菌によるイチゴでの

症状とは明らかに異なっており，イヌビユ特有のも

のであった．また，メヒシバ，ノゲシ，ハキダメグ

サ，ノゲシ，スベリヒユは無病徴であり，病原性は

確認されなかった．次に，有傷接種では，イヌビユ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Warm-season weeds

    Amaranthus blitum Mar-Nov 17.9 (56
a
)

    Galinsoga ciliata Apr-Oct 8.1 (37)

    Solidago altissima Apr-Oct 8.1 (74)

 　Digitaria ciliaris May-Oct 5.5 (128)

    Cyperus microiria Apr-Oct 0 (24)

    Portulaca oleracea Mar-Oct 0 (16)

Cool-season weeds

    Sonchus oleraceus Nov-Jur 4.3 (70)

    Senecio vulgaris Dec-Jur 0 (26)

    Lamium amplexicaul e Dec-Jun 0 (20)

    Alopecurus aequalis Oct-Jun 0 (18)

    Capsella bursa-pastoris Nov-Jun 0 (16)

    Cerastium glomeratum Nov-Jun 0 (14)

All season weed

    Erigeron annuus Year around 4.8 (42)

Total 5.7 (541)

Weed species
a) Growing month Isolation frequency (%)

Table 1-2 雑草の種類別のイチゴ炭疽病菌 

Colletotrichum fructicola の検出頻度 

a: 雑草葉数 

Amaranthus blitum ：イヌビユ，Galinsoga ciliata：ハキダ

メグサ，Solidago altissima：セイタカアワダチソウ，

Digitaria ciliaris：メヒシバ，Cyperus microiria：カヤツ

リグサ，Portulaca oleracea ：スベリヒユ， Sonchus 

oleraceus：ノゲシ，Senecio vulgaris：ノボロギク，Lamium 

amplexicaule：ホトケノザ，Alopecurus aequalis：スズメ

ノテッポウ，Capsella bursa-pastoris：ナズナ，Cerastium 

glomeratum：オランダミミナグサ，Erigeron annuus：ヒ

メジョオン 

Weeds species Isolate Nara-gc5 Isolate 19002 Control

Amaranthus blitum Brown leaf spot Brown leaf spot ns

Digitaria ciliaris ns ns ns

Galinsoga ciliata ns ns ns

Sonchus oleraceus ns ns ns

Portulaca oleracea ns ns ns

Fragaria× ananassa  (Strawberry)
Black leaf spot or Lesions

on leaflets and petioles

Black leaf spot or Lesions

on leaflets and petioles
ns

Table 1-3 無傷接種におけるイチゴ炭疽病菌 Colletotrichum fructicola の雑草に対する病原性 

 

 

ns: 無病徴 

Amaranthus blitum ：イヌビユ，Digitaria ciliaris：メヒシバ，Galinsoga ciliata：ハキダメグサ，Sonchus 

oleraceus：ノゲシ，Portulaca oleracea：スベリヒユ 

 

A 

 

B 

 

Fig. 1-2 イチゴ炭疽病菌 Colletotrichum fructicola Nara-gc5 株のイヌビユでの病徴 

A：無傷接種，B：有傷接種  
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において針接種した中心部から灰色で輪紋状の大型

病斑が観察され（Table 1-4，Fig. 1-2），無傷接種と

は症状が明らかに異なった．また，他の雑草種につ

いては，無傷接種と同様に病徴は確認されなかっ

た． 

 

３）イチゴ炭疽病菌の雑草での潜在感染 

 イヌビユでの炭疽病菌の感染率は，接種直後，  

2，4，6 および 8 週間後では，それぞれ 96％，   

91％，96％，83％および 96％であり，常に 80％以上

の高頻度での感染を維持していた（Fig. 1-3）．この 

イヌビユの感染率は，比較対照のイチゴの感染率と

同様に高い値であった．一方，メヒシバでは，接種直

後，2,4,6 および 8 週間後では，それぞれ 85％，  

54％，31％，33％および 22％であり，接種後はイヌ

ビユと同様に高い感染率であったが，その後  

徐々に低下した．しかし，メヒシバの感染率は感染 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

後に低下するものの 8 週間後でも本菌が生存するこ

とが明らかになった．なお試験期間中，イチゴでは

若干の症状が現れたが，イヌビユとメヒシバでは本

病菌による症状の発生は確認されなかった． 

 

４）雑草葉上でのイチゴ炭疽病菌の分生子発芽と付

着器形成 

 雑草およびイチゴ葉上での炭疽病菌の分生子発芽

率は，イヌビユで 92.0％，メヒシバで 85.7％，イチゴ

で 93.1％であり，メヒシバで若干低くなったが，いず

れの試料でも高い発芽率を示した（Table 1-5，Fig. 1-

4）．発芽後に植物へ侵入する際に形成する付着器形

成は，イヌビユで 40.4％，メヒシバで 63.1％，イチゴ

で 66.7％であった．分生子発芽率および付着器形成

率は，植物の種類により大きな違いは認められなか

った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1-4 有傷接種におけるイチゴ炭疽病菌 Colletotrichum fructicola の雑草に対する病原性 

ns: 無病徴 

Amaranthus blitum ：イヌビユ，Digitaria ciliaris：メヒシバ，Galinsoga ciliata：ハキダメグサ，Sonchus 

oleraceus：ノゲシ，Portulaca oleracea：スベリヒユ 

Fig. 1-3 イヌビユ (Amaranthus blitum)とメヒシバ  

(Digitaria ciliaris)の各葉でのイチゴ炭疽病 

菌 Colletotrichum fructicola の感染率の変化 

感染率は炭疽病菌が検出された葉切片に基づい 

て算出した．イチゴ葉を対照として用いた．試験 

は 3 反復で実施した． 

＊はイチゴに対して有意差があることを示す（Χ2-

test, P < 0.05）．また，垂線は標準誤差を示す． 

 

Weed species

Amaranthus blitum 92.0 ± 0.4 40.4 ± 6.2

Echinochloa Crus-galli 85.7 ± 3.6 63.1 ± 3.9

Strawberry 93.1 ± 2.0 66.7 ± 3.9

Conidia

germination (%)

Appressorium

formation (%)

Table 1-5 イヌビユ(Amaranthus blitum)とメヒシバ 

(Digitaria ciliaris)葉上でのイチゴ炭疽病菌 

Colletotrichum fructicola の分生子発芽と付 

着器形成 

値は平均値±標準誤差 n=600（100 分生子×2 切片×3

反復） 
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５）雑草でのイチゴ炭疽病菌の分生子形成に及ぼす

除草剤グリホサートの影響 

 炭疽病菌の生菌数は，グリホサートを処理しない

場合には，すべての雑草で 101 個/ml 以下であった

が，処理した場合には 104 個/ml レベルで多くなっ

た（Fig. 1-5）．このとき生菌数は雑草の種類に関係

なく，イチゴの場合と同等の数であった．このとき

グリホサートを処理した葉上に点在して分生子塊が

観察され（Fig. 1-6），多くの分生子が形成されたこ

とから，選択培地上で出現したコロニーの由来は分

生子によるものと考えられた．このことから，雑草

が除草剤で枯死した場合には，雑草種に関係なく，

本菌は大量の分生子を形成することが明らかとなっ

た． 

 

 

 

 

 

 

 

１－４．考察 

 

 奈良県のイチゴ栽培において，炭疽病は最も被害

の大きい病害であるが（平山ら 2010），伝染源につ

いては必ずしも明確にされてこなかった．筆者は現

地圃場での発病調査の際に，雑草に近接しているイ

チゴで本病が発生しているのをしばしば観察するこ

とがあった（平山ら 2007）．そこで，雑草が本病の伝

染源になるとの仮説を立て本章の実験を開始した．

まず，現地圃場において，圃場内およびその周辺に生

息する雑草が本菌にどの程度感染しているかを調査

した．その結果，13 種の雑草のうち 6 種で本菌に感

染していることが明らかとなった．これまで病原菌

を人工的に接種して，雑草への本菌の感染頻度を確

認した報告はあるが（Freeman et al. 2001），現地圃場

において確認したのはこれが初めてである．本研究

から，炭疽病菌は栽培圃場においてもイチゴ以外の

植物へ感染し，定着していることが明らかになった．

また，感染が確認された 6 種の雑草のうち 5 種は春

から秋にかけての中高温期に生息する 1 年生雑草で

あった．本菌はイチゴ育苗期の高温期に発生が多く，

菌糸伸長や分生子形成が活発になることから，この

時期に生育する雑草での感染が多くなったと考えら

れた． 

 次に，本菌の雑草に対する病原性を人工接種試験

により調査した．県内で多く見られる雑草であるイ

ヌビユで病徴が認められ，無傷接種で葉に褐点症状，

有傷接種で灰色の大型の輪紋状病斑を示した．しか 

し，病斑が確認されたのはイヌビユの 1 種類のみで， 
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 B 

 

Fig. 1-4 イヌビユ上でのイチゴ炭疽病菌の分生子発 

芽と付着器形成の状況 

A: 分生子 B: 付着器 （bar: 30 μm） 

Fig. 1-5 除草剤処理したイヌビユ(Amaranthus  

blitum)，メヒシバ (Digitaria ciliaris)およ 

びノゲシ(Sonchus oleraceus)の各葉でのイチゴ 

炭疽病菌 Colletotrichum fructicola の分生子

形成 

分生子数は Mathur 培地を用いた希釈平板法による求

めた．試験は 3 反復とした． 

＊は除草剤無処理区に対して有意差があることを示

す（Χ2-test, P < 0.05）． また，垂線は標準誤差を

示す．  

Fig. 1-6 除草剤グリホサート処理 7 日後のイヌビユ葉 

上の形成された分生子塊（bar: 50 μm） 

A：葉上に点在する分生子塊，B：分生子塊 

 

A 

 

B 
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その他雑草では全く病徴を示さず，無病徴感染する

ことが明らかとなった．イチゴの典型的な症状は，無

傷接種においても小葉や葉柄に進展型の大型病斑が

現れることであるが（岡山・辻本 1994），イヌビユで

は褐点症状のみで病斑の拡大は認められなかった．

このことからイヌビユの炭疽病菌に対する感受性は，

イチゴよりも低いと思われたが，これについては感

染後の菌糸伸長や遺伝子レベルでの抵抗性メカニズ

ムについて調査する必要がある．一方，有傷接種にお

いては，イヌビユでも進展型の大型病斑となった．自

然条件下では風などの物理的な障害により，有傷接

種と同じような条件となることがあるため，このよ

うな場合には病斑上に大量の分生子を形成し，感染

源になると考えられる． 

前述のように本菌は，ほとんどの雑草に病徴を示

さずに無病徴感染する．Colletotrichum fructicola とは

別の種のイチゴ炭疽病菌である C. acutatum は，ピー

マン，ナス，トマトなどの栽培植物やキク科やマメ科

雑草に無病徴感染し，このとき表皮細胞にのみ侵入

することが明らかになっている（Horowitz et al. 2002）．

本研究において，C. fructicola は雑草葉上で 80％以上

の頻度で分生子発芽し，そのうちの半数近くが付着

器を形成することが明らかとなり，本菌が雑草へ感

染することが顕微鏡観察においても確認された．

Leandro et al.（2001）は，C. acutatum がイチゴの無病

徴の葉上において，分生子発芽した菌糸の先にさら

に分生子を形成し，分生子数が 3 倍に増加するとし

ている．今回の研究では，このような 2 次分生子形成

については調査していないが，本研究で対象として

いる C. fructicola についても，雑草の表皮組織に無病

徴感染し，分生子が増加している可能性がある．しか

し，イチゴの発病には，炭疽病菌の分生子密度が最低

でも 103 個/ml は必要であるため（岡山 1994），雑草

が伝染源となることを証明するには，分生子の指数

的な増加を確認する必要があった． 

そこで，雑草への除草剤処理が本菌の分生子形成

に及ぼす影響について調査した．雑草が除草剤に晒

されると潜在的に感染していた植物病原菌が顕在化

することは他の植物病害で知られている（Schlatter et 

al. 2017）．本研究においても炭疽病菌に無病徴感染し

ている雑草に除草剤を処理した場合に，雑草の葉上

の至る所に分生子塊を形成され，分生子数が指数的

に増加することが明らかになった．本研究の一連の

結果から，雑草からその周辺の雑草へと本菌の感染

が起こることや，雑草からイチゴへ感染し，発病する

ことが想定された（Fig. 1-7）．また，本菌は定着と分

生子形成を繰り返しながら，イチゴ以外の植物でも

生存できると考えられた． 

本研究において，雑草は C. fructicola に対する感受

性によって３つのグループに分けられた．一つは，本

菌に対して常に感受性が高く，感染後に病徴を現す

イヌビユのようなグループである．二つ目は，ハキダ

メグサのように感染はするが病徴が現れず，感染後

に感染率が低下するグループである．最後に，カヤツ

リグサのように本菌に抵抗性か感染しないグループ

であり，このグループの雑草種は本菌の感染源にな

る可能性は低いと考えられた．二つ目のグループは，

雑草が生育中には感染源としての役割は低いが，除

草剤を処理し雑草が枯死した場合には，大量の分生

子を形成し，感染源として働く．また，実際の栽培場

面において，無病徴感染している雑草では症状が肉

眼で判断できないため，この認識不足によって伝染

源が放置され被害を広げてしまうリスクがあると考

えられる．そのため無病徴の雑草も感染しているこ

とを想定し，雑草の刈り込みや防草シートの設置な

どの対策を行う必要がある． 

イチゴ炭疽病菌の分生子は 雨や頭上かん水によ

る水滴伝搬することが知られている（Ntahimpera et al. 

1999）．岡山（1994）は，強い風雨の時には，本菌の

分生子は 3m 以上の距離まで飛散し，イチゴ小葉や葉

柄に発病させることを明らかにしている．イチゴ圃

場内やその周辺には雑草が生育していることが多く，

雑草上に形成された分生子が，イチゴ株に飛散し，発

病する可能性が十分にあると考えられる．臭化メチ

ルが使用禁止になるまでは，イチゴ育苗は土耕栽培

が多く，また通常は毎年輪作され，主に水田にイネの

次作として作付されていた（平山ら 2010）．しかしな

がら，近年は作業性の改善や土壌病害の回避ために

高設のベンチ栽培でイチゴ栽培が行われることが多

く，毎年同じ場所で栽培されるようになっている．こ

のように同じ場所で栽培することで耕起の回数が減

るなどにより雑草の発生量が増加し，除草剤に頼る

ことが多くなる．その結果として，雑草から病原菌が

イチゴへ伝搬する可能性が高まっていると思われる．

現地での発病調査において，雑草が本菌に感染した

圃場では，次作にイチゴで発病する圃場が多かった．

このことから，イチゴへの伝染源としては，除草剤処

理によって大量の分生子が形成された雑草も重要な

伝染源にあると考えられた． 
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最後に，本研究は，イチゴ炭疽病の伝染源としての

雑草の潜在的な可能性に注目し，本病の発生拡大に

対する除草剤処理のリスクの大きさを明らかにした．

本研究は，適切な方法で雑草を防除することが，本病

の発生を抑えるために重要であることを示している．

今後，このようなイチゴ炭疽病の伝染源としての雑

草のリスクを生産現場に周知する必要がある．一方

で，本病の伝染源については未だ不明な部分があり，

さらに本病の発生を抑制するための伝染源の解明や

管理法の研究が必要である． 

 

 

 

 

 

 

第２章 イチゴ無病徴感染株からのイチゴ炭疽

病の新たな検出技術の開発と健全苗育成および

本病発生予察への応用 

 

第１節 健全苗育成のためのPCRによる早期検

出技術の確立 

 

２－１－１．緒言 

 

 奈良県では県育成品種の‘アスカルビー’や‘古都華’

を中心にイチゴ親苗供給体制が整備されている（平

山 2016a）．具体的には，まず1年目に奈良県農業研

究開発センター大和野菜研究センターにおいて原原

種苗を育成し，2年目にイチゴ原種苗生産圃場におい

て原種苗を育成する．さらに3年目に各地域の原種苗

生産圃場において親苗を増殖し，約3万本の健全親苗

を生産者へ供給している．これら増殖段階でわずか

な数でも感染株が混入すると，県内全域に本病の被

害が広がる危険性がある．そのため，イチゴ株の病害

検査を行い，汚染株を早期に除去し，水際で被害を食

い止めることが重要である． 

 これまで本菌の検出法には，選択培地を用いた培

養法（岡山ら 2007; Tu 1985），エタノール浸漬簡易法

（Ishikawa 2003），生物検定（岡山 1993）などさまざ

まな手法が開発されている．培養法とエタノール浸

漬法は，簡便な手法で大量の試料を検定するのに適

しているが，Colletotrichum属菌の属レベルまでしか

識別できないため，検出した菌をイチゴ苗へ接種し

て病原性を確認する必要がある．そのため判定には3

週間以上を要するため，正確かつ迅速な対応が迫ら

れる親苗の診断には適していない．近年では，PCRが

病原菌の検出技術の主流になり，迅速で高感度な検

出が可能となっている（McCartney et al. 2003）．

Sreenivasaprasad et  al.（ 1993）は，Colletotrichum 

属菌のさまざまな種を識別することができるプライ

マ ー を 開 発 し ， 炭 疽 病 の 病 原 菌 で あ る C. 

gloeosporioides集合種やC. acutatumの特異的検出を可

能にした．しかし，本研究で対象としているC. 

gloeosporioides集合種には，作物ごとに病原性が異な

る分化型が存在し，イチゴに病原性を持たない非病

原性菌株も検出される．海老原ら（2006）は，生産圃

場のイチゴ無病徴株からは，形態や培地上の特性が

イチゴ炭疽病菌と同じである非病原性菌が分離され

るとしている．そのため，C. gloeosporioides集合種検

出用プライマーを用いたPCR検定では，炭疽病菌に感

染していない株も陽性と判定され，必要以上にイチ

ゴ株が廃棄される恐れがある．そのような中，Suzuki 

et al.（2010）は，筆者らとの共同研究により，RAPD

法による炭疽病菌と非病原菌の塩基配列の比較から，

C. gloeosporioides 集合種の中からイチゴ炭疽病菌の

みを特異的に検出できるプライマーを開発した．こ

れにより生物検定を行わずに本菌を識別することが

可能となった． 

一方，イチゴ株に感染している病原菌をPCR検出す

るには，イチゴ組織から純度の高いDNAを効率的に

抽出することが必要となる．しかし，イチゴはPCR阻

害物質である多糖類やポリフェノールが多く含まれ

るため高感度なPCR検出が難しいとされている

（Wilson 1997）．イチゴ株に感染した病原菌のPCR検

出は，CTAB法によりDNAを抽出し，その後煩雑な

DNA精製を行うことで可能としている（Freeman et al. 

2001; Sreenivasaprasad et al. 1996）．しかし，イチゴ親

株の検定株数は多く，DNA抽出の効率化が求められ

る． 

Fig. 1-7 イチゴ炭疽病菌 Colletotrichum fructicola 

の除草剤散布が行われる環境における雑草での 

生活環とイチゴへの感染モデル 
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 そこでまず，イチゴ無病徴感染株からの本菌のPCR

検出法を確立するため，DNA抽出法を確立した．次

に，検出感度を高めるためのDNA抽出前にあらかじ

めサンプルを培養するBio-PCR法を確立した．さらに，

検定の効率化のために，複数試料を合わせて検定す

るバルク法などについて検討し，イチゴ炭疽病菌の

検定技術を確立した．次に，開発した検定技術につい

て奈良県内のイチゴ増殖親苗圃場においてその有効

性を検証した．最後に，今後現地への導入を図るため

に，炭疽病菌と，炭疽病菌と並ぶイチゴの重要病原菌

である萎黄病菌との同時に検出する技術について検

討した． 

 

 

２－１－２．材料および方法 

 

１）DNA抽出方法の検討 

イチゴに感染した本菌を安定的に検出するために，

数種キットの DNA 抽出効率を比較検討した． 

イチゴ炭疽病菌は C. fructicola 菌株 Nara-gc5 株

（MAFF 245243 株）を用いた．ポテト・デキストロ

ース寒天培地（Difco）で培養した菌そう片を，200ml

容の三角フラスコに入れた 100ml のショ糖加用ジャ

ガイモ煮汁（PS）液体培地中で，120rpm，4 日間，25℃

で振とう培養した．培養した菌糸体は滅菌水で洗浄

し，ろ紙上で風乾させて DNA 抽出に用いた．イチゴ

試料として品種‘アスカルビー’の外葉の小葉を用い

た．DNA 抽出には，菌糸体のみ，イチゴ小葉のみ，

菌糸体とイチゴ小葉を混合した 3 種試料を用いた．

菌糸体およびイチゴ葉はそれぞれ 50mg を用いた．

DNA 抽出法は，MagExtractor -Plant Genome-（東洋紡），

ISOPLANT II（ニッポンジーン），DNeasy Plant Mini 

Kit（キアゲン），および CTAB 法（Freeman et al. 2001）

の 4 種方法を比較した．CTAB 法以外の抽出は，キッ

トに添付のマニュアルに従った．なお，それぞれの試

料は抽出前にサンプル破砕装置（商品名：SH-48，倉

敷紡績）により，1 分間破砕した．DNA 抽出液は，

NanoDrop ND-1000（スクラム）を用いて，抽出した

DNA 量を測定した．PCR は，DNA ポリメラーゼは

TaKaRa ExTaq（タカラバイオ）を 0.5unit 使用し，添

付の PCR buffer を規定量用い，0.2mM dNTPs，0.5μM 

プライマー，1μl 鋳型 DNA および滅菌水を加えて混

合し，反応液量 20μl とした．プライマーは C. 

gloeosporioides 特異的プライマーの CgInt（Mills et al. 

1992），ITS4（White et al. 1990）を用いた．DNA 増

幅装置は GeneAmp PCR Systems 9700 （Thermo Fisher 

Scientific）を使用し，各反応サイクルは 94℃で 4 分

間反応後，94℃で 1 分間，59℃で 2 分間，72℃で 2 分

間を 35 回繰り返した後，最後に 72℃で 7 分間反応さ

せた．PCR 産物を 1.5%アガロースゲルで電気泳動後，

SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain （Life Technologies 

Japan）で染色後，紫外線下で写真撮影した． 

 

２）nested-PCR による無病徴感染株からの検出 

無病徴感染株からの検出感度を高めるため nested-

PCR による検出を検討した． 

2006 年 10 月 30 日に，C. fructicola 菌株 Nara-gc5 株 

（MAFF 245243 株）を PS 液体培地で 25℃，1 週間培

養し，培養後，分生子濃度を 105 個/ml に調整した．

分生子液をポリエチレン製鉢（容量 300ml）で育苗し

たイチゴ（品種‘アスカルビー’）苗に噴霧接種し，試

験に供試するまでの約 2 ヶ月間ハウス内で管理し，

無病徴感染株を作製した．12 月 27 日に無病徴感染株

の外葉を採取し，小葉および葉柄基部各 50-100mg を

用いた．DNA 抽出は MagExtractor -Plant Genome-を使

用し，キットのマニュアルに従って抽出した．DNA

抽出試料は，あらかじめ破砕装置 SH-48 を用いて破

砕処理を行った．DNA ポリメラーゼおよび DNA 増

幅装置は，2-1-2-1）と同じものを使用した．1stPCR の

プライマーは，Cgint（Mills et al. 1992）の 5´側の ITS

領域に新たに設計した Cg-1f（5’- ACC TAT AAC TGT 

TGC TTC GGC G）と ITS4 を用い，94℃で 4 分間反

応後，94℃で 30 秒間，58℃で 30 秒間，72℃で１分間

を 35 回繰り返した後，最後に 72℃で 7 分間反応させ

た．2ndPCR は，1stPCR の反応液 1μl を鋳型とし，プ

ライマーに CgInt，ITS4 を用いた．PCR 反応，電気泳

動および染色などは 2-1-2-1）と同様とした． 

比較対照として実施した選択培地による検出は，

前述のイチゴ小葉及び葉柄基部を 80％エタノールに

瞬時浸漬後，2％次亜塩素酸ナトリウムに 2 分間浸漬

して表面殺菌し，ベノミル耐性イチゴ炭疽病菌選択

培地（岡山ら 2007）に置床して，28℃，1 週間培養後

にコロニーの有無を確認した． 

小葉および葉柄基部はそれぞれ 10 および 24 サン

プルずつ用い，Nested-PCR と選択培地での検出率を

求めて比較した． 

 

３）Bio-PCRにおける前培養条件の検討 

PCR 検出精度を上げるために DNA 抽出前にサン

プルを増菌する Bio-PCR の培養条件を検討した． 
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イチゴ炭疽病菌を 3-2-1）に準じて液体培養し，得

られた分生子懸濁液を滅菌蒸留水で 104 個/ml に調整

し，ポリエチレン製鉢（容量 300ml）で育苗したイチ

ゴ（品種‘アスカルビー’）の株に噴霧接種した．接種

株はプラスチックケースに入れ，湿室条件下で 28℃，

7 日間静置して感染を促し，試験に供試した．無病徴

感染株の外葉葉柄基部を採取し，付着している土を

水道水で洗い流し，80%エタノールで 30 秒間表面殺

菌後，滅菌水で洗浄し，風乾させた．培養条件として，

培地の種類と培養日数，培養温度，培地量について検

討した．すなわち，培地の種類と培養日数の検討では，

PS 液体培地と改変 Mathur 液体培地について，それぞ

れ 2，4 および 8 日間の培養日数の条件下で検討した．

PS 培地には 50ppmストレプトマイシン硫酸塩を添加

した．また，培養温度は 28℃で行った．培養温度の

検討では，20℃，25℃，28℃，30℃で検討し，培養日

数は 2 日間，培地は PS 液体培地とした．培地量の検

討では，PS 培地 10ml および 0.3ml の液量で比較し

た．10ml 培養区は 50ml 容遠沈管，0.3ml 培養区は

2.0ml マイクロチューブを用いた．また，培養温度は

28℃で行った． 

培養した葉柄基部は，10ml 滅菌蒸留水の入った

50ml 容遠沈管に入れて 1500rpm で 1 分間振とうし，

得られた懸濁液をベノミル添加改変 Mathur 培地にコ

ラージ棒を用いて塗布した．28℃で 7 日間培養し，出

現したコロニー数を計測して菌数を算出した．１処

理当たり葉柄基部 5 試料を用いてこれを 1 反復とし，

計 3 反復で行った． 

 

４）Bio-PCR法および従来法の検出精度の比較 

 Bio-PCR検出技術による検定と従来法である選択

培地を用いた培養法およびエタノール簡易浸漬法に

よる検定との検出精度を比較検討した． 

 無病徴感染株の作製は2-1-2-3）に準じて行った．検

定試料には接種株100株の最外葉を採取して用いた．

Bio-PCR法と培養法は，葉柄基部切片を等分してそれ

ぞれの検定に用いた．エタノール簡易浸漬法は，同じ

株の中央の小葉を用いた． 

 Bio-PCR の前培養は，2ml マイクロチューブに葉柄

基部切片入れ，50ppm ストレプトマイシンを添加し

た 0.3ml PS 培地を添加し，28℃，2 日間培養した．培

養後，容器内の PS 培地を除去し，葉柄基部切片を試

料としDNA抽出を行った．DNA抽出およびPCRは，

2-1-2-2）に準じて行った．ただし，DNA ポリメラー

ゼは，GoTaq Green Master Mix（Promega 社製）を用

いた．なお，Bio-PCR は，PCR と Nested-PCR を実施

した．プライマーには共同研究で開発したイチゴ炭

疽病菌特異的プライマーを用いた（鈴木ら 2008）．す

なわち，PCR では Forward プライマーは AP-f3（5’- 

GAA GGG GCT TGT AGT CGA AAT），Reverse プラ

イマーは AP-7R（5’- GAT GAG GTT GCT CTC CAT 

AT）を用いた．nested-PCR では 1stPCR に Forward プ

ライマーAPBF （5’- TGA ATG CTG AGG CTG CGA 

TGA G），Reverse プライマーAP-N1（5’- GCG GCG 

AGG TAA CTC TTC TC），2ndPCR に，AP-f3 と APB-

7R を用いた．それぞれ，本プライマーの増幅領域で

ある 683bp 付近のバンドを確認し，検出率を求めた． 

 培養法による検定は，外葉の葉柄基部切片を 80％

エタノールで表面殺菌後，改変 Mathur 培地に置床し，

28℃，暗黒下で培養した．10 日後に，出現した菌そ

うを顕微鏡観察し，炭疽病菌の分生子を形成してい

ることを確認して検出率を求めた． 

 エタノール簡易浸漬法による検定は， Ishikawa

（2003）の方法に準じて行った．外葉中央の小葉を

80%エタノールで 30 秒間表面殺菌し，滅菌水で洗浄

した．表面殺菌後，ろ紙を敷いたガラスシャーレに，

小葉の表面を上にして置き，28℃の湿室暗黒条件下

で静置した．14 日後に肉眼で鮭肉色の分生子塊また

は顕微鏡下で分生子形成を確認して検出率を求めた． 

検定に供試した苗は，28℃，湿室条件下に静置して

14 日後に発病の有無を確認して発病株率を求めた．

また，それぞれの検出法について，判定までに要する

日数を調査した． 

 

５）PCR検定の現地適応性 

 奈良県内の原親苗生産圃場において，PCR検定と

その後の発病調査を行い，現地適用性を確認した． 

 2008 年 4 月 28 日に原原種苗生産圃場である宇陀 1

（Uda1），また 3 月 28 日に宇陀 2（Uda2），5 月 21

日に柳本（Yanagimoto），二階堂（Nnikaido），櫟本

（Ichinomoto），片桐（Katagiri），西和（Seiwa）6 地

区のイチゴ原種苗生産圃場の親株計 339 株の最外葉

を採取した．採取株の品種構成は，‘アスカルビー’237

株，‘とよのか’42 株，‘宝交早生’23 株，‘さがほのか’21

株，‘章姫’16 株であった．採取葉は，ビニール袋に入

れてセンターに持ち帰り，供試するまで 4℃で保存し，

採取後 1 週間以内に検定を行った．PCR 検出は，葉

柄基部切片を試料とし，2-1-2-4）の Bio-nested PCR の

方法に準じて行った．検定の判定は，本プライマーの

増幅領域である 683bp 付近にバンドが認められたも
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のを陽性，認められないものを陰性とした．PCR 検

定で陽性と判定された株は，検定後に除去した．さら

に，9 月 30 日にイチゴ原種苗生産圃場の親株および

子苗について，炭疽病の発生状況を調査した． 

 

６）現地圃場での検出精度の比較 

 現地圃場において，従来の検出法と PCR 法による

検出精度を比較検討した． 

2009 年 6 月 12，14 日に原種苗生産圃場 6 ヵ所から

計 118 株，9 月 30 日には原種苗生産圃場 10 ヵ所から

198 株の親株の最外葉を採取した．採取葉はビニール

袋に入れて研究開発センターに持ち帰り，供試する

まで 4℃で保存し，採取後 1 週間以内に検定を行っ

た．6 月には，最外葉の葉柄基部を 80％エタノールで

30 秒間浸漬して表面殺菌後，2 等分し，それぞれ改変

Mathur 培地による培養法と PCR 法により検出した．

培養法による検出は，9 月には 6 月に行った二つの検

出法に加えて，採取した最外葉の中央の小葉を用い

てエタノール浸漬簡易診断法（Ishikawa 2003）を行っ

た．それぞれの検出法は，2-1-2-4）に準じて実施した．

さらに，培養法とエタノール浸漬簡易診断法につい

ては，検出した培地上のコロニーまたは小葉に形成

した分生子塊から菌を分離し，イチゴ炭疽病菌検出

用プライマーを用いた PCR により病原性を確認した． 

 

７）PCR検出に及ぼす薬剤の影響 

まず，各種薬剤がイチゴ炭疽病菌の増殖に与える

影響について調査した． 

 殺菌剤は，イチゴ炭疽病に登録のあるプロピネブ

水和剤，マンゼブ水和剤，8-ヒドロキシキノリン銅フ

ロアブル，イミノクタジンアルベシル酸塩水和剤，ジ

エトフェンカルブ・チオファネートメチル水和剤，フ

ルジオキソニルフロアブル，ジチアノンフロアブル，

ビデルタノール水和剤の 8 薬剤を用い，各薬剤適用

濃度の 1/10，1/100，1/500，1/1,000 および 1/5,000 に

希釈して供試した．殺菌剤による前培養の影響は，菌

そうの増殖程度及び分生子形成の有無を調査して評

価した．まず，30ppm クロラムフェニコールを添加し

たポテト・デキストロース（PD）液体培地で濃度調

整した各薬剤希釈液を 2ml マイクロチューブに 2ml

分注し，PDA 培地で培養したイチゴ炭疽病菌 Nara-

gc5 （MAFF 245243 株）の菌そう先端部の寒天片 5mm

角を加えた．28℃で 5 日間培養後に，菌そうの増殖を

程度別に調査し，光学顕微鏡により分生子形成の有

無を観察した．試験は各薬剤の各濃度 3 反復行った． 

 次に，薬剤散布がPCR及び選択培地での検出に与え

る影響について調査した．無病徴感染株の作製は，2-

1-2-4）に準じて行った．ただし，分生子液は，6.1×104

分生子/mlとし，接種株は28℃，3日間静置して感染を

促した後，20℃，12時間日長下の人工気象室内で2日

間管理し，上記と同薬剤にアゾキシストロビンフロ

アブルを加えた9薬剤をイチゴの登録濃度で1株当た

り5mlずつ散布した．薬剤処理24時間後にポット株の

最外葉葉柄基部を採取し，水道水で洗浄後，80％エタ

ノールで30秒間表面殺菌し，滅菌水で洗浄後，縦に等

分して検定に供した．PCRは，2-1-2-4）に準じて実施

した．試験は各薬剤10株を用いた． 

 

８）Bio-PCR による多検体検出 

 イチゴ炭疽病菌の検定費用と作業労力を軽減する

ため，多検体をまとめて検定する Bio-PCR 法による

検出技術を確立が必要である．そこで，複数試料を

まとめて前培養するバルク法の培養条件を確立する

ため，培地の種類と培養日数を検討した． 

 PS 液体培地で培養したイチゴ炭疽病菌 Nara-gc5 株 

（MAFF 245243 株）の分生子液濃度を 10１，10２，10

３，10４分生子／ｍｌに調整した．イチゴ（品種‘アス

カルビー’）の葉柄基部を調整した分生子液に瞬時浸

漬し，28℃の湿室条件下で 2 日間静置した．その後，

試料を 80％エタノールで表面殺菌した．前培養は，

接種した葉柄基部 1 切片と無接種の葉柄基部 9 切片

をまとめて 50ml 遠沈管に入れ，培養液 10ml を加え

て，28℃で 2 日間，振とう培養した．培養液は 50ppm

ストレプトマイシン硫酸塩を添加した PD 液体培地

または改変 Mathur 液体培地を用い，それぞれ 2 日ま

たは 4 日間の培養を行った．対照の従来法として，接

種した 1 切片を 2ml マイクロチューブに入れ，PD 液

体培地 1mlを加えて 28℃で 2日間培養した．培養後，

それぞれの培養液を 1ml 採取し，15,000g で 5 分間の

遠心分離を行い，その沈殿物から 2-1-2-4）に準じて，

DNA 抽出および PCR を行った．なお，PCR は，イチ

ゴ炭疽病菌検出用プライマー（AP-f3，AP-r7）による

1st-PCR のみとした． 

また，分生子濃度 104 分生子/ml で接種して前培養

した培養液については，改変 Mathur 培地を用いた希

釈平板法により，前培養後の菌数についても計測し

た． 

 

９）多検体の Bio-PCR 検出の現地適応性 

2010 年および 2011 年に奈良県内原種苗生産圃場
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において，多検体をまとめて検出するバルク法によ

るイチゴ炭疽病菌の PCR 検出技術の現地適応性を評

価した． 

 2010 年 8 月 5 日に，県内の原種苗生産圃場 9 カ所

で 5 品種 621 株について親苗の最外葉を採取し，そ

の葉柄基部を検定に用いた．さらに，10 月 5 日にも，

1 回目の検定以降に処分した 3 株を除く，同じ親株

618 株を対照として検定を行った．採取した各試料は

80%エタノールに 30 秒間浸漬して表面殺菌し，ほ場

ごとに 10 切片ずつまとめて 50ml 遠沈管入れ，PD 液

体培地 10ml を加えて 28℃で 4 日間振とう培養を行

った．培養液を 1ml 採取し，15,000g で 5 分間遠心分

離を行い，その沈殿物を DNA 試料として用いた．

DNA 抽出および PCR 検出は，2-1-2-8）に準じて行っ

た．また，第 1 回検定後の 8 月から 10 月まで随時，

現地圃場においてイチゴ炭疽病の発病を確認した． 

さらに，2011 年 8 月 11 日に，県内の原種育成ほ場

9 カ所で 5 品種 806 株について親株の最外葉を採取

し，その葉柄基部を検定に用いた．さらに，10 月 6 日

には，1 回目の検定以降に処分した株を除いた，同親

株 740 株について検定を行った．PCR 検出法につい

ては，2010 年に準じて行った． 

 

１０）イチゴ炭疽病菌と萎黄病菌の同時検出技術 

 萎黄病菌と炭疽病菌の同時検出技術を確立するた

め，PCR反応時の最適な両菌のプライマー量と，前培

養培地および培養期間について検討した．イチゴ炭

疽病菌Nara-gc5 株（MAFF 245243株）およびイチゴ萎

黄病菌は-2 株（Fusarium oxysporum Schlechtendahl f. 

sp. fragariae Winks et Y.N. Willi，MAFF 727510）を供

試した． 

まず，両菌のプライマー量を決定するため，それぞ

れのプライマー量の割合を変えてPCRの検出結果を

比較した．すなわち，萎黄病菌および炭疽病菌の培養

菌体からMag Extractor -plant genome-を用いてDNA抽

出し，それぞれのDNA抽出液（各4ng/μL）の等量混合

液を用い，炭疽病菌検出用プライマー（F：AP-f3，R：

AP-r7）とイチゴ萎黄病菌検出用プライマー（F：HS430，

R：HS432）を用いたマルチプレックスPCRを行った．

イチゴ萎黄病菌検出用プライマーは，Forwardプライ

マーにHS430（5’- CAG ACT GGG GTG CTT AAA 

GTT），ReverseプライマーにHS432 （5’- AAC CGC 

TAG GGT CGT AAC AAA）を用いた（Suga et al. 2013）．

プライマー量は炭疽病菌と萎黄病菌検出用プライマ

ーの最終濃度（μM）は，それぞれ0.25：0.05，0.25：

0.1，0.25：0.25，0.1：0.25，0.05：0.25となるように調

整した．PCR反応条件は94℃で2分間の後に，94℃で

30秒間，55℃で30秒間，72℃で30秒間を40サイクル繰

り返し，最後に72℃で8分間とした．終了後，2.0％ア

ガロースゲルを用いて，100V，40分で電気泳動し，紫

外線照射により検出した． 

次に，前培養培地および培養期間について検討し

た．検定試料には炭疽病菌と萎黄病菌のそれぞれの

高頻度感染部位である葉柄基部とランナーを用いた．

葉柄基部は，分生子濃度を9×10４個/mlに調整したイ

チゴ炭疽病菌の分生子液に瞬時浸漬して，28℃で2日

間静置培養した．ランナーは，萎黄病菌の小型分生子

（4×106個/ml×20ml）を接種したイチゴ親苗（径18cm

ポット）から発生したものを1.5cm切片にして用いた．

葉柄基部とランナー切片は，70%エタノールで30秒間

表面殺菌し，滅菌水で洗浄した．次に，それぞれの試

料を同じマイクロチューブに入れ，Mathur培地，Fo-

G2培地（Fusarium oxysporum選択培地），PD培地の各

液体培地で28℃，2日および4日間振とう培養した．Fo-

G2 液体培地は，蒸留水1,000mlにリン酸一カリウム 

1.0g，塩化カリウム 1.0g，硫酸マグネシウム・７水和

物 0.5g，クエン酸水素二アンモニウム2.0g，ホウ酸 

0.5g，硝酸エコナゾール 10mg，クロラムフェニコー

ル 0.25gを添加して高圧滅菌し，L-ソルボース 20g，

イミノクタジン酢酸塩25%液（商品名：ベフラン液剤

25） 0.4ml，トリクロホスメチル50%水和剤 3mg（商

品名：リゾレックス水和剤），10％リン酸でpH3.7～

3.9 に調整した（Nishimura 2007）．培養液は0.5ml採

取し，1.5mlチューブに入れ，15,000rpmで1分間遠心分

離し上清を除去した．沈殿物を試料とし，Mag 

Extractor -plant genome-を用いてDNA抽出を行い，炭

疽病菌検出用プライマーとイチゴ萎黄病菌検出用プ

ライマーを用いたマルチプレックスPCRを行った．ま

た，炭疽病菌と萎黄病菌検出用のプライマー量は，最

終濃度をそれぞれ0.25μMと0.1μMとした．PCR検出の

その他の手順は，上記に準じて行った． 

 

 

２－１－３．結果 

 

１）DNA抽出方法の検討 

 イチゴ炭疽病菌の菌そうから抽出した DNA 量は，

CTAB法で最も多く，次い ISOPLANT II，MagExtractor-

plant genome-，DNeasy Plant Mini Kit の順であった
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（Table 2-1-1）．菌糸体から抽出した DNA を鋳型とし

た PCR では，いずれの抽出方法でも Colletotrichum 

gloeosporioides の検出用プライマーで増幅される位

置にバンドが検出された（Fig. 2-1-1）．しかし，菌糸

体とイチゴ小葉を混合して抽出した場合には，

MagExtractor -Plant Genome-でのみ PCR による増幅が

確認でき，その他の抽出法ではイチゴ小葉を混合す

ることで検出できなくなった．また，イチゴ小葉のみ

の試料では，いずれの抽出方法でも増幅産物は得ら

れなかった．以上から，MagExtractor -Plant Genome-を

用いた DNA 抽出法は，イチゴ組織に感染した炭疽病

菌の PCR による検出に有効であることが明らかにな

った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２）nested-PCR による無病徴感染株からの検出 

 nested-PCR によるイチゴ無病徴感染株からの炭疽

病菌の検出率は，葉柄基部で 70.8%，小葉で 40.0%で

あった（Table 2-1-2）．一方，従来法の選択培地での

検出率は，葉柄基部で 95.8%，小葉で 100.0%であり，

nested-PCR に比較して高かった．以上から，nested-

PCR によるイチゴ無病徴感染株からの炭疽病菌の検

出は可能であったが，選択培地による検出に比べて

劣ったことから，より感度の高い検出方法の検討が

必要であった． 

 

３）Bio-PCRにおける前培養条件の検討 

 潜在感染した葉柄基部の菌数は，無培養ではごくわ

ずかであったが，2 日間培養した場合には PS 培地で

コロニー数が 10４cfu/葉柄基部，改変 Mathur 培地では

10３cfu/葉柄基部に増加した（Fig. 2-1-2）．4 日および

8 日間培養は，2 日間培養よりわずかに増加する程度

であった．培養温度は，28℃で培養することで最も増

菌効果が得られた（Fig. 2-1-3）．遠沈管を用いた 10ml

培養区とマイクロシューブを用いた 0.3ml 培養区は，

ほぼ同じ菌量であった（Fig. 2-1-4）．以上から，イチ

ゴに潜在感染した炭疽病菌は，葉柄基部を 0.3ml 量の

PS（ポテト・シュクロース）培地入れたマイクロチュ

ーブ内で 2 日間培養することで効率的に増菌するこ

とができることが明らかになった． 

 

４）Bio-PCR法および従来法の検出精度の比較 

 Bio-PCR による検出率は，エタノール簡易浸漬法よ

り高く，選択培地を用いた培養法と同程度であった

が，生物検定による発病株率よりも低かった（Fig. 2-

1-5，6）．Bio-nested-PCR による検定は，発病調査によ

るすべての発病株が陽性と判定でき，すべての無病

徴感染株からの本菌の検出が可能であった．検出日

数は，PCRおよび nested-PCRによる検出で約 4日間，

培養法で 10 日間，エタノール浸漬法で 14 日間必要

であった（Fig. 2-1-7）．培養法やエタノール浸漬法は，

イチゴ炭疽病菌の他に非病原性 C. gloeosporioides が

検出され，正確に判定するには接種による病原性を

確認する必要があるため，さらに 2 週間程度が必要

であった．前培養後に DNA 抽出し Bio-nested-PCR を

行う検定法は，従来の選択培地を用いた培養法やエ

タノール簡易浸漬法による検定法より検出精度が高

く，検出日数が短いことから，無病徴感染株からのイ

チゴ炭疽病菌の検出に有効であった． 

 

５）現地実証 

 PCR検定において，原原種苗圃場である宇陀1

（Uda1）では陽性株は認められなかったが，宇陀1の

育成苗が配布される宇陀2（Uda2）圃場で陽性株率が

30.2％と高かった（Table 2-1-3）．なお，宇陀2では，

陽性株率が高かったため，すべての株を廃棄処分と 

Methods of DNA extraction

MagExtractor -plant genome- 3.1

ISOPLANT II 22.0

DNeasy Plant Mini Kit 1.4

CTAB method 25.3

DNA yield（ng/μl）

Table 2-1-1  各種 DNA 抽出方法がイチゴ炭疽病菌 

C. fructicola の菌体からの DNA 収量に及ぼす影響 

Fig. 2-1-1 DNA 抽出方法の違いがイチゴ組織と炭疽病 

菌 C. fructicola の菌体の混合試料からの PCR 

検出に及ぼす影響 

Lane1-4：MagExtractor -Plant Genome-， 

Lane5-8：ISOPLANT II，Lane9-12：DNeasy  

Plant Mini Kit ，Lane13-16：CTAB 法， 

Lane1,5,9,13：炭疽病菌の菌糸体， 

Lane2,6,10,14：イチゴ小葉，M：100bp ladder  

marker 
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Number of detection /

Number of samples

examined

Base of a petiole 17/24 70.8

Leaflet 4/10 40.0

Base of a petiole 23/24 95.8

Leaflet 10/10 100.0

Sampling parts

Selective medium

　Detection frequency

（％）
Detection methods

Nested-PCR

Table 2-1-2 Nested-PCR と改変 Mathur 培地のイチゴ炭疽病菌 C. fructicola の検出比較 

Fig. 2-1-2 培地の種類が炭疽病菌の増殖量に及ぼす 

影響 

DNA 抽出前にサンプルを増菌する前培養条件を調

査した．PS（ポテト・シュクロース）液体培地およ

び改変 Mathur 液体培地を用いて 2，4，8 日間，28℃

で培養した．PS 培地には 50ppm ストレプトマイシ

ン硫酸塩を添加した．得られた培養液は，ベノミル

添加改変Mathur培地を用いた希釈平板法により菌

数を測定した．垂線は標準誤差を示す． 

Fig. 2-1-3 培地温度が炭疽病菌の増殖量に及ぼす 

影響 

DNA 抽出前にサンプルを増菌する前培養条件の培 

養温度について調査した．20℃，25℃，28℃，30℃

で 2 日間，PS（ポテト・シュクロース）液体培地で

培養した．培地には 50ppm ストレプトマイシン硫

酸塩を添加した．得られた培養液は，ベノミル添加

改変Mathur培地を用いた希釈平板法により菌数を

測定した．垂線は標準誤差を示す． 

Fig. 2-1-4 培地量が炭疽病菌の増殖量に及ぼす影響 

DNA 抽出前にサンプルを増菌する前培養条件にお

ける培地量について調査した．10ml 培養区は 50ml

容遠沈管，0.3ml 培養区は 2.0ml マイクロチューブ

を用い，PS（ポテト・シュクロース）液体培地で

28℃，2 日間培養した．PS 培地には 50ppm ストレ

プトマイシン硫酸塩を添加した．得られた培養液

は，ベノミル添加改変 Mathur 培地を用いた希釈平

板法により菌数を測定した．垂線は標準誤差を示

す． 

Fig. 2-1-5 各種方法によるイチゴ炭疽病菌の検出 

状況 

A：PCR 検出，B：Mathur 培地による培養法，C：エ 

タノール簡易浸漬法 
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した．櫟本（Ichinomoto）および片桐圃場片桐（Katagiri）

で陽性株が認められたが，柳本（Yanagimoto），二階

堂（Nnikaido）および西和（Seiwa）では認められなか

った．品種別の陽性株率は，‘さがほのか’が23.8％で

最も高く，次いで ‘とよのか ’19.0％， ‘アスカルビ

ー’5.9％で，‘宝交早生’，‘章姫’では認められなかった

（Table 2-1-4）．検定後，陽性株についてはすべて廃

棄処分し，その後の発病を確認した．その結果，9月

30日の発病調査では，いずれの圃場においても発病

は認められなかった（Table 2-1-3）． 

 

６）現地での検出精度の比較 

 6月の検定では，Bio-PCR法で全調査株の17.8％から

本菌が検出され，培養法では検出されなかった（Fig. 

2-1-8）．9月の検定では，PCR法で4.5％，培養法で3.5％，

エタノール法で5.0％の株から検出されたが，培養法

とエタノール法で検出された分離菌のうちそれぞれ

約43%と30％が非病原性菌であったことから，イチゴ

炭疽病菌の検出にはBio-PCRによる検定法で最も検

出率が高くなった．6月の圃場ごとの検定では，培養

法でいずれの圃場においても検出されなかったが，

Bio-PCR法では2圃場において21株が陽性であった

（Table 2-1-5）．このうち20株を陽性と判定した西和

（Seiwa）では，一部の陽性株で炭疽病の発生を確認

した（データ省略）．9月の圃場ごとの検定では，10圃

場中8圃場でいずれかの検定法によって陽性株が認

められ，本菌が県内の増殖圃場の広範囲に潜在感染

していた（Table 2-1-5）．Bio-PCR法は本菌の検出率

が最も高かった．しかし，各検定法の株ごとの判定結

果は，必ずしも一致せず，PCR法で検出できなかった

汚染株が培養法やエタノール法で検出される事例も

認められた． 

 

７）PCR検出に及ぼす薬剤の影響 

 イチゴ炭疽病菌の PCR 検出で行う PD 前培養に各

種薬剤が与える影響について調査した結果，プロピ

ネブ水和剤及びフルジオキソニルフロアブルでは適

用濃度の 10 分の 1 でも菌の増殖に大きく影響しなか

ったが，イミノクタジンアルベシル酸塩水和剤では

適用濃度の 5,000 分の 1，，8-ヒドロキシキノリン銅

フロアブルでは適用濃度の 1,000 分の 1 で菌の強い

増殖抑制が認められた（Table 2-1-6）． 

PCR 検出では，供試した 9 薬剤中 6 薬剤で無処理

と比較して検出率が 50％以上低下し，nested-PCR で

は５薬剤で 20～40％低下した（Table 2-1-7）．特に，

イミノクタジンアルベシル酸塩水和剤の 1,000 倍で

最も低下した．以上から，試料採取 24 時間前の薬剤

散布により，PCR 検出ではイミノクタジンアルベシ

ル酸塩水和剤，プロピネブ水和剤，ジエトフェンカル

ブ・チオファネートメチル水和剤等で検出結果に影

響を与える可能性が示唆された． 

Fig. 2-1-6 各種検定法における無病徴感染株からの 

イチゴ炭疽病菌の検出精度の比較 

Bio-PCR および Bio-nested PCR の前培養は，2ml

マイクロチューブに葉柄基部切片入れ，50ppmスト

レプトマイシンを添加した 0.3ml PS 培地を添加

し，28℃，2 日間培養した．培地による培養法は，

外葉の葉柄基部切片を改変 Mathur 培地で培養し

た．SDEI（エタノール簡易浸漬法）は，小葉を 28℃

の湿室暗黒条件下で静置し，14 日後に鮭肉色の分

生子塊を確認した．検定に供試した苗は，28℃，湿

室条件下に静置して 14 日後に発病の有無を確認

した．株数はそれぞれの検定法について 100 株を

用いた． 

Fig. 2-1-7 各種検定法における検出日数 

Bio-PCR および Bio-nested PCR の検定には，サン

プリング，全培養および PCR に要する時間から算

出．培地による培養法と SDEI（エタノール簡易浸

漬法）は，サンプリング（ sampling），培養

（incubation）および生物検定（bioassay）に要す

る時間から算出． 
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８）バルク法による PCR 検出感度 

 希釈板法により測定したイチゴ炭疽病菌の菌数は，

培地の種類では PD 液体培地よりも改変 Mathur 液体

培地で多く，両培地とも培養日数 2 日よりも 4 日で

多かった（Fig. 2-1-9）．PCR 検出感度は，従来法が 10
２分生子/ml 以上で検出されたのに対して，同じ培養

条件で前培養を行った PD 培地によるバルク法では，

10３分生子/ml 以上で菌が検出され，感度がやや低下

したが，PD 液体培地で 4 日間の培養または改変

Mathur 液体培地で 2 ～4 日間の培養を行うことで，

従来法と同等以上の PCR 検出感度が得られた（Table 

2-1-8）．以上から，PD 液体培地で 4 日間の培養，ま

たは改変 Mathur 液体培地で 2～4 日間の培養を行う

バルク法は，10 切片を同時に処理しても従来法より

も高い検出感度が維持でき，多検体から効率的に本

菌を検出できる有効な方法であった． 

Locality of nursery

Uda1 76 0 0.0 0.0

Uda2 53 16 30.2 -

Yanagimoto 9 0 0.0 0.0

Nikaido 41 0 0.0 0.0

Ichinomoto 28 1 3.6 0.0

Katagiri 63 10 15.9 0.0

Seiwa 69 0 0.0 0.0

Number of plants

examined

Number of

Positive plants

Frequency of

positive plants (%)

Disease occurrence

after removed

positive plants (%)

Table 2-1-3 現地原種苗生産圃場における Bio-PCR 検定結果と陽性株除去後の発病  

2008 年 3～5 月にイチゴ炭疽病菌特異的プライマーセットを用いて PCR 検定を実施した．2008 年

9 月下旬に各圃場における炭疽病の発病を調査した．Uda2 圃場では，すべての株を処分したため

発生調査は実施しなかった． 

Variety

Asukarubi 237 14 5.9

Toyonoka 42 8 19.0

Hokowase 23 0 0.0

Sagahonoka 21 5 23.8

Akihime 16 0 0.0

Number of plants

examined

Number of positive

plants

Frequency of positive

plants (%)

Table 2-1-4 現地原種苗生産圃場における Bio-PCR の品種別検定結果 

2008 年 3～5 月にイチゴ炭疽病菌特異的プライマーセットを用いて PCR 検定を

実施した．2008 年 9 月下旬に各圃場における炭疽病の発病を調査した． 

Fig. 2-1-8 各種検出法の検出率と病原性菌と非病原 

性菌の検出割合 

 6 月には Bio-PCR と Mathur 培地による培養法で

検出を行った．10月には，左記方法に加えて SDHI

（エタノール浸漬簡易法）による検出を行った．

Bio-PCR は，イチゴ炭疽病菌検出用プライマーを

用いた PCR を行った．培養法およびエタノール

は，イチゴ炭疽病菌検出用プライマーを用いた

PCR により分離菌の病原性を判定し，検出できた

分離菌株を病原性菌株，検出できなかった分離

菌を非病原性菌株とした．検定には 6 月には 118

株，10 月には 198 株を用いた． 
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Uda - - - 30 2 2 0

Kashihara 19 1 0 25 0 0 1

Asuka 20 0 0 20 1 0 0

Yanagimoto 20 0 0 20 1 1 5

Nikaido 20 0 0 20 2 0 0

Ichinomoto 20 0 0 20 0 0 0

Obitoke - - - 10 1 1 0

Kitanosyo - - - 10 0 0 0

Katagiri - - - 20 0 0 1

Seiwa 30 20 0 35 2 0 0

Total 118 21 0 198 9 4 7

Medium SDEI

June September

Locality of

nursery

Number of positive

plants
Number of positive plantsNumber of

plants

examined

Number of

plants

examinedBio-PCR Medium Bio-PCR

Table 2-1-5 現地原種苗生産圃場における各種検定方法による検出精度の比較 

6 月には Bio-PCR と Mathur 培地による培養法で検出を行った．10 月には，左記方法に加えて SDHI

（エタノール浸漬簡易法）を実施した．Bio-PCR は，イチゴ炭疽病菌検出用プライマーを用いた PCR

を行った．培養法およびエタノールは，イチゴ炭疽病菌検出用プライマーを用いた PCR により分離

菌の病原性を確認した． 

10

Oxine-Copper 3500 - - - - ++ -

Propineb 1400 ++ +++ +++ +++ +++ -

Mancozeb 1250 - ++ +++ +++ +++ -

Diethofencarb 125 - - + ++ +++ +

Iminoctadine Albesilate 300 - - - - - -

Fludioxonil 200 +++ +++ +++ +++ +++ -

Dithiaanthraquinone-2,3-

dinitrile
400 - ++ +++ +++ +++ -

Bitertanol 100 - + ++ +++ +++ +

5000

Dilution degree Conidia

formation
Fungicides

Ingredient

concentrations (%) 100 500 1000

殺菌剤は、適用濃度の薬液をさらに から 倍に段階希釈して用いた。菌そうの増殖程度は、

Table 2-1-6 培養液中の薬剤濃度がイチゴ炭疽病菌の増殖程度と分生子形成に与える影響 

殺菌剤は，適用濃度の薬液をさらに 10 から 500 倍に段階希釈して用いた．菌そうの増殖程度は，＋：わずかに

増殖，＋＋：無処理の 1/2 未満の増殖，＋＋＋：無処理の 1/2 以上の～同程度の増殖とした．分生子形成は光学

顕微鏡で確認した． 



(102)             奈良県農業研究開発センター研究報告 第 53 号(2022 年 3 月) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablel 2-1-7 イチゴ炭疽病感染株への薬剤散布が PCR 検出に与える影響 

PCR

Oxine-Copper 3500 30 80

Propineb 1400 40 70

Mancozeb 1250 40 100

Diethofencarb 125 10 80

Iminoctadine Albesilate 300 10 60

Fludioxonil 200 30 90

Dithiaanthraquinone-2,3-

dinitrile
400 50 90

Azoxystrobin 100 10 80

Bitertanol 100 20 90

Water (Negative control) - 60 100

Fungicides
Ingredient

concentrations (%)

Detection frequency (%)

Nested-PCR

イチゴ炭疽病感染株への薬剤散布が 検出に与える影響

殺菌剤は、適用濃度の薬液をイチゴ株に噴霧し、 時間後に試料を採取し、殺菌剤は，適用濃度の薬液をイチゴ株に噴霧し，24 時間後に試料を採取し，

PCR 検定を行った． 

Fig. 2-1-9 多検体の前培養のための培地および培養日 

     数がイチゴ炭疽病菌の菌数に及ぼす影響 

     培養液はポテト・デキストロース（PD）液体培地また は Mathur 液体

培地を用い，それぞれ 2 日または 4 日間の培養を行った．分生子濃度

10
4

分生子/ml で接種して前培養した培養液を用いて，Mathur 培地に

よる希釈平板法により菌数を求めた．垂線は標準誤差を示す． 
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９）バルク法による PCR 検出の現地適応性 

2010 年の検定では，8 月 5 日に採取した 621 株の

64 検定では，3 ほ場の 6 検定が陽性であった．10 月

5 日には採取した 618 株の 64 検定では，5 ほ場の 11

検定が陽性であった（Table 2-1-9）．検出数は 8 月よ

りも 10 月で高まった．また，8 月に陽性であった試

料は，10 月にも陽性であるか，もしくはその周辺か

ら採取した試料で陽性であった．発病調査では，1 回

目の検定を行った 8 月 5 日には，すべての親株で炭

疽病の発生は認められなかったが，検定約 1 ヶ月後

の 9 月 2 日には陽性の 1 株，その後 10 月 5 日には陰

性の 1 株で発生が認められた．以上から，全バルク法

による PCR 検定は，一定の精度で発病前に本菌を検

出でき，再現性および検定効率が高かった． 

 2011 年の検定では，8 月にはいずれのほ場において

も炭疽病菌は検出されなかったが，10 月には，柳本

（Yanagimoto），櫟本（Ichinomoto），帯解（Obitoke），

片桐（Katagiri）において炭疽病菌が検出され，特に

櫟本での検出率が高頻度であった（Table 2-1-10）．時

期別の検定では，8 月よりも 10 月で陽性株の検出率

が高かった． 

 

１０）イチゴ炭疽病菌と萎黄病菌の同時検出技術 

炭疽病菌と萎黄病菌のマルチプレックスにおける

両菌のプライマーの割合は，PCR 炭疽病菌検出用プ

ライマー量の割合を高くすることで比較的安定して

検出され，炭疽病菌検出用プライマーを各 0.5μL，萎

黄病菌検出用プライマーを各 0.2μL で混合したとき 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

に両菌のバンドが鮮明に確認することができた（Fig. 

2-1-10）． 

また，2 日間の前培養での検出率は，萎黄病菌が

Mathur 液体培地および Fo-G2 液体培地でそれぞれ

90％および 80％と高かったが，炭疽病菌は最も高い

PD 液体培地で 30％と低かった（Fig. 2-1-11）．4 日間

培養では，萎黄病菌はすべての培地で 80％以上の高

い検出率で，炭疽病菌は Mathur 液体培地でのみ 90％

以上の高い検出率であった． 

 

 

２－１－４．考察 

 

本研究では，PCR によるイチゴ無病徴感染株から

の炭疽病菌検出技術を開発した．本法は迅速で高感

度の検出法であり，奈良県内のイチゴ原種苗生産圃

場において，本検出法の有効性を検証し，無病の親株

生産に有効であることを明らかにした． 

これまでイチゴ炭疽病の検出法は，選択培地を用

いた培養法（岡山ら 2007; Tu 1985），エタノール浸

漬簡易法（Ishikawa 2003），パラコート処理法（Cook 

1993），凍結法（Mertely and Legard 2004）などが開発

されてきた．しかし，これら検出法は，炭疽病菌の近

縁種も検出されるため，炭疽病菌であることを確定

するには，イチゴ株での病原性を確認する生物検定

が必要である．そのため，判定には少なくとも 3 週間

は必要であり，生産現場に早急に対応するためには， 

多検体の前培養は，接種した葉柄基部 1 切片と無接種の葉柄基部 9 切片をまとめて 50ml

遠沈管に入れ，培養液 10ml を加えて，28℃で 2 日間，振とう培養した．培養液は 50ppm

ストレプトマイシン硫酸塩を添加したポテト・デキストロース（PD）液体培地または

Mathur 液体培地を用い，それぞれ 2 日または 4 日間の培養を行った．対照の従来法とし

て，接種した 1 切片を 2ml マイクロチューブに入れ，PD 液体培地 1ml を加えて 28℃で 2

日間培養した． 

Mono PD 2 0/3 0/3 2/3 2/3 3/3

2 0/3 0/3 0/3 2/3 3/3

4 0/3 1/3 3/3 3/3 3/3

2 0/3 1/3 2/3 3/3 3/3

4 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3

Multiple

PD

Mathur

Number of  samples detected

  / Number of  samples examinedNumber of

incubated samples
Medium

Incubation

periods (days) Inoculum concentration (conidia/ml)

10
1

10
2

10
3

10
40

多検体前培養における培地と培養日数が 検出に及ぼす影響

多検体の前培養は、接種した葉柄基部 切片と無接種の葉柄基部 切片をまとめて 遠沈管に

Table 2-1-8 多検体前培養における培地と培養日数が PCR 検出に及ぼす影響 
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Kashihara Asukarubi 90 9 1 2 1

Asuka Asukarubi 30 3 0 0 0

Asukarubi 46 5 0 0 0

Yumenoka 39 4 3 1 0

Asukarubi 90 9 0 0 0

Kotoka 15 2 0 0 0

Toyonoka 10 1 0 0 0

Asukarubi 71 7 1 5 0

Toyonoka 4 1 1 1 0

Obitoke Akihime 55 6 0 0 0

Kitanosyo Akihime 17 2 0 0 0

Asukarubi 54 5 0 1 0

Kotoka 10 1 0 1 0

Asukarubi 50 5 0 1 0

Kotoka 34 3 0 0 1

Toyonoka 6 1 0 0 0

Total 621 64 6 11 2

Seiwa

Strawberry varieties

Number of

plants

examined

Yanagimoto

Nikaido

Ichinomoto

Katagiri

Total number of

disease plants
8 Aug. 5 Oct.

Locality of

nursery

Number of

multi samples

examined

Number of positive

samples

原種苗生産圃場における多検体の 法による検定結果と発病状況 年）

検定は2010年8月8日と10月5日に10株ずつまとめて前培養を行う全バルク法で検定した。各ほ場にお

Asukarubi 17 2 0 17 2 0

Kotoka 20 2 0 20 2 0

Yumenoka 5 1 0 4 1 0

Toyonoka 4 1 0 4 1 0

Hokowase 6 1 0 6 1 0

Kashihara Asukarubi 90 9 0 90 9 0

Asuka Asukarubi 23 3 0 23 3 0

Asukarubi 53 6 0 53 6 0

Yumenoka 51 5 0 60 5 1

Asukarubi 101 10 0 100 10 0

Kotoka 40 4 0 35 4 0

Yumenoka 27 3 0 25 3 0

Hokowase 13 1 0 14 1 0

Asukarubi 87 9 0 87 9 8

Toyonoka 2 1 0 2 1 0

Hokowase 5 1 0 5 1 0

Akihime 50 5 0 48 5 0

Kaorino 13 1 0 10 1 1

Asukarubi 87 8 0 87 8 2

Kotoka 21 2 0 20 2 0

Toyonoka 10 1 0 10 1 0

Asukarubi 41 4 0 20 2 0

Kotoka 17 2 0 0 0 0

Toyonoka 5 1 0 0 0 0

Hokowase 18 2 0 0 0 0

Total 806 85 0 730 78 12

Sampling in 6 Oct.

Number of

multi samples

examined

Number of

positive

samples

Number of

plants

examined

Katagiri

Seiwa

Sampling in 11Aug.

Strawberry varieties
Locality of

nursery

Uda

Obitoke

Number of

positive

samples

Number of

plants

examined

Number of

multi samples

examined

Yanagimoto

Nikaido

Ichinomoto

検定は2011年8月6日と10月6日に10株ずつまとめて前培養を行う全バルク法で検定した。各

Table 2-1-9 原種苗生産圃場における多検体の Bio-PCR 法による検定結果と発病状況 

  （2010 年） 

 

検定は 2010 年 8 月 8 日と 10 月 5 日に 10 株ずつまとめて前培養を行う全バルク法で検

定した．各ほ場において試料が端数の場合には，試料に対する培養液量の割合を一定と

した． 

  
Table 2-1-10 原種苗生産圃場における多検体の Bio-PCR 法による検定結果（2011 年） 

検定は 2011 年 8 月 6 日と 10 月 6 日に 10 株ずつまとめて前培養を行うバルク法で検定した．各ほ場におい

て試料が端数の場合には，試料に対する培養液量の割合を一定とした． 
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より迅速な検出法が求められていた．本検出法は，サ

ンプリングから判定結果まで 3 から 4 日で可能であ

り，検定に要する期間を大幅に短縮することが可能

となった．また，これまで PCR 検出法が開発されて

きたが，検出感度が低く，無病徴感染株から安定して

本菌を検出することは難しかった（Freeman et al. 

1997; Parikka and Lemmetty 2004; Sreenivasaprasad et al. 

1996）．Pérez-Hernández et al.（2008）は，検出感度を

高めるために，試料の前処理としてを凍結処理と静

置培養を行い，さらに超音波処理などを加えて DNA

抽出し，nested-PCR を行うことで検出感度を高める

ことが可能となったとしている．この方法は，操作が

煩雑であるため，今回の目的とする効率的な検出法

ではなかった．本研究では，DNA 抽出前に試料を 2

日間液体培養し，イチゴ組織内に潜在感染している

本菌を液体培地中で増殖させるBio-PCRを開発した．

本法は，培養した液体培地から DNA 抽出するため，

試料の破砕などの煩雑な作業がなくなり，PCR 阻害

物質である多糖類やポリフェノールの混入を軽減す

ることが可能となり，高感度な検出が可能となった． 

さらに，本研究では複数の試料を検出するバルク

法について検討し，10 株の試料を同時に検出しても

十分な検出感度を得られた．奈良県ではイチゴ親株

を 3 年かけて増殖し，約 3 万株をイチゴ生産者へ配

布している．そのため，イチゴ親株の病害検査の検定

数は，抽出検査を実施するにしても 1000 株程度を検

査する必要があり，実際の検査場面では，バルク法の

ような手法が実用的であると言える．イチゴ原種苗

生産圃場では，通常の生産者の圃場よりも厳密な病

害防除を実施しており，通常は本病が発生したとし

ても数％程度である．このように発生割合が少ない

場合には，バルク法は有効である．しかし，生産者の

圃場のように発生割合が多い圃場では，1 株でも汚染

株が混入していると陽性と判定され，廃棄する株数

が多くなるため適さないと考えられる． 

本検定法では，一部の殺菌剤が前培養時に本菌の

増菌を抑制し，検出結果に影響することが明らかに

なった．特に，イミノクタジンアルベシル酸塩水和剤，

プロピネブ水和剤，ジエトフェンカルブ・チオファネ

ートメチル水和剤ではその影響が強かった．イミノ

クタジンアルベシル酸塩水和剤やジエトフェンカル

ブ・チオファネートメチル水和剤は治療効果が高い

ため（平山ら 2008），薬剤散布により本菌の菌密度

を低下させたと考えられた．そのため，試料を採取す

る際には，薬剤散布状況についても考慮する必要が

あると考えられた． 

千葉県の圃場においてイチゴ株から分離した C. 

gloeosporioides 菌株には，イチゴ炭疽病菌と同じ形態

の非病原性菌が分離されている（海老原ら 2006）．

本研究で奈良県の圃場から分離した場合にも，イチ

ゴ炭疽病菌とともに非病原性菌が検出されたことか

ら，イチゴ株には C. gloeosporioides のさまざまな種

類の菌が共存していると考えられた．このような菌

株が混在する条件下において，本研究で開発した炭

疽病菌のみを検出できる PCR 検出技術の果たす役割

 

  

 Fig. 2-1-10 イチゴ炭疽病菌と萎黄病菌の同時検出のための両菌のプライマー量

と電気泳動の検出状況  

炭疽病菌（C. fructicola）と萎黄病菌（F. oxysporum  f. sp. fragariae）検出用プライ

マーのそれぞれの最終濃度（μM）は，a が 0.25 と 0.05，b が 0.25 と 0.1，c が 0.25

と 0.25，d が 0.1 と 0.25，e が 0.05 と 0.25 で行った．  

500bp 

100bp 

1,000bp 

Fig. 2-1-10 イチゴ炭疽病菌と萎黄病菌の同時検出の 

  ための両菌のプライマー量と電気泳動の検出状況 

炭疽病菌（C. fructicola）と萎黄病菌（F. oxysporum 

f. sp. fragariae）検出用プライマーのそれぞれの

最終濃度（μM）は，a が 0.25 と 0.05，b が 0.25 と

0.1，c が 0.25 と 0.25，d が 0.1 と 0.25，e が 0.05

と 0.25 で行った． 

Fig. 2-1-11 前培養培地の種類が PCR 同時検  

  出に及ぼす影響  

炭疽病菌と萎黄病菌のそれぞれの高頻度感染部位

である葉柄基部とランナーを用いた．Mathur 培地，

Fo-G2 培地（Fusarium oxysporum 選択培地），PD 培

地の各液体培地で 28℃，2 日および 4 日間振とう

培養した．PCR は，炭疽病菌と萎黄病菌検出用プラ

イマーを用い，最終濃度をそれぞれ 0.25μM と

0.1μM で混合して行った． 
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は大きいと言える． 

イチゴ親株増殖圃場の検定において，炭疽病菌の

抵抗性品種である‘かおり野’や‘宝幸早生’からも本菌

が検出された．イチゴ無病徴葉上の分生子は，菌糸伸

張し，２次分生子を形成する（Leandro et al. 2001）．

また，第１章から無病徴のイチゴや雑草を除草剤処

理した場合には，大量の分生子を形成することが明

らかになっている．このことから抵抗性品種であっ

ても分生子が形成され，伝染源となる可能性がある

ため，罹病性品種と同様に防除対策や栽培管理につ

いて実施する必要があると考えられた． 

検定時期については，8 月よりも 10 月以降に実施

した方が陽性株の検出頻度が高かった．イチゴ炭疽

病菌の好適温度は 28℃であり（Smith and Black 1987），

奈良県では 8 月が最もイチゴ炭疽病菌の活動が活発

になる時期となる．そのため，生産現場では，この時

期の薬剤防除は多くなり，1 週間に一度程度の頻度で

実施されることが多い（平山 2016b）．このような

理由から 8 月には陽性株の検出頻度が低下したと考

えられた．いずれにしてもこの時期の検定は漏れ落

ちが発生しやすいため，本菌の検定には秋以降に実

施するのが適していると考えられた． 

イチゴ重要病害である萎黄病菌との同時診断も可

能となった．現在，イチゴ親株増殖圃場において，本

病と萎黄病の検定は別々に実施している（平山 

2016a）が，今後，現地実証を行い，両菌の同時検出

技術に改良を加えながら，導入していくことでさら

に検定の効率化が図れる． 

本検定技術は本研究による実証試験を経て，現在，

奈良県内のイチゴ親苗圃場において導入されている．

現地試験のため詳細な比較はできないが，本技術導

入前と導入後の奈良県内の本病の発生は，減少傾向

で推移している．そのため，本検定は県内全体のイチ

ゴ生産における本病の発病抑制に役立つ技術と考え

られ，今後も継続して実施していくことが望まれる． 

 

 

第２節 葉面エタノール噴霧法を活用した発生

予察の有効性 

 

２－２－１．緒言 

病害の発生予察は気象条件や病原菌密度などのデ

ータから病害の発生を予測する．その予察情報は防

除の要否あるいは防除適期を判断するために活用さ

れ，発生前あるいは発病初期の効率的な防除が可能

となる．この 10 年間に世界的には，病害予察システ

ムの研究報告が増加しており（Landschoot et al. 2012），

日本においても 2010 年から，農林水産省において，

数種病害について新規予察基準が検討されている． 

これまでイチゴ炭疽病では，アメリカにおいて本

圃での露地栽培を対象に降水量や気温データを活用

した予察法が開発されている（MacKenzie et al. 2012）．

しかし，日本では，本病の発生は育苗期に多く，育苗

圃での予察法の確立が求められる． 

本章第１節では，PCR による本菌の検出法を開発

したが，発生予察では広域的な調査が必要であり，適

期に大量の調査が必要であるため，精度よりも簡便

さが必要となされる．石川（2003）は，エタノール簡

易診断法は簡便なイチゴ炭疽病菌の検出法であり，

予察法として適しているとしている． 

そこで，イチゴ炭疽病の発生予察法を確立するた

め，奈良県の主要品種である‘アスカルビー’を対象

に，エタノール浸漬簡易診断法を改良した葉面エタ

ノール噴霧法による潜在感染状況と，その後の本病

の発生状況との関係を調査し，その有効性を検証し

た（Hirayama et al. 2015）． 

 

２－２－２．材料および方法 

１）葉面エタノール噴霧法と浸漬法の検出比較 

エタノールの使用量を減らし，コスト低減を図る

ために考案した葉面エタノール噴霧法と従来のエタ

ノール浸漬法（Ishikawa 2003）との検出率を比較した．

イチゴ炭疽病菌 C. fructicola 菌株 Nara-gc5 株 （MAFF 

245243 株）を 200ml 容の三角フラスコに 100ml の PS

液体培地で，120rpm，10 日間の振とう培養を行った．

培養後，菌そうをガーゼでろ過し，分生子液を得た．

分生子液は，滅菌蒸留水で希釈し，103 分生子/ml に

調整した．調整した分生子液はイチゴ（品種‘アスカ

ルビー’）の株あたり 5ml ずつハンドスプレーで噴霧

した．接種株は，15℃から 30℃のビニールハウス内

で管理し，2 週間後に無病徴の最外葉を採取した．試

験はそれぞれの方法で 20 小葉を用いて 3 反復で実施

した．葉面エタノール噴霧法は，採取試料を水道水で

洗浄，風乾後，70％エタノールを十分量噴霧して表面

殺菌し，さらに 30 秒後にエタノールを水道水で洗い

流した（Fig. 2-2-1）．小葉の表面を上にして置き，28℃

の湿室暗黒条件下で静置した．14 日後に肉眼で鮭肉

色の分生子塊（Fig. 2-2-2）を確認して検出率を求めた．

エタノール簡易浸漬法による検定は，Ishikawa（2003）

の方法に準じて行った．すなわち，まず外葉中央の小 
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葉を 80%エタノールで 30 秒間表面殺菌し，滅菌水で

洗浄した．その他の方法については葉面エタノール

噴霧法と同様に行った． 

 

 

２）調査圃場 

2010 年から 2014 年の 5 年間，奈良県内のイチゴ産

地 4 地域延べ 82 カ所の育苗圃と，その育苗圃から採

取したイチゴ苗を定植した本圃において（Table 2-2-

1），潜在感染状況と発病状を調査した． 

 

３）育苗圃における葉面エタノール噴霧法による潜

在感染菌の検出 

2010 年から 2014 年の 7 月上旬に，各育苗圃のイチ

ゴ親株 20 株を任意に抽出し，それぞれ株の最外葉を

採取した．採取した試料は葉面エタノール噴霧法で

処理した．湿室条件下で 28℃，14 日間培養後，小葉

に形成された分生子塊を肉眼で調査して潜在感染圃

場率および無病徴感染株率を求めた．また，2012 年

から 2014 年には，7 月上旬に加えて 6 月中旬および

7 月下旬についても調査し，潜在感染状況の推移につ

いて調査した． 

 

４）検出菌の病原性 

 2011 年から 2014 年の検出菌について，イチゴ株へ

の接種により病原性を確認した．葉面エタノール噴

霧法で検出した分生子塊を爪楊枝で掻き取り，イチ

ゴ健全株の葉柄に有傷接種した．それぞれ 2 株を用

い，1 株あたり 2 葉の葉柄にそれぞれ 1 カ所ずつ接種

した（Fig. 2-2-3）．判定は，2 株ともに病斑が進展し

たものを病原性菌株とし，1 株のみあるいは 2 株とも

病斑の進展が見られないものを非病原性菌株とした． 

 

５）育苗圃および本圃における発生調査 

2010 年から 2014 年に潜在感染状況を調査した育

苗圃と，そのイチゴ苗を定植した本圃において，その

後の発病状況を調査した．育苗圃では 9 月上旬，本圃

場では 11 月上旬に，各 500 株について発病株率を調

査した．また，2012 年から 2014 年には，6 月中旬か

ら 12 月上旬まで継続的に発病株率を調査した． 

 

６）葉面エタノール噴霧法の有効性評価 

葉面エタノール噴霧法による無病徴感染株調査の

有効性を確認するため，2010 年から 2014 年の 5 カ年

について，7 月上旬の無病徴感染株率および潜在感染

圃場率と，9 月上旬の育苗圃及び 11 月の本圃におけ

る発病圃場率を年ごとにプロットし，それぞれの相

関関係を調べた． 

 

 

２－２－３．結果 

１）葉面エタノール噴霧法と浸漬法の検出比較 

噴霧法と浸漬法の検出率はそれぞれ 80.5% と

86.1%となり，噴霧法が若干低くなったが，ほぼ同程

度であり有意差は認められなかった（Fig. 2-2-4）．こ 

Fig. 2-2-1 エタノール噴霧法の手順 

Fig. 2-2-2 エタノール噴霧法による検出状況 

     培養後のイチゴ葉（左）， 

     イチゴ炭疽病菌の分生子塊（右） 

    （bar: 3 cm） 
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Grown-Field

Yamatokoriyama1 - Over head Soil culture

Yamatokoriyama2 + Over head Soil culture

Yamatokoriyama3 - Over head Soil culture

Yamatokoriyama4 - Over head Soil culture

Yamatokoriyama5 - Over head Soil culture

Asuka1 + drip Solution culture

Asuka2 + drip Solution culture

Asuka3 + drip Solution culture

Asuka4 + drip Solution culture

Asuka5 + drip Solution culture

Asuka6 + Over head Solution culture

Tenri1 + drip Soil culture

Tenri2 - Over head Soil culture

Tenri3 + Over head Soil culture

Tenri4 + Over head Soil culture

Tenri5 + Over head Soil culture

　   Irigaition   Cultivation
Rain

Shelter

         Nursery

Locarity of field

Table 2-2-1 調査圃場の育苗および本圃における栽培様式 

Fig. 2-2-3 有傷接種後のイチゴ葉柄部の病斑 

 Fig. 2-2-4 エタノール噴霧処理と浸漬処理のイチゴ炭 

  疽病菌の検出比較 

  噴霧処理と浸漬処理の間には，Student's t-test  

  （p < 0.05）で有意差がなかった．垂線は，標準誤 

  差を示す． 
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れにより，噴霧法は本菌の検出法として有効である

ことが明らかとなり，本法を用いて現地実証を行っ

た． 

 

２）育苗圃での感染状況 

2010 年から 2014 年の 7 月上旬の潜在感染圃場率

は，2011 年には 100％と最も高く，2014 年には 50％

で最も低く，年次変動の幅が大きかった（Fig. 2-2-5）．

このとき感染株率は，2011 年に 44.2％，2014 年に

12.5％であった．2012 年から 2014 年の 3 カ年の検出

圃場率および検出株率は，いずれの年も 7 月上旬に

最も高くなった（Fig. 2-2-6）． 

 

３）病原性菌株の割合 

2011 年から 2014 年に行った病原性菌株の検出率

は，73.0％から 78.6％の範囲内で病原性菌株の割合は

比較的安定していた（Fig. 2-2-7）． 

 

４）育苗圃および本圃での発生状況 

2010 年から 2014 年の育苗期の 9 月上旬での発病圃

場率は，2011 年に 35.7％で最も高く，2012 年と 2013

年に 6.3％と最も低かった（Fig. 2-2-8）．また，本圃の

11 月上旬には，2011 年に 35.7％と最も高く，2013 年

と 2014 年に 12.5％で最も低かった．発病株率は，育

苗圃，本圃ともに最も高い 2011 年でも 2％以下で低

い値であった． 

2012 年から 2014 年の発病推移は，6 月中旬から 7

月上旬までは，7 月下旬以降から発病が認められ，そ

の後，9 月上旬の育苗後期さらに本圃定植後にかけて

増加し，12 月上旬には低下した．このとき，育苗期

では 9 月上旬，本圃では 11 月上旬の発病圃場率が最

も高かった．また，発病株率は 2012 年 11 月上旬，

2013 年 8 月，2014 年 10 月で発病株率が最も高かっ

たが，その値は 0.2％で非常に低かった． 

 

５）葉面エタノール噴霧法の有効性評価 

7 月の育苗圃での感染圃場率および感染株率と，そ

の後の育苗圃での発病圃場率との関係では，相関係

数はそれぞれ 0.65，0.87 で高い相関が認められた（Fig. 

2-2-9）．感染圃場率および感染株率と，その後の発病

株率との相関係数は，それぞれ 0.84，0.94 で高い相関

が認められた．一方，感染圃場率および感染株率と，

その後の本圃での発病圃場率との関係では，相関係

数はそれぞれ 0.61，0.75，また，その後の発病株率と

の相関係数はそれぞれ 0.60，0.62 であり，育苗圃より

も若干低かった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2-5 年度別のエタノール噴霧法によるイチゴ 

     炭疽病の分生子塊の検出 

     2010 年から 2014 年の 7 月中旬に 4 市町 16 圃場 

     の育苗圃場において，それぞれ 20 株の最外葉を 

     採取し，検出に用いた． 

Fig. 2-2-6 時期別のエタノール噴霧法によるイチゴ 

     炭疽病の分生子塊の検出 

     2012 年から 2014 年に 4 市町村 16 圃場の育苗圃 

     場において，それぞれ 20 株の最外葉を採取し， 

     検出に用いた． 

Fig. 2-2-7 エタノール噴霧法における病原性菌株と 

     非病原性菌株の検出割合 

     病原性はイチゴ株の葉柄における有傷接種によ 

     り確認した．2011 年 12 年，13 年，14 年にそれ 

     ぞれ 318 菌株，56 菌株，55 菌株，40 菌株の計 469 

     菌株について調査した． 
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２－２－４．考察 

 

奈良県のイチゴ産地において，葉面エタノール噴

霧法による感染状況調査がイチゴ炭疽病の発生予察

に有効であることを検証した．MacKenzie et al.（2012）

は，イチゴ露地栽培における炭疽病の薬剤散布時期

を決定する際に，降雨量と温度データを活用した予

察システムが有効であるとしている．しかし，奈良県

内では，雨よけで栽培されていることが多く，必ずし

も発病に降雨量が反映されない．葉面エタノール噴

霧法を活用した発生予察は，イチゴ株の感染状況を

調査するため，奈良県内におけるイチゴ炭疽病の予

察法として適していると考えられた． 

育苗圃での時期別の潜在感染は，7 月上旬に最も高

く，その後 7 月下旬には低下した．本菌の最適気温は

28℃であるため（Smith and Black 1987），通常，本病

の発生は 7 月上旬よりも 7 月下旬で多くなる．しか

し，奈良県での炭疽病の薬剤防除は，7 月中旬以降か

ら散布間隔を 2 週間から 1 週間に短くし，保護剤中

心から保護剤と治療剤の交互散布へと切り替える防

除体系が取られている（平山 2016b）．炭疽病発生の

好適条件であるにもかかわらず 7 月下旬に潜在感染

率が低下したのは，このような防除体系が原因であ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2-8 イチゴ炭疽病の発生推移 

    A:発病圃場率，B:発病株率． 

    調査は 2010年から 2014年に 4市町村の 16圃場に 

    ついて継続的に行った．6 月中旬から 8 月下旬ま 

    では育苗圃，10 月上旬から 12 月上旬は本圃につ 

    いて，調査時に各圃場 500 株ずつ調査した． 

 

Fig. 2-2-9 エタノール噴霧法による感染検出とその後の発病との関係 

      A：感染圃場率と発病圃場率との関係，B：感染株率と発病圃場率との関係，C：感染圃場率    

      と発病株率との関係，D：感染株率と発病株率発病との関係． 

      2010 年から 2014 年の 5 ヵ年のエタノール噴霧法による潜在感染調査と炭疽病発病調査の 

      相関関係を調査した．潜在感染は 7 月上旬，発病は育苗圃では 8 月下旬，本圃では 11 月上 

      旬の調査データから求めた． 
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る可能性がある．また，炭疽病菌の感染や発病は，気

温とともに湿度が大きく影響する（Wilson et al. 1990）

ため，7 月中旬以降の梅雨明けにより湿度が低下した

ことも要因の一つと考えられた． 

育苗期における炭疽病は，7 月下旬に初発し，その

後育苗後期になるに従って発病が高まることから，

本菌の活動が活発になるこの時期は，薬剤散布間隔

や種類の変更を判断することが必要となる．そのた

め，遅くとも 7 月下旬までには予察情報を生産者へ

提供する必要がある．葉面エタノール噴霧法の検定

には 2 週間を要することから，遅くとも 7 月上旬ま

でに検定を行う必要があると考えられた． 

C. gloeosporioidesの病原性は多様性を示し

（Denoyes-Rothan et al.; 2003; Suzuki et al. 2010），イ

チゴ株からは病原性菌株のほか非病原性菌株も分離

される（海老原ら 2006）．本研究においてもイチ

ゴ葉から病原性菌株と非病原性菌株の両方が検出さ

れた．しかし，2011年から2015年の4ヵ年において

検出菌株に対する病原性菌株の割合は，70～80％と

比較的安定していた．本法は病原性菌株を特定でき

ない検出法であるが，病原菌の検出割合の年次変動

が少ないことから，年ごとの発生量を相対的に比較

した予察が可能であると考えられる． 

2010 年から 2014 年の 5 カ年の調査において，無病

徴感染株率と，育苗圃および本圃での発生圃場率で

相関係数が高かった．このことから，葉面エタノー

ル噴霧法による無病徴感染株調査により，その後の

発生状況を把握することが可能であり，本法が発生

予察に有効であることが明らかとなった．葉面エタ

ノール噴霧法を活用した予察法により，その年の発

生状況を予測し，生産者へ情報提供や注意喚起が可

能になると思われる．今後，予察データに基づいた

薬剤散布により，散布間隔や薬剤の種類などをどの

ように反映していくかについても検討する必要があ

る． 

 

 

第３章 食品の殺菌処理技術を応用したイチゴ

炭疽病の新たな防除法の開発    

   

３－１．緒言 

本病の防除対策は，雨よけ育苗，隔離育苗などの効

果が高く，奈良県内においても普及しているが，同時

に定期的な薬剤散布も必須となっている（稲田ら 

2005b; MacKenzie et al. 2009; MacKenzie and Peres 2012; 

奈尾 2005; 岡山・平山 2011）．本病の薬剤防除には，

感染を抑制する保護殺菌剤と病原菌に対して殺菌効

果の高い治療殺菌剤が使用される（MacKenzie et al. 

2009; 平山ら 2008a）．なかでも治療殺菌剤は，耐性

菌の発生により効果が期待できる種類は少なくなっ

ており，防除効果の低下が懸念されている．これまで

炭疽病に対する耐性菌が確認されているのは，ベン

ズイミダゾール剤（Davidse 1986）やアゾキシストロ

ビン剤（Bartlett et al. 2002）である．両剤ともに非常

に優れた治療殺菌剤であるが，病原菌の一塩基が置

換することによって耐性を獲得するため，比較的耐

性菌が発生しやすい特性を持っている（Ishii et al. 

2001）． 

ベンズイミダゾール剤耐性菌の発生は古く，イチ

ゴ炭疽病菌では 1989 年に静岡県，1991 年に静岡県，

奈良県，北九州地域で報告がある（楠ら 1992）．2009

年に奈良県において現地から分離した菌株について

薬剤感受性検定を行ったが，高頻度で耐性菌が検出

されており，約 20 年経過した現在でも耐性が維持さ

れていた（平山ら 2008b）． 

アゾキシストロビン剤は 1998 年に農薬登録され，

イチゴ炭疽病に対する防除効果が高く，うどんこ病

および灰色かび病との同時防除が可能であることか

ら，重要な防除薬剤に位置づけられていた．しかし，

1999 年にウリ類うどんこ病で耐性菌が報告されて以

来，多くの野菜や果樹の病原菌で薬剤耐性菌が確認

されており（Ishii et al. 2007），イチゴ炭疽病での発生

が懸念されていた．このような状況の中，2003 年に

佐賀県において分離されたイチゴ炭疽病菌が本剤に

対し耐性菌であることが報告され（稲田ら 2010），そ

の後四国地方，長崎県，奈良県でも確認された（平山

ら 2008b）．  

また，DMI 剤（ステロール脱メチル化阻害剤）は，

地域によっては防除効果が著しく低下しているとの

報告がある（中澤ら 1993）． 

このような課題に対応するため，現在の薬剤防除

とは異なる新たな治療効果の高い防除対策が求めら

れている． 

一方，電解水は，耐性菌の発生リスクがなく，核酸

やタンパク質の酸性化により微生物を物理的に破壊

することが知られている（Al-Haq et al. 2005）．これま

で酸性電解水は，多くの作物の地上病害の防除に活

用するため研究されている（Fujiwara et al. 2000; 

Guentzel et al. 2011; Hou et al. 2012; Jia et al. 2015; 草刈

ら 2013; Mueller et al. 2003）．この中では，作物自体
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に生育障害が発生し（Fujiwara et al. 2000; Mueller et al. 

2003），また人体や環境に対して悪影響を与えたり，

農業用資材や機械などを腐食することがある（Issa-

Zacharia et al. 2010）．近年，中性電解水の処理が，食

品分野において衛生管理用として研究が始められて

おり，殺菌剤として認識されている（Guentzel et al. 

2008; Huang et al. 2008; Monnin et al. 2012; Torlak 2014）．

中性電解水は，酸性電解水よりも人や環境に対して

安全であり，貯蔵中の安定性が高いといった利点が

ある（Cui et al. 2009）．しかし，植物病原菌に対する

殺菌効果については，ほとんど知られていない． 

 オゾンは，果物，野菜や貯蔵穀物に被害を及ぼす細

菌，糸状菌，昆虫などの殺菌，殺虫に利用されている

（Guzzon et al. 2013; O’Donnell et al. 2012）．オゾンは

幅広い微生物に対して強い殺菌効果を示すが，急速

に水に溶け，酸素に分解する特性を持っている．黒田

ら（2011）は，毎日のオゾン水の散布がイチゴ炭疽病

の防除に有効であるとした．しかし，頻繁な散布処理

は生産者への負担が大きいため，生産現場で導入す

ることは難しい．そのため，オゾンを病害防除に活用

するためには省力化を図ることがなにより必要とな

る． 

そこで本研究では，中性電解水およびオゾン水の

C. fructicolaの分生子対する殺菌効果について検討し，

さらに圃場試験においてかん水に両機能水を用いた

頭上かん水と殺菌剤との組み合わせによる防除効果

について検討した（Hirayama et al. 2016c; d）． 

 

 

３－２．材料および方法 

１）病原菌と接種源の調整 

 イチゴ炭疽病菌は Colletotrichum fructicola の Nara-

gc5 株（MAFF 245243 株）株を用いた．本菌株の寒天

切片はショ糖加用ジャガイモ煮汁（PS）液体培地

100ml の入った 200ml 容三角フラスコに入れ，25℃，

10 日間，自然光条件下で振とう（120rpm）培養を行

い，分生子を形成させた．分生子懸濁液は滅菌ガーゼ

で濾過して菌体を取り除き，滅菌蒸留水で希釈し，106

分生子/ml に調整した． 

 

２）中性電解水の生成 

中性電解水の生成には，一層式の電解水生成装置

（試作機，シャープ製）を用いた．塩化カリウム（濃

度10%以下）と塩酸（濃度1%以下）を含んだ水道水を

生成装置の電解槽に通し，中性電解水を作成した．有

効塩素濃度は塩素測定器（C–201， エ ム ケ ー・サ

イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク ）を用いて測定した． 

 

３）オゾン水の生成 

 オゾンは，コロナ放電式オゾン生成装置（試作機，

シャープ製）を用いて生成した．実験室内での試験で

は，溶解オゾン濃度はポータブル型オゾン水モニタ

（荏原実業），圃場試験では，頭上かん水用ノズルか

ら出たかん水用のオゾン水を2，3日ごとに採取し，比

色計（DR/850， Hach）を用いて測定した． 

 

４）電解水およびオゾン水の処理濃度および処理時

間が炭疽病菌の殺菌効果に及ぼす影響 

 中性電解水およびオゾン水の炭疽病菌に対する殺

菌効果については，実験室内において試験を行った．

中性電解水は前述の電解水生成装置で生成し，水道

水により有効塩素濃度を1.8，3.6，7.0および10.0 mg/l

に調整した．オゾン水は前述のコロナ放電式オゾン

生成装置で生成し，水道水によりオゾン濃度を0.2，

0.3および0.5 mg/lに調整した．それぞれの中性電解水

およびオゾン水99mlに106 分生子/ml濃度の分生子液

1mlを速やかに添加した．添加10，30および60秒後に

還元剤であるチオ硫酸ナトリウムの5%（w/v）溶液を

200μl加え，中性電解水とオゾン水による反応を停止

させた．無処理対照区として水道水を用いた．生菌数

はベノミル（50 mg a.i./l，商品名：ベンレート水和剤，

住友化学）を添加した改変Mathur培地（Tu 1985）を

用いた希釈平板法によって定量した．なお，ベノミル

は雑菌の生育抑制と，コロニーの大きさを制限する

ために使用した．シャーレは暗黒下で25℃，7日間培

養した．分生子の殺菌率は，次式によって求めた．試

験は各処理濃度および処理時間あたり3反復し，それ

ぞれ10プレートずつ使用した． 

殺菌率（％）＝[1 – （各処理区でのコロニー再生数

／水道水でのコロニー再生数） ）] × 100 

 

５）イチゴ葉上での中性電解水の処理条件の検討 

 圃場での中性電解水の処理条件を決定するため，イ

チゴ炭疽病菌接種前および処理後における中性電解

水の効果と処理時間について検討した．イチゴ（品種

‘アスカルビー’）の 3 葉期のポット苗にハンドスプレ

ーを用いて濃度 106 個/ml の分生子液を 10ml ずつ噴

霧接種した．接種株は透明のプラスチックケースに

入れ湿室に保った．接種直後，24 時間後および 72 時

間後に有効塩素濃度が 10.0 mg/l の中性電解水をイチ
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ゴ株当たり 1.7ml/秒の割合で 0，5，10，30 および 60

秒間処理した．また，中性電解水の保護効果を確認す

るために，本菌分生子を接種する 1 時間前に中性電

解水を噴霧する区を設けた．本菌のイチゴ葉での感

染率は，Freeman ら（2001）の方法を改変して求めた．

すなわち，本菌接種と中性電解水を処理したイチゴ

株からイチゴ小葉を切り取り，1 時間の風乾後，8 切

片に分割した．小葉の切片は改変 Mathur 培地へ置床

し，暗黒下で 25℃，7 日間培養した．本菌の感染率

は，供試した小葉切片のうちコロニー伸長が確認さ

れた小葉切片の割合を計算して求めた．試験は 3 反

復し，1 反復あたり 3 株から 2 小葉ずつ計 6 小葉を用

い，それぞれの小葉を 8 切片に分割して計 48 切片を

用いた． 

 

６）圃場試験 

①中性電解水の頭上かん水の防除効果 

2014 年 7 月から 11 月にかけて奈良県農業研究開発

センターのビニールハウスにおいて，中性電解水の

頭上かん水処理のイチゴ炭疽病菌に対する防除効果

について検証した（Fig. 3-1， 3-2）．イチゴ（品種‘ア

スカルビー’）は，培養土（TM-1，タキイ種苗）の入

った 300ml 容ビニールポットで育成し，試験前に葉

かきを行い，3 葉のイチゴ株にして用いた．試験開始

前のかん水は，水道水による頭上かん水とし，試験開

始後には，中性電解水を株当たり 13ml/秒の水量で 10

分間頭上かん水した．頭上かん水用のノズルは，Pin 

Nozzle Blue M11（Royal Brinkman）を用いた．無処理

区として，水道水の頭上かん水区を設けた．肥料は，

試験開始時に IB-S1 号（N–P–K: 10–10–10，ジェイカ

ムアグリ）を株当たり 0.5g ずつ施用した．処理した

かん水は，ノズルの先から 2 日から 3 日おきに採取

し，有効塩素濃度を測定し，試験中の塩素濃度は 2～

8 mg/l の範囲内であった．病原菌の接種は間接接種で

行った．すなわち，試験に用いた健全株を 24 穴の SS

トレイの真ん中 4 穴を除く 20 穴に配置し，残った中

央の 4 穴の対角線上に接種株を 2 株置いた．接種株

は 15 日間そのままにして感染を促し，その後取り除

いた．接種株は濃度 106 個/ml の分生子液を株当たり

10ml の割合で噴霧接種し，その後プラスチック容器

に入れて湿室条件下で，25℃，48 時間静置し，感染

させたものを用いた．接種 30 日後に発病株数を調査

し，発病株率を求めた．同時に病徴部を光学顕微鏡で

観察し，その分生子を確認することで本症状が本菌

によるものであることを確認した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②中性電解水の頭上かん水と殺菌剤処理の併用によ

る防除効果 

試験は 2014 年 11 月から 12 月にかけて実施した．

試験に用いたイチゴ株は前述と同様に育成した．中

性電解水の有効塩素濃度は 8～12mg/l 範囲内での試

験であった．中性電解水による頭上かん水は，株当た

り 13ml/秒の水量で 5 分間行った．慣行の防除法であ

る薬剤処理には，現地での主要薬剤であるプロピネ

ブ（1.4 g a.i./l，商品名：アントラコール水和剤，バイ

エルクロップサイエンス株式会社，東京），イミノク

タジンアルベシル酸塩（0.4 g a.i./l，ベルクート水和

剤，日本曹達），マンゼブ（1.2 g a.i./l，ジマンダイセ

ン水和剤，ダウ・アグロサイエンス），フルジオキソ

ニル（0.2 g a.i./l，セイビアフロアブル 20，シンジェ

ンタジャパン）の 4 種類の殺菌剤を用いた．薬剤処理

は接種 3 日前から 10 日おきに各薬剤を記述の順番に

ローテーションで株当たり 20ml の割合で散布した．

なお，接種株は前述のとおり作製し，健全株の中央に

設置した．試験区は，中性電解水をかん水代わりに使

用する電解水かん水区，対照として慣行の殺菌剤散

布区，水道水をかん水する無処理区および中性電解

Fig.3-1 中性電解水およびオゾン水による頭上かん 

    水システムの概念図 

Fig. 3-2 機能水の発病抑制試験 
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水のかん水と殺菌剤の併用処理区を設けた．接種 40

日後に発病株数を調査し，発病株率を求めた．試験は

20 株の 4 連で行った． 

 

③オゾン水の処理濃度の違いによる防除効果 

異なるオゾン濃度での本菌に対する抑制効果につ

いて検討した．試験は 2014 年 8 月から 9 月にかけて

実施した．オゾン濃度は，低濃度区で 0.1～0.4mg/l，

高濃度区で 0.5～1.0mg/l とした．その他の接種，頭上

かん水および栽培管理条件は，3-2-6)-①と同様に行っ

た． 

 

④オゾン水の頭上かん水と殺菌剤処理の併用による

防除効果 

試験は 2014 年 11 月から 12 月にかけて実施した．

3-2-6)-③の試験においてオゾン処理の効果が低かっ

たため，本試験でのオゾン濃度は 1.2～1.5 mg/l の範

囲内で実施した．その他の接種，頭上かん水および栽

培管理条件は，3-2-6)-①と同様に行った． 

 

３－３．結果 

１）電解水およびオゾン水の処理濃度および処理時

間が炭疽病菌の殺菌効果に及ぼす影響 

イチゴ炭疽病菌の分生子に対する中性電解水の殺

菌率は，塩素濃度 3.6mg/l で 60 秒間処理，7.0mg/l で

30 秒間処理および 10.0mg/l で 10 秒間処理において

100％であり，完全に死滅することができた（Fig. 3-

3， 3-4）．3.6mg/l で 30 秒間処理および 7.0mg/l で 10

秒間処理では 90％以上の殺菌率であり，若干殺菌効

果が低下した．塩素濃度が 1.8 mg/l で場合には 60 秒

間処理しても殺菌率が 10％以下であり，殺菌効果は

ほとんど認められなかった． 

一方，オゾン水では，オゾン濃度 0.2mg/l および

0.3mg/l ではともに 60 秒間，0.5mg/l では 10 秒間の処

理でも殺菌率は 100％であった（Fig. 3-5）．また，最

も低濃度で処理時間が短い 0.2mg/l で 10 秒間処理で

も 90％以上の高い殺菌率を示した． 

中性電解水とオゾン水との比較では，オゾンの方

が低濃度しかも短時間の接触で本菌の分生子を殺菌

することが可能であった．有効処理濃度や時間は異

なるが，中性電解水およびオゾン水ともに本菌の分

生子の殺菌が可能であった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-3 中性電解水のイチゴ炭疽病菌 

    Colletotrichum fructicola の分生子に対する 

    殺菌効果 

   中性電解水中に濃度の異なる分生子液を懸濁し， 

   10,30 および 60 秒後に Mathur 培地を用いた希釈 

   平板法により生菌数を計測した．分生子の殺菌率 

   は対照の水道水での生菌数を基準にして求めた． 

   垂線は，95%信頼区間を示す（n = 3）．  

 

Fig. 3-4 Mathur 培地を用いた希釈平板法による 

     イチゴ炭疽病菌 Colletotrichum fructicola  

     の検出状況 

     A: 塩素濃度 10mg/l の中性電解水で 60 秒間 

     処理，B: 塩素濃度 1.8mg/l の中性電解水で 

     60 秒間処理，C: 水道水処理（無処理対照区）  

    （bar: 3 cm） 

Fig. 3-5 オゾン水のイチゴ炭疽病菌 Colletotrichum 

fructicola の分生子に対する殺菌効果 

オゾン水中に濃度の異なる分生子液を懸濁し，10,30 お

よび 60 秒後に Mathur 培地を用いた希釈平板法により

生菌数を計測した．分生子の殺菌率は対照の水道水で

の生菌数を基準にして求めた．垂線は，95%信頼区間を

示す（n = 3）．  
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２）イチゴ葉上での中性電解水の処理条件の検討 

 イチゴ葉への感染前および感染後での中性電解水

の本菌に対する効果は，接種直後に 60 秒間処理した

場合の感染率が 8.3％であり，最も殺菌効果が高かっ

た（Table 3-1）．接種後 24 時間後の 60 秒間処理では

感染率が 39.6％，接種後 72 時間後の同処理時間では

感染率が 100％となり，接種後の時間経過とともに殺

菌効果が低下し，72 時間後には全く効果が認められ

なくなった．中性電解水の処理時間の違いでは，接種

直後の場合に 60 秒間の処理では前述のように 8.3％

であるが，30 秒間では 10.4％，10 秒間では 70.8％，

5 秒間では 93.8％であり，処理時間を長くするほど感

染率が低下し，殺菌効果が高くなった．また，本菌の

接種 1 時間前に中性電解水を処理した場合には，60

秒間処理した場合でも全く効果が認められなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３）中性電解水の頭上かん水の防除効果 

圃場試験において，対照の水道水を頭上かん水し

た場合は，イチゴ炭疽病の発病株率は 26.7％であっ

たが，塩素濃度 2～8 mg/l の中性電解水を頭上かん水

した場合には 1.7％であり，高い防除効果が認められ

た（Fig. 3-6）．なお，試験中で中性電解水の処理によ

るイチゴ株に対する薬害は認められなかった． 

 

４）中性電解水の頭上かん水と殺菌剤処理の併用に

よる防除効果 

 中性電解水の有効塩素濃度は 8～12mg/l 範囲内で

試験を実施した．中性電解水の頭上かん水と，慣行で

実施されている殺菌剤 10 日間隔でのローテーション

散布の併用では，イチゴ炭疽病の発病は全く見られ

ず，非常に高い防除効果が得られた（Fig. 3-7）．また， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-1 中性電解水の処理時期および時間がイチゴ小葉における炭疽病菌 Colletotrichum  

     fructicola の定着率に及ぼす影響 

 

x：イチゴ炭疽病菌接種後の時間，y：中性電解水の処理時間，z：異なるアルファベット間は，Tukey 

HSD の多重検定により有意差があることを示す（P < 0.05），  w：標準誤差を示す（n = 3）．  

Fig. 3-6 中性電解水の頭上かん水処理によるイチゴ 

  炭疽病の発病抑制効果 

  水道水による頭上かん水を対照区とした．アスタ   

  リスク （*）は，対照区と有意差があることを示 

  す（χ2-test, P < 0.05）．垂線は 95%信頼区間を 

  示す（n = 4）． 

 

Fig. 3-7 中性電解水の頭上かん水と薬剤散布の併用処 

  理によるイチゴ炭疽病の抑制効果 

  薬剤処理は，4 種の薬剤を用いて 10 日間隔でロー 

  テーション散布した．水道水による頭上かん水で薬 

  剤無処理を対照区とした．異なるアルファベット間 

  は，Ryan の多重検定により有意差があることを示 

  す（P < 0.05）．垂線は 95%信頼区間を示す（n = 4）． 
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中性電解水の頭上かん水のみでも発病株率が 8.3％で

あり，慣行の殺菌剤散布の 25.0％よりも有意に高い

防除効果が得られた．なお，本試験においても試験期

間中に，中性電解水によるイチゴ株への薬害や生育

抑制は観察されなかった． 

 

５）オゾン水の処理濃度の違いによる防除効果 

高オゾン濃度（0.5～1.0mg/l）のオゾン水による頭

上かん水処理は，水道水を頭上かん水した場合によ

りも発病株率が有意に低く，防除効果が認められた

（Fig. 3-8）．一方，低オゾン濃度（0.1～0.4mg/l）では，

オゾン水は水道水と有意差がなく，効果は認められ

なかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

６）オゾン水の頭上かん水と殺菌剤処理の併用によ

る防除効果 

オゾン水中のオゾン濃度は，1.2～1.5 mg/l の範囲内

で試験を実施した．オゾン水の頭上かん水と，慣行で

実施されている殺菌剤 10 日間隔でのローテーション

散布の併用では，発病株率が 5.0％であり，高い防除

効果が認められた（Fig. 3-9）．また，オゾン水の頭上

かん水のみでは発病株率が 60.0％であり，殺菌剤処

理の発病株率 25.0％よりも効果が低く，無処理であ

る水道水の頭上かん水の 85.0％と比較して効果が得

られた．なお，本試験においても試験期間中に，オゾ

ン水によるイチゴ株への薬害や生育抑制は観察され

なかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３－４．考察 

本菌の耐性菌対策として，中性電解水やオゾン水

の頭上かん水がイチゴ炭疽病の発病抑制に有効であ

ることを実証した．まず，中性電解水とオゾン水の本

菌の耐久体である分生子に対する殺菌効果を調査し

た．電解水やオゾン水は，食品分野では消毒剤として

利用されており，幅広い種類の微生物に対して殺菌

力を持つことが知られている（Al-Haq et al. 2005，

O’Donnell et al. 2012）．今回の結果から，これら機能

水は植物病原菌であるイチゴ炭疽病菌にも殺菌力を

持つことが明らかになった．電解水は酸度の違いに

より，大きく分けて酸性，中性およびアルカリ性電解

水があるが，これまで主に酸性電解水についての研

究が多かった（Fujiwara et al. 2000; Guentzel et al. 2011; 

Hou et al. 2012; Jia et al. 2015; 草刈ら 2013; Mueller et 

al. 2003）．しかし，特に強酸性では人体や環境に害を

与え，施設や機器類が腐食しやすいため，本研究では

中性電解水を対象に研究を行った．その結果，中性電

解水でも十分な効果が期待できることが明らかにな

った．両機能水の比較では，オゾンは中性電解水より

も本菌の分生子に対して殺菌率が高く，10分の1以下

の低濃度でも殺菌できることが明らかになった． 

次に，中性電解水について，実際の圃場での処理時

間や処理のタイミングを検討した．イチゴ葉に本菌

の分生子を接種した直後では，中性電解水を30秒以

上処理することで感染を抑制することができたが，

Fig. 3-8 オゾン水の頭上かん水処理によるイチゴ炭疽 

   病の発病抑制効果 

     オゾン濃度は，低濃度オゾン水区で 0.1～0.4  

     mg/l，高濃度オゾン水区で 0.5 ～1.0 mg/l であ 

     った．水道水による頭上かん水を対照区とした． 

     アスタリスク （*）は，対照区と有意差があるこ 

     とを示す（Student’s t-test, P < 0.05）．垂線 

     は標準誤差を示す（n = 4）． 

 

Fig. 3-9 オゾン水の頭上かん水と薬剤散布の併用処理 

     によるイチゴ炭疽病の抑制効果 

     薬剤処理は，4 種の薬剤を用いて 10 日間隔でロー 

     テーション散布した．水道水による頭上かん水で 

     薬剤無処理を対照区とした．異なるアルファベッ 

     ト間は，Tukey HSD の多重検定により有意差があ 

     ることを示す（P < 0.05）．垂線は標準誤差を示す 

     （n = 4）． 
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接種後24時間以上の処理ではほとんど効果がなかっ

た．C. gloeosporioides の分生子は，好適条件下では24

時間以内に多くが発芽し，植物体に感染する

（MacKenzie et al. 2009）．このことから中性電解水は

感染後の効果は低く，治療効果を持つ殺菌剤のよう

な植物体内部への浸透移行は期待できないと考えら

れた．そのため，実際の処理では，分生子が飛散して

少なくとも24時間以内には処理をする必要があるこ

とが分かった．そのため，イチゴ育苗期では通常7日

から10日間隔で本病の薬剤防除が行われているが，

中性電解水は，殺菌剤と同じような処理方法では効

果がほとんど期待できないと思われた．また，中性電

解水を処理し，1時間後に分生子を接種した場合にも

全く効果が得られなかった．電解水は有機物に接触

すると速やかに分解し，塩素イオンが塩素へと変化

して揮発し，殺菌効果が低下するとされている（Al-

Haq et al. 2005）．そのため，本試験においても処理時

にイチゴ葉に接触した中性電解水が分解し，効果が

消失したと考えられた．本病の防除に有効な保護殺

菌剤であるプロピネブやマンゼブは，散布後2週間は

本菌の感染を抑制し，高い持続性を有している（平山

ら 2008a）．このことから，中性電解水は保護殺菌剤

のような予防効果は期待できないと考えられた． 

圃場試験において，中性電解水の頭上かん水は，防

除効果が高く非常に有効であった．イチゴ炭疽病菌

は分生子が風雨や頭上かん水などの雨滴で飛散し周

辺株へと被害が広がる（Ntahimpera et al. 1999）．かん

水を殺菌効果のある中性電解水にすることで，これ

まで頭上かん水により飛散していた分生子は，飛散

の際に電解水に殺菌され，隣接株への広がりを抑制

したと考えられた．生産農家は，底面給水や点滴かん

水では根腐れやかん水ムラが生じやすいため，良質

な株を育てやすい頭上かん水で水管理を実施するこ

と多い（平山ら 2010）．中性電解水による頭上かん水

は，栽培と防除を両立のできる方法としても期待で

きるものと考える． 

中性電解水は，薬剤との併用によりさらに防除効

果を高めることができた．前述のように中性電解水

は分生子に直接作用し，殺菌効果を示すが，残効性や

浸透移行性はない．一方，殺菌剤は残効性を持つ保護

殺菌剤，植物体へ感染した病原菌にも有効な浸透移

行性のある治療殺菌剤がある（MacKenzie et al. 2009）．

これらは，中性電解水とは異なる作用機構を有して

おり，それぞれの作用が補完することで相乗効果が

得られると考えられた．中性電解水の頭上かん水の

導入により，これまで多用してきた殺菌剤の使用を

軽減することが可能であり，耐性菌の発生リスクを

軽減させるためにも有効であると考えられる． 

また，酸性電解水は農薬取締法において特定防除

資材に指定された（農林水産省・環境省 2013）．農薬

取締法上，病害虫防除に使用する資材は，農薬登録を

取得する必要があるが，特定防除資材はこの登録許

可が免除される．これまでに食品添加物である重曹

や食酢などが指定されている．本資材が特定防除資

材に指定されたことは，実際の装置の販売や使用に

際して導入の促進が期待されるものである．なお，特

定防除資材の電解水はpHが6.5以下と決められてお

り，今回用いた中性電解水では対象外となる．電解水

の酸度は，原料の種類や割合により変えることが可

能であり，特定防除資材として利用するためには，そ

れらを変更することで対応可能である． 

オゾン水については，処理方法を検討するため，圃

場において異なる処理濃度について検討した．前述

のオゾン水の分生子の有効殺菌濃度から，低濃度区

を0.1～0.4mg/l，高濃度区を0.5～1.0mg/lに設定した．

しかしながら，高濃度区においては，水道水の頭上か

ん水である無処理区と比較して，有意に効果が得ら

れたが期待していた効果を得ることはできなかった．

そこで，さらにオゾン水の濃度を上げて，慣行の農薬

散布との併用効果も含めて試験を実施した．しかし，

中性電解水のような効果を得ることはできなかった．

オゾンは非常に不安定な物質であり，その分解速度

は有機物により促進される（O’Donnell et al. 2012）．

オゾン水は中性電解水よりも分解しやすく，不安定

であるため，分生子に直接接触した場合には殺菌効

果が得られるが，圃場試験のような環境下では本来

の特性を十分に発揮できないと考えられた．従って，

実用場面では，オゾンよりも中性電解水が有効であ

ると考えられた． 

今回は，イチゴ炭疽病を対象に機能水の活用につ

いて試験を実施した．イチゴでは，地上病害である

うどんこ病，土壌病害である萎黄病，疫病などが重

要病害である．また，ハダニ類やアブラムシ類など

の害虫も発生する．今後は，他の病害虫の防除に対

する適応性についても検討することで，さらに活用

場面が増えてくると考えられる 

 

 

第４章 総合考察 
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近年，栽培されているイチゴのブランド品種の多

くはイチゴの重要病害である炭疽病に対して罹病性

であり，全国的に恒常的な本病の被害が発生してい

る（Yoshida 2012）．また，栄養繁殖性のイチゴでは，

民間業者による親苗の販売や各道県や産地間での苗

のリレー生産が増加し，イチゴ苗の移動による広域

的な汚染リスクが増大している（植松ら 2002）．さら

に，臭化メチルの使用制限に伴う栽培様式の変化（平

山ら 2010），殺菌剤耐性菌の発生（Fernández-Ortuño 

et al. 2012; Ishii et al. 1998）などの課題を抱えており，

新たな本病の対策が必要になっている． 

本研究は，このようなイチゴ栽培を取り巻く情勢

に変化に伴って生じているイチゴ炭疽病に関する新

たな課題を解決するために，本病の生態解明および

診断・防除技術の開発を行った． 

第 1 章において，イチゴ栽培圃場の周辺に生息す

る無病徴の雑草が，本病の感染源になることを解明

した（Hirayama et al. 2018）．研究を進めるにあたっ

て，現地圃場での本病の発生状況から，雑草が本病の

感染源になりうるとの仮説を立て，現地での感染状

況調査，本菌の雑草での生存性，病原性，分生子形成

条件を明らかにすることで，その仮説を検証した．優

先雑草種であるイヌビユでは，イチゴとは異なる褐

点症状を呈し，有傷では大型病斑に進展することを

明らかにした．しかし，その他多くの雑草において，

本菌は無病徴感染し，病徴を呈しないことが分かっ

た．感染源になりうるための必要条件である大量の

分生子形成は，除草剤処理により雑草を枯死させる

ことで成立することが明らかとなった．第 2 章では，

イチゴ原種苗の健全育成のために PCR による本病菌

の迅速診断技術を開発と，葉面エタノール噴霧によ

る本菌検出法を本病の発生予察のために応用し，奈

良県内の生産圃場においてこれらの検出技術の有効

性を検証した．PCR 検出では，イチゴ苗からの DNA

抽出法の確立，多検体を検出するバルク法の開発を

行い，イチゴ原種苗の健全苗育成に貢献した．また，

葉面エタノール噴霧法を用いた発生予察では，県内

全域の発病を未然に予測し，防除対策を実施するた

めの有益な情報を生産者に提供できるようにした

（Hirayama et al. 2015）．第 3 章では，薬剤耐性菌の

発生による防除低下に対処するために，薬剤散布の

代替技術として食品分野で利用されている次亜塩素

水（Hirayama et al. 2016c）とオゾン水（Hirayama et al. 

2016d）のスプリンクラーかん水による本病の防除法

を確立した． 

以下で，本研究の成果の生産現場での活用とその

意義，および残された課題について論じる． 

本病の発生にはイチゴ品種や栽培様式が反映する．

近年の品種育成における育種目標は食味や収量性が

重視されており，多くが本病の罹病性品種になって

いる（Yoshida 2012）．また，2005年からの臭化メチ

ルの使用制限により（Ristaino and Thomas 1997），イ

チゴ育苗は田畑輪換による露地育苗からベンチアッ

プなどの隔離育苗方式へと急激に変化していった

（平山ら 2010）．ベンチアップ育苗は，土壌と隔離

することで萎黄病や疫病などの土壌病害対策として

は有効であるが，一方で，うどんこ病や炭疽病などの

空気伝染や雨滴伝播する病害に対しては，毎年同じ

場所で栽培することは発生を助長させる．イチゴ炭

疽病菌は土壌消毒後の拮抗菌が少ない環境下では，

数ヶ月間生存するが，通常は土壌中での耐久性は低

い（Freeman et al. 2002）．そのため，土耕栽培では，

発病株の残渣は土壌中にすき込まれて本菌を死滅さ

せ，栽培体系の中で伝染源を断つことができる．また，

田畑輪換により2，3年ごとに栽培地をローテーショ

ンすることで，発生リスクをさらに低下することが

可能であった．近年の同一圃場での栽培は，イチゴ炭

疽病の伝染源が残り，本病が発生しやすい環境にあ

る．本研究において，栽培圃場周辺の雑草が感染源に

なることを明らかにしたが，これはそのような栽培

様式の変化が原因となり，新たに発生した感染源と

言える．これまでイチゴ炭疽病菌が雑草に感染する

との報告はあるが（Freeman et al. 2001），現地圃場で

の雑草を網羅的に調査し，感染頻度を調べた研究，さ

らに，雑草での分生子形成条件を明らかにし，伝染源

になることを解明したのは本研究が初めてである．

雑草が新たな感染源として明らかにしたことは，今

後の本病の防除対策を実施する上で非常に有益な情

報である．実際の生産現場では本菌が雑草に感染し

ているとしても，無病徴であるため肉眼では認識で

きない．そのため生産者が雑草は感染源になること

を認識することはない．これまで感染源として重要

視されてこなかったのは，このような理由からであ

り，感染源としての認識されないことが，本病の発生

拡大させる原因となっていたと思われる．今回の研

究では，生産者が雑草も本病の感染になることを認

識したうえで，イチゴの栽培管理を実施することの

意義は大きい．また，Colletotrichum属菌を含む内部

寄生菌は宿主の老化により，腐生的に適応して生存

する（Promputtha et al. 2007）．そのため，本研究で示
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したように除草剤処理により枯死させる場合だけで

なく，雑草が結実した後に自然に枯死する場合にも

大量の分生子を形成することが考えられる．すなわ

ち，本菌は自然条件下においても寄生生活と腐生生

活を繰り返しながら，イチゴ以外の植物で長期間生

存する可能性があり，本菌の生態を知るうえでも興

味深い結果である．今後は雑草上での越冬を含めた

長期耐久性や雑草の感染源としての重要度について

も明らかにし，その対策についても検討していく必

要がある． 

 栄養繁殖性のイチゴでは，イチゴ苗の保菌検定は

欠かせない．奈良県では原原種苗において，イチゴ苗

のウイルスフリー化のために，Strawberry mottle virus 

(SMoV)，Strawberry mild yellow edge virus (SMYEV)，

Strawberry crinkle virus (SCV)，Strawberry vein banding 

virus (SVBV)などのウイルスを，罹病性品種である

‘UC4’（Fragaria vesca and F. virginiana hybrid）や‘ UC5’

（F. vesca, F. chiloensis, and F. virginiana hybrid）を用

いた接ぎ木により検定している．また，土壌病原菌の

萎黄病に対してはFusarium選択培地を用いた培養法

による検定を実施してきた（平山 2016a）．今回の

炭疽病菌の検出技術が加わることにより，イチゴ苗

が伝染源となる主要病害の検定が網羅的に可能とな

った．炭疽病菌の検定では迅速で高感度な検定技術

の開発が条件であり，これら条件を満たす検定方法

としてPCRによる検定技術を開発した．また，多検体

を検査するバルク法は，大量の苗を検定するために

必要となるコスト低減を図ることが可能となった．

本検定技術は，イチゴ苗の流通が頻繁になっている

中で，苗の品質保証の観点からも有益な技術である

と考える．また，これまで萎黄病菌の検出には選択培

地による培養法が採用されてきたが，本法では近縁

種も検出されるため，無駄な廃棄を強いられてきた

（平山 2016a）．そこで炭疽病菌の検出と並行して，

萎黄病菌検出用プライマーを用いたPCR検出につい

ても開発している（Suga et al. 2013; 平山 2016a）．

本研究では炭疽病菌と萎黄病菌の同時検出を試みた

が，今後は現地導入を図るため，採取時期，バルク法

などの実用化に向けた検定条件を検討する必要があ

る．また，ウイルスについてもRT-PCRによる検出技

術が開発されている（鈴木ら  2005; Thompson and 

Jelkmann 2003）．このような検定技術についても炭疽

病菌や萎黄病菌の検定技術にどのように体系的に組

み入れていくかを検討する必要がある． 

 発生予察では葉面エタノール噴霧法を活用し，本

菌の感染率から未然に本病の発生を予測する手法を

確立した．発生予察は全国の都道府県で設置されて

いる病害虫防除所で実施されている．これら施設で

は無菌操作や遺伝診断用の機器類が備えられており，

前述のPCRによる潜在感染調査を実施することが可

能である．しかし，発生予察では広域的な調査が必要

でサンプル数も多くなるため，低コストで簡易な葉

面エタノール噴霧法が適していると考え，本法を採

用した．本研究では奈良県内での実用性を検証した

が，本法は農林水産省の発生予察基準に採用されて

おり，全国でのさまざな品種や栽培法での実用性に

ついても検討されることが望まれる． 

本菌の検出技術については，葉面エタノール噴霧

法のような生産者が自ら実施できる簡易な手法（広

田ら 2006）から近年ではReal time-PCR（Liu et al. 

2012; Samuelian et al. 2011）やLAMP法（Katoh et al. 

2016）なども開発されている．第2章では，PCR法と

葉面エタノール噴霧法の2種方法を開発したが，様々

な検出技術が開発されている中で，生産現場で応用

するにあたっては，目的に合わせて技術を使い分け

ることが必要と考える． 

 本病の防除は，無病株の利用，雨よけや灌水方法の

改善等の栽培管理とともに薬剤防除を組合せて実施

することが必要である（平山  2016b）．近年の病害

制御にはIPM（総合的病害虫管理）が求められており

殺菌剤の使用回数が減少しているが，一旦本病が発

病した際には薬剤防除に頼ることが多く，現状の防

除体系において殺菌剤耐性菌の発生は避けられない．

本研究では，殺菌剤主体の防除から脱却するために，

耐性菌の発生リスクが極めて低い電解水やオゾン水

の利用を試みた．これまでこれら機能水を殺菌剤と

同じように散布する方法で処理されてきたが，本研

究では機能水の新たな処理方法についても検討した．

機能水は病原菌に対する殺菌効果が高く，耐性菌発

生リスクが低いが，殺菌剤のように残効性は短い．こ

の欠点を補うために頭上かん水により毎日数回の処

理を実施することとした．本法は，かん水と防除を同

時に実施することができることから省力的な方法で

あった．また，本菌の分生子は水滴とともに飛散する

ため，イチゴ株の葉表，葉柄，株元など水の流れに沿

って移動し，感染する．頭上かん水による処理は，そ

のような本菌の感染を抑制のために有効な処理方法

であると言える．今回使用した機能水発生装置は，共

同研究の民間企業が作製した試作機であったため，

実際に生産現場で活用するためには製品開発が必要
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になる．特に，電解水は防除効果が高く，特定農薬と

して指定されており，実用化を視野に入れた開発が

望まれる． 
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要 旨 

 

 高品質で良食味の日本産のイチゴは，国内はもと

より海外でも非常に人気が高く，国内農業再生や輸

出戦略の要となる品目として期待されている．しか

し，現在のイチゴ主要品種は炭疽病に対して極めて

弱く生産拡大の制限要因になっている．本病の病原

は真菌の Colletotrichum 属菌であり，植物体のあらゆ

る部位に感染して最終的に枯死させる．本病はイチ

ゴの最重要病害であり，全国での年間被害は 890 ha，

35 億円に上るとされる．近年，イチゴのブランド品

種が全国各地で開発され，それに伴ってイチゴ原種

苗の流通量が増加し，本病がより広がりやすくなっ

ている．さらに，殺菌剤の多用による本病菌の薬剤耐

性菌の発生が頻発しているとの指摘もある．そのた

めこれらの新たな課題への対策がイチゴの生産現場

で急務となっている． 

 そこで本研究は，イチゴ炭疽病の発生生態の現状

を明らかにし，それらに対応した診断・防除技術を開

発することを目的とした．まず本病の新たな伝染源

としてイチゴ栽培圃場周辺で生育する雑草を評価し

た．次に本病診断技術の課題であった検査時間の短

縮と感度の向上を PCR の迅速性と高感度性を利用し

て実現し，原種苗生産圃場での有効性を検証した．一

方，産地における本病発生を広域的に予測するため

の簡便な検出法を考案して病害発生予察への応用を

試みた．さらに本病防除における殺菌剤の過用を緩

和するために，食品の殺菌処理技術を応用した新た

な防除技術の開発を検討した． 

 

第１章 イチゴ炭疽病の新たな伝染源としての雑草

の評価 

 本病の伝染源としてイチゴの本病発病株やその残

さが知られていたが，それだけでは説明できない発

生が生産地で従前より見られ，新たな伝染源の存在

が推察されていた．筆者の現場観察で，雑草が周囲に

多く生育しているイチゴ株でとくに本病が激しく発

生する事例が見られた．そこでイチゴ生産圃場周辺

の雑草が本病の伝染源になっているとの仮説を立て

て実証を試みた． 

まず生産圃場で雑草の感染状況を調査した．

Colletotrichum 属菌選択培地を用いて無病徴の雑草

の葉から本属菌を分離し，イチゴ苗への接種と PCR

法により病原種の同定を行った．その結果，イチゴ圃

場の 27.3%（n = 33）と被験試料の 5.7%（n = 541）で，

雑草への本病菌の感染が認められた．周辺雑草への

感染が認められたイチゴ圃場では，次作のイチゴで

の本病の発生が高率に認められた．この結果から，雑

草に本病菌が無病徴感染し次作の本病の重要な伝染

源になっている可能性が示された． 

次にイチゴ生産圃場周辺の雑草の優占種であるイ

ヌビユとメヒシバについて，本病菌の感染が維持さ

れる期間を接種実験で調べた．その結果，イヌビユで

は接種直後から 8 週間後まで高い感染率（90% <）が

維持されたが，メヒシバでは接種直後に 80%前後だ

った感染率が 8 週間後には 20%前後に低下した．両

雑草上の本病菌の感染様態を光学顕微鏡で観察した

ところ，本病菌の分生子発芽率と付着器形成率がそ

れぞれ 90%以上と 40～60%であった．これら雑草に

本病菌を接種して病徴を調べたところ，イヌビユは

接種量が多いと軽度の褐点を生じ，メヒシバは接種

量に関わらず無病徴であった．これらより，本病菌は

イヌビユやメヒシバに感染し，病徴が軽度あるいは

無病徴な状態で少なくとも 8 週間生存することがで

きることが明らかになった． 

イチゴ生産圃場周辺の雑草は，多くの場合，除草剤

の散布によって駆除される．雑草が除草剤に晒され

ると潜在的に感染していた植物病原菌が顕在化する

ことは他の植物病害で知られている．そこで，雑草へ

の除草剤処理が本病菌の分生子形成に及ぼす影響を，

イヌビユ，メヒシバおよびノゲシを用いた接種実験

で調べた．その結果，除草剤処理したこれらの雑草の

枯死葉上では大量の本病菌分生子が形成されること

がわかった．この結果から，イチゴ生産圃場周辺の雑

草が除草剤処理されると，枯死した雑草上で本病菌

分生子が大量に形成され，本病の有力な伝染源にな

る可能性が示された． 

 

第２章 イチゴ無病徴感染株からのイチゴ炭疽病の

新たな検出技術の開発と健全苗育成および本病発生

予察への応用 

 イチゴ植物体からの本病菌の検出には従来から選

択培地法や生物検定法などが用いられてきたが，検

出感度が低く判定までに時間を要するために無病徴

感染株を多数検査することは困難であった．そこで，

無病徴感染株からも本病菌を検出できる PCR 技術の

確立を試みた．イチゴ組織は PCR 阻害物質である多

糖類やポリフェノールを多く含む．そこで DNA 抽出

法を改良し，磁気ビーズ法で菌体とイチゴ小葉の混

合試料から本病菌を効率的に検出できるようにした．
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次に分生子液を噴霧接種した無病徴感染株の小葉お

よび葉柄基部について PCR 法と選択培地法を比較し

たところ，PCR 法は選択培地法よりも検出率が低く，

PCR 法の検出感度をさらに高める必要があることが

わかった．そこで検出感度向上を目的として，DNA

を抽出する前に試料を培養する Bio-PCR 法を行うこ

ととし，その培養条件を検討した．その結果，ショ糖

加用ジャガイモ煎汁液体培地を用いて 28℃，2 日間

振とう培養すると本病菌の菌数が大幅に増加し，こ

れにより選択培地法よりも検出感度が高くなり，検

出所要時間も 3 週間から 4 日間にまで大幅に短縮で

きることがわかった．またこの実験の過程でイチゴ

の部位別の検出率を調べたところ葉柄基部の検出率

が最も高く，被験試料として葉柄基部が適している

ことがわかった．健全苗育成における Bio-PCR 法の

実用性を検証するため，奈良県内のイチゴ原種苗圃

場において本法で炭疽病陽性反応が出たイチゴ株を

全て除去し，その後の発病を７つの圃場の計 339 の

イチゴ株を調べた結果，本病発病株は皆無であった．

そこで Bio-PCR 法を現地圃場のイチゴ株の検定に応

用し，大量の試料をまとめて検定するバルク法によ

る健全苗育成技術として確立した． 

 一方イチゴ生産現場では炭疽病発生予察のために，

適期に広範囲の多試料から本病菌を検出する技術も

求められている．そこで Bio-PCR 法に較べて精度は

劣るが簡便で安価なエタノール噴霧法を考案し現場

への応用を試みた．エタノール噴霧法はイチゴ小葉

をエタノールで処理して葉面の雑菌を殺菌し，葉組

織中にいる本病菌を葉面に進出させて分生子塊の形

成を促し肉眼診断する技術である．Bio-PCR 法に較べ

て検出精度は低いが，適期に広範囲の多数の試料か

らの検出が可能なため病害発生予察に適している．

2010～14 年の 5 か年に奈良県内イチゴ産地の 4 地域

16 育苗圃においてイチゴ株の感染および発病状況を

調査した．7 月上旬に各育苗圃からそれぞれ 20 のイ

チゴ株を無作為に選んで最外葉を採取し，70%エタノ

ールを噴霧した．処理後，28℃の湿室条件下で 14 日

間培養し，小葉に形成された分生子塊を肉眼で調査

して感染株率を求めた．さらに 9 月上旬に各圃場 500

株について調査して発病株率を求めた．その結果，感

染株率とその後の発生株率に高い相関（r2 ≧0.9）が

認められた．このことから，エタノール噴霧法で潜在

感染を含む育苗初期の感染状況を把握することによ

り，本病による被害が実際に問題になる育苗後期の

発生状況を実用レベルで予測できることがわかった． 

  

第３章 食品の殺菌処理技術を応用したイチゴ炭疽

病の新たな防除法の開発 

 食品の殺菌処理技術として広く利用されている次

亜塩素酸水やオゾン水の散布は，微生物に対する作

用機構が細胞壁破壊であることから植物病原菌が耐

性を獲得しにくい新たな防除技術になり得る．しか

しイチゴ炭疽病に対する抑制効果はこれまで検討さ

れてこなかった．そこでまず，これらに本病菌の分生

子を懸濁させて再生率を調べることにより殺菌効果

を測定した．その結果，次亜塩素酸水は塩素濃度が 7 

mg/L で 10 秒間，オゾン水はオゾン濃度が 0.2 mg/L

で 10 秒間の各処理で，それぞれ高い殺菌効果（95% 

<）を示すことがわかった． 

 次に，次亜塩素酸水やオゾン水の本病に対する発

病抑制効果をイチゴ圃場で検証した．省力のため次

亜塩素酸水とオゾン水の処理は既存のスプリンクラ

ーかん水によって行った．比較対照には，殺菌剤の慣

行散布と水道水のスプリンクラーかん水をそれぞれ

用いた．その結果，次亜塩素酸水，オゾン水および殺

菌剤それぞれの単独処理では発病株率がそれぞれ

8.3%，60%および 27%であった．一方，次亜塩素酸水

とオゾン水のそれぞれに殺菌剤を併用処理した場合

には，発病株率がそれぞれ 0%と 5.0%になった．これ

らの結果から，次亜塩素酸水やオゾン水と殺菌剤慣

行散布を併用することでイチゴ炭疽病菌を殺菌剤慣

行散布単独よりも高いレベルで防除できることがわ

かった．とくに次亜塩素酸水のスプリンクラーかん

水処理は省力的でもあることから，実用的な防除法

になると考えられた． 

 

結論 

 本研究では，まずこれまでイチゴ炭疽病の伝染源

として認識されてこなかったイチゴ圃場周辺雑草に

着目し，これら雑草に本病菌が感染していることと，

雑草への除草剤散布によって大量の本病菌分生子が

形成され有力な伝染源になり得ることを明らかにし

た．次にイチゴの本病菌潜在感染株から Bio-PCR 法

で本病菌を高感度に検出できることを明らかにし，

本法が原種苗生産での無病株育成において極めて有

効な手段になることを実証した．さらに本病の発生

を適期に広範囲に把握するための簡易検出手段とし

て葉面エタノール噴霧法を考案し発生予察を容易に

した．また新たな本病防除手段として，耐性菌発生リ

スクが無く省力的な次亜塩素酸水スプリンクラーか
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ん水処理技術を開発した．今後，これらの新知見や技

術のイチゴ生産現場への普及が期待される． 
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