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ムギ頬赤かび病菌 (FusariumgraminearumSchwabe)

における分生子の大量培養法

金 谷 良 市 ･武 田 和 義

緒 E3

ムキ頬の赤かび病はフザリ■7ム蘭の一種である赤かび病菌 (Fusarium graminearum

SchWabe.完全世代はGibberellazeaePetch)が感放して起こる病害で,作物の品質 ･収

鹿を低下させるだけでなく,食中毒の原因となるかび毒を生じる事が知られており,わが

国におけるオオムギおよびコムギの虚要病害の一つとなっている (Pughetal.1933,西門

1958,-戸 1978).本病害の第一次感映源は子のう胞子であり,胞子の飛散と発芽には水

が必要なので,開花期前後の気象条件が赤かUr病発生の支配的要因であるとされている(井

上 ･西門 1959).

以前は大出の材料に対する正確な簡接種か稚しかったこともあって本病害に対する抵抗

性退伝子源の探索や避伝分析に関する研究は少なかったか,最近,大患検定に適した方法

が開発され.オオムギについては抵抗性遺伝子嘘の検索(武EB.部田 1989)や迫伝分析 (衣

田 1990)が行われるようになってきた.

接種試験を行う軌 三は接種源となる胞子を安定して大壷に得るための培養方法を確立し

ておくことが重要な条件となる,しかし.本稲原蘭におけるこの方面の研究は少なく,簡

便で確実な大量培遵法はまだ確立されていない.子のう胞子を得るには,長期の堵餐期間

(50日以上)を必要とL.また,子のう殻形成には日長および温度に特別の条件が要求さ

れる (部lU1990).--方,分生子はジャガイモ煎汁寒天培地などを便っT=平面培養でも形

成され,子のう胞子に比べれば比較的扱いやすいと考えられるので,分生子の大道培養法

の開発を口的として,いくつかの実験を行い.従来法に比べて非常に簡便な培養方法を開

発したので報告する.

本実験で供試した菌株は芳沢宅実,帝藤初雄.沢田壮兵,部EEl英雄の諸氏より提供いた

だいた.ここに記して謝意を表します.

材 料 お よ び 方 法

実験1-8の快試材料は当研究所で保存している約250菌株の中から無作為に遥んだ10筒

秩 (Table1)で,実験によってこのうち5-10菌株を用いた.実験9の供試材料は前述
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の250菌株のうち1983に倉敷市および総社市で採取 ･分推された75菌株である.

各実験における分生子の形成程度の調査およびその評価は次のように行った.

平面培輩の場合は簡卓片 (約 2mm角)をスライドガラス上に置いて水を1滴たらし,菌

薄片を軽く押しつぶして水滴中に遊推してきた分生-(･の盤を顕徴銑下で観察し,踊微鏡150

倍1視野内に分生子が全くみられないものを0,1-10個を1,ll-30個を2,31-loo欄

を3,100個以上を4として5段階で評価し7=.一方.液体在並培養の場合は培養液を1滴

スライトガラスに取り,その液中の分生子のiiiを前述の規畔に従って評価した.以下各実

験ごとに材料と培糞方法について述べる.

実験 1.平面培雀における培地条件

Tablelに/J-こした10菌株を5椛頓の培地条件て培度し,培養開始21日目に分生子の形成

程度を調査した.供試した培地はフザリウム歯の分生子形成に好適とされている改変ペプ

トン培地 (暫 藤 ･堀 1985),Parkの培地 (Park1961).および改変 Bilaiの培地 (Joffe

1963),イネのいt)ち病菌 Fb,r7Cular由oYyZaeCavara,の分生子形或用培地として開発され

た見里 ･原の培地 (見里 ･原 1957).ならびに磯原の培養に最も一般的に用いられている

ジャガイモ煎汁寒天培地 (PDA1-Ll地)を用いた.その培地組成をTable2に示す.これ

らの培地は直径9cmのペ トリ爪に20mlず一･分注して平Li6-培地とし,1区 1ペ トリ皿とし

て2反復を設けた.
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TabIe2.Listofmedia

Media Composition(ingredientsperliter)

PotatoDextroseAgar Potato,infusionfrom200g Glucose,20g(Agar15g)
(PDAorPD)

ModifiedPeton KH2PO4,7.5g MgSOJ･7H20.35g PoLypepton,25g
Glucose,50g(Agar20g)

Park MgSO｡17H20,0,5g KH2PO｡.0.2g NH.N0,,0.1g
Glucose.0.7g(Agar15g)

ModifiedBilai KH,PO｡,i0g KN0,,1.Og MgSO<17H20,0.5g KCl,0,5
g Solublestarch.02g GLucose.0.2g Saccharose.02g
(Agar15g)

Misato-Hara Yeastextract.20g Solublestarch,log(Ager15g)

Agarwasusedonlyforp]alecultuTe
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実験2.温度条件

温度条件を10,15,20,25および30℃の5段階に設定し,Table4に示した5菌株を供

試して各温度条件における分生子形成程度を調査した.培地には PDA培地を用い,実験

には2反復を設けた.培垂は白色蛍光灯の12時間日長で行い,培饗開始21日目に分生子の

形成程度を調査した.

実験3.日長条件

白色蛍光灯の照明時間を1日当り0,12および24時間の3段階に設定し,それぞれの条件

における分生子形成程度を培輩開始21日目に調査した.なお,培養温度は25℃とし,供試

菌株,培地条件および反復数は実験2と同様である.

実験4.繭糸除去処理

Table6に示した6菌株をPDA培地で培餐し,菌糸がペ トリ皿のほぼ全面に広がった

培養4日目に白金耳で菌糸を除去し,除去処理後 1日おきに7日目まで経時的に分･生子の

形成程度を調査した.なお,菌糸の除去処理を行わなかったものを対照区とし,それぞれ

2反復を設けた.

実験5.培養中の培地条件の変更処理

実験4と同じ6菌株を供試し,培輩の途中で培地条件を変える処理を行った.PDA培地

上に滅菌したろ紙を敷き,その上に菌叢片を荘床して菌糸かろ紙上ほぼ全面に広がった培

養開始後6日目にろ紙をPDA培地から剥雛し,菌糸ごと累寒天培地 (寒天12g/1000ml)

に置床した.素寒天培地に置床してから1日おきに7日目まで分生子形成程度を調査した.

なお,PDA培地から PDA培地に移し変えたものを対照区とし,それぞれ2反復を設け

た.

実験6.液体振堕培養における培地条件

実験 1の平面培地で用いたものと同じ5梅軒の培地から寒天を除いて液体培地とし,100

mlの三角フラスコに30m7ずつ分注した.それらに PDA培地で培養中の10菌珠 (Table

1)の菌草片を植え付け,1分間に135往復の振過速度で振盟培養し,培養開始14日目に分

生子形成程度を調査した.1区1フラスコとして反復は設けなかった.

実験7.振脆速度

Table9に示す9菌株を供試して 振過速度を,毎分0,60,90および135往復の4段階に
設定し,それぞれの振漁速度における分生+形成程度を培養開始の翌日から1日おきに7

日目まで往時的に調査した.改変 Bilaiの培地を用い,2反復を設けた.

実験8.液体培地の pH

水酸化ナ トリウムと塩酸を使って培地のpHを3,5,6,7,8,10および12の7段

階に調整し,それぞれのpH条件における分生子形成程度を培巷開始7日目に調査した.

TablelOに示す7菌株を供試し,改変 Bilaiの培地を用いて2反復を設けた｡

実験9.菌株間差異

当研究所で保有している約250菌株の中から75菌株をPDA平面培地で培生し,培養開始

21日目に分生子形成程度を調査した,さらに,同じ75菌株を,pH無調整 (pH5-6)お

よび pH8に調整した改変 Bilaiの培地で撮盤培碇し,培雀開始7日目に分生子形成程度

を調査した.反複は設けなかった.
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結 果 お よ び 考 察

実験 1.平面培養における培地条件

各培地における分生子形成指数をTable3に示す.改変 BHaiの培地ではいずれの菌株

も分生子を形成せず,また菌糸の伸長も他の培地に比べて極端に悪かった.Parkの培地で

は PDA とほぼ同程度の分生子形成がみられた.しかし.Parkの培地に対する各菌株の

反応は PDAの場合と多少異なり,PDAでは分生子形成の殆ど見られない No,21でも若

卜の分年子が形成され,逆に PDAでは多丑の分生子を形成するG9はほとんど分生1-を

形成しなかった.

一方,改変ペプ トンおよび見里 ･原の培地では PDA培地とほぼ同程度,菌株によって

は PDA培地よr)も多血の分生子が形成され.例えば,H27では PDA培地における分生

子形成指数が2,5であったのに対し改変ぺ7号 ン培地および見里,原の培地では4と帝掛 直

を示した.

Table3で明らかように,平面培菜においては菌糸そのものがほとんど伸長しない改変

BHaiの培地を除けば,分生子の形成は培地組成によってあまり変化しなかったので,以下

の平面培養には菌類の増発に娘も--一般的な PDA培地を用いることにした.

なお,No.78,G9,1361,H27および H45は改変 Bilai以外のいずれの培地でも分生

子を形成する一方,G6やSlなどはいずれの培地でも分生子を形成しないので,分'F.f形
成能力は菌株の遺伝的特性とみられる.

実験2.温度条件

Table4に5つの温度条件における各菌株の分生子形成指数を示す.No.78と1361の 2

菌株はいずれの温度条件でも分生子を形成し,他の3菌株はいずれの条件でも形成しなかっ

た.分生子形成の最適温度は25-30℃の間にあるとみられた,

斉藤 ･堀 (1985)は赤かび病菌 3菌株を用いて,分生子形成の最適温度は25℃前後にあ
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るとしており,本実験の結果もこれとほほ一致した.

実験3.日長条件

Table5に各筒株の3つの日長条件における分生子形成指数を示す.実験 2と同様にNo.

78と1361はいずれの条件でも分生子を形成し,他の菌株は形成しなかった.

No.1361はいずれの条件でも安定して多良の分生子を形成し,この菌株では日長条件と

分生子形成が無関係とみられた.また,No.78は暗黒条件で分生子形成畳が少なく.12時

間日長でやや多かった.このように,本実験の供試菌株では日長条件が分生子形成に及ぼ

す効果は余り顕著ではないが,以後の実験では日長を12時間とすることにした.

多くの糸状菌では光が胞子形成と密接な関係をもつことか知られてる.例えば,本田(1979)

は胞子形成の波長依存性を解析し,それらを6種の反応型に分類しているが,ムギ頬赤か

び病粕の光反応については解明されておらず,詳細な研究が必要と思われる.

実験4.両糸除去処理

イネのいもち病菌では培盤中の菌糸の除去処理が分生子形成を促進することが知られて

いる.このような処理が赤かび病菌に対しても有効かどうかを検討するためにTable6に

示す6菌株を供試して簡糸除去処理の効果を検討した.

その結果,蘭糸の除去処理を行っても分生子形成能力の低い菌株では分生子が形成され

ず,また,分生子形成能力の高い菌株では分生子形成姐が無処理区とほとんど変わらず,

菌糸除去処理の効果は認められなかった.なお,No.1361は菌糸除去当日,すなわち培粧
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開始後4日目ですでに分生子形成指数が3に達 しており,分生子形成が極めて早い菌株と

して注目される.

実験5.培範中の培地条件の変史処理

一般に,7サリウム曲の分生子は栄葺条件や環境条件が比較的良好なときに形成される

とされている.しかし.分生子形成能力の低い菌株においては PDA培地などでは栄養過

剰のため菌糸のみが伸長し,分.1i子が形成されないのではないかと考え,培養中に培地の

栄輩条件を変える処理を試みた.

その結果をTable7に示す,分生子形成能力の広い No.78および1361の2筒株では,

処理効果はほとんど見られなかった.また,形成能力の低い No.21,G6およびSlの3
菌株では分生子の形成は全く認められず,培地粂作を途中で変更してもこれらの菌株は分

生子を形成しなかった.一方,H27は PDA培地で連続して培雀した場合には全 く分生子

を形成しないにもかかわらず,菜寒天培地に変えてから7日臥 すなわち培養開始13日目
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には分生子形成指数が4と粒高低に遷した.なお,この菌株をPDA培地で21日間培養し

た場合の分生子形成指数は2.5にすぎず (Table3),培地変更処矧 こよる分生子形成の促

進効果は明らかであった.

このように,栄養条件と分生丁形成の関係は菌株によって異なり,No,1361のように楽

章条件か良くても分生子を形成する菌株や.H27のように栄養条件が悪くなると分生子を形

成する菌株,Slのように.栄凝条件が悪くなっても分生子を形成しない菌株などがあるこ

とが明かになった.

実験6.液体振放培雀における培地条件

PDA培地などを用いた平面培丑ではNo.78や1361などのように分生子形成能力の高い菌

株では比較的谷易に分生子を得ることがてきたが,H27や H45などのように分生子形成能

力のやや低い菌株で多足の分生子を得るためには培地条件や培滋法を工夫しなければなら

ない.

また.平面培養法は接種試験などに用いる胞子懸濁液を大愚に作製する場合には大きな

労力を必要とし,必ずしも簡便大屋培婁法とは言い難い.そこでより簡単にかつ大患の分

生子を得ることを目的として液体培地による振漁培養を試みた,

まず,振塩培養に好適な培地を知る1=g)に5種籍の培地で分生子形成史を調査した.そ

の結果をTable8に示す.供試した培地の中では見里･原の培地か最もよく分生子を形成

し,ついで改変ペプトン,改変 BHai,PD,Parkの培地の順であった.Table3と比べ

ると,平面培養では全く分生子が形成されなかった改変 Bilaiの培地が振盤培養では良く

分生子を作ること,その反面,平面培地ではそれなりに分生子が形成された Parkの培地

か振盟培養ではほとんど分生子を形成しないことなどが江口される.なお,平面培碇で分

生子を形成しない菌株は振逮培養でも分生子を形成せず,分生子形成能力は遺伝的形'Bで

あることが強く示唆された.

また,改変 Bilaiの培地とParkの培地では平面培養と同様に菌糸の伸長畠が他の培地

に比べて極めて少なかった.特に改変 Bilaiの培地は菌糸の伸長がほとんど見られないに

Table 8 ConldiafornlationbyliquldshakeculturefortenstrainsofF.
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もかかわらず,分生子形成はPDよりも優れ,見里 ･原およびペプトン培地に比適するも
のであった.改変 Bi】aiの培地において菌糸の伸長が穐めて少ないことは胞子懸濁液の調

整や胞子の発芽試験を行う際に菌糸の除上が簡単にできるので,非常に有利な点である.

以上のことから改変 Bilaiの培地は振卦 吾輩に好適な培地と思われたので,以後の実験に

はこれを用いた.

実験7.振池速度

Table9にはそれぞれの振盤速度で1週間振盟培養した場合の分生子形成指数を示した.

また,Fig.1には分生子形成能力の高い No.78,G9,1361,H27および H45の5菌株

の平均分生子形成指数の絶時的変化を振過速度別に示した.振過速度が早くなるほど分生

子の形成が促進される傾向が認められたが拐過速度が0,すなわち静置培垂の場合でも培

養の後期には相当瓜の分生子が形成きれた,

これらの結果から培範期間を長くすれば必ずしも振放する必要はないとみられるが,135

rpm程度の振放を与える方が短期間で多塁の分生子が得られることが明らかになった.培

養期間が短いということは形成きれた分生子の熟度がそれだけ揃っていることを意味する

ので,耐病性を検定する際などには大きな利点と考えられる.

実験8.液体培地の pH

7ザl)ウム菌の場合.生育可能な pHの範挺=ま2.6-10.2と広く,最適 pHは6-8の

問にあるとされている (木谷ら 1957).

暫藤 ･堀 (1985)は赤かび病菌の分生子形成における倍速pHは菌株により異なるが,

概ね6前後の弱酸性域にあるとしている.

今までの実験はすべてpH未調整 (pH5-6)で行ってきたので,pH条件の分生子形

成に及ぼす効果を検討した.

その結果を TablelOに示す.分生子形成能力の高い No.78,1361および H45は,pH

5-10の広い範囲で大砲の分生子を形成Lた.さらに,今までの実験ではほとんど分生子

を形成しなかった No.21と1360も pH7-10では分生子を形成し,pHIOでは両菌株とも

分生子形成塵が極めて多かった.しかし,G6とSlはいずれの pH でも分生子を形成L
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なかった.また,pH12ではいずれC7)菌株でも分生子か形成されず,pH3でも形成位が非常

に少なかった.

以上のことから,赤かび病菌では分生子形成におよぼす pH の効果は菌株によって異な
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り,分生子形成可能なpHの範圃が非常に広い菌株と,比較的限られた蘭楓 またpHを

変えても全 く分生了を形成しない菌株があることが明かとなった.より多くの菌株に分生

子を形成させるという意味では pH8-10が適当と考えられる.

実験9.菌株間差異

振過培養法は平面培養よりも短期間に大愚の分生子を形成できる方法であるが,今まで

の実験では供試菌株が少なかったので本培饗法が赤かび病菌全般に対して有効であるかど

うかを知るために,多数の歯株を用いて平面培養と振放培養の結果を比較した.また枝並

培養においては,先の実験で弱アルカ])性の方が分生子形成に適して いるとみられたので,

培地の pH を8に調整した区と無調整の区を設け,pH条件の効果も併せて検討した.

Fig.2-Aに PDA平面培地で培養 した場合の75菌株の分生子形成指数の頻度分布を示

す.なお',この分布は別の実験で約250菌株の分生子形成指数を調査した結果とよく似てお

り,これらの75閥株は当研究所で保有している赤かび病菌の分生子形成能力を代表してい

るとみて良い.

Fig.2-BとFig.2-Cには pH無調整とpHを8に調整した改変 BiLaiの培地で振出

培養した場合の分生子形成指数の頻度分布を示した.

分生子形成指数は平面培義で平均1.51,振盟培養ではpHを調整した区としないFでは

差がなく,いずれも2.37であった.また,接種試験などに実用的に使用てきる分生子愚で

ある指数3以上の菌株はPDA平面培養では24菌株と全体の約 1/3であるのに対して,pH

無調整の振渡増適では41幽株,同じくpH8の振激増並で43菌株と半数を越えた.従って,

振盟培養法の方が平面培養法よりも汎用性の高い増逆洗であると言える.

なお,pH無調整 (pH5-6)とpH8の区では平均値に籍かなく,また両者間の相側

係数も0.79と高かったのでこの札腰 の pHの差異は分生子形成に大きく那智しないとみら

れた.

実験1-9の結果を総合すると,より多くの菌株に熟度の揃った大畠の分生子を形成さ

せるには,pH8-10に調整した改変 Bilalの液体培地を用いて25℃,12時聞日長,135rpm

で振漁培養するのか適当とみられた.
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摘 要

ムギ頬赤かび病菌 (FusariumgTlaminearum)の分生子を簡便かつ大量に得ることので

きる培凝法を開発するために.分生子形成におよはす温度,日長,培地条件および培饗方

法などの効果を検討した.結果の概要は以下の通りである.

1)平面培巷では見里･風 改変ペプ トン,ジャカイモ舶汁およびParkの培地を使って

25℃,12時間日長で培餐するのが適当とみられた.菌糸除去処理は有効ではなかったが,

培地変更処矧 ま一部の菌株で有効であった.

2)振退培聾では平面培菜よりも短期間に大11の分生子を得ることができた.改変 Bilai

の培地は,分生子の形成が多い割には蔵糸の伸長が少なく,振盟培養に好適な培地とみら

れた.振塵速度および培地の pH の差掛ま一部の菌株で顕著な効果を示し,135rpm,pH

8-10が適当とみられた.

3)75菌株の分生子形成を平而培養と振盤培饗で比較した結果,振盟培養Lた方が多くの

菌株で大迫の分生子を形成させることができた,

4)より多くの菌株に熟度の揃った大屋の分生子を短期間で形成させるにはpH8-10に

調整した改変 Bilaiの液体培地を用いて25℃,12時間日長,135rpm で振盟培菜するのか

適当とみられた.しかしながら,培養方法,培地,温度,日長などを変えても分生子を形

成しない菌株があり,赤かび病菌の分生子形成能力は追伝的特性とみられた.
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AMethodforMassSporulationin

aScabDiseasePathogen(Fwariumg71aminearumSchwabe)

RyoichiKANATANlandKazuyosiTAKEDA

Summary

ForscreeninggenOtypesresistanttofungouspathogensbyartificialinoculation

method■tisveryimportanttoobtainabundantsporesofthepathogens.Todevelop

atechniqueformasssporulation,theeffectsoftemperature,daylength,medium,and

culturemethodonconidiaformationwereinvestigatedusingFusariumgT7aminearum

whichcauseswheatandbarleyscab.

1)Byplateculture,conidiawereformedabundantlyataround25℃,12-hrdaylength

inpotatodextroseagar,Misato-Hara,modifiedPeptonandPark'smedium.Modified

Bilai'smedium Wasnotsuitab】eforp一ateculturebecauseofpoorhyphaegrowれ

Hyphaeremovalwasnoteffectiveforconidiaformation,butthetreatmentchanging

mediumduringthecultivationwaseffectiveinsomestrains.

2)Byliquidshakeculture,theabundantconidiawereobtainedinshortertime

comparedtoplateculture.ModifiedBilai'smedium wasmostsuitablebecauseit

deve一opedabundan亡conidiabutpoorhyphae,ShakingspeedandpH ofmedium

affectedthecondiaformationinsomestrains:135rpm andpH 8-10seemedtobe

optimum.

3)Atotalof75Strainswereevaluatedforsporulationabilityundertheplateand

liqLIidshakecu一ture.Theliquidshakecu一turewasmoresuitableforconidiaformation

thanplateculture.

4)Formasssporutation,HquidshakeculturebymodifiedBilai'smedium(pH8-10)

with25℃,12-hrday】engthand135rpm shakingspeedwasmostsuitable.However

sporu】ationlargelydependeduponthegeneticabilityofthestrain,andsomestrains

neverdevelopedconidiainaHconditionsヒested.
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