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吉田菜々子・鈴木　健
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Colletotrichum gloeosporioides弱毒株のイチゴ苗への事前接種が
C. gloeosporioides強毒株によるイチゴ炭疽病の発病に及ぼす影響

Ⅰ　緒　　言

　イチゴ炭疽病菌Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) 
Penzig & Saccardoは葉やランナーに病斑を示すほか，ク
ラウンに侵入すると株の萎凋・枯死を引き起こす（石川，
2005）．本病は，罹病株の残さ上に形成された子のう殻や
潜在感染した親株が一次伝染源となり，感染した株上に形
成された分生子がかん水や降雨により水滴とともに広がり
伝染する（石川，2005；稲田，2012）．病原菌の発育適温
は25～30℃であるため（岡山・辻本，1994），夏期の育苗
期間中に感染拡大して苗の不足を招く．潜在感染した苗を
定植すると本圃で収穫前に枯死するなど経済的損失が大き
く，我が国のイチゴ栽培において重要な病害である．
　生産現場では，本病の防除のために化学合成農薬が過剰
に散布される傾向にあるが，栽培が長期に及ぶため，散布
する薬剤の選択の幅が狭くなる（野沢ら，2004）．また，
農林水産省の施策においても，生物農薬利用技術等の推進
を図り，化学合成農薬一辺倒の防除からの脱却を目指して
いる（農林水産省，1999）．このため，イチゴ栽培におい
ても，灰色かび病やうどんこ病に対するBacillus subtilis剤
や，炭疽病やうどんこ病に対するTalaromyces flavus剤の導
入が進められている（宮井ら，2009）．
　非病原性菌を利用した生物的防除の例としては，サツマイ
モつる割病に対する非病原性フザリウムFusarium oxysporum
の利用が挙げられる．小川・駒田（1984）は，予め非病原
性フザリウムを基部切り口に処理したサツマイモの苗は抵
抗性が誘導され，後に接種したつる割病菌の感染が抑制さ
れることを報告しており，過去にはこの菌株を利用した製
剤が農薬として登録されている．
　イチゴの病害における非病原性菌を利用した生物的防除
の例として，手塚・牧野（1991）は，健全なイチゴのクラ
ウン及びトマトから分離した非病原性F. oxysporumをイチ
ゴ苗に事前接種するとイチゴ萎黄病の発病が抑制されるこ
とを報告した．さらに，手塚・牧野（1991）が選抜した非
病原性F. oxysporumは，接種から2ヶ月後までイチゴに感染

し，抵抗性も保持していることから，ごく近縁の非病原性
菌による生物的防除には，長期にわたる病害抑制効果が期
待される．一方，現在イチゴ炭疽病及びうどんこ病の生物
農薬として登録されているT. flavus水和剤は，定着促進の
ため散布後に高湿度を保つ必要がある上，化学農薬と同程
度の散布間隔を必要とする（野沢ら，2004）．
　Colletotrichum gloeosporioidesは世界的に広く分布し，多
くの植物に感染して炭疽病を引き起こす（佐藤・森脇，
2009）．本菌には，イチゴに感染して病徴を引き起こす菌
株（以下強毒株とする）と形態的に区別できず，かつ炭疽
病特有の病徴を引き起こさない菌株（以下弱毒株とする）
が存在する（植松ら，2002）．海老原ら（2007）は，千葉
県安房地域の生産圃場における調査で，C. gloeosporioides
の潜在感染が認められたにも関わらず全く発病しない圃場
があり，それらの圃場から分離された菌株の多くが病原性
を持たないことを報告している．
　そこで本研究では，イチゴ炭疽病の新たな生物的防除方
法を開発することを目的として，C. gloeosporioides弱毒株
のイチゴ苗への事前接種が本病の発病に及ぼす影響を調査
した．
　本研究を実施するにあたり，当センター暖地園芸研究所 
植松清次氏，海老原克介氏，鐘ヶ江良彦氏，元福岡県病害
虫防除所 梶谷裕二氏，三重県農業研究所 鈴木啓史氏には
菌株を提供いただいた．奈良県農業総合センター 平山喜
彦氏，地方独立行政法人北海道立総合研究機構農業研究本
部花・野菜技術センター 角野晶大氏，栃木県農業試験場 森
島正二氏，静岡県農林技術研究所 鈴木幹彦氏，佐賀県農業
試験研究センター 稲田稔氏には，菌株分離源としてのイチ
ゴ苗を提供いただいた．また，当センター暖地園芸研究所 
石川正美氏，同育種研究所 前田ふみ氏には接種試験に用い
たイチゴ苗を提供いただいた．ここに深く感謝の意を表す
る． 
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Ⅱ　材料及び方法

１．試験１　弱毒株の事前接種によるイチゴ炭疽病発病抑

制効果の確認

　１供試菌株
　Colletotrichum gloeosporioides強毒株として，館山市のイ
チゴ生産圃場より分離したS-1菌株を用いた．弱毒株とし
て，イチゴ「とちおとめ」苗への接種により病徴を示さな
いC. gloeosporioidesのうち，炭疽病菌強毒株検出プライマ
ー対AP-f3/AP-r7を用いたPCR（鈴木ら，2008）で陽性反
応を示す菌株（以下偽陽性株とする）であり，本法による
特異的検出が可能なN-14菌株を用いた（第1表）． なお，
N-14菌株は弱毒株の中で例外的に偽陽性反応を示すこと
が明らかになった最初の菌株である．
　２イチゴ苗への弱毒株の接種
　供試菌株を25℃条件下においたショ糖・ジャガイモ煎汁
培地（PDB）で14日間振とう培養し，bud cellを回収した．
これらを用いて濃度105個/mLに調整したbud cell懸濁液
を作製し，接種源とした．この接種源を，ガラス製クロマ
トスプレーを用いて「とちおとめ」苗の地上部全体に株当
たり5 mLを噴霧接種した．供試した「とちおとめ」の苗は，
直径9 cmのポリポットに鉢上げし，葉数5枚以上の十分に
生育したものである．
　2009年3月及び11月には，それぞれ親株の植え付け時の
処 理 を 想 定 し た 接 種 を 行 っ た．2010年 に は，C. 
gloeosporioidesの生育適期の効果を確認する目的で7月と9
月に接種したが，感染が認められなかったため，試験方法
の再現性を確認する目的で11月にも実施した．
　2009年3月には60株，11月には20株，2010年7月及び9月
には各30株，11月には50株の苗を供試した．対照区には
蒸留水を噴霧した．
　接種したイチゴ苗を風乾後，湿潤状態を25℃ 条件下で
48時間保ち，その後無加温の温室に移して管理した．
　３接種苗からの弱毒株の検出
　2009年3月の試験では弱毒株の接種から50，110，170日
後に，その他の試験では30日後に，PCRにより弱毒株の感
染の有無を確認した．なお，2009年3月の試験の50，110日
後については，供試した60株の中から無作為に20株を選ん
で実施した．まず，接種したイチゴ苗から，平山ら（2008）
の方法により菌のDNAを抽出した．すなわち，供試した
イチゴ苗の最外葉の葉柄基部を5 mm程度切り取り，滅菌
水で洗浄し，70％エタノールに30秒間浸漬した後，再度滅
菌水で洗浄した．次に，2mLチューブにPDB（クロラム
フェニコール 100μg/mLを含む）を1mL分注し，前述の葉
柄基部を加え，28℃条件下で48時間振とう培養を行った．

48時間後に培養液を200μLはかりとり，MagExtractor-
plant genome〔東洋紡㈱製〕を用いてDNAを抽出した．こ
の抽出液を鋳型として，鈴木ら(2008）が設計した炭疽病菌
強毒株特異的プライマー対AP-BF/AP-N1及びAP-f3/AP-
r7を用いたnested-PCRを行った．Taqポリメラーゼには，
Go-Taq〔プロメガ㈱製〕を使用した．PCRプログラムは，
1回目，2回目ともに94℃で5分間変性処理した後，94℃30
秒・58℃30秒・72℃30秒を40サイクル繰り返して行った．
反応終了後，反応液を1.5％アガロースゲル電気泳動に供
し，目的とする増幅断片の有無を確認することにより，菌
の有無を判定した．
　４強毒株の接種と発病の確認
　弱毒株の感染が確認されたイチゴ苗に対し，弱毒株の接
種と同じ方法により強毒株を接種した（以下チャレンジ接
種とする）．
　2009年3月接種試験では弱毒株接種から約200日後に弱
毒株の感染が確認されたイチゴ苗27株からランダムに選
んだ16株に対して，2009年11月接種試験では同じく約30
日後に17株からランダムに選んだ15株に対して，2010年
11月接種試験では同じく約30日後に全7株に対して，チャ
レンジ接種を行った．チャレンジ接種後，いずれも28℃条
件下で湿潤状態を維持し，接種から30～50日経過後にイチ
ゴ苗の発病状況を観察・判定した． 各接種時期の病斑形成
苗率及び萎凋苗率について対照区と弱毒株接種区との間で
Fisherの正確確率検定を行った．
２．試験２　炭疽病発病抑制効果の高い菌株の選抜

　１供試菌株
　試験1を通じてイチゴ苗への弱毒株の事前接種により炭
疽病の発病が抑制される可能性が見出されたため，より効
果の高い弱毒株を選抜する目的で試験2を実施した．弱毒
株として，国内のイチゴ及び他の植物から分離し，イチゴ
「とちおとめ」苗を用いた生物検定によって病原性を判定
したC. gloeosporioidesを用いた（第1表）．供試した弱毒株
のうち，炭疽病強毒株検出プライマー対AP-f3/AP-r7で陽
性反応を示さない菌株（以下陰性株とする）48菌株及び試
験1で用いたN-14菌株を除く偽陽性株8菌株を用いた．強
毒株には試験1と同じS-1菌株を用いた．
　２弱毒株接種源の調製
　弱毒株のうち，陰性株については菌株数が多いため，効
率的なスクリーニング法が必要と考え，複数の菌株を混合
して1つのバルクとしたものを接種源とし，バルク接種区
No.1～11を設定した（第1表）．偽陽性株については菌株ご
とに接種源とし，8つの接種区を設定した．
　陰性株の接種源については，25℃ 条件下に置いたPDB
で各菌株を7～14日間振とう培養し，芽胞状単胞の菌体ま
たは芽胞状菌体（以下bud cellとする）を回収した．第1表
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第1表　供試菌株
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のバルク接種区No.に示す組み合わせで各菌株のbud cell
濃度が105個/mLとなるように調整したbud cell懸濁液を
接種源とした．偽陽性株の接種源は試験1と同様に作製し
た．
　３イチゴ苗への弱毒株の接種
　試験1と同様の方法でイチゴ苗への接種を行った．
　陰性株のバルク接種区における接種時期は，No.1～3，
No.4～6，No.7及び8，No.9及び10，及びNo.11でそれぞれ，
2010年10月，同12月，2011年3月，同5月及び同7月とした．
偽陽性株の接種については全て2011年とし，No.404及び
414は8月，No.413，415，453及び746は9月，No.245及び
333は12月にそれぞれ実施した．
　陰性株では各バルク接種区10株，偽陽性株については各
5株のイチゴ苗にそれぞれ接種した．対照区には蒸留水を
噴霧した苗を同数供試した．
　４弱毒株の感染の確認
　接種約30日後に，PCRによりイチゴ苗に対する弱毒株の
感染の有無を確認した．試料の調整・前培養・DNA抽出及
びPCRについては試験1と同様の方法で行った．ただし，
陰性株のPCRについては，炭疽病菌強毒株特異的プライマ
ー対の代わりにITS1/ITS4（White et al., 1990）及びC. 
gloeosporioides特異的プライマー対CgInt/ITS4（Mills et al.，
1992）を用いたnested-PCRによった．PCRプログラムは，
1回目，2回目ともに94 で5分間変性処理した後，94 30
秒・55 30秒・72 30秒を40サイクル繰り返して行った．
　反応終了後，反応液を1.5％アガロースゲル電気泳動に

供し，目的とする増幅断片の有無を確認することにより，
菌の有無を判定した．
　５強毒株の接種と発病の確認
　各試験区について弱毒株の感染を確認した後，1週間以
内に各試験区及び対照区のイチゴ苗に対し試験1と同様の
方法でチャレンジ接種を行った．チャレンジ接種後は，28
℃条件下で湿潤状態を維持し，イチゴ苗の発病状況を観察
した．陰性株接種区では，各バルク接種区全体の萎凋苗率
及び弱毒株が検出された苗の萎凋苗率について，同時に試
験した区間でそれぞれFisherの正確確率検定または
Bonferroni-Holmの補正によるFisherの正確確率検定を行
った．偽陽性株接種区については，検出苗率，萎凋苗率と
もにBonferroni-Holmの補正によるFisherの正確確率検定
を行った．

Ⅲ　結　　果

１．試験１　弱毒株の事前接種によるイチゴ炭疽病発病抑

制効果の確認

　１接種苗からの弱毒株の検出
　2009年3月接種の試験では，弱毒株接種50日後に95％，
110日後に85％，170日後に53％の苗からC. gloeosporioides
が検出され，11月接種の試験では，弱毒株接種から30日後
に85%の苗から検出された（第2表）．これに対し，2010年
7月及び9月に接種した苗からは弱毒株は検出されず，11月
に接種した苗では接種から30日後に14％の苗から検出さ

第3表　弱毒株N-14を事前に接種した後，強毒株を接種した時のイチゴ「とちおとめ」苗の炭疽病の発生

第2表　弱毒株N-14の「とちおとめ」苗からの検出率
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れた．
２弱毒株感染苗に強毒株を接種した場合の炭疽病発病状
況

　チャレンジ接種を行った弱毒株接種区の炭疽病発病状況
を第3表に示した．2009年3月接種では，チャレンジ接種
40日後にはすべての供試苗で小葉に炭疽病菌特有の病斑
が確認された．しかし，萎凋苗率は，弱毒株接種区では
25％と対照区の73％に比べ有意に低かった（Fisherの正確
確率検定，p＜0.01）．2009年11月接種では，3月接種と同
様にすべての供試苗で小葉に病斑が確認されたが，萎凋苗
率は弱毒株接種区では27％であり，対照区の93％と比較し
て有意に低く（Fisherの正確確率検定，p＜0.01），3月接
種と同様の傾向が認められた．
　弱毒株接種区では接種後に新葉が伸張した苗が多く見ら
れた．また，弱毒株接種区で枯死しなかった苗のクラウン
内部には褐変等の炭疽病の症状が認められず，健全な状態
であった（データ省略）．
　一方，2010年11月接種では，強毒株接種から30日後に全
ての苗に病斑形成と萎凋が認められ，病斑形成苗率，萎凋
苗率とも対照区との間に有意な差は認められなかった
（Fisherの正確確率検定，p＞0.05）． 

２．試験２　炭疽病発病抑制効果の高い菌株の選抜

１陰性株のイチゴ苗への感染率と強毒株接種後の炭疽病
発病状況

　バルクに調製した陰性株について，イチゴ苗からの検出
率とチャレンジ接種による炭疽病の発病状況を調査した
（第4表）．陰性株の検出率は，バルク接種区No.1，No.2，
No. 7，No.8で高かった．これに対し，No.5，No.9では低
く，No.10では全く検出されなかった．
　バルク調製した陰性株の接種苗に対してチャレンジ接種
を行った結果，各バルク試験区の萎凋苗率には若干の違い
がみられたものの，いずれも統計的に有意な差ではなかっ
た（Fisherの正確確率検定，p＞0.05）．
２偽陽性株のイチゴ苗への感染率と強毒株接種後の炭疽
病発病状況

　偽陽性株のイチゴ苗での検出率は，0又は20％と低い菌
株が多く，最大で菌株No.245の60％であった．チャレン
ジ接種による萎凋苗率は，弱毒株No.404，No.414，
No.415接種区でそれぞれ0％，No.245及びNo.333接種区
でそれぞれ20％，No.413接種区で80％，No.453及び
No.746接種区でそれぞれ100％，対照区では80％であった
が（第5表），偽陽性株検出苗率，萎凋苗率ともに，区間に
有意な差は認められなかった（Fisherの正確確率検定，p＞
0.05）．葉の病斑は全ての区の全ての苗で見られた．

第4表　バルク接種により陰性株を事前接種したイチゴ「とちおとめ」苗における陰性株の検出率と強毒株 接種後の炭疽病
の発生
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Ⅳ　考　　察

　弱毒株としてN-14菌株を用いた試験1では，2009年3月
と11月に接種した試験で弱毒株の感染率が高く，炭疽病菌
強毒株による発病が抑制された．しかし，2010年に行った
試験では，7月と9月に接種した苗で弱毒株の感染が認めら
れなかった．今回用いたPCRによる検出法では，最外葉の
葉柄基部を培養してクラウンに感染した菌を検出する．し
かし，夏季は検出率がやや低くなる（鈴木ら，未発表）．そこで，
確認のために，2011年に行った試験の供試苗について，ショ
糖・ジャガイモ煎汁寒天培地（PDA培地）に表面殺菌したクラ
ウンを置床し菌の分離を試みたが，C. gloeosporioidesは検出
されなかった．これらのことから，原因は不明であるが，
夏季には弱毒株の感染率が低いため，弱毒株の処理時期と
して，秋及び春の親株植え付け時が適していると考えられ
た．一方，2010年11月にN-14菌株を接種し感染が確認さ
れた苗では，発病抑制効果が認められず，弱毒株の事前接
種による炭疽病発病抑制効果は不安定であった．この要因
として，供試苗の生産時や弱毒株接種から強毒株接種まで
の間に無加温の温室で管理していたことにより，イチゴ苗
の生育状態に差が生じ，これが影響した可能性が挙げられ
る．
　試験2においては，陰性株のバルク接種によって発病抑
制効果の高い区が認められれば，バルクを構成する陰性株
について株ごとに選抜試験を行う予定であった．しかし，
供試苗からの弱毒株検出率が90や100％と高い区でもチャ
レンジ接種による炭疽病の発病を抑制する効果は認められ
なかったため，株ごとの選抜試験は行わなかった．
　一方，偽陽性株には葉柄基部からの検出率が低いものが
多かったが，このうち3菌株では炭疽病の発病が抑制され

た．葉柄基部から弱毒株が検出された苗はクラウン内部に
弱毒株が感染していると判断されるが，弱毒株が検出され
なかった苗でも強毒株接種後に発病しない現象が認められ
た．このことから，弱毒株がクラウンに存在しない，また
は非常に少ない場合でも発病抑制効果は発現可能であると
考えられた．
　微生物による病害抑制の作用機作については，抗菌（食
菌），競合，植物への病害抵抗性誘導，植物の成長調節等が
挙げられている（有江，2003）．小川・駒田（1986）は，
サツマイモ苗の基部切り口に非病原性F. oxysporumを接種
した後，離れた組織につる割病菌を接種した場合でも発病
が抑制されることを明らかにし，全身的な抵抗性が誘導さ
れた可能性を指摘している．このような非病原性菌や，壊
死病斑を誘導する病原体，病害抵抗性を誘導する物質，生
育促進根圏細菌等に植物が前もって曝された場合に，エリ
シターや病原菌に対する応答が通常に比べて迅速かつ強く
誘導される現象は，プライミングと呼ばれている（伊予住
ら，2006；Jung et al., 2009）．本研究においては，イチゴ
への抵抗性誘導を示すデータは得られていないが，クラウ
ン内部での競合の可能性は低く，弱毒株がクラウン以外の
部位へ感染すること，またはイチゴが弱毒株のbud cell懸
濁液に曝露されることにより，イチゴにプライミングが生
じた可能性がある．
　本研究では，陰性株は，イチゴ苗のクラウン部に感染できる
ことが明らかになったものの，接種による炭疽病発病抑制効果
は認められず，一部の偽陽性株の接種のみで発病抑制効果
が認められた．Suzuki et al.（2010）は，全国のイチゴ産地か
ら収集したC. gloeosporioidesについてrep-PCRによる解析
を行い，イチゴから分離したC. gloeosporioidesを5グループ
に分類し，強毒株はほぼ1つのグループに位置づけられる
ことを報告した．炭疽病菌強毒株検出プライマー対AP-

第5表　偽陽性株を事前接種したイチゴ「とちおとめ」苗における偽陽性株の検出率と強毒株接種後の炭疽病の発生
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f3/AP-r7はこのグループの菌株を識別するプライマーであ
り，本プライマーによるPCRで検出される偽陽性株は遺伝
子レベルでは強毒株と近縁であると考えられる．これに対
し，陰性株はこのグループに含まれない菌株であると推察
される．
　以上の結果から，強毒株と遺伝的に近い弱毒株を用いて
接種試験を行う事により，事前接種による炭疽病発病抑制
効果を持つ菌株を選抜できる可能性が高まると考えられた．
　本研究により，C. gloeosporioides弱毒株をイチゴ苗に事
前接種することで，その後強毒株を接種した場合に炭疽病
の発病が抑制される現象が明らかとなった．しかし，その
程度は菌株によって異なり，発病抑制効果の発現は不安定
であった．安定した発病抑制効果が期待できる技術として
確立するためには，接種強度や時期等について，より詳細
な調査が必要である．

Ⅴ　摘　　要

　イチゴに感染しても病徴を示さないColletotrichum 
gloeosporioides（弱毒株）の「とちおとめ」苗への事前接種
がイチゴ炭疽病菌（強毒株）による発病に及ぼす影響を調
査し，以下の点が明らかとなった．
１．供試した弱毒株の一部は，「とちおとめ」苗への接種後
数か月間にわたりイチゴ苗のクラウン内部に高率で感染
した．
２．弱毒株を事前接種したイチゴ苗では，小葉に病斑はみ
られたものの，接種していない苗と比較して強毒株によ
る萎凋症状が抑制される傾向が認められた．
３．事前接種による炭疽病の発病抑制効果は，強毒株と遺
伝的に近い弱毒株で高く，遠縁と考えられる菌株で低か
った．
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Effects of Preinoculation of Strawberry (Fragaria × ananassa Duchesne)
with Weakly Virulent Colletotrichum gloeosporioides
Isolates on Pathogenesis of Strawberry Anthracnose

Nanako YOSHIDA and Takeshi SUZUKI

Key words : anthracnose, biological control, strawberry, weakly virulent isolate

Summary

　We preinoculated strawberry (Fragaria × ananassa Duchesne ‘Tochiotome’) nursery plants with weakly 
virulent isolates of Colletotrichum gloeosporioides, which do not produce disease symptoms. We then investi-
gated the effect of the inoculation on the pathogenesis of strawberry anthracnose, which is caused by 
highly virulent isolates. The following results were obtained:
1. One of the weakly virulent isolates persisted inside the crowns of the Tochiotome nursery plants at high 
rates for several months after inoculation.

2. Preinoculation of the strawberry plants with some weakly virulent isolates controlled wilting after infec-
tion with a highly virulent isolate, unlike the case in plants that were not preinoculated, although le-
sions were still found on the leaves.

3. The effect of preinoculation on control of strawberry anthracnose was strong when we used weakly viru-
lent isolates that were closely related to the highly virulent isolates and weak with the use of isolates 
considered to be distant relatives.
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