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愛知県を中心に東海地方のムギ類から分離した赤かび病菌134菌株の菌種及びマイ摘要：

コトキシン産生型を調査した。その結果、供試134菌株はすべて 種Fusarium grami nearum

、 。複合体で １菌株を除く133菌株(99％)は系統６に位置づけられる であったF. asiaticum

マイコトキシン産生型では、96菌株（72％）がニバレノール（NIV)産生型、 38菌株（28

％）がデオキシニバレノール(DO N)産生型で NIV産生型の菌が優占することが明らかとな

った。また、愛知県の菌株から11菌株を選定し、米培地でのマイコトキシン産生能を調

べたところ、分子系統学的同定の結果とマイコトキシン産生型は一致しており、すべて

においてゼアラレノンを産生した。

ムギ類、赤かび病菌、 、ニバレノール（NIV）産生型キーワード： Fusari um asiaticum
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We investigated lineage and trichothecene mycotoxin type of 134 isolates fromAbstract:

wheat and barley in Aichi Tokai District. As a result,prefecture and its surrounding areas in

Fusarium graminearum Fgall the isolates were identified as the species complex(
Fusarium asiaticum etcomplex ), of which 133 isolates (99%) were members of O´Donnell

.,(previous lineage 6 of complex) . The trichot ecene mycotox in typing revealed thatal Fg h

96 isolates (72%) and the remaining 38 isolates (28%) were of the nivalenol(NIV) and of
the deoxynivalenol(DON) type respectively. This indicates that NIV type was
predominant in this area. In addition, results of the mycotoxin typing were confirmed by
tric othecens produced in the rice grains medium by using arbitrarily-selected 11h

isolates from Aichi. Their zearalenone productivity was also confirmed.
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緒 言

Fusarium Microdochiumムギ類赤かび病は、 属菌や

が出穂期以降に穂を侵す病害である。病徴は穂nivale

の一部あるいは全体が褐色化ないし灰白化するのが一

般的であるが、進行すると頴の合わせ目に鮭肉色の分

生胞子塊（スポロドキア）が認められる。本病による

被害は、収量低下だけでなく赤かび病菌が人畜に有害

なマイコトキシンを立毛中及び貯蔵中の麦粒に産生、

蓄積することから食品の安全性の観点で大きな問題と

なる。赤かび病菌が産生するマイコトキシンには、ト

リコテセン系のデオキシニバレノール（DON)、ニバレ

ノール（NIV)、マクロライド系のゼアラレノン（ZEA）

などがある。DON及びNIVは一般に急性毒性で中毒症状

は悪心、嘔吐、下痢、出血などである。また、ZEAは急

性毒性は低く、家畜のエストロゲン的な作用があると

いわれている 。厚生労働省は2002年５月にコムギに含
１ ）

まれるDONの暫定基準値を1.1ppmと設定し、以降基準値

を超えるコムギは市場流通しないよう指導している。

農林水産省は2002年10月に農産物規格規定を改定し、

2003年産ムギから赤かび病被害粒の混入率を0.0％とし

た。なお、ZEAについては、2002年に家畜に給与される

飼料中の暫定許容濃度が1.0ppmに設定された。

Fus a r iu mム ギ 類 赤 か び病 菌 の 主要 病原 菌は

Schw abeである。近年、O'Don nellら のgraminearum
2 )

F.gra minear um分子系統学的概念に基づく研究で、

は少なくとも９つの種で構成する種複合体（species

） 。 、complex であることが明らかにされた 近年の研究で

日本国内で採取分離された は９つの種のF.graminearum

うちの系統６に位置づけられる O'DonnellF.asiatcum

.と系統７に位置づけられる s.stret al F.graminearum

のいずれかで、北海道では s.str(系統F.graminearum

７)、東北地方では両菌種（系統６及び７）が混在、

関東以西は （系統６）が多いことが明らかF.asiatcum

となっている 。また、マイコトキシン産生能による
３-6 )

分類によれば北海道、東北地方ではDON産生型、中部地

方ではNIV産生型、西日本ではDON及びNIV産生型が主要

で 、また、分子系統学的分類によると北海道では
７-1 0)

DON産生型、西日本ではNIV産生型が主要で地域間差異

がある と報告されている。しかし、東西日本の境界
６)

に位置する東海地方における重点的な調査はなされて

いない。

そこで、本研究では今後の生産現場への普及を前提

とした赤かび病防除、マイコトキシン汚染リスク低減

対策を検討するための基礎的知見を得るために、愛知

県を中心に岐阜県、三重県の東海三県のムギ類から分

離した赤かび病菌の菌種、マイコトキシン産生型及び

一部の菌株のマイコトキシン産生能を調査したので報

告する。

材料及び方法

１ 供試菌株及び分離方法

愛知県 岐阜県及び三重県の東海三県の2006年産 岐、 （

阜県は一部2005年産を含む）の麦作ほ場から赤かび病

罹病穂を採取し、分離試料とした。なお、試料採取に

あたっては、各県の主な麦作地域からの採取であるこ

と、愛知県に関しては平成16年産コムギの市町村毎の

作付面積に対応した採取数であることの２点を考慮し

た。

分離試料からの菌分離は、罹病穂のスポロドキアか

らの場合、大型分生胞子を滅菌蒸留水に懸濁させ１白

金耳量を300ppmストレプトマイシン添加２％素寒天培

地（WA）に粗く画線し、実体顕微鏡下で単コロニーを

釣菌する方法で行った 。なお、罹病穂組織からの分
11）

離は、70％エタノールに30秒間浸漬後、次塩素酸ナト

（ ） 、 、リウム溶液 有効塩素１％ に２分間浸漬し その後

滅菌水で３回水洗し、滅菌ろ紙上で水分を除去してWA

。 （ 、に置床した 組織分離後は貧栄養培地 SNA)に移植し

BLBランプ照射により大型分生胞子を形成させ、その後

。の操作は前述のスポロドキアからの分離方法に準じた

試験には、こうして得られた134菌株（愛知県産ムギ

類から92菌株、岐阜県産コムギから21菌株、三重県産

コムギから21菌株）を供試した。

２ ムギ類赤かび病菌の菌種及びマイコトキシン産生

型の調査

(1) 鋳型DNAの抽出

供試菌株の菌種及びマイコトキシン産生型の調査は

すべて遺伝子解析によったが、その前段階として各菌

株すべて鋳型DNAの抽出を行った。各菌株ともブドウ糖

加用ジャガイモ煎汁寒天培地（PDA）で培養伸長した菌

叢先端部を径４mmのコルクボーラーで打ち抜き、この

菌叢片をジャガイモ煎汁液体培地（PDB）に移植し、25

℃で３日間静置培養した。その後、菌体を培養液から

、 。分離し水分を除去後乾燥させ 鋳型DNAの抽出に用いた

鋳型DNAの抽出は、乾燥菌体を用いてNakaharaら のPEX
12）

による方法で行った。すなわち、５㎜角量の乾燥菌体

片をマイクロチューブに入れボルテックスミキサーで

粉状になるまで攪拌し、300μlPEX溶液を入れ再度ボル
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テックスミキサーで30秒間混合した。混合溶液を新し

いマイクロチューブに移し、60℃で30分間インキュベ

イトし、遠心分離（14,000rpm、５分間、室温：以下の

遠心分離操作も同条件で行った ）した。上清160μlを。

新しいマイクロチューブに回収し、この上清に400μl

の99.5％エタノールを添加し十分に混合したものを再

度遠心分離し、上清をデカントで廃棄し、600μlの70

％エタノールを添加した。１分間静置した後、上清を

デカントで廃棄し、水分を除去した。10分間の吸引乾

燥後に400μlの滅菌蒸留水で溶解したものを鋳型DNAと

した。抽出した鋳型DNAは１％アガロースゲル電気泳動

でPCRにかかる純度であることを確認した。

なお、以後の菌種及びマイコトキシン産生型調査に

は岐阜大学生命科学総合研究支援センターから分譲の

RT66-１（ s.str（系統７）の15ADON産F.graminearum

生型 、H３菌株（ s.str（系統７）の３） F.graminearum

ADON産生型 、0228003菌株（ （系統６）の） F.asiatcum

３ADON産生型 、0233007菌株（ （系統６）） F.asiatcum

のNIV産生型）の４菌株を基準菌株として用いた。

(2) 種複合体の判定Fusarium graminearum

分離菌株が 種複合体であるかの判定をF.graminearum

Schillingら の方法で行った。すなわち10μlの反応
13）

系で鋳型DNAを２μl、プライマーにUBC85F410及びUBC8

5R410を用いてPCRを行った。PCR反応条件は、94℃、２

分間の変性を行った後、変性（94℃、１分間）→アニ

（ 、 ） （ 、 ）ーリング 61℃ １分間 →伸長反応 72℃ ２分間

を30回繰り返し、最後に72℃、５分間の伸張反応を行

。 、った PCR生成物を１％アガロースゲル電気泳動にかけ

エチジウムブロマイド溶液で染色し、UV照射下で332bp

のDNA増幅の有無により判定した。

(3) 種複合体の系統（菌種）Fusarium graminearum

判定

種複合体であった分離菌株の系統 菌F.graminearum （

種）判定をSugaら のHistone遺伝子内の系統特異的塩
５）

基を標的としたPCR-RFLP解析による簡易判定法で行っ

た。PCR産物をSty1もしくはEcoRVの制限酵素で37℃で

１時間以上処理した。制限酵素処理後の産物を電気泳

動にかけ、エチジウムブロマイド溶液で染色し、UV照

射下でDNAの切断の有無により判定した。Sty1処理で切

断を認めた場合は系統６の に、EcoRV処理F.asiaticum

で切断を認めた場合は系統７の s.strとF.graminearum

判定した。

(4) トリコテセン系マイコトキシン産生型の判定

マイコトキシン産生型の判定は、Wardら のTri12遺
17）

伝子を標的とした４種プライマーのマルチプレックス

PCRによる簡易判定法で行った。PCR生成物を１％アガ

ロースゲル電気泳動にかけ、エチジウムブロマイド溶

液で染色し、UV照射下でDNAの増幅の有無により判定し

た。確認できたDNA増幅が840bpの場合はNIV産生型、670

bpの場合は15ADON産生型、410bpの場合は3ADON産生型

として判定した。

３ マイコトキシン産生能の調査

分子系統学的分類とマイコトキシン産生能からみた

分類の結果の符合及び分離菌株のマイコトキシン産生

能の確認のため、系統（菌種 、マイコトキシン産生型）

が判明している愛知県の菌株から （系F.asi at icu m

F.統６）のNIV産生型６菌株、３ADON産生型４菌株、

s.str（系統７）の15ADON産生型１菌株のgraminearum

11菌株を作付面積を参考に選び、米培地 におけるマ
15）

イコトキシン産生能を調査した。なお、全国的な調

F.査研究で標準菌株として供試されているH３菌株（

s.str（系統７）の３ADON産生型）を対照graminearum

菌株とした。すなわち、PDA培地で 25℃で３日間培養

後の菌叢を径６mmのコルクボーラーで打ち抜き、米培

地に移植し25℃で14日間培養した。培養後の米培地を

、協和メデックス株式会社KMアッセイセンターに送付し

ELISA法により培地中から抽出したDON、NIV、T-２/HT-

２及びZEAの４種マイコトキシンの濃度を測定した。

ELISA法のDON、NIV、T-２/HT-２及びZEA濃度の検出限界

はDONは0.1ppm以下、NIVは0.05ppm以下、T-２/HT-２は

0.1ppm以下、ZEAは0.08ppm以下であった。

試験結果

１ ムギ類赤かび病菌の菌種及びマイコトキシン産生

型の調査

(1) 種複合体の判定Fusarium graminearum

供試134菌株のうち121菌株はUBCプライマーを用いた

PCRによって332bpのDNA増幅が認められた。なお、DNA

増幅が認められなかった残りの13菌株は、大型分生胞

子の形態及びPDA培地上での色素生産の有無など形態的

特徴から 種複合体と判定した。このこF.graminearum

とから、供試134菌株はすべて 種複合体F.graminearum

であった。

(2) 種複合体の系統(菌種)判Fusarium graminearum

定

種複合体と判定した分離菌株134菌株F.graminearum

について、Histone遺伝子内の系統特異的塩基を標的と

したPCR-RFLP解析による簡易判定法で判定を行ったと

ころ、愛知県の92菌株のうち91菌株（99％)、岐阜県の
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21菌株(100％)、三重県の21菌株(1 00％)の計 133菌株

（99％)が制限酵素Sty1処理で切断確認できたため系

統６の と判定した。F.asiaticum

なお、Sty 1で酵素切断が認められなかった愛知県

（幡豆郡吉良町）の１菌株については、PCR産物の

制限酵素EcoR V処理で切断が確認できたため系統７

の s.strと判定した。このことから、東F.graminearum

海三県で採取した 種複合体134菌株F. gra min ear um

のうち133菌株（99％）は系統６の で１F.asiaticum

菌株は系統７の s.strであった。F.graminearum

(3) トリコテセン系マイコトキシン産生型の判定

Tri12遺伝子を標的とした４種プライマーのマルチプ

レックスPCRによって、15AD ON、３ADON及びNIVのマイ

コトキシン産生型を判定した。

その結果、愛知県の92菌株のうち67菌株（73％）が

NIV産生型 24菌株 26％)が３ADON産生型 １菌株 １、 （ 、 （

％）が15ADON産生型であった（図１ 。岐阜県の21菌株）

のうち16菌株（76％）がNIV産生型、５菌株（24％）が

３ADON産生型であった（図２ 。また、三重県の21菌株）

のうち13菌株（62％）がNIV産生型、８菌株（38％)が

３ADON産生型であった（図３ 。東海三県全体では134）

菌株のうち 96菌株（72％）がNIV産生型、36菌株（27

％)が３DON産生型、１菌株（１％）が15ADON産生型で

あった。

　　：F.gr am inearum  s.str （系統７）の15ADON産生型：  1菌株（ １% ）

　　：F.asiaticum（系統６）のNIV産生型　　　　　　　　　：67菌株（7 3%）

　　：F.asiaticum（系統６）の３ADON産生型 　　　　　　：24菌株（2 6%）

　　　　　　合計　92菌株

図１ 愛知県における 種Fusarium graminearum

複合体の分布状況

　　： F. asiaticum（系統６）のN IV産生型　　 ：16菌株（76 %）

　　： F. asiaticum（系統６）の ３ADON産生型：   5菌株（2 4% ）

　　　　　  合計　21菌株

図２ 岐阜県における 種Fusarium graminearum

複合体の分布状況

　

　　： F.asiaticum （系統６）のNIV産生型　　 ： 13菌株（6 2% ）

　　： F. asiaticum（系統６）の ３ADON産生型：   8菌株（3 8% ）

合計　21菌株

図３ 三重県における 種Fusarium graminearum

複合体の分布状況
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　　     米培地におけるマイコトキシン産生能

系統 マイコトキシン産生型

2 6 NIV N.D. 1.65 N.D. 0.13

3 6 3ADON 2.92 0.07 N.D. 3.58

7 6 NIV N.D. 0.62 N.D. 0.29

11 6 3ADON 0.46 N.D. N.D. 1.54

12 6 NIV N.D. 2.64 N.D. 1.12

17 6 NIV N.D. 0.92 N.D. 19.10

23 6 3ADON 0.70 N.D. N.D. 2.03

27 6 NIV N.D. 6.55 N.D. 0.24

29 6 3ADON 6.09 0.08 N.D. 0.36

45 7 15ADON 7.96 0.07 N.D. 17.10

83 6 NIV N.D. 2.89 N.D. 9.31

H3 7 3ADON 37.10 0.16 N.D. 0.12

1)　採取場所は、弥富町、安城市(2)、豊田市(2)、岡崎市、西尾市(3)、吉良町、豊橋市。採取品種は、農林61号(9)、ｲﾜｲﾉﾀﾞｲﾁ(2)
2)　米培地で25℃、2週間培養後の試料を、DON,NIV,ZEA,T-2/HT-2対象のｴﾗｲｻﾞ法（協和ﾒﾃ ｯ゙ｸｽ株式会社KMｱｯｾｲｾﾝﾀｰへ外注）で測定。

3)　検出限界は、DON：0.1ppm以下、NIV:0.05ppm以下、ZEA:0.08ppm以下、T-2/HT-2:0.1ppm以下。T-2/HT-2は供試菌株すべてで検出限界以下。

    表１　愛知県で分離したムギ類赤かび病菌(Fusarium　graminearum種複合体）の分子系統学的分類と

マイコトキシン濃度(ppm)
2）、3）

DON NIV ZEAT-2/HT-2
菌株№

1)
分子系統学的分類

２ マイコトキシン産生能の調査

愛知県の菌株から11菌株と対照菌株（H３菌株）との

合計12菌株の米培地でのマイコトキシン産生能を調査

した結果を表１に示す。

その結果、分子系統学的分類と従前の判定法である

米培地におけるマイコトキシン産生能から分類したマ

イコトキシン産生型の結果は一致していた。マイコト

キシン産生能は、NIV産生型６菌株のNIV濃度は0.92ppm

～6.55ppmであった。DON産生型５菌株のDON濃度は0.46

ppm～7.96ppmで全国の標準菌株であるH３菌株の37.10

ppmに比べ低かった。また、T-２/HT-２は検出限界以下

であった。

なお、いずれの菌株においてもZEAを産生しており、

濃度は0.12ppm～19.10ppmであった。

考 察

本研究で、愛知県を中心に東海三県から採取したム

ギ類赤かび病菌134菌株はすべて 種複合F.graminearum

体で１菌株を除いた133菌株が系統６に位置づけられる

であることが明らかになった。このことF.a siati cum

F.graminearumは、北海道は系統７に位置づけられる

F.a siatic um F.s.s tr、東北地方では （系統６）及び

s.str（系統７）が混在し、関東以西の地graminearum
5）

域では （系統６）が多く分布するSugaらF.asiaticum

の報告と一致していた。須賀らはこの報告で関東以西

F.に位置する長野県の菌株（５菌株）は、すべて

s.str（系統７）であったことにも言及しgraminearum

。 、ている 木曽山脈を隔て東側の長野県と西側の愛知県

岐阜県、三重県とで菌種構成が全く異なる要因は明ら

かになっていない。ひとつの要因として、伝染源とな

る子のう殻、子のう胞子及び分生胞子などの形成、伝

搬に係る気象要因とムギ類の生育ステージとが相互に

微妙に影響していることが推測される。

マイコトシキン産生型では、東海地方全体でNIV産生

型が96菌株（72％ 、３ADON産生型が 36菌株（27％ 、） ）

15ADON産生型が１菌株（１％）であった。15ADON産生

型の１菌株を除く133菌は (系統６）のNIVF.asiaticum

F.graminearum産生型であった。このことは、北海道は

s.str（系統７）の15ADONあるいは３ADO N産生型が、

西日本は （系統６）のNIVあるいは３ADONF.asiaticum

産生型が主要に分布し、西日本と北海道とでは大きな

違いがあるとの須賀ら の報告からすると、東海地方
６）

は西日本と同じ傾向であった。なお、菌種及びマイコト

F.graminearumキシン産生型との関係で、系統間での比較は

s.str（系統７）が１菌株のためできない。また、本研

究では菌分布とマイコトキシン産生型に関して、品種

あるいは採取地域間で特徴的な傾向は認められなかっ

た。今後は、菌の採取地域、時期等を考慮した経年的

な調査により分布傾向を把握する必要がある。

米培地におけるマイコトキシン産生能調査から、分

子系統学手法を用いた分類とマイコトキシン産生能から

みた分類の結果は一致していた。また、愛知県の11菌株
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F.graminearumすべてでZEAを産生したことについては、

種複合体はDONだけでなくZEAも産生することが知られ

ている ことからすれば矛盾する事象ではない。愛知
６）

県のDON産生型５菌株のDON産生能は、対照菌株である

DON産生型のH３菌株に比べ明らかに低かった。米培地

でのマイコトキシン産生能は、ほ場あるいは貯蔵状態

のムギ粒における蓄積量を示したものではないので、

ポット試験等で同様の傾向を示すかの検証が必要であ

る。

第80次農林水産省統計表（農林水産省統計部）によ

れば平成17年産コムギの作付面積は、愛知県が5,660ha

（全国上位８番目 、岐阜県が2,510ha（同14番目 、三） ）

重県が5,160ha（同９位）で、東海三県全体では13,330

haで全国作付面積の6.2％を占める。この東海地方に分

布する赤かび病菌の28％はDON産生型であったことは、

生産現場において赤かび病防除をこれまでどおり徹底

する必要性を示すものである。一方で、NIV産生型の菌

が72％が存在する事実も見逃せない。NIVはDONに比べ

急性毒性が強いと言われている。しかし、欧米等諸外

国ではDON産生型の菌が多く分布するため、DONが大き

く取り上げられ各種規制がなされ、研究事例数もNIVに

関するものに比べ圧倒的に多い 。しかし、日本の場
16）

合は、これまでの研究によりNIV産生型の菌も多く分布

することが明らかとなっていることから、今後は赤か

び病の発生及び病原菌の分布様相を経年的に把握する

とともに、DONだけでなくNIVを重視した防除技術並び

にマイコトキシン汚染技術に関する研究を進める必要

がある。

本研究は、農林水産省の平成18年度プロジェク謝辞：

ト研究「安全で信頼性、機能性が高い食品・農産物提

供のための評価・管理技術の開発 委託事業のうち 食」 「

品の安全・信頼を確保するための評価・管理技術の開

発」の一環として実施した。

研究を実施するに当たり、分子系統学分類手法を御

教示いただいた岐阜大学生命科学総合研究支援センタ

ー須賀晴久助教、菌株を分譲いただいた岐阜県農業技

術センター堀之内勇人専門研究員、三重県科学振興セ

ンター黒田克利主任研究員に深く謝意を表する。
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