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1. 目的 

キク属（Chrysanthemum）はキク科（Compositae）に属し，30 以上の種を持つ大きなグルー

プで，原産種はアジアから北西ヨーロッパまで分布している（Horst and Nelson, 1997）．その中で

もキク（C. morifolium Ramat.）は最も重要な栽培種で，1 年生花きとして世界中で栽培されてい

る．日本では主に観賞用として全国で栽培され，生産出荷量は花き類では最も多い．キクには疫病，

半身萎凋病，萎凋病，立枯病などの多種の糸状菌による立枯れ性病害が発生して生産阻害要因とな

っているが，2002 年 6 月茨城県那珂郡東海村および同 11 月富山県上新川郡大沢野町（現在：富山

県富山市）で，成植物が初め下葉から黄化し，やがて地際部に暗褐色，水浸状の病斑が形成されて

拡がり，最後には地上部全体が萎凋枯死する症状が発生した．この時，根の表面は暗褐色になり，

内部組織は黒化・壊死し，根量は極端に減少した．水分過多の条件下では，根に白色の菌糸が絡み

つくことがしばしば観察された（築尾，2004）．また，2003 年 9 月香川県綾歌郡綾歌町（現在：香

川県丸亀市）の施設栽培キクで，幼苗の立枯れが発生した．初め下葉が変色し，やがて地際部に暗

褐色，水浸状の病斑が形成されて拡がり，激発時には数日で植物体全体が萎凋枯死した．特にキク

苗の根を切除する直挿栽培で発生が多く認められた（伊藤・築尾，2005）．罹病した植物からはピ

シウム属菌（Pythium spp.）が高い頻度で分離された．本菌によるキクの立枯れ性病害については

報告がなかったことから，本報告では本病害を引き起こすピシウム菌株について，形態および分子

系統から種を同定し，キクへの病原性を明らかにすることを目的とした．なお，本報告の一部はす

でに原著論文や解説などで発表している（月星，2006；Tsukiboshi et al., 2007）． 
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MAFF
番号

菌株

番号
* 菌種 採集場所 採集年月

DDBJ**

accession
712262 I-1 Pythium ultimum  var. ultimum 茨城県那珂郡東海村 2002/6 AB259318
712263 I-7 〃 〃 〃 -
712264 T-1 Pythium sylvaticum 富山県上新川郡大沢野町 2002/11 AB259316
712265 T-3 〃 〃 〃 AB256317
712266 K-4 Pythium helicoides 香川県綾歌郡綾歌町 2003/9 -
712267 K-6 〃 〃 〃 AB259314
712268 T-9 Pythium dissotocum 富山県上新川郡大沢野町 2002/11 AB259313
712269 T-10 〃 〃 〃 -
712270 T-11 Pythium oedochilum 〃 2002/11 -
712271 T-12 〃 〃 〃 AB259315

*: Tsukiboshi et al. (2007)  **: rDNA-ITS領域塩基配列

2. 材料および方法 

1）形態観察 

 築尾（2004）および伊藤・築尾（2005）が，キクの立枯れ症状からすでに分離したピシウム属菌

10 菌株（表 1）を農業生物資源ジーンバンク（MAFF）に登録し，これを用いて形態観察を行った．

各菌株をV8 ジュース寒天（以後V8JA）培地上で暗黒下，25˚Cで約 7 日間培養し，形成された造

卵器および造精器の形態を光学顕微鏡により観察し，各菌株につき 50 個ずつ各器官の大きさを測

定した．また，MAFF 712264 および 712265 は形態から雌雄異株であるP. sylvaticum と推定され

たので，同種の雌雄標準株（雌株：02B1-17-1，雄株：02B1-7-3）を岐阜大学から取り寄せ，供試

菌株を V8JA 培地上，暗黒下，25˚C で標準菌株と約 7 日間対峙培養し，形成された造卵器および

造精器の形態を観察した．菌糸伸長は上記と同一条件で，5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 および 40℃で 3
日間培養し，コロニー直径を測定した． 
上記のV8JA培養を約 1×1cm に切り出し，これをペトリ培養液（Ca(NO3)2 0.4g, MgSO4･7H2O 

0.15g, KH2PO3 0.15g, KCl 0.06g／L）に浮かべて，暗黒下 15-25˚Cで溶液を毎日交換しながら約 3
日間培養した．遊走子形成の確認を行い，形成された遊走子のうについて大きさを測定した． 
 

2）分子系統解析 

分子系統解析にはMAFF 712262, 712264, 712265, 712267, 712268 および 712271 の 6 菌株を

供試した（表１）．供試菌株を V8JA 培地上，25˚C，暗黒下で培養し，形成された気中菌糸をかき

取り，既報の方法によりDNAの抽出を行った（Tsukiboshi et al., 2005）．得られたDNAについ

て，ITS1 および ITS4 プライマー（White et al., 1990）を用いてPCR法により 5.8S rDNAを含

む rDNA-ITS 領域を増幅し，ダイレクトシークエンス法により塩基配列を決定した．得られた塩基

配列は CLUSTAL X（Thompson et al., 1997）によりアラインメントを取り，PAUP ver. 4.0 
（Swofford, 2001）を用いて最大節約法により系統樹を作成した． 
 また，上記の方法で各菌株から PCR 増幅した産物を制限酵素 MboI および HhaI で切断し，ア

ガロース上で電気泳動し，バンドパターンを比較することでPCR-RFLP 解析を行った． 

表１．MAFF登録したキクピシウム立枯病菌
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3）接種試験 

キク品種セイローザおよび秀芳の力（（株）精興園，広島）を，クレハ園芸培土を充填した直

径 10.5cm ビニールポットに植え，25˚C 温室で約 6 週間栽培した．接種源として，MAFF 712262, 
712264, 712266, 712268 および 712271 を土壌フスマ培地（茨城県産黒ぼく土および小麦フスマ

を 1:1 で混合）で，25˚C暗黒下，7 日間培養した．培養後 1 ポット当たり 10g を接種源として地際

部の茎周辺に置き，これを水分過剰条件下に 2 日間保った後に，過剰水分を排水し，温室で 10 日

間栽培した．1 菌株当たり 5 個体を供試し，3 反復した．対照区として土壌フスマ培地のみを接種

した区を設けた．発病評価は，0: 無病徴，1: 下位葉が黄化，2: 中位葉が黄化，3: 上位葉が黄化，

4: 地上部全体が萎凋・枯死，の5 段階で行った． 
 
3. 結果  

1）形態 

供試 10 菌株の形態を観察した結果，茨城県で採集したMAFF 712262 および 712263 は，造卵

器は頂生または間生，表面平滑，球形，直径 16-25 µm，小のう状の造精器が 1-2 個側着し，雌雄

同菌糸性である．造卵器は単一，非充満，球形，直径 14-22 µm で，厚さ 0.7-2 µm の壁を有する．

頂生または間生，球形，直径 16-27 µm の膨潤菌糸がしばしば形成される．ペトリ溶液中では遊走

子のうは形成されなかった．菌糸は 5-30˚Cの温度域で生育し，最適温度は 25˚Cである．以上の形

態および温度反応はVan der Plaats-Niterink (1981)によるP. ultimum Trow var. ultimum の記載

と一致した． 
富山県で採集したMAFF 712264 および 712265 は，P. sylvaticum 雌雄標準株との対峙培養で有

性世代を形成し，造卵器は頂生または間生，表面平滑，球形，直径 19-25 µm，のう状に膨れた造

精器が 2-4 個側着し，雌雄異菌糸性，造精器柄はしばしば分岐し，造卵器のそばで二股状になる．

造卵器は単一，非充満，球形，直径 17-23 µm で，厚さ 0.5-2 µm の壁を有する．頂生または間生，

球形，直径 16-27 µm の膨潤菌糸がしばしば形成される．ペトリ溶液中では遊走子のうは形成され

なかった．菌糸は 5-30˚Cの温度域で生育し，最適温度は 30˚Cである．以上の形態および温度反応

はVan der Plaats-Niterink (1981)によるP. sylvaticum Campbell & Hendrix の記載と一致した． 
富山県で採集したMAFF 712268 および 712269 は，造卵器は頂生または間生，表面平滑，球形，

直径 17-21 µm，のう状に膨れた造精器が 1-2 個側着し，雌雄同菌糸性または異菌糸性である．造

卵器は単一，非充満，球形，直径 14-19 µm で，厚さ 0.7-2 µm の壁を有する．遊走子のうは膨れた

ひも状，15-20˚C の温度域で間接発芽し，遊走子を形成する．菌糸は 5-30˚C の温度域で生育し，

最適温度は 30˚Cである．以上の形態および温度反応はVan der Plaats-Niterink (1981)によるP. 
dissotocum Drechslerの記載と一致した． 
富山県で採集したMAFF 712270 および 712271 は，造卵器は頂生または間生，表面平滑，球形，

直径 24-32(-52) µm，やや曲がった細長い造精器が 1-2 個側着し，雌雄異菌糸性，造精器柄はしば

しば波打つ．造卵器は単一，非充満，球形，直径 20-28 µm で，厚さ 0.7-1.5 µm の壁を有する．遊

走子のうは亜球形またはレモン形，乳頭突起を持ち，15-20˚C の温度域で間接発芽し，遊走子を形
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成する．菌糸は 5-30˚Cの温度域で生育し，最適温度は 30˚Cである．以上の形態および温度反応は

Van der Plaats-Niterink (1981)によるP. oedochilum Drechslerの記載と一致した． 
富山県で採集した MAFF 712266 および 712267 は，遊走子のうは頂生，亜球形または楕円形，

乳頭突起を持ち，15-25˚C の温度域で間接発芽し，遊走子を形成する．造卵器はコムギ胚芽を添加 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．ピシウム属菌の rDNA ITS 領域の塩基配列に基づく分子系統樹 

最大節約法により作成した．OTU 名として種名あるいは農業生物資源ジーンバンクのMAFF 登録番号とDDBJ 

accession番号を示した．分岐点の数字はブートストラップ確率，最下線は遺伝距離を表す． 
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図 2．キクピシウム立枯病菌の rDNA-ITS 領域PCR産物のRFLP パターン 
制限酵素Mbo Iによる切断，レーン1: 100kbラダー，レーン2 - 4: P. helicoides，レーン5, P. oedochilum，レーン6: P. 
sylvaticum，レーン7, 8: P. dissotocum，レーン9 - 12, P. ultimum var. ultimum . 

した V8JA 培地あるいはいずれの菌株との対峙培養でも形成されなかった．菌糸は 5-35˚C の温度

域で生育し，最適温度は 30˚C であった．以上の形態および温度反応は部分的に Van der 
Plaats-Niterink (1981)によるP. helicoides Drechsler の記載と一致した． 
 

2）分子系統解析と同定 

供試した MAFF 菌株および関連するピシウム属菌の DDBJ データベースから取得した

rDNA-ITS 領域の塩基配列に基づく分子系統樹では，キクから分離した供試菌株は 5 つのグループ

に類別された（図1）．MAFF 712262はP. ultimum var. ultimumと，MAFF 712264および712265
はP. sylvaticum と，MAFF 712268 はP. dissotocum と，MAFF 712271 はP. oedochilum と同一

のグループとなり，それぞれ 100, 95, 100, 100%のブートストラップ確率で支持された．上記の分

子系統解析の結果は，形態観察の結果と一致しており，以上の形態および分子系統から MAFF 
712262および712263をP. ultimum var. ultimum，MAFF 712264および712265をP. sylvaticum，

MAFF 712268 および 712269 をP. dissotocum，MAFF 712270 および 712271 をP. oedochilum
と同定した．また，MAFF 712267 はP. helicoidesと同一の分子系統グループとなり，遊走子のう

の形態も一致したが，有性世代は形成されなかった．Kageyama et al. (2002) は，本菌種には有性

世代を形成しない無性系統があり，わが国にも存在することを報告していることから，キク由来の

MAFF 712266 および 712267 をP. helicoides無性系統と同定した． 
rDNA-ITS 領域の RFLP 解析の結果，P. sylvaticum，P. dissotocum および P. ultimum var. 

ultimum はバンドパターンにより識別できた（図 2）．すなわちMboI 切断の結果，P. sylvaticum
は 580 + 230bp，P. dissotocum は 450 + 280bp，P. ultimum var. ultimum は 430 + 380bpのバン

ドが認められた．P. helicoides および P. oedochilum は MboI 切断では識別できなかったが，

Kageyama et al. (2003)に従いHhaIで切断することにより識別できた（P. helicoides; 600 + 250bp，
P. oedochilum; 260 + 150 + 100bp）． 
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表２．ピシウム立枯病菌のキク品種に対する病原性

菌種
P. ultimum

var. ultimum P. sylvaticum P. dissotocum P. odedochilum P. helicoides

キク品種 MAFF番号 712262 712264 712268 712271 712266
セイローザ 2.8* 3.2 2.3 2.7 2.7
秀芳の力 1.5 0.2 1.0 2.0 1.6

 接種源をポット苗の地際部に置いて接種した．

* 発病基準:  0, 無病徴; 1, 下位葉が黄化; 2, 中位葉が黄化; 3, 上位葉が黄化; 4, 全体が萎凋・枯死.

3）病原性 

分離した 5 種のピシウム属菌をキク 2 品種に接種した結果，いずれの菌種でも原病徴と同じ葉の

黄化および地上部全体の萎凋・枯死が再現された（表 2）．発病度は品種セイローザで 2.3～3.2 と

高く，秀芳の力では 0.2～2.0 とやや低かった．ピシウム属菌種間では発病度の違いは明瞭ではなく，

いずれの菌種もキク品種に対して強い病原性を示した．いずれの菌種を接種した試験区でも接種し

た植物の中位から上位葉の黄化を引き起こすと共に，根量を大きく減少させた．いずれの菌種でも

定法により発病した根および地際部から接種菌が再分離された．対照区の植物は発病せず，接種菌

は分離されなかった． 
 
4. 考察 

ピシウム属菌によるキクの立枯症状については，これまで報告がなかったことから，本症状をP. 
dissotocum，P. helicoides，P. oedochilum，P. sylvaticum およびP. ultimum var. ultimum による

ピシウム立枯病として報告した（Tsukiboshi et al., 2007）．P. dissotocum はトマトの根腐病および

チューリップのピシウム葉枯病，P. oedochilum はシャクナゲ類の苗立枯病およびヤーコンの根腐

病，P. sylvaticum はオオムギの黄枯病などイネ科植物の立枯性の病害，チューリップのピシウム葉

枯病およびヤマノイモのピシウム腐敗病などの病原菌として知られる．P. ultimum var. ultimum
は，ハクサイのピシウム腐敗病およびカトレアの苗黒腐病など多種類の作物に寄生する多犯性病原

菌である．また，高温性ピシウム属菌であるP. helicoidesは最近特にバラ，イチゴ，カランコエな

どの養液栽培で多発しており，根腐病を引き起こして大きな問題となっている（Kageyama et al., 
2002）．これらのピシウム病菌はいずれも土壌中に普通に生息する菌種であり，温暖多湿な条件下

で栽培キクにも大きな被害を与えていると考えられる． 
キクにピシウム立枯病を引き起こす各菌種の採集地域を見ると，茨城県では生育最適温度が 25℃

であるP. ultimum var. ultimumだけが分離されたのに対し，香川県からは生育最適温度が30℃で，

35℃でも生育可能な P. helicoides だけが分離された．富山県では生育最適温度が 30˚C の P. 
dissotocum, P. oedochilum およびP. sylvaticum が分離された．また，鹿児島県からはP. helicoides
に加えて，同じく高温性菌であるP. aphanidermatum (Edson) Fitzpatrickも本病菌として分離さ

れている（築尾ら，2008）．このように本病を引き起こすピシウム属菌として，関東地方では中温

性菌種であるP. ultimum var. ultimum が，九州および四国地方など温暖な地域では高温性菌種で

あるP. helicoides およびP. aphanidermatum が分離されるなど，地域によってその温度条件に適

した菌種が本病を引き起こしているように見える．しかし，NIAS Genebankの Web カタログを検
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Summary 
 

Pythium species were isolated from diseased materials of cultivated chrysanthemum 
(Chrysanthemum morifolium Ramat.) that showed root and stem rot with wilt of upper-ground 
parts collected in Ibaraki and Toyama Prefectures in 2002 and Kagawa Prefecture in 2003. 
They were identified as P. ultimum var. ultimum from the materials in Ibaraki, P. dissotocum, P. 
oedochilum, P. sylvaticum in Toyama and asexual strains of P. helicoides in Kagawa based on 
their morphologies and molecular phylogenies based on rDNA-ITS sequences. The five species 
were well distinguished by PCR-RFLP analyses. All the 5 Pythium species were strongly 
pathogenic to chrysanthemums under pot conditions and reisolated from the inoculated plants. 
Ten isolates of Pythium spp. examined in this study were deposited in NIAS Genebank 
(MAFF). 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

微生物遺伝資源の調査プロフィール 

Beauveria bassiana MAFF 635036株に感染

して死亡したクリシギゾウムシ成虫（井原）

モモ樹に発生した材質腐朽菌 3 種の

子実体（1，カワラタケ； 2，アラゲカ

ワラタケ； 3，スエヒロタケ）（中村）

キクピシウム立枯病の病徴

（茨城県東海村）（月星） 

ライグラスいもち病の病徴 
（栃木県那須塩原市）（月星） 

納豆菌ファージ MAFF 270115
（永井） 

ダイズシストセンチュウが

寄生したダイズ根（相場） 




