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1. はじめに
Corynespora cassiicola（Berkeley & M. A. Curtis）C. T. Wei は �00 種 を 超 え る Corynespora 属 菌 の

基 準 種 で あ り，USDA-ARS 遺 伝 資 源 情 報 網（GRIN） の Fungal Databases (http://nt.ars-grin.gov/　
fungaldatabases/index.cfm) によると，�00 種以上の植物に寄生し，葉，茎，根等に障害を引き起こす（図 �）．

日本では �9 種の植物の病原菌として報告されている（日本植物病名データベース，http://www.gene.affrc.
go.jp/databases-micro_pl_diseases.php）．
近年，日本では作物品種の変遷，薬剤耐性菌の出現等の理由により，キュウリ褐斑病，トマト褐色輪紋病な

ど本病原菌による病害の発生が全国的に増加している（伊達ら，�00�a；伊達ら，�00�b；宮本ら，�00�；竹内ら，

�00�）．さらに，ピーマン黒枯病（Shimomoto et al., �008），サルビア斑点病（Furukawa et al., �008）など

本病原菌による新たな病害の発生も報告され，被害が様々な植物に拡大している（図 �）．

本稿では農業生物資源ジーンバンクに登録されている C. cassiicola 菌株を中心に，その取り扱い方，諸性

質，病原性および分子系統について紹介・解説したい．

図 1．Corynespora cassiicola による病害
左：ピーマン黒枯病，中：ナス黒枯病，右：シソ斑点病．
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2. 分類
Ellis（�9��）によると，C. cassiicola の形態的特徴は以下のとおりである．分生子柄は単生し，分枝せず

淡褐色から褐色で，頂部がやや膨らみ，先端の分生子離脱痕から貫生による分生子柄の再伸長が認められる．

分生子柄の基部に子座は認められない．分生子柄の大きさは ��0 ～ 8�0 × � ～ ��μmである．分生子は分生

子柄の頂端より内生出芽ポロ型に単生または鎖生し，淡褐色で倒棍棒形ないし円筒形，連鎖した分生子間には

介在細胞が認められる．分生子は両端から発芽する．大きさは �0 ～ ��0 × � ～ 8μm，偽隔壁数は � ～ �0 で

ある．表 �に示した菌株（MAFF �����9 を除く）はいずれも上記の形態的特徴を有している（図 �）．

一方で，MAFF �����9 は C. cassiicola として同定されている（佐藤・

北沢，�980）が，分生子の形態（図�）がC. cassiicolaとはやや異なること，C. 
cassiicola の生育適温は一般的には �0℃付近である（挟間，�99�；佐藤ら，

�99�）が本菌は �0℃と低いこと，PDA 培地上における菌糸伸長が一般的

な C. cassiicola よりかなり遅いこと（データ省略），および rDNA-ITS 領

域（�.8S rDNA を含む）の塩基配列を用いた系統樹（図 �）において，本

菌は C. cassiicola とは別のクレードに属したことから，C. cassiicola で

はない可能性が示唆された．

また，わが国をはじめ世界的にも植物病原性の Corynespora 属菌

はすべて C. cassiicola の同種異名菌であり，日本植物病名データベー

スに採録されている C. corchorum (T. Watanabe & Hara) Goto，C. 
polyphragmia (Syd.) M.B. Ellis，C. sesameum (Sacc.) Goto お よ び C. 
tsurudai Hara も，C. cassiicola の同種異名ではないかとの見解が示され

ている（挟間，�99�；横山，�9�8）．いずれも，標本の保存，ラテン語記

載文の有無，および現在の発生状況などについては不明であるが，今後，

C. cassiicola との関係について詳細な検討が必要である．

図 2．Corynespora cassiicola の形態
A；分生子柄，B；未熟分生子と分生子柄，C，D；分生子と介在細胞（いずれもバーは �0μm）．

図 3．MAFF 235479 の分生子
バーは �0μm．
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3. 分離
大畑（�99�）の方法に従って行えば，発病組織からの病原菌の分離は容易である．また，C. cassiicola は罹

病植物体内で菌糸を内生し，病斑上には大型の分生子と分生子柄のみを形成することから，罹病葉の裏を適当

な培地（素寒天培地等）に密着させた後，透過照明付きの実体顕微鏡下で微細針を用いて分生子を釣り上げ，

直接単胞子分離を行うことも容易である．

4. 培養
PDA 培地を用いて ��℃で培養すると，8 ～ 9 日ほどで菌糸先端が直径 9cm シャーレの側壁に達する．分生

子をPDA培地上で容易に形成する菌株が多い．ただし，形成される数が少ない，または認められない場合は，

オートミール寒天培地を用いて近紫外線（BLB）照射下で培養すると形成が認められることがある．

5. 接種
培養した菌叢に滅菌蒸留水を注ぎ，菌叢表面を筆で軽くこすって分生子を洗い出す．これをガーゼで濾過

し，分生子密度を � × �0� ～ � × �0� 個 /ml に調整する．植物体に分生子懸濁液を噴霧し，��ºC，相対湿度

�00%，�� 時間照明の接種箱内に � 日間維持したのち，通常の栽培条件で管理する．接種菌株によっては，高

湿度状態に保った �日間で発病が認められる場合もあるが，通常は接種から �日～ �日ほどで最初の病斑形成

が認められる．

6. 病原性分化
MAFF 菌株を上記の方法でピーマン，ナス，トマト，キュウリおよびシソに接種した結果を表 � に示した．

ピーマンから分離した菌株はピーマン，ナスおよびトマトに病原性を示した．ナスから分離した菌株はナスの

みに病原性を示す菌株とナス，ピーマンおよびトマトに病原性を示す菌株が認められた．トマトから分離した

菌株はトマトのみに病原性を示した．シソから分離した菌株はシソのみに病原性を示した．キュウリおよびニ

ガウリから分離した菌株はキュウリのみに病原性を示した．サルビアから分離した菌株はピーマンのみに病原

性を示した．パパイア，ダイズ，アジサイから分離した菌株はいずれの作物に対しても病原性を示さなかった

（分離源植物に対する病原性は確認済み）．挟間（�99�）はキュウリ分離菌株がトマト，ナスおよびシソに病

原性を示さなかったこと，トマト分離菌株がキュウリおよびシソには病原性を示さず，ナスには弱い病原性し

か示さなかったこと，ナス分離株がキュウリおよびシソには病原性を示さず，トマトには弱い病原性しか示さ

なかったこと，シソ分離株，アジサイ分離株およびダイズ分離株がキュウリ，ナスおよびトマトには病原性を

示さなかったことを報告しており，筆者の試験結果とほぼ一致している．

一方で，Dixson et al.（�009）はアメリカンサモア，ブラジル，マレーシアおよびアメリカ合衆国で分離し

た C. cassiicola 菌株をバジル，インゲンマメ，ササゲ，キュウリ，パパイア，ダイズ，サツマイモおよびト

マトに接種して病原性を解析し，トマト，キュウリおよびパパイアから分離された菌株の一部はトマトとキュ

図 4．Corynespora 属菌の ITS 領域（5.8S rDNA を含む）の塩基配列に基づく系統樹
最尤法により作成した．括弧内は DDBJ のアクセッション番号．
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ウリに病原性を示すと報告している．また，Onesirosan et al.（�9��）はナイジェリアと北アメリカで分離し

た菌株をトマト，パパイア，キュウリ，ダイズ，ゴマ，ナス，ワタおよびササゲに接種して病原性を解析し，

トマト分離菌株がトマトとナスに強い病原性を示すと報告していることから，世界的には様々な病原性を有す

る C. cassiicola の系統が存在していると推測される．

表 1．本マニュアルで扱った MAFF 菌株の特性

MAFF
番号

株名
分離源

植物

病原性 * ハプロ

タイプ **
分子系統

グループ ***ピーマン ナス トマト キュウリ シソ

������ ON� シソ － － － － ＋ TG A
������ S� シソ － － － － ＋ TG A
������ S� シソ － － － － ＋ TG A
�����8 SO� シソ － － － － ＋ TG A
�0�09� A-�� シソ － － － － ＋ A
������ CO� キュウリ － － － ＋ － TG A
������ CU� キュウリ － － － ＋ － TG A
������ CU� キュウリ － － － ＋ － TG A
�����8 K� キュウリ － － － ＋ － TG A
������ CC�-� キュウリ － － － ＋ － TG A
�0���� 長野� キュウリ － － － ＋ － A
���0�� CC-� キュウリ － － － ＋ － A
��0��� �0�-� ニガウリ － － － ＋ － A
��0��� �00-�� パパイア － － － － － A
�0�08� ダイズ － － － － － A
�0�088 ダイズ － － － － － A
��0�9� KHC� アジサイ － － － － － A
������ TTRC�-� トマト － － ＋ － － CA B
��0�0� Tokyo isolate サルビア ＋ － － － － B
��0�0� kanagawa isolate サルビア ＋ － － － － B
������ NRC�-� ナス － ＋ － － － CG C
�����0 N� ナス － ＋ － － － CG C
������ NK-C�� ナス － ＋ － － － CG C
������ PC�-� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
������ T� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
������ SN� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
������ FN� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
������ CN� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
�����9 T� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
�����0 T� ピーマン ＋ ＋ ＋ － － CG C
��0�0� Green pepper isolate ピーマン ＋ ＋ ＋ － － C
������ EN� ナス ＋ ＋ ＋ － － CG C
�����9 N� ナス ＋ ＋ ＋ － － CG C
��0�9� プルメリア － － － － － C
�����9 C-�� ダイズ

  * +；病原性あり，－；病原性なし .
 ** Dixson et al. （�009）に基づく分子系統グループ .
***  β-tubulin，translation elongation factor-�α，calmodulin，actin 各遺伝子の部分塩基配列を結合して作成した系統

樹のグループ .
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7. 分子系統
Dixson et al.（�009）は前述の地域で分離された C. cassiicola 菌株の ITS 領域（�.8S rDNA を含む）の塩

基配列を解析した結果，��8 番目と ��8 番目に菌株間で変異が認められ，ハプロタイプ TG，CA および CG（そ

れぞれ ��8 番目が T，C および C，ならびに，��8 番目が G，A および G）に分類されるとともに，このハプ

ロタイプと病原性との間に一定の相関があることを報告している．

そこで，表 � に示す菌株からゲノム DNA を抽出して ITS 領域の塩基配列を解析した．プライマーは ITS�
および ITS�（いずれも White et al., �990；表 �）を用いることにより，容易に目的の遺伝子領域を増幅する

ことができた．解析を行った結果，供試菌株についても上記の �つのハプロタイプに分類され，トマト分離菌

株，すなわち接種試験に用いた � 種作物のうち，トマトのみに病原性を示した菌株はハプロタイプ CA，シソ

およびキュウリ分離菌株，すなわちシソとキュウリに病原性を示した菌株はハプロタイプ TG，ピーマンおよ

びナス分離菌株，すなわちナスに病原性を示した菌株はハプロタイプ CG であった（表 �）．

　

さらに，β-tubulin，translation elongation factor -�α，calmodulin および actin 各遺伝子の部分塩基配列

を PCR で増幅し，塩基配列を解析後，� 遺伝子の配列を結合したのち系統樹を作成した．プライマーについ

ては Shimomoto et al. （�0��）および Carbone and Kohn （�999）を参照した（表 �）．その結果，供試菌株は �

つのグループ（グループ A，B，C）に分けられた．グループ A にはシソ，キュウリおよびニガウリから分離

されたすべての菌株，すなわちシソのみまたはキュウリのみに病原性を示す菌株が属した．また，パパイア，

ダイズおよびアジサイから分離された菌株も属した．グループ B にはトマトおよびサルビアから分類された

すべての菌株，すなわちトマトのみまたはピーマンのみに病原性を示す菌株が属した．グループ C にはナス

およびピーマンから分離されたすべての菌株，すなわちナスに病原性を示す菌株が属した（図 �；Shimomoto 
et al., �0��）．以上の結果から，ハウスキーピング遺伝子の塩基配列を用いた場合においても，日本産 C. 
cassiicola 菌株の病原性と分子系統の間には相関が認められた．

また，オーストラリアとスリランカのゴムノキから分離された C. cassiicola 菌株の間でササゲ，ナスおよ

びトマトに対する病原性に分化が認められ，それらの菌株を用いて RAPD 解析を行った結果，病原型に対応

した多型が認められている（Silva et al., �99�）．

表 2．プライマー情報

増幅領域 プライマー名 配列 引用文献

rDNA-ITS ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ White et al. （�990）

ITS5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ White et al. （�990）

β-tubulin tub-F1 5’-CCTCCAAACCGGTCAATG-3’ Shimomoto et al. （�0��）

tub-F2 5’-CTGGGTCAACTCGGGGAC-3’ Shimomoto et al. （�0��）

EF-1α EF1-728F 5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’ Carbone and Kohn （�999）

EF1-986R 5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’ Carbone and Kohn （�999）

calmodulin CAL-228F 5’-GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC-3’ Carbone and Kohn （�999）

CAL-737R 5’-CATCTTTCTGGCCATCATGG-3’ Carbone and Kohn （�999）

actin ACT-512F 5’-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3’ Carbone and Kohn （�999）

ACT-783R 5’-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3’ Carbone and Kohn （�999）
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図 5．Corynespora cassiicola 菌株のハウスキーピング遺伝子の塩基配列を用いた系統樹
β-tubulin，translation elongation factor-1α，calmodulin および actin 各遺伝子の部分塩基配列を結合後，近隣結

合法で作成した．括弧内に分離源植物を示した．
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