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1. 序論 
 
 作物生産における収量を低減させる要因としては，病害，害虫，雑草などの有

害生物による被害が挙げられる．これらの有害生物を防除し，安定した収量や品

質を確保するために農薬が使用されているが，農薬を使用せずに栽培した場合

は，病害虫等によってイネにおいては平均28%，リンゴやモモでは収穫物の100%
が出荷不可能になることが知られており（日本植物防疫協会），適正に農薬を使

用することは作物生産の安定化・省力化において重要である．農薬の分類は殺虫

剤，除草剤，植物調節剤などがあるが，特に植物に感染する有害微生物である糸

状菌類や細菌類を防除する化合物を殺菌剤と呼ぶ．殺菌剤として，現在 200 種

類を超える化合物が存在し，Unknown，Not classified，Multi-site activity を除き，

49 種類の作用機作が明らかとなっている（Frac code list 2018）． 
 トルプロカルブ（tolprocarb；TPC；Fig. 1A）はイネいもち病（病原菌: イネい

もち病菌 Magnaporthe grisea；Mg），イネもみ枯細菌病（病原細菌: イネもみ枯

細菌病菌 Burkholderia glumae）に防除活性を有する殺菌剤であり，2016 年 3 月

に水稲用の水面施用剤，箱粒剤として上市された．TPC は圃場においてイネい

もち病，特に穂いもちに対し高い防除効果を示すことが知られており，2007～
2015 年の圃場試験について統計学的解析としてメタアナリシスを実施し，対照

剤と比べ有意に優ること確認している（萩原 2016）．TPC を添加した寒天培地

でイネいもち病菌を培養すると菌叢の着色が阻害されることから，メラニン生

合成阻害活性を有することが推測された．さらに既存のメラニン生合成阻害剤

（ Melanin biosynthesis inhibitor – Dehydratase ； MBI-D, Melanin biosynthesis 
inhibitor – Reductase；MBI-R）と比較し，菌叢の着色阻害程度がより大きいこと

から，TPC は既知の作用点とは異なる，新規作用性である可能性が示唆された．

そこでメラニン各種中間体を用いた添加回復試験，続いて遺伝子組み換えコウ

ジカビ菌（Aspergillus oryzae）を用いた確認試験を実施し，TPC の作用点がメラ

ニン生合成経路の Polyketide synthase（Melanin biosynthesis inhibitor – Polyketide 
synthase；MBI-P）であることが明らかにされた（Hamada et al. 2014）．しかし，

Polyketide synthase における作用部位など，詳細な作用点は解明されていない． 
 イネいもち病菌はイネ細胞への貫入に際し，付着器内部にグリセロールを蓄

積させ，約 8 MPa の膨圧を生じさせることで付着器底部から侵入菌糸をイネ細

胞内に物理的に貫入させる（de Jong et al. 1997；Howard at al. 1991）．付着器のメ

ラニン化は膨圧を保持するために必須であり，TPC はイネいもち病菌のメラニ

ン生合成を阻害することで付着器のメラニン化を阻害し，それによって付着器

からの侵入を阻害する（安楽城ら 2015）．本作用は透過型電子顕微鏡を用いた観

察からも示唆されており，TPC 0.3 ppm を添加した条件下で形成させた付着器は
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細胞壁におけるメラニンの蓄積がほとんど観察されなかった（鈴木，萩原 2016）．
さらに，TPC 1 ppm 添加条件でオートミール寒天平板培地上に形成された分生子

の離脱・飛散を阻害することが明らかにされており，TPC 3 ppm 存在下では，メ

ラニンの蓄積が阻害された白色分生子が形成される（安楽城ら 2015）．この白色

分生子は自然光下での生存力が低いことが示されており，イネいもち病菌の二

次感染能を低下させる一因となっている（萩原ら 2016）． 
 このように，TPC のメラニン生合成阻害活性によるイネいもち病菌防除効果

は，in vitro，in vivo の各種試験を通じて明らかにされてきたが，イネもみ枯細菌

病菌は侵入に際しメラニンが必須ではなく，本細菌に対し TPC は抗菌活性を示

さないことから，本病害に対する防除効果は，メラニン生合成阻害活性では説明

できなかった．そこで，本病害に対する作用機作の仮説として，TPC が宿主に対

する抵抗性誘導活性を有することが考えられた． 
 植物の寄生生物に対する抵抗性，特に全身獲得抵抗性（Systemic Acquired 
Resistance；SAR）は幅広い病害虫に対し効果を示す全身的な抵抗性であり

（Horvath and Chua 1994），サリチル酸（SA）が SAR 誘導のシグナル物質である

ことが知られている（Malamy et al. 1990；Mertraux et al. 1990）．SA シグナル伝達

系においては，NPR1 および WRKY45 といったタンパク質が各種の防御関連遺

伝子（PR（Pathogenesis Related）遺伝子，例；PR-1，PR-2，PR-5，PBZ1，および

ファイトアレキシン生合成経路の遺伝子群，等）の発現を調節していることが明

らかになっている（Lattanzio et al. 2006；Van Loon and Van Strien 1999）．一方，ジ

ャスモン酸（JA）も，抵抗性誘導の情報伝達経路の一つである JA シグナル伝達

系のシグナル物質であり，PDF1.2 や VSP1 といった抵抗性関連遺伝子の発現を

制御していることが知られており（Tamaoki et al. 2013），JA シグナル伝達系によ

って誘導される抵抗性関連タンパク質は病原糸状菌や草食昆虫などに対する防

御応答に関与していることが示されている（Stintzi et al. 2001；Vijayan et al. 1998；
Wang and Wu 2013）．SA および JA の各シグナル伝達系は，完全に独立しておら

ず，相互に影響しあうことが知られており，抵抗性関連遺伝子は両方のシグナル

伝達系の制御を受けることが知られている．例えば，一般的な抵抗性誘導活性の

マーカーであるイネの PR-1b は SA のみならず JA 処理でも誘導されることが示

されている（Agrawel et al. 2000）． 
 プロベナゾール（probenazole；PBZ；Fig. 1C）をはじめとする抵抗性誘導剤の

作用機作研究は，モデル植物であるシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）や実

際の農業場面での適用作物であるイネ（Oryza sativa）を利用して研究が進めら

れた（Yoshioka et al. 2001；Lin et al. 2008）．シロイヌナズナに PBZ を処理すると

PR-1，PR-2，PR-5 といった PR 遺伝子の発現が亢進することが知られており，

Pseudomonas syringae pv. tomato DC 3000 および Peronospora parasitica Emco5 に
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対し防除効果を示すことが明らかになっている（Yoshioka et al. 2001）．また各種

変異株（NahG，npr1-1，coi1-1，etr1-1 等）を用いた解析から，PBZ の作用点は

SA シグナル伝達経路の SA より上流にあることが示唆された．一方，イネにお

いては PBZ 処理で PAL，LOX，POX 等の抵抗性関連遺伝子の発現を誘導するこ

と（Midoh and Iwata 1997），イネ白葉枯病（病原菌: イネ白葉枯病菌 Xanthomonas 
oryze pv. oryzae；Xoo）に対し防除効果を示すことが示されている（Lin et al. 2008）．
一方，メラニン生合成経路の還元酵素（Reductase）を阻害する MBI-D 剤である

カルプロパミド（carpropamid；CAR；Fig. 1B）はイネいもち病菌のメラニン生合

成を阻害するが（Kurahashi et al. 1998；Motoyama et al. 1998；Tsuji et al. 1997），
一方でイネに対しファイトアレキシン類の蓄積を誘導することが示されている

（Araki and Kurahashi 1999；Thieron et al. 1998）．しかし，抵抗性関連遺伝子の挙

動については明らかにされておらず，それによって防除効果を示すことは報告

されていなかった． 
 細菌によって引き起こされる病害は，その防除方法の選択肢が糸状菌による

病害などに比べ限られていることから，世界各地において作物生産上の課題で

ある．いくつかの抗生物質系の化合物（ストレプトマイシン；streptomycin；Fig. 
1E，オキシテトラサイクリン；oxytetracycline 等）が作物の細菌病に対し防除効

果を示すことが知られているが，薬剤耐性細菌の発達が問題となっている．一方，

抵抗性誘導剤も細菌病に対し防除効果を示し，例えば，アシベンゾラル S メチ

ル（acibenzolar-S-methyl；ASM；Fig. 1D）や PBZ などの抵抗性誘導剤は細菌病に

対する防除効果および PR 遺伝子の誘導活性が報告されているが，薬剤耐性菌の

発達リスクは低いと考えられている（Hong et al. 2011；Iwai et al. 2007；Midoh and 
Iwata 1997；Soylu et al. 2003；Takeshita et al. 2013；Yoshioka et al. 2001）．さらに

化学農薬のみでなく，天然物や微生物そのものにも抵抗性誘導活性を示すもの

が知られており，例えば，希少糖や Pseudomonas syringae が挙げられる（Cameron 
et al. 1994；Kano et al. 2010）．加えて，化学農薬の中には抵抗性誘導活性以外に

別の作用機作によって病害防除効果を示すものも知られており，バリダマイシ

ン A（validamycin A）は Rhizoctonia solani のトレハラーゼ活性を阻害するが

（Shigemoto et al. 1989），トマトに対し PR 遺伝子の発現を誘導し，トマト萎凋

病（病原菌: トマト萎凋病菌；Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici）に対し防除効

果を示すことが知られている（Ishikawa et al. 2005）． 
本研究においては TPC の抵抗性誘導活性を明らかにし，各種細菌病害に対し

実用的な防除効果を示すかを検証することを目的とした． 
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Fig. 1 供試化合物の構造． 

各化合物の一般名を以下に示す．A, tolprocarb；B, carpropamid；C, probenazole；D, acibenzolar-

S-methyl；E, streptomycin 

  



7 
 

2. シロイヌナズナにおけるトルプロカルブによる抵抗性誘導 
 
 
2.1 緒言 
 
抵抗性誘導活性を観察するにあたっては，PR 遺伝子の誘導活性を観察するこ

とが一般的であるが，そのためには植物体をすりつぶし mRNA を抽出したのち，

逆転写 PCR（RT-PCR）を行う必要があるため，操作が煩雑であることに加え，

エンドポイントでの観察であることが課題であった．そこで，平塚らの研究グル

ープは，シロイヌナズナに各種抵抗性関連遺伝子のプロモーターとホタルルシ

フェラーゼ（Fluc）遺伝子をレポーターとして組み込む試験系を開発し，ルシフ

ェリンの発光強度を観察することで，ハイスループットかつ経時的な抵抗性関

連遺伝子の発現活性を観察できるようになった．2004 年に Ono らによって SA
によって発現が制御される典型的な遺伝子であるタバコ PR-1a 導入シロイヌナ

ズナ（PR-1a::Fluc）が開発された（Ono et al. 2004；Ono et al. 2011）．さらに 2006
年に Tanaka らは病原菌の感染によって誘導され，バクテリア等に対する抵抗性

を活性化される機能を持つ Arabidopsis Mitogen-activated protein kinase 3 (MPK3) 
遺伝子に Fluc を組み込んだ組み換えシロイヌナズナ（MPK3::Fluc）が（Tanaka et 
al. 2006），2012年にKusamaらによって JAによって発現が制御されるArabidopsis 
vegetative storage protein 1（VSP1）の下流に Fluc 遺伝子を導入したシロイヌナズ

ナ（VSP1::Fluc）が報告された（Kusama et al. 2012）． 
そこで，本項では PR-1a::Fluc および VSP1::Fluc を用い，PBZ および CAR を

指標に，TPC によるシロイヌナズナにおける抵抗性関連遺伝子の発現誘導活性

を明らかにした．さらに，それによる細菌病に対する防除効果を明らかにするこ

とを目的とした． 
 
 

2.2 材料および方法 
 
化合物 
 TPC は三井化学アグロ（株）によって製造された農薬原体を使用した．PBZ お

よび CAR は富士フィルム和光純薬株式会社から購入した．化合物はジメチルス

ルフォキシド（DMSO）に溶解し，DMSO 溶液は水に DMSO の最終濃度が 1 %
となるように添加した． 
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試験 1. 遺伝子組換えシロイヌナズナにおける TPC の VSP1 誘導活性 
 96 穴プレートに VSP1::Fluc シロイヌナズナを播種し，発芽後に TPC を処理

した．TPC はシロイヌナズナ種子がすべて化合物に触れるように，各ウェルの

種子浸漬水中に添加した．処理濃度は 0.3，1，10，40，100 ppm（0.9，2.9，29，
116，289 µM）であり，各処理区 1 区 1 個体，8 反復で試験を行った．薬剤処理

後，0，3，9，12，24，48，72，96，120 時間後にシロイヌナズナの発光を測定し

た（発光量）．試験期間中，シロイヌナズナ幼苗は 25 ℃常時補光下で育苗管理し

た．0 時間後の発光量を 1 として各処理区の相対値（発光強度；relative activity）
を算出した．また，発光強度から標準誤差を算出した．発光量の計測には光子計

数法（Photon counting method）を用いた．統計処理は，無処理区（DMSO 処理区）

と各化合物処理区との発光強度を Tukey’s test を用いて比較した． 
 
 
試験 2. 遺伝子組換えシロイヌナズナにおける TPC の PR-1a 誘導活性-I 
 96 穴プレートに PR-1a::Fluc シロイヌナズナを播種し，発芽後に各化合物を

処理した．化合物はシロイヌナズナ種子がすべて化合物に触れるように，各ウェ

ルの種子浸漬水中に添加した．処理濃度は 0.3，1，10，40，100 ppm（TPC，0.9，
2.9，29，116，289 µM；CAR，0.9，3，30，120，299 µM；PBZ，1.3，4.5，45，
179，448 µM）であり，各処理区 1 区 1 個体，6 反復で試験を行った．薬剤処理

後，0，24，48，72，96，120，144，168，192，216，240 時間後にシロイヌナズ

ナの発光を測定した（発光量）．試験期間中，シロイヌナズナ幼苗は 25 ℃常時補

光下で育苗管理した．0 時間後の発光量を 1 として各処理区の相対値（発光強

度；relative activity）を算出した．また，発光強度から標準誤差を算出した．発光

量の計測には光子計数法（Photon counting method）を用いた．統計処理は，無処

理区（DMSO 処理区）と各化合物処理区との発光強度を Tukey’s test を用いて比

較した． 
 
 
試験 3. 遺伝子組換えシロイヌナズナにおける TPC の PR-1a 誘導活性-II 
 96 穴プレートに PR-1a::Fluc シロイヌナズナを播種し，発芽後に各化合物を

処理した．化合物はシロイヌナズナ種子がすべて化合物に触れるように，各ウェ

ルの浸漬水中に添加した．処理濃度は 30 µM であり，各処理区 1 区 1 個体，6 反

復で試験を行った．薬剤処理後，0，24，48，72，96，120，144，168，192，216，
240 時間後にシロイヌナズナの発光を測定した（発光量）．試験期間中，シロイ

ヌナズナ幼苗は 25℃常時補光下で育苗管理した．0 時間後の発光量を 1 として

各処理区の相対値（発光強度；relative activity）を算出した．また，発光強度から
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標準誤差を算出した．発光量の計測には光子計数法（Photon counting method）を

用いた．統計処理は，無処理区（DMSO 処理区）と各化合物処理区との発光強度

を Tukey’s test を用いて比較した． 
 
 
試験 4. 遺伝子組換えシロイヌナズナ本葉を用いた TPC の PR-1a 誘導活性 
 MS 培地に PR-1a::Fluc シロイヌナズナを播種し，約 3 週齢の個体を 0.2 mM ル

シフェリン溶液 0.7ml と共に 12 穴プレートに移植した．移植 48 時間後に化合物

をルシフェリン溶液中に潅注し，シロイヌナズナ根から吸収させた．化合物の処

理濃度は 30 µM であり，各処理区 1 区 1 個体，3 反復で実施した．薬剤処理後，

0，96，120 時間後にシロイヌナズナの発光を測定した（発光量）．0 時間後の発

光量を 1 として各処理区の相対値（発光強度；relative activity）を算出した．ま

た，発光強度から標準誤差を算出した．発光量の計測には光子計数法（Photon 
counting method）を用いた．統計処理は，無処理区（DMSO 処理区）と各化合物

処理区との発光強度を Tukey’s test を用いて比較した． 
 
 
試験 5. TPC による Pseudomonas syringae pv. maculicola の増殖抑制効果 
 1/2 MS 培地に PR-1a::Fluc シロイヌナズナを播種し，22 ℃，16 時間明条件で

培養した．本葉が展開した 11 日齢の個体を 5 ml の水とともに 6 穴プレートに移

植した．移植 24 日後に 0.2 mM ルシフェリン溶液 0.3 ml/ウェルの割合で添加し

た．化合物はその 2 日後（移植 26 日後）に TPC 200 μM および PBZ 200 µM を

株元に潅注し，根から吸収させた．薬剤処理 10 日後に，1×105 CFU/ml に調整し

た Pseudomonas syringae pv. maculicola (MAFF:730010) (Psm) を常法によりニード

ルレスシリンジを用いて各株 3 葉にインフィルトレーション接種した．発病調

査は接種 3 日後に接種葉を切り取り，個体（葉 3 枚）ごとに QIAGEN DNeasy を

用いて DNA を抽出した．抽出した DNA 25 ng を鋳型として Brilliant II SYBER 
Green QPCR Master Mix を用いて，Agilent Technologies Mx3000P にて qPCR を行

った．Ross らの方法に則り，プライマーはそれぞれ NC_004578.1 (Psm) ，
At4g26410 (シロイヌナズナ) を用いた（Ross et al. 2016）．Psm の DNA のコピー

数をシロイヌナズナの DNA のコピー数で補正し，Psm の植物体中密度を算出し

た．統計処理は，無処理区（DMSO 処理区）と各化合物処理区との Psm の密度

を Tukey’s test を用いて比較した．さらに，化合物処理から 24 時間おきにシロイ

ヌナズナの発光を光子計数法（Photon counting method）を用いて測定した．薬剤

処理直前（Before treatment；BT）の発光量を 1 として各処理区の相対値（発光強

度；relative activity）を算出した．統計処理は，無処理区（DMSO 処理区）と各
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化合物処理区との発光強度を Tukey’s test を用いて比較した． 
 
 
2.3 結果および考察 
 
 
試験 1. 遺伝子組換えシロイヌナズナにおける TPC の VSP1 誘導活性 
 発芽直後のシロイヌナズナ幼苗に TPC を処理し，薬剤処理後，0，3，9，12，
24，48，72，96，120 時間後にシロイヌナズナの発光を測定した．その結果を Fig. 
2 に示した．すべての試験区において TPC と無処理区の発光強度に差は無かっ

た．本結果から，TPC は VSP1 誘導活性を示さないと推察された． 
 
 
 

 
Fig. 2 遺伝子組換えシロイヌナズナおける TPC 処理による VSP1 プロモーター誘導活性． 

縦軸は relative activity（各調査時間における発光強度 / ゼロ時間における発光強度）を示す．

エラーバーは標準偏差を示す．シロイヌナズナ種子を液体培地中に浸漬して発芽させ，発芽

直後に TPC を液体培地中に添加した．TPC 処理 0，24，48，72，96，120 時間後に発光強度

を測定し，relative activity を算出した．発光強度は photon counting method を用いて測定し

た．8 反復を平均し標準偏差を算出した．統計解析は Tukey's test を用い DMSO 処理区と

TPC 処理区とを比較した．DMSO，dimethyl sulfoxide；TPC，tolprocarb 
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試験 2. 遺伝子組換えシロイヌナズナにおける TPC の PR-1a 誘導活性-I 
 発芽直後のシロイヌナズナ幼苗に TPC または CAR を処理し，薬剤処理 0，24，
48，72，96，120，144，168，192，216，240，264 時間後にシロイヌナズナの発

光を測定した．その結果を Fig. 3A，B，C に示した．対照の PBZ 30 μM では薬

剤処理 72 時間後から PR-1a 誘導活性が観察された（Fig. 3A，B，C）．TPC では，

72 - 120 時間後から PR-1a 誘導活性が観察されたが，処理濃度間で容量反応性は

見られなかった（Fig. 3A）．一方，CAR においては 100 pm（299 µM）処理区に

おいて 216 時間後から PR-1a 発現誘導活性が見られたが，その程度は低かった

（Fig. 3B）．本結果より TPC は 0.3 - 100 ppm（0.9 - 289 µM）という広い範囲で

PR-1a プロモーターの発現を誘導し，その程度は PBZ と同程度であったが，濃

度間の容量反応性が見られず，至適濃度は得られなかった．一方，CAR は PR-
1a プロモーターの発現誘導活性が弱いと推測され，初めの立ち上がりまでの時

間も遅かった． 
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Fig. 3 遺伝子組換えシロイヌナズナおける薬剤処理による PR-1a プロモーター誘導活性． 

縦軸は relative activity（各調査時間における発光強度 / ゼロ時間における発光強度）を示す．

エラーバーは標準偏差を示す. シロイヌナズナ種子を液体培地中に浸漬して発芽させ，発芽

直後に各薬剤を液体培地中に添加した．薬剤処理 0，24，48，72，96，120，144，168，192，

216，240，264 時間後に発光強度を測定し，relative activity を算出した．発光強度は photon 

counting method を用いて測定した．6 反復を平均し標準偏差を算出した．A，TPC 処理によ

る PR-1a レポーター誘導活性．B，CAR 処理による PR-1a レポーター誘導活性．C，TPC ま

たは CAR 1 ppm 処理による PR-1a レポーター誘導活性．*は Tukey's test において有意水準

p < 0.05 である DMSO 処理区と PBZ 処理区の組み合わせを示す，#は Tukey's test において

有意水準 p < 0.05 である DMSO 処理区と TPC 処理区の組み合わせを示す．DMSO，dimethyl 

sulfoxide；TPC，tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole 
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試験 3. 遺伝子組換えシロイヌナズナにおける TPC の PR-1a 誘導活性-II 
 発芽直後のシロイヌナズナ幼苗に 30 µM の TPC または CAR を処理し，薬剤

処理後，0，24，48，72，96，120，144，168，192，216，240 時間後にシロイヌ

ナズナの発光を測定した．その結果を Fig. 4A に示した．対照の PBZ 30 µM は

144 時間後から PR-1a の発現誘導活性が観察されたのに対し，TPC 30 μM では

96 時間後から PR-1a の発現誘導活性が観察された．一方，CAR 30 µM では 192
時間後から PR-1a の発現誘導活性が観察されたが，その程度は低かった．本結

果から，試験 2 の結果と TPC が PR-1a の発現誘導活性を示し，その程度は PBZ
と同程度であることが示された．一方，CAR は試験 2 と同様，PR-1a プロモー

ターの発現が弱く，初めの立ち上がりまでの時間も遅かった． 
 
 
試験 4. 遺伝子組換えシロイヌナズナ本葉を用いた TPC の PR-1a 誘導活性 
 約 3 週齢の本葉展開期シロイヌナズナの根圏に 30 µM の TPC または CAR を

処理し，96，120 時間後の本葉での発光を測定した．その結果を Fig. 4B に示し

た．対照の PBZ 30 µM は 96 および 120 時間後に PR-1a の発現誘導活性が観察

された．また，TPC 30 µM でも，PBZ と同様に 96 および 120 時間後に PR-1a の

発現誘導活性が観察された．一方，CAR 30 µM は無処理と発現量が変わらず，

PR-1a 発現誘導活性が観察されなかった．本結果から，TPC の PR-1a 発現誘導活

性は幼植物体のみならず，本葉においても観察できることが示された．さらに，

直接作用部位に化合物を接触させずとも，潅注処理で根から吸わせることで発

現誘導活性を示した．一方，CAR は本葉で明確な PR-1a 発現誘導活性を示さず，

幼植物体の試験結果と一致した．このことから CAR の PR-1a 発現誘導活性は

TPC と比較して弱いと推測された． 
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Fig. 4 組み換えシロイヌナズナ幼苗または本葉における薬剤処理による PR-1a プロモータ

ー誘導活性． 

縦軸は relative activity（各調査時間における発光強度 / ゼロ時間における発光強度）を示す．

エラーバーは標準偏差を示す．発光強度は photon counting method によって測定した．A，組

み換えシロイヌナズナ幼苗における薬剤処理による PR-1a プロモーター誘導活性．シロイ

ヌナズナ種子を液体培地中に浸漬して発芽させ，発芽直後に各薬剤を液体培地中に添加し

た. 薬剤処理 0，24，48，72，96，120，144，168，192，216，240 時間後に発光強度を測定

し relative activity を算出した．6 反復を平均し標準偏差を算出した．B，3 週齢シロイヌナズ

ナ本葉における薬剤処理による PR-1a プロモーター誘導活性．各化合物はシロイヌナズナ

根圏である寒天培地中に滴下した．薬剤処理 96 または 120 時間後に発光強度を測定し

relatibe activity を算出した．*および**は Tukey's test において DMSO 処理区との比較で有意

水準 p < 0.05 または p < 0.01 である組み合わせを示す．DMSO，dimethyl sulfoxide；TPC，

tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole 
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Fig. 5 トルプロカルブのシロイヌナズナ黒斑細菌病（Psm）に対する効果． 

化合物（TPC 200 µM，PBZ 200 µM）は接種 9 日前に寒天培地中に滴下処理し，防除効果は

接種 3 日後に調査した．A，TPC による Psm の増殖抑制効果. シロイヌナズナ葉中の Psm 

密度は qRT-PCR によって測定した．Psm DNA（NC_004578.1）コピー数をシロイヌナズナ 

DNA（At4g26410）のコピー数で補正することで Psm 密度（-ΔCt）を算出した．1 個体 3 葉

をまとめて 1 反復とし，3 反復を平均して標準誤差を算出した．エラーバーは標準誤差を示

す．*は Tukey's test において DMSO 処理区との比較で有意水準 p < 0.05 である組み合わせ

を示す．B，Psm 接種前後のシロイヌナズナ葉における PR-1a プロモーター誘導活性．発光

強度は photon counting method によって測定した．薬剤処理 0，24，48，72，96，120，144，

168，192，216，240，264，288，312 時間後に発光強度を測定し relative activity を算出した．

Psm は薬剤処理 240 時間後に接種した．3 反復を平均し標準誤差を算出した．エラーバーは

標準誤差を示す．縦軸は relative activity（各調査時間における発光強度 / ゼロ時間における

発光強度）を示す．*は Tukey's test において有意水準 p < 0.05 である DMSO 処理区と PBZ

処理区の組み合わせを示す，#は Tukey's test において有意水準 p < 0.05 である DMSO 処理

区と TPC 処理区の組み合わせを示す．C，シロイヌナズナ葉における Psm による病斑. 3 個

体における各 3 葉の接種葉をそれぞれ示す. DMSO，dimethyl sulfoxide；TPC，tolprocarb；

PBZ，probenazole；Psm，Pseudomonas syringae pv. maculicola；BT，before treatment 
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試験 5. TPC による Pseudomonas syringae pv. maculicola の増殖抑制効果 
 組み換えシロイヌナズナを 6 穴プレートに移植し，移植 26 日後に TPC 200 μM
および PBZ 200 µM を株元に潅注し，薬剤処理 10 日後に Psm を接種した．接種

3 日後に接種葉から DNA を抽出し，植物体中の Psm 増殖量を算出した．また，

試験期間中，薬剤処理から 24 時間おきに発光を測定し，PR-1a 発現誘導活性を

評価した．その結果を Fig. 5A，B に，発病したシロイヌナズナ本葉の様子を Fig. 
5C に示した．PR-1a プロモーターの発現については，PBZ では薬剤処理 48 時間

後から，TPC 処理では 72 時間後から緩やかに発現が観察された（Fig. 5B）．Psm
の増殖阻害効果については，Psm の DNA コピー数（NC_004578.1）をシロイヌ

ナズナの DNA コピー数（At4g26410）で補正し，Psm の増殖量を算出した結果，

TPC 200 µM，PBZ 200 µM ともに Psm の増殖を阻害した（Fig. 5A）．本結果から，

TPC は PR-1a プロモーターが発現する条件で Psm に対し防除効果を示すことが

確認できた．しかし，Fig. 5B に示された PR-1a プロモーターの発現量は大きく

なく，対照の PBZ では 48，72 時間後に無処理との比較で有意差（p < 0.05）が

認められたが，TPC では処理 0 時間後に検出されたほかは有意差（p < 0.05）が

認められなかった．しかし，平均値では無処理との間に差があり，PR-1a を誘導

する SA シグナル伝達系は亢進していることが推測された．本試験においては

PR-1a プロモーターのみの発現誘導活性を確認したが，複数の SA 系 PR 遺伝子

が活性化した結果，総合的に Psm に防除活性を示したと推測された． 
 
 
2.4 結論 
 
本項では，TPC のシロイヌナズナに対する抵抗性誘導活性を評価した．TPC は

VSP1 を誘導せず，JA シグナル伝達系を更新しないと推察されたが，TPC はシロ

イヌナズナ幼苗および本葉展開期の植物体において，浸漬処理，潅注処理の両方

で SA シグナル伝達系に作用していることが示された．さらに，に対し PBZ と

同等程度の防除効果を示した．本作用は，SA シグナル伝達系を昂進した結果，

Psm に対し防除効果を示したと推察された． 
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3. イネにおけるトルプロカルブによる抵抗性誘導 
 
 
3.1 緒言 
 
 TPC はイネいもち病防除剤として開発され，TPC を唯一の殺菌成分として含

有する製剤は，イネいもち病（病原菌：Magnaporthe grisea；Mg）およびイネも

み枯細菌病（病原細菌：Burkholderia glumae）に農薬登録を有する．また，TPC
はメラニン生合成経路における polyketide synthase を阻害することが示されてい

る（Hamada et al. 2014）が，植物体への侵入にメラニンを必要としないイネもみ

枯細菌病菌に対する防除効果は説明できていなかった．2 章において，シロイヌ

ナズナを用いた評価系において TPC がシロイヌナズナに対し抵抗性誘導能を有

することが示されたが，イネにおける抵抗性誘導活性は明らかにされていなか

った．イネにおいては，すでに PBZ やイソチアニル（isotianil）やチアジニル

（tiadinil）といった抵抗性誘導剤が開発され，使用されている．なかでも PBZ は

1974 年に農薬登録され，最初に開発されたこともあり，抵抗性誘導の作用が長

年研究されてきた．抵抗性関連遺伝子の発現活性は，2000 年代前後に RT-PCR や

RNA ゲルブロッティングを利用した半定量的な手法で行われ（Midoh and Iwata 
1997；Yoshioka et al. 2001），PR タンパク質の発現活性は SDS-page を利用して研

究された（Lin et al. 2008）．また，最近では定量的な遺伝発現の解析には qRT-PCR
が利用され，多数の遺伝子や Gene Ontology（GO）の解析にはマイクロアレイを

用いた手法が利用されている（Kano et al. 2010；Shimono et al. 2003）．また，マ

イクロアレイと同様に多数の遺伝子の発現を同時に評価できる手法として

CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) がある（Kadzius et al. 2006）．本手法はマ

イクロアレイと同様，The Rice Annotation Project （RAP）database 等の既知の遺

伝情報を利用して多数の遺伝子発現を解析できる手法であるが，イネマイクロ

アレイが RAP database 上に存在する約 42,000 個の遺伝子情報を解析するのに対

し，CAGE ではショットガン型シーケンサーを利用してすべての cDNA の塩基

配列を解析できるため，RAP database に存在しない遺伝子もリスト化できるとい

ったメリットがある．しかし，今まで CAGE の利用は主にヒトゲノムを対象に

実施されており，イネでの実施事例はなかった．そこで，本項では，qRT-PCR お

よびCAGEを利用して，TPCのイネにおける遺伝子発現プロファイルを解析し，

抵抗性誘導によってイネ白葉枯病（病原菌：Xanthomonas oryzae pv. oryzae；Xoo）
および Mg に防除効果を示すかを検証した． 
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3.2 材料および方法 
 
化合物 
 TPC は三井化学アグロ（株）によって製造された農薬原体を使用した．PBZ，
CAR および 1,8-Dihydroxynaphthalene（DHN）は富士フィルム和光純薬株式会社

から購入した．抵抗性関連遺伝子の発現解析試験においては，DMSO 由来の薬

害を回避するため，化合物はアセトンに 25 g/L の割合で溶解し，培地中に 30 μM
または 200 μM になるように希釈して用いた．防除効果試験においては，化合物

は DMSO に 25 g/L の割合で溶解し，DMSO 溶液は水にそれぞれ所定の濃度とな

るように希釈した． 
 
 
試験 1. TPC 処理による抵抗性関連遺伝子の発現解析 
 qRT-PCR によって，イネ（品種：日本晴）の抵抗性関連遺伝の発現を解析し

た．イネは Kimura B 培地（Sato et al. 1996）による水耕栽培で，グロースチャン

バー内（明期 16 時間 26℃，暗期 8 時間 22℃）で 3 葉期まで育苗した．TPC，
CAR は 30 μM，PBZ は 30 または 100 μM になるように，アセトン溶液を Kimura 
B 培地中に添加し，根からイネ中に吸収させた．化合物処理 24 または 72 時間後

に，1 反復当たり 6 本，6 反復のイネから第 3 葉を切り取り，RNeasy Plant Mini 
Kit（Qiagen，Hilden，Germany）を用いて total RNA を抽出した．total RNA から

PrimeScript RT reagent Kit（Takara bio，Shiga，Japan）を用いて cDNA を合成し，

TB Green Premix Ex Taq II（Takara bio，Shiga，Japan）を用いて qRT-PCR を実施

した（LightCycler 480 (Roche，Basel，Switzerland)）．試験に使用した抵抗性関連

遺伝子は以下の通りであり，詳細を Table 1 に示した．PBZ1 （AK071613），PR1b 
（AK107926），POX22.3 （AK073202），β-1,3-Glucanase （AK104862），Chitinase 
1 （ AK059767 ）， KSL7 （ AK068310 ）， CYP99A2 （ AK071546 ）， RBBI2-3 
（AK064050），RCI-1 （AK072241），and NOMT （AB692949）.  
 これらの遺伝子発現は，Actin （AK06893） の遺伝子発現を用いて標準化した

（Table 1）．qRT-PCR に用いたプライマーセットは，既報のものを利用した（Cho 
et al. 2004；Hasegawa et al. 2014；Kano et al. 2010；Miyamoto et al. 2014）．データ

解析にあたっては，6 反復の dCt 値から平均，標準誤差を算出し，無処理と各処

理区を，それぞれ Tukey’s test で比較した．また，dCt 値から相対発現量（-ddCt）
を算出した． 
 qRT-PCR の試験で抽出した total RNA を利用し，CAGE 解析を実施した．抽出

した total RNA を各区から等量混合し 1 サンプルとし，CAGE に供試した．解析

は株式会社ダナフォームにおいて実施した．得られた遺伝子の発現情報から



19 
 

RAP-ID の判明している遺伝子を抽出し，各遺伝子の発現量を解析した．さらに，

これらの遺伝子群について PANTHER Classification System を用いて Gene 
onthology (GO) 解析を実施した．得られた GO 情報から fold Enrichment > 50 の

GO について，TPC または PBZ 処理によって無処理との比較で発現量が 2 倍以

上，または 0.5 倍以下のものをリスト化した． 
 
 
試験 2. TPC 処理によるイネ白葉枯病に対する防除効果 
 TPC のイネ白葉枯病に対する防除効果を確認するため，イネ（品種：日本晴）

を用いたポット試験を実施した．イネ（は，φ45 mm プラスチックポットに滅菌

土（三井化学アグロ（株）アグロリサーチセンター産；茨城県稲敷市）を詰め，

温室内で 5 葉期まで育苗した．化合物は 25 g/L の割合で DMSO に溶解し，最終

濃度が 30 μM になるように水で希釈したのち，ポット当たり 2000 μl をポット中

の土壌に潅注した．化合物処理後，イネは温室内で育苗し，処理 10 日後に Xoo
（MAFF 210749）の細菌懸濁液を剪葉接種した．細菌懸濁液は以下の要領で調製

した；LB 培地で培養した Xoo（MAFF 210749）のコロニーを水で回収し，OD595

の吸光度を指標に 1 X 105 CFU/ml に調整した．接種は各イネの第 5 葉に対して

行い，接種後のイネはグロースチャンバー内（明期 16 時間 25℃，暗期 8 時間

20℃）で管理し発病させた．発病調査は，各葉身の病斑長を測定した．各処理区

について，16 葉の病斑長を測定し，平均及び標準誤差を算出した．統計解析は

Tukey’s test を用い，無処理と各処理区を比較した． 
 
 
試験 3. TPC および DHN 処理によるイネいもち病に対する侵入阻害活性 
 TPC のメラニン中間体（DHN）添加条件でのイネいもち病菌（Mg）に対する

防除効果を確認するため，イネ葉鞘及び Surface-cross-linked media（SCL 培地）

での付着からの侵入を観察した．Mg はオートミール寒天培地上で 10 日間，Black 
light Blue（BLB）ランプ下，25 ℃で培養し，分生子を形成させた．分生子をイオ

ン交換水で回収し，5×104 個/ml に調整し，分生子懸濁液を作成した． 
イネ葉鞘での試験においては，温室内，1/5000 a ワグネルポットで約 1 か月間

4 葉期のイネ苗を生育させ，分げつ盛期まで生育させた．このイネの主茎から上

位 2 葉目の葉鞘を切り取り，葉鞘内に分生子懸濁液を充てんさせ接種した．接

種後，48 時間 25 ℃暗黒下に置き，Mg を感染させた．その後，観察のため切片

を作成し，光学顕微鏡下で付着器のメラニン化の有無および付着器からの侵入

の有無を調査した． 
SCL 培地は，Tanaka（2015）の方法に則って作成した．すなわち，滅菌蒸留水
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300 ml にカルボキシメチルセルロースナトリウム（Na-CMC；ナカライテスク

（株））6 g を段階的に加え，加熱しながら溶解させて 2% Na-CMC 溶液を作成し

た．これに Agar 1.5 g を加え，電子レンジで溶解させたのち，ムラシゲ・スクー

グ培地用混合塩類（富士フィルム和光純薬（株））を 1.38 g 加えて溶解させ，φ9 
cm シャーレ当たり 10 ml を分注した．常温で冷却し固化させた培地に，FeCl3・
6 水和物（ナカライテスク（株））4.05 g を滅菌蒸留水 150 ml に希釈して作成し

た 0.1 M FeCl3 水溶液を 5 ml 添加し，10 分間緩やかに振盪させた．その後，上澄

液を廃棄し，滅菌蒸留水で 2 回洗浄し，風乾後 4℃で保存した．本方法で作製し

た SCL 培地に，上記の Mg 分生子懸濁液を 10 μl 滴下し，48 時間 25 ℃暗黒下で

培養後，光学顕微鏡下で付着器のメラニン化の有無および付着器からの侵入の

有無を調査した． 
 
 
 
 
Table 1 イネにおける遺伝子発現解析に用いたプライマーの一覧． 
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3.3 結果および考察 
 
試験 1. TPC 処理による抵抗性関連遺伝子の発現解析 
 イネ（品種：日本晴）の抵抗性関連遺伝の発現を解析するため，SA シグナル伝

達系（SA 系）および JA シグナル伝達系（JA 系）の代表的な PR 遺伝子 10 種類

について，qRT-PCR を実施した．供試した遺伝子のうち，PBZ1，PR1b，POX22.3，
β-1,3-Glucanase，Chitinase 1，KSL7 および CYP99A2 は主に SA 系によって発現

が誘導され，RBBI2-3，RCI-1 および NOMT は主に JA 系によって発現が誘導さ

れるが知られている．また，KSL7 および CYP99A2 はジテルペン系のファイトア

レキシンの生合成に関与しており，NOMT はナリンゲニンからサクラネチンへ

の生合成を触媒する酵素をコードしていることが知られている．その結果を

Table 2，Table 3 および Fig. 6 に示した．Tukey’s test（p < 0.05）によって無処理

と各薬剤処理区を比較した結果，TPC 30 µM 処理区においては，薬剤処理 24 時

間後に SA 系の PBZ1 および β-1,3-Glucanase の発現が亢進し，一方で JA 系の

RCI-1の発現が抑制された．一方，薬剤処理 72時間後においては，SA系の PBZ1，
β-1,3-Glucanase，Chitinase 1 の発現が亢進した．CAR 30 µM 処理区においては，

薬剤処理 24 時間後に PR1b，POX22.3，KSL7，CYP99A2，RBBI2-3，RCI-1 の発現

が抑制された．一方，薬剤処理 72 時間後では Chitinase 1 の発現が亢進した．PBZ 
30 µM 処理区においては，薬剤処理 24 時間後に SA 系の KSL7，CYP99A2，JA 系

の RBBI2-3 の発現が抑制された．一方，薬剤処理 72 時間後では SA 系の PBZ1，
JA 系の RCI-1 の発現が亢進した．PBZ 100 µM 処理区においては薬剤処理 24 時

間後に SA 系の CYP99A2 の発現が抑制された．一方，薬剤処理 72 時間後では

SA 系の PBZ1，Chitinase 1 および JA 系の RCI-1 の発現が亢進した．先行文献に

よると，CAR 処理により，イネ中の PR 関連酵素（LOX，POX 等）の蓄積，フ

ァイトアレキシン類の蓄積が亢進することが知られている（Araki and Kurahashi 
1999；久池井ら 2002）．一方 PBZ は SA 系の PR-1a，PBZ1，POX，JA 系の PAL
および COMT の発現を亢進することが明らかにされており，SA 系と JA 系の両

方の遺伝子の発現を亢進する（Iwai et al. 2007；Lin et al. 2008；Midoh and Iwata 
1997）．今回の試験においては，PBZ 30 µM 処理区では遺伝子の発現亢進活性が

弱かったものの，100 µM処理区では薬剤処理72時間後でSA系のPBZ1，Chitinase 
1 および JA 系の RCI-1 の発現が亢進しており，既報の文献と同様，SA，JA 系両

方の遺伝子発現を亢進した．一方，TPC では薬剤処理 24 時間後から SA 系遺伝

子の発現亢進が確認され，PBZ に比べ早い傾向があった．本傾向は本稿 2 章の

シロイヌナズナを用いた解析とも相関している．一方，TPC は JA 系の遺伝子発

現を誘導しなかったことから，TPC の SA シグナル伝達系のにおける作用点は，

PBZ の下流に存在する可能性が推測される．また，TPC，CAR および PBZ の処
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理で，薬剤処理 24 時間後にいくつかの遺伝子で発現が抑制されたが，72 時間後

にはその傾向は見られなかった．このことから，一過的な現象であると考えられ

た． 
 
 
Table 2 薬剤処理 24 時間後におけるイネ抵抗性関連遺伝子 10 種の発現量． 

 
6 反復を平均した dCt および標準誤差（standerd error；SE）を示す．Kimura B 培地中でイネ

苗を 3 葉期まで生育させたのち，各化合物を培地中に所定量添加した．添加後 24 時間後に

第 3 葉を切り取り，total RNA を抽出して qRT-PCR にて遺伝子発現解析を行った．各遺伝子

の発現量（dCt）は actin（AK06893）の Ct 値で補正して算出した．試験に用いた遺伝子を以

下に示す：PBZ1（AK071613），PR1b（AK107926），POX22.3（AK073202），β-1,3-Glucanase

（AK104862），Chitinase 1（AK059767），KSL7（AK068310），CYP99A2（AK071546），RBBI2-

3（AK064050），RCI-1（AK072241），NOMT（AB692949）．*および#は Tukey's test において

アセトン処理区との比較で有意水準 p < 0.05 である処理区の組み合わせを示す，*はアセト

ン処理区に比べ有意に発現量が増加した区，#はアセトン処理区に比べ有意に発現量が低下

した区を示す．TPC，tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole 
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Table 3 薬剤処理 72 時間後のイネ抵抗性関連遺伝子 10 種における相対発現量． 

 

6 反復を平均した dCt および標準誤差（standerd error；SE）を示す．Kimura B 培地中でイネ

苗を 3 葉期まで生育させたのち，各化合物を培地中に所定量添加した．添加後 72 時間後に

第 3 葉を切り取り，total RNA を抽出して qRT-PCR にて遺伝子発現解析を行った．各遺伝子

の発現量（dCt）は actin（AK06893）の Ct 値で補正して算出した．試験に用いた遺伝子を以

下に示す：PBZ1（AK071613），PR1b（AK107926），POX22.3（AK073202），β-1,3-Glucanase

（AK104862），Chitinase 1（AK059767），KSL7（AK068310），CYP99A2（AK071546），RBBI2-

3（AK064050），RCI-1（AK072241），NOMT（AB692949）．*および#は Tukey's test において

アセトン処理（untreated）との比較で有意水準 p < 0.05 である処理区の組み合わせを示す，

*はアセトン処理区に比べ有意に発現量が増加した区，#はアセトン処理区（untreated）に比

べ有意に発現量が低下した区を示す．TPC，tolprocarb；CAR；carpropamid；PBZ，probenazole 
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Fig. 6 薬剤処理によるイネ抵抗性関連遺伝子 10 種の相対発現量． 

6 反復を平均した-ddCt および標準誤差を箱ひげ図に示す．Kimura B 培地中でイネ苗を 3 葉

期まで生育させたのち，各化合物を培地中に所定量添加した．添加後 24 および 72 時間後

に第 3 葉を切り取り，total RNA を抽出して qRT-PCR にて遺伝子発現解析を行った．-ddCt

は，薬剤処理区の発現量（dCt）からアセトン処理区の発現量（dCt）を減じて算出した．試

験に用いた遺伝子を以下に示す：PBZ1（AK071613），PR1b（AK107926），POX22.3（AK073202），

β-1,3-Glucanase（AK104862），Chitinase 1（AK059767），KSL7（AK068310），CYP99A2

（AK071546），RBBI2-3（AK064050），RCI-1（AK072241），NOMT（AB692949）．*および#

は Tukey's test においてアセトン処理（untreated）との比較で有意水準 p < 0.05 である処理

区の組み合わせを示す，*はアセトン処理区に比べ有意に発現量が増加した区，#はアセトン

処理区（untreated）に比べ有意に発現量が低下した区を示す．箱の色は化合物の種類と濃度

を示す；灰色，tolprocarb 30 µM；ドット，carpropamid 30 µM；白，probenazole 30 µM；縦線，
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probenazole 100 µM. 横軸はサンプリング時間，処理薬剤及びその濃度を示す，24，薬剤処理

24 時間後；72，薬剤処理 72 時間後；T，tolprocarb；C，carpropamid；P，probenazole；30，

30 µM；100，100 µM，ひげの上端及び下端は最大値及び最小値を示す，箱の上端および下

端はそれぞれ第三四分位数および第一四分位数を示す，箱中の横線は中央値，X は平均値，

円は外れ値を示． 

 
 
 
 
さらに，qRT-PCR 試験でイネ葉より抽出した total RNA サンプルを利用して，

CAGE 解析に供試した．CAGE は主に哺乳類細胞を用いた遺伝子発現解析には

実績があるが，イネでの試験事例は報告がない．しかし，本手法は次世代シーケ

ンサーを用いて塩基配列を決定，該当遺伝子を推測する手法であることから，イ

ネゲノムの情報と照らし合わせることで，イネサンプルに対しても適用可能で

あると推察された（Takahashi et al. 2012）．qRT-PCR に用いた無処理，TPC 30 µM
および PBZ 100 µM の処理 72 時間後のサンプルの各反復を等量混合し，各 1 サ

ンプルとして解析に供試した．株式会社ダナフォーム（神奈川県横浜市）におい

て CAGE 解析を実施し，その結果を分析した．得られた全データから RAP ID が

判明している遺伝子のみを抜き出し，その発現量（対無処理 > 10 倍，2 - 10 倍，

2 - 0.5 倍，0.5 - 0.1 倍，< 0.1 倍）ごとに分類した．その結果，TPC 及び PBZ で

その比率にほとんど変化はなかった（Fig. 7）．さらに，qRT-PCR で用いた 10 遺

伝子について qRT-PCR の結果と CAGE での解析結果を比較したところ，TPC で

は比較的再現性の良い結果が得られていたが，PBZ ではやや結果にばらつきが

見られた（Fig. 8）．このことから，TPC 処理区の CAGE 解析結果については，

再現性の高い結果であると推察される．一方，PBZ に関しては，再現性について

はやや低いと推察されるが，この原因として，供試した total RNA の品質（保管

中の分解，不純物の影響，反復間の誤差）等が考えられる．CAGE 解析の結果か

ら RAP ID の判明している遺伝子のみを抜き出し，PANTHER Classification System
にて GO Enrichment Analysis を実施した．Fold Enrichiment > 50 の GO について，

TPC のみ，PBZ のみ，または TPC および PBZ の両方で発現が亢進または抑制し

た GO の数を Table 5 に示した．その結果，TPC，PBZ 共通でリストされた GO
の内訳は亢進 15，抑制 2 であり，TPC 特異的に観察された GO は亢進 14，抑制

19，PBZ では亢進 10，抑制 19 であった．このことから，TPC，PBZ 間で亢進し

た GO は半数近くが共通のものであったが，抑制された GO は両者で異なるこ

とが示された．共通で発現が亢進した GO は，脂肪酸の代謝にかかわる遺伝子が

最も多く，次いで花の分化など有性生殖にかかわる GO が多かった（data not 
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shown）．TPC のみで発現が亢進した GO を Table 6 に示した．オルニチンの代謝

に関わるもの，窒素代謝に関わるものも見られたが，ジテルペンファイトアレキ

シン生合成に関わる GO が多く発現亢進されていることが特徴的であった.  
さらに，これらの GO を構成する遺伝子それぞれの発現量を Table 7，8，9 に

示した.  
ここで，ジテルペン系ファイトアレキシン生合成経路を Fig. 8 に示す

（Miyamoto et al. 2014）．ジテルペン系ファイトアレキシンに関する遺伝子では，

KS4，CYP99A2 といったジテルペンファイトアレキシン生合成経路の比較的下流

に位置する遺伝子群の発現が亢進していた．一方，各種ファイトアレキシン生合

成の起点となる遺伝子 GGPR の発現はほぼ変動なし～やや発現が減少していた

が，全体としてジテルペンファイトアレキシン類の生合成経路の遺伝子発現が

亢進していることは確からしかった． 
オルニチン代謝に関わる GO には，2 種類の遺伝子が含まれていた．このうち

遺伝子発現が 2.27 倍と比較的変動幅が大きかった遺伝子は，カルニチン / アセ

チルカルニチンの輸送に関わる遺伝子であった．イネにおけるカルニチンの役

割は明確に判明せず，本遺伝子と TPC 処理との関連性は不明であった． 
窒素代謝に関わる GO からは，複数の窒素トランスポーターに関わる遺伝子

の発現亢進が確認された．特に NRT1.5A（nitrate transporter 1.5A）の発現が約 24
倍に亢進していたことが特徴的であった．シロイヌナズナにおいては，NRT1.5
は根から茎への窒素の輸送に関係しているという報告がある（Lin et al. 2008）. 
また，同様に NRT1 family である NRT1.1A の発現は，イネにおいての収量の増加

および成熟促進に関係している（Wang et al. 2018）. このことから，TPC 処理に

よる NTR1.5A の発現亢進がこれらの作用に関係している可能性は考えられるが，

本結果からの考察は難しい.  
以上より，TPC をイネに処理することにより，ジテルペン系ファイトアレキ

シンの生合成が亢進していることが推測された. TPCと作用点は異なるがメラニ

ン生合成阻害剤（MBI-D）であり，抵抗性誘導活性が報告されているカルプロパ

ミドは，ジテルペン系のファイトアレキシンであるモミラクトンの蓄積を亢進

することが知られている（Araki and Kurahashi 1999；Theron et al. 1998）．カルプ

ロパミドと TPC の構造は全く異なることから，イネ体内で同じように作用して

いるとは考えにくいが，TPC においてもモミラクトン等のジテルペン系のファ

イトアレキシン生合成が亢進されている可能性が高いと推測される． 
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Fig. 7 TPC 30 µM または PBZ 100 µM 処理 72 時間後の遺伝子発現． 

CAGE（Cap Analysis of Gene Expression）によって解析した薬剤処理 72 時間後のイネ葉中の

遺伝子発現の概要を示す．Kimura B 培地で生育させたイネ苗を，薬剤処理 72 時間後にサン

プリングした．qRT-PCR による遺伝子解析試験に供試した tRNA を各区等量混合し CAGE

解析に供試した．CAGE 解析試験は株式会社 ダナフォームにて実施した．解析した遺伝子

は対アセトン処理区で fold change が> 10 倍，2 – 10 倍，2 - 0.5 倍，0.5 - 0.1 倍，< 0.1 倍に分

けて分類した．円グラフ中の数字は分類された遺伝子数を示す．TPC，tolprocarb；PBZ，
probenazole 
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Table 4 抵抗性関連遺伝子 10 種の qRT-PCR または CAGE 解析による遺伝子発現量の比較． 

 
Kimura B 培地で生育させたイネ苗を，薬剤処理 72 時間後にサンプリングした．サンプリン

グしたイネ葉から tRNA を抽出し，qRT-PCR による遺伝子解析試験に供試した．一方 CAGE 

（Cap Analysis Gene Expression）解析には tRNA を各区等量混合して供試した．CAGE 解析

試験は株式会社 ダナフォームにて実施した．qRT-PCR 解析では，各遺伝子の相対発現量

（fold change）をアセトン処理区と比較して算出した．qRT-PCR 解析および CAGE 解析で得

られた各遺伝子の相対発現量（fold change）を表中に示す．解析した遺伝子を以下に示す：

PBZ1（AK071613），PR1b（AK107926），POX22.3（AK073202），β-1,3-Glucanase（AK104862），

Chitinase 1（AK059767），KSL7（AK068310），CYP99A2（AK071546），RBBI2-3（AK064050），

RCI-1（AK072241） and NOMT（AB692949）．T，tolprocarb；P，probenazole 
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Table 5 TPC または PBZ 処理により発現亢進または抑制が見られた GO の一覧． 

 
Kimura B 培地で生育させたイネ苗を，薬剤処理 72 時間後にサンプリングした．サンプリン

グしたイネ葉から全 RNA を抽出し，CAGE（Cap Analysis Gene Expression）解析に供試した．

CAGE 解析試験は株式会社 ダナフォームにて実施した．CAGE 解析により発現亢進（fold 

change > 2.0）または発現抑制（fold change < 0.5）が示された遺伝子について PANTHER 

Classification System により GO Enrichment Analysis を実施した．抽出された GO（fold 

Enrichment > 50）を 9 種のカテゴリーに分類した．それぞれのカテゴリーについて TPC の

み，PBZ のみ，または TPC と PBZ の両方で発現亢進 / 抑制が見られた GO を示す．t；

tolprocarb のみで抽出，p；probenazole のみで抽出，tp；両方の化合物で共通して抽出；GO，

Gene ontology 

 
 
 
Table 6 TPC のみで発現亢進が見られた GO の一覧． 

 
CAGE 解析により発現亢進（fold change > 2.0）が示された遺伝子について PANTHER 

Classification System により GO Enrichment Analysis を実施した．TPC 処理特異的に抽出され

た GO のうち，fold Enrichment > 50 のものについて Fold Enrichment および raw P-value を示

す．TPC，tolprocarb；GO，Gene ontology 
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Table 7 TPC 処理によって抽出されたファイトアレキシン関連 GO に包含される遺伝子の発

現量． 

 
TPC 処理によって抽出されたファイトアレキシン関連 GO のうち fold Enrichment > 50 のも

のに包含される遺伝子について，その発現量（fold change）を示す．TPC，tolprocarb；GO，

Gene ontology 
 
 
 
Table 8 TPC 処理によって抽出されたオルニチン関連 GO に包含される遺伝子の発現量． 

 
TPC 処理によって抽出されたオルニチン関連 GO のうち fold Enrichment > 50 のものに包含

される遺伝子について，その発現量（fold change）を示す．TPC，tolprocarb；GO，Gene ontology 
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Table 9 TPC 処理によって抽出された窒素代謝関連 GO に包含される遺伝子の発現量． 

 
TPC 処理によって抽出された窒素代謝関連 GO のうち fold Enrichment > 50 のものに包含さ

れる遺伝子について，その発現量（fold change）を示す．TPC，tolprocarb；GO，Gene ontology 
 
 
 
 

 
 

Fig. 8 ジテルペンファイトアレキシン類の生合成経路． 
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試験 2. TPC 処理によるイネ白葉枯病に対する防除効果 
 TPC のイネ白葉枯病に対する防除効果を確認するため，イネ（品種：日本晴）

を用いたポット試験を実施した．温室内で栽培したイネポットに化合物を潅注

し，10 日後に第 5 葉に Xoo を剪葉接種した．接種 10 日後に剪葉白化長を調査

し，結果を Fig. 9 に示した．TPC および PBZ は，無処理に比べ明確に病斑進展

を抑制し，防除効果を示した．一般に，PBZ などの抵抗性誘導剤は病害防除効果

を発揮する場合には，通常 3 ないし 7 日間の期間が必要である．一方，アシベン

ゾラル S メチルは発現誘導までの期間が短いことで知られ，3 時間でも防除効果

を 示 す 報 告 が あ る （ 石 井 英 夫  農 研 機 構 ホ ー ム ペ ー ジ 
http://www.naro.affrc.go.jp/archive/niaes/techdoc/inovlec2004/2-5.pdf）．これは，化合

物が SA 系の各 PR 遺伝子を誘導してから PR タンパク質が十分に生合成され，

防除効果を示すまでにある程度の期間が必要であることが要因と推測される．

実際に，本項試験 1 において TPC の SA 系 PR 遺伝子の発現誘導活性が化合物

処理 72 時間後に強く観察されたことも，本知見と一致する．TPC が実際にどの

程度の期間で防除効果を示すかは，本試験では明らかにされなかったため，今後

の試験において明確にしていく必要がある． 
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Fig. 9 TPC 処理イネ葉における Xoo 接種 10 日後のイネ白葉枯病の病斑伸長抑制効果． 

A，Xoo 接種イネ第 5 葉における病斑長．TPC および PBZ 30 µM を接種 10 日前に処理し，

Xooを箭葉接種した．数値は 16葉の平均を示す. エラーバーは標準誤差を示す．*は対DMSO

処理で Tukey’s test における有意水準 p < 0.05 である組み合わせを示す．B，イネ葉におけ

る白葉枯病の病徴．DMSO，dimethyl sulfoxide；TPC，tolprocarb；PBZ，probenazole；Xoo，

Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

 
 
 
試験 3. TPC および DHN 処理によるイネいもち病に対する侵入阻害活性 
 TPCがMgに対し防除効果を示すことはTPCの開発当初から知られていたが，

その作用機作はメラニン生合成阻害によると考えられていた．しかし，TPC の

抵抗性誘導活性が Mg の侵入行動に与える影響は今まで研究されてこなかった．

しかし，TPC は Mg に対しメラニン生合成阻害活性によって十分な防除効果を

示すことから，抵抗性誘導単独の防除効果を検証することは難しいと推測され
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た．そこで，Mg メラニン生合成経路における TPC および CAR の作用点の下流

に位置するメラニン中間体（1,8-dihydroxynaphthalene；DHN）を添加することで

付着器のメラニン化を回復させた条件で，付着器からの侵入を観察することと

した．その結果を Fig. 10A に示す．イネ葉鞘内に薬剤および DHN を含有した

Mg 分生子懸濁液を充満させ，イネ葉鞘細胞に Mg を感染させた（葉鞘裏面接種

法）．2 日後にイネ葉鞘細胞表面の付着器のメラニン化の有無および，付着器か

らの侵入を観察した．その結果，TPC 単独処理で付着器のメラニン化および侵

入が完全に阻害された．一方，TPC + DHN 混合処理区では付着器のメラニン化

が 7 割程度回復したが，付着器からの侵入はまったく見られなかった．また，

CAR においても同様の傾向が見られた．PBZ 単独処理区ではメラニン化率は無

処理と全く変わらなかったが，侵入率は無処理に比べ阻害された．本結果から

TPC，CAR および PBZ がメラニン生合成阻害によらず Mg 付着器からの侵入阻

害活性を有することが示されたが，これらの化合物がメラニン生合成阻害以外

の作用機作により，Mg に何らかの直接的な影響を与えている可能性が考えられ

たため，イネ細胞が関与しない条件で同様の試験を実施することとした． 
本研究では，目的を達成するために SCL 培地を活用した．本培地は培地表面

を疎水性にすることで疑似的に植物表面に類似した環境を再現できる培地であ

り，イネいもち病菌，キュウリ炭疽病菌で付着器からの侵入の様子を観察した実

績がある（Tanaka 2015）．本試験の結果を Fig. 10B に示した．TPC 単独処理では，

付着器のメラニン化が阻害され，付着器からの侵入も阻害された．一方，TPC＋
DHN 混合処理では付着器のメラニン化が回復するとともに，付着器からの侵入

率も回復した．さらにCARにおいても同様の傾向が見られた．PBZにおいては，

付着器のメラニン化率および侵入率はともに無処理と差がなかった．以上より，

TPC，CAR および PBZ では，SCL 培地上ではメラニン化の回復とともに侵入率

の回復が見られたことから，これらの化合物がメラニン生合成阻害によらず付

着器からの侵入を阻害するためにはイネ細胞が必須であることが示され，イネ

いもち病に対し抵抗性を誘導することにより防除効果を示していることが示唆

された．このことから，TPC はイネいもち病に対し，メラニン生合成阻害および

抵抗性誘導の，2 つの作用性によって防除効果を示すことが明らかとなった．一

方，CAR は SA 情報伝達系の遺伝子発現活性が低かったのにも関わらず DHN 添

加条件でも Mg 侵入阻害活性を示したことから，SA が関与する抵抗性誘導とは

別の作用が関わっていると推測される． 
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Fig. 10 TPC 処理による抵抗性誘導のメラニン中間体添加 Mg 感染に与える影響． 

A，イネ葉鞘細胞上での Mg 付着器のメラニン化率および侵入率．化合物 1 ppm を Mg 分生

子懸濁的に添加した．分生子懸濁液をイネ葉鞘細胞上に滴下し，2 日間感染させたのちにメ

ラニン化した付着器および付着器から侵入した数を調査した．縦軸は観察したすべての付

着器数に占める割合を示す（n = at least 300）．エラーバーは 99%信頼区間を示す．異なるア

ルファベットは 99%信頼区間により有意差のあった組み合わせを示す．B，SCL 培地上での

Mg 付着器のメラニン化率および侵入率．化合物 1 ppm を Mg 分生子懸濁的に添加した．分

生子懸濁液を SCL 培地上に滴下し，2 日間感染させたのちにメラニン化した付着器および

付着器から侵入した数を調査した．縦軸は観察したすべての付着器数に占める割合を示す

（n = at least 300）．エラーバーは 99%信頼区間を示す．異なるアルファベットは 99%信頼区

間により有意差のあった組み合わせを示す． 
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Fig. 10 continued 

C，光学顕微鏡観察による Mg のイネ葉鞘細胞または SCL 培地への侵入の様子．TPC，

tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole；DHN，1,8-dihydroxynaphthalene；Ap，

appressorium；Co，conidium；IH，infection hyphae；Mg，Magnaporthe grisea 

 
 
 
3.4 結論 
 
 本項において，TPC のイネにおける抵抗性誘導活性を，qRT-PCR および CAGE
による遺伝子発現解析によって明らかにし，GO 解析の結果，TPC はジテルペン

系ファイトアレキシンに関与する遺伝子の発現を亢進していることが示された．

さらに，Xoo および Mg に対し，宿主植物に対し抵抗性を誘導することによって

防除効果を示すことを明らかにした．特に，Mg に対して TPC はメラニン生合成

阻害および抵抗性誘導の 2 つの作用性によって防除効果を示すことが示唆され

た．従って，Mg における TPC の作用点（PKS）に耐性変異が生じたとしてもイ

ネ側に抵抗性を誘導することによって防除効果を示すと推測されるため，TPC
耐性菌の発達リスクは低いと推測される． 
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4. 園芸作物におけるトルプロカルブの病害防除効果 
 
 
4.1 緒言 
 
 植物に抵抗性誘導活性を示す化合物は種々報告されているが，実際に農薬登

録を有し，実用的に使用されている化合物は少ない．FRAC によると，P: Host 
Plant Defence Induction に分類されている化学合成農薬は，SA 系に作用する ASM
や PBZ など 4 化合物のほか，作用点は不明ながら，ホセチル Al や亜リン酸など

も分類されている．一方，天然物や生物農薬も最近その作用性が明らかになると

ともに実用的に使用されており，エリシター活性を示す農薬として，ラミナリン

や Bacillus mycoides など 3 種類が分類されている．さらに，複数の作用機作を持

つ化合物として lupine plantlets 抽出物である BLAD および Trichoderma 
atroviride が分類されている（FRAC Code List 2018）．そのうち，SA 系に作用す

る抵抗性誘導剤は，ASM を除き水稲用殺菌剤として開発されたものであり，主

に水稲場面で使用されている．PBZ はアブラナ科野菜やネギの細菌病に対して

農薬登録を有するが，水稲場面に比べその使用量は少ない．TPC は 2 章および 3
章の研究において，イネのみならずアブラナ科植物であるシロイヌナズナに対

しても抵抗性誘導活性を示したことから，園芸作物に対しても幅広く抵抗性誘

導による防除効果を示すことが推測されたため，ポット，および圃場において実

用性を評価した． 
 
 
 
4.2 材料および方法 
 
化合物 
 TPC は三井化学アグロ（株）によって製造された農薬原体を使用した．PBZ，
CAR，ストレプトマイシン硫酸塩（STM），ASM は富士フィルム和光純薬株式会

社から購入した．STM を除く各化合物は DMSO またはアセトンに 10g/L の割合

で溶解し，DMSO 溶液は水にそれぞれ所定の濃度となるように希釈した．STM
は直接水に溶解させた．比較的大きい植物を使用するプランター試験および圃

場試験においては，市販されている農薬製剤を使用した．製剤名および有効成分

の組成を以下に示す． 
・ TPC 3% granules (G)（TPC 3%；商品名 サンブラス®粒剤，三井化学アグロ

（株）製） 
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・ PBZ 8% granules (G)（PBZ 8%；商品名 オリゼメート粒剤，Meiji Seika ファ

ルマ（株）製） 
・ TPC 9% nursery box granules (G)（TPC 9%，Dinotefran (殺虫成分) 12%；商品名 

ハイパーキック®箱粒剤，三井化学アグロ（株）製） 
 
 
試験 1. 抗菌活性 
 LB 寒天培地上で培養した Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ecc)，
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)，Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)，
Ralstonia solanacearum (Rs) および Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl) を
LB 液体培地で回収し，1 X 105 CFU/ml に調整した．96 穴プレートに細菌懸濁培

地 200 µl を分注したのち，最高処理濃度のウェルに 10 g/L に調整した各化合物

の DMSO 溶液，または水を 1.25 µl 添加した．化合物を添加したウェルに細菌懸

濁培地を 50 μl 追加し，1/5 濃度に段階希釈し，終濃度 50，10，2，0.4 ppm（TPC，
144，29，5.8，1.2 µM；CAR，149，30，6.0，1.2 µM；PBZ，234，45，9.0，1.8 
µM，STM，67，14，2.7，0.5 µM）とした．接種無処理区および完全無処理区に

は DMSO 1 µl を添加した．Ecc，Xcc，Xoo および Rs は培養 2 日後に，Psl は培

養 1 日後に 655 nm の吸光度を測定した．各処理区の 4 反復を平均したのち，完

全無処理区の吸光度を引いて生育量を算出した．無処理の生育量から生育阻害

率（%）を算出した．縦軸に生育阻害率，横軸に log10 処理濃度をプロットし，

検量線から EC50 を算出した． 
 
 
試験 2. 葉面散布による細菌病害に対する防除効果（ポット試験） 
 
 試験 2-1 ハクサイ軟腐病（病原菌；Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ecc)） 
 化合物 10000 ppm アセトン溶液を水に希釈して 250 ppm とし，農業用展着剤

（商品名グラミン® S；poly oxyethylene nonylphenyl ether 15%，poly naphtyl 
methanesulfonic acid sodium salt 4%，polyoxyethlene fatty acid ester 5%，三井化学ア

グロ（株）製）を 0.03%加用した．φ4.5 cm ポットで本葉 2 葉展開期まで栽培し

たハクサイ苗（品種：無双）に散布液を 2 ml/ポットの割合で散布し，風乾させ

たのち，ハクサイ軟腐病菌（Ecc）細菌懸濁液を接種した．細菌懸濁液は，PSA
培地で培養した Ecc を水に懸濁したのち，ハクサイ葉に前接種して作成した罹

病葉を少量の水中で磨砕して作成した．細菌懸濁液中に虫ピンを浸し，散布後の

ハクサイ葉に虫ピンを刺して接種した．接種後，25 ℃湿度 100%の接種室中で 24
時間感染させたのち，発病の程度を無処理区と比較しながら 1 区 1 ポット 3 反
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復の発病程度を調査した．発病程度；無発病:0，無処理と同等の発病面積:3 とし，

病斑面積に応じ 0.1 刻みで調査した．3 反復の発病度を平均し，防除価（= 100 x 
(1 – (処理区の発病度 / 無処理区の発病度) ) ）を算出した．統計解析は Tukey’s 
test を用い，無処理と各処理区を比較した． 
 
 
試験 2-2 キュウリ斑点細菌病（病原菌；Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl)） 
 散布液の調製は 2-1 に準ずる．φ4.5 cm ポットで本葉 1 葉展開期まで栽培した

キュウリ苗（品種：相模半白）に散布液を 2 ml/ポットの割合で散布し，風乾さ

せたのち，キュウリ斑点細菌病菌（Psl）細菌懸濁液を接種した．細菌懸濁液は，

-18℃で冷凍保存した Psl 罹病葉を水に懸濁したのち，ガーゼで葉片を取り除い

て作成した．細菌懸濁液を 1 ml/ポットの割合で噴霧接種し，接種後，25 ℃湿度

100%の接種室中で 24 時間感染させたのち，25 ℃の温室内で 1 週間管理し発病

させた．発病の程度を無処理区と比較しながら 1 区 1 ポット 3 反復の発病程度

を調査した．発病程度；無発病:0，無処理と同等の発病面積:3 とし，病斑面積に

応じ 0.1 刻みで調査した．3 反復の発病度を平均し，防除価（= 100 x (1 – (処理区

の発病度 / 無処理区の発病度) ) ）を算出した．統計解析は Tukey’s test を用い，

無処理と各処理区を比較した． 
 
 
試験 3. 土壌潅注による防除効果（ポット試験） 
 
試験 3-1 ハクサイ軟腐病 
 10 g/L の割合で化合物を溶解したアセトン溶液を 10 ml の水に希釈し，所定濃

度（TPC；0.1，0.2 mg/10 ml water，CAR；0.1，0.2 mg/10 ml water，PBZ；1.1 mg/10 
ml water）に調整した．φ7.5 cm ポットで本葉 8 枚展開期まで生育させたハクサ

イ（品種：無双）の株元に希釈液 10 ml を潅注後，温室内で 9 日間育苗したのち，

細菌懸濁液を接種した．接種法は試験 2 に準じ，虫ピンによる有傷接種にて実

施した．1 試験区当たり 3 ポット（3 株）を供試した．1 ポット当たり下位 2 葉，

上位 2 葉を除いた中間の 4 葉に接種した．24 時間，25 ℃湿度 100%の接種室内

で発病させたのち，1 ポット当たり 4 葉の発病指数を調査し，発病度を算出し

た．発病指数；0: 健全葉，1: 感染は見られるが病斑の拡大は接種位置周辺にと

どまる，2: 病斑の拡大がみられるが維管束には到達しない，3: 病斑が維管束を

通じ広範囲に拡大する．発病度；100 x ((発病指数 0 の葉数) x 0+(発病指数 1 の葉

数) x 1+(発病指数 2 の葉数) x 2+(発病指数 3 の葉数) x 3) / ((調査葉数) x 3))．3 ポ

ットを合計した発病度から防除価（= 100 x (1 – (処理区の発病度 / 無処理区の発
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病度) ) ）を算出した．発病度から 90%信頼区間を算出した． 
 
 
試験 3-2 トマトうどんこ病（病原菌；Oidium neolycopersici） 
 10 g/L の割合で化合物を溶解したアセトン溶液を 10 ml の水に希釈し，所定濃

度（TPC；2.8 mg/10 ml water，CAR；2.8 mg/10 ml water，PBZ；7.5 mg/10 ml water）
に調整した．φ20 cm のポットでトマト（品種：大型福寿）を約 2 か月間生育さ

せたのち，10 ml/ポットの希釈液を株元に潅注した．1 試験区当たり 3 ポット（3
株）を供試した．薬剤処理後は別の無加温の温室内で育苗し，トマトうどんこ病

を自然発病させた．病斑が十分拡大したのち（ポット移動 18 日後），1 ポット当

たり下位 6 葉の発病指数を調査し，発病度を算出した．発病指数；0: 健全葉，

1: 発病葉面積率 1 - 5%，2: 発病葉面積率 6 - 25% ，3: 発病葉面積率 26 - 50%，

4: 発病葉面積率 50%以上．発病度；100 x ((発病指数 0 の葉数) x 0+(発病指数 1
の葉数) x 1+(発病指数 2 の葉数) x 2+(発病指数 3 の葉数) x 3)+(発病指数 4 の葉

数) x 4) / ((調査葉数) x 4))．3 ポットを合計した発病度から防除価（= 100 x (1 – 
(処理区の発病度 / 無処理区の発病度) ) ）を算出した．発病度から 90%信頼区

間を算出した． 
 
 
試験 4. 薬剤処理方法および薬量の検討（プランター試験） 
 
試験 4-1 薬剤処理方法の検討（ハクサイ軟腐病） 

TPC 3% G を植穴処理，または全面土壌混和で処理した．植穴処理の場合，60 
cm x 20 cm のプランターに 15 cm 間隔で三つの植穴をあけ，穴当たり 600 mg の

TPC 3% G (TPC 18 mg/穴) を入れ，本葉 3 葉展開期のハクサイ苗（品種：無双）

を定植した．全面土壌混和の場合，プランター当たり TPC 3% G 300，600，1200 
mg (TPC 9，18，36 mg) を均一に撒き，深さ 10 cm に均一に混和した．そののち，

15 cm 間隔で三つの植穴をあけ，ハクサイ苗（上述）を定植した．薬剤処理後，

無加温の温室内で 18 日間育苗し，上位 2 葉を除いた上から 3 葉に接種した．接

種は前述の方法に準じ，虫ピンによる有傷接種にて実施した．24 時間，25 ℃湿

度 100%の接種室内で発病させたのち，1ポット当たり 3葉の発病指数を調査し，

発病度を算出した．発病指数；0: 健全葉，1: 感染は見られるが病斑の拡大は接

種位置周辺にとどまる，2: 病斑の拡大がみられるが維管束には到達しない，3: 
病斑が維管束を通じ広範囲に拡大する．発病度；100 x ((発病指数 0 の葉数) x 
0+(発病指数 1 の葉数) x 1+(発病指数 2 の葉数) x 2+(発病指数 3 の葉数) x 3) / ((調
査葉数) x 3))．3 株の調査葉を合計した発病度から防除価（= 100 x (1 – (処理区の
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発病度 / 無処理区の発病度) ) ）を算出した．発病度から 90%信頼区間を算出し

た． 
 
 
試験 4-2 処理薬量の検討（ハクサイ軟腐病） 
 TPC 3% G を全面土壌混和で処理した．60 cm x 20 cm のプランターにプランタ

ー当たり TPC 3% G 75，150，300，600 mg (TPC 2.25，4.5，9，18 mg) を均一に

撒き，深さ 10 cm に均一に混和した．そののち，15 cm 間隔で三つの植穴をあけ，

本葉 3 葉展開期のハクサイ苗（品種：無双）を定植した．薬剤処理後，無加温の

温室内で 24 日間育苗し，上位 2 葉を除いた上から 4 葉に接種した．接種は前述

の方法に準じ，虫ピンによる有傷接種にて実施した．24 時間，25 ℃湿度 100%
の接種室内で発病させたのち，1 ポット当たり 4 葉の発病指数を調査し，発病度

を算出した．発病指数；0: 健全葉，1: 感染は見られるが病斑の拡大は接種位置

周辺にとどまる，2: 病斑の拡大がみられるが維管束には到達しない，3: 病斑が

維管束を通じ広範囲に拡大する．発病度；100 x ((発病指数 0 の葉数) x 0+(発病指

数 1 の葉数) x 1+(発病指数 2 の葉数) x 2+(発病指数 3 の葉数) x 3) / ((調査葉数) x 
3))．3 株の調査葉を合計した発病度から防除価（= 100 x (1 – (処理区の発病度 / 
無処理区の発病度) ) ）を算出した．発病度から 90%信頼区間を算出した． 
 
 
試験 4-3 処理薬量の検討（ハクサイ黒すす病（病原菌：Alternaria brassicicola）） 
 TPC 3% G を全面土壌混和で処理した．60 cm x 20 cm のプランターにプランタ

ー当たり TPC 3% G 75，150，300，600 mg (TPC 2.25，4.5，9，18 mg) を均一に

撒き，深さ 10 cm に均一に混和した．そののち，15 cm 間隔で三つの植穴をあけ，

本葉 3 葉展開期のハクサイ苗（品種：無双）を定植した．薬剤処理後，無加温の

温室内で 24 日間育苗した．育苗期間中に自然発生したハクサイ黒すす病の発病

程度を株ごとに調査し，3 株の発病程度を平均して防除価を算出した．発病程度；

無発病:0，無処理と同等の発病面積:3 とし，病斑面積に応じ 0.1 刻みで調査した．

3 反復の発病度を平均し，防除価（= 100 x (1 – (処理区の発病度 / 無処理区の発

病度) ) ）を算出した．発病程度から 90%信頼区間を算出した． 
 
 
試験 4-4 処理薬量の検討（トマトうどんこ病（病原菌：Oidium neolycopersici） 
 TPC 3% G を全面土壌混和で処理した．60 cm x 20 cm のプランターにプランタ

ー当たり TPC 3% G 75，150，300，600 mg (TPC 2.25，4.5，9，18 mg) を均一に

撒き，深さ 10 cm に均一に混和した．そののち，15 cm 間隔で三つの植穴をあけ，
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本葉 5 葉展開期のトマト苗（品種：大型福寿）を定植した．薬剤処理後，無加温

の温室内で 17 日間育苗したのち，トマトうどんこ病罹病葉を試験植物にこすり

つけて接種した．接種後，発病まで同じ温室内で管理した．1 プランター（3 株）

あたり 5 葉について発病指数を調査し，発病指数から発病度を算出した．防除

価を算出した．発病指数；0: 健全葉；1: 発病面積率 < 10%；2: 発病面積率 11 
– 50%；3: 発病面積率 > 50%とし，病斑面積に応じ 0.1 刻みで調査した．3 反復

の発病度を平均し，防除価（= 100 x (1 – (処理区の発病度 / 無処理区の発病度) ) ）
を算出した．発病程度から 90%信頼区間を算出した． 
 
 
試験 5. 圃場試験 
 
試験 5-1 キャベツ軟腐病に対する防除効果（温室内圃場試験） 
 千葉県茂原市 三井化学アグロ（株）農業化学研究所内 温室内圃場に植穴を

30 cm 間隔で開け，TPC 3% G を 3 または 6 kg/10a 相当（0.3 または 1.2 g/穴，PBZ 
8% G を 6 kg/10a 相当（1.2 kg/穴）処理したのち，128 穴セルトレイで 5 葉期ま

で育苗したキャベツ（品種：金系 201 号）を定植した．温室内は暖房により 25℃
を維持した．薬剤処理 72 日後，結球期のキャベツに，前述の方法で調整した Ecc
懸濁液を噴霧接種した．接種 26 日後（薬剤処理 98 日後）に，各区 6 株，3 反復

の発病指数を調査し，発病度を算出した．発病指数；0: 健全，1: 外葉にのみ発

病を認める（出荷可能），2: 外葉および結球葉の一部に発病を認める（小球で出

荷可能），3: 結球葉の大部分に発病を認める，4: 出荷不能）．発病度；100 x ((発
病指数 0 の葉数) x 0+(発病指数 1 の葉数) x 1+(発病指数 2 の葉数) x 2+(発病指数

3 の葉数) x 3) / ((調査葉数) x 3))．3 反復の発病度を平均し，防除価（= 100 x (1 – 
(処理区の発病度 / 無処理区の発病度) ) ）を算出した．発病程度から 90%信頼

区間を算出した． 
キャベツ播種：2016 年 4 月 20 日 
薬剤処理：2016 年 5 月 11 日 
キャベツ定植：2016 年 5 月 11 日 
Ecc 接種：2016 年 6 月 10 日 
調査：2016 年 7 月 1 日 
 
 
試験 5-2 トマトうどんこ病に対する防除効果（温室内圃場試験） 
 茨城県稲敷市 三井化学アグロ（株）アグロ試験センター内 温室内圃場の土

壌表面に TPC 3% G を 1.5，3 または 6 kg/10a の割合で均一に処理し，深さ 10 cm
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に均一に混和した．5 葉期まで φ4 cm ポットで育苗したトマト苗を 30 cm 間隔に

定植した．試験は無加温で実施した．薬剤処理 49 日後に，トマトうどんこ病菌

（Oidium neolycopersici）に罹病したトマト苗を区間に定植することで接種した．

薬剤処理 79 日後に，高さ 1.2 m を基準にして，上位 3 葉および下位 3 葉の各複

葉について，1 区 6 株 3 反復の発病指数を調査し，発病度を算出した．発病指

数；0: 健全葉，1: 発病葉面積率 1 - 5%，2: 発病葉面積率 6 - 25%，3: 発病葉面

積率 26 - 50%，4: 発病葉面積率 51 - 100%．発病度；100 x ((発病指数 0 の葉数) 
x 0+(発病指数 1 の葉数) x 1+(発病指数 2 の葉数) x 2+(発病指数 3 の葉数) x 3+(発
病指数 4 の葉数) x 4) / ((調査葉数) x 4))．3 反復の発病度を平均し，防除価（= 100 
x (1 – (処理区の発病度 / 無処理区の発病度) ) ）を算出した．発病程度から 90%
信頼区間を算出した． 
トマト播種：2017 年 3 月 6 日 
薬剤処理：2017 年 3 月 28 日 
トマト定植：2017 年 3 月 28 日 
トマトうどんこ病罹病株定植：2017 年 5 月 16 日 
調査：2017 年 6 月 8 日 
 
 
 
4.3 結果および考察 
 
試験 1. 抗菌活性 
本稿 2 章および 3 章の結果から，TPC が抵抗性誘導活性を有し，シロイヌナ

ズナ黒斑細菌病菌，イネ白葉枯病菌に対し病斑進展阻害活性を有することが明

らかになった．本活性が抗菌活性によらないものであることを示すため，TPC の

各種細菌に対する抗菌活性を調査した．96 穴プレートを用い，TPC，PBZ，CAR
および STM の，Ecc，Xcc，Xoo，Rs および Psl に対する抗菌活性を調査した．

対照の STM が各細菌に対し EC50 5.81 – 10.05 ppm の範囲であったのに対し，

TPC，PBZ，CAR はすべての細菌に対し EC50 >50 ppm であり，抗菌活性を示さ

なかった（Table 10）．また，伊川ら（2019）によって，TPC は Xoo の植物体への

侵入に必須である hrp 関連遺伝子の遺伝子発現や，鞭毛運動，細胞外分泌酵素

（セルラーゼ）といった病原力形質に対し，なんら影響を与えないことが示され

ている．これらのことから，TPC は抵抗性誘導によって各種細菌に対し病害防

除効果を示すことが強く示唆された． 
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Table 10 各種細菌に対する抗菌活性． 

 
96-well microplate を用い，A655 nm の吸光度を測定することで 5 種の細菌に対する各薬剤

の抗菌活性を調査した．4 反復を平均し EC50を算出した．試験濃度は以下の通り：50，10，

2，0.4 ppm．Psl 以外の吸光度は試験開始 2 日後に測定した．Psl は試験開始 1 日後に吸光

度を測定した．TPC，tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole；STM，Streptomycin 

Sulfate；Ecc，Erwinia carotovora subsp. carotovora；Xcc，Xanthomonas campestris pv. campestris；

Xoo，Xanthomonas oryzae pv. oryzae；Rs，Ralstonia solanacearum；Psl，Pseudomonas syringae 
pv. lachrymans 

 

 

 

試験 2. 葉面散布による細菌病害に対する防除効果（ポット試験） 

 本章試験 1 より，TPC の細菌病害防除効果は抵抗性誘導によるものであるこ

とが示されたことから，幅広い病害に対し防除効果を有することが推測された．

また，植物種の違いにより病害抵抗性誘導の情報伝達系には少なからず差異が

あり，例えばトマトではアブシシン酸（ABA）が関与する経路が SA 情報伝達系

を強く抑制していることが知られている（Audenaert et al. 2002；Pye et al. 2013）．
そこで，TPC が複数の植物に対し実用的な病害防除効果を示すかを検証した．

TPC はイネに対し，根から吸収されることで防除効果を示す．しかし，本化合物

の開発に当たっては，よりハイスループットである葉面散布による試験系で選

抜された経緯がある（明瀬ら 2015；Banba et al. 2017；萩原ら 2019）．そのため，

まずは葉面散布によってハクサイ軟腐病，キュウリ斑点細菌病に対する防除効

果を確認した．その結果，TPC はハクサイおよびキュウリにおいて薬剤処理 3 日

後および 7 日後接種で無処理に比べ有意に病斑の進展を阻害し，防除効果を示

した．一方，対照剤の CAR，PBZ はハクサイでは有意な阻害活性は確認できず，

キュウリにおいてのみ薬剤処理 3 日後および 7 日後接種で防除効果が確認でき

た．ASM についてはハクサイにおいては薬剤処理 3 日後の接種で，キュウリで

は薬剤処理 3 日後および 7 日後の接種で防除効果が確認できた（Table 11，12）． 
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Table 11 ハクサイ軟腐病に対する葉面散布による防除効果（ポット試験）． 

 
各薬剤はアセトンに 10000 ppm になるように希釈し，10000 ppm アセトン溶液を水に所定濃

度になるように希釈して散布液を調整した．散布においては,農業用展着剤（product name 

GuraminR S；poly oxyethylene nonylphenyl ether 15%，poly naphtyl methanesulfonic acid sodium 

salt 4%，polyoxyethlene fatty acid ester 5%；Mitsui chemicals agro，INC）を 0.03%加用した．

散布後 0，3 または 7 日後に，Erwinia carotovora subsp. carotovora 細胞懸濁液に浸した虫ピ

ンを葉に刺すことで接種した．25℃1 日インキュベートしたのち，発病度（disease severity）

を調査した．1 区はΦ4.5 cm ポットで生育させた 3 葉期ハクサイ苗 1 株であり，3 反復の発

病度を平均して防除価（efficacy）を算出した．*は無処理との比較で Tukey’s test による有

意水準 p < 0.05 である組み合わせを示す．発病度は以下の通り，0，健全葉；3，無処理区と

同等の病斑面積とし，0 から 3 の間を病斑面積に応じ 0.1 刻みで評価した．防除価は以下の

通り算出した，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理区の発病度））；Ave.，average；TPC，

tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole；ASM，acibenzolar-S-methyl 
 

Table 12 キュウリ斑点細菌病に対する葉面散布による防除効果（ポット試験）． 

 

各薬剤はアセトンに 10000 ppm になるように希釈し，10000 ppm アセトン溶液を水に所定濃

度になるように希釈して散布液を調整した．散布においては,農業用展着剤（product name 

GuraminR S；poly oxyethylene nonylphenyl ether 15%，poly naphtyl methanesulfonic acid sodium 

salt 4%，polyoxyethlene fatty acid ester 5%；Mitsui chemicals agro，INC）を 0.03%加用した．

散布後 0，3 または 7 日後に，Pseudomonas syringae pv. lachrymans 細胞懸濁液を葉面に散布

することで接種した．25℃で 10 日インキュベートしたのち，発病度（disease severity）を調

査した．1 区はΦ4.5 cm ポットで生育させた 2 葉期キュウリ苗 1 株であり，3 反復の発病度

を平均して防除価 (efficacy) を算出した．*は無処理との比較で Tukey’s test による有意水

準 p < 0.05 である組み合わせを示す．発病度は以下の通り，0，健全葉；3，無処理区と同等

の病斑面積とし，0 から 3 の間を病斑面積に応じ 0.1 刻みで評価した．防除価は以下の通り

算出した，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理区の発病度））；Ave.，average；TPC，tolprocarb；

CAR，carpropamid；PBZ，probenazole；ASM，acibenzolar-S-methyl 
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試験 3. 土壌潅注による防除効果（ポット試験） 
 本章試験 2 の通り，葉面散布において TPC のハクサイ軟腐病，キュウリ斑点

細菌病に対する防除効果が確認できたため，土壌潅注によって薬剤を根から吸

収させる方法で防除効果を確認した．ハクサイ軟腐病については，統計的な有意

差は認められなかったものの，TPC 22.5 および 45 g/10a 処理区，CAR 45 g/10a 処
理区において，PBZ 250 g/10a 処理区と同等程度に発病を抑制する傾向が見られ

た（Table 13）．一方，トマトうどんこ病に対しては TPC 90 g/10a，CAR 90 g/10a
処理区において無処理と比較して有意に病斑進展を阻害した（Table 14）． 
 
 
試験 4. 薬剤処理方法および薬量の検討（プランター試験） 
 本章試験 3 の結果から，土壌潅注によっても防除効果を示したことから，処

理方法及び処理薬量を検討した．検討には，有効成分として TPC のみを含有す

る TPC 3% G（商品名：サンブラス®粒剤 三井化学アグロ（株）製）を用いた．

まず，ハクサイ軟腐病に対する防除効果を指標に，植穴処理（0.6 g/穴，3 kg/10a
相当；有効成分換算，90 g/10a 相当）と，全面土壌混和（0.3 - 1.2 g/プランター，

3 - 12 kg/10a 相当；有効成分換算，90 - 360 g/10a 相当）を比較した．その結果，

統計的な有意差は得られなかったものの，全面土壌混和 3 kg/10a 処理区が最も

高い防除効果を示した（Table 15）．そこで，処理方法を全面土壌混和に限定し，

ハクサイ軟腐病，ハクサイ黒すす病，トマトうどんこ病に対する処理薬量を検討

した．その結果，ハクサイ軟腐病では 1.5 kg/10a（有効成分換算，45 g/10a 相当），

ハクサイ黒すす病では 3 kg/10a，トマトうどんこ病では 1.5 kg/10a 処理で無処理

と比較し有意に病斑進展を阻害し，防除効果を示した（Table 16，17，18）． 
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Table 13 ハクサイ軟腐病に対する薬剤潅注処理による防除効果（ポット試験）． 

 
各薬剤はアセトンに 10000 pm になるように希釈し，10000 ppm アセトン溶液を水に所定濃

度になるように希釈し，薬剤懸濁液をポット土壌中に潅注した．薬剤処理 10 日後に，ハク

サイ第 4 葉に Erwinia carotovora subsp. carotovora 細胞懸濁液に浸した虫ピンを葉に刺すこ

とで接種した．25℃1 日インキュベートしたのち，発病指数（disease index）を調査した．1

区はΦ7.5 cm ポットで生育させた 6 葉期ハクサイ苗 1 株であり，3 反復の発病指数から発病

度（disease severity）を算出し，防除価（efficacy）を算出した．発病指数は以下の通り，0，

健全葉；1，感染しているが病斑は接種痕の周囲にとどまる；2，病斑が拡大するが葉肉細胞

のみにとどまる；3，病斑が維管束を経由して広範囲に広がる；発病度は以下の通り，100*

（（発病指数 0 の数）*0+（発病指数 1 の数）*1+（発病指数 2 の数）*2+（発病指数 3 の数）

*3）/（（調査葉の数）*3））；防除価は以下の通り，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理の

発病度））；AI，active ingredient；Rep.，replicates；TPC，tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，
probenazole 
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Table 14 トマトうどんこ病に対する薬剤潅注処理による防除効果（ポット試験）． 

 
各薬剤はアセトンに 10000 pm になるように希釈し，10000 ppm アセトン溶液を水に所定濃

度になるように希釈し，薬剤懸濁液を Φ20 cm ポット土壌中に潅注した．薬剤処理 13 日後

にポットをうどんこ病常発温室に移し自然感染させた．病斑が十分進展したのち（ポット移

動 18 日後），各反復下位 6 複葉の発病指数（disease index）を調査した．1 区はΦ20 cm ポッ

トで生育させた 15 葉期トマト植物体 1 株であり，3 反復の発病指数から発病度（disease 

severity）を算出し，防除価（efficacy）を算出した．発病指数は以下の通り，0，健全葉；1，

複葉面積の 1 - 5%に病斑が観察される；2，複葉面積の 6 - 25%に病斑が観察される；3，複

葉面積の 26 - 50%に病斑が観察される；4，複葉面積の 51 - 100%に病斑が観察される；発病

度は以下の通り，100*（（発病指数 0 の数）*0+（発病指数 1 の数）*1+（発病指数 2 の数）

*2+（発病指数 3 の数）*3+（発病指数 4 の数）*4）/（（調査した複葉の数）*4））；防除価は

以下の通り，100*（1- (試験区の発病度）/（無処理区の発病度））；AI，active ingredient；Rep.，

replicates；TPC，tolprocarb；CAR，carpropamid；PBZ，probenazole 
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Table 15 処理方法の違いがハクサイ軟腐病の防除効果に与える影響（プランター試験）． 

 
TPC 3% granule（サンブラス®粒剤，三井化学アグロ製）を植穴処理または移植前全面土壌混

和の 2 種類の方法で処理した．3 株の 3 葉期ハクサイ苗を 15 cm 間隔でプランターに定植し

た．移植 18 日後，Erwinia carotovora subsp. carotovora を虫ピンでハクサイ用に刺して接種

した．25℃で 1 日間インキュベートしたのち，発病指数（disease index）を調査した．3 反復

の発病指数か発病度（disease severity）を算出し，防除価（efficacy）を算出した．発病指数

より 90%信頼区間を算出した．発病度（disease index）は以下の通り，0，健全葉；1，感染

しているが病斑は接種痕の周囲にとどまる；2，病斑が拡大するが葉肉細胞のみにとどまる；

3，病斑が維管束を経由して広範囲に広がる；発病度は以下の通り，100*（（発病指数 0 の

数）*0+（発病指数 1 の数）*1+（発病指数 2 の数）*2+（発病指数 3 の数）*3）/（（調査葉

の数）*3））；防除価は以下の通り，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理の発病度））；AI，

active ingredient；Rep.，replicates；TPC，tolprocarb 
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Table 16 処理薬量の違いがハクサイ軟腐病の防除効果に与える影響（プランター試験）． 

 
TPC 3% granule（サンブラス®粒剤，三井化学アグロ製）22.5，45，90，180 g / 10a のそれぞ

れの処理薬量で処理した．3 株の 3 葉期ハクサイ苗を 15 cm 間隔でプランターに定植した．

移植 18 日後，Erwinia carotovora subsp. carotovora を虫ピンでハクサイ用に刺して接種した．

25℃で 1 日間インキュベートしたのち，発病指数（disease index）を調査した．3 反復の発病

指数から発病度（disease severity）を算出し，防除価（efficacy）を算出した．発病指数より

90%信頼区間を算出した．発病度（disease index）は以下の通り，0，健全葉；1，感染してい

るが病斑は接種痕の周囲にとどまる；2，病斑が拡大するが葉肉細胞のみにとどまる；3，病

斑が維管束を経由して広範囲に広がる；発病度は以下の通り，100*（（発病指数 0 の数）*0+

（発病指数 1 の数）*1+（発病指数 2 の数）*2+（発病指数 3 の数）*3）/（（調査葉の数）

*3））；防除価は以下の通り，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理の発病度））；AI，active 

ingredient；Rep.，replicates；TPC，tolprocarb 
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Table 17 処理薬量の違いがハクサイ黒すす病の防除効果に与える影響（プランター試験）． 

 
TPC 3% granule（サンブラス®粒剤，三井化学アグロ製）22.5，45，90，180 g / 10a のそれぞ

れの処理薬量で処理した．3 株の 3 葉期ハクサイ苗を 15 cm 間隔でプランターに定植した．

ハクサイ黒すす病（Alternaria brassicicola）は生育期間中に自然発病したものを調査した．

病斑が十分進展したのち（薬剤処理 24 日後），発病程度（disease severity）を調査した．3 反

復の発病程度から防除価（efficacy）を算出した．発病程度より 90%信頼区間を算出した．

発病程度は以下の通り，0，健全葉；3，無処理と同等の病斑面積とし，0 - 3 の間を病斑面積

に応じ 0.1 刻みで評価した．；防除価は以下の通り，100*（1-（試験区の発病程度）/（無処

理区の発病程度））；AI，active ingredient；Rep.，replicates；Ave.，average；TPC，tolprocarb 
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Table 18 処理薬量の違いがトマトうどんこ病の防除効果に与える影響（プランター試験）． 

 
TPC 3% granule（サンブラス®粒剤，三井化学アグロ製）22.5，45，90，180 g / 10a を土壌に

均一に混和した. 3 株の 5 葉期トマト苗を 15 cm 間隔でプランターに定植した．定植 17 日

後，トマトうどんこ病菌（Oidium neolycopersici）の分生子を薬剤処理トマト複葉に振りかけ

て接種した．接種 10 日後に下位 5 複葉の発病指数（disease index）を調査した．3 反復の発

病指数から発病度（disease severity）を算出し，防除価（efficacy）を算出した．発病指数よ

り 90%信頼区間を算出した．発病指数は以下の通り，0，健全葉；1，複葉面積の< 10%に病

斑が観察される；2，複葉面積の 11 - 50%に病斑が観察される；3，複葉面積の> 50%に病斑

が観察される；発病度は以下の通り，100*（（発病指数 0 の数）*0+（発病指数 1 の数）*1+

（発病指数 2 の数）*2+（発病指数 3 の数）*3）/（（調査した複葉数）*3））；防除価は以下

の通り，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理区の発病度））；AI，active ingredient；Rep.，

replicates；TPC，tolprocarb 
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試験 5. 圃場試験 
 プランターによる試験結果から，1.5 - 3 kg/10a 付近に最適処理薬量があること

が推測された．そこで，温室内圃場，または露地圃場での TPC の各種病害に対

する防除効果を調査した．まず，キャベツ軟腐病の温室内圃場試験について，薬

剤処理 98 日後の調査で，TPC 3% G 3 kg/10a（有効成分換算，90 g/10a 相当）処

理区は最も高い防除効果を示したが，統計的有意差は観察されなかった（Table 
19）．また，同じく温室内圃場においてトマトうどんこ病に対する防除効果を検

討したところ，薬剤処理 72 日後の調査で TPC 3% G 3 kg/10a において無処理と

比較し有意に優る防除効果を示した（Table 20）． 
 
 
Table 19 キャベツ軟腐病に対する防除効果（温室内圃場試験）． 

 
TPC 3% granule（サンブラス®粒剤，三井化学アグロ製）または PBZ 8% granule（オリゼメー

ト粒剤，明治製菓ファルマ製）を植穴に所定量処理した．キャベツ苗を 30 cm 間隔で 1 区 6

株を無加温の温室内圃場に定植した．定植 72 日後，Erwinia carotovora subsp. carotovora の

細胞懸濁液を植物体にスプレー接種した．定植 98 日後，発病指数（disease index）を調査し

た．3 反復の発病指数から発病度（disease severity）を算出した．発病度より防除価（efficacy）

を算出した．発病指数より 90%信頼区間を算出し，各処理区を比較した．発病指数は以下の

通り，0，健全葉；1，外葉のみに病斑を認める（出荷可能）；2，外葉及び結球葉に発病を認

める（小球として出荷可能）；3，結球葉の大部分に発病を認める（出荷不可）；発病度は以

下の通り，100*（（発病指数 0 の数）*0+（発病指数 1 の数）*1+（発病指数 2 の数）*2+（発

病指数 3 の数）*3）/（（調査株数）*3））；防除価，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理区

の発病度））；AI，active ingredient；Rep.，replicates；TPC，tolprocarb；PBZ，probenazole 
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Table 20 トマトうどんこ病に対する防除効果（温室内圃場試験）． 

 

TPC 3% granule（サンブラス®粒剤，三井化学アグロ製）または PBZ 8% granule（オリゼメー

ト粒剤，明治製菓ファルマ製）を植え付け前に区内土壌前面に均一に所定量処理し，よく混

和した．トマト苗は 30 cm 間隔で 1 区当たり 5 または 6 株を定植した．定植 49 日後に，ト

マトうどんこ病（病原菌；Oidium neolycopersici）に罹病したトマト苗を，区間に定植するこ

とで接種した．定植 72 日後，地上高 1.2 m を基準に，上位 3 複葉および下位 3 複葉につい

て発病指数（disease index）を調査した．3 反復の発病指数から発病度（disease severity）を

算出した．発病度より防除価（efficacy）を算出した．発病指数より 90%信頼区間を算出し，

各処理区を比較した．発病指数，0，健全葉；1，複葉面積の 1 - 5%に病斑が観察される；2，

複葉面積の 6 - 25%に病斑が観察される；3，複葉面積の 26 - 50%に病斑が観察される；4，

複葉面積の 51 - 100%に病斑が観察される；発病度，100*（（発病指数 0 の数）*0+（発病指

数 1 の数）*1+（発病指数 2 の数）*2+（発病指数 3 の数）*3+（発病指数 4 の数）*4）/（（調

査葉数）*4））；防除価，100*（1-（試験区の発病度）/（無処理区の発病度））；AI，active ingredient；

Rep.，replicates；TPC，tolprocarb；PBZ，probenazole 

 
 
 
4.4 結論 
以上の結果から，TPC は各種細菌病に対し植物種によらず防除効果を示すが，

処理薬量には至適処理量があることが示唆された．1 章のシロイヌナズナ幼苗を

用いた解析より，TPC の抵抗性誘導活性は処理濃度によって明確な活性の強弱

が見られなかったことは，本結果と相関がある．また，TPC は圃場において，処

理後 2 か月を超える長期間，病害防除効果が持続した．このことから，定植時の

TPC 処理 1 回のみで作期の最後まで病害防除効果を持続させることができる可

能性が示唆された． 
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5. 総括 
 
 
5.1 本研究の概要 
 
 イネいもち病菌のメラニン生合成経路を阻害し，Melanin biosynthesis inhibitor 
– polyketide synthase (MBI-P) 剤に分類されるトルプロカルブ（TPC）の，第 2 の

作用性として抵抗性誘導活性を有することを解明した．TPC はシロイヌナズナ

において PR-1a プロモーター誘導活性を有し，シロイヌナズナ黒斑細菌病に対

し，シロイヌナズナ中での増殖阻害活性を有した．また，イネにおいて TPC 処

理によりサリチル酸系の複数の遺伝子（PBZ1，β-1,3-glucanase，Chitinase 1 の発

現を薬剤処理 24 – 72 時間後に亢進したが，ジャスモン酸系の遺伝子群の発現亢

進は誘導しなかった．一方，既知の抵抗性誘導剤であるプロベナゾール（PBZ）
はサリチル酸系の遺伝子（PBZ1，Chitinase 1）のほか，ジャスモン酸系の遺伝子

（RCI-1）の発現も亢進したことから，TPC の作用点はサリチル酸情報伝達系の

PBZ より下流に存在する可能性が推測された．一方，PR 関連タンパク質の発現

誘導活性が知られている MBI – dehydratase (MBI-D) 剤であるカルプロパミド

（CAR）は，Chitinase 1 のみの発現を亢進したが，その他の遺伝子発現は明瞭な

変動が見られず，TPC とは明らかに作用が異なることが示された．Cap Analysis 
of Gene Expression（CAGE）による遺伝子発現解析結果を用い，Gene ontology 解

析を実施したところ，TPC 処理によりジテルペンファイトアレキシン関連遺伝

子群の発現を亢進している可能性が示唆された．TPC はイネ白葉枯病に対し，

イネ幼苗を用いた接種試験において PBZ と同等の防除効果を示した．さらにイ

ネいもち病菌（Magnaporthe grisea）付着器へのメラニン中間体添加による添加

回復試験から，TPC はイネいもち病菌に対しメラニン生合成阻害活性と抵抗性

誘導の両方で防除効果を示すことが示された．ポットおよび圃場スケールでの

試験において，TPC はハクサイ軟腐病，ハクサイ黒すす病，トマトうどんこ病，

キュウリ斑点細菌病に対し防除効果を示した．特に圃場においては，薬剤処理 2
か月後以上の遅い調査においても防除効果を示し，定植時の 1 回処理のみで作

期の最後まで防除効果が持続する可能性が推測された．以上より，TPC は，複数

の植物種に対し抵抗性誘導活性を示すことにより，園芸作物に対しても抵抗性

誘導剤として使用できることが示された．さらに，イネいもち病菌に対して 2 種

類の作用性によって防除効果を示すことから，薬剤耐性菌の出現リスクが低い

と推察された． 
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5.2 今後の課題と展望 
 
 本結果より TPC の抵抗性誘導活性が明らかになったが，その作用点は不明で

ある．今後は詳細な作用点の解析を進めるとともに，gene ontology 解析により明

らかになったジテルペンファイトアレキシン生合成に対する影響についても検

討していく必要がある．また，実用場面においては，イネの細菌病害，園芸作物

の細菌病防除剤として適用拡大を進めることにより，作物の安定生産に貢献す

ることが期待される． 
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