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緒　　言

本研究はきのこ生産上の重要な生育阻害要因である

微生物に注目し、細菌および糸状菌に起因する子実体

の病害に関する研究を行ったものである。すなわち、

生産地における発生状況を調査し、病原菌の特定およ

び同定、感染経路の解明、防除方法の開発を目的とし

た。

全国におけるきのこ生産は、戦後本格的に行われる

ようになった。生産量は順調に増加し、2014年には生

産量約43.7万トン、生産額約2,294億円に達している

（総務省統計局、2014）。この間、栽培方法の改善や開

発は進み、原木栽培から菌床栽培へと急速に移行し、

新規のきのこが栽培されるようになった。これに伴い

きのこ生産への企業の参入や国内需給バランスの崩れ

による外国産の輸入急増が起こり、激しい産地間競争

が繰り広げられている。このような状況の中、消費者

の安全安心、自然志向が高まり、産地側には消費者

ニーズを捉えた商品の安定供給が強く求められている。

我国のきのこ生産における阻害要因として、病害虫

の発生に起因することは良く知られている（有田、

1985；時本、1991；古川・野淵、1996；古川、2008；

宮崎、2010；北島、2012）。きのこの栽培方法は種類

によって異なるため、生産地では病害虫の発生によっ

て多くの問題が生じており、発生原因の究明と対策

が講じられてきた（山中・柿本、1991；古川・野淵、

1996）。しかし、きのこ生産の継続が困難になる大き

な被害や新たな問題も起こっており、特に気象や環境

条件に大きな影響を受ける自然栽培は、生産期間が長

期に及ぶことから、防除対策の実施が困難な場合が多

い。

国内におけるシイタケ（Lentinula edodes）の栽培歴

は比較的長く、生産量の多いきのこのひとつである。

生シイタケは約90％が菌床栽培で生産されているが、

乾シイタケは主に原木栽培で生産されている（総務省

統計局、2014）。原木栽培は自然環境を利用した栽培

法で、種菌接種（以下植菌）から子実体採取まで長期

間野外で行われるため、病害虫による影響を受けやす

い。ほだ木育成は、一般的に原木の伐採跡地、林内お

よび簡易な施設で行われ、種菌からシイタケ菌糸が伸

長し、原木組織を徐々に腐朽させることでシイタケ菌

糸体量を増加させる重要な栽培工程である。原木栽培

は、菌床栽培と異なり培養基を殺菌しないため、シイ

タケ菌以外の担子菌や子のう菌が原木内に優先的に繁

殖すると、シイタケ菌の生育範囲は限られ、子実体発

生量の減少要因になる。すなわち、原木内部にシイタ

ケ菌糸を優先的に蔓延させるために、栽培環境を整え

ることがシイタケ子実体の安定生産にとって不可欠で

ある。

大分県の乾シイタケ栽培は、原木伐採跡地で２夏

（約20ヶ月）経過したほだ木を、林内や人工ほだ場に

移動（ほだ起し）し、子実体の採取作業を行う方法が

一般的である。生産者は伏せ込み地の環境を整えるた

めの作業を行うが、ほだ起し作業中にほだ木の異状

に気づくことは少なくない。大分県では、1970年頃か

らシイタケほだ木の黒腐病（安藤ら、1980；松尾、

1980；有馬、1994）が発生し、当時甚大な経済的損失

を与えた。小松（1976）は、この原因をTrichoderma

属菌がほだ木内部のシイタケ菌糸を死滅させることに

起因すると報告した。また、ほぼ同時期に長崎県対馬

から移入した原木に混入して、ハラアカコブカミキリ

（Moechotypa diphysis）が侵入し、大分県内の伏せ込み

地でほだ木を食害する被害が発生した（藤本、1975；

堀田・高橋、1981）。ハラアカコブカミキリの生育範

囲は徐々に拡大し、九州本土の各地の原木栽培地で認

められるようになった（大長光・金子、1988）。この

他、ほだ木育成段階の病害虫に関する研究は比較的多

い（有田、1971；大平、1974；角田・安藤、1981；時

本、1985；加藤、1986；阿部、2003；村上・宿利、

2006；村上、2015）。

一方、子実体の生育および採取段階では、採取量の

極端な減少や変形子実体の発生に関する問題がしばし

ば起こってきた。これらの問題は、ほだ木内部のシイ

タケ菌糸体量の不足、誤った発生操作、極端な気象

変化や栽培環境の不良に起因することが多い。しか

し、生育中のシイタケ幼子実体が生長を停止し、褐

変腐敗する症状が散見されるようになり、小松・後藤

（1974）は本症状をPseudomonas fluorescensによる細菌

病害として報告した。また、陶山・藤井（1993）およ

びTsunedaら（1995b）は、同じ症状のシイタケ子実体

からPs. tolaasiiを分離し、シイタケ黒腐細菌病として

報告した。Ps. tolaasiiはツクリタケ褐変病菌として世

界中で知られ（Fletcher and Gaze、2008）、国内では

ヒラタケ腐敗病およびエノキタケ黒腐細菌病の原因菌

であることが報告されている（陶山・藤井、1993；

白田ら、1995）。また、シイタケ子実体の病害とし

て、リケッチア様微生物による矮化病（Fukumasa and 

Matsumoto、1999）が報告されている。しかし、これ

らのシイタケ子実体に対して病原性を示す原因菌の感
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染経路は明らかにされておらず、防除方法は確立され

ていない。以上のように、屋外で栽培される原木シイ

タケ子実体に発生する病害に関する研究は少なく、今

後も甚大な経済的損失が生じることが懸念されてい

た。このような状況中、1994年に大分県内でシイタケ

子実体が褐変または黒変して腐敗する症状（以下褐変

腐敗症状）の発生情報が寄せられたことから調査を開

始し、原因菌の特定および同定、感染経路の解明、防

除法の確立を目的に研究を行った。

近年、生鮮きのこ類の多くは菌床栽培で生産される

ようになり、店頭で販売されるきのこの種類は徐々に

増加してきた。その中で、エリンギ（Pleurotus eryngii）

は急速に生産が拡大したきのこのひとつである。

エリンギは日本国内に自生せず、ヨーロッパ、北

アフリカ、中央アジアに自生する食用きのこである

（衣川、1982）。ヨーロッパでは古くからエリンギの人

工栽培に関する研究が行われてきた（Cailleux and 

Diop、1974；Zadrazil、1974､1978）。日本では1993

年から実用的な生産を目的として菌株を導入し、ヒ

ラタケ（Pleurotus osteratus）、ブナシメジ（Hypsizygus 

marmoreus）およびエノキタケ（Flammulina velutipes）

など既存の栽培施設を利用して、試験的な導入が始

まった（澤、1994；山中・鈴木、1994；宮内ら、

1998）。エリンギの味覚は消費者の嗜好に合い、市場

での取引も順調に増加し、エリンギを主体に栽培する

生産者が出現した（木村、1999；伊藤、2010）。さら

に、民間企業がエリンギ栽培に参入し、工場生産が本

格的に稼働し始めた。その結果、エリンギ生産は飛躍

的に増加し、2014年の全国生産量は39,645トンに達し

た（総務省統計局、2014）。

大分県では1995年頃から２、３のきのこ菌床栽培生

産者がエリンギを導入し、ビン栽培を開始したが、1997

年夏にエリンギ子実体が白色糸状菌に覆われ、軟化腐

敗する症状（以下軟化腐敗症状）の発生情報が寄せら

れた。エリンギの栽培歴は浅く、これまでに病害発生の

記録がないことから、軟化腐敗症状は今後エリンギ栽

培上重要な病害になると考えられた。1997年、エリンギ

軟化腐敗症状の発生情報の寄せられた生産地で発生調

査を開始し、原因菌の同定、感染経路の特定および防

除方法の確立を行うことを目的に研究を行った。
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Ⅰ 栽培きのこの生育を阻害する要因

人工栽培されているきのこの生育阻害に関する研究

は、安定生産および品質向上に寄与する重要なものと

考える。国内のきのこ生産の原点である原木栽培は、

中山間地を利用した自然環境下で行われ、栽培期間

が長いことから生育阻害要因を解明することが困難な

場合が多い。一方、菌床栽培は温湿度を制御した空調

施設内で行われ、比較的安定した周年生産が可能であ

る。しかし、一旦生育阻害が起こると、甚大な経済的

損失を伴う場合が多く、早急な対応が優先されるた

め、生産現地における発生状況は不明な点が多く残さ

れている。

シイタケ原木栽培は、ほだ木育成と子実体発生の２

段階に分けられる。ほだ木育成段階では、シイタケ菌

糸に対して病原性を示すHypocreaおよびTrichoderma

属菌（有田、1971；小松、1976；時本、1985）、シイタ

ケ菌糸と競合する木材腐朽菌のシトネタケ（Diatrype 

stigma；大平、1974）,ニマイガワキン（Graphostroma 

platyatoma；角田・安藤、1981；角田ら、1996；Tunoda、

2003）およびクロコブタケ（Hypoxylon truncatum；阿

部、2003）を対象にした詳細な研究が行われ、生産地

における防除対策が示されている。一方、子実体発生段

階では、細菌（小松・後藤、1974；Nakai et al.、1982；

陶山・藤井、1993；Tsuneda et al.、1995b）、子のう菌

（Tsuneda et al.、1995a､1997；渡邉ら、2014）およびウ

イルス（馬替・砂川、2005）に関する研究が行われてき

た。しかし、これらの先行研究では、生産地における病

害の発生状況は、ほとんど明らかにされていない。この

ような状況の中、大分県において原木シイタケ子実体の

褐変腐敗症状の発生情報が寄せられたことから、本症状

の発生状況を明らかにするために発生調査を行った。

一方、菌床栽培は、当初培地の殺菌不良（河野・

寺下、1984；北本ら、1987）、接種および培養中の

培養基内への糸状菌の侵入（原田、1977；古川・野

淵、1996）に起因する問題が大きかったが、子実体

の変色や腐敗を引き起こす細菌（土屋ら、1985；陶

山・藤井、1993；白田ら、1995、；Okamoto et al.、

1999）、糸状菌（中村ら、1996；Okada et al.、1998；

長野県野菜花き試験場菌茸部、1999）およびウイルス

（Magae and Hayashi、1999）の発生も認められるよう

になってきた。このような状況の中、大分県では新規

に導入したエリンギ生産者から、子実体の軟化腐敗症

状の発生情報が寄せられたので発生調査を行った。

１　原木栽培シイタケに発生した褐変腐敗症状

ほだ木上で生育中のシイタケ子実体が褐変腐敗する

症状の発生実態を明らかにするために、発生調査およ

び生産者を対象にしたアンケート調査を行った。な

お、本研究では、シイタケの菌傘が開いていない子実

体を「幼子実体」、開傘して菌褶の見られる子実体を

「成熟子実体」と呼称する。

１）発生調査

1994年から2014年にかけて、発生情報が寄せられた

大分県内のほだ場を中心に発生調査を行った。なお、

本論文では調査地の所在地名は現在の名称、シイタケ

の品種名は調査当時の名称で記載した。

（１）材料および方法

発生調査：第１回の調査は、1994年12月に玖珠郡玖

珠町、1995年10月に杵築市大田、1996年11月に豊後大

野市三重町および大野町の４箇所の林内ほだ場で実施

した。ほだ場で褐変腐敗症状の発生を確認後、品種、

栽培管理方法、環境および気象条件等について、生産

者から聞き取り調査を行った。

第２回の調査は、1999年３-４月に佐伯市本匠、玖

珠郡九重町および豊後大野市三重町（２箇所）の合計

４箇所のほだ場で実施した。ほだ場で褐変腐敗症状の

発生を確認後、聞き取り調査するとともに、発生の程

度を調査した。発生の程度は、調査時に子実体が見ら

れるほだ木のみを対象とし、各ほだ場で50-120本のほ

だ木を無作為に選び、それぞれについてほだ木の子実

体を観察し、異状の見られないほだ木（-）、褐変した

子実体が見られるほだ木（+）、褐変腐敗した子実体が

見られるほだ木（++）およびほとんどの子実体が褐変

腐敗しているほだ木（+++）に類別した。

第３回の調査は、2000年３-12月に発生情報が寄せ

られた４箇所および第１回および第２回の調査地以外

の無作為抽出した25箇所、合計29箇所の林内ほだ場、

人工ほだ場およびビニールハウスで実施した。一部の

ほだ場では、褐変腐敗症状の発生したほだ木の割合を

調査した。

第４回の調査は、褐変腐敗症状の発生情報が寄せら

れた2003年４月に杵築市山香、10-11月に臼杵市野津

町の林内ほだ場で実施した。

第５回調査は、褐変腐敗症状の発生情報が寄せられ

た2011年３月に日田市天瀬町および杵築市山香の林内

ほだ場で実施した。
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第６回の調査は、褐変腐敗症状の発生情報が寄せら

れた玖珠郡玖珠町2013年11月、中津市耶馬渓町2014年

12月には林内ほだ場で実施した。また、2014年10月に

豊後大野市三重町（大分県農林水産研究指導センター

林業研究部きのこグループ、以下試験場）の人工ほだ

場を調査対象とした。調査地から発病ほだ木を持ち帰

り、試験場内の人工ほだ場で継続調査した。

アンケート調査は、1997年９月-1998年１月に実施

した。原木シイタケ生産者を対象にした研修会で、

褐変腐敗症状の説明を行った後、予め準備したアン

ケート用紙に直接記入する方法で行った。アンケート

の調査項目は、褐変腐敗症状の発生の有無、発生した

年月や品種とした。調査は旧玖珠九重地方振興局管

内（20名、玖珠町、九重町）、旧大分地方振興局管内

（９名、大分市、由布市）、旧別杵速見地方振興局管内

（13名、別府市）、旧西高地方振興局管内（９名、豊後

高田市）で行い、合計51名の生産者から回答を得た。

（２）結果

発生調査１：調査した４箇所の林内ほだ場におい

て、シイタケ子実体が異臭を伴って褐変から黒変する

症状が共通して確認された。褐変腐敗症状はほだ木上

の幼子実体から採取適期の成熟子実体に認められた。

異臭を放つ幼子実体は菌傘および菌柄の一部が褐変

し、成長は既に停止していると判断された（図１ａ）。

成熟子実体は異臭を放って腐敗し、糸状菌に覆われる

子実体も認められた。ほだ木ごとに調査したところ、

同一ほだ木には健全子実体と異状の認められる子実体

が混在し、全ての子実体が褐変や腐敗症状を示すこと

は少なかった。しかし、外観上は健全な成熟子実体の

菌傘組織が軟化し、菌褶のみが褐変する症状も稀に認

められた（図１ｂ）。

調査した４箇所のほだ場において、褐変腐敗症状の

発生が共通して確認された品種は、初秋から子実体が

採取可能な森290であった。また、ほだ場環境を調査

したところ、豊後大野市大野町および三重町のほだ場

は通風が悪く、やや過剰な散水管理を実施しており、

比較的多湿傾向であった。しかし、他の２箇所のほだ

場は平均的な環境条件であった。

発生調査２：1999年３-４月に調査した４箇所のほ

だ場において、生産者は２月下旬頃から、幼子実体の

成長停止および軽度の褐変腐敗症状を認めていた。本

症状は徐々に目立つようになり、調査を行った３-４

月には異臭を伴った腐敗が確認された。なかでも佐伯

市本匠および豊後大野市三重町では、林内ほだ場の全

体に悪臭が漂い、菌泥を伴って激しく腐敗する子実体

が認められた（図１ｃ）。さらに、佐伯市本匠では、

褐変腐敗した幼子実体付近のほだ木内樹皮も激しく褐

変していた（図１ｄ）。また、同時期に豊後大野市三

重町の人工ほだ場と玖珠郡九重町の林内ほだ場におい

図１　大分県内のほだ場で発生した原木シイタケ子実体の褐変腐敗症状

ａ：菌傘および菌柄が褐変し、成長停止した幼子実体（1994年．杵築市）
ｂ：菌褶が褐変した成熟子実体（1994年．杵築市）
ｃ：褐～黒変し、激しく腐敗した成熟子実体（1999年．豊後大野市）
ｄ：褐～黒変し、激しく腐敗した幼子実体（1999年．佐伯市）
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発生調査３：調査は、発生情報の寄せられた中津市

耶馬渓町のビニールハウス、佐伯市本匠と豊後大野市

三重町の人工ほだ場、佐伯市弥生の林内ほだ場および

発生情報の寄せられていない生産現地で実施した。

2000年10月に中津市耶馬渓町において、原木生シイ

タケ栽培用の品種（品種：セッコーH3）に初めて褐変

腐敗症状の発生を確認した。生産者は原木伐採跡地で

育成したほだ木を数時間浸水し、ビニールハウスに展

開、栽培管理を行っていた。異状は展開して数日後か

ら見られ、調査時にはすべての子実体が褐変から黒変

し、異臭を放って激しく腐敗していた。また、発生情

報の寄せられたほだ場における褐変腐敗症状の発生割

合は、佐伯市本匠および豊後大野市三重町の人工ほだ

場で65％および31％、佐伯市弥生の林内ほだ場で89％

であった。

一方、無作為抽出したほだ場で調査においても、子

実体の褐変腐敗症状は認められた。なかでも、2000年

11月に調査した佐伯市本匠の３箇所の林内ほだ場で

は、褐変腐敗症状の発生は比較的激しかった。また、

軽度の発生は、2000年３月に佐伯市宇目および弥生の

林内ほだ場、竹田市の人工ほだ場、2000年４月に国東

市国見の林内ほだ場および由布市庄内のビニールハウ

ス、2000年10-11月に国東市国見、豊後高田市香々地

および宇佐市安心院の林内ほだ場と人工ほだ場で確認

した。しかし、その他の調査地では、子実体が僅かに

褐変する程度であった。今回無作為に抽出した25箇所

の生産現地のうち、10箇所の林内ほだ場、４箇所の人

工ほだ場および３箇所のビニールハウスで、褐変腐敗

症状の発生が確認された。

発生調査４：2003年４月に調査した杵築市山香の林

内ほだ場は谷筋に位置し、通風管理が不十分なため湿

度が高い状況であった。ほだ場では菌泥を伴い激しく

腐敗した子実体が見られた。褐変腐敗症状の認められ

た品種は明治905のみで、他品種に異状はなかった。

て、褐変腐敗症状の発生を確認した。４箇所のほだ場

で発生の程度を調査した結果、佐伯市本匠および豊後

大野市三重町（林内ほだ場）では、90％以上のほだ木

で褐変腐敗症状を確認した（表１）。

調査対象とした品種およびほだ木の発生年数は、佐

伯市本匠は明治908の２年ほだ木、豊後大野市三重町

（林内ほだ場）は森121の２年ほだ木、豊後大野市三重

町（人工ほだ場）は森290の１年ほだ木、玖珠郡九重

町は菌興115の１年および２年ほだ木であった。玖珠

郡九重町のほだ場では、12月から１月に長期間ビニー

ルで被覆を行ったほだ木に発生が集中していた。しか

し、その他のほだ場では特別な発生操作は実施してお

らず、ほだ木の管理方法と褐変腐敗症状の発生との関

連は不明であった。また、ほだ場の立地条件を調査し

たところ、標高は佐伯市本匠が約150ｍの山間地に位

置し、ほだ場の横に小川が流れており、湿度が高いほ

だ場であった（図２ａ）。豊後大野市三重町（林内ほ

だ場）も同様な環境条件であった。豊後大野市三重町

の人工ほだ場は標高約200ｍに位置し、1998年秋に完

成した新しい施設で、通風および排水の良い環境条件

であった。一方、玖珠郡九重町の調査地は標高650ｍ

の高冷地に位置していたが、南向きの明るいほだ場で

あった。

図２　シイタケ腐敗症状の発生を確認したほだ場

ａ：激害の発生を確認したスギ林内ほだ場（1999年．佐伯市）
ｂ：軽害の発生を確認した広葉樹ほだ場（2013年．玖珠町）

表１　 大分県内で確認されたシイタケ褐変腐敗症状の

発生状況（1999年３-４月）

１）ほだ場におけるほだ木の経過年数．
２）シイタケ子実体の褐変腐敗の程度を無作為に抽出したほだ木（50-

120本）毎に調査し，発生ほだ木の割合を算出，+++：腐敗を伴っ
た褐変，++：褐変，+：僅かな褐変，-：褐変なし．
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変し、異臭を放って激しく腐敗していた。発生は2013

年３月下旬にセッコー11を植菌したほだ木（以下３月

植菌ほだ木）に集中して見られ、外観上健全な子実体

と混在していた。しかし、２月上旬にセッコー11を植

菌したほだ木（以下２月植菌ほだ木）では、異状子実

体の発生は見られなかった。生産者からの聞き取り調

査の結果、２月上旬に植菌した種菌は事前に購入保管

していたものを使用したが、３月下旬に植菌した種菌

は追加注文により購入したことが判明した。

２月植菌および３月植菌ほだ木を各５本持ち帰り、

試験場内の人工ほだ場で管理したところ、2015年２-

４月にかけて、３月植菌ほだ木に外観上健全な子実体

に混在し、褐変から黒変して腐敗するシイタケ子実体

の発生を確認した。一方、２月植菌ほだ木からは健全

な子実体のみが採取された。調査対象のほだ木の2015

年秋から春にかけて発生状況を調査したが、褐変腐敗

症状を呈する子実体の発生は見られなかった。

2014年10月に試験場内の人工ほだ場において、栽培

中のほだ木上に子実体全体が激しく褐変から黒変し、

異臭を放って成長停止する症状を認めた。本症状は

2013年３月に交配株（系統：７-26）を植菌したほだ

木７本のみに見られ、ほだ木上のすべての子実体が同

様な症状を呈していた。同じ人工ほだ場で管理中の他

の交配株24系統および市販品種を植菌したほだ木から

は、異状子実体は認められなかった。発生ほだ木を引

き続き観察したところ、2015年10月に褐変腐敗症状を

確認したが、生育した子実体個数は昨年と比較して大

きく減少した。

アンケート調査：栽培技術研修会に参加した生産者

の51名からアンケート調査の結果を回収した。多くの

生産者の栽培歴は、20年以上の中核的生産者であっ

た。アンケート調査の結果、31名の生産者は自身のほ

だ場において褐変腐敗症状を認識していた。発生の認

識は旧玖珠九重管内および旧別杵速見管内の生産者で

高く、旧大分管内および旧西高管内では発生を認識し

てない生産者が多い傾向が認められた。褐変腐敗症状

の発生時期は、９-11月および３-４月の秋および春の

採取時期に多く、低温期である12-２月は少ないとす

る回答が多かった。発生の見られた品種は、20名の生

産者が森290と回答した。しかし、生産者は森121、森

ゆう次郎、明治908、菌興115、菌興241号にも本症状

の発生を認めていた。また、生シイタケ用の品種（品

種：ヤクルト763）と回答した生産者も存在した。本

症状の発生を認めた最初の時期は、1974年とする生産

者が存在したが、1990年から1994年と回答した生産者

また、2003年11月に調査を行った臼杵市野津町の林内

ほだ場は、川沿いの谷筋に位置し、湿度が高い環境条

件であった。加えて頻繁に散水を実施しており、調査

時に激しい褐変腐敗症状が発生していた。本症状が発

生した品種は、菌興170の２年ほだ木のみであり、同

一ほだ場の１年ほだ木には異状は見られなかった。

発生調査５：2011年３月に調査した日田市天瀬町の

生産者は、以前から成長中のシイタケ幼子実体が腐敗

することを散発的に確認していた。本症状の発生が確

認された品種は森ゆう次郎で、多くの幼子実体は異臭

を放って成長停止していた。一方、杵築市山香の生産

者は、森290を10年間使用してきたが、褐変腐敗症状

の発生は認めなかった。しかし、2010年秋に起こした

ほだ木に初めて異状を認め、３月の発生調査でシイタ

ケ子実体が褐変腐敗する症状が確認された。褐変腐敗

症状の発生は所有する２箇所の林内ほだ場で見られ、

中央に水路のあるほだ場の症状は激しかった。

発生調査６：2013年11月に調査した玖珠郡玖珠町

（以下玖珠調査地）の生産者は、林内ほだ場にクヌギ

原木を搬入し、シイタケ種菌を原木に植菌して伏せ込

み、２夏経過後に同ほだ場内に立て込む方法で栽培を

行っていた。ほだ場は尾根筋に位置したアカマツと広

葉樹の混合林（図２ｂ）で、風通しは良好であった。

発生調査を行ったところ、2011年植菌（子実体採取２

年目）および2012年植菌（子実体採取１年目）のほだ

木上の子実体に異状が認められた。ほだ木上の成熟子

実体の一部は褐変から黒変し、異臭を放って腐敗して

いた。発生は１品種（品種：セッコー11）のみで見ら

れ、同ほだ場で栽培中の他品種に異状は見られなかっ

た。生産者からの聞き取りでは、採取２年目のほだ木

において前年（１年目）も同じ症状のシイタケ子実体

が点在することを確認していた。

2011年植菌および2012年植菌のほだ木各３本を持ち

帰り、試験場内の人工ほだ場で管理したところ、2014

年10-11月、2015年２-４月、すべてのほだ木上で褐変

腐敗症状の発生を確認した。一方、2013年に植菌した

ほだ木３本からは、異状は見られなかった。

2014年12月に調査した中津市耶馬渓町（以下耶馬渓

調査地）の生産者は、2013年２月上旬と３月下旬にコ

ナラ原木の生育地でシイタケ種菌を植菌し、同場所で

伏せ込みを行った。植菌から２夏経過後にほだ木を、

やや湿度の高い環境条件のスギ林内に立て込んで採取

作業を行っていたところ、2014年11月にシイタケ子実

体の菌槢が淡赤色を呈していることを認めた。発生調

査を行ったところ、ほだ木上の幼子実体は褐変から黒
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ニールで被覆したほだ木のみに褐変腐敗症状が確認さ

れた。以上のことから、褐変腐敗症状は森290以外の

３品種（明治908、森121、菌興115）の春に採取する

シイタケにも認められ、湿度の高い条件下で激害が発

生しやすいことが判明した。

2000年の調査では、生シイタケ用の品種に初めて褐

変腐敗症状の発生を確認した。浸水後のほだ木を発生

舎（ビニールハウス）に並べたところ、すべての子実

体が生育途中に褐変または黒変し、発生舎内は強い異

臭が漂っていた。前後に浸水したほだ木からは、健全

子実体が採取されており、栽培管理と本症状の発生と

の関係は不明であった。また、任意に調査を行った25

箇所のほだ場では、13箇所（52％）のほだ場等で軽度

の褐変腐敗症状が確認され、県下全域に広く発生して

いることがわかった。

2003年の現地調査で新たに２箇所のほだ場におい

て、異臭を伴う激しい褐変腐敗症状の発生を認めた。

発生の見られた品種は、これまで調査事例のない２品

種（品種：明治905および菌興170）で、ほだ場の湿度

は非常に高かった。

2013年および2014年の調査で褐変腐敗症状が確認さ

れたセッコー11は、森290と同様に秋と春に採取する

品種である。玖珠調査地ではセッコー11を植菌したほ

だ木は、２年連続して褐変腐敗症状の発生が認められ

た。しかし、2014年に植菌したセッコー11のほだ木か

らは、異状は認めらなかった。さらに、耶馬渓調査地

では、追加購入したセッコー11を植菌したほだ木（３

月植菌ほだ木）に褐変腐敗症状の発生が見られ、ほだ

木を試験場内の人工ほだ場に移動させた後も発生する

ことを確認した。一方、事前購入してしばらく保管し

ていた種菌を植菌したほだ木（２月植菌ほだ木）には

異状は認めらなかった。1994年から2003年に実施した

発生調査において、同じ品種で褐変腐敗症状の発生に

違いが見られることがあった（有馬・陶山、2009）。

この原因として、伏せ込み中に原因菌の感染程度が異

なることを推察していたが、今回の調査結果から種菌

による影響を否定できないと考えられた。また、試験

場内の人工ほだ場で選抜中の交配株１系統に、褐変か

ら黒変して異臭を放って腐敗する症状を認めた。しか

し、同じ人工ほだ場で管理中の同一交配株から作られ

た他菌株には、本症状の発生は認められなかった。以

上のことを総合的に考えると、シイタケ菌の生理的活

性（山中、1995；古川、2008）および感受性の違い

が、褐変腐敗症状の重要な発病因子であることが示唆

された（有馬ら、2016）。また、小松・後藤（1974）

が最も多かった。特に、1992年および1993年に経済的

被害が大きかったと回答した生産者が多かった。

（３）考察

1994年12月に玖珠郡玖珠町のほだ場を調査し、ほ

だ木上でシイタケ幼子実体の菌傘および菌褶が褐変

または黒変し、腐敗する症状を確認した（有馬ら、

1997）。以降、発生情報の寄せられたほだ場を中心に

調査を行ったところ、成熟子実体に菌泥が溢出し、

激しく腐敗する症状も認められた（有馬・陶山、

2009）。ほだ木上のシイタケ子実体は、採取せずに放

置すると、全体が徐々に赤褐色になる。しかし、過乾

燥や低温が原因で成長停止または枯死した幼子実体お

よび採取されず放置した成熟子実体は、異臭を放つこ

とはなく、ほだ場における両者の識別は容易であった。

1994年から1996年の秋から初冬の調査において、褐

変腐敗症状の発生した品種は森290であった。この品

種は、気温が比較的高い時期に子実体を形成する温度

特性を有している。初めて褐変腐敗症状の発生情報が

寄せられた頃、本県では春子の発生割合が高く、春期

の採取および乾燥作業と原木の玉切り、植菌が重複す

ることで作業の遅れが懸念されていた。したがって、

秋期の発生割合が高く、発生量の多い森290は、生産

者から急速に受け入れられるようになった。この品種

のほだ起こし時期は、最低気温が14℃を下がる頃が目

安とされ、標高の高い高冷地では、９月下旬頃からほ

だ木のほだ場への移動が行われていた。また、秋期に

子実体の生育を促すために、ほだ場に移動したほだ木

に対して、散水管理が推奨されていた（石井・有馬、

2003；山下ら、2006）。したがって、通風および排水

が悪いほだ場では、過剰な散水や長雨による影響も発

生要因の一つとして考えられた。しかし、褐変腐敗症

状の確認されたほだ場の環境は、必ずしも湿度が高い

状況ではなかった。褐変腐敗症状の発生程度は、調査

時前の降雨によるほだ場の水分条件に影響を及ぼすと

考えられ、１回目の調査では解明できなかった。

1999年３-４月の調査では、褐変腐敗症状の発生の

程度について調査した。４箇所のほだ場の中で、佐伯

市本匠は90.9％、豊後大野市三重町は97.7％のほだ木

に褐変腐敗症状が認められた。本症状の認められた品

種は、明治908、森290、森121および菌興115であっ

た。多量の菌泥が見られた佐伯市本匠および豊後大野

市三重町の林内ほだ場の湿度は比較的高く、３月以降

の降雨量が多かった影響を受けて、病勢が進展したと

考えられた。一方、玖珠郡九重町では、厳寒期にビ
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考えを持っており、ほだ場環境および発生操作を問題

として考える生産者は少数であった。

以上のことから、ほだ木上のシイタケ子実体の褐変

腐敗症状は、県内各地で比較的古くから散発的に発生

し、シイタケ生産上の大きな阻害要因になっているこ

とがわかった。褐変腐敗症状は細菌に起因することが

推察されることから、原因菌の特定、感染経路の解明

を行い、防除法の確立を目的とした研究を開始した。

らは、原基形成場所が樹皮に近い場合、シイタケ子実

体は褐変腐敗しやすいことを報告しているが、本研究

では調査を実施しておらず、今後検討が必要である。

発生調査の結果から、シイタケの褐変腐敗症状は

1994年から2014年にかけて、大分県内11市２町の32

箇所で確認（図３、表２）され、９品種（森290、森

121、森ゆう次郎、明治905、明治908、菌興115、菌

興170、セッコーH3、セッコー11）に発生しているこ

とが明らかになった（有馬ら、1997；有馬・陶山、

2009）。

 また、アンケート調査からは、生産者の約60％は褐

変腐敗症状を比較的以前から確認していること、発生

は比較的内陸部のほだ場で多いことがわかった。ま

た、褐変腐敗症状を1974年に認めたと回答する生産者

も存在したが、多くの回答から1990年代に発生が顕在

化し、他品種より高温期に採取される品種に発生が多

いことが判明した（有馬・陶山、2004）。この傾向は

発生調査の結果と一致した。褐変腐敗症状の発生を認

めた生産者の多くは、対応策として品種の変更を行う

図３　シイタケ腐敗症状の発生調査を実施した場所

表２　 大分県内で発生したシイタケ褐変腐敗症状の調

査結果１）

１）調査は発生情報の寄せられた現地で実施．
２）調査地毎の発生程度．+++：多くのほだ木に腐敗を伴った褐変が

見られる，++：褐変腐敗症状が見られる，+：褐変症状が見られ
る．

３）発生情報の寄せられた現地周辺のほだ場も調査対象とした．
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育していた。軽症子実体では菌褶から菌柄の一部に綿

状の白色菌糸が僅かに見られた（図４ａ）。重症子実

体では子実体全体が白色の菌糸に覆われ軟化腐敗し、

着生菌は多量の分生子を形成していた（図４ｂ）。ま

た、菌床表面が白色菌糸に完全に覆われ、幼子実体へ

の成長が完全に阻害されている栽培ビンも認められた

（図４ｃ）。1998年１月に行った杵築市山香の発生調

査では、約39％の栽培ビンで軟化腐敗症状の発生が確

認され、大きな減収要因になっていた。しかし、エリ

ンギ軟化腐敗症状の発生が確認された生育室内におい

て、栽培管理中のブナシメジに異状は認めなかった。

同様に、大分市佐賀関ではヒラタケが同一栽培舎で栽

培されていたが、ヒラタケ子実体に異状は確認されな

かった。

（３）考察

大分県では1995年頃からエリンギ栽培が試験的に行

われるようになったが、生育中の幼子実体に白色菌糸

が着生し、軟化腐敗する症状の発生情報が寄せられた

ので、発生調査を実施した。

大分市佐賀関ではヒラタケのビン栽培が行われてき

たが、需要の減少に伴う単価の低迷傾向に歯止めがか

からない状況の中で、エリンギ栽培を検討するように

なった。ヒラタケと同じ培地を用いてビン栽培を試み

ると、エリンギは培養期間がやや長くなるが、健全な

２　 菌床栽培エリンギに発生した軟化腐敗

症状
大分県では、1995年頃からきのこ菌床栽培生産者が

エリンギを導入し、試験的に栽培を開始したが、1997

年夏にエリンギ子実体が白色糸状菌に覆われ、軟化腐

敗する症状の発生情報が寄せられた。エリンギの栽培

歴は浅く、これまでに病害発生の記録がないことから

発生調査を実施した。

１）発生調査

大分県内でエリンギ生産を開始し、発生情報の寄せ

られた２箇所の栽培地で発生調査を実施した。生育室

で症状を確認後、発生の経緯、栽培方法について、生

産者から聞き取り調査を行った。

（１）材料および方法

発生調査は、1997年６月に大分市佐賀関、1997年８

月および1998年１月に杵築市山香のエリンギ栽培施設

で行った。

（２）結果

２箇所の栽培施設ではエリンギのビン栽培を行って

おり、両生産地とも健全子実体に混在して白色糸状菌

に覆われた子実体の発生が確認された。白色糸状菌

は、エリンギ幼子実体の基部から立ち上がるように生

図４　大分県内で発生を確認したエリンギ子実体の軟化腐敗症状

ａ：成熟子実体の菌褶（矢印）に僅かに白色糸状菌が生育（大分市）
ｂ：白色糸状菌に覆われた成熟子実体を多数確認（杵築市）
ｃ：幼子実体および栽培ビンの菌床面に白色糸状菌が生育（杵築市）
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子実体が生育した。菌掻きおよび芽出し作業もヒラタ

ケと同様な方法で行い、導入当初はエリンギ子実体の

栽培は順調であった。しかし、ヒラタケと同じ生育室

内で栽培を繰り返すと、採取前の成熟子実体が白色の

糸状菌に覆われる症状が見られるようになり、その症

状は徐々に拡大した。この生産地のヒラタケ栽培歴は

比較的長いが、培養不良が以前から問題になってい

た。原因は接種作業および培養中のビン内部への糸状

菌の混入であった。しかし、同じ発生舎で健全なヒラ

タケ子実体が採取されており、エリンギで見られた軟

化腐敗症状は確認されなかった。

杵築市山香では主にブナシメジを生産していたが、

今後安定した需要が見込まれる新規のきのことしてエ

リンギに着目し、ブナシメジと平行して栽培を開始し

た。栽培方法はブナシメジに準拠して行い、同じ生育

室で両者の栽培ビンを管理していた。発生調査時の状

況は大分市佐賀関と比較して甚大で、幼子実体および

成熟子実体が白色の糸状菌で覆われ、軟化腐敗した子

実体も多数認められた。また、菌掻き処理後に原基形

成が見られないビンが散見されることから、比較的早

い段階に白色糸状菌の感染を受けたと考えられた。菌

掻き後の芽出しに使用するビニールシートは、洗浄す

ることなく再利用されており、感染拡大の要因になっ

ていると推測された。生産者は、以前から栽培中のブ

ナシメジ子実体に、白色糸状菌が着生していることを

認めていたが、その発生頻度は低かったので対策を講

じなかった。１回目の調査で栽培環境の清浄度を改善

する助言を行ったが、生産を一旦中断することは経済

的損失が大きいため実行されなかった。５ヶ月後の

発生調査でも軟化腐敗症状の発生が継続しており、エ

リンギ栽培を断念する方向で検討を始める事態になっ

た。なお、今回調査した２箇所の栽培地では、技術的

な交流は全く行われていなかった。

以上のことから、エリンギの栽培を開始した２箇所

の現地で、ほぼ同時期に子実体が白色糸状菌に覆われ

る症状が認められ、子実体は軟化腐敗することが明ら

かになった（有馬・陶山、1998）。本症状の発生や拡

大は、エリンギ生産の安定化を図る上で重要な阻害要

因になることが推察されたことから、原因菌の特定お

よび感染経路の解明を行い、防除方法の確立を行うこ

とを目的に研究を開始した。
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Ⅱ 原木栽培シイタケに発生した褐変腐敗症状

1996-2014年にかけて、大分県内でほだ木から発生

したシイタケ幼子実体が褐変または黒変して腐敗す

る症状を確認した。この症状は、Ps. fluorescensによ

るシイタケ褐変腐敗病（小松・後藤、1974）および

Ps. tolaasiiによるシイタケ黒腐細菌病（陶山・藤井、

1993；Tsuneda et al.、1995b）と病徴が酷似すること

から細菌に起因する病害と判断したが、栽培地におい

て病徴から識別することは困難であった。そのため、

病原細菌の同定および選択培地の開発を行った。

１　原因菌の分離
１）材料および方法

1994年12月から1996年11月にかけて、大分県玖珠郡

玖珠町、杵築市大田、豊後大野市大野町および三重町

のシイタケほだ場で確認された褐変腐敗子実体から病

原菌を分離した。分離用培地はHeart Infusion Agar

（以下 HIA、Difco社製）を用いた。分離菌は、1.5％

グルタミン酸ナトリウムを加えた10％スキムミルクに

混和し（西山ら、1991）、-40℃で凍結保存した。

２）結果

調査地で採集したシイタケ子実体から分離した結

果、いずれからも HIA培地に白色、円形の集落を形成

する細菌が優先的に分離された。孤立集落から純培養

を行い、分離菌を得た（図５）。

２　分離菌の病原性
１）材料および方法

（１）供試菌株

試験には LE1001菌株（玖珠郡玖珠町分離菌）およ

びをLE1024菌株（杵築市大田分離菌）用いた。 

（２）原木シイタケを用いた接種試験

LE1001菌株およびLE1024を菌株は、HIA培地で 28℃、

48時間培養し、高濃度懸濁液および濁度計（BIOLOG社

製）で約109cfu/mlに調製した懸濁液を作製した。ほだ

木上に発生して間もない健全な10個のシイタケ幼子実体 

（品種：森290、 図６ａ） に対して、高濃度懸濁液30mlを

毛筆で塗布または噴霧接種した。接種したほだ木は温

度15-20℃、湿度90％以上の人工気象室で管理し、発病

の有無を観察した。噴霧接種した幼子実体は、２日間ビ

ニール袋で被覆した（図６ｃ）。

また、ほだ木上で生育中のシイタケ幼子実体（品種：

森290）に、約109cfu/ml濃度の懸濁液（LE1001）を注入

接種し、３日間ビニール袋で被覆した（図７ａ）。注入

接種にはガスタイトシリンジ（ITO MICRO SYRINGE MS-

GAN025）を用い、61型鋭角針（外径0.56mm）を菌傘の上

から下に向けて５-15mm突き刺し、10個（菌傘の直径約

５-15mm）の幼子実体に対して１個あたり懸濁液0.1mlを

注入した。接種したほだ木は屋外の人工ほだ場で管理

し、幼子実体は接種後２日間のみビニール袋で軽く覆っ

た。外観上健全な子実体は、採取後に切断して菌柄内

部の変性程度を観察した。

（３）菌床シイタケを用いた簡易病原性の検定

LE1001菌株はHIAで28℃、48-72時間培養し、菌体に

滅菌水を加えて約109cfu/mlに調整した懸濁液を作製

した。接種には試験場で製造、培養したシイタケ菌床

（品種：森XR1）を用いた（有馬・宮本、2015；有馬、

2016）。培養室で90-120日間培養した菌床は除袋後、

12-22℃に変温（６時間毎のプログラム制御）設定した

生育室に移し、子実体形成を誘導した。除袋から４-５

日目の菌床に１時間散水を行い、幼子実体に水分を含

ませた。懸濁液の接種には、菌傘の直径が５-15mmに成

長したシイタケ幼子実体を用いた（図８ａ）。接種は、

原木シイタケに対する方法と同様にガスタイトシリン

ジを用い、61型鋭角針を菌傘の上から下に向けて５-15 

mm突き刺し、懸濁液0.1mlを注入する方法で行った。

対照区として、滅菌水を注入する菌床を設定した。接

種区および対照区の菌床は、全体をビニール袋で被覆

し、温度22℃、湿度80％に設定した培養室の棚に並べ

た（図8b）。接種３日目にビニール袋を除去し、温度を

12-22℃に設定した生育室で管理した。

発病の判定は、接種５日目に行った｡接種５-６日目

に成熟子実体は接種部に沿って切断し、菌柄内部を調

査した。菌柄内部は、褐変しなかったもの“-”、褐変

したものを程度によって“+”、“++”および“+++”と

図５　 普通寒天培地（28℃，48時間培養）に生育する
分離菌（LE1001）．スケール：2.0mm．
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（２）菌床シイタケを用いた簡易病原性の検定

LE1001菌株を菌床上のシイタケ幼子実体に注入接種

した結果、接種５日目の子実体は褐変から黒変した幼

子実体と外観上健全な成熟子実体に分かれた。褐変か

ら黒変した幼子実体は２-３日間観察を継続したが、

変色の程度は強くなり、開傘しなかったことから成長

は停止したと判断された（図８ｃ）。さらに、接種15日

目の幼子実体の一部は異臭を放って腐敗した（図８ｄ）。

１回目試験において、幼子実体の成長停止は74.6％

の割合で認められた（表３）。滅菌水接種区の成長停

止は、4.9-11.1％認められたが、異臭を放つことはな

かった。また、滅菌水接種区の成熟子実体は外観上健

全で、菌柄内部の変色もほとんど認められなかった。

評価した。褐変から黒変した幼子実体は、さらに２日

以上継続観察した。接種試験は２回実施し、２回目の

接種には対照菌株として、神奈川県産ヒラタケから分

離したPs. tollasii（東京農業大学保存菌株、814）を用

いた。接種試験は１菌株あたり２菌床を用いて２-３

回反復した。

２）結果

（１）原木シイタケを用いた接種試験

LE1001菌株の高濃度懸濁液を、ほだ木上のシイタケ

幼子実体に塗抹接種した結果、接種４日目に菌傘およ

び菌柄の一部が変色するのを確認した。５日目には菌

褶は褐変から黒変し、７日目には子実体全体が異臭

を放って腐敗した（図６ｂ）。しかし、LE1001および

LE1024菌株の高濃度懸濁液を噴霧接種した結果、菌褶

の一部が激しく褐変する症状（図６ｄ）を確認した

が、シイタケ子実体の成長停止や腐敗は認められな

かった。一方、約109cfu/ml濃度に調製したLE1001菌

株の懸濁液をシイタケ幼子実体に注入接種した結果、

９日目に子実体全体が褐変し、17日目に異臭を放って

腐敗（図７ｃ､ｄ）したが、その発生割合は約10％で

あった。しかし、接種９日目に採取した成熟子実体を

切断したところ、菌柄内部は激しく褐変していた（図

７ｂ）。

図６　 ほだ木上に生育する幼子実体を用いた接種試験．分離菌（LE1001）の
高濃度懸濁液を接種後，ほだ木は15-20℃の人工気象室で管理した．

ａ：接種時点のシイタケ幼子実体．
ｂ：塗布接種後，７日後に幼子実体の褐変腐敗を確認した．
ｃ：噴霧接種後，２日間はビニールで被覆した．
ｄ：噴霧接種後，３日後に成熟子実体菌褶の褐変を確認した．

表３　 菌床シイタケに対する接種試験の結果

１）ヒラタケから分離したPseudomonas tolaasii．
２）約109cfu/mlに調整した細菌懸濁液または滅菌水を0.1ml注入接種

した幼子実体数．
３）成長停止して褐変した幼子実体数．括弧内は発生割合．
４）接種５日目の成熟子実体数．切断して菌柄内部の褐変程度を調査．
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３　分離菌の同定
１）材料および方法

（１）供試菌株

1994年12月から1996年11月にかけて、大分県玖珠郡玖

珠町、杵築市大田、豊後大野市大野町および三重町の

シイタケほだ場で確認された褐変腐敗子実体から分離し

た20菌株を用いた。対照菌株は、農林水産大臣の許可を

受け、1996年12月にAmerican Type Culture Collection

（アメリカ合衆国）より輸入したErwinia carotovora subsp. 

菌傘の直径が比較的大きい幼子実体に分離菌を接種す

ると、外観上健全な成熟子実体に成長する割合が高

かった。しかし、接種５日目の成熟子実体を接種部に

沿って切断し、菌柄内部の変色状況を調査した結果、

菌柄内部の接種部周辺組織が褐変から黒変していた。

一方、Ps. tollasii（814）を接種したシイタケ幼子実体

にも同様に、成長停止および菌柄内部の変性が認めら

れた（表３）。しかし、Ps. tollasii（814）を接種した

幼子実体とLE1001菌株を接種した幼子実体とは、外観

上識別できなかった。

図７　 ほだ木上に生育する幼子実体に対する接種試験．109cfu/ml濃度に調
製した分離菌（LE1001）の懸濁液0.1mlをガスタイトシリンジを用い
て注入接種し，ほだ木は人工ほだ場（野外）で管理した．

ａ：接種後の幼子実体は３日間ビニール袋で被覆した．
ｂ：接種９日後の成熟子実体の菌柄内部には，接種域に沿って激しく褐～黒変．
ｃ：接種18日後に見られた幼子実体．成長停止して全体が褐変して異臭を放つ．
ｄ：幼子実体（c）の接種28日後．子実体全体が黒変し，激しく腐敗した．

図８　 菌床上に生育する幼子実体に対する接種試験．109cfu/ml濃度に調製
した分離菌（LE1001）の懸濁液0.1mlをガスタイトシリンジを用いて
注入接種し，菌床は12-22℃で管理した．

ａ：除袋５日目の幼子実体に注入接種した．
ｂ：接種後の菌床は２日間．22℃で管理した．
ｃ：接種５日後に見られた幼子実体．全体が褐変して成長停止した．
ｄ：接種15日後の幼子実体．子実体全体が黒変し，激しく腐敗した．
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４　選択培地の作製
１）材料および方法

（１）供試菌株

供試菌のEw. americanaは、シイタケ腐敗病発病子実

体より分離した菌株（LE1001、LE1024）、クロアワビタ

ケ（Pleurotus abalonus）菌柄の黄褐変部より分離した菌

株（PA1011）、褐変腐敗したヤナギマツタケ（Agrocybe 

cylindracea）より分離した菌株（AC1017）を用いた。

また、 対 照とし てEr. chrysanthemi（ATCC11663）、Er. 

carotovora subsp. carotovora（ATCC15713）、Er. cypripedii

（ATCC29267）、Ps. tolaasii（814）およびPseudomonas sp.（818）

を用いた。

（２）炭素源、窒素源および添加剤の検討

供試菌の炭素源の利用は、DyeのC培地（後藤・瀧

川、1984）［リン酸水素二アンモニウム：0.5g、リン酸

水素二カリウム：0.5g、硫酸マグネシウム七水和物：

0.2g、塩化ナトリウム：0.5g、酵母エキス：１g、ブ

ロムクレゾール紫（1.5％エタノール溶液）：0.7ml、

蒸留水：1000ml、pH6.8］を基礎培地とし、D（+）アラ

ビトール（Sigma社製）、トレハロース、マンニトー

ルおよびグリセロール（ともに和光純薬工業株式会

社製）をそれぞれ10g/l添加した培地を用いて調査し

た。供試菌を各培地に接種後28℃で２週間培養し、酸

の生成による培地の黄変の有無で炭素源の利用を判定

した（後藤・瀧川、1984）。窒素源の検討のための基

礎培地は、D3培地（Kado and Heskett、1970）［蒸留

水：1000ml、スクロース：10g、アラビノース：10g、

カゼイン加水物：５g、塩化リチウム：７g、グリシ

ン：３g、塩化ナトリウム：５g、硫酸マグネシウム七

水和物、0.3g、ドデシル硫酸ナトリウム：50mg、ブロ

モチモールブルー：60mg、フクシン酸：100mg、寒天：

15g、pH8.2］のカゼイン加水物、グリシンおよびフク

シン酸を除き、スクロースおよびアラビノースに換え

てD（+）アラビトールを10g/l添加した。基礎培地に対し

て、カザミノ酸、カザミノ酸ビタミンフリーおよびポ

リペプトン（ともにDifco社製）をそれぞれ５g/l添加

した窒素源検定用平板培地を作製した。さらに、炭素

源としてD（+）アラビトール10g/l、窒素源としてカザミ

ノ酸ビタミンフリー５g/lを添加した培地に、塩化リチ

ウム７g/l、グリシン３g/lおよびドデシル硫酸ナトリ

ウム50mg/lを単独または同時に添加し、添加剤検定用

平板培地を作製した。窒素源および添加剤検定用培地

のpHは、オートクレーブ殺菌前に7.2に調整した。

供試菌は検定用培地に画線接種し、28℃で培養して

carotovora（ATCC15713）、Er. chrysanthemi（ATCC11663）

およびEr. cypripedii（ATCC29267）を供試した。供試菌株

の保存は、Ⅱ-１-（１）と同様な方法で行った。

（２）細菌学的性質の調査

供試菌の細菌学的性質は、Manual of microbiological 

methods（Conn et al.､1957）に準拠して調査した。

（３）16S rRNA 遺伝子の解析

試験には、LE1001菌株（玖珠郡玖珠町分離菌）およ

び LE1024菌株（杵築市大田分離菌）を用いた。細菌

の16S rRNA遺伝子を特異的に増幅するユニバーサルプ

ライマー（63fおよび1387r、Marchesi et al.､1998）を

用いて、PCR法により分離菌の増幅産物を得た。これ

らの増幅産物をBigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit（Life technologies社製）を用いてPCR法により

シークエンス反応後、Applied Biosystems 3130 Gen

etic Analyzer（Life technologies社製）を用いて、

ダイレクトシークエンスにより約650bpの塩基配列を

決定した。これらの塩基配列をインターネット上の

DDBJ（http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-j.html） の

DNAデータベースを利用して相同性を検索した。

２）結果

分離菌20菌株の性質は整一で桿状、通性嫌気性、グ

ラム陰性、グルコースを発酵的に分解、蛍光色素を

産生せず、運動性を有したが、芽胞は形成しなかっ

た。これらの性質から分離菌は腸内細菌科の種と判断

し、植物病原細菌のErwinia属菌３菌株を対照菌株と

して、細菌学的性質を調査した（表４）。

分離菌はカタラ-ゼ活性、硝酸塩の還元、硫化水素

の産生、36-37℃下での生育、５％食塩耐性は陽性で

あった。インドール産生、レシチナーゼ活性、オキシ

ダーゼ活性、ペクチナーゼ活性、ジャガイモ腐敗能、

ウレアーゼ活性は陰性であった。リボース、ガラク

トース、グルコース、フルクトース、D-マンノース、

D-ラクトース、マルトース、トレハロース、セロビ

オース、グリセロール、D-マニトール、サリシンを利

用し、酸を産生した。イヌリンおよびマロン酸は利用

しなかった。

供試菌２菌株（LE1001菌株および LE1024菌株）の

16S rRNA遺伝子の塩基配列は、DDBJのDNAデータベー

スに登録されている複数のEwingella americanaの16S 

rRNA遺伝子の塩基配列（ACCESSION No. JN175329他）

と99％以上の相同性を示した。
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1978、以下PSA）、ポテト・ペプトン・グルコース寒天

培地（西山、1978、以下PPGA）および変法ドリガルス

キ-培地（津山、1962）と比較した。

（４）選択培地によるシイタケ子実体からの分離

1996年11月に大分県豊後高田市香々地および杵築市

大田、1997年１月に熊本県菊池市旭志、1997年４月に

大分県豊後大野市三重町のほだ場で、褐変腐敗した

子実体を合計12個採取した。採取した子実体サンプ

ルを冷蔵庫で保存し、１週間以内に分離試験に用い

集落形状および色調の変化を観察した。

（３）集落の特徴と平板効率

供試菌Ew. americana４菌株をHIA培地で28℃、48時

間培養し、菌体に滅菌水を加えて希釈液を調整した。

それらを選択培地（平板培地）に塗抹移植し、28℃で

７日間培養した。培養３日目に集落形成の有無および

集落数を測定した。また、選択培地の平板効率はHIA

を対照培地とし、キングB培地（以下King'sB、栄研化

学株式会社製）、ジャガイモ半合成寒天培地（西山、

表４　 分離菌と植物病原細菌Erwinia属菌の細菌学的性質の比較

１）+：陽性，-：陰性，（+,d）：遅れて利用，d：11-89％の菌株が陽性．
２）F：通性嫌気性
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は、Ew. americana４菌株、Ps. tolaasii（814）および

Pseudomonas sp.（818）が利用したが、その他の対照

菌はEr. cypripedii（ATCC29267）が遅れて利用する以外

は利用しなかった（表５）。

以上のことから、Ew. americanaの選択培地の炭素

源はD（+）アラビトールが適当と判断した。

D（+）アラビトールを10g/l添加した窒素源検定のＤ

３培地に、カザミノ酸、カザミノ酸ビタミンフリーお

よびポリペプトンを各々単独で５g/l添加した培地を

作製し、培地上に生育する集落形状を観察した。その

結果、Ew. americanaはすべての培地で培養２日目以

降に黄色集落を形成した。カザミノ酸を添加した培地

上の集落の中には、培養３日目以降青緑色に変化する

集落が観察された。ポリペプトンを添加した培地上の

黄色集落は、培養日数の経過とともに淡黄色に変化す

る集落が見られた。一方、カザミノ酸ビタミンフリー

を添加した培地の集落は、培養３日目以降の色調変化

は小さく、培養５日目も安定した黄色集落を形成した。

D3培地に塩化リチウム７g/l、グリシン３g/lおよび

ドデシル硫酸ナトリウム50mg/lを単独または同時に添

加した検定培地を用いて、集落形成に及ぼす添加剤の

影響を検討した。その結果、添加剤の中でグリシンを

添加した培地上のEw. americanaの集落数は、大きく

減少することがわかった。塩化リチウムとドデシル硫

酸ナトリウムを混合添加した培地上のEw. americana

は安定的に黄色集落を形成し、単独添加した培地と比

較して色調の変化は小さかった。また、Ps. tolaasiiお

よびPseudomonas sp.は、本培地上で緑色集落を形成

した。 

以上の結果より、D3培地の炭素源をD（+）アラビトー

ル、窒素源をカザミノ酸ビタミンフリーに変更し、

グリシンおよびフクシン酸を除いた培地［蒸留水：

1000ml、D（+）アラビトール：10g、カザミノ酸ビタミ

た。サンプルを滅菌水で磨砕し、試料原液とした。

原液の希釈液0.1mlを作製した選択培地に塗抹また

は画線移植し、28℃で培養中に生育した集落を観察

した。培養３日目に選択培地上に生育した集落の中

で、Ew. americana（LE1001、LE1024、PA1011および

AC1017）と同様の特徴を示す孤立集落から細菌を分

離し、抗血清反応およびシイタケ変性能を調査した。

（５）選択培地で分離した細菌の抗血清反応と病原性

供試菌Ew. americana（LE1001、LE1024、PA1011およ

びAC1017）の抗血清を作製し、試験管内凝集反応で

各々の抗血清の凝集素価を求め、分離菌との寒天ゲル

沈降反応を調査した（佐藤ら、1983）。シイタケに対

する病原性は、新鮮なシイタケ子実体を用いて調査

した。子実体から切片を採取し、滅菌水で湿らせた濾

紙を敷いたシャーレ内の清浄なスライドガラス上に

静置した。この切片に分離菌の懸濁液（約109cfu/ml）

0.1mlを滴下接種した。接種後はシャーレを25℃のイ

ンキュベーターに置き、24-48時間後に切片組織の変

性程度を調査した（有馬ら、2010）。

２）結果

（１） 選択培地に添加する炭素源、窒素源および添加

剤の検討

炭素源はDyeのC培地を基礎培地とし、きのこ子実

体に広く含まれる炭水化物の利用について調査し

た。供試菌を接種した培地の色調および増殖を観察

し、酸の生成による培地の黄変が確認された菌株

は、添加した炭素源を利用したと判定した。その結

果、マンニトールおよびグリセロールは、すべての

供試菌が利用した。トレハロースはEr. chrysanthemi 

（ATCC11663）以外が利用した。D（+）アラビトール

表５　各菌株の炭素源の利用1）

表６　A-D3培地の組成

１）後藤・瀧川（1984）：DyeのＣ培地を用いての産生を調査．
２）+：利用，（+）：遅れて利用，-：利用しない．

１）pHはオートクレーブ殺菌前に7.2に調整．
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sp.（818）は淡緑色の集落を形成し、Ew. americana 

（LE1001）との識別は容易であった。Ew. americana 4

菌株をA-D3培地およびHIA、King's B、PSA、PPGA、変

法ドリガルスキーの各培地で培養し、３日目に集落

数を測定した結果、A-D3培地の平板効率は60-76％で

あった（表７）。

（３）選択培地を用いたシイタケ子実体からの分離

1996年11月に大分県豊後高田市香々地で４サンプル

および杵築市大田で１サンプル、1997年１月に熊本県

菊池市旭志で５サンプル、1997年４月に大分県豊後大

野市三重町で２サンプル、合計12サンプルの褐変腐敗

したシイタケ子実体を採取し、A-D3培地を用いた分離

試験に供試した。褐変腐敗した子実体の磨砕液をA-D3

培地に塗抹または画線移植したところ、すべてのサン

プルから培養２日目以降に黄色集落が認められた。培

養３日目に選択培地上で生育した黄色集落を調査した

結果、選択培地で生育した黄色集落は３つの型に大別

された。Ａ型は集落の直径が0.8-1.0mm、周囲は乳白

色を呈するEw. americana（LE1001）と同一の特徴を

有する集落で、接種２日後に出現した。Ｂ型は集落

の直径が2.0-3.0mm、周囲の乳白色部分も大きい集落

で、接種１日後に出現した。C型は集落の直径が0.5-

1.0mm、周囲の乳白色がない集落で,接種２日後に出現

した（図10）。接種３日後には、同一シャーレにはＡ

型集落、Ｂ型およびＣ型の黄色集落が混在することも

あったが、識別は容易であった。しかし、４日目以降

では集落の色調が徐々に変化する場合が多く、識別は

困難であった。

（４）選択培地で分離した細菌の抗血清反応と病原性

供試菌Ew. americana４菌株の加熱菌体を抗原として

作製した血清の凝集素価は、1280-2560倍であった。

そこで、Ａ型集落の分離菌58菌株とEw. americana４

ンフリー：５g、塩化リチウム：７g、塩化ナトリウ

ム：５g、硫酸マグネシウム七水和物：0.3g、ドデ

シル硫酸ナトリウム：50mg、0.2％ブロモチモール

ブルー：15ml、寒天：15g、pH7.2（表６）］は、Ew. 

americanaの分離用選択培地（以下A-D3培地）として

有効であること考えられた。

（２）選択培地におけるEw. americanaの集落形成の特

徴と平板効率

供試菌Ew. americana（LE1001）をA-D3培地に移植

し、28℃で培養すると、培養３日目の平板培地上の集

落は直径0.8-1.2mm、円形、全縁、丘状、表面平滑で

中心部が淡黄色から黄色、周囲が乳白色になった（図

９）。４日目以降周囲の乳白色は徐々に明瞭でなくな

り、集落全体が黄緑色から緑色に変化した。

対照菌の中ではEr. chrysanthemi（ATCC11663）、

Er. carotovora subsp. carotovora（ATCC15713）およ

びEr. cypripedii（ATCC29267）は本培地上で生育しな

かった。また、Ps. tolaasii（814）およびPseudomonas 

表７　各培地におけるEwingella americanaの平板効率 表８　 A-D3培地を用いてシイタケ子実体から分離した
Ewingella americanaの抗血清反応

１）各培地の平板効果（％）は，普通寒天培地の集落形成数を100と
して算出．

２）西山（1978）．HIA：普通寒天培地，PSA：ジャガイモ半合成培
地，PPGA：ポテト・ペプトン・グルコース寒天培地．

３）津山（1962）．変法ドリガルスキー培地．

１）分離試験に用いた褐変腐敗症状を呈するシイタケ子実体数．
２）A-D3培地を用いて分離した菌株数．
３）スライド凝集反応でEw. americanaの抗血清と陽性を示した菌株数．
４）抗血反応で清陽を示した菌株の割合．

図９　 A-D3培地で72時間培養したEwingella americana
（LE1001）の集落性状．集落は直径0.8-1.2mm．
中心部が黄色，周囲が乳白色の集落を形成．

　　　スケール：1.0mm
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交換が可能なガスタイトシリンジを使用することで、

シイタケ幼子実体に確実に菌液を注入できた。この方

法で、約109cfu/mlに調整した分離菌（LE1001）懸濁

液0.1mlを、菌床上のシイタケ幼子実体に注入接種し

た結果、シイタケの成長停止および菌柄内部の褐変症

状が高率に認められ、再現性も高かった。以上のこと

から、菌床シイタケを用いた接種試験は年間を通して

実施可能であることから、分離菌の簡易病原性検定方

法として有効であると考えられた（有馬ら、2016）。

分離菌の培養的特徴は、Psuudomonas属菌とは異な

り、作物に軟腐症状を起こすErwinia属菌に類似する細

菌と判断されたので、Er. carotovora subsp. carotovora、

Er. chrysanthemiおよびEr. cypripediiのType strainを入

手して細菌学的性質を直接比較した。その結果、Er. 

carotovora subsp. carotovoraおよびEr. chrysanthemiとは

ペクチナーゼ活性、ジャガイモ塊茎腐敗、マルトー

スの利用で異なった。Er. cypripediiは比較的類似した

が、炭素源の利用で大きく異なった（有馬・陶山、

1997a）。以上のことから、分離菌はErwinia属菌とは異

なると判断した。

国内ではシイタケ以外の栽培きのこの病害として、

これまでにEr. carotovora subsp. carotovoraによるエ

ノキタケおよびヒラタケ軟腐病（Okamoto et al.、

1999）、Erwinia sp.によるエノキタケ褐色腐敗病（土

屋ら、1985）が報告されている。また、近年、腸内

細菌科の一種であるEwingella americanaによるツクリ

タケinternal stipe necrosis（以下菌柄内部壊死病）

の発生がイギリス（Inglis et al.、1996a､b）,ニュー

ジーランド（Chowdhury et al.、2007）、韓国（Lee et 

菌株の沈降反応を調査した結果、58菌株中54菌株はい

ずれかの血清と沈降帯を形成した（表８）。また、分

離菌のシイタケ切片に対する変性能を調査した結果、

抗血清反応が陽性を示した54菌株は、48時間以内に弱

い陥没を伴って、黄色から茶褐色に変性させたが、そ

の程度は菌株間で異なった。

５　考察

分離菌（LE1001）の高濃度懸濁液をほだ木上のシイ

タケ幼子実体に塗布接種した結果、接種４日目に菌傘

および菌柄の一部が褐変し、７日目には子実体全体が

腐敗した（有馬・陶山、1997a；有馬ら、2010）。しか

し、噴霧接種では菌褶の褐変は認められたが、幼子実

体の成長停止や腐敗することはなかった。一方、注入

接種では子実体全体が褐変腐敗する原病徴が再現され

た。接種時の菌傘直径が小さい幼子実体に現病徴が見

られたことから、子実体の生育ステージと感染濃度、

温度や水分条件によって接種試験の結果は影響を受け

ると考えられた。また、ほだ木を用いた接種試験の実

施時期は限定され、条件を統一して繰り返し実施する

ことは困難であった。

そこで、分離菌の病原性を効率的かつ迅速に確認す

る方法として、菌床シイタケを用いた実験系の確立を

目的に試験を行った。予備試験を行ったところ、接種

直前の幼子実体に水分を多く含ませ、接種後３日間は

22℃で管理すると褐変症状や成長停止が認められるこ

とがわかった。また、接種に注射器を用いると、菌液

が漏れることが多かった。そこで、ネジ込み式で針の

図10　 A-D3培地に褐変腐敗したシイタケ子実体の磨砕液を画線接種．スケール1.0mm

（左図）28℃で72時間培養後の平板培地の集落形成状況．
（右図）a：直径0.8-1.0mmで中心部が黄色，周辺が乳白色の集落．LE1001と同様．
　　　 b：直径2.0-3.0mmで中心部が黄色，周辺が乳白色の集落．
　　　 c：直径0.5-1.0mmで全体が黄色の集落．
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腐敗病Erwinia sp.（土屋ら、1985）の発生状況も不

明である。

Ps. tolaasiiは、国内で菌床栽培によって生産された

ヒラタケ（陶山・藤井、1993；白田ら、1995）、エ

ノキタケ（陶山・藤井、1993；矢沢ら、1987；白田

ら、1995）およびツクリタケ（陶山・藤井、1993；

白田ら、1995）の病原細菌として知られている。陶

山（1994）は、ヒラタケ腐敗病の発生が認められた

生産地において、菌掻き機の刃、棚および床面の水

滴、収穫用の器具からPs. tolaasiiを検出し、各種資材

上での生存期間を調査した。さらに、陶山ら（2000）

は、Ps. tolaasiiの発生生態を研究する目的で選択培

地（T-PAF）を開発した。T-PAF培地は、発病子実体お

よび栽培環境からPs. tolaasiiを効率的に検出すること

を容易にし、発生生態の解明に利用されてきた（陶

山、1995；有馬ら、1995；陶山、1999；角田・陶山、

2002）。

シイタケ腐敗病菌Ew. americanaの感染経路を解明

する目的で、選択培地の開発を行った。基礎培地に

は、植物病原性細菌Erwinia属菌の選択培地であるＤ

３培地を用いた。まず、炭素源を検討したところ、栽

培きのこに広く含まれる糖アルコールであるアラビ

トールの選択性が高いことがわかった。したがって、

D3培地の炭素源として添加されているスクロースおよ

びアラビノースに換えて、D（+）アラビトールを添加し

た培地で、窒素源および添加剤を検討した。次に、窒

素源について調査したところ、カザミノ酸ビタミンフ

リーを添加すると、Ew. americanaの色調変化が小さ

いことがわかった。また、添加剤を検討したところ、

塩化リチウムとドデシル硫酸ナトリウムを添加した培

地でのEw. americanaの集落は安定し、Ps. tolaasiiおよ

びPseudomonas sp.との識別も容易であった（有馬・

陶山、1997b）。選択培地A-D3培地でのEw. americana

の集落形状は、培養３日目で明瞭になり、集落の直径

0.8-1.2mm、円形、全縁、丘状、表面平滑で中心部が

淡黄色から黄色、周囲が乳白色になった。４日目以降

は集落周囲の乳白色が徐々に明瞭でなくなり、５-７

日後には集落全体が黄色になった。さらに培養期間が

長くなると、集落は黄緑色から緑色に変化したが、本

培地の平板効率は60-76％と高率であった。

褐変腐敗したシイタケ子実体の磨砕液を用いて、

A-D3培地で細菌を分離したところ、分離２日目以降に

他の集落と混在して、黄色集落が出現した。３日目に

は集落の周囲が乳白色を呈する黄色集落が見られ、同

一シャーレの類似黄色集落との識別は比較的容易で

al.、2009）およびエジプト（Madbouly et al.、2014）

で報告された。さらに、本細菌はスペインでは健全な

ツクリタケ、シイタケおよびヒラタケから分離されて

いる（Reyes et al.、2004）。そこで、分離菌とこれら

の細菌の細菌学的性質を比較した。

分離菌はOkamotoらの報告したEr. carotovora subsp. 

carotovoraとはペクチン分解能など主要な性質で大き

く異なった。土屋らのErwinia sp.とはL-アラビノー

スの利用以外で一致したことから、分離菌とは同一

種の可能性が高いと考えられた。一方、イギリス、

スペインおよびニュージーランドで報告されたEw. 

americanaは、分離地および分離源でそれぞれ少し

ずつ異なる系統を含んでいた。分離菌と臨床由来の

Type strain（Brenner et al.、2005）とは硫化水素の

産生、メチルレッド反応、マルトース、セロビオース

およびD-ソルビトールの利用で異なった。イギリスの

ツクリタケ由来菌とは、硫化水素の産生およびメチル

レッド反応で異なった。スペインの分離菌とは、硫化

水素の産生およびD-ソルビトールの利用で異なった以

外は、ヒラタケ由来菌とD-ラクトースの利用が異なる

のみであった（表９）。したがって、大分県のシイタ

ケ子実体分離細菌はEwingella属菌と判断した。さら

に、分離菌の16S rRNAを解析した結果、Ew. americana

と高い相同性を示した。Ewingella属は、1983年に腸

内細菌科の新属として報告され、Ew. americanaのみ

が属する（Grimont et al.、1983）。ツクリタケ菌柄内

部壊死病は、収穫後のツクリタケ菌柄内部が褐変し、

最終的には陥没を伴って腐敗するもので、比較的新し

い病害（Fletcher and Gaze、2008）として知られる

ようになったが、国内での発生は確認されていない。

以上のことから、原木シイタケの褐変腐敗症状を

引き起こす分離菌は、Ewingella americana Grimont、

Farmer、Grimont、Asbury、Brenner and Deval 1984と

同定し、病名を「シイタケ腐敗病（英名：Brown rot）」

とすることを提案した（有馬ら、2010）。

ほだ木から発生したシイタケが成長中に褐変腐敗

する病害は、Ew. americanaによるシイタケ腐敗病以

外に、Ps. fluorescensによる褐変腐敗病（小松・後藤、

1974）およびPs. tolaasiiによる黒腐細菌病（陶山・

藤井、1993；Tsuneda et al.、1995b）が報告されて

いる。しかし、これらの病徴は類似しており、外部

病徴から病原細菌を特定することは困難であった。

さらに、これら病害の発生状況に関する情報は少な

く、防除策はほとんど検討されていない。また、Ew. 

americanaと細菌学的性質が酷似するエノキタケ褐色
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あった。菌株によっては、２日目で特徴ある集落を

形成するものがあったが、３日目で判定すると誤識

別は少なくなった。しかし、培養が経過すると集落の

特徴が徐々に失われ、識別は困難であった。また、

A-D3培地上でEw. americanaの特徴を示す菌株は、Ew. 

americanaの抗血清を用いて確認したところ、93％の

菌株はEw. americanaであることがわかった。これら

の分離菌株の成長中のシイタケ幼子実体への接種試験

は実施していないが、シイタケ切片に対する接種試験

からシイタケ子実体を変性させることを確認した。し

たがって、A-D3培地を用いた分離は、類似する黄色集

落に注意して培養３日目に行うことが適当であると考

えられた（有馬ら、2012）。

以上のことから、作製したA-D3培地は、発病した子

実体からシイタケ腐敗病菌Ew. americanaを選択的に

分離可能で、実用的にも使用できると判断した。
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表９　分離菌（LE1001）と栽培きのこから分離されたEwingella americanaの細菌学的性質の比較

１）土屋ら（1985）：エノキタケ分離菌（FV）．
２）Peter W. Inglis and John F. Peberdy（1996）：ツクリタケ分離菌（AB1）．
３）J. E. Reyes et al.（2004）：ツクリタケ分離菌（AB2），シイタケ分離菌（LE），ヒラタケ分離菌（PO）．
４）Bergy's Manual of Systematic Bacteriology 2nd edn（2005）
５）+：陽性，-：陰性，（+,d）：遅れて利用，d：11-89％の菌株が陽性．
６）F：通性嫌気性．
７）（-）：22℃で試験．
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Ⅲ　シイタケ腐敗病菌の栽培きのこからの

　　分離と病原性

採取前の栽培きのこが変色や腐敗する症状は、原木

シイタケ以外にも散見される。本章では、異なる栽培

きのこから分離したEw. americanaの栽培きのこに対

する病原性を確認するために試験を行った。

１　 シイタケ腐敗病菌の各種栽培きのこに

対する病原性

１）採取後の子実体および培養菌糸に及ぼす影響

（１）材料および方法

シイタケ分離菌株（LE1001）は、シイタケ、ヒラタ

ケ、エノキタケ、エリンギ、ツクリタケ、クロアワ

ビタケ、ブナシメジ、ヤナギマツタケおよびマイタ

ケ（Grifola frondosa）の子実体切片、菌褶および培養

菌糸に接種し、病原性を調査した。供試した切片は新

鮮な子実体から採取し、滅菌水で湿らせた濾紙を敷い

たシャーレ内の清浄なスライドガラス上に静置した。

この切片にLE1001菌株の懸濁液（約109cfu/ml）0.1ml

を滴下接種した。接種後はシャーレを25℃のインキュ

ベーターに置き、24-48時間後に切片組織の変性程度

を調査した。子実体の菌褶に対しては、懸濁液0.1-

1.0mlを滴下接種し、子実体切片と同様な方法で調査

した。また、ポテトデキストロース寒天平板培地（以

下PDA、Difco社製）で７-14日間、25℃で培養した菌

糸の先端部にコルクポーラーで付傷後懸濁液0.1mlを

滴下接種し、継続培養して変性の有無を確認した。さ

らに、シイタケ種菌に対する分離菌の影響を明らかに

するため、購入した種駒（木片駒、品種：森290）を

用いて試験を行った。表面のシイタケ菌糸を除去した

種駒10個をシャーレに入れ、送風状態のクリーンベ

ンチで８時間放置する方法で、含水率約22％の乾燥

種駒を作製した（有馬、1999）。分離菌の懸濁液（約

109cfu/ml）10mlをシャーレに添加し、25℃のインキュ

ベーターに置き、シイタケ菌糸の生育状況を観察し

た。対照区には滅菌水を添加した。子実体切片、菌褶

および培養菌糸に対する接種試験には、大分県農林水

産研究指導センター林業研究部きのこグループ保存菌

株（以下研究所保存菌株）の子実体および培養菌糸を

用いたが、ツクリタケ子実体は店頭で購入して使用し

た。試験は３回反復した。

（２）結果

分離菌LE1001菌株を各種きのこに接種した結果、ヒ

ラタケ、 エノキタケおよびエリンギの子実体切片およ

び菌褶、ツクリタケおよびクロアワビタケの子実体切

片、ブナシメジの菌褶を変色させた。また、ヒラタ

ケ、エノキタケ、エリンギ、クロアワビタケ、ブナシ

メジおよびヤナギマツタケの培養菌糸を変色させた。

これら菌糸の変性程度はシイタケよりも大きかった。 

しかし、マイタケは LE1001菌株を接種しても子実体

組織の変性は認められなかった（表10）。また、乾燥

させた種駒にLE1001菌株の懸濁液を接種した結果、シ

イタケ菌糸の生育はやや不均一であったが、接種７

日以降の生育状況は滅菌水を添加した対照区と差はな

かった。

（３）考察

シイタケ切片および菌褶にEw. americana（LE1001）

を接種したところ、切片は弱い陥没を伴って黄褐変

し、菌褶を黒褐変させた。また、Ew. americanaはヒ

ラタケ、エノキタケおよびエリンギの切片と菌褶、ツ

クリタケおよびクロアワビタケの切片、ブナシメジの

菌褶を変色させた。さらに、ヒラタケ、エノキタケ、

エリンギ、クロアワビタケ、ブナシメジおよびヤナギ

マツタケの培養菌糸を変色させ、その変色程度はシイ

タケと比較し大きい傾向が認められた。また、乾燥

したシイタケ木片種菌にLE1001の懸濁液を接種した

ところ、シイタケ菌糸は死滅しなかった。したがっ

て、シイタケ腐敗病の発生は、シイタケ種菌のEw. 

americanaによる汚染が原因ではないと判断した。

表10　 各種きのこに対するEwingella americana
（LE1001）の接種試験結果1）

１）約109cfu/mlに調整したEw. americana（LE1001）の懸濁液を0.1-
1ml滴下接種．

２）PDA平板培地で培養したきのこ菌糸に接種．
３）LE1001株を接種48時間後の変色および菌糸伸長阻害程度．
４）未実施．
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２　 シイタケ腐敗病菌の栽培きのこからの

分離

１）病原細菌の分離

（１）材料および方法

大分県内の空調施設で栽培中に褐変腐敗したエノ

キタケおよびヤナギマツタケ、秋田県内の空調栽培

施設において黄変腐敗したヒラタケ（図11ａ）、褐

変腐敗したエリンギおよび腐敗したヤマブシタケ

（Hericium erinaceus）、沖縄県内の空調施設で栽培中に

菌柄の一部が黄変したクロアワビタケを滅菌水で磨

砕し、A-D3培地（平板培地）に塗抹した。また、大分

県竹田市の自然林で採取したミネシメジ（Tricholoma 

saponaceum） お よ び ヌ メ リ ス ギ タ ケ（Pholiota 

adiposa）から細菌の分離を行った。分離菌の細菌学

的性質の調査および16S rRNAの遺伝子解析は、Ⅱ-３-

（３）と同様に実施した。

（２）結果

A-D3培 地 上 に 生 育 し た 集 落 の 中 か ら、Ew. 

americana（LE1001）と同じ集落性状を示した孤立集

落から細菌を釣菌し、エノキタケ分離菌（FV1309）、

ヤナギマツタケ分離菌（AC1017）、ヒラタケ分離

菌（PO1003）、エリンギ分離菌（PE1002）、ヤマブシ

タケ分離菌（HE1001）およびクロアワビタケ分離菌

（PA1011）を得た。分離菌６菌株の細菌学的性質は整

一で、16S rRNA遺伝子の塩基配列は、DDBJのDNAデー

タベースに登録されている複数のEw. americanaの16S 

rRNA遺伝子の塩基配列と99％以上の相同性を示した。

また、野生きのこから分離した２菌株（28-20、28-

21）の16S rRNA遺伝子の塩基配列は、DDBJのDNAデー

タベースに登録されている複数のEw. americanaの16S 

rRNA遺伝子の塩基配列と99％以上の相同性を示した。

３　シイタケに対する病原性

１）材料および方法

（１）供試菌株

エノキタケ分離菌（FV1309）、ヤナギマツタケ分離

菌（AC1017）、ヒラタケ分離菌（PO1003）、エリンギ分

離菌（PE1002）、ヤマブシタケ分離菌（HE1001）およ

びクロアワビタケ分離菌（PA1011）、野生きのこから

分離したミネシメジ分離菌（28-20）およびヌメリス

ギタケ分離菌（28-21）を用いた。対照菌株として、

シイタケ分離菌株（LE1001）を用いた。

（２）菌床シイタケを用いた簡易病原性の検定

接種試験は、Ⅱ-２-（３）と同様な方法で行った。

２）結果

分離菌８菌株は菌床上で生育中のシイタケ幼子実体

を褐変から黒変させ、一部の子実体は成長停止し、異

臭を放って腐敗した（表11）。病原性の程度は、菌株

によって大きな差異は認められなかった。

４　ヒラタケに対する病原性

１）材料および方法

（１）供試菌株

試験には、エノキタケ分離菌株（FV1309）、ヒラタ

ケ分離菌株（PO1003）、エリンギ分離菌株（PE1002）、

およびヤマブシタケ分離菌株（HE1001）を用いた。対

照菌株として、褐変腐敗したシイタケ子実体から分離

したEw. americana（LE1001）およびヒラタケ子実体

から分離したPs. tolaasii（814）を用いた。

（２）ヒラタケのビン栽培

培地は６ヶ月以上野外で加水堆積したスギおが粉

（４-16メッシュ）、米ぬか、ふすま、きのこの素（太

田油脂株式会社製）を容積比で12：２：1.5：0.5の

割合に混合し、含水率を65％に調整した。800ccのポ

リプロピレン製の栽培ビンに500gの培地に充填し、

120℃、30分間高圧殺菌した。一昼夜放置した培地に

予め培養したヒラタケ種菌（OMC4019）を接種した。

培養は温度22±１℃、相対湿度75-80％に設定した培

養室で24-27日間行った。栽培ビンは平掻き法で菌掻

きを行った後、培地上面まで滅菌水を入れて４時間放

置した。栽培ビンは一旦逆さまにして排水し、温度15

±１℃、相対湿度95％以上に設定した生育室に移動し

た。栽培ビンは16個入りのコンテナに入れ、18度の勾

配をつけた栽培棚に並べ、培養の際に使用した専用

キャップ（S-800）をビン口に軽く被せて子実体形成

を誘導した。子実体の採取は、菌傘の直径が15-20mm

を目安に行った。

（３）ヒラタケの芽出し工程における接種試験

接種試験には、Ew. americana５菌株およびPs. tolaasii

１菌株を用いた。接種菌はHIAで28℃、48-72時間培養

し、菌体に滅菌水を加えて約109cfu/mlに調整した懸濁

液を作製した。細菌懸濁液の接種は、菌掻き日および

４日目の栽培ビンに対して、１ビンあたり１mlを噴霧
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する方法で行った。菌掻き日の接種は、菌掻き後の栽

培ビンを生育室に搬入して行った。接種した栽培ビン

口はキャップを軽く被せ、キャップは接種６日目に除

去した。菌掻き４日目の接種はキャップを除去して行

い、接種後の栽培ビンの上部は再びキャップを軽く被

せた。栽培ビンに被せたキャップは、菌掻き６日目に

図11　 ヒラタケ子実体上に出現した病徴．接種試験には，約109cfu/ml
に調製した細菌懸濁液を用いた．

ａ：子実体の一部が黄色腐敗した自然発病のヒラタケ（1997年，秋田県）．
ｂ： Ewingella americana（PO1003）の懸濁液をヒラタケの栽培ビンに噴霧接種し，

15℃，95％以上で11日間管理した．一部の菌傘に黄変が見られる．
ｃ： Pseudomonas tolaasii（814）の懸濁液をヒラタケの栽培ビンに噴霧接種し，15℃，

95％以上で７日間管理した．菌傘上に黄褐色の斑点（矢印）が見られる．
ｄ： Ewingella americana（PO1003）の懸濁液をヒラタケの栽培ビンに噴霧接種し，接種

後３日間は20℃で管理し，以降は15℃，95％以上で４日間管理した．子実体の一
部が激しく黄変腐敗した．

表11　 菌床シイタケを用いたEwingella americanaの接種試験結果

１）約109cfu/mlに調整したEw. americanaの懸濁液または滅菌水を0.1ml注入接種した幼子
実体数．

２）成長停止して褐変した幼子実体数．括弧内は発生割合．
３）接種５日目の成熟子実体数．切断して菌柄内部の褐変程度を調査．
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生育が遅延したために対照区と比較して採取が１-

３日遅れた栽培ビンからは、変色の程度が激しい子実

体が発生する傾向が見られたが、異臭を放って腐敗す

る子実体は少なかった。変色した子実体の一部をA-D3

培地およびT-PAF培地に画線したところ、A-D3培地上

で中心部が淡黄色から黄色、周囲が乳白色の集落は生

育したが、T-PAF培地上に青緑色を呈する集落は認め

られなかった。

一方、Ps. tolaasiiを接種した栽培ビンには黄褐色の

水滴が生じ、その色調はEw. americanaを接種した栽

培ビンに見られた水滴と比較して濃い傾向が認められ

た。子実体採取時はすべての接種ビンから黄褐色に変

色した子実体が発生し、菌傘上に褐色の斑点が認めら

れた（図11ｃ）。採取した対照区のヒラタケ子実体は

健全であったが、Ps. tolaasiiを接種したすべての栽培

ビンで菌傘の変色が認められ、Ew. americanaを接種

した試験区の発病率と比較して高かった（表12）。変

色した子実体の一部をT-PAF培地およびA-D3培地に画

線したところ、T-PAF培地上に青緑色を呈する集落の

生育は認められたが、A-D3培地上に黄色集落は生育し

なかった。

 菌掻き４日目にEw. americanaの懸濁液を噴霧接種し

た栽培ビンには、菌掻き直後に注水および排水を行っ

た栽培ビンにEw. americanaの懸濁液を噴霧接種し、

15℃で管理した結果と同様にヒラタケの生育遅延が認

められた。しかし、発病率は37.5％で、変色の程度は

菌掻き日に接種した栽培ビンから発生した子実体と比

較して低かった（表13）。

一方、Ew. americanaの懸濁液を噴霧接種後3日間、

20℃で管理した栽培ビンの発病率は87.5％と高く、

腐敗を伴って激しく黄変した子実体の発生を確認した

（図11ｄ）。黄変または腐敗した子実体の一部をA-D3

培地およびT-PAF培地に画線したところ、A-D3培地上

除去した。菌掻きから子実体採取までは、栽培ビンは

温度15±１℃、相対湿度95％に設定した生育室で管理

したが、菌掻き４日目に接種した栽培ビンの一部は、

接種後３日間のみ温度20±１℃、相対湿度95％で管理

する試験区を設定した。１試験区あたりの接種ビン数

は７-16本とし、対照区の栽培ビンには滅菌水を接種

した。

発病調査は菌掻き11日目以降の子実体採取時に行っ

た。発病の程度は栽培ビン毎に調査し、菌傘の一部が

黄色から褐色に変色した子実体の発生は“+”、変色の

程度の強い子実体の発生は“++”、腐敗子実体の発生

は“+++”と判定した。発病調査後、変色または腐敗し

た子実体の一部は滅菌水で磨砕し、A-D3培地およびPs. 

tolaasii の選択培地T-PAF培地（陶山ら、2000）［蒸留

水：1000ml、Pseudomonas Agar F（Difco社製）：38g、

グリセリン：10g、酒石酸塩：２g、0.1％クリスタルバ

イオレット：5ml、0.2％ブロモチモールブルー：15ml］

に画線し、培地上に生育した集落の色調を観察した。

２）結果

菌掻き後に注水および排水を行った栽培ビンにEw. 

americanaの懸濁液を噴霧接種した結果、ビン口の下

部に淡黄褐色の水滴が認められ、ヒラタケの原基形

成は遅れる傾向が認められた。子実体の採取は、対

照区はすべて菌掻き11日後に行ったが、接種区は１

-４日遅れた。採取した子実体を調査した結果、Ew. 

americanaの懸濁液を接種した栽培ビンからは、菌傘

の一部またはすべてが黄褐色に変色した子実体が発生

した（図11ｂ）。黄褐色の菌傘は一部の子実体に発生

し、栽培ビンの中央部や周縁部で生育した菌傘の直径

が小さい子実体に多く認められた。本症状は５菌株の

Ew. americanaを接種した栽培ビンで確認され、発生

率は57.1-87.5％であった（表12）。

表12　 菌掻き後のヒラタケ栽培ビンに対する接種試験
の結果

表13　 菌掻き４日後のヒラタケ栽培ビンに対する接種
試験の結果

１）菌掻き後のヒラタケ栽培ビンの菌床面に対し，約109cfu/mlの細
菌懸濁液を１ml噴霧接種．

２）ヒラタケ菌傘上に認められた黄褐変腐敗病徴の発生ビン数．+～
+++は変性の程度．

３）変性子実体の発生たヒラタケ栽培ビンの割合．

１）接種後３日間ヒラタケ栽培ビンが置かれた生育室の温度．４日目
以降は15℃で管理．

２）約109cfu/mlの細菌懸濁液または滅菌水１mlを噴霧接種したヒラ
タケ栽培ビン数．

３）ヒラタケ子実体に認められた黄褐変腐敗病徴の発生ビン数．+～
+++は変色程度．

４）変性子実体の発生したヒラタケ栽培ビンの割合．
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菌株（PO1003）は、1996年に秋田県の栽培地で生育中

に黄変して腐敗したヒラタケから分離した菌株であ

る。栽培地で発生状況を調査したところ、本症状は

Ps. tolaasiiによるヒラタケ腐敗病とは病徴が異なり、

山中・柿本（1991）が報告した細菌による黄変症状に

類似すると考えられた。接種試験の結果から、シイタ

ケ病原細菌Ew. americanaはヒラタケ子実体の菌傘を

黄褐変させ、腐敗させることを確認できたことから,

ヒラタケに対して病原性を有することがわかった。ま

た、Ew. americanaを噴霧接種した栽培ビンを20℃で

３日間管理すると、15℃と比較して発病率は高く、腐

敗を伴った変色子実体の発生が多いことが判明した。

ヒラタケの芽出しや生育工程の温度条件は、15℃を目

安に行われるのが一般的である（西井、2010）。しか

し、栽培現場では空調機器の設置場所や能力不足、老

朽化等の原因で、季節によっては同じ発生室内におい

ても栽培ビンの周辺温度は設定値より高くなることが

予測されることから、ヒラタケ菌傘の変色や腐敗の症

状が確認される栽培施設では菌掻き以降の衛生管理に

加えて、芽出しや生育工程の温度管理を見直す必要が

あると考えられた。

以上の試験結果から、菌床栽培のヒラタケ、エリン

ギ、ヤマブシタケおよびエノキタケから分離したEw. 

americanaは、シイタケに対して病原性を有すること

が判明し、ヒラタケ子実体を黄褐変、腐敗させること

も確認した（有馬ら、2016b）。また、原木栽培のシイ

タケから分離したEw. americanaは、ヒラタケ子実体

を黄褐変、腐敗させることも確認され、病徴や発病率

はヒラタケ、エリンギ、ヤマブシタケおよびエノキタ

ケから分離したEw. americanaと差は認められなかっ

た。したがって、Ew. americanaは、国内のきのこ栽

培環境下で生育し、様々な子実体の変色や腐敗を引き

起こす多犯性のきのこ病原細菌であることが示唆され

た。

また、Ps. tolaasiiの懸濁液を、菌掻き日および４日

目にヒラタケの栽培ビンに接種したところ、ヒラタケ

子実体の菌傘上に褐色の斑点が生じ、徐々に融合して

広がり、菌傘全体が黄褐色することを確認した（図

11ｃ）。本症状はPs. tolaasiiによるヒラタケ腐敗病の病

徴（陶山・藤井、1993）とよく一致した。一方、Ew. 

americanaの懸濁液を接種したヒラタケには、菌傘上

に斑点を形成する症状は認められず、Ps. tolaasiiを接

種した病徴とは識別可能であった（有馬ら、2016b）。 

変色したヒラタケ子実体をT-PAF培地およびA-D3培

地に画線したところ、Ew. americana 接種区はA-D3培

でEw. americana（LE1001）の集落性状と一致する黄

色集落の生育は見られたが、T-PAF培地上にPs. tolaasii

（814）の集落性状と一致する青緑色集落は見られな

かった。

一方、Ps. tolaasiiを接種した栽培ビンの発病率は、

接種後の温度条件で差は見られなかったが、褐変腐敗

した子実体の発生および変色の程度は、接種後３日

間20℃で管理した栽培ビンの方が高かった（表13）。

また,褐変または腐敗した子実体の一部をT-PAF培地

およびA-D3培地に画線したところ、T-PAF培地上に

Ps. tolaasii（814）の集落性状と一致する青緑色集落

の生育が認められたが、A-D3培地上にEw. americana

（LE1001）の集落性状と一致する黄色集落は生育しな

かった。

５　考察
 

シイタケ腐敗病菌Ew. americanaの選択培地A-D3培

地を用いて、秋田県内で採取したヒラタケ、エリンギ

およびヤマブシタケ、大分県内で採取したエノキタケ

およびヤナギマツタケ、沖縄県産クロアワビタケか

ら分離した６菌株の細菌学的性質は整一で、16S rRNA

遺伝子の塩基配列はEw. americanaと99％以上の相同

性を示した。また、大分県内の自然林で採取したミネ

シメジおよびヌメリスギタケから分離した菌株の16S 

rRNA遺伝子の塩基配列は、Ew. americanaと99％以上

の相同性を示した。さらに、菌床シイタケを用いた接

種試験の結果、分離菌８菌株はシイタケに対する病原

性を持つと判断された。以上のことから、ヒラタケ、

エリンギ、ヤマブシタケ、エノキタケ、ヤナギマツタ

ケ、クロアワビタケ、ミネシメジおよびヌメリスギタ

ケから分離した８菌株をEw. americanaと同定した。

ヒラタケに対する病原性の確認は、分離菌の懸濁液

をヒラタケ原基形成以前の栽培ビンに噴霧接種する方

法で行った。予備試験を行ったところ、接種後の栽培

ビンを角度のついた棚に並べるとビン口の下側に懸濁

液が溜まりやすく、栽培ビンを立てて置いた場合と比

較して変色したヒラタケ子実体の発生割合が高いこと

がわかった。

分離菌の懸濁液を菌掻き日および４日目にヒラタケ

の栽培ビンに噴霧接種した結果、菌傘の一部または全

部が黄変する子実体の発生が認められた。また、シイ

タケ腐敗病菌（LE1001）を接種したヒラタケの栽培ビ

ンにも同じ症状が認められ、接種した菌株間で発病

の程度に差はなかった。今回供試したヒラタケ分離
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地上に中心部が淡黄色から黄色、周囲が乳白色の集

落、Ps. tolaasii接種区はT-PAF培地上に青緑色を呈する

集落の生育のみが認められたことから、コッホの原則

を満たすことが確認できた。

以上のことから、シイタケ腐敗病菌Ew. americana

は、シイタケ以外にクロアワビタケ、ヤナギマツタ

ケ、エノキタケ、ヒラタケ、エリンギおよびヤマブシ

タケから分離され、ヒラタケに対して病原性を有する

ことが明らかになったことから、空調施設で栽培され

る菌床きのこの生育阻害要因になると考えられた。ま

た、これまでEw. americanaが野生きのこから分離さ

れた報告はなく、我が国の自然界に広く生息している

可能性が示唆された。
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Ⅳ　シイタケ腐敗病菌の感染経路の解明

大分県の乾シイタケ栽培は原木伐採地で植菌した

後、その場所で伏せ込みを行い、ほだ木は２夏経過後

にスギ等のほだ場へ移動して子実体の採取が行われて

いる。ほだ場で褐変腐敗した子実体から分離されるシ

イタケ腐敗病菌の感染場所を明らかにすることは、本

病の防除方法を検討する上で極めて重要である。本項

では選択培地を用いて、シイタケ原木栽培の栽培環境

からシイタケ腐敗病菌の分離を行い、シイタケに対す

る病原性を調査した。

 

１　シイタケ栽培環境からの分離

１）ほだ木からの分離

（１）材料および方法

ほだ木からの細菌分離は、第６回の発生調査の際に

持ち帰った玖珠調査地ほだ木および耶馬渓調査地ほだ

木を用いて行った。2013年12月に玖珠調査地ほだ木か

ら７箇所、2015年４月に耶馬渓調査地から５箇所、

発病子実体の発生した周辺の内樹皮を滅菌水中で磨

砕し、磨砕液を平板培地に塗抹した。分離にはA-D3培

地およびHIA培地を用いた。また、発病ほだ木の外樹

皮表面からの細菌分離は、2015年５月に玖珠調査地か

ら４箇所および耶馬渓調査地から16箇所を選び、滅菌

水で湿らせた綿棒で拭き取り、A-D3平板培地に塗抹し

た。さらに、2014年６月に試験場内のクヌギ林内に伏

せ込み中のほだ木（2013年３月および2014年３月に市

販品種を植菌）の外樹皮表面から同様な方法で分離を

行った。また、2016年３月に新たにシイタケ腐敗病の

発生を確認した玖珠郡玖珠町戸畑（以下戸畑調査地）

から持ち帰ったほだ木（品種：森290）表面からも細

菌の分離を行った。

（２）結果

2013年12月、玖珠調査地から持ち帰ったほだ木から

発生した発病子実体の周辺の内樹皮は、明らかに褐変

している箇所が認められた。2015年４月、耶馬渓調査

地から持ち帰ったほだ木から発生した発病子実体の周

辺の内樹皮は、健全な内樹皮と同様な色調を呈してい

た。玖珠調査地および耶馬溪調査地のほだ木の発病子

実体周辺の内樹皮から分離した結果、いずれのサンプ

ルからもA-D3培地上で黄色集落を形成する細菌は分離

されなかった。耶馬渓調査地のサンプルからはHIA培

地上に白色集落の生育を認めたので、A-D3培地で培養

したが、黄色集落の生育は見られなかった。しかし、

2015年５月にほだ木の表面から同様な方法で分離した

結果、A-D3平板培地上でEw. americanaの集落性状と

一致する集落の生育が認められ、耶馬渓調査地のほだ

木からWA359、珠調査地のほだ木からWD71およびWD73

を得た。

2014年６月、試験場内に伏せ込み中のほだ木（2014

年３月植菌）外樹皮表面をA-D3平板培地に塗抹した

が、 Ew. americanaの集落性状と一致する集落は出現

しなかった。しかし、2013年３月にシイタケ種菌を植

菌したほだ木の外樹皮表面からは、A-D3平板培地上で

Ew. americanaの集落性状と一致する集落が出現し、

分離菌（RB250）を得た。

2016年３月、戸畑調査地から持ち帰ったほだ木の表

面から同様な方法で分離した結果、A-D3培地上で黄色

集落の生育を認め、GB636およびGB641を得た。

２）　伏せ込み地およびほだ場の土壌からの分離

（１）材料および方法

2016年２月にほだ木を伏せ込む前のクヌギ林および

シイタケを採取中の林内ほだ場の土壌を、それぞれ県

内数箇所から持ち帰った。細菌の分離は平板希釈法で

行い、分離にはA-D3培地を用いた。

（２）結果

竹田市のクヌギ林土壌,国東市武蔵町および国東町

の林内ほだ場の土壌を分離した結果、A-D3培地上に黄

色集落の生育が認められた。HIA平板培地で純培養を

行い、F-1（竹田市クヌギ林土壌）、A-2（国東市武蔵

町ほだ場土壌）およびB-2（国東市国東町ほだ場土壌）

を得た。

３）分離菌のシイタケに対する病原性と16S rRNAの遺

伝子解析

（１）材料および方法

シイタケに対する病原性は、ほだ木の表面から分離

した６菌株、クヌギ林およびほだ場の土壌から分離し

た３菌株を用いて、簡易病原性検定方法Ⅱ-２-（３）

で行い、接種試験は２回反復した。対照菌株として、

2013年12月から2015年12月にかけて、栽培地のシイタ

ケ子実体からA-D3培地を用いて分離した黄色集落（11

菌株）を供試した。また、分離菌20菌株の16S rRNAの

遺伝子解析は、Ⅱ-３-（３）の方法と同様に行った。
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（２）結果

分離菌を菌床シイタケに接種した結果、ほだ木表

面から分離された６菌株は、56.9-86.4％の割合で子

実体の成長停止が認められた（表14）。一方、土壌か

ら分離された３菌株の成長停止割合は低い傾向を示

し、クヌギ林土壌由来の菌株は25.0％であった。ま

た、シイタケ子実体から分離された菌株の多くは、

66％以上の割合で子実体の成長停止が認められ、

LE1001を接種した結果（表３）と同程度であった（表

15）。分離菌20菌株の16S rRNA遺伝子の塩基配列は、

DDBJのDNAデータベースに登録されている複数のEw. 

americanaの16S rRNA遺伝子の塩基配列（ACCESSION 

No.JN175329他）と99％以上の相同性を示した。

２　考察

A-D3平板培地を用いて、伏せ込み中のシイタケほだ

木の樹皮表面や土壌を分離した結果、Ew. americana

（LE1001）と集落性状の一致する細菌を分離すること

ができた。菌床シイタケを用いた接種試験の結果、

分離菌のシイタケに対する病原性を確認できた。

さらに、分離菌の16S rRNA遺伝子解析の結果、Ew. 

americanaと99％以上の相同性を示すことがわかっ

た。以上のことから、伏せ込み中のシイタケほだ木の

樹皮表面や土壌から分離された細菌をEw. americana

と同定した。また、A-D3培地はシイタケ子実体以外

に生息するEw. americanaを分離可能であったことか

ら、きのこ栽培環境におけるEw. americanaの生態的

調査が効率的に行うことが可能になった。シイタケ腐

表14　 菌床シイタケを用いたEwingella americanaの接種試験結果

表15　 菌床シイタケを用いたEwingella americanaの接種試験結果

１）約109cfu/mlに調整したEw. americanaの懸濁液または滅菌水を0.1ml注入接種した幼子実体数．
２）成長停止して褐変した幼子実体数．括弧内は発生割合．
３）接種５日目の成熟子実体数．切断して菌柄内部の褐変程度を調査．

１）約109cfu/mlに調整したEw. americanaの懸濁液または滅菌水を0.1ml注入接種した幼子実体数．
２）成長停止して褐変した幼子実体数．括弧内は発生割合．
３）接種５日目の成熟子実体数．切断して菌柄内部の褐変程度を調査．
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敗病菌Ew. americanaは、伏せ込み場所の土壌からも

分離されたことから、Ew. americanaは伏せ込み中の

ほだ木に土壌伝染すると考えられた。

小松・後藤（1974）は、シイタケ褐変腐敗病の原因

菌Ps. fluorescensが、土壌に生息している可能性を示唆

している。シイタケほだ木の伏せ込み期間は、一般的

に乾シイタケの場合は20ヶ月以上と長期に及ぶことか

ら、Ew. americanaのほだ木への感染機会は多く、土

壌中の生育密度や伏せ込み環境の違いによって、感染

の程度は大きく異なると予測された。シイタケ原木栽

培は全国各地で様々な方法で行われており、植菌後の

ほだ木に対する細菌の感染と褐変腐敗症状の発生との

関連性を研究する上で、本研究の結果は参考になると

考えられる。

また、Ew. americanaはナメクジやカタツムリから

分離された報告（Müller et al、1995）があることか

ら、シイタケ栽培環境やほだ木に生息する小動物が媒

介している可能性も考えられるので、今後詳細に検討

する必要がある。
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Ⅴ　シイタケ腐敗病の防除

きのこ栽培で使用可能な登録農薬はあるが、きのこ

産業界では生態的な防除が強く求められている（古

川、2008；宮崎、2010）。本章では、ほだ木上のシイ

タケ腐敗病菌の生育密度を低下させる方法で、本病を

防除することを目的に試験を行った。 

１　薬剤を用いた防除の検討

１）ほだ木の殺菌剤処理

（１）材料および方法

2014年10月に研究所内の人工ほだ場において、シ

イタケ腐敗病を自然発症したほだ木（系統：７-26、

2013年３月植菌）５本を、2015年10月に切断して用い

た。切断したほだ木の片方は、ストレプトマイシン液

剤（ヤシマストマイ液剤20、協友アグリ株式会社製）

1000倍液に６時間浸漬した。残りのほだ木は対照区と

して、水道水に浸漬した。ほだ木は人工気象室に搬入

し、温度12-22℃、湿度85-95％の条件で管理した。採

取した子実体は滅菌水で磨砕し、A-D3平板培地に塗沫

接種した。

（２）結果

水道水に浸漬した対照区のほだ木上には、15日目に

異臭を伴って褐変腐敗したシイタケ子実体の生育が認

められた（図12ａ）。褐変腐敗した子実体を磨砕し、

A-D3平板培地に塗沫接種した結果、Ew. americana

（LE1001）の集落性状と一致する黄色集落が多数認め

られた。一方、ストレプトマイシン液剤に浸漬したほ

だ木からは、菌柄の一部が褐変したシイタケ子実体の

生育を認めた（図12ｂ）。しかし、採取した９サンプ

ルの中で異臭を放ったのは３サンプルで、褐変の程

度は対照区と比較して軽度であった。また、９サン

プルの磨砕液をA-D3平板培地に塗沫接種したが、Ew. 

americana（LE1001）の集落性状と一致する黄色集落

の生育は見られなかった。

２）ほだ木の食酢処理

（１）材料および方法

2015年３月に７-26系統（交配株）の種菌を植菌

し、研究所内の人工ほだ場で育成したほだ木を用いた。

食酢処理は、穀物酢（株式会社ミツカン製）の40倍

液（pH3.9）に浸したブラシで、ほだ木樹皮表面を約

２分間強く擦った。対照区のほだ木の処理には、水道

水を用いた。食酢処理は2016年９-10月に行い、処理

後のほだ木は人工ほだ場で管理した。滅菌綿棒で子実

体表面を擦り、A-D3平板培地に塗沫接種した。

（２）結果

2016年９月に水道水を用いて強く擦ったほだ木（系

統：７-26）からは、処理７日目のほだ木上に菌柄の

下部を中心に褐変した子実体の発生が認められ、10日

目には異臭を放って激しく腐敗した（図12ｃ）。褐変

腐敗子実体は、処理した４本のすべてのほだ木に発生

した。褐変子実体10個をA-D3平板培地に塗沫接種した

結果、８個からEw. americana（LE1001）の集落性状

と一致する黄色集落が見られた。

一方、2016年10月に穀物酢40倍液に浸したブラシで

強く擦ったほだ木（系統：７-26）からは、処理10日

目に褐変子実体の発生は認めず、外観上健全な子実体

のみが生育した。10個の褐変子実体をA-D3平板培地に

塗沫接種した結果、３個からEw. americana（LE1001）

の集落性状と一致する黄色集落が見られた。ほだ木上

の子実体を採取せずに継続観察したところ、子実体菌

柄が徐々に褐変し、処理14日目に子実体の一部は異臭

を放って激しく腐敗した。同一ほだ木上には、ほとん

ど褐変腐敗しない健全子実体も見られた（図12ｄ）。

しかし、処理17日目には、子実体全体が異臭を放って

激しく褐変した。

２　考察

きのこ栽培において、ストレプトマイシン液剤を

使用することはできない。本研究では、ほだ木にEw. 

americanaの生息することを明確に証明し、農薬以外

の防除法の可能性を検討する目的で、シイタケ腐敗病

の発生を認めたほだ木をストレプトマイシン液剤で浸

漬処理を行った。

ストレプトマイシン液剤の1000倍液にほだ木（系

統：７-26）を浸漬すると、褐変腐敗症状は認められ

るが、対照区と比較して発生割合は低く、褐変の程度

も弱かった。また、これらの子実体をA-D3培地を用い

て分離したが、Ew. americana（LE1001）と集落性状

が一致する黄色集落の生育は見られなかった。した

がって、ほだ木に生息するEw. americanaは、ストレ

プトマイシン液剤浸漬処理によって生育密度が低下し

たと考えられた。また、採取後のシイタケ子実体の褐

変に、ラッカーゼやチロシナーゼ酵素が関与すること
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いシイタケ原木栽培におけるシイタケ腐敗病の防除方

法としては、今回の結果からは提案できないと判断し

た。今後、発病ほだ木に対する食酢の処理濃度や時

間、時期やシイタケに及ぼす影響について検討し、き

のこ生産地で実施可能な総合的な防除方法の確立が求

められる。

が知られており（坂本、2011）、交配株７-26は成長中

の子実体が褐変しやすい系統であると推察された。

きのこ栽培現地において、病害防除を目的に使用可

能な農薬は、きのこ用ベンレートのみであるが、農薬

に頼らない防除や被害軽減策が実施されてきた。一

方、激害の発生した栽培現地では、速攻性のある効

果な方法が求められいることから、近年特定防除資

材の使用が検討されている。宮崎ら（2016）は、食

酢がHypocrea lacteaの子のう胞子の発芽阻害および培

養菌糸の伸長阻害効果が高いことを報告した。また、

円谷・川村（1994）は、食酢の抗菌活性は糸状菌より

細菌に対して強く、静菌作用があることを報告してい

る。自然発病するほだ木（系統：７-26）を、食酢40

倍液に浸したブラシで強く擦ると、褐変腐敗症状の発

生は減少した。これら子実体をA-D3培地を用いて分離

したところ、Ew. americana（LE1001）と集落性状が

一致する黄色集落の生育は見られたが、発生割合は低

かった。

以上のことから、シイタケ腐敗病の発生したほだ木

を食酢40倍液で処理する方法は、一定程度発病を抑え

る効果が期待できると思われる。しかし、食酢の静菌

作用効果が期待できる期間を考えると、栽培期間の長

図12　 シイタケほだ木（７-26系統）に及ぼす薬剤の影響．

ａ： 水道水に24時間浸水したほだ木を，12-22℃の人工気象室で15日間管理した．ほだ木上
に生育した子実体に褐変腐敗症状が見られた．

ｂ： ストレブトマイシン1000倍液に24時間浸水したほだ木を，12-22℃の人工気象室で15日
間管理した．ほだ木上の子実体に弱い褐変症状が見られた．

ｃ： ほだ木表面を水道水で激しく擦り、10日間人工ほだ場で管理した．ほだ木上に生育した
子実体に褐変腐敗症状が見られた．

ｄ： ほだ木表面を40倍希釈の食酢で激しく擦り，人工ほだ場で管理した．処理14日後のほだ
木上の子実体に激しい褐変腐敗症状が見られたが、健全子実体が発生したほだ木も見ら
れた．
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Ⅵ　 菌床栽培エリンギに発生した軟化腐敗

症状

1997年夏大分県内において、エリンギ子実体が白色

糸状菌に覆われ、軟化腐敗する症状の発生情報が寄せ

られた。当時エリンギの栽培歴は浅く、これまでに病

害発生の記録がないことから、本症状は今後エリンギ

栽培上重要な病害になると考えられた。そこで、病原

菌の同定、感染経路の解明および防除方法の確立する

ための試験を実施した。

１　 エリンギから分離される白色糸状菌の

同定

１）糸状菌の分離

（１）材料および方法

発生調査の際に持ち帰ったエリンギ子実体から、直

接菌糸を掻き取り、PDA平板培地に置床し、25℃で３-

５日間培養して生じた菌叢先端を分離した。分離菌株

はPDA斜面培地で培養し、５℃で保存した。

（２）結果

大分市佐賀関および杵築市山香のエリンギ栽培施

設で採取した子実体からは、PDA培地上に白色の菌叢

を形成する糸状菌のみが分離された。分離菌はPDA培

地、オートミールアガー培地（Difco社製）および麦

芽エキス寒天培地（グルコース2.0％、麦芽エキス

2.0％、ポリペプトン0.1％）で良く生育し、多量の分

生子を形成した（図13ａ）。また、分離菌を14日間培

養したPDA培地の裏面は、クリーム色であった（図13

ｂ）。培養期間が長くなると、培地の裏面は徐々に黄

色味を帯びた。

２）分離菌の形態

（１）材料および方法

大分市佐賀関エリンギ分離菌（OMI9801）および

杵築市山香エリンギ分離菌（OMI9802）を供試し

た。対照菌株として長野県野菜花き試験場保存のブ

ナシメジわたかび病菌（N698）、エノキタケわたか

び病菌（N729）、エリンギ分離菌（N715）、IFO保存

のCladobotryum variospermum （IFO9143）、C. varium

（IFO9438） お よ びC. apiculatum（IFO7795） を 用 い

た。供試菌の形態は、PDA平板培地、オートミール

アガー培地および麦芽エキス寒天培地に接種し、20-

25℃で10-14日培養した菌叢を光学顕微鏡で観察した。

（２）結果

大分県産エリンギ分離菌２菌株は形態的特徴に差は

認められず、OMI9801の分生子柄は幅3.8-7.5μmの気

中菌糸からほぼ直立に立ち上がり、長さ180-350μm、

幅2.5-5.0μmであった。分生子形成細胞は分生子柄の

先端に形成され、大きさ20.0-45.0×2.5-5.0μmであっ

た。分生子は分生子形成細胞の先端に形成され、初期

は球状、徐々に楕円から広楕円に成長した（図13ｃ）。

成熟した分生子はやがて分生子形成細胞から離脱する

が、接続部分に円盤状の突起物が付着し、それ以降に

形成された成長中の分生子の先端にも痕跡が見られた

（図13ｄ）。分生子形成細胞から離脱した分生子は２細

胞、楕円から広楕円形、大きさ12.5-16.8×7.8-10.0

μm、基部に円盤状の突起物を有していた。このよう

な特徴は、長野県で分離された既知のブナシメジおよ

びエノキタケわたかび病菌と良く一致した（表16）。

図13　 エリンギに病原性を示すCladobotryum varium
（OMI9801）の培養性状および形態的特徴．

a-b：ポテトデキストロース寒天培地で25℃，14日間培養．
　　 （a：培地表面，b：培地裏面）
c-d：分生子柄と分生子（フロキシン染色）．スケール：20μm

表16　 栽培きのこから分離されたCladobotryum属菌分
生子の形態的特徴

１）大分県産エリンギ分離株．　２）長野県産ブナシメジ分離株．
３）長野県産エリンギ分離株．　４）長野県産エノキタケ分離株．
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以上のことから、Hoog（1978）およびGams and Hoozemans

（1970）の分類体系に従い、大分県産エリンギ分離菌をC. 

varium Ness ex Steud.と同定した（有馬・陶山、2000）。

２　 エリンギわたかび病菌の栽培きのこに

対する病原性

１）　エリンギに対する病原性

（１）材料および方法

試験には大分市佐賀関エリンギわたかび病菌

（OMI9801）を用いた。また、一部の試験には、長野

県野菜花き試験場保存のブナシメジわたかび病菌

（N698）、エノキタケわたかび病菌（N729）、エリン

ギわたかび病菌（N715）、IFO保存のC. variospermum 

（IFO9143）およびC. varium（IFO9438）を用いた。な

お、エリンギはATCC36047を供試した。

エリンギ栽培用の培地はスギおが粉、米糠、ふす

ま、きのこの素（太田油脂株式会社製）を容積比で

12：２：1.5：0.5の割合に混合し、含水率は63-65％

に調整した。800ccのポリプロピレン製の栽培ビンに

500gの培地を充填し、120℃、30分間高圧殺菌した。

一昼夜放置した栽培ビンに、予め方法で培養したエリ

ンギ種菌を接種した。培養は22℃、相対湿度70％で６

週間行い、菌掻き後15℃、相対湿度90％の生育室内で

原基形成を促した。菌掻きは菌床面の中央部を円形に

残し、周囲を取り除く方法で行った。菌掻き後、菌床

面の乾燥を防止するために栽培ビン専用のキャップ

（S-800）で、ビンの上部を約10日間軽く覆った。

エリンギわたかび病菌は、PDA平板培地で20℃、

10-14日間培養して分生子を形成させた。培地に滅菌

水を約10ml加え、毛筆で培地表面を軽くなで、分生子

を懸濁させた。ガーゼ２枚で濾過した分生子懸濁液に

滅菌水を加え、濁度計（BIOLOG社製）で約106個/mlの

濃度に調製した。この分生子懸濁液を健全なエリンギ

幼子実体に３-４ml噴霧接種した。接種したエリンギ

は15℃、相対湿度90-95％に制御した室内に静置して

発病の有無を観察した。また、エリンギわたかび病菌

の分生子懸濁液は、菌掻き時の菌床面に１ビン当たり

１mlずつ注入接種した。発病の有無は子実体上での接

種菌の生育状況を調査し、子実体の約25％以上を覆う

栽培ビンを（+++）、約25％以下の栽培ビンを（++）、

僅かに生育が認められた栽培ビンを（+）と判別し

た。さらに、子実体から接種菌の再分離を行った。

また、エリンギわたかび病菌（OMI9801）とエリン

ギ（ATCC36047）を対峙培養し、菌糸の伸長に及ぼす

３）考察

大分県産エリンギ分離菌の分生子は、分生子形成細

胞の先端に形成された。分生子は肥大成長し、成熟す

ると基部が仕切られ、分生子形成細胞から離脱した。

その際、分生子形成細胞の先端はすでに肥大成長して

いることから、増殖様式は逆行的である。これらの特

徴から分離菌は、内生出芽型の分生子形成様式を示す

Cladobotryum属菌である（Hoog、1978；椿、1984）。

我が国の野生きのこの寄生菌としてC. varium、

C. dendroidesおよびC. mycophilumが報告されている

（Tubaki、1955；Matsushima、1975）。また、Cladobotryum

属菌による栽培きのこの病害として、C. variumによるエ

ノキタケわたかび病（有田、1985；山中・柿本、1991；

農林水産省農林水産技術会議事務局林野庁森林総研、

1995）およびブナシメジわたかび病（山中、1995）が知

られている。また、韓国ではC. variumによるエノキタケ

（Kim et al.、1999；Back et al.、2012a）、ブナシメジ（Back 

et al.、2012a、b）およびC. mycophilumによるツクリタケ

（Back et al.、2012a）およびエリンギ（Back et al.、2012a 

；Kim et al.、2014）の病害が報告されている。さらに、

イギリスではC. variumおよびC. dendroidesによるツクリタ

ケCobweb病（Grogan and Gaze、2000）、スペインではC. 

mycophilumによるツクリタケおよびエリンギのCobweb病

（Gea et al.、2014）が報告されている。

これら既知のCladobotryum属菌と大分産エリンギ分

離菌（OMI9801および9802）の形態的特徴を検討した

結果、大分県産エリンギ分離菌は長野産ブナシメジ

わたかび病菌（N698）、長野県産エノキタケわたかび

病菌（N729）、長野県産エリンギ分離菌（N715）、C. 

variospermum（IFO9143）およびMatsushima（1975）の

報告したCladobotoryum sp.（MFC-1816）と特徴が良く

一致した。C. varium（IFO9438）と比較すると、分生

子突起物の存在のみが異なっていた。Hoog（1978）の

報告によると、C. variospermumおよびCladobotoryum 

sp.はC. variumの同物異名としていることから、大分

県産エリンギ分離菌はC. variumの分生子突起を有す

る菌株に類似すると判断した。一方、韓国およびス

ペイン産のツクリタケとエリンギから分離されたC. 

mycophilumは、分生子の大きさやPDA培地を赤変させ

る点で大分産エリンギ分離菌と異なった。また、イギ

リス産ツクリタケのCobweb病菌および野生きのこ寄生

菌のC. dendroidesは多出芽性で、１-４胞の分生子を形

成することから大分県産エリンギ分離菌とは明らかに

別種である。
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菌掻き直後のエリンギ栽培ビンに、約106個/mlに調

整した分生子懸濁液を菌床面に注入接種すると、エリ

ンギわたかび病菌（OMI9801）、ブナシメジわたかび病

菌（N698）、エノキタケわたかび病菌（N715）および

エリンギわたかび病菌（N729）の発病率は87.5％以

上で、C. variumの生育が約25％以上見られる子実体

（以下重症子実体）のみが認められた。さらに、発病

子実体からは接種菌が再分離されることを確認した。

一 方、C. variospermum（IFO9143） お よ びC. varium

（IFO9438）の発病率は81.5％以上であったが、重症子

実体の発生割合は37.5％以下であった（表18）。

また、エリンギ菌（ATCC36047）とエリンギわたか

び病菌（OMI9801）をPDA培地上で対峙培養した結果、

２日後に両菌が接触し、その部分に茶褐色の明瞭な拮

抗線が形成された。しかし、培養を継続してもエリン

ギわたかび病菌がエリンギの伸長部に侵入することは

なかった（図14ｂ）。

２）　各種栽培きのこに対する病原性

（１）材料および方法

試験には、大分市佐賀関エリンギわたかび病菌

（OMI9801）を用いた。エリンギわたかび病菌（OMI9801）

の接種は、基質上で生育中のエノキタケ、ブナシメ

ジ、ヒラタケおよびシイタケ（原木栽培）の幼子実体に

対して、分生子懸濁液を噴霧接種した。なお、接種し

た子実体は、研究所保存菌株を用いて一般的な方法で

栽培したものである。

（２）結果

エリンギわたかび病菌（OMI9801）の分生子を約106

個/mlに調製し、栽培ビン上で生育するエノキタケ子

実体に噴霧接種した結果、接種４-７日目に子実体

影響を調査した。エリンギわたかび病菌はエリンギを

25℃、５日間前培養したPDA平板培地に対して、エリ

ンギ接種源から約40mmの位置に接種し、20℃、14日間

培養した。

（２）結果

約106個/mlに調整したエリンギわたかび病菌

（OMI9801）の分生子懸濁液を、健全なエリンギ幼子実

体に噴霧接種した結果、エリンギわたかび病菌は接種

３日目に菌傘が重なる部分に僅かに生育し、７日目に

は子実体のほぼ全体を覆った（図14ａ）。

また、長野県産ブナシメジわたかび病菌（N698）、

エノキタケわたかび病菌（N729）、エリンギわたかび

病菌（N715）およびC. variospermum （IFO9143）は、

エリンギわたかび病菌（OMI9801）と同様な病徴を再

現し、発病率はすべて100％であった。さらに、発病

子実体から再分離された糸状菌の培養および形態的特

徴は、接種菌と一致した。一方、C. varium（IFO9438）

を接種した結果、発病率は22％と低率で、発生の程度

もC. variumと比較して小さかった（表17）。

図14　 エリンギ（ATCC36047）子実体および培養菌糸に
対するCladobotryum varium（OMI9801）接種試験．

a： 栽培ビンに生育中のエリンギ子実体に対し，約106個/mlに調製した
C. variumの分生子懸濁液を３-４ml噴霧接種後，15℃，90-95％で
７日間管理．

b： エリンギ菌糸をポテトデキストロース寒天培地に接種し，５日後に
C. variumの菌糸を接種することで対峙させた．20℃，14日間培養．

表17　 エリンギ生育期に対するCladobotryum variumの
病原性1）

表18　 エリンギ原基形成期に対するCladobotryum 
variumの病原性1）

１）生育中のエリンギ幼子実体に約106個/mlに調製したC. varium分生
子懸濁液を，１ビンあたり３-４ml噴霧接種．

２）大分県産エリンギ分離株．　３）長野県産ブナシメジ分離株．
４）長野県産エリンギ分離株．　５）長野県産エノキタケ分離株．
６）C. varium菌糸が認められたエリンギ栽培ビンの発生割合．
７）子実体に占めるC. varium菌糸の生育割合．+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．

１）生育中のエリンギ幼子実体に約106個/mlに調製したC. varium分生
子懸濁液を，１ビンあたり３-４ml噴霧接種．．

２）大分県産エリンギ分離株．　３）長野県産ブナシメジ分離株．
４）長野県産エリンギ分離株．　５）長野県産エノキタケ分離株．
６）C. varium菌糸が認められたエリンギ栽培ビンの発生割合．
７）子実体に占めるC. varium菌糸の生育割合。+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．
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できたことから、コッホの原則を満たすことを確認で

きた（有馬・陶山、1998）。また、長野県の栽培きの

こからの分離菌をエリンギ幼子実体に接種すると、同

様な病徴を示すことが判明した。これらの菌株の分生

子を菌掻き時のエリンギ菌床に接種すると、接種菌に

覆われた幼子実体の発生が認められた。さらに、大分

県産エリンギ分離菌をエノキタケ幼子実体に噴霧接種

したところ、エノキタケわたかび病の病徴が認められ

た。しかし、ブナシメジ幼子実体に対する噴霧接種で

は、ブナシメジわたかび病の発病は認められなかった

が、菌掻き直後の菌床に注入接種すると発病が認めら

れた。また、ヒラタケ幼子実体に噴霧接種すると、C. 

variumの生育を認めたが、発生割合は低かった。

1997年に発生調査を行った２箇所の栽培地では、ヒ

ラタケおよびブナシメジの生育室内でエリンギを栽培

していた。接種試験の結果、C. variumはヒラタケお

よびブナシメジの子実体上で生育することを確認し

た。以上のことから、C. variumは先行して栽培され

ていたヒラタケおよびブナシメジの生育室内に潜在的

の基部に白色糸状菌が生育するのを確認した（図15

ａ）。以後白色糸状菌は、子実体全体を覆うように伸

長した。栽培ビン上で生育するヒラタケに噴霧接種し

た結果、採取時に菌褶および菌傘上に白色糸状菌の生

育を僅かに認めた（図15ｂ）。ほだ木上のシイタケに

噴霧接種した結果、採取時に白色糸状菌の生育は認め

なかったが、数日後採取せず放置した子実体の菌柄と

菌傘の間に白色糸状菌の生育を認めた（図15ｃ）。一

方、ブナシメジ幼子実体に噴霧接種した結果、子実体

採取時には白色糸状菌の生育は認められなかった。し

かし、菌掻き直後の菌床面に注入接種すると、採取時

の子実体に白色糸状菌の生育を確認した（図15ｄ）。

これら白色糸状菌を再分離した結果、分離菌と接種菌

の培養および形態的特徴と一致した。

３）考察

大分県産エリンギわたかび病菌（OMI9801）をエリ

ンギ幼子実体に噴霧接種した結果、発生調査で観察さ

れた病徴を再現し、発病子実体から接種菌を再分離

図15　 Cladobotryum varium（OMI9801）の分生子懸濁液を噴霧接種した栽培きの
こに出現した病徴．

ａ：接種４日後のエノキタケに見られたC. varium菌糸（矢印）．
ｂ：接種７日後のヒラタケに見られたC. varium菌糸（矢印）．
ｃ：接種14日後のシイタケに見られたC. varium菌糸．
ｄ：接種21日後のブナシメジに見られたC. varium菌糸（矢印）．
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（２）結果

エリンギ培養期にエリンギわたかび病菌（OMI 9801）

の分生子濃度と培養時期を変えて接種した。分生子濃

度が102個/ml以上では、接種時期にかかわらず発病が

認められ、105個/ml以上の接種区は50％以上の発病率

を示した（表19）。

エリンギ種菌接種直後にエリンギわたかび病菌を接

種した結果、接種濃度と比例して発病率は高くなり、

106個/mlを接種した栽培ビンの菌床側面では、両菌が

拮抗する症状が観察された（図16ａ）。これらの栽培

ビンを菌掻き処理した結果、子実体を採取するまでの

期間は長期化し、子実体形成率は対照区と比較して明

らかに低く、採取した子実体の多くは変形していた

（図16ｂ）。しかし、その他の処理区では、菌掻き時点

の菌床側面における拮抗現象は確認できなかった。

菌掻きから原基形成期にエリンギわたかび病菌

（OMI 9801）の分生子濃度を変えて接種した。菌掻

き直後に接種した場合、分生子接種濃度が高いほど

に生存し、同じ生育室内で栽培を始めたエリンギに感

染し、発病したと推測された。

Back et al.（2012a）は、韓国産エノキタケから分

離したC. variumが、エリンギに対して病原性を示す

ことを接種試験によって確認したが、エリンギから

分離したC. mycophilumと比較して病原性は弱いこと

を報告した。したがって、韓国ではエリンギに対す

るCladobotryum属菌による生育阻害は、C. mycophilum

に起因すると考えられ、防除対策が検討されている

（Kim et al.、2014）。大分県産エリンギからの分離し

たC. variumを接種試験の結果、明瞭に原病徴を再現

したことから、C. variumによるエリンギの病害を初

めて明らかにすることかできた。

以上ことから、本病をC. varium Ness ex Steud.に

よる「エリンギわたかび病（英名：White mold）」と

呼称することを提案する（有馬・陶山、2000）。

３　エリンギわたかび病菌の感染経路

１）　栽培工程と発病

（１）材料および方法

試験には、大分市佐賀関エリンギわたかび病菌C. 

varium（OMI 9801）およびエリン（ATCCC36047）を用

いた。エリンギ栽培は、Ⅵ-２-１）と同様に行った。

エリンギわたかび病菌の分生子懸濁液は、101-６個/

mlの６段階となるよう濃度を調製した。エリンギわた

かび病菌の接種はエリンギ培養期、菌掻きから原基形

成期および幼子実体生育期の工程毎に行った。エリン

ギ培養期は、エリンギ種菌接種直後から７、14、21、

28日後に、６段階の濃度の分生子懸濁液を１ビンあた

り１mlずつ注入接種した。菌掻きから原基形成期は、

菌掻き直後から４、７、10日後に、102、104、106個/

mlの３段階の濃度の分生子懸濁液を菌床全面に１mlず

つ注入接種した。また、エリンギを５、６、７、８週

間培養し、菌掻き直後の菌床面に102および103個/ml

に調整した分離菌の分生子懸濁液を、１ビンあたり１

mlずつ注入接種した。菌掻き後14日経過した幼子実体

生育期には、６段階の濃度の分生子懸濁液を１ビンあ

たり３-４ml噴霧接種した。対照区は各々の時期に分

生子懸濁液に替えて滅菌水を注入あるいは噴霧した。

エリンギ菌床は１処理区当たり８-16ビン用いた。こ

れらの接種試験結果の判定は、対照区の子実体採取日

に実施した。

表19　 培養期のエリンギ栽培ビンに対する
Cladobotryum varium（OMI9801）分生子の接種
試験結果1）

１）培養期のエリンギ栽培ビンにC. variumの分生子懸濁液を，１ビン
あたり１ml注入接種．

２）エリンギ培養経過日数．C. variumの接種は７日毎に実施．
３）C. varium菌糸が認められた栽培ビンの発生割合．
４）子実体の25％以上でC. varium菌糸が生育．

図16　 培養段階のエリンギ（ATCC36047）栽培ビンに
対するCladobotryum varium（OMI9801）の接種
試験．約106cfu/ml濃度に調整したC. variumの
分生子懸濁液を，エリンギ種菌と同時に１ビン
あたり１ml注入接種した．

a： 接種28日目の栽培ビン側面に茶褐色の拮抗線（矢印）が見られる．
b： 栽培ビン（a）の菌掻き後，28日目の状況．子実体の発生しない栽

培ビンや奇形子実体が見られる．
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子実体形成率は低下し、発病率は102個/ml濃度区で

53.3％、104および106個/ml濃度区は100％であった。

菌掻き４日後に接種した場合は、106個/ml濃度区以外

では子実体形成率は100％を示した。104個/ml濃度区

の発病率および重症子実体の発生割合は、菌掻き直後

の接種区と比較して低かった。菌掻き７日後に接種し

た場合、106個/ml濃度区の子実体形成率および発病率

は100％で、重症子実体は106個/ml区のみで認められ

た。菌掻き10日後の106個/ml接種区も発病率は100％

であったが、重症子実体の割合は大きく減少した（表

20）。また、 期間を変えて培養したエリンギ栽培ビン

に対して、エリンギわたかび病菌の分生子を菌掻き直

後に注入接種した結果、すべての接種区でエリンギの

培養期間にかかわらず発病が認められた。培養期間

が７-８週の接種区では、原基形成が遅延する傾向が

見られ、103個/接種区の発病率は100％であった（表

21）。

以上のことから、菌掻き以降の早い時期に接種した

処理区では、発病および重症子実体の割合が高く、

発病の程度はエリンギの培養期間に影響を受けるこ

とが明らかとなった。幼子実体生育期に噴霧接種し

た結果、発病は濃度102個/ml以上の接種区で見られ、

105および106個/ml濃度接種区の発病率は100％を示し

表20　 原基形成期のエリンギ栽培ビンに対するCladobotryum varium
（OMI9801）分生子接種試験の結果1）

１）エリンギ栽培ビンにC. varium分生子懸濁液を，１ビンあたり１ml注入接種．
２）菌掻き後の経過日数．　３）接種したC. varium分生子懸濁液の濃度
４）エリンギ子実体の発生した栽培ビンの割合．
５）C. varium菌糸が認められた栽培ビンの発生割合．
６）子実体に占めるC. varium菌糸の生育割合．+++：25％以上，++：25％以下，+：５％以下．

表21　 エリンギ培養期間とCladobotryum varium（OMI9801）
分生子の接種濃度が発病に及ぼす影響1）

表22　 Cladobotryum varium（OMI9801）分生子の接種
濃度がエリンギ幼子実体の生育に及ぼす影響1）

１）菌掻き後のエリンギ栽培ビンにC. varium分生子懸濁液を，１ビン
あたり１ml注入接種．

２）C. varium菌糸が認められた栽培ビンの発生割合．
３）子実体に占めるC. varium菌糸の生育割合．+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．

１）菌掻き14日後のエリンギ栽培ビンにC. varium分生子懸濁液を，１
ビンあたり３-４ml噴霧接種．

２）C. varium菌糸が認められた栽培ビンの発生割合．
３）子実体に占めるC. varium菌糸の生育割合．+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．
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４　エリンギわたかび病の防除

１）　被覆資材の薬剤処理

（１）材料および方法

供試菌株および薬剤

試 験 に は、 エ リ ン ギ わ た か び 病 菌C. varium

（OMI9801）、シイタケほだ木から分離したTrichoderma 

harzianum（E755-4）およびエリンギ（ATCC36047）を

用いた。供試菌の培養はPDA培地を用いて20-25℃で行

い、菌株の保存温度は５℃とした。

薬剤はきのこ栽培用の登録農薬であるきのこ用ベン

レート水和剤（以下BE、北興化学工業株式会社製）、

パンマッシュ（以下PA、旧ローヌ・プラーン油化アグ

ロ株式会社製）、環境用防菌・防かび剤のミクロトー

ルH（以下MH、北興化学工業株式会社製）、医療施設で

消毒剤として常用されているヒビテン（以下HB、大日

本住友製薬株式会社製）、オスバン（以下OS、日本製

薬株式会社製）および消毒用エタノール（以下ET、株

式会社ワコーケミカル社製）の6種類を用いた。

分生子の発芽阻害試験

供試菌C. variumは20℃、T. harzianumは25℃で10-14

日間培養し、分生子を形成させた。発芽試験には２-

１）-（１）の方法で調製した分生子懸濁液を用いた。

MHおよびETを除く４種類の薬剤は、分生子懸濁液添加

後の最終濃度が、5000、500、50、５、0.5μg/mlにな

るように調製した。BEおよびPAの薬液は十分撹拌後、

濾紙（定性濾紙No.１、東洋濾紙株式会社製）で濾過

して用いた。分生子懸濁液（約106個/ml）0.1mlを薬

液に添加した後、清浄なスライドグラスに数滴ずつ滴

下し、湿室に保ったシャーレに入れ、25℃のインキュ

ベーターに静置した。24時間後、１処理区毎に300個

の分生子を検鏡し、発芽の状況を観察した。分生子の

発芽は発芽管が分生子の短径の半分を超えるものを以

て発芽と判定し、発芽率を求めた（佐藤ら,1983）。

また、C. varium分生子の発芽に及ぼす薬剤濃度と

処理時間の影響は、ETを除く５種類の薬液を所定濃度

（5000、500、50、0.5μg/ml）に調整し、その液にC. 

varium分生子懸濁液を添加した。MHは塩酸クロルヘキ

シジンの濃度を基準として調整した。薬剤処理時間は

１分、５分、10分、30分、60分とし、処理後分生子懸

濁液を希釈（104倍）し、ポテトデキストロースブロ

ス培地（Difco社製）で培養（20℃）した後、７およ

び14日後に菌糸生育の有無を判定した。試験は１処理

区に試験管５本を用い、２回反復した。

た。重症子実体は濃度103個/ml以上の接種区で認めら

れた（表22）。

２）考察

エリンギのビン栽培工程において、C. variumが培

地に侵入する可能性は、種菌接種のため開栓した時お

よび菌掻き作業以降が高いと推察される。種菌接種時

にC. variumの分生子懸濁液を接種すると、102個/ml以

上の濃度で発病が認められた。接種濃度が106個/mlの

場合、栽培ビンの菌床側面に拮抗線が認められ、目視

から感染の有無を判断することができた。しかし、

分生子濃度が低い（102-105個/ml）と拮抗線は出現せ

ず、拮抗線の有無は低濃度感染ビンの診断指標にはな

らなかった（有馬・陶山、2000）。しかし、生産現地

のなかには栽培ビンを種菌として使用する事例もあ

り、エリンギわたかび病の発生の拡大要因になること

が示唆された。

菌掻き作業時の接種試験においても、発病は分生

子濃度102個/ml以上の接種条件下で起こり、重症子実

体の発生も認められた（有馬・陶山、1999、2000）。

したがって、菌掻き作業時は、栽培ビン内部にC. 

variumの分生子が侵入しないように細心の注意を払う

必要がある。また、その際の発病率および重症子実体

の割合は、エリンギ培養期間によって異なった（有馬

ら、2001b）。一般的にきのこ菌床栽培における培養期

間は、生産サイクルを考慮してより短期に設定され

る。しかし、エリンギ栽培の場合、培養期間がエリン

ギわたかび病の発生に影響を及ぼすことが明らかに

なったことから、培養期間を設定するうえで重要な要

因になると考えられた。

菌掻き以降の早い時期に接種した処理区において、

発病および重症子実体の発生割合は高かった（有馬・

陶山、1999、2000）。発生調査で認められたビンの口

部分の菌床面がC. variumで覆われる症状は、菌掻き

機や菌掻き後のビン口の被覆に用いた資材からの高

濃度汚染によるものと推測された。エノキタケわたか

び病は種菌接種から菌掻きまでの期間に感染して発病

することが知られており（長野県野菜掻き試験場菌茸

部、1999）、エリンギでも培養期の感染が重要で、感

染ビンの菌掻き操作はC. variumの二次伝染を助長す

るものと考えられた。
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（２）結果

分生子の発芽阻害試験

HBおよびOSは、５μg/mlでC. variumとT. harzianumの

分生子発芽を100％阻害した。BEはT. harzianumの分生

子発芽を阻害したが、C. variumに対しては5000μg/mlで

も89.3％の発芽率を示し、効果は認められなかった。し

かし、発芽管長は短くなり、湾曲した分生子が多数観察

された。PAのC. varium分生子に対する発芽阻害効果は

ほとんど認められなかった。一方、T. harzianumは500μ

g/ml以下の濃度で28.0-43.0％の分生子が発芽したが、

5000μg/mlでは発芽率は1.9％に低下した（表23）。

薬剤の処理時間を変え、C. variumの分生子発芽に

及ぼす影響を調査した。供試した薬剤の中ではHBの効

果が高く、５μg/mlで30分以上、50μg/mlで10分以

上、500μg/mlで５分以上、5000μg/mlで１分以上処

理すると、分生子の発芽が阻害され、菌糸の再生は

認められなかった。OSおよびMHは500μg/mlで５分、

5000μg/mlで１分処理すると、菌糸の再生が完全に阻

害された。一方、BEおよびPAは、500と5000μg/mlで

60分間処理しても分生子の発芽は認められた（表24）。

菌糸の伸長阻害試験

菌糸伸長に及ぼす薬剤の影響は、所定濃度の薬剤を

添加したPDA平板培地を用いて検討した。薬剤の最終

濃度は5000、500、50、５、0.5μg/mlの５段階に調

製した。接種源の菌糸はPDA平板培地で７-10日間前

培養した後、直径６mmのコルクボーラーで同心円上

に打ち抜き、各添加培地の中央に接種した。供試菌C. 

variumおよびT. harzianumは、20℃で３または６日間

培養し、エリンギは25℃で７日間培養し、１日あたり

の菌糸伸長速度を求め、対照区（薬剤無添加区）と比

較した。試験は１処理区に５枚のシャーレを用い、２

回反復した。

被覆資材へのわたかび病菌接種による汚染試験

エリンギの栽培は２-１）-（１）と同様に行い、菌

掻き後の原基形成期に栽培ビン口の被覆に使用する

芽出しキャップ（S-800）に、わたかび病菌を接種し

た。すなわち、所定濃度のC. varium分生子懸濁液１

mlをキャップに滴下し、24時間放置した後、分生子懸

濁液を取り除き、わたかび病菌汚染キャップとした。

この汚染キャップを各種薬剤で処理した後、菌掻き直

後のエリンギ栽培ビン口を10日間被覆し、発病の有無

によって薬剤の効果を判定した。１処理区にエリンギ

の栽培ビン16個を用いた。

汚染キャップの薬剤処理と持続性試験

C. variumの分生子懸濁液（106個/ml）で汚染させた

キャップに、有効成分濃度500μg/mlに調整したBE、

PA、MH、HBおよびOSの薬液またはETを30ml添加し、１

時間処理した。処理後キャップの薬液を除去し、24時

間放置後、菌掻き直後のエリンギ栽培ビン口を被覆し

た。薬剤効果の持続性はキャップを消毒した後わたか

び病菌で汚染させ、発病の有無によって調べた。すな

わち、予めキャップを薬液で24時間処理し、薬液除去

後３日間清潔な室内に放置し、C. varium分生子懸濁

液（106個/ml）を１ml滴下した。１時間後に懸濁液を

除去し、そのキャップを室内に24時間放置後、菌掻き

直後のエリンギ栽培ビン口の被覆に用いた。薬剤処理

試験の対照区には薬剤の代わりに水道水を使用した。

汚染キャップのビン口の被覆は10日間行い、発病の判

定は子実体の採取時に実施した。なお、１処理区にエ

リンギ栽培ビンを16個用いた。

表23　 Cladobotryum varium（OMI9801）および
Trichoderma harzianum（E755-4）の分生子発芽
に及ぼす薬剤の影響

１）薬剤処理24時間後に300個の分生子を顕微鏡で観察し，発芽管が
分生子の短径の半分を超えるものを発芽と判定．
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ともに6.3％であった。また、他の薬剤処理の発病率

は、BE処理が12.5％、MHとET処理が18.8％、PA処理が

31.3％であった（表27）。さらに、子実体の発病程度

はいずれも低く、対照区（水道水処理）で見られた重

症子実体の発生は認められなかった（図17）。

薬剤効果の持続性を調査した結果、PA処理区では発

病せず、高い持続効果のあることが認められた。BE、

HBおよびOS処理区では6.3％、MH処理区では18.8％の

菌糸の生育阻害試験

C. varium菌糸の生育に及ぼす薬剤の影響を調査し

た。供試薬剤の中で、BE,PAおよびMHを添加した寒天

培地では、５μg/mlでC. variumおよびT. harzianumの

生育が完全に阻害された。一方、エリンギでは若干生

育が抑制されたが、感受性に100-1,000倍の差が認め

られた。HBとOSはBE、PA、MHとは異なり、エリンギの

生育を阻害する濃度でC. variumおよびT. harzianumの

生育阻害は認められなかった（表25）。

汚染キャップの薬剤による防除試験

C. variumの分生子で汚染した芽出しキャップで菌

掻き後の栽培ビンを被覆し、わたかび病発生の有無を

調査した。汚染キャップで被覆すると、すべての処理

区でエリンギわたかび病が発生し、汚染濃度が高いほ

ど発病率は高かった。重症子実体は105個/ml以上の分

生子懸濁液で汚染させた処理区に認められた（表26）。

わたかび病菌汚染キャップを薬剤処理し、それで被

覆した場合の発病率を調査した。供試した６薬剤は発

病を抑制し、対照区に比べて発病率が低下した。な

かでもHBとOSは発病防止効果が高く、その発病率は

表24　 Cladobotryum varium（OMI9801）の分生子発芽
に及ぼす薬剤濃度と処理時間の影響1）

表25　 Cladobotryum varium（OMI9801）,Trichoderma 
harzianum（E755-4）およびPleurotus eryngii
（ATCC36047）の菌糸伸長に及ぼす薬剤の影響1）

１）C. variumの分生子懸濁液を薬剤で一定時間処理後，ポテトデキス
トロースブロス培地に接種し，７および14日後に菌糸の生育状況
を観察．

２）ミクロトールHは，塩酸クロルヘキシジンの濃度を基準として調整．
３）BE：ベンレート，PA：パンマッシュ，MH：ミクロトールH，HB：

ヒビテン，OS：オスバン．
４）+：生育あり，-：生育なし．

１）所定濃度の薬剤を添加したPDA平板培地に，C. variumおよびT. 
harzianumは，20℃で３または６日間，P. eryngiiは25℃で７日間
培養し，菌糸伸長量を測定．

２）ミクロトールHは，塩酸クロルヘキシジンの濃度を基準として調整．
３）薬剤無添加区を100とした時の値．

表26　 Cladobotryum varium（OMI9801）分生子で汚染
した芽出しキャップを用いた接種試験の結果

１）所定濃度のC. varium分生子懸濁液１mlで芽出しキャップを24時間
汚染させた．薬液を除去したキャップで菌掻き直後のエリンギ栽
培ビン口を10日間被覆した．

２）エリンギ子実体の発生した栽培ビンの割合．
３）C. varium菌糸が認められた栽培ビンの発生割合．
４）子実体に占めるC. varium菌糸の育成割合．+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．

― 41 ―

大分県農林水産研究指導センター研究報告　第６号（2018）



２）　エリンギ系統のわたかび病菌に対する感受性

（１）材料および方法

エリンギはATCC36047、大分県産栽培子実体分離菌

（OMC4087）、森林総合研究所九州支所保存のチェコ産

分離菌（OMC4083）およびドイツ産分離菌（OMC4084）

を用いた。C. variumはOMI9801を用いた。エリンギ４

系統をそれぞれ６週間培養し、菌掻きを行ったエリン

ギ栽培ビンの菌床面に対し、101および102個/ml濃度

に調整したC. varium分生子懸濁液を１ビンあたり１

mlずつ注入接種した。エリンギ栽培ビンは、１処理区

あたり20個用いた。

（２）結果

菌掻き直後のエリンギ栽培ビンに、C. varium

（OMI9801）分生子を接種した結果、OMC4087は101

個/ml濃度で30％の発病率を示したが、OMC4084は

102個/ml濃度でも発病は認められなかった。一方、

ATCC36047およびOMC4083は102個/ml濃度で発病は認め

られ、エリンギ菌株間で発病率は異なった（表29）。

３）考察

供試した６種類の薬剤の中で、ヒビテン、オスバン

およびミクロトールHは、C. variumおよびT. harzianum

の分生子発芽を阻害する効果の高いことがわかった。

また、エリンギの原基形成期に使用する芽出しキャッ

プを500μg/mlのヒビテンおよびオスバン液で処理す

ることによって、汚染資材が消毒され、エリンギわた

かび病の発病が抑制されることを確認した。さらに、

これら薬剤で芽出しキャップを前処理することによっ

て、その効果が持続することがわかった（有馬ら、

2001a）。

ヒビテンはクロルヘキシジンを主成分するビグアナ

イト系の消毒剤で、細胞膜の障害と細胞質の漏洩を

起こすので、医療施設では手指、皮膚の消毒、医療

用具および病室の消毒に広く使用されている。本剤

発病率であった。しかし、ET処理区は対照区（水道水

区）より高い発病率を示し、持続効果は認められな

かった（表28）。

図17　 エリンギ（ATCC36047）栽培ビンを用いた薬剤
防除試験．菌掻き後のビン口を被覆するキャッ
プ（S-800）をCladobotryum varium（OMI9801）
の分生子で汚染させる方法でエリンギわたかび
病の発生を再現させた．

a： 約106cfu/ml濃度のC. varium分生子懸濁液をキャップに１ml滴下
し，24時間放置後に懸濁液を除去して，エリンギ栽培ビン口を10
日間被覆した．菌掻き28日後に病徴（矢印）を確認した．

b： 汚染キャップにミクロトールH（有効成分濃度を500μg/mlに調
整）を30ml入れ，１時間放置後に薬液を除去した．24時間放置し
たキャップで菌掻き後のエリンギ栽培ビン口を10日間被覆した結
果．エリンギわたかび病の発病はほとんど見られなかった．

表27　 Cladobotryum varium（OMI9801）分生子で汚染
した芽出しキャップに対する薬剤処理の効果1）

表28　 薬剤処理した芽出しキャップのエリンギわたか
び病の発病に及ぼす影響1）

表29　 異なるエリンギ系統に対するCladobotryum 
varium（OMI9801）の病原性1）

１）C. variumの分生子懸濁液（106個/ml）で汚染させたキャップに，
有効成分濃度500μg/mlに調整した薬液または70％エタノールを
30ml添加し，１時間処理した．処理後キャップの薬液を除去し，
24時間放置後，菌掻き直後のエリンギ栽培ビン口を被覆した．

２）エリンギ子実体の発生した栽培ビンの割合．
３）C. varium菌糸が認められたエリンギ栽培ビンの発生割合．
４）子実体に占めるC. varium菌糸の生育割合．+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．

１）予め芽出しキャップを薬液で24時間処理後，薬液除去して３日間
清潔な室内に放置し，C. varium分生子懸濁液（106個/ml）を１ml
滴下した．１時間後に懸濁液を除去し，そのキャップを室内に24
時間放置後，菌掻き直後のエリンギ栽培ビン口を被覆した．

２）エリンギ子実体の発生した栽培ビンの割合．
３）C. varium菌糸が認められたエリンギ栽培ビンの発生割合．
４）子実体に占めるC. varium菌糸の育成割合．+++：25％以上，++：

25％以下，+：５％以下．

１）６週間培養したエリンギ栽培ビンを菌掻きし，C. varium分生子懸
濁液を１ml滴下接種した．

２）C. varium菌糸が認められたエリンギ栽培ビンの発生割合．
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も高いことから、一般のきのこ栽培施設の環境消毒剤

として有効であると考えられる。

入手したエリンギ菌株を用いて、C. varium分生子

の接種試験を行ったところ、大分県産栽培子実体から

の分離株（OMC4087）は、他系統と比較して耐病性が

低いことがわかった（有馬ら、2001b）。国内で急速に

生産が拡大したエリンギは、遺伝的な変異は小さかっ

たと考えられる。国内でエリンギの安定生産を行うに

は、交配育種による耐病性品種の作出も対策の一つと

考えられた。さらに、本項で実施した接種試験は、耐

病性の検定に応用可能な手法であると考えられた。

はベンズイミダゾール系薬剤に耐性を示すPenicillium 

crustosumに対して、生育阻害効果の高いことを報告

している（富樫ら、1996；富樫、1999）。 

オスバンは塩化ベンザルコニウムを主成分とする陽

イオン界面活性剤で、細胞膜および細胞質内の酵素蛋

白に変性を起こし、これまできのこの栽培施設におけ

る消毒剤として使用されてきた（山中・柿本、1991；

中村ら、1996）。しかし、ヒビテンおよびオスバンは

エリンギ菌糸の伸長を阻害するので、使用については

注意を要することがわかった。

ミクロトールHは環境用防菌・防かび剤で、主成分

はヒビテンと同じであるが、パンマッシュの成分であ

る２-（４-チアゾリル）ベンゾイミダゾールを含んで

いる。本剤はC. variumの分生子発芽および菌糸伸長

に対する阻害効果の高いことが判明したが、ヒビテン

と同程度のエリンギ菌糸伸長阻害も認められるので、

栽培室や資材の消毒にのみ使用し、エリンギ種菌接種

以降の使用を避けなければならない。

ベンレートおよびパンマッシュはT. harzianumの分

生子発芽をある程度阻害するが、C. variumの分生子

発芽は5000μg/mlでも阻害されなかった。しかし、

ベンレートおよびパンマッシュは、C. varium分生子

で汚染した芽出しキャップの消毒効果が高く、消毒

したキャップをC. variumで再汚染しても効果が持続

した。さらに、ベンレートおよびパンマッシュはC. 

variumおよびT. harzianumの菌糸伸長を阻害したの

で、両剤は所定濃度で培地に混和する方法（富樫ら、

1996；関谷、1999）で使用するのが妥当と考える。し

かし、パンマッシュは2004年11月25日に失効している

ため、現在使用することはできない（独立行政法人

農林水産消費安全技術センター、2017）。また、ベン

レートの多用は、きのこ栽培環境においても耐性菌の

出現を招くことが危惧されている（富樫ら、1996、

1998；富樫、1999）ので、細心の注意が必要である。

きのこ栽培地における薬剤による施設内の消毒は、

低濃度で必要最小限度に行われることが求められる。

ヒビテン、オスバンおよびミクロトールHの500g/ml

で、被覆資材を５分以上処理することによって資材に

付着したC. variumの分生子発芽が阻害され、発病防

止効果が認められた（有馬ら、2001a）。したがって、

この処理濃度および時間はエリンギわたかび病の発病

施設における使用濃度の基準になると考えられた。ま

た、施設内の壁、床、棚の摩擦を伴う薬剤処理によ

り、効果はさらに向上すると考えられる。これらの薬

剤はいずれも金属腐食性がなく、比較的安価で安全性
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総合考察

きのこ生産上重要な生育阻害要因であるシイタケ腐

敗病およびエリンギわたかび病について、生産地にお

ける発生状況調査、原因菌の特定および同定、感染経

路の推定、防除方法の検討を行った。

ほだ木上のシイタケ子実体が褐変または黒変して腐

敗する症状は、1970年代から見られるようになり、時

に甚大な経済的被害を引き起こしてきた。小松・後藤

（1974）は、1972年から1973年にかけて、愛媛県、福

岡県、熊本県および大分県で認められた子実体の成長

停止、菌褶および菌傘組織の褐変腐敗症状の原因菌を

Ps. fluorescensと同定し、病名をシイタケ褐変腐敗病と

命名した（日本植物病理学会、2000）。Ps. fluorescens

の病原性は、懸濁液をほだ木上のシイタケ幼子実体の

菌柄に注入接種する方法で確認したが、成長停止は

極めて少ないことを報告している。また、陶山・藤

井（1993）およびTsunedaら（1995b）は、シイタケ

子実体からPs. tolaasiiを分離し、シイタケ黒腐細菌病

と命名した（日本植物病理学会、2000）。陶山・藤井

（1993）は、群馬県産シイタケから分離したPs. tolaasii

の懸濁液を、ほだ木上のシイタケ子実体に接種し、菌

傘および菌褶が褐変または黒変して腐敗することを確

認したが、詳細な接種方法は記述しておらず、再現性

が低いことを報告している。また、小松らの分離した

Ps. fluorescensの細菌学的性質は、Ps. tolaasiiとほぼ一

致したが、white lineの形成能が不明なため、別種と

して取り扱った。一方、Tsunedaら（1995b）は、三重

県および岩手県において原木シイタケの子実体から

Ps. tolaasiiを分離しているが、ほだ木上で生育中のシ

イタケ子実体に対する接種試験は報告していない。

1996年から2014年にかけて、大分県で発生した原

木シイタケの褐変腐敗症状は、分離菌を用いた接種

試験、細菌学的性質および16S rRNA遺伝子を解析し

た結果、腸内細菌科の一種であるEwingella americana

に起因する細菌病であることが判明した。しかし、

発生調査で確認した病徴は、小松・後藤（1974）お

よび陶山・藤井（1993）の報告と酷似していた。菌

床シイタケを用いた接種試験の結果、Ps. tolaasiiの懸

濁液を注入接種したシイタケ幼子実体は、成長停止

や菌柄内部の褐変症状が認められ、病徴や発生率は

Ew. americanaを接種した場合と差はなかった。した

がって、原木シイタケの褐変腐敗症状を引き起こす

細菌は、Ps. fluorescensおよびPs. tolaasiiに加えて、Ew. 

americanaが追加されるが、これらの病徴は酷似する

ことから、今後病名の整理が必要である。

Inglis et al.（1996a）は、イギリスで栽培された

ツクリタケの菌柄内部が変色して腐敗する部位から

分離された細菌を、pin stageのツクリタケに噴霧ま

たは注入接種する方法で原病徴の発生を確認し、Ew. 

americanaによるツクリタケ菌柄内部壊死病として初

めて報告した。本病の発生は、その後ニュージーラ

ンド（Chowdhury et al.、2007），韓国（Lee et al.、

2009）およびエジプト（Madbouly et al.、2014）にお

いて確認されている。Grimont et al （1983）は、Ew. 

americanaを腸内細菌科の一種と報告している。した

がって、Inglis et al.（1996a）は、ツクリタケ菌柄

内部壊死病菌の感染経路を、作業員による栽培施設

への持ち込みと推察したが、十分な検証は行ってい

ない。また、Reyes（2004）らは、スペインにおいて

健全なツクリタケ、シイタケおよびヒラタケからEw. 

americanaを分離し、きのこ栽培施設に広く生育し

ていることを示唆している。本研究でEw. americana

は、日本国内の空調施設で栽培されたヒラタケ、エリ

ンギ、ヤマブシタケおよびエノキタケから分離され、

シイタケおよびヒラタケに対して病原性を持つことが

明らかになった。したがって、Ew. americanaは多犯

性のきのこ病原性菌であることが示唆された。

また、Ew. americanaは、土壌や伏せ込み中のほだ

木に発生したシイタケ子実体から分離され、シイタケ

に対して病原性を有することを明らかにした。した

がって、シイタケ腐敗病の発生を以下に推察した。ま

ず、土壌に生息しているEw. americanaがほだ木育成

段階のほだ木外樹皮に感染し、雨水によって内樹皮に

生育範囲が広がり、生育密度が徐々に高くなる。Ew. 

americanaは、シイタケ菌糸の生理的活性の低下した

ほだ木の内樹皮付近に形成されたシイタケ原基または

外樹皮に出現した幼子実体に感染し、軽度の子実体

褐変が起こる。採取されずほだ木上に放置された発病

子実体が二次感染源となり、以降周辺に生育した子実

体に子実体褐変や腐敗が起こると、生産者の多くは異

状を認識する。さらに、湿度が高いほだ場でシイタケ

採取時の降雨量が多い場合、異臭を伴った重度の腐敗

が起こり、ほだ木上のEw. americanaの生育密度はさ

らに高くなる。したがって、以降のシイタケ採取時期

に、発病ほだ木から再びシイタケ腐敗病が発生する可

能性が高まる。本研究では、ほだ木上のシイタケ幼子

実体に対し、Ew. americana（LE1001）の懸濁液を注

入接種する方法で病徴を再現したが、ほだ木に対する
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Ew. americanaの感染と発病のメカニズムは未解明で

ある。

以上のことを総合的に判断し、シイタケ腐敗病の防

除や被害軽減策を以下に提案する。第一は、ほだ木

育成段階において、Ew. americanaのほだ木への感染

を防ぐことである。本県の原木シイタケ栽培は原木

伐採跡地でほだ木の育成を行うのが一般的である。

植菌後のほだ木は、２夏経過（約20ヶ月）するまで

同じ場所に置かれることから、土壌中に生育するEw. 

americanaのほだ木へ感染する期間は長く、生育密度

の増加を招く可能性が高い。したがって、本研究では

検証できなかったが、１夏経過後に伏せ込み中のほ

だ木を移動させる方法は、現地実証で効果を検討す

る価値は十分あると考えている。また、同じ場所でほ

だ木を伏せ込む場合は、過去に本病の発生を認めたほ

だ木を育成した場所を避けることも実行可能な対策で

ある。また、栽培環境によっては、防草シートの上で

ほだ木育成を行うことも実施可能な方策である。第二

は、ほだ木を伏せ込み場所からほだ場に移動させる際

に細心の注意を払い、異状の疑われるほだ木は隔離す

ることである。伏せ込み中のほだ木にシイタケ子実体

が見られることは珍しくなく、ほだ起し作業中に褐変

腐敗症状を認める事例も少なくない。既にシイタケ腐

敗病の兆候が見られるほだ木をほだ場に移動すること

で、新たな感染源になる可能性もある。第三は、ほだ

場で子実体褐変症状を認めたら、早急にほだ木から取

り除くことである（有馬、2013）。子実体を除去する

際は直接手で触らず、ほだ場やその周辺に廃棄しな

い。第四は、ほだ場の通風を図り、異状が見られる場

合は、散水は控えることである（有馬、2013）。シイ

タケ腐敗病は、乾燥傾向のほだ場においても発生する

ことを確認しているが、その程度は高湿度ほだ場より

は小さい。第五は、シイタケ品種の特性を把握し、自

身の栽培環境にあった品種を選択することである。シ

イタケ菌糸の生理的な活性を落とさない栽培管理が求

められる。これらの方法を総合的に実施することで、

シイタケ腐敗病の発生による経済的な被害を少なくす

ることは、可能と考えられる。

ビン栽培で生育中のエリンギ子実体が白色糸状菌に

覆われ、軟化腐敗する症状は、既知のエノキタケおよ

びブナシメジわたかび病菌Cladobotryum variumに起因

すること初めて明らかにし、病名をエリンギわたかび

病とすることを提案した。しかし、エノキタケおよび

ブナシメジわたかび病の生産地における発生実態は不

明な点が多く、エリンギわたかび病の防除方法として

参考になる知見は少なかった。本研究は、エリンギ栽

培工程毎にわたかび病菌の接種試験を行うことで発病

の程度を明らかにし、感染機会が疑われる芽出し工程

における防除法の確立を目的に行った。

生産地で白色糸状菌に覆われたエリンギ子実体

を採取すると、多量の分生子が周囲に飛散する。C. 

variumは培地上においても分生子を多量に形成するこ

とから、生産地では主に分生子によって感染すると推

察した。エリンギ栽培工程において、C. variumの分

生子濃度を替えて接種試験を行った結果、発病は102

個/mlの接種濃度で認められ、菌掻き直後の栽培ビン

に接種すると子実体の25％以上がC. variumで覆われ

る重症子実体が発生し、栽培地で見られた病徴が再現

された。また、C. variumの分生子発芽や菌糸伸長に

及ぼす薬剤の影響を調査し、接種試験の結果と総合的

に考察を行い、以下の防除方法を提案する。

エリンギわたかび病の防除法の第一は、種類の異な

るきのこを同じ生育室内で栽培しないことである。C. 

variumはエノキタケおよびブナシメジに加えて、低率

ではあるがヒラタケで生育することを確認している。

エリンギを栽培方法の類似するブナシメジやヒラタケ

と同じ生育室で発生管理すると、潜在的に生息してい

たC. variumが、感受性の高いエリンギ子実体に寄生

するようになったと考えらる。第二は、C. varium菌

糸が侵入した種菌を用いないことである。健全な種菌

を用いることは、きのこ栽培の基本であるので、信頼

おける種菌製造会社から購入することは、発病を未

然に防ぐことにつながる。第三は、種菌接種や培養時

にC. variumの分生子の侵入を防ぐことである。培養

中の栽培ビンにC. variumの分生子を低濃度接種する

と、菌掻き時点のビン側面に拮抗線は見られなかった

が、発病子実体の発生が認められた。作業者は正確な

知識と観察力を身に着け、栽培環境の衛生管理の実践

が求められる。第四は、菌掻き後に栽培ビン口を被覆

する資材の清浄度を向上させることである。特に、資

材の再利用には十分注意し、状況によっては薬剤を用

いた消毒の実施を検討する。C. variumの分生子を有

効成分濃度500μg/mlのヒビテン、オスバンおよびミ

クロトールHで５分間処理すると、分生子発芽は完全

に阻害されたことから、使用場面に応じて適切かつ効

果的な使用を推奨する。第五は、発病した栽培ビンや

発病子実体の迅速な隔離である。C. variumは多量の

分生子を形成することから、栽培施設の異状に注意を

払い、常に早期発見と対策の実施を心がけるべきであ

る。
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本研究の宿主であるシイタケおよびエリンギの栽培

方法は、これまで改善されてきた。他の栽培きのこも

事情は同様であるが、細菌や糸状菌による病害の発生

情報は少なくない。生産状況を調査すると、きのこの

栽培特性に合った管理が行われていないことも散見さ

れた。栽培きのこや品種特性の正確な把握と適切な栽

培管理を行うことで、きのこ病害による経済的な被害

を軽減することは可能と考える。

本論文は、大分県内で1990年代に相次いで発生し

た、２例の栽培きのこの子実体病害について、調査、

研究を行った結果をまとめたものである。分離菌の病

原性を確認するために基質上の子実体に対する接種試

験を実施し、コッホの原則を満たしたことで、原因菌

を明確に証明することができた。

シイタケ腐敗病の原因菌は、わが国のきのこ病原細

菌として報告例はなかったが、選択培地を作製するこ

とで、感染経路の推定を行い、防除法の提案を行うこ

とができた。今回提案した防除方法は、栽培現地での

実施効果を確認するとともに、発病メカニズムの解明

に向けた研究に期待したい。

エリンギわたかび病は、わが国の菌床栽培で生産さ

れているきのこに対して、広く病原性を持つ糸状菌の

感染によって起こり、生育工程ごとに接種試験を行う

ことで、生産現地における防除法を提案することがで

きた。この提案はわたかび病に限らず、一般的な栽培

環境浄化法として、応用できる知見を含んでおり、菌

床きのこの生産性の向上に貢献できたと考えている。

古川（2008）が提唱したきのこ病理学の学問的体系

を確立するためには、栽培地における発生調査と接種

試験による病原性の確認が重要であることを、本研究

を遂行する上で痛感した。本研究が国、県、大学およ

び種菌製造会社等の関係者の連携のさらなる深化に寄

与し、きのこ生産に従事する生産者に役立つことを切

に願っている。
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摘   要

本研究はきのこを栽培する上で重要な生育阻害要因

である微生物に注目する趣旨に、細菌および糸状菌に

起因する子実体の病害に関する研究を行ったものであ

る。すなわち、生産地における発生生態を調査し、病

原菌の特定および同定、感染経路の解明、防除法の開

発を目的とした。

1994年から2014年にかけて、ほだ木上のシイタケ子

実体が生育中に褐変または黒変し、異臭を放って腐敗

する症状の発生情報が寄せられた。発生調査を行った

ところ、本症状は大分県内11市２町の林内ほだ場、人

工ほだ場およびビニールハウス、合計32か所で確認さ

れた。また、生産者の約60％は、本症状の発生を散発

的に認めていたことがアンケート調査から判明した。

本症状は、一般的に使用されている市販９品種の幼子

実体から成熟子実体に認められ、激害発生地では大き

な経済的被害を受けていた。発生地の環境および気象

条件を調査した結果、激害の発生は高湿度ほだ場にお

いて降雨の多い秋期と春期に多かったが、中～軽害の

発生は乾燥傾向のほだ場においても発生することがわ

かった。本症状の発生したほだ木を、試験場に持ち

帰って継続調査を行った結果、2013年11月に持ち帰っ

たほだ木は2014年10月から2015年４月にかけて、本症

状を呈する子実体のみが認められた。また、別の調査

地から2014年12月に持ち帰ったほだ木は、2015年２月

から４月に本症状の発生を確認した。しかし、以降は

これらのほだ木から本症状および健全子実体の発生は

見られなかった。一方、本症状の発生が植菌時期の違

いによって異なった事例や試験場内の人工ほだ場にお

いて交配した１系統のみに本症状の発生が確認された

事例が認められた。以上のことから、本症状の発生に

は、シイタケ菌の生理的活性および感受性の違いが重

要な因子であることが示唆された。

本症状は、既知のシイタケ褐変腐敗病および黒腐細

菌病に酷似することから、発生地から持ち帰ったサン

プルを用いて細菌の分離を行った。優先的に分離され

た細菌は、普通寒天培地で白色、円形の集落を形成し

た。分離菌（LE1001およびLE1024）の高濃度懸濁液を

ほだ木上のシイタケ幼子実体に塗布接種した結果、接

種４日目に菌傘および菌柄の一部が褐変し、７日目に

は子実体全体が異臭を放って褐変した。以上のことか

ら、分離菌をシイタケの褐変腐敗症状の原因菌と特定

した。

しかし、ほだ木を用いた接種試験は実施時期が限定

され、生育条件の同じ幼子実体を揃えることや接種後

のほだ木管理が困難であった。そこで、分離菌のシイ

タケに対する病原性を効率的に検定する方法として、

菌床シイタケを用いた方法の開発を行った。接種試験

には、除袋後４または５日目に１時間の散水を行った

菌床を用い、ネジ込み式で針の交換が可能なガスタ

イトシリンジで、分離菌の細菌懸濁液（約109cfu/ml）

0.1mlをシイタケ幼子実体に注入接種すると、接種５

日目に成長停止または菌柄内部の褐変を高率に認め

た。さらに、接種10日目には成長停止した幼子実体は

異臭を放って腐敗することを確認した。また、きのこ

病原細菌Pseudomonas tolaasii（814）を菌床シイタケ

に接種したところ、同様な症状が発生することを確認

できた。したがって、菌床シイタケを用いた注入接種

法は、分離菌のシイタケに対する病原性を確認するた

めの簡易方法として効率的であると判断し、年間を通

して接種試験が可能になった。

褐変腐敗したシイタケからの分離菌20菌株の細菌学

的性質を調査した結果、既知のシイタケ褐変腐敗病

菌Ps. flurescensおよび黒腐細菌病菌Ps. tolaasiiとは異な

り、エノキタケ褐色腐敗病菌Erwinia sp.に酷似する

ことがわかった。さらに、16S rRNA遺伝子解析の結

果、分離菌はイギリス、ニュージーランド、韓国およ

びエジプトで発生したツクリタケの菌柄内部壊死病菌

Ewingella americanaと99％以上の相同性を示すことが

判明した。以上のことから、ほだ木上のシイタケが褐

変腐敗する症状は、Ew. americanaに起因する細菌性

のきのこ病害であることが明らかになったことから、

本病害の病名をシイタケ腐敗病（Brown rot）と命名

することを提案した。

シイタケ腐敗病の発生生態を解明するには、Ew. 

americanaを効率的に分離する必要があるため、選択

培地の作製を行った。植物病原細菌Erwinia属菌の選

択培地D3培地を基礎培地とし、炭素源および窒素源を

検討したところ、きのこに広く含まれる糖アルコー

ルであるD（+）アラビトールを添加すると選択性が高

く、ビタミンフリーのカザミノ酸を窒素源とするこ

とで集落の色調が比較的安定することがわかった。

さらに、添加剤の検討を行った結果、A-D3培地【蒸

留水：1000ml、D（+）アラビトール：10g、カザミノ酸

ビタミンフリー：５g、塩化リチウム：７g、塩化ナ

トリウム：５g、硫酸マグネシウム七水和物：0.3g、

ドデシル硫酸ナトリウム：50mg、ブロモチモールブ

ルー：60mg、寒天：15g、pH7.2】を開発した。A-D3培
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を試験的に開始した。当時エリンギは国内での栽培事

例は少なかったが、ブナシメジやヒラタケ栽培に準拠

する方法で栽培が可能であったことから、生産者は本

格的な導入に移行していた。しかし、エリンギ子実体

が白色糸状菌に覆われる症状が徐々に見られ、菌掻き

後の栽培ビンに白色糸状菌の蔓延が散見されるように

なると、経済的な被害は急速に大きくなった。

エリンギ子実体上で生育する白色糸状菌は、ポテト

デキストロース培地で分離培養が可能で、培地上に多

量の分生子を形成することから、分生子を健全なエリ

ンギ子実体に噴霧接種する方法で病原性の確認を行っ

た。分離菌（OMI9801）の分生子懸濁液（約106個/ml）

を生育中のエリンギ幼子実体に噴霧接種すると、３日

後の子実体上に白色糸状菌の生育が認められ、７日後

には子実体全体を覆い、軟化腐敗したことから原病徴

が再現された。また、再分離菌と接種菌の培養性状は

一致したことから、エリンギの軟化腐敗症状の原因菌

を特定した。原因菌は培養および形態的特徴から、既

知のエノキタケやブナシメジのわたかび病菌と同種で

あるCladobotryum variumと同定されたことから、本病

をエリンギわたかび病（White mold）と命名した。

エリンギわたかび病菌C. variumの分生子をエリン

ギの生育工程において噴霧接種すると、約102個/ml以

上の濃度で子実体の変性が見られ、原基形成期に感染

すると激しい病徴を発現することがわかった。また、

エリンギ培養段階に接種すると、約106個/mlの接種で

は栽培ビンの側面に拮抗線が見られ、これらの栽培ビ

ンからは健全なエリンギ子実体は生育しなかった。し

かし、約106個/ml以下の接種では、菌掻き時の栽培ビ

ンに外観上異状を認めなかったが、約102個/ml以上の

接種を行った栽培ビンからは発病子実体が認められ

た。したがって、低濃度で感染した培養ビンを種菌と

して利用すると、比較的短期間でエリンギわたかび病

が拡大する可能性が示唆された。

エリンギわたかび病菌C. variumの分生子をエノキ

タケ、ブナシメジおよびヒラタケの栽培ビンに噴霧接

種すると、それぞれの子実体上においてC. variumが

生育することを確認した。発病調査を行った２箇所の

栽培施設では、同一発生舎においてエリンギとヒラタ

ケまたはブナシメジを同時に栽培していたが、生産者

はエリンギ栽培を開始する以前に、採取前のヒラタケ

およびブナシメジに白色糸状菌が生育する症状を稀に

認めていた。したがって、C. variumはエリンギ栽培

を開始する以前からヒラタケおよびブナシメジの発生

舎に生息し、同一発生舎で新たに栽培を開始したエリ

地上でEw. americanaを28℃で72時間培養すると、直

径0.8-1.0mm、周囲が白色を呈する黄色集落を形成し

た。A-D3培地の平板効率は66％と高く、褐変腐敗した

シイタケ子実体から分離すると93％の黄色集落は、

Ew. americana（LE1001）であったことから、生態的

調査に使用できると判断した。

シイタケ腐敗病菌Ew. americanaの感染場所を明ら

かにするため、伏せ込み環境からのA-D3培地を用いた

分離を行った結果、原木生育地やほだ場の土壌、伏

せ込み中のほだ木表面およびシイタケ子実体からEw. 

americanaが分離された。また、発病ほだ木をストマ

イ剤1000倍液に６時間浸漬する処理すると、シイタケ

子実体の褐変腐敗症状は認められず、Ew. americana

の分離頻度は低率であった。これらの試験結果から、

原木生育地の土壌に生息しているシイタケ腐敗病菌

Ew. americanaは、伏せ込み期間中にほだ木の樹皮表

面付近に感染し、シイタケ発生時の幼子実体に感染す

ることでシイタケ腐敗病が発生することが推察され

た。以上のことから、シイタケ腐敗病の防除はシイタ

ケ菌の生理的な活性を低下させない適正な栽培管理を

実施し、ほだ木に生息するEw. americanaの生育密度

を増加させないことが重要であると考えられる。

空調施設で栽培されたクロアワビタケ、ヤナギマ

ツタケ、ヒラタケ、エノキタケ、エリンギおよびヤ

マブシタケの変色または腐敗した子実体からA-D3培

地を用いて分離すると、Ew. americana（LE1001）と

同じ集落形状を示す細菌が分離された。分離菌は16S 

rRNA 遺伝子解析の結果、Ew. americanaと99％以上の

相同性を示した。これら分離菌を菌床シイタケに接種

した結果、病原性を有することが確認された。さら

に、菌掻き直後のヒラタケ栽培ビンに接種すると、菌

傘の一部またはすべてが黄褐色に変色した子実体が発

生し、接種後の温度が高いと激しい病徴を呈した。一

方、Ps. tolaasii（814）をヒラタケの栽培ビンに接種す

ると、ヒラタケ子実体の菌傘上に褐色の斑点が生じ、

徐々に融合して広がり、菌傘全体が黄褐変することが

確認され、Ew. americanaを接種した病徴とは明らか

に異なった。以上のことから、Ew. americanaは自然

栽培のシイタケに加えて,施設栽培のヒラタケに対し

て生育阻害要因になることが示唆された。

1997年夏、大分県内においてビン栽培のエリンギ子

実体が白色の糸状菌に覆われ、軟化腐敗する症状の発

生情報が寄せられた。発生調査を行った２ヶ所の栽培

地では、従来ブナシメジまたはヒラタケの生産を行っ

ていたが、今後需要の増加が見込まれるエリンギ栽培
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ンギの生育を阻害するようになったと推察された。

きのこの菌床栽培は閉鎖的な施設で行われるため、

一旦病害が発生すると大きな経済的被害を及ぼすこと

が知られている。病害対策としては、発病子実体や培

養不良ビンの早期除去を基本とする栽培環境の清浄化

が行われている。本研究では、エリンギわたかび病が

発生した栽培施設において、有効な清浄方法を確立す

る目的で、エリンギわたかび病菌C. variumの分生子

発芽および菌糸伸長に及ぼす薬剤の影響を調査した。

C. variumの分生子を有効成分500μg/mlのヒビテン、

オスバンおよびミクロトールHで５分間処理すること

で、発芽は完全に阻害された。しかし、これらの薬剤

はエリンギ菌糸の生育を阻害するので、使用場面は限

定されることがわかった。C. variumの菌糸伸長阻害

効果は、ベンレートおよびパンマッシュで高く、エリ

ンギの原基形成期に使用する被覆資材を薬剤処理する

ことでエリンギわたかび病の発病は防止され、その効

果は持続することを確認した。以上のことから、エリ

ンギわたかび病の伝染防止には、これらの薬剤を適正

濃度に使用し、施設内の消毒を行えば有効であると考

えられる。また、エリンギわたかび病の発病は、エリ

ンギの培養期間の影響を受けることが示唆され、エリ

ンギ菌株間で耐性に差があることが判明したことか

ら、耐病性品種の作出によって、発病を防止する可能

性を示すことができた。

本論文は、シイタケ子実体を褐変腐敗させる細菌お

よびエリンギ子実体に寄生する糸状菌を、生育中の幼

子実体に接種することで病原性を確認し、原因菌の同

定、感染経路の特定および防除方法の検討を行ったも

のである。これらの研究成果は、栽培地におけるきの

こ病害の発生を防止、または経済的被害を軽減させる

対策を講じるために参考となる基礎的かつ応用的な知

見が含まれ、きのこの安定生産に大きく貢献すると考

えている。
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Summary

Many inhibiting factors of mushroom production have been known as long with the increasing of 

mushroom production recently. Among them, the fungal and bacterial diseases that caused severe 

fruiting bodies growth inhibition were investigated on their occurrence and studied about their 

etiology and epidemiology to develop the control methods. 

Brown rot symptom was seen on Lentinula edodes cultivated on bed logs in Oita Prefecture during 

the period of 1994-2014. The symptom had been found at 32 laying yards in natural forests, 

artificial yards and greenhouses through 11 cities and 2 towns of Oita Prefecture. The questionnaire 

survey also revealed that about 60％ of producers had sporadically observed the symptoms. The 

symptom was seen on 9 types of commercial cultivars, both on young and old fruiting bodies and 

caused tremendous economic damages in severely occurring areas. The environment and climate 

conditions of these areas revealed that the severe brown rot symptoms were mostly observed in 

laying yards with high humidity in rainy seasons such as fall and spring, although mild to moderate 

symptoms were also observed in laying yards which were relatively dry. The infected bed logs 

derived from a laying yards in November 2013 had been found to produce severely diseased fruiting 

bodies only during October 2014 and April 2015 at artificial laying yard of the Research Center. 

The occurrence of the damaged fruiting bodies was also observed during February and April, 2015 on 

the bed logs that were originated from another laying yard in December, 2014. Then, the damaged 

fruiting bodies could not be seen thereafter on the observed bed logs. On the other hand, it was 

shown that the differences among the spawn inoculation period affected the disease occurrence and 

the diseased fruiting bodies could be seen in case of only one mating strain at artificial laying 

yard of the Research Center. These findings suggest that the difference in physiological activity 

and sensitivity of L. edodes is a crucial factor of disease occurrence.

The above mentioned symptom was thought to be caused by some bacteria because the symptom was 

very similar to some known diseases such as the one caused by Pseudomonas fluorescens and brown blotch 

disease caused by Ps. tolaasii. The isolation of bacterial pathogen was tried on the samples brought 

back from the affected area. The white and rounded bacterial colonies were predominantly isolated 

from the samples on heart infusion agar medium plate. The one of the isolate derived from such 

colonies (LE1001) inoculated on the healthy and young fruiting bodies of L. edodes on the bed logs by 

injection with 0.1 ml of bacterial suspension (ca. 109 cfu/ml) into the fruiting bodies cultivated 

on sawdust medium caused growth prohibition and browning of some parts of the pileus and stipe 

of fruiting bodies and rot with odor at 4 and 10 days after inoculation, respectively. The same 

bacterium was re-isolated from the inoculated and discolored fruiting bodies indicating that LE1001 

was the pathogen of the disease. The almost the same disease was occurred by the same artificial 

inoculation of Ps. tolaasii, the pathogen of brown rot of L. edodes. The injection of bacterial suspension 

using the fruiting bodies cultivated on the sawdust medium was shown to be the simple and effective 

method for the pathogenicity test that was available all the year over.

The bacteriological characteristics of 20 isolates derived from rotten fruiting bodies of L. edodes 

were very similar to Erwinia sp., the pathogen of bacterial brown soft rot on Flammulina velutipes, 

rather than other known mushroom pathogenic bacteria such as Ps. fluorescens and Ps. tolaasii. Further 

studies including the sequence analysis of 16S rRNA showed that the causal bacterium was identified 

as Ewingella americana, the pathogen of internal stipe necrosis on Agaricus bisporus, previously reported 

in the U.K, New Zealand, South Korea and Egypt. Consequently, the brown rot disease on L. edodes 

cultivated with bed log was caused by Ew. americana. This is the first report of the disease on L. 
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edodes caused by Ew. americana and “brown rot” was proposed as a new disease name on L. edodes.

The selective medium was developed to investigate the epidemiology of the pathogen of brown rot 

of L. edodes, Ew. americana by using D3 medium, a selective medium for the bacterium of genus Erwinia, 

as a basal one. As a carbon source, D(+) arabitol, a kind of sugar alcohol generally contained in 

mushrooms enhanced the selectivity and as a nitrogen source, vitamin free casamino acid stabilized 

the color of colony. Finally, A-D3 medium containing 10 g of D(+) arabitol, 5 g of vitamin free 

casamino acid, 7 g of lithium chloride, 5 g of sodium chloride, 0.3 g of magnesium sulfate 

heptahydrate, 50 mg of sodium dodecyl sulfate, 60 mg of bromothymol blue and 15 g of agar in 1,000 

ml was developed. The pH value was adjusted 7.2 by diluted hydrogen chloride before autoclaving. 

After 72 hours incubation on A-D3 medium at 28oC, Ew. americana showed small yellow colony 

surrounded by white marginal area (0.8-1.0mm in diameter). The plating efficiency of Ew. americana 

on A-D3 medium was 66-93％ of nutrient agar medium. Among the yellow colonies isolated from rotten 

fruiting bodies of L. edodes and incubated on A-D3 medium, 93％ was identified as Ew. americana by 

bacteriological characteristics and 16S rRNA analysis considering that the selective medium could be 

used for epidemiological studies of Ew. americana.

When Ew. americana from laying yards was tried to detect by using A-D3 medium, the bacterium could 

be isolated from soils of forestry and laying yard, surface of the laying bed logs and the fruiting 

bodies of L. edodes. Immersed in 1,000 ppm of streptomycin suspended fluid, Ew. americana infected bed 

logs could be disinfected to produce healthy fruiting bodies of L. edodes and appear low Ew. americana 

isolation ratio. From these results, Ew. americana, the pathogen of brown rot of L. edodes, inhabiting 

in soil suspected to infect into the bark of laying bed logs and then young fruiting bodies of L. 

edodes to occur the disease. Thereafter, the control of brown rot will be effectively succeeded 

by lessened the density of Ew. americana on the surface of laying bed logs without declining the 

physiological activity of L. edodes. 

The yellow colonies closely similar to the one of Ew. americana had been isolated from yellowish 

brown and/or rotten fruiting bodies grown on sawdust medium including Pleurotus abalonus, Pl. osteretus, 

Pl. eryngii, Agrocybe cylindracea, F. veltipes and Hericum erinaceus and their 16S rRNA sequences were 99％ 

homologous to the one of Ew. americana. All the isolates from such mushrooms were pathogenic to L. 

edodes fruiting bodies to occur brown rot. The isolates also showed pathogenicity on Pl. osteretus to 

generate the yellowing fruiting bodies along with high temperature by artificial inoculation on the 

culture bottle just after the removal of surface mycelia (“kinkaki” in Japanese). On the other 

hand, Ps. tolaasii occurred distinguish brown spots on the fruiting bodies that fused each other to 

change whole fruiting bodies color yellowish brown by artificial inoculation. Then, above mentioned 

results suggested that Ew. americana could be a growth inhibition factor not only in the open fields 

but also in growing room for sawdust cultivation.

The fruiting bodies of Pl. eryngii in the bottle fully covered with white mold followed by softening 

and rotting were seen in Oita Prefecture in summer, 1997. Survey of two farms where the disease 

occurred revealed that Pl. ostreatus and/or Hypsizygus marmoreus had been produced up to now and 

the cultivation of Pl. eryngii was started recently hoping consumers demand. Then, the full scale 

production of Pl. eryngii had been introduced because the producing process in Pl. ostreatus and/or H. 

marmoreus could be applied to the case in Pl. eryngii easily, although there were few experiences of 

Pl. eryngii cultivation in Japan. Along with the appearance of white mycelium on fruiting bodies and 

cultivation bottles, the damages by the disease increased rapidly.

The white fungus inhabiting on the fruiting bodies of Pl. eryngii could be easily isolated and 

incubated on potato dextrose agar medium (PDA) and formed much amount of conidia that were used 
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as an inoculum to the healthy Pl. eryngii fruiting bodies. The surface of the young fruiting bodies 

sprayed by the conidial suspension (106spores/ml) of the fungus (OMI9801) showed white mycelium 

growing 3 days after inoculation followed by full covering of the fruiting bodies 7 days after 

inoculation and softening and rotting to reproduce the original symptoms. As the cultural and 

morphological characteristics of the re-isolated fungus were the same to OMI9801, the original 

isolate, the fungus was specified as the pathogen of white mold of Pl. eryngii. The fungus was 

identified as Cladobotryum varium, the pathogen of white mold on F. veltipes and H. marmoreus, 

according to the cultural and morphological characteristics and the disease was named as white mold 

(“watakabi-byo” in Japanese).

C. varium could cause the degeneration of fruiting bodies by the inoculation with 102spores/ml 

conidia suspension at least during the incubation period of Pl. eryngii. It was also known that the 

infection at the primordia formation period caused severe symptoms especially by inoculation test. 

Inoculation of the pathogen during the bottle cultivation period made an antagonistic line between 

the mycelia of pathogen and Pl. eryngii at the side of bottle wall and inhibited the fruiting bodies 

formation. Inoculated with below 106spores/ml conidia suspension, normal mycelia could grow in the 

bottle apparently even at the removal of surface mycelia (“kinkaki”) and diseased fruiting bodies 

were seen in case of more than 102spores/ml conidia suspension treatment. Therefore, it must be 

suggested that the spawn mycelia derived from slightly infected and apparently clean bottle should 

develop the disease seriously in relatively short period. 

Inoculated with conidia suspension of C. varium, the mycelia could grow on the fruiting bodies 

of F. velutipes, H. marmoreus and Pl. ostreatus. The farmer had sometimes seen the white mold on the 

young fruiting bodies of Pl. ostreatus and H. marmoreus before the start of Pl. eryngii production in 

the mushroom growing room where the three kinds of mushrooms were then grown simultaneously. So, 

C. varium must be suggested to inhabit in the mushroom growing room before the start of Pl. eryngii 

production and cause a growth inhibition on Pl. eryngii. 

It is known that once the disease is occurred it develops dramatically and causes severe damages 

because the sawdust medium cultivation house is usually closed and highly humid. To prevent from the 

disease, removal of the diseased fruiting bodies and mal incubated bottles are carried out to keep 

incubation environment clean usually. Furthermore, the effective washing agents for the facilities 

were detected. Hibitene (chlorhexidine gluconate), Osvan (benzalconium chloride) and Microtol H 

(thiabendazol + chlorhexidinehydrochloride) completely inhibited conidia germination and mycelial 

growth of C. varium by 5 minutes immersion of 500 ppm solution but also hindered the mycelium growth 

of Pl. eryngii. Benlate (benomyl) and Panmash (thiabendazol) could highly inhibit mycelial growth 

of C. varium and they protected white mold on Pl. eryngii by the treatment of covering materials that 

were used during premordia forming period and affected continuously. So it was thought that above 

mentioned chemicals were effective to prevent from the infection of white mold on Pl. eryngii by 

disinfection of the facilities correctly. It was also known that the occurrence of white mold was 

affected by the incubating duration of Pl. eryingii and there were some differences among the isolates 

of Pl. eryngii in their resistances. So, it must be available for disease protection to breed the 

resistant varieties.

As mentioned above, I investigated the diseases of L. edodes on bed log and Pl. eryngii on sawdust 

medium caused by a bacterium and a fungus, respectively, to identify the pathogens, make clear 

the epidemiology and develop the control methods. Those results contain useful basic and applied 

information about disease control and economic damage reduction in the practical fields to 

contribute the stable mushroom production greatly. 
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