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イネいもち病ＱｏＩ剤耐性菌検定 

 

１．目的 

2012年にオリサストロビン剤を育苗箱施用した水稲ほ場において、いもち病が多発する事例

が発生し、本剤を含むＱｏＩ剤（ストロビルリン系殺菌剤）に対する感受性低下が懸念された

ため、農薬メーカーによって県内の耐性菌検定が実施された結果、全県で耐性菌の発生が確認

された。 

ここでは、2012年に耐性菌検出率の高かった地域および耐性菌未確認地域におけるＱｏＩ剤

耐性菌の発生動態を追跡調査し、防除対策の基礎資料とする。 

 

２．試験方法 

１）検定地域： 

(1)西予市宇和町の水稲ほ場（主に普通期水稲） 

2012年に耐性菌検出率が高く、2013年からＱｏＩ剤の使用を中止した地域 

(2)四国中央市の水稲ほ場（主に普通期水稲） 

2012年に耐性菌未確認で、2014年から一部を除きＱｏＩ剤の使用を中止した地域 

 ２）いもち病葉採取方法：７～９月に発病葉を１ほ場当たり３葉ずつ（１株当たり１葉×３株）

採取した。 

 ３）試験方法：ＢＡＳＦジャパン㈱の手法を参考にして、ＰＣＲ－ＲＦＬＰ法により検定を実

施。いもち病菌ＤＮＡ抽出→ＰＣＲによるＤＮＡ増幅（チトクロームｂ遺伝子）→制限酵素

処理（Fnu4HI）→電気泳動→ゲル染色→紫外線照射による増幅バンドの数とサイズ確認。 

(1)2013年は１ほ場ごとの約５mm角の病斑切片５枚を混合したもの、2014～2016年は１サン

プル葉ごとの約５mm角の病斑切片１～５枚を混合したものを１検体とした。検体は、破砕

処理（ビーズ式細胞破砕装置MS-100：トミー精工）後、市販キットでＤＮＡ抽出した。 

(2)ＤＮＡ抽出キット：NucleoSpin PlantⅡ（MACHEREY-NAGEL社製） 

(3)ＰＣＲの反応溶液：Premix Taq Hot Start version（TAKARA BIO社製）：25.0μL 

     Primer F(10pmol/μL)：2.5μL(KES 415:CTTACCTTATCGATGCGTCACAACC) 

         Primer R(10pmol/μL)：2.5μL(KES 416:GCAGTATCATGAAGTGCAATTAAGTGC) 

H2O：15.0μL、テンプレート：5.0μL（合計：50.0μL） 

(4)ＰＣＲ反応温度サイクル：（ＤＮＡ増幅機器：iCyler 170-8720JA（BIOLAD社製）） 

94℃×３分→(94℃×15秒、60℃×30秒、72℃×30秒)×40回→72℃×５分 

(5)制限酵素処理：反応温度37℃、反応時間４時間 

(6)制限酵素反応溶液：10×Buffer：2.5μL、Fnu4HI：0.5μL、H2O：2.0μL 

 ＰＣＲ反応後の溶液：20.0μL（合計：25.0μL） 

(7)制限酵素処理後、反応溶液５μL（Loading Dye：１μL添加）を２％アガロースゲルにア

プライして電気泳動（電気泳動装置Mupid-exu、100Ｖ、30分）した。 

(8)耐性菌は43・144・384bp、感受性菌は43・528bp、耐性菌と感受性菌の混在は43・144・

384・528bp付近のＤＮＡ増幅の有無で判定した。 

 

３．結果の概要 

１）西予市 

2012年に耐性菌が高率に検出され、2013年からＱｏＩ剤の使用を中止した。この条件下



において、耐性菌検出率は、2013年 60.0％、2014年 27.3％、2015年 6.7％、2016年０％

となり、年次を追うごとに低下する傾向がみられた。また、１検体中に耐性菌と感受性菌

の混在がみられた（表１）。 

２）四国中央市 

耐性菌は、2012～2013 年に未確認であったが、2014 年に確認された。2014 年から一部

を除きＱｏＩ剤の使用を中止した。この条件下において、耐性菌検出率は、2014年 100％、

2015年 54.2％、2016年 6.7％となり、年次を追うごとに低下する傾向がみられた。また、

１検体中に耐性菌と感受性菌の混在がみられた（表１）。 

３）以上のことから、イネいもち病ＱｏＩ剤耐性菌が発生した場合、当該薬剤の使用を中止す

ることは、耐性菌の減少に有効な手段であると考えられた。 

 

 

４．主要成果の具体的数字 

表１ イネいもち病ＱｏＩ剤耐性菌検出率の推移 

検定地域 項 目 2013年 2014年 2015年 2016年 

西 予 市 

検体数 10 33 30 36 

検出率(％) 
60.0 

（50.0） 

27.3 

（24.2） 

6.7 

（3.3） 

0 

（0） 

四国中央市 

検体数 － 27 24 15 

検出率(％) － 
100 

（0） 

54.2 

（12.5） 

6.7 

（6.7） 

  1) 検出率の( )は、耐性菌株と感受性菌株の混在株検出率 

  2) 2013 年は１サンプルほ場ごとの約５mm 角の病斑切片５枚を混合したもの、2014～2016

年は１サンプル葉ごとの約５mm角の病斑切片１～５枚を混合したものを１検体とした。 

3) 西予市：2012年に耐性菌が高率に検出され、2013年からＱｏＩ剤の使用を中止した。 

4) 四国中央市：2013年は、いもち病が極少発生のため検体を採取できなかった。耐性菌は、

2012～2013年に未確認であったが、2014年に確認された。 

 


