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ロ a辺ｿzわVaZZJSと名付けられたが(VanderZwetand
Ken(70)),1920年,Winslowら(73)によって亜･wrin"
属が確立され,a･"maazzUzbvaz没と命名された．
1780年代に，北米大陸の東側で確認された火傷病
は，その後次第に発生地域を西部に拡大し，1900年
代前半までにはアメリカ全土に広がった．さらに，
カナダでも1840年以前からこの病気が確認され，
1924年には，カナダのリンゴ・ナシ栽培地全域に分
布することが確認されている．また，1919年にはニ
ュージーランドで，1957年にはイギリスで，１９６４
年にはエジプトで発生が報告されている．火傷病は
現在もヨーロッパ地域，中東地域で分布を拡大して
おり，現在の発生地域は図１のとおりである
(OEPP/EPPO2007(52)).

火傷病は火傷病菌("wmma"1曲”鋤によって
引き起こされるナシ，リンゴの最も重要な病害の１
つである．火傷病の病徴は1793年に初めて報告され
た．その報告によると1780年代からアメリカのハド
ソン川流域で発生しているとされている．その原因
については，害虫（キクイムシ）説，樹液が凍結す
ることによる障害説糸状菌説等様々な説が報告さ
れていたが，どれも決定的なものではなかった．そ
の後，1880年前後にBurrmにより，罹病樹から細菌
が分離され，それを用いてセイヨウナシで病徴が再
現されたことにより，火傷病は細菌病であることが
明らかになった．分離された細菌はJ迩画℃ＣＤ“zzs
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図１火傷病菌発生国(EMrwzZzzZaazzZJzlbvazaDistributionmapEdition8(2007)(5鋤の
情報をもとに作成）薄桃色に塗られた国々で火傷病の発生が報告されている

日本国内においても1900年代前半に火傷病の発
生報告がある（卜蔵(帥，上田(69)）が，現在はナシ，
リンゴ生産地域において,火傷病は発生していない．
これらの報告について水野ら(43)は，日本における火
傷病の発生報告及び海外における火傷病菌の侵入，
定着，まん延の報告に関して詳細に検討し，「日本で
の火傷病菌によるナシ,リンゴの病害の発生報告は，
リンゴ腐らん病やナシ胴枯病の誤同定である可能性
が高い」と結論づけている．一方,北海道では,１９８０
年代に火傷病に類似したナシ枝枯細菌病が報告され

ている（谷井ら(65))．この病原細菌は，チユウゴク
ナシから分離され，細菌学的性質が火傷病菌ときわ
めてよく似ていたが，その病原性が火傷病菌とは異
なり，ナシのみに限定されたため，谷井らは亙
azzZ)mvazapv.ｊ"ｿを提案した（谷井(66))．しかし，
この名前は認められなかった(Ybungら(79))．その
後,Mizunoら(4のは火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌，
また，ＥamyＥわvひz没に近縁の皿麺aZん虚vα洩等を用
いて細菌学的性質の調査及びDNA-DNAハイブリダ
イゼーション試験を行い，ナシ枝枯細菌病菌は亙
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よる火傷病菌,"JZyz2ifZiaeの侵入リスクは常に存
在する．また，現在発生が確認されていないナシ枝
枯細菌病についても，再発する可能性は否定できな
い．

そこで本研究では，万が一火傷病が国内に発生し
た場合に利用できる検出法に関して検討を行った
まず，火傷病菌の伝搬に大きな役割を果たす花器に
おける細菌相を明らかにし，338菌株の表生細菌に
ついて，各種同定手法において擬陽性となる細菌が
存在するか否かの調査を行った．その結果，ニホン
ナシ花器表生菌において，擬陽性となる細菌は存在
しなかった．さらに，上記で新たに開発したプライ
マーについて，これら表生細菌のPCRを行い，非特
異反応が出ないPCR条件を確立した
さらに，実際に火傷病罹病樹からの直接的なPCR

法によって火傷病菌を検出する手法の検討及び供試
する試料の採取部位を明らかにした．
本論文を取りまとめるにあたり，東京農業大学農
学部教授陶山一雄博士,同学部准教授根岸寛光博士，
農業環境術研究所生物生体機能研究領域長對馬誠也
博士，農業・食品技術総合研究機構中央農業総合
研究センター病害虫検出同定法研究チーム長畔上耕
児博士の懇切なご指導とご校閲を賜った．本研究の
遂行に際しては，横浜植物防疫所水野明文博士，農
業生物資源研究所澤田宏之博士，中央農業総合研究
センター井上康宏博士，東京農業大学農学部准教授
篠原弘亮博士，農業環境技術研究所吉田重信博士，
果樹研究所佐々木厚子博士から温かいご支援を賜っ
た．また,横浜植物防疫所調査研究部病菌担当の方々
からは貴重な試験材料を提供していただいた.また，
中央農業総合研究センター研究管理監高橋賢司博士
を始め旧病害防除部の方々，横浜植物防疫所佐藤成
良氏を始め植物防疫所の方々から温かいご指導とご
支援を賜った．ここに深く感謝の意を表する．

amXbvnz没の中の１つのbiovar(Ea"Uzbvα没
biovar4)であるとし，火傷病菌とは異なる細菌であ
るとした．なお，ナシ枝枯細菌病は1999年までに植
物防疫法に基づく緊急防除が行われ，それ以降，現
在に至るまで本病が再発したという報告はない．
さらに,韓国においてはニホンナシに壊死（えそ）
を引き起こす盈"wEin盆属菌が分離され，火傷病菌と
のDNA-DNAハイブリダイゼーション試験，
16S-23SrDNAの塩基配列等の違いにより新しい病
原菌として皿J"zif2"eと名付けられた(Kimら(22),
Rhimら(54)).
かって国内で発生したナシ枝枯細菌病菌と火傷病
菌，理ｊ２Jzmhaeとの関係については，菌体外多糖
質合成酵素の遺伝子解析(Kimら(23))やgZ℃ＥＺ遺伝
子の解析(Maxson･Stemら(37))から「ナシ枝枯細
菌病菌は，火傷病菌よりERJzzmlZiaeに近縁である」
ことが示されている．
本研究では，火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌,"
J2減危Zなeの系統関係を明らかにするために系統樹
の作成を試みた．種間の系統解析によく用いられる
gW母宣伝子及び噸αあ宣伝子の部分塩基配列を決定
し系統樹を作成したところ，火傷病菌のグループと
ナシ枝枯細菌病菌・皿Ｉ2"2錨haeグループの２つに
分かれ，既存の報告を支持する結果となった．さら
に,各グループのZpoα宣伝子の特異的な塩基配列か
らプライマーを設計し，火傷病菌71菌株，ナシ枝枯
細菌病菌14菌株，亙只y亟危Zme３菌株を用いてその
特異性を調査したところ，それぞれのプライマーは
目的とするグループの菌株のDNA断片を特異的に
増幅した．
火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌,EJZ""Zmeによ
るナシ，リンゴ樹の病害は，現在のところ国内で発
生が確認されていないしかし，近年の物流及び人
の活動は国際的に行われており，旅行者等による火
傷病菌宿主植物の穂木，苗木等の不正持ち込み等に

Ｉ火傷病菌ナシ枝枯細菌病菌，〃"/"/apj/r/fb//aeの16SrRNA,gJ"E
〃〃遺伝子の塩基配列に基づいた系統解析

遺伝子の塩基配列においても99％以上の相同性を示
すことが知られている.Mizunoら(40)は火傷病菌と
ナシ枝枯細菌病菌のDNA-DNAハイブリダイゼーシ
ヨン試験を行い,その値が55-81％という結果を得た

火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌,"J2JzztZfZiaeの３
種類の細菌群は，その細菌学的性質が他の
" am y l o v o r a ' ' グループ ( Em a Zわ " v o z a , "

な没chembZな等）と極めて似通っており,１６SrRNA
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ことと細菌学的性質が異なることから，ナシ枝枯細
菌病菌は種としては皿ａ皿曲vひz没とした上で，種以
下の分類グループであるbiovarを採用し,biovar4
とした．一方，唾ｍら(22)は火傷病菌とニホンナシに
えそを引き起こす細菌について同様の試験を行い，
その値が40-50％という結果を得たことから,ニホン
ナシえそ症状の病原細菌は火傷病菌とは異なる種と
するのが妥当と考え，且』”QiWEeと命名した．
DNA-DNAハイブリダイゼーションは，細菌の種
の分類に有効な手法であり,"Bergey'sManualof
SystematicBacteriology''でも種の決定において重
要視されている．一方で，この手法は完全な手法で
はなく，ある分離細菌を別種とするか同種とするか
の境界線，すなわち相同値T0%付近の結果が出た場
合には，経験的に個々の研究者が，その他の試験結
果と合わせて同種とするか，別種とするかを判断す
ることになっている．
１６SrRNA遺伝子は原核生物に普遍的に存在する

保存性の高い核酸分子であり，微生物の進化系統の
研究に最も有効な分子マーカーとして使われている
(Woese(74),Ludwigら(33))．しかし,DNA-DNA
ハイブリダイゼーション試験の相同値が70％以上の
菌株間の16SrDNAの相同性は99%以上になること
から,種の識別評価に用いるのには限界がある(Fox
ら(15),StackebrandtandGoebel(62)).近年，細菌
の種間の類縁関係を解析するためにいくつかの特定
遺伝子の配列が用いられている．それらの遺伝子に
求められることは，１．プラスミドDNAのように水
平移動しない遺伝子であること，２．進化速度が16S
rRNA遺伝子より速いこと,３．細胞が普遍的にも
っていること，があげられる．これらの条件を満た
す遺伝子のうち，本研究では,gzZ母宣伝子とzX〕αＤ
遺伝子を選択した．
gW鰯宣伝子はDNAジヤイレース（Ⅱ型のトポイ
ソメラーゼ）のサブユニットＢタンパク質をコード
している遺伝子である.DNAジヤイレースはDNA
の複製等において必要ならせん構造のねじれを解消
するための酵素である(WattandHickson(72)).ま
た,rpoｎ宣伝子はRNAポリメラーゼ酵素のシグマ
因子の１つで，一般的に働く070をコードしている
遺伝子である.070は転写開始部位の選択を行う
(Lonettoら(32)).両タンパク質とも細菌細胞内の
至る所に存在し，細胞の生存に必須である．これら

の遺伝子の水平移動は,rRNA遺伝子と同じくらい
まれであると考えられる．また，タンパク質をコー
ドしている遺伝子はrRNA遺伝子より進化スピード
が速いという報告がある(OChmanandWnson(51)).
また，現在までこの２種の遺伝子を用いた種間にお
ける様々な細菌の系統解析が行われている(Holmes
ら(19,LeRouxら(27),Sawadaら(61),Yamamotoら
(77),Yanezら(78)).
そこで,火傷病菌ナシ枝楜､菌病菌,EIJZWZbZiae
の16SrRNA,gwgazpo溺貴伝子の部分塩基配列を
決定し，分子系統解析を行った．

１ 材 料 と 方 法
１）供試菌株及び各菌株からのDNA抽出
火傷病菌28菌株，ナシ枝枯細菌病菌９菌株，皿
JZJzzZMae２菌株の計39菌株のバラ科植物からの
盈・"､必属病原細菌に加えて,軟腐病菌(亙"ZWovnZE
subsp.cazWovaza),アカメガシワ斑点細菌病菌(且
m"Iわ虚vひz鋤，大腸菌("cheribhなcoZjを供試した
（表１）．それぞれの菌株はPotatopeptoneglucose
agar(PPGA)(西山・江塚(49))にて27℃,３日間培
養し,DNAの抽出はISOPLANTn(NIPPONGENE,
Japan)にて行った．

２)１６SrRNA,gl"Ｅノ乳ﾌ｡〃宣伝子のPCR及び
シークエンス

１６SrRNA遺伝子のPCRはMarachesiら(35)によ
って設計されたプライマー63f(5'-CAGGCCTAAC
ACATGCAAGTC-3')と1387r(5'･GGGCGGWGTG
TACAAGGC-3')を用いた.PCRは,ThKaRaExT
aq(AKARA,Japan)とThKaRaPCRThermal
CyclerMP(TAKARA,Japan)を用いてMarachesi
ら(35)の方法に準じて行った．PCR反応液(ThKaRa
ExTaqO.5U,dNTP２00MM,１×PCRbuffe喝各
プライマー025ILM)に抽出したDNAの1111を鋳型と
して添加し，総量を20肌1とした．反応条件は95℃１
分，５５℃1分，７２℃1.5分を30サイクル繰り返し，最
後に72℃10分とした．
耳"母宣伝子のPCRはYam2motoら(75)によって設
計されたプライマーUP-１(5'-GAAGTCATCATGA
CCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3')
とUP-2r(５'-AGCAGGGTACGGATGTGCGAGC
QRTCNACRTCNGCRTCNGTCAIL3')を用いた(ア
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表１系統樹作成に用いた供試菌株
分離年分離国種名 供試菌株番号菌株名 分離宿主
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ｃ谷井博士より横浜植物防疫所へ分譲
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ンダーライン部分はシークエンスプライマーを示
す).PCRは,ThKaRaPremixThq(TAKARA,J
apan),ThKaRaEx'1hq(TAKARA,Japan)とTh
KaRaPCRThermalCyclerMP(TAKARA,Jap
an),GeneAmpPCRsystem2400(PerkinElme
riUSA)を用いてYamamotoら(75)の方法に準じて行
った.PCR反応液(PremixTaq25"１,TaKaRaEx
Taql.25U,各プライマー1ILM)に抽出したDNAの
1仏lを鋳型として添加し，総量を50肌1とした．反応条
件は94℃1分，５５℃1分，７２℃2分を30サイクル繰り
返した．
Zpoα宣伝子のPCRはYrmlamotoら(76)によって設
計されたプライマー70F(5'-ACGACTGACCCGG

基配列はGENETYX-WINIATSQ(GENETYX,Ja･
pan)を用いてアッセンブルを行い，供試した全ての
菌株を遺伝子ごとにClustalXversion1.81flbm-
psonら(68))を用いて整列させた後,Se･Alv2.0(Sequ･
encealignmenteditor.AndrewRambautFreew-
are)を用いて各遺伝子の大きさを統一した．また，
gyzzE卒ａｎ宣伝子の塩基配列は，アミノ酸になる
ことを考慮してコドン単位で整列しているかどうか
を確認し，必要な修正を行った．
系統樹はPAUP*version40Beta(Sinauer,
Sunderland,MA)を用いて近隣結合法(neighbor
-joiningmethod:NJ法)(SaitouandNei(58))にて
作成した．進化距離はHKY８５(Hasegawaら(17))
で計算した．また，得られた系統樹の信頼性は，ブ
ートストラップ法(Felsenstein(14))を用いて行い，
1000回繰り返した．

TACGCATGT遮泌TGMGNGARATGGGNACNGT
3')と７０R(5'-ATAGAAAⅡ強ACCAGACGTAAGTT
NGCYTCNACCTYTCYTTYTTL3')を用いた(アン
ダーライン部分はシークエンスプライマーを示す)．
PCRは,TaKaRaPremixThq(THKARA,Japan),
ThKaRaExTbq(TAKARA,Japan)とThKaRaP
CRThermalCyclerMP(AKARA,Japan),Ge
neAmpPCRsystem2400(PerkinElmeriUSA)
を用いてYamamotoら(76)の方法に準じて行った.P
CR反応液(PremixThq２５111,THKaRaExThq１.
２５U,各プライマー1ILM)に抽出したDNAの1仏lを
鋳型として添加し，総量を50111とした．反応条件は
94℃1分，５９℃45秒，７２℃2分を30サイクル繰り返
した．
得られたPCR産物はQIAqu i ck (Q i agen ,
Germany)を用いて精製し,ABIPRISMBigDye
TErminatorCycleSequencingkit及びABIPRISM
3100DNAsequencerを用いて直接シークエンスを
行った．シークエンスプライマーは16SrRNA遺伝
子ではPCRに用いたものと同じものを用い,gWE
"ｏｎ宣伝子については,上述のPCRプライマーにお
いてアンダーラインで示したものを用いた．
なお,Eabv4-4とEabv4-5の２菌株のgWt厨宣伝子

については，直接シークエンスがうまくいかなかっ
たため , P CR産物をTOPOTA c l o n i n g k i t
(Invitrogen,USA)を用いてクローニングをした後，
シークエンスを行った．

２ 結 果 及 び 考 察
１)１６SrRNA,９J"弓β〃ﾌo必宣伝子及び３種類
の遣伝子を連結した配列の系統樹

供試した42菌株の16SrRNA,g"azx)Qｎ宣伝子
の部分塩基配列を決定した(Matsuuraら(36)).１６S
rRNA遺伝子は1,110bpの長さの塩基配列を決定し，
gWぶ宣伝子は大腸菌K-12菌株の403～1401番目の
塩基に該当する長さの塩基配列を決定し,zpoDは大
腸菌K-12菌株の366～1041番目の塩基に該当する
長さの塩基配列を決定した．これらの配列データは
日本DNAデータバンクに寄託した（表２).
各遺伝子の配列ごと及び３種の遺伝子を連結した
配列で系統樹を作成した（図２).１６SrRNA遺伝子
の系統樹（図２･A)は３つのグループに分かれた．
それぞれのグループはグループ１：火傷病菌グル
ープ２：ナシ枝枯細菌病菌，グループ３：亙
RJzzZfZmeとなったが,グループ1とグループ2のブ
ートスラップ値がそれぞれ710％，61.0％と低く，
形成された樹においても各グループの分岐が３本に
わたることから，この系統樹の信頼性は低いと判断
された.gWB及び"αα宣伝子の系統樹(図２-B,C)
は，２つのグループに分かれた．グループ１は火傷
病菌，グループ２はナシ枝枯細菌病菌及び皿
RJzzffZmeを含んでいたグループ１とグループ２の
ブートスラップ値は，９９0～100.0％と非常に高く，
十分に信頼性が高い系統樹と判断された.また,１６S

３）系統樹の作成
得られた16SrRNA,g"a"ｏｎ宣伝子の部分塩
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グループ１を形成した火傷病菌は，３つのbiovar
を含んでいた.bvE１はカナダで分離された１菌株，
bvb２はtypestrainを含む大部分の火傷病菌,bvE３は，
キイチゴにのみ病原性を示すいわゆるキイチゴ分離
菌株と呼ばれている火傷病菌である．今回作成され
た系統樹において,bvB１とbvE２の違いは得られなか
った．また，供試した25菌株のbvb１,２は,gWB
ｚﾇﾌｏｎ宣伝子ともにほとんど同じ配列であった(表３，
４）．一方で,bvb３は，分岐が確認され，その時の
ブートストラップ値も99.0～100.0％と高かったこ
のことは,gWB"αあ宣伝子では，宿主範囲が異
なる菌株については，分子進化的に異なることを示
した．しかし，今回供試した３菌株のbvB３は，全て
1949年にFolsonによって分離されたものであり,bvG
3の分子進化的な違いが信頼できるものであるか否
かについては，由来が異なるbvb3を用いて更なる調
査を行い，同様の系統樹が作成されるかを調べる必
要がある．
グループ２を形成したナシ枝枯細菌病菌と"

RW2ifZmeは,ともに細菌学的性質や同じ宿主におけ
る病徴等が火傷病菌とよく似ている菌であるが，今
回作成された系統樹において，火傷病菌と同じグル
ープには入らず，独自のグループを形成した．特に
gWea豊伝子，“αα宣伝子,３つの遺伝子配列を連
結した系統樹（図２-B,C,D)において,100.0%
と高いブートストラップ値を示したことから，分子
進化において，これらが同じグループに属する１つ
の集団を形成することが示唆されたさらに,gyzyzB
遺伝子，３つの遺伝子配列を連結した系統樹（図２
-B,D)において，供試したナシ枝枯細菌病菌のう
ち,Eabv4-2,Eabv4-6,Eabv4-7の３菌株は低い
ブートスラップ値（それぞれ65.0％，57.0％）を示
しながらも亙”征if]IEeと同じグループを作った．
また,rpoα宣伝子の系統樹においても，グループは
形成されなかったが，それ以外のナシ枝枯細菌病菌
とは異なる位置に存在したこの３菌株の分離され
た年,分離された宿主に統一性はなく,Mizunoら(4D
が調査した詳細な細菌学的性質においても３菌株の
みに共通した項目は見あたらなかった．これらのこ
とは，今回作成された系統樹においてナシ枝枯細菌
病菌と亙J2ymZibZraeが１つのグループを形成しなが
らも，そのグループ内の各菌株は，それぞれわずか
に異なっていることが示唆された．

rRNA,gza"αα宣伝子を連結し，系統樹を作成
したところ,gWBzXﾌ｡〃貴伝子の系統樹と同じ形
の系統樹が作成された．このことからも火傷病菌，
ナシ枝枯細菌病菌，及只"tZめぬeは，分子進化的に
は，３つのグループに分かれるのではなく，２つの
グループに分かれることが強く示唆された．

表２配列を決定した遺伝子のアクセッション
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しているBarは進化距離尺度を示す
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２）火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌，
Ｅメリ/r/fb//aeの分子系統学的関係

火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌及び丑JZWg"haeは，
gwB"ｏｎ宣伝子，さらに16SrRNA遺伝子を含め
た３種類の遺伝子を連結した配列の系統樹ではっき
りと２つのグループに分かれ，それらは高いブート
ストラップ値を示したことから，分子系統学的に違
うグループであることは十分信頼できると考えられ
た．Mizunoら(4りは火傷病菌とナシ枝枯細菌病菌の
分類学的関係について細菌学的性質の調査と
DNA-DNAハイブリダイゼーションを行い,４つの
biovarに分類し，ナシ枝枯細菌病菌をbvＬ４と分類し
た．その後，さらに血清学的な調査を行い，これら
４つのbiovarは３つの血清型(bvB1と2,bv6３,bvL４)
に分かれることを明らかにした(Mizunoら(41)).
一方で厘及yzrZbZZeは,DNA-DNAハイブリダイゼ
ーシヨンの結果や,16-23SrRNAmtergemc
transcribedspacer6fs)領域の遺伝子解析,Biotype
100strips(bioMerieuxFrance)を用いた細菌学的
性質調査から火傷病菌と近縁であるが，異なる種と
して提案されている(Kimら(2")．今回の系統樹の
結果からは,bvE４と亙及涯迩Maeが同じグループを
形成したことから，分子系統学的には,bvB４は，火

傷病菌より亙只JzZfZmeにより近縁であることが示
唆された．これは，今まで報告されている他の遺伝
子の分子系統解析,exopolysaccharidesynthesis
gene(K imら(23) ) ,AFLPmarkers ,gz℃EZ
(Maxson-Steinら(37)),"pJVgenes(Jockand
Geider(20))の調査結果とも一致する．しかし，ナシ
枝枯細菌病菌の分類学的位置づけは，火傷病菌や亙
只"tifZiaeとのDNA･DNAハイブリダイゼーション
試験，細菌学的性質の比較，脂肪酸解析などを広範
に行い，定める必要がある．
グループ１に含まれる火傷病菌のbv６１,２のgWB

鞭Q励貴伝子の塩基配列はほとんど同一であったの
と対照的に，グループ２に含まれるナシ枝枯細菌病
菌は菌株間でわずかに配列が異なっていた（表３，
表４)．供試したbvb１と２は，世界各地の菌株を用い
ており，分離年度も宿主も異なる．一方でナシ枝枯
細菌病菌は，チュウゴクナシとセイヨウナシから，
北海道でのみ分離されており，分離された年もほん
の数年間に収まる（表１）．このことは，ナシ亜科の
火傷病菌が分子系統学的には，ほぼ単一の系統が広
く世界に伝搬したのに対して,ナシ枝枯細菌病菌は，
ごく限られた地域に多様な系統が存在していること
を示唆している．
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Ⅱグループ１，２検出・識別用特異的プライマーの作製とその特異性の調査

Ｉにおいて，火傷病菌とその類縁細菌は，火傷病
菌を含むグループ１と，ナシ枝枯細菌病菌及び厘
及"EMaeを含むグループ２に分けられることを明
らかにした．そこで次に，それらを迅速・正確に検
出・識別する方法の開発を試みた
特異的プライマーを用いたPCRは，細菌を検出，
同定する上で強力なツールの１つである．しかし，、
単一の特異的プライマーによるPCRは，ごく一部の
遺伝子についての結果を示しているに過ぎず，それ
のみで対象病原菌を特異的に検出するのは信頼性に
欠ける．そのため，いくつかの特異的プライマーを
組合わせて用いることが望ましいと考えられる．火
傷病菌についても，現在まで様々な特異的プライマ
ーが報告されている．
火傷病菌の特徴的な性質の１つとして,２９kbのプ
ラスミドmEA29)を共通して持っていることが報告
されていたことから(mankensteinら(13),Laurent
ら(26))．このプラスミドをターゲットとしていくつ
かの特異的プライマーが報告されている(Bereswm
ら(6),McManusandJones(38),Llopら(29)).しか
し,nopら(30)(31)は,pEA29を持たない火傷病菌を
自然界より分離し，上記の特異的プライマーでは，
検出できないことを報告した．
一方で，ゲノムDNAからの特異的プライマーとし
ては，火傷病菌の菌体外多糖質(exopolysaccharide)
であるamylovoranの合成に関与するamS領域遺伝
子から作製されたプライマー(Bereswmら(7)),ゲ
ノムDNAの特異的領域から作製されたプライマー
(Guilfbrdら(16)),２３SrRNA遺伝子より作製され
たプライマー(Maesら(34))がある．
また,亙JZ"ffzEaeについても16SrRNA遺伝子と

internaltranscribedspacer(ITS)領域から作製さ
れた特異的プライマー及び火傷病菌の""7g領域遺伝
子と対応するms領域遺伝子から作製された特異的
プライマーがある(Kimら(24)) .また,m噸域遺
伝子のプライマーはナシ枝枯細菌病菌にも特異的な
バンドを増幅した･(Kimら(23)).
本研究では,ゆｏｎ宣伝子の分子系統解析において，
火傷病菌，ナシ枝枯細菌病菌亙只JzzfflZmeが２つ
のグループに分かれたことから，同遺伝子のグルー
プ１（火傷病菌)，グループ２（ナシ枝枯細菌病菌

"J２WZ危睦dのそれぞれ特異的な領域から新たな
プライマーを作製し，その特異性について調査を行
った．

１ 材 料 と 方 法
１）供試菌株
７１菌株の火傷病菌，１４菌株のナシ枝枯細菌病菌，
３菌株の丑J１yzirbZiaeの計88菌株のバラ科植物由来
の盈･"Zzz虚属病原細菌（表５)と"amylovora"グルー
/F(Dye(12))に属する亙maZルオitノロ垣３菌株，且
zzEzZ ‘αe"s２菌株,E9"emZzza2菌株，亙
rzzbJ･jZcjE"s2菌株,EIsaliなお２菌株を供試した
（表６）．それぞれの菌株はLuria･Bertaim(LB)
agarにて27℃,３日間培養したその後，各培養菌
を滅菌蒸留水に懸濁（濃度約107̅8cfil/ml)し，アル
ミブロック高温槽DTU-1B(タイテック）を用いて
98℃，５分間処理を行ったものを鋳型とした．

２）プライマー特異性調査
グループ１特異的プライマー,EarpoD2f(5'-G

GCGCGTGAAAAGTTCAA-3),EarpoD1r(5'-AG
GCCGCGGTTCACATCTL3')及び，グループ２特異
的プライマー,EprpoD2f(5'-GGCGCGTGAGAAG
TTCGG-3"),EprpoD1r(5'-AGGCCACGGTTCAC
ATCG-3')を“ｏｎ宣伝子の部分塩基配列より設計し
た．PCRは,TEKaRaExTaqHotStartVersion
(TaKaRa)とGeneAmpPCRsystem2400(Perki
nElmer)あるいはGeneAmpPCRsystem9700
(ApphedBiosystems)を用いて行い,PCR反応液(T
aKaRaExTaqHSO､5U,dNTP２00MM,１×PC
Rbuf6er,各プライマー２０pmol)に上述した細菌
懸濁液2.0u1を鋳型として添加し,総量を20#lとした．
反応条件は94℃1分，６５℃45秒，７２℃1分を30サイ
クル繰り返した.PCR産物を2%のアガロースゲルで
電気泳動した後，臭化エチジウムで染色し，塩基配
列から予想される375bpのDNA断片の増幅の有無
を紫外線照射下で確認した．

３）検出限界調査
火傷病菌(NCPPB2083株),ナシ枝枯細菌病菌
(YPPS166株),且ﾒ2JzrifbZiae(DSM12163株）を
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表５-１グループ特異的プライマーの特異性調査に用いた供試菌株１
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表５-２グループ特異的プライマーの特異性調査に用いた供試菌株１（続き）
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表６グループ特異的プライマーの特異性調査に用いた供試菌株２
N o . 種 名 菌株名 分離宿主 分離国
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ATCC:AmericanTypeCultureConection,USA;T:Typestrain
ａ瀧川博士より横浜植物防疫所へ分譲

おいて，特異的な375bpの遺伝子産物を増幅した
火傷病菌，亙ma此ｶVaza , " ru血立倉cm"s ,E
saZibjsでは，遺伝子産物の増幅は全くなかったが，
Ezz""Zzens,皿9"eZ℃maにおいて375bpとは異な
る大きさの非特異産物を増幅した（図４，５）．

それぞれ段階希釈し，上述したPCRによって，検出
限界を調査した．各菌濃度はLB平板培地を用いて，
希釈平板法（反復３回）で計測した．

２ 結 果 及 び 考 察
１)EarpoD,EprpoDプライマーセットの
設計及びその特異性

シークエンスを行った39菌株の"Qα宣伝子の塩
基配列のうち，分子系統解析でグループ１に属する
火傷病菌から４菌株（アクセッションナンバー
AB242886,AB242919,AB242920,AB242887),
グループ２に属するナシ枝枯細菌病菌から３菌株
(AB242888,AB242921,AB242922),丑ﾉZJzztifbZme
から１菌株(AB242889)の配列を比較し,グループ間
で配列が異なる部分から数組のプライマーを設計し
た．予備試験の結果，グループ１においては，
EarpoD2f,EarpoD1rが最も特異性が高かったため，
グループ２においても同様の部分でEprpoD2f,
EprpoD1rのプライマーを作製した．また,PCR反
応条件については，後述するニホンナシ花器表生菌
に対して，非特異反応が出ないようにアニーリング
温度とサイクル数を定めた．グループ１特異的プラ
イマー(EarpoD2f,EarpoD1r)は，供試した火傷病
菌71菌株においてのみ特異的な375bpの遺伝子産物
を増幅した．ナシ枝枯細菌病菌,EJ２JzzMlZiae,そ
の他の"amylovora''グループでは，遺伝子産物の増
幅は全くなかった（図３，５）．一方でグループ２特
異的プライマー(EprpoD2f,EprpoDmは，供試し
たナシ枝枯細菌病菌１４菌株,亙貝"fme３菌株に

図３，４におけるレーン番号87のzJ2WtZmliaeは，
EarpoD,EprpoDプライマーの両方で特異的なバン

ｆ

ドが観察された．この菌株を高濃度ショ糖選択培地
（末次ら(64)）で希釈平板培養したところ，且
j2Jzzmmeと火傷病菌の両菌が検出され,この保存菌
株は火傷病菌が混入していたことが判明した．

２)EarpoD,EprpoDプライマーの検出限界
EarpoDプライマーセットを用いて火傷病菌

(NCPPB2083株)の検出限界を調査したところ,４
X104chl/mlまで検出することができた（図６).
EprpoDプライマーセットを用いてナシ枝枯細菌病
菌(YPPS166株),EI２mibZiae(DSM12163株）
の検出限界を調査したところ，それぞれ，１．４×
105cfU/m１,５×104Ch'/mlまで検出することができた
（図７)．
これらのことから,EarpoDプライマーセットは，
火傷病菌の検出，同定に十分使用できると考えられ
た．また,EprpoDプライマーセットについても，
EarpoDプライマーと比較するとやや特異性が落ち
るが，ナシ枝枯細菌病菌及びＥ""唾睦eの検出，
同定に十分活用できると考えられた．



中央農業総合研究センター研究報告第13号（2009.3）1６

M２３２４２５２６２７２８２９３０３１３２３３

÷ ー ー ー 一 一 一 一 ー 一 ■ - - F ＝ ．

M３４３５３６３７３８３９４０４１４２４３ "

芋 一 一 一 ー - - 一 一 ー - 。 ■ -

4 ８４９５０５１５２５３５４５５ M６７６８６９７０７１７２７３７４７５７６７７

÷ 一 一 一 一 一一 一 ー 一 一 一 F ー 三 屯

5９６０６１６２６３６４６５６６６ M７８７９８0８１８２８３８４８５８６８７８８

｡ 一

÷ -一 一 ー 一 一 一 ー 一 一 一 一

図３ EarpoDプライマーセットを用いた供試菌株１(火傷病菌、ナシ枝枯細菌病菌、丑RwahZmjのPCR
M:100bpDNAmarker,各レーン番号は、表５のNo.に対応している矢印は375bpを表す

M １ ２ ３ ４ 5 ６ ７ ８ ９ １ ０ １ １ M２3２４２５２６２７２８２９３０３１8２3 3

一

一

M１２１３１４I１５1６１７１８１９̅20２１２２ M３４３５３６３７３８３９４０４１４２４３４４

- 号 Ｐ

一

M４５４６４７４８４９５０５１５２５３５４５５ １１６７６８６９７０７１７２７３７４７５７６７７

- し 一 ー ー Ｕ ■ ■ ■ ■ ■ 一 一 ℃ ■
一

M５６５７５８５９６０６１６２６364６５６６６ １７８７９８０８１８２８３a８４８５８６８７８８ﾊ’

-

一 一 一 一 一 一 一 一 唾 画 一 且- し
一

図４EprpoDプライマーセットを用いた供試菌株１(火傷病菌、ナシ枝枯細菌病菌、亙よび虹ｵb生めのPCR
M:100bpDNAmarkel;各レーン番号は、表５のNo.に対応している矢印は375bpを表す

Ｍ １ ２ ３

レーーー二-二二一

Ｍ１２１３１４

Ｆ 一 一 一 一

４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０ １ １

ー ー 一 一 ー 一 一 一

１５１６１７１８１９２０２１２２

一 一 一 句 一 三 一 筈 一 = 一 ＝ ＝ 乞 芦 今

Ｍ４５４６４７

修 一 ＝ ご - - 二 言

Ｍ５６５７５８

咳 一 一 一 一



松浦貴之：火傷病菌及び類縁細菌の系統解析と検出方法に関する研究 1７

M１２３４５６７８９１０１１１２１３１４１５
１

←375bp

’
M１２３４５６７８９１０１１１２１３１４１５

早 拝 一 軍 - - Ⅸ ‘ 今 Ｌ - - - - ． ｒ - - ･ 喧 一 → ‘ - - - 、 - - ， . … マ

一一一一一一一一・

一 一

ａ岨 ←375bp

卜（上）及びEprpoDプライマーセット（下）を用いた供試菌株２
のPCR
レーンNo.1～１１は、表６のNo.に対応しているNo.１２:火傷病菌、
No.１４:亙ﾒ加沈Zなe、No.15:蒸留水

EarpoDプライマーセッ
("amylovoral'グループ）
M:100bpDNAmarker、
No.１３:ナシ枝枯細菌病菌、

図５

M １ ２ ３ ４ ５ ６

-̅- -一̅ - ’ ’ 1 1■■11■ I l I I l lーー

図６E a r p oDプライマーを用いた火傷病菌
(NCPPB2083株)のPCR検出限界

M:100bpDNAmarke]S１:４×108cfU/m１,
２：４×107chl/mL３:４×106CU/m１,
４：４×105cU/ml,5:４×104cfU/m１,
６：４×103chl/ml

幽

４垂一一一
・
・
鐸

一一”一一一画一垂画壷奉琴一毒二一一一一一



中央農業総合研究センター研究報告第13号（2009.3）1８

Ｍ １
口 ＝ ←

ｰ
● 一

４ 卓２ ３ ６
悪 一 象

M １ ２ ３ ４ ５ ６
１ト

へ

一
ー

ー 可 一 一 . ｐ 一 一 ｰ ｰ ー ＝

ｂ

●

図７ EprpoDプライマーを用いたナシ枝枯細菌病菌(YPPS166株､左図)、皿及"MzZiae(DSM12163
株、右図）のPCR検出限界
左図
M:100bpDNAmarkeri１:１.４×109chl/m１,２:１.４×108chl/ml,３:１.４×107cU/ml,４:１.４×106cfil/m１,
５：１．４×105cU/ml,6:１.４×104chl/ml
右図
M9100bpDNAmarkel;1:５×108chl/m１,２:５×107chl/m１,３:５×106chl/m１,４:５×105cU/ml,
５：５×104cU/ml,６:５×103Chl/ml

Ⅲニホンナシ花器表生菌の調査

現在，日本国内には火傷病菌，廐Ｊ２WfibZZeは存
在しない．しかし，国際的な物流や人の移動の増加
に伴い侵入リスクは増加していると考えられる．ま
た，1999年以降発生が確認されていないナシ枝枯細
菌病についても再発する可能性は否定できない．
火傷病が発生しているヨーロッパの国々では，

EuropeanandMediterraneanPlantProtection
Orgamzation(EPPO)というヨーロッパ地域を包括
した植物防疫組織内において，主要な病害虫に対す
る病害虫診断マニュアル(EPPOStandards)を作成
しており，火傷病菌を検出，同定するための手法
(Diagnosticprotocolsfbrregulatedpest唖･wzi"ig
azzUEbwnza)も存在する．その中では,直接分離の他，
血清学的手法あるいは分子生物学的手法(PCR等)を
用いたスクリーニングも同時に行っている．
国内において,火傷病類似症状が発見された場合，

直接分離はもちろん必要であるが，上記のようなス
クリーニングは,迅速な検出とそれに続く防除措置，
あるいは発生樹からどれくらい広がっているかの調
査に十分役に立つと考えられる．ここで，問題とな
るのは，これらのスクリーニングのツール（火傷病
菌用抗体や特異的プライマー）の精度と信頼性であ

る．すなわち，これらのツールを用いた場合，火傷
病菌でないにもかかわらず，特異的な抗体反応や
PCRにおける特異的な遺伝子増幅を引き起こす表
生菌が存在するか否かが問題となってくる．また，
直接分離の際に用いられる選択培地も，これらの表
生菌を抑制できるか否かは不明である．
そこで，これらの問題点を解決するために，火傷

病菌及び圧jZ"mZiaeの宿主であるニホンナシの花
器に存在する表生菌について調査を行うこととした
花器は火傷病菌の伝染環の中で重要な役割を果たし
ており，新たな宿主に伝搬するのに最も重要な部位
と考えられている(Agrios(')).また，ナシにおける
表生菌の報告は少なく(Stockwenら(63)),国内の
ニホンナシの花器における菌相は明らかにされてい
ないことから，以下の調査を行った．
①LB培地を用いてニホンナシ花器に存在する表生
菌を分離し，その種類及びおおよその数の調査．
②同じニホンナシ花器を用いて，火傷病菌用選択培
地に分離されてくる表生菌の種類及びおおよその数
の調査．
③分離された表生菌が火傷病菌を同定するための特
異的プライマーにより陽性対照株と同じサイズの遣
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ACATGCAAGTC-3')と1387r(5'-GGGCGGWGTG
TACAAGGC-3')を用いた．PCRは,'IhKaRaExT
aqfrAKARA,Japan)と嘘KaRaPCRThermal
CyclerMP(TAKARA,Japan)を用いて,Marache
siら(35)の方法に準じて行った.PCR反応液(ThKaRa
EXTaqO.5U,dNTP２00ILM,１×PCRbuffer,
各プライマー0.2511M)に上述した鋳型を1111添加し，
総量を20111とした．反応条件は95℃1分,５５℃1分，
72℃1.5分を30サイクル繰り返し，最後に72℃10分
とした．得られたPCR産物はshrimpalkalinepho
sphatase(GE-healthcare,Japan)とexonuclease
(GE-healthcare,Japan)を用いて処理した後,ABI
PRISMBigDyembrminatorCycleSequencing
kit及びABIPRISM3100DNAsequencerを用い
て直接シークエンスを行った．シークエンスプライ
マーはPCRに用いたものと同じものを用いた．得ら
れた部分塩基配列はGENETYX-WINIATSQ(GEN
ETYX,Japan)を用いて，個々の分離細菌の遺伝子
ごとにアッセンブルを行った．その後,DDBJ/EM
BL/GenBankのデータベースからBLASTを用いて
相同性検索を行い，最も高い相同性を示したデータ
ベース上の配列の属を分離細菌の属と推定した．形
態ごとにグループ化され，コロニー数が計数された
分離細菌のうち，同じ属として推定されたものは同
属として計数値を合計した．

伝子増幅が確認されるか否かの調査
④火傷病菌用選択培地にて分離された表生菌につい
て，選択培地上でのコロニーの形態の調査及び，そ
の形態が火傷病菌と類似していた場合，ナシ幼果に
対する病原性,API20NE簡易同定キットのプロフィ
ールインデックス調査を行った．

１ 材 料 と 方 法
１）供試したニホンナシ花器
2006年４月に茨城県つくば市（４月７，１４日)，
鳥取県東伯郡北栄町（４月１７日)，長野県下伊那郡
高森町（４月24日）の３カ所からニホンナシ花器を
15～16樹から採取した．採取した花器の品種は，幸
水，新高，新興，豊水，愛宕，長十郎，ゴールド二
十世紀（茨城)，豊水，ゴールド二十世紀（鳥取)，
ゴールド二十世紀，二十世紀，豊水，南水，越後錦
（長野）である．

２）ニホンナシ花器からの表生菌の分離
開花中で外観上健全な花器の花梗を約]cm残して

採取し，１０花器を１試料とし，ビニール袋(300mm
X400mm)に入れ,３０mlの滅菌蒸留水を加えて50回
ほどやさしく榛み，その液及び10･'’10.2倍に段階希
釈した液をLB平板培地及び改変M i l l e r a n d
Schroth培地(M-MS培地)(水野らｕ２))に100111ず
つ塗布し，暗黒下，２８℃で培養した．各段階希釈液
の平板培地への塗布は２反復行った．その後，培養
中に出現したコロニーに関して形態ごとにグループ
化し，その中から２～３菌株を釣菌，分離してスキ
ムミルク分散媒にて凍結保存した．また，グループ
ごとにコロニー数を計測した．

５）病原性試験
病原性はセイヨウナシとニホンナシの幼果を用い
て調査した．幼果を5～8mmの厚さにスライスし，
20ulの分離細菌懸濁液（およそ107cfU/ml)を表面に
滴下し，ガラスシャーレ内の湿らせたろ紙の上に置
き，２８℃で４日間保温した．

3 ) PCR用の鋳型の調製
保存していた分離細菌をLB斜面培地にて28℃,３
日間培養し，これを滅菌蒸留水に懸濁し（およそ
108Ch'/皿）アルミブロック高温槽DTU･1B(タイテ
ック）を用いて98℃，５分間処理を行ったものを鋳
型とした．

６)API20NE及びAPI20E簡易同定キットを
用いたプロフィールインデックス調査

M-MS培地で分離された細菌の一部はAPI20NE
及びAPI20E(bioM6rieuxFrance)を用いてプロフ
ィールインデックス⑮I)調査を行った．得られたPI
はAPI20NEに関しては｢作物の細菌病一診断と防除
追補版2001」（西山ら(50)）を用いて,API20Eに関
しては,APIweb(bioM6rieuxFrance)を用いて相
同性の検索を行うとともに，火傷病菌のPIとも比較
した．

４)１６SrRNA遺伝子の部分塩基配列に
基づいた属の推定

１６SrRNA遺伝子のPCRはMarachesiら(35)によ
って設計されたプライマー63f(5'-CAGGCCTAAC
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７）特異的プライマーによるPCR
火傷病菌の特異的プライマーとして,pEA29をタ
ーゲットとしたBereswmら(6)のプライマーセット，
ゲノムDNAをターゲットとしたプライマーセット
(Guilhrdら(16)),今回作製した"ﾌαα宣伝子の特異
的領域をターゲットとしたEarpoDプライマーセッ
トを用いた．また，同時にナシ枝枯細菌病菌，亙
RJ亟危睦引寺異的プライマーであるEprpoDプライマ
ーセットも用い，それらの特異性を調査した．
Bereswillら(6)によって設計されたプライマーＡ
(5'-CGGTTTTTAACGCTGGG-3')とプライマーＢ
(5'-GGGCAAAIHCTCGGATTL3')を用いたPCRは，
TEKaRaExThq(IhKaRa,Japan)とGeneAmp
PCRsystem2400(PerkinElmer,USA)あるいは
iCyclerサーマルサイクラー(Bio-RadLaboratories,
USA)を用いて,Bereswillら(6)の方法に準じて行っ
た.PCR反応液（raKaRaExThqO.5U,dNTP
200ILM,１×PCRbumr》各プライマー10ILM)に上
述した鋳型を2肌l添加し，総量を20111とした．反応条
件は，最初に93℃で2分行った後，９３℃1分，５２℃２
分，７２℃2分を37サイクル繰り返し，最後に72℃１０
分とした.得られたPCR産物を2%のアガロースゲル
で電気泳動した後，臭化エチジウムで染色した．紫
外線照射下で特異的な900bpのDNA断片の増幅の
有無を確認した．
Gunfbrdら(16)によって設計されたプライマーEA
７１(5'-CCTGCATAAATCACCGCTGACAGCTCA
ATG-3')とプライマーEA72(5'-GCTACCACTGA
TCGCTCGAATCAAATCGCC-3')を用いたPCRは，
TaKaRaExThq(ThKaRa,Japan)とGeneAmp
PCRsystem2400(PerkinE1mer,USA)あるい
はiCyclerサーマルサイクラー(Bio-RadLaborator
ies,USA)を用いて行い，ほぼGuilfbrdら(16)の方法
に準じて行ったが,アニーリング温度に関してのみ，
特異性を高めるため55℃から65℃に変更した．この
変更による火傷病菌のPCR反応には問題は生じな
かった.PCR反応液(TaKaRaExTaqO.5U,dNT
P２00MM,１×PCRbuffer,各プライマー12.5ILM)
に上述した鋳型を2ul添加し，総量を20111とした．反
応条件は,最初に95℃で1分の処理を行った後,９５℃
1分，６５℃1分，７２℃2分を40サイクル繰り返した．

得られたPCR産物を2%のアガロースゲルで電気泳
動した後，臭化エチジウムで染色し，特異的な187bp
のDNA断片の増幅の有無を紫外線照射下で確認した．
EarpoDプライマーセツトEarpoD2f(5'-GGCG
CGTGAAAAGTTCAA-3'),EarpoD1r(5'･AGGCC
GCGGTTCACATCTL3')及び,EprpoDプライマーセ
ツトEprpoD2f(5'･GGCGCGTGAGAAGTTCGG-3
'),EprpoD1r(5'･AGGCCACGGTTCACATCG-3')

を用いたPCRは,ThKaRaExThqHotStartVbr･
sion(ThKaRa,Japan)とGeneAmpPCRsystem
2400(PerkinElmer,USA)あるいはiCyclerサー
マルサイクラー(Bio-RadLaboratories,USA)を
用いて行い,PCR反応液ｆIhKaRaExThqHSO.５
U,dNTP２00仙M,１×PCRbuffer,各プライマー
２０pmoDに上述した細菌懸濁液2仏lを鋳型として添
加し,総量を20111とした.反応条件は94℃1分,６５℃
45秒，７２℃1分を30サイクル繰り返したPCR産物
を2％のアガロースゲルで電気泳動した後,臭化エチ
ジウムで染色し，特異的な375bpのDNA断片の増幅
の有無を紫外線照射下で確認した．

２ 結 果 及 び 考 察
１)LB平板培地で分離された表生細菌
茨城県，鳥取県，長野県の３カ所から４回の分離
を行い，表生細菌278菌株を得た（畔上ら(3))．この
他に16菌株の酵母が得られた．平板培地上のコロニ
ーの外観は，ほとんどが円形で色は黄色，白色ある

図８ニホンナシ花器の表生細菌(LB平板培地）
（４月14日茨城県において分離、２８℃、
培養３日後）
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表７1B平板培地にて分離された菌株の16SrRNA遺伝子の部分塩基配列解析による推定属名

推定された属名 菌株数採取場所（株数）
取
城
城
城
城
野
城
城
城
城
城

鳥
茨
茨
茨
茨
長
茨
茨
茨
、
茨
茨

(2)
(4)、長野（１）
(49）、鳥取（９）、長野（18）
(1)
(6)、長野（１）
（１）
(4)
(1)
(3)
(6)、鳥取（３）、長野（１）
(6)、鳥取（１）
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１
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１
３
，
７

茨城（１）、鳥取（７）、長野（３）１１
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ｊ
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ｊ
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ｊ
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ｊ

ｌ

１

２

１

３

１

２

３

５

１

３

１

１

３

５

１
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６

５

２

く

く

く

く

ｌ

く
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く

く

く

Ｉ

く

く

Ｉ

く

く

く

く

Ｉ

８

１
１
３
１
４
超
２
”
７
１
３
２
１
３
５
１
７
８
６
２
７２

長野（１）

鳥取（１）
鳥取（２）

鳥取（24）、長野（22）
鳥取（２）

鳥取（１）

ｊ

ｊ

ｊ

３

２

１

く長野
長野
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平均コロニー数は4.5×103Chl/花器であった．また，
４月14日に同じ場所で採取した花器の細菌相は，品
種に関係なく一様に必ezI(nmonas属(88.2%)が大
多数を占め，それに次いで母zjaz℃bacteztiaceae
（10.6％）が多かった．さらに，分離された平均コ
ロニー数は7.0×106Chl/花器となり，分離細菌数が
およそ1000倍となった．４月１７日に鳥取県で採取し
た花器の細菌相はPse"fh)mnnas属(74.2%),
Eh"z℃bacjezraceae(23.9%)で大部分を占め，そ
れ以外の盈cZZI"s属,QJrjo6acjezgi""属等は0.1%以
下であった．分離された平均コロニー数は4.2×

いはアイボリーを呈した（図８）．表生細菌278菌株
のうち，２菌株はPCRで目的とする増幅産物が得ら
れずシークエンスができなかった．また，276菌株
の16SrRNA遺伝子の部分塩基配列解析を行ったと
ころ，半分以上の１５５菌株が艶"" "g属及び
"e"mmolza堀と推定された(佐々木ら(59))(表７).
４月７日に茨城県で採取した花器の細菌相は

aciZZzzs属(40.9%:分離細菌の構成割合．以下同
じ),fbeuthmonas属(16.6%),Curjobacjezf"m
属(10.0%),AcmzonU'℃ere(4.0%),その他(13.6%)
及び不明（150％）で構成されていた．分離された
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104Chl/花器であった.４月２４日に長野県で採取した
花器の細菌相は，ほぼ全てが好むe画[hmo"ag属
（99.9％)であり，その他の細菌の分離比率は0.01％

以下であった．分離された平均コロニー数は1.6×
108Chl/花器であり，最も多くの細菌が分離された
（表８）．

表８各園地におけるニホンナシ１花器あたりの表生細菌の種類と菌量及び比率

分離県(分離日） 推定された属名 推定菌量(ch'/花） 比率(%）
茨城県
(2006.4.7）
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０
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０

０
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×
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●

由

６

７

１

４
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２

７
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0峰6
0.4
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鳥取県
(2006.4.17）
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長野県
(2006.4.24）
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０

０

０

０

０

９

０

０

０

０

０

１小計

この結果から，開花後のニホンナシ花器における表
生細菌の大部分は恥ezIfmmo"as属であることが示
された．また，表生細菌の構成は地域間差異は見ら
れなかった．しかし，茨城県の園地における開花後
間もない第１回目の分離結果は，同じ園地における
第２回目の分離結果や他県の園地での分離結果と明
らかに異なっており，開花後１週間で細菌相が著し
く変化することが示されたこれは，開花直後の花
器の表面には様々な細菌が存在しているが，その中

でae"(bmozzas属細菌がより多く増殖することを
示唆している．このことは，他県でも同様のことが
起きていると推察される．Sasakiら(60)は，これらの
データを樹レベルで詳細に検討した結果，細菌相は
品種間において差がないこと，各樹において，分離
される細菌種の優先度が異なることを報告している

２)M-MS平板培地で分離された表生細菌
茨城県鳥取県，長野県の３カ所から４回の分離
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を行い60菌株を得た．平板培地上のコロニーの外観
は，ほとんどが円形で色は薄い黄色，白色あるいは

青色を呈した（図９）．分離菌60菌株の16SrRNA
遺伝子の部分塩基配列解析を行ったところ，大部分

’１

１
１

１

』Ｉ

今

、、

図９M-MS平板培地上に分離されたニホンナシ花器の表生菌(A～E)及びM-MS平板培地上の火傷病菌
（酌のコロニー（28℃培養４日目）
推定属名A:歪むe"thmonasm(大コロニー）及び』艶""r"属（小コロニー)、B:』先zz洩雄属、

C:Pse"(hmo"as属（大コロニー）及びZ強"fOm属（小コロニー)、D:鹿刀jpea属、
E:Pse"cbmonas属、F:火傷病菌(座ａ辺JW"za)
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がHezIf"zzzozza堀と皿zｵ巳z℃6aciermceae(""tez℃b
acjezE,P営亙"ea属,Rha"e睦属，』先ZZ没姥属)と推
定された（表９)．
４月７日に茨城県で採取した花器からM-MS平板

培地で分離された細菌はAzzza"timo"asE(50.0%),

acZnus属(25.0%),Qzrjo6aciezzi"m属(25.0%),
であった．分離された平均コロニー数は60chl/花器
であった．また，４月14日に同じ場所で採取した花
器からM-MS平板培地で分離された細菌は,Rgeu"
zzzo"asE(73.8%)が最も多く，それに次いでazje
zUbacjezmceaeであるj%"没蝿属(22.4%),P物""ｅ
ａ属(3.3%),""tembacjezE(0.5%)が多かった
分離された平均コロニー数は1.5×106Chl/花器であ
った．４月17日に鳥取県で採取した花器からM-MS
平板培地で分離された細菌はPazzjoea属(80.8%),
Ｂａ力"eZ腹属(12.5%)で大部分を占め，その他に.Rg
ｅｕ〔わ、oIzasE(6.7%)が分離された分離された平
均コロニー数は1.3×104cfu/花器であった４月２４
日に長野県で採取した花器からM-MS平板培地で分
離された細菌は，ほぼ全てがPsezI(bzzzo"asR(99.
9％）であり，その他に崖"joea属がわずかに分離さ
れた．花器から分離された平均コロニー数は6.9×
105cfU/花器であった（表10).

表９M-MS平板培地にて分離された菌株の
１６SrRNA遺伝子の部分塩基配列解析に
よる推定属名

推定された属名菌株数採取場所 (株数）
茨城(2)
茨城(2)
茨城(2)
茨城(4)
茨城(6)、鳥取(3)、長野(2)
茨城(4)
茨城(20)、鳥取(5)､長野(2)
鳥取(3)
茨城(5)

Az"刃刀が、o"ａｓ
& ] c i " " g
Qzz'tObacfezWrm
恥jezDbacter
Rgnfoea
Pa " t oeao r唖疵血な
島e哩叱、o刀刃Ｓ
Ｅ乃刃刀自〃珂
"zzz浸抜由

２
２
２
４
ｕ
４
”
３
５
釦

表１０各園地におけるM･MS平板培地に分離されたニホンナシ１花器あたり
の表生細菌の種類と菌量及び比率

分離県(分離日）推定された属名 推定菌量(cii'/花） 比率(%）
茨城県
(2006.4.7）

Azzz浬〃虚mOnassp.
艶c辺"ssp･
Qzzro6acteziumsp

０

０

０

０

１

１

１

１

×
×
×
×

０
５
５
０

■

◆

●

●

３

１

１

６

50.0
25.0
25.0
100.0小計

茨城県
(2006.4.14）

"ezzmmonasspp.
" "没広なsp.
Pantoeaspp.
aztez℃bacfersp.
" ZD e a s p . o r aw ama s p

1.1×１０６
３．２×１０５
４．８×１０４
７-０×１０３
６．０×１０
１．５×１０６

73,8
22.4
3.3
0.5
0.01%以下
100.0小計

鳥取県
(2006.4.17）

Panfoeasp.
磁 力 " e " s p .
PsezImmo"asspp

４

３

り

】

４

０

０

０

０

１

１

１

１

×
×
×
×

Ｏ
６
６
３

Ｌ
Ｌ
ａ
Ｌ

80.8
12.5
6.7
100.0小計

長野県
(20064.24）

Heummo"assp
Pa " " e a sp .

6.9×１０５
４．５×１０
６．９×１０５

99.9
0.01%以下
100.0小計

M-MS平板培地におけるニホンナシ花器表生細菌
の抑制効果は，グラム陽性菌である建cZZI画嘱,Czz
rjobacjelｺum属,ActmozzU'℃e"に対しては顕著であ
ったが，ある種の姥ezI(hmo"a堀及び函2ｔ巳z℃bacje
zZaceaeであるPa"ZDea属』顕h"eZ胞属jLIzakな属
の細菌に対しては，抑制効果が弱かった．しかし，

これらのM-MS平板培地上でのコロニー形態は，火
傷病菌とは明らかに異なった（図９)．
今回分離された菌株のうち，歪惣"jpea属または
m･"mi亙属菌と推定された４菌株は,M-MS培地上
で,火傷病菌と似たコロニー形態を示した(図10)．
これについては，さらに詳細な調査を行ったので，
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その結果を次項に示す ナシ，セイヨウナシ幼果に対して病原性を示さなか
った（図11).API20NEのPIは4467740もしくは
7067540となり，火傷病菌の4064540,0065450と
は異なる結果となり，西山ら(50)の「作物の細菌病一
診断と防除追補版2001｣のPI検索でも一致する菌種
は存在しなかった．また,API20EのPIも,1005363
及び1064372となり，火傷病菌の0005522とは異な
り,APIweb検索でも，一致する菌株は得られなか
った．これらの結果から，４菌株は，ナシ幼果に対
して病原性を持たないことと，２種類のAPI簡易同
定キットのPIが明らかに異なること，から火傷病菌
とは異なる細菌であると結論づけた．

Ｂ匡一ロロ，，’１ １

，Ｃ

ＩＩ●

Ｌ

、
図１０M-MS平板培地上で火傷病菌コロニーとよく

似た形態を示すニホンナシ花器表生細菌
A:必ｎｍea属または母･"mな属細菌と推定
されたコロニー、

B:火傷病菌(亙azzzy"mza)

図１１Pa"joea属または段･wrmな属細菌と推定さ
れた分離菌及び火傷病菌のナシ幼果に対する
病原性（接種４日後）
A:分離菌接種ニホンナシ幼果、
B:火傷病菌接種ニホンナシ幼果、
C:分離菌接種セイヨウナシ幼果、
D:火傷病菌接種セイヨウナシ幼果3)Pazzjoea属または亜･wrm遊属細菌と推

定された分離菌株の病原性及び簡易同
定キット調査結果

１６SrRNA遺伝子の部分塩基配列の解析結果及び
M-MS培地上でのコロニーの形態結果から，
珍刀joea属または丑･wEZzz血属細菌と推定された分
離菌株は，火傷病菌と分類学的に近縁である可能性
が示された．そこで，この４菌株についてナシ幼果
に対する病原性を調査したところ，４菌株は二ホン

４)LB及びM-MS平板培地で分離された菌株
の火傷病菌特異的プライマーによるPCR
の結果

各特異的PCRにおいて,M-MS培地で分離された
60菌株を用い,予備試験を行い,PCR条件を定めた．
その結果BereswillのプライマーセットによるPCR



中央農業総合研究センター研究報告第13号（2009.3）2６

M １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０ １ １では，特異性を高めるためにアニーリング温度を上
げたところ，火傷病菌の検出感度が著しく下がった
ため,PCR条件は原著論文どおりとした．また，
GunhrdのプライマーセットによるPCRでは，特異
性を高めるため，アニーリング温度を55℃から65℃
に変更したところ,表生菌の非特異反応が抑制され，
火傷病菌の検出限界は104Chl/mlであり，検出に十分
適用できると考えられたため，アニーリング温度を
65℃とした.EarpoD,EprpoDプライマーセットに
関しては，アニーリング温度を59℃から65℃に変更
し，塩基配列から推定される増幅産物が375bpであ
ることから，伸長時間を2分から1分に短縮した．ま
た，使用するポリメラーゼをHotStartExIIhqに変
更した．この変更により，表生菌の非特異反応が抑
制され,火傷病菌の検出限界はおよそ104Chl/mlとな
り，検出に十分適用できると考えた．
LB平板培地で分離された294菌株（酵母も含む）
について,Bereswm,Guilfbrd,EarpoD,EprpoD
の各プライマーセットを用いてPCRを行ったとこ
ろ,BereswinのプライマーセットによるPCRでは，
約半数の菌株において非特異反応と見られるバンド
が検出され，１菌株は陽性対照株と同じサイズのバ
ンドが確認された.Guilbrdのプライマーセットに
よるPCRでは,２菌株に非特異反応と見られるバン
ドが検出されたEarpoD及びEprpoDプライマーセ
ットでは，非特異反応及び陽性対照株と同じサイズ
のバンドは確認されなかった（表11,図12)．

r ̅ r - = a E - - - 一 - １ ＝ 一 …

○

,1

← 0 . 9 k b p

’
Ｙ - Ｆ ̅ - - ー ， - - ー ー ー 一 一 一 ｡ 0 -’一 187bp←

Ｉｑ竜崗壺

’
恥四コ副■■図■■■■画■■皿■■■■・訂１１Ｊ

- - -ＩＣ

一
曼̅菫一

← 3 7 5 b p

I１

Ｉ

Ｉ希一．今’噂壼 呂 膝 ロ ー ̅ 一 一

←375bpー

図１２ニホンナシ花器の表生菌株の特異的プライ
マーによるPCR(一部）
M:100bpDNAmarker､１:酵母､２:BacZZIZIssp.、
３:PsezItmmO"assp.、４:Bac辺"sSp･、
５:acintJssp.、６:Bac辺tJssp.、
７：』鍬repjpzzZy℃essp･、８:Pse"fbzzzo"assp.、
９；壬淫u(hmo"assp.、１０;不明、
１１：皿･wzimaanU"wnzH(ただし、Ｄの11はナシ
枝枯細菌病菌）
A:Beresw辺プライマーセット、
Ｂ？Guil幼rdプライマーセット、
Ｃ？EarpoDプライマーセット、
D:EprpoDプライマーセット、
１～9までの各菌株はLB平板培地にて分離された
菌株

表１１既存の火傷病菌特異的プライマーセット及
びグループ特異的プライマーセットを用いた
ニホンナシ花器表生菌株（294菌株)aのPCR
による非特異的な遺伝子増幅

M-MS平板培地で分離された60菌株について，
Bereswill,Guilfbrd,EarpoD,EprpoDの各プライ
マーセットを用いてPCRを行ったところ,Bereswin
のプライマーセットによるPCRでは,５３菌株におい
て非特異反応と見られるバンドが検出されたが，陽
性対照株と同じサイズのバンドは確認されなかった
また,Guilfbrd,EarpoD及びEprpoDのプライマー
セットでは，非特異反応及び陽性対照株と同じサイ
ズのバンドは確認されなかった(表12,図13,14)．

プライマー 増幅無し非特異増幅有り特異増幅有りｂ

B e r e s w i n l 6 3 c l 3 0

G u i l b r d ２ ９ ２ ２

E a r p o D ( グループ１特異的プライマー ) ２９４ 0

E p r p o D ( グループ２特異的プライマー ) ２９４ 0

１

０

０

０

LB平板培地で分離された菌株
陽性対照株と同じサイズのバンドが検出され
た菌株
数字は菌株数

ａ
８
Ｄ

Ｃ
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表１２既存の火傷病菌特異的プライマーセット及
びグループ特異的プライマーセットを用いた
M-MS平板培地分離ニホンナシ花器表生細菌
株（60菌株）のPCRによる非特異的な遺伝子
増幅

M 1 Z 3 ‘ ６ - ５ ← ７ 8 9 m P C N C

ｑ一 l87bp

雛 １ W １ ２ Ⅷ 1 . 0 １ ５ Ｗ ； １ ７ １ ８ １ ９ g ０ Ｉ Ｄ Ｃ Ｎ Ｃ

＝ ー

■プライマー 増幅無し非特異増幅有り特異墹幅有り｡

Bereswill ７b

Ｇ ｕ ｉ ｌ ｂ ｒ ｄ ６ ０

EamoD(グループ１特異的ブライマー)６0

EPmoD(グループ２特異的プライマー)６0

詔

０

０

０

０

０

０

０

Ｍ ２ ８ ２ ２ ２ 秘 泌 遇 ５ 口 ２ ６ ” ２ 藤 ２ Ｊ ３ ０ Ｆ Ｃ Ｎ Ｃ

一

- - -
Ｍ ： ､ １ ３ ２ ３ ３ 卿 瓢 ５ ３ ６ 識 ３ ８ ” ４ ０ Ｐ Ｃ Ｎ ＣＮ ： 皿 ３ ２ ３ ３ “ ３ ５ ３ ６ ３ ７ ８ ８ ” ４ ０ Ｐ Ｃ Ｎ Ｃ

-

a:陽性対照株と同じサイズのバンドが検出された
菌株

b:数字は菌株数

Ｐ

Ｍ ４ １ ４ ２ ４ ３ “ ４ ５ ４ ６ ４ ７ ４ ８ ４ ９ “ Ｐ Ｃ Ｎ Ｃ

』一

ー
- - - 一 ｑ ■

ー

Ｍ １ ２ ３ ４ ５ 恥沁》０１９-垂一幽坐室
-６ 沁一 ← 0.9kbp Ｍ ５ １ ５ ２ ５ ３ “ ５ ５ ５ ６ ５ ７ ５ ８ ” ６ ０ Ｆ Ｃ Ｎ Ｃ一

一一

- - ー ー
一

Ｍ １ １』響』 堂“ １ ５ １ ６ １ ７ 】 ８ １ ９ Ｚ Ｏ Ｐ Ｃ Ｎ Ｃ

目--． - 旨 淳 一 図13-2M-MS平板培地で分離したニホンナシ花
器表生細菌の火傷病菌特異的プライマーセ
ット(Guilfbrd)によるPCR
M:100bpDNAmarkerl～６0:各分離菌株
PC:火傷病菌NC:蒸留水

ー
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圏
一
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図13-1 M-MS平板培地で分離したニホンナシ花器
表生細菌の火傷病菌特異的プライマー
セット(BereswnDによるPCR
M:100bpDNAmarker｡1～60:各分離菌株。
PC:火傷病菌NC:蒸留水

図13･3M-MS平板培地で分離したニホンナシ花
器表生細菌のグループ1特異的プライマー
(EarpoDプライマー)セットによるPCR
M:100bpDNAmarkerl～６0:各分離菌株
P;火傷病菌
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陽性対照株と同じサイズのバンドが確認された菌株
が存在した．この菌株の16SrRNA遺伝子からの推
定属名は,fZe"fhzzzozzas属であった．一方で，
Guilbrdのプライマーセット及びグループ1特異的
プライマーセット(EarpoDプライマーセット）で
は，この菌株に対して陽性対照株と同じサイズのバ
ンドの増幅が認められないことから，特異性が十分
にあると考えられた．
さらに，同様の試験を行った結果，グループ2特

異的プライマーセット(EprpoDプライマーセット）
についても非特異反応がなかったこと，及び陽性対
照株と同じサイズのバンドが確認されなかったこと
から，このプライマーセットがナシ枝枯細菌病菌，
且』〃z五b瞳eに対しても十分特異性が高いことが示
された．
今回供試したニホンナシ花器の表生菌354菌株
(LB平板培地分離294菌株及びM-MS平板培地分離
60菌株）についての結果から,Bereswillのプライマ
ーセットは分離した細菌の同定には十分有用である
が，罹病植物体からの直接検出には向いていないと
考えられた．
一方,pEA29をターゲットとしたPCRでは，

NestedPCR(McManusandJones(38),Llopら(29))
やPCR産物に対するDot･Blot-Hybridization
(McManusandJones(38))を行うことで特異性を
高めている．これらの手法は十分な特異性があると
考えられるが,pEA29を持たない火傷病菌の存在も
確認されていることから(Llopら(30),UOPら(3')),
火傷病菌を普遍的に検出するためにはゲノムDNA
を標的としたプライマーを用いた方がより検出特異
性が高いと考えられる．
そこで，火傷病罹病植物体からPCRで火傷病菌を

直接的に検出するには,Guilfbrd,EarpoDプライマ
ーが適していると考えられ，両プライマーを用いて
試験を行った．その結果を次で述べる
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図１４M-MS平板培地で分離したニホンナシ花器表
生細菌のグループ２特異的プライマー
(EprpoDプライマー)セットによるPCR
M:100bpDNAmarkerl～６０:各分離菌株
P:ナシ枝枯細菌病菌

これらの結果から，供試した３種の火傷病菌特異
プライマーセットのうち，ニホンナシ花器表生菌に
対して非特異反応が最も起きにくいのは,EarpoD
プライマーセットであり，それに次いでGuilbrdの
プライマーセットとなった.Bereswnlのプライマー
セットは，非特異反応を発現する菌株４割以上が存
在したこのプライマーは以前より非特異反応が生
じることが知られていたが(McManusand
JOneS(38),UOpら(29)),今回の試験ほどに多数の表
生菌についてプライマーの特異性を検討した報告は
今までなかった．火傷病菌は，このプライマーセッ
トでのPCRにおいて,0.9kbのバンドのみを増幅す
る．しかし，様々な菌が混在する自然界において火
傷病罹病植物からの直接PCRを想定した場合，
Bereswinのプライマーセットを用いたPCRは,多数
の非特異バンドの中に0.9kbのバンドが隠されてし
まう可能性もあることから，診断に用いることは実
際上は難しいと考える．
また,Beresw血のプライマーセットを用いた場合，

Ⅳ直接的PCRによる罹病植物からの火傷病菌の検出法

国内で火傷病または火傷病類似症状が発見された
場合に，迅速な同定，検出法の一つとして罹病植物
からの直接的PCRの利用が考えられる．これは，罹
病植物組織からDNAを抽出し,それを鋳型として特
異的プライマーを用いたPCRを行うことで，その症

状の原因菌の検出，同定を行う手法である．現在ま
でに様々な植物病原菌で利用されており
(Henson(18),Rowhamら(57),Minsavageら(39),
Dingら('0)),火傷病罹病植物からの火傷病菌の検出
についても報告がある(McManusandJones
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菌の存在の有無を，病徴の発現及び発光測定から視
覚的に確認し，罹病部位，発光が観察された部位及
び観察されなかった部位から試料の採取を行うこ
ととした．

1995(38),Maesら(34),Llopら(29),TaylOrら(67)).
これらの手法は，検出感度が十分に高いことから，
利用価値も高いと考えられるが,特異的なDNA断片
の増幅が確認された宿主植物試料から，火傷病菌が
分離されていない事例があり(nopら(29),Maesら
(34).),PCRでの判定に不安が残っている．そこで，
本研究で設計した特異的プライマーが，火傷病罹病
植物からの直接検出に利用できるか否かの調査を
行うこととした．その際，以下の点について考慮し
た．
①火傷病菌は，日本に存在しない病原細菌であるた
め，植物への接種試験を行うためには，農林水産大
臣の許可を受け，厳重に管理された実験室内の定温
器もしくは隔離温室内で行う必要がある．一方で，
火傷病菌の宿主であるリンゴやナシのバラ科植物
は木本植物であり，通常栽培された樹は，あまりに
も大きくなりすぎてしまい，試験材料としては適し
ていない．そこで，盆栽を用いることとした．
②PCR結果を担保するために同時に細菌の分離を
行うこととした．その際に，各試料を相互汚染させ
ないようにして供試する必要があることから，温州
萎縮ウイルス(Satsumadwarfvirus:SDV)の迅速
診断法に用いられている簡易磨砕容器を用いるこ
ととした．これは，ソフトラバー製のチューブで，
そのうち側に溝がついており，容器内に試料と緩衝
液を入れ，指で試料を磨砕することが可能なもので
あり，完全に密閉することができる（草野(25))．
③植物体にはPCRを阻害する物質があることから，
これらを除去するために様々な手法が取られてい
る(Henson(18),Llopら(28),Maesら(34))が，ど
の手法が優れているかは判然としない．手法が煩雑
化すると，それに伴い，試料間の相互汚染の危険性
や熟練度による結果の違いが顕著になることから，
手法としてはできるだけ簡便であることが望まし
いと考えられる．村元ら(47)は，抗酸化物質を含ませ
たガラス繊維ろ紙を用いることで，迅速，簡便かつ
低コストで植物からDNAを抽出する方法を考案し，
この手法とPCRを用いてウイルス罹病葉から，ウイ
ルスの検出を行っている．このことから，この手法
を利用して火傷病罹病植物からDNAの抽出を試み
ることとした．
④これらの手法を用いるにあたり，発光遺伝子標識
された火傷病菌を用いて，接種植物における火傷病

１ 材 料 と 方 法
１）発光遣伝子標識された火傷病菌を接種し
た植物体における発病と発光の経時的
調査

発光遺伝子標識された火傷病菌(Azegamiら(2))
を樹高約15cm,４～5年生の盆栽ヒメリンゴ（はな
だて，福島県）の新梢４本に付傷接種し，２次元ル
ミノメーター(ARUGUS･50,浜松ホトニクス(株),
静岡県）を用いて，新梢内における火傷病菌の発光
を経時的に１４日間観察した．また，同時に病徴発現
も経時的に調査した．
ヒメリンゴは２次元ルミノメーターの暗箱に入れ
るため，及び観察しやすいように，適度に枝葉を剪
定した．付傷接種は火炎滅菌した白金線を用いて新
梢を穿刺し，段階希釈した発光遺伝子標識された火
傷病菌液を10ul置床することにより行った．接種菌
量は希釈平板培養法で算出した.その際の培地はLB
平板培地にテトラサイクリンを20ppm添加した
LB'Ib20培地を用いた．

２）発光遺伝子標識された火傷病菌を接種し
た植物体からの火傷病菌の分離と直接的
PCRによる検出

発光遺伝子標識された火傷病菌を盆栽ヒメリンゴ
に接種した'４日後に，接種して発病した部位，発病
部と健全部の境界部位，発光が観察された外観上健
全な部位，発光が観察されなかったﾀ噸上健全な部
位から，火傷病菌の分離と直接的PCRによる検出を
行った．

（１）分離
試料とする新梢を5mmの長さで切り出し,滅菌水
500ulを入れたSDV検定用簡易磨砕容器（ミズホメ
デイー（株)，佐賀県）を用いて磨砕した後，磨砕原
液及び10.2,10.4に段階希釈した磨砕液をM-MS培地
（水野ら(42)）に100ulずつ塗布し，火傷病菌の分離
を行い，その濃度を調査した．

(２)DNA抽出とPCR
上記磨砕原液から，直接的PCRによって火傷病菌
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を検出するために，ガラス繊維ろ紙を用いてDNAを
抽出した.すなわち，「ガラス繊維濾紙を利用した植
物からの迅速・簡便・低コストなDNA抽出法」（村
元．沢野(47)）に準じ，亜硫酸ナトリウム溶液に浸漬
後，乾燥したガラス繊維濾紙(GA-55ADVANTEC,
Japan)をおよそ5mm角の大きさに切り出した後
10ulの磨砕原液をしみこませ，プロトコールに従っ
てDNAを抽出した.PCRは,Guilbrdら(1⑳及び本研
究で設計したEarpoDプライマーセットを用い，反
応条件は前章で定めた条件で行った．

衰し，接種14日後には，ごく一部でのみ発光が観察
された．接種５日後には接種部位の上位及び下位で
褐変と黒変が観察され，上位の病徴は時間の経過と
ともに拡大し，１４日後までに枯死した．下位の病徴
は黒変したが，枯死しなかった（図16)．
火傷病菌を1:5×103Chl接種した新梢では,接種１
日後に接種部位周辺でごく弱い発光が観察された後，
時間の経過とともに発光の拡大が観察されたが，新
梢が垂直に伸びていたため，発光が拡大した長さの
計測はできず，接種14日後には，発光は観察されな
かった．接種９日後に上位の一葉が萎れ，接種部か
ら萎れた葉までの新梢の一部が黒変した．
火傷病菌を1.5×102chI接種した新梢では,接種１日
後に接種部位周辺でごく弱い発光が観察された後，
時間の経過とともに５日後まで接種部位から上位及
び下位で発光が観察され，上位で約7.5cm,下位で
約2cmまで拡大したその後発光は徐々に減衰し，
接種14日後には，ごく一部でのみ発光が観察された．
接種８日後に上位の一葉の葉脈に褐変が観察され，
その後黒変したが,葉が萎れることはなかった(図17)．

３）野生火傷病菌を接種した植物体からの火
傷病菌の分離と直接的PCRによる検出

上記の試験を野生の火傷病菌(ICMP1499株）を
用いて同様に行った.盆栽ヒメリンゴ(樹高約15cm,
4～5年生）３樹の新梢12本に付傷接種し，１４日後に
新梢の発病部と健全部の境界部位及び前年枝に隣接
する部分から，火傷病菌のM-MS培地による分離と
直接的PCRによる検出を行った．接種分離,PCR
による検出は上述した手法を用いた.接種菌量はIB
平板培地を用いた希釈平板培養により算出した．

１ L 造 今 司 ■
２ 結 果 及 び 考 察
１）発光遣伝子標識された火傷病菌を接種
した植物体における発光と発病

新梢の各付傷部位へ接種した発光遺伝子標識され
た火傷病菌量は,希釈平板法により算出したところ，
それぞれ1.5×105chl,１.５×104chl,１.５×103Chl,
1.5×102c釦であった．
火傷病菌を1.5×105Chl接種した新梢では,接種直
後から接種部位で発光が観察され，その後，時間の
経過とともに６日後まで接種部位から上位及び下位
で発光が観察され,上位で約4.5cm,下位で約5.5cm
まで拡大したその後発光は徐々に減衰し，接種１４
日後には，ごく一部でのみ発光が確認された接種
４日後に，接種部位より上位で褐変が観察され，時
間の経過とともに拡大及び黒変し，１４日後までには
接種部位より上位は枯死した（図15)．
火傷病菌を1.5×104Chl接種した新梢では,接種１
日後に接種部位及びその下位で発光が観察され，時
間の経過とともに接種部位から上位及び下位で発光
が観察されるようになり，５日後まで上位で約4cm,
下位で約5cmまで拡大した．その後発光は徐々に減
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図１５発光遺伝子標識火傷病菌を接種したヒメリ
ンゴ新梢における病徴と発光部位
（接種菌量1.5×105cfU)
１：接種６日後の病徴（左）及び発光部位（右）
２：接種13日後の病徴（左）及び発光部位（右）
発光部位写真上の色は発光強度を表している
（黄色＞青緑＞桃色＞赤＞青）
矢印は接種部位
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２）発光遺伝子標識された火傷病菌を接
種した植物体からの火傷病菌の分離と直
接的PCRによる検出

火傷病菌を1.5×105chl,1.5×104cfil,1.5×102hl

接種した新梢の各部位（接種部位，枯死部位，健全
部位等）（図18）から菌の分離を行ったところ，調
査したほぼすべての部位から火傷病菌が分離された
また，同時に各部位からガラス繊維濾紙を用いた直
接的PCRを行ったところ,火傷病菌が105CU/部位以
上分離された部位では，２種類の特異的プライマー
を用いたPCRで特異的なバンドが検出された（図19,
表13)．
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図１８発光遺伝子標識火傷病菌を接種したヒメリ

ンゴ新梢における病徴の進展と検出に供した
部位
Ａ：1.5×105Chl接種新梢、B:1.5×104chl接種新
梢、C:1.5×102chl接種新梢１～１５:分離に供試
した切り出し部位３，８，１３は接種部位ろ紙
上の点線はサンプル切り出しの際に参考にするた
め5mm間隔に記してある接種14日後

Ｐ 坐

図１６発光遺伝子標識火傷病菌を接種したヒメリ
ンゴ新梢における病徴と発光部位
（接種菌量1.5×104ch')
１：接種５日後の病徴（左）及び発光部位（右）
２：接種13日後の病徴（左）及び発光部位（右）
発光部位写真上の色は発光強度を表している
（黄色＞青緑＞桃色＞赤＞青）
矢印は接種部位
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図１７発光遺伝子標識火傷病菌を接種したヒメリ
ンゴ新梢における病徴と発光部位
（接種菌量1.5×102cfil)
１：接種５日後の病徴（左）及び発光部位（右）
２：接種13日後の病徴（左）及び発光部位（右）
発光部位写真上の色は発光強度を表している
（黄色＞青緑＞桃色＞赤＞青）
矢印は接種部位

図１９発光標識火傷病菌接種新梢からの直接的
PCRによる火傷病菌の検出
A:グループ1特異的プライマーセット(EarpoDプ
ライマーセット)によるPCRB:Guilfbrdプライ
マーセットによるPCR1～15は、図18の各切り
出し部位に相当M:100bpDNAmarker、PC:
発光遺伝子標識火傷病菌

４
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表１３発光遺伝子標識火傷病菌を接種したヒメリンゴにおける各切り出し部位の発光状況、病徴、
直接的PCR及び火傷病菌の分離

PCRによる検出b）
発 光 状 況 外 観 の 症 状

Ea r p oDGu i l f o r d
分離部位
No.

菌量
cfu/部位c）接種菌量圃） 備考

発光後減衰
発光後減衰

発光後減衰

発光
発光後減衰

発光なし

枯死
枯死

黒変及び健全

健全
健全

１

２

０

１.１×１０1
一

十

十

一

一

一

十

十

一

一

健全部との境界
（接種部位も含む）３ 4.0×1０(i

１．５×１０ncfU
7.3×１０３

１．８×１0３

４

５

分離部位No.５から
1cm基部に近い部位健全６ ０

一哀一哀一裳

錨錨錨光

光
光
光
発

発
発
発

枯死
黒変

黒変及び健全
健全

７
８
９
ｍ

＋

＋

＋

一

＋
＋
＋
一

1.2×１０６

７×１０７
４×１０５
１．２×１0４

接種部位
健全部との境界１．５×104cfu

6.7×102分離部位No.１０から２ｃｍ基部に近い部位発光なし 健全1１

一哀一裳
率率光
光
光
発

発
発

葉脈褐変
褐変
健全

1２

１３

１４

十
一

＋
一

1.9×１０６
１．３×１０３

１．３×１０３
接種部位

分離部位No.１４から
lcm基部に近い部分

1.5×102cfu

健全発光なし 2.0×１0'l1５ 一

a)接種：新梢の付傷部位に１.５×107,1.5×106,1.5×104cfu/mlの段階希釈菌液10"1を置床
b)+:特異的DNA断片の増幅あり一；特異的DNA断片の増幅無し
c)新梢5mmあたりの菌量

これらのことから，発光遺伝子標識された火傷病
菌は，1.5×105,1.5×104,1.5×103,1.5×102cfU
のいずれの菌量を接種した部位においても上下両方
向へ移行していることが確認され,その移行距離は，
いずれも上下方向を合わせて10cm程度であった.宿
主植物内における火傷病菌の増殖については,Bogs
ら(8)は，発光遺伝子または緑色蛍光タンパク質遺伝
子で標識した火傷病菌が葉の葉毛より木部に侵入し，
導管における水の流れに逆らって増殖し，導管壁を
崩壊させていることを報告している.このことから，
今回新梢に接種した発光遺伝子標識された火傷病菌
も接種部位より導管を伝って上下方向へ移行し，増
殖が著しい部分で病徴が発現したと考えられる．し
かし,発光領域は６日目を境に徐々に減少していき，
１４日後にはほとんど観察されなくなった．一方で発
病部において，火傷病菌は高濃度で分離された．分
離された火傷病菌のコロニーを２次元ルミノメータ
ーで観察したところ，そのコロニーの大部分が発光
しなかったことから，接種時までにあるいはそれ以
降に発光遺伝子を喪失した火傷病菌が発生し，植物

体内でその割合を徐々に増大させていったことによ
り，発光遺伝子標識された火傷病菌が減少したこと
が考えられた．
火傷病菌を1.5×104̅5ChX接種した新梢では顕著
な黒変及び枯死が観察されたが，1.5×102̅3C釦接種
した新梢では，ごく一部でのみ黒変が観察された．
これら病徴が確認された部位からは，106̅7Ch'/部位
の火傷病菌が分離され，ガラス繊維濾紙を用いた直
接的PCRでもDNAの特異増幅が確認されたただし，
一つの試料（表131.5×105Chl接種新梢分離No.1)
では，病徴が発現している部分でも火傷病菌の分離
及びPCRによる検出ができなかった．しかし，発病
部と健全部の境界部位からは，つねに火傷病菌の分
離とPCRによる検出ができた．このことから，直接
的PCRの試料として最適な部位は，必ずしも発病部
とは限らず，発病部と健全部との境界部位がより適
していると考えられた．一方で，外観上健全な部位
からも，火傷病菌は，切り出し部位あたり103̅4Chl
分離されたが，これらの部位からは，直接的PCRで
検出できなかった．今回使用したGuilfDrd及び
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１EarpoDのプライマーセットの検出限界は両方とも
およそ104cil/mlであり，外観上健全な部位における
火傷病菌の濃度が検出限界かそれ以下にあたるため，
この二つのプライマーセットで検出するのは困難で
あると考えられた．

３）野生火傷病菌を接種した植物体からの火
傷病菌の分離と直接的PCRによる検出

新梢の各付傷部位へ接種した火傷病菌量は，希釈
平板培養により算出すると，１新梢あたり２．４×
104Chlであった．接種した12本の新梢は1本を除き，
接種部位から上位が，４日目から黒変し始め，火傷
病に特有の「羊飼いの杖」症状を示した（図20）・
接種部位から下位は病徴を示さなかった．黒変しな
かった1本の新梢は，タ蝦上ほぼ健全であったが，一
部でかいよう症状及び褐変化が認められた（図21）．

、

、

図２１野生火傷病菌を接種したヒメリンゴ新梢に
おけるかいよう症状及び褐変化
１：新梢全体写真
２：かいよう症状部位の拡大写真
３：褐変化症状の拡大写真
細矢印：分離に供した部位１

発病部と健全部の境界部位からは,新梢5mmあた
り105̅6chlの火傷病菌が分離され,２種の特異的プラ
イマーセットを用いたPCRで特異的なバンドが検
出された.また,前年枝に隣接する基部においては，
6本の新梢から新梢5mmあたり101̅3chlの火傷病菌
が分離されたが,PCRでは検出できなかった．なお，
残りの6本の基部からは火傷病菌は分離されなかっ
た．黒変しなかった新梢のかいよう症状及び褐変化
した部位からは新梢5mmあたり103̅4chlの火傷病
菌が分離されたが,PCRでは検出できなかった（表
14)．
野生火傷病菌を用いた再接種試験においても発病
部と健全部の境からは，全ての試料からガラス繊維
ろ紙を用いた本PCR検出手法で火傷病菌を検出す
ることができたことから，本手法は，火傷病の侵入
警戒調査において，火傷病類似症状が発見された場
合に十分に活用できると考えられた．また，本手法
はPCRに用いた試料から同時並行的に細菌を分離
することが可能であり,PCRでDNAの特異増幅が確
認された場合に，それが本当に火傷病菌であるか否
かの確認，さらに生菌であるか否かの確認を行うこ
とができる．

Ｑ

回’
竃

Ｌ
-

●
'四

Ｂ

- ー ーー一 ー
一一

野生火傷病菌を接種したヒメリンゴ新梢の
典型的な病徴（一部）及び検出に供した部位
１，６，１０：表14中の接種新梢No.と対応してい
る黒矢印：分離に供試した切り出し部位
A:健全部との境界部位B:接種新梢基部
ろ紙上の点線はサンプル切り出しの際に参考に
するため5mm間隔に記してある接種１４日後

図2０

＝ 詞r ～ ー ’
一 一 ー
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表１４野生火傷病菌を接種したヒメリンゴからの直接的PCRによる火傷病菌の検出と分離

健全部との境界部位 接種新梢基部接種新梢
No. 病徴 PCRによる

検出a)b）
菌 量 P C R に よ る

(cfU/部位)c)検出a)b）
菌量

(cfu/部位)c)
黒変
黒変
黒変
黒変

褐変及び
かいよう症状

黒変
黒変
黒変
黒変
黒変
黒変
黒変

１

２

３

４

3.9×１０６
７×１0･l
2.4×１０５
６．４×１０６

＋
＋
＋
＋

０
１．３×１０
０

１.７×１０２

｜
’
一
一

５ 3.8×103̅４ ０E
-

６
７
８
９
ｍ
ｕ
胆

５．１×１０５
２．１×１０５
５.１×１０５
２．３×１０５
２，１×１０５
１．３×１０６
７．３×１０５

十
十
＋
＋
＋
＋
＋

３．６×１０
６．９×１０３

０
７．３
０

１．２×１０
０

一
一
一
一
一
一
一

a)グループ１特異的プライマーセット(EarpoDプライマーセット）及びGuilford
プライマーセットの２種類を使用いずれを用いても検出結果は同様であった

b)+:特異的DNA断片の増幅あり-：特異的DNA断片の増幅無し
c)新梢5mmあたりの菌量

Ｖ 総合考察

火傷病は，ナシ亜科に属するセイヨウナシ，リン
ゴの生産に破壊的な被害を及ぼす最も重要な細菌
病である．また，近年はマルメロやビワにおいても
大発生が確認されている(MomolandYegen(44),
Zilberstainら(81)).この病気を引き起こす火傷病菌
は，キイチゴから分離された菌株を除いて，宿主範
囲が広く，ナシ亜科に属するAzzzeなnchier,
のｊｏｍ召s煙；α没砲宅嘔fZotima,Bzzaca""a,
4WrbzIs,S泣没"""血といったほとんどの属で自然
発生の報告がある(VanderZwetandKeil(71)).こ
れらの果樹，観賞用あるいは野生植物は，日本国内
の至る所で栽培もしくは生育しており，万が一火傷
病菌が国内に侵入した場合，この様な宿主範囲の広
い病原菌の根絶や，発生地域がそれ以上広がらない
ように封じ込めるための防除措置を効率的に行う
ためには，早期発見，早期防除が重要になる．
現在，国内に火傷病菌は存在していないが，ごく
近縁の菌であるナシ枝枯細菌病菌が引き起こすナ
シ枝枯細菌病が発生していた時期（1972年以前～
1999年）がある．また，韓国で1995～1998年に発
生したAsianpearblightも，火傷病菌にごく近縁で

ある母･wwama""EM]Ziaeによって引き起こされる．こ
れら３種類の細菌は，それぞれがセイヨウナシやニ
ホンナシによく似た病徴を示す病気を引き起こす
一方で，ナシ枝枯細菌病菌や皿RJzzffZmeは，宿主
範囲が狭く，ごく一部のナシ亜科植物にしか病徴を
現さない（谷井(66),Kimら(24)).国内でこれらの細
菌による病害が発生した場合，火傷病菌によるもの
と，それ以外によるものとでは，宿主範囲の違いか
ら，根絶や防除に関わる措置が当然異なってくる．
そこで，極めて類似しているこれら３種類の細菌の
系統関係を明らかにするために,１６SrRNA遺伝子，
g"盈質伝子，"ｏｎ宣伝子の部分塩基配列を決定し
て系統樹を作成し，類別を試みた．その結果,gWwB
遺伝子,鞭ｏｎ宣伝子の部分塩基配列を用いて作成し
た系統樹では，３種類の細菌が２つのグループに分
かれ，グループ１は火傷病菌，グループ２はナシ枝
枯細菌病菌ならびに皿メ2W2ifzZmeを含み，その信頼
度は非常に高かった．さらに,１６SrRNA,gyzyza
噸｡あ宣伝子の部分塩基配列を連結して系統樹を作
成したところ,gWB"αあ宣伝子で作成されたも
のと同様の系統樹が作成された．これらのことから，
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は盈wimasp．とされている（日本植物病名目録(48)).
また,MiZunoら“は，細菌学的性質の違い及び
DNA-DNAハイブリダイゼーション試験の結果から
"wimaa"Uzbvoz"bvE４としている．今回の結果か
ら，ナシ枝枯細菌病菌は,""zzzabnaeに近縁であ
ることが示されたが，それぞれの細菌の火傷病菌に
対するDNA･DNAハイブリダイゼーションの値は異
なっており(Mizunoら(40),Kimら(22)),ナシ枝枯
細菌病菌と廐JZWgiibZiaeを同一の種として扱うこと
には疑問が残る．このことから，ナシ枝枯細菌病菌
の分類学的位置については,、火傷病菌やＥ
”砥ｶb雄eとのDNA-DNAハイブリダイゼーション
試験，細菌学的性質の比較，脂肪酸解析などを広範
に行い，総合的に判断する必要がある．
以上の系統解析結果から火傷病菌とその類縁細
菌は２グループに分かれた．そこで次に，グループ
１（火傷病菌)，グループ２（ナシ枝枯細菌病菌，
"J２mibZj"それぞれを検出･識別するため,ＺｐＱＤ
遺伝子の部分塩基配列より特異的プライマーを設
計し，実際に各菌株を用いてその特異性を調査した
火傷病菌71菌株，ナシ枝枯細菌病菌14菌株，Ｅ
JI２WgiibZjae３菌株,火傷病菌に近縁な他の植物病原細
菌11菌株及びニホンナシ花器の表生菌354菌株（酵
母16株を含む）を供試してPCRを行った．また，こ
れらのPCRを行う際に予備試験を行い，非特異反応
が生じないPCR条件を定めた．その結果，グループ
１特異的プライマーセット(EarpoDプライマーセ
ット）では火傷病菌71菌株のみで375bpのDNA断片
の増幅が確認されたが，それ以外の菌株では非特異
反応も含めてDNA断片の増幅は確認されなかった
また，グループ２特異的プライマーセット(EprpoD
プライマーセット)ではナシ枝枯細菌病菌14菌株，
亙脚ﾉIMlZ"e３菌株で375bpのDNA断片の増幅が確
認され，火傷病菌に近縁な他の植物病原細菌４菌株
において375bpとは大きさの異なる非特異的な
DNA断片の増幅がわずかに確認された．しかし，そ
れ以外の菌株では非特異反応も含めてDNA断片の
増幅は確認されなかった．また，グループ１特異的
プライマーセットの火傷病菌の検出限界は４×
104chl/ml,グループ２特異的プライマーセットのナ
シ枝枯細菌病菌の検出限界は,1.４×105cfU/ml,"
JZWzi趣なeの検出限界は5×104chl/mlであった．
これまでに火傷病菌の特異的プライマーセット

３種類の細菌は分子系統学的に２つのグループに
分かれることが強く示唆された．
火傷病菌とナシ枝枯細菌病菌の生理生化学的，遺
伝的，血清学的な差異については，多くの報告があ
り(Beerら(5),Kimら(21),Momolら(45),Mizuno
ら(40),Mizunoら(４１)),ナシ枝枯細菌病菌は火傷病
菌の中のひとつの系統と考えられていた．一方で，
Asianpearblightの病原細菌であるＥj２yr"Mae
は，火傷病菌とよく似ているが,DNA･DNAハイブ
リダイゼーションの値が40-50％を示したことから
別種として提案され(Kimら(22))現在にいたってい
る．近年，これら３種類の菌の各種遺伝子,exopol
ysaccharidesynthesisgene(Kimら(23)),AFLP
markers,gZ℃ＥZ,(Maxson-Steinら(37)),hZpJV
genes(JockandGeider")の分子系統解析の結果
から，ナシ枝枯細菌病菌は火傷病菌よりも皿RWgif
ｏ地eに近縁であることが示された．本研究において，
３種の遺伝子の分子系統解析でもこれらと同じ結果
が得られ，火傷病菌の特異性が改めて示された．
ナシ亜科から分離された火傷病菌は，世界各地か
ら集めた，分離年度，宿主が異なる菌株を用いたに
も関わらず,gyzazpoα宣伝子の部分塩基配列が
分離菌株間でほとんど同一であったこれまでも，
ナシ亜科の火傷病菌は，種レベルにおいて遺伝的に
均一であるとされており(MomolandAldwmckle
(46),Ricoら(58)),今回の結果もこれを支持するもの
であった．しかし，近年のAFLP解析やPFGE解析
(Bazziら(4),ZhangandGeider(８0),Ricoら(56),
Donatら('１))は,火傷病菌のナシ亜科植物分離菌株
について，詳細な遺伝子解析を行い，いくつかのパ
ターンがあることを示しているが,AFLP解析の結
果とPFGE解析の結果の相関については，はっきり
していない(Ricoら(55),Donatら('1)).火傷病菌
は遺伝的に均一でありながら，その中でいくつかの
菌株群が存在していると考えられる.これに対して，
ナシ枝枯細菌病菌はチュウゴクナシ及びセイヨウナ
シから，北海道でのみ，ほんの数年間で分離されて
いるにも関わらず,gW丑zpoａ宣伝子の部分塩基
配列はわずかに異なっていた．これは，ナシ枝枯細
菌病菌として分離同定された菌株が遺伝的にヘテロ
であることを示唆する．さらにこれらの遺伝子配列
は,火傷病菌よりＥ"Wifmaeと相同性が高かった
ナシ枝枯細菌病菌の学名は，日本植物病名目録上
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は,多数報告され(Bereswillら⑯),Bereswillら⑦，
GuiIR)rdら(16),Maesら(34)),これらを応用した
nested･PCRも報告されている(McManusand
Jones(38),Llopら(29)．Llopら(29)は，これらのPCR
による火傷病菌の検出限界を調査し,およそ7×10-
1̅3Chl/mlと報告している．この検出感度は，今回設
計したグループ１，２特異的プライマーセットの検
出感度と比較すると明らかに高いが，火傷病罹病植
物からの火傷病菌の検出において,特異的なDNA断
片の増幅が確認された宿主植物試料から火傷病菌
が分離されない事例も見られる(uopら(29),Maes
ら(34))．この原因としては，火傷病菌の死菌もしく
はコロニーを形成できないほどの微量の細菌を検
出した可能性も考えられるが，全く異なる表生菌を
検出した可能性も否定できない.また,Powneyら(53)
はオーストラリアで分離されたバラ科植物から分
離された表生菌に対して，これら特異的プライマー
セット(Bereswillら化),McManusandJones(38),
Llopら(2帥）によるPCRを行った際に，火傷病菌と
は異なる表生菌において，火傷病菌と同じところに
DNA断片の増幅が確認されたことを報告している．
今回作成したグループ特異的プライマーセットも
PCRのサイクル数を増やせば７×102chl/mlまで検
出することが可能であった．その場合，ニホンナシ
花器の表生菌において，火傷病菌とほぼ同じ大きさ
のDNA断片の増幅が確認された菌株が存在した．こ
のことから，これらの表生菌株で,DNA断片の増幅
がされない条件に定めており，そのため，グループ
特異的プライマーセットの検出限界は低いものと
なっている.PCRによる植物病原体の検出は，プラ
イマーセットの特異性により，その精度が決定され
るが，宿主となる植物体の表生菌に対する特異性は
あまり調査されていない．また，表生菌の菌相は，
気候により異なることが考えられるため，その菌相
を明らかにし，それらに対して非特異反応をおこさ
ないプライマーセットの特異性の検討は，今後重要
になると考える．
現在，国内に火傷病菌ナシ枝枯細菌病菌ならび
に皿ｊ２Jmm"eによる病害の発生は確認されていな
いが，火傷病類似症状が確認された場合，その原因
菌の迅速，正確な同定が必要となるその際，上記
３種の菌に近縁な表生菌が宿主植物上に存在して
いた場合，その同定は困難なものとなると予想され

る．そこで，火傷病菌及び亙”狂2"bmeの宿主であ
るニホンナシの花器から網羅的に細菌を分離し，そ
れらの火傷病菌ならびにＥJ２W2MzZiZzeに対する類縁
性，及び特異的プライマーセットを用いたPCR診断
法で擬陽性反応を起こす細菌の存在について検討
した．茨城県，長野県，鳥取県から採取したニホン
ナシ花器よりLB培地及び火傷病菌用選択培地の一
つであるM-MS培地（水野ら")を用いて表生細菌
の分離を行い,LB培地で278菌株,M･MS培地で６0
菌株の細菌株を得た.１６SrRNA遺伝子の部分塩基
配列から属を推定したところ，最も多く分離された
細菌は恥eαfA7mnna調であり，コロニーの形態上の
類別から推定した分離割合も茨城県で開花直後に
採取した試料を除き，74.2～99.9％を占めた．それ
に次いで勘]jez℃bacteztceaeが0.01～23.9%を占め
た．また，分離された338菌株には火傷病菌ナシ
枝枯細菌病菌EIZJ延施瞳eに近縁の細菌は存在し
なかった．また，これら細菌株について，既存の火
傷病菌特異的プライマーセット２種(Beresw迅ら
(6),Gunfbrdら(16))及び今回作製したグループ特異
的プライマーセットを用いてPCRを行ったところ，
グループ特異的プライマーセットが最も非特異反
応が少なかった．それに次いで,PCRの条件を変更
したGunhrdのプライマーセットの非特異反応が少
なく,Bereswmのプライマーは40%以上の菌株で非
特異反応が観察された．
これらのことから,今回Zpoｎ宣伝子の部分塩基配

列から作製したグループ特異的プライマーは，火傷
病菌,ナシ枝枯細菌病菌,及び亙""ibhaeの検出，
同定に十分利用できると考えられた．
火傷病類似症状が発見された場合には，通常の病
原菌の分離培養及び各種性質（分子生物学的，血清
学的，生理生化学的）や病原性の調査に基づく同定
が行われるが，これらの結果が出るまでには，およ
そ２週間かかる．より迅速に検出，同定を行うため
の一つの手法として，罹病植物体からの直接的な
PCRが挙げられる．もちろんこの手法のみで同定は
できないが，火傷病菌のように宿主範囲が広く，国
内に侵入した際の危険性が高い病原細菌に対して
は，暫定的な同定結果に基づく罹病枝の伐採等の防
除措置を行うことが必要と考えられる．
盆栽ヒメリンゴと発光遺伝子標識された火傷病
菌を用いた火傷病菌の動態及び直接的PCRに供試
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病徴を示している植物体からの初期の迅速な同定
は３種類の異なる試験（２種の血清学的試験，１種
の特異的PCR)を行い,３種の試験とも陽性となら
ない場合は，同時に行う火傷病菌の分離結果に基づ
いて同定を行っている．今回，試料の磨砕に利用し
た温州萎縮ウイルス(SDV)検定用簡易磨砕容器は，
試料磨砕時の試料間の相互汚染を起こしにくく，ま
た，この磨砕液からガラス繊維ろ紙を利用したDNA
抽出法を用いることにより，火傷病菌のPCRによる
検出ができた．さらに磨砕液からの分離も可能であ
ることが示された．このことから，今回行った手法
は，火傷病類似症状が発見された場合，同じ試料か
ら同時に火傷病菌の検出，分離を行うことで，初期
の迅速な同定に十分利用できると考えられる．

する試料部位の調査から，直接的PCRに供する最も
適した部位は発病部と健全部の境界部位であるこ
とが明らかとなった．また，野生火傷病菌を用いた
試験でも同様の結果が得られた．さらに，直接的
PCRと同時に行った選択培地による火傷病菌の分
離結果から，直接的PCRの検出限界は供試部位あた
り106calであることが示された.Llopら⑫9)は，火傷
病菌が持つ特異的なプラスミドであるpEA29を標
的として,nested･PCRにより７×10̅1cfU/mlもの高
感度な手法を開発し，植物体から火傷病菌を検出し
ている．しかし,pEA29を持たない火傷病菌の存在
が報告されていることから，火傷病菌の植物体から
の検出においては総合的にいくつかの技術を組み
合わせる必要があるとしている(Llopら(30),Llop
ら(31)).EPPOの火傷病診断マニュアルにおいても，

摘 要

に配列が異なっていた．このことは，火傷病菌が分
子系統学的にはほぼ単一の系統が広く世界に伝搬し
たのに対して，ナシ枝枯細菌病菌は限られた地域に
多様な系統が存在していたことを示唆した
zpoα宣伝子の塩基配列からグループ1,グループ
２それぞれを検出・識別するための特異的プライマ
ーセットを設計し，実際に各菌株を用いてその特異
性を調査した．グループ’特異的プライマーセット
は火傷病菌のみで，単一の375bpのDNA断片の増幅
が確認された．また，グループ２特異的プライマー
セットはナシ枝枯細菌病菌，亙及y巫壷b雄ｅのみで，
単一の375bpのDNA断片の増幅が確認され，その検
出限界は104̅ 5Chl/mlであった．
国内のニホンナシの花器から網羅的に細菌を分離
し，火傷病菌ならびにAsianpearbnghtpathogen
に対する類縁性，及び特異的プライマーセットを用
いたPCR診断法で擬陽性反応を起こす細菌の存在
について検討した茨城，長野，鳥取各県から採取
した花器より表生細菌の分離を行い，338株の細菌
株を得た.１６SrRNA遺伝子の部分的塩基配列から
属を推定したところ,大部分がfbeummona堀また
はEh掴℃bacternceaeであった．得られた細菌株の
中には，火傷病菌やEj2yrifbZmeに類似している細
菌は存在しなかった.また,これら細菌株について，
既存の火傷病菌特異的プライマーセット２種及び今

火傷病は，火傷病菌(歴･脚zimaa"Uzﾉbwnz"によっ
て引き起こされるナシ，リンゴの最も重要な細菌性
病害の一つで，1780年代に，アメリカ合衆国の東部
で初めて確認された．これまでに，北米大陸ヨー
ロッパ地域，中東地域等40ヶ国以上で発生し，時に
甚大な被害を及ぼしている．本研究では，バラ科植
物（特にリンゴ・ナシ）に火傷病及び火傷病類似の
病害を引き起こす３種類の細菌（火傷病菌，ナシ枝
枯細菌病菌歴･wzima"zzg"bZ"rdについて，分子系
統解析を試みた．さらに，それら細菌を検出・識別
するための特異的なPCRプライマーセットを設計
した．また，火傷病罹病植物からの直接的PCRによ
る診断時に，擬陽性反応を起こす可能性のあるニホ
ンナシ花器に生息する常在細菌の調査を行うととも
に，既存の簡便な手法を利用し，実際の利用場面に
おいて検出に適した試料の採取部位及びその検出感
度について調査を行った．
火傷病菌ナシ枝枯細菌病菌,""zzgifZiaeにつ
いて,１６SrRNA遺伝子,gW丑遺伝子,Zpoα宣伝子
の部分的塩基配列を決定し,分子系統解析を行った．
その結果，３種類の細菌は２つのグループに分かれ
た．グループ１は火傷病菌，グループ２はナシ枝枯
細菌病菌ならびに亙旦"Emliaeを含んでいた．火傷
病菌のgwEzz'α恥宣伝子の配列は，ほとんど同一
であった．一方でナシ枝枯細菌病菌は互いにわずか
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回ZXﾌo酎貴伝子の部分的塩基配列から作成したグル
ープ特異的プライマーセットを用いてPCRを行っ
たところ，今回作成したグループ特異的プライマー
セットが最も非特異反応がなかった
PCRによって病原体を罹病植物体から直接検出
するために,PCR反応を阻害する物質の除去及び’
罹病植物体のどの部位がPCR用試料として適して
いるかを調査した．発光遺伝子標識された火傷病菌
及び野生の火傷病菌を盆栽ヒメリンゴの新梢に付傷
接種し，細菌の再分離と直接的PCRを試みた．簡易

磨砕容器で試料を磨砕し，ガラス繊維ろ紙を用いた
簡便迅速なDNA抽出法により,PCR用の鋳型DNA
を抽出して行った.PCR用試料として最適な部位は
発病部と健全部の境界部位であり，その時の検出限
界は切り出し部位あたり105̅ 6ChXであった．
これらの研究結果は，万が一火傷病菌が日本に侵

入した際の同定作業の迅速性，正確性を高めること
に寄与するとともに，他の植物病原細菌に対しても
応用可能と考えられた．
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Ｓ加diesonPhylogeneticAnalysesand

DetectionMethodOfFireBnghtPathogen
anditsCIoselyRelatedBacteria

ThkayukiMatsuura*

Summary

1.Infroduction
Fireblight,causedby"rwzimaa"ｙわvp",istheworld'smostimportantbacterialdiseaseofpearand

apple.ItwasfirstreportedintheeasternareaoftheUnitedStatesofAmerica(HudsonVaney;New
YbrkState)inthel780s.ThereafterthediseasespreadsouthandwestwardmtheUSA.Inearlyl900s,
thediseasewasconfirmedallovertheUSA.Furthermore,thefirstoccurrenceoffirebnghtwas
mentionedasearlyasthel８４0sinCanada.Sincel924,thediseasehasspreadtoanpearandapple
growingareasofCanada.Ontheotherhand,thereportsoffireblightcamefromNewZealandinl919,
fromEnglandinl958,andfifomEgyptinl964.FireblighthasbeenspreadinginEuropeanandMiddle
Easeterncountriesandoccasionanycausesseveredamage.Thereareabout40countriesknownwith
fireblightworldwideatpresent.
EIzwimaanUzbvmahasnotbeenisolatedinJapan.However,bacterialshootblightofpearwith

symptomsresemblingfireblightwasreportedandthecausalpathogencloselyrelatedtoEIa"ZJzIbvDzwa
wasassignedto盈・wEimasp.ThisdiseasewaseradicatedbyJapanesegovernmentalemergencycontrol
measuresandhasnotbeenreportedsinceeradication.&wimaamJz"vamaalsohasnotbeenisolatedm
SouthKorea・Inl９９９,anewdiseasew辻hsymptomsresembhngfireblightwasreportedonAsianpears
inSouthKorea.Thecausalagentwasnamed且ｊ２ymmZme.
Inthisstudy;thephylogeneticrelationshipsamongEazzZJz""zwa,"zwimasp.(thepathogenof

bacterialshootblightofpealj,andEIIZmibZiaewererevealedonthebasisoftheircommonnucleotide
sequences.Forthedetectionandidentificationofeachbacterium,PCRprimersweredesignedusingthe
nucleotidesequences.EpiphyticbacteriaonJapanesepearnowers,whichmaycausemisidentification
inthediagnosisoffireblightusmgdirectPCR,weremvestigated.Thesensitivityandsuitablesitesfbr
directPCRwerealsoinvestigated.

2.PhylogeneticrelationshipsamongZazzUmwDzE,"･wzfnなsp.(thepathogenofbacterialshootblightof
pear),andZply唾施幽e
Phylogenetictreesweremadebasedonthesequencesofl６SrRNA,gJzzEand卒ｏDgenesof"
a"狐bw'Dzwa(２８isolates),"･wEZmasp.(thepathogenofbacterialshootblightofpear9isolates),and"
J2mibZiae(2isolates).ThegWeBgenesencodethesubunitBproteinofDNAgyrasewhiChistheenzyme
responsiblefbrintroducmgnegativesuperconsintobactelialchromosomesandplaysacrucialrolein
thereplicationofchromosomes.ThezpoDgenesencodetheo70factorwhichisoneofthesigmafactors
thatconferspromoter･specifictranscriptioninitiationonRNApolymerase.Thetreebasedonl６SrRNA
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genesequencesdemonstratedlowreliabilityOntheotherhand,thetreesbasedongymBandZ〃QD
demonstratedveryhighrehab世呼Ineachtree,the39isolatesfbrmedtwogroups:GGgroupl"containing
fireblightpathogenisolatesand"group2"containingbactelialshootblightpathogenandAsianpeal､
pathogenisolates.Furthermore,thetreebasedoncombinedl6SrRNA,g"EandzPoDsequenceswas
similartothegWBbasedandZX7oDbasedtrees・Thus,phylogeneticanalysessuggestedthatisolates
fiPomthethreediseasescould.bedividedintotwogroups.
ThegwaBand"QDsequencesofthe25EazzＵ北w'Dzaisolates,exceptfbrisolateshPomＥ幼ussp.,were

almostidentical.Meanwhile,thegｿErBandzZ7oDsequencesoftPe9isolatesofbacterialshootblightof
pearpathogenwereslightlydiffbrentfi@omoneanotherLThe２５"a型"bwazaisolateshadbeenisolated
figomdiHerentgeographicalareas,differenthostplants,andatdifferenttimes.The9isolatesof
bacterialshootblightofpearhadbeenisolatedonlyfromtheHokkaidoregioninJapan,onlyfrompear
plants,andonlyduringaperiodofseveralyears.TheseresultssuggestedthatZanMbwnma,exceptfbr
Ezめ"sstrains,wasahomogeneousgroupwhichhadbeenspreadworldwide,andthatthepathogenof
bacterialshootblightofpearwhichwasaheterogeneousgroup,existedmalhnitedregion.

３.Designofp血nershrthedetectionandidentmcationofbacteriabelongingtogroupland２
Theprimerswhichcandistinguishbacteriabelongingtogroupland２basedonthezX7oDgene

sequencesweredesigned.ThespecificityoftheseprimerSwasinvestigatedusing71isolatesof"
a1z拠りvazla,14isolatesofbacterialshootblightofpearpathogen,3isolatesof""秘迩bZiaaandll
isolatesofcloselyrelatedbacteria・Thegroupl-specificprimersetamplified３７５bpofDNAfiPomanof
the７１且a"UEbvoIwaisolates,butnotfromotherisolates.Thegroup2-specificprimersetamplified375
bpofDNAfifomallofthel4isolatesofbacterialshootblightofpearpathogenand亙只"mZiaebutnot
fromanyofthe71亙a"UZﾉbvamaisolates,theonlyothersizeofamplificationwasrecognizedin4isolates
ofcloselyrelatedbacteria.ThedetectionlimitsoftheseprimerswerelO4-5cfil/m１.

4.EpiphyticbacteriainhabitingJapanesepearmowers
EpiphyticbacteriawereisolatedfiPomJapanesepearflowersinJapan,andwereinvestigatedfbrthe

relationshiptoEamJzbwazYa,thepathogenofbacterialshootbhghtofpear,or亙J2Jmgifme・Atotalof278
bacteriawereisolatedfiwomJapanesepearflowersinthreeareas(Ibaraki,Nagano,andTbttori
prefectures)usingLBmedium.Atotalof60bacteriawerealsoisolatedusingasenn-selectivemedium
br亙ａ辺ｿ必vDza.Part ia l l6SrRNAgenesequencesimnar i tyandcolonycountrevealedthat
"ezI("zz]Qzzasspp.andEI"ｵ巳z℃bacjeriaceaedomnatedonJapanesepearnowers.Thesebacteriawere
notcloselyrelatedto"a"びわvazE,thepathogenofbacterialshootblightofpear,or"1"亜fhae.A11of
the338bacterialisolateswerecheckedfbrthefalsepositivereactionusingthepresentandnewly
designedprimers.Thus,thenewlydesignedprimerswereconsideredtobepracticalfbrthedetection
andidentifcationofZa型ＪzbwnzaevenfifomJapanesepearnowers.

5.PCRdetectionof亙ａ型》北wazaminfectedplantmaterial
ItwasnecessarytoidentibrsuitablesitesondiseasedplantsfbrPCRandtoremoveinhibitorsfrom

thembrPCR・Therefbre,anEanUz/りvoz"isolatetaggedwithbioluminescencegeneswasusedto
examinethebehaviorandmovementofthepathogenininoculatedappleshoots.Thesectionsofshoots
withorwithoutsymptomsandluminescencewereusedfbrisolationandPCRdetection・DNAwas
extractedfromthesectionsusingasimplegrindingtubeandglassfiberfilterpaper.Fromsymptomatic
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sections,105-7cfilofZa"びわvひrataggedwithbioluminescencegeneswereisolated,andthe375bpDNA
fragmentwasmostlydetectedbyPCR.HoweveISfromonesymptomaticsection,neitherZa辺沈”麺
northefiPagmentwasdetected.Ontheotherhand,figomasymptomaticsections,102-4cfUofthepathogen
wereisolated,butthefragmentwasnotdetectedbyPCR.Theborderofhealthyanddiseasedtissuewas
asuitablesitefbrdetectingthepathogenandthefragmentbyPCR.Appleshootsmoculatedwithawnd
且a型"bwazHisolatewerealsomvestigated.Elevenoutofan12inoculatedshootsshowedthetypical
symptoms.Fromthesymptomaticshoots,105-6cfilofwndZa辺yzんvDzawereisolated,andthefiPagment
wasdetectedbyPCR.Ontheotherhand,fifomtheonesymptomlessshoot,Za辺yzんvひrawasisolated,
butthefragmentwasnotdetected.

6.Conclllsion
Inthisstudyithephylogeneticrelationshipsamong且ａｎＵｺbv'nzE(thepathogenoffireblight),段･wfiF7"

sp.(thepathogenofbacterialshootbnghtofpealj,andEJ２mfnZiae(thepathogenofAsianpearblighO
wereinvestigatedusingthesequencesofl６SrRNA,釘硬Eandz汐QDgenes.Thirty-nineisolates
belongingtothespeciesfbrmedtwodistinctmonophyleticgroupsinthephylogenetictreesconstructed
basedonthegWBgene,zﾕﾌoDgene,oracombinationofthethreegenes,"groupl"containingthe
pathogenoffireblightand"group2''containingthepathogenofbacterialshootblightofpearandthe
pathogenofAsianpearbnght.Thepathogenoffireblight,exceptfbrisolatesfrom""6zIssp.,was
homogeneousfbrsequencesofgWtBand鞭QDTheprimerswhichcouldamplifythe“ＱＺﾌgenesequences
specifictogroupland2weredesigned.Theseprimersweredemonstratedonlyfbreachgroup
containingisolatesamplifyingauniqueDNAfifagment.ThesuitablesitefbrdirectPCRdetectionoffire
blightpathogenfromtheinfectedplantwasrevealed.Theborderofhealthyanddiseasedtissuewas
v e r y s u i t a b l e b r P C R ． 、
Theseresultswmcontributetothedetectionandidentricationofthepathogenoffireblightfrom

infectedplantsifthepathogenentersintoJapan・Furthermore,thesemethodsshouldalsobeapphcable
tootherplantpathogemcbacteria.


