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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.
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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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