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1　は　じ　め　に

日本国内においてリンゴ果実疫病を引き起こす疫病菌と

して，Pんygopん仏orαCαCZ0mm，P．CαmbgUOrα，P．

Sッrgngαeの3種が知られている。f，．CαCわrUmlJ及び

P．Cαmbわorα2’は主に幼巣に被害を与え，P．Sッrfngαe

は収穫期から貯蔵中の成熟果に被害3）を与えることが報告

されている。

Pんγわpんとんorα属には所属する種が多く，日本国内だ

けでも20数種が報告されている。P／lツfop如九orα属繭の

識別は従来，培養性状や繁殖器官の形態に基づいて行われ

てきた。しかし，リンゴ果実に被害を与える3種類の

P恒op山九orα属菌は，被害巣の外観から病原の識別が

困難なこと，また従来の方法では識別に手間と経験を要し

ていたことから，迅速な病原診断技術の開発が求められて

いる。そこでPhy10Phlhora属菌のrDNA－ITS領域解

析を行い，種特異的なPCRプライマーを用いたリンゴ果

実疫病菌の識別法の開発を試みた。

2　試　験　方　法

（1）供試薗株及び培養方法：供試菌株として日本国内で

分離されたPんッopん班orα属菌10種16南棟を供試した

（表1）。各供試南棟はⅤ－8ジュース寒天斜面培地で保

存し，DNA抽出にはCV－8液体培地上，20℃で3～4

日間静置培毒した生菌体を使用した。

（2）菌体DNAの抽出及びrDNA－lTS領域のPCRに

よる増幅：CV－8液体培地上で培養した菌体はペーパータ

オルで水分を除いて液体窒素とともに磨砕し，常法に従い

フェノール抽出，RNase処理，PEG処理を行いDNA

を抽出・精製した。PhyLophthora属菌のrDNA－lTS領

域のPCRによる増幅はWhiteらの設計したプライマー．

ITSl（5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’）及びI

TS4（5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’）を用い，

遺伝子増幅装置（Perkin Elmer．GeneAmp System

9600）で変性（94℃，1分），アニーリング（55℃，2分），

伸長（75℃，3分）を30回繰り返して行った。PCRによっ

て増幅されたDNA断片は2％アガロースゲル電気泳動

によって確認した。

（3）供試薗株のITS－RFLPによる種間多型の確認：増

表1　本試験に用いた菌株

種　　名　　　　　薗株名　　　　分　離　源

P恒叩柚ordmrg0mm

Pわ血p摘ordCdmかUOrd

叫叫血hm御嶽

P頓叩柚orαdnnCmOmi
Pわ叩柚orα　かop加ord
Pb叩頭orαゆぶ加S

Pんッ‘叩ん班orαmeg叩erJnα

P恒叩柚orα花は0血乃αe

Var．mCO烏d花αe

P如叩血血肌日加0加几αg

l■ar．pdmgよれ化

P妙叩如orα5）・r嘲αe

加わorα〃‘

A－230　　　土　壌

1ⅠÅFF235096　チューリップ

A一朗（Å■）リンゴ椴部

A－265（AZ）リンゴ椒部

AP－3　　　リンゴ棍郎（MlH06）

SHPA－1　リンゴ板部（1m106）

ltAFF305920　スイカ

11AFF305921　ナ　ス

ltAFF305565　イチイ

ltAFF305938　オウレン

ltAFF235弧】　パレイショ

11ÅFF235802　デイズ

llAFF235785　イタチカズラ

llAFF305796　ニチニチソウ

KL－10　　　リンゴ果実（ふい

ltAFF235805　アズキ

幅されたrDNA－ITSのDNA断片はDNA精製用スピン

カラム（TaKaRa SUPEREC－02）を用いて未反応プラ

イマー及びdNTPを除去した。精製したDNA断片は，

制限酵素仇乃fI，〃αe町〟叩Ⅰ及びr班HB8Ⅰを

用いて37℃（γとんHB8Ⅰは65℃），2時間処理を行った

後，2％アガロースゲル電気泳動によってRFLPによる

種間多型を確認した。

（4）種特異的PCRプライマーの設計及びそれらを用い

たリンゴ果実疫病菌の識別：P．CαCgOrα刑，ク．CαmわgUOrα

及びP．S）′ringaeのtTS領域を含むDNA断片は大腸菌

プラスミドベクター（Promega，pGEM－T）に組み込ん

だ後，大腸菌（TaKaRa，JMlO9コンビテントセル）でク

ローニングを行い，DNAシーケンサー（Perkin Elmer，

ABI PRISM GENETIC ANALYZER310）により塩

基配列を決定した。決定された塩基配列を基に3種のリン

ゴ果実疫病菌に対する種特異的PCRプライマーを設計し

た。これらのPCRプライマーを用いて，PCRによる3

種リンゴ果実疫病歯間の識別及び種々のPんyqpん班orα

属菌とリンゴ果実疫病菌の識別を試みた。
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図1疫病菌のlTS－RFLP（HaeⅢ処理）

3　試験結果及び考案

Whiteらの設計したITS領域増幅用プライマー（lTS

l．lTS4）を用いて供試薗株のITS領域をPCRにより

増幅を試みた。その結果，すべての供試菌株で約900bpの

増幅DNA断片が現れた。これらのDNA断片を制限酵

素銑乃rI，〃αeⅢ，〟spI及びγ班HB8Ⅰで処理し

た結果，いずれの酵素処理においてもPんγqP如orα属

繭の種毎に異なるバンドパターンが現れた（図1）。この

ことから汀S領域の塩基配列の差異を勘こ樺の識別が可

能と考えられた。

さらに．P・CαCfor〟爪，ク．Cαm鋸UOrα及びP．Sγrgngαe

のlTS領域の塩基配列を決定し，3種のリンゴ果実疫病

菌を特異的に識別可能なPCRプライマーを設計した。こ

れらのプライマーを用いてPCRを行い，3種のリンゴ果

実疫病歯間の識別及び他種P旬op山九orα属菌とリンゴ

果実疫病菌の識別を試みた。その結果，P．CαCgorUm識別

用プライマーを用いてPCRを行った場合はP．CαC‘0mm

で予想された長さのバンドが現れたが，戸．Cαmあより0mの

一部の薗株，また．P．cg几几αmO′如．ク．g′l々sZα那及びP．

几gCOgわれαeにおいてもバンドが現れた（図2A）。これら

以外のP yOp加わorα属菌ではバンドは現れなかった。

ク．cdmと〉guorα及び，ク．cf乃乃αmOm～はP．CαC‘0mmと

バンドの長さが異なったため互いの識別は可能であったが，

ク．gJlルS‘α几S及びP∴mkoわα几αeはP．CαCgorUmと同じ

長さのバンドが現れたため識別は不可能であった。このた

めP．CαCfOrUm識別用プライマーは今後再設計が必要と

思われた。P．Cαmb～UOrα識別用プライマーを用いた場合

はP．C（lmゐgUOnZのみで予想された長さのバンドが現れ，

他種のPんッ‘op如ord属菌ではバンドが現れなかった

（図2B）。同様に，戸．Sッrg几gαe識別用プライマーを用い

た場合もP．SッrJngαeのみで予想された長さのバンドが

現れ　他種のPんッgOp九班orα属菌ではバンドが現れなかっ

た（図2C）。以上からク．Cαごねmmについて識別用プ

ライマーの改良が今後必要であるが，種特異的プライマー

を用いたPCRによって．3種のリンゴ果実疫病南開の識

別や．他種のPんγOpん班orα属歯からリンゴ果実疫病菌

のみを迅速に識別することが可能と思われた。
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図2　PCRによるリンゴ果実疫病歯の識別

A．賞Cd亡紬mm検出用プライマーでのPCR産物
8．吾Cα用かuord
C．たり・rmgde

4　ま　　と　　め

リンゴ果実疫病菌として3種のP鳥ッ叩山九orα属菌が

報告されている。これらを互いに，また他種Pんッop加orα

属菌から容易に識別することを目的にrDNA－ITS領域の

構造解析を行い，リンゴ果実疫病菌をPCRによって識別

するためのプライマーを設計した。本プライマーを用いた

PCRによって3種のリンゴ果実疫病菌の識別は可能であっ

島さらに3種のリンゴ果実疫病菌を他種PんyfOp如んord

属菌から識別することも可能であった。
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