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第 1 章 緒論 

 

	 青枯病は，植物病原性細菌 Ralstonia solanacearum によって引き起こされる土壌伝染性病害であ

る．本病害は，経済的に重要なナス，トマト，ジャガイモなどのナス科植物をはじめ，200 種以上

の作物を侵し，熱帯，亜熱帯および温帯地域を中心に発生している（Hayward, 1991）．日本では，

ナス科やウリ科など 22科 42種の植物で発生が確認されている（堀田・土屋，2009）．青枯病菌は，

宿主の違い（レース，1−5）による分類（Buddenhagen and Kelman, 1964；He et al., 1983b）， 炭素源

の代謝能（biover, 1−5および N2）に基づく分類（Hayward, 1964, 1991），16S rRNAや hrpB, egl等の

病原性関連遺伝子などの塩基配列情報に基づく分類（phylotype）が行われている（堀田・土屋，2012）．

また，日本では 4種のナス属植物に対する病原性の違い（菌群，I−V）によって分類されている（尾

崎・木村，1992）．本細菌は，種々の分類によって系統が異なる菌株が多く存在している． 

	 本細菌は，土壌中で根の傷口や自然開口部から植物に感染し，植物内に侵入した青枯病菌は茎内

に移行し，菌の増殖に伴いシグナル物質 3-ヒドロキシパルミチン酸メチルエステル（3-OH PAME）

や 3-ヒドロキシテトラデカン酸メチル（3-OH MAME）を生産し，その濃度が閾値に達することで

病原性因子の発現に関わる遺伝子が連鎖的に活性化され，phcA遺伝子の活性化によりエンドグルカ

ナーゼ（Egl）やペクチンメチルエステラーゼ（Pme）などの植物細胞壁分解酵素や菌体外多糖類（EPS）

などの病原性因子を発現する（Fig. 1-1）（Clough et al., 1997；Flavier et al., 1997；Schell, 2000；Genin 

and Denny, 2012；Kai et al., 2015；Hikichi et al., 2017）．青枯病菌によって生産される EPSにより植

物の導管が閉塞し，植物体は萎凋・枯死する（Fig. 1-2）（Kao et al., 1992；Saile et al., 1997）． 

	 青枯病の防除法として，主に化学農薬，太陽熱，熱水による土壌消毒や抵抗性品種の利用が行わ

れている．しかし，本病害が一度発生すると，青枯病菌は土壌深部，植物残渣や雑草根域で生存し， 
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Fig. 1-1	 The regulatory network of R. solanacearum in late stages of host colonization, adapted from 

Schell (2000), Álvarez et al. (2010), Genin and Denny (2012), and Hikichi et al. (2017). 
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Fig. 1-2  Symptoms of bacterial wilt caused by R. solanacearum. 
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太陽熱や熱水による土壌消毒では，土壌深部における菌を十分に防除するのは困難である（山口ら，

1987；大城ら，2009）．また，土壌消毒剤として使用される臭化メチルは，オゾン層破壊物質であ

ることから全廃され，クロルピクリン燻蒸剤等の化学農薬は，第一種指定化学物質として規制され

ている．そのため，環境負荷や食の安全・安心の観点から環境負荷の少ない防除法の開発が求めら

れている．ナスやトマトの青枯病防除法では，抵抗性台木植物を利用した接ぎ木による耕種的防除

が普及しており，最も効果的な防除法となっている（山川，1981；Hayward, 1991）．しかし，抵抗

性台木として用いられる抵抗性植物をも侵す菌群の存在（尾崎，1990）および栽培温度などによっ

て抵抗性台木の罹病化すること（Krausz and Thurston, 1975；Date et al., 1994；Nakaho et al., 1996；伊

達・那須，2004；中曽根，2008）が報告され，新たな防除法の確立が求められている．そこで環境

保全型の新規防除法として，有用微生物を用いた生物的防除法への関心が高まっている． 

	 環境保全型の防除技術として，いくつかの微生物資材が実用化されているが，その数は世界的に

みても極めて少なく，化学農薬の約 1%に過ぎない（Fravel, 2005）．日本においても，生物農薬とし

て認可された資材は 26 剤があり，その内訳は，細菌製剤が 15 剤，糸状菌製剤が 10 剤，ウイルス

製剤が 1剤である（百町ら，2014）．そのほとんどが 2000年代に開発されているが，化学農薬に比

べて効果が安定しないことや資材コストが高いなどの理由から普及していない資材も多い（吉田・

對馬，2013；百町ら, 2014）．細菌を利用した製剤には，Bacillus属や Pseudomonas 属などの内生細

菌や非病原性細菌の製剤が実用化されている（吉田・對馬，2013）．内生細菌の製剤には，灰色カ

ビ病やうどんこ病の生物農薬として， B. subtilisを製剤化したボトキラー水和剤やバチスター水和

剤などがあり（川根，2001；吉田・對馬，2013），レタス腐敗病，ハクサイ黒斑点細菌病やキャベ

ツ黒腐病などの生物農薬として，P. fluorescensを製剤化したベジキーパー水和剤が市販されている

（小木曽，2008）．非病原性細菌を利用した製剤では，軟腐病やカンキツかいよう病の防除剤とし
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て軟腐病菌 Erwinia carotovora の非病原性株を製剤化したバイオキーパー水和剤やエコメイトが普

及している（高原，2001；吉田・對馬，2013）．青枯病に対応した生物農薬の開発に向けて，Bacillus

属や Pseudomonas 属などの内生細菌を用いた研究が数多く行われているが（Jetiyanon, 2007; Ramesh 

et al., 2009; Vanitha and Umesha, 2011; Ramesh and Phadke, 2012; Hyakumachi et al., 2013; 相野，1995, 

2016），実用化された例は少ない．これまでに P. florecensを有効成分とする資材が実用化されたが

（相野，2008），現在では生物農薬として失効しており，青枯病に対応した生物農薬の開発は早急

な課題である． 

	 細菌を利用した青枯病防除法の一つとして，自発的突然変異による R. solanacearumの表現型変異

株を利用した防除法が研究されている（Chen and Echandi, 1984；Trigalet and Trigalet-Demery, 1990；

Hara and Ono, 1991；Arwiyanto et al., 1994a, b；嚴原ら，2002；小川ら，2011，2012a，b；黒木ら，

2016）．青枯病菌の野生株は，液体培地，土壌，植物内，植物の水抽出液などで，流動性の白色コ

ロニーから非流動性の赤色コロニーに表現型変異（Fig. 1-3）を起こす (Kelman and Hruschka., 1973; 

Mori et al., 2007, 2011, 2012)．表現型変異株（以下，PC株）は，EPS，Eglや Pmeのような病原性因

子の産生性が低下しているため，弱病原性もしくは非病原性を示す．PC 株は，ポリガラクツロナ

ーゼ（PehA）活性と運動性が増進しており，宿主組織内で増殖能を有するが，萎凋症状を示さない 

(Kelman, 1954; Husain and Kelman, 1958; Denny et al., 1988; Brumbley and Denny, 1990; Denny and Baek, 

1991)．タバコ，トマト，ナスおよびジャガイモなどの植物では，PC 株を事前に接種することによ

り，病原菌感染後の青枯病の発病が抑制される（Fig. 1-4）ことが知られている（Chen and Echandi, 

1984；Trigalet and Trigalet-Demery, 1990；Hara and Ono, 1991；Arwiyanto et al., 1994a, b；嚴原ら，2002；

小川ら，2011，2012a，b；黒木ら，2016）．タバコでは，PC株の抗菌物質生産株の前接種によって

発病が抑制されること（Chen and Echandi, 1984），PC株の非病原性変異株よりも弱病原性変異株を 



 

 6  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-3  Phenotype conversion (PC) of R. solanacearum wild-type strain to PC mutant. 
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Fig. 1-4  Biological control of bacterial wilt by PC mutant of R. solanacearum. 
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接種した場合において，効果的に発病が抑制されること（Hara and Ono，1991），PC株の熱処理死

菌接種でも，発病が抑制されることが報告されている（Tanaka, 1983）．一方，トマトやナスでは，

加熱死菌の接種よる防除効果は得られていない（Arwiyanto et al., 1994a：小川ら，2011, 2012a）．ト

マトにおいては PC株培養ろ液を利用した防除法が試みられているが，その防除効果は低く，PC株

生菌の接種では青枯病菌に対して静菌作用を示すトマチンの生成量が増加し，発病が抑制されるこ

とが報告されている（Arwiyanto et al., 1994a, b）．PC株による青枯病防除効果は，長期間の栽培によ

って低下すること，ナスにおいては PC株による防除効果には品種間差があること，PC株および野

生株の系統によって防除効果に差異があることが明らかになっている（嚴原ら，2002；小川ら，

2011；2012a）．このように，PC株による防除効果は，植物種および品種による差異，PC株の生死，

青枯病菌の系統による差異などによって影響し，防除効果が不安定であるといえる．また，PC 株

による青枯病防除法は実用化に至っておらず，その課題として，様々な系統の野生株や多くの植物

種および品種に対して，防除効果を有する PC 株の系統選抜および効果的な接種方法の確立が求め

られる．さらに，PC株による青枯病防除機構には，PC株が有する抗菌作用（Chen and Echandi, 1984; 

Hara and Ono, 1991; Arwiyanto et al., 1994a; 小川ら，2012a），PC株と病原菌の植物内の定着場所や栄

養をめぐる競合（嚴原ら，2002；Trigalet and Trigalet-Demery, 1990），植物内の PC株の定着による

病原菌の定着阻害（Hara and Ono, 1991; Arwiyanto et al., 1994a; 小川ら，2011, 2012b），植物への抵抗

性誘導（Arwiyanto et al.,1994b, Chen et al., 2015）など複数の要因が考えられているが，実用的かつ

効果的な防除法の確立のためには，PC株による青枯病発病抑制の主要因の解明が不可欠である．   

	 そこで本論文では R. solanacearumの表現変異株（PC株）を利用した青枯病の生物的防除法の確

立に向けて，青枯病防除に効果的な PC 株接種技術と PC 株による青枯病の防除機構を明らかにす

ることを目的とし，第 2 章では液体培地における PC 株と野生株の特性および PC 株培養ろ液にお
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ける野生株の増殖抑制を明らかにし，野生株の増殖抑制効果が高い PC 株培養ろ液を選抜した．第

3章では系統の異なる PC株と PC株培養ろ液を罹病性トマトと罹病性ナス数種類に接種し，高い防

除効果を発揮する PC 株の選抜を行った．第 4 章では土壌中と植物内における野生株と PC 株の定

着量を調査し，高い防除効果が得られる PC 株接種条件における植物内の PC 株と野生株の定着量

を明らかにした．さらに植物組織内における PC 株の定着が野生株の定着抑制に及ぼす影響を調査

するため，蛍光標識した青枯病菌を用いて植物組織内における菌の挙動を調査した．第 5章では感

染特異的タンパク質遺伝子の発現を半定量解析し，PC 株接種による植物への抵抗性誘導を調査し

た．さらに，PC 株を接種した植物の生育，果実収量および果実品質を調査した．第 6 章では青枯

病防除に効果的な PC株接種技術と PC株による青枯病の防除機構について総合考察し，PC株を利

用した青枯病の生物的防除法の展望について総括した．  
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第 2 章 液体培地中における青枯病菌の野生株と表現型変異株の競合 

第 1 節 液体培地中における青枯病菌の野生株と表現型変異株の増殖特性 

 

緒言 

	 青枯病菌は，表現型変異（Phenotype conversion: PC化）する特性を有し，表現型変異株（PC株）

は，病原性因子の発現調節を司る phcA遺伝子が変異しており（Brumbley and Denny, 1990；Poussier 

et al., 2003），野生株に比べて菌体外多糖類，エンドグルカナーゼ，ペクチンメチルエステラーゼの

生産能は低下する一方で，phcA遺伝子により負に制御されているポリガラクツロナーゼの活性や鉄

獲得に関与する有機化合物シデロフォアの産生能は増加する（Kelman, 1954；Denny et al., 1988；

Brumbley and Denny, 1990；Bhatt and Denny，2004）． PC化は，培地中で長期間培養することで誘発

されやすく，栄養飢餓，溶存酸素の減少による環境ストレスや外来 DNA の取り込みが引き金とな

ると考えられている（横山・小川，2005；Zhu et al., 2010；Genin and Denny, 2012, Mori et al., 2012）． 

	 青枯病菌の最少栄養培地で青枯病菌の PC株と野生株を単独で培養した場合，PC株が野生株より

も早期に増殖し，野生株は PC株よりも増殖速度は遅いが，PC株よりも高濃度に増殖することが報

告されている（Khokhani et al., 2017）．一方，超純水中やナスの水抽出液中では，表現型に関係なく

両菌株とも同様に増殖することが明らかになっている（Wakimoto et al., 1982；小川ら，2011）．こ

れらのことから，培地中における PC 株と野生株の増殖は，培地の種類によって異なるといえる．

また，PC株と野生株を混合培養し，それぞれの菌の増殖を調査された知見は少なく，PC株が共存

する培養条件における野生株の増殖や PC 化への影響について，複数の培地を用いて調査する必要

がある． 

そこで本研究では，液体培地中における野生株と PC株の増殖特性を調査するため，異なる培地組 
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成の液体培地中で両菌株を混合培養し，菌の増殖量と野生株の PC 化を調査した．さらに，青枯病

菌を培養した後の培養ろ液を培地として用いて，野生株と PC株の増殖に及ぼす影響を調査した． 

 

材料および方法 

供試細菌 

	 青枯病菌 Ralstonia solanacearum の病原性株（野生株）として，トマトより分離された 8238（MAFF 

301528，レース 1，biovar 4，phylotype I）の 50 µg mL-1リファンピシン自然耐性株である 8238rifを

供試した．また， PC株として，野生株 8238に感染したナスより分離された PC株の 50 µg mL-1ス

トレプトマイシン自然耐性株である E-PCstrを供試した．供試菌株は 15%グリセロールを含んだ BG

液体培地（蒸留水に 1%ペプトン，0.1%カザミノ酸，0.1%イーストエクストラクトおよび 0.5%グル

コースを加え，pH 7.0に調製後，110℃10分オートクレーブしたもの）（Saile et al., 1997）中に－80℃

で保存した． 

接種源の調製 

	 凍結保存した菌株を BGT培地（BG培地に 1.5%の寒天とメンブレンフィルター（0.2 µm）で滅菌

した 50 µg mL-1テトラゾリウムクロライドを加えたもの）に画線塗抹し，28℃で 48時間培養した．

形成した任意の形態の単コロニーを 4 mL BG液体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 24時間

振とう培養した．培養液 40 µLを 4mL BG液体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 15時間振と

う培養した．培養液を，分光光度計で 600 nm の波長の吸光度を測定し，既知の検量線（総菌数＝

（171160276×吸光度＋16614）×希釈倍数）により総菌数を推定した．培養液を遠沈管に移して 7500

×g，4℃，15分間遠心分離した．上澄みを捨て，滅菌水を加えて再度遠心分離し，沈殿物を菌体と

した．分光光学法により求めた総菌数をもとに，野生株および PC 株の菌体を，任意の濃度に滅菌
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水で希釈し菌液とした．生菌数は，調製した菌液を段階的に希釈し，BGT培地にプレーティングし

てコロニー数を計数することにより測定した． 

BG 液体培地中における PC 株と野生株の増殖 

	 BG液体培地 4 mLに PC株と野生株を約 102 cfu mL-1になるように接種し，28℃で 24日間静置培

養した（混合培養区, Co-culture）．また，PC株と野生株をそれぞれ単独で接種し，同様に培養した

（単独培養区，Mono-culture）．培養後 24 日間の菌濃度は，経時的に希釈平板法により算出した．

PC株の菌濃度は，50 µg mL-1ストレプトマイシン添加 BGT培地にプレーティングし，野生株の菌

濃度は，希釈液を 50 µg mL-1リファンピシン添加 BGT培地にプレーティングすることで測定した．

菌濃度は各区 6サンプルの平均とし，log (cfu mL-1+1) で表した．また，BG液体培地を 100倍希釈

した 1/100BG培地を用いて同様の実験を行った（n=3）． 

異なる培地中における PC 株と野生株の増殖と野生株の PC 化 

	 培地として，BG液体培地，青枯病菌の最少栄養液体培地（MM液体培地：10 mM K2HPO4，5.5 mM 

KH2PO4, 1 mM MgSO4・7H2O，9.5 mM (NH4)2SO4，0.1 mM CaCl2・2H2Oおよび 0.5%グルコースを添

加したもの）（Bhatt and Denny, 2004）および超純水を用いて，各 4 mLの培地に PC株と野生株を単

独または混合で接種（102-103 cfu mL-1）し，接種後 0, 2, 7, 14, 21日目の菌の増殖を調査した．実験

は，各区 3-6サンプル用いて行い，各菌株の菌濃度を希釈平板法により調査した．また，野生株が

PC 株に変異した PC 化率は，リファンピシン添加 BGT 培地上で顕著に流動性を失ったコロニーを

PC株コロニーとして計数し，以下の式により算出した．PC化率（%）＝非流動性コロニー数 / 総

コロニー数×100． 

青枯病菌の培養ろ液が PC 株と野生株の増殖に及ぼす影響 

青枯病菌の培養ろ液の調製 
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	 BG液体培地（pH 7.0）4 mLに PC株と野生株を約 102 cfu mL-1になるように単独または混合接種

し，28℃で 24日間静置培養した．それら培養液を 7500×gで遠心分離後，上澄みを 0.45 µmのメン

ブレンフィルター（DISMIC-25AS, 25AS045AS, Advantec）でろ過し，ろ液を試験管に 3 mL分注し

たものを培養ろ液（PC株培養ろ液，野生株培養ろ液，PC株と野生株の混合培養ろ液）とし，各培

養ろ液を BGT培地に塗抹し，培養ろ液中に菌が残存していないことを確認して各実験に供試した．

また，各培養ろ液の pHを測定した． 

青枯病菌の培養ろ液における PC 株と野生株の増殖 

	 PC株と野生株の混合培養ろ液 3 mL を培地として，PC株と野生株を単独または混合で約 104 cfu 

mL-1になるように接種した．菌接種後，28℃で 10 日間静置培養し，菌濃度を希釈平板法により算

出した．各菌の培養ろ液が青枯病菌の増殖に及ぼす影響を調査するため，PC 株培養ろ液，野生株

培養ろ液および PC株と野生株の混合培養ろ液の各 3 mLに，PC株または野生株を単独で約 104 cfu 

mL-1になるように接種後，28℃で静置培養し，接種後 0 日目と 10 日目の菌濃度を希釈平板法によ

り調査した．また，培養期間中の菌液の濁度を吸光度法（600 nm）により経時的に測定した． 

PC 株培養ろ液への熱処理が野生株の増殖抑制に及ぼす影響	

	 前述の方法で作製した PC 株の培養ろ液をオートクレーブ（110℃，10 分）し，熱処理培養ろ液

とした．対照として，BG液体培地を熱処理した培養液を用いた．PC株の培養ろ液，熱処理培養ろ

液および BG液体培地 3 mLに野生株を約 102 cfu mL-1になるように接種し，28℃で 10日間静置培

養後，野生株の菌濃度を希釈平板法により調査した． 

青枯病菌培養ろ液の PC 株と野生株に対する抗菌作用 

	 BGT 寒天培地上における野生株 8238rif に対する PC 株の抗菌活性をプレートクロロホルム法

（Wakimoto et al., 1986）により調査した．PC株の単コロニーを BGT培地に 4カ所植菌し，28℃で
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48時間培養した．培養後，9 cmシャーレの上蓋にクロロホルム 1.5 mLを染み込ませた 9 cm濾紙を

置き，2時間燻蒸した．その後，BGT培地に指標菌 8238rifの菌液（約 108 cfu mL-1）40 µLを 0.5%

寒天 BG培地 4 mLともに流し込み，28℃で 48時間培養し，PC株のコロニーの周囲における阻止

円形成の有無を確認した． 

	 PC株と野生株に対する各培養ろ液の抗菌活性を Spot on lawn法により調査した．指標菌として，

PC株 E-PCstrもしくは野生株 8238rifの菌液（約 106 cfu mL-1）を用いて，指標菌を含む 0.5%寒天

BG培地を BGT培地に流し込み，凝固させた．指標菌を含む BGT培地上に，PC株培養ろ液，野生

株培養ろ液および PC株と野生株の混合培養ろ液を 10 µLずつ 4カ所にスポットし，培地を 28℃で

48時間培養後，阻止円形成の有無を確認した． 

 

結果 

BG 液体培地中における PC 株と野生株の増殖 

	 本研究で供試した PC株 E-PCsrtと野生株 8238rifは，両菌株間で抗菌作用はなかった（データ省

略）．PC株と野生株を BG液体培地に単独接種した場合（単独培養区）では，両菌株とも約 108 cfu 

mL-1まで増殖し，24日目まで 106-107 cfu mL-1の菌濃度で推移した（Fig. 2-1A）．PC株と野生株を混

合接種した場合（混合培養区）では，両菌株の増殖は異なり，混合培養区の PC株は約 108 cfu mL-1

まで増殖後，24日目まで約 107 cfu mL-1の菌濃度で推移し，PC株の単独接種との差はなかった．一

方，混合培養区の野生株は培養 2日目に約 108 cfu mL-1まで増殖したが，その後，菌濃度が次第に

低下し，培養 24日目には約 102 cfu mL-1まで菌濃度が低下した． 

	 1/100BG液体培地中では，単独培養区において PC株と野生株は同様に増殖し，菌濃度は 105–106 

cfu mL-1で推移した（Fig. 2-1B）．混合接種区において，野生株の増殖は培養 2–8日目までは PC株 
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Fig. 2-1  Growth competition of the R. solanacearum wild-type and PC mutant strains in BG broth (A), and 

100-fold diluted BG broth (B). The bacteria were suspended in cultures at ca. 102 cfu mL–1, and then grown 

statically at 28°C. The bacterial concentrations were estimated at 0, 2, 8, 16 and 24 days after inoculation. 

Asterisks indicate a significantly difference (P<0.05) according to a one-way ANOVA following the 

Tukey-Kramer test. Error bars show standard errors from the mean values of 3-6 samples. 
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に比べて有意に低かったが，その後，両菌株とも 105–106 cfu mL-1まで増殖し推移した． 

異なる培地組成が PC 株と野生株の増殖と野生株の PC 化に及ぼす影響 

	 培地として BG 液体培地，MM 液体培地および超純水を用いて PC 株と野生株の増殖を調査した

ところ，菌の増殖は，培地の種類，単独または混合培養，菌株によって異なった（Fig. 2-2）．BG液

体培地では，前述の実験結果と同様の菌の増殖がみられ，混合培養した場合，培養 7–21 日に野生

株の増殖のみが低下した．MM液体培地中では，単独培養区において培養 7日目に PC株に比べて

野生株の菌濃度が高くなったが，それ以降の両菌株の菌濃度には違いはみられなかった．一方，混

合培養区では PC 株に比べて野生株の増殖が低下する傾向がみられた．超純水中では，単独培養区

において両菌株は約 105 cfu mL-1程度まで増殖し，混合培養区では両菌株とも菌濃度 104–105 cfu mL-1

で推移した． 

	 各培地における野生株の PC化率を Table 2-1に示す．BG液体培地で野生株を単独培養した場合

では，培養日数の経過に伴い PC化率が増加し，培養 21日目には 96%であった．混合培養区の PC

化率は 13%と，単独培養区と比べて顕著に低かった．MM 液体培地中における PC 化率は，BG 液

体培地と比べて低く，単独培養区よりも混合培養区で顕著に低かった．超純水中では，単独培養区

と混合培養区の両方で，PC化率は極めて低かった． 

青枯病菌の培養ろ液における PC 株と野生株の増殖 

	 PC株と野生株の混合培養ろ液中で PC株または野生株を単独培養すると，培養 10日目に約 106 cfu 

mL-1程度まで増殖した．混合接種区では，培養 10日目に PC株は約 106 cfu mL-1まで増殖したが，

野生株の菌濃度は約 102 cfu mL-1まで低下した（Table 2-2）． 

	 PC株培養ろ液，野生株培養ろ液および混合培養ろ液を用いて，PC株と野生株に対する各培養ろ

液の抗菌作用を Spot on lawn法により調査したところ，いずれも抗菌活性はみられなかった（デー 
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Fig. 2-2  Growth of the R. solanacearum wild-type and PC mutant strains in BG broth (A), MM medium 

(B), and pure water (C). The bacteria were suspended in cultures at ca. 102 cfu mL–1, and then grown 

statically at 28°C. The bacterial concentrations were estimated at 0, 2, 7, 14 and 21 days after inoculation. 

Asterisks indicate a significantly difference (P<0.05) according to a one-way ANOVA following the 

Tukey-Kramer test. Error bars show standard errors from the mean values of 3-6 samples. 
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Table 2-1  Frequency of PC (%) of wild-type strain of R. solanacearum in the liquid cultures. 

Cultures Inoculations 
Days after inoculation 

0 d 2 d 7 d 14 d 21 d 

BG broth Mono-culture 0.0±0.0 d 5.6±13.6 d 35.7±34.4 bc  89.0±6.2  a 96.4±5.3   a 

Co-culture 0.0±0.0 d 0.0±0.0   d   5.1±6.8   d   3.6±2.6   d 13.3±21.5 cd 

MM broth Mono-culture 0.0±0.0 d 0.0±0.0   d 11.6±20.0 cd 44.4±41.2  bc 45.9±34.1 b 

Co-culture 0.0±0.0 d 0.0±0.0   d   0.0±0.0   d   0.0±0.0   d   8.3±7.2   bcd 

Pure water Mono-culture 0.0±0.0 d 0.0±0.0   d   0.0±0.0   d   0.5±1.3   d   0.0±0.0   d 

�� Co-culture 0.0±0.0 d 0.0±0.0   d   0.0±0.0   d   0.0±0.0   d   0.0±0.0   d 
z Values represent the mean and standard error of 3–6 samples. Different letters indicate a significantly 
difference (P<0.05) according to one-way ANOVA followed by the Tukey-Kramer test, and then the 
percentage values were underwent arc sine transformation. 
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Table 2-2  Growth of wild-type strain and PC mutant of R. solanacearum in the culture 
filtrates of the mixed culture of both strains z 

Inoculations y Detected strains x 

Bacterial concentration 

(log cfu mL–1 +1)w culture after 

0 days 10 days  

PC mutant strain mono-culture PC mutant 2.87±0.25 5.91±0.32 a 

Wild-type strain mono-culture Wild-type 3.48±0.24 5.79±0.37 a 

PC mutant and wild-type strain  
co-culture 

PC mutant 2.30±0.16 6.26±0.21 a 

Wild-type 3.55±0.12 2.08±0.14 b 
z The culture filtrate was prepared from the mixed culture of the PC mutant and wild-type 
strain for 24 days. 
y Bacterial strains were inoculated at ca. 104 cfu mL–1 in the culture filtrate, and then 
grown statically at 28°C for 10 days. 
x Strains were detected using BGT medium with rifampicin (50 µg mL–1) for the wild-
type strain 8238rif or with streptomycin (50 µg mL–1) for the PC mutant strain E-PCstr. 
w Values represent the mean and standard error of six samples. Different letters indicate a 
significantly difference (P<0.05) according to one-way ANOVA followed by the Tukey-
Kramer test. 
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タ省略）．また，培養ろ液の pHは 7.7~8.1を示した（Table 2-3）．PC株培養ろ液，野生株培養ろ液，

PC株と野生株の混合培養ろ液中に PC株を単独で培養した場合，すべての培養ろ液中で PC株は増

殖し，接種 10日目における菌濃度は約 106 cfu mL-1であり，対照区（BG液体培地）と比べて有意

な差はなかった．一方，野生株は野生株培養ろ液と混合培養ろ液では，菌濃度は約 106 cfu mL-1ま

で増殖した．しかし，PC株培養ろ液中では野生株の増殖が見られず，菌濃度は 102 cfu mL-1未満と

有意に低く，菌の検出率も他の区と比べて低かった（Table 2-3, Fig. 2-3）．野生株の PC化率は，BG

液体培地は 91%, 混合培養ろ液で 33%，野生株培養ろ液で 25%を示し，PC 株培養ろ液中では検出

されなかった． 

PC 株培養ろ液への熱処理が野生株の増殖抑制に及ぼす影響 

	 PC株培養ろ液を熱処理（110℃，10分）したものに野生株を接種した場合，熱処理していない

PC株培養ろ液と同様に野生株の増殖は抑制された（Table 2-4）． 

 

考察 

	 青枯病菌の野生株は液体培地中で長期間培養することで PC 化し，菌液中の PC 株の割合が増加

することが知られており，PC 化は，対数増殖期を経て高い菌濃度を維持する定常期において誘発

される（Zhu et al., 2010，Mori et al., 2012）．本研究では，BG液体培地中と MM液体培地中で，野

生株を単独培養した場合，PC 化は培養 14 日以降に高頻度で誘発され，PC 株と混合培養した場合

では低頻度であった．野生株が高頻度で PC化した単独培養では，野生株が 106-107 cfu mL-1の菌濃

度を維持していた．それに対して，PC 化が低頻度であった混合培養では，野生株は培養 2~7 日目

まで 105-106 cfu mL-1の菌濃度を維持したが，その後の菌濃度は低下し，102-104 cfu mL-1の菌濃度で

推移した．また，超純水中では，野生株は 103-104 cfu mL-1の菌濃度で推移し，野生株の PC化はほ 
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Fig. 2-3  Growth of wild-type and PC mutant strains of the R. solanacearum in culture filtrates. The 

explanatory chart shows the bacterial inoculation as the culture filtrate of bacterial strain/inoculated strains. 

The wild-type strain or PC mutant was inoculated individually in each culture filtrate at ca. 104 cfu mL–1, and 

then grown statically at 28°C. Absorvance at 600 nm (A600 nm) was measured at 0, 1, 2, 3, 5, 8 and 10 days 

after inoculation. Error bars: standard deviation from the mean values of three samples. 
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Table 2-3  Growth of the R. solanacearum wild-type strain and the PC mutant in bacterial culture filtrates 

Inoculated cultures z 

(pH) 
Inoculated 

strains y 

Bacterial concentration 
Isolation rate 

(%)w 
Frequency of PC 

(%)v (log CFU mL–1+1)x culture after 

0 days 10 days 

BG broth  
(7.0) 

PC mutant 3.68 ± 0.09 7.25 ± 0.09 a 100 (3/3) – 

Wild-type 2.71 ± 0.44 6.92 ± 0.13 a 100 (3/3) 91.2 ± 13.8 
Culture filtrate of 

co-culture  
(7.9) 

PC mutant 3.06 ± 0.23 6.60 ± 0.15 a 100 (3/3) – 

Wild-type 3.68 ± 0.16 6.39 ± 0.41 a 100 (3/3) 32.8 ± 30.2 
Culture filtrate of 
wild-type strain 

(7.7) 

PC mutant 3.18 ± 0.28 6.36 ± 0.25 a 100 (3/3) – 

Wild-type 3.41 ± 0.27 6.68 ± 0.18 a 100 (3/3) 25.0 ± 31.0 
Culture filtrate of 
PC mutant strain 

(8.1) 

PC mutant 3.00 ± 0.25 6.47 ± 0.33 a 100 (3/3) – 

Wild-type 3.38 ± 0.18 1.32 ± 0.85 b  33 (2/6) 0.0 ± 0.0  
z The culture filtrates were prepared from the PC mutant mono-culture, the wild-type strain mono-culture, 
and the co-culture of both strains for 24 days. Strains were cultured in BG broth as a control. Values in 
parentheses indicate the pH of the culture. 
y Bacterial strains were inoculated individually at ca. 104 cfu mL–1 in each culture filtrate, and then grown 
statically at 28°C for 10 days. 
x Values represent the mean and standard error of 3–6 samples. Different letters indicate a significantly 
difference (P<0.05) according to one-way ANOVA followed by the Tukey-Kramer test. 
w Values indicate the percentage of isolation of bacteria. Values in parentheses indicate that (positive 
isolation/total samples). 
v Percentage of mutation from the wild-type to PC colonies in all colonies on the BGT medium with 
rifampicin. Values are the mean and standard deviation. 
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Table 2-4  Growth inhibition of wild-type strain of R. solanacearum in the heat-treated 
culture filtrate of the PC mutant. 

Inoculated cultures z 

Bacterial concentration 
Positive isolations 

(%) (log CFU mL–1+1)y culture after 

0 days 10 days 

BG broth 2.97 ± 0.21 7.41 ± 0.17 a 100 (6/6) 

Culture filtrate of PC mutant 3.38 ± 0.18 1.32 ± 0.85 b  33 (2/6) 

Heat-treated culture filtrate of 
PC mutant 3.57 ± 0.02 0.00 ± 0.00 b   0 (0/6) 
z The culture filtrate of the PC mutant strain was autoclaved at 110°C for 10 min and used as 
heat-treated culture filtrates. The re-autoclaved BG broth was used as a control. The wild-type 
strain was inoculated at ca. 104 cfu mL–1 and then grown statically at 28°C for 10 days.  
y Values are the mean and standard error of six samples. Different letters indicate a 
significantly difference (P<0.05) according to one-way ANOVA followed by the Tukey-
Kramer test. 
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とんど起こらなかった．これらの結果から，PC 化は，野生株が高濃度で増殖し，その菌濃度を長

期間維持することで誘発され，菌濃度は低い場合では，PC化が生じにくいことが示唆された． 

	 PC株は，phcA遺伝子が変異しており（Brumbley and Denny, 1990；Poussier et al., 2003），野生株

に比べて菌体外多糖類（EPS），エンドグルカナーゼ，ペクチンメチルエステラーゼの生産能は低下

している一方で，phcA遺伝子により負に制御されているポリガラクツロナーゼの活性や鉄獲得に関

与する有機化合物シデロフォアの産生能は増加している（Kelman, 1954；Denny et al., 1988；Brumbley 

and Denny, 1990；Bhatt and Denny，2004）．また，Khokhani et al.（2017）は，RNA-seq解析により

R. solanacearum GMI1000 株の野生株と ΔphcA 変異株の転写産物および推定転写産物を比較し，

ΔphcA変異株は野生株に比べて，EPSや植物細胞壁分解酵素などの病原性因子の発現は低下する一

方で，炭水化物，アミノ酸，ポリアミン，鉄，窒素，リン酸，硫黄などの栄養の獲得に関与する約

56 種のタンパク質の発現は増加すると推定している．そのため，PC 株は野生株に比べて栄養獲得

能が高いと考えられる． 

	 本研究では，異なる液体培地で野生株と PC株を培養し，菌の増殖特性の違いを調査した．	 BG

液体培地に PC株 E-PCstrと野生株 8238rifを単独で培養した場合では，両菌株の増殖は同様であっ

たが，両菌株を混合培養した場合では，両菌株とも培養 2日目に 106-107 cfu	 mL-1に増殖し，その

後は野生株のみ増殖が抑制され，培養後期には約 102 cfu mL-1まで菌濃度が低下した．青枯病菌の

最少栄養培地（MM 液体培地）では，培養後期に PC 株よりも野生株の菌濃度が低下する傾向にあ

った．また，PC株と野生株を BG液体培地中で混合培養し，その培養ろ液を培地として PC株と野

生株を混合培養した場合，PC株は増殖したのに対して，野生株の増殖のみ抑制され，BG液体培地

でみられた現象が再現された．これらの結果から，BG培地や MM液体培地中では，菌の増殖に伴

い培地中の栄養の競合が生じ，栄養獲得能の高い PC 株は増殖したが，野生株の増殖に必要な栄養
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が欠乏することで野生株の増殖が抑制されたと考えられる． 

	 PC株を BG液体培地で単独培養した培養ろ液（PC株培養ろ液）を培地として用い，PC株と野生

株を単独で培養したところ， PC株培養ろ液中で単独培養した場合では PC株は正常に増殖したが，

野生株の増殖は顕著に抑制された．すなわち，PC株が共存していない培養条件においても，PC株

培養ろ液では野生株の増殖が抑制されることが確認され，PC 株による培養成分の変化が野生株の

増殖抑制に関与していると示唆された．しかし，野生株を BG液体培地で単独培養した場合，培養

14〜21日後の野生株は約 90%が PC株に変異しており，その培養ろ液（野生株培養ろ液）中で野生

株を単独培養した場合では，野生株の増殖は抑制されなかった．また，PC 株と野生株の混合培養

した培養ろ液に，野生株を単独で培養した場合でも，野生株の増殖は抑制されなかった．すなわち，

PC 株と野生株が共存する培養系で得られた培養ろ液では野生株の増殖は抑制されないことが明ら

かになり，この要因については今後の調査が必要である． 

	 貧栄養な液体培地中に PC 株と野生株を混合培養した場合，菌の栄養をめぐる競合が生じやすい

と推察されるが，本研究において 1/100BG培地中に両菌株を混合培養した場合，培養後期における

両菌株の菌濃度に差はなかった．小川ら（2011）は，ナス‘千両二号’の水抽出液を培地として，青

枯病菌 8238株の PC株 E-PCstrと野生株 8238rifを混合培養した場合，両菌株の増殖に差はなく，菌

株間で栄養の競合は生じないと述べている．さらに，Wakimoto et al.（1982）は，青枯病菌の表現

型や病原性が異なる菌株を超純水中で単独培養した場合，菌の表現型や病原性に関係なく同様に増

殖することを報告しており，本研究において超純水中で両菌株を混合培養した場合では，両菌株と

も菌濃度 103-104cfu mL-1で推移し，既報の結果と類似した．これらの結果は，PC株と野生株との栄

養をめぐる競合が生じる可能性が低いことを示しており，BG液体培地中でみられた PC株と野生株

との増殖競合には，栄養をめぐる競合だけでなく他の要因も関与すると考えられる． 
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	 Michel and Mew（1998）は，pH 3.0~11.0の異なる液体培地中で青枯病菌を培養した場合，青枯病

菌の最適 pHは 6.0であり，pH 5.0~8.0の範囲では菌の増殖にほとんど影響がないことと述べている．

本研究において，BG液体培地（pH 7.0）で青枯病菌を培養した場合，培養ろ液では pH 7.7~8.1とア

ルカリ側に変化したが，培養ろ液間の pH変化量は 0.4と小さく，野生株の増殖抑制は pH変化によ

るものではないと考えられた． 

	 青枯病菌の中には，系統の異なる菌株に対して抗菌性を有する株が存在することが知られている

（Cuppels et al., 1978；Arwiyanto et al., 1993；Frey et al., 1996）．さらに，それらの抗菌物質生産性は

青枯病菌の表現型や，寒天培地上と液体培地内とでは異なることが報告されている（Arwiyanto et al., 

1993）．本研究では，青枯病菌 8238株から作出された野生株 8238rifと PC株 E-PCstrを供試し，両

菌株間に寒天培地上で抗菌作用はなく，培養ろ液中の抗菌作用もなかった．そのため， PC株培養

ろ液中の野生株の増殖抑制に，PC 株の抗菌物質生産は関与していないと考えられる．また，青枯

病菌が生産する抗菌物質は，熱に不安定なタンパク質であり，60~100℃，10分の熱処理で抗菌活性

は容易に消失することが報告されている（Cuppels et al., 1978；Arwiyanto et al., 1993；Frey et al., 1996）．

一方，本研究では，PC 株培養ろ液の熱処理物（110℃，10 分）で野生株を単独培養した場合でも，

野生株の増殖が抑制され，野生株はまったく検出されなかった．この要因は，PC 株培養ろ液中の

成分が熱処理によって変性し，野生株の増殖抑制効果を高めているかもしれない． 

	 本研究において，液体培地中における野生株の増殖抑制は，BG 液体培地などの栄養豊富な培地

中で PC株と野生株を混合培養し，対数増殖期以降に確認されたこと，PC株と野生株の混合培養ろ

液中で，両菌株を混合培養した場合，野生株のみ増殖が抑制されたこと，PC 株培養ろ液中では野

生株の増殖が抑制されたことから，BG液体培地中で PC株が高濃度に増殖することで，野生株の増

殖のみを特異的に抑制する培地成分に変化した可能性が考えられる． 
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	 青枯病菌の野生株は，クオラムセンシング（Quorum-sensing; QS）と呼ばれる菌体密度感知機構

を有し，シグナル物質として N-オクタノールホモセリンラクトン，N-ヘキサノールホモセリンラク

トンなどのアシルホモセリンラクトン（AHLs），3-ヒドロキシパルミチン酸メチルエステル（3-OH 

PAME）を産生し，菌増殖に伴い増加するシグナル物質の濃度を感知することで菌密度を感知する

（Flavier et al., 1997; Schell, 2000; Genin and Denny, 2012）．QSによって一定濃度（3-OH PAME濃度

が 5 nM, 菌密度にして約 106 cfu mL-1）以上のシグナル物質を感知すると増殖を停止し，植物細胞

壁分解酵素や EPSなどの病原性因子の生産に移行する（Schell, 2000; Flavier et al., 1997）．シグナル

物質 AHLs は，合成酵素 SolI によって生産され，AHLs の受容は SolR タンパク質が，SolI と SolR

の発現を司る solIR遺伝子は，PhcAタンパク質によって正に制御されている（Schell, 2000）．PhcA

タンパク質の活性は，通常，PhcRタンパク質によって抑制されている．3-OH PAMEのシグナル物

質の生産には，PhcBタンパク質が関与し，シグナル物質を PhcSタンパク質が受容することで，PhcR

タンパク質はリン酸化する．リン酸化された PhcRタンパク質はその機能を失い，PhcAタンパク質

が活性化し，病原性因子が生産される（Schell, 2000; Genin and Denny, 2012）．また近年，青枯病菌

OE1-1株は，シグナル物質として 3-OH PAME ではなく 3-ヒドロキシテトラデカン酸メチル（3-OH 

MAME）を生産し，PhcSタンパク質が 3-OH MAMEを受容する新たな QS機構の存在が明らかにさ

れた（Kai et al., 2015；Hikichi et al., 2017）．一方，PhcAタンパク質は PhcBの合成を制御していな

いが，PC株は 3-OH PAMEをほとんど生産しないことが報告されている（Genin and Denny, 2012）．

PC 株が他の QS シグナル物質を生産することは不明であるが，BG 液体培地における PC 株と野生

株の混合培養時や PC株の培養ろ液における野生株の増殖抑制に関わる一要因として，PC株が特異

的に生産する物質は，PhcA タンパク質の正常な機能を有する野生株のみに感知され，野生株の増

殖を停止させる機構が存在しているかもしれない．今後，PC株培養ろ液に含まれる物質や PC株が
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特異的に生産する物質を調査し，野生株の増殖抑制との関係を明らかにする必要がある．  

 

摘要 

	 青枯病菌の野生株と PC株を異なる液体培地（BG液体培地，1/100BG液体培地，MM液体培地，

超純水）中で混合培養し，両菌株の増殖を調査した．BG液体培地と MM液体培地中で両菌株を混

合培養した場合では，PC株は高濃度に増殖後一定に推移し，野生株は培養 2日目には PC株と同様

に増殖したが，培養 14−21 日には野生株の菌濃度のみが顕著に低下した．一方，1/100 液体培地と

超純水中ではこのような競合は観察されなかった．PC 株と野生株の混合培養ろ液中で両菌株を混

合培養した場合では，野生株のみ増殖が抑制され，PC 株の単独培養ろ液中で両菌株を単独で培養

した場合では，PC 株は増殖したが，野生株は増殖しなかった．以上の結果から，野生株の増殖抑

制には菌株間の栄養をめぐる競合だけでなく，PC 株による培地成分の変化が関与すると推察され

た．  
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第 2 章 液体培地中における青枯病菌の野生株と表現型変異株の競合 

第 2 節 青枯病菌の野生株の増殖抑制効果が高い表現型変異株培養ろ液の選抜 

 

緒言 

	 青枯病菌は，宿主植物の範囲（レース），異なる炭素源からの有機酸産生能（biovar），ナス属植

物に対する病原性（菌群）に基づいて分類が行われ，近年では，16S rRNAや hrpB, egl等の病原性

関連遺伝子などの塩基配列情報の違い（phylotype），egl 遺伝子の保存領域の塩基配列の違い

（Sequevar），ゲノム中の反復配列間に存在する領域の DNAパターン（rep-PCR group）に基づく分

子生物学的な分析により様々な系統に分類されている（堀田・土屋，2012）．菌の系統により抗菌

物質の産生能も異なることが報告されている（Cuppels et al., 1978；Arwiyanto et al., 1993；Frey et al., 

1996）．また，青枯病菌の表現型の違いによって，いくつかの物質産生能が異なることも知られて

おり，PC株は野生株に比べて，ポリガラクツロナーゼ活性やシデロフォア生産性が増加する（Bhatt 

and Denny，2004；Genin and Denny, 2012）．そのため，青枯病菌の系統や表現型の違いにより特異

的に生産される物質が存在する可能性がある． 

	 第 2 章第 1 節において，PC 株培養ろ液は野生株の増殖を抑制することを明らかにしたが，青枯

病菌の系統の異なる PC 株から得られた培養ろ液では，野生株の増殖抑制効果が異なることが考え

られる．PC 株培養ろ液中における野生株の増殖抑制の要因を明らかにするためには，増殖抑制効

果の異なる PC株培養ろ液中の物質生産能を調査し比較することが有効である．そこで本研究では，

青枯病菌の系統と表現型の違いによる物質産生能の差異を調査するため，系統の異なる青枯病菌 26

菌株の野生株と PC 株を用いて，抗菌物質の生産性とその抗菌物質の性状およびシデロフォア産生

能の違いを調査した．さらに，系統の異なる PC 株の培養ろ液を用いて，野生株の増殖抑制効果を

調査し，野生株の増殖抑制効果が高い培養ろ液を選抜した．  
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材料および方法 

供試細菌 

	 青枯病菌 Ralstonia solanacearumは，系統の異なる野生株 26菌株を供試した（Table 2-5）．また，

野生株として，青枯病菌 8238（MAFF 301528，レース 1，biovar 4，菌群Ⅰ，phylotype I）の 50 µg mL-1

リファンピリン耐性株 8238rif を供試した．PC 株は，野生株 8238 に感染したナスより分離された

PC株の 50 µg mL–1ストレプトマイシン耐性株である E-PCstrと，野生株 26株から作出した PC株の

計 27菌株を供試した．PC株の作出は，以下の手順で行った．野生株を BG液体培地に約 107 cfu mL-1

になるように接種し，28℃で 14 日間静置培養後，菌液は BGT 培地上に塗抹し，28℃で 48 時間培

養後，非流動性のコロニーを形成した株を PC 株とした．供試菌株は，15%グリセロールを含んだ

BG液体培地中に-80℃で保存した． 

野生株に対する表現型変異株の抗菌作用 

寒天培地上における表現型変異株の抗菌物質生産 

	 BGT 寒天培地上における野生株 8238rif に対する PC 株の抗菌活性をプレートクロロホルム法

（Wakimoto et al., 1986）により調査した．PC株の単コロニーを BGT培地に 4カ所植菌し，28℃で

48時間培養した．培養後，9 cmシャーレの上蓋にクロロホルム 1.5 mLを染み込ませた 9 cm濾紙を

置き，2時間燻蒸した．その後，BGT培地に指標菌 8238rifの菌液（約 108 cfu mL-1）40 µLを 0.5%

寒天 BG培地 4 mLともに流し込み，28℃で 48時間培養し，PC株のコロニーの周囲における阻止

円形成の有無を確認した． 

青枯病菌の培養ろ液の調製 

	 PC株 27菌株を BGT培地に画線塗抹し，28℃で 48時間培養した．培地上の単コロニーを 4 mL BG

液体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 24時間振とう培養した．培養液 300 µLを 100 mL容三 



 

 31  

 

 

 

 

 
  

Table 2-5  The R. solanacearum strains used in this study 
Strain MAFF no. Host of origin Race Biovar Phylotype z Bacterial group y 

8101 MAFF 301521 Eggplant 1 4 �� ��

8234 MAFF 301523 Eggplant 1 4 �� ��

8202 MAFF 301524 Potato 1 4 – ��

8238 MAFF 301528 Tomato 1 4 �� ��

8105 MAFF 730101 Eggplant 1 4 – ��

8216 MAFF 730103 Tomato 1 4 �� 	�

8232 MAFF 730104 Eggplant 1 4 – ��

8103 MAFF 730126 Eggplant 1 4 �� ��

8109 MAFF 730127 Eggplant 1 4 – ��

8224 MAFF 730129 Eggplant 1 4 �� ��

8208 MAFF 730130 Eggplant 1 4 – ��

8276 MAFF 730132 Tomato 1 4 �� ��

8266 MAFF 730135 Potato 1 4 �� ��

8350 MAFF 730139 Eggplant 1 4 �� ��

8433 MAFF 730141 Tomato 1 4 �� ��

8107 − Tomato 1 4 �� ��

8345 MAFF 730138 Tomato 1 3 �� ��

8357 MAFF 730140 Eggplant 1 3 �� ��

105 MAFF 211307 Tomato 1 – – – 
8257 MAFF 730131 Tomato 1 – – – 
8252 MAFF 301527 Green pepper 1 N2 – 	�

8214 MAFF 730128 Tomato 1 N2 – ��

101 MAFF 211413 Potato 3 N2 �� – 
82-1 MAFF 301559 Potato 3 N2 �� – 

970502-1 MAFF 211471 Ginger 4 4 �� – 
Suzaki-5 MAFF 211493 Zingiber mioga 4 4 �� – 

z Based on the reports (Liu et al., 2009; Horita and Tsuchiya, 2012; Kawasaki et al., 2016). 
y Bacterial group is classified into five groups based on differences in virulence on four Solanum species 
in Japan (Ozaki and Kimura, 1992; Waki and Horita, 2014). 
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角フラスコ中の 30 mL BG液体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 48時間振とう培養した．培

養液を 7500×g で遠心分離後，上澄みを 0.20 µm のメンブレンフィルター（DISMIC-25AS, 

25AS020AS, Advantec）でろ過したろ液を試験管に 3 mL分注したものを培養ろ液とした．各培養ろ

液を BGT寒天培地に塗沫し，培養ろ液中に菌が残存していないことを確認して各実験に供試した． 

表現型変異株の培養ろ液の抗菌物質生産 

	 PC株 27菌株の各培養ろ液を用いて，野生株 8238rifに対する培養ろ液の抗菌活性を Spot on lawn

法により調査した．指標菌 8238rifの菌液（約 108 cfu mL-1）40 µLを 0.5%寒天 BG培地 4 mLに添加

後，BGT培地に流し込み，凝固させた．指標菌 8238rifを含む BGT培地上に，各 PC株培養ろ液を

10 µL スポットし，培地を 28℃で 48 時間培養後，阻止円形成の有無を確認した．また，培養ろ液

を希釈し，最大希釈液における抗菌活性値（Arbitray unit (AU) mL-1）を以下の式により算出した．

抗菌活性値（AU mL-1）＝1 / 抗菌活性を示す最大希釈率 / 滴下量（mL）． 

表現型変異株の培養ろ液中の抗菌物質の特性 

	 指標菌 8238rif に対して抗菌活性が確認された PC 株培養ろ液の抗菌スペクトルを調査するため，

指標菌として青枯病菌の野生株 26菌株に対する抗菌活性を Spot on lawn法により調査した． 

	 培養液中に PC株が生産する抗菌物質の特性を調査するため，培養ろ液を加熱処理（40℃，50℃，

60℃，70℃，80℃，90℃：10分），限外ろ過（Vivaspin 500 µL，Sartorius）による分画（30 kDa, 100 

kDa, 300 kDa, 1000 kDa），プロテイナーゼ K処理（50 µg mL-1, 100 µg mL-1：37℃で 2時間処理）を

行い，Spot on lawn法により指標菌 8238rifに対する抗菌活性を調査した． 

	 PC 株と野生株の抗菌物質産生能の違いを調査するため，8238rif に対して抗菌活性が確認された

PC株とそれらの野生株から培養ろ液を調製し， PC株と野生株に対する抗菌作用を Spot on lawn法

により調査した．  
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青枯病菌のシデロフォアの生産 

	 青枯病菌の野生株 27株と PC株 27株を供試して，CAS法（Schwyn and Nelands, 1987）によるシ

デロフォア生産性を調査した（Fig. 2-4）．BGT寒天培地で培養した青枯病菌の単コロニーをクロム

アズロール S（CAS）寒天培地（0.0605 ppm CAS, 0.0027 ppm FeCl3・6H2O, 0.0729 ppm HDTMA, 0.3% 

PIPES, 0.06% NaOH, 0.03% KH2PO4, 0.1% NH4Cl, 0.3%カザミノ酸，0.1%ペプトン, 0.2%グルコース, 1 

mM MgSO4・7H2O, 0.1 mM CaCl2・2H2O）に移植し，28℃で 48時間培養後，コロニー周囲にクリア

ゾーンが形成された場合にシデロフォア生産有りと評価した． 

野生株の増殖抑制効果が高い PC 株培養ろ液の選抜 

	 PC株 27菌株の各培養ろ液 3 mLに野生株 8238rifの菌液（約 106 cfu mL-1）30 µL接種し，28℃で

7日間静置培養後，吸光度計を用いて測定波長 600 nmにおける菌液の濁度（A sample）を測定した．

また，ブランクとして，各 PC株培養ろ液のみの吸光度（A blank）を測定し，菌の増殖量（A sample - A 

blank）は，各菌液の濁度からブランクを引いて算出した．また，対照区として，野生株 8238rifの培

養ろ液（野生株培養ろ液）に 8238rifを接種し，同様に菌の増殖量を測定した． 

 

結果および考察 

野生株に対する表現型変異株の抗菌作用 

寒天培地上と液体培地中における表現型変異株の抗菌物質生産 

	 青枯病菌の中には他の系統の菌株に対して抗菌作用を示す菌株が存在するが知られており，青枯

病菌による抗菌活性は寒天培地上と液体培地中で異なることが報告されている（Cuppels et al., 

1978；Arwiyanto et al., 1993；Frey et al., 1996）．本研究においても，野生株 8238rifに対する PC株の

抗菌活性の有無は，寒天培地と液体培地で異なった（Table 2-6）．PC株 27菌株のうち，BGT寒天 
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Fig. 2-4  Detection of siderophore of wild-type strain (W) and PC mutant 

(PC) of R. solanacearum 8238 strain by CAS assay.  
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Table 2-6 Antibacterial activity of PC mutants� against 
wild-type strain 8238rif 

Producer strain Agar plate z Culture filtrate 
(AU mL-1) y 

E-PCstr – 0 
8101PC – 0 
8234PC – 0 
8202PC – 0 
8238PC – 0 
8105PC + 25600 
8216PC + 0 
8232PC + 0 
8103PC + 0 
8109PC + 0 
8224PC + 0 
8208PC – 0 
8276PC – 0 
8266PC – 0 
8350PC + 0 
8433PC – 0 
8107PC + 0 
105PC + 400 
8257PC + 0 
8252PC – 0 
8214PC – 0 
82-1PC + 800 
101PC + 800 
8345PC – 0 
8357PC – 0 

970502-1PC – 0 
Suzaki-5PC + 1600 

z Antibacterial activity on BGT agar plate was tested by 
the plate-chloroform method. +: inhibition zone formed by 
producer strain, –: inhibition zone not formed. 
y Antibacterial activity in culture filtrate of PC mutant was 
measured in terms of arbitrary unit (AU mL-1) by spot-on-
lawn method. 
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培地上で抗菌活性を示した株は 13 菌株であり，培養ろ液中に抗菌活性がみられた株は 8105PC, 

105PC, 82-1PC, 101PCおよび Suzaki-5PCの 5菌株であり，いずれの株も寒天培地においても抗菌活

性を示した．また，培養ろ液中の抗菌活性値は，400〜25600 AU mL-1を示し，8105PCの培養ろ液

で最大となった． 

表現型変異株の培養ろ液中の抗菌物質の特性 

	 野生株 8238rif に対して抗菌活性を示した PC 株 5 菌株（8105PC, 105PC, 82-1PC, 101PC および

Suzaki-5PC）の培養ろ液を用いて，野生株 26菌株に対する抗菌スペクトルを調査したところ，抗菌

スペクトルは PC株の種類によって異なり， 101PC株の培養ろ液では最も広い抗菌スペクトルを示

し，野生株 26菌株のうち 23菌株に対して抗菌活性を示した（Table 2-7）． 

	 PC株が培養液中に生産する抗菌物質の性状を調査するため，PC株 5菌株の培養ろ液を加熱処理，

限外ろ過による分画およびプロテイナーゼ K 処理を行った．PC 株 5 菌株の培養ろ液の抗菌活性は

70℃，10分の加熱処理で失われた（Table 2-8）．また，PC株 5菌株の培養ろ液において，限外ろ過

による分子量約 1000〜300 kDaの分画液には抗菌活性がみられたが，約 100 kDaと 30 kDa以下の分

画液では抗菌活性はなかった．培養ろ液にプロテイナーゼ Kを処理した結果，Suzaki-5PCの培養ろ

液を除く 4 菌株では抗菌活性が失われた．これらの結果より，PC 株が生産する抗菌物質は，耐熱

性がなく，分子量 100~300 kDaの高分子量の物質であると推察された．また，Suzaki-5PCが生産す

る抗菌物質のみプロテイナーゼ Kに感受性がなく，他の PC株が生産するタンパク質性の物質とは

異なる可能性が示唆された．既報において，青枯病菌が生産する抗菌物質は耐熱性がなく，タンパ

ク質性の高分子物質であると推定されており（Cuppels et al., 1978；Arwiyanto et al., 1993；Frey et al., 

1996），本研究の結果と類似した． 

青枯病菌が生産する抗菌物質は，菌の系統によって抗菌活性，抗菌スペクトル，タンパク質分解酵  
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    Table 2-7  Antibacterial spectrum in culture filtrates of PC mutants against 26 wild-type strains�

Indicator strain�
Culture filtrates of PC mutants 

8105PC 105PC 82-1PC 101PC Suzaki-5PC 
8101   – z – – + + 
8234 + + + + + 
8202 + + + + + 

8238 + + + + + 
8105 + + + + + 
8216 + + + + + 
8232 + – + + + 
8103 + + + + + 
8109 – – – + – 
8224 + + + + + 
8208 – – – + – 
8276 – – – + – 
8266 + – + + + 
8350 + + + + + 
8433 + + + + – 
8107 + + + + – 
105 – – – – + 
8257 – – – + – 
8252 – – – + – 
8214 – – – + – 
82-1 – – – – + 
101 – – – – + 
8345 – – + + – 
8357 + + + + + 

970502-1 + + + + + 
Suzaki-5 – – + + + 

Number of inhibited 
indicator strains 14 12 16 23 17 

z +: inhibition zone formed by producer strain, –: inhibition zone not formed. 
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Table 2-8  Effect of several treatments on the antibacterial activity of culture filtrates of five 
PC mutants against 8238rif  

Treatment 
Culture filtrates of PC mutants 

8105PC 105PC 82-1PC 101PC Suzaki-5PC 

Heat 

  50°C, 10 min + + + + + 

  60°C, 10 min + – – – – 

  70°C, 10 min – – – – – 

Ultrafiltration 

  300 kD cutoff + + + + + 

  100 kD cutoff – – – – – 

Proteinase K 

  100 µg mL-1 – – – – + 

    50 µg mL-1 – – – – + 
z +: inhibition zone formed by producer strain, –: inhibition zone not formed. 
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素への感受性などが異なることから同定には至っておらず，複数の物質が関与すると考えられてい

る．また，青枯病菌の表現型によって，抗菌活性値や抗菌スペクトルが異なることが報告されてい

る．Cuppels et al.（1978）は，野生株 K60から作出された PC株 B1は，野生株のときよりも抗菌活

性と抗菌スペクトルが増加すると述べている．一方，Arwiyanto et al.（1993）は，青枯病菌 POPS8409

の野生株と PC株の抗菌活性の違いについて，青枯病菌や Pseudomonas属，Erwinia属, Xanthomonas

属細菌を指標菌に用いて調査しており，PC 株の抗菌活性の強さは野生株と同等あるいはそれ以下

で，抗菌スペクトルも野生株と比べて狭いことを報告している． 

	 本研究において，培養ろ液中に抗菌活性がみられた PC株 8105PC, 105PC, 82-1PC, 101PCおよび

Suzaki-5PCの 5菌株とそれらの野生株を用いて，培養液中における抗菌物質の生産性の違いを調査

した（Table 2-9）．野生株 8238rif に対する抗菌性は，菌株 8105 の野生株を除くすべての野生株と

PC 株において確認された．菌株 8105 は，野生株の状態では抗菌活性がみられず，PC 株の状態で

抗菌活性があり，その抗菌活性は自身の野生株に対しても感受性を示した．また，菌株 Suzaki-5の

PC株が生産する抗菌物質は，すべての野生株と PC株に対して抗菌性を示し，野生株が生産する抗

菌物質よりも広い抗菌スペクトルを示した．これらの結果から，青枯病菌の中には，野生株から PC

株へと変異することで，抗菌物質産生能とその抗菌物質に対する耐性を獲得する株（8105PC）や，

広い抗菌スペクトルを有する抗菌物質を生産する株（Suzaki-5PC）が存在することが明らかになっ

た．  

青枯病菌のシデロフォアの生産 

	 細菌の増殖には，糖，ビタミン，多量ミネラル，微量金属などの栄養源が必須であるが，その中

でも微量金属である鉄は，DNA 合成に必須な元素であり，DNA 合成に関与するリボヌクレオチド

リダクターゼの活性化には Fe2+イオンを必要とする（森ら，2010）．P. aeruginosa, P. cepaciaなどの 
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Table 2-9  Antibacterial activity of R. solanacearum strains in culture filtrates. �

Indicator strains�
Producer strains�

8105 105 82-1 101 Suzaki-5 
Wild PC Wild PC Wild PC Wild PC Wild PC 

8105 Wild – + + + + + + + + + 

PC – – + – + + + + + + 

105 Wild – – – – – – – – – + 

PC – – – – – – – – – + 

82-1 Wild – – – – – – – – – + 

PC – – – – – – – – – + 

101 Wild – – – – – – – – – + 

PC – – – – – – – – – + 

Suzaki-5 Wild – – + – + + + + – + 

PC – – – – – + – + + + 

8238rif Wild – + + + + + + + + + 
z +: inhibition zone formed by producer strain, –: inhibition zone not formed. 
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Pesudomonas 属細菌や大腸菌の中には，鉄欠乏時の生存戦略として難水溶性の Fe3+と強い結合性を

有するシデロフォアを生産し，Fe3+-シデロフォア結合分子として体内に取り込み，Fe2+に還元して

増殖に利用する機構を有し，効率のよい鉄イオンの吸収を行う細菌が存在する（山本・篠田，1996）．

青枯病菌の場合，シデロフォア産生能は病原性因子の発現調節を司る phcA 遺伝子によって負に制

御されている（Bhatt and Denny，2004；Genin and Denny, 2012）．phcA遺伝子が変異した PC株では

シデロフォアの生産性が高まり，ポリカルボン酸塩シデロフォアのスタフィロフェリン B

（staphyloferrin B）が生産される（Bhatt and Denny，2004）．その他にも青枯病菌の phylotype I, III, IV

株はヘテロ環式シデロフォアのミカコシジン（micacocidin）やエルシニアバクチン（yersiniabactin）

を生産することが報告されている（Kreutzer et al., 2011；Genin and Denny, 2012）． 

	 本研究において，青枯病菌 27 菌株の野生株と PC 株のシデロフォア生産性について，CAS 寒天

培地を用いて調査したところ，野生株では供試した 27菌株のうち 8345と 82-1の 2菌株でのみ，シ

デロフォア生産が確認され，両野生株は phylotype IVに属する株であった（Table 2-10）．一方，PC

株では供試した 27 菌株のうち，8101PC を除く 26 菌株でシデロフォアの生産が確認され，野生株

から PC株に変異した場合にシデロフォア生産能が高まる傾向にあった．	

PC 株培養による寒天培地と液体培地における褐変 

	 PC株を BG液体培地中で培養し，培養ろ液を調製した後に数時間から一晩静置すると，培養ろ液

が茶褐色に変色するものと変色しないものがあった（Fig. 2-5, Table 2-11）．寒天培地中でも同様の

現象がみられ，培地の褐変の程度は PC 株の種類によって異なった．岡部（1965）は，青枯病菌の

中には肉汁寒天培地を褐変させる株が存在し，ラクトース非分解株にその傾向があると述べている．

本研究で供試した菌株の biovar と培地の褐変との関係を比較したところ，ラクトース非分解性の

biovar 4の菌株は 18菌株中 17菌株が寒天培地または液体培地のいずれかを褐変させ，ラクトース 
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Table 2-10  Siderophore production of R. solanacearum 

Strain 
CAS activity z 

Wild-type PC-type 
8101 – – 
8234 – + 
8202 – + 
8238 – + 
8105 – + 
8216 – + 
8232 – + 
8103 – + 
8109 – + 
8224 – + 
8208 – + 
8276 – + 
8266 – + 
8350 – + 
8433 – + 
8107 – + 
105 – + 
8257 – + 
8252 – + 
8214 – + 
101 – + 
82-1 + + 
8345 + + 
8357 – + 

970502-1 – + 
Suzaki-5 – + 

z (+): CAS activity positive, (–): CAS activity negative. 
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Fig. 2-5  Browing of BGT mediums by PC mutants at three days after inoculation (A), and the filtred liquid 

after culture PC mutants in BG broth for 48 h (B). 
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Table 2-11  Browing of the medium by PC mutants 

PC mutants BGT mediumz BG brothy 
8101PC + + 
8234PC + – 
8202PC ++ ++ 
8238PC ++ ++ 
E-PCstr ++ + 
8105PC + ++ 
8216PC ++ ++ 
8232PC ++ ++ 
8103PC ++ ++ 
8109PC ++ ++ 
8224PC ++ ++ 
8208PC ++ ++ 
8276PC ++ ++ 
8266PC – – 
8350PC ++ ++ 
8433PC + ++ 
8107PC ++ ++ 
105PC – – 
8257PC ++ – 
8252PC – – 
8214PC – – 
101PC – – 
82-1PC – – 
8345PC + – 
8357PC + + 

970502-1 + – 
Suzaki-5 ++ ++ 

z ++: browing occured, +: slight browing, –: no 
browing in BGT medium. 
y Absovance ranges at 600 nm as blank (Ablank), ++: 
>0.09, +: from 0.09 to 0.03, –: < 0.03 in BG broth. 
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分解性の biovar N2のすべての菌株（4菌株）は寒天培地と液体培地の両方を褐変させず，ラクトー

ス分解性の biovar 3の菌株には弱い褐変がみられる株もあった． 

野生株の増殖抑制効果が高い PC 株培養ろ液の選抜 

	 本研究では，培養ろ液の褐変により吸光度への影響がみられたため，PC株培養ろ液を調製後 7

日間静置した培養ろ液の吸光度をブランク（A blank）として測定した（Table 2-11）．PC株培養ろ液

に野生株を接種後 7日目の濁度（A sample）からブランクの値を差し引いて菌の増殖量（A sample- A blank）

とした．PC株 27菌株の培養ろ液における野生株 8238rifの増殖量は，培養ろ液の種類によって異

なった（Fig. 2-6）．5種（8350PC, 8105PC, 8107PC, 8238PCおよび 8208PC）の PC株培養ろ液では，

野生株 8238rifの培養ろ液（野生株培養ろ液）中で 8238rifを培養した場合よりも高い増殖量を示し

た．一方，野生株培養ろ液と比べて増殖が抑制された PC株培養ろ液は 22種存在した． 

PC 株培養ろ液の野生株の増殖抑制効果と各種 PC 株の生理活性物質産生性との関係 

	 PC株培養ろ液中における病原性の増殖抑制効果と PC株の抗菌活性との関係を比較したところ，

培養ろ液中に抗菌活性がみられた PC株培養ろ液では，他の培養ろ液と比べて増殖抑制能が低く，

抗菌活性を示さない培養ろ液でも野生株の増殖が抑制された．この結果から，培養ろ液中における

野生株の増殖抑制には培養ろ液の抗菌活性だけでなく他の要因の関与も示唆された．  

	 一般的な細菌増殖には 0.05~0.5 µMの遊離鉄が必要であり，他の栄養源が豊富な場合でも鉄が欠

乏した培地では細菌増殖が阻害されることが報告されている（Waring and Werkman, 1944；山本・篠

田，1996）．PC株が生産したシデロフォアに結合した鉄を野生株が吸収できるかについては不明で

あるが，野生株の増殖抑制へのシデロフォアの間接的な関与として，シデロフォア生産株の培養ろ

液中では，鉄はシデロフォアに捕捉され，その分子を野生株が吸収できない場合は鉄欠乏により増

殖が阻害されることも考えられる．一方で，供試した PC株の中で 8101PCのみがシデロフォア非 
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Fig. 2-6  Growth inhibition of 8238rif wild-type strain in the culture filtrates of PC mutants. The dotted line 

indicates the bacterial growth of 8238rif in the culture filtrate of 8238rif. Antibacterial activity against 

8238rif in culture filtrate of PC mutant was tested by spot-on-lawn method. Values show means ± SE (n=6). 

  

0.00		

0.05		

0.10		

0.15		

0.20		

0.25		

0.30		

81
01
PC

	
82
38
PC

	
82
66
PC

	
82
34
PC

	
E-
PC

st
r	

81
09
PC

	
82
57
PC

	
82
16
PC

	
82
24
PC

	
82
76
PC

	
81
03
PC

	
84
33
PC

	
97
05
02
-1
PC

	
83
57
PC

	
82
14
PC

	
82
52
PC

	
82
02
PC

	
10
5P

C	
82
-1
PC

	
10
1P

C	
83
45
PC

	
Su
za
ki
-5
PC

	
83
50
PC

	
81
05
PC

	
81
07
PC

	
82
32
PC

	
82
08
PC

	

Ba
ct
er
ia
l	g
ro
w
th
	

	(A
	 60

0	
nm
–A

	 Bl
an
k)�

Culture	filtrates	of	PC	mutants�

Antibacterial activity positive�
Antibacterial activity negative�



 

 47  

生産株であり，本 PC 株培養ろ液中における野生株の増殖抑制効果は高かった．今後，野生株の増

殖抑制と PC 株のシデロフォアとの関連性を明らかにするため，シデロフォア生産能が異なる PC

株の培養ろ液を用いて，培養ろ液の鉄イオン濃度とシデロフォア濃度を定量し，増殖抑制効果との

関係を調査する必要がある． 

	 PC株培養ろ液の野生株の増殖抑制効果と培地の褐変および biovarとの関係を比較したが，関連

性はみられなかった．また，その他の分類群（レース，菌群，phylotype）においても関係性はみら

れなかった． 本研究では，PC株培養ろ液における野生株の増殖抑制効果と，菌の系統，PC株に

よる抗菌物質およびシデロフォア生産等の生理活性物質産生性との関係性を調査したが，明確な関

係性が得られるものはなかったため，今後は他の物質や要因を対象として調査する必要がある． 

 

摘要 

	 野生株の増殖抑制効果が高い PC株培養ろ液を選抜するため，系統の異なる PC株 27株の培養ろ

液中における野生株の増殖量を調査した．また，PC 株培養ろ液中における野生株の増殖抑制の要

因を調査するため，PC 株による抗菌物質生産とシデロフォア生産について調査した．野生株の増

殖量は PC 株培養ろ液の種類によって異なり，22 種の PC 株培養ろ液では野生株の増殖抑制が認め

られた． PC株による抗菌物質生産を調査したところ， PC株 5菌株は培養ろ液中に抗菌物質を生

産し，その性状は耐熱性のない高分子量のタンパク質であると推察された．また，PC 株に変異す

ることで抗菌活性が高まる株も存在した．シデロフォア生産は，PC 株に変異した場合で生産能が

高くなる傾向にあった．しかし，PC株培養ろ液中の野生株の増殖抑制効果と PC株による抗菌物質・

シデロフォア生産との関連性はなく，野生株の増殖抑制には他の物質や要因の関与が推察された． 
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第 3 章 Ralstonia solanacearum 表現型変異株を利用したトマト・ナス青枯病の 

防除効果 

 

緒言 

	 青枯病菌 Ralstonia solanacearumの PC株を利用した青枯病の防除効果は，タバコ，トマト，ナス

およびジャガイモにおいて確認されている（Hara and Ono, 1991；Arwiyanto et al., 1994a；小川ら，

2011；黒木ら，2016）．Arwiyanto et al.（1994a）は，PC株の培養ろ液をトマトに接種すると，PC株

生菌による防除効果には劣るが，培養ろ液処理でもわずかに発病が抑制されることを報告している．

しかし，PC株による防除効果は，接種方法，接種する PC株の種類，植物の品種によって異なるこ

とが報告されている（小川ら，2011, 2012a, b）．そのため，PC株を利用した効果的な青枯病防除技

術の確立には，複数の品種に対して防除効果を発揮する PC 株の接種技術の開発が重要である．第

2 章第 2 節では，系統の異なる PC 株培養ろ液を用いて，野生株の増殖抑制効果を調査した結果，

野生株の増殖抑制効果が高い PC 株培養ろ液が得られた．そこで本研究では，系統の異なる PC 株

と PC 株培養ろ液を用いてトマトとナスにおける青枯病防除効果を調査し，トマトとナスに共通し

て高い防除効果を発揮する PC株の選抜した． 

	 また，青枯病菌の中には，青枯病菌の他の菌株に対して抗菌作用を示す菌株が存在する（Cuppels 

et al., 1978；Arwiyanto et al., 1993；Frey et al., 1996）．PC株の抗菌作用は植物内における野生株の増

殖抑制に関与すると考えられ，PC株による青枯病防除機構の一要因となっている（Chen and Echandi, 

1984; Hara and Ono, 1991）．本研究では，第 2章第 2節で明らかにした野生株に対する PC株の抗菌

作用と PC株による青枯病防除効果との関連を調査した． 
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材料および方法 

供試細菌 

	 青枯病菌は，系統の異なる野生株 26菌株を供試した（Table 2-5，第 2章 第 2節参照）．PC株と

して，野生株 8238に感染したナスより分離された PC株の 50 µg mL–1ストレプトマイシン自然耐性

株である E-PCstrと，野生株 26菌株からそれぞれ EPS生産能が顕著に低下した PC株の計 27菌株

とした．PC株の作出は，以下の手順で行った．野生株を BG液体培地に約 107 cfu mL-1になるよう

に接種し，28℃で 14 日間静置培養後，菌液は BGT 培地上に塗抹し，28℃で 48 時間培養後，非流

動性のコロニーを形成した株を PC 株とした．供試菌株は，15%グリセロールを含んだ BG 液体培

地中に-80℃で保存した． 

	 PC株培養ろ液を利用した青枯病防除効果の調査では，第 2章第 2節の結果をもとに PC株培養ろ

液中における野生株の増殖抑制効果が異なる PC株の 6菌株（8101PC, Suzaki-5PC, 8238PC, 8105PC, 

8208PCおよび 8103PC）を選抜した．野生株としてトマトより分離された 8238（MAFF 301528，レ

ース 1，biovar 4，菌群Ⅰ）の 50 µg mL–1リファンピシン自然耐性株である 8238rifを供試した．  

PC 株培養ろ液の調製 

	 PC株培養ろ液中における野生株の増殖抑制効果が異なる PC株 8101PC, 8238PC, 8105PC, 8208PC, 

8103PC, Suzaki-5PCの 6菌株の培養ろ液を選抜し，実験に供試した．PC株 6菌株を BGT培地に画

線塗抹し，28℃で 48時間培養した．培地上の単コロニーを 4 mL BG液体培地に接種し，28℃，130 

stroke min-1で 24時間振とう培養した．培養液 300 mLを 100 mL容三角フラスコ中の 30 mL BG液

体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 48時間振とう培養した．培養液を 7500×gで遠心分離後，

上澄みを 0.20 µmのメンブレンフィルター（DISMIC-25AS, 25AS020AS, Advantec）でろ過したろ液
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を培養ろ液とした．各培養ろ液を BGT 寒天培地に塗抹し，培養ろ液中に菌が残存していないこと

を確認して各実験に供試した． 

土壌への PC 株培養ろ液の接種が青枯病菌の増殖に及ぼす影響 

	 滅菌したタネまき培土（タキイ種苗）に野生株 8238rifの菌液（約 104 cfu mL-1）を土等量（w/v）

混和し，55穴セルトレイに充填後，1セルに PC株培養ろ液を 20 mL灌注し，人工気象器内（12時

間 30℃/12時間 28℃）で静置し，毎日一定量の水を与えて管理した．対照として，滅菌水を接種し

た区を設けた．接種 0日目と接種 7日目の土壌 5 gを採取し，滅菌水 45 mLに懸濁後，懸濁液を段

階的に希釈し，青枯病菌の選択培地（原・小野培地：BG培地に 1.5%の寒天，メンブレンフィルタ

ー（0.2 µm）滅菌した 5 µg mL-1クリスタルバイオレット，50 µg mL-1シクロヘキシミド，50 µg mL-1

ポリミキシン B硫酸塩，10 µg mL-1クロラムフェニコールおよび 25 µg mL-1テトラゾリウムクロラ

イドを加えたもの）（原・小野，1984）に，50 µg mL-1リファンピリンを添加した培地に塗抹した．

培地は 28℃で 72時間培養し，コロニー数を計数した．また，別に採取した土壌の乾燥重量を測定

し，野生株の菌密度は cfu g-1 soil DW（dry wight）で表した．実験は各区 4サンプルとし，2反復行

った（n=8）． 

植物への PC 株培養ろ液の接種による青枯病の防除効果 

	 罹病性トマト（S. lycopersicum L.）‘Micro-Tom’（Tomato growers supply company, USA）と罹病性

ナス (S. melongena L. )‘千両二号’，（タキイ種苗）の本葉 1-2葉齢の個体を供試した．トマトとナ

スの根部を約 3分の 1切除し，PC株培養ろ液 20 mLに 30分浸漬接種した．対照として，滅菌水に

浸漬した区を設けた．植物は，野生株 8238rifの汚染土壌（約 106 cfu g-1）を充填した 128穴セルト

レイに移植し，人工気象器内（12時間 30℃/12時間 28℃）で管理し，2週間後の発病率を調査した．

実験は各区 12個体を用いて，2反復行った． 
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PC 株生菌を利用したトマト・ナスの青枯病防除効果 

供試植物 

	 罹病性トマト（Solanum lycopersicum L.）‘Micro-Tom’（Tomato growers supply company, USA）と

罹病性ナス (S. melongena L. ) の中でも抵抗性が異なる 5品種‘千両二号’，‘筑陽’（以上，タキイ

種苗），‘佐土原’，‘久留米長’（以上，アサヒ農園）および‘Black Beauty’（福種）を供試した．

種子を 70%エタノールに 10 秒間浸漬後，有効塩素 1％の次亜塩素酸ナトリウム水溶液中で，10 分

間撹拌して表面殺菌を行った．その後，滅菌水で 1分間，別の滅菌水で 3分間洗浄し，バーミキュ

ライト（中粒）を敷き詰めたバットに播種した．播種後，暗黒条件下の人工気象器内（12時間 28℃

/12 時間 22℃）で発芽させた．発芽後，OAT ハウス B 処方 1 単位（OAT アグリオ）を液肥として

適宜与えた．育苗は，明期 12時間 28℃，暗期 12時間 22℃で行い，本葉 1-2葉齢の個体を供試した． 

接種源の調製 

	 PC株生菌によるトマト青枯病防除に有効な PC株の選抜では，PC株は 27菌株（Table 2-5，第 2

章 第 2 節参照），野生株は 8238rif を供試した．PC 株生菌を利用したナス青枯病防除に有効な PC

株の選抜では，PC 株は菌群（尾崎・木村，1992）とトマト青枯病に対する防除効果とをもとに 10

菌株（E-PCstr, 8266PC, 8252PC, 8345PC, 8214PC, 8224PC, 8103PC, 8109PC, 82-1PCおよび 101PC）を

選抜して供試した．また，野生株は 8238rifに加えて，小川ら（2011）の結果よりナス‘千両二号’

に対して強い病原性を示した青枯病菌野生株 8266（MAFF 730135，レース 1，biovar 4，菌群Ⅰ，

phylotype I）の 2菌株を供試した． 

	 凍結保存した菌株を BGT培地に画線塗抹し，28℃で 48時間培養した．形成した任意の形態の単

コロニーを 4 mL BG液体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 24時間振とう培養した．培養液 1 

mLを 500 mL容坂口フラスコ中の 100 mL BG液体培地に接種し，28℃，130 stroke min-1で 15時間
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振とう培養した．培養液を，分光光度計で 600 nm の波長の吸光度を測定し，既知の検量線（総菌

数＝（171160276×吸光度＋16614）×希釈倍数）により総菌数を推定した．培養液を遠沈管に移し

て 7500×g，4℃，15 分間遠心分離した．上澄みを捨て，滅菌水を加えて再度遠心分離し，沈殿物

を菌体とした．分光光学法により求めた総菌数をもとに，野生株および PC 株の菌体を，任意の濃

度に滅菌水で希釈し菌液とした．生菌数は，調製した菌液を段階的に希釈し，原・小野培地に塗抹

し，コロニー形成数を計数することにより測定した．   

接種方法 

	 青枯病菌汚染土壌の調製として，タネまき培土（タキイ種苗）を詰めた 128穴セルトレイに，菌

密度を約 107 cfu mL-1に調製した野生株の菌液を 5 mLずつ灌注し，野生株汚染土壌とした．本葉 1-2

葉齢の植物の根をハサミで 1/3程度切断し，菌密度を約 108 cfu mL-1に調製したそれぞれの PC株の

菌液 20 mLに 30分間浸漬した（処理区）．また，対照として滅菌水 20 mLに 30分間浸漬した．PC

株の菌液もしくは滅菌水に浸漬した幼苗を野生株汚染土壌に移植し，人工気象器内（明期 12 時間

30℃，暗期 12時間 28℃）で管理し，21日間の発病率を調査した．また，21日目の発病率から以下

の式を用いて防除価を算出した．防除価＝［（対照区−処理区）/ 対照区］×100．実験は各区 12 個

体を用いて行い，トマトを用いた実験では 3–5反復，ナスを用いた実験では 2反復を行った． 

抗菌活性の調査 

	 野生株 8238rifと 8266に対するPC株の抗菌活性をプレートクロロホルム法（Wakimoto et al., 1986）

により調査した．抗菌物質生産能の検定菌として，各供試 PC株をそれぞれBGT培地に画線塗抹し，

28℃で 48 時間培養した．形成した単コロニーを別の BGT 培地に 4 カ所植菌し，28℃で 48 時間培

養した．培養後，9 cmシャーレの上蓋にクロロホルム 2 mLを染み込ませた 9 cm濾紙を置き，検定

菌のコロニーを 2時間燻蒸した．その後，BGT培地に，菌密度を約 106 cfu mL-1に調製した指標菌
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（8238rifまたは 8266）の菌液 1 mLを BG 0.5%寒天培地 4 mLともに流し込み，28℃で 48時間培養

した．培養後，PC株の周りに阻止円が形成された場合，抗菌活性を有すると評価した．  

 

結果 

土壌への PC 株培養ろ液の接種が青枯病菌の増殖に及ぼす影響 

	 PC株培養ろ液中における野生株の増殖抑制効果が異なる PC株 8101PC, 8238PC, 8105PC, 8208PC, 

8103PC, Suzaki-5PCの培養ろ液を青枯病菌汚染土壌（3.4 log cfu g-1乾土）に処理し，7日後の土壌中

の菌密度を調査した（Fig. 3-1）．その結果，いずれの処理区においても，土壌中における野生株は，

菌密度 7.5-8.1 log cfu g-1乾土まで増殖し，対照区（7.6 log cfu g-1乾土）との差はなく，PC株培養ろ

液接種による青枯病菌の増殖抑制は認められなかった． 

植物への PC 株培養ろ液の接種による青枯病の防除効果 

	 PC株培養ろ液による青枯病防除効果は，PC株培養ろ液と植物種（トマトとナス）との組み合わ

せにより異なった（Fig. 3-2）．PC株培養ろ液によるトマト青枯病の防除効果は，8238PCと Suzaki-5PC

の培養ろ液処理により発病が抑制され，それぞれの防除価は 37%と 32%であった．8101PC の培養

ろ液処理では，対照区と比べてわずかに発病が抑制された（防除価 16%）．その他の PC株培養ろ液

では，対照区と比べて発病が 1〜2日程度遅延する場合もあったが，防除効果はなかった． 

	 一方，ナス青枯病防除においては，野生株 8238rifに対して抗菌活性を有する 8105PCの培養ろ液

処理が最も効果的であり，防除価は 48%であった．トマト青枯病に比較的高い防除効果を示した

8238PCと Suzaki-5PCの培養ろ液処理は，ナスでは防除価 22〜26%と低下した．また，その他の区

では対照区と比べて発病が遅延する場合もあったが，防除効果は低かった（防除価 13〜17%）． 
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Fig. 3-1  Growth of wild-type strain 8238rif of R. solanacearum by inoculation of culture filtrates of PC 

mutants in soil. Culture filtrates of PC mutants were treated in soil containing 8238rif (ca. 103 cfu g-1 DW). 

Mock-treatment with SDW served as the control. The graph shows the results of mean and standard errors 

from eight samples for each inoculation (n=8). The white bar shows bacterial density of 8238rif in soil at 0 

days (start inoculation), and gray bars show bacterial density of 8238rif in soil at seven days after treatment. 

The different letters above bars indicate significant differences (P<0.05) in soil at seven days after treatment 

according to one-way ANOVA following the Tukey-Kramer test. 
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Fig. 3-2  Disease severity of bacterial wilt in tomato ‘Micro-Tom’ (A), and eggplant ‘Senryo nigo’ (B) 

treated with culture filtrates of PC mutant. Seedlings treatment with culture filtrates of PC mutants and SDW 

(control) for 30 min, and then transplanted into soil containing wild-type strain 8238rif (ca. 106 cfu g-1 FM). 

Experiments were performed with 12 plants in each treatment and repeated twice in successive trials. 
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PC 株生菌を利用したトマト・ナスの青枯病防除効果 

トマト青枯病防除に有効な PC 株の選抜 

	 本実験で供試した PC 株をトマトとナスに単独で接種した場合，植物の萎凋症状はみられなかっ

た（データ省略）．トマト‘Micro-Tom’における青枯病の防除効果は，接種する PC株の種類によ

って異なった（Fig. 3-3）．トマト青枯病に対して，8103PC，8214PC，および 8224PCの接種では 80%

以上の防除価を示した．防除効果が高かった 8103PCと 8224PCは，野生株 8238rifに対する抗菌作

用が確認された．一方で，8214PC等の抗菌作用を示さない PC株の接種でも青枯病の防除効果が高

かった． 

ナス青枯病防除に有効な PC 株の選抜 

	 野生株 8238rifと 8266接種によるナスの発病度は品種によって異なった（Fig. 3-4）．‘Black Beauty’

と‘筑陽’では，ほぼすべての個体が枯死したのに対して，‘千両二号’，‘佐土原’，および‘久留

米長’ではわずかに発病率が低かった． 

	 PC株による青枯病の防除効果は，接種する PC株と品種との組み合わせによって異なった（Table 

3-1）．野生株 8238rifに対する防除効果は，E-PCstrを接種した‘Black Beauty’と‘筑陽’では確認

されず，その他の区では 18.8〜100%の防除価を示した．70%以上の防除価を示した PC株処理区は，

‘千両二号’と‘佐土原’で各 5処理区，‘久留米長’で 6処理区あったのに対して，‘Black Beauty’

と‘筑陽’では各 1 処理区であった．また，野生株 8266 に対する防除効果においても同様の傾向

がみられた．ナス 5品種における萎凋率とPC株による防除効果との間に有意な負の相関（r = –0.8617）

があった（Fig. 3-5）． 

	 PC株処理区間で比較すると，E-PCstr処理区では野生株 8238rifに対する防除価は 0.0〜66.7%, 野

生株 8266に対する防除価は 20.8〜52.6%を示し，複数のナス品種に共通して防除価が低かった． 
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Fig. 3-3  PC mutant differences in suppression of bacterial wilt in tomato. The biocontrol effects of 

bacterial wilt in tomato ‘Micro-Tom’ by PC mutants were investigated in the soil-test using 27 PC mutants. 

Mock-inoculation with SDW served as the control. The signs above PC strain names indicate antibacterial 

activity against wild-type strain 8238rif, (+): antibacterial activity positive, (–): antibacterial activity negative. 

Inoculated seedlings were evaluated as the percentage of wilted plants at 21 days after inoculation. Biological 

control incidence (%) = [(A–B)/A]×100, where: A = percentage of wilted plants in control, B = percentage of 

wilted plants in PC treatment. The graph was expressed as the average of the percentage in three independent 

experiments 12 plants for each treatment.  
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Fig. 3-4  Varietal differences in resistance to bacterial wilt in five eggplant cultivars. Seedlings (21–28 days 

old) of five eggplant cultivars were transplanted into soil containing 8238rif or 8266 wild-type strain (107 cfu 

g-1 FM). The percentage of wilted plants was evaluated at 21 days after inoculation. The graph shows the 

results of mean and standard errors from five replicates using 12 plants for each inoculation. The different 

letters above bars indicate significant differences (P<0.05) in virulent strain-inoculated eggplants according 

to one-way ANOVA following the Tukey-Kramer test; the values of percentage were obtained through 

arcsine transformation. 
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Fig. 3-4  Relationship between the biocontrol incidence by the PC mutant treatments and percentage of 

plants with wilting by inoculated with wild-type strains 8238rif and 8266 among the five eggplant cultivars. 

The biocontrol incidences show average of 10 PC mutant treatments, and the plants with wilting in control 

show average of five replicates, using 12 plants for each inoculation. Correlation (r) with P<0.05 was 

indicated as * by the Pearson’s correlation coefficient; the values of percentage were obtained through 

arcsine transformation. 
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一方で，8224PC 処理区と 8103PC 処理区では，E-PCstr 処理区と比べて有意に高い防除価を示し，

複数のナス品種に対して高い防除価を示す傾向にあった．特に，8103PC処理区では，野生株 8238rif

に対して 77.3〜87.5%，野生株 8266に対して 58.3〜93.3%の高い防除価が得られた． 

	 野生株 8238rifと 8266に対する PC株の抗菌作用を Table 3-2に示す．複数のナス品種に共通して

防除価が高かった 8103PC は，両野生株に抗菌作用を示したが，抗菌作用を示さない PC 株接種で

も青枯病の防除効果が確認された． 

 

考察 

	 PC 株生菌を利用した青枯病の防除効果は，タバコ，トマト，ナスおよびジャガイモにおいて確

認されている（Hara and Ono, 1991；Arwiyanto et al., 1994a；小川ら，2011；黒木ら，2016）． PC株

生菌を利用した青枯病の防除効果は，PC 株の種類と植物・品種によって異なることが報告されて

おり（小川ら，2011, 2012a），複数の植物種・品種に対して高い防除効果を発揮する PC株接種技術

の確立が求められている．しかし，Poussier et al.（2003）は，phcA変異株をトマト滲出液中で培養

すると野生株に変異復帰することを報告しており，PC 株の生菌を接種したトマトでは，植物内で

PC株が野生株に変異復帰し，発病を助長させることが危惧される．PC株を利用した青枯病防除法

の確立において，PC 株の生菌を利用した防除法だけでなく，それに替わる新規防除法の開発を早

急に進めることが重要である． 

	 Pseudomonas 属や Bacillus 属などの有用細菌を利用した病害の生物的防除法では，菌液や菌体を

用いた防除法について多くの研究が行われてきたが（Jetiyanon, 2007；Ramesh et al., 2009；Ramesh and 

Phadke, 2012），近年，Bacillus 属細菌を利用した病害防除法において，菌の培養ろ液による病害防

除効果の再検討が進められている．その例として，B. megaterium L2株の培養ろ液によるタバコ赤 
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Table 3-2  Antibacterial activity against wild-type strains 8238rif and 8266. 

Producer strains 
Indicator strains 

8238rif 8266 

E-PCstr �–z� + 

8266PC – – 

8252PC – – 

8345PC – – 

8214PC – – 

8224PC + – 

8103PC + + 

8109PC + + 

82-1PC + + 

101PC + + 
z +: Inhibition zone formed by producer strain, –: Inhibition zone not formed. 
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星病菌（糸状菌 Alternaria alternata）の胞子発芽の阻害効果を有すること（Li et al., 2015）や B. 

amylogiquefaciens KB3株と B. subtilis Qst-713株の培養ろ液は，トウガラシ炭疽病やイネいもち病な

どの複数の病害に対して防除効果を有すること（Nam et al., 2016）が明らかにされており，Bacillus

属細菌が生産する物質を利用して，抗菌剤や抵抗性誘導剤への応用が考えられている． 

	 一方で，PC株の培養ろ液を用いた青枯病防除に関する研究は極めて少なく，本研究では，PC株

を利用した防除技術の検討として，第 2章第 2節において野生株の増殖抑制効果が異なる PC株培

養ろ液 6 種を供試して，PC 株培養ろ液の処理による土壌中の青枯病菌の増殖抑制効果と植物の発

病抑制効果を調査した．青枯病菌の汚染土壌土壌に PC 株培養ろ液を処理した場合では，いずれの

処理区においても土壌中の野生株の増殖は抑制されず．PC 株培養ろ液中で確認された野生株の増

殖抑制は土壌中では確認されなかった．この要因として，In vitroな実験系では，PC株培養ろ液の

流出や拡散がないが，土壌中に PC 株培養ろ液を処理した場合では，培養ろ液が浸透や蒸発により

系外に流出することや灌漑水によって希釈されるため，野生株の増殖抑制効果が失われたと推察さ

れる．一方，PC 株培養ろ液を植物根部に浸漬処理することで青枯病の防除効果が得られる場合が

あった．しかし，その防除効果は，トマトとナスで異なり，トマトに対しては Suzaki-5PCと 8238PC

の培養ろ液処理で防除効果があり，ナスでは 8105PC の培養ろ液処理で比較的高い防除効果が得ら

れた．これら PC株培養ろ液と PC株生菌によるトマト青枯病の防除効果を比較したところ，PC株

培養ろ液による防除効果は，いずれも PC株生菌による防除効果よりも低かった． Arwiyanto et al.

（1994a）は，PC株 Str-10opの培養ろ液をトマトの根圏に灌注接種した場合，青枯病の防除効果は

生菌よりも劣ることを報告しており，本研究でも同様の結果であった．PC 株による青枯病の防除

効果の発揮には，植物への PC株定着による野生株の定着抑制が関与することが報告されており（小

川ら，2012b），PC株が存在しない培養ろ液処理では，PC株の定着による野生株の定着抑制効果は
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期待できないため，防除効果が低かったと考えられる．第 2章第 2節において野生株の増殖抑制効

果が高かった 8101PC の培養ろ液処理では，トマトとナスの青枯病防除効果が低く，野生株の増殖

抑制効果と青枯病の防除効果は一致していなかった．野生株に対して抗菌活性のない 8238PC の培

養ろ液処理でも，青枯病の発病がわずかに抑制されたことから，PC 株培養ろ液による青枯病防除

の要因には，PC株の抗菌作用以外の要因も関与すると考えられる． 

	 Hyakumachi et al.（2013）は，B. thuringensisの培養ろ液を処理したトマトでは，感染特異的（PR）

タンパク質である PR-1，キチナーゼ，β-1, 3-グルカナーゼの遺伝子発現が誘導され，植物への抵抗

性誘導により青枯病の発病が抑制されることを報告している．本研究においても，同様の機構が働

き，PC 株の培養ろ液を処理した植物では，わずかに抵抗性が誘導され，発病の遅延や抑制が起き

た可能性がある．今後，PC株培養ろ液による植物への抵抗性誘導を明らかにし，PC株培養ろ液か

ら抵抗性誘導に関わる物質を抽出することで，抵抗性誘導剤を開発することが可能であると考える． 

	 さらに，PC 株を利用した効果的かつ実用的な防除法を開発するためには，青枯病防除に有効な

PC 株を明らかにし，その青枯病防除機構の主要因を解明することが重要である．そこで本研究で

は，系統の異なる PC 株を供試して，トマトとナスの数品種に対して共通して高い青枯病の防除効

果を発揮する PC株を選抜した．小川ら（2011, 2012a）は，PC株生菌による青枯病の防除効果は，

PC株の種類と植物・品種によって異なることを報告しており，本研究において，PC株による防除

効果は PC株と植物種・品種との組み合わせによって異なった．その中でも，8224PCと 8103PCの

接種は，野生株 8238rifによる青枯病に対して，トマト‘Micro-Tom’とナス‘千両二号’，‘筑陽’，

‘佐土原’，‘久留米長’および‘Black Beauty’に共通して高い防除効果（防除価 59〜100%）を発

揮した． 

	 Pseudomonas 属細菌や Bacillus 属細菌の中には，青枯病菌に対して抗菌作用を有する株があり，



 

 65  

有用細菌による抗菌作用は高い防除効果が得られる一要因として考えられている（Ramesh et al., 

2009；Ramesh and Phadke, 2012）．本研究では，青枯病菌の防除効果が高かった 8224PCと 8103PC

は，野生株 8238rifに対して抗菌作用を示したが，抗菌作用を示さない PC株の接種でも高い防除効

果が得られる場合があった．また，PC 株の培養ろ液処理による青枯病防除効果は，野生株に対し

て抗菌活性を有する Suzaki-5PCや 8105PCの培養ろ液で防除効果を示す場合もあったが，抗菌活性

のない 8238PCの培養ろ液処理でも，トマトでは発病が抑制された．これらの結果から，PC株によ

る青枯病防除機構には，PC株の抗菌作用だけでなく他の要因の関与が示唆された． 

	 青枯病への抵抗性は，トマトやナスの品種によって異なることが報告されており（Nakaho et al., 

2004；Vanitha and Umesha, 2008;；Vanitha et al., 2009；小川ら，2011），本研究では，青枯病に対し

て罹病性ナス品種の中でも，潜在的な抵抗性が異なる 5 品種を用いて，PC 株による青枯病防除効

果を調査した．品種の発病率と PC 株による防除効果には有意な負の相関があり，青枯病に対して

潜在的な抵抗性が低い品種‘Black Beauty’と‘筑陽’では，PC株による青枯病防除効果が低い傾向にあ

り，‘Black Beauty’と‘筑陽’と比べてわずかに抵抗性が高い品種‘千両二号’，‘佐土原’，および‘久留

米長’では，PC 株による防除効果が高い傾向にあった．罹病性トマト品種の中でも抵抗性が高い品

種に青枯病菌を接種した場合，抵抗性が低い品種と比べて，病害防除関連酵素であるフェニルアラ

ニンアンモニアリアーゼ，ポリフェノールオキシダーゼ，ペルオキダーゼ，およびリポキシゲナー

ゼの活性が有意に高まることが報告されている（Vanitha and Umesha, 2008；Vanitha et al., 2009）．本

研究においても同様の機構が働き，品種の持つ抵抗性が PC 株による青枯病防除効果に影響を及ぼ

したと考えられる．一方で，PC株による青枯病防除効果は発揮されにくいナス‘Black Beauty’と‘筑

陽’において，8224PC と 8103PC の接種では青枯病の防除効果が高く，野生株 8238rif と 8266 の異

なる菌株による青枯病に対しても，高い防除効果を発揮した．また，吉川ら（2016）は，系統の異
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なる PC株を用いて，ジャガイモ青枯病（野生株 8266）に対する防除効果を調査した結果，8224PC

と 8103PCの接種で高い防除効果を示したと述べている．そのため，PC株の中には複数の植物種・

品種に共通して高い防除効果を発揮しやすい PC株が存在することが示唆された． 

	 尾崎・木村（1992）は，青枯病菌を複数のナス属植物（Solanum melongena ‘千両二号’, S. mammosum

（ツノナス）, S. integrifolium ‘ヒラナス’, S. torvum ‘トルバムビガー’）に対する病原性の違いに基づ

いて 5つのグループ（菌群）に分類した．菌群Ⅰは S. melongenaのみに，菌群Ⅱは S. melongenaと

S. mammosumに，菌群Ⅲは S. melongena，S. mammosum, および S. integrifoliumに，菌群Ⅳは 4種の

ナス属植物すべてに病原性を示し，菌群Ⅴは S. melongenaと S. integrifoliumに病原性を示す．本研

究において複数の植物種・品種に共通して高い防除効果を発揮した 8224PC と 8103PC は，菌群 Ⅳ

の青枯病菌から作出された PC 株である．菌群Ⅳの青枯病菌は，4 種のナス属植物すべてに病原性

を示すことから広い宿主範囲を有すると考えられ，本菌が PC 株に変異した場合でも複数の植物種

に定着でき，高い防除効果を発揮すると推察された．今後，これらの要因を調査するため，菌群Ⅳ

の PC株と他の PC株接種による植物への定着能と抵抗性誘導能の違いを調査する必要がある． 

 

摘要 

	 PC株生菌または PC株培養ろ液を利用し，トマト・ナスの青枯病防除効果を調査した．野生株の

増殖抑制効果が異なる PC株培養ろ液 6種を供試して，PC株培養ろ液を青枯病菌の汚染土壌に灌注

処理し，青枯病菌の増殖量を調査した結果，いずれの区においても土壌中の野生株の増殖抑制効果

は認められなかった．また，PC株培養ろ液をトマト‘Micro-Tom’とナス‘千両二号’の根部に浸

漬処理し，青枯病の防除効果を調査したところ，防除効果は PC 株培養ろ液の種類と植物種との組

み合わせによって異なり，PC 株培養ろ液処理により青枯病の発病が抑制される場合があった．系
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統の異なる PC株 27菌株の菌液を，トマト‘Micro-Tom’の根部に浸漬接種し，青枯病防除効果を

調査したところ，防除効果は PC 株の種類によって異なった．さらにトマト青枯病の防除効果が異

なる PC株 10菌株を供試して，罹病性ナス 5品種（‘Black Beauty’，‘筑陽’，‘千両二号’，‘佐土原’，

および‘久留米長’）の青枯病防除効果を調査したところ，8224PC または 8103PC の接種は複数の

植物種・品種に共通した高い防除効果を示した．これらの結果から，青枯病防除効果は PC 株生菌

を利用した場合で高い傾向があり，防除に効果的な PC 株が選抜された．また，青枯病の防除効果

は，抗菌活性を持たない PC株や PC株培養ろ液の処理においても確認されたことから，PC株の抗

菌活性は，青枯病防除機構の主要因ではないことが示唆された． 
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第 4 章 土壌中・植物内における青枯病菌の野生株と表現型変異株との競合 

第 1 節 表現型変異株の接種方法の違いが青枯病の防除効果と土壌中と 

植物内における青枯病菌の定着に及ぼす影響 

 

緒言 

	 PC株による青枯病発病抑制の要因として，植物内における PC株と野生株の定着場所をめぐる競

合が考えられている（Chen and Echandi, 1984；Trigalet and Trigalet-Demery, 1990；Hara and Ono, 1991；

嚴原ら，2002；小川ら，2012b）．しかし，植物内における PC 株と野生株の競合を明らかにするに

は，両菌株の菌密度の把握が必要であるが，そのような調査が行われた研究例は極めて少ない．ま

た，植物内の菌密度は，菌の接種濃度，接種期間，植物部位や発病の有無などによって変動し，PC

株による青枯病防除効果も異なる（Chen and Echandi, 1984；Hara and Ono, 1991；Arwiyanto et al., 

1994a；Saile et al., 1997；Mori et al., 2011；小川ら，2012b）．そのため，これらの違いを考慮して調

査することが重要であり，PC株による青枯病防除効果と野生株および PC株の定着量との関係を明

らかにする必要がある． 

	 小川ら（2012b）は，植物上部に PC株を接種後，同部位に野生株を接種すると青枯病の発病が抑

制され，この発病抑制には，高密度で確実な PC 株の定着が重要と報告している．しかし，青枯病

菌は主に根組織から感染するため，地下部への PC 株接種を想定し，高密度かつ確実な PC 株定着

が図れる接種方法や接種濃度の検討が必要である．さらに，安定した PC 株定着を実現させるため

には，土壌中や植物内における PC 株と野生株の増殖特性の違いや両菌株の存在が増殖に及ぼす影

響について明らかにする必要がある．  

	 そこで本研究では，PC株と野生株を同濃度で混合接種し，土壌中と植物内における PC株と野生
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株の増殖特性の違いと両菌株の増殖競合について調査した．次に，植物内における PC 株の菌密度

が野生株の定着抑制と青枯病の発病抑制に及ぼす影響を調査するため，PC 株の接種後日数が異な

る個体を用いて，PC 株の菌密度と青枯病発病抑制効果との関係を調査した．また，植物の根，茎

および葉における PC 株と野生株の菌密度を調査し，両菌株の菌密度の関係が PC 株による青枯病

発病抑制に及ぼす影響を評価した． 

 

材料および方法 

供試細菌 

	 青枯病菌の野生株として， 8238（MAFF 301528，レース 1，biovar 4，菌群Ⅰ，phylotype I）の 50 

µg mL–1リファンピシン自然耐性株である 8238rif を供試した．表現型変異株（PC 株）として，野

生株 8238に感染したナスより分離された PC株の 50 µg mL–1ストレプトマイシン自然耐性株である

E-PCstrを供試した．接種源の菌調製は第 2章と同様の方法で行った． 

供試植物 

	 ナス‘千両二号’（タキイ種苗）を供試した．種子は 70%エタノールと有効塩素 1%の次亜塩素酸

ナトリウム水溶液を用いて消毒後，バーミキュライトに播種した．播種後，人工気象器内（暗黒条

件下, 12時間 28℃，12時間 22℃）で発芽させた．育苗は明期 12時間 28℃，暗期 12時間 22℃で行

い，液肥として OAT ハウス B 処方（OAT アグリオ）1 単位を適宜与えた．実験には播種後 21–28

日間育苗した本葉 1–2葉齢の個体を供試した． 

土壌中における PC 株と野生株の増殖 

	 タネまき培土（タキイ種苗）に PC株と野生株を菌密度が約 106 cfu g–1乾土になるように混合し，

128穴セルトレイに充填後，人工気象器内（明期 12時間 30℃，暗期 12時間 28℃）で 24日間管理
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した（混合接種区）．また，培土内の菌密度が約 106 cfu g–1乾土になるように PC株と野生株を単独

で接種し，同様に管理した（単独接種区）．菌接種後 24日間の土壌中の菌密度を希釈平板法により

算出した．土壌 5 gを採取し，滅菌水 45 mLに懸濁後，さらに滅菌水で段階的に希釈した．希釈液

を各菌株に相応した抗生物質を添加した原・小野培地（原・小野，1984）に塗抹し，28℃で 72 時

間培養後，菌密度を算出した．土壌中の菌密度は各区 6サンプルの平均とし，別に測定した乾土重

をもとに log (cfu g–1soil DW (dry wight) +1)で表した． 

植物内における PC 株と野生株の増殖 

	 PC株と野生株を混合接種したタネまき培土（約 106 cfu g–1乾土）を 128穴セルトレイに充填後，

根の 1/3を切除したナスを移植し，人工気象器内（明期 12時間 30℃，暗期 12時間 28℃）で 7日間

栽培した（混合接種区）．また，PC株と野生株を単独で接種し，同様に移植後 7日間栽培した（単

独接種区）．接種後 7日目に萎凋した個体と無病徴の個体とに分けて茎を採取し，70%エタノールで

茎表面を消毒した．茎の重量を測定後，試験管内で滅菌水 1 mLとともに磨砕し，約 10℃で 15時間

静置した．磨砕液を滅菌水で段階的に希釈し，各菌株に相応した抗生物質を添加した原・小野培地

を用いて，各菌株の菌密度を希釈平板法により求めた．植物茎内の菌密度は，サンプル数 7–16 の

平均とし，log(cfu g–1FM (fresh matter) +1)で表した． 

PC 株の接種後日数の違いが植物内における PC 株の菌密度と青枯病の発病抑制効果に及ぼ

す影響 

	 上記の方法で作製した PC株接種土壌（約 106 cfu g–1乾土と約 108 cfu g–1乾土）に断根した 1–2葉

齢のナスを移植し，PC株の前接種とした．移植後，人工気象器内（明期 12時間 30℃，暗期 12時

間 28℃）で管理し，PC 株接種後 7，14，21 日目に茎内の PC 株の菌密度を調査した．なお，茎内

の菌密度は 10–12個体の平均とし，log（cfu g–1FM+1）で表した． 
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	 また，PC株接種後 7，14，21日目のナスを断根後，野生株の汚染土壌（約 107 cfu g–1乾土）を充

填した 55 穴セルトレイに移植し，野生株の再接種とした．対照として，滅菌水を混和したタネま

き培土にナスを移植し，同様の期間栽培した個体を野生株の汚染土壌に移植した．移植後，人工気

象器内（明期 12 時間 30℃，暗期 12 時間 28℃）で管理し，再接種後 14 日間の発病率を調査した．

発病率の調査は各区 12個体を用いて 3反復行った．また，発病率から防除価［防除価(%)={(対照区

−処理区) / 対照区}×100］を算出した． 

植物体の各組織内における PC 株と病原菌株の菌密度と青枯病の発病抑制効果との関係 

	 ナスの根の 1/3を切除し，根部を PC株の菌液（約 106 cfu mL–1もしくは約 108 cfu mL–1）20 mLに

30分間浸漬後，植物を野生株の汚染土壌（約 107 cfu g–1乾土）に移植した．対照として，滅菌水 20 

mLに浸漬したナスを野生株汚染土壌に移植した．菌接種後，人工気象器内（明期 12時間 30℃，暗

期 12時間 28℃）で管理し，接種後 14日間の発病率を調査した．実験は各区 12個体を用いて 3反

復行い，発病率と防除価を算出した．さらに，菌接種後 7日目に萎凋した個体と無病徴の個体とに

分けて，植物の根，茎および葉を採取した．その際，根は滅菌水で 2回洗浄後，十分に水気を拭き

取り，茎と葉は表面を 70%エタノールで消毒した．各組織内の PC株と野生株の菌密度を希釈平板

法により調査し，菌密度は log（cfu g–1FM+1）で表した． 

 

結 果 

土壌中と植物内における PC 株と野生株の増殖 

	 土壌中における PC株と野生株の増殖を Fig. 4-1に示す．PC株と野生株を混合接種した土壌（混

合接種区）では，両菌株とも菌密度 105–106 cfu g–1乾土で一定に推移し，PC株と野生株を単独で接

種した土壌（単独接種区）と同等の菌密度であった．  
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Fig. 4-1  Multiplication of the wild-type strain and the PC mutant of R. solanacearum in the soil. Bacterial 

suspensions of the PC mutant and wild-type strains were inoculated individually or collectively in the soil (ca. 

106 cfu g–1 soil DW). The samples were incubated at 30°C for 12 h and 28°C for 12 h. The bacterial density 

is expressed as log (cfu g soil–1DW). Bars indicate the standard errors (SE) of six samples. 
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	 植物内における PC株と野生株の菌密度を Table 4-1に示す．PC株を単独で接種した植物では，

植物体の萎凋は見られず，茎組織内における PC株の菌密度は約 102 cfu g–1と低かった．野生株を単

独で接種した植物では，無病徴個体と萎凋個体が観察され，植物内の野生株の菌密度は，無病徴個

体では約 104 cfu g–1，萎凋個体では約 109 cfu g–1であった．また，混合接種区の植物においても，無

病徴個体と萎凋個体が観察された．野生株の菌密度は無病徴個体では約 104 cfu g–1と低く，萎凋個

体では約 108 cfu g–1と高かった．一方，PC株の菌密度は，無病徴個体と萎凋個体で 102–103 cfu g–1

と低密度で存在した． 

PC 株の接種後日数の違いが植物内における PC 株の菌密度と青枯病の発病抑制効果に及ぼ

す影響 

	 PC株の接種後日数が異なる植物の青枯病発病率の推移を Fig. 4-2に， PC株の接種後日数が異な

る植物内における PC株の組織内の菌密度の変化を Table 4-2に示す．高濃度（約 108 cfu g–1乾土）

の PC株を接種した場合，接種後 7日目の植物では，青枯病の発病抑制効果が認められ（Fig. 4-2A），

PC株の菌密度は約 105 cfu g–1であった（Table 4-2）．しかし，PC株接種後 14日目と 21日目の植物

では，発病抑制効果は認められず（Fig. 4-2B,C），PC株の菌密度は約 103 cfu g–1と低かった．低濃度

（約 106 cfu g–1乾土）の PC株を接種した場合，すべての処理区において発病抑制効果は認められず，

PC株の菌密度は約 103 cfu g–1以下と低かった． 

植物体の各組織内における PC 株と病原菌株の菌密度と青枯病の発病抑制効果との関係 

	 PC株を植物根部に浸漬接種した場合の青枯病発病率の推移を Fig. 4-3に示す．PC株接種による

青枯病の発病抑制効果は，対照区と低濃度（約 106 cfu mL–1）の PC株接種区では認められず，高濃

度（約 108 cfu mL–1）の PC株接種区において，防除価 64%の高い発病抑制効果が認められた． 

	 植物内（根，茎および葉）における野生株と PC株の菌密度を Table 4-3に示す．萎凋した植物に 
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Table 4-1  Multiplication of wild-type and PC mutant strains of R. solanacearum 
in the eggplant ‘Senryo nigo’. 

Inoculations Symptoms 
Bacterial density z 

Wild-type PC mutant  
Mono-inoculation/PC Non wilted – 1.95 ± 0.43 c 
Mono-inoculation/Wild Non wilted 4.20 ± 0.64 b – 

Wilted 9.46 ± 0.39 a – 
Co-inoculation Non wilted  3.90 ± 0.73 bc  2.51 ± 0.48 bc 

Wilted 8.82 ± 0.25 a  3.12 ± 0.37 bc 
z Bacterial density expressed as log (cfu g–1 stem FM+1). Values are the mean 
and standard error (SE) of 7–16 plants at seven days after inoculation. Different 
letters indicate significant differences (P<0.05) by the Tukey-Kramer test. 
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Fig. 4-2  Effect of the pre-inoculation period of the PC mutant on the suppression of bacterial wilt. Eggplant 

seedlings were transplanted into soil containing ca. 106 cfu g–1 or ca. 108 cfu g–1 of PC mutants (PC 

treatment) or SDW (Control), as the pre-inoculation. At various periods after the pre-inoculation, the plants 

were transplanted into soil containing ca. 107 cfu g–1 of the wild-type strain. The periods of pre-inoculation 

with the PC mutant were 7 days (A), 14 days (B), and 21 days (C). The graph shows the results of three 

replicates using 12 plants for each inoculation. Points marked with different letters were significantly 

different (P<0.05) at day 14 according to the Tukey-Kramer test, and then the percentage values were 

underwent arc sine transformation. Bars indicate SE.  
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Table 4-2  Effect of the bacterial density of the PC mutant of R. solanacearum  in 
eggplants on the suppression of bacterial wilt. 

Inoculum 
concentration z 

Days after  
pre-inoculation y Bacterial density x Biological control 

incidence (%) w 
108 cfu g–1  7 days 5.27 ± 0.13 a  44.4 ± 5.5 a  

14 days ��2.70 ± 0.63 bc   2.8 ± 2.8 b 
21 days 2.83 ± 0.20 b    5.6 ± 2.8 b 

106 cfu g–1  7 days   1.83 ± 0.44 bc   11.1 ± 2.8 ab 
14 days 1.24 ± 0.43 c    2.8 ± 2.8 b 
21 days 2.91 ± 0.41 b    2.8 ± 2.8 b 

z PC mutant were inoculated in the soil at initial concentrations of ca. 106 cfu g–1 or 
ca. 108 cfu g–1.  
y Bacterial inoculation was performed as described in the Figure 4-2 legend. 
x Bacterial density is expressed as in Table 4-1. Values are the mean and SE of 10–
12 plants. Different letters indicate significant differences (P<0.05) by the Tukey-
Kramer test. 
w Biological control incidence was calculated using the following formula: 
biological control incidence (%) = [(A–B)/A]×100, where: A is the percentage of 
wilted plants in the control, B is the percentage of wilted plants in the PC 
treatment. Experiments were performed with three replicates using 12 plants of 
each treatment. Different letters indicate significant differences (P<0.05) according 
to the Tukey-Kramer test, and then the percentage values were underwent arc sine 
transformation. 
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Fig. 4-3  Influence of the inoculum concentrations of the PC mutant on the suppression of bacterial wilt in 

the eggplant ‘Senryo nigo’. The roots were soaked with 20 mL of the bacterial suspension of the PC mutant 

(ca. 106 cfu mL–1 or ca. 108 cfu mL–1) or SDW (Control) for 30 min. Inoculated plants were transplanted into 

the soil contaminated with the wild-type strain (ca. 107 cfu g–1 soil FM). The graph shows the results of three 

replicates using 12 plants for each inoculation. Points marked with different letters were significantly 

different (P<0.05) at day 14 according to the Tukey-Kramer test, and then the percentage values were 

underwent arc sine transformation. Bars indicate SE. 
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Table 4-3  Population of the wild-type strain and the PC mutant of R. solanacearum 
in tissues of the eggplant ‘Senryo nigo’. 

Plant 
tissue 

Inoculated 
concentration of 

PC mutant z 

Bacterial density [log (cfu g–1 FM+1)] y 

Non wilted sample Wilted sample 

Wild-type PC mutant Wild-type PC mutant 

Leaf Control 2.0 – 7.1 – 
106 cfu mL–1 1.0 1.1 6.9 2.1 
108 cfu mL–1 0.4 1.2 6.3 1.0 

Stem Control 6.6 – 8.7 – 
106 cfu mL–1 4.4 2.8 8.3 5.0 
108 cfu mL–1 4.8 4.6 7.2 5.4 

Root Control 8.6 – 8.3 – 
106 cfu mL–1 8.2 7.0 8.0 6.8 
108 cfu mL–1 6.3 8.2 � 8.3 8.3 

z Bacterial inoculation was performed as described in the Fig 4-3 legend. 
y Bacterial density was determined using plant tissues (leaf, stem, and root) isolated 
from wilted and non-wilted plants at seven days after inoculation. Values are the 
mean of each sample. 
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おける野生株の菌密度は，すべての植物組織内で高かった．一方，無病徴個体における野生株は，

根では高密度に検出されたが，上部組織ほど低密度で検出された．各組織内の PC 株の菌密度は，

萎凋個体と無病徴個体に関わらず，根では高く，上部組織ほど低かった． 

	 PC株を接種した植物組織内における PC株と野生株の菌密度の関係を Fig. 4-4に示す．葉におけ

る野生株の菌密度は，無病徴個体ではより低く，萎凋個体ではより高い傾向が見られた（Fig. 4-4A）．

茎内の野生株の菌密度は，無病徴個体で比較的低く，萎凋個体で比較的高かった（Fig. 4-4B）．葉と

茎内の PC 株の菌密度には，植物の萎凋の有無と PC 株の接種濃度区で明確な違いは見られなかっ

た（Fig. 4-4A, B）．すなわち，葉と茎内では PC株の菌密度はばらつきが大きく，野生株と PC株の

菌密度に明確な関係性は見られなかった．高濃度の PC株接種区の根では PC株は約 107 cfu g–1以上

の高密度に安定して検出され，野生株の密度は約 107 cfu g–1以下であった（Fig. 4-4C）．一方，低濃

度接種区の根では，PC株の菌密度は 105–108 cfu g–1とばらつきがあり，野生株の菌密度は 107–109 cfu 

g–1と高かった． 

	 さらに，萎凋した植物内の野生株の菌密度をもとに萎凋症状が現れる病原菌密度の範囲（萎凋菌

密度域）を推定した．その結果，低濃度区の無病徴個体では，根と茎内における野生株の菌密度値

は，萎凋菌密度域に多く存在した（Fig. 4-4B, C）．一方，高濃度区の無病徴個体では，すべての組

織において，野生株の菌密度値は萎凋菌密度域より低密度側に多く分布した． 

  

考 察 

	 土壌中と植物内での PC 株と野生株の増殖特性の違いを明らかにするため，土壌と植物に PC 株

と野生株を混合接種し，両菌株の菌密度を調査した．その結果，土壌中の PC 株と野生株の菌密度

には違いは見られず，両菌株間の競合はなかった．一方，植物内における野生株の菌密度は，萎凋 
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Fig. 4-4  Relationship between the colonization of the wild-type strain and the PC mutant of R. 

solanacearum in plant tissues of the eggplant ‘Senryo nigo’. The roots were soaked with 20 mL of the 

bacterial suspension of the PC mutant (ca. 106 cfu mL–1 or ca. 108 cfu mL–1) for 30 min. Inoculated plants 

were transplanted into the soil contaminated with the wild-type strain (ca. 107 cfu g–1 soil FM). The bacterial 

densities were determined using plant tissues of leaf (A), stem (B), and root (C), isolated from wilted and 

non-wilted plants at 7 days after inoculation.  
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個体では高く，無病徴個体では低く，植物内における PC 株の菌密度は，発病の有無に関わらず低

かった．さらに，萎凋した植物内の野生株の菌密度は，地上部においても高かったのに対し，PC

株の菌密度は，上部組織ほど低下する傾向が見られた．これらの結果から，土壌中と植物内におけ

る青枯病菌の増殖特性は異なり，植物内の PC株は野生株に比べて増殖が抑制されたと考えられる．

植物内に侵入した野生株は，細胞壁を溶解しながら植物組織内で活発に移行し増殖する（Vasse et al., 

1995；Saile et al., 1997）．一方，PC株は野生株に比べて，エンドグルカナーゼ活性やペクチンメチ

ルエステラーゼ活性などの植物細胞壁の溶解に関与する酵素産生能が著しく低下している（Kelman, 

1954；Denny et al., 1988；Brumbley and Denny, 1990）．このため，PC株は野生株に比べて，植物組

織内での移行能や増殖能が劣り，植物内での PC株の菌密度が低くなったと考えられる． 

	 PC株の菌密度と青枯病の発病抑制効果との関係を明らかにするために，PC株接種後日数が異な

る植物を用いて，植物内における PC株の菌密度と青枯病の発病抑制効果を調査した．高濃度の PC

株を接種した植物では，接種 7日目において PC株は高密度で存在したが，接種 14日目以降の PC

株の菌密度は低下した．また，低濃度の PC 株を接種した場合，植物内の PC 株の菌密度は低く，

接種後日数の経過による PC株菌密度の増加は見られなかった．これらの結果から，PC株は植物内

への定着に一度成功しても，植物内における増殖能が低いため，栽培日数の経過により菌密度が低

下することが推察された．さらに，PC株による青枯病防除効果は，高密度で PC株が定着した植物

でのみ確認された．小川ら（2012b）は，PC株を植物上部に接種し，同接種部位に野生株を接種し

た場合，顕著に発病が抑制されると報告している．また，発病が抑制されたすべての植物から PC

株が高密度に検出されたことから，高密度かつ確実な PC 株定着が発病抑制の重要な要因であると

考えられている．本研究の結果は，小川ら（2012b）の報告と整合し，植物地下部から菌を接種し

た場合でも，PC株による青枯病の発病抑制効果が発揮されるためには，植物内に PC株が高密度で
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定着することが重要と示唆された． 

	 PC株による青枯病の発病抑制効果は，野生株の接種濃度より高濃度の PC株を接種した場合で顕

著に発揮される（Chen and Echandi, 1984；Arwiyanto et al., 1994a；嚴原ら，2002；小川ら，2011）．

本研究においても，野生株の接種濃度（約 107 cfu g–1）より低濃度（約 106 cfu mL–1）の PC株を接

種した場合では青枯病の発病は抑制されず，高濃度（約 108 cfu mL–1）の PC株を接種した場合に発

病は抑制された．さらに，萎凋した植物内における野生株の菌密度から植物体の萎凋症状が現れる

病原菌密度（萎凋菌密度域）を推定したところ，根では約 8.2 log cfu g–1，茎内では約 7.8 log cfu g–1，

葉では約 6.8 log cfu g–1程度が植物体の萎凋発現に必要であると推定された． 

	 青枯病菌は，シグナル物質として 3-OH PAMEまたは 3-OH MAMEを生産し，菌の増殖に伴い増

加するシグナル物質の濃度を感知し，その濃度が閾値に達することで病原性因子を発現するクオラ

ムセンシング（QS）機構を有する（Flavier et al., 1997；Kai et al., 2015；Hikichi et al., 2017）．植物内

の青枯病菌密度が約 106 cfu mL-1（3-OH PAME濃度が約 5 nM）以上になると，病原性因子の発現に

関わる遺伝子群が連鎖的に活性化され，phcA遺伝子の活性化によりエンドグルカナーゼやペクチン

メチルエステラーゼなどの植物細胞壁分解酵素や菌体外多糖類を生産する（Clough et al., 1997；

Flavier et al., 1997；Schell, 2000；Genin and Denny, 2012）．低濃度の PC株接種区では，無病徴個体に

おける根と茎における野生株の菌密度値の多くが，萎凋菌密度域内あるいはそれに近い値に多く分

布しており，QS により病原性因子が発現し，無病徴の個体でも直に萎凋症状を示すものと推測さ

れた．  

	 青枯病の発病には，根の細胞間隙内における野生株のコロニー化が重要であり，病原性の発現は，

根内への野生株の侵入後の増殖によってすでに決定されると考えられている（Hikichi et al.，2017）．

高濃度の PC 株接種区の無病徴個体では，野生株の菌密度値のほとんどが，萎凋菌密度域より低か
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った．特に，根における野生株の菌密度は，105–106 cfu g–1の範囲に高頻度で検出され，対照区と比

較して低密度であった．これらの結果から，青枯病の発病には根における野生株の定着が密接に関

与しており，PC株による防除効果の発現には野生株の定着抑制が重要であると推察された． 

	 PC株による青枯病の発病抑制要因の一つとして，PC株の定着による野生株の定着阻害が考えら

れている（Chen and Echandi, 1984；Hara and Ono, 1991；嚴原ら，2002；小川ら，2011，2012b）．高

濃度の PC株を接種した場合，発病が抑制されたすべての植物の根組織から，PC株が約 107 cfu g–1

以上の高密度で検出された．一方，低濃度の PC株接種区では，PC株はすべての個体から検出され

たものの，菌密度は 105–108 cfu g–1とばらつきがみられた．野生株の菌密度は，PC株の低濃度接種

区よりも高濃度接種区で顕著に低下し，このような傾向は根以外の部位（茎と葉）ではみられなか

った．一方で，PC 株が高密度で検出された植物でも，野生株が高密度で存在し，萎凋症状を示し

た個体もあった．Chen and Echandi（1984）は，根中の PC株は接種初期の部位に高密度で存在する

が，新しく伸長した部位では低密度で存在するため，伸長部位に感染した野生株は容易に増殖する

と述べている．また，萎凋した個体では，PC 株の菌密度が無病徴個体よりも高密度で検出される

場合もあった．Macho et al.（2010）は，病原性野生株と病原性因子変異株を混合接種した植物では，

野生株の存在により変異株の植物内への侵入や拡散が助長され，増殖が促進されること報告してい

る．本研究でもこれらの要因により PC 株と野生株が高密度で検出された可能性があり，植物内に

おける PC 株と野生株との定着競合を詳細に明らかにするためには，植物組織内の PC 株と野生株

の定着を検鏡観察することが有効であると考えられる． 

	 本研究において，PC 株は野生株に比べて植物内での増殖能と上部組織への移行能が低く，土壌

への PC 株接種や低濃度の PC 株を植物根部に浸漬接種では，植物内の野生株定着を抑制できない

ことが明らかになった．高濃度の PC 株を植物根部に浸漬接種した場合では，根における野生株の
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定着が抑制され，高い防除効果が得られたことから，植物根部への高濃度の PC 株接種が青枯病防

除に有効な接種方法であると考えられる．今後は，実際の栽培現場における青枯病防除を想定し，

植物内に PC株を高密度かつ長期間定着させる接種技術の確立が必要である． 

 

摘要 

	 土壌中と植物内での青枯病菌の野生株と PC 株の増殖特性の相違を明らかにするため，土壌とナ

ス‘千両二号’に両菌株を同濃度かつ同時に混合接種し，菌密度を調査した．土壌中では両菌株と

も同様に増殖したが，植物内では PC 株より野生株の方が高密度に増殖した．植物内における PC

株の定着量が青枯病発病抑制に及ぼす影響を調査するため， PC 株の接種日数が異なるナスの PC

株定着量と青枯病防除効果との関係を調査した．その結果，PC 株を高濃度で接種した初期の植物

でのみ，PC 株の高濃度の定着が確認され，青枯病の防除効果が確認された．さらに，野生株の接

種濃度よりも低濃度の PC 株接種区と高濃度の接種区を設け，青枯病防除効果と根，茎および葉に

おける両菌株の定着量を調査し，それらの関係を比較した．その結果，高濃度の PC 株接種区では

対照区と低濃度の PC 株接種区と比べて，根における野生株の定着量が有意に低下し，高い青枯病

防除効果を示した． 
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第 4 章 土壌中・植物内における青枯病菌の野生株と表現型変異株との競合 

第 2 節 蛍光観察法を用いた植物組織内における青枯病菌の挙動観察 

 

緒言 

	 第 3章第 1節において，PC株による高い青枯病防除効果が得られるためには，高濃度の PC株を

植物根部に浸漬接種することが重要であり，本接種法により植物根部に PC 株が高密度で定着し，

野生株の定着が抑制されることを明らかにした．しかし，PC 株が高密度で定着した個体でも野生

株が高密度に定着し，発病する個体があった．そのため，PC 株による青枯病防除の要因として，

PC株の植物内定着の関与を明らかにするためには，植物組織内の PC株と野生株の挙動を観察する

ことが有効であると考えられる． 

	 従来の菌密度測定法は，採取した組織の磨砕液を用いて，希釈平板法により菌密度を定量するた

め，組織全体の菌密度を把握する方法として有効である．一方で，自然状態での菌の定着やより詳

細な定着組織・部位を明らかにするためには，顕微鏡を用いた観察が有効であるが，本研究では青

枯病菌の PC 株と野生株を用いるため，検鏡下において菌株を識別する必要がある．そこで本研究

では，カナマイシン耐性遺伝子（Kmr）と緑色蛍光タンパク質遺伝子（gfp）を付与した組換えプラ

スミドを導入した青枯病菌の緑色蛍光菌株（Wild-type 株）と，ゲンタマイシン耐性遺伝子（Gmr）

と赤色蛍光タンパク質遺伝子（DsRed2）を付与した組換えプラスミドを導入した赤色蛍光菌株

（PC-type株）を作製した．植物内における PC株と病原性株の定着場所をめぐる競合を明らかにす

るため，それら組換え菌を利用して，各菌株に対応した抗生物質添加培地を用いた菌の定量と蛍光

顕微鏡下における蛍光菌の発光を観察することで，植物組織内における各菌株の定着について調査

した． 
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材料および方法 

青枯病菌の蛍光標識株の作出 

	 緑色蛍光菌株の作出：伝達因子 mob，複製に関する rep領域，MCS領域を有する広宿主プラスミ

ド pBBR1MCS-2（Kmr）（Kovach et al., 1995）に緑色蛍光タンパク質遺伝子（gfp）を導入したプラ

スミド pRKmGreenを構築し（Fig. 4-5A），大腸菌 Escherichia coli S17-1株（Simon et al., 1983）に形

質転換した．pRKmGreenを保持した株（E. coli S17-1/ pRKmGreen）を Km添加 LB液体培地（1%

トリプトンペプトン，0.5%イーストエクストラクト，0.5%NaCl）に接種し，37℃で一晩振とう培養

した．青枯病菌 8238（MAFF 301528，レース 1, biovar 4, phylotype I）を BG液体培地に接種し，28℃

で一晩振とう培養した．それぞれの培養液 100 µL ずつをマイクロチューブに混合し，28℃で一晩

培養した．Km添加シモンズクエン酸寒天培地（0.4%クエン酸ナトリウム，1%NaCl，0.04%MgSO4，

0.2%NH4H2PO4，0.2%K2HPO4，3%寒天，pH 6.9）に塗抹し，28℃で 48 時間培養した．培地上のコ

ロニーをランダムに選抜し，Km添加 BGT培地にストリークした．その後，培地上で流動性を示す

コロニーを Km添加 BG液体培地に接種後，28℃で一晩振とう培養した菌液にグリセロールを 15%

になるように添加し－80℃で保存した．各培地の Kmの添加濃度は 50 µg mL-1とした． 

	 赤色蛍光菌株の作出：プラスミド pDsRed2（Clontech）由来の赤色蛍光タンパク質遺伝子（DsRed2）

を推定生合成遺伝子 phbCAB の PHA 重酵素遺伝子 phbC 部分を置換したプラスミド

pBSHX-DsRed2dCABからプロモーター部分（PRs）-DsRed2遺伝子および phbA遺伝子の一部を PCR

で増幅させ，pMD20-Tベクターとライゲーションして pMDHX-DsRed2dCを構築した．また，角谷

（1995）の報告をもとに R. solanacearum GMI1000のゲノム DNAを鋳型として PCRで増幅した強

力なプロモーター領域（約 400 bp）を含むプラスミド pMDBX-R.sol Proを構築し，制限酵素処理（Bgl

Ⅱおよび XhoⅠ）後，約 400 bpの断片を切り出し，pMDHX-DsRed2dCの PHA生合成遺伝子 phbCAB 
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Fig. 4-5  Construction of plasmid of pRKmGreen (A) and pRGmHX-DsRed2dCPro (B). The colony of 

green fluorescent protein gene (gfp) tagged fluidal (wild-type) strain (C), and red fluorescent protein gene 

(DsRed2) tagged non-fluidal (PC-type) strain of R. solanacearum in BGT medium (D). The gfp-tagged 

wild-type strain (E) and DsRed2-tagged PC-type strain (F). 
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の推定プロモーター領域の下流に挿入したプラスミド pMDBX-DsRed2dCPro を構築した．

pMDBX-DsRed2dCProから制限酵素（HindⅢおよび XbaⅠ）処理により DsRed2を含む目的遺伝子を

切り出し，伝達因子 mob，複製に関する rep領域，MCS領域を有する広宿主プラスミド pBBR1MCS-5

（Gmr）（Kovach et al., 1995）にライゲーションし，プラスミド pRGm-DsRed2dCProを構築した（Fig. 

4-5B）．それを E. coli S17-1に形質転換した E. coli S17-1/ pRGm-DsRed2dCProを Gm添加 LB液体培

地に接種し，37℃で一晩振とう培養した．青枯病菌 8238を BG液体培地に接種し，28℃で一晩振と

う培養した．それぞれの培養液をマイクロチューブに移し，遠心分離（6000 rpm, 3分間）後，上清

を除去して沈殿物を 1 mLの 10 mM MgSO4で懸濁した．これを再度繰り返し，大腸菌懸濁液 100 µL

と青枯病菌懸濁液 300 µLを BG液体培地に混合し，28℃で一晩培養した．培養液を遠心分離（6000 

rpm, 3分間）後，300 µLの 10 mM MgSO4で懸濁し，懸濁液を Gm添加シモンズクエン酸寒天培地

に塗抹し，28℃で 3 日間培養後，コロニーをランダムに分離した．コロニーを Gm 添加 BGT 培地

にストリーク後，非流動性を示すコロニーを分離し，Gmを添加した原・小野培地（原・小野，1984）

に再ストリークした．培地上のコロニーを Gm添加 BG液体培地に接種後，28℃で一晩振とう培養

した．菌液にグリセロールを 15%になるように添加して－80℃で保存した．なお，各培地の Gmの

添加濃度は 10 µg mL-1とした． 

接種源の調製 

	 緑色蛍光菌株および赤色蛍光菌株は，それぞれ Km と Gm を添加した BGT 寒天培地に画線塗抹

し，28℃で 3日間培養した．菌のコロニーを新しい各抗生物質添加 BGT寒天培地にストリークし，

2~3 日間再培養した．培養上に増殖した菌体を滅菌水に懸濁し，菌液とした．菌液の菌濃度は，各

抗生物質添加 BGT培地を用いた希釈平板法により測定した．また，菌液のプレパラートを作製し，

落射型蛍光顕微鏡（BZ-9000, KEYENCE）を用いて菌体の発光を観察した． 
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供試植物 

	 罹病性トマト（Solanum lycopersicum L.）‘Micro-Tom’（Tomato growers supply company, USA）を

供試した．種子を 70%エタノールに 10秒間浸漬後，有効塩素 1%の次亜塩素酸ナトリウム水溶液中

で，10分間撹拌して表面殺菌を行った．その後，滅菌水で 1分間，別の滅菌水で 3分間洗浄した．

種子は，ろ紙を敷いた滅菌シャーレ上に播種し，人工気象器内（12時間 28℃/12時間 22℃）で発芽

させた．発芽苗は石英砂を詰めた 128穴セルトレイに移植し，人工気象器内（12時間 28℃/12時間

22℃）で本葉 4-5葉齢まで育苗した．移植後，OAT ハウス B 処方 1単位（OAT アグリオ）を液肥

として適宜与えた． 

蛍光標識した青枯病菌の病原性検定 

	 トマトに対する病原性検定は，トマトを青枯病菌汚染土壌に移植する方法と菌液に浸漬接種する

方法で行った．青枯病菌汚染土壌への接種は，滅菌したタネまき培土を充填した 128穴セルトレイ

の各セルに，緑色蛍光菌株または赤色蛍光菌株の菌液（約 108 cfu mL-1）を 5 mL添加した青枯病菌

汚染土壌に，根を約 1/3切除したトマト苗を移植し，人工気象器内（12時間 30℃/12時間 28℃）で

15日間の萎凋率（萎凋率（%）＝（萎凋葉数 / 総葉数）×100）を調査した．菌液への浸漬接種は，

各蛍光菌株の菌液（約 108 cfu mL-1）15 mLを入れた 15 mL容試験チューブに，根を約 1/3切除した

トマトを移植し，人工気象器内（12時間 30℃/12時間 28℃）で 15日間の萎凋率を調査した．移植

後，OATハウス B処方 1単位（OATアグリオ）を液肥として適宜与えた．実験は各区 12個体を用

いて行った． 

植物内から蛍光菌株の検出と組換えプラスミドの脱落 

	 各蛍光菌株の菌液（約 106 cfu mL-1）15 mLを入れた 15 mL容試験チューブに，根を約 1/3切除し

たトマトを移植し，人工気象器内（12時間 30℃/12時間 28℃）で管理した．菌接種後 7日目にトマ
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トの茎を採取後，70%エタノールを染み込ませたキムワイブで茎表面を消毒し，滅菌水 1 mL とも

に磨砕した磨砕液を段階的に希釈して培地に塗抹した．プラスミドの脱落を確認するため，培地に

は，原・小野培地，各菌株に相応した抗生物質（Km もしくは Gm）添加原・小野培地，各抗生物

質添加 BGT 培地を用いた．原・小野培地では，青枯病菌を選択的に分離でき，抗生物質に対する

耐性遺伝子が付与された組換えプラスミドが脱落し，抗生物質に対する耐性を失った菌を含むすべ

ての青枯病菌が生育可能である．各抗生物質添加原・小野培地と各抗生物質添加 BGT 培地では，

組換えプラスミドが脱落して抗生物質に対する耐性を失った菌は生育できず，抗生物質に対する耐

性遺伝子が付与された組換えプラスミドを保持している菌のみ生育可能であるため，プラスミドを

保持している菌を定量化できる．実験は各区 10-12個体を用いて行った． 

赤色蛍光菌株による青枯病防除効果 

	 赤色蛍光菌株の菌液（106-107 cfu mL-1）15 mLを入れた 15 mL容試験チューブ内に，根を約 1/3

断根したトマト苗の根部を浸漬し，人工気象器内（12時間 30℃/12時間 28℃）で 24時間接種した．

対照として，滅菌水を浸漬接種した．その後，植物は緑色蛍光株の菌液（105-106 cfu mL-1）15 mL

を入れた 15 mL容試験チューブ内に移植し，人工気象器内（12時間 30℃/12時間 28℃）で 21日間

の萎凋率を調査した．実験は各区 9個体を用いて，2反復行った． 

植物組織内における赤色蛍光菌株と緑色蛍光菌株の定着 

	 緑色蛍光菌株のみを接種した対照区と，赤色蛍光菌株を前接種後，緑色蛍光菌株を接種した処理

区を用いて，菌接種 7 日目に試験チューブ内から無病徴の植物体を抜き取り，根と茎を採取した．

根は，根に付着した菌液を十分に落とした後，滅菌水 50 mL中で 1分間静かに振り動かして洗浄し，

根サンプルとした．根の洗浄液は，根面の菌回収液として使用した．茎は葉を落とし，70%エタノ

ールを染み込ませたキムワイプで茎表面を拭いて消毒し，茎サンプルとした．根と茎を滅菌水 1 mL
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中で磨砕した磨砕液を段階的に希釈し，各抗生物質添加 BGT培地に塗抹し，28℃で 72時間培養し

た．赤色蛍光菌株の菌密度は，Gm添加 BGT培地上に増殖したコロニー数を，緑色蛍光菌株の菌密

度は，Km添加 BGT培地上に増殖したコロニー数を計数し，菌密度は log（cfu g-1 FM）として表し

た．根面の菌回収液中の菌密度は同様に算出し，log（cfu mL-1）として表した．各サンプルの菌密

度は，各区 9-10個体の平均を算出した． 

蛍光顕微鏡による赤色蛍光菌株と緑色蛍光菌株の植物組織内定着の観察 

	 対照区と処理区における発病個体と無病徴個体の植物根を同様にサンプリングした．サンプリン

グは，接種後 10日間行い，切片プレパラートを作製し，落射型蛍光顕微鏡（BZ-9000, KEYENCE）

を用いて植物組織内の菌の定着を観察した．植物組織内における緑色蛍光菌株は GFP フィルタ

（OP-66836，励起波長 470/40 nm，吸収波長 5350/50 nm，ダイクロイックミラー波長 495 nm）で，

赤色蛍光菌株は TexasRedフィルタ（OP-66838，励起波長 560/40 nm，吸収波長 630/60 nm，ダイク

ロイックミラー波長 595 nm）で識別して観察した．  

 

結果 

蛍光標識した青枯病菌の病原性検定 

	 各抗生物質添加 BGT 寒天培地上では，緑色蛍光菌株は流動性コロニーを呈し，赤色蛍光菌株は

非流動性のコロニーを呈した（Fig. 4-5C, D）．また，蛍光顕微鏡下では，緑色蛍光菌株は緑色に発

光し，赤色蛍光菌株は赤色に発光した（Fig. 4-5E, F）．トマトに対する各菌株の病原性を菌の汚染土

壌への接種と菌液への接種により確認したところ，両接種法において緑色蛍光菌株を接種したトマ

トでは萎凋し，病原性を示し，赤色蛍光菌株を接種したトマトでは，まったく発病せず非病原性で

あった（Fig. 4-6）． 
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Fig. 4-6  The pathogenesis of gfp-tagged wild-type strain and DsRed2-tagged PC-type strain of R. 

solanacearum in the soil-inoculations (A) and in the bacterial suspensions (B). 
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植物内から蛍光菌株の検出と組換えプラスミドの脱落 

	 各蛍光菌株の菌液を接種したトマトの茎内から菌を分離したところ，菌の検出率は培地の種類に

よって異なった（Fig. 4-7）．緑色蛍光菌株の検出率は，原・小野培地とカナマイシン（Km）添加

BGT 培地では 100%であったのに対して，Km 添加原・小野培地では 17%と低かった．赤色蛍光菌

株の検出率は，原・小野培地とゲンタマイシン（Gm）添加 BGT 培地では 100%であったが， Gm

添加原・小野培地では 90%とわずかに低下した．茎内における緑色蛍光菌株の菌密度は，Km 添加

BGT培地では約 107 cfu g-1 FMと原・小野培地と同等の菌密度であった．赤色蛍光菌株の菌密度は，

Gm添加 BGT培地では約 107 cfu g-1 FM，原・小野培地では約 105 cfu g-1 FMと，原・小野培地の方

で菌密度が低かった．また，各抗生物質添加 BGT培地上に分離された菌の発光を確認したところ，

両菌株で蛍光発光が確認された（データ省略）． 

赤色蛍光菌株による青枯病防除効果 

	 緑色蛍光菌株は流動性コロニーを呈し，トマトに対して病原性であったことから病原性株

（Wild-type株）として利用し，赤色蛍光菌株は非流動性コロニーを呈し，トマトに対して非病原性

であったことから表現型変異株（PC-type 株）として利用し，緑色蛍光菌株に対する赤色蛍光菌株

の防除効果を調査した．赤色蛍光菌株を前接種したトマトでは，緑色蛍光菌株のみを接種した対照

区と比べて有意に発病が抑制され，防除価 60%以上の防除効果が確認された（Fig. 4-8）． 

植物組織内における赤色蛍光菌株と緑色蛍光菌株の定着 

	 緑色蛍光菌株のみを接種した対照区では，緑色蛍光株は根内において約 107 cfu g-1 FMと高密度で

定着した．赤色蛍光菌株を前接種したトマトでは，赤色蛍光菌株は根内で約 107 cfu g-1 FMと高密度

に定着し，緑色蛍光菌株の定着量は約 106 cfu g-1 FM以下と有意に抑制された．一方，茎内と根面に

おける菌密度は，処理区間および菌株間で有意な差はなかった (Fig. 4-9)． 
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Fig. 4-7  Stability of the plasmid in gfp-tagged wild-type strain and DsRed2-tagged PC-type strain of R. 

solanacearum isolated from stem in tomato plants. SE: selection medium, SE+Km: kanamycin (Km) 

-containing selection medium, BGT+Km: Km-containing BGT medium SE+Gm: gentamicin (Gm) 

-containing selection medium, BGT+Gm: Gm-containing BGT medium. Pacentage indicates detection rate 

of bacteria and value in parentheses show the detected samples/total samples. Bars show standard error. 
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Fig. 4-8  Suppression of bacterial wilt caused by gfp-tagged wild-type strain in tomato inoculated with 

DsRed2-tagged PC-type strain. Asterisk shows significantly different (P<0.05) at day 21 according to the 

t-test, and then the percentage values were underwent arc sine transformation. Bars indicate SE. (n=18).  
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Fig. 4-9  Colonization of gfp-tagged wild-type strain and DsRed2-tagged PC-type strain in tomato tissues at 

7 days after inoculation. Densities of bacteria in root and stem calculate as log (cfu g-1FM) and that in the 

root-surface calculate as log (cfu mL-1). Different letters indicate significant differences (P<0.05) according 

to the Tukey-Kramer test. Bars indicate SE (n=9-10). 
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蛍光顕微鏡による赤色蛍光菌株と緑色蛍光菌株の植物組織内定着の観察 

	 対照区の根における緑色蛍光菌株は，発病の有無に関わらず根毛，皮層，皮層の細胞間隙に高密

度で定着した（Fig. 4-10A, B, C, D）．導管および導管周辺細胞内における緑色蛍光菌株の定着は，

無病徴個体ではみられず，発病個体でのみ高密度で観察された（Fig. 4-10E, F）．処理区の根におけ

る赤色蛍光菌株は，根毛，皮層，皮層の細胞間隙を含む根の広範囲に高密度で定着し，緑色蛍光菌

株の定着は低密度であった（Fig. 4-11）．導管内における赤色蛍光菌株の定着は，菌接種時の断根部

で観察され，その上部の根では導管内よりも導管周辺細胞に高密度な定着が観察された（Fig. 4-12 

A-1, B-1）．また，そのような組織では，緑色蛍光菌株の導管内への侵入は確認されなかった（Fig. 4-12 

A-2, B-2）．赤色蛍光菌株が高密度で定着した組織内（Fig. 4-13 A-1, B-1）では，緑色蛍光菌株の定

着は低密度であった（Fig. 4-13 A-2, B-2）．一方，処理区の発病個体では赤色蛍光菌株の組織内定着

はみられず（Fig. 4-13 C-1, D-1），緑色蛍光菌株は無病徴個体よりも高密度な組織内定着が観察され

た（Fig. 4-13 C-2, D-2）． 

 

考察 

	 本研究において，作出された青枯病菌の蛍光菌株は，緑色蛍光菌株は培地上で流動性を呈し，ト

マトに対して病原性を示したため，病原性株（Wild-type株）として利用した．赤色蛍光菌株は培地

上で非流動性を示し，トマトに対して非病原性であり，赤色蛍光菌株を前接種後，緑色蛍光菌株を

接種した植物では青枯病菌の発病が抑制されたことから表現型変異株（PC-type）として利用した． 

	 菌の定量方法は，培地を用いたコロニー計数や顕微鏡による細胞数の計数が一般的であるが，2

種類の菌が共存する実験系で菌を定量する場合には，菌の識別が重要である．本研究で作出した青

枯病菌の緑色蛍光菌株には，カナマイシン耐性遺伝子と gfp遺伝子を付与した組換えプラスミドを 
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Fig. 4-10	 Fluorescent images showing colonization of gfp-tagged wild-type strain of R. solanacearum in 

tomato roots of control. (A, C, and E) wilting plants at 6 days after inoculation; (B, D, and F) non-wilting 

plants at 6 days after inoculation; rh - root hair; co - cortical cells; vt - vascular tissue. Arrows show 

colonization in vascular tissues. Bars show 20 µm. 
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Fig. 4-11 Fluorescent images showing colonization of DsRed2-tagged PC-type strain (A-1, B-1, and C-1), 

and gfp-tagged wild-type strain (A-2, B-2, and C-2) of R. solanacearum in roots of non-wilting tomato of 

treatment at 4 days after inoculation. Bars show 20 µm. 
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Fig. 4-12  Microscopy images showing colonization of DsRed2-tagged PC-type strain (A-1 and B-1), and 

gfp-tagged wild-type strain (A-2 and B-2) of R. solanacearum in vascular tissues (vt) of non-wilting tomato 

roots of treatment at 2 days after inoculation. A and B show light microscopy images of tomato roots and the 

asterisk shows cutting zone at the inoculation. The arrow shows colonization in vascular tissues. Bars show 

20 µm. 
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Fig. 4-13  Fluorescent images showing colonization of DsRed2-tagged PC-type strain (A-1, B-1, C-1, and 

D-1), and gfp-tagged wild-type strain (A-2, B-2, C-2, and D-2) of R. solanacearum in tomato roots of 

treatment at 6 days after inoculation. Samples of A and B are non-wilting plants. Samples of C and D are 

wilting plant. Bars show 20 µm.  
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導入し，赤色蛍光菌株には，ゲンタマイシン耐性遺伝子と DsRed2 遺伝子を付与した組換えプラス

ミドを導入した．そのため，培地による定量では，各菌の耐性に対応した抗生物質を添加した培地

で定量が可能であり，カナマイシン添加培地では緑色蛍光菌株を，ゲンタマイシン添加培地では赤

色蛍光菌株を定量することができる．また，蛍光顕微鏡下では緑色蛍光菌株は緑色に発光し，赤色

蛍光菌株は赤色に発光するため，検鏡下における菌株の識別にも有効な菌株である．  

	 青枯病菌と他の細菌が共存する場合，青枯病菌のみの検出には原・小野培地が有効である（原・

小野，1984）．植物内からの菌を分離した場合，原・小野培地における両菌株の検出率は 100%であ

ったが，各抗生物質を添加した原・小野培地では緑色蛍光菌株の検出率は著しく低下し，赤色蛍光

菌株の検出率もわずかに低下し，両菌株の菌密度は抗生物質添加 BGT 寒天培地よりも低下した．

このことから，抗生物質を添加した原・小野培地では，蛍光菌株の生育阻害やプラスミドの脱落が

誘発されることが考えられた． 

	 一方，BGT 寒天培地に各抗生物質を添加した場合では，両菌株の検出率は 100%であり，緑色蛍

光菌株の菌密度は原・小野培地と同等の菌密度であった．また，赤色蛍光菌株の菌密度は，原・小

野培地とゲンタマイシン添加原・小野培地の値よりも高かった．これらの結果より，抗生物質添加

BGT培地で両蛍光菌株が高濃度で検出されたことから，両蛍光菌株は植物内での増殖が可能であり，

プラスミドの脱落は少ないと考えられた．また，蛍光菌株の正確な定量には抗生物質を添加した

BGT寒天培地が適することが明らかになった． 

	 本研究において，赤色蛍光菌株（PC-type株）を接種した植物では，緑色蛍光菌株（Wild-type株）

感染後の青枯病の発病が対照区に比べて抑制された．植物内の菌の定着量を調査したところ，根面

と茎内の緑色蛍光菌株の定着量は，対照区と処理区間に有意な差はなかったが，対照区の植物では

根内において緑色蛍光菌株の高密度な定着が確認され，処理区の植物では，赤色蛍光菌株が高密度
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で定着し，緑色蛍光菌株の定着量は有意に低下した．青枯病の発病には，根の細胞間隙内における

病原菌の増殖が関与することが考えられている（Hikichi et al., 2017）．本研究の結果は既報を支持す

るものと考えられ，PC 株による青枯病の発病抑制には，根内における野生株の増殖抑制が関与す

ると推察された． 

	 トマトの根の組織は，外側から根毛を発生する表皮細胞，皮層，導管を含む維管束組織を形成し

ている（鈴木，2010）．また，植物細胞壁は，セミロース，ヘミセルロース，ペクチン，リグニン

から構成される．植物細胞壁はセルロース（β-1, 4-D-グルカン）が主要な構成要素とし，ヘミセル

ロースやペクチンはセルロースの直鎖状骨格に網状に結合することで，細胞強度を高めている．導

管等の維管束組織は，ペクチン含量は少ないのに対して，セルロースと直鎖状のヘミセルロースの

割合が多く，さらにフェノール化合物であるリグニンが蓄積することで強度を高めている（大内，

1990；西谷，2011）．導管内における緑色蛍光菌株と赤色蛍光菌株の定着性には違いがみられ，緑

色蛍光菌株は導管内に定着したのに対して，赤色蛍光菌株は接種時に断根した部分の導管でのみ定

着が観察され，その上部組織の導管内では低密度であった．その要因として，青枯病菌の野生株は，

セルロースとヘミセルロースのキシログルカンの β-(1-4)-グルコシド結合をエンド型で加水分解す

る β-1,4-エンドグルカナーゼ（Egl）とペクチン中のメチルエステルをカルボキシル基部分で加水分

解するペクチンメチルエステラーゼ（Pme）を生産するため（Roberts et al., 1988； Denny et al., 1988；

Denny and Baek, 1991；Spok et al., 1991），緑色蛍光菌株は Eglと Pmeによってセルロース，ヘミセ

ルロース，ペクチンを分解することで，根の広範囲に定着でき，導管内まで侵入したと考えられる．

一方，PC株はペクチンのα-(1-4)-グリコシド結合をランダムに加水分解するポリガラクツロナーゼ

（PehA）の活性が野生株よりも増加しており（Kelman, 1954；Denny et al., 1988；Schell et al., 1988；

Brumbley and Denny, 1990），PehAにより植物細胞壁のペクチンを分解することで，皮層細胞には侵
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入できるが，導管などのペクチン含量が少ない組織は分解することができないため，導管内での定

着が低かったと考えられる．また，断根部の導管内でのみ赤色蛍光菌株の定着がみられた要因は，

上部組織の導管内では赤色蛍光菌株の定着がみられなかったことから，赤色蛍光菌株の自発的な定

着ではなく根の毛細血管現象による侵入が考えられる． 

	 蛍光顕微鏡を用いて植物根内での赤色蛍光菌株の定着による緑色蛍光菌株の定着抑制について

調査した結果をもとに，各処理区における菌の定着パターンを作成した（Fig. 4-14）．対照区の根内

では，緑色蛍光菌株は根毛，皮層，皮層の細胞間隙中，導管および導管周辺細胞に高密度で定着し

た．一方，処理区では，根毛，皮層，皮層の細胞間隙中および導管周辺細胞に赤色蛍光菌株が高密

度で定着し，そのような組織では緑色蛍光菌株の定着は低密度であった．また，対照的に発病個体

の根では，赤色蛍光菌株の定着が極めて低く，緑色蛍光菌株の広範囲な定着が観察された．この結

果から，菌の定着場所をめぐる競合が生じることが推察され，根内における野生株の定着抑制には，

PC 株の高密度な組織内定着が重要であると推察された．しかし，処理区の根の導管内に赤色蛍光

菌株がほとんど定着していなかったにも関わらず，導管内での緑色蛍光菌株の定着がみられなかっ

た．その要因として，根の表皮，皮層，維管束へと向かう水平方向からの緑色蛍光菌株の侵入・定

着に対しては，表皮，皮層，細胞間隙および導管周辺細胞に赤色蛍光菌株が高密度で定着すること

で障壁となり，緑色蛍光菌株の定着が抑制されたと考えられる．一方，赤色蛍光菌株を接種した植

物では，上部組織の茎内でも対照区と同等の緑色蛍光菌株の移行が確認されたため，導管流に沿っ

た垂直方向への緑色蛍光菌株の移行に対しては，赤色蛍光菌株による緑色蛍光菌株の定着阻害は確

認できなかった．また，蛍光顕微鏡を用いて植物茎内の緑色蛍光菌株の定着を観察したが，茎の自

家蛍光が強く，菌の発光が弱まるため，植物細胞と菌との識別が困難であった（データ省略）．そ

のため，垂直方向（茎内）への菌の移行を明らかにするためには，共焦点レーザー顕微鏡や電子顕 
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Fig. 4-14  Colonization pattern of wild-type strain (Green colony) and PC mutant (Red colony) in plant 

roots. 
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微鏡を用いた観察法を用いるなど検討が必要である． 

 

摘要 

植物組織内における野生株と PC 株の挙動を調査するため，gfp 遺伝子で標識した緑色蛍光菌株

（Wild-type株）と，DsRed2遺伝子で標識した赤色蛍光菌株（PC-type株）を作出し，トマト‘Micro-Tom’

に菌を接種後，根内における両菌株の定着を蛍光顕微鏡下で観察した．緑色蛍光菌株を単独で接種

した対照区では，緑色蛍光菌株は根毛，皮層，皮層の細胞間隙に高密度で定着し，導管内では発病

個体において高密度であった．赤色蛍光菌株を前接種後，緑色蛍光菌株を接種したトマトでは，青

枯病の発病が抑制された．赤色蛍光菌株は根毛，皮層，皮層の細胞間隙および導管周辺の細胞内に

高密度かつ広範囲に定着したが，導管内では低密度かつ局在的に存在した．また，赤色蛍光菌株が

高密度で定着した根内では，皮層および皮層細胞間隙における緑色蛍光菌株の定着は抑制され，導

管内での定着もみられなかった．以上より，PC株による青枯病の防除機構には，根における PC株

の高密度な定着による野生株の根組織内への侵入抑制が関与すると推察された． 
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第 5 章 表現型変異株接種による植物への抵抗性誘導と 

植物の生育・果実品質への影響 

 

緒言 

	 Pseudomonas 属や Bacillus 属細菌などの有用微生物による病害防除機構には，有用細菌による植

物への抵抗性誘導が関与すると考えられおり，抵抗性誘導について広い微生物−植物間で研究が行

われている（Jetiyanon, 2007；Vanitha and Umesha, 2011；Hyakumachi et al., 2013）．微生物が感染し

た植物内では，感染特異的（PR）タンパク質が発現する場合が多く，アミノ酸配列や生化学的機能

性の違いに基づいて 17種の PRタンパク質が特定されており，それらは抵抗性誘導の指標として用

いられている．（van Loon et al., 2006）．糸状菌 Pythium oligandrumを接種したトマトでは，植物内に

β-1,3-グルカナーゼ（PR-2），キチナーゼ（PR-3），ソーマチン様タンパク質（PR-5）およびプロテ

イナーゼインヒビター（PR-6）遺伝子が誘導されることが報告されている（Hase et al., 2006, 2008）

また，Hyakumachi et al（2013）は，B. thuringiensisを接種したトマトでは，PR-1，β-1,3-グルカナー

ゼおよびキチナーゼ遺伝子の発現が誘導されることを報告している．一方で，青枯病菌の PC 株を

接種した植物では，PRタンパク質遺伝子の発現は解析されておらず，PC株による病害防除機構に

抵抗性誘導が関与するかは明らかでない．そこで本研究では， PC 株を接種したトマトの PR タン

パク質遺伝子の発現誘導を調査した． 

	 植物への Pseudomonas属や Bacillus属細菌の接種は，植物内の抵抗性を誘導するだけでなく，植

物の生長を促進することから，植物生長促進根圏細菌（PGPR）として知られている（Jetiyanon., 2007，

Vanitha and Umesha, 2011）．トマトへの PGPRの接種は，植物新鮮重の増加，葉中の葉緑素の増加，

果実の肥大などの植物の生育にとって良い効果をもたらすことが報告されている（Thanh et al., 
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2009）．一方で，Maurhofer et al.（1995）は，PGPRに属する P. fluorescensをトマトに接種した場合

では，植物の生長が抑制されると述べている．これまでに PC 株接種が植物の生長に及ぼす影響を

調査された研究例はなく，PC株を利用した病害防除法を確立するためには，PC株接種が作物の生

育，収量および品質に悪影響を及ぼさないことが重要となる．そこで，PC 株を接種したトマトを

栽培し，トマトの生育，果実収量および果実品質を調査した． 

 

材料および方法 

供試植物 

	 罹病性トマト（Solanum lycopersicum L.）‘Micro-Tom’（Tomato growers supply company, USA）を

供試した．種子を 70%エタノールに 10秒間浸漬後，有効塩素 1%の次亜塩素酸ナトリウム水溶液中

で，10分間撹拌して表面殺菌を行った．その後，滅菌水で 1分間，別の滅菌水で 3分間洗浄し，バ

ーミキュライト（中粒）もしくは石英砂を詰めた 72 穴セルトレイに播種した．播種後，暗黒条件

下の人工気象器内（12時間 25℃/12時間 20℃）で発芽させた．発芽後，OATハウス B処方 1単位

（OATアグリオ）を液肥として適宜与えた． 

供試細菌 

	 青枯病菌の野生株として，トマトより分離された野生株 8238（MAFF 301528，レース 1，biovar 4，

phylotype I）の 50 µg mL–1リファンピシン自然耐性株である 8238rifを供試し，PC株は野生株 8238

に感染したナスより分離された PC 株の 50 µg mL–1ストレプトマイシン自然耐性株である E-PCstr

を供試した．  

トマトへの PC 株接種による青枯病防除効果 

 PC株接種によるトマト青枯病防除効果の調査は，土耕栽培を想定して青枯病菌を含む汚染土壌に 
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トマトを移植する方法と，養液栽培を想定して青枯病菌を含む養液にトマトを移植する方法の 2つ

の方法で行った． 

	 土耕栽培を想定した PC 株による青枯病防除効果の調査は以下の方法で行った．バーミキュライ

トに播種後 21 日齢の植物の根をハサミで 1/3 程度切断し，菌密度を約 108 cfu mL-1に調製した PC

株の菌液 20 mLに 30分間浸漬した．また，対照として滅菌水 20 mLに 30分間浸漬した．青枯病菌

汚染土壌の調製として，タネまき培土（タキイ種苗）を詰めた 128穴セルトレイに，菌密度を約 107 

cfu mL-1に調製した野生株の菌液を 5 mLずつ灌注し，野生株汚染土壌とした．PC株の菌液もしく

は滅菌水に浸漬した幼苗を野生株汚染土壌に移植し，人工気象器内（明期 12時間 30℃，暗期 12時

間 28℃）で管理し，14 日間の発病率を調査した．なお，灌漑水として水道水を与え，実験は各区

12個体を用いて 3反復を行った． 

	 養液栽培を想定した PC 株による青枯病防除効果の調査は以下の方法で行なった．石英砂に播種

後 20日齢の植物を供試し，根に付着した石英砂を取り除くため，滅菌水で 3回洗浄した．PC株の

接種は，15 mL容チューブ内で行い，菌密度を約 108 cfu mL-1に調製した E-PCstrの菌液 14 mLに植

物根部を浸漬し，対照として滅菌水 14 mL に浸漬し，人工気象器内（明期 12 時間 28℃，暗期 12

時間 28℃）で 24時間浸漬接種した．その後，植物を液肥（OATハウス B処方）40 mLを入れた 50 

mL容チューブ内に移植し，5日間管理した．野生株の接種は，50 mL容チューブ内で行い，菌密度

を約 107 cfu mL-1に調製した野生株 8238rifの菌液 40 mLに，根の先端から上部 1 cmを切断した植

物根部を浸漬し，人工気象器内（明期 12時間 30℃，暗期 12時間 28℃）で 14日間の発病率を調査

した．なお，灌漑水として水道水もしくは液肥（OAT ハウス B 処方 1 単位）を適宜与え，実験は

各区 15個体を用いて 3反復行った． 

トマトへの PC 株接種による感染特異的タンパク質遺伝子の発現誘導 
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	 石英砂に播種後 20 日齢の植物を供試し，植物根部を滅菌水で 3 回洗浄後， E-PCstr の菌液（約

108 cfu mL-1）14 mLに 24時間浸漬し，対照として滅菌水 14 mLに 24時間浸漬した．植物根部を採

取し，RNAzol RT Reagent kit（コスモバイオ）を用いて Total RNAを抽出した．RT-PCRは，Prime 

Script One Step RT-PCR kit ver. 2 （タカラバイオ）を用いて行い，Total RNAは, 反応系全量 50 µL

中に 0.02 µg µL-1の濃度になるように添加した．トマト感染特異的（PR）タンパク質遺伝子のプラ

イマーには，酸性 PR-1タンパク質（PR-1a），酸性 β-1,3-グルカナーゼ（PR-2a），塩基性 β-1,3-グル

カナーゼ（PR-2b），塩基性キチナーゼ（PR-3b），塩基性ソーマチン様タンパク質（PR-5b）および

プロテイナーゼインヒビターⅡ（PR-6）の各フォワードプライマーとリバースプライマーを用いた

（Table 5-1）．逆転写反応は 50℃：30分，94℃：2分で行い，PCR反応は 94℃：1分，55℃：1分，

73℃：1分で 20サイクル行った．PCR産物 5 µLに対して，6×Loding Dye （TOYOBO）2 µLを添

加し，2%アガロースゲルを用いて電気泳動した．ゲルは，エチジウムブロマイドで 15分染色後，

蒸留水で 15分洗浄し，UV照射下でバンドの有無を確認した．なお，DNAサイズマーカーとして，

φX174/HaeⅢマーカー（TOYOBO）を用いた． 

トマトへの PC 株接種によるトマトの生育，果実収量および果実品質に及ぼす影響 

	 バーミキュライトに播種後 30日齢の植物を供試し，植物の根部に E-PCstrの菌液（108 cfu mL-1）

を浸漬し，対照として滅菌水に浸漬し，人工気象器内（明期 12 時間 28℃，暗期 12 時間 28℃）で

24時間静置した．その後，植物はバーミキュライトを詰めた 12 cmポットに移植し，人工気象器内

（明期 12時間 25℃，暗期 12時間 20℃）で管理し，1日おきに液肥（OATハウス B処方）200 mL

を与え，80日間栽培した．なお，実験は各区 9個体を用いて行った． 

	 果実は，1株あたり 8-10個着果するように管理し，赤色に成熟した果実を収穫し，果実重を測定

した．果実品質として果実の糖度と酸度を測定した．果実を磨砕後，2600 × gで遠心し，上澄み 1 mL 
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Table 5-1 List of primers for tomato PR genes 
PR protein genes Primer Primer sequence References 

PR-1a                                  
(Acidic PR-1) 

PR1a-F 5'-CATAACGATGCCCCGTGCCCAAGTCGG-3′ van Kan et al., 
1992�Kawamura 
et al., 2009 PR1a-R 5'-GTAAGGACGTTGTCCGATCCAGTTGCC-3′ 

PR-2a                                                         
(Acidic β-1,3 glucanase) 

PR2a-F 5'-CAGGAGCGCAGCCTATCGGAGTATG-3′ van Kan et al., 
1992�Kawamura 
et al., 2009 PR2a-R 5'-GGCCTCTGGTCAGGTTTAAAGAGTC-3′ 

PR-2b                                                
(Basic β-1,3 glucanase) 

PR2b-F 5'-GTGCTTCTAGGATTACTTGTCGCCACC-3′ van Kan et al., 
1992; Hase et al., 
2006 PR2b-R 5'-CTCACTAGTGAGTGAAGAAGCAGTGC-3′ 

PR-3b                                                
(Basic chinase) 

PR3b-F 5′-TTCTGTGCTTTTGCTGTCTGCCTCTG-3′ Danhash et al., 
1993; Hase et al., 
2006 PR3b-R 5′-TCCAAAAGACCTCTGATTGCCACAA-3′ 

PR-5b                                                
(Basic thaumatin-like protein ) 

PR5b-F 5′-TCCATACACCGTCTGGGCGGCGTCG-3′ Rodrigo et al., 
1993; Hase et al., 
2006 PR5b-R 5′-TTCATCACTTGAGGGCATCTCCAAG-3′ 

PR-6                                           
(Proteinase inhibitor II) 

PR6-F 5'-TCCTTGCTCACCTACTTGTTCTTGG-3' Gadea et al., 1996; 
Hase et al., 2008 PR6-R 5'-TTCCTTATGCTGTGGAAATACTTTG-3' 
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をマイクロチューブに移し，15,000 × gで再度遠心した．遠心後の上清を試料液とし，糖度はデジ

タル糖度計（アタゴ），酸度はフルーツテスターFT-1 プラス（東京硝子器械）を用いて測定した．

また，果実を除く植物体は地際部から切断し，地上部と地下部の新鮮重を測定した．  

 

結果 

トマトへの PC 株接種による青枯病防除効果 

	 土耕栽培を想定し，青枯病菌汚染土壌にトマトを移植した場合と，養液栽培を想定し，青枯病菌

を含む溶液中にトマトを移植した場合とでは，トマトの発病率に有意な差はなく，70〜80%の発病

率を示した（Fig. 5-1）．一方，PC 株を前接種した植物を移植した場合では，トマトの発病率は 10

〜20%と有意に低下し，土耕と水耕の両試験区間で有意な差はなかった． 

トマトへの PC 株接種による感染特異的タンパク質遺伝子の発現誘導 

	 PC 株を接種したトマトの根において，PR-2b，PR-3b，PR-5b および PR-6 の塩基性 PR タンパク

質遺伝子が発現し，対照区と比べて強い発現が確認された（Fig. 5-2）．一方，PR-1a と PR-2a の酸

性 PRタンパク質遺伝子の発現は，対照区と PC株接種区の両区でみられなかった． 

トマトへの PC 株接種によるトマトの生育，果実収量および果実品質に及ぼす影響 

	 PC 株を前接種し，トマトを栽培した場合，植物の地上部・地下部新鮮重，果実収量，果実重お

よび果実の糖度・酸度は，対照区と比べて有意な差はなかった（Table 5-2）． 

 

考察 

	 本研究では，PC株接種によるトマトへの抵抗性誘導を明らかにするため，トマト感染特異的（PR）

タンパク質遺伝子を指標として，6種の PRタンパク質遺伝子を半定量解析した．PC株を接種した 
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Fig. 5-1  Disease severity of bacterial wilt in tomato plants pre-inoculated with E-PCstr followed by 

challenge inoculation with 8238rif in the soil and the hydroponics-tests. The plants were pre-inoculated with 

bacterial suspension of E-PCstr (Treated) or SDW (Control). The seedlings were challenge-inoculated with 

8238rif. The graph was expressed as the average of percentage of wilted plants in three independent 

experiments with 15 plants (Hydroponic-test) or 12 plants (Soil-test) for each treatment. The different letters 

indicate significant differences (P<0.05) in the inoculated tomatoes according to one-way ANOVA following 

the Tukey-Kramer test; the values of percentage were obtained through arcsine transformation. Bars show the 

standard errors. 
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Fig. 5-2  Expression of pathogenesis-related protein genes in tomato plants inoculated with E-PCstr of R. 

solanacearum. Total RNA was extracted from roots of plants at 24 h after inoculation with SDW (C: 

Control) or E-PCstr (T: Treated). Transcripts of PR genes (PR-1a, 2a, 2b, 3b, 5b, 6) in the root tissues of 

inoculated tomato plants were detected by RT-PCR. øX174/Hae III-digest was used as DNA size marker (M: 

Marker). 
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Table 5-2  Effect of inoculation with the PC mutant of R. solanacearum on growth, 
yield and fruit qualities in tomato ‘Micro-Tom’. 

	�
Root fresh 
mass (g) 

Shoot fresh 
mass (g) 

Yield Fruit weight Brix Acidity 

(g/plant) (g) (%) (%) 

Control  6.2 ± 0.6 z 25.4 ± 1.0 40.1 ± 1.3 4.4 ± 0.2 6.7 ± 0.4 1.17 ± 0.06 

Treated 5.5 ± 0.9 25.1 ± 1.7 38.5 ± 2.1 4.2 ± 0.2 6.6 ± 0.3 1.15 ± 0.07 

t-test  ns y �ns �ns ns ns ns 
z The values expressed as mean ± standard error of 9 plants for each treatment.  
y The letter shows not significantly different according to the Student’s t-test (P<0.05). 
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トマトの根部では，PR-1と PR-2aの酸性 PRタンパク質遺伝子の発現誘導は起こらず，対照区の植

物には発現がみられなかった PR-2b，PR-3b，PR-5bおよび PR-6の塩基性 PRタンパク質遺伝子が 

発現したことから，PC 株による青枯病防除機構には，植物への抵抗性誘導が関与すると考えられ

た．植物への抵抗性誘導は，シグナル伝達経路の違いにより，全身獲得抵抗性と誘導全身抵抗性に

大別される（Pieterse et al., 1998）．全身獲得抵抗性は，シグナル伝達物質としてサリチル酸が関与し，

植物の過敏感反応によって誘導される抵抗性である（Yalpani et al., 1991；Pieterse and van Loon, 1999）．

一方，誘導全身抵抗性は，シグナル伝達物質としてジャスモン酸とエチレンが関与し，塩基性 PR

タンパク質を誘導する経路であり（Niki et al., 1998；Ohtsubo et al., 1999），PGPRなどの非病原性微

生物が感染した植物の根では，誘導全身抵抗性が生じることが報告されている（van Loon, 2007）．

土壌生息性の非病原性卵菌 Pythium oligandrumを接種したトマトでは，サリチル酸依存性のシグナ

ル伝達経路である PR-1と PR-2aの酸性 PRタンパク質遺伝子の誘導は起こらず，ジャスモン酸依存

性のシグナル伝達経路である PR-2b，PR-3b および PR-5b とエチレン依存性のシグナル伝達経路で

ある PR-6 の塩基性 PR タンパク質遺伝子の発現が誘導されることが報告されている（Hase et al., 

2006, 2008；Takenaka et al., 2008）．本研究の結果は既報と類似していたことから，PC株による抵抗

性誘導には，ジャスモン酸・エチレンがシグナル伝達物質となる誘導全身抵抗性が関与すると推察

された． 

	 Kiba et al.（2003）は，タバコには非病原性であるがトマトには病原性を有する青枯病菌 8107株

をタバコ葉に接種した場合，接種部では過敏感反応が誘導され，その周辺組織に PR-1aと PR-1bの

発現が誘導されることを報告している．本研究では，青枯病菌 8238 株由来の PC 株である E-PCstr

をトマト葉やナス葉に接種した場合，過敏感反応が誘導されたが（データ省略），本 PC株を接種し

たトマトの根系では PR-1aの発現はみられなかったことから，植物への抵抗性誘導は，接種する青
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枯病菌の種類や植物組織によって異なることが予想される．今後は，異なる PC 株を接種した植物

の根と葉における抵抗性誘導について調査する必要がある． 

	 植物はエリシター（抵抗性誘導因子）と呼ばれる菌が生産する物質や菌体組織を認識し，抵抗性

誘導を引き起こすことが知られている．エリシターとして，細菌性のタンパク質，ペプチド，糖タ

ンパク質，多糖類，脂肪酸，抗生物質，シデロフォアなど様々な物質が関与すると考えられいる．

また，細菌が直接生産する物質だけでなく，菌によって分解された植物細胞壁のペクチン断片や糖

ペプチドなどもエリシターとなり，それらは内生エリシターと呼ばれる（吉川，1990）．青枯病菌

のエリシターに関する研究では，青枯病菌が生産する菌体外多糖類（EPS）（Milling et al., 2011），

青枯病菌の培養物に含まれる分子量 10 kDa以上の熱安定性のタンパク質（Takabatake and Mukaihara, 

2011），青枯病菌を含むグラム陰性細菌が生産する N-アシルホモセリンラクトン（AHLs）（Jayanna 

and Umesha, 2017）がエリシターとして機能することが報告されている．EPSや AHLsの合成に関与

する遺伝子は PhcAタンパク質によって正に制御されており，PC株は phcA遺伝子の変異を受けて

いることから（Poussier et al., 2003; Genin and Denny, 2012），PC株によるトマトへの抵抗性誘導因子

として，EPSや AHLsの関与は低いと考えられる．一方で，PC株は phcA遺伝子の変異により鞭毛

の形成が促進され，運動性が向上するが（Denny et al., 1988; Brumbley and Denny, 1990），青枯病菌

の鞭毛タンパク質フラジェリンは，エリシターとして機能しないことが報告されている（Pfund et al., 

2004）．GMI1000株のΔphcA変異株は，野生株よりもアドヘシンタンパク質遺伝子 3種の発現量が

増加しており，これらのタンパク質は細菌の付着因子として関与している（Khokhani et al., 2017）．

これの知見から，青枯病菌の野生株接種と PC 株接種では，植物に認識されるエリシターが異なる

ことが予想され，PC 株が特異的に生産する物質がエリシターとして機能する可能性があり，今後

検討する必要がある． 
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	 トマトの栽培は，土耕栽培のみならず養液栽培が普及しており，養液栽培においても青枯病の発

生が問題となっている（Jenkins and Averre, 1983；森田・手塚，1986）．これまで，PC株を利用した

青枯病防除法は，土耕栽培を想定しており（Hara and Ono，1991；Arwiyanto et al., 1994a；嚴原ら，

2002；小川ら，2011, 2012a），養液栽培を想定した防除効果の調査は行われていない．そこで本研

究では，土耕栽培と養液栽培を想定し， PC株を前接種したトマトを青枯病菌汚染土壌と青枯病菌

を含む水溶液に移植し，PC 株による青枯病防除効果を比較した．PC 株を前接種したトマトでは，

両試験区で青枯病の発病が有意に低下し，養液栽培を想定した簡易的な試験においても PC 株によ

る青枯病防除効果が確認された．このことから，PC 株を利用した青枯病防除法は，養液栽培にお

いても適用できることが示唆された．また，本研究において，トマトに PC株を接種した場合では，

植物の生育，果実収量および品質には対照区との差はなく，植物への PC 株接種は植物生長に悪影

響を及ぼさなかったことから，PC株は青枯病防除資材として十分に利用可能であると考えられる．

今後は，実際のトマト栽培を想定し，様々なトマト品種を用いて土耕栽培と養液栽培における PC

株による防除効果と植物の生育への影響を調査し，本防除技術の実用性を高める必要がある． 

 

摘要 

	 PC 株による植物への抵抗性誘導を明らかにするため，PC 株を接種したトマト‘Micro-Tom’の

根における感染特異的（PR）タンパク質遺伝子の発現を半定量解析した．PC 株を接種したトマト

では，無接種の植物には発現がみられなかった PR-2b（β-1, 3グルカナーゼ），PR-3b（キチナーゼ），

PR-5b（ソーマチン様タンパク質），PR-6（プロテイナーゼインヒビターⅡ）の塩基性 PR 遺伝子の

発現が誘導された．この結果から，PC 株による青枯病防除には植物への抵抗性誘導が関与するこ
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とが示唆された．また，PC株を接種したトマトの生育，果実収量および果実品質を調査した結果，

無接種の植物と比べて有意な差はなく，PC株接種による植物への悪影響はなかった． 
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第 6 章 総合考察 

	 トマト，ナスなどのナス科植物の栽培において，土壌伝染性細菌 Ralstonia solanacearumによる青

枯病の発生は，作物の安定生産を脅かす深刻な問題となっている．本病害は，熱帯・亜熱帯・温帯

地域の温暖な気候で発生しやすく，ナス科植物をはじめ 200種以上の植物で発生が確認されている

（Hayward, 1991）．今後，地球温暖化の進行により被害が拡大し，作物生産に甚大な損害を及ぼす

ことが危惧される．本病害の防除法として，化学農薬による土壌燻蒸消毒と抵抗性台木植物を利用

した接木栽培が普及している．しかし，環境負荷の低減や食品の安全・安心の観点から，化学農薬

を用いない有機的な防除法の開発が求められている（Fravel, 2005）．また，台木植物を利用した接

木栽培でも青枯病の発生が問題となっており（Krausz and Thurston, 1975；Date et al., 1994；Nakaho et 

al., 1996；伊達・那須，2004；中曽根，2008），環境保全型の新たな防除法の確立が急務の課題とな

っている．環境保全型の防除技術として，有用微生物を用いた生物的防除法への関心が高まり，い

くつかの微生物資材が実用化されている．しかし，その数は世界的にみても極めて少なく，化学農

薬の約 1%に過ぎない（Fravel, 2005）．また，日本においても，生物農薬として認可された資材は 26

剤と少なく，そのほとんどが 2000 年代に開発されているが，化学農薬に比べて効果が安定しない

ことや資材コストが高いなどの理由から普及していない資材も多い．（吉田・對馬，2013；百町ら, 

2014）．現在，青枯病防除に有効な生物農薬はないのが現状であり，青枯病に対応した生物的防除

技術の開発は早急な課題である． 

	 これまでに青枯病菌の表現型変異株（PC 株）を用いた青枯病の生物的防除法の研究が行われて

おり，トマト，ナス，ジャガイモ，タバコなどのナス科植物に PC 株を前接種することで，発病が

抑制されることが報告されている（Chen et al., 1984；Trigalet and Trigalet-Demery, 1990；Hara and Ono, 

1991；Arwiyanto et al., 1994a, b；嚴原ら，2002；小川ら，2011，2012a，b；黒木ら，2016）．PC株に
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よる防除効果は，植物種，PC 株の系統，接種方法によって異なり，効果が不安定である．また，

PC株を利用した効果的な防除法の開発には，PC株による病害防除機構の解明が不可欠である．そ

こで本論文では R. solanacearumの表現変異株（PC株）を利用した青枯病の生物的防除法の確立に

向けて，青枯病防除に効果的な PC 株接種技術と PC 株による青枯病の発病抑制機構を明らかにす

ることを目的とした．第 2 章では培地中における PC 株と野生株の増殖特性と PC 株の培養ろ液に

よる野生株の増殖抑制について，第 3 章ではトマト・ナス青枯病防除に有効な PC 株接種技術につ

いて，第 4 章では土壌・植物内における PC 株と野生株の定着特性と PC 株定着による野生株の定

着抑制機構について，第 5 章では PC 株接種による植物への抵抗性誘導および植物の生育・果実品

質に及ぼす影響について明らかにした．本章では，本研究の結果から PC 株による青枯病の発病抑

制機構，効果的な PC株接種技術および PC株を利用した防除法開発の展望について総括する． 

	 PC 株による防除効果は，土壌や植物への PC 株の接種方法や接種濃度，PC 株の菌株および植物

種・品種によって異なることが報告されている（Chen and Echandi, 1984；Hara and Ono, 1991；

Arwiyanto et al.,1994a；嚴原ら，2002；小川ら，2011）．PC株を利用した防除技術を確立するために

は，多くの品種に対して安定した防除効果を発揮する接種法の開発が必要である．本研究において

も PC株による防除効果は PC株の接種方法，PC株の接種濃度，PC株の種類および植物種によって

異なった．PC 株を混和した土壌でナスを育苗後，青枯病菌汚染土壌に移植した場合（土壌混和接

種法）では，PC株接種から野生株の感染までの期間が短い場合でのみ，組織内に PC株が高密度で

定着し防除効果が得られた．また，ナス根部に PC 株菌液を浸漬接種後，青枯病菌汚染土壌に移植

した場合（浸漬接種法）では，土壌混和法よりも高い防除効果が得られる傾向にあった．また，発

病が抑制された植物根部では，PC 株が高密度かつ高頻度で検出された（第 4 章第 1 節）．PC 株の

防除効果は，野生株の接種濃度よりも高濃度の PC 株を接種した場合で顕著に発揮されることが報
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告されている（Chen and Echandi, 1984；Arwiyanto et al., 1994a；嚴原ら，2002；小川ら，2011）．本

研究においても同様の結果が得られ，両接種方法において低濃度の PC 株を接種した場合では防除

効果は発揮されなかった．これらの結果から，PC株による防除効果の発揮には，PC株を植物内に

高密度で定着させることが重要であると考えられる．  

	 PC株による防除効果は PC株の種類と植物の品種によって異なることが報告されており（小川ら，

2011; 2012a），実用的な防除技術の確立には，複数の植物種・品種の青枯病防除に有効な PC株を選

抜する必要がある．本研究において系統の異なる野生株から PC 株を作出し，浸漬接種法によりト

マトとナス 5 品種における青枯病防除効果を調査した結果，防除効果は PC 株と植物種・品種との

組み合わせにより異なった．その中でも菌群Ⅳの青枯病菌から作出された 8224PC や 8103PC の接

種は，トマトと複数のナス品種に共通した高い防除効果を示した（第 3章）．これら PC株はジャガ

イモ青枯病に対しても高い防除効果を示すことが明らかになっている（吉川ら，2016），菌群Ⅳの

青枯病菌は，複数のナス属植物に病原性を示し広い宿主範囲を有するため（尾崎・木村，1992），

PC 株に変異した場合でも複数の植物種に定着でき，高い防除効果が発揮されると推察された．さ

らに，8103PCを接種したナスでは，糸状菌 Verticillium dahliaeによる半身萎凋病に対しても防除効

果を発揮することが報告されており（前原ら，2017），本 PC株接種はナス科植物における細菌病害

や糸状菌病害を複合的に防除できる可能性がある．  

	 PC株による青枯病抑制機構として，PC株が有する抗菌作用（Hara and Ono, 1991; Arwiyanto et al., 

1994a；小川ら，2012a），PC 株と病原菌の植物内の定着場所や栄養をめぐる競合（嚴原ら，2002；

Trigalet and Trigalet-Demery, 1990），植物内の PC株の定着による病原菌の定着阻害（小川ら，2011, 

2012b），植物への抵抗性誘導（Arwiyanto et al.,1994b）など複数の要因が考えられている．それらの

要因の中でも，青枯病防除に関わる主要因の特定ができれば，PC株による効果的な防除法の開発 
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につながると期待できる． 

	 本研究において，野生株に対して抗菌作用を示さない PC 株や抗菌活性のない PC 株の培養ろ液

を接種した植物でも，青枯病の発病が抑制される場合があったことから，野生株に対する抗菌作用

は，PC株による青枯病の発病抑制機構の主要因ではないことが示唆された（第 3章）． 

	 PC 株と野生株の栄養をめぐる競合を明らかにするには，両菌株を混合培養し，菌の増殖を調査

することが有効であると考えられる．小川ら（2011）は，ナス水抽出液を培地として用いて PC 株

と野生株の混合培養した結果，菌株間に増殖の差は認められず，両菌株間に栄養の競合は生じない

と述べている．本研究では，PC 株と病原性を同濃度で混合接種した液体培地，土壌，植物中にお

ける両菌株の増殖特性を調査した．BG液体培地などの富栄養培地中で PC株と野生株を混合接種し

静置培養すると，培養後期に野生株のみ増殖が抑制されることが明らかになった．その現象は，

1/100BG液体培地や超純水中などの栄養の競合が生じやすい貧栄養培地中ではみられないことから，

液体培地中における菌の増殖競合は，栄養の競合だけでなく他の要因の関与が示唆された（第 2章

第 1節）．また，土壌中に両菌株を接種した場合においても，菌の増殖競合はみられなかった（第 4

章第 1節）．一方，植物内においては，発病個体では野生株が優占し，無病徴個体でも PC株と比べ

て野生株の菌密度が高い傾向にあった（第 4章第 1節）．これらの結果から，PC株による青枯病の

防除機構には，PC株と野生株との栄養の競合よりも他の要因が関与していると考えられる． 

	 青枯病菌はクオラムセンシング（QS）機構により菌の増殖に伴い増加する 3-OH PAMEや 3-OH 

MAMEの濃度を感知することで病原性因子の発現を調節している（Flavier et al., 1997；Kai et al., 

2015；Hikichi et al., 2017）．植物内の青枯病菌密度が低密度な場合では，病原性因子の発現は抑えら

れ，高密度になると病原性因子の発現に関わる phcA 遺伝子が活性し，エンドグルカナーゼやペク

チンメチルエステラーゼなどの植物細胞壁分解酵素や菌体外多糖類を生産する（Clough et al., 
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1997；Flavier et al., 1997；Schell, 2000；Genin and Denny, 2012）．また，植物内における青枯病菌の

病原性因子の発現には，根内に感染した野生株の高密度な増殖が重要であることから（Hikichi et al., 

2017），PC株による安定した防除効果が発揮されるためには，いかに野生株の感染と増殖を防ぐか

が重要になる． 

	 本研究では，植物内における PC 株と野生株の定着について，培地を用いた菌密度測定と蛍光顕

微鏡を用いた検鏡観察により調査した．その結果，高い防除効果が得られた個体では，高密度な PC

株定着がみられ，根内への野生株の侵入と上部組織への病原菌の移行が抑制されており（第 4章第

1 節，第 2 節），蛍光観察により調査した結果において，PC 株が皮層細胞や導管周辺の細胞に高密

度に定着した植物根では，野生株の定着が抑制され，導管内への侵入はみられなかった（第 4章第

2節）．これらの結果から，根内に PC株が高密度で定着することで，野生株の侵入や定着が物理的

に阻害され，発病が抑制されることが示唆された．植物内における野生株の定着を効果的に阻害す

るためには，野生株が感染する前に，PC 株が高密度で根内に定着する必要がある．本研究で用い

た浸漬接種法は，植物根部に高濃度の PC株菌液を直に接種するため，PC株定着に有効な接種方法

であると考えられる． 

	 また本研究において，植物内における菌の定着性には PC 株と野生株とで違いがみられた．野生

株と PC株を接種した植物では，野生株は根，茎，葉において高密度に増殖したが，PC株は接種部

位の根において高い定着が見られたが，根，茎，葉へと上部組織に向かうほど菌密度が低下したこ

とから，PC株は野生株に比べて上部組織への移行能は劣ると考えられる（第 4章第 1節）．さらに

根内では，野生株は導管内に定着可能であったが，PC 株は導管の周辺細胞では高密度な定着が観

察されたが，導管内での定着はほとんど観察されなかった（第 4章第 2節）．PC株は，野生株に比

べて植物細胞壁の溶解酵素であるエンドグルカナーゼやペクチンメチルエステラーゼの活性が低
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下する一方で，ポリガラクツロナーゼ活性は増加している（Kelman, 1954; Denny et al., 1988; 

Brumbley and Denny, 1990）．植物導管を含む維管束組織は，セルロースとヘミセルロース，リグニ

ンから形成され，ポリガラクツロナーゼによって溶解されるペクチン含量は少ない（大内，1990；

西谷，2011）．そのため，PC株は，ペクチン含量が比較的多い表皮や皮層の細胞壁は分解できるが，

ペクチン含量の少ない維管束組織は分解されにくいため，PC 株は植物組織内での移行や導管内で

の定着が制限されていると推察された．すなわち，PC株の組織内定着は広範囲に及ぶが，PC株は

すべての細胞内に高密度で存在することはなく，導管や上部組織などの一部組織では定着量が低く，

そのような組織では，野生株が容易に感染すると考えられる．本研究において，PC 株を接種した

ナスやトマトの根内では，低密度であるが野生株が検出され，上部組織の茎や葉への移行が確認さ

れた（第 4章第 1節，第 2節）．PC株を接種した植物では，導管内に野生株がわずかに侵入し，導

管流によって上部組織に移行するが，植物内では抵抗性誘導などの機構が働いており，野生株の増

殖が抑制されることで病原性因子の発現が起こらず，発病が抑制されると推察された． 

	 植物は病原菌の感染に反応して，フェニルアラニンアンモニアリアーゼやポリフェノールオキシ

ダーゼなどの病害防御関連酵素の活性化が起こることが知られている（Vanitha and Umesha, 2008; 

Vanitha et al., 2009）．それらの酵素活性の増加は，病原菌の感染に限らず，非病原菌や内生細菌の感

染でも確認されている（Jetiyanon, 2007; Vanitha and Umesha, 2011）．Arwiyanto et al.（1994b）は，PC

株を接種したトマトでは，青枯病菌に対して静菌作用を示すトマチンの生成が誘導されることを報

告している．本研究では，PC 株を接種したトマトでは，キチナーゼ，β-1, 3 グルカナーゼ，ソー

マチン様タンパク質などの塩基性の感染特異的（PR）タンパク質の発現が誘導されることが確認さ 

れたことから（第 5章），PC株による青枯病防除機構には，病害防御関連酵素や PRタンパク質の 

発現による抵抗性誘導が関与すると考えられた． 



 

 126  

	 病害防御関連酵素の発現量は品種によって異なり，抵抗性が高い品種ほど病害防御関連酵素の発

現量が高いことが報告されている（Vanitha and Umesha, 2008; Vanitha et al., 2009）．青枯病に対して

抵抗性が低い品種では，PC株による防除効果が低く，抵抗性が比較的高い品種では，PC株による

防除効果が高い傾向にあることが報告されている（小川ら，2011）．本研究において，抵抗性の異

なるナスに PC 株を接種した場合でも同様の傾向がみられた．また，抵抗性が低い品種に対しても

高い防除効果が発揮される PC 株があった（第 3 章）．そのため，PC 株接種によって誘導される病

害防御関連酵素や PR タンパク質の発現量は，品種の持つ潜在的な抵抗性や PC 株の種類によって

異なる可能性がある．今後，PC 株の菌株，植物品種および接種方法の違いが，植物への抵抗性誘

導に及ぼす影響を調査する必要がある．さらに，PC 株接種よって植物に誘導される遺伝子を幅広

く調査し，それらが青枯病防除機構にどのように関わっているのかを明らかにする必要がある．PC

株による抵抗性誘導の機構を明らかにするためには，防除効果が異なる接種条件において，誘導さ

れる遺伝子の発現量を比較することが有効であると考えられる．本研究では，青枯病の防除効果が

異なる PC 株，品種および接種方法が明らかになり，今後の防除機構の解明に寄与する知見が得ら

れた． 

	 PC株の実用化に向けて問題点として，PC株が元の病原菌に戻る変異復帰が起こることが危惧さ

れており，Poussier et al.（2003）は，トマトの根の浸出物の存在によって PC株の病原性が復帰する

ことを報告している．一方，PC 株による青枯病防除効果は，生菌を用いた接種法で多く確認され

ているが，PC株の病原性復帰は確認されていない（Trigalet and Trigalet-Demery, 1990； Hara and Ono, 

1991；Arwiyanto et at., 1994a；嚴原ら，2002小川ら 2011, 2012b）．本研究でも，PC株のみを接種し

た植物では萎凋症状は観察されなかった（第 3 章，第 4 章）．また，液体培地，土壌および植物組

織内から PC 株を分離したところ，野生株のように流動性を示すコロニーは分離されなかった．さ
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らに，ナス組織内から分離された PC 株をナスやトマトに再接種しても病原性の復帰は確認されな

かった（データ省略）．PC株は，通常，病原菌を長期間液体培養することで，菌の自発的な突然変

異によって作出できる．しかし，青枯病菌のレース 3菌株（82-1と 101）に限っては，長期的な培

養や継代培養を繰り返しても，得られた PC 株は完全に流動性を消失することはなく，トマトとナ

スには非病原性であったが，ジャガイモには病原性を示した（データ省略）．そのため，PC株の変

異復帰についてはさらなる検証が必要であり，PC 株が野生株に変異復帰しにくい条件を明らかに

することが必要である．一方で，PC 株による青枯病防除法の確立には， PC 株菌体の一部組織や

培養ろ液などの非生菌を利用した防除法の検討も重要であると考えられる． 

	 これまでに PC 株の生菌を用いない防除法も検討されており，植物への PC 株の加熱死菌や培養

ろ液の接種が試みられている．PC 株の加熱死菌をタバコに接種した場合，青枯病の発病が抑制さ

れることが報告されている（Tanaka, 1983）．しかし，ナスやトマトにおいては，PC 株の加熱死菌

では，発病抑制効果はないことが明らかになっている（Arwiyanto et at., 1994a, 小川ら 2011, 2012b）．

青枯病菌の野生株を熱処理した抽出液を接種したシロイヌナズナでは，PR タンパク質の発現が増

加し，熱処理抽出液に含まれる熱安定的なタンパク質がエリシターとなることが示唆されている

（Takabatake and Mukaihara, 2011）．Arwiyanto et at.（1994a）は，PC株培養ろ液をトマトに接種した

場合，わずかに発病が抑制されると述べている．本研究において，PC 株を長期間培養した培養ろ

液中では，PC 株は増殖したが，野生株の増殖を特異的に抑制されることが明らかになった（第 2

章第 2 節）．PC 株培養ろ液による防除効果を高めるため，系統の異なる PC 株から野生株の増殖抑

制効果が高い PC株培養ろ液を選抜し（第 2章第 2節），それら培養ろ液を接種した土壌中の青枯病

菌の増殖抑制効果と培養ろ液を処理した植物の青枯病防除効果を調査した（第 3 章）．しかし，PC

株培養ろ液を土壌に処理した場合では青枯病菌の増殖を抑制できず，植物に処理した場合では，青
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枯病の防除効果が得られる場合もあったが，PC株生菌による防除効果の方が高かったため，PC株

培養ろ液を用いた防除法の開発にはさらなる検討が必要である．本研究において，PC 株による培

地内の成分変化が野生株の増殖阻害に関与することが示唆され，PC 株の培養ろ液中に含まれる野

生株の増殖抑制に関わる物質を明らかにできれば，増殖阻害剤の開発が可能であると考えられた． 

	 PC株は phcA遺伝子が変異しており，野生株とは表現型が異なるため（Brumbley and Denny, 1990；

Poussier et al., 2003），PC株と野生株では細胞を構成する生体物質が異なることや PC株に特異的な

産生物質が存在することが考えられる．本研究において PC株を利用した防除効果は，PC株生菌を

用いた場合で高く，PC株接種によって植物への抵抗性が誘導されたことから（第 5章）， PC株由

来の一部の菌体物質を利用することで防除効果が発揮される可能性もある．PC 株培養ろ液による

野生株の増殖抑制の要因を調査した過程で，野生株よりも PC 株で顕著に生産される物質（抗菌性

物質，シデロフォア）の存在が明らかになり，その物質産生能は PC 株の種類によって異なること

も明らかになった（第 2 章第 2 節）．その他にも PC 株が特異的に生産する物質が存在する可能性

が考えられる．今後，青枯病菌の一部生体組織や産生物質を分離・精製し，青枯病菌の増殖抑制能

や植物への抵抗性誘導能を明らかにすることで，青枯病菌の増殖阻害剤や抵抗性誘導剤としての利

用法を検討することが重要である． 

	 本論文では，液体培地・土壌・植物内における青枯病菌の野生株と PC 株との競合および増殖特

性の違いを明らかにした． PC株による高い青枯病防除効果が発揮されるためには，植物根内にお

ける高密度な PC株定着が重要であり，PC株による青枯病防除機構の主な要因として，植物根内に

おける菌の定着競合と抵抗性誘導が示唆された．本研究により複数の植物種・品種に共通して高い

防除効果を発揮する有用な PC株が得られた．本研究で得られたこれらの知見は，PC株による青枯

病防除機構の解明および PC 株を利用した実用的な生物的防除技術の確立に寄与すると考えられる．  
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Biological control of the bacterial wilt using phenotype conversion mutants 

of Ralstonia solanacearum 

 

Summary 

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is a soil-borne bacterial plant pathogen. The pathogen 

is widely distributed in tropical, subtropical, and warm temperate regions, and has a wide range of hosts in 

more than 200 species, including eggplant, tomato, potato, tobacco, and other cash crops. This pathogen 

infects the wounded root cortex, invades the vascular system, rapidly multiplies and produces extracellular 

polysaccharides in the plant, clogging vessels and leading to wilting symptoms and plant death. To control 

this disease, cultivation of host plants has been managed by soil fumigants and grafting onto resistant 

rootstocks. However, soil fumigants have a harmful effect on the environment and human health. 

Furthermore, breakdown of resistance in rootstock cultivars has occurred due to new virulent strains of R. 

solanacearum, and increments of temperature in the culture conditions. Therefore, new stable management 

approaches to bacterial wilt disease are urgently needed. Recently, beneficial microorganisms have attracted 

attention as ecofriendly biological control agents to plant disease.  

The R. solanacearum pathogenic strain (wild-type strain) spontaneously undergoes a phenotype 

conversion (PC) after prolonged culture in plants, water extract of plants, soil or broth culture. PC mutants 

are either weak pathogenic or non-pathogenic, but these mutants are still able to colonize host tissue without 

causing symptoms. The bacterial wilt diseases of tomato and tobacco were suppressed by pre-inoculation 

with PC mutants. For the mechanism for suppressing bacterial wilt by PC mutants, multiple factors such as 

production of antibacterial substances, competition for nutrition and bacterial colonization and resistance 

induction in plants are presumed. To develop a practical biological control method using the PC mutants, it is 

necessary to identify the main factors of the mechanism. In this study, effective PC mutant inoculation 

technology for bacterial wilt control was examined. Furthermore, the biological control mechanism by 

inoculation of PC mutant was investigated. 
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1. Competition of wild-type strain and PC mutant of Ralstonia solanacearum in liquid medium 

1-1. Behavior of wild-type strain and PC mutant of Ralstonia solanacearum in liquid medium 

There are still uncertainties about the growth behavior of the wild-type strain (8238rif; race 1, biovar 4, 

phylotype I) and PC mutant (E-PCstr; the mutant was isolated from 8238 strain-infected eggplant) when both 

strains are mixed in cultures. The bacterial competition between both strains in liquid medium was 

investigated. When bacteria were mixed and cultured statically in BG broth and MM broth, the growth of 

only the wild-type strain was reduced at the later period of culture. However, this bacterial competition was 

not observed in pure water and 100-fold diluted BG broth, suggesting that there are factors other than 

competition for nutrients. When each strain was individually inoculated in bacterial culture filtrates, the PC 

mutant could grow in the culture filtrates. However, the wild-type strain could not grow only in the culture 

filtrate of the PC mutant. The growth inhibition of the wild-type strain was also observed in the heat-treated 

culture filtrate of the PC mutant. These results indicate that the bacterial competition between the wild-type 

strain and the PC mutant in BG broth was due to changes in the culture components by the PC mutant. 

 

1-2. Selection of effective culture filtrates of PC mutants for growth inhibition of wild-type strain of 

Ralstonia solanacearum 

Production of the antibacterial substances and siderophores and growth inhibition of wild-type strain 

were tested using culture filtration of 27 PC mutants. Growth inhibition of a wild-type strain 8238rif in the 

culture filtrations were observed in that of 22 PC mutants. Production of siderophores was tested by CAS 

assay, two wild-type strains and 26 PC mutants produced siderophores. Production of antibacterial 

substances of PC mutants against a wild-type strain 8238rif wsa tested. Eleven PC mutants indicated the 

antibacterial activities on BGT agar medium and five PC mutants produced the antibacterial substances in 

culture filtrates. The antibacterial activities in culture filtrates of PC mutants were 400-25600 AU/mL, and 

the highest activity was indicated in the culture filtrate of 8105PC (race 1, biovar 4). The widest of 

antibacterial spectrum was indicated in the culture filtrate of 101PC (race 3, biovar N2, phylotype IV) that 

inhibited 24 strains within 27 wild-type strains. Their antibacterial activities were lost after heat-treatment at 

60-70℃ for 10 min. The molecular weight of antibacterial substances were estimated 100 to <300 kDa by 
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ultrafiltration. However, the most growth inhibition of a wild-type strain was observed in culture filtration of 

8101PC (race 1, biovar 4) that non-production of siderophores and antibacterial substances. Those results 

suggest that there are factors other than siderophores and antibacterial substances involved in the inhibition 

of wild-type strains by the culture filtrations of PC mutants. 

 

2. Biological control of bacterial wilt in tomato and eggplant by PC mutant and the culture filtrates of 

PC mutants 

Biological control of bacterial wilt in tomato and eggplant were investigated using six culture filtrates 

of PC mutants. In the soil inoculated with culture filtrates of PC mutants, colonization of wild-type strain 

8283rif was not suppressed. In plants, control effects against bacterial wilt caused by 8238rif differed 

depending on culture filtrates of PC mutants and plants species, tomato (Solanum lycopersicum L.) 

‘Micro-Tom’ and susceptible eggplant (S. melongena L.) ‘Senryo nigo’. To select effective PC mutants as 

biological control agents against bacterial wilt disease in tomato and eggplant, the control effect was 

investigated using tomato ‘Micro-Tom’, and five susceptible eggplant cultivars (‘Black Beauty’, ‘Chikuyo’, 

‘Senryo nigo’, ‘Sadowara’, and ‘Kurumenaga’). PC mutants were used 27 PC mutants against tomato 

bacterial wilt caused by 8238rif and 10 PC mutants against eggplant bacterial wilt caused by 8238rif or 8266. 

Some mutants showed effective suppression against bacterial wilt. Two PC mutants (8224PC and 8103PC) 

showed highly suppressive effects in tomato and many eggplant cultivars, and are anticipated to be 

practicable biological control agents. Furthermore, the antibacterial activities of PC mutants against the 

wild-type pathogen were tested to elucidate the relation between antibacterial activity of PC mutants and the 

culture filtrates and protective effect against bacterial wilt by PC mutant. Even the PC mutants and the 

culture filtrates that did not indicate antibacterial activity showed suppression of bacterial wilt, suggesting 

that there are factors other than antibacterial activity involved in the suppression of bacterial wilt by PC 

mutant.  

 

3. Competition of wild-type strain and PC mutant of Ralstonia solanacearum in the soil and plants 

3-1. Effects of inoculation method of PC mutant on the biological control of bacterial wilt and on 
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bacterial colonization of wild-type strain and PC mutant in soil and plants 

To define the bacterial behavior of wild-type strain 8238rif and PC mutant E-PCstr, the bacterial 

colonization in soil and eggplant co-inoculated with both strains were investigated. The wild-type and PC 

mutant strains behaved similarly in soil, but the wild-type strain multiplied more than the PC mutant in 

eggplant. To investigate the influence of colonization with the PC mutant on suppression of the wild-type 

strain and bacterial wilt in plants, the relation between colonization with the PC mutant and suppression of 

bacterial wilt using different periods of PC mutant inoculation was investigated. The suppression of bacterial 

wilt by the PC mutant was confirmed in plants during the early inoculation period when the colonization of 

the PC mutant in the plants was higher than the inoculations of the long period. Furthermore, the colonization 

of the PC mutant and wild-type strain in plant tissues of co-inoculated plants and the suppression of bacterial 

wilt in plants by the PC mutant were investigated. The colonization of the wild-type strain in the roots and 

bacterial wilt were suppressed in the plants that were inoculated with a high concentration of PC mutant. 

These results suggest that the control of the colonization of the wild-type strain in eggplant roots by the PC 

mutant was involved in the suppression of bacterial wilt disease. 

 

3-2. Observation of behavior of fluorescent protein genes-tagged R. solanacearum in plant tissues 

using fluorescence microscope 

To investigate that bacterial colonization and movement of wild-type strain and PC mutant of R. 

solanacearum in plant tissues, green fluorescent protein gfp gene tagged wild-type strain of 8238 and red 

fluorescent protein DsRed2 gene tagged PC mutant were created. Therefore, each strain was distinguishable 

in plants co-inoculated with wild-type strain and PC strain under a microscope. The luminosity of 

fluorescence of recombination strains, virulence against tomato ‘Micro-Tom’, and colonization in tomato 

tissue were investigated. The gfp-tagged wild-type strain was pathogenic strain and DsRed2-tagged PC 

mutant was non-pathogenic strain. Bacterial wilt and colonization of gfp-tagged wild-type strain in tomato 

roots was suppressed by pre-inoculation with DsRed2-tagged PC mutant. The fluorescent protein genes 

tagged R. solanacearum were detected by the real-time monitoring method using fluorescence microscope. 

Colonization of PC mutant was observed epidermal cells including root hair, intra- and intercellular cortical 



 

 133  

cells and peripheral cells of vessel cells, but the colonization of PC mutant at vessel cells was low density. 

Wild-type strain was colonized over root systems including vessel cells. However, wild-type strain was low 

density in root tissue where PC mutant colonization was high density. These results suggest that the 

competition for bacterial colonization of the wild-type strain and PC mutant in root was involved in 

biological control of bacterial wilt. 

 

4. Induction of resistance to plants and influence on plant growth and fruits quality by inoculation 

with PC mutant 

The molecular mechanisms underlying the induction of resistance are still unknown. In studies of the 

suppression of plant diseases by beneficial microorganisms, the plant disease severity was reduced because 

of the expression and accumulation of the pathogenesis-related (PR) proteins that inhibit infection of 

pathogen and have an antibacterial activity. In the present study, the expression of PR genes in tomato 

‘Micro-Tom’, a model cultivar of tomato suitable for genetic analysis, after inoculation with PC mutant 

E-PCstr was investigate. The expressions of basic PR genes were induced in tomato roots by inoculation with 

the PC mutant. The results suggested that an induced defense response is involved in the biological control of 

bacterial wilt in tomato by the PC mutant. The negative impacts on the growth, yield and fruit qualities of 

plants inoculated PC mutant may be determined. In the present study the effects on the growth, yield, and 

fruit qualities in tomato ‘Micro-Tom’ after inoculation with PC mutant were identified. There was no effect 

on the growth, yield or quality of the tomato plants inoculated with the PC mutant. The results of the present 

study demonstrated that pre-inoculation with the PC mutant did not reduce the plant growth, and PR genes 

were induced in the plant, suggesting that PC mutants can be used as biological control agent.  

 

In this study, for effective biological control of bacterial wilt in tomato and eggplant, it is important to 

inoculate high concentration of PC mutant into plants and colonization of PC mutant in roots. Furthermore, it 

was revealed that competition for bacterial colonization and induction of resistance in plant roots involved as 

the main mechanisms of suppressing bacterial wilt by PC mutant inoculation. These results of this study will 

contribute to development of effective disease control technique using PC mutants.  
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