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青枯病防除のための土壌からのバクテリオファージの分離

瀧 川 義 浩1

要 旨

青枯 病菌 に感染 した植物 体か ら分 離 した細 菌、KRsL-001,KRsL-003お よびKRsL-004に 感染 す るバ

クテ リオフ ァー ジ(フ ァー ジ)を 土壌 よ り分 離 した。分離 したフ ァー ジの うち、KRsL-001に 感染 す る

ファー ジは17種 類、KRsL-003に 感染す るフ ァー ジは1種 類、KRsL-004に 感染す るファー ジは84種 類

であった。 これ らフ ァージが形 成するプラー ク形状は、周縁輪郭が明瞭な もの、お よび不明瞭 なものの2

種類 に分類 され、 フ ァー ジの種類 と使用 する宿 主菌 に よって形成 され るプ ラー クの特徴は異な るこ とが明

らか とな った。

キー ワー ド バ クテ リオフ ァー ジ、青枯病菌

1.緒 論

青枯病菌Rα観0伽301α〃αCθαr研21)は、主にナス科植物に萎凋症状を引き起こす土壌伝染性の病原細菌で

ある。本病原菌に対する防除手法は、間作、輪作、土壌改良などの耕種的防除法から、拮抗微生物を用い

た生物防除法の適用 も試みられている2)。 しかしながら、本病原菌の発生を安定的、かつ効果的に抑える

ことは困難であ り有効な防除手法の開発が望まれている。

筆者 らは、採取 した土壌より青枯病菌を培養するために用いられている培地を用いて青枯病菌の分離を

試みたところ、供試 した土壌のほとんどから青枯様の形状をした青枯様細菌が大量に分離できることを確

認 している(瀧 川 ら、未発表)。 青枯病菌は宿主範囲、地理的分布、病原性ならびに生理 ・生化学的性質

等の異なる系統の存在が知られている3)こ とを考慮すると、土壌から大量に青枯様細菌が分離できること

は、青枯様細菌あるいは青枯病菌は普遍的に土壌に生息していると予想される。そのため、土壌中におけ

るこれ ら青枯様細菌が栽培作物に対 して病気を引き起こす可能性は十分に考えられる。このような観点か

ら土壌中に生息 している青枯様細菌および青枯病菌が増殖しないような、あるいはこれら細菌群のみを可

能な限 り排除 し、栽培作物に接触させない手段を講 じることが重要である。

近年、青枯病菌を防除する手法 としてバクテリオファージ(フ ァージ)が 改めて着 目されている4・5・6)。

植物病原細菌を宿主 とするファージについては、イネ白葉枯病菌をはじめとする多 くの細菌で報告がされ

ている7)。筆者の研究グループでもファージを利用 した青枯病菌の生物防除の可能性について1990年 代

から着目してお り、青枯病菌汚染圃場から効果的に青枯病菌(K-101株)を 溶菌するファージ(PK-101)

について報告 している8)。 さらにPK-101と は異なる性質をもつファージの異なる青枯病菌に対する感染

性についても報告している7)。上述 したように、土壌中からは青枯様細菌が常に分離可能であることから、

そのような細菌に感染するファージの分離や、分離したファージの青枯病菌に対する感染性の調査は重要

であると考えられる。そこで本研究では、青枯様細菌を使用して感染性のあるファージの分離を行い、若

干の知見が得られたので報告する。
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2.材 料および方法

供試菌と供試土壌

本研究室で保存 している青枯様細菌KRsL-001,KRsL-003お よびKRsL-004株 をファージの宿主菌 と

して使用 した。 これ らは青枯病が発病した トウガラシから分離後、保存 した菌株であるが、接種試験によ

る病徴の再確認をしていないので本研究では青枯様細菌とした。ファージの分離に使用 した土壌は、主に

大阪府および和歌山県を中心に、作物が栽培されている場所の土壌を採取し、それらを単体あるいは複数

の場所の土壌を混合したものを使用 した(地 域非公開)。

供試菌の培養方法

フ ァージを分離 する前にKRsL-001,KRsL-003お よびKRsL-004の 培養 は1%テ トラゾ リウム クロラ

イ ドを含 むCPG固 形 培 地9)(10gペ プ トン、1gカ ザ ミノ酸、5gグ ル コー スを 覚 の蒸 留水 に溶解 し、

15g寒 天 で固形培地 とした)に 塗抹植菌 し、30℃ で培養を行 った。その後 、単 一コロニー を白金耳 で採取

し、CPG液 体培地 中で培養 してフ ァー ジの分離のための宿主菌液 とした。

ファー ジの分離

大阪府な らび に和歌山県の各作物栽培土壌か ら採取 した土壌 をガラス容器 の中に入れた後、30℃ の条件

で16時 間培養 したKRsL-001,KRsL-003お よびKRsL-004の 培養液10mLを 入れ て懸濁 した後、24時

間、室温で静置培養を行 った。 その後、遠心分離 し、上清のみを回収 した後 、55℃ 、15分 間の熱処理 を行

うこ とで混入 している細菌類 の不活化を行い、フ ァー ジ溶液 とした。次に、KRsL-001,KRsL-003お よび

KRsL-004の みを重層寒天法 を用 いて作製 したフ ァージ検 出プレー ト(1.5%CPG固 形 培地にKRsL-001,

KRsL-003お よびKRsL-004の み を含 む0.8%CPG固 形培地 を重層 した もの)を 作 製 し、得 られた10～

20μLの フ ァー ジ溶液をその プレー トに滴下(ス ポ ッ ト法)し 、室温 で16時 間培養 した。その後 、ファー

ジの感染 と宿主菌 の溶菌 によ り生 じたプラー クの形成を確認 した。次 に、 ファー ジ検 出プレー ト上 に形成

された プラー クか らフ ァー ジを分離す るため に竹 串を用 いて プラー クを穿刺 し、 ファー ジ粒子 の回収を

行 った。 そ の後、竹 串をSMバ ッフ ァー(0.1MNaCl,7mMMgSO4,0.01%Gelatin,50mMTris-HCl

pH7.5)中 で懸濁す ることによ りフ ァージ粒子を拡散 させ、重層寒天法 のファー ジ溶液 とした。

3.結 果および考察

青枯様細菌に感染するファージの分離と特徴

土壌中におけるファージ数は極めて少ないと予想されることから、本研究では宿主菌となる菌培養液を

「の 一

図1.ス ポ ッ ト法 によ り検 出されたバ クテ リオフ ァー ジのプラー ク形成

指示菌 としてKRsL-001,KRsL-003お よびKRsL-004の み を重層寒天法 を

用いて作製 したフ ァー ジ検 出プ レー ト上 に±壌 と指示菌培養液を混合 して培

養後に上清 をスポ ットした。矢印はプラー クを示す。
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土壌中に投入し、培養液中で宿主菌との感染を起 こさせ、ファージ数を増加させることとした。その結果、

多数のファージ検出プレー ト上でスポ ットを した全ての箇所で非常に大きなプラーク形成が認められた

(図1)。

このプラーク中には、数種類のファージが存在すると考えられるので、検出されたプラークを穿刺 し、

SMバ ッファーに懸濁 した後、既報8)に したがって、重層寒天法で単プラークが形成されるかを検討 した。

その結果、それぞれの宿主菌を用いたプレー トで多数の単プラークが形成されることが明らか となった。

上記の操作をファージ検出プレー トから複数回行い、検出されたプラークを無作為に選択 し、数回の単

プラーク分離を繰 り返した後、最終的にKRsL-001で は17種 類、KRsL-003で は1種 類およびKRsL-004

では84種 類のファージを分離することができた。また、分離 したファージのプラー クは、周縁輪郭が明

瞭なもの、および不明瞭なものも存在 しており、ファージの種類と宿主菌によって形成されるプラークの

特徴も異なることが明らかとなった(図2)。

♂

観ダ
図2.分 離ファージのプラーク形状の差異

(A)周 縁輪郭が明瞭なプラーク(B)周 縁輪郭が不明瞭なプラーク

プラーク形成は重層寒天法により形成させた。矢印はそれぞれプラークを示す。

これらの特徴は、青枯病菌(K-101株)汚 染圃場から分離されたファージにおいても本研究 と類似の結

果を得られている7)こ とから、ファージの構造に差異があると予想される。

4.結 論

本研究 では、土壌 か らKRsL-001,KRsL-003お よびKRsL-004に 感染 する102種 類の ファー ジを分離

す る ことに成功 した。分離 したそれぞれのフ ァージの形 態を電子顕微鏡に よ り明 らか にす るこ とや、様 々

な系統の青枯病菌への感染範 囲の検討 は今後の課題 として重要 である。
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英 文 抄 録

Isolationofbacteriophagesfromfieldsoilforbacterialwiltdiseasecontrol

YoshihiroTakikawa1

Thisstudyisolatedbacteriophages(phages)fromfieldsoilforuseinthebiologicalcontrolofthe

bacterialwiltdiseasepathogenRα18'oη ∫α801α ηαcθα潮 〃2.Soilcollectedfromthefieldwasmixedwithhost

bacteriaculturesolution(KRsL-001,-003,and-004)toincreasethenumbersofinfbctiousphages,and

incubatedatroomtemperaturefor24h.Thesupernatantcollectedfromthemixturewasspottedon

phage-detectionplatesandincubatedatroomtemperaturefor16h.Plaquesthatfbrmedontheplates

wereisolatedasphagesthatcouldinfectKRsL-001,-003,and-004.Morethan100phageswere

obtainedfromthephage-detectionplates.Thesephageswereclassifiedintotransparentorturbidplaque

typesbasedontheirplaquemorphology.

Keywords:bacteriophages,-RαZ3'o加 α301α ηαoθαア〃燗
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