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1. はじめに
Ralstonia solanacearum （Smith 1896） Yabuuchi, Kosako, Yano, Hotta and Nishiuchi 1996 はトマト，ナ

ス，ジャガイモ，バナナ等の作物に青枯病を，またタバコには立枯病を引き起こす病原細菌として知られてい

る．本菌は熱帯，亜熱帯，温帯地域を中心に世界各地に分布し，また，ナス科ほか 200余種の植物が感染，被

害を受けることから，その重要性はきわめて高い．わが国においては，これまでに 23科 46種の植物で本病の

発生が報告されている（日本植物病理学会，2000; 堀田・土屋，2009; 安達・塚本，2010; 松崎ら，2010; 篠原ら，

2010; 吉澤ら，2012）．

トマト，ナス，ピーマン等では青枯病菌に感染すると，まず先端葉において急激なしおれが認められるよ

うになり，その後，植物全体が急速に萎凋し，最後には枯死する（図 1）．本菌は通常，宿主の根部表面に定

着し，傷口および根の皮層より侵入した後，維管束柔組織，次い

で木部組織へと移動，拡散する（Hayward，1991；Vasse et al.，
1995；中保，2000）．その後，粘質性多糖類（菌体外多糖），菌体そ

のもの，および各種酵素等の病原性関連因子が原因となり，導管部

を閉塞して通水能力を低下させ，萎凋症状を引き起こすと考えられ

ている（Boucher et al., 1992; Schell, 1996）．
青枯病は典型的な土壌伝染性の病害であり，一度汚染された土

壌から病原菌を除去することは困難である（岡部，1969; 田中，

1979；Granada and Sequeira，1983；片山・木村，1986，1987）．

本病に対する防除法としては，これまでに間作，輪作，土壌改良，

回避，土壌消毒等が考案されているほか，最近では拮抗微生物を利

用した生物防除の適用も試みられている．しかしながら，その発

生を安定的に抑えることは困難な状況にある．現在のところ抵抗

性品種の利用が最も有効であり（Thurston, 1976; Monma et al.，
1997），これに土壌消毒等の複数の方法を組み合わせることが行わ

れている．

青枯病菌には，宿主範囲，地理的分布，病原性，疫学的特徴，あ

るいは生理・生化学的性質などの表現型に基づいて類別された系

統〔レース（race），biovar （生理型），菌群など〕や，遺伝型に

基づいて類別された系統（phylotype, sequevar）が存在している

（Buddenhagen et al., 1962; Denny and Hayward, 2001; Fegan 
and Prior, 2005）．
農業生物資源ジーンバンクでは，重要な遺伝資源の一つとして，

ISSN　1344-1159

Mitsuo Horita1 and Kenichi Tsuchiya2  [1National Institute for Agro-Environmental Sciences, 2Kyushu University]
Causal agent of bacterial wilt disease, Ralstonia solanacearum.   MAFF Microorganism Genetic Resources Manual No.12 
(ver.2)  (2012)
* 最新の知見に基づき，2002年に刊行した No.12を全面的に改訂した．

微生物遺伝資源利用マニュアル (12)改訂第 2版 *（2012）

MAFF Microorganism Genetic Resources Manual No.12 (ver.2) (2012)

青枯病菌 Ralstonia solanacearum

堀　田　　光　生 1・土　屋　　健　一 2

1 農業環境技術研究所・2 九州大学大学院

図 1. 青枯病の病徴（トマト）



－2－

これまで国内外で分離された多くの青枯病菌株を保存するとともに，ユーザーの要望に応えて配布に供してき

た．従来，青枯病菌の配布に際しての利用目的は，ナス科作物の育種における青枯病抵抗性検定，菌株の同定

試験や病原性（レ－ス，菌群）検定等における対照株としての使用が多かったが，最近は系統解析や病原性関

連遺伝子のクローニングなど基礎研究を目的にしたものも増加している．本マニュアルでは経験が浅いユー

ザーにも理解しやすいよう，青枯病菌の基本的な取り扱いについて詳細に解説するとともに，現在ジーンバン

クに保存されている菌株についても紹介する．

2. 分類と命名
　“Bacillus solanacearum” Smith 1896
　Pseudomonas solanacearum (Smith 1896) Smith 1914
　　Burkholderia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi, Kosako, Oyaizu, Yano, Hotta, Hashimoto, Ezaki, 

and Arakawa 1993
　Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi, Kosako, Yano, Hotta and Nishiuchi 1996
　　　　　基準菌株：ATCC 11696 = NCPPB 325 = JCM 10489 = CFBP 2047 = DSM 9544 = ICMP 5712 
　　　　　　　　　　（レース 1, biovar 1, phylotype II, sequevar 7）
　　　　　16S rDNA 塩基配列： X67036 (DDBJ/EMBL/GenBank Databases)

青枯病菌は E. F. Smith （1896） により“Bacillus solanacearum”の学名で最初に記載された．その後，E. F. 
Smith （1914） は本菌を Pseudomonas 属へ転属させ，Pseudomonas solanacearum とした．Palleroni et al. 
（1973） は rRNA-DNA の相同性試験を行い，Pseudomonas 属が遺伝的にヘテロな集団であり，5つのグルー

プ（I ～ V）に区分けできることを報告した．その際，青枯病菌は複数の植物病原細菌（P. andropogonis, 
P. caryophylli, P. cepacia, P. gladioli, P. glumae, P. rubrisubalbicans）および動物病原細菌（P. mallei, P. 
pseudomallei, P. pickettii）などとともにグループ II に分けられた．Yabuuchi et al. （1992） は 16S rRNA 遺

伝子（以下，16S rDNA と表記する）の塩基配列に基づき，グループ II に属する複数の種とともに本菌を

Burkholderia 属として独立させることを提案した．さらに Yabuuchi et al. （1995） は，他の Burkholderia 属

細菌との 16S rDNA の塩基配列，生理・生化学的性質等の違いから本菌を近縁菌種とともに Ralstonia 属と

して分けることを提案し，1996 年，国際細菌分類命名委員会（当時）は同学名を正式に承認し，現在に至っ

ている．1976 年に発効した国際細菌命名規約に基づくと （Dye et al., 1980），上記の学名の中で“Bacillus 
solanacearum”以外は有効であり，どれを使用しても良いことになっている．ただし，この中で Ralstonia 
solanacearum が現在，最も一般的に使われている．

3. 培養
現在，増殖用に最も広く用いられている培地はジャ

ガイモ半合成 （PSA） 培地および TTC 培地 （Kelman, 
1954） である．TTC 培地は調製が簡単である上，病

原菌としての活性の強弱が容易に判別できるという利

点がある．すなわち，強い病原力を有する株は同培地

上に乳白色で流動性のコロニー（F 型）を形成するが，

病原力が低下すると赤色で小円型のコロニー（Op 型）

に変化する（図 2）．液体培養を行う場合は CPG 培地

などペプトンを主成分として含む培地が用いられる．

土壌や罹病植物からの本菌の分離には原・小野培地

（原・小野，1982）が有効である．同培地はジャガ

イモ半合成寒天培地に抗生物質を添加したものであ

る．海外では，原・小野培地と類似した組成の改変

図 2. TTC培地上でのコロニー形態
上部矢印は病原性株（F 型），中央部矢印は

変異株（Op 型）をそれぞれ示す．
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SMSA 培地（Elphinstone et al., 1996）が使用されている．これらはいずれも半選択培地であり，土壌から菌

を検出・分離するためには，同培地で純粋培養した青枯病菌を対照として準備し，コロニー形態を比較するこ

とが重要である．

各培地の調製方法を以下に示す．いずれの培地においても，30℃（最適温度は 27 ～ 37℃）で 2 ～ 3 日間培

養を行うのが基本となる．

1） ジャガイモ半合成培地（Potato Semi-synthetic Agar, PSA）
一般的な増殖や接種源の調製などを目的として広く用いられる培地である．経験的に病原性の変異が少な

く，安心して使用できる．ジャガイモはあらかじめ皮，芽の部分を取り除き，さいの目に切り，30 分以上 1

リットルの水で煮る．これをガーゼ等で濾して，試薬および寒天を加える．常時使用する場合は，ジャガイモ

煎汁を大量に調製後，必要量ずつ小分けしてオートクレーブし，4℃で保存しておく． 使用直前に，これとは

別に溶解，オートクレーブした他の成分と混合して使用すると手間が省ける．

　　ジャガイモ Potato 300 g
　　硝酸カルシウム Ca(NO3)2・4H2O 0.5 g
　　リン酸水素２ナトリウム Na2HPO4・12H2O 2 g
　　ペプトン Peptone 5 g
　　蔗糖 Sucrose 20 g
　　寒天 Agar 15-20 g
　　蒸留水 Distilled water      1,000 ml
                                              pH 6.8-7.0 （無調整でこの範囲に収まる）

2）TTC培地（Triphenyl Tetrazolium Chloride medium） 
世界的に汎用されている培地である．4 日以上培養するとコロニー形態が Op 型に変異してくるため，培養

菌体を接種試験等に用いる場合は，同培地に塗沫・培養後，なるべく早めに使用する事が望ましい．

　　ペプトン Peptone 10 g
　　カザミノ酸 Casamino acids 1 g
　　（カゼイン加水分解物） (Casein hydrolysate)
　　ぶどう糖 Glucose 5 g
　　寒天 Agar 18 g
　　蒸留水 Distilled water      1,000 ml
  pH 7.0
　　テトラゾリウムクロライド

　　2,3,5-Triphenyl tetrazolium chloride 50 mg 　　　

121℃，15 分以上オートクレーブ処理し，50 ～ 60℃に冷ました後，フィルター（0.2 μm）滅菌した 1% テ

トラゾリウムクロライド水溶液を 5 ml 混合する．　　　　　　　

3）CPG培地（Casamino acid-Peptone-Glucose medium）
TTC培地から寒天とテトラゾリウムクロライドを除いて調製する．DNA抽出のための液体培養等に用いる．

4） 原・小野培地
土壌や植物体からの分離のために考案された培地である（原・小野，1982）．上記のジャガイモ半合成培地

を 121℃，15 分オートクレーブし，50 ～ 60℃に冷ました後，以下の抗生物質（クリスタルバイオレットおよ

びクロラムフェニコール以外はフィルター滅菌し，4℃または -30℃で保存しておく）を加える．本培地は作
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り置きできないため，使用直前に調製する．

　　　　抗生物質 添加量（最終濃度）

　　クリスタルバイオレット （1 mg/ml エタノール） 5 ml （ 5 ppm）

　　シクロヘキシミド （10 mg/ml 蒸留水） 5 ml （50 ppm）

　　ポリミキシン B 硫酸塩（50 mg/ml 蒸留水） 1 ml （50 ppm）

　　クロラムフェニコール（10 mg/ml エタノール） 1 ml （10 ppm）

　　テトラゾリウムクロライド（10 mg/ml 蒸留水） 2.5 ml （25 ppm）

土壌から菌を分離する場合は，土壌と滅菌水を 1:1 ～ 1:10 に混合し，10 分以上振とう，またはタッチ・ミ

キサー等で充分に撹拌後，上清を段階希釈して同培地に拡げ，30℃で静置培養する．本菌は培養 3 日目以降

に乳白色で内部に輪紋状模様を呈する流動性コロニーとして検出される．菌密度が低い（102 cfu/g 程度）場合

は，コロニー形態の類似した他の土壌細菌との判別が難しいため，同培地で純粋培養した青枯病菌を比較に用

いる．単コロニー分離する場合は，選択したコロニーを TTC 培地に拡げ，コロニー形態を確認する．

5） 改変 SMSA培地
原・小野培地と同様に土壌および植物体からの分離に用いられる（Elphinstone et al.，1996）．抗生物質以

外の成分を溶解，pH 調整してオートクレーブ（121℃，15 分）し，50 ～ 60℃に冷ました後，個別に調製（ク

リスタルバイオレットおよびクロラムフェニコール以外はフィルター滅菌）した抗生物質を加える．検出限界

濃度は原・小野培地と同程度（>102 cfu/g）であるが，雑菌の混入が比較的少ない．

　　ペプトン Peptone 10 g
　　グリセリン Glycerol 5 ml
　　（またはグルコース）*  （or Glucose） （5 g）
　　カザミノ酸 Casamino acids 1 g
　　寒天 Agar  18 g
　　蒸留水 Distilled water 1,000 ml
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 pH 7.0

　　　　　　　抗生物質  添加量 （最終濃度）

　　バシトラシン （10 mg/ml 蒸留水） 2.5 ml  （25 ppm）

　　ポリミキシン B 硫酸塩（50 mg/ml 蒸留水） 2 ml  （100 ppm）

　　クロラムフェニコール（10 mg/ml エタノール） 0.5 ml  （5 ppm）

　　ペニシリン G カリウム塩 （1 mg/ml 蒸留水） 0.5 ml  （0.5 ppm）

　　クリスタルバイオレット （1 mg/ml エタノール） 5 ml  （5 ppm）

　　テトラゾリウムクロライド（10 mg/ml 蒸留水） 5 ml  （50 ppm）

　　　*  ショウガ科植物青枯病菌の中にはグリセリンを炭素源として利用できないものもあるため（矢野ら，

2005），グルコースを代わりに用いる．

Imazaki and Nakaho （2010） は上記の培地にピルビン酸ナトリウム（5 g/l）を加えて菌の分離を行うと，

環境ストレスにより VBNC（生きてはいるが，人工的に培養できない）状態になった菌の一部が培養可能な

状態に復帰するため，検出感度が高くなることを報告している．ピルビン酸ナトリウムはオートクレーブ処理

前に加える．
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4. 保存
青枯病菌の保存は基本的に植物病原細菌で一般的に用いられている方法に準じて行う．すなわち，青枯病菌

の特性がなるべく変異することがないように，短・中期保存としては凍結法や水保存法が，長期保存には真空

凍結乾燥法が用いられる．

1）短・中期保存
　（1）凍結保存法
植物病原細菌の保存法として広く用いられている．保存温度は -40℃以下が望ましい．保存容器としては，

スクリューキャップ試験管やセラムチューブなどが用いられる．

分散媒は以下のように調製する．約 60℃に加温した蒸留水 100 ml にスキムミルク 10 g および L-グルタミ

ン酸ナトリウム 1.5 g を溶解し，あらかじめ乾熱滅菌またはオートクレーブ滅菌しておいた試験管に所定量ず

つ分注し，115℃，15分オートクレーブ滅菌し，室温に一晩放置後，再び 110℃，10分または 115℃，5分オー

トクレーブ滅菌する．斜面または平板培養した菌体を大型白金耳でかき取り，滅菌した分散媒に懸濁する．

　（2） 水保存法 （Wakimoto et al., 1989）
青枯病菌の保存法として広く用いられている．比較的長期間（少なくとも 1年以上）保存が可能である．10

年以上生存するとの報告もある．ただし，菌株によって保存中に変異が起こりやすいものもあるため（堀田ら，

未発表），3 ～ 6 か月毎に保存菌株を TTC 培地上で画線培養し，野生型（F 型）のコロニーを選抜し直すのが

良い．

寒天培地で培養した菌体を滅菌蒸留水中に懸濁し，20℃または室温で保存する．保存容器としては，水の蒸

発を防ぐため，スクリューキャップ試験管やセラムチューブなどを用いる．

2）長期保存法
　（1） 真空凍結乾燥法
青枯病菌の長期保存法として最も一般的に用いられる方法である．以下の手順で行う．

①　青枯病菌の培養：ジャガイモ半合成培地等で，30℃，2日間斜面培養する．

②　 分散媒に懸濁：斜面培養 1 本分の青枯病菌を，分散媒（上記の凍結保存と同じもの）1.5 ～ 2.0 ml に懸

濁する．分散媒を斜面培地に直接加え，白金耳で懸濁するとやりやすい．この懸濁液をあらかじめ乾熱

滅菌（160℃，2時間）した凍結乾燥用アンプルにパスツールピペットを用いて 0.1 ml ずつ分注する．

③　予備凍結：-40℃で予備凍結する．

④　真空凍結乾燥

⑤　溶封：ガスバーナーで真空状態のまま溶封する．

⑥　保存：出来上がったアンプルは 10℃以下の冷暗所に保存する．

　　　注意点 1　アンプルはパイレックス製が優れている．

　　　注意点 2　作製直後にアンプルを 1本開封し，生残性や雑菌混入について検査するとよい．

　（2） 超低温フリーザー法
先に挙げた凍結保存法に準ずる．超低温フリーザー内で保存する．

3）保存菌を復元する際の注意点
凍結保存菌を解凍して使用後，再び凍結する場合，タッチ・ミキサーによりホモジナイズしてからフリー

ザーに戻す．停電等によりフリーザー内で溶解した場合も，同様にホモジナイズして戻せば再び保存可能な場

合が経験的に多い．

真空凍結乾燥後，アンプルを開封する場合，雑菌が混入しないように注意する必要がある．一般的には以下

の要領〔微生物遺伝資源利用マニュアル No.1（加来・落合，1996）の 11ページ参照〕で行う．

①　アンプルの中程の位置を目安にアンプルカッターやヤスリで傷を付ける．

②　アンプルの外面をアルコール綿（70% エタノール）でよく拭いて消毒する．

③　 アンプルを滅菌ガーゼ，または四つ折りにしたティッシュペーパーで包み，傷を付けた部分で注意深く
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折る．

④　 滅菌したパスツールピペットを用いて，アンプルに 0.5ml 程度の滅菌水または液体培地（CPG 培地等）

を加えて懸濁する．

⑤　懸濁液の全量をパスツールピペットで吸い取り，液体培地に移す．

⑥　懸濁した液体培地の一部を取って斜面培地または TTC 平板培地等に移植する．

⑦　30℃で培養する．

　　（復元の際の注意点）

　　　a） アンプルカッターはダイアモンドカッターが良い．

　　　b） 斜面培養または平板培養によって，純粋培養であることを確認する．

　　　c） クリーンベンチを用いるなど，操作はできる限り無菌的な条件下で行う．

5. 表現型･遺伝型の多型に基づく類別・判別
青枯病菌は表現型･遺伝型に関して多様に分化しており，それに基づいてさまざまな類別が試みられ，試験

研究に利用されてきた（Kelman, 1953; Buddenhagen et al., 1962, 1964; Denny and Hayward, 2001; 岡部・

後藤，1961）．すなわち，表現型や遺伝型の多型を利用して種々の「類別・判別手法」が開発され，それを活

用することによって青枯病菌の防除や疫学的調査のために有益な情報が提供されてきた．過去約 40 年間は 2

つの異なったアプローチに基づく類別，すなわち，宿主との親和性に基づいた「レース」と，生理・生化学

的な特性に基づいた「biovar（生理型）」が世界的に頻用されてきた．また，近年になり，分子生物学的手法

が青枯病菌の類別に導入されるとともに，「phylotype」が広く用いられるようになりつつある （Fegan and 
Prior，2005）．

これらの類別のうち，主なものについては以下にその概要を記した．さらに，類別・判別を行うために

必要な実験手法については，次章以降において内容別に詳述した．なお，ここで用いられているレース，

biovar，phylotype などはいずれも変種以下の類別単位であり，命名規約の対象となるような分類群ではない

（Hayward, 1991）． 
1）レース（race）
本菌は現在，分離宿主および宿主範囲の違いに基

づいて 5つのレース （race） に分けられている（表 1）．

レース 2~5 は宿主範囲が限られ，一部の例外を除き，

自然条件で表 1 に示した宿主以外から分離されるこ

とはない．なお，青枯病菌では，人為的な接種（地

上部への付傷接種等）では病徴を示すが，自然感染

条件では必ずしも病気を起こさないことが多くみら

れる．そのため，個々の菌株の宿主範囲やレースを

判断する場合は，なるべく自然感染に近い条件（汚

染土壌への移植，根部への付傷接種等）での発病の有無，および分離植物や分離地域での過去の発生事例等に

ついても考慮する必要がある（接種法については第 6章参照）．

なお，日本国内ではこれまでレース 1, 3, 4 の存在が報告されている （後藤ら，1985; 片山・木村，1986; 
Horita and Tsuchiya, 2001; 森田ら，1996; 土屋ら，1999; 矢野ら，2005; 土屋，2008）．

2）biovar （生理型）
本菌は二糖類（マルトース，ラクトース，セロビオース）および糖アルコール（マンニトール，ソルビトー

ル，ダルシトール）からの酸の産生能の違いに基づいて，5つの biovar（生理型）に分けられている（表 2）（実

験法については第 7 章参照）．biovar とレースの間には一般的に相関性は認められないが，例外的にジャガイ

モより分離される biovar 2 はレース 3 に相当すると考えられてきた．しかし，近年，南米アマゾン低地，日

本，インドネシアおよび南西アフリカでジャガイモ等から分離されたbiovar 2の中には，その他の地域でジャ

表 1. 青枯病菌のレース

レース 宿主範囲

1 ナス科作物，雑草類，2倍体バナナ

2 3倍体バナナ，ヘリコニア

3 ジャガイモ，トマト

4 ショウガ

5 クワ 　
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ガイモより分離される biovar 2 とは病原性（レース）および生理・生化学的性質で違いが認められたことから，

新しい生理型として biovar N2（biovar 2T とも表記される） が設けられた（表 3）．

日本国内ではこれまで biovar N2, 3, 4の存在が報告されている （Horita and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 
2010）．biovar 1, 2の報告例もあるが（片山・木村，1986; 尾崎・木村，1992a）これらは全て biovar 4 または

N2と再同定されている．

3）菌群
尾崎・木村（1992b）は，国内でナス科野菜より分離された青枯病菌が，4 種のナス属植物に対する病原性

の違いに基づいて 5 つの菌群に類別できることを報告した（表 4）．ナスでは青枯病の防除対策として，これ

らナス属植物を台木に用いた接ぎ木栽培が行われていることから，菌群の判別は台木植物の選別に有効であ

る．

表 2.　青枯病菌における biovar の類別

biovar a）

炭素源 1 2 3 4 5

マルトース － b） ＋ ＋ － ＋

ラクトース － ＋ ＋ － ＋

セロビオース － ＋ ＋ － ＋

マンニトール － － ＋ ＋ ＋

ソルビトール － － ＋ ＋ －

ダルシトール － － ＋ ＋ －

a） Hayward （1964） および He et al. （1983） の報告に基づく．

b） ＋：酸を産生，−：酸を産生しない．

表 3.　biovar 2, N2 菌株の生理・生化学的性質の比較

　 　 biovar a） 　

生理・生化学的

性質

2 2 N2 （2T）

 （全大陸）   （南米）  （南米他）

硝酸還元 ＋ b） V ＋

酸の産生

　トレハロース － ＋ ＋

　イノシトール ＋ － ＋

　D- リボース － － ＋

a） Hayward （1994） の報告に基づく．

b） ＋：陽性，−：陰性，V：菌株によって反応が異なる．
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4）phylotype
近年，青枯病菌では国内外の多くの研究者により塩基配列情報（16S rDNA, ITS 等の rRNA オペロン，

hrpB, egl 等の病原性関連遺伝子，mutS, gyrB 等のハウスキーピング遺伝子）が蓄積され，それらを利用して

分子系統解析が行われた結果，いずれの遺伝子を用いても青枯病菌が 4つのクラスターに明瞭に区別されるこ

とが明らかとなった（実験法は第 8章 1）を参照）．

Fegan and Prior （2005） は各クラスターを phylotype と命名し，これらを種または亜種レベルに相当する

分類群として扱うことを提案した．レース 4（ショウガを犯す）およびレース 5（クワを犯す）はアジア由来

の phylotype I に，レース 2（3 倍体バナナ , ヘリコニアを犯す）はアメリカ由来の phylotype II にそれぞれ

含まれる．phylotype III にはアフリカ由来の株が属し , phylotype IV にはインドネシアや日本等に由来する

株だけでなく，近縁種である R. syzygii やバナナの Blood disease の病原体（BDB）も含まれる（表 5）．

5）sequevar
sequevar はエンドグルカナーゼ遺伝子（egl ）の保存領域の塩基配列の違いに基づいて phylotype をさら

に細分する方法である （実験法は第 8 章 1）を参照）．各 sequevar は , 菌株間の塩基配列の相同性が 99％以上

の値を示すクラスターとして定義されている （Wicker et al., 2012）．sequevar の類別と，地理的分布や宿主

範囲等との間に相関が認められる場合がある．例えば phylotype II（アメリカ系統）では sequevar 1, 2がレー

ス 3に，sequevar 3, 4, 6, 24がレース 2にそれぞれ相当し，phylotype I（アジア系統）では sequevar 16がレー

ス 4に，sequevar 12, 48がレース 5にそれぞれ相当する（表 5）． 

表 4.　ナス属植物に対する病原性に基づいた類別

菌群

ナス属 （Solanum） 植物 I II III IV V
千両二号 S a） S S S S
（S. melongena）

ツノナス R S S S R
（S. mammosum）

ヒラナス（アカナス） R R S S S
（S. integrifolium）

トルバムビガー R R R S R
（S. torvum）

a） S: 感受性，R: 抵抗性．

表 5. DNA情報に基づく青枯病菌の類別 （Fegan and Prior, 2005; 堀田・土屋，2009; Wicker et al., 2012）

種名 Ralstonia solanacearum R. syzygii BDB

phylotype
（分離地域）

 I （アジア他） II （アメリカ他） III （アフリカ） IV （インドネシア , 日本他）

sequevar a） 12-18, 31, 34, 
44-48

1-7, 24-28, 35, 36, 
38-41, 50-52

19-23, 29, 42, 
43, 49 8-11

biovar  3, 4, 5, N2 1, 2, N2 1, N2 1, 2, N2

レース 1, 4, 5 1, 2, 3  － b） － , 3
a） 一部未報告または不明 .
b） － : 未調査 .
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6）Multi Locus Sequence Analysis / Typing（MLSA / MLST）
上記 sequevar は単一遺伝子の塩基配列に基づく類別方法であるが，複数の遺伝子情報を用いた類別 

（Multi Locus Sequence Analysis / Typing） についても報告されている （Almeida et al., 2010; Castillo and 
Greenberg, 2006; Liu et al., 2010; Wicker et al., 2012）. ただし，論文ごとに用いられている遺伝子の種類や

数が異なり，解析結果の直接比較ができないため，基準を統一化するなどの検討が必要である．

7）その他
　（1） RFLP 解析

RFLP（制限酵素断片長多型）解析はゲノム中に存在する制限酵素切断部位の違いを基に多型を検出する方

法で，これまでに多くの病原微生物の遺伝子やゲノムの解析に用いられている．Cook et al. （1989，1994） は
青枯病菌の病原性に関連する 8 つの遺伝子領域をプローブに用いて RFLP 解析を行い，世界各国から収集し

た菌株を 40以上の Multi Locus Group （MLG） に類別した．

　（2） rep-PCR解析
rep-PCR 法は細菌のゲノム中に分散して存在する反復配列（REP, ERIC, BOX） の一部をプライマーに用い

て PCR を行うことで，反復配列の間に存在する領域を増幅し，DNA 多型を検出する方法である（Louws et 
al.，1994） （実験方法は第 8 章 2）を参照）. 本手法は，さまざまな細菌において，多様性解析に盛んに用いら

れている．筆者らは，日本産および外国産菌株について同法を用いて解析し，遺伝的類縁関係を調べた結果，

日本産株はそれぞれ生理・生化学的性質や宿主範囲の異なる 11 （A ～ J）のグループに類別された （Horita 
and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2004）．また，各グループはphylotype, sequevarと関連がみられた （表6）．

6. 病原性検定法
青枯病菌の接種方法としては下記のような方法が考案されてきた．それぞれ短所，長所があるため，目的ま

たは対象となる植物に応じた方法を選択する必要がある．

1）接種源の調製
供試する青枯病菌を 28 ～ 30℃，PSA 培地上で 2 日間斜面培養，または CPG，PS 液体培地等で 1 ～ 2 日間

振とう培養する．

斜面培養試験管に滅菌水を 10 ml 加えてタッチ・ミキサーで菌体を懸濁させた後，滅菌蒸留水を用いて必要

な濃度に調整する．液体培養した場合は，遠心分離機を用いて集菌した後，または培養液を直接，滅菌蒸留水

を用いて希釈する．液体培養を必要以上に続けると，培養液全体が褐変し，菌の活性が低下するので注意す

表 6.  rep-PCR解析と他の類別方法との比較

レース biovar rep-PCR
グループ

分離宿主 sequevar phylotype

4 3, 4
I ショウガ 16

I

J ショウガ科 未定

1

4 A タバコ以外のナス科，ウリ科，ラッカセイ，草花類
15

3, N2 B ナス科，草花類

3

C, D タバコ以外のナス科，草花類 14

E タバコ，ジャガイモ，イチゴ，ゴマ，草花類 44

F ナス科，草花類 34

H ジャガイモ，ニガウリ 13

3 N2 G ジャガイモ 8 IV
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る．厳密な実験では段階希釈法で菌濃度を確認する．また，分光光度計を用いて吸光度（600 nm）と菌濃度

との関係をあらかじめ調べ，検量線を作成しておくと便利である．

2）接種
　（1） 針接種法
一般的に用いられている接種法である．確実に発病させるこ

とができ，手間もかからないため，分離菌株の病原性を確認す

るには便利である．しかし，自然発病における感染条件を反映

していないため，宿主範囲の確認や抵抗性品種の選抜試験等に

は不適当である．

①検定植物の育苗

　 　種子を表面殺菌した後，バーミキュライトや殺菌土壌中

に播種する．子葉または本葉（1 ～ 2 葉期）が出た段階で

園芸培土等をつめたプラスチックポットに移植し，温室内

で 4～ 6葉期になるまで栽培する．

②接種方法

　 　地際部から数 cm 上（子葉のすぐ上がよい）の茎の表面

に細菌懸濁液（約 108 cfu/ml）をのせる．この懸濁液を通して，注射針等の鋭利な針を茎の髄に達するま

で刺す（図 3）．対照として滅菌水を用い，同様に処理する．培養菌体を爪楊枝の先端部に付着させ，茎

部に刺しても同様な結果が得られる．

　 　接種後は温室内に置いて発病を 2 ～ 4 週間程度観察する．夏季などの高温時（平均 30℃以上）には 1

週間以内に初期病徴（葉の部分的萎凋）が現れ，その後，地上部全体が急激に萎凋・枯死する．低温（20℃

以下）では病徴の発現や進展が遅くなるため，できるだけ気温の高い条件（平均 25℃以上）で試験を行

うことが望ましい．

　　発病度は以下の基準（Winstead and Kelman, 1952）で調査する．

　　　0：外部病徴が認められない　

　　　1：1葉が部分的に委凋

　　　2：2～ 3葉が委凋

　　　3：上位の 2～ 3葉を除いて他はすべて委凋

　　　4：全葉が委凋

　　　5：枯死

　（2） 断根かん注接種法
針接種法とともに広く用いられている接種法である．自然感染条件に近く，しかも確実に発病させることが

図 3. 植物体への針接種

図 4. 断根かん注接種法（尾崎・木村，1989）
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できる．ただし，根を切断する，接種源を多めに調製するなどの手間がかかるのが欠点である．ここではナス

およびナス属台木植物の青枯病抵抗性検定で用いられる接種条件（図 4）について述べる．

①ナス属植物の育苗

　 　自家採取した種子を用いる場合，次亜塩素酸カルシウム等を用いて表面殺菌した後，播種する．また，

ナス属植物の中には，変温処理（日中 30℃ / 夜間 23℃，4 ～ 7 日間）やジベレリン浸漬 （100 ppm） が必

要なものがある．播種 14～ 20日後に，本葉 1～ 2葉期の苗を，パーライトまたは殺菌土をつめたシード

リングケースやビニルポットに移植し，温室内で栽培する．育苗日数は抵抗性の発現が安定する 60 ～ 75

日以上とし，9～ 10葉期以上のものを接種に供する．

②接種方法

　 　ケースの底までステンレスナイフ等を差し込むことによって，株元の周囲を一辺 5 cm の四角形に断根

し，ただちに108 cfu/ml以上の菌濃度の接種源を20 ml以上，断根部分へかん注する．接種後は温室内（最

低温度 20℃以上，平均気温 25℃以上）において，5日間隔で 30日後まで発病調査を以下の基準で行う．

 葉における発病調査基準 維管束（地際茎部）褐変調査基準

 　0：外部病徴が認められない 　　　　0：褐変が認められない

 　1：1～ 2葉が委凋 　　　　1：1/4以下が褐変

 　2：3～ 5葉が委凋 　　　　2：1/4～ 2/4が褐変

 　3：大部分の葉が委凋 　　　　3：2/4～ 3/4が褐変

 　4：枯死 　　　　4：3/4以上が褐変

　

基本的に葉の萎凋程度により調査を行うが，外部病徴が認められなくても，接種 30 日後の維管束褐変が 1

以上の場合は発病株と判定する．

　（3） 断根浸漬接種法
断根かん注接種法とともにナスの抵抗性検定に用いられる．バットに殺菌土を 2 ～ 3 cm の厚さに敷き，ナ

スを移植したビニルポットを並べ，動かさないように育苗すると，やがてポット底部から多数の側根が土中に

伸長してくる．この伸長した根をハサミなどで切断し，直ちにポットのまま 108 cfu/ml 濃度の菌液の入ってい

るバットの中に静置する．1 株当たり 50 ml 以上入れておく．この時，ポットの底部および根の切断面がバッ

トの底に直接触れないように，穴をあけた発砲スチロールにポットを置いて間にはさむ． 
　（4） 汚染土壌への定植法
病原菌と植物の組み合わせによっては，付傷した植物に接種すると病原性を示すにもかかわらず，自然条件

下では発病が認められない例が多数報告されている．例えば，ジャガイモを犯すレース 3は，針接種や断根か

ん注接種するとジャガイモ以外の植物にも病徴を示すが，国内の一般圃場でジャガイモ以外の罹病植物から

レース 3が分離されたことはない．

青枯病菌のレース検定や作物の抵抗性を調査するためには，人工的に汚染土壌を作出し，そこに植物を断根

等の処理をせずに定植して発病調査する方法が最も適していると考えられている（Kelman, 1953; 岡部・後藤，

1961; Hayward, 1994）．しかし，本法には多量の接種源が必要であり，また安定して発病しないという問題も

ある．

①汚染土壌の作出

　 　ポットやプランターに詰めた園芸培土や殺菌土壌に，菌懸濁液（約 107 cfu/g 乾土） をかん注する．罹

病植物体を細断して埋め込む方法や，汚染土壌を混入する方法も有効である．菌密度が高いほど発病する

割合は高くなる．菌密度は選択培地を用いた希釈平板法によって確認する． 
②定植と発病調査

　 　温室内で栽培した植物を汚染土壌に定植する．土壌中に病原菌が均一に混入されていることが望ましい

が，実際にそのように調整するのは困難である．したがって，影響が出ないようにできるだけ束植または

密植することが望まれる．定植後，充分に灌水して栽培し，定期的に病徴観察を行う． 
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7. biovar の判別
青枯病菌の biovar（生理型）は，数種の炭素源からの酸の産生能の違いを基に類別したものである．しかし，

biovar の異なる菌株間では，宿主範囲，地理的分布，病原性，あるいは疫学的特徴においても違いが認めら

れる場合もある．そのため，biovar は由来の異なる菌株間を比較するための重要な指標となる．biovar 判別

のために必要な検定法 （Hayward, 1964, 1976） を以下に記した．

1）biovar 検定用基礎培地の調製
以下の組成の軟寒天培地を用いる．文献によっては Ayers et al. （1919） の基本培地を用いて検定している

ものもあるが，得られる結果が異なる場合があるため，利用すべきでない．ブロモチモールブルーは蒸留水中

で溶解しにくいため，0.1N NaOH 溶液中で溶解させた後，他の成分と混合する．同培地を湯煎して寒天を溶

解し，90 ml または 18 ml ずつ小分けしてオートクレーブ（121℃，15分以上）する．

 リン酸水素アンモニウム NH4H2PO4 1.0 g
 塩化カリウム KCl 0.2 g
 硫酸マグネシウム MgSO4・7H2O 0.2 g
 ペプトン Peptone 1.0 g
 ブロモチモールブルー Bromothymol blue 80 mg
 寒天 Agar 3.0 g 
 蒸留水 Distilled water 1,000 ml
   pH 7.0

2）炭素源の調製
各炭素源は 10% 水溶液として個別に滅菌する．このうち，マンニトール，ソルビトール，ダルシトール （室

温で溶解しにくいため，ウォーターバスで温めて溶かす） は比較的熱に安定なため，10 ml ずつオートクレー

ブ（110℃，20分）する．他の炭素源はフィルター滅菌する．

オートクレーブした基礎培地の温度が 60℃前後まで下がったら，1% 濃度になるように炭素源を混合し，あ

らかじめ乾熱滅菌しておいた試験管に 3-5 ml ずつ分注する．対照として炭素源を加えないものも準備する．

3）biovar の判定

新鮮な培養菌体を白金耳で滅菌水に懸濁し（約 107 cfu/ml），パスツールピペット等を用いて 2，3 滴ずつ検

定培地に滴下する．28℃で培養し，3, 7, 14, 21日後に培地の色の変化を調査する．酸を産生すると培地の上部

が緑色から黄色に変化し，やがて培地全体が黄変する．菌株によっては 14 日目以降に変化するような遅陽性

のものもある．

4）補足

biovar 2 と判定された菌株については，biovar N2 と区別する必要があるため，さらにトレハロース , イノ

シトール , D- リボースを炭素源に用いて同様に検定する必要がある．D- リボースについては反応が遅いため，

28 日目まで調査する．これら 3 種類から全て酸を産生するものは biovar N2 であり，いずれか 1 種類だけが

陽性の場合は biovar 2 となる （表 3）．

硝酸塩からのガスの産生も biovar 検定の補足試験として用いられる（Hayward et al.，1990）．同試験には

以下の組成の培地 （Glycerol-Nitrate medium） を用いる．

 
 リン酸水素１カリウム KH2PO4 0.5 g
 リン酸水素２カリウム K2HPO4 0.5 g
 硫酸マグネシウム MgSO4・7H2O 0.2 g
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 グリセリン Glycerol 2.0 g
 硝酸カリウム KNO3 3.0 g
 酵母エキス Yeast extract 5.0 g
 寒天 Agar 3.0 g
 蒸留水 Distilled water 1,000 ml
   pH 6.7

寒天を溶解した後，試験管に 3-5 ml ずつ分注しオートクレーブする．

新鮮な培養菌体を 2 本の培地へ穿刺し，1 本には滅菌した 1% 濃度の素寒天を 2-3 ml 重層する．30℃で 7 日

間培養後，同培地内での菌の生育および窒素ガスの産生量を調べる．窒素ガスは重層寒天との境界に気泡とし

て認められる．寒天を重層した区で菌が生育しない場合は，重層しなかった培地を用いて硝酸還元能を調べ

る．

一部の例外を除き，biovar 1, 2, N2の株は同培地でガスを産生しないか，わずかに産生する．これらが多量

のガスを産生した場合，biovar 検定に問題がある可能性が高い．一方，biovar 3, 4, 5 の株は多量のガスを産

生する．

8. 遺伝情報に基づく類別法
ここでは特定遺伝子の塩基配列情報に基づく phylotype, sequevar の類別・判別法，および rep-PCR 解析

に基づく系統解析法について述べる．

1） phylotype や sequevar の類別・判別（Villa et al., 2005; Fegan and Prior, 2005; Prior and Fegan, 2005; 
Wicker et al., 2012）

　（1） 特定遺伝子のPCR増幅
反応条件はプライマーセット毎に異なるが，アニーリング温度を Tm 値（注文したプライマーの添付書類に

記載されている）＋数℃の範囲に設定することで，ほとんどの場合，増幅可能である．菌株やプライマーの種

類によって増幅しにくい例もあるが，その場合，i） DNA 抽出をやり直す，ii） テンプレートとして添加する

DNA量を増やす，または，iii） DNAポリメラーゼの種類を変更する , などの工夫をする．日本産株 （phylotype 
I） の egl および mutS 遺伝子は比較的増幅しにくいため , 筆者らは特に KOD-FX neo（Toyobo）を酵素とし

て用いている．

　　　　16S rDNA: 1,530 bp 前後 （Sawada et al., 1993）
　　　　　　L10: AGTTTGATCCTGGCTC （16 mer）
　　　　　　R1541: AAGGAGGTGATCCAGCC （17 mer）
　　　　rDNA-ITS: 580 bp 前後 （Manceau and Horvais, 1997）
　　　　　　D21: AGCCGTAGGGGA ACCTGCGG （20 mer）
　　　　　　D22: TGACTGCCA AGGCATCCACC （20 mer）
　　　　Endoglucanase （egl ）: 836 bp （Fegan et al., 1998a） 
　　　　　　Endo-F: ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC （21 mer） 
　　　　　　Endo-R: GCGTTGCCCGGCACG AACACC （21 mer）
　　　　hrpB : 1,417 bp （Poussier et al. 2000） 
　　　　　　RShrpBf: TGCCATGCTGGG AAACATCT （20 mer）
　　　　　　RShrpBr: GGGGGCTTCGTTGAACTGC （19 mer）
　　　　hrpB : 1,687 bp 前後 （Villa et al., 2005）
　　　　　　Bf: TCGCCAAAAGCGAAAACT （18 mer） 
　　　　　　Br: TCGAGTCAGATGCATGAT （18 mer）
 　　　　　　　（Bf/Br プライマーで増幅しない場合に使用 , 主に phylotype II の株）
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　　　　　　Bf2: TTGAAAGAGCAGGTGAAG （18 mer）
　　　　　　Br2: TCAGCGCCAGATGGTTTC （18 mer）
　　　　Methyl-directed DNA mismatch repair protein （mutS ）: 758bp （Prior and Fegan, 2005）
　　　　　　mutS-RsF.1570: ACAGCGCCTTGAGCCGGTACA （21 mer）
　　　　　　mutS-RsR.1926: GCTGATCACCGGCCCGAACAT （21 mer）

　（2） 増幅断片の精製とシーケンス反応
PCR 反応液は 0.5× TAE （TAE:89 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 mM EDTA） buffer 中でアガロースゲル電気泳

動を行い，目的の長さの DNA 断片を市販キットを用いて回収し，PCR プライマーと同じものを用いてシー

ケンス反応を行う．16S rDNA や hrpB では，必要に応じて以下のプライマーも使用する．

　　　16S rDNA シーケンス用プライマー （Sawada et al., 1993）
　　　　　L343: TACGGGAGGCAGCAG （15 mer） （forward）
　　　　　L515: GTGCCAGCAGCCGCGG （16 mer）
　　　　　L1099: GCAACGAGCGCAACCC （16 mer）
　　　　　R531: ACCGCGGCTGCTGGC （15 mer） （reverse）
　　　　　R924: GTCAATTCCTTTGAGTTT （18 mer）
　　　　　R1115: AGGGTTGCGCTCGTTG （16 mer）
　　　　　R1242: CCATTGTAGCACGTGT （16 mer）
　　　hrpB シーケンス用プライマー （Villa et al., 2005）
　　　　　Bf1: ACCCTGCTGGCCAACCA （17 mer） （forward）
　　　　　Bf6: ATGAAGAAGGGGAAGA （16 mer）
　　　　　Br4: TGCGCTCGATGTTCT （15 mer） （reverse）
　　　　　Br5: CAGATCTGGTCGAAGA （16 mer）

　（3） 塩基配列に基づく phylotype, sequevar の類別・判別
得られた塩基配列について，DNA 解析ソフトを用いてアライメントを行う．ソフトの自動アライメントで

は不十分な場合が多いので，肉眼でシーケンスデータを確認，修正することが望ましい．アライメント後に分

子系統解析を行う際，筆者らは Clustal W/X プログラム （ http://www.clustal.org/clustal2/ ） （Thompson et 
al., 1994） を利用している．系統樹の信頼度を確認するため，ブーツストラップ解析を少なくとも 1,000 回行

うことが望ましい．

供試菌株の phylotype, sequevar を同定するため，表 7 に示した egl シーケンスデータを対照として用いる

と便利である．対照株と塩基配列が一致する，または 99% 以上の相同性を示して同じクラスターに含まれる

場合は，同じ phylotype, sequevar であると判定する．

表 7 に紹介した以外にも既に多くの菌株で sequevar が決定・報告されている（Cellier and Prior, 2010; 
Lebeau et al., 2011; Mahbou Somo Toukam et al., 2009; Wicker et al., 2007, 2012; Xu et al., 2009）．詳細は第

10章の参考文献や第 11章の NIAS ジーンバンク登録菌株リストを参照頂きたい．
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表 7.　phylotype, sequevar 判定用対照菌株とその egl 配列データ

菌株名 宿主 国名 phylotype sequevar DDBJ accession no.
R292 クワ 中国 I 12 AF295255
R288 クワ 中国 I 12 GQ907153

CFBP7058 ハックルベリー カメルーン I 13 EF439740
MAFF211396 ニガウリ 日本 I 13 AB523728

PSS81 トマト 台湾 I 14 FJ561066
MAFF301070 トマト 日本 I 14 AB508612

PSS358 トマト 台湾 I 15 FJ561065
MAFF211266 トマト 日本 I 15 AF295250

8107 トマト 日本 I 15 AB508593

UW151(ACH92) ショウガ オーストラリア I 16 AF295254
Z8b ショウガ 中国 I 16 AY465010

MAFF211471 ショウガ 日本 I 16 AY464998

P11 ラッカセイ 中国 I 17 FJ561068
GMI1000 トマト ギアナ I 18 AF295251

JT519 ゼラニウム レユニオン I 31 GU295032

PSS219 トマト 台湾 I 34 FJ561167
OE1-1 トマト 日本 I 34 AB508622

O3 オリーブ 中国 I 44 FJ561069
MAFF301069 タバコ 日本 I 44 AB508635

CIP365 ジャガイモ フィリピン I 45 GQ907151

MAD17 ピーマン マダガスカル I 46 GU295040

GMI8254 トマト インドネシア I 47 GU295014

M2 クワ 中国 I 48 FJ561067
MAFF211272 クルクマ 日本 I 不明 AB508611

MAFF211479 ショウガ 日本 I 不明 AY464997

MAFF211490 ミョウガ 日本 I 不明 AY465012

1446 クルクマ タイ I 不明 AY465015

MAFF301558 ジャガイモ 日本 IV 8 AY465002

MAFF211271 ジャガイモ 日本 IV 8 AY465000

SL2029 ジャガイモ 韓国 IV 8 EF523198
R28 チョウジ インドネシア IV 9 DQ011552

R1 (R. syzygii ) チョウジ インドネシア IV 9 JF702320
R24 (R. syzygii ) チョウジ インドネシア IV 9 JF702321

R230 (BDB) バナナ インドネシア IV 10 AF295633
PSI07 ジャガイモ インドネシア IV 10 EF371804

MAFF327024 ジャガイモ 日本 IV 不明 AB523867

WP20 ジャガイモ フィリピン IV 不明 AY464988

ACH732 トマト オーストラリア IV 11 GQ907150

JT516 ジャガイモ レユニオン II 1 AF295258
IPO1609 ジャガイモ オランダ II 1 EF371814
MOLK2 バナナ フィリピン II 3 EF371841

CFBP1409 バナナ ホンジュラス II 3 EF371808
UW70 バナナ コロンビア II 4 DQ011550

UW162 バナナ ペルー II 4 AF295256
CFBP6784 アンスリウム マルチニーク II 4NPB EF371813
CFBP6786 トマト マルチニーク II 4NPB EF371823
CFBP2957 トマト マルチニーク II 5 AF295265

UW181 バナナ ベネズエラ II 6 GU295053

A3909 ヘリコニア ハワイ II 6 EF371812
CFBP2047 トマト アメリカ II 7 AF295262
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　（4） マルチプレックスPCR法による phylotype の判別
phylotype については，rDNA-ITS 領域の塩基配列の違いに基づいたマルチプレックス PCR 法によって，

簡易に判別する方法が報告されている （Fegan and Prior, 2005）．表 8に判別用プライマーセットおよび PCR
反応条件を示す．既知の phylotype の判別についてはこの方法で十分であり，前項のような分子系統解析を行

う必要はない .
なお，phylotype III 判別用プライマー （Nmult23:AF） は近縁の土壌細菌（R. pickettii）とも反応するため，

759/760プライマーセットによる青枯病菌共通バンドの増幅の有無を確認する必要がある（図 5）．

（表 7のつづき）

菌株名 宿主 国名 phylotype sequevar DDBJ accession no.
ICMP7963 ジャガイモ ケニア II 7 AF295263
IBSBF1900 バナナ ブラジル II 24 EF371839

B34 バナナ ブラジル II 24 GQ907154

CIP10 ジャガイモ ペルー II 25 AF295260
CIP240 ジャガイモ ブラジル II 26 EF647739

NCPPB3987 ジャガイモ ブラジル II 28 AF295261
CFBP2972 ジャガイモ マルチニーク II 35 AF295264

CIP120 ジャガイモ ペルー II 38 GQ907152

CFBP2958 トマト グアドループ II 39 AF295266
CIP239 ジャガイモ ブラジル II 40 AF295269

CFBP7032 トマト カメルーン II 41 EF439726
T01-UY トマト ウルグアイ II 50 GU295049

CFBP7014 アンスリウム トリニダード II 51 AF371831
CFBP7054 トマト カメルーン II 52 EF439725

JT525 ゼラニウム レユニオン III 19 AF295272
NCPPB342 タバコ ジンバブエ III 20 JF702305
NCPPB332 ジャガイモ ジンバブエ III 21 AF295276
NCPPB1018 ジャガイモ アンゴラ III 22 AF295271
CFBP3059 ナス ブルキナファソ III 23 AF295270
CFBP6942 ハックルベリー カメルーン III 29 EF439749

DGBBC1227 ジャガイモ ギニア III 42 GU295011

DGBBC1125 ジャガイモ ギニア III 43 GU295008

CFBP7038 ハックルベリー カメルーン III 49 EF439729

表 8. phylotype 判別用 PCRプライマー

プライマー a) 塩基配列（5’-3’） 特異性 (phylotype) 増幅サイズ

759 GTCGCCGTCAACTCAACTTTCC
共通 281 bp

760 GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG
Nmult21:1F CGTTGATGAGGCGCGCAATTT I 144 bp
Nmult21:2F AAGTTATGGACGGTGGAAGTC II 372 bp
Nmult23:AF ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT III 91 bp
Nmult22:InF ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA IV 213 bp
Nmult21:RR TTCGCTTGACCCTATAACGAGT  － b)

a) Fegan and Prior (2005) の報告に基づく．

b) 共通 reverse プライマー .
反応液組成 : 1 x PCR buffer, 1.5 mM MgCl

2
, 200 µM each dNTP, 6 pmol each primer, 1 unit Taq DNA polymerase, 　

　total 25 µl.
反応条件 : 95℃ 5 min (1 cycle), 94℃ 15 s,  59℃ 30 s, 72℃ 30 s (30 cycle), 72℃ 10 min.  
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2）rep-PCR法に基づく類別
　（1） ゲノムDNAの調製
液体培養した菌体を，100℃，10 分加熱処理して粗抽出したもの，または培養菌体を直接 PCR 反応液に加

えても良いが，得られる結果の再現性が低くなる問題が起きるため，可能であれば市販の抽出キット等を用い

てゲノム DNA を抽出することが望ましい．

　（2） rep-PCR解析
PCR プライマー :
　　(REP)
　　　　REP1R-I: IIIICGICGICATCIGGC (18 mer)
　　　　REP2-I: ICGICTTATCIGGCCTAC (18 mer)
　　(ERIC)
　　　　ERIC1R: ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC (22 mer)
　　　　ERIC2: AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG (22 mer)
　　(BOX)
　　　　BOXA-1R: CTACGGCAAGGCGACGCTGACG (22 mer)

　PCR 反応液組成 : 1× PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM each dNTP, 50 pmol each primer, 2.5 unit Taq 
DNA polymerase, テンプレート DNA (50-100 ng), total 25 µl

　PCR反応条件 : 95℃，7 min (1 cycle), 94℃ , 1 min, 44℃ (REP) or 52℃ (ERIC, BOX), 1 min, 65℃ , 8 min (30 
cycle), 65℃ , 15 min 

反応終了後，0.5 × TAE buffer 中の 1.5% アガロースゲルを用いて，4 V/cm の条件で 5 時間以上電気泳動

を行う．泳動後，エチジウムブロマイドで染色し，UV トランスイルミネーター上で UV 照射して DNA バン

ドの確認を行うとともに，写真撮影を行う．得られた DNA パターンの再現性を確認するために，同実験は少

なくとも 2回以上，別々に調製した DNA を用いて行う方が良い．　

　（3） クラスター分析
rep-PCR 解析によって得られた DNA パターンの結果を基に菌株間の類似度を算出する．異なる泳動距離

を示す各バンドに番号を付け，そのバンドの有無により 1または 0と記録する．各菌株間の類似度の算出につ

いて，筆者らは WinDist プログラム〔WinBoot プログラム（http://www.irri.org/science/software/winboot.

図 5. マルチプレックスPCRによる phylotype の識別
（堀田・土屋，2009）
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asp）をダウンロードすると付録として付いてくる〕中の Dice（1945）の方法を用いて行い，その類似度デー

タを Phylip ソフト（http://www.phylip.com/）（Felsenstein, 2005） 中の Neighbor プログラム用に加工し，

群平均法（UPGMA）を用いて系統樹を作出している．得られた系統樹の信頼度を評価するために , ブーツス

トラップ解析を行う．筆者らは WinBoot プログラム（上記の web サイト，Yap and Nelson, 1996） を用い , 
データ置換を 1,000 回以上繰り返して系統樹を作出することで，形成された各クラスターの出現頻度を求めて

いる． 

9．PCRを利用した直接検出法
PCR 法を利用して，青枯病菌やその各系統を土壌や植物体から特異的に検出する実験手法が開発されてき

ている．

1）根本（2008）の方法（日本産タバコ立枯病菌の土壌からの検出，Bio-nested-PCR）
日本産タバコ立枯病菌の土壌からの検出用に開発された nested-PCR に基づく方法である．従来の希釈平板

法に比べて特異性，検出感度が共に高い．プライマー配列（hpx2 遺伝子内部領域）は日本産レース 1（biovar 
3, 4, phylotype I）用に設計されている．

前培養 :
　① 汚染土壌を改変 SMSA 液体培地に加え（混合比 1:10），10分間振とうする．

　② 懸濁液 10 ml を取り，28℃で振とう培養する（>12時間）．

　③ 上清 90 µl に 10 µl の 0.5N NaOH を加え，100℃で 5分加熱処理し，PCR 反応の鋳型とする．

PCR プライマー :
　　1st PCR (988 bp) 
　　　hpx2-A: CATTTGATACGCACACCGGGG (21 mer)
　　　hpx2-B: CCGCCCCTTTCATTGTGGTAG (21 mer)
　　2nd PCR (145 bp)
　　　hpx2-C: CTTGGGGCGCAGAGAAGGT (19 mer)
　　　hpx2-D: TCATTCTCCGCCTCCCGAACC (21 mer)
反応液組成 : 1× GC buffer I, 200 µM each dNTP, 0.5 unit LA Taq (Takara), total 25 µl
反応条件 : 94℃ 1 min (1 cycle), 94℃ 30 s, 68℃ 30 s, 72℃ 2 min (30 cycle), 72℃ 5 min

2）Opina et al. （1997） の方法（青枯病菌の検出）
表 8（p.16）に示した条件で，759/760 プライマーセットのみ （各 50 pmol） を用いる．土壌からの検出に

用いる場合，検出感度が >107 cfu/g と低いため（Ito et al., 1998），上記の根本の方法に準じて前培養を行

う．使用する酵素の種類により非特異バンドが増幅されやすい場合があるため，AmpliTaq GOLD （Applied 
Biosystems） 等，再現性・信頼性の高い DNA ポリメラーゼを使用する．

3） Elphinstone et al. (1996), Pradhanang et al. (2000) の方法 （ジャガイモ青枯病菌レース 3の塊茎・土壌か
らの検出，Bio-nested-PCR）

欧米地域で発生・分離されるジャガイモ青枯病菌（レース 3, biovar 2, phylotype II）の検出のために開発

された nested-PCR に基づく方法である．日本国内で上記の系統はこれまで分離・報告されていないが，彼

らが利用しているプライマーセットは日本産レース 3（phylotype IV）の検出にも利用可能である．また，

OLI-1/Y-2 プライマーセット（増幅断片 288 bp） は，ジャガイモ以外の青枯病菌の検出にも共通して利用でき

る （Seal et al., 1993）．
前培養 : 上記の根本 （2008） の方法に準じる．塊茎から検出する場合，表皮を取り除き，維管束部を切り出

して 50 mM リン酸緩衝液 （pH 7.2） 中で磨砕後，改変 SMSA 液体培地に加えて前培養（28℃，>48時間）する．

PCR プライマー :
　　1st PCR (409 bp) 
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　　　OLI-1: GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC (21mer)
　　　OLI-2: CGTCATCCACTCCAGGTATTAACCGAA (24mer)
　　2nd PCR (220 bp)
　　　JE-2: GTGGGGGATAACTAGTCG AAGAC (24mer)
　　　Y-2: CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT (24mer)
反応 液組成 : 1× PCR buffer, 200 µM each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 100 pmol each primer, 1 unit Taq DNA 

polymerase, total 50µl
反応条件 : 96℃ 2 min (1 cycle), 94℃ 20 s,  55℃ 20 s, 72℃ 30 s (30 cycle), 72℃ 10 min

4）Horita et al. （2004） の方法 （ショウガ科植物青枯病菌レース 4の検出）
ショウガ科植物青枯病菌（レース 4）を特異的に検出するために開発された方法である．日本国内で分離さ

れた株は rep-PCR 解析および egl 遺伝子のシーケンス解析により主に二つの type （type I, タイ産株と相同，

sequevar 不明 ; type II, 中国・オーストラリア産株と相同，sequevar 16） に分けられ，これらを個々に識別・

検出する．外国産株（インドネシア産株等）の中には，これらのプライマーと反応しない株もある．

前培養 : 上記の根本 （2008）の方法に準じる．

　PCR プライマー : 下記の 4種プライマーを混合して使用する．必要に応じて上記の 759/760プライマー（青

枯病菌共通，281bp）も一緒に混合する．

　　type I 検出用 （165 bp）
　　　AKIF: AACCGCACGTAAATCGTCGACA (22 mer) 
　　　AKIR: ACGACTGCCCATTCGACGATG (21 mer)
　　type II 検出用 （125 bp）
　　　21F: CGACGCTGACGAAGGGACTC (20 mer) 
　　　21R: CTGACACGGCAAGCGCTCA (19 mer)

　反応液組成 : 1× PCR buffer, 200 µM each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 50 pmol each primer, 0.5 unit Taq DNA 
polymerase, total 25 µl

反応条件 : 95℃ 5 min (1 cycle), 94℃ 30 s, 61℃ 30 s, 72℃ 45 s (30 cycle), 72℃ 10 min 

5）その他
これら以外にも多くの PCR 実験系が報告されているが，日本では未報告の系統が対象であったり，プライ

マー配列の特異性や検出感度に問題があることが報告されているものもあり （Arahal et al.，2004），ここで

はプライマー（文献）のみの紹介に留める．

　　青枯病菌の検出・同定 （504 bp） （Gillings et al., 1993）
　　　pehA#3: CAGCAGAACCCGCGCCTGATCCAG （24 mer）
　　　pehA#6: ATCGGACTTGATGCGCAGGCCGTT （24 mer）
　　青枯病菌の検出・同定 （400 bp） （Schonfeld et al., 2003）
　　　Rsol_fliC (forward): GAACGCCAACGGTGCGAACT (20 mer)
　　　Rsol_fliC (reverse): GGCGGCCTTCAGGGAGGTC (19 mer)
　　青枯病菌レース 3, phylotype II の検出・同定 （357bp） （Fegan et al., 1998b）
　　　630: ATACAGAATTCGACCGGCACG (21 mer) 
　　　631: AATCACATGCAATTCGCCTACG (22 mer)
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11. NIAS ジーンバンク登録青枯病菌リスト

現在，NIAS ジーンバンクで配布対象となっている青枯病菌は以下のとおりである．

なお，保存中に変異を起こしやすい菌株もあるので，注意が必要である .     
    

別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 1）

番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

106603 トマト 熊本 塩見敏樹 1 3 I 34 K-1
106604 トマト 熊本 塩見敏樹 1 3 I 15 K-2
106606 ナス 熊本 塩見敏樹 1 3 I 14 K-6
106607 ナス 熊本 塩見敏樹 1 3 I 15 K-7
106608 ナス 熊本 塩見敏樹 1 3 I 34 K-8
106609 ナス 熊本 塩見敏樹 1 3 I 15 K-9
106611 ナス 熊本 塩見敏樹 1 4 I 15 K-11
107614 タバコ 福島 根本和俊 1 3 I 44 F148
107615 タバコ 福島 根本和俊 1 3 I 44 F158
107616 ｲﾝｹﾞﾝﾏﾒ 高知 矢野和孝 1 I 15 A-4-4-50
211266 トマト 広島 尾崎克己 1 (II) 4 I 15 A Tt7322
211267 トマト 島根 尾崎克己 1 (I) 4 I 15 A 8231

211268 ナス 高知 尾崎克己 1 (V) 4 I 15 A 8220

211269 ナス 高知 尾崎克己 1 (V) 4 I 15 A 8568

211270 トマト 静岡 瀧川雄一 1 N2 I 15 B 三保1

211271 ジャガイモ 静岡 瀧川雄一 3 N2 IV 8 G POPS8409
211272 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 高知1-11
211273 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 高知2-11
211274 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 高知11

211275 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 高知21

211276 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 山本兼1

211277 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 山本兼2

211278 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 吉尾1

211279 クルクマ 高知 森田泰彰 4 4 I 不明 J 吉尾2

211280 ナス 高知 森田泰彰 1 N2 I 15 B 田野ｶﾚﾍﾝ

211281 ナス 高知 森田泰彰 1 4 I 15 A 下山1B
211282 ナス 高知 森田泰彰 1 (IV) 3 I 34 F 下山5B
211396 ニガウリ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 311

211397 ニガウリ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 312

211398 ニガウリ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 313

211399 ニガウリ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 321

211400 ニガウリ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 322

211401 ニガウリ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 323

211402 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 51

211403 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 1 3 I 15 52

211404 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 53

211405 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 1 3 I 15 621

a) 太字・網掛けはレース，phylotype, sequevar を同定する際の対照菌株として推奨する .
b)  カッコ内の数字は，ナス属台木植物に対する病原性に基づく菌群（尾崎・木村，1989, 1992b, 1992c; Date et al. 1994; 矢野ら， 

2000; 森田，私信）を示す .
c)  Castillo and Greenberg (2007), Horita et al. (2010), 堀田（未発表），Liu et al. (2009), Poussier et al. (2000), Villa et al. 

(2005), Wicker et al. (2012), Xu et al. (2009) の報告に基づく．

d) rep-PCR 解析に基づく類別 (Horita and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2004, 2010, 一部未発表 ). 空欄は未調査．
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 2）
番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

211406 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 1 3 I 15 622

211407 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 71

211408 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 81

211409 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 82

211410 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 91

211411 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 92

211412 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 93

211413 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 101

211414 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 102

211415 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 103

211416 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 104

211417 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 111

211418 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 112

211420 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 1 3 I 13 H 122

211421 ジャガイモ 沖縄 堀田光生 3 N2 IV 8 G 123

211422 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-1
211423 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-2
211424 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-3
211425 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-4
211426 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-5
211427 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-6
211428 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GM-7
211429 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-1
211430 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-2
211431 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-3
211432 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-4
211433 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-5
211434 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-6
211435 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-1-7
211436 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-2-1
211437 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-2-2
211438 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-2-3
211439 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-2-4
211440 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 3 I 13 H GG-2-5
211441 ジャガイモ 沖縄 大城　篤 1 4 I 15 A GS-1
211459 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 3 I 14 KP9530
211460 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9524
211461 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9548
211462 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 3 I 14 KP9556
211463 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9547
211466 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9638
211468 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9778
211469 トマト 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9796
211470 トウガラシ 京都 吉川正巳 1 4 I 15 KP9778
211471 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970502-1
211472 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970502-3
211473 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970502-4
211474 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970506-1
211475 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970506-2
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 3）

番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

211476 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970509-1
211477 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970509-2
211478 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 16 I 970509-3
211479 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 970825-11
211480 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 970825-15
211481 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 970825-21
211482 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 970825-24
211483 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 土佐1

211484 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 南国1-1
211485 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 南国2

211486 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 中央1-1
211487 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 中央1-2
211488 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 中央2-1
211489 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 中央2-2
211490 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 安芸1

211491 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 安芸2-1
211492 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 須崎1-2
211493 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 須崎5

211494 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 須崎6-2
211495 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 須崎7-11
211496 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 須崎7-21
211497 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 水耕1

211498 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 J 水耕2

211499 シシトウガラシ 高知 矢野和孝 1 4 I 15 北幡1-4
211500 ナス 高知 森田泰彰 1 (III) 3 I 15 01中村赤

211501 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 15 01中村ｶﾚﾍﾝ

211502 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 34 07南3-2
211503 ナス 高知 森田泰彰 1 (III) 3 I 34 07南4-1
211504 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 34 08川田

211505 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 34 03徳広昌

211506 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 34 04浜田タ

211508 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 34 5月3日

211509 ナス 高知 森田泰彰 1 (IV) 3 I 34 06峯本

211510 ナス 高知 森田泰彰 1 3 I 34 08村岡

211511 トルコギキョウ 高知 森田泰彰 1 3 I 14 トルコ2

211512 トルコギキョウ 高知 森田泰彰 1 3 I 14 トルコ3

211513 トルコギキョウ 高知 森田泰彰 1 3 I 14 トルコ5

211514 トマト 高知 森田泰彰 1 3 I 15 トマト2

211515 トマト 高知 森田泰彰 1 3 I 15 トマト3-2
211516 ピーマン 高知 森田泰彰 1 3 I 34 ピーマン4

211517 ナス 佐賀 山口純一郎 1 4 I 15 A 8602

211519 ナス 佐賀 山口純一郎 1 3 I 34 8604

211520 ナス 佐賀 山口純一郎 1 4 I 15 A 8606

211521 ジャガイモ 佐賀 山口純一郎 1 4 I 15 A 8608

a) 太字・網掛けはレース，phylotype, sequevar を同定する際の対照菌株として推奨する．

b)  カッコ内の数字は，ナス属台木植物に対する病原性に基づく菌群（尾崎・木村，1989, 1992b, 1992c; Date et al. 1994; 矢野ら， 
2000; 森田，私信）を示す．

c)  Castillo and Greenberg (2007), Horita et al. (2010), 堀田（未発表），Liu et al. (2009), Poussier et al. (2000), Villa et al. 
(2005), Wicker et al. (2012), Xu et al. (2009) の報告に基づく．

d) rep-PCR 解析に基づく類別 (Horita and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2004, 2010, 一部未発表 ). 空欄は未調査．
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 4）

番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

211522 ナス 佐賀 山口純一郎 1 3 I 17 8609

211523 ナス 佐賀 山口純一郎 1 I 15 8610

211524 トマト 佐賀 山口純一郎 1 I 15 8611

211525 トマト 佐賀 山口純一郎 1 I 15 8614

211526 トマト 兵庫 相野公孝 1 4 I 15 HAIP016
211528 トマト 兵庫 相野公孝 1 3 I 14 HAIP034
211531 トマト 兵庫 相野公孝 1 3 I 14 HAIP070
211532 ナス 兵庫 相野公孝 1 4 I 15 HAIP101
211533 ナス 兵庫 相野公孝 1 4 I 15 HAIP104
211534 トマト 兵庫 相野公孝 1 3 I 14 HAIP107
211536 トマト 兵庫 相野公孝 1 3 I 14 HAIP113
211537 トマト 兵庫 相野公孝 1 4 I 15 HAIP119
211538 トマト 兵庫 相野公孝 1 4 I 15 HAIP122
211540 トマト 大分 吉松英明 1 4 I 15 A RS98001
211542 ピーマン 大分 吉松英明 1 4 I 15 A RS98003
211543 トマト 大分 吉松英明 1 4 I 15 A RS98004
211545 トマト 大分 吉松英明 1 4 I 15 A RS98007
211546 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-1
211547 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-2
211548 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-3
211549 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-4
211550 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-6
211551 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-8
211552 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 15 UDO-9
211553 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-11
211554 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-12
211555 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-13
211556 ウド 富山 守川俊幸 1 3 I 14 UDO-14
211557 カランコエ 香川 鐘江保忠 1 3 I 44 E K1

211558 カランコエ 香川 鐘江保忠 1 3 I 44 E K2

211559 カランコエ 香川 鐘江保忠 1 3 I 44 E K3

211699 ジャガイモ 北海道 堀田光生 3 N2 IV 8 G イモ1

211700 ジャガイモ 北海道 堀田光生 3 N2 IV 8 G イモ2

211701 ジャガイモ根圏土壌 北海道 堀田光生 3 N2 IV 8 G 土1

211702 ジャガイモ根圏土壌 北海道 堀田光生 3 N2 IV 8 G 土2

211716 ナス 岡山 伊達寛敬 1 (III) 3 I 34 F OE1-1
241636 ナス 高知 矢野和孝 1 3 I 34 04-Hamada
241637 ナス 高知 矢野和孝 1 3 I 34 04-Takeda
241638 ナス 高知 矢野和孝 1 3 I 34 04-Tsugita
241641 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 D-1-3-37
241642 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 D-1-4-43
241644 ミョウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 D-2-1-1
241650 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 不明 D-2-3-14
241651 ショウガ 高知 矢野和孝 4 4 I 14 D-2-3-21
241659 ナス 高知 矢野和孝 1 3 I 34 Souen-2
301069 タバコ 静岡 土屋行夫 1 3 I 44 E 6507

301070 トマト 高知 土屋行夫 1 3 I 14 C 6601
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 5）

番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

301418 トマト 福井 土屋行夫 1 4 I 15 A 7901

301485 トマト 大分 狭間　渉 1 N2 I 15 B 大8426

301487 トマト 大分 狭間　渉 1 N2 I 15 B 大8446

301489 トマト 大分 狭間　渉 1 4 I 15 A 大8454

301491 トマト 大分 狭間　渉 1 4 I 15 A 大8458

301492 ナス 大分 狭間　渉 1 N2 I 15 B 大8448

301558 ジャガイモ 長崎 片山克己 3 N2 IV 8 G 83S3
301559 ジャガイモ 長崎 片山克己 3 N2 IV 8 G Jan-82
301560 ストレリチア 長崎 片山克己 1 3 I 14 D St2-2
301823 ピーマン 高知 土屋行夫 1 4 I 15 A 6212

301852 ナス 静岡 土屋行夫 1 4 I 15 A 6512

301853 トマト 静岡 土屋行夫 1 4 I 15 A 6514

301859 トマト 新潟 土屋行夫 1 4 I 15 A 7501

302549 スターチス 高知 畔上耕児 1 3 I 14 C AZ8966
302550 スターチス 高知 畔上耕児 1 3 I 14 C AZ8975
302551 スターチス 高知 畔上耕児 1 3 I 14 C AZ8982
302726 トマト 埼玉 西山幸司 1 4 I 15 A KN117

302745 トマト 埼玉 西山幸司 1 4 I 15 A KN118

311101 ピーマン 北海道 竹内　徹 1 4 I 15 A PSL-01-1
311102 ピーマン 北海道 竹内　徹 1 4 I 15 A PSL-51
311121 イチゴ 宮城 菊田明美 1 3 I 44 E MOC-704
311122 イチゴ 宮城 菊田明美 1 3 I 44 E MOC-705
311225 ニガウリ 沖縄 西山幸司 1 3 I 13 H NS-523
311226 ニガウリ 沖縄 西山幸司 1 3 I 13 H NS-524
311412 トマト 東京 篠原弘亮 1 4 I 15 A HC-68
311413 トマト 東京 篠原弘亮 1 4 I 15 A HC-69
311501 キク 沖縄 大城　篤 1 3 I 不明 OKIGK-1
311502 キク 沖縄 大城　篤 1 3 I 不明 OKIGK-2
311503 ニガウリ 長崎 清水マスヨ 1 4 I 15 A S2203
311504 ニガウリ 長崎 清水マスヨ 1 4 I 15 A S2206
311505 ニガウリ 長崎 清水マスヨ 1 4 I 15 A S0801
311506 ニガウリ 長崎 清水マスヨ 1 4 I 15 A S0802
327001 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3114

327002 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3116

327003 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3118

327005 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 8 G AA3122

327006 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 3 I 不明 AA3123

327007 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3125

327009 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3125

327010 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3129

327011 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3131

327012 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3132

327013 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3133

327014 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3134

a) 太字・網掛けはレース，phylotype, sequevar を同定する際の対照菌株として推奨する．

b)  カッコ内の数字は，ナス属台木植物に対する病原性に基づく菌群（尾崎・木村，1989, 1992b, 1992c; Date et al. 1994; 矢野ら , 
2000; 森田，私信）を示す．

c)  Castillo and Greenberg (2007), Horita et al. (2010), 堀田（未発表），Liu et al. (2009), Poussier et al. (2000), Villa et al. 
(2005), Wicker et al. (2012), Xu et al. (2009) の報告に基づく．

d) rep-PCR 解析に基づく類別 (Horita and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2004, 2010, 一部未発表 ). 空欄は未調査．
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 6）
番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

327015 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3135

327016 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3136

327017 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3137

327018 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3138

327019 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3139

327020 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 8 G AA3141

327021 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 8 G AA3142

327022 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 8 G AA3143

327023 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 8 G AA3144

327024 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 不明 AA3145

327025 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 不明 AA3146

327026 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3147

327027 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3148

327028 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3149

327029 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3150

327030 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 1 4 I 15 A AA3151

327031 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 不明 AA3152

327032 ジャガイモ 長崎 中村吉秀 3 N2 IV 8 G AA4017

327033 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6001

327034 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6002

327035 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6003

327036 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6004

327037 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6005

327038 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 14 C AA6006

327039 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 14 C AA6007

327040 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6008

327041 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6009

327042 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6010

327043 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6011

327044 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6012

327045 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6013

327046 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6014

327047 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 14 C AA6015

327048 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 14 C AA6016

327049 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 14 C AA6017

327050 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6018

327051 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6019

327052 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 不明 AA6020

327053 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6021

327054 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 14 C AA6022

327055 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6023

327056 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6024

327057 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6025

327058 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6026

327059 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 不明 AA6027

327060 ジャガイモ 佐賀 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6028

327061 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6029

327062 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 44 E AA6030

327063 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6031
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 7）

番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

327064 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 不明 AA6032

327065 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 17 AA6033

327066 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6034

327067 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6036

327068 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6037

327069 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 不明 AA6038

327070 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6039

327071 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6040

327072 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6041

327073 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6042

327074 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6043

327075 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6044

327076 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6045

327077 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6046

327078 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6047

327079 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6048

327080 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6049

327081 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6050

327082 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6051

327083 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA6052

327084 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA6053

327085 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA7001

327086 ジャガイモ 鹿児島 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9001

327087 ジャガイモ 鹿児島 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9002

327088 ジャガイモ 鹿児島 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9003

327089 ジャガイモ 鹿児島 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9004

327090 ジャガイモ 鹿児島 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9005

327091 ジャガイモ 鹿児島 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9006

327092 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9007

327093 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9008

327094 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9009

327095 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9010

327096 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9011

327097 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9012

327098 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9013

327099 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9014

327100 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9015

327101 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9016

327102 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9017

327103 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9018

327104 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9019

327105 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9020

327106 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9021

327107 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 3 I 15 B AA9022

a) 太字・網掛けはレース，phylotype, sequevar を同定する際の対照菌株として推奨する．

b)  カッコ内の数字は，ナス属台木植物に対する病原性に基づく菌群（尾崎・木村，1989, 1992b, 1992c; Date et al. 1994; 矢野ら， 
2000; 森田，私信）を示す．

c)  Castillo and Greenberg (2007), Horita et al. (2010), 堀田（未発表），Liu et al. (2009), Poussier et al. (2000), Villa et al. 
(2005), Wicker et al. (2012), Xu et al. (2009) の報告に基づく．

d) rep-PCR 解析に基づく類別 (Horita and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2004, 2010, 一部未発表 ). 空欄は未調査．
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別表 1. NIAS ジーンバンクが保存している青枯病菌（その 8）

番号 a) 分離源 分離地域 同定者 レース b) biovar phylotype sequevar c) グループ d) 登録株名

327108 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9023

327109 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9024

327110 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9025

327112 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9027

327113 ジャガイモ 長崎 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9028

327116 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9031

327117 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9032

327119 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9034

327120 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 3 I 13 H AA9035

327121 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 3 I 13 H AA9036

327122 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9037

327123 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9038

327124 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9039

327125 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9040

327126 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9041

327127 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9042

327128 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9043

327130 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9045

327132 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 3 I 不明 AA9047

327133 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 3 I 不明 AA9048

327134 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9049

327135 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9050

327136 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9051

327137 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA9052

327139 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA9054

327140 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 3 N2 IV 8 G AA0001

327141 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 4 I 15 A AA0002

327142 ジャガイモ 沖縄 菅　康弘 1 3 I 13 H AA0003

730102 トマト 奈良 尾崎克己 1 4 I 15 A 8201

730103 トマト 群馬 尾崎克己 1 4 I 15 A 8216

730126 ナス 奈良 尾崎克己 1 4 I 15 A 8103

730129 ナス 高知 尾崎克己 1 4 I 15 A 8224

730132 トマト 静岡 尾崎克己 1 4 I 15 A 8276

730133 トマト 兵庫 尾崎克己 1 3 I 14 8237

730134 ナス 福岡 尾崎克己 1 N2 I 15 B 8303

730139 ナス 高知 尾崎克己 1 4 I 15 A 8350

730140 ナス 高知 尾崎克己 1 3 I 34 8357

730141 トマト 滋賀 尾崎克己 1 4 I 15 A 8433

730175 スベリヒユ 三重 白川　隆 1 3 I 14 C Rls9701
730176 スベリヒユ 三重 白川　隆 1 3 I 14 C Rls9704
a) 太字・網掛けはレース，phylotype, sequevar を同定する際の対照菌株として推奨する．

b)  カッコ内の数字は，ナス属台木植物に対する病原性に基づく菌群（尾崎・木村，1989, 1992b, 1992c; Date et al. 1994; 矢野ら， 
2000; 森田，私信）を示す．

c)  Castillo and Greenberg (2007), Horita et al. (2010), 堀田（未発表），Liu et al. (2009), Poussier et al. (2000), Villa et al. 
(2005), Wicker et al. (2012), Xu et al. (2009) の報告に基づく．

d) rep-PCR 解析に基づく類別 (Horita and Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2004, 2010, 一部未発表 ). 空欄は未調査．
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