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微生物遺伝資源の調査プロフィール 

タ イ モ 立 枯 細 菌 病 菌 （ Erwinia 
chrysanthemi ）のコロニー（土屋） 

左: Ralstonia solanacearum OE1-1 株のPS 培地上でのコロニー 
右: 植物育成室における接種試験  （曵地） 

 

落葉漂白菌類を採集した沖縄本島の亜熱帯常

緑広葉樹林（大園）  

Pestalotiopsis adusta が分離されたユリの斑点症状（渡辺） 



ま  え  が  き 

 

わが国の農林業・食品産業の発展を図るためには，農作物・食品のさらなる改良やバ

イオテクノロジー等の先端技術の開発が必要不可欠である．そのためには，科学技術基

本計画の中でも示されているように，研究開発の知的基盤となるような生物遺伝資源を

確保することがきわめて重要である．国際的にも，品種の均一化，熱帯林の減少，生態

系の変化等により貴重な生物遺伝資源が急速に減失してしまう恐れがあるなどの理由か

ら，生物遺伝資源の保全と持続的な利用の重要性がますます高まっているところである． 

他方，人類共通の財産と考えられていた生物遺伝資源は，1993 年の生物多様性条約の

発効以来，原産国の主権的権利を尊重する方向へと転換した．このような情勢の変化に

対応しながら，わが国も本条約に従いつつ国際的な協力関係を一層発展させ，生物遺伝

資源の収集と保全，そして利活用の促進に努める必要が生じている． 

農業生物資源ジーンバンク事業では，以上のような国内外の情勢を踏まえた上で，食料・

農業に係る植物，微生物，動物遺伝資源および DNA 等の収集・受入，増殖・保存，特性

評価，配布および情報の管理提供ならびにそれらの高度化のための試験研究に取り組んで

いるところである．微生物遺伝資源部門では，農作物の病原微生物や，キノコ，酵母，乳

酸菌，納豆菌等の食品微生物をはじめとする貴重な各種微生物を収集・保存するとともに，

それらの特性を調査・評価してデータベース化し，両者をリンクさせた形で広く公開する

ことによってユーザーの検索・活用の便に供している． 

本報告書は，平成 20 年度に当事業において取り組んだ微生物遺伝資源に係る委託課題

の報告を取りまとめたものである．なお，今回は，平成 20 年 10 月に開催された当研究

所の研究成果発表会において発表したセンターバンクの取り組みに係るポスターも，資

料として巻末（Appendix 2）に収録した．本報告書が，今後の微生物遺伝資源を利用し

た試験研究，技術指導，事業等の推進の一助になれば幸いである． 

 

平成 21 年 12 月 

 

独立行政法人 農業生物資源研究所 

ジーンバンク長 河瀨 眞琴 
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〔微探収報22: 1–6, 2009〕 

 

南西諸島の主要作物に発生する細菌性病害の 

探索と病原細菌の収集 

 

土屋 健一 
九州大学大学院農学研究院 生物資源開発管理学部門 

［〒812-8581 福岡市東区箱崎６-10-１］ 

 

Collection of the plant pathogenic bacteria of economically 
important crops in Nansei Islands of Japan 

 

Kenichi TSUCHIYA 

 

Faculty of Agriculture, Kyushu University 

1．目的 

地球温暖化に代表される環境変動，あるいは食料輸入や種苗生産のグローバル化および作物の栽

培体系の変化に伴い，従来わが国に存在しなかった病原細菌の新規系統の侵入の報告や既存種によ

る宿主範囲の拡大などが危惧されており，近年，とくに国内で亜熱帯モンスーン気候に属する沖縄

県においては関連する報告が相次いでいる． 

タイモ（別称ミズイモ）は沖縄県の水田で栽培されるサトイモ（Colocasia esculenta）の一群で

あり，同県での栽培の歴史は古く，稲作以前からすでに食用に供されていたと考えられており，盆

や正月には欠かせない伝統的食材の一つである（図 3）．需要の増加に伴い，年々，栽培面積は増加

しているが，生産阻害要因としての各種病害虫の発生も多く，これまで各種糸状菌による土壌病害

の発生と被害が報告されている．一方，タイモの細菌性病害として洲鎌ら（1986）は Erwinia 

chrysanthemi による立枯細菌病を新規病害として報告した（図 5）．その後，土屋ら（2006）は同

病の病原として Erwinia carotovora subsp. carotovora を追加報告しているが，病徴発現における

両細菌の関わりの違いについては未解明である．ところで，前者細菌によるサトイモ立枯細菌病に

ついては，最近，山梨県においても発生が報告された（船久保・瀧川，2008）． 

マンゴー（Mangifera indica ）は，ウルシ科マンゴー属の常緑高木で，北東インドからミャンマ

ーにわたる地域が原産とされ，世界の熱帯地域で広く栽培されている．日本国内では，沖縄県，宮

崎県および鹿児島県で主に多胚性系統のアーウィン，センセーション，キーツおよびヘーデンが栽

培されており，とくに沖縄県産のマンゴーは特産品のブランドとして定着している．マンゴーは，



 - 2 -

日照や気温，降雨等の気象要因に極めて敏感であるため，様々な植物病原菌に侵されやすく，国内

ではXanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae によるかいよう病，Erwinia carotovora に

よる果実腐敗病，Agrobacterium tumefaciensによる根頭がんしゅ病，Aspergillus nigerによるこ

うじかび病，Colletotrichum gloeosporioidesおよびC. acutatumによる炭疽病が報告されている．     

ところで，2005 年頃から沖縄県石垣市の施設栽培マンゴーにおいて，上記諸病害とは明らかに病

徴の異なる細菌性病害が発生し，その後，E. chrysanthemi による新規病害（枝枯細菌病）として

報告された（図 2，図 4，宮平ら，2008）．病徴は枝葉の褐変～黒変，腐敗，菌泥の漏出，枝内部お

よび皮層部の褐変などを経て，枯死に至る．沖縄県病害虫防除技術センター（2008）は，開花期に

施設内において発病枝が残存する場合，花序が枯れ上がることがあると報告している．現在，本病

害は沖縄県の石垣島および西表島で蔓延しており，主に冬季における花序の発病による収量の低下

が懸念され，病原菌の発生生態の解明と防除対策が急務とされている． 

こうした状況から，今後，上記病害について，簡易診断法等の開発や関連病原菌との比較を行う

ため，病原細菌を収集・保存することが重要と考えられた．特に後者の病原細菌に関してはこれま

で農業生物資源（NIAS）ジーンバンクに登録されていないこと，前者についても登録数が少ない

ことから，今回は沖縄県本島および石垣島を中心にこれら病原細菌を探索・収集することにした． 

 

2. 探索概要  

2008 年 12 月 20 日から 24 日の 5

日間にわたって，石垣市（平得，登野

城，名蔵地区）を中心に，褐変，枯死

したマンゴーの枝葉を，沖縄本島では

宜野湾市，金武町を中心に塊茎が軟化

腐敗した株や，株全体が立枯れ症状を

呈したタイモを採集した（表1，図1）．

収集した植物体は，冷蔵して持ち帰り

分離源とした． 図 1． 沖縄県における探索収集地点 

 

年月日  行 程 行動内容 

H20.12.20  福岡市→石垣市 移動（空路） 

H20.12.21  石垣市（平得，登野城，名蔵地区）
石垣市内一般圃場（マンゴー）および沖縄県病害虫防除セン

ター内圃場を探索 

 
H20.12.22 

 

石垣市平得 
石垣市→那覇市 

国際農研センター（JIRCAS）圃場を探索 
移動（空路） 

H20.12.23  那覇市→宜野湾市大山→金武町金武 宜野湾市，金武町一般圃場（タイモ）を探索 

H20.12.24  
糸満市→西原町 
那覇市→福岡市 

一般圃場および琉球大農学部圃場を探索 
移動（空路） 

表 1． 探索・収集日程 
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3. 収集成果   

1) 細菌の分離・同定 

採集した罹病茎葉や塊茎の褐変あるいは腐敗した部位の磨砕液，あるいは滲出した菌泥の懸濁液

から細菌の分離を試みた．普通寒天培地（NA）あるいは酵母エキス・ブドウ糖寒天培地（YPDA：

ペプトン 0.6 g，ブドウ糖 3 g，酵母エキス 3 g，蒸留水 1L ，寒天 12 g，pH7.2）を用いて常法に

より病原菌を分離した．25℃で 5 日間培養した後，高率に出現した白～乳白色で全縁または周縁が

やや波状で目玉焼き状を呈する集落を釣菌し，YPDA平板培地上に画線後，30 ℃で48時間培養し，

単集落分離を行った．分離菌株は短・中期保存として滅菌水保存法および凍結保存法で，長期保存

には真空凍結乾燥法により，それぞれ保存を行った． 

分離した細菌集落については，いずれも原宿主に対する病原性を確認したのち，細菌同定検査キ

ットを用いて基本的な生理・生化学的性質を検定した．またそれらの一部については，E. 

chrysanthemi の同定を迅速かつ簡便に行うため，特異的プライマーセット ADE1 

(GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT)/ADE2（CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC）

（Nassar et al., 1996）を用いてPCR法で同菌のペクチン酸リアーゼ遺伝子（pelY, pelADE ）特

異的 DNA の増幅を調べた．また同時に，複数のユニバーサルプライマーを用いて PCR により増

幅した 16S rRNA遺伝子の塩基配列も解析した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) 結果   

石垣島の3か所の栽培圃場においてマンゴー枝枯細菌病の発生状況を調査し，罹病枝を採集した．

また沖縄本島の 2 か所において，タイモ（サトイモ）立枯細菌病の発生確認と罹病茎葉および塊茎

の収集を行った（表 2）．それらから分離された細菌株のマンゴー緑枝あるいはタイモ塊茎への付傷

接種により，それぞれ原病徴と同様の症状が再現され，病患部からは，接種菌と同一の細菌が再分

離された．細菌同定検査キットアピ 20NEおよびアピ 50CH（日本ビオメリュー）を用いた細菌学

的性質，ならびにPCR法による pel遺伝子の特異バンドの検出および 16S rDNAの相同性検索に

よる分子生物学的解析から，当該細菌はE. chrysanthemiと同定された． 

今回の収集の結果に基づき，それぞれの病原細菌の代表を NIAS ジーンバンクに登録した（表 3）． 

図 2．石垣市におけるマンゴー施設栽培と 

枝枯細菌病の症状 

図 3．タイモの栽培と収穫された塊茎 

（金武町） 
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採集地 試料数 分離株数 

石垣島（石垣市3か所）    8 （マンゴー） 16 
沖縄本島     
 宜野湾市大山 8 （タイモ） 12 
 金武町金武 3 （タイモ） 6 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 所感 

本探索では，沖縄県の石垣島と沖縄本島においてマンゴー枝枯細菌病菌およびタイモ（サトイモ）

立枯細菌病菌の探索・収集を行った．前者は，国内の他地域はもちろん，海外においても同様の病

害の発生が見当たらず，現在のところ石垣島および西表島に発生が限定されているが，今後，沖縄

本島や他県のマンゴー栽培への発生拡大が懸念されている．本病原細菌は枝葉の剪定により伝搬す

る可能性が推察されているが，接種による発病の再現が必ずしも容易ではなく，現場では有効な迅

速診断法などの開発が望まれている．また，後者の病害についても近縁の病原細菌が同時に関与す

ることから，同様な診断・検出法が必要と思われる． 

                     

MAFF番号 学  名 株名 分離源 採集地 種同定に用いた主要評価項目 

211874 Erwinia chrysanthemi Ech M1-2 

211875 Erwinia chrysanthemi Ech M2-2 

211876 Erwinia chrysanthemi Ech M3-2 

211877 Erwinia chrysanthemi Ech M4-2 

211878 Erwinia chrysanthemi Ech M5-2 

211879 Erwinia chrysanthemi Ech M6-2 

マンゴー 石垣市 

211880 Erwinia chrysanthemi Ech T2-2 

211881 Erwinia chrysanthemi Ech T3-2 

211882 Erwinia chrysanthemi Ech T5-2 

タイモ 宜野湾市

運動性，グラム反応，ペクチン分解性，

硝酸還元，OF試験，ゼラチン液化能，

36℃生育能，ショ糖からの還元物質生

産，酸の産生（トレハロース，ラクトー

ス，マルトース，イノシトール，D-ア

ラビノース等），Erwinia carotovora 群

菌特異PCR（pel Y，pel ADE ）等 

       

表 2．石垣島および沖縄本島での採集試料数と分離株数 

図 4．褐変枯死症状を呈したマンゴーの枝葉

(矢印：菌泥の噴出) 

図 5．タイモ圃場における立枯細菌病の発生

と腐敗した塊茎および葉茎 

表 3．収集菌株のうちNIAS ジーンバンクに登録した株 
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今回の 2 つの病害は，一方が果樹，他方が水田作の塊茎作物であるが，病原菌はいずれも E. 

chrysanthemi と同定されており，同種細菌の系統間における多様性に興味がもたれる．今後，こ

れらの研究を進めるためには国内外の多数の菌株を用いた比較試験等を行う必要があるため，これ

ら病原細菌のNIAS ジーンバンクへの登録は意義深いものと考える．しかし，分離菌株数はまだ十

分ではないため，今後もさらに各地で発病調査および病原細菌の探索・収集を継続する必要がある． 
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Summary 

 

For isolation of the bacterial corm and root rot of Taro and bacterial shoot blight of Mango 

pathogen, Erwinia chrysanthemi, 8 and 11 samples showing the browning and blight of 

greenwood and leaves, or rotting of corm and root were collected in Ishigaki City, Ginowan City 

and Kin-Cho of the Okinawa Island, respectively.  For the samples collected in both Ishigaki 

and Okinawa Island, the bacterial colonies with white or creamy white in color, fried 

eggs-shaped, were recovered uniformly from both samples of shoot with blight symptom 

producing bacterial ooze or rotted tuber. The bacterial isolates were subjected to the 16S rDNA 

sequence analysis and pel genes amplification by PCR using the specific primers as well as 

identification based on physiological and biochemical properties. These bacterial isolates 

showed high homology with Erwinia chrysanthemi in 16S rDNA sequence and produced the 

specific PCR band, indicating that the bacteria is Erwinia chrysanthemi. In this investigation, 

the pathogen of bacterial shoot blight of Mango was first deposited to NIAS Genebank. 
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Phylogenetic analyses of the genus Pestalotiopsis in Japan  

and screening of its isolates for antagonistic activity 
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1. 目的 

Pestalotiopsis 属菌には，植物に対して病原性の強い菌株，弱い菌株，さらには他の植物病原菌

に対する拮抗微生物として有望な菌株がある．また，有効な代謝産物を生産するなどの報告もある 

(Strobel et al. 1996) ．しかし，本属の種の分類法は客観性に欠き同定が難しいため，菌株ごとの

生態的特徴などを考えることはできるものの，有用な菌種とそうでないものを分けるなど，本属に

ついて系統立てて考えることができない． 

現在行われている分類は，分生子の大きさと頂部・尾部付属糸の数に加え，分生子を構成する 5

細胞のうちの中央 3 細胞の色調が基準となっている．また，Pestalotia 属菌に残されたままの種を

加えると本属ではこれまで 200 種以上の学名が提案されたことも (Index Fungorum: 

http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp)，同定をさらに困難にしている．Jeewon ら 

(2003)は ITS1,2－5.8S rRNA 領域を指標に本属の種を３グループに分けたが，彼らは種の再定義

を行っていない．そこで，本研究は本属菌を野外から探索収集すること，ITS1,2－5.8S rRNA領域

に加えて，子嚢菌類の分類に有効とされるEF1α遺伝子領域を指標にした系統関係から，農業生物

資源（NIAS）ジーンバンク保存菌株の表示学名を再検討することを目的とした． 

また，本属は拮抗菌として茶などで利用されつつあるだけでなく(秋田 2007)，P. neglecta が他

の子嚢菌の分生子発芽を抑制することから（Watanabe et al. 2000），本属の種が広く拮抗微生物と

しての役割をもつ可能性がある．本研究では炭疽病菌などを対象に対峙培養を行い，分離菌株の拮

抗菌としての可能性についても検討した． 
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2. 探索概要と収集成果  

2008 年 9 月 19 日， 20 日，10 月 11 日，26日の 4回にわたり，淡褐色の斑点上に小黒点を有す

る罹病葉を収集した（図 1）．その結果，町田市において採集したユリ，アセビ，シャクナゲから，

定法に従い分離を行い，それぞれから Pestalotiopsis 属菌を得た．これらの単胞子分離菌株は，

MAFF 241683（P. adusta）, MAFF 241681（P. disseminata），MAFF 241682（P. neglecta）と

して登録した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．探索場所 （①：仙台市，②：水戸市，③：町田市，④：三島市） 

 

 

3. 系統解析  

1）供試菌株 

ITS1,2－5.8S rRNA 領域の系統解析には 40 菌株，EF1α 遺伝子領域を指標とした解析には 37

菌株を用いた．また，それぞれの外群としてSeiridium sp．（MAFF 238468）を用いた（表 2）． 

 

① 

② 

③ 
④ 

表 1. 探索・収集日程 

年月日 行  程 行動内容 

H20. 9.19 町田市→仙台市 （図 1―①） 移動と探索 

H20. 9.20 仙台市→水戸市 （図 1―②） 移動と探索 

H20. 10.11 町田市 （図 1―③） 探索 

H20. 10.26 町田市→三島市 （図 1―④） 移動と探索 
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表 2. 分子系統解析ならびに拮抗菌スクリーニングに用いたNIAS ジーンバンク保存菌株 

MAFF番号 種 名 
ITS1,2― 

5.8S rDNA 
EF1α 

拮抗性 
スクリーニング 

237028 P. crassiuscula 1 １）  ○ ２） ○  ― ３） 
237036 P. ixorae ○ ○ ― 
237039 P. aletridis 1  ○ ○ ○ 
237119 P. lespedezae ○ ○ ○ 
237190 P. fici ○ ― ― 
237210 P. longiseta 1 ○ ○ ― 
237611 P. gracilis 1 ○ ○ ― 
237672 P. populi-nigrae ○ ○ ○ 
237676 P. glandicola 1 ○ ○ ― 
237738 P. disseminata 1 ― ○ ― 
237739 P. disseminata 2 ○ ○ ― 
237764 P. olivacea ○ ○ ― 
237901 P. crassiuscula 2 ○ ○ ― 
237930 P. paeoniae ― ○ ― 
237931 P. neglecta 1 ○ ○ ― 
237935 P. calabae ○ ○ ○ 
237936 P. cephalotaxi ○ ○ ― 
237965 P. sydowiana ○ ○ ― 
238089 P. foedans 1 ○ ○ ○ 
238273 P. maculans 1 ○ ― ― 
238274 P. maculans 2 ○ ○ ― 
238344 P. eriobotrifolia ○ ○ ― 
238347 P. disseminata 3 ○ ○ ― 
238353 P. japonica ― ○ ― 
238357 P. foedans 2 ― ○ ― 
238360 P. longiseta 2 ― ○ ― 
238363 P. maculans 3 ○ ○ ― 

 Pestalotiopsis sp. 1 ○ ― ○ 
238515 P. theae 1 ○ ○ ○ 
238685 P. foedans 3 ○ ― ― 
238803 P. palmarum  ○ ― ○ 
239091 P. aletridis 2  ― ○ ○ 
239193 P. oleandri  ○ ○ ― 
239387 P. glandicola 2 ○ ○ ○ 
239388 P. neglecta 1 ― ― ○ 
239390 P. eugeniae  ― ○ ― 
239394 P. foedans  ― ― ○ 

   

238514*
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表 2. （つづき） 

MAFF番号 種 名 
ITS1,2― 

5.8S rDNA 
EF1α 

拮抗性 
スクリーニング 

239520 P. adusta ○ ○ ― 
239521 P. conspicua ― ― ○ 
239526 P. neglecta 2 ○ ○ ― 
240469 Pestalotiopsis sp. 2 ○ ○ ○ 
240470 P. gracilis 2 ○ ― ― 
240479 P. podocarpi ○ ○ ○ 
240487 Pestalotiopsis sp. 3 ○ ― ○ 
240500 Pestalotiopsis sp. 4 ○ ― ― 
240511 Pestalotiopsis sp. 5 ○ ― ○ 
240993 P. pallidotheae ○ ― ― 
241730 P. palustris ― ― ○ 

Pestalotiopsis sp. 6  ○ ○ ○ 
752008 P. longiseta 3 ○ ○ ― 
752011 P. theae 2 ○ ○ ○ 
752018 P. longiseta ― ― ○ 

 Seiridium sp. ○ ○ ― 
* : P. theae からPestalotiopsis sp.に変更した．**：外群 
１）図 2 における菌株表記のための番号を付した，２）○；解析･評価済み，３）―；未解析・未評価  

 

 

2）ITS1,2－5.8S rRNA領域とEF1α遺伝子領域による系統樹作成 

ポテトデキストロース寒天培地（PDA）培地で培養した菌叢からDNAを抽出した．ITS1,2－5.8S 

rRNA領域の増幅には，菌類のユニバーサルプライマーITS５，４を使用し，EF1α遺伝子領域の増

幅には，EF1FとEF1RまたはEF1thRを使用した．PCRによって得られた産物は，ABI 310シーク

エンサーによって塩基配列を決定し，TS1,2－5.8SｒRNA領域の解析には531bpを，EF1αには

521bpを用いた．Clustal Wを用いてこれらのアライメントを行い，PAUPの近隣結合法（HKY85

モデル）にて系統解析を行い，系統樹を得た（図2）．これら系統樹は，ブートスラップ解析により

その確からしさを確認した．その結果，両解析とも高いブートストラップ値で3つのクレーﾄﾞが支

持され，それぞれを構成する菌株は類似していた．ITS1,2－5.8S rRNA領域の系統樹からP. theae 

として登録されていたMAFF 238514（図2のPestalotiopsis sp.1）と玉川大学にて保存されていた

TAP 99M110（MAFF 240993, 図２のP. pallidotheae）は，P. theaeとは全く異なるクレードに属

した．また， P. theaeとして保存されていたMAFF 752002  (図2のPsetalotiopsis sp.6) がTS1,2－

5.8SｒRNA領域とEF1α遺伝子領域の両解析で，他のP. theaeとは異なるクレードに属した．本研究

によりこれらを再同定する必要があることを示した． 

752002*

238468**
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3）形態の再検討と同定 

本研究で得られた系統樹から，明らかに予想と異なるクレードに属した上述の菌株の形態を再検

討した．菌株をPDA培地上と寒天―葉片法（岸 1994）に従い素寒天上のアジサイ葉に接種して約

1 ヶ月後に分生子を得た．この分生子の形態ならびに色調などを光学顕微鏡で観察し，Guba (1961)

およびSutton (1980) の記載と比較し，再同定を行った．その結果，これらの菌株は主に付属糸の

長さに差があるだけでなく，有色3 細胞の色が薄くP. theae とは異なっていた（図 3）．また，形態

的特徴からMAFF 240993 は新種であったためP. pallidotheae Kyoko Watan. & Yas. Ono と命名

図 2．ITS１,2－5.8S rRNA 領域（左）とEF1α（右）を指標とした近隣結合系統樹 
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した（Watanabe et al. 2009）．また，付属糸が膨らんでいるものの，有色 3 細胞の色が薄く,形態

的にはP. kunmingensis (Wei and Xu 2004) の記載 と類似していることから，MAFF 238514 を

日本新産種と判断したが，更なる比較検討が必要なため暫定的に未同定種としてPestalotiopsis sp.

と再表示した．一方，MAFF 752002 は分生子の形態を確認できなかったため，ここでは

Pestalotiopsis sp.と表示しなおした． 

 

4．拮抗微生物としての可能性（スクリーニング） 

1）供試菌株 

 玉川大学の保存菌株であるトマト炭疽病菌Colletotrichum gloeosporioides（TAP 06K001）と表

1 のPestalotiopsis属菌 21 菌株を組み合わせて対峙培養を行った． 

2）対峙培養 

直径 9cm の PDA 平板培地上 25℃で予め 1 週間程度供試菌株を培養し，その菌叢を直径 5 mm

のコルクボーラーで打ち抜き新たな平板培地に置床した．対照区ではシャーレあたり１菌株を 1 箇

a b 

図 3.  再同定された MAFF 238514（a）

および MAFF 752002（b）の分生子  

Bar = 20 µm 

左: C. gloeosporioides（TAP 06K001）コントロール，中央：P. palustris  (MAFF 241730)

コントロール，右: C. gloeosporioides とP. palustris との対峙培養 

図4. 対峙培養の結果 (25℃ 8日間培養)  
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所に，対峙培養処理区としては 1 枚のシャーレに C. gloeosporioidesと Pestalotiopsis属菌の各菌

株を約 2.5 cm 離して 1 箇所ずつ置床した．いずれも 25℃，暗所で培養し，８日後まで毎日観察を

行った（図 4）． 

3）結 果 

供試した菌株はいずれも炭疽病菌C. gloeosporioides と培地上で交わることなく，生育域の占有

という意味では拮抗微生物としての効果が期待できた．菌叢が離れ，拮抗帯が明瞭に現れた菌株，

MAFF 237672，237682，238514，237518，752098 には忌避物質の関与が示唆された．これにつ

いては，現在も実験を継続している． 

 

5．所感 

本研究ではITS1,2－ITS5.8S rRNA領域とEF1α領域の系統解析からNIASジーンバンク保存菌

株の表示学名の再検討を行ったところ，供試菌株のうち，P. theae と同定されていた３菌株MAFF 

238514，752002,  240993 が他のP. theae 菌株とは異なるクレードに属しかつ形態的にも異なる

ことがわかった．MAFF 238514 と玉川大学保存菌株TAP 99M110（MAFF 240993）が誤同定さ

れていた原因は，両菌ともに日本で報告されておらず，形態による同定の際に一番初めに指標とす

る分生子の中央有色 3 細胞の色を見誤ったことによる．この形質の判定は経験により左右されやす

く，本属菌の形態による種同定の際には問題となることが本研究により指摘できる．しかし，この

問題は ITS1,2－5.8S rRNA 領域と EF1α領域のいずれの遺伝子を指標とした分子系統解析では容

易に解消できたため，本研究から種同定・識別における分子系統解析の有効性が再確認された．一

方，同じクレーﾄﾞ内にありながらも異なるサブクレーﾄﾞに属する種については，明らかな誤同定と

する根拠をここで提示することはできなかった．この原因として，種同定の基準となる標本がない

ことが挙げられ，今後本属の種の整理には，同定基準標本の探索・整備の必要性が示唆された． 

トマト炭疽病菌（C. gloeosporioides）を対象とした拮抗菌のスクリーニングでは，明瞭な拮抗帯

を形成した菌が 21 菌株中5 菌株あり，これらの菌株は多犯性炭疽病菌C. gloeosporioidesに対して

拮抗微生物である可能性が示された．現在，生物防除剤の実用化に向けて研究を行っている． 
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Summary 

 

Sequences of ITS1－5.8S rRNA (40 strains) and of EF1α gene (37 strains)  obtained from 

fungal strains in the NIAS Genebank collection were analyzed using the Neighbor-joining 

method for preparing phylogenetic trees. Tree topologies based on these two regions were very 

similar to each other, differing slightly only at the terminal branches. The strains were divided 

into three main clades, which were supported by high bootstrap values and associated with 

characteristic conidial morphology based on microscopic observation. One group had pale 

median cells, while the others were dark. Among the dark group, one had knobbed apical 

appendages, while the other did not have knobbed tips. Among all the strains, three of them 

MAFF 238514, 752002, and 240993 (preserved as TAP 99M110 at Tamagawa University), 

which had identified Pestalotiopsis theae, were clustered in different clade other than P. theae. 

Conidial morphology of MAFF 238514 and 240993, and typical P. theae differ in the color of the 

three median cells. MAFF 240993 was re-identified P. pallidotheae as a new species and MAFF 

238514 might be regarded as new to Japan  

In the screening of candidate strains as bio-control agents against Colletotrichum 

gloeosporioides, all 21 stains tested showed competitive ability, and five strains (MAFF 237672，

237682，238514，237518 and 752098) made clearly-recognized inhibition zones. 

Pestalotiopsis microspora, an endophytic fungus of Taxus wallachiana. Microbiology 142: 

435-440.  

6) Sutton, B.C. (1980) Pestalotiopsis. In: The Coelomycetes. Fungi imperfect with pycnidia, 

acervuli and stromata. Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey, pp. 263-265.   

7) Watanabe, K., Motohashi, K., Ono, Y.（2009）Description of Pestalotiopsis pallidotheae ; a new 

species from Japan. Mycoscience 50: (in press) 

8) Watanabe, K., Parbery, D., Kobayashi, T., Doi, Y. (2000) Adaptations of potential ecological 

significance to Pestalotiopsis neglecta . Mycol. Res. 104: 686-690. 

9) Wei, J.G., Xu, T. (2004) Pestalotiopsis kunmingensis sp. nov., an endophyte from Podocarpus 

macrophyllus. Fungal Divers. 15: 247-254. 
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Collection of fungi pathogenic to horticultural crops and examination of  

their simple preservation method to hold sporulation ability 
 

Toshiko FURUKAWA 

 

Department of Biological Sciences, 

Graduate School of Natural Sciences, Tokyo Metropolitan University  

 

1. 目的 

これまで様々な種類の植物において膨大な数の菌類病が発見・報告されてきた．しかし，それら

の中には生きた病原が保存されておらず，微生物遺伝資源として活用できないばかりか，当該病害

の存在を追認できないものがある．そこで，本探索では，おもに野菜・花き類を対象として，農業

生物資源ジーンバンクには病原が保存されていない既知の菌類病様の症状を呈するサンプルを採集

し，分離菌の病原性の確認を行った上で同ジーンバンクに保存するとともに，ユーザーの手元でも

容易に実施可能な簡便な保存方法を開発することを目的とした． 

 

2. 探索概要および簡易保存法の検討 

1) 探索概要 

2008 年 5 月からほぼ 9 か月にわたり，病害が発生していると推測される時期に近隣の緑地，畑

地，植物園，公共の庭園などを探索した．また，主に貯蔵病害，花卉病害の収集を目的として青果

店，園芸店なども調査した．調査地は過去の経験をもとに候補を絞るとともに，新たな緑地，植物

園なども調査地として加えた（表 1）．具体的には，都立水元公園，都立神代植物園，堀切菖蒲園，

小石川植物園，武蔵野種苗園などにおいても調査，探索を行った．なお，病原菌の分離・同定にあ

たっては，採集した多数の葉や実の病斑部（図 1）より落下法などによる単胞子分離，またはそれ

が困難な場合は組織分離を行った．その後，ジャガイモ煎汁寒天培地（PDA），オートミール寒天

培地（OA），寒天－葉片法などで菌を培養し，胞子などの形態（図 1）より同定を行った． 
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2) 胞子形成能を維持した簡易保存 

法の検討 

筆者らが開発し，大がかりな設

備等を必要とせず，簡便な寒天－

葉片法  (Furukawa &  Kishi, 

2002) に関し，「長期保存」とい

う観点から検討を行った．具体的

には，利便性，保存性，および保

存後の胞子形成能や病原性などの

いわば菌株の安定性について検討

した．病害試料を採集して菌株を

確立した後の保存年数が重要であ

るため，今回新しく分離した菌株

を用い，生存率，胞子形成能，病

原性などを詳細に検討するため，

供試葉の種類，保存法（乾燥状態

か湿潤状態か，温度条件等）が異

なった実験区を設けた．  

 

 

寒天－葉片法により形成された胞子を，以下のように湿潤または乾燥条

件で室温保存もしくは冷蔵するとともに，凍結乾燥あるいは凍結保存も試

みた．供試葉の種類は予備試験において胞子形成能が高かったもの（表 2）

を用いた．これらの葉を 30 秒～1 分間煮沸した後，素寒天上に置き，菌株

を接種した後は約 25℃，BLB 連続照射下で培養し，2 週間後，または胞

子が形成された段階でそのまま密封，もしくは葉のみ取り出して乾燥させ，

室温または 4℃で保存した．また，10％スキムミルクに胞子を懸濁して凍

結乾燥保存を行った．さらに，10％グリセロールに胞子を懸濁してマイク

ロチューブに入れ，－80℃で凍結保存した．対照としたスラント保存では，

PDA と OA を用いて培養した菌株を室温で保存し， 2 か月毎に継代培養

を繰り返した．実験に用いた菌株のうち，MAFF 241689，MAFF 241690，

MAFF 241691，MAFF 241694，MAFF 241699，MAFF 241702，MAFF 

241703, MAFF 241704 は，いずれも実験開始時点では胞子を形成した．

保存に関する実験は 3 年程度継続して行い，長期保存に適した条件を評価

する予定である． 

表 2．用いた葉の種類

探索場所＊ 探索時期 

＜畑地など＞  

群馬県前橋市 2008年5月，6月，7月，2009年1月

群馬県渋川市 2008年10月

茨城県牛久市 2008年10月

茨城県土浦市 2008年5月

埼玉県朝霞市 2008年7月

東京都北区 2008年6月，7月，9月 

東京都文京区 2008年6月

東京都港区 2008年5月，2009年2月，3月 

東京都府中市 2008年5月

東京都国立市 2008年5月～2009年2月 

東京都八王子市 2008年5月～2009年2月 

神奈川県川崎市 2008年5月，6月，7月，9月，11月

宮崎県宮崎市 2008年7月

＜植物園など＞   

都立水元公園 2008年6月，9月 

都立神代植物園 2008年5月

堀切菖蒲園 2008年6月，9月 

小石川植物園 2008年6月

武蔵野種苗園  2008年7月 

＊店などは除く   

クヌギ 

シャリンバイ

クワ 

マテバシイ 

アオキ 

ビワ 

ナンテン 

アジサイ 

イチョウ 

ツバキ 

サザンカ 

ツツジ 

キンモクセイ

カシ 

サクラ 

クチナシ 

ケヤキ 

モクレン 

 

表 1． 主な探索場所 
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3. 結果 

1) 探索収集 

 表 4 に示した 8 菌株（アセビ由来の

Colletotrichum sp. ， ク チ ナ シ 由 来 の

Phomopsis sp.，ジャガイモ由来のFusarium 

sp.，ナス由来のSclerotinia sclerotiorum お

よび Botrytis cinerea，ナンテン由来の

Glomerella cingulata ， ネ ギ 由 来 の

Alternaria porri ， マン リョ ウ由 来 の

Colletotrichum sp. 

することができた． 

今までの知見をもとに，病害頻発場所を中

心に調査・採集を何度も繰り返したが，目的

とする病害が発生していないことが多く，目

標とする収集菌株数には達しなかった．また，

病徴より既知の病害であると予測して採集したが，複数の菌が分離され，新病害の可能性が示唆さ

れるものが少なからず認められた(表 3)．現在，それらの分離菌を対象として，病原性をはじめとす

る各種性状の確認試験を実施中であり，新病害として記載するための準備を進めている． 

カナメモチ（東京都北区）  シャガ（東京都府中市）   ツワブキ黒斑病（東京都八王子市）

シャガ分離菌の培養    キンモクセイ分離菌の培養     ツツジ分離菌の子のう殻 

 （寒天－葉片法）     （寒天－葉片法）      (寒天－葉片法により形成) 

図 1． 供試した罹病植物と分離菌 

植物名 採集場所 採集時期 

カナメモチ 東京都北区 2008年9月

キンモクセイ 東京都北区 2008年9月

サカキ 東京都文京区 2008年6月

シャガ 東京都府中市 2008年5月

シャリンバイ 東京都府中市 2008年5月

ショウブ 市場で購入 2008年5月

ツツジ 神奈川県川崎市 2008年5月

ツワブキ 東京都国立市 2008年10月

ネギ 埼玉県朝霞市 2008年7月

バラ 群馬県前橋市 2008年7月

パンジー 神奈川県川崎市 2008年5月

フェイジョア 市場で購入 2008年8月

ホトトギス 東京都北区 2008年7月

ミヤコワスレ 神奈川県川崎市 2008年7月

ユリ 東京都八王子市 2008年8月 

表 3． 病原菌特定中の病害が認められたサンプル

）をジーンバンクに登録
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アセビ ND 群馬県前橋市 2008年5月 08GB6           

クチナシ ND 東京都八王子市 2008年5月 病原性確認済み
（学会発表予定）

08GB7           

ジャガイモ ND 神奈川県川崎市 2008年5月 市場で購入 08GB14         

ナス 菌核病 宮崎県宮崎市 2008年7月 08GB32         

ナス 灰色かび病 宮崎県宮崎市 2008年7月 08GB33         

ナンテン ND 群馬県前橋市 2008年5月 08GB５

ネギ 黒斑病 群馬県前橋市 2008年5月 08GB1           

マンリョウ ND 群馬県前橋市 2008年5月 08GB4           

元株名病名宿主名 採集場所 備考採集時期学　　名

241691

MAFF番号

Colletotrichum  sp.

241694 Phomopsis  sp.

241696 Fusarium  sp.

241697 Sclerotinia sclerotiorum  

241698 Botrytis cinerea  

241699 Glomerella cingulata

ND: Not decided

Alternaria porri 

241705 Colletotrichum  sp.

241702

表4.　 菌株一覧登録 
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2) 胞子形成能を維持した簡易保存法 

 保存法に関しては，スラント，凍結，凍結乾燥，および寒天－葉片法を用いて研究を実施してい

る．なお，寒天－葉片法の予備試験において，アジサイとクチナシの葉片を供試した場合，多くの

菌株で生育および胞子形成が良好になることが認められたので，この 2 種類の葉を用いて保存実験

を実施することにした． 

スラント保存法では，MAFF 241699 において 2 回の継代培養後に胞子形成能が著しく低下する

ことが認められた．また，寒天－葉片法において，MAFF 241702 では胞子形成能が低下すること

が観察された．その他の菌株に関しては，6 ヶ月後の現時点（平成 21 年8 月）において，いずれも

胞子形成能は保たれている．今後もさらに実験を継続することによって，安定した簡易保存法を確

立したい．  
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4. 所感 

東京都，群馬県，神奈川県など関東地方の畑地を中心に過去の知見から糸状菌による既知病害が

多く発生すると思われる場所において調査，収集を行った結果，新病害と思われる事例が多数観察

され，むしろ既知病害と確認できたものは少数であった．今後，既知病害の病原菌を収集する際に

は，園地の管理者などとの連絡を密にし，調査範囲を絞ってより頻繁に調査を行う方が効率的に収

集できる可能性が高いと考えられた． 
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Summary 

 

We explored phytopathogenic fungi, which were not registered at the NIAS Genebank, in 

farmer’s fields, botanical gardens, green tracts, fruits and vegetable shops, flower shops and so 

on in Tokyo, Kanagawa, Gunma, Ibaraki, Saitama Prefectures in Kanto District and Miyazaki 

Prefecture in Kyushu District intermittently from May 2008 to February 2009. As a result, 8 

isolates were collected and deposited to the NIAS Genebank. Some of them were the pathogens 

of known diseases. Others seemed to be pathogens of new diseases, though their symptoms 

were similar to those of known diseases. The pathogenicity of them are now under examination.  

To develop a simple preservation method of fungal strains, agar slant culture methods using 

PDA or OA, freezing methods, freeze-dry methods and the Agar Leaf Piece Method, are now 

under investigation concerning their survivability and ability of sporulation.  
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1. 目的 

これまでの青枯病菌Ralstonia solanacearumの分類では，宿主植物を基にした「race」と生

化学的性質を基にした「biovar」が，種レベルより下の分類基準として国際的に用いられてき

た (Hayward, 1991）．しかし，R. solanacearumの系統分類を行う上で，これらの分類基準

は分子系統学の観点から曖昧であり，信頼性に欠けると考えられてきた．さらに，我が国では，

ナス科植物に対する病原性を基にした「菌群」というグルーピングも独自に用いられており，

分類基準が不統一なのが現状である． 

分子遺伝学の進展とR. solanacearum のゲノム解析の結果，フランス，英国および米国を中

心とした国際研究コンソシアムから，internal transcribed spacer 領域，endoglucanase 遺伝

子（egl 遺伝子）およびhrpB 遺伝子の塩基配列を基にした「phylotype」を国際統一基準とす

ることが提唱されている．その結果，植物病理学のみならず，育種学や栽培学においてもR. 

solanacearumの系統分類基準として国際的にphylotypeを用いるようになっている (Fegan 

and Prior, 2005）．一方，国際研究コンソシアムに我が国からの参加はなく，日本産菌株の中

で，現時点でphylotypeが明らかにされたのは，国際研究コンソシアムで決定された菌株を含

む約10株にすぎない．この現状は，我が国の青枯病研究を国際的に進展させる上での阻害要因

であり，早急な対応が望まれている． 

Construction of Inventory of Ralstonia solanacearum Japanese strains  

by the reclassification based on their phylotype  
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 そこで，本研究では，研究教育に用いられているR. solanacearum日本産菌株のphylotypeを， 

egl 遺伝子とgyrB 遺伝子の部分塩基配列解析から決定するとともに，biovarについても決定し，

それらの相互関係を明らかにする (Liu et al., 2009b）．さらに，タバコに対する病原性あるい

は過敏感反応誘導能についても明らかにし，これらの情報をもとに，青枯病研究者が利用でき

るようなインベントリーを作成するための基盤を整備することを目的とする． 

 

2. 実験材料と方法 

1) 供試菌株 

実験に供試したR. solanacearum 菌株のリストを表１に示した．R. solanacearum 菌株の平

板培養は，50 μg/ml ポリミキシンBを加用したBG 培地 (Boucher et al., 1985; 1% ポリペプ

トン, 0.1% 酵母抽出物, 0.1% カザミノ酸, 0.5% グルコース, 1.5% 寒天) を用い，28ºC で行

った．液体培養にはPS培地（Wakimoto et al., 1968; ジャガイモ200gを賽の目に切り，約1L

の蒸留水を加えて30分～40分弱火で煮沸し，二重のガーゼでろ過する．ろ液に2％ショ糖を加

えたのち蒸留水で1Lとする）を用い，30 ºC で行った． 

2) ゲノムDNAの単離 

AquaPure Genomic DNA Isolation Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用いて，R.  

solanacearum菌株のゲノムDNAの単離を説明書に準拠して行った． 

3 ) egl の塩基配列の決定 

egl の 部 分 塩 基 配 列 の 決 定 の た め に ， ま ず ， プ ラ イ マ ー と し て eglA (5′- 

GGAGACAUATGCATGCCGCTGGTCGCCGC -3′) と eglB (5′- 

GGGAAAGUGCGTTGCCCGGCACGAACACC -3′) を，鋳型にR. solanacearum 各菌株のゲ

ノムDNAを，反応液としてPrimeSTAR HS DNA Polymerase (Takara Bio, Otsu, Japan)を用

いてPCR反応を行った．反応条件は，95ºC を 2 分間後，95ºCで30秒, 65ºC で1分間および72ºC

で1分間を30サイクル行った．得られたPCR産物を定法により，電気泳動とE.Z.N.A. Gel 

Extraction Kit (Omega Bio-tek, Doraville, GA, USA) を用いて分離・回収後，プライマーと

してeglAかeglB，およびBigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kits (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA)を用いてシークエンス反応を行い，Applied Biosystems 3130 genetic 

analyzer (Applied Biosystems)を用いて塩基配列の決定を行った. 

4) gyrB の塩基配列の決定 

gyrB の部分塩基配列の決定のために，まず，プライマーとして， UP-IE (5'- 

CAGGAAACAGCTATGACCAYGSNGGNGGNAARTTYRA -3') と APrU (5'- 

TGTAAAACGACGGCCAGTGCNGGRTCYTTYTCYTGRCA -3') を ， 鋳 型 に R. 

solanacearum 各菌株のゲノムDNAを，反応液としてPrimeSTAR HS DNA Polymeraseを用

いてPCR反応を行った．反応条件は，95ºC を 2 分間後，98ºCで10秒, 58ºC で5秒および72ºC

で1分間を35サイクル行った．得られたPCR産物は前項と同様にして分離・回収した．さらに，

プライマーとして M13-47 (5'- TGTAAAACGACGGCCAGT -3') あるいは RV-M (5'- 
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CAGGAAACAGCTATGACC -3') を用いることによって塩基配列の決定を行った. 

5) 系統解析 

それぞれの遺伝子の塩基配列あるいはそれらの推定アミノ酸配列を基に，CLUSTAL W 

6) biovarの決定 

 biovarの決定は，Hayward (1991)の方法に準拠したHorita and Tsuchiya (2001)の方法に従

って行った．  

7) タバコに対するHR誘導能検定 

25 ºC で 10,000 lux の人工日照（16 時間/日）の培養室で 8 週間育苗した タバコ(Nicotiana 

tabacum cv. Bright Yellow 187) の 4-5 葉に，1.0 × 108 cfu/ml に調製した R. solanacearum 懸

濁液を針無ツベルクリン用シリンジで注入した．注入 24 時間後に，注入部での壊死斑の誘導

の有無を観察するとともに，注入 14 日後まで萎凋症状の出現の有無について観察した． 

 

3. 結果 

Wicker et al. (2007) は，egl の部分塩基配列を用いれば，R. solanacearum 菌株の

phylotypeを決定できることを報告している．そこで，供試菌株のphylotypeの決定を，egl の

688bpの部分塩基配列により行った．その結果，静岡県および長崎県のジャガイモからそれぞ

れ分離されたMAFF 211271，および，MAFF 301558とMAFF 301559がphylotype IVに属し，

それ以外の国内株はphylotype Iに属することが明らかとなった（図1と表1）． 

図1．egl 部分塩基配列による 

R. solanacearum日本産菌株の系統樹

 

 “RJ” 番号は表１のcodeに対応する．

( )内の数字は同一の塩基配列を示した

菌株数を示す．S444E, R221, R230,

WP20, E152, R292, Ps6-3-1, GMI

1000, JT523, UW151, UW469, CFBP

2958, CFBP 2047, UW162, WP306, 

JT525, NCPPB 505, NCPPB 332 お

よび CFBP 3059のeglの塩基配列は

Villa et al. (2005)より引用した. 系統

樹内の数値はbootstrap確率を示す. 

 

(Thompson et al. 1994 ; the DNA Data Bank of Japan, http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/ 

clustalw-j.html)で系統解析を行った．系統樹の描画には，CLC Sequence ViewerとUPGMA 

algorithm (CLC bio, Aarhus, Denmark)を用いた． 
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次に，house-keeping遺伝子であるgyrB の塩基配列を解析し，それらから推測される261残

基のアミノ酸配列を基にして系統解析を行った．phylotype IVに属する3菌株のGyrBの推定ア

ミノ酸配列は同一であり，phylotype Iに属する株とは異なるクラスターに位置した．一方，

phylotype Iに属する菌株は，大きく２つのクラスター（AおよびB）に分かれ，それぞれのク

ラスター内でさらに２つのタイプに分かれた（type 42とtype 66，および，type 2とtype 9）．

分離された植物と，これらサブクラスターの類別との間には相関性は認められなかった（図2）． 

 phylotype IV の 3 菌株はいずれも biovar N2 であった（表 1）．一方，phylotype I の菌株

は，4 菌株が biovar N2，49 菌株が biovar 3，64 菌株が biovar 4 であった．興味深いことに，

ほとんどのショウガ分離株は biovar 4 であった．しかし，ショウガ分離株以外の菌株では，分

離植物と biovar との間に相関性は認められなかった． 

 タバコ葉に注入後，24 時間以内に注入部に HR 誘導能を示す R. solanacearum 菌株は，タ

バコ植物に対して病原性を示さない．また，タバコ植物に病原性のある菌株をタバコ葉に注入

接種した場合には，注入 14 日後までの間に，注入葉だけでなく植物体全身に萎凋症状が認め

られる．そこで，phylotype I に属する菌株のタバコ葉に対する HR 誘導能力と，タバコ植物

に対する病原性を解析するために，タバコ葉への注入接種を行った．phylotype I の 117 菌株 

 

  

 

 

 

phylotype IV の株  (code no. 68) を

outgroupとして用いた. 系統樹内の数値

はbootstrap確率を示す.（ ）内のイニシ

ャルはそれぞれの分離植物を示す: Tm, 

Solanum lycopersicum; Tb, Nicotiana 

tabacum; Ep, Solanum melongena; Po, 

Solanum tuberosum; Pe, Capsicum 

annuum; Li, Limonium sp.; An, 

Angelia keiskei; Ca, Campanula 

lactiflora; Sb, Fragaria sp.; Zo, Zinger 

officinale; Zm, Zinger mioga; Cu, 

Curcuma alismatifolia; St, Strelitzia 

reginae;  De, Delphinium sp. 

 

図2. GyrBの部分推定アミノ酸配列に

よる phylotype I の R. solanacearum

日本産菌株の系統樹 



 
-
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表1．R. solanacearum供試菌株の性質

Accession no.
amino acid

type
Accession no.

amino acid

type

2 8107 Solanum lycopersicum Nara HR I 4 AB508593 42 AB508473 2

3 MAFF 301524 Solanum tuberosum Nara HR I 4 AB508594 42 AB508474 2

5 MAFF 730103 Solanum lycopersicum Gunma HR I 4 AB508595 42 AB508475 2

6 MAFF 730126 Solanum melongena Nara HR I 4 AB508596 42 AB508476 2

8 MAFF 211471 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508597 42 AB508477 2

9 MAFF 211479 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508598 9 AB508478 9

17 MAFF 241639 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508599 9 AB508479 9

20 MAFF 241641 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508600 9 AB508480 9

21 MAFF 241642 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508601 9 AB508481 9

22 MAFF 241644 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508602 9 AB508482 9

23 MAFF 241645 Zingiber mioga Kochi HR I 3 AB508603 9 AB508483 9

24 MAFF 241646 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508604 9 AB508484 9

25 MAFF 211496 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508605 9 AB508485 9

26 MAFF 211491 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508606 26 AB508486 9

27 MAFF 211266 Solanum lycopersicum Hiroshima HR I 4 AB508607 42 AB508487 2

28 MAFF 211267 Solanum lycopersicum Shimane HR I 4 AB508608 42 AB508488 2

29 MAFF 211268 Solanum melongena Kochi HR I 4 AB508609 42 AB508489 2

30 MAFF 211269 Solanum melongena Kochi HR I 4 AB508610 42 AB508490 2

31 MAFF 211272 Curcuma alismatifolia Kochi HR I 4 AB508611 9 AB508491 9

32 MAFF 301070 Solanum lycopersicum Kochi HR I 3 AB508612 32 AB508492 2

33 MAFF 301520 Solanum melongena Saitama HR I 4 AB508613 42 AB508493 2

34 MAFF 301521 Solanum melongena Nara HR I 4 AB508614 42 AB508494 2

35 MAFF 301523 Solanum melongena Tokyo HR I 4 AB508615 42 AB508495 2

36 MAFF 301528 Solanum lycopersicum Gunma HR I 4 AB508616 42 AB508496 2

37 MAFF 301560 Strelitzia reginae Nagasaki HR I 3 AB508617 32 AB508497 2

38 MAFF 301841 Solanum melongena Kanagawa HR I 3 AB508618 32 AB508498 2

39 MAFF 302549 Limonium sp. Kochi HR I 3 AB508619 9 AB508499 2

40 MAFF 241654 Capsicum annuum Kochi HR I 4 AB508620 42 AB508500 2

41 MAFF 211516 Capsicum annuum Kochi Vir I 3 AB508621 42 AB508501 42

42 OE1-1 Solanum melongena Okayama Vir I 4 AB508622 42 AB508502 42

Code Phylotype biovar
gyrBegl

Strain Isolated from Prefecture
HR induction on

tobacco
：  
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Accession no.
amino acid

type
Accession no.

amino acid

type

44 MAFF 730138 Solanum lycopersicum Kochi Vir I 3 AB508623 42 AB508503 9

49 MAFF 211282 Solanum melongena Kochi Vir I 3 AB508624 42 AB508504 42

55 MAFF 241653 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508625 42 AB508505 42

56 MAFF 241658 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508626 42 AB508506 42

57 MAFF 241657 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508627 42 AB508507 42

58 MAFF 241638 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508628 42 AB508508 42

59 MAFF 241637 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508629 42 AB508509 42

60 MAFF 241636 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508630 42 AB508510 42

62 MAFF 241659 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508631 42 AB508511 42

63 MAFF 241656 Solanum melongena Kochi Vir I 4 AB508632 42 AB508512 42

66 MAFF 301485 Solanum lycopersicum Oita Vir I N2 AB508633 42 AB508513 66

68 MAFF 211271 Solanum tuberosum Shizuoka NT IV N2 AB508634 68 AB508514 68

69 MAFF 301069 Nicotiana tabacum Shizuoka Vir I 3 AB508635 42 AB508515 66

70 MAFF 301525 Solanum lycopersicum Tottori Vir I 3 AB508636 42 AB508516 42

71 MAFF 301527 Capsicum annuum Oita VIr I N2 AB508637 42 AB508517 66

72 MAFF 301558 Solanum tuberosum Nagasaki NT IV N2 AB508638 68 AB508518 68

73 MAFF 301559 Solanum tuberosum Nagasaki NT IV N2 AB508639 68 AB508519 68

74 MAFF 211514 Solanum lycopersicum Kochi Vir I 3 AB508640 42 AB508520 9

75 MAFF 241643 Solanum lycopersicum Kochi Vir I 3 AB508641 42 AB508521 42

78 MAFF 211274 Curcuma alismatifolia Kochi HR I 4 AB508642 9 AB508522 9

79 MAFF 211276 Curcuma alismatifolia Kochi HR I 4 AB508643 9 AB508523 9

80 MAFF 211278 Curcuma alismatifolia Kochi HR I 4 AB508644 9 AB508524 9

82 MAFF 241640 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508645 9 AB508525 9

85 MAFF 211492 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508646 9 AB508526 9

87 MAFF 211493 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508647 9 AB508527 9

88 MAFF 241660 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508648 9 AB508528 9

89 MAFF 211497 Zingiber mioga Kochi HR I 4 AB508649 9 AB508529 9

92 MAFF 211484 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508650 9 AB508530 9

93 MAFF 211486 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508651 9 AB508531 9

95 MAFF 241647 Zingiber officinale Kochi HR I 3 AB508652 32 AB508532 9

96 MAFF 241648 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508653 9 AB508533 2

biovar
egl gyrB

Code Strain Isolated from Prefecture
HR induction on

tobacco
Phylotype：

表１．（つづき） 
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Accession no.
amino acid

type
Accession no.

amino acid

type

99 MAFF 241649 Zingiber officinale Kochi HR I 3 AB508654 9 AB508534 9

101 MAFF 241650 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508655 9 AB508535 9

102 MAFF 241651 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508656 32 AB508536 2

103 MAFF 241652 Zingiber officinale Kochi HR I 4 AB508657 42 AB508537 2

106 MAFF 211499 Capsicum annuum Kochi HR I 4 AB508658 42 AB508538 2

112 MAFF 241655 Solanum melongena Kochi Vir I 3 AB508659 42 AB508539 42

201 SUPP100 Solanum melongena Chiba HR I 4 AB508660 42 AB508540 2

202 SUPP117 Solanum lycopersicum Saitama HR I 4 AB508661 42 AB508541 2

203 SUPP203 Strelitzia reginae Shizuoka HR I 3 AB508662 32 AB508542 2

205 SUPP1510 Delphinium sp. Shizuoka HR I 3 AB508663 205 AB508543 2

206 SUPP1541 Angelica keiskei Tokyo HR I 3 AB508664 32 AB508544 2

207 SUPP1725 Campanula lactiflora Shizuoka HR I 3 AB508665 32 AB508545 2

208 SUPP1875 Nicotiana tabacum Shizuoka Vir I 3 AB508666 42 AB508546 66

209 SUPP1876 Fragaria sp. Shizuoka Vir I 3 AB508667 42 AB508547 66

210 SUPP2164 Solanum lycopersicum Shizuoka Vir I 3 AB508668 42 AB508548 66

211 SUPP2531 Solanum lycopersicum Shizuoka Vir I N2 AB508669 42 AB508549 66

213 Rst018 Solanum lycopersicum Kumamoto Vir I 3 AB508670 42 AB508550 42

215 Rst016 Solanum lycopersicum Fukushima HR I 4 AB508671 42 AB508551 2

216 Rst017 Solanum lycopersicum Shizuoka HR I 3 AB508672 42 AB508552 2

217 Rst023 Solanum lycopersicum Nagano HR I 3 AB508673 42 AB508553 2

218 Rst026 Solanum melongena Yamanashi Vir I 3 AB508674 42 AB508554 42

219 Rst033 Solanum lycopersicum Hokkaido HR I 3 AB508675 42 AB508555 2

220 Rst043 Solanum lycopersicum Saitama HR I 3 AB508676 42 AB508556 2

221 Rst065 Solanum lycopersicum Saitama HR I 4 AB508677 42 AB508557 2

222 Rst067 Solanum lycopersicum Kumamoto Vir I N2 AB508678 42 AB508558 66

223 Rst069 Solanum lycopersicum Ehime HR I 4 AB508679 42 AB508559 2

224 Rst071 Solanum lycopersicum Kanagawa HR I 3 AB508680 9 AB508560 2

225 Rst087 Solanum lycopersicum Yamagata HR I 4 AB508681 42 AB508561 2

226 Rst095 Solanum lycopersicum Gunma HR I 3 AB508682 42 AB508562 2

227 HAIP001 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 4 AB508683 42 AB508563 2

228 HAIP004 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 4 AB508684 9 AB508564 2

egl gyrB
Code Strain Isolated from Prefecture

HR induction on

tobacco
Phylotype biovar：

表１．（つづき） 
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Accession no.
amino acid

type
Accession no.

amino acid

type

229 HAIP010 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508685 9 AB508565 2

230 HAIP016 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508686 32 AB508566 2

231 HAIP026 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508687 32 AB508567 2

232 HAIP067 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508688 32 AB508568 2

233 HAIP070 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508689 32 AB508569 2

234 HAIP101 Solanum melongena Hyogo HR I 4 AB508690 42 AB508570 2

235 HAIP104 Solanum melongena Hyogo HR I 3 AB508691 9 AB508571 2

236 HAIP107 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508692 32 AB508572 2

237 HAIP110 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508693 32 AB508573 2

238 HAIP119 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 3 AB508694 42 AB508574 2

239 HAIP122 Solanum lycopersicum Hyogo HR I 4 AB508695 42 AB508575 2

240 HAIP140 Solanum tuberosum Nagasaki HR I 4 AB508696 42 AB508576 2

241 HAIP141 Solanum tuberosum Nagasaki HR I 3 AB508697 42 AB508577 2

242 HAIP142 Capsicum annuum Hyogo Hr I 3 AB508698 42 AB508578 2

243 TBW A-1-1-1-1 Solanum lycopersicum Mie Vir I 3 AB508699 42 AB508579 42

244 06SM212A-2 Solanum melongena Mie HR I 4 AB508700 42 AB508580 2

245 PBW A-3-1-1 Capsicum annuum Mie HR I 3 AB508701 42 AB508581 2

246 PBW C-1 Capsicum annuum Mie HR I 4 AB508702 42 AB508582 2

247 8242 Solanum lycopersicum Tottori HR I 4 AB508703 42 AB508583 2

248 Nasu19 Solanum melongena Okayama Vir I 3 AB508704 42 AB508584 42

249 Nasu30-2 Solanum melongena Okayama Vir I 3 AB508705 42 AB508585 42

250 06-E-1 Solanum melongena Okayama Vir I 3 AB508706 42 AB508586 42

251 DTR07-1 Solanum melongena Okayama Vir I 3 AB508707 42 AB508587 42

252 Y17-4 Solanum lycopersicum Shiga Vir I 4 AB508708 42 AB508588 42

253 S293-1 Solanum lycopersicum Wakayama HR I 4 AB508709 42 AB508589 2

254 S507-1 Solanum lycopersicum Tochigi HR I 4 AB508710 42 AB508590 2

255 S434-3 Solanum melongena Okayama Vir I 3 AB508711 42 AB508591 42

256 S543-4 Solanum melongena Tochigi Vir I 3 AB508712 42 AB508592 42

gyrB
Code Strain Isolated from Prefecture

HR induction on

tobacco
Phylotype biovar

egl
：

表１．（つづき） 
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のうち，83 菌株がタバコ葉注入部に HR を誘導し，接種タバコ葉と植物に萎凋症状は認められ

なかった（表 1）．一方，34 菌株は，タバコ葉での HR 誘導能は示さず，接種後 14 日までの

間に接種タバコ葉と植物に萎凋症状が認められた．興味深いことに，GyrB のアミノ酸配列に

よる系統解析の結果でクラスターA に属した菌株はいずれもタバコ葉に HR を誘導せず，タバ

コ植物に病原性を示した．一方，クラスターB に属した菌株は，type 9 の 菌株を除き，タバ

コ葉に HR を誘導し，タバコ植物に病原性を示さなかった． 

 

4. 所感 

 Fegan and Prior (2005)は，R. solanacearum のアジア分離菌株の多くは phylotype I，東南

アジアとオーストラリア分離菌株の多くは phylotype IV，アフリカ分離菌株の多くは

phylotype III，および中南米分離株の多くは phylotype II であることを報告している．本研究

の結果から，我が国の分離株の多くが phylotype I であり，一部のジャガイモ分離株が

phylotype IV であることが明らかとなった．さらに，GyrB の部分アミノ酸配列を用いた分子

系統解析から，我が国の phylotype I の菌株は 2 種類の祖先に由来する 2 つのグループに類別

できる可能性が示唆された．さらに，これらの祖先はそれぞれタバコ葉に対する HR 誘導能と

タバコ植物に対する病原性を有していると考えられた．分離植物と biovar については，egl の

部分塩基配列による phylotype や GyrB の部分アミノ酸配列による分子系統との間に相関性が

認められず，多様化していたことから，寄生性と biovar の多様化の速度は egl の塩基置換や

GyrB のアミノ酸置換の速度よりも早いと推察された．タイプⅢ分泌系が欠損すると R. 

solanacearum の病原性は喪失する．さらに，R. solanacearum GMI1000 株のタバコ葉に対す

る HR の誘導において，タイプⅢエフェクターである avrA と popP1 がその主因であると報告

されている (Poueymiro et al., 2009)．一方，我々は，我が国の phylotype I に属する菌株の

AvrAのアミノ酸配列の保存性はきわめて高く，タバコ葉にHR誘導能を有する菌株でもpopP1

を有しない菌株があることを明らかにしている(Liu et al., 2009a）．すなわち，R. solanacerum

菌株の寄生性の進化・多様化について理解するためには，タイプⅢエフェクターの分子進化を

詳細に解析する必要があると考える． 

 

5. 謝辞   

本研究では，多くの方々にご支援とご協力をいただいた．相野公孝博士，川口章博士，溝口

仙太郎氏，中保一浩博士，塩見寛氏，矢野和孝氏および瀧川雄一博士には R. solanacearum 菌

株を分譲いただいた．Yingqin Liu 博士，神田絢美博士，木場章範博士および大西浩平博士に

は共同研究をしていただいた．さらに，青枯病コンソシアム「aogare」の参加者の皆様には適

切なご助言をいただいた．ここに記して，深く感謝の意を表する． 

 

2



 - 30 -

 

 

6. 参考文献 

1) Boucher, C.A., Barberis, P.A., Trigalet, A.P. and Demery, D.A. (1985) Transposon 

mutagenesis of Pseudomonas solanacearum: Isolation of Tn5-induced avirulent 

mutants. J. Gen. Microbiol 131: 2449-2457. 

2) Fegan, M. and Prior, P. (2005) How complex is the "Ralstonia solnacearum species 

complex"? In: Allen C, Prior P, Haywad AC (eds) Bacterial wilt: the disease and the 

Ralstonia solanacearum species complex. APS Press, St. Paul, MN, pp 449-462. 

3) Hayward, A.C. (1991) Biology and epidemiology of bacterial wilt caused by 

Pseudomonas solanacearum. Annu. Rev. Phytopathol. 29:65-87. 

4) Horita, M. and Tsuchiya, K. (2001) Genetic diversity of Japanese 421 strains of 

Ralstonia solanacearum. Phytopathology 91:399-407. 

5)  Liu, Y., Kanda, A., Kiba, A., Hikichi, Y. and Ohnishi, K. (2009a) Distribution of 

avirulence genes avrA and popP1 in phylotype I Japanese strains of Ralstonia 

solanacearum. J. Gen. Plant Pathol. 75:362-368. 

6)  Liu, Y., Kanda, A., Kiba, A., Hikichi, Y., Aino, M., Kawaguchi, A., Mizoguchi, S., 

Nakaho, K., Shiomi, H., Takikawa, Y. and Ohnishi, K. (2009b) Molecular typing of 

Japanese strains of Ralstonia solanacearum and the relationship with the ability to 

induce a hypersensitive reaction in tobacco. J. Gen. Plant Pathol. 75:369-380. 

7) Poueymiro, M., Cunnac, S., Barberis, P., Deslandes ,L., Peeters, N., Cazale-Noel, A.C., 

Boucher, C. and Genin, S. (2009) Two type III secretion system effectors from Ralstonia 

solanacearum GMI1000 determine host-range specificity on tobacco. Mol. Plant Microbe 

Interact. 22: 538-550. 

8) Villa, J.E., Tsuchiya, K., Horita, M., Natural, M., Opina, N. and Hyakumachi, M. (2005) 

Phylogenetic relationships of Ralstonia solanacearum species complex strains from Asia 

and other continents based on 16S rDNA, endoglucanase, and hrpB gene sequences. J. 

Gen .Plant Pathol. 71: 39-46 

9) Wakimoto, S., Uematsu, T. and Mukoo, H. (1968) Bacterial canker disease of tomato in 

Japan. 1. Isolation and identification of the causal bacteria, and resistance of tomato 

varieties against the disease. Bull. Natl. Inst. Agric. Sci. Ser. C. 22: 269-279. 

10)  Wicker, E., Grassart, L., Coranson-Beaudu, R., Mian, D., Guilbaud, C., Fegan, M. and 

Prior, P. (2007) Ralstonia solanacearum strains from Martinique (French West Indies) 

exhibiting a new pathogenic potential. Appl. Environ. Microbiol. 73:6790-6801. 

 



 - 31 -

Summary 

 

The genetic diversity of a total of 120 Ralstonia solanacearum strains isolated from a 

variety of host plants across Japan was assessed on the basis of phylogenetic analyses of 

endoglucanase gene egl and gyrB, and biovar, pathogenicity on tobacco. The phylogenetic 

analysis of egl revealed that only three strains belonged to phylotype IV and the rest 

strains belonged to phylotype I. Most of the strains isolated from the family Zingiberaceae 

were biovar 4. The phylogenetic analyses on the basis of partial amino acid sequences of 

GyrB revealed that the phylotype I strains were grouped into four of GyrB types. We 

observed that the strains belonging to specific GyrB types (type 42 and type 66) wilted 

tobacco and the strains belonging to the rest of GyrB types (type 2 and type 9) elicited HR, 

demonstrating that pathogenicity on tobacco is genetically differentiated in the Japanese 

strains of R. solanacearum.   
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1. 目的 

生態系における植物遺体の分解者として重要な役割を担っている微生物の中でも，菌類は難分解

性の高分子化合物であるリグニンを強力に分解できる点で独特の位置を占めている（Osono， 

2007）．菌類によるリグニン分解は森林や農耕地の土壌の機能維持に深く関わっており，最近では，

その分解活性を利用した毒性の高い多環芳香族炭化水素等の汚染物質の分解・除去にも期待が寄せ

られている（Rosenbrock et al.，1997; Novotny et al.，2004）．菌類の有するリグニン分解特性を

定量的に評価し，強力なリグニン分解菌をスクリーニングし遺伝資源として保存・利用することは

基礎・応用面での意義が大きい． 

従来，リグニン分解菌類の探索・収集や分解特性の評価は，主に温帯域において，木材の白色腐

朽菌を中心に進められてきた．一方，落葉でも菌類によるリグニン分解が認められるが，その分解

特性については不明な点が多い．熱帯・亜熱帯域では落葉に含まれるリグニンが活発に分解されて

おり，それにともなって落葉が白色化（漂白）することが知られているものの，漂白に関わるリグ

ニン分解菌類の機能的な多様性を評価した例はこれまでにない． 

亜熱帯域に位置する沖縄本島では，菌類によるリグニン分解の結果，落葉の漂白現象が認められ

る．本研究では，落葉の漂白部から分離･収集した菌類のリグニン分解特性を，培養系における滅菌

落葉への接種試験により定量的に評価した．また，農業生物資源ジーンバンクに登録されている，

これら落葉漂白菌類の近縁種の菌株についても，リグニン分解特性の評価と比較を行った． 

 

2. 材料と方法 

1) 供試菌株 

沖縄本島北部の沖縄県国頭郡国頭村に位置する琉球大学農学部付属亜熱帯フィールド科学教育研
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究センター内の亜熱帯常緑広葉樹林において 2007 年 3 月～2008 年 5 月に採取した分離源由来の

49 菌株を用いた．うち 47 菌株は，農業生物資源ジーンバンクに新規登録した（MAFF 241586〜

241597，241599〜241616，241618〜241634； 表 1）．残る 2 菌株［菌株番号 07061021（Xylaria），

07110219b（Mycena）］は，実験供試後に菌糸生長が認められなくなったため登録を断念した．供

試 49 菌株は，落葉の漂白部上の菌類子実体の組織（図 1），ないし子実体から形成された複数胞子

を直接 1％麦芽寒天培地に移植することにより，あるいは 1％麦芽寒天培地上に置床した表面殺菌

処理後の落葉漂白部から伸長した単菌糸を分離することにより得た．49 菌株の内訳は，担子菌類 6

属［Crinipellis 3 菌株, Gymnopus 5 菌株, ラクノクラジア科の未同定属（a lachnocladiaceous 

genus）2 菌株，Marasmiellus 3 菌株, Marasmius 5 菌株, Mycena 16 菌株］および子嚢菌類3 属

（Coccomyces 4 菌株, Lophodermium 7 菌株, Xylaria 4 菌株）のあわせて 9 属である．なお，これ

らと同属の農業生物資源ジーンバンク保存 7 菌株［Lophodermium sp. (MAFF 239561)，

Marasmius aukubae (MAFF 435088)，Marasmiellus candidus (MAFF 460144)，Mycena 

chlorophos (MAFF 305759)，Mycena luteopallens (MAFF 430287)，Mycena sanguinolenta 

(MAFF 430360)，Xylaria polymorpha (MAFF 305713)］についてもリグニン分解特性の評価と比

較を行った． 

 

表 1．供試した沖縄本島北部産の新規登録 47 菌株 

菌類・属 MAFF番号 

担子菌類  
Crinipellis 241588, 241601, 241605 
Gymnopus 241609, 241611, 241612, 241614, 

241616 
a lachnocladiaceous 
genus 

241630, 241631 

Marasmiellus 241610, 241613, 241615 
Marasmius 241587, 241591, 241602, 241603, 

241632 
Mycena 241586, 241589, 241590, 241592, 

241593, 241594, 241595, 241596, 
241597, 241604, 241606, 241625, 
241626, 241627, 241628 

子嚢菌類  
Coccomyces 241607, 241608, 241618, 241633 
Lophodermium 241619, 241620, 241621, 241622, 

241623, 241624, 241634 
Xylaria 241599, 241600, 241629 

 

2) 接種試験 

リターフォール時期の 2008 年 3 月に同調査地の林床から採取したイタジイ（Castanopsis 

sieboldii）とイジュ（Schima wallichii）の新規落葉を接種試験に用いた．葉は幅 2～3 cm 程度に

図 1．分離に用いた菌類子実体

の例 
（Marasmius，スケール：1cm）
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切り分け，送風乾燥機内 40℃下で 1 週間乾燥後，エチレンオキサイドガスを用いて 60℃，6 時間

滅菌した．各菌株を 1％麦芽エキス寒天平板で 14～21 日間培養し，生育した菌叢周縁部から滅菌

済みコルクボーラー（直径 6 mm）により打ち抜いた寒天プラグを接種源とした．2％素寒天培地

20 mlを含む直径 9 cm の深皿シャーレに滅菌した落葉片 300 mg と接種源を置床し，暗黒条件の恒

温培養庫内で 12 週間培養した（図 2）．分離源の採取地点の年平均気温が約 22℃であることと，過

去の同様の接種試験が 20℃で行われていることから（Osono and Takeda，2002; Osono et al.，

2003），本接種試験においても培養温度は 20℃とした．培養後に落葉を回収し，上記と同様に乾燥

重量を測定した（以下，接種区とよぶ）．菌株を接種せず培養した対照区，培養前の初期区の落葉（300 

mg）についても同様に乾燥重量を測定した．4反復の試験により，培養期間における落葉の重量減

少率を次の式で求めた：重量減少率（％）＝（対照区の落葉重量－接種区の落葉重量）×100／初期

区の落葉重量（300 mg）×100． 

イタジイ・イジュのいずれかの樹種で落葉の重量

減少率が 4.9％以上であった 44 菌株について，4 反

復分の重量測定後落葉試料を混合粉砕した後，硫酸

法によりリグニン含有量を測定した（King and 

Heath，1967）．接種区，対照区，初期区のそれぞ

れの落葉に含まれるリグニン量を求め，上述の式に

より培養期間におけるリグニンの重量減少率（％）

を求めた．菌株ごとの選択的リグニン分解の指標と

して，リグニン−落葉重量減少比（Lignin to weight 

loss ratio, L/W）を次の式により計算した：L/W＝

リグニンの重量減少率／落葉の重量減少率．  

 

3) DNA塩基配列による分離菌株の分類群の推定 

2％麦芽培地で 1 週間程度培養して得た各菌株の菌体から改変 CTAB 法により DNA を抽出し，

28S rDNAのD1-D2 領域をPCRにより増幅した．プライマーはD1 と NL4 を用いた．一部の菌

株については，rDNA の ITS 領域も解析対象とし，プライマーは ITS1F と ITS4 を用いた．PCR

産物を精製後，それらをテンプレートとしてシークエンス反応を行い，塩基配列を決定した．実験

の手順は大園・広瀬（2009）に従った．分類群の推定は，配列データをもとにNCBI のBLAST 検

索により行った． 

 

3. 結果 

供試した全 49 菌株がイタジイ・イジュ落葉に漂白を引き起こした（図 2）．落葉の重量減少率（初

期重量に対する％）の平均値（最小値―最大値）は，イタジイで 14.2％（2.3―34.3％），イジュで

13.4％（-0.4―32.0％）であった．イタジイ・イジュ落葉の重量減少を最も大幅に引き起こしたのは，

イタジイ落葉の漂白部上に発生した子実体から分離したMycena属4菌株（MAFF 241604，241594，

図 2．培養系で MAFF 241604（Mycena）
による分解と漂白を受けたイタジイ落葉  
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241586，241590）であった．イタジイとイジュの間で，菌株による落葉の重量減少率に有意差は

なかった（対応のある t 検定，t=0.89，p>0.05）． 

リグニン分析を行った 44 菌株の接種区で求めたリグニン重量減少率の平均値（最小値―最大値）

は，イタジイで 24.7％（0.7―62.6％），イジュで 22.6％（0.5―55.9％）であった．イタジイ落葉中

のリグニン重量減少率が最も高かったのはCrinipellis属の1菌株（MAFF 241601）であり，Mycena

属の 3 菌株（MAFF 241589，241590，241586）とラクノクラジア科未同定属の 1 菌株（MAFF 

241630）がそれに続いた．イジュ落葉中のリグニン重量減少率が最も高かったのはLophodermium

属の 1 菌株（MAFF 241619）であり，ラクノクラジア科未同定属の 2 菌株（MAFF 241630，241631）

がそれに続いた．イタジイとイジュの落葉の間で，44 菌株によるリグニンの重量減少率に有意差は

なかった（対応のある t 検定，t=1.29，p>0.05）． 

選択的リグニン分解の指標であるL/Wの平均値（最小値―最大値）は，イタジイで 1.6（0.04―3.2），

イジュで 1.6（0.04―2.9）であった．イタジイ落葉では，Crinipellis属の 1 菌株（MAFF 241601），

Mycena 属の 1 菌株（MAFF 241592），Gymnopus属の 2 菌株（MAFF 241609，241611）でL/W

が高かった．イジュ落葉では，Gymnopus 属の 2 菌株（MAFF 241614，241609），Coccomyces

属の 1 菌株（MAFF 241618），Mycena 属の 1 菌株（MAFF 241727）でL/Wが高かった．イタジ

イとイジュの落葉の間で，44菌株のL/Wに有意差はなかった（対応のあるt検定，t=0.46，p>0.05）． 

表 2．供試菌の接種による落葉の重量減少率 
 イタジイ イジュ 

学名[菌株数]（MAFF番号；菌株番号） 平均値 最小値 最大値 平均値 最小値 最大値

Crinipellis  [3] 
（MAFF 241588, 241601, 241605） 

17.1 15.6 19.7 12.9 9.9 16.4

Gymnopus  [5] 
（MAFF 241609, 241611, 241612, 241614, 
241616) 

13.9 10.0 20.1 9.3 2.4 17.4

a lachnocladiaceous genus  [2] 
（MAFF 241630, 241631) 

20.3 19.6 20.9 30.0 29.9 30.1

Marasmiellus  [3] 
（MAFF 241610, 241613, 241615) 

15.1 11.5 20.0 15.9 13.4 19.9

Marasmius  [5] 
（MAFF 241587, 241591, 241602, 241603, 
241632) 

8.1 4.3 10.6 4.1 1.1 7.7

Mycena  [16] 
（MAFF 241586, 241589, 241590, 241592, 
241593, 241594, 241595, 241596, 241597, 
241604, 241606, 241625, 241626, 241627, 
241628; 07110219b） 

18.5 2.3 34.3 14.6 -0.4 30.3

Coccomyces  [4] 
（MAFF 241607, 241608, 241618, 241633) 

7.8 3.2 12.9 9.0 0.6 19.8

Lophodermium  [7] 
（MAFF 241619, 241620, 241621, 241622, 
241623, 241624, 241634) 

11.5 4.2 15.9 17.5 0.7 32.0

Xylaria  [4] 
（MAFF 241599, 241600, 241629; 
07061021） 

10.3 5.7 17.7 13.3 4.9 22.5
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表 3．供試菌の接種によるリグニンの重量減少率 

 イタジイ イジュ 
学名[菌株数]（MAFF番号；菌株番号） 平均値 最小値 最大値 平均値 最小値 最大値

Crinipellis  [3] 
（MAFF 241588, 241601, 241605） 

39.5 27.7 62.6 19.8 16.1 25.2

Gymnopus  [5] 
（MAFF 241609, 241611, 241612, 241614, 
241616) 

25.9 14.3 32.5 18.7 3.1 37.6

a lachnocladiaceous genus  [2] 
（MAFF 241630, 241631) 

41.2 40.7 41.8 52.4 50.4 54.4

Marasmiellus  [3] 
（MAFF 241610, 241613, 241615) 

28.8 22.4 33.0 31.0 25.7 39.4

Marasmius  [4] 
（MAFF 241591, 241602, 241603, 241632) 

16.6 4.9 21.9 9.0 3.3 13.7

Mycena  [15] 
（MAFF 241586, 241589, 241590, 241592, 
241593, 241594, 241595, 241596, 241604, 
241606, 241625, 241626, 241627, 241628; 
07110219b） 

26.5 0.7 49.2 21.5 2.5 41.0

Coccomyces  [3] 
（MAFF 241607, 241618, 241633) 

16.7 8.0 24.1 21.0 14.2 29.5

Lophodermium  [6] 
（MAFF 241619, 241620, 241621, 241623, 
241624, 241634) 

24.1 6.9 33.0 32.9 12.2 55.9

Xylaria  [3] 
（MAFF 241599, 241629; 07061021） 

3.9 0.8 6.9 7.9 0.5 15.8

表 4．供試菌の選択的リグニン分解の指標（L/W） 

 イタジイ イジュ 
学名[菌株数]（MAFF番号； 菌株番号） 平均値 最小値 最大値 平均値 最小値 最大値 

Crinipellis  [3] 
（MAFF 241588, 241601, 241605） 

2.2 1.7 3.2 1.5 1.5 1.6

Gymnopus  [5] 
（MAFF 241609, 241611, 241612, 241614, 
241616) 

1.9 1.3 2.3 1.9 1.3 2.2

a lachnocladiaceous genus  [2] 
（MAFF 241630, 241631) 

2.0 1.9 2.1 1.7 1.7 1.8

Marasmiellus  [3] 
（MAFF 241610, 241613, 241615) 

2.0 1.6 2.3 1.9 1.9 2.0

Marasmius  [4] 
（MAFF 241591, 241602, 241603, 241632) 

1.7 1.0 2.1 2.1 1.8 2.9

Mycena  [15] 
（MAFF 241586, 241589, 241590, 241592, 
241593, 241594, 241595, 241596, 241604, 
241606, 241625, 241626, 241627, 241628; 
07110219b） 

1.3 0.1 2.3 1.4 0.9 2.1

Coccomyces  [3] 
（MAFF 241607, 241618, 241633) 

1.9 1.6 2.3 1.9 1.5 2.2

Lophodermium  [6] 
（MAFF 241619, 241620, 241621, 241623, 
241624, 241634) 

1.8 1.2 2.1 1.6 1.4 1.7

Xylaria  [3] 
（MAFF 241599, 241629; 07061021） 

0.4 0.0 0.7 0.4 0.0 0.7
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属別にみると，イタジイ落葉の重量減少率はラクノクラジア科未同定属，Mycena，Crinipellis

などの担子菌類で，子嚢菌類よりも高い傾向が認められたが，イジュ落葉では担子菌類と子嚢菌類

の間の差は比較的小さかった（表 2）．Crinipellis と Marasmius，Mycena では落葉の重量減少率

がイジュよりもイタジイで有意に高かった（対応のある t 検定，Crinipellis t=4.62，P<0.05；

Marasmius t=6.06，P<0.01；Mycena t=7.00，P<0.001）．リグニン重量減少率はイタジイ落葉で

はラクノクラジア科未同定属，Crinipellis で高く，Xylaria で低い傾向が認められ，イジュ落葉で

はラクノクラジア科未同定属で高く，Marasmius，Xylaria で低い傾向が認められた（表 3）．Mycena

では，イタジイ落葉でのリグニン重量減少率がイジュ落葉のそれよりも有意に高かった（対応のあ

る t 検定，t=3.24，P<0.01）．L/WはXylaria を除く 8属ではイタジイで 1.3―2.2，イジュで 1.4―2.1

となった（表 4）．Xylaria のL/Wはいずれの落葉でも 0.4 であり，他の属に比べて低かった． 

49菌株の28S rDNAのD1-D2領域シーケンスデータの相同性に基づいて分類学的所属を検討し

た結果，ほとんどの菌株について属ないし科が推定されたが（図 3），種が特定された菌株はない．

分離源として用いた子実体の形態観察によっても種を特定することは困難であり，現時点では種同

定に至っていない． 

農業生物資源ジーンバンクに保存されていた 7 供試菌株では，MAFF 460144（Marasmiellus 

candidus）がもっとも大幅な落葉の重量減少を起した（表 5）．その一方で，MAFF 435088

（Marasmius aukubae）は落葉分解力をほとんど示さなかった．リグニン分解の点からみても，

MAFF 460144（M. candidus）は大幅なリグニンの重量減少率を示し，L/W（選択的リグニン分解

の指標）はイタジイで 1.1，イジュで 0.9 であった．これ以外の 6 菌株では，顕著なリグニン分解

活性は認められなかった．MAFF 460144（Marasmiellus candidus）によるリグニンの重量減少

＼重量減少率 落葉 リグニン  L/W  

MAFF番号（学 名） イタジイ イジュ イタジイ イジュ  イタジイ イジュ

MAFF 460144 (Marasmiellus candidus) 35.5 31.6 38.0 26.9  1.1 0.9

MAFF 239561 (Lophodermium sp.) 10.7 4.0 4.5 -0.6  0.4 -0.1

MAFF 305713 (Xylaria polymorpha) 9.4 4.2 2.1 2.8  0.2 0.7

MAFF 430287 (Mycena luteopallens) 6.2 6.8 5.6 3.5  0.9 0.5

MAFF 305759 (Mycena chlorophos) 4.9 3.0 0.1 0.1  0.0 0.0

MAFF 430360 (Mycena sanguinolenta) 2.9 5.3 0.4 3.9  0.1 0.7

MAFF 435088 (Marasmius aukubae) 0.5 -0.9 nd nd  nd nd

nd：分析を行わなかった．       

表 5．農業生物資源ジーンバンク保存菌株の接種による落葉およびリグニンの重量減少率， 

選択的リグニン分解の指標(L/W)（落葉の重量減少率の値は 4 反復の平均値） 



 - 39 -

率は，沖縄本島産の同属の 3 菌株（イタジイで 22.4―33.0％，イジュで 25.7―39.4％，表 3）と同

程度であったが，L/W は沖縄本島産の 3 菌株（イタジイで 1.6―2.3，イジュで 1.9―2.0，表 4）に

比べると低かった． 

 

図 3．接種試験に用いた新規登録菌株の 28S rDNA 部分塩基配列に基づく近隣結合系統樹  

50％以上のブートストラップ値を枝上に示す． 
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4. 考察 

本研究では，沖縄本島において収集した菌株を用い，落葉漂白菌類が高いリグニン分解力を持つ

ことを定量的に示した．このことから，落葉漂白菌類は野外において活発にリグニン分解に関与し

ているものと考えられる．また，本研究に用いた菌株は選択的リグニン分解の活性も高いといえる．

例えばわが国の冷温帯で採取された落葉分解菌 9 菌株をブナ落葉に接種した同様の実験では

（Osono and Takeda，2002），リグニンの重量減少率は 3.9―33.2％，L/W（選択的リグニン分解

の指標）は0.1―1.5であった．またカラマツ落葉に9菌株を接種した実験では（Osono et al.，2003），

リグニンの重量減少率は-3.7―39.6％，L/W は-0.5―3.3 であった．亜熱帯産の落葉分解菌類を対象

としたリグニン分解活性のスクリーニングはこれまでほとんど行われていないことから，本研究で

得た知見の新規性は高い．なお，農業生物資源ジーンバンクに登録されている落葉漂白菌類の近縁

種 7 菌株のうち，MAFF 460144（Marasmiellus candidus）が比較的高いリグニン分解活性を示

した．本菌株によるリグニンの重量減少率は，沖縄本島産の同属菌株と同程度であったが，L/Wは

0.9―1.1 と低かった． 

本研究では，種同定には至らなかったものの，高いリグニン分解活性を持ち，またより選択的に

リグニンを分解する活性を示す新たな菌株を数多くスクリーニングできた．今後，これらの遺伝資

源としての活用が期待される．なお，種同定については，引き続き検討する予定である． 
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Summary 

 

Ligninolytic activity of 49 fungal isolates each identified into 6 basidiomycetous or 3 

ascomycetous genera was assessed with the litterdecomposition test in pure culture. The 

isolates were obtained from bleached parts of fallen leaves collected from a subtropical forest in 

Okinawa Island, Japan. Weight loss of sterilized flesh litter of Castanopsis sieboldii and Schima 

wallichii was determined after 12-week incubation at 20 ºC for individual fungal isolates. All of 

the isolates showed bleaching activity. Most of the isolates caused significant mass loss of lignin 

in litter, and the greatest mass loss of lignin was caused by isolates of an unidentified genus of 

the Lachnocladiaceae. Isolates of the eight genera except Xylaria caused selective 

delignification, with lignin to weight loss ratio of 1.3-2.2. Most of the subtropical isolates showed 

comparative mass loss of lignin and greater activity of selective delignification than MAFF 

strains of related genera examined in this study. The 47 isolates were deposited to NIAS 

Genebank with accessions of MAFF 241586-241597, 241599-241616, 241618-241634. 
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これまでの探索収集調査実績

年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

昭62 害虫防除に利用する微生物の探索および特性解明 昆虫寄生菌 果樹試験場 柳　沼　勝　彦 長野県 S62.07.27～S62.07.29

岩手県　青森県 S62.10.22～S62.10.24

静岡県 S62.12.07～S62.12.08

香川県および愛媛県における魚類病原菌およびウイルスの 魚類病原細菌 養殖研究所 反　町　　　稔 香川県　愛媛県 S62.11.07～S62.10.13

探索収集 魚類病原ウイルス 佐　古　　　浩

前　野　幸　男

多糖類分解酵素の生産菌の探索および特性解明 多糖類分解菌 食品総合研究所 原　口　和　朋 千葉県 S62.10.13～S62.10.24

北海道の各種飼料に着生する有用微生物の収集 飼料微生物 畜産試験場 原　　　慎一郎 北海道 S62.09.24～S62.09.29

窒素固定菌の探索収集とその有効利用 窒素固定菌 農業生物資源研究所 蒲　生　卓　磨 タイ S62.09.01～S62.09.22

反芻家畜寄生性住血吸虫の探索および収集 家畜寄生性原虫 家畜衛生試験場 南　　　哲　郎 インドネシア S62.11.29～S62.12.19

昭63 小笠原諸島の亜熱帯農業環境における菌類遺伝資源の収集 植物病原菌 農業環境技術研究所 佐　藤　豊　三 小笠原諸島 S63.07.01～S63.07.06

および特性解明 木材腐朽菌 (父島　母島)

果樹の根頭がんしゅ病菌およびブドウウイルス病様症状の 植物病原ウイルス 果樹試験場 今　田　　　準 岩手県　青森県 S63.06.20～S63.06.23

探索収集および特性解明 植物病原細菌 澤　田　宏　之 山形県　秋田県

亜熱帯地域に生息する食品関連の特殊糸状菌の収集 カビ毒生産菌 食品総合研究所 鶴　田　　　理 沖縄県 S63.11.05～S63.11.10

北海道における大型褐藻分解細菌の探索収集 大型褐藻分解細菌 中央水産研究所 中　山　昭　彦 北海道 S63.07.04～S63.07.06

内　田　基　晴

ネパール国における伝統的な発酵食品の調査および食品微 発酵微生物 食品総合研究所 新　国　佐　幸 ネパール S63.10.11～S63.11.01

生物の調査

平元 沖縄における食用きのこ遺伝資源の探索収集および特性解明 食用きのこ 森林総合研究所 根　田　　　仁 沖縄県 H01.10.13～H01.11.19

都城市周辺圃場におけるアフラトキシン生産菌の探索収集 糸状菌 食品総合研究所 岡　崎　　　博 宮崎県 H01.08.23～H01.08.25

タイにおけるさび病菌の重複寄生菌の調査・収集 拮抗微生物 農業環境技術研究所 佐　藤　豊　三 タイ H01.10.02～H01.10.21

平2 キオビエダシャクの病原糸状菌の探索収集 糸状菌 森林総合研究所 島　津　光　明 沖縄県 H02.12.18～H02.12.21

ソルガム紫斑点病菌の交配用菌株等の探索 糸状菌 草地試験場 月　星　隆　雄 九州 H02.09.09～H02.09.12

特殊環境微生物の探索と利用 特殊環境微生物 食品総合研究所 川　澄　俊　之 九州 H02.10.15～H02.10.18

ニュージーランドにおけるきのこ類の探索収集 食用きのこ 森林総合研究所 根　田　　　仁 ﾆｭｰｼﾞｰﾗﾝﾄﾞ H03.03.13～H03.03.27

沖縄県林業試験場 宮　城　　　健

平3 高知県における木材腐朽菌遺伝資源の探索収集 木材腐朽菌 森林総合研究所 服　部　　　力 高知県 H03.11.12～H03.11.15

セルロース合成および分解真菌の探索収集および特性解明 鞭毛菌類・子嚢菌類 農業環境技術研究所 大久保　博　人 北海道 H03.09.24～H03.09.28

北海道におけるコムギ植物体上微小菌類の収集 微小菌類 農業生物資源研究所 青　木　孝　之 北海道 H03.07.08～H03.07.12

米粒の品質劣化に影響する病原菌類相と侵害機作の解明 糸状菌 農業研究ｾﾝﾀｰ 内　藤　秀　樹 山口県 H03.09.23～H03.09.25

タイにおける特殊環境微生物（好塩菌）の探索収集 特殊微生物 食品総合研究所 川　澄　俊　之 タイ H03.07.25～H03.08.20

平4 ナシ黒星病菌のDMI剤感受性のモニタリング 糸状菌 果樹試験場 石　井　英　夫 佐賀県 H04.07.18～H04.07.20

九州における樹木寄生糸状菌類の調査と収集 糸状菌 森林総合研究所 金　子　　　繁 大分県・熊本県 H04.09.22～H04.09.27

中華人民共和国雲南省におけるイネいもち病菌の探索収集 糸状菌 農業研究ｾﾝﾀｰ 内　藤　秀　樹 中国 H04.09.19～H04.09.29



 
- 44 -

年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

平5 小笠原諸島におけるさび病菌の重複寄生菌の調査・収集 糸状菌 四国農業試験場 佐　藤　豊　三 小笠原諸島 H05.12.08～H05.12.15
九州地域におけるイネ白葉枯病菌各種レースの探索・収集 植物病原細菌 農業生物資源研究所 加　来　久　敏 長崎県・熊本県 H05.09.25～H05.09.28

宮崎県

タイ国におけるサイレージ用高温性乳酸菌の探索・収集 乳酸菌 草地試験場 大　桃　定　洋 タイ H05.08.25～H05.09.13
静岡県畜産試験場 片　山　信　也

平6 北海道に発生する植物病原MLOの探索と収集 植物病原微生物 農業研究ｾﾝﾀｰ 塩　見　敏　樹 北海道 H06.08.30～H06.09.03
東北地方におけるナラタケ属菌の生態と分類学的検討 担子菌類 森林総合研究所 長谷川　絵　里 青森県・岩手県 H06.09.12～H06.09.13

山形県・宮城県 H06.10.06～H06.10.07
福島県 H06.10.11～H06.10.12

H06.10.20～H06.10.21
H06.10.24～H06.10.25

オーストラリアにおけるAgrobacterium 属細菌の探索・収集 植物病原細菌 農業環境技術研究所 澤　田　宏　之 オーストラリア H07.03.08～H07.03.22
静岡県農業試験場 牧　野　孝　宏

スリランカ国におけるイネ病原微生物の探索収集 植物病原細菌 農業生物資源研究所 落　合　弘　和 スリランカ H07.02.25～H07.03.08
京都府立大学 堀　野　　　修

北海道十勝農業試験場 宮　島　邦　之

平7 沖縄における放線菌根菌（フランキア菌）の探査と収集 窒素固定微生物 森林総合研究所 山　中　高　史 沖縄県 H07.09.18～H07.09.21
南西諸島における拮抗性シュードモナス属細菌の探索と収集 拮抗細菌 農業生物資源研究所 土　屋　健　一 沖縄県 H07.11.25～H07.12.04
中国におけるダイズ根粒菌等有用微生物の探索・収集に関 共生微生物 農業生物資源研究所 横　山　　　正 中国 H07.07.15～H07.08.01
する共同調査 長野県中信農業試験場 村　上　敏　文

平8 北海道における発酵食品微生物の収集 食品微生物 食品総合研究所 森　　　勝　美 北海道 H08.11.26～H08.11.30
山田(伊豫)知枝

中　島　博　文

島　　　　　純

九州地方におけるカメムシ類共生微生物の探索と収集 共生微生物 果樹試験場 三　代　浩　二 福岡県・熊本県 H08.10.14～H08.10.19
大分県

ネパールにおける新規拮抗微生物の探索収集 拮抗微生物 農業生物資源研究所 堀　田　光　生 ネパール H08.09.24～H08.10.08
兵庫県中央農業技術ｾﾝﾀｰ 相　野　公　孝

平9 長崎県福江島、壱岐及び対馬におけるカンキツかいよう病 細菌 果樹試験場 塩　谷　　　浩 対馬・壱岐 H09.08.21～H09.08.22
菌の収集 尾　崎　克　己 福江島 H09.09.25～H09.09.26

H09.10.23～H09.10.24
タイ国でのカンキツトリステザウイルス弱毒、強毒系統の ウイルス 果樹試験場 家　城　洋　之 タイ H09.08.27～H09.09.11
探索・収集

沖縄県での暖地型イネ科植物ミイラ穂病菌の探索・収集 糸状菌 草地試験場 月　星　隆　雄 沖縄本島 H10.02.26～H10.03.02
石垣島

平10 離島及び西日本地域のブナ帯における主要栽培きのこの野 担子菌 森林総合研究所 馬場崎　勝　彦 南九州・佐渡島 H10.10.26～H10.11.20
生菌株の収集と特性評価 宮　崎　安　将 紀伊半島

奄美大島におけるサトウキビ上生息糸状菌類の収集と特性 糸状菌 農業生物資源研究所 青　木　孝　之 奄美大島 H10.11.30～H10.12.06
評価

台湾におけるVA菌根菌の探索と収集 共生微生物 草地試験場 斉　藤　雅　典 台湾 H11.01.16～H11.01.24
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年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

平11 沖縄における乳酸菌の収集と特性評価 乳酸菌 畜産試験場 木　元　広　実 沖縄県 H11.08.25～H11.09.01

東北地域におけるイチゴうどんこ病に対する拮抗微生物の 拮抗微生物 野菜・茶業試験場 小板橋　基　夫 栃木県・福島県 H12.01.18～H12.01.21

収集と特性評価 青森県・岩手県

宮城県

ロシア極東地域におけるSteinernema 属・Heterorhabditis属 線虫 農業環境技術研究所 吉　田　睦　浩 ロシア H11.09.05～H11.10.07

昆虫病原性線虫およびそれらの共生細菌の収集と特性評価 共生細菌

平12 沖縄におけるいもち病菌の収集と特性評価 糸状菌 中央農業総合研究ｾﾝﾀｰ 宮　坂　　　篤 沖縄県 H12.10.17～H12.10.20

園　田　亮　一

東北地方北部地域及び長野県におけるナメコ等食用きのこの 担子菌 森林総合研究所 馬場崎　勝　彦 長野県・青森県 H12.10.17～H12.10.19

収集と特性評価 岩手県林業技術ｾﾝﾀｰ 宮　崎　安　将 秋田県 H12.10.30～H12.11.02

青森県林業試験場 上　部　明　広

坂　本　尚　美

インドネシアにおける植物病原および共生シュードモナスの 細菌 農業環境技術研究所 土　屋　健　一 インドネシア H12.11.19～H12.12.03

収集と特性評価

平13 沖縄県における園芸作物病原菌等の収集と特性評価 糸状菌 農業生物資源研究所 佐　藤　豊　三 沖縄県 H13.11.01～H13.11.07

沖縄県でのイネ科植物寄生性Bipolaris , Curvularia , 糸状菌 農業環境技術研究所 月　星　隆　雄 沖縄県 H14.02.18～H14.02.22

Exserohilum属菌の収集

沖縄県におけるサトウキビから分離される細菌の収集と特性 細菌 農業環境技術研究所 篠　原　弘　亮 沖縄県 H13.11.25～H13.12.01

解明

南西諸島における植物病原細菌の探索収集 細菌 農業生物資源研究所 堀　田　光　生 南西諸島 H14.01.23～H14.01.30

平14 南九州におけるイネ科植物内生性窒素固定細菌の収集と評価 窒素固定細菌 国際農林水産業研究ｾﾝﾀｰ 安　藤　康　雄 宮崎県 H14.09.01～H14.09.05

鹿児島県

長野、群馬、新潟県におけるダイズシストセンチュウ並びに 線虫 中央農業総合研究ｾﾝﾀｰ 相　場　　　聡 長野県・群馬県 H14.10.21～H14.10.25

ネコブセンチュウの収集 水久保　隆　之 新潟県 H14.11.12～H14.11.13

伊　藤　賢　治

富山県におけるキク立枯れ性病害の収集と特性評価 糸状菌 花き研究所 築　尾　嘉　章 富山県 H14.11.25～H14.11.26

サトウキビ白すじ病菌の探索・収集 細菌 農業環境技術研究所 對　馬　誠　也 沖縄県 H14.12.09～H14.12.13

北東北地域における発酵関連糸状菌の探索収集 発酵関連糸状菌 食品総合研究所 柏　木　　　豊 青森県 H14.12.18～H14.12.20

冬期ベトナム北部における野菜発酵食品由来微生物の収集 発酵関連微生物 食品総合研究所 稲　津　康　弘 ベトナム H14.03.03～H14.03.16

と特性評価

平15 北海道でのイネ科植物寄生性Bipolaris , Drechslera , 糸状菌 農業環境技術研究所 月　星　隆　雄 北海道 H15.08.25～H15.08.29

Exserohilum属菌の収集

キク立枯れ性病害の病原菌の探索・収集 糸状菌 花き研究所 伊　藤　陽　子 香川県 H15.09.04～H15.09.05

築　尾　嘉　章

富山県および新潟県におけるダイズシストセンチュウの収集 線虫 中央農業総合研究ｾﾝﾀｰ 相　場　　　聡 富山県 H15.11.04～H15.11.05

新潟県 H15.11.06～H15.11.07

アメリカ合衆国の微生物遺伝資源保存機関の視察 卵菌類等 農業生物資源研究所 竹　内　香　純 アメリカ合衆国 H15.10.07～H15.10.09

飯　田　元　子
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年度 調　査　課　題 対象微生物 担　当　機　関 担　当　者 派　遣　先 期　　間

平16 特異な分布をとる新規アフラトキシン産生菌の探索 糸状菌 信州大学 後　藤　哲　久 長野県 H16.07.16～H16.08.06
（信越地方）

屋久島、奄美大島における昆虫病原糸状菌の探索・収集 糸状菌 果樹研究所 栁　沼　勝　彦 鹿児島県 H16.10.18～H16.10.23
中国における飼料作物・家畜腸内由来乳酸菌の収集と評価 乳酸菌 畜産草地研究所 蔡　　　義　民 中国 H16.09.17～H16.10.24

平17 植物内生酵母の探索と特性解析 酵母 北海道農業研究ｾﾝﾀｰ 斎　藤　勝　一 北海道 H17.06   ～H17.09
実用栽培品種ダイズ根粒菌の探索収集 根粒菌 青森県農林総合研究ｾﾝﾀｰ 桑　田　博　隆 青森県 H17.03.15

近　藤　伸　子

岩　谷　香緒里

台湾・マレーシアにおけるチャもち病菌の探索収集 糸状菌 農業生物資源研究所 長　尾　英　幸 台湾 H17.04.25～H17.05.10
マレーシア H18.01.24～H18.02.09

平18 キャベツ黒腐病菌及びファージの探索収集 植物病原細菌 中央農業総合研究ｾﾝﾀｰ 井　上　康　宏 長野県・茨城県 H18.07.26～H18.12.05
ファージ 松　浦　貴　之 群馬県・東京都

畔　上　耕　児 三重県・静岡県

岐阜県

ニンジンこぶ病菌の探索収集 植物病原細菌 青森県農林総合研究ｾﾝﾀｰ 桑　田　博　隆 青森県 H18.09.16～H18.10.10
岩　谷　香緒里

島根大田と熊本阿蘇の草地における 菌根菌 畜産草地研究所 小　島　知　子 島根県・熊本県 H18.05.21～H18.05.24
アーバスキュラー菌根菌の探索収集 H18.11.05～H18.11.08
東京都の園芸作物に発生した本邦初産属種を含む 植物病原糸状菌 東京都農林総合研究ｾﾝﾀｰ 竹　内　　　純

植物病原菌類の特性評価 堀　江　博　道

東京農業大学 廣　岡　裕　吏

夏　秋　啓　子

平19 西南暖地におけるDark-septate endophytic fungi (DSE) 糸状菌 茨城大学 成　澤　才　彦 茨城県・沖縄県 H19.08.23～H19.08.25
の採集とその生態解明 鹿児島県

西南暖地の未知の植物病原性分生子果不完全菌の収集 植物病原糸状菌 三重大学 中　島　千　晴 鹿児島県 H19.05.28～H19.05.31
沖縄県 H19.11.17～H19.11.20

キクわい化ウイロイドの探索収集 ウイロイド 花き研究所 松　下　陽　介 鹿児島県 H19.07.23～H19.07.26

中国チベットにおける伝統発酵飼料・食品由来乳酸菌の 乳酸菌 畜産草地研究所 蔡　　　義　民 中国 H19.09.06～H19.09.28
収集と分類

ミャンマー連邦におけるいもち病菌の探索収集 植物病原糸状菌 農業生物資源研究所 林　　　長　生 ミャンマー H19.09.22～H19.10.03
東京農業大学 入　江　憲　治

トマト青枯病菌Ralstonia solanacearumに感染する ファージ 名古屋大学 浅　川　　　晋

ファージの特性評価

平20 南西諸島の主要作物に発生する細菌性病害の 植物病原細菌 九州大学 土　屋　健　一 沖縄県 H20.12.20～H20.12.24
探索と病原細菌の収集

国内産Pestalotiopsis属菌の系統分類と 植物病原糸状菌 玉川大学 渡　辺　京　子 宮城県 H20.9.19
拮抗性微生物としての可能性 茨城県 H20.9.20

神奈川県 H20.10.11
静岡県 H20.10.26

各種園芸作物の病原菌の収集と 植物病原糸状菌 首都大学東京 古　川　聡　子 東京都・埼玉県 H20.5以降、複数回

それらの胞子形成能を維持した簡易保存法の検討 茨城県など

Phylotype決定に基づいた青枯病菌 Ralstonia solanacearum 植物病原細菌 高知大学 曵　地　康　史

国内菌株の系統再分類による青枯病菌インベントリーの作成

西南暖地において収集した落葉漂白菌類のリグニン分解特性の評価 糸状菌 京都大学 大　園　享　司

（特性調査）

（特性調査）

（特性調査）

（特性調査）
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センターバンクにおける探索収集調査の取り組み 
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ポインセチアとバコパに未知の病害を起こす炭疽病菌A-42

2004年9月，香川県観音寺市のポインセチア苗に未知の病害が発生 → 病原菌を特定2004年9月，香川県観音寺市のポインセチア苗に未知の病害が発生 → 病原菌を特定

発病株

病斑上分生子層病斑上分生子層

分生子

接種11日後接種11日後

分離菌株の病原性立証

ポインセチア炭疽病
（国内初発生）を提案
佐藤ら（2008）日植病報 74 :175

ポインセチアポインセチア炭疽病炭疽病
（国内初発生）を提案（国内初発生）を提案
佐藤ら（佐藤ら（20082008）日植病報）日植病報 74 :17574 :175

剛毛

付着器

分子系統樹

Colletotrichum capsici と同定Colletotrichum capsici Colletotrichum capsici と同定と同定

診断用菌株をジーン
バンクから公開

診断用菌株を診断用菌株をジーンジーン
バンクから公開バンクから公開

MAFF239896MAFF239896

MAFF239897MAFF239897

分離菌株分離菌株 MAFF239896MAFF239896

分離菌株分離菌株 MAFF239897MAFF239897

分離菌株分離菌株 MAFF239896MAFF239896

発表者名:佐藤豊三・富岡啓介・青木孝之・澤田宏之・永井利郎・大高伸明・ 遠藤眞智子・廣岡裕吏*・森脇丈治**・
森 隆充***・小金澤碩城****，所属：ジーンバンク、*USDA  ARS，**中央農研，***香川農試，****（株）カネコ種苗
問合わせ先: 029-838-7058，s1043@affrc.go.jp,_ジーンバンク： http://www.gene.affrc.go.jp/about-micro.php

2007年2月，群馬県伊勢崎市のバコパ苗に未知の病害が発生 → 病原菌を特定2007年2月，群馬県伊勢崎市のバコパ苗に未知の病害が発生 → 病原菌を特定

接種10日後 分離菌株の病原性病原性立証

剛毛剛毛

培養コロニー

発病葉

分子系統樹

バコパ炭疽病（新
病害）を提案 佐藤ら

(2008) 日植病報 73:33-34

バコパバコパ炭疽病炭疽病（新（新

病害）を提案病害）を提案 佐藤ら佐藤ら

(2008) (2008) 日植病報日植病報 73:3373:33--3434

分生子

付着器

Colletotrichum destructivumと同定Colletotrichum destructivumと同定と同定

診断用菌株を
ジーンバンク
から公開

診断用菌株を診断用菌株を
ジーンバンクジーンバンク
から公開から公開

MAFF240194MAFF240194

分離菌株 MAFF240194MAFF240194

分離菌株分離菌株 MAFF240194MAFF240194

分離菌株分離菌株 MAFF240194MAFF240194

C.destructivumC.destructivum群群
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<<菌株の分類学的再検討の経緯と必要性菌株の分類学的再検討の経緯と必要性>>
農業生物資源ジーンバンクの微生物部門では、従来から糸

状菌菌株の定期検査等においてそれらの生存率以外に菌叢
の状態や顕微鏡的な形態観察を行い、菌株の品質管理に努
めてきた。近年、フザリウム属菌等ではDNA塩基配列の比較

解析に基づく分子系統学的研究が進み、本属菌の多くの種が
複数種を内在する種複合体であることが明らかにされてきた。
また、種の分割・再定義も次々に進められる状況にある。

((１１)) GibberellaGibberella fujikuroifujikuroi 種複合体種複合体 (The (The GFGF--complex)complex)
Fusarium moniliforme Sheldonについては、従来の種の定

義が曖昧なため、その学名が極端に広い種の範囲を指すこと
から多くの種内種の存在が指摘された。近年、詳細な形態観
察と分子系統学的考察に基づき、その近縁の別種として約35
種が分割・識別、記載された（Nirenberg・O’Donnell, 1998; 
O’Donnell・Nirenberg, 1998)。また、狭義のF. moniliformeが
F. verticillioides (Sacc.) Nirenbergの後参の異名であることも
明らかにされ、ISPP/ICTF 傘下のFusarium分類系統小委員
会により、分類学的混乱を避ける目的でF. moniliformeの学
名の使用中止が勧告された(Seifertら，2003)。しかし、多くの

菌株コレクションでは種内の再分類が完了しておらず、いまだ
旧定義のままF. moniliformeの学名を継続使用している。

((２２)) FusariumFusarium graminearumgraminearum 種複合体種複合体 (The (The FGFG--complex)complex)
Fusarium graminearum Schwabeはムギ類赤かび病の主原

因菌として著名であるが、従来の種の定義は単一種を指さず、
これも種複合体であることが明らかにされた。多遺伝子領域の
DNA塩基配列の解析とGCPSR (Taylorら, 2000) に基づく考
察により、現時点で11の系統学的種に分割、再定義されてい
る(O’Donnellら, 2004; Starkeyら, 2007)。

((３３)) FusariumFusarium oxysporumoxysporum 種複合体種複合体 (The (The FOFO--complex)complex)
Fusarium oxysporum Schlecht.は様々な作物の病害を引き

起こす多犯性の植物病原菌である。従来、植物宿主に対応し
て多くの分化型（forma specialis: f. sp.)が区別されてきたが、

分子系統学的解析によってその人為性が近年指摘される。ま
た、従来の種の定義内に複数種を含むことも指摘される。

そこで，農業生物資源ジーンバンクに保存のGF種複合体
（旧F. moniliforme）70菌株とFG種複合体（F. graminearum
とF. roseum Link）75菌株、 FO種複合体（F. oxysporum）148
菌株についてHistone H3遺伝子領域のDNA塩基配列を決定

し、これら菌株の分子系統学的位置づけを再検討した。
Histone H3遺伝子領域のPCR増幅には、GF種複合体とFO
種複合体にはH3-1aとH3-1b (Steenkampら, 2000)の、 FG
種複合体にはH3F1とH3R1 (O’Donnellら, 2004)のプライ

マー・セットを用いた。比較の為の標準菌株の塩基配列は
GenBankの登録データ及びO’Donnellら(2004)の公開データ
を用い、近隣結合法（NJ法）等で解析した。GenBankの登録

データの菌学名については、データの基礎となった菌株の分
類学的位置づけを検討し、最新の学名に変更して適用した。

<<分子系統解析に基づく保存菌株の再分類結果分子系統解析に基づく保存菌株の再分類結果>>
NJ法に基づく上記種複合体の系統解析結果を図1～3に示す。
GF種複合体の70菌株からは56菌株のF. fujikuroi Nirenberg、
7菌株のF. proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach et 
Nirenberg、4菌株のF. subglutinans (Wollenw. et Reinking) P.E. 
Nelson et al.が再同定された。GF種複合体の3菌株については
TEF (translation elongation factor 1-α)遺伝子領域のDNA
塩基配列を合わせ決定し、 GenBankの登録データと比較検
討したところ、 F. concentricum Nirenberg & O’Donnellと再同
定された。FG種複合体の75菌株からは18菌株のF. 
graminearum s. str.（狭義）と57菌株のF. asiaticum O’Donnell 
et al.が再同定された。また、ジーンバンクに保存されるF. 
oxysporumの登録株の殆ど（124菌株）がFO種複合体の菌で
あることを再確認し、21のハプロタイプからなる3クレードに分
かれたが、24菌株については本種複合体の菌ではなく、新種、
日本新産種を含む、少なくとも8種の異なるフザリウム属菌で

あることを明らかにした。新種については今後記載を行う。

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
305952

60

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
305951

59

Fusarium
graminearum

Fusarium
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57
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Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236489

47

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236488

46

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236487

45

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236486

44

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236485

43

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236484

42

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
236483

41

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235996

40

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235981

39

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235980

38

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235979

37

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235735

36

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235732

35

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
235550

34

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
111234

33

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
111233

32

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
111232

31

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
111231

30

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
111230

29

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101090

28

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101089

27

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101087

26

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101085

25

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101083

24

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101080

23

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101079

22

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101076

21

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101075

20

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101074

19

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101070

18

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101067

17

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101065

16

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101063

15

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101062

14

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101060

13

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101058

12

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101057

11

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101055

10

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101054

9

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101053

8

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101051

7

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101036

6

Fusarium
graminearum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101035

5

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101034

4

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101033

3

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101032

2

Fusarium
asiaticum

Fusarium
graminearum

MAFF 
101031

1

再同定学
名

旧登録学
名

MAFF 
番号

Fusarium
concentricum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
425585

70

Fusarium
concentricum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
425090

69

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
425089

68

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305133

67

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305132

66

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305130

65

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305129

64

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305128

63

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305127

62

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
305126

61

Fusarium
concentricum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
239266

60

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
237602

59

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236878

58

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236877

57

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236876

56

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236875

55

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236874

54

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236873

53

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236872

52

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236871

51

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236870

50

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236869

49

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236463

48

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236462

47

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236461

46

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236460

45

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236459

44

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236458

43

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236457

42

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236408

41

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236407

40

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
236406

39

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235993

38

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235992

37

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235970

36

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235969

35

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235968

34

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235967

33

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235966

32

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235965

31

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235964

30

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235963

29

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235962

28

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235962

27

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235961

26

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235960

25

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235959

24

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235958

23

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235957

22

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235956

21

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235955

20

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235954

19

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235953

18

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235952

17

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235951

16

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235950

15

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235949

14

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235819

13

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235463

12

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235462

11

Fusarium
subglutinans

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235364

10

Fusarium
subglutinans

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235363

9

Fusarium
subglutinans

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235362

8

Fusarium
subglutinans

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235361

7

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235360

6

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235359

5

Fusarium
proliferatum

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235358

4

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235152

3

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235151

2

Fusarium
fujikuroi

Fusarium
moniliforme

MAFF 
235040

1

再同定学
名

旧登録学
名

MAFF 
番号

(表1) GF種複合体菌株 (表2) FG種複合体菌株

農業生物資源農業生物資源ジーンバンクに保存されジーンバンクに保存されるフザリウム属菌株のるフザリウム属菌株の
分子情報に基づく再分類と推奨菌株セットの選定分子情報に基づく再分類と推奨菌株セットの選定

発表者名：青木孝之・佐藤豊三・澤田宏之・永井利郎・富岡啓介， 所属：ジ－ンバンク， 問合わせ先: 029-838-7053，taoki@nias.affrc.go.jp

表1～3.   菌株の学名変更

（MAFF登録菌株のみを表示）

図2

図1
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図3

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
240304

24

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
238249

23

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236948

22

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236947

21

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236520

20

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236519

19

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236518

18

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236517

17

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236515

16

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236514

15

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236439

14

Fusarium sp. 
nov. (new sp.)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
236438

13

Fusarium
redolens

Fusarium
oxysporum

MAFF 
306337

12

Fusarium
redolens

Fusarium
oxysporum

MAFF 
306336

11

Fusarium
redolens

Fusarium
oxysporum

MAFF 
306335

10

Fusarium
redolens

Fusarium
oxysporum

MAFF 
306334

9

再同定学
名

旧登録学
名

MAFF 
番号

(表3b) FO種複合体菌株

(表3a) FO種複合体菌株

（学名変更菌株のみを表示）

Fusarium
denticulatum

Fusarium
oxysporum

MAFF 
305606

8

Fusarium sp. 
(the FS omplex)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
305115

7

Fusarium sp. 
(cf. begoniae)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
238805

6

Fusarium sp.(cf. 
polyphialidicum)

Fusarium
oxysporum

MAFF 
425092

5

Fusarium
proliferatum

Fusarium
oxysporum

MAFF 
425091

4

Fusarium
concentricum

Fusarium
oxysporum

MAFF 
410718

3

Fusarium
proliferatum

Fusarium
oxysporum

MAFF 
410716

2

Fusarium
proliferatum

Fusarium
oxysporum

MAFF 
410715

1

再同定学
名

旧登録学
名

MAFF 
番号

これら再同定菌株のMAFFジーンバンクに

おける表示学名については現在更新中であ
る（表１～3）。再同定菌株については培養下

での性状等を点検し、各菌種ごとに良好な
菌株を「配布のための「配布のための推奨菌株」推奨菌株」として選定
する準備を進めているところである。

（イネばか苗病菌）

（ムギ類赤かび病菌）

（ムギ類赤かび病菌）
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Agrobacterium 属細菌の分類をめぐる諸問題

発表論文 ：

• 澤田宏之ら (2006/2007) 日本微生物資源学会誌 22(2):117-121, 23(1):29-34, 23(2):95-99.

• Young, J.M., Kuykendall, L.D., Martinez-Romero, E., Kerr, A. and Sawada, H. (2001) Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51: 89-103.
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発表者名 : 澤田宏之・永井利郎・富岡啓介・青木孝之・佐藤豊三・大高伸明・遠藤眞智子 所属： 基盤研究領域 ジーンバンク

問合わせ先: 029-838-7053、 sawada@affrc.go.jp

（1）多くの病原性関連遺伝子が伝達性プラスミド上に存在している

病原性が種レベルの分類基準となっているAのシステムでは、プラスミドの脱落や獲得が起こる
たびに分類上の所属（種）が変わってしまう

Aのシステムにはさまざまな問題がある

A. tumefaciens A. rhizogenesA. radiobacter

がんしゅを作る 非病原性 毛根を誘導する

（２）biovar は種のレベルで扱うべき自然分類群である

染色体にコードされた性質に基づいて研究が進められるにしたがって、各biovarが独立した
分類群であることを示すデータが次々に提出されるようになった

（例）DNA-DNA 相同性に基づく比較

Bのシステムにも多くの問題がある

Agrobacterium / Rhizobium の両属のメ

ンバーは、きわめて単系統性の高いクラス

ターとしてまとまった

ただし、「それぞれの属ごとにまとま

る」 という傾向は全く認められない！

クラスター内で両属のメンバーが無

秩序に混在している

 共生および病原性プラスミドの多くは自己伝達性である

両属間で実験的に交換可能・自然界でも交換の事例多数あり

＞プラスミド上の遺伝子群が正常に発現して 機能する

（=遺伝的背景（染色体の遺伝子型）が類似している）

Agrobacterium sp. (Ti) Rhizobium sp. (pSym) ?

がんしゅを作る 根粒を作る

プラスミドの交換・脱落が両属のメンバーによって、

進化の過程で実際に繰り広げられてきた

それぞれのプラスミドを有する菌が系統樹において

無秩序に混在する、という状況がもたらされた

特定のプラスミドを有している菌が人為的に拾い上げられ、属としてまとめら

れたのがこれまでの分類体系（A・Bのシステム）である

プラスミドに依拠した人為分類 = A・B のシステム

＝

◆ プラスミドの種類に依拠した人為分類は不安定である

◆ 植物以外の分離源由来の菌株は、どうやって分類・同定するのか？

＞ 説得力のある接種試験の設計は難しい

◆ 植物との親和性が認められない “環境細菌” は名前が付けられない

＞「所属不明菌」のまま放置せざるを得ない

◆ 16S rDNAのホモロジー検索で所属を推定することが盛んに行われている現状に

全く対応できていない

＞ 誤った同定 ＞ ノイズの拡大再生産

分子系統解析において、 Agrobacterium 属と Rhizobium 属に属する既知菌種は、

単系統群としてまとまる

各種表現形質や化学分類学的性質に関しても多くの共通点が認められている

• 分類が安定する / 同定において行き詰まることがなくなる

• どのような環境細菌であっても、必要に応じて属の定義を微調整するだけで

「Rhizobium 属の新種」として記載できる

• ホモロジー検索、系統解析ベースの所属の推定にも対応できる

両属を1つにまとめて新生「Rhizobium 属」とする ＝ C のシステム

Agrobacterium 属には３つの異なる分類システムがある

アウトグループへ

5遺伝子の連結データ

ベイズ (GTR+I+G)

Agrobacterium 属細菌

Rhizobium 属細菌

Sinorhizobium 属細菌

“環境細菌”いずれのシステムも規約上は有効であり、どれを使っても間違いにはならない

＞では実際、どれを使えばいいのだろうか？（分類のユーザーは混乱している）

（1）Rhizobium とどう違うのか？
ー分子系統の視点よりー

（2）Rhizobium とどう違うのか？
ープラスミド交換の視点よりー

AやBが抱えている問題はさまざまな弊害をもたらす 解決策としてCのシステムを提唱した

Ri プラスミドTi プラスミド
Sym 
プラスミド

Ti プラスミド
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日本で分離されたBacillus subtilis (natto) バクテリオファージのタイピング

研究の狙い

納豆産業において、納豆菌を溶菌するバクテリオファージは一つ
の脅威となっている。NIASジーンバンク(GB)では醗酵不良の納豆
などから分離したバクテリオファージを２０株保有しているが、それら
について類別と特性解析を行った。

またGBでは、MAFF登録株についていくつかの基準に従い、推奨
株を選別し、その情報をユーザに提供することが課題となっている。
本研究は、推奨株選択の一つのテストケースと位置づけている。

A-45

発表者名:永井利郎・山崎福容・佐藤豊三・青木孝之・澤田宏之・富岡啓介・大高伸明・遠藤眞智子・廣岡裕吏
問合わせ先: nag@affrc.go.jp

Strain name Origin                                MAFF number

Group I

JNCHUP natto, Oct. 1980 270104

JNDMP natto, Feb. 1981 270105

JNHMP natto, Feb. 1981 270106

Group II

P-1 abnormal natto, Jan. 1980 270101

DMP natto, May 1980 270102

MIP natto, May 1980 270103

MOP abnormal natto, Jul. 1981 270107
THP abnormal natto, Jul. 1981 270108

THAP abnormal natto, Dec. 1981 270109

SUP abnormal natto, Dec. 1981 270110

KKP abnormal natto, Mar. 1982 270111

KKP-GE industrial sewage, Mar. 1982 270112

SS1P abnormal natto, Dec. 1983 270113

SS2P abnormal natto, Dec. 1983 270114

ONPA abnormal natto, Aug. 1984 270115

ONPB abnormal natto, Aug. 1984 270116

ONPC abnormal natto, Sep. 1985 270117
FUKUSHOGUNP abnormal natto, Oct. 1985 270118

ONPD abnormal natto, Aug. 1986 270119

SUP-SS1P not recorded 270120

ジーンバンク保存のファージ株

サザンブロット法によるグルーピング
とファージの形態

研究成果

サザンブロット法によりファージ株２０株は２つのグループ(グルー
プI及びII)に分けることができた。お互いのグループのDNAの間に
はホモロジーは無く、全く独立したものであることが分かった。ただし、
宿主域については、お互いのグループではかなりの部分で重なって
いた。いわゆる納豆菌についてはいくつかの例外があるもののほと
んどが両グループのファージに感染するが、土壌から分離される枯
草菌については感染性をあまり示さなかった。

次に、両グループから代表株を選び、それらの基本的性質を調べ
た．グループIはフレキシブルな尾部を持ったファージで、ゲノムサイ
ズは40 kbであった。一方、グループIIは鞘を有する尾部をもち，ゲノ
ムサイズは90 kbであった。グループIIの方が耐熱温度は10℃程度
高かった。いずれもバーストサイズは100であったが、潜伏期はグ
ループIIが55分、グループIは35分であった。

今後の展開

納豆製造業においては、ファージの脅威というのはぬぐい切れて
いない状況にあり、感染の早期発見、被害予測などの技術が必要
である。本研究はその技術に資するものであり、GB保存のファージ
株はそのような応用研究に利用されていくものと期待される。

一方、GBでは、数多くの同種の保存株の中からある基準に従った
推奨株(例えば分類を基準とするのであればタイプ株)を選択して、
それに関する情報を積極的に公開することを計画している。本研究
はそのテストケースでもある。今後は、現在稼働している微生物
データベースの構造を改良し、推奨株の情報提供の仕組みを実装
していく必要がある。

参考（発表論文・特許・謝辞・助成等）
日本微生物資源学会・日本食品科学工学会で口頭発表
Bacillus subtilis (natto) bacteriophages isolated in Japan , FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY RESEARCH(投稿中)

グループI

グループII

耐熱性試験一段増殖曲線宿主域を基にした
クラスタ解析
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ヒアシンス腐敗病  （病原菌株 MAFF239499） 
2001 年 1 月，香川県の温室で鉢植栽培中のヒアシンスに，花柄や葉に現れ
た水浸状病斑が拡大し地上部が腐敗する病害を認めた．PDA 上で気中菌糸
に富み淡紅～暗赤色の菌叢となる糸状菌が病斑から高率に分離された．分

離菌株は SNA，25ºC，BLB 下で子のう殻，厚壁胞子，分生子柄および分生
子を生じた．子のう殻は暗紫～黒色，孔口のある類球形，高さ 180～280 
µm，幅 160～240 µm．子のうは無色，棍棒形，長さ 60～86 µm，幅 10～12 
µm，8 個の子のう胞子を内生した．子のう胞子は無色，両端が丸い紡錘～ソ
ーセージ形，2～4 細胞，大きさ 18～26 × 2～4 µm．分生子柄は無色，長さ 4
～8 µm，幅2～3 µm，分枝する場合があり，先端のモノフィアライドから生じた

分生子は無色，脚胞のある鎌形，4～7 細胞，大きさ 28～48 × 3～5 µm．以
上より本菌を Gibberella zeae (Schweinitz) Petch [アナモルフ Fusarium 
graminearum Schwabe]と同定した．本同定結果は分離菌株のヒストン H3塩

基配列解析からも裏付けられた．分離菌株のPDA菌叢片を健全ヒアシンスに
貼付接種した結果，原病徴が再現され，接種菌が再分離された．本病を新病
害としてヒアシンス腐敗病と名付けた． 

ナルコユリ炭疽病  （病原菌株 MAFF239500） 
2001 年 5 月，香川県で露地栽培中のナルコユリに斑点・葉枯性病害を認め
た．初め，葉に直径 1 mm 以下の退緑斑点が現れる．病斑は葉脈に沿って拡
大し紡錘～筋状となり，やがて罹病組織が乾燥し葉枯・落葉に至る．多湿条

件で病斑には黒褐色の剛毛を有する分生子層が現れ，オリーブ色を帯びた
淡橙色の分生子粘塊が生じた．分離菌株は PDA，25ºC，BLB 下で緑色を帯
びる灰～暗灰色の菌叢を形成し，病斑上と同様の分生子層を生じた．分生子

は分生子形成細胞先端のモノフィアライドから生じ，無色単細胞，表面平滑，
鎌形，大きさ 16～22 × 3～4 µm であった．PCA，25ºC，BLB 下で生じた付着
器は暗灰褐色，楕円～不整形，大きさ 10～16 × 6～9 µm であった．以上よ

り，本菌を Colletotrichum dematium (Persoon: Fries) Grove と同定した．本
同定結果は分離菌株の rDNA ITS1 塩基配列解析からも裏付けられた．分離
菌株の分生子懸濁液を健全なナルコユリの有傷葉表面に滴下接種した結

果，原病徴が再現され，接種菌が再分離された．本病を新病害としてナルコ
ユリ炭疽病と名付けた． 

Symptoms and pathogen morphology of Fusarium rot of hyacinth caused by 
Gibberella zeae. 
a, b Natural symptoms and signs. a Rot of leaves, peduncles and flowers. b Mycelia 
of the pathogen on the diseased flowers. c Colony of isolate MAFF239499 grown 
on PDA at 25ºC in the dark for 10 days. d–i Morphology of the pathogen (isolate 
MAFF239499) cultured on SNA at 25ºC under black light for 2–3 weeks. d, e A 
black perithecium with ascospores emerging from the ostiolum (bar: 100 µm). f Asci 
containing immature ascospores (bar: 20µm). g Three-septate ascospores (bar: 
10µm). h A monophialide bearing conidia (bar: 10µm). i Chlamydospores (bar: 
10µm). j, k Reproduction of the natural symptoms by inoculation with isolate 
MAFF239499. j Symptoms on red-flowered cv. Woodstock 3 weeks after 
inoculation (left: control). k Symptoms on blue-flowered cv. Delft blue 3 weeks after 
inoculation (left: control). 

Symptoms and pathogen morphology of anthracnose of Polygonatum falcatum
caused by Colletotrichum dematium. 
a–c Natural symptoms and signs. a Leaf spot to leaf blight. b, c Acervuli with dark 
brown setae and mucilaginous conidial masses appeared on a foliar lesion under 
moist conditions (bar: 100 µm). d–f Morphology of the pathogen (isolate 
MAFF239500) on artificial media. d Colony grown on PDA at 25ºC in the dark for 
10 days (upper: surface side; lower: reverse side). e Conidia formed on the colony 
(d) (bar: 10 µm). f Appressoria formed through slide culture on PCA at 25ºC under 
black light for 7 days (bar: 20 µm). g–i Symptoms reproduced 2 weeks after 
inoculation on needle-picked leaves with isolate MAFF239500. g A plant 
inoculated (left leaves: control). h Foliar lesions (left: surface side of a control leaf; 
center: surface side of an inoculated leaf; right: reverse side of an inoculated leaf). i 
Acervuli appeared on a foliar lesion under a moist condition. 
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