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1 はじめに

植物病原細菌 による立枯病 ナRalstonia solanacearum （

ス科植物青枯病）は、土壌伝染性で病勢の進展が早く葉

たばこ栽培に大きな減収をもたらす重要病害である。

立枯病の効果的な防除を行うためには、土壌中の病原

細菌密度を把握することが重要であるが、選択培地を用

た立枯病菌の検出・定量では 乾土未満の汚染土10 cfu/g3

壌から立枯病菌を安定的に検出することは困難である。

そこで液体選択培地で土壌中の立枯病菌を増殖させた

後、特異的プライマーを用いて行う 法 を利BIO-PCR 1）

用して本菌を高感度に検出する方法を検討した。

2 試験方法

( )立枯病菌に特異的なプライマーの作製1
のタイプⅢ分泌系のエフェクRalstonia solanacearum

２）ター遺伝子と推定される レギュロン遺伝子hrp hpx2
の配列を基に立枯病菌に特異的プライマーの設計を行っ

た。

( ) による立枯病菌の検出方法2 BIO-PCR
土壌中からの 試料の調製は、土壌 に対してPCR 10g

液体選択培地 を加え、一定時間培養し、SMSA 100ml
その懸濁液 に の を加え 分間煮90μl 10μl 0.5N NaOH 5
沸したものを 試料とした（図１ 。PCR ）

3 PCR( )

は と Ⅰを用いて図２PCR TaKaRa LA Taq GC Buffer
Perkin Elmer Thermal cyclerに示す反応条件に従って 社

で実施した。9600

( )土壌中の立枯病菌の検出4
立枯病菌（ ）を 乾土に調製した汚T01-02 2.3×10 cfu/g1

染土壌（褐色森林土）を用いて による検出をBIO-PCR
行った。次に、選択培地を用いた希釈平板法で立枯病菌

が検出されなかった低汚染土壌について、同様に立枯病

菌の検出を試みた。

による土壌中からの立枯病菌の検出法図１ BIO-PCR

PCRの反応液組成と反応条件図２

3 試験結果及び考察

(1) 立枯病菌に特異的なプライマー

立枯病菌のエフェクター遺伝子を基にプライマーセッ

ト ， と ， を作製した（図hpx2-A hpx2-B hpx2-C hpx2-D
３ 。このプライマーセットを用いた で得られた産） PCR
物 を アガロースゲルで電気泳動後、エチジウム5μl 2%
ブロマイド染色を行ったところ、 の増幅が確認さDNA
れた。立枯病菌（レース 、生理型 、 ）では、それぞ1 3 4
れ と の 産物が得られた（図３ 。988bp 145bp PCR ）

立枯病菌に特異的な プライマー図３ hpx2



( ) プライマーの検出感度と特異性3 hpx2
検出感度については に調製した立枯病3.7×10 cfu/ml7

菌液（ ）を段階希釈し、 試料として各プラT01-02 PCR
PCR hpx2-Aイマーセットを用いて を行った その結果。 、

hpx2-B PCR 10 cfu/ml PCRと を用いた では のレベルで、
3

産物が確認できた。また、 と を用いたhpx2-C hpx2-D
では の低濃度でも検出可能であっnested PCR 10 cfu/ml0

た（図４ 。立枯病菌以外の植物病原細菌や土壌から分）

、離された細菌についても同様に 試料として調製しPCR
と を用いた を行った。hpx2-A hpx2-B PCR

と を用いた では、植物病原細菌hpx2-A hpx2-B PCR
を含む 属、 属、 属Pseudomonas Burkholderia Acidovorax
および 属細菌 菌株および 培地Herbaspirillum 18 SMSA
で出現する土壌細菌８株でも 産物が認められなかPCR
ったことから、立枯病菌の検出用プライマーとして特異

性が高いと考えられた（表１ 。）

土壌中からの立枯病菌の検出(4)
乾土に調製した汚染土壌から に2.3×10 cfu/g BIO-PCR1

よって得られた試料について と を用いhpx2-A hpx2-B
た では 時間の培養では、 の増幅が確認でPCR 24 DNA
きなかった。しかし、 と のプライマーをhpx2-C hpx2-D
用いた では、 時間培養の試料から立枯nested PCR 12
病菌由来と推定される 産物が確認された（図５ 。PCR ）

次に、選択培地を用いた希釈平板法では立枯病菌が検

出されなかったタバコ栽培土壌について、同様に病原細

菌の検出を試みた。その結果、 と を用いhpx2-C hpx2-D
た により、選択培地では検出できない低レnested PCR
ベルの汚染土壌から立枯病菌の存在を確認することがで

きた（表２ 。）

nestedPCRでの立枯病菌の検出感度図４

による土壌中からの立枯病菌の検出図５ BIO-PCR
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植物、土壌から分離された細菌に対するhpx2-A表１

とhpx2-Bを用いたPCR

低汚染土壌からの立枯病菌の検出表２

まとめ4

今回、選択培地による増菌法とPCRを組み合わせたBIO

-PCRにより、従来の検出限界以下の10 cfu/g乾土レベル1

で土壌中から立枯病菌の検出が可能となった。

立枯病菌は低密度でも発病する可能性が高いことか

ら、高感度での検出が可能となったことは、ほ場ごとの

菌密度の把握が可能となり適切な防除に生かせると考え

られる。
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