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Studies　on　the　Diagnosis　of　Foreign　Bacterial　Diseases　of　Quarantine　Significance　VI．

Detection　of　Curtobacterium flaccum faciens pv. flaccum faciens.Akifumi　MlZUNO　and　Akira　KAWAI
（Yokohama　Plant　Protection　Station）

Abstract:　A　selective　medium　（FFSM）　and　antisera　were　prepared　for　detection　and

identification　of　Curtobacterium flaccum faciens pv．flaccum faciens This　medium　was　made　by

base　of　Dye’s　medium　C　and　by　modifying　of　Kado＆Heskett’s　medium　D2and　Takayama’s

medium　CFS．The　composition　of　the　medium　is　as　follows；5g　Rhamnose，2g　Yeast　extract，lg

KH2PO4，2g　K2HPO4，1g　NH4Cl，0.3g　MgSO・7H20，10g　LiCI，1.2g　Tris　（hydroxymethl）
aminomethane，1ml1．5％BCP－EtOH，2mg　Sodium　azide，100mg　Cycloheximide，40mg　Polymyxin
B　sulfate（8，000USP　unit／mg）and（15g　Agar　in　1　liter　of　distilled　water．On　this　medium，

capitate，smooth　and　yellow－colored　colonies　of　C.flaccum faciens pv．flaccum faciens appeared

after10days　at30℃，and　color　of　medium　aromd　the　colony　changed　to　yellow．But　orange
strain　and　violet　strain　of　C. flaccum faciens pv.flaccum faciens forme no　colonies　on　FFSM。

The　colonies　of　C.flaccum faciens pv．oortii and C. flaccum faciens pv．flaccum faciens 　were　similar

on　FFSM．Other　bacterial　species　except　C.flaccum faciens pv．oortii formed　apparently　distin－

guished　colonies　or　no　colonoies．

Antisera　aganist　living　cells　of　the　bacteria　were　prepared．In　slide－agglutination　test　and

ge1－double－deffusion　test，these　antisera　indicate（a relatively　tend　of　antigenic　homogenecity

within　the　isolates，Infected　seeds　were　prepared　by　artificial　inoculation　of　the　pathogenic

bacterium　on　the　flower　stalks　of　kidney　bean　plants　just　before　flowering，Mass　of　the　cells　of

C. flaccum faciens pv．flaccum faciens were　observed on　the　freezing　sections　of　the　infected

seed　by　indirect　immunofluorescence　technique．The　organisms　of　the　pathogen　were
recognized　in　the　infected　seeds.Therefore，this　test　shows　FFSM　and　antisera　are　useful　for

detection　and　identification　of C. flaccum faciens pv． flaccum faciens．

は　じ　め　に

C％7孟oわα6‘07¢％隅　　　4α60働挽ノao¢8鴛s　　pv。　　1～αoo％蜘ノa6セ％3

（HADGEs1922）CoLLINsand　JoNEs　l984は日本を除く

大洋州，西アジア，北アメリカ，ヨーロッパに分布

（CMI，1987）し，インゲンマメ，エンドウ，ダイズ，

トウモロコシなどに寄生する。主としてインゲンマメ

の被害が大きく，甚だしい場合は90％もの減収をもた

らす（HEDGEsl922）。

　本細菌は寄生植物の導管に侵入し，全身の萎ちょう

及び葉の軟腐などの病徴を引き起こし，次世代の植物

へも種子により伝染する。感染種子内の本細菌は乾燥

・本報告の一部は，1987年度日本植物病理学会夏期関
東部会で発表した。

”現在，農業環境技術研究所

に対する抵抗性が強く，実験室内の保存で24年間生存

した記載がある　（HEDGEs　l926；ZAuMEYEY1932；

ZAuMEYER，W．J．and　H，R．THoMAs1957）。このため，

我が国の植物検疫では本細菌を侵入を警戒する細菌の

ひとつとして注目しており，検疫の現場で利用できる

的確な検出法の開発が望まれている。

　我が国の植物検疫においては，E7伽惚α脚」・ッo観

（BuRRILL　l882）WINsLow　et　a1．1920の診断同定方法と

して選択培地及び抗血清による検出方法（末次ら，

1981）が採用されている。これと同様の手法で，本細

菌の検出が可能かどうかを検討した。C％γ励媚副襯

属は以前はCo解伽吻7伽隅属の一部に属しており，

分離・検出用としていくつかの選択培地が開発されて

いる（MARTEN　et　a1，1943；KADo　and　HEsKETT1970；

GRossandVIDAvER，1979；高山ら1985）。中でもKADO

and　HEsKETTのD2培地と高山らのC　F　S培地はグラ
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ム陽性植物病原細菌に対する選択性が比較的良好なこ

とから，Dye（1968）のmedium　Cを基礎培地とし，

D2培地あるいはC　F　S培地の抗菌物質と微量要素の

組成を一部改変したものを加えて，本細菌の検出に適

した培地を新たに作製した。また，本選択分離培地に

より検出された細菌の同定の一手段として抗血清の利

用が可能かどうかを検討し，さらに本細菌を開花前の

インゲンマメに接種して得た感染種子を用い，間接蛍

光抗体法により感染種子内の本細菌の存在部位を明ら

かにした。

　本試験を行うにあたり，終始適切な御指導をいただ

いた前当所病菌課長　長尾記明氏及び西尾健博士に親

甚の謝意を表する。

1供試細菌

材料及び方法

C伽o伽拠力o伽spv．加o伽獅μ伽sはイギリスの

Nationa蓋　Collection　of　Plant　Pathogenic　Bacteria

（NCPPB）及びアメリカ合衆国のAmerican　Type　CuL

ture　Collection（ATCC）から導入した7菌株を供試し

た（Table1）。また，対照菌として7属10種40菌株を

供試した。供試細菌はジャガイモ半合成寒天培地（PSA

培地）の斜面に移植し，30℃の定温器内で2～3日間

培養した後，各試験に用いた。

2　選択培地の組成

D2培地，C　F　S培地及びmedium　Cの組成をもとに

炭素源，その他の成分について検討し，C伽・伽獅毎

o伽s　pv。伽oo％獅力6伽sのための選択培地（F　F　SM）

を作製した（Table2）。すなわち，酵母エキス2g，

K2HPO42g，KH2PO41g，NH4CI　lg，MgSO・7H200．3g，

LiCI109，Tris（hydroxymethy1）aminomomethane1．29，

ブロム・クレゾール・パープル15μg，寒天15g，蒸

留水1，000m召からなる基礎培地に加圧滅菌後，C

伽o伽㎜力o伽s　pv。加o伽㎜伽伽sが本培地中で利用で

Table1　Strains of           Curtobacterium flaccum faciens pv.flaccumfaciens used in this study

Host　Plant Country Strain

Curtobacterium   flaccumfaciens  pv.  flaccumfaciens

（lo

do

do

do

do

do

（Orangestrain）

（Violet　strain）

Phaseolus vulgaris

　　〃

　Glycine max

Phaseolus vulgaris

　　〃

USA
Hungary

Germany

Romania

USA

　〃
〃

NCPPB a）　　178

NCPPB　　　390

NCPPB　　　　567

NCPPB　　　1751

ATCC b）　33802

NCPPB　　　558

NCPPB　　　 2344

a）　NCPPB：National　Collection　of　Plant　Pathogenic　Bacteria

b）　ATCC：American　Type　Culture　Collection

Table 2　 Composition　of　the　selective　medium（FFSM）for　isolation　and　detection　of　Curto-

　bacterium flaccum faciens pv． flaccum faciens．

Rhamnose
　　　　Yeast－extract a）

K2HPO4

KH2PO4
NH4Cl

MgSO4・7H20

Licl

Tris（hydroxymethl）aminomethane

1．5％Bromocresol　purple　ethanol　solution

Sodium　azide

Cycloheximide

Polymyxin B sulfate（8，000USP Units／mg）b）

Agar

Distilled　water

　59
　29
　29
　19
　19
0．39

　109
1．29

　1m4
　2mg
100mg

　40mg

　159
1，000mε

a）Difco／Lab．，Detroit，Michigan，USA

b）Sigma　Chemical　lndustries　LTD、，Louis　MO　USA
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きる唯一の炭素源としてラムノース5gを加え，さら

に雑菌の発育を阻止する目的で，アジ化ナトリウム

2mg，硫酸ポリミキシンB（8，000USP　units／mg）40mg，

シクロヘキシミド100mgを添加した。

3　F　F　S　Mの選択効果の検定

　植物病原細菌7属10種40菌株を滅菌水に懸濁し，F

F　S　M平板上に塗沫接種し，30℃で10日間培養し，集

落形成の有無及び集落の性状について観察した。また，

C伽oo襯f忍o伽3pv．加06”吻ao伽s7菌株のFF　SM

上での集落形成効率の良否については，Nutrient

Agar（NA）をD2培地の対照に，同一条件で培養し

て比較した。

4　血清学的特異性の検討

　c伽o伽御力o伽spv．伽66徽血伽瑠を検出・同定す

る手段として抗血清が利用できるか否かを検討するた

め，供試7菌株に対する抗血清を作成した。それぞれ

P　S　A斜面培地で30℃，24時問培養し，生理食塩水に

懸濁したものを生菌抗原として，それぞれ0．5～LOm4

を5～7回，雌ウサギに静脈注射するとともに，4～

5回筋肉注射し，最終回の注射から1週問後に全採血

して抗血清を得た。抗血清の力価は混合法で測定した。

c加6伽惚力漉瑠pv．伽6側獅血6伽sの菌株間の血清反

応については，スライド凝集法と寒天ゲル内二重拡散

法で検討した。

5　土壌及び種子磨砕液からの目的細菌の検出

　汚染土壌は，乾燥畑土壌2gを蒸留水10m4に懸濁後，

濾紙で濾過し，さらに蒸留水で10倍に希釈したものに

最終濃度で1×103cfu／m4になるようにC釦o伽辮血一

〇伽3pv。加60％桝ヵo伽3NCPPB390を添加し作成した。

　汚染種子懸濁液はインゲンマメ種子1つを蒸留水

5m4で磨砕し，濾紙で濾過し，さらに蒸留水で10培に

希釈したものに，最終濃度で1×103cfu／m4になるよ

うにCコα66％獅力6招”3pv。コα66％拠血面卵sNCPPB390を

添加し，作製した。F　F　SMで検出された集落の確認

はNCPPB390株で作製した抗血清を用いたスライド

凝集法により行った。

6　インゲンマメ種子内のCπαee混瞬b鷹朋pv．

　παee駕濯宛eε齪8NCPPB390の所在の確認

　感染種子の作成は，インゲンマメ品種ケンタッキー

ワンダーを用い，植松ら（1977）のトマトかいよう病

感染種子の作製方法を参考として試みた。すなわち，

インゲンマメの蕾が形成された時点に蕾から2～3

cm下方の茎の部分に5×107cfu／m4の細菌懸濁液を

注射接種し，種子が成熟するのを待って収穫し，シリ

カゲルの入ったデシケーター内で保存した（植松ら，

1977）

　c加o飢獅伽伽s　pv．伽o伽獅血鹿粥の種子への感染

は，種子1粒を0．5～1．Om召の滅菌水とともに乳鉢で磨

砕し，C　F　S倍地上に画線し，30℃で5日間培養し，

形成された集落をNCPPB390株で作成した抗血清と

スライド凝集反応させる方法で検定した。

　感染種子内の本細菌の観察は，問接蛍光抗体法で

行った。すなわち，感染種子から凍結切片を作製し，

スライドガラス上で一晩乾燥させ，5～8回火炎固定

し，同菌株の純化lgG　IOOメg／PBS　lm4（PBS　lO．02Mリ

ン酸緩衝生理食塩水pH6．8）を一次抗体とレ，37℃，

10分問反応させた。PBSで洗浄後，二次抗体として

FITC標識ヤギ抗ウサギ1gGと反応させ，再度PBSで

洗浄後，風乾して蛍光顕微鏡で観察した。

結 果

1　F　F　SM上における各種細菌の培養的性質

　F　F　SM上で30℃，10日間培養したC伽o側彫力c伽s

pv．加o飢解ヵ6伽3は，黄色，円形，全縁，半球形で湿

光を帯びた直径約1～2㎜の集落を形成し，集落の周

囲の培地は黄色に変色した（Fig．1）。供試菌株のうち，

FFSM上でC．加60撚力o伽spv．加oo％獅力6伽3と類

似した性状の集落を形成したのは，C勲6伽獅血漉郷

pv．oo禰8菌株のみであった。これらは集落の性状

では区別できなかった。他にαα励α惚7加ぬgα麗鴛廊

subsp。加。配gα麗鰯33菌株は培養5日目までは淡黄

色，円形，全縁，半球形で湿光を帯びた直径約0．5㎜

以上の集落を形成し，c釦6伽獅力o伽s　pv．伽o飢窺カー

o伽sの集落と区別が不可能であったが，その後の集

落の生育は認められず，培養10日目にはC加66襯血一

吻窩pv．伽6側獅ヵo伽sの集落と明らかに区別できた。

その他にR加406・60％3力s6∫伽34菌株並びにP3ε％4倣・一

”αs　s野伽gαεpv．帥αs60’づooJα1菌株はFF　SM上で生

育が認められたが，ラフ型であり，C伽o飢噸、o伽s

pv．伽60襯ヵo伽35菌株及びC伽06襯血o伽3pv．o併

痂8菌株の集落とは明らかにその性状で区別できた

（Table3）。その他の26菌株は生育しなかったQ

2　F　F　S　Mと他種培地におけるC。伽c侃m血cεeπs

　卵．1Zαee麗配血cεε朋の発育の比較

　F　F　SM，D2培地及びNA培地上における本細菌

7菌株の集落の形成率を比較した結果，菌株問にお
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Fig．l　Colonies　of　Curtobacterium flaccum faciens pv．flaccum faciens NCPPB3900n　FFSM

Table3　Properties　of　clonies　on　FFSM

Properties　of　colony Bacteria　species

yellow－color，capitate，smooth

light－yellow－color，capitate，smooth

growth　of　orange，rough　colonies　are　stopped

after5days．

green－brown，rough

Curtobacterium flaccum faciens pv．flaccum faciens

NCPPB178，390，567，1751，ATCC33802

C.laccum faciens pv．oortii
　YPPS　T－4，T－21，T－90，Y－3，N－8，N－26，N－33，NB－2

Clavibacter michiganensis subspubsp．michiganensis

　YPPS　K1－1，K－3，R－1

Rhogococcus facians

NCPPB1  58 469，1488,2210

Pseudomonas syringae pv.phaseolicolaNIAES 1023

Stocked　culture　of　YPPS：Yokohama　Plant　Protection　Station

NIAES:  National Institute of Agro－Environmental Sciences。Ministry of Agriculture，Forestry　and

Fisheries

ける差は認められたが，FF　SMはNA培地の0．3～

61％の集落形成率であり，D2培地とは菌株により大

きな差はあるが，平均すると，ほぼ同程度の集落形成

率を示した（table4）。しかし，FFSMでの集落の形

成速度はD2培地より3～4日間遅かった。

3　血清学的性質

　供試7菌株の抗血清に対する力価はTable5に示す

通りであった。

　スライド凝集法によって調べたC伽06％顧16伽3

pv．伽6‘鰍力6f甜57菌株間の反応結果はTable6に示

すとおりであった。すなわち，供試抗血清には菌株に

対する特異性が認められ，NCPPB390株の抗血清を

除けば，供試7菌株のすべてと凝集反応する抗血清は

なかった。

　スライド凝集法によって調べた他種細菌との反応結

果はTable7に示した。

　寒天ゲル内二重拡散法によって調べた結果0伽ぴ
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Table 4   Comparision  of  colony   formation    of   seven  strains  of   Curtobacterium flaccum faciens pv, flaccumfaciens on  
selective  and   nonselective  media 

medium a) 
Strain 

FFSM D2 NA 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 

C, flaccumfac~eles pv 

do 

do 

do 

do                 (orange strain) 

do                 (violet strain) 
flaccum faciens 

NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
ATCC 

178 

390 

567 

1751 

558 

2344 

33802 

61 

0.3 

14 

21 

O 

O 

49 

11 

5 

12 

76 
Nt ') 

Nt 

22 

100(%) *) 

lOO 

lOO 

100 

100 

1 OO 

100 

a) 

b) 

c) 

FFSM = Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 
D2 = Kado & Heskett's medium D2 
NA = Nutrient Agar (Difco Lab.) 

Ave. number of colonies on FFSM or D2  Colony 

Not test 

efficiency = 

selective medium 

Ave.number of colonies on NA 
X I02 

Table 5     Titer of antisera of  seven strains of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccum faciens (tube precipitin test) 

strains titer 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 

do 
do 
do 

do                   (orange strain) 
do                   violet strain 

C, flaccumfaceens pv flaccumfactens 

NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
ATCC 

178 
390 
567 

1751 
558 

2344 
33802 

5,120 
lO , 240 

2 , 560 

640 
5,120 

2,560 

1,280 

Table 6  Slide  agglutination test between antisera  and strains of Curtobacterium  flaccum faciens  pv. flaccumfaciens 

Antigen' 

Antisera NCPPB 
178 390 567 1751 558 2344 

ATCC 
33802 

NCPPB 

ATCC 

178 
390 
567 

1751 
558 

2344 
33802 

5 

3 

6 

4 

o 

2 
6 

O ') 

6 

4 

O 
3 
1 

3 

o 

6 

O 

3 

3 

l b) 

1 

3 

6 

O 

6 

O 

O 

3 

O 

4 

2 

3 

o 
3 

O 

4 

O 

6 

o 

o 

4 

O 

4 
3 

6 

a) 

b) 

c) 

O : No reaction 

One, 2, 3, 4, 5 and 6  show the positive reaction to the diluted antisera as 1110, 1/50,  1/100, 1/200, 11400 and 
1/800 respectively. 
Bacterial consentration was 10 9~10 cfu/ml
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Table 7 Slide agglutination test between other genu, species and pathovars of bacteria and antsera of seven  

strains of Curtobacterium flaccumfaciens pv, flaccum faciens 

Antisera 

Antigen 
NCPPB 

178 390 567 1751 558 2344 
ATCC 
33802 

Curtobacterium fiaccumfacieus pv. oortii YPPS 
YPPS 
YPPS 
YPPS 
YPPS 
YPPS 
YPPS 
YPPS 

Rhodococcus fascians           NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 
NCPPB 

Clavibacler michiganensis subsp. michigaue'esis 

YPPS K1-1 
YPPS K-3 
YPPS R-1 

C, michigawensis subsp. sepedonicus YPPS H-10-1 

YPPS U-10-1 

C. rathyi                      NIAES 1003 
NIAES 1004 

Erwi,eia carotovora subsp. carotovora YPPS Hy31 

Agobacterium tumefaciens       YPPS S1 
Xav,thomonas campestris pv. 

X, campestris v. cucuribitae 

X. camj~stris pv. vitians 

X. camp~stris pv, oryzae 

X, campestris pv. hyacinth 

X. camp~stris pv, hordei 

X, campestris pv. carotae 

X. cam~stris pv, prwai 

X, campestris pv. pisi 

X. campestris pv, alfalfae 

Pseudomonas syringae pv. mori 

P, syri,egae pv. Iachrymans 

P. syrthgae pv, phaseolicola 

P. syringae pv. eryobotryae 

P, solanacearum 

P, alboprecipitans 

P. angulata 

P, glumae 

P. marginalis pv, marginalis 

cam pestris 

T-4 
T-21 
T-90 
Y-3 
N-8 
N-26 
N-33 
NB-2 
156 

469 

1488 

2210 

NIAES 1090 
NIAES 1081 

NIAES 1086 
YPPS EB-2-1 
NIAES 1035 

NIAES 1092 

NIAES 1090 

NIAES 7246 
NIAES 1023 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

cumfaciens pv. flaccumfaciens NCPPB 390q)~JL~*I~l~~ ~; ~~ 

V~ f*- ~~ ~i;, ~~ I~, C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 

7 ~i~i~~~f C. fiaccumfaciens pv, oortii 4 ~f~~IC~~i~lq) 

~~J~~~~~~Et;~~ ~~~~~-"~--;~.,~tLt*- (Fig 2). 
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Fig. 2 Serologlcal reactions in agar gel double diffusion test 
The wells contaln' 

A : Antiserum of Curtobacterium flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB

a: Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 

(orange strain) 

(violet strain) 

h:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv.oortii YPPS Y-3 

i:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv.oortii YPPS T-4 

j:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv.oortii  YPPS T-90 

k:lving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv.oortii YPPS N-8 

390 

390 

b:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 178 

c:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 567 
d:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 1751 

e:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 558 

f:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 2344 

g:Llving cells (antigen) of C. flaccumfaciens pv, flaccum faciens NCPPB 33802 

4 :t~~(J~~:~F~~2~~~ h* 6 O)~~~ 

,~'+~~l~Table 8l~7T~7~=~. L f,_-. 

F F S MJiiCL~~~ L f ~~~:I~ IL~~ ~ C f ~~~F~~;..f***-~ +~ if*~~ 

~) v~ ~ tL i: ~~ v~ ~~ ~ C. flaccumfaciens pv, flaccumfa-

ciells NCPPB 390~)~~~~~~~*ps L, ~a)~l~~l~~~~~f7klC 

~',~:'+~~~~ L f,_-~~~-~-~~~) ~l~~>'~'~-*< ~ n~l~~~+~+~~) ~) f,_-. 

Table 8 Recovery of Curtobacterium flaccumfaciens pv.flaccum faciens  NCPPB 390 from soil and triturated seed 

artificially contaminated with the bacterium. 

sample medium concentration of added bacteria 

o 10 3 10 4 
(cells/ml) 

control a) 

control 

soiI b) 

seed c) 

N.A 

FFSM 
FFSM 
FFSM 

o 

o 

o 

o 

21l d) 
7 

9 

ll 

∞ e） 
65 

47 

68 

(members of colonies) 

a) 

b)The field soil(2g) was suspended in 100me of distilled water and the bacterial cells were added in the soil  

c) 

d) 

The bacterial solution of same concentratlons in saline were used as the control. 

solutlon to contrive the concentration of the bacteria as O, I0 3, I0 4 cells/ml. 

A healthy bean seed was ground in 50me of distllled water and thc bacterial cells were added in the seed 
mixture to contrive the concentration of the bacteria as O, I03 104, cells/me. 
Average number of colonies per plate from four plates. 

Individual samples of 0.ImP were Inoncurated on the four plate of the media.Colonies were counted af ter
inoculation for 8 davs at 2.5c. 

e) numerous 
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Fig. 3 
1 - a,b, 

2 

3 

: Bacterial cells between testa and cotyledons of infected seed with Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens on indivct immunofluor sent microscopy, 

Bacterial cells in cotyledons of infected seed with C, flaccumfaciens pv, flaccumfaciens. 

Bacterial cells in radicle of infected seed with C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. 
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5　インゲンマメ種子内の C, flaccumfaciens pv, 

 flaccumfaciens. の所在

　人工接種により調製した感染種子から，F　F　S　M上

で黄色，円形，全縁，半球型を呈する多数の細菌が分

離された。それらの集落はスライド凝集法により，C

 flaccumfaciens pv, flaccumfaciens.NCPPB390の抗血清
とすべて反応した。

　本種子の凍結切片を間接蛍光体法により観察した結

果，Fig3の1－a及びbのように種皮と胚乳の間に最

も多量の細菌が観察され，Fig3の2及び3に示すよ
うに子葉及び幼根にも本細菌の存在が確認された。

考 察

の抗原を検出することを目的としたモノクロナール抗

体を作成すれば，本細菌の検出に対する抗血清の利用

により有効な一手段となり得ると考えられる。

　c加6伽吻力o伽3pv．伽6伽㎜加伽s感染種子は，問

接蛍光抗体法による観察の結果，種子内全体が本細菌

に汚染されていることが確認された。

　以上の結果からF　F　S　M，抗血清を利用したC

加o錫伽血o伽s　pv．加o伽獅加伽3の分離検出は，技法

の簡便さ，確実性の点から植物検疫において利用価値

があると判断される。しかし，実用化に先だって，上

記の方法により作成した（二伽06撚ヵ漉瑠pv．加o

o％殉ao伽3に感染した種子を用い，F　F　S　M及び抗血

清による検出手順，精度管理および検出限界について

検討しておく必要がある。

　Cガαoo％卿血o伽3pv．加oo％伽力o伽sのorangestrain

であるNCPPB　558及びviolet　strainであるNCPPB

2344はFF　SM上で生育しなかった。これはFF　S

Mの炭素源に起因すると考えられる。炭素源としてグ

ルコースを用いているD2培地上においては，培養4

日目からorange　strainの場合，その特徴であるピン

ク色の集落が，violet　strainの場合は，その特徴であ

る紫色の水溶性色素を産生するクリーム色の集落がそ

れぞれ形成された。この集落の特徴はP　S　A培地上で

の集落の性状と同じであり，他の供試菌とは容易に区

別された。従って，．orange　strain，violetstrainの検

出にF　F　SMを用いるには炭素源等の再検討が必要で

あると考えられる。

　FFSMでの（ニコ㏄o％獅血6伽spv．伽oo％卿血o伽s及

びC．加o伽柳ヵo伽spv．o砂痂の生育は，他の生育可

能な供試菌より良好であり大きな集落を形成した。ま

た，集落が同程度の大きさの場合でもその性状から他

の生育可能な供試菌とは識別可能であった。さらにD

2培地，C　F　S培地と比較した場合，C加oo％吻ao伽s

pv．加oo％解力6‘飢s及びC加60％刎勧o伽spv．o併臨に対

する選択性は優れていた。

　また，C伽oc繊伽伽spv．伽06㈱履伽37菌株の
血清学的特異性については，スライド凝集法，寒天ゲ

ル内二重拡散法による試験の結果から菌株特異性が高

い傾向にあることがわかった。近年，E7痂痂αα吻彦o．

”o名α　（Lin　et　aL，　1987），　Xαπ地o拠o％αs　oα常ρθ3ψγ‘s　pv．

oα，πρ63ψ短s，　X　oα勉ρ6sψγづs　pv．oη～αe　（BENEDIET　et　al，，

1989），Xo伽ρθ3師spv，わ68・伽伽（BENEDIETeta1．，

1990）において，種特異的あるいはpathovar特異的

モノクローナル抗体が作成されている。C伽o伽獅毎

‘伽spv．伽o伽獅力o伽sにおいても供試7菌株に共通

摘 要

　C％γホo肱o’8f伽獅コα6伽卿血o∫飢spv．コαoo％柳力o‘飢sの

分離・検出及び簡易同定のために選択培地（F　F　SM）

と抗血清を作成した。培地組成はラムノース5g，酵

母エキス2g，K2HPO42g，KH2PO41g，NH4Ci　l　g，

MgSO・7H200．39，LiCl　IO　g，Tris（hydroxymethyl）

aminomethane1．2g，ブロム・クレゾール・パープル

15μg，アジ化ナトリウム2mg，硫酸ポリミキシンB

（8，000USP　mits／mg）40mg，シクロヘキシミド100mg，

寒天15g，蒸留水1，000m4である。FF　SM上にお

いて30℃で10日間培養すると，黄色，半球型の集落を

形成し，集落の周囲の培地の色は黄色に変色した。C

コ㏄伽獅力o伽3pv．o砂痂は本細菌と同様な性状の集落

を形成したが他の供試細菌は異なる性状の集落を形成

したか，もしくは集落を形成する。F　F　SMとD2培

地と比較した場合，集落の形成率はほぼ同程度であっ

たが，Cコ㏄o襯履伽3pv．伽‘伽鱗血o伽sに対する選

択性はF　F　S　Mの方が優れていた。しかし，orange

strain及びvioletstrainはFFSMでは生育しなかっ
た。

　作成したCコαo膨柳血6伽3pv．伽o伽獅血6伽s7菌株

の抗血清は，スライド凝集法及び寒天ゲル内二重拡散

法により検討した結果，菌株特異的な傾向が見られた。

　開花前のインゲンマメの蕾の下部に本菌を接種して

得た汚染種子を凍結切片とし，間接蛍光抗体法で観察

したところ，種子内全体に本菌が観察された。

　以上のことから，C加o伽獅ヵo伽3pv．加oo撚カー

o伽sの感染種子における検出・同定にF　F　SM及び

抗血清を用いることは，迅速な処理を要求される植物

検疫に有効な手段になり得ると判断した。
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