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論 文 の 内 容 の 要 旨

本学位論文は,近年静岡県伊豆地方において発生したエンドウの細菌性新病書につい

て病原学的な研尭を行い,その中で従来知られていなかった重要な新知見を多数得た成

果をとりまとめたものである.

我が国有数のエンドウ産地である静岡県伊豆地方におぃて,エンドウ茎葉の先端が黄

白化する病寿が発生し,細菌病と推測されたため病原細菌の詞査を開始レた.本菌はエ

ンドウつる括細菌病菌魚用ゐ耽肋打りr加gα～pV.〆∫fと類似点が多く見られたが,同菌を

含め醜知のエンドウの細菌病では,決して黄白化症はみられない.細菌学的性状の調査

より,従来のつる枯細菌病菌♪.叩わわg¢叩Ⅴ.〆∫flまAとBの2つの菌群に分けられたが,

黄白化症分線株はA群菌と細菌学的性状で一致した.黄白化症分離株は接種に皐りエン

ドケに水浸状斑を形成するとともに黄白化症状を再現したが,他の植物への寄生性は薄

められなかった.よって黄白化症分離珠は,特異的な病徴を示すP.平血gαβpY.〆∫iの一

系統と同定し,WT(WhiteTop)群菌とした.さらにWT群菌を含むP.syrin8aePY,PtSiを

遺伝子の面から比枚した.R¢p-PCRより.日本産の♪.甲巾gα～pY.〆∫fには2つの系統

(WT+A群菌とB群菌)が存在している･ことを明らかとした.

擢病植物組織の電顕観察を行い,擢病組織の細胞の葉緑体では,デンプン粒の蓄積や

正常な.ダラナはごくわずかで,小胞が多く存在していた.よってWT群菌により,葉緑

体の分化が影響を受けているものと推測された.

日本産の菌株の.レースについて萌査した.B群菌はレース2と判定された.A一群菌の

中で,1菌株めみレースlであり..これをA2群育とした.残りのA群菌とWT群菌は

レース7であらた.〃γr遺伝子の分布を調査したところB群菌とA2群菌は,それぞれレ
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ース2,レース1が所有するとされる卯r準伝子のパターンと一致した.A群菌で臥

〃Jr車両γr坤βが検出されたが,従来未報告のαγr桝CとdR田が検出されない菌株仏3
群菌)を発見した.残りのA群菌仏1)は,既報のレース7と一致した.WT群菌は,･A3

群菌と全く同一であった･さらに,本桐査の過鍵で♪･叩血g〃gpY.〆∫fの全ての菌附こ存

在する新たなHIpエフエクタ一俵補の浪伝子を世界で初めて発見し如叫ばと命名した.

黄白化という特徴的な病傲を呈することから本菌の毒素生産の可能性が示唆された.

いくつかの毒素遺伝子の存在調査を行ったが既知毒素遺伝子の存在は経められなかった.

しかし,WT系統は既知毒素生産菌と同様に抗菌活性を有しており,お℃でゐ培養と指

示菌をgh再わね〃〃のα∫とした際に明瞭に鏡察されることを明らかにした.

黄白化症発現に関与する遺伝子探索の過程で,偶掛こクローニングされてきたpNA断

片が,WT群菌に特異的であった.そこでシークエンスより,特異的検出を可能にするPCR

プライマーを設計した.繹病植物体からの検出にも成功し,病原細菌の検出に応用可能

なpCR法を確立した.

特異的遺伝子嶺域の全体像を解析するため,特異的追伝子東城約40kbを含む3つのコ

スミドクローンを得た･様々な部位をサブクローンし,シークエンス解析を行った括呆,

およそ20kbにわたりJPndbosomal騨Ptidegnthetase(NRPS)遺伝子やplyketide紗nthctase

(PES)と60%程の相同性が経められ･そのコンセンサス配列も存在した.この特異的遺

伝子東城臥NRPSとⅨSが複合した構造をとっていた･タ･画乃即gpY.〆嗣こおいてNRPS

やPES遺伝子を見い出したのはこれが世界初であ旦.遺伝子や推定アミノ酸配列におい

て相同性が見られる遺伝子はなく,新規遺伝子であると推定された.

本遺伝子顧域の機能を明らかとするために･pE18mobsa¢ベクターを用いて特異的遺伝

子恵域の一部約4･Okbの欠失を試み･遺伝子欠失株を選択することに成功した.変異株

lま水浸状斑を形成したが,黄白化症状は見られなかった.特異的遺伝子宙域が病徴発現

に関与していることが強く示唆された.

本研究で得られた籍果を撃とに,日本産の♪.叫柳`pY.〆∫iの分類学的構造を考察し

たところ･WT･A･Bの3つの菌群に類別された･さらに,A群菌吼Al.A2,A3.のサブ

グループに分けられpv.タおfの多様性が示され,進化の様相を推定できた.

以上を要するに･本研究で軋新規病昏の病原細菌を♪･呼血gα～pV.ク絨の新たな一系

統(☆T)と同定した･黄白化症状は,エンドウの葉緑体の異常により･引き起こされるこ

とを明らかとした･日本産のP･呼r加g■り▼･画=こは3つのレースが存在していただけで

なく,卯r遮伝子の分布で差違が見られた･また,新たなエフェクタ一俵補を見いだした.

WT群菌に特異的な遺伝子東城を発見し,WT群菌の投出に有効なPCRプライマーの設

計に成功した･WT群菌特異的遺伝子領域は新規遺伝子であり,変異株の解析により,

この遺伝子飯域が黄白化症発現に関与していることが強く示唆された.本研究で得られ

た遺伝子指標より‥P.叩血gα～pV.タねfの多様性を明ら_かとした.
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審 査 結 果 の 要 旨

本学位論文吼近年静岡県伊豆地方において発生したエンドウの細菌性新病専について

病原学的な研究を行い,そめ中で従来知られていなかった重要な新知見を多数得た成果を

とりまとめたもめで奉る.

我が国有数のエンドウ産地である静岡県伊豆地方において,エンドウ茎葉ゐ先端が黄白

化する病専が発生し,細菌病と推測されたため病原細菌の調査を開始した.本菌はエンド

ウつる枯細菌病菌蝕血画騨.p揖と類似慮が多く見られたが,同菌を含め既

知のエンドウの細菌病で楓決して黄白化症はみられない.細菌学的性状の調査より∴従

来のつる枯細菌病菌A画匹ク㍍はAと･Bの2フの菌群に分けられた汎黄白化症

分離株はA群菌と細菌学的性状で｢致した.黄白化症分離株は接種によりエンドウに水

浸状斑を形成するとともに貴自化症状を再現した釈他の植物への寄生性は誇吟られなか

った･よって黄白化症分離株吼特異的な病徴を示すA卸町.ク緑の一系統と同定

し･WT岬IIi瞼丁甲府菌とした･さらにWT群菌を含むA画･匹ク揖を遺伝子の面か

ら比較した･岬より,日本産めA卸町.〆射こは2つの系統押T+A群菌と

B群菌)が存在していることを明らかとした.

権柄植物組織の電顕観察を行い,擢病組織の細胞の葉緑体で吼デンプン粒の蓄積や正

常なグラナはごくわずかで,小胞が多く存在していた.よってWT群菌により,葉緑体

の分化が影響を受けているものと推測された.

日本産の菌株のレースについて調査した.B群菌はレース2と判定された.A群菌の中

VC,1菌株のみレース1であり,これをA2群菌とした.残りのA群菌とWT群菌はレー

ス7であった･αⅣ遺伝子の分布を調査したところB群菌とA2群菌は,それぞれレース

2,レ｣ス1が所有するとされる〝遺伝子のパターンと一致した･A群菌では,α倒

嘩が検出されたが,従来未報告の岬と0則汚が検出されない菌恥群勒を
発見した･残りのA群菌仏1)はト既報のレース7と十致した.Wr群菌は,ぷ群菌と全

く同~であった･さらに,本調査の過程でA轡騨･脚の全ての菌株に存在する新
卒なH甲エフェクタ一俵補の遺伝子を世界で初めて発見し励嘩ぽと命名した.
黄白化症発現に関与する遺伝子探索の過程で偶然にクローニングされてきたm断

片が,Ⅵt群菌に特異的であった.そこでシークエンスより,特異的検出を可能にするm

プライマーを設計した･篠病棟物体からの検出にも成功し∴病原鱒歯の検出に応用可能な･

m法を確立した.

特異的遺伝子南域の全体像を解析するため,特異的遺伝子嶺域約4徽bを含む3つのコ

スミドクローンを得た･様々な部位をサブクローンし,シークエンス解析を行った結果,

およそ鱒払にわたり卯嘘血椚血画即曲鹿卵R円)遺伝子や画頭所血画

qXS)と鵬程の相同性が経められそのコンセンサス配列も存在した.この特異的遺

伝子蘇域は･NR円とⅢ3が複合した構造をと､つていた･A印画騨.〆正においてNR円

やPKS遺伝子を見い出したのはこれが世界初である.遺伝子や推定アミノ酸配列におい

て相同性が見られる遺伝子はなく,新規遺伝子であると推定された.
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本遺伝子敵城の機能を明らかとするために,甚胞l血ベクターを用いて特異的遺伝

子蘇域の一部約4膿bの欠央を試み∴遺伝子欠失株を選択することに成功した.変異疎は
水浸状斑を形成した姉貴自化症状は見られなかった.特兵的遺伝子領域が病徴発現に関

与していることが強く示唆された.

以上の内容について審査した紡熱学術上も応用上も極めて有意義な成果が得られてい

ると判断され審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位論文と

して十分価値あるものと認めた.

基礎となる学術論文

S肌岨A･･伽比･仇吼K,細山馳叫Y･脚憬)0∝相和肛かばw馳ゅが鱒棚感

吟an¢W血d肋間匹｣♪誠円弧tDぬ駈訂:l仇1410.

Sl矧膿㍉A･血恥Y･即吟伽画河野繭朋勘顧MM咋坤画崎山掬

鋸dibd鱒鵬肌吋刊RJ･0租･刑独t臨地d.ⅦP):伽p陀お)


