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は じ め に

フ ァ イ ト プ ラ ズ マ (phytoplasma) は モ リ キ ュ ー テ ス

綱 (class Moll icutes) に 属 す る 原核微生 物 で， イ ネ黄

萎病や キ リ て ん ぐ 巣 病等， 多 く の 作物 に て ん ぐ 巣 ， 萎黄

症 状 を 引 き 起 こ す病原体 で あ る 。 モ リ キ ュ ー テ ス綱 に は

人 や 動 物 に 病 原 性 の あ る マ イ コ プ ラ ズ マ 属 (genus

Mycゆ la s ma) や 植物病原 と し て も 知 ら れ る ス ピ ロ プ ラ

ズ マ 属 (genus Spùψ la.川w) 等 が含 ま れ る が， 病 原体

の大 き さ が数十~数百 11m と 小 さ く (直接観察す る に は

電子顕 微鏡が必要} ， 細胞壁 を 欠 き ， 不 定 形 で粒 子状 や

ひ も 状 ( ス ピ ロ プ ラ ズ マ は ら せ ん状) 等 の 多 形 を示 すこ

と な ど， 一般的 な細菌 (bacteria) と は 形態 的 に 大 き く

異 な る 。 フ ァ イ ト プ ラ ズ マ は培養 に 成功 し て お ら ず， 微

生物学的特性 が ほ と ん ど未解明 な こ と か ら ， 新規の植物

病原体 と し て 発見 さ れ た 後 も分 類学 的所属 につ い て は 未

詳 と 扱わ れ， そ の形態的特徴か ら マ イ コ プ ラ ズ マ 様微生

物 (Mycoplasma- l ike organism， MLO) と 呼 ば れて き

た ( 土 居 ら ， 1967 } 。

近年の分 子生物学 的 ア プ ロ ー チ に よ り“ M LO" から

“ フ ァ イ ト プ ラ ズ マ" へ の 変換 が な さ れ た 経緯 につ い て

は ， 既 に 難波 ( 1 993， 1995， 1996) に よ っ て 本誌 に 紹介

さ れて い る の で詳細 は そ ち ら を 参照 し て頂 き た い 。 こ こ

で は概略 を 述 べ る に と ど め る が， M LO を 含 む モ リ キ ュ

ー テ ス綱 に 属 す る 微生物 の 遺伝子解析， 主 と し て 16 S 

リ ボ ソ ー ム R NA 遺伝子の分子系統解析の結 果 に よ り ，

MLO は共通の祖先 か ら 進化 し た 独特の 微生物群 で あ る

こ と が明 ら か に な り ， モ リ キ ュ ー テ ス綱 の新た な属， フ

ァ イ 卜 プ ラ ズ マ 属 (gel1us Phytoþla s ma) と し て分 類 さ

れ る こ と と な っ た の で あ る 。

本稿 で は ， こ れ ら の 新 た に陣立 さ れ た 1 6 S リ ボ ソ ー

ム RNA 遺伝子の分子系統解析 に よ る 分類 に 基づ い て ，

当研究室等 で実際 に 行 わ れ て い る フ ァ イ ト プ ラ ズ マ の診

断同 定 法 に つ い て 具体的 な事例 も 交 え て 紹介 し た い。

Diagnostic melhods of phyloplasmas basecl on phylo耳目letic

analysis of 1 6  S rRNA耳ene. By Mi noru Ti\ NAKA 
( キ ー ワ ー ド :ファ イ トプラズマ， 1 6  S リ ボソー ム R NA遺伝

子， PCR-RFLP) 

中 穣

I 塩基配列情報 を 用 いた分子系統解析

現tl: 主 流 と な っ て い る フ ァ イ ト プ ラ ズ マ の 16 S リ ボ

ソ ー ム RNA遺伝子の分 子系統解析法 に は ， 境基配列情

報 を 基 に し た 方 法 と 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 (ristrictiol1

fragment length polymorphisl11 ， RFLP) を 基 に し た 方

法の二つ が あ る (SCI I N EI IlEli et a l . ，  1995) 。 塩基配列情報

を 基 に し た系統解析法 は ， フ ァ イ ト プ ラ ズ マ 聞 の系統関

係 を 高 い精度で、検討 で き る た め ， よ り 正確 か つ 詳細 な分

子系統樹の作成が可能 で あ る 。 ま た ， 現時点 で は暫定的

で は あ る が“ フ ァ イ 卜 プ ラ ズ マ 属" お よ び フ ァ イ ト プ ラ

ズ マ の“ 種" を 定 義 す る 指 標 と し て 16 S リ ボ ソ ー ム

RNA 遺伝子全長の 温基配列情報 に 基づ く 分 子系統解析

結 果 が採 用 さ れて お り ， 分 子系統樹で形成 さ れ る 主要 な

ク ラ ス タ を 暫定 的 に ( = Candidaltω)“ 種" と 定 義 し て

い る (難波， 1996) 。 し た が っ て ， ア ジ サ イ 葉化病 (兼

平 ら ， 1 996 } の病原 フ ァ イ ト プ ラ ズ マ が分 子系統解析の

結巣 に よ り ， 新 種 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ， “Can­

dida lus Phytopla.s ma japonic・ll m" と 命名 さ れた よう に

(S^ \\'^Yi\N i\G I et a l . ，  1999) ， 塩基配列情報 の 解析は 新規 に

発見 さ れた フ ァ イ ト プ ラ ズ マ が“ 新種" か否か を 検討 す

る 際等 に は必須で あ る 。

当 研 究室 で は 主 と し て 16 S リ ボ ソ ー ム R NA 遺伝 子

を PCR 増幅 し ， ダ イ レ ク ト シ ー ケ ン ス に よ り 塩基配列

を 決 定 し て い る 。 概 略 を 図 l に 示 し た が， ① P l /p 7 
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る こ と ， 結果 (電気泳動像) が視覚 的 に 明瞭で、評価が 容

易 で あ る な ど の利点、が あ り ， む し ろ 実用 的 な フ ァ イ 卜 プ

ラ ズ マ の診断同定法 と し て 利 用 価値が高 し3。 そ の 際 に は

1 7 種す べ て の制限酵素 を m い る 必要 は な く ， LEI' ら に よ

れ ば簡 易 同 定 に は 6 種 ( Mse I ， A luI ， RsaI ， Hha 

1 ，  HjJaII ， Taq I ) の酵素 を 用 い れ ば 卜分 と さ れ て い

る 。

回一2 に PCR - RFLP 法 に よ る 診 断 同定 の 概 略 を 示 し

た 。 こ こ で は nested PCR と 呼 ば れ る 2 段 階 PCR 法 を

採用 し て い る が， nested に は“ 入れ子" の 意 味 が あ り ，

最初の PCR で増幅 さ れた DNA 断 片 を 2 段階 目 の PCR

の鋳型 に 用 い ， よ り 内側 の 短 い DNA 領域 を PCR 増幅

す る 手法 で あ る 。 2 組の 異 な る 特異 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト

を 用 い る こ と で フ ァ イ ト プ ラ ズ マ 検 出 の信頼性が向 |二す

る こ と ， 2 段 階 で PCR を 行 う こ と で検 出 感 度 (増幅効

率) が高 ま る た め ， 制 限酵素処理 に 必要 な PCR 産 物 が

安定的 に 得 ら れ る ， と い う 利点 が あ る 。

第 1 1号第 55 巻

PCR-RFLP に よ る 診断 同 定の具体例

こ こ で は PCR-RFLP 法 に よ る 診断同定法 に つ い て ，

中央農業総合研究 セ ン タ ー谷和原圃場で発生 し た ニ ン ジ

ン 萎黄病 (carrot yel lows， CY) の病原の 同 定 を 具体例

と し て 紹 介 す る 。 ニ ン ジ ン 萎黄病 は最初の記載で は キ マ

ダ ラ ヒ ロ ヨ コ バ イ に よ る 媒介 が 示 唆 さ れ て い る が (根

本， 1966) ， ヒ メ フ タ テ ン ヨコ バ イ 媒 介性 フ ァ イ 卜 プ ラ

ズ マ に よ っ て も 同様の病害 が発生す る こ と も 報告 さ れ て

い る (塩見 ・ 杉浦， 1 984) 。 ニ ン ジ ン 以 外 に も ヒ メ フ タ

テ ン ヨ コ パ イ 媒介性 フ ァ イ ト プ ラ ズ、 マ と キ マ ダ ラ ヒ ロ ヨ

コ バ イ 媒介性 フ ァ イ ト プ ラ ズ マ の ど ち ら の宿主 に も な り

う る 植物 は 多 く ( 表 1 ) ， ま た ， こ れ ま で に 我 が 国 で発

生が報告 さ れ て い る 野菜 ・ 花 き 類の フ ァ イ ト プ ラ ズ マ 病

皿

プ ラ イ マ ー (Sじ I I N E IIJ I 況et al . .  1995) を 刑 い て 遺伝子全長

を 含 む DNA 断 片 を PCR 増幅 し ， ②精製 し た DNA 断

片 を 鋳型 に 正逆両方向 か ら 各 6 種の プ ラ イ マ ー を 用 い て

ダ イ タ ー ミ ネ ー タ 一 法 に よ り シ ー ケ ン ス 反応 を 行 う ， ③

蛍光 式 自 動 シ ー ケ ン サ ー で塩基配列 を 読 み取 り ， コ ン ビ

ュ ー タ ー ソ フ ト を 用 い て 結果 の統合 ・ 修正 を 行 う ， ④ 決

定 さ れ た 塩基配列情報 を 用 い て ， 遺伝子 デー タ ー ベ ー ス

t で相向性検索， 分子系統樹上 の 位置の検討等 を 行 う ，

と い う 流れ で あ る 。

RFLP に よ る 分子 系 統 解 析 で は ， 制 限 酵 素 分 解 に よ

り 生 じ た DNA 断片 (長) の電気泳動パ タ ー ン ( RFLP プ

ロ フ ァ イ ル) の差異 を 基 に 分類 を 行 い， ま た 各 フ ァ イ ト

プ ラ ズ マ 聞 の RFLP プ ロ フ ァ イ ル の 類似性 を 数値化 し

た も の (近似係数) を ク ラ ス タ 解析 す る こ と で系統解析

を 行 う 。

LEI ら ( 1 998) は PCR で 増 幅 し た 1 6 S リ ボ ソ ー ム

RNA 遺伝子 内 の 約 1 ， 250 塩基対からな る DNA 領域 に

つ い て 17 種類の制限酵素 を 用 い た RFLP 解析 を 行 い ，

世界各地の フ ァ イ ト プ ラ ズ マ を 1 4 の クキ ル ー プ， 32 の サ

プ グ ル ー プ に 分類 し た 。 ま た 近似係数に よ り 作成 さ れた

系統樹で は“ グ ル ー プ" が， 塩基配列情報 に よ る 分子系

統樹 に お け る 主要 な ク ラ ス タ ( =“ 種") と 概ね一致す る

こ と が示 さ れた 。

RFLP 解析 に よ る 分類 に は， r一塩基 の 置換 で も 制 限

酵 素サ イ ト が変化 す れ ば異 な る サブPク 守ル ー プ に 分類 さ

れ， 逆 に 制 限酵素サ イ ト に 関係 し な い梅基置換が多数生

じ ても 同 じ サ フ申クソレ ー プ に 分類 さ れ る 」な ど の 問題点が

あ り， 分子系統解析の精度 の 面 で は塩基配列情報 に基づ

く 解析 に 劣る と 忠わ れ る が， 一方で シ ー ケ ン サ 一等 の 高

度 な機器 を 必要 と し な い こ と ， 操作が簡便で迅速 に 行 え

疫防-

RFLP に よ る 分子系統解析
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ヒメフ タ テ ン ヨコ パ イ 媒介性ファ イ ト プラ ズ? と キマ ダ

ラ ヒ ロ ヨコバ イ 媒介tlファ イ ト プラ ズ?の どちらに も 感

染する植物

表-}

植物名

アカザ科: ホウレ ンソウ

アプ ラ ブ科・ ヵプ， タ ネツケノてナ
フウ ロ ソウ4ヰ: ゲ ン ノ ショウコ

マメ科: エ ン ド ウ

セ リ 科: ミ ツバ， ニ ンジ ン ， チ ャー ビル， セ ル リ ー

キョウチ ク ト ウ干4:ニ チ ニ チソウ

ナ ス 科: ト マ ト ， ベチュニア， ダ チュ ラ ， Nicoti([}ltl 

glutinoslI 

ニ ホ ン カ ボチ ャ
ア ス タ ー， シュ ンギ ク ， レ タ ス ， コ ス モ ス

ネギ， タ マネギ

H 

ウ リ 科:

キ ク 科:

ユ リ 科:
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制限酵素による分解・電気泳動

図 - 2 ファ イ ト プラ ズマの 16 S リ ボソー ムRNA遺伝子

の PCRRFLP法に よ る解析
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の ほ と ん ど が し 3 ずれ か の 病 原 に よ る も の で あ る こ と か

ら， M虫伝搬試験 を 行 う こ と な く 阿 フ ァ イ ト プ ラ ズ マ を
迅速間使 に 識川 ・ 戸hi::で き る I 'CR- RFLP 法 は�I' 'ì;\ に 引
用 で あ る 。

分子系統解析 に よ る 分 煩 で は 同 フ ァ イ ト プ ラ ズ マ は
“種" レ ベ ル で J'� な り ， LI‘l ‘ ら の 分 'J:Ù 法 で は ヒ メ プ タ テ

ン ヨ コ バ イ 媒介性 フ ァ イ 卜 プ ラ ズ マ は 1 6 Sr 1 ， キ マ ダ

ラ ヒ ロ ヨ コ バ イ 媒介性 フ ァ イ ト プ ラ ズ マ は 1 6 Sr 1 1 1 に 分

類 さ れ る 。 な お， 今|旦 l の 試験で、 は 当 研究室 で出iH<;'f し て い
る ヒ メ フ タ テ ン ヨ コ バ イ 媒介'1'1 の タ マ ネ ギ萎抗病 ( '，'ヰJJ;l

ら， 1 982) (oni on yel lows， OY)， お よ び キ マ ダ ラ ヒ ロ

ヨ コ バ イ 媒 介 性 の リ ン ド ウ て ん ぐ 巣病 (桁[ '!'J.， 1 988) 
(g巴ntian witches'-broOIl1， GW) フ ァ イ 卜 プ ラ ズ マ に 感

M 1 .1 M .j  (， M 

図 - 3 PC R に よ る フ ァ イ ト プ ラ ズ マ の検 1 1 \

1 % ア ガ ロ ー ス ゲ JレHI気泳!liiJf��， 1 �: 1 : ド 1 / 1 ' 7 プ ラ

イ マ ー セ ッ ト に よ る I 'C I� ， ι I�(i ‘ I� 1 6F2 11/1� I ( i l，" 

プ ラ イ マ ー セ ァ ト に よ る I1cstcc1 I 'C I"  1 ，  ， 1 : O\'，  

乙 5 : CY， :3 ，  6 :  ( ; \\'， � I : ADN八 の lfillCI 1 1 1 分 fiJ'1�

物

染 し た シ コ ン ギ ク を比較対Hi日 と し て J TJ い た 。

|災1 3 に 子F し た よ う に OY， Cy， GW の い ずれ も p 1 /  

ド 7 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ( 1 段 階 1'=1 ) に よ る PCl� で は 約

1 ， 800 bp， 1と 1 6F2n/R 1 6R2 ( 2 段 |析 口 ) に よ る PCR で
は が� I ， 250 1コp の D N A 断 J � が梢 偏 さ れ て お・ り ， フ ァ イ
ト プ ラ ズ マ感染がlì(j 認 さ れ た 。

1::<1 4 で は Oy， Cy， G W そ ;/1. ぞ ;/1. の Mse 1 ，  A I// 
1 ，  ((sa 1 ，  1/1{({ 1 ，  [-/仰 1 1 ， Taq 1 の 6 種 ;I，IJ 限 両手 索 に
よ る RFしP プ ロ フ ァ イ ル を 子F し た が， C Y  の プ ロ フ ァ
イ jレ は OY の プ ロ フ ァ イ ル と ほ ぼ一 致 し， G W の プ ロ
フ ァ イ /レ と は Taq 1 以 外 で は 大 き く 奥 な っ て い る 。 CY
の プ ロ フ ァ イ ル の 多 く に OY に は 認 め ら れ な い 約 1 50
bp の DNA 断 片 が 認 め ら れ る が， こ の DN A 断 n. は 日正

に I� 1 6F2n/R l 6 R2 に よ る n巴stecl PCR を ;冬 え た JlS ;;'J. で
存在 し て お り ( 図 3)， な ん ら か の 原岡 に よ る �Iô特�'� (ド1

I;j: PCR å'物 と JII 定 さ れ る 。
以 l ' のが1 裂 は {JE試 し た ニ ン ジ ン 三�!I�t病のがjJJ京 フ ァ イ ト

プラ ズ マ が 1 6 Sr 1 グ ノレ ー プに 属 す こ と を 示 し て お り ，

ヒ メ フ タ テ ン ヨ コ バ イ に よ り 煤介 さ れ る 可能性が向 い こ

と が lil'定 さ れ る 。

お わ り に

以 前 はJi河原の検 : 1 \ ・ 同)J::， と い う 非 常 に 基本的IJ: こ と

す ら も ， 特 別 な 設備， 多 大 な 時間 と 労力 を 製 し て い た こ
と を 考 え る と ， フ ァ イ ト プラ ズ マ 研究 に お い て 分子系統
解 析 の 成 w と PCR 技術 の 者 及 は， ま さ に “ M LO 発 見

以米" の大 き な イ ン パ ク ト を も た ら し た と 感 じ ら れ る 。

フ ァ イ ト プ ラ ズ マ 感染 の 迅速 な検: 1 \ が可能 に な り ， 診断

同 定 の子n、 も 揃
.
立 さ れた こ と か ら， 現在 も |止界各地か ら

絞 々 と 新制の フ ァ イ 卜 プ ラ ズ マ や既知l フ ァ イ ト プ ラ ズ マ

に よ る 新病�Ji-が報刊 さ れ て い る o さ ら に 宿主特異性や媒
介昆山特別ド| と い っ た フ ァ イ ト プ ラ ズ マ の病原性ー に 関 わ

A: OY 日 CY C: GW 
M 1 .ì 斗 (， M 1 .1 .j 月 (， M 1 斗 5 (， M 

図- 4 O y ， じy， G \V O) 6 磁:1;11IIH til"，{-; に よ る 1， ド L I ' プ 口 ア γ イ /レ

4% ア ガ ロ ー ス ゲ ノレ'l lL気泳lfVJ(集， A : -:; ? ネ ギ 銭 的病 (0\， ) ， B : ニ ン ジ ン 造 的病 (じY ) ， C リ ン ド ウ て ん ぐ 巣病 (G\\' ) ，

1 :  Ms(' 1 ，  2 : バ 1/1 1 ，  :1 : {(S{/ 1 ，  4 :  I fl/{{ 1 ， 日 : Ilþ({ 1 1 ，  6 :  ii/{/ 1 ，  iVI : I I JIJ bp ラ ダー マ ー カ ー .
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る 特性の解明への取 り 組み も 行わ れ つ つ あ り ， 今後の研

究の展開が期待 さ れ る 。

引 用 文 献
1 ) 土居謎二 ら ( l 96ï) 口 他病報 33 : 259�266 
2) 兼平 勉 ら ( 1 996) 向上 (i2 : 537�540 
3) LEI-:. 1 .  M. ct al. ( 1 998) : Inl. .1. SySl. Bactcrin1 .  48 

] 1 53� ] 1 69 
，J) 宮原和夫 ら ( 1 9�2) : FI他病報 48 : 55] �554 
5) 難波成任 ( 1 993) 値物防法 47 : 86�93 

6) 一一一一 ( J 995) : I此 49 : 1 l� ] 4  
í ) 一一一一一 ( J 996) 阿 上 50 : ] 52� ] 56 
8) 版本正康 ( 1966) : n 他病報 32 : 82 
9) SA\\ 川 A 7\，\( ; 1 . T. cl a l .  ( 1 999) : I nl. .J . SySl. Bacterio1. 49 

] 275�] 285 
] 0 )  SCl I :>: E I I 山仁 B. el al ( 1 995) : il l o leclI lar  ancl cliagnostic proce. 

clllres il1 l1lycoplasl1lo logy. Acaclel1l ic  Press Il1c. ， LOl1dol1， 
pp. 369�380 

] ] ) 瓜見敏樹 ( 1 988) 関西病虫研報 30 : 3 1 �36 
1 2) 一一一一一 ・ 杉浦巳代治 ( J984 ) 円 相病報 50 : 1 49� 1 57 

慣行E書 f 作物 の細菌病-診断 と 防除

田 部井 英夫 他編 A5 判 本文 308 頁 口 絵カ ラ ー 1 6 頁
定価 6，1 16 円税込み (本体 5，825 円 ) 送料 340 円

2001 年追補 (CD-ROM 版 : for Windows) 一 病徴診断 と 病原 の 同 定 一
西山幸司 ・ 高橋幸吉 ・ 高梨和雄 編
定価 2，100 円税込み (本体 2，000 円 ) 送料 200 円

診断， 分断 と 同 定 ， 生 態 ， 発生機構， 防除法 に つ い て解説 し た 後 ， わ が 国 で 発生 し て い る 66 作物 1 1 5
の細菌病 に つ い て さ ら に 詳 し く 解説 し た 書です。

200 1 年追補 で は ， そ の 後 の 最新知 見 と と も に病徴写真 を 豊富 に 取 り 入 れ ， 病原や病名 か ら の検索機能
も 完備 し て お り ま す。

お 申 し込みは直接当 協会へ， 前金 (現金書留 ・ 郵便為替) で 申 し込むか， お近 く の書庖でお取 り 寄せ下 さ い。
社団法人 日 本植物防疫 協会 出版情報 グルー プ 〒 1 70-8484 東京都豊 島 区駒込 1 -43- 1 1

郵便振替 口 座 00 1 1 0午 1 77867 TEL ( 03 ) 3944- 1 56 1  (代) FAX ( 03 ) 3944引 03 メ ーノレ order@jppa.or.jp 

| ・ 農薬 に 関 す る 唯一の統計資料集 ・登録の あ る 全 て の 農薬名 を 掲載 l 

| 農 l 薬 | 要 | 覧 (
易ff!Jtzl書

・ 8 6 判 ・ 743ペ ー ジ
・ 定価 本体 7 ， 200 円 (税別 )
・ 送料サ ビ ス

農林水産 干'ì � 産 同 生)�tftH�W: . 植物 防波謀 監修

| 主 な ä 次 i パ ッ ク ナ ン パ

I 農 薬 の 生産， 出 荷一種類別生産 出荷数il1 . 金額/製剤
形態別生産数hl . 金額/主要良薬!京体生産数量/種
類別会社別品業生産 ・ 出荷数iil/ な ど

H 農 薬 の流通， 消 費 県別出薬種類別出 荷金額/能楽の
民家Hi耳入価絡の推移/ な ど

田 農 薬 の 輸 出 ， 輸 入 ー砲類別 輸 出 数試/積類別;1;1布 入 数
11:/仕向地別輸出金額/ な ど

W 登録農 薬 平成 12 年 9 月 末現在の登録段薬一覧/段
築主ま録の し く み/ な ど

V 新農 薬解説
W 関連資料-12 年度以作物作付 (栽培) 面積立/主 要病害

虫 の 発生面積 ・ 防|徐間続/ な ど
四 付 録一 段�� の 滋性及 び魚毒性一覧表/関 係機 関等

名 簿/登録�薬 索 引 / な ど

• 1 9 9 9 年 版 7 ， 560 円 送料サ ー ビ ス

・ 1 998 年版 7 ， 350 円 /ノ

圃 1 989 年版-4 ， 485 円 送料 340 円

※ 定価 は税込価 格 で す 。
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翻 ご注文 は ， 個 人 は 前金 (現金 ・ 振替) で， 機関購入 は 後払 い も 可， 本会へ
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