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第 62回日本生物工学会大会 トピックス集 具なるタイプのファージ三種 (RSA1，田Bl，RSU)の

単組、および混合剤(Phagecocktail) を用いて各種

脊栴病菌株の増殖を調べた結果、早期に韓首した場合、

約四時間後に耐性菌の出現が顕著となる。しかしなが

ら田L1を用いた場合、適当な条件でのファージ投与に

より、構殖抑制は実験室条件下2週間以上も融離した

(図1).すなわち、 phagecocktailを用いた耐性酋抑

制は長期間にわたる育枯病菌コントロールには必ずし

も有効ではなく、回:uの単組感染で持続的細菌増殖抑

制が見られた。 RSL1感喋下では細菌の増殖とファージ

による揖薗が平衡状障にあると解釈される.
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病原菌を自棋界の天敵ファージを用いて駆除する技術(ファージテラぜ一、ファージバイオ=ント

ロール}の研究按術開発が欧米を中心に急融に再帯している回すでにファージによる多剤耐性菌感

染袷躍の成功例が蓄積し、本年6月町パスツール研究所(フランス)における微生物ウイルス国際学

会の主要トピックスとなり、大きな潮揖が起ころうとしている。本研究では、農業分野で大きな問題

kなっている脊枯輔のコントロールをめざして、ファージを利用した『診断・予防・防除」システム

の開発を目指している。特に巨大ファージ RSLlを用いた持続的な病原菌制圧と植物予防効果におい

て良い結果が持られた.

1 はじめに

近年由抗生物質・車剤耐性薗の蔓延が引き金とな

り、病原菌を自棋界の天敵ファージを用いて駆除する

技術の研究・証術開発が欧米を中心に急撤に再轄して

いる [1，2].農業分野においても、農薬の過剰憧用によ

る環境汚染・生態系破壊、揖存島東による偉康への悪

影響に加え、摘費者の食に対する信頼を固誼するべく、

却 02年町農薬取締法改正後、農麗匝周・聞発のあり方

が厳しく問われている。最も重要な植物病害の一つに

育枯摘がある.青枯病菌 (Ha1st四iaso1.出 血岨r四)

は.ナス科やマメ科等経済的に重要な農作物を含む 33

科 200種以上の植物に感染し、世界的に甚大な被害を

もたらしている(ジャガイモ被害、年間 950檀ドル町

損失).その防障に使用されてきた主農薬は刷物である

クロルピクジンや臭化メチルであったが、後者はオゾ

ン層破瞳物質であり、 2005年に生産/使用中止となっ

ている.地球温暖化傾向も拍車をかけ青枯病菌の蔓延

と畠作物生産抵下による地球規濃の食糧不足が危倶さ

れている.ここに病原菌に商い特長性を示す、安全か

っ持続的な代替島聾・防陪甚情の開発が強〈望まれて

いる.その有力樟補として、脅枯病菌特異的パクテリ

オファージの利用に着目した.まず、(1)自棋界から

の多種目ファージの分離、 (2)グノム解読によるファ

ージの高度な特徴付け、 (3)ゲノム情報をもとにした

暗染特性・宿主との相E作用の分子基盤の理解のもと

γime(t・}

に、ファージの特性を生かした育枯病菌バイオコント

ロール桂情『診断・予防・防除」の開発を行った[3，岨。

園1育枯病菌の増殖に及ぼすファージの影瞥.対激増殖初期
(00副".3、矢問に単組、もし〈は混合剤(~叫由めとしてファ
ージを添加した.

2， 材料及び方法

。}パクテリオファージ

「診断・予防・防除』を効率的に行うために多様なフ

ァージを自離界から分離し、ファージ特性、宿主壇、

グノム解説、安定性等について基礎情報を得た.これ

までに針12種のファージのグノム解置を終了している。

田L1は巨大Myovirusであり、広い宿主域を示す[5].

。} ゲノム解析、マイクロアレイ解析

ファージRSL1について、そのゲノム 231，255bpを決

定し 343個の O田を検出した (AB36面白).， DNAマ

イクロアレイ(40玄 55)を作製し、瞳陸後 0，10， 30，抽，

1，8曲 minp.iの遺伝子発現パターンを取得している

(0剛 567022-GSM567凹の。

。} トマト暗提案験と植物内細菌モニタリング

トマト(大型福寿)種子を寒天培聾プレート内で発

芽させ、実生 (7日齢)旧主祖先端切れ目より各種育枯

病菌株を接種した.ファージは接種目.24h前に植物に

投与した。 G目標暗細菌の経時追肺は組自開発町方t去

に提った[6，7，8].生存棋は土壌に移Lポット栽培した.

。)DNAマイクロアレイ解析

回L1感染による持続的細菌憎殖抑制を理解するた

めに、国L1の 343個の遺伝子について感染時発現 号タ

ーンの比較を行った.基本的にこれら遺恒子は届蛙早

期発現型左後期発現型に分かれるが、屠量強30時間以

降で特に発現が晦撞される遺伝子 12個を特定した.と

れら喧伝子は、他のファージには且られない祖自のも

のが多く、宿主の糟殖制調と同時にファージ自体の増

殖制榔に関与する可能性があり極めて興味揮し、.

。】感染モエタロングとファージ効果

RSL1感換による持続的細菌増殖抑制効果に注目し、

実験室レベルでのトマトを用いた育枯摘菌モニタロン

グとファージによる予防効果を検証した. トマト書生

を用いた育枯昂苗接種(コントロール)では、 24時間

後に導管内侵入・増殖が顕著となり、 72時間で酋体が

主根から摘出し、 96時間で匝軸と、小業は完全にしお

れた。一方、ファージ処理トマトでは、細菌接種後 120

時間でも細菌侵入・摺殖は顕著とならず、個揖が生長

し 288時間後も病徴は皆無であったーその後、ポット

移植したトマトは1.5月後も瞳生に生長した.このよう

に植物の生長相期段階での RSL1担理は育枯病予防に

極めて抽呆的であることが判明した.

3. 結果と考察

(1)回L1感染による持続的細菌増殖抑制

(4)ファージ安定性

ファージを現場で住用する場合、自輯環境下におけ

る安定性のデータが必要となる。上記、トマト 2被験

体から4<γ月後、ブァージの検出を行った.2檀験体と

も様師、根園土履から一定量の回L1ファージが安定的

に検出できた.また土壌存在下でのフア}ジの安定性

に及ぼす祖度目影轡を調ベた.上記 3種のファージを

比較したが、 28'C聞では大蓋なく 37
0

Cで回Alはか

なり不安定となり、 50・Cで明らかに RSLIが高い温度

耐性を示した(圃 2).このように回日は環境下にお

ける持親世も保持
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している.

民同-+-
園 2 ファージに

50・cl及ぼす温度の影響

" " Days 

4. 今後の展望

従来多くの酷輔があるように、ファージと宿主苗の

聞には位百四回目聞係があり、相Eに耐性と新たな

圃染性を生む仕組みを有する.宿主とファージ買方の

ゲノム情報が利用できる現在、この仕組みが操り返さ

れるパターンを理解し、パターンに応巴たファージセ

ットを整備することが持躍的パイオコントロールには

必要である固本研究で示した田L1のような特長あるフ

ァージを遷聾することも大切で、単に稗菌ファージの

cock回ilを用いた短期処理は必ずしも良い桔呆をもた

らさない.脊枯病対置にはファージを圃場に散布する

必要は無〈、ポット苗を処置するのみで十分と思える。
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