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tr� 5 ì;í 桁JJ�i 脱線的ー の形態形 成

(Jíï I;'tにおいて、 メロンがんしゅ病州JJ;i }i文総l半jがSlr�ptomyçesh�にjmする

ことをiりjらかにするとともに、 S主r_�l_)tomyce� 泌尿iの新胞とみなされること

を述べた。 また、 本州JJ;i欣線的はその分�:r!過程において、 形態的特徴とし

て疑似j泡f袋をj防j点することから、 対初j主主 主i旦_Q�por生ngj_ 旦.!!1h.ti-伝jであるとし

た。 その後、 分��1基準の凡11立しによるActi旦_QSp旦I9:IlgjU!!)属のS t r旦Pt旦_!Tlyces

尉への移行? ø . ? I )にともない、 hJ終的にはS treptomycesh.�に分類された。

一方、 本病のb�も大きな特徴は上境伝染性病主であるということである。

そこでiTI裂なことは上場!fJにおける病問的の生息生態であると与えられる

が、 このことについて は新病主であるために解明されていない。 したがっ

て、 本的の明 地仁での形態的性状の変化を�出し生活環を知ることは、 本

病の診断仁での病開放線的のわ!定のみならず、 病原版線的の土境中におけ

る生態解明Iこにも必要であると考えられる。

このことから、 本車ではメロンがんしゅ病的の胞子の発芽から疑似胞子

袋形成までの過程について、 I庁I也ヒでの係相を鋭策した。

第1 rm 光学顕微鋭による観察

材料および方法

メロンがんしゅ病幽の供試菌株には、 rìíj jiliのB-9-ll通株(Table 9) 

をmいた。 I白地への僚組のための胞子懸溺液は、 uh試菌株をイー スト ・ ス

ターチ;.JJ天明地(酵l辻エキス2 g ，  口J 溶性デンプン10 g ， J.事天15 g ， 蒸 留

水1，000 ml， pH 7.3)で2 8 oC ， 1 4 I I I1Jl 斜出店養し、 形成された気的糸部分

の的そう(J也子とともに)をすばやく滅的水に懸溺させて1- 分に撹はん後、
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5μmのフィルターで2 1111ろ過してl足i糸体を除よー するJj法により調製した。

lr'1 地への後納は、 シ ャ ーレ111のイースト ・ スターチぷぷ山地にスライド

グラスを出I設して的地の示。Jè1を作り、 その上にIÌíj Jillの胞子懸溺液を泊ドし、

白金1{により拡げた。 280Cで1， 3， 6， 12， 24， 48， 7211与!日iおよび5 ， 

7， 14 11 WJ 1庁長後、 スライドグラスをIrrl収してカバーグラスをかけ、 位相

差装躍を併川して光学以微鋭で病)JS(欣線的の形態形成の鋭娯を行った。

川ボ

飢築市Ifi*はPlate 1に ノJ\した。

胞子の発iJ-:はI白長3 I1，J]間後から始まり、 11与I1Uの経過とともに発芽管が伸

長して、 121時間後には発芽作(発見的糸)の分岐も認、められた(Plate 1 

- 1 )。 併設241時間後では、 発!J的糸は分岐を繰り返しょ1 tJ:_菌糸体形成の初

WJ段附となり(Plate 1 -2)、 I行養4811寺間後ではl油糸はさらに増地して、

M '1:出î;糸が倣密に|孟|まった基生的糸体からなるコ ロニーを形成した。 721時

間後では1& '1:_ Ui糸体から気"1ヘイ"1びる丸出l糸が形成され、 その先端はフ ッ

クあるいはオープンループ状の形状となっていた(Plate 1 -3)。 その後、

5 11後には公的:糸に隔壁の形成が始まり胞子鎖が認められ(Plate 1 -4)、

7 11後では気的糸111の胞子鎖の111に疑似胞子主主が碓'認された( Plate 1-

5 )。 さらに、 14 11後の的そうでは多数の疑似胞子袋と粘液状の物質が気

的糸の11\1を逝っている状態が飢安保された(Plate 1 -6)。

第2 flìj 本台型 i也子顕微鋭による鋭策

材料および}j法

供試的 株 、 J支 樋iJJ�tの制�は第 l ぽjとl�íJじである。

n同.UFhd
 



出l封ぎのためのI庁長にはイー スト ・ スターチ本ぷJt"f 1也を川い、 )�( )三五与jげi去

りを改変した千法によりjlÀj JJii }J文糾以iの形態形成:JJJ f'，tを鋭終した。 シ ャ ーレ

111のIj�似Jt\- 1也卜ーに、 制!向f(-したI白地に泣したろ紙ハー (約1 cm f{J )を似せ、 ろ

紙上にJ;"f 1山の刈)Qjを作った。 攻�)(神jぽI�にJYt�子!哲治� r伎を渦ドし、 280Cで0，

1， 3， 6， 12， 24， 48， 7211与問、 および5， 7， 1 0， 1 4， 2 1 II 1H1 消長後、

ろ紙片を111い以した。 r111収ろ紙ハー は、 グルタールアルデヒドとオスミウム酸

で二m 11il Í-Ë後、 上ケ11エタノ ール系タ1)でJB�ノkし臨界点乾燥を行い、 金ぷ之?を

して志位j杉íii (-顕微鋭でのをJL終に04試したI 4 ? )。

なお、 胞子の大きさと発タ管長の測定は、 1 0"'30制体の胞子に ついて実

施した。

川ボ

Plate II， 1日に在日終�:Ij， *を、 Table 19に胞子の大きさと発主管長の惟移

を示した。

活断定lL終でもI白益1 1I;:f 11\1後までの胞子の発芽は認められなかった。 I庁長

開始1I，'jの胞子の大きさは0.9'" 1.lx 0.7"'0.9μm (手均1.OxO.8μm )であ っ

たが(Plate II -7)、 I庁長111守Wj後のj胞子は1.0'" 1.4x 0.7'" 0.9μm (平均

1.2x 0.8μm )となり、 やや大きくなっていた。 3 n与間後には胞子の一部か

ら長さ0.4'" 0.9μm (平均0.5μm)の発よ手作がわずかに{IIJ長しており、 その

時の発!J:胞子および未発芽胞子の大きさは、 Idä fr-とも'1乙均 1. 4 x 0 .9 11m と

出議開始時に較べて膨大していた。 発芽IJ与には胞子と発芽管の境はややく

ぼみ(Plate Il -8)、 {qlびた発já二告の悩は胞子の悩より狭く、 発!J:管の長

lùîに胞子のぷ"�ì'jの浪跡を死去すものも存!Eした (Plate II -9 )。 さらに、

6 11与!日!後には発立て管(発芽出i糸)はイlド)l�して、 その長さは1. 0 '" 1 . 9 llm (平

均1. 5 ，LLm)となり、 それらの発芽胞子は1.1'" 2.0x 0.8'" 1.1 μm (平均 1.4

x 0.8 川 )で あった。 また、 未発芽胞子でもその大きさは1.2'" 1.6 x 0.8'" 

1 .2川(平均1.4x 0.9μm )と問者に大きさの著しい差はなかった。 倍長12 
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Table 19. Size of spore and length of germ tube during spore germination of 

Incubation 
time 
(hr) 

。

3 

6 

12 

24 

the pathogenic .s_treptomy_çes sp. causing root tumor of rnelon on the 
yeast-starch agar medium at 28 t 

Size of spore (Mean) Length of germ tube 

Ungerminated spore Germinated spore Range Mean 

(μm) (μrn) (μm) (μm) 

0.9-1.1 x 0.7-0.9 - " ) _"J 

(1.0 x 0.8) 

1.0-1.4 x 0.7-0.9 

(1.2 x 0.8) 

1.1-1.7 x 0.7-1.1 1.1-1.8 x 0.8-1.0 0.4 - 0.9 0.5 i 0.16 

(1.4 x 0.9) (1.4 x 0.9) 

1.2-1.6 x 0.8-1.2 1.1-2.0 x 0.8-1.1 1. 0 - 1.9 1.5土0.32

(1.4 x 0.9) (1.4 x 0.8) 

1.2-1.5 x 0.6-0.9 S 6.1 - 61.9 21.9土16.78

(1.3 x 0.8) 

NE H M H 
一 一

a) -:ungerminated， NE:could not estimate， S，M:unrecorded because of irregular 
metamorphosed spores (S) and growth of germinated mycelia (M). 

時間後になると発芽管は6. 1'"'"'6 1 . 9μm ( 手均2 1 . 9μm )の長さに達し、 その

幅は0 .4'"'"' 0 . 7μm (平均 o . 5μm )で、 分|岐も認められた(Pla t e II -1 0 )。

方、 この11与WJの発茅胞子は不整形に変形しており、 大きさの測定は困難

であった。

また、 店長6 11与1m後までは胞ヂの一端からのみ発芽している胞fが認め

られていたが、 1 211，1間後には河端から発穿位が{lliびているj抱子と、 両焔と

中央部の三万から発芽しているH包子も確認された(Pl a t e II-11)。

241]存It日後になると、 発jjei菌糸は著しく増殖して基生的糸体を形成し 、 そ

れ らの 的 糸の隔は0 . 5'"'"' 0 . 7μm (平均0 . 5 μm )であ ったが、

がわずかに膨大した基生的糸も認められた(Pl a t e II -12 

部では、 先端

。 店長48時間

後には、 膨 大 した 此j:糸先端部分が成長して、 フ ッ ク状を呈する気的糸(胞
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子}f� JJ_Q的糸)を-4.4 '1:.保i糸上にj杉jぷし、 そ の礼的糸の帆は o .5'"'-' 0.9μm (平均

0.7μm )で、 膨大した)J生出i糸先端よりさらに大きくなっていた(Plate 

rr -1 3 ) 0 7 2 1I，'f I日j後になると気的糸の形成は急増し、 フ ッ ク~オープンル

ープ状を主した気的糸が多数みられるようになった(Plate IU-14 )。 そ

の後、 5 L1後では気的糸の 一部がくびれて附笠の形成が始まり(Plate 1日

-1 5 )、 rl'には完全な胞f鎖の形成も認められ(Plate II1-16 )、 それら

の1 J出f �l'lに形成される胞子は11 '"'-' 20例(、|乙均15 . 3 (1M )の範凶であ った。

}j、 一郎のl胞子鎖はI J�いに絡み合っていた。 7 11後では形成初WJの疑似

胞子袋がJt�1 1mし、 胞子�J'iの数は減少しており(Plate IU-17 )、 また、 基

�1:.出l糸の 4日IS は 車内液状の物質( ム コ イ ド )で 盆 わ れた微小f1を 話 して い た。

さらに 、 1 0 r !後ではぷrílÎが粘液物質で従われた疑似胞子袋も説、められ、 疑

似胞子袋の大きさは5μm以ドのものが多くをr_líめた(Plate III -18 ) 0 14 

日後および2 1 11後の的ぞうでは、 マ ット状の粘液状物質で鑑われた 主主生的

糸上に、 疑似胞子袋と胞子塊の形成が進み、 この時期には比較的大型の疑

似胞子主主も認められ、 !胞子鎖はさらに減少していた( Plate IU-19，20 )。

第3 t!li 考 察

メロンがんしゅ病病JJ;t波紋閣の胞子の発がは、 280Cの出皮条件で店長3

lI�f 1111後から始まることが儲l認された。 発iJ過程で胞子の長而構造の変化は

とくに認、められなかったが、 防長開始H寺に 、ド均1.0XO.8μmであ った胞子の

大きさが、 発公ミが!Jfìまる3 i[与n日後には平均1.4xO.9μmまで肥大した。 この

現象は未発非胞子でもIliJ様に飢策された。 このことは、 一般に的類の胞子

は発がに際しノk分|吸収によって膨潤する1 il 3 )が、 ノド脱線菌の場合も胞子の

膨潤が発芽!日jに起こることを示している。 また、 I庁長1 2時間後までの観察

において、 膨潤しているにもかかわらず発穿しない胞子も少なくなかった。

このような胞子は遅れて発芽することも考えられるが、 本試験では既に生
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育した売が菌糸により|偲ぺいされrm策することがl村維であった。 しかし、

多く の版秘的で胞子の - �iSが休眠状態にあるとされている: 1・J 0 . 5 d ) こと

から、 これらの未発芽胞子もIr ，J係に休日以状態にあるIIJ能けも存在する。

- - jJ、 泊以飢抵当の結*をまとめると、 胞子 の発対;は、 j膨潤に続き!胞子の

ー箇所に発芽管が胞子長l面からわずか に現れて発芽が開始される。 こ の時

点での発芸管は胞子を短うぷi(!�� 1ら9 )に包まれているが、 発芽符のイrlJ長にと

もないぷ:仰を倣り、 発広伝i糸が{ltl )L�すると与えられる。 また、 胞子 の発tf

機式は胞子の1 � 3箇所から任怠に発非管がlH封:したことから、 特定の発

芽孔や発芽スリ ットが存点することなく、 胞子のどの部分からでも発ぷで

きるものと忠われる。 すなわち、 静叫における多極性発芽1 S ) に類似して

いた。

I自養24� 4811存|間後 には、 増殖して分岐を繰り返したM �t幽糸によりiり!維

な菌そうが別れ、 その上に先端がフ ック状の気幽糸を形成するようになる。

この11与、 気出î;糸が分化する基生的糸の先端部分はやや膨大してよくなるが、

これはE主r旦旦主旦旦yç_旦_âJ属的の気菌糸の併造的特徴である去鞘l乙9 )の形成 によ

るものと4号える。 その後、 7211与!日j後になると、 気的糸では本病JJ;{的の特徴

であるフ ック~オープンループ状の胞子形成的糸の分化が進み 、 胞子鎖の

山形をっくり、 5日目�fIまでにはそれらの的糸に附壁の形成が始まって、

単純分岐、 らせん状の典型的な Retinaculum-Apertum (R A)型1 1 ø )の胞

子鎖を形造っていくことが|リjらかとなった。 なお、 1 J白子鎖 にJ作成される

胞子数は、 供試I白地はwなるが第4 挙 第 1 flí'iの結*とほぼ同じであった。

-}j、 !胞 子 �mの n� J戊が担任んになるI店長5 11後以からは、 疑似胞子袋の形

成 もみられるようになった。 S t r旦旦lQ.!!!Y立主主 ( f.D.iD O�旦rangÌum) J雨的の疑

似)胞子袋は、 J& jミ出i:糸， 気的糸あるいはスパイラル状の胞子から形成され

る 3通り の形成 過むがあるとされている 4 cl ) が、 4:病原版紋的では絡み合

った胞子鎖から形成されるタイプが主体であるとjgわれる。 こ のことは、

疑似胞子袋の形成にと もない胞子鎖が減少していることからも明白であっ

。た
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本病)J;t脱線的では基'1: (ii糸の分断は起こらなかったが、 l{Jj主主7'" 1011後

頃の必/主的糸体の ー百ISでは車内液状物質で従われたマ ット状を呈し、 1 4 [ 1後

頃からはその上に疑似胞子袋や胞子脱が多く認められる的そうとなった。

また、 21しl後のを!l終でも14 11後とlriJ被の状態を確認‘したことから、 そのよ

うな的そうの状態がその後もさらに維持されていくものと考えられる。

本実験において、 胞子の形成は併設5日後からみられ、 7 n後では日正に

疑似j胞子袋の形成も始まり、 14 r-1後にはRA山の胞子鎖は少なく、 多くは

疑似胞f袋へと変化していた。 しかし、 スターチ ・ 無機邸怒天出地におけ

る第4阜の観終結以では、 280C， 21 n I日J í庁長の的そうでもかなり の胞子鎖

が認、められている。 一般に、 脱線的の快活環はIJP地成分やIJT養温度などの

生育環境の彫響を受けやすく1 ë臼)， �tr旦gt旦旦YS旦5の胞子形成は貧栄養の白i!

)杉階地で起こるとされている1 6 ø )ことからも、 上述のような崎地上での生

活環における形態形成の何1M速度の差は、 UC試I白地の栄養条件の本[1異に起

因するものと考える。

l放総出jのj形態形成に|共jする研究は少なく、 他物病j点的ではClark and L­

awrence9 ) によりS. i pomoea e の胞子形成過程の観察が行われているにす

ぎず、 これも本実験と同係に情地上での試験である。 しかし、 このような

病原欣線的の形態形成の特徴は、 E主主旦旦t旦旦yç旦_ê1肩菌における分類と同定に

おいて分類学上の主要な判断要点となっているためにl日2 1 11 15b\ 極め

て重�となる。

4般に! �域rl rの脱線医iは'1::長が逝く、 世代11存11\1は11か週の単位であるこ

とが知られている1 :2 ø )が、 I白地上での形態形成と!�墳r� rでの生活環との関

係は明らかでない。 また、 S. vita回目凶1 LL!_ê (A・ Vitami DJæl!iLlL!TI )では、

疑 似j泡j亡袋に水を}JIJえると胞子個体に分散することが知 ら れている1 3臼)。

L J.説的}J�t的であるメロンがんしゅ病的において は、 とくに土上最中での生態

を解明することは重要であり、 本試験で飢終された疑似胞子袋や粘液状物

質などの梢造物の形成が上上自司Iや宿主他物|二でも存!tするかどうか、 また、

生活坊の中でどのような役割を栄たしているのか、 さらなる検討が必要と
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なる。

本試験は1 I半i妹による判定の的地I �での在日終ではあるが、 lìíj t;'�の分方! ''? 

的布十'1: 111のぷ!検品Ili !.+ミでもi半i株1111に大JCなかったことから、 以i株による形態

形成の大きな村|述はないものと与えている。 また、 先にも.ìiliべたように、

放線的は培地成分により生活環の影響を受けやすいが、 がんしゅ病的が)�

する� t r � Q t 0 m y c e s h�的は、 K i_i_a s生t 0 sp 0 r ! é! Jr�出iのようにIff地のつ社長条件に

より複雑な生治上京(多形態性)を/示すものではない1 2 
�1 )。 したがって、 本

実験においても胞子の発芽から抗生I�j糸の形成， 会L菌糸の分化， 胞子鎖の

形成といったE主r旦旦t旦旦yc旦豆脳出!の - Æの生活f;誌を舵説、することができたが

それらの形態や疑似胞子袋などのHI� 造物の特徴は、 とくに、 メロンがんし

ゅ病菌の借地仁での生活環の一部を特徴づけたとものと与える。
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第6 !立 がJ似JJ!i.秘的ー の分雌}î it 

放線的の選択的分離法の検討は、 これまでに多くの州究がなされている

が12 19 31 j8 ら1 lÌ '( 1 II 3 . 1 5 8 )、 放総出iのみを効率よく、 しかもすべての

樋矧の分離に迎川できるような的地やJî 法は作11 1(されていない。 とくに、

舶物がí Jj;[脱線以iの分離には、 示1[1 l足jや糸状的によるilj" W:がともないやすいた

めに、 1: I nなとするj皮総出lのみを効率よく分縦する}j法が常に問題とな って

いる28.5? 64 γG 1 l<l 9 )。

本病の病1>;(出i分雌においてもm 3立で.ìiliべたように、 分離11与における催

病組織に共(/する細菌の速い生育が病J�(体を分離する過程で降吉となり

困難を米してきた。 このようなことから、 本病以放線幽の確実な分離刀法

の碓r ，L{はみ;病の診断においても必須の1m題である。

したがって、 本立では希釈平板法による催病組織からの病郎脱線的の分

離泊ねにおいて出入細l送iの(1111 JJ，Lを抑í!ifJし、 がんしゅ病的をえ}J半(�Jに舵'ぷに

分雌することを日的として、 分離源に対ーするアルカリ処.flnおよびフ エ ノ ー

ル処旦rrの効*、 分自(f川府地への添加i抗生物質の倹'点、 ならびに分自在日]基本

地地について検討を行った。

第1 f1îj 分雌�J;tに対する化学処Jlll fj法の検討

分自fê狐であるメロンがんしゆがiのこぶ組織のj窓枠 ・ 搾Hi-伎を処理するこ

とにより、 分雌1I与の混入来111伝i 量を減少させる方法について検討した。 すな

わち、 ノk酸化ナトリウム水溶液によるアルカリ処瑚とフエ ノ ール水溶液処

理のがj民について、 比較検討した。

材料および方法

-66-



がんしゅ州出iを雑1�1出人材料から分自(Êするためには、 予めがんしゅ病的

に対する各処理の影響を検定しておく必要がある。 この基準的ー としてB -

9 - 1菌株(Table 9)をmい、 イー スト ・ 支JJ: :忠夫前地1 ，J 3 )で280C， 1 0 

"-' 1411 1m斜l自1崎長した的体の懸溺被をJ& r\�州JJ�{脱線的とした。 分離|時の混

入細菌のIH現状引の検定は、 現地発'1: 11m場より採取した約染士.t_gをJtJいて

ガラス出室内でよ元防したメロン (日栂: 健)同))の発病形成こぶ(也ー任約4

mm)について行った。 発�JÁJこぶは水道ノkで1- 分にノk洗後滅的ノkで2 [nJ洗浄

し、 生体j11 1 i: の 10 {�うほとなるように滅的水を加えて乳鉢で隣作し、 その搾

汁液を分離JJ;"(とした。

試験は3枚のシ ャ ーレ ( 111径9 c m)の反復実験とし、 結栄はそれらの平

均値でノ示した。

1 .  7)<.般化ナトリウムノrJ<.i公液によるアルカリ処_f!Ji

!1!1 J1Jlは、 W a k i s a k a e_ L生1 I S 2 ) の)j法を改変して'点施した。 減過滅的し

た9. 9 m 1のO.OlN NaOHノk 治被とL I�Gの的体懸溺減、 あるいはこぶ組織の賂

砕 ・ 搾汁液のo • 1 m 1を試験管内で出介し、 主?Laドで/浄凶した口 的自U，lf 1f\Jは、

1， 3， 5， 10， 30， 50分とし、 また、 対照( J!時処J!M)として滅的水を用

いた区を設けた。 処理液は、 減過滅的したO.lN HCl水溶液により直ちに中

和後、 希釈してそのo . 1 m 1をアルブミン�tf天泊地lら3 J上に塗抹した。 280C， 

5 111m府議後、 1.1\現した�JÀj jJ�(脱線的あるいは紺1 I足jのコ ロニー数を調査し、

U\�処J1JI区に対するコ ロニー形成半を算11\した。

2. フェ ノールノk 治被処.f1}l

処_fJUは、 Lawrence761 の方法を一郎改変して行った。 病原脱線菌懸溺液

あるいはこぶ組織の謄砕 ・ 抑汁械のo . 1 m 1と所定の濃度に調整した9.9 m 1 

のフェ ノール水約液を混合し、 室副で1 0分間静世して処理した。 フェ ノー

ル水決液の浪度は、 120， 140， 160， 180， 200， 400， 800倍( v / V)とし、

また、 対l!日(無処迎) [2{として滅的水を川いた。 処J1U i-伎はlÜちに希釈後、

lと同岐にそれぞれのコ ロニ一形成率を求めた。
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川水

1 . 水酸化ナトリウムノk 的被によるアルカリ処ßIIの効栄

処即時HHと病JJ;C脱線的および出人制的のコロニーの出現状況は、T a b l e

20にノ戸した。

アルカリ処理後の病以脱線的のコロニ-形成率は、 1分処.E!Rではほとん

どその影響はみられなかったが、 3分処J!�では7 2 . 6%まで減少し、 30"-'5 0

分処埋では約、|三数のコロニー形成半であった。こぶ組織18米の細菌-は、 l 

分処J11lから約30%が死滅し、 5分処ßIJで約三I�数の的11に減少し、 さらに、

30'"'-' 50分処理ではがJ 30 %のコロニ-形成率まで低下した。 方、出入細菌

に対する病院l j武線的のコ ロニー形成率の比率は、 30"-'5 0分処埋で1 . 6 6と股

線的のコ ロニ-形成半の方が尚くなり、 病Jj�l放ゑjii的の選択分離には効果的

であった。

Table 20. Effects of alkaline treatment with 0.01 N-NaOH on appearance of 

colonies of the pathogenic StreptomyC皇室 sp. causing root tumor 
of melon and contaminant bacteria 

Time 
of 

treatment 
(minutes) 

Bacteria 

お
γ

f

M
m

e
 

t
r
m一
b

No. of colonies / plated) No. of colonies / plated) 

(x106 cfu/g of tissues) 

nHv
slA
丹、u
phu
nHu
nHu
nuu
31A
円、u
p「u

247.3(100 ) b) 

238.3( 96.4) 

1 80.3( 72.9.) 

165.3( 66. 8) 

154.0 ( 62.3) 

123.3( 49.9) 

11 8. 7 ( 4 8. 0 ) 

1 83.0 (100 ) b) 

128.0 ( 69.9) 

121.0 ( 66.1) 

94. 7 ( 51. 7) 

82.3( 45.0) 

55.0 ( 30.0) 

53.0 ( 29.0) 

1. 00 

1. 38 

1.10 

1. 29 

1.38 

1.66 

1.66 一一一 一一 一
a) Average of three plates. 
b) Number in parenthesis is percentage to control (colony forming ratio). 
c) Colony forming ratio of Str皇ptomyces sp. / colony forming ratio of bacteria in 

each concentration. 
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2 . アエ ノ ール水治被処J'I!の必'J � 

結*はT a b l e 21に心した。

fJÀÍ n;{ J次総出iのコ ロニ-形成率は、 400倍液処J1llまでは減少がみられなか

ったが、 200倍液では6 4 . 4%まで低ドし、 さらに、 処血液の濃度の上昇に

ともない減少した。 とくに、 1 20俗液では若しく低ドし、 4 . 2 %のコ ロニ

ー形成率であった。 一店、 こぶ山米の市111的は、 病開放線的と同じく800倍

と400 {目減の処JlUではコ ロニ-形成本の低下はみられなかったが、 200倍

機から減少傾向を吊し、 1 20倍液ではまったく細菌の出現は認、められなか

った。 また、 IIf6 1行のコ ロニー形成率の比率は、 400倍液処坦!まではm�処理

区とほとんど左はなかったが、 200 fr"'f液以1-_ の高濃度処理では病原脱線的

が和11菌のコ ロニ-形成本をL�凶り、 付lでも1 40前液処理では2 1 . 56 を示す

員長尚伯であった。 したがって、 本処瑚では 200'"'-' 1 40 {g i伎の濃度において

有効で、 とくに、 1 40倍液処理は交)J -*が尚かった。

Table 21 . Effects of phenol treatment on appearance of colonies of the pathogenic 

Stre2tomyce� sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Bacteria Concentration 

of 

phenol No. of colonies / platea> 

(diluted factor) 

Rate of colony 

forming Str皇2-

No. of colonies / platea>巨匠笠â sp. to 

(x107 cfu/g of tissues) bacteriac> 

Control 1 1 8.7(100 79.3(100 1 .  00 
x 800 121 . 7(102.5) 78.0( 98.4) 1 .  04 
x 400 1 19.0(100.3) 81 . 3(102.5) 0.98 
x 200 76.7( 64.4) 20.3( 25.6) 2.52 
x 180 57.7( 48.6) 14.3( 1 8.0) 2.70 
x 160 44.7( 37.7) 7.3( 4.10 
x 140 23.0( 19.4) 0.9) 21 . 56 
x 120 5.0( 4.2) 。 。

a)，b)，c) See Table 20. 

nHu
 

nhU
 



第2節 分離川的地への添加l 抗生物質の検'ぷ

分離Iii地への添加lによって分雌Il，'fの出入汚染系111 !半ihlを減少させ、 さらに 、

本州JJ�i脱線的の']:育に影響が低い抗'[:物質の検点'を行った。

材料およびjj法

供試抗生物質- として、 デヒドロ酢椴ナトリウム(ナカライテスク) ， テ

トラサイクリン(Sigma) ， チロトリシン(Sigma) ， コ ー ル酸ナトリウ

ム(ナカライテスク) ， ストレ プトマイシン(明治製栄) ， ノボビオシン

(Sigma) ， リフ ァ ンピシン(Sigma) ， クロ ラム フエニコ ール(Sigma)， 

ナリヂイキシ酸(Sigma) ， カナマイシン(ナカライテスク) ， 9-アミ

ノアクリジン(ナカライテスク) ， コ リスチン(Sigma) ， ポリミキシン

B (Sigma) ， ペニシリンG (ナカライテスク)およびペンタクロルニト

ロベンゼン(75 %水平1I剤を使m; [1 J主化学)の介計1 5極に ついて試験した。

それぞれの抗生物質は、 所定の以J交の2F�阪府地となるように、 手キ抗生物

質の氷溶液とがo 50 ocに出ú解したアルブミン本天府地\ 5 3 Iを出合して調製し

た。 τ|乙板培地には!日節と同保に制整したがんしゅ病的の的体懸溺減、 ある

いはこぶ組織の謄砕 ・ 搾汁液を塗抹後、 病原放線的と細的の出現コ ロニー

数 と コ ロ ニー 形 成 率 を 調 べた。

川本

手4柏.r/c '1:物質に刈ーする病IJSi Jjý_線的ならびに形成こぶli1来の浪人細菌の出

現状況を訓べた結果を、 Table 22'"'"'Table 36に 心した。

テトラサイクリン， ストレ プトマイシン， ノボビオシン， リフ ァ ン ピシ

ノ， 9-アミノアクリジンおよびぺンタクロルニトロベンゼンの6種では、

試験した低濃度でも病原放線的の山現抑制が著しく、 混入来目的のみの抑制
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コ、
ン ./ ，トチ ロまた、。2 2�T a b l e (Ta b l e  には刻j米Ii<Jでなかった

1II，j I足J Nlとも品

その傾向は的

Effects of tetracycline on appearance of colonies of the pathogenic 

泣E皇Qt盟主主es sp. causing root twnor of melon and contaminant bacteria 

ロ ラム フエニコ ールの3，H!では、

ド似Itr]を説、めたが、口ニ-)伝h比率は低

ウムおよびク

験i{� J主の地jlUに従い コ

Table 22. 

ール般ナト

vd
-

o
 

nu

hピ

+し

G

E

l
 

--

FA-

-

c
 

O

+し一

P‘

a

ρし

円、u-

cu
-
EAnl

 

fi
vb
s一
e

nu

nu

凸U一

ふし

・
1ム

pu一

円し

e

m

vι
a
 

+L

r

m一
'hU

角u

nu

nu

nk

fi

+し

Bacteria 

No. of colonies / plate臼)

(x10γ cfu/g of tissues) 

s.t工旦_gt盟ly�S sp. 

No. of colonies / plate�) 

Concentration 

of 

tetracycline 

(p凹)

1. 00 

0.09 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

63.0(100 ) b) 

14.3( 22.7) 

7.3( 11.6) 

1.0( 1.6) 

0.3( 0.5) 

o ( 0 ) 

o ( 0 ) 

o ( 0 ) 

61. 0(100 ) b 

1.3( 2. 1) 

0(0 ) 
0(0 ) 

0(0 ) 

0(0 ) 

0(0 ) 
0(0 ) 

0 

10 

25 

50 

100 

150 

200 

250 

a)，b)，c) See Table 20. 

Effects of streptomycin on appearance of colonies of the pathogenic 

Streptomyc皇室 sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Table 23. 

vu
一

o

nu

nど

ふし

o

e一

l

司tA

FA-

-

c

O

ふし
一

ny

a

p』

円、u
一

CM
-
TAFA

 

ti
伊b
s-
e

o

n

e一
ふし

・
1A

nu-

ρし

e

m

VL
a
 

t

r

m
了
b

a

o

o-

n氏

ti

ふし

Bacteria 

No. of colonies / platea' 

(x101 cfu/g of tissues) 

No. of colonies / plateal 

Concentration 

of 

streptomycin 
(ppm) 

1. 00 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

27.3(100 ) b) 

18.7( 68.5) 

7.7( 28.2) 

7.3 ( 26. 7) 

5.0( 18.3) 

2.3( 8.4) 

0.3( 1. 1) 

229.3(100 

o ( 0 

0(0 

0(0 

0(0 

0(0 

0(0 

0 

5 

10 

50 

100 

200 

400 
ーー一一一一一一一一ーーーーーーーーーーーーー ーーーーーー ーーーーー一ーーーーーーーーーーーーーーー

a)，b)，c) See Table 20. 
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Effects of novobiocin on appearance of colonies of the pathogenic 
Str�p包町主主主 sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Table 24. 

Concentration 

of 
vd
一

o

n

DA
+し

o

e一

i

li

r
・
c

O
+L

P
a
 

c
p、U

S
-
-FA

 

nfi

σb

qu一

ρu

o

n
e-
4L
 

.
、A

nu-

pu

e
m

vt
a
 

+L
r

m一
、hu

a
o

o一

R
f

t一

Bacteria 

No. of colonies / platedl 
(xl01 cfu/g of tissues) 

Strepto_myçe� sp. 

No. of colonies / platedl n

一

-
Ti

一

戸U

一

nu
、B/

一

・
1ム

m川
一

hυ

Dι
一

円u

nv

­

vv
ftt、

一

ハU

­

nH

一

1. 00 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

22.3(100 ) l>) 

21.7( 97.3) 
14.7( 65.9) 
17.3( 77.6) 
16.3 ( 73. 1 ) 
9.3( 41. 7) 
6.7( 30.0) 

159.0(100 
0(0 
o ( 0 
0(0 
0(0 
0(0 
o ( 0 

0 
0.5 
1.0 
3.0 
5.0 
7.0 

10.0 

a)，b)，c) See Table 20. 

Effects of rifampicin on appearance of colonies of the pathogenic 
泣r�2tomyce� sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Table 25. 

Concentration 
of 

rifampicin 

(ppm) 

VJ
-

o
 

n

E
t
 

o

e-

-

li

FA一

・

c

nU
ふし一
ny
au

nL

n、U一

cd
・-AFA

 

ri

グb

S一

e

o

n
e一
+し

・
3i

pし一
ρu

e
m

vd
a
 

+L
FA
m川町、hu

nG
o

o-

nk
nf+
し一

Bacteria 

No. of colonies / plateJ) 
(xl01 cfu/g of tissues) 

.s_tr�21om_yces sp. 

No. of colonies / platedl 

1.00 
0.15 
0 
0 
0 
0 

48. 3 ( 100 ) b ) 

39.0( 80.7) 
18.0( 37.3) 
15.0( 31.1) 
9. 7 ( 20. 1 ) 
0.7( 1.4) 
0(0 ) 
0(0 ) 

35. 7 ( 100 ) b 

4.3( 12.0) 
0(0 ) 
0(0 ) 
0(0 ) 
0(0 ) 
0(0 ) 
0(0 ) 

0 

5 
10 
25 
50 

100 
200 

円〆臼円f'

a)，b)，c) See Table 20. 



Table 26. Effects of 9-aminoacridine on appearance of colonies of the pathogenic 

泣_!'e}2tomy_ç皇室 sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 
一一 一 一 一一一一一

Concentration 

of 

9-aminoacridine 
(ppm) 

泣reQ_主omyce� sp. 

No. of colonies / plate白)

。 184.3(100 

5 。 。
10 。 。
25 。 。

50 。 。
100 。 。
200 。 。
400 。 。

a)，b)，c) See Table 20. 

Bacteria Rate of colony 
forming s.tr�-

No. of colonies / plateal 包旦盟主主sp. to 

(x106 cfu/g of tissues) bacteriacl 

166.3(100 ) b l 

140.7( 84.6) 

135.0 ( 81. 2) 

102.3 ( 61. 5 ) 

55.7( 33.5) 

1.0( 0.6) 

o ( 0 ) 

0 ( 0  ) 

1. 00 

0 

0 

0 

0 

0 

Table 27. Effects of pentachloronitrobenzene (PCNB) on appearance of colonies 

of the pathogenic 泣re}2主Q盟主主旦� sp. causing root tumor of melon and 

contaminant bacteria 

Concentration 

of 

PCNB"l 

(ppm) 

。
100 

250 

500 

1，000 
1，500 
2，000 

S_tr盟也監盟主 sp. 

No. of colonies / platebl 

Bacteria 

No. of colonies / plate し)

(xl06 cfu/g of tissues) 
一一一一一 ー 一一一一

132.7(100 79.3(100 

。 。 75.0( 94.6) 

。 。 75.5( 95.2) 

。 。 75.3( 95.0) 

。 。 79.0( 99.6) 

。 。 62.0( 78.2) 

。 。 61. 7 ( 77.8) 

Rate of colony 

forming泣虫Q-

tornyç_�� sp. to 

bacter iad l 

1. 00  

。
。
。
。
。
。

a) Used PCNB was water dispersible fungicide (75お) for pathogenic fungi in soil. 

b) Average of three plates. 

c) Number in parenthesis is percentage to control (colony forming ratio). 
d) Colony forming ratio of泣1'&12:包E巴皇室 sp. / colony forming ratio of bacteria in 

each concentration. 



Table 28. Effects of tyrothricin on appearance of colonies of the pathogenic 

Streptomy_ç_皇室 sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 
一一一一 一 一一一-

Concentration StI盟to_myce� sp. 

of 

tyrothricin No. of colonies j plated) 

(ppm) 

Bacteria Rate of colony 

forming S1rep-
No. of colonies j platea) 包町盟主sp. to 

(xl0'l cfujg of tissues) bacteriaC) 

0 

1.0 

2.5 

5.0 

10.0 

25.0 

50.0 

100.。

253.3(100 ) b) 

143.7( 56.7) 

118.3( 46.7) 

30. 7 ( 12. 1 ) 

2.0( 0.8) 

0.3( 0.1) 

0 ( 0  ) 

0 (0 ) 

36. 7 ( 100 ) LJ ) 

30.0( 81. 7) 

32.7( 89.1) 

30.0( 81.7) 

18.0( 49.0) 

19.3( 52.6) 

13.3( 36.2) 

7.7( 21.0) 

1. 00 

0.69 

0.52 

0.15 

0.02 

0.002 

0 

0 

a)，b)，c) See Table 20. 

Table 29. Effects of cholic acid sodium salt on appearance of colonies of 

the pathogenic Str盟主皇陛包� sp. causing root tumor of melon and 

contaminant bacteria 

Concentration Strep七oll!yçes sp. 

of cholic acid 一一 一一一 一一一

sodium salt No. of colonies j plated) 

(ppm) 

Bacteria vd
一

o

n

Dム
+L

o

e一

1

1i

r一
・

c

O
+し一
p

a

c
nb
一

S
・
lF4

 

2
3A

σ
b

qd一

凸U

o

n

e一
ふし

・
I

C一
c

e

m

VL

a
 

+L

r

m一
Lu

au

nu

ハU一

Dハ

fi

+し一No. of colonies j platea) 

(x107 cfujg of tissues) 
一一一

。 239.0(100 32.0(100 1.00 

100 196.3( 82.1) 36 . 0 (112 . 5 ) 0.73 

200 229. 7 ( 96. 1 ) 33.3 (1 04.1 ) 0.92 
500 35.7( 14.9) 24.3( 75.9) 0.20 
800 0.7( 0.3) 21.7( 67.8) 0.004 

1，000 0.7( 0.3) 16.7( 52.5) 0.01 
2，000 。 。 13.0( 40.6) 。

一一一〒 一一

a)，b)，c) See T able 20. 
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Table 30. Effects of chloramphenicol on appearance of colonies of t he pat h ogenic 

Str也包illyçe� sp. cau sing root t u mor of melon and cont amÎnant bacteria 

Concentrat ion St r�Qt omyçe� sp. 

of 

chloramphenicol No. of colonies j plate臼)

(ppm) 

Bacteria Rate of colony 

forming Stqm-
No. of colonies j plated1 t omy笠� sp. t o  

(x106 cfujg of t issues) bacterÍac1 

。 69.0(100 42.7(100 1 .00 
1.0 28.3 ( 41 .0) 43 .3 (101 .4 )  0.40 
2.5 27.7( 40.1 ) 3 8.3 ( 89. 7) 0.45 
5.0 。 。 27.7( 64 .9) 。

10.0 。 。 28.0( 65.6) 。

a)，b)，c) See Table 20. 

j京版記長出jのJj力� klfî �まで、 京111 �Îに対する病!日( j].文総出iのコ ロニ-形成半の比半

はすべてl以ドであった(Table 28"-'Table 3 0)。 したがって、 これらの

物質でも出人制的の/J!， fJ� 抑制処迎!としての効果はWI í与できなかった。

一Jj、 抗生物質添加的地!こでの病Jh{脱線的のコ ロニー形成率がこぶ由来

市111的のコ ロニー形成率よりも高い仙を足したものは、 デヒドロ酢酸ナトリ

ウム， カナマイシン， ナリヂイキシ酸， コリスチン， ポリミキシンBおよ

びペニシリンGの6極であり(Table 31"-' Table 3 6)、 '1-1でもデヒドロ酢

般ナトリウムの500ppm とカナマイシンの1 0"-' 50ppm では、 その比半がとく

に両い仙をノJ \ し た。 す な わ ち 、 デヒドロ酢酸ナトリウム添加|山地では、 病

JJSi }J!x総出iのH1 J.hI.は250ppmからコロニー形成半の減少がみられ、 500ppmで熊

添加的地の72 . 4 %を示し、 さらに、 1 ，000ppm では 8 . 7 %と急激に低下し

た。 系Illl*Îは250pprnで 86 . 6%のコロニ- )1三成本であ ったが、 500pp mでは25. 9

%と梓しく減少した。 一方、 コ ロニ-}杉成率の比率は500ppmで2 . 80を示す

ように、 病JJSt }波紋菌のコ ロニ- )T� h比率が細菌をl二|旦lった。

カナマイシン添加借地において、 �IÀj原脱線!省は5 "-' 25ppm でコ ロニー形

成率が87 .7"-'56 . 3 %の比較的l山ーい出現が認められ、 50ppm でも23 . 2%を ノド

した。 市111 I摘は5 ppm でがj、|土数の的民に低下し、 25ppm では20 .1%、 さらに 、

にUヮ，，



Table 31. Effects of dehydroacetic acid sodium salt on appearance of colonies 

of the pathogenic �tr盟主omyce� sp. causing root tumor of melon and 

contaminant bacteria 
」ーー---一一一一一一ーーーーー一ーーで:___ーー一

Concentration of St旦Q_tom_y_c�s sp. 

dehydroacetic 

acid sodium salt No. of colonies / plate“) 

(ppm) 

Bacteria Rate of colony 
formingむr�p­

No. of colonies / plateil l t句1ì'c�s sp. to 
(x107 cfu/g of tissues) bacteriaCl 

0 
100 
250 

500 

1，000 
1，500 

279.3(100 ) bl 

291.3(104.3) 
230.3( 82.5) 

202. 3 ( 72.4) 
24.3( 8. 7) 

o ( 0 ) 

32.0(100 ) し)

33.3(104.1) 
27.7( 86.6) 

8.3 ( 25.9) 
4.3( 13.4) 
3.0( 9.4) 

1. 00 
1. 00 
0.95 

2.80 
0.65 
0 

a)，b)，c) See Table 20. 

Table 32. Effects of kanamycin on appearance of colonies of the pathogenic 

Strill2_也血盟主â sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Concentration 
of 

kanamycin 
(ppm) 

Bacteria Rate of colony 
forming泣旦.2-

No. of colonies / plateal _tomy笠.ê sp. to 

(x107 cfu/g of tissues) bacteriacl 
No. of colonies / plateill 

0 
5 

10 

25 
50 

100 

200 
400 

225. 0 (100 ) b ) 

197.3( 87.7) 
176.0( 78.2) 

126. 7 ( 56.3) 
52.3( 23.2) 

0.7( 0.3) 

0 ( 0  ) 
0 ( 0  ) 
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a)，b)，c) See Table 20. 
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Table 33. Effects of nalidixic acid on appearance of colonies of the pathogenic 
Streptomyce� sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

- ー一一--� 一一一

Concentratìon 

of 

nalidixic acid No. of colonies / platea) 

(ppm) 

Bacteria Rate of colony 
forming S.tDill­

No. of colonies / plated) 色町並� sp. to 
(x106 cfu/g of tissues) bacteriaC) 

0 
1.0 
2.5 
5.0 

10.0 
25.0 
50.0 

100.0 
250.0 

105.3(100 ) b) 

100.7( 95.6) 
96.3( 91.5) 
89.0( 84.5) 

87.7( 83.3) 
78.0( 74.1) 

45.0( 42.7) 

3.7( 3.5) 
。

285. 3 (1 00 ) b ) 

260.7( 91.4) 
244.0( 85.5) 
229.7( 80.5) 

223.0( 78.2) 
202.7( 71.0) 
155.0( 54.3) 

115.7( 40.6) 
83.3( 29.2) 

1. 00 
1. 05 
l. 07 
1. 05 
1.07 
1.04 

0.79 

0.09 
0 

a)，b)，c) See Table 20. 

Table 34. Effects of colistin on appearance of colonies of the pathogenic 
Streptomyces sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Concentration 
of 

colistin 
(units/ml) 

泣E皇陛盟包皇室sp. Bacteria vd
一

o

nu

nど
+L

nu

ρu一

1i

FL

・
­

nu

+L一

ny
c

ρし

n\U一

qu

円d

《十A
グb
S一
r

nu

nu

ρu一

ρU

-
T4

nu一

ふtu

ρu

m川

V't

pし

+し

わA

m川
一

a
u

a

0

0
7hu
 

nk
rl

ふし一No. of colonies / platea) No. of colonies / platea) 
(x106 cfu/g of tissues) 

0 
10 
25 
50 

100 
250 
500 

91. 3 ( 100 ) b ) 

82.7( 90.6) 
82.7( 90.6) 
81.0( 88.7) 
82.3( 90.1) 

6.3( 6.9) 
0 ( 0  ) 

133. 7( 100 ) b) 

119.3( 89.2) 
119.3( 89.2) 
101.0( 75.5) 

94.3( 70.5) 
84.0( 62.8) 
82.0( 61.3) 

1. 00 

1. 02 
1.02 
1.17 
1.28 
0.11 

0 
一一-一一一

a)，b)，c) See Table 20. 
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Table 35. Effects of polymyxin B on appearance of colonies of the pathogenic 

Strepto!!!_Y_ç_岱sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 

Concentration StI�tQIT!包皇室 sp. 

of 

polymyxin B No. of colonies / platea) 

(units/ml) 

。 112.7(100 

10 105.7( 93.8) 

25 106.3( 94.3) 

50 77.7( 68.9) 

100 。 。

250 。 。

500 。 。

1，000 。 。

a)，b)，c) See Table 20. 

Bacteria Rate of colony 

forming Sir�l?一

No. of colonies / platea) tomy�� sp. to 

(x106 cfu/g of tissues) bacteriaCI 

268.0(100 1. 00 

231.5( 86.4) 1. 09 

226.3( 84.4) 1.12 

224.3( 83.7) 0.82 

200.0( 74.6) 。

116. 7 ( 43.5) 。

114.7( 42.8) 。

82.3( 30.7) 。
一一一 一一

Table 36. Effects of penicillin G on appearance of colonies of the pathogenic 

Str号��tO!_J1Y民� sp. causing root tumor of melon and contaminant bacteria 
一 一 一 ←一一一一一一 一一一一一 一 一一一一一一一 一一一 一

Concentration Str盟tO!!!Y旦皇室 sp. 

of -一一一 一一一一一

penicillin G No. of colonies / plated) 

(ppm) 
一一一

一一一一一

Bacteria Rate of colony 

forming StrE;p-

No. of colonies / plateol 並里目白sp. to 

(x106 cfu/g of tissues) bacteriacl 
一一一一

。 30.7(100 

26.3 ( 85. 7) 

5 22.3( 72.6) 

10 17.3( 56.4) 

25 1. 3( 4.2) 

50 。 。

100 。 。

200 。 。

a)，b)，c) See Table 20. 

一一一一

37.3(100 

29.7( 79.6) 

27.3( 73.2) 

23.0( 61. 7) 

19.3( 51. 7) 

22.0( 59.0) 

20.0( 53.6) 

22.7( 60.9) 
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50ppm では 4.1%のコロニ- }f� j�比率まで減少した。 また、 出III !泊に刈する州

JJ�( }j文総出iのコロニ-)杉h比率の比率は、 50ppm まで州出版紘的より手111的への

生育抑制j効*が強く、 とくに、 50ppm では5 .66というl匂い仙をfigめ、 次い

で 25ppm、 10ppm のJ!lúで有効であった。

以上のことから、 分離地地添加I抗生物質としては 50ppmのカナマイシン

が起も効米がl従く、 次いで 25ppmのカナマイシンならびに500ppmのデヒド

ロm:般ナトリウムであることが|り!らかとなった。

第3節 分離川l.t本店地の比較

本病}J;(脱線的の生育が山好で、 しかも分縦1I，'fの混入汚染細的の生育が抑

えられる問地の検必'を行った。

材料および方法

病院i 脱線的の的体懸濁液およびこぶ組織の謄昨 ・ 搾汁t伎は、 第l節と同

伎にl制笠して{jt ，試した。

実験- 1 : 供試借地にベネ ット寒天I白地3U) F シ ユクロー ス . filï酸出家

天培地38} ， グリセリン ・ アスパラギン本天地地3U) ， グルコー ス ・ アス

パラギンjJf天地地3臼) ， スターチ ・ (JI'j酸出 ・ カゼインぷぷI白地òl:i) ， Loc­

hhead and Chase84)の組閣微生物川基本借地(以下B 的地と略記する) ， 

マンニ ット ・ 硝椴塩jJ天I白地158l， ジャガイモf!f( r I平合成1;_�天培地 1 2 d ) 

(以ドp S S A!庁地とIi明記する) ， ワ ックスマン山地1541， アルブミン寒

天培地1531， キチン的地8 1 ) および京本犬山地の1 2極を川いた。 これらの

ド板I白地上に病原放線的懸濁液あるいはこぶ組織の胎砕 ・ 搾汁泌を塗抹し、

280CでI庁長して、 3， 5， 7， 10日後にがJ J京脱線的ーと利|出iのコロニー数、

および細菌のコロニ一周縁の性状を調査した。
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'ぷ!政一II: 1のれlj民より、 スターチ . (II�搬出 ・ カゼインぷ).;_ 1/1;地， B 1(t 

地， マンニ ット ・ 制限出家ぷ1ft!世， ワ ックスマン山地， アルブミン浪人� 1i\ 

地およびぷぷノミ1，"1 rU�の6組の1，"1 !也をillび、 f>� J也グê 'I:_ j � Jl�で発病したメロン

の形成こぶ組織と位全似[�i�のj矢作 ・ 搾汁液をそれぞれ分離?}J;tとして、 各Iif

地上で280C， 5 FI WJ 府議後の政級以iならびに系lfI以jのコ ロニー数を謝査した。

品8 �ミ

実験- 1 : 角川府地上での病iJ;l放総的およびこぶ組織からの品目的のコロ

ニー数の比較を F i g. 1 1に、 京W lâiîのコロニ一周縁のf生状をTable 37に、 そ

れぞれ示した。

各柏崎地J_ー でのI自益11数と病JJ;(脱線l星iのコロニ- /1\別数は、 3 11後にお

いてアルブミン)J天昨地でidも多く、 次いで点:容ぷ1{'i 1也， マンニ ット ・ 伯

般出窓メ2 1白地， スターチ ・ 制限J1� . カゼイン本ぷ培地， シ ュクロ ー ス ・ Mï

鹸塩:産米1('i地でとくに良好であった。 また、 倍長5 f 1後まではほとんどの

的地においてw別コロニー数は地加し、 とくにベネ ット定ぷ崎地， グルコ

ース ・ アスパラギンぷ天的地， ワ ックスマン借地では3円後の 1.9"-'2.7

倍の/1\刻コロニー数への地加が認、められ、 次いでグリセリン ・ アスパラギ

ン本天的地とB Jr'1 地でそれぞれ約1. 6的にJt3 /Jrlした。 しかし、 7 11後では、

ベネ ット本天的地で約2.5伯に地/JIIした以外は若しい変化はみられず、 さ

らに、 1 0 1 ]後では全的地で新たなコロニーの形成は少なかった。

利I �出iのコロニー形成は、 p S S A 1(1地でI庁長3 Il後からnE盛であったが、

キチン的地ではI庁長1 0 1，後まで若しく少なかった。 一方、 スターチ ・ 伯駿

ILl - カゼイン)J天明地， マンニ ット ・ 伯服店� �)夫I白地， B 1白地では3日後

には/['， JJ�コロニー数は比較的少なかったが、 5 H後までにはスターチ ・ 的

酸出 ・ カゼイン本天府地における約5• 2倍の増加1 r則合を巌尚他として、 キ

チンI白地， B 1tl� }也， マンニ ット ・ 伯酸塩定メミ1r't地でもが� 2.1"-'2.2倍のコ

ロニー数となった。 その後、 7 l1後にキチン府地で5日後の約 1.8倍に増
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various media at 28 t. 
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B:basal medium for rhizosphere microorganisms by Lochhead 

and Chase84)， PSSA:potato semi-synthetic agar medium. 
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JJIIした以外は、 ほとんどの的地で新しい コ ロニーの山別は極めて少なかっ

。た

また、 11 JJ別した紺|的のコ ロニ一同級の』↑'1:状は、 スターチ ・ 的般出 ・ カゼ

イン本天府地， キチンI白地， B 1白地およびぷ:きぷI白地では川|似性をノJ\し、

マンニ ット ・ 伯椴1M �犬I白地とワ ックスマン借地では比較的同|仮的であっ

た。 一方、 アルブミン定天府地では、 I音手主主1] j羽では)，�限n<Jであったが、 I白

養日数とともに拡散性を示す制的コ ロニーも認められた。 その他の山地で

は拡散性を示す市1111足jコ ロニーが多くをrLjめた。

このように、 脱線的と細的ー の出現状訓は府地により児な ったが、 放線的

の出現が良好であり、 それに比べ制的のIH JJlが之しく、 さらに細菌コ ロニ

ーの形態が小型で、 その性状が比較的同|保t'J:を示し、 周辺への拡散も少な

い培地は、 B 培地， マンニ ット ・ 伯酸血容天情I也， ワ ッ クスマン崎地， ア

Table 37. Edge type of the colonies of contaminant 

bacteria on various media at 28 t. 

Medium Edge type of coloniesal 

Bennett' s agar 

Sucrose-nitrate agar 

Glycerol-asparagine agar 

Glucose-asparagine agar 

Starch-nitrate-casein agar 

Bb) 

Mannite nitrate agar 

PSSA b l 

Waksman 

Albumin agar 

Chitin 

Water agar 

円、u

n、u

nHH山

00

00

00

PQ

nH仙

DHH

n氏

。。

nk

σ心

DH仙

nκ

a) S:spreading， R:restricted， SR:relatively spreading， 

RS:relatively restricted. 

b) B:basal medium for rhizosphere microorganisms by Lochhead 

and ChaseB4l， PSSA:potato semi-synthetic agar medium. 
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ルブミン�Jぷll't地であ った。 - Jj、 スターチ ・ 制限出 ・ カゼインコヱポ山地

とぷ浪人� lJ"'j 地では 和11 1足iのコ ロニ一数以比較的多かったが、 そのコ ロニ- )，I;J 

紙の性状は)， ð 1似性を t11していた。

以上のことから、 アルブミン定天.t(1 !ili ， 点本メ� 1白地， ワ ックスマンI白地，

マンニ ット ・ 伯椴lfÃ jJメミ府地， スターチ ・{JI�椴温 ・ カゼイン寒天I高地， B 

I白地が州民(脱線l足i分雌川基本Iff 地としてより適切であり、 それらのI庁長日

数は5 1-:1 11\1が良好であった。

実験- II: 1の結以より選依した6陥の明地I�における催病こぶ組織と

健全似自I�からの)ß_線以iと制11 1星iの 1 11， 別 状 泌 を T a b l e 3 8に ノ点した。

こぶ組織を分離源とした場介、 脱線的のIH JJLはB 1，'T地でぷも多く、 1 g 

のこぶ組織当り2 5 . 3x 1 0らcfuであ った。 次いでワ ックスマン借地， マンニ

ット ・ 梢1唆出本天借地の)11自で多かったが、 京:L�・ぷI白地， アルブミンi_t;天府

地およびスターチ ・ 伯酸瓜 ・ カゼイン本ぷ府地では1r:しく少なかった。 ま

た、 川H寺に[[1， JJLする出入品目的は供試6 1在地において火差なく 1シ ャ ーレ

当り 300前後のコ ロニーが検出された。

Table 38. Number of colonies of actinomycetes and bacteria appeared with 

dilution plate technique on various media from the tissues of 
diseased root tumor and healthy root of melon 

一一一一一 一一 一 一 一一一一一一 一一 一一一 一

No. of colonies / platec.ll (x10S cfu/g of tissues) 

Medium Root tumor 

Actinomycetes Bacteria 

Albumin agar 
Water agar 
Waksman 

7.7 
10.7 
18.3 

322.7 
266.0 
267.7 

Mannite nitrate agar 16.0 316.0 
Starch-nitrate-casein agar 4.7 315.3 
BUl 25.3 335.3 

a) Average of three plates. 

Healthy root 

Actinomycetes Bacteria 

1.3 
0.7 
7.3 
4.7 
1.7 
4.0 

122.7 
75.3 
93.0 
62.3 

102.7 
102.3 

一一 一一

b) Basal medium for rhizosphere microorganisms by Lochhead and Chase84l• 
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- )j、 健全似計I�からのIH JJ�コ ロニー数は、 ，d，í I�i Ntともこぶ組織からのそ

れ に 較べ全般的にλ: し く 少数 であった 。 しかし 、 脱線的のtH別はこぶ組織

からと1，1)伎に 、 点本天1，''t 1也， アルブミン)�(ぷ出j也， スターチ ・ Mï般1Íui . カ

ゼイン定天川地の3 f，nで少なく、 ワ ックスマン的地では、 1 g の似 部組 織

当り7.3X 105 cfuで、 hえaも多い コ ロニーがJitめられた。 また、 制11伝jコ ロニ

- 数 は 府 地により jc y dが み られた 。

以1-:.のように、 [-- 記の6樋のIJT地においては、 桜病こぶキ11織からのj氏紘

的の検11\はB 借地で以も山好であるが、 その11与の出入手111的の/[ \ JJ� には 問 地

!日lで非しいjE Ydは認められなかった。 さらに 、 健 全 似からの脱線的の検IP，

においてもB 情 地は、 マンニ ット ・ 的 阪 出 家 天 的 地と1， ，) 係 のコ ロニー 数 を

示した。

健全似郎から検!日されるj皮線的はがんしゅ病的のほか、 !?通に似l却に生

息する一般の脱線的が主体である可能性がr�.'Jく、 一点、 こぶ組織からは 一

般のj波紋l泊ー も検11 J，されるが、 健全似に比べ11'1 1J I I した 1 1 \ JJL 脱線的はがんしゅ

病の発病 に 起凶 していると 推察される 。 よって、 l両手II 織からのIH JJ� 1武線的

数の差が大きいB 1吉地が分雌用基本地地として坂適と判断された。

第4釘j 化学処旦u刻J*の比較

。rlitfrîまでの来，J� -* よ り B 1，"1 t也を分離川基本明地として、 各種処理によるが

ん し ゅ 病 的 の 分 離 状 訓 を比 較 した 。

材料および方法

B !庁地を分自�Ê Jn基本出地とし、 140前フエ ノールノk 治液による分離源の

前処J!H、 ならびに、 分断t 借地への500ppmデヒドロ酢酸ナトリウム添加ある

いは 25ppmおよび 50ppmのカナマイシン添加i処理におけるがんしゅ病的の
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分離状泌を、 発病こぶ組織を 分離出{とした希釈11;:似法6 I ) により比較したo

.llZ似I白地は280C) 5 [1 11\1 1自主主後、 名希釈段附において1シ ャ ーレ 、ljりのlH

現組1 !指数と脱線的数を，{MJ台した。 さらに、 11 \ JJLしたj武線的はがj的後、 2-i} 4 

章第5首jとJ，iJーのノJ法によりメロンへの後極試験に供試して病)J;l性の有無

を調べ、 がんしゅ病的の判定を行った。

結 よ↓i

分離状訓の比較はTable 39に ノRした。

B 培地上での11t�処理|豆では、 分離源を10 じに希釈したu与にはじめて独立

した脱線的コロニーの山現が認められ、 1シ ャ ーレ当り平均13菌株が分離

された。 しかし、 同じ希釈段階において約108似の細菌コロニーが出現し、

それより浪い希釈段階では出人細菌のコロニーが多く、 脱線的の分雌は不

可能であった。 また、 フエ ノール処埋区とカナマイシンのflJl] 濃度添加l区で

は、 10 - 4の希釈段階からj波紋的ー の単独のコ ロニーの出現がみられた。 とく

に、 フエ ノール処理では、 10- 11希釈段階で平均36似の脱線的コ ロニーの山

現に対し、 市!日的ー のコロニーは平均4 . 7 {凶と話:しく少なかった。 デヒドロ酢

酸ナトリウム添加区では無処理区とIr.í]じ希釈段階においてlシ ャ ーレ当り

5菌株の脱線的の分離が可能であった。

-fj、 全分離放線的rl-Iのがんしゅ病的の占める剖合は、 50ppm カナマイ

シン添加区の10 - 4希釈段階で分離された平均5.7菌株のすべてががんしゅ

病菌であった。 また、 フエ ノール処瑚およびデヒドロ酢酸ナトリウム添加

区では、 111，現脱線的のがJ 50 %ががんしゅ病的であり、 10 - 4および10 - 5希釈

段附において1シ ャ ーレ当りそれぞれ平均18 . 0的株と2.3幽株が分離され

た。 しかし、 25ppm カナマイシン添加区ではがんしゅ病的はまったく分離

されず、 1n�処J!�区でも13菌株rll 3一的株の低い書1)介であった。

このように、 分離源のフエ ノール処理は主に制的の111別11ll制に効栄的で、

効率よく多くのがんしゅ病菌株を分離することがIIJ能であった。 また、 50
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Table 39. Effects of various treatments in appearance of colonies of total bacteria， actinomycetes and 

the pathogenic Streptomyces sp. isolated from diseased tissues of root tumor of melon with 

dilution plate technique on basal medium of Lochhead and Chase 

Dilution 

of PhenolC) Dehydroacetic acid 

root (x140) sodium saltb) 

tumor (500 ppm) 

ti ssuec) 

TBO) TA(PS)d) TBd) TA(PS)C) 

10- 3 A A B B 

10- l 4.7 36.0(18.0) B B 

10-5 0.3 7.3( 3.7) 21. 3 5.0(2.3) 

Number of colonies per plateB、

TBd) 

B 

117.0 

17.3 

Kanamycin b) 

50 ppm 

TA(PS)d、 TBC、

B B 

5.7(5.7) 152.7 

0.7(0.7) 17.3 

25 ppm 

TA(PS)d、

B 

9.7( 0 ) 

0.3( 0 ) 

Control 

TBO) TA(PS)CJ 

B B 

B B 

108.3 13.0(3.0) 

a) Average of three plates. Figures show number of appeared colonies per plate smeared with 0.1 ml of the diluent of 

isolating source. A and B show unrecorded colonies because of too many of actinomycetes and bacteria， respectevely. 
b) Phenol treatment was based on Lawrence' s method7ó、， dehydroacetic acid sodium salt and kanamycin were added to the 

isolating medium with respective concentrations. 

c) Dilution was carried out with volume to weight of diseased fresh tissues of root tumor、s.

d) TB:total bacteria， TA:total actinomycetes， (PS):pathogenic �主主eptomyce� sp. causing root tumor of melon. 



ppm のカナマイシン添加lは全版総出J '!'のがんしゅ州l半jのI j \ JJL出IJ介のJ1l'i }1[ Jに

イf ')))であり、 よりr，wスながんしゅ病的の検II{には先J) *がIfJjか った。

第5節 分 雌紡j交の;Jf;包E

これまでに何られた来月以を総介し、 実際の分離においてその粕皮を比l校、

舵認した。

材 料 および )j 法

140倍フエ ノールノk 溶液で前処理した分離狐からのB 出地上での分離、

50ppm カナマイシン添加1 B .tr/;地上での直後分離、 およびフエ ノール処足後

カナマイシン添加I B .t庁地1-- での分離という3通りの希釈 平 板 法 Ô 2 ) により、

見なった4 "'-' 7か所のl岨場から係取した発生上岐における催病メロンのこ

ぶを分離狐として、 がんしゅ病的の分離を試みた。

分離結wは、 それぞれ、 より多くの釣的可能な独立のコ ロニ一形成がみ

られる分離狐の希釈段階において、 分離的地i二にIl\ JJ�した1シ ャ ーレ当り

の系IU !泊ならびに放線的のコ ロニー数を調査した。 さらに、 分離脱線菌に つ

いては前節とわ]織に メロンへの桜種試験を行い、 その結果から出現放線的

r! 1に，'，めるがんしゅ州|酒の別??を求めた。

川本

がんしゅ病的の分離結果とその状況はTable 40に示した。 また、 フエ ノ

ー ル処理とカ ナマイシン添加明地を組み合わせた分離平 板の'写 真 を、 対 照

無処四区のそれと比較して Fig. 12に示した。

フェ ノール無処理の分離源からカナマイシン無添加J 1白地上で分離した対
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Table 40. Result of isolation tests of ihe pathogenic �trep七omyces sp. causing 
root tumor of melon from different discased samples by dilution plaie 
technique with treatments of phenol and kanamycin on basal medium 
of Lochhead and Chase 

Treatmenta) 

Isolation of pathogenic註reQU迎yc�s sp. 
Isolation 
ratiob) Percentage in toial Range of number of the 

(お) actinomycetes isolates per plateC) (mean) 

5/7 ( 71.4) 14.5 0.8 - 45. 7 ( 11. 0) 

4/7 ( 57.1) 67 . 0 0.7 - 5.2 ( 2.4) 

4 / 4 (100 71.2 5.3 - 271.3 ( 80. 6) 

3 / 7 ( 42.9) 12.5 0.2 - 0.3 ( 0.3) 

Phenol (x140) 

Kanamycin (50 ppm) 

Phenol十Kanamycin

Control 

a) Treatment with phenol was based on Lawrence' s method76)， and kanamycine was added 
to medium for isolation. 

b) Number of successful isolation tests / number of isolation tests. 
c) Average of three plates. 

n日1!l�処坦[2{におけるがんしゅ病的は、 7地点のサンプルljl 3サンプルから

分離され、 その分離ギは4 2 . 9%であった。 また、 それらのがんしゅ病的の

IH現状況は、 -?:= 11\況放線l半iの1 2 .5%の制介を，Jíめたが、 1シ ャ ーレ吋りの

分縦がんしゅ病的数は、 手均0 . 3的株と極めて低い他であった。

- JJ、 フェ ノール処旦u区では、 がんしゅ病的は7サンプル'11 5サンプル

(7 1.4%)から分離され、 全山肌j民総l岩の1 4 .5%を，lïめ、 1シ ャ ーレ当り

0.8 -----45 . 7的株(干均1 1 . 0 的妹)が分 離で きた。

50 p p m カナマイシン添加出地区では、 分離半は7サンプルr!l 4サンプル

の57.1%とフェ ノール処担区よりもやや低下し、 分離がんしゅ病的も平均

2. 4的株と減少したが、 11\現放線l泊に，�îめる制作は6 7 . 0%の高い値を認め

。た

さらに、 フエ ノール処l'ITと5 0pp m カナマイシ添}JII分離出地を組み合わせ
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た結果では、 がんしゅ病菌は供試したすべてのサンプルから分離され、 出

現放線菌の71 .2%を占め、 lシ ャ ーレ当り5.3"'271.3菌株(平均80.6菌株)

を分離することができた。

Fig. 12. Plate cultures obtained with the improved isolation 

method for the pathogenic Streptomyce� sp. causing 

root tumor of melon from the diseased tissues on 

basal medium of Lochhead and Chase incubated 

at 28 t for 5 days. 

A. Control (not improved isolation method). 

B. Improved isolation method by the treatment 

with x140 phenol and 50 ppm kanamycin. 

Dilution ratio were 10-3， 10-4 and 10-5 from 

the left plate. 

第6節 考 察

メロンがんしゅ病菌の分離は、 1 982年にがんしゅ病が原因不明の病害と

して初発生して以来、 いくつかの試験研究機関で試みられていたが、 1986

年までいずれも病原菌の分離は不成功に終わっている5 7 ) 。 病原菌が放線
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的であることがゆjらかになってからは、 そのt 1 If{Jとする分離対象物が絞ら

れたことによって分離は比較的作泌になったように出われるが� 0 ) 、 実際

に分離を試みても常に分離lI�fの刑11的出人が若しく、 病)J�i j武線的の分離に支

障をきたす場合が多いのが実状であった。 また、 本試験の車内民からもみら

れるように、 通常の希釈平板法において分離lfL似I白地l�_ で放線的ー の独立の

コロニーを形成する泌l支まで希釈した分離泌からは、 本病JJi{放線的はほと

んど111 JJLせず、 たとえ11\ JJ�した場介でもそれらの泊地上ではlシャ ーレ 、う

り 、fZ t�J O. 3出j株ときわめて低率である。 このように、 本的ーの分離は非常に

困難で、 分縦11、?に混入する系111的のみならず他の脱線的に比べてかなりの低

密度でこぶ飢餓に存在するか、 あるいは、 分雌1I，lfに他の微生物によるIn現

抑制を受けやすい性質をイJするものと考えられた。

このような飢JIから、 分離H与の混人組I!演のIH JJ�を 減少させる分雌Jj法の

検討を行ったが、 系[fI!通のみを選択的に完全に抑制することは尉雑であ った。

そこで、 がんしゅ病的と出人制的との種々の処土リ!に対するコ ロニー形成半

の相違を調べた。 その結以から、 分離源に対する前処J1llでは、 140倍フ エ

ノール水治被による1 0分間処月!で市111 Uiよりがんしゅ病的のコ ロニー形成半

が高くなることから、 出入車111 !ÆJの11\現を効栄的に減少させることができる

ものと与えられた。 この濃度は、 ジャ ガイモにおけるそうか病的7 G ) と亀

の'11症の病原脱線的I ø 9 )の分離店法の報告と一致するものであった。 また、

分離川崎地への添加抗生物質は、 試験した多くが混入細菌と同係にがんし

ゅ病的の生合ー も若しく抑制したが、 25�50ppm のカナマイシンと500ppmの

デヒドロ酢酸ナトリウムは比較的がんしゅ病的への影響が少なく、 rtlでも

50 ppmカナマイシンは添加l 抗生物質としての効果がj与J f与されると推察され

た。 ーノj、 分雌川基本I;?地としては、 出人細菌の111 fJ�が之しく、 とくに、

細菌のコ ロニーはできる|浪り拡散せず、 がんしゅ病的の出現も良好であっ

たことから、 B t白地が段通であり、 そのI庁長JUJ 1111は、 |市j !笥のIH JJl経過より

5日Wiが良好と判断した。

次に、 発病したメロ ンのこぶ組織から夫� 1療にがんしゅ病的の分離を行い、
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処JlJl先};米を比'1攻した。 そのゑ占拠、 分雌狐の希釈段附が(尽く、 的浪j支が1:ヒ牧

的浪い分離�J;(から脱線以iのqí独のコ ロニー形成が此好であ ったフエ ノール

処理によって、 うどJ)ギよく多数の州M( 1民総l足jを分離できることが俗説された。

また、 分離Iff 地への50ppm カナマイシン、添加は、 lシ ャ ーレヨりの分離的

株数はフエ ノ ール処.EJ1に比べると約3分のlに減少するが、 LH現政線的中

のがんしゅ病的の占める剖合を高め、 佐実な検U{をII (l<Jとする場合は有効

であると判断された。

さら に、 14 0 倍 フエ ノ ール 水治被 に よ る IjíJ処月 、 B !r'�地への50 ppmカナ

マイシン添加、 および、 その 1 1町処 理 を 組み合 わ せ た 刀法 により、 異 なった

発生地点の発病メロンを分離源として、 分離効率を比較した。 すなわち、

無処且!では7地点のサンプルqr 3サンプルからがんしゅ病的が分離された

が、 各々の微生物が111コ ロニーを呈する釣出i IrJ能な希釈段階では、 1シ ャ

ー レ 当 り に I l \ 到 す る 放 線 的 の コ ロ ニ ー数は 1 � 8個と少なく、 さらに、 が

んしゅ病的の，Jîめる害11合は、 その12.5% (平均 0.3菌株)に過ぎなかった。

方、 分雌狐をフエ ノ ール処思した場合では、 7サンプルqr 5サンプルか

らがんしゅ州的が分離され、 1H�処旦11 [2{に比べると比l政的高い分離半となっ

た。 しかし、 がんしゅ 病 的 は 1 シ ャ ー レ 当 り 平 均 1 1 l岩株で、 LlJ，現政線菌に

対するその書11合は1!告処珂I [ぎと大左なかった。 このことは、 フエ ノール処理

がtに出入細的の密度低ドに作川し、 釣伝i 可能 な 希 釈段 階浪皮 を 高 め、 分

離対象となる欣秘的数を地}JI1させる結果になったのではないかと考えられ

る。 また、 50ppm カナマイシン泌加区では、 7サンプル'1 r 4サンプルから

がんしゅ病的が分雌され、 フエ ノール処足以よりもやや低い分離半となり、

分離されるがんしゆがJ I指数も減少したが、 H \ fJ，lした脱線的に占める書11合は

l向くなっている。 これは、 50ppm のカナマイシンがフエ ノール処理に比べ、

混入車111的以仁に比較的がんしゅ病的以外の放秘的に対して抑制効果を示し

たためと出われる。

総合的には、 フエ ノ ール処地と50ppm カナマイシン添加B !白地を併用し

た分雌法によって、 供試したすべてのサンプルからがんしゅ病的が1シ ヤ

4・a，..
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ーレ 、Iiり 、|え均80.6ぽi株分自在され、 }j:文和，� 1平iに対ーする;';1]介も71.2%で、 以も，'，，'J

い{，[iを似ることができるようにな った。 つまり、 ，rI，j処J'Hを併川することに

より(1M々の処J111 '))J米以 上 に がんしゅ州 !泊以外 の 出人微生物 を 減少させ 、 J!!�

処理|足の10�1，000似の浪い希釈段附浪j長からがJ iÆí IJJ能になった。

以Lのことから、 がんしゅ病的の分離は、 新鮮な催州こぶ組織を洗浄後、

滅的水でl持作した搾汁泌を140 (行フエ ノールノrj(�代被で1 0分 1 1 1 1 ，iíj 処 地! した後、

50ppm カナマイシン添加B t白地上 に 明抹 し 、 28 0C ， 5 1-1 11日J庁長 して分離す

ることによって、 先jJ本よく分自(fできることが|り!らかとなった。 本分離刀法

では 、lj初の分雌舵ギに比べると、 竹{� 11j'J飢餓からがんしゅ州l泊をより舵;よ.;:に

分離するという11 (1りは達成された。 また、 分離tt"i .t也1 � でのがんし ゆがj的 の

コ ロニーの特徴を.f!11 Wf. することに よ って、 さらに分離効率の/tlJ 1 �もJVI 1，'jで

きる。

野々村J II "3 )は、 :l二上自欣総出iの分離試料の(jíj処J!HとしてI� 1表示[1] 出jの殺出jの

ほかに、 放紘[泊のJI包fの治性化による発!:-J:の/(;J 1 �と極々 の 処 JIU に 対 する 特

定j氏秘的併の|耐性を利川した選択分自在のJi法を論じ、 Hayakawa and Nono­

mura 3 1 l はそれ らの 併用 法を 不 しているが 、 イメ約JJ�{ 欣 ゑ� id!ì分離へのその適

川に ついては、 JJt 1'E t�号、t "1である。

イヌ;ii!験 に お いて 術築 した 分縦刀 法は、 ム�性的 な分離を 1 ! n<jとするもので、

定11:1下jな検wには利用できないが、 がんしゅ病の診断のためには十分に活

川できるものと考える。

今後は、 ノド|￥iの午、，'f '�'f:: やみ;州の'I=.態的特徴を利川したさらに引先jJな選択がJ

分雌刀法への�者と、 ヒ上高111の州出版線i半iの定量点法に ついての検討が必

要である。
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第7苧 病以脱線的胞子の発!J:とその治性化

脱線的は1:に胞子の状態で生息し、 その ・白I�は休眠状態にあると考えら

れている1 1 3 9 B 8 ) 。 また、 m 5単において、 イメ病!日t 1波紋的のj胞子力i lr'f地

仁で!膨潤しているが 発 !d::しない .tJ/� 1ìも認められた。 したがって、 メ ロンが

んしゅ病的に休似状態の胞子が作点するならば、 その発芽の活性化法を佐

立することは、 が.J JJ;i放線的の検11\、 定l止法のIJ日発および|切除の凶1でイf意義

であると巧- えられる。

本 車 では、 メ ロンがんしゅ 病的
ー の胞子 の発 ぷ 状 況 を 調台 し、 未発症 胞子

(休l似胞子)を碓認、後、 それらの胞fに対する活性化処理2b 31 34 j:，)の

効果について検討した。

第1節 新生)胞子と冷蔵胞子の発工事状況

府 地 上 での 胞 子 の発 芽 状 況 を 新 生 胞 子 と 冷 蔵 胞 子 に つ いて 試 験 し、 発 芽

しない胞子の有無とその剖合を比較検討した。

材料および方法

メロンがんしゅ病的はB - 9 - 1的株(Table 9)を用い、 2 l亘の方法

で剥製した胞子を供試した。 すなわち、 イー スト ・ スターチ寒天崎地(酵

吋エキス2 g， 可溶性デンプン10g， '17ミ15g ， 糸町ノ'k1 ， 0 00 m 1 ， p H 7. 3， 

以下y S 1内地と呼ぶ)で280C， 14 il間平板府議して形成された気的糸部分

の的そう(胞子とともに)をすばやく滅的ノkに懸溺し、 十分に撹はん後、

5 ，llrn の フ ィルター で2回ろ過して 菌糸体 を 除去し、 このろ液を胞子(以F

新生胞子とn乎ぶ)懸濁液とした。 また、 同情地で280C， 28円間平板tif養し
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て形成された附そうをさらに 5 ocで28 11 1日l冷Jt:&後、 lìíJとIIïJ休に は}，\J 裂した胞

f 3 1) (以ド冷，，':& 11包子とIf干ぶ)懸溺械を供ぶした。

発_i.J::則的地には、 Y s lt'r地およびLochhead and Chaseの似凶微生物川の

j岸本出地8 1] ) (以下B .1fT地と11ヂぶ)を供ぶした。

シャ ーレ11'に供試的地を流し込み、 この 、li版的地Lにスライドグラスを

置き、 さらに、 IrïJ 1白地を流し込んでスライドグラス1�に法j百を作り、 その

的地1�に胞子懸浩J械を?IÝiÍ卜し1'1金.wで拡げた。 280CでI庁長して、 0， 1， 

3， 6， 12， 24， 36， 48， 7211与Il\f後にスライドグラスLのJYé!. (-発がのイ{ 1H� 

を似HI足跡{微鏡により飢策した。 グtJ，l・:ギは1 -m �Í'叶り任ぷに100"'-' 150(同体、

3視野の胞子について剥任した。

がi 以

J庁長11，lf 1111と胞子発見半の推移をFig. 13 に示した。

新生胞子では両供試lr'í: 1也において倍長1 1時間後まで発芽はdめられなか

った。 しかし、 I店長3 1時間後からそれぞれ1 %前後の胞子が発芹を開始し、

発芽ギは的養11ヰ1111の経過とともに急激にJi('} JJIIしてい った。 すなわち、 y s 

I白地[-- での発!f .*はI庁長12 n与間後までに66.4 % にh� JJI1し、 2411，lj間後に は

8 6.5%に迷したが、 3611ヰ!日j後ではその他はほとんど変化なかった。 一JJ、

B 1白地Lでの発牙ギはIJ7益12 n寺1111後に50.3%に念的後、 3611存11\1後の81.7%

まで111紋1)<)に明大したが、 その後、 48時間後までには約2%の増加lに過ぎ

なかった。 なお、 Y S 1白地上でのI庁長4811;j 11日後以降およびB 1白地上での店

長7211-lj If\J後には、 すでに発京した的糸のイ111長のために発iJ*の調査は凶難

であった。 このように、 B 借地 上での新川胞子ではY S 地地に比べ、 発芽

半がM布市立に述するまでに約12日、lf 11日の)}_主任が認められた。

冷jは)胞子の場介には2樋のIJ7地1111で発i-J-: �1.�のHî:移にはほとんど;�はなか

った。 すなわち、 新生胞子と|司般にhT養3 11寺IHl後から胞子の発!J:が認めら

れ、 4811守1111後の約70%の発芽半までi!1 L t�� !'I<)に地i JJIIした。 しかし、 721時間後
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にはその地加傾向は低ドし、 発3fギの雄移は新�[: JJ包子に比べて比較的緩や

かであった。

本邸l終における胞子の発非半は、 新生j出二(-がY S Jt't地上で87.0%、 B J白

地仁で84.0%を ノJ \し、 また、 冷j域j抱fではそれぞれ81 . 2 %と83.3%であ っ

た。
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Fig. 13. Promotion of spore germination of the pathogenic 

泣E盟並町旦皇室sp. causing root tumor of melon 

on 2 media at 28 t. 
・:spore formed with culture at 28 t for 14 days， 

():spore stored at 5 t for 28 days after sporula­

tion with culture at 28 t for 28 days， 

一一:incubated on the yeast-starch agar medium. 

・・:incubated on the basal medium for rizosphere 

microorganisms by Lochhead and Chase. 
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m 2白j 熱処JlIIによる胞子発非の活性化

前節iで発牙|村英(Êなj胞子の存jfが確認されたため、 胞子を力1I熱処.Bliするこ

とによってそれらの発」宇治刊を促し、 胞子先if半を，'，とiめることを試みた。

材料およびJj法

前î!ìï I日!被に調製したがんしゅ病的の0.3 mlの符胞子懸溺液と2 . 7 m 1の5

mM-リン般緩衝液(pl! 7.0)とをぷ!験管'1'で出介し、 処旦U iM 1去に設定した

湯点目指r1'で振とうしながら熱処.flIJを行った。 処即したIJ包子懸溺液はl直ちに

希釈T.似法によりB !t''i 1也I �に塗抹し、 280Cで防長して511後と7 f1後に山

現コ ロニ-数を計測した。

処.flU rl侃皮は400Cと500Cに設定し、 処J1U I!，'f I日jはそれぞれ5， 10， 20， 30， 

40分とした。 対照(1H�処.flli )区を設け、 そのコロニ一形成数に対する処埋

胞子のコ ロニー形成率を算出した。 すべての試験は3枚のシ ャ ーレ (直径

9 c m)の反復実験とし、 結以はそれらの平均仙でノJ\した。

結 -*

処Jtli Ik'f flllと1[\現コロニー数をTable 41に示した。 11\現コロニー数は倍長

5 n後と7日後に調査したが、 両者に若しい相述は認められなかったので

I庁長511後の紡裂を Fig . 14 に不した。

新生胞子の400C処耳目では処理H与聞が20分まで形成コロニ一数は徐々に増

加し、 1!f�処旦IJ I丘での346.0 に対して398.3 になり、 115.1 %のコロニー形

成率に達した。 しかし、 30分処理からはコロニー数は減少し 、 無処理区よ

り低い コロニー形成率となった。 また、 500C処理では5分間処理からコロ

ニー数は急減した。

方、 冷Ji"�胞子では400Cの5 � 10分間処理でコロニー数が無処珂区より

ρnu
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Table 41. Effect of heat treatment on spore germination activity of the 2 types spores (NS， MS) of 
the pathogenic Streptomyces sp. causing root tumor of melon 

Tested Treatment Incubation 

spore temperatures time 

typesal (t) (day ) 

5 

40 
7 

NS 
5 

50 
7 

5 

40 
7 

MS 
5 

50 
7 

O(Control ) 

346. Ob l 

(100 

354.7 
(100 

346.0 

( 100 

350.7 

239.0 
(100 

243.0 
( 100 

239.0 

243.0 
(100 

5 

359.3 
(103.8) 

376.3 
(106.0) 

95.7 
( 27.5) 

106.0 
( 30.2) 

229.7 
( 96. 1 ) 

237.7 
( 97.8) 

69.3 
( 29.0) 

72.0 
( 29.6) 

Treatment time (min ) 

10 20 30 40 

387.7 398.3 326.3 315.3 

( 112.0) (115.1) ( 94.3) ( 91.1) 

405.0 403.3 334.0 320.7 
(114.2) (113.7) ( 94.2) ( 90.4) 

51.7 27.0 22.7 21.3 

( 14.9) 7.8) 6.2) 

56.0 29.3 26.0 22.0 

( 16.0) 8.4) 7.4) 

231.7 263.0 257.3 241.7 

( 96.9) (110.0) (107.7) (101.1) 

246.0 266.0 261. 3 247.3 

(101.2) (109.5) (107.5) (101.8) 

13.3 1.7 0.3 。
5.6) 0.7) O. 1 ) 。

14.7 2.0 0.7 0.3 

6.0) 0.8) 0.3) O. 1 ) 

a )NS:spore formed wi th cui tLITe at 28t for 14days ，HS:spore stored at 5t for 28days after SPOTu l ati on 
with culture at 28 t for 28 days . 

b )  Figures show mean number of appeared colonies per plate， and ones in parenthesis are percentage 
to control . 
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Effect of heat treatment on spore 

germination activity of the patho­

genic 註巴1?_tomy_ç_皇室sp. causlng 

root tumor of melon. 

・:spore formed with culture 

at 28 t for 14 days， 

():spore stored at 5 t for 28 
days after sporulation with 

culture at 28 t for 28 days， 

一:treatment at 40に
.:treatment at 50 t. 

The plates were incubated at 28 (、

for 5 days. 
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わずかに減少したが、 20分UIJ処J_�Hでは)!t�処J1jJ [){の239 .0 に対して263.0 と

最も多い コ ロニー数をI沼、め、 110.0 %のコ ロニ一形成率であった。 その後、

40分間処J1IJまでコ ロニー数は徐々に減少した。 また、 500Cの� J_llJでは5分

間処即から処..8M IkJf I削のJü )Jllとともにコ ロニー数は急減し、 20分間以上の処

理ではコ ロニ- Tf� h比率は1 %以ドを心した。

以仁のように、 本州10脱線的ー の胞子の発見は400C， 20分WJの熱処思によ

って坂も活性化されることが切らかとなった。

第3 mi 胞子治性化�Jの効栄

前節で胞子発芽にイj交}Jであった加熱の処耳目条件をl，�本として、 さらに、

胞子活性化斉1)による発3f*の向上を試み、 �発が)胞子の発茅活性化処理法

を検討した。

材料およびjj 法

がんしゅ病的の冷j域胞fの懸溺液を供試して、 I白地， 調査 JJ法およびコ

ロニー形成半の算11\法などは前試験とIciJ係に行った。

試験- 1 : 胞子治性化斉1)として、 酵I\J:エキス( Y E Di fco) ， フミン

椴( H A ; 点点化成)， Lーパリン( V a ; 和光純柴)， カザミノ般( c 

A; Difco)， メルカプトエタ ノール( M e ;不11光純柴)およびドデシル

侃般ナトリウム( S D S ; 点点化成)の6純に ついて試験した。

各j胞子活性化剤は、 id終添加浪皮がTable 42"'Table 47に示した所定の

濃度となるように5 mM-リン酸緩衝液(pH 7.0)に溶解( H Aは10 {白昼の

2 N - NaOH水溶液で予め治解する)し、 pH 7.0に訓幣後オートクレ ーブ滅

菌したものを胞子活性化斉IJ 溶液とした。 なお、 M E 溶液はオートクレ ーブ

滅的のリン酸緩衝液で希釈し、 pH 7.0に制整後ろ過滅的-した。
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処J'llは、 o. 3 m 1の胞子懸泌液と2. 7 m 1の胞子;円十't化斉IJ i作機を試験T"r � 1:1で

似合し、 400Cで20分間以とう( IÌÎj節の市/， * )の熱処.f1J(を))11えた。 処羽!被は

[Jij係にI白地LでのIH JJIコ ロニー数を，; 1- 測し、 !胞子発!lの活性のイf f!日を訓fi

した。 なお、 熱処理のみを)JIIえた胞子活性化舟IJ 1山添加I [;{を対川区とした。

試験一II: 試験- 1の紡架より、 尚いr，1i性化の先JJW:が認‘められた 0.025

%のSD Sと0.5"-'8.0%の浪j交のY Eとの組み介せ処耳1 (40 oC， 20分)に

よる活性化の比較を前試験と[rïJ般に行った。 対照[2{として熱処理のみの民

とSD S 単独処ßH (熱処JlHをする)阪をI没けた。

結 W:

試験- 1 : 胞子発がに対する胞子活性化斉fJの影響をTable 42"-' Table 47 

に示した。

6 fiHの!胞子活性化剤のうちV A， C AおよびM e の3極では、 試験した

添加濃度の上封にともない コ ロニー形成半は低下傾向を示して胞子の発芽

活性化の効果は認められず、 むしろ胞子の発穿を間:与した。 また、 HA処

理ではすべての添加濃度においてコ ロニー形成率にほとんど変化なく、 胞

子の発ZJミ日性化の矧JW:はみられなかった。

一Jj、 Y E処翌日では1.0 %前液においてコ ロニー形成率は103.3 %とわ

ずかに|おくなり、 2.0 %溶液で109.4 %のMも向い コ ロニー形成半を示し

た。 しかし、 4.0"-'8.0%裕被処理では添加l 濃度の増加lにしたがい コ ロニー

形成率はイ足下した。

S D S処理は0.00625% から0.2 %までの濃度治械で処理した結巣、 コ

ロニー形成本は0.0125%までは約102"-'103%であったが、 0.025 %泌液処

理liで121.2 %に急地した。 しかし、 その後は、 処地!出液の添加濃度がさら

に仁川するとともに徐々にコ ロニ- )I�成半は低下傾向を示した。

試験-II: 0.025 %SDS 溶液と各種泌j交のY Eとの来11み介せ処理の結

呆は、 Table 48に示した。
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Table 42. Effect of yeast extract (YE) on spore germination activity of 

the pathogenic Str�t�ÆYces sp. causing root tumor of melon 

=ー一ーーー一一一ー 一一

Incubation Conceniration (お) of YE at 40 t for 20 min 

time 

(days) O(Control) 1.0 2.0 4.0 6.0 

5 162.7d) 168.0 178.0 164.3 135.7 

(100 (103.3) (109.4) (101.0) ( 83.4) 

7 172.3 175.3 186.7 174.3 143.3 

(100 (101. 7) (108.4) (101.2) ( 83.2) 

a) Figures show average number of colonies appeared on each plate， 

and ones in parenthesis are percentage to control. 

Table 43. Effect of hwnic acid (HA) on spore germination activity of 

the pathogenic Str��1Q盟主主主s sp. causing root tumor of melon 

Incubation 

time 

(days) 

一一一一

Concentration (お) of HA at 40 t for 20 min 

O(Control) 0.2 1.0 
一一一

2.0 

5 295.30) 294.3 295.3 298.3 

(100 ( 99.7) (100.0) (101.0) 

7 304.3 302.3 302.0 304.0 

(100 ( 99.3) ( 99.2) ( 99.9) 

a) See Table 42. 

Table 44. Effect of valine (VA) on spore germination activity of 

the pathogenic �tr�t旦!!!IT旦� sp. causing root tumor of melon 
一一一 ー 一一 ー

一一一一一 一一 一 一一一一一
一一一一 一一一一

Concentration (%) of VA at 40 t for 20 min Incubation 

time 

(days) O(Control) O. 1 0.2 0.5 

5 

7 

』 一一一

60. 7a) 

(100 

61.3 

( 100 

a) See Table 42. 

一一

55.7 

( 91.8) 

56.7 

( 92.5) 

51.7 

( 85.2) 

52.7 

( 86.0) 
一一 一一一

52.0 

( 85.7) 

53.3 

( 86.9) 

8.0 

143.0 

( 87.9) 

152.0 

( 88.2) 

1.0 
一一

50.0 

( 82.4) 

51. 7 

( 84.3) 



Table 45. Effect of casamino acid (CA) on spore germination activity of 

the pathogenic �tr盟主旦盟主主主� sp. causing root tumor of melon 
一一一 一ー一一

Incubation Concentration (見) of CA at 40 t for 20 min 

tíme 

(days) O(Control) 0.5 1.0 2.0 

5 231.3d) 231. 3 226.0 221.3 

(100 (100.0) ( 97.7) ( 95.7) 

7 237.7 237.7 231.3 226.0 

(100 (100.0) ( 97.3) ( 95.1) 

a) See Table 42. 

Table 46. EffeじL of mercaptoethanol (Me) on spore germination activity 

4.0 

208.0 

( 90.0) 

212.0 

( 89.2) 

of the pathogenic Str皇陛omy��s sp. causing root tumor of melon 

Incubation 

tíme 

(days) 

Concentration (お) of Me at 40 l for 20 min 
_.ーー

O(Control) O. 1 
一一

5 497.7d) 477.3 

( 100 ( 95.9) 

7 506.0 486.7 

( 96.2) 

a) See Table 42. 

0.2 

440.0 

( 88.4) 

451.3 

( 89.2) 

0.4 
一 一一一

388.3 

( 78.0) 

398.0 

( 78.7) 

0.8 

380.7 

( 76.5) 

391.7 

( 77.4) 

Table 47. Effect of sodium dodecyl sulfate (SDS) on spore germination activity 

of the pathogenic註E皇陛旦ffiy�es sp. causing root tumor of melon 

Incubation Concentration (見) of SDS at 40 t for 20 min 

time 

(days) 

5 

7 

一 一

O(Control) 0.00625 
一 一一一 一一

168.3ð) 172.0 

(100 (102.2) 

171. 7 176.0 

(102.5) 

a) See Table 42. 

0.0125 

173.0 

(102.8) 

174.7 

(101. 7) 

-102-

0.025 0.05 0.1 

204.0 177.7 165.7 

(121.2) ( 105.6 ) ( 98.5) 

208.3 180.3 168.0 

(121.3) ( 105.0 ) ( 97.8) 
一一一

0.2 

156.0 

( 92.7) 

158.7 

( 92.4) 



Effect of different concentrations of yeast extract (YE) a dded into sodium dodecyl 

sulfate (SDS) solution on spore germination activity of the pathogenic Streptomyce� sp. 

causíng root tumor of melon 

Table 48. 

Concentration (見) of YE added to SDS (0.025見) at 40 t for 20 min Incubation 

time 

(days) 

Controlal 

。 8.0 

5 

290.3 

( 58.2) 

301.7 

( 60.5) 

320.3 

( 64.2) 

595.0 

(119.2) 

499.0 

( 100 ) 

7 270.3 

( 54.2) 

275.3 

( 55.2) 

283.3 

( 56.8) 

254.7 

( 52.0) 

6.0 

262.3 

( 53.5) 

a) Only treated with heat. 

b) Figures show average number of colonies appeared on each plate， and ones in parenthesis are 

percentage to control. 

4.0 

267.7 

( 54.6) 

2.0 

( 56.8) 

1.0 

293.7 

( 59.9) 

0.5 

296.3 

( 60.4) 

572.0 

(116.7 ) 

490. 3b) 

(100 ) 

ー
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J店長5 11後の訓台において、 0.025 %SDS 約機のみによる1 OOC， 20分

1mの処JI11では熱処思のみの対照1)(に刈して11 6.7 %のコ ロニー形成本をI認

め、 S D S処Jl1tによる胞子グ�:5fの活性化が椛I泌された。 しかし、 0.025 % 

のS D S 法被に0.5"'8.0%の濃度のY Eを添加してIrïJ伎に処思した結*

コロニー形成半は0.5 %のY E添加I [2(で60. 4%に激減し、 その後、 添加し

たY Eの波皮の.ìl'J }JUにしたがいさらに低ドした。 また、 消長7 f I後では科

試験|互において5 11後よりわずかに コ ロニー数の地加lはみられたが、 コ ロ

ニー形成本は5 11後と大jEなかった。

第4節 与ー 終

休眠状態の脱線的胞子は、 加熱処理ゃある極のアミノ酸などの化学物質

(活性化剤)で処理することにより休眠が打倣されて発芽が誘導、 または

活性化されることが知られている26 31 3� 日. ぃì ø )。

そこで、 メロンがんしゅ病的の休日以状態の胞子(ぷ発芽胞子)の有無を

舵l認するために、 まず、 本が1 JJSt放線的胞子の発3f状泌を調べた。 その結民、

胞子の保存状態や発芽培地の栄長条件により府主主H与問と発芸半の推移に相

違は認められたが、 最終的な発芽半は試験した新生胞子と冷j域胞子の問、

および、 供試したY S 1白地とB 1庁地の発公的 地の聞においてほとんど差は

みられないものと!ぷわれた。 また、 胞子の発がは!Ibj胞子ともに280Cで府長

3 1I，'f 1日j後から始まり、 このことは第5 IfI_の結果と一致していた。 -庁、 新

生胞子の発茅は多くがI庁長24'" 361時間後までに起こり、 その後はほとんど

行われないことが明らかとなった。 これに対し、 冷Jb!胞子の発芽半はI吉長

3 11与I[\J後から 481j，'j IL日後まで徐々にl直線開Jに増加し、 その後の2 4時間では増

加傾向は緩やかとなった。 このように、 冷以胞子では発牙が比較的ゆ っく

りと進み、 最高発:2:半に述するまでに新ノI=.胞子に比べて約1 '" 2 rlの遅延

がみられた。
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胞子のグ� �:ギは新'I=. J白子ではおよそ85%であり、 JYlL子形成後ftt ?Iuiに保存

した伶j誠l胞子でも大足なか った。 しかし、 !日j 述したように、 それらの発ぷ

半に述するまでの所長H与IIHには迷いがみられ、 冷fI�� J出子のJjが発芸がイミ川

い( )1: f，司I��I的)であった。 このことから、 冷j法胞子にはより休限状態に近

い胞子が多く存丘するのではないかと考えられた。 また、 本試験では新生

胞子で 84.0 '"'-'87.0%、 冷j議胞子で81.2'"'-'83.3%の発芽ギまで観察された

が、 その後発�半は -)，Ëとなったので、 それ以I�の発!fギのj1� )111の可能性

は低いものとjぷわれる。

そこで、 それらの未発_!;J:状態の胞子の発芹を加熱処担によって活性化し

た結巣、 来rr 'l: I胞子と冷jは胞子ともに40 uC) 20分IIJlの熱処旦IIがコ ロニー形成

半を1!�処理区の1.1'"'-'1.15倍までI白川lさせることができ、 )胞子発身:の活性

化に有効であった。 さ らに、 発茅が)1: 同調印Jであった冷j議胞子を日]いて、

400C) 20分1111の加熱を基本処理とした活性化庁!Jによる発芽活性化を試みた。

その結果、 0.025 %のS D S添加処J!IJと2.0 %のY E添加処型では、 それ

ぞれ熱処到のみを加えた胞子のがJ 1 . 2的と約1. ]似のコ ロニー形成半を示

し、 がんしゅ病的の胞子活性化斉IJとして0.025 %のS D S添加!と2.0 %の

Y E添加が有効であると考えられた。 一方、 活性化処埋後のコ ロニー形成

辛から無処四区での胞子発5F半を算山したところ、 約75'"'-' 83%の他が得ら

れた。 この伯は前述の胞子発芽率の調査結果と近似しており、 このことか

ら未発芽状態のほぼすべての胞子が発芽活性化されていることが推終され

る。 また、 このような処理により胞子の発芽が明ら かに活性化されたこと

は、 イメ病原放線的の未発jJJ胞子が休眠状態にあることを明確に示したもの

とj芯われる。

Hayakawa and NonomuraJ 1 )は休|肘している胞子の発芽を活性fじするよ境

脱税的の体系的な選択分雌法を開発し、 0.05%のS D Sと6 %のY Eとの

混合液による400C) 20分間の処哩により、 出r_e l? t Q !!!_.Y ç_旦�J�菌をql心とした

一般土壌放線菌の111現数を約40%増加lすることができたとしている。 した

がって、 この報告をもとに0.025 %のS D Sと各極浪皮のY Eを組み合せ

-105-



たりF川処:Eil (4 0 oC， 2 0分)のがんしゅ州I:fÎ 胞子への先J)以を謝べたが、 発よf

のm性化は認められ ず、 むしろId，j i，Tj竹化庁IJを併川することで発見二は詰:しく

1511 �I'fされることがiりjらかとな った。 このことは、 本州iJ;( 脱線的がl�境生息

の位r�Qt OIllY.Ç e� s p.であるにもかかわらず、 上記の選択分離法ではきわめ

て分離が困難と予怨される。

組物放線的病の場合、 出人微生物によって病原菌のみを効率よく分離す

ることが凶難とされ、 その分離Jj法が常に問題となってきた2 8 ら2 6 il γ6 

1B910 メロンがんしゅ病においては催病組織からの病原版線的ー の効半的分

離方法は前苧で検討したが、 その分離Jj法でも出人制H I拍と1， ïJ U与に病以放線

的の1[\現もある程度抑制されるため、 州JJ;[的信J_Qが低い分離源からの検IH

に不適であるほか、 定量的検出には不IJ川できない。

このことから、 メロンがんしゅ病菌のより効率的な分離法への改善や生

態学的研究のためには、 分縦I宮地上にできる限り本病原放線的のみを、 ま

た、 生息するなるべくすべてのがんしゅ病菌を分離生育させることが重要

となる。

Hayakawa and Nonomura31)は、 0.05'"'-'0.1 %のS D S処理(40 oC， 20分)

が上境からの分離平板上で細的の出現を無処理区の1 /10に抑えたことを

示し、 著者も0.025 %のS D S処理(40 oC， 20分)がメロンがんしゅ病菌

の分離11寺の出入制11 iâi・ の出現を地地!こで50'"'-'60%抑制することを確認してい

る(未発長)。

本実験では、 メロンがんしゅ病病院{脱線的胞子にはI白地上で容易に発芽

しない休|似状態の胞 子 が 含 まれているこをi切らかにし、 その休眠打破には

0.025 %のS D S 溶液あるいは2.0 %のY E i待機による40oC， 20分間の処

理が有効であることを解明したが、 上述したような他の細菌の出現を抑制

する効果を考慮すると、 S D S 溶液処埋の方が巌適であると!日われる。 し

た が って、 本j泡子活性化処埋法はメロンがんしゅ病 的 の分離 ・ 検tI JJ手法へ

の適肘の可能性が高いと考えられた。
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