
Ⅰ．はじめに

　シラカシ枝枯細菌病は１９８０年代に九州の主要な栽培地で局所的

に発生した後，１９９０年代になって九州一円に拡大していったと推

測されている（1）。１９９６年に筆者らは，Xanthomonas属細菌が

病原菌であることを明らかにしたが（2），その後の調査・研究

にもかかわらず，病原菌の生態や効果的な防除方法については，

不明な点が多い。この理由として，本菌の識別の困難さに加えて，

分離に適した培地の検討が不十分であること，防除試験を行うの

に，自然発病圃場を利用したため，十分な試験成績が得られな

かったこと等があげられる（3）。本病の防除試験にあたっては

圃場レベルで均一に発病させるための人工接種法を工夫する必要

がある。本報告では，分離に適した培地，最適な接種菌濃度と接

種法について検討を行なった。

Ⅱ．材料と方法

１．供試菌株

　シラカシ枝枯細菌病菌（以下枝枯細菌）としてシラカシ罹病枝

から分離され，病原性を確認したQM７６０１，QM７２０１，QM８２１８，

QM８３２０，QM８３０７，QM１３００２，QM１１０３０１を使用した。腐生性細

菌はシラカシ罹病枝から分離され，病原性がなく，コロニー形状

が枝枯細菌と明らかに異なるQM７２０２，QM７６０２，QM７６０３，

QM７６０５，QM７６０７，QM８７５２を使用した。

２．分離法の改良

（１）既存の培地の利用可能性

　一般細菌用の普通栄養寒天培地（以下NA）と Xanthomonas

属細菌用のYDC，GYCA，BS，MD－５，BSCAA，Modified 

Tween Medium，XPS の ７種の培地（4），（5）で枝枯細菌

QM７６０１とQM７２０１の一定菌量（１０６cfu／mlの菌懸濁液０．２ml）を

接種して２８℃，７日間培養し，NAにおけるコロニーの培養形態と

比較してこれらの分離培地としての適性を検討した。

（２）抗生物質感受性の調査

　トブラマイシン，セファレキシン，バンコマイシン，カスガマ

イシン，アンピシリン，ニトロフラントイン，バシトラシン，カ

ナマイシン，エリスロマイシンの９種の抗生物質を，標準的な使

用濃度から４倍ずつ段階希釈してNA培地に混和した培地に，枝

枯細菌と腐生性細菌を線条接種して２８℃，７日間培養し，これら

の最大許容生育濃度（MAC）を推定した。

（３）分離培地の試作と分離能の評価

　枝枯細菌がトブラマイシンに一定の耐性を持つことがわかった

ので，NAにトブラマイシンと抗真菌剤であるシクロヘキシミド

を添加した培地をそれぞれ濃度を変えて試作し，NAに対する平

板効率を調べた。その結果，トブラマイシン０．４ppmとシクロヘ

キシミド１００ppmを添加した培地（以下TCNA）の成績が良かっ

たので，以後の分離試験にNAやトブラマイシン０．４ppm添加

NA（以下０．４TNA）と共に供試した。そして分離能の評価は以下

の通りに行なった。枝枯細菌QM７６０１を接種したシラカシ罹病枝

を摘み取り，常法により表面殺菌した後，新鮮な病斑部分と枯死

部分を切り分けて０．５cm長の組織切片にし，これを１％ペプトン
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菌（以下枝枯細菌）の分離法について改良を試みた。既存培地の利用は困難であったので，トブラマイシンとシクロヘキシミドを普通栄

養寒天培地に加用した培地を試作して分離能について評価した。その結果，この培地は古い病斑組織や罹病枝表面から枝枯細菌を分離す

る際，有効であった。次に，接種法について検討した。湿室処理下での感染・発病に必要な接種菌濃度は有傷接種でおおむね１０５cfu ／ml，

無傷接種で１０７～１０８cfu／ml辺りにあった。無傷接種下では湿室処理により，または連続５日間５回接種することにより，発病率が上昇し

た。有傷接種下では湿室処理により，１００％の発病率が得られ，隣接新梢への二次感染率も４１．６％と高かった。これらの接種法について

大規模な圃場試験で検証したところ，有傷接種枝からの二次感染率は低下したが，無傷湿室処理下の複数回接種で，アラカシ・シラカシ

の発病率は高い水準を維持出来た。
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水０．４ml 中で磨砕して組織磨砕液とした。この組織磨砕液から

NA，０．４TNAとTCNAを用いた希釈平板法により，枝枯細菌を

再分離し，組織内の菌濃度を推定した。また接種罹病枝から流下

する雨水を採取して希釈平板法により，枝枯細菌を再分離し，流

下雨水中の菌濃度を推定した。なお，再分離された枝枯細菌の分

離菌株は一部を抽出して接種試験で病原性を確認した。

３．接種法の改良

（１）接種菌濃度と発病率の関係

　枝枯細菌QM７６０１の培養菌体から，１．９×１０２～１．９×１０１０までの

９段階に希釈した菌懸濁液を作成し，伸長後７日程度経過したシ

ラカシ新梢２０本に，有傷または無傷で接種を行なった。有傷接種

は菌懸濁液を塗布後，梢の先半分に単針で１０ヵ所刺傷した。接

種後，湿度を保つため，内部を湿らせたポリエチレンバックを被

せて１晩放置した，接種は１９９９年９月７日に，調査はその２ヶ月

後に行った。発病の有無を確かめると共に接種枝の発病率を算出

した。

（２）接種法と発病率の関係

　接種源は枝枯細菌QM７６０１の培養菌体を用いた。有傷接種はシ

ラカシ１個体につき，伸長後７日程度経過した新梢３本，全３個

体計９本に対して行い，湿室処理を施した。無傷接種では，３個

体の伸長後１０日以内の全新梢に対して，湿室処理と無処理，１回

接種処理と連続５日間５回接種処理を組み合わせて行った。なお，

接種菌濃度は１０８cfu ／ml に保った。接種は２００３年５月２２日に，調

査はその２ヶ月後に行い，発病の有無を確かめると共に接種枝に

対する発病率を算出した。なお，有傷接種では接種４ヶ月後に二

次感染した隣接新梢の発病率を算出した。

（３）圃場試験での接種法の評価

　接種源は枝枯細菌QM７６０１の培養菌体を用いた。有傷接種は

２００３年にのみ行い，シラカシ１個体につき，伸長後７日程度経過

した新梢３本，全１５個体計４５本に対して行い，湿室処理を施した。

無傷接種は全て湿室処理で行い，カシ類の１５個体のうち，伸長後

１０日以内の全新梢に対して，２００３年には一週間毎に計５回，２００４

年には２週間毎に計２回の複数回接種を行なった。接種菌濃度は

１０８cfu ／ml に保った。接種は８月の第１週から開始し，調査は接

種開始２ヶ月後に行い，発病の有無を確かめるとともに，発病率

を算出した。なお，有傷接種では接種を開始して４ヶ月後に二次

感染した隣接新梢の発病率を算出した。

Ⅲ．結果

（１）分離法の改良

　NA，YDC，GYCA，BS，MD-５，BSCAA，XPS の７種の培地

を用いて枝枯細菌を培養した結果，NA以外の培地では全く生育

しないか，生育しても，コロニーが矮化したり，コロニー数が

NAに比較して顕著に減った。

　９種の抗生物質における最大許容生育濃度を表－１に示す。供

試した９種の抗生物質のうち，枝枯細菌の最大許容生育濃度が腐

生性細菌と比べて高かったのはトブラマイシンであった。

　次に，TCNAの分離能力を評価した結果を表－２に示す。病斑

組織では，枝枯細菌の分離率はNA，０．４TNA，TCNA共にほと

んど変わらず，１０７～１０８cfu／mlと高かった。これに対して腐生性

細菌の分離率は０．４TNA，TCNAで NAより低下傾向にあり，腐

生性細菌を全く分離出来ない試料もあった。次に壊死組織の場合，

相対的に腐生性細菌の密度が高くなる傾向にあり，試料６，試料

８，試料１０では０．４TNAとTCNAで枝枯細菌が低率で分離され

たが，NAでは腐生性細菌の生育がおう盛であるため，枝枯細菌

を識別・分離することが出来なかった。接種罹病枝流下雨水から

の分離の場合，試料１１のように枝枯細菌の推定菌濃度が１０５以下

に低下してくると，糸状菌類の繁殖により，NA，０．４TNAでは

計測不能になる場合があった。

（２）接種法の改良

　接種菌の濃度と発病との関係を調べた結果を表－３に示す。有

傷接種下では，１０３cfu ／mから罹病する枝が低率で認められ，１０５

から１０７まで漸増し，１０８から１０１０までは１００％近い高い発病率を示

した。一方，無傷接種下では１０５cfu ／mから罹病する枝が低率で

認められ，１０７から１０９まで漸増し，１０９と１０１０は４０％台の発病率で

あった。次に接種法と発病の関係を調べた結果を表－４に示す。

無傷接種においては，湿室処理を施すことにより，発病率は０％

から２．９％に上昇し，さらに接種を５回連続して繰り返すること

により，湿室処理下では２．９％から３１．８％，無処理下では０％か
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表－１．供試菌株の抗生物質感受性
最大許容生育濃度（ppm）
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ら１５．４％に発病率が上昇した。有傷湿室処理接種においては

１００％の発病率が得られ，隣接新梢への二次感染も４１．６％と高い

ものとなった。

　これらの高い発病率が得られた接種法を用いて，圃場規模の接

種試験を行なった結果を表－５に示す。２００３年度は有傷接種と無

傷接種の２法を試した。その結果，無傷湿室処理下の５週連続の

接種によって６２．７％という高い発病率を得た。一方，有傷湿室処

理下の接種における二次感染率は７％と，予備試験時の４１．６％に

比較して低いものとなった。２００４年は無傷湿室処理の隔週２回接

種で３樹種を試験した結果，シラカシで７５％，アラカシでも６９％

の高い発病率を得た。これに対して，イチイガシは３．４％の発病

率となった。

Ⅳ．考察

　枝枯細菌は Xanthomonas属細菌であるが，本属菌の分離に推

奨されるYDCは，枝枯細菌の生育が極めて悪いので，この培地

の使用は避けた方が良い。罹病枝からの分離に際して，新鮮病斑

のように枝枯細菌の密度が高く，腐生性細菌の密度が低いと予想

される場合は，NAで十分であるが，罹病が進んで組織が壊死・

腐敗したような試料では，枝枯細菌の密度が低下し，相対的に腐

生性細菌の密度が高くなっているので，TCNAを使用するか，糸

状菌汚染の心配がない場合はトブラマイシンのみ０．４ppm加用し

た培地を使用することで分離が容易になると考えられる。さらに

罹病枝表面を流下した雨水などのように，糸状菌類の分生子によ

る汚染が懸念される場合は，抗真菌剤の入ったTCNAの使用が

適切である。以上のように，TCNAは簡便に調整出来るわりには，

罹病組織や枝表面に存在する腐生性の細菌や糸状菌類に一定の生

育抑制効果を持つことが判った。今後は，枝枯細菌の生態研究や

診断に活用されていくものと思われる。一般に細菌が植物へ感染

する場合は，高湿条件が植物体表面上での細菌の生存率を高め，

感染機会を増大させると考えられる。従って，今回の試験では湿

室処理を前提にして，枝枯細菌の感染・発病能力について調べた。

その結果，感染・発病に必要な接種菌濃度はおおむね，有傷接種

下で１０５cfu ／ml，無傷接種下では１０７～１０８cfu ／ml 辺りにあること

がわかった。このように高い発病率が得られる有傷接種であるが，

薬剤効果試験への利用は，薬液に暴露されないまま菌が植物体に

侵入してしまうので好ましくない。そこで，高い発病率を利用し

て接種枝から隣接新梢への二次感染による接種法を検討した。と

ころが，予備試験の段階では，４０％台の発病率を確保できたが，

圃場規模での接種試験に適用した事例では満足のいく発病率は得

られなかった。筆者らの観察によれば，無傷接種下では伸長後
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表－２．各種分離培地を用いたシラカシ枝枯細菌病菌の推定菌濃度
推定菌濃度（cfu ／ml）

腐生性細菌枝枯細菌
TCNA０．４TNANATCNA０．４TNANA試料内訳試料番号
１０５１０５１０６１０７１０７１０７病斑試料１

分離不能分離不能１０７１０７１０８１０８病斑試料２
１０７１０７１０８１０７１０７１０７病斑試料３

分離不能分離不能分離不能１０８１０８１０８病斑試料４
分離不能分離不能１０７１０８１０８１０８病斑試料５
１０７１０７１０８１０６１０６分離不能壊死部試料６
１０６１０６１０８１０７１０８１０７壊死部試料７
１０５１０５１０５１０４１０４分離不能壊死部試料８
＜１０１＜１０１１０１＜１０１＜１０１＜１０１壊死部試料９
１０５１０５１０７１０３１０３分離不能壊死部試料１０
１０６計測不能計測不能１０５計測不能計測不能流下雨水試料１１
１０４１０４１０５１０４１０４１０４流下雨水試料１２
１０５１０４１０６１０５１０６１０６流下雨水試料１３
１０５１０５１０６１０６１０６１０６流下雨水試料１４
１０６１０６１０６１０６１０６１０６流下雨水試料１５

表－３．異なる接種菌濃度におけるシラカシ枝枯
細菌病菌の発病率

発病率（％）接種菌濃度
（cfu ／ml） 無傷接種有傷接種

４５１００　１．９×１０１０

４１９２１．９×１０９

２７９５１．９×１０８

１５８８１．９×１０７

４３６１．９×１０６

６２７１．９×１０５

０６１．９×１０４

０７１．９×１０３

００１．９×１０２

表－４．異なる接種法がシラカシ枝枯細菌病の発病率に及ぼす
影響

発病率（％）接種法
隣接新梢接種枝接種回数湿室処理有傷処理

２．９１＋－
０１－－
３１．８５＋－
１５．４５－－

４１．６１００１＋＋

表－５．圃場での人工接種による枝枯細菌病の発病率
発病率（％）接種法

隣接新梢接種枝菌濃度（cfu ／ ml）接種回数湿室処理傷処理接種対象接種年
６２．７２．８～９．２×１０８毎週５回＋－シラカシ２００３年

７１００５．４×１０８１回＋＋シラカシ２００３年
７５１．４～４．７×１０８隔週２回＋－シラカシ２００４年
６９１．４～４．７×１０８隔週２回＋－アラカシ２００４年
３．４１．４～４．７×１０８隔週２回＋－イチイガシ２００４年



一ヶ月を経過したような成熟した枝では感染が起きない現象が観

察されており，感染を成功させるにはできるだけ新しい新梢を用

いることが好ましいと考えられる（筆者ら未発表）。つまり，二

次感染枝を接種試験へ利用する場合，接種すべき新梢の伸長時期

と二次感染させるべき新梢の伸長時期に時間差がないと，枝枯細

菌がうまく感染出来ない。このことが，隣接新梢で発病率が低

かった主な原因であると推察される。一方で，無傷接種では湿室

処理と複数回接種により，発病率が上昇することが判り，その後

の２カ年にわたる圃場規模での接種試験において，安定した成績

をおさめた。この理由として，剪定によって新梢伸長期の斉一化

を図ったことに加えて，感染機会を複数回とることによって，遅

れて伸長してきた新梢へ確実に感染させることが出来たためと考

えられる。
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