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はじめに

植物病原細菌を含む細菌の同定では,従来から多数の細菌学的性質を調査 し,そ の結果を基

に細菌種を決定するのが一般的である (後藤・滝川,1984;西 山・篠原 ,2001)。 しかし,近
年,DNAシ ークエンサー等の機器の進歩による膨大な遺伝子情報などから,細菌の分類に有

効 とされているいくつかの遺伝子の塩基配列情報から同定する手法も一般化 されつつある。一

方,植物の病原細菌や,環境中から分離 された有用な細菌の同定では, しばしば迅速な同定を

求められることが多く,そ うした場合には,可能な限 り少ない情報で迅速に同定ができる手法

が求められている。 しかしながら,イ ンターネットを通 じて日々情報が蓄積 されている遺伝子

情報に比べて,細菌学的性質に関する情報を蓄積することは難 しく,こ のことが細菌の迅速な

同定を行 う上で大きな支障となつている。こうした問題を克服 し細菌の迅速な同定を行 うため ,

微生物分類研究室では,すでに学会等でも有効性が確認 されている「細菌検査キット」を利用

して細菌学的性質の情報を蓄積 し,遺伝子情報 と組み合わせて両者を一体化 して同定を可能に

する 「細菌迅速同定支援システム (仮称)J(以下,迅速同定支援システム)を 開発 し,こ れ

を核 とした 「細菌同定依頼対応システム (仮称 )」 (以下,迅速同定システム)を 開発するこ

とにした。迅速同定システムの考え方は,同定の目的に応 じた 3段階の試験項 目を設定する。

第 1段階は,既知病害や既知細菌種の同定を目的として,「簡易同定 96」 を基に主に 「細菌検

査キット」を用いた試験結果に基づいた同定を行 う。第 2段階は,新病害の報告や微生物イン

ベン トリー研究等から得 られた有用菌株の特許取得等を目的とした同定に対応するため,第 1

段階の試験の他にさらに詳細な細菌学的性質の調査や遺伝子情報等を加えて同定を行 う。第 3

段階は,新種記載等に対応するもので,前者 2つの段階に加えて全遺伝子の相同性検定試験等

を行 うものである。

この迅速同定システムの特徴の一つとして,第 1段階の同定に関しては,市販のキット等の

確立された手法を組み合わせているため,あ る程度の訓練期間を経ることにより,専門家以外

でも比較的簡単に試験を行 うことができる。また,同定が依頼 された際に,試験結果 とそれに

基づく同定の結果,お よびバイオセーフティー レベル (日 本細菌学会作成)等のニーズに応 じ

た関連情報が依頼者に提供される。なお,そ の書式,具体的内容等々について検討中である。

植物病原細菌を簡便に同定する手法に関しては,古 くは,蛍光色素産生性 Psθνあ″ο″αs属細
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菌の検索法 (LOPAT試 験)(Lelio■,1996)か らBradbuvの 検索法 (Bradbury,1970)や Schaad

らの検索法 (Schaad,1988)が海外で開発 されている。国内でも簡易同定 78(西 山,1978)が

開発 され広 く活用 されていた。その後,市販の 「細菌検査キット」を利用 した API法 と7つ

の炭素源 と4つの細菌学的性質を検査するMUC法を組み合わせた「簡易同定 96」 (西 山,1996)

が開発,利用 され既知病害の診断に貢献 している。これ らの手法の共通点は,菌株の同定を必

要とする研究者等が自らマニュアルに従って試験を行い同定を行 うものである。しかしながら,

研究現場において細菌を扱 う場面は,糸状菌 と比べて非常に少ない。そのため,経験不足から

細菌の取 り扱いや試験結果の判定に苦慮することも少なくない。 さらに,試薬類の使用期限な

どからそれ らの常備も難 しい。このように,細菌の同定は,完全にマニュアル化 されていても,

以上にあげた問題点を依然多く抱えている現状にある。そこで,こ れ ら問題の解決策の一案 と

して,新たな同定手法 として細菌同定システムを公開するのではなく,む しろ微生物分類研究

室で罹病サンプルや菌株を受け付けて細菌の同定を行い,依頼者に対応するシステム (前述 )

を考えた。

本論文では,迅速同定システムの核 として開発 した迅速同定支援システム 「
“
′εЮttrεθ…ID」

について報告する。迅速同定支援支援システムは,植物病原細菌を中心とした既存の 「簡易同

定 96」 の微生物情報に,微生物インベン トリー研究によつて明らかになつた各種植物の微生

物フローラを構成 している細菌種について,新たに「細菌検査キット」に基づく情報を追加 し,

さらに,データ管理システムを充実させることによつて,従前に増 して迅速でより広範な細菌

の同定に対応可能なシステムである。この 「

“
た勉陶″εθ_lD」 により,同定依頼への対応がより

迅速になるばかりでなく,精度の向上により,微生物分類研究室で推進 している植物に生息す

る微生物の同定にも大きく貢献できる。

材料および方法

1.細菌迅速同定支援システム 「″た″θFο″εθ―ID」 の作成

微生物分類研究室に保存 している細菌の AP120NE(日 本 ビオメリュー)に よる検定結果を

用いて 21項 目の細菌学的性質 [生化学的性質 :硝酸塩の還元 (NIT),イ ン ドールの産生(TRP),

発酵性試験 (FER),ア ルギニンデ ヒ ドロラーゼ活性 (ADH), ウレアーゼ活性 (uこ), β…グル

コシダーゼ活性 (ESC),ゼ ラチンの液化 (GEL), β―ガラク トシダーゼ活性 (PNG)お よびオキシ

ダーゼ活性 (OXI);同 化試験 :グル コース (GLU),L―アラビノース (ARA),D―マンノース

(blNE),D― マンニ トール (MAN),N― アセチルーD… グル コサ ミン(NAG),マル トース (MAL),

グル コン酸カ リウム (GNT),■―カプ リン酸 (CAP),ア ジピン酸 (ADI),dl… リンゴ酸 QttT),ク

エン酸ナ トリウム (CIT)お よび酢酸 フェニル (PAC)]を 調査 した。

AP120NEに よる調査結果をデータベースソフ トウェア MiclosoR Acccss 2003で 作成 したデー

タベースに入力 した。 さらに, このデータベースを用いて細菌の同定に関す る膨大な情報 を効

率的に管理 し,未同定株の同定を支援す るためのシステムを構築 した。未同定株の同定に用い

る計算方法は西山の方法 (西 山,1997)に 準 じて行った。

2.細菌迅速同定支援システム 「″た″οf7ο″εθ‐lD」 の検証

微生物分類研究室で保存 しているい くつかの細菌株 を供試 して,構築 された細菌迅速同定支

援システムの信頼性等を検証 した。
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結果

細菌の同定に必要な各種試験結果等の情報を活用するためのデータベースを構築 した (図 1,

2)。 前述 した第 1段階に対応 した部分に関しては,充分に利用可能である。これには,微生

物分類研究室に保存されている植物病原細菌 (そ の後 PIAFF登 録 した細菌を含む)を 中心と

した2,458株 を対象に,細菌検査キットAP120NEを 用いて 21項 目の細菌学的性質を調査 した

結果がデータベース化 されている。得 られた検査結果は本キッ トのマニュアルに従って, 7桁
のプロフィールインデックスが付けられている (基礎データ 1)。 菌株の由来情報 として,学
名,菌株名,分離年月 日,同 定者,分離源,分離源情報 (品 種および分離部位等),分離場所

(地名および地 目等)が入力 されている (基礎データ 2)。 この 2つ の基礎データをデータベ

ース化 した。未同定株の同定のための計算を,未同定株のプロフィールインデックスとデータ

ベース化 した 2,458株 のデータを用いて行い,計算結果を候補菌種 とともに画面に表示するプ

ログラムを作成 した。

培養細菌が準備 されていれば, 2日 で未同定菌株の候補菌種の絞 り込みが可能 となつた。シ

ステムの信頼性等の検証を行つた一例 として,ニガゥリ青枯病菌 (篠原,2005)を 検査対象 と

した場合の検索結果を示す。検査対象株のプロフィールインデックスは lo40445で あり,こ れ

を細菌迅速同定支援システム 「″た″″'。″εθ-lD」 のメインメニュー (図 1)か ら同定支援→

AP120NE→ 簡易同定 96…API→入力画面の順に進み検査対象株のプロフィールインデ ックスを

入力 し,同定計算ボタンをクリックすると候補菌種が表示 (図 2)さ れる。候補菌種 として 3

種が表示される。候補菌種 と検査対象株の由来情報 (病徴やコロニー性状など)を考慮すると,

検査対象株が青枯病菌である R∂お
`θ

′′α sο′α4ασθα″ν″と判断できる。

考察

細菌迅速同定支援システム 「
“
ブαοJデ。κθ―ID」 が作成 されたことにより,同定に際 しては,微

生物分類研究室の研究職員は,「 7777ε″〆θκθ‐ID」 の結果から,得 られた候補菌種 と検査対象株

の由来情報を基に, さらなる追試の必要性などの判断と,必要と判断された試験を行 うだけで

あるため,研究職員の労力軽減を図ることが可能である。

この 「″た″οFoκ
`…

ID」 により,年間を通 して受ける同定依頼への対応がより効率的になるば

かりでなく,現在,微生物分類研究室で 16S RNA遺 伝子のみを指標 として推進 している,植
物に生息する微生物のインベン トリー研究における同定作業が飛躍的に向上することが考えら

れる。「
“
た勉勁″εθ_ID」 には現在のところ,遺伝子の塩基配列情報はまだ収録 されていないが ,

現時点で少なくとも第 1段階の同定への対応は十分可能であると考えられる。

今後は,微生物分類研究室が作成 している 「微生物インベン トリー」に蓄積 されている植物

生息細菌群,微生物農薬 として有望な細菌群および窒素固定細菌群などを基礎データ 1と して

蓄積 し,一層の信頼性を目指す。 さらに,現在使用 している 1種類の 「細菌検査キット」に加

えて,複数の細菌検査キット等を用いて詳細な細菌学的性質の情報を蓄積するとともに,遺伝

子情報も加えて,第 2段階 (前述)の高精度,迅速,低 コス トな「同定システム」を完成 させ ,

農業環境に生息する細菌群の同定を網羅的に支援できるようにしたい。
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図 1.細菌迅速同定支援システム ″Jc・ roFoκϊIDの メインメニュー画面
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