
(57)【要約】
【課題】青枯れ病菌を効果的に防除する手段の提供。
【解決手段】ラルストニア　ソラナセラム（  ）より単離され、ラ
ルストニア　ソラナセラムの C－ 319株、 M4S株、 Ps29株、 Ps65株、 Ps72株、 Ps74株、 MAFF1
06603株、 MAFF106611株、 MAFF211270株、 MAFF211271株、 MAFF211272株、 MAFF301556株、 M
AFF301558株、 MAFF730138株及び MAFF730139株のすべてに溶菌性を示すバクテリオファー
ジ。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） よ り 単 離 さ れ 、 ラ ル ス ト ニ ア
　 ソ ラ ナ セ ラ ム の C－ 319株 、 M4S株 、 Ps29株 、 Ps65株 、 Ps72株 、 Ps74株 、 MAFF106603株 、 M
AFF106611株 、 MAFF211270株 、 MAFF211271株 、 MAFF211272株 、 MAFF301556株 、 MAFF301558
株 、 MAFF730138株 及 び MAFF730139株 の す べ て に 溶 菌 性 を 示 す バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ）  MAFF211272株 よ り 単 離 さ れ
、 RSA1と 命 名 さ れ た 請 求 項 １ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 1又 は ２ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 青 枯 れ 病 の 防 除 剤
。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 1又 は ２ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 土 壌 改 良 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 植 物 又 は 土 壌 に 散 布 す る こ と を 特 徴 と す る
青 枯 れ 病 の 防 除 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 1又 は ２ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 水 耕 栽 培 又 は 溶 液 栽 培 の 培 養 液 に 添 加 す る
こ と を 特 徴 と す る 青 枯 れ 病 の 防 除 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1又 は ２ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 土 壌 に 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 土 壌 の 改
良 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 青 枯 れ 病 菌 （ ラ ル ス ト ニ ア  ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） ） に
対 し て 溶 菌 性 を 示 す バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ 以 下 、 単 に 「 フ ァ ー ジ 」 と も 言 う ） 、 及 び そ の
利 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 青 枯 れ 病 菌 は 、 ト マ ト 、 ナ ス 、 タ バ コ な ど に 青 枯 れ 病 （ 立 ち 枯 れ 病 ） を 引 き 起 こ す 土 壌
細 菌 で あ る 。 比 較 的 温 暖 な 地 域 を 中 心 に 世 界 中 に 分 布 し 、 ナ ス 科 や マ メ 科 の 他 、 経 済 的 に
重 要 な 農 作 物 多 種 を 含 む ３ ３ 科 ２ ０ ０ 種 以 上 の 植 物 に 感 染 し 、 甚 大 な 被 害 を も た ら す 。 一
度 汚 染 さ れ た 土 壌 か ら 病 原 菌 を 除 去 す る こ と は き わ め て 困 難 で あ る 。 本 病 に 対 す る 防 除 法
と し て は 、 こ れ ま で に 間 作 、 輪 作 、 土 壌 改 良 、 土 壌 消 毒 法 な ど が 考 案 さ れ て い る が 、 そ の
発 生 を 安 定 的 に 抑 え る こ と は ほ と ん ど で き て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 植 物 細 菌 病 に 関 し て は 、 病 原 細 菌 を 溶 菌 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 利 用 し た 防 除
方 法 が 、 病 原 細 菌 を 選 択 的 に 溶 菌 し て 防 除 で き る 手 段 と し て 古 く か ら 期 待 さ れ 、 青 枯 れ 病
に つ い て も 、 P4282フ ァ ー ジ 、 PK101フ ァ ー ジ 等 の 青 枯 れ 病 菌 感 染 性 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ が
報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ ） 。 ま た 、 最 近 、 本 発 明 者 ら は 、 青 枯 れ 病
菌 に 対 し て 溶 菌 性 を 示 し 、 そ の 宿 主 特 異 性 か ら ３ 種 類 に 大 別 さ れ る 十 数 種 の バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ を 自 然 界 よ り 単 離 す る こ と に 成 功 し 、 先 に 特 許 出 願 し て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。
　 し か し な が ら 、 こ れ ま で 報 告 さ れ て い る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 溶 菌 ス ペ ク ト ル が 狭 く
、 宿 主 範 囲 、 地 理 的 分 布 、 病 原 性 、 疫 学 的 特 徴 か ら 多 く の 系 統 が 存 在 す る 青 枯 れ 病 菌 を 有
効 に 防 除 す る に は 十 分 な も の で は な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － ２ ７ ８ ５ １ ３ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 田 中 　 博 、 根 岸 秀 明 、 前 田 初 枝 ： 非 病 原 性 タ バ コ 立 枯 病 菌 Pseudomonas 
solanacearum M4Sと バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に よ る タ バ コ 立 枯 病 の 生 物 防 除 、 日 本 植 物 病 理 学
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会 報 　 56巻 ２ 号 pp243-246（ 1990年 ）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Toyoda H, Kakutani K, Ikeda S, Goto H, Tanaka H and Ouchi S.　 　
Characterization of deoxyribonucleic acid of virulent bacteriophage and its infe
ctivity to host bacteria, Pseudomonas solanacearum. J. Phytopathology. (1991), 1
31:11-21
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 青 枯 れ 病 菌 感 染 性 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 用 い て 、 青 枯 れ 病 を 効 果 的 に
防 除 す る 手 段 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 は 、 斯 か る 実 情 に 鑑 み 鋭 意 検 討 を 重 ね た 結 果 、 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （

 ） よ り 、 青 枯 れ 病 菌 に 感 染 性 の 広 い 溶 菌 ス ペ ク ト ル を 示 す バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ を 単 離 す る こ と に 成 功 し 、 こ れ を 用 い る こ と に よ り 青 枯 れ 病 を 効 果 的 に 防 除
で き る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の （ １ ） ～ （ ６ ） に 係 る も の で あ る 。
（ １ ） ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） よ り 単 離 さ れ 、 ラ ル ス ト
ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム の C－ 319株 、 M4S株 、 Ps29株 、 Ps65株 、 Ps72株 、 Ps74株 、 MAFF106603
株 、 MAFF106611株 、 MAFF211270株 、 MAFF211271株 、 MAFF211272株 、 MAFF301556株 、 MAFF30
1558株 、 MAFF730138株 及 び MAFF730139株 の す べ て に 溶 菌 性 を 示 す バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 。
（ ２ ） 上 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 青 枯 れ 病 の 防 除 剤 。
（ ３ ） 上 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 土 壌 改 良 剤 。
（ ４ ） 上 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 植 物 又 は 土 壌 に 散 布 す る こ と を 特 徴 と す る 青 枯 れ 病 の 防
除 方 法 。
（ ５ ） 上 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 水 耕 栽 培 又 は 溶 液 栽 培 の 培 養 液 に 添 加 す る こ と を 特 徴 と
す る 青 枯 れ 病 の 防 除 方 法 。
（ ６ ） 上 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 土 壌 に 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 土 壌 の 改 良 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 公 知 の 青 枯 れ 病 菌 感 染 性 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 比 べ て
、 広 い 作 用 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 従 っ て 、 こ れ を 用 い る こ と に よ り 、 多 く の 青 枯 れ 病 に 有 効
な 防 除 剤 を 提 供 す る こ と が で き 、 ま た 青 枯 れ 病 菌 で 汚 染 さ れ た 土 壌 の 改 良 に 有 効 な 土 壌 改
良 剤 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  

） か ら 単 離 さ れ る も の で あ る 。
　 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） は 、 ト マ ト 、 ナ ス 、 タ バ コ な
ど ２ ０ ０ 種 以 上 の 農 作 物 に 対 し て 、 青 枯 れ 病 （ 立 ち 枯 れ 病 ） を 引 き 起 こ す 多 犯 性 の 土 壌 伝
染 細 菌 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 「 青 枯 れ 病 菌 」 と も 云 う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 少 な く と も ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  

） の C－ 319株 、 M4S株 、 Ps29株 、 Ps65株 、 Ps72株 、 Ps74株 、 MAFF106603株 、 M
AFF106611株 、 MAFF211270株 、 MAFF211271株 、 MAFF211272株 、 MAFF301556株 、 MAFF301558
株 、 MAFF730138株 及 び MAFF730139株 の す べ て に 溶 菌 性 を 示 す と い う 、 宿 主 特 異 性 を 有 す る
。
　 斯 か る 宿 主 特 異 性 は 、 後 記 実 施 例 ３ に 示 す よ う に 、 特 開 ２ ０ ０ ５ － ２ ７ ８ ５ １ ３ 号 公 報
（ 特 許 文 献 １ ） に 記 載 の タ イ プ １ 、 タ イ プ ２ 及 び タ イ プ ３ に 属 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と
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は 、 異 な る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ こ で 、 M4S株 は 、 タ バ コ よ り 分 離 さ れ た レ ー ス １ の 菌 株 で あ り 、 前 記 非 特 許 文 献 １ に
記 載 の 菌 株 で あ る 。
　 Ps29株 は 、 タ バ コ よ り 分 離 さ れ た レ ー ス １ の 菌 株 で あ り 、 Ozawa H,Tanaka H, Ichinose
T, Shiraishi T, and Yamada T. Bacterialphage P4282, a parasite of Ralstonia sola
nacearum, encodes a bacteriolytic protein, important for lytic infection of its 
host. Molecular Genetics and Genomics (2001) 265:95-101に 記 載 の 菌 株 で あ る 。
　 C－ 319株 、 Ps65株 、 Ps72株 及 び Ps74株 は 、 タ バ コ よ り 分 離 さ れ た レ ー ス １ の 菌 株 で あ る
。
　 C－ 319株 、 M4S株 、 Ps29株 、 Ps65株 、 Ps72株 及 び Ps74株 は 、 山 陰 建 設 工 業 （ 島 根 県 出 雲
市 ） よ り 分 譲 さ れ た 菌 株 で あ る 。
　 MAFF106603株 は 、 レ ー ス １ 、 biovar 3の 菌 株 で あ り 、 MAFF106611株 は 、 レ ー ス １ 、 biov
ar 4の 菌 株 で あ り 、 MAFF211270株 は 、 レ ー ス １ 、 biovar N2の 菌 株 で あ り 、 MAFF211271株
は 、 レ ー ス ３ 、 biovar N2の 菌 株 で あ り 、 MAFF211272株 は 、 レ ー ス ４ 、 biovar 4の 菌 株 で
あ り 、 MAFF301556株 は レ ー ス １ 、 biovar 4の 菌 株 で あ り 、 MAFF301558株 は 、 レ ー ス ３ 、 bi
ovar N2の 菌 株 で あ り 、 MAFF730138株 は 、 レ ー ス １ 、 biovar 3の 菌 株 で あ り 、 MAFF730139
株 は 、 レ ー ス １ 、 biovar 4の 菌 株 で あ る 。 MAFF106603株 、 MAFF106611株 、 MAFF211270株 、
MAFF211271株 、 MAFF211272株 、 MAFF301556株 、 MAFF301558株 、 MAFF730138株 及 び MAFF7301
39株 は 、 農 林 水 産 省 生 物 資 源 研 究 所 発 行 の 微 生 物 遺 伝 資 源 利 用 マ ニ ュ ア ル （ １ ２ ） 、 堀 田
光 生 ・ 土 屋 健 一 、 平 成 １ ４ 年 ３ 月 に 記 載 の 菌 株 で 、 農 林 水 産 省 生 物 資 源 研 究 所 農 業 生 物 資
源 ジ ー ン バ ン ク よ り 分 譲 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 の 宿 主 特 異 性 （ 溶 菌 ス ペ ク ト ル ） を 有 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 本 発 明 の バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ に 包 含 さ れ る が 、 こ の う ち 、 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  

）  MAFF211272株 よ り 単 離 さ れ る も の が 好 ま し い 。 MAFF211272株 は 、 上 記 の と お り
レ ー ス  ４ 、 biovar　 4の 菌 株 で あ り 、 農 林 水 産 省 生 物 資 源 研 究 所 農 業 生 物 資 源 ジ ー ン バ ン
ク よ り 分 譲 が 可 能 で あ る 。
　 そ し て 、 こ の う ち 、 「 RSA1」 と 命 名 さ れ た バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ が 特 に 好 ま し い 。
　 RSA1は 、 本 出 願 人 に お い て 分 譲 可 能 な 状 態 で 保 管 さ れ て い る 。 尚 、 当 該 RSA1は 、 独 立 行
政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 を 申 請 （ NITE AP-210（ 平 成
１ ８ 年 ２ 月 ２ ２ 日 ） ） し た が 、 拒 否 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 下 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1が 有 す る こ の 他 の 特 徴 に つ い て 説 明 す る 。
１ ． 形 態
　 図 １ に 示 す と お り 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1は 、 正 二 十 面 体 型 の 頭 部 と 線 上 の 尾 部 と か
ら 構 成 さ れ る も の で あ る 。 こ れ は 、 前 記 非 特 許 文 献 １ に 記 載 の P4282フ ァ ー ジ と は 、 P4282
フ ァ ー ジ は 頭 部 の 直 径 が 約 70nm、 尾 部 が 約 20nmで あ る の に 対 し て 、 RSA1は 頭 部 の 直 径 が 約
40nm、 尾 部 が 約 100nmで あ る 点 で 異 な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
２ ． ゲ ノ ム 解 析
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の ゲ ノ ム は 、 ２ 本 鎖 DNAよ り な り 、 制 限 酵 素 （ I） 処 理 に よ
る 断 片 の パ タ ー ン は 、 図 ２ に 示 す と お り で あ り 、 特 許 文 献 １ に 記 載 の タ イ プ １ ～ ３ の バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ と は 異 な る （ 実 施 例 ５ ） 。
　 電 気 泳 動 に よ り 決 定 し た RSA1の ゲ ノ ム サ イ ズ は 、 約 39Kbpで あ り （ 図 ２ ） 、 非 特 許 文 献
２ の PK101フ ァ ー ジ （ 約 ３ ５ Kbp） 、 と は 異 な る 。
　 ま た 、 RSA1の 塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 サ イ ズ は 38,820bpで あ り 、 全 ゲ ノ ム が 決 定 さ
れ て い る ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） GMI1000株 の ゲ ノ ム 中
に 、 RSA1の 配 列 と 非 常 に 高 い 相 同 性 を 示 す 領 域 が 存 在 し て お り （ 図 ３ ） 、 RSA1は ラ ル ス ト
ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） の ゲ ノ ム 中 に 溶 原 化 さ れ 保 持 さ れ る 可 能
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性 を 示 し て い る 。
　 以 上 よ り 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1は 、 文 献 未 記 載 の 新 規 な 青 枯 れ 病 菌 感 染 性 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ で あ る と 云 え る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 プ ラ ー ク ア ッ セ イ ・ 分 離 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 青
枯 れ 病 菌 よ り 分 離 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （

 ）  MAFF211272株 を CPG（ 実 施 例 １ ） 培 地 で 旋 回 培 養 し 、 こ の 培 養
液 を top agarに 混 合 し て 、 CPG寒 天 培 地 上 に 広 げ る 。 ２ ５ ～ ３ ０ ℃ で 12時 間 ～ 48時 間 培 養
し 、 検 出 さ れ た 単 一 プ ラ ー ク の 中 央 部 分 を 滅 菌 爪 楊 枝 等 で つ つ き 、 例 え ば ラ ル ス ト ニ ア 　
ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） M4S株 等 の 培 養 液 に 添 加 し て バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ を 増 幅 さ せ る 。 増 幅 後 、 遠 心 上 清 を 0.2μ m孔 の フ ィ ル タ ー 等 で 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ り
、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1を 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 一 般 的 な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と 同 様 の 方 法 で 増 殖 さ せ
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） を 培
養 し 、 十 分 に 増 殖 さ せ た 後 、 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 接 種 し 、 培 養 を 継 続 す る こ と
に よ り 、 大 量 の フ ァ ー ジ 溶 液 を 得 る こ と が で き る 。 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （
 ） の 培 養 は 、 定 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 CPG液 体 培 地 な ど

を 用 い 、 温 度 27～ 37℃ で 旋 回 又 は 振 と う 培 養 す れ ば よ い 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 接 種 す る
時 期 は 、 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） が 十 分 増 殖 し て い る 時
期 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 菌 体 濃 度 が 1× 10 4 ～ 1× 10 8 cfu/ml程 度 ま で 増 殖 し た 時 期
に 接 種 す る の が 望 ま し い 。 フ ァ ー ジ 接 種 か ら 6～ 12時 間 の 培 養 で 、 ほ ぼ す べ て の 菌 が 溶 菌
し 、 フ ァ ー ジ 溶 液 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 上 述 し た よ う に 、 公 知 の 青 枯 れ 病 菌 感 染 性 バ ク テ リ オ
フ ァ ー ジ に 比 べ て 、 広 い 作 用 ス ペ ク ト ル を 有 し （ 実 施 例 ３ ） 、 圃 場 や 水 耕 栽 培 等 に 適 用 し
た 場 合 に 、 優 れ た 青 枯 れ 病 防 除 効 果 を 発 揮 す る （ 実 施 例 ８ ） 。 従 っ て 、 こ の バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ は 、 青 枯 れ 病 の 防 除 、 青 枯 れ 病 菌 で 汚 染 さ れ た 土 壌 の 改 良 及 び 水 耕 栽 培 や 溶 液 栽 培
の 培 養 液 の 当 該 細 菌 の 駆 除 等 に 利 用 で き る 。 な お 、 こ こ で い う 「 防 除 」 と は 、 感 染 し た 青
枯 れ 病 菌 の 「 駆 除 」 と 感 染 の 「 予 防 」 の 双 方 を 含 む 意 味 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 青 枯 れ 病 の 防 除 剤 又 は 土 壌 改 良 剤 と し て 利 用 す る 場 合 、
上 述 し た 増 殖 方 法 に よ っ て 得 ら れ る フ ァ ー ジ 溶 液 、 あ る い は フ ァ ー ジ 溶 液 を 遠 心 分 離 等 に
よ っ て 培 養 残 渣 と 分 離 し た も の を 使 用 し て も よ い が 、 展 着 剤 を 配 合 し た 溶 液 と し て 使 用 し
て も 、 植 物 体 へ の 付 着 を よ く す る こ と が で き 好 ま し い 。 ま た 、 微 生 物 製 剤 に お い て 一 般 的
に 使 用 さ れ る 固 体 担 体 又 は 液 体 担 体 を 配 合 し て 、 水 和 剤 、 粉 剤 、 カ プ セ ル 剤 等 の 製 剤 形 態
に 調 製 し た も の を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 当 該 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 含 有 す る 防 除 剤 又 は 土 壌 改 良 剤 に お い て は 、 溶 液 中 の フ ァ ー
ジ 濃 度 は 、 1× 10 5 ～ 1× 10 1 1  pfu/mlと す る の が 好 ま し く 、 1× 10 8 ～ 1× 10 1 0  pfu/mlと す る
の が 更 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 防 除 の 対 象 と な る 植 物 と し て は 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ナ ス 、 ト マ ト 、 ト ウ ガ ラ シ 、 ピ ー マ ン 、
タ バ コ 、 シ ソ 、 ダ イ コ ン 、 イ チ ゴ 、 バ ナ ナ 、 マ ー ガ レ ッ ト 、 キ ク 、 ヒ マ ワ リ 等 を 挙 げ る こ
と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 防 除 対 象 と す る 病 害 は 、 ラ ル ス
ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 害 で あ れ ば
限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 ナ ス 科 植 物 の 青 枯 れ 病 、 タ バ コ 立 枯 れ 病 な ど を 挙 げ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 防 除 剤 を 圃 場 に 散 布 す る 場 合 、 そ の 散 布 量 は 青 枯 れ 病 菌 を 防 除 で き る 範 囲 内 で
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あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 、 圃 場 1平 方 メ ー ト ル 当 り 1× 10 8 ～ 1× 10 1 2  pfuの フ ァ ー
ジ を 散 布 す る の が 好 適 で あ る 。 水 耕 栽 培 又 は 溶 液 栽 培 で の 防 除 に 用 い る 場 合 は 、 フ ァ ー ジ
を 1× 10 3 ～ 1× 10 1 0 pfu/mlに な る よ う に 培 養 液 に 添 加 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 土 壌 改 良 剤 を 土 壌 に 添 加 す る 場 合 、 そ の 添 加 量 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、
通 常 、 土 壌 １ kg当 り 1× 10 1 0 ～ 1× 10 1 2 pfuの フ ァ ー ジ を 添 加 す る の が 好 適 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 詳 し く 説 明 す る 。 尚 、 特 に 説 明 が な い 場 合 に は 、 J. S
ambrook, E. F. Fritsch & T. Maniatis (Ed.), Molecular cloning, a laboratory manu
al (3rd edition), Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York (2001);
F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J.G. Seidman, J. A. Smith,
 K. Struhl (Ed.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons Ltd.
な ど の 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル 集 に 記 載 の 方 法 、 あ る い は そ れ を 修 飾 し た り 、 改 変 し た 方 法
を 用 い る 。 ま た 、 市 販 の 試 薬 キ ッ ト や 測 定 装 置 を 用 い る 場 合 に は 、 特 に 説 明 が 無 い 場 合 、
そ れ ら に 添 付 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 １ 　 青 枯 れ 病 菌 の 培 養
　 ポ リ ペ プ ト ン 10.0g、 カ ザ ミ ノ 酸 1.0g、 及 び グ ル コ ー ス 5.0gを 、 蒸 留 水 1,000mlに 加 え て
、 CPG液 体 培 地 を 調 製 し た 。 こ の CPG液 体 培 地 を 用 い て 、 青 枯 れ 病 菌 の 各 菌 株 を 28℃ で 旋 回
培 養 （ 200rpm） 又 は 振 と う 培 養 （ 300rpm） し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
実 施 例 ２ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 分 離
　 プ ラ ー ク ア ッ セ イ ・ 分 離 方 法 に よ り 青 枯 れ 病 菌 MAFF211272株 よ り バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RS
A1を 分 離 し た 。
　 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） MAFF211272株 を CPG培 地 で 旋
回 培 養 し 、 こ の 培 養 液 250μ Lを 4mlの top agarに 混 合 し て 、 CPG寒 天 培 地 （ 上 記 CPG液 体 培
地 に 17.0gの 寒 天 を 添 加 し た 培 地 ） 上 に 広 げ た 。 28℃ で 12時 間 ～ 48時 間 培 養 後 、 プ ラ ー ク
を 検 出 し た 。 単 一 プ ラ ー ク の 中 央 部 分 を 滅 菌 爪 楊 枝 で つ つ き 、 青 枯 れ 病 菌 （ M4S株 ） の 培
養 液 （ OD600=0.1～ 0.5） に 添 加 し て バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 増 幅 し た 。 増 幅 後 、 遠 心 上 清 を
0.2μ m孔 の フ ィ ル タ ー で 濾 過 滅 菌 し 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1を 分 離 し た 。
　 こ の フ ァ ー ジ RSA1は 青 枯 れ 病 菌  MAFF211272株 に 溶 原 化 し て い た 可 能 性 が あ る 。
　 尚 、 RSA1は 、 平 成 １ ８ 年 ２ 月 １ ５ 日 に 、 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 特 許 微 生 物
寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 申 請 し た が （ 受 領 番 号 NITE AP-210（ 平 成 １ ８ 年 ２ 月 ２ ２ 日 ） ） 、 平
成 １ ８ 年 ３ 月 ２ ８ 日 に 受 託 の 拒 否 が な さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
実 施 例 ３ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 宿 主 特 異 性
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 青 枯 れ 病 菌 の 各 菌 株 に 対 す る 宿 主 特 異 性 を プ ラ ー ク ア ッ セ イ
法 に よ っ て 調 べ た 。 実 施 例 2で 分 離 し た バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1を 、 実 施 例 1で 得 た 青 枯 れ
病 菌 の 各 菌 株 の 培 養 液 （ OD600=0.1～ 0.5） に 混 合 し 、 28℃ で 1時 間 だ け 保 温 後 、 4mlの top 
agarに 混 合 し て CPG寒 天 培 地 上 に 広 げ 、 プ ラ ー ク ア ッ セ イ を 行 っ た 。 青 枯 れ 病 菌 の 検 定 菌
と し て 、 病 原 性 、 疫 学 的 特 徴 、 生 理 ・ 生 化 学 的 性 質 が 異 な る ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム
（  ） C319株 、 M4S株 、 Ps29株 、 Ps65株 、 Ps72株 、 Ps74株 、 MAFF106
603株 、 MAFF106611株 、 MAFF211270株 、 MAFF211271株 、 MAFF211272株 、 MAFF301556株 、 MAF
F301558株 、 MAFF730138株 、 MAFF730139株 を 用 い た 。
　 本 発 明 者 が 青 枯 れ 病 菌 か ら す で に 単 離 し て い る ３ 種 類 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ 特 許 文 献
１ ） と の 相 同 性 を 比 較 ・ 検 討 す る た め に 、 L-type（ タ イ プ １ フ ァ ー ジ ） 、 M-type（ タ イ プ
３ フ ァ ー ジ ） 、 S-type（ タ イ プ ２ フ ァ ー ジ ） の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に つ い て も 、 同 様 の 実
験 を 行 っ た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 表 １ に 示 す よ う に 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1は 検 定 に 用 い た 全 て の 菌 株 を 宿 主 と し 、 す
で に 単 離 し て い る ３ 種 類 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ 特 許 文 献 １ ） と は 宿 主 特 異 性 が 異 な っ て
い た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
実 施 例 ４ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 形 態 観 察
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 形 態 を 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 観 察 し た 。 実 施 例 ２ で 示 す
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 濾 過 滅 菌 液 10mlを 、 40,000gで １ 時 間 、 遠 心 分 離 し 、 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ RSA1を 沈 殿 と し て 得 た 。 こ の 沈 殿 を 0.01mol/lの MgSO 4 を 含 む 100μ lの PBSに 懸
濁 し た 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 懸 濁 液 を ホ ル ム バ ー ル の 膜 を 張 っ た グ リ ッ ド に 滴 下 し 、 リ
ン タ ン グ ス テ ン 酸 を 用 い て ネ ガ テ ィ ブ 染 色 後 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 こ の 結 果 を
図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1は 正 二 十 面 体 型 の 頭 部 と 線 状 の 尾 部 か ら 構
成 さ れ て い た 。 尾 部 の 末 端 は 太 く な っ て い た 。 こ の 形 態 は 、 非 特 許 文 献 １ で 報 告 さ れ て い
る も の と は 異 な っ て い た 。 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） に 感
染 す る 類 似 フ ァ ー ジ の 報 告 は 文 献 等 で は 見 あ た ら な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
実 施 例 ５ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の ゲ ノ ム の 解 析
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1よ り 核 酸 を 単 離 し 解 析 し た 。 RSA1の ゲ ノ ム は 2本 鎖 DNAよ り な り
、 電 気 泳 動 で フ ァ ー ジ RSA1の ゲ ノ ム サ イ ズ を 決 定 し た と こ ろ 、 図 ２ に 示 す よ う に 約 39kbp
で あ っ た 。 RSA1よ り 精 製 し た 未 処 理 の DNA（ 図 2A） 、 I消 化 処 理 後 の DNA（ 図 2B） の 電 気
泳 動 パ タ ー ン よ り 、 RSA1の ゲ ノ ム を 解 析 し た と こ ろ （ 図 2Aに お い て は 、 低 濃 度 ア ガ ロ ー ス
ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 う こ と で 、 20Kbp以 上 の DNAを 分 離 ） 、 断 片 の パ タ ー ン は 、 特 許
文 献 1及 び 非 特 許 文 献 2の フ ァ ー ジ と は 異 な っ て い た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
実 施 例 ６ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の ゲ ノ ム 配 列 の 決 定
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　 RSA1の 塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 サ イ ズ は 38,820bpで あ っ た 。 図 ３ に 示 す よ う に ラ ル
ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） GMI1000株 （ 全 ゲ ノ ム が 決 定 さ れ て
い る ） の ゲ ノ ム 中 に 、 フ ァ ー ジ RSA1の 配 列 と 非 常 に 高 い 相 同 性 を 示 す 領 域 が 存 在 す る こ と
が 判 明 し た 。
　 ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） GMI1000株 の ゲ ノ ム 中 に フ ァ
ー ジ RSA1の ゲ ノ ム の 配 列 と 相 同 性 が 高 い 領 域 が 存 在 す る 事 は 、 RSA1は ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ
ナ セ ラ ム （  ） の ゲ ノ ム 中 に 溶 原 化 さ れ 保 持 さ れ る 可 能 性 を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
実 施 例 ７ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の 大 量 生 産
　 CPG寒 天 培 地 上 で 培 養 し た ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） M4S
株 の シ ン グ ル コ ロ ニ ー を CPG液 体 培 地 50mlに 植 菌 し 、 28℃ に て 24～ 48時 間 旋 回 培 養 し た 。
こ の 培 養 液 10mlを CPG液 体 培 地 2,000mlに 添 加 し 、 OD600=0.1（ 約 5× 10 7  cfu/ml） 程 度 ま で
28℃ に て 4～ 6時 間 旋 回 培 養 (120rpm)し た 。 こ の 培 養 液 に 、 m.o.i.（ The multiplicity of 
infectionの 略 、 細 胞 一 個 あ た り に 対 す る フ ァ ー ジ の 数 ） =0.0001～ 0.1に な る よ う あ ら か
じ め 希 釈 し て お い た フ ァ ー ジ 液 を 10～ 100ml添 加 し た 。 フ ァ ー ジ の 希 釈 に は 、 実 施 例 1に 示
す CPG液 体 培 地 に 、 MgSO 4 が 終 濃 度 0.01mol/lに な る よ う に 加 え た 溶 液 を 用 い た 。 28℃ に て
１ 時 間 静 置 後 、 28℃ に て 10時 間 以 上 旋 回 培 養 し （ 120rpm） 、 溶 菌 さ せ る こ と で 大 量 の バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ 液 を 調 製 し た 。 溶 菌 液 は 5× 10 7 ～ 5× 10 9  pfu/mlの フ ァ ー ジ RSA1を 含 ん で
い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 施 例 ８ 　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1に よ る 青 枯 れ 病 菌 の 増 殖 阻 害 効 果
　 CPG寒 天 培 地 上 で 培 養 し た ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム （  ） M4S
株 の シ ン グ ル コ ロ ニ ー を CPG液 体 培 地 50mlに 植 菌 し 、 28℃ に て 24時 間 旋 回 培 養 し た 。 こ の
培 養 液 0.5mlを CPG液 体 培 地 100mlに 添 加 し 、 OD600=0.1（ 約 5× 10 7  cfu/ml） 程 度 ま で 28℃
に て 4～ 6時 間 旋 回 培 養 (200rpm)し た 。 こ の 培 養 液 に 、 あ ら か じ め CPG液 体 培 地 に MgSO 4 が 終
濃 度 0.01mol/lに な る よ う に 加 え た 溶 液 で 希 釈 し た 、 フ ァ ー ジ RSA1の 溶 液 を 20μ l加 え 、 m.
o.i.（ The multiplicity of infectionの 略 、 細 胞 一 個 あ た り に 対 す る フ ァ ー ジ の 数 ） が 0
.01、 0.001、 0.0001に な る よ う 感 染 さ せ た 。 コ ン ト ロ ー ル の 試 料 に は フ ァ ー ジ を 感 染 さ せ
な か っ た 。 28℃ に て 30分 間 静 置 後 、 28℃ に て 16時 間 、 旋 回 培 養 し （ 200rpm） 、 ２ 時 間 ご と
に OD600を 測 定 し 、 青 枯 れ 病 菌 の 増 殖 を 記 録 し た 。 結 果 を 図 4に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 フ ァ ー ジ RSA1の 添 加 に よ り 青 枯 れ 病 菌 の 増 殖 が 有 意 に 阻 害 さ れ た 。 増 殖 阻 害 の 程 度 は 、
フ ァ ー ジ 感 染 時 の m.o.i.に 依 存 し 、 m.o.i.が 大 き い ほ う が 増 殖 阻 害 効 果 は 強 か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
〔 態 様 の 形 式 1〕 圃 場 に お け る 青 枯 れ 病 の 防 除
　 圃 場 に 散 布 す る 場 合 は 圃 場 1平 方 メ ー ト ル 当 り 1× 10 8 ～ 1× 10 1 2 pfuの フ ァ ー ジ を 散 布 す
る 。 土 壌 に 混 合 し て 使 用 す る 場 合 は 土 壌 1Kgあ た り 1× 10 1 0 ～ 1× 10 1 2 pfuの フ ァ ー ジ を 土 壌
に 混 合 し 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
〔 態 様 の 形 式 2〕 水 耕 栽 培 や 溶 液 栽 培 に お け る 青 枯 れ 病 菌 の 防 除
　 フ ァ ー ジ RSA1を 用 い て 、 水 耕 栽 培 又 は 溶 液 栽 培 で の 青 枯 れ 病 菌 の 防 除 を 行 う 。 水 耕 栽 培
又 は 溶 液 栽 培 で 用 い る 培 養 液 に 、 フ ァ ー ジ RSA1を 1× 10 3 ～ 1× 10 1 0 pfu/mlに な る よ う に 添
加 し 栽 培 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 図 １ 】 RSA１ の ネ ガ テ ィ ブ 染 色 法 に よ る 電 子 顕 微 鏡 観 察 写 真 で あ る 。 ス ケ ー ル バ ー は 100
nmを 示 す 。
【 図 ２ 】 RSA１ （ Aφ ） よ り 精 製 し た DNAの 電 気 泳 動 パ タ ー ン を 示 す 写 真 で あ る 。 図 2A： RSA
1よ り 精 製 し た 未 処 理 の DNA、 図 2B： I消 化 処 理 後 の DNA。 λ 、 λ / I、 λ / I+λ /
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II、 λ / dIII+φ X174/ IIIで 示 す 各 レ ー ン は サ イ ズ マ ー カ ー 。
【 図 ３ 】 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1の ゲ ノ ム 配 列 と ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム GMI1000株
の ゲ ノ ム 配 列 の 相 同 性 を 示 す 図 。 図 3A： フ ァ ー ジ RSA1(全 長 38.8kbp)の ゲ ノ ム の 塩 基 配 列
か ら 得 た 物 理 地 図 。 末 端 の ○ と □ は 、 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム DNAの 両 末 端 を 表 す 。 図 3B： フ ァ ー
ジ RSA1の ゲ ノ ム 配 列 と ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム GMI1000株 の ゲ ノ ム で 相 同 性 が あ り 、
対 応 す る 部 分 を 示 す 。 図 3B上 段 ： RSA1の ゲ ノ ム が 、 青 枯 れ 病 菌 中 で は 両 末 端 が 結 合 し 環 状
構 造 を と る こ と を 仮 定 し た ゲ ノ ム の 構 造 を 示 す 。 図 3B下 段 ： ラ ル ス ト ニ ア 　 ソ ラ ナ セ ラ ム
GMI1000株 の ゲ ノ ム の 物 理 地 図 を 示 す 。 上 段 の 数 字 ： フ ァ ー ジ RSA1の 末 端 （ ○ ） か ら の 距
離 を Kbpで 示 し た も の 。 下 段 の 数 字 ： GMI1000株 の ゲ ノ ム の 末 端 （ ▲ ） か ら の 距 離 を Kbpで
示 し た も の 。
【 図 ４ 】 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RSA1に よ る 青 枯 れ 病 菌 の 増 殖 阻 害 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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