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キウイフルーツかいよう病菌 (Pseudomonassyringae pv. actinidiae (Psa)) 

に汚染された花粉からの Psaの検出方法の開発および福岡県内で採取された

花粉の汚染状況調査

菊原賢次＊

福岡県では 2014年以降， Pseudononassyringae pv. actinidiae biovar3 (Psa3) によるキウイフルーツかいよう

病の被害が拡大している。 Psa3に汚染された花粉は感染を拡大させる可能性があるため，人工授粉には健全花粉を使

用しなければならない。汚染花粉からの Psa3の検出方法は「キウイフルーツかいよう病 Psa3系統の防除対策マニュ

アル」に記載されているが， 1サンプルごとに高価な専用機器で集菌してから PCR法で検出するため，時間と労力がか

かり，大量検定には不向きである。一方，花粉から直接 DNAを抽出し， PCR法で検出する方法が報告されているが，検

出限界は明らかではない。本研究は花粉から直接 DNAを抽出し，防除マニュアルに記載されたプライマーを用いた PCR

法により， Psa3が 3X 104cfu/ g含まれる人工汚染花粉から検出が可能であった。次に，開発手法を中心として用い，

2016年に福岡県の 36圃場で生産された花粉の汚染状況を調査した結果，本病発生圃場の雄木から採取されたすべての

花粉から Psa3が検出された。また，発生圃場に隣接した未発生圃場の雄木から採取した花粉からも Psa3が検出され

た。一方，無発生地区で生産された花粉から Psa3は検出されなかった。このことから，発生地区では健全花粉の生産

は困難であるごとが示唆され，授粉に使用する花粉は少なくとも，無発生地区での生産が必要と考えられた。

［キーワード：キウイフルーツ，汚染花粉， PCR法， pseudononas syr1ngae pv. actinidiae biovar 3] 

Detection Method of Pseudomonas syringae pv. actinidiae from Contaminated Pollen and Investigation into the Contamination 
of Pollen from Male Kiwifruit Vine in Fukuoka Prefecture. KIKUHARA Kenji (Fukuoka Agriculture and Forestry Research 
Center, Chikushino, Fukuoka 818-8549, Japan) Bull. Fukuoka Agric. For. Res. Cent. 5:5-10 (2019) 
In the Fukuoka Prefecture, an outbreak of bacterial canker in kiwifruit, caused by Pseudomonas syringae pv. actinidiae biovar 
3 (Psa3), has been occurring since 2014. Psa3-free pollen must be used for artificial pollination because pollen contaminated with 
Psa3 may spread this disease. The existing method for Psa3 detection needs expensive and specialist equipment; thus, many 
samples cannot be easily analyzed. In addition to this, it was reported that PCR analysis using DNA directly extracted from 
pollen could detect Psa3, although the degree of sensitivity needed to detect Psa3 was unclear. In this study, Psa3 was detected 
from artificially contaminated pollen, adjusted to 3x104cfu/g, by PCR analysis using DNA directly extracted from pollen. We 
investigated contamination of pollen in samples collected from male kiwifruit vines in 36 orchards in the Fukuoka Prefecture in 
2016. Psa3 was detected in pollen collected from .diseased orchards, as well as in pollen collected from non -diseased orchards in 
areas where the disease occurred. Unsurprisingly, Psa3 was not detected in pollen collected from orchards in areas where the 
disease did not occur. The results demonstrated that Psa3-free•pollen should be produced in areas where the disease does not 
occur. 

[Key word: contaminated pollen, detection by PCR, kiwifruit, Pseudononas syringae pv. actinidiae biovar 3] 

緒言

キウイフルーツかいよう病は，キウイフルーツかいよ

う病菌 Pseudomonassyringae pv. actinideae (以下，

Psa)によって引き起こされる細菌性の病害である。 Psa

はキウイフルーツ (Actinidia chinensis, A. 

deliciosa)の葉や花菅に褐色斑を形成し，新梢を枯死

させる。さらに，枝，幹に赤褐色の樹液漏出を引き起こ

し，時に，樹を枯死させる。本病は風雨で飛散し，風当

たりの強いところで発生が多い（牛山 1993)。Psaは多

様性に富み， 日本で最初に発見された biovarl

(Takikawa et al. 1989)の他に 4種類の biovarが知

られている（澤田ら 2014,2016)。その中でも biovar3

（以下， Psa3)は近年，世界で流行を引き起こし，イタ

リア，チリ，ニュージーランド，中国韓国等主要生産

国で確認されている (Cuntyet al. 2015, 農林水産省

2016a)。

2014年 4月に愛媛県でPsa3が日本で初めて発見され，

＊連絡責任者（病害虫部：屈kuhara@farc.pref.fukuoka.jp)

同時期に福岡県，佐賀県，岡山県，和歌山県，静岡県，

茨城県でも確認された（澤田ら 2015)。その後，福岡県

では本病の発生が拡大し，現在も被害が発生している

（菊原ら 2016,2017)。キウイフルーツは雌雄異株で，

確実な着果や果実肥大を確保するため，人工授粉が一般

的に行われている。それに使用される花粉は自家採取の

他に少なくとも 2010年からニュージーランド等から輸

入されている（農林水産省 2018a)。国内の侵入経路の

一つとして，海外から輸入された Psa3に汚染された花

粉（汚染花粉）の可能性が示唆された（農林水産省

2015, 篠崎ら 2015, 大谷ら 2018)。また，接種試験に

より汚染花粉がかいよう病の伝染源になりうることが報

告されている (Stefani・Giovanardi2011, Tontou et 

al. 2014, 篠崎ら 2015)。Psa3の病害リスク解析の結

果，これ以上の感染拡大を防止するためには，健全花粉

(Psa3に汚染されていない花粉）による授粉が必要で

ある（農林水産省 2016a)。現在，輸入相手国の検査を

通過した花粉が輸入されているが（農林水産省 2016b),

受付2018年 7月27日；受理2018年 11月 15日
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輸入相手国もかいよう病が発生しており，健全花粉の輸

入が継続される保証はない。このため，本県産地では花

粉生産が推進されているが，本県の主要産地はかいよう

病が発生し，雄木の多くは本病発生地域に植栽されてい

る。ニュージーランドにおいて，本病発生圃場にある雄

木から採取された花粉の汚染状況が調査され，発病樹だ

けでなく，未発病樹から採取された花粉からも Psa3が

検出された (MPI2011)。本県でも同様に発生圃場から

採取された花粉が Psaで汚染されていると推定されるが，

日本国内の調査事例の報告がなく，情報が不足している。

このため，福岡のキウイフルーツ「甘うい」普及推進協

議会（以下，「甘うい」協議会）と共同で発生地域の生

産者が採取した花粉の汚染状況を調査した。本県では，

本病の発生調査のため，葉や樹体からの検出を実施して

きたが（成山ら 2016), 花粉の調査は実施していなかっ

た。花粉からの Psa3の検定方法は「キウイフルーツか

いよう病 Psa3系統の防除対策マニュアル（以下，防除

マニュアル）」（農林水産省 2018b) に掲載されているが，

1サンプルごとに高価なろ過装置を用いて花粉懸濁液か

ら集菌してから PCR法で検定をしなければならないため，

大量検定には不向きである。一方，前述のニュージーラ

ンドの調査 (MPI2011)や Gallell i et al. (2011) は

市販の DNA抽出キットで汚染花粉から全DNAを抽出し，

PCR法で検定した。しかし，検出限界には言及しておら

ず，寒天培地による分離で汚染濃度が 1Xl04~

1 X 106cfu/gと推定された自然汚染花粉 (MPI2011)を

どの程度検出可能か不明である。本研究では花粉から直

接抽出した DNAを鋳型とする PCR方法の検出限界を検討

し，汚染花粉からの Psa3簡易検出方法を確立した。さ

らに，開発された手法を中心に，本病の発生程度の異な

る現地圃場から採取された花粉の汚染実態を調査し，雄

木がある圃場およびその周辺圃場における本病の発生状

況と花粉の汚染状況の関連性を解析した。

材料および方法

試験 1 花粉からの Psa3検出方法の検討

検出限界を検討するためには，汚染濃度が明らかな花

粉が必要である。発生樹から採取した花粉では汚染程度

が不明なため，人工的に汚染花粉を作製した。

1)汚染花粉の作製

汚染花粉の作製には 2016年にニュージーランドから輸

入されたキウイフルーツの花粉および 2016年に福岡県

の未発生地域で採取された健全花粉を用いた。福岡県で

2014年に分離された Psa3菌株 MAFF212111を前培養し

た後，普通寒天培地（ニッスイ，東京）で 1日間培養

後，菌体を採取し，滅菌水で 1X 103 , 1 X 104 , 

1 X 105cfu/mLに調整した。なお，調製した細菌懸濁液

を普通寒天培地に塗布し， 2 日後にコロニー数を計測し

て細菌濃度を確認した。花粉 0.03gを1.5 mLのチュー

ブに入れ，各濃度の細菌懸濁液を lOμL加え， 3X10叫

3X 103, 3X 104cfu/g相当の汚染花粉を作製した。 1回

の試験に 2反復作製し，実験を 2回繰り返した。

2) DNAの抽出
成山ら (2016) の方法と同様に， DNAの抽出は磁性ビ

ーズを用いた MagExtractor-Plantgenome-(TOYOBO, 

大阪）を使用し，手順は添付のマニュアルに従った。な

お，花粉は粉末であるため，液体窒素を用いた凍結破砕

を省略した。

3) PCR反応の条件

PCR 反応には AmpliTaq Gold 360 Master Mix 

(applied biosystems, フォスター）を使用した。添付の

説明書を参考に全反応液を 20μLに調製した。人工汚染

花粉から抽出した DNAおよび 1X 103 , 1 X 104 , 

1 X 105cfu/mLに調整した細菌懸濁液それぞれ lμLを鋳

型として用いた。防除マニュアルに掲載されているプラ

イマーセット， PSAFl/PSA R2 (Rees-George et al. 

2010) (以下，ユニバーサルプライマー，第 1表），

PO (hopA) -Fl/P3 (hopA) -R2 (清水ら 2015) (以下， hopA

プライマー，第 1表）およびhopZ5-F2/hopZ5-R2(澤田

ら 2015) (以下， hopZプライマー，第 1表）を用いた。

ユニバーサルプライマーと hopAプライマーを用いた

PCR条件は， 95℃ 5分， (95℃30秒， 64℃30秒， 72℃30 

秒）を 40回繰り返し， 72℃ 5分とした。 hopZプライマ

ーを用いた PCR条件は， 95℃ 5分， (95℃30秒， 60℃30 

秒， 72℃60秒）を 40回繰り返し， 72℃ 5分とした。増

幅DNA断片を 2%のアガロースゲル電気泳動で確認した。

試験2 現地で採取された花粉における Psa3の汚染状

況

本調査は「甘うい」協議会と分担して実施された。

1) 花粉の収集と検出方法

2016年に福岡県 A市の生産者 36人が採取した 36検

体の花粉を 2017年 2月に収集し，試験に用いた。これ

第 1表 本研究で使用したプライマー配列

プライマー名 プライマー配列 (5'→3') サイズ(bp) 出典

ユニバーサルプライマー

PsaFl TTTTGCTTTGCACACCCGATTTT 
280 

Rees-George et al. 

PsaR2 CACGCACCCTTCAATCAGGATG (2010) 

hopAプライマー

PO(hopA)-Fl GCAGAGGCGATGCAAAACCCG 186 清水ら

P3(hopA)-R2 ACGCGACAACTACCTTGAAAAACG (2015) 

hopZプライマー

hopZ5-F2 CAGGAATTCATGACTTCTCA 630 澤田ら

hopZ5-R2 TAGTCTCGAAGATTCAATGG (2015) 
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ら36検体のうち 16検体の検査をヒル・ラボラトリーズ

（ニュージーランド）に委託した。ヒル・ラボラトリー

ズでは，磁性ビーズを用いて DNAを抽出し， リアルタイ

ム PCR法で検定した。 1サンプルあたり lOcfuが検出限

界である。なお， PCRプライマーは公表されていない。

残りの 20検体を以下の方法で検査した。 1サンプルあ

たり 0.03gを1.5mLのチューブに入れ，前述の方法で，

DNAを抽出し， PCR法を実施した。プライマーは後述の

結果より，人工汚染花粉および細菌懸濁液からの検出限

界を考慮し，ユニバーサルプライマーと hopAプライマ

ーを用いた。ユニバーサルプライマーが近縁種のチャ赤

焼病菌 (Pseudomonassyringae pv. theae) に反応する

(Rees-George et al. 2010) ように， PCR検定には偽

陽性反応の危険性を伴うため，複数のプライマーセット

を用い，両プライマーセットの反応結果が一致したとき

に陽性とした。1検体あたり 2反復実施した。 Psa3が

混入した花粉であっても，偶然 Psa3が存在しない部分

を抽出する可能性があるため，陽性が 1反復でも確認

された場合，その検体を陽性とした。

2) 自家採取花粉の来歴調査

現地の雄木がある圃場およびその周辺圃場のかいよう

病発生状況と花粉の汚染状況の関連性を調査するため，

雄木がある圃場およびその隣接圃場における本病の発生

の有無について， 2016年産の生産終了後に生産者への

聞き取り調査を実施した。さらに，雄木がある圃場の地

区を大字単位（数 k而程度）で 5地区にわけ，地区ごと

の本病発生面積率を 2016年の春季調査（農林水産省，

20186) 結果から取りまとめた。これらの情報を基に，

雄木と本病発生圃場の関係に応じて，汚染リスクを 4

段階に区分した（第 1図）。すなわち，雄木が無発生地

区にある場合をリスク 0,本病発生地区で，雄木のある

圃場に発病樹がある場合をリスク 3,雄木がある圃場に

発病樹は無いが隣接圃場に発病樹がある場合をリスク 2,

雄木がある圃場とその隣接圃場で発病樹がない場合をリ

スク 1とした。なお，春季調査は県内全地域を対象に

リスク評価の開始

いいえ

□三□
第1図 雄木がある圃場のリスク評価のフローチャート

生産者，普及指導員および JA営農指導員からの診断依

頼を元に実施されている。

結果

試験 1 Psa3検出方法の検討

細菌懸濁液を鋳型にして検出した結果，ユニバーサル

プライマーおよび hopAプライマーは 1X 103cfu/mL (1 

サンプルあたり lcfu) まで， hopZ プライマーは

104cfu/mL (1サンプルあたり lOcfu) まで検出された

（第 2図）。人工汚染花粉から抽出した DNAを鋳型にし

て検出した結果，ユニバーサルプライマーは 3X 102 

cfu/g (1サンプルあたり lOcfu) まで検出され， hopA

プライマーおよび hopZプライマーは 3X l03cfu/g (1 

サンプルあたり lOOcfu) まで検出された。試験を 2回

実施したが，いずれのサンプルも結果は同じで，再現性

a)ユニバーサルプライマー

500bp 

300bp 

人工汚染花粉
M 1 2 3 H 

b) hopAプライマー

500bp 

200bp 

01) 

700 bp・ 

500bp 

..... .., 

第2図 各種プライマーを用いた PCR法による増幅
産物の電気泳動像

a)ユニバーサルプライマー (Rees-Georgeet al. 

2010) ; b)hopAプライマー（清水ら 2015) ; C) hopZプ

ライマー（澤田 ら 2015)

M : lOObpラダーマーカー， 1~3:人工汚染花粉，
4 3 2 

1: 3Xl0cfu/g, 2: 3Xl0cfu/g, 3: 3Xl0cfu/g, 

H: 健全花粉， 4~6:細菌懸濁液， 4: 1 X 10¥fu/mL, 
4 3 

5 : 1 X 10 cfu/mL, 6 : 1 X 10 cfu/mL, W : 滅菌水
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が高かった。

試験2 現地で採取された花粉における Psa3の汚染状

況

2016年における各地区の発生圃場面積率は A地区で

13. 2%, B地区で 6.6%, C地区で 4.6%, D地区で

3. 4%, E地区で 0%であった（第 3図）。

現地で採取された花粉を検定した結果， A地区 13検

体のうち 9検体（うち，本開発手法では 10検体のうち

9検体）， B地区 10検体のうち 5検体（うち，本開発手

法では 3検体のうち 2検体）， C地区 4検体のうち 1

検体（うち，本開発手法では 2検体のうち 1検体）か

らPsa3が検出された。一方，D地区 6検体（ うち，本

開発手法では 4検体）および E地区 3検体（うち，本

開発手法では 1検体）からはすべて検出されなかった。

地区における本病発生圃場率が高いほど検出率が高い傾

向があった（第 3図）。また，本開発手法による検出割

合 (12検体/20検体）はヒル ・ラボラトリ ーズによる検

出割合 (3検体/16検体）より大きかった。また，リ

スク 3は地区に関わらずすべての検体から Psa3が検出

された。 リスク 2およびリスク 1はA地区および B地

区の検体から Psa3が検出されたが，両地区より発生面

積が少ない C地区およびD地区の検体からは検出されな

かった。発生地区ではないリスク 0からは検出されな

かった。

考察

人工汚染花粉におけるユニバーサルプライマーの Psa3

の検出限界 (3Xl03cfu/g, 1サンプルあたり lcfu)

は hopA プライマーおよび hopZ プライマー

(3Xl04cfu/g, 1サンプルあたり lOcfu) より優れた。

細菌懸濁液におけるユニバーサルプライマーおよび

hopAプライマーの検出限界 (1X 103cfu/mL, 1サンプ

ルあたり lcfu) は hopZプライマー (1X 104cfu/mL, 1 

サンプルあたり lOcfu) より優れた。以上の結果，ユニ

バーサルプライマー， hopAプライマー， hopZプライマ

ーの順に検出力が高いと推定された。さらに，人工汚染

花粉および細菌懸濁液ともに検出力が一番高かったユニ

バーサルプライマーと次いで高かった hopAプライマー

の検出限界は， ヒル ・ラボラトリ ーの手法 (1サンプ

ルあたり lOcfu) と比較して同等から優れていた。上記

の結果を基に，現地花粉の汚染状況調査ではユニバーサ
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ルプライマーおよび hopAプライマーを用いた。その結

果，本開発手法はヒル・ラボラトリーズの手法より検出

割合が高い傾向があった。特に， A地区のリスク 2とB

地区のリスク 1の陰性の多くはヒル・ラボラトリーズ

に委託しており， A地区と B地区の検出割合はさらに高

い可能性があった；また，本開発手法（検出限界は

3 X 104cfu/ g) は自然発病樹から採取された汚染花粉

（汚染濃度 1X 104~ 1 X 106cfu/g (MPI 2011)) をほぼ

検出可能と考えられたため，花粉検定に有効な検出方法

であると推察された。加えて，防除マニュアルに掲載さ

れている汚染花粉の検定方法の検出限界は不明であるが，

本手法は高価な機器を必要としないため，大量検定に適

すると考えられた。

以上の結果を考慮し，本病の発生状況と花粉からの

Psa3検出割合について考察した。現地で採取された花

粉の汚染状況調査の結果，本病無発生地区の汚染リスク

は非常に低く，地区の発生面積率が高いほど，汚染リス

クが高い傾向があった。本病発生地区では，雄木がある

圃場の近くに発生圃場があるほど汚染リスクが高く，周

辺圃場に発生が確認されなくても汚染リスクが存在して

いた。一方， C地区および D地区では隣接圃場に発生し

ていても Psa3が検出されなかった。これらの地区は

Psa3が検出された B地区よりも発生面積率が少ないも

のの数％の差しかなく，今回のリスク評価基準ではこれ

らを区別できなかった。汚染リスクを詳細に評価するに

は，本病の発生拡大を抑制する防風林の存在や圃場周辺

の地形等のさらなる周辺情報の収集と調査事例が必要と

考えられた。本研究では発病していない雄木から Psa3

が検出された。また，本調査に先行して実施した花粉検

定では，雄木の初発を確認した前年に採取した花粉から＇

Psa3が検出された（データ略）。本研究で調査された雄

木 (A. de] i ci osa)は Psa3による葉や枝の発病に対し

て比較的強い品種である（農林水産省 2018b)。花粉の

汚染と本病による症状や発病を指標とした抵抗性は関連

性が低い可能性がある。本検査結果から，雄木の周辺圃

場の発生状況と花粉の汚染リスクに一定の関連性が確認

された。しかし，発生地区で汚染リスクがない花粉を区

別することはできなかったため，発生地区では汚染リス

クのない花粉を生産することは困難であることが示唆さ

れた。このことから，授粉用の花粉は，少なくとも，リ

スク 0すなわち，本病無発生地区で生産することが必

要とされる。

本県では 2014年以降， Psa3に抵抗性が弱いレインボ

ーレッド（農食事業 27008Cコンソーシアム， 2018)を

中心に本病の被害が拡大している（菊原ら 2016, 2017)。

一方，未発生園も存在しており，これ以上の発生拡大を

防ぐため，健全花粉の使用は重要である。輸入花粉に依

存した花粉の供給体制には， 2015年度に輸入花粉から

Psa3が検出され，輸入できない事例が発生する（農林

水産省， 2018b)など，不測のリスクがある。このため，

一定量の自給は必要であるが，県内の主な産地は本病が

発生しており，健全花粉の生産が困難である。今後の研

究は，本病未発生の新植地で短期間に花粉を生産できる

栽培法や花粉生産に適する品種開発・選抜が必要である。

さらに，本病無発生地区でも，突発的な病原菌の侵入に

より，花粉を汚染させてしまうリスクがあるため，その

リスクを低減させる花粉の消毒法の検討が必要であろう。
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