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緒言

植物の病 害 防除は従来、 主 に抵抗性品種の育成と利用、並びに 農

薬を 利 用 する こ とによ っ て行われてきた。これらの防除方法が農作

物の 生産 向 上 をもたらし、食料供給の安定化に大きな役割を果たし

てき た こ とは周知の 事実 である。特に、 1950年代から開発された多

種類の新農薬が果たした役割は大きい。しかしながら、土壌病 害 の

防除は農薬の使用によ っ ても困難である場合が多い。特に細菌性の

土壌伝染性病害に関しては的確な防除法がほとんどないのが現状で

ある 。 しかも農薬の過剰使用は、水質、土壌及び大気等の環境を汚

染させる危険性と食品に残留することによる人畜への影響が懸念さ

れており、その上、薬剤耐性菌の出現、あるいは潜在的病害の顕在

化等が問題になり、農薬の開発と使用には 一 層の配慮が必要になり

つつあ る。このような背景から、耕地生態系を乱すことのない、よ

り自然、に立脚した防除法としての生物的防除法が重視されるように

なり、世界各国でその研究が盛んに進められている。

生物的防除法 32 )とは、生物的手段、即ち、ある種の微生物、そ

の産物、あるいはその遺伝子などを利用することによって病害の発

生を制御する方法であり、これに類する方法は古くから行われてき

た。既に 17世紀に行われたリンゴ腐らん病 (Valsa cθra tos perma)に

対する牛ふんの塗布 3)にはじまり、今日も行われている輪作、残澄

の焼却、有機質肥料多用等の耕種的防除法ゃある種の微生物製剤jの

利用などはすべて生物的防除法の中に含まれる。植物の病害を防除

する 上で 今日考えなければならない問題は、近代農業の中で如何に

して効 果 的でしかも安全な防除法を確立するかである。現在のとこ
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ろ、いずれの防除法も決して万能ではなく、各種の防除手段を互い

に矛盾なく調和させながら、合理的に併用する乙とによって被害を

経済的許容水準以下に低下させる乙とが必要である。特に生物的防

除法においては病原菌を絶滅させる乙とが目的ではなく、耕地生態

系で機能している括抗要因を最大限に利用し、その働きを保護、助

長するように環境条件を積極的に変えていくことが重要である。即

ち、自然、界において植物病原菌の生存及び活動を妨害するものは全

て生物的防除の目的で利用できる可能性がある。

植物の細菌病及び菌類病に対する生物的防除に関する研究は数多

く報告されており、利用されている括抗細菌としては Actinopla-

nθsl] O. 156)， Agrobactθrium80. 81.82.115.165)， Alcaligθnes36. 

205. 20") ， Amorphosporangium" 0) ， Arthrobactθr92， 1 12.149)， 

A Z 0 t 0 b a c t e r 1 0 9) ， B a c i 1 1 u s { 0 ~ .2 '1 6 ~: t ~ ~ .2 ? '7 f， .2 '1 ~ ~: :t ~ g? 1. 9"・，

CθllUlomonasI81)， Enterobacter61. 9".117.118. 150.177.178. 180) 

Erwinial50) ， Flavobacterium27・91]) ， Hafnial49. 150・15 1)，

Micromonospora" 0) ， Psθu d 0 m 0 n a s e ~: A ~ ; T Y 0 .2 ~ '1 ~ : '1 ~ ~ : f ~ 5 : ? 9 1 ~ 't ~ ~ : 

?;v??h;?h;2:23k?2b3?，86・， Pasteuria1 ".137.138.15")， Rhizo-

bium21. 171.172)， Serratial49. 150. 15 1)， Streptomycesl3. 2".1 07. 

108. 131.181)及び Xanthomonas27.9")等が挙げられているが、中で

も特に Psθudomonas属細菌が最も多く利用されている。 Pseudomonas

属細菌としては P.fluorescens， P.putida， P.cepacia等が用いら

れ、ジャガイモ、コムギ、キュウリ、ワ夕、カ ー ネ - ション等多く

の作物を対象に研究がなされている。

ジャガイモの種イモに蛍光性の Pseudomonas属菌を塗布すると生

育が促進され収量が増加する乙とが明らかとなり 17¥ その後、同
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様な効果はサトウダイコン、ハツカダイコン等多くの作物で報告さ

れい.1 11 G)、 K1 0 e p p e r 8 :1. R 11. H;， )らはこのような細菌を植物成育促進

性根圏細菌 (Plant growth promoting rhizobacteria: PGPR)と呼称

した。 PGPRは根に定着し、 Feキレ ー ト物質、すなわち、各種の

siderophore(pseudobactinなど)1 (j 1. I 6 2 )を産生する。有害な根圏

細菌 (deleteriousrhizobacteria: DRB)はこれによって鉄欠乏状態に

なってその生育と根への吸着が阻害され、 DRBと置き変ることによ

って作物の成育が良好になると考えられている 88.89.90)。

コムギ立枯病の抑止土壊は世界的に広く知られており、その機作

については種々の仮説があるが、 Cookらは蛍光性 Pseudomonasが関

与しているとし 3 1 )、その蛍光性 Pseudomonasをコムギ種子にコ ー テ

イング処理すると立枯病の発病を抑え、増収することを明らかにし

た I9 2. I 9 3 )。そして、乙の発病抑制機構は抗生物質産生、 siderop-

hore産生、あるいはその両者の産生のいずれかによるものであり、

乙れら産生性に関与する遺伝子を取り除くと発病抑制の機能がなく

なると報告されている 60)。

カリフォルニア州 Salinas Valleyの土壊は、 Fusarium萎ちょう病

を抑止することが知られており、乙の抑止機構には Pseudomonas SP. 

を主体とする括抗微生物が重要な役割をもち、 siderophoreが関与

している乙とが明らかにされている 139.1110.1112・I:; 0 )。

また、 Howellらはワタ幼苗の根圏から分離した P.fluorescensを

種子に施すことによって Pythiumultimum及び Rhizoctonia solanI 

によるワタ幼苗立枯病の発病が抑制され、この発病抑制機情はこの

細菌が産生する 2種類の抗生物質 pyrrolnitrinとpyoluteorinで説明

されている 67. 6 8 )。

ミ
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さらにわが国においては、本間らは P.cepaciaが pyrrolnitrinや

pseudane等の抗生物質を産生する乙とを明らかにし、ダイコン苗立

枯病やナス半身萎ちょう病を抑制する乙とを示した。また、 ニ トロ

ソグア ニ ジン処理によって抗生物質産生能を消失した突然、変異株は

発病抑制能力を失う乙とから、これら抗生物質産生と発病抑制との

関係を示唆した 66)。有江及び木鳴らはユウガオつる害j病.の防除の

ためには、 抗生物質産生性の P.gladioliで処理したネギ、ニラと

の混植が有効であることを報告している 2)。以上のように Psθudo-

monasを利用した生物的防除は多方面から研究が進 められているが、

実用化の段階に至っているものは少なく、解決しなければならない

問題が数多く残されているのが現状である。

植物細菌病の生物的防除の中で最も代表的な例として根頭がんし

ゅ病の生物的防除がある。 Kerr 80 • 81 ) 及び Ht ay 71) らはモモの擢病

部から根頭がんしゅ病菌 (Agrobacterium tumefaciθn s)に対して抗

菌性を示す非病原性の変異株 A.radiobacterstrain 84を分離し、

乙れを 107- 8 cfu/mlの濃度でモモの幼苗または種子に接種して汚

染土壌に栽培すると、発病が著しく抑えられる乙とを示した。この

効果は世界各国で確かめられ、世界的に広く普及している 11， 5 )。こ

の発病抑制の作用機作は、非病原性の A.radiobacterstrain84が産

生するアグロシン 84の作用によるものであるとした 8 1 )。アグロシ

ン84はバクテリオシンの一種であり、病原菌の DNA合成、細胞壁合

成の阻害による殺菌効果と、 A.t umefac i ensの植物受容体への吸着

を阻害することにより発病を抑制すると考えられ、アグロシン 84に

対する病原菌の感受性と生物的防除効果は一致するものとされてき

た れ )。しかし、 strain 84による効果が地域や作物の種類によって

一4-



は十 分でない事例 82) やアグロシン 84に耐性あるいは弱感受性の 病

原菌に 対しても高い防除効果を示す事例 30・10 '1 )もあり、これらの

作用 機作は必ずしも単純でない乙とが判明している 。

以 上 述べたように植物細菌病の生物的防除において、括抗菌処理

が発 病抑制効果を示し、その効果に抗生物質産生が関与している可

能性を暗示した事例は多く報告されているが、その抑制機構につい

て詳 細に研究した例は少なく、今後生物的防除法を開発するために

は発病抑制の機構を詳しく研究することが必要と恩われる。

著者らは Psθudomonas属細菌の中のイネもみ枯細菌病菌 CP.glumae)

が各種重要植物病原細菌に対して幅広く、かっ、強い抗菌スベクト

ラムを有する細菌であることを発見し 18 4 )、本細菌を利用する生物

的防除の可能性を検討した。すなわち、まず土壌伝染性細菌病菌の

中、特に重要なトマト青枯病(病原菌 :P. solanacearum)に対する利

用の可能性を探る目的で、その発病抑制の効果と機構について検討

し 42.43.44. 45.185)さらに、本菌の非病原性変異株を利用して病原

性菌株によるイネ幼苗腐敗症の生物的防除効果を検討し 46. 124) 、

両者に対する発病抑制j機構の解明を試みた。

本研究を遂行するにあたって、終始懇篤なご指導とご鞭援を賜わ

り、かっ本稿のご校関をも賜わった九州大学農学部教授脇本 哲博

士 に衷心より感謝の意を表する。また、九州大学農学部助教授松山

宣 明博士には本研究遂行上多大のご指導とご援助を頂いた。記して

深謝の意を表する。なお、実験の遂行にあたり、多大のご協力を惜

しまれなかった九州大学農学部植物学教室の諸氏に謝意を表する o

只
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研究史

生物的防除に類する研究は古くから行われていたようである

Austein(1657) 3)はリンゴのかいよう病の防除のために努定した部

位を牛ふんで処理する方法を提唱している。また、 Forsyth(1791)

11 1 )はリンゴの木の傷口を牛ふん、石灰、木灰、砂等で処.理するこ

とによりリンゴふらん病の防除が可能な乙とを示した。これら牛ふ

んあるいは土壌処理による発病抑制jの機構については、 Grosclaude

(1970)55)によって括抗微生物が関与していることが明らかにされ

た。

Roberts(1874) 130)は微生物聞の括抗現象 (antagonism)について

初めて記述した。さらに、 Waksman(1947) 186)は抗生物質 (antibio-

tic)について、 「抗生物質とは微生物の産生する化学物質で他の微

生物の増殖を阻害するもの J と定義した。一方、 SanfordとBroad-

foot(1931) 1 35)はコムギ栽培圃場の土壌、根及び茎から各種の細菌

糸状菌及び放線菌を分離し、これら分離菌株を用いて土壌処理を行

い Gaeumannomycesgraminis var. triticiによるコムギの立枯病の

抑制効果について調べた結果、いくつかの菌株で高い発病抑制効果

を認め、植物病理学の分野に初めて生物的防除 (biological cont-

rol)及び抑制j効果 (suppressiveeffect)の用語を導入した。そして

微生物聞の括抗現象、特に抗生物質産生性を利用した植物病害の防

除の試み、即ち、生物的防除に関する研究が様々な面から行われる

ようになった。

括抗微生物を直接土壌に混入することによる植物病害防除の試み

は1920"'-'1940年の期間に盛んに行われた。 Hartley(1921)62)は
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pythium debaryanumによるマツの幼苗の立枯病を防除するために 13

種類の括抗糸状菌を用いて土壌処理を行い、その効果を認めている。

また、 Millardと Taylor(1927)111)は Streptomyces scabiesによる

ジャガイモそうか病の発病が括抗細菌 S.praθcoxを用いる乙とで抑

制される乙とを示した。さらに、 Henry(1931)63)は土壌から 8種類

の放線菌、糸状菌及び細菌を分離し、これらを用いて土壌処理した

場合に Hθlminthosporiumsativumによる小麦の病気が抑制されるこ

とを報告している。

括抗微生物による土壌中での抗菌物質産生性とそれによる病原菌

の増殖と発病の抑制に関与する研究は抗生物質の発見以来精力的に

行われている。

Weindl ing(1932， 1936) 188・18 9， 1 9 0 )は Trichoderma virideが土壌

伝染性病原菌の括抗微生物であることを示し、それが Rhizoctonia

solaniに対して強い抗菌性を示す抗生物質 gliotoxinを産生するこ

とを報告し、これを純化した。また、 Grossbard(1948，1952)さらに、

は Penicilliumpatulumがグルコ ー スと小麦の茎を添加した滅菌土

壌中で clavacin(patulin)を産生することを証明した。そ して 、

Wright(1956)200)は Tricodermaviridθ (Gliocladium?)が種子表面

で抗生物質を産生する乙とによって PythiumSp.による立枯病を抑

制する乙とを示した。一方、 Bruehl (1969) 1 5) は Cephalosporium

gramlneumが小麦の茎中で広い抗菌スペクトラムを持つ抗菌物質を

産生し、基質の存在下で 2'"'-' 3年間生態的に優位な状態にあり、抗菌

物質非産生株は数か月で腐生性の微生物によって駆逐される乙とを

示した。さらに、 KloepperとSchroth(1981)86，87，88)は広い抗菌ス

ペクトラムを有す PseudomonasSpp.を作物の種子に接種して播種し
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た場合には作物の生育が良好となり、抗生物質非産生性株ではその

効果が認められない乙とを示した。

生物的防除法の成功例として特に注目されているのは、 Agrobac-

tθrium radiobacter strain 84による根頭がんしゅ病の防除である。

NewとKerr(1972)120)は根部に A. radiobacter 84を接種したモモの

苗を、 A.tumefaciens汚染土壌に移植したと乙ろ、 3か月後に対照区

の感染率 79 %に対し、処理区では 31 %と発病が著しく抑制された乙

とを報告した。その後、乙の細菌は世界各国で追試され、多数の植

物で有効である乙とが証明され実用化されている。これらの研究を

きっかけにパクテリゼ ー ション(作物の根面あるいは土壌根圏から

分離した細菌を種子や根に接種する乙とにより病気を予防したり、

生育を促進させようとする方法)を利用した土壌病害防除の研究が

行われるようになり、近年、この方法による土壌病害の防除の研究

例が数多く報告されている。バクテリゼ - ションの機作の 一 つに抗

生物質の関与がある。しかし、培地上での抗菌性や抗菌物質産生性

を認めただけで短絡的に生物的防除の機作に結びつけていることが

多い。桔抗微生物による抗菌物質産生性が生物的防除に関与してい

るか否か、またそれを含めた発病抑制の機作について詳細に研究し

た例は多くない。さらに、わが国では、土壌伝染性細菌病は薬剤防

除が困難で、種々の作物で深刻な問題となっているにもかかわらず

その生物的防除については殆ど研究の蓄積がなく、欧米諸国に比べ

かなり遅れているのが現状である

バクテリゼ-ションが農業技術として利用されるには今後解決さ

れなければならない多くの問題が残されている。今後の生物的防除

の研究の 一 つの方向は、これまでに蓄積されてきた多数の有望な措
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抗微生物にいかにして園場レベルにおいても安定した効果を示させ

るかにある。そのためには防除効果発現に及ぼす諸要因を括抗菌、

病原菌及び作物との関連において解析し、その 機構を明らかにして

いく乙とが重要である。
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第 1章 イネもみ枯細菌病菌が 示 す抗菌活性及び抗菌物質 産生 性

Pseudomonas属細菌が産生する抗菌物質としては、ジャガイモ塊

茎 から分離された P.fluorescθns及び P.putidaが産生する pseudo-

bactin 85， 145， 1 61~ ， 162)、ワタの根圏から分離された P.f1 uorθscens 

が産生 する pyrrol n i t r i n 6 7 1とpyoluteorin68l及びパ ー ミュータ.グラス

の葉から分離された PseudomonasSp.が産生する syringomycin56，57

1 4 8 1とsyringotoxin57lなどが報告されている。乙のように Pseudo-

monas属細菌は生理的に多能な細菌であり、多種類の生理活性物質

を産生する事が知られている 。 これら各種生理活性物質を産生する

Pseudomonas属細菌の内、 P.f 1 u 0 rθscensや P.putida等は生物的防除

の素材としてもその利用価値が 高 く評価されている。脇本 ・平八重

らは生物的防除に有効な素材を得るために広く自然界から強い抗菌

活性を有する細菌の探索を試みた結果、 P.g1adio1i pv. gladio1i 

E-14を発見した 65)0 P.g1adioli pv. gladio1iとイネもみ枯細菌病

菌 (P.glumae)は細菌学的に近縁細菌である乙とから、著者らはイネ

もみ枯細菌病菌の各種 重 要植物病原細菌に対する抗菌 物 質産生性に

ついて検討した。
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第 1節 イネもみ枯細菌病菌が示す抗菌活性

第 1項 各種重要植物細菌病に対するイネもみ枯細菌病菌抗菌

活性の検定

1. 目的

イネもみ枯細菌病菌 48菌株を用いてこれら菌株の各種重要植物

病原細菌に対する抗菌活性の有無をプレ ー トクロロホルム法 18 4 )に

より検討し、イネもみ枯細菌病菌が示す抗菌スペクトラムについて

調べた。

2. 材料と方法

1 )供試細菌

供試したイネもみ枯細菌病菌の菌株及び指示菌として用いた各種

重要植物病原細菌の来歴は Table 1、2に示した。これら菌株はすべ

て九州大学農学部植物病理学教室において凍結乾燥して長期保存し

たものである。乙れら菌体の入ったアンプルから常法により乾燥菌

体を滅菌蒸留水に懸濁し、これを PSA184)斜面培地上に 30 tで 48'"'-' 

72時間培養後、 10mlの滅菌蒸留水の入った試験管に菌濃度が 10 7 '"'-' 

108 cfu/mlになるように懸濁して、 25tで保存するか、あるいは

PSA高層培地に 2'"'-' 3日間培養後、流動パラフィンを重層し、 25tで

保存した。各試験に際しては、その都度乙れら保存菌を PSA斜面培

地に移植し、 30tで2'"'-' 3日間培養したものを供試した。
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Table 2. Phytopathogenic bacteria used as indicator for testing productivity of 
antibacterial substances 

Indicator bacteria 

Agrobacterium tumefaciens Ku7411 
Clavibacter michiganensi! subsp.michiganθnsIS 1~ 6601 
Erwinia carotovora subsp. carotovora N7129 
Pseudomonas solanacearum C319 
P.syringae pv.syringae 1 
Xanthomonas campθstris pv. citri N6113-1 
X.campestris pv.oryzae T7174SR(12)b) 

a) KU: Laboratory of Plant Pathology， Kyushu University. 
NIAES: National Institute of Agro-Environmental Sciences. 
HAES: Hokuriku Agricultural Experiment Station. 
b) Streptomycin resistant mutant induced at KU. 

2 実験方法

Code 

A.t 
C.m 
E. c 
P.sol 
P.syr 
X.c 
X.o 

Origina) 

KU 
NIAES 

HAES 

各種重要植物病原細菌に対するイネもみ枯細菌病菌の抗菌活性の

検定には、 Fig. 1~こ示したプレ ー トクロロホルム法を用いて行った。

すなわち、寒天濃度 1. 5 %の YPDA1SJ1)平板培地上にイネもみ枯細菌

病菌の各菌株を点接種し、 30 tで48時間培養してコロニ ー を形成さ

せた後、ペトリ皿を逆さにし、上蓋にろ紙を置いてクロロホルムを

約 1.0 m 1入れ 2時間蒸気処理した。その後、ろ紙をとり除き、再び

ペトリ血を逆さにし、その上層に PSA斜面培地に 30 tで48'"'"'72時間

指養したトマト青枯病菌の浮遊液(濃度:約 107 cfu/ml)O.l mlと、

溶解して 45'"'"'47 tに保った 5mlの素寒天培地(寒天濃度 :0.5 %)とを

混合して重層した。乙れを 30 tで48'"'"'72時間培養した後、コロニ ー

の周囲に形成される阻止帯の有無、大きさによって抗菌活性の検定

を行った。
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L). glumaθ~ 
Culture on the plate of YPDA(PSA，廿C)
日らclium(1.5%_agar) at 30 t for 24 hr 

Kill by the treatment with chloroform 
川1， 2 hr) 

Inoculate at 30 t for 24-48 hr 
Overlay 

|I Indicator bacteria 11 

Culture on the slant of PSA medium 
(152W)it30℃日 hr

Susoend into sterile distilled 
water(ca. 107 cfu/ml) 

Fig. 1. Plate chloroform method for testing productivity of antibacterial substances. 

3. 実験結果

結果は Table 3に要約した。 Table 3から明らかなように、供試し

たイネもみ枯細菌病菌 48菌株のうち、 Agrobactθrium tumefaciens 

(根頭癌腫病菌)に対しては 7菌株、 ClavibactermichiganθnSlゴ

subsp. michiganensis (トマトかいよう病菌)には 22菌株、

Xanthomonas campθstris pv. citri (カンキツかいよう病菌)には

28菌株、 x.c. pv. oryzae (イネ白葉枯病菌)に対しては 27菌株、

Erwinia carotovora subsp. carotovora (そ菜類軟腐病菌)に対し

ては 19菌株、 Pseudomonassolanacearum (トマト青枯病菌)に対し
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Table 3. Production of antibacterial substances 
bv Psθudomonas glumae 

Indicator 
Isolate 

A. t c. m E.c P. sol P.syr X.c X.o 

N7401 ++ 
N7501 +++ +++ 十 +++ +++ 
N7502 + ++ 
N7503 + ++ + (+) (+) 
N7504 + 
N7505 + ++ 十

YN7805 ++ 
YN7810 ++ 
YN7825 十

742 +++ +++ + +++ +++ 
N750 +++ +++ +++ ((++) ) 

+++ 十++
752 ++ +++ +++ +++ +++ 
805 +++ +++ +++ 十 +++ +++ 
806 + + + ++ ++ 
Pl-22-1 十++ +++ +++ + ++十 +++ 
Pl-22-2 

((++) ) 
(+) 

Pl-22-3 + ((++) ) +++ +++ +++ 
Pl-22-4 (+) + + 
So 1 +++ +++ + +十+ 十++
8001 +++ +++ +++ + +++ +++ 
8012 + (+) 
8015 + + + 
8017 ++ + ++ +++ + +++ +++ 
8020 ++ + ++ +++ + +++ +++ 
8028 + + 

++ + +++ + +++ +十
++ ++ +++ + +++ ++-+ 

2 (+) ++ +++ + +++ +++ 
Ku8101 + 
Ku8102 + + 
Ku8103 ++ 
Ku8104 + +++ ++ ++ 十十

Ku8105 + ++ ++ ++ 
Ku8111 + 
.' Ku8112 ++ +++ + +++ (+) 
Ku8113 +++ +++ 

((++) ) +++ 
+-++ 

Ku8114 ++ + 
Ku8115 ++ +++ 十 +++ ++ 
Ku8116 ++ + 
Ku8117 + + + 十++
Ku8119 + +++ ++ +++ +++ 
Ku8120 + +++ ++ +++ +++ 
Ku8121 +++ +++ +++ ++ + +++ 
Ku8122 + ++ + + +++ 
Ku8123 ++ ++ + ++ 
Ku8124 ++ ++ ++ + ++ 

Activity: -not detected， (+) doubtful， + below 5rrun， 
++ 5-10mm，+++ above 10mm of the width of 
inhibition zone. 
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ては 26菌株が、さらに P.s. pv. syringae~こ対してはイネもみ枯細

菌病菌の全ての菌株が抗菌活性を示した。乙の結果、イネもみ枯細

菌病菌は全ての菌株が供試したいずれかの指示菌(各種重要植物病

原細菌)に対して抗菌活性を示すことが明らかとなった。乙の際、

産生菌(イネもみ枯細菌病菌)と指示菌(各種重要植物病原細菌)

との組み合わせによって形成される阻止帯の形状は異なり、明瞭か

っ大きな阻止帯を形成する場合、輪郭の不鮮明な阻止帯を形成する

場合、あるいは全く阻止帯を形成しない場合などが認められた。指

示菌としてトマト青枯病菌を用いた場合に特に大形の阻止帯が形成

された。乙れらの結果はイネもみ枯細菌病菌が質的あるいは量的に

異なる多種類の抗菌物質を培地上に産生する乙とを示唆するもので

ある。
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ト青枯病菌株に対する抗菌活性トマイネもみ枯細菌病菌の第 2項

目的

ト青枯病菌に対して特に強い抗ネもみ枯細菌病菌がトマ前項でイ

そこで乙の抗菌活性の程度がとが明らかとなった。菌活性を示す乙

ト青枯病菌の菌株によって異なるか否かについて検討.を行った。トマ

その機構を明らかにするためにまた生物的防除に本菌を供試して、

本菌の栄養条件と抗菌活性との関係を明確にしておく必要があは、

ト三種の異なる平板培地上における本菌の

ト青枯病菌に対する抗菌活性の程度を検討した。

乙の目的のために、る。

マ

材料と方法2 

ト青枯病菌株に対する抗菌活性の検定イネもみ枯細菌病菌のトマ

ト青枯病菌の 6菌株をマ4に示したト指示菌として Tableのために、

ト青枯病菌 6菌株に対する抗菌活性を YPDA平板トマ乙れら用いた。

産1 )により検討した。ロロホルム法 (Fi g. トク培地を用いてプレ ー

YN7805、YN7825、N750、805、N7504、752の 6生菌はイネもみ枯細菌病菌

菌株を用いた。

Strains of Pseudomonas solanacearum used in this experiment Table 4. 

Origin 

N6211 
N6275 
C319 
Ku7501-1 
Ku7502-1 
Ku7601-1 
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また、各種培地上におけるイネもみ枯細菌病菌のトマト青枯病菌

に対する抗菌活性の検定は以下の方法で行った。培地はジャガイモ

半合成培地 (PSA)、 YPDA培地、及び Kelmanによってナス科植物青枯

病菌の病原性識別のために開発されたテトラゾリウム培地 (TTC)の 3

種類を用いた (Table 5)。これら培地をペトリ皿に 15 mlずつ分注し

て固化した後、培地の中央部に PSA斜面培地に 30 'cで 48------72時間培

養したイネもみ枯細菌病菌の各菌株を移植し、フレ ー トクロロホル

ム法 (Fig. 1)によって、抗菌活性の程度を検討した。指示菌として

トマト青枯病菌 C319を供試した。

Table 5. Media used in this experiment 

PSA medium 

Potato 300g decoction 1，000 ml 
Nad(iP04) ・12H20 2 g 
Ca(N03)2・4H20 0.5 
Peptone 5 
Sucrose 15 
Agar 15 

pH 7.0 

YPDA medium 

Peptone 0.6 g 
Dextrose 3 11 
Yeast extract 3 11 
Agar 15 11 
Water 1，000 ml 

pH 7.2 

3) TTC medium 

Peptone 10 g 
Dextrose 5 11 
Casein hydrolysate 
Triphenyltetrazolium Chloride 5 ml 
Water 1，000 11 
Agar 17 g 
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3 実験結果

実験の結果は Table 6及び 7に示した。 Table 6から明らかなよう

にYN7805、N750、805の 3菌株はいずれのトマト青枯病菌の菌株に対し

でも同様に強い抗菌活性を示したのに対して、 YN7825及び 752は 一

部のトマト青枯病菌菌株に対してのみ弱い抗菌活性を示し、さらに

N7504は供試した全てのトマト青枯病菌の菌株に対して抗菌活性を

示さなかっ た。このようにイネもみ枯細菌病菌のトマト青枯病菌に

対する抗菌活性は菌株によって著しく異なるが、トマト青枯病菌の

感受性には菌株間差異が殆ど認められないことが明らかとなった。

Tab 1e 6. Antibiotic spectra of Pseudomonas glumae shown by the p1ate-ch10roform method 

Producer Indicator (~solanacearum) 

(P. glumae) C319 N6275 7601-1 N6211 7502-1 7501-1 

YN7805 +++ a) +++ ++ ++ ++ ++ 
YN7825 + 十 + + 
N7504 
N750 十++ +++ +++ +++ +++ +++ 
752 + + + 
805 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

a) Width of inhibition zone，一 notdetected. +: below 5 mm. ++: 5-10川+++:above 10 mm 
b) Bacteria were cultured on YPDA plates at 30 t for 48 hr and treated恥ith chloroform. 

イネもみ枯細菌病菌のトマト青枯病菌に対する各種培地上におけ

る抗菌スペクトラムは、 Table 7に示したように供試した培地の種

類によって著しく変化した。このことは栄養条件の違いにより産生

される抗菌物質が量的あるいは質的に変化しうるものであることを
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Table 7. E ffec t of the med i a on the fo rIIlat i on of growth inh i b i t i on z one 
by Pseudomonas glumaθstrains on the lawn of P. solanacearum 

P.glumae YPDA PSA TTC P.glumae YPDA PSA TTC 

N7401 _ a) 
+ 8028 +++ + 

N7501 ++ + 1 +++ ++ + 
N7502 + +++ 111 ++ ++ +++ 
N7503 + ++ 2 +++ + ++ 
N7504 ++ Ku8101 + + ++ 
N7505 ++ ++ +++ Ku8102 + + + 
YN7805 +++ ++ Ku8103 +十 ++ 
YN7810 十+ ++ Ku8104 + + 
YN7825 十 ++ Ku8105 十+ ++ ++ 
742 +++ +++ Ku8106 +++ + ++ 
N750 +++ +++ Ku8111 + + +++ !¥..) 

752 + ++ +++ Ku8112 ++ +++ + Cコ

805 ++ + +十4 +十十 Ku8113 +++ + +十+

806 + 十+ ++ Ku8114 +++ ++ ++ 
Pl-22-1 +++ +++ Ku8115 + + 
Pl-22-2 + ++ Ku8116 + ++ + 
Pl-22-3 + + Ku8117 + + 
Pl-22-4 + + Ku8119 十十 + 
So-l +++ ++ Ku8120 ++十 十+十

8001 + + Ku8121 +++ +++ +++ 
8012 + + + Ku8122 十十+ ++ ++ 
8015 ++ Ku8123 ++ + 十+

8017 +++ + Ku8124 +++ + ++ 
8020 + ++ 

a) Width of inhibition zone -not detected， + below 5 mm， ++ 5-10 mm， 
+++ above 10 mm. 



示すものである。特に TTC培地上では強弱の違いがあるものの全て

のイネもみ枯細菌病菌の菌株が抗菌活性を示した (Fig. 2)のに対し、

逆に PSA培地上では抗菌活性が認められなくなる菌株が多くなり、

YPDA培地上では両培地の中間的な産生性を示した。これらの結果か

ら、供試したイネもみ枯細菌病菌の全ての菌株がトマト青枯病菌に

対して抗菌活性能を有する細菌である乙とが明らかとなった 。

Fig. 2. Inhibi tion zone formed on the lawn of Pseudomonas 

solanacearum by P. glumae. 
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第 2節 イネもみ枯細菌病菌の抗菌物質産生性

第 1J頁 液体培地における抗菌物質の産生

1. EI的

前項に記載し たように供試した全てのイネもみ枯細菌病菌は寒 天

平板培地上 においてトマト青枯病菌に対して抗菌活性を示す事が明

らかとなった。そこでこの抗菌物質が液体培地中においても同様に

産生さ れるか否かについて検討を行った。

2. 材料と方法

PSA斜面培地上で 30 t、 48時間培養したイネもみ枯細菌病菌 N750

及び 805をYPD、PS、TTC(組成は Table 5に示したものから寒天のみを

除いたもの)各液体培地が 50 mlずつ入った 三 角フラスコに菌濃度約

10(; cfu/mlになるように接種し、 30 tで静置培養を行い、 24時間お

きに 120時間まで経時的に培養菌液を分取した。分取した培養菌液

は10，000 X gで、 10分間の遠心を行ったのち、その上清を孔径 0.2 f1 m 

のメンブランフィルターを通すことによって完全に除菌し、供試試

料とした 。 試料の抗菌活性はペーパ-ディスク法によって検定した。

すなわち、予め 15 mlの YPDA(寒天濃度 1. 5 %)培地を流して固化させ

たペ トリ 皿(直径 9cm)に指示菌約 106 cfu/mlを含む YPDA(寒天濃度:

O. 5 %)培地 5m 1を重層したのち、各試料を約 O.7 m 1しみ込ませたペ

ーパ ー ディ スク(直径 8mm)を置き、 30 t で 24~ 48時間培養後、各デ

ィスクの周囲 に形成される阻止帯の有無及び大きさによって抗菌物

質の産生性 を検討した。
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さらに、寒天濃度を O、 O.1、 O.5及び 1.5 %と 4段階に変えた TTC液

体培地を作成し、これに PSA斜面培地に 30 'cで 48時間培養したイネ

もみ枯細菌病菌株 N750、 805、 Ku8121をそれぞれ濃度約 10H cfu/ml 

になるように接種し、 30 tで 5日間培養した後、これらの各培地中

における抗菌物質の産生性をペ ー パ - ディスク法を用いて調べた。

3 実験結果

供試した全ての液体培地で抗菌物質の産生は認められなかった。

また、 Table 8から明らかなように、イネもみ枯細菌病菌の抗菌物

質産生性は寒天濃度の影響を受けることが明らかとなった。すなわ

ち、 TTC培地においては寒天濃度が O.5 %以上の場合に抗菌物質の産

生性が認められた 。

Table 8. Effect of agar concentration of TTC 
medium on production of anti-Psθudomonas 
solanacearum substances by ~glumaθ 

Agar concentration (%) 

Strain 。 0.1 0.5 1.5 

N750 
805 
Ku8121 

+
+
+
 

+
+
+
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第 2項 抗菌物質産生性に及ぼす寒天抽出液の効果

1. 目的

培地中の寒天濃度がイネもみ枯細菌病菌の抗菌物質産生性に関与

する事が明らかとなった。そこで寒天中に含まれる微量成分が抗菌

物質の産生性に関与する可能性を考え、その成分を明らかにする目

的で実験を行った。

2. 材料と方法

蒸留水 1，000mlに対して 30 gの寒天粉末(片山化学)を溶かし、

暫らく撹押した後、 4tで一昼夜静置し、 i慮過によって寒天の水抽

出液を得、この液にペプトン 10g、 D-グルコース 5 g、カゼイン

1 gを添加して加圧滅菌を行い、寒天抽出液体培地を作成した こ

の培地に PSA斜面培地に 30 ~で 48 時間培養したイネもみ枯細菌病菌

N750を約 107 cfu/mlになるように接種し、 30tで培養し、産生され

る抗菌物質と菌数の変動及び pHの変化を経時的 (0， 2， 4， 6， 8， 10，

20， 30日)に調べた。またこの抗菌物質の抗菌スペクトラムをべ -

パ ーディスク法によって調べた。

3. 実験結果

実験の結果は Fi g. 3に示した。 Fi g. 3から明らかなように寒天

抽出液体培地中において抗菌物質の産生性が認められた。すなわち

培地中の菌数が最大 (7X 108 cfu/ml)に達した培養 4日後において

抗菌活性は最も高くなり、この活性は 16日後まで維持され、培養開

始から 19日目には活性は全く認められなくなった。菌数は培養 4日

一;24-

-・ .. 



E
コ
?
℃

ω
E
刀
?
コ

σ
↑
F

(山山 ‘auoz uo ~+ ~q p.{u q 

+̂ ~八日コ E 山n ，.H?aJeu e L 0 S ・ J-~+u \i
ぱ3

anLe八 Hd
1..0 てナしのト、α:) 

ω工
μ

c
↑

ωコ
{
市
川
〉

h
，
μ
?
〉
↑
パ
ザ

υ〈

工

μ
3
O
L
O

工
(
]

。ωh
Z

叫
寸
日
ゴ
寸
ぴ

ω
の
に

O
E
O
℃
コ

ω
ω
h
h
(叫

Cコ
σヲ

ω
ω
u
c
c
μ
ω
(
]
コ凶

戸
市
川
↑
'
』

ω
μ
U
C心
1
↑

μ
C
巾

半

O
C
O
ヤ
パ

V
U
Z℃
O
L
止

-
(y) 

(
ω
h
c
℃

)

 
ω
E
F
μ
 

ω
L
コ
パ
戸
戸
コ

υ

O
N
 

o 
，...-

αコ

tο 

てナ

N 

。?
L

o 

Le~ja+Je8 

ぱヲ
o 

( l出jn:J，J) ~+Mûj5 

-25-



日以降から除々に減少し、 8日目以降から 30日目まで約 107 cfu/ml 

の濃度で安定した状態で生存した。 pH値は培養開始の pH 5.0から 8

日目まで pH 8. 0と酸性側からアルカリ側ヘと急激に変動し、 8日日

以降 30日目まで緩やかにアルカリ側に変動した。また、乙の液体培

地中で産生される抗菌物質は、 Table 9に示したように、供試した 5

種の指示菌に対して抗菌活性を示し、特にグラム陽性菌である c.

michiganθnsis subsp. michiganensis N6601、 B.subtilis ATCC6633 

及びグラム陰性菌である P.solanacearum C319に対して強い抗菌活

性を示した。

Table 9. Antibacterial activity shown by of the culture filtratea) 
of Pseudomonas glumae N750 

Indicator Activity 

Agrobacterium tumθfaciθns Ku7411 ++ 
Clavibacter michiganθnsis subsp. michiganensi$ N6601 +++ 
Erwinia carotovora subsp. carotovora N7129 ++ 
Pseudomonas syringae pv. syringae 1 + 
P.solanacearum C319 +++ 
Xanthomonas campestris pv. oryzae T7174 + 
Bacillus subtilis ATCC6633 +++ 

a) Culture filtrate was concentrated 10 times. 
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第 3項 Fe3+の添加による阻止帯形成能の変化

l 目的

コムギ立枯病の生物的防除に、あるいはジャガイモ、サトウダイ

コン等多くの作物の収量を増加させる細菌として P.fluor~sc θns l ~ ':3. 

12日7hYぺ5:?3h)、あるいは P.putidal 7.28.110.11¥0)が知られてい

る。この機作のーっとしてシデロフォア - (siderophore)の産生性

が報告されている 85. 1:50.161.162)。シデロフォア ー の産生性を検

定するためには FeC13を添加した培地を使用する乙とによって阻止

帯の形成が抑制されるか否かによる 5.6.1¥8. 1¥9.11¥0)。そ乙でイネも

み枯細菌病菌の形成する阻止帯はこのようなシデロフォアーの産生

性によるものか或いは一般的な抗菌物質によるものかを明らかにす

る目的で以下の実験を行った。

2 材料と方法

供試菌株として、イネもみ枯細菌病菌 5菌株 (N750， Ku8112， 805， 

Ku8121， N7504)及びトマト青枯病菌 C319を用いた。供試培地とし

ては、シデロフォア ー の産生性を調ベるために一般に用いられてい

るKing's B培地 (ProteosePeptone No. 3 (Difco) 20 g， りん酸ー

水素カリウム 1.5 g，硫酸マグネシウム 1.5 g，グリセリン 10g， 

寒天 15g，蒸留水 1，000ml， pH 7.2)に、 FeC13無添加、及び培地

中の濃度が 50、 150 戸mol/lとなるように FeC 1:1を加えた培地を使用

した。検定法は Fi g. 1に示した方法に従い行った。

-27-



3. 実験結果

実験の結果は Tab1e 10~こ示した。 Tabl e 10から明らかなように供

試した全ての菌株はいずれの濃度の鉄を添加することによっても阻

止帯の形成に変化は認められなかった 。 すなわち、イネもみ枯細菌

病菌による阻止帯形成にシデロフォア ー は関与していないことが明

らかとなった。

Tab1e 10. Effect of the addi tion of Fe:l+ to King' s B mEXiium 
on the antibacterial activity 

Arnount of Fe3+ added to mediwn (戸mol/1)
Pseudomonas 
gl回目θ 。 50 150 

N750 十a} + + 
805 + + 十

N7504 + + + 

Ku8112 + + + 

Ku8121 + + 十

a) Activity， +: Inhibition zone was form倒.

-28-



第 3節考察

本実験に供試したイネもみ枯細菌病菌は各種重要植物病原細菌に

対して 幅 広い抗菌スペクトラムを 示 す細菌であることが明らかとな

った 。抗 菌活性の強さ及びそのスペクトラムは菌株により異な っ て

いた 。す なわち、 産 生菌と指示菌との組み合わせにより、明瞭かっ

大きな阻止帯を形成する場合と、全く形成しない場合とがあり、 菌

株間に 著 しい差異が存在することが認められ、本供試菌は多種類の

抗菌物 質 を産生する能力を有するものと推察された。

培地 上 で阻止帯を形成する原因物質として、従来、バクテリオシ

ン、バクテリオファ ー ジ、シデロフォア 一 等が知られている 。

Pseudomonas属細菌にはバクテリオシンについての報告が多数あり

25， 26， 1;;9)、イネもみ枯細菌病菌にもその産生能が認められた 。 し

かし、供試した 7種類の重要植物病原細菌はイネもみ枯細菌病とは

遠縁であることから、これに対して示す抗菌活性は、バクテリオシ

ンによるものとは考えられない。また Geels-18，-1 9)らは Fe :l +の少な

い培地 中 で Fe3+の競合が起こり阻止帯が形成されること、その要因

が培地 中 に産生されるシデロフォア ー によることを報告している 。

しかし、イネもみ枯細菌病菌の示す抗菌活性は、 King's B培地に

Fe3+を加用しでも全く影響を受けない事からシデロフォア ー とは異

なるものと考えられた。また畔上 5，6) ら、 Lindberg9 7) らによ っ て

Pseudomonas属細菌のトロポロン (Tropolone)産生性が報告されてい

る。 特に畔上らは、苗立枯症を起こしたイネ幼苗からイネもみ枯細

菌病菌に近縁の細菌 P.plantarIi5， 6) を分離し、本菌の産 生 するト

ロポ ロ ン による発根抑制の結果苗立枯症が発生るものと している 行)c
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一 方、 Lindberg97)らはトロポロンが多くの糸状菌に対して殺菌作

用を有する事を報告している。しかし、イネもみ枯細菌病菌の産生

する抗菌物質は酢酸エチルで抽出されないこと、及び 320 nmの特異

吸収が認められないことなどからトロポロンとは異なるものである。

イネもみ枯細菌病菌のトマト青枯病菌に対して示す抗菌活性は供

試した培地の種類によってその産生が大きく異なる乙とから、栄養

条件の違いにより産生される抗菌物質が質的あるいは量的に変化す

る可能性が推察された。供試したイネもみ枯細菌病菌 47菌株は 3

種類 (YPDA， PSA， TTC)の培地を用いれば、全ての菌株がトマト青枯

病菌に対して抗菌活性を示した。また、イネもみ枯細菌病菌の産生

する抗菌物質は寒天平板培地上では産生されるが、液体培地中では

産生されない事が明らかとなり、特に培地中の寒天濃度が重要な要

因の 一 つである事が認められた。即ち、イネもみ枯細菌病菌は寒天

中に含まれるある微量成分を栄養源として利用した場合に抗菌物質

を産生するものと考えられた。そして、イネもみ枯細菌病菌の抗菌

活性に対するトマト青枯病菌の感受性には菌株間差異は認められな

かった。

以上、イネもみ枯細菌病菌は多種類と思、われる抗菌物質を 1n 

vltroで産生する細菌である事が明らかとなり、これら産生性を利

用する乙とによる生物的防除材としての利用の可能性が示唆された

ハU1J
 



第 2章 イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の発病抑制とその

機構

ナス科植物青枯病菌 (Psθudomonas solanacearum) によって引き

起こさ れる各種野菜類の青枯病は最も重要な土壌伝染性細菌病であ

る。本菌はトマトの他、 33科 100余種にわたる多くの作物に寄生し

世界各国 で激しい被害をもたらしている 76 ) 

本病の防除には、抵抗性品種の利用 106¥ 輪作、土壌消毒等の方

法が従来からとられているが、それらの効果は充分ではなく、新し

い防除法の開発が望まれている

第 1章において、イネもみ枯細菌病菌は各種重要植物病原細菌に

対して in vitroで幅広い抗菌スペクトラムを持つ細菌である事が明

らかとなり、生物的防除材としての本菌の利用の可能性が考えられ

た。そこで本菌によるトマト青枯病発病抑制効果について調べ、更

にその機作について検討を行った。

第 1節 トマト青枯病菌の接種法と発病条件

第 1項 接種用強病原性菌株の選別

l 目的

トマト幼苗に対して強い病原性を示す菌株を選別するために針接

種により各菌株の病原力を比較した。
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2 材料と方法

Table 4に示した 6菌株を供試した。これら菌株は実験の度に水保

存菌を TTC培地に画線し、 30 tで 48時間培養し、出現した乳白色で

流動性のコロニーを多針でかき取りこれを、予め 70 %ェタノ ー ルで

表面殺菌した播種後 20日目(約 20 cm)のトマト(品種:東光)幼苗の

茎に刺す乙とによって接種した。接種後 5日目に病徴 の程度を o:健

全、 1:本葉の 1~ 50 %が萎凋、 2:本葉の 50 %以上が萎凋、 3:枯死の

4段階に分けて調査した。

3 実験結果

Table 11に示したように、菌株 C319がトマト幼苗に対して強い病

原性を示したため、実験には主として本菌株を供試した。

Table 11. Comparsion of virulence to tomato plant 
among Pseudomonas solanacearum strains 

Strain Disease severity 
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l X A + 2 X B + 3 X C 
a) Disease severity二

3 X (number of plants used) 

Disease index was ranged to 0 (no visible wilting)， 
1 (1-50 % leaves wilted)， 2 (more than 50 % leaves 
wilted) and 3 (completely wilted or dead). 
The number of the plant fell into each range was 
A， B， and C， respectively. 
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第 2工頁 浸根接種法によるトマト青枯病の発病率と菌濃度との関係

1 目的

トマト青枯病を人工接種によって発病させるには、各種の条件が

必要である。つまり、トマト青枯病菌は in vitroで病原性菌株から

弱病原性菌株への変異が起こり易いために、速かに病原性が低下し

たりまたは喪失する乙とが多く、人工接種によりトマトを発病させ

るためには病原性菌株の分離が重要となる 75、 78 )。また、土壌中ヘ

濯注して接種する場合には、温度条件が大きく影響し、 30 t:前後の

高い温度が必要である。しかし、浸根接種を行うと比較的容易に高

い発病率が得られたために、この接種法を用いてまずトマト青枯病

菌の菌濃度と発病率との関係を検討した。

2. 材料と方法

供試菌株としてトマト青枯病菌 C319を用いた。実験の度に水保存

I 82) のトマト青枯病菌を TTC培地上 77 )に白金耳で画線し、 30 t:で 48

時間培養後、出現した乳白色で流動性の大型コロニーを白金耳で少

量 かきとり、 200 mlの PS液体培地に接種し、 30 tで 24-----48時間振と

う培養後、遠心 (10，000 X g、 20分)によって菌体を集め、これを滅

菌水に懸濁し、 10倍段階に希釈して約 108'"'-'103 cfu/ml程度の細菌

懸濁液を作り接種源とした。各希釈液中に含まれる正確な菌数は常

法に従って希釈平板法により求めた。トマト苗(品種:東光)は滅菌

土壌に 播種した、播種後約 2週間自のもの(約 10-----15 cm)を実験に供

試した。苗 はポットから根部を傷っけないように注意深く抜き、水

道水で充 分に水洗して土壌を落とし、この根部を上述の方法で作成
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した濃度約 1 0 H ------10 :~ cfu/mlの細菌懸濁液に浸根することにより病

原菌を接種した。浸根接種時間は室温で約 10分間とした 。 接種後は

直ちに 100 gの滅菌土壌の入った 60 x 60 x 45 mmの容器に 1本ずつ

定植し 、25------30 'cの空調温室に置き、 5日間隔で発病率を調査した。

3 実 験結果

結果は Table 12に示した 。 Table 12から明らかなように、接種菌

濃度の増加に伴い、発病率は高くなる傾向が認められた。約 108及

び107 cfu/mlの細菌懸濁液で浸根接種した場合、接種後 30日自には

ともに発病率が 100 %となり、供試した全ての個体が完全に萎凋、

枯死した。しかし、 106 cfu/mlで浸根接種した場合には、発病率は

30日自においても高まらず、感染・発病の認められない個体が多く

なる傾向にあった。さらに、 103 cfu/mlの細菌懸濁液で浸根接種し

た場合には、発病率は Oであり、発病は全く認められなかった こ

の結果から、 10分間の浸根接種法を用いて高い発病率を得るために

は少なくとも 107 cfu/ml以上の細菌懸濁液に浸根接種する必要があ

り、またこの接種法による最低発病濃度は、 10"cfu/mlであった
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Table 12. Relationship between inoculum concentration 

and disease appearance 

No. of Percentage of wilted plants 

P.::olanacθarumal test 

(conc. cfu/ml) plants 5 15 30 days 

108 24 75 100 100 

107 24 17 83 100 

106 24 8 67 67 

105 24 。 50 58 

104 24 。 17 17 

10:1 24 。 。 。
a) Dip treatment for 10 min. 

第 2節 イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病発病抑制効果

第 1項 混合液の針接種法によるトマト青枯病発病抑制効果

1 目的

Lincoln96lは Xanthomonasstewartiiの病原性菌株と非病原性菌

株の混合液をトウモロコシに接種した場合に発病が抑制される事を

示し、また、 Averre及び Kelman4lらはトマト青枯病菌の病原性菌株

と非病原性菌株の濃度比の異なる混合液をタバコ、トマト、ナスの

茎に針接種する場合、非病原性菌株の濃度が病原性菌株のそれより

も高いと発病抑制効果が認められる事を示した。このようなトマト

青枯病に対する発病抑制がイネもみ枯細菌病菌をトマト青枯病菌に
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混合して接種した場合にも認められるか否かについて検討した。

2 材料と方法

空調温室内(温度: 25'"'-'30 t)で生育した播種後 3週間目のトマト

苗(約 20 cm)を供試した。 PSA斜面培地に 30 tで 48時間培養したイ

ネもみ枯細菌病菌 N750とトマト青枯病菌 C319をそれぞれ滅菌水に懸

濁し、 10段階希釈によって各濃度 (N750: 1011、105、106、107， C319: 

103、1011、105、106 cfu/ml)に調整し、両者を等量混合した菌液を、

予め 70 %ェタノ ールで表面殺菌したトマトの茎に多針接種を行った。

対照としては、トマト青枯病菌の菌液を滅菌水で 2倍に希釈したも

のを接種した。発病率を接種後 5、8日自に調査した。

3. 実験結果

実験結果は Table 13に要約した。 Table 13から明らかなように

接種後 5日自においてトマト青枯病菌を単独接種した対照区の 106、

105、1011 cfu/mlでは 100 %、 103 cfu/mlでは 83 %の発病率が認めら

れたのに対し、イネもみ枯細菌病菌を混合して接種した場合、イネ

もみ枯細菌病菌の菌濃度がトマト青枯病菌の菌濃度よりも高い場合

には全て発病を抑制した。しかし、 8日目にはトマト青枯病菌の菌

濃度が 103 cfu/ml区を除くと大部分の区で発病率が高まり、対照区

の発病率とほぼ同じ値を示した。これらの結果から、混合液中のイ

ネもみ枯細菌病菌の菌濃度がトマト青枯病菌の菌濃度よりも高い場

合にトマト青枯病の初期の発病を抑える傾向が認められたが、その

効果はほとんど持続性のないものであった。
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Table 13. Protection of tomato seedlings 
from Psθudomonas solanacearum 
infection by mixed inoculation 
with ~glumae at different 
concentratlons 
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第 2項 浸根処理による発病抑制効果

l 目的

前項でイネもみ枯細菌病菌とトマト青枯病菌との混合液をトマト

幼苗の茎に接種した場合に発病の進展が抑制されたが、その効果は

著しいものではなかった。そこで、トマト幼苗の根部をイ.ネもみ枯

細菌病菌の細菌懸濁液で浸根処理(バクテリゼーシヨン)I I )するこ

とによる発病抑制効果について検討した。

2. 材料と方法

トマト青枯病菌に対して強い抗菌活性の認められたイネもみ枯細

菌病菌 N750及びトマト幼苗に対して強い病原性を示したトマト青枯

病菌 C319を供試した。トマト青枯病菌の細菌懸濁液は、第 l節、第

2項に記した方法に従って作成し、菌濃度 1010 cfu/mlに調節した。

イネもみ枯細菌病菌は、 7](保存菌を PSA斜面培地に植え、 30 tで 48

，...__ 72時間培養したものを供試した。これを滅菌蒸留水 10m1に懸濁

(菌濃度:約 108 cfu/ml)し、これを 200 mlの PS液体培地に加え、 30

℃で 48時間振透培養し、遠心 (8，000 X g、 20分)で菌体を集め、これ

を滅菌水に懸濁し、約 1010 cfu/mlの細菌懸濁液を作成した。浸根

処理及び浸根接種は Fi g. 4に示した方法で行った。すなわち、播種

後 2週間自のトマト幼苗を土壌から注意深く抜き取り、捜部を水道

水で充分に洗浄後、その根部を、上述の方法で作成したイネもみ枯

細菌病菌の細菌懸濁液に種々の時間 (10分、 1、12、24時間)浸潰した。

イネもみ枯細菌病菌の細菌懸濁液の代わりに滅菌水に浸根したもの

を対照とした。浸根処理したトマト幼苗の叡部は、直ちにトマト青
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枯病菌の細菌懸濁液(菌濃度:約 1010cfu/ml)に 10分間浸根接種後

100 gの滅菌土壌の入った 60 x 60 x 45 mmの容器に 1本ずつ移植し

25'"'"' 30 'cの空調温室内に置き、発病株を経時的に調査した。また、

イネもみ枯細菌病菌の処理濃度及びトマト青枯病菌の接種菌濃度の

違いが発病抑制効果に及ぼす影響について検討するために、イネも

み枯細菌病菌の菌濃度を約 1010、 109、 108 cfu/ml、トマト青枯病

菌の菌濃度約 10 1 0、 108 cfu/mlで同様な実験を行った 。

Tomato seedlings 
(14 days after seedi時)_J

Pre-treatment 
(~gluma~ suspension) 

P. glumae 

Culture on the slant of PSA medium 
at 30 t for 48 hr 

Suspend into sterile distilled water 

P.solanacearum 
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Pick up virulentlcolony 
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Suspend into sterile distilled water 
Planting (25 t， Greenhouse) 

Fig. 4. Method for testing protection effect of Pseudomonas glumaθon tomato seedlings 
from infection with bacterial wilt. 
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3 実験結果

結果は Fi g. 5及び Table14、 15に示した。イネもみ枯細菌病菌

N750の細菌懸濁液(菌濃度:約 1010 cfu/ml)で浸根処理することに

よりトマト青枯病の発病が抑制されることが明らかとなった(F i g. 

5 )。しかし、この効果は浸根処理時間に影響された。すなわち、 10 

分間、 1時間の浸根処理では無処理区との聞に発病率の差はなく、発

病抑制効果は認められなかった。しかし、 12時間以上の浸根処理に

より発病個体数が無処理区の場合と比較して著しく少なくなり、発

病が抑制されることが明らかとなった。特に 24時間の浸根処理では

ほぼ完全に発病を抑制することができた (Table14)。また、 Table

15に示すように、処理菌(イネもみ枯細菌病菌)と接種菌(トマト青

枯病菌)の濃度の違いにより発病抑制効果が異なる乙とが明らかと

なった。イネもみ枯細菌病菌の濃度が接種に用いたトマト青枯病菌

の濃度よりも高い場合に発病は抑制された。特にイネもみ枯細菌病

菌の濃度が 1010 cfu/mlでトマト青枯病菌の濃度が 108 cfu/mlの場

合には発病率 5%となり、無処理区の発病率 70 %と比較して著しい

発病の抑制jが認められた。しかし、イネもみ枯細菌病菌の濃度がト

マト青枯病菌の濃度以下の場合には、発病抑制効果は全く認められ

なかった。このようにイネもみ枯細菌病菌の濃度が相対的に高くな

るにつれて発病抑制効果は高くなる傾向が認められた。
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Table 14. Protection of tomato seedlings from bacterial wilta) by pre-

treatment with the suspension of avirulent Pseudomonas glumaθ 

strain N750 

Time of No. of Percentage of wilted plants 

pre-treatment test 

(dipping) plants 10 20 30 days 

Treated a) 20 30 60 60 

10 min 
Control b) 20 30 70 70 

Treated 20 50 60 60 

60 min 

Control 20 70 70 70 

Treated 20 5 5 5 

12 hr 

Control 20 60 70 70 

Treated 20 。 。 。
24 hr 

Control 20 10 40 70 

a) Tomato seedlings were pre-treated with ~glumae N750 suspension 

(conc. ca. 1010 cfu/ml) and inoculated with ~ solanacearum 

strain C319 (conc. ca. 108 cfu/ml) by dipping their roots just after 

pre-trea tmen t. 

b) Sterile distilled water was used instead of ~glumae suspension. 
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Fig. 5. Protection of tomato seedligs from bacterial wi ltタy

pre- t~eatment with the suspension of Pseudomonas glumae. 

A: Control B: Pre-treatment 
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Table 15. Protection of tomato seedlings from infection of Pseudomonas 
solanacearum by pre-treatment with different concentrations of 
P.glumae suspension 

No. of Percentage of wilted plants 
P. glumaeil) P. solanacearumb) test 
(cfu/ml) (cfu/ml) plants 10 20 30 days 

1010 108 20 5 5 5 

109 108 20 20 30 35 

108 108 20 25 25 25 。 108 20 60 70 70 

1010 10]0 20 35 40 40 

109 1010 20 45 60 60 

108 10]0 20 60 65 65 。 1010 20 65 70 70 

a) Pre-treatment for 24 hr. 
b) Dip inoculation for 10 min. 

第 3項 土壌の種類と発病抑制効果

L 目的

イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の発病抑制効果が土壌の

種類により影響を受けるか否かについて検討した。

2. 材料と方法

福岡県瀬高市において青枯病が多発した圃場から採取した粘土質

土壌を瀬高土壌とした。また九大農学部貝塚温室において常時植物

育成のために用いている土壌を九大土壌とした。更に園芸用に調節

した土壌(中原採種場株式会社から購入)を培養土とし、乙れら 3種

類の 土 壌を実験に供試した。これらの土壌は、 40 x 40 x 65 mmの

容器に約 100 gずつ入れ、 121 t、1.5 気圧で 20分間の 滅菌処理
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を施した。 Fi g. 4に示した方法に従って処理したトマト幼苗をこれ

らの土壌に移植し、 25------30 ~の空調温室内に置 き、経時的(移植後

10、15、20日)に発病 株の調査を行った 。

3 実験結果

実験の結果 はTable 16に要約した。 Table 16から明らかなように

供試した 3種類の土壌のいづれにおいても処理区での発病は全く認

められず、対照区の発病率と比較して明らかな発病抑制効果が認め

られた。この結果から、イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の

発病抑制効果は土壌の物理化.学的な影響は受けないものと推察した。

Table 16. Sui pfpfreerses nit on of tomato bacter ial wi l t expressed l n 
different soils by pre-treatment with 
Psθudomonas glumaθ 

No. of Percentage of wilted plants 
test 

So i 1 a) plants 10 15 20 days 

Control 21 29 33 33 
Setaka 

Treatment 21 。 。 。
Control 19 11 16 21 

Kyushu Uni v. 
Treatment 21 。 。 。
Control 21 25 43 43 

Baiyoudo 
Treatment 19 。 。 。

a) Setaka: Paddy soil of Setaka， Fukuoka Prefecture. 
Kyushu Univ.: Paddy soil of the Un~v~rsit~ ra~m. 
Baiyoudo: Fertilized soil purchased from Nakahara Seed 

Products Co. Ltd. 
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第 4項 トマト青枯病発病抑制効果の菌株間差異

l 目的

前項までの結果から抗菌物質産生能を有する、イネもみ枯細菌病

菌N750菌株でトマト幼苗の根部を浸根処理することによりトマト同

枯病の発病が抑制される乙とが明らかとなった。この発病抑制効果

のイネもみ枯細菌病菌菌株間差異及びトマト青枯病菌菌株間差異に

ついて検討を行った。

2 材料と方法

浸根処理に用いたイネもみ枯細菌病菌の菌株として 805、 YN7825、

752、 Ku8117、 Pl-22-4の計 5菌株を供試した。また、トマト青枯病

菌の病原性菌株として Table 4に示した計 6菌株を供試した。発病抑

制効果の検討は Fi g. 4に示した方法で行った。

3. 実験結果

実験の結果は Table 17及び Table 18に要約した。 Table 17に示し

たようにイネもみ枯細菌病菌 N750以外の菌株 805、 YN7825、 752、

Ku8117、 Pl-22-4でトマト幼苗の根部を浸根処理した場合、 トマト

青枯病菌の接種菌濃度が 1010 cfu/mlにおいては、接種後 30日自に

805、 P1-22-4では発病率がそれぞれ 87 %、 72 %であるのに対して

752、 Ku8117ではそれぞれ 44 %、 56 %と低く、菌株間により発病抑

制効果の程度に若干の差異が認められた。しかし、接種菌濃度が

10
8 
cfu/mlの場合、供試した全ての菌株が高い発病抑制効果を示し、

菌株間差異は殆ど認められなかった。また、 Table 18に示したよう
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に、供試した全てのトマト青枯病菌による発病が抑制された 。 特に

Ku7502-1、 N6275、 C319による発病を顕著に抑制したが、 Ku7601-1

及び N6211に対する効果は劣り、トマト青枯病菌の菌株によって発

病抑制j効果の程度に若干の差異が認められる乙とが明らかとなった 。

Table 17. Comparison of Psθudomonas glumae strains on the protection of 
tomato seedlings from bacterial wilt infection 
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Table 18. Protection of tomato seedlings from different strains 

of Pseudomonas solanacearum by pre-treatment with 

P. gl umae N750 

No. of Percentage of wilted plants 

Inoculum 

(P. solanelcearum) q
u
 

+

し

+

し

Q

u

n

u

 

ρ

u

n

A

U

 

+し

1
iny 

10 20 30 (days) 

Ku7601-1 Treated 18 33.3 44.4 55.6 

Control 18 66. 7 83.3 83.3 

Ku7501-1 Treated 15 40.0 46. 7 46. 7 

Control 15 93.3 93.3 93.3 

Ku7502-1 Treated 18 5.6 5.6 27.8 

Control 18 61.1 66. 7 72.2 

N6275 Treated 18 20.0 26. 7 26. 7 

Control 18 93.3 93.3 93.3 

N6211 Treated 18 22.2 33.3 55.6 

Control 18 55.6 61.1 72.2 

C319 Treated 18 13.3 20.0 20.0 

Control 18 93.3 93.3 93.3 
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第 3節 イネもみ枯細菌病菌とトマト青枯病菌の

各種条件下における競合

第 1項 液体培地中、滅菌水中及び滅菌土壌中における競合

1. El的

液体培地中、栄養分の極端に限られている滅菌水中及び滅菌土壌

中におけるイネもみ枯細菌病菌とトマト青枯病菌との競合関係につ

いて検討した。また、各種条件下におけるイネもみ枯細菌病菌とト

マト青枯病菌との競合関係を明らかにするためには、混合培養中の

両菌を経時的に定量しなければならない。その定量を容易に行うた

めにストレプトマイシン耐性菌を作出して利用した。

2 材料と方法

イネもみ枯細菌病菌 N750とそれから得られたストレプトマイシン

耐性菌 (N750-SR)及びトマト青枯病菌 C319を供試した。耐性菌の分

離のためには、 PSA斜面培地で 48'""'--'72時間培養したイネもみ枯細菌

病菌 N750をストレプトマイシン硫酸塩 1'""'--'5 ppm含有 YPDA培地に移植

し、 30 'cで 72'""'--'96時間培養後、ストレプトマイシン耐性変異株を選

抜した後、次第にストレプトマイシンの濃度を上げて培養し、より

強度の耐性変異株を選抜する乙とにより、 500 ppm耐性の菌株を得

た。このようにして得られた耐性菌株は滅菌蒸留水 10 mlに懸濁し、

25 'cで保存した。各菌株は PSA斜面培地に 30 'cで 48'""'--'72時間培養後

所定の濃度になるように滅菌水に懸濁し、イネもみ枯細菌病菌 N750

-SRとトマト青枯病菌 C319の混合液を作成して接種源とした。括抗
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性を検討するための培地としては YPD液体活地の原液とその 100倍希

釈液を用いた。乙れらの培地に両菌の混合液を移植した後、 30 l:で

静置培養した。試験区の構成及び細菌濃度は Table 19に示した通り

である。ストレプトマイシン耐性菌の定量用培地としてはストレプ

トマイシン 500 ppm含有 YPDA平板培地を使用した。

イネもみ枯細菌病菌及びトマト青枯病菌は両菌とも滅菌水中で増

殖することが知られているので、滅菌水中における競合関係につい

ても同様の方法で検討した。また、滅菌土壌中における競合関係に

ついて検討するために、試験管に培養土 5gを入れ加圧滅菌後、乙

の土壌に Table 20に示した構成に基づいて細菌液を添加し、経時的

( 0、l、3、5、10、15、20、25日)にこれら接種源から 一 定量の試料を取り

出し、 10 mlの滅菌水に懸濁し、充分に振とう後、 YPDA平板培地及

びストレプトマイシン 500 ppm含有 YPDA平板培地を用いて希釈平板

法により菌の定量を行った。

Table 19. Scheme for testing growth competition between 

Pseudomonas glumaθand P. solanacθarum in YPD medium 

Bacterial suspension 

Code Bacteria YPD Water N750-SR C319 

(ml) (ml) (ml) (ml) 

A N750-SR 50 5 5 

B C319 50 5 5 

C N750-SR+C319 50 5 5 

D N750-SR O. 5 54.5 5 

E C319 0.5 54.5 5 

F N750-SR+C319 O. 5 49.5 5 5 

Concentration of bacterial suspension. 

N750-SR: 4.5 X 102 cfu/ml， C318: 1.8 x 102 cfu/ml 
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Table 20. Scheme for testing growth competition between Psθudomonas glumae and 

~ solanacearum in soil 

Code Bacteria 

Bacterial suspension (ml) 

Soil Water 

(g) (ml) N750 N750-SR C319 C319-SR 

5 3 O. 5 0.5 

5 3 0.5 0.5 

5 3. 5 O. 5 

5 3. 5 0.5 

A N750-SR+C319 

B N750+C319-SR 

C N750-SR 

D C319-SR 

3 実験結果

実験結果は Fi g. 6、 7、 8に要約 した 。 Fi g. 6に示したようにトマ

ト青枯病菌 C319を濃度の異なる YPD液体培地に 3.0 x 10 cfu/mlにな

るように接種し、単独培養した場合、その細菌数は時間の経過とと

もに増加し、 54時間後には YPD培地原液中で 2.0 X 108 cfu/ml、 100

倍希釈培地では 1.3 X 108 cfu/mlに達した 。 イネもみ枯細菌病菌

N750-SRと混合培養した場合、トマト 青 枯病菌 C319の増殖は抑制さ

れず単独培養した場合と比較して差は認められなかった。イネもみ

枯細菌病菌 N750-SRの増殖は、トマト 青 枯病菌 C319との混合によっ

て抑制される傾向が認められ、その抑制の程度は YPD原液中よりも

100倍希釈培地中において低い傾向を 示 した 。
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混合両培養ト青枯病菌は単独、トマ滅菌蒸留水中においてまた、

72時間後には 一 旦 106を示し、一 ン法においでほぼ同じ増殖パタ

7 )。安定した状態、で生存した (Fig.その後、cfu/mlに増殖ののち、

イネもみ枯細菌病菌は混合培養においては増殖の速度が単独一 方、

トマ72時間後にはト培養の場合と比較して遅れる傾向を示したが、

一定 の濃度で生存その後、cfu/mlに達し、青枯病菌と同様に約 106
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7. Fig・

•• 
一P
一。

ネもみ枯細菌病イ滅菌土壌中においては8に示したようFig. 

混合の両培養において単独、ト青枯病菌の両菌ともに菌及びトマ

cfu/gの濃度範両菌とも 105'"'-'10(;を示し、ほぼ同様の増殖パタ ー ン

屈で安定して生存した。
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乙れらの結果から、イネもみ枯細菌病菌とトマト青枯病菌とは実

験条件下においては抗菌性及び栄養分の摂取などにおいて競合関係

にはないも のと推察した 。
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第 2項 トマト根組織上における競合

l 目的

イネもみ枯細菌病菌でトマト幼苗の根部を処理することによりト

マト青枯病の発病が抑制される。乙の場合における、イネもみ枯細

菌病菌とトマト青枯病菌との競合関係の有無を知る目的で根組織中

での両菌の消長を経時的に調査した。

2. 材料と方法

播種後 2週間自のトマト幼苗(品種:東光)の根部をイネもみ枯細

菌病菌の細菌懸濁液(菌濃度:約 1010 cfu/ml)に24時間浸根し、そ

の後、さらに 10分間トマト青枯病菌の細菌懸濁液(菌濃度:約 101 0 

cfu/ml)に浸根接種し、直ちに滅菌土壌 100gの入った 40x 40 x 60 

mmの容器に 1本づっ移植した 。菌 の定 量のた めに経時的 (5、10、15日)

に根を傷付けないように注意して抜き、滅菌水で軽く洗根後、根部

を滅菌したハサミで切断し、重 量 測定後、乳鉢で十分に磨砕し、 10

m 1の滅菌水に懸濁し、希釈平板法によって菌の定量を行った。供試

培地としては、イネもみ枯細菌病菌 N750-SRの定量のためにはスト

レプトマイシン 500 ppm含有 S-PG培地 16 9 )を、また、トマト青枯病

菌C319-SR定量のためにはストレプトマイシン 500ppm含有 TTC培地

を用いた。
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3 実験結果

実験の結果は Fi g. 9に示した。 Fi g. 9から明らかなように、 トマ

ト幼苗の根部を濃度約 1010 cfu/mlのイネもみ枯細菌病菌液に 24時

間浸根処理する乙とにより、根 1g当たり約 108 cfuの細菌が根に吸

着することが明らかとなった。また、その後細菌濃度約 1010 cfu/ 

m 1のトマト青枯病菌懸濁液中に 10分間浸潰した場合、イネもみ枯細

菌病菌で処理した区の根で 4 X 108 cfu/g検出したのに対し、無処

理区での検出量は 1 X 109 cfu/gであった。このようにイネもみ枯

細菌病菌が先に多量に存在する根(処理区)においては、イネもみ枯

細菌病菌が存在していない根(無処理区)と比較してトマト青枯病菌

の吸着がかなり低いことが明らかとなった。イネもみ枯細菌病菌は

トマト幼苗の根部で接種後 15日目まで 106'"'--'107 cfu/gの菌量で生存

し、 一 方、トマト青枯病菌はイネもみ枯細菌病菌で処理された根に

おいて 107 cfu/g、無処理区ではそれより 10倍高い 108 cfu/gの菌量

で生存した。接種後 15日目以降は無処理区の個体が大部分発病枯死

したのに対し、処理区の個体はその根組織に高濃度のトマ ト青枯病

菌が存在するにもかかわらず発病する個体数が少なく、発病が抑制

されていることが明らかとなった。
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F ig. 

発病抑制効果における抗菌物質の関与第 4節

ネもみ枯細菌病菌株NTG処理による抗菌 物 質非産生性イ

の作出

第 1項

目的1. 

青枯病菌に対して強い抗菌トマネもみ枯細菌病菌はト第 l章でイ

滅菌土壌中及び液体培地中、とが明らかとなったが、活性を示すこ

青枯病菌とは競合トマトネも み 枯 細 菌病菌とト根組織中ではイトマ

青枯病

ネもみ枯細菌病

トマネもみ枯細菌病菌はト

イ乙れらの結果から、

乙れら条件下でイ

菌の増殖を抑制しなかった。

関係にはなく
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菌によるトマト青枯病の発病抑制機構には、抗菌物質以外の要因が

大きく関与している可能性が推察された。しかし、供試した全ての

イネもみ枯細菌病菌は、寒天平板培地上で抗菌活性を示す乙とから

抗菌物質の関与も否定できないと考えられた。この点をさらに検討

するために、抗菌物質非産生性イネもみ枯細菌病菌株の作出をニト

ロソグアニジン (NTG)処理法により試みた。

2 材料と方法

実験の方法は Fig. 10に示した。すなわち、野性株としてイネも

み枯細菌病菌 N750を、また誘発突然変異株を選抜する際のマ ー カ ー

として、ストレプトマイシン耐性株を利用し、第 l項で述べた方法

でストレプトマイシン耐性株 (N750-SR)を作出し、これを親株とし

た。この親株を YPDA斜面培地上に 30 tで 48時間培養し、 1/15 Mのり

ん酸緩衝液 10 ml (pH 7.0)に懸濁し、遠心 (5，000 X g、 20分)を 2回

繰り返して洗浄後、菌体を同緩衝液に懸濁し、ニトロソグアニジン

を50 ほ Imlになるように加え、恒温水槽中 30 ~で 20 分間処理した。

その後直ちに遠心 (5，000 X g、 20分)を 2回行い、ニトロソグアニジ

ンを除去後、 YPD液体培地に移植し、 30 tで 24時間振とう培養を行

い、ストレプトマイシン 500 ppm含有の YPDA平板培地に広げ、 30 t 

で72-----96時間培養後、出現したコロニ ー を分離・保存した。これら

分離菌のトマト青枯病菌に対する抗菌活性を、 PSA、YPDA、TTCの 3種

類の培地を用いて、第 l章、第 1項で述ベたプレートクロロホルム

法(Fig. 1)で検定し、抗菌活性を示さない変異菌の選抜を行った。
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Sup. 

Suspend in 0.067 M PB 

Add NTG at conc. 50 pg/ml 

Stand for 20 min at 30 t 

Wash twice with PB by centrifugation 
at 5，000 X g fっr20 min 

PPt. Sup. 

Suspend in fresh peptone-yeast-
sucrose broth 

Shake for 24 hr at 30で

Spread on the agar plates (Containing 
Streptomycin) 

Incubate for 3-4 days at 30 ~ 

Colonies 

Test for anti-P.501anacearum activity 

Fig. 10. Flowchart for induction_of antibiotic-non-producing mutants 
of P. 501anacearum by NTG trea tment. 
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3 実験結果

抗菌物質産性株 N750-SRをニトロソグアニジンで処理することに

より 111の菌株を分離した。これらの菌株のトマト青枯病菌に対す

る抗菌活性を 3種類の培地を用いて検討した結果、 1菌株だけが供試

したいずれの培地上でも抗菌活性を示さない変異菌株であることを

確認し、これを選抜して N750-SR-NPと命名した (Table21、 Fig. 11)。

他の分離株は全ていずれかの培地上で抗菌活性を示した。選抜した

N750-SR-NP株は、イネもみ枯細菌病菌の血清と反応し、またイネも

み枯細菌病菌の選択培地 (S-PG)170) 上で親株及び野性株と同様のコ

ロニー を作る乙とから、親株 N750-SRからの変異株であると判断し

た。

Table 21. Non-antibiotic-producing mutant of Psθudomonas g 1 umae 
induced by NTG treatment 

Media used 

Strain YPDA PSA TTC 

N 75 0 a ) (W i 1 d t y pe ) 

N750-SR b) (Parent type) 

N750-SR-NP (Mutant) 

+C) 

+ 

+ 

+ 

a) ~glumae strain N750 b) Streptomycin resistant mutant 
c) Activity， +: formed inhibition zone，一 notdetec ted. 

~solanacearum C319 was used as indicator. 
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Fig. 11. Inhibition zone formed by wild type， parent type and mutant 
of Pseudomonas glumae on the lawn of P.solanacearum. 

第 2項 抗菌物質非産生株を用いたトマト青枯病発病抑制j効果

1 日的

イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病発病抑制効果と抗菌物質

産生性と の関係を明らかにする目的で、前項で作出した抗菌物質非

産生 株 N750-SR-NPを用いてトマト青枯病の発病抑制効果を調べた。
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2 材料と方法

供試菌株としてはイネもみ枯細菌病菌の野性株 N750及び抗菌物質

非産生変異株 N750-SR-NPを用い、 Fi g. 4に示した方法によってトマ

ト青枯病(病原菌 株: C319)に対する発病抑制効果を調べた。

3 実験結果

実験の結果は Table 22に示した。即ち、接種後 5日日に無処理|メ

で85 %の発病が認められたのに対し、野性株 (N750)及び変異株

(N750-SR-NP)ともに発病株は全く認められず、発病を抑制した 。 接

種後 15日自には野性株で 10 %の発病率を示したのに対して、変異株

では 30 %の発病率を示し、若干変異株の方が抑制効果が劣った。し

かし、接種後 30日自には無処理区で全ての供試個体が発病枯死した

のに対して、野性株では 20 %、また変異菌株では 30 %と、両菌共に

高い発病抑制効果が得られた。乙のことから、抗菌物質非産生性の

変異株でも発病抑制効果を示すことが明らかとなった。

Table 22. Effect of the non-antibiotic-producing mutant (N750-SR-NP) of 
Pseudomonas glumae on the protection of tomato seedlings from 
bac te r i a 1 w i 1 t 

No. of Percentage of wilted plants 
Stra in ，1) Antibiotic test 

productivity plants 5 15 30 days 

N750 + 20 。 10 20 

N750-SR-NP 20 。 30 30 

Control 20 85 95 100 

a) Dipped the roots into the suspension of ca. 1010 cfu Iml for 24 hr. 
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第 3項 トマト根組織中における抗菌物質産生性誘導の可能性

l 目的

イネもみ枯細菌病菌の細菌懸濁液中で浸根処理することによりト

マト根組織中にトマト青枯病菌に対する抗菌性の物質が産生されて

いるか否かについて調べた 。

2 材料と方法

トマト幼苗(品種:東光)の根部をイネもみ枯細菌病菌 N750の細菌

懸濁液(濃度:約 1010 cfu/ml)に24時間、室温で浸根処理後、根重

の1/10の滅菌水を加え乳鉢で十分に磨砕し、遠心 (8，000 X g、 30分)

によって残溢を除き、得られた上清をメンブランフィルター(孔 径

0.2 sm)でろ過滅菌した。対照としては滅菌水に浸潰した根を用い

た。このようにして得られた根からの水抽出液を 100 mlの滅菌 三 角

フラスコ'に 50 ml入れ、これにトマト青枯病菌 C319の細菌懸濁液を

8.5 X 10 cfu/mlになるように接種し、その後、 30 Gで静置培養し

経時的 (0、24、48、72、120時間)に菌の定量を希釈平板法により行った。

また、乙の時滅菌水中におけるトマト青枯病菌の増殖も同時に定量

した。

3 実験結果

実験の結果は Table 23に示した。即ち、処理根及び無処理根から

の水抽出液中におけるトマト青枯病菌の増殖は倍養後 24時間目で両

区ともに約 106 cfu/mlの菌量に達した。乙の時、滅菌水中では 3.3

105 cfu/mlの菌濃度であり滅菌水中における増殖よりも約 10倍高

「
/
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ぃ菌量を示した。その後、根抽出液中における増殖は処理、無処理

両区ともに約 108 cfu/mlの菌量にまで達したことから、処理した根

組織中には抗菌性の物質は産生されていないものと推察した 。

Table 23. Multiplication of Pseudomonas solanacearum in the extract solution from 
tomato roots pre-treated with ~glumaθsuspenslon 

Culture period (hr) 
Extract solutional 。 24 48 72 120 

Pre-treated tomato roots 8.5X101bl 1.8X106 3.5X108 5.3X108 6.0X108 

Non-treated tomato roots 8.5X101 1. 7X106 2.3X108 4.1X108 1. OX109 

(control) 
Water con tro 1 8.5X101 3.3XI05 6.0X106 1. 6X107 1.0X107 

a) 1/10 dilution of fresh weight . 
Treated tomato roots Tomato seedlings were dipped in a suspension of 
~glumae N750(ca. 1010 cfu/ml) for 24hr. 
Non-treated tomato roots(control): tomato seedlings were dipped in sterile 
distilled water for 24hr. 
b) cfu/ml. 

第4項 死菌によるトマト青枯病発病抑制効果

1 目的

液体指地中、滅菌土壌中及びトマト根組織中ではイネもみ枯細菌

病菌とトマト青枯病菌とは競合関係にはなく、さらに、 in vitroで

抗菌活性を示さない変異菌も抗菌活性を示す野性株と同様に発病を

抑制した。乙の乙とから、イネもみ枯病細菌によるトマト青枯病の

発病抑制効果の機構には、抗菌物質以外の要因が大きく関与してい
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るものと考えられた 。 本実験では死菌を用いて発病抑制効 果 の検 討

を行っ た 。

2 材料と方法

イネもみ枯細菌病菌 N750及びトマト青枯病菌 C319を用いた 。 PSA

斜 面培地に 30 tで 48------72時間培養したイネもみ枯細菌病菌 N750を滅

菌水に懸濁して濃度約 1010 cfu/mになるように調節した後、次に 示

す3通りの方法によって死菌液を作成した。① 100 t、 10分間の熱

処理 ② 滅菌ペト リ皿に細菌懸濁液を 2------3 mlずつ分配し、 15W 

の殺菌ランプ(東芝 GL-15)で 30 cmの高さから 4時間照射 ③ 細菌

懸濁液約 10 mlをビ ー カ ー に取り、クロロホルム約 200 mlの入 っ た

2，000 ml容ビ ー カ ー に入れ、アルミ ニ ウム箔で密封し、スタ ー ラ ー

で撹枠しながら 4時間の蒸気処理を行った。これら 3種類の方法によ

って作成した死菌液を実験に供試した。 トマト根部の処理及び接種

はFi g. 4に示した方法で行った 。 すなわち、上記の死菌液にトマト

幼苗の根部を 24時間浸根処理した 。 熱処理死菌で処理したトマトの

一部のものは処理後根部を水道水で充分に洗った 。対 比のため に上死

菌液の代わりに生菌液でトマト根部を処理した。これらトマト根部

をトマト青枯病菌の菌液(濃度:約 1010 cfu/ml)に 10分間浸根接種

した後、直ちに滅菌土壌に移植し、発病株を経時的に調査した

3 実験結果

Table 24に示したように、 3種類の死菌液でトマト幼苗の根部を

処理した場合、いずれの死菌液においても発病抑制効 果 が得られる

ことが明らかとなった。特に接種後 5日自には対照区において 50 % 
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の発病率が認められたのに対して、処理区においては発病が全く認

められず、初期の発病抑制効果は生菌液で処理した場合と同様に高

いものであった。 uv処理死菌液では 59 %の発病率で、他の死菌液に

よる発病率と比較すると高い傾向であった。また、この死菌による

効果は、熱処理死菌液で浸根処理した直後、水道水で充分に洗浄し

た場合にも認められた (Table 24、 Fig. 12)。

Table 24. Effect of the killed Pseudomonas glumae cell suspension on the 
protection of tomato seedlings from infection with 
P. so lanacearum 

No. of Percentage of wilted plants 
test 

Pre-trea tmen t a) plants 5 15 30 days 

Exp. 1 

Control 22 50 91 95 
LIving d bacteria 22 。 32 36 
Heated bacteria b) 22 。 36 36 
UV irradiated bacteriac) 22 。 59 59 
Chloroform treated bacteriad) 22 。 27 32 

Exp. 2 

Control 20 80 100 100 
Living d bacteria 20 。 10 10 
Heated bac ter ia 20 。 10 10 
Heated bacteria + washing 20 。 30 30 

aj Dipmtomato roots加 24hr cj UV irMa凶 for4 hr 
b) Heat treatment at 100 C for 10 min. d) Treated with chloroform vapor for 4 hr. 
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Fig. 12. Effect of the killed Pseudomonas glumae cells on the protection of 

tomato seedl ings from infection of P. solanacearum. 

A: Water control 

C: Heated bacteria 

B: Heated bacteria + washing 

D: Living bacteria 
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第 5節 物理的閉塞の影盤

第 1項 パラフイン、メチルセルロ ー ス処理による発病抑制効果

1. 目的

イネもみ枯細菌病菌によるトマト 青 枯病の発病抑制効果は高濃度

の細菌懸濁液で処理した場合に顕著であることから、この効果は根

の表面にイネもみ枯細菌病菌が吸 着 し、 根表面の物理的な閉塞に よ

っ て発病が抑制されたとも考えられる。そ乙で、パラフイン、メチ

ルセルロ ー スで根を コ ー テイングした場合の影響について検討した

2 材料と方法

トマト根部の物理的閉塞には流動パ ラフイ ン、固形パラフィン、

及び 2%メチルセルロ ー スを供試した 。 すなわち、流動パラフイン

と2%メチルセルロ ー ス溶液中にはトマト幼苗の根部を約 1時間浸潰

し、固形パラフィンでは、 50~60 1:に融解した液中にトマト幼苗の

根部を数秒間浸潰し、直ちに引き上げ根の周囲をパラフィンで固め

た。これら 3種類の閉塞液でトマト幼苗の根部を物理的に処理後、

トマト青枯病菌の懸濁液(濃度:約 1010 cfu/rnl)に 10分間浸根接種

し、直ちに滅菌土壌 100 gの入 っ た容器に l本ずつ移植し、 30 Gで

1日12時間照明の植物育成チャンバ - 内に置き、 10日間隔で 30日開

発病の有無を調査した。
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3 実験結果

Table 25に示したように流動パラフイン、図形パラフイン、及び

2 %メチルセルロ ー スで処理した場合、その発病は無処理区の発病

と比較して差は認められなかった。 流動パラフインで処理した場

合、無処理区の発病率 100 %に対して 81 %と若干発病を抑制して

いるようにもみえるが、接種後 10日自に既に 81 %と高い発病率を示

した乙とから発病抑制効果はないものと考えられる。また、乙れら

溶液で処理した場合のトマトの生育に及ぼす影響は全く認められな

かった。

Table 25. Effect of the plugging of Lomato rooLs wiLh paraffin and methyl cellulosE 
on Lhe bacterial wilL 

Treatment 
No. of 
test 
plants 

Percentage of wilted plants 

Plugging with liquid paraffin 
Water control 
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15 
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Plugging with solid paraffin 
Water control 

15 
15 

67 
53 

73 
73 

73 
73 

Plugging with 2% methylcellulose. 
Wa ter contro 1 

20 
20 

40 
60 

50 
60 

50 
60 
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第2項 根切断が発病抑制効果に及ぼす 影 響

1 目的

前項の結果からメチルセルロ ー ス、パ ラフ インで根の処理を行っ

ても発病抑制効果は認められなかった 。 しかし、死菌で処理した場

合には発病が抑制されることから、根の傷口を菌体が覆い、 トマト

青枯病菌の根部感染が低下することにより発病が抑制される乙とも

考えられる。細菌懸濁液で処理する前に根を切断すると、傷口はそ

の後の浸根処理により菌体で覆われる 。 しかし、処理後に切断した

場合には傷口への付着菌量は少ないはずである 。 そ乙で処理前及び

処理後の根の切断が発病抑制j効果に及ぼす影響について検討した。

2 材料と方法

播種後 2週間自のトマト幼苗をポットから根を傷付けないように

抜きとり、水道水で充分に洗浄後、 一 部の幼苗についてはその根を

地際部から 3'"'-'4 cm残して切断した。その後直ちにイネもみ枯細菌

病菌 N750の懸濁液(濃度:約 1010 cfu/ml)で 24時間浸根処理を行っ

た。対照としては、切断した根を滅菌水に 24時間浸潰した。また、

水道水で洗浄した残りのトマト幼苗は、根を切断することなく、イ

ネもみ枯細菌病菌 N750の懸濁液で 24時間浸根処理し、その後、滅菌

ハサミで上記と同様に根を切断した 。 滅菌水に 24時間浸潰した後、

根を切断したものを対照として用いた。これらの処理後直ちにトマ

ト青枯病菌 C319の細菌懸濁液(濃度:約 1010 cfu/ml)で浸漬接種を

10分間行い、滅菌土壌 100 gの入った容器に移植した 。 移植後は 30
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℃、1日12時間照明に調節した植物育成チャンバ - 内に置き経時的に

発病の有無を調査した。

3. 実験結果

実験の結果は Table 26に要約した 。 イネもみ枯細菌病菌の懸濁液

で浸根処理する前に根を切断した場合、接種後 15日自に 7.%、 30日

自に 13 %と対照区の発病率と比較して高い発病抑制効果が得られた。

また、浸根処理後に切断した場合には 30日自に 40 %と対照区の 80 % 

と比較して発病抑制効果は認められたものの、浸根処理前に切断し

たものと比較して発病抑制効果が低くなる傾向が認められた。

Table 26. Effect of root cutting before or after pre-treatment 
wi th Psθudomonas glumae suspension on P.solanacearum 
infection 0f tomato seedling roots 

No. of Percentage of wilted plants 
Root cutting test 

plants 5 15 30 days 

Before pre-treatment a) 15 。 7 13 
Control b) 15 27 80 87 

After pre-treatment 15 。 40 40 
Contro 15 33 80 80 

aj pglU附附 (concω1010 cfu/ml， 24 hr) 
b) Cut the root without pre-treatment. 
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第6節 イネもみ枯細菌病菌の菌体リポ多糖 (LPS)及び菌体外多糖

(EPS)による発病 抑制効果

目的

イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の発病抑制効果は死菌で

も認められる乙とから、菌体表面に存在する菌体リポ多糖(LPS)及び菌

体外多糖 (EPS)が発病の抑制jに関与している可能性を考え、これら

両多糖の発病抑制効果について検討した。

第 1項 菌体リポ多糖 (LPS)による発病抑制効果

1. 材料と方法

LPSの抽出は遠心洗浄菌体から Lucasおよび Grogan'03)の方法に準

拠して水 - フェノ ー ル法により行なった。洗浄菌体を 65 'cに保った

20倍量 (w/v)の蒸留水に懸濁し、それに 90 %フェノ ー ルを等量加え

時々境枠しながら 65 'cの恒温水槽中で 30分間保った。生じた乳濁液

を氷水中で急冷して遠心分離 (8，000 X g、 30分)し、上部の水層を

駒込ピペットで吸い上げ回収した。また、遠心管内に残った沈殿お

よびフェノ ー ル層に同量の蒸留水を加え、 65 'cで再度抽出を繰り返

した。 二 度の抽出で回収された水層を蒸留水に対して 48時間透析し

たのち、 6倍量 (v/v)の 95 %冷エタノ - ルを加え、 4 'cに一晩静置し

た。生じた沈殿を遠心により集め、一連のエタノ-ル洗浄を繰り返

したのち 凍結乾燥して白色の LPSを得た。乙のようにして抽出した

LPSは蒸留水 で 10，000、 5，000、 2，500 ppmの濃度になるように溶解

した。こ れらの液でトマト幼苗を 24時間浸根処理し、その後、トマ
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ト青枯病菌(濃度:約 10'0 cfu/ml)の細菌懸濁液に 10分間浸潰し、

滅菌 土 壌に移植後、発病株の有無を経時的に調査した。また濃度

10，000、 5，000 ppmの LPS水溶液中でのトマト 青 枯病菌の増殖性に つ

いて も検 討 を行 っ た 。

3 実 験結果

Table 27に示したように、接種後 5日目では対照区の発病率 74 % 

と比較して、 LPS水溶液で処理した場合、発病率が著しく低くなり

発病抑制効果が認められた。しかし接種後 30日目では 10，000 ppmの

LPS水溶液で処理した区において発病率が 58 %、 2，500 ppmの LPS水

溶液で処理した区においては 71 %の発病率を示し、 LPSによる発病

抑制効果は時間の経過とともに低下した。このように LPS水溶液

10，000 ppmの濃度で処理を行っても発病抑制効果は顕著なものでは

なか っ た 。 また、 Table28に示したように、 LPS水溶液中における

トマト 青 枯病菌の増殖は、滅菌水中における増殖と同じであり、培

養72時間後には約 107 cfu/mlにまで増殖した。

Table 27. Protection of tomato seedlings from bacterial wilta) 
by lipopolysaccharide(LPS) from Psθudomonas g 1 umae N750 

Concentration No. of Percentage of wilted plants 
of test 
LPS (ppm) b) plants 5 15 30 days 

10，000 19 11 53 58 
5，000 17 12 65 65 
2，500 17 18 65 71 

Water control 19 74 95 95 

a) Dip inoculation with P.solanacearum C319 
(ca. 10' 0 cfu/ml， 10 min). 
b) Tomato seedlings were dipped in each concentration of LPS for 
24 hr. 
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Table 28. Multiplication of Pseudomonas 
solanacearum in LPS solution obtained 
from P. gl umae cells 

Concentration Culture period (hr) 
of 
LPS(ppm) 。 48 72 

10，000 2.0X103a) 1.4X107 2.8X107 

5，000 2.0X10:3 1. OX107 2.9X107 

Water control 2.0X103 8.8X106 2.2X107 

a) cfu/ml. 

第 2項 菌体タト多糖 (EPS)による発病抑制効果

l 材料と方法

EPSの抽出は EvansとLinker38)の方法に準拠して行なった。すな

わち、イネもみ枯細菌病菌 N750をPSA培地 30mlを入れたナス型フラ

スコに 30Gで 72時間培養後、滅菌蒸留水 40mlに懸濁、遠心 (15，000

X g、 30分)により菌体を除去した上清に 3倍量 (v/v)の冷エタノ ー ル

を撹祥しながら小量ずつ添加、 4Gで一晩静置、生じた沈殿を遠心

(8，000 X g、 20分)により回収、 95 %ェタノ-ルで 2回、さらに無水

エタノ ー ルで 1回洗浄したのち真空凍結乾燥した。抽出した EPSは蒸

留水に溶解して 10，000、5，000、及び 2，500ppmの 3段階濃度の EPS水

溶液を作成して供試した。乙れらの液にトマト幼首の根を 24時間浸

潰し、その後、トマト青枯病菌(濃度:約 1010 cfu/ml)の懸濁液に

10分間浸潰し、滅菌土壌に移植後、発病株の調査を経時的に行った。

また、濃度 10.000、 5，000ppmの EPS水溶液中でのトマト青枯病菌の

増殖性についても検討を行った。
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z 実験結果

実験の結果は Table 29及び Table 30に示した。移植後 5日目にお

いて対照区の発病率が 47 %を示したのに対して、濃度 10，000 ppm、

5.000 ppm及び 2，500 ppmの EPSで処理した区とも全く発病が認めら

れなかった。さらに、移植後 30日目では対照区の発病率が 73 %であ

るのに対して、 10，000 ppm、 5，000 ppm及び 2，500 ppmの濃度の EPS

で処理した区における発病率はそれぞれo%、 13 %及び 33 %で、 I司

い発病抑制効果を示した。特に、 10，000 ppmの EPS水溶液で処理し

た場合に顕著な発病抑制効果を示す乙とが明らかとなった。しかし、

Table 30に示したように、 10，000 ppm及び 5，000 ppmの EPS水溶液中

におけるトマト青枯病前の増殖は培養 72時間後には約 10
8
cfu/mlに

まで地勉し、滅菌水中における増殖 量よりも 約 10倍高くなった。こ

のように、 EPS水溶液にはトマト 青枯病菌の増殖を阻害 する作用は

なく、むしろ増摘を促進させる傾向が認められた。
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Concentration No. of Percentage of wilted planLs 
of test 
EPS (ppm) a) plants 5 15 30 days 

EPS 10，000 15 。 。 。
5，000 15 。 13 13 
2，500 15 。 27 33 

Water control 15 53 60 73 

a) Dip inoculatio~ wit~ P.so!anac~arum C319 
(c~nc. ca. 1010 cfu/ml， 10 min). 
b) Tomato seed1in5s were dipped in each concentration 
of EPS for 24 hr. 
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Tab1e 30. Mu1tip1ication of Pseudomonas 
solanacearum in EPS solution obtained 
f ro m P. g 1 umae c e 11 s 

Concentration Cu1ture period (hr) 
of 
EPS(ppm) 。 48 72 

10，000 1. 3X10a) 6.3X107 1. 3X108 

5， 000 1. 3X10 5.4X107 2.4X108 

Water control 1.3X10 8.8X106 2.2X107 

a) cfu/ml. 

第 3項 イネもみ枯細菌病菌の洗浄菌体及び培養ろ液による発病

抑制効果

l 目的

前項までの結果から、発病抑制効果の機作には菌体外多糖 (EPS)

が深く関与しているものと推察された。もし、 EPSが関与している

ならば培養ろ液によってもある程度の抑制効果は得られるものと考

えられる。さらに、培養菌体を洗浄し EPSを除いた菌体で処理すれ

ば発病抑制効果は低下するのではないかと考え、以下の実験を行っ

た

2 材料と方法

イネもみ枯細菌病菌 N750をYPD液体培地 250mlの入った坂口フラ
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スコで 30 tで 48時間振とう培養後、遠心 (8，000 X g、 20分)し、 得

られた上清をメンブランフィルタ - (孔径: 0.2 pm)で完全に除菌し

たものを培養ろ液とした。 YPDA斜面培地に 30 tで 48時間培養し、 菌

体を滅菌蒸留水に約 1010 cfu/mlになるように懸濁したものを完全

菌体区とした。滅菌蒸留水で遠心 (8，000 X g、 20分)洗浄を 3回繰り

返したものを洗浄菌体(濃度:約 1010 cfu/ml)区とした。乙のよう

にして調節した完全菌体、洗浄菌体、培養ろ液の他、対照として滅

菌蒸留水を用いた。これらの溶液にトマト幼苗根を 24時間浸漬後、

トマト青枯病菌(濃度:約 1010 cfu/ml)の細菌懸濁液で 10分間の浸

根接種を行ない、滅菌土壌に移植後、 30 tで 1日12時間照明の植物

育成チャンパ - 内に置き、発病の有無を経時的に調査した。

3 実験結果

実験の結果は Table 31に示した。移植後 5日目に対照区で 70 %の

発病率が認められたのに対し、完全菌体、洗浄菌体で処理した区に

おいては全く発病が認められず、また培養ろ液処理区でも 20 %の発

病率を示し、対照区の発病率と比較して明らかな発病抑制効果が認

められた。移植後 30日自においては、対照区で 100 %と全ての個体

が萎凋枯死したのに対して、完全菌体で処理した区においては発病

率が 15 %と高い発病抑制効果を示した。また、洗浄菌体で処理した

区においても 30 %の発病率を示し、比較的高い発病抑制効果が認め

られた。しかし、完全菌体で処理した区と比較すると抑制効果は低

い傾向であった。さらに、培養ろ液で処理した区では 50 %の発病率

となり、発病抑制効果はあるものの、対照区の発病率と比較しでか

なり低いものであった。
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Table 31. Effect of the ce~l components of Pseudomonas glumaθon 
the protection of tomato seedlings from infection with 
P. solanacearumal 

No. of Percentage of wilted plants 
Bacterial cell component test 
used for pre-treatmentbl plants 5 15 30 days 

Suspension of 20 。 15 15 
intact bacterial cellscl 

Slish penS ion of 20 。 25 30 
washed bacterial cells 

Culture filtratedl 20 20 40 50 

Water control 20 70 100 100 

a) Dip inoculation with P.solanacearum C319 (conc. ca. 1010 cfu/ml，10 min). 
b) Tomato seedlings were dipped in each component for 24 hr just before 
inoculation with P.solanacθarum. 
c) ~glumae N750 (conc. ca. 1010 cfu/ml) 
d) Obtained from YPD broth cul ture of P. glumae N750 incubated at 30 'c 
for 48 hr. 

第 7節 イネもみ枯細菌病菌以外の各種細菌による発病抑制効果

第 l項 各種植物病原細菌及び腐生菌による発病抑制効果

l 目的

イネもみ枯病細菌によって示されたトマト青枯病の発病抑制効果

がイネもみ枯病細菌以外の細菌によっても得られるか否かを知る目

的で、既知の植物病原細菌と腐生菌を用いてトマト青枯病の発病抑

制効果について検討した。

2 材料と方法

供試菌株の来歴は Table 32に示した通りである。これら各種菌株

のトマト青枯病菌に対する抗菌活性について PSA、 YPDA、 King's B、
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TTCの各培地を用いてプレ ー トクロロホルム法 (Fig.1)によ っ て検

討した。これらの細菌をそれぞれ PSA斜面培地に 30tで48時間培 養

し、 滅 菌 蒸留水 10 mlに懸濁し、 PSA搭地 100 mlの入ったナス型培 養

瓶に注 ぎ込み、 30 tで 48時間培養した。培養後、細菌懸濁液の濃度

が約1010 cfu/mlになるように調節してトマト苗の前処理に用いた。

ま た 、 P.g.p~.gladioli NIAES 1065-1、 P.mildenbergii IAM 1505 

の2菌株については 100tで 10分間の熱処理死菌による発病抑制効果

も検 討 した。前処理及びトマト青枯病菌による接種は Fig. 4に示し

た方法で行った。

Table 32. Bacteria used in this experiment 

Genus Species Strain Origin 

Pseudomonas P. g. pv. gladiol i NIAES1065-1 NIAEsa) 
H NIAES1065-3 H 
P.putida IAM1506 1/ 

R azeroltlgofiRo osa IAM1054 NIAES 
P.azotoformans IAM1603 n 
P. diminuta IAM1513 

PP..ffrlaugori escens 
IAM1650 

P. iodinum IF03558 
P. mi ldenbergi i IAM1505 

P.PpEssWaamuvctぼrorcmMehazafldcart岨choIpaBie 1a e1n 1 

IAMl155 
P.Dutrefaciens IAM1509 
Pp.. la IAM1504 

P.syn IF03906 
Xan thomonas 

X.cmt •• tIpsmuevb.fsaαpc加.ipmenezscsh trIS 
ATUATb) 

Clavibacter C.m.subsp.michig.釘lenslS N6601 NIAES 
Agrobacterium A. l-SKRb n 

A.radiobacter 84 AUC) 
Erwinia 瓦c.subsp.carotovora N7129 NIAES 

a)National Institute of A，gT ro-Environmental Sciences 
b Faculty chol f Agriculture okyo University of Agriculture 
and Technology 
c) Adelaide University 
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3 実験結果

各種植物病原細菌及び腐生菌のトマト青枯病菌に対する抗菌活性

をTable33に示した。 P.g.pv.gladioliは供試したいずれの倍地上

においても抗菌活性を示し、特に TTC培地上で強い活性が認められ

た。供試した 20菌株中いずれかの培地上で抗菌活性が認められたも

のは 7菌株、また、抗菌活性が全く認められなかったものは 13菌株

あった。

Table 33. Formation of inhibition zone by various bacteria on the lawn of Pseudomonas 
solanacearum strain C319 grown on various media 

Media 

Genus Species Strain YPDA King's B PSA TTC 

Pseudomonas P. g. pv. gladiol i NIAES1065-1 ++a) ++ + +++ 
H NIAES1065-3 ++ + ++ +++ 

PpP，..aapuezrotttIIEdoa f1noromsa aES 
IAM1506 ++ 
IAM1054 
IAM1603 ++ 

P.diminuta IAM1513 
P.ffr1a11g0 . IAM1650 
RuorI escens ++ 
P. iodinum IF03558 
P. mi 1 denbergi i IAM1505 
P.pavonaceae IAM1155 
P.putrefaciens IAM1509 

P.sacxcrhaazandrtohia pn1a 111a 
IAM1504 

P.sma 
P. synxむ1 IF03906 + + 

Xanthomonas X.c.spuvb .cam.Ipfleicsh tris I 
Clavi bacter C.m.subsp.michiganensis N6601 
Agrobacterium A. tumefaciens l-SKRb 

A.radiobacter 84 + 
Erwinia E.c.subsp.carotovora N7129 

a) Acti vi ty index ，一:not detected， +: < 5mm， ++: 5-10mm， +++: > 10mm 
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また、 Table 34に示したようにいずれの菌株でトマト幼苗を処理

した場合にも青枯病の発病は抑制されることが明らかとなり 、 培地

上に おける抗菌活性の有無、強弱と発病抑制効果との問に関連性は

認められなかった。また 、Table 35に示したように、死菌で処理し

た場 合にも生菌で処理した場合と同様に発病は抑制jされた。

Table 34. Effect of pf re-treatment with bacterial susOpleanfl s ion on the protection of tomato 
seedlings from infection of Pseudomonas solanacearum 

No. of 
PercentaPgIa e of 
wi 1 ted Dlants a) 

Genus Species Strain test 
plants Treated Control 

Pseudomonas P.g.pv.gladioli NIAES1065-3 30 33 97 
P.putida IAM1506 30 17 97 

R aerutgofifolrosma aII IAM1054 20 45 80 
P.azotoformans IAM1603 20 65 95 
P. diminuta IAM1513 20 40 95 
P.ffr1a11g0 . IAM1650 20 35 85 
P.uorl escens 15 27 73 
P. iodinum IF03558 20 30 85 
P. mi ldθnbergii IAM1505 20 20 90 
P. pa vonaceae IAMl155 20 10 60 
P. putrefaciens IAM1509 20 20 60 

P.samvcncrmatIEgndrthoipna ha ila 
IAM1504 20 10 65 

P.s 20 45 65 
P.synxむltha !F03~06 20 35 65 

Xanthomonas 
X.mct •• umsmueb.fsa低pc1.i11lpenneIsCsh trisI  

15 20 73 
Clavi bacter C.m.subsp.michiganensis N6601 20 25 95 
Agrobac ter i um A. tumefaciens l-SKRb 30 37 77 

A.radiobacter 84 20 45 80 
Erwinia E.c.subsp. carotovora N7129 18 22 61 

a) 30 days after inoculation. 
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Table 35. Effect of heated凶cteriaon the protection of tomato seedlings from 
infection of Pseudomonas solanacearunr" 

No. of Percentage of wilted plants 
Bacteria Pre-treatment test 

plants 5 10 

P. g. pv. gladiol i Li v ing bacter ia h) 15 7 7 
NIAES 1065-1 Heated bacteria口) 15 。 7 

P.mildenbergii Living bacteria 15 。 7 
IAM 1505 Heated bacteria 15 。 。

Water control 15 。 47 
a) ~ solanacearum C319 (conc. ，4 x 109 cfu/ml， 10 min) 
b) P.ιpv.gladioli NIAES 1065-1 (conc. 3 X 109 cfu/m1， 24 hr) 

~mildenbergii IAM 1505 (conc. 1 X 1010 cfu/ml， 24 hr) 
c) Heat treatment at 100 l for 10 min. 
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第 8節考察

イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の発病抑制j効果を針接種

及び浸漬接種の 2種類の接種法によって検討したところ、発病抑制

効果は認められたが、効果の程度は用いる接種法により異なった。

針接種法では、効果の持続期間が短い傾向が認められた。一方、浸

漬接種の場合にはその効果は lか月以上持続した。

イネもみ枯細菌病菌でトマト幼苗の根部を浸漬処理(バクテリゼ

ーション)する場合、発病抑制j効果の程度は浸漬処理時間と菌濃度

の違いによって大きく異なることが明らかとなった。即ち、高濃度

(約 1010 cfu/ml)の菌液に 12時間以上浸潰した場合に顕著な発病抑

制効果が得られた。乙のことは、イネもみ枯細菌病菌が何らかの原

因でトマト青枯病の発病を抑制するためにはある程度の時間を必要

とするものと考えられ、根への強固な吸着、あるいはそれによる植

物体の抵抗性誘導などの機作が推察された。また、トマト青枯病菌

の接種菌量がイネもみ枯細菌病菌の接種菌量よりも高い場合には発

病抑制j効果は認められなかった。乙のように発病抑制効果の強さは

イネもみ枯細菌病菌とトマト青枯病菌の菌数の相互関係によって決

まり、イネもみ枯細菌病菌の菌数が多くトマト青枯病菌の菌数が少

ない程発病抑制効果は高かった。これらの結果は非病原性のタバコ

立枯病菌でタバコ立枯病を抑制する Averre4)らの実験結果に似てい

る。さらに、 Trigalet169)らは Tn-5挿入の非病原性トマト青枯病菌

がトマト植物体内で病原性菌株と競合して、発病抑制効果を示す事

を報告し、乙の場合も、非病原性菌株の濃度が高い程その競合の程

度は強まり、発病抑制効果も高まることを明らかにした。また、一
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般にパクテリゼ - シ ョ ンによる発病抑制j効果は、病原菌の濃度より

も高 い濃度の括抗菌で処理した場合に得られる例が多い 2;'.26. HO. 

81.10'1.121.1 ;'9.169) 

トマ ト青 枯病菌の接種濃度が低い場合には、全てのイネもみ枯細

菌病 菌 が同程度の発病抑制効果を示した。しかし、トマト青枯病菌

の接種菌 量 が高くなるとイネもみ枯細菌病菌の菌株聞に効果の強弱

がみられた。さらに、トマト青枯病菌の菌株が変わることによ っ て

も効果に差異が認められた。これらの乙とから、イネもみ枯細菌病

菌が 示 す発病抑制効果には若干の菌株間差異が存在するものと思わ

れる 。 乙の菌株間差異とトマト青枯病菌に対して示す抗菌活性との

間には関連性は認められなかった。また、滅菌土壌を供試する限り

発病抑制j効果には土壌の種類は影響しない事が明らかとなった 。こ

のことから発病抑制効果は、イネもみ枯細菌病菌、トマト青枯病菌

及びトマト植物の 3者間の相互作用の結果である事を示すものであ

り、それらが置かれた土壌の物理的・化学的環境の直接的影響は少

ないものと考えられた。

イネもみ枯細菌病菌の示すトマト青枯病発病抑制効果を充分に発

揮させ実用化を指向するためには、その発病抑制効果の作用機作を

解明することが重要である。そこで、各種条件下におけるイネもみ

枯細菌病菌とトマト青枯病菌との競合関係について検討した。 YPD

液体培地中、滅菌水中、滅菌土壌中及びトマト根組織中においてト

マト青枯病菌はイネもみ枯細菌病菌と混在する場合も単独の場合と

同様に増殖した。このことから、イネもみ枯細菌病菌のトマト 青 枯

病に対する発病抑制jは細菌の競合に基づくものとは考えられない

イネもみ枯細菌病菌の産生する抗菌物質が発病抑制に関与してい
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るか否かを知る目的で野性株の NTG処理により抗菌物質非産生変異

株を作出し、この変異株を用いて発病抑制効果を調べた結果、変異

株も抗菌物質産生性の野性株と同様に発病を抑制する乙とが明らか

となった。従って、イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病発病抑

制効果には本菌の産生する抗菌物質の直接的な関与は少ないものと

推察された。

発病抑制j効果は熱処理死菌、 uv照射死菌及びクロロホルム蒸気処

理死菌のいずれにおいても生菌と同様に認められた。さらに、培養

ろ液でも若干の発病抑制効果が認めれること、及び遠心により洗浄

した菌体で処理した場合には、培養菌体そのもので処理した場合と

比較して発病抑制効果が劣ることから、発病抑制効果には菌体外多

糖 (EPS)が関与している可能性が推察された。事実、菌体表層に存

在する EPSを集め、その効果を調べた結果、高い発病抑制効果を示

した。

タバコ葉に植物病原細菌の熱処理死菌を注入した場合に抵抗性が

誘導され、発病が抑制されることが知られている 10 1・10 2・1" 6・1" 7))。

Graham及び Sequeiraらはタバコ葉において菌体多糖 (LPS)が誘導抵

抗性の重要な要因であると述べている 54 )。また、田中らも、 トマ

ト青枯病菌の加熱死菌でタバコ根部を処理した場合に発病抑制効果

が得られる乙とを示し、その原因のーっとして、 LPSの関与による

植物体の誘導抵抗反応の可能性を報告している 15 8 )。しかし、 Chen

らは非病原性トマト青枯病菌の LPSでは、 10，000 ppmの濃度で植物

を処理しても発病抑制効果は認められなかったという2.6 )。イネも

み枯細菌病菌を用いた著者らの結果では、 LPSよりもむしろ EPSが深

く関与している乙とが示唆された。おそらく EPSが根に吸着される
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ことにより、トマト青枯病菌のトマト根への吸着・侵入の機会が低

下する乙とによりトマト青枯病菌の侵入および感染が妨げられると

いう 物理的な閉塞が発病抑制の 一 つの原因と考えられる 。

一般に植物が病原菌の侵入などのような外部からのストレスを受

ける と、侵入前には検出されなかったファイトアレキシンと呼ばれ

る抗菌 物質が植物体に生成され、発病が抑制されることが知られて

いる 11 6 )。 イネもみ枯細菌病菌の細菌懸濁液で処理する乙とにより

トマ ト根組織中にファイトアレキシン様物質が産生され、それによ

って 発病が抑制されていることも考えられる。そこで処理したトマ

ト根部から水抽出によって得た水溶液中におけるトマト青枯病菌の

増殖を調べた結果、トマト青枯病菌の増殖は抑制されず抗菌性物質

の産 生性は認められなかった。乙のことから、イネもみ枯細菌病菌

によ るトマト青枯病発病抑制にはファイトアレキシン様物質の関与

はな いものと推察した。

トマト青枯病の発病抑制効果は、強弱の違いはあるもののイネも

み枯細菌病菌以外の菌株で処理した場合にも発病抑制効果が認めら

れた。乙のことから、イネもみ枯細菌病菌によって生じるトマト青

枯病 の発病抑制j効果はイネもみ枯細菌病菌に特異的なものではなく、

構造 のいかんにかかわらず細菌の EPSの大部分によって示されるむ

しろ 非特異的な現象と考えられる。
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第 3章 非病原性イネもみ枯細菌病 菌 によるイネ幼苗腐敗症及びイ

ネもみ枯細菌病の発病抑制とその機構

イネもみ枯細菌病菌 CPseudomonasglumaθ)によって引き起乙され

る病気であるイネもみ枯細菌病は、日本、韓国、中国などの他、東

南アジアのイネ栽培地域に広く分布し、イネの収量に 重 大.な被 害 を

与えている 5O. 9 3・1 1 ". I 5 3. 1 6 7 )。当 初、本病原細菌は、イネの穂の

みに病気を起乙す細菌であると考えられていたが 5O. 9 3 )、その後、

植松らの研究により本細菌はイネの幼苗に対しでも病原性を示すこ

とが明らかにされた I7 :1. I 7" )。 幼苗に対する被害は、水稲栽培の特

殊性に基づく育苗箱の普及に伴ってわが国の重大な問題となってい

る 15 2 )。従って、イネもみ枯細菌病菌については乙れまで発生生態

の解明 日. 1 5 7. 1 7 0 )、栽培法と発病との関係 I5 2 )及び防除法 53. 1 I 3) 

の開発など広範囲な研究が実施されている。しかしながら、今なお

伝染経路や侵入感染機構に不明な部分もあって、まだ的確な防除法

は確立されていない。現在、防除対策としては塩水選による羅病も

みの除去、各種薬剤による種子消毒、及びカスガマイシン ・キャブ

タン水和剤、ポリカ -バメイト水和剤などの育苗箱施用等が挙げら

れている 52・53，113.1 22，203)。しかしこれらの薬剤は、効果の不安

定な乙と、接種菌株によって効果の異なること、及び生育抑制の薬

ロが現れるなどのことから、実用化にあたっては、さらに検討しな

ければならないのが現状である。また抵抗性品種の利用も考えられ

ているが、本細菌病に対する抵抗性遺伝子がイネに存在するか否か

も明確ではない 5 1. 6"・72)。乙のように現在までに行われている防

除法は、充分な効果を挙げていないのが現状であり、新しい防除法
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の開発が望まれている。

近年、土壌伝染性の他物病害 を防除す る手 段の ー っと して、 生 態

系の生物間相互作用に立脚した生物的防除法の開発が重要視されて

いる 1J • :1 2 )。中でも各種抗菌物質産生性の根圏微生物の利用に関 す

る研究は世界各国で進められており、幾つかの成功例が報告されて

いる。また病原性細菌から病原性を喪失あるいは除去した非病原性

変異菌株を利用した研究も多い 25.26.66・7..， . 8 O. 8 J・159， 16910 乙れ

ら非病原性菌株の中には病原性菌株と同様に宿主内で増殖し、生 態

必的に病原性菌株とほぼ同様な挙動を示すものも存在する 16 8 )。乙

のような非病原性菌株で予め宿主植物体を前処理する乙とにより 、

その後媛話した病原性細菌の侵入を防ぎ、或いは増殖を抑制する乙

とにより、発病を抑制する可能性が考えられる。乙のような考え に

基づいて、非病原性イネもみ枯細菌病菌を利用する乙とによって イ

ネもみ 枯細 菌 病を 生 物的に !切除する 方法の開発を試 み た。
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第 1節 非病原性イネもみ枯細菌病菌の選抜

l 目的

イネもみ枯細菌病菌はイネの幼市及び穂を侵す病原細菌であるた

め、本菌にたとえ発病抑制効果が認められでも、これをそのまま生

物的防除に利用することは危険である。しかし、本菌は in vi tro に

おいて病原性を喪失し易い性質をもっており、当研究室においても

イネに対する病原性を保存 中 あるいは継代培養中に喪失したと思わ

れる菌株が多数存在する。また本菌はイネに対する病原性の他、ジ

ャガイモ、ニンジン、ダイコン等の組織切片を腐敗させる性質を有

する事を見出した 。 そこで 全 ての作物に対して非病原性の菌株を選

抜する目的で本菌の各種作物に対する病原性を検討した。

2. 材料と方法

植物材料としては、ジャ ガ イモ(メ ー クイン)、ニンジン(品種不

明)及びダイコン(青首)の切片、トマト苗(東光)、イネ種子(あそみ

のり)を実験に供試した 。各種 野菜組織に対する腐敗能の検定は次

の方法で行った。各種野菜組織を 3%次亜塩素酸ナトリウム(アンチ

ホルミン)に 15分間浸潰することによって表面殺菌を行い、その後

滅菌水で充分に水洗して滅菌メスで厚さ約 5mmに切断し、これをろ

紙を敷いた直径 9cmの滅菌 ペトリ皿 に置き、滅菌水を 5m 1入れ、

PSA斜面培地に 30 でで 48時間培養したイネもみ枯細菌病菌を切断面

の中央部に l白金耳量接種した後、 30 'cに 48時間静置し、腐敗能の

有無を検討した。

トマトに対する病原性の検討は、 PSA斜面培地に 30 'cで 48時間培
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養したイネもみ枯細菌病菌の各菌株を滅菌した白金耳で斜面からか

きとり、これを予め 70 %エタノ ー ルで表面殺菌したトマト(播種後 3

週間)の茎に多針接種することにより行った。

イネに対する病原性の検討は次のように行った。すなわち、供試

品種あそみのりの種子を 3%次亜塩素酸ナトリウム(アンチホルミン

で30分間消毒後、充分水洗し、 25 tで 2日間浸種した 。 この種 子 60

粒を直径 9 cmの滅菌ペトリ皿にとり、これに濃度約 109 cfu/mlの細

菌懸濁液 15 mlを注入し、 30 tで 24時間浸漬接種した 。 その後、オ

ー トクレ ー ブで滅菌したくみあい培土(三 井東圧製 )80 gを入れ、滅

菌蒸留水 30 mlを潜水した、 60 x 60 x 45 mmのプラスチック製容器

に嬬種し、種子がかくれる程度に滅菌くみあ い培土 で 覆土 し 、 32 t 

の接種箱中(湿度 100 %)で 2日間育苗した。さらに、 25 tの空調温室

で緑化した後接種 15日自に発病の有無と程度を調査した。

3. 実験結果

結果は Table 36に示した通りである。イネに対して病原性を 示さ

ない菌株が 15菌株存在した。 トマトに対する病原性は供試した全て

の菌株で認められなかった 。 各種野菜組織に対して腐敗能を 示さず

かっトマト、イネに対しでも病原性を示さない菌株 8菌株、即ち、

N7504、 N7503、 YN7810、 YN7805、 YN7825、 N750、 752、 805が選抜で

きた。また、ジャガイモに対する腐敗能とイネに対する病原性との

間には供試した 47菌株において高い関連性が認められた。
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Table 36. Pathogenicity or rotting activity of Psθudomonas glumae strains to various plants 

Strain Rice Potato Carrot Radish Tomato seedling 

N7504 N7503 YN7805 YN7810 

YN7825 750 752 805 

N7501 N7505 So-1 8001 
8012 8015 8028 
111 2 Ku8101 Ku8102 

¥C。〉 Ku8103 Ku8101 Ku8105 Ku8106 ート

Ku8111 Ku8112 Ku8113 Ku8111 
Ku8115 Ku8116 Ku8117 Ku8119 
Ku8120 Ku8121 Ku8122 Ku8123 

N7502 Pl-22-1 Pl-22-3 + 十

Pl-22-4 

N7401 8020 十

742 ート

806 Pl-22-2 + + 十



第 2節 非病原性イネもみ枯細菌病菌によるイネ幼苗腐敗症の発病

抑制効果

第 1項 発病抑制効果の菌株間差異

l 目的

前節においてイネもみ枯細菌病菌 47株の病原性について検討した

結果、継代培養あるいは保存中に病原性を喪失したと考えられる非

病原性菌株を選抜することができた。そこで、乙れら非病原性細菌

がイネもみ枯細菌病菌で起こるイネ幼苗腐敗症に対する発病抑制効

果を有するか否かについて検討した。

2. 材料と方法

病原性菌株 4菌株 (Ku8111、2、So-l、Kyu82-34-2)及び非病原性菌株 5

菌株 (N7503、N750、YN7810、YN7825、805)を実験に供試した。イネ品種

はあそみのりを用いた。非病原性イネもみ枯細菌病菌によるイネ幼

苗腐敗症の発病抑制効果の検定は Fig. 13に示した方法で行った。

すなわち、水保存菌を YPDA斜面培地に移植し、 30 'cで 48時間培養後、

滅菌蒸留水 10 mlに懸濁(濃度:約 109 cfu/ml)、乙れを YPD液体培地

200 mlに加え、 30 'cで 48時間振とう倍養した。その後、 3，600 X g 

で20分間遠心を行い、得られた菌体を滅菌蒸留水に約 10
10
cfu/ml 

になるように懸濁し、これにメチルセルロースを 1.5 %になるよう

に加えた。イネ種子は 3%次亜塩素酸ナトリウム(アンチホルミン)

で30分間表面殺菌した後、滅菌水で充分に洗浄し、メチルセルロ -

ー
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Surface sterilized rice seed 
(1 % Antiformin， 30 min， cv. Asominori) 

Pre-treatment 
Dipping in suspension of avirulent strain 
containiつg1.5 % methylcellulose at 30 t for 24 hr 

Sowing (60 seeds/seedling box) 

Inoculation 
Soil incorporated with suspension of virulent strain 

Emergence in high-humidity chamber at 32 t for 48 hr 

Greening in greenhouse at 25 t for 15 days 

Evaluation of djsease severity 

Fig. 13. Method for testing the effect of avirulent strain on the control of bacterial 

seedling rot of rice. 

スを含む細菌懸濁液に 30 tで 24時間浸漬処理した。対照として細菌

を含まない 1.5 %メチルセルロ ー ス液に浸潰した種子を用いた。病

原性菌株は、非病原性菌株と同様に培養後、約 108 cfu/mlの濃度に

なるように滅菌水で調節し、乙れを接種源とした。非病原性菌株及

び病原性菌株の菌濃度は実験の度に YPDA平板培地を用い、希釈平板

法に従って求めた。非病原性菌株液に浸潰したイネ種子は、滅菌し

たくみあい培土(三井東圧製)約 80 gの入った 60 x 60 x 45 mmのプ

ラスチック 製容器に 60粒ずつ播種し、覆土 (20 g)した後、接種源で

ある病原性菌株の細菌懸濁液を 10 mlずつ滋注接種した。処理した

容器は、 32 tで 48時間接種箱(湿度: 100 %)に入れて催芽させた後、

25"-' 30 tの空調温室あるいは 28 tの植物育成チャンバ-内に置き、

緑化させた。 j産水は 1日l回行った。発病度の判定は接種後 15日目に

行った。全 ての実験は 2回以上反復した。発病度の検定は、 Fig. 14、

1 5に示した ように、病徴の激しさの度合いによって、 o'"'-' 5の 6段階

(発病度 Oは健全苗 、 lは健全苗と背丈は変らないが葉身にクロロシ
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スが現れたもの、 2は健全苗より背丈が低く、葉鞘基部のネクロシ

スが見られるもの、 3は葉身のクロロシス、葉鞘基部にネクロシス

に加えて、全身が異常形態を呈しているもの、 4は本葉第 1葉しか

展開しておらず全体的に退緑したもの、 5は腐敗枯死したもの)に分

けて調査し、発病度は各区 60粒の平均値をもって示した。

N: Necrosis 
C: Chlorosis 

C 

C 

-
H
U
H
d
i
 

Fig. 14. Disease index of bacterial seedling rot of rice caused 
by Psθudomonas glumae. 
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Fig. 15. Symptom of bacterial seedling rot of rice caused by 

Pseudomonas g 1 umae. 

3. 実験結果

実験の結果は Table 37に要約した。この表から明らかなように、

非病原性菌株でイネ種子を浸漬処理することによってイネ幼苗腐敗

症の発病が抑制されることが明らかとなった (Fig. 16)。しかし、

その発病抑制効果の程度は非病原性菌株-病原性菌株の組み合わせ

によって著しく異なり、全く発病抑制効果の見られないものから高

い発病抑制効果を示すものまで存在した。即ち、病原性菌株 So-lに

対しては、非病原性菌株 N7503、N750、YN7825、805によって発病が抑

制された。他方、 YN7810で処理しでも抑制効果は得られなかった。

病原性菌株 2に対しては、 N7503、805で発病抑制効果が認められたが、

N750、YN7810、YN7825では全く抑制されなかった。病原性菌株 Kyu82-

34-2に対しては、非病原性菌株 N7503で処理した場合だけに発病抑
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制効果が認めら れ 、非病原性菌株 N750、YN7810、YN7825、805で処理し

ても発病は抑制さ れ なかった。さらに病原性菌株 Ku8111に対しては、

N7503、YN7810、805で発病抑制効果が認められ、 N750では弱く、

YN7825では効果は得ら れ なかった。

Fig. 16. Suppression of bacterial seedling rot of rice by pre-treatment 

with avirulent strain of Pseudomonas glumae. 

A: Non-treatment Ccontrol) 

B: Pre-treatment 
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Table 37. Suppression of bacterial seedling rot of rice by 
pre-treatment with avirulent strains of Pseudomonas glumaθ 

Pre-treatment a) Inoculationb) Disease severity 

N7503 So-1 0.2 
2 0.0 
Kyu82-34-2 0.2 
Ku8111 0.9 

N750 So-1 0.3 
2 4.2 
Kyu82-34-2 4.8 
Ku8111 3.4 

YN7810 So-1 0.6 
2 4.6 
Kyu82-34-2 4.8 

Ku8111 1.2 

YN7825 So-l 0.3 
2 4. 7 
Kyu82-34-2 4.6 
Ku8111 4.4 

805 So-1 0.6 

2 0.3 
Kyu82-34-2 4. 1 
Ku8111 1.1 

Control So-l 4.9 
2 5.0 
Kyu82-34-2 4.9 
Ku8111 4.9 

a) Concentration; N7503: 3.8 X 1010， N750: 7.4 x 1010 

YN7810: 3.1 X 1010， YN7825: 2.4 X 1010， 
805: 6.0 X 1010， cfu/ml， respectively. 

b) Concentration; So-1: 2.6 X 10i， 2: 0.9 X 107， Kyu82-34-2: 1.2 X 107 

Ku8111: 1.3 X 107， cfu/g of soil， respectively. 
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第 2項 浸漬処理用の菌濃度と発病抑制効果との関係

1 目的

前項の結果から非病原性菌株でイネ種子を処理することによりイ

ネ幼苗腐敗症の発病が抑制されることが明らかとなった。そこで、

この発病抑制効果と菌濃度との関係について検討を行った o

2. 材料と方法

非病原性菌株として N7503を、また病原性菌株として So-lを供試

した。発病抑制効果の検定は Fig. 13に示した方法に従って行った。

水保存しである各菌株を YPDA平板培地に広げて単 一 コロニ一分離を

行い、これを 200 mlの YPD液体培地の入った坂口フラスコに接種し、

30 'cで 48時間振とう培養を行い、遠心 (8，000 X g、 20分間)によっ

て得られた菌体を滅菌蒸留水に約 1010 cfu/mlになるように懸濁し、

これを 10倍段階希釈することにより約 1010、108、106 cfu/mlの細菌

懸濁液を作成した。乙の各濃度の非病原性菌株 N7503の懸濁液にメ

チルセルロ ー スを 1.5 %になるように加え、これに 3%次亜塩素酸ナ

トリウム(アンチホルミン)で表面殺菌を行ったイネ種子を浸潰し、

30 'cで 24時間静置後、滅菌したくみあい培土 80 gの入った容器に 60

粒ずつ播種し、 20 gのくみあい培土で覆土した後、各濃度の病原性

菌株 So-lの細菌懸濁液を 10 mlずつ濯注接種を行い、 30 'cで 48時間

接種箱に置き、 28 'cで 1日12時間照明に調節した植物育成チャンバ

ー内に入れ、 15日目に発病度の検定を行った。
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3 実験結果

結果は Table 38に示した。 Table 38から明らかなように、非病原

性菌株の濃度が 10
10
cfu/mlの細菌懸濁液でイネ種子を処理した場

合、土壌中の病原性菌株の菌濃度が 109 cfu/gと高濃度であっても

高い発病抑制効果が示された。しかし、非病原性菌株の菌濃度が

108 cfu/ml以下になり、さらに、病原性菌株の菌濃度が 10.;'cfu/g 

と低くなると発病抑制効果は得られず、効果を得るためには高濃度

(1010 cfu/ml)の非病原性菌株の懸濁液で処理する必要がある乙と

が明らかとなった。

Table 38. Suppression of bacterial seedling rot at different concentrations 
of avirulent and virulent bacterial suspensions used for 

pre-treatment and inoculation， respectively 

Avirulent strain 
N7503 (cfu/ml) 

1010 

1010 

1010 

108 

108 

108 

106 

106 

10() 

Virulent strain 
So-l (cfu/g of soil) 

109 

107 

105 

109 

107 

105 

109 

107 

105 

109 

107 

105 
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Disease severity 

0.2 
0.1 
0.0 

4.8 

4.5 

3.8 

5.0 

5.0 
4.5 

5.0 

5.0 
4. 7 



第 3項 非病原性 N7503菌株の各種病原性菌株

に対する発病抑制効果

l 目的

第l項の結果から、非病原性菌株 N7503は供試した 4種類の病原性

菌株 (So-l、2、Kyu82-34-2、Ku8111)全てに対して高い発病抑制効果を

示す菌株であることが明らかとなった。この非病原性菌株 N7503の

持つ発病抑制効果が、さらに多くの他の病原性菌株に対しでも同様

に高い発病抑制効果を示すか否かについて検討を行った。

2 材料と方法

九州大学植物病理学教室保存のイネもみ枯細菌病菌の菌株の内、

強い病原性を示す Ku8106、 Ku8121、 目、 8001、 8017、 I、 Ku8105の計

5菌株を供試し、 N7503菌株の発病抑制効 果を検討した。浸漬処理及

び接種法は Fig. 13に記した方法で行った。

3 実験結果

Table 39に示したように非病原性菌株 N7503は供試した全ての病

原性菌株に対して強い発病抑制効果を持つ菌株である事が明らかと

なった。

-99-



Table 39. Effect of avirulent strain N7503 on the suppression of bacterial se吋1ing rot of 

rice by various virulent strains of Pseudomonas glumae 

Dipped rice seeds in 

the sus閃nsionof 

N7503 b) 

1.5% methylcellulose 

Ku8106 

O. 1 

4.6 

Virulent strains‘} 

Ku8121 8001 

O. 1 0.1 0.3 

4.2 3.8 3.6 

8017 Ku8105 

0.2 0.3 0.0 

4. 1 3.9 3.9 

a) Concentration， Ku8106: 1.9 x 107， Ku8121: 7.4 X 101i， ID: 2.1 x 107，8001: 6.1 X 10
6 

8017: 1. 6 X 107， 1: 6.;) ~ 107， Ku8105: 6.4 X 106， cfu/g of soil. 

respecti ve ly. 

a) Concentration ， N7503: 4.1 X 1010 cfu/ml. 

第 4項 カスガマイシン・キャブタン水和弗!との発病抑制効果の比

較

1. 目的

イネ幼苗腐敗症の防除に有効なイネ育苗箱施用斉IJとして報告され

ているカスガマイシン・キャブタン水和斉IJ1 2 2 )の防除効果と非病原

性菌株による防除効果とを比較した。

2 材料と方法

病原性菌株 So-lと非病原性菌株 N7503との組み合わせで、イネ品

種としてはあそみのりを用いて実験を行った。非病原性菌株による

処理法、病原性菌株の接種法は Fig. 13に示した方法に従った。カ

スガマイシン・キャブタン水和剤は、 1容器当たり 200倍希釈液(原

体換算でカスガマイシン 1.2 g T キヤブタン 1.2 mg)10 mlを、播種

後覆土前に滅菌土壌に濯注することにより処理した。
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3 実験結果

実験の結果は Table40に要約した 。 N7503でイネ種子を前処理す

る乙とにより得られる発病抑制効果は、カスガマイシン・キャブタ

ン水和斉11を土壌 1g当たり O.4 mgで施用した場合に得られる発病抑

制効果とほぼ同程度のものであった 。 しかし、カスガマイシン・キ

ャブタン水和剤で処理した区では、 N7503の前処理または 1.5 %メチ

ルセルロ ー スのみで処理した区と比べて、イネ幼苗の苗丈が低いな

ど、若干の成育抑制が見られる場合があった。非病原性菌株で前処

理したものは、防除薬剤とほぼ同程度の効果が得られ、その生育は

無処理区との聞に殆ど 差 は認められなかった。

Table 40. Comparison between biological and chemical methods in the suppression of 
bacteria] seedling rot of ricea) 

Treatment 

Seeds were treated 
with 

avirulent strain N7503 

Soil was incorporated 
with 

Kasugamyc in . captan WP 

Concentration Disease severity 

1010 cfu/ml 0.5 

0.4 mg/g of soil 0.0 

Untreated 4.2 

a) Inoculum : Pseudomonas glumae strain So-1 at the concentration of 1.9 x 107 cfu/g 
of soil. 
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第 5工頁 発病抑制効果の品種間差異

1 目的

非病原性菌株の示すイネ幼苗腐敗症の発病抑制効果がイネの品種

によって異なるか否かについて検討を行った。

2. 材料と方法

イネ品種として、あそみのり、太万風、黄玉、中国 45号、クジユ

ウ、愛知旭、農林 29号、 IR64、イナバワセの計 9品種を供試した 。

細菌は非病原性菌株として N7503、YN7810及び 805を、また病原性菌

株として So-l、Kyu82-34-2及び 2を用いた。非病原性菌株による種子

処理、病原性菌株の接種及び効果の検定は Fig. 13に示した方法で

行った。

3. 実験結果

Table 41に要約したように、実験結果から非病原性菌株による発

病抑制効果には品種間差異が存在する乙とが明らかとなった。非病

原性菌株 805と病原性菌株 Kyu82-34-2の組み合わせにおいては、太

万風、黄玉、中国 45号及びクジュウで発病抑制効果が認められたが、

他の品種(あそみのり、愛知旭、農林 29号、 IR64、イナバワセ)にお

いては全く発病は抑制されなかった。非病原性菌株 805と病原性菌

株2の組み合わせでは、愛知旭、中国 45号で発病抑制効果は認めら

れず、農林 29号において若干の発病抑制が認められ、他の 6品種(あ

そみのり、太刀風、黄玉、クジュウ、 IR64、イナパワセ)において

は高い発病抑制効果を示した。また、非病原性菌株 YN7810と病原性
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菌株 So-lの組み合わせでは、太万風、クジュウ、イナバワセにおい

ては全く発病抑制効果は得られず、他の品種(あそみのり、黄玉、

中国 45号、愛知旭、農林 29号、 1R6 4)では高い発病抑制効果が得ら

れた。非病原性菌株 N7503と病原性菌株 So-lの組み合わせでは、全

ての品種において発病を抑制することが明らかとなった。以上のこ

とから発病抑制j効果発現には非病原性菌株、病原性菌株及びイネ品

種の 3者の聞の特異的な関係が関与することが示唆された。
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Table 41-1. Suppression of bacterial seedling rot with avirulent strains of 

Pseudomonas glumaθon varlOUS rice varieties 

Rice variety 

Seed pre-treatment and inoculation 

Asominori Tachikaze Kujyu Chugoku 45 Kogyoku 

Virulent So-l 3. 7 2. 7 0.9 4.9 1.0 

straln Kyu82-34-2 3.4 4.4 1.4 0.4 4.3 

(Control) 2 4.9 5.0 4.9 4.9 4.9 

Avirulent 

straln N7503 + So-1 0.3 O. 1 0.0 O. 1 O. 1 

+ YN7810 + So-l 0.4 2.0 1.5 0.4 0.3 

Virulent 805 + Kyu82-34-2 2.5 0.6 O. 7 1.5 0.2 

straln 805 + 2 O. 1 0.3 0.2 3.6 O. 1 
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Table 41-2. Suppression of bacterial seedling rot with avirulent strains of 

Pseudomonas glumae on various rice varieties 

Seed treatment and inoculation 

Rice variety 

Inabawase Aichiasahi Nourin 29 IR 64 

3.4 2.4 1.3 2.8 

4.5 4.5 4.3 5.0 

4.6 4.1 4.5 4.8 、、，，
f

+し

'
1
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u
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b

/

l

、

So-1 

Kyu82-34-2 

2 

Avirulent 

straln N7503 + So-l 1.0 0.8 0.4 0.9 

+ YN7810 + So-l 2.3 0.6 0.2 0.3 

Virulent 805 + Kyu82-34-2 4.5 3.3 5.0 5.0 

straln 805 + 2 0.4 3.9 2.8 O. 5 

(Treatment) 

Avirulent 

straln 

(Control) 

N7503 

YN7810 

805 

0.0 

0.1 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.3 

0.0 

0.4 

0.4 

O. 0 

Concentration; So-1: 3.3 x 10-， 2: 2.3 x 107， Kyu82-34-2: 8.1 x 10ヘcfu/gof soi 1， 

respectivel. K7503: 3.8 x 1010， YN7810: 3.3 X 1010， 805: 3.9 X 1010， cfu/ml， 
N7503: 3.8 x 10i0， YN7810: 3.3 x 1010，805: 3.9 x 1010， cfu/ml， respectively. 
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第3節 非病原性イネもみ枯細菌病菌によるイネ幼苗腐敗症発病抑

告IJ機作

第 1項 非病原性菌株の病原性菌株に対する抗菌活性

1. 目的

病原性菌株に対する非病原性菌株の抗菌活性を検定し、発病抑制

効果との関連性を検討した。

2. 材料と方法

非病原性菌株 N7503、N750、805、YN7810、YN7825及び病原性菌株

Ku8111、2、So-1，Kyu82-34-2を供試した。抗菌物質の産生性及び活性

の検定には YPDA平板培地を用い、プレ ー トクロロホルム法 (Fig. 1) 

及びuv照射の 2通りの方法で行った。 uv照射は、培養後コロニ ー の

形成が認められたペトリ皿の上蓋を外し、 15 Wの殺菌ランプ(東芝

GL-15)で高さ 30 cmから 3時間行った。その後、 30 tで 24時間静置し、

指示菌である病原性菌株を重層し、 30 tで培養後コロニーの周囲に

形成される阻止帯の有無によ り抗菌物質産生性を検討した。

3 実験結果

実験の結果は Table 42、 43に要約した。 Table 42から明らかなよ

うに、供試した非病原性菌株 N7503及び N750において抗菌活性が認

められた。これらの菌株が形成した阻止帯の巾は数 mm程度の小さな

ものであった。乙れらの抗菌活性と発病抑制効果との関係を Table

43に示した。抗菌活性の認められた菌株において発病抑制効果が認
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められる組み合わせ (N7503と2.N750とSo-l)の他、抗菌活性があっ

ても発病抑制効果のない組み合わせ (N750と2)、抗菌活性がなくて

も発病抑制効果のある組み合わせ (N7503とKu8111， N7503とSo-l，

N7503とKyu82-34-2， 805とKu8111， 805と2， 805とSo-l， YN7810と

Ku8111， YN7810とSo-l， YN7825とS0 -1 )があり、非病原性菌株が病

原性菌株に対して培地上で示す抗菌活性と発病抑制!効果との聞には

直接的な関連性は認められなかった。

Table 42. Sensitivity of virulent Psθudomonas glumae strains to antibacterial 

substances produced by avirulent strains of the same bacterium 

Producer (avirulent strain) 

N7503 N750 805 YN7810 YN7825 Indicator 

(virulent 

strain) uva) Chlo. b) UV Chlo. UV Chlo. UV Chlo. UV Chlo. 

Ku8111 

2 十 + + + 

So-l 十十

Kyu82-34-2 

a) UV irradiated for 2hr. 

b) Chloroform vapor treatment for 3hr. 
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Table 43. Relationship between antibiotic productivity of avirulent' 

Pseudomonas glumae strains and their suppressive effect against 

bacterial seedling rot of rice 

Virulent strain 

Avirulent 

straln Ku8111 2 So-l Kyu82-34-2 

N7S03 Antibiotic activity + 
Disease suppression 十 + + 十

N7S0 Antibiotic activity + 十

Disease suppression 十

805 Antibiotic activity 

Disease suppression + 十 + 

YN7810 Antibiotic activity 

Disease suppression + + 

YN7825 Antibiotic activity 

Disease suppression 十
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第 2項 他種細菌による発病抑制効果

1. 目的

イネもみ枯細菌病菌以外の既知植物病原細菌及び腐生菌について

イネ幼苗腐敗症の発病抑制効果を検討した。

2. 材料と方法

九州大学植物病理学教室において保存しである植物病原細菌

Agrobacterium tumefaciens Ku7411、 Erwinia carotovora subsp. 

carotovora N7129、 Clavibactermichiganensis subsp. michiga-

nensis N6601、 Bacillus subtilis ATCC6633、 Pseudomonas syrin-

gae pv. syringae 1、及び Pseudomonas fluorescense p-15を供試

した。これらの細菌はそれぞれ PSA斜面培地上に 30 tで 48時間培養

後、 200 mlのYPD液体培地の入った坂口フラスコに移植し、 30 tで

48時間培養し、遠心 (8，000 X g、 20分)によって菌体を集め、これ

を約 1010 cfu/mlになるように滅菌水に懸濁し、前処理に用いた。

前処理及び病原性菌株の接種は Fig. 13に示した方法で行った。

3. 実験結果

結果は Table44に示した。イネ幼苗腐敗症の発病抑制効果は、非

病原性イネもみ枯細菌病菌のみによって示された。供試したその他

全ての細菌では発病抑制効果が全く認められない乙とが明らかとな

った。
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Table 44. Suppression of bacterial seedling rot of ricea> by various bacteria 

Bacteria Disease severity 

Agrobacterium tumefaciens Ku7411 

Erwinia carotovora subsp. carotovora N7129 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganθnsis N6601 

Bacillus subtilis ATCC 6633 

Pseudomonas syringaθpv. syr ingae 1 

Pseudomonas fluorescens p-15 

Pseudomonas glumae N7503 

Control (1.5% methylcellulose) 

5.0 

5.0 

5.0 

5.0 

5.0 

5.0 

0.4 

5.0 

a) Virulent strain So-l was added to the oven-dried soil at the concentration 

of 3.5 X 107 cfu/g. 
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第 3J頁 非病原性菌株培養ろ液による発病抑制効果

1. 白的

非病原性菌株の培養ろ液でイネ種子を処理した場合の発病抑制効

果について検討した。

2. 材料と方法

非病原性菌株 N7503をYPD液体培地 (200 ml)に接種し、 30 tで 4日

間振とう培養後、遠心 (8，000 X g、 20分)し、上清を孔径 O.2 川の

メンブランフィルターを通し完全に除菌することにより非病原性菌

株培養ろ液を得た。この培養ろ液に表面殺菌したイネ種子を 24時間

浸演し、これを病原性菌株 So-lが土壌 1g当たり 2.6 X 107 cfuにな

るように接種した汚染土壌に播種し、 15日自に発病度を調査した。

3. 実験結果

Table 45に示すように、培養ろ液の原液を用いた場合も、 1/100

希釈した場合も殆ど差のない発病度を示し、培養ろ液による発病抑

制効果は全く認められなかった。

Table 45. Effect of culture filtrate of avirulent strain N7503 on 

the protection of rice seedlings from bacterial seedling 
rot of rice caused by virulent strain So-la) 

Pre-treatment Disease severity 
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第 4項 死菌による発病抑制効果

1. 目的

非病原性 イネもみ枯細菌病菌によるイネ幼苗腐敗症の発病抑制I効

果が死菌によっても認められるか否かについて検討した。

2 材料と方法

供試菌株として非病原性菌株 N7503、及び病原性菌株 So-lを用い

た。 PSA斜面培地上に 30 'cで 48時間培養した非病原性菌株 N7503を約

10 10  cfu/mlになるように滅菌蒸留水に懸濁した後、次に示す 3通り

の方法によって死菌の作成を行った。① 100 'cで 10分間の熱処理

② 滅菌ペトリ皿に細菌懸濁液を 2-----3 mlずつ入れ、 15 Wの殺菌ラ

ンプ(東芝 GL-15)で 30 cmの高さから 4時間照射 ③ 細菌懸濁液

約 10 mlを 50 mlのビ ー カ ー に取り、これをクロロホルム約 200 ml 

の入った 2，000 mlのビ ー カ ー に入れアルミニウ箔で密封し、スタ ー

ラ ー で携押しながら 4時間の蒸気処理を行った。死菌による前処理

病原性菌株の接種及び検定は Fig. 13に示した方法で行った。

3 実験結果

Table 46に示したように、生菌で処理した場合は全く発病が認め

られず高い発病抑制j効果を示すのに対して、作成した 3種類の死菌

液で処理した場合は、熱処理死菌区で 4.8、uv照射処理死菌区で 4.4

クロロホルム蒸気処理死菌区で 4.9の発病度を示し、発病抑制効果

が全く認められなかった。このことから非病原性菌株による発病抑

制効果は生菌によってのみ示される事が明らかとなった。
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Table 46. Suppression of bacterial seedling rot of rice by living and killed cells 

of avirulent Pseudomonas glumae strain N7503 

Strain ri 
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1 Disease severity 

N7503b) Living bacteriac) 

Heated bacteriad) 

UV irradiated bacteriac) 

Chloroform treated bacteriaf) 

0.0 

4.8 

4.4 

4.9 

Con tro 1 1.5% methylcellulose 5.0 

a) Rice seeds Neredipped! in each suspension for 24 hr prior to sowing. 

b) Concentration: 1.4 x 109 cfu/ml 
c) Soil was incorporated with So-l (3.5 X 106 cfu/g). 

d) Heat Lreatment at 100 t for 15 min. 

e) UV irradiated with Toshiba GL 15 at the distance of 30 cm for 4 hr. 

f) Chloroform vapor treatment for 4 hr. 
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第 5項 種子処理法及び接種法の違いが発病抑制効果に及ぼす影響

l 目的

イネ種子を非病原性菌株でコ ー ティングして汚染土壌に播種した

場合に高い発病抑制効果が得られることが明らかとなった。そこで、

病原性菌株で同時接種した場合、あるいは非病原性菌株で予め土壌

を処理した場合の発病抑制効果について検討した。

2 材料と方法

高い発病抑制効果の認められる非病原性菌株 N7503と病原性菌株

So-lの組み合わせを用いて行った。非病原性菌株と病原性菌株の混

合液(濃度 N7503: 6.3 x 109 cfu/ml、 80-1: 2.3 X 107 cfu/ml) 

及び非病原性菌株、病原性菌株の単独液にメチルセルロ ー スを 1.5 

Zになるように加え、これらの液に表面殺菌したイネ種子を浸漬し、

30 tで 24時間保った。処理した種子を、 100gのくみあい培土の入

った容器に 60粒づづ播種し、 32tで湿度 100 %の接種箱に 48時間保

った後、 28t、 1日12時間照明の植物育成チャンバ - 内に置き、播

種後 15日目に発病度の検定を行った。

また、濃度 6.3 X 109 cfu/mlの非病原性菌株懸濁液及び濃度 2.7 

X 107 cfu/mlの病原性菌株懸濁液を 1容器 (100gのくみあい培土)

当り 10mlずつ混合し、この土壌に表面殺菌した種子を播種した後、

上記と同様に播種 15日目に発病度の調査を行った。

さらに、病原性菌株接種後に非病原性菌株で処理した場合の発病

抑制効果の検定を以下の方法で行った。表面殺菌を行ったイネ種子

を病原性菌株 80-1の細菌懸濁液(濃度: 2.3 X 108 cfu/ml)で種々の
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時間(10分、 24、 48、 72、 96、 120時間)浸漬接種後、 100 gのくみあ

い培土の入った容器に 60粒ずつ播種し、非病原性菌株 N7503の細菌

懸濁液(濃度:約 109ー 10 cfu/ml)を10 mlずつ濯注し、 32 tで湿度

100 %に保った接種箱に 48時間入れ、その後 28 tで 1日12時間照明の

植物育成チャンバ-内に置き、育苗した。発病度の検定は播種後 15

日目に行った。

3 実験結果

実験の結果は Table 47及び 48に要約した。 Table 47に示したよう

に、病原性菌株を単独でイネ種子にコーティングした区では全ての

個体が完全に腐敗・枯死したのに対し、非病原性菌株と病原性菌株

の混合液でイネ種子をコーティングした場合、発病度 1. 3を示し、

高い発病抑制効果が認められた。また、濃度 2.3 X 106 cfu/gの病

原性菌株で汚染した土壌に播種した場合には 3.6の発病度を示した

のに対して、乙の土壌に非病原性菌株が 6.3 X 108 cfu/gの濃度で

存在した場合には発病度が O.3と顕著な抑制効果を示した。

また、 Table 48から明らかなように、先に病原性菌株 So-lをイネ

種子に浸漬接種し、非病原性菌株 N7503が土壌 1g当たり約 109 cfu 

の菌量で存在している土壌に播種した場合にも発病は顕著に抑制さ

れた。さらに、イネ種子を病原性菌株の細菌懸濁液に 120時間浸漬

接種した場合でも非病原性菌株を添加した土壌に播種すれば発病が

抑制される乙とが明らかとなった。
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Table 47. Suppression of the bacterial seedling rot of rice by avirulent Psθudomonas glumae 

strain N7503 with various methods of application 

Concentration 

Treatment 

N7503(avirulent) So-l(virulent) 

Seed dippingbl 2.3XI07 cfu/ml 

6.3X109 cfu/ml 

6.3X109 cfu/ml 2.3X107 cfu/ml 

Soil application 2.3X10G cfu/g of soil 

6.3XI08 cfu/g of soil 

6.3X108 cfu/g of soil 2.3X10fi cfu/g of soil 

Seed dipping + 6.3X109 cfu/ml 2.3XIOG cfu/g of soil 

soil applicationcl 

a) Based on a scale from 0 (no visible symptom) to 5 (entire withering) 

Figures are the average of 120 plants， 15 days after sowing. 

Disease severityal 

5.0 

O. 7 

1.3 

3.6 

0.6 

0.3 

0.8 

b) Dipped in a suspension of ~glumae containing 1.5 % methylcellulose for 24 hr 

before sowing. 

c) Dipped in a suspenion of avirulent strain N7503 for 24 hr followed by sowing in the 

soil infested with avirulent strain So-l. 
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Table 48. Suppression of bacterial seedling rot of rice by avirulent strain 

expressed on the seedlings pre-inoculated with virulent strain 

Dipped Disease severity 

the seeds klirulent 

ln strainbl Time of pre-inoculation (dipping) 

virulent added to 

strainal soi 1 10 min 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr 

So-l None 5.0 4.3 3.8 5.0 4.7 5.0 

So-l N7503 0.4 0.5 0.1 0.2 0.5 0.3 

None N7503 0.3 0.5 0.5 0.4 0.5 0.2 

a) Rice seeds were dipped in bacterial suspension of So-l at 2.3 x 108 

cfu/ml for various period. 

Soil was incorporated with N7503 (conc. ca.; 10min: 6.0 X 109， 

24 hr: 3.7 X 109， 48 hr: 4.2 x 109， 72 hr: 3.1 X 109， 96 hr: 3.3 X 109， 

120 hr: 3.8 X 109 cfu/g of oven-dried soil， respectively). 
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第 6項 イネ発芽液中及び滅菌水中における競合

1. 目的

非病原性菌株によるイネ幼苗腐敗症の発病抑制j効果の機作を明ら

かにする目的で、イネ発芽液中及び栄養分の極端に限られている滅

菌水中における非病原性菌株と病原性菌株との競合関係について検

討を行った。

2 材料と方法

非病原性菌株として N7503、病原性菌株としてストレプトマイシ

ン耐性の So-l-SRを用いた。イネ発芽液は次のようにして調整した。

即ち、 3 %次亜塩素酸ナトリウム(アンチホルミン)で 90分間表面殺

菌した種子を滅菌水で充分に洗浄後、滅菌水 50mlの入った 100 ml 

の三 角フラスコに 10粒ずつ入れ、 30 tで 1日12時間照明の植物育成

チャンバ - 内に 7日間置き、その後滅菌ピンセットでイネ植物体を

除去、メンブランフィルタ-(孔径 O.2 戸m)を通すことにより完全

に除菌した液をイネ発芽液とした。この発芽液を 100mlの三角フラ

スコに 28mlずつ入れ、これに供試菌を所定の濃度 (N7503: 1 X 10 

cfu/ml、 So-l-SR: 3 X 10cfu/ml)になるように接種した後、 30 tで

静置培養し、経時的に YPDA及びストレフトマイシン 500ppm含有

YPDA培地を使用する希釈平板法により細菌の定量を行った。イネ発

芽液の代わりに滅菌蒸留水を用いたものを対照とした。

3 実験結果

実験の結果は Fig. 17、 18に要約した。病原性菌株 So-l-SRをイネ
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発芽液中に 3x 10 cfu/mlになるように単独接種して培養した場合

その菌数は培養 2日目に 1 X 107 cfu/mlに達し、その後若干の減少

が見られたが、培養 15日目まで約 106 cfu/mlのほぼ一定の菌量で生

存した。非病原性菌株 N7503と混合培養した場合、病原性菌株 So-l-

SRの増殖は著しく抑制され、培養 2日目に単独培養の菌数に比べて

約1/100、培養 5日目には約 1/10となり、その後 15日目まで約 1/10の

濃度で推移した。非病原性菌株 N7503の増殖は病原性菌株 So-l-SRと

の混合培養によっても減少せず、単独培養の場合とほぼ同様 の増殖

パタ ー ンを示した。また、 Fig. 18に示したように、滅菌蒸留水中

においてもイネ発芽液中の増殖パタ ー ンと同様の傾向が認められた。

すなわち、混合培養において病原性菌株 So-l-SRの増殖は抑制され、

培養 2日目から 15日目まで単独培養の場合と比べて約 1/10の菌量で

推移した。
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第 7項 イネもみ 上 における競合

1 目的

非病原性菌株でイネ種子を処理することにより病原性菌株による

イネ幼苗腐敗症の感染及び発病が抑えられる。この場合、イネもみ

における病原性菌株及び非病原性菌株の消長を知る目的で.以下の実

験を行った。

2. 材料と方法

菌株は発病抑制j効果の認められる組み合わせとして非病原性菌株

N7503と病原性菌株 2-SR及び効果の認められない組み合わせとして

非病原性菌株 YN7810と病原性菌株 2-SRを供試した。イネ品種あそみ

のりの種子からタト穎と内穎を取り除き、 3%次亜塩素酸ナトリウム

(アンチホルミン)で 90分間表面殺菌し、滅菌蒸留水で充分に洗浄し

た。この種子を o. 5 %の素寒天 20 rnlの入った 100 rnlの三角フラスコ

に 10粒ずつ播種し、非病原性菌株(濃度:約 1010 cfu/ml)及び病原

性菌株(濃度:約 108 cfu/rnl)の混合液を 2rnl及び各細菌液を 2倍に

希釈した単独液を 2mlずつ接種した。その後 25 'cで 34.OOO~ 40， 000 

lux照明の条件下で育苗し、 2日間隔で各菌の定量を YPDA平板培地及

びストレプトマイシン 100 pprn含有 YPDA平板培地を用いて行った。

3. 実験結果

Fig. 19に示したように、病原性菌 2-SRを単独で接種した区にお

いては、時間の経過とともに増殖し、接種後 10日目には 1種子当た

り約 107 cfuの菌量に達した。しかし、発病抑制効果を示す非病原

-122-



瓜
川
『
，

n
u
 

A a  -一.YN7810 in mixed culture ムム:N7503 in mixed cu1ture 

口一一一一口 YN7sl0in single culture 口一一--1[J: N7503 in si 川 lecu1 tur 

2-SR in mixed culture 

。一一一一() 2-SR in sing1e culture 

10 

seeds. 

10
8 

民
U

に
J

n

u

n

U

 

(
℃

ωω
的
¥
コ
』

υ
)
C
O
Z巾
Fコ
a
o
a
F
2
L
ω
一芯市町山

a・・， .. 邑.. .. 吋

4
dハUl
 

• • : 2-SR ;n m;xcd cu1 ture 

。一一一一0:2-SR ;n sin<Jlc cu1ture 

8 6 4 2 。円

U8 も4 2 。
Days after inoculation 

of Pseudomona ? 9叫盟主 on/inrice 

守，，n
U
 
1
 

べ
〈
d
n
u
 
l
 

viru1ent strains 

Days after ;nocu1ation 

between avirulent and 

10
8 

『，

f
n
u
 
l
 

てコ
Q) 
ω 
V'I 
、、、
コ
4-
u 

;100 。
ゐJ

司

コ
0.. 
O 
0.. 

市、
'i: 1 O~ 
Q) ...... 
υ 
司

CI) 

competi ti 0_11 Growti1 19. Fig. 

ト4
トJ
いJ



性菌株 N7503との混合培養においては、病原性菌株 2-SRは接種後 10

日目においても 1種子当たり 1x 10 ~ cfu/mlの値にとどまり、接種

時の菌量とほぼ同じ値であった。また、発病抑制効果を示さない非

病原性菌株 YN7810との混合培養では、病原性菌株 2-SRは単独培養の

場合と同様に増殖していき、接種後 10日自には 1種子当たり 1x 107 

cfuの菌量に達した。両非病原性菌株は単独、混合の両培養におい

て 10日目まで 1種子当たり約 107 cfuの菌量で一定していた。このよ

うに、発病抑制効果の認められる菌株の組み合わせでは病原性菌株

の増殖が非病原性菌株との混合培養によって抑えられる傾向が認め

られた。
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第 8項 病原性菌株の産性する毒素と発病抑制効果との関係

1. 目的

イネもみ枯細菌病菌は培地中で毒素を産生することが報告されて

いる 1:l fi) 。し かし、 PS液体培地中では病原性の有無にかかわらず毒

性物質を産生することが明らかとなった。一方、非病原性菌株は土

壌中ではイネに対する生育抑制を示さないことから、このイネ及び

土 壌が関与した条件下で病原性菌株が産生する毒素を非病原性菌株

が中和あるいは解毒することにより発病が抑制される可能性も十分

に考えられる。乙のことを明らかにする目的で以下の実験を行った

2. 実験方法

非病原性菌株による毒素の解毒は次の方法により検討した。すな

わち、くみあい培土 500 gに対して蒸留水 1，000 mlを加え、時々撹

伴しながら 24時間静置し、吸引 i慮過によりくみあい培土の水抽出液

を得た。乙れを 100 mlの 三 角プラスコに 18 mlずつ分注し加圧滅菌

した。これに 3%次亜塩素酸ナトリウム(アンチホルミン)で表面殺

菌した無菌のイネ種子を 20粒ずつ加え、病原性菌株 2(菌濃度:約

109 cfu/ml)の細菌懸濁液を 2mlずつ接種し、 25 'cで 34，000"-'

40，000 lux照明下で 10日間育苗した。その後イネ種子を取り除き、

10，000 X g、 20分間の遠心を行い、得られた上清を O.2 戸mのメンブ

ランフィルターで処理し、完全に除菌した病原性菌株 2の培養ろ液

を得た。この培養ろ液を 2 mlずつ滅菌試験管に入れ、これに YPDA斜

面倍地で 30 'c、 48時間培養した非病原性菌株 N7503を約 109 cfu/ml 

になるように接種し、 25 'cで培養した。培養 10日目に、 10，000 X g 
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20分間の遠心により培養ろ 液からの菌体を除き、 0.2 戸mのメンブ ラ

ンフィルタ ー を通すことにより完全に除菌し、得られたろ液を 2m 1 

ずつ滅菌試験管に分注、これに表面殺菌したイネ種子を 2粒ずつ入

れ、 25 t、34.000'"'-'40.000 luxの条件下で育苗し、 10日自に幼苗長

及び根長を測定し、解毒の有無を調べた。

3 実験結果

結果は Table 49に示した。 Table 49から明らかなように病原性菌

株 2の培養ろ液では幼苗長 6.8mm、根長 1.0 m mと強い生育阻害が認め

られたのに対して、これに非病原性菌株 N7503を接種し 10日間培養

したろ液では幼苗長 91.6 mm 、根長 83.0 mmと、対照区とほぼ同様の

生育を示し、毒素の活性が著しく低下している事が明かとなった。

Table 49. Detoxification of crude toxins produced by virulent Pseudomonas 
glumae strain 2 by avirulent strain N7503 

Solution Length of 
leaf (mm) 

89.0C) 
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+しσむ
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e
o
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r

Water control 33.3 

Culture filtrate of P.glumae strain 2 
(Crude toxin solution)al 6.8 1.0 

The above additionally cultured 
with avirulent strain N7503bl 

91. 6 83.0 

a) Virulent strain 2 was cultured in soil extract medium with rice 
seedlings at 25 t for 10 days under light condition of 34 ， 000~40， 000 lux. 
b) Avirulent strain N7503 was cultured at 25 t for 10 days in the above 
described culture filtrate. 
c) Means of 10 seedlings， Two rice seeds were sown in test tube containing 
2 ml of each solution. The length of the above-ground parts and the 
roots was measured 14th day of incubation at 25 t under 
34，000'"'-'40，000 lux after sawing. 
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第 4節 非病原性イネもみ枯細菌病菌の穏に対する発病抑制効果

1 目的

イネもみ枯細菌病菌はイネ幼苗の他、穏に対しでも病原性を示す

ことが知られている。非病原性菌株がもみ枯症状に対しでも発病抑

制効果を示すか否かについて検討を行った。

2. 材料と方法

イネ品種あそみのりを供試した。 4月 6日に播種し 5月 2日にワグネ

ルポットに 5株ずつ移植して生育させ、 7月 26日の開花期に非病原性

菌株による発病抑制効果の検討を行った。供試細菌は非病原性菌株

として YN7810、 YN7825を、病原性菌株として So-l、 Ku8111を用いた。

これら菌株を YPD液体培地に 30 'cで 48時間培養後、遠心 (3，600 X g、

20分)により菌体を集め、これを滅菌水に懸濁し、病原性菌株 の懸

濁液(~農度， So - l: 2.5 x 108、 Ku8111: 1.7 X 108 cfu/ml)及び非

病原性菌株の懸濁液(濃度， YN7810: 2.4 X 1010、 YN7825: 2.5 X 

1010 cfu/ml)を作成し、病原性菌株と非病原性菌株との混合液(1 : 

1 )を作成し、また、単独の場合は 2倍希釈液とし、乙れを lポット山

たりそれぞれ 50 mlずつ噴霧接種した。接種後 3日間保湿のためビニ

ー ル袋で被覆した。 20日目に穂の発病の有無を調査し、権病株率、

擢病穂率及び 1穂平均権病度を算出した。

3 実験結果

験の結果は Table 50に要約した。 Table 50から明らかなように、

病原性商株 So-lを単独で接種した場合、権病株率 90.0 %，擢病度
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20の発病を示したのに対し、非病原性菌株 YN7810、YN7825との混合

液を接種した場合には、擢病度でそれぞれ 7及び 5と明らかな発病抑

制効果が認められた。また病原性菌株 Ku8111の単独接種では、羅病

度が 38であったのに対し、非病原性菌株 YN7810との混合液の接種で

は 16と発病抑制効果が認められた。しかし、非病原性菌株 YN7825の

場合には発病度 30を示し、発病抑制効果は顕著ではなく、病原性菌

株と非病原性菌株との組み合わせにより発病抑制効果に違いがみら

れた。

Table 50. Protection of rice grains by avirulent strain from infection of 
bacterial grain rot caused by virulent strain of Psθudomonas g 1 umae 

Percentage of Percentage of Disease severity 
Avirulent Virulent diseased stock diseased panicle of average per 
straln straln (見) (見) one panicle 

YN7825 O. 0 O. 0 。
YN7810 0.0 0.0 。

So-1 90.0 39.0 20 
YN7825 So-1 60.0 24.4 7 
YN7810 So-1 70.0 17.8 5 

Ku8111 90.0 58.5 38 
YN7825 Ku8111 90.0 51. 8 30 
YN7810 Ku8111 70.0 40.0 16 

4a + 3b + 2c + 1d 

Disease severity = 4 X Number of total panicle used x100 

a Percentage of diseased grain per one panicle 86-100 % 
b 00. 60-85 % 
C Do. 31-59 % 
d Do. 1-30 % 
e 00. 0 % 

-128-



第 5節考察

イネもみ枯細菌病菌は in vitroにおいて継代培養保存中にイネに

対する病原性の低下または喪失が認められる。当研究室保存菌株の

中にも イネの幼苗及び穂に対して全く病徴を示さず完全に病原性を

喪失したと思 われる菌株が多数存在する。上運天らはイネもみ枯細

菌病菌 のプラスミドを検出し、そのプラスミドパタ ー ンと病原性と

の関連性について検討した結果、両者聞に関連性は認められず、病

原 性発現に対してプラスミドは直接的には関与していないと報告し

ている 73)。

著者らはイネもみ枯細菌病菌の病理学的性質として、本菌はイネ

に対する病原性の他に各種野菜組織を腐敗させる能力を有すること

を発見した 18 3 )。特に ジャガイモ塊茎腐敗能とイネに対する病原性

との間に高い相関が存在することを認めた。

イネもみ枯細菌病菌が各種野菜組織に対して腐敗能を有する細菌

であることが明らかとなったため、生物的防除として利用する細菌

はイネ及び各種野菜組織に対して病原性及び腐敗能を全く持たない

菌株であることが必要であると考えられた。この目的に劃うものと

して N7504、N7503、YN7810、YN7805、YN7825、N750、752及び 805の計 8菌

株の非病原性菌株を選抜することができた。

非病原性菌株を利用した生物的防除の成功例は数多く報告されて

おり、最も有名な成功例のーっとして Agrobactθrium radiobactθr 

K84による根頭癌腫病の生物的防除が挙げられる 7 1・8 O. 1 20) 。 非病

原性菌 株の中には病原性菌株に対して括抗的に作用する菌株の存 在

も知られており、一般的にはバクテリオシンの産生性に基づくもの
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が多い 2;， .ぉ 1)。 また植物体表面あるいは組織中などで病原性菌株と

同様に増殖・定着可能な非病原性菌株は、特に感染部位等において

括抗がおこることも十分に考えられる 1G H )。 著者らはこのような考

えに基づいて、イネもみ枯細菌病菌の非病原性菌株を利用し、病原

性菌株による感染あるいは発病を抑制することを試みた。

非病原性菌株でコーティングしたイネ種子を病原性菌による汚染

土 壌に播種した場合、発病はほとんど認められず、乙の方法による

イネ幼苗腐敗症の生物的防除の可能性が示唆された。しかしながら、

この非病原性菌株による発病抑制効果は、用いる非病原性菌株と病

原性菌株との組み合わせによって異なり、全く発病抑制効果の認め

られない組み合わせから高い発病抑制効果の認められる組み合わせ

まで存在することが明らかとなり、病原性菌株と非病原性菌株との

聞に特異性があることが認められた。しかし、非病原性菌株 N7503

は供試した全ての病原性菌株による発病を抑制し、本病の生物的

防除材として最も有望な菌株と思われた。

非病原性菌株による発病抑制効果は、イネもみの前処理に用いる

非病原性菌株の濃度に依存することが明らかとなった 。 即ち、濃度

約 1010 cfu/mlの非病原性菌株の細菌懸濁液でイネ種子を処理した

場合には、病原性菌株の接種濃度に関係なく高い発病抑制効果が認

められた。乙の発病抑制j効果はカスガマイシン・キャブタン水和剤

(土壌 1g当たり O.4 mg)で処理した場合と同程度で、幼苗箱施用斉fj

としての本菌の利用の可能性が示唆された。

非病原性菌株による発病抑制効果の機作を知る目的で、まず非病

原性菌株の病原性菌株に対する抗菌活性について調べた結果、供試

した非病原性菌株中の数菌株は病原性菌株に対して抗菌活性を示し
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半径 1"-'2 mm 程度の阻止帯を形成し、この抗菌活性はバクテリオ

シン様物質によるものと考えられた。しかし、乙の非病原性菌株が

病原性菌株に対して示す抗菌活性と発病抑制効果との聞には直接的

な関連性は認められなかった。また、非病原性菌株の培養ろ液で処

理した場合にも発病抑制j効果は全く示されなかった。さらに、非病

原性菌株による発病抑制効果は死菌では全く認められず、生菌が示

す活性であることが明らかとなった。そして乙の効果は非病原性イ

ネもみ枯細菌病菌以外の供試した植物病原細菌や腐生細菌では全く

認められず、特異性の高い生理活性である乙とが明らかとなった。

非病原性菌株による発病抑制効果は病原性菌株との同時接種によ

っても示され、また、非病原性菌株を滅菌土壌に添加した場合に も

認められた。さらに、乙の効果は病原性菌株を接種後に非病原性 困

株で処理した場合、 1111ち、病原性菌株の細菌懸濁液に 120時間浸演

後種後、非病原性菌株で処理した滅菌土壊に播種した場合にも認 め

られた。このことは、感染部位における競合は発病抑制効果の機作

にとって重要な要因ではない乙とを示唆するものである。

イネ発芽液、滅菌蒸留水中における非病原性菌株と病原性菌株の

競合関係を知る目的で両菌の定量を経時的に行った結果、いずれの

条件下でも、混合培養液中では病原性菌株の増殖が単独培養の場合

と比較して 1/10"-'1/100に抑えられる傾向が認められた。乙の混合

培養液中における病原性菌株の増殖の抑制の原因は明らかでないが

この傾向はイネ種子においても認められた。すなわち、非病原性菌

株で処理したイネ種子における病原性菌株の増殖は無処理のイネ種

子における増殖と比較すると、 1/10"-'1/100に抑えられており、こ

れが発病抑制効果と密接に関わっている可能性が推察された。
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非病原性菌株による発病抑制効果は病原性菌株との組み合わせに

より異なる乙とから、その抑制効果の機作には複雑な要因が関与す

るものと考えられる。イネもみ枯細菌病菌は比較的新しく発見され

た病原菌 50， D:l・ 16 7 )であるため、まだレ ー スの存在の有無は明らか

にされていない 5 1， 6 -1 ， 7 2) 。非病原性菌株による発病抑制j効果に品

種間差異が存在するか否かについて検討した結果、イネ品種間に明

かな差異が認められた。この原因については明かではないが、おそ

らく非病原性菌株、病原性菌株及びイネ品種の 3者間の複雑な親和

性に基づく現象と考えられる。

佐藤らはイネもみ枯細菌病菌が数種の毒素を産生することを報告

している 13 6 )。しかし、これら毒素と病原性との関係は明らかにさ

れていない。そ乙でイネ種子及び土壌が関与した条件下で病原性菌

株の産生する毒素を非病原性菌株が中和、解毒する乙とにより発病

が抑制される可能性を想定し、毒素を含む病原性菌株の培養ろ液で

非病原性菌株を培養したところ毒素の活性が著しく低下した。この

ことから、病原性菌株の産生する毒素は非病原性菌株によって解毒

されることが示唆された。

以上の点から非病原性菌株によるイネ幼苗腐敗症の発病抑制効果

の機作は、イネ種子圏における非病原性菌株の競合により病原性菌

株の増殖が抑制され、毒素の産生量が低下すると共に、産生された

毒素を非病原性菌株が解毒することにより発病が抑制されるものと

推察した。しかし、発病抑制効果には非病原性菌株と病原性菌株と

の組み合わせによる菌株間差異、あるいはイネにおける品種間差異

があり、上記の機作によって全ての場合を説明できるか否かについ

ては今後更に検討する必要がある。
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非病原性菌株による穂に対する発病抑制効果と幼苗に対する抑制

効果との聞には相関が認められた。すなわち、幼苗に対して発病を

抑制する菌株の組み合わせは穂に対しでも発病を抑制し、幼苗に対

して発病抑制効果の認められない組み合わせでは穏に対しても発病

を抑制しなかった。乙の乙とから非病原性菌株による穏に対する発

病抑制効果の機作は幼苗に対する発病抑制j効果の機作と類似したも

のである乙とが推察された。

非病原性菌株 N7503は供試した全ての病原性菌株に対して高い発

病抑制効果を示し、また、この発病抑制効果はイネ品種による影響

も受けない乙とから、本菌のイネもみ枯細菌による幼苗腐敗症の生

物的防除材としての利用の可能性が示唆された。
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第 4章 総合考察

イネもみ枯細菌病菌は寒天培地上において各種重要植物病原細菌

に対して幅広 い抗菌スペクトラムを示すことが明らかとなった 。 イ

ネもみ枯細菌病菌 の示す抗菌活性は、トマト青枯病菌に対して特に

強く、供試した全ての菌株がその抗菌活性を示した。措抗微生物を

利用した生物的防除に関する研究は、抗菌性あるいは抗菌物質産生

性を発病抑制効果に結びつけている例が多い 2 ~・-1 9・66・7 1 ， 8 2・88・

1 6 6， 1 !J 1 )こ とから、もし、イネもみ枯細菌病菌がトマト根圏に定着

し抗菌 物質を産生するならば、トマト青枯病菌はトマト根に接近で

きず 根部感染の機会が低下し、青枯病の発病が抑制されるものと考

られた

バクテリゼーシヨンの手法 11 )により、トマト幼苗の根部をイネ

もみ枯細菌病菌で処理すると、その後トマト青枯病菌を接種しでも

20'"'-' 30日の期間、発病が抑制された。乙の発病抑制j効果と抗菌物質

産生性と の関係について検討した結果、下記の点からイネもみ枯細

菌病菌の産生する抗菌物質は発病抑制効果には関与していないもの

と推察した。すなわち、① イネもみ枯細菌病菌の抗菌物質産生性

は不安定であり、寒天中に含まれる微量成分などのような特殊な条

件が必要である。② 滅菌土壌中あるいはトマト根圏においてイネ

もみ枯細菌病菌はトマト青枯病菌の増殖を抑制しなかった。③ 培

地上で抗菌活性を示さない変異菌株によっても発病が顕著に抑制さ

れた。④ 死菌で処理した場合にも発病が抑制された。⑤ 菌体外

多糖 (EPS)で 処理した場合に高い発病抑制効果が得られた。この EPS

水溶液はトマト青枯病菌に対して抗菌活性は示さなかった。従って
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イネもみ枯細菌病菌によって示されたトマト青枯病の発病抑制!効果

には、抗菌 物質産生性以外の要因が深く関与しているものと思われ

る。死菌及び EPSによっても発病が抑制される乙とから、物理的閉

塞、誘導抵抗性 あるいはそれらの両方の機作が関与しているものと

考えられる。 Kempeらは、各種腐生菌及び植物病原菌を用いて、ジ

ャガ イ モ青枯病 の発病抑制効果について検討した結果、発病抑制j効

果と抗菌活性との間には何ら関連性のない事を認め、これら細菌で

処理することにより植物体に抵抗性が誘導された結果、発病が抑制

されるものと推察している 79 )。 本実験において、イネもみ枯細菌

病菌以外の細菌によってもトマト青枯病の発病が抑制されたことは

この発病抑制機作はむしろ非特異的な性格の強いものと思われる。

一方、土 壌，病害の生物的防除の成功例としては、非病原性菌株を

用いて病原性菌株の感染、発病を抑制したものが多い 25，26，71，80，

引， 121，159，169) 。イネもみ枯細菌病菌では病原性を喪失した非病

原性菌株を保存菌の中から容易に分離することができる。乙れらの

非病原性菌株を用いてイネ種子を前処理した場合、その後接種した

病原性菌株による発病を顕著に抑制した。乙の発病抑制効果の機構

をトマト青枯病の発病抑制効果の場合と比較した結果、以下の点で

異なっていた。すなわち、① 供試する病原性菌株と非病原性菌株

との組み合わせの違いにより発病抑制効果に差異が認められた。ま

た、供試するイネ品種によっても効果が異なった。② 各種条件下

において、非病原性菌株は病原性菌株に対して括抗し、その増殖を

抑制した。③ 発病抑制j効果は生菌でのみ認められ、死菌及び培養

ろ液では認められなかった。④ イネもみ枯細菌病菌以外の他属他

種細菌で処理しても発病抑制j効果は示されなかった。⑤ 非病原性

-135-



菌株による処理と病原性菌株接種の順序を逆にした場合でも発病抑

制効果は認められた。

以上述べたように、同 一 括抗菌(イネもみ枯細菌病菌)でトマトあ

るいはイネ種子を処理することにより、トマト青枯病及びイネ幼苗

腐敗症の発病が抑制された。しかし、それら発病抑制の機構は全く

異質のものであることが示された。有江らは、イネもみ枯細菌病菌

に近縁の細菌である P.gladioliを用いてニラ、ネギと混植した場合

に、各種作物の病害が抑制されることを示し、乙の機構には本菌の

産生する抗菌物質が関与しているものと推察している 2)。しかし、

本実験において、発病抑制の機構は同一括抗菌を用いても対象とな

る植物あるいは病原菌の組み合わせにより異なることが明らかとな

った。すなわち、 P.gladioliの場合に示される発病抑制効果の機構

も宿主植物の違いによって異なる可能性があると思われる。

非病原性イネもみ枯細菌病菌によってトマト青枯病、イネ幼苗腐

敗症及びイネもみ枯細菌病の発病が抑制されることが明らかとなり、

中でも特に非病原性イネもみ枯細菌病菌株 N7503が示すイネ幼苗腐

敗症の発病抑制効果は高く、実用化が期待される。
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摘要

l イネもみ枯細病菌の示す抗菌活性と抗菌物質産生性

(1) イネもみ枯細菌病菌の各種重要植物病原細菌に対する抗菌活性

をYPDA平板培地を用いてプレートクロロホルム法によって検討した

結果、全ての菌株がいずれかの指示菌に対して抗菌活性を示し、阻

止帯を形成した。阻止帯の大きさ及び形状は産性菌と指示菌の組み

合わせにより異なっていた。乙の結果からイネもみ枯細菌病菌は培

地上において複数の種類の抗菌物質を産生する乙とが示唆された。

(2) トマト青枯病菌に対するイネもみ枯細菌病菌の抗菌活性を各種

培地上において検討した結果、活性の有無・強弱は供試する培地の

種類によって著しく変化した。 TTC培地上においては供試した全て

のイネもみ枯細菌病菌株がトマト青枯病菌に対して抗菌活性を示し

た。 トマト青枯病菌の菌株間には乙の抗菌活性に対する感受性に差

異はなく、強い抗菌活性を示すイネもみ枯細菌病菌の菌株は全ての

トマト青枯病菌の菌株に対して同様に強い活性を示した。

(3) イネもみ枯細菌病菌の抗菌物質産生性には、寒天の存在が必要

で、寒天を含まない各種液体培地中ではその産生が認められなかっ

た。しかし、寒天粉末水抽出液を用いて作製した液体培地中におい

ては抗菌物質の産生が認められ、イネもみ枯細菌病菌の抗菌物質産

生性に は寒天中に含まれる水溶性の微量成分が重要な要因であるこ

とが推察された。また、イネもみ枯細菌病菌の産生する抗菌物質は

『，iqJ 
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培地中に Fe:l←を添加しでもその産生性に変 化は認められないことか

ら、阻止帯の形成はシデロフォア ー の産生によるものではないこと

が明らかとなった。

2. イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の発病抑制効果とその

機作

(1) イネもみ枯細菌病菌が示すトマト青枯病発病抑制効果は、浸漬

処理時間及び菌濃度の影響を受けた。即ち、イネもみ枯細菌病菌の

懸濁液に長時間(12時間以上)浸漬した場合により顕著な発病抑制効

果が得られ、また、その菌濃度がトマト青枯病菌の菌濃度よりも相

対的に高い場合にのみ発病が抑制された 。 この発病抑制効果には若

干の菌株間差異が認められた。また、発病抑制効果は土壌の種類を

変えても影響を受けないことが明らかとなった。

(2) 液体培地、滅菌蒸留水、滅菌土壌及び根組織中におけるイネも

み枯細菌病菌とトマト 青 枯病菌との競合関係について検討した結果、

トマト 青 枯病菌は単独培養の場合とほぼ同様に増殖し、乙れらの条

件下ではイネもみ枯細菌病菌がトマト青枯病菌に措抗的に作用して

いるとは考えられなかった。

(3) ニト ロソグア ニ ジン (NTG)処理により抗菌物質非産生株を作出

し、乙の抗菌物質非産生株のトマト青枯病発病抑制効果について検

討した結果 、抗菌物質産生性の野性株と同様に発病を抑制した。さ
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らに、抗菌物質産生株の死菌で処理した場合にも発病を抑制した

乙れらの結果から、イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病発病抑

制の機作の内に占める抗菌物質の関与は低いものと考えられた 。

(4) イネもみ枯細菌病菌の懸濁液で処理した根組織中からトマト青

枯病菌の増殖を抑制する物質を検出することはできなかった。 一 方、

パラフィン、メチルセルロースでトマト幼苗の根部を処理しても全

く発病抑制効果は認められなかった。またイネもみ枯細菌病菌の懸

濁液で処理する前及び後にトマトの根を切断した場合、共に高い発

病抑制効果を示した。

(5) イネもみ枯細菌病菌菌体のリポ多糖 (LPS)及び菌体外多糖 (EPS)

のうち、特に EPSでトマト幼苗の根部を処理した場合に高い発病抑

制効果が得られ、イネもみ枯細菌病菌によるトマト青枯病の発病抑

制効果の機作には EPSが重要な役割を演じていることが示された。

(6) イネもみ枯細菌病菌以外の植物病原細菌及び腐生性細菌で処理

した場合にも、効果に違いはあるものの全ての菌株で発病抑制効果

が得られた。このことは、イネもみ枯細菌病菌によって示される発

病抑制効果は非特異的な性格の強い現象であると考えられた。
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非病原性イネもみ枯細菌病菌によるイネ幼苗腐敗症及びイネも

み枯病の発病抑制とその機作

(1) イネもみ枯細菌病菌はイネに対して病原性を示す他に、各種野

菜組織に対する腐敗能を有する細菌であることを発見した。特にジ

ャガイモ腐敗能とイネに対する病原性との聞に高い相関が認められ

た。各種野菜組織に対する腐敗能を持たず、かっ、イネに対して病

原性を示さない 8菌株を選抜することができ、こ れらを非病原 性菌

株と判断した。

(2) 予めイネ種子を非病原性菌株 の懸濁液に浸潰することにより、

病原性イネもみ枯細菌病菌の汚染土壌に播種しでも、イネ幼苗腐敗

症の発病を顕著に抑制することを発見した。しかし、乙の効果は供

試する非病原性菌株と病原性菌株との組み合わせによって著しく異

なり、菌株間の特異性が認められた。また、非病原性菌株によるイ

ネ幼苗腐敗症の発病抑制効果は処理に用いる非病原性菌株の菌濃度

の影響を強く受け、約 1010 cfu/mlの細菌懸濁液で処理した場合に

顕著に発病を抑制し、この場合、病原性菌株の菌濃度の影響は受け

ないことが明らかとなった。

(3) 非病原性菌株 N7503は、供試した全ての病原性菌株に対して高

い発病抑制効果を示し、その効果はカスガマイシン・キャブタン水

和斉IJ とほぼ同程度のものであった。
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(4) 非病原性菌株が示す発病抑制効果は、供試するイネ品種の影響

を受け 、 発病抑制効果の認められる菌株の組み合わせでも品種を変

えると効果の認められなくなる場合があり、発病抑制効果に品種間

差異 が存在する事が 示 唆された 。 しかし、非病原性菌株 N7503の 示

す発病抑制効果は全ての品種において認められた。

(5) 非病原性菌株の病原性菌株に対する抗菌活性と発病抑制効果と

の聞には、直接的な関係は認められず、抗菌活性を示す菌株の組み

合わせが必ずしも発病抑制効果を示さず、抗菌活性を示さない菌株

の組み合わせでも発病抑制効果を示すものが存在した。

(6) 発病抑制効果は非病原性菌株の生菌においてのみ認められ、培

養ろ液及び死菌では全く認められず、また非病原性イネもみ枯細菌

病菌以外の細菌では全く認められなかった。

(7) 非病原性菌株によるイネ幼苗腐敗症の発病抑制効果は、病原性

菌株との同時接種の場合、非病原性菌株を土壌に混入した場合、ま

た病原性菌株を前接種した場合にも認められた。更に、この効果は

イネ種 子 を5日間病原性菌株懸濁液に浸漬後、非病原性菌株を含む

土壌に播種した場合にも認められた。

(8) 病原性菌株と非病原性菌株との競合関係を各種条件下で検討し

た結果、イネ発芽液中及び滅菌蒸留水中における混合培養では病原

性菌株の増殖が単独培養の場合と比較して約 1/10に低下した 。 さら

に、非病原性菌株で処理したイネ種子組織中では、病原性菌株の増
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殖が無処理のイネ種子組織中での増殖と比較して約 1/10"'-'1/100に

低下する乙とが明らかとなった。

(9) 病原性菌株が産生する毒素を含む培養ろ液中で非病原性菌株を

培養したところ、ろ液中の毒素の活性が著しく低下した。乙のこと

から、非病原性菌株は病原性菌株の産生する毒素を解毒、中和する

ものと考え、これが非病原性イネもみ枯細菌病菌によるイネ幼苗腐

敗症の発病抑制機作に関与しているものと推察した。

(幼 非病原性菌株と病原性菌株の混合液を開花期の穂に接種した場

合、発病抑制効果を示す組み合わせと示さない組み合わせが存在し、

イネ幼苗に対して発病抑制効果の認められる組み合わせでは穂にお

いても同様に発病を抑制した。また、イネ幼苗に対して発病抑制効

果のない組み合わせでは穂においても発病抑制効果は認められなか

った。
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Abstract 

1 Production of antibiotics by Pseudomonas gl凶nae.

1. Pseudomonas glumae， the causal agent of bacterial grain rot or seedling rot of 

rice， formed growth inhibition zone around the colony on the lawn of plant 

pathogenic bacteria. The activity spectra shown on the indicator bacteria were 

much varied depending upon strains of ~glumae， suggesting that various 

antibiotics participated in the formation of inhibition zone. 

2 P.glumae strains showed different degree of antibiotic activity against 

~ solanacearum depending upon kind of media used. When triphenyltetrazolium 

chloride medium (TTC medium) was used， all strains of ~glumae formed 

inhibition zone on the lawn of P.solanacearu~ The antibiotic activity against 

~ solanacearum was not different among strains of ~solanacearum used as 

indicator. 

J Antibacterial substance(s) was not produced in various liquid media， but 

produced when water extract from agar was added. The substance(s) causing 

inhibition zone which produced by ~glumae is not considered to be siderophores 

because the inhibition zone appeared regardless of the concentrations of Fe:
l
+ 

in the med i um. 

2 Suppression of bacterial wilt of tomato by P.glumae and its mechanisms. 

1. Suppression of bacterial wilt of tomato by application of P.glumae was varied 

depending upon length of dipping time and bacterial concentration used for pre-

treatment. The effect was remarkable when tomato roots were dipped for 12 or 24 

hr in the suspension of ~glumaθat the concentration of ca. 1010 cfu/ml. When 

inoculum concentration was low， the disease suppression was high. 

The suppressive effect was not varied depending upon type of soil if sterilized， 

and the effect was continued approximately 30 days after treatment. 

2 The growth of ~solanacearum was not inhibited by ~glumaθin liquid medium， 

sterile distilled water， heat-sterilized soil and root tissues of tomato， 

when both bacteria were simultaneously introduced. The results suggested that 

bacterial competition did not occur between ~glumaθand ~solanacearum under 

these culture conditions. 
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J Non-anlibiolic producing slrain (N750-SR-NP) which was induced from N750-SR by 

N-methyl-N-nilro-N-nitroso-guanidine (NTG) treatmenl also suppressed bacterial 

wilt almost the same degree as compared to lhat shown by antibiotic producing 

wild strain (N750). Furthermore， the killed c811s suspension of ~glumae N750 

a1so showed prolection effect as in the case of living cells. These results 

suggested thal lhe ro1e of anlibiotics produced by P.glumaθwas insignificant 

in lhc mcchanisms of this disease suppression. 

4. The subslances which inhibiled the growth of P.solanacearum were not detected 

frorn rool tissues of tomato treated wi th P. glumaθ. When the rools of tomato 

seedlings were treated with 1iquid parafin or methylcellulose before dipping 

into P.solanacearum suspension， the disease suppression was not observed. 

Ilowever， the high suppression of the disease was observed in both case of 

root cutling before or afler lhe treatment with P.glumaθ. 

~ When the rools of tomalo seedlings were treated with lipopolysaccharide (LPS) 

or exlracel1ular polysaccharide (EPS) obtained from ~glumae before 

innocu la li on w i th P. solanacθarum， the disease suppression was remarkable. 

Especially， disease occurrence was suppressed significantly by application of 

EPS solution. This resull indicated that EPS was involved in the mechanisms 

of disease suppression. 

& The disease suppression was also observed wilh saprophytic or plant pathogenic 

bacteria as in the case of久glumae.Thus， the effect of disease suppression 

was not specific for P.glumaθ. 

3 Conlrol of bacterial seedling rot of rice by avirulent strains of P.gl山岡θ

It was found lhat P.glul71ae has an ability of rOlting slices of vegetables 

such as potato， carrot and radish. High correlation was found between 

pathogeniciLy lo rice grains and rice seedlings and activity of rotting potato 

slices. Eight non-pathogenic strains both to rice p1anls and vegetables were 

selecLed. 

l Rice seeds treated with avirulent strains of ~glumaθwas significantly reduced 

lhe bacleria1 seedling rot of rice caused by the virulent strains. However， the 

degree of disease suppression by avirulent sしrainswas varied depending upon 

combinaLions of the avirulenl and the virulent strains used. When the 

concenlration of avirulent strain applied for pre-treatment was as high as ca. 

1010 cfu/m1， the effect of disease suppression was remarkable. 
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J Among five aviru1ent strains of P.glumae used， the strain N7503 was the highest 

in the efficacy of the disease suppression against a11 viru1ent sLrains used. 

The ef[ecL of the strain N7503 was comparab1e to that obtained by soi1-

treatment wiLh Kasugamycin.captan WP at the concentration of 0.4 mg/g of dried 

so i 1. 

The disease suppression expressed by aviru1enL strains was variab1e depending 

upon varieLy of rice. However， the strain N7503 was effective on all rice 

varieties used. 

5 The corre1aLion beLween anLibacteria1 acLivity and efficacy of disease 

suppression was not cJear. The productivity of bacteriocin-1ike substances by 

avirulenL strain may be playing some ro1es in the mechanisms of disease 

supprcssion. Ilowever， some avirulent sLrains which showed antibacterial 

acLiviLy against virulent sLrain not a1ways suppressed disease 

occurrence， and vice versa. 

fi The killed cells or culLure filLrate of avirulenL strains of P.glumae， or other 

bacteria be10nging to the genus Agrobactθrium， Erwinia， Bacillus and 

ClavibacLer tested did not suppress disease occurrence. 

7 The disease suppression was shown by avirulent P.glumaθ， even if Lhe bactrerium 

was applied after inoculation wiLh the virulent strain. 

8 In the soluLion containing extracL from germinating rice seeds or in sterile 

distilled water， the growth of virulent strain was slightly inhibited by 

avirulent strain， when both bacteria were simultaneously inoculated. In the 

rice seed pre-treated with avirulent strain， Lhe growth of virulent strain was 

suppressed to 1/10'"'-'1/100 times as compared to that in the seed tissues without 

pre-trea tmen t. 

9 The Loxins produced by the pathogenic ~glun~e were detoxified by the avirulent 

strain suggesLing that detoxificaLion was considered to be one of the important 

mechanisms of the disease suppression. 

1U When Lhe rice ears were co-inoculated with virulent and avirulent strains 

at the flowering stage in greenhouse， the occurrence of bacterial grain rot was 

suppressed by avirulent strain， showing correlationship with disease 

suppression against seedlings rot. 
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