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第 一 章 緒言

2 0 0 8 年現在で約 6 6 億人 の世界人 口 は ､
2 0 5 0 年には 9 3 憶 人にまで達すると推定されている

( 梅津 2 0 0 4) ｡ その
一 方で , 砂漠化や環境の悪 化によ っ て ､ 耕地 はむしろ減少して いるのが現状

である｡ この膨大な地球人 口を支える食糧を生産するに は ､ 多収量品種の育成や 多収栽培技術

の開発により単位面積当たりの作物生産量を増加させるとともに ､ 病害虫の防除技術を充実させ

なければならない . 仮 に, 病害虫を
一 切防除しなか った場合, 水稲では 2 8 % ､ リンゴでは 9 7 % , キャ

ベツでは 6 3 % ､ トマトで は 3 9 % が減収すると言われてい る( 山田 2 0 0 0 ) ｡ すなわち, 病害虫対策なく

して ､ 農業は成り立たない のである｡ この ような損失を少しでも減少させるためには 化学農薬の施

用が必要不 可 欠であるが ､ 今日では化学物質による生態系の撹乱 や環境汚染などが懸念されて

いるため ､ 化学農薬の規制が厳しくなっ ている｡

その
一 例として臭化メチ ル が挙げられる｡ 土 壌煙蒸剤として最も広く利用されてきた臭化メチ ル

は ､ 処理 が簡便 , 低温 時にも有効 ､ 安価 ､ 防草効果などの 利点を併せ持 つ 化学農薬で ､
土 壌伝

染性病害が危倶される作物生産の現場で多く使用され てきた｡ しかし､ 本剤はオゾン層破壊に関

与する物質として位置付けられ ､ 先進各国では 2 0 1 0 年に使用禁 止となることが決 定した( 西

2 0 0 2) ｡ 我が国では , 臭化メチ ル の農薬は既に失効して いるため , 現在 , 臭化メチ ル 代替技術の

動向が注目されてい る｡ また , 中国をはじめとするアジア産の輸入 野菜から､ 食品衛生 法食品規

格に示された残留農薬基準を超える農薬が頻繁に検 出され ､ 大きな社会問題となっ ている( 梅津

2 0 0 4) 0

こ のような問題を背景に ､
生物源農薬の利用 や耕種的防除 , 抵抗性品種を組み 合わせて化学

物質の使用 量を最小限に止 める総合的病害虫管理(I n t e g r a t e d P e s t M a n a g e m e n t ‥l P M ) の考え

方が近年注目されている( 久能ら 1 9 9 8) ｡ 中でも､ 括抗微生物を利用した病害の 生物防除 は重要

な位 置を占め ており,
これまでに各種の 微生 物が資材化されてい る( 百 町 ら 2 0 0 3) ｡ 例え ば､ 非

病原性 E , w /n J
･

a c a r o t w o rla は バイオキ
ー パ ー 水和剤として製剤化され ､

ハ クサイなどのアブラナ 科

埴物やジャガイモ ､
レタス に発生する軟腐病の防除に利用されてい る( 日本埴物防疫協会 2 0 0 2) 0

この他にも､ トリコデル マ生菌( T n
'

c h o d e r m a //i n o rlu m ) やボトキラ
ー 水和剤( B a c I

'

N u s s u b tI
'

//
'

s) ､ モミ

ゲンキ水和剤( p s e u d o m o n a s n u o r e s c e n s) などの糸状菌や細菌を有効成分とする微生物殺菌剤

が開発 一商品化されている｡ また ､ 多くの 研究機関や民間企業で現在でも括抗微生 物を活用した

生物防除技術に関する研究が盛んに行われている｡ ところが ､ 我が国における微生物殺菌剤の

登録数は意外に少なく､ わずか 1 6 斉lル かない( 農林水産消責安全技術センタ
ー ホ ー ム ペ ー ジ‥
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h tt p :// w w w . a ci s .f a m i c .g o .j p/ t o r o k u/ t o r o k u ki n .
h t m ) . 微生 物農薬の 新規登録が進まない理 由とし

て J
'

n v/
'

t r10 で強い 防除効果を示す括抗微生物でも､ 圃場試験では十分な効果が得られない 場合

が多いことが挙げられる｡ これは ､ 土壌中に生 息している微生物による干渉作用 や 栄養の 競合 ､

環境の 変動などによ っ て ､ 処理した有用微生物が防除効果を発揮するのに十分な菌密度を維持

できないことが圃場試験で防除効果が低下 する原因だとされている( 百 町 2 0 0 3) ｡ そのため ､ 百

町ら(2 0 0 3) は , 埴物の根圏あるい は根面 に定着できる菌や , 埴物体内に生活している内生 菌を

生物防除 エ
ー ジェ ントとして利用 することを提案している｡

1 9 9 0 年代から､ 植物に共生的に内生する放線菌が抗生物質や生 理活性物質の探索源として注

目されだした( 清水と久能 2 0 0 3) ｡ 放線菌は ,
｢ 高 G + C 含量グル ー プのグラム陽性細菌｣ と定義さ

れる微生物群の総称であり, 多様な二 次代謝産物を生産することで有名である ｡ これまでに発見

された微生物由来の抗生物質の約 2/ 3 は放線菌が生産しており､ これらの 多くが医薬や農薬､ 動

物薬として幅広く利用されている( 日本放線菌学会 2 0 0 1) ｡ 当研究室の清水らは ､ 括抗性内生 放

線菌 s Lrle P t O m y C e S g a/b u s M B R
- 5 株を定着させたシヤクナゲ組織培養苗がペスタロ チア病や根腐

病に耐病性を示すことを明らか にした( 清水と久能 2 0 0 3) o さらに ,
C o o m b s e t a/ ( 2 0 0 4) は ,

コ ム

ギおよびオオム ギ由来の括抗性内生 放線菌を予 めコ ムギ種子 に粉衣すると､ G a e u m a n n o m y c e s

g r a m /
'

n /

'

s /
'

や F7h J2 o c t o n /
'

a s o b n /
'

によ っ て引き起こされるコ ムギ立枯病の発生を軽減できることを報

告している｡ 内生放線菌は植物体内に内生する能力と抗菌物質産生能という2 つ の能力を有する

ため
､ 微生物農薬が抱える問題を打破できる有望な生 物防除エ ー ジェ ントであると考えられる｡

三重県では ､ 平 成 6 年度から野菜
･ 茶業試験場(現 野菜茶業研究所) と農業研究センタ

ー

( 現

三 重県科学技術振興センタ ー ) とが共同で開始した地域先導技術総合研究｢ 水 田における省力 ･

高付加価値露地野菜生産システム の確立｣ の
一

環として ､
セ ル成型苗の利用を核にしたキャベ ツ

栽培の機械化 一 貫体系の確立に向けた技術開発と農家 へ の技術定着が進められた｡ この ような

技術導入 の 背景に は,
上述したアジアなど諸外国か らの輸入野菜の増加の問題がある｡ 輸入野

菜の安全性が疑問視されている中でも､ 日本は食糧の多くを海外か らの輸入 に頼っ ている｡ 例え

ば
､ 野菜に注目してみると､ 2 0 0 0 年の生 鮮野菜の輸入 量は 9 2 万 6 千トンに上り､ 現在でも増加す

る 一 方である( 若尾 2 0 0 3 ) . また､ 穀物においては ､ 総輸入量が年 々増加し､ 3 0 0 0 万トンを優に

超えるまでに至 っ ている( 西川 1 9 9 9) ｡ こ の作物輸入量の 増加は ､ 輸入野菜と国産野菜との間で

起こる価格競争を激化させ ､ 国産野菜の販売量の伸び悩みを招い ている｡ この現状に対応する

ため に ､ 重量作物の収穫作業の機械化 や機械化の困難な果菜類における栽培管理 の省力化が

2



求められている( 若尾 2 0 0 3) ｡

こ のため ､ 現在では 三重県中部地域を中心とした県内各所でセ ル成型育苗が定着し､ J A 育苗

センタ ー などの大型育苗施設でキャベ ツセ ル 成型苗が大量生 産されてい る｡ ところが ,
この セル

成型苗に多様な病害が発生して重大な問題となっ ている( 窪 田 2 0 0 0) ､ 特に黒すす病による苗の

枯死被害は最も深刻である( 窪田 2 0 0 6 ; 中筋 2 0 0 6) ｡ 2 0 0 8 年現在 , キャベ ツセル成型苗黒すす

病に適用 できる登録農薬は , ポリオキシン A L 水溶剤( 科研製薬(樵)) のみ である( 農林水産消責

安全技術センタ ー ホ ー ム ペ ー ジ; h tt p :/ / w w w . a ci s .f a m i c .g o .j p / s e a r c h F / v tll m O O O .
ht m I) o しかし､ ポ

リオキシン の単用 は耐性抹の 出現を招く危険性が高い ｡ このように , 黒すす病の化学的防除技術

は今のところ不 十分で ､ 早急に新たな対策を立てる必要があるが , 育苗施設のような閉鎖空間内

での 農薬散布は ､ 栽培者に危険が及 ぶ場合がある ｡ この ため ､
このような施設農業では微生物

農薬の 活用 が期待されてい る｡

そこで ､ 内生放線菌を用い たキャベ ツセ ル 成型苗黒すす病の 生物防除技術の確立を最終目標

とし
, 本研究では ,

1) 黒すす病 防除活性を有するキャベ ツ内生 放線菌の探索 ､
2) 有望菌株の 特

性の解析 ,
3) 防除メカ ニ ズム の解析を行うこととした｡
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第二章 植物内生放線菌の 分離 および有望菌株の 選抜と同定

第
一

節 序

第
一

章で述べ たように ､ 三 重県ではキャベ ツ生 産における省力化技術として ､ 県中部地域を中

心とした県内各所でセル 成型育苗が定着し､ J A 育苗センタ ー などの大型育苗施 設でキャベツセ

ル 成型苗が大量生産されている｡ セル 成型苗には ､ ①育苗管理 による生育調節で均質な苗が容

易に育成できる､ ②本圃 へ の機械移埴に対応した苗の育成が可 能であるため移植作業の 省力
･

軽 作 業化 が 図れ る , ③ 少面 積 で 多数 の 苗を
一

度に 生 産で きるなど数 多くの 利点 が ある

( H a rt m a n n e t a/ 1 9 9 7) . 一 方で , セ ル成型育苗は密埴 ､ 根城の制限によ って , 地上 部および根城

の 乾湿の 変動が激しくなり作物に大きなストレス がか かるo また , 使用する培養土 はピ ー トモ スを

主要素材とし, 従来の土を主要素材とした培養土とは大きく異なる｡ この ように ､
これまでとは育苗

条件が大きく異なるため ､ 従来では 問題とならなか った病害が被害をもたらす可能性がある｡ また ､

このような育苗現場における病害の発生は , 産地全体に大きな被害を与える可 能性が高い( 窪 田

2 0 0 0) 0 2 0 0 4 年 8 月から2 0 0 5 年 3 月にか けて県内の育苗施設でキャベツセ ル成型苗の病害の発

生実態を調査したところ, P i th /
r

u m m e g a/a c a n t h u m による苗立枯病や A /t e m a n
'

a b r :a s s /
'

c a e に よる

黒斑病など様々な病害が発生しており､ その 中でも A /t e m a n
'

a b r a s s /
'

c /
'

c o/a によっ て引き起 こされ

る黒すす病の被害が最も深刻であることが明らかとなった( 窪田ら 2 0 0 6 ; 中筋 2 0 0 6) ｡
一

般的に ,

黒すす病は本圃におい て収穫期前後に外葉に発生するが , 収穫物に対する大きな実害がないた

め従来は 問題視されなか った( 窪田ら 2 0 0 3) ｡ しか し､ キャベツセ ル 成型苗で は ､ 発病初期には

子葉に黒色の微小斑点が発生し､ 次第に大型の壊死斑 へ と拡大する｡ さらに病徴が進展すると,

子葉の 基部か ら月杢軸 へ と壊死が広がり､ やがて苗の 生育不 良や枯死 に至 る｡ また､ 本病原菌は

種子 伝染することが知られており､ セ ル成型育苗においても初発生源は汚染種子であるとされて

いる( 黒田ら 1 9 9 8 : 大畑ら 1 9 9 9) ｡ 調査を行 った育苗センタ ー では
､ 苗上 部か ら高圧 噴霧器で散

水や液体肥料の 施肥が
一

定時間毎に行われている｡ しかし､ これらの 作業は ､ 罷病苗上 での 黒

すす病菌の 分生子形 成を促進するとともに ､ 分生子が周囲の健全苗 へ 飛散するのを著しく助長

する｡ また, セルトレイは苗が密植状態であるため ､ 罷病苗から健全苗 へ の伝染が速い ｡ このよう

なセ ル成型苗の 育苗環境が , 黒すす病の発生に好適な条件となって いるため ､ 被害を大きくさせ

てい ると考えられる｡ 均質なセ ル成型育苗を大量生産する上 で ､ 多くの苗に生育不 良や 遅延 ､ 欠

株をもたらす黒すす病は深刻な病害とい える｡

キャベツセ ル 成型苗に発生する黒すす病に適用できる登録農薬は ､ ポリオキシン A L 水溶剤の
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みであるo ポリオキシンは ､
A /t e m a n

'

a 病害の 防除に有効な殺菌剤として様々な作物で使用されて

いるo しかし､ 1 9 7 2 年にリンゴ斑点落葉病菌( A /t e m a n
'

a a/t e m a t e) のポリオキシン耐性株が出現し､

本病害の 防除にポリオキシンが使用できなくなっ た事例がある(I s hii 1 9 9 7) ｡ こ のように , ポリオキ

シンの単用 は ､
ポリオキシン耐性黒すす病菌の 出現を招く可能性が高い ｡

以 上のように ､ 黒すす病の化学的防除技術は今のところ十分に整 っておらず､ 早急に対策を講

じる必要がある｡
一 方で , 育苗施設という閉鎖 空間内で農薬散布すると, 栽培管理者が農薬を吸

引して健 康を害する恐れがある ｡ また ､ 風雨 に曝されない 育苗施設内の植物体には農薬が残留

しやすい ため ､ 栽培管理者が農薬に曝される危険性は
一

層高くなる(J a Ⅳis 1 9 9 2) ｡ こ のため ､
施

設農業では微生物農薬の 活用 が期待されてい る( 山田 2 0 0 0) ｡ そこで , 本研究では ､ キャベ ツセ

ル成型苗に発生する黒すす病の生物防除に利用する内生放線菌の 分離および選抜を行うことと

した ｡

第二節 キャベツからの 内生放線菌の分離と有望菌株の選抜

第 一 項 材料と方法

1
. 放線菌用培地の組成および調製法

放線菌の培養に用 いた各種培地と抗生 物質混合液の 組成および調製法を以 下 に示した｡

I M A - 2 寒天培地( s hi m i z u e t a/. 2 0 0 0)

D - グル コ ー ス 5 .O g 塩化ナトリウム

可 溶性デンプン 5 .O g 炭酸カルシウム

肉エ キス 1 .O g 粉末寒天

酵母 エキス 1 .O g イオン交換水

N Z -

c a s e 2 .O g

2 .O g

l .O g

1 5 .O g

l O O O m l

全ての試薬をイオン交換水に溶解し､ 高圧 滅菌(1 2 l
o

C
､
2 0 分) したo
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培地添加用の 抗生物質混合液(s hi m i z u e t a/ . 2 0 0 0)

ア ンホテリシン B 溶夜

アンホテリシン B ( W a k o ( 秩))

D i m et h yl
-

s ulf o xid ( 以下 ､
D M S O と略記)

リファンピシン ー ビクシリン溶液

リファンピシン( C al bi o c h e m C o .)

ビクシリン( 明治製菓(株))

1 0 0 o/o エ タノ ー

ル

イオン交換水

3 0 倍希釈 ヘ リテ ー ジ( シンジェンタ( 秩))

1 0 m 1

5 0 m g

l O m 1

1 0 m 1

0 .0 2 g

l g

1 6 m 1

4 m 1

1 0 m l

※ 培地 へ の添加は次の手順で行った ｡ 約 5 0
o

C の I M A
- 2 寒天培地 1 0 0 0 m l

に抗生物質混合液 3 0 m l を無菌的に添加し､ よく撹拝した.

M a n nit ol/ s o y a a g a r( M S A) 培地( H o b b s e t a/ 1 9 8 9)

きな粉

マ ン ニ ト
ー

ル

粉末寒天

水道水

2 0 g

2 0 g

2 0 g

1 O O O m l

全ての試薬を水道水に溶解して高圧滅菌(1 2 1 ℃ ､
2 0 分) し

た後 ､

一

旦 6 0
o

C まで冷まし, 再び高圧 滅菌(1 2 l
o

C
､
2 0 分) し

た｡
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B e n n e t 培地( Xi a o h u a e t a/. 2 0 0 4)

酵母 エキス

肉エ キス

N Z アミン

グルコ ー ス

粉末寒天

イオン 交換水

1
.O g

l .O g

2 .O g

l O g

1 5 g

l O O O m l

粉末寒 天 以 外の 全て の 試 薬をイオン 交 換水 に 溶 解し ､

p H 7 .2 に調整した後 , 粉末寒天を加えて高温滅菌(1 2 l
o

C
､

2 0 分) した｡

2 . 内生放線菌の分離および保存

2 0 0 4 年と2 0 0 5 年に 三重大学附属農場(津市高野尾町) および野菜茶業研究所の実験圃場( 安

芸郡安濃町) から採集した健全なキャベツ( B r a s s /
'

c a o/ e r =a c e a v a r . c a p /
'

t a t a) を放線菌の分離源と

した. 分離方法は S hi m i z u e t a/.( 2 0 0 0) の方法に準拠した.

まず､ キャベツを水道水で十分に洗浄した後 ､ 根 ･ 茎 一葉を約 1 c m
2
( 根は約1 c m 長) の 大きさに

細断した. これらを 0 .1 % T w e e n 2 0 に約 l 分間浸漬した後 ､
1 % 次亜塩素酸ナトリウムに 3 分間浸漬

して表面殺菌し､ 滅菌水で 3 回洗浄したo さらに ,
7 0 % エタノ ー

ル に 1 分間浸漬して表面殺菌した後 ､

クリ ー ン ベ ンチ 内で風乾させ た｡ 試料表面 が十分に乾燥したことを確認した後 , 抗生 物質混合液

を添加した 1 .5 % 素寒天およびt M A
- 2 寒天培地上 に試料を置床し, 3 0

o

C で約 1 ケ月間培養した｡ 試

料上 に出現してきた放線菌の コ ロ ニ
ー を滅菌爪楊枝(1 2 l

o

C で 2 0 分間高圧 滅菌) でか き取り,

[ M A
- 2 寒天培地上 に敷いた滅菌メンプレンフィルタ

ー ( セ ル ロ ー ス混合 エ ステル ､ 孔径胡 ,
2 JJ m ;

A d v a ｡ t e ｡
､
1 2 1

o

C で 2 0 分間高圧滅菌) 上 に画線接種し､ 恒温培養器内(3 0
o

C ､ 暗所) で培養した｡

メンプレンフィルタ
ー

上 に放線菌が胞子形 成したら ､
メンプレンフィルタ ー を培地から剥がし取り,

培地上 で胞子 形 成するまで同培養器内で培養した｡ その後 , 培地上 の 放線菌胞子と菌体を白金

耳でかき取り､ M S A 培地に移埴して再び胞子 形成するまで培養した｡ この培地上に 1 0 % グリセリン

溶液( グリセリン 1 0 m l をイオン交換水 8 0 m I に溶解して高圧 滅菌した後 ､
D M S O I O m [ を無菌的に

添加) を流し入れ , 白金耳で胞子を懸濁したo つぎに ,
この 懸濁液の 1 0

4
- 1 0
6

倍希釈液 1 0 0 Jj l を
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B e n n e t 寒天 培地上 に滴下し, コ ンラ
ー ジュ 棒で均 一

に塗布した後 , 約 1 週間培養した｡ 培地上に

形成されたコ ロ ニ ー

の 中から1 コ ロ ニ ー だけを白金耳でかき取り,
M S A 培地に移埴して胞子 形成

するまで培養したo こ こに 1 0 % グリセリン溶液を流し入れ ､ 白金耳で胞子を懸濁した後 ､
5 0 0 LLl ず

つチ ュ
- ブ( 1 .5 m l G r a d u a t e d m i c r o c e n t rif u g e t u b e w it h fl a t t o p c a p ; P o r e x Bi o P r o d u c t s l n c .) に分

注して ､

- 8 0
o

C で保存した( 以下 ､ 胞子懸濁液と称する) ｡ なお､ 本研究では ､
I M A

-

2 寒天 培地およ

び M S A 培地上 での胞子 形成が旺盛であっ た菌株のみを分離株として保存し､ 以下 の実験に供試

した｡

3 . 黒すす病菌および放線菌分離株の接種源の調製

本研究では ､ 独立行政法人野菜茶業研究所 窪田 昌春氏から分譲されたキャベツ黒すす病菌

( A h e m a n
'

a b r a s s /
'

ci c o/a) を病原菌として 供試した . 継 代培養 用 の ジャガイモ ･ グル コ ー

ス 寒 天

( P D A) 斜面培地か ら黒すす病菌の菌体を白金耳でかき取り, P D A 平板に移埴して恒温培養器内

(2 5
o

C
､ 暗所) で 1 週間前培養した｡ 菌叢周縁部より菌体をかき取り, 新たに調製した P D A に移埴

してさらに1 週間培養した｡ つぎに ､
この P D A 上 に滅菌水を涜し入 れ､ 菌叢表面を滅菌綿棒で擦り､

分生子と菌糸を懸濁した . これをプラス チックチ ュ ー ブ( c e n t rif u g e t u b e : S u m it o m o b a k elit e C o .
,

L t d) に移し入れて撹拝した後 ､
二層 のキム ワイプでろ過して菌糸を除去した o 得られた分生 子懸

濁液を滅菌水で希釈し, 血球計算板を用 いて 1 0
5

分生子/ m l に調整したものを黒すす病菌接種源

とした｡ なお､ 以下 の全ての 実験( 第四章第二 節の対峠培養を除く) では , 同手順で調製した黒す

す病菌接種源を用 い た｡

また, 放線菌分離株の胞子懸濁液 1 0 0 〟l をI M A - 2 液体培地 1 0 0 m l に接種して 2 4 時間振畳培

秦( × 2 0 0 叩 m ､
3 0
o

C) し, 放線菌接種源とした｡

4 . 2 0 0 5 年選抜試験

窪田( 2 0 0 0) は ､ キャベ ツセル 成型苗に発生する黒すす病の 一 次伝染源は ､ 黒すす病菌が潜在

感染した汚染種子であると述 べ てい る｡ さらに ､ 汚染種子か ら発芽した苗の罷病組織上 に形成さ

れた分生子が , 高圧 噴霧器による頭上 濯水や風 で飛散し周囲の健全苗へ 二 次伝染しているとも

述 べ てい る( 窪田ら 2 0 0 3) ｡ こ のことから , 育苗施設内での黒すす病の発生と蔓延を防ぐため に

は,

一 次伝染源である汚染種子から発芽した苗が発病するのを抑制するとともに ､ 発病苗から健

全苗 へ の 二 次伝染を防ぐことが重要だと考えられるo そこで本研究では , 汚染種子由来苗の発病
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および飛散分生子 による感染 ･ 発病の両 方を抑制する放線菌株を有望株として選抜することとし

た｡

まず､
二 次伝染を想定して ､ 噴霧接種した黒すす病菌による発病を抑制する放線菌株を選抜

することとした｡ つぎに ､ 選抜菌株が汚染種子 由来苗の発病を抑制するか否かを検定した｡ ただし､

2 0 0 4 年と2 0 0 5 年の分離菌株からの選抜試験はそれぞれ 2 0 0 5 年と2 0 0 6 年に行い ､ 各年で試験

方法が若干異なるため , 本節では各年別に試験方法を記述した ｡

( 1) 噴霧接種した黒すす病菌による発病を抑制する放線菌株の選抜

①
一 次選抜試験

本試験には ,
2 0 0 4 年に分離した胞子 形成と生育が旺 盛な放線菌 7 7 株を供試した｡ キャベ ツ種

千( 品種 松波; 石井育種場) を1 0 分間流水にさらして種子表面の殺菌剤を除去した後 ,
1 % 次亜塩

素酸ナトリウムで 3 分間表面殺菌し, 滅菌水で 3 回洗浄したo 高圧 滅菌(1 2 l
o

C で 2 0 分間高圧滅

菌し､ 2 4 時間後に再び同条件で滅菌) したセル成型育苗用の 育苗培土( ヤン マ
ー

ナプラ養土 ; ヤ

ン マ
ー

農機( 秩)) を 1 2 8 穴セルトレイに充填し, 適量の水道水を潅水した. つぎに､ 表面殺菌キャ

ベツ種子を 1 セル 当たり1 粒ずつ播種し､ 滅菌バ
ー

ミキ ュ ライトで覆土して 2 6
o

C で 2 4 時間培養し

た ｡ 各セル に放線菌接種源を 1 m l ず つ 滴下し､ 人 工 気象器 内(2 6
o

C
,
1 2 時間光照射) で 1 週間培

養した｡ 対照区として ､
【M A - 2 液体培地を 1 ml ずつ 滴下し､ 同条件で培養した｡ これらの苗に黒す

す病菌接種源を噴霧接種(1 苗当り約 2 0 0 〃l) し､ 人 工気象器内(2 6
o

C
､
1 2 時間光照射) に設置し

た半透明プラスチックケ ー ス( 相対湿度 9 0 % 以上) に入れて 3 日間培養した後 , ケ
ー スから取り出し

て同人 工 気象器 内でさらに 4 日間培養した｡ 本試験では ､ 子 葉に大型の壊死 斑が形 成された苗

( 量症苗) と壊死 ･ 腐敗が進み枯死した苗(枯死 苗)( 図 1) の割合( 重症
･ 枯死苗率) を次式に従 っ

て算出した｡

重症 ･ 枯死 苗率(%) - ( 量症苗 + 枯死苗) / 全苗× 1 0 0

これ により､ 対照区と比較して重症 ･ 枯 死苗率を明らか に低下させた分離株を
一 次選抜株とし

て選抜した｡ なお ､ 本試験では､ 各処理区に つき 1 2 苗を供試した ｡
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園 1 嘉すす病に羅病して重症化 ･枯 死した苗の子葉

②二 次選抜試敦

二 次選抜では .

一 次選抜樵 の防除活性を再度検定することとした｡ まず､ 上 記と同様の 手順で

表面殺菌したキャベ ツ種子をセルトレイに播種し. 2 6
o

C で 2 4 時間培養した後 ､ 各セル に放線菌接

種源を3 m げ つ 滴下し､ ガラス温室に設置したビニ ル ハ ウス 内で1 遇聞培養した( 園2) ｡ 対照区に

はI M A - 2 液体培地を 3 m l ず つ 滴下した｡ これらの苗に黒すす病菌接種源を噴霧接種(1 苗当り約

3 1 2 〟l) し. 同ビ ニ ル ハ ウス 内( 加湿器で相対湿度を 1 0 0 別こ調節した) でさらに
一 週間培養した｡

酋を肉眼観察し､ 上 記と同様 に重症
･ 枯 死苗率を算出した ｡ これにより､ 対照区と比較して重症 ･

枯死苗率を明らかに低下させ た分離株を二次選抜株として選抜した ｡ なお､ 本試験では , 各処理

区につ き 9 6 苗を供苫式した｡

図 2 ビ ニ ル ハ ウス 内での 二次選抜試験の 様子

1 0



③三 次選抜試験

三 次選抜では､
二 次選抜株の 防除活性を再度検定することとした｡ 本試験は ､ 本項 4

- ( 1) - -②と

同様の手順でセルトレイにキャベツを播種し､ 2 4 時間後に放線菌処理を行っ た後 . 人工 気象幕内

(2 6 ℃ ､ 1 2 時間光照射) で 1 週間青苗した｡ 黒すす病菌を苗に噴霧接種し. 人工 気象幕内(2 6 ℃ ､

1 2 時間光照射) に設置した半透明プラスチックケ
ー

ス内( 相対湿度90 % 以上) で 3 El 間培養した後 ､

同人工 気象蕃 内でさらに 4 日間培養した｡ 酋を肉眼観察し. 4 段 階t o : 病徽なし､ 1 : 軽症( 子葉に

黒い小斑点または小さな壊死斑が認められる苫) . 2 : 重症( 子葉に 大きな壊死斑が簸められるが ､

枯 死には至 っ ていない苗) ､ 3 : 枯死( 壊死病斑が全身的に広がり､ 腐敗
･ 枯死 した苗)I の罷病鹿

に分類し( 国 3) ､ 次式に従 って平均羅病鹿を算出した｡

平均羅 病座 - ∑( 最東庄 × 舌鼓) x 4/ 全貌査音数

これ により､ 対照区と比鼓して平均程病度を明らか に低下させた分離株を二 次選抜株として選抜

した｡ なお, 本試験で は､ 各処理匡につ き 9 6 昔を供試した｡

● y Y ■ †●.
o : 病魚なし 1 : 軽症 2 : 重症 3 : 枯死

国 3 点すす貞女の進展程度l = 対応した程病鹿の分類

④確認拭単

三次選抜株 M B C Y 5 8 - 1 の 防除活性を再度検定することとした ｡ 本試簾は . 上記の三 次選抜試験

と同様の手順で行 った ｡ ただし､ 具すす病菌接種後は接種槽内(2 6 ℃ ､ 相対湿度 1 0 0 % ､ 1 2 時間光

照射) で 1 El 間培養した後､ 人工 気象幕内(2 6 ℃ .
1 2 時間光照射) で 6 日間培養した o その後 ､

上

記と同様にして昔を 4 段階の罷病度に分類し､ 平均程病度を算出した｡ なお. 本試験では､ 各処

理区( = つ き1 2 8 苗を供試し､ 3 反復の試験を行 っ た

l l



( 2) 果すす病菌汚染種子に対する有望株 M B C Y 5 8
- 1 の 防除活性の 検定

本項 3 の手順で黒すす病菌接種源(1 0
8

分生子/ m l) を調製した ｡ 本項 4
- (1) ペ)の 手順で流水

洗浄したキャベツ種子約 2 0 0 粒を､ 黒すす病菌接種源 2 0 1T.1 に 2 時間浸漬した｡ つ ぎに ,
これらの

種子を回収し､ 滅菌ろ紙上 に載せてクリ
ー

ンベン チ内で約 1 5 分間風乾した( 以下 ､ 汚染種子と称

す) ｡ 滅菌ガラスシャ
ー

レ( 内径 9 c m ) 内の滅菌育苗培土 2 0 g に M B C Y 5 8
1 1 接種源 3 0 m l を滴下 し

て十分混和した後 . 汚染種子を 30 粒播種し, 滅菌/く
- ミキ ュライトで覆土した ｡ これらを接種槽 内

(2 6 ℃ ､ 相 対湿度 1 0 0 % ､ 1 2 時間光照射) に設置した半透明のプラスチック容器内に入れて 3 日間

培養した後 ､ 人 工 気象蕃(2 6 ℃ ､ 1 2 時間光照射) に移して 1 1 日間培養した( 図 4) ｡ 対照区として .

I M A
-

2 液体培地 3 0 m l を混和した青首培土 に汚染種子を3 0 勉播種し､ 同条件で培養した｡ 培養後､

キャベツ首を観察し､ 4 段階の羅病度 備 轍なし､ 軽症( 子葉に黒色小斑点または旺軸に黒い筋が

竪められる) ､ 重症( 子葉に灰色 一 黒色の 大型病斑または腔軸の腐敗が認められる) ､ 枯 死)( 園

5) に分類し､ 次式に従 って発病首率を算出した｡

発病音率(㌔) - ( P + Q + R) / 全調査音数 …

p : 軽症苗数

Q : 重症酋数

R : 枯死苛政

なお ､ 本実験では , 各処理区につ き3 反復の試簾を行った｡ また ､ 発病苗畢につ いてはt 検定によ

り解析した｡

国 4 汚染種子に対する有望株の 防除活性の検定 紬 の様子
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享監
囲5 点すす病菌汚染種子から発芽した苫 の程病度

5 . 2 0 0 6 年選抜試鼓

(1) 吐蕪接種した黒すす病菌による発病を抑制する放線菌株の 選抜

①黒すす病防除活性を有する放線菌株の選抜

本試験には , 2 0 0 5 年に分散した放線菌のうち , 胞子形成と生育が旺盛であっ た唯
一

の 菌株で

ある M B C N 1 5 2 1 1 を供試した｡ キャベツ酋 へ の M B C N 1 5 2
- 1 処理および具すす病菌接種の 方法は ､

本項 4
一( 1) -

④と同様である｡ また､ 本項 小(1)
-

①と同様にして重症
･ 枯死苗率(㌔) を井出した｡ な

お , 本試鼓では , 各処理 区につ き 3 2 首を供試した｡

②確認試験

結果でも述 べ るように ､
上記①の拭験で M B C N 1 5 2

- 1 に は黒すす病防除活性が罷められた ｡ そ

こで
. 本菌株の 防除活性を再度検定することにした｡ 各処理区につ き1 2 8 昔を供試し, 本項 4

- ( 1)

- -

④と同様の手順で試験を行い ､ 本項 4 - ( 1) - ③で定めた基準に従い苗の羅病度を 4 段階に分類

し
, 平均推病度を算出した｡

( 2) 果すす病菌汚染種子に対する有望株M 8 C N 1 5 2
- 1 の防除活性の検定

本項 ヰー( 2) と同様 に ､ M B C N 1 5 2
-

1 混和青首培土 に具すす病菌汚染種子を播種して 1 4 日間培

養した後 ､ 発病首率(㌔) を井出した｡ なお ､ 本葉簸では ､ 各処理 区に つ き 3 反復の試験を行った ｡

また､ 発病苫率につ いては t 検定により解析した ｡

1 3



6 . 最終候補秩の選抜

最終候補株の選抜は濃度を調節した放線菌胞子を用い て行うこととした｡

( 1 ) M B C N 1 5 2 - 1 胞子懸濁液の調製

各放線菌胞子 懸濁液 1 ∞ 〟l を M S 培地に滴下し､ コ ンラ
ー

ジ ュ棒で均 一

に塗布した後 ､ 胞子形成

するまで恒温培養器内( 3 0
o

C
､ 暗所) で 約2 週間培養した ｡ この 培地上に1 0 % グリセリン溶液を流し入れ､

培地 表面 の 菌体を白金 耳 で 懸濁し､ プラス チックチ ュ
ー ブに集 菌した ｡ つ ぎに ､ 超音波破砕機

( uJt r a s o ni c w a s h e r ; ア ズワン) を用い て懸濁液中の胞子鎖を 1 0 分 間破砕した後,
滅菌綿でろ過し､ ろ

液を回収した . これを新たなプラスチックチ ュ ー ブに移し入れて - 80
o

C で保存した( 以下 ､ 胞子懸濁液と

称する) . 懸濁液中の 菌濃度は , 希釈 平板法により計測した .

( 2) 噴霧接種した黒すす病菌による発病を抑制する最終候補抹の選抜

2 0 0 5 年度および 2 0 0 6 年度にそれぞれ M B C Y 5 8 - 1 株および M B C N 1 5 2 - 1 株を選抜した ｡ これら

2 菌株の 黒すす病防除活性を比較し､ 最終的な候補株を選抜することとした｡

本試験は ､ 本項 4 - (1) -

②の選抜試験と同様の 手順で行っ た｡ ただし､ 本試験では , 黒すす病

菌接種後に接種槽内(2 6
o

C
､ 相対湿度 1 0 0 % ､ 1 2 時間光照射) で 1 日間培養した後 ､ 温室で 1 3 日

間培養した. 調査時には既に本葉 2
- 3 枚が展開していたため ､ 本葉を正 常に展開していなか っ た

苗を生育不可 能苗として計数した. さらに ､
上記と同様にして苗を 4 段階の羅病度に分類し, 平均

罷病度を算出した｡ なお ､ 本試験では ､ 各処理区 につ き6 4 苗を供試し､ 3 反復の 試験を行った ｡ ま

た, 生存不可 能苗率および平均罷病度に つ いては ､
フィッシャ

ー

の最小 有意差検定(L S D 検定) に

より検定した｡

第二 項 結果

1
. 内生放線菌の分離および保存

表面殺菌したキャベ ツの根, 茎 ､ 葉を抗生物質添加I M A - 2 培地および素寒天培地上 で約 1 ケ月

間培養した結果 ､ 白色や 灰色 ､ 赤色など多彩な色調を呈する綿状や粉状の放線菌菌体が試料内

部から表面に出現してきた( 図 6) ｡ これらの放線菌を分離 ･ 純化し､ 2 0 0 4 年に 1 0 8 菌株､
2 0 0 5 年

に2 1 株を得たが ､
これらの中には胞子形 成が乏しく生育の 遅い菌株が多数含まれていた o そこで ､

このような菌株を除き､
2 0 0 4 年に 7 7 菌株( M B C Y ト2 - M B C Y 5 8

- 1
､
M B C N 卜1 - M B C N 1 4 6 - 1) ､

2 0 0 5 年に 1 菌株( M B C N 1 52
- 1) を分離株として保存し､ 以下 の 実験に供試することとした｡

1 4



国 6 試料表面に出現した放& 書古体( 矢頚)

2 , 2 0 0 5 年遺抜】旺鼓

(1) 噴霧接種した黒すす病菌による発病を抑制する放線菌株の選抜

① 一 次選抜鼓験

2 0 0 4 年の分離株の 中から､ 具すす病防除活性を有する菌株を選抜することとした ｡ 本選抜試

験では､ 分離株 7 7 株の 防除活性を 4 回に分けて検定したため( 試験 1 - 4) ､ それぞれの拭廉結

果を囲 7
-

A - D に示した｡

対照区で は､ 果すす病菌を 順 接種すると､ 接種 3 EI 目には子葉に黒色の 小斑点が形成され

始め ､ 徐々に拡大して約 1 週間で子葉に灰 - 黒色の大きな病斑が形成されるか 子葉が腐敗枯死

した ｡ その錯果 , 試験 1 ( 国 7
- A ) の 対照区では . 約 4 6 % の 苗が重症化 ･ 枯死していた ｡ 一 方 ,

M B C Y 3 1 1 およぴ M B C Y 6 - 2 ､ M B C Y 8
- 1

､
M B C Y l l l l

,
M B C Y 1 7 - 1 処理区では病魚の進展が抑制さ

れ ､ 重症 ･ 枯死昔率は 2 0 % 以下 であっ た｡ 中でも. M 8 C Y 8 - 1 と M B C Y l l 1 1 処理 区の重症･ 枯死古

率は約 8 % であり. 他の 3 南棟のそれよt) も明らかに低か っ たことから､
これら 2 菌株を試験1 の

一

次選抜株とした｡

試 験 2( 国 7 - B ) の 対 照区で は ､ 病 徽が著しく進 行し､ 9 2 % の 昔 が枯 死 したが . 7 処 理区

( M B C N 2 4 - 4 ､ M B C N 42 1

1 . M B C N 4 3
-

1 ､ M B C N 5 0
- 3

.
M B C N 5 6 1 1

.
M B C N 6 4 - 1) では重症 , 枯死昔

辛 が対照区の 半分以 下であっ た｡ 特に ､
M B C N 4 3 - 1 およぴ M 8 C N5 6 1 処理区の重症 . 枯死苗率

は ､ 共に 3 3 % と去も低か ったことから, 銑鉄 2 では M B C N 4 3 1 1 と M B C N 5 6 - 1 を
一

次選抜株として

選抜した｡

試験3( 園7
-

C) では , いずれの 分散株にも顕著な病徴進展抑制の効果は窄められず, 重症 . 枯
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死 苗率が対照区と同程度あるいは対照区よりも高い処理区が多かった o このことから. 試験 3 で

は菌株を選抜しなか っ た｡

試境 4( 図 7 - D ) の 対照区では､
70 % の 苫が重症化 . 枯死した｡ それに 対して . 多くの 分撫株処理

区で病倣進展が抑制されており､ 無病徴の健全苗を残す処理区も多か った｡ 最も発病を抑制して

いた M B C Y 2 6 - 1 およぴ M B C Y 5 8 1 1
､
M B C N 8 O

1

2 処理区では ､ 重症 ･ 枯死苗が認められず､
全ての

苫が健全に生長していた ｡ そこで , 試廉 4 では ､
M B C Y 2 6 - 1

､
M B C Y 5 8

-

1 , M B C N 8 0
- 2 の 3 株を 一

次選抜株として選抜した｡

以 上 の ようr =
一 次 選 抜 試 簾 で は .

M B C Y 8 - 1
I
M B C Y l l l l

､
M B C N 4 3

1

1 .
M B C N 5 6 - l ､

M B C Y 2 8 - 1 ､ M B C Y 5 8
- 1

､
M B C N 8 0

-

2 の 7 菌株を選抜した｡
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D (拭検 4)

国 7
1 次遭抜試供での各放魚善処理区の 王症

一箱 死者串

②ニ次選抜試検

二 次選抜拭験では ､

一 次選抜株 7 株の 防除活性を改め て検定した. その 結果 ､ 対照区で は､

1 9 % の 苗で病徽が進展して子葉に大型の病斑 が形成し､ 枯死した ｡ 放線菌分搬株処理 区でも重

症 化 ･ 枯 死 した首は概 察された が ､ その 割合 に は 処理 区間 で 善 が 見られ た ｡ M B C Y 8
- 1 ､

M B C Y l l l l
､
M B C Y 26 - 1 ､ M B C N 80

-

2 処理 区の 重症 ･ 枯死苗率はそれぞれ 1 7 % ､ 2 6 % , 2 0% ､ 23 % と

なり( 図 8) , 対照区と同程度またはそれ 以上であっ たことから､
これらの 分離様に は生物防除効

果は澄められないと判断した｡ それに対して .
M B C Y 5 8 - 1

､
M B C N 4 3 - 1 ､ M B C N 56

- 1 処理区では病

徴進展が抑制され ､ それぞれの重症
. 枯死首率 は 1 1 % , 7% , 9 % と他 の処理 区よりも明らか( = 低か

っ た｡ 以上 の結果から. M B C Y 58
-

1 ､ M 8 C N 43
- 1

､
M B C N 5 6 - 1 の 3 菌株を二 次選抜菌株として選抜

することとした ｡
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国 8 二 次選抜 棚 における各放浪書処理区の 王症
･ 枯死育串

③果すす病防除活性を有する有望放線菌株の 選抜( 三次選抜)

三次選抜では . 二 次選抜で防除活性を示 した 3 菌株の 防除活性を改めて検定した｡ その結果 .

対照区と M B C N 4 3
- 1 処理区の平均羅病鹿は共に 3 0 であ ったことから､

M B C N 4 3 1 1 に具すす病防

除活性はないと判断した( 園 9) ｡
- 方で ､ M B C N 5 6 11 処理 区およぴ M B C Y 5 8

-

1 処理区では ､ 対照

区 よりも平均羅病度が低下していた｡ 特に M B C Y 5 8
- 1 処理区は､ 放線菌 3 処理区の 中で最も病

魚進展が抑制されていたため ､ M B C Y 5 8
1 1 を三次選抜株として違法した ｡

世 2 5

堰

# 2 0

野

d
-

1 5

1 0

5

0

対照区 M B C Y 5 8
1

1 処理区 M B C N 4 3
-

1 処 理区 M 8 C N 5 6
-

1 処 理区

園 9 三次芸妓就挨における各放捷首処理 区の 平均推病鹿
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④果すす病防除活性を有する有望放線菌株の選抜(確監試験)

本試験では ､ M B C Y 5 8 - 1 の 黒すす病防除活性を再度検定した. 両処理区の 平均羅病度を比較

したところ､ 対照区では 3 7 であ っ たが ､ M B C Y 5 8 1 1 処理区では 3 2 と低かっ た( 図 1 0) 以上 の結果

から､ M B C Y 5 8 - 1 を 2 0 0 5 年の 有望株とした ｡

噸 2 5
1荘

畔 2 0

野

& 1 5

1 0

5

対照 区 M B C Y 5 8
-

1 処 理区

図 1 0 嘉すす病 者接種した M B C Y 5 8 -

1 処理苗の 平均程病度

(2) 具すす病菌汚染種子に対する有望株 M B C Y 5 8 1 1 の 防除活性

M B C Y 5 8 - 1 混和育苗培土に汚染種子を播種して 2 週間育苗したo その結果 ､ 園 1 1 1 A に示した

ように . 対照区では多数の苗が黒すす病を発病して完全に枯死していたが. M B C Y 5 8 - 1 処理区 で

は健全な酋が明らか に 多か っ た( 図 1 1 1

B ) ｡ 両処理 区の発病苗率を算出したところ､ 対照区が平

均 6 4 % であっ たのに対して M B C Y 5 8 -l 処理区では平均 4 1 % と有意に低か っ たことから､ M 8 C Y 5 8
1

1

処理により発病が抑制されたことが明らかとなっ た( 園 1 2) ｡ また ､ 重症苗および枯死苗に注El し

てみると､ 対照区の 重症苗率および枯死苫率はそれぞれ 2 5% およぴ 8 % であ ったが . M B C Y 5 8
-

1 処

理区ではそれぞれ 9 % およぴ 1% であ った o この ことは ､ M B C Y 5 8 - 1 が病徽の 進展も抑制したことを

示 唆している｡ 以上の 結果から､ M B C Y 5 8 - 1 混和育苗培土 で汚染種子を播種 ･ 育成すると､ 発芽

した苫の 発病および病徽進展が抑制されることが明らかとなっ た｡

2 0



図 1 1 M B C Y 5 8 - 1 混和育苗培土に播種した汚染種子から発芽したキャベツ苫

A ニ対照 区 B : M B C Y 5 8
- 1 処理区

1 0 0

9 0

8 0

享::
濫 50
慣 4 0

# 3 0

2 0

1 0

0

対照区 M B C Y 5 8
1

1 処理区

国 1 2 M E) C Y 5 8 - 1 処理区における汚染種子由来苗の発病串

* t 検定の結果 ,
5 % 水準で有意差があることを示す

バ ー は横準誤差を示す

3 . 2 00 6 年選抜召弧換

(1) 噴霧接種した果すす病菌による発病を抑制する放線菌株の選抜

①具すす病防除活性を有する有望放線菌株の 選抜

2 0 0 5 年度に分離した中で唯
一

胞子形成が良好であった M B C N 1 5 2
- 1 の具すす病防除活性を検

定した ｡ 対照区の 苫では病轍が急速に進展し. 具すす病菌接種 7 日目には 8 8 % の苗が重症化ま

たは枯死した( 圃 1 3) c それに対して ､ M B C N 1 5 2
- 1 処理区では対照区と比 べ て重症. 枯 死酋が著

2 1



しく減少し､ 6 4 % の 苗が健全または軽症であっ た( 図 1 3) ｡ 以 上の結果から. M B C N 1 5 2 -1 は果すす

病防除活性を有すると判断した ｡

S

特
細

芸

苧
増
刷

9 0

8 0

7 0

6 0

5 0

4 0

3 0

2 0

1 0

0

対照区 M B C N 1 5 2 - 1 処理区

図 1 3 M B C N 1 5 2 - 1 処理 区における重症 ･ 枯死苫串

②確認試験

M B C N 1 5 2
- 1 の黒すす防除活性を再度検定した｡ その結 果､ 対照 区の平均羅病度は 2 9 であ っ

たのに対し､ M B C N 1 5 2 - 1 処理 区では 2 2 であ った( 園 1 4) ｡ この ことから
､
M B C N 1 5 2 - 1 が黒すす病

防除活性を有することを確認できた｡ 以上の 結果から､ M B C N 1 5 2 1 1 を 2 0 0 6 年の有望株として選

抜したo

世

償 2 0

虻

野 1 5

計

対照 区 M B C N 1 5 2
-

1 処 理区

国 1 4 黒すす病者接種した N B C N 1 5 2 1 1 処理区の 平均権貞慶
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( 2) 具すす病菌汚染種子に対する有望株 M 8 C N 1 5 2
-

1 の防除活性

M B C N 1 5 2
-

1 混和青首培土に汚染種子を播種して 2 週間育苗した｡ その 結果 . 対照区では 9 2 %

の 吾が発 病し､ 無病微音はわずか 8 %[まどであっ た( 園 1 5
- A ､ 国 1 6) ｡ 4 9 % の首は旺軸腐敗や子葉

枯死などの 重症症状を示 し､ 1 7% は完全に腐敗枯死していた｡ それに対して ,
M 8 C N 1 5 2

- 1 処理区

の 発病苫串は 1 6 % ( ことどまっており､ 有意に発病が抑制されていた( 図 1 5
- B ､ 図 1 6) ｡ また､ 本処

理区では枯死苗は観察されず ､ 重症育もわずか 4 % と少なかっ た｡ この ことから､
M 8 C N 1 5 2 - 1 は汚

染種子から発芽した苗の発病とともに病徴進展も抑制することが明らかとなった ｡

固 1 5 M 8 C N 1 5 2 - 1 混和育苗培土に洋種した汚染種子から発芽したキャベツ苫

A : 対照区 B : M B C N 1 52
- 1 処理区

壷…;
帳 4O

群 3 0

2 0

1 0

0

対照区 M B C N 1 5 2
- 1 処理 区

国 1 6 M B C N 1 5 2 - 1 処理区における汚染種子由来苗の発病辛

* t 検定の結果､ 5 % 水準で有意差があることを示 す .

バ ー は横準誤差を示す.
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4 . 最終候補株の選抜

園 1 7 - A および国 1 8 に示したように . 対照区では 4 1 % の 苗が本葉を展開しておらず , 今後の 生育

が不可能な状態となっていた｡ M B C Y 5 8
-

1 処理区の 生存不 可能苫率は 2 9 % で ､ 対照区と比較する

と減少していたが . 有意差 は認められなか った ｡ また､
M B C N 1 5 2

-

1 処理区と比較すると､ 病徹が

進展して黄化している子葉が多かっ た( 図1 7
1

B . 囲 1 8) ｡ 対して . M B C N 1 5 2 - 1 処理区の 生育不可

能苗畢 は 5% と極めて少なく､ ほとんどの酋が正常に本葉を展開していた( 園 1 7
- C . 図 1 8) ｡ また ､

子葉が黄化した育もほとんど認められなかった｡ 各処理区の 平均罷病度を比較すると､ 対照区 .

M B C Y 5 8
1

1 処理区 ､ M B C N1 5 2
- 1 処理区でそれぞれ 3 0 . 2 7 ､ 1 8 となり､ M B C N 1 5 2

1 1 処理区で有

意に具すす病が抑制されたことが明らかとなっ た( 国 1 9) ｡ 以上の結果から､ M B C N 1 5 2
- 1 を最終

侯補株として遭壊したo

国 1 7 各処理区のJ& すす病 の発病状況

A : 対照区 B : M B C Y 5 8
-

1 処理区 C : M B C N 1 5 2 - 1 処理 区
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i
細

巨塁
rF

K 一

壮
廿t

対照区 M B C Y5 8
-

1 処 理区 M B C N 1 5 2 -

1 処 理区

国 1 8 各処理区の生存不可能苗串

フィッシャ
ー

の最小有意差検定( LS D 検定) の結果､ 異なる文字間では 5 % 水準で有意差があ

ることを示す

バ ー

は標準誤差を示す .

4 5

4 0

選;≡
世 25

富子;
10

5

0

対照区 M B C Y 5 8 -1 処理 区 M 8 C N 1 5 2 - 1 処理区

国 1 9 各処理区の 平均程病度

フィッシャ
ー

の 最小有意差検定(L S D 検定) の結果 ､ 異なる文字間では 5 % 水準で有意差があ

ることを示す

バ ー

は標準誤差を示す.
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第 三節 M B C N 1 5 2
- 1 の同定

第 一 項 材料と方法

i ∴_U 旦p _W _S_星二しg)_
j 旦主 = 蛙迷およぜ 脚 厳寒

コ ロ ニ
ー

性状の観察 には ､
IS P - 2( 放線菌培地ダイゴ N o .

2 : W a k o) ､ IS P - 3( 放線菌培地ダイゴ

N o . 3 ; W a k o) ､ IS P - 4 ([S P m e di u m 4 : D if c o ､ U S A ) , t S P
- 5( 放線菌培地ダイゴ N o . 5 ; W a k o) を用

いた o 各培地に M B C N 1 5 2
- 1 胞子懸濁液を 5 0 Jjl ず つ 滴下し､ 白金耳で碁盤目状に画線した後 ､

3 0
o

C で培養した｡ 約 2 週間後の 晴天 日に , 北側 の窓からの自然光の下 で以下 の性状を肉眼で観

察した ｡

● 基生菌糸の 生育および表面 ､ 裏面 の色調

● 気菌糸の生 育および色調

● 拡散性色素の 有無および色調

なお､ 色調 は新色名事典(1 9 8 7) の標準色片を基準に判定した｡

2 @

放線菌の 胞子表面の 形状や胞子 鎖 ､ 胞子嚢などの 形態は , 属によっ て大きく異なる( 日本放線

菌学会 2 0 0 1 ) ｡ こ の ことか ら , 形 態的特徴 が属を特定する重要 な判 断基準となる ｡ そこで ､

M B C N 1 5 2
- 1 の 形態を光学顕微鏡および s E M で観察することとした｡

( 1) 光学顕微鏡観察

t s p - 2 - 5 で 2 週間培養した M B C N 1 5 2
- 1 の コ ロ ニ

ー から､ コ ルクポ ー

ラ
ー ( 直径 8 m m ) で含菌デ

ィスクを打ち抜 いた . このディスクをスライドガラス上 に置き, 光学顕微鏡( A xi o : Z ei s s ､ G e r m a n y)

の 4 0 0 倍視野で観察した｡

(2) S E M 観察

日本放線菌学会(2 0 0 0) に記載されている方法に従 っ て S E M 観察を行 った .

まず､
上 記の手順で調製した M B C N 1 5 2

-

1 含菌ディスクをガラスシャ
ー レ内に置き,

ディスク周

囲に数滴の 4 % オスミウム 酸( o s o .) を滴下した後 , 密閉して
一

晩蒸気固定を行 っ たo つ ぎに ､
ドラ

フト内で開封し､ 1 5 分間放置して余分なオスミウムガスを散逸させた｡ このディスクをステンレス製

カゴ( 臨界点乾燥装置 用包埋カゴ 2 0 m / m , 日新 E M ( 秩)) に移し, 凍結乾燥瓶に入れた後 , 液体
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窒素を注ぎ入 れて急速凍結させ た｡ 少量の 液体窒素が残っ た状態で凍結乾燥瓶を凍結乾燥機に

装着し､ 約 6 時間凍結乾燥したo 得られた試料を電子顕微鏡専用 の試料台に載せ ､ イオン スパ ッ

タ ー

で金コ ー

ティン グした後 ､
1 5 .O k V で観察した ｡

3 . M B C N 1 5 2
- 1 の 1 6 S r D N A 塩基配列の解析

(1) M B C N 1 5 2 - 1 菌体からのゲノム抽出

M B C N 1 5 2
- 1 胞子 懸濁液1 0 0 〃l をG Y 液体培地 1 0 0 m l に接種し､

一

晩振蓋培養(3 0
o

C
､
2 0 0 r p m )

した . この培養液をプラスチックチ ュ
ー ブに移し変えて遠心分離(3 0 0 0 rp m ､

5 分) し, 上溝を除去し

た ｡ ここに滅菌水を適量加えて十分撹拝した後 ､ 再度遠心分離(3 0 0 0 r p m ､ 5 分) することで菌体を

洗浄した｡ 十分に菌体を洗浄するため ､
この作業を 3 回繰り返した ｡ つ ぎに ､ 沈殿した菌液 2 0 0 〟l

を エ ツ ベンドルフチ ュ ー ブに取り､ 遠心分離(1 5 0 0 0 r p m ､ 1 分) して上溝を除去した｡ 細胞壁を分解

するため ､
1 0 m g/ m l[ S ol u ti o n I : 5 0 m M グ ル コ

ー ス
,
2 5 m M トリス 塩 酸( p H 8 .0 ) , 1 0 m M E D T A

( p H 8 .0)] リゾチ
ー ム 4 0 0 〟1 を加え, ブロ ックヒ

ー タ ー を用 いて 3 7
o

C で 1 時間加温した｡ さらに ､ タン

パク質を分解するた めに p r o t e n a s e K l m g ､ 1 0 % s o di u m d o d e c yl s ulf a t e ( S D S ) 2 0 JJ I , R N A a s e O ･1

〟l を加え ､ 再び 5 5 ℃ で 3 0 分間加温した｡ その 後 ､
S D S およびタン パク質を除去するため ､ 新しい

エ ツ ベンドル フチ ュ
ー ブ内で 9 9 .

5 % エタノ ー

ル 8 0 0 〟l と M B C N 1 5 2
- 1 分解液 4 0 0 〃l を混合した( エタ

ノ ー

ル の終濃度約 7 0 %) ｡ これを遠心分離(1 5 0 0 0 r p m ､ 5 分) して上溝を除去した後 ,
D N A S p e e d

v a c ( s a v e n t) を用 い て 3 分間減圧 乾燥した｡ 乾燥した沈殿物を T ris
-

E D T A 緩衝液( 以 下 ､
T E 緩衝

液と略す: 1 % l M トリス塩酸( p H 8 .0)
,
0 .5 % 0 .5 M E D T A (p H 8 .0)) 4 0 0 JjI で溶解し､ 等量の 0 .1 M T ri s

塩酸飽和フ ェ ノ
ー

ルを加えてよく混合した ｡ これを遠心分離(1 5 0 0 0 r p m ､ 1 分) して 2 層( 上層: トリス

塩酸, 下 層: D N A を含むフ ェノ ー ル) に分離させた後 ,
下 層液 4 0 0 〟l を新しい エ ツ ベンドルプチ ュ

ー

ブに移し取 った ｡ これをさらに遠心分離(1 5 0 00 r p m ､ 5 分) して 3 層( 上 層: D N A , 中層:タン パク質 ,

下層: フ ェ ノ ー ル) に分離させ ､
上層液のみを新しい エ ツ ベンドル フチ ュ

ー ブに移し取 った｡ つ ぎに ､

液中のフ ェ ノ
ー

ルを完全に除去するため ､ クロ ロ ホル ム 4 0 0 〟l を加えて混合した後 ､ 遠心分離

(1 5 0 0 0 r p m ､
5 分) して 2 層(上 層: D N A , 下層: フ ェ ノ ー ルを含むクロ ロホルム) に分離させ ､

上 層液

2 0 0 JJl を新しい エ ツ ベンドルフチ ュ
ー ブに移し取 っ たo これに 3 M 酢酸ナトリウム 2 0 Jjl(l / 1 0 量) ､

9 9 .5 % エタノ ー

ル 5 0 0 〟I( 2 .5 倍量) を加えた後 ､

- 8 0
o

C で 1 5 分間凍結させた｡ この凍結液を遠心分

離(1 5 0 0 0 r p m ,
5 分) し, 上溝を除去した後 ､

7 0 % 冷却 エタノ
-

ル 5 0 0 Jjl をチ ュ ー ブ壁面に沿うように

流し入れ , 沈殿した D N A を吸い 込まないよう留意しながら直ちに エタノ
ー

ル を除去した ｡ これを
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D N A S p e e d V a c で 3 分間減圧乾燥した後 ､ 沈殿物を T E 緩衝液 5 0 〟 = こ溶解させ ､ ゲノム抽出液

とした ｡

( 2) P C R 増幅とシ
ー クエン ス解析

p c R には 7Ta K a F7a T a g (タカラバイオ(秩)) を用いたo O .2 m l の P C R チ ュ
ー ブに超純水 3 8 Jj し

M B C N 1 5 2
- 1 のゲノム抽出液1 Jj I , 1 0 × P C R B uff e r 5 Jj l ( 同キット付属) ､

1 m M d N T P M i x t u r e 4

〟l ( 同キット付属) ､
D N A 増幅用 の 5 0 〟 M 2 7f プライマ

ー

1 〟l ( フ ォワ
ー ドプライマ ー

) および

5 0 〟 M 1 4 9 2 r プライマ
ー 1 〟l ( リバ

ー スプライマ
ー

) を加え , タッビングにより溶液をよく混合した

後 ､
rT a q D N A P oly m e r a s e O .2 5 〟l ( 同キット付属) を加えて全量 5 0 〃l の P C R 反応液を調製した ｡

直ちにサ
ー マ ル サイクラ ー ( P C R - S y s t e 2 7 0 0 ; A p p一i e d Bi o s y s t e m s) で P C R 反応( ホットスタ

ー ト

法を採用 ｡ 反応条件: 9 6
o

C l 分を1 サ イクル ､
9 6
o

C I O 秒 ･ 5 2
o

C I O 秒 ･ 7 2
o

C l 分を 3 5 サ イクル ､

2 0
o

C で保存) を行 っ た. D N A 電気泳動装置に泳動用 緩衝液[T A E 溶液: 4 0 m M T ri s (t n vit r o g e n ) ,

4 0 m M 酢酸( w a k ｡) , 0 .1 m M E D T A (p H 8 .0) ( 同仁科学( 秩) )] を入れ ,
この液中にエ チジウムブロ

マ イド( 1 Ji g/ m l : W a k o) を含む 0 .8 % アガロ
ー

スゲ ル( A g a r o s e S ; W a k o) を沈めた o M B C N 1 5 2
- 1 の

D N A サ ンプル 1 0 〟l とマ
ー

カ
ー 6 ( 0 .5 〟 g/ 〟l ; 日本ジ

ー ン) 1 〟l をそれぞれ 6 × ロ
ー ディン グ緩衝液

(o .2 5 % ブロ モフ ェ ノ ー

ルブル ー ( ナカライ) ､ 0 .
2 5 % キシレンシアノ ー ル F F ( W a k o) ､ 1 5 % グリセロ

ー ル

( w a k ｡)) 1 0 〟l および1 〃l と混合した後 ､ アガロ ー スゲル に注入 して 1 0 0 V で 2 0 分間電気泳動し

た ｡ その後 ､ 紫外線( 3 6 5 n m ) 照射下でバンドを確認し, 目的の D N A 断片を切り出してエ ツ ベ ンドル

フチ ュ
ー ブに移して

- 2 0
o

C で
一 晩保存した ｡ これを室温で解凍し､ 遠心分離(1 5 0 0 0 r p m ､ 3 分) した

後 ､
D N A を含む液 1 0 0 〟t を新しい エ ツベンドルプチ ュ

ー ブに移し取 っ た｡ さらに ､ チ ュ
ー ブ内に残っ

たゲル に T E 緩衝液を加え ､ 遠心分離してゲル 中の D N A を完全に回収した ｡ つ ぎに ､ 得られた

D N A 液に 3 M 酢酸ナトリウム 1 0 〟l(1 / 1 0 量) および 9 9 .5 % エタノ ー

ル 2 5 0 〟t( 2 ･5 倍量) を加え ､

-

8 0
o

C で 1 5 分間凍結させた ｡ これを遠心分離(1 5 0 0 0 r p m ､ 5 分) し､ 上 溝を除去した後 ､
7 0 % 冷却 エ

タノ ー

ル 5 0 0 〟l を壁面に沿うように流し入れ､ 沈殿した D N A を吸い 込まない よう留意しながら直ち

にエタノ ー ル を除去した ｡ これを D N A S p e e d V a c で 3 分間減圧 乾燥した後 ､ 沈殿物を超純水 5 0 〟

= こ溶解し､ シ
ー ク エ ン ス用 D N A 液とした ｡ D N A 電気泳動装置に泳動用緩衝液を入れ ､ そこに 工チ

ジウム ブロ マ イドを含む o .8 % ア ガロ - ス ゲル(l N A a g a r : W a k o ) をセ ットし ､
パ ラフイル ム 上 で

M B C N 1 5 2 - 1 の D N A サ ンプル 1 〃l とマ
ー カ ー 6 (0 .5 〟 g/ 〟l ; 日本ジ

ー ン) 1 〟l をそれぞれ 6 × ロ
ー

ディング緩衝液 4 〃l と混合した後 ､
アガロ ー スゲ ル に注入して 1 0 0 V で 2 0 分間電気泳動した ｡ ゲ

2 8



ル 中の D N A 量を P ri n t g r a p h において確認した｡ 0 .2 m L の P C R チ ュ
ー ブに p r e m i x 8 LL し シ

- クエ

ン ス用 D N A 液 l .5 Jj にそれぞれ 2 7f プライマ
ー 1 LL ] (フ ォ ワ

ー ドプライマ
ー

,
5 0 FL M ) ､

3 5 7f ( フ ォ

ワ
ー ドプライマ ー

､
5 0 〟 M ) ､ 1 0 0 0 - (フ ォワ ー ドプライマ

ー

､
5 0 〟 M ) ､ 5 1 7 r( リバ

ー スプライマ ー

､
5 0

〟 M ) ,
- 1 0 0 0 (リバ ー スプライマ ー

､
5 0 〟 M ) ､ 1 4 9 2 r プライマ

ー 1 〟l ( リバ ー スプライマ
ー

,
5 0 〟 M )

を入れ ､ 超純水を加えて全量 2 0 〟l の P C R 反 応液を調製した . 直ちにサ
ー マ ル サイクラ ー でシ ー

クエ ン ス反 応(ホットスタ
ー

ト法を採用 o 反応条件: 9 5
o

C 3 分を l サ イクル ､
9 5
o

C 2 0 秒 ,
5 0
o

C 1 0

秒 ､ 6 0
o

C l 分を 3 5 サイクル ､
2 0
o

C で保存) を行 った ｡ シ
ー クエ ンス 反応産物に 3 M 酢酸ナトリウム

1 0 〟l( 1 / 1 0 量) および 9 9 .5 % エタノ
ー

ル 2 5 0 〟l(2 .5 倍量) を加え ､

- 8 0
o

C で 1 5 分間凍結させた｡ こ

れを遠心分離(1 5 0 0 0 r p m ､ 5 分) し, 上溝を除去した後 ､
7 0 % 冷却 エタノ

ー

ル 5 0 0 〟l を壁面 に沿うよ

うに漉し入 れ ､ 沈殿した D N A を吸い 込まない よう留意しながら直ちに エタノ
ー

ル を除去した｡ これ

を D N A S p e e d V a c で 3 分間減圧乾燥した後､
シ ー クエ ン サ

ー ( C E Q 2 0 0 0 X L ) により塩基配列波

形 パタ ー ンを読み取 った ｡

得られた波形 パタ
ー

ンから塩基配列を読みとり､ D N A D at a B a n k o f J a p a n ( D D B J) の B l a s t プ

ログラム ( Alt s c h ul e t a/ 1 9 9 0) を用 い て M B C N 1 5 2
- 1 と相同性の高い 配 列を検索した o さらに ､

D D B J 登録菌株である S t rle P t O m y C e S 属 2 7 菌株とともに､ CI u s t aL W 僻析 ( T h o m p s o n e t a/ 1 9 9 4)

により系統樹を作成した o 系統樹 は .
B a c/

'

N u s s u b tI
'

N s を外群として設定し, Ki m u r a
- 2 -

p a r a m e t e r

( Ki m u r a 1 9 8 0) の 方法に従い 近隣結合 ( N J ) 法で作成した ｡ 枝の 信頼性は ､
ブ ー トストラップ

1 0 0 0 回の 処理により推定し､ ブ
ー

トストラップ値が 5 0 % 以上 のもの はその数値を表記した ｡

第二 項 結果

1 . M B C N 1 5 2 - 1 の コ ロ ニ
ー 性状および形態

I S P - 2 - 5 で培養した M B C N 1 5 2 - 1 の培養性状を表 1 にとりまとめた｡ い ずれの培地上 におい て

も基生菌糸および気菌糸生長は旺 盛であり､ 表面が平坦なコ ロ ニ
ー を形成した｡ また､ 基生菌糸

の 色調は , 表面および裏面ともに黄または茶系であっ たo 気菌糸は 灰色を呈しており, 粉状であ

った ｡ 可溶性色素は ､
いずれの 培地でも観察されなか った ｡

2 9



表1 M B C N 1 5 2 - 1 培養性状

菌体 培養性状

lS P - 2 気菌糸 生育良好 oli v e g r a y (4 1 1) オリ
ー ブ灰色

基生 菌糸 Ii gh t r e d di sh y e一l o w(1 3 1) 浅い 赤みの黄

基生 菌糸裏面 粉状 Ii gh t r e d di s h 咋" o w (1 3 1) 浅い 赤みの黄

拡散性色素 なし

lS P - 3 気菌糸 生育良好 m e di u m g r a y(4 0 7) 灰色

基生菌糸 y ell o wi s h b r o w n ( 9 9) 黄み の 茶色

基生菌糸裏面 粉状 Iig h t g r a yi s h b r o w n(1 1 1) 明るい灰み の茶色

拡散性色素 なし

lS P - 4 気菌糸 生育良好 m e di u m g r a y( 4 0 7) 灰色

基生菌糸 Ii gh t r e d di s h y e" o w (1 31) 浅い 赤みの黄

基生 菌糸裏面 粉状 Ii gh t r e d di s h y el一o w (1 3 り 浅い赤み の黄

拡散性色素 なし

lS P - 5 気菌糸 生 育良好 p u r pli s h g r a y( 4 1 4) 紫みのグレイ

基生菌糸 p al e r e d di s h y e" o w (1 3 0) 薄い 赤み の黄

基生菌糸裏面 粉状 p al e r e d di s h y ell o w (1 3 0) 薄 い赤み の黄

拡散性色素 なし

括弧内の数字は ､ 新色名事典の標準色片番号を示す ｡

2 .
M B C N 1 5 2

- 1 の 形態

IS P - 2 - 5 培地で 培養した M B C N 1 5 2
- 1 を光学顕微鏡 観察した ｡ その 結果 ､ 培 地に よ っ て

M B C N 1 5 2
- 1 胞子鎖 の形 態が異なっていた. tS P - 2 培地では , 胞子が直線 - 僅か に曲が っ て連鎖

してい た( 図 2 0
-

A) 0 IS P
-

3 および IS P - 4 培地では ､ 連鎖した胞子 の先端が ル
ー プ状 - フ ック状に

なっ ており､ 一 部はらせ ん状胞子鎖を形成してい た( 図 2 0
-

B
,
C) ｡ 対して ､

I S P - 5 培地では , 他の

培地と比較すると, らせ ん状胞子鎖が多く観察された( 図 2 0
- D ) ｡

さらに ､
IS P - 5 培地上 の M B C N 1 5 2

- 1 をs E M で詳細 に観察したところ､ 表面 が不 規則なトゲ状の

楕円 形胞子( 長径約 1 .5 〟 m X 短径約 0 .8 〃 m ) が多数(平均約 3 0 個) 連な ってらせん状胞子鎖を

形 成していることが明らかとなった( 図 2 1) . この ようならせ ん状胞子鎖は S tr e p t o m y c e s 属菌の特

徴である( 日本放線菌学会 2 0 0 1) ｡ また , 胞子嚢や 特徴 的なその 他の器官および構造は認めら

れなか っ たo

3 0



/

-

■

チ
I

E

国 2 0 M B C N 1 5 2 - 1 胞子焦の光学穎せ* 億

A : JS P - 2 上 の胞子鎖 .
a :IS P - 3 上の 胞子鎖. c : JS P

-

4 上 の胞子免 , D :lS P
-

5 上の 胞子鎖

詞 21 M 8 C N1 52 - 1 胞子卓の S E M 色( スケ ー ル = 1 JL m )

3 1



3

M B C N 1 5 2 - 1 の 1 6 S r D N A をシ ー クエ ンス解析し､ 約 1 3 0 0 b p の塩基配列を決定した( 表 2) ｡ この

塩 基 配 列を既 知 の 放線 菌と デ
ー タベ

ー

ス 上 で 比 較 した結 果 ,
S Lr e p t o m y c e S h u m /

'

d u s ､ S ･

a/b o g ,,
･

s e o/u s , S . th e n m o/u t e u s ､ S ･ v/r/
･

d o d'
･

a s t a tI
･

c u s
､
S ･ a t r o v /h e n s ､

S ･ m a c r o s p o r e u s の 6 種と

高い相 同性(9 7 %) を示した . さらに､ 上 記 6 種を含む 2 7 種の S Lr e p t o m y c
e s 属菌と M B C N 1 5 2

- 1

の 1 6 S , D N A 塩基配 列を基に分子系統樹を作成したところ､ 本菌株は S . h u m I
'

d u s と最も近縁(ブ

ー

トストラップ値5 0 % 未満) であることが明らかとなった( 図 2 2) . また, 埴物病原性の S Lr e p t o m y c e s

属菌 4 種( S . s c a b /
･

e s
､
S . t u r9 idl

･

s c a b /
･

e s , S ･ a c /
･

d/
･

s c a b /
･

e s
,
S ･ /b o m e a e) は 1 つ のクラスタ

ー

にまとま

ったが ､ 本菌株は このクラスタ
ー

には属さなか ったことから､ これらとは近縁ではない ことがわか っ

たo さらに ､ 海外で市販されている放線菌殺菌剤 2 剤( A c ti n o v a t e , M y c o st o p) の有効成分である

s . /y d ,
･

c u s および s . g ' 7
･

s e o v/rJ
'

dI
'

s とも分子 系統的に は近縁でない ことが確認されたo

表 2 M B C N 1 5 2 - 1 の 1 6 S r D N A 塩基配列

1 AC TT CGG TG G GG A TT AG T G G C G 仙CG GG T G AG T 仙C AC GT G G G C 仙TCT G C C C TG C A C TC

6 1 T G G G AC A A GC C C TGG A A A C G G G GT C T A A T A C C G G AT ACT G A C C C G C TT G G GC A TC C A AG C

1 2 1 G G TT C G Å仙G CT C C G G C GG T G C A G G AT G A G C C C GC G G C C T A TC A G C T T G T T G GT G A G G TA

1 81 A TG G C T C A C C A AGG C G A C G A C G G G T A G C C G G C C TG A G A G G GC G A C C G G C C A C A C TG G G A C

241 T G A G AC A C G G C C C A GAC TC C TÅCG G G AG G C AG C A GT G G G G 仙TA TTG CA C 仙T GG G C G 仙

3 01 AG C C T G AT G C AGC G A CG C C G C G TG AG G G A T G AC G G C C TT C G G G T TG T 仙A C C T C TT T C AG

3 6 1 CA G G GAA G 仙 GC G A A AGT G A C G GT A C C TG C A GA A G A AG C G C C G GC T A A C T AC G TG C C AG C

4 21 A G C C GC G G TA A T A CG TAG G G C G CG A G C GT T G TC C G G AAT T ATT G G G C G TA 仙GAG CT CGT

4 8 1 A G G C GGC TT G T CÅCG TC G G T TG TGA 仙GC C C GG G G C T TA A C C C C G G G T C T G C A GT CG AT A

5 4 1 C G G G CA GG CT A GAGT T C G G T A G GG G A GAT C C G A A TT C CT G GTG T A G C GGT G A A ATG C G C A

6 0 1 G A T AT CA G G A G G A A C AC C G G T GGC G A AG G C G G A TC TCT GG G C CG AT AC T G A C G CT G AG G A

6 6 1 G C G AA AG C G T G G G G A G C G A A C AG G A TTA G A TA C C C T G G TT A G T C C A C GC C G TA AA CGG TG

7 2 1 G G CAC T A G G T G T G GG C G A C A T TC C A CG T C G T C C GT G C C G C AG C T 仙CG CA TT AAG TG C C C

78 1 C G C C T G G GGA GTA C G G C C G C AAG G C T T AA A A C T C A A A G G A A T T G AC C G G G G G C C C G C A C A

8 4 1 AG C G G CG GAG CA T G T GG C T T AATT C G A CG C A AC G C G AAG A A CC TTA C C C A AG G CT T G AC A

9 01 T ACA C C G G 仙 AC GT C T G G A G AC AG G CG C C C C C T TGT G G T C G G T G T A C A G G T GG T G C AT G G

9 61 CT GT CG TCAG CT CG TGT CGT GA GAT GT TG G G TT AAG TC C C GC A A C G A GCG C AA CC C TT GT

1 0 2 1 C C C GTG TTGC C A GC AAG C C C TT CGGG GTG T T GG GG ACT CA CG G G AG A CC G C C G GG GTC A A

1 O 8 1 C TC G G AG G 仙 G GTG GGG A C G A C G TC AAGT C AT CAT GC C C C TT AT GT CTT G GGC TG CAC AC

1 1 41 GTG CT AC AAT G GC C G GT AC A A TGA G C TG CG AT A C C GC GA G GT G GAG CG AA T CT C A AA AAG

1 201 CC GGT CT CAG T TC GTG AA GT C G GA GTC G CT AG TA AT C G C A G AT CAG C A TT GCT GC GG T G A

1 2 61 AT ACG TT CCC GGG CC TTGT A CAC AC C G CC C GT C AC G T CA G AAA GTC GG TA A CA C C CG AAG

1 3 21 CC GGT GG CC C AÅc

3 2

6 0

1 2 0

1 8 0

2 4 0

3 0 0

3 6 0

4 2 0

4 8 0

5 4 0

6 0 0

6 6 0

7 20

7 8 0

8 4 0

9 0 0

9 6 0

1 0 2 0

1 0 8 0

1 1 4 0

1 2 0 0

1 2 6 0

1 32 0
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S tr e p to m y c e s ly di c u s Y 1 5 5 0 7

S t r e p t o m y c e s a cidi s c a b i e s A B 3 0 1 4 8 7

S t r e p t o m y c e s a v e r m itJ
'

lI
'

s A B 1 8 4 6 32

S tr e p t o m y c e s t u r y I
'

di s c a bi e s A B 3 0 1 4 8 4

S t r e p t o m y c e s s c a b i ei A B 3
01 4 8 0

S tr e p t o m y c e s IP O m O e a e A B 1 8 4 8 5 7

S tr e p t o m y c e s h y g r o s c
o p I C u S E U 1 7 0 1 2 7

S tr e p to m y c e s c o eli c o l o r D Q 4 4 2 4 9 6

S t r e p to m y c e s g n s e o vi n
'

di s A B 1 8 4 2 1 0

S tT e P t O m y C e S C a el e s tl
'

s A B 1 8 4 8 3 8

M B C N 1 5 2 -1

S tr e p t o m y c c s h u m
i d u s A B 1 8 4 5 5 6

S tr e p t o m y c e s a tr o vi r e n s D Q O2 6 6 7 2

7 1
.
0

S tr e p t o m y c e s m a c r o s p o r e u s A B 1 8 4 1 5 1

S t r e p t o m y c e s n a y o v in
'

d i s A B 1 8 4 8 42

S t r e p to m y c e s pil o s u s A B 1 8 4 1 6 1

S t r e p to m y c e s c
o e r u l e o r u bi d u s A B 1 84 B 4 9

S t r e p t o m y c e s vi n
'

d o di a s ta ti c u s A B 1 8 4 3 1 7

9 8
.
2

S t r e p t o m y c e s a lb o g n s e o l u s D Q 4 9 1 1 9 4

94
,
5

S tr e p t o m y c e s 肋
e m 7 O l u te u s A B 1 8 4 5 8 1

S t r e p t o m y c e s a m b o f a ci e n s A B 1 8 4 1 8 2

S tr e p t o m y c e s li vi d a n s A B 1 8 4 6 9 S

S tr e p to m y c e s p s e u d o g n s e o l u s A B
1 8 4 5 1 6

S Ly e p t o m y c e s e r y th r D g n
'

s e u s A J 7 B1 3 2 8

S Z r e p t o m y c e s g n s e o i n c a m a t u s A J 7 B 1 3 2 1

S L r e p t o m y c e s l a b e d a e A B 1 8 4 7 0 4

S t r e p to m y c e s a u r e o fa ci e n s E F O 6 3 4 5 9

S Zr e p t o m y c e s v a n
'

a bilis A B 1 8 4 7 6 3

0 .1

B a cill u s s u b tili s s t r ai n K 3 E U 2 6 6 5 8 1

図 2 2 1 6 S r D N A 遺伝子配列から得られた有根系統樹

分岐点の 数値はブ
ー

トストラップ確率を示す.

D D B J / G e n B a n k の a c c e s si o n n u m b e r を菌名の後に示した.
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第四節 考察

本章第
一

項でも述 べ たように ､ キャ ベツセル成型苗に深刻な被害をもたらす黒すす病に対処す

る新たな防除策が求められている｡ そこで , セ ル 成型苗黒すす病の 生物防除技術を開発すること

を最終目標として ､ 本章では ､ まず生 物防除 エ
ー ジ ェ ントとなる内生 放線菌を圃場生育の健 全キ

ャベツから分離することとした｡

次 亜塩素酸ナトリウムとエタノ
ー ルで表面殺菌した キャベツの組織片を寒天培地上で培養した

ところ､ 約 1 ケ月 後に試料表面に放線菌のコ ロ ニ
ー が出現してきた( 図 6) ｡ これを分離 ･ 純化し､

2 0 0 4 - 2 0 0 5 年の 2 年間で合計 1 2 9 菌株を得た ｡ 他の研究グル
ー プも同様に表面殺菌した埴物試

料から数週間か けて放線菌を分離し､ これらを埴物体内に内生するエ ンドファイトであるとしてい

る( C a o e t a/. 2 0 0 4 ; C o o m b s e t a /. 2 0 0 3 : C a st ‖o e t a /. 2 0 0 2 ; S a r di e t a / 1 9 9 2 ) c こ の ことから､ 本研

究で分離した放線菌もエンドファイトと考えて差し支えないだろう｡

これら 1 2 9 菌株のうちの 5 1 菌株は､ 寒天 培地上での生育と胞子形 成が不 良であった ｡ 微生物

殺菌剤の実用 化には , 乗り越えなければならない様 々な障害が立ちはだかる ｡ その
一

つ が製造

コ ストである｡ 微生物を大量培養し, これを生きた状態で製剤化しなくてはならない微生 物農薬は ､

化学農薬と比較すると製造コストが高く､ この ことが実際の現場 へ の普及を難しくさせて いる( 和

田 2 0 0 4) ｡ 製造コストの低い 微生 物農薬を開発するためには ､ まず大量培養が容 易な微生 物菌

株の中か ら生物防除エ ー ジェ ントを選抜する必要があると考えられる｡ このことか ら, 生 育と胞子

形成が不 良な 5 1 菌株を選抜対象か ら外し､ 残りの 7 8 菌株の 中から有望菌株を選抜することにし

た ｡

多くの 研究者が ､ 培地上 での 括抗性を基準 に選抜した微生物を用い て生物防除試験を行 っ て

いる( Li e t a /. 2 0 0 2 ; F ol m a n e t a/ 2 0 0 4) . しか し, /
'

n v l
'

t r o で の括抗性と生物防除活性が必ずしも
一

致しない 場合がある｡ 例えば ､
KIl[i c - E ki ci e t a / (2 0 0 3) は ､ 熱処理を施して抗菌物質生産能を失わせ

た L y s o b a c t e r e n z y m o g e n e s C 3 株が､
a /b o/ a r/

'

s S o /o k/ n/
'

a n a に よっ て 引き起こされるト ー ル フ ェ スク斑点

病に対して無処 理の C 3 株と同レベ ル の 防除効果を示したと報告して いる｡ このことから本研究では ,

J

'

n vI
'

Lr10 で の括抗性よりも､ むしろ実際の 黒すす病防除活性を基準に有望菌株を選抜すべ きであ

ると考えたo そこで､ 本研究では､ 分離放線菌株の黒すす病防除活性を検定し､ 2 0 0 5 年度および

2 0 0 6 年度には ､ それぞれ M B C Y 5 8
- 1 株および M B C N 1 5 2 - 1 株を選抜した｡ これら 2 菌株を用い て

最 終選抜を行 っ た結果 ､ 防除 活性が 高い M B C N 1 5 2
- 1 を最 終候補株として選抜した . こ の

M B C N 1 5 2 - 1 を混和した育苗培土で育成した苗では ､ 噴霧接種した黒すす病菌による病徴の進展

3 4



が抑制された( 図 1 4) . また､
M B C N 1 5 2 - 1 混和育苗培土 に黒すす病菌汚染種子を播種して育成

すると, 発芽した苗の発病と病徴進展が顕著に抑制された( 図 1 6) o 本章第 二節で述 べ たように ､

セ ル 成型苗黒すす病を効率的に防除するため には , 汚染種子 からの 子苗感染(
一

次伝染) と発

病苗からの 二次伝染を抑制することが重要である ｡ この ことから､ 上述の ように
一 次 . 二次伝染を

顕著に抑制する M B C N 1 5 2
- 1 は , セ ル成型苗黒すす病の生物防除エ ー ジェ ントとして極めて有望

な菌株であると考えられる｡

デ ー タは示してい ないが ､ 秋 - 春栽培(l l - 3 月) と比 べ ると夏 栽培(7 - 1 0 月) のキャベ ツの方

が内生放線菌の分離率が高か っ たことから､ 気温が高くなると内生 放線菌の活動が活発化し, 檀

物体内の菌密度が上昇すると推察される｡ 実際 ､
M B C N 1 5 2 - 1 も比較的気温の高い 9 月に採取し

たキャベ ツか ら分離された .
一 方 ､
A . b r a s s /

'

c'
'

c o/a は高温性で , 種子伝染による苗立枯れの適温

は 3 0
o

C であるという報告もある(B a s s e y , e t a/ 1 9 8 3) . 我々の調査でも､ キャベ ツセル 成型苗の 黒

すす病は ､ 育苗温室 内の 気温 が高 い 8 - 1 1 月 に多発することが明らかとなっ て いる( 窪 田ら

2 0 0 6 ; 中筋 2 0 0 6) ｡ これらのことを併せ考えると､ 黒すす病が多発する高温期に活動が活発化す

るであろう M C N 1 5 2
- 1 は , 本病の 生 物防除 エ

ー ジェ ントとして最適であると言える｡

M B C N 1 5 2 - 1 は ､ らせ ん状胞子鎖を形成することから S Lr e p t o m y c e s 属菌であることが明らかと

なっ た｡ さらに , 本菌株と既知種の 1 6 S r D N A 塩基配列をデ
ー タベ ー ス上 で既知種のそれと比較

するとともに ､ 分子系統樹を作成した結果 ､ 本菌株は S . h u m /
'

d u s と近縁であることが明らかとなっ

た( 図 2 2 ) . しかし､ S , h u m /
'

d u s の胞子 は表面が平 滑であるが( s hi rli n g a n d G o ttli e b 1 9 6 8) ､

M B C N 1 5 2
- 1 の 胞子表 面は姉状であ っ たことか ら( 図 2 1 ) ､ 明らか に形 態 が異なる｡ また ､

£

h u m /
･

d u s は [ S P 培地上で黄色の拡散性色素を生産するの に対して( S hi rli n g a n d G o t tli e b 1 9 6 8) ,

M B C N 1 5 2 - 1 は拡散性色素を全く生産しない( 表 1) ｡ さらに ､
S . h u m /

'

d u s は培地上 で糸状菌および

細菌に対して括抗性を示すが( 中沢ら 1 9 5 7) ､ 第四章の括抗性検定で M B C N 1 5 2
- 1 はキャベツ病

原糸状菌 6 菌株に対して括抗性を全く示さなか った( 表 3) ｡ 以上 の相違点から､ M B C N 1 5 2
- 1 は

s . h u m I
･

d u s と遺伝的に近縁であるが同
一

種とは言えず､ 新規の放線菌ではない かと考えられる.

また, 海外で市販されている放線菌殺菌剤 2 剤( A cti n o v a t e および M y c o s t o p) の有効成分である

s . /y dJ
'

c u s および s . g r/
'

s e o tn yidI
'

s とも全く異なる種であることが明らかとなっ た . C o o m b s e t a/

( 2 0 0 3) は､
コ ムギ根から分離した内生放線菌1 9 菌株の 1 6 S r D N A 塩基配列を基に系統解析を行

っ ているo 興味深いことに ､ 彼らが分離した内生放線菌の 多くが埴物病原性の S . s c a b /
'

e s および

s . c a vis c a b /
･

e s と極めて近縁であったと報告しているo このことから, 本研究でキャベツか ら分離し
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た M B C N 1 5 2 - 1 も病原性放線菌と近縁である可 能性が考えられた｡ そこで ,
M B C N 1 5 2 - 1 と病原性

放線菌の 系統関係を解析したところ､ M B C N 1 5 2
- 1 は埴物病原性の S t r e p t o m y c e s 属菌 4 種( S ･

s c a b /
･

e s
､
S . t u rg id/

･

s c a b /
'

e s ､ S . a c /
'

dI
'

s c a b /
'

e s
､
S . /b o m e a e) が含まれるクラスタ

ー

には属さず､
これら

とは 近縁でない ことが明らかとなった( 図2 2 ) . 本菌株が偶然にも病原性 s trl e P t O m y C e S S P P ･ と近縁

な種ではなか ったのか , あるい はキャベツには病原性 s t r e p t o m y c e s s p p .とは遠縁なグル
ー プが

内生するの か は定か ではない ｡ この 点を明らか にするには , 本研 究で分離した他 の放線菌につ

い ても分子系統解析を行う必要があろう｡ しかしながら､ 本解析結果は ,
M B C N 1 5 2

- 1 を微生物殺

菌剤として実用化しても他の作物に病気を引き起こす危険性が低い ことを示 唆している｡
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第三章 実用化に 向けた S tr e p t o m y c e s s p .
M B C N 1 5 2

-

1 の 特性 の解析

第
一

節 序

近年 ､ 生物源農薬の 利用 や耕種的防除､ 抵抗性品種の 開発などによ って ､ 化学物質の使用を

最小限に抑えた防除体系を組み立てようとする総合防除(l P M ) が注目されており､ その 中でも微

生物等を利用した生物農薬は重要な地位を占めている( 鈴井ら 2 0 0 0) ｡ 日本でも微生物殺菌剤と

してボトキラ ー 水和剤や バイオキ
ー パ ー 水和剤などの 1 6 剤が登録されている｡ 微生 物殺菌剤に

は
､
1) 安全性が高い ,

2) 自ら繁殖して作用 する､
3) 耐性菌が出現しにくい ､

4) 天敵 昆虫などとの

親和性が高いなどの 利点がある( 山田 2 0 0 0 ; 和田 ら 2 0 0 5) o しかし, 世界における微生 物農薬

のマ ー ケ ットは極めて小さく､ B a c /
･

n u s th m
･

n 9i e n s /
･

s を有効成分とする B T 剤以 外では ほとんどがマ

イナ
ー 製品となっ ている｡ 2 0 0 4 年発刊の A g r o w 誌によると, 世界の微生物農薬の マ

ー

ケ ットサイ

ズは 1 5 0 億円前後となっ ており､ そのうち 1 0 0 億円程度が B T 剤と推定されている｡ 残りの約
5 0

億円 のうち､
1 0 - 2 0 億円 は微生物殺菌剤と推定されるが,

これ は大型化学農薬 1 剤 の売り上 げに

も到底及 ばない( 和 田 2 0 0 5) ｡ この ように微生物農薬 が普及しない理由として ､
1 ) ス ペクトラム が

狭 い ､
2) 流通 ･ 保存の性能に乏しい ､

3) 環境の影響を受けやすい ,
4) 効果の 発現が遅い などが

挙げられる( 和 田 2 0 0 5) ｡ すなわち､ 市場性の 高い微生物殺菌剤を開発するに は , 経済性を考慮

しながらこれらの技術的課題をクリアしなくてはならない ｡ 第
一 の課題は ､ 大量培養が容易な微生

物を得ることであろう｡ 例え防除活性が高くても､ 培養困難な微生 物では製剤化コ ストがか かるた

め
､ 製品価格が上 昇してしまう｡ さらに ､ 流通 ･ 保存コスト低減の 観点からすると､ 軽量な乾燥状態

で常温長期保存が可能な,
つ まり胞子 や芽胞を形 成する微生 物であることが望ましい ｡ 実際 , 既

に市販されて いる微生物殺菌剤のボトキラ
ー 水和剤やバイオトラスト水和剤 は ､ それぞれ B a c /

'

N u s

s u b tI
･

/J
･

s の 芽胞 や Ta b , o m y c e s n a v u s の胞子を有効成分として含有する粉状水和剤であるo これら

の ように ､ 微生物の 胞子( 芽胞含む) を用 いる理 由は ､ 胞子が微生 物にとって好適ではない 環境

条件や 土壌中の他 の微生 物由来の抗菌物質に対する耐性を有してい るか らである( E 卜H a s s a n

e t a/. 2 0 0 6) o
一 般的に ､

S L r e p t o m y c e s 属放線菌の胞子も乾燥や高温などの外的ストレスに対して

耐性であると言われている( M c B ri d e a n d E n si g n 1 9 8 7) o こ のことから, 有望菌株 s t
rle P t O m y C e S S P ･

M B C N 1 5 2
- 1 を製剤化する場面では ､ 本菌株の胞子 を利用することとなるが ､ 前章では培養液( -

菌糸) を用いた生物防除活性の検定を中心に行 ったため ､ 本菌株胞子 の防除活性につ い て再度

確認する必要がある｡ また , 本菌株胞子が乾燥状態で保存 可能か 否か につ い ても検討して いな

い ｡
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第 二 の 課題 は､ 最適な施用方法の確立であろう｡ 微生物農薬は埴物に施用 後 , 速や か に埴物

体に着生 ･ 増殖し､ 効果を発揮することが重要である( 土屋 2 0 0 0) o こ のため ､ 微生 物殺菌剤を実

用化するため には ､ 効果的な施用方法を確立する必要がある｡ 前章で は ､
M B C N 1 5 2

- 1 を育苗培

土 に混和する方法でしか 防除活性の検定を行っ ていない ｡ 前述した通り, 本法は黒すす病菌汚染

種子に対して高い 防除効果を発揮した｡ しかし､ 罷病苗からの飛散分 生子による
二 次感染を防ぐ

に は
､
この 育苗培土 混和が必ずしも最適な施用 方法とは言えないことか ら､ 他 の方法に

つ い ても

検討を要する｡

海外では ､
A c ti n o v a t e ( N a t u r a一l n d u st ri s l n c = U S A) と M y c o s t o p ( V e rd e r a O y ･ Fi n一a n d) の 2 剤が

放線菌殺菌剤として既に販売されている. A ct
'

r n o v a t e の ファクトシ ー

トによると, 本剤は P y th /
'

u m
･

Fth /
･

z o c t o n /
･

a
.
FTu s a n

･

u m
､
P h y t o p h th o r a 属菌などの 糸状菌類により引き起こされる各種の土壌病害

に 防 除 効 果 が あ る と さ れ て い る ( N a t u r al I n d u s t ri e s . l n c . の ホ ー ム ペ ー ジ ;

h tt p :/ / w w w .
n a t u , a[i n d u s t ri e s . c o m / a g ti n o v a t e A G ･h t m ) . また､ 本剤は ,

A k e m a n
'

a や B o tr y ti s 属菌

などによる地上部病害に対しても有効性が認められている｡ 本剤の 有効成分は ,
M B C N 1 5 2 - 1 と

同じ S tr e p t o m y c e s 属 に属する S . /y dl
'

c u s W Y E C I O 8 株( 以下 ､ W Y E C 1 0 8 と略記) ( T o k al a e t a/I

2 0 0 2) である｡ M B C N 1 5 2
- 1 の実用化にあたっ ては ､

このような市販剤との効果比較によ って市場

性を評価する必要がある｡

そこで本章では ､ ①M B C N 1 5 2
- 1 胞子 の黒すす病防除効果 ､ ②M B C N 1 5 2

- 1 胞子 の葉面散布 に

ょる防除 効果 ､ ③ M B C N 1 5 2
- 1 凍結乾 燥胞子 の 長期 保存性 を検 討するとともに ､ ④市 販剤

A c ti n o v a t e との防除効果の比較を行うこととしたo

第 二節 M B C N 1 5 2
- 1 の処理方法の検討

第 一 項 材料と方法

1 . M B C N 1 5 2
- 1 胞子 の 育苗培土混和による黒すす病防除効果の検討

(1) 噴霧接種した黒すす病菌に対する効果

滅菌育苗培土 3 2 0 g( 乾土) に適量 の水道水を潅水した｡ 2 × 1 0
5

､
2 × 1 0

6
､
2 × 1 0

7

胞子/ g ( 乾

土) となるように , 滅菌水で 1 0
6

,
1 0
7
,
1 0
8

胞子/ m l に調整した M B C N 1 5 2
- 1 胞子懸濁液 6 4 m l を育

苗培土 に滴下して十分混和した後､
1 2 8 穴セルトレイに充填した o これらのセ ルトレイに表面殺菌キ

ャベツ種子を播種し, 滅菌バ
ー ミキ ュ ライトで覆土した後, 温室で 1 週間育苗した｡ 対照区として ､

胞子 懸濁液と同量の 滅菌水を混和した育苗培土 でキャベツ苗を育苗した｡ 各処理区の 苗に黒す
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す病菌接種源を噴霧接種(1 苗当り約 3 1 2 LLl) し, 按種槽( 2 6
o

C
､ 相対湿度 1 0 0 % ､ 1 2 時間光照射)

で 1 日間培養した後 ､ 温室内( 平均気温 2 7
o

C ) でさらに 6 日間培養した｡ これらの 苗を肉眼観察し,

第 二 章第 一

項 4
-

( 1)
- ③と同様に羅病度を 4 段階に分類し, 平 均罷病度を算出した ｡ さらに､ 次式に

従っ て防除価を算出した｡ なお､ 本実験では ､ 各処理 区に つき 6 4 苗を供試し､ 3 反復の 試験を行

った . また､ 平均罷病度に つ いては ,
ウィリアム ズの 多重比較検定により解析したo

余価 - I( 1
-

平均羅病度[処理 区]) / 平 均 脚

(2) 黒すす病菌汚染種子 に対する効果

まず,
上 記と同様にして 1 .5 × 1 0

6

,
1 .5 × 1 0

7

,
1

.5 × 1 0
8

胞子/ g ( 乾土) の M B C N 1 5 2
- 1 胞子混和育

苗培土を調製した｡ つぎに ､
これらの育苗培土をそれぞれ 2 0 g ずつ 滅菌ガラス シャ

ー レに充填した ｡

ここに
, 汚染種子 3 0 粒を播種して培養を行っ た｡ また､ 胞子 懸濁液と同 量の 滅菌水を混和した育

苗培土 に汚染種子を播種したものを対照区とした｡ 各処理 区の 苗を肉眼観察し, 羅病度を
4 段階

10 ‥病徴なし､ 1 = 軽症( 子葉に黒色小 斑点または旺軸に黒い 筋が認められる) , 2 ‥重症( 子 葉に灰

色 - 黒色の大型病斑または旺軸の腐敗が認め られる) ､ 3 ‥枯死I に分類し､ 平均発病度および防

除価を算出した ｡ なお､ 本実験では , 各処理区 に つき 3 反復の試験を行 った｡ また､ 平均発病度

に つ いては ､
シ ャ

ー

リ
ー
. ウィリアムズの 多重比較検定により解析した ｡

2 . M B C N 1 5 2 僻

滅菌育苗培土を 1 2 8 穴セルトレイに充填し､ 適量の 水道水を潅水した｡ こ こに表面殺菌キャ
ベ

ツ 種子 を播 種 し､ 滅 菌 バ
ー

ミキ ュ ライトで覆土 した後 ､
温 室で 1 週 間育 苗した ｡ 霧 吹きで

M B C N 1 5 2 - 1 胞子懸濁液(1 0
8

胞子/ m りを苗に葉面散布(3 1 2 〟1/ 苗) し, さらに 3 日間育苗した｡ ま

た
, 同量の 滅菌水を葉面散布し, 対照 区とした ｡ その後 ､ 黒すす病菌接種源を苗に噴霧接種(3 1 2

〟l/ 苗) し, 按種槽( 2 6
o

C
､ 相対湿度 1 0 0 % ､ 1 2 時間光照射) で 1 日間培養した後 , さらに温室内で 6

日間培養した. これらの苗を, 第 二章第二 節第 一 項 4 - (1) - ③と同様に羅病度を 4 段階に分類し､

平均羅病度および防除価を算出した｡ なお, 本実験で は ､ 各処理区に つ き6 4 本のキャ ベツ苗を供

試し､ 3 反復の検定を行っ たo また､ 平均羅病度に つ い ては ,
亡検定( 片側検定) により解析したo
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第 二項 結果

1 Ⅳ旧 C N 1 5 2
- 1 胞子 の 育苗培土 温附 こよる黒すす病防除効果

(1) 噴霧接種した黒すす病菌に対する効果

2 × 1 0
5
､
2 × 1 0

6
,
2 × 1 0

7

胞子/ g ( 乾土) となるように M B C N 1 5 2
-

1 胞子を混和した育苗培土で育

苗したキャベツ苗に黒すす病菌分生子を噴霧接種した o その結果 ､ 対照区では ､ 接種 1 週間後に

は 3 2 % の苗の 子葉 に黒色斑点や 子葉斑( 小型の壊 死斑) とい った軽度の病徴が生じており､
3 5 %

の苗は 子 葉の大部分が壊死してい た( 重症症状) o さらに ､
3 1 % は苗全体が腐敗し､ 枯死してい た

( 図 2 3
- A) ｡ 一 方 ､

M B C N 1 5 2 - 1 胞子処理 区では病徴進展が抑制され( 図 2 4) ､ 平均羅病度が対照

区よりも有意 に低下 していた( 図 2 5) ｡ また , 混和した M B C N 1 5 2
- 1 胞子濃度が高くなるに従い ､ 病

徴進展抑制効果が上 昇する傾向が認められた( 図 2 5) ｡ 枯死苗の割合に注目すると､ 2 × 1 0
5 胞子

/ g 処理区 では 1 7 % ､ 2 × 1 0
6

胞子/ g 処理区では 1 3% ､ 2 × 1 0
7

胞子/ g 処理区で は 5 % とな っており､

処理濃度依存的に枯死苗率が低下していることがわかる( 図 2 4 ) ｡ 最も処理濃度の 高い 2 × 1 0
7 胞

千/ g 処理 区では , 重症苗も対照区の 半分程度しか 存在せ ず､ ほとんどの苗がその後の生存に は

支障のない程度の軽症症状を示しただけであった｡ また､ 各処理区 の 防除価を算出したところ､ 2

× 1 0
5

胞子/ g 処理 区で 1 3 ､ 2 × 1 0
6

胞子/ g 処理区で 2 0 ､ 2 × 1 0
7

胞子/ g 処 理区で 3 8 とな ったo

以上 の結果か ら､ M B C N 1 5 2
- 1 の胞子を育苗培土 に混和することにより､ 噴霧 接種した黒すす

病菌による発病を抑制できることを確認した｡ また ､ その効 果は胞子 濃度依存的 に増加すること

が明らかとなっ た｡
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圃 2 3 M B C N 1 52
-

1 胞子を培土混和して育苗した果すす病菌接種酋

A : 対照区 .
B : 2 × 1 0

5

胞子/ g 処理区

c : 2 × 1 0
6
胞子/ g 処理区,

D : 2 × 1 0
7

胞子/ g 処理区

^ 6 0

S

& 5 0
細 4 0

病徽なし 軽症 重症

国 24 J& すす病者接種した各処理区の苫 の程病度分布

バ ー は標準誤差を示す

4 1
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4 0

3 5

芸25
世 2 0

冨- 5

対照区 2 ×1 0
5
胞子/ 2 ×1 0

8
胞 子/ 2 ×1 0

一

腹 子/

M 8 (】N1 5 2
-

1 処理区

碑 2 5 M B C N 1 5 2 1 1 胞子処理区における具すす病首接種首の 平均程貞皮

* ウィリアムズの 多重比較検定の結果 . 5 % 水準で有意差があることを示す ･

バ ー は模準誤差を示す.

(2) 具すす病菌汚染種子に対する効果

M B C N 1 5 2 - 1 胞子 混和育苗培土 に汚染種子を播種して 2 週間育成した o その結果 ､ 対照区では､

播種 1 週間 目頃から旺軸の 地鞍部に黒筋が現れ始め ､
2 週間目には多数の昔の子葉や旺軸に

病鞍が認められた( 園 2 6) o
一 方 . M B C N 1 5 2

- 1 処理区で は明らかに発病が抑制されており､ ほと

んどの首が健全に生育を続けていた( 国 2 6) o 各処理区の発病酋率を算出した結果 ､ 対照区が

4 6 % であっ たの に対して ､
M B O N 1 5 2

- 1 処理区では 5 % 以下と有意に低いことが明らか となっ た( 図

2 7) ｡ こ の結果は . M B C N 1 5 2
- 1 胞 子の培土混和処理に発病抑制効果があることを示唆している｡

また ､ 対照区では 8 % の苗が腐敗枯死したが. M B C N 1 5 2
- 1 処理 区の首は全く枯死しなか ったこと

から､ 病撒進展も抑制されていることがわかっ た( 国 2 7) ｡ 本試験におい ても､ 上記の 噴霧接種試

験と同様に ､
M B C N 1 5 2 - 1 胞子 の処理濃度が高い ほど発病抑制効果が上昇する傾向が罷められ

た( 図2 7) ｡ 特に ､
1 .5 × 1 0

8
胞子/g 処理区では発病が完全に抑制され ､ 発病率が 0% となった｡ 各処

理区の防除価を求めたところ､ 1 0
8 胞子/ g 処理 区で 9 0 ､ 1 0

7

胞子/ g 処理区で 9 B . 1 0
8

胞子/ g 処理

区で 1 00 と極めて高か った｡

以 上 の結果から､ M B C N 1 5 2
-

1 の 胞子を青首培土 に混和することにより, 汚染種子から発芽し

た苗の 発病と病散進展を抑制できることを確認した ｡ また . その 効果は胞子浪度依存的に増加す

ることが明らかとなっ た｡
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園 2 6 N B C N 1 52
-

1 胞子混和培土で育成した汚染種子から発芽した首

A : 対照区 .
B : 1 ,5 X I O

6
胞子/ g 処理区

c : 1 .5 )( 1 0
¢
胞子/ g 処理区.

D : 1 .5 ×1 0
6

胞子/ g 処理区

1 0 0

9 0

8 0

言 7 0

&
6

5:
喋 4 0

4 R 3 0

2 0

1 0

0

ー
J

⊥ 上

対照区 1 .5 × 1 0
6
胞子/ 1 .5 X I O

7

胞子′ 1 .5 X I O
8
胞 子/

M 8 0 N 1 5 2
-

1 処 理区

国 2 7 M B C N 1 5 2
-

1 胞子混和7F 昔培土に滞種した汚染種子から発芽した苗の発病畢と程病程度

* シャ
ー

リ
ー ･ ウィリアムズの多重比較検定の 結果 ､ 5 % 水準で有意善があることを示す ･

バ ー は標準誤差を示す .
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2 . M B C M 5 2
-

1 胞子菓面散布l こよる農すす演肪億効果

M B C N 1 5 2
1 1 胞子懸濁液(1 0

8

胞子/ m I) を菓面散布して 3 Ej 後のキャ ベツ苗に黒すす病菌胞子

を噴霧接種し. 2 週間後 に発病を調査した｡ その結果 . 園 2 8 に示したように ､
M B C N 1 5 2 1 1 処理区

では対照 区よりも腐敗枯死する苗が明らかに少なく､ 多くの苫が本葉 2 枚を展開するまでに生長

していた ｡ 対照区では . 接種3 日日頃から子葉に泉色の 小斑点が現れ始め ､
2 週間後には病徴が

進展して 5 8 % の苗が重症化
･ 枯死していた( 囲 2 9) ｡ M I】C N 1 5 2

- 1 処理昔の子葉にも 3 日目頃から

黒色小斑点が現れ始め ､ 1 週間後にはほとんどの苗の 子葉に病斑が形成された ｡ しかし､ その後

の 病徽進展 は顕著に抑制され . 2 週間後においても 7 7 % の苗 は軽症症状のままで ､ 枯死した酋は

わずか 1 % で あ っ た( 圃 2 9) ｡ 平均種病度を比較すると, 対 照区が 28 であ っ たの[ = 対して ,

M B C N 1 5 2
- 1 処理 区では 1 9 と有意に低いことが明らかとなった( 園 3 0) ｡ また､ M B C N 1 52

-

1 処理

区の 防除価を算出したところ､ 34 であ った｡ 以上の結果から､ キャ ベツ苗 - の M 8 C N 1 5 2
- 1 胞子の

葉面散布でも､ 黒すす病撒の進展を有意に抑制できることが明らかとなった｡

囲 2 8 M B C N 152 - 1 胞子を兼面散布したキャ ベツ苗における果すす病4 の 進BE

A : 対照 区 B : M B C N 1 5 2
- 1 処理区

4 4



S

舟
粒

病徴なし 軽症 重症 枯死

国 29 M B C N 1 52
- 1 胞子集面散布による発病抑制 経 での発病古事

バ ー は模準誤差を示す

l<
償
F⊇
野

呈コ

2 5

2 0

対照区 M 日C N 1 5 2
- 1 処理 区

図 3 0 M B C N 1 52 1 1 胞子を兼面散布した苫の平均長島度

* t 検定の結果 . 5 % 水準で有意差があることを示す .

バ ー は棟準誤差を示す .
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第三軒 M B C N 1 5 2 - 1 のキャベツ苗へ の 定書性の検定

第
一 項 材料と方法

本筋では ､ 育苗培 土に処理した M B C N 1 5 2 - 1 がキャベツ苗 へ 定着するか否かを検討することとし

た｡ 培養ボトル( サイズ: 1 0 0 × 1 1 0 × l o o , アズワン) に滅菌育苗培土 5 0 E を入れ ､ シリコンフィルタ

ー を取り付けたフタを閉めて高圧滅菌(1 2 1 ℃ ･2 0 分間) した｡ ここに . 1 0
且

胞子/ g ( 乾土) となるよう

に ､ M B C N 1 5 2
-

1 胞子懸濁液(1 0
8 胞子/ m l) 5 0 m l を育苗培土に滴下 して十分混和した｡ つ ぎに ､ 表

面殺菌キャベ ツ種子 1 0 粒を播種し､ 高圧漉菌したバ ー ミキ ュ ライトで覆土 した後 ､ 人 工 気象器

(2 5 ℃ ､ 1 2 時FEFl 光照射) で 1 週間培養した ｡ これらの酋を抜き取っ て集を細新し､ 第 二章第
- 節第

一

項 2 の 手順で表面殺菌した後, 兼寿天培地に置床して 3 0 ℃で培養した｡

第 二 項 結果

M 8 C N 1 5 2
1

1 のキャベツ宙へ の定着性を明らか にするため､ M B C N 1 5 2
-

1 処理して 1 週間培養し

た古からの再分散試験を行った ｡ その結果 ､ 培養 3 週間後には . 子葉から放線菌菌体が試料表

面に出現してきたことを光学顕微鏡で確定した( 園 3 1) ｡ 第 二 章で観察した M B C N 1 5 2
-

1 の培養性

状と同じ灰色の 菌体であっ たため ､ 子葉から出現した放線菌は M B C N 15 2 - 1 であると判暮折した｡ さ

らに ､ M 8 C N 1 5 2
1

1 の 再分社率を算出したところ, 3 3 % であった｡ 以上の結果から､ M B C N 1 5 2
1

1 は1

遇間以内にキャベツ子葉に定着していることが明らかとなった ｡

囲 3 1 キャベツ子葉上 に出現した hI B C N 1 5 2 - 1

A : 倍率 2 0 0 倍 B : 倍率 4 0 0 倍
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第四節 黒すす病に対する S t r e p t o m y c e s /y d l
'

c u s W Y E C I O 8 株およぴ M B C N 1 5 2 - 1 株の防除効果

の比較

第
一

項 材料と方法

本章第
一 節でも述 べ たように ,

A /t e m a n
'

a 病害に防除活性のある放線菌殺菌剤 A c ti n o v a t e ( 有

効成分 S t rle P t O m y C e S /y d l
'

c u s W Y E C I O 8 株) が海外では既に市 販されてい るo

そこで本節では ､
M B C N 1 5 2 - 1 の市場性を評価する目的で ,

M B C N 1 5 2
- 1 と W Y E C I O 8 の黒すす

病防除活性を比 較することとした.

し_垂 由 E 四 & 胞主監遇i &0) _遇盟主

予 備試験的に ､
A c ti n . v a t e 混和育苗培土 でキャベ ツを育苗したところ, 苗に奇形 が生じることが

明らかとなっ た｡ 正確な原因 は不明であるが , 本剤に添加されている保護剤などの成分が影響し

たもの と考えられたため ､ 有効成分である W Y E C I O 8 を本剤から分離し, 純粋培養して試験に供試

することとした｡

まず, 無菌的に計り取 っ た 0 .1 g の A c ti n o v a t e を滅菌水 0 .9 m l に懸濁した後 ､ 滅菌水で段階希

釈した｡ B e ｡ ｡ e t 寒天培地上に適当倍率の希釈液1 0 0 〟l を滴下し､ コ ンラ
ー ジュ 棒で均

一

に塗布し

た後 ､
3 0 ℃で約 2 週間培養した o 培地上 に出現したコ ロ ニ

ー の 中から1 コ ロ ニ
ー だけを白金耳でか

き取り､
B e n n et 寒天 培地に移植して胞子形成するまで培養した o ここに 1 0 % グリセリン

･1 0 % D M S O

溶液を涜し入れ ､
白金耳で胞子を懸濁した後 ､

プラス チックチ ュ
ー ブに分注して - 8 0

o

C で保存した

( 以 下 ､ W Y E C I O 8 胞子懸濁液と称する) 0

2 . 噴虜 接種した黒すす病菌に対する M B C N 1 5 2
- 1 および w y E C I O 8 の防除効果の比 較

滅菌育苗培土 3 2 0 g( 乾土) に適量の水道水を潅水した ｡ 2 × 1 0
7

胞子/ g ( 乾土) となるように ,

1 0
8

胞子/ m l に調整した M B C N 1 5 2 - 1 およぴ w y E C I O 8 の 胞子懸濁液6 4 m l をそれぞれ育苗培土 に

滴下 して十分混和した後 ､
1 2 8 穴セ ルトレイに充填した｡ これらのセ ルトレイに表面殺菌キャ ベツ

種子を播種し､ 滅菌バ
ー

ミキ ュ ライトで覆土した後 ､ 温室で 1 週間育苗した｡ また ､
胞子懸濁液と同

量の滅菌水を混和した育苗培土 で育苗し､ 対照区とした｡ その 後 ､ 霧吹きで M B C N 1 5 2
- 1 および

w y E C I O 8 の 胞子懸濁液(1 0
8

胞子/ m l) を各処理区の 苗にそれぞれ散布(3 1 2 〃l/ 苗) し, さらに 3

日間育苗した｡ 放線菌無処理の 育苗培土 で育苗し､ 胞子 懸濁液と同量の滅菌水を散布したもの

を対照区とした｡ つ ぎに ､ 黒すす病菌接種源を苗に噴霧接種(3 1 2 〃I/ 苗) し､ 接種槽内(2 6
o

C
, 相
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対湿度 1 0 0 % , 1 2 時間光照射) で 1 日間培養した後 ､ さらに温室 内で 6 日間培養した｡ これらの苗

を､ 第 二章第 二 節第
一

項 4 - ( 1) - ①と同様に羅病度に従 って 4 段階に分類し､ 平 均罷病度および

防除価を算出した ｡ なお､ 本実験では , 各処理区 につ き 6 4 本の キャベ ツ苗を供試し､ 3 反 復の 検

定を行っ た｡ また､ 平 均罷病度につ いては ､
フィッシャ

ー

の最小 有意差検定(L S D 検定) により検定

した｡

3 . 黒すす病菌汚染種子に対する M B C N 1 5 2
- 1 および w y E C I O 8 の 防除効果 の比 較

まず ､
上 記と同様にして 1 .5 × 1 0

8

胞子/ g( 乾土) の M B C N 1 5 2
- 1 および w y E C I O 8 胞子混和育苗

培土 を調製した ｡ つ ぎに ､
これらの 育苗培土をそれぞれ 2 0 g ず つ 滅菌ガラスシャ

ー

レに充填し､ 黒

すす病菌汚染種子を播種して人 工 気象器内(2 6
o

C , 1 2 時間光照射) で 1 4 日間培養した｡ また､
滅

菌水を混和した育苗培土に汚染種子を播種したものを対照区とした o 各処理 区の苗を肉眼観察し､

第二 章第 二節 4 - ( 2) と同様に 4 段階の罷病度に分類し, 平均発病苗率および防除価を算出した o

また ､ 発病率につ いて はフィッシャ
ー

の最小有意差検定(L S D 検定) により解析した｡ なお, 本実験

では ､ 各処理 区に つ き 3 反復の試験を行った｡

第 二 項 結果

1
. 噴 軌 1 と W Y E C I O 8 の 防除効果

対照区では ､ 黒すす病菌接種後 3 日目頃には子 葉が壊死し始め ､ 接種 1 週間後の枯死苗率は

1 2 % に達して いたo それ に対して､ M B C N 1 5 2 - 1 処理 区および w y E C 1 0 8 処 理区では ､ 発病はしたも

のの 病徴は進展せず､ 軽症苗が 8 0 % 以上を占めており､ 枯死 苗は両処理区とも 1 % 以 下であっ た

( 図 3 2 , 3 3) ｡ 平 均羅病度を算出した結果 ､ 対照区( 2 4) と比 べ て ､
M B C N 1 5 2 - 1 および w y E C I O 8

処理区 の平均罷病度はそれぞれ 1 6 およぴ1 7 と有意に低か っ た( 図 3 4) ｡ また ,
M B C N 1 5 2 - 1 処理

区と W Y E C I O 8 処理区の 間では 有意差は認められなか っ た｡ しかし､ 重症苗に注目してみ ると､

M B C N 1 5 2 - 1 処理区および w y E C I O 8 処理区の重症苗率は それぞれ 7 % および 1 2 % であ ったことか

らすると,
W Y E C I O 8 処理 区の方が防除活性は若干低いと考えられた( 図 3 3) ｡ 防除価で比 較する

と, W Y E C I O 8 処理 区の防除価は 2 9 であったの に対し､ M B C N 1 5 2
- 1 処理 区では 3 5 であったこと

から
､
M B C N 1 5 2 - 1 処理 は市販剤 A cti n o v at e より同程度以上 の 黒すす病防除効果を有すると判

断した｡
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匪 3 2 果すす病首をdE 書接種した各処理苗の 発病状況

A ‥対照区 B : M 8 C N 1 5 2
- 1 処理区 C : W Y E C I O 8 処理 区

病徴なし 軽症 重症 枯死

国 33 点すす病首をqt # 接種した各処理苗の種病症分布

バ ー は標準誤差を示す
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官
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5l I I
対照匡 M B C N 1 5 2

-

1 処理 区 W Y E C I O 8 処理区

圃 3 4 具すす病舌をqk 暮接種した M B C N 1 5 2
- 1 およぴ W Y E C I O 8 処理酋の 平均長房度

フィッシャ
- のJL 小有意差検定( L S D 検定) の 結果､ 異なる文字間では 5 % 水準で有意差があ

ることを示す

バ ー は棲準誤差を示す.

2 *

対照区では ､ 1 3 % の 苫で旺軸全体に鳥筋が形成または子葉の 大部分 に壊死 が生じており( 重

症症状) ､ 6 % の 昔が腐敗枯死していた( 国 3 5 . 3 6) ｡ W Y E C I O 8 処理区では.
2 3 畑†重症化 ､ 8 % が枯

死しており､ 対照区よりも病敬が進展していた ｡ また､ W Y E C I O 8 処理区の 苫には . 子葉の 外簸部

に黄化が生じる
一 種の轟音症状が観察された( 図 3 5 , 3 6) ｡ それに対して M B C N 1 5 2

- 1 処理区で

は ､ わずか 1% の善が枯死したf =
'

けで , 他の酋は旺軸の地際部にわずか な黒筋が認められるか子

葉に微小な病斑が生じる程度の軽症症状であり. 明らか に病棟進展が抑制されていた( 図 3 5) ｡

各処理区の 発病古事を算出したところ , 対照区が 4 6 % であ っ たのに対して W Y E C I O 8 処理区は4 7 %

であ っ たことから. W Y E C I O 8 は汚染種子由来酋の 発病を全く抑制しないことが明らかとなっ た( 圏

3 6) ｡
一 方で , M B C N 1 5 2

- 1 処理区の発病酋率は 1 1 % で , 対照区およぴ w y E C I O 8 処理区と比 べて

有意に発病が抑制されていた( 国 3 6) ｡ さらl = ､ 各処理区の防除価を井出した結果. M B C N 1 52
- 1

処理 区およぴ w Y E C I O 8 処理区の防除価は､ それぞれ 8 1 およぴ
-

21 となっ た｡ この結 果から､

w y E C I O 8 は黒すす病菌汚染種子に対して防除効果を全く示さないと判断した ｡
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Eel 3 5 各処理区の汚染種子 由来の発病状況

A : 対照区 B : M B C N 1 5 2 1 1 処理区 C : W Y E C I O 8 処理区

l

Ejiiiiii i !

D

対照区 Mt∋C N 1 5 2
- 1 処理区 W YE C IO S 処理 区

圃 36 各処理匡に播種した汚染種子から発芽した苫の発病率と寺病程良

フィッシャ
ー

の 最小有意差検定( L S D 検定) の 結果. 異なる文字間では 5% 水準で有意差が

あることを示す

バ ー

は標準誤差を示す.

東五軒 M B C N 1 5 2 -1 胞子の長期保存性の検討

第
一 項 材料と方法

1 . M B C N 1 5 2 - 1 凍結乾燥胞子の調製

M S 培地で 2 週間培養した M B C N 1 5 2
- 1 コ ロ ニ ー から滅菌した薬サジで菌体を擦り取り, プラス

チックチ ュ ー ブに回収した ｡ これ に分散媒( スキム iJ レク1 0 g ､ グルタミン酸ナトリウム 1 g をイオン交

換水 1 0 0 m l に溶解して高圧滅菌した)を加えよく棟拝した後 ､ 超音波破砕杜を用いて懸濁液中の
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胞子鎖を 1 0 分間破砕した｡ この菌液を滅菌綿でろ過した後 ､ ろ液(胞子 懸濁液) を凍結乾燥瓶に

移し入れた｡ この凍結乾燥瓶をアセトンと水,
ドライアイスを混合して作成したゲ ルに漬け ､ 菌体を

急速凍結させた｡ これを凍結乾燥機で
一

晩凍結乾燥し, 得られた乾燥胞子を滅菌した薬サジを用

い て粉末状にした｡ その後 , 乾燥胞子とカオリン( W a k o) ､ タルク( W a k o) を 1 0 : 1 0 : 8 0 ( w : w :w ) の割

合で混合し, 保存用乾燥胞子とした｡

2 . 軸 1 凍結乾燥胞子の保存性の検討

上記の 手順で調製した M B C N 1 5 2
- 1 の保存用乾燥胞子を3 等分( 約一o g) して滅菌バッグ( 滅菌

サ ンプル バッグ,
Fi s h e r S ci e ntifi c) に入 れ , 温度を 5 , 2 5 ､ 4 0

o

C に設定した恒温培養器内で保存し,

1 ケ月ごとに希釈平板法を用 いて生菌数を調査した ｡

第 二 項 結果

1 . 働 こ及 ぼす影響

M B C N 1 5 2 - 1 の胞子を凍結乾燥し､ 5 , 2 5 ､ 4 0
o

C で 6 ケ月間保存した｡ その結果 ､ 保存開始時の生

菌数は 7 × 1 0
1 2
c f u / g であ ったが ､

2 カ月後の各区の生 菌数は それぞれ 4 × 1 0
1 1
cf u / g( 5

o

C) ､ 1 0 1 1

cf u / g ( 2 5 ℃) ､ 4 × 1 0
12
cf u / g ( 4 0

o

C ) となり, 2 5
o

C 区 で最も生 菌数が減少してい た( 図 3 7) o 3 ケ月

目以降,
5 ℃

､
2 5
o

C 区と比較して 4 0
o

C 区 の生菌数が急激に減少したが ､
6 ケ月後でも 7 × 1 0

7
cf u / g

の M B C N 1 5 2 - 1 が生 存してい た( 図 3 7) ｡ 続 いて ､
2 5
o

C の 区の生 菌数が 2 × 1 0
8
cf u / m l で

､ 最も生

菌数が多か ったの は保存温度 5
o

C 区の 2 ×1 0
9
cf u / ml であ っ た( 図 3 7) o これ は ､ 4 0

o

C 区の生 菌数

の約 2 8 倍となる｡ 以上 の結果から､ 4 0
o

C という高温で 6 カ月間保存を行っ ても M B C N 1 5 2
- 1 胞子

は生存可能であることが判明した｡ しかし､ M B C N 1 5 2
- 1 は保存温度が高くなるに つ れ ､

生菌数が

減少することが明らかとなっ た｡
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第六軒 考察

微生物農薬の 施用方法には ､ 作物 へ の 直接散布 ､ 作物根の 浸漬処理や土壌港注 ､ 種 子粉衣

などが考えられる｡ このような施用方法の 中から､ またはこれらを組み 合わ せることによっ て ､ 微

生物農薬の 持つ 潜在 的効果を最大限に引き出す方法を開発していかなければならない( 田 口

2 0 0 3) ｡ 微生物の処理方法によっ て生育促進や病害防除の 効果が異なる事例は幾つ か報告され

て いる｡ 例えば ､
ci c cill o e t a L( 2 0O2) は､ P G P R である C u h h o M e / 由 a m b 胞/由 M C1 7 の処理方法に

つ いて検討し､ 種子粉衣法で はトウモロ コシの根および茎の 生玉圭が増加したが ､
土壌処理法で

はむしろ生長を抑制したことを報告している｡ 前章では . M B C N 1 5 2 -1 の 育苗培土混和による具す

す病防除効果を検定した｡ しかし. セル成型育苗施設内では ､ 通常､ 高圧噴霧装置を用いた農薬

の集面散布が行われている( 窪田と我孫子 1 9 9 8) . この ことから､
M B C N 1 52

- 1 を微生物殺菌剤

として実用化するためには､ 利便性 ･ 効率性に優れる集面散布による防除効果に つ いても検討す

る必要があると考えた｡

M B C N 1 5 2 1 1 胞子青苗培土 混和して育成した苗では ､ 噴霧接種[= よる発病および汚染種子由

来の 発病が抑制された｡ この ことから､ M B C N 1 5 2 - 1 を製剤化する場面で ､ 本 菌株の 胞子を利用
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することが可 能であると実証された｡ また ､ その効果は M B C N 1 5 2 - 1 胞子濃度依存的に増加する

ことが明らかとなっ た ｡ つ ぎに ､ M B C N 1 5 2 - 1 胞子を葉面散布した苗では ､ 対照区と比 較して黒す

す病が有意に抑制される｡ 育苗培土混和処理と葉面散布処理での 各試験での 防除価を比 較する

と､ 育苗培土混和処理で ､ より防除効果が高か った ｡

以上 の結果から ,
M B C N 1 5 2 - 1 を育苗施設で実用化する場合 ､

1 0
7
- 1 0
8
胞子/ g の濃度で育苗

培土混和することが ､ 黒すす病病害を防除するために最も効果的な処理 方法であることが考えら

れた｡ しかし､ 鈴井ら( 2 0 0 0) は ､ 微生 物資材をセ ル成型育苗に導入 する場合 ､ 培土混和処 理より

も少量の接種菌量で大量に処理できる種子コ
ー

ティングの方が環境面 やコ スト面などから､ 優れ

ていると述 べ てい る｡ この ことか ら, M B C N 1 5 2 - 1 胞子 の種子コ ー

ティングの 防除効果に つ いても

今後検討する必要があろう｡

つ ぎに ､ 黒すす病に対する効果を放線菌殺菌剤 A c ti n o v a t e と比 較した結果 ､ 苗 へ の黒すす病

菌噴霧接種による発病に対する M B C N 1 5 2
- 1 処理区 の防除活性 は ､ S . /y d/

'

c u s W Y E C I O 8 処理 区

と同程度であった. 一 方 ､ 汚染種子由来の発病に対しては ､
S . /y d/

'

c u s w Y E C I O 8 処理 区では全く

防除活性は認められなか った｡ 本章第
一

項でも述べ たように ､
A c ti n o v a t e は, 葉面散布処理する

ことで ､
A /t e rlr7a n

'

a 病害に防除効果を示すとされているo 苗 へ の 噴霧接種試験では ､ 育苗培土 混

和に併せて葉面散布も行 ったため S . /y d/
'

c u s W Y E C I O 8 の効果が発揮されたが, 汚染種子を用 い

た試験では育苗培土混和処理しか 行っ ていない ため ､ 防除効果を示さなか っ た可能性があるo 第

二 章でも述 べ たが ､

一 次伝染および二 次伝染の 両 方を抑制すれば黒すす病被害を大幅に軽減

できると考えられる｡ この ことから M B C N 1 5 2 - 1 は W Y E C I O 8 よりもセ ル成型苗黒すす病の 防除に

適した菌株であると言える｡

微生物農薬の 最も大きな特徴は ､ 有効成分が生き物であることである｡ この 特徴は利点と欠点

を併せ持 つ ｡ まず, 利点として埴物体上もしくは土壌中で生息し増殖することが可能であるため ､

散布後は微生物の 定着が良けれ ば防除効果の持続性が期待できる｡
一 方

､ 欠点として ､ 製剤の

保存安定性が低く､ 多くの微生 物農薬が冷蔵保存を原則とし､ 保存
･ 涜通面 ではマイナ ス要因と

なっ ていることである( 永 山 2 0 0 3) ｡ こ のような欠点を克服するため に ､
M B C N 1 5 2 - 1 にとっ て最も

適している製剤化の 方法を検討する必要がある. S L rle P t O m y C e S 属放線菌の胞子 は乾燥や 高温な

どの 外的ス トレス に対して耐性であると言わ れて いる( M c B rid e a n d E n si g n 1 9 8 7) ｡ そ こで ,

s t r e p t o m y c e s 属である M B C N 1 5 2
- 1 胞子 の保存性を調査した結果 ､ 保存温度 5

o

C と比較すると生

菌数は 減 少 したもの の , 保存 温度 4 0
o

C と いう微 生 物にとっ て は過 酷な条 件 に おい ても
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M B C N 1 5 2 - 1 凍結乾燥胞子は半年間生存し続けていた o このことから､ M B C N 1 5 2
- 1 凍結乾燥胞

子は , 長期保存性を有すると考えられる｡ 今後は ､ さらに保存性を向上させ るため に ､ 保護剤の

添加量や種類を検討する必要がある｡ また､
M B C N 1 5 2 - 1 凍結乾燥胞子 の保存に利用した滅菌

バッグは , 透明な薄手のビニ ル 素材であったため , 熱を直接伝えやすく, さらに光を通してしまう｡

そこで ､ 保存する容器を改善することでさらに保存性を向上 できることが考えられた ｡
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第四章 M B C N 1 5 2 - 1 の 黒すす病防除メカニ ズム の 解析

第 一 節 序

これまで述 べ たように ､ 選抜した S L r e p t o m y c e s s p . M B C N 1 5 2 - 1 は黒すす病菌に強 い防除活性

を示 す｡ その 防除メカ ニ ズム には ､
これまでの生物防除に関する研究報告などから多くの可 能性

が考えられる｡ 一 般的に､ 微生物による埴物病害の 生物防除のメカ ニ ズムとしては ､ 抗生作用や

病原菌 へ の寄生 ､ 抵抗性誘導 ､ 栄養や 生育場所の競合などが知られている( 百 町 2 0 0 3) o

微生 物の抗生 作用を利用した生 物防除に関する研究事例は極めて多い(Li e t a/ 2 0 0 2 ; S a m a c

e t a/ 2 0 0 3 ; F ol m a n e t a/ . 2 0 0 4 ; R u bi ni e t a/ 2 0 0 5) o Hill e t a/.( 2 0 0 5) は ､ 抗生物質ピロ
ー

ル ニトリン

を生産する P s e u d o m o n a s P u o r e s c e n s B L 9 1 5 をワタ種子に処理することで ,
F7h I

'

z o c t o n /
'

a s o/a n /
'

に

よる苗立枯病の防除に成功してい る. また,
B ulbif o r m i n

､
M y c o b a ci = n ､ It u ri n A などの 多様な抗菌

性物質を生産し､ 広範な細菌や糸状菌に抗生作用を示す B a c /
'

N u s s u b t/
I

/J
'

s は ､ 既に微生 物農薬と

して数多く実用 化されている( 田 口 ら 2 0 0 3) ｡ 放線菌においても抗生 物質生 産能を利用して生物

防除を行った事例が幾つ か報告されているo 例えば ､
xi a o e t a/ ( 2 0 0 2) は ､ アル ファ ルフ ァ根腐病

を引き起こす P h yt o p h th or:a m e dI
'

c a g l
'

n /

'

s に対して強い 括抗性を示 す S t r e p t o m y c e s s p . G S 9 3
- 2 3 を

有望な生物防除 エ
ー ジェ ントとして紹介している｡

さらに ､
M at t hij s e t a /( 2 0 0 7) は ､

ピシウム苗立枯病を抑制する P . n u o r e s c e n s A T C C 1 7 4 0 0 が生

産する T hi o q ui n ol o b a c ti n は ､ 病原菌 p yth /
'

u m d e b a r y a n u m に対する抗生作用だけでなく､ シデロ フ

ォアとしての機能も持つ ことを明らか にしている｡ シデロフォアは ､ 鉄イオンと複合体を作る低分子

キレ ー ト物質で ､ 病原菌の生育環境か ら鉄イオンを効率的に奪うことによ っ て､ 病原菌に鉄欠乏を

もたらし生育を抑制する( 百 町 2 0 0 3) ｡ この ようなシデロ フォアによる栄養競合を作用機作とする

生物防除エ ー ジェ ントとしては ､
P s e u d o m o n a s 属菌がよく知られてい る( 百町 2 0 0 3) .

病原菌に付着して栄養分を搾取 する寄生( 重複寄生) も, 病害防除に利用可能な機能の
一

つ で

あるo T n
･

c h o d e r m a 属菌､
G//

'

o c/a d /
'

u m 属菌､
p ith /

'

u m o/Ii a n drlu m などの糸状菌は病原糸状菌の菌

糸や 菌核に寄生 して ､ 溶菌したり崩壊させ , 病原菌の 活性を低下させたり死 滅させることが知られ

ている( 百 町 2 0 0 3) . 土壌病原菌 py th /
'

u m u/t/
'

m u m や P y th /
r

u m a p h a n /
'

d e r m a th u m は ､ 寄生 菌

pi th /
'

u m o//i a n dylu m と接触するとすぐに構造変化を起こし､ 原形 質が凝集して､ その後 ､ 壊死を起

こして細胞内容物が押し出される( 竹中 2 0 0 5) ｡ また , 細菌が病原糸状菌に寄生する場合もある ｡

p s e u d o m o n a s 属菌は , キテナ - ゼ
, β1 ,3

- グ ルカナ
- ゼ ､ セルラ

ー ゼなどの加水分解酵素を産出

し､ 病原糸状菌の細胞壁成分であるキチンや グルカン ､ セル ロ
ー スを分解して死滅させ ､ 栄養分
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として利用する( 竹中 2 0 0 5) 0

上述したような病原菌に対する生物防除 エ
ー ジェ ントの直接的な作用 の他に ､ 生物防除 エ ー ジ

ェ ントによる抵抗性誘導も重要な防除メカ ニ ズム の 一

つ である｡ 埴物生育促進根圏細菌(pl a n t

g r o w t h p r o m o ti n g r hi z o b a c t e ri a : P G P R ) や 埴物生 育促 進菌類( pl a nt g r o w t h p r o m o ti n g f u n gi :

P G P F) と呼ばれる微生物が埴物根圏から数多く分離されている( 百 町 2 0 0 3) ｡ これらの微生 物は

埴物生 育促進効果を示すとともに病害に対する発病抑制効果を併せ 持 つ ことから､ 生物防除 エ

ー ジェ ントとして近年注目を集めてい る｡ また ､ その 発病抑制機構に は ､ 病害抵抗性の 誘導が関

わ っていることが知られている( 百 町 2 0 0 3) . 例えば,
M e e r a e t a/ (1 9 9 5) は ､

ゾイシアグラス から

分離した P h o m a 属菌などの P G P F を混和した土壌でキュ ウリを育成すると､ キ ュ ウリ埴物体に全

身抵抗性が誘導されて炭症病に耐病性化することを明らか にしている｡ このような全身的に誘導

される病害抵抗性は ,
S y s t e m i c a c q uir e d r e si st a n c e( S A R ) または [ n d u c e d s y st e m i c r e si st a n c e

(lS R) と呼ばれ ､
S A R やI S R が誘導された埴物体内では P R タン パク質などの抗菌性タン パク質や

リグ ニ ン ､
フ ェ ノ ー ル化合物の 集積 ､ 活性酸素種 の生成など各種抵抗性 反応が起 こる( 久能ら

1 9 9 8) ｡ さらに ､
エ ンドファイトが宿主 植物に抵抗性を誘導し, 耐病性や対虫性を付与することが知

られて いる o M o rit a e t a/ ( 2 0 0 2 ) は ､
ハ クサ イの根部に定着するエ ンドファ イト H e t e r o c o n /

'

u m

c h a e t o s p /r7a が ハ クサ イに抵抗性を誘導し､ 地上 部病害である A /t e r:a r/a b rla S Sic a e による黒斑病を

抑制することに報告しているo また､ 清水ら( 2 0 0 3) は ､ 内生放線菌 s Lrle P t O m y C e S g a/b u s M B R
-

5

株をシロ イヌナズナ( A ′血 /
'

d o p s/
'

s th e//
'

a n a) に処理すると､ エ チレン . ジャスモ ンサ ン依存型の全身

抵抗性が誘導され ､ 処理シ ロ イヌナズナ が炭症病(病原菌 c o N e t o L n
'

c h u m h /i g /
'

n s /
'

a n u m ) に耐病

性化することを明らか にしている｡

この ような防除メカ ニ ズムを解明することで得られる知見が､ 新規化学農薬の 開発や生物防除

資材そのもの の効 果の 向上 に繋がる可 能性もあるo 実際 ､
上 述した生物防除 エ

ー ジ ェ ント P .

n u o r e s c e n s B L 9 1 5 が産生するピロ
ー

ル ニ トリン に関する
一 連の 研究で ,

ムギ類赤か び病の 防除

に有効なフ エ ンピクロ ニ ルが発見され ､ 既に種子消毒剤として実用化されている( 福井 2 0 0 3) ｡ ま

た､ 微生物農薬は 化学物質を使用 しない からと言 って必ずしも安全であるとは限らないため ､ 微

生物農薬の 安全性を評価するという観点からも防除メカニ ズムの解 明は極めて重要である｡

そこで本章では ,
M B C N 1 5 2 - 1 の 黒すす病防除メカ ニ ズムを解明するため の基礎的デ ー タを収

集することを目的として ､ 本菌株が黒すす病菌の形態形成に与える影響を観察した｡
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第 二節 キャベツ病原糸状菌に対する M B C N 1 5 2
- 1 の括抗性の 検定

第
一

項 材料と方法

括 抗 性検 定に は ､ 野菜 茶 業研 究 所 窪 田 昌春 氏か ら分 譲された A /t e m a n
'

a b r:a s s /
'

c /
'

c o/a

( s c h w ei nit z) W ilt s hir e ( 黒すす病菌) ､
A /t e m a n

'

a b r a s s /
'

c a e ( B e rk el e y) S a c c a r d o ( 黒斑病 菌) ､

R h /
'

z o c t o n/a s o/a n /
'

K 臼h n (苗立枯病菌) , p i th /
r

u m a p h a n /
'

d e r m a t u m ( E d s o n) Fit z p a t ri c k( ピシウム

腐 敗 病 菌) ､
FTu s a n

'

u m a v e n a c e u m ( C o rd a :F ri e s ) S a c c a rd o ( 先 枯 病菌) ,
p h o m a //

'

n g u m

( T o d e :F ri e s) D e s m a zi主r e s (根朽病菌) の 6 種類のキャベツ病原糸状菌を供試した o

A . b r:a s s /
'

c /
'

c o/a と A . b r ;a s s /
'

c a e は p D A に接種して 2 5
o

C で約 2 週間培養後 ､
F7. s o/a n /

'

と P y .

a p h a n /
'

d e r m a t u m は
､
P D A に接種して 2 5

o

C で 3 日間培養した後 ､ それぞれの菌叢周縁部か ら直径

8 m m の コ ルクポ ー

ラ
ー

で含 菌ディスクを打ち抜き､ 接種源とした o A . b r;a s s /
'

cI
'

c o/a および A .

b r a s s /
'

c a e の接種源を【M A - 2 寒天培地の
一

端に菌叢面が下になるように置床し､ これから3 c m 離

れた位置に放線菌分離株の胞子 懸濁液 5 JJl を画線接種して 2 5
o

C で 1 0 日間培養した. なお､
A .

b r:a s s /
'

c /
'

c o b に つ い ては ､
P D A 培地 ､

B e n n e t 培地 ､
1 .5 % 素寒天培地上 でも同様の検定を行 った.

菌糸生長の速い R .
s o/a n /

'

および p y . a p h a n /
'

d e r m a t u m は ､ まず､
M B C N 1 5 2 - 1 胞子懸濁液 5 JJ [ を

画 線接種し 2 5
o

C で 3 日間培養した後 ､ 病原菌接種源を置床して 2 5
o

C で 3 日間培養した｡

p D A 培地上での生育が遅い F a v e n a c e u m と P h . //
'

n g u m に対する括抗性は ､ 以下の 方法で検

定した｡ まず､
p D A に接種して 2 5

o

C で 2 週間前培養した両病原菌の 菌叢周縁部から白金耳で菌

糸片をかき取り, ジャガイモ ･ グル コ ー ス液体培地に接種して 1 週間振とう培養(1 0 0 r p m ､
2 5
o

C ) し

た｡ ぞれぞれの菌体を含む培養液を約 4 0
o

C の 1 .5 % 素寒天 に 2 5 % の割合で懸濁し､ 角シャ ー レ

( l l c m x 1 4 c m ) に分注 ･ 固化した( 以 下 ､ 病原菌含有培地と称す) ｡ つ ぎに ､
I M A

-

2 寒天 培地に接

種して 3 0
o

C で 1 週間培養した M B C N 1 5 2
-

1 の コ ロ ニ
ー

か ら､ 直径 8 m m の コ ルクポ ー

ラ
ー

で含菌デ

ィスクを打ち抜いた ｡ このディスクをコ ロ ニ ー 面が上 になるように上述の 病原菌含有培地上 に置き､

2 5 ℃で 1 週間培養したo A . b r7a S S /
'

c /
'

c o/a および A . b r;a s s /
'

c a e ､ R . s o/a n i. P y . a p h a n /
'

d e r m a t u m に つ い

て は , 病原 菌菌叢の 生 長 阻止 帯が 形 成され た場合を分離株に括抗性ありと判 断した . F

a v e n a c e u m および p h . /I
'

n g u m に つ い ては ,
M B C N 1 5 2

-

1 ディスク周囲の病原菌含有培地に生長阻

止 円が形成された場合を括抗性ありと判断した｡

第二 項 結果

6 種のキャベツ病原糸状菌に対する M B C N 1 5 2
- 1 の括抗性を検定したo その 結果,

M B C N 1 5 2 - 1
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は検定した全ての病原菌に対して括抗性を示さなか った( 表 3) ｡ この ことか ら､ I M A
- 2 寒天培地上

では
､
M B C N 1 5 2

-

1 は これら病原菌の 菌糸生 長を阻害する抗菌性物質を生産しない ことが明らか

となった o さらに ､
P D A

､
B e n n e t 培地, 素寒天培地上 でも A . b r a s s /

'

c/ c o/a と対峠培養したが ､
い ず

れの培地上でも A . b r la S S /
'

c /
'

c o/a の菌糸生長を阻害しなか った( 表 3) .

表 3 キャベツ病原糸状菌に対する M B C N 1 5 2
- 1 の括抗性

検定菌

培地
A /

;
e

,

r

a

n

s

a

s;
1

a/=c o /a
A /t

h

e

,

r

a

n

s

a

s

r

l

!i
a

a e

p

aT h
/

i
u

n7 d e , m a t u m
R h /> o c t

s

o

o

n

/

/

f n , ･
F

a

u

: e
a

n

n

:; c
m

e u m

p h o - a //h g u -

I…A
-

2

P D A N .D .

B e n n e t N . D .

素 寒天 N . D .

N _ D . N .D . N . D . N .D .

N .D .
N .D . N _ D . N . D .

N .D . N . D . N . D . N . D .

N
.
D . : 未検定

第 三 節 M B C N 1 5 2 - 1 がI M A - 2 寒天上 で黒すす病菌に及 ぼす影響の解析

第
一

項 材料と方法

L 蜘 星壬生塵塵旦盆生王墓差益よ珪盈董畳粗畳L; 盈壇圭影豊些歴亜

[M A
- 2 寒天培地上 に M B C N 1 5 2

- 1 胞子 懸濁液 5 0 LL I を滴下し, 白金耳で 円形 に画線して胞子

が形 成するまで恒温培養器内(3 0
o

C ､ 暗所) で 2 週間培養 した ｡ その 後 ､
円 形 に形 成された

M B C N 1 5 2
- 1 コ ロ ニ ー

の中央に位置する培地上 に黒すす病菌分生子 懸濁液(1 0
4
分生 子/ ml) 5 0 〟

l を滴下 し､ さらに恒温培養器内(2 5
o

C ､ 暗所) で培養した( 図 3 5) ｡ 分生子 懸濁液を滴下 して 3 ､ 6 ､

9
､
1 2 時間後に ､ 光学顕微鏡で黒すす病菌分生子 1 0 0 個を観察し､ 発芽率を算出した . さらに ､ 分

生 子 3 0 個を経時的に定点観察して発芽管長を測定するとともに ､ 発芽管伸長速度( 〟 m / 時間) を

算出した ｡ なお ,
M B C N 1 5 2 - 1 無接種の 培地上 で黒すす病菌分生子を培養し､ 対照区とした｡
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圃 3 8 I M A -

2 寒天 培地上での M B C N 1 5 2 - 1 と具すす病菌分生子の共培養5E 験

第二 項 結果

1 . M B C N 1 5 2
-

1 が黒すす病菌の 分生子発芽および発芽管伸長に及ぼす影響

M B C N 1 5 2 - 1 を接種した M A 1 2 寒天培地上 での 黒すす病菌の分生子発芽および発芽管伸長を

調査した｡ 対照区で は､ 培地上 に滴下 して 3 時間後には 3 5 % の分生子が発芽し､ 6 時間後には発

芽率が 9 8 引こ達した( 園 3 9 , 4 0) ｡ それに対して, M B C N 1 5 2
1

1 処理区では ､ 3 時間後にはわずか

2 % の分生子 しか発 芽しておらず､ 明らか に発芽が抑制されていた ｡ その後 ､ 時間の 経過とともに

比例的に発芽率は増加したが ､ 1 2 時間後においても ∝l % の分生子しか発 芽していなかっ た｡

発芽管長を測定したところ､ 3 時間後では差 は認められなか っ たが ､ 6 時間後では対照区の発芽

管長が平均 21 JL m であ ったの( = 対して ､
M B C N 1 5 2 11 処理区は平均 4 JL m と明らかに短か った( 国

4 1) ｡ その 後､ 1 2 時間後には対照区で平均 9 9 〟 m に達していたが ､
M B C N 1 5 2 - 1 処理区では平均

2 4 〟 m と対照区の 1 / 4 程度しか 伸長していなか っ た｡

上記のように M B C N 1 5 2 - 1 処理区で発芽管長が短くなっ た原因が ､
M B C N 1 5 2 - 1 による発芽管

伸長の抑制あるい は分生子発芽の遅延の いずれに困るものなの かを明らかにするため . 発芽管

伸長速度を算出した｡ その結果 ､ 対照区の 培地上では､ 滴下後 3 - 6 時間は 6 JL m / h ､ 6 - 9 時間

は 7 LL m ル ､ 9 - 1 2 時間は 1 9 LL m A 1 の速度で発芽管が伸長してい た( 園 4 2) .
一

方 ､
M 8 C N 15 2

-

1

処理区の 発芽管伸長速度は ､ 滴下後 3 - 6 時間は 1 〟 m / h ､ 6 - 9 時間は 2 〟 m / h ､ 9 - 1 2 時間は

5 1J ∩/ h であっ た( 図 4 2) ｡ こ のことから､ M B C N 1 5 2
-

1 処理区では黒すす病菌分生子の発芽管伸

長も抑制されることが明らかとなっ た｡
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A :3 時nq

′

E :3 時MI

し

B :6 時rq

′
F :6 時Pl
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C :9 時rq

′
G :9 時Ⅶ

･
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D :1 2 時Ⅶ

′

H :1 2 時間

園 3 9 [ M ^ - 2 碁天培地上での差すす病者分生手先芽の様子

A
-

D : 対照区 E
-

H : M B C N 1 5 2
- 1 処理区

1 2

接種 後時間

国 4 0 I M A 1 2 寒天培地上での点すす病肯の分生手先芽辛
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接種後時間

国 4 1 ]M A - 2 寒天培地上 における果すす病者の発 芽管伸長

..⊂::
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F=

こ1

義
Ea
叫
萱
J d

牡

ポ

6

接種後時間

国 4 2 ) M A - 2 碁天培地上 における具すす病者の曹糸伸長速度

井四竹 J& すす病者捷種した N B C N1 52 - 1 処理苗の光学 ㈱ 専

業 一 項 材料と方法

1 . M B C N 1 5 2 - 1 処理酋上における果すす病菌の感染行動の観察

適量の水道水を潅水した漉菌青首培土に M B C N 1 5 2 1 1 胞子鼓濁液(1 0
B
cf u/ m l) を1 m V セルとな

るように温和し､ 1 2 8 穴セルトレイに充填した. つ ぎに ､ 表面殺菌キャベ ツ種子を播種し､ 滅菌バ
ー

ミキ ュライトで覆土した後, 人 工気象帯内(2 5 ℃ ､
1 2 時間光照射) で 1 週間青青した B 滅菌水を混
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和した育苗培土 で育苗したものを対照区とした ｡ その後 , 子葉上 に黒すす病菌接種源(1 0
5 分生子

/ m l) を 1 0 Jjl ずつ 点滴接種し, 人 工 気象器内に設置した半透明のプラス チックケ
ー ス 内( 相対湿

度 1 0 0 %) で培養した ｡ 接種 6 , 9 ､ 1 2 ､ 2 4 ､ 3 6 時間後に子 葉を採取し, 酢酸 エタノ
ー ル( 酢西安: エタノ

ー ル = 4 : 9 6) 溶液に 6 時間浸漬して脱色固定した｡ その後 ､
o .5 % ア ニ リンブル ー

で 1 5 分間染色した

後 ､ 滅菌水で洗浄して観察試料とした｡ 光学顕微鏡で接種 6 ､ 9 ､ 1 2 時間後の試料上 の黒すす病

菌分生子 3 0 個を観察し､ 発芽率と発芽管長を算出した｡ また､ 接種 1 2 ､ 2 4 ､ 3 6 時間後の試料を観

察し､ 付着器形 成率を算出した｡

第二 項 結果

1 . M B C N 1 5 2
- 1 聴 こおける黒すす病菌の 感染行動

M B C N 1 5 2 - 1 胞子混和育苗培土で育苗した苗に黒すす病菌を接種し､ 分生子の発芽および発芽

管伸長 ､ 付着器形 成を経時的に光学抵微鏡観察したo 子葉上 の分生子は , 接種後 4 - 5 時間か

ら発芽し始め ,
6 時間後には M B C N 1 5 2

-

1 処理の 有無に関わらず発芽率が約 8 8 % に達しており､

さらに ､
1 2 時間後には両処理 区で 9 9 % の分生 子が発芽し､ 発芽管を伸張させてい た( 図 4 4) 0

また ､ 発 芽管長を測定したところ ､ 接種 6 時間後では両処理 間にほとんど差はなく､ 対照区 およ

び M B C N 1 5 2 - 1 処理区でそれぞれ平 均 4 5 〟 m と 3 8 〟 m であっ た( 図 4 5) ｡ しかし, 1 2 時間後の発

芽管長は対照区で 1 2 1 〃 m であ ったの に対し､ M B C N 1 5 2
- 1 処理区では 8 7 〟 m となり､ 対照区より

も発芽管伸長が抑制されていた( 図 4 5) 0

接種か ら1 2 時間ほど経過すると､ 黒すす病菌は発芽管の 先端に付着器を形 成し, 埴物内 へ の

侵入を開始した ｡ 接種 1 2 時間後 ､ 対照区では約 1 2 % の黒すす病菌が付着器を形 成してい たが ､

M B C N 1 5 2 - 1 処理 区では付着器形 成は観察されなか っ た｡ M B C N 1 5 2
-

1 処 理区 の付着器形成は ､

2 4 時間後には観察されたが､ 明らかに対照区よりも付着器形成率は低か っ た( 図 4 6) ｡ 3 6 時間後

には
､
対照 区で約 6 0 % の黒すす病菌が付着器を形成しており､ 子葉を肉眼で観察すると､ 小さな

黒色病斑が観察された｡ 対して ､
M B C N 1 5 2 - 1 処理区では全体の 2 5 % ほどしか付着器を形 成して

おらず, 病斑が観察される子葉も少なか った｡ このことから､ 対照区と比較して M B C N 1 5 2
- 1 処理

区の 子葉では黒すす病菌の侵入が抑制されて いる可能性が示された｡ また , 図 4 3 - J に示したよ

うに ､ 黒すす病菌接種 3 6 時間後の M B C N 1 5 2 - 1 処理 区では , 黒すす病菌分生子の周囲に微小な

菌糸 や胞子が集積して いる様子が観察された ｡ その 中には ､ 発芽管が分解され 崩壊してい る黒

すす病菌もあった ｡
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以上 の結果 から､
M B C N 1 5 2 - 1 を培土混和した宙の美面上では ､ 具すす病菌の分生子発 芽は

抑制されないが ､ 発芽管伸長 ､ 付着巻形成は抑制されることが明らかとなった｡

霞,

'
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図 4 3 嘉すす病者接種した各処理区の様子

^ -

E : 対照区 F i J : M B C N 1 5 2
-

1 処理区

矢印: 黒すす病菌付着暴 . 矢頭: M B C N 1 5 2 - 1 胞子および菌糸
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国 4 6 子葉上 でのJ& すす病書の付書尊形成辛

第五井 具すす病者を接種した N B C N 1 52
- l 処理酋の 走査型t 手鼻枚ik( S E N ) 故事

第 一 項 材料と方法

第三幸手三 肺葉
一 項と同様の手順で培養ボトルに表面殺菌キャベ ツ種子を播種し､ 6 El 間培

養した｡ その後 ､
M B C N 1 5 2 - 1 胞子懸濁液(1 0

8
cf u / m l) を子葉に適量噴嘉接種し､ さらに同人 工気

象蕃内で培養した ｡ 翌 日 ､ 子葉に具すす病菌接種源(1 0
5
胞子/ m l) を1 0 〟 げ つ 点滴接種し､ 同条

件で培養した ｡ なお, 本実験では､
M B C N 1 5 2

1

1 と最すす病菌のどちらも接種していない盲を対照

区 ､ 具すす病菌の みを接種した昔を接種対照区とした . 点すす病菌接種 36 時間後に旺軸および

子葉を採取し､ プラスチックシャ
ー レ内の 寒天片(約 2 c m

2

) の 上に置いた｡ この 寒天 片の周囲に数

滴の 4 % オスミウム敢( O s O .) を滴下した後､ 密閉して
-

晩蒸気国定を行っ た｡ 国定後､ ドラフト内

で 開封し､ 1 5 分間放置して余分なオスミウムガスを散逸させた｡ この子ィスクを小 型のステンレス

製金属カゴに移し､ 凍結乾燥先に入れた後､ 液体窒素を直接注ぎ入れて急速凍鯖させた ｡ つ ぎに .

瓶 内部に少 i の液体窒素が残った状態で凍結乾燥器r = 装着し､
一 晩凍枯乾燥した ｡ 得られた駄

科を電子簸徴集専用の試料台に載せ . イオンス パッタ ー

で金コ -

テ ィングした後 ､
1 0 .O k V で観察

した｡

第 二 項 結果

果すす病菌を点滴接種した M 8 C N 1 5 2
1 1 処理苗を S E M 概零した｡ まず. 放線菌無処理苫( 対照
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区) の旺軸上 には微生物が全く存在しないことを確認した( 図 4 7
- A ) ｡ M B C N 1 5 2 - 1 処理酋の旺軸

では . 園 4 7
-

B のように多くの M B C N 1 52
- 1 菌糸が旺軸表面を伸長している様子が横幕された｡ ま

た､ 肱軸表面の至るところで菌糸から M B C N 1 5 2
1

1 胞子鎖が形成していた( 国4 7 - C ) . 胞子の表面

が
,
IS P 培 地 上 の M 日C N 1 5 2

- 1 の 形態と同 じように 蘇状 で あ っ たため ､ 酋上 の 放 線菌 は

M B C N 1 5 2 - 1 であると判断した｡ さらに国 4 7
-

D ( 矢印) で示した部分の菌糸は捨郭が不 明軌こなっ

ており. 明らかに旺軸表面ではなく､ クチン層に潜 って菌糸を伸長させていた｡

園 4 7 N B C N 1 5 2 1 1 処理苗( 旺軸) の S E N 写暮

A : 対照区 B
-

D : M B C N 1 5 2
- 1 処理区

矢頭: M 8 C N 15 2 - 1 菌糸および胞子

矢印: クテクラ層 へ の侵入部位

旺 軸と同様 に ､ 対 照 区の 子葉上 に は微 生物は全く観察され なか っ た( 国 48
- A ) ｡

一

方 で .

M【】C N 1 5 2
-

1 処理区では . 子葉全体に M 8 C N 1 5 2 - 1 菌糸が伸長しており､ 胞子を形成している様

子も確認された( 国 4 8 - B) ｡ さらに詳細に板察すると､ 気孔の周囲で M B C N 1 5 2
- 1 菌糸が伸長して
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いたが ､ 気孔から植物体内部 へ は侵入している様子は認められなか っ た( 図 4 8
- C) ｡ M B C N 1 5 2

-

1

処理区の 子葉の 多数の 気孔を根葉したが .
いずれの場所においても M B C N 1 5 2

- 1 菌糸が気孔内

部に侵入する様子は観察されなか った｡ このことから､ M 8 C N 1 5 2
- 1 は気孔を介して植物体内に侵

入しない可能性がある｡

園 4 8 N B C N 1 5 2 - 1 処理酋の子葉の S E M 食

A : 無接種対照区 B
- C : M B C N 1 5 2 - 1 処理区

つ ぎに子葉上 の M B C N 1 5 2
-

1 が果すす病菌に与える影響を観察したo 接種3 6 時間後の 対照区

の 子葉上で は ､ 具すす病菌分生子から発芽管が伸長し. その 先端に付着器を形成している様子

が親察された( 図 49
-

A) ｡ M B C N 1 5 2
-

1 処理区でも同様に ､ 黒すす病菌分生子が発芽し､ 発芽管を

伸長させている様子は観察されたが ､ その分生子には M B C N 1 5 2
-

1 菌糸が網目状に伸長してい

た( 図 49 - a) ｡ さらに ､ 多くの M B C N 1 5 2
-

1 菌糸が絡み つ いている果すす病菌分生子は ､ 園 4 9
- C

に示したように原型をとどめないほど潰れ ､ 明らか に病原菌としての 機能を失っ てい るようであっ

た ｡
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圃 4 9 M B C N 1 52 - 1 処理苗上の 具すす肩章分生子および曹糸の様子

A : 無処理対照区 B - C : M B C N 1 5 2 -1 処理区

矢頭 : 具すす病菌分生子( C o ni) , 付着器( A p p)

矢印: M t】C N 1 5 2
- 1 菌糸

M B C N 1 5 2
- 1 処理区で は､ 具すす病菌発芽管上 に M B C N 1 5 2

- 1 菌糸が沿うようにして伸長して

いた( 図 5 0 - A) ｡ さらに ､ 具すす病菌菌糸に沿っ て伸長した M B C N 1 5 2
1 1 菌糸は ､ 図 5 0 - C に示し

たような付着券種構造を形成しているところが多数親察された｡ 図 5 0
1 B では. M B C N 1 5 2 1 菌糸

が具すす病菌菌糸を圧迫し､ 具すす病菌菌糸にしっ かりと付着している様子が観察された ｡
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囲 5 0 N B C N 1 5 2 - 1 処理酋上 の具すす病青首糸の横手

矢頭: 具すす病啓発芽管. 矢印: M B C N 1 5 2
-

1 菌糸( H ) , 付着番様構造( A pl)

第大帝 考察

I M A
-

2 寒天培地上 で M B C N 1 5 2 - 1 が果すす病菌の生長に与える影響を調査したところ. 分生子

発芽および発芽管伸長ともに著しく抑制された. この ように ､ 培地上で病原菌の 生長抑制が引き

起こされる原因として ､
K e xi a n g e t aL( 2 0 0 2) は､ 微生物による培地 中 へ の抗菌性物実生産を挙げ

ている｡ また ､ 田 口ら( 2 00 3) は . いもち病防除活性を有する 6 a c W u 5 S u b t uJ
'

s IK I O 8 0 といもち病菌

を共培養したところ､ 溶液中に It u ri n A 類似抗菌性物質が生産されて いもち病菌胞子の 発芽率が

低下したことを報告している｡ この ような報告から､ M B C N 1 5 2
- 1 も I M A - 2 寒天培地 中に具すす病

菌の生長を抑制する物質を生産した可能性が高いと考えられた｡ しか し､ I M A - 2 寒天培地やその

他の寒天培地上で M B C N 15 2
-

1 と果すす病菌を対峠培養したところ . 黒すす病菌の 菌糸生長は

全く抑制されなか った( 表 3) ｡ こ の結果から. M B C N 1 5 2 - 1 が培地中に生産する抗菌性物質は ､ 果

すす病菌の分生子と発芽管にのみ特異 的に作用することが推察された｡

M B C N 1 5 2 - 1 胞子混和育苗培土で育成した昔の 子葉に接種した果すす病菌を経時的に観察し
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た結果 , 分生子は 無処 理苗上と同様に発芽してい たが ､ 発芽管伸長と付着器形 成が抑制されて

いることが判明した｡ これ は ､
t M A

-

2 寒天 培地上 で黒すす病菌の 分生子発芽が M B C N 1 5 2
- 1 によ

っ て著しく抑制された結 果と異なる｡ この ように ,
子 葉上 で分 生子 発芽が抑制されなか った原因と

して 2 つ の 可能性が考えられる｡ 1 つ 目は , 培地中で生産されるものとは作用点の異なる抗菌性

物質が子葉上 で生 産されている可能性である｡ これを証明するためには , 培地中および子 葉上 で

生産される抗菌性物質を単離し, その活性等を解析しなければならない ｡ しかし, 本研究では時

間的制約から解析できなか ったため ､ 今後検討する必要があろう｡ 2 つ 目は ､
M B C N 1 5 2 - 1 が黒す

す病菌周囲で十分に増殖していなか った可能性である｡ この 仮説を支持する興味深い 現象を光

学顕微鏡観察 により見出している｡ 黒すす病菌接種 2 4 および 3 6 時間後の M B C N 1 5 2
- 1 処理 苗

上で は ､ 周囲に微小な菌糸や 胞子が集積している黒すす病菌分生子 が多数認められた( 図 4 3) o

こ のような分生 子 は ､ 発芽管の伸長と付着器形 成が抑制され ､ 中には発芽管が分解されているも

のもあっ た( デ ー タ不掲載) o この現象は , 接種後1 2 時間までは観察されなか った o 対照区の苗上

では全く観察されなか っ たことから, 黒すす病菌分生 子 の 周囲に集積してい たの は M B C N 1 5 2
- 1

の菌体であると考えられた ｡ そこで ,
S E M で詳細に観察した結果 , 黒すす病菌分生子および菌糸

の 表面 および周囲で M B C N 1 5 2
- 1 菌糸が増殖し､ 胞子を形成している様子 が確認された( 図 4 9 ,

5 0) ｡ こ のことから. 光学顕微鏡で観察された黒すす病菌周囲の 菌糸や 胞子 は M B C N 1 5 2
- 1 であ

ることが明らかとなっ た｡ M B C N 1 5 2
- 1 菌糸は ､ 黒すす病菌の分生子を網 目状に包み 込み ､ 発芽

管に沿うようにして伸長していた ｡ ( 図 4 9) ｡ さらに ､
M B C N 1 5 2

- 1 菌糸が黒すす病菌の 菌糸上 で付

着器様構造を形 成してい る様子も観察された( 図 5 0) ｡ 多量の M B C N 1 5 2
- 1 菌糸が絡み つ いた分

生子 は , 細胞が潰れて完全に変形していた o これまでに ､ 数種の S tr e p t o m y c e s 属菌が病原糸状

菌に寄生することが報告されている( T a pi o e t a/. 1 9 9 1 ; T u , J . C ･ 1 9 8 8 ; S ut h e rl a n d e t a/I 1 9 8 4) o こ

れらの S L, e p t o m y c e s 属菌は ､ 病原糸状菌の菌糸や胞子 に巻き付く様に付着して増殖するととも

に､ 病原菌菌糸表面で付着器様構造を形成して菌糸内 へ 侵入 し､ 細胞を破壊する｡ このような糸

状菌寄生性 s t, e p t o m y c e s 属菌の寄生行動と黒すす病菌上 での M B C N 1 5 2
- 1 の 行動とが酷似し

ていることから､ 本菌株も糸状菌寄生性 の放線菌である可能性が高い ｡ 上述の ように ､ 光学顕微

鏡で接種後1 2 時間までは分生子周囲に M B C N 1 5 2
- 1 が確認できなか ったことからすると, 分生子

が発芽する時間帯( - 1 2 時間) には M B C N 1 5 2
- 1 が寄生してい なか っ たと推察される｡

しかし
,
全ての黒すす病菌分生子上 に M B C N 1 5 2

- 1 が認められたわけではない ｡ それ にも関わ

らず､ 接種後 1 2 時間目で付着器形成が完全に抑制されていたことを考慮すると､ M B C N 1 5 2
- 1 に
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よる寄生だけで防除メカ ニ ズムを説明することは難しい ｡ また､
M B C N 1 5 2 - 1 処理苗では病徴進展

が有意に抑制されるが ,
この 原因も寄生 で説明するのは 困難である｡ 黒すす病菌は ､ 付着器を形

成して宿主 植物体 内に侵入した後 ､ 感染菌糸を形 成する｡ この感染菌糸が組織内で宿主 特異的

毒素( A B
-

t . ×i n ) を分泌 しながら蔓延するため , 多数 の宿主 細胞が壊死して黒色の病斑が生じる

( o t a ni e t a / 1 9 9 8) o こ のことから､ 病徴進展を抑制するため には ､ 子葉組織 内部での 感染菌糸の

蔓延を抑えなければならないと考えられるが , 宿主体内で M B C N 1 5 2
- 1 が感染菌糸に寄生などの

直接的な影響を及 ぼしたとは考え難い ｡ そこで ､
上述した抗菌性物質の 関与の可 能性 つ い て再

考してみることにする｡ M B C N 1 5 2
-

1 由来の 抗菌性物質が関与する可能性は上で考察した通りで

ある｡ しか し, 抗菌性物質の起源は , 必ずしも M B C N 1 5 2
-

1 とは限らない ｡ すなわち､
キャベ ツ苗自

体が抗菌性物質を生産している可能性もある｡ 百 町ら( 2 0 0 3) は , 病害抵抗性が誘導された植物

では , ある種の 抗菌性物質が生産され ､ 病原菌の 胞子発芽や感染菌糸の形 成が阻害されると述

べ ている｡ このことか ら､ M B C N 1 5 2 - 1 によっ てキャ ベツ苗に病害抵抗性が誘導され ､ 抗菌性物質

が生産された可 能性は十分にあり得るo O n g e n a e t a /( 2 0 0 0) は ､
P G P R である P s e u d o m o n a s

p u tI
･

d a B T P l をキ ュ ウリの 根部に処理すると, 葉や根で抗菌性フ ェ ノ
ー

ル化合物が生成され , 耐病

化すると述 べ ているo また ､
Y e didi a e t a/.( 2 0 0 3) は J n

'

c h o d e r m a a s p e r e N u m (T
- 2 0 3)をキ ュ ウリ根

部処理すると､ キ ュ ウリ埴 物体内で病原菌の 生 長を阻害する抗菌性 二 次代謝物が生産され ､

p s e u d o m o n a s s y r l
･

n g a e p v . /a c h ' y m a n s による斑点細菌病が抑制されることを明らかにしたo また ,

内生 放線菌や その他 の エ ンドファイトが宿主埴物に抵抗性を誘導することが近年明らか になって

いる｡ このことか ら､ M B C N 1 5 2
- 1 がキャベツ苗 へ 定着することで ､ 苗に抵抗性が誘 導された可能

性は十分に考えられる. 清水と久能(2 0 0 3) は ､ 括抗性内生放線菌 s Lrle P t O m y C e S g a/b u s M B R
- 5

株をシ ロ イヌナ ズナに 定着させると､ エチ レン
･ ジャスモ ン酸依存型の 抵抗性が誘導され , 炭症病

に 耐病性を示 す ことを明 らか にして い る . また ､
Vid h y a s e k a r a n e t a/. ( 2 0 0 1 ) は ､ 内生 細菌

p s e u d o m o n a s n u o rle S C e n S P fl をイネ種子または葉に処理することで ､
イネ葉にフ エ ニ ル アラ ニ ンア

ンモ ニ アリア
ー ゼ活性や パ

ー オキシダ ー ゼ活性の上 昇 ,
リグ ニ ン蓄積とい った抵抗性反 応が誘導

され ,
X a n th o m o n a s o r y z a e p v , o r y z a e に よるイネ白葉枯病を抑制できると報告した o 今後 ,

M B C N 1 5 2 - 1 処理苗で誘導抵抗性が発現してい るか 否かを明らかとするため には ､ 抵抗性誘導の

マ ー カ ー となる PJ7 遺伝子などの発現や抗菌性フェノ
ー

ル 化合物､ リグ ニ ン , 活性酸素種の蓄積な

どを解析する必要がある｡ 第三章で述 べ たように ､
M B C N 1 5 2 - 1 処理 により汚染種子からの子苗

感染が極めて強く抑制されたが ､ 本章ではその 防除メカ ニ ズム に つ いて は検討してい ない ｡ 今後
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は , 汚染種子 に対する防除メカ ニ ズム につ い ても併せ て解析する必要があろう｡

s E M 観察 の結果 ､
M B C N 1 5 2

- 1 は苗表面で旺盛に増殖し, クテクラ層内に侵入 して菌糸を伸

展させて いることが明らかとなった( 図 4 7) . M i n a m iy a m a e t a /( 2 0 0 3 ) も同様に ､ 内生放線菌 s .

g a/b u s M B R
- 5 株が宿主であるシヤクナゲ苗の葉上で菌糸を伸長させ ､

クテクラ層内に侵入してい

る様子を確認しているo さらに ､
S . g a/b u s M B R

1

5 株が気孔を通っ て葉内の細胞間隙に侵入 するこ

とも明らか にしている｡ しかし､ 観察した限りでは ､
M B C N 1 5 2 - 1 菌糸が気孔か ら子葉内 へ 侵入して

いる様子 は確認できなか っ た｡ 第 三章で示したように ､ 表面殺菌した M B C N 1 5 2 - 1 処理苗か ら3 週

間か けて本菌株が再分離されたことから､ 本菌株がキャベ ツ苗に内生してい ることは 明らか であ

る｡ 今後 ､
M B C N 1 5 2 - 1 のキャベ ツ苗内 へ の侵入様式を明らかにするためには ､ 透過型電子 顕微

鏡などを駆使して詳細 に観察しなければならない ｡
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第玉章 総合考察

本研究の 最終目標は ､ 植物内生 放線菌を用 いたキャベ ツセ ル 成型苗黒すす病の新規生物防

除技術を開発することである｡

そこで ､ 本研究ではまず､ 生 物防除エ
ー ジェ ントとして用 いる内生放線菌をキャベ ツから分離す

ることとした o 圃場生育の健全なキャ ベツの根 , 茎 ､ 葉を表面殺菌して寒天培地上で培養したとこ

ろ, 試料表面 に多数の放線菌のコ ロ ニ
ー が出現してきた( 図 6) ｡ 仮に ､ 試料の表層に生息するエ

ビファイト( 埴物表生 菌) であれば, 培養 1 週間程度で出現してくるはずであるo しかし, 分離した放

線菌株はいずれも培養開始から約 1 ケ月が経過してようやく出現してきたことから､ キャベ ツ体内

深部に存在していたエンドファイト( 埴物内生菌) であると推測された ｡

本研究は育苗現場での実用 化に主 眼を置い ているため ､ 生物防除 エ ー ジェ ントの候補となる放

線菌株は ､ ①大量培養が容易である, ②
一 次伝染( 黒すす病菌汚染種子 からの子苗感染) と二

次伝染( 飛散分生子 による健全苗 へ の感染) の 両方を防ぐ能力を有している､ という2 つ 条件を満

たしていなけれ ばならなか っ た｡ 第 二章で示したように ､ 本研究で選抜した M B C N 1 5 2 - 1 は この 2

条件をクリアした有望な菌株である｡ M B C N 1 5 2
- 1 胞子混和育苗培土で 1 週間育苗したキャベ ツ苗

の 子 葉 を表 面 殺 菌し , 寒 天 培地上 で 培養したところ ､ 本 菌 株が 再 分 離され た( 図 3 1 ) 0

M B C N 1 5 2
- 1 が試料表面 に出現するまでに約 3 週間を要したことか ら､ 本菌株はキャベツ苗内に

侵入し定着してい たものと考えられる｡ 第三 章第
一

節で述 べ たように , 括抗微生 物を植物体 へ 定

着させなけれ ば十分な生物防除の 効果は得られない ｡ わずか 1 週間育苗した苗から M B C N 1 5 2
- 1

が再分離されたことは､ 本菌株が育苗培土 か らキャ ベツ苗 へ 速や か に移 行して定着する能力を

有していることを示 唆している｡ この 点か らも,
M B C N 1 5 2 - 1 は優れた生物防除エ ー ジェ ントである

と言える. S E M 観察では M B C N 1 5 2
- 1 が苗内部 へ 侵入してい るか 否か は確認できなか っ たが , 少

なくとも苗表面では旺 盛に増殖してい ることが明らかとなっ た｡ 旺軸や子葉上 では ､
M B C N 1 5 2

- 1

がクテクラ層内に侵入して菌糸を伸展させ ていた( 図 4 7) ｡ 土 壌中の 放線菌は ､ 有機物を分解して

炭素源を得るために ､ キテナ ー ゼやセ ルラ
ー ゼ ､ キシラナ

ー ゼ, プロテア ー ゼ ､ リパ
ー ゼなどの 多

様な加水分解酵素を生産することが知られている( T e s c h e t a/ 1 9 9 6) o この ことか ら､ M B C N 1 5 2
- 1

もクテナ ー ゼなどの 酵素を分泌し, クテクラ層などの細胞成分を分解 ･ 利用している可能性がある｡

s u z u ki e t a /( 2 0 0 5) は ､ 内生放線菌 s Lrle P t O m y C e S g a/b u s M B R
- 5 株が宿主であるシヤクナゲ苗の

葉内 へ 気孔から侵入していると報告しているc しかし､ 観察した限りで は M B C N 1 5 2
-

1 菌糸が気孔

か ら子 葉内 へ 侵入している様子は認められなか った o M B C N 1 5 2
-

1 のキャベ ツ苗内 へ の侵入様式
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および定着場所を明らか にするには ､ 透過 型電子顕微鏡を用い て詳細に観察しなけれ ばならな

い が､
これに つ いては 今後の検討課題として残された o

上述したように , 育苗培土 へ 混和した M B C N 1 5 2
- 1 はキャベ ツ苗に定着する｡ この 苗に黒すす

病菌を噴霧接種したところ､ 病徴の進展が顕著に抑制された( 図 1 4) ｡ さらに ､
M B C N 1 5 2

- 1 混和

育苗培土では 汚染種子からの子苗感染も著しく抑制された( 図 1 6) . 海外で は ､
A /t e m a n

'

a 病害に

防除効果のある放線菌殺菌剤 A c ti n o v at e( 有効成分 S tr e p t o m y c e s /y d /
'

c u s W Y E C 1 0 8) が既に市

販されてい る. そこで ､ 本剤の有効成分である S . /y d/
'

c u s W Y E C I O 8 と M B C N 1 5 2
- 1 の防除効果を

比 較したところ, 黒すす病菌噴霧接種試験および汚染種子試験のい ずれにおいても M B C N 1 5 2
- 1

の方が高い効果を示した( 図 3 2 ､ 3 5) ｡ こ のことから､ M B C N 1 5 2 - 1 の黒すす病に対する防除活性

の高さが実証された ｡

一 般的な微生物殺菌剤の処理方法として ､
土壌混和や葉面散布 ､ 種子コ ー ティング､ 根部浸漬

処理 などが考えられるが､ 本研究はセ ル成型苗を対象としているため ､ 根部浸漬処理は適用でき

ない ｡ 第三章でも述 べ たように , 育苗施 設内では高圧噴霧装置を用い た農薬の 葉面散布が行わ

れている｡ 罷病苗からの飛散分生子による二次感染を防ぐためには ､
この装置を活用した葉面散

布が最も効果的であると考えられたo そこで ､
M B C N 1 5 2 - 1 胞子の葉面散布の防除効果を検討し

たが , 育苗培土 混和処理と同程度の 効果しか 得られなか った ｡ この結果からすると､ 汚染種子に

対する防除効果も併せ持 つ 育苗培土 混和の 方が ､ 葉面散布よりも効率的 一 経済的であると言える｡

今後は ､ 種子コ ー

ティングによる防除効果に つ いても検討し､ 最良な処理方法を確立する必要が

あろう｡

M B C N 1 5 2
- 1 の保存性を検討したところ､ M B C N 1 5 2 - 1 の凍結乾燥胞子は 4 0

o

C という過酷な条

件下 でも, 半年以 上 は生存することが確認された｡ 微生物農薬は生きた微生物を使用しているた

め
一 般の 化学合成農薬と比較して保存安定性に劣ることが多い( 永 山 2 0 0 3) ｡ 山田( 2 0 0 0 ) は ､

微生 物を製剤化する場合には ､ 保存期間中の微生物の生存率を 9 0 % 以上 に保たなけれ ばならな

いと述 べ ている｡ 第 三 章の保存性試験では ､
この生存率を達成することはできなか った｡ このこと

か ら､ M B C N 1 5 2
- 1 を製剤化するためには､ さらに保存性を向上させる工 夫が必要であると考えら

れた｡ 根井( 1 9 7 2) は ､ 微生物を凍結乾燥する場合 ､ 保護剤や凍結処理 ､ 処理前の 培養条件 ､ 乾

焼条件 , 保存条件などをエ 夫することで ､ 微生物の 生存率を上 げることが可 能であると述 べ てい

る｡ 本研究では ､
スキムミルクとグルタミン酸ナトリウムを分散媒( 保護剤) として添加したのみ で､

保存性を向上させ るため の他の 工 夫は凝らしてい ない ｡ 例えば ､ 放線菌胞子内に含まれているト
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レ ハ ロ
ー

ス に着目して ､ 培養条件を改良することができる｡ トレ ハ ロ
ー

ス は 糸状菌の 休眠胞子 や

下 等真核生 物の 細胞 に存在するありふ れた貯蓄物 質で , 耐乾 性を寄与する( M c B ri d e e t a/

1 9 8 7) . M c B rid e e t a/. ( 1 9 8 7) は , グル コ ー ス濃度の高い 培地で S . g ' 7
'

s e u s を培養すると, 胞子内

のトレ ハ ロ
ー ス 含有量が増加し, 胞子 の耐熱性および耐乾燥性が増強することを報告している｡

同じ S Lrl e P t O m y C e S 属である M B C N 1 5 2
- 1 においても培地中の グルコ ー ス濃度を上 げることで胞子

内トレ ハ ロ ー ス量が上 昇する可能性が高い ｡ これ につ いては , 今後検討する必要があろう｡ また､

本研究では胞子を凍結乾燥しているが , その他の乾燥法につ い ても検討す べ きであろう｡ L a r e n a

e t a /( 2 0 0 3) は , トマト萎凋病に防除活性を示す P e n /
'

c I
'

///
'

u m o x a /I
'

c u m を､ 凍結乾燥法および噴霧乾

燥法 ､ 流動層乾燥法の 3 通りの方法で乾燥し､ 得られた乾燥菌体の生 存率と防除効果を比 較し

て いる｡ 彼らは ､ 流動層乾燥法で得られた乾燥菌体が最も保存安定性と防除効果が高か ったと

述 べ ている｡ 本研究で は凍結乾燥法で M B C N 1 5 2
- 1 胞子を乾燥したが , 乾燥法を変えることで安

定的に長期間保存できる乾燥菌体が作製できる可能性がある｡ また ､ 凍結乾燥法は 時間とコスト

がか かるという欠点があるため , 製剤化時のコ ストダウンを図るため にも別の乾燥方法を検討す

べ きであろう｡

第 二 章で述 べ た ように ､
1 6 S r D N A 塩基配 列に基づく系統解析 の結 果 ､

M B C N 1 5 2 - 1 は £

h u m /
'

d u s と最も近縁であることが明らかとなった. しか し､ 形態および培養性状が s . h u m /
'

d u s とは

全く異なって いたことから, 新種であると考えられた ｡ M B C N 1 5 2
-

1 を新種として提案するため には ､

既に検討した形 態や培養性状 ,
1 6 S r D N A 塩基配列の他に ,

生 理 生化学的性状やメナキノン組成 ,

細胞壁のアミノ酸組成などの化学分類学的性状に つ いても解析する必要があるo S . s c a b ie s や S .

t u y:g l
'

dJ
'

s c a b /
'

e s
､
S . a c /

'

dJ
'

s c a b /
'

e s
､
S . /b o m o e a e など極少数の放線菌がジャガイモ やサ ツマイモ ､

メロ

ンに病害を引き起こすことが知られている( T a s hir o e t a/ 1 9 9 0) ｡ M B C N 1 5 2
- 1 と上記の病原性放

線菌の 系統関係を解析したところ ､
M B C N 1 5 2 - 1 は病原性放線菌が含まれるクラスタ

ー

には属さ

なか っ たことか ら ,
これ らと は 遠 縁で あることが 明らか とな っ た( 図 2 2 ) ｡ こ の 結 果か ら ,

M B C N 1 5 2 - 1 はキャベツを含む作物に病気を引き起こす危険性はないと考えられる｡ ところで , 病

原菌とは遠縁の M B C N 1 5 2
- 1 がなぜキャベツ体内に定着できるの か ? これは大変興味深い 疑問

である o C o o m b s e t a / ( 2 0 0 3 ) は ､
オ ー ス トラリア 各地の コ ム ギか ら分 離した 6 菌株の 内生

s t rle P t O m y C e S S P が 特異的なプラスミドp E N 2 7 0 1 を保有することを明らか にしている. このプラスミ

ド上 に は埴物の 情報伝達を活性化する転写因子と相同性の高い遺伝 子 が存在する｡ さらに ､
こ

れら遺伝子にはシグナ ル配列も存在することか ら､ 翻訳産物は菌体外 へ 分泌されると推定される｡
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この結果か ら彼らは , p E N 2 7 0 1 由来のタンパク質を分泌して宿主埴物の 情報伝達経路を制御す

ることで , 本来は土 壌中で生育する S t r e p t o m y c e s s p . が埴物に内生するようになったと考察してい

る｡ このことか ら､ M B C N 1 5 2 - 1 もp E N 2 7 0 1 あるい は類似の機能を持 つ プラスミドを保有している可

能性が考えられる｡ 上述の 疑問を解き明か す端緒として ､
M B C N 1 5 2 - 1 や他の キャベツ由来放線

菌のプラスミドを解析する必要があろう｡

本研究によっ て ,
セ ル成型苗黒すす病の生物防除に利用 できる S L rl eP t O m y C e S S P . M B C N 1 5 2

- 1

を獲得することができた ｡ 今後 ､ 本菌を実用化するためには ､ 最適な処理方法および長期保存性

に優れた製剤化技術を確立するとともに ､ 防除メカニ ズム の解明などを行う必要がある｡ これらを

解決することによ っ て ,
S L rle P t O m y C e S S P , M B C N 1 5 2 - 1 を用 いたセル 成型苗黒すす病の 新規生物

防除技術が実用 化できるであろう｡
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摘要

キャ ベツセ ル 成型苗に深刻な黒すす病被害が発生してい るが ､ 防除策に乏しい の が現状であ

る｡ そこで ､ 本研究では , 内生放線菌を用 いたキャ ベツセル成型苗黒すす病の 生物防除技術の

開発を最終目標とした｡

1 . 埴物内生放線菌の分離および有望菌株の選抜と同 定

圃場生育の健全なキャベ ツから胞子 形成の良好な内生放線菌 78 菌株を分離した｡ これらの 中

か ら､ 噴霧接種した黒すす病菌による苗の発病と汚染種 子 からの 子苗感染を顕著 に抑制する

M B C N 1 5 2 - 1 を選抜した o 本菌株の 1 6 S r D N A の 塩基 配 列を解析 した結 果 ､ S L rle P t O m y C e S

h u m /
'

d u s に最も近縁であることが明らかとなっ た o しか し, 形態および培養性状の 相違 点から ､

M B C N 1 5 2 - 1 は 新種であることが明らかとなっ た｡

2 . S t rle P t O m y C e S S P . M B C N 1 5 2
- 1 の実用 化に向けた基礎実族

M B C N 1 5 2 - 1 胞子 混和育苗培土で育成した苗では ､ 噴霧接種した黒すす病菌による発病が抑

制されることを確認した｡ さらに, 同培土 では ､ 汚染種子か らの 子苗感染も顕著に抑制された ｡ こ

れらの効果 は ､ 処理する M B C N 1 5 2 -

1 胞子の 濃度に依存して増加することが 明らか となっ た｡

M B C N 1 5 2
-

1 胞子 混和育苗培土で 1 週間育成した苗を表面殺菌し､ 素寒天培地上で 3 週間培養し

たところ ,
M B C N 1 5 2 - 1 が再分離された. この結果から､ 育苗培土 へ 処理した M B C N 1 5 2 - 1 は

､ 播

種後 1 週間以内にキャベツ苗 へ 移行し､ 子葉内部に定着すると判断した｡ M B C N 1 5 2 - 1 胞子の 葉

面散布の 防除効果を検討し､ 育苗培土混和と同 程度の 防除効果が得られることを確認した｡ £

/y dl
'

c u s w Y E C 1 0 8( 市販の放線菌殺菌剤 A c ti n o v a t e の活性成分) と M B C N 1 5 2 -

1 の黒すす病防除

活性を比較したところ､ 黒すす病菌噴霧接種試験では両菌株とも同程度の 防除効果を示 したが ､

汚染種子に対しては W Y E C I O 8 (ま防除効果を示さなか っ た. このことから, M B C N 1 5 2 - 1 の防除活

性の高さが実証された ｡ さらに ､ 凍結乾燥した本菌株胞子は ､
5 - 4 0

o

C で 6 ケ月以 上保存できるこ

とを確認した｡

3 . M B C N 1 5 2 - 1 の 黒すす病防除メカ ニ ズム の解析

M B C N 1 5 2 - 1 を接種した I M A -

2 寒天培地上では ､ 黒すす病菌分生子 の発芽および発 芽管伸長

7 8



が顕著に抑制されたが ､ 菌糸伸長は抑制されなか った｡ このことから､ M B C N 1 5 2
- 1 は培地中に黒

すす病菌分生子 の発芽および発芽管伸長のみを特異的に抑制する物質を生 産していると考えら

れた. M B C N 1 5 2 - 1 処理苗上 では ､ 黒すす病菌分生子 の発芽は抑制されない が ､ 発芽管伸長と付

着器形成が抑制されることを確認した. また､ 光学顕微鏡および走査型電子顕微鏡観察により､

本菌株が黒すす病菌の分生子や 菌糸に寄生あるい は分解作用を示 すことを見 出したo 本菌株は ､

苗のクテクラ層上 および層内で菌糸生 長するとともに ､ 苗上 で胞子形成することを確認した ｡ しか

し
､
子 葉内部にまで侵入 するか否か は明らか にできなか った ｡

本研究により, セ ル成型苗黒すす病の防除に有効か つ 市場性の 高い M B C N 1 5 2 - 1 を獲得する

ことに成功した｡ 今後は ､
M B C N 1 5 2 - 1 の 実用 化に向けて , 最適な処理方法の検討 ､ 長期保存性

の検討 ､ 防除メカ ニ ズム の解明などを行う必要がある｡
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b e t w e e n S tr le P t O m y C e S g T 7 S e W />1
'

dI
'

s a n d s o m e pl a n t p a t h o g e ni c f u n gi . J . A g ri . S ci . i n Fi n . 6 3 :

4 3 5
- 4 4 1

T e s c h
,
C .

,
N ik ol eit

,
K

. , G n a u
.
V . , G o t z , F . a n d B o r m a n n , C . ( 1 9 9 6) Bi o c h e m i c al a n d M ol e c ul a r

C h a r a c t e ri z a ti o n of t h e E x rt r a c ell ul a r E st e r a s e f r o m S tr le P t O m y C e S a/
'

a s t a t o c h r o m o g e n e s . J .

B a c t e ri ol . 1 7 8: 1 8 5 8
-

1 8 6 5

T o k al a
,
R . K .

,
S t r a p , J . L .

,
J u n g . C . M .

,
C r a w f o r d

,
D . L .

,
S al o v e

.
M

.
H
=
D e o b a]d

,
L

.
A

.
,
B ail e y , J .

F
.
a n d

M o r r a
,
M . J . ( 2 0 0 2 ) N o v e一 Pl a nt

-

M i c r o b e R hi z o s p h e r e I n t e r a c ti o n l n v ol vi n g S t r le P t O m y C e S

/y d/
'

c u s W Y E C 1 0 8 a n d t h e P e a Pl a n t ( P I
'

s u m s a t/
'

v u s) . A p pl . E n vir o n . M i c r o bi ol . 6 8 : 2 1 6 卜2 1 7 1

T u
,
J . C . ( 1 9 8 8) A nti bi o si s of S tr le P t O m y C e S g r /

'

s e u s a g ai n s t C o u e t o t r J
'

c h u m //
'

d e m u th /
'

a n u m . J .

P h y t o p a t h ol . 1 2 1 : 9 7
- 1 0 2

Vid h y a s e k a r a n , P .
,
K a m al a

,
N .

,
R a m a n a t h a n

,
A .

,
R aj a p p a n , K .

,
P a r a n id h a r a n

,
V . a n d V el a z h a h a n

,
R .

(2 0 0 1) I n d u cti o n of s y st e m i c r e si st a n c e b y P s e u d o m o n a s P u o rle S C e n S P fl a g ai n s t X a n th m o n a s

or y z a e p v . o r y z a e i n ri c e l e a v e s . P h y t o p a r a sitj c a 2 9

Xi a o
,
K

.
,
Ki n k el

,
L . L . a n d S a m a c , D .

A
. .( 2 0 0 2) Bi ol o gi c aJ C o n t r ol of P h y t o p h t h o r a R o o t R o t s o n

Alf a げa a n d S o y b e a n w ith S t r e p t o m y c e s . Bi ol . C o n t r ol 2 3 : 2 8 5
- 2 9 5

Xi a o h u a
,
L .

,
Xi u f e n

,
Z . a n d Zi xi n

,
D . ( 2 0 0 4) I s ol a tj o n a n d c h a r a c t e riz a t J

'

o n of M /
'

c r o m o n o sp o r 7a

p h a g e d e v el o p m e n t i n t o a p h a s m id . A p pJ . E n vir o n . Mi c r o bi ol . 7 0 : 3 8 9 3
- 3 8 9 7

83



y e didi a
,
I .
,
S h o r e s h , M .

.
K e r e m

,
Z .

,
B e n h a m o u

,
N .

,
K a p u] nik , Y .

a n d C h et
,
I . ( 2 0 0 3) C o n c o m it a n t

i n d u cti o n o f s y st e m i c r e sis t a n c e t o P s e u d o m o n a s s y r / n g a e p v ･ l a c h r y m a n s i n c u c u m b e r b y

T n
'

c h o d e r m a a sp e r e N u m ( T
- 2 0 3) a n d a c c u m ul a ti o n of p h y t o al e xi n s ･ A p pL ･ E n vi r o n ･ Mi c r o bi ol ･ 6 9 :

7 3 4 3 - 7 3 5 3

梅津憲治 (2 0 0 4) 農薬と食: 安全と安心, ソフトサイエン ス社 , 東衷 t
5 8 - 1 3 2 p .

大畑貫
-

, 圃安克人 , 高橋康治 , 栃原比 呂志, 長尾紀 明 (1 9 9 9) 種子伝染病の 生態と防除
一 億

全種子生産をめざして
一

日本埴物防疫協会 , 東京 ,
2 3 7 - 2 4 2 p .

窪 田 昌春 ､ 我孫子和雄 (1 9 9 8 ) キャベツのセ ル 成型苗に発生した病害. 関西病 虫研 報 4 0 :

5 5
-

6 3

窪田 昌春 (2 0 0 0) 育苗施設のキャベツのセ ル成型苗における病害の発生 実態 , 野菜茶研 研報

1 5 : 1
- 1 0

窪 田昌春 , 我孫子和雄 , 西 和文 ( 2 0 0 3) キャベツセ ル成型苗の育苗条件が黒すす病の発生

に及 ぼす影響 , 野菜茶研研報,
2 : 1 - 8

窪 田昌春 , 中筋智子 , 清水将文 , 西 和文 (2 0 0 6) 2 0 0 4 年 8 月 - 2 0 0 5 年 3 月に見え県内の野

菜育苗施設でキャ ベツセル成型苗に発生した病害. 関西病虫研報 4 8 : 4 1
- 4 3

久能 均 , 白石友紀, 高橋 壮, 露無慎= , 真山滋志 (1 9 9 8) 埴物病理学概論 , 養賢堂 , 東京 ,

1 4 9 - 1 9 9
,
2 7 4 p .

黒田克利 , 冨川章 ( 1 9 9 8) キャベツのセル 成型苗に発生した黒すす病の種子 消毒 による防除 .

関西病虫研報 4 1 : 1 2 卜1 2 2

小林光 t 西川 潤 , 宇沢弘文 , 幸田シヤ ー ミン
, 高見邦雄 , 中川光弘 , 浅 岡美恵 ,

星寛治 ( 1 9 9 9 )

食糧と地球環境 , 家の 光協会 , 東京 ,
2 7 - 5 2p .

清水将文 ､ 久能 均 (2 0 0 3) 内生放線菌を用い た病害耐性組織培養苗の作出 . 括抗微生物に

よる作物病害の防除
一

我が国における研究事例
･ 実用化事例

-

,
百町満朗 監修 , クミアイ化学

工 業 , 東京 ,
9 7 - 1 0 4 p .
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鈴井孝仁 ､ 岡田斎夫 ､ 国見裕久､ 牧野考宏､ 斉藤雅典 , 宮下 清貴 (2 0 0 0) 微生 物の資材化: 研

究の最前線 , ソフトサ イエンス社 , 東京 ,
ト1 7 p .

竹 中重仁 (2 0 0 5) 微生物を用 いた病害の 防除( 生物防除) . 新しい 作物保護 の展開 - バイオ

サイエン ス ヘ のか けはし - ( 羽柴輝良 編) , ソフトサイエン ス社 ,
東京 ,

1 6 5 - 1 7 3 p p .

田 口 義広 (2 0 0 3) 8 a c /
'

N u s s u b t/
I

/is による作物病害の防除 . 括抗微生物による作物病害の防除

一

我が国に おける研 究事例
･ 実用化事例 -

, 百町満朗 監修 ,
クミアイ化学 工 業 , 東京 ,

2 9 - 4 1

P .

土 屋健 一 ( 2 0 0 0) 括抗微 生物の 利用と資材化 . 微生 物の 資材化: 研究の最 前頚乱 鈴井孝仁

監修 , ソ フトサイエン ス社 , 東京 ,
1 2 8 - 1 4 2 p .

中沢鴻 -

, 柴田 元雄 , 田辺 一 雄､ 山本弘
一

(1 9 5 7) 放線状菌に関する研究 : ジヒドロ ストレプト

マイシンを生産する S Lrle P t O m y C e S h u m /
'

d u s n o v . s p . に つ い て . P r o c . J a p I A c a d ･
,
T o k y o , 3 2:

6 4 8 - 6 5 3

永山孝 三 ( 2 0 0 3) 微 生物農薬の開発 . 括抗微生物による作物病害の防除
一 我が国における研

究事例 ･ 実用化事例 -

, 百 町満朗 監修 ,
クミアイ化学 工 業, 東衷 t

2 1 5 - 2 2 4 p .

西 和文 ( 2 0 0 2) 熱水土壌消毒: その 原理と実践の記録 , 社団法人 日本施設園芸協会, 東京 ,

ト2 p .

日本埴物防疫協会 (2 0 0 2) 生物農薬ガイドブック, 東京 ,
1 5 6 - 1 6 0 p .

日本放線菌学会 (2 0 0 0) 放線菌の分類と同定, 日本学会事務センタ
ー

, 東京 ,
3

- 1 9
,
2 3 - 5 5

,

2 4 9 - 2 5 8 p .

根井 外書男 (1 9 7 2) 凍結 ･ 乾燥と保護物質 . 東京大学出版会 , 東京 ,
7 8 - 1 1 3 p .

梅津憲治 (2 0 0 4) 農薬と食: 安全と安心 , ソフトサイエン ス社 , 東京 ,
5 8 - 6 1

,
1 3 2 p .

百町満朗 ( 2 0 0 3) 括抗微生物による作物病害の 防除
一 我が国における研究事例 ･ 実用化事例

-

, クミアイ化学 工 業, 東京,
1 9 - 41 p .

福井 糧 ( 2 0 0 3) 括抗微生物利用 による生物防除の 将来展望 . 括抗微生物による作物病害の

防除
一

我が 国における研究事例
･ 実用化事例 -

, 百町満朗 監修 ,
クミア イ化学 工 業 , 東京 ,

8 5



2 2 5 - 2 3 7 p .

山田 昌雄 ( 2 0 0 0) 微生物農薬
一 環境保全型農業をめざして -

,
全国農村教育協会 , 東京 ,

卜2 1 4 p .

若尾忠幸 (2 0 0 3) 野菜生産の低コスト･ 省力化技術, 農林統計協会 , 東京 ,
ト1 7 p .

和田哲夫 ( 2 0 0 5) 微生物農薬に つ いて 開発と普及 に関する考察 . 微生物の生 物防除剤とし

ての機能開発と普及 課題,
バイオコ ントロ ー ル 研究会レポ ー

ト第 9 号 東京 , p p . 卜1 5

財団法人 日本色彩研究所編 (1 9 8 7) 新色名事典 ,
日本色研事業株式会社 , 東京 ,

1 4 6 p .
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