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論 文 内 容 要 旨

緒言

土壌病害の抑制は,輪 作など耕種的防除が有効であるとされているが,経 済 ・生

産性の観 点か ら,臭化 メチルやPCNB剤 などによる土壌燃蒸(化 学的防除)に 依

存 している.だ が,ハ ロゲンを含む薬剤は,オ ゾン層破壊な ど深刻な環境汚染を引

き起こす恐れがあり,代 替手段の開発が求め られている.

近年注 目されているのは,生 物的な機能を用いて,作 物病 原体一微生物間の相互

作用により防除を行う生物防除法である.し かしなが ら,これまで行われて来た土

壌病害に対する生物防除法は,用 いている微生物が環境変化の影響を受け易い根

圏 ・根面に生息しているために,安 定 した効果が得 られないといった問題点が指摘

されていた.

そ こで我々は,効 果の揚を植物根内に求め,安 定 した効果を得ることができる生

物防除資材を探索することを試みた.黄 化病 に汚染 されたコムギ畑土壌で栽培 し

たハクサイの根部から,糸 状菌Hε おmco㎡㎜chaeω 蜘aを 単離 した.本 菌をハ ク

サイに接種したところ,病 徴を示すことなく根内に侵入 し,定着することを観察 し

た.ま た,Hchae醜piraを 接種 したハクサイに対 し,圃場 レベルで根 こぶ病 ・黄化病

の試験を行ったところ,抑 制効果を示 した(図1.).こ のことから,本菌は有力な生

物防除資材 として期待されている.

このように,土 壌病害に対する抑制効果か ら,有 望な生物防除資材 として選抜 さ

れたE(加 伽 蜘aで あるが,現 在のところ,そ の効果の機構や,他 の病原体に対す

る効果は明 らかにされていない.本 研究では,根 部において病害抑制効果をもたら

すHc血ae醜 鉾aが ハクサイ地上部(茎 葉)に おいても効果を示すかについて解析

するとともに,そ の抵抗性誘導機構 の一端を明 らかにすることを試みた.

L且 罐吻 Ψ如 の接種法の構築

1)接 種 ・栽 培方法の構築

H(加e鯛 噸 を根部 に接種 して,地 上部に現れる抑制効果を解析するためには,

根部にHchaeω 躯raを 接種処理 したハ クサイを大量に育成する必要がある.そ の
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ため,簡 易な方法でHchaeめ 頭raを 感染 させる実験系の構築を試みた.

Hchaeめ 頭raの 接種方法は,土 壌灌注 ・混和法を採用 した.H(加eめ 躯raは 液体培

養 し,菌 糸が充分に成長 した時点で回収 した.得 られた新鮮な菌糸は破砕後,菌 懸

濁液を調製 し,滅菌 した園芸培土に混和(2.Og/1.Okg土 壌)し た.菌 懸渥腋 を混

和 した土壌は遮光 ・静置し,一 定期間培養 した.H(加e甑)頭raを 培養 した土壌にハ

クサイを播種 し,温室で栽培 した.播 種15日 後のハクサイの根部を観察 した とこ

ろ,組 織中に菌糸の存在が確認 された.

2)生 育促 進効果

Hchaαoq嘩raを 接種 したハ クサイ は成 育促進 効果 が観察 され,播 種20日 目に

新 鮮重の増加が見 られ,20-32日 の間で平均1.54倍,最 大で1フ8倍 に達 した(図

幻.こ の こ とか ら,本 方法に よって,Hchae醜 画aは 根部 に感染 し,定 着 が行 われ

た もの と判断 し,以 後 の実験 に供 した.

λ ハクサイの地上部における抵抗性の誘導

H(加e的 頭raを 接種 したハ クサイ に 空気億 牲 の病原菌 菌類病 として黒斑病

(ノV㎞arfaと 広a8Sfcae),細 菌 病 と して 黒 斑 細 菌 病(P3eロdd!m皿a55)蜘8aepv

maC誼oola)を 接種 し,現 れ た病斑 ・病徴 を調査す るこ とに よ り,地 上部の抵 抗性 を

解 析 した.

黒斑病菌 をハ クサイ葉 に噴霧接 種(濃 度1.0×106脚 螂/m1)し た とこころ,

Hchae古(頭ra接 種 区では,コ ン トロール 区 と比較 して病斑数 の減少 を示 した(図

3,4).病 斑 を顕微 鏡観察 した ところ,感 染を受 け水浸状 となった部分で は紬織全体

が 褐 変化 し,さ らに侵 入 菌 糸 が 多数 分 岐 し,細 胞 間 隙 に蔓 延 してい た.一 方,

H(加e古o曜ra区 での病斑 は,発 芽 した分生子 の周 囲で,細 胞の褐変化 がみ られたが,

その範 囲は分生子 の周囲 に とどま り,侵 入 した菌糸 は成長 が停止 していた(図5.).

病 斑 を,症 状の程度 か ら5段 階 の ランクに分類 し,発 病程度 を算 出 した とところ,

Hchaeの 頭ra区 で は,コ ン トロール 区 と比 べて低 い発病程 度で あった(図6.).

同様 に黒斑綱 菌病 菌(濃 度1.5×108c血1ml)を ハ クサイ葉 に噴霧 凄種 した とこ
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ろ(図7,),一 株当 りの病斑数はH(カaeホα麗ra区 で約1/3に 減少 した(図8。).コ

ン トロール区の着生葉位別では下位葉から上位葉になるにっれ病斑数が増加 した.

Hchaeω 頭ra区 でも,コ ン トロール 区と同様 に上位葉になるにつれ病斑数は増加

したが,ど の葉位でもコン トロール区と比較して病斑数は少なく,全 体的に抑制 さ

れていた(図9.).ま た,発 病程度でも,病 斑数 と同様の傾向を示 し,全体的に軽減

していた(図10.).

このように,Hchaeめ 鋼raは 根部に局在 しているにもかかわ らず 病原菌に対す

る抑制効果が地上部に現れたことから,効 果 はハ クサイを介 した間接的なもので

あることが示された.更 に,こ の効果は植物 のどの部位でも見られたことから,全

身的なものであると考えられた.菌 類病のみな らず,細 菌病に対 しても効果が見 ら

れたことから,抵抗性は幅広いスペ ク トルを持つと考えられる.こ の抵抗性は病斑

の形成を完全に抑制するものでは無く,進 展を遅 らせるものであったことから,質

的な防御反応ではな く,抵 抗性が強め られる量的なものであると考えられた.

3.病 害抵抗性誘導物質の解析

これまで,植 物の全身的な防御反応の誘導には,サ リチル酸(SA)や エチレン

といった低分子の二次代謝物質がシグナル伝達物質として機能 していると報告さ

れている,本 章では,SA生 合成が分岐 しているフェノール性化合物群を測定し,

全身的防御反応機構の解析を行った.

H(加eω 頭raを 根部に接種 し,栽 培 したハ クサイ地上部を回収 し,S氏 配糖体

型SA(SAG;貯 蔵タイプ),フ ェノール性化合物群の測定 を行った.し か し,

H血eω 頭raを 接種 ・定着 させたハ クサイ内のこれら生理活性物質の含量は コン

トロール区と比較して,む しろ低レ値 を示 した(図11,12.).

次にEchaeめ 確raを 接種処理 したハクサイに対 して病原菌(黒斑病i菌;1.0×106

spo螂/m1)の 接種を行い,生 理活性物質の消長 を経時的に測定した.コ ン トロール

区のSAは,初 期含量 約70nglgか ら,緩 やかに増加 し,最終的には約140ng/g

と,約2倍 に増加 した 一方,Hchaeω 躯ra接 種区では,病 原菌接種前は60ng/g

であったが,接 種2日 後か ら増加 し,7日 目には330nglgと,約5.5倍 に増加 し
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た.こ の値 はHchaθ めo躯ra単 独接 種 と比較 して約23.5倍 であった(図13.).

同様 に,フ ェノール1生化合物含量 の変動 を調査 した.コ ン トロール 区で は病原菌

接種後 のフェノール 性化合物 の変化 は緩 やかで,最 終的には,初 期含量 の約1.1倍

で あった.一 方,Echaeめ 頭ra区 では 接種05日 後か ら増加 が見 られ,最:終 的には,

初期 値 の約Z6倍(436mg/g)に 増加 した(図14.).

定量 を行 った物質 が,抵 抗性 を誘導 した本 体か ど うか明確 には 出来てい ないが

H(カaeめo躯raが 根 内に感 染 した植 物 は,病 原 菌 を接 種 した時にSA,フ ェ ノール性

化合物群 の合成速度 が愚 ・こ とが判 明 した.Hchae白3s碑a接 種 によ り宿 主植物 に何

らかの準備 ができてお り,病 原菌 の感 染 に対 し素早 く反応 し,強 度 の抵抗性 をもた

らす もの と推 測 された.

4.ま とめ

H(加eめ 寧raは,ハ クサイの根部に定着 し,土壌病害に対する抑制効果を持つこ

とを既に報告している.

本研究では,Hchae鯛 庫raが 根部に感染す ことによって,ハ クサイ地 と部にも抑

制 効 果 が 現 れ るか否 かに着 目し,空 気 伝 染性 病原 菌 を接 種 す る こ とで,

Hcha伽 鋼raに よる抑制効果 とその機構の一端を明らかにした.

H(加e伽piraは 根内に局在 してい るにもかかわ らず,地 上部でも病害に対す る抵

抗性が誘導された.こ のことか ら,H(加eめ 頭raは,宿 主植物を介 し,間接的に抵抗

性を誘導 し,そ の抵抗性は全身的なものであることが明らかとなった.

抵抗性の機構 を明 らかにするため,全 身的な抵抗性に関っていると思われる生

理活性物質にっいて定量を行ったH(加eめ 遡raの 単独接種では,SA,配 糖体Sヘ

フェノール 陸化合物群の含量は増加せず,む しろコン トロール区と比較 して低い

数値であった.一 方,Hchaeめ 頭ra接 種後,病 原菌を接種 した時には 生理活性物質

の生成速度はより速くなることが観察 され,H(加eめ 騨mの 感染による情報斌 ハ

クサイに何 らかの抵抗性の準備をもたらし,それにより,病原菌の接触に対 して素

早い反応が引き起こされるのではないかと考えられた.
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図1.〃oカ ∂θオ05ρ ノrヨ 接 種

に よ る 根 こ ぶ 病 の 抑 制 効 果.

(上)コ ン トロー ル 区.(下)
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図2.〃oカ θθ加8ρ1〆 θ処 理 と,ハ クサ イ の 成 長.

上;播 種24日 目 の ハ ク サ イ

(左)Control,(右)〃oカ ∂θ加3ρ1r∂ 処 理 区

下;○,コ ン トロ ー ル 区 の 地 上 部 新 鮮 重;

●,〃oカ ∂θオ05ρ〃∂ 接 種 区 の地 上 部 新 鮮:重;

□,コ ン ト ロ ー ル 区 の 地 下 部 新 鮮 重;

■,〃oカ ヨθ加5ρ 〃3接 種 区 の 地 下 部 新 鮮 重.

白 棒,コ ン ト ロ ー ル 区 乾 燥 重;

斜 線 棒,〃oカ ∂θ加8ρ1紹 接 種 区 の 乾 燥 重.

Control 〃o加 θオ05ρ1声θ

図3.1えoカ ∂θ加5ρ1〆∂ 接種 に

よ る黒 斑病 菌の 病斑 形成 抑制.
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図4.1孟oカ θθオ05ρ〃∂ を接種 した ハ クサ イ

の地 上部 にお ける,黒 斑病 菌の病斑 形成.

黒斑 病菌 の接 種濃度;1.0×106spores/ml

A.黒 斑 周 囲 が 黄 緑 に 退 色 した 病 斑,

B.径0.5cm以 下の水 浸状 病斑,C.径1.Ocm

以下の水浸状病斑,D.径1.Ocm以 上の水浸状

病 斑,E.径2.Ocm以 上 の結 合 型拡 大 病 斑
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Control 処理区

図6.κo加8'03p吻 接種ハ クサ イ

における黒斑病 の抑制.

1幽

霧 亭＼購
ス 、

鰹
藍

.=

分生子

Control

翻
騨
纈

〃oカ ∂θオ05ρ〃ヨ

図7.〃o加 θ加5ρ1rヨ 接種ハ クサ イ葉

における黒斑病の抑制.

図5.〃oカ ∂θ加5ρ〃∂接種 に よ り見 られ た,

黒斑病菌(A_brasicae)の 菌糸伸展の抑制

効果(病 斑 拡大 図).(上)水 浸 状病斑 の

拡 大 図,(下)〃oカ θθオ05ρ1〆8接 種 区.
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ハ ク サ イ に お け る黒 斑 細 菌 病

の 抑制、 一株 当た りの平 均病斑.

図10.〃.oカ ∂θオ05ρ 〃 θ接 種

ハ ク サ イ に お け る 黒 斑 細 菌 病

の 抑 制.各 着 生 葉 当 た り め

発 病程度.白 棒,コ ン トロール区'

斜線 棒,〃oカ ∂θ加5ρ1r∂ 処 理 区
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図9.1孟o始 θ加8ρ1紹 接種 ハクサ イ

の地 上 部 に お け る黒 斑 細 菌 病 菌 の

病 斑 形 成.数 字 は 下 位 葉 よ りの

葉 位.白 棒,コ ン トロ ー ル 区;

斜 線 棒,〃o〃 ∂θオ05ρ1紹 接 種 区.

図11.〃oカ ヨθ亡05ρ1r∂ 接 種 と サ リ

チ ル 酸(SA),配 糖 体 型 サ リ チ ル 酸

(SAG)含 量.O,コ ン トロー ル 区SA;

●,〃oカ ∂θオ05ρ 〃 ∂ 接 種 区SA;

□,コ ン ト ロ ー ル 区SAG;

■,〃o加 θオ05ρ 〃 ∂ 接 種 区SAG.
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図13.〃.oカ ヨθオ05ρ 〃 ヨ 接 種 ハ ク サ イ

に対 す る 黒 斑 病 菌 接 種 後 の 遊 離 型SAの 含 量.

接 種 病 原 菌 濃 度;1.Ox106spores/ml,

□,コ ン ト ロ ー ル 区,病 原 菌 無 接 種

■,〃oカ ヨθオ05ρ1r∂ 接 種 区,病 原 菌 無 接 種

○,コ ン ト ロ ー ル 区,オ.〃 ∂5510∂ θ接 種

●,κo舶 θ加8ρ1紹 接種 区,濯.加 β5510∂ θ接種
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図14、 〃o加 θ加5ρ/紹 接 種 ハ クサ イ に 対 す る

黒 斑 病 菌 接 種 後 の フ ェ ノ ー ル 性 化 合 物 の 含 量.

接 種 病 原 菌 濃 度;1.0×106spores/ml,

□,コ ン ト ロ ー ル 区,病 原 菌 無 接 種

■,〃oカ ∂θオ05ρ1!∂ 接 種 区,病 原 菌 無 接 種

○,コ ン ト ロ ー ル 区,ん 加 ∂55!0∂ θ接 種

●,〃oカ ヨθ加3ρ1紹 接種 区,バ.〃 ∂5510∂ θ接種.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

近年の作物 栽培 において,特 産地の形成 に伴 い連作傷害 と しての土壌病害 が増加 してい る。ハ クサ イ

では難防除土壌病害であるアブラナ科 根 こぶ病が報告 されてお り,現 在の ところ薬剤 による土壌薫蒸で

防除が行われている。 しか しなが ら,環 境 ・健康 に対す る懸念が広 ま りつつ あ り,代 替手段 の開発が望

まれ,生 物防除用 の糸状菌 と して πε診erOCOπ彪那Cんαθ診osp`rαが探索 ・単離 された。

本 研 究 で は,ハ クサ イの 根 内 に定 着 し,ア ブ ラ ナ科 根 こ ぶ病 に対 して抑 制 効 果 を もた らす

乱cん αθ'囎pかαの付加価値的な機能 ・効果 を調査 するために,宿 主であるハ クサ イの地上部 にお ける病

害抵抗 性,及 びその機構 につ いての解析 を目指 した。

H.chαe診OSρ`アαを土壌 混和法 によ りハ クサ イに処理 した ところ,播 種か ら2週 間後 に根の皮層細胞へ

の侵入 ・定着が見 られた。また、播種20日 目か ら地上部の生育促進効果が観察 され,新 鮮重 で約60%,

乾物重では約30%の 促進が見 られた。 この効果 は根 では見 られず、地上部 に特異的であると考 え られた。

土壌混和法 によ り,Ecん αθ'oβρ`rα処理 を行 ったハ クサ イの地上部 に,ア ブ ラナ科黒斑病菌のA漉r一

παr臨6rαSS`Cαeを 噴霧接種 した ところ,病 斑数,及 び発病程度の低下が見 られた。 また,ア ブラナ科黒

斑細菌病のP8飢40〃LOπ αs8ッr`π81αepv.㎜c痂coZα を噴霧接種 した ところ,ど の部位の葉 で も,病 斑数,

及 び発病程度 の大幅 な低下が見 られた。 この結果か ら,'H.cん αe診os砂αにより,ハ クサ イの地上部 に抵

抗性が誘導 されてお り,そ の機構 は,植 物 を介 した間接的な ものであ り,か つ全身的であると考 えられた。

また,菌 類病 だけではな く,細 菌病 に も効果が あるな ど、幅広い効果であ ると考 え られた。

この誘導 された抵抗性が,ど の ような機構 による ものであ るかを調べ るため に,サ リチル酸 フェノー

ル性化合物類,エ チ レン前駆体ACCに ついて含量の経時 的変化 を測定 した。 その結果,H.c肋 ε診oεp`ハα

の単独処理 を行 った区で は,対 照区 と比較 して違いは見 られ無いか,も しくは含量の低下 を示 した。そ

れ に対 して,H.画 αe診osρ`rα処理 を行 ったハ クサイに対 して病原菌(黒 斑病菌)を 接種 し,測 定 を行 っ

た ところ,フ ェニルプロパ ノイ ド経路 のサ リチル酸 とフェノール性化 合物類 において,対 照区 と比較 し

て急速 な生成 ・蓄積が観察 された。

以上の ように本研究は,根 内 に定着す る糸状菌E.cん αe'αlpかαをハ クサ イに処理す るこ とによ り,離

れた部位である地上部 において空気伝染性病害に対す る抵抗性 が現 れること,ま た,生 理活性物 質な ど

の生合成ス ピー ドに違いが現 れることを明 らかに したことか ら,生 物防除の メカニズム解明に寄与 した

と認め られる。 よって,審 査員一同は,本 論文 は博:士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す る内容 であると

判定 した。
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