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論 文 内 容 要 旨

緒言

根 こぶ病は、根 こぶ病菌(2佐 ε盟oゐ ρρ加 盟 加25訂oヨθWoro血)に よ り引き

起 こ され る難防除土壌病害で、ハ クサイやキャベ ツ、ブロッコリーな どのアブ

ラナ科野菜 に甚大な被害をもた らす。現在最も有効な防除法は、臭化メチルな

どによる薬剤の使用 となってい るが、臭化メチルはオゾン層を破壊することが

指摘 され、2005年 に全廃 力弐決定 され てい る。また、薬剤の使用は環境汚染や人

体への影響が懸念 されているため、土壌消毒に替わる防除法の開発が急務 とな

ってい る。

このため薬剤に替わる新たな防除法 として、生物防除に期待が高まっている。

このよ うな中で、根内共生糸状菌、、磁 蜘000」㎡π加 盈8θ60βρ加 が単離 され た。

∬ 盈2砿o卵 加 の定着 によ り、根 こぶ病 をはじめ とするハクサイの主要病害に

対して抑制効果を示すことが明 らかになってきた。

本研究では、ハクサイの根 こぶ病を圃場試験 レベルで効果的に抑制 した根内

共生糸状菌 π αhaθ顔 ρ加 を供試 し、微生物農薬 の実用化を目ざして、根 こぶ

病抑制 に有効な菌株の選定、菌株の長期保存法、ポッ ト試験及び圃場試験での

根 こぶ病抑制条件を検討 し、本菌による根こぶ病の効果的防除法を確立 した。

1根 内共生糸状菌の選定と長期保存法

環境の変化の激 しい根圏ではなくハクサイの根内に着 目し、ハ クサイ根 こぶ

病防除に有効な糸状菌の探索が行われ、ハクサイの根内に定着できる322菌 株

の糸状菌 が単離 され た。 これ らの菌株から、根 こぶ病の抑制に最適な菌株を絞

り込む とともに、保存法の検討を行った。

322菌 株 の糸状菌 の うち、 コムギ畑土壌からの14菌 株、牧草地 か らの2菌

株 の計16菌 株 をハ クサイ根 内に定着 させ 、殺菌土壌 に根 こぶ病休眠胞子を混

合 したポ ッ トに移植 して検定 した ところ、根 こぶ病抵抗性品種 とほぼ同等の発

病指数20以 下を示 し、根 こぶ病 の発病 を抑 えた(第1表)。 さらに、非殺 菌土

壌 では、2菌 株、∬ 盈8θ孟o卵加(且4007)とdarkseptatefungus(DS:F)(OGR3)

が発病指数21お よび27を 示 し、根 こぶ病 を効果 的に抑制 した(第1表)。DSF
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は、隔壁を有 し、黒～暗褐色の糸状菌で、通常の培養 では分生子を形成 しない

ため、未同定菌株であった。E盈8θ 孟oερ加(H4007)とDSF(OGR3)株 の、ITS

を含 むrDNA領 域の塩基配 列 を比較 した ところ、637bpに つ いて100%一 致 を

見た ことか ら、OGR3は ∬o加 θ顔 ρ加 であ る と同定 した(第1図)。 菌株 の

変異 を抑 え、生理学的性 質を安定 した状態で保存するため、プログラムフリー

ザによる凍結保存法の検討 を行った(第2図)。 冷却 速度 は、+4℃ まで3℃1min、

+4℃ で5分 間保持、+4℃ か ら・50℃まで1℃/min、 ・50℃以 下では5℃1皿inに 設

定 し、・60℃まで冷却 し、以後液体 窒素に保存する条件 が最適であった。凍結保

護剤は、10%DMSO(ジ メチル スル フォキシ ド)単 独 、 あるい は10%DMSO

と10%ス キム ミル クの混 合液 が適 していた。これ らの結果 から、、配 盈8θ顔 ρ加

H4007とOGR3の2菌 株 を、ハ クサイ根 こぶ病 の生 物防除に最適 な菌株 とし

て選定 した。

2ハ クサイ根への 、磁 蜘ooo丑 ゴα皿 盈aθ顔 ρ加 の効果 的定着 法

石[盈aθ 孟oβρ加H4007あ るいはOGR3菌 株 がハ クサイ根 に定着 す るには、

宿主 との親和性が高い こと、接種後すみやかに定着す ること、菌株 の取 り扱い

が簡便で、均一に保存できること、定着能が安定 していること、な どが求めら

れる。 これ らのことを踏まえ、以下に示す5っ の方 法 で、ハ クサイ根 への 亙

面 ∂θ孟α1ρ血aの 効果的定着 法 を検討 した。

各接種法は、'ポリ製 のポ ッ トで発 芽 させ たハ クサイの基部に 、狂 盈8θ60βρ加

の懸濁液 を擁 す る、懸蹴 よる接種法、ぺ 阻 内の1!2灘 のC㎜

培地(滅 菌水1:Lに モル トエ クス トラク ト109、 コー ン ミール8.59、 寒天7.59、

イー ス トエ クス トラク ト1gを 加 え る)上 で生育 させ た 五Zα始θ孟oβρ加 の菌叢

上 にハ クサイ種子 を直接播種す る、平板培地上のコロニーによる接種法、ピー

トモスを圧縮、固化 したペ レットの中心部に112濃 度 のC㎜ 培地 上で生育

させた 亙 凶aθ顔 ρ加 を接種 し、これ にハ クサイを播種する、ピー トモスペ レ

ットによる接種法、ペ トリ皿内にろ紙 を敷きその上 にハ クサイ種子を載せ、

E盈8θ 顔 ρ加 の分生子 の懸濁液 を接種 し、ろ紙で覆 う、ペーパーサ ン ドイッ

チ法、そ して、薄¢》液体培地(滅 菌水1:LにNaNO319、:KH2PO419、MgSO4・
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7且20029・K:C10・29・ グル コース19)で 培養iした 、砿 盈aθ顔 ρ加 の分生子

を ピー トモスに添加 し、均一になるよ うによく混和する。π 面aθ孟oβρ加 を混

和 した ピー トモ スは、2週 間室温で培養後 セル トレー に移 し、その上に滅菌 し

たハクサイ種子を播種 し2週 間育苗 した ピー トモスに よる接種法である(第3

図)。

懸濁液 による接種法 では,丑6加 θ孟oβρ血aの ハ クサイ根へ の定着 が4.8%と

低 く、亙 盈 ヨθ呑oqρ加 は根 内に確認 され なかった。 また平板培地上のコロニー

による接種法、ピー トモスペ レッ トを用いた方法では、定着率は20・30%と 低

く、ハ クサイ の生育 も良好 でなかった。ペーパーサン ドイッチ法では、定着率

は66.4%と 高 いが、ハ クサ イの生育 は良好 とは言 えなかった。これ らと比較 し、

ピー トモス法は定着率が78.0%と 高 く、またハ クサイの生育 も良好であ り、根

圏での 亙o加 θ顔 ρ加 の定着 が、他 の接種 法に比べ、均一であった(第2表 、

第3図)・ ピー トモス法 は、根 が伸長す る領域に予め安定して菌 を生育させてお

くことができること、供試す る微生物以外の微生物から根部が比較的保護 され

やすいこと、また植物 自体の生育も良好なことから最適と判定した。

3ポ ッ ト試験 に よる 盈 痴rooo血 ㎜ 必aθ顔 ρ加 の根 こぶ病抑制

根 こぶ病 の発病お よび防除には、土壌水分量、土壌pH、 土壌 の種類 によっ

て影響 を受 ける。そ こで、構築 したピー トモス法を用いて 、砿 面aθホo卵加 を接

種 し、ハ クサイ根 こぶ病 の抑制効果 を土壌水分量、土壌pH、'土 壌 の種類 と、

病原 菌密 度 との関係 を検討 した。

土壌 中の水分量が40・60%の 間では、休 眠胞子密度 が105個1g乾 土 と高濃度

で も、∬o加 θ施βρ血aの 接 種 に よ り発 病 を効果 的に抑制 した。 しか し、土壌中

の水分量が80%に な る と ∬ 盈8θ孟αiρ加 を接種 して も、 コン トロール と同等

に著 しく発病 した。土壌 中の水分量が多 くなるほど、・研 盈8θ6α塑加 による病

害抑制効果 は低下す ることを認 めた(第4図)。 一方、石乙o加 θ施岡ρ加 無接種 区

で根 こぶ病 が抑制 されたのは土壌水分が40%、 休 眠胞子密度104個19乾 土の と

きのみで あった。

∬ 盈aθ顔 ρ血2を 接種 す る ことに よって、土壌p:H5.5・7.2の 広い範 囲で根 こ
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ぶ病 が抑制 された。、配 盈aθ孟oβρ加 無接 種 区で根 こぶ 病 が抑制 されたのは、

pH7。2の 時だ けで あった(第5図)。

土壌 の種類で は、黒 ボ ク土 と沖積土で 石[o加 θ孟oqρ加 の定着 に よ り、発病 が

抑制 され た。黄色土では抑制効果は認め られなかった(第6図)。 これは各土壌

の排水 性 、保水性 に関係 してい ることが示唆され、排水性不良の黄色土では、

∬ 盈θθホoβρ加 の抑制 効果 が低下 した と思われる。

πd始 θ施βρ血aを 用い てハ クサイ根 こぶ病 の生物防除を行 うには、土壌条件、

土壌中の病原菌密度を考慮することによって高い防除効果が得 られ ることが示

された。

4圃 場 にお け る 、磁 詑昭ooα虹α加 磁8磁 α舅ρ血ヨの根 こぶ 病 抑 制

∬ 盈a砿oβρ血2接 種 ハ クサイ では、中汚 染 圃場(病 原 菌密度:5×105個1g乾

土)お よび重汚染 圃揚(病 原菌密度:3×106個1g乾 土)と も、、配 盈aθホoβρ加

接 種 に よって根 こぶ 病 が抑制 され た(第3表)。 また 、p:F2.0・2.2で は、丑

盈a砿oβρ加 接種 に よっ て根 こぶ病 の抑制が認められ、生重量が約500g増 加 し

た。一方 、pF1.6・1.8で は、E面aθ 施卿加 接種に よって根 こぶ病 の抑制効果

は認 められず、生長促進効果 も見 られなかった(第4表)。 一般 の 圃場で高い発

病 が見 られ る土壌 中の休眠胞子密度は104個/g乾 土程度 とされ てい ることか ら、

土壌 中の休眠胞子密度 が104個1g乾 土以下で、pF2.0以 下の水分条件 であれ ば、

∬ 盈θθホoβρ加 を利用 す ることに よって、根こぶ病の防除が可能であることを

立証 した。

まとめ

微 生 物 を用 い て ハ クサイ 根 こぶ病 を防 除す るに は 、根 内共 生 糸状菌

艶 孟θ∫ooo盟U加 盈8θ顔 ρ加 のH:4007菌 株 またはOGR3菌 株 を用い る。両菌株

は凍 結保護剤 として10%DMSO単 独 、あ るいは10%DMSOと10%ス キム ミル

クの混 合液 を添加 して 、プログラムフ リーザで使用時まで凍結保存する。凍結

保存 した菌株は使用時、急速融解 し、ピー トモス法によってハクサイ根内にを
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接種す る。ピー トモス法によるハ クサイ根内へのEo加 θ云oβρ願 の定着 は次 の

よ うに して行 う。薄の液体培地(滅 菌水1LにNaNO31g、K且2PO41g、MgSO4・

7H200.2g、K:C10.2g、 グル コース1g)で 培養 した分生子 の懸濁液 をピー トモ

スに混和 させ、2週 間培養す る。培養後 、 ピー トモスの上にハ クサイを播種 し

て2週 間育苗 し、 ピー トモ ス ご と定植する。、配 面θθホoβρ血aを 定着 させ たハ ク

サイ は、 土壌水 分が最大容水量で60%以 下、土壌 中の休 眠胞子密 度 が105個19

乾土以下 の圃場 で、 しか も、土壌pHは5.5・7,2の 範 囲で あれ ば高 い防除効果

が得 られる。黒 ボク土の圃場では更に防除効果が高まる。以上の防除手順 によ

って、根内共生糸状菌 、砿o加 θ如卵加 による、難防除土壌病害であるハクサイ

根こぶ病が防除できることを立証 した。
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第1表 根こぶ病抑制に有効な菌株の抑制効果試験

発病指数

分離菌株(菌 株番号)
殺菌土 非殺菌土

Hyaline-septatefungus(HSF)(H2015)

HSF(H2022)

〃セ5彪7め～んθ〃αsp.(H:4027)

Dazk-septatefungus(DSF)(M5016)

Mortierellaelongata(M5056)

馳'εroω 〃如配`加8螂pか σ(H4007)

DSF(M4005)

DSF(OGR3)

M.elongata(H4032)

DSF(M5009)

DSF(M5018)

DSF(M5019)

DSF(-M1005)

Eσ 乃αε∫o司ワかα(M4006)

HSF(H4023)

DSF(M5010)

コ ン トロー ル

0

0

0

0

0
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齢
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輪
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発 病 指 数 はYoshikawa¢'砿,(1977)の 方 法 を改 変 し算 出
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第2表 πo加 θ螂 ρかαの根 内定着法 と定着率

定着法 定着率(%)の

平板培地

ピー トモスペ レット

懸濁液

ペーパーサン ドイ ッチ

ピー トモス

19.7

27.3

4.7

66.7

78.0

a)播 種後2週 間後 、根へ のπ 伽 θ靭 ρ肋 定着 の有無 をグ リッ ドシー ト法

に よ り計測

CMMY培 地で培養

一-

薄の液体培地を加

えて分生子を懸濁

、r瓢
→

CMMY培 地(滅 菌水11に

モル トエ クス トラ ク ト20g,

:コー ン ミール17g,寒 天15g,

イ ース トエ クス トラク ト2gを

加 える)

薄 の液 体培 地(滅 菌 水11に

NaNO3,1g;KHZPO4,1g;

MgSO4・7H20,0.2g;KCI,

0.2g,グ ル コー スlgを 加 え る)

・鵜

ガーゼで懸濁液

をろ過 卿"

、

6 →
分生子懸濁液 をピー ト
モスに添加

セル トレイ

へ移植

撹搾器な どで均一に

混和 し、2週 間培養

→

ハクサイを播種 し2週 間育苗

・→レ 定植

第3図 ピー トモ ス法 に よる接種法
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第3表

抑制

異なる菌密度下での110加 θ如8ρかαに よる 根 こぶ病 の

発病指数:

供試菌株
中汚 染 圃 場

(5×105個/g乾 土)

重 汚 染 圃場

(3×106個/g乾土)

Ho加 θホoΨかα

(H4007)

丑o加 θ'05ρ'7α

(OGR3)

対照区(無i接 種)

4

10

30

zi

32

68

第4表 異 な る土壌水分条件 下で のπc加 θ姻 ρかαによるハクサイ

根 こぶ病 の防除

高 水 分 区

(pF1.6-1.8)

中程 度 水 分 区

(pF2.0-2.2)

対照区 πo加 θ如Ψかα 対 照 区Ho加 ε纏 ρかα

(無接種)接 種 区(無 接 種)接 種 区

発病指数 72.2

生 重 量:(g)618.1

86.3

340.1

72.2

1090

59.6

1581
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論 文 審 査 結 果 要 旨

作物 の多 くは連作す る と生育不良,収 量低下,品 質悪 化等の連作障害 を引き起 こす 。ハ クサイの場

合 で も,日 本各地 の生産地 で連作 に伴い,難 防除土壌病害 であるアブラナ科根 こぶ病が多発 してお り,

大 きな問題 とな ってい る。現在有効 な防除法 は薬剤 の使 用に よる土壌 消毒 とな って い るが,環 境 汚染

や人体へ の影響 が懸念 されて いる。 このため,土 壌消 毒に替わる防除法 として,生 物 防除に期待 が高

まってい る。 このよ うな中で,根 内糸状菌H8聯OCO漉 配choε∫05p∫顧0が単離 され た。

本研究 では,ハ クサイ の根 こぶ病 を圃場試験 レベル で効果 的に抑制 した根 内共生糸状菌 且c加8∫o∫笏o

を供試 し,微 生物農薬の実用化 を 目ざし,本 菌に よる根 こぶ病 の効果的防 除法 を確立 した。

ハ クサイ根 こぶ病 の防除に最適な糸状菌 として,根 内共生糸状菌Hθ 螂ocoη伽2c加6'o∫p漁 のH4007

菌株 またはOGR3菌 株 が選 定 され た・ 両菌株 の保存 には,凍 結保護 剤 として10%DMSO単 独,あ る

い は10%DMSOと10%ス キム ミル クの混合液 を添加 して,プ ログラム フ リーザ で使 用時 まで凍結保

存す る条件が適 していた。凍結保 存 した菌株 は使用時,急 速融解 してハ クサイ根 内に接種 した。

且c勉8∫03ρ励 を ピー トモ ス法に よ りハ クサイ根 に接 種 した。 ピーモ ス法 は,Usukiの 液体 培地 で培

養 した分生子 の懸濁液 を ピー トモ スに混和 させ2週 間培養 した。培養 後,ピ ー トモス上 にハ クサイ を

播種 して2週 間育苗 し,ピ ー トモスご と定植 した。 これ によ り,78.0%と 高い定着率 が得 られ た。 ピー

トモ ス法 は,根 の伸長す る領 域に予 め安定 して菌 を生育 させてお くこ とが出来 ること,供 試す る微生

物以外の微生物 か ら根 部が比較的保 護 されやすい こ と,ま た植物 自体 の生 育も良好な こ とか ら最適 と

判 定 した。

ピー トモス法に よ り以C厩 ∫0Ψεrαを接種 したハ クサイ は,根 こぶ病菌P'ω 〃ZO4εo舜07励ZO∬'CO6の 休

眠胞子密 度が105個/g乾 土以下,土 壌水 分が最:大容水 量でpF2.0(水 分含:量約60%)以 下,し か も

土壌pHは55-7.2の 範囲で高い防除効果 が得 られた。土壌の種 類では,黒 ボ ク土で防 除効果 が高か っ

た。また,且c加 ε'o∫p磁接 種 によ り,生 長促進 効果 も認 め られ た。 この ことか ら,ハ クサイ根 こぶ病

の生物防除 を行 うには,土 壌条件,土 壌 中の病原 菌密 度 を考慮 す るこ とによって高 い防除効果 が得 ら

れ るこ とが示 され た。一般の 圃場 で高い発 病が見 られ る土壌 中の休 眠胞子密度 は104個/g乾 土程度

とされ ているこ とか ら,土 壌 中の休眠胞子密度が104個/g乾 土以 下で,pF2.0以 下の水分条件であれ

ば,且chα θ∫o膨mを 利用す ることに よって,根 こぶ病の防除が可能である ことを立証 した。

以上の よ うに本研究 は,根 内共生糸状菌 丑c加 θ∫o∫pεroをハ クサイ に接種す る ことで,難 防除土壌病

害で あるハ クサイ根 こぶ病 の防除手段の確 立に寄与 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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