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Ⅰ　緒　　　言

１　本研究の背景と目的

本研究は，西南暖地地方の雨よけハウスを含む集

約的施設栽培野菜産地を背景として行われた．最初

に，その農業的諸側面を概述し，本研究を開始する

に至った背景と展開すべき研究方向について述べる．

高度経済成長に伴う農村労働力の都市への流出，

農業生産現場の機械化・施設化の拡大，穀類の輸入

量の増加及び食生活の変化による消費ニーズの変化

などによって，我が国の農業は変革を余儀なくされ，

野菜等収益性の高い部門への選択的拡大の方向に進

んだ．野菜産地においては，化学肥料や農薬等に過

度に依存した栽培が一般的となり，土壌環境の悪化

や病害虫の多発などによる生産環境の不安定化を来

した．

現在では，多くの野菜産地では少数の品目に特化

した連作が一般化してきている．その結果，連作障

害が問題となっており，連作障害軽減とあわせた野

菜の高品質・安定生産技術の確立が強く求められて

いる．
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特に，ホウレンソウをはじめとする軟弱野菜は，

雨よけ栽培を含む施設化による周年栽培体系が志向

されている．降雨から隔絶した閉鎖系環境下で栽培

されるため，これまで以上に塩類集積や土壌病害に

よる連作障害及び夏季における生育不安定化などの

問題が懸念されている６）．

連作障害の要因としては，土壌病害ないし生理

（栄養）障害と土壌病害が同時に起こっている複合障

害が全体の85％を占めている85）．ホウレンソウ萎凋

病発病株率が20％以上の多発圃場では，土壌の硝酸

態窒素，有効態リン酸の過剰蓄積に加え，カリウム

過剰などの土壌化学性の悪化も顕著になっている５）．

このように，連作障害の実態を見ると土壌病害と

土壌化学性の悪化が相まって生じており，作物栄養

条件（素因），土壌環境条件（誘因）及び病原菌や

寄生性線虫（主因）の三者が絡み合う要因複合的な

現象と捉えるべきものと考える41）．

連作障害を引き起こさないためには，輪作を行う

ことが基本であるが，様々な理由により連作を余儀

なくされている産地が多い．それぞれの産地では，

ひとつの対策技術だけでなく土壌消毒，有機物の施

用を中心に様々な対策技術が組み合わされて実施さ

れている48）．しかし，これらの対策技術の中には，

有機物の過剰施用により硝酸態窒素の地下水への溶

脱を引き起こすなど環境への負荷が大きいものも含

まれている．また，2005年の臭化メチルの全廃に伴

う臭化メチル代替技術も確立されていないことか

ら，新たな連作障害対策確立が急務となっている．

一方，近年，農業生産に際しては周辺環境や農産

物の安全性への配慮が強く求められているため，農

業技術の開発にあたっては農薬や資材の多投入に頼

った従来型の農業技術を指向することは許されない

状況になっている．そこで，連作障害の複合的な発

生要因の解析を基礎とした上で，できるだけ環境へ

の負荷が少ない手法を用いて各発生要因を除去ある

いは制御する連作障害対策技術を目指すべきと考え

る．

農薬や資材に依らない技術として，土壌が本来持

っている生物機能を利用した，あるいは土壌微生物

の有用機能を利用した環境にやさしい対策技術確立

の観点から，植物生育促進根圏細菌（PGPR：Plant

Growth-Promoting Rhizobacteria38））などの微生物

機能を利用した作物生育促進や生物防除技術の開発

が注目されている．PGPRとは植物の根圏45）から分

離される細菌で，植物の生育に良い影響を及ぼす根

圏細菌のことを言う．PGPRとしてこれまで，

Arthrobacter，Bacillus，Pseudomonas，Rizobium，

Serratia 属等多数の細菌が明らかとなっている81）．

これらのPGPRを根圏に接種し，定着させることに

よる植物病原微生物の生態的防除31，33，38，40，43，79）

及び植物生育の促進11，50）を図ろうとする様々な研

究が進められている．

連作障害圃場の土壌微生物性に関して注目すべき

ものとして堀の研究事例が挙げられる30）．堀はチン

ゲンサイの連作により特定の土壌病虫害や生理障害

は認められないものの，非作付土壌を用いた圃場に

比べてチンゲンサイの生育が60～70％に低下してい

る障害を生育遅延型連作障害と提唱した．さらに，

連作と非連作とを比較すると，細菌，放線菌，糸状

菌は有意な差は認められないが，連作区では非連作

区よりも蛍光性 Pseudomonas 属細菌数が少なく，

糸状菌フロラが単純化していることを報告してい

る．そこで我々は，病害が発生している場合には，

主因である病原菌を排除しうる土壌消毒等の対策が

不可欠であるが，生育遅延型連作障害のような障害

に対しては，土壌や根圏に生息する土着性の微生物

や有用微生物を活用した対策を行うことが可能と推

察している．

そのために，本研究では，連作障害発生圃場にお

ける栄養塩類を中心とした土壌化学的環境と根圏微

生物（PGPR）を中心とした土壌生物的環境がホウ

レンソウの生育に及ぼす影響を解析した．その結果

を基にして，土壌環境下でPGPRのホウレンソウ生

育促進機能を安定的に発現させる技術を開発した．

２　既往の研究成果

本研究では，前節の目的を達成するため，PGPR

の検索，効果的な接種法及び定着性・増殖解析等の

検討を行ったが，これらの各項目に関連する既存の

研究事例について以下に記述する．

PGPRとしての機能を持つものとして多くの細菌

種が知られているが，最も研究事例が多いのは主に

土壌を生息圏とする蛍光性 Pseudomonas 属細菌

（以下，蛍光性 Pseudomonas ）と呼ばれる微生物群
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である．蛍光性 Pseudomonas は，作物の根圏や根

面に数多く生息する細菌であり，Pseudomonas fluo-

rescensや Pseudomonas putidaなどが代表的な種で

ある．蛍光性 Pseudomonas は，大きさが1.5～4×

0.5～1.0μm，１ないし数本の極鞭毛を持つ好気性の

桿菌であり，特定の培地上で水溶性の蛍光物質を産

生する71）．

蛍光性 Pseudomonas をジャガイモ，テンサイ及

びカブなどの種いもや種子表面に接種すると，作物

の生育が良好になることが報告されている67）．例え

ば，テンサイの種子に蛍光性 Pseudomonas をコー

ティングすると，幼苗の平均重量は無処理のものよ

り20～49％増加し，カブ，ジャガイモ及びトウモロ

コシ等でも蛍光性 Pseudomonas の接種により作物

生育量を増加させうる．

蛍光性 Pseudomonas の有用機能の発現メカニズ

ムに関しても多くの研究が行われている．土壌病原

菌に対する拮抗作用のメカニズムとして，生息場所

や養分の奪い合いによる競合，鉄キレート物質であ

るシデロフォアを産生することによる鉄の競合38，43），

抗生物質31，33，40）及びシアン化物（HCN）等を産生79）

し，直接的に病原菌の生育を抑制する抗生などがあ

る．植物生育促進のメカニズムとしては，植物ホル

モンを産生11）したり，リン溶解菌等の産生する有

機酸による難溶性リンの溶解50）による植物生育促

進などがある．

これらのPGPRを作物栽培に利用するにあたって

は，培養物を種子または根など植物体の一部に接種

するバクテリゼーション，または直接土壌への接種

が行われる16，23，24，25）．しかしながら，多くの事例

では化学薬剤と比較して病害防除効果が小さく，安

定的な効果の発現が認められないなど，圃場レベル

において，実用に至った事例は少ない．効果が不安

定な理由として，接種した微生物が根圏に定着でき

ない，すなわち，根圏定着の安定性の欠如が原因で

あることが指摘されている81）．

有用微生物の根圏定着に影響するものとして，有

用微生物自身の微生物特性と生物的・非生物的環境

因子に分けられる．

１）微生物特性と根圏定着

微生物特性と根圏定着は，大きく４つのプロセス

に分けることができる．すなわち，①土壌中での根

近傍への移動，②根への付着，③根の成長に伴う移

動，④各プロセスにおける増殖，等である57）．この

うち，土壌中での根近傍への移動及び根の成長に伴

う移動には走化性，運動性が関与している．

（1）走化性，運動性

接種菌を根に定着させるには，伸長を続ける根の

先端部に向かって根表面を移動する特性も重要であ

る．この過程は，根分泌物質に対する走化性，運動

性及び根面付着性が関与していると考えられてい

る20，29，53，54，61，70）．

多くの根圏細菌は根からの分泌物に対して強い走

化性を示し，これは細菌の根圏定着に重要な特性の

ひとつであると考えられている61）．蛍光性 Pseudomonas

の土壌中での根への移動には，鞭毛運動による根分

泌物質等の化学物質に対する走化性や運動性が大き

く関与している20，64，70）．そのため，土壌環境が走

化性に及ぼす影響の解明は不可欠であるが，これま

でに細菌株の走化性の違いや定着に関する環境要因

の解明は行われていない．

（2）根への付着

根への付着性は，根圏定着に重要な特性である．

根面付着能を無くした変異株は，根への定着が低下

することが知られている69）．また，細菌の根への定

着をCa2＋やMg2＋のような２価の陽イオンが促進し，

Na＋やＫ＋のような１価の陽イオンでは促進効果が

ほとんどみられないことが知られている35）．このよう

に，土壌中の養分濃度も根定着に大きな影響を与え

ているものと思われる．さらに，菌体表面の線毛78），

鞭毛17）や植物根から分泌されるAgglutinins７，15）も

根定着に関与していることが知られている．

（3）増　　　殖

根圏における蛍光性 Pseudomonas の増殖速度

は，他の根圏微生物との競合に打ち勝てるかどうか

の重要な特性であり，増殖速度が根定着の重要な因

子である64）．

（4）土着菌との競合

接種した蛍光性 Pseudomonas の根圏定着に及ぼ

す最も大きな制限要因は，根圏における土着菌に大

きく影響される９）．

（5）非生物的要因

接種菌の根圏定着に影響する非生物的要因として
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は浸透圧44），温度62），pH，イオン組成，炭素源，

無機栄養条件，水分含量32）等が考えられる．これ

らの非生物的要因は蛍光性 Pseudomonas の根圏定

着に直接的に影響するばかりでなく，植物根の分泌

作用への影響を介して間接的にも影響する．

以上のように，土壌に導入した蛍光性 Pseudomonas

の根定着は，様々な要因によって影響を受けている．

そこで，蛍光性 Pseudomonas の有用機能を安定的

に発揮させるには，用いた菌株の土壌中での挙動，

特に根圏での動態と土壌環境要因との関係を把握す

ることが重要である．その結果に基づき，根定着に

不適な環境であっても有機物施用等の肥培管理によ

り，人為的に好適な環境に整えることが出来れば，

蛍光性 Pseudomonas を安定的に根定着させること

ができると考えられる．

Ⅱ　ホウレンソウに対するPGPRの検索及び諸性状

先に述べたとおり，有用微生物の利用技術に関し

て多くの研究が行われているが，現状では圃場レベ

ルで安定的な効果を発揮するまでには至っていな

い．そこで，本研究では，植物の生育促進機能を持

つ根圏微生物，すなわちPGPRの安定的な農業利用

を目指し，まず，ホウレンソウの根圏より分離した

蛍光性 Pseudomonas の中からホウレンソウの生育

を促進する菌株の検索を試みた．最初に，プレパラ

ート用染色バットを用いた幼植物試験法を開発し

た．確立した生物検定法を用いて，幼植物段階のホ

ウレンソウ根の生育を促進または抑制する蛍光性

Pseudomonas の選抜を行った．次に，選抜した蛍

光性 Pseudomonas 菌株を，ホウレンソウを収穫期

まで水耕栽培試験を行い，ホウレンソウ収穫期にお

いても生育を促進する菌株の選抜を試みた．選抜さ

れた菌株について，ホウレンソウ根面，根内におけ

る生息部位及び根の伸長促進に関する物質の関与に

ついて検討を行った73）．さらに，水耕栽培において

生育促進機能を示した蛍光性 Pseudomonas 株をポ

ット栽培試験に適用し，土耕において生育促進機能

が発揮されるか否かを検討した．

１　材料及び方法

１）蛍光性 Pseudomonas の分離

連作来歴の異なる中国農業試験場畑地利用部青野

圃場，京都府農総研（ホウレンソウ　10連作跡），

奈良県農試（化成肥料，有機肥料区），奈良県のホ

ウレンソウ農家の土壌を用いてポリポットを用い，

ホウレンソウをガラス温室内で栽培した．ホウレン

ソウが25cm程度に生育した段階のホウレンソウ根

面・根内よりP1培地37）を用いて蛍光性 Pseudomonas

を分離し，培地上に生育した蛍光性コロニーを釣菌

し，約500菌株の分離菌株を得た．

２）幼植物試験

ホウレンソウ（品種：おかめ　タキイ種苗）のネ

ーキッド種子を10g L－1の塩化ベンザルコニウム溶

液で10分間，アスピレーターを用いて脱気しながら

殺菌処理した．次に10g L－1の次亜塩素酸ナトリウ

ム溶液で15分間脱気処理した．その後，滅菌水で５

分間ずつ６回洗浄した．洗浄した種子を1/10 TSA

（Bact Tryptic Soy Broth Agar）平板培地21）上で２

日間発芽させるとともに，雑菌によるコンタミネー

ションが無いことを確認した．幼植物検定のための

水耕用の容器としてプレパラート用染色バット（容

量150mL）を用いた．水耕液としてオートクレーブ

で滅菌した1/10濃度の園試処方水耕液34）を150mL

分注した．TSB（Bact Tryptic Soy Broth）液体培

地21）にて28℃で24時間液体振とう培養した供試菌

株培養液（108cfu mL－1）１mLを添加した後，シー

ロンフィルム（富士フイルム）で覆った．１染色バ

ットあたり８株ずつ，無菌的に発芽させたホウレン

ソウ苗を定植した．20℃，湿度80％，12時間照明の

人工気象室内で４日間栽培した．４日後の根長と播

種時の根長との差から根伸長量を算出した．対照と

した無接種の根伸長量との比から，相対根伸長率を

算出した．本試験は３反復で行った．

３）水耕栽培試験

水耕栽培試験の概要を第１図に示した．供試作物

としてホウレンソウ（品種：おかめ）を用い，湛液

法による水耕栽培を行った．湛液水耕栽培とは第１

図に示すように，プラスチックコンテナを用い，水

耕液を循環させない方式の水耕栽培である．栽培に

は黒色のプラスチック製の角形容器（容量14Ｌ）を

用いた．水耕液として園試処方水耕液の標準濃度を

浦嶋：PGPR 利用法の開発 75



用いた．TSB培地にて28℃で24時間液体振とう培養

した供試菌株（幼植物試験で根の伸長を促進または

抑制した菌株）の培養液100mL（１×108cfu mL－1）

を水耕液に添加した．１容器あたり８株ずつ，第１

図に示したように，1/2濃度の Hoagland 水耕液を

１mLと５cm×５cmのろ紙を縦に四つ折りしたもの

を入れた試験管内で無菌的に育苗したホウレンソウ

幼苗を定植した．ホウレンソウの収穫期までガラス

温室内で約３週間栽培した．対照として菌無接種の

TSB 培地100mL添加区を設けた．本試験は２反復

で行った．対照区の草丈が25cm前後になったとき

にホウレンソウの地上部重量及び根重を調査した．

ホウレンソウの地上部重と根重の対照との比から，

それぞれ相対生育率を算出した．

４）接種菌株のホウレンソウ根面，根内における生

息部位

選抜した菌株のホウレンソウ根面，根内における

定着性を調べるために，まず選抜菌株の抗生物質耐

性変異株を作出し，変異株の接種，回収により定着

性を評価した．抗生物質耐性菌株作出には，相野ら

の方法４）に準じ，抗生物質（ストレプトマイシン：

200mg L－1，アンピシリン：100mg L－1，ナリジキ

シン酸：50mg L－1）を添加したP1培地37）を用いて

作出した．TSB培地で液体振とう培養（28℃，24時

間）したH3株，D23株及びSW3株のそれぞれの培養

菌液を各抗生物質添加培地上に塗抹し，28℃で培養

して，生じたコロニーを分離した．それぞれの抗生

物質に対して得られた自然薬剤耐性変異株につい

て，さらに相互の抗生物質間で菌液接種を繰り返し，

最終的に三種の抗生物質に対する耐性変異株である

H3R株，D23R株及びSW3R株を得た．ここで，H3，

D23，SW3株を用いた理由としては，抗生物質耐性

変異株が得られたためである．

H3R株，D23R株及びSW3R株を用い，２）の水耕

栽培試験と同様にホウレンソウを３週間栽培した．

栽培後の根に定着している接種菌の菌密度を上記３

種の抗生物質を含むP1培地を用い希釈平板法により

計数した．根面・根内の菌密度は，根を摩砕して得

られた根摩砕液を希釈平板法により計数した．根内

の菌密度の測定は，根を0.5gFW当たり30mLの

1g L－1過酸化水素水中に15秒浸漬する表面殺菌を行

った後，0.01Mリン酸緩衝液（pH7.0）で洗浄し，以

後根面・根内の菌密度計測の場合と同様の操作を行

った．測定は３反復で行った．

５）蛍光性 Pseudomonas 菌株の培養ろ液によるホ

ウレンソウ根の生育反応

試験方法の概要を第２図に示した．TSB 培地を

用い，供試菌株としてH3，D23およびSW3株を用い

た．供試菌株をそれぞれ25℃で24時間液体振とう培

養した．その培養液を10,000rpmで１分間遠心後，

上澄を採取し，0.2μmのメンブランフィルターを用

いて除菌ろ過した．そのろ液（原液）またはTSB 培

地により10～100,000倍に希釈したろ液１mLを1/10

濃度の園試処方水耕液150mLに添加し，１）で示し

た染色バットを用いた幼植物試験を行った．対照と

して菌株を培養していないTSB培地のろ液１mLを同
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第１図　水耕栽培による生物検定法
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第２図　培養ろ液の生物検定法



様に園試処方水耕液に添加して幼植物試験を行った．

20℃，湿度80％，12時間照明の人工気象室内で４日

間栽培した．４日後の根長と播種時の根長との差か

ら根伸長量を算出した．対照である菌無接種区の根

伸長量との比から，対照の根伸長量を1.0としたとき

の相対根伸長率を算出した．測定は３反復で行った．

６）ポット栽培試験

ポット栽培試験には，水耕栽培において生育促進

機能を示した蛍光性 Pseudomonas 株を供試した．

直径12cmの黒色ポリポットに細粒褐色低地土（中

国農業試験場畑地利用部青野圃場より採取）を800

ｇ入れ，ホウレンソウ種子を播種した．ホウレンソ

ウ種子は，あらかじめ殺菌し，供試菌株の培養液

（TSB培地，28℃，24時間振とう培養）に浸漬

（30℃，１時間）処理した．ガラス温室において約

１カ月間，無接種区の生育が25cm程度になるまで

栽培した後，地上部重及び根重を調査し，菌株無接

種区の生育を1.0とした相対値を算出した．栽培は３

反復で行った．さらに，H3R株の区はポットより根

を回収し，根に定着しているH3R株の菌密度を３種

の抗生物質（ストレプトマイシン：200mg L－1，ア

ンピシリン：100mg L－ 1，ナリジキシン酸：

50mg L－1）を含むP1培地を用い希釈平板法により

計数した．

２　結　　　果

１）幼植物試験

1/10濃度の園試処方水耕液とプレパラート用染色

バットを用いる方法で，移植したホウレンソウ幼苗

は良好に生育した．ホウレンソウを栽培後，菌を接

種したホウレンソウの根からは細菌が分離された

が，対照である菌無接種のホウレンソウ根からは細

菌が分離されず，菌無接種の場合は無菌状態が保た

れていた．第３図に示すように，相対根伸長率の頻

度分布はほぼ正規分布を示し，相対根伸長率1.0前後

の菌株が多く，根の生育を抑制（相対根伸長率が低

い）及び促進する（相対根伸長率が高い）傾向の菌

株は少なかった．菌無接種の場合でのホウレンソウ

の根伸長量の標準偏差を求め，反復数を決めるため

の有意差検定を行った．その結果，相対根伸長率1.8

以上のものを90％の確率で有意と判定するには，８

株の反復数が必要であった49）．また，生育促進効果

判定の再現性も高く，この幼植物試験は，ホウレン

ソウ根の生育に影響を与える蛍光性 Pseudomonas

の選抜が可能であり，生物検定法として適当である

と判断した．ここで選抜した菌株の基準として，相

対根伸長率1.8以上のものを生育促進菌株として選抜

した．さらに，相対根伸長率が0.3以下の菌株につい

て，ホウレンソウ根が短いが，根毛の発達がみられ

根が顕著に太いものが観察された．その菌株に関し

ても，次の水耕栽培試験に供試した．

２）水耕栽培試験

無菌的に育苗したホウレンソウに，幼植物試験に

より選抜した蛍光性 Pseudomonas を接種し，ホウ

レンソウを収穫期まで湛液水耕栽培した．第４図に

示すように，収穫時において，ホウレンソウの生育

（地上部及び根部）を約50％以上促進する蛍光性

Pseudomonas 菌株が数菌株得られた．水耕栽培試

験におけるホウレンソウの生育状況は第５図に示し

た．ホウレンソウの生育を促進するとして選抜され

た菌株は，幼植物試験からホウレンソウの根の生育

を促進する菌株がほとんどであった．しかし，D23

株のように幼植物検定試験では根の生育を抑制する

が，収穫期までの生物検定ではホウレンソウの生育

を促進する菌株もあった．

このように，分離したPGPRの中には２種のタイ

プが存在し，Ａタイプ（生育初期より根の生育を促

進）とＢタイプ（生育の初期は根の生育を抑制）に

分けることができた．ホウレンソウの生育促進機能

という観点からみたときに，Ｂタイプのように初期

の根の生育を抑制するようなタイプも最終的に収穫
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第３図　幼植物検定における相対根伸長率の頻度分布

対照の根伸長量を1.0とする．



期の生育を促進するために有望である．このＢタイ

プに関しては，初期の根の伸長は抑制されているも

のの根の太さは太い場合が多く見受けられた．また，

Ｂタイプの菌株を接種すると，無接種の場合と比べ

て，根毛が顕著に増加していることが顕微鏡下で観

察された．

３）接種菌株のホウレンソウ根面，根内における生

息部位

第６図に示すように，水耕栽培において生育促進

効果を示した菌株の根における生息部位別の菌数

は，供試したH3，D23及びSW3株はいずれも根内で

は103～104cfu g－1 FW rootレベルの密度で生息して

いた．根面＋根内では105～107cfu g－1 FW rootで，

根内の菌密度の100～1,000倍であった．接種した菌

株は根内にも生育しているが，多くは根面に定着し

ていることが明らかとなった．このように水耕栽培

条件では，接種した蛍光性 Pseudomonas はホウレ

ンソウ根に定着していた．

４）蛍光性 Pseudomonas 菌株の培養ろ液によるホ

ウレンソウ根の生育反応

第７図に示すように，蛍光性 Pseudomonas D23株

のTSB 培地培養液をろ過除菌した液は，菌株を接

種したときと同様に根の生育を抑制した（相対根伸

長率0.8）．そのろ液をTSB 培地にて10倍，100倍及

び1000倍に希釈した液を与えると根の生育が促進さ

れた．特に100倍希釈液を与えた場合は，相対根伸

長量が1.3程度となった．他の菌株（H3，SW3株）に

おいて，培養ろ液が細菌培養液を添加した場合と同

様にホウレンソウ根の生育を促進する現象は見受け

られたが，培養ろ液を希釈していくことで，根の生

育促進効果は順次判然としなくなった（データ略）．

５）ポット栽培試験

水耕栽培において，ホウレンソウの生育を促進す
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第４図　ホウレンソウの生育（地上部及び根部）に

及ぼす蛍光性Pseudomonas属細菌の接種の

影響
対照の根伸長量を1.0とする．

無接種を1.0とした相対値で示した．

第５図　蛍光性Pseudomonasによるホウレンソウの

生育促進

第６図　水耕栽培したホウレンソウにおける生息部位別

の接種菌密度

第７図　ホウレンソウ幼植物根の生育に及ぼす供試菌株

（D23株）の培養ろ液の添加の影響

CONT：対照（TSB培地のろ過除菌液）



る機能を発現させた蛍光性 Pseudomonas を土耕

（ポット試験）のホウレンソウに供試した．その結

果，第１表に示したように，水耕の場合に認められ

た根重及び地上部新鮮重の顕著な生育促進効果が認

められなかった．抗生物質耐性菌株を用いて根に定

着した接種菌株密度を調査したところ，検出限界以

下（102cfu g－1 FW root）であった．

３　考　　　察

本項において検討した幼植物試験は，ホウレンソ

ウの生育初期段階に影響を与える細菌の選抜に

有効であった．ホウレンソウ根から分離した蛍光性

Pseudomonas 500菌株について幼植物試験によって

ホウレンソウ根に対する生育促進効果を調べたとこ

ろ，95％以上の菌株は見かけ上何の効果も示さなか

った．

さらに，幼植物試験で生育抑制効果を示した菌株

を収穫期までの水耕栽培試験に供試したところ生育

促進効果を示したことから，実用的なPGPRの選抜

のためには収穫期までの生物検定が必須であり，幼

植物段階での生物検定のみでは有用機能を有した菌

株を選抜漏れする可能性も考えられた．本研究にお

いて選抜した菌は，湛液水耕栽培条件ではホウレン

ソウの生育を安定的に促進する機能を有しており，

水耕栽培における有用微生物の利用の可能性を示す

ことができた．

ホウレンソウの生育促進のメカニズムに関して

は，ＢタイプであるD23株では，培養したろ液中に

高濃度の場合ホウレンソウ根の生育を抑制し，他方

低濃度の場合根の生育を促進するような物質の存在

が示唆された．同様の傾向を示す物質としてIAA

（インドール酢酸）が報告されている67）．本研究で

供試した菌株の産生する物質やその生産量について

は，今後の検討が必要である．また，Ａタイプの生

育促進メカニズムに関しては不明であるが，培養ろ

液が細菌培養液を添加した場合と同様にホウレンソ

ウ根の生育を促進したため，Ｂタイプの菌株と同様

に菌体外に分泌された物質によると推察している．

水耕栽培で生育促進が見られた菌株を土耕に供試

した場合は，顕著な生育促進効果は認められなかっ

た．抗生物質耐性菌株を用いて，根に定着した接種

菌株密度を希釈平板法により調査したところ，検出

限界以下であった．そのことより，接種菌株が根に

十分に定着できなかったため，ホウレンソウの生育

促進効果が発揮されなかった可能性が推察された．

接種した有用細菌が作物根圏で，その機能を十分

に発揮するためには，菌の根定着に関する土壌及び

根圏での生態を詳細に調べて，その生態解析に即し

た接種法の改善を行うことで，接種効率の向上が期

待される．

Ⅲ　ホウレンソウへの蛍光性 Pseudomonas の接

種・定着法

細菌を種子や根に接種する手法は，バクテリゼー

ション（Bacterization）と呼ばれている．バクテリ

ゼーションに関しては，根から分離される根圏細菌

を用いて多くの研究が行われてきた16，23，24，25）．

Ⅱにおいて，ホウレンソウ生育促進効果の高い菌

を効率的に選抜しうる生物検定法を開発した．その

生物検定法を用いて，ホウレンソウの生育を促進す

る機能を持つ菌株を数菌株選抜した．

ここでは，ホウレンソウの生育を促進する蛍光性

Pseudomonas の種子接種法（種子バクテリゼーショ

ン）の検討を試みた．最初に蛍光性 Pseudomonas

のホウレンソウ種子への接種菌密度と根定着との関

係について検討した．また，メチルセルロースは，

天然パルプを原料とするため安全性が高く，環境や

人体への安全性に関しても優れている．そのメチル

セルロースを種子接種した菌株の保護物質として活

用することで，種子接種した蛍光性 Pseudomonas

の保存性の向上が図れるか否か検討した74）．
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第１表　土耕栽培における蛍光性 Pseudomonas 属細菌の

接種効果

数値は無接種区を1.0としたときの相対値



１　材料及び方法

１）種子接種菌密度と根定着菌密度との関係

供試菌株は，ホウレンソウに対して生育促進機能

を持つ蛍光性 Pseudomonas H3株の抗生物質三重耐

性菌株H3R株（ストレプトマイシン：200mg L－1，

アンピシリン：100mg L－1，ナリジキシン酸：100mg

L－1）を用いた．菌株は，TSB（Bact Tryptic Soy

Broth）培地を用いて28℃で24時間の液体振とう培

養を行った．菌体培養液を9,000rpmで遠心分離後，

菌体を0.01Mのリン酸緩衝液（pH7.0）に懸濁し，菌

密度の異なる菌懸濁液（108，107，106，105，104cfu

mL－1）を調製した．

調製した各菌懸濁液にあらかじめ殺菌処理したホ

ウレンソウのネーキッド種子（品種：おかめ）を

28℃で１時間浸漬（種子バクテリゼーション）し，

クリーンベンチ内で30分間乾燥させた．

種子に接種した菌量を計測するために，３gの種

子を0.01Mのリン酸緩衝液（pH7.0）中で，ホモジナ

イザー（ヒスコトロン NS-51：10,000rpm）を用い

て粉砕し，種子に付着した菌密度を希釈平板法で計

数した．測定は３反復で行った．

また，初期（20日）ホウレンソウ根に定着した接

種菌株を計数するために，接種種子を市販培土（サ

ンサン床土：育苗床土研究会）を入れた直径12cm

の黒色ポリポットに播種し，20℃，湿度80％，明暗

12時間の人工気象室内で20日間栽培した．栽培後に，

Ⅱに示した方法に準じて，根を磨砕し，根（根面，

根内）に定着した菌密度を上記三種の抗生物質を含

むP1培地を用いた希釈平板法によって計数した．測

定は３反復で行った．

２）蛍光性 Pseudomonas 接種種子の保存性

１）と同様にH3R株の108cfu mL－1の菌懸濁液を

調製した．菌懸濁液にあらかじめ殺菌処理したホウ

レンソウのネーキッド種子（品種：おかめ）を28℃

で１時間浸漬（種子バクテリゼーション）した．次

に，10g L－1メチルセルロース（重合度100あるいは

10,000）に１時間浸漬した．これを直ちにクリーン

ベンチ内で乾燥した（６時間）．乾燥種子をペトリ皿

に入れ，４℃と20℃で保存した．経時的に180日ま

で種子に付着している菌密度を，抗生物質含有P1培

地を用いた希釈平板法によって３反復で計数した．

ペトリ皿内の殺菌水にて湿らせたろ紙上に180日

間保存したホウレンソウ種子を２日間静置し，発芽

した種子数を調査した．

２　結　　　果

１）種子接種菌密度と根定着菌密度の関係

第８図に示すように，種子を浸漬した菌懸濁液の

菌密度が105cfu mL－1以上の場合は，種子に付着し

た菌密度には差がみられず，106～107cfu seed－1の

菌密度であった．104cfu mL－1の場合は種子に定着

した菌数は低下し，105cfu seed－1となった．このよ

うに，種子１粒あたりの菌密度は浸漬した菌懸濁液

の菌密度に応じて107cfu seed－1あるいは105cfu

seed－1となった．しかし，その多少に関わらず，ホ

ウレンソウ根に定着した接種菌の菌密度には顕著な

差は無く，概ね107cfu g－1の菌密度を示した．

２）蛍光性 Pseudomonas 接種種子の保存性

バクテリゼーションした種子の保存期間中におけ

る接種菌株の菌密度の変化を第９図に示した．菌株

を接種した種子を20℃で保存した場合は，菌密度が

急激に減少して，検出限界以下になることもあった．

メチルセルロース無処理の対照区は，60日目以降に

は検出限界以下となった．これに対して，４℃で保

存した場合は，菌密度の減少がかなり緩やかであっ

た．種子を重合度100のメチルセルロース（MC100，

10g L－1）で処理することで菌密度の低下が抑えら
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第８図　接種菌株の種子付着菌密度及び根定着菌密度

注）MC100：メチルセルロース（重合度100）処理種子

図中の棒は標準偏差を表す．

細菌懸濁液log cfu mL－1 種子log cfu seed－1

根log cfu g－1 FW root



れ，比較的長期（６カ月）にわたり種子の接種菌密

度を高く維持（103～104cfu seed－1）した．重合度

10,000のメチルセルロース（MC10000，10g L－1）

処理では無処理の場合と比較し，菌密度は同等もし

くは低くなった．180日間保存した後の種子の発芽

率は，いずれの処理区においても90％以上と高く，

４℃における保存及びメチルセルロースによる処理

はホウレンソウ種子の発芽に悪影響がなかった．

３　考　　　察

蛍光性 Pseudomonas は，種子にコーティングし

て播種すると，種子の周りでアミノ酸及びカルボン

酸等からなる種子分泌物を利用して増殖し，幼根に

沿って増殖を続け，根圏に定着すると考えられてい

る39，61）．その際に，発芽種子圏でいかに早く増殖

させるかが根圏定着にとって重要である．種子にど

の程度の菌密度があればPGPRの有用機能が発揮さ

れるかは，様々な環境要因の影響を受けると考えら

れる．本試験で用いた菌に関しては，104cfu seed－1

程度以上あれば根に十分に定着しうることが判明し

た．

農業現場での有用微生物の利用にあたっては，バ

クテリゼーションした種子における菌密度の保存性

も大きな課題である．このような研究は，近年，根

圏細菌を用いて国内外を問わず盛んに研究がなされ

ている16，23，25，56，80）．コーティング素材としても，

メチルセルロースをはじめ多くの研究が行われてい

る．メチルセルロースは保水能力が高く，種子を乾

燥した際に細菌の細胞を乾燥から保護する機能を持

つ．また，接種細菌の種子への付着を促進する機能

も持っている24）．特に，種子バクテリゼーションの

際にメチルセルロースなどの保水性の高い資材を用

いることは，耐乾性の芽胞を作らない蛍光性

Pseudomonas を利用する場合に必要不可欠な技術

である．

メチルセルロース処理と低温保存を併用すること

で接種菌の種子上での菌密度が維持され，本方法は

蛍光性 Pseudomonas の種子バクテリゼーションに

有効な方法であると推察された．ホウレンソウ種子

の菌密度と根定着菌密度との関係の結果より，菌密

度は若干低いものの103～104cfu seed－1菌密度の種

子を土壌に播種した場合に，接種菌はホウレンソウ

根に十分に定着可能であった．メチルセルロースを

用いて，４℃で保存する方法は，種子バクテリゼー

ションの方法として有効な技術である．

Ⅳ　画像解析装置を用いた蛍光性 Pseudomonas の

運動性解析

近年のコンピューターの能力向上及び画像解析ソ

フトウェアの開発により，蛍光画像利用による微生

物バイオマス測定等の研究成果が報告されてい

る51）．さらに，医学分野において細菌の運動性解析

にコンピューターを利用した報告がある36，63）．

そこで，土壌ECをはじめとする化学性等，様々

な土壌環境要因が蛍光性 Pseudomonas の挙動に与

える影響把握のひとつのアプローチとして，画像解

析装置を用いた細菌の運動性解析法について検討し
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第９図　種子に接種した菌株の保存期間中における菌密度の変化

CONT：無処理

MC100：メチルセルロース（重合度100）処理

MC10000：メチルセルロース（重合度10000）処理



た．最初に，動画解析ソフトを用いることにより土

壌溶液中での細菌の運動性を解析する方法を検討し

た72）．次に，得られた画像解析法を用い，有機物を

施用した土壌より採取した土壌溶液中での蛍光性

Pseudomonas の運動性を測定することを試みた．

１　材料及び方法

１）画像解析による細菌運動性解析法の検討

境らは，塩類集積土壌における肥料成分として

Ca2＋の増加により蛍光性 Pseudomonas の走化性ま

たは運動性が抑制されると報告している60）．その報

告では，軟寒天法を用いて，運動性に対する高濃度

塩化カルシウム耐性菌と非耐性菌とを類別してい

た．画像解析法の有効性を判断するために，同様の

類別が画像解析法を用いても可能であるのか否かを

検討した．高濃度カルシウム耐性菌を得るために，

中国農業試験場畑地利用部青野圃場の塩類集積ホウ

レンソウハウス（EC：EC:1.38dS m－1）の土壌を採

取し，0.01Mリン酸バッファー（pH7.0）で懸濁後，

P1培地に土壌懸濁液をプレーティングし28℃で培養

した．得られたコロニーについて，境らの報告59）

に基づいて，150mMのカルシウム濃度のTSB培地

（塩化ナトリウム無添加）を用いて，菌株の増殖活

性を測定するカルシウム耐性試験を行い，高濃度カ

ルシウム耐性菌を選抜した．

軟寒天法と画像解析試験には，高濃度塩化カルシ

ウム非耐性菌であるH3株及び高濃度塩化カルシウ

ム耐性菌株HR5株を供試した．画像解析法は，菌株

を1/10濃度のTSB培地（塩化ナトリウム無添加）に

おいて28℃で24時間振とう培養した．培養菌液を

9,000rpm，５分間遠心して集菌した．集菌した菌株

を0.01Mリン酸緩衝液（pH7.0）にて洗浄した．この

操作を２回繰り返し，洗浄集菌後，菌株を0.01Mリ

ン酸緩衝液（pH7.0）に懸濁した．

菌株懸濁液0.01mLを塩化カルシウム濃度（０，25，

50，100，150，200mM）の異なる水溶液１mLに添

加した．28℃で１時間静置後，通常のスライドグラ

ス上にビニールテープなど耐水性の粘着テープに貼

り付けてホールスライドグラスとして用いるビニル

テープ法66）によりプレパラートを作製した（第10

図）．光学顕微鏡（800倍）にセットしたCCDカメラ

（Charge Coupled Deviceカメラ，SONY DXC-151A）

で1/30秒ごとに12秒間の動画像をコンピューターに

取り込んだ．

第11図に示したように，取り込んだ画像を動画解

析ソフト（株式会社ライブラリー　東京都中央区）

により，菌株の運動性（運動速度）を計測した．計

測法は以下の通りである．追跡したいターゲットの

細菌細胞を画面上で指定し，対象物を自動認識させ

た．対象物の面積重心を計測しながらセミオートで

追跡を行わせた（12反復）．本方法により二次元の

座標から移動距離，速度等の二次元データが算出可

能である．蒸留水中の細菌の運動速度を100とした

時の得られた細菌の運動速度の相対値を算出し，相

対運動速度とした．

一方，TSB軟寒天培地（寒天濃度0.3％ 塩化ナト
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第10図　画像解析に利用したビニルテープ法の概要
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第11図　画像解析ソフトウェア処理手順及び画面



リウム無添加）に供試菌株を接種し，28℃で24時間

培養し，軟寒天培地上でのコロニーの広がりを確認

する軟寒天法１，60）を用いて，菌株の運動性に及ぼ

す塩化カルシウム濃度の影響についても検討した．

測定は３反復で行った．

２）菌株の運動性に及ぼす塩類集積土壌の土壌溶液

の影響

塩類集積が菌株の運動性に与える影響について検

討するために，塩類集積土壌（ホウレンソウ連作土

壌EC:1.38dS m－1）及び塩類非集積土壌（非作付土

壌EC:0.04dS m－1）（中国農業試験場畑地利用部青野

圃場，細粒褐色低地土壌）を用いた．最大容水量の

60％に調整し，各土壌より遠心（pF4.2，15分間）

法により土壌溶液を採取した．土壌溶液を0.2μmの

メンブレンフィルターで濾過除菌し，その土壌溶液

に，１）と同様に培養及び洗浄し，0.01Mリン酸緩

衝液（pH7.0）に懸濁した菌株（H3株）懸濁液を添

加した．画像解析法を活用し，蒸留水中の細菌の運

動速度を100とした時の得られた細菌の運動速度の

相対値を算出し，相対運動速度とした．

３）有機物施用が蛍光性 Pseudomonas の運動性に

及ぼす影響

Ⅱにおいて選抜した水耕栽培でホウレンソウの生

育を促進する蛍光性 Pseudomonas（H3，D23，

HS1，HS23株）を供試した．

供試有機物として，京都府北部で容易に入手可能

な有機物と蛍光性 Pseudomonas の選択培地に用い

られる試薬を用いた．有機物（数字はC/N比を示す）

として，イナワラ牛糞堆肥（12.8），イナワラ馬糞堆

肥（13.3），オガクズ馬糞堆肥（17.8），オガクズ豚

糞堆肥（12.6），バーク堆肥（32.7），イナワラ（39.5），

エンバク桿（26.9），ススキ桿（30.0）及びモミガラ

（52.0）を用いた．試薬としてグルコース，シュクロ

ース，デオキシコール酸ナトリウム，トレハロース，

ベタイン1水和物及び馬尿酸ナトリウムを用いた．

土壌は細粒褐色低地土（中国農業試験場畑地利用

部青野圃場より採取）と中粗粒灰色低地土（中国農

業試験場畑地利用部位田圃場より採取）を１：１の

比率で混合した土壌を使用した．混合土壌を利用し

た理由として，中国農業試験場畑地利用部青野圃場

の細粒褐色低地土は水を供給した後に乾燥すると強

力に固化してしまう性質のために，ポット試験の利

用には適さない．そのため，砂質である中粗粒褐色

低地土を混合し，排水性を高めるなどしてポット試

験に適するように調整した土壌を培土として用い

た．

有機物はイナワラ牛糞堆肥を100t ha－1施用した

ときの炭素量に合わせて，相当量を施用した．また，

試薬はイナワラ牛糞堆肥を10t ha－1施用したときの

炭素量に合わせて，相当量を施用した．その土壌を

最大容水量の60％に保ち，25℃で30日間培養した．

培養後に，pF4.2で15分間遠心し土壌溶液を採取し

た．各供試菌株の土壌溶液中における運動性は，１）

に記載した画像解析法により解析した．また，土壌

溶液中のpHや陽イオン含量は，pHメーター及び原

子吸光分光光度計を用い，常法により測定した．測

定は３反復で行った．

２　結　　　果

１）画像解析による細菌運動性解析法の検討

軟寒天法に比べ，画像解析法は試料の量が少なく

ても解析可能であるために，解析用試料として土壌

溶液等を利用できることがメリットとして考えられ

る．画像解析法において，多くの個体の中からラン

ダムに抽出してサンプル数を10以上にすることによ

り，得られる相対運動速度の測定値のばらつき程度

を平均値に対する割合で示す変動係数が20％程度と

なることを確認した．

H3株の運動性に及ぼす塩化カルシウムの影響に

ついて，軟寒天法による解析結果を第12図に示した．

150mMのような高濃度塩化カルシウム条件におい

ては，コロニーの広がりが抑制され，H3株の運動

性は高濃度塩化カルシウムに感受性があると判断さ

れた．同様に，画像解析装置を利用した運動性解析

法においても，H3株は150mM以上の高濃度塩化カ

ルシウム条件において，相対運動速度が顕著に低下

する傾向にあった．

第13図に示すように，高濃度塩化カルシウム耐性

菌株であるHR5株の運動性は，H3株に比べ150mM

までの高濃度塩化カルシウムにおいても抑制が緩和

された．以上の結果より，塩化カルシウムによる菌

株の運動性抑制効果は，軟寒天法及び画像解析法に
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て同様に解析可能であった．

２）菌株の運動性に及ぼす塩類集積土壌の土壌溶液

の影響

第14図に示したように，塩類集積土壌及び非集積

土壌から採取した土壌溶液中では，蒸留水中の運動

性を100とした場合，H3株の相対運動速度はそれぞ

れ120±11.9及び15±1.3であった．供試した土壌溶液

中の組成を第２表に示した．このように，従来の軟

寒天法を用いて塩類非耐性菌株であると判断された

H3株の運動性が，塩類集積土壌においても抑制さ

れることが，画像解析法を用いて解析可能であった．

３）有機物施用が蛍光性 Pseudomonas の運動性に

及ぼす影響

第15図に示したように，有機物施用が菌株の運動

性に与える影響は菌株ごとに異なっていた．相対運

動速度は，H3株ではエンバク桿やススキ桿施用区

で高まり，グルコース，シュクロース及びトレハロ

ース施用区で低下した．D23株では，いずれの処理

区でも蒸留水中の運動速度より低下したが，その中

でも，ススキ桿やオガクズ豚糞堆肥施用区で相対運

動速度は高かった．HS1株ではエンバク桿やイナワ

ラ馬糞堆肥施用区で高まり，イナワラ，シュクロー

ス及びベタイン一水和物施用区で低下した．HS23

株ではイナワラ馬糞堆肥やオガクズ馬糞堆肥施用区

で高まり，モミガラ，シュクロース及びベタイン一

水和物施用区で低下した．ここでは４菌株について

の検討しか行っていないが，菌の運動性に有機物施

用が大きな影響を与えている可能性が示唆された．

一方，第２表に示すように，土壌溶液中の塩濃度

をみると施用した有機物により，かなり変動したが，

塩類の濃度は菌株の運動性を抑制した塩類集積土壌

のそれに比べて顕著に低かった．

３　考　　　察

蛍光性 Pseudomonas の土壌中における根への移

動は，鞭毛運動による走化性（運動性）によって行

われるため，運動性は細菌の根圏定着に関与する重

要な特性のひとつである．

軟寒天法は，それ自体簡便な方法であり，個別の

塩類濃度等が細菌の運動性に与える影響の解析は可

能である．しかし，土壌溶液等の試料に関しては解

析することができない．画像解析装置を利用した方

法の利点として，運動データーの数値化も可能であ

り，様々な条件を比較解析することができる．さら

に，供試試料が少量で解析可能であるため，運動性

解析用の試料として土壌溶液等の環境中の試料も利
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第12図　非塩類耐性菌株の運動性評価における軟寒天法

と画像解析法の比較（H3株）

＊蒸留水中の細菌の運動速度を100とした相対値

第13図　塩類耐性菌株の運動性評価における軟寒天法と

画像解析法の比較（HR5株）

＊蒸留水中の細菌の運動速度を100とした相対値

第14図　塩類集積土壌及び非集積土壌から採取した土壌

溶液中における細菌の運動性（H3株 画像解析法）

＊蒸留水中の細菌の運動速度を100とした相対値
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用できることなどが挙げられる．画像解析法は，軟

寒天法を用いた場合と同様の解析結果が得られたた

めに，細菌の運動性を解析する優れた方法である．

次に，画像解析法を用いて，肥培管理が細菌の運

動性にどのような影響を与えるのか解析を行った．

塩類集積土壌から採取した土壌溶液中で，H3株の

運動速度は低下したことから，塩類集積が細菌

（H3株）の運動性にストレス要因として作用してい

ることが画像解析法により解析可能であった．この

ように，土壌中で実際に細菌が生息している条件に

第15図　各種有機物の添加が蛍光性 Pseudomonas の運動性にあたえる影響

相対運動速度は，蒸留水中の細菌の運動速度を100とした相対値．

Ａ：イナワラ，Ｂ：イナワラ牛糞，Ｃ：イナワラ馬糞，Ｄ：エンバク桿，Ｅ：オガクズ馬糞，Ｆ：ススキ桿，Ｇ：バーク堆

肥，Ｈ：モミガラ，Ｉ：豚糞堆肥，Ｊ：グルコース，Ｋ：シュクロース，Ｌ：デオキシコール酸ナトリウム，Ｍ：トレハロ

ース，Ｎ：ベタイン一水和物，Ｏ：馬尿酸ナトリウム

第２表　有機物施用した土壌より採取した土壌溶液のｐＨ及び陽イオン濃度

ND＜0.1mg L－1



近い試料である土壌溶液中の細菌の運動性を解析す

ることにより，細菌の運動性に及ぼすストレス要因

が解析可能であり，接種菌の運動性の低下を引き起

こさないような肥培管理の指針作成に貢献する．

さらに，様々な有機物の施用が蛍光性 Pseudomonas

の運動性に及ぼす影響について解析した．これは，

有機物施用することで蛍光性 Pseudomonas の生理

活性，ひいては運動性を高め，結果として蛍光性

Pseudomonas の根定着を促進することができると

いう仮説に基づいている．その結果，菌株ごとに運

動性を促進する有機物は異なったが，いくつかの有

機物については，ほぼ共通して菌株の運動性を高め

る傾向が認められ，その有機物としてエンバク桿，

ススキ桿，イナワラ及びイナワラ馬糞堆肥があげら

れた．

また，第２表に示したように，有機物施用した

土壌から抽出した土壌溶液中の塩濃度は塩類集積

土壌から抽出した土壌溶液中の塩濃度に比べてかな

り低く，蛍光性 Pseudomonas の運動性にカルシウ

ムイオン（150mM）が影響を与えるといった境ら

の報告60）に比べても，はるかに低かった（1.2～

40mM）．そのため，今回の有機物施用に伴う蛍光性

Pseudomonas の運動性の低下には塩類濃度は関与

していないと判断した．

Toyota and Ikedaは，菌株の運動性は根方向また

は根に沿った菌株の移動に重要な役割を果たしてい

ると報告している70）．有機物施用により菌株の運動

性を促進することは，結果として，菌株の根定着を

促進することになると思われる．本項では，根近傍

における菌の挙動に深く関与していると思われる土

壌中での菌の運動性について，画像解析装置を用い

て検証を行った．この結果と他の根定着に関する検

証結果とを組み合わせることで，接種菌の根圏定着

を把握することが可能になる．そのため，蛍光性

Pseudomonas の他の根圏定着因子について以後の

項でさらに検討することとした．

Ⅴ　蛍光性 Pseudomonas のホウレンソウ根への分

布における水分移動の重要性

前項では，接種した細菌の運動性を評価する手法

の確立と，運動性に及ぼす土壌塩類集積の影響や有

機物添加の影響等について検討した．菌株の根近傍

の移動には運動性が重要な要因である．しかし，根

に沿った接種菌株の移動に関しては，走化性や運動

性の影響は小さく12），土壌中での水の動きの影響が

大きいことが想定される．実際にかん水に伴う土壌

中の水の流れの重要性を指摘している報告もあ

る13）．

本項では，運動性を有している蛍光性 Pseudomonas

を用いて，根に沿った移動における土壌中の水分含

量及びかん水に伴う水の流れの影響について検討し

た．そのために，根箱と抗生物質耐性菌を用いて土

壌水分及びかん水位置を変えた試験を行った．さら

に，生物発光遺伝子（Lux）遺伝子を蛍光性

Pseudomonas に導入し，CCDカメラを用いて観察

することで，蛍光性 Pseudomonas のホウレンソウ

根定着状況を解析の可能性を試みた．生物発光

（Lux）遺伝子は，海洋性発光細菌Vibrio fischeri や

Vibrio harveyi の生物発光システムである．これら

の細菌はLux遺伝子を持ち，以下の反応により生物

発光を行う．

R-CHO+FMNH2+O2→R-COOH+FMN+H2O+light

FMN:flavin mononucleotide

Sakaiらは，常に発現するように構築したVibrio

harveyi 由来の生物発光遺伝子luxABを根圏より分

離した Pseudomonas putida に導入した58）．その結

果，この菌株のホウレンソウ根圏における分布状況

を示すとともに，土着の微生物が接種菌株の定着を

阻害する要因になっていることを証明した．生物発

光遺伝子を導入した蛍光性 Pseudomonas を用い

て，かん水位置を変えたポット試験を行い，蛍光性

Pseudomonas の根に沿った移動における土壌水の

流れの影響を解析した75）．

１　材料及び方法

１）根箱試験

供試菌株として，Ⅲで用いたストレプトマイシン，

アンピシリン及びナリジキシン酸の抗生物質三重耐

性蛍光性 Pseudomonas 属細菌H3R株（ホウレンソ

ウの生育促進作用を示す）を供試した．菌株のホウ

レンソウへの接種法として種子接種法を用いた．種

子接種法は，H3R株をTSB培地において24時間液体

振とう培養した培養菌液に，あらかじめ殺菌処理し
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た種子を１時間浸漬する方法を用いた．第16図に示

したように，根箱（メタクリル樹脂製：高さ×幅×

厚さ＝37cm×13cm×１cm）に，一定量の市販培土

（サンサン床土：育苗床土研究会）を詰め，ホウレ

ンソウ‘おかめ’を播種した．気温28℃，湿度70％，

明暗12時間の人工気象器内でかん水量（１，10，50，

100mL day－1 根箱上部からかん水）及び土壌の水

分含量を一定（最大容水量の30，50，60，80％にな

るように根箱側面から霧吹きにてかん水）にして，

30日間栽培した．

栽培終了後，根箱から根及び土壌を取り出した．

それを第16図に示したようにＡ（０－10cm），Ｂ

（10－20cm）及びＣ（20－37cm）の３層に分けた．

根（根面・根内）の各部位及び根箱の土壌中のH3R

株の菌密度を，上記３種の抗生物質を含有するP1培

地を用いて希釈平板法により計数した．根の菌密度

は，根を摩砕して得られた根摩砕液を土壌の菌密度

は0.01Mのリン酸バッファー（pH7.0）に懸濁した液

を希釈平板法に用いた．菌密度の測定は３反復で行

った．

２）生物発光遺伝子の蛍光性 Pseudomonas への導

入

生物発光遺伝子の受容菌として，水耕栽培でホウ

レンソウの生育促進効果を示した蛍光性 Pseudomonas

H3，HS1株を用いた．供与菌としてE.coli S17-1株

（Plasmid pKPlux：Tn5-Lux保有（九州大学より供

与））を用いた．このトランスポゾンベクター

pKPluxはmini-Tn5luxAB 18）のテトラサイクリン耐

性遺伝子をカナマイシン耐性遺伝子に組換えたもの

である．接合伝達法により，供与菌のプラスミドを

受容菌である蛍光性 Pseudomonas に導入し，プラ

スミドのトランスポゾンTn5を受容菌の染色体に転

移させた．接合伝達法は以下の通り行った．供与菌

と受容菌を混合し，LB寒天培地上で28℃で８時間

培養した．培養後，混合菌液を0.01Mのリン酸バッ

ファー（pH7.0）で洗浄・懸濁し，その菌懸濁液を

P1培地（カナマイシン50mg kg－1含有）に接種した．

28℃で３日間培養し，出現したコロニーを1/10濃度

のTSA培地，次いでP1培地（カナマイシン50mg

kg－1含有）で再分離した．

３）生物発光のCCDカメラによる検出条件

生物発光遺伝子標識蛍光性 Pseudomonas をホウ

レンソウに種子接種し，121℃で１時間オートクレ

ーブ滅菌した市販培土（サンサン床土）を入れた直

径10cmの黒色ポリポットにて，20℃，湿度80％，

12時間照明の人工気象室内で２週間栽培した．栽培

後に根を取り出し，根を殺菌水にて洗浄した．ここ

で，殺菌した市販培土を用いたのは，土着菌の競合

を取り除き接種菌株をホウレンソウ根に確実に定着

させるためである．P1培地（カナマイシン 50mg

kg－1含有）上にホウレンソウ根を置き，24時間培養

した．培養後，1-デカナールを添加し，微弱光用冷

却CCDカメラ（BS-30C ビットラン株式会社 埼玉県

行田市）を用いて，細菌の発する微弱光を検出可能

なCCDカメラの温度及び露光時間等の撮影条件を検

討した．

４）かん水位置による蛍光性 Pseudomonas の根定

着

H3株から作出した生物発光遺伝子組換体のH3-4

株を用いた．根箱試験と同様に殺菌したホウレンソ

ウ種子に菌株を種子接種した．その種子を，市販培

土（サンサン床土）をつめた直径10cmのポリポッ

トに播種した．

第17図に示したように，５mLのプラスチックチ

ューブに上，中及び下のいずれかに穴を開けてポッ

トに差し込んだ．このプラスチックチューブを用い

てかん水することにより，プラスチックチューブの

穴より水が出るために，上方，中ほどまたは下方か

らかん水を行うことが可能となる．全てのポットは
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第16図　根箱試験の概要



最大容水量の50％になるように，かん水を行った．

同様にプラスチックチューブを使用せずポット上面

全体からのかん水区も設けた．上方からのかん水区

をTop，中ほどからのかん水区をCenter，下方から

のかん水区をBottom及びポット上面全体からのか

ん水区をCont.とした．

２週間，気温28℃，湿度70％，明暗12時間の人工

気象器内で栽培した．栽培後に，ポットから根を取

り出し，根を滅菌水で洗浄した後にP1培地（カナマ

イシン 50mg kg－1含有）に静置して，28℃で20時間

培養した．培養後に1-デカナールを添加し，３）で

検討した撮影条件を用い，CCDカメラで撮影した．

測定は３反復で行った．

２　結　　　果

１）根箱試験

根箱試験における接種菌株の根及び土壌への移動

の結果を第３表に示した．土壌水分が一定となるよ

うに霧吹きを用いてかん水した場合（根箱内で上方

から下方への水の流れが少ない）は，根箱の水分含

量が最大容水量の30～80％と土壌水分の多少に関わ

らず，ホウレンソウの株元であるＡ部分の根からは

接種菌株の菌密度は6.14～6.58 log cfu g－1 FW-root

と同程度であった．これに対して，Ｂ部分の根から

は，80％の多水分条件以外では接種菌株は検出され

なかった．根の先端であるＣ部分の根からは，どの

水分条件の根箱からも接種菌株が検出されなかった．

第４表に示したように，根箱上方から，かん水量

を一定にした場合（根箱内で，上方から下方への水

の流れがある），1mL day－1とかん水量が少ない場

合は，根の株元であるＡ部分の根からは他のかん水

量の根箱と同程度の5.95 log cfu g－1 FW-root 検出

された．しかし，Ｂ，Ｃ部分の根からは検出限界以下

であった．これに対して，かん水量が10～100mL

day－1の場合は，Ａ，Ｂ，Ｃ部分のいずれの根から

も5.51～6.17 log cfu g－1 FW-rootの接種菌株が検出

され，根先端の菌密度は，株元と同程度であった．

同様に，第５表に示したように，かん水量が１

mL day－1の場合以外はＣ部分の土壌から接種菌株

が検出された．さらに，かん水量が10mL及び50mL

day－1の場合はＡ，Ｃ部分の土壌の接種菌密度は概

ね同程度であり，かん水量の多い100mL day－1の場

合はＡ部分の菌密度は低めで，Ｃ部分の菌密度が高

かった．多量のかん水により接種菌が根箱下部に移

送されたものと思われる．

２）生物発光遺伝子の蛍光性 Pseudomonas への導

入

生物発光遺伝子のH3株及びHS1株への導入に接合
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第17図　かん水位置による蛍光性Pseudomonasの

根定着試験

第３表　土壌水分が一定の場合のH3R菌株の

ホウレンソウ根への移動

ND：検出限界　ND＜1.82 FW：新鮮重

Ａ，Ｂ，Ｃは根箱における根の位置を示す．

Ａ（0-10cm） Ｂ（10-20cm） Ｃ（20-37cm）

第４表　かん水量が一定の場合のH3R菌株の

ホウレンソウ根への移動

ND：検出限界　ND＜2.39 FW：新鮮重

Ａ，Ｂ，Ｃは根箱における根の位置を示す．

Ａ（0-10cm） Ｂ（10-20cm） Ｃ（20-37cm）

第５表　かん水量が一定の場合のH3R菌株の根箱中の

土壌への移動

ND：検出限界　ND＜1.39 DW：乾物重

Ａ，Ｃは根箱における土壌の位置を示す．

Ａ（0-10cm） Ｃ（20-37cm）



伝達法により，蛍光性 Pseudomonas 属細菌の組換

体を作出することが可能であった．H3株から作出

した組換体をH3-4株，HS1株から作出した組換体

HS1-2株とした．供与したトランスポゾンは，受容

菌の染色体に導入されるために，プラスミドの状態

で存在させる場合より，導入した形質が安定的に維

持される．また，組換えによって受容菌株が運動性

を喪失していないことを顕微鏡下の観察と軟寒天法

による運動性解析により確認した（データ略）．

３）生物発光のCCDカメラによる検出条件

栽培後の根をP1培地（カナマイシン50mg kg－1含

有）上に静置し，28℃で20時間培養後，1-デカナー

ルをしみこませたろ紙をペトリ皿内に置き，CCDカ

メラで微弱光の撮影を行った．組換微生物の定着し

た根を，CCDカメラで微弱光を撮影した場合，

－20℃３分間露光の条件で撮影することで，根に定

着した組換体を検出することが可能であった．露光

時間が短いと検出できず，露光時間が長いと画像に

ノイズが発生し検出ができなかった．

４）かん水位置による蛍光性 Pseudomonas の根定

着

生物発光遺伝子導入した接種菌株のホウレンソウ

根面での挙動は，第18図に示したように，慣行であ

るポット上面全体からかん水を行った場合には，

H3-4株は根の全体に定着していた．また，ポット上

方からかん水を行うと，同様にH3-4 株が根全体か

ら検出された．これに対し，ポット中ほどからのか

ん水やポット下部からのかん水では，H3-4 株がホ

ウレンソウの根の上方だけから検出され，根の下部

では検出できなかった．

３　考　　　察

土壌中の微生物は２価の陽イオンの介在により，

土壌粒子に吸着されている35）．また，Hasebeらは

土壌中では水の侵入程度によって細菌の移動は土壌

により異なることを示し，この違いは土壌有機物の

表面荷電の差に基づいていることを示唆した26）．こ

のように，細菌細胞は土壌粒子に吸着されて土壌中

を自由に移動できないと思われる．

根箱試験においては，菌株が運動性を有している

にも拘わらず，根箱内で上方から下方への水の流れ

が無い場合には，根箱下部において接種菌株が検出

できなかった．それに対し，根箱上方からのかん水

を行い，根箱内に上方から下方への水の流れが存在

する場合には，根箱下部において接種菌株が検出さ

れた．この結果より，種子接種した菌株は，かん水

に伴う水の流れにより根箱下部まで移送されること

が判明した．

生物発光遺伝子を用いた解析においても同様な傾

向が認められた．上方からかん水した場合のように，

土壌中で上方から下方への土壌水の流れが存在する

場合は，菌株が種子から根の生育に伴い根の先端へ

移動していた．これに対し，下方からかん水した場

合のように，土壌中での上方から下方への水の流れ

が無い場合には，接種菌株は根の先端部では検出さ

れず，接種菌株の根先端への移動が認められないこ

とが明らかとなった．

これら二つの試験結果から，土壌中の水の流れが

種子接種した菌株の根の生育に伴った移動に大きな

影響を及ぼすことが明らかとなった．

このように，土壌中で細菌が比較的長距離を移動

するには土壌中の水の流れ影響を受けることが明ら

かとなった．ただし，根近傍のような比較的近距離
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第18図　ホウレンソウ根に定着したH3-4株のＣＣＤ

カメラ（－20℃ 3min）での検出（右側）



の移動には運動性や走化性などの細菌の特性が関与

していると思われる20，64，70）．すなわち，根定着に

伴う土壌中での細菌の移動・分布には２つの機構が

関与していると判断される．土壌中の水の流れや毛

管水の流れにのった細菌細胞の受動的移動と根近傍

において細菌が根分泌物等に対する走化性や運動性

による能動的移動である．この両機構を十分に把握

することが，細菌の土壌中移動を解析する上で必要

不可欠である．

Ⅵ　微少熱量計を用いた蛍光性 Pseudomonas の土

壌中での増殖解析

これまでに蛍光性 Pseudomonas の運動性に関す

る検討を行った．本項では，根圏における増殖に焦

点を当てて蛍光性 Pseudomonas の土壌中での挙動

解析を試みた．

高感度の半導体温度センサーとローノイズアンプ

（微少の電圧変化を増幅し検出感度を上げる）の開

発により，微生物の物質代謝の際に生じる微少な熱

量の有意な差を検出することが可能となった．熱測

定法を応用し，微少熱量計を用いて，土壌のバイオ

マスを測定する方法の有効性が検討されてきた84）．

微少熱量計を用いて微生物の増殖の際に発生する熱

を経時的に測定すると，増殖熱変化曲線（微生物増

殖のサーモグラム）が得られる．このサーモグラム

を速度論的に解析することで，微生物の増殖状況が

解析可能となる．大阪府立大学の高橋らのグループ

は酵母の生育系の熱測定を行い，速度論的解析法を

導入した68）．さらに金野は土壌微生物活性測定への

熱測定の応用可能性を検討した27，42）．

ここでは，土壌中における蛍光性 Pseudomonas

の増殖状況を把握するため，微少熱量計による蛍光

性 Pseudomonas の土壌中での増殖解析を行った．

その解析法を活用して，塩類集積など微生物の増殖

にストレスとなるような環境要因を解析可能かどう

か検討した．

蛍光性 Pseudomonas は従属栄養細菌であり，増

殖には炭素源となる有機物を必要とする．有機物を

併用することで，蛍光性 Pseudomonas の増殖を促

進し，ひいては根圏定着性を高めることができるの

ではないかと推察される．最適な炭素源を選抜する

ために，有機物を添加した土壌に菌株を接種し，微

少熱量計で測定することにより，土壌中で蛍光性

Pseudomonas の増殖を促進する有機物の選定を試

みた．

１　材料及び方法

１）微少熱量計を用いた細菌の増殖解析

Ⅳで用いた塩類集積土壌（ホウレンソウ連作土壌

EC:1.38dS m－1）及び塩類非集積土壌（非作付土壌

EC:0.04dS m－1）（中国農業試験場畑地利用部青野圃

場，細粒褐色低地土壌）10ｇを試料瓶に入れ，

121℃で60分間オートクレーブ殺菌した．グルコー

スを0.1ｇと硫酸アンモニウム（グルコースのC/Nを

20に調整）またはベタイン一水和物0.1ｇを添加した．

これらは各々水溶液を作成し，0.2μmのフィルター

を通して除菌した後に，相当量を添加した．TSB培

地にて28℃で24時間液体振とう培養したH3株の培

養液を0.01Mのリン酸バッファー（pH7.0）で洗浄，

懸濁し，その菌懸濁液を0.1mL（1×107cfu mL－1）

試料瓶に添加した．菌株接種後，試料瓶を速やかに

微少熱量計（株式会社日本医化器械製作所　大阪市

西区）の試料セル内にセットした．微少熱量計には

試料セルと比較セルがあり，微生物の代謝により発

生した熱は，セル底面に接触する熱－電圧変換素子

を通過して，それに接している恒温体に吸収される．

この間に変換された熱起電力は，比較セルと試料セ

ルの差をとって電圧増幅器に入り，経時変化として

記録計に記録される．このように，増殖する際に生

じる熱量をモニタすることで土壌中での微生物の増

殖状況が解析可能である．ここでは，H3株の増殖

活性に及ぼす塩類集積土壌の影響を解析した．測定

は３反復で行った．

次に，塩類濃度（Ca，Mg，Ｋ）を変化させた土

壌を塩化カルシウム，塩化マグネシウムおよび塩化

カリウム水溶液を加えることで作製した．その土壌

を試料瓶に10ｇ入れた．グルコースを0.1ｇと硫酸ア

ンモニウム（グルコースのC/Nを20に調整）を水溶

液で試料瓶に加え，H3株の菌株懸濁液0.1mL（1×

107cfu mL－1）試料瓶に添加した．菌株接種後，試

料瓶を速やかに微少熱量計の試料セル内にセットし

た．微少熱量計により，H3株の増殖活性に及ぼす

塩類濃度の影響を解析した．
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本項で，増殖測定に用いた微少熱量計により得ら

れたサーモグラムから，真の温度変化f（t）が次式で

表される．

f（t）=g（t）+K∫g（t）dt

g（t）：見かけの温度変化

K：熱伝導定数またはNewtonの冷却定数

時間tとln［f（t+Δt）-f（t）］との間には，対数増

殖期には直線関係があり，その勾配が比増殖速度と

なる．土壌微生物の比増殖速度及び平均細胞分裂時

間を定量的に求めることができる．比増殖速度と平

均細胞分裂時間の間には“平均細胞分裂時間＝

0.693／比増殖速度”の関係がある42）．本報告では比

増殖速度を増殖比較のパラメーターとして用いた．

２）接種菌株の増殖に対する有機物の影響（希釈平

板法による解析）

供試菌株として，ホウレンソウの生育を促進する

機能を持つ蛍光性 Pseudomonas H3株の抗生物質三

重耐性菌株H3R株を用いた．供試有機物（数値は

C/N比を示す）として，イナワラ（39.5），オガクズ

豚糞堆肥（12.6），モミガラ（52.0），イナワラ牛糞

堆肥（12.8），オガクズ馬糞堆肥（17.8），牛糞ペレ

ット堆肥（11.4），ススキ桿（30.0），エンバク桿

（26.9），イナワラ馬糞堆肥（13.3），バーク堆肥

（32.7），ベタイン１水和物（4.3），馬尿酸ナトリウ

ム（7.7），トレハロース及びグルコースを用いた．

C/N比が20以上の有機物は硫酸アンモニウムにより

C/N比を20に調整した．イナワラ等の有機物は70℃

にて乾燥後，粉砕して，１mmの篩を通過したもの

を用いた．また，対照として有機物無施用区を設け

た．

ポリエチレン製のふた付きポット（直径８cm，

高さ10cm）に土壌300ｇ（中国農業試験場畑地利用

部青野圃場，細粒褐色低地土壌）を入れた．そのポ

ットにイナワラ牛糞堆肥（C:257.7g kg－1 N:20.2g

kg－1）を30t ha－1（水分含量75％）施用した時の炭

素量に合わせて相当量の各有機物を添加した．次に

TSB培地にて28℃で24時間液体振とう培養したH3R

株の培養液を0.01Mのリン酸バッファー（pH7.0）で

洗浄，懸濁し，その菌懸濁液を１mL（1×107cfu

mL－1）ポットに添加した．土壌水分を最大容水量

の60％に保ち，28℃で培養した．ポットより経時的

に土壌を10ｇ採取し，土壌中の全細菌，放線菌，糸

状菌並びに接種した蛍光性 Pseudomonas H3R株の

菌密度を希釈平板法を用いて計数した．細菌及び放

線菌は1/10TSA培地，糸状菌はローズベンガル培

地21），蛍光性 Pseudomonas H3R株は抗生物質含有

P1培地によりそれぞれ計数した．菌密度の測定は３

反復で行った．

３）接種菌株の増殖に対する有機物の影響（微少熱

量計による解析）

供試した有機物資材は，京都府北部で容易に入手

可能な有機物と，蛍光性 Pseudomonas の選択培地

に用いられ，蛍光性 Pseudomonas を選択的に増殖

できる可能性の高い試薬（ベタイン１水和物，馬尿

酸ナトリウム等）である．滅菌土壌10ｇに滅菌した

各種有機物をイナワラ牛糞堆肥を100t ha－1施用し

たときの炭素量に合わせて，相当量を施用した．ま

た，試薬はイナワラ牛糞堆肥を10t ha－1施用したと

きの炭素量に合わせて，相当量を施用した．C/N比

が20以上の有機物は硫酸アンモニウムによりC/N比

を20に調整した．その土壌にH3，D23，HS1または

HS23株を個別に TSB 培地にて28℃で24時間液体振

とう培養した培養液を0.01Mのリン酸バッファー

（pH7.0）で洗浄，懸濁し，その菌懸濁液を0.1mL

（1×107cfu mL－1）添加した．菌株接種後，速やか

に微少熱量計の試料セル内にセットした．微少熱量

計により熱生成のサーモグラムを得て，そのサーモ

グラムを元に，各種有機物を添加した時の各菌株の

比増殖速度を算出した．測定は３反復で行った．

２　結　　　果

１）微少熱量計を用いた細菌の増殖解析

供試したH3株は，Ⅳで示したように塩類非耐性

菌株59）である．これを塩類集積土壌に接種し，炭

素源であるグルコース等を添加し微少熱量計で解析

を行った結果を第19図に示した．塩類集積土壌では

比増殖速度が明らかに低下し，グルコース添加の場

合はほぼ０にまで，ベタインの場合は対照の1/2程

度にまで低下した．

塩類濃度の影響をみると，第20図に示したように，

H3株の増殖活性は塩類濃度の上昇に伴い低下して

いた．土壌診断基準値内で植物生育にとって適正範
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囲の塩類濃度（粘質土壌，果菜・葉菜類），すなわ

ち，CaO（200-350mg kg－1），MgO（20-40mg kg－1），

K2O（20-30mg kg－1）８）であっても，増殖活性は無

添加と比べてCaでは2/3，Ｋ及びMgでは4/5程度に

低下していた．

２）接種菌株の増殖に対する有機物の影響（希釈平

板法による解析）

各種の有機物資材を施用した土壌中における細

菌，糸状菌及び接種菌株の菌密度の推移を第21図に

示した．全細菌及び放線菌数は，供試した有機物間

での違いがみられなかった．すなわち，ほぼ一定の

菌密度（107～108cfu g－1 乾土）で推移し，有機物の

無施用と比較して大差がなかった．糸状菌は，堆肥

等の有機物を施用した場合はほぼ一定の菌密度で推

移（105～106cfu g－1 乾土）し，有機物無施用と比較

して大差なかった．しかし，ベタイン等の低分子炭

素源を施用すると，堆肥等に比べ菌密度が高く推移

（107～108cfu g－1 乾土）した．

接種した蛍光性 Pseudomonas の菌密度は，有機

物を施用しないと速やかに低下し，３日目で検出限

界以下となった．同様の傾向はモミガラ，牛糞ペレ

ット，トレハロース及びグルコースを添加した場合

も見受けられた．馬尿酸ナトリウムを添加した場合

は対照よりも速やかに菌密度が低下し，１日後には

検出限界以下となった．イナワラ，豚糞堆肥，スス

キ桿，エンバク桿及びバーク堆肥も同様の傾向を示

したが，有機物無添加に比べると接種菌密度の低下

が緩やかであり，14日後に検出限界以下になった．

ベタイン１水和物はそれらと対照との中間の傾向で

あった．イナワラ牛糞堆肥，オガクズ馬糞堆肥及び

イナワラ馬糞堆肥を添加した場合は検出限界以下に

なるのが28日目と遅く，対照に比べて接種菌が土壌

中に大幅に高い菌密度であった．

３）接種菌株の増殖に対する有機物の影響（微少熱

量計による解析）

蛍光性 Pseudomonas の土壌中での増殖に及ぼ

す各種有機物添加の影響を第22図に示した．蛍光性

Pseudomonas の土壌中での比増殖速度を高める有

機物として，H3株ではベタイン，グルコース，エ

ンバク桿及びススキ桿，D23株ではベタイン，グル

コース，エンバク桿，シュクロース及びトレハロー

ス，HS1株ではイナワラ，ススキ桿，モミガラ，オ

ガクズ馬糞及びグルコース，HS23株ではエンバク

桿，シュクロース，馬尿酸ナトリウム，ベタイン及

びグルコースであった．各菌株に共通して認められ

る有機物として，試薬ではグルコース，シュクロー

ス，ベタイン及びトレハロース等があげられた．同

様に有機物ではエンバク桿，ススキ桿及びイナワラ

馬糞等があげられた．さらに，いずれの菌において

も，対照として設定した有機物無添加の場合は，サ

ーモグラムがほとんど変化せずピークが検出されな
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第19図　塩類集積土壌における蛍光性Pseudomonas（H3

株）の増殖

図中異なるのアルファベットは５％水準での有意性を示す．

塩類非集積土壌EC 0.03dS m－1

塩類集積土壌EC 1.33dS m－1

第20図　蛍光性Pseudomonasの増殖における塩類濃度の

影響

相対増殖速度

塩類無添加の比増殖速度を1.0としたときの相対値

塩類非添加土壌

CaO（120mg kg－1），MgO（24mg kg－1），K2O（8mg kg－1）

土壌診断基準値

CaO（200-350mg kg－1），MgO（20-40mg kg－1），

K2O（20-30mg kg－1）
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かったため，比増殖速度が算出できなかった．

３　考　　　察

蛍光性 Pseudomonas の根定着にとって，根面及

び根圏における増殖速度は，根圏定着の菌株間の競

合を決める重要な特性である52，64）．根圏環境で増

殖速度が高い菌株が優先して根に定着できる．

塩類集積土壌において炭素源があるにもかかわら

ず，塩類非耐性菌株であるH3株の増殖が抑制され

ることが微少熱量計を用いて解析可能であった．こ

の結果から，微少熱量計は微生物の増殖に対してス

トレスとなる塩類集積のような要因を解析可能と判

断された．第20図において，ベタインの場合は，塩

類集積土壌におけるH3株の増殖抑制が緩和されて

いる．植物を高塩類条件で栽培した場合に，浸透圧

調節のために細胞質にベタインが蓄積されることは

知られており，蛍光性 Pseudomonas の場合にも，

ベタインが浸透圧調節に関与しているために，塩類

集積土壌での増殖抑制が緩和されたと推察した．

土壌中の養分含量（塩類濃度）と蛍光性 Pseudomonas

第21図　有機物施用が菌密度におよぼす影響

◆細菌・放線菌　■糸状菌　▲蛍光性Pseudomonas H3R株



の増殖の関係は，Ca，Ｋ及びMgがいずれも作物に

対しては適正域にあったにもかかわらず，蛍光性

Pseudomonas の増殖は抑制された．現行の塩類濃

度の適正域は作物生育に主眼をおいて設定されてお

り，土壌微生物の活性等は考慮されていない．この

ように，植物生育に適正な養分含量であっても土壌

微生物にはストレスとなっている可能性が示唆され

た．今後，有用微生物の農業利用にあたっては塩類

濃度の適正域，ひいては土壌診断基準を土壌微生物

活動の面からも設定すべきであると思われる．

微少熱量計を用いて，菌の増殖に対する炭素源と

しての有機物の評価が可能であり，非根圏における

菌の増殖が期待される有機物が選抜できる．しかし，

オートクレーブ殺菌による有機物の変性が問題とな

る．オートクレーブ殺菌した有機物の炭素源として

の適切な評価が可能か否かを検討するため，第21図

と第22図の関連を解析し，その結果を第23図に示した．

第21図に示した３日目の菌密度とH3株の比増殖速

度との間に有意では無いが，正の関係（R2=0.3954）

が認められた．さらに，エンバク桿では，比増殖速

度は高いにもかかわらず，３日目の土壌中の菌密度

は低くなっており，他の有機物区に比べ，プロット

が大幅にずれている．その理由としては，微少熱量

計の解析では有機物を殺菌処理しているため，H3

株にとって資化しやすい物質がオートクレーブ殺菌

に伴う熱変性により生じ溶出し，比増殖速度は高ま

ったが，希釈平板法による解析では有機物を殺菌処

理していないためにその資化しやすい物質が溶出し

なかったためではないかと推察された．エンバクの

値を除くと，正の相関係数（R2=0.9167）が認めら

れた．エンバク桿以外の有機物に関しては，土壌中

の菌密度と比増殖速度との間の相関関係が高く，オ

ートクレーブによる変性は問題ないと思われた．し

かしながら，第23図に示したように７日目の土壌中

の菌密度と比増殖速度との間には相関関係が認めら

れなかった．

以上の微少熱量計を用いた解析により，蛍光性

Pseudomonas の土壌中での増殖解析を行うことが

可能である．さらに，蛍光性 Pseudomonas の増殖

を促進する有機物の選抜が可能であり，接種した蛍

光性 Pseudomonas の土壌中における増殖に関する

基礎データが得られた．
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第22図　蛍光性Pseudomonasの増殖に及ぼす有機物施用の影響

比増殖速度＝0.693/平均細胞分裂時間

Ａ：イナワラ，Ｂ：イナワラ牛糞，Ｃ：イナワラ馬糞，Ｄ：エンバク桿，Ｅ：オガクズ馬糞，F：ススキ桿，Ｇ：バーク堆

肥，Ｈ：モミガラ，Ｉ：豚糞堆肥，Ｊ：グルコース，Ｋ：シュクロース，Ｌ：デオキシコール酸ナトリウム，Ｍ：トレハロ

ース，Ｎ：ベタイン１水和物，Ｏ：馬尿酸ナトリウム



Ⅶ　有機物施用による蛍光性 Pseudomonas の根定

着促進

これまで，根定着促進を目的として有機物を施用

した場合の接種菌株や土着菌の菌密度の変化につい

て検討を進めた．

接種菌の根定着には，土着菌の影響は重要な要因

である．そのため，微生物が生息している場で目的

の微生物を検出できるマーカー遺伝子の活用による

解析が必須と判断される．そのようなマーカー遺伝

子のひとつとして生物発光遺伝子がある10，58）．

本項では，蛍光性 Pseudomonas のホウレンソウ

根への定着促進のために，接種菌株と有機物を併用

した．それにより，土着微生物の影響を抑制しつつ

蛍光性 Pseudomonas のホウレンソウ根定着を促進

させることが可能か否か検討を試みた．そのために，

Ⅴで用いた生物発光遺伝子（Lux）遺伝子を導入し

た蛍光性 Pseudomonas を用い，有機物施用が蛍光

性 Pseudomonas の根定着に及ぼす影響について検

討した76）．

１　材料及び方法

１）生物発光遺伝子の蛍光性 Pseudomonas への導

入

Ⅴで示したように，生物発光遺伝子の受容菌とし

て，水耕栽培でホウレンソウの生育促進効果を示し

た蛍光性 Pseudomonas 菌株 H3，D23及びHS23株

を用いた．それらの菌株に生物発光遺伝子を導入し

た．遺伝子導入により作出した菌株をH3-4，D23-2

及びHS23-1株とした．

２）蛍光性 Pseudomonas の根定着を促進する有機

物の選定

供試菌株としてH3-4，D23-2及びHS23-1株を用い

た．使用有機物として，Ⅵで用いた有機物及び試薬

を用いた．C/N比が20以上の有機物は硫酸アンモニ

ウムによりC/N比を20に調整した．有機物はイナワ

ラ牛糞堆肥を100t ha－1施用したときの炭素量に合

わせて施用した．また，試薬はイナワラ牛糞堆肥を

10t ha－1施用したときの炭素量に合わせて施用し

た．

土壌は細粒褐色低地土（中国農業試験場畑地利用

部青野圃場より採取）と中粗粒灰色低地土（中国農

業試験場畑地利用部位田圃場より採取）を１：１の

比率で混合した土壌を使用した．土壌（800ｇ，非

殺菌）に供試有機物を混和し，直径10cmの黒色ポ

リポットに入れた．そのポットに供試菌株を接種し

たホウレンソウ種子を播種した．Ⅴで用いたプラス

チックチューブ（チューブ下に穴を開けた）を用い

て最大容水量の50％になるようにポット下部よりか

ん水を行った．上方からかん水を行った場合はかん

水むらが激しく，水がより浸入していく部分とそう

でない部分とが生じたためポット下方からかん水を

行った．２週間栽培後，根を取り出し洗浄した．洗

浄した根をP1培地（カナマイシン50mg L－1含有）

上にて24時間培養した．培養後，1-デカナールを添

加し，Ⅴに示した方法（第17図）により微弱光冷却

CCDカメラにて撮影した．接種菌の根定着は，◎：

根の全体に定着，○：根のほぼ全体（2/3程度）に

定着及び×：根に定着せず（接種した部分のみには

定着）の３段階で評価した．解析は３反復で行った．
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第23図　有機物を添加した土壌におけるH3R株の土壌中の菌密度とH3株の比増殖速度の関係

３日目と７日目は接種後の日数を示す．

３日目グラフの白抜きのプロットはエンバク桿区を示す．



２　結　　　果

１）生物発光遺伝子の蛍光性 Pseudomonas への導

入

接合伝達法により蛍光性 Pseudomonas 属細菌の

組換体は，作出可能であった．供与したトランスポ

ゾンは，受容菌の染色体に導入されるために安定的

に導入した形質が維持される．組換えによって受容

菌株が運動性および増殖活性を喪失していないこと

は，Ⅴで用いたH3-4株と同様にD23-2株，HS23-1株

についても確認した．

２）蛍光性 Pseudomonas の根定着を促進する有機

物の選定

蛍光性 Pseudomonas の根定着結果を第６表及び

第24図に示した．蛍光性 Pseudomonas の根への定

着を促進する有機物として，H3株とエンバク桿ま

たはベタインを併用することにより，接種菌株が根

全体に定着していた．また，モミガラ，ススキ桿及

びイナワラ馬糞を併用することにより，接種菌株が

根のほぼ全面に定着した．D23株と馬尿酸ナトリウ

ムの併用で接種菌株が根全体に定着し，ススキ桿，

エンバク桿またはイナワラ馬糞の併用により接種菌

株が根のほぼ全面に定着した．HS23株とイナワラ

牛糞，オガクズ馬糞，ススキ桿，ベタインまたはエ

ンバク桿の併用により接種菌株が根全体に定着し，

イナワラ馬糞の併用により接種菌株が根のほぼ全面

に定着した．

３　考　　　察

Ⅱにおいて，水耕栽培で生育促進効果の認められ

た蛍光性 Pseudomonas を土耕に供試したところ，

顕著な生育促進効果が認められなかった．その原因

のひとつとして，接種した蛍光性 Pseudomonas が

ホウレンソウ根に定着しなかったことがあげられた．

Wellerは，根定着を接種した微生物がいかにして根

に沿って分布し，土着菌との競合に打ち勝ち増殖で

きるかという過程として定義している81）．この根定

着過程は２段階に大別され，第１段階は根への接触，

第２段階は根面における増殖とされている32）．さら

に，Wellerが示したように，微生物特性だけでなく

様々な環境要因が根定着には関与している．我々は，

炭素源としての有機物を併用することで，接種した

蛍光性 Pseudomonas の根定着を促進できるのでは

ないかと考え，生物発光遺伝子を導入した蛍光性

Pseudomonas を用いて土壌中での挙動を解析した．

第６表に示すように，蛍光性 Pseudomonas との

併用によりその根定着を促進する有機物は菌株ごと

に異なった．しかしながら，促進効果が認められた
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第24図　ＣＣＤカメラによる生物発光遺伝子導入菌株の検出例

◎：根の全体に定着　○：根のほぼ全体に定着　×：根に定着せず

第６表　蛍光性 Pseudomonas の根定着における有機物

施用の影響

◎：根の全体に定着　○：根のほぼ全体に定着　

×：根に定着せず



有機物にはベタインや馬糞堆肥のように共通した有

機物もあり，これらの有機物を併用することで，蛍

光性 Pseudomonas を作物根へ定着させることが可

能になると推察される．相野らは有機質資材を施用

した圃場においてトマトを栽培し，根面での蛍光性

Pseudomonas 数，細菌数，糸状菌数及び接種した

蛍光性 Pseudomonas（Pseudomonas putida FP-

16R）数と施用資材との関係を調べた．その結果，

全細菌数及び全糸状菌数には顕著な差違が認められ

なかったが，蛍光性 Pseudomonas 数は，総じて，

稲わら及び馬糞堆肥で多い傾向を認めた４）．蛍光性

Pseudomonas の選択培地に用いられている馬尿酸

は，馬をはじめとする草食動物の尿中に多量に含ま

れている．相野らの結果や本研究の結果で馬糞堆肥

が根定着を促進しているのは，尿中に含まれる馬尿

酸の働きも関与しているのではないかと思われる．

このように有機質資材の施用が，接種した蛍光性

Pseudomonas の挙動に大きな影響を及ぼしている

ことは明らかである．

また，Toyota and Ikedaはモデル細菌としてトマ

ト青枯病，メロンつる割病に対して有効な拮抗菌

Pseudomonas fluorescens MelRC2 Rif を対象とし

て根圏定着因子についてとりまとめ，根定着に関与

する遺伝的性質及び諸環境要因を明らかにした70）．

それによれば，根面定着を大きく規定するのは，根

面における土着菌との相互作用ある．それにより菌

の潜在的な根面定着能の９割が損なわれ，特に同種

に属するきわめて近縁な菌群との競合が，ひときわ

激しいと結論づけている．これまで，微生物の土壌

への接種を成功させるには接種菌の土着菌との競合

力を高め生存・増殖させることが指摘されてい

る28，77，82）．Devliegherらは接種菌の接種時の高い

菌密度を維持するには選択的な炭素源の施用は必須

であろうと示唆している19）．本研究で用いている有

機物は接種菌のみが資化できる炭素源ではないが，

有機物と接種菌との併用する本研究の方法は，蛍光

性 Pseudomonas の根定着力を高めるのに極めて有

効であると推察される．

本研究の最終段階として，接種菌を根に安定的に

定着させることで，接種菌のホウレンソウ生育促進

機能が安定して発現されるのか土耕で検証する必要

がある．

Ⅷ　有機物の併用による蛍光性 Pseudomonas のホ

ウレンソウ生育促進

圃場において，蛍光性 Pseudomonas の有用機能

を発揮させ，安定的で十分な効果を得るには，接種

菌株の根圏定着の不安定さが大きな障害である．前

項において，生物発光遺伝子（Lux）遺伝子を用い

た解析を行った．その結果，蛍光性 Pseudomonas

を接種する際に増殖基質としての有機物を併用する

ことにより，土着菌との競合に打ち勝ち，安定して

根に定着させることが可能と推定された．

そこで本項では，生物発光遺伝子を用いた解析に

より選抜された有機物と蛍光性 Pseudomonas を土

壌に施用することで根定着の促進をはかり，その結

果，蛍光性 Pseudomonas の生育促進効果が土耕で

も，安定して発現されるか否かの検証を試みた76）．

１　材料及び方法

１）蛍光性 Pseudomonas と有機物の併用によるホ

ウレンソウのポット栽培試験

供試菌株として，前項の根定着解析で根全体に定

着させ得る有機物の種類の多かったHS23菌株を用

いた．

市販の13Ｌのポットに土壌（細粒褐色低地土壌と

中粗粒灰色低地土壌の１：１混合土壌）を12kg入れ

た．窒素施用量が150kg ha－1になるように化成肥料

（硝燐安加里604：多木化学）を施肥した．有機物は，

オガクズ馬糞，イナワラ馬糞，ススキ桿及びベタイ

ンを供試し，それぞれ全層に混合して施用した．施

用量はベタイン以外はイナワラ牛糞堆肥を100t ha－1

施用した場合の炭素量に合わせた．ベタインはイナ

ワラ牛糞堆肥を10t ha－1施用した場合の炭素量に合

わせて施用した．

肥料及び有機物を施用後，供試菌株を種子接種し

たホウレンソウネーキッド種子（強力オーライ：タ

キイ種苗）を播種した．播種量はポットあたり30粒

で２条に播種した．かん水はかん水チューブを用い，

ガラス温室内で栽培した．１カ月間栽培後，ホウレン

ソウの生育重を測定した．同時に，有機物のみ施用，

供試菌株のみ接種，供試菌株及び有機物無施用土壌

でも，それぞれホウレンソウを栽培し，供試菌株及

び有機物無施用土壌のホウレンソウの生育を100と

浦嶋：PGPR 利用法の開発 97



したときの相対生育量を算出し，蛍光性 Pseudomonas

と有機物の併用によるホウレンソウの生育促進効果

を比較した．栽培試験は２反復で行った．

２　結　　　果

１）蛍光性 Pseudomonas と有機物の併用によるホ

ウレンソウのポット栽培試験

ポット試験の結果を第25図及び第26図に示した．

HS23株とススキ桿の併用ではホウレンソウの生育

促進効果は認められず，対照（生育率100）と比べ

生育率約83と，逆に生育が抑制された．しかしなが

ら，オガクズ馬糞またはベタインとHS23株を併用

すると対照と比べ生育率がそれぞれ約160及び135

と，ホウレンソウの生育が安定的に促進された．イ

ナワラ馬糞とHS23株を併用すると，対照と比べ生

育率が約115となり，効果はやや低いもののホウレ

ンソウの生育が安定的に促進された．有機物のみの

施用ではホウレンソウの生育は促進されず，むしろ

ススキ桿のように生育を抑制する例もあった．

３　考　　　察

前項において選抜された根定着を促進する有機物

と蛍光性 Pseudomonas との併用効果を検証した．

有機物と蛍光性 Pseudomonas であるHS23株とを接

種してホウレンソウを栽培したところ，ススキ桿の

場合はHS23株の生育促進効果が認められなかった．

その理由としてススキ桿のみ施用した場合でもホウ

レンソウの生育が抑制された．施用量が多すぎるこ

とによるススキ桿施用による窒素飢餓等の悪影響が

出たのではないか考えられた．オガクズ馬糞または

ベタインとHS23株を施用した場合は，HS23株によ

るホウレンソウ生育促進効果が認められた．その結

果，接種菌株と有機物とを併用する方法は，有用微

生物の安定的農業利用にとって重要な技術であると

推察された．

有機物のみを施用した場合は，ホウレンソウの生

育促進は認められなかった．従って，生育促進効果

は有機物施用のみの影響ではないと判断した．

以上の結果から，蛍光性 Pseudomonas とその根定

着を促進する有機物を併用することで，土耕において

も蛍光性 Pseudomonas の生育促進機能を安定的に

発揮させることが可能であった．蛍光性 Pseudomonas

を単独で接種しただけでは，土着菌との競合で根定

着できない場合が多い．しかし，蛍光性 Pseudomonas

の根定着解析により選抜された有機物を併用するこ

とで，蛍光性 Pseudomonas を根に安定的に定着さ

せることが可能である．その結果として，蛍光性

Pseudomonas の生育促進効果を安定的に発揮させ

ることが可能であると判断された．

Ⅸ　蛍光性 Pseudomonas の同定

前項までの試験に，主として用いたH3株，D23株，

HS1株及びHS23株について16S rDNAの塩基配列解
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第25図　土耕におけるホウレンソウの生育

接種菌株：HS23株　有機物：オガクズ馬糞

第26図　有機物を併用した場合の蛍光性Pseudomonasの

ホウレンソウ生育促進効果

ホウレンソウの相対生育量

HS23株を接種と有機物を添加しなかった場合のホウレ

ンソウの生育を100としたときの相対値

図中の異なるアルファベットは５％水準での有意性を示す．



析により同定を試みた．

１　材料及び方法

蛍光性 Pseudomonas の16S rDNA塩基配列解析

抽出したゲノムDNAを鋳型として，PCRにより

16S rDNAのうち5'末端側約500bpの領域を増幅し

た．その後，増幅された塩基配列をシーケンシング

し，菌株の16S rDNA部分塩基配列を得た．PCRに

はMicroSeq500 16S rDNA Bacterial Identification

PCR Kit（Applied Biosystems, CA, USA）を使用

した．PCRからサイクルシーケンスまでの基本操作

はApplied Biosystems社のプロトコールに従った．

データベースMicroSeq Bacterial 500 Libraryに対す

る解析

解析ソフトウェアとしてMicroSeq Microbial Identi-

fication System Softwareを，相同性検索を行う際

のデータベースとしてMicroSeq Bacterial 500

Library v.0023 （Applied Biosystems, CA, USA）

を使用した．

２　結果及び考察

１）H3株

MicroSeqを用いた塩基配列解析の結果，16S rDNA

塩基配列は相同率98.85％で Pseudomonas fulvaの

16S rDNAに対して最も高い相同性を示した．分子

系統樹ではP. fulva及びP. stramineaの16S rDNAと

クラスターを形成した（第27，28，29図）．

16S rDNAの塩基配列を用いた解析では基準株に

対して97％以上を示す場合，その検体は基準株と同

種である可能性を考慮する必要がある．今回の相同

性検索では97％以上の相同性を示す配列としてP.

fulva 及びP. straminea 由来の16S rDNAが検索さ

れ，H3株がP. fulvaまたは P. straminea に帰属する

可能性が考えられる．ただし，各塩基配列は完全に

一致しておらず，H3株がP. fulva及び P. straminea

に近縁であるものの，これらの菌種とは系統的に異

なる菌株である可能性もある．これを分類的に判断

するためにはDNA-DNA相同値を比較することが必

要あり，現時点ではH3株はPseudomonas sp.とする

ことが妥当である．

２）D23株

MicroSeqを用いた塩基配列解析の結果，16S rDNA

塩基配列は相同率95.75％でPseudomonas putida，

P. fluorescens biotype G，P. asplenii及びP. fuscov-

aginaeの16S rDNAに対して最も高い相同性を示し

た．分子系統樹ではP. fulva及びP. stramineaの16S
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TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC

GAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGAATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG

GAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCC

TACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT

AGCTAGTTGGTGrGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGAT

GATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTT

CGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTT

GACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTA

第27図　H3株の16S rDNA塩基配列の結果

BLAST 522 H3

1.15% 522 Pseudomonas fluva

2.68% 522 Pseudomonas staminae

3.45% 522 Pseudomonas fluorescens G bt

3.83% 522 Pseudomonas agarici

4.02% 522 Pseudomonas fuscovaginae

4.41% 522 Pseudomonas putida

4.41% 522 Pseudomonas asplenii

4.60% 522 Pseudomonas fluorescens A bt

4.60% 522 Pseudomonas mucidolens

4.60% 522 Pseudomonas synxantha

第29図　MicroSeq Bacterial 500 Libraryに対するH3株の

相同性検索の結果
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Bacillus subtilis subtillis

HH
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Pseudomonas straminae

Pseudomonas agarici

Pseudomonas fluorescens G (bt)

Pseudomonas fuscovaginae

Pseudomonas putida

Pseudomonas asplenii

Bacillus subtilis subtillis

HH

Pseudomonas fluorescens A (bt)

Pseudomonas mucidolens

Pseudomonas synxantha

Pseudomonas fulva

Pseudomonas straminae

Pseudomonas agarici

Pseudomonas fluorescens G (bt)

Pseudomonas fuscovaginae

Pseudomonas putida

Pseudomonas asplenii

Bacillus subtilis subtillis

HH

第28図　H3株の16S rDNAと相同性検索で得られた配列

による分子系統樹



rDNAとクラスターを形成した（第30，31，32図）．

D23株は Pseudomonas に帰属する菌株と考えら

れるが，16S rDNA塩基配列にはＩＵＢコードによ

る混合塩基表示が多く含まれるため特定の塩基配列

が決定できなかった．このような配列についての相

同率決定は難しく，比較した菌株同士は得られた相

同率よりも近縁である可能性もある．これを分類的

に判断するためにはDNA-DNA相同値を比較するこ

とが必要あり，現時点ではH3株はPseudomonas sp.

とすることが妥当である．

３）HS1株

MicroSeqを用いた塩基配列解析の結果，16S rDNA

塩基配列は相同率98.66％でPseudomonas fluorescens

biotype G及びP. agarici の16S rDNAに対して最も

高い相同性を示した．分子系統樹では Pseudomonas

の16S rDNAが形成するクラスター内に含まれたが，

単独で枝を形成した（第33，34，35図）．

16S rDNAの塩基配列を用いた解析では基準株に

対して97％以上を示す場合，その検体は基準株と同

種である可能性を考慮する必要がある．今回の相同

性検索では97％以上の相同性を示す配列としてP.

fluorescens biotype GやP. agarici など複数の既知種

由来の16S rDNAが検索され，HS1株のこれらにつ

いて種の異同を判断することはできない．これを分
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TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC

GAGCGGATGAmrrGAGCTTGCTCyykrATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA

ATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTA

CGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTA

GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG

ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA

ATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC

GGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGywkTArmyTAATACkyTrswrTTTTGACG

TTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTA

第30図　D23株の16S rDNA塩基配列の結果

BLAST 522 D23

4.21% 522 Pseudomonas putida

4.21% 522 Pseudomonas fluorescens G bt

4.21% 522 Pseudomonas asplenii

4.21% 522 Pseudomonas fuscovaginae

4.41% 522 Pseudomonas fluva

4.41% 522 Pseudomonas agarici

5.17% 522 Pseudomonas alcaligenes

5.75% 522 Pseudomonas pseudoalcaligenes pseudoalcaligenes

5.94% 522 Pseudomonas oleovorans

5.94% 522 Pseudomonas straminae

第32図　MicroSeq Bacterial 500 Libraryに対するD23株

の相同性検索の結果
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Pseudomonas alcaligenes

第31図　D23株の16S rDNAと相同性検索で得られた配列

による分子系統樹

TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC

GAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCCTGrTTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG

AATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCT

ACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT

AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGAT

GATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTT

CGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTT

GACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTA

第33図　HS1株の16S rDNA塩基配列の結果
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第34図　HS1株の16S rDNAと相同性検索で得られた配列

による分子系統樹



類的に判断するためにはDNA-DNA相同値を比較す

ることが必要あり，現時点ではHS1株は Pseudomonas

sp.とすることが妥当である．

４）HS23株

MicroSeqを用いた塩基配列解析の結果，16S rDNA

塩基配列は相同率97.70％でPseudomonas oleovorans

及びP. pseudoalcaligenes subsp. pseudoalcaligenes

の16S rDNAに対して最も高い相同性を示した．分

子系統樹ではPseudomonasの16S rDNAが形成する

クラスター内に含まれたが，単独で枝を形成した

（第36，37，38図）．

16S rDNAの塩基配列を用いた解析では基準株に

対して97％以上を示す場合，その検体は基準株と同

種である可能性を考慮する必要がある．今回の相同

性検索では97％以上の相同性を示す配列としてP.

alcaligenes，P. oleovorans，P. pseudoalcaligenes

subsp. pseudoalcaligenes由来の16S rDNAが検索さ

れ，HS23株がこれらのいずれかに帰属する可能性

が考えられる．ただし，各塩基配列は完全に一致し

ておらず，HS23株がこれらの菌株と近縁であるも

のの，系統的に異なる菌株である可能性もある．こ

れを分類的に判断するためにはDNA-DNA相同値を

比較することが必要あり，現時点ではHS23株は

Pseudomonas sp.とすることが妥当である．

Ⅹ　総 合 考 察

近年，野菜生産地においては連作障害が大きな問

題となっている．特に葉菜類を中心として，施設化

による周年生産が指向されており，それに伴い作土

への肥料成分の蓄積や塩類のアンバランス化が問題

となっている65）．また，環境保全的な観点から，化

学肥料や農薬への依存度の低い，有機質資材や微生

物資材等を用いた栽培技術が求められている．そこ

で，蛍光性 Pseudomonas をはじめとする有用微生

物を用いた農業生産技術は，今後ますます注目され

てくると思われる．そこで，本研究では連作障害の

軽減の１つの方法として，有用微生物を利用した技

術開発を目指した．
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BLAST 522 HS1

1.34% 522 Pseudomonas fluorescens G bt

1.34% 522 Pseudomonas agarici

1.72% 522 Pseudomonas fuscovaginae

1.92% 522 Pseudomonas putida

1.92% 522 Pseudomonas asplenii

4.02% 522 Pseudomonas oleovorans

4.02% 522 Pseudomonas pseudoalcaligenes pseudoalcaligenes

4.41% 522 Pseudomonas fluva

4.41% 522 Pseudomonas fluorescens

4.60% 522 Pseudomonas alcaligenes

第35図　MicroSeq Bacterial 500 Libraryに対するHS1株

の相同性検索の結果

TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC

GAGCGGATGAAGAGAGCTTGCTCTCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG

GAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCC

TACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT

AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGAT

GATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTT

CGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAATTAATACTTTGCTGTTTT

GACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTA

第36図　HS23株の16S rDNA塩基配列の結果
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第37図　HS23株の16S rDNAと相同性検索で得られた配

列による分子系統樹

BLAST 522 HS23

2.30% 522 Pseudomonas oleovorans

2.30% 522 Pseudomonas pseudoalcaligenes pseudoalcaligenes

2.68% 522 Pseudomonas alcaligenes

3.26% 522 Pseudomonas putida

3.26% 522 Pseudomonas asplenii

3.45% 522 Pseudomonas agarici

3.45% 522 Pseudomonas fuscovaginae

3.83% 522 Pseudomonas nitroreducens

3.83% 522 Pseudomonas fluorescens G bt

3.83% 522 Pseudomonas flavescens

第38図　MicroSeq Bacterial 500 Libraryに対するHS23株

の相同性検索の結果



有用微生物の農業生産への利用には，その有用機

能を安定的に発揮させる技術開発が必要である．根

圏細菌による生育促進に関しては，細菌性肥料とし

てAzotobactor，Pseudomonas 属細菌やリン溶解菌

などの有用微生物について，根圏に定着させるため

の接種技術の開発が進められた22，47）．しかし，農

業現場への微生物の利用に関しては，根粒菌の場合

を除き47，55），これまで広範な研究がなされてきた

にも拘わらず，圃場レベルでの成功例はきわめて少

ない．その原因としては，接種した菌の土壌及び根

圏への定着の不安定さが挙げられる81）．

本研究では，最初に水耕栽培条件での生物検定法

を利用し，蛍光性 Pseudomonas の中からホウレン

ソウの根の生育を促進するPGPRを選抜した．水耕

栽培条件では土着菌の影響が少ないために，生育に

対する影響を安定的に発揮させることが可能であっ

た．

また，選抜した菌株のホウレンソウ生育促進機能

に関しては菌体外に分泌された物質の関与が推定さ

れた．Suslow and Schroth は，植物根圏にはPGPR

とは対照的に病原菌とは異なる機作によって植物の

生育を抑制する有害な根圏細菌DRB（Deleterious

Rhizobacteria）の存在を報告している67）．DRBと

してEnterobactoer，Klebsiellaをあげている．さら

に，PGPRとDRBにおける植物ホルモンであるIAA

（インドール酢酸）の産生能について検討したとこ

ろ，DRBの産生するIAA量は0.45～9.25μg mL－1で，

PGPRの産生量である0.1μg mL－1以下よりはるかに

多い量が産生されていた67）．このPGPRまたはDRB

をテンサイ種子にコーティングして播種するとテン

サイ根の初生根長はPGPRの場合は伸長が促進され

るのに対しDRBでは根伸長が抑制された67）．本研究

における菌体外分泌物質もこのIAAと同様の物質で

ないかと推察され，その産生量の違いがＡタイプと

Ｂタイプの違いに現れているのではないかと推察さ

れた．この生育促進物質については，未だ研究の余

地が残っている．

水耕栽培で生育促進がみられた菌をポット栽培試

験に供試した場合，顕著な生育促進効果が認められ

なかった．その原因として，接種菌が根に十分に定着

できていないことが考えられた．そのため，土着菌に

よる静菌作用のある土耕条件下で蛍光性 Pseudomonas

の生育促進機能を発現するには，接種菌を作物根に

安定して定着させるためのさらなる検討が必要と判

断された．

これまで多くの有用微生物の研究では，実験室レ

ベルではその効果がみられても，圃場条件ではその

効果がみられない場合が多い．これは接種菌が根圏

に安定して定着できないことが原因と考えられてい

る81）．PGPR利用技術の開発には，作物根圏もしくは

植物根に効率的に定着させる方法の開発が重要であ

る．そこで我々は，土壌中における蛍光性Pseudomonas

の挙動を把握した上で，接種方法及び栽培管理方法

を検討することが重要であるとの仮説を設定した．

その仮説をもとに，ホウレンソウに対して生育促進

機能を持つ蛍光性 Pseudomonas の土壌中での根定

着に関連する生態解析（運動性，増殖及び根定着）

を行った．その解析結果に基づいた接種法を活用す

ることにより，有用微生物の機能を安定的に発揮さ

せる方法が開発できると判断した．

本研究では，運動性と増殖という２つの特性に着

目し検討を行った．他の特性，細胞表面の多糖質や

鞭毛等の特性は個々の細菌それ自体に由来するもの

であり，肥培管理等で人為的に改善することができ

ない特性であるため，本研究では検討しなかった．

ここでは，菌が生息している環境に近い条件で，肥

培管理等が運動性や増殖に及ぼす影響について画像

解析法による土壌溶液中の運動性解析及び微少熱量

計による土壌中での増殖解析を行った．

画像解析法は有機物施用等の土壌管理や様々な環

境条件における細菌の運動を詳細に解析するのに有

効な方法である．また，運動性を促進する有機物の

選定も可能であった．有機物施用に伴う運動性促進

のメカニズムについては不明である．しかし，有機

物及びその分解物が細菌の運動性のエネルギー源に

なり，その結果，鞭毛運動等が促進され運動性が高

まることも考えられる．ただし，運動性を抑制する

有機物としてグルコースやシュクロースがほぼ共通

して認められるので，増殖に対するエネルギー源と

は異なる機構が関与していることが示唆される．そ

のメカニズムについては，今後の研究を待たねばな

らない．

微少熱量計は，菌体の代謝や増殖過程における熱

発生から速度論的に代謝や増殖などを解析する機器
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であり，応用面では土壌中のバイオマスを測定する

ことが可能である42）．本方法の利点としては，直接

土壌を解析できることであり，細菌が実際に存在す

る環境に近い条件での菌の増殖を解析できる利点を

持っている．細菌の土壌中での挙動解析に有効な解

析法であると判断された．

画像解析法や微少熱量計が接種した菌の土壌中で

の生態解析にとって極めて有用なツールとなる．こ

の二つの方法を用いた解析により以下のことが明ら

かとなった．１）肥培管理が接種微生物の運動性や

増殖に与える影響．２）微生物接種と適切な有機物

施用を組み合わせによる，接種菌の運動性や増殖の

促進．

画像解析で得られた運動性及び微少熱量計で得ら

れた増殖結果は，蛍光性 Pseudomonas の根定着性

を直接的に示すindexではない．しかしながら，根

定着を促進させる可能性のある有機物や土壌条件を

運動性と増殖の観点からスクリーニングするのに有

効な方法となる．

効率的に接種菌を定着させる方法の１つとして，

有機物を栄養源とし，増殖や運動性を高めることで

根定着を促進させることができるか否かを検討し

た．すなわち，接種菌の菌密度を維持できるような

有機物を接種菌と併用することで，安定的に接種菌

を根圏に定着させる技術の開発が可能となる．生物

発光遺伝子は，遺伝子を導入した細菌の分布を把握

するのに有効なツールである83）．したがって，本研

究では，マーカーとして生物発光遺伝子を蛍光性

Pseudomonas に導入して，有機物施用下での根定着

過程の解析を行った．その結果，生物発光遺伝子導入

した接種菌の追跡が可能となり，蛍光性 Pseudomonas

の根定着を促進する有機物が菌ごとに選抜できた．

さらに，生物発光遺伝子を用いた解析では，単に菌

密度の増加を計測しただけではなく，可視的に根定

着を解析し，その結果を基に有機物の有効性が選定

されることに特徴がある．

画像解析法及び微少熱量計を用いた解析結果と生

物発光遺伝子を用いた根定着解析結果との比較を行

った．土壌中の土着菌株の資化能が高いと思われる

グルコースとシュクロースを除き，H3株では比増殖

速度及び相対運動速度と根定着の間で有意差は認め

られないものの正の関係を示す傾向があった．また，

HS23株では比増殖速度と根定着の間に相関は認め

られなかったものの，相対運動速度と根定着との間

に正の関係が認められた．これは非根圏で接種菌株

を増殖させたり，運動性を促進することにより根へ

の接触機会が増加し，結果的に根定着が促進された

ためと推察された．有機物と蛍光性 Pseudomonas

を併用することで，作物根へ安定的に定着させるこ

とが可能と判断された．これは非根圏での接種菌の

増殖や，運動性の促進により根との接触機会を増や

すこと根定着を促進したものと判断される．

根定着を促進する有機物と接種菌を併用すること

で，その菌のホウレンソウ生育促進機能が土耕で安

定的に発現するか否かを検証した．その結果，接種

菌と有機物との併用により，接種菌のホウレンソウ

の生育促進効果が安定的に発現することが判明し

た．有機物と接種菌の併用は，有用微生物の農業利

用にとって重要な技術であると推察される．

今回の併用した有機物の施用量は，実施用量とし

ては多量であるため，農業現場における利用にあた

っては，有機物を根圏周辺に局所施用する等の工夫

が必要になる．また，太陽熱処理等の土壌消毒技術

と組み合わせれば，土着菌の競合が低下した土壌で

の，さらなる定着促進が予想される．それらの処理

により，植物生育促進効果をはじめとする有用機能

発現の効率化が可能になる．本研究において，

PGPRの農業利用には，接種菌と有機物の併用技術

が安定的な有用微生物機能の発揮をもたらすという

一定の成果を得ることができた．ただし，実用的な

面からは，圃場への接種法や有用微生物の数作に及

ぶ効果の持続等，未だ研究の余地を残している．

今後の持続的農業生産のためには，環境保全の観

点からの技術開発が必要不可欠のものとなってきて

おり，微生物を利用した農業技術の開発はますます

重要になってきている．そのためには，根圏におけ

る微生物制御及び有用微生物利用技術開発が必要で

ある．本研究で用いた解析法や有用機能の安定発現

のための接種菌と有機物の併用法は，その技術開発

研究のための一助となる．今後の，本研究の展開方

向としては，近年の研究進展が著しい分子生物学的

手法と組み合わせにより，根圏生態系の解析は今後

ますます発展していくと思われる．１）マーカー遺

伝子として，緑色蛍光タンパク質GFPの遺伝子を用
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いたより詳細な根定着解析．２）PCR増幅産物の増

加をリアルタイムでモニタリングし，解析すること

でDNAやRNAの正確な定量遺伝子の定量化が可能

となるリアルタイムPCR．３）遺伝子解析情報を元

に各遺伝子の機能予測実験を行ったり，データベー

ス化された実験結果を元に遺伝子間の相互作用を予

測したりするなど，主に遺伝子に関する情報をコン

ピュータによって分析するバイオインフォマティッ

クス技術．以上の方法を活用し，接種菌の根圏での

詳細な解析を行うことで，根圏及び土壌中における

制御が可能となる．その結果，農業現場において有

用微生物を安定活用できる方法を開発可能になると

思われる．さらに別の視点では，持続的農業の推進

には，土壌微生物相全体の健全化といった視点から

の技術開発も必要となると思われる．そのために，

ＤＧＧＥ技術やリン脂質脂肪酸及びキノンのような

バイオマーカー等を利用した土壌微生物群集構造解

析も益々重要になる．

摘　　　要

表題：ホウレンソウにおける植物生育促進根圏細菌

利用法の開発

著者名：浦嶋泰文

PGPRをはじめとする有用微生物の農業利用には，

その有用機能を安定的に発揮させる技術開発が必要

である．本研究では，最初に水耕栽培条件で蛍光性

Pseudomonas 属細菌の中からPGPRを選抜した．選

抜された菌は水耕栽培条件では，土着菌株の影響が

少ないために生育促進効果を安定的に発揮させるこ

とが可能であった．しかし，土耕に供試すると生育

促進効果が判然としなくなった．その原因として，

接種した菌株が根に定着できていないことが考えら

れた．土耕において蛍光性 Pseudomonas の機能を

安定的に発揮させるには，蛍光性 Pseudomonas を

根に定着させることが重要である．そのため，土壌

及び根圏での蛍光性 Pseudomonas の挙動解析が重

要であった．また，種子バクテリゼーションの方法

を検討し，重合度100のメチルセルロース処理を行

い，４℃で保存する方法が有効であった．

蛍光性 Pseudomonas の根定着に関連する生態解

析（運動性，増殖及び根定着）を行った．その解析

結果に基づいた接種法を活用することにより，有用

微生物の機能を安定的に発揮させる方法が開発でき

ると判断した．蛍光性 Pseudomonas の種子から根

への移動に土壌中に水の流れの重要性を明らかにし

た．接種菌の菌密度を維持できるような有機物を接

種菌と併用することで，安定的に接種菌を根圏に定

着させる技術の開発が可能であると思われる．蛍光

性 Pseudomonas は従属栄養細菌であり，増殖には炭

素源となる有機物を必要とする．有機物を蛍光性

Pseudomonas と併用することで，蛍光性 Pseudomonas

の増殖を促進し，ひいては根圏定着性を高めること

ができるのではないかと推察し，有機物と蛍光性

Pseudomonas の土壌中（土壌溶液中）での運動性

や増殖について画像解析法や微少熱量計を用いて解

析した．また，生物発光遺伝子を蛍光性 Pseudomonas

に組み込み根圏定着を促進する有機物の選定を試み

た．

その結果，菌株ごとに根定着に有効な有機物を選

定した．選定された有機物を菌株とともに併用する

ことで，土耕においても蛍光性 Pseudomonas の生

育促進効果を安定的に発揮させることが可能となっ

た．
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Summary

Rhizobacteria have the potential effect to be useful in agriculture for plant disease control and plant

growth promotion. Plant growth-promoting rhizobacteria（PGPR）are soil bacteria that when applied to

seeds or roots, are able to colonize plant roots and stimulate plant growth. Strains of fluorescent

Pseudomonas, particularly Pseudomonas putida and Pseudomonas fluorescens, belong to a major group of

PGPR. Fluorescent Pseudomonas strains（hereafter referred to us “fluorescent Pseudomonas”）are able to

suppress soil-borne pathogens or promote plant growth.

We selected PGPR with the function that promoted the elongation of spinach root using the small-scale

sterilized hydroponic culture bioassay system. Several fluorescent Pseudomonas strains which promote

growth（the above-ground and root）of the spinach over about 50% was obtained. In the hydroponic culture,

inoculated fluorescent Pseudomonas has sufficiently colonized on the spinach root. There was no remarkable

growth-promoting effect, in the case of the fluorescent Pseudomonas were inoculated to the spinach in soil

culture, while growth promoting effects of the spinach were observed in hydroponic culture.

When the bacterized seeds were preserved at 4℃, the decrease of the bacterial population on the seeds

were considerably gentle. And, the lowering of the bacterial population on the seeds were held by soaking

the seed in the 10g L－1 methyl cellulose（100 degrees of polymerization）. And, the bacterial population on

the seeds were maintained high for a long time（180 days）, in the case of methyl cellulose were used. 

Root colonization by a plant growth-promoting Pseudomonas was examined to determine whether gravita-

tional water flow affects the bacterial distribution on spinach roots. The effect of the gravitational water flow

by irrigation is important for the spread of colonization of spinach roots by Fluorescent Pseudomonas strains.

We considered that the application of organic materials with fluorescent Pseudomonas would promote the

PGPR colonization to spinach roots. Therefore, we investigated the behavior of PGPR in the soil treated with

or without organic materials. Firstly, motility analysis of Fluorescent Pseudomonas strains were carried out.

The motility speed of Fluorescent Pseudomonas strains in this soil solution was analyzed using the image

analysis method. The result showed that organic materials that promote the motility of fluorescent

Pseudomonas are different for each strain. Secondly, growth of Fluorescent Pseudomonas strains were ana-

lyzed using calorimeter. The method using the calorimeter can monitor directly the growth of inoculated bac-

terial strain in the soil. The results showed that organic matters that promote the growth of Fluorescent

Pseudomonas strains are different in each strain. The image analysis system was useful to analyze the motili-

ty, and the calorimeter for the growth.

Development of the Application Method 
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Introducing a marker gene into on inoculated strain is an effective way to analyze the actual behavior of

the inoculated strain in soil. We introduced a bioluminescence reporter gene of bacterial luciferase into some

fluorescent Pseudomonas isolates as a marker to monitor their behavior in the rhizosphere. The transformed

strains are bioluminescent and thus provide a rapid and very accurate tool for studies on the population

dynamics and spatial distribution of specific bacteria in environmental samples . 

In conclusion, the expression of the growth-promoting function of fluorescent Pseudomonas in soil culture

could be obtained with the application of an appropriate organic material as a carbon source to each of PGPR

strains. Though fluorescent Pseudomonas inoculated in soil solely could not colonize the roots due to competi-

tion with indigenous microorganisms, the application of organic materials promoted the colonization, resulting

in the plant growth-promoting effect of PGPR. Consequently, the method consisting of the use of the appro-

priate organic materials could be effective for the utilization of fluorescent Pseudomonas in agriculture.


