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1 .はじめに

コムギ赤かび病は、穂が褐変枯死し、穀粒の収量を引き起こす病害として知られている。病原菌は

Fusarium graminearum等の複数の Fusarium属糸状菌であり (O'Donnellet al.， 2000・2004)、デオキ

シニパレノールやニバレノール等のマイコトキシンを感染組織中に生産し、食品の安全性の観点で

問題となることが知られている。本邦における本病の防除には、一般に化学殺菌剤が用いられてい

るが (Nak司imaet al.， 2008)、措抗細菌等を用いた生物的防除法は開発されていなし、。植物病害に対

する生物的防除法は、環境保全型農業の推進に貢献することから、本病に対しでも新たな開発が必

要となっている。

生物的防除法に用いられる細菌は、その定着性や増殖性 (Morrisand Monier， 2003; Rudrappa et al.， 

2008)の観点から、防除の対象となる植物種あるいは部位から探索することが重要である (Weller，

1988) 0 このため、本病の防除に関する候補細菌についても、コムギの穂から探索することが効果的

であり、この観点に基づき、実際にコムギの穂から本病に対する措抗微生物を探索・分離した例が

これまでに知られているにhanet al.， 2003; Khan et al.， 2001; Lutz et al.， 2003; Nourozian et al.， 

2006)。一方、植物体上における措抗細菌の働きは、他の常在している細菌によっても影響を受け

ることから、生息する細菌の群集構造の解明も措抗細菌探索のための基本的情報として重要である。

しかし、コムギの穂に生息する細菌群集の特徴に着目した措抗細菌の探索は行われておらず、その

特徴の解明に基づく探索で、新たな措抗細菌が得られる可能性がある。

そこで本研究では、本病の生物的防除の基礎情報として、コムギの穂に生息する細菌群集の特徴

を明らかにし、その中で特徴的に生息する細菌について本病の措抗細菌としての有効性を明らかに

することを目的とした。具体的には、コムギ穂の健全小穂および赤かび病感染小穂に特徴的な細菌

種を調べ、コムギの病原細菌や措抗細菌として知られる Pseudomonas属細菌の中に各小穂に特異的

に生息する系統を見出した。そこで、それらの系統について、植物への定着に重要とされるバイオ

フィルム形成能、コムギ小穂組織上での定着様式および赤かび病菌 (F.gramineαrum) に対する生育

抑制活性を調べた。なお、明らかにした各細菌株の分類学的情報および機能性情報については、微

生物インベントリー (microForce) に蓄積し、その充実化を図った。
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2 材料と方法

1 )コムギ小穂の採取および生息細菌の分離

細菌の分離に用いたコムギは、 2005年に宮城県古川農業試験場内の圃場で栽培された品種「ゆき

ちから」とした。播種237日後(開花約2週間後)に、赤かび病に感染した穂(発病小穂率 10-30%)

10本を任意に選定採集後、それらから感染小穂および近傍の健全小穂を一つずつ採取した(図1)。

各小穂を 5mlの10mMリン酸緩衝液(pH7.0)中で磨砂後、希釈平板法によりシクロヘキシミド50ppm

含有のNA培地(Difc∞社製)平板上に塗抹した。 25'Cで5日間培養後、平板上に出現した細菌株コ

ロニーを各小穂あたり 24菌株単コロニ一分離した。

図 1 細菌の分離に供した各コムギ穂

丸印は赤かび病感染小穂を表す。

2)分離菌株の分類学的位置の解明および系統解析

分離菌株の分類学的位置の解明は、 S凶 oharaet a1ο011)の方法に従い、 16Sr:悶A遺伝子の塩基配

列の解析に基づいて行い、各菌株の分類学的情報を微生物インベントリー (microForce)に蓄積した。

また、主要な構成細菌属であったPse臨iomon佃(計93菌株)および争'hingomon剖(計 120菌株)等

の系統解析を行うため、これら各菌株の塩基配列を、 Shinoharaet a1. (2011)の方法に従いCl田凶Xl.83 

によりアライメント後、同解析ソフトの NJ法により系統樹を作成した。作成の際には Acetobacter

acetii (X74066)および Pseudomo.回 sagarici (Z76652)の同配列を系統樹のアウトグループとして用い

た。

3)バイオフィルムの形成能の評価

Pseudomo胤 S属細菌の系統樹の各クラスターから任意に4・6菌株を選定し、ポリ塩化ピニル(PVC)

製96ワェルプレート上でのバイオフィルム形成能の評価を既報 (Yo血idaet a1.， 2009)に準じて行っ

た。すなわち、圃場より採取したコムギ穂を蒸留水に入れ(生重40gι)、オートクレーブ煮沸して

作成した穂抽出液(¥¥厄)で振とう培養して作成した細菌懸濁液 (OD59，，=約0.4)5叫を 100叫のWE

を入れた各ウェルに接種し、1日培養後のバイオフィルの形成程度をクリスタルバイオレット染色に

より評価した。

4)コムギ小穂組織よでの定着様式の評価

Pselκ品。'monas属細菌の系統樹の各クラスターの代表菌株(P-26，P-94， P-292， P-340)を凹出四tbro也

(D正∞)で25'Cで1日振とう(120甲m)培養後、遠心洗浄 (9000xg、5分間)して細菌懸濁液 (OD問=

約 0.2の 100培希釈液)を調製した。 3叫の各細菌懸濁液を、温室内で育成し採取したコムギ(品種

「農林61号J)小穂の外頴裏面に滴下した。さらに、赤か明丙菌の存在の影響を見るために、オー

トミー}Vj各地上の菌叢から常法に基づき調製したF.gr捌 mem棚田株の分生子懸濁液(約6X 105 

個Iml)を等量共接種した外頴も用意した。接種後は、 25'Cの湿室内に 3日間保持し、接種外頴上に
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おける各細菌細胞の定着様式を、既報 (Yoshidaet a¥.， 2009)の手順に従い、走査型電子顕微鏡(厄OL

JSM品lOLV)で観察した。

5) F. graminearllllの菌糸生育に対する抑制活性の評価

上述の 3)で用いたPse，崎明四国属細菌の菌株を供試し、 PPGA(200 g po旬ω，5 g peptone， 5 g 

glu∞田，3 g Na:JIPO.'12H20， 0.5 g KH♂O.'6H20，3 g NaCl， 15 g agar， dis幽edwa町 lli町)平板培地で培

養して得られた菌体を遠心洗浄後、細菌懸濁液 (ODS9S=約4.0)を調製した。調製した各細菌懸濁液

1m!を約 55"(;に冷ました 10m!の阻むA培地に混濁し平板に流し込み、固化後に直径5mmのコルク

ポーラーで培地ごと打ち抜いたF.g1加問6抑制田株の菌叢先端部を置床した。置床後は25"(;暗黒下

で5日間培養し、 P問 A平板上に生育した田株の菌叢半径を計測した。生育抑制活性は、細菌懸濁

液を混濁しないP問 A平板培地上の菌叢半径に対する相対半径長で評価した。

3 結果

1)分離菌株の分類学的位置の解明

10本のコムギ穂由来の健全および赤かび病擢病小穂から、生息細菌を合計457菌株を分離した。

16Si剛 A遺伝子の塩基配列に基づく分類学的解析の結果、これらの菌株は、 11属のグラム陰性菌、

5属のグラム陽性菌で構成されることが明らかとなった(表1)。また、その属数を健全小穂と感

染小穂で比較すると、穂によって変動は見られるものの、感染小穂で菌の属数および多様性指数が

一般に減少する傾向が認められた。健全および感染小穂共通の優占菌としては、争h的Igomo陥商、

Pseudomo叩 S、Arthrobacterが分離され、感染小穂ではさらに Curtobacteriumが優占的に分離された。
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表 1 健全および赤かぴ病感染小穂から分離された細菌株の 165rRNA遺伝子の塩基配列
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これらはクラスターA

2)優占菌群の系統解析

これら優占菌に属する菌株の、 16SrRNA遺伝子の塩基配列に基づく系統解析を各属ごとに行っ

た結果、グラム陰性菌の Sphingom棚田およびPseudomonl四属菌では、健全小穂由来の菌株および

感染小穂由来の菌株にそれぞれ特異的なクラスターが形成された。すなわち、 Pseudomon国属菌で

は、穂番号 1、2から分離された菌株はほとんど健全小穂由来であったが、

に属する一方で、感染小穂由来の菌株の多くはクラスターBおよびCに属し、クラスターBは穂番

号6、クラスターCは穂番号4から分離された菌株で構成されていた(図2)。また、穂番号 10か
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ら分離された菌株は、小穂の由来に関係なく一つのクラスター(D)を形成した。塩基配列の相向性

から、クラスターAに属する菌株はPseudomonasavel/.叩師、 P.cannabinaおよびP.syringaeに関連

し、クラスターBではPsavast叩01、クラスターCではP.poaeおよびP.trivialis、クラスターDでは

P. graminisに関連していた。

また、や'hingom抑制属薗においても、穂番号 10から分離された菌株では明確ではなかったもの

の、穂番号 1~9 の健全小穂由来の菌株群と感染小穂由来の菌株群では明確に異なるクラスターを

形成していた。一方、グラム陽性の優占菌群であったArthrobacterおよびCurtobacteriumでは、健

全小穂由来の菌株群と感染小穂由来の菌株群とで異なるクラスターの形成は認められなかった。
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園 2 健全および感染コムギ小穂から分離されたPseudomonas属細菌の 16SrRNA遺伝子の

塩基lli!~Jに基づく系統樹 (NJ 法) .。および・はそれぞれ健全な小穂および赤かぴ病に感

染した小梅由来の菌株 NJを衰し、数字はその菌株が分離源となった砲の番号を表す。以降

の献験に供試した代表菌株の菌株番号は括弧内に記した。

15 



インベントリー第 10号 (2012) 

3)バイオフィルムの形成能の評価

Pseudomo脚属細菌の各クラスターに属する菌株のバイオフィルム形成程度を調べた結果、クラ

スターA に属する健全小穂由来の菌株では、バイオフィルムの形成が認められたのに対し、クラス

ターBおよびCに属する感染小穂由来の菌株では、形成はほとんど認められなかった(図 3)。一方、

クラスターDに属する菌株群のバイオフィルム形成は、中程度で認められた。
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4)コムギ小穂組織上での定着様式の評価

系統樹上の各クラスターに属する Pseudom叩四属菌株の、コムギ小穂組織上での定着様式を観察

した結果、クラスターAに属する P-26株では、細胞が高密度で小荷量車滋綾上に定着していた(図4a)

のに対し、クラスターBおよびCに属する P-340およびP-292では、細胞数は少なく観察され、低

密度で定着していた(図 4b，c)。クラスターD に属する P-94では、両者の中間程度の密度で定着し

ていた(図 4d)。

一方、赤かび病菌と共接種された小穂上では、 P-26株では単独接種と同様に高密度で細菌細胞の

定着が確認され(図 4e)、P-94でも単独接種と同程度の定着様式が観察された(図 4h)が、 P-340

およびP-292では、細菌の鞠虫接種とは異なり赤かぴ病菌の菌糸上あるいはそれに沿う状態で細菌細

胞が高密度に定着していた(図4t:g)。特にP-340が定着した菌糸では、細胞質の漏出によると考え

られる菌糸の崩壊現象も観察された(図400 
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園4. 各'Jラス事ー (A-D)に属する Pseud.岬町'8S菌株の単独接種(よ段)および赤
かぴ病菌との共接種(下段)によるコムギ小穂よでの定着様式。
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5) F. graminearlHllの菌糸生育に対する抑制活性の評価

系統樹上の各クラスターに属する Pseudomonas属菌株の、 fモgram前earumの菌糸生育に対する抑

制活性を調べた結果、抑制程度はクラスター毎に異なる傾向が見られた(図 5)。すなわち、クラス

ターB に属する菌株では、他のクラスターに属する菌株よりも抑制活性が高い傾向を示し、対照の

20-40%程度まで赤かび病菌の生育を抑制した。また、クラスターCに属する菌株でも、約 50%程度

まで生育抑制を示したのに対し、クラスターAおよびDに属する菌株では、高い抑制活性は認められ

なかった。
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4 考察

16SrRNA遺伝子の塩基配列に基づく属レベルの解析により、コムギ穂の健全および赤かび病感

染小穂に生息する細菌群集は、培養可能な種類に限ってみた場合でも異なっていることが明らかに

なった。葉圏細菌において、植物病原菌の感染インパクトによる群集構造の相違については、キュ

ウリ葉やマサキ葉等で知られている (Sudaet a1.， 2009)が、コムギの赤かび病に感染した状態での

知見は初めてである。しかし、それらの相違のパターンは、一般には感染小穂では属数が減少する

傾向はあったものの、その内訳は供試した 10本の穂によって異なっていた。これは、細菌の群集

構造の変遷の形態が穂ごとに異なっていることに起因していると考えられる(Kinke1et a1.， 1997)。

このように属レベルの群集構造の相違のパターンには、一定の規則性や特徴を見いだせなかった

が、優占菌であったPseudom棚田およびSphingom棚田属細菌の菌株の系統解析を行った結果では、

健全小穂あるいは感染小穂のみに特異的に生息しうる系統の存在が明らかとなった。このことは、

少なくとも PseudomonasおよびSphingomonas属細菌の生息性の観点でみると、属レベルよりさら

に細かい細菌の区分がその特徴付けには必要であることを示唆している。こうした葉圏細菌の特性

とrRNA遺伝子に基づく系統解析によるグルーピングとの関連は他でも知られており、 Enyaet a1. 

(2007a， b)は、トマト葉圏に生息する BaciU回およびPseudomon副属細菌の系統樹上の特定のグ

ノレープが、各種トマト病害に対して発病抑制効果を持つことを見出している。

これら健全および感染小穂にそれぞれ生息する Pseudom印刷属菌株の特異性の要因を解明する

ため、各クラスターに属する菌株の PVCウェル上でのバイオフィルム形成能および小穂外頴部で

の定着様式を評価した。その結果、健全小穂由来の菌株(クラスターA)では、高いバイオフィル

ム形成能および外頴における高密度の定着が確認され、一方で、感染小穂由来の菌株(クラスター
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BおよびC)では、パイオフィルム形成能が低く、外頴での定着程度も低かった。このことから、

バイオフィルム形成能と小穂外頴での定着程度は関連しており、健全小穂由来の菌株の生息性は健

全コムギ組織上での高い定着能に起因していることが考えられる。また、今回供試した穂の健全小

穂では、赤かび病菌の感染が起きていないという観点に立っと、これらの健全小穂由来の菌株は、

赤かび病の発生に抑止的に機能している可能性も考えられる。今回の試験では、これらの菌株の実

際の赤かぴ病菌に対する生育抑制活性はあまり高くなかったことから、健全小穂由来の菌株は、そ

れらの高い定着性に基づく栄養競合等により病原菌の定着を防いで発病を抑止する可能性が考え

られる。 Morrisand Monier (2003) は、葉圏における微生物の集合体は、異種微生物との競合等に

重要であると論じている。本病についても、小穂車脳畿に高い定着能を有するこれらの菌株による実

際の発病抑制活性を更に検討していく必要があるロ

また、クラスターBおよびCに属する感染小穂由来の菌株は、単独では小穂外頴上での定着程度

が低かったものの、赤かび病菌と共接種することで定着程度が高まることが明らかとなった。この

ことは、これらの菌株は赤かぴ病菌と高い親和性があり、その結果定着が促進されることを示唆し

ている。さらに、特にクラスターBの菌株を共接種された赤かぴ病菌の菌糸では、菌糸が崩壊して

いることが観察されたこと、また、これらの菌株が実際に赤かぴ病菌の菌糸生育を強く抑制したこ

とから、この親和性は病原菌にとっては阻害的であると考えられる。菌糸に定着する細菌を利用し

た生物的防除は、 Cuonget a1. (2011)によっても報告されているが、本細菌もこうした防除法に役

立つ特性を持っている可能性がある。さらに、クラスターBおよびCに属する菌株は、Psavastanoi、

P. poaeおよびP.trivialisなどに関連する種であることが明らかとなったが、これらの種はいず

れも蛍光性 Pseudomonasであることが知られている。蛍光性 Pseudomonasの幾つかは、植物病

害の発病抑制効果を持つことが知られており、赤かび病に対しでも同様な発病抑制効果を示す

可能性がある。具体的には、これらの菌株の赤かび病菌に対する親和性を活用して、本病の初期

感染時期である開花期に穂へ処理することで、病原菌の 2次伝搬を抑制し、発病を軽減できる可能

性がある。今後は、発病小穂あるいは健全小穂に特異的に生息するこれらのPselゆ monas属菌株の

実際の発病抑制効果を圃場レベルで評価し、本病に対する生物的防除の実現可能性について検討す

る必要がある。
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