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枯草菌による生物防除のメカニズム

東京工業大学資源化学研究所 正 田 誠

I 緒 Eヨ

土壌病害の防止や抑制の た め に括抗菌 を 用 い た 生物防

|徐は， 環境 に や さ しい方法 と して， 古 く から種々 の試み

がな さ れ て き た。 指抗菌 と して分離 さ れ た数 も か な り の

数 に な る が ， 日 本 に お い て はPseu d omonas や

Tricho d erma を 用 い た成功例が報告 さ れ て い る 。 生物防

除は， 植物の種類， 栽培方法， 気候， 土壌の種類な ど地

域固有の因子が強 く ， 一般性 に乏し く ， 期待 さ れた程普

及して い な い嫌いがあ る が， そ の原因の一 つ に 防除 メ カ

ニズムの解明が不十分 な こ と が挙げられ る 。

本稿では ， 我々 が コ

ン ポ ス ト から分離した

枯草菌 に よ る 生物防除

に つ い て 紹介す る 。 枯

草菌 を 用 い た 生物防除

に 関し て は 浸根接種，

種子 コ ー テ ィ ン グ， 土

壌濯注 な どの 方法が海

外で報告 さ れ て い る 。

しかし こ れらの報告で

も そ の抑制 メ カ ニズム

は未解決であ る 。 こ こ

で紹介す る 枯草菌の生

物防除 に 関して は， こ
の菌の生産す る 抗菌性

物質の構造の決定， 抗

菌物質の合成 に 関与す

る 遺伝子のク ローニ ン グ，

土壌及び植物体 を 用 い

た 実験 を 通し て ， 防除
メ カ ニズムの解明が他

の菌 と 比べ る と 進ん で

い る 点が特徴であ る 。
H 枯草菌による植

Fusarilll1/ oxysþonrm 

Rhizociouia solan.i 

btiüs N B  22 が プ レ ー ト 上 で植物病原菌 に 対 す る 増殖抑

制効果 を示して い る 様子 を図-1 に示す。 こ の菌 そ の も の

及び培養し た 培養液から菌 を 除去し た 上清液 に よ る 各種

の病原菌に対す る 抑制試験 をし た 結果 を 表-1 に示す。 こ

の結果から N B 22 の 抗菌 ス ペク ト ル がか な り 広 い こ と

がわ か る 。 特徴的な こ と は NB 22 が病原性糸状菌ばか り

でな く 病原性細菌 に 対して も 抗菌性 を示す こ と で あ る 。

皿 B. subtilis NB 22及ひ。培養液を用いた

植物試験

神奈川県の段地 に お い て 実際 に 発病が問題 と な っ て い

Pyricularia olyzae 

Verlicilliul11 d，αh.liae 物病原菌抑 制

(in vitro実験)
我々 が分離した 枯草

菌の一種 Bacillus su -
図 -1 枯草菌B. sublilis N B22による各経の植物病原菌の抑制結果(in vilγo実験)

Mechanism of Biological Control by Bacilllls slIblilis. by Makoto SIIO口八
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表-1 B. subtilis NB22 の菌体及 び除菌培養液に よ る 各種の植物病原菌 に対す る 抑制効果 ( in vitro実験 に よ る 陛止円 の直径で示す)

糸状菌
Altern哩ria mali IFO 8984 
Cercosþora kikuchii NIAES 5039 
Phytophthora iηルsta附 IFO 5547 
Phyt，ゅhthora capsi，α 09001 
Botηtおcine陀a Bot 1 
Rhizoclonia solani NlAES 5219 
Rhizoclon勿solani K-1 

植物病原菌

Rhizoclonia solani MAFF 03-05223 

乃lricularia 0η居ae NlAES 5001 
Cochliobolus miyabeanus NIAES 5425 
Fusarium o.勾ゆorum f.sp. cucumerinum NIAES 5117 
Fusarium o.勾ゆorum f.sp. lycopersici race J l  SUF 119 

( り んご斑点 落葉病菌)

( ダイ ズ紫斑病菌)
( ト マ ト 疫病菌)

( カ ボ チ ャ 疫病菌)

( キ ュ ウ リ 灰色 カ ピ病)

( イ ネ 紋枯病菌)
( ケイ ト ウ 立枯病菌)

( 芝 の病原菌)

( イ ネ いも ち病菌)

( イ ネ どま 葉枯病菌)

( キ ュ ウ リ つる 割病菌)
( ト マ ト 萎ちょう病菌)

Fusarium o.勾ゆorum f.sp. radicis.lycopersi，α KEF2R-1 
Fusarium moniliforme H-ll0  

( ト マ ト 根腐れ 萎ちょう病菌)
( イ ネ ぱか苗病菌)

( ト ウ モ ロ コ シ立枯病菌)
( イ チ ゴ 萎黄病菌)

( ホ ウ レ ン ソ ウ 萎ちょう病菌)

( 野菜苗立枯 病菌)
( ト マ ト 半身萎ちょう病菌)

( 小麦赤 カ ピ病菌)

Fusarium roseum f.sp. cerealis 030201 
Fusarium 0.勾ゆorum f.sp. fragarariae 02010402 
Fusarium oxyゆorum f.sp. sþinaciae 0201501 
Pythium ultimum Trow H .1 
Verticillium dahliae Klebahn V -3 
Gibberella ze，出 030101

細菌
Xanthomonas 0η'zae IFO 3998 
Xanthomonas campestris pv. citri QN 8206 
Pseudomonas caηophylli A 
Pseudomonas solanacearum TOM-w 

Pseudomonas sy河町Igae pv. lach，少nans P1-7415 
Pseudomonas glumae Ku 8106 
Agrobacterium tu明ゆciens Ku 7501 

Erwinia carotovora subsp. caroωvora B9 

n.d. : 測定せ ず.

( イ ネ 白葉枯病菌)
( カ ン キツか いよ う病菌)

( カ ー ネ ー シ ョ ン 萎ちょう細菌 病菌)
( ト マ ト 背枯 病菌)

( キ ュ ウ リ 斑点細菌病菌)
( イ ネ も み枯細菌病菌)

( 根頭がん しゅ病菌)

( プ ロ ッ コ リ ー 軟腐病菌)

N B22 の 菌 体 に よ る

阻止円 の直径 (mm)

21  
28  
25 
23 
40 
40 
23 
38 
40 
32 
10 
21 

21 
21 
16 
16 
15  
25 
18 
29 

35 
29 
14 
23 
25 
13  
14 
14 

2 トマト青枯病の抑制テス ト

除菌 液に よ る 阻止円
の直径 (mm)

33 
40 
30 

n.d. 
34 
38 

n.d. 

20 

35 
33 

n.d. 
18 

20 
n.d. 
n.d. 
n.d. 
n.d. 

25 
n.d 
n.d 

25 
n.d. 
n.d. 
18 
25 

n.d.  
n.d.  
n.d. 

る ト マ ト の Fusarium o.勾ゆor um に よ る 根 腐れ萎ち ょう

病及 び Pseu domon as so lanacea rum に よ る 青 枯病 に つ い

て NB 22 の 抑制作用 の有無 を 温室 に お い て検討 し た 。

1 ト マト根腐れ叢ちょう病の抑制テスト

根 腐れ萎ち ょう 病 は 糸状菌 (F. o.砂ゆo rum f. sp. 

ra dicis -l yco pe rsici) に よ り 引き 起 こ さ れ， 特 に 冬季に発病

す る た め大 き い 損害を も た ら し て い る 。枯草菌 NB 22 に

よ る 措抗効果の可能性 を ， こ の 枯草菌の耐熱性 と い う 特

徴を 生か し ， 土壌 を蒸気 消毒 し ， 本菌 を土壌中 に 優占的

に生 存させる 試み も行 っ た 。 ま た 有機資材 と の混合 に よ

る 枯草菌の 活性化の可能性 に つ い て も 検討 し た 。方法の

詳細 は参 考文献4) に 記載し て あ る 。そ の結果， 蒸気殺菌

と NB 22 と 稲わ ら と の混合 投入 と が最大 の収量 を 得 る

方法であ っ た 。図-2 に 60 日 目の ト マ ト の 板の状態 を 示

す 。NB 22 を添加す る と 根 腐れ状態が 抑制 さ れて い る こ

と は 明 らか であ る 。

表-1 か ら 明 ら か な よ う に NB 22 は 糸状菌 ばか り で な

く 病原性の細菌 に も 抑制作用 を 示 す こ と が特 徴で あ る 。

そ こ で ト マ ト の 細 菌 病 の 代 表 で あ る 青 枯病 菌 (P.

solanacea rum) に よ る 青 枯病の 防除 の 実験 を 行 っ た 。詳

細 は 文献4) を 参照 し て い た だ き た い 。 結果 を 図-3 に 示

す 。対照 は菌な ら び に培養液 と も に 処理 し な か っ た 場合

で， 定植後 12 日 で 90% の ト マ ト の株が 枯死し た 。菌体 を

含 む培養液 を施用 し た 場合， 定植後 24 日 ま で 10% し か
枯 死し な か っ た 。 菌 体 の 懸濁液 を 加 え る と 10 日 で

20%. 24 日 で 50% と 中間的な値が得 ら れた 。こ の結 果か

ら 培養液の処理が効果的 と 思わ れる 。後述す る よ う に ，

本菌の病 害抑制作用 に ， 本菌が菌体外 に 生産す る 抗菌物

質が関与す る こ と が解 っ て い る 。 し た が っ て ， 本 実験

で. NB 22 菌の菌体の み を 土壌施用 し で も ， 病 害抑制が

み られた こ と は， 枯 草菌が土 壌中で抗菌物質 を 生産 し て
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いる こ と を示唆する も の である。

W 抗菌性物質について

表 1 から除菌培養液 そ の も の も 抗菌性を示す こ と か

ら， NB 22 は菌体外に抗菌性物質 を生産し て いる こ と が

わ か り ， そ の物質の構造決定 を 行 っ た。

方法の詳細 は省略するが詳し い 内容 は 参考文献 3) に

記載 さ れ て いる。 こ こ で は結果の み を の べる。 種々 の分

析 と 解析の結果， 抑制物質 は環状ペ プ チ ド 抗生物質 イ チ
ュリ ン (iturin A) である と 同定 さ れた。 こ の itu r in A の

構造 を 図- 4 に示す。 こ の物質は A sn， Gln， Pro， Ser， 

Tyr のαーア ミ ノ 酸 を 含 み ， こ れら の モ ル比 は 3 : 1 : 1 : 

1 : 1 である。 ま たIモ ル の βー ア ミ ノ 酸 を含 み環状構造

を 取 り ， こ の ß- ア ミ ノ 酸 に 種々 の 側鎖 が結合し て い

図 - 2 B. slIbtiLis NB22 に よ る ト マ ト棟�婆ちょ う 病 の

1!1J除結果 を示す ト マ ト の恨部

A:対照

B 蒸気殺菌した土壊 に稲ワ ラとNB22 を施周
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図 - 3 B. sllbtilis NB22 に よ る ト マ ト の背枯病 の防除 に
お け る 枯死率 の変化

口 : 対照， ム 菌体 の懸潤液 を使用，0 : 主計ti液 を使

用

る。 側鎖 は 図-5の R に示す。 こ れらの物質の定性分析お

よ び定量分析は 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ( H PLC) で

可能であ り そ のパ タ ー ン を図-5に示す。 H P LC パ タ ー ン

上の Peak 1 から Peak 6 は そ れ ぞれ上述のか ア ミ ノ 駿

に対応する。 た だし Peak 6 は品的 に も 少 な く 以後の研

究では詳し く 検討 を 行 っ て い な い。
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図 5 [-[PLC に よ る ピークパターン 及びiturin A の桃造

(Rは図- 4 に 対応す る )
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V 抑制物質iturinの各成分の最少阻止濃度

(MIC) 

NB 22 は 図-5 に 示 す各 ピ ー ク の混合物 を 生産 す る
が， 各 ituri n A 成分が各種の微生物 に対 し て どの レベル
の MIC [最少阻止濃度 ( Minimum i nhibi tor y concen­

trati on)  ] を示すか を検討す る と ， 成分そ れぞれの活性の

比較が可能 と な る 。 そ こ で図-5 で単離 し た 抑制物質の各

成分( peak 1�5) の MIC を 7 種類の 糸状菌， 2 種類の酵

母， 4 種類の細菌 に つ い て 決定 し た 。
表-2 に示す よ う にP. O1yzae， C. 抑úyabeanus と い っ

た稲の病原菌に対す る 効果が低濃度で有効 な こ と が明 ら
か に な っ た。 ま た は urin A の側鎖の 長 さ が長 い ほ ど低濃

度で抑制す る こ と が明 ら か に な っ た 。 i植物病原菌以外の

菌 に 対す る MIC が大 き い こ と は こ の物質が植物病原菌

に特に効果 を示す可能性があ り ， こ の菌 を土壌中 に胞用

しで も 生態 系 に 悪影響 を お よ ぽす可能性が小 さ い と も 考

え ら れ る 。

VI iturin Aの糸状菌に対する作用

図- 6 は シ ャ ー レ の上 に 増殖 さ せ た F. oxyゆ0間 m の菌

糸 に対 し て ituri n A を作用 さ せ た と き の様子の写真で

あ る 。 菌糸の変形， I膨i潤お よ び破裂 し て い る 様子が見 ら

れ る 。 こ の物質が こ の様な効果 を示す作用 メ カ ニズム の

ひ と つ と し て ， 生体膜 に お 付 る 作用 が考 え ら れ る 。 水に

対す る 溶解度が小 さ い iturin A は脂質 に は良 く 溶 け る

こ と か ら ， 病原菌の脂質層 に溶解 し |湯 イ オ ン と の複合体

をつ く り ， イ オ ン の透過性 を 高 め る 作用 があ る と 予惣 し

表- 2 It山in Aの各成分が各種の微生物 に 対 し て示す最少阻止

濃度 ( MIC)

最少阻止���I度 ( MIC) ( mg/I) 
微 生 物

Peak I*Peak 2 Peak 3 Peak 4 Peak 5 

Celτospora kikllchii 25 2 5  12.5 6.25 6.25 

Velüci llium dail.liae 50 2 5  12.5 6.25 6.25 

FUS017U1IZ ox;ゆ01'lt1Jl 50 2 5  25 2 5  12.5 

f.sp.lycoþersici 

Alterna円a mali 50 2 5  2 5  12.5 12.5 

Ril.izoctonia so/ani 12.5 12.5 6.25 6.25 6.25 

乃l'icul017a O1yzae 12.5 6.25 6.25 3.13 3.13 

Cochliobollls miyabeanus 50 12.5 12.5 6.25 3.13 

Saccharomyces cel官uisiae 50 2 5  2 5  12.5 6.25 

Candida tropicalis 50 2 5  2 5  12.5 12.5 

Xanthomonas oryzae 12.5 6.25 6.2 5 3.13 3.13 

Pseudomonas lachlJ1man.s 12.5 6.25 6.25 3.13 3.13 

Escherichia co/i 

:taPhylococcus a川'el/S

> 100 > 100 > 100 > 100 > 100 

> 100 > 100 > 100 > 100 > 100 

*Peak 1�5は図- 5 を 参照の こと

た。 そ こ で平面 リ ン脂質 の 二重膜 を 用 い た 実験 に よ り ，

こ の物質の イ オ ン透過性 を調べた。 使用 し た 脂質 は ア ゾ

レ ク チ ン で こ れ は ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン と 主成分 と し た

脂質で， こ の脂質の人工J換 を作 り ， 膜の片側 に itur in A 

を いれ， 両側 に電圧 を 印加す る と イ オ ン透過 に伴い特異

的な電流変化がみ ら れ る 。 各種の イ オ ン の透過性 を検討

し た 結果， K イ オ ン を選択的 に透過す る こ と がわ か っ

た。 こ れ は あ く ま で も 人工膜の結果では あ る が， 図-6の

現象か ら 判断す る と ， i tur in A は 糸状菌のj漢 に 結合 す る

と ， イ オ ン チ ャ ン ネlレ と 形成 し ， K イ オ ン を膜 内 か ら 外

に輸送 し， そ の結果逆方向に 水が流入 し ， 最終的 に細胞

膜が膨ì1'JJ し破裂 を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ る 。

咽 枯草菌の生産する抗菌物質iturinAと

surfactinについて

枯草菌 B. subtilis N B  22 は 抗菌物質 ituri n A を生産

し， そ の抗菌性に よ り 種々 の植物病原菌 を抑制す る も の
と 考 え ら れた 。 類似の菌 B. subtilis RB 14 も 抗菌性 を示

す菌で あ る が， こ の菌 を 調 べ る と i turi n A 以外 に サ ー フ

ァ ク チ ン ( surfacti n) も 生産 す る こ と が わ か っ た 。

sur facti n の構造 を 図-4 に示す。 こ の物質 も 7 積類のαー

ア ミ ノ 酸か ら な り 環状構造 を と る こ と は iturin A と 同

じ で あ る が， 構成 ア ミ ノ 酸の種類 は両物質で異 な り ， か

図- 6 Iturin Aが病原菌FllsariulIl o.λ:yspoYl/m に作用 し

たときの病原lïiの形態変化， A 膨潤した菌糸，

B 破裂したE自糸
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つ iturin A のβ ア ミ ノ 酸結合部分が surfactin では β

ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン酸 のエ ス テ ル結合 に な っ て い る 。

surfactin も 抗菌性 は あ る も ののiturin A と 比較す る と

非常 に 弱 く ， む し ろ バ イ オ サ ー フ ァク タ ン ト と し て の作

用 は 生物由来 の物質 の中 で最 も 大 き い。 例え ば 500 mg/ l 

のsurfactin を 水 に い れ る と ， 表面 張力 が 75 mN/m か

ら 25 mN/m に 低下 す る 。 表面 張力 を 30 mN/m 以下 に

低下 さ せ る バイ オ サ ー フ ァク タ ン ト は あ ま り 存在 し な い

こ と か ら も ， surfactin の界面 活性能 の大 き さ がわ か る 。

ま た 枯草菌 R B 14 株 を液体培養 (Polypepton 3%， グ

ル コ ー ス 1%， KH2PO. 0 .1 %，  MgSO.7 H20 0 .05% を 含

む培地 を使用) す る と 図一7 のよう な パタ ー ン で iturin A 

と surfactin と が生産 さ れ る 。 surfactin の生産 は 初日 か

ら 見 ら れ， 2 日 で ピ ー ク に達す る 。 iturin A は surfactin

より 遅れて 生産が始 ま り ， 5 日 ま で増加 し つ づ け る こ と

がわ か る 。

こ れ ら の2 種類 の物質 を枯草菌が生産す る こ と と 植 物

病原菌抑制作用 と の関係 も 病害抑制 メ カ ニ ズ ム を 考え る

上で 重要であ る 。 ま ず， 両物質 を 生産す る こ と に より 抗

菌作用 の相 乗効果 が見 ら れ る ので は な い か と 考え ， 以下

の実験 を 行 っ た 。 PDA 培地 ( ポ テ ト ーデ キ ス ト ロ ー ス 寒

天培地) のプ レ ー ト に iturin A と surfactin を混合す

る 。 こ のと き surfactin は 50 mg/ l と 固定し iturin A 濃

度 を 変 化 さ せ る 。 別 途 固体 培 養 し た 糸 状 菌 ( F.

o xysþo rum) の寒天 片を切 り 取 り ， プ レ ー ト の中央 に 乗

せ ， 経時的 に 糸状菌 の増 殖面積 を 観察 し た 。 対照 と し て

iturin A のみ を 入れた プ レ ー ト を 用 い ， 同様 に 糸状菌寒

天 片を 乗せ， 増 殖面積 を 測 定し 両方 を比較 し た 。 結果 を

示 した のが図 8 であ る 。 iturin A お よび surfactin 両物

質 の混合 に より 糸状菌 の増 殖面積が小 さ い こ と は そ れだ
300 
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け増 殖が抑制 さ れて い る こ と を 意味し ， 両物質 の相 乗効

果 と 判断で き ょ う 。

土壌中 で も こ う し た 相 乗効果が起 こ っ て い る ので は な

いか と 想像し て い る 。 先 に も 述べた よう に ， surfactin そ

のも のの抗菌 活性が高 く な い こ と か ら 判断す る と ， ま ず

surfactin が合成 さ れ， こ れが植物病原菌 の細胞 膜に 攻撃

を加え， 細胞 膜に ダ メ ー ジ を与 え て ， 次 に 遅れて合成 さ

れ る iturin A が抗菌物質 と し て ， 病原菌 に 決定的な 損傷

を与 え る ので は な い か と 考え ら れ る 。 現在， 土壌中 に お

け る 両物質 の存在 の証明 を行い， 作用 メ カ ニ ズ ム の解明

を行 っ て い る 。
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抗菌物質合成に 関係する遺伝子のクローニング

R B  14 株が合成す る iturin A や surafctin の合成経

路に つ い て は い ま だ に 不明であ る が， 図-4 に示す構造か

ら ， リ ボ ゾー ム 系 で合成 さ れ る と は 考え に く く ， 非 リ ボ

ゾー ム 系 のマ ル チ エ ン ザイ ム シ ス テ ム に よる 合成が 考え

ら れ る 。 我々 は ま ず surfactin の合成 に 関係 した 遺伝子

のク ロ ー ニ ン グ を 試み， R B14 株 の染色体 遺伝子 を 枯草

菌 B. su btilis MI113 に シ ョ ッ ト ガ ン ク ロ ー ニ ン グ を行

い， surfactin の合成能力 が発現 し た 菌か ら かα- 14と い

う 約 1 kbの遺伝子 のク ロ ー ニ ン グ に 成 功し た 。 こ の方法

の詳細 は 参 考文献[1) ， 2) ]に述べて い る 。 MIl13 株 は

iturin A も surfactin も 合成 し な い が Ipa- 14の導入 に

より ， surfactin 能 のみ を 回復 し た 。 し か も ， 形質 転換体

MIl13 の生産 す る surfactin の 量 は 元株 R B14 の

surfactin 生産量 より 2 倍以上高 く な っ た 。
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図-8 Fi出aη!um oxysþornm に対す る iturin と surfactin
の 抗菌 活性相乗効果 (PDA 培地 28.C， 6 日 間)
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図-7 B. subtilis RB14 の iturin A 及び surfactin 生産
の 経時変化
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一方， Ipa -14を一部変形 し， 機能 を 失わ せ た 遺伝子 に

した 後， こ れ を プ ラ ス ミ ド pE194 に つ な ぎR B14 株 に 導

入 した 。 プラ ス ミ ド pE194 は温度感受性で R B14 株 の染

色体 に ラ ン ダム の挿入 可能であ る 。 こ の結果， R B14 株 の

surfac tin 生産能力 を 失っ た 変異株が と れたが， こ の変異

株 RL11 株 は surfac tin の生産 能 力 ば か り で な く iturin

A の合成能力 も 同時 に 失っ た 。 こ の変異株 RL11 株に IPa

14遺伝子 を再導入す る と ， こ の新 しい株 は iturin A と

surfac tin の合成能力 を 回復 した 。 した が っ て Ipa- 14は

iturin A と surfac tin と の合成 の制御 を 同時に つ か さ ど

る 遺伝子 と い う こ と がで き る 。 現在 こ の遺伝子 と 類似 遺

伝子 に 関 して ， 詳細 な解 析を行 っ て い る が， こ の遺伝子

は枯草菌がつ く る 鉄キ レ ー ト 物質 の制御 に も 関係 して い

る こ と が 解っ て き た 。 す な わ ち ， 枯草菌 R Bl4 株は抗菌

物質 と バ イ オ サ ー フ ァク タ ン ト の同時生産 に より ， 積物

病原菌 の抑制 を 行 う 以外 に ， 鉄キ レ ー ト 物質 の生産 も 行

い， 病原菌 に 対 して 鉄 の供給を 阻止す る 作用 も あ る と 考

え ら れ る 。 こ れ ら の現象が Ipa- 14遺伝子 の制御下 に あ

り ， 遺伝子 の持つ 多様性 と 枯草菌 の病原菌抑制 メ カ ニ ズ

ム がか な り 複雑で あ る こ と が 解っ て き た 。

E 土壌中での枯草菌の挙動(参考文献5) ) 

枯草菌 は代表的 な土壌微生物 と は み な さ れて い な い た

め， 枯草菌 を人為的 に 高濃度土壌に施用 す る と き ， 土壌

中で の挙動 を詳細 に 調べた例が少 な い 。 図2， 3 で示す よ

う に ， NB22 が 土壌中 で植物病 の抑制作用 を発揮 して い

る こ と か ら ， 土壌中 で の菌 の変化 を 追う 必要があ る 。 そ

こ で， NB22 の抗生物質耐性 突然変異体 を 作成 し， こ の菌

体を土壌に 接種 し， 経時的 に 生菌数 を 測 定した 。 枯草菌

は 栄養状態が 良い場合 は， 栄養細胞 の形態 を と る が， 栄

養 の枯渇と と も に胞子 を形成 し耐久性 を保持す る 。 そ こ

で， 栄養細胞 を土壌に 接種 した場合 と ， 胞子 を接種 した

場合 と で比較 した 。

ま た 今後， 遺伝子 組換え 体 を 用 い た微生物農薬 の開発

を枯草菌で行 う 場合 を 考え る と ， 外部か ら 導入 した プラ

ス ミ ド の安 定性 も 重要 な 問題 と な る 。 枯草菌 に よく 用 い

ら れ る プ ラ ス ミ ド は pC194， pUB110 な どがあ る 。 こ れ ら

は， 栄養状態が 良い 条件で は非常 に安 定であ る こ と が明

ら か に な っ て い る 。 しか し胞子 と い う 状態で 土壌に施用

す る こ と を 考え る と ， こ れ ら のプ ラ ス ミ ド が安 定か どう

か の情報 は今 ま で得 ら れて い な い。 そ こ で， 組換え体 の

モ デ ル と して NB22 菌 に プ ラ ス ミ ド pUB110 お よび

pC194 を形質 転換し， そ れ ら の形質 転換体 に つ い て も土

壌中 で の挙動 と プ ラ ス ミ ド の安 定性 を 検討 した [参考文

献5) J。
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そ の結果 NB22-1 株 (NB22 のス ト レ プ ト マ イ シ ン耐
性変異株) ， 形 質 転換体 N B22 -1 (pUB110) ， NB22 -1 

(pC194) そ れぞれ の栄養細胞 を 平塚土(砂壌土) に施用

した と こ ろ 栄養細胞 は 土壌中 で速 や か に 死滅 して い っ

た 。 しか しこ れ ら 3 種類 の菌 の胞子 を 土壌に 接種 した と

き ， 菌数 は い ずれ も 一 定で安 定して い た 。 ま た ， プ ラ ス

ミ ド の安 定性 は pUB110 は 90% 以 上 安 定に 存在 した

が， pC194 は 50% の安 定性 しか示 さ ず， プ ラ ス ミ ド の選

択が重要であ る こ と を 示 した 。 プ ラ ス ミ ド の安 定性 は プ

ラ ス ミ ド の大 き さ ， コ ピー 数 な どの因子が 影響す る が，

より 安 定な プ ラ ス ミ ド を 自 然 界か ら 探す こ と も 必要 で あ

ろ う 。 いずれに して も ， こ の結果か ら ， 枯草菌 の土壌施

用 に より ， 菌数 を安定化 さ せ る に は， 胞子で接種す る こ

と が望 ま しい こ と がわ か る 。

枯 草 菌 NB22 株 や R B14 株 は iturin A お よび

surfactin を 栄養細胞 のと き ， 生産す る こ と が解 っ て い

る 。 した が っ て ， 胞子 を施用 しで も 土壌中 で実際 の植物

病原菌 に 対 して抑制作用 を 示 す こ と は ， 植物 の根圏で胞

子が 栄養細胞 に 変化 し， 抗菌物質 を 生産 す る こ と に よ

り ， 抑制す る と い う こ と が 考え ら れ る 。

X 最 後 に

日 本 に お い て は枯草菌 を 用 い た 生物防除 の報告が ほ と

ん ど行われて い な い。 枯草菌 は 納豆菌 と 類 縁で あ り ， 日

本 に お い て は長年 に わ た っ て 安全性が確か め ら れて き た

と い え よう 。 ま た 特 に病原性 の報告 も な く ， 遺伝的， か

っ生化学的 な基礎デ ー タ は大 腸菌 に 次 い で多 く ， 遺伝子

組換え体 の宿主 と して も 安全性が確認 さ れて い る 。 ま た

菌体外 に種々 の物質 を 排出 す る シ ス テ ム を も つ な ど， 他

の菌 に無 い特 徴を有 して い る 。 しか し， 土壌微生物 の関

係 者に 注 目 さ れ に く い 原 因に 土壌の定着性が 悪い点が 考

え ら れ る 。 こ れ と て微生物農薬 と して利用 す る 場合や，

遺伝子組換え体 の野外放出 な どの場合 を 考え る と 土壌定
着性 の悪さ は必ず しも 欠点で な く な る と 思わ れ る 。

こ こ で述べた よう に ， 枯草菌 に よる 生物防除 のメ カ ニ

ズ ム は 当 初考え て い た も のより ， か な り 複雑 な こ と が 解

っ て き た 。 今後 は こ う した ， 知見を も と に ， より 効果 の

高い菌へ の改 良を加 え る こ と が望 ま れ よう 。
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