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緒　　　　言

　戦後の農業に農薬が果して来た役割は極めて大きいも

のであるが，一方，環境の汚染という問題も生じたため

に，最近では環境を汚染しない無公害農薬の研究開発が

急がれている．

　筆者らも無公害農薬の研究開発の一環として微生物問

の拮抗現象を利用しようと試みている．1972年，筆者ら
　　　　　1）
の一人達山らはチューリップ切花栽培施設における土壌

消毒の方法と土壌微生物相との関係を調査する過程で，

土壌伝染性の病原菌であるF14∫α〆舳属菌に拮抗する

細菌数種を分離した．このような細菌を土壌中に増殖さ

せることによって，土壌伝染性の病原菌を防除出来ない

かと考え，その第　段階としてまずこの細菌の病原糸状

菌に対する一，二の生理活性とζの細菌を土壌に散布し

た場合の土壌中の微生物の変化について検討したので報

告する．

　　　　　実験材料，方法，および結果

　1　供試菌の肋8〃一〃㎜属菌に対する拮抗現象

　F伽αr〃刎o”ツ功orz舳　SCHLEICHTENDAHL（KU－

f22）およびBo玄〃姑肋Zψαθ（LIBERT）HOPKINSに

拮抗する数種の細菌のうちの一種（TB－3号菌）につい

て，肋5αr｛舳属菌に対する拮抗作用を確認するととも

に，培養濾液の抗菌性について検討した．

　a．実験材料および方法

　肋∫αブ｛舳属菌は且o〃5クo榊η（KU－f22）を用い

た．直径gcmのぺトリ皿にPSA培地を約8m1入
れ，固化後F0エッ功07舳を接種し，25oC，3日間培
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養した後，TB－3号菌を接種し再び25．C，4日間培養

して拮抗作用の有無を検討した．又，TB－3号菌をPS

培地で25℃，7日間培養した後に，濾紙円板（東洋濾

紙製，抗生物質検定用）にその濾液を吸収させて，且

0〃功0ブ1舳と対時培養を試み，溶液中に抗菌性物質が

産生されるかどうかを検討した．

　b．実験結果

　TB－3号菌は菌体および培養濾液ともに且o〃功o一

ブ舳に対して拮抗作用を示した．又，TB－3号菌の拮

抗作用の影響が考えられる且0〃功0r舳の菌糸の先

端では，正常の菌糸（第1図A）に比べて明らかに異常

が認められ（第1図B），対照の菌糸が直線的な生育を

示すのに対して，TB－3号菌による拮抗作用の影響を受

けている菌糸は変形し，ところどころに球形のものが認

められた．従って，TB－3号菌がハ0〃功or舳の菌

糸生育を阻害する物質を産生することは明らかである．

　2　TB－3号菌培養濾液の数種植物病原薗に対する抗

　　　菌性

　1．の実験でTB－3号菌培養濾液中に抗菌性物質の存

在が明らかにされたので，植物病原菌数種に対する抗菌

性を調査した．

　a．実験材料および方法

　供試した植物病原菌は次の8種である．

　　AZた閉αηα501”〃（ELLIs　et　MARTIN）SORAUER

　　　IFO－5924

　　αα6o∫クo伽伽ωZ06α∫zαθSAWADA　IFO－6698

　　C06〃zoろo1刎　伽ツαろω刎∫（S　ITO　et　KURIBA－

　　　YASHI）DRECHSLER　KU－13

　　CoZ1勿o炉κ加刎Zαgθ〃αγτ〃刎　（PAssERINI）ELLIs

　　　et　HALSTED

　　F眺〃伽刎oエツ功o閉伽SCHLEICHTENDAHL　KU－

　　　f22

一41一



一42一 島根大学農学部研究報告 第8号

Figure1．Myce1ia　of　Fωαブ〃刎o”ツ卯oザ〃刎

　　　　　　A　Norma1（×3300）
　　　　　　B　Abnorma1（×3300）

　　F雌αブ刎刎oエツ功o閉肋ScHLEICHTENDAHL72－S1

　　肋∫α舳伽30Z舳（MARTIUS）APPEL　et　W0LL－

　　　ENWEBER　IFO－5890

　　H；6Z伽η肋o功or〃刎　1θク左06〃o〃　NIsHIKADO　et

　　　MIYABE　IFO－6634

　抗菌性は供試菌をPSA培地で25oC，10日

間培養したものから採取した分生胞子を用い　　　　Tab1e　l　Ant1fmga1effects　of　the　cu1tura1f－1trate　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　bactenum　to　severa1phyτopathogen1c
て発芽試験を行って検討した．PS培地で
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fungi．
TB－3号菌を培養して得られた濾液を等容の

n一ブタノールで抽出し，n一ブタノ＿ルを揮　　　　　phytopathogemc　fungl　　Germmat1on　of　comd1a

散させてから，等容の脱イオン水牢分散させ　　　〃炊ηαブづα50Z伽｛　　　　　　　　　　一＊

た溶液中で各病原菌の胞子発芽試験を行なっ　　　αα40功0r加刎00100α∫｛αθ

た．発芽所要時間はα刎加ろω伽5につい　　　Coo舳oろo1ω刎加ろθ”〃∫

ては25℃，6時間，その他の病原菌につい　　　C0脇0炉励舳Zα9伽”｛α伽
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F〃5αr｛〃〃z　oエツ∫クoブ〃フη72－S1
ては25℃，24時間後に発芽を調杏した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F〃5αブ加刎o”ツ功o閉伽KU＿f22
　b．実験結果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17〃5αブ｛〃〃z　∫oZαη｛
　結果を第1表に示した．供試した8菌種の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HθZ〃加伽功oブ｛舳Zθμoc〃ooθ
いずれの分生胞子も供試濃度中での発芽は認
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　not　germmated
められなかった．従って，TB－3号菌培養濾

液中には活性の高い抗菌性物質の存在することが明らか

にされた．

　3．TB－3号菌培養濾液の濃度と肋sαr加㎜属菌

　　　およぴ0㎜柳脆απ蝸の分生胞子発芽

　TB－3号菌培養濾液の抗菌性の強さを知るために，試

験液の濃度を変えて分生胞子の発芽を検討した．

　a．実験材料および方法

　供試菌は∫o”ツ∫クor舳KU－f22，且o〃5クor舳72－

S1，且501α加，およびα〃z伽ろω舳KU－13の4菌

株である．発芽試験の方法は2．と同様にして行なった．

TB－3号菌をpS培地に25．C，7日間培養したのち，

培養液と等容のn一ブタノールで抗菌性物質を抽出し，

n一ブタノールを揮散させてから，等容の脱イオン水を

加えて溶解させた．この溶液の濃度を1とし，脱イオン

水で順次％，払，％，｝｛6，およびレる2と稀釈し，発

芽試験液とした．

　b．実験結果

　第2表に示したように，濃度払でル5αブづ舳属菌

が，又％の濃度でC伽ツαろωη14∫の分生胞子発芽が

阻止され，TB－3号菌の培養濾液はかなり強い抗菌性を

有することが明らかになった．

　更に，C．〃めjα6θα舳5の分生胞子はシ壬6および｝る2

の濃度で，第2図に示すような発芽の異常が認められ，

肋w｛舳属菌についても％の濃度で第3図に示すよ

うな発芽時の異常な形態が観察された．

　α刎伽ろω舳5の発芽の異常は発芽管のかわりに大

きな球状のものが認められ，場合によってはこの球状の

ものから発芽管と思われるものの突出が認められた（第

2図C）．

　FZ棚ブづ舳属菌の胞子発芽の異常は発芽管か又は胞子

が数個の球状のもののつながりとして認められたり，発
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芽管の形態に明らかに異常なものが認め

られた．

　4．T：B－3号菌およぴその培養濾液を

　　　散布した土壌中の細菌およぴ糸状

　　　菌数の変化

　TB－3号菌およびその培養濾液の散布

の土壌微生物相に及ぼす影響を知るため

に散布後の微生物相の変化を調査した．

　a．実験材料および方法

　土壌は島根大学農学部の実験圃場の檀

壌土（含水量11．3％，Turyn法による

有機物含量2．7％，PH二7．2）を用い，

10cmの素焼植木鉢に入れて次に示す処

Tab1e2．Effect　of　d－11ut1on　of　cu1tura1f11trate　of　the

　　　　　bacter1um　to　the　con1dmm　germmat1on　of
　　　　　Fusarium　species　and　C06棚oろoZ〃∫〃むψ8伽瓜

Phytopathogen1c　fung1
Conc．of　cu1tura1　f11trate　of
　　　　　the　fungus＊

1｝ち払｝る｝壬6｝る20

C06んZ｛oろoZ〃∫刎妙αろθα伽5

1；「鮒αブ伽〃z　o”ツ5クoブ〃〃z72＿S1

F鮒αr｛z吻o”ツ功oブz舳KU＿f22

1干〃5αブ｛〃〃z　50Zα〃｛

　　一　一！　十ト！冊

一　十トト　十トト　十トト　什ト

十　拙一　冊　　冊　　十トト

ー　十ト！十H一　冊　冊

理をした後，昼25◎C，8．0001ux夜20◎Cのファイトト

ロン中に置き，処理後O，1，3，7，14日後に表層か

ら約1cmの深さの土壌を採取し，平板稀釈法によって

菌数を測定した．灌水は水分条件が菌数に著しく影響す

ることを考慮して，試料採取後に植木鉢を水槽内に置

いて下から吸水させた．菌の分離は，細菌については

PSA培地，糸状菌についてはローズベンガル｝るo，ooo

およびストレプトマイシン｝るo，oooを含むPSA培地

幾　磁
　蝉　　　　　簸繊、塊
　　　　　　　蹄級，．

籔’

0r1gma11y　cu1tura1f11trate　of　the　bacter1um　was
estab11shed　as　the　concentrat1on“1’’

It　was　recogm1zed　abnorma1germmat1on　of　the
con1d1a　of　phytopathogen1c　fung1

を用いた．土壌の処理は

　1）TB－3号菌の培養（PS培地100m1／200叫1三角

　　　フラスコ，25℃，7日間）濾液を1鉢当り20m1

　　　を散布．

　2）同上の濾液を等容のn一ブタノールで抽出後，n一

　　　ブタノールを揮散させてから等容の水でおきかた

考

繋

　　　　　　　　　　　苗誰

◎　　　　　　　　　　　　　　　ξ、

F1gure2　Con1dla1germmat1on　of　CooんZωろoZα5
　　　　刎似α6θαη〃51n　n＿butano1extracts　of

　　　　the　broth．

　　A　Norma1germmat1on（×450）
　　B　Abnorma1germmatエon（×450）
　　C，D，E　Abnorma1germmat1on（×1800）

F1gure3Comd．1a1germmat1on　of肋∫αブ伽刎
　　　　o”ニソ∫力orα肋and　F〃∫αr〃〃z50Zα〃｛in

　　　　n－butano1extracts　of　the　broth

　A，B　Norma1germmat1on　of　F　o〃功o閉伽
　　（×1800）

　C　Abnorma1germmat1on　of　F　oエッ功oブ〃π

　　（x1800）
　D，E　Abnorma1germmat1on　of　F301α〃
　　（×1800）
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　　　溶液を1鉢当り20m1を散布　　「

　3）上記2区の対照として脱イオン水を1鉢当り

　　　20m1を散布．

　の3一区を設け殺菌土壌，非殺菌土壌のそれぞれについ

て検討した．

　b．実験結果

　1）土壌細菌数に及ぽす影響（第4図）

　抽出物を散布した土壌においては殺菌土壌，非殺菌土

壌のいずれにおいても，7日後までの細菌数は対照区を

下まわったが，その後はむしろ対照区より多かった．

　又，TB－3号菌処理区については加えたTB－3号菌

も細菌数に含まれているため，対照区の約3倍の菌数を

示した．しかしその消長パターンは対照区と酷似してお

り添加したTB－3号菌量だけが多いという影響にとど

まった．

　2）糸状菌数に及ぼす影響（第5図）

　非殺菌土壌については，TB－3号菌，抽出物処理区と

もに，対照区を下まわっており，又菌数の増減が極めて

少なかった．殺菌土壌についても，抽出物処理区は対照

区とほぼ同じで，TB－3号菌処理区ではその消長パター

8

7

　　　　O、　　　　！　　、、

、ゲ　　　　　　　、　　　　　　　、　　　　　　　一、　　　　、　　　　　　　　　、　、、＝＝、、b
　　　　　　　　　　　　　　　　　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　一、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C

1！
！
／

A

ンは同じであったが全数において多かった．

　5．TB－3号菌およぴその抽出物散布土壌に接種した

　　　亙o瑚吸om㎜の消長

　前項の実験によってTB－3号菌の培養濾液等の散布

による土壌微生物椙の掻乱は少ないと思われたので，散

布による且o仰功oブ舳に対する効果を検討した．

　第4図に示す通り，TB－3号菌を散布した土壌におい

て，散布後14日後に至るまで対照区に比べて細菌数が多

く，これが散布したTB－3号菌の存在によるものとす

れば，TB－3号菌の活性は14日後まで維持されている可

能性があると考えられた．そこで肋5αブ｛舳属菌を土

壌に散布して，土壌中においても肋∫αr伽刎属菌が

TB－3号菌の拮抗作用を受けるかを検討した．

　a．実験材料および方法

　4aの材料および方法に従って行なった．土壌に施用

した処理は

　1）PS培地30m1／100m1の三角フラスコに27◎C，

　　　10日間培養した且o”ツ功or舳KU－f22の菌そ

　　　うを100m1の脱イオン水とともにミキサーで粉

　　　砕した菌糸懸濁液を20m1散布

　2）4aで用いたTB－3号菌培養液と上述の肋5α一

　　　ブ｛舳菌糸懸濁液とを混合したものを20m1散布

6

8

7

／x＼、

F　　5

害　　7

x＼

■

◎　×

・二一＝＝rヲ

／　　　　　　　　　　　　。
　　　　・O＼　　　　　　　　　　　　　　　　X
O　　　！　　　　、、
＼　！　　　　　　、、
　∀／劣　　　一勾込
一〆　　　　　、、、↓。
　　　　　　　　　　　　　　　　、、、C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　、、◎
　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

A

＿　　　　　　　　　b

’一｝｛芋8

B

　　　　　　　T1medumti㎝（days）

F1gure4Numbers　of　bacter1a1n　the　s011s
　　　after　spray1ng　th－e　bacter1a1suspens1on
　　　　and－1ts　extract　so1ut1on

　ASter111zeds011
　B：Non＿steri1ized　soi1

　　a　　Spray1ng　tbe　bacter1a1suspens1on
　　b　　Spray1ng　the　extract　so1ut1on　of　the

　　　bacter1a1f11trate
　　c　Spraymg　de1onazed　water（as　contro1）

　　0　1　　　3　　　　　　　7　　　　　　　　　　　　仏

　　　　　　　　丁1爬dumtion（days〕

F1gure5Numbers　of　fung1m　the　s011s　after
　　　　spraylng　the　bacter1a1　suspens1on　and
　　　　its　extract　so1ution．

　　ASter111zedso11
　　B：Non－steri1ized’soi1

　　　a　　Spray1ng　the　bacter1a1suspens1on
　　　b　　Spray1ng　the　extract　so1ut1on　of　the

　　　　bacteria1fi1trate　．一

　　　c　Spraymg　deiomzed　water（as　contro1）



達山和紀・江川宏。山本広基：土壌から分離された 細菌の抗糸状菌性について 一45一

蟄
量

7

6

．、一…一寸〇
　　　　　　　　一⑳

A

竜

7

6

6　　　　　　ユつ
　　　　　　　　　b
⑧一一一　　　　　C　×
　　　　　　一一・⑧
　　　　　　　　　B

0　1　　　3　　　　　　　7 仏

　　　　　　　　τime　duration　｛　days　〕

F1gure6Dens1ty　of　F蜘〃刎刎o”ツ砂o閉刎
　　　　in　the　soi1s　mixed　with　the　bacteria1

　　　　suspens1on　and1ts　extract　so1ut1on
　A：Steri1izedsoi1
　B　Non－ster111zed　s011

　　a．Spray1ng　delomzed　water　and　the
　　　myce11a　of　F螂〃舳ηo〃功o閉伽
　　b　　Spray1ng　the　bacter1a1suspens1on　and

　　恕mXce1iaofF鮒｛1・η・予ツ榊榊
　　c．Spray1ng　the　extract　so1ut1on　of

　　　bacter1a1f11trate　and　the　myce11a　of

　　　肋W5舳0〃3ク0ブ1舳

　3）4aで用いたTB－3号菌培養液抽出物とF舳一

　　　ブ刎〃z菌糸懸濁液を混合したものを20m1散布

　の3区を設けて，殺菌および非殺菌土壌で検討した．

　b．実験結果（第6図）

　殺菌土壌の対照区においては，1，3，7，14日後と

徐々に肋wづ㈱属菌は増加して行くのに対して，

TB－3号菌処理区，抽出物処理区ともに1，3日後まで

の増加にとどまり，その後の増減はほとんどなかった．

又，非殺菌土壌においても，抽出物処理区では対照区の

約％～％の肋5α伽刎属菌が分離されたにすぎず，

TB－3号菌処理区についても3日後に若干増えた以外は

対照区とほゴ同じであった．

　以上の結果から殺菌土壌中では，肋鮒｛㈱属菌は

TB－3号菌の拮抗作用あるいは抽出物の影響を受けて，

無処理区の程度まで増殖出来なかったと考えられるが，

非殺菌土壌においては，他菌との関係などの影響もあっ

てTB－3号菌と肋5α伽刎属菌との拮抗現象が明確に

現われなかったものと考えられた．

　　　　　　　　　考　　　　察

　肋鮒｛舳属菌に拮抗作用を有する土壌から分離され

た細菌TB－3号菌はその培養濾液中に肋鮒｛㈱属

菌，C06舳oろoZ狐伽ツαろω舳5などの分生胞子発芽を阻

止する物質が含まれていることは明らかである．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
　細菌の産生する抗菌性物質には，バチリン，ズブヂリ
　3）　　　　　　　　4）　　　　　　　　　　　5）
ン，バヂロマイシンなど古くから多くの報告があり，
　　　　6）
又，吉井らはB〃”鮒ル〃6”加3の産生する肋〃一

6〃αブ加のイネごま葉枯病に及ぽす影響について報告し

ている．筆者らの供試した抽出物がこれらの抗菌性物質

のうちの一つと一致するものかどうか今後検討したい。

又，分生胞子発芽時の球状の発芽管については，ポリオ
　　　　　　　　　　　　7）
キシンの作用と類似しているので，TB－3号菌の抗菌性
　　　　　　　　　　　　　8）
はポリオキシンと同じような機作によって生ずる可能性

も考えられた．

　抗菌性物質を産生する微生物を土壌中に加用して檀物

の疾病を防除するという試みも古くから行なわれてい
　9）

るが，加η伽0の実験では成功しても加η如0の実験

では成功していない例が多い．筆者らの研究結果でも

TB－3号菌の土壌への加用によつて且o〃功or㈱の

土壌中での増殖が阻止されていることは推定されたが，

疾病の発現との間の関係については今後くわしく検討し

なければならない課題であると考えられた．

　　　　　　　　　摘　　　　要

　F狐αブ伽刎属菌に拮抗作用を示す細菌数種を土壌から

分離した。このうちの一細菌（TB－3号菌の生理活性を

F〃∫αブ加伽o”ツ功o閉刎，F狐〃加刎50Zα〃，CooんZづoろoZ鮒

伽ツαろθ〃刎5などの分生胞子の発芽試験で検討した結

果、すべての供試菌に対して抗糸状菌性を示した．又，

且∫oZ伽づおよびα刎伽みθα伽∫の分生胞子発芽管の

異常が認められた。

　TB－3号菌菌体およびそのn一ブタノール抽出物を土

壌中に加用し，土壌微生物の変化を観察したが，細菌数

および糸状菌数ともに対照区とほとんど差異は認められ

なかった．更に，TB－3号菌菌体およびn一フタノール

抽出物加用土壌中に且o〃功α’舳を接種し，その消

長を調査したが，対照区に比べて且o〃功o舳〃の増

殖が少ない傾向が観察された．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S皿㎜醐雛y

　Ant1fu皿ga1effects　of　a　s011＿bactenu皿（TB－3）agamst　se∀era1phytopathogen1c　fung1

were　stud1ed．Con1d．1a1germmat1ons　of　Fz卿r伽刎o〃∫ク㏄〃2z，C00舳oろo1ω舳ツα6ω舳3

and－seyera1other　phytopathogen1c　fung1were　mh1b1ted．strong1y　1n　the　broth　of

bacter1um　or　n－butano1extracts　of　the　broth，and1f　the　comd．1a　germmated　m　the

d．11uted．so1ut1on，form　of　the　ger岨一tube　were　abnorma1　Spray1ng　of　the　broth　or

n－butano1extracts　of　the　broth　had．no　effect　on　s011m1crof1ora，however，the　spraymg

were　effect1▽e　to　decrease　the　dens1ty　of　F狐〃〃刎o”ツ砂o〃舳mocu1ated1n　the　s011


