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はじめに 

有機農業では化学農薬に依存しない食料生産が実現しているが、なぜ有機栽培により病害虫の

発生が抑制されるのかについて、十分な理解がなされているわけではない。有機栽培における病

害抑制のしくみを詳しく調べることは、さらに安定した有機栽培システムを構築する上でも重要

である。様々な要因が作用し合った結果として有機農業が成立しているのであれば、病害抑制効

果についても、多面的な視点からの解析が必要であろう。病害抑制に関わる要因をひとつずつ明

らかにすることにより、その全体像が明らかになってくるもの思われる。近年、様々な植物内生

菌の病害抑制への関与が報告されている(Rosenblueth and Martínez-Romero, 2006; Rodriguez et al., 

2009)。有機栽培においては、殺菌剤などを使用しないことにより、植物内生菌叢が多様化してい

るものと予想される。本研究では、有機農業の成立機構を科学的に解析する第一歩として、イネ

細胞間隙に生息する微生物に着目し、有機栽培に特徴的な微生物の解析と病害抑制の可能性につ

いて検討を行った。 

1. 細胞間隙に生息する微生物とは 

植物体の葉表面や細胞組織には様々な微生物が存在し、植物に対して生育促進、病害抑制など

の様々な役割を果たしていることが明らかになりつつある (Rosenblueth and Martínez-Romero, 

2006; Rodriguez et al., 2009)。これまでは、それら微生物の中で、培養可能なものを中心に研究が

なされてきた。しかし、植物の葉表面や細胞間隙で生きている内生菌の中には、培養が難しいも

のや、培養可能でも休眠により培養不可能な状態(viable but nonculturable, VNC)に移行しているも

のも多数含まれていることから、これまで、集団を構成する微生物種を総合的に把握するまでに

は至っていなかった(McDougald et al., 1998; van Overbeek et al., 2004; Rodriguez et al., 2009)。しか

し近年、植物組織の細胞間隙中の存在する微生物集団から “まるごと” DNA を単離・解析するこ

とにより、培養性状にかかわらず、集団を構成する微生物を解析することが可能になってきた（メ

タゲノム解析）。したがって、有機栽培と慣行栽培イネの細胞間隙に由来する微生物を従来の培

養法により解析することに加え、細胞間隙に由来する微生物 DNA をメタゲノム的手法により比

較解析することによって、有機栽培イネに特徴的な微生物を包括的に解析することが可能となる

と考えられる。 
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2. 有機栽培イネの細胞間隙の生息する内生菌の網羅的解析 

イネの葉身および葉鞘組織の細胞間隙に 0.005%Silwet77を含む滅菌蒸留水を減圧浸漬させた後、

細胞間隙に含まれる液体を細胞間隙液として回収し、WaterMasterTMDNA purification kit 

(EPICENTRE, Madison, WI, USA)を用いて ”まるごと” DNA を抽出した。得られた DNA を鋳型と

し、細菌 rDNA あるいは糸状菌 rDNA を増幅するプライマーを用いて PCR を行い、増幅断片の塩

基配列を次世代シークエンサーにより決定したところ、細菌 rDNA に対しては α-proteobacteria や 

γ-proteobacteria, Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., Pantoea sp., Microbacterium sp., Moraxella sp., 

unculturable bacteria などの rDNA に相同性の高い DNA 断片が増幅されていることが確認された。

また、糸状菌 rDNA については Tilletiaria anomala, Tilletia iowensis, Tilletiopsis penniseti, 

unculturable eukaryotes などの rDNA と高い相同性を示したことから、細胞間隙に生息する微生物

集団に由来する DNA が抽出できているものと考えられた(Takahashi et al., 2011)。 

次に、品種や栽培時期と場所が異なるイネの細胞間隙より抽出した DNA を鋳型として PCR

増幅した微生物 rDNA 断片混合物を、泳動パターンの違いとして検出することができる Denatured 

gradient gel electrophoresis 法により解析したところ(PCR-DGGE 解析)、異なるイネ品種や栽培地域

に比べ、栽培時期の違いにおいて泳動パターンがより顕著に変化していた。したがって、有機栽

培イネに特徴的な微生物を見出すためには、異なる栽培時期の有機•慣行栽培イネの細胞間隙に生

息する微生物集団の比較解析が必要であると考えられた。 

さらに、細胞間隙に由来する微生物 DNA のメタゲノム解析は、難培養性微生物や VNC 状態

にある微生物を含む集団を包括的に解析できる利点をもつが、一方で、従来の培養法のように、

個々の微生物を生きた状態で単離できるわけではない。したがって、有機栽培のイネ細胞間隙に

特徴的な微生物の機能を解析するためには、培養法により単離された微生物の解析と、メタゲノ

ム的手法による解析の両面からのアプローチが必要であると考えられる。 

3. 有機栽培イネに特徴的な内生菌と病害抑制 

1) 有機栽培イネの葉身・葉鞘組織に特徴的な微生物集団の解析と病害抑制 

生育時期の異なる有機栽培と慣行栽培のイネの葉身と葉鞘組織から細胞間隙液を採取し、DNA

を単離するとともに、一部を NA 培地に塗布して培養した。培養および rDNA 断片の PCR-DGGE

解析を行ったところ、有機栽培イネの細胞間隙液に特徴的な内生細菌がイネの生育初期に比較的

多く認められることが確認された。また、培養により単離された細菌の 16S rDNA 断片の塩基配

列に基づく分類を行ったところ、有機栽培において特徴的な微生物として Pseudomonas sp., 

Bacillus sp., Curtobacterium sp., Acinetobacter sp.などを見出すことができた。 

これまで、イネから単離した Pseudomonas 属菌に、いもち病菌の分生子発芽を抑制する抗い

もち病菌性抗菌物質の産生や，サリチル酸の蓄積を伴った全身抵抗性を誘導する活性があること
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が報告されている（Gnanamanickam and Mew, 1992; Krishnamurthy and Gnanamanickam, 1998）。ま

た， Bacillus 属菌も多くの植物において全身誘導抵抗性を介して様々な病害に対する抵抗性を

高めていることが知られている（Choudhary and Johri, 2009）。本研究においても、単離された

Pseudomonas sp.について、イネ幼苗の葉鞘組織を用いたいもち病菌の抵抗性を評価した。

Pseudomonas sp.を処理したイネの葉鞘では、いもち病菌の侵入菌糸が付着器直下の細胞から近傍

の細胞に伸展する率が低下し，接種葉鞘内のいもち病菌のバイオマスも減少する傾向が認められ

た(安藤杉尋•高橋英樹, 2011)。さらに、いもち病菌侵入時の活性酸素生成を DAB 染色によって

観察したところ、Pseudomonas sp.処理イネではいもち病菌の付着器直下の染色率が増加していた。

すなわち、Pseudomonas sp.処理イネの葉鞘では、いもち病菌の感染を認識後、速やかに活性酸素

を生成し、これによっていもち病菌の侵入を遅延させている可能性が考えられた。しかしながら，

葉身への噴霧接種では病斑形成に差は認められず、Pseudomonas sp.のみでは完全な抵抗性を付与

することはできないと考えられた。 

2) 有機栽培育苗培土で生育したイネ苗に特徴的な微生物の解析と苗病害の抑制 

イネの生育初期において

有機栽培に特徴的な内生細

菌が単離されていることか

ら、有機栽培育苗培土で育

成した苗を用いて、細菌に

よる苗病害に対する抑制効

果を検討した。もみ枯細菌

と苗立枯病細菌をそれぞれ

接種したイネ籾を、3 種類

の有機栽培育苗培土に播種

し、苗腐敗症状の発生を調

べたところ、あらかじめ熱

処理を施した培土以外は、

症状の抑制効果が認められた。さらに、この効果は培土のオートクレーブ処理により失われたこ

とから、育苗培土中に存在する何らかの生物的要因により、病気の発生が抑制されたものと推察

された（図 1）。 

そこで、有機栽培育苗土で培養したイネの内生菌に着目し，地上部組織の細胞間隙抽出液から

培養法により内生菌を分離し、16S rDNA 配列解析により慣行栽培区と内生細菌叢の比較を行っ

たところ、Bacillus sp., Curtobacterium sp., Microbacterium sp.と推定される細菌類に有機栽培に特徴

的なものが存在した。さらに、これらの細菌を、滅菌処理した慣行栽培培養土に処理することで、

有機栽培育苗土で観られた病害抑制効果と同様の効果が認められた（図 2）。したがって、有機
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栽培育苗土に含まれる微生物が、イネもみ枯細菌

病などを抑制するはたらきを持つ可能性が考えら

れた。 

おわりに 

本研究により、有機栽培イネの葉身・葉鞘組織

には、特徴的な微生物が存在し、イネもみ枯細菌

病などの抑制に関わっている可能性が明らかにな

った。有機栽培は、様々な要因が複合的に関わり

あって、化学農薬に依存しないイネ栽培が可能と

なっているものと推察できる。したがって、有機

栽培イネ体内に特徴的な微生物は、有機栽培の成

立要因のひとつとして役割を担っているのかもし

れない。それらの微生物が、有機栽培イネにおいてどの程度の普遍性をもって存在するのかを明

らかにすることは、今後の課題であろう。また、今回は解析対象としなかった、有機栽培に特徴

的な内生糸状菌や難培養性微生物が、病害抑制効果を持つ可能性についても検討が必要である。 

有機栽培における病害抑制は、複合的な要因によるものと考えられることから、内生微生物に

よる病害抑制が、環境などの要因により変動されることも十分予想される。有機栽培の科学的な

研究は未だ十分ではないことから、さらに多面的なアプローチにより、有機栽培を成立させてい

る機構が明らかになることを期待したい。 
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