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研究成果の概要（和文）：水稲有機栽培における米ぬか散布によるコナギ抑草効果の機構を解明するため、米ぬ
か散布後に生成される土壌中の有機酸と土壌微生物の解析を行った。芳香族カルボン酸を想定した屋外実験では
コナギ抑草効果を説明することができなかったことから、コナギ抑草効果を再現する室内実験系の検討を行い、
安定的に圃場の抑制効果を再現する条件を明らかにして実験系を構築した。この実験系を使うことにより、土壌
ろ液中に含まれる微生物および米ぬかと反応して生成する物質がコナギ発芽阻害に重要であることが確認され
た。実験系を用いてコナギ抑草効果と相関する微生物と物質の同定を試みたが、研究期間内では単離することが
出来なかった。

研究成果の概要（英文）：Organic acids and microorganisms of lowland soil were analyzed in order to 
elucidate the mechanism of suppressive effect of rice bran on Monochoria vaginalis in organic rice 
production. Outdoor experiments could not reveal the mechanism on the assumption of the effect of 
aromatic carboxylic acids. Therefore, laboratory experimental system simulating the suppressive 
effect of rice bran was established. The system revealed the essentiality of microorganisms and 
chemicals produced through the reaction of the microorganisms and rice bran. However, the 
microorganisms and chemicals could not be identified in the research period.

研究分野：雑草学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 水稲有機栽培では雑草防除が一つの大き
な課題となっており、特に一年生水田雑草の
コナギが優占草種として残ることが多い。有
機栽培農家では米ぬか散布による雑草防除
がよく知られているが、そのコナギに対する
効果は不安定であり、効果を疑問視する農家
も多い。一方我々はこれまで、米ぬか散布の
コナギ抑草効果が極めて不安定であるもの
の、散布後の土壌表層溶液の電気伝導度(EC)
とコナギの発芽率との間に極めて高い負の
相関関係があることを見いだし、EC が高くな
る条件であれば米ぬかのコナギ抑草効果が
安定することを明らかにした（Nozoe et al. 
2012）。 
 土壌溶液EC値は溶液のイオン強度に依存し
て変動する値であり、イオン強度の上昇は土
壌微生物による米ぬか分解活性の上昇がも
たらしたとすると、コナギ抑草効果は土壌微
生物の米ぬか分解活性に由来するものと考
えられる。水田への有機物施用によって土壌
中に生成される植物生長阻害物質としては
酢酸やプロピオン酸などが挙げられるが、こ
れらは米ぬか散布後に直ぐに土中から消失
する。このため、不斉一に数週間に渡って発
生するコナギに対しては発芽阻害物質の候
補とはならない。一方、田中（2002）は有機
物施用後の土壌中に酢酸やプロピオン酸の
1/100 程度の濃度で土中に生成される複数の
芳香族カルボン酸が、酢酸やプロピオン酸の
1000 倍程度の水稲根伸長阻害活性があるこ
とを報告している。これら芳香族カルボン酸
類は土壌中に数週間以上残存していたこと
から、コナギの発芽阻害物質として十分候補
となりうると考えられた。そこで本研究では
「米ぬか散布によって増殖する土壌微生物
由来の芳香族カルボン酸によってコナギの
発芽が阻害される」との仮説をたて、コナギ
発芽阻害を行う芳香族カルボン酸類の同定
とそれらを生成する微生物の同定などを行
ってコナギ抑草機構の解明を進めることと
した。 
 
２．研究の目的 
 上記の仮説を検証するため、コナギ抑草効
果の異なる土壌を用いて米ぬか散布後のコ
ナギ抑草効果と芳香族カルボン酸類の濃度
を定量し、抑草効果と高い相関関係を示す芳
香族カルボン酸類を明らかにする。次に、候
補となる芳香族カルボン酸の濃度を変えた
水溶液を作成し、コナギ発芽率と芳香族カル
ボン酸との濃度反応曲線を作成して、コナギ
抑草効果を説明できる芳香族カルボン酸を
同定する。 
 また土壌中の微生物相を明らかにするた
め、コナギ抑草効果の異なる土壌間で
PCR-DGGE 法（PCR を用いた変性濃度勾配ゲル
電気泳動法）を用いて土壌微生物相の違いを
調べる。PCR-DGGE 法において、抑草効果の高
い土壌で特異的に増幅する微生物 rRNA 遺伝

子を単離し、その塩基配列を DNA データベー
スに照らし合わせて類似性の高い微生物を
検索し、米ぬか散布効果の高い土壌で特異的
に増殖している微生物群を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）コナギ発芽阻害物質としての芳香族カ
ルボン酸類の解析 
 コナギ種子を埋土種子として大量に保持
する水田土壌を 50cm 角のコンクリートポッ
トに詰めて屋外に維持した。これによりコナ
ギ種子の休眠状態が自然に近い条件を作り、
この土壌を用い、5 月および 6 月にそれぞれ
代かき、水稲移植および移植同日に米ぬか散
布（100kg/10a 相当）を行い、9 月に抑草効
果を評価した。また代かき直後の土壌表層に
直径 2.5mm(内径 1.5mm)、長さ 50mm の土壌溶
液採取管を設置し、1 週間おきに 4 週間後ま
で定期的に土壌溶液を採取した。この溶液に
ついて候補となる5種類の芳香族カルボン酸
類（安息香酸、2-フェニルプロピオン酸、3-
フェニルプロピオン酸および 4-フェニル酪
酸、フェニル酢酸）の濃度をGC-MSで解析し、
コナギ抑草効果との関連性を調査した。 
 また 5 種類の芳香族カルボン酸について、
土壌表層溶液中の濃度をもとに希釈系列の
水溶液を作成し、各水溶液中でコナギ発芽試
験を行ってそのコナギ発芽阻害効果を調べ
た。 
（２）コナギ抑草効果に関与する土壌微生物
の同定 
 上記で用いた土壌について、土壌から DNA
を抽出し、PCR-DGGE 法で 16S および 18S rRNA
のバンドパターンを比較した。比較した結果
からコナギ抑草効果と高い相関関係を示す
バンドを特定した。PCR-DGGE 法は既存のマニ
ュアル（農業環境技術研究所 2011 年）に従
い、DNA の抽出は市販のキット（Q-BioGene
社の FastDNA SPIN Kit for Soil）を使い、
細菌群集構造の解析は 16S rRNA 遺伝子の
V6-8 可変領域を標的とするプライマーセッ
ト、糸状菌群集構造の解析は 18S rRNA 遺伝
子を標的とするプライマーセットを使用し
た。 
 特定されたバンドをゲルから切り出して、
クローニング後に塩基配列を決定し、その配
列と相同性のある塩基配列を微生物のDNAデ
ータベースで検索した。 
（３）室内実験系の作成 
 米ぬか散布後のコナギ抑草効果が異なる
数種類の土壌について、50mL チューブ内で湛
水し、一定時間後に土壌溶液を抽出した。土
壌溶液と米ぬかを混合して 20-30℃の条件で
数日間培養した後、培養液を濾過してコナギ
発芽試験を行った。この湛水におく期間や温
度などの条件や米ぬかと混合した後の期間
や温度などの条件の検討を行い、圃場におけ
る土壌のコナギ抑草効果が再現できるよう
な条件を設定した。また滅菌・未滅菌の条件
でコナギ発芽阻害効果を評価し、各ステップ



における微生物活性の寄与についても明ら
かにした。 
（４）室内実験系を用いた土壌微生物の解析 
 発芽阻害活性のある土壌溶液や米ぬかと
混合した後の溶液から、DNA を抽出し、（２）
と同様に PCR-DGGE 法のバンドパターンを比
較し、コナギ発芽阻害活性と相関するバンド
を特定した。この塩基配列をデータベースで
検索することにより、コナギ発芽阻害活性と
関連性の高い微生物群を同定した。 
（５）室内実験系を用いたコナギ発芽阻害物
質の解析 
 室内実験系において発芽阻害活性のある
溶液を分画・精製して、発芽阻害物質同定の
ための実験系を組み立て、HPLC や GC-MS など
を用いて発芽阻害物質の同定を試みた。 
  
４．研究成果 
（１）コナギ発芽阻害物質としての芳香族カ
ルボン酸類の解析 
 5 種類の芳香族カルボン酸類について、米
ぬかの効果が異なる土壌間で土壌表層溶液
中の濃度を比較した。米ぬか処理を行った土
壌から安息香酸、フェニル酢酸、3-フェニル
プロピオン酸の 3種化合物が検出され、その
他の芳香族カルボン酸はほとんど検出され
なかった。また米ぬかを処理しなかった対照
土壌では、安息香酸しか検出されなかった。
米ぬかの効果との相関性をみると、安息香酸
には顕著な関連性が認められなかったが、フ
ェニル酢酸および 3-フェニルプロピオン酸
は米ぬか効果の高い土壌において高い濃度
で検出された。その濃度はフェニル酢酸で
10-50μM、3-フェニルプロピオン酸で 1-10
μM程度であった。 
 5 種類の芳香族カルボン酸類の発芽阻害効
果を比較したところ、3-フェニルプロピオン
酸の活性が最も高かったが、発芽を 50%以下
に阻害する濃度が 150μM 程度であり、フェ
ニル酢酸については 250μM 以上の濃度が必
要であった。実際の土壌表層溶液中の濃度は
この 1/5 から 1/15 以下であり、この濃度で
はいずれも発芽阻害効果が認められなかっ
た。 
（２）コナギ抑草効果に関与する土壌微生物
の同定 
 PCR-DGGE 法を用いて、米ぬか抑草効果の高
い土壌と低い土壌を比較し、異なる増幅効率
を示した細菌 rRNA 遺伝子を単離して塩基配
列を同定したところ6種類の細菌が同定され
た。そのうちの1種の細菌Corynebacterineae 
bacterium については、特異的プライマーを
設計して PCR で rRNA 遺伝子を増幅させるこ
とができ、米ぬか抑草効果の高い土壌で多く
増幅されることが確認された。 
（３）室内実験系の作成 
 芳香族カルボン酸を想定した屋外実験で
はコナギ抑草効果を説明することが出来な
かったことから、室内実験系によって安定的
に圃場の抑草効果を再現する条件を検討し、

土壌を介さない実験系の分析によって阻害
物質と関連微生物を同定することとした。米
ぬか散布後のコナギ抑草効果が異なる3種類
の土壌について、風乾土壌と蒸留水を混合し
て 1週間後の土壌ろ液と米ぬかを混合し、こ
の混合液を用いてコナギ発芽試験を行った。
この結果、温度、米ぬか量およびコナギ種子
の条件を検討することで、コナギ抑草効果を
再現する実験系の条件が明らかとなった。 
 供試種子については、種子を次亜塩素酸で
殺菌すると採取年や休眠覚醒の有無にかか
わらず比較的安定した結果が得られた。米ぬ
か培養時までの温度を 25℃として発芽試験
を 30℃とし、米ぬか 0.4g と土壌ろ液 1mL を
反応液で混合すると土壌間差が認められた
（図１）。 
 米ぬか 0.4g では、圃場条件で最も抑草効
果の高かった 4-5R 圃場の土壌（表 1）で最も
高い発芽阻害効果が認められ、圃場条件で効
果の低かった8-9圃場の土壌ではほとんど発
芽阻害効果が認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1 2015 年の水稲有機栽培試験圃場におけるコ
ナギ抑草効果（図 1の土壌に対応） 

圃場 処理

4-5R 無除草区 600 ±198 33 ±7
（連作8年目） 米ぬか散布区(株間) 0 (0) ±0 0 (0) ±0

8-8 無除草区 1044 ±217 65 ±3
（連作5年目） 米ぬか散布区(株間) 245 (23) ±32 32 (49) ±6

8-9 無処理区 3200 ±340 141 ±35
（連作6年目） 米ぬか散布区(株間) 1650 (52) ±297 101 (72) ±22

注）（　）内の数値は各圃場の無除草区を100とした時の相対値

本数(本/m2) 乾物重(g/m2)

 

 
 この系をもとに各種土壌の評価を行った
ところ、2017 年に圃場から採取した風乾土は、
2015 年に採取した風乾土の結果と同様な結
果が得られたが、2016 年に採取した風乾土に
は発芽阻害効果が認められなかった。2016 年
採取土は過乾燥により微生物相が影響を受
けた可能性があり、生土を使った場合の再現
性も含めて採取土壌の条件検討が必要であ
った。 
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図 1 室内実験系における米ぬか添加量とコナギ
発芽率との関係 
 DDW：蒸留水と混合した場合。4-5R、8-9、8-8 は土壌を採

取した圃場番号。各圃場における米ぬか散布の効果は表 1 を参

照。滅菌は、土壌ろ液を抽出後に滅菌してから米ぬかと混合し

て培養した場合の結果。 



 この実験系では、土壌ろ液を滅菌してから
米ぬかと混合して培養するとコナギの発芽
阻害が認められなかったことから、土壌ろ液
中に存在する微生物が発芽阻害に関与して
いることが明らかとなった（図 1）。 
（４）室内実験系を用いた土壌微生物の解析 
 上記の室内実験系で作成した土壌ろ液に
ついて、ろ液中の DNA を抽出し、PCR-DGGE 法
で 16S rRNA のバンドパターンを比較し、コ
ナギ発芽阻害活性と相関するバンドを特定
した。数本の候補となるバンドを切り出して
塩基配列を決定し、BLAST 検索した結果、
Clostridium 属菌が同定された（図 2）。しか
し、配列をもとに特異的 PCR プライマーを設
計し、水稲有機栽培試験圃場の表層 1cm の土
壌から抽出したDNAから同菌の検出を試みた
ところ、増殖効率が低く、圃場の抑草効果と
の相関が認められなかった。 

 
（５）室内実験系を用いたコナギ発芽阻害物
質の解析 
 発芽阻害が認められた土壌ろ液と米ぬか
の培養液をろ過滅菌したところ、滅菌後の培
養液にもコナギ発芽阻害効果が認められた
ことから、培養液に何らかの発芽阻害物質が
含まれることが確認された。 
 酢酸エチルを使って培養液を酸性分画と
アルカリ分画に分けたところ、原液を蒸発乾
固しただけで発芽阻害活性が無くなるのが
認められた（図 3）。分画作業中には蒸発乾固
の過程が入るため、蒸発乾固にかわる分離手
法など分画条件の検討が必要であった。 
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図 2 細菌 16S rRNAから単離したバンド配列
と近縁配列の分子系統樹 
赤矢印が単離したバンド配列を示す。青線で示した

近縁種はすべて Clostridium 属細菌。系統樹は NJ
法による。 
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図 3 米ぬか培養液を分画した後のコナギ発芽
阻害効果 
 原液（米ぬか培養液）を HClで pH調整した後に
酢酸エチル層と水層に分画して、コナギ発芽試験に

供試。pH調整しない場合と原液を濃縮乾固しただけ
の場合の発芽試験結果と比較。 


