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研究成果の概要（和文）：エタノール等各種有機物を用いた土壌還元消毒法による土壌病害虫防除メカニズムを
解明するため、還元消毒処理中の土壌特性および土壌微生物相の変化について解析した結果、土壌中の微生物が
添加有機物を分解・代謝する過程で還元状態が形成され、特定の嫌気性微生物種が急速に増殖するとともに、こ
れら微生物種が関わって抗菌性物質が土壌中に生成・蓄積されることで、土壌病害虫を死滅させていることが推
測された。

研究成果の概要（英文）：To analyze disinfestation mechanism against soil living pests by anaerobic 
soil disinfestation (ASD) method using various organic substances such as ethanol, we have 
continuously assessed various soil characters such as oxidation-reduction potential, pH, metabolism 
of additive carbon sources, concentration of metal ions and population dynamics of soil 
microorganisms during the anaerobic soil disinfestation treatment. Therefore, anaerobic condition 
was quickly induced by soil microorganisms during their oxidative metabolism of additive carbon 
sources. Thereafter antibiotic materials such as acetic acid and metal ions which can kill or 
decrease numbers of the soil living pests were produced and accumulated in soil along with rapid 
multiplication of several kinds of anaerobic soil bacteria. It suggests that soil microorganisms 
such as anaerobic bacteria would play important role for ASD.

研究分野：植物病理学
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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 
(1) 近年、土壌くん蒸剤などの化学農薬の使
用のよる人体や環境への影響に対する懸念が
拡がっており、その代替技術の開発が求めら
れている。わが国では低濃度エタノールなど
を材料に用いた簡便かつ環境低負荷型な土壌
還元消毒法が開発された。 
 
(2) 上記法を既存農薬と比較した場合、漏洩
リスクがなく、再汚染も起きにくい一方、消
毒効果が対象病害虫の種類により異なり、必
ずしも安定に持続しないこと。また処理可能
な時期が地温の高い期間に限定され、資材コ
ストが高いなどの課題も挙げられている。 
 
２．研究の目的 
(1) 以上の課題を解決するため、土壌還元
消毒法により土壌病害虫が死滅する
メカニズムを解明し、同技術の開発に
資する。具体的には、エタノールなどの
有機物を処理した後の土壌特性・微生物相
の変化、有機成分の代謝など各種要因と、
病害虫に対する消毒効果との関連性を明ら
かにする。 
 
(2) 次に土壌消毒過程に関与すると推定
された土壌微生物を分離・同定し、消毒効
果と関連する特性を明らかにする。以上の
解析結果を基に、安定した土壌消毒効果を
得るための各種条件（生物的、化学的、物
理的）を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) エタノールなどの各種有機物を処理し
た後の土壌特性の変化、有機成分の代謝と、
土壌中の病原菌の死滅との関連性を調査し、
消毒効果と密接に関連する各種要因を特定
する。 
 
(2) 消毒処理中の土壌微生物相の変化を微
生物種類別に調査するとともに、消毒効果
との関連がみられた微生物種を土壌から分
離・培養・同定し、それらの生物的性状や
殺菌物質生産能等を調べる。 
 
(3) 消毒効果に関与すると推定された微生
物種ごとに、還元消毒過程での土壌中の動
態を詳細に調査し、土壌特性の変化や抗菌
物質の蓄積、病原菌の死滅およびその他土
壌微生物との関連などを調査することで、
その消毒メカニズムを解明・推定する。 
 
４．研究成果 
(1) 土壌伝染性病原菌（トマト萎凋病菌）に
汚染した土壌を人工的に作成し、これに精製
エタノール、バイオエタノール発酵液、フス
マなど各種有機物を資材に用いて還元消毒試

験を行い、土壌中の病原菌の死滅に要する時
間、土壌特性（酸化還元電位、土壌 pH、各種
無機・有機成分など）の変動、エタノールな
どの添加有機物の分解、代謝を経時的に調査
し、土壌消毒効果に関連する要因を推定した。 
病原菌は有機物の種類にかかわらず処理 4
～8 日目までに検出されなくなり、早い段階
で死滅していた。土壌中では処理直後～2 日
目以内に酸化還元電位が急速に低下して還元
状態（無酸素状態）となり、試験終了時まで
還元状態が維持されていた。土壌 pH も処理直
後から低下がみられたが、試験終了時には開
始時と同程度に回復していた。 
エタノールなどの添加有機物は、種類によ
り代謝速度が異なり、フスマやエタノール発
酵液などに含まれるグルコースなどの糖類お
よび乳酸などの有機酸は速やかに代謝・分解
され、処理 4日後には検出されなくなったが、
エタノールは 8日目前後まで残存していた。
処理 4～8日目には、土壌溶液中から酢酸、二
価鉄などが高濃度で検出されるようになり、
その後、これらの濃度が徐々に低下していた
（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 還元消毒処理中の土壌溶液中の酢酸と
二価鉄濃度の変化 
 
以上のことから、処理直後から添加した有
機物の代謝が始まり、その後、酢酸や二価鉄
が生成され、これら成分が消毒効果に関与し
ていることが推測された。 
 
(2) エタノールなど各種有機物を用いて還元
消毒処理した土壌を経時的に採取し、土壌微
生物相の変化を、リボソーム RNA 遺伝子の特
定領域を標的に PCR で増幅後、DGGE 法を用い
て比較調査した結果、有機物の種類が違って
も、共通かつ複数の微生物種が特異的に増殖
してくることが確認された（図 2）。そこで、
これら DNA バンドをクローニングしてシーケ
ンス解析を行い、種の同定を行った結果、い
ずれも共通のグループ（Clostridium 属）に
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属する偏性嫌気性（酸素の無い状態でのみ生
育可能）の細菌種であることが推定された。 

図 2 PCR-DGGE 法による還元消毒中の微生物
群集構造の変化（一般細菌相） 
 
PCR-DGGE 法では、多数のバンドが重複して特
定できない微生物種も多数みられたため、次
に次世代シーケンサーを用いて、リボソーム
RNA 遺伝子の可変領域を標的にしたアンプリ
コン解析により、土壌細菌相を詳細に調査し
た。有機物として精製エタノールを添加した
もの、および比較対照として蒸留水を加えた
ものについて、それぞれ経時的に調査した結
果、エタノールを添加した場合、Firmicutes
綱に属する細菌の割合が増え、試験終了時ま
で、その割合を維持していることが確認され
た。細菌種について更に詳細に調査した結果、
既確認の Clostridium 属菌に加え、偏性嫌気
性細菌 Desulfosporosius 属、Desulfomaculum
属、Ammoniphilus 属、および好気性細菌で、
Oxalobacteriaceae 科、Pseudomonas 属にそれ
ぞれ属する細菌種が、Clostridium 属菌と同
様に、土壌中で増加していることが確認され
た（図 3）。 

図 3 低濃度エタノール土壌還元消毒による
土壌微生物相の変化（処理 4日目） 
 
一方、Bacillus 属菌など一部の細菌種の割合
は低下していた。これら細菌種の還元消毒へ
の関与を調査するため、選択培地などを用い

て、還元消毒過程の土壌から、菌の分離を試
み た 。 嫌 気 性 の Clostridium 属 、
Desulfosporosius 属、Desulfomaculum 属など
の細菌については、還元状態での還元物質の
生産能を指標とすることで、選択培地上での
分離が可能であった。しかし、これら以外の
嫌気性細菌を選択的に分離・培養することは
困難であった。 
 
(3) これら細菌種の動態を定量 PCR や選択培
地を用いて調査するとともに、抗菌性物質（酢
酸、二価鉄など）の生成と接種した病原菌（ト
マト萎凋病菌）の土壌中の生存との関連性を
調査した。ポットに詰めた土壌に低濃度エタ
ノール水（1%）を処理して密閉すると、土壌
内でエタノールが分解・代謝されて土壌溶液
中の酢酸濃度が上昇するとともに、遊離した
二価鉄が検出された。定量 PCR 法による調査
では、同時期に嫌気性細菌の Clostridium 属
菌量が、水処理に比べ有意に増加しているこ
とが確認された（図 4）。 

図 4 定量 PCR 法による土壌還元消毒中の土
壌中の Clostridium 属菌量の変化 
 
その後、土壌溶液中の酢酸、二価鉄濃度は低
下し、Clostridium 属菌量も減少したが、土
壌全体に含まれる二価鉄量は急速に増加し、
一定量以上蓄積した土壌中からは病原菌が全
く検出されなくなった。以上の結果から、二
価鉄の生成・遊離および土壌中での蓄積過程
が、還元消毒効果と密接に関連していること
が示唆された。 
 以上の解析結果を基に、土壌還元消毒メカ
ニズムについて、以下のようなことが推定さ
れた（図 5）。 

図 5 土壌還元消毒メカニズム（推定） 
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すなわち、①添加したエタノールなどの有機
物が直接病害虫に作用し、死滅させるのでは
ないこと、②土壌中の微生物が添加された有
機物を分解・代謝する過程で酸素が消費され
て、土壌中の環境が酸化状態から還元（無酸
素）状態に急速に変化すること、③同環境条
件で特定の嫌気性細菌種が急速に増殖し、有
機物を代謝して、土壌溶液中に酢酸などの揮
発性有機酸および二価鉄などの金属イオンを
遊離・蓄積させること、④最終的に、これら
蓄積した殺菌性成分および嫌気的な土壌環境
などが関わって病原菌を死滅させていること、
および④有機物の分解や殺菌物質の生成には、
複数の微生物種が関わっていること、などが
推定された。今後、これらの要因について、
更に調査を進めていく予定である。 
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