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研究成果の概要：農業生産上重要な４病害（ウリ類ホモプシス根腐病および黒点根腐病，キュウリ

うどんこ病，リンゴ紫紋羽病）について，発生抑制に関わる土着の微生物集団（ギルド）の調査を行った。

得られた結果の中で，特にリンゴ紫紋羽病がまん延した微生物群集はリンゴ園内とその周辺部で似通って

いたが，健全土壌の土壌微生物群集はリンゴ園内と周辺部で大きく異なっていることが判明し，病原菌の

抑制には土着の微生物集団の構造的変化を伴うことが示唆された。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2007 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 540,000 4,040,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：植物病理学 
キーワード：（F）病害防除，表以外［生物防除］ 
 
１．研究開始当初の背景 
 合成化学農薬による環境負荷を軽減する
意味で，生物的防除への期待は高い。しかし，
本防除法は効果の不安定性が高いことや，新
たな微生物の導入による生態系の撹乱が問
題となる。そこで，著者らは土着の微生物群
による安全で安定性の高い土壌病害防除シ
ステムを探索した（平成 14～16 度科学研究
費補助金・基盤研究 C(2)）。その結果，土着
微生物群の構造変化と土壌病害抑制効果に
関連性を見出した。 
 一方，生態系の中で，微生物はそれぞれに
特定の機能を持つコミュニティ（ギルド）を

形成し，生態的地位（ニッチ）を維持してい
ると考えられる。したがって，植物病原微生
物に対して抑制機能を有する土着微生物集
団（ギルド）の存在が示唆され，その機能を
明らかにすることは環境保全型農業への知
的貢献が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，（１）植物病原微生物に対し
て抑制機能を持つ土着微生物コミュニティ
（ギルド）の特定と，（２）それらの病害抑
制機能を明らかにすることを目的とした。 
 



３．研究の方法 
 
 前研究では，ナス科野菜の土壌病害が軽減
された土壌では数種の土着微生物の台頭が
見られた。本研究では，病害抑制機能を有す
る土着微生物コミュニティを特定するため
に，病原菌－宿主－土着の土壌病害抑制菌
群」の関係を 
（１）基質資化性（BIOLOG 法）， 
（２）全脂質脂肪酸組成（FAME 法）， 
（３）濃度勾配ゲル電気泳動（PCR- DGGE
法）を利用して調査した。 
 対象病害は，難防除病害となっているウリ
類ホモプシス根腐病および黒点根腐病と果
樹類の紫紋羽病と白紋羽病をモデルとして
検討した。これらの病害は病勢の進展が緩慢
であり，徐々に感染が進むことが知られてい
る。 
 さらに，土壌中の土着微生物群集のみなら
ず，植物地上部の微生物群集にも着目し，キ
ュウリおよびマサキの葉圏微生物群集の解
析を行い，罹病葉と健全葉における微生物集
団（ギルド）の機能性の相違を上記３方法に
よって調査した。 
 一般に，生態系の中で病勢進展の遅い K 戦
略者は世代時間の短いｒ戦略者よりも密度
依存淘汰性が高く，競合の影響を受けやすい。
前研究において，土着微生物群によって抑制
される土壌病害は病勢進展の緩慢な病害で
より効果が高かったことから，「土着微生物
群構造の変化によって誘起される病害抑制
には生態的地位の競合が要因となっている」
という仮説が提起され，この検証を行った。 
 また，競合以外の病害抑制機能として，抗
生や寄生，さらには宿主植物の抵抗性誘導も
含め，病害抑制に働いている土着微生物集団
の具体的な構成員の特定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）ウリ類急性萎凋症（黒点根腐病または
ホモプシス根腐病）の特異的検出方法の開発 
 これらの病害の発病抑止土壌の探索と病
害発生状況を把握するために，メロン急性萎
凋症の発生が激しい圃場と少ない圃場を千
葉県銚子市近郊の温室メロン生産地域から
探索し，土壌を採取した。これらの土壌から
DNA を抽出し，黒点根腐病菌またはホモプシ
ス根腐病菌に特異的な PCRプライマーを用い
て，当該病源菌の有無を調査したところ，供
試土壌の多くには黒点根腐病菌の方が多数
存在することが明らかになった。 
 そこで，これら両病原菌量と病害発生の関
係を明らかにするために，本菌に特異的な
real-time PCR 用プライマーの構築を試み，
ウリ類宿主（スイカ，メロン，キュウリ，カ
ボチャ）における感染性および寄生性の相違
について調査した。その結果，ホモプシス根

腐病菌の感染性・寄生性に宿主特異性はない
が，菌株間の病原性の相違は今まで知られて
いた以上に大きいことが明らかになった。 
 さらに，これら両病原菌の存在とウリ類急
性萎凋症発生の関係を明らかにするために，
これら２菌を同時に検出できるマルチプレ
ックス PCR 用プライマーを構築した（表 1）。 
 
表１．ホモプシス根腐病菌および黒点根腐病菌検出用

PCR プライマー配列 

 
 
 
 
 

プライマー シークエンス（ 5′- 3′） Tm(℃)

CPs－1 GCC TCG GCG CAG GCC GGC CTC ACC 74.1

CPs－2 GGG GCC TTC CAG AAC GAA ATA TAA TTT 59.0

CMc－1 CTT ACC CGC CGG TGG ACC ATC TAA ACT CTT 66.0

CMc－3 AAC CTA CCC GGG AGC TAC TCT AGA GT 63.6

CMc－2 TAG GGG GGG TTT AGT GGC CAG AAG CCA GCG 70.1

 その結果，マルチプレックス PCR 法によ
り各菌濃度 50 fg/50μl reaction の感度で両
菌を検出できる可能性が示された。また，両
菌を混合接種した人工汚染土からもマルチ
プレックス PCR 法による検出が可能であっ
た（図１）。この成果により，ウリ類急性萎
凋症の主因を土壌中の DNAを分析することに
よって容易に把握することが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

DNAマーカー（φX174/Hinc Ⅱ）

CMc-3/CMc-2＋CPs-1/CPs-2

CMc-3/CMc-2

CPs-1/CPs-2

392bp 495bp

 
図１．ウリ類ホモプシス根腐病菌用プライマー

（CPs-1/CPs-2）および黒点根腐病菌用プライ

マー（CMc-3/CMc-2）とそれらを組み合せたマ

ルチプルプライマーによる両菌の検出． 

 
（２）メロン黒点根腐病菌子のう胞子発芽促
進作用を持つ土着微生物集団の探索 
 メロン黒点根腐病菌は土壌中の子のう胞
子が第一次伝染源と考えられている。そこで，
本菌の子のう胞子発芽促進要因を土着の微
生物集団の側面から検討した。 
 非滅菌または滅菌した畑土壌懸濁液を添
加した培土に子のう胞子を接種後，メロンを
栽培し，その根系における胞子発芽を計数し
たところ，非滅菌土の胞子発芽率が有意に高
く，胞子発芽に対する土壌微生物の関与が示
唆された。 
 そこで，千葉大学園芸学部研究圃場土から
任意に 21 菌株の細菌を分離し，それらを単
独接種した滅菌培土でメロンを栽培後，根系
における胞子発芽率を調査したところ，菌株
gn8 または gp22w の接種によって胞子発芽率
が有意に増加した。 
 また，これら 2細菌の培養ろ液を添加した
培土でも胞子発芽率の向上が認められ，これ



 一方，基質資化性，濃度勾配ゲル電気泳動
法で解析した結果，キュウリおよびマサキの
両方で健全葉よりも罹病葉の方が微生物群
集構造が多様化し，微生物の全体量も多かっ
た。このことから，うどんこ病菌の感染によ
り，葉圏コンディションが変化し，土着の葉
圏微生物群集に影響を与えている可能性と，
逆に土着の葉圏微生物群集の変化が葉圏コ
ンディションに影響し，うどんこ病菌が感染
しやすい状態を形成している可能性の２仮
説が考えられた。 

らの土壌細菌が産生する物質によってメロ
ン黒点根腐病菌の子のう胞子発芽が誘導さ
れていることが示唆された。なお，16S rDNA
塩基配列から菌株 gn8 および gp22w は，それ
ぞれ Shinorhizobium sp.と Microbacterium 
sp.と推定された。しかし，黒点根腐病の発
病程度とこれらの子のう胞子発芽促進細菌
群（ギルド）の明確な関係は見られなかった。 
 そこで，本病が発生している千葉県銚子市
近郊のメロン生産地域における土壌から人
工培地上で本菌の発芽を誘導する細菌 10 菌
株を分離し，16S rDNA 領域を基に種名を推定
した。その結果，上記 Shinorhizobium 属菌
やMicrobacterium属菌の他にAgrobacterium
属菌や Stenotrophomonas 属菌等が新たに見
つかった。 

 
（５）リンゴ紫紋羽病発生に関わる土着の微
生物集団の解析 
 千葉大学環境フィールド科学センター付
属リンゴ園（沼田市）に発生した紫紋羽病を
モデル病害に加え，その発生抑制に関わる微
生物集団（ギルド）の調査を行った。 

 
（３）ウリ類ホモプシス根腐病の発病抑制に
関わる機能微生物集団（ギルド）の構成要員
と役割の調査 

 その結果，土壌の基質資化性，全脂肪酸組
成，DNA 多型から紫紋羽病がまん延した土壌
微生物群集はリンゴ園内とその周辺部で似
通っていたが，健全土壌の土壌微生物群集は
リンゴ園内と周辺部で大きく異なっていた
（図２）。このことから，リンゴ紫紋羽病菌
の抑制や進展には土着の微生物集団の構造
的変化が伴うことが示唆された。 

 千葉県旭市近郊の温室メロン生産地域に
おける発病抑止圃場からホモプシス根腐病
菌の生育を抑制する菌群を探索し，単独で抑
制作用を示す菌株と複数で抑制作用を示す
菌株，合計 8菌株（細菌）を分離した。また，
これらの細菌の 16S rDNA 領域を基に種名を
推定し，Burkholderia cepacia 等のバイオコ
ントロールエージェント（BCA）として知ら
れている菌の他，これまで BCA としては未報
告の Mitsuaria 属菌等を選抜した。 

 
 
 
 
  本病原菌である Phomopsis sclerotioides

の生育を抑制する細菌５菌株を用いて，単独
で抑制作用を示す菌株と複数で抑制作用を
示す菌株それぞれについて，全ての組合せ接
種試験によりメロン苗での生物防除効果を
判定した。その結果，発病抑制作用の再現性
は認められず，本機能への培養不可能な微生
物の関わりが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
  
 （４）キュウリおよびマサキうどんこ病に罹

病葉の葉圏微生物群集機能の解析  
  土壌病害と異なり，植物の地上部病害には

葉の状態だけでなく，葉に存在している微生
物も葉圏環境の一部として関わっている。ま
た，葉圏微生物は植物葉から有機酸やアミノ
酸などの栄養を得て生育しているだけでな
く,葉圏の環境条件や葉齢,葉細胞のダメー
ジなどに影響を及ぼすことが知られている。 

 
 
 
 
 
 
  そこで，本研究では葉圏微生物群集を全脂

肪酸組成，基質資化性，濃度勾配ゲル電気泳
動法で解析し，キュウリ葉とマサキ葉をモデ
ルに健全葉とうどんこ病罹病葉での微生物
集団を比較・検討した。 
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 全脂肪酸組成に関しては，非培養法では解
析できる量の脂肪酸が得られず，葉圏微生物
群集を解析するための手法として不適であ
ることが明らかになった。 

図２. リンゴ園内および周辺土壌の細菌群集構造

の相違（PCR-DGGE によるバンドパターンを主

成分分析した結果） 
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