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研究成果の概要（和文）：植物の免疫を活性化する微生物は、微生物農薬としての利用に期待が寄せられてい
る。しかしながら、微生物の植物免疫活性化能を評価する簡便な手法がなく、当該微生物のスクリーニングに多
くの時間と労力を要しているのが現状である。そこで本研究では、微生物と植物培養細胞の相互作用に着目した
植物免疫活性化能の評価手法を開発した。さらに、コマツナとダイコンの内部から細菌を分離し、開発した評価
手法に供した。その結果、一部の細菌は植物培養細胞の免疫応答を亢進し、実際にこれらの細菌を植物に接種す
ることにより、植物に耐病性を付与できることを明らかにした。植物免疫活性化内生菌が有する植物免疫活性化
成分についても解析した。

研究成果の概要（英文）：Microorganisms that activate plant immune responses have high potential for 
application as biocontrol agents in agriculture to minimize crop losses. However, conventional 
methods to screen for plant immunity-activating bacteria are cumbersome and tend to be laborious and
 time consuming. In this study, we established a method using cultured plant cells to directly 
detect microorganisms that activate the plant immune system based on plant-microbe interactions. 
Furthermore, bacteria were isolated from the inside of Brassica rapa var. perviridis and Raphanus 
sativus var. hortensis and subjected to the established method. Some bacteria enhanced the immune 
response of cultured plant cells, and inoculation of these bacteria into plants actually conferred 
disease resistance to plants. We also examined the components involved in plant immune activation 
produced by these endophytic bacteria.

研究分野： 応用生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物の植物免疫活性化能を評価することは一般に困難だが、本研究では植物培養細胞を利用した簡便な評価手
法を開発することができた。この評価手法を利用して取得された細菌は、実際に植物に耐病性を付与できること
も確認しており、微生物農薬の利用や普及に貢献できる技術であると考えている。また、植物免疫活性化内生菌
が有する植物免疫活性化成分についても解析し、内生菌は属種により異なる植物免疫活性化機構を有しているこ
とが示唆された。これらの植物免疫活性化成分についても農業に応用できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、環境保全型農業の実現に向けて、植物の免疫を高める植物免疫活性化剤が注目されてい

る。従来の殺菌剤は標的とする植物病原菌に対して的確に効果を発揮するが、薬剤耐性菌の増加
や、植物に必要な微生物までをも殺して土壌の劣化を招くことが危惧されている。これに対して、
植物免疫活性化剤はワクチンのように植物自身の免疫を高め、これにより植物病原菌に対して
広く効果を発揮し、その一方で殺菌作用を示さないため、薬剤耐性菌を生じるリスクや微生物生
態系を撹乱するリスクがほとんどない。このことから、植物免疫活性化剤は次世代型の農薬とし
て注目されている。植物免疫活性化剤として、化合物に加えて、微生物を利用する手法も有効で
ある。微生物の中には、植物本来の防御能である免疫応答を増強する菌も存在することが知られ
ており、微生物農薬としての利用に関心が寄せられている（化学と生物, 51, 541 (2013); Curr Opin 
Plant Biol, 11, 443 (2008)）。また、微生物農薬といえども、実際に植物に作用しているのは微生物
由来の何らかの化合物であり、植物免疫を活性化する微生物は新規化合物の探索源としてもポ
テンシャルを有する。そこで、植物免疫活性化微生物を効率的に取得可能な探索手法があれば有
効である。しかしながら、従来の微生物探索は温室等で育成した植物体を用いた煩雑な菌の接種
試験に専ら依存しており、効率的とは言い難い。また、植物体の表現型（耐病性）を指標にして
おり、作用機序を考慮せず偶発性に頼るところが大きいため、緻密な探索手法とは言い難い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、微生物と植物の細胞間相互作用を基盤とした、植物免疫を活性化する微生物の新

しい評価手法を考案、確立し、免疫活性化剤として効果を発揮する新規微生物および微生物由来
化合物を取得することを目的とした。具体的には、まず、植物培養細胞を利用した植物免疫活性
化微生物の評価手法を確立した。つぎに、確立した手法を用いてアブラナ科のコマツナおよびダ
イコンから植物免疫活性化内生菌の取得を試みた。さらに、取得した内生菌が有する植物免疫活
性成分を解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 植物培養細胞を利用した植物免疫活性化微生物の評価手法の確立 
タバコ培養細胞 BY-2 の懸濁液に微生物を接種後、4 時間振とうした。その後、この時点まで

に BY-2 細胞や微生物により生成された物質を除去するために、遠心分離して上清を除去した。
さらに、BY-2 細胞を緩衝液に再懸濁後、病原性卵菌 Phytophthora cryptogea 由来のタンパク質性
エリシターであるクリプトゲインを添加し、活性酸素種（ROS）生成を化学発光試薬と発光測定
装置で計測した。 
 
(2) アブラナ科のコマツナおよびダイコンからの植物免疫活性化内生菌の取得 
有機栽培で育てられたアブラナ科のコマツナおよびダイコンから内生菌の分離を試みた。東

京都立川市の鈴木農園の協力を得て、有機栽培で育てられたコマツナとダイコンをサンプルと
した。表面を次亜塩素酸ナトリウムとエタノールにより殺菌後、内部を固体培地に接触させるこ
とにより内生菌の分離を試みた。分離した内生菌を、上述の植物培養細胞を利用した植物免疫活
性化微生物の評価手法に供し、当該微生物を選別した。 
この一次評価で ROS 生成を顕著に亢進した内生菌に関して、植物体のシロイヌナズナを用い

た二次評価を行った。具体的には、7 日間生育させたシロイヌナズナの幼苗の根に内生菌懸濁液
を接触させ、さらに 7 日間生育させた。シロイヌナズナに矮化作用を及ぼさなかった内生菌に関
して、トマト斑葉細菌病菌 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 と軟腐病菌 Pectobacterium 
carotovorum subsp. carotovorum NBRC14082 に対する耐病性を評価した。 
 
(3) 取得した内生菌が有する植物免疫活性化成分の解析 
コマツナ由来の Delftia sp. BR1R-2 株と Arthrobacter sp. BR2S-6 株に関して、植物免疫活性化成

分を解析した。まず、培養液を遠心分離により菌体と菌体外成分に分画し、上述の手法で ROS
生成亢進活性を評価した。BR1R-2 株では、菌体の方に当該活性が検出されたため、菌体をさら
に分画し、吸光スペクトル測定等により植物免疫活性成分を解析した。一方、BR2S-6 株では、
菌体外成分の方にも当該活性が検出されたため、菌体外成分をさらに分画し、LC-MS/MS 分析等
により植物免疫活性成分を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 植物培養細胞を利用した植物免疫活性化微生物の評価手法の確立 
タバコの培養細胞 BY-2 は、病原性卵菌 P. cryptogea 由来のタンパク質性エリシターであるク

リプトゲインを受容すると免疫応答を示すが、ROS の生成量と防御応答の強さに正の相関があ
ることが知られている（Plant Cell Physiol, 45, 160 (2004)）。そこで、微生物を BY-2 細胞と試験管
内で接触させた後、クリプトゲインを添加して ROS 生成を計測することにより、微生物の植物
免疫活性化能を評価できるのではという着想に至った（図 1）。もし微生物が植物免疫活性化能
を有していれば、微生物を接触させていないときと比較して、クリプトゲイン添加時の ROS 生
成が高まるだろうという原理である。種々の条件を検討し、本評価手法を確立することに成功し



た。ROS 生成の亢進を指標とする本手法を利用すると、微生物が植物免疫を活性化するポテン
シャルを有するかどうかを、わずか数時間で判定することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 微生物の植物免疫活性化能を評価する新しい手法 
 
(2) アブラナ科のコマツナおよびダイコンからの植物免疫活性化内生菌の取得 
まず，有機栽培で育てられたコマツナから内生菌の分離を試みた。有機栽培では化学農薬を使

用せずに、長年の経験を通して植物が病気にかかりにくい栽培手法を確立している。有機栽培で
育てられたコマツナの内部には、植物免疫を活性化する微生物が住みついているのではないか
と予想した。そこで，東京都立川市の鈴木農園の協力を得て、有機栽培で育てられたコマツナを
サンプルとした。内生菌の分離を試みた結果、コマツナから 31 株の細菌を取得できた。 
この分離した 31 株のコマツナ内生菌を、上述の評価手法に供した。その結果、多くの細菌は

BY-2 細胞に影響を及ぼさないのに対して、8 株の細菌は BY-2 細胞のクリプトゲイン誘導性の
ROS 生成を亢進することがわかった。この一次評価で陽性を示した細菌のうち、Delftia sp. BR1R-
2 株と Arthrobacter sp. BR2S-6 株をモデル植物であるシロイヌナズナの幼苗の根に接触させたと
ころ、シロイヌナズナの生育に影響を与えずに内生した。さらに、内生させたシロイヌナズナに
トマト斑葉細菌病菌と軟腐病菌を感染させたところ，BR1R-2 株と BR2S-6 株はどちらもシロイ
ヌナズナに両病原菌に対する抵抗性を付与することができた（図 2）。シロイヌナズナに感染し
たトマト斑葉細菌病菌の数を計測したところ、内生させていない対照と比較して BR1R-2 株を内
生させた場合には 0.9%、BR2S-6 株を内生させた場合には 7.4%まで減少していた。また、遺伝
子レベルでの解析も実施し、防御関連遺伝子の発現が高まっていることを確認できた。 
同様に、有機栽培で育てられたダイコンから 25 株の細菌を取得でき、このうち 6 株は BY-2 細

胞のクリプトゲイン誘導性の ROS 生成を亢進した。この一次評価で陽性を示した細菌をシロイ
ヌナズナに内生させ、耐病性試験を実施した。その結果、Pseudomonas sp. RS3R-1 株はトマト斑
様細菌病菌、Rhodococcus sp. RS1R-6 は軟腐病菌、Pseudomonas sp. RS1P-1 株は両病原菌に対する
病害抵抗性を向上させた。このように、ダイコンからも植物免疫活性化内生菌を取得することが
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 BR1R-2 株および BR2S-6 株によるシロイヌナズナへの病害抵抗性の付与 
シロイヌナズナの幼苗の根を内生菌懸濁液に接触させ、7 日間育成後、病原菌を接種してさらに
3 日間育成した。上段はシロイヌナズナがトマト斑葉細菌病菌および軟腐病菌によりダメージを
受けているが、中段は BR1R-2 株、下段は BR2S-6 株を内生させることにより病害抵抗性が付与
されている。 
 
(3) 取得した内生菌が有する植物免疫活性化成分の解析 
まず、Delftia sp. BR1R-2 株の植物免疫活性化成分を解析した。BR1R-2 株の培養液を遠心分離

により菌体と菌体外成分に分画し、上述の手法で ROS 生成亢進活性を評価したところ、菌体の
方に当該活性が検出された。また、菌体をオートクレーブ処理後に遠心分離に供したところ、当
該活性は維持されており、遠心分離後の上清（可溶性画分）に活性が検出された。さらに、オー
トクレーブ処理後の可溶性画分に含まれる活性成分を限外ろ過、多糖検出試薬、吸光スペクトル
により解析したところ、主要な植物免疫活性化成分は外膜に存在するリポ多糖であることが明
らかとなった。 
同様に、Arthrobacter sp. BR2S-6 株の植物免疫活性化成分を解析した。BR2S-6 株の培養液を遠

心分離により菌体と菌体外成分に分画し、上述の手法で ROS 生成亢進活性を評価したところ、
菌体外成分の方にも当該活性が検出された。さらに、菌体外に存在する活性成分は熱によって失
活する高分子化合物であることが明らかとなり、タンパク質である可能性が示唆された。そこで、
硫安分画によるタンパク質の精製と LC-MS/MS によるアミノ酸配列解析を行ったところ、興味
深いことに植物免疫活性化成分はプロテアーゼ様タンパク質であることが明らかとなった。こ
れより、内生菌は属種により異なる植物免疫活性化機構を有していることが示唆された。 
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