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研究成果の概要（和文）：キチン添加土壌でのキチン非分解細菌の生態的意義を解明するため，キチンを添加し
て培養した畑土壌から分離した細菌を分離して解析した。得られた細菌株は，キチン分解能の有無にかかわら
ず，キチン分解物であるN-アセチルグルコサミンかN,N’-ジアセチルキトビオースのいずれかもしくはその両方
を資化した。これらのキチン非分解細菌は，キチン分解細菌が分泌するキチン分解酵素によって得られるキチン
分解物を利用することが示唆された。キチン非分解細菌株には植物に対して有益な作用をもたらすことが報告さ
れているα-およびγ-プロテオバクテリア綱に含まれる細菌株に近縁のものが含まれていた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the ecological significance of non-chitin-degrading bacteria in 
chitin-supplemented soil, bacteria isolated from field soil cultured for 45 days with the addition 
of chitin were analyzed. All the obtained bacterial strains with or without chitin degradation 
ability could utilize chitin degradation products, either N-acetylglucosamine, N, N '
-diacetylchitobiose, or both. These non-chitin-degrading bacteria were suggested to utilize 
chitinolytic products obtained by enzymes secreted by chitinolytic bacteria. Non-chitin-degrading 
bacterial strains included those closely related to bacterial strains of the classes α- and γ
-Proteobacteria, which have been reported to have beneficial effects on plants.

研究分野：土壌微生物学

キーワード： キチン　アセチルグルコサミン　土壌改良　キチナーゼ　N,N'-ジアセチルキトビオース　プロテオバク
テリア　病害防除

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
畑土壌へのキチン添加によって植物の病害が低減されることが報告されてきた。その効果は，主にキチン添加に
よって増加するキチン分解微生物によるものとして説明されている。本研究課題では，キチン添加土壌に存在す
るキチン非分解細菌に焦点を当て，研究を行った。その結果，キチン非分解細菌は，キチン分解細菌が分泌生産
するキチン分解酵素によって得られるキチン分解物を資化して生きていることを想像させる結果が得られた。一
方，キチン非分解細菌には，植物に対して生育促進効果をもつことが報告されているものと近縁のものが含まれ
ていた。キチン添加による植物病害低減効果の仕組みに関する新たな側面を示唆する結果が得られた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生物遺骸（バイオマス）に含まれる生体高分子の分解は，土壌環境の維持に欠かせない。多
糖の分解過程を解明することで土壌管理の技術向上や環境負荷低減が期待される。土壌での多
糖分解には，放線菌や糸状菌の他，多くの微生物が関わることが示されてきた。その一方で，
多糖分解能はないが，多糖分解微生物が生産する分泌酵素の作用で生じる分解物を資化する微
生物“Cheater”（ずる賢い微生物）の増加も知られている。セルロース分解では，セルロース分
解細菌に窒素源を供給する窒素固定 Cheater細菌や，ビタミン要求性のセルロース分解細菌に
ビタミンを供給する Cheater細菌が知られている。 
一方，窒素を含む多糖（アミノ多糖）であるキチンはセルロースに次いで自然界で大量に生
成する生体高分子であり，放線菌は土壌での主要なキチン分解微生物である。放線菌はキチン
を細胞壁に含む植物病原性糸状菌の生物制御への利用も期待されている。応募者らは，放線菌
が多様なキチナーゼ遺伝子をもつこと，また，キチン分解物として生じる N,N’-ジアセチルキ
トビオース（以下，キチン２糖，とする）が，その膜輸送系タンパク質やキチナーゼの遺伝子
発現を誘導すること等を明らかにしてきた。最近では，キチン分解物である N-アセチルグルコ
サミン（以下，キチン単糖，とする）が，放線菌や他の細菌の抗生物質生産制御に関わること
が，海外の研究グループによって示されつつある。 

 
２．研究の目的 
本研究では，キチンについて，キチン分解への貢献の観点から Cheaterの役割を解明するこ
とを一つ目の目的とする。一方，キチンやその他の有機物の施用によって，病害抑止土壌が生
じることが知られている。キチン施用による抗菌微生物の増加とそれに伴う抗菌物質濃度の上
昇が理由と考えられているが，微生物種や化合物については不明な点が多い。本研究では，こ
れまで着目されることが無かった Cheaterの抗菌活性に注目し，Cheaterの生態的意義を抗菌
活性の観点から解明することがもう一つの目的である。微生物分離を起点とした生物・化学研
究に合わせて，分子生態学的研究を遂行する。 
 
３．研究の方法 
(1) キチン分解微生物，キチン分解中間産物資化微生物（Cheater），および抗菌微生物の分離
と同定 
キチンを添加し培養した畑土壌から，細菌を分離し，キチン分解能，キチン分解物（キチン
単糖とキチン２糖）の資化性，および植物病原菌であるフザリウム菌に対する拮抗能を調べる。
これらの作業によって，キチン分解細菌とキチン非分解能が無いがキチン単糖あるいはキチン
２糖を資化できる細菌（Cheater）を得て，リボソーム RNA遺伝子の塩基配列情報に基づき簡
易同定した。拮抗能試験の被験菌にはトマト萎凋病菌（Fusarium oxysporum f sp. lycopersici 
race 1）を用いた。 

 
(2) リボソーム RNA遺伝子アンプリコン塩基配列解析による土壌バイオームの解析 
キチン，キチン単糖，あるいはキチン２糖を添加して培養した畑土壌から抽出した DNA に
ついて，細菌バイオームをリボソーム RNA 遺伝子アンプリコン塩基配列解析によって解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) キチン分解細菌とキチン非分解能が無いがキチン単糖あるいはキチン２糖を資化できる細
菌（Cheater）の獲得と分類 
キチンを添加し培養した畑土壌から，細菌を分離し，キチン分解能，キチン分解物（キチン
単糖とキチン２糖）の資化性を調べた結果，キチンを添加して 5 日間および 45 日間培養した
畑土壌から，それぞれ 14株および 44株が得られた。これらはすべてキチン分解能を示さなか
ったが，キチン単糖あるいはキチン 2糖の両方あるいはどちらか一方を資化することができる，
“Cheater”細菌株とした。 
これらの計 58株の“Cheater”細菌株を含む，分離細菌株 145株について遺伝情報に基づい
て簡便に属レベルでの同定を行ったところ，“Cheater”細菌株のみで構成される細菌属と，キ
チン分解能を持つ菌株と“Cheater”細菌株が混同する細菌属が存在した。“Cheater”細菌株
のみで構成される主な細菌属は，Nocardioides，Lysinimonas（いずれもアクチノバクテリア
門），Ensifer，Rhizibium, Pseudoxanthomonas（いずれもプロテオバクテリア門）であった。
キチン分解能を持つ菌株と“Cheater”細菌株の両方を含む細菌属は，Agromyces，
Microbacterium（いずれもアクチノバクテリア門），Ochrobacterium，Bosea，Devosia，
Lysobacter（いずれもプロテオバクテリア門），および Bacillus，Paenibacillus（いずれもフ
ァーミキューテス門）であった。一方，キチン分解能を示す細菌株から構成される細菌属は，
いずれもアクチノバクテリア門であり，Streptomyces，Cellulosimicrobium, および Oerskovia
であった。 

 



(2) キチン分解細菌と非分解細菌の共存下でのキチン分解 
 キチン寒天培地での交差培養によって，キチン分解細菌株と非分解株の共存下でのキチン分
解活性への様子とそれぞれの生育に対する影響を調べた。その結果，キチン非分解細菌株との
共存下でキチン分解細菌株によるキチン分解が促進される場合，キチン分解細菌株によって非
分解細菌株の増加が促進される場合，また，キチン非分解細菌株によって分解細菌株の生育が
抑制さる場合，が認められた。キチン分解と互いの生育に影響を及ぼさない場合も観察された。 
 一方，最小培地でのキチン分解試験で陰性と判断された細菌株について，キチン分解細菌と
の交差培養で，増殖が促進され，かつ，キチン分解能を発現するものが見いだされた。これら
の細菌株のうちの一群は Lysobacter属細菌であり，メチオニン要求性を示すことがわかった。 
 
(3) 植物病原菌であるフザリウム菌に対する拮抗能の有無とキチン分解能の有無の関係 
キチン添加培養畑土壌から分離した細菌株のうち，フザリウム菌に対する拮抗能を示したのは
5日間培養した土壌から分離したものでは約 50%，45日間培養した土壌から分離した細菌株で
は約 30%であった。拮抗能を示した細菌株の割合はキチン分解能を示した細菌株の方が高かっ
た。 
 
(4) 細菌群集構造 
キチン分解物であるキチン単糖を添加した畑土壌ではBacillus属が一過的に著しく割合が増え
た。一方，キチン 2糖を添加した場合には，一過的に顕著に Paenibacillus 属割合が増えると
ともに Streptomyces 属放線菌の割合も増加した。その他のキチン分解能を持つ菌株と
“Cheater”細菌株の両方を含む細菌属（Agromyces，Microbacterium，Ochrobacterium，
Bosea，Devosia，Lysobacter）の割合は影響を受けなかった。また，“Cheater”細菌株のみ
で 構 成 さ れ る 主 な 細 菌 属 （ Nocardioides ， Lysinimonas ， Ensifer ， Rhizibium, 
Pseudoxanthomonas）も，いずれもキチン単糖やキチン 2糖の添加の影響を受けなかった。 
 
本研究では，キチン添加培養畑土壌からキチン非分解細菌を分離し，その生態的な意義を解
明すべく，解析を行った。キチン非分解株と分解株の両者を含む細菌属は，Ochrobacterium，
Bosea，Devosia，Lysobacter, Bacillus，および Paenibacillusの 6属，キチン非分解細菌のみ
の細菌属は Nocardioides，Lysinimonas，Ensifer，Rhizibium, Pseudoxanthomonasの 5属
であった。これらのうちのほとんどはキチン単糖のキチン 2 糖の両方を資化することができ，
そのほかの菌株もそれらのいずれかを資化することができた。キチン単糖もしくはキチン 2糖
を添加した土壌において，これらの 11 の細菌属のうち，Bacillus 属はキチン単糖の添加によ
って，Paenibacillus 属はキチン 2 糖の添加によって著しく割合が増えた。しかしながら，そ
の他の 9の細菌属の割合は顕著に変化しなかった。これらのキチン非分解細菌属がキチン単糖
とキチン 2 糖を添加した土壌で増加するには，その他の要因が必要であることが考えられた。
キチン分解細菌と非分解細菌の交差培養実験の結果を合わせて考えると，キチン分解細菌やそ
の他の細菌の増殖によって供給される何かしらの化合物が必要なのかもしれない。 
本研究によって，キチン添加土壌に存在するキチン非分解細菌は，キチン分解物を資化する
能力を持つことが明らかとなった。また，キチン非分解細菌は，キチン分解細菌とキチン分解
物以外の化合物の授受を介して互いの生育に影響を及ぼしていることを想像させる結果を得る
ことができた。キチン添加土壌からメチオニン要求性を示すキチン分解細菌株として
Lysobacter属が複数分離されたことから，キチン分解物以外の化合物の細菌間の授受は，キチ
ン分解細菌と非分解細菌の間だけでなく，キチン分解細菌間でも行われていることが想像され
た。 
本研究では，分離細菌株を用いた in vitroの実験系での解析を行ったが，今後は土壌団粒構
造を考慮した空間的な要素も考慮しつつ解析する必要があるだろう。キチン非分解細菌株のみ
から構成された細菌属には，根圏細菌として植物に対して生育促進効果が報告されているもの
が多く見受けられた。キチン添加畑土壌に存在するキチン非分解細菌は植物に対しても影響し
ているのかもしれない。 
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