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研究成果の概要（和文）：複数の還元化促進土壌を異なる温度で低濃度エタノールを用いた土壌還元消毒
(Et-ASD)処理に供し、有機物含量、水溶性有機物画分の資化性や土壌微生物相などの物理化学的因子及び生物的
因子の推移を通常型土壌と比較した。特に、低温条件にけるEt-ASD処理で、両土壌間で顕著な違いが観察された
因子を対象に、当該因子がin vitroで密度低減効果を発揮するか確認し、特定された消毒作用因子を通常型土壌
に付与することで、低温条件でも安定した消毒効果が得られることを実証した。

研究成果の概要（英文）：Detailed mechanisms of anaerobic soil disinfestation with diluted ethanol 
(Et-ASD) were investigated on physicochemical and biological factors such as organic matter content,
 water-soluble organic matter fraction, soil microorganisms, etc. by comparing some 
reduction-promoting soils with non-reduction-promoting soils under several temperature conditions.
Especially, for Et-ASD treatment under low temperature conditions, the factors were confirmed 
whether these exerted density-reducing effects of soil borne pathogens in vitro between two soil 
types. It was proved that identified factors were applied to non-reduction-promoting soils to 
enhance ASD efficiency even under the low temperature condition.  

研究分野： 農薬科学

キーワード： 土壌還元消毒　低濃度エタノール　フザリウム　センチュウ　トマト萎凋病菌　ウリ科植物黒点根腐病
菌　半身萎凋病菌　検定法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌還元消毒効果は、特に低温下で効果が不安定になる欠点があった。この要因が明らかになり、この物理化学
的、生物的要因を土壌還元消毒効果が不安定な土壌に付与する事によって、土壌還元消毒効果が改善した。すな
わち、幅広い作物の土壌伝染性病原微生物に対して、冷涼な地域や低温期でも安定した土壌還元消毒効果が発揮
できることで、低濃度エタノールを用いた土壌還元消毒は世界中で利用可能な革新的な汎用技術となり得ること
が実証できた。

※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 
病原体の蓄積による作物の連作障害を防止し、生産性を維持するために、土壌消毒は必須の技

術であるが、クロルピクリンや 1,3-ジクロロプロペン等の土壌くん蒸消毒剤は、人畜への毒性が
非常に強いことから代替技術が強く求められている。これに対し近年、安全性が高く環境影響の
少ない土壌消毒法として、土壌還元消毒（Biological Soil Disinfestation: BSD、もしくは
Anaerobic Soil Disinfestation: ASD）が注目されている。ASD ではまず、米糠や糖蜜等の有機
物を土壌に混和・灌水した後、土壌表面を透明フィルムで被覆・密閉し、太陽熱で地温を上昇さ
せる。これにより種々の土壌微生物が活性化し、土壌中の酸素を消費して土壌は急激に還元状態
（酸欠状態、嫌気状態）になる。この状態が数週間持続することで、微生物相が変化し、常在微
生物に比較して物理化学的・生物的な環境変化に弱い植物病原菌や植物寄生性線虫の密度が顕
著に低下するが、そのメカニズムの詳細については解明できていない（次頁の図 2 参照）。 
ASD は、1999 年に新村が見出した日本発祥の土壌消毒法である。2007 年、申請者らは 1%以

下の極低濃度のエタノール水溶液を処理することで、より下層部まで効率的に消毒できること
を発見し、2 件の特許を取得した（小原ら, 特許第 4436426 号, 特許第 5299264 号）。これを受
けて、農林水産省の実用化技術開発事業として「低濃度エタノールを用いた新規土壌消毒技術の
開発」が実施され（2008〜2011 年）、実施マニュアルと技術資料が作成され、公開されている
（農業環境技術研究所ほか, 2012）。本事業により、ASD が幅広い作物の土壌伝染性病原微生物
に対して顕著な密度低減効果を示すことが明らかになった。一方、欧米などの冷涼な地域や低温
期には、土壌の還元化が進行せず、効果が不安定になるという欠点がある。すなわち、低温でも
安定した消毒効果を発揮できれば、ASD は世界中で利用可能な革新的な汎用技術となり得る。 
汎用性の高い ASD 技術の実現には、消毒メカニズムの科学的解明が不可欠である。処理時の

地温（30˚C 以上）と還元状態は、本技術の必要条件であるが、消毒メカニズムの主因子ではな
い。また ASD 処理に伴い、土壌中で有機酸や金属イオンが蓄積するが、消毒効果との直接的な
因果関係や寄与の程度は明らかでない。さらに近年、ASD により土壌微生物群集の菌相が大き
く変化することもわかってきた。一方、申請者らの長年の検討から、低温下であっても還元化へ
の移行が非常に起こりやすく、消毒効果が極めて安定な土壌（以下、還元化促進土壌と表記）が
存在することがわかってきた。そこで、このような還元化促進土壌に対して ASD 処理を行い、
その物理・化学・生物学的因子を同種の通常型土壌と比較することで、これまで謎であった ASD
の作用メカニズムの完全解明のみならず、寒冷地にも適用可能な革新的 ASD 技術の開発にも繋
がると着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、還元化促進土壌と同種の通常型土壌との比較により、各作物の病原微生物に対す

る ASD の主要な作用因子を特定し、あらゆる種類の土壌種における還元化促進技術への応用を
目指す。具体的には以下の 5 つの項目について検討する。なお ASD に用いる炭素源としては、
代謝経路の推定が も容易なエタノールを主に用いる。 
（１）複数の還元化促進土壌と同種の通常型土壌を用いて、種々の温度域で ASD 処理を行い、
処理直前の土壌中有機物含量、水抽出液中（水溶性）有機物の BOD や COD 等による分解性画
分や土壌微生物相（特に細菌相）、処理中の酸化還元電位（Eh）、pH、温度、有機酸（酪酸、酢
酸）、金属イオン（Fe(II)、Mn(II)）、活性酸素種の推移を比較する。また、計 6 種類の植物病原
菌・植物寄生性線虫に対する密度低減効果を評価する。 
（２）上記試験において還元化促進土壌と同種の通常型土壌の間で、特に低温条件で顕著な違い
が見られた因子を抽出する。 
（３）ASD 処理中の土壌細菌相の変動を次世代シーケンサーにて網羅的に解析し、還元化促進
土壌において低温条件で処理初期時に特異的に優占する細菌を特定すると共に、当該細菌（還元
化促進細菌）の分離培養を行う。 
（４）各種検討により絞り込んだ植物病原性微生物の密度低減効果の候補因子（物理化学的因子、
または分離された還元化促進細菌）が、in vitro で植物病原菌と植物寄生性線虫に密度低減作用
を示すことを証明する。 
特定された作用因子を通常土壌に単独で付与することで、還元化促進土壌と同様、低温条件で

も安定した病原微生物密度の低減効果を発揮することを証明する。 
 
３．研究の方法 
（１）複数の還元化促進土壌と同種の通常型土壌を用いて、種々の温度域で ASD 処理を行い、処
理直前の土壌中有機物含量、水抽出液中（水溶性）有機物の BOD や COD 等による分解性画分、処
理中の酸化還元電位（Eh）、pH、温度、有機酸（酪酸、酢酸）、金属イオン（Fe2+、Mn2+）、活性酸
素種の推移を比較した。また、特定した要因、特に化学的な要因について、土壌に付与すること
により土壌の還元化が促進するか検証した。 
（２）①千葉大学圃場黒ボク土壌を用いて、ガラスバイアル中でトマト萎凋病菌（Fol）に対す
る BSD 処理を 15日間行った。処理温度は 15℃および 30℃とし、エタノール添加有り・無しの試
験区を設けた。処理後の土壌から DNA を抽出し、16S rRNA 遺伝子を標的としてタグ付け PCR を
行い、Illumina MiSeq にてシーケンス解析を行った。Mothur によりアライメントを行った後、
カットオフ値 97%で OTU を決定した。また、優占菌種を単離するため、電子供与体をエタノール、



電子授与体を Fe3+として集積培養を行い、アガーシェイク法にて分離を行った。得られた純粋菌
株と Fol を混合培養し、Fol に対する殺菌活性の有無を評価した。 
（２）②鉄をほとんど含まないヤシ殻培地を用いて、ガラスバイアル中で Fol に対するASD 処理
を 17日間行った。有機物としてエタノールを添加し、処理温度は 30℃とした。菌相解析は（２）
①と同様に行った。優占菌種を単離するため、エタノールと酢酸を炭素源とした集積培養を行っ
た。得られた純粋菌株を滅菌ヤシ殻とFol胞子を含む450mL容瓶に接種し、炭素源存在下で30℃、
14 日間インキュベートした。また、純粋菌株の培養上清を Fol の培養液に添加し、生育阻害効
果を確認した。 
（３）プラスチック製容器内の土壌に 1.0%エタノール（対照区は蒸留水）を加え、密閉して 30℃
下に 2週間置いた（土壌還元処理）。その後、土壌を吸引して土壌抽出液を得た。これを孔径 1µm
のメンブレンフィルターに通して真菌胞子などを除去した。この濾液に、半身萎凋病菌
（Verticillium dahliae）の微小菌核あるいは黒根病菌（Berkeleyomyces rouxiae）の厚壁胞子
を懸濁して 30℃下に 3～24時間静置した（濾液処理）。その後、希釈平板法により各菌の生菌数
を計数した。また、土壌抽出液の濾液を限外濾過により分画して得た分子量 3,000 以下の画分
と、これを 65℃で 20分間加熱したものを用いて濾液処理を行い、同様に生菌数を計数した。さ
らに、上記の土壌還元処理と濾液処理をそれぞれ 15℃および 30℃で行い、これらを組み合わせ
て半身萎凋病菌の生菌数を調査した。 
（４）①炭素源の相違が土壌表層部と下層部における還元消毒効果に及ぼす影響 
低濃度エタノールを用いた土壌還元消毒法では、小麦ふすまなどの固形有機物を用いた還元消

毒法と比較して、土壌深層部での還元消毒効果が高い。一方、土壌表層部においてエタノール還
元による還元消毒効果が不安定になることも示唆されていることから、エタノールまたは小麦
ふすまを用いた還元消毒法について、メロンつる割病菌(FOM)、総線虫、ネコブセンチュウを
対象として、土壌の表層部と下層部における還元消毒効果を比較した。 
（４）②ナシ白紋羽病菌に対する土壌還元消毒法の適用性 
土壌還元消毒法は、近年、世界各地で社会実装されつつあるが、果樹園等で栽培植物の根域が

大きい場合には、その消毒効果の深度が問題となる。そこで、生産ナシ園における白紋羽病菌を
対象に、土壌還元消毒法の効果を 3 種類の有機物（低濃度エタノール、糖含有珪藻土、小麦ふす
ま）を用いて深度別に調査し、ナシ白紋羽病菌に対する土壌還元消毒法の適用性を判定した。千
葉大学環境健康フィールド科学センター内のナシ園（千葉県柏市）に 1.8 m×1.8 m の区画を 12
区設け、予め白紋羽病菌を培養したナシ枝片をティーバッグに入れ（図 1a）、紐で 10 cm 間隔に
結わえて、垂直に深さ 70 cm まで各区 3 ヶ所ずつ埋没した（図 1b）。2019 年 8 月 7 日にエタノ
ール（2％）、糖含有珪藻土（6.48 kg/区）、小麦ふすま（6.48 kg/区）、水（600 L）を 3 区ずつ処
理し（図 1c）、潅水後（図 1d）、プラスチックフィルムで 18 日間被覆した。 

 

 

 

 
図 1a. 白紋羽病菌    図 1b. 埋没作業     図 1c. 有機物処理作業    図 1d．潅水作業 
   培養ナシ枝片 
 

（５）①プラスチック製容器に農業環境変動研究センター内の黒ボク土壌（つくば土壌）または
園芸植物育種研究所内の試験圃場の土壌（園研土壌）を充填し 1.0%エタノールまたは小麦ふす
まを用いた還元処理を施し15℃下に2週間置いた（土壌還元処理）。その後、Fusarium oxysporum、
全線虫、根こぶ線虫の密度を測定した。 
（５）②プラスチック容器内の根こぶ線虫汚染土壌（砂質土壌）に 0.5％エタノールまたは小麦
ふすまを用いた還元処理を施し 30℃で 15
日間培養した後、土壌の中心部と表層の全
線虫、根こぶ線虫、F. oxysporum の密度を
測定した。 
（５）③プラスチック容器に土壌を充填
し、F. oxysporum の培養菌体を埋設した。
そこへ水または 1％、2％のエタノール水溶
液を加え、30℃で 9日間培養した。この間、
経時的に F. oxysporum 密度、土壌の酸化
還元電位、土壌抽出液の pH、酢酸および酪
酸濃度、Fe2+濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）複数の還元化促進土壌を異なる温度 図 2. 農環研黒ボク土壌に還元鉄粉を添加した際

の酸化還元電位の推移 

 



で土壌還元消毒(ASD)処理に
供し、物理化学的因子及び生
物的因子の推移を通常型土壌
と比較した結果、低温条件で
顕著な違いが観察された化学
的な因子として Fe2+、Mn2+、有
機酸であった。ここでは特定
した消毒作用因子としてFeに
着目し、通常型土壌（農環研黒
ボク土）に還元鉄粉を重量比
で乾土重量の 0.5%を添加する
ことで、低温条件（20℃）でも
安定した土壌の還元化が進行
することを実証した（図 2）。 
（２）①30˚C 処理では Fol の
生菌数が 105 mL-1 から 10 mL-1

程度まで減少したが、15˚C 処
理ではほとんど影響が観察さ
れなかった。また、30˚C 処理
では Fe2+が 大 30 mM 程度生
成したが、15˚C 処理では 5 mM
程度しか生成しなかった。Fol
生菌数と Fe2+には負の相関が
認められた（R2=0.840）。有機
酸は 30˚Cでのみ酢酸や酪酸の
生成が認められた。次世代シ
ーケンサーによる菌相解析よ
り、30˚C でエタノールを添加
した場合に、Firmicutes 門細菌
の相対存在量が試験前の 1%
程度から 19%にまで増加して
いた。Fol 生菌数と Firmicutes
門細菌の存在量には負の相関
が認められた（R2=0.858）。さらに集積培養を経て、Firmicutes 門細菌の１種 Tar-0 株の分離に成
功した。Tar-0 株は Desulfotomaculum guttoideum に近縁で、Fol と混合培養したところ 30˚C のみ
ならず、15˚C においても有意に Fol の生菌数を減少させた（図 3）。またその効果には、Tar-0 株
の菌体の存在が必要であった。酢酸や酪酸は生成していたが、Fe2+はほとんど検出されなかった。
ASD処理によりFirmicutes門細菌が 5.9%
から 44%にまで増加し、このうちの約半
分を Clostridium kluyveri が占めていた。
集積培養を経て C. kluyveri E801 株の単離
に成功した。E801 株を Fol 胞子液と共に
滅菌ヤシ殻培地に接種しインキュベート
すると、Fol 生菌数を検出限界以下に減少
できた。さらに、E801 株の培養上清を Fol
の培養液に添加すると、pH5.5、5.0 では
生菌数を減少させなかったが、pH4.5、4.0
では顕著に生菌数を減少させた（図 4）。
上清の熱処理はこの効果に影響を与えな
かったことから、何らかの有機酸の関与
が考えられた。 
（３）土壌還元消毒後の土壌抽出液の濾
液およびその分子量 3,000 以下の画分、
さらにはこれを加熱処理したもののいず
れにおいても、懸濁した半身萎凋病菌お
よび黒根病菌の耐久生存体は 24 時間以
内に検出限界以下となった。特に半身萎
凋病菌では、菌数はわずか3時間後に100
分の 1程度にまで減少した（図 5）。これ
らのことから、土壌還元処理により土壌
中に生成される熱安定性のある分子量
3,000 以下の物質が、半身萎凋病菌およ
び黒根病菌の耐久生存体の消毒に関与す

図 3．Tar-0 株による Fol の殺菌効果 
Fol の胞子を嫌気条件下 Tar-0 株の培養液と共に蒸留水中でイ
ンキュベートした。フィルター濾過した培養上清も試験した。 

図 4．E801 株の培養上清による Fol の殺菌効果 
Fol の胞子を好気条件下 E801 株の培養上清と共に液体培地

中で２日間振盪培養した。液体培地の pH を 4.0〜5.5 に調整

した。100˚C、20 分処理した培養上清も試験した。 

図 5. 各処理区における半身萎凋病菌の生菌数 
1%エタノールを用いて土壌還元処理を行った後の
土壌抽出液（エタノール・還元）と、そこから得た
分子量 3,000 以下の画分（低分子）、さらにそれを
60℃・20分間処理したもの（加熱低分子）のほか、
エタノールのかわりに蒸留水を用いて土壌還元処
理を行った土壌抽出液（水・還元）と滅菌蒸留水
（水）に、半身萎凋病菌の微小菌核を懸濁して 30℃
で 3～24 時間静置した。その後、希釈平板法によ
り生菌数を調査した。 



ると考えられた。また、濾液処理の温度にか
かわらず、土壌還元処理を 30℃で行った場合
は消毒効果が高く、15℃で行った場合は低か
った。従って、低温で土壌還元消毒の効果が
低い理由は、還元消毒時に殺菌成分の生成が
妨げられるためと考えられた。 
（４）①炭素源の相違が土壌表層部と下層部
における還元消毒効果に及ぼす影響 
下層部ではエタノール還元区、小麦ふすま

還元区ともに FOM 密度は低減したが、表層
部では小麦ふすま還元区でのみ低減した。ま
た、エタノール還元処理表層部以外の処理
区では、総線虫、ネコブセンチュウが低減
した。このとき下層部でのみ高濃度の Fe2+が
検出された（図 6）。表層部では酸素
の流入や十分な水分が維持されず、
Fe2+が生成・維持されにくいと考え
られる。 
（４）②ナシ白紋羽病菌に対する土
壌還元消毒法の適用性 
土壌還元消毒が有効な深度を総合

的に判定するために、白紋羽病菌の
菌糸や DNA が検出されなかったナシ
枝片が埋没されていた深さ（cm）を
埋没箇所毎に積算した値を還元消毒
有効深度として算出した。その結果、
菌糸判定でも PCR 判定でも各処理区
間に有意差は認められなかった（F検
定、p<0.05）。したがって、ナシ白紋
羽病菌に対し、低濃度エタノール、糖質珪藻
土、小麦ふすまの施用有機物の種類による消
毒効果は同程度の深度まで期待できること
が示唆された。 
（５）①園研土壌では、つくば黒ボク土壌と
比較して 15℃条件下でも高い還元消毒効果
が得られた（表 1）。 
（５）②土壌の表層部では十分な土壌還元消
毒効果が得られないことが示された（表 2）。
土壌表層部における病原菌等の抑制作用は
主として太陽熱による作用であることが考
えられる。低温期に土壌還元消毒を実施した
際には、土壌表層部での効果が不十分になる
可能性がある。このことから、低温期に実施
する土壌還元消毒では、何らかの補助的な技
術で土壌表層部の消毒効果を高める必要が
あると考えられた。 
（５）③水処理区とエタノール添加区のいずれにおいても酸化還元電位の顕著な低下が認めら
れたが、F. oxysporum に対する密度低減効果は、エタノール添加区でのみ観察された（図 7、表
3）。このとき、エタノール添加区では処理開始後 3から 6日にかけて pHの低下、酢酸および Fe2+

濃度の上昇が認められた（表
4、表 5、表 6）。以上のことか
ら、F. oxysporum の密度低減
効果には、これらの成分が大
きく関与していることが推察
された。このことは、圃場レベ
ルにおける酸化還元電位の測
定 だ け で
は、消毒効
果の推定に
は不十分で
あることを
示唆してい
る。 
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図 7．エタノール還元処理による土壌の酸化

還元電位の変化 
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