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研究成果の概要（和文）： 
自然界には培養できない細菌が多く、土壌では約 99％は培養できない細菌と考えられているが、

植物体では不明であった。本研究では、染色法を用いることで、代表的な作物である、イネ、

ムギ葉面の「培養できる細菌」(A)と「培養できない細菌を含む全細菌数」(B)を国内２カ所で

調べ、両者の割合を世界で初めて明らかにした。この結果、ムギの比率 A/B は 1/1000 程度に

対して、イネでは 1/10 程度と顕著に異なることを明らかにした。この結果、培養できない細菌

（未利用資源とも言える）の全細菌に対する比率はムギがイネに比べ顕著に高いことと、培養

法による細菌の評価（数、役割等）における留意点を提出することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

There are many unculturable bacteria in environment, for example, ca. 99% of bacteria 

in soil have been reported to be unculturable. However, little is known about bacteria 

on plant surface. In this study, the rapid and simple counting method of total bacteria 

on plant surface was developed and the populations of culturable (A) and unculturable 

(B) bacteria on the leaf surface of crops (rice and wheat) were assessed by the developed 

counting method and agar medium.  The proportions (A/B) of their bacteria of rice and 

wheat before heading time were about 1/10 and 1/1000, respectively, indicating the 

significant difference in the proportion(A/B) among the two crops. The results suggest 

the dynamic change in the proportion of culturable bacteria on leaf surface among crops.  
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１．研究開始当初の背景 
  土壌では、全細菌の 1%程度しか培養す

ることができないと言われている。このこ
とは、どの環境においても、微生物の利活
用、微生物の役割を解明するには「培養で
きない細菌」の数や構成を明らかにするこ
とが必須である。しかし、特に作物におい
ては「培養できない細菌」と「培養できる
細菌」の割合など全く不明であった。 

 
２．研究の目的 
  日本で代表的な作物であるイネ・ムギの

葉面全細菌数を把握するため、染色法や分
子生物学手法を用いて、国内２カ所で「培
養できない細菌」と「培養できる細菌」の
割合や構成を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
  つくば市と福岡市において、イネとムギ

圃場で、定期的に葉面細菌を洗浄法により
回収し、それを染色法を用いて全細菌数を、
寒天培地を用いて培養できる細菌数を調
べる。必要に応じて、リボゾーム DNA を解
析して、細菌相を解析する。 

４．研究成果 
(1)全葉面細菌の測定技術の開発 

  １年目には葉面細菌を回収して、全細菌
数を調べる方法を開発した。土壌細菌で開
発された方法を改良して、フィルターを使
わずに、遠心操作と固定のみを行うことに
より、回収率の低下を避け、かつ簡便な測
定法を開発した(図 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１. 染色法により染まった細菌 
   （赤：死菌、緑：生菌） 

 
(2)全細菌測定法による種子の細菌数 
 この手法により、イネの種籾（種子）の
洗浄液中の「培養できる細菌」(A)、「全細
菌数」(B)を調べた結果、Ａ／Ｂは 1/10 と
なり、種籾中の両者の比率は、土壌で報告

されている比率（約 1/100）より高いこと
が示唆された（図 2）。 
 さらに、全細菌数（黒棒）と生菌数（白
棒）は有意に異なることから、全細菌数で
カウントされた細菌の一部は死菌または
死にかかっている細菌が存在することが
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図２．各種イネ品種の種籾洗浄液から 

の細菌の検出 
  黒棒：全細菌数、白棒：生菌数 

   灰色棒：培養分離菌数 
 
(3)イネの葉圏細菌数 
 同様に、本田で栽培したイネの葉鞘の細
菌数を調べたところ、「培養できる細菌数」
（A）と「全細菌数」（B）の比率は、種籾
と同様に 1/10 以下であり、従来土壌細菌
で言われている 1/100より顕著に高いこと
が示唆された（図 3）。 
 一方で、葉鞘では、全細菌数と生菌数に
大きな差がなく、葉鞘と種籾では生菌と全
細菌の比率が異なることも明らかになっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．本田で栽培したイネ（品種コシヒカ

リ）の葉鞘洗浄液からの細菌数 
    黒棒：全細菌数、白棒：生菌数 
    灰色棒：培養分離菌数 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．エチジウムブロマイド染色法とライ

ヴ・デッド染色法による細菌数の比
較 

 
 以上の結果から、まず、本研究により植
物葉圏の洗浄液から全細菌を評価する簡
便な手法を開発することに成功した。 
 この手法により、イネ種籾、本田で栽培
したイネの葉鞘における「培養できる細菌
数」と「全細菌数」を比較した結果、「培
養できる細菌数」の「全細菌数」に占める
割合は１割程度（あるいはそれ以下）であ
ることが世界で初めて明らかになった。こ
の値は、土壌で従来言われている比率
（1/100）より著しく高いものである。 
 こうした違いが何に起因するのかは今
後の検討が必要である。 
 なお、図１，２，３では、ライブ・デッ
ト染色法を用いて全細菌数を測定したが、
この手法は、従来土壌細菌の計測等で用い
ているエチジウムブロマイド染色法とも
有意差がないことも明らかにしている（図
４）。本試験でも用いた解析技術は、簡便
さにおいても、精度においても葉圏細菌数
の測定に適していると考えた。 
 
(4)イネ、ムギの葉圏細菌数 
開発した手法を用いて、２年間、イネ、

ムギの葉鞘からの洗浄液中の「培養できる
細菌数」（A）と「培養できない細菌を含む
全細菌数」（B）を調べた。その結果、ムギ
では、出穂前に A/B が 1/1000 であったが、
イネでは 1/10 程度と両者で著しく異なっ
た。また、ムギは、出穂後には A/B が 1/10
程度まであがった。また、出穂前に A/B が
極端に低下する原因の一つとして春先の
気象要因（降雨、湿度など）が影響してい
ることが示唆された。 
以上の結果から、イネ、ムギにおける「全

細菌数」や「培養できる細菌数と全細菌数
の比率」は、つくば、福岡で作物毎に同様

の傾向が見られた。このことは、こうした
細菌数および比率は、イネ、ムギにそれぞ
れ特有の現象であることが示唆される。 
また、ムギは一定期間（主に出穂前）中

に「培養できない細菌数」の割合が極端に
少なくなること、逆にイネではこの割合が
ムギに比べ安定して高かった。 
この結果は、従来、人類は培養法により

微生物数を測定して研究を進めることが
多かったが、植物葉圏における全細菌の役
割や、意義を解明するには、培養に依存し
ない手法を用いることも重要であること
を強く示唆している。 
また、言い方を変えると、出穂期前の葉

鞘には培養法で検出できる細菌に比べ遙
かに多くの細菌が棲息していることが本
研究で初めて明らかになった。この研究の
成果は、培養できなくなる細菌の機構（Ｖ
ＢＮＣ機構）の解明や、あるいは培養法に
よらなり有用細菌の分離法の開発が重要
であることも示唆している。 
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