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研究成果の概要（和文）：イネ有機栽培の育苗培土には、苗病害の発生を抑制する効果が存在する。有機育苗培土に含
まれる微生物と、苗病害抑制効果との関連を解析するため、複数のイネ有機栽培農家の育苗培土懸濁液から培養法によ
り細菌を単離した。個々の単離菌株培養液を施用した市販の慣行培土には、もみ枯細菌病などを抑制する菌株が存在し
た。さらに、培土中には難培養性微生物も存在することから、有機培土に含まれる微生物相の解析したところ、有機培
土では、微生物種の豊富さと均等性が慣行培土に比べ、有機培土に共通して、明らかに高い傾向が認められた。したが
って、有機培土に共通の特徴として、慣行培土よりも高い微生物多様性をもつ可能性が考えられた。
　

研究成果の概要（英文）：Organic rice farming system has been successfully established in a number of 
local regions in Japan. The outbreak of plant diseases is effectively suppressed in the organic farming 
system. The features common to nine organic farmed soils used for rice nursery cultivation, which were 
supplied by nine independent organic rice farmers, were analyzed. The emergence of bacterial seedling 
diseases was equally suppressed in nine organic farmed soils, but not two conventional soils. On 
physicochemical analysis of those soils, there was not either any component common to nine organic soils 
or difference between organic soils and control conventional soils. On the other hands, bacterial and 
fungal microbiome analysis indicated that their populations in nine organic soils were more diverse than 
those in conventional soils. The diverse of microbiome may play an indispensable role for suppressing 
rice seedling diseases in organic agriculture.

研究分野： 植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物の葉表面には葉面微生物、組織内
には内生菌、根圏には根圏微生物が生息
していることは、以前から知られている。
しかし、それらの微生物相に関するこれ
までの研究対象は、培養できる微生物に
限られていた。しかし、環境中に存在す
る微生物の中で、培養可能なものは約 1
割程度と考えられており、植物体や根圏
に生息する微生物相の姿を正確に理解す
ることはできていない。近年、難培養性
微生物を含む環境中の微生物群集から直
接 DNA や RNA の単離・解析を行なうア
プローチが可能となってきた。すでに、
農耕地土壌、海底下堆積物、温熱鉱床な
どに生息する微生物集団をまるごと解析
することにより、環境中における菌叢全
体の代謝活動の把握と、有用遺伝子の獲
得が進められている。また、本申請者も、
近年、植物体の細胞間隙に生息する微生
物集団をまるごと解析する手法を確立し
ている (Takahashi et al., JGPP, 77, 121, 
2011)。本研究では、植物体内や根圏に生
息する微生物集団から培養を介さずに直
接 DNA や RNA を単離し、集団を構成す
る微生物種の多様性解析および代謝活性
状態にある微生物種の同定を予定した
(植物内生菌のメタゲノム・メタトランス
クリプトーム解析)。さらに、同微生物集
団のメタライブラリーから、フラジェリ
ン遺伝子をスクリーニングし、植物に病
害抵抗性を誘導する活性評価(内生菌の
病害防除への利用)を計画した。 
 
２．研究の目的 
 植物の葉表面、細胞間隙、根圏には微生
物が生息し、植物や病原微生物と相互作用
することによって、植物の生育や様々な環
境ストレス・病虫害に対する耐性に関わっ
ているものと推察されている。しかし、自
然環境中の植物組織において、難培養性微
生物を含めてどのような微生物種が生息
し、植物や病原微生物とどのように関わっ
ているのかはほとんど明らかになってい
ない。本研究では、メタゲノム・メタトラ
ンスクリプトーム的手法により、植物体中
の細胞間隙や根圏に生息する微生物群集
をまるごと解析する。さらに、それら微生
物群集の病害抑制における役割を明らか
にし、病害防除への応用についての具体的

な方法を見いだす。 
 
３．研究の方法 
 (1) 植物組織からの内生菌の単離 
① 有機栽培および慣行栽培のイネ苗と
トマト葉の細胞間隙液を、既報の方法
(Takahashi et al., 77, 121, 2011)により単
離する。 

② 細胞間隙液を NB 寒天培地に塗布し、
25℃、24 時間培養した。 

③ 得られたコロニーを単離し、NB 液体
培地で培養後、最終濃度 20%になるよ
うにグリセリンを加え、-80℃で保存し
た。 

④ 単離菌の病害抑制活性は、「主な発表
論文」リスト中の Ando, S. et al., (2014) 
Organic Agriculture 4: 187-196.に記載し
た方法に従った。 

(2) 植物組織からの DNA・RNA の単離と
微生物相の解析 

① イネ苗およびトマト葉の細胞間隙液
から Water RNA/DNA Purification Kit 
（NORGEN 社）を用いて、内生菌集団
の DNA と RNA をまるごと単離した。 

② 得られた DNA を鋳型とし、細菌用と 
して 16SrDNA 可変領域、糸状菌用として

18SrDNA可変領域をそれぞれ PCR増幅
した。 

③ 得られた DNA を鋳型として oligo(dT)
をプライマーとして逆転写反応で
cDNA を合成し、ランダムプライマーを
用いて PCR 増幅を行った。 

④ PCR 産物を DGGE 法により解析し、
バ ン ド パ タ ー ン か ら 多 様 性 指 数
（Evenness と Richness）を算出し、微生
物相の多様性を評価した。 

(3) 土壌からの DNA の単離と微生物相の
解析 
① 有機育苗培土および慣行育苗培土か
ら、Soil DNA Purification Kit （NORGEN
社）を用いて、内生菌集団の DNA をま
るごと単離した。 

② 得られた DNA を鋳型とし、細菌用と
して 16SrDNA 可変領域、糸状菌用とし
て18SrDNA可変領域をそれぞれPCR増
幅した。 

③ PCR 産物を DGGE 法により解析し、
バ ン ド パ タ ー ン か ら 多 様 性 指 数
（Evenness と Richness）を算出し、微生
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物相の多様性を評価した。 
④ PCR 産物を次世代シークエンサーに
より内生菌集団を構成する微生物の多
様性をまるごと解析し(メタゲノム解
析)、有機育苗培土および慣行育苗培土
の間で、微生物相を比較した。 

 
４．研究成果 
(1) 有機栽培植物組織における内生菌相の
解析 
 有機栽培イネ苗から培養法により単離
された細菌の中には、イネ籾枯細菌病やイ
ネ立枯細菌病を抑制する活性をもつもの
が存在した。 
 しかし、有機栽培および慣行栽培のイネ
苗とトマト葉の細胞間隙液からまるごと
単離されたDNAとRNAを用いた微生物相
の解析では、有機・慣行培土間で、微生物
相に明瞭な差異は認められなかった。 
 
(2) 有機育苗培土における微生物相の解析 
 イネの有機栽培に用いられる育苗培土
には、イネもみ枯細菌病などの苗病害の発
生を抑制する効果が存在した。有機育苗培
土に含まれる微生物と、苗病害抑制効果と
の関連を明らかにするため、複数のイネ有
機栽培農家より分譲された育苗培土の懸
濁液から培養法により細菌を単離した。
個々の単離菌株培養液を施用した市販の
慣行育苗培土に、イネもみ枯細菌病菌また
はイネ苗立枯病菌を接種した種子を播種
し、発病抑制効果を解析した結果、単離さ
れた細菌の中には、単独施用により苗病害
を抑制する菌株が存在した。さらに、複数
の単離菌株を混合して施用することによ
り、苗病害抑制効果が増強されることが明
らかになった。 
 次に、培土中には難培養性微生物も存在
することから、有機育苗培土に含まれる微
生物相について解析を行った。独立にイネ
有機栽培を行っている農家から分譲され
た育苗培土 9 点とコントロールとして慣行
育苗培土 2 点から、まるごと DNA を抽出
し、16S および 18S rDNA 断片を利用した
微生物相の比較を PCR-DGGE 法および次
世代シークエンサーを用いたメタゲノム
解析によって行った。また、同時に各培土
の土壌理化学性についても分析した。その
結果、由来の異なる有機育苗培土の間で、
土壌の理化学的性状に共通性は認められ
ず、イネ苗病害抑制効果との相関関係は見
出されなかった。一方、PCR-DGGE 法にお
けるバンドパターンの解析では、有機育苗

培土の微生物種の豊富さおよび微生物種
の均等性の両方が、慣行育苗培土よりも共
通して高い値を示した（図 1）。さらに、16S 

rDNA 増幅断片の塩基配列に基づく細菌の
多様性解析では、微生物種の豊富さと均等
性が慣行育苗培土に比べ、有機育苗培土に
共通して、明らかに高い傾向が認められた
（表 1）。したがって、有機育苗培土は由来
に関わらず、共通の特徴として慣行育苗培
土よりも高い微生物多様性を有している
可能性が考えられた。 

 イネの育苗過程では、催芽処理した種子
が、潅水された培土に播種され、育苗がな
される。培土中の微生物相に対し、潅水や、
発芽後の種子から分泌される有機物は、微
生物の生存環境に大きな影響を与える要
因となると推察し、潅水前の培土、潅水後
の培土、潅水・播種後 5 日目の培土から、
それぞれ DNA を単離し、16S および 18S 
rDNA 断片の PCR-DGGE 法および 16S 
rDNA 断片の塩基配列解析を行った。その
結果、慣行育苗培土では、潅水や播種によ
り微生物相が大きく変動したが、有機育苗
培土では潅水や播種による影響は少なく、
微生物相が安定しており、ロバストネス
（堅牢性）が高い傾向が認められた。そこ
で、潅水後の有機育苗培土と慣行育苗培土
に、それぞれイネもみ枯細菌病罹病種子を
播種し、栽培 5 日後の発芽種子におけるも
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み枯細菌病菌を検出したところ、有機育苗
培土における病原菌の増殖抑制が認めら
れた。したがって、有機育苗培土における
病害抑制効果の原因のひとつとして、有機
育苗培土に共通した微生物相の堅牢性に
よる病原細菌の増殖抑制が考えられた。 
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