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世界の人口は今後も増加傾向にあり、国連によると2100年にはHH意人を超えると推定されてぃ
る(FAO,2017)。この人口増加に伴い発生すると考えられている問題として、食糧不足、エネル
ギー資涼の不足、発展途上国などで起こり得る急激な環境悪化が懸念されてぃる。特に食糧問題
は、生命活動に直結する問題であることから、早急な対策が必要な課題となっている。現状の食料
生産は、世界全体でみると十分な量が生産されているが、その一方で作物栽培における自然災生や
病害虫の影響、輸送における損失は非常に高いものとなっている。アメリカでは、管理措置が実施
されているにもかかわらず、毎年、農作物の被害額は、病害によって9H意ドル、昆虫によって77億
ドル、雑草によって62億ドノレが失われていると推定されている(Agrios,2005)。また、世界全体
の作物生産量における生物的被害による損失割合は、植物病原菌によるものが14%、昆虫由来が
10%、雑草による損失が12%となっており、作物生産の3害1仟呈度が損失してしまうことが問題と
なっている(Agrios,2005)。このような植物病害による損失を防ぐために、一般的には農薬が使用
されている。近年では環境に対する負荷を低減するため、従来の化学農薬のみに依存した病害防除
から、耕種的、生物的、物理的および化学的な防除方法を合理的に組合せた総合的病害虫および雑
草管理(1ntegratedpest Management:1PM)の確立が求められている。これらの技術のひとっと
して病害虫に対して防除効果を有する微生物を利用した微生物農薬の研究が着目されてぃる。
微生物農薬(bi010gical control agent, biocontrol agent)に禾lj用される微生物は、植1勿根圈

に定着し、植物の生育に対して様々な有益元効果をもたらす。実際には、抗菌活性物質Jや、キチ
ナーゼなどの酵素を生産することによる佶抗作用や、植物の1註長促進効果を有する微生物(plant
growth promoting rhizobacteria: PGPR, plant growth promoting fum宮i: PGPF)を用し、たイ乍物未島
培など多くの研究が行われている。特に微生物農薬として利用されている菌として、βacUルS属細
菌やPseud0勿0加S属細菌が挙げられ、日本でもこれらの細菌を用いた製剤が販売されてぃる。ま
た、近年、微生物農薬の研究が増加しつつぁる微生物として、放線菌が挙げられる。放線菌は、糸
状体や胞子を形成し、古くから医学分野での研究が盛んな微生物である。その一方で、環境中では
腐葉士の分解において主要な微生物のひとっとされ、堆肥作製時においても重要な菌であると考え
られている。また、放線菌の多くがキチナーゼを生産すると報告されており、そのため植物病原菌
や昆虫などの細胞壁を分解することで、植物病原菌やセンチュウなどといった病害の抑制に繋がる
と考えられる(sin帥 andGaur,2016)。このような利点があるにも関わらず、放線菌を用いた微
生物農薬に関する研究は、現在あところ1也の微生物に比ベるとまだ少ないのが現状である。事実、
日本において放線菌を利用した農薬は今のところ市販されていない。
日本における植物病害は、約8割が植物病原真菌によるものと考えられており、その数は4000種

以上とされている。それに対し、市販された微生物農薬の種類は40種類未満と非常に少なく、数多
く存在する植物病原菌に対する研究は不足してぃる。これらのことから本研究では、微生物農薬の
開発を目指し、環境中から単籬したいくっかの微生1勿にっいて微生物農薬の候補株として植物病原
菌に対する防除効果を試験した。ハ
第2章において、まず放線菌を使用した微生物農薬について報告した。放線菌は、古くから医学

分野での研究が行われてきたが、近年、農薬としても強く注目を浴びており、その研究報告は年々
増加傾向にある。本研究では、強い抗真菌活性を有するStrept0勿yces sp. KTおよびStrept0勿yces
SP. ARI0を単離および同定した。両菌株は、単離した53株の放線菌の中でも植物病原菌に対して強
い抑制能を有しており、特にKTは、新規だと示唆されるeurocidinを単籬および同定することがで
きた。 ourocidin類は放線菌由来の物質として1955年に、 Nakozawaが報告しており、その後、別の
研究署らによってeurocidinA、 B、 C、 D、 E というポリケチド化合物が報告されてぃる。これらの
物質はマウスの肥満細胞脱穎粒抑制、'抗灸症作用などの研究に利用されてぃる。抗真菌゜.抗原虫活
↑生としてはCandida alhicans、πhizoctohia solani、乃'ich0勿onas vaginalis、など1こ文1,ーる1舌
性が既に知られている(pandey and Rinehart,1976)。しかしながら、 eurocidin類は1954年から
1990年代までは研究が行われてぃたが、それ以降の研禿報告はほとんど行われておらず、
eurosidin生産放線菌による微生物農薬は、新しい種類の製剤として期待できる可能性がある。ー
方で、肌10からはalbocyclin0が検出され、この化合物は既知であるものの、近縁種における化合
物の生産は報告されていない。
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また、.1bocyclineを生産するStroptomyoeS属を用いた微生物農薬の報告もまだなされてぃないた
め、肌10を用いた農薬の研究もKT同様に新規微生物農薬の開発に貢献すると考えられる。さらに訂
株は、キュウリ、チンゲンサイおよびエンバクを用いた感染防除試験において、植物病原菌の感染
を防除もしくは大幅に遅らせることができた。これらの結果の一部は、未滅菌士壌を添加したポッ
トでも同様の効果が見られたことから、実際の圃場でも効果が認められるのではないかと期待され
る。

第3章では、微生物農薬として最も研究が進んでいる細菌であるBaciHUS属細菌に着目した。本
研究では、すでに植物病原菌に対して高い防除効果を有するB. subtiⅡiS 郎H用いて研究を行
い、農業における問題のひとつである農業残澄の有効利用について報告した。近年、カーボン
ニュートラルの考え方に基づきBDFの研究および応用は盛んに行われている。一方で、油脂生産作
物からは多量の農業残澄が排出されることが問題となっている。本研究では、油脂生産作物である

CurC郎の種子残澄を唯一の培養基質として利用可能か試験した。その結果、R磁4は良好な増殖
を示し、抗真菌活性物質であるiturinAの生産も認められた。さらにこれらの結果は、液体振鑾培
養より固体発酵培養の方が高かった。また、固体発酵培養を行うことで必要最小限の水しか使わ
ず、振鑾する機材も不要であることから微生物農薬の開発にかかるコストを削減できるのではない
かと示唆される。キュウリを用いた植物実験では、郎14の固体発酵培養物は、適切な量で添加すれ
ばR. solaniのキュウリへの感染を防除し、植物の生育も促進することができた。これらのことか
ら、本研究は、BaciⅡUS属細菌と農業残澄を組合せた新たな微生物農薬の開発に寄与するかもしれ
ない

第4章では、農薬の葉面散布の観点から低栄養細菌に着目し、これらの菌が生産する抗菌活性物
質について研究を行った。低栄養細菌は、炭素源が1-15mg/Lと極端に少ない環境中でも生育でき
る微生物を指す。本研究で用いた低栄養細菌KSおよびDEは炭素源が100μg/Lで増殖することができ
る。さらにその一方で、一般細菌用の栄養培地であるTS部音地などでも生育が可能であった。低栄
養細菌として、 22株を研究室で保存しており、これらのうちKSとDEはR. solaniに対して強い抑制
活性を有していた。微生物同定の結果KSは、 Burkholderia contaminanSと同定され、 DEは、
Psoudomon郎 Protog0貼と同定された。特に、 P. protegon.は植物病原菌から植物体を保護
(Noteot)するとして命名されており、抗菌真菌活性物質の生産・植物病原菌の感染防除・植物

の病害抵抗性誘導・植物成長促進などの研究がよく行われている(Rametteetal.,20ID 。また
KSは、抗菌活性物質としてPyrrolnitrinおよび2,4-diaootylphlorogludn01 ΦAPG)を生産してい
ることが示された。私の知る限り、低栄養細菌と微生物農薬を関連付けた研究は行われておらず、
これらの細菌を用いた研究は、植物体上における病害防除の基礎的な知見として本研究は重要とな
るかもしれない。
本研究では、微生物農薬の基礎的および応用開発に向けた研究を行い、放線菌、BaciⅡUS属細

困、低栄養細菌についてその報告を行った。日本植物病名データベース(2013)によると、多犯性
の植物病原菌としてR. solaniが299種と最も宿主数が多く、次いでBotrytis ciner卵(灰色かび
病)が222種、 sclerotium rolfsii(白絹病)が207種と続いている。このように本研究で試験した

Solaniは日本のみならず世界中で多犯性の植物病原菌として知られており、本植物病原菌の防
除は、今後の作物生産における重要な課題のひとつと考えられる。今回報告した細菌は、いずれも

Solaniに対して抑制活性が認められており、いくつかはラボスケールではあるものの植物を用
いた感染防除にも成功している。これらの結果は、今後の作物栽培における病害虫問題に対して新
たな農薬開発の基礎的な研究として貢献すると期待される。また、今回の結果をより農薬開発に近
づけるため、今後の課題としては、より多くの植物種や病原菌に対する効果を調査し、より一般圃
場に近い環境条件下での試験を行う必要があると考えている。
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世界の人口増加に伴い食料生産の増大は重要な課題である。しかし、植物病害等により作物

生産の3割程度が損失してしまうことが問題となっている(Agrios,2005)。この損失の防止に

は農薬の使用が必須であるが、環境に対する負荷を低減するため、従来の化学農薬のみに依存

した病害防除から、生物的防除(バイオコントローノレ)という環境保全型農業の推進に役立っ

防除法の普及が期待されている。植物病原菌に対して抗生・溶菌・競合などの機能をもつ微生

物のいくつかは微生物農薬と呼ばれ農業利用も始まっている。しかし、βacUルS属細菌や

円Seud0勿伽aS属細菌など特定の微生物に偏っており、微生物農薬としての研究例が少ない、あ

るいは行われていない微生物が数多く残されている。本論文では、環境中から単離した微生物

について、微生物農薬としての評価を植物病の抑制と植物の生長促進等の多面的な実験を行う

とともに新しい培養方法による生産性の増大に対する基礎的研究を行った。

第2章では、抗生物質の生産菌として古くから医学分野での研究が盛んな微生物である放線

菌に着目して研究を行った。自然界より単離した53株の放線菌の中でも種々の植物病原菌に対

して抑制能を示す放線菌を選抜することで、強い抗真菌活性を有するStルPt0勿yoessp. KTお

よびStrept0勿ycessp. ARI0を得た。抑制のメカニズムとして両菌株が生産する抗菌物質の単

籬・同定を行ったところKT、 ARI0から、それぞれeurocidin類とalbocycHneが見出された。こ

れらの化合物を生産するSなeP加勿yceS属の細菌は微生物農薬としての報告はなく新しい微生物

農薬となる可能性が示された。また、これら放線菌は、キチナーゼ活性があることから、植物

病原性の糸状菌に対して細胞壁溶解による防除効果も期待される。さらに、シデロフォア生産

能や不溶性のりン溶解能も示すため、植物生長にも寄与する可育皀性が示された。訂株を用いた

植物病の感染防除試験を、キュウリ、チンゲンサイおよびエンバクを用いることで行った。そ

の結果、いずれの植物体においても植物病原菌による感染を防除もしくは大幅に遅らせること

ができた。さらにこれらの結果の一部は、未滅菌士壊を用いた試験においても同様の効果が見

られたことから、実際の圃場でも効果が認められる可育計生が示された。

第3章では、微生物農薬として最も研究が進んでいる細菌であるβaω'UUS属細菌に着目し、

植物病原菌に対して高い防除効果を有するβ. S岫h'1h'S郎14を用いて大量生産に関する基礎

的研究を行うとともに、農業における問題のひとつである農業残済の有効利用について固体発

酵の有用性を示した。近年、カーボンニュートラノレの考え方に基づきBio DieselFU01 佃DF)

が、化石燃料の代替燃料として期待されている。

言△. 文 査

- 28 -

の
E=二ιイ

j



一方で、油脂生産作物からは多量の農業残澄が排出されることが問題となってぃる。油脂生産

作物であるノ'aなOphacurcaSの種子採油残液を唯一の培養基質として試験した結果、 RB14は良

好な増殖、胞子形成を示し、抗真菌活性物質であるit岻血 Aの蓄積も認められた。これらの結

果は、液体振鑾培養よりも高い値を示したため固体発酵の有用性が示された。これは、固体発

酵を行うことで水の使用量が少なく、かつ振邉や撹捍に必要なエネルギーも不要なことから、

微生物農薬の生産コストの低減に寄与する可ヨ獣生が示された。またキュウリを用いた植物実験

では、 RB14の固体発酵培養物は、適切な量で添力口すれば尤 Soza加'のキュウリへの感染を防除

し、植物の生育も促進することが示されたため、βaω'UUS属細菌と農業残済を組合せた新たな

微生物農薬の開発という技術開発に貢献する可能性が示された。

第4章では、自然界が貧栄養状態であることに着目して、今だ研究報告例のない低栄養細

菌を用いた微生物農薬の開発に関する研究を行った。低栄養細菌とは、炭素源が1-15 鴫/Lと

極端に少ない環境中でも生育できる微生物を指す。スクリーニングの結果得られた低栄養細菌

KSおよびDEは炭素源が100μg/Lにおいても増殖することが可能であり、かっ植物病原菌に対す

る強い抑術噛Ξを示した。微生物同定の結果KS、 DEはそれぞれ、βUrkhold.h'aC伽t勿血ans、

Pseudomonas prote召'ehSであることカミ示さ才した。

特に、π Pr0加g伽Sは植物病原菌から植物体を保護(prot印t)するとして命名されており、

抗真菌活性物質の生産・植物病原菌の感染防除・植物の病害抵抗性誘導・植物生長促進などの

研究例があり(Rametteet al.,20ID 、微生物農薬としての可能性の高さが示唆された。ま

たKSは、抗菌活性物質としてPⅦroln北rinおよび2,4-diacetylphloroglucin01 ΦAPのを生産

していることが示された。低栄養細菌と微生物農薬を関連付けた研究は行われておらず、これ

らの細菌を用いた研究は、葉面散布による病害防除という植物体上における微生物農薬として

の新しい可育断生を示している。

以上のように本論文は、微生物農薬の基礎的および応用開発に向けた研究を行い、放線菌、

βaω'U山属細菌、低栄養細菌について新しい知見を得るとともに、それらの微生物や培養物が、

多犯性の植物病原菌であるN.即ルm'を含む植物病原菌に抑制効果を示したことから、基礎的

研究ではあるが、新しい微生物農薬となる可能牲を示しており、博士(工学)論文として価値

あるものと認める。

- 29 -


