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Synopsis

 Application of compost made from garbage and bio-sludge shows crop growth promoting effect in 

the farm. We have evaluated to the plant growth promoting effect of rhizobacteria (PGPR) separated 

from crop root applied with test compost. Some of separated rhizobacteria showed PGPR effect on the 

cucumber and tomato growth during inoculation of them. Though, some inhibitory zone was observed 

on the agar plate with compost suspended by water, all of separated bacteria did not show the 

antifungal activity against Fusarium sp. in vitro test. These facts suggest that PGPR contained in test 

compost, but these almost effective bacteria may be not incubate using incubation media in this time.
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緒 言

我が国の廃棄物排出量は、一般家庭や流通 ・外

食店等か ら排 出される一般廃棄物が約5000万t、

産業活動によって排出される産業廃棄物が約4億t

であ り、近年は横這い傾向であるが依然高水準で

ある1)。平成14年 に施行された 「食品 リサイクル

法」や環境問題への関心の高ま りか ら、処理場や

食品関連事業所からの有機性廃棄物のコンポス ト

化処理が注目されている。これらは、ゴミ処理 と

いう環境問題のみならず、コンポス トを施用する

ことによる連作障害や作柄改善 といった農業問題

の解決にも役立つ と考えられている。

現代農業では、化学肥料に頼ることによる農地

への有機物補給不足か ら土地が劣化することがあ

る。さらに、微量 ミネラル不足は、作物の病害虫

耐性が低下や連作障害の恐れがある。 これは、作

物残渣を再び土地に還元させることによって完結

す るミネラルの循環が断ち切 られた結果であ り、

さらには作物か ら摂取 される微量 ミネラル不足

による健康問題にも関連 しているのである2)。ま

たコンポス ト化技術は、有機性廃棄物を土壌へ還

元するというリサイクルのみならず、焼却処分に

伴 う大気中への二酸化炭素排出量の低減、焼却灰

の埋め立て地問題の解消、有機物の土壌への投入

に伴う土壌改良、施肥効果作用など多 くの利点を

持っている。

さらに汚泥や生 ゴミなどの有機性廃棄物を原料

としたコンポス ト中には、多 くの微生物が存在 し

てお り、 これらの施用は土壌中の微生物 フロラを

多様化する。植物病原菌に対する拮抗性を利用す

ることによる農薬使用低減の可能性も示唆されて

いる。これは、農地へのコンポス ト施用により土

壌伝染病菌に対 して拮抗作用を示す根圏微生物が

増加 したとい う研究報告から、コンポス トの施用

が植物病原菌の増殖を顕著 に抑制することが示さ

れている3)。

先述のように、コンポス ト中には様々な微生物

が存在 し、特 に有用微生物である植物生育促進根

圏細菌(PlantGrowthPromotingRhizobacteria:

PGPR)は 植物に生長促進的に作用することが知

られてお り、土壌病害の軽減、窒素固定、微生物

の化学物質分解能によるバイオレメディエーショ

ンな どの効 果 を持つ。PGPRは 、Kioepperら が

ジャガイモ軟腐病の細菌抑制効果に関する研究で

1978年 に使い始めた言葉である4)。既に商品化さ

れた事例 としてBioCoatや アグロシン84等 は、日

本でも軟腐病に対する高い防除効果が得 られてい

る。この様な有用微生物を用いて土壌病害の抑制

や作物の生育促進能を発揮させるためには、微生

物を何らかの形で土壌に投入しなけれぼならない。

そのために、細菌を種子や土壌 に接種する手法は

バクテリゼーションと呼ぼれ、根面や根圏で増殖

する微生物種 が都合が良い ことから根か ら分離

される根面細菌を用いて多 くの研究が行われてい

る5)。実際、植物病原菌Rα 醜0π`α80Zαπαceα川m

が引き起こす トマ ト細菌性萎凋病に対するPGPR3

種(8εrr磁 αsp.,蛍 光性シュー ドモナス,Bαc沼 醐

sp.)の 生物学的防除効果が認め られたり6)、ホウ

レンソウに対 して蛍光性 シュー ドモナスが生長

促進能を持つ ことが報告されている7)。これ らは

PGPRが 、抗菌性物質や酵素な どを生産し病原菌

の生育を阻止する拮抗微生物 としての植物病原菌

の生物的防除作用である。このような作用は不特

定多数の微生物の拮抗作用によるもの と、特定の

病害に有効である特定の微生物の拮抗作用に基づ

くものとがある。前者は主 として、もともとの土

壌中に生活 している微生物を有機物施肥や環境調

節な どにより活性化させ、それによって病原菌の

活動や生存を抑制 して病害を防除する方法であり、

後者は植物病原菌の対抗者、敵対者なるものすべ

てを生物防除に利用する方法である。糸状菌、細

菌、ウイルスなどほぼすべての生物がこれに含ま

れる。拮抗微生物 による病害防除のメカニズムと

しては、病原微生物に対する抗菌性物質の生産、

病原微生物 との競合作用、病原微生物への寄生、

弱毒ウイルスのよる干渉作用などがある。

これらの観点から、農作物に作柄向上効果を示

すコンポス ト中に存在する微生物 の植物に対す

る影響 を明 らかにす ることが求め られる。現在

PGPRを 生物肥料 として商業的に開発する努力が

なされてお り、その検索と作用機構の研究は急速
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に拡大 している。PGPRの 窒素 固定、根圏での養

分利用性の増大、根の成長と形態への好影響、有

用植物 と微生物の共生などのを組み合わせた作用

機構や生物肥料 として利用拡大する試みもみ られ

ている8)。有用微生物には、バイオコン トロール

の作用を持つ拮抗細菌の他、空中窒素を固定 した

り植物ホルモンを生産 した りして直接植物の生長

を促進するもの含 まれる。 この種の微生物の利用

上の最大の問題点は接種効果の不安定さであった

が、 この接種効果の不安定に対する方策 として内

生菌 との誘導抵抗性が近年注 目されてもいる9)。

過去の関連研究で、活性汚泥を原料 とす るコ

ンポス ト 「ゆ うき百倍」から単離された糸状菌

(Peπ`c`〃μητsp.,G`わわercZαsp.)にキュウリなど

の生育を促進することが認められている。またこ

のコンポス トが持つ植物病原性の糸状菌に対する

拮抗能を検討 したところ、コンポス トをオー トク

レープで滅菌することによ り効果が大きく低下 し

たことか ら、コンポス ト中の生物的要因の必要性

が示唆される。さらにこのコンポス トより単離 し

た糸状菌を土壌接種 した場合も同様に、オー トク

レーブ処理により植物の生長促進作用が抑制 され

たことから、微生物の培養土への投入が植物生長

に関与 していることも認められている。本研究で

は、植物生長促進作用を示す菌が根面定着細菌に

多い という見解から、根面定着性の細菌の単離を

試みた。土壌細菌は、106～108/g程 度で存在して

お り、糸状菌 ・放線菌 と異な り低酸素の環境で生

育可能な種もあ り、畑土のなかでも大 きな働 きを

していると考えられている5)。このような観点か

ら、植物生長促進作用を示すコンポス ト 「ゆうき

百倍」よ り単離 した細菌による植物生長促進作用

の確認を目的とした。

材料および方法

1.コ ンポス ト施用による植物の育苗

根面微生物の分離に用いた植物の培養は、上部

の直径11.7cm、 底部の直径8cm、 深さ11.7cmの

ポッ トに真砂土 とコンポス トを培養土として栽培

を行 った。真砂土にコンポス トを重量比2%で 加

えたもの、重量比2%の コンポス トをオー トクレー

平板培地に塗布

切除し水道水で土壌除去

コロニーをピックアップ

滅菌生食で根部洗浄

平板培地に2～3回分離

乳鉢で根部表面練磨 スラントへ分離

生物検定

Fig. 1. Separation of rhizobacterica from the root incubated with test compost.
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ブ処理 して加 えたもの、そ して真砂土 のみの処

理区を設けた。これらにそれぞれ トマ ト(大 型福

寿:(株)タ キイ種苗)を1箇 所3粒 ずつ3箇 所 に、

キュウリ(霜 しらず地這:(株)サ カタのタネ)を

1箇所1粒 ずつ3箇 所に播種、ガラス温室内にて30

日間栽培 し、生長度合を観察 した。また、施肥 コ

ンポス ト量の変化による植物生長の変化を調べる

ため、コンポス ト重量比10%、0.5%に て同様に植

物の育苗を行った。

2.根 面微生物の分離

コンポス トを真砂土の重量比2%で 含有 した培

養土で栽培 した トマ トまたはキュウリの根を切断

し、水道水で十分洗浄 し土壌を取 り除いた。次に

滅菌生理食塩水(0.9%)で 根部を十分に洗浄 した

後、滅菌 した乳鉢に根 と少量の滅菌生理食塩水を

入れ、乳棒を用いて、根の表面を擦 り、根面定着

性の細菌をそ り落とした。 このようにして作製 し

た根面細菌懸濁液を10段 階希釈 しPDA・SCD平

板培地へ100ml塗 布 した後、28℃ 、48時 間培養 し

た。培養後、プレー トに出現 したコロニーを ピッ

クアップし、それぞれの平板培地に2～3回 純化操

作を行った後、スラン トへ保存 した(Fig.1)10)。

3.根 面微生物の土壌接種試験

上部直径11.7cm。 底部の直径8cm、 深さ11.7cm

のポッ トに真砂土を入れ、 トマ トとキュウリの種

子を播種 した。供試作物の出芽を確認 した後、ス

ラン トに保存 しておいた分離菌をSCD液 体培地に

懸濁し、28℃ の振 とう培養で100rev.24時 間前培

養 した。培養後OD550=0.5に 調整 した分離菌懸濁

液体培地(80ml)を 植物の生育土壌 に土壌散布 し

た。培地の散布は1回 目から6、12日 後に土壌灌注

を行い、30日 間植物育苗を行ったll)。またブラン

クとして水のみを、コントロールとしてSCD液 体

培地(80m1)を 生育土壌に土壌散布した。

供試菌を白金耳でPDA平 板培地の3箇 所に植菌 し

た。 トマ ト由来の10検 体、キュウリ由来の7検 体

の分離菌すべてにおいて同様に試験 し、28℃ で48

時間培養 した。PDA平 板培地の3箇 所に植菌 した

周辺に阻止円が確認され際、活性有りと評価した。

結 果

1.コ ンポス ト施用による植物の育苗

供試植物に トマ トを用いて、コンポス トの培養

土重量比2%混 和処理区と、オー トクレープ処理 し

たコンポス トの培養土重量比2%混 和処理区を比

較すると、地上部、地下部 とも顕著な差は認めら

Fig. 2. Plant growth promoting effect by compost 

  application.

4.分 離菌の植物病原菌との拮抗作用

植物病原菌を滅菌生理食塩水に懸濁 し十分に撹

拝 した後、ター ンテーブル上のPDA平 板培地に

100ml塗 布 した。 コンラー ジ棒で均等に した後、

tomato cucumber

 

1  :  Agaftn  .-)Th  I-  alfriE 
 2  : 71--- }- 1—'79aftD V )t ̂  1- MIlIK 

 3  : A-0±0-)g-J 

Plate 1. Effect of compost application on the root 

       part of test crops.
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れなかった。しかし、真砂土のみを培養土とする

育苗区 と比較すると、両コンポス ト処理区とも植

物生長促進効果が認められ、特に地上部において

明確であった。地下部における長さの変化はあま

り認め られなかったが、その重量が両コンポス ト

区において増加 していることから、生長促進効果

が認め られたと考えた。地上部において、コンポ

ス ト混和処理区とオー トクレープ処理コンポス ト

混和処理区の変化が少 し認められるものもあった

(Fig.2,Plate1)。

2.根 面微生物の分離

コンポス トを培養土重量比2%混 和 して育苗した

トマ トの根面菌を、PDA培 地を用いて分離 したも

のはTP-A～Jの10種 類であり(Plate2)、SCD培

地を用いて分離 したものもTS-A～Jの10種 類で

あった(Plate3)。 また同様にコンポス トを培養土

重量比2%混 和 して育苗 したキュウリの根面菌を、

PDA培 地を用いて分離 したものはCP-A～G,1,

Jの9種 類であ り(Plate4)、SCD培 地を用いて分

離 したものはCS-A～Gの8種 類 であ った(Plate

5)。本研究で使用したものはSCD培 地を用いて分

離した菌で液体培地を用いて培養可能であった菌

種でのみである。

3.根 面微生物の土壌接種試験

コンポス トを培養土重量比2%混 和 して育苗 し

た供試植物 トマ トから分離 した根面細菌をSCD

液体培地 に て前 培養 し、OD550=0.5に 調整 し、

真砂土のみで育苗 した トマ トに散布 した ところ、

培地 のみを散布 したコン トロールに比べ、分離

菌TS-F,G,1,Jに 植物 生長促進作用が確認 さ

れた。特に分離菌TS-Gに おいてはコン トロール

に比べ、約170%も 生長促進効果が見 られた。 し

かし、培地を散布せず水のみで供試植物 トマ トを

育苗 したブランクと比較すると、地上部におい

Plate 2. Isolated germs from

using by PDA medium.

the tomato root Plate 4. Isolated germs from the

using by PDA medium.

cucumber root

Plate 3. Isolated germs from the tomato root Plate 5.

using by SCD medium.

Isolated germs from the

using by SCD medium.

cucumber root
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考 察

Fig.

 Bl: Blank, Ct: Control 

3. Effect of inoculation of rhizobacteria (CS-X) 
  from cucumber root on the cucumber 

  seedling growth.

て同程度の生長促進効果確認されたものは分離菌

TS-Gだ けであ り、また分離菌TS-Gも 地下部や

重量においては植物生長抑制効果が確認 され、培

地による植物生長抑制効果が認められたが、すべ

ての分離菌に共通 して、特に地下部においては培

地による植物生長抑制効果が顕著に現れた(Fig.

3)。 供試植物 の トマ トに散布 したSCD液 体培地

のOD550=0.5中 には、分離菌によ り多少の差は

あるものの約8.96×108cfu/mlの 細菌が存在 して

いた。

4.分 離菌の植物病原菌との拮抗作用

予備的な試験か ら抗菌性を示す微生物の存在

が予想されたが(Plate6)、 植物病原菌F認 αr砒配

oη8po配mを 用いて拮抗性を確認 したところ、供

試植物 トマ ト、キュウリ根部か らの分離菌には、

いずれも活 性が認められなかった。

Plate6.Antibioticbacteriaintestcompost.

供試コンポス ト処理区 とオー トクレープ処理コ

ンポス ト処理区を比較すると、供試コンポス ト処

理区に植物生長促進作用が認められたことか ら、

供試コンポス トに含まれる植物栄養成分だけでは

な く、なんらかの微生物が植物生長促進に影響を

及ぼ していることが推測された。オー トクレープ

処理により滅菌されない微生物としてBαc`〃認属

細菌や酵母などの芽胞形成微生物があるが、これ

らは土壌病害を軽減 し、作物の生育を促進する効

果がある拮抗微生物であることが広 く知 られてい

る12)。

キュウリをコンポス トの培養土重量比2%混 和処

理区で育苗 した際、オー トクレープ処理 したコン

ポス トの培養土2%混 和処理区と比較すると、地

上部、地下部 ともに、コンポス ト混和処理区の植

物生長促進作用が確認 されたが、特に地下部の重

量での植物生長促進作用は著 しいものがあった。

この根面より分離 した根面細菌は、植物生長促進

作用が高い種があると推測 した。 しか し、 トマ ト

においては同様の処理問で植物生長に差が認めら

れなかった ことから、 この根面 より分離 した菌に

は植物生長促進作用が期待できない。 しかし、培

養土に混和 したコンポス ト量の重量比10%、0.5%

においては、地上部に差は認められないものの、

地下部には顕著 に物生長の差を確認できた。吉川

によると植物生育促進根 圏細菌(PGPR)で ある

P8飢do配oπ αsの接種によって地下部に植物生長が

確認されたが、地上部には顕著な植物生長が確認

されなかったとい う報告もあることか ら13)、地下

部の方が接種菌の影響を受けやすいと推測された。

本実験で使用 した、コンポス ト中の微生物数は、

1.6×106cfu/gで あ り、通常のコンポス ト中の細菌

数である106～108cfu/g存 在5)と 比較すると若干

少ないものであった。コンポス ト懸濁液を平板培

地で培養 した微生物中には、他の菌に対 して拮抗

性を示 ものが確認されたが、抗菌性物質や酵素な

どを生産し病原菌の生育を阻止する拮抗微生物に

よる植物生長促進作用が多数確認14)されているこ

とか らも、この拮抗活性を示 した微生物による植
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物生長促進作用が期待される。

コンポス ト施用土壌で育苗 した供試植物の根面

より分離 した根面細菌に抗菌活性を示す種が存在

す るかを調査 したところ、.翫8αr砒襯0κッspo川m

に対し抗菌活性を示す種は認められなかった。 し

かし、他の病原性微生物に対する拮抗作用の有無

の確認など行 う必要がある。

SCD培 地を用いた分離菌の土壌接種試験では、

トマ トでは分離菌TS-F,G,1,Jに 、キュウリでは

分離菌CS.A,B,C,Dに 若干の植物生長促進作用が

確認された。中でも分離菌CS-Bは コントロールに

対 して170%の 植物生長促進作用が確認された。土

壌中に灌注 した分離菌は、供試植物 トマ トは8.96

×108cfu/ml、 キュウリでは8.88×108cfu/mlの 処

理濃度で80mlず つ散布 したため、それぞれ7.17×

1010cfu/ml、7.10×1010cfu/mlの 供試 菌を土壌に

灌注 したことになる。先述 したように、本研究で

使用 したコンポス ト中には1.8×106cfu/gの 微生物

が存在 していたため、SCD培 地により土壌に灌注

した菌数はコンポス ト培養土重量比10%混 和処理

した際よりも多量であったことがわかる。しか し、

PGPRの 根圏密度が105cfu/g以 下の場合に植物生

長促進作用の効果が劣る15)とい う報告があるこ

とから、分離菌灌注後の土壌の実際の分離菌の根

圏定着密度を調べる必要があると考えられる。ま

た、両植物においてSCD培 地による植物生長抑制

作用が確認された。SCD培 地には、カゼイン製ペ

プ トン、ダイズ製ペプ トン、塩化ナ トリウム、リ

ン酸水素ナ トリウム、グルコースが含まれている。

塩化ナ トリウムによるタマネギの生長が抑制され

る16)報告があることや、2価 の陽イオン(Ca2+や

Mg2+)は 菌体の根への付着を促進するが、1価 の陽

イオン(Na+やK+)に は促進効果はほ とん どな く、

過剰に存在するとむ しろ付着を阻害 し、土壌中の

無機イオ ンの濃度や組成が根への付着に影響を及

ぼすと考えられる17)ことなどから、SCD培 地に含

まれる通常量よりも多いナ トリウム塩が何らかの

理由で、植物の生長を抑制 したと思われた。さら

に、 日照時間や温度 ・湿度など供試植物の生育環

境、さらにはSCD培 地の灌注による土壌中の雑菌

の増殖などによりSCD培 地による影響が顕著に発

現したと考えられる。いずれにせよSCD培 地を使

用しない分離菌の供試植物への接種方法の検討が

必要である。例えぼ、SCD培 地をTSB培 地に変更

7)や種子をを滅菌後菌培養液に浸 し種子に供試菌

を付着させるバクテリゼーションなどである。 し

かしながら、キュウリ根面か らの分離菌CS蓋,B,

C,Dは 、地上部においてブランク以上の生長が認

められ、この分離菌による植物生長促 進作用は

高いものであると推測された(Fig.3)。

これらの結果 より、植物生長促進効果はコンポ

ス ト含有土壌で育苗 した植物の根面細菌によるも

のと推測されるが、分離菌の土壌接種法に関する

さらなる検討が必要である。 また、植物生長促進

作用が見られた分離菌の同定の必要がある。 トマ

ト根面からの分離菌Jに 関 しては、液体SCD培 地

で培養 した際に甘酒のよ うに小さい粒ができてい

たため、細菌ではな くカビや放線菌である可能性

がある。放線菌は抗生物質や菌体外酵素を生産 し,

培地上で強い抗菌活性を示すため、生物防除分野

でも古 くか ら注 目されて来たがその実用例は意外

と少ない。植物生長が確認された分離菌はグラム

陽性菌、陰性菌 ともに存在 していた。ジャガイモ

塊茎表皮の全細菌数は108-9cfu/gFWで,グ ラム

陰性細菌が多い程そうか病が少ないとの報告 もあ

るが、Bαc沼μ8や8errα磁 などグラム陽性の植物

生育促進根圏細菌(PGPR)に 関する報告 も多数あ

り17-19)、グラム陽性菌、陰 「生菌の差による植物生

長への影響は少ないと考えられる。

今後の微生物による植物生長促進効果の評価に

は、有用菌を分離、選抜だけではなく、そのメカ

ニズムや生態の解明、さらにはその機能の増強や

育種が必要 となる17)。これら植物生育促進根圏細

菌(PGPR)を 利用 した生物的防除法の開発が行わ

れることで、「無農薬 ・減農薬」指 向を満足でき

るものとな り、農業においての 「環境負荷低減」、

「食の安全」の繋がると考えられる2°)。
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