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Synopsis

 In this study, we attempted to isolate Chitin- and Chitosan-degrading bacteria from rose  phylloplane 

for their use in biological control of rose powdery mildew pathogen, Sphaerotheca pannosa. Rose 

leaves collected from rose garden were stamped on M9 medium containing colloidal chitin or colloidal 

chitosan for short period of time and removed. The culture plates were incubated at 26°C for 3days and 

colonies grew and formed a halo on the medium were isolated as candidates for chitin and/or chitosan 

degrading bacteria. Two isolates,  KYT-001 and KYT-002 were found to extensively degrade chitin and 

chitosan on the basis of the size of haloes on the plates. In view of our previouse finding that 

commercially available chitinase degrade conidia and haustoria of the pathogen, both the isolates were 

tested for their enzyme activities. Prior to the assessment of their control activity of the disease, KYT-

001 and KYT-002 were inoculated on rose phylloplane, incubated at  25°C for certain period of time 

and isolated. These bacteria were found to be capable of surviving on rose phylloplane for a long period 

of time. These results indicated that chitin- and chitosan-degrading bacteria isolated in this study could 

be useful for biological control of powdery mildew pathogen.

1緒 言

植物 病害の多 くは糸状菌 によって引き起

こされ るが、それ ら糸状菌の細胞壁 につい

ては主要骨格 がキチ ンお よびその関連物 質

であ るキ トサ ンか ら構成 されてい ることが

知 られている5)7)12)19)23>27)。一・方、病原体の

宿 主 となる高等植物 はその構成成分にキチ

ン関連物 質 を もた ないこ とか ら6)、キチナ

ーゼやキ トサナーゼによる植物の菌類病 防

除が考 えられる ようになった。 この ような

背景 か ら、キチ ン分解性微生物が注 目され、

微生物資材 として植物病害 防除に利 用 され

る ようになった')21)。キチ ン分解性細菌 は、

土壌 中に多 く分布 し、人為 的にキチ ンを添

加す る ことで、そ れ らの菌密度 を顕著 に増

加 させ る ことが可能 である'5>。この ような

キチ ン分解 性微 生 物 の抗 菌 作用 につ い て

は、 そのメカニズ ムが十分 に解明 されて い

る とは言い難いが、一般 には,キ チ ン分解

性細菌 の生産す るキチ ナーゼが土壌 中 に分

泌 され、病原 菌の細胞壁 キチ ンを分解す る

こ とによって、それ らの増 殖 を抑 制す る も

の と考 え られ てい る1)・)13)22)。筆者 らの研
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究室 では、既 に土壌 か ら分離 したキチ ン分

解性微 生物 を分離 ・同定 し、Streptomyces

anulatusに ついて は トマ ト24)やイチ ゴ17>の

フザ リウム病 防除に利用 されてい る。また、

KurthiazopfilK12-119に ついてはキチナー

ゼ遺伝 子(chiSH1)を ク ローニ ング し、

うどんこ病 防除 に適用 され ている1°)。特 に、

後者の うどん こ病菌 につ いては、殺菌剤 に

対す る耐性 菌が 出現 した ことか ら16)、細 胞

壁分解酵素 に よる防除法 として注 目されて

いる。 うどん こ病菌 は宿主表皮細胞 に吸器

を形成 し、 そ れ を通 して養分 吸収 を行 い、

二次菌糸 を伸長 して周辺細胞へ新 たな侵 入

を試み る。 したが って、病原菌細胞壁分解

の標的 としては、吸器形成 もしくは、二次

菌糸 を分解 し、新 しい分生胞子 の形成 を抑

制する ことが必須 となる。

そ こで、 この ような防除方法 をさ らに発

展 させ るため、本研究 では、バ ラ うどんこ

病の生物防除 を目的 としてバ ラ葉面 に生息

してい るキチ ンお よびキ トサ ン分解性細 菌

の分離 を試 み る とともに、それ ら細菌のバ

ラ葉面上での生存性お よびキチ ナーゼや キ

トサナーゼ に よる うどんこ病菌の分解活性

について検討 を加 えることに した。

n.材 料 と方法

1.供 試 植 物s供 試 細 菌 お よび 病 原 菌

本 実験 に は,バ ラ(Rosahybrida>、 栽 培

品種 で あ る 「Doroles」 「CarlRed」 、 ノイ バ

ラ(Cosamultrflora)のC系 統 、 お よび オ

オム ギ(Hordeumvulgare)の 品種 「ゴセ シ

コ ク」 を使 用 した。 供 試細 菌 は 、 土壌 か ら

分 離 した キ チ ン分 解 性 細 菌Kurthlazopfii

K12-11911)お よ び本 学 実 験 圃場 の ビニ ル ハ

ウス 内 で 栽培 した上 記 バ ラ2品 種 か ら分 離

した キ チ ン分 解 性 細 菌(KYT-001、KYT-

002)を 使 用 した 。 また 、接 種 う どん こ病

菌 と し て は 、 バ ラ う ど ん こ 病 菌

(Sphaerothecapannosa)お よび オ オ ム ギ う

どん こ病 菌(Erysiphegraminisf.sp.hordei)

を使 用 した。

バ ラ 「Doroles」 は 、既 法14>2°)に従 って挿

し芽 法 で 増 殖 し 、 栽 培 条 件 は 、25℃ 、

4,000-6,0001uxの 連 続 照 明 と した 。 実験 には

上位 の若 い展 開葉 を用 い た。

オ オ ムギ は 、流 水 中 で2日 間催 芽 処理 し

た後,発 芽種 子 を滅 菌 バ ー ミキ ュ ラ イ トに

播 種 し、20℃ 、4,000-6,0001uxの 人 工 気 象器

内 で育 苗 した。 実 験 に は、播 種7日 間後 の

オオ ムギ 第一 葉 を用 い、 そ の子 葉 鞘 に う ど

ん こ病 菌 を接 種 した。

2.バ ラ葉面生息性 キチン分解性細菌の分離

バ ラ葉面 に生息す るキチ ン分解性微生物

を分離す るため、本 学実験 圃場の ビニルハ

ウス内で栽培 したバ ラ2品 種 「Doroles」と

「CarlRed」 お よびノイバ ラC系 統か ら展開

葉 を任意 に採取 し、 コロイダルキチ ンを含

むM9最 少 培 地上 に接 着 ・除 去 した後 、

26℃ で3日 間培 養 した(ス タンプ法)。 こ

の ような方法で培養 して得 られた コロニー

の うち、その周縁 に明瞭 な透明帯(ハ ロー)

を形成 した もの をキチ ン分解性細菌 として

選抜分離 した。

3.分 離 細菌 の キ トサ ン分 解 活 性

前 項 で分 離 した キ チ ン分 解 性 細 菌 の キ ト

サ ン分解 活 性 を検 定 す る にあ た っ て は、 コ

ロ イ ダル キ トサ ン法 を用 い た。 コ ロ イ ダル

キ トサ ンは、脱 ア セチ ル価 が85～90%(ア

ン ピオ ンク ラブ社 製)の 粉 末 キ トサ ンを用

い てYabukiら の 方 法 に よ っ て 調 整 した26)。

す な わ ち、10gの 粉 末 キ トサ ン を水1000ml

の イ オ ン交換 水 に懸 濁 し、100mlの0.5N塩

酸 を加 えて 、室 温 で30分 間撹 拝 した。不 溶

部 を グ ラス フ ィル タ ー(G3)で 除 去 した

後 、 ろ 液 を ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー で

10,000rpm、5分 間磨 砕 処 理 した 。 得 られ

た処 理液 がpH9.0に な る まで0.5Nの 水 酸 化

ナ トリウム溶液 を滴 下 し、 析 出 した沈殿 を

8,IOOrpm、10分 間 の 遠心 分 離 で 集 め た。 沈

殿 は 中性 に な る までpH7.0の50mMの リン酸

バ ッ フ ァー で洗 浄 し、 再 度 ワ ー リ ン グブ レ

ンダーで 磨砕 処 理 し、均 一 な微 粒 子 をコ ロ

イ ド状 キ トサ ン を調 製 した 【Fig.1】。 以 上

の 方 法 で得 られ た コ ロ イ ダル キ トサ ンをM

9最 少 培 地 に添 加 して 平 板 培 地 を作 成 し、

前項 の キチ ン分解 菌 を穿 刺 植 菌 した。 生 育
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Fig。1Protocolfortbepreparationofcolloidalchitasan,

した コロニーの周縁 に明瞭な透明帯(ハ ロ
ー)が 形成 された もの をキ トサ ン分解活性

菌 とした。

4.バ ラ葉 面 へ の キ チ ンお よび キ トサ ン分

解 性 細 菌 の噴 霧

バ ラ葉 面 上 にお け るKI2-1 .19お よび本 実

験 分 離 細 菌 のバ ラ葉 上 にお け る生存 性 を調

べ る た め 、 これ らの細菌 の葉 面 噴 霧 を行 っ

た 、,ま ず 、pに 用 い る細 菌 を10mlのLB

液 体 培 地(1・ バ ク ト トク プ トン、59

イ ー ス トエ キ ス お よび109、NaClを14の

水 に溶解 した培 地)中 で30℃ で 一夜 振 盗培

養 し得 られ た細 菌 液 を液 体M9コ ロ イ ダル

キ チ ン添 加 培 地 と混 合 し、 細 菌 密 度 を106

～10R細 菌/mlに な る よ う に調 整 した 。 こ の

よ う に して調 整 した細 菌 懸 濁 液 をバ ラ品種

「Doroles」 の上 位 展 開葉 に噴 霧 した。噴 霧

にあ た って は 、 ス プ レー 噴霧 口 とバ ラ葉 と

の距 離 が 約30cmに な る よ うに調節 して、葉

一 面 に均 一 に な る よ うに噴 霧 した
。 噴霧 葉

は,25℃ 、4,0001uxの 連 続 照 明 下 で 一定 期

間静 置 し、 そ の 後 、M9コ ロ イ ダル キチ ン

添加培 地上 にスタ ンプ して処理菌 の再分離

を行 った。

5.キ チ ナ ー ゼお よび キ トサ ナ ー ゼ処 理 に

よ る う どん こ病 菌 の分 解

実1験材 料 に は オオ ムギ とバ ラ を使 用 した。

オ オ ム ギ につ い て は 、子 葉 鞘 表 面 に形 成 さ

れ た う どん こ病菌 の 菌叢 を軽 く除去 し、 第

一葉 か ら切 離 した子 葉 鞘 外 表 皮 を以 下 に述

べ る方 法 で 固 定 した 。 バ ラ につ い て も、表

面 の 菌 叢 を軽 く除去 した後 、 オ オ ム ギ と同

様 の 固定 処 理 を施 した。 す な わ ち、 試 料 を

ラ ク トフェ ノ ー ル ・ア ル コ ー ル混 液(フ ェ

ノ ー ル,乳 酸,グ リセ リ ン,水 お よ びエ タ

ノー ル の 混 液,1:1:ユ:1:8,V!V)中 で5

分 間 煮 沸 固 定 した 後 、 リ ン酸 バ ッ フ ァ ー

(pH7.0)で 数 回洗 浄 し、酵素 処 理 を行 った。

酵 素 は市販 の5艇 μomyce58廊eu5由 来 の キ チ

ナー ゼ(シ グマ社)と 、BacilluspumilusBN-

262(和 光純 薬)由 来 の キ トサ ナーゼ を用 い、

1mg/mlに 調 整 して 、上 述 の 固定 試 料 を浸 漬

した 。 処 理 温 度 は37℃ と し、 う どん こ病 菌

の分 解程 度 を一 定 時 間後 に顕微 鏡 観察 した。
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皿.実 験結果および考察

キ チ ン資 材 を添加 した十 壌 にお い て は 、

土壌 病 原菌 の感 染が 抑 制 され る こ とは古 く

か ら知 られて い る。 これ は、 キチ ンを分解

す る微 生 物 が そ の よ う な土 壌 で 優 先 化 さ

れ、 キチ ン分解 酵素 な どを土壌 中に分泌 す

る もの と考 え られ て きた 。 しか しなが ら、

この ような拮抗微 生 物 には抗菌 性物 質 を生

産す る もの も多 く、 その メカニ ズム につ い

て は必 ず し も結 論 が 得 られ て い な い3。

Akutsuら は2、 キ チ ン分 解性 細 菌Serratia

marcescensをBotritiscinereaの 生 物防 除 に

適 用 し、 さ らにShapiraら はis1、同菌 の キチ

ナー ゼ遺伝 子 を導 入 した大腸 菌 をモ デル拮

抗 菌 と してSclerotiumrolfsiiやRhizoctonia

solaniの 生 物 防除 に適 用 して 、 キチ ナ ー ゼ

の有効 性 を報告 して い る。 この ような キチ

ン分解 酵 素 の有効性 につ い ては 、筆者 らの

研 究 室 に お い て も検 討 さ れ 、Fusarium

oxysporumに よる種 々の病 害 防 除 に適 用 で

きる こ とが 明 らか に され てい る171241。以 上

の よ うなキ チ ン分 解性 微 生物 を用 い た生物

的防 除法 は 、主 に土壌 病 原菌 に適 用 され て

きたが 国'1'2〕251、う どん こ病菌 の細 胞 壁 も

キ チ ンで 構 成 され て い る こ とか らslへ 上

述 の生物 防 除 シス テ ムは、土 壌病 害 に とど

ま らず 、 う どん こ病 の ような地上 部病 害 に

も適 用 で きる普遍 的 手法 で あ る と考 え られ

る。 この よ うな観 点 か ら、 キチ ン分 解性微

生物 に よる生物 防 除の生 化学 的 、分子 生 物

学 的研 究 を開始 す る こ と と した。本研 究 は

そ の基礎 研 究 と して 、葉 面 に生 息す るキチ

ン分 解性 細 菌 に着 目 した。特 定 植物 に高 い

親和性 を示 す細 菌 は、 有効 な微 生物 資材 と

して利 用で きる可能 性 が高 い と考 え られ た

か らで あ る。そ こで 、バ ラ葉 面 に生 息す る

キチ ン分 解性 細 菌 の分 離 お よびそ れ らの キ

トサ ン分 解 活性 を検 討 す る と と もに、 キ チ

ン、 キ トサ ン分 解細 菌 をバ ラ葉 へ の噴霧 接

種 してそ れ らの 自然 状 態 にお け る生 存性 に

つ い て調 べ た。 また 、市 販 の キチ ナ ー ゼ 、

キ トサ ナ ーゼ に よる うどん こ病 菌 の分解 に

つ いて も調べ た。

1.バ ラ葉面生息性キチン分解性細菌の分離

うどんこ病菌の ような茎葉病害を微生物

資材 を用いて生物防除する場合、宿主であ

る植物の葉圏に高い親和性、す なわち定着

性 を示す微生物が必要である。そ こで本研

究ではコロイダルキチ ンのみを炭素源 とす

るM9選 択培地を使用 し、本学実験圃場 の

ビニルハ ウス内で栽 培 したバ ラの2品 種

「Doroles」 と 「CarlRed」 お よびノイバラ

C系 統の葉面 に生息す るキチ ン分解性細菌

の分離を試みた。その結果、コロニーの色、

形状 および大 きさの異 なる多数の細菌が分

離 されたが、特 に2種 類のキチ ン分解性細

菌では、その コロニー周縁部のコロイダル

キチ ン分解帯(ハ ロー)が 明瞭で あった

【Fig.2Ab,c】。 このこ とは、これ らのキチ

ン分解性細菌KYT-001お よびKYT-002が 培
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地 中 にキチ ナ ーゼ を分泌 し、 キチ ン分 解産

物 を炭素 源 と して増 殖 した こ とを示 してい

る 。 ま た 、 こ れ らの キ チ ン分 解 性 細 菌

KYT-001、KYT-002に つ い ては 、過 去2年

間 の予備 試験 にお いて も同様 の結 果 が得 ら

れ てい る こ とか ら、少 な くと もバ ラ葉面 に

高 い定 着 性 を保 持 す る もの と考 え られ た。

Fig.2に 示 した 土壌分 離菌K.zopfiiKI2-119

も大 きいハ ロー を形 成 したが、 コロニ ーの

生成 は他 分離 菌 と比 べ て顕著 に速 や か であ

っ た。ハ ローの 大 きさにつ いて は 、3菌 の

間 に大 きな差 異 は認 め られ なか っ た こ とか

ら、KI2-ll9は キ チ ン分 解 産物 の資 化 能 力

にお いて優 れ る もの と考 え られた 。

2、 分 離細 菌 の キ トサ ン分解 活性

Fusariumな どの糸状 菌の細胞壁 の主要骨格

は キチ ンの他 に キ トサ ン も含 む こ とか ら71、

本 実 験 で 分 離 した キ チ ン分 解 性 細 菌KYT-

001、KYT-002が キ トサ ン分解活性 を保 持 し

てい れ ば、病 原 菌 の細胞 壁 をよ り効 果 的 に

分 解で きる もの と考 えた。KYT-001とKYT.

002を コロイ ダルキ トサ ンを炭素 源 と したM

9培 地 に穿刺植菌 した ところ、KYT-001の コ

ロニ ー周縁 部 には 、 コロ イ ダルキ トサ ンの

分 解 による明瞭 なハ ローが形 成 され た 【Fig.

2B】。 この こ とは、KYT-001が キ トサ ナーゼ

を培 地 中 に分 泌 し、キ トサ ン分 解物 を炭素

源 と して増 殖 した こ とを示 してい る。 一方、

KYT-002に は コロイダルキ トサ ンの分解活性

は認 め られ なか った。

3.キ トサ ン分解 性微 生 物のバ ラ葉 面 での

生 存性

実際 に これ らの細菌 を う どん こ病 防除 に

適 用す る場 合 を想 定 し、 バ ラ葉面 上 にお け

るKI2-ll9と 分離 細菌KYT-001,KYT-002の

生 存性 につい て検 討 した。 まず 、 これ らの

分 離細 菌 を液 体M9コ ロ イダル キチ ン添加

培 地 に懸 濁 し、細 菌密 度 が10`'か ら108細 菌

/mlに な る よ うに調 整 して 、 葉 面 に噴霧 接

種 した 。処 理 葉 を一 定 期 間静 置 したの ち、

コ ロ イダル キチ ン添 加M9同 固形培 地 にス

タンプ した。 そ の結果 、 これ らキチ ン分解

性 細 菌 噴霧 葉 で は、Fig.3に 示 す よ う に葉
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の 全 面 か らキ チ ン分 解 性 細 菌 が 分 離 され

た。 この ような方 法 で 、接 種 後 の分離 菌株

の定着 性 を検 討 した結 果 、KI2-119、KYT-

001お よびKYT-002は 少 な くと も70間 は

バ ラ葉 面上 で 生存 してい る こ とが 明 らか と

な り、KYT-001はKl2-119お よびKYT-002

よ りも高 い定着 性 を保 持 す る こ とも明 らか

となっ た 【Fig.4】。 この こ とか ら、 うどん

こ病 防除 の微生 物 資材 と して、 キチ ナー ゼ

活 性 の 高 いKI2-119あ るい は キ チ ナー ゼ と

キ トサ ナー ゼ活性 の 両方 を有す るKYT-001

を混 合噴霧 処理 す る こ とに よ って う どん こ

病 を効 果 的 に防除 で きる可能性 は高 い もの

と考 えた。

4.キ チナーゼおよび キ トサナーゼ処理に

よるうどん こ病菌 の分解

分 解細菌 に よる う どん こ病 防除 に先 立

ち、 まず、市販のキチナーゼやキ トサナー

ゼを用いて うどんこ病菌の分離形態につい

て検討 した。 うどん こ病菌が菌叢 を形成 し

たバ ラ葉 をキチナーゼ溶液に浸漬 し、各器

官 の分解過程 を詳細 に調べた。その結果、

処理1時 間後か ら分生胞子、吸器等の器官

の分離が認め られ、3時 間後 には殆 ど全て

の器官が分解消失 した 【Fig.5】。 また,オ

オムギ うどんこ病菌 もバ ラうどんこ病菌の

場合 と同様 に、キチナーゼによって完全 に

分解 されることが明 らか となった 【Fig.6】。

次に、うどんこ病菌を接種 したオオムギ

子葉鞘 をキ トサナーゼ溶液に浸漬 して各器

官の分解過程 を調べた。その結果、3時 間

後か らうどんこ病菌の吸器が分解 されは じ

め、処理6時 間後 には完全に分解 されてい

た。【Fig.7】。 これ らの結果は、うどんこ病

菌の細胞壁にはキチ ンのほかにキ トサ ンが

含まれていることを示す ものであって、分

離 され たKI2-119とKYT-OOIは うどん こ病

の生物防除に有効 な微生物資材 として利用

で きることを示唆する。今後 はこれ らのキ

チ ン、キ トサ ン分解性細 菌を用いて、 うど

ん こ病の実用 的防除策 の開発 を考えてい

る。
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Fig.6DigestionofinfectionstructuresofE.

graminisf.sp.hordeibythechitinase
treatment.

Photographsweretakenbefore(A)

andafter(B)thetreatmentwiththe

chitinase.

ArrowindicatestheinfectionsiteofE.

graminisf.sp.hordei.

H:haustorium

SH:secondhyphae

IP:infectionpeg

HR:haustorialremnantBarindicates

lOμm.
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