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感染を抑制する土壌微生物の分離・同定及び土壌伝染抑制効果
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Isolation of the microbes inactivating Pepper mild mottle virus (Pl¥目白V)，
as naturally occurring beneficial bacteria in soil， and suppresive e旺ectof 

soil-borne Pl¥品I{oV diseases 

Yasuo Ikegashirar， Katsunori Noguchi2， Hiroyuki Hamada3 and Shinya Tsuda3 
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To create a new biological control techniqu巴forsoi1-borne diseases on pepper caused by the Pepper mild mottle 

virus (PMMo V) ， we examined 253 microorganisms isolated企omsoils of plant-cultivated fields and inactivating 

pathogenic fungi. The screening was carried out by evaluating the suppression degree of PMMoV infection to 

pepper root. Thr田 isolates，M-21， C-176， and BS-17， were selected from two hundred and fifty-three rhizosphere 

microorganisms. The isolates M -21 and C -176， selected as the most effective bacteria throughout the second screening 

by pot-inoculation tests， were identified as Bacillus megaterium and Ralstoniaρickettii， respectively， on the basis 

of several biological properties and the identity of their 16S rDNA sequence. In th巴isolationfield of a green house， 

the sole application of M-21 suppressed soi1-borne Pl¥仏10Vdiseases. Furthermore， the combination of M-21 soil 

incorporation and root dipping into the C-176 suspension suppressed soil-borne PMMo V diseases more effectively. 

Key words : Bacil1us megaterium， Ralstonia pickettii， Pepper mild mottle virus， methyl bromide， 

biological control 
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1.はじめに

タバコモザイクウイルス (Tobaccomosaic virus :TMV) 

と同じトパモウイルス属であるトウガラシマイルドモッ

トJレウイルス (Peppermild mottle virus :以下PMMoVと表

記)によるモザイク病は， 日本各地で発生し，ピーマンや

トウガラシの生育不良，収量低下だけでなく，果実におい

て奇形果，黄化などの症状を引き起こして，果実の品質を

低下させている 4，5，10，18，20)0 P附 10Vは非常に安定なウイル

スで，あらゆる場面で感染性を長期間維持している。さら

に，接触伝染力が強く管理作業により株から株へと容易に

伝染するため，連作地域では本病が慢性的に発生している。

PMMoVの一次伝染は主として 種子伝染と土壊伝染によ

る。種子伝染は， 70t， 3日間の乾熱種子消毒により抑

制できる 10)。土壌伝染 16)は，これまで本病を防除するた

めに，臭化メチル剤による土壌くん蒸が最も効果的であっ

たが10，21)本剤は 1992年のモントリオール議定書締約国

会合においてオゾン層破壊物質に指定され， 2005年には

不可欠用途を除き囲内での使用が全面的に禁止された。一

方，本病害対策として抵抗性品種の開発が精力的に進めら

れているが，新品種が普及しでも数年後には抵抗性機能を

打破する新型のウイルス系統が出現する 19)。従って，抵

抗性品種による本病の防除には限界があり，栽培現場での

被害は今なお後を絶たない。

2009年9月21日受付・ 2009年10月13日受理
* Corresponding author. 
E.mail:YJ主SUO_IKEGASHIRA@chikkarin.co.jp

本病を防除するためには，土壌中に残る病原ウイルスを

化学的，物理的，あるいは生物的手法により速やかに不活

化することが重要である。ウイ Jレス病を対象とした生物的

手法としては， レタスピックベイン病の病原ウイルスを媒

介する Olpidiumbrassicaeの遊走子の感染を阻害する内生

細菌 1，2)やメロンえそ斑点病ウイルスの病原ウイルスを媒

介する Qbornovanωの感染を阻害する Bacil1us属が報告さ
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トウガラシマイルドモットルウイルス (Peppermild mottle virus )の感染を抑制する土壌微生物の分離・同定及び土壌伝染抑制効果

て， 1次選抜と同様に PMMoV汚染ピーマン根(0.1 g) と

滅菌水 (0，2mI)を入れた滅菌エッベンドルフチューブ(2，0 

ml容)に， 1白金耳分の供試菌株を添加しさらに DAS

ELISA法で PMMoV陰性を確認した PMMoV無発病の茨城

県神栖市のピーマン栽培健全未滅菌土壌を 0，2g 添加して，

30
0

Cの暗条件下で 1ヵ月間静置培養した。以下，同様の

操作方法で接種葉の局部病斑数を計数した。

3)ウイルス不活化微生物の同定

a)細菌学的性質の調査

細菌学的性質の調査は，顕微鏡観察， V-P反応 (Voges

Proskauer test) ， Egg-Yolk反応， NaCl 添加培地での生育，

糖類からの酸の生成反応 デンプンの加水分解およびカ

ゼインの分解等を行った 3，8，17)。また， PMMoVはl本鎖

のRNAを持ち，その表面はタンパク質で覆われているこ

とから，ウイルス不活化効果にはプロテアーゼが関与して

いるのではないかと想定し，ウイルス不活化微生物のプロ

テアーゼ活性の評価を行った。プロテアーゼ活性は，基

質としてゼラチンを用いて検出した 6)。使用した培地は，

Nutrient agar培地 (Difco社製)に 0.4%ゼラチンを加えた

ものを用いた。その培地上に 各微生物を白菌線を用いて

それぞれ1ヵ所に塗布し 300Cの恒温器で5日間静置培

養した。活性の検出は，硫酸アンモニウム飽和水溶液を培

地に重層した後，コロニーの周りのクリアゾーンの有無で

確認した。

b) 16SrDNA遺伝子の部分塩基配列の解析

ウイルス不活化微生物からのゲノム DNAの抽出は，

Ina回 GeneMatrix (Bio-Rad社製)のプロトコー jレに従っ

て行った。 16SrDNA遺伝子は， MiαoSeq 500 16S rDNA 

Bacterial IdentifiαtionPCR阻t(Appli巴dBiosystems社製)を用

いて PCR増幅した。得られた断片は， MicroSeq 500 16S rDNA 

Bacterial Identification Sequencing Kit (Applied Biosystems社製)

を用い，ダイレクトシーケンスにより 16SrDNAのうち 5'

末端側 500bpについて塩基配列を決定した。得られた塩基

配列を基に BLAST(Basic Local Alignment Seaech TooI) 22) に

より国際塩基配列データベース(GenBank厄MBLIDDBJ)で

ホモロジー検索を行った。

4) PMMoV汚染土壌におけるウイルス不活化微生物の

PMMoV土壌伝染抑制試験

a)ポット試験

PMMoV汚染根を風乾し 2mm程度に粉砕した。粉砕

した PMMoV汚染根は，その最終濃度が0.5%(w/w) にな

るように園芸培土(商品名元気くん)と川砂，パーミキュ

ライトを重量%で 6:2 : 1によく混合し， PMMoV汚染

土壌を作製した。作製した PMMoV汚染土壌を 9cmポリ

ポットに 180gずつ充填後，蒸留水 111mlと2次選抜した

菌株を酵母エキス 3g，ベプトン 5g，肉エキス 3g，グルコー

スlOg/蒸留水 1000ml， pH 7，0 (以下YPMGと表記)液体

培地で300

C，4日間振とう培養した各菌液9mlを添加し，

全体量を 300gとした。菌無添加区は，液体培地のみを添

加し 3菌株区は，各菌液を 9mlずつ添加して残りは水

で調整した。各試験区ごとに 5ポットずつパットに入れ

材料及び方法

1)供試菌

各地の作物栽培地根圏土壌より分離し土壌伝染性病

原糸状菌の Fusariumoxysporum， F solani， Rhizoctonia solani， 

Cortiαum rolfsiiおよび、Rosellinianecatrixにそれぞれ措抗性

を示した細菌，糸状菌および放線菌の 253株9)を供試した。

各菌株は，それらの凍結保存株を 1/10YPMG寒天培地(酵

母エキス 0，3g，ベプトン 0.5g，肉エキス 0，3g，グルコース

1 g，寒天 18g/蒸留水 1000ml， pH 7.0 )に撒き， 30
0

Cの

恒温器内で3日間静置培養し 増殖した菌体を使用した。

2)ウイルス不活化微生物の選抜

a) PMMoV汚染根の調製

9cmポリポットに園芸培土(商品名.クレハ園芸培土)

をポットの 8分日程度に充填し，ピーマン(品種.ニュー

土佐ひかり)を播種して，ガラス温室内で栽培した。播種

30日後の子葉にカーボランダム法 14)により PMMoVを接

種した。接種後2ヵ月間栽培した P凶!loVに感染，発病し

たピーマン根の側根を 1cm程度に切り刻み，ビニール袋

に入れてrcで保管した。

b) 1次選抜

P剛 oV汚染ピーマン根(0.1 g) と滅菌水 (0.2mI)を

入れた滅菌エッペンドルフチューブ (2.0ml容)に， 1白

金耳分の供試菌株を添加して，無処理区は菌無添加で，そ

れぞれ100Cと300Cの暗条件下で1ヵ月間静置培養した。

培養後， pH 7.0のリン酸緩衝液を 0.5ml添加して， SKミ

ル(SK-100; (株)トッケン製)に滅菌クラッシャーを入れ，

15往復上下に振って磨砕した。磨砕液の 20μlを予めカー

ボランダム粉末を降りかけたタバコ葉 (Nicotianatabacum 

cv. Xanthi-nc) の第 5葉，第6葉，第7葉の 114葉にそれ

ぞれ添加し，ガラス棒で、擦って接種した。また，同じ葉に

菌を添加していない無処理の磨砕液を同様に接種した。こ

の操作を 1菌株あたり， 10 oC， 300

Cの培養区で各2反復，

反復につきタバコ l苗の第 5，第 6，第7葉の 3枚に接種

し，タバコ苗2株分の計6枚に処理した。その後， 5日間

ガラス温室で栽培した接種葉の局部病斑数を計数した。計

数した局部病斑数は，次式により病斑出現率を算出し，平

均値を求めた。病斑出現率=(試験区の病斑数/無処理区

の病斑数)x 100 

c) 2次選抜

1次選抜で得られたウイルス不活化微生物3菌株につい

12 

れている7)。また， PMMoV感染根を含む土壌にセルロー

スを添加した際，土壌微生物の働きが関与して PMMoVの

不活化が促進されたとの報告 13)はあるが，実際に土壌微

生物を使って，直接病原ウイルスをターゲットにした報告

はない。

そこで筆者らは，本病を防ぐ生物防除技術を開発するた

め，直接病原ウイルスである PMMoVを不活化する土壌微

生物を探索し選抜された微生物の中から本病の土壌伝染

も抑制するウイルス不活化微生物を発見するに至ったので

ここに報告する。

2. 
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て，水分が飛ばないようにどニール袋で密閉して 300Cの

恒温器中で2週間静置した。静置後のポットへ播種1ヵ月

後のピーマン菌(品種・ニュー土佐ひかり)を定植した。

定植後はガラス温室で3週間栽培後に，ピーマン上位葉を

DAS-ELISAにより， PMMoV感染を調査した。本試験は

4屈に分けて繰り返し行った。

b)選抜窟株M-21の資材化

ポット試験において選抜された M-21については，

Biologプレートを用いて M-21の基質資化性を調査し最

適な液体培地組成を検討した。また，大量増殖国体培地の

検討として，バイオサーモアナライザー (H201・日本医

化器械製作所)を利用して M-21の最適な有機質基質と鉱

物質資材を検討し微生物資材を開発した。有機質基震

の選抜では，ガラス円筒瓶で各種有機質基質 19とゼオラ

イト 9gを混合し，蒸留水2.5mlを添加後，アルミ箔で葦

をして 121't， 60分間オートクレイブで滅菌した。大豆粉

末，豚乾血，スキムミルク，ゼラチン， CMC (カルボキ

シメチルセルロース)については，各韓0.25gとゼオライ

ト9.75gを混合した。 滅璃後，各ガラス円筒瓶に M-21培

養液を 50μlずつ添加し，バイオサーモアナライザーを用

いて， 30 'tの条件でO時間から 96時間まで防， 10分隠

隔で微小熱量(単位V) を計測した。鉱物質資材の選抜で

は，各種鉱物質資材9gと大立粕 19を混合し有機質基

震の場合と同様にバイオサーモアナライザーを用いた。各

種資材につき 2反複設け，その平均値を算出した。

l次選抜， 2次選抜で高い不活化活性の認められた C-176

については，芽胞を形成しないため閤体培養しでも菌数が

大幅に減少してしまい，長期保管による菌数の維持が困難

であることから，国体培地として資材化せずに液体培養し

た菌液を使用した。

c)隔離床試験(1)

ガラス温室内(片倉チッカリン(株)筑波総合研究所内

25 't設定)にある関東ローム土壌の入った隔離床を波板

で仕切り(1.4 m x 0.42 m) ， Pl¥仏!loV感染風乾植物体を 2

mm程度に粉砕したものを各試験区土壌に 220g/m2相当量

になるように鋤き込んで汚染土壌を作製した。 M-21処理

区では， M-21資材を 100g/m2混合しよからかん水した。

処理2週間後，播種48日後のピーマン苗(品種 ニュー

土佐ひかり)を汚染土壌に定植した。 C176処理区では，ピー

マン百の根を露出させ， C176培養液(肉エキス 3g，ベプ

トン 10g，塩化ナトリウム 5g/蒸留水1000ml， pH 7.0 液体

培地， 30
o
C， 7日間振とう培養)に数秒間根を浸演させ

て汚染土壌に定植した。無処理区では，ピーマン苗の根

を露出させてそのまま定植した。 1区あたり 14株ずつ定植

し無処理区については3反復した。 PMMoV感染の判定

は，定植2遇間後のピーマン上位一葉のティシュプリンテイ

ング免疫検定 11)により行った。

d)稿離床試験 (2) 

前と同様のガラス温室内で，隅離床に PMMoV感染嵐乾

植物体を各試験区土壌に 220g/m2相当量になるように鋤き

込んで汚染土壌を作製した。 M-21資材処理区では， M-

21資材を 100g/m2混合し上からかん水した。処理20B 

後，播種75B後のピーマン苗(品種 ニュー土佐ひかり)

を汚染土壌に定植した。 M-21富液浸j責処理区では， ピー

マン菌の根を露出させ M-21培養液 (YPMG液体培地

十 1% (w/v) アラピノース， 30
oC， 5日照振とう培養， 108 

・cfu/ml)に浸漬処理し， PMMoV汚染問場または M-21資

材を処理した Pl¥仏!loV汚染醤場に定栂した。無処理誌で

は，ピーマン苗の根を露出させてそのまま定植した。 l芭

あたり 11株ずつ定植し無処理尽については 3反復した。

出仏!loV感染の判定は，定楠2週間後のぜーマン上位葉の

ティシュプリンティング免疫検定により行った。

3.結果

1)不活化撤生物の選抜

タバコにおける病斑出現率をウイルス不活化活性の指

標として，根間微生物 253菌株から不活化微生物候補を

選抜した(図1)。まず，菌無添加の病斑出現率を 100%

とした時， 10
o
C， 30 't培養区のどちらかで 100%以下と

なった根閤微生物 20株を不活化微生物候補として選抜し

た(データ略)。次に，その 20株に対して再度向様の試験

を行い， lO
o
C，30

o
C培養の両芭で50%以下になった 3蕗

株 (M-21，BS-17およびC-176)を不活化微生物として選

抜した(表1)。選抜した菌株では， C-176， BS-17， M-21 

の順に病斑出現率が少なく そのウイルス不活化活性が高

かった。

2次選抜では， 1次選抜で得られた 3菌株について， 1 

次選抜の方法に土壌を加えた mVl仕o試験により不活化活

性の試験をした。土壌添加前の結果と比較すると C-176

は同根度のウイルス不活化活性が認められたが， M-21は

わずかに不活化活性が低下した(表2)。一方， BS-17は

土壌を加えることで不活化活性が大きく低下した(表2)。

図1 タバコ (Nico的natahacum cv. Xanthi-nc) を用いたウ
イルス不活化微生物選抜(写真C176) 
各培養温度区(10，30"C)における菌無添加区と試
験区に出現した局部病斑数をそれぞれ計数し比較
した。
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表1 In vi仕o試験における候補微生物のウイルス不活化活性

供試菌株
病斑出現率 (%) 

30"(;培養 10"(;培養

菌無添加 100 100 

BS-5 46:!: 8.4 70:!: 5.1 
BS-ll 75:!: 9.3 86:!: 13.3 
BS-13 69:!: 4.4 65:!: 5.7 

M-l 89:!: 34.0 
M-4 73:!: 16.8 

FS-6 87:!: 21.6 75:!: 17.3 
FS-ll 132:!: 37.1 67:!: 16.7 
FS-26 85:!: 11.0 92:!: 27.1 
FS-35 67:!: 4.2 103:!: 27.0 
FS-42 55土18.5 108:!: 26.0 
FS-44 75:!: 16.8 89:!: 21.7 
FS-86 107:!: 25.2 75:!: 9.0 
K-l 63:!: 11.0 81:!: 13.9 
K-4 77:!: 12.6 84:!: 9.5 
K-6 77:!: 14.4 129:!: 27.0 
K-15 62:!: 6.0 134:!: 29.1 

表中の数字は， 1菌株あたり， 10 "c ， 30 "cの
培養区で各2反復，反復につきタバコ 1苗の第
5，第6，第7葉の 3枚に接種し，タバコ百2株分
の計6枚に出現した病斑出現率(%)の平均値
を示し:!:はその6反復の標準誤差を示す。

表2 土壌を加えた invitro試験でのウイルス不活化微生物によ
るウイルス不活化活性

試験区 1回目 2回目 3回目 平均

菌無添加 100 100 100 100 
C-176 26 12 15 18:!:4.3 
M-21 93 50 30 58:!: 18.6 
BS-17 93 89 81 88 :!: 3.5 

表中の数字は，1菌株あたり， 300Cの培養区で各2反復，反
復につきタバコ l苗の第5，第ふ第7葉の 3枚に接種し，タ
バコ苗2株分の計6枚出現した病斑出現率(%)の各回の
平均値を示し，平均は， 1回-3回試験の平均値で， 土は
その 3回試験の標準誤差を示す。
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菌無添加 C-176 M-21 BS-17 菌株

供試菌株

図2 ポット試験におけるウイルス不活化微生物のPMMoV
土壌伝染抑制効果
各試験区は， 1区(5株)で4反復の試験を行い，
DAS-ELISA陽性のウイルス感染株数から発病株率の
平均値を算出した。パーは発病株率の標準誤差を示す。

2)小規模 PMMoV汚染土壌における土壌伝染抑制効果

In vi仕o試験で選抜した 3菌株による PMMoVの土壌伝

染抑制効果を調べるために，ポット試験を行った(図 2)。

In vi仕o試験と異なり， M-21処理区で最も高い土壌伝染抑

制効果が認められた。また， 3菌株を組み合わせた処理

区も M-21処理区と同程度の土壌伝染抑制効果が認められ

た。一方， C-176処理区と BS-17処理区では土壌伝染抑制

効果はほとんど認められなかった。 BS-17については in

vitro試験とポット試験の結果から，これ以降の試験から

除外した。

3)不活化微生物の同定

細菌学的性質の結果， M-21は梓状の細菌で芽胞を形

成し，主として好気的条件で増殖するという特徴を示し

たことから，Bacill附属と分類された。 M-21は， V-P反

応，糖の分解特性では B.megateriumに類似し， 16S rDNA 

解析の結果99.6%の相同性(株名・ IAM13418，Accession 

No.D16273 )を示したことから B.megateriumと同定した(表

3)。一方， C-176は，梓状のグラム陰性細菌で，運動性

があり好気・嫌気条件で生育でき，グルコースから酸の生

成を行い， Lーロイシンを分解しないことから Ralstonia

pickettiiに類似し 16SrDNA解析の結果的.6%の相向性

(株名:ATCC27511， Accession Rl741342 )を示したことから，

Ralstonωμckettiiと同定した(表4)。

4)ウイルス不活化微生物のプロテアーゼ活性

PMMoVは1本鎖の RNAを持ち，その表面はタンパク

質で覆われていることから，ウイルス不活化効果にはプロ

テアーゼが関与しているのではないかと想定された。そ

こで，ゼラチンを用いた検出培地を用いて M-21とC-176

表3 M-21の細菌学的性質

菌学的性質

細胞形態

細胞の長さ×幅 (μm)

グラム染色

胞子の有無

胞子の形

胞子の位置

運動性の有無

嫌気条件での生育

V-p反応

pH5.7培地での生育

NBでの生育

NaCl (2 -7%)培地
での生育

糖の分解(酸の生成)

D グルコース

Lーアラピノース

Dーキシロース

Dーマンニトール

糖の分解(ガスの生成)

デンプンの加水分解 + 
ゼラチンの加水分解 + 

カゼインの加水分解 + 
レシチナーゼ活ゾ性

+陽性， 一陰性， d株により違いがある

M-21 B. megat，erzum 
梓菌 梓菌

3 -8 x 0.9 -2.3 2 -5 x 1.2 -1.5 
+ + 

+ + 
楕円 楕円

中央 中央

+ d 

+ + 
+ d 

+
d
d
d
 
+
+
+
 



-21の液体培地組成は， YPMG+1%アラピノースの場合

に， 28t， 5日間の振とう培養で 108C如Imlの菌数になっ

た。次に，液体の状態では微生物が不安定で、あることから，

大量増殖間体培地の検討を行った。バイオサーモアナライ

ザーを利用して， M-21の増殖に最適な有機質基質(菜種

油粕，大豆油粕，スキムミルク)と鉱物質資材(ゼオライ

ト)を配合した国体培地組成を決定した(園 4)0 最終的に

M-21の培養液を国体培地に添加しさらに 30
0

Cで30日

間培養する事で 109cfu/gのM-21資材を開発した。隔離床

試験では， 30
0

Cで30日間培養した資材をその都度鑓用し

た。

b)隈離床試験(1)

隔離床を用いた大規模P凶l10V汚染土壌における土壌伝

染抑制効果を試験した。 M-21については開発した M-21

資材を用い， C-176については胞子を持たない微生物であ

り，間体培養しでも菌数が大幅に減少してしまい，長期保

管による菌数の維持が困難であることから，そのまま培養

液として供試した。無処理震では 58%の発病率に対して，

土壌への M-21資材処理区では 43%であり， PMMoV土壌

伝染の抑制が認められた。一方， ピーマン根への C-176菌

液浸i責処理区では，無処理!Rとほぼ同等の発病株率であり，

土壌伝染抑制j効果は認められなかった。両者を組み合わせ
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のプロテアーゼ活性能を調べた。 M-21， C-176ともにプロ

テアーゼ活性が検出され，特に M-21に高い活性が認めら

れた(国 3)。ポット試験で，ウイルス不活化活性が低かっ

たBS-17には，プロテアーゼ活性はほとんど認められな

かった

5)隔離床を毘いた大規模 PMMoV汚染土壌における土壌

伝染抑制効果

a)選抜菌株M-21の資材化

隅離床を用いた大規模な試験をするためには，ウイル

ス不活化微生物を安定的かっ効率よく土壌に添加する必

要がある。そこで，小規模ポット試験において最も土壌

伝染抑制効果の高かった M-21の資材化を行った。最初に

M-21の栄養要求性から液体培地組成の検討を行った。 M

0.25 

ゼオライト0.20 

ウイルス不活化微生物のプロテアーゼ活性
能検出培地上に各菌を置床し，クリアゾーン
の範囲によりプロテアーゼ活性を検出した。

図3

菌学的性質

細胞形態

細胞の長さ×隠 (μm)

グラム染色

胞子の有無

運動性の有無

好気的条件での生育

嫌気条件での生育

生育温度 (400C)
生育温度(4"C)
炭素源の資化性

D グルコース

D マンニトール

Dーガラクトース

L-アラピノース

Dーソルビトール

mーイノシトール

D トレハロース

窒素源、の資化性

L-セリン

Lーアスパラギン酸

Lーヒスチジン

L-アラニン

Lープロリン

Lーロイシン

+揚性， 一陰性，

ミキュライト

パ ク決

72 78 84 90 
時間

竹 tji

0.15 

0.10 

0.05 

〉

C-176の締菌学的性質

R.ρickettii 
梓菌

1.5 ~ 3.0 x 0.5 ~ 0.6 

C-176 
得菌

1 ~ 3xO.5 

表 4
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M-21資材 C176菌液君置処理 h十21+C176処理 無処理

試験区

大規模隔離床試験における M-21とC-176による
PMMoV土壌伝染抑制効果
各試験区は l区(14株)でl反復の試験を行い，ティ
シュプリンテイング免疫検定陽性のウイルス感染株
数から発病株率を算出した。無処理区は I区(14株)
で3反復の試験を行い，ウイルス感染株数から発病
株率を算出した。パーは発病株率の標準誤差を示す。

た処理区では， 21%の発病率であり， M-21資材単独処理

区よりも高い土壌伝染抑制効果が認められた(図 5)。

c)隔離床試験(2 ) 

次に，前の隔離床試験でM-21資材と C-176菌液浸漬処

理を組み合わせた処理区で，土壌伝染抑制効果が高かった

ことから， M-21のみによる処理方法の組み合わせを行っ

た。その結果，無処理区の発病株率27%に対して， M

21資材と M-21菌液浸漬処理の組み合わせでは発病株率が

0%になり，完全に PMMoV土壌伝染を抑制していた。さ

らには， M-21菌液浸i責処理の単独区でも発病株率が0%

になった(図 6)。

4. 考 察

これまで，病原ウイルスを媒介する αbr，ωSlcaeやG

bornovanusをターゲ、ツトにし微生物の措抗性を利用して間接

的にウイルス病の感染を抑制する報告はいくつかある 1，2，7l。

また， PMMoV感染根を含む土壌にセルロースを添加し

た際，土壌微生物の働きが関与して P川 10Vの不活化が促

進されたとの報告13)はあるが，実際に土壌微生物を使っ

て，直接病原ウイルスをターゲットにしてウイルスを不活

化し，ウイルスの土壌伝染を抑制する報告はない。本研

究では，直接病原ウイルスを不活化する土壌微生物を探

索し，各地の作物栽培根圏土壌より分離した 253菌株から

PMMoV不活化効果を有する 3菌株を得た。

小規模ポット試験では， M-21処理区において最も高い

土壌伝染抑制効果が認められた。一方 invitroの試験で

は高いウイルス不活化効果を示した C-176処理区におい

て土壌伝染抑制効果がinvitro試験のように高い活性では

認められなかった。 Ralstonia属菌は胞子をもたない菌であ

るために環境による影響を受けやすく，死滅してしまい活

性が不安定になった事が原因であると考えられた。 M-21

はBacillus属菌であり，耐久体の芽胞を形成することから，

30 
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20 

8静

養15

蹴

図6

10 

M-21菌液量漬処理 M-21(資材+箇液謹潰処理) 無処理

試験区

大規模隔離床試験における M-21菌液浸漬単独処理
と処理方法組み合わせによる PMMoV土壌伝染抑制
効果
各試験区は 1区 (11株)で1反復の試験を行い，ティ
シュプリンテイング免疫検定陽性のウイルス感染株
数から発病株率を算出した。無処理区は l区(11株)
で3反復の試験を行い，ウイルス感染株数から発病
株率を算出した。

乾燥，熱，紫外線並びに各種化学物質等に対して強い耐性

を示し，土壌中でも生存が安定的に確保できる特性を有し

ている 12)。そのため，ポット試験において M-21による

高い土壌伝染抑制効果が認められたと考えられた。また，

3菌株を組み合わせた区においても M-21処理区と同等の

土壌伝染抑制効果が認められたのは， M-21の効果による

ものであると考えられた。以上のように M-21の土壌を用

いたウイルス不活化効果の高さは，プロテアーゼ活性の高

さとも相闘があり， M-21が土壌中で定着あるいは増殖し

その際生産されるプロテアーゼによって効果が高かったの

ではないかと考えられた。 BS-17については，土壌を用い

たinvitro試験やポット試験でウイルス不活化効果が低下

した。プロテアーゼ活性の評価では，ほとんど活性が認め

らなかったため，土壌を用いた場合はウイルス不活化活性

が低下したのではないかと考えられた。これらのことから，

土壌が存在する条件下におけるウイルス不活化活性には，

プロテアーゼ活性が関与している可能性が示唆された。

1回目の隔離床試験では M-21資材の土壌全面処理単

独区のウイルス不活化効果が認められた。 C-176培養液の

ピーマン根浸漬処理単独区では，ウイルス不活化効果は認

められなかったが， M-21資材と組み合わせることにより

その効果は高まった。処理方法の組み合わせによる相乗

効果ではないかと考えられたが詳細は不明である。ま

た， 2回目の隔離床試験において 1回目の結果で処理方

法の組み合わせにより効果が高まったことから，ポット試

験で抑制効果の高かった M-21のみによる処理方法の組み

合わせを行った。その結果， M-21の処理方法の組み合わ

せで最も高い土壌伝染抑制効果が認められ，さらには M-
21の培養液浸漬処理単独区でも同様に高い効果が認めら

れた。 M-21資材を土壌に全面処理した場合，土壌定着菌

数は 106cfu/gになるのに対して，培養液浸漬処理では根

における M-21の定着菌数は 108cfu/g新鮮根となり，浸i責

処理した方が菌密度が高くなる。すなわち， M-21による

r 
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PMMoVの土壌伝染抑制には，根における定着菌数が関与

する可能性が示唆された。また， PMMoVの土壌伝染は移

植時に生じる根の傷口からの感染が主要因と考えられてい

る15)ことから，すでに培養液で生成された M-21のプロ

テアーゼのような物質的なものが，移植時に即効的に働い

ているとも考えられる。 M-21のプロテアーゼのような物

質的なものが有効であると考えた場合は，培養液で処理し

た方が効果的なのかもしれない。しかし培養液で資材化

となると，保管によりプロテアーゼのような物質の安定性

や菌数の安定性が問題となってくる。

いずれにしても，プロテアーゼ活性と PMMoV不活化活

性の相関，あるいはその他のウイルス不活化物質の特定を

行い，不活化の作用機作を解析する必要がある。その上で，

土壌処理あるいは浸漬処理などの処理条件の検討を行う必

要がある。それらによって， PMMoV土壌伝染性病害に対

する臭化メチル代替技術になるものと思われる。

5.摘要

本研究では，ピーマンのウイルス病害である Pettermild

mottle vir仰の土壌伝染を生物防除する為，作物栽培土壌よ

り分離した根圏微生物 253菌株の中からウイルス不活化能

を持つ 3菌株を選抜した。 Invitro試験やポット試験で高

い土壌伝染抑制効果を示した M-21とC-176は，それぞ

れB.megateriumとR.ρickettiiと同定された。資材化した

M-21は，隔離床試験において単独処理でも土壌伝染抑制

効果が見られ， C-176培養液の浸漬処理との組み合わせ

により，その効果が高まる事が認められた。
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