
水稲の鉄コーティング種子から発生するヒドロキシラジカルと
細菌増殖抑制効果

誌名 日本土壌肥料學雜誌 = Journal of the science of soil and manure, Japan

ISSN 00290610

著者

藤原, 加奈子
重政, 東里
鹿嶋, 智之
小野, 広樹
正岡, 淑邦

巻/号 83巻4号

掲載ページ p. 412-417

発行年月 2012年8月

農林水産省 農林水産技術会議事務局筑波産学連携支援センター
Tsukuba Business-Academia Cooperation Support Center, Agriculture, Forestry and Fisheries Research Council
Secretariat



412 

水稲の鉄コーティング種子から発生するヒドロキシラジカルと

細菌増殖抑制効果

藤原加奈子 1，2.重政東里1・鹿嶋智之1.小野広樹1・正関淑邦1

キーワード 綱蔚増殖抑制，水稲，鉄コーティング種子，二価鉄， ヒドロキシラジカノレ

1 .はじめに

水稲種子の表面に鉄粉で被膜を作り，比重を高めて錘と

し，湛水した水田に直播出来る鉄コーティング種子の製造

とその栽培技術が山内によって開発された (2004).水を

スプレーしながら種子の表面を還元鉄粉と焼右菅の混合物

で覆い，酸化させて生成された錆をパインダー(のり)と

して使いコーティング層を形成する技術である.間植え

作業の大幅な軽減や鳥害予防が可能で，国内外に普及さ

れつつある(山内， 2010). さらに鉄コーティング種子は

利用過程で水稲育苗期に発生する種子伝染性の病害の発生

を抑制するという付加価値が見いだされている(井上ら，

2009)が，その作用機作は明らかでない.

一方，水稲種子の表閣で、コーティング層を形成する錆は

二儲と5価の酸化鉄が、混在する援雑な形態で，湛水条件-f

でニ値鉄イオンが溶出すると推蹴されるが動態は明らかで

ない.ニ価鉄が存在するとフェントン反応 (McNaught

and Wilkinson， 1997a)が生じて活性酸素が発生しやす

い.活性酸素は潤辺の有機物等を強力に駿牝分解させるた

め，植物に対しての有害作用と有害徴生物への増嬬抑制効

果を荷有する.また水田土壌中は還元状態のため，鉄はこ

価の形態で存在して水溶化し易く水稲の鉄過剰症の発生も

散見される(但野， 1976; Yamauchi and Peng， 1995). 

ニ価鉄を多く含む水田土壌で、は湛水産播水稲の出芽や苗

立ちが抑制されるという報告もある(萩原・井村， 1993). 

以上，水田環境では二個鉄の活発な作用が観察されている.

本研究は水中の鉄コーティング種子局辺で発生するニ価鉄

イオンが細菌の増殖抑制に関与すると推測し苗立枯病菌

(Pseudomollas plalltarii)を使用して影響を検討した. こ

の細菌を選んだのは水稲育苗拐に発生する種子伝染性病害

の代表的擢病菌であること(井上ら， 2009)，また生菌数

の計測が容易である等の理由である.
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2.材料及び方法

水稲 (Oryzasativα，品種ヒノヒカリ)の鉄コーティン

グ種子は近畿中国四国農業研究センターの山内稔氏から提

供された.鉄粉の皮膜は還元鉄粉(DOWAIPクリエーショ

ン製DSP317) と焼石膏(睦化学工業製陶磁器型材用焼

石膏A級)を使用して作製された.試験の内容に応じて

鉄の被膜割合(以後種子重に対する使用した鉄粉重の割合

を鉄コーティング比と呼ぶ)が0.1，0.25，0.5，1のものを

使用した.水田での試験は広島県立農業技術センター(広

島県東広島市八本松町原，沖積砂壌土)内で、行った.

1)活性酸素の縮菌増殖抑制効果

苗立枯病菌 (NBRC104884)を(独)製品評価技術基

蝶機構バイオテクノロジーセンタ一生物資源課 (NBRC)

より入手した.菌を入手した際に問封されていた復元液

を使用して培養後，おおよその菌数をNBRC推奨のNB

(Nutrient broth)培地(関東化学株式会社製・東京都)

を用いた平板培養法で確認し(増殖させた菌液をあらか

じめ平板培養法でシャーレに塗布し，生語数を計数)，そ

れをもとに生菌数 105~104 CFU/mLの範聞になる一定

濃度の苗立枯病菌の培養液を調整した.滅菌した 15mL

遠沈管にオートクレーブで滅菌した鉄コーティング比0，

0.1，1の種子を各10粒加えたのち，減菌脱塩蒸留水を9

mL加え，菌培養液をそれぞれの遠沈管に 1mL加えた.

250Cで24時間静置培養した後同じく平抜培養法を使用

して生菌数を計数した.平板培養法では菌液を滅菌脱塩蒸

留水で10，100，さらに 1000培に希釈した後，各懸濁液

100 I-lLをNB培地に塗布して25
0

Cで2日間培養後，生

菌数を計数した.試験は3反復で実施した.

2)ニ価鉄イオン濃度とラジカルの灘定

1)で行った鉄コーティング種子の入った水溶液中の

ニ価鉄イオンを2，2'ーピピワジル法(山内， 2001)で

測定した.活性酸素は化学発光法を使用し，ルミネッセ

ンサー (ATTO株式会社製PSNAB-2200)にて試験液

100μL に対してルミノール液 (ATTO株式会社製縮瞳数

計測用発光試薬BACTOLUMIX)を100μL加えて反応

させた(以後ルミノール法と称する).本方法は活性酸素

の定量と定性を簡易に行う目的で使用した.発生する活

性酸素がルミノールと反応する際に発する青色の化学発

光量 Oimenezand Navas， 2002)を検出するもので活性
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自愛素計測に一般に使用されている(Hirayamaand Yida， 

1997).化学発光量を時間軸で積分した値(以後発光量と

称する)で示した.

次に鉄コーティング比0，0.1， 0.25， 0.5， 1の種子を各3

粒ずつ， 25mLの脱塩蒸留水を加えたパイアル瓶に浸演

して 1時間静置し，時々軽く撹持した.その後各試験液の

ニ価鉄イオン濃度と活性駿素を前述の方法に準じて測定し

た.試験は3反復で実施した.

3)活性酸素の識別と定量

活性酸素種を識別するために活性酸素消去荊を併用し，

発光量の変化を比較した.鉄コーティング種子5粒(鉄

コーティング比0.25)を30mL容量のパイプル瓶に入れ，

脱塩蒸留水を25mL加え静置し 時々軽く掠って 1時間

経過させた.スーパーオキサイド消去剤 (Shimomuraet 

al.， 1998)としてSuperoxidedismutase ; SOD (和光株

式会社製， 3000 unit/ gにリン酸カリウム緩衝液1mLを

注入)，過酸化水素消去剤 (Muel1erら，1997)のカタラー

ゼを和光株式会社製ウシ肝臓由来(10unit/10μLに調

整)から， ヒドロキシルラジカル消去剤 (Hirayamaand 

Yida， 1997)のクロログン酸10mM(和光株式会社製を

0.354gに脱塩蒸留水を加え 100mLに定容)を用いた.

1時間経過した試験液を 100μLに対して無処理匹は脱

臨蒸留水を50μL，SOD，カタラーゼ，クロロゲン酸は各々

10，50，50μLを添加し，続いてルミノール液を 100μL添

加して発光量を測定した.試験は3反復で実施した.

4)ルミノール法と ESR法との比較

ピン共鳴分析装置(Bruker社製E500)を使用

してElectronSpin Resonance (ESR)法でラジカルを

測定した.スピンストラップ剤には5，51-dimethyl-1-

pyrroline-N-oxide (DMPO)を使用し，ラジカル種の

再確認と ESRスペクトルの面積値から濃度を測定した.

供試液には鉄イオン総量として 15mg/Lになるようにク

エン酸鉄，硫酸第一鉄，市販のニ価鉄栄養資材(鉄力あく

あ;愛知製鋼株式会社製)を脱塩蒸留水で調製した.各水

溶液のpHは無調整で、行った.同時にルミノール法で、各発

光量を測定し比較した.本文中に本試験で得られた結果か

らルミノール発光量と ESRによるラジカル濃度値を参考

に，ルミノール発光量に相当するラジカル濃度換算{障を併

記した.実験4)以降の結果では図中に発光量をヒドロキ

シラジカル濃度に換算して示した.

5)活性酸素が発生する環境と持続時間

活性酸素が発生する条件を明らかにするため，水溶液中

の酸素濃度と，ニ儲鉄イオン濃度の関連性を比較した.30

mLパイアル瓶に鉄コーティング比0.25の種子5粒を加

え，脱塩蒸寵水25mLを加えた.無処理s;時々軽く手

でふりまぜる，窒素区;窒素ガス通気 (20mL/分)，離

素区;酸素ガス通気 (20mL/分)として， 1時間処理し

た.窒素あるいは酸素の通気はパスツールピペット先端を

パイアル瓶底辺部に挿入して発泡させた.ルミノール発光

ニ儲鉄イオン並びにORP計(HikariBel1com社製

o RPick HB-03)による酸化還元電{立を測定した.
次にj百"生駿素の発生持続時間を測定した.鉄コーティン

グ比0，0.1，1の種子各25粒を50mLビーカーへ移し，脱

塩蒸留水50mLを加え，水の蒸発を防ぐためにサランラッ

プで上部を覆い静置した.加水直後から 1，4，8，24時間後，

さらに2，3，5，6，7，9，12日後に活性酸素(ルミノール法)

を測定した.なお，計測されているものが活性被素である

ことの確認のため， 12日目に鉄コーティング比1の試験

液にクロロゲン酸を加え発光量を測定した.試験は3反復

で実施した.

6)水田土壌から発生する活性艶棄の確認

2010年5月14日に広島県立農業技術センターにて代

かき作業時に水田土壌水中に発生する活性酸素を測定し

た. ~甚水田の水深は約 5cm であった.ルミネッセンサー

を水田脇のあぜ地に設置し 代かき底後 (2~5 分後)の

泥水を採取して水溶液の発光量とニ儲鉄イオン濃度を3反

復測定した.

7)鉄コーテイング護子の発芽芸名と初期生育

鉄コーティング比0.5の種子と鉄コーティングしていな

い種子，各々 100粒を産径8.5cmのシャーレに播種し，

250Cで培養し1週間後に発芽率を比較した.試験は5反

復行った.

次にグロスキャピネット(昼間250C，夜間， 200C) 

を使用し，円簡状の 1Lポット(内窪11cm)に合水率

33%の水田土壌(沖積砂壌土広島県農業技術センター

より提供)500 g (湿重)を加え，水道水を500mL加え

て境枠し，土壌が沈降して水溶液が透明になった後，水深

5cmの湛水田環境下にして各10粒播種し， 13日目に水

間から出芽した個体数を比較した.試験は5反復行った.

8)統計処理

鉄コーティング比の違いや水溶液への通気処理による

の比較は分散分析を，種子の発芽・成育に関する平均値の

比較にはt検定を行った.

3.結果

1 )細菌の増殖抑制効果と活性艶棄の発生

苗立枯病曹は鉄コーティング比Oで顕著な生菌数が認

められたが， 0.1，1ともに著しく低下し，増殖抑制効果は

鉄コーティング比0.1で十分に認められた(表1).一方，

二個鉄イオン濃度と発光量は鉄コーティング比が大きくな

るほど上昇した(圏1).鉄コーティング種子から熔出し

たニ価鉄イオン濃度が高いほどルミノール発光量は高まっ

た.

2)活性酸素の発生確認と識別

種子の入った水溶液のp廷は鉄コーティング比の程度に

より若手異なるが，およそ6.0から 6.5であった.図2v;こ

活性酸素消去剤によるルミノール発光量の変化を示した.

100μL当り無処理庄は388X 104 ::1::4.3 X 104 (::1::以下の数

舘は標準誤差，以下関様)となった. これはヒドロキシラ

ジカル濃度換算値0.23μMに相当する(以後間様にラジ
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表1 鉄コーティング種子の鉄コーティング比と函立枯病菌の

増殖濃度の関係

鉄コーティ 主主菌数 発光量 二儲鉄イオン

ング比 CFU/mL x 104/100μL mg/L 
o 383 X 104士7x104a 0.02土O.OOOla 0.16士0.03a

0.1 7:t1b 266:t2b 5.40土0.68b

1 51土20b 366:t3c 29.94:t1.34c 

数値は平均値土標準誤差を示す

3反復行い，異符号聞に 5%水準で有意差あり.
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図1 鉄コーティング比5J1j二悩鉄濃度とルミ

ノール発光量の関係

図内の数値は鉄コーティング比.懐中の~iiliは

標準誤差

カル濃度を括弧内に併記する).SOD添加では8.1X 104 

:t0.2 x 104 (0.06μM) と低下して 78%が消去され， ク

ロログン酸添加では430:t90(0μM) となりラジカルは

ほぼ消失した.カタラーゼ添加区は発光量の減少が認めら

れなかった.以上より鉄コーティング種子を水に浸潰する

と活性酸素が発生し，その殆どは盟主化力の強いヒドロキシ

ラジカルであり，スーパーオキサイドも同時発生すること

が明らかになった.

ESR解析から活性酸素はとドロキシラジカルであるこ

とを再確認した.ルミノール液による発光量と ESRによ

るとドロキシラジカル濃度の間には高い正の相関が認めら

れた(図3).鉄イオンとして 15mg/L になるように脱塩

蒸留水?と溶解したが水溶液中に2儲鉄イオンとして存在す

る濃度はそれぞれクエン酸鉄，硫酸第一鉄，鉄力あくあが

0.2， 15.0， 15.0 mg/Lであった. ラジカル濃度はニ価鉄濃

度に依存している.二{臣鉄イオン濃度が等しい硫酸第一鉄

と鉄力あくあでヒドロキシラジカル発生量が若干異なる理

由は不明であるが2種類の測定法で得られた値には高い

正の相関があった.鉄コーティング比0.1とlの種子 15

粒の種子を 15mLの水溶液に浸潰した時発生するヒドロ

キシラジカルはおおむね88nM及び107nMと推定した.

3)活性酸素の発生条件と発生霊の持続性

ルミノール発光量は，無処理窒素，酸素区それぞれ

表2 脱塩蒸留水中に発生する活性費支索最に及ぼす通気気
体の影響

発光長 二{阪鉄

X104 mg/L 
無処理 290x土14a 3.73こと0.1"
窒素 70x土O.lb 3.25:t0.17a 

酸素 0.7玄O.lc 0.98:t0.2b 

数値は平均値±標準誤差を示す
異符号踏に5%水準で有意差あり.

酸化還元電位
処理

mV 

200:t 24a 
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国2 活性酸素消去剤による活性酸素発生最

の変化
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ルミノール法発光量 (x105/100μ L) 

1Z13 ESR法とノレミノール法によるヒドロ
キシラジカノレ発生量の比較

が100μLあたり 290X 104土14X 104 (0.17μM)， 70 x 

104 :t 0.1x104 (0.5μM)， 0.7x104こと0.1x104(0.02μM) 

となった(表2). ニ蹄鉄イオン濃度は各処理底それぞれ

が3.73，3.25，0.98mg/L酸化還元電位は200，-57，209 

mVとなった.

窒素区の二価鉄イオン濃度は対照区とほぼ等しいが，酸

化還元電位がマイナスで発光量が無処理区の 1/4以下で

あった.酸素区は酸化還元電位が無処理区とほぼ等しいが

二師鉄イオン濃度が 1/3以下に大きく低下し，発光量は

無処理区の 1%以下となった.

図4に12日間の活性酸素の発生濃度を示した.発生は

処理1時間から 24時間後が最も高く 100μLあたりルミ

ノール発光量251X 104土24X 104 (0.15μM)から 344x 

104土2X 104 (0.21μM)を示し，その後低下するが12

日後も 91X 104土4X 104 (0.07μM)を維持した.鉄コー
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0.2 [ 鉄コーティング比

ム

• 0.1 

口。

図4 鉄コーティング種子から発生

する活性酸素の持続時間

ティング比1は0.1よりも加水初期のラジカル発生量が高

いが， 24時間以降はほぼ等しかった.圏示していないが

12日後の発光量はクロロゲン酸により消去されたので活

性酸素の大部分はヒドロキシラジカルと推定した.

4)水田土壌から発生する活性酸素

代かき直後の土壌溶液からラジカルが検出された(国

5). 図示していないがクロロゲン酸の添加で、このラジカ

ルは殆ど消去されたのでヒドロキシラジカルと判断した.

ラジカルは代かき前に殆ど検出されないが，臨後 (2~ 5 

分)は19X 104土5.4X 104 (25 nM)となり， 4時間以降

ラジカルは認められない.二個鉄は代かき前，痘後， 4時

間後には各々 0.4， 10.1， 1.0 mg/L， 7時間後にはOmg/L

となった.代かき直後 (2~5 分)のみ活性酸素が発生し，

その持続時聞は短かった.

5)鉄コーティング種子の発芽率

鉄コーティング種子の発芽率は97.4ごと0.4%， コーティ

ングしていない場合は95.2土0.8%となり，鉄コーティン

グ韓子の発芽率がやや優ったが有意室長は認められなかっ

た. またポット試験で播種後13日自に葉を水聞から出し

た個体数は鉄コーティング種子では3.4::1::1.2本，コーティ

ングしていない場合は3.8土0.8本で，有意差が認められ

なかった.

4.考察

1)活性酸素の細蕗増殖抑制効果

本研究から水溶液中で鉄コーティング種子の鉄錆からニ

価鉄イオンが遊離し，その結果ヒドロキシラジカルが発生

することを明らかにした.このラジカルが苗立枯病菌の増

殖を抑制すると考えられる.二価鉄イオンを含む水溶液は

大腸菌をはじめとして種々の細菌に殺菌効果があり，細菌

の完全な死滅は二倍鉄イオン濃度が100μM位から現れる

(村田ら， 2008).本研究の鉄コーティング比0.1で測定

された二倍鉄イオン濃度は5.4mg/Lであり，およそ100

μMである.細菌の増殖抑制効果が認められた既報の鉄濃

度に匹敵する.但し，ニ価鉄が殺菌効果を示す理由は明ら
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かにされていなかった.鉄コーティング比0.1並びに1の

種子ではラジカル濃度が100nM前後と推定した.酸化チ

タンを舟いて発生するヒドロキシラジカルが大腸菌の生存

に影響する濃度は数nM位からと報告されており (Cho

et al.， 2004)，本研究で発生したラジカルの細菌に対する

酸化分解力は大きい.

ラジカルは種子を脱塩蒸留水に浸潰して均一な二師鉄イ

オン濃度にしたのち測定されたが，水田に播種した場合，

一個鉄イオンは濃度勾配を生じて種子周辺で濃度が高ま

る.水田で、の種子表面で、はより高濃度のラジカルが播種初

期に発生すると推定する. ヒドロキシラジカルの半減期は

10-9秒と極めて短く (Sies，1993)一瞬の発生のみであ

れば，水稲種子表面の複雑な隙間に存在して時間経過に伴

い増殖する多くの細菌に接触できる機会が減り，増殖抑制

効果が期待できない.本実験では少なくとも 12日間ラジ

カル発生が持続した. この結果のみで水田に直播された種

子付近で発生するラジカルの持続時間を推測することは容

易でないが，種子周辺ではしばらく高濃度のラジカル発生

が持続することで細菌と接触する機会が増え，増殖を抑制

すると考えられる.

本研究では菌立枯病菌のみの増殖抑制作用を検討したが

井上ら (2009)は鉄コーティング種子により苗立枯病の

他に， もみ枯細菌病，褐条病，ばか苗病， ごま葉枯病，い

もち病に対して詞様な発病抑制効果を報告しており，これ

らの継萄への増殖抑制作用は本研究と同様なラジカル発生

で説明できると考える.

2) ヒドロキシラジカルの発生条件

フェントン反応， またはハーパーワイス反応

(McNaught and Wilkinson， 1997b)はいずれも過盟主化

水素が必要でその量が律速となる.本研究は過酸化水素を

使用しないで水搭液中に二価鉄イオンと酸素の共存だけで

ヒドロキシラジカルの発生を確認した.上記の反応では説

明がつかない現象である.一方，QianandBuettner(1999) 

は水溶液中でニ儲鉄イオンと酸素が反応してスーパーオキ

サイドが発生し，さらにニ価鉄と反応して過酸化水素を発
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生させ，その結果フェントン反応が生じる現象を報告して

いる.この反応は産生する活性酸素最が鉄濃度に依存する

ことになる.式は次のとおりである.

Fe2+ +02一→Fe3++02・ー

Fe2+ +02・ー +2H+→ Fe3+十日202

上記反応、の後に以下のフェントン反応が発生する.

Fe2+ + H202→Fe3+十OW+OH

Huang (2003)は水系でニ価鉄と酸素が反応して生じ

るフリーラジカルが生物に最重要な影響を及ぼすと述べ，

さらにフェントン/ハーバーワイス反応で鉄は触媒的役割

を持つのに対し，ニi蹄鉄と駿素の反応は鉄が自動酸化的反
応で消費されると述べている.本研究で、も鉄コーティング

種子からは勿論，その他安定した二儲鉄イオンを保持で、き

る製品鉄カあくあjや，水に溶かすと一部がニ価鉄とな

るクエン酸鉄，二価鉄イオンを発生する硫酸第一鉄からも

水溶液中でヒドロキシラジカルが検出される.その発生量

は三個を含む鉄濃度全体ではなく こ儲鉄イオン濃度と溶

存酸素に依存する.鉄コーティング種子から発生するラジ

カルは二価鉄イオン濃度に依存して増減し，またスーパー

オキサイドも検出された. これらの結果は鉄コーティング

種子周辺でQianand Buettner (1999) らの提案する反

応が発生していると推定する. しかしこ価鉄イオンと酸素

が共存する水溶液中で12日間にわたりラジカル発生が継

続する事は，これらの反応が一瞬に生じないことを意味す

る.その理由は不明であるが本研究から過酸化水素を加え

なくても水諮液環境下でたドロキシラジカノしが発生し，細

菌の増殖抑制性につながることが明らかになった.

さらに鉄コーティング種子から発生するラジカルは水稲

の発芽や初期生育にほとんど悪影響しない結果を得た.時

により水稲種子の鉄コーティング処理は発芽率と発芽速度

を低下させるが，それは鉄コーティング層が種子の生育を

物理的に抑制するためで、あろうと推定されている(山内，

ノfーソナルコミュニケーション).農家に普及中の鉄コー

ティング種子は鉄コーティング比0.5以下のものが多く，

このレベルの鉄の被膜では発芽抑制は認められない.

3)水田土壌中に発生する活性酸素

ニ価鉄イオンからヒドロキシラジカルが発生する本試験

液には脱塩蒸留水を使用した.現実の水田水は多種多様な

成分を含むためヒドロキシラジカル発生条件が異なると推

定する. しかし， Huang (2003)は肝臓細胞という種々

の成分を含む「水捺液」内で故素濃度が高く，二価鉄イオ

ンが存在すると開反応由来のラジカル発生がフェントン

反応よりも大きくなると説明しており，多様な成分を含む

水溶液で、このラジカル発生は生じる事が明らかにされてい

る.鉄コーティング種子由来のヒドロキシラジカルは水田

水中でも十分に発生すると推定する.

本研究では水田水が代かき等により，土壌と混合される

と超時間であるが， ヒドロキシラジカルが発生し，その濃

度は図3から 25nM程度と推定され，細菌の増殖抑制性

効果のある濃度と考えられた.Nakataniら (2006)はミ

スト中に発生する岱4レベルのヒドロキシラジカルで、も赤

松の成育に影響するとしており それに比べて水田土壌の

撹持で生じるヒドロキシラジカル濃度は数千{音高い.畑土

壌に比較して水田土壌で病害が発生しにくい理由に湛水に

よる土壌の「還元殺菌j が考えられているが，水田水中で

のヒドロキシラジカル発生も関与すると推定する.

ラジカル発生は代かき作業のほか，帯主水田土壌表面に生

息する多くの水生生物の活動により頻繁に田面土壌が撹持

されても土壌中の二個鉄イオンが水中に放出されて生じる

と推定する.活性酸素は生物に対して有害摂されることが

多いが，上記のような仕組みで発生するものは館時間であ

り，発生濃度も抵いと推定され 水田環境で、保全的役割を

もっと考えられる.

一方，微生物中には窒素間定エンドファイトのように水

稲の成育を促進する(Isawaet al.， 2010)場合もあり，鉄

コーティング種子から発生するヒドロキシラジカルはそれ

らの効果を低下させる事が推定される.鉄コーティング種

子による細菌増殖抑制効果が全ての場面でフk稲成育に効果
的と断言できないが，商立ち時の種々の病原体感染リスク

を低下させる効果を持っと考えられる.

以上より，鉄コーティング種子の有する細菌の増殖抑制

効果は水溶液中で鉄錆から二価鉄イオンが遊離して水中の

酸素と反応し， ヒドロキシラジカノしが発生して細菌に作用

すると結論した.湛水した水田環境は土壌が混渇するとヒ

ドロキシラジカルが発生しやすく 畑地に比べて細菌の増

殖抑制作用が生じやすいと推定された.

5.要約

鉄コーティング種子は水稲の龍播栽培技術として開発さ

れたが，水稲育苗期の種子伝染性病害の抑制にも効果があ

る.その原因を明らかにする目的で水稲苗立枯病菌を用い

て検討した.種子を被膜している鉄錆から二価鉄イオンが

遊離し， ヒドロキシラジカノしやスーパーオキサイドが発生

した. これらのラジカルが細菌の増殖抑制作用を示すと結

論した.鉄コーティング比が大きいほど二個鉄イオン濃度

が上昇し， ヒドロキシラジカルの発生量が大きくなり，少

なくとも 12日間継続発生した. ヒドロキシラジカルの発

生には水溶液中に酸素と二個鉄イオンの共存が必須であ

る.さらに水田土壌は代かきのような土壌と水の撹拝に

よってヒドロキシラジカルが容易に発生する環境であるこ

とも明らかにした.
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Coating rice seeds with reduced iron powder induces the production of hydro可 1free radicals， 
leading to antimicrobial activity 

Kanako FU]IWARA 1. 2， Azusa SHIGEMASA 1， Tomoyuki KASHIMA ¥ Hiroki ONO 1 and Yoshikuni MASAOKA 1 

1 Graduate School 01 BiosPhere Science， HiroshimαUnivリ
2 Present Address: l'匂kohamαPlantProtection Station， The Ministry 01 Agriculture， Forestry and Fisheries ofJapan 

An iron coating for rice seeds increases the specific gravity and improves direct sowing in flooded paddies. This reduces 

labor requirements and improves rice production handling system. The coated seeds also exhibited desirable antimicrobial 

activity， but the reason for this activity was unclear. We examined the antimicrobial activity after inoculation of the coated 

seeds with pathogenic Pseudomonasρlantarii in steri1ized deionized and distilled water. The bacterium's grow出 rate
decreased markedly and the bacteria disappeared. Seed coated with iron at ratios of 0.1 and 1.0 (w /材 showedsimilar levels 

of antimicrobial activity. The concentration ofhydrox.yl free radicals increased with increasing iron ratio. The presence ofFe2+ 
and hydrox.yl radicals was confirmed by chemoluminescence and electron spin resonance methods， respectively. When the 
radicals were scavenged by chlorogenic acid， the main radical components were hydrox.yl radicals. The antimicrobial activity 
appears to result from damage caused by the radicals， and a hydroxyl radical concentration of around 80 nM completely 
eliminated the bacteria. The presence of both Fe2+ and oxygen in solution is essential for hydrox.yl radical production， and 
autoxidation of Fe

2
+ is believed to induce production of these radicals， though without the HzU2 that occurs in the Fenton 

reaction. Radical formation continued for at least 12 days in the labor・atory，and we predict that small amounts of radicals 

would be produced shortly after adding water to paddy soils， thereby triggering autoxidation and free radical formation and 

extending the antimicrobial function. 

KのIwords: antimicrobial agent， ferrous iron， hydroxyl radical， seed coating， rice seed 

(Jpn. J. Soil Sci. Plant Nutr.， 83， 412-417， 2012) 


