
植物病原菌に 鈎する抗菌 物質 を生産する
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無殺菌土壌で白絹病菌α，tici・7tm cent，ijllj1tm H:有効な対抗放線菌2株

商 門義一・井上忠 男・岡 本康博

土嬢伝染性の植物病害を対抗微生物を用いて防|徐しようという試みは以前かi;，fiわれ， また近
年でも多くの研究があるJ.!!・止 5.8. 7. 12.刊.H. 16. 17. I，q).対抗微生物のうち対抗放線菌についても数

多く報告されている.これらの報告は殺菌土壌を用いた防除試験では勅呆がみられたものもあるが，

無殺菌土嬢では効果が認められていなし1場合が多いようで(Ulる.筆者らは白絹病菌，菌核病菌など

の土接伝染性病原菌仁有効な対抗放線菌の選出を行っているが，無殺菌の自然土壌を用ひた刀ラ

ス袋試験で Corticium centrifugumによる白絹病を或程度防除できる菌株2種を選び出した.

本報ではこの2株の放繰菌の選出方法， ガラス室内での白絹病〈ササゲの〕防除試験の結呆を報

告する. これら放線菌が生産する抗生物質， 土媛中での抗生物質生産とその消長などについては

弐報仁報告するつもりである.

l対抗放線菌の選出

1.放線菌の分離 1954年10月から 1955年2月までの聞に岡山県南部，北九州，大阪

府，奈良県モの他の各地58ケ所で集めた土から， starch nitrate agarを舟いて1，083株の

放線菌を分離し，glucose asparagin ag訂 または potatosucrose agarに純粋熔養した.

2.選出方法 抗生物質生産菌株を選出する場合，細菌類や埼養に胞子を形成する糸妖

菌を用ひた screeingteョtでは crossstreak methodやagardisk methodなE能率のよい

方法が用いられるが， C. centr1fugumのような土嬢伝染性病原菌でしかも略委基上に胞子を作ら

ないものを用いて有効菌株を選出するには，能率は悪いが対峠培養法が一般に用いられる4.10) 放

棋菌分離株から目的とする有効株を選び出すの仁は，最初の段階で多数の分離株をとりあっかい，

またなるべく短期間lこ金分離株をしらべることが望ましいので，より能率のよい方法を考える必要が

ある.筆者らは agardisk変法や斜面熔養法などを考案し，対峠矯整法と併用して有効菌株を

選出し，さら仁土壌対抗法， 植木鉢試験などによって有効菌株の土中での効巣をしらべた. 有効

菌株の選出仁はこのよう仁いくつかの段階があるので，各段階にわけて選出方法をのべる.植木鉢試

験での選出段階は植木鉢試験の実験結巣の一部として別仁してのべる. 最初の選出段階は本報で

はagardisk変法仁よるものであり，斜面培養法については後報にゆずる.

( i) Agar disk変法

Potato sucrose agar (pH7 .O~7 .2) 15mlを分注したジャーレの直笹lこそって直線に放線

菌を植え 300Cで噌養した. 4日後にコロニーの近接部から径 19.5mmのコルクポーラーで切り

抜いた寒天円板をあらかじめ殺菌してある別のジャーレ仁移した.この寒天円板の中央に Corticium

.~!i買事をな女笥1省科学試験研究費仁よる成績φ一部である.記して謝意をあらわす.
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sasa.'diと丹thiumsp.の2--4日崎養からコルクポーラーで径5.5mm仁切りとった培養小片を

置き， 240Cで2日間培養して生育するかどうかをみた. この方法で試験菌の一方または両方の生

育を抑制したものは放線菌分離 1，0回株の 第l表 Agardisk変法第l次

うち 213株であった.さら仁これら 213株に く試験菌の生育を抑制した放線菌株数〉

ついて同じ試験菌を用いて同様の方法で5 一一一一

日間熔蓑して毎日抑制の様子をしらぺた.

第1表仁その結巣を示す. 5日固まで試験

主音

2 

養 日

3 4 

数

5 

菌のどちらかを完全に抑制したものは 54株で Corlicium sasakii 日 44 31 26 23 

あり，このうち10株は両方の試験菌の生育を Pythium sp. 
爾方の試験菌を

80 56 47 42 41 

抑制した. これら54株はさら仁 Corticium 抑制した菌株数 35 21 12 10 10 

centrifugum， C. gramineum， Rhizoctonia 
solaniおよび Sclerotinialiberlianaの4菌 第2表 Agardisk変法第2次

の生育を抑制するかどうかをしらべた.前と同 く試験菌の生育を抑制した段線菌株数〉

様にして2-5日まで毎日調査した結果を第 培養日数

2表仁示す. これら試験菌のどれかに抑制効 2 3 4 5 
巣のみられたものは30株であり，そのうち試験

Corlicillm cenlrijugum 
菌3種に効果のあったものは12株， 4種に効

13 8 8 7 

呆のあったもの3株であった.本法ではA3-6，
C. gramineum 24 22 18 17 

Rhizoctonia solani 17 15 12 11 
B12-2， C 1-1， C 1-2， C 3-2， C 10-9， Sclerolinia liberliana 37 33 29 27 
E3-3， E 6-81などの放椋菌株が強い抑制 金書官の拭験酋を 11 6 4 3 
効果を示した.

抑制した菌株数

(ii)対峠樗繋法

Potato sucrose agar平板の片側仁約3cmの長さに真直ぐに放線菌を植え 30"Cで2日間

培養した後，コ口ニーの端から5cmはなれた平板の反対側に C.sasakii， PYlhium sp.の培餐片

を置き240Cで6日後仁阻止帯の大さをiJtlJった.第3表対崎培養法

Cortidum sasaT:ii 

pylhium sp. 

20mm ~^ .^__  10mm 20-10mm 
以上 以下

11菌株 4 0 

3 7 5 

(C. cenlrifugumなど(i)にあげた病原菌は

C. sasakiiなどで大体代用できるようである.)

C. cetrゲugumなど4種の試験菌を用いた ag訂

disk変法で， 3種以上の試験菌の生育を抑制

した15除仁ついての結果を第3表仁示す.本法で

はB12-2， C 1-1， C 1-2. C 10-9， E 3-3などが大きし1阻止帯を形成した.

(iii)土壌対抗法(殺菌土上での対抗〕

Agar disk変法で選び出した30除の放糠菌のうち，“建一土培地"(畑土1∞g，魁500g，
sucro田 5g，石次2g，水道水350m1)によく生育するもの23株を三角フラスコで場養した.べ

つに“土ー勉婚地"(畑土150g，越50g， sucrose 10 g ，石次10g，水道水380m1)をジ

ャーレに入れて殺菌して置き， これに放線菌の難ー土培養約1.5gをよくまぜ土の表面を平にし

て， 5.5mmのコルクポーラーで切りとった試験菌の小片を5-6箇づっ土の表面に置き 240Cで

5日後に生育航態をしらぺた. 試験菌には C.centrifu，伊 m，C. gramineum，丹thiumsp. R. 

solaniおよび S.libertian~ を用いた.試験菌を全く生育させないかまたは強く抑制したものは. C. 
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tentrifugum仁対して7株， C. grmr.ineumに6株，丹thiumsp.に2株，R. solani仁2株，

S. libert必na13株であり，抑制効果がないかまたは弱いものはそれぞれの試験菌に対して13，0， 

19， 15およびO株であった.

以上室内実験lこよる選出についてのべたが，後にのぺる植木鉢試験による選出で一応有効と認め

られた B12-2， C 1-2，および CI0-9の3菌株について室内実験での成韻を第4表に示した.

第 4表 放線菌 B12-2， C 1-2および ClO・9株の各選出段階での成績

cc = Corticium印刷ifugum Cg=σ• gramin!mm 

Cs=C. sasakii P=Pythium sp. 

Rs=Rhizoctσnia salam 51 = S clerotinia libertiana 

Agar disk変法(試験粛に対する生育抑制日数〉

Cc Cg Cs P Rs 51 

B12-2 2-5 4-5 >5 >5 <2 >5 

C 1-2 3・5 >5 3-5 <1 >5 >5 

C 1Cト9 。 >5 >5 >5 3-4 >5 

対鋳培養法く阻止帯の巾〉

Cs P 

-帽畠

B 12-2 22.5 8.5 

C 1-2 24.0 11.0 

C 1(}-9 31.0 22.0 

土量産対抗法〈試験菌の生育抑制l程度〉

Cc Cg P Rs 51 

B 12-2 

C 1-2 

C 10-9 

州

地

川

-¥¥十

-1ft 

棉|十

土 制

柵~

11t1十土 川
怖

-¥¥十

#t 

11.植木鉢試駒

室内実験で C.ccntrifugumなど仁対する有効菌株として選出された放線薗が，無殺菌自然土

壌中で白絹病に有効かどうかをしらぺた.

用いた放綿菌は土嬢対抗法で主に C.centrif噌umに効巣のあったB12-2， C 1-1， C 1-2， 

C 10-9， D 11-3， D 11-4， E 5-80， E 6-81の8株であるが， さらに実験の途中あまり有効でな

いものは除いて実験をくりかえした股線菌は“土一雄培地"を用いてジャーレで培養した. 5寸

鉢(こは1鉢当りシャーレ一杯〈約30g-一暢養の水分含量lこより多少重量の変化はある)，約40

x50x 15cmの木箱を用ひた実験では1箱当り約 100gの放線菌培養を用いた.病原菌の接種

源左しては魅仁C.centrゲugumを純:倖培養したもの，またはあらかじめ自然土壊に病原菌の措埼養

をまぜ， 充分に潜水を続けて病土にしたもの〈ササゲを植えて病原性は確かめてある〉を用いた.試
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験植物にはタキイ種首会祉の十八ササゲを用いた. 5寸鉢または木箱刀7分目まで自然土を入れた

後，第1図に示すような方法で病原菌培養(または病土〉と放線菌場養を施した. ササゲは5寸

鉢で10粒，木箱では 120粒または 100粒をまきつけた.実験期間中は毎日充分仁潜水し，ことに

夏季の実験ではガラス室をヨジズで日覆いして極端な気温の上昇を

防ぎ， 多湿の妖態を保つようにした. 実験区は3速または4連制

で健全株数をしらぺ，調査の結巣はすべて分散分析して検討した.

実験1.有効菌株の選出 B12-2，C1-1， Cl-2， C10-9， 

Dll-3， Dl1-4， E5-BO， E6-Blの8株を用いて実験した.健

全株数は播種後5日， 7日および10日目に調査し第2凶のよう

な結巣をえた.10日目の健全株数で病土区に比べ1%水準で有

意差のみられるのは B12-2とCI-2株を用いた区であり， C 10-9 
第 l図対抗菌培養施用方法

株区と無処理自然土区は5%水準の有意差がある.B 12-2， A:放線菌土ー毅培養

Cl-2株でもそうであったが，とくにC1-1， E 5-80 および E6-81 B:病原菌混ス土または病土

株を入れた区ではササゲの発芽や生育仁彰舗があり，前者では発芽 C:ササゲ種子

がおくれ，子葉や初生葉仁褐色斑がみられたが発芽率にはさほど D:畑 土

彫響しなかった. しかし後者を入れた区ではササゲの発芽率が非常に低く， 発芽後の生育も悪かっ

た.C 10-9など他の菌株はササゲの発芽や生育仁は悪彫響はみられなかった.

実験2.実験1で有効だった3菌株の効巣の再確認 B12-2， C 1-2および CI0-9の3

菌株を用い， 3連制で木箱に 120粒のササゲをまきつけ10日後の健全植物数をしらぺた結巣が第

5表である.B 12-2株区が5%水潜で， C 1-2株区が1.%水準で病土区に対し有意差があるが，

10.0 

5 

第2図植木鉢試験

〈有効菌株の選出〉

¥ 
¥ 
¥ ，l・11.-1
¥ 

~.-.-.-.、工 ιふ
‘ Cont.1、、¥

"'， " 

7 

播種後日数

Cont. 1 :向上+病土

白 nt.2:無処理自然土

10日

(168) 

C10-9株区と病土区の差は有意でない.実験1の場合と問

機仁 C10-9株区の健全植物数は，実験の後期に念速に減

少する傾向がみられ， C 10-9株の防除効果は他の2菌株仁

比べておとるようである.また B12-2， C 1-2株区を含めて

全実験区は調査時には健全植物数は念速に減少する様子が

認められ， 実験期間を永くすれば防除効果はいづれなくなる

ものと，思われた.白絹病の蔓延に好条件を与えた本実験で，

B 12-2とCl-2の2菌株は少くとも 10日聞は防除効果が

第 5表植木鉢試験実験2

健全植物

総数 % 。
C 1 )無処理.自然土 207 57.5 

(2)く1)+病 土 135 37.5 

236 65.5 

(4) (2)+ ~C 1-2株 255 70.8 

(5) lC10・9株 183 50.8 

%= Sin~O 

。についての LSDく0.05)=11.924 

LSD (0.01)= 17.3-44 

- 4ー

49.33 

37.53 

54.03‘ 
57.57伺働

45.47 



期待できるが， C 10-9株では防除できないようなので以

後 B12-2とCl-2の2菌株についてしらべること仁し

た.

実験3. 以上実験1と2は1955年夏白絹病がよ

く発生する時期の実験であるが， 自絹病があまり蔓延

しない秋季lこ前と同様な実験をした. 4連制で木箱に

ササゲ1∞粒をまきつけ (1955年10月19日)， その

後10，15，20および25日目に健全植物数をしらべた.

第3図仁調査結巣を示す. B 12-2， C 1-2株区とも

実験の最後まで病土区に比べ1%水準で有意差が認

められた.

111.考察

第3図楠木鉢試験

く1955秋の試験〉
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白絹病菌や菌緩病菌を直接試験菌に用いてこれら仁 10 

有効な対抗徴生物を選び出す方法が，他の試験菌を

用いて抗植物病原菌物質を生産する徴生物を先ず選 10 15 20 25日

び，その中から白絹，菌按病菌に有効なものを選び出 播種後日数

す方法仁比べて有利であるかどうかは不明である.筆者らは一応これらの病原菌を直接に用。て選び

出す方法をとった. 土壌放線菌がこれらの病原菌に有効に的くためには， 抗生物質の生産能力が

重要な条件であるという考えからすれば， 遁常用いられる対峠階養法より筆者らの agardisk変

法の方が適当なように思われる. しかし， agar disk変法で選出したものの一部について対峠培養

法を行ったところでは，両法で選出結果が著しくちがう様子はみられなかった.数多くの土壊放棋菌

分離除をとりあっかう能率の面からは agardisk変法には弐のような利点があった.(1)ジャー

レの数が比較的少くてすみ， C 2)雑菌混入の機会が少かった.欠点としては， C 1) agar disk 
が乾燥するため長期間の観察ができず， く2)ag訂 diskを切りとった場所がコ口二一仁近すぎ，

したがって比較的効換の弱いものもとる結果になった. このような欠点は agardiskの切りとり位

置を考慮すれば或程度補うことができる. ag訂 disk変法は対抗菌の選出，選出能率などの点で

必ずしも満足すべき方法とは云いきれないので，本報以後さらに“斜面培養法"など考案して検討

し，選出方法の確立につとめている.

有機質を加えた殺菌土壌を用いた土撲対抗法は殺菌土壌を用いた植木鉢試験仁代りうるものか

Eうか実験していなし1が， この点さらに今後確かめたひと考える. また土壌対抗法に無殺菌土援を

用いた実験については左くにのべなかったが，有機質に避を用いたため 1I1uCJr，R!:向。ρusなどの雑

菌が多く増殖して満足な結果をえなかった. しかし， B 12-2とC1-2の両菌株の場合には或程

度の抑制効巣が C.centrグugum仁対してみられた.無殺菌土を用いた“土壌対抗法"は有機質

を色々変えて適当な場地組成をみつけたいと考える.本報の“土接対抗法"では放線菌の増殖程

度が病原菌の生育lこかなり影響をもつようである.しかし埼地全面に増殖しても病原菌の生長をほと

んど抑制しないものもある.多くの場合， 本法でみられた抑制効果は前の agardisk変法や対峠

埼養法での効巣と大体平行するようであった.

対抗放線菌を用いた土壌伝染性病容の防除試験は今まで仁も多く行われているが， まだ植木鉢
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試験の段階を出ないようであり，しかも殺菌土壊を用いた実験が主であり， 殺菌土嬢で有効仁伯い

ても無殺菌自然土では効果がほとんど認められないという報告が多い.またいくつかの抗生物質〈主

lこantibacterial)の土壌中での生産と役割についての Gott1iebなどの研究では， 種 kの抗生

物質の無殺菌土中での生産量は色kな有機質を土に混ぜた場合仁も多くは期待できず，無殺菌土

ではさらに少なく， 抗生物質も土嬢中では多くは不安定〈土壌への吸着， 微生物による分解など

のため〉であるといわれる. 本報の結巣では放線菌 B12-2とCl-2の2菌株は C.centrifugum 

仁よるササゲの白絹病を無殺菌自然土で或程度， また或期間抑制したが， この効果が放糠薗の生

産する抗生物質によるものかどうかについては次報で検討するつもりである.対抗放線菌の施用方法

で筆者らが用いた方法の特徴;ま， (1)放綿菌は“土一雄培地"仁培養したものを用い， (2)放

線菌培養で植木鉢の土の表面を覆うようにし， さら仁 (3)種子のまわりにも放線菌培養があるよ

うlこしたことであろう.実験成績はあげていなし1が，放繰菌曙養を土の表面から約 6cmまでの深さ

の土全体によくまぜた試験では白絹病抑制効果はみられなかった. 一方種子のまわりを放棋菌場整

で包むようにした場合には効果がみられた しかしこの場合放線菌の量が多すぎたためB12-2や

Cl-2では白絹病は抑制したがササゲの発芽を寄し， 幼植物に補色斑がみられた. このように放棉

菌樗養の施用量や施用方法により白絹病抑制効果， 植物に対する影響などが変ると思われる.今

後さらに施用量，施用方法の外仁培養の形態，施用回数，防除可能期間などについて実験するつ

もりである.

IV.摘 要

1.白絹病や菌核病菌などに対し有効な対抗放梯菌の選出方法として agardisk変法，およ

び土接対抗法を考案した. 各地で集めた土から分離した1，083株の放線菌を agardisk変法で

しらべた後，対峠矯養法， 土壌対抗法， 植木跡試験の選出過程を遁巳て白絹病菌 Curticium

centrifugum仁有効な2菌株を選出した.

2.無殺菌自然土壌を用いた植木鉢試験をくりかえして行ったところ， B 12-2， C 1-2の2菌

株は常にササゲの白絹病を抑制した. 1955年夏の実験では少くとも 10日間，秋の笑験では25日

聞は明かに防除効巣が認められた.
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