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土壌細菌の 同定

　L 　 土 壌細菌 同 定 の 意義

　最近農業 の 場 で 微生物を利用す る 動 きが 活発 に な っ て

きて い る ．Bac ／illus　tlti‘i’ing’ieltsis　tgど を 利 用 し た 微生物

農薬 ， 窒素固定細菌， 植物に よ る リン の 吸収に 役立 つ 微

生物 な どで あ る ．農業 の 場 で 利用 し よ うとする微生物は

同定 を 早 く行 な っ た ほ うが よ い ．こ の こ と に よ り病 原菌

な ど の 有害菌 を 知 らず に 散布す る こ と を 防 ぐこ と が で き

る．細菌を 同 定す る こ と に は こ の ほ か に も有利 な こ と が

あ る．今日文献検索 シ ス テ ム が発達 して い る の で ， も し

同定 し学名がわ か れば文献検索 に よ り，多 くの 情報 を 引

き出す こ と が で ぎる．

　細菌を 同定 し名前を つ け る こ と は 生態 の 研究を行な っ

て い るわ れ わ れ に と っ て は最 も基本 と な る こ とで あ り，

こ れ な しに は 生態 の 研 究 は 成 り立 た な い ．以下 に 土 壌 お

よび 根 圏 よ り分離 した 細菌 の 同定 に つ い て述ぺ る．な お

わ れ わ れ は 好気性細菌を 取 り扱 っ て い る の で 好気性細菌

に 限定する．

　 2． 土 壌細菌 の 同定

　細菌 の 同定 は
‘‘Bergey’s　Manual　of 　Systematic　Bacle−

riology ，　X「
ol ．1，2，3，4

，，1−4）
や

c‘lnternatioPal　Journnl　of

Sys 〔ematic 　Bacteriologゾ
’
， 「微生物 の 分類 と 同定 」

5）
等 を

参照 して 行 な うが ， こ れ らに は 土壌以外 の 分野 の 細菌が

多 く， か つ
‘‘Bergey

’
s　Manulll　of 　 Systematic　Bacteriol−

ogy
”
（以下 Bergey’s　inanual と略す）の Vol ．1 は 19．84 ！・F

に 発行 さ れ た もの で あ りそ の 後 の 研究 の 成果 が 入 っ て い

ない ．わ れ わ れ は 多 くの デ
ー

タ の 集積 が で きた化学分類

学的方法 を 中 心 に 土 壌細菌用 の 検 索表 を 作 り同定を進 め

て い る．表 1 に 土壌細 菌を属ま で 決定す る 方法 を 示 す．

　．1：ifや根圏 よ り細菌を 分離す る と き通常 YG 培地 （酵

母 エ キ ス 1g
， グ ル コ

ース 1g ，　 K211PO40 ．3g
，　KH21

）04

0．29 ，MgSO ，
・7H ，O 　O．29 ，寒天 159

， 蒸留水 1000皿 1，

pH 　6．8）を使用す る．こ の 培地上 の コ ロ ニ
ーを 純粋分離

し た 後グ ラ ム 染色 を し て顕微鏡 で 観察す る． グ ラ ム 染色

性 ， 細胞 の 形 と大 きさ，胞子 の 有無 を 記載す る ．土 壌細

菌 の 多 くは 細胞 の 幅が O．5〜1．5　p ［n で ， 糸状菌や酵母 に

4 μm よ り大 きい た め こ れ らか ら容 易 に 区 別 で き る．土

壌 で 胞子を形成す る好気性菌 は 月α c” μ∫ 属に な る．十．ee

中に は 球菌 は あ ま り多 くない ．グ ラ ム 染色 で
一

様 に 染 ま

らな い 細菌があ る が，こ れ らの 菌体脂肪酸は ア ン テ ィ イ

ソ 型 が多 く，ア ン テ ィ イ ソ 型 を 持つ 細 菌は グ ラ ム 陽性菌

の コ リ ネ フ ォ
ル ム 細菌が多 い

6）．し た が っ て グ ラ ム 染色

で
一

様 に 染 ま らな い 菌株は 脂肪酸組成 の 分析 に よ り区別

で き る．顕微鏡観察 を す る と き同 時 に 懸滴法 に よ り運動

性を見 る．運動性のある もの は 染色あるい は電子顕微鏡

で 鞭毛 の 着生位置 を 観察す る．薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ま た

は 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ に よ リキ ノ ン の 分析 を 行 な

い ，ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ に よ り菌体脂肪酸組成を測定す

る ．図 1 に 土 壌よ りよ く分 離 され ろ 細緬を示す．

　 1）　 グ ラ ム 陰性細菌 の 同 定

　 グ ラ ム 陰性菌 は す べ て 0 −F テ ス ト と オ キ シ ダ ーゼ 試

験 を行 な う．0 −F テ ス トが発酵 型 で オ キ シ ダーゼ 陰性

で あれば，腸内細菌科 （Entei
−
・1？tic’tet’iacea・う で あ る の

で 腸内細 菌科 の 同 定 を行な う．腸内細菌科 の 同定 に は 同

定用 キ ン
トが 市販 され て い る の で 便利 で あ る．た だ 土 壌
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表 1　土壌細菌 の 性質

グ ラ ム 染色 　 胞子　 運動性　 鞭 毛

1　 EVtterobactenact ・
a ｛コ

2　 1コ
set ‘domo ” as 　 i

3 　ノ⊃seudomon α s　 2

4　 Coma “nonas

5　 PsettdOi” onas 　4

6　 ♪鼓 蜿 乃Olnonas

7　Agyobact 碗 瑠 ？

8　 0chrobactnt ” z

9 　！望lcaJigenes

10　C翼 o効 α8α

十

十

十

十

十

十

十

十

十

PePoPoPoPoPoPePePc

キ ノ ン 系

98MK8
9998Q8QIOQ8

（2　10Q10Q8MK6

，7

11　 Bacillus

12　 Gram −positlve 十

脂 肪酸 　（．）−F テ ス ト　 脱窒能

SSSSSBSSSB　 FO

圃一一

〇陶一一

〇，−

0 ，−

o ，−

o ，−

0 ，−

0 ，一一

〇，一

十

十 MK7MK B

田

Pe ： 周鞭毛 ，　 Po ’
極鞭毛，　 S ・直鎖型 脂肪酸，　 B ： 分枝 型 脂肪酸，〇 −F テ ス ト： 糖 を 分解す る様式 で ，発酵 型

（F ）， 酸化型 （0 ）， 非分解 （
一

）が あ る． ユ ビ キ ノ ン （Q）と メ ナ キ ノ ン （MK ｝： ユ ビキ ノ ン と メ ナ キ ノ ン の イ ソ

プ レ ノ イ ド側鎖 の イ ソ プ レ ン ユ ニ ッ トの 数 （た とえば 8 個あれ ば Q8） は 同定 に k く利用され る ．
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藩
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　　　　　 s 　　 曳 讌 、
　　　　　　　　　 気鏖 播　 　　 　　 　　 　　　 　　 　　 　　　 　　

’
　；雪

　 　　 　　 　　 　　　 　　 　驫

　
s“ 　　磁 一 ∴ 　 。 9

　　　　　　　　　　　　　　　　 垂

　　　　　　　　　　　　　　　賦｛i
　　　　　　　　　　　　　　難

ト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ∵ 隊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 4）

図 ユ 土壌よ りよ く分離 さ れ る 細菌

1）BaCt ”us 　ceretts ： 栄養細胞 の 中 に 楕円形 の 胞 子 を つ くる ．

端 に 丸 い 胞 子 を つ くる．　 3）CorJ’nebacteriu ” z　SP ・；

4）・YaxtltOlnoncts　maitehhiiia の 極 鞭毛 ．

・
躑
　 塾
　 灘ポ

縛
　Y ∵
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〉
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　　　　 2）BaCittus 　sbhaeyicus ： 栄養細胞 の

ふ た つ の 細胞 が ハ の 字 の 形 に な ろ特微 が あ る．

ξ
’
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よ り分 離され る 細菌 は Erwinitt属 が 多 い と思 わ れ，キ

ッ ト で簡単に 同定 で ぎな い も の が 多 い ．Ei’Tvin ’ia属 の

同定 は 植物病理 の 分野 で 研究 が 進 ん で い る の で こ れ に 従

う．も し 0 ・F テ ス トを し な い で 次 の ス テ ッ
プ に進む と

Enterobacteriaceae 　VX　AZcaligenes と間違 え や す い ．

　Pseudomonas 　1 は Ω9 を 持 っ て お り，Ω9 を持 つ 属 は

少な い の で 区別が容易で あ る．Rs’ettclot’non α ．r　1 の 中で根

圏土壌 に 多 い の は R ガ〜40 齠 f8 摺 と P ．　Pittidaで あ り，

こ れ らは キ ン グ B 培地 で 蛍光性色素を生産す る の で 容易

に 区 別 で ぎ る．P 漁 ゼo ’r6∫f蹴 ∫ と P．　Putida と の 区 別 は

ゼ ラ チ ン の 液化等 で 行 な う，小玉 ら
〒）

は 籾 よ り分離 され

た 黄色色素 を 持 つ 細菌 の P．or ）
’
xihabitans を報告 し て

い る．

　Ps’euclontonas 　2 と Comamonas は QS を 持 ち 似 て い

る が ， 3一ハイ ド 卩 キ シ 脂肪酸な ど に よ り分 け る こ とが で

きる．表 2 セこ は小柳津 ら
6〕 お よ び 玉 岡 ら

9）
に よ る 3 一ハ イ

ドロ キ シ 脂肪酸 お よ び キ ノ ン の 分析結果 で あ る．Rs
’
eud ・

−

monas 　2 は P ．　caryol ）li．ツll7／，　 P．　c／eim （t
’ia，　 P ．　gladiol

’iな

どを 含 む が ，土 壌 と くに 根圏 に は 1孔 α 伽 ‘
’ia．と P ．　g

’la．d・

ioliに類似 し た 細菌が 多数存在す る． こ 0）細菌 に つ い て

は 分類学的研究 が 必 要 で あ る．

　 Rseuclθ 〃non α ．s　4 は Q1 〔〕を 持 つ 特徴 が あ り，
　 R 　T・’eis・

磁 1召 厂∫∫ お よび P．　d ，；〃 tin
・
uta が 含 ま れ る ，土 壌か ら 分離

され る 細菌 は 黄色色素を持 つ も の が多 い の で P ．’VC’SiC −

ttlaris に 近 い も の と 考 え ら れ る が ，
　 Bergey ’

s　manua1

（Vol ，1）に 記載 され て い る 菌株 と は い くつ か 異 な っ た

性質を持 っ て い る ．

　Xattthomoitas は Bergey’s　 manuul （Vo1 ．1） で 1よ

Rs’eudomonas 〃maltophilia と記載 され ， 栄養要求性を持

つ と さ れ て い る細菌で あ る．こ の 細菌は 分枝型 の 脂肪酸

を持 つ こ とな ど に よ り Swings らに よ り A6 〜‘40〃 ZOIICIS

よ りは ず され X ’
anthei コzena ．s に 入 れ られ た ．植物病 原性

の Xanthoinonas と は 硝酸塩 の 還元な ど で 区別 で き る と

され て い る が わ れ わ れ の 分離菌 で は 区 別 で きな い 細菌 も

あ る． 1：geか ら分離 され る 細菌 に は 栄養要求性 の な い 菌

株 も多 い が ， 栄養要 求性 の な い 菌株 もこ の 種 に 含 まれ る

こ とは 池本 ら
10） に よ り明 らか に され た．

　Ag 厂obacten
’
utn と 1｛hixol？it〃m は 周 鞭 毛 で Ω10 を 持

ち 同 じ仲 間 で あ る （た だ し R ．lotiは 極鞭毛 で あ る ）．

i
’lgrobacteriu7nの う ち植物 へ の 接 種 試 験 で 病原性 の 明

らか に な っ た菌株 （A ．伽 殍 とぼビi〔？ns ）お よ び マ メ 科植物 へ

の 根粒着生 が 認 め られ た 菌株 （Jehi20biuni）は 同定 カミ容

易で あ る．後述す る が， こ れ らは 植物 バ イ テ ク 研究 へ の

利用が盛ん で ある．し か し土壌よ り分離 され た 菌株 の 同

定 は 難 し い ．マ メ 科植物 へ の 接種試験 に よ り根粒 を 作 っ

た 菌株 は Rhixobium と し て よ い が，作 ら な い 揚 合 は す

べ て の マ メ 科植物 に 接種 し な け れ ば Rhi20bium で は な

い とは い えな い の で ，
Rhixobinntで な い と い うこ と は

事実 上 不 可 能 で あ る．Asrrobacleniwn．お よ び Rh・ixo『

bitイ〃 〜 の 属 の 概念 に 入 っ て い た 病原性や根粒着生 性 は 遺

伝 子が プ ラ ス ミ ド上 に コ
ードされ て い る こ とが 明 らか と

な っ た の で こ の 2 属 は い ずれ 1司 じ 属 に 統合 さ れ る と考 え

られ る，現時点 で は 土壌 よ り分離 さ れ た 菌株は Agi”o ・

bacterium と し て い る．最近 わ れ わ れ の 研究室で は 窒素

固定遺伝子 の うち π ゲDK を プ ロ
ーブ に し て窒素固定遺

伝 丁を 持 つ 細菌 を 探 索して い る が ，Agi ”
obacterium と し

た 細菌の 中に も窒素固定遣伝子を持つ もの があ り， こ れ

らが 根粒菌 か ど うか 検討中 で あ る．

　Bt’ad ．yrhixobium は タ
“
イ ズ の 根粒菌 で あ る の で ， も し

乃 畷 y 厂1寵 o 梅π ’π の 疑 い の あ る 菌株 （極鞭 毛 で Ω10を

持ち 黄色色素を作 らない もの ， 窒素固定遺伝子が検出さ

れ れ ば な お よ い ）が 見 つ か れ ば ダ イ ズ に 接種す る と よ

い 呷

　Ochrobactruηm 　l’rk　A8’
nobactet

’i．um 　1こ よ く似 た 細菌 で ，

表 23 一ハ イ ド ロ キ シ 脂肪酸お よ び キ ノ ン 系に よ る Pset｛−domonas お よ び そ の 関連細菌 の グル
ーピ ン グ

8 ）

3一ハ イ ドロ キ シ 脂 肪酸
キ ノ ン 系

8 ：010 ：0　　　12 ：0 　　 14 ；0 　　 14 ： 1　　 16：0 　i−11 ：0 　i−13：0

l　 PsetidOmonas 　 l

21 「）
seudomo 咒 as 　2

3　 ComaTnona・s9）

4　 PseudomO 咒 as 　4

5　 JYanthomonas

6　SPh ・ingOfnona−s

7　
’‘Pse “ domo つ協 ∫

”

8　P ．Palleronii
9　 1⊃，ave η ae

十

十

冖

十

十

十

十

十

十

十

一

十

十

一

十 十

十

十 十

QgQ8Q8910Q8QIOQ10Q8Q8
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表 3　Alcaligenes お よ び そ の 関 連 細菌の ハ イ ドロ キ シ 脂肪酸お よ び キ ノ ン 系
1D

2一ハ イ ドロ キ シ 脂肪酸 3一ハ イ ドロ キ シ 脂 肪酸
キ ノ ン 系

12 ：0　　　量4 ：0　　　16 ；0 10 ：0　　　12：0　　　14 ：0

Alc ．　faec，alis
Alc．　denitrificans

Ach ．　 xylosoxida “iS

・4ic．餾 〃 oPhus

・4ic．　Paradoxzus
Alo．　latus
Bor ．　bronch’isePtica

十

十

十

十

十

十

十

十

t

十

T

十

十

十

t

十

T°

t

十

十

十

十

十

8888888QQ

Ω

QQgQ

＋ ： 含 まれ る 割合 が 全体 の 1％ 以 ヒ，
T ： 含 まれ る 割含 が 全体 の O・J「　・一　1．0％，　 t ： 含 まれ る 割合が全体 の 〔｝・5り6

以
一
ド，Ach ．： ・4　clT・rOin ‘）bacter，　 B （，1・．： Bordete’la．

Homes （1988） らに よ り新属 と し て 発 表 され た 細菌 で あ

る．こ の 細菌に つ い て は 土 居
11 ） が詳 細に 研究 して お り，

こ の な か で O （．’hrobduttrrtntを Agi”obactei ・ium よ り分 け

る性質 と し て 脱窒能 ，
ONPG

， リ トv ス ミ ル ク の 凝固 ，

メ チ レ ン ブ ル ーの 還元 ，L ・Valineの 利 用 な どを 上げ て い

る．われわれ は 脱窒能を試験 し， 陽 性 の も の を Ochro・

b α ctrum と現在 の と こ ろ考え て い る．

　 Alcaligenes は 周鞭毛 で Ω8 を持 ち ， そ れ ぞ れ の 種 は

ヒ ド 卩 キ シ 脂肪酸 に 特徴を持 っ て い る
11）（表 3 ）．土壌 か

らは A ，　eutrophus や ・A ・　parado．xus が 分 離 され て い る

が ， 表 3 に 当て は ま らな い 菌株も多数土壌 よ り分離され

て い る．

　 C：ytophaga と した 菌株 は 小柳津 ら
12 ・13 ）

に よ り次 の よ

うな属 の 概念 を 作 られ た もの で あ る．「Ctytvf，ha．g
’
α は グ

ラ ム 陰性 で 胞子を作 らな い 桿菌 で ， 運 動性 を持 た ず い く

つ か の 菌株 は 拡散性 の コ ロ ニ ーを 形 成す る，菌株 は 黄

色，オ レ ン ジ ， 赤色色素を生成す る が ， 色調 は うす い も

の も見 られ る．嫌気的 に は グ ル ゴ ース か ら酸 もガ ス も生

成 し な い ．キ ノ ン 系 は メ ナ キ ノ ン 系 （MK6 ま た は MK7 ）

で ，分枝型 の 菌体脂肪酸組成 を持 ち，DNA の 塩基組成

は 30〜45％ に 分布す る ⊥　し た が っ て こ の な か に は

Bergey ’

s　mallual （Vol．1）に 記載さ れ て い る Flaz’obacte ・

1
“・iul？z も入 っ て い る．わ れ わ れ は 現 在 グ ラ ム 陰性桿菌 で

運動性 が な く i・C15 ：0 に 主 要な脂肪酸組成を持 つ もの を

CytoPhaga と し て い る．わ れ わ れ が 埼 玉 土壌 よ り分離

し た 菌株 の なか よ リサ ク シ ノ グ リ カ ソ を分解す る 細菌 が

小柳津 ら
の

に よ り新 fi　C）
，tol・ltag’a 　ai

’
vensic

’
ola として

発表され た ．

　 2） 胞子形成細菌 の 同定

　胞 f一形 成 細 菌の 同 定 に は 胞 子 の 形 や 位置 が 重要 な の で

ま ず胞子 を 作 らせ る ．グ ラ ム 染色の と き胞子 が 観察 され

れば よ い が ，胞子 は 作 ら な い が胞子形成菌 の 疑 い の あ る

菌株（細胞の 形 の 大ぎい もの
，
MK7 を 持 つ も の な ど）は

胞 子形成 に よ い と思 わ れ る培地
fi）

に 植 え る と よ く作 る 場

合 が あ る，とくに 肉汁寒天培地 に 何回 も植 え つ い だ菌株

は 胞子 を 作 らな くな る 場合 が あ る の で 注意す る ，好気性

で 胞子 を 作 り，土 壌 に よ く見 られ る細菌C・’X　Baciliusで

あ り，Bacillus の 種 の 同定 は Bergeジs　manua1 （Vo1．2）

に 詳細に 記述 され て い る。と くに G ＋C 含量 は それぞれ

の 種 に 特徴 が あ る とされ て い る の で ，
Ba ‘

’illusの 同定 に

は G ＋ C 含 量 の 測 定 が 役 に 立 つ ．

　 3）　 グ ラ ム 陽性菌 の 同定

　 グ ラ ム 染色 に よ リ グ ラ ム 陽性 に 染 ま っ た桿菌 お よ び グ

ラ ム 染色に よ り
一

様に染 ま ら な くて ア ソ テ ィ イ ソ型 の 脂

肪酸組成を持つ 桿菌は コ リ ネ フ ォ ル ム 細菌 と 考え られ る

の で 駒形 と鈴木 の 方法
15）

に従 い 分析し属 を決定する ，

　3．　土壌細菌同定 の 問題点

　土壌細菌の 同定を 行な っ て い る際感 じ る 困難 の 第一は

分離菌株が これ ま で報告され て い な い 種ま た は 属に 入 る

もの がか な り多 く，同 定不 能 とな る菌株 の 多 い こ と で あ

る．報告 され て い て も種 の 概念を少 し変更 しな ければ な

らな い 菌株 もあ る．こ れ は こ れ ま で 土壌細菌の 分野 で 分

類 の 研究 が ほ とん どされ て い な か っ た こ とに よ る もの で

あ り， 土壌細菌 の 分類を組織的 に 研究す る 必要 が あ る．

分離菌株が多 くな り分 類 の 研究 が 進 め ば 同 定不能 に な る

菌株 の 割合 は 小 さくな る で あ ろ う．

　第二 の 困難 は 同定を 行 な う の に 高価な 設備，実験器

具，試薬等を 必 要 と し，こ れ らを 使い こ な す熟練 し た 入

材を必要 とす る こ とで あ る．また 属 に よ っ て は 病原性 の

試験，根粒着生試験 の よ うに植物を栽培 し なければな ら

な い もの もあ る し ， 刻 々 と進歩す る 同定技術 に も対応 し

て い か な け れ ば な ら な い ．現段階 で 土 壌細菌 の 同定 を す

る に は こ れ ら の 条件 を 満 た す 必 要があ り，設備 の 整 っ た

大 きな 研究所 以 外無理 で あ ろ う．土 壌細 菌 の 生態 の よ う
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表 4 植物根よ り分離 され た グ ラ ム 陰
1

性細菌の 分布

埼玉 筑　波 北海 道
9 ｝

栃 木
a ）

ドイ ツ

Cu 　　 Cu 　　 Wh 　　Pe 　　Ap 　　 Wh 　　Wh Al　 　 Qr XVh

1　 Enteroba ‘tθria ‘ 8α 6

2　1〕
seudomo 觚 5 ガu・oreSCE ，ns

3　？ ，fコ褊 跏

4　1〕
seudOinonas 　2

5 ？ seudomonas 　4
6　 P ，脚 ∫ゴ‘ula ・ris

7　 Xanthomonas

8　Agrobac ．terium 　 ra・diobacter

g　Alcaligenes　sp ．
10　濯 ．Paradoxus
ll　Cツ彦oPhaga

　 　 　 且

4　 　 16

14

・

4昌
13

1

14
・

2
［
〆

3

113

16　 　 34　 　 29

11　 　 19

96

り
62

22FD

215

11

2

23

4・

11

↓疊

1

2

1
「
Ol

2

O
◎

Cu ： キ ュ ウ リ ，
　 Wh ： コ ム ギ ，

　 Pe ： モ モ
，
　 AP ；

離さ れ た ，◎ ： 多数分離 され た ．
aJ

加藤未発表．

リ ン ゴ，Al ； ア ル フ ァ ル フ ァ ，　 Or ： オーチ ャ
ーグ ラ ス ，　 O ： 分

に資金 も人材 も不足 して い る分野 で は きわ め て 大 きな困

難で あ る．しか し今後簡便 で 費用 もあ ま り必 要と し な い

同定方法 が 開発 さ れ れ ばあ ら ゆ る場所 で 同定 が 可 能 と な

り，土壌細菌分野 に お い て も飛躍的 に 研究が進歩す る，

　最近 マ イ ク ロ プ レ ートを 使 い DNA −DNA 交雑法 で 同

定す る 方法が江崎 ら
16）

に よ り発 表 され て い る．ま た小

柳津 に よ り 16S　rRNA の 部分塩基 配 列 を 決定 す る こ と

に よ り同定す る 方法 も発表 され て い る。 こ れ らの 新 し い

方法 は こ れ ま で 行 な っ て い た 試 験 の い くつ か を 省略 で ぎ

る と思われ る の で ， こ れ らの 方法 の よ り簡便 な方法 の 確

立 が望 ま れ る．

土壌細菌の 生態

　1． 土壌 および根圈よ リ分離され た 細 菌

　 こ れ まで に 根 よ り分離 され た グ ラ ム 陰性細菌を表 4 に

示 す．こ れ ら の 細菌 は YG 培 地 を 使 用 し ， よ く洗 っ た

それ ぞれ の 根 よ り分離 され た もの で あ る．参考 と し て ド

イ ツ の 小麦根の デーダ η も示す．

　 Enterobact 〔癖 αぐ‘ヲ曜 は 埼 玉 の キ ェウ リ の 根 よ り分離 さ

れ ， こ の 表に は の っ て い な い が ア ル フ ァ ル フ
ァ

の 根や リ

タ ーか ら分離 さ れ て い る ． ドイ ツ に お い て も分離さ れ て

い る の で 根 に お い て な ん らか の 役割 を して い る と考え ら

れ る．

　 P ．　．fit’orest ’
ens 　bt埼 玉 の キ ；・4 ウ リ ， 北 海 道 の 小麦根 の

主 要な 細菌で あ り，ま た ドイ ツ に お い て も多数分離され

た．2P 雄 認 α も ア ル フ
ァ

ル フ
ァ

の 根 か ら分離され た．

P．　IZuot
‘
escl．ltls と J’．　Piitidaは 植物根 に お け る 主 要な 細

菌で あ り， こ れ らに 関す る 報 告 は 数多 い ．Rseutlo〃 tonas

図 2　培地上 の 畄光性 PseudomoTzas （P ・ガ湿毋 8so 跚 ∫，

　　 　P ．P ” tida な ど） の コ ロ ニ
ー

蛍光性 Pseudomonas は 適当な培地上 で 蛍光性色 素

を 生成す る の で 紫外線 ラ ン プ で 検出 で き る ．

2 は P ．cePacia 様 の 細 菌 で あ り ，
　 P．’vesi （tttlaris と と も

に根に多 い 細 菌で あ る．Agr θbacteriumは い ずれ も病

原性 を持た な か っ た の で A ．7
’
acliobatter と 考 え ら れ る

が ， こ の うち biovar　1 と考え られ た の は 1株だ けであ っ

た．A ．　rndiobacterr の 分布 は 特徴 が あ り，筑波 お よ び 栃

木 か らは 多 く分離 され た が ， 北海道 か らは少な か っ た．

　 Ochi−obactrunt は よ く洗 っ た根か らは 分離 され て い な

い が ， 根 に 付着 し て い る 土壌す なわ ち根 圏上 壌 に は埼玉

の キ ＝ ウ リの 場合多 く分離され，栃木 の ア ル フ ァ ル フ ァ

の ル ー
ト マ

ッ ト層 の 土壌か らも分離され て い る．ま た神

奈川土壌に 家畜糞を加 え た 土壌 か らも多 く分 離 され た．

こ れ らを 考 え る と （）chrobactruin 　llま根 の 表 面 ま た は 根
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の 中 に 生息 し て い る の で は な く根 に 近 い 土壌 に 生息 し，

根よ り分泌 され る有機物を 分解した り，家蓄糞 の よ うな

新鮮有機物 を分解 し て い る もの と考 え られ る ．

　Alcaligeizesの な か で は i1．　pa 」
’
aclo ．rus お よ び ∫1．

6罐 閲 ρ1昭 ∫ が 分離さ れ て い る が，分 離細菌 の 多 くは 種 の

同定 が 難 しい 菌株 で あ る．A ．f）aJ’adoxits は ゴ匕海道や栃

木か らも分 離され て い る の で 広 く根に 常在 し て い る 細菌

と思 わ れ る．且 ，euti
’
opltus は 栃木 上 壌 よ り分離 され た

が筑波上壌か ら も 3一ク 卩 ロ 安息香 酸分 解菌 と し て 分離

され た こ と もあ る の で 根 お よ び L壌 に 広 く分布 し て い る

細菌 と思われ る．

　qy妙 肱 g α も筑波 の コ ム ギ ，
モ モ

， リ ン ゴ の 根を除け

ば い ずれ の 場所 か らも分 離され て お り，植物根 に 広 く分

布し て い る 細菌で あ る ． CJ，tophasra の 黄色色素は 20％

KOH 水溶液を滴下す る こ と に よ り赤 色 に 変 化 す る

（Flexirubin テ ス ト）．わ れ わ れ の 分離菌 の なか で YG 培

地 上 で 黄 色色素を 生成す る の は P ．’vesicula 厂is，　 Xantho −

monas ，　 A ．PaiJado．rus ，グ ラ ム 陽性細菌 の
一

部 ， お よび

CJ，tof）IZttgaで あ る が ， こ の うち Flexirubinテ ス トが 陽

性な の は （］ytoPhaga だ け で あ る．　 Flexirubinテ ス トは

簡単 な の で 黄色色素 の コ ロ ニ ーが 出現 し た ら試 して み る

と よ い ，しか しす べ て の Cytophaga が 陽 性 で は な い の

で 注意す る ，

　 SPhingeinOnas　paucimObilils（か つ て は Psetidotnonas

f」aucimobilis とい わ れ て い た ）は こ れ ま で ほ と ん ど分離

して い な い ．しか し こ の 細菌 は フ ラ ン ス の ひ ま わ りの 根

か ら分離 された し，農薬分解菌 と し て も妹尾 らに よ り上

壌 よ り分離 され て い る の で 土 壌に 広 く分布 して い る もの

と考え られ る．

　 グ ラ ム 陽性菌 に つ い て は 理 研 の 鈴木 ら と の 共 同 研究 に

よ り埼 玉 の 土壌 お よび 根 圏土壌 か ら 」（hodoco （
’
［
’
us ，　 Co ノ

・一

ツnebactct
−iUlll，　 Kiti−thia ，　 Aui −

eobaetai
’iUtn，（）eノ

’
skovia ，

Pi 〃 tel ・ ba ‘
’tei1な どが 分離 され た ．植物根 か ら細菌 を分離

し グ ラ ム 染色す る と，明 らか に 陽性 に 染ま る菌株が少な

い の で グ ラ ム 陽性菌 は 根 に は 少な い とい われ て きた ．わ

れ わ れ もそ う考え て い た が グ ラ ム 染色 に よ り
一

見 グ ラ ム

陰性 に 染 ま る が ア ン テ ィ イ ソ 型 の 菌体脂肪酸を持 つ 菌株

が多く見つ か っ て い る，こ れ らは グ ラ ム 陽性 （の 細胞構

造 を 持 つ ）細菌 で あ る の で 値物根 に お い て もこ れ ら グ ラ

ム 陽性菌 の 生態的研究が今後必要 と な ろ う．

　 Bacillus は 根 か らは あ ま り分離 さ れ て い な い ．こ れ は

B α C／illusは植物根で は な ん らか の 理 由で 増 殖 で きな い

か，で きて もわ ず か で あ る た め と考 え られ る が 詳細 な こ

とは わ か っ て い な い ，土壌 に お い て は 分離細 菌の 多 くを

占め ，B ．　tlu
’
g
’
at （ワ

’
〜♂〃 〃 ，　 B 、　ce ・で us ，　B ．　tich‘ワ lrfor 〃 tis，　Ji

Sttbtilis ，β．　Pttmilus，β．ノir−titlイS，　 B ．　lv・8てお，　 B ．　 sph −

aei
・if’tls，　 B ．　Po！y 〃 〜y．川 ，　 B ．‘

・i］’（’ula 〃 s な ど が 今 まで に 分

離 さ れ て い る，

　2． 選 択培地 に よる生態 の 研究

　土壌細菌 の 生態 の 研究 ぽ こ れ ま で わ ずか で あ る．こ れ

は 生態 の 研究 に 使川 で き る方法 がぎわ め て 少 な か っ た こ

とに よ る．上壌は地表を覆い ，土壌 の 種類 は きわ め て多

い た め そ こ に 住 む 細菌 フ ロ ラ も そ れ ぞれ の 土壌 に よ り異

な る．ま た 土壌 に は きわ め て 多様 な植物根や 土 壌動物 が

存 在 し， こ れ らに よ り細菌 フ 卩 ラ は 刻 々 変化す る ．こ の

よ うな場 の 細菌 フ ロ ラ を 的確 に と らえ る に は ，箇単 で ，

設備 ・費用 が あ ま りか か らず多 くの 人が参加で きる方 法

が 必 要で あ る．こ の よ うな方 法 と して 現 在 わ れ わ れ は 選

択培地 に よ る 方法 を 考 えて い る．選択培地 は 作 る まで は

難 し い が 簡単 な 培地組成 と検出方法 が で ぎれ ば 器具 や設

備 もほ と ん どい らず多 くの 人 が参加 で ぎる方法 で あ る．

こ れ ま で に わ れ わ れ は 数種 の 選択培地 を 作製 し こ れ を使

っ て 生態的研究 を し て い る ．

　 D　蛍光性 色素 を 生成す る 2s’eudon 〜onas （以 下蛍光性

　　 　 Psetido〃 己o 〃α∫ と略す） に つ い て

　蛍光性 Pseudo 〃 lon α s の 選 択 培 地 は 1970 年 i’＝　Sands

と Roviraに よ りf乍られ た ．わ れ わ れ も Sands と は 異な

っ た 考 え 方 で よ り精密な培地 を 作製し て お り
1s）， こ れ を

使用 し て 多 くの 調 査 を し て い る．蛍光性 1’
seudoinonas

は こ れ ま で の 調査 か ら植物根 お よ び植 物 の 残 さ で 増殖

し ， こ れ らの 消失 ・分解に よ り減少す る と考 え られ ， 植

物をそ の 主要な生活 の 場 と し て い る．ま た 士 壌腐植 もあ

る程度利用 で ぎる と思 わ れ る の で グ ラ ム 陰性菌と し て は

±壌 に 広 く分 布 し て い る細菌 で あ る．

　蛍 光性 1｛seiit ／oi 〃 θ 〃 as は 抗生物質や植物病 原 性糸状菌

の 成 育 を抑え る シ デ 卩 フ ォ ア を 生産す る 菌株 が あ る こ と

か ら根圏で 圭壌伝染性病害 の 抑制 に 利 用 し よ うとす る 考

えがあ る．しか し表 4 に 見 られ る よ うに こ の 細菌 は 北海

道 の 小麦根 で は 優先 で きる が 筑波 の 小麦根 で は 優先 で き

ない ．筑波上壌で蛍光性 Pseudontonasが 優 先 で きな い

こ と は 選択培地 を 使 月jした 調査 で も 明 ら か に な っ て い

る．1λメZzイo 薦 r β1〜5 が植物根で 優先 で き る か どうか は 植

物側 の 条件，微生物側 の 条件 お よ び 土 壌条件 に よ っ て 決

定 さ れ る．し た が っ て，P ．　flttoresc’
ens を 根圏で 利用 し

た い 場合 は P ．　fluo厂 esce 」zs カミ優先 で きる 場 で あ る か ど う

か をあ らか じめ 調査す る 必 要 が あ る ．P ．　fluores‘
’
en ．s が

優先 で きな い 場 で は そ の 場 に 適す る菌株を使用す る必要

が あ る．

　 2）　JSacillus　thui ’illgiensisに つ い て

　 IS．　thrtringiensis 　v’　1結品性毒 性 を生 産 し，鱗 翅 口昆虫
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に 対 して 強 い 毒 性 を持 つ た め 生 物農薬 と し て 使川 され て

い る．こ の た め こ の 細菌 の 生態 に つ い て は 強 い 関心 力｛持

た れ ， 多 くの 研究があ る ，秋葉は こ の 細 菌を土壌 に 散布

す る と土壌中 で 少 しず つ 減少す る こ とを胞子 と栄養細胞

の 両方を 計数す る 選択培 地 で 明 ら か に し た．秋葉 と加

藤
19＞は 栄養細胞 だ 1ナを 計数す る 選択培地 を 作 り，こ れ を

使 っ て秋葉
2D ） は 栄 養細胞は 土壌に添加 し て も数 日で 消

滅する こ と，胞子 は
一lttRで は 発芽 し な い こ と な ど を 明 ら

か に した ．ま た B ，thu 」
’iii，g

’iellsisは カ イ コ
， ア メ リ カ シ

ロ ヒ ト リの 幼 虫体 内で 増殖 し胞子 を 形成す る こ とも認 め

た ． こ れ らの こ とか ら JS．　tlttt，i−i．n ．gile）zsis は 土壌 で は 胞子

の 状態 で 存在 し，昆虫体 内な ど の 限 られ た 場 で 増殖 し，

胞子 を形成す る と い っ た 生活環を 繰 り返 し て い る と考 え

られ る．Bat−illus属 の 細菌 は 耐久性 の 胞 fを 作る た め 胞

子 に な れば土壌環撞 で は なか なか 減少し な い ．し た が っ

て ど こ か に 増殖す る 場 が あれ ば容易 に 生存 で き る細繭で

ある．B α （／illusの それ ぞれ の 種 が ど こ に 増殖 の 揚 を 持 つ

の か を明 らか にする 必要がある．

　3）　1’

seudomonas 　car ．yoph ：、
．Utlに つ い て

　 カ ーネ ーシ ョ ン の 萎凋細菌病 の 原囚 菌で あ る Rseudo ’

inoiuts 　cai ⊃’of ）hs，ll’i の 選択培地 に つ い て は 青野 と加藤
21）

に よ り作 られ た ，こ の 培地 を 使用 し青野
22）は 圃場 に お け

る 本細菌 の 計数 を行な い ， 防除 に 役 立 た せ て い る ．

　4） 選択培地 の 作 り方

　土壌細菌 の 選択培地 を 作 る に は ま ず土壌 に 生息 し て い

る細 菌 の 性質が明 らか に な っ て い な くて は な らない ，こ

れ に つ い て は わ れ わ れ は こ れ まで に 根圏 で よ く出硯す る

細菌 に つ い て分離 ・同 定 し，そ の 性質 を 明 らか に し て き

た ．同定 に 使 川 し たい くつ か の 生 理 試験 の ほ か に 抗生物

質を始 め とす る選択的抑制剤 お よ び 有機 化合 物 の 資化性

な ど の 性質を 明 らか に す る こ と に よ り選択培地 を 作 る こ

とが で き る ，今後 多 く の 細 菌 の 選択培地 を 作 り生 態的研

究 を 進 め た い と考え て い る．

お 　 わ 　 り　 に

　有用 細菌 の 利用，有害微生物 の 抑制，遺伝子組 み 替 え

微生物 の 野外放出 と い っ た 今日的問題 は い ずれ も問題 の

微 生 物 お よ び そ れ を 取 り巻 く微生物 の 生 態 の 研究 な くし

て は 大 きな 成 果 を 上げ る こ とは 難 しい ．こ れ ま で 述べ た

よ うに 細 菌 は 皆 そ れ ぞれ の 生 き方を 持 っ て い る の で こ れ

を明 らか に しな けれ ば な らな い ．細菌を
一
株
一株同定 し

（未知 の 菌株 な ら分類 の 研究 を し）， 検出法 （選択培地 な

ど）を 作 り， 生態 の 研究す る とい っ た
一
連 の 研究 は 多 く

の 労力，時聞 ， 費用 を 必要 とす る た め ，一
見 ま わ り道 の

よ うに 見え る が結局は早道 で あ り，こ の よ うな研究 が 進

展す る こ とを 願 っ て い る ．
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