
Japanese Society of Microbial Ecology

NII-Electronic Library Service

Japar ユese 　Society 　of 　Microbial 　Ecology

醗 PBO61 譬籀齶魏嬲襲譱隷齶騨
　　　　　　　 ル ム形成程度お よ び穂へ の定 眉性の差異

○吉 田 重信
1
，大場 淳司

2，梁 英梅 ，小板橋 基夫
i，

封馬 誠也
1

懐 環研，2古川農試，3北京林 大

Key　Word ： phyllosphere，　Pse κoblncmas ．　wheat ，　biofiLm，　Fusarium　head　blight

【目的 】葉 圏微 生 物 は、農作物 の 生 産性や 品質 ・病害抑止 に重 要 な

役 割 を 持 ち、今後 さ らに 解明を進 め るべ き研 究対象 と され て い る。
演者 らは、葉 圏 微生 物を 活用 した 病害防除の た めの 基礎 知見 として、
健全植物組織 と罹 病植物組織 に生 息する細 菌の 構成の 相違を調べ 、
それぞれに特異的 に生息する細 菌 の 特性 や 、病原菌 との 相互 関係 を

解明 する こ と を 目的 と し た。
【方法 ・結果】 コ ム ギ の 重要 病害 と して 知 られ る赤 か び 病 に着 目 し、
罹病穂 の 中の 健 全お よ び罹病 小穂か ら細 菌 を 分離 し、16SrRNA遺

伝 子 に 基 づ く各 菌株 の 分 類 学 的 位 置 を推 定 し た。そ の 結 果、
Pseudoniomas 属 菌等が 優 占的 に分 離 され た が、本 属 に属す る 菌株 の

系統解 析を行 っ た 結果、健 全お よび 罹病 小 穂 それ ぞ れ に特 異 的 に生

息する 系統が 存在する こ とが明 らか になった。そ こ で、こ れ らの 系

統が特 異的に 生息 し うる 要因 を明 らか に す る た め に、各系統 の バ イ

オフ ィ ル ム （bf）形成能 をマ イク ロ プレ ー
トウ ェ ル で調 べ る と と も

に 、小 穂上 で の 定着形態 をSEM で 観察 した。そ の 結 果、健 全 小 穂

由来 の 系統 （健全 系統）は bfを 高度に 形 成 し、小 穂上 に お い て も集

合 体 とな っ て 定 着 して い る こ とが 観察さ れ た。一方、罹病小 穂 山来

の 系統 （罹病系統）は bf形成能が低 く、小穂上で も定着す る細胞数

は少 な か っ た が、赤か び病 菌 CITusnritmi　graminea − um ） を共 接 種

した場 合に は、緇菌細胞 は 高密度 に 定着 して い た。こ の こ とか ら、
健 全 系 統 は元 来 高い 定着 能を有 し、小穂上 で 生 息す る の に 対 し、罹

病系統 は 赤か び病菌の 存 在 下で 定着能が高 まり、小穂上で生息 しう

るこ とが示唆 され た。
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長野 県 中 房温 泉 で は、温 泉水 が 流 れ 落 ち る砂 防 ダ ム の 壁 面 に 、糸状

性光 合成 細 菌Chloroflexus　aggregans を 主 要構 成種 とす る 微 生 物
マ ッ トが 付 着 し て 発 達 し て い る。こ れ ま で に 分 離 例 の あ る C ，
aggregans は、白己凝 集性 を示 す が、固体 表 面 へ の 付着性 は観察 さ

れ て い な い 。本 研 究 で は、C．　 aggregans を含 む微 生 物 マ ッ トが 、ど

の よ うに 壁 面 に付 着 して 生 育す るか 調 べ た。
採取 した微生物マ ッ トを光従属 栄養条件 で 液体培 養 した とこ ろ、ガ

ラス 試験管壁 に付着性 を示 す培養系が得 られた。試験管壁 に付着 し

た 菌体 を白金耳で か きと り、植 え継 ぎ を繰 り返 した。付着 した画 分

を顕微鏡観察す る と、糸状性細菌 を中心 に い くつ か の 桿菌が 見 られ

た。付着 画分か ら C．aggregans を分離す る と、こ れ まで に分離 され

て い るC，aggregans とは異 な り、試験管壁 に付着性が 観察 さ れ た。
また、C ．　 aggregans と共存 してい た嫌気従属栄養細 菌を分離 し、　 C、
aggregans と混合培 養 した。純粋培養 し た場合 は、培養液 を激 し く

振 とうす る とほ とん どの 菌体が 剥が れ 落ち る が、混合培養 で は ガ ラ

ス 壁 面 に多 くの C ．aggregans が付着 した ままだ っ た。
以．ヒか ら、固 体表面に付着性 を示すC．aggregans 株の 分離 に 成功 し、
そ の 付着 性 は、他 細 菌 との 共存 に よ り強 くな る こ とが示 され た。
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【目的 】養殖環境 中の 細菌 に は伝達性の 多剤耐性 プラス ミ ドを保有

する もの が多 く存在 し 、環境 中に お ける細 菌間で の プ ラス ミ ド伝播

は養殖 過程 に お ける 薬剤 耐性菌 の 出現に 大 きく関与 し て い る と 考え

られ る。本研 究で は養殖 環境細菌か ら見つ か っ た新規 タ イ プ の 伝達

性 プ ラ ス ミ ドを対象に 比 較解析 を行い 、環境 中で 多剤耐性 プラ ス ミ

ドが 形 成 され る メ カ ニ ズ ム を明 ら か に する こ とを 目的 とす る 。
【方 法 】養 殖 場 底 泥 よ りテ トラ サ イ ク リ ン 耐性菌 と して 分離 さ れた

Vibrio　sp．04YaOgOの 保 有 す る伝 達 性 プ ラ ス ミ ドの 全 塩 基 配 列 を決

定 し た 。また 、同
一

環境 由来 で 既 に全塩 基 配列 解 析が 完 了 して い る

多剤耐性 プラ ス ミ ドpAQU1 との 比 較 を行 っ た。また 両 者 に共 通 す

る と推 測 された領域 をカ バ ーす る プライマ
ーを設計 し、同一．・環境か

ら得 られ た他の 伝達性 プ ラ ス ミ ドの 類似性 に つ い て 調べ た 。【結果

と考察】比較 した二 つ の プ ラス ミ ドで は そ の 複製や 保持に 関与 する

遺伝子 に 加 え、接合伝達 （type 　IV　secretion 　system ）Oこ関 与す る

遺伝 子群を含 む領域 を共通 して もつ こ とが明 らかに なっ た。一方、
薬剤耐性遺伝子 は他の 複数の 遺伝子 を含む ま と まっ た単位で細 菌間

を移動 し て い る こ と、お よ び こ れ に は イ ン テ グ レ ース や トラ ン ス ポ

ゼース が 関与 して い る こ とが示唆 さ れた。さ らに 同
一

の 養殖環境 よ

り分離 した細菌 も上 記二 つ の プ ラ ス ミ ドと類似性 の 高い プ ラ ス ミ ド

を もつ こ とが 明 らかに な っ た。以上 の結 果か ら、養 殖 環境 中 に お け

る多剤耐性プ ラ ス ミ ドの 形成に は、細菌間 で の 耐性遺伝子 の や りと

りが 重要な役割 を果 た して い る こ とが 示 唆 され た。
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