
― 58 ―

植　物　防　疫　　第 71巻　第 2号　（2017年）122

は　じ　め　に

ブドウ根頭がんしゅ病は，植物病原細菌 Rhizobium 

vitis（Ti）（＝Agrobacterium vitis（Ti），A. tumefaciens 

biovar 3；以下，学名表記はCシステム（澤田ら，2007；
2015）に従う。Tiは植物にがんしゅを形成させる能力
を有する “根頭がんしゅ病菌”であることを示す）によ
って植物の根や茎等にがんしゅ（癌腫）と呼ばれるこぶ
を形成する土壌病害（図―1）で，世界中で発生している。
本病の被害は樹勢の低下，果実品質の劣化，がんしゅ

形成部位より上部の生育不良，枯死等があり，特に 3年
生までの苗木，若木では症状が見られた翌年に枯死する
ことが多い（BURR et al., 1998）。病原細菌は土壌中のブ
ドウ残渣内に少なくとも 2年間は生存可能であることか
ら（BURR et al., 1998），発病樹を改植する際は，できる
だけ残渣を取り除くことが求められるが，その完全な除
去は不可能である。圃場の大きさや位置等の関係上，定
植場所を大幅に変える訳にはいかないので，改植時に発
病樹と同じ場所に定植する場合が多い。現在の技術では
改植場所だけに限定して土壌消毒を行うことも極めて困
難である。そのため，新しい苗木を改植しても再び発病
してしまう，という悪循環を続けている。
本病は日本だけでなく世界のブドウ生産国で問題とな
っている。特に，海外ではワインの原料として，ワイン

用ブドウ品種の生産が活発である。我が国における本病
による経済的被害の正確な統計はないが，カナダのオン
タリオ州では本病の発生によりワイン用ブドウで毎年約
200万ドルの経済損失を被っているという統計がある
（University of Guelph, 1999）。また，米国のバージニア
州では 2014年に本病が大発生し，今も多くのワイナリ
ーで甚大な被害が出ている（NITA, 2014）。さらに日本に
おいても，近年，東日本を中心にブドウ根頭がんしゅ病
の発生および被害が再び増加してきており，防除対策の
確立が望まれている。
これまで，植物根頭がんしゅ病の病原細菌として複数

種が報告されており，そのうちR. radiobacter（Ti）（＝A. 

tumefaciens（Ti），A. tumefaciens biovar 1）と R. rhizo-
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図－1　ブドウ根頭がんしゅ病の症状
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genes（Ti）（＝A. rhizogenes（Ti），A. tumefaciens biovar 

2）の宿主範囲が非常に広く，93科 643種以上の双子葉
植物に寄生性があるとされている（後藤，1990）。世界
中で発生しているが，卓効を示す化学農薬はない。生物
防除技術の開発は古くから取り組まれており，非病原性
R. rhizogenes（＝A. radiobacter biovar 2）K84株による
バラ根頭がんしゅ病の生物防除は世界的に有名である
（KERR, 1980）。日本でもその防除効果が実証されており
（牧野，1986），微生物農薬アグロバクテリウム・ラジオ
バクター剤として市販されている。しかし，R. vitis（Ti）
は K84株が産生する抗菌物質であるアグロシン 84に対
して耐性があるため，K84株はブドウ根頭がんしゅ病に
は防除効果がない（BURR et al., 1998；KAWAGUCHI et al., 

2005；2007；2008 a）。これまで世界中の研究者がブドウ
根頭がんしゅ病に対する拮抗細菌の探索を行ってきたが，
実用化された菌株はいまだ存在しない（WEBSTER and 

THOMSON, 1986；BURR and REID, 1994；BURR et al., 1997；
BURR and OTTEN, 1999；LI et al., 2009）。以上のことから，
ブドウ生産現場では発病を防ぐ有効な手段がないのが現
状である。
本稿では，日本で発見された新規拮抗細菌を用いたブ
ドウ根頭がんしゅ病の生物的防除法の開発を目的とした
菌株の発見から圃場試験，開発の今後の展望について紹
介する。なお，本稿の詳細なデータについては既に論文と
して発表している（KAWAGUCHI et al., 2005；2007；2008 a；

2008 b；川口，2009；KAWAGUCHI, 2011；KAWAGUCHI et al., 

2012；KAWAGUCHI and INOUE, 2012；KAWAGUCHI, 2013；2014；
2015；KAWAGUCHI et al., 2015）ので，併せて参照いただけ
れば幸いである。

I　有望菌株の選抜

2002～ 06年にかけて，筆者らは岡山県内のブドウ苗
木を生産するための母樹および商品として流通している
ブドウ苗木について本病の診断を行ったところ，それら
サンプルからがんしゅ形成能を欠く非病原性 R. vitisを
分離，同定した。これらの菌株のうち，病原性菌と混合
して検定植物であるトマト苗の茎に接種した際，がんし
ゅ形成が起こらない組合せがあった。このことから，非
病原性 R. vitisの菌株の中にはがんしゅ形成（発病）抑
制効果を有する菌株が存在する可能性が示唆された。そ
こで分離された非病原性菌 306菌株の一部について，生
物防除に有望な菌株の選抜を行った。R. vitis（Ti）と非
病原性 R. vitisの各菌株をそれぞれ等量で混合し（混合
比率 1：1，菌濃度 108 cells/ml），播種 1か月後のトマト
苗（品種：‘ポンデローザ’）およびブドウ 1年生実生苗
（ネオ・マスカット）の茎に単刺有傷接種してがんしゅ
形成の有無および程度を調べた（以下，等量混合接種試
験とする）。その結果，発病抑制効果の高い VAR03―1株
を選抜した。
その後，VAR03―1株のブドウその他の植物に対する

  A B

図－2 ブドウ実生苗を用いたブドウ根頭がんしゅ病菌と非病原性菌の混合接種
病原細菌のみを接種したブドウ苗（A）および病原細菌と ARK―1株を等量混合して
接種したブドウ苗（B）．白い矢印は形成されたがんしゅを示す．
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防除効果を明らかにしてきたが（KAWAGUCHI et al., 2005；
2007；2008 a；2012），さらに防除効果が高く，より安定
した新たな菌株の探索も同時に進めていた。その結果，
VAR03―1株とは異なる 6菌株（ARK―1～ ARK―6）につ
いて発病抑制効果が認められた（図―2，3，代表的な菌
株のデータのみ記載）。これら 6菌株は，VAR03―1株よ
り効果の劣るグループ（ARK―4～ ARK―6），効果が同程
度のグループ（ARK―2，ARK―3）と，効果が優れている
ARK―1株に分けることができた。以上より，ARK―1株
を新規拮抗細菌として選抜した。本来，拮抗微生物を用
いた病害の生物防除では，拮抗微生物を予防的に植物に
接種，定着させるのはもちろんのこと，自然界で想定さ
れる病原菌の密度よりも 10～ 100倍以上高い濃度で処
理することが多い。今回の選抜試験では，病原菌と同濃
度，等量でかつ同時に植物に接種するという非常に厳し
い条件で行ったにもかかわらず，安定的な発病抑制効果
を持つ菌株が選抜されたことは，その後の防除試験にお
いても高い効果が期待できると考えられた。
また，R. vitis（Ti）は必須遺伝子の塩基配列の違いか
ら，少なくとも 5つ（A～ E）の遺伝子型（Genotype）
に類別され，日本には主に Aおよび Bグループの菌が
広く分布している（KAWAGUCHI et al., 2008 b；KAWAGUCHI, 

2011）。このため，それぞれの遺伝子型に属する代表的
な R. vitis（Ti）5菌株を用いて混合菌液を作成し，前述
のブドウ実生苗による等量混合接種試験を行った。その

結果 ARK―1株はやはり発病を強く抑制したことから，
ARK―1株は現在知られている R. vitis（Ti）の主要な系
統の菌株に対して効果があることが示唆された。

II　圃場試験における防除効果

拮抗微生物の効果に関する実験室レベルでの報告は現
在でも非常に多いが，圃場レベルでの安定的な効果とな
ると報告数は少ない。その中から生物農薬となって登
録，市販されるものはさらに少ないのが現状である。筆
者は圃場での防除効果について，岡山県農林水産総合セ
ンター農業研究所内の三つの異なる実験圃場で防除効果
を検討した。処理方法は苗木の根を ARK―1菌液（約
108 cells/ml）に浸漬する方法で行った。浸漬処理の後，
4月ごろに上記圃場に定植し，約 10～ 12か月後に掘り
起こして発病の有無を調査した。試験は 2009～ 13年に
合計 9回に分けて実施した。得られたデータはメタアナ
リシスによって評価した。その結果，ARK―1株処理区
で高い防除効果が認められた（図―4，統合リスク比
0.18）。また，本試験以外に他の研究機関で実施された
ARK―1株の圃場試験でも安定した防除効果を示したこ
とから，R. vitis（Ti）が感染していない健全なブドウ苗
木に対して ARK―1株を定植前に処理することによって
本病害を予防できることが明らかとなり，今日まで防除
が困難であった本病の生物防除技術を確立するための基
礎が築けたものと考えられた。
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図－3 ブドウ実生苗を用いたブドウ根頭がんしゅ病菌と非病原性菌の混合接種による
発病割合の比較

異英文字間はRyan検定により有意差あり（p＜0.05）．バーは95％信頼区間を示す．
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さらに ARK―1株は，ブドウに発生する根頭がんしゅ
病だけでなく，リンゴ，モモ，ナシ等の根頭がんしゅ病
に対しても高い防除効果を示すことを圃場試験で確認し
ており，ブドウだけに限らず，様々な植物への応用も期
待される（KAWAGUCHI et al., 2015）。

III　ブドウ根部での定着性

拮抗微生物が高い効果を発揮し，かつその効果を持続
させるためには，処理した環境，植物に親和性を有し，
効果を発揮するために必要な菌量を保持したまま定着す
ることが求められる。特に，果樹などの永年性作物の場
合は防除効果の持続性が重要となることから，ブドウの
根における ARK―1株の定着性について検討した。ブド
ウ 2年生苗（穂木：ピオーネ，台木：テレキ 5BB）の
根部を ARK―1 sc株（ストレプトマイシンと硫酸銅に対
する耐性を獲得させた ARK―1変異株）の菌液（2×
108 cells/ml）に 1時間浸漬処理した後ポットに定植し
て温室で管理し，定期的に 8株ずつ掘り取って根部に接
種された ARK―1 sc株の菌数を希釈平板法で検出した。
その結果，根の表面から分離される菌は接種 24か月後
にはほぼ検出限界まで低下したのに対し，根の内部から
分離される菌は接種 18か月まで緩やかに菌数が低下し，
24か月後でも約 105 CFU/g根の菌数が検出された（図―
5）。ARK―1は根の内部で長期間生存できると考えられ，
一種の内生細菌である可能性が示唆された。

IV　ユニークな拮抗作用機構の解明に向けて

ARK―1株の拮抗作用機構についてはまだ不明な点が

多いものの，一部興味深いメカニズムが明らかになって
きている。

ARK―1株をオートクレーブで滅菌した菌液（菌体，培
養物含む）や，液体培養後の上清（フィルター滅菌して菌
体を除去）では，ブドウへの等量混合接種において全く
防除効果が認められないことから（KAWAGUCHI and INOUE, 

2012），防除には ARK―1株の生きた菌体そのものが必要
であると考えられた。また，ARK―1株と R. vitis（Ti）
をブドウに等量混合接種すると，接種部位において，接
種 1～ 5日後までは両菌株とも同じように増殖するが，
その後 R. vitis（Ti）の菌数は ARK―1株の 1/10程度に
減少していくことが明らかになった（KAWAGUCHI, 2014）。

Heterogeneity: I-squared＝0％, tau-squared＝0, p＝0.9712
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このように，ARK―1株はブドウ体内で R. vitis（Ti）
を完全に駆逐しないにもかかわらず，非常に高い防除効
果を発揮するという現象から，ARK―1株はこれまで知
られているような抗菌物質による病原菌の抗菌/静菌作
用とは異なる，新しい拮抗作用機構を有するのではない
かと考えた。そこで，「ARK―1株は R. vitis（Ti）の病原
性の発現を抑制する」という仮説を立てた。

ARK―1株と R. vitis（Ti）をブドウ実生苗の主幹部に
等量混合接種した際の接種部位における R. vitis（Ti）
の病原性関連遺伝子群（vir領域）の発現量を測定した。
接種部位のブドウ主幹部の組織から抽出した全 RNAを
鋳型とし，RT―qPCRによって vir領域内の virD2と
virE2の発現量を定量した結果，ARK―1株を混合した接
種部位の発現量は，R. vitis（Ti）単独接種における発現
量の 1/3～ 1/7まで低下していた（図―6，KAWAGUCHI, 

2015）。対照として，拮抗能力を有しない非病原性 R. 

vitis VAR06―30株でも同じ試験を行ったが，こちらは
virD2と virE2の発現量を低下させることはなかった
（図―6，KAWAGUCHI, 2015）。以上より，ARK―1株の拮抗
作用機構には，短期的には R. vitis（Ti）の vir領域の発
現抑制が，長期的には R. vitis（Ti）の増殖抑制が関与
すると考えられた。
このように，ARK―1株の拮抗作用機構について一定

の知見を得ることができたが，ARK―1株による植物の
病害抵抗性誘導や，他の vir領域の発現への影響，それ
らの性能に関係する新規遺伝子の存在等，まだまだ不明

な点が多い。今後も様々な観点から研究を進めていき，
防除作用機構の解明を目指したい。

V　実用化に向けて

拮抗微生物を利用した生物的防除技術を一般に普及さ
せるためには，我が国では農林水産省による農薬登録が
必須になり，そのためには，農業生産者が使える「製剤」
にする必要がある。ここで問題になるのが，拮抗微生物
が製剤の形に加工されたときの「保存安定性」である。
微生物を粉状または液体の状態にしたときに，その工程
で生存菌数が大きく低下するような場合，工業的に製造
することが困難になり，製剤の品質を担保することがで
きない。また，製剤が完成してから農業生産者が使用す
るまでの間に，製剤中の生存菌数が品質保証を超えて著
しく低下することもあってはならない。今後，生物的防
除の研究を実用化まで持っていくためには，研究の段階
において，防除効果だけでなく拮抗微生物の保存安定性
について調べておくことが重要になる。

ARK―1株については今回紹介した内容以外にも，実
用化に向けた必要なデータの蓄積を行っており，良好な
データが得られつつある。農薬登録が完了して農業生産
者が実際に使えるようになるまでには，もうしばらくの
月日を必要とするだろうが，それに向かって着実に前進
していることをお伝えしておきたい。
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お　わ　り　に

世界的にブドウは生食用，醸造用として非常に重要な
品目であるため，本病に対する防除のニーズは世界中に
ある。世界的には特に醸造用のニーズが大きい。米国
（NITA, 2014）やカナダ（University of Guelph, 1999）を始
めとして，世界中のワイン産業で本病の防除対策が切望
されている。
世界における本病の生物防除研究について見てみる
と，本研究のようにブドウ主幹部を用いた接種試験でが
んしゅ形成抑制効果が認められた拮抗細菌として非病原
性 R. vitis F2/5株（BURR and REID, 1994；BURR et al., 1997）
と非病原性 R. vitis E26株（LI et al., 2009）がある。しか
し，いずれも圃場試験で安定した効果を示したという事
例はなく，本病の防除においては我々の ARK―1株が世
界で最も実用化に近い位置に立っており，本研究分野で
先駆的な役割を果たしている。今後も新規拮抗微生物の
選抜が世界中で行われるであろう。
本菌株は健全な苗木に予防的に処理し，発生圃場にお
いて発病を抑制することを目的とすべきである。つま
り，R. vitis（Ti）は植物細胞を形質転換させて腫瘍化さ
せるという発病機構であるため，形質転換が完了した細
胞に対しては拮抗微生物を投与しても治療効果は期待で
きない。そのため，根頭がんしゅ病を発生させないよう
に管理することが必要であり，発病樹が発見されたとし
ても，他の健全樹に感染が拡大しないように，未発病の
樹に灌注処理などで ARK―1株を導入していくような方
法も今後検討していく必要がある。
土壌病害には効果のある化学農薬が少なく，土壌消毒

には高い導入コストを必要とする場合が多い。その点か
らも，生物防除は土壌病害に対する有効な手段として期
待され続ける存在だと言える。筆者らが取り組んでいる
本研究が，ブドウ根頭がんしゅ病に対する世界初の有効
な防除技術として，農業生産者が実施可能な形にするた
めに，今後も実用化に向けた活動を継続していきたい。
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