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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】植物の生育促進根圏細菌を含む植物の生育促進剤及びそれを用いる植物の栽培方

法を提供する。

【解決手段】ポラロモナス属、バリオボラックス属、ノボスフィンゴビウム属、ノカルデ

ィオイデス属、デボシア属、メソリゾビウム属、スフィンゴモナス属、フィロバクテリウ

ム属、バチルス属、リゾビウム属又はストレプトマイセス属に属する微生物を含む、植物

の生育促進剤を作物の種子または幼苗に接種する。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

ポ ラ ロ モ ナ ス 属 、 バ リ オ ボ ラ ッ ク ス 属 、 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 属 、 ノ カ ル デ ィ オ イ デ ス 属

、 デ ボ シ ア 属 、 メ ソ リ ゾ ビ ウ ム 属 、 ス フ ィ ン ゴ モ ナ ス 属 、 フ ィ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 、 バ チ ル

ス 属 、 リ ゾ ビ ウ ム 属 又 は ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 に 属 す る 微 生 物 を 含 む 、 植 物 の 生 育 促 進 剤

。

【 請 求 項 ２ 】

植 物 が 、 ヒ ユ 科 に 属 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 植 物 の 生 育 促 進 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

植 物 が 、 テ ン サ イ 及 び ／ 又 は ホ ウ レ ン ソ ウ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 植 物 の 生 育 促 進 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

ポ ラ ロ モ ナ ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ０ ３ で あ り 、 バ リ オ ボ ラ ッ ク ス 属 に 属 す る

微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ７ ０ 株 で あ り 、 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ

Ｋ １ ９ ３ 株 及 び Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ ０ １ ０ 株 で あ り 、 ノ カ ル デ ィ オ イ デ ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ

Ｒ Ｐ １ １ ０ 株 で あ り 、 デ ボ シ ア 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｎ ｏ ． １ ８ ４ 株 で あ り 、 メ ソ リ ゾ ビ

ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ ０ ２ ７ 株 及 び Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ９ ０ で あ り 、 ス フ ィ ン ゴ モ ナ

ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｐ ０ ８ ９ 株 で あ り 、 フ ィ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物

が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ １ ９ ２ 株 で あ り 、 バ チ ル ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｋ １ ５ ６ 株 で あ り 、

リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ ０ ０ ５ 株 で あ る か 又 は ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 に

属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｋ １ ９ ２ 株 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 植 物 の

生 育 促 進 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 植 物 の 生 育 促 進 剤 を 種 子 又 は 植 物 の 根 部 と 接 触 さ せ

る こ と を 含 む 、 植 物 の 栽 培 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 植 物 の 生 育 促 進 根 圏 細 菌 （ Ｐ Ｇ Ｐ Ｒ ： Plant Growth Promotion Rhizobacter

ium） を 含 む 植 物 の 生 育 促 進 剤 及 び そ れ を 用 い る 植 物 の 栽 培 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 砂 糖 の 原 料 作 物 で あ る テ ン サ イ は 北 海 道 内 で ６ ０ ， ０ ０ ０ ｈ ａ の 作 付 面 積 を 有 す る 畑 輪

作 を 維 持 す る 上 で 欠 く こ と が で き な い 作 物 で あ る 。 テ ン サ イ 栽 培 に お い て は 、 砂 糖 の 国 内

消 費 量 低 下 や 輸 入 糖 と の 価 格 競 争 な ど か ら 、 生 産 コ ス ト の 低 下 が 強 く 求 め ら れ て い る 。 ま

た 、 ２ ０ １ ０ 年 以 降 、 テ ン サ イ の 収 量 は 低 下 し 、 作 付 面 積 の 減 少 に よ り 産 糖 量 は 大 き く 減

少 し て お り 、 収 量 性 の 向 上 と 安 定 化 が 求 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 北 海 道 の テ ン サ イ 栽 培 で は ４ ５ 日 程 度 育 苗 し た 苗 を 圃 場 に 移 植 す る 移 植 栽 培 が ９ 割 を 占

め る 。 こ の 移 植 栽 培 で 安 定 多 収 を 実 現 す る に は 、 早 期 に 健 苗 を 育 苗 し 、 圃 場 に 移 植 す る こ

と が 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 植 物 の 根 圏 ま た は 根 内 に は 多 く の 微 生 物 が 生 息 し て お り 、 そ の 中 に は Ｐ Ｇ Ｐ Ｒ と 呼 ば れ

、 植 物 に 生 育 促 進 効 果 を も た ら す 有 用 細 菌 が 存 在 す る こ と が 知 ら て お り 、 ト マ ト や ト ウ モ

ロ コ シ な ど 、 多 く の 作 物 で Ｐ Ｇ Ｐ Ｒ を 利 用 し た 生 育 促 進 技 術 が 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献

１ ～ ５ ） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 し か し な が ら 、 テ ン サ イ を 含 む ヒ ユ 科 は 、 菌 根 共 生 を し な い 植 物 と し て 知 ら れ て い る 。

テ ン サ イ の 病 原 菌 を 抑 え る 拮 抗 微 生 物 の 研 究 は 多 々 あ る も の の 、 こ の 予 測 を 支 持 す る よ う

に 、 テ ン サ イ 生 育 促 進 微 生 物 の 研 究 は 、 ほ と ん ど 報 告 さ れ て い な い （ 非 特 許 文 献 １ ～ ３ ）

。
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【 ０ ０ ０ ６ 】

　 そ こ で 、 テ ン サ イ か ら 生 育 促 進 効 果 を 有 す る Ｐ Ｇ Ｐ Ｒ を 分 離 し 、 育 苗 中 の テ ン サ イ 等 の

作 物 の 苗 に 接 種 す る こ と で 健 苗 を 育 成 す る 技 術 の 開 発 が 待 た れ て い た 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ６ － ３ １ １ ８ ２ ６ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ １ ２ － １ ３ ５ ３ ０ ０ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ３ ３ ２ ４ ６ 号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 ９ － ２ ９ ９ ０ ７ ６ 号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 平 １ ０ － ７ ４ ８ ３ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Suslow and Schroth, 1982. Phytopathology 72:199-206.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Cakmakci et al. , 1999. J. Plant Nutr. Soil Sci. 162:437-442

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Shi et al. , 2011. Symbiosis 54:159-166

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 植 物 の 生 育 促 進 根 圏 細 菌 を 含 む 植 物 の 生 育 促 進 剤 及 び そ れ を 用 い る 植

物 の 栽 培 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 テ ン サ イ 根 圏 に 生 育 促 進 効 果 を 有 す る Ｐ Ｇ Ｐ Ｒ が 生 息 し て い る と 考 え 、

テ ン サ イ 共 生 細 菌 を 網 羅 的 に 分 離 し た 。 分 離 源 の 部 位 は 栄 養 吸 収 を 行 っ て い る 細 根 と し た

。 分 離 源 の サ ン プ リ ン グ 時 期 は 、 テ ン サ イ の 生 育 が 旺 盛 な 時 期 で あ る ７ 月 中 旬 と し た 。 そ

の 結 果 、 無 接 種 に 比 べ て 乾 物 量 が 増 加 し 、 生 育 促 進 効 果 が 認 め ら れ た １ ３ 菌 株 を 見 出 し 、

本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 以 下 の と お り で あ る 。

　 ［ １ ］ ポ ラ ロ モ ナ ス 属 、 バ リ オ ボ ラ ッ ク ス 属 、 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 属 、 ノ カ ル デ ィ オ

イ デ ス 属 、 デ ボ シ ア 属 、 メ ソ リ ゾ ビ ウ ム 属 、 ス フ ィ ン ゴ モ ナ ス 属 、 フ ィ ロ バ ク テ リ ウ ム 属

、 バ チ ル ス 属 、 リ ゾ ビ ウ ム 属 又 は ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 に 属 す る 微 生 物 を 含 む 、 植 物 の 生

育 促 進 剤 、

　 ［ ２ ］ 植 物 が 、 ヒ ユ 科 に 属 す る 、 ［ １ ］ に 記 載 の 植 物 の 生 育 促 進 剤 、

　 ［ ３ ］ 植 物 が 、 テ ン サ イ 及 び ／ 又 は ホ ウ レ ン ソ ウ で あ る 、 ［ ２ ］ に 記 載 の 植 物 の 生 育 促

進 剤 、

　 ［ ４ ］ ポ ラ ロ モ ナ ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ０ ３ で あ り 、 バ リ オ ボ ラ ッ ク ス 属

に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ７ ０ 株 で あ り 、 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 が

、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ９ ３ 株 及 び Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ ０ １ ０ 株 で あ り 、 ノ カ ル デ ィ オ イ デ ス 属 に 属 す る 微 生 物

が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｐ １ １ ０ 株 で あ り 、 デ ボ シ ア 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｎ ｏ ． １ ８ ４ 株 で あ り 、 メ

ソ リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ ０ ２ ７ 株 及 び Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ９ ０ で あ り 、 ス フ ィ

ン ゴ モ ナ ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｐ ０ ８ ９ 株 で あ り 、 フ ィ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 に 属 す

る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ １ ９ ２ 株 で あ り 、 バ チ ル ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｋ １ ５ ６ 株

で あ り 、 リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ ０ ０ ５ 株 で あ る か 又 は ス ト レ プ ト マ イ

セ ス 属 に 属 す る 微 生 物 が 、 Ｈ Ｒ Ｔ Ｋ １ ９ ２ 株 で あ る 、 ［ １ ］ ～ ［ ３ ］ の い ず れ か に 記 載 の

植 物 の 生 育 促 進 剤 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 植 物 の 生 育 促 進 剤 を テ ン サ イ 等 の 作 物 の 種 子 ま た は 幼 苗 に 接 種 す る こ と で 、 植
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物 体 の 大 き い 健 苗 を 育 苗 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 に よ り 、 移 植 後 の 活 着 や 初 期 生 育 が

向 上 し 、 収 量 性 の 向 上 と 安 定 化 を 図 る こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 で 得 ら れ た １ ３ 菌 株 に つ い て は 、 下 記 の 受 託 番 号 の も と 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技

術 基 盤 機 構 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ １ ３ 年 ６ 月 ２ ５ 日 付 け で 寄 託 さ れ て い る 。

菌 株 名 　 　 　 　 　 　 種 名 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 受 託 番 号

Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ０ ３ 　 　 ポ ラ ロ モ ナ ス 属 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ ０ ７

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Polaromonas sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ７ ０ 　 　 バ リ オ ボ ラ ッ ク ス 属 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ ０ ８

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Variovorax sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ９ ３ 　 　 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 属 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ ０

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Novosphingobium sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｐ １ １ ０ 　 　 ノ カ ル デ ィ オ イ デ ス 属 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ ２

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Nocardioides sp.）

Ｎ ｏ ． １ ８ ４ 　 　 　 デ ボ シ ア 属 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ ０ ６

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Devosia sp.）

Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ ０ ２ ７ 　 　 メ ソ リ ゾ ビ ウ ム 属 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ ５

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Mesorhizobium sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｐ ０ ８ ９ 　 　 ス フ ィ ン ゴ モ ナ ス 属 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ １

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Sphingomonas sp.）

Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ １ ９ ２ 　 　 フ ィ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ ６

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Phyllobacterium sp.）

Ｈ Ｒ Ｔ Ｋ １ ５ ６ 　 　 バ チ ル ス 属 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ ３

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Bacillus sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ ０ １ ０ 　 　 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 属 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ ０ ５

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Novosphingobium sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ ０ ０ ５ 　 　 リ ゾ ビ ウ ム 属 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ ０ ４

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Rhizobium sp.）

Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ９ ０ 　 　 メ ソ リ ゾ ビ ウ ム 属 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ ０ ９

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Mesorhizobium sp.）

Ｈ Ｒ Ｔ Ｋ １ ９ ２ 　 　 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ｐ － ０ １ ６ １ ４

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Streptomyces sp.）

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に 用 い ら れ る 上 記 微 生 物 の 培 養 は 、 従 来 公 知 の 任 意 の 培 地 を 用 い る こ と が で き る

。 ま た 、 液 体 培 地 以 外 に 寒 天 入 り の 斜 面 培 地 及 び 平 板 培 地 等 の 固 体 培 地 を 用 い る こ と も で

き る 。 こ れ ら の 培 地 を 用 い る こ と に よ っ て 、 菌 株 を 増 殖 さ せ て 、 所 望 の 菌 体 量 を 得 る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 培 地 の 炭 素 源 と し て は 、 上 記 菌 株 が 同 化 し う る あ ら ゆ る も の を 使 用 す る こ と が で き る が

、 グ ル コ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 麦 芽 エ キ ス 澱 粉

加 水 分 解 物 な ど の 糖 を 例 示 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 窒 素 源 と し て も 同 様 に 、 ペ プ ト ン 、 肉 エ キ ス 、 酵 母 エ キ ス な ど の 、 該 菌 株 が 利 用 す る こ

と が で き る 各 種 の 合 成 又 は 天 然 物 が 利 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 微 生 物 培 養 の 常 法 に 従 っ て 、 食 塩 、 リ ン 酸 塩 な ど の 無 機 塩 類 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ

ム 、 鉄 な ど の 金 属 の 塩 類 、 ビ タ ミ ン 、 ア ミ ノ 酸 な ど の 微 量 栄 養 源 も 必 要 に 応 じ て 添 加 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】
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　 培 養 は 、 振 盪 培 養 、 静 置 培 養 、 通 気 培 養 な ど の 好 気 的 条 件 下 で 行 な う こ と が で き る 。 培

養 温 度 は 、 ２ ０ ～ ３ ０ ℃ 、 好 ま し く は ２ ０ ～ ２ ５ ℃ 、 培 養 期 間 は １ ～ ５ 日 、 好 ま し く は ３

～ ４ 日 で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 「 植 物 の 生 育 促 進 」 と は 、 植 物 の 種 子 の 発 芽 を 促 進 さ せ る こ と お よ び

／ ま た は 植 物 の 生 育 を 促 進 さ せ る こ と を い う 。 ま た 、 「 根 部 」 と は 、 植 物 を 栽 培 し た 場 合

に 土 壌 中 ま た は 水 耕 液 中 に あ っ て 水 分 や 栄 養 分 の 吸 収 を 行 な う 部 分 を い う 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 微 生 物 は 、 微 生 物 を 植 物 の 種 子 ま た は 根 部 に 接 触 さ せ る か ま た は そ れ ら の 近 傍

に 存 在 さ せ る こ と で 、 そ の 種 子 の 発 芽 を 促 進 し お よ び ／ ま た は そ の 植 物 の 生 育 を 促 進 す る

性 質 を 有 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 植 物 の 種 子 ま た は 根 部 に 接 触 さ せ る か ま た は そ れ ら の 近 傍 に 存

在 さ せ る こ と で 植 物 の 発 芽 を 促 進 し お よ び ／ ま た は 植 物 の 生 育 を 促 進 す る 性 質 を 有 す る 微

生 物 を 含 む 植 物 の 栽 培 促 進 剤 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 こ の 栽 培 促 進 剤 を 用 い る 植 物

の 栽 培 促 進 方 法 を 提 供 す る 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 （ 1） テ ン サ イ 共 生 細 菌 の 分 離

　 北 海 道 河 西 郡 芽 室 町 の 北 海 道 農 業 研 究 セ ン タ ー 内 の 三 要 素 栽 培 試 験 圃 場 に お い て 、 テ ン

サ イ 品 種 「 ア マ ホ マ レ 」 を 移 植 栽 培 し た 。 生 育 が 旺 盛 な ７ 月 中 旬 に 、 通 常 施 肥 区 （ 以 下 、

Ｎ Ｐ Ｋ 区 ） 、 窒 素 無 施 肥 区 （ 以 下 、 Ｐ Ｋ 区 ） 、 窒 素 お よ び リ ン 酸 無 施 肥 区 （ 以 下 、 Ｋ 区 ）

の ３ 試 験 区 か ら 各 ３ 個 体 を 採 取 し 、 よ く 洗 浄 し た 後 、 葉 身 、 葉 柄 、 根 、 細 根 の 各 部 位 に 分

割 し て 使 用 時 ま で － ３ ０ ℃ で 凍 結 保 存 し た 。

　 テ ン サ イ 共 生 細 菌 の 分 離 は Ｐ Ｋ 区 及 び Ｋ 区 か ら 採 取 し た 細 根 を 分 離 源 と し 、 分 離 培 地 に

は 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド ５ ０ ｐ ｐ ｍ を 添 加 し た 、 Ｒ ２ Ａ 寒 天 培 地 （ ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ

ン 株 式 会 社 ） 又 は Ｔ Ｓ Ａ 寒 天 培 地 （ ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 株 式 会 社 の Tryptic soy br

othに １ .５ ％ 濃 度 で 寒 天 を 加 え た 培 地 ） の ２ 種 類 を 用 い た （ 以 下 、 培 養 法 ） 。 細 根 を 乳 鉢

で 摩 砕 し た 後 、 １ ／ １ ５ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ .０ ） で 適 当 な 濃 度 に 薄 め 、 分 離 培 地 に

塗 布 し た 後 、 ２ ４ ℃ で １ 週 間 培 養 し た 。 培 養 後 に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー を 網 羅 的 に 釣 菌 し 、

各 々 ２ ０ ０ 菌 株 、 計 ８ ０ ０ 菌 株 を 分 離 し た 。 分 離 し た ８ ０ ０ 菌 株 の う ち ６ ６ ５ 菌 株 に つ い

て は １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 を 解 析 し 、 属 名 を 決 定 し た 。 一 方 、 Ｎ Ｐ Ｋ 区 、 Ｐ Ｋ 区 及 び Ｋ

区 か ら 採 取 し た 根 及 び 細 根 か ら 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 培 養 す る こ と な く 直 接 、 細 菌 の

１ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 を 解 析 し 、 テ ン サ イ の 根 及 び 細 根 に 共 生 し て い る 細 菌 叢 を 解 析 し

た （ 以 下 、 非 培 養 法 ） 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 培 養 法 及 び 非 培 養 法 で 得 ら れ た １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 の 配 列 結 果 を 基 に 群 集 構 造 解 析

を 行 っ た 結 果 、 テ ン サ イ の 共 生 細 菌 相 は 種 レ ベ ル で ３ ８ ５ 個 の Ｏ Ｔ Ｕ （ operational taxo

nomic units） に 分 類 さ れ た 。 異 な る Ｏ Ｔ Ｕ に 属 す る 共 生 細 菌 は 系 統 的 に 異 な っ て お り 、

植 物 へ の 共 生 機 構 も 異 な っ て い る と 考 え ら れ る 。 ３ ８ ５ 個 の Ｏ Ｔ Ｕ に つ い て 、 培 養 法 あ る

い は 非 培 養 法 に 基 づ い た 多 様 性 解 析 に お い て 分 離 頻 度 が 高 く 、 安 定 し て 検 出 さ れ た 菌 群 、

過 去 の 論 文 か ら 有 用 効 果 が 期 待 で き る も の と し て 、 ４ ５ 個 の Ｏ Ｔ Ｕ を 選 抜 し た 。 こ れ ら の

Ｏ Ｔ Ｕ に 属 す る 菌 株 に つ い て 、 以 下 の 方 法 に よ り テ ン サ イ 幼 苗 へ の 接 種 試 験 を 行 い 、 生 育

促 進 効 果 を 評 価 し た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 （ 2） テ ン サ イ 幼 苗 へ の 接 種 試 験

　 試 験 に は テ ン サ イ 品 種 「 リ ッ カ 」 を 供 試 し た 。 種 子 は ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル に １ 分 、 次 に 次

亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ 有 効 塩 素 濃 度 １ ％ 、 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を ０ ． ０ １ ％ 添 加 ） に １ ５

分 、 そ れ ぞ れ 浸 漬 し た 後 、 滅 菌 蒸 留 水 で ５ 回 以 上 濯 い で 表 面 殺 菌 し た 。 表 面 殺 菌 し た 種 子
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を ２ ５ ℃ で ２ ４ 時 間 、 暗 所 に 静 置 し て 発 芽 さ せ た 。 発 芽 が 確 認 さ れ た 種 子 ３ 粒 を 滅 菌 し た

育 苗 培 土 （ 商 品 名 「 ポ ッ ト エ ー ス 」 、 片 倉 チ ッ カ リ ン 株 式 会 社 ） ８ ０ ｍ ｌ を 充 填 し た セ ル

（ セ ル サ イ ズ ： ４ １ ｘ ４ １ ｘ ４ ３ ． ５ （ Ｈ ） ｍ ｍ 、 商 品 名 「 セ ル ボ ッ ク ス ２ ５ 穴 」 、 明 和

株 式 会 社 ） に 置 床 し 、 そ の 上 に 滅 菌 し た 育 苗 培 土 ２ ０ ｍ ｌ を 覆 土 し て 播 種 し た 。 １ 処 理 区

の 反 復 は １ ２ セ ル と し た 。 寒 天 培 地 （ Ｒ ２ Ａ 寒 天 培 地 又 は Ｔ Ｓ Ａ 寒 天 培 地 ） 上 で ２ ４ ℃ ・

３ ～ ４ 日 間 、 暗 所 で 静 置 培 養 し た 菌 体 を 白 金 耳 で 掻 き 取 り 、 滅 菌 蒸 留 水 中 に 懸 濁 し た 。 こ

の 懸 濁 液 の ６ ０ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 (Ｏ Ｄ 値 )を 計 測 し 、 Ｏ Ｄ 値 が ０ ． １ と な る よ う に 滅

菌 蒸 留 水 で 希 釈 し た も の を 接 種 源 と し た 。 接 種 は 、 播 種 直 後 に 行 い 、 １ セ ル あ た り １ ｍ ｌ

の 接 種 源 を 灌 注 し て 接 種 し た 。 無 接 種 区 に は 滅 菌 蒸 留 水 を 灌 注 接 種 し た 。 播 種 ・ 接 種 後 は

、 明 期 ： ２ ５ ℃ ・ １ ６ 時 間 、 暗 期 ： ２ ０ ℃ ・ ８ 時 間 に 調 節 し た 人 工 気 象 室 内 で 栽 培 し 、 播

種 １ 週 間 後 に 間 引 き を 行 い １ 株 ／ セ ル と し た 。 播 種 １ ヵ 月 後 、 セ ル か ら テ ン サ イ を 慎 重 に

抜 き 取 り 、 丁 寧 に 水 洗 い し て 根 に 付 着 し た 土 壌 を 落 と し た 。 地 上 部 と 根 部 に 切 断 し 、 ８ ０

℃ で ３ 日 間 乾 燥 さ せ た 後 、 個 体 毎 の 乾 物 重 を 測 定 し た 。

　 テ ン サ イ 幼 苗 へ の 接 種 試 験 の 結 果 、 無 接 種 区 と 比 較 し て 乾 物 重 が 増 加 し 、 生 育 促 進 効 果

が 認 め ら れ た 菌 株 と し て １ ３ 菌 株 を 選 抜 し た （ 表 １ ） 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 （ 3） ホ ウ レ ン ソ ウ 幼 苗 へ の 接 種 試 験

　 テ ン サ イ へ 幼 苗 へ の 生 育 促 進 効 果 が 認 め ら れ た １ ３ 菌 株 の う ち １ ０ 菌 株 に つ い て 、 テ ン

サ イ と 同 じ ヒ ユ 科 に 属 す る ホ ウ レ ン ソ ウ へ の 接 種 試 験 を 実 施 し た 。 試 験 に は ホ ウ レ ン ソ ウ

品 種 「 お か め （ ネ ー キ ッ ド 種 子 ） 」 （ タ キ イ 種 苗 ） を 供 試 し た 。 種 子 を １ ８ ℃ で ７ ２ 時 間

、 暗 所 に 静 置 し て 発 芽 さ せ た 。 発 芽 が 確 認 さ れ た 種 子 ４ 粒 を 滅 菌 し た バ ー ミ キ ュ ラ イ ト ま

た は 育 苗 培 土 （ 商 品 名 「 げ ん き 君 果 菜 ２ ０ ０ 」 、 コ ー プ ケ ミ カ ル 株 式 会 社 ） ５ ０ ｍ ｌ を 充

填 し た セ ル （ セ ル サ イ ズ ： ４ ５ ｘ ４ ５ ｘ ５ ０ （ Ｈ ） ｍ ｍ 、 商 品 名 「 プ ラ グ ト レ イ ５ ０ 穴 」

、 ラ ン ド マ ー ク 社 ） に 置 床 し 、 そ の 上 に 滅 菌 し た 育 苗 培 土 １ ０ ｍ ｌ を 覆 土 し て 播 種 し た 。

子 葉 展 開 後 、 健 全 な 苗 ３ 株 と な る よ う に 間 引 き し 、 １ 処 理 区 の 反 復 は １ ２ 株 （ ４ セ ル ） と

し た 。 寒 天 培 地 （ Ｒ ２ Ａ 寒 天 培 地 又 は Ｔ Ｓ Ａ 寒 天 培 地 ） 上 で ２ ５ ℃ ・ ３ ～ ４ 日 間 、 暗 所 で

静 置 培 養 し た 菌 体 を 滅 菌 綿 棒 で 集 菌 し 、 滅 菌 蒸 留 水 中 に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 の ６ ０ ０ ｎ

ｍ に お け る 吸 光 度 (Ｏ Ｄ 値 )を 計 測 し 、 Ｏ Ｄ 値 が ０ ． ０ ２ と な る よ う に 滅 菌 蒸 留 水 で 希 釈 し

た も の を 接 種 源 と し た 。 接 種 は 、 播 種 直 後 に 行 い 、 １ セ ル あ た り ５ ｍ ｌ の 接 種 源 を 灌 注 し

て 接 種 し た 。 無 接 種 区 に は 滅 菌 蒸 留 水 を 灌 注 接 種 し た 。 播 種 ・ 接 種 後 は 、 明 期 ： ２ ５ ℃ ・

１ ６ 時 間 、 暗 期 ： ２ ５ ℃ ・ ８ 時 間 に 調 節 し た 人 工 気 象 室 内 で 栽 培 し 、 栽 培 期 間 中 は 水 耕 栽

培 液 を 全 て セ ル に 等 量 ず つ 与 え 、 土 壌 が 乾 燥 す る こ と の な い よ う 維 持 し た 。 播 種 ２ 週 間 後

、 セ ル か ら ホ ウ レ ン ソ ウ を 慎 重 に 抜 き 取 り 、 丁 寧 に 水 洗 い し て 根 に 付 着 し た 土 壌 を 落 と し

た 。 地 上 部 と 根 部 に 切 断 し 、 個 体 毎 の 生 重 量 を 測 定 し た 。

ホ ウ レ ン ソ ウ へ の 接 種 試 験 を 実 施 し た 結 果 、 ポ ラ ロ モ ナ ス 属 に 属 す る Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ０ ３ 株 、

バ リ オ ボ ラ ッ ク ス 属 に 属 す る Ｈ Ｒ Ｒ Ｋ １ ７ ０ 株 、 ノ カ ル デ ィ オ イ デ ス 属 に 属 す る Ｈ Ｒ Ｒ Ｐ

１ １ ０ 株 、 デ ボ シ ア 属 に 属 す る Ｎ ｏ ． １ ８ ４ 株 及 び メ ソ リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る Ｈ Ｒ Ｔ Ｐ ０

２ ７ 株 は 顕 著 な 生 育 促 進 効 果 を 示 し 、 ホ ウ レ ン ソ ウ へ の 適 用 の 可 能 性 が 明 ら か と な っ た （

表 ２ ） 。

【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 表 １ 】

【 表 ２ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 植 物 の 生 育 促 進 剤 を テ ン サ イ 等 の 作 物 の 種 子 ま た は 幼 苗 に 接 種 す る こ と で 、 植

物 体 の 大 き い 健 苗 を 育 苗 す る こ と が で き る 。
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