
Journal of Environmental Biotechnology
（環境バイオテクノロジー学会誌）
Vol. 17, No. 1, 63–68, 2017

　総　　説（特集）

1.　は じ め に

近年，作物への安全性向上や環境に対する負担軽減を
目指し，化学農薬の使用回数を減らした病害虫防除への
取組みがなされている 1)。このような社会的ニーズを反
映し，微生物や天敵を利用した病害虫防除剤が上市され
てきている 2,3)。これら微生物農薬には，一般的に安全
性が高い，標的外生物への影響が少ない，従来の化学農
薬の病原菌を殺すというイメージから，「病原菌と拮抗
する」へのイメージ変化による安心感，薬剤耐性（抵抗
性）菌が発現しにくい，などの利点がある 4)。また日本
は世界でもトップレベルの微生物生産（発酵）に関わる
技術を有していることや 5)，アメリカ・ヨーロッパに比
べて高価な生産物 6)，高価な化学農薬の使用が背景にあ
ることから 7)，開発力に加えて，市場性も望むことがで
きる。更に，日本の気候条件である高温多湿条件は微生
物の繁殖好適条件であることから，微生物農薬の成功し
やすい環境であるとも想定される 8)。
しかしながら，一般に微生物農薬は，1）効果が緩慢
である。2）対象病害虫が限られる。3）生きた生物を利
用する点から，保存安定性に欠けるため流通性に乏し
い。4）化学農薬に比べ値段が高い。5）生物－生物間の
現象であるため，作用メカニズムが不明瞭である，など
の問題点があるため，企業による商品化には不向きであ
るとされてきた。そのため，様々な病害に対して防除活
性を有する有用微生物を見出すことはできても，商品と
して農業生産現場で利用されることはほとんどなかっ

た。事実，1990年以前に日本国内で農薬登録を有して
いた微生物農薬製剤はタバコ白絹病，腰折病に対して有
効な「トリコデルマ生菌」とバラ根頭がん腫病に対して
有効な「バクテローズ」 9) のみであった。
しかし，1997年に野菜類・ばれいしょ軟腐病に対し
て有効な「バイオキーパー水和剤」 10) が農薬登録を取得
して以来，ここ 20年間に 20種類（有効成分として）以
上の微生物農薬が農薬登録を取得し，商品化されてい
る 11)。この背景には，農林水産省から，1997年に微生
物農薬の登録取得のために，化学農薬とは別の「微生物
農薬安全性評価ガイドライン」が新たに通達・制定され
たことに加え，2005年に食の安全や信頼確保，環境問
題などに配慮した農業生産を目的として「食料・農業・
農村基本計画」が策定されたことに伴う，化学農薬の使
用回数削減に対する社会的なニーズの高まりがある。ま
た，この社会的ニーズを満たした農作物が，新たな商品
価値を有することも，微生物農薬の商品化にとって追い
風となっている。
一方で，水稲の機械移植とそれに伴う箱育苗の普及に
伴って，種子伝染性のイネばか苗病，イネいもち病，イ
ネごま葉枯病などの糸状菌性病害およびイネもみ枯細菌
病，イネ苗立枯細菌病，イネ褐条病などの細菌性病害等
が育苗中に多発するようになった。これらの種子伝染性
病害を防除するための種子消毒は，水稲栽培において重
要な作業の一つとなっている。化学薬剤による種子消毒
の普及率は極めて高いが，近年，ベンズイミダゾール系
薬剤耐性イネばか苗病菌（Gibberella fujikuroi） 12,13) の存
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在や，オキソリニック酸に対して感受性の低下したイネ
もみ枯細菌病菌（Burkholderia glumae）やイネ褐条病菌
（Acidovorax avenae subsp. avenae） 14) の存在が明らかに
なっており，薬剤の選択に苦慮する場面が出てきてい
る。更に，化学農薬の使用回数削減が求められているこ
とや種子消毒剤の使用済廃液の処理が問題化しているこ
と等から 15)，環境負荷の少ない防除方法や防除資材の開
発が望まれていた。
このような背景の下，クミアイ化学工業株式会社と静
岡県農業試験場は共同で，イネ種子伝染性病害に有効な
微生物を探索するために，各種作物根圏，一般土壌から
分離された糸状菌 872菌株を対象に様々な検討を進め，
イネばか苗病などに高い防除効果を有する Fusarium 及
び Trichoderma 属菌を見出し，その中から特に安定し
た病害防除効果を示す Trichoderma 属糸状菌の一菌株，
SKT-1株を選抜した 16)。本菌株はイネばか苗病などの糸
状菌による病害だけでなく，細菌に起因するイネもみ枯
細菌病等にも高い防除効果を示し，これら病害との同時
防除においても実用性が高いことを確認した 17)。
本稿ではバイオコントロール微生物 Trichoderma 属
糸状菌 SKT-1株が，イネ種子伝染性病害に対して化学
農薬に匹敵する防除活性と適用病害の広さを有すること
に着目し，先に挙げた「生きた生物を利用する点から，
保存安定性に欠けるため流通性に乏しい」，「化学農薬に
比べ値段が高い」などの微生物農薬一般の問題点を解決
するための商品化研究と，更なる普及と商品価値向上の
ための菌株同定，及び作用機構研究について記載する。

2.　Trichoderma 属菌の分類と同定

Trichoderma 属糸状菌は植物病原菌に対する拮抗作用
を利用して，微生物農薬として商品化，利用されている
にもかかわらず 18–20)，分類同定が不十分であった 21,22)。
これらの種レベルまでの同定は，安全性評価や環境中で
の消長や植物病原菌に対する作用の予測のために必要で
あり，それを明らかにすることは開発者の責務であると
思われる。従来，Trichoderma 属の分類は形態学的特徴
を基に行われてきたが 22–27)，分子生物学の進歩に伴い，
形態学に加えて分子生物学的手法も分類・同定に応用す
ることが可能となってきた 21,22,28–31)。

Trichoderma sp. SKT-1株は分生子表面の構造が，
Meyer（1989）ら 32) が示したグループⅡと同じ構造であ
り，さらに，ITS領域の塩基配列は，T. asperellumであ
る NRRL 5242株と一致し，標準菌株である ATCC 
204424T との比較では 1塩基欠損している以外は一致し
ていたことから，Trichoderma sp. SKT-1株は T. asperel-
lum であることを確認した（図 1） 33)。現在では T. as-
perellumはさらに 3種類に類別されており 34)，この方法
に従い，SKT-1株は T. asperelloidesと再同定されている。

Trichoderma 属糸状菌は一般的に，マッシュルーム
（Agaricus bisporus）等の栽培において有害菌として知
られており，イギリスやイスラエルのマッシュルーム栽
培では病原性 T. harzianumによる緑かび病が問題となっ
ている 35)。Hersoma ら 29) は ITS の配列比較により，T. 
asperelloides を含む 17種類の Trichoderma 属の有用微
生物が，緑かび病を引き起こす T. harzianum biotype 

Th2/4とはっきり区別できることを示している。また，
T. viride はイネ苗立枯病の病原菌として知られている
が 36)，T. asperelloidesには植物病原菌としての報告はな
い。さらに，Trichoderma 属糸状菌がいくつかの抗菌物
質を算出することが報告されているが 37–39)，T. asperel-
loides の抗菌物質生産の報告はない。これらのことか
ら，T. asperelloidesは環境に対しても，植物に対しても
安全性が高い菌種であることが示唆される。有用微生物
の正確な分類・同定は，その有用微生物の特性・特徴を
正確に認識し，その能力を施用場面に活かすことによっ
て，有用微生物の効果的で確実な利用に繋がる。

3.　培養と製剤化

実験室レベルでの微生物防除の研究には，寒天培地上
で形成される糸状菌の気中胞子が用いられる場合が多
い 40–42)。しかしながら，寒天培地を用いた気中胞子生産
法は，商品化するための大量生産には不向きである。一
方，液体培養はスケールアップが容易で，雑菌混入が起
き難いことから，大量生産に好適な方法である。また，
液体培養用培地はグルコースやデンプン，ペプトン，脱
脂大豆及び無機塩等から成る一般的な原料を用いること
が可能である 43–45)。興味深いことに T. asperelloides 
SKT-1株は寒天静置培養だけでなく，液体振とう培養で
も旺盛に胞子を形成した。液体振とう培養によって得ら
れた T. asperelloides SKT-1株の水中胞子の細胞壁は薄

図 1．Trichoderma SKT-1（A）及び T. asperellum ATCC 204424T

（B）の分生子表面 33)

 Barは 2 μmを表す。
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く，乾燥条件下での胞子の生存性は低かったが，水中胞
子は水中で数か月保存した後でも，高い生菌数と病害防
除効果を維持していた 46)。ゆえに，我々は発酵槽を用い
ての発酵生産によって得られる T. asperelloides SKT-1
株の水中胞子に，経済的な優位性を見出し，2003年に
国内で商品名「エコホープ®」（登録番号 21009号，有効
期限 8ヶ月，10°C以下保存）として上市した。エコホー
プはイネ育苗時に発生する種子伝染性病害を防ぐ微生物
農薬として利用されている。日本国内では，イネ種籾の
浸種による消毒作業は，一般的に 3月～6月までの約
3ヶ月間に行われることから，この期間中に保存可能で
あれば，商品の性能を維持・保証することができる。
一方で，SKT-1株の気中胞子をイネ種籾浸種時に水に

懸濁して処理すると，気中胞子はイネ種子表面に付着す
る。その後，催芽時にイネ種子上の気中胞子も発芽し，
菌糸を伸長する。伸長した菌糸はイネ胚部分で病原菌に
作用し，防除効果を発現する 47)。しかしながら，SKT-1
株をはじめとする Trichoderma 属糸状菌の気中胞子は通
常，疎水性であるため，水に対するなじみが低い。従っ
て，均一な気中胞子の水懸濁液を得ることが困難である
ため，イネ種子表面に気中胞子を均一に付着させにく
く，結果的に，安定した防除効果を得られない可能性が
あった。そこで，均一な気中胞子の水懸濁液を得るため
に，化学農薬で一般的に行われている製剤化技術を応用
することを検討した。本剤はイネ種子を浸漬処理するた
め，浸漬液に気中胞子が均一に分散し，安定した懸濁状
態を維持できる農薬製剤の剤型として水和剤を選択し，
検討を行った。最初に調製した水和剤試作品の分散，懸
濁状態は良好であったが，27°C（室温）での保存安定
性は 4ヶ月であり，十分な保存安定性が得られなかっ
た。本水和剤は，疎水性の気中胞子を水に懸濁させるた
めに必要な界面活性剤を配合し，組成物全体を親水性と
するため，製剤中に比較的多量の水分を含有していた。
十分な保存安定性が得られない原因として，この水分の

影響が考えられたため，製剤中の水分をさらに低下させ
ることを検討した。一般に，化学農薬製剤中の水分を低
下させる際には，100°C前後の空気による熱風乾燥法な
どが採られるが 48)，微生物を有効成分とする本剤では，
有効成分が死滅してしまうことが想定されるため不適で
ある。また，微生物の長期乾燥保存方法として用いられ
るシリカゲルを同封する保存法や凍結乾燥法は有効な保
存方法ではあるが 49)，生存率 100％を期待できるもので
はなく，加えて，一般に大量生産には不向きである。そ
こで SKT-1株を含む製剤には，乾燥剤を製剤内に配合
することとし，製剤組成物中での最適濃度を求めた。こ
れによって，27°C（室温）で半年間安定して保存可能
な製剤を調整することに成功した（図 2）。この製剤は
物理化学的性質の評価結果からも，水和性粉末組成物と
して十分な品質を有していると考えられた 50)。また，製
剤組成物中で保存された SKT-1株の気中胞子は，培養
直後の SKT-1株の気中胞子とほぼ同等の防除効果をイ
ネばか苗病に示し，防除活性も維持しながら製剤保存さ
れていることがわかった（表 1）。
今回得られた水和剤は，疎水性に富む Trichoderma
属糸状菌の気中胞子を均一に水中にて分散することがで
き，さらに室温にて半年間，生菌数及び生物活性を維持
しながら保存できる性能を有するものであった。これら
の性能は微生物農薬の商品性としては充分であると判断
できるものであった。

4.　作 用 機 構

微生物農薬として利用されている Trichoderma 属糸
状菌の標的微生物に対する作用機作は，それぞれの株に
よって異なり，抗生 51)，菌寄生 52)，栄養や生活場所の競
合 53,54) 及び，植物への抵抗性誘導 55) などが想定されて
いる。病原菌と有用微生物の植物組織や植物器官上での
モニタリングは，作用機作を明らかにすることに加え
て，更なる効果的な施用法の確立や安全性の確認など，
微生物農薬を商品化するための礎のひとつになると考え

図 2．製剤中の SKT-1株の保存安定性
 製剤（4％ パールレックス CP，84％昭和微粉クレー，

10％合成ゼオライト，2％SKT-1株気中胞子）をアルミ袋
に入れ，各温度（◆：–25°C，■：4°C，▲：15°C，●：
27°C，×：37°C）に保存したときの SKT-1株の生存菌数
の推移を示す。

表 1．製剤のイネばか苗病に対する防除効果

薬剤 濃度（cfu/ml） a) 発病苗率 d)（％）
無処理 100.0 a e)

水和剤 1.5×106（×200） b) 0.5 b
1.5×105（×2000） 1.5 b
1.5×104（×20000） 2.2 b

気中胞子 1.5×106 0.5 b
1.5×105 1.1 b
1.5×104 2.8 b

イプコナゾール- 250 mg/lイプコナゾール- 0.5 b
水酸化第二銅 150 mg/l水酸化第二銅 c)

 a) cfu（=colony forming unit）
 b)  水和剤を 200，2000，20000倍に滅菌水で希釈して使用した。
 c)  テクリード C フロアブル（クミアイ化学工業株式会社　
東京）を 200倍に滅菌水で希釈して使用した。

 d)  温室で 18日間緑化を行い，イネばか苗病の発病の有無を
調査し，発病苗率で表した。

 e)  発病苗率は Tukey’s multiple range test によって，有意差検
定を行った。同一の英文字間では有意差（P<0.05）がな
いことを示す。
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られる。植物病原性糸状菌に対する Trichoderma 属菌
の微生物防除の作用機構は，レポーター遺伝子を組み込
んだ菌株を利用し，in vitro や in situのアプローチで解
析が行われている 56,57)。我々は，T. asperelloides SKT-1
株と，イネばか苗病菌 G. fujikuroi N-68株の in vitro及
び in situ での相互作用解析を，それぞれの GFP導入株
を用いて行った。GFP を導入した G. fujikuroi N-68株
の植物病原性と，GFP を導入した T. asperelloides 
SKT-1株の生物防除活性は，それぞれの野生株と同等で
あった 47)。これは GFP の導入が，病原性と生物防除活
性に影響を及ぼさないこと，GFP 導入した糸状菌が，
植物組織等での病原菌と有用微生物間の相互作用解析や
モニタリングに用いることができることを示している。
T. asperelloides SKT-1株，G. fujikuroi N-68株のどちら
も GFP によってラベルしたため，蛍光の違いでは識別
できないが，G. fujikuroi N-68株の菌糸幅は約 10～
25 μmであるのに対し，T. asperelloides SKT-1株の菌糸
幅は約 3～5 μm であったたことから，菌糸幅によって
識別が可能であった 47)。

GFP 導入した G. fujikuroi N-68株を単独で PDA 培地
上で培養した場合，G. fujikuroi の菌糸の全ての細胞で
GFP の発現が観察された。しかしながら，T. asperelloides 
SKT-1株と対峙培養すると，G. fujikuroi の菌糸中の幾
つかの細胞で GFP が消失しているのが観察された 47)。
これは両菌の菌糸が接触した部分で，G. fujikuroi の菌
糸中の GFP が不活化もしくは分解されたこと，すなわ
ち G. fujikuroi の細胞が不活化あるいは死滅したことが
示唆された。生体細胞において GFP がその細胞の活性
状態の指標になるという報告があり 58–61)，本結果はそれ
と矛盾しない。さらに in situでの G. fujikuroi と SKT-1
株の相互作用を観察した。GFP導入した G. fujikuroi を
イネ種籾に接種して汚染籾を作製し，この汚染籾を浸種，
浸漬，催芽，緑化を行うことによって，イネばか苗病菌
の挙動を Confocal scanning laser microscope（CSLM）下
で観察した。催芽処理 16時間後（温度は 32°C）に，G. 

fujikuroi の菌糸がイネ胚上を伸長している様子が観察さ
れ，緑化期には菌糸がイネ子葉鞘組織中に侵入しているの
が観察された（図 3） 47)。次に，GFP 導入した G. fujikuroi
を接種した汚染籾に GFP導入した T. asperelloides SKT-1
株を処理し，両菌の相互作用について観察を行った。その
結果，催芽処理 16時間後（温度は 32°C）に，G. fujikuroi
及び SKT-1株がともに菌糸をイネ胚上で伸張している
様子が観察された（図 4） 47)。催芽処理 24時間後には両
菌の菌糸の接触が観察され，この接触した部分で，上述
の対峙培養でも観察された G. fujikuroi の菌糸の一部の
細胞で GFP の消失が観察された（図 5） 47)。この現象は
催芽処理によって発芽したイネ胚上において，G. fujik-
uroi が SKT-1株によって致死したことを示すと考えら
れた。さらに，この種籾を緑化期まで育苗を行ったとこ
ろ，G. fujikuroi と思われる菌糸は，イネ子葉鞘組織中
などのイネ植物体組織中には一切観察されず，代わっ
て，SKT-1株の菌糸及び分生子がイネ子葉鞘上に観察さ
れた。さらに対峙培養の SEM（scanning electron micro-
scope）による観察では，G. fujikuroiの菌糸が SKT-1株
の菌糸よって貫通され，さらには G. fujikuroi の細胞壁
が溶解している様子が観察された（図 6A，6B） 47)。こ
れらの結果から T. asperelloides SKT-1株の作用によりG. 
fujikuroi が溶菌し致死することが示唆された。

T. asperelloides SKT-1株による溶菌は，キチナーゼ
や β-1,3-グルカナーゼなどの細胞壁溶解酵素によるもの
であると想定される 18,19,62–67)。細胞壁溶解酵素をはじめ
とする酵素活性は温度に影響される。注目すべき点とし
て，SKT-1株の生育適温（27–30°C） 33) とイネの発芽適
温 68) がほぼ一致している。これは T. asperelloides SKT-1
株がイネ種子処理用の微生物農薬として理想的であるこ
とを示唆している 46)。

図 4．Trichoderma asperelloides SKT-1を処理したときの罹病
催芽籾上の GFP導入した Gibberella fujikuroi の CSLM画
像 47)

 催芽 16時間後，イネ（短銀坊主）の胚上に菌糸を伸長し
ている SKT-1株と G. fujikuroiの菌糸の様子。SKT-1株と
G. fujikuroiはまだ接触していなかった。太い G. fujikuroi
の菌糸は赤い矢印で，細い SKT-1株の菌糸は白い矢印で
示した。

 Barは 200 μmを表す。

図 3．Trichoderma asperelloides SKT-1無処理時の罹病種籾（播
種 5日後）上の GFP 導入した Gibberella fujikuroi の
CSLM画像 47)。イネ子葉鞘組織中に Gibberella fujikuroi の
伸長した菌糸が観察された。Barは 200 μmを表す。
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5.　お わ り に

限られた耕地面積から農作物を得るため，効率的な農
業生産は現在の人口を維持していくための重要な課題で
ある．2005年には農水省より，食の安全や信頼確保，
環境問題などに配慮した農業生産を目的として「食料・
農業・農村基本計画」が策定された．このような社会情
勢の中，環境汚染や環境負荷を低減し，かつ効率的な農
業生産を行うための一手段として，自然界に存在する微
生物を利用した病害虫防除，すなわち微生物農薬が着目
されている。現在，クミアイ化学ではエコホープ®，エ
コホープドライ® に続く微生物農薬を「エコシリーズ」
として，エコホープDJ®，エコショット®，エコメイト®，
エコマスター BT® を継続的に商品化しており，今後も，
社会的ニーズに合致した商品を拡充すべく鋭意，開発研
究を進めている。
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