
Ⅰ．はじめに

　植物組織の内部に生息する微生物を確認する方法としては，切
片の顕微鏡観察などの直接的な手法の他に，組織内に存在する微
生物を分離することによってその存在を把握する間接的なアプ
ローチも存在する。後者の有力な方法の一つとして表面殺菌法が
ある。一般に表面殺菌法とは，試料の表面を殺菌して表面に付着
または生息している微生物を排除した後に，試料を培地に置床，
培養して出現した微生物を組織内部に生息するものとみなして分
離する方法である（畑，１９９７a）。これは，植物病原菌を分離する
方法としては従来から常法の一つとなっているが，近年では内生
菌を検出する際にも非常によく用いられている（畑，１９９７a；松
尾ほか，１９８０；Petrini，１９８６）。
　表面殺菌に用いる殺菌剤としては，これまで様々なものが用い
られているが，最近比較的よく用いられているものに，過酸化水
素水がある。かつてよく用いられていた昇こうなどの水銀剤は，
現在では安全性や環境負荷の問題から使用は奨められない。内生
菌の分離をはじめ，表面殺菌に現在よく用いられているのは次亜
塩素酸ナトリウムなど塩素系の殺菌剤（Bills，１９９６）であるが，
これらにおいても塩素ガスの発生という問題がある。その点で過
酸化水素水は分解産物が酸素と水のみなので，環境負荷や安全性

の面で比較的優れている。この過酸化水素水を用いた殺菌法の有
効性についてはいくつか検証例があり（Kinkel and Andrews，
１９８８；畑，１９９７b），良好な結果が得られているが，これらの検
証試験は基本的に生きたあるいは新鮮な葉組織を試料として用い
たものであり，組織が完全に死んでいる植物試料でも同様に有効
であるかどうかは明らかになっていない。殺菌剤を用いた既往の
方法が有効でない場合，木材などの大きな試料であれば火炎滅菌
法を応用した分離法（林，１９８３）なども有力だが，落葉などが対
象の場合，そういった方法は適用できないため，殺菌剤を用いる
方法を突き詰めて検討する必要がある。
　そこで，本研究においては，まずマツ生葉をオートクレーブ滅
菌することによって条件の揃った死葉を人工的に用意し，次に，
それら死葉に対して，実験室で雑菌としてしばしば混入する
Penicillium属菌の胞子を表面に塗布したものと，内生菌または
初期落葉菌としてしばしばマツ針葉組織内部に高頻度で感染して
いるLophodermium属菌（二井・畑，２０００）を培地上で内部ま
で感染させたものを用意して，最後にそれぞれ様々な強度の殺菌
処理を施した上で菌の分離を行い，検出率を比較した。以上のよ
うな手順により，過酸化水素水を用いた殺菌法のマツ死葉におけ
る有効性とその際の妥当な殺菌強度の検討を行った。
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Ⅱ．材料及び方法

　２００２年１１月２日に鹿児島県桜島の鹿児島大学農学部附属演習林
桜島溶岩実験場より採取したクロマツ当年生針葉を材料として用
いた。均一な実験材料を用意するため，試料針葉は基部と先端部
をそれぞれ約１cm取り除いた後に，約５mmの長さに切断した。
試料針葉断片はオートクレーブ滅菌後にPenicillium塗布処理ま
たはLophodermium感染処理を施した。前者は２％麦芽エキス
寒天培地上で生育させたPenicillium sp.の胞子を同培地上で滅菌
針葉断片に塗布することによって，後者は２％麦芽エキス寒天培
地上で生育させたLophodermium属の一種L. pinastriのコロ
ニー上に滅菌針葉断片を置床して２０℃で２週間インキュベートす
ることによって用意した。ここで用いたPenicillium sp.は実験室
の環境中より分離したもの，L. pinastriは桜島溶岩実験場のクロ
マツ健全生葉より分離したものである。試料は異なる強度で表面
殺菌を行った後，２％麦芽エキス寒天培地上，２０℃で培養し，
Penicillium sp. またはL. pinastriが出現するかどうか確認を
行った。表面殺菌は７０％エタノールと１５％過酸化水素水を用いて
行い，無殺菌（C区），７０％エタノール１分間（E１区），１５％過
酸化水素水１分間（H１区），７０％エタノール１分間→１５％過酸
化水素水１分間→７０％エタノール１分間の連続殺菌（E１H１E
１区），７０％エタノール１分間→１５％過酸化水素水１５分間→７０％
エタノール１分間の連続殺菌（E１H１５E１区）という５区を設
けた。針葉断片は各処理の各表面殺菌区につき５０用いた。
　殺菌効果は処理菌の検出頻度によって判断したが，その検出頻
度は，
　検出頻度＝処理菌出現断片数/総断片数ｘ１００（％）
として計算した。検出頻度の統計的な比較はFisherの正確確率
検定法を用いた２者間比較により行ったが，この場合殺菌区間の
差の検定が多重比較になるため，有意水準に関してBonferroni
の補正を行った。すなわち，５区間の比較は２者間比較で１０回の
検定回数が必要となるため，P＝０．００５を有意水準とした。

Ⅲ．結　果

　図−１に示すように，無殺菌区では，Penicillium塗布処理，
Lophodermium感染処理共に全ての断片から処理菌が検出され

た（検出頻度１００％）が，E１H１５E１区では，Penicillium塗布
処理，Lophodermium感染処理共に全く菌が検出されなかった
（検出頻度０％）。E１区，H１区，E１H１E１区では，L. 
pinastriは各１００％，９４％，１００％と高頻度で検出されたが，
Penicillium sp. は各０％，２４％，６％と検出頻度は顕著に低かっ
た。
　それぞれの処理を見ると，Penicillium塗布処理においては，
表面殺菌を行った４区とも無殺菌区より有意に検出頻度が低かっ
たが，H１区については，検出頻度が０％であったE１区，E１
H１５E１区と比較して有意に高い検出頻度（２４％）が認められた。
Lophodermium感染処理においては，E１H１５E１区以外の殺菌
区では無殺菌区と検出頻度に有意差はなかった。

Ⅳ．考　察

　組織内部の菌を検出するために有効な表面殺菌法およびその強
度とは，組織表面に生息または付着している菌を殺して検出でき
なくし，かつ組織内部の菌の検出に影響のない程度のものと定義
できる。今回の試験に当てはめるならば，試料表面に塗布した
Penicillium sp.の検出頻度が十分低く，かつ試料内部まで感染さ
せたL. pinastriが十分高頻度で検出できるレベルが適切な殺菌
強度ということになる。その意味では，L. pinastriまで検出でき
なかったE１H１５E１区の処理は，オートクレーブしたマツ針葉
断片には強すぎ，E１区，H１区，E１H１E１区，特にE１区
とE１H１E１区の処理が適切ということになる。畑（１９９７b）
の試験においては，生きたクロマツの二年生針葉に様々な強度の
表面殺菌を行い，その結果，今回のE１H１５E１区と同じ殺菌法
で，自然感染していたLophodermium属菌が１００％検出された一
方，E１区，H１区，E１H１E１区と同じ殺菌法では葉面菌と
思われる菌がある程度出現し，特にE１区と同じ殺菌法では無視
できないレベルであったため，今回のE１H１５E１区に相当する
殺菌法を妥当と結論付けている。これは今回と異なる結果である
が，この時は生きた針葉を用いて検証しており，それがこの違い
の原因であると思われる。すなわち，オートクレーブ処理は針葉
の細胞を完全に殺し，組織を破壊してしまうため，畑（１９９７b）
の生きた針葉における試験と比較して殺菌剤が組織内に容易に浸
透したことによると考えられる。一方，今回H１区でかなりの

Kyushu J. For. Res. No. 61　2008. 3

３２

図−１．Penicillium塗布およびLophodermium感染処理試験における表面殺菌の効果
　　　　（棒グラフ上の記号は，同じ記号が含まれる場合に有意差がないことを示す）



頻度（２４％）でPenicillium sp. が検出された理由として考えら
れるのは，過酸化水素水処理中に多量に発生する気泡が結果的に
過酸化水素水の対象菌への接触を一部妨げたのではないかという
ことである。その意味で，気泡を取り除く効果のあるエタノール
処理は重要な意味があると思われる。また，今回は葉面菌をシ
ミュレートするためにPenicillium sp. の塗布を用いたわけだが，
これには二つの問題点がある。一つは塗布されたPenicillium sp.　
が通常の葉面菌に比べて死にやすかったのではないかという問題
である。例えば，畑（１９９７b）では無殺菌区でCladosporium 
cladosporioidesや黒色酵母類といった菌が高頻度で出現してお
り，通常の葉面菌相ではこういった耐久性の強い黒色真菌がかな
り存在していることを示唆している。これはE１区における今回
と畑（１９９７b）の違いの原因の一つだと思われる。もう一つの問
題は，塗布処理を寒天上で行ったために試料針葉断片に粘着した
寒天を完全に排除出来なかったということである。H１区だけで
なくE１H１E１区でも多少（６％）Penicillium sp.が検出さ
れたのは，これが一つの原因と思われる。これらのことを踏まえ，
今回の結果と畑（１９９７b）のそれを合わせて考慮すれば，マツの
死葉から組織内部の菌を検出するためには，E１H１E１区が殺
菌強度としては妥当ではないかと考えられる。
　以上のように，オートクレーブ滅菌処理を施したマツ死葉内部
の菌を分離する際にも過酸化水素水を用いた方法は有効であるこ
とを示す結果が得られた。ただし，この種のシミュレーションは
あくまで目安であって，野外試料への応用に際しては慎重な適用
が求められる。今後，実際に野外において死葉内部に生息する菌
の分離を行い，本報告で適当と考えられた殺菌条件が野外調査に
おいても実際に適正であるかを検討する必要があると思われる。
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