
成が考えられていた。本法を最適な条件で実施して，よ

り高くより安定した防除効果を得るためには，作用機構

の解明が不可欠である。そこで，本法の作用機構につい

て，有機酸の生成とその殺線虫効果の観点から解明を試

みた（KATASE et al., 2009）。なお，この試験の一部は農

林水産省の委託プロジェクト研究「生物機能を活用した

環境負荷低減技術の開発」（宮井ら，2009）の一環とし

て実施したものである。

I 土壌還元消毒の現地実証試験

千葉県内のビニルハウスで，6月 2日に 2 t/10 aのフ

スマを深さ 40 cmまで混和して灌水し，6月 26日まで

保温して土壌還元消毒を実施した（久保ら，2004；

KATASE et al., 2009）。対照としてフスマを混和せずに灌

水した区を設けた。

処理開始 3日目に，深さ 20 cmの地温は土壌還元消

毒の基準とされる 30℃以上になったが，7日目以降は曇

天のため地温が低下した（図― 1）。実施時期の日平均気

温は 21.8℃，最低気温は 14.8℃，最高気温は 30.0℃であ

った。気温が高くならない時期に土壌還元消毒を行う場

合，天候が地温の上昇に大きく影響すると考えられる。

処理開始 3日目の土壌の酸化還元電位（Eh6）は，深さ

20 cmで－ 207 mV，深さ 40 cmで－ 98 mVに低下し，

還元状態になったことが確認された。さらに，深さ

20 cmの土壌溶液から 5.7 mMの酢酸および 1.5 mMの

n ―酪酸が検出された。

これに対し，フスマを施用せずに灌水した対照区では，

深さ 20 cmの地温は 30℃に達したが，Eh6はほとんど

低下せず，有機酸は検出限界以下であった。なお，プロ

ピオン酸，iso ―酪酸，n ―吉草酸，iso ―吉草酸は両区と

もに検出限界以下であった。

これらの試験区にミニトマトを 7月 18日に定植し，

12月まで栽培した。収穫終了時に調査した結果，深さ

20 cmおよび 40 cmのネコブセンチュウ密度とミニトマ

トの根こぶ指数は，土壌還元消毒区が対照区よりも著し

く低く，土壌還元消毒の高い防除効果が確認された。

II 土壌還元消毒のモデル試験

1 材料と方法

実験室で土壌還元消毒を再現するモデル試験を行い，

は　じ　め　に

酢酸，n ―酪酸等の有機酸が有する殺線虫効果は，古

くから知られていた（STEPHENSON, 1945 ; JOHNSTON, 1959 ;

BANAGE and VISSER, 1965 ; NORTON, 1978 ; CHITWOOD, 2002 ;

BANSAL and BAJAJ, 2003 ; BROWNING et al., 2004 ; MCELDERRY

et al., 2005）。また，堆厩肥などの有機物を土壌施用す

ると農作物の線虫害が軽減されることも古くから知られ

ており（LINFORD et al., 1938 ; JOHNSON et al., 1967；中園，

1989 ; SIKORA, 1992），有機物に含まれる有機酸，または

有機物が分解して生じる有機酸が殺線虫要因の一つとし

て指摘されている（SAYRE et al., 1965 ; HOLLIS and

RODRIGUEZ-KABANA, 1966 ; ELMILIGY and NORTON, 1973 ; LYNCH,

1978 ; BADRA et al., 1979 ; DJIAN et al., 1991 ; MCBRIDE et al.,

2000）。しかし，多くの場合，有機物の施用による防除

効果は不安定で，実用技術として確立するまでには至っ

ていない。この中で，HOLLIS and RODRIGUEZ-KABANA（1966）

と SOTOMAYOR et al.（1999）は有機物施用，湛水化，太陽

熱処理等を組合せた効果的な防除方法を報告している。

一方，新村ら（1999）は施設ネギの萎凋病を対象に，

土壌還元消毒法を開発した。本法は，小麦フスマまたは

米ヌカを 1 t/10 a施用し，土壌水分が一時的に圃場容水

量になるまで灌水した後，マルチと施設密閉により

30℃以上の地温を 20日程度保つという，簡便かつ低コ

ストな土壌消毒法である。これまでに，いくつかの土壌

病害および植物寄生性線虫に対して安定した防除効果が

認められており，トマト，キュウリ，スイカ，メロン，

イチゴ，インゲン，エンドウ，ホウレンソウ等の施設栽

培を中心に利用されている（久保ら，2004；久保・片

瀬，2007）。また，「持続性の高い農業生産方式の導入の

促進に関する法律」の施行規則が 2007年に改正され，

「化学的に合成された農薬の使用を減少させる効果が高

い技術」の中に土壌還元消毒が取り入れられた。

土壌還元消毒は土壌の還元化によって防除効果が発揮

されるため，当初から作用機構の一つとして有機酸の生
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に低下し，2時間後には 0 mMになった。同様に，フス

マを添加しない区の蒸留水の DOも急激に低下し，4時

間後に 0 mMになった。この実験を温度 15～ 30℃で行

ったところ，温度が高いほど DOが 0 mMになる時間

は短くなった（図― 2）。湛水条件下の土壌の溶存酸素濃

度は，フスマを添加するとより早く低下するが，フスマ

の有無に関係なく急速に低下したことから，土壌は無酸

素状態になると推察された。

現地実証試験（図― 1）の場合，灌水を一昼夜行った

ため 1日後まで約 15℃であったが，2日後には 20℃に

達した。このことから，2日後には無酸素状態になった

と推察される。これ以降に，酸素を含む水が追加灌水さ

れる場合や，灌水不足で土壌水分が急速に減少して空気

が土壌に供給される場合は，無酸素状態になりにくいと

考えられる。

3 酸化還元電位（Eh6）の変化と有機酸の生成
フスマを添加した場合，Eh6はインキュベート開始か

ら 3時間後に低下し始め，15時間後には約－ 300 mVに

まで低下し，急速に還元状態になった。したがって，土

壌の Eh6も急激に低下して還元状態になったものと推

土壌の溶存酸素濃度（DO）と Eh6を測定した（KATASE

et al., 2009）。約 60頭/gのネコブセンチュウを含む黒ボ

ク土を供試し，この土壌 2.0 gにフスマ 0.02 gを混和し

てナイロン網に包み，これを土壌試料としてモデル試験

に用いた。この土壌とフスマの混合割合は，1 t/10 aの

フスマを圃場に深さ 20 cmまで混和した量に相当する。

また，対照としてフスマを添加しない土壌試料を用いた。

土壌試料を 7 mlの蒸留水に入れて，これを一定温度

でインキュベートしながら，蒸留水の DOをクラーク

型酸素電極（Rank Brothers社製）で連続的に測定した。

また，7 mlの蒸留水が入った試験管に土壌試料を入

れ，この蒸留水中に Eh/pHメータの電極を設置して，

試験管全体を密閉した。これを一定温度のウォーターバ

スでインキュベートしながら，蒸留水の Eh6を経時的

に測定した。これら 2種類のモデル試験により，土壌試

料の DOおよび Eh6を周囲の蒸留水から間接的に測定

した。

2 溶存酸素濃度（DO）の変化
温度 30℃でインキュベートした場合，フスマを添加

した区の蒸留水の DOはインキュベート開始から急激
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温度を 30℃と 35℃に設定し，それぞれインキュベー

ト時間を変えてモデル試験を繰り返した。インキュベー

ト終了時に，土壌試料を入れた蒸留水の Eh6および有

機酸濃度，土壌試料中のネコブセンチュウ二期幼虫の生

存頭数を計数した（図― 4）。その結果，Eh6が低いほど

ネコブセンチュウの生存頭数は少なくなる傾向が認めら

れた。30℃で Eh6がマイナスになるとネコブセンチュ

ウの頭数が顕著に減少したが，35℃の場合は Eh6がプ

ラスの場合でも顕著な減少が確認された。また，Eh6が

顕著に低下した蒸留水からは酢酸および n ―酪酸が検出

された。なお，いずれの区でも，プロピオン酸，iso ―酪

酸，n ―吉草酸，iso ―吉草酸は検出限界以下であった。

さらに，別のモデル試験において，黒ボク土（風乾土）

53 gにフスマ 1.0 gを混和して湛水状態にし，30℃でイ

ンキュベートしながら，土壌から土壌溶液を実際に採取

して分析した。Eh6が－ 33 mVに低下した土壌溶液中か

らは 9.8 mMの酢酸と 10.7 mMの n ―酪酸が検出された。

4 モデル試験における殺線虫効果の要因

上記のモデル試験において，ネゴセンチュウを含む土

壌にフスマを添加して湛水状態にした場合と，フスマを

添加しないで湛水状態にした場合を比較すると，DOは

両者とも急激に低下して無酸素状態になったが，Eh6は

前者で低下したが後者では低下しなかった。また，有機

酸は前者で検出されたが後者では検出されず，ネコブセ

ンチュウの生存数は前者で著しく減少した。したがっ

て，土壌還元消毒の作用機構は，無酸素状態になること

だけではなく，Eh6の低下に伴う酢酸および n ―酪酸の

生成も起因していると考えられた。

察された。一方，フスマを添加しない場合，Eh6はわず

かに低下したのみであった。

温度を 20，30，40，45℃に設定して，Eh6を経時的

に測定した（図― 3）。温度が 20℃から 30℃になると

Eh6が低下して還元状態になるまでの時間は顕著に短く

なったが，30℃と 40℃でその差は小さかった。さらに，

45℃になると Eh6の低下時間は 40℃の場合よりも長く

なり，Eh6の最低値は 40℃の場合よりも高くなった。

すなわち，酸化還元電位の低下にかかわる微生物の最適

温度から，土壌還元消毒の最適地温は 30～ 40℃である

と考えられる。
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確な殺線虫効果が認められ，有機酸濃度が高くなるほど

生存率は低下した（図― 5）。

また，酢酸と n ―酪酸が共存している場合も，単独の

場合と同様に生存率は低下した。酢酸および n ―酪酸の

濃度と生存率との関係（図― 6）から非線形回帰分析に

よって効力比を求めたところ，両者の殺線虫効果はほぼ

等しく，両者が混在しているときの殺線虫活性には相加

効果が認められた。したがって，酢酸と n ―酪酸のモル

濃度の和は，土壌還元消毒の殺線虫効果を示す指標にな

ると考えられる。

IV 酢酸および酪酸の殺線虫効果に及ぼす
pHの影響

1 有機酸の解離と pH
有機酸の殺線虫効果は pHの影響を強く受けることが

知られている（SAYRE et al, 1965 ; HOLLIS and RODRIGUEZ-

KABANA, 1966 ; DJIAN et al., 1991）。有機酸は弱酸の物質で

あるため，その分子は非解離状態で存在しやすい。非解

離状態の有機酸分子は親油性が高く，細胞に容易に侵入

し，細胞内の pHを下げて障害を起こすが，解離してイ

オンになった分子にはその効果がないと説明されてい

る。なお，これらのことは有機酸の殺菌効果にも当ては

まる（松田，2004）。

酢酸の解離定数（pka）は 4.76であるため，pH 4.76

において解離した酢酸と非解離の酢酸が同じ割合で存在

し，これよりも pHが高くなると解離した酢酸の割合が

高くなる（図― 7）。n ―酪酸の解離定数は 4.82であるた

め，酢酸とほぼ同様である。圃場の土壌溶液の場合，共

また，温度が 30℃の場合，殺線虫効果は 24時間以内

と極めて短期間で得られることが明らかになった。

III 酢酸および n ―酪酸の殺線虫効果

土壌還元消毒の現地実証試験および室内でのモデル試

験において，土壌中に 10 mMレベルの酢酸および n ―

酪酸が検出された。そこで，ネコブセンチュウ二期幼虫

に対する酢酸および n ―酪酸の殺線虫活性を，佐野・後

藤（1972）の方法で測定した（KATASE et al., 2009）。

pH 4.5に調整した 2.0～ 12 mMの有機酸にネコブセ

ンチュウ二期幼虫を 24時間浸漬した結果，5 mMで明
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IV 土壌還元消毒における温度の殺線虫効果

キタネグサレセンチュウを使ったモデル試験では，無

酸素状態でフスマが存在しない土壌の場合，生存率が

0％になる時間は，温度 30℃では 36時間，温度 40℃で

は 18時間であった（片瀬ら，2005）。また，ネコブセンチ

ュウを使ったモデル試験においても，30℃と 35℃で同

様な効果が確認されており，無酸素状態で温度が高くな

ると殺線虫効果はより高くなると考えられる。

したがって，土壌還元消毒を行った施設土壌におい

て，太陽熱の殺線虫効果が及ぶ上層では，温度と無酸素

状態が大きな殺線虫要因になると考えられる。一方，太

陽熱の殺線虫効果が及ばない下層では，土壌還元の効果

が有効に発揮されるものと推察される。

お　わ　り　に

一般に，土壌の無酸素状態とそれに続く還元状態およ

び有機酸の生成は，土壌微生物の作用によるものである

ことから，土壌還元消毒は土着の土壌微生物の機能を有

効に活用した防除法である。また，土壌病害に対する土

壌還元消毒の作用機構として，有機酸の効果，無酸素状

態の効果および土壌微生物による拮抗作用が報告されて

いる（久保ら，2005；門馬ら，2005；MOMMA et al.,

2006）。

今後，土壌還元消毒に用いる易分解性有機物として，

小麦フスマと米ヌカのほかに，糖蜜（新村，2003），アル

コール（植松ら，2008）等の利用も試みられており，化

学合成農薬を用いない土壌消毒法として，より効果が高

くより安定した防除技術に発展することが期待される。
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存する電解質の影響があるために単純な系ではないが，

大まかな傾向を理解することができる。殺線虫効果は非

解離の酢酸および n ―酪酸が有していると考えられるた

め，pHが解離定数よりも高くなると殺線虫効果が低く

なると説明される。

2 酢酸と n ―酪酸の殺線虫効果と pH
佐野・後藤（1972）の方法を用い，pH 3.0～ 6.5の範

囲で 10 mM酢酸にネコブセンチュウ二期幼虫を 24時

間浸漬して殺線虫活性を比較した結果，pHが 3.0およ

び 4.0の場合，ネコブセンチュウの生存率はほぼ 0％で

あったが，pHが 4.5よりも高くなると生存率は急激に

高くなり，pH 5.5～ 6.5では生存率が 80～ 90％で，ほ

とんど殺線虫効果が消失した（KATASE et al., 2009）。一

方，対照として用いた pH 3.0～ 6.5の 10 mMクエン酸

溶液に殺線虫効果は認められなかった。

すなわち，有機酸の殺線虫効果は pHの影響を強く受

け，これらの有機酸が解離してイオンになると殺線虫効

果は低くなることが確認された。また，殺線虫効果の要

因は，単に酸性になることではなく，有機酸の直接的な

効果であると考えられた。

一方，これまでの現地実証試験あるいは室内でのモデ

ル試験において，土壌還元消毒時に測定された土壌 pH

の最低値は 5.0であったが，通常は 5.5～ 6.5であった。

この土壌 pHの条件下では，土壌還元消毒で生じた有機

酸の殺線虫効果は極めて低いことになる。しかし，この

pHは土壌に蒸留水を加えて撹拌し，これに pH電極を

設置して安定した後に読み取った値である。土壌の構造

は極めて複雑であり，微小部位ごとに pHの不均一性が

あると考えられることから，土壌に混和したフスマの周

囲では，生成した有機酸により局在的な pHの低下が起

こり，その場に存在するネコブセンチュウには十分な殺

線虫効果が及んでいるとも考えられるが，この点につい

ては今後の課題である。

V 土壌還元消毒におけるその他の生成物

還元状態で生成する殺線虫物質として，有機酸のほか

に亜硝酸（NAGASE et al., 1982 ; CULBREATH et al., 1986）お

よびアンモニア（FORGE et al., 2005）を考えねばならな

い。亜硝酸の生成について検討していないが，アンモニ

アの生成は確認した（牛尾ら，2004）。アンモニアは

pHを上昇させるため，有機酸の殺線虫効果を低下させ

る要因になるとも考えられる。土壌還元消毒で生成する

物質とその殺線虫効果について，pHなどの土壌環境の

変化とともに，さらに検討する必要がある。
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