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(57)【要約】
本開示は、種子の発芽及び植物の成長などの生物刺激に
対応した、組成物及びその使用方法を含む。例えば、本
開示は、植物の成長に影響を与え、植物の成長を促し、
調整し、刺激しまたは助けるための、組成物及びその使
用方法を含む。この要約は、特定の技術分野における研
究目的に対応した、選別手段を意図しており、及び本開
示を限定する意図はない。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８３であるＩＮ－Ｍ１、またはＡＴＣＣ特許
寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５６であるＩＮ－Ｍ２のいずれかの単離された微生物から
成る、単離された混合微生物組成物で植菌された、微生物培養体の無細胞上清を含む組成
物。
【請求項２】
　前記無細胞上清が、ろ過滅菌されている、請求項１に記載の前記組成物。
【請求項３】
　除草剤をさらに含む、請求項１に記載の前記組成物。
【請求項４】
　殺虫剤をさらに含む、請求項１に記載の前記組成物。
【請求項５】
　殺真菌剤をさらに含む、請求項１に記載の前記組成物。
【請求項６】
　栄養溶液をさらに含む、請求項１に記載の前記組成物。
【請求項７】
　少なくとも１つの単離された菌根菌をさらに含む、請求項１に記載の前記組成物。
【請求項８】
　農学的に許容されるキャリアー、及び請求項１～７のいずれか１項に記載の前記無細胞
上清組成物の有効量を含む組成物。
【請求項９】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の無細胞上清組成物、または請求項８に記載の前記
組成物を、種子に、植物に、もしくは特定の成長段階における植物に、またはそれらを組
み合わせに与え、その結果、植物の成長を増進させることを含む、植物成長の増進法。
【請求項１０】
　前記無細胞上清組成物を与えることが、その無細胞上清を植物の種子に適用することを
含む、請求項９に記載の前記方法。
【請求項１１】
　前記無細胞上清組成物を与えることが、その無細胞上清を植物の根に適用することを含
む、請求項９に記載の前記方法。
【請求項１２】
　前記無細胞上清組成物を与えることが、その無細胞上清を植物の葉または茎に適用する
ことを含む、請求項９に記載の前記方法。
【請求項１３】
　前記植物が、温室で育つ、請求項９に記載の前記方法。
【請求項１４】
　前記植物が、野外農地で育つ、請求項９に記載の前記方法。
【請求項１５】
　植物成長の増進が、葉面積または乾燥バイオマスの増加である、請求項９に記載の前記
方法。
【請求項１６】
　無細胞上清組成物を調製する方法であって、
　（ａ）発酵培養液を、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８３であるＩＮ－Ｍ１
、またはＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５６であるＩＮ－Ｍ２のいずれかの
単離された微生物から成る、単離された混合微生物組成物で植菌すること、
　（ｂ）前記植菌された発酵培養液をインキュベートすること、及び
　（ｃ）前記植菌された発酵培養液から、実質的に全ての微生物を取り出し、その結果、
前記無細胞上清を提供すること
のステップを含む、前記方法。
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【請求項１７】
　前記取り出しのステップが、ステップ（ｂ）の後で、少なくとも１０分間、少なくとも
１４，０００ｘｇの遠心力で、前記培養体を遠心分離することを含む、請求項１６に記載
の前記方法。
【請求項１８】
　前記無細胞上清を滅菌するステップ（ｄ）をさらに含む、請求項１６に記載の前記方法
。
【請求項１９】
　滅菌が、ろ過滅菌である、請求項１８に記載の前記方法。
【請求項２０】
　請求項１６に記載の前記方法によって調製される、無細胞上清組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連特許の相互参照
　本出願は、２０１４年９月９日に出願された、米国仮特許出願番号６２／０４８，２５
６の優先利益を主張し、その全体を参照として、本明細書に組み入れる。
【０００２】
　ＥＦＳ－ＷＥＢ経由でテキストファイルとして提出された配列リストの参照
　２０１５年、９月９日作成の、テキストファイル名「２６１４８＿０００２Ｐｌ＿Ｓｅ
ｑ＿ＳＴ２５．ｔｘｔ，」で、２０１５年９月９日に提出され、及び１，３４８バイトの
サイズを有する配列リストを、３７　Ｃ．Ｆ．Ｒ．§１．５２（ｅ）（５）．に従って、
参照として本明細書に組み入れる。
【０００３】
　本発明は、開示した組成物の適用による、例えば、発芽率、早期の植物成長、植物収穫
量、及びバイオマスを含む、植物の成長反応を効果的に改善する組成物及びその使用方法
の開示である。
【背景技術】
【０００４】
　植物用生物刺激剤は、葉面散布及び／または土壌への添加により、植物の成長及び／ま
たは代謝に影響を及ぼす、肥料以外の成分である。植物用生物刺激剤には、非限定的に、
ホルモン含有産物、アミノ酸含有産物、フミン酸含有産物を含む。例示的な植物用生物刺
激剤には、海藻抽出物、フミン酸、アミノ酸、サリチル酸、生物固体、加水分解したタン
パク質、ケイ酸塩、及び／または合成化合物に基づいた組成物を含む。植物用生物刺激剤
は、成長率を増加させ、有害植物の成長を抑え、ストレス耐性を増加させ、光合成速度を
速め、及び耐病性を高めるために、商業的環境で、部分的に作物を処理するために使用さ
れている。植物用生物刺激剤が、植物にそれらの影響を及ぼす詳細な機構は明らかではな
いが、１つの仮説は、それら製剤が、植物ホルモンを上方調製または下方調製する、とい
うものである。
【０００５】
　農業用組成物及びその使用方法における進歩はあるものの、植物用生物刺激に効力を発
する、すなわち、化学物質の使用を減らしながら、植物の成長反応及び発達を改善する組
成物及びその使用方法の必要性が残されている。本明細書に開示の方法及び組成物は、こ
れらの及びその他の要求に取り組むものである。
【発明の概要】
【０００６】
　本明細書の開示に従って、具体的に及び幅広く記述される、１つの態様における開示は
、植物用生物刺激剤に対応した組成物及びその使用方法に関する。多様な態様において、
本明細書の開示は、微生物の混合体を含む、微生物培養体の無細胞上清を含有する組成物
であり、1つ以上の細菌類、真菌類、藻類、及び／または微生物を含んで良い。本開示の
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方法には、植物の成長を促すための、本明細書に開示の組成物の使用を含む。
【０００７】
　本開示は、単離された微生物で植菌された、微生物培養体の無細胞上清を含む組成物で
あり、ここでその微生物が、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．，Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓ
ｐｐ．，Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．，Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．，Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．，Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．，Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．，Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．，またはＳｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．もしくはそれらの組み合わせの1つ以上を含む。
【０００８】
　本開示はまた、本開示の無細胞上清の組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段
階で植物に、もしくはそれらの組み合わせで与え、その結果、植物の成長を促すことを含
んで、植物の成長を促す方法である。成長は、本明細書に開示の組成物で処理された植物
が、その組成物で処理されてない同様の条件下で成長した植物と比べて、改善したなどの
異なった成長特徴を有する場合に、増進されている。
【０００９】
　本開示はまた、物品の表面に、本開示の無細胞上清を与えること含んで、無細胞上清を
含む物品を製造する方法である。
【００１０】
　本開示はまた、（ａ）発酵培養液を、単離された微生物の１つ以上で植菌すること、こ
こで、その微生物は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．
、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．，Ｌａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．もしくはそれらの
組み合わせを含み、（ｂ）その植菌された発酵培養液を、少なくとも５時間培養すること
、及び（ｃ）ステップ（ｂ）の後で、１０，０００ｘｇの遠心力で、少なくとも１０分間
の遠心分離を行い、その結果、当該無細胞上清を与えることのステップを含む、無細胞上
清組成物の調合のための方法である。
【００１１】
　本開示はまた、開示された方法によって調合された、無細胞上清組成物である。
【００１２】
　本開示の態様は、体系的な法定分類などの、特定の法定分類において記述され及び請求
され得る一方で、これは利便性だけの目的であり、及び本開示の各態様は、任意の法定分
類において記述され及び請求され得ることは、当業者には理解されよう。特に明示しない
限り、本明細書に示される任意の方法または態様は、そのステップが、特定の順序で実施
されるべきとの要請により構築されねばならないと、一切意図するものではない。したが
って、方法の請求が、その請求項で、またはそのステップが、特定の順序に限定されてい
るとの記述で、特に明示しない場合、任意の態様において、１つの順序が推奨されるべき
と、一切意図するものではない。この点は、ステップまたは運用順序の配置に関するロジ
ックについての事柄、文法構成または句読点から派生した単純な意味、本明細書に記載の
態様の番号または種類を含む、可能ないかなる不明瞭な解釈に対しても保持される。
【００１３】
　本明細書に組み込まれ及びその一部を構成する添付図面は、本開示の原理を説明するの
に役立つ記述を伴って、複数の態様を解説する。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１Ａ及び図１Ｂは、発芽における、開示された組成物の影響に関する代表的な
データを示す。図１Ａは、蒸留水で処理した対照種子と比べた、発芽刺激におけるパーセ
ント差で、無細胞上清（ＣＦＳ）ＩＮ－Ｍ１のバッチＥＡ１００５１０の濃度の影響を示
す。図１Ｂは、長期の効果対時間で当該ＣＦＳの希釈を表す、図１Ａの再プロットデータ
を示す。
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【図２】図２Ａ及び図２Ｂは、発芽における、開示された組成物の影響に関する代表的な
データを示す。図２Ａは、蒸留水で処理した対照種子と比べた、発芽刺激におけるパーセ
ント差で、ＩＮ－Ｍ１のバッチＥＡ１１０３１０培養液の濃度の影響を示す。図２Ｂは、
長期の効果対時間で当該ＣＦＳの希釈を表す、図２Ａの再プロットデータを示す。
【図３】図３Ａ及び３Ｂは、非生物的ストレス条件下で実施された、発芽における開示さ
れた組成物の影響に関する代表的なデータを示す。種子は、非生物的ストレス条件下で、
１００ｍＭのＮａＣｌに暴露されている。図３Ａは、蒸留水で処理した対照種子と比べた
、発芽刺激におけるパーセント差で、ＩＮ－Ｍ１のバッチＥＡ１１０３１０培養液の濃度
の影響を示す。各グループの棒グラフ表示下部の数字は、発芽が決定された時間を示す。
図３Ｂは、長期の効果対時間で当該ＣＦＳの希釈を表す、図３Ａの再プロットデータを示
す。
【図４】図４は、経過時間ゼロでの、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する
細菌群集の主成分分析に関する代表的なデータを示す。
【図５】図５は、経過時間ゼロでの、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する
細菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを示す。
【図６】図６は、経過時間ゼロでの、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する
真菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを示す。
【図７】図７は、増殖１か月後での、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する
細菌群集の主成分分析に関する代表的なデータを示す。各バッチを、４℃、２５℃、－８
０℃（対照）、及び室温で保管した。
【図８】図８は、４℃、２５℃、－８０℃（対照）、及び室温で増殖１か月後での、ＩＮ
－Ｍ１（Ａ）に存在する細菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを示す
。
【図９】図９は、４℃、２５℃、－８０℃（対照）、及び室温で増殖１か月後での、ＩＮ
－Ｍ２（Ｂ）に存在する細菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを示す
。
【図１０】図１０は、４℃、２５℃、－８０℃（対照）、及び室温で増殖１か月後での、
ＩＮ－Ｍ１（Ａ）に存在する真菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを
示す。
【図１１】図１１は、４℃、２５℃、－８０℃（対照）、及び室温で増殖１か月後での、
ＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する真菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを
示す。
【図１２】図１２は、植物成長及び葉量の視覚的な測定法として使用した、ルッコラの成
長力尺度に関する代表的なデータを示す。
【図１３】図１３は、試験１で、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）で処理されたル
ッコラの成長力（１３Ａ）、植物数（１３Ｂ）、クロロフィル含有量（１３Ｃ）、新芽の
乾燥重量（１３Ｄ）、根の乾物重量（１３Ｅ）、及び植物の高さ（１６Ｆ）に関する代表
的なデータを示す。
【図１４】図１４は、試験２で、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）で処理されたル
ッコラの成長力（１４Ａ）、植物数（１４Ｂ）、クロロフィル含有量（１４Ｃ）、新芽の
乾燥重量（１４Ｄ）、根の乾物重量（１４Ｅ）、及び植物の高さ（１４Ｆ）に関する代表
的なデータを示す。
【図１５】図１５は、２時点で採取したサンプルの、経過時間ゼロでのＩＮ－Ｍ１（Ａ）
及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する細菌群集の主成分分析に関する代表的なデータを示す。
【図１６】図１６は、２時点で採取したサンプルの、経過時間ゼロでのＩＮ－Ｍ１（Ａ）
及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在する細菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデー
タを示す。
【図１７】図１７は、経過時間ゼロでの、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）に存在
する真菌群集の主成分分析に関する代表的なデータを示す。
【図１８】図１８は、ＩＴＳ１－Ｆを使用した、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）
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に存在する真菌群集の最大強度プロファイルに関する代表的なデータを示す。
【図１９】図１９は、最適条件下での大豆種子の発芽における、多様に希釈した微生物を
含まない液体産物の影響に関する代表的なデータを示す。
【図２０】図２０は、塩分を含むストレス条件下での大豆種子の発芽における、多様に希
釈した微生物を含まない液体産物の影響に関する代表的なデータを示す。
【図２１】図２１は、最適条件下での大豆種子の発芽における、多様に希釈したＩＮ－Ｍ
１の影響に関する代表的なデータを示す。
【図２２】図２２は、塩分を含むストレス条件下での大豆種子の発芽における、多様に希
釈したＩＮ－Ｍ１の影響に関する代表的なデータを示す。
【図２３】図２３は、標準的な庭園土壌で育ったＡｇｒｏｓｔｉｄｅ（ベントグラス）に
おける、ＩＮ－Ｍ１の影響に関する代表的なデータを示す。
【図２４】図２４は、その土壌に混ぜた有機物の追加施肥を伴った、標準的な庭園土壌で
育ったＡｇｒｏｓｔｉｄｅ（ベントグラス）における、ＩＮ－Ｍ１の影響に関する代表的
なデータを示す。
【図２５】図２５は、標準的な庭園土壌で育ったＰｏａ　ｐａｒｔｕｒｉｎにおける、Ｉ
Ｎ－Ｍ１の影響に関する代表的なデータを示す。
【図２６】図２６は、播種後４０日目のＳｗｉｓｓ　Ｃｈａｒｄ（不断草）における、Ｉ
Ｎ－Ｍ１の影響に関する代表的な写真を示す。
【図２７】図２７は、イチゴ植物の代表的なクロロフィル含有量を示す。棒グラフ及び誤
差バーは、クロロフィルの、平均及び標準偏差の各々を示す。
【図２７】図２７は、イチゴ植物の代表的なクロロフィル含有量を示す。このデータは、
実施例で記述されるように、対照植物と比較した、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清で処理したイチ
ゴ植物から得た。棒グラフ及び誤差バーは、クロロフィルの、平均及び標準偏差の各々を
示す。
【図２８】図２８Ａ及び２８Ｂは、実施例で記述されるように、対照植物と比較した、Ｉ
Ｎ－Ｍ１無細胞上清で処理したイチゴ植物に対する、葉の高さ及び葉の幅を代表的に示す
。棒グラフ及び誤差バーは、その葉の高さ及び幅の、平均及び標準偏差の各々を示す。＊

＊＊＊＝９９．９９％の信頼性で統計的に有意（Ｐ＜０．０００１）。
【図２９】図２９は、植栽後１１週から１９週での、イチゴ植物の果実収穫量に対する代
表的なデータである。このデータは、実施例で記述されるように、対照植物と比較した、
ＩＮ－Ｍ１無細胞上清で処理したイチゴ植物に対して示されている。この収穫量データは
、１１週の間に開始して２日毎に収穫された果実の、１日当たり収穫量を示している。
【図３０】図３０は、実施例で記述されるように、対照植物と比較した、ＩＮ－Ｍ１無細
胞上清で処理したイチゴ植物における、総果実収穫量に対する代表的なデータを示す。
【図３１】図３１は、対照植物と比較した、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清で処理したトウモロコ
シ植物における、葉の成長発達に対応した野外試験からの代表的なデータを示す。
【図３２】図３２Ａ～３２Ｅは、発芽における、開示された組成物の影響に関する代表的
なデータを示す。その種子の種類は、各グラフの上部に記述されている。「Ａ」は、ＩＮ
－Ｍ１無細胞上清を示し、及び「Ｂ」は、ＩＮ－Ｍ２無細胞上清を示す。当該無細胞上清
の希釈は、各棒グラフの下に記述されている。
【図３３】図３３Ａ～３３Ｄは、発芽における、開示された組成物の影響に関する代表的
なデータを示す。その種子の種類は、各グラフの上部に記述されている。「Ａ」は、ＩＮ
－Ｍ１無細胞上清を示し、及び「Ｂ」は、ＩＮ－Ｍ２無細胞上清を示す。当該無細胞上清
の希釈は、各棒グラフの下に記述されている。
【００１５】
　　　本開示のさらなる利点は、以下の記述の一部に説明され、及びその部分において、
その記述から明白になるであろうし、または本開示の実践によって習得が可能である。本
開示の利点は、付帯の請求項において特に指摘される要素及びその組み合わせの手段によ
って、実現され及び達成されるであろう。前述の一般的な記述及び以降の詳細な記述は、
例示及び説明だけを目的としており、及び請求されるとして、本開示を制約しない、こと
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は理解されよう。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本開示は、この開示の以下の詳細記述及びそこに含まれる実施例を参照することによっ
て、より容易に理解され得る。ここに開示するものと類似のまたは同等の任意の方法及び
物質が、本開示の実践または試験に使用できるが、例示的な方法及び物質をここに記述す
る。
【００１７】
　本明細書に使用する用語は、特定の態様を記述する目的だけのためであり、及び限定す
ることを意図してはいない。本明細書において及び以下の請求項において、以下の意味を
有すると定められるべき多数の用語に対して、参照が用いられよう。
【００１８】
　本明細書及び付帯の請求項に使用される、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」に
は、その文脈が明確に指示しない限り、複数参照を含む。したがって、例えば、「農学的
に許容されるキャリアー」の参照は、２つ以上のそのようなキャリアーなどの混合物を含
む。
【００１９】
　本明細書で使用する用語「ｏｒ（または）」は、特定の一覧の任意の１構成要素を意味
し、及びまたその一覧の構成要素の組み合わせを含む。
【００２０】
　範囲は、「ａｂｏｕｔ（約）」な１つの特定値から、及び／または「ａｂｏｕｔ（約）
」な他の特定値までとして表すことができる。そのような範囲が表明される場合、他の態
様には、その１つの特定値から及び／またはその他の特定値までを含む。同様に、値が、
おおまかに表明される場合、先行詞「ａｂｏｕｔ（約）」の使用によって、その特定の値
が、他の態様を形成すると理解されよう。当該範囲の各終点が、その他の終点との関係に
おいて両者とも、及びその他の終点が独立しても重要であることを、さらに理解されよう
。本明細書に開示される多数の値があり、及び各値はまた、それ自身の値に加えて、「ａ
ｂｏｕｔ（約）」のその特定値として、ここに開示されることも理解されよう。例えば、
仮にある値「１０」が開示される場合、次いで「ａｂｏｕｔ（約）１０」もまた開示され
る。当業者には適切に理解されることだが、１つの値が、その値に対して「ｌｅｓｓ　ｔ
ｈａｎ　ｏｒ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ（下回るかまたは等しい）」として開示される場合、「
ｇｒｅａｔｅｒ　ｔｈａｎ　ｏｒ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｖａｌｕｅ（その値に対
して上回るかまたは等しい）」及び値の間に存在可能な範囲もまた開示される、ことは理
解されよう。例えば、仮にある値「１０」が開示される場合、「ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ　ｏ
ｒ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ　１０（１０を下回るかまたは等しい）」と共に、「ｇｒｅａｔｅ
ｒ　ｔｈａｎ　ｏｒ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ　１０（１０を上回るかまたは等しい）」も開示
される。本出願の全体を通して、データが、多数の異なる形式で提供され、及びそのデー
タが終点ならびに開始点を表し、及びそのデータ点の任意の組み合わせに対応した範囲を
有する、ことは理解されよう。例えば、特定のデータ点「１０」及び特定のデータ点１５
が開示される場合、１０及び１５に対して、上回った、上回るかまたは等しい、下回った
、下回るかまたは等しい、及び等しい値が、１０から１５の間に同様に開示されると考え
られる、ことは理解されよう。２つの特定単位の間の各単位もまた開示される、ことは理
解されよう。例えば、１０及び１５が開示される場合、次いで１１、１２、１３、及び１
４もまた開示される。
【００２１】
　「Ｏｐｔｉｏｎａｌ（選択的な）」または「ｏｐｔｉｏｎａｌｌｙ（選択的に）」は、
その後に記述される事象または環境が、起きても起きなくても良いことを意味し、及びそ
の記述には、その事象または環境が起きる事例及び起きない事例を含む、ことを意味する
。
【００２２】
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　本明細書で使用する用語「ｇｌｕｃｏｎｏｌａｃｔｏｎｅ（ｓ）（グルコノラクトン（
複数可））は、以下のグルコノラクトン構造のすべての異性体、溶媒和物、水和物、多形
性形態、結晶性形態、非結晶形態、及び塩変異体を含むことを意図している。
【化１】

【００２３】
　本明細書で使用する用語「ｉｓｏｍｅｒ（ｓ）（異性体（複数可））」には、特に明示
しない限り、すべての配座異性体、回転異性体、及び互変異性体と共に、光学異性体、ジ
アステレオマーを含む、本明細書で参照する化合物及び／または分子のすべての立体異性
体（例えば、グルコノラクトン、ＬＣＯｓ、ＣＯｓ、キチン質化合物、フラボノイド、ジ
ャスモン酸またはその誘導体、リノール酸またはその誘導体、リノレン酸またはその誘導
体、ケリキン（ｋｅｒｒｉｋｉｎｓ）など）を含むことを意図している。本明細書に開示
の化合物及び／または分子には、実質的に純粋に左旋性または右旋性形態における、また
はラセミ混合物における、もしくは光学異性体の任意の割合でのいずれかにおける光学異
性体を含む。態様が（Ｄ）－光学異性体を開示する際は、その態様は、（Ｌ）－光学異性
体をも開示し、態様が（Ｌ）－光学異性体を開示する際は、その態様は、（Ｄ）－光学異
性体をも開示し、態様が（＋）－光学異性体を開示する際は、その態様は、（－）－光学
異性体をも開示し、態様が（－）－光学異性体を開示する際は、その態様は、（＋）－光
学異性体をも開示し、態様が（Ｓ）－光学異性体を開示する際は、その態様は、（Ｒ）－
光学異性体をも開示し、態様が（Ｒ）－光学異性体を開示する際は、その態様は、（Ｓ）
－光学異性体をも開示する。態様は、ジアスレテオマー的に純粋な形態で、及び全ての割
合での混合物の形態で、本明細書で参照する化合物及び／または分子の任意の光学異性体
を含むことを意図している。立体化学が、化学構造または化学名に明確に示されない限り
、その化学構造または化学名は、示された化合物及び／または分子の、可能な全ての立体
異性体、配座異性体、回転異性体、及び互変異性体を包含することを意図している。
【００２４】
　本明細書で使用する用語「ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ａｍｏｕｎｔ（効果的な量）」、「ｅ
ｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（効果的な濃度）」、または「ｅｆｆｅ
ｃｔｉｖｅ　ｄｏｓａｇｅ（効果的な用量）」は、増進された植物成長を引き起こす、生
物刺激組成物の量、濃度、または用量を意味することを意図している。絶対値としての実
際に効果的な用量は、非限定的に、その生物刺激組成物を伴って適用される、土地のサイ
ズ（例えば、その場所、その総面積など）を含む要因に依存している。生物刺激組成物の
「ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ａｍｏｕｎｔ（効果的な量）」、「ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（効果的な濃度）」、または「ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｄｏｓａｇｅ
（効果的な用量）」は、例えば、所定の用量応答実験によって決定されて良い。
【００２５】
　本明細書で使用する用語「ｃａｒｒｉｅｒ（キャリアー）」は、「ａｇｒｏｎｏｍｉｃ
ａｌｌｙ　ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ　ｃａｒｒｉｅｒ（農学的に許容されるキャリアー）」
を含むことを意図している。「ａｇｒｏｎｏｍｉｃａｌｌｙ　ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ　ｃ
ａｒｒｉｅｒ（農学的に許容されるキャリアー）」は、単独でまたは植物、植物の一部分
（例えば、種子）、もしくは土壌に対して、１つ以上の農学的に有益な成分（複数可）、
及び／または生物学的に活性な成分（複数可）などとの組み合わせで、本明細書に記述の
生物刺激組成物を送達するために使用でき、及び望ましくはキャリアーが、植物の成長、
土壌構造、土壌の排水などに悪影響を与えることがなく（植物、植物の一部分（例えば、
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種子）、もしくは土壌に）追加できる、任意の物質を指すことを意図している。
【００２６】
　本明細書で使用する用語「ｓｅｅｄ－ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　ｃａｒｒｉｅｒ（種子と
相性の良いキャリアー）」は、その種子、その種子から成長する植物、種子の発芽などに
悪影響を引き起こす／与えることがなく、種子に添加または適用できる、単独でまたは1
つ以上の農学的に有益な成分（複数可）、及び／または生物学的に活性な成分（複数可）
などとの組み合わせで、本明細書に記述の生物刺激組成物を送達するために使用できる任
意の物質を指すことを意図している。
【００２７】
　本明細書で使用する用語「ｓｏｉｌ－ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　ｃａｒｒｉｅｒ（土壌と
相性の良いキャリアー）」は、植物の成長、土壌構造、土壌の排水などに悪影響を与える
ことがなく、土壌に添加または適用できる、単独でまたは1つ以上の農学的に有益な成分
（複数可）、及び／または生物学的に活性な成分（複数可）などとの組み合わせで、本明
細書に記述の生物刺激組成物を送達するために使用できる任意の物質を指すことを意図し
ている。
【００２８】
　本明細書で使用する用語「ｆｏｌｉａｒ－ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　ｃａｒｒｉｅｒ（葉
面と相性の良いキャリアー）」は、その植物、植物の一部、植物の成長、植物の健康など
に悪影響を引き起こす／与えることがなく、植物または植物の一部に添加できる、単独で
または1つ以上の農学的に有益な成分（複数可）、及び／または生物学的に活性な成分（
複数可）などとの組み合わせで、本明細書に記述の生物刺激組成物を送達するために使用
できる任意の物質を指すことを意図している。
【００２９】
　本明細書で使用する用語「ｍｉｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔ（ｓ）（微量栄養素（複数可）
）」は、植物の成長、植物の健康、及び／または植物の発達に有益な栄養素を指すことを
意図している。
【００３０】
　本明細書で使用する用語「ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ（ｓ）（除草剤（複数可））」は、雑草
及び／または雑草の成長を阻害する（特定の条件下では逆阻害的になる）などの、植物を
枯らすことができる任意の薬剤または薬剤の組み合わせを指すことを意図している。
【００３１】
　本明細書で使用する用語「ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ（ｓ）（殺真菌剤（複数可））」は、殺
真菌及び／または真菌類の増殖を阻害することができる任意の薬剤または薬剤の組み合わ
せを指すことを意図している。
【００３２】
　本明細書で使用する用語「ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ（ｓ）（殺虫剤（複数可））」は、
１匹以上の虫を殺し及び／または１匹以上の虫の増殖を阻害することができる任意の薬剤
または薬剤の組み合わせを指すことを意図している。
【００３３】
　本明細書で使用する用語「ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｌｙ　ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ　ｉ
ｎｇｒｅｄｉｅｎｔ（ｓ）（農学的に有益な成分（複数可））」は、植物の成長、生産、
土壌、水、及び一般の農業に有益な及び／または有用な効果を引き起こすもしくは与える
ことができる、任意の薬剤または薬剤の組み合わせを意味することを意図している。
【００３４】
　本明細書で使用する用語「ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｉｎｇｒｅｄｉ
ｅｎｔ（生物学的に活性な成分）」は、本明細書に記述の1つ以上の細菌単離株以外の、
生物学的に活性な成分（例えば、シグナル分子、その他の微生物など）を意味することを
意図している。
【００３５】
　本明細書で使用する用語「ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ（決定すること）」は、活性の数量
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または量もしくは変化を測定しまたは把握することを指すことができる。例えば、本明細
書で使用する微生物または増殖させた培養体の特徴を決定することは、当業者が、サンプ
ルにおけるある定量値を測定または把握する行為を取るステップを指すことができる。当
業者は、サンプルにおける特徴を測定する方法に精通している。用語のサンプルは、多量
の溶液から、部位から、培養体からの一部分、または、一部分としてのサンプルを、取り
出せる及び選択的に作用させ得るものからのその他の大部分、の一般的な意味として使用
する。
【００３６】
　本明細書で使用する用語「ｂｉｏｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（生物刺激）」は、植物及び
／または土壌内での代謝及び／または生理学的なプロセスの増進を指す。特定の文脈にお
いて、生物刺激は、植物、例えば、生物刺激剤が適用された植物の成長を刺激するプロセ
スを指す。
【００３７】
　本明細書で使用する用語「ｂｉｏｓｔｉｍｕｌａｎｔ（ｓ）（生物刺激剤（複数可））
」は、植物及び／または土壌内で、代謝または生理学的なプロセスを増進できる任意の組
成物を指す。特に明示しない限り、生物刺激剤には、単一成分または複数の異なる成分の
組み合わせを含んで良く、及びその増進された代謝及び／または生理学的なプロセスは、
1つ以上の成分の、独立したまたは組み合わせた作用のいずれかでの結果であって良い。
【００３８】
　本明細書で使用する用語「ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ（環境）」は、その刺激によって定
義される場所であり、及び生物的ならびに非生物的要素、及びその定義された場所に見出
せる、生物的要素の間の、ならびに生物的及び非生物的要素の間の相互関係のパターンを
含む。３つの物理状態である土壌、液体及び気体のすべては、その環境を構成する要素に
含まれる。
【００３９】
　本明細書で使用する用語「ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ（微生物）」には、非限定的に
、細菌、ウイルス、真菌、藻、酵母、原生動物、ワーム、スピロヘータ、原核生物、真核
生物、古細菌、または細菌として分類スキーマに含まれる単細胞及び多細胞生物、ならび
に当業者に公知のものを含む。
【００４０】
　本明細書で使用する用語「ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｐｌａｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ（増進された
植物成長）」は、増加した植物収穫量（例えば、１エーカー当たりのブッシェルなど、通
常使用される農業計測によって測られる、増加したバイオマス、増加した果実数量、また
はそれらの組み合わせ）、増加した根の数、増加した根の量、増加した根の容積、増加し
た葉面積、増加した植物群生、増加した植物の成長力、またはそれらの組み合わせを指す
ことを意図している。
【００４１】
　本明細書で使用する用語「ｐｌａｎｔ（ｓ）（植物（複数可））」及び「ｐｌａｎｔ　
ｐａｒｔ（ｓ）（植物の一部（複数可））」は、望ましい及び望ましくない野生植物また
は作物（自然発生する作物を含む）などの、すべての植物及び植物群を指すことを意図し
ている。作物は、従来からの植物育種及び最適な方法によって、またはバイオテクノロジ
ー及び遺伝子工学的な方法、もしくはそれら方法の組み合わせによって取得される植物で
あり得て、遺伝子組換え植物を含み、及び植物育種者の権利によって保護または保護され
ない植物品種を含む。植物の一部は、種子、新芽、葉、花及び根や、葉、針、茎、葉柄、
花、子実体、果物、種子、根、塊茎及び地下茎の可能性があると記載される例示などの、
地面の上下にある植物の全ての部分及び器官を意味すると理解される。植物の一部にはま
た、収穫物及び発育性ならびに生殖性の繁殖物（例えば、挿し木、塊茎、根茎、横枝及び
種子など）を含む。
【００４２】
　本明細書で使用する用語「ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ（微生物）」または「ｍｉｃｒ
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ｏｂｉａｌ（微生物の）」には、実験室で繁殖させ及び操作できる、任意の一般的な単細
胞生物を含める。本開示において、当該用語は、好ましくは細菌及び／または酵母及び／
または真菌類に関する。本開示において、用語の微生物は、一般的に、生きている微生物
、すなわち、繁殖力がある及び／または代謝活性を持つ微生物を意味する。
【００４３】
　本明細書で使用する用語「ｓｔｒａｉｎ（株）」は、一般にそのサンプル種の有機物の
閉鎖集団を指す。したがって、用語「ｓｔｒａｉｎ　ｏｆ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂ
ａｃｔｅｒｉａ（乳酸菌の株）」は、一般に乳酸菌の種菌を指す。より特定には、用語「
ｓｔｒａｉｎ（株）」は、微生物種の構成体を指し、ここで、そのような構成体、すなわ
ち株は、異なる遺伝子型及び／または表現型を有する。ここで、用語「ｇｅｎｏｔｙｐｅ
（遺伝子型）」には、微生物のゲノム及び組換えの両ＤＮＡ内容物を包含する。ここで、
用語「ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ（表現型）」は、微生物の遺伝子組成に依存する、観察可能な
物理的特徴を指す。当業者が認識するように、したがって、微生物株は、普通の遺伝子型
及び／または表現型を有する個々の微生物細胞から構成されている。さらに、個々の微生
物細胞は、特定の株に属するとして、それらを特定する、特異的な特徴（例えば、特異的
なｒｅｐ－ＰＣＲパターン）を有して良い。微生物株は、１つ以上の微生物の単離株を含
むことができる。
【００４４】
　本明細書で使用する用語「ｉｎｏｃｕｌｕｍ（植菌）」は、培養培地で繁殖が可能な、
微生物細胞、または胞子の任意の形態を意味することを意図している。
【００４５】
　用語「ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｒ　ｃｕｌｔｕｒｅ（微生物
組成物または培養体）」は、本明細書に開示され、及び開示された方法で使用される、微
生物の組成物を指すことを意図している。微生物培養体または微生物組成物は、培養培地
に本明細書で開示される微生物を植菌し、及び例えば、決められた期間で、その微生物の
成長、繁殖を可能にすることによって作られる。本明細書で開示され及び請求される無細
胞上清は、微生物培養体または微生物組成物から、その微生物を除去することにより、そ
の結果作られる。
【００４６】
　本明細書で使用する用語「ｉｓｏｌａｔｅ（単離体）」は、初期単離プレートから取得
した単一コロニーを、培養で増殖させた微生物を指す。単離体は、単一微生物から誘導さ
れると推測される。
【００４７】
　本明細書で使用する、微生物に適用される用語「ｉｓｏｌａｔｅｄ（単離された）」は
、それが自然発生する環境から取り出され及び／または精製された微生物を指す。そのよ
うな、本明細書で使用する微生物の「ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎ（単離株）」は、
その自然環境から取り出され及び／または精製された株を指す。したがって、「ｉｓｏｌ
ａｔｅｄ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ（単離された微生物）」には、その自然発生した
環境に残っている物を含まない。さらに、用語「ｉｓｏｌａｔｅｄ（単離された）」は、
その微生物が精鋭された程度を反映する必要はない。通常自然には見出されない、その他
の株、または化合物もしくは物質と関連する株はさらに、「ｉｓｏｌａｔｅｄ（単離され
た）」として定義される、ことに留意のこと。
【００４８】
　本明細書で使用する用語「ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ　ｐｕｒｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ（
実質的に純粋な培養体）」は、望ましい株または微生物株以外の微生物を実質的に含まな
い、株または培養体を指す。換言すると、微生物株の実質的に純粋な培養体は、望ましく
ない微生物の不純物質と共に化学的な不純物質を含んだその他の汚染物質を、実質的に含
んでいない。
【００４９】
　本明細書で使用する用語「ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ｐｕｒｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ（生
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物学的に純粋な培養体）」は、生物学的な汚染物質を本質的に含まず、及びそこから取得
した異なる二次培養体が、実質的に同一の遺伝子型及び表現型を現すような、遺伝的均一
性を有する培養体を意味することを意図している（例えば、培養体が、少なくとも６０％
の、少なくとも６５％の、少なくとも７０％の、少なくとも７５％の、少なくとも８０％
の、少なくとも８５％の、少なくとも９０％の、少なくとも９１％の、少なくとも９２％
の、少なくとも９３％の、少なくとも９４％の、少なくとも９５％の、少なくとも９６％
の、少なくとも９７％の、少なくとも９８％の、少なくとも９９％の、１００％までの純
度を有する）。さらに、本明細書で使用する「ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ｐｕｒｅ（生
物学的に純粋）」は、通常自然界に関連する物質から分離された株を意味することを意図
している。
【００５０】
　本明細書で使用する「ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉｕｍ（培養培地）」は、微生物細胞の
増殖を助ける混合物として定義され、その混合物には、非限定的に、炭水化物または細胞
のエネルギー源、アミノ酸源、ペプトン、大豆ペプトン、及び酵母抽出物パウダーなどの
成分を含んで良い。当該培地の特徴は、本開示の単離された微生物の増殖を助けるその能
力である。
【００５１】
　本出願を通して、多様な出版物が参照される。これら出版物のその全体における開示を
、本出願が関連する技術分野の状況をより完全に記述するために、本出願に参照として組
み入れる。開示される参照をまた、その参照される文章で考察される、そこに含まれる内
容に対応して、個別に及び特異的に本明細書に組み入れる。本明細書で考察される出版物
は、本出願の提出日に先立つそれらの開示に対してのみ、提供される。そのような出版物
が事前に開示されていたという事実によって、本開示が、それに先行する権利がないこと
の承認として、本明細書が解釈されるべきではない。さらに、本明細書に与えられた公開
日は、実際の公開日とは異なる可能性があり、個別の確認が必要になる可能性がある。
【００５２】
　組成物
　１つの態様において、無細胞上清組成物として本明細書で参照される、開示の組成物は
、単離された微生物の１つ以上で植菌された微生物培養体の無細胞上清を含み、ここでそ
の微生物には、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈ
ｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
　ｓｐｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．またはＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
　ｓｐｐ．もしくはそれらの組み合わせを含む。１つの態様において、無細胞上清組成物
は、開示される方法によって調合される。
【００５３】
　１つ以上の単離された微生物で植菌された微生物培養体の無細胞上清を含む組成物にお
いて、ここでその微生物には、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．またはＳｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．もしくはそれらの組み合わせを含む。微生物培養体の無細胞上
清を含む組成物であって、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８３の、混合培養物
ＩＮ－Ｍ１で植菌されている。微生物培養体の無細胞上清を含む組成物であって、ＩＮ－
Ｍ２の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２
１５５６で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託さ
れた、混合培養物のＩＮ－Ｍ２で植菌されている。本明細書に開示された組成物であって
、当該無細胞上清がフィルター滅菌されている。開示された無細胞上清組成物であって、
除草剤をさらに含む。開示された無細胞上清組成物であって、殺虫剤をさらに含む。開示
された無細胞上清組成物であって、殺真菌剤をさらに含む。開示された無細胞上清組成物
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であって、栄養溶液をさらに含む。ＩＮ－Ｍ１及び／またはＩＮＭ２を含む無細胞上清組
成物であって、除草剤、殺虫剤、殺真菌剤、栄養溶液またはそれらの組み合わせをさらに
含む。
【００５４】
　微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅであり、またはここで当
該Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅの、Ｉ
Ｎ－ＡＯ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ
－１２１５５１で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により
寄託された、ＩＮ－ＡＯ１である。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であ
って、ここで当該Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ
であり、またはここで当該Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔ
ｉｌｉｓの、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８５の、ＩＮ－ＢＳ１である。微
生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ
であり、またはここで当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏ
ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓの、受入番号ＰＴＡ－１２３８７の、ＩＮ
－ＲＰｌである。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該
Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．が、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓであり、またはここで当該
Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．が、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓの、ＩＮ－ＣＵ１の指定を
伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５０で、
２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、１Ｎ－
ＣＵ１である。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌａ
ｃｔｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、またはＬａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔｅｒｕｍ、もしくはそれらの組み合わせである。微生物培養体
由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｓｐｐ．が、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓの、ＡＴＣＣ特許寄託
指定番号ＰＴＡ－１２３８６の、ＩＮ－ＬＨ１である。微生物培養体由来の開示された無
細胞上清組成物であって、ここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｌａｔ
ｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｃａｓｅｉであり、本明細書ではＩＮ－ＬＣ１と呼ばれ、ＩＮ－Ｌ
Ｃ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２
１５４９で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託さ
れた。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｌａｃｔｏ
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｌａｃｔｉｓであり、本
明細書ではＩＮ－ＬＬ１と呼ばれ、ＩＮ－ＬＬ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の
下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５２で、２０１４年９月４日に、ブダペ
スト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。微生物培養体由来の開示された無細胞
上清組成物であって、ここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｌａｃｔｏ
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍであり、ＩＮ－ＬＰ１の指定を伴い、顧客番号２
００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５５で、２０１４年９月４
日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、ＩＮ－ＬＰ１である。微
生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓであり、ＩＮ
－ＬＲ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－
１２１５５４で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄
託された、ＩＮ－ＬＲ１である。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であっ
て、ここで当該Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒ
ｕｇｉｎｏｓａである。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここ
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で当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓである。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であ
って、ここで当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓであり、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３
８３の、ＩＮ－ＲＰ１である。微生物培養体由来の開示された無細胞上清組成物であって
、ここで当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓであり、ＩＮ－ＲＰ２の指定を伴い、顧客番号２００１
３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５３で、２０１４年９月４日に、
ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、ＩＮ－ＲＰ２である。微生物培
養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｓｐｐ．が、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅである。微生物培
養体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｓｐｐ．が、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅであり、ＡＴＣＣ
特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８４の、ＩＮ－ＳＣ１である。微生物培養体由来の開示
された無細胞上清組成物であって、ここで当該Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．が
、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓである。微生物培養体由来の開示された無
細胞上清組成物であって、少なくとも１つの単離された菌根菌をさらに含む。微生物培養
体由来の開示された無細胞上清組成物であって、ここでその微生物培養体が、Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳ
ｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．の少なくとも２つで植菌される。微生物培養体由来
の開示された無細胞上清組成物であって、ここでその微生物培養体が、Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｒｈｏｄｏｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、及びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒ
ｖｉｓｉａｓｅで植菌される。
【００５５】
　１つの態様において、無細胞上清組成物は、フィルター滅菌される。１つの態様におい
て、無細胞上清組成物はさらに、除草剤、殺虫剤、殺真菌剤、液体の栄養成分、または目
的植物の成長を助け、もしくは望ましくない植物の成長、昆虫、線虫、または他の植物の
害虫を阻害する、その他の化合物または組成物の１つ以上を含んで良い。
【００５６】
　多様な態様において、無細胞上清組成物は、液体、ゲル、スラリー、固体、または粉末
（湿潤粉末または乾燥粉末）の形態であり得る。さらなる態様において、無細胞上清組成
物は、種子被覆の形態であり得る。液体、スラリー、または粉末（例えば、湿潤粉末）形
態の組成物が、種子の被覆に適切であり得る。種子の被覆に使用する場合、無細胞上清組
成物を、種子に適用でき、及び乾燥が可能である。多様な態様において、無細胞上清組成
物は、粉末（例えば、湿潤粉末）、水などの液体として処方化でき、種子への適用前にそ
の粉末に添加できる。
【００５７】
　本明細書に開示の無細胞上清組成物には任意で、１つ以上の本明細書に記述のグルコノ
ラクトン以外に、１つ以上の本明細書に記述の生物学的に活性な成分を含んで良い。生物
学的に活性な成分の非限定的な例示には、植物シグナル分子（例えば、脂肪－キトオリゴ
糖（ＬＣＯ）、キトオリゴ糖（ＣＯ）、キチン質化合物、フラボノイド、ジャスモン酸ま
たはその誘導体、リノール酸またはその誘導体、リノレン酸またはその誘導体、カリキン
など）、及び１つ以上の有益な微生物（例えば、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｂｒａ
ｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐｐ．、Ａｚｏｒ
ｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｇｌｏｍｕｓ　ｓｐｐ．、Ｇｉｇａｓｐｏｒａ　ｓｐｐ．
、Ｈｙｍｅｎｏｓｃｙｐｈｏｕｓ　ｓｐｐ．、Ｏｉｄｉｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｓｐｐ．、Ｌ
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ａｃｃａｒｉａ　ｓｐｐ．、Ｐｉｓｏｌｉｔｈｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ　
ｓｐｐ．、Ｓｃｌｅｒｏｄｅｒｍａ　ｓｐｐ．、Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ　ｓｐｐ．、Ａ
ｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ、Ａｒｔｈｒ
ｏｂｏｔｒｙｓ　ｓｐｐ．、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌ
ｕｍ　ｓｐｐ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｓｐｐ．、Ｃａ
ｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、Ｃｈｒｙｓｅｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅ
ｒ　ｓｐｐ．、Ｅｕｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｓｐｐ．、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐｐ．、Ｋｌｕｙｖｅｒａ　ｓｐｐ．、Ｍｉｃ
ｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｍｕｃｏｒ　ｓｐｐ．、Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ
　ｓｐｐ．、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｓｐｐ
．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｓｐｐ．、Ｓｔｅｎｏｔｒ
ｏｐｈｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｓｗａｍｉｎａｔｈａｎｉａ　ｓｐｐ．、Ｔｈｉｏｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｔｏｒｕｌｏｓｐｏｒａ　ｓｐｐ．、Ｖｉｂｒｉｏ　ｓｐｐ
．、Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．など）を
含む。
【００５８】
　１つの態様において、無細胞上清組成物には、栄養溶液を含んで良い。本明細書で使用
する用語「ｌｉｑｕｉｄ　ｎｕｔｒｉｅｎｔ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（栄養溶液）」は、非限
定的に、その溶液またはその混合物に、エネルギー源の分子（例えばブドウ糖）、アミノ
酸、ビタミン、ミネラル、植物代謝の補因子を含有する栄養素を含む液体を指す。栄養溶
液は、添加された栄養素を含んでもまたは含まなくても良い過酸化水素水または曝気水を
含んで植物成長を可能にする、任意の液体を含むことを意図している。
【００５９】
　１つの態様において、無細胞上清組成物は、１つ以上の有益な微量栄養素を含むことが
できる。本明細書に記述される組成物での使用に対応した、微量栄養素の非限定的な例示
には、ビタミン（例えば、ビタミンＡ、ビタミンＢ複合体（すなわち、ビタミンＢ１、ビ
タミンＢ２、ビタミンＢ３、ビタミンＢ５、ビタミンＢ６、ビタミンＢ７、ビタミンＢ８
、ビタミンＢ９、ビタミンＢ１２、コリン）ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、ビタ
ミンＫ、カロテノイド（α－カロテン、β－カロテン、クリプトキサンチン、ルテイン、
リコピン、ゼアキサンチンなど）、多量ミネラル（例えば、リン、カルシウム、マグネシ
ウム、カリウム、ナトリウム、鉄など）、微量ミネラル（例えば、ホウ素、コバルト、塩
化物、クロム、銅、フッ化物、ヨウ素、鉄、マンガン、モリブデン、セレン、亜鉛など）
、有機酸（例えば、酢酸、クエン酸、乳酸、リンゴ酸、タウリンなど）、及びそれらの組
み合わせを含む。１つの態様において、組成物には、リン、ホウ素、塩素、銅、鉄、マン
ガン、モリブデン、亜鉛、またはそれらの組み合わせを含んで良い。
【００６０】
　特定の態様において、本明細書に記述の組成物が、リンを含んで良い場合、任意の適切
なリンの供給源が与えられて良いと想定される。１つの態様において、当該リンは、供給
源に由来して良い。他の態様において、適切なリンの供給源には、１つ以上の微生物（例
えば、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｂｉｌａｉａｅ）によって可溶化が可能なリン源を含む
。１つの態様において、当該リンは、鉱石のリン源由来であって良い。他の態様において
、当該リンは、１つ以上のリン源を含む肥料由来であって良い。市販の工業生産されたリ
ン肥料には、多数の種類がある。いくつかの一般的なものは、リン鉱石、リン酸一アンモ
ニウム、リン酸二アンモニウム、第一リン酸カルシウム、過リン酸塩、重過リン酸石灰、
及び／またはポリリン酸アンモニウムを含むものである。これら肥料のすべては、大規模
な肥料製造工場において、不溶性の自然のリン鉱石の化学的加工によって製造され、及び
その製品は高価である。本開示によって、その土壌からの同量のリン吸収を維持しながら
、土壌に用いるこれら肥料の量を減らすことが可能になる。
【００６１】
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　さらに他の態様において、当該リンは、有機物のリン源由来であって良い。さらに特定
の態様において、そのリン源には、有機肥料を含んで良い。有機肥料は、少なくとも、い
くらかの窒素、リン酸、及び／またはカリを与える、自然源由来の土壌改良剤を指す。有
機肥料の非限定的な例示には、植物及び動物の副産物、岩石粉、海藻、乳酸菌、及び調整
剤を含む。これらは、多くの場合、園芸用品センター及び園芸用品供給会社を通して入手
可能である。リン源は、骨粉、肉びき粉、動物のふん尿、堆肥、下水汚泥、または、糞の
堆積物、もしくはそれらの組み合わせからであって良い。
【００６２】
　１つの態様において、当該リンは、非限定的に、リン鉱石、１つ以上のリン源を含む肥
料（例えば、リン酸一アンモニウム、リン酸二アンモニウム、第一リン酸カルシウム、過
リン酸塩、重過リン酸石灰、ポリリン酸アンモニウムなど）、１つ以上の有機リン源、及
びそれらの組み合わせを含む、リン源の組み合わせ由来で良い。
【００６３】
　１つの態様において、無細胞上清組成物には、１つ以上の有益な生物刺激剤を含んで良
い。生物刺激剤は、代謝または呼吸、光合成、核酸の摂取量、イオン吸収、栄養の送達、
もしくはそれらの組み合わせなどの、生理学的なプロセスを増進させて良い。生物刺激剤
の非限定的な例示には、海藻抽出物（例えば、ヒバマタ科の茶色の海藻）、フミン酸（例
えば、カリウムフミン酸）、フルボ酸、ミオイノシトール、グリシン、及びそれらの組み
合わせを含む。１つの態様において、組成物には、海藻抽出物、フミン酸、フルボ酸、ミ
オイノシトール、グリシン、またはそれらの組み合わせを含んで良い。
【００６４】
　１つの態様において、無細胞上清組成物には、１つ以上の植物のシグナル分子を含んで
良い。１つの態様において、その１つ以上の植物シグナル分子は、１つ以上のＬＣＯｓで
ある。１つの態様において、当該の１つ以上の植物シグナル分子は、１つ以上のＣＯｓで
ある。１つの態様において、当該の１つ以上の植物シグナル分子は、１つ以上のキチン質
化合物である。１つの態様において、当該の１つ以上の植物シグナル分子は、１つ以上の
フラボノイドまたはその誘導体である。１つの態様において、当該の１つ以上の植物シグ
ナル分子は、１つ以上の非フラボノイドのｎｏｄ遺伝子誘導物質（例えば、ジャスモン酸
、リノール酸、リノレン酸、及びそれらの誘導体）である。１つの態様において、当該の
１つ以上の植物シグナル分子は、１つ以上のカリキンまたはその誘導体である。１つの態
様において、当該の１つ以上の植物シグナル分子は、１つ以上のＬＣＯｓ、１つ以上のＣ
Ｏｓ、１つ以上のキチン質化合物、１つ以上のフラボノイド及びその誘導体、非フラボノ
イドのｎｏｄ遺伝子誘導及びその誘導体、１つ以上のカリキン及びその誘導体、またはそ
れらの任意のシグナル分子の組み合わせである。
【００６５】
　リポ－キトオリゴ糖化合物（ＬＣＯｓ）はまた、共生ＮｏｄシグナルまたはＮｏｄ因子
として知られ、その非還元末端で凝縮された、Ｎ結合の脂肪酸アシル鎖を伴った、β―Ｉ
,４－結合Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン（「ＧｌｃＮＡｃ」）残基のオリゴ糖骨格か
ら構成される。ＬＣＯ′ｓは、その骨格のＧｌｃＮＡｃ残基数において、その脂肪酸アシ
ル鎖の長さ及び飽和度において、及び還元ならびに非還元の糖残基の置換において異なる
。ＬＣＯｓには、異性体、塩、及び溶媒和物などのすべてのＬＣＯｓを含むことを意図し
ている。ＬＯＣｓは、根粒菌、例えば、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｂｒａｄｙｒｈ
ｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．、Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．及びＡｚｏｒｈｉｚ
ｏｂｉｕｍ　ｓｐｐ．などの細菌から取得されて（単離及び／または精製されて）良い。
ＬＣＯ構造は、各細菌の種類に対応した特徴があり、及び各株は、異なる構造を持つ複数
のＬＣＯ′ｓを産生して良い。
【００６６】
　Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｊａｐｏｎｉｃｕｍからのＬＣＯｓは、米国特許第５
，１７５，１４９号及び第５，３２１，０１１号に記述されている。一般的には、それら
は、メチルグルコースを含む五糖類植物ホルモンである。多数のこれらＢ．ｊａｐｏｎｉ
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ｃｕｍ由来のＬＣＯｓが、５つのＮ－アセチルグルコサミンの存在を示す「Ｖ」、アセチ
ル化を示す「Ａｃ」、脂肪酸側鎖中の炭素数を示す「Ｃ」の後の数値、及び二重結合の数
である「：」の後の数値を伴って、ＢｊＮｏｄ－Ｖ（Ｃ１８：ｌ）、ＢｊＮｏｄ－Ｖ（Ａ
Ｃ、Ｃ１８：ｌ）、ＢｊＮｏｄ－Ｖ（Ｃ１６：ｌ）、ＢｊＮｏｄ－Ｖ（ＡＣ、Ｃ１６：０
）などと記述される。
【００６７】
　本開示の組成物に使用されるＬＣＯｓは、Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ（Ｂ．ｊａｐ
ｏｎｉｃｕｍを含む）、Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ（Ｒ．ｌｅｇ
ｕｍｉｎｏｓａｒｕｍを含む）、Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ（Ｓ．ｍｅｌｉｌｏｔｉを
含む）の株、及びＬＣＯ′ｓを産生するように遺伝子組み換えされた細菌株などの、ＬＣ
Ｏ′ｓを産生する細菌株から取得されて（すなわち、単離及び／または精製されて）良い
。
【００６８】
　また本開示によって包含されるものは、Ｇｌｏｍｅｒｏｃｙｃｏｔａ、例えばＧｌｏｍ
ｕｓ　ｉｎｔｒａｒａｄｉｃｕｓの菌群などの、菌根菌から取得された（すなわち、単離
及び／または精製された）ＬＣＯｓを使用した組成物である。これら真菌類から取得され
た代表的なＬＣＯｓの構造は、ＷＯ　２０１０／０４９７５１及びＷＯ　２０１０／０４
９７５１（当該ＬＣＯｓは、そこでは、「Ｍｙｃ　ｆａｃｔｏｒｓ（Ｍｙｃ因子）」とも
呼ばれて記述されている）に記述されている。
【００６９】
　本開示の組成物には、ＷＯ　２００５／０６３７８４に記述されるものなどの合成ＬＣ
Ｏ化合物、及び遺伝子組み換えで生成された組換えＬＣＯ′ｓを含んで良い。基本的な、
天然ＬＣＯ構造には、Ｓｐａｉｎｋ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉ．５４：２
５７－２８８（２０００）及びＤ′Ｈａｅｚｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇ
ｙ　１２：７９Ｒ－１０５Ｒ（２００２）に記述されるものなどの、天然ＬＣＯｓに見出
される修飾または置換を含んで良い。ＬＣＯｓの構造に対応したオリゴ糖分子の前駆体（
ＣＯｓ、以下に記述され、また本開示における植物シグナル分子として有用である）はま
た、例えば、Ｓａｍａｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｒｂ．Ｒｅｓ．３０２：３５－４２（１
９９７）、Ｓａｍａｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７２：３３－４７
（１９９９）に記述される、一般的な有機物の遺伝子組み換えによって合成されて良い。
【００７０】
　ＬＣＯｓは、多様な純度の形態で利用されて良く、及び単独でまたはＬＣＯ産生の細菌
または真菌類の培養形態において使用されて良い。実質的に純粋なＬＣＯｓを生成する方
法には、ＬＣＯｓと微生物細胞の混合物からその微生物細胞を取り除くこと、または例え
ば、米国特許第５，５４９，７１８号に記述されるように、ＬＣＯ溶媒相の分離を通して
そのＬＣＯ分子を単離及び精製し、それに続くＨＰＬＣクロマトグラフィーの追加のステ
ップを含む。精製は、ＨＰＬＣを繰り返すことによって促進され得て、及びその生成され
たＬＣＯ分子は、長期保存のために冷凍乾燥することができる。
【００７１】
　キトオリゴ糖（ＣＯｓ）は、キチンオリゴマーとして特定されるβ－１－４結合Ｎ－ア
セチルグルコサミン構造として、またＮ－アセチルキトオリゴ糖として当技術分野では公
知である。ＣＯｓは、キチン分子［（Ｃ８Ｈ１３ＮＯ５）ｎ、ＣＡＳ番号１３９８－６１
－４］、及びキトサン分子［（Ｃ５Ｈ１ｌＮＯ４）ｎ、ＣＡＳ番号９０１２－７６－４］
とそれらを差異化する、固有の及び異なる側鎖の装飾を有する。ＣＯｓの構造及び生成を
記述する代表的な文献は、Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｈｏｉｓｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１１：６０８－６１
６（２００１）、Ｒｏｂｉｎａ，ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　５８：５２１
－５３０（２００２）、Ｈａｎｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔａ　２３２：７８７－８
０６（２０１０）、Ｒｏｕｇｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｐｔｅｒ　２７，“Ｔｈｅ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｃｏｍｐｌｅｘ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔ
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ｅｓ”ｉｎ　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　
ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｗａｎ，ｅｔ　ａｌ，Ｐ
ｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　２１：１０５３－６９（２００９）、ＰＣＴ／Ｆ１００／００８０
３（Ｓｅｐ．２１，２０００）、及びＤｅｍｏｎｔ－Ｃａｕｌｅｔ，ｅｔ　ａｌ，Ｐｌａ
ｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．１２０（ｌ）：８３－９２（１９９９）である。当該ＣＯｓは、
合成または遺伝子組み換えであって良い。ＣＯｓの遺伝子組み換え調合の方法は、当技術
分野では公知である。例えば、Ｓａｍａｉｎ，ｅｔ　ａｌ．（ｓｕｐｒａ．）、Ｃｏｔｔ
ａｚ，ｅｔ　ａｌ．、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｇ．７（４）：３１１－７　２００５）及びＳａｍ
ａｉｎ，ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７２：３３－４７（１９９９）を参
照のこと。ＣＯｓには、異性体、塩、及びそれらの溶媒和物を含むことを意図している。
【００７２】
　キチン及びキトサンはまた、真菌類の細胞壁、及び昆虫ならびに甲殻類の外骨格の主成
分であるが、ＧｌｃＮＡｃ残基から構成される。キチン質化合物には、キチン、（ＩＵＰ
ＡＣ：Ｎ－５－［［３－アセチルアミノ－４，５－ジヒドロキシ－６－（ヒドロキシメチ
ル）オキサン－２イル］メトキシメチル］－２－［［５－アセチルアミノ－４，６－ジヒ
ドロキシ－２－（ヒドロキシメチル）オキサン－３－イル］メトキシメチル］－４－ヒド
ロキシ－６－（ヒドロキシメチル）オキサン－３－イス（ｙｓ）］エタンアミド）、キト
サン、（ＩＵＰＡＣ：５－アミノ－６－［５－アミノ－６－［５－アミノ－４，６－ジヒ
ドロキシ－２－（ヒドロキシメチル）オキサン－３－イル］オキシ－４－ヒドロキシ－２
－（ヒドロキシメチル）オキサン－３－イル］オキシ－２（ヒドロキシメチル）オキサン
３，４－ジオール）、及び異性体、塩、ならびにそれらの溶媒和物を含む。
【００７３】
　これらの化合物は、商業的に、例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社から入手でき、
または昆虫、甲殻類の殻、または真菌類の細胞壁から調合されて良い。キチン及びキトサ
ンの調合法は、当技術分野では公知であり、及び例えば、米国特許第４，５３６，２０７
号（甲殻類の殻からの調合）、Ｐｏｃｈａｎａｖａｎｉｃｈ，ｅｔ　ａｌ．，Ｌｅｔｔ．
Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３５：１７－２１（２００２）（真菌類の細胞壁から調
合）、及び米国特許第５，９６５，５４５号（カニの殻からの調合及び商業用キトサンの
加水分解）に記述されている。ジアセチル化キチン及びキトサンは、３５％未満から９０
％を上回るジアセチル化の範囲で取得されて良く、及び例えば、１５ｋＤ未満の低分子量
キトサンオリゴマー、及び０．５から２ｋＤのキチンオリゴマー、約１５ｋＤの分子量を
持つキトサンの「ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ｇｒａｄｅ（実用グレード）」、及び７０ｋＤま
での高分子量キトサンなどの、幅広い分子量分布を占める。種子の処理に処方されるキチ
ン及びキトサンの組成物はまた、商業的に入手可能である。商業製品には、例えば、ＥＬ
ＥＸＡ（登録商標）（Ｐｌａｎｔ　Ｄｅｆｅｎｓｅ　Ｂｏｏｓｔｅｒｓ，Ｉｎｃ．）及び
ＢＥＹＯＮＤ（商標）（Ａｇｒｉｈｏｕｓｅ，Ｉｎｃ．）を含む。
【００７４】
　フラボノイドは、３つの炭素架橋によって接合された２つの芳香族環の一般構造を有す
る、フェノール化合物である。フラボノイドは、植物によって産生され、及び例えば、有
益なシグナル伝達分子として、昆虫、動物、真菌類および細菌に対して保護をするなどの
多数の機能を有する。フラボノイドの分類には、カルコン、アントシアニジン、クマリン
、フラボン、フラバノール、フラボノール、フラバノン、イソフラボンを含む。Ｊａｉｎ
，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．＆　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１１：
１－１０（２００２）、Ｓｈａｗ，ｅｔ　ａｌ．，Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌ．１１：１８６７－８０（２００６）を参照のこと。
【００７５】
　本開示の組成物において有用な代表的なフラボノイドには、ルテオリン、アピゲニン、
タンゲリチン（ｔａｎｇｅｒｉｔｉｎ）、ケルセチン、ケンフェロール、ミリセチン、フ
ィセチン、イソラムネチン、パキポドール、ラムナジン、ヘスペレチン、ナリンゲニン、
ホルモノネチン、エリオジクチオール、ホモエリオジクチオール、タキシフォリン、ジヒ
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ドロクエルセチン、ジヒドロケンペロール、ゲニステイン、ダイゼイン、グリシテイン、
カテキン、ガロカテキン、カテキン３－没食子酸、ガロカテキン３－没食子酸、エピカテ
キン、エピガロカテキン、エピカテキン３－没食子酸、エピガロカテキン３－没食子酸、
シアニジン、デルフィニジン、マルビジン、ペラルゴニジン、ペオニジン、ペツニジン、
またはその誘導体を含む。フラボノイド化合物は、例えば、Ｎａｔｌａｎｄ　Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｒｐ．，Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ，Ｎ．
Ｃ．、ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，Ｉｒｖｉｎｅ，Ｃａｌｉｆ．、ＬＣ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ，Ｗｏｂｕｒｎ　Ｍａｓｓから、市販されている。フラボノイド化合物は
、例えば、米国特許第５，７０２，７５２号、第５，９９０，２９１号、及び第６，１４
６，６６８号に記述されるように、植物または種子から単離されて良い。フラボノイド化
合物はまた、Ｒａｌｓｔｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　１３
７：１３７５－８８（２００５）に記述されるように、酵母などの遺伝子組み換え有機物
によって産生されて良い。フラボノイド化合物は、異性体、塩、及びそれらの溶媒和物と
共に、すべてのフラボノイド化合物を含むことを意図している。
【００７６】
　ジャスモン酸（ＪＡ、［ｌＲ－［ｌα，２β（Ｚ）］］－３－オキソ－２－（ペンテニ
ル）シクロペンタン酢酸）及びその誘導体、リノール酸（（Ｚ，Ｚ）－９，１２－オクタ
デカジエン酸）及びその誘導体、およびリノレン酸（（Ｚ，Ｚ，Ｚ）－９，１２，１５－
オクタデカトリエン酸）及びその誘導体はまた、本明細書に開示の組成物に使用されて良
い。非フラボノイドｎｏｄ遺伝子誘導物質は、本明細書に記述の非フラボノイドｎｏｄ遺
伝子誘導物質のみならず、異性体、塩、及びそれらの溶媒和物を含むことを意図している
。
【００７７】
　ジャスモン酸及びそのメチルエステル、ジャスモン酸メチル（ＭｅＪＡ）は、まとめて
ジャスモン酸類として知られるが、植物に自然発生するオクタデカノイドに基づく化合物
である。ジャスモン酸は、小麦苗の根によって、及びＢｏｔｒｙｏｄｉｐｌｏｄｉａ　ｔ
ｈｅｏｂｒｏｍａｅ及びＧｉｂｂｒｅｌｌａ　ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ、酵母（Ｓａｃｃｈａ
ｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、ならびにＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
の病原性及び非病原性菌株などの、真菌性の微生物によって産生される。リノール酸及び
リノレン酸は、ジャスモン酸の生合成の過程で産生される。ジャスモン酸、リノール酸及
びリノレン酸（ならびのそれらの誘導体）は、ｎｏｄ遺伝子発現または根圏細菌によるＬ
ＣＯ産生の誘導物質であると報告されている。例えば、Ｍａｂｏｏｄ，Ｆａｚｌｉ，Ｊａ
ｓｍｏｎａｔｅｓ　ｉｎｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｎｏｄ　ｇｅ
ｎｅｓ　ｉｎ　Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｊａｐｏｎｉｃｕｍ，Ｍａｙ　１７，２
００１、及びＭａｂｏｏｄ，Ｆａｚｌｉ，“Ｌｉｎｏｌｅｉｃ　ａｎｄ　ｌｉｎｏｌｅｎ
ｉｃ　ａｃｉｄ　ｉｎｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｎｏｄ　ｇｅｎ
ｅｓ　ｉｎ　Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｊａｐｏｎｉｃｕｍ，”ＵＳＤ　Ａ３，Ｍ
ａｙ　１７，２００１を参照のこと。
【００７８】
　当該無細胞上清組成物に添加して有用であろう、リノール酸、リノレン酸、及びジャス
モン酸の有用な誘導体には、エステル、アミド、グリコシド及び塩を含む。代表的なエス
テルは、リノール酸、リノレン酸、またはジャスモン酸のカルボキシル基が、ＣＯＲ基で
置き換えられた化合物であり、ここでＲは、ＯＲ１基であり、Ｒ１が、Ｃ１～Ｃ８の非分
岐または分岐のアルキル基、例えば、メチル、エチル、またはプロピル基などのアルキル
基、Ｃ２～Ｃ８の非分岐または分岐のアルケニル基などのアルケニル基、Ｃ２～Ｃ８の非
分岐または分岐のアルキニル基などのアルキニル基、例えば、６から１０の炭素原子を有
するアリール基、または例えば、４から９の炭素原子を有するヘテロアリール基であり、
ここでそのヘテロアリール基のヘテロ原子が、例えば、Ｎ、Ｏ、Ｐ、またはＳであり得る
。代表的なアミドは、リノール酸、リノレン酸、またはジャスモン酸のカルボキシル基が
、ＣＯＲ基で置き換えられた化合物であり、ここでＲは、ＮＲ２Ｒ３基であり、Ｒ２及び
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Ｒ３が、独立して、水素、Ｃ１～Ｃ８の非分岐または分岐のアルキル基、例えば、メチル
、エチル、またはプロピル基などのアルキル基、Ｃ２～Ｃ８の非分岐または分岐のアルケ
ニル基などのアルケニル基、Ｃ２～Ｃ８の非分岐または分岐のアルキニル基などのアルキ
ニル基、例えば、６から１０の炭素原子を有するアリール基、または例えば、４から９の
炭素原子を有するヘテロアリール基であり、ここでそのヘテロアリール基のヘテロ原子が
、例えば、Ｎ、Ｏ、Ｐ、またはＳであり得る。エステルは、酸触媒による求核付加反応な
どの、公知の方法によって調合されて良く、ここでそのカルボン酸が、ミネラル酸の触媒
量の存在下で、アルコールと反応する。アミドはまた、中性条件の下、ジシクロヘキシル
カルボジイミド（ＤＣＣ）などのカップリング剤の存在下で、カルボン酸と適切なアミン
との反応によるなどの、公知の方法で調合されて良い。リノール酸、リノレン酸、及びジ
ャスモン酸の適切な塩には、例えば、塩基添加の塩を含む。代謝的に許容される、これら
化合物の塩基塩を調合する試薬として使用して良い塩基には、アルカリ金属イオン（カリ
ウム及びナトリウムなど）、ならびにアルカリ土類金属イオン（カルシウム及びマグネシ
ウムなど）から誘導されるものを含む。これらの塩は、リノール酸、リノレン酸、または
ジャスモン酸の溶液を、その塩基溶液と一緒に混合することによって、容易に調合される
。当該塩は、溶液から沈殿されて良く、及びろ過によって収集され、またはその溶媒を揮
発させるなどのその他の手段によって回収されて良い。
【００７９】
　カリキンは、誘導体及びそれらの類似体を含む、ビニル性の４Ｈ－ピロン、例えば、２
Ｈ－フロ［２，３－ｃ］ピラン－２－オンである。カリキンには、異性体、塩、及びそれ
らの溶媒和物を含むことを意図している。
【００８０】
　１つの態様において、無細胞上清組成物は、１つ以上のグルコノラクトンをさらに含ん
で良い。その１つ以上のグルコノラクトンは、天然のグルコノラクトン（すなわち、合成
で生成されていない）、合成グルコノラクトン（例えば、化学的に合成されたグルコノラ
クトン）またはそれらの組み合わせであって良い。
【００８１】
　１つの態様において、無細胞上清組成物は、除草剤を含んで良い。例示的な除草剤には
、非限定的に、イミダゾリノン、スルホニルウレア、グリホサート、グルホシネート、Ｌ
－ホスフィノトリシン、トリアジン、ベンゾニトリル、Ｄｉｃａｍｂａ（３，６－ジクロ
ロ－ｏ－アニス酸または３，６－ジクロロ－２－メトキシ安息香酸）、ＢＡＮＶＥＬ（商
標）（ＢＡＳＦ）、ＣＬＡＲＩＴＹ（商標）（ＢＡＳＦ）、及びＶＡＮＱＵＩＳＨ（商標
）（Ｓｙｎｇｅｎｔａ）などの除草剤中の有効成分、ピレトリンや合成ピレスロイド、ア
ゾール、オキサジジン（ｏｘａｄｉｚｉｎｅ）誘導体、クロロニコチニル、ニトログアニ
ジン誘導体、トリアゾール、有機リン酸エステル、ピロール、ピラゾール、フェニルピラ
ゾール、ジアシルヒドラジン、及びカーバメイトを含む。前記一覧の分類のいくつかに属
する除草剤の追加の例示は、Ｔｈｅ　Ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ　Ｍａｎｕａｌ，１２ｔｈ　Ｅ
ｄ．，Ｃ．Ｄ．Ｓ．Ｔｏｍｌｉｎ，Ｅｄ．，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｃｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔ
ｉｏｎ　Ｃｏｕｎｃｉｌ，Ｆａｒｎｈａｍ，Ｓｕｒｒｙ，ＵＫ（２０００）に見出すこと
ができる。
【００８２】
　１つの態様において、無細胞上清組成物には、殺虫剤を含んで良い。例示的な殺虫剤に
は、非限定的に、任意の細菌種（すなわち、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓ
ｉｓ）、ウイルス（すなわち、デンソウイルス）、生物防除農薬、アバーメクチン、ホス
トキシン／フミトキシン、ビフェントリン、カルバリル、クロルフェナピル、ベータ－シ
フルトリン、シペルメトリン、デルタメトリン、ジクロルボス、Ｄ－フェノトリン、Ｄ－
ｔｒａｎｓアレスリン、レスメトリン、メソミル、ヒドラメチルノン、フェノキシカルブ
、フィプロニル、イミダクロプリド、イミダクロプリド、ラムダ－シハロトリン、マラチ
オン、メトプレン、ナレド、ニチアジン、Ｐ－ジクロロベンゼン、ペルメトリン、ペルメ
トリン－ピペロニルブトキシド、プロペタンホス、プロポスキル、ピレトリン、フェノト
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リン、アレスリン、ヒドロプレン、レスメトリン、スピノサド、スミトリン、スミトリン
－ピペロニルブトキシド、テメホス、蚊の幼虫駆除剤、幼虫駆除剤、またはそれらの任意
の組み合わせを含む。
【００８３】
　１つの態様において、無細胞上清組成物には、殺真菌剤を含んで良い。例示的な殺真菌
剤には、非限定的に、Ｍｅｆｅｎｏｘａｍ　＆　Ｆｌｕｄｉｏｘｏｎｉｌ（ＡｐｒｏｎＭ
ａｘｘ　ＲＴＡ、Ｓｙｎｇｅｎｔａ　ＵＳＡ）、テブコナゾール、シメコナゾール、フル
キンコナゾール、ジフェノコナゾール、４，５－ジメチル－Ｎ－（２－プロペニル）－２
－（トリメチルシリル）－３－チオフェンカルボアミド（シルチオファム）、ヘキサコナ
ゾール、エタコナゾール、プロピコナゾール、トリチコナゾール、フルトリアホル、エポ
キシコナゾール、フェンブコナゾール、ブロムコナゾール、ペンコナゾール、イマザリル
、テトラコナゾール、フルシラゾール、メトコナゾール、ジニコナゾール、マイクロブタ
ニル、トリアジメノール、ビテルタノール、ピリメタニル、シプロジニル、トリデモルフ
、フェンプロピモルフ、クレソキシムメチル、アゾキシストロビン、ＺＥＮ９０１６０、
フェンピクロニル、ベナラキシル、フララキシル、メタラキシル、Ｒ－メタラキシル、オ
ルフレイス、オキサジキシル、カルボキシン、プロクロラズ、トリフルミゾール、ピリフ
ェノックス、アシベンゾラル－５－メチル、クロロタロニル、シモキサニル、ジメトモル
フ、ファモキサドン、キノキシフェン、フェンプロピジン、スピロキサミン、トリアゾキ
シド、ＢＡＳ５０００１Ｆ、ヒメキサゾール、ペンシクロン、フェナミドン、グアザチン
、及びシプロコナゾールを含む。
【００８４】
　1つの態様において、無細胞上清組成物には、殺虫剤（ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｓ）を
含んで良い。本明細書に記述の組成物に有用な殺虫剤は、非限定的に、ハリガネムシ、ヨ
トウムシ、地虫、コーンルートワーム、種トウモロコシワーム、ノミトビヨロイムシ、ア
メリカコバネナガカメムシ、アブラムシ、ハムシ、カメムシ、及びそれらの組み合わせを
含む、広範な昆虫に対して活動を適切に阻害する。
【００８５】
　本明細書に開示の組成物に対して適切な、商業用殺昆虫剤の非限定的な例示には、ＣＲ
ＵＩＳＥＲ（Ｓｙｎｇｅｎｔａ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，Ｄｅｌ．）、ＧＡＵＣＨＯ及び
ＰＯＮＣＨＯ（Ｇｕｓｔａｆｓｏｎ，Ｐｌａｎｏ，Ｔｅｘ．）を含む。これら及びその他
の商業用殺昆虫剤の有効成分には、チアメトキサム、クロチアニジン、イミダクロプリド
を含む。商業用殺昆虫剤は、製造者の指示書に従ったその推奨濃度において、最も適切に
使用される。
【００８６】
　多様な態様において、当該無細胞上清組成物には、揮発性脂肪酸を含む。さらなる態様
において、その揮発性脂肪酸には、酢酸、酪酸、イソ酪酸、及びプロピオン酸を含む。多
様な態様において、当該揮発性脂肪酸の濃度は、発酵条件（その培養物中の微生物の選択
を含んで）、及び／または望ましい濃度を達成するために、精製した揮発性脂肪酸の無細
胞上清への添加によって調整が可能である。
【００８７】
　さらなる態様において、当該無細胞上清中の酢酸濃度は、約２０００～２４００ｐｐｍ
である。そのうえさらなる態様において、当該無細胞上清中の酪酸濃度は、約１３００～
１８００ｐｐｍである。しかもさらなる態様において、当該無細胞上清中のイソ酪酸濃度
は、約２００～７００ｐｐｍである。加えてさらなる態様において、当該無細胞上清中の
プロピオン酸濃度は、約１００～１２００ｐｐｍである。
【００８８】
　さらなる態様において、当該無細胞上清中の酢酸濃度は、約２０００～２４００ｐｐｍ
である。そのうえさらなる態様において、当該無細胞上清中の酪酸濃度は、約１３００～
１７５０ｐｐｍである。しかもさらなる態様において、当該無細胞上清中のイソ酪酸濃度
は、約６００～６５０ｐｐｍである。加えてさらなる態様において、当該無細胞上清中の
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プロピオン酸濃度は、約１４０～１１００ｐｐｍである。
【００８９】
　さらなる態様において、酢酸、酪酸、イソ酪酸、及びプロピオン酸の比率は、固定した
比率である。そのうえさらなる態様において、その比率は、本明細書に与えられた酢酸、
酪酸、イソ酪酸、及びプロピオン酸のレベルによって決定された比率である。
【００９０】
　１つの態様において、無細胞上清組成物は、少なくとも１つの単離された菌根菌を含む
微生物培養体から調合されて良い。菌根菌は、根の表面吸収部分を増やし、及び有機窒素
、リン、鉄、及びその他の強く結合した土壌養分を含む、摂取が困難な栄養素を溶解し、
土壌中に強力な酵素を増やすことによって、植物の栄養吸収を増加させる。この摂取プロ
セスは、植物栄養素にとって有益であり、及び菌根菌を持たない植物にとって、その健康
を維持するためには、高い施肥のレベルが必要になる理由を示していると思われる。菌根
菌は、栄養素を捕捉し及び同化して、土壌にその栄養素の利点を保存する、複雑な仕組み
を形成する。
【００９１】
　１つの態様において、無細胞上清組成物は、農学的に許容されるキャリアーを含むこと
ができる。本明細書に記述のキャリアーは、無細胞上清組成物が、効果（例えば、植物成
長を促す可能性）を維持することを可能にする。キャリアーを含有する無細胞上清組成物
の非限定的な例示には、液体、ゲル、スラリー、または固体（湿潤粉末または乾燥粉末を
含む）を含む。当該キャリアー材の選択は、意図した用途に依存するであろう。キャリア
ーは、例えば、土壌と相性の良いキャリアー、種子と相性の良いキャリアー、及び／また
は葉面と相性の良いキャリアーであって良い。１つの態様において、キャリアーは、土壌
と相性の良いキャリアーである。１つの態様において、キャリアーは、種子と相性の良い
キャリアーである。１つの態様において、キャリアーは、葉面と相性の良いキャリアーで
ある。
【００９２】
　１つの態様において、キャリアーは、液体キャリアーである。本明細書に開示の組成物
にとって、キャリアーとして有用な液体キャリアーには、水、水溶液、または非水溶液を
含む。１つの態様において、キャリアーは、水である。１つの態様において、キャリアー
は、水溶液である。１つの態様において、キャリアーは、非水溶液である。仮に液体キャ
リアーが使用される場合、その液体（例えば、水）キャリアーにはさらに、記述される当
該組成物に使用される、１つ以上の微生物株を培養する増殖培地を含んで良い。微生物株
にとって適切な増殖培地の非限定的な例示には、ＹＥＭ培地、マンニトール酵母エキス、
グリセロール酵母エキス、Ｃｚａｐｅｋ－Ｄｏｘ培地、ジャガイモデキストロースの汁、
または本明細書に開示の組成物に含まれて良い微生物株と相性が良い、及び／またはその
株に成長の栄養素を与えるとして当業者に公知の培地を含む。
【００９３】
　１つの態様において、当該キャリアーは、水である。１つの態様において、無細胞上清
は、水に希釈される。１つの態様において、無細胞上清は、無細胞上清の保管濃度から、
約１／１０、１／２０、１／３０、１／４０、１／５０、１／６０、１／７０、１／８０
、１／９０、１／１００、１／１５０、または１／２００に水で希釈される。
【００９４】
　１つの態様において、本明細書に記述の無細胞上清は、１つ以上のポリマーを含んで良
い。農産業に行けるポリマーの非限定的な使用には、農薬の送達、重金属除去、保水及び
／または配水、ならびにそれらの組み合わせを含む。Ｐｏｕｃｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．
Ｊ．Ａｇｒｉ．＆　Ｂｉｏｌ．Ｓｃｉ．，　３（ｌ）：２９９－３１４（２００８）。１
つの態様において、当該１つ以上のポリマーは、天然ポリマー（例えば、寒天、澱粉、ア
ルギン酸、ペクチン、セルロースなど）、合成ポリマー、生分解性ポリマー（例えば、ポ
リカプロラクトン、ポリ乳酸、ポリ（ビニルアルコール）など）、またはそれらの組み合
わせである。
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【００９５】
　本明細書に記述の組成物にとって有用なポリマーの非限定的な一覧は、Ｐｏｕｃｉ，ｅ
ｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ａｇｒｉ．＆　Ｂｉｏｌ．Ｓｃｉ．，３（ｌ）：２９９－３１４
（２００８）を参照のこと。１つの態様において、本明細書に記述の組成物には、セルロ
ース、セルロース誘導体、メチルセルロース、メチルセルロース誘導体、澱粉、寒天、ア
ルギン酸、ペクチン、ポリビニルピロリドン、及びそれらの組み合わせを含んで良い。
【００９６】
　１つの態様において、本明細書に記述の無細胞上清組成物には、１つ以上の湿潤剤を含
んで良い。湿潤剤は通常、水の土壌への浸潤及び浸透を改善するために、土壌、特に疎水
性土壌に使用される。この湿潤剤は、補助剤、オイル、界面活性剤、緩衝剤、酸味料、ま
たはそれらの組み合わせであって良い。１つの態様において、当該湿潤剤は、界面活性剤
である。１つの態様において、当該湿潤剤は、１つ以上の非イオン性界面活性剤、１つ以
上の陰イオン性界面活性剤、またはそれらの組み合わせである。１つの態様において、当
該湿潤剤は、１つ以上の非イオン性界面活性剤である。
【００９７】
　１つの態様において、無細胞上清組成物には、界面活性剤を含んで良い。本明細書に記
述の組成物に適した界面活性剤には、非イオン性界面活性剤（例えば、半極性及び／また
は陰イオン性及び／または陽イオン性及び／または両性）であって良い。当該界面活性剤
は、土壌（複数可）及び／または泥（複数可）を、湿潤し及び乳化することができる。開
示される組成物に使用する界面活性剤は、その処方物に含まれるいかなる微生物にも低毒
性であることが、想定される。開示される組成物に使用する界面活性剤は、低い薬害性（
すなわち、物質または物質の組み合わせが、植物に与える毒性の度合い）であることが、
さらに想定される。単一の界面活性剤または複数の界面活性剤の混合物が、使用できる。
【００９８】
　陰イオン性界面活性剤または陰イオン性及び非イオン性界面活性剤の混合物をまた、本
明細書に開示の組成物に使用して良い。陰イオン性界面活性剤は、水溶液中で、陰イオン
または負の電荷状態の親水性部分を有する界面活性剤である。本明細書に記述の組成物は
、１つ以上の陰イオン性界面活性剤を含んで良い。この陰イオン性界面活性剤（複数可）
は、水に可溶な界面活性剤、水に不溶な界面活性剤のいずれでも、または水に可溶な界面
活性剤と水に不溶な界面活性剤の組み合わせでも良い。陰イオン性界面活性剤の非限定的
な例示には、スルホン酸、硫酸エステル、カルボン酸、及びそれらの塩を含む。水溶性界
面活性剤の非限定的な例示には、アルキル硫酸塩、アルキルエーテル硫酸塩、アルキルア
ミドエーテル硫酸塩、アルキルアリールポリエーテル硫酸塩、アルキルアリール硫酸塩、
アルキルアリールスルホン酸塩、モノグリセリド硫酸塩、アルキルスルホン酸塩、アルキ
ルアミドスルホン酸塩、アルキルアリールスルホン酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、トルエ
ンスルホン酸塩、キシレンスルホン酸塩、クメンスルホン酸塩、アルキルベンゼンスルホ
ン酸塩、アルキルジフェニルオキシドスルホン酸塩、アルファ－オレフィンスルホン酸塩
、アルキルナフタリンスルホン酸塩、パラフィンスルホン酸塩、リグニンスルホン酸塩、
アルキルスルホコハク酸塩、エトキシスルホコハク酸塩、アルキルエーテルスルホコハク
酸塩、ヒドロキシアミドスルホコハク酸塩、アルキルスルホスクシナミン酸塩、アルキル
スルホ酢酸塩、アルキルリン酸塩、リン酸エステル、アルキルエーテルリン酸塩、アシル
サルコシネート、アシルイセチオネート、Ｎ－アシルタウレート、Ｎ－アシル－Ｎ－アル
キルタウレート、アルキルカルボン酸塩、またはそれらの組み合わせを含む。
【００９９】
　非イオン性界面活性剤は、水溶媒に溶解または分散させた時に、電荷を持たない界面活
性剤である。本明細書に記述の組成物には、望ましい湿潤及び乳化作用を与えるために使
用され、及び胞子の安定性及び活性を著しく阻害しない、１つ以上の非イオン性界面活性
剤を含んで良い。当該非イオン性界面活性剤（複数可）は、水に可溶な界面活性剤、水に
不溶な界面活性剤のいずれでも、または水に可溶な界面活性剤と水に不溶な界面活性剤の
組み合わせでも良い。
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【０１００】
　水に不溶な界面活性剤の非限定的な例示には、アルキル及びアリール:グリセロールエ
ーテル、グリコールエーテル、エタノールアミド、スルファニルアミド（ｓｕｌｆｏａｎ
ｙｌａｍｉｄｅｓ）、アルコール、アミド、アルコールエトキシレート、グリセロールエ
ステル、グリコールエステル、グリセロールエステル及びグリコールエステルのエトキシ
レート、砂糖ベースのアルキルポリグリコシド、ポリオキシエチレン化脂肪酸、アルカノ
ールアミン凝縮体、アルカノールアミド、第三級アセチレングリコール、ポリオキシエチ
レン化メルカプタン、カルボン酸エステル、ポリオキシエチレン化ポリオキシプロピレン
グリコール、ソルビタン脂肪酸エステル、またはそれらの組み合わせを含む。ＥＯ／ＰＯ
ブロックコポリマー（ＥＯは、エチレンオキサイド、ＰＯは、プロピレンオキサイド）、
ＥＯポリマー及びコポリマー、ポリアミン、ならびにポリビニルピロリドンもまた、含ま
れる。
【０１０１】
　水溶性の非イオン性界面活性剤の非限定的な例示には、ソルビタン脂肪酸アルコールエ
トキシレート、ソルビタン脂肪酸エステルエトキシレートを含む。
【０１０２】
　１つの態様において、本明細書に記述の組成物には、少なくとも１つの非イオン性界面
活性剤を含む。１つの態様において、組成物には、少なくとも１つの水に不溶な非イオン
性界面活性剤及び少なくとも１つの水溶性の非イオン性界面活性剤を含む。１つの態様に
おいて、組成物には、実質的に同じ長さの炭化水素鎖を有する、非イオン性界面活性剤の
組み合わせを含む。
【０１０３】
　１つの態様において、本明細書に記述の組成物には、有機シリコーン系界面活性剤、シ
リコーンベース及びミネラルオイルベースの消泡剤中に、界面活性剤として使用されるシ
リコーンベースの消泡剤を含んで良い。１つの態様において、本明細書に記述の組成物に
は、脂肪酸のアルカリ金属塩（例えば、水溶性の脂肪酸のアルカリ金属塩、及び／または
水に不溶性の脂肪酸のアルカリ金属塩）を含んで良い。
【０１０４】
　単離された微生物で植菌された、微生物培養体
　本開示の無細胞上清組成物は、１つ以上の単離された微生物で植菌された、微生物培養
体の無細胞上清である。これら微生物の例示には、非限定的に、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ
．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｓｐｐ．、及びＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．を含む。本明細書に開示の微
生物培養体には、特定の無細胞上清組成物によって行われる方法に依存して、これらの及
びその他の微生物の異なる量及び組み合わせを含む。
【０１０５】
　本開示に有用な微生物には、非限定的に、１つ以上の以下の微生物を含む。
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【０１０６】
　本開示に有用な細菌には、非限定的に、１つ以上の以下の細菌を含む。

【０１０７】
　多様な態様において、本開示の無細胞上清組成物を産生するために培養された微生物は
、大量に、工業生産規模で増殖できる。例えば、非限定的であるが、１０００リットルバ
ッチで微生物を増殖させる方法には、５０リットルの硫黄を含まない農業糖蜜、３．７５
リットルの小麦ふすま、３．７５リットルの昆布、３．７５リットルのベントナイト粘土
、１．２５リットルのフィッシュエマルジョン（Ｎｕｔｒｉｖｅｒｔ社、Ｄｕｎｈａｍ社
、Ｑｕｅｂｅｃ社からの無殺菌の市販有機土壌改良剤）、１．２５リットルの大豆粉、６
７５ｍｇの市販の海塩、５０リットルの選択された微生物株、微生物培養体を形成するた
めの最大１０００リットルの非塩素化温水を含有する媒体を含む。当該微生物を増殖させ
る方法にはさらに、いくらかの量の温水で糖蜜を溶解すること、タンクを満たすまで、先
に挙げたその他成分を添加すること、３０℃に温度を維持すること、及び、５日以内で約
３．７までそのｐＨを下げた後、１日１回軽く攪拌すること、ならびにｐＨ、微生物培養
体の形成をモニターすることを含むことができる。この微生物培養体は、２～８週間で培
養できる。培養に対応して決定された期間の後、その微生物を、その微生物培養体の液体
部分から分離し、及び残された無細胞液体が、本開示の無細胞上清組成物である。無細胞
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上清組成物は、例えば、気密容器に、太陽光のない暗所に、例えば、室温で、容器に詰め
られ及び保管されて良い。微生物培養体は、米国特許出願番号１３／９７９４１９に教示
されるように製造でき、その全体を本明細書に組み入れる。
【０１０８】
　これらの微生物は、協同したやり方で、いくつかの属または種が、その組み合わせにお
けるその他微生物にとって有益な副産物または合成化合物与えることで、増殖し及び生存
する。例えば、微生物培養体は、代謝活性に酸素が必要な好気性微生物、及び太陽光また
は特定物質の存在などのその他のエネルギー源を利用する嫌気性微生物の両方で植菌され
得る。
【０１０９】
　微生物培養体は、酸素及び／またはその環境中での栄養素濃縮によって代謝活性を調整
する、例えば、乳酸菌株などの、通性微生物で植菌され得る。
【０１１０】
　生きている有機物のすべての種には、その他とは遺伝子的に及び生化学的に異なり、し
かしその種内のスペクトルの正常変動とされる範囲内である個体を含む。これら個体の自
然変動は、その遺伝子配列における非破壊的な置換または欠失、遺伝子発現またはＲＮＡ
プロセス化における変動、及び／またはペプチド合成における変動、及び／または細胞内
膜の細胞プロセス化の変動の結果であろう。微生物培養体は、ある種の正常な変動内また
は変動外の微生物で植菌され得る。そのような微生物の識別においては、当業者には公知
の遺伝学的、分子生物学的方法、及び／または生化学的試験によって検出されて良い。
【０１１１】
　例えば、本開示の微生物培養体は、特定微生物の独立したコロニーを単離して選択され
た微生物で、植菌され得る。そのコロニー構成体は、例えば、その単離された微生物に対
応した酵素プロファイルを確立するために、その単離した微生物に存在する酵素レベルと
物質の試験パネルで、特定物質の活性を試験評価することによって、特徴付けられる。こ
れらの物質は、野菜の有機物質または動物性物質の破壊などの一般的な修復目的に対して
、もしくは特定化学物質の破壊などの特定の修復目的に対して利用される、本開示の組成
物における微生物によって必要とされる、その生化学的経路の断面を代表する。
【０１１２】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅなど
の、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、当該Ａｓｐｅｒｇ
ｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅであり、本明細書では
ＩＮ－ＡＯ１を指し、ＩＮ－ＡＯ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ
特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５１で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下の
ＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。
【０１１３】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓなどの
、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．を含む。1つの態様において、当該Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓ
ｐｐ．は、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓであり、本明細書ではＩＮ－ＢＳ１を指
し、顧客番号２００１３９の下、及びＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ１２３８５を与え
られ、２０１１年１月１２日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された
。
【０１１４】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌ
ｕｓｔｒｉｓなどの、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様
において、当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．は、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓであり、本明細書ではＩＮ－ＲＰ１を指し、顧客番号
２００１３９の下、及びＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８７を与えられ、２０
１１年１月１２日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。
【０１１５】
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　１つの態様において、微生物培養体には、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓなどの、Ｃａ
ｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、当該Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．は、
Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓであり、本明細書ではＩＮ－ＣＵ１を指し、ＩＮ－ＣＵ１
の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５
５０で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された
。
【０１１６】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔ
ｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｌａｃｔｏｂａｃｃｉｌｌｕｓ　
ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、またはＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔｅｒｕｍ、もしく
はそれらの組み合わせなどの、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態
様において、当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．は、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓである。１つの態様において、当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｐｐ．は、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓであり、本明細書
ではＩＮ－ＬＨ１を指し、顧客番号２００１３９の下、及びＡＴＣＣ特許寄託指定番号Ｐ
ＴＡ－１２３８６を与えられ、２０１１年１月１２日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特
許寄託により寄託された。微生物培養体には、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔ
ｅｒｕｍなどの、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、
当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．は、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｐｌａｎ
ｔａｒｕｍであり、本明細書ではＩＮ－ＬＰ１を指し、ＩＮ－ＬＰ１の指定を伴い、顧客
番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５５で、２０１４年
９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。微生物培養体には
、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓなどの、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．
は、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓであり、本明細書ではＩＮ－ＬＲ
１を指し、ＩＮ－ＬＲ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指
定番号ＰＴＡ－１２１５５４で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特
許寄託により寄託された。微生物培養体には、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｒｈａｍｎ
ｏｓｕｓなどの、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、
当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．は、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｌａｃｔ
ｉｓであり、本明細書ではＩＮ－ＬＬ１を指し、ＩＮ－ＬＬ１の指定を伴い、顧客番号２
００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５２で、２０１４年９月４
日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。微生物培養体には、Ｌａ
ｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｃａｓｅｉなどの、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．を
含む。１つの態様において、当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．は、Ｌａｃｔｏ
ｂａｃｉｌｌｉｓ　ｃａｓｅｉであり、本明細書ではＩＮ－ＬＣ１を指し、ＩＮ－ＬＣ１
の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５
４９で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された
。
【０１１７】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏ
ｓａなどの、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａである。
【０１１８】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌ
ｕｓｔｒｉｓなどの、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様
において、当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．は、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓであり、本明細書ではＩＮ－ＲＰ１を指し、顧客番号
２００１３９の下、及びＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８３を与えられ、２０
１１年１月１２日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。１つの態
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様において、微生物培養体には、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉ
ｓなどの、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．を含み、本明細書ではＩＮ－Ｒ
Ｐ２を指し、ＩＮ－ＲＰ２の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託
指定番号ＰＴＡ－１２１５５３で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ
特許寄託により寄託された。
【０１１９】
　１つの態様において、微生物培養体には、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅなどの、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．を含む。１つの態様において、
当該Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅ
ｖｉｓｉａｅであり、本明細書ではＩＮ－ＳＣ１を指し、顧客番号２００１３９の下、及
びＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８４を与えられ、２０１１年１月１２日に、
ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された。１つの態様において、微生物培
養体には、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓなどの、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃ
ｅｓ　ｓｐｐ．を含む。
【０１２０】
　微生物培養体には、本明細書ではＩＮ－ＡＯ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１
２１５５１）を指す、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、本明細書ではＩＮ－ＢＳ
１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８５）を指す、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂ
ｔｉｌｉｓ、本明細書ではＩＮ－ＲＰ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８７
）を指す、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、本明細書ではＩＮ
－ＣＵ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５０）を指す、Ｃａｎｄｉｄａ　
ｕｔｉｌｉｓ、本明細書ではＩＮ－ＬＣ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５
４９）を指す、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｃａｓｅｉ、本明細書ではＩＮ－ＬＨ１（
ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８６）を指す、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　
ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、本明細書ではＩＮ－ＬＲ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－
１２１５５４）を指す、Ｌａｃｔｏｂａｃｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、本明細書
ではＩＮ－ＬＰ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５５）を指す、Ｌａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔｅｒｕｍ、本明細書ではＩＮ－ＲＰ１（ＡＴＣＣ特許寄
託指定番号ＰＴＡ－１２３８７）を指す、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓ
ａ、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、本明細書ではＩＮ－ＲＰ
２（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５３）を指す、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、本明細書ではＩＮ－ＳＣ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番
号ＰＴＡ－１２３８４）を指す、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、
及びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓを含む、単離された微生物の混合物を含
んで良い。本開示の微生物培養体に植菌される、単離微生物の例示には、非限定的に、Ａ
ｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓ
ｔｒｉｓ、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｓ　ｈｅｌｖｅｔ
ｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｌａｃｔｏｂａｃｃｉｌｌｕｓ　
ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔｅｒｕｍ、Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔ
ｒｉｓ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、及びＳａｃｃｈａｒｏｍ
ｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓを含む。
【０１２１】
　微生物培養体には、異なる量の及び組み合わされた、これらの及びその他の単離された
微生物を含んで良い。したがって、多様な態様において、微生物培養体は、Ａｓｐｅｒｇ
ｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ
ｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳｔ
ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．の、少なくとも２つで植菌される。１つの態様におい
て、微生物培養体は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕ
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ｂｔｉｌｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、及
びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｖｉｓｉａｓｅで植菌される。１つの態様におい
て、微生物培養体は、混合培養体、ＩＮ－Ｍ１（ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２
３８３）で植菌される。この堆積した混合培養体、ＩＮ－Ｍ１は、先に本明細書に使用し
た指定を利用して、菌株のＩＮ－ＬＨ１、ＩＮ－ＢＳ１、ＩＮ－ＳＣ１、ＩＮ－ＲＰ１、
及びＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉならびにＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙ
ｚａｅから構成される。１つの態様において、微生物培養体は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
　ｏｒｙｚａｅ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓ
、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅ
ｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｒｈｏｄｏｐｓ
ｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、及びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｖ
ｉｓｉａｓｅで植菌される。１つの態様において、微生物培養体は、本明細書でＩＮ－Ｍ
２を指し、ＩＮ－Ｍ２の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定
番号ＰＴＡ－１２１５５６で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許
寄託により寄託された、混合培養体で植菌され及びそれを含む。当該堆積した混合培養体
、ＩＮ－Ｍ２は、先に本明細書に使用した指定を利用して、菌株のＩＮ－ＬＣ１、ＩＮ－
ＬＨ１、ＩＮ－ＬＰ１、ＩＮ－ＬＲ１、ＩＮ－ＬＬ１、ＩＮ－ＢＳ１、ＩＮ－ＡＯ１、Ｉ
Ｎ－ＳＣ１、ＩＮ－ＣＵ１、ＩＮ－ＲＰ１、及びＩＮ－ＲＰ２から構成される。開示され
る微生物培養体のいずれもが、本開示の無細胞上清組成物に対応した微生物培養源であり
得る。本開示の無細胞上清組成物は、本明細書に教示される方法において、有用である。
【０１２２】
　選定基準
　１つ以上の選定基準が、標準化された生態系を与え、及び特定の反応を行って無細胞上
清組成物を与える微生物の、微生物培養体に対応した微生物処方を可能にする。例えば、
酵素を与える微生物は、物質の酵素活性レベルに対して、酵素プロファイル試験で評価さ
れて良い。
【０１２３】
　微生物培養体に対応した、微生物の選定法には、酵素プロファイル活性のための試験、
酸素、温度など異なる条件下での増殖特性、硝酸塩、炭水化物、ミネラルまたは特定の混
入物などの、特定の媒体条件での成長、及び胞子を形成する能力などの、特定微生物に対
する特徴的な反応を含む。これらの試験は、特定の微生物を特徴付け、及び有用な微生物
培養体の形成を可能にする。したがって、微生物培養体に対応した微生物の１つの試験基
準は、一緒にした多様な微生物種の相互作用である。微生物は、その酵素プロファイル試
験及びその他の基準に合致するとしても、微生物の共同体に添加された場合には、十分に
成長できない可能性があり、及びしたがってその微生物が、微生物培養体の成分として選
択されないであろう。
【０１２４】
　酵素プロファイル試験
　酵素プロファイル試験の例示には、物質を与えること、及びどこに、＋３またはそれ以
上の高い活性があるか、ならびにどこに、＋２及びそれ以下の低い活性があるか、さらに
活性が無いかを記録することを含む。例えば、乳酸菌を試験したが、アルカリホスファタ
ーゼに対しては＋５酵素レベル、及びリパーゼに対しては０酵素レベルであった。そのよ
うな乳酸菌は、そのリパーゼ集団が、＋４または＋５の場所では、微生物培養体において
、他の微生物と混合されて良い。例えば、有機物を破壊するために、反応が必要な場所で
は、微生物培養体に、両方の酵素活性が必要である。異なる強みを持つ微生物を使用する
ことは、協調を可能にし、その環境に対して生物学的に利用可能ではない、または栄養素
もしくはプレバイオティクスとして、その他の微生物種にとって利用可能ではない、もし
くは特定の混入物を標的にした活性化合物／酵素を与えない、いずれかの中間化合物を残



(31) JP 2017-534671 A 2017.11.24

10

20

30

40

50

す、不完全な生化学的経路を持たないようにして、代謝経路の完成を可能にする。不完全
な生化学的経路はまた、その組成物において、または破損した環境の成長及び再生におけ
るパラクリン作用を伴う、ホルモン、増殖因子、抗殺菌剤などの植菌された環境において
、異なる種に対する栄養素の産生または活性化に関与する分子を与えない。不完全な生化
学的経路の他の有害な影響は、硫化水素などの、毒性及び／または悪臭のいずれかの中間
化合物の産生である。
【０１２５】
　例えば、細菌種から単離された細菌株は、繊維質（セルロース及びヘミセルロース）、
タンパク質及び脂肪を加水分解する能力、及びその代謝過程で蓄積する多量の中間分子及
び細胞の分解を完了する能力を含む、酵素プロファイルによって特徴づけられた。これら
の特徴は、有機物の分解、及び悪臭ならびにその他の気体の排出を減らしまたは防ぐのに
有用である。当該酵素反応での色の変化を評価する、訓練された目視による０から５の尺
度で、特定の有機物によっては低い反応であるが、＋４から＋５のランクが、一般に最適
である。
【０１２６】
　この酵素試験は、商業的に利用可能であり、及び微生物に対する試験手順ならびに活性
レベルを決定する方法は、当技術分野では公知である。その他の特徴には、例えば、発酵
酵素及び酵素プロファイルが公知の細菌種に対する、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅのスクリーニングを含む。菌株が、証明された発酵経路に参加する、特
定酵素の高い酵素活性を有するかどうかを決定するために、微生物を試験することは、微
生物培養体において良好に活躍する微生物の特定を可能にする。独立したコロニーの単離
及びそれらの酵素プロファイル試験は、その酵素の強力発現因子の単離を可能にする。そ
の他の機能的スクリーニング試験が、微生物培養体における微生物を特徴づけるために利
用可能である。
【０１２７】
　胞子の形成
　微生物の基準が、胞子の形成もしくは無形成であって良い。例えば、菌株は、飢餓状態
の培地から栄養豊富な培地に移された場合の、それらの応答性に基づいて選択されて良い
。飢餓状態の培地から栄養豊富な培地に移された場合に積極的な増殖を示す菌株、及びま
たその飢餓状態の培地において、胞子形成の減少を示す、または低量の胞子形成を示す菌
株は、最適であろう。胞子の形成に不利な条件を克服する種は、微生物培養体にとって最
適ではないであろう。
【０１２８】
　温度
　微生物培養体に植菌される微生物の選択基準は、異なる温度でのその微生物の増殖であ
って良い。例えば、１つ以上のＢａｃｉｌｌｕｓ株を、好気性条件の異なる温度での増殖
能力に基づいて選択した。１５Ｃ～４０℃の異なる温度での、経時におけるＯＤ及びｐＨ
による、細菌数の成長曲線を、選択基準に使用した。選択された株は、硝酸塩の存在下で
増殖でき、嫌気性条件下で増殖できるであろうし、またはその他の選択された特徴を有す
る。例えば、微生物培養体に有用なＢａｃｉｌｌｕｓは、＋５レベルのセルラーゼ、＋２
から＋３レベルのプロテアーゼ、少なくとも＋４のファターゼ（ｆａｔａｓｅ）、８％硝
酸培地での増殖、３０℃から４０℃の温度範囲での増殖、及び胞子を形成しないことによ
って特徴づけられる。
【０１２９】
　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓは、末端電子受容体として硝酸または亜硝酸を使用することによ
って、または発酵によってのいずれかにおいて、嫌気的に増殖する。２成分のシグナル伝
達系は、嫌気呼吸を支配する制御経路における初期段階である。嫌気的遺伝子制御におけ
るＲｅｓＤ及びＲｅｓＥの役割の１つは、酸素制限下でのｆｎｒ転写の誘導である。ＦＮ
Ｒは、呼吸性の硝酸還元酵素、ｎａｒＧＨＪＩに対応するものを含む、嫌気的に誘導され
た遺伝子対する、転写誘導因子である。Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓは、２つの異なる硝酸還元
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酵素を有し、１つは、硝酸塩窒素の同化に対してであり、及びその他は、硝酸塩呼吸に対
してである。対照的に、１つの亜硝酸還元酵素は、亜硝酸窒素の同化及び亜硝酸呼吸の両
方に機能する。ピルビン酸ギ酸リアーゼを利用する、多数の嫌気性菌とは異なり、Ｂ．ｓ
ｕｂｔｉｌｉｓは、外部電子受容体の存在下で、発酵を遂行でき、ここではピルビン酸脱
水素酵素が、ピルビン酸塩を代謝するために利用されている。Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓは一
般に、１５℃～４０℃で観察される遺伝子発現を伴い、２５～３７℃で増殖する。
【０１３０】
　酸素代謝及び栄養素濃度
　本開示の当該無細胞組成物の調合に使用する培養体に植菌するため、酸素代謝及び栄養
素濃度の選択基準を、微生物を特徴づけるために使用して良い。例えば、Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ株は、その増殖培地における酸素濃度または栄養素濃度に依存している、代
謝活性を調整する能力に基づいて、及びその延長線上で、その乳酸菌が、本開示の組成物
が使用される場合の特定環境において、どんな活性を有するかに基づいて、選択されて良
い。例えば、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓは、乳糖及びその他の糖を乳酸に転換する。こ
の乳酸の生成は、その乳酸菌環境を酸性にし、いくつかの有害な細菌の繁殖を阻害する。
当該培養体における主要な酸性化した微生物叢は一般に、その環境のｐＨを制御する。こ
の特徴は、低ｐＨ組成物を与えるため、生物刺激または生物学的保護に対応して提供され
る場合、本開示の方法を可能にする。そのような組成物は、２年を超えて長い保存寿命を
有しているであろう。特定の乳酸菌株、例えば、Ｌ．ｐｌａｎｔｅｒｕｍにおいて、乳酸
の分泌は、そのｐＨが、ｐＨ３を下回る場合には下方制御され、及びｐＨ４～５が最適で
あるのに対して、そのｐＨが、非常に高い場合は、上方制御される。
【０１３１】
　本開示の無細胞組成物の調合に使用する培養体の植菌において使用される、Ｌａｃｔｏ
ｂａｃｉｌｌｉ株は、室温での長期保存寿命に対応した安定性を与える処方物に、その成
分提供を補助するそれらの能力に基づいて選択されて良い。例えば、仮に本開示の組成物
が、封止されまたは密閉された容器に室温で保管される場合、その容器を開封して、及び
既知微生物による希釈ステップによってその組成物を再活性化し、ならびに糖蜜（栄養源
）の添加、及び３０～３７℃での培養によって、その組成物の生物学的活性を測定する。
そのｐＨが３．７まで下がったことを観測し、及び５～７日以内であることをモニターす
る。室温で保管され、封止された容器中の本開示の組成物は、２ヶ月を超えて長い、４ヶ
月を超えて長い、６ヶ月を超えて長い、８ヶ月を超えて長い、１０ヶ月を超えて長い、１
２ヶ月を超えて長い、１８ヶ月を超えて長い、２４ヶ月を超えて長い、３０ヶ月を超えて
長い、または３６ヶ月を超えて長い保存寿命を有する。
【０１３２】
　酵母及び真菌類
　有益な酵母、真菌及び麹菌は、本開示の当該無細胞組成物に、酵素、タンパク質、脂肪
酸、及び培養中に細胞から活発に分泌された、または溶解細胞からの、その他の小分子成
分などの成分を与える。いかなる特定の理論にも拘束されることを望まないが、そのよう
な分泌成分は、対象植物の成長を直接刺激することによる直接的な生物刺激効果を、及び
／または例えば、コロニーを形成するためのその植物の生育環境及びその他の微生物活性
に存在する、多様な微生物種の能力を高めることによる間接的な生物刺激効果を与える。
本開示の組成物において、酵母、真菌及び麹菌は、酵素、タンパク質、脂肪酸、及び生物
刺激を与えるその他の小分子成分、ならびにその環境に存在する嫌気性光合成細菌を維持
するための細胞残屑などの成分を与える。本開示の組成物の特定利用に有用であろう酵母
または真菌の特徴は、それらが、ヒト及び動物に対して非病原性であり及び無毒性である
こと、及びそれらが、ヒト及び動物に対して非病原性であり及び無毒性である、当該無細
胞組成物に見出される成分を分泌する、ということである。
【０１３３】
　植物の成長を促す方法
　１つの態様において、本明細書の開示は、開示された無細胞上清組成物を、種子に、植
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物に、または特定の成長段階で植物に、もしくはそれらの組み合わせで与えること、その
結果として植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法である。組成物には、単
離された微生物で植菌された微生物培養体の無細胞上清を含み、ここでその微生物には、
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．も
しくはそれらの組み合わせを含む。１つの態様において、当該微生物培養体は、ＩＮ－Ｍ
１を含む。１つの態様において、当該微生物培養体は、ＩＮ－Ｍ２を含む。
【０１３４】
　開示された無細胞上清組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段階で植物に、も
しくはそれらの組み合わせで与えることまたは処理すること、その結果として、未処理の
植物と比べて処理した植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法であって、こ
こで当該無細胞上清組成物を与えることが、当該無細胞上清を植物の種子に適用すること
含み、またはここで当該無細胞上清組成物を与えることが、当該無細胞上清を植物の根に
適用すること含み、ここで当該無細胞上清組成物を与えることが、当該無細胞上清を植物
の葉または茎に適用することを含む。当該方法には、その植物が、水耕栽培条件下で成長
する、またはその植物が、気耕栽培条件または気耕及び水耕を組み合わせた栽培条件下で
成長する、もしくはその植物が、温室で成長する、またはその植物が、野外農地で成長す
る植物を含んで良い。
【０１３５】
　開示された無細胞上清組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段階で植物に、も
しくはそれらの組み合わせで与えることまたは処理すること、その結果として、未処理の
植物と比べて処理した植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法であって、こ
こで植物の成長を促すことが、生長点組織の分化の刺激であり、またはここで植物の成長
を促すことが、種子の増加した発芽率であり、ここでその増加した発芽率が、当該無細胞
上清組成物を与えられなかった、実質的に類似した種子の発芽率より、１０％、１５％、
または２０％を超えて大きく、ここで発芽率が、無細胞培養液において誘導された非生物
的ストレスの実験条件下で、０～７０時間の期間にわたって決定される。開示された無細
胞上清組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段階で植物に、もしくはそれらの組
み合わせで与えることまたは処理すること、その結果として、未処理の植物と比べて処理
した植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法であって、ここで植物の成長を
促すことが、葉面積または乾燥バイオマスの増加であり、ここでその葉面積の増加が、当
該無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似した植物の葉面積と比べて、５％
、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％
、１７％、１８％、１９％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、または３０％で
あり、またはここでその乾燥バイオマスの増加が、当該無細胞上清組成物を与えられなか
った、実質的に類似した植物の乾燥バイオマスと比べて、５％、６％、７％、８％、９％
、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％
、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、または３０％である。開示された無細胞上
清組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段階で植物に、もしくはそれらの組み合
わせで与えることまたは処理すること、その結果として、未処理の植物と比べて処理した
植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法であって、ここで植物の成長を促す
ことが、当該無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似した植物の果実生産量
と比べた、当該無細胞上清を与えられた植物の果実生産量の増加である。開示された無細
胞上清組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段階で植物に、もしくはそれらの組
み合わせで与えることまたは処理すること、その結果として、未処理の植物と比べて処理
した植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法であって、ここで植物の成長を
促すことが、当該無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似した植物の生産寿
命と比べた、当該無細胞上清を与えられた植物の生産寿命の増加である。開示された無細
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胞上清組成物を、種子に、植物に、または特定の成長段階で植物に、もしくはそれらの組
み合わせで与えることまたは処理すること、その結果として、未処理の植物と比べて処理
した植物の成長を促すことを含む、植物の成長を促す方法であって、ここで植物の成長を
促すことが、当該無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似した植物の生産期
間と比べた、当該無細胞上清を与えられた植物の生産期間の増加である。
【０１３６】
　本開示の組成物の使用法には、植物の成長に影響を与え、植物の成長を促し、調整し、
刺激しまたは助け、植物が成長する部位に、植物に、または特定の成長段階で植物に、も
しくはそれらの組み合わせで、無細胞上清組成物を含ませ、与え、そのため処理した植物
の成長が、類似の未処理の植物と比べて、増加し、高められまたは刺激される方法を含む
。方法には、当該無細胞上清組成物を、植物の種子に適用することを含んで良い。方法に
は、成長培地にその植物を植える前のまたは植えた後のいずれかで、当該無細胞上清組成
物を植物の根に適用することを含んで良い。方法には、当該無細胞上清組成物を植物の葉
及び／または茎に適用することを含んで良い。方法には、本開示の無細胞上清組成物の有
効量を、その植物に、植物の種子に、その植物が植えられている土壌（または成長培地）
に、またはその植物に与えられている水もしくはその他の液体に適用することによって、
種子の発芽を促進することを含んで良く、ここでその種子の発芽が、例えば、未処理の種
子と比べて、より早い発芽またはより良好な成長によって、促進される。方法には、本開
示の無細胞上清組成物の効果的な量を、その植物に、植物の種子に、その植物が植えられ
ている土壌（または成長培地）に、またはその植物に与えられている水もしくはその他の
液体に適用することによって、根の生成を促進することを含んで良く、ここでその処理さ
れた植物が、未処理の植物と比べて、根の生成が促進される。方法には、本開示の無細胞
上清組成物の効果的な量を、その植物に、植物の種子に、その植物が植えられている土壌
（または成長培地）に、またはその植物に与えられている水もしくはその他の液体に適用
することによって、未処理の植物と比べた、処理された植物の単位収穫量を増加させるこ
と含んで良い。方法には、本開示の無細胞上清組成物の効果的な量を、その植物に、植物
の種子に、その植物が植えられている土壌（または成長培地）に、またはその植物に与え
られている水もしくはその他の液体に適用することによって、未処理の植物と比べた、処
理された植物のバイオマスを増加させること含んで良い。方法には、本開示の無細胞上清
組成物の効果的な量を、その植物に、植物の種子に、その植物が植えられている土壌（ま
たは成長培地）に、またはその植物に与えられている水もしくはその他の液体に適用する
ことによって、未処理の植物と比べた、処理された植物の果実生産量を増加させること含
んで良い。方法には、本開示の無細胞上清組成物の効果的な量を、その植物に、植物の種
子に、その植物が植えられている土壌（または成長培地）に、またはその植物に与えられ
ている水もしくはその他の液体に適用することによって、未処理の植物と比べた、処理さ
れた植物の生産期間を増加させること含んで良い。方法には、本開示の無細胞上清組成物
の効果的な量を、その植物に、植物の種子に、その植物が植えられている土壌（または成
長培地）に、またはその植物に与えられている水もしくはその他の液体に適用することに
よって、未処理の植物と比べた、処理された植物の生産寿命を増加させること含んで良い
。当該方法は、水耕栽培条件下で植物を成長させる方法の利用を含んで良い。当該方法は
、温室で植物を成長させる方法の利用を含んで良い。方法は、農場または野外で植物を成
長させる方法の利用を含んで良い。方法は、気耕栽培条件下で、または水耕及び気耕栽培
を組み合わせた条件下で植物を成長させる方法の利用を含んで良い。方法は、水植栽培農
法を伴う方法の利用を含んで良い。
【０１３７】
　１つ以上の混合培養体、例えば、ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ２、もしくはＩＮ－ＡＯｌ
、ＩＮ－ＢＳ１、ＩＮ－ＲＰ１、ＩＮ－ＲＰ２、ＩＮ－ＬＨ１、ＩＮ－ＬＣ１、ＩＮ－Ｌ
Ｌ１、ＩＮ－ＬＰ１、ＩＮ－ＬＲ１、及びＩＮ－ＳＣ１の１つ以上を、組み合わせてまた
は単独で、及び／またはその他の微生物を伴って含む組成物などの、単離された微生物で
植菌された微生物培養体から作られる、無細胞上清組成物の使用は、菌根菌を持つ有機物
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で栽培される植物の成長の刺激、栄養溶液中の藻類の繁殖の抑制、一般的な植物感染の抑
制、及びゴルフ場グリーンの芝草上での藻類成長ならびに栽培植物の葉上にはえるカビの
抑制を示した。
【０１３８】
　本発明の組成物及び方法には、種子の発芽の増進を含む。したがって、多様な態様にお
いて、１つ以上の混合培養体、例えば、ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ２、もしくはＩＮ－Ａ
Ｏｌ、ＩＮ－ＢＳ１、ＩＮ－ＲＰ１、ＩＮ－ＲＰ２、ＩＮ－ＬＨ１、ＩＮ－ＬＣ１、ＩＮ
－ＬＬ１、ＩＮ－ＬＰ１、ＩＮ－ＬＲ１、及びＩＮ－ＳＣ１の１つ以上を、組み合わせて
または単独で、及び／またはその他の微生物を伴って含む組成物などの、単離された微生
物で植菌された微生物培養体から作られる、無細胞上清組成物を、種子、例えば、大豆の
種子に与えることが、種子の発芽を促進して良い。多様な態様において、例えば、ゴルフ
コースで使用されるものなどの、芝草における種子の発芽は、１つ以上の混合培養体、例
えば、ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ２、もしくはＩＮ－ＬＨ１、ＩＮ－ＢＳ１、ＩＮ－ＳＣ
１、及び／またはＩＮ－ＲＰ１を、組み合わせてまたは単独で、及び／またはその他の微
生物を伴って含む組成物などの、単離された微生物で植菌された微生物培養体から作られ
る、無細胞上清組成物で、その芝草の種子を処理することによって、促進されて良い。
【０１３９】
　１つの態様において、当該無細胞上清組成物を与えることには、植物の種子に、その無
細胞上清を適用することを含む。１つの態様において、当該無細胞上清組成物を与えるこ
とには、植物の根に、その無細胞上清を適用することを含む。１つの態様において、当該
無細胞上清組成物を与えることには、植物の葉、または茎に、その無細胞上清を適用する
ことを含む。１つの態様において、当該無細胞上清組成物を与えることには、植物に与え
られる水またはその他の液体組成物に、無細胞上清組成物を添加することを含む。例えば
、無細胞上清組成物を、灌漑システムに添加して良く、そのためその灌漑用水が与えられ
る際に、当該無細胞上清組成物が与えられる。
【０１４０】
　１つの態様において、種子は、本明細書に記述の１つ以上の組成物で被覆される。１つ
の態様において、種子は、複数の方法、例えば、噴霧または滴下を介して、本明細書に記
述の１つ以上の組成物（複数可）で処理されて良い。噴霧及び滴下処理は、本明細書に記
述の組成物を配合し、及びドラム型の処理装置などの、（種子の連続的な流れに比例して
、予め定められた割合で処理を施すように調整されている）連続処理システムを介して、
その組成物（複数可）を種子（複数可）上に噴霧または滴下することによって、実施され
て良い。予め定められたバッチサイズの種子及び本明細書に記述の組成物（複数可）を混
合器に送り込んだ、バッチシステムをまた取り入れて良い。これらのプロセスを行うシス
テム及び装置は、例えばＢａｙｅｒ　ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ（Ｇｕｓｔａｆｓｏｎ）社
などの多数のサプライヤーから、市販されている。
【０１４１】
　他の態様において、種子の処理には、種子を被覆することを含む。１つのそのようなプ
ロセスは、１つ以上の本明細書に記述の組成物（複数可）を丸い容器の内壁に被覆し、種
子を添加し、次いでその容器を、その種子が壁及び当該組成物（複数可）に接触を起こす
ように回転する、「ｃｏｎｔａｉｎｅｒ　ｃｏａｔｉｎｇ（容器被覆）」として当技術分
野で公知のプロセスを関与させる。種子は、被覆方法の組み合わせによって、被覆され得
る。種子の浸漬は通常、記述の当該組成物の溶液形態の使用を含む。例えば、種子を、約
１分から約２４時間（例えば、少なくとも１分間、５分間、１０分間、２０分間、４０分
間、８０分間、３時間、６時間、１２時間、２４時間）の間、浸漬できる。
【０１４２】
　１つの態様において、処理される植物は、水耕栽培条件下で成長する。１つの態様にお
いて、処理される植物は、気候栽培条件、または気候栽培と水耕栽培条を組み合わせた件
下で成長する。１つの態様において、処理される植物は、温室で成長する。１つの態様に
おいて、処理される植物は、野外農地で成長する。
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【０１４３】
　１つの態様において、促進された植物成長には、未処理の植物と比べた、生長点の分化
の刺激を含む。１つの態様において、促進された植物成長には、未処理の種子と比べた、
処理された種子の増加した発芽率を含む。
【０１４４】
　１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された種子の増加した発芽率は、その無
細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の種子の発芽率と比べて、５％を超え
て大きい。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された種子の増加した発芽率は
、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の種子の発芽率と比べて、１
０％を超えて大きい。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された種子の増加し
た発芽率は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の種子の発芽率と
比べて、１５％を超えて大きい。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された種
子の増加した発芽率は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の種子
の発芽率と比べて、２０％を超えて大きい。１つの態様において、無細胞上清組成物で処
理された種子の増加した発芽率は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に
類似の種子の発芽率と比べて、２５％を超えて大きい。１つの態様において、無細胞上清
組成物で処理された種子の増加した発芽率は、その無細胞上清組成物を与えられなかった
、実質的に類似の種子の発芽率と比べて、１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５
０％を超えて、またはそれ以上大きい。
【０１４５】
　１つの態様において、当該発芽率は、無細胞培養液中で、誘導された非生成物的ストレ
スの実験条件下で、０～７０時間に期間にわたって決定される。
【０１４６】
　１つの態様において、植物の成長を促進することは、葉面積または乾燥バイオマスの増
加である。１つの態様において、植物の成長を促進することは、葉面積の増加である。１
つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の葉面積の増加は、その無細胞上
清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の葉面積と比べて、５％である。１つ
の態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清
組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の葉面積と比べて、６％である。１つの
態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組
成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の葉面積と比べて、７％である。１つの態
様において、無細胞上清組成物で処理された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成
物を与えられなかった、実質的に類似の植物の葉面積と比べて、８％である。１つの態様
において、無細胞上清組成物で処理された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物
を与えられなかった、実質的に類似の植物の葉面積と比べて、９％である。１つの態様に
おいて、当該葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１０％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１１％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１２％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１３％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１４％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１５％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１６％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
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の植物の葉面積と比べて、１７％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１８％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、１９％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、２０％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、２２％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、２４％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、２６％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、２８％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、３０％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理
された植物の葉面積の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似
の植物の葉面積と比べて、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１
３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２１％、２２％、２
４％、２６％、２８％、３０％、４０％、５０％、またはそれ以上である。
【０１４７】
　１つの態様において、植物の成長を促進することは、乾燥バイオマスの増加である。１
つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その
無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、
５％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマス
の増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオ
マスと比べて、６％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の
乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植
物の乾燥バイオマスと比べて、７％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処
理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実
質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、８％である。１つの態様において、無細胞
上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えら
れなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、９％である。１つの態様に
おいて、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清
組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、１０％であ
る。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は
、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比
べて、１１％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バ
イオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾
燥バイオマスと比べて、１２％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理さ
れた植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的
に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、１３％である。１つの態様において、無細胞上
清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられ
なかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、１４％である。１つの態様に
おいて、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清
組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、１５％であ
る。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は
、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比
べて、１６％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バ
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イオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾
燥バイオマスと比べて、１７％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理さ
れた植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的
に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、１８％である。１つの態様において、無細胞上
清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられ
なかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、１９％である。１つの態様に
おいて、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清
組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、２０％であ
る。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は
、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比
べて、２２％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バ
イオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾
燥バイオマスと比べて、２４％である。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理さ
れた植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的
に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、２６％である。１つの態様において、無細胞上
清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清組成物を与えられ
なかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、２８％である。１つの態様に
おいて、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は、その無細胞上清
組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比べて、３０％であ
る。１つの態様において、無細胞上清組成物で処理された植物の乾燥バイオマスの増加は
、その無細胞上清組成物を与えられなかった、実質的に類似の植物の乾燥バイオマスと比
べて、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５
％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０
％、４０％、５０％、またはそれ以上である。
【０１４８】
　１つの態様において、植物の成長を促進することは、無細胞上清組成物与えられた植物
の果実生産量の、その無細胞上清組成物を与えられなかった実質的に類似の植物の果実生
産量と比べた増加である。
【０１４９】
　１つの態様において、植物の成長を促進することは、無細胞上清組成物与えられた植物
の生産寿命の、その無細胞上清組成物を与えられなかった実質的に類似の植物の生産寿命
と比べた増加である。
【０１５０】
　１つの態様において、植物の成長を促進することは、無細胞上清組成物与えられた植物
の生産期間の、その無細胞上清組成物を与えられなかった実質的に類似の植物の生産期間
と比べた増加である。
【０１５１】
　物品の製造法
　１つの態様において、本明細書の開示は、物品の表面に当該開示の無細胞上清組成物を
与えることを含んだ、無細胞上清を含有する物品の製造法である。方法には、当該無細胞
上清組成物を物品に適用すること、及び次いでその組み合わされた無細胞上清組成物と物
品を、その無細胞上清組成物が、その物品の表面に付着するように乾燥することのステッ
プを含んで良い。方法には、物品の１つ以上の表面が、当該無細胞上清組成物の付着を助
けるように処理されるステップを含んで良い。方法には、当該無細胞上清組成物の表層ま
たは当該物品の表面への付着を助けるために、当該無細胞上清組成物に１つ以上の成分を
添加することを含んで良い。方法には、当該無細胞上清組成物の表層への付着を助けるた
めに、当該無細胞上清組成物及び、物品の１つ以上の表面の両方に、１つ以上の成分を添
加することを含んで良い。そのような成分は、当該無細胞上清組成物の当該物品の表面へ
の付着を助ける任意の物質、化合物または分子であって良い。例えば、接着のり、デンプ
ン、天然素材、高分子材料、及び表面や物品に付着することが知られている材料などの成
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分が、使用されて良い。方法には、その表層または物品が、ガラスビーズ、不活性材料、
織物材料、不織布材料、植物材料などの天然素材、ココマット、シリカビーズ、高分子材
料、植物容器、容器、フィルター構造体、多孔質不活性粒子、またはゼオライトである、
表層または物品を含んで良い。付着した本開示の無細胞上清組成物を伴って作られた物品
は、本開示によって熟考される。
【０１５２】
　物品の表面に、開示された無細胞上清組成物を与えることを含む、無細胞上清を含有す
る物品の製造法である。当該方法にはさらに、当該無細胞上清を与えられた後で乾燥され
る、物品の乾燥を含んで良い。当該方法にはさらに、当該物品の表面に、当該無細胞上清
組成物を与える前に、その物品の表面を処理するステップを含んで良い。当該方法にはさ
らに、当該物品の表面に、当該無細胞上清組成物を与えた後で、その物品の表面を処理す
るステップを含んで良い。無細胞上清組成物を含む物品を提供する方法であって、ここで
その無細胞上清組成物を与えることが、噴霧であり、またはここで、その無細胞上清組成
物を与えることが、その無細胞上清組成物を入れた容器に、その物品を浸漬することであ
る。当該方法はさらに、当該無細胞上清組成物に、１つ以上の表面付着助剤を添加するこ
とを含んで良く、ここでその表面付着助剤が、当該物品の表面に、当該無細胞上清組成物
の１つ以上の成分の付着を促進し、またはここでその表面付着助剤が、当該無細胞上清組
成物の１つ以上の成分を、その物品の表面に結合することができ、もしくはここで、表面
付着助剤が化学物質であり、またはここでその化学物質が、該無細胞上清組成物の１つ以
上の成分と当該物品の表面との間に、可逆的な化学的結合を提供し、もしくはここで、そ
の化学物質が、該無細胞上清組成物の１つ以上の成分と当該物品の表面との間に、不可逆
的な化学的結合を提供し、またはここで、その表面付着助剤が、核酸、蛋白質、オリゴヌ
クレオチド、もしくはペプチドである。無細胞上清組成物を含む物品を提供する方法であ
って、ここでその物品が、バイオ炭、ビーズ、フィルター、容器、ナノ粒子、微粒子、マ
ット材、ふるい網、パウダー、微粒子、または布、織布材料、不織布材料、植物材料、マ
ット材、容器、高分子材料、多孔質材料、非多孔質材料、またはゼオライトである。
【０１５３】
　１つの態様において、方法は、当該無細胞上清組成物を当該物品に与えた後で、その無
細胞上清組成物で被覆された物品を乾燥することを含む。
【０１５４】
　１つの態様において、方法は、当該無細胞上清組成物を当該物品の１つ以上の表面に与
える前に、物品の１つ以上の表面を処理するステップを含む。
【０１５５】
　１つの態様において、方法は、当該無細胞上清組成物を当該物品の１つ以上の表面に与
えた後で、その物品の１つ以上の表面を処理するステップを含む。
【０１５６】
　１つの態様において、当該無細胞上清組成物を与えることは、当該物品を、その無細胞
上清組成物で噴霧することを含む。１つの態様において、当該無細胞上清組成物を当該物
品に与えることは、無細胞上清組成物を入れた容器に、その物品を浸漬することを含む。
【０１５７】
　１つの態様において、方法には、当該無細胞上清組成物への１つ以上の表面付着助剤の
添加を含み、ここでその表面付着助剤が、当該物品の１つ以上の表面への、当該無細胞上
清の１つ以上の成分の付着を促進する。１つの態様において、当該表面付着助剤は、当該
物品の１つ以上の表面に、当該無細胞上清の１つ以上の成分を結合できる。１つの態様に
おいて、当該表面付着助剤は、化学物質である。１つの態様において、この化学物質は、
当該無細胞上清の１つ以上の成分と当該物品の１つ以上の表面との可逆的な化学結合を与
える。１つの態様において、当該化学物質は、当該無細胞上清の１つ以上の成分と当該物
品の１つ以上の表面との不可逆的な化学結合を与える。１つの態様において、当該表面付
着助剤は、核酸、タンパク質、オリゴヌクレオチド、またはペプチドである。
【０１５８】
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　１つの態様において、当該物品は、バイオ炭、ビーズ、フィルター、容器、ナノ粒子、
微粒子、マット材、ふるい網、パウダー、微粒子、または布である。１つの態様において
、当該物品は、織布材料、不織布材料、植物材料、マット材、容器、高分子材料、多孔質
材料、非多孔質材料、またはゼオライトである。
【０１５９】
　無細胞上清組成物の調合法
　１つの態様において、本明細書の開示は、（ａ）単離された微生物で、発酵培養液とも
呼ばれる培養培地に植菌することによって、本明細書に開示の微生物培養体を形成するこ
とであって、ここでその微生物が、微生物培養体を形成する、ＩＮ－Ｍ１、Ｉｎ－Ｍ２、
本明細書に開示の堆積させた菌株、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ
．、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａ
ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、も
しくはそれらの組み合わせなどの本明細書に開示の微生物を含み、（ｂ）その微生物培養
体を、少なくとも５日間培養すること、及び（ｃ）ステップ（ｂ）の後で、その微生物培
養体を、少なくとも１０分間、１０，０００ｘｇの遠心力で遠心分離し、その結果、その
微生物培養体の液体から、微生物を含む遠心分離物質を単離し、及び当該無細胞上清組成
物を提供すること、のステップを含む無細胞上清組成物の調合法である。方法には、当該
微生物培養体の特徴を測定することを含んで良い。当該微生物培養体の特徴を測定するこ
とは、１つ以上のその他の選択された微生物による、１つ以上の選択された微生物の捕食
を測定すること、１つ以上の微生物により放出または作られた因子またはタンパク質、ｐ
Ｈ変化、もしくは１つ以上の選択された微生物によって排出された、細胞外酵素及び１つ
以上のその他の選択された微生物に及ぼす影響を測定すること、当該微生物培養体におけ
る、１つ以上の選択された微生物の１ｍＬあたりの細胞数を測定すること、１つ以上の選
択された微生物の増殖率、または特性及び測定値の組合せを決定すること、を含んで良い
。方法には、１つ以上の微生物を、当該微生物培養体から除去するかどうか、または１つ
以上の微生物を、当該微生物培養体に添加するかどうかを決定するために、当該微生物培
養体の測定された特徴を利用することを含んで良い。方法には、１つ以上の微生物が、当
該微生物培養体から除去されている場合を含んで良く、その方法には、当該微生物培養体
を殺菌することを含んで良い。方法には、１つ以上の微生物が、当該微生物培養体に添加
される場合、当該方法が、１つ以上の望ましい単離された微生物を、当該微生物培養体に
添加すること、及びその微生物培養体を、微生物培養体を産生するために予め定められた
細胞濃度に増殖させること、ならびに任意で、その微生物培養体の全部または一部を容器
に詰めることのステップを含んで良い。方法には、１回以上、方法のそのステップを繰り
返すことを含んで良い。方法には、単独の微生物培養体を形成するために、当該微生物培
養体の細胞を、特定濃度まで増殖させることを含んで良い。方法には、１つ以上の微生物
培養体を作り、及び微生物培養体を形成するために、単独の微生物培養体を組み合わせる
ことを含んで良い。方法には、微生物培養体を特定濃度まで増殖させ、及びその微生物培
養体の全部または一部を容器に詰めること、を含んで良い。当該方法には、当該微生物培
養体を増殖させ、及びその微生物培養体の特徴を測定することを含んで良い。方法には、
１つ以上のその他の選択された微生物による、１つ以上の選択された微生物の捕食を測定
すること、当該微生物により排出された因子、ｐＨ変化、または１つ以上の選択された微
生物によって排出された、細胞外酵素及び１つ以上のその他の選択された微生物に及ぼす
影響を測定すること、当該微生物培養体における、１つ以上の選択された微生物の１ｍＬ
あたりの細胞数を測定すること、１つ以上の選択された微生物の増殖率、または特性及び
測定値の組合せを決定することを含む、当該微生物培養体の特徴を測定するステップを含
んで良い。方法には、１つ以上の微生物を、当該培養された混合培養体から除去するかど
うか、または１つ以上の微生物を、当該培養された混合培養体に添加するかどうか、もし
くは微生物に変化を起こさないかどうかを決定するために、当該微生物培養体の測定され
た特徴を利用することを含んで良い。
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【０１６０】
　無細胞上清組成物の調合法であって、（ａ）単離された微生物で、発酵培養液を植菌す
ること、ここでその微生物には、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．
、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、もし
くはそれらの組み合わせを含み、（ｂ）その植菌された発酵培養液を、少なくとも５時間
培養すること、（ｃ）ステップ（ｂ）の後で、その培養体を、少なくとも１０分間、少な
くとも１４，０００ｘｇの遠心力で遠心分離すること、及び（ｄ）０．２２ｕｍＭＣＥフ
ィルターでろ過し、その結果、当該無細胞上清を提供すること、のステップを含む。当該
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅである方
法であって、またはここで当該Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、ＩＮ－ＡＯ１の指
定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５１
で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、Ａ
ｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅの、ＩＮ－ＡＯ１である。当該Ｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｓｐｐ．が、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓである方法であって、またはここで当
該Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８５である
、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓの、ＩＮ－ＢＳ１である。当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅ
ｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉ
ｓである方法であって、またはここで当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．
が、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８７である、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏ
ｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓの、ＩＮ－ＲＰ１である。当該Ｃａｎｄｉｄａ　ｓｐｐ．が
、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓである方法であって、またはここで当該Ｃａｎｄｉｄａ
　ｓｐｐ．が、ＩＮ－ＣＵ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄
託指定番号ＰＴＡ－１２１５５０で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣ
Ｃ特許寄託により寄託された、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓの、ＩＮ－ＣＵ１である。
当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅ
ｉ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
　ｌａｃｔｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、またはＬａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔｅｒｕｍ、もしくはそれらの組み合わせである方法であ
って、またはここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、ＡＴＣＣ特許寄託指
定番号ＰＴＡ－１２３８６である、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ
の、ＩＮ－ＬＨ１であり、またはここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、
ＩＮ－ＬＣ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴ
Ａ－１２１５４９で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託によ
り寄託された、ＩＮ－ＬＣ１と呼ばれる、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉであ
り、またはここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、ＩＮ－ＬＬ１の指定を
伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５２で、
２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、ＩＮ－
ＬＬ１と呼ばれる、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌａｃｔｉｓであり、またはここで当
該Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、ＩＮ－ＬＰ１の指定を伴い、顧客番号２０
０１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５５で、２０１４年９月４日
に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｐｌａｎｔｅｒｕｍの、ＩＮ－ＬＰ１であり、もしくはここで当該Ｌａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．が、ＩＮ－ＬＲ１の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴ
ＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５４で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約
下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓ
ｕｓの、ＩＮ－ＬＲ１である。当該Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａである方法である。当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏ
ｎａｓ　ｓｐｐ．が、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓである方
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法であって、またはここでそのＲｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、ＡＴＣ
Ｃ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８３である、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐ
ａｌｕｓｔｒｉｓの、ＩＮ－ＲＰ１であり、もしくはここで当該Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．が、ＩＮ－ＲＰ２の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴ
ＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２１５５３で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約
下のＡＴＣＣ特許寄託により寄託された、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕ
ｓｔｒｉｓの、ＩＮ－ＲＰ２である。当該Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．が、Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅである方法であって、またはここでそ
のＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．が、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３
８４である、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅの、ＩＮ－ＳＣ１であ
る。当該Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．が、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａ
ｃｔｉｓである方法である。当該微生物培養体がさらに、少なくとの１つの単離された菌
根菌を含む方法である。当該微生物培養体が、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｎｄｉｄ
ａ　ｓｐｐ．、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ
ｐ．、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ．、またはＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓ
ｐｐの少なくとも２つで植菌される方法である。当該微生物培養体が、Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｒｈｏｄｏｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、及びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒ
ｖｉｓｉａｓｅで植菌される方法である。当該微生物培養体が、ＡＴＣＣ特許寄託指定番
号ＰＴＡ－１２３８３である、混合培養体のＩＮ－Ｍ１で植菌される方法である。当該微
生物培養体が、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉ
ｌｉｓ、Ｃａｎｄｉｄａ　ｕｔｉｌｉｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ、Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌ
ａｎｔａｒｕｍ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、及び
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｖｉｓｉａｓｅで植菌される方法である。当該微生
物培養体が、ＩＮ－Ｍ２の指定を伴い、顧客番号２００１３９の下、ＡＴＣＣ特許寄託指
定番号ＰＴＡ－１２１５５６で、２０１４年９月４日に、ブダペスト条約下のＡＴＣＣ特
許寄託により寄託された、混合培養体のＩＮ－Ｍ２で植菌される方法である。さらに、当
該無細胞上清を滅菌するステップ（ｅ）を含む方法である。滅菌は、ろ過滅菌であって良
い。当該発酵培養液（微生物培養体）を培養する時間は、少なくとも２４時間、または少
なくとも６０時間、もしくは少なくとも１２０時間、または少なくとも３６０時間である
方法である。無細胞上清組成物は、当該方法によって調合される。
【０１６１】
　１つの態様において、方法はさらに、当該無細胞上清を滅菌するステップ（ｅ）を含む
。
【０１６２】
　１つの態様において、滅菌は、ろ過滅菌による。
【０１６３】
　１つの態様において、当該微生物培養体の培養期間は、少なくとも２４時間である。１
つの態様において、当該微生物培養体の培養期間は、少なくとも６０時間である。１つの
態様において、当該微生物培養体の培養期間は、少なくとも１２０時間である。１つの態
様において、当該微生物培養体の培養期間は、少なくとも３６０時間である。当業者は、
微生物培養体の培養に対する効果的な期間を決定することができ、及びその時間は、その
微生物培養体から誘導された当該無細胞上清組成物の使用方法に依存して良い。
【０１６４】
　１つの態様において、無細胞上清は、遠心分離を介して微生物培養体の細胞を取り除く
ことによって、微生物培養体から形成される。遠心分離を通して、当該培養体の細胞成分
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（すなわち、細菌）は、無細胞上清組成物を提供する目的に対応して、その上清から分離
される。当該無細胞上清組成物の利用は、無細胞上清組成物の一部を、微生物培養体に添
加することである。微生物培養体を作るステップは、その微生物培養体への、無細胞上清
組成物の添加であって良い。
【０１６５】
　１つの態様において、遠心分離は、約１，０００ｒｐｍから約１５，０００ｒｐｍで実
施できる。１つの態様において、遠心分離は、約２，５００ｒｐｍから約１５，０００ｒ
ｐｍで実施できる。１つの態様において、遠心分離は、約５，０００ｒｐｍから約１５，
０００ｒｐｍで実施できる。１つの態様において、遠心分離は、約７，５００ｒｐｍから
約１５，０００ｒｐｍで実施できる。１つの態様において、遠心分離は、約１０，０００
ｒｐｍから約１５，０００ｒｐｍで実施できる。１つの態様において、遠心分離は、約１
２，５００ｒｐｍから約１５，０００ｒｐｍで実施できる。１つの態様において、遠心分
離は、約１，０００ｒｐｍから約１２，５００ｒｐｍで実施できる。１つの態様において
、遠心分離は、約１，０００ｒｐｍから約１０，０００ｒｐｍで実施できる。１つの態様
において、遠心分離は、約１，０００ｒｐｍから約７，５００ｒｐｍで実施できる。１つ
の態様において、遠心分離は、約１，０００ｒｐｍから約５，０００ｒｐｍで実施できる
。１つの態様において、遠心分離は、約１，０００ｒｐｍから約２，５００ｒｐｍで実施
できる。
【０１６６】
　１つの態様において、無細胞上清は、微生物培養体から形成（または誘導、生成、もし
くは製造）され、ここでその細胞または固体物質が、遠心分離を介して当該微生物培養体
の液体部分から分離される。１つの態様において、ろ過は、限外ろ過膜で達成される。限
外ろ過膜の形成に通常使用される、高性能合成ポリマーの例示には、ポリスルホン、ポリ
エーテルスルホン、及びポリアクリロニトリルを含む。
【０１６７】
　１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０１μＭから約０．１μＭの細孔径を有す
る。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０３μＭから約０．１μＭの細孔径を有
する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０５μＭから約０．１μＭの細孔径を
有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０７μＭから約０．１μＭの細孔径
を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０９μＭから約０．１μＭの細孔
径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０１μＭから約０．０９μＭの
細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０１μＭから約０．０７μ
Ｍの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０１μＭから約０．０
５μＭの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約０．０１μＭから約０
．０３μＭの細孔径を有する。
【０１６８】
　１つの態様において、限外ろ過膜は、約１，０００分画分子量（ＮＭＷＣ）から約７５
０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約３，００
０ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外
ろ過膜は、約５，０００ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つ
の態様において、限外ろ過膜は、約１０，０００ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣ
の細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約３０，０００ＮＭＷＣから約
７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約５０
，０００ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において
、限外ろ過膜は、約１００，０００ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有
する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約３００，０００ＮＭＷＣから約７５０，０
００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約５００，０００
ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ
過膜は、約１，０００ＮＭＷＣから約５００，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの
態様において、限外ろ過膜は、約１，０００ＮＭＷＣから約３００，０００ＮＭＷＣの細
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孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約１，０００ＮＭＷＣから約１００
，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約１，０００
ＮＭＷＣから約７５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ
過膜は、約１，０００ＮＭＷＣから約５０，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態
様において、限外ろ過膜は、約１，０００ＮＭＷＣから約３０，０００ＮＭＷＣの細孔径
を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約１，０００ＮＭＷＣから約１０，００
０ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約１，０００ＮＭＷ
Ｃから約５，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。１つの態様において、限外ろ過膜は、約
１，０００ＮＭＷＣから約３，０００ＮＭＷＣの細孔径を有する。
【０１６９】
　１つの態様において、当該限外ろ過膜は、中空糸クロスフロー限外ろ過膜である。中空
糸膜のクロスフローろ過は、通常は、細菌または哺乳類細胞の培養体の「ｄｅｗａｔｅｒ
ｉｎｇ（脱水）」である、細胞濃縮に広く採用されている。このプロセスは通常、粒子の
単純な濃縮と考えられているが、しかし均質化（すなわち、微流体化）などの後続ステッ
プの前に、媒体成分を取り除く細胞洗浄ステップを含んで良い。
【０１７０】
　１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約０
．００２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過
膜は、約０．００５ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空
糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．０１０ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１
つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．０５ｍ２から約２８ｍ２の
有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．１ｍ
２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ
過膜は、約０．５ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸
クロスフロー限外ろ過膜は、約１ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様に
おいて、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約５ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する
。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約１０ｍ２から約２８ｍ２の
有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約１５ｍ２

から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過
膜は、約２０ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロ
スフロー限外ろ過膜は、約２５ｍ２から約２８ｍ２の有効面積を有する。１つの態様にお
いて、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約２５ｍ２の有効面積
を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２

から約２０ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過
膜は、約０．００１６ｍ２から約１５ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中
空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約１０ｍ２の有効面積を有する
。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約５
ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０
．００１６ｍ２から約１ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフ
ロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約０．５ｍ２の有効面積を有する。１つの態
様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約０．１ｍ２の
有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００
１６ｍ２から約０．０５ｍ２の有効面積を有する。１つの態様において、中空糸クロスフ
ロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約０．０１ｍ２の有効面積を有する。１つの
態様において、中空糸クロスフロー限外ろ過膜は、約０．００１６ｍ２から約０．００５
ｍ２の有効面積を有する。
【０１７１】
　記述された本開示の態様は、本開示の原則の適用のいくつかを説明していることは、理
解されよう。多数の修正が、本開示の真の精神及び範囲から逸脱すること無しに、当業者
によって行われて良い。
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【０１７２】
　本開示は、特定のそれらの態様を参照として記述してきた。しかしながら、多様な修正
及び変更は、本開示の幅広い精神及び範囲から逸脱すること無しに、行われて良い。本明
細書及び図面は、したがって、制限的な意味よりむしろ例示であるとみなされる。
【実施例】
【０１７３】
　実施例１－無細胞上清組成物の調合に対応した、微生物培養体の作成法
　細菌または酵母などの微生物を、当該組成物に含めるために、その酵素活性プロファイ
ル、培地で増殖する能力、胞子形成の欠如、または本明細書に記述されるその他の基準に
基づいて、選択した。当該微生物を、その有機物にとって標準的な培地で増殖させ、及び
飛躍的な増殖段階で、等分し及び保管した。酵母及び細菌などの微生物を増殖させる培地
は、当業者には公知である。
【０１７４】
　例えば、Ｉ－Ｍ　Ｌａｂの作成において、ＩＮ－ＬＨ１、ＩＮ－ＢＳ１及びＬ．ｃａｓ
ｅｉの各々の等分（１×１０６細胞の５ｍＬ）を、水（７００ｍＬ）、糖蜜（３７．５ｇ
）、ベントナイト粘土（３．７５ｇ）、及び海塩（３．７５ｇ）などを含んだ、乳酸菌及
び桿菌に適した培地に添加した。その細菌を、６００ｎｍで決定された、０．７５２の光
学密度（以下、「ＯＤ６００」）まで増殖させた。
【０１７５】
　Ｉ－Ｍ　ＰＮＳＢの作成において、ＩＮ－ＲＰ１の等分（１×１０６細胞の５ｍＬ）を
、光合成菌に適した培地に添加した。例えば、水（１３４ｍＬ）、フィッシュエマルジョ
ン（９ｍＬ）、及びＩＮ－ＳＣ１（１×１０６細胞、１ｍＬ）を併用し、及び次いでその
容積を、水で１４４ｍＬに調整し、ならびにその細胞を、ＯＤ６００が０．８５６まで増
殖させた。炭水化物源（すなわち、糖蜜）もまた、添加できる。本明細書で使用するフィ
ッシュエマルジョンは、ケベック州、ＤｕｎｈａｍのＮｕｔｒｉｖｅｒｔ社から有機土壌
改良剤（非殺菌）として、市販されている。
【０１７６】
　Ｉ－Ｍ　Ｙｅａｓｔの作成において、ＩＮ－ＳＣ１及びＡ．ｏｒｙｚａｅ（ＯＤ６００

　０．３、Ｓｏｕｔｈ　Ｒｉｖｅｒ　Ｍｉｓｏ　Ｃｏｍｐａｎｙ，ｉｎ　Ｃｏｎｗａｙ，
Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ，ＵＳＡ）の等分（１×１０６細胞の５ｍＬ）を、水（３９
０ｍＬ）、糖蜜（１ｇ）、フィッシュエマルジョン（２９ｇ）、昆布（９ｇ）、及び小麦
胚芽（１ｇ）を併用し、及びその容積を、水で４３２ｍＬに調整し、ならびにその細胞を
、ＯＤ６００が０．５７４まで増殖させた。
【０１７７】
　微生物培養体を作成するために、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴＡ－１２３８３で寄託
された、ＩＮ－Ｍ１などの微生物を含む、３つの微生物培養体を使用した。Ｉ－Ｍ　Ｌａ
ｂ、Ｉ－Ｍ　ＰＮＳＢ及びＩ－Ｍ　Ｙｅａｓｔを、以下に示す、水、糖蜜、ミネラル粉、
海塩、及び小麦ふすまを含む培地に添加した。当該３つの微生物成分混合体を、以下の表
に示すパーセンテージで添加した。ＩＮ－ＲＰ１、ＩＮ－ＢＳ１、ＩＮ－ＳＣ１、Ａｓｐ
ｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ、ＩＮ－ＬＨ１、及びＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃ
ａｓｅｉｉを含んだ、このたね培養体（初期の混合培養体）を、無菌状態下で作成した。
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【０１７８】
　糖蜜、海塩、小麦ふすま、及びミネラル粉を、温水に溶解し、及び４５～５０℃に維持
した。このＩ－Ｍ　ＬＡＢ、Ｉ－Ｍ　ＰＮＳＢ及びＩ－Ｍ　Ｙｅａｓｔを、別の容器に一
緒に入れ、及び混ぜ合わせた。２０ＬのＩ－Ｍ　ＬＡＢ、２０ＬのＩ－Ｍ　ＰＮＳＢ、及
び１０ＬのＩ－Ｍ　Ｙｅａｓｔで、その合計は、５０Ｌであった（これら３つの微生物組
成物を含む組成物を、本明細書ではたね培養体と呼ぶ）。このたね培養体を、培地の主タ
ンクに添加し、及び１１０Ｌを作るために水を入れ、ならびにそのｐＨが、ｐＨ４．０以
下になるまで、軽く攪拌しながら、その温度を３７℃に維持した。
【０１７９】
　１リットル当たり約１０億の微生物（１×１０６細胞／ｍＬ）を含んだ、安定的に濃縮
された培養体（混合培養体）を産出するために、二次発酵培養体（混合培養体）を作成し
た。濃縮された組成物は、３年以上の保存期間を有している。典型的な１０００リットル
の２次発酵バッチを、５０リッルの当該たね培養体（前述のように、２０ＬがＩ－Ｍ　Ｌ
ＡＢ、２０ＬがＩ－Ｍ　ＰＮＳＢ、及び１０ＬがＩ－Ｍ　Ｙｅａｓｔである）で植菌し、
及びその培体は、５０～２００リットルの非硫黄化農業用糖蜜、３．７５リットルの小麦
ふすま（０．０２～０．０５容積％）、３．７５リットルの昆布（０．０２～０．０５容
積％）、３．７５リットルのベントナイト粘度（０．０２～０．０５容積％）、１．２５
リットルのフィッシュエマルジョン（Ｎｕｔｒｉｖｅｒｔ，Ｄｕｎｈａｍ，Ｑｕｅｂｅｃ
社から市販の有機土壌改良剤、非殺菌）、１．２５リットルの大豆粉（０．００５～０．
０３容積％）、６７５ｍｇの市販の海塩、及び１０００Ｌにするのに十分な非塩素化温水
を含むものであった。
【０１８０】
　植菌後５日目までに、そのｐＨは、約３．７まで低下し、及びその培養体を増殖し、及
び日に１回軽く攪拌し、ならびにｐＨをモニターした。以降の実施例に使用する微生物含
有組成物をもたらすように、その培養体を、３２～３７℃で、３～１０週間培養した。そ
の組成物を、室温で、太陽光の無い無酸素条件において、気密容器に詰め及び保管した。
その結果得られた組成物は、１×１０６細胞／ｍＬの細胞を含む、濃縮組成物と呼ばれる
。
【０１８１】
　バッチ番号１４０２２６のＩＮ－Ｍ２、及びバッチ番号１４０２２７のＩＮ－Ｍ２など
の微生物組成物を、ＩＮ－Ｍ１に対して前述したように、ＡＴＣＣ特許寄託指定番号ＰＴ
Ａ－１２１５５６として寄託された、混合培養体のストックのＩＮ－Ｍ２から調合した。
バッチ番号１４０２２６の培養体を、３０～３２℃で、３～１０週間培養し、及びバッチ
番号１４０２２７の培養体を、３５～３７℃で、３～１０週間培養した。
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【０１８２】
　代替の方法において、当該二次発酵体は、企業から購入されるものなどの１つ以上の微
生物株、及び／または環境から単離される、環境内微生物または微生物共同体を含んで良
い。
【０１８３】
　実施例２－無細胞上清組成物の調合
　前述の方法を使用し調合した、当該微生物培養体を、少なくとも１０分間、１４，１７
１ｘｇの遠心力で、遠心分離することによって、無細胞上清（「ＣＦＳ」）組成物を得た
。このＣＦＳ組成物を次いで、いずれかの微生物が、依然存在しているかどうかを決定す
るために、吸光度（６００ｎｍ）で確認し、及びその液体部分を、傾斜により上澄み液を
取るかまたはピペットで吸い出した。その上清を次いで、０．２２μＭのミクロンフィル
ター（ＭＣＥ膜）でろ過滅菌した。
【０１８４】
　実施例３－組成物の特徴付け
　ＩＮ－Ｍ１（産物Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（産物Ｂ）を含む微生物培養体から作成した、当
該無細胞上清組成物の化学的な特徴を決定した。その結果は、各々が、極めて高いレベル
のカリウム（組成物のグラム当たり約２５００μｇ）、それに続く窒素（組成物のグラム
当たり４３５～６００μｇ）、カルシウム（組成物のグラム当たり４７５～６６０μｇ）
及びマグネシウム（組成物のグラム当たり２００～２６０μｇ）を有し、各無細胞上清組
成物に極めて一貫している。ナトリウムは、１６０～３６０ｐｐｍの範囲であった。その
ｐＨ範囲は、４．３～４．５で類似していた。硫黄は、試験した無細胞上清組成物におい
ては、４２５～５００ｐｐｍに近い量で存在していた。リンは、非常に低レベル（５０～
９０ｐｐｍ）で存在していた。その他の全ての金属類は、約２０ｐｐｍで存在した鉄を除
き、きわめて微量であった。
【０１８５】
　最高レベルの酢酸（ｇ当たり２０００～２４００μｇ）、次いで酪酸（ｇ当たり１３０
０～１７５０μｇ）を伴って、揮発性脂肪酸が有意水準で存在していた。産物Ａのイソ酪
酸含有量は、約６００ｐｐｍと低かったが、しかし産物Ｂのそれは、６５０ｐｐｍであっ
た。反対に、産物Ａは、９４０～１１００ｐｐｍのプロピオン酸含有量であったが、産物
Ｂのそれは、たった１４７ｐｐｍであった。
【０１８６】
　両サンプルは、相対的に低い量の揮発性脂肪酸（ＶＦＡｓ）を含んでいる。酢酸、プロ
ピオン酸、酪酸、イソ酪酸などのＶＦＡｓは、細菌の嫌気性発酵の代謝産物である。これ
らの生化学産物は、液体肥料、堆肥、食料品、及び嫌気的に保存されている有機産物を含
む、多くの種類の部分発酵物質中に検出されている（Ｃｏｏｐｅｒ　ａｎｄ　Ｃｏｍｆｏ
ｒｔｈ（１９７８）Ｊ．Ｓｃｉ．Ｆｏｏｄ　Ａｇｒｉｃ．２９，１９－２７、Ｇｕｅｎｚ
ｉ　ａｎｄ　Ｂｅａｒｄ（１９８１）Ｊ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｑｕａｌ．１０，４７９－４
８２、Ｐａｔｎｉ　ａｎｄ　Ｊｕｉ（１９８５）Ａｇｒｉｃ．Ｗａｓｔｅｓ　１３，１５
９－１７８）。ＶＦＡｓは、ヒト及び動物の両方の微生物病原体（Ｇｏｅｐｆｅｒｔ　ａ
ｎｄ　Ｈｉｃｋｓ（１９６９）Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．９７，９５６－９６８、Ｋｅｎ
ｅａｌｙ，ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．４４，５０７－５１３、Ｋｕｎｔｅ，ｅｌ　ａｌ．（１９９８）．Ｊ．Ａｐｐｌ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．８４，１３８－１４２）、食品腐敗生物（Ｃｏｒｓｅｔｔｉ，ｅｔ
　ａｌ．（１９９８）Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．５０，２
５３－２５６）、及び作物（Ｌｙｎｃｈ，Ｊ．Ｍ．（１９７７）Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｂａｃｔ
ｅｒｉｏｌ．４２，８１－８７、Ｌｙｎｃｈ，Ｊ．Ｍ．（１９７８）Ｓｏｉｌ　Ｂｉｏｌ
．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１０，１３１－１３５）を死滅させることができる。酢酸は、登録さ
れている有機除草剤である。酢酸、プロピオン、イソ酪酸、酪酸、イソ吉草酸の高希釈液
は、未熟堆肥の植物毒性の原因であり、及び未熟堆肥に暴露された場合に、Ｂｒａｓｓｉ
ｃａ　ｒａｐａ　Ｌ．の増殖を阻害することが示されている。この毒性は、主としてプロ
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ピオン酸及びｎ－酪酸と関連していた（Ｃｈａｎｙａｓａｋ，ｅｔ　ａｌ．（１９８３）
Ｓｏｉｌ　Ｓｃｉ．Ｐｌａｎｔ　Ｎｕｔｒ．２９，２５１－２５９）。緑肥の混入に伴っ
てしばしばみられるこの植物毒性は、微生物分解時に作られる酢酸の生成と関連していた
（Ｌｙｎｃｈ，Ｊ．Ｍ．（１９７７）Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．４２，８１－
８７、Ｌｙｎｃｈ，Ｊ．Ｍ．（１９７８）Ｓｏｉｌ　Ｂｉｏｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１０，
１３１－１３5）。ＶＦＡｓは、腐敗を防ぐために、貯蔵牧草及び果実にしばしば添加さ
れ、及び酢酸ならびにプロピオン酸は、食品用防腐剤として使用される（Ｄｏｏｒｅｓ，
Ｓ．（１９９３）Ｏｒｇａｎｉｃ　ａｃｉｄｓ．Ｐａｇｅｓ　９５－１３６　ｉｎ：Ａｎ
ｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ　ｉｎ　Ｆｏｏｄ．Ｐ．Ｍ．Ｄａｖｉｄｓｏｎ　ａｎｄ　Ａ．
Ｌ．Ｂａｎｅｎ，ｅｄｓ．Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｏｈｙａｍ
ａ，ｅｔ　ａｌ．（１９７７）Ｊ．Ｓｃｉ．Ｆｏｏｄ　Ａｇｒｉｃ．２８，３６９－３７
４）。ＶＦＡｓは、植物病原菌を含む多数の微生物の増殖を抑制することが示されている
（Ａｂｂａｓｉ，ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　９９，２７
４－２８１、Ｃｏｎｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　９５
，２８－３５、Ｔｅｎｕｔａ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ
　９２，５４８－５５２）。新鮮な内に堆肥となった都市ゴミ中の酢酸は、Ｐｈｙｔｏｐ
ｈｔｈｏｒａ　ｎｉｃｏｔｉａｎａｅのコロニー成長及び柑橘類の苗への感染を抑制した
（Ｗｉｄｍｅｒ，ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｐｌａｎｔ　Ｄｉｓ．８２，６８３－６８８
）。ＭｃＫｅｌｌａｒ及びＮｅｌｓｏｎ（２００３）（Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ．６９，４５２－４６０）はまた、堆肥誘発による、Ｐｙｔｈｉｕｍ減衰
の抑制が、微生物群をコロニー化している脂肪酸代謝種によって媒介されることを見出し
た。
【０１８７】
　いかなる特定の理論にも拘束されることを望まないが、ＶＦＡｓの非イオン化形態は、
毒性である、と現在は考えられている（Ｆｒｅｅｓｅ，ｅｔ　ａｌ．（１９７３）Ｎａｔ
ｕｒｅ　２４１，３２１－３２５）。ＶＦＡの非イオン化形態（すなわち、酢酸）に対す
るイオン化（すなわち、酢酸塩）の比率は、その溶液のｐＨに依存している。溶液中の単
独ＶＦＡの非イオン化形態の希釈状態は、ヘンダーソン・ハッセルバルヒの式を使用して
推定される（Ｈａｓｓｅｌｂａｌｃｈ，Ｋ．Ａ．（１９１５）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｚ．７８
，１１２－　１４４）。ＶＦＡｓの潜在的利用は、それらが持つ多数の明白な利点にもか
かわらず、農業においては見落とされてきた。例えばその一つは、そのほとんどが、ヒト
及び動物に対して非常に低い危険性の食用産物である、ということである。それらは、環
境中の寿命は短く、一般にはたった数日の存続である。それらは、土壌中の多数の微生物
にとっては、栄養源として作用できる。とりわけ、それらは、果実表面に化学残留物を残
さないので、その成長段階のいかなる時点でも適用が可能である。Ｓｈｏｌｂｅｒｇ（１
９９８）（Ｐｌａｎｔ　Ｄｉｓ．８２，６８９－６９３）は、収穫後の腐敗の可能性を減
らすために、傷みやすい果実の燻蒸剤として、酢酸蒸気を利用する手法を開発した。しか
しながら、有益であると考えられたいくつかの要因はまた、限定的である。６以上のｐＨ
範囲にある土壌において、ＶＦＡｓは、ほとんど塩として存在するであろうし、及び生物
学的には活性ではないであろう。ｐＨ４．５は、ＩＮ－Ｍ１中の多数のＶＦＡｓのｐＫａ

に近く、理論に拘束されることを望まないが、この点は、当該ＶＦＡｓの少なくとも５０
％が、それらの生物学的活性形態にある、ことを示すであろう。
【０１８８】
　実施例４－当該無細胞上清組成物の使用及び発芽に影響を与える方法
　大豆、大根、キャノーラ、ルッコラ、小麦、及び前述の実施例に記述の無細胞上清組成
物の２バッチである、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）を使用して、２つの発芽試
験を実施した。試験１に対して、実施した希釈は、蒸留水に、１／１０、１／２０及び１
／４０であり、及び試験２に対して、実施した希釈は、１／５０、１／１００、１／２０
０、１／４００及び１／８００であった。全ての種子を、７０％エタノールで３０秒間す
すぐことによって、表面を殺菌した。次いでそれらを、滅菌水で３回すすぎ、及び滅菌ペ
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ーパータオル上に置いて乾燥した。２枚の滅菌ろ紙を、滅菌済みのプラスチック製ペトリ
皿の底に敷いた。６ｍＬの各希釈物を、当該種子を添加する前に、その皿に入れた。対照
培養プレートには、同等量の水を入れた。そのろ紙が完全に満たされた時点で、１０個の
種子を、無差別にろ紙の上に置いた。大豆は、サイズが大きいので８個を、各培養プレー
トに追加した。この種子を、もう１枚のろ紙で覆った。この培養プレートをパラフィンで
封止し、及びおおよそ（７日間）の完全発芽まで、培養チャンバー内に静置した。発芽し
た種子を数え、及び各試験用に用意した発芽尺度で、その割合を求めた。対照サンプル及
び各処理サンプルを、３連試験で評価した。
【０１８９】
　ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　ｖｅｒｓｉｏｎ　６．００ウィンドウス用、Ｇｒａｐ
ｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ＵＳＡ（ｗｗ
ｗ．ｇｒａｐｈｐａｄ．ｃｏｍを参照のこと）を使用して、全てのデータについて、Ｏｎ
ｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ（一元配置分散分析）とそれに続くダネット多重比較検定を実施
した。種子発芽におけるＩＮ－Ｍ１無細胞上清の適用効果の代表事例を、図１Ａ～１Ｂ、
２Ａ～２Ｂ、及び３Ａ～３Ｂに示す。追加実験を、本明細書の以下に記述する。
【０１９０】
　試験１
　一般的に、全ての作物において、当該無細胞上清組成物の濃度が高まるほど、種子発芽
及び胚軸ならびに根の成長が低下した。バッチＡとバッチＢの間では、植物応答における
差異が見出された。バッチＢは、試験した全ての濃度で、ルッコラ及び大根に有害であっ
た。
【０１９１】
　その結果を評価するために、得られた異なる発芽度を代表する発芽率を、作物ごとに作
成した。各培養プレートを、その適切な尺度を使用して評価した。
【０１９２】
　小麦
　バッチＡ及びＢの１／１０ならびに１／２０希釈物は、小麦の発芽に悪影響を及ぼし（
図３２Ａ）、その一方でＩｎｏｃｕｃｏｒ社の製品または対照サンプルの１／４０希釈物
の存在下で発芽した小麦の間では、統計的に有意な差異は見出されなかった（図１Ｂ）。
【０１９３】
　キャノーラ
　この実験においては、バッチ間の差異が、より明確になった。ＩＮ－Ｍ２（Ｂ）の１／
１０及び１／２０希釈物は、キャノーラ発芽に悪影響を及ぼした一方で、ＩＮ－Ｍ１（Ａ
）の１／１０希釈物だけが、発芽に良好な影響を与えた（図３２Ｂ）。種子をＩＮ－Ｍ１
（Ａ）の１／４０で処理した場合、苗は、対照植物とくらべて、根は著しくし小さかった
が、より長く及びより多くのしっかりした新芽を有していた。
【０１９４】
　ルッコラ
　試験した全ての濃度のＩＮ－Ｍ２（Ｂ）が、ルッコラ発芽に悪影響を及ぼした。ＩＮ－
Ｍ２（Ｂ）の１／１０及び１／２０希釈物は、完全に発芽を阻害し、及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ
）の１／４０で処理した場合、わずかな種子が発芽しただけであった。当該バッチＡ（Ｉ
Ｎ－Ｍ１）の１／１０及び１／２０希釈物はまた、ルッコラの発芽に有害であり、及びＡ
の１／４０で処理したものだけが、対照サンプルと同様に発芽した（図３２Ｃ）。
【０１９５】
　大根
　発芽を阻害はしなかったが、ＩＮ－Ｍ２（Ｂ）の無細胞上清組成物での処理は、大根の
発芽に有害であった。ＩＮ－Ｍ１（Ａ）の１／４０で処理したものだけが、対照サンプル
と同様に発芽した（図３２Ｃ）。
【０１９６】
　大豆
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　いずれの処方物及びその希釈試験においても、大豆の発芽に阻害的な影響は無かった（
図３２Ｅ）。事実、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）の無細胞上清組成物の１／４０希釈物での処理は、
対照サンプルと比べて、苗の品質を向上させた。
【０１９７】
　試験２
　前述の結果に基づいて、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）の無細胞組成物の１／
５０、１／１００、１／２００、１／４００及び１／８００希釈物で、７日間の発芽試験
を実施した。図３３Ａ～Ｄに示すように、試験したいずれの種子においても、発芽に影響
を与えた処理は、無かった。
【０１９８】
　要約すると、ＩＮ－Ｍ１（Ａ）及びＩＮ－Ｍ２（Ｂ）のより高濃度品は、種子発芽に、
ある程度の悪影響を与え、この点は、菌増殖の阻害に見られた現象と類似していた。例外
は、ＩＮ－Ｍ１の無細胞上清組成物の良好な影響が、１対１０の最も高い濃度比率の試験
で観察された、大豆の場合であった。ＩＮ－Ｍ１及びＩＮ－Ｍ２（１／５０希釈物または
より高希釈）両方の低濃度物を使用した場合には、発芽は影響されなかった。
【０１９９】
　実施例５－経時的な、微生物培養体に存在する細菌及び真菌群集プロファイルのシフト
の追跡
　２バッチの微生物培養体を、２０１４年、３月１０日、化学分析及び微生物群のプロフ
ァイリングのために送った。バッチ「Ａ」は、ＩＮ－Ｍ１であり、及び２０１１年からの
高塩性の処方物である。バッチ「Ｂ」は、ＩＮ－Ｍ２であり、その二次発酵体に塩化ナト
リウムが添加されておらず、及びさらにフミン酸を含む、２０１３年からの低塩性の処方
物である。当該バッチを、嫌気性条件下で調合し、及び次いで封止したプラスチックボト
ルに静置した。その産物に存在する微生物含有量のために、酸素への暴露及び暖かい温度
が、その微生物に、増殖及び潜在的なシフトを起こす可能性がある。したがって、どのよ
うにその群が変化し、その保管条件が、そのシフトにどんな影響を及ぼすかを特定するこ
とが重要である。
【０２００】
　実験室に到着の時点で、当該２バッチを、４℃の冷蔵庫に保管した。各ボトルを、生物
学的に安全なキャビネット内の無菌条件下で開封し、及び６０×１．５ｍＬの２次サンプ
ルを集め、ならびに２ｍＬの遠心分離管に収めた。各ボトルの６０サンプルを、冷凍庫に
安置し、及び－８０℃の冷凍庫で保管した。これらのサンプルは、実験の残り部分の基準
及び対照としての役割を果たす。６１．５ｍＬの追加サンプルを、「ｔｉｍｅ　ｚｅｒｏ
（経過時間ゼロ）」に対応して、各ボトルから集めた。
【０２０１】
　この経過時間ゼロサンプルに加えて、各ボトルから９×４５ｍＬの二次サンプルを集め
、及び５０ｍＬのファルコン試験管に保管した。３つの試験管を、４℃の冷蔵庫に、３つ
を２５℃の培養器に、及び３つを常温の実験台に静置した。合計６つの試験管（バッチＡ
から３つ、及びバッチＢから３つ）を、各温度条件で保管した。
【０２０２】
　月に一度、各温度の５０ｍＬのファルコン試験管から、２×１．５ｍＬの二次サンプル
を取り出した。合計で３６サンプルにあたる、各温度でバッチ当たり合計６つの二次サン
プルを集めた。－８０℃の冷凍庫にある在庫から、バッチ当たり３つの対照サンプルを取
り出した。１年間にわたって月に１度、４２サンプルを集め、及び分析した。この実験の
完了時点で、合計５１６サンプルを採り、及びＴＲＦＬＰで分析した（１２ヶ月×４２サ
ンプル＝５０４サンプル＋経過時間ゼロで採取の１２サンプル）。細菌及び真菌の両方に
対するサンプルを、ＴＲＦＬＰで分析した。したがって、ＴＲＦＬＰで分析された合計サ
ンプル数は、１０３２サンプルであった（細菌に対する５０４サンプル、及び真菌に対す
る５０４サンプル、プラス経過時間ゼロで採取の２４（細菌用１２＋真菌用１２）サンプ
ル）。
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【０２０３】
　経過時間ゼロ－２０１４年３月２１日
　経過時間ゼロは、そのバッチが、最初に開封され、及び酸素に暴露された時点で存在す
る、その微生物群を代表する。当該バッチは、それらを受領した時に４℃の冷蔵庫に保管
し、及び経過時間ゼロサンプルは、そのバッチが、その実験室に到着の２日以内に、採取
した。経過時間ゼロにおいて、バッチＡ及びＢの微生物群は、互いに著しく異なっていた
（図４）。理論に拘束されることを望まないが、最初の成分分析で観察されたこの差異は
、当該バッチ間の細菌群の多様性の相違によるものであろう。各ピーク（順方向または逆
方向プライマーのいずれでも）は、理論的に１つの細菌を現し、及びそのピークの高さは
、その固体数を表す。バッチＡは、ＰＣＡの有意な結果を説明する、バッチＢに見出され
ていない、多数の小さなピークを有していた。バッチＡに存在する、４つの最も大きなピ
ークは、１３８、３０５、５６７／８及び７５５の塩基対においてであった（図５）。バ
ッチＢは、１３８塩基対における１つの大きなピークが支配的であった（図５）。バッチ
Ａ及びＢの真菌群は、ほぼ同一であり、及び２０４または２０５塩基対における同じピー
クが支配的であった（図６）。当該真菌群について、主成分分析を実施しなかったのは、
各サンプルに１つまたは２つのピークしかないためであり、及びそれらのプロファイルが
同じことが明白だったからである。
【０２０４】
　１か月目－２０１４年４月
　細菌
　増殖の１か月後、バッチＡ及びＢの細菌群は、いくつかの有意差を示すほんのわずかな
点を伴って、ほとんど類似していた（図７）。－８０℃で保管された対照サンプルＡ及び
対照サンプルＢは、その経過時間ゼロサンプルの結果と一致して、有意差があった。４℃
で保管されたバッチＡ及び室温で保管されたバッチＡは、２５℃、４℃で保管されたバッ
チＢ，及びその対照サンプルとは、有意差があった。２５℃で保管されたバッチＡは、そ
のバッチＡの対照サンプルとは、有意差があった。４つのバッチＢサンプルの全てが、一
緒に集められて、及び２５℃ならびに４℃で保管されていたバッチＢからは離れていた、
その対照サンプル以外は、互いに類似していた。４つのバッチＡサンプルの全てが、その
対照サンプル及び有意差のあった２５℃サンプル以外は、互いに類似していた。
【０２０５】
　ＩＮ－Ｍ１（バッチＡ）
　増殖の１か月後、－８０℃、４℃、２５℃、及び室温で保管されたバッチＡサンプルの
プロファイルの全てが、１３８、３０５、及び５６７塩基対における同じ主要ピークを持
っていた（図８）。しかしながら、その分け合ったピークの菌存在量は、その４つの保管
温度の間で、著しく異なっていた。－８０℃及び４℃で保管された当該バッチＡサンプル
の最強ピークは、３０５塩基対においてであった。２５℃で保管されたバッチＡサンプル
の最強ピークは、１３８塩基対においてであった。低温で保管された当該２サンプル及び
暖かい温度で保管された当該２サンプルの間での、菌存在量の相違に留意することは、興
味深い。低温においては、３０５塩基対におけるピークの原因となる有機物が、最も支配
的であり、及び最大強度を有する。高温においては、１３８塩基対におけるピークの原因
となる有機物が、最も支配的であり、及び最大強度を有する。室温においては、３０５塩
基対におけるピークは、その６つの複製群の内の２つにだけに、非常に低い強度レベルで
見出され、及び一方で、１３８塩基対におけるピークは、全てのサンプル温度において、
６複製群の全てで最大強度レベルであった。１３８及び３０５塩基対におけるピークは、
温度変化による菌存在量のシフトを経験しているが、５６７／８塩基対におけるピークは
、２複製群にだけ存在していた室温の場合を除いて、比較的安定した菌存在量を維持して
いた。理論に拘束されることを望まないが、これらの結果は、適切な環境を与えられた、
１３８塩基対におけるピークの原因となる有機物が、急速に増殖し、及びその他の有機物
の減少及び／または排除を引き起こした、ことを示唆している。
【０２０６】
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　ＩＮ－Ｍ２（バッチＢ）
　増殖の１か月後、４℃、２５℃、－８０℃及び室温で保管されたバッチＢ細菌群プロフ
ァイルは、全てが互いに類似しており、多数の同様に大きなピークを持っていた（図９）
。その４温度の各々の６複製群の全てが、１３８塩基対における同じ支配的ピークを持っ
ていた。１９１、１９４、２９６、３０５、５５９及び６６１塩基対におけるピークはま
た、各温度の少なくとも５つの複製群に見出された。バッチＢは、バッチＡとは異なって
、全ての複製群において、及び同じ強度レベルに近いその他のピークを伴った４温度の全
てで、ピーク１３８が支配的であった。温度変化による菌存在量に、シフトは観察されな
かった。当該細菌群間で唯一注目できる違いは、５０８塩基対においてであった。５０８
塩基対におけるピークは、高強度ではなかったが、その対照サンプル（－８０℃）及び４
℃のサンプルに、唯一存在していた。
【０２０７】
　真菌類
　ＩＮ－Ｍ１（バッチＡ）
　増殖の１か月後、４温度の全てで、保管されたサンプルに存在する真菌群は、実質的に
同一であり、及び１つまたは２つだけの大きなピークを有していた（図１０）。２０４／
５／６塩基対におけるピークは、そのプロファイルで支配的であった。１つまたは２つだ
けの塩基対に異なって存在するピークは、同じ有機物を表している可能性がある。
【０２０８】
　ＩＮ－Ｍ２（バッチＢ）
　増殖の１か月後、４温度の全てで、保管されたサンプルに存在する真菌群は、実質的に
同一であり、及び１つまたは２つだけの大きなピークを有していた（図１１）。２０４／
５塩基対におけるピークは、すべてのプロファイルで、非常に高い強度を伴って支配的で
あった。
【０２０９】
　この真菌群集プロファイルの結果は、その経過時間ゼロサンプルの結果と一貫性があっ
た。
【０２１０】
　理論に拘束されることを望まないが、バッチＡを保管した温度が、その産物に存在する
細菌群集に影響を与えた可能性がある。異なる有機物が、その産物を保管した温度に依存
して、バッチＡの細菌群集を支配する。そのため、温度の上昇によって、１３８塩基対に
おけるピークの原因となる有機物の集団を成す。１３８塩基対ピークの菌存在量の増加は
、その急激な増殖によって、有機物を減らし及び／または排除するためと思われる。増殖
の１か月後、両バッチＡ及びＢの真菌群集は、着実に残り、及び１種類または２種類の有
機物により支配されていた。１か月後、温度は、その真菌群集に影響を与えなかった。
【０２１１】
　実施例６－当該組成物の使用及び植物の能力を引き出す方法
　マイクログリーン及びプチグリーンは、野菜、ハーブまたはその他の植物から生産され
る、若い食用の緑黄色野菜である。それらの野菜は、大きな植物に成長する前に収穫され
、及びそのサイズが小さいにもかかわらず、強い香り及び色を持っている。高級市場及び
高級レストランで、それら生産物の需要が高まっている。急成長し及びプチグリーンとし
て広く消費されるルッコラを、本研究用に選択し、それを、これら植物に使用する土壌と
共通点がある、ｔｈｅ　Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｍａｒｓｈからの有機土壌に植えた。
【０２１２】
　ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体及びＩＮ－Ｍ２を含む微生物培養体から作られた、異な
る濃度の無細胞上清組成物を、ルッコラの種子及び土壌と混合して使用した。この処理の
選択は、植物病原菌で見出された、対照サンプル（ｎ＝５）、１／１０　ＩＮ－Ｍｌ（ｎ
＝５）、１／２０　ＩＮ－Ｍ１（ｎ＝５）、１／４０　ＩＮ－Ｍ１（ｎ＝５）、１／１０
　ＩＮ－Ｍ２（ｎ＝５）、１／２０　ＩＮ－Ｍ２（ｎ＝５）、及び１／４０　ＩＮ－Ｍ２
（ｎ＝５）での効果に基づいた。
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【０２１３】
　３６０ｇのｔｈｅ　Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｍａｒｓｈ土壌（８０％の保水能力で）を、異な
る濃度のＩｎｏｃｕｃｏｒ社製品と混合した。ポット当たり６０ｇの処理土壌に、１０粒
のルッコラ種子を植え、及び処理当たり５ポットを使用した（ｎ＝５）。植物の発生及び
成長をモニターし、及び２週間後に、植物を収穫し、加工し、及び結果を解析した。
【０２１４】
　試験１
　植栽後２週間で、当該ルッコラを加工し、植物数を数え、及びクロロフィル含有量、新
芽の長さ、総植物長、及び総植物乾燥重量を測定した。植物の成長及び葉の容積を視覚的
に測定する方法として使用する、ルッコラの成長力尺度を開発した（図１２）。
【０２１５】
　その成長力尺度を使用して、各処理の各ポットにおける植物を、評価した。図１６Ａに
示すように、当該処理のいずれかと当該対照植物との間で、その成長力に、統計的な有意
差はなかった。さらに、測定した当該パラメーター（植物数、クロロフィル、新芽乾燥重
量、根乾燥重量、及び植物長）のいずれにおいても、処理した植物と未処理の植物の間に
、差異は無かった（図１３Ａ～Ｆ）。根のバイオマスにおける差異は、統計的に有意では
なかったが、理論に拘束されることを望まないが、それらの結果は、高濃度のＩＮ－Ｍ１
及びＩＮ－Ｍ２での処理は、根の発達には有害である可能性がある、ことを示唆している
。
【０２１６】
　試験２
　前述のように、植栽後２週間で、図１５に示した尺度を使用して、当該植物の、植物成
長力を評価した。当該植物を、それらのポットから取り出し、及びその根を視覚的に比較
するため、全ての土壌を洗い流した。植物数を数え、及びその根及び新芽を分離する前に
、クロロフィル含有量及び植物長を測定し、ならびに６０℃で一晩乾燥した。その新芽及
び根の乾燥バイオマスを記録し、及び別々に比較した。図１４Ａ～Ｆ示すように、測定し
たパラメーターのいずれにおいても、対照植物と処理植物の間に、統計的な有意差は無か
った。
【０２１７】
　試験した条件下で、１対１０から１対４０の希釈での、ＩＮ－Ｍ１の微生物培養体及び
ＩＮ－Ｍ２の微生物培養体から誘導された無細胞上清組成物での処理は、ルッコラの成長
及び植物の能力に影響が無かった。処理及び対照の植物の間に、統計的な有意差は無かっ
た。
【０２１８】
　実施例７－当該無細胞上清組成物に使用された微生物共同体の痕跡
　微生物分析－ＴＲＦＬＰ
　特定が容易なように、２バッチの微生物培養体を、バッチＡのＩＮ－Ｍ１及びバッチＢ
のＩＮ－Ｍ２として標識化した。各バッチを、その瓶を複数回反転させて、徹底的に混合
した。３つの１．５ｍＬの二次サンプルを、各瓶から取り出し、及び２ｍＬのマイクロ遠
心分離管に入れた。この試験管を、遠心分離機に収め、及び１４，０００ｒｐｍで４分間
回転させ、いずれの微粒子及び微生物をもペレット化した。Ｎｏｒｇｅｎ　Ｇｅｎｏｍｉ
ｃ　ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　キット（Ｎｏｒｇｅｎ　Ｂｉｏｔｅｋ　Ｃｏｒｐ．　
ＯＮ）を、その製造者の指示に従って使用し、各ペレットからＤＮＡ抽出を行った。
【０２１９】
　ＰＣＲマスターの混合物を、最終反応容積を５０μＬで作成した。その細菌ＰＣＲに使
用した２つのプライマーは、配列ＣＡＧＧＣＣＴＡＡＣＡＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣ（配列番
号１）を伴う６３Ｆプライマー、及び配列ＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧ（配列
番号２）を伴う１３８９Ｒプライマーであった。その真菌類ＰＣＲに使用した２つのプラ
イマーは、配列ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＴＧＣＧＧ（配列番号３）を伴うＩＴＳ
１Ｆ、及び配列ＡＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ（配列番号４）を伴うＩＴ
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を、ＤＮＡ清浄及び濃縮器（Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｉ
ｒｖｉｎｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）を使用して、精製した。１２μＬの精製ＰＣＲを、１３μＬ
の限定混合物に添加し、３５℃の暗所で３時間培養し、及び３７３０ＤＮＡ　Ａｎａｌｙ
ｚｅｒとＧｅｎｅＳｃａｎ　１２００ＬＩＺ　Ｓｉｚｅ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓ（Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）を並行使用して、配列解析を行った。ＴＲＦＬ
Ｐの結果を、既定値設定及び５０でカットオフした修正断片ピーク強度を伴った、Ｇｅｎ
ｅ　Ｍａｒｋｅｒ（ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓ　ＬＬＣ）を使用して解析した。順方向及
び逆方向の断片サイズと強度を、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌに送り込んで、及びそ
のデータを、ソフトウェアのＸＬＳｔａｔを備えたＰＣＡを使用して解析した。ＴＲＦＬ
Ｐデータを、バイナリーに変換し、及びピークの存在の類似性に基づいて、クラスター化
した。統計的な有意性が識別される場合には、各処理グループについて、９５％信頼区間
を自動的に設けた。それらの微生物群集において、重なり合わない群は、統計的に有意で
あると考えた。
【０２２０】
　培養プレート化及び単離による同定
　各バッチからの二次サンプルを、７種の異なる培地に配置し、各バッチに存在していた
微生物を決定し、及びその共同体でのいずれかの変化または新微生物を特定した。
【０２２１】
　使用した培地には、栄養寒天（ＮＡ）、ジャガイモブドウ糖寒天（ＰＤＡ）、トリプシ
ン大豆寒天（ＴＳＡ）、ＬＢ寒天（ＬＢ）、クロストリジウム培地（ＲＣＭ）、Ｋｉｎｇ
培地、及びＭＲＳ寒天を包含していた。製造者の推奨事項に従って、培地を調合し、及び
直径８５ｍｍの滅菌済みのペトリ皿に注ぎ入れた。
【０２２２】
　バッチＡ及びＢの両方に対して、１／１０６まで、連続的に１０倍で希釈した。１００
μＬの溶液で植菌した二重培養プレートを、その対照サンプルとしての水と共に、各種の
培地に対して用意した。次いでその培養プレートを、２５℃で培養し、及び増殖を毎日確
認した。培養プレートを、培養器に最大１０日間保管して、どんなに遅い増殖の有機物を
も見逃さないように確認した。
【０２２３】
　各種培地からの独立したコロニーを、形態に基づいて選別し、及び新規培養プレート上
に、画線によって単離した。単離体を、再度画線によって３回単離し、確実に純粋な培養
体を得た。
【０２２４】
　１６ＳｒＲＮＡの増幅及び配列化による、細菌の同定
　当該培養プレートから１μＬの細菌を円形上に取り、及び０．５ｍｍのガラスビーズな
らびに１５０μＬの滅菌水を含んだ、１．５ｍＬのマイクロ遠心管に、それを入れて、各
菌株からＤＮＡを抽出した。その試験管を、沸騰水中に１０分間置いた。加熱に続いて、
その試験管を、ビーズ式菌体破砕装置に２分間置き、及び次いで、１４，０００ｒｐｍで
２分間遠心分離した。次いで、そのＤＮＡを含む上清を、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）の鋳型として使用した。２つのプライマー、ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ
Ｇ（配列番号５）の２７Ｆ及びＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ（配列番号６）
の１４９２Ｒを含む、最終的に５０μＬ容量において、１６ＳｒＲＮＡの増幅を実施した
。１％寒天ゲルを機能させ、その反応生成物を確認した。このＰＣＲ生成物を、ＤＮＡ清
浄及び濃縮器（Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｉｒｖｉｎｅ，
ＣＡ，ＵＳＡ）を使用して、精製した。
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【表１】

【０２２５】
　実施例８－大豆発芽を促進する、無細胞上清組成物の使用
　最適条件及び塩分ストレス条件下での大豆の発芽について、ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ
２を含む微生物培養体、及びそれらの無細胞上清（ＣＦＳ）組成物を、多様な希釈率（１
／２５、１／５０、１／１００、及び１／１０００）で評価した。２枚のろ紙（Ｗｈａｔ
ｍａｎ＃８，Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｃａｎａｄａ）を敷いたペトリ皿中
で実験を行い、及び各ペトリ培養プレート中に、７ｍＬの溶液を使用した。その微生物培
養体を、１，３００ｒｐｍで少なくとも１０分間遠心分離して、無細胞上清（ＣＦＳ）組
成物を得た。次いでこのＣＦＳ組成物を、ピペットで吸い取るかまたは傾斜により上澄み
液を取り出し、及びその上清中に存在する可能性のあるいずれの細菌をも取り除くために
、滅菌ろ過した。当該微生物培養体の多様な希釈物及びそのＣＦＳ組成物を、滅菌蒸留水
（最適条件の実験）または１００ｍＬの食塩水（塩分ストレス条件）中において、調合し
た。各ペトリ皿に、１０粒単位の大豆（ＲＲ２Ｙ）を用意した。その培養プレートを、２
２±１℃で培養した。塩分条件の試験の場合、当該微生物培養体及びそのＣＦＳ組成物を
、食塩水（１００ｍＬのＮａＣｌ）で希釈した。
【０２２６】
　全ての発芽可能な種子は、その試験の最適条件付近で、最終的には発芽するであろうこ
とに、留意するべきである。しかしながら、野外条件下では、その状況は、非常に異なる
。野外の環境は、複雑で、非常に幅広い範囲のストレス及び多様な土壌の生命形態（昆虫
、菌類、細菌）を関与させるので、理論に拘束されることを望まないが、植栽された作物
のゆっくりとした発生で、より少ない芽生えしか発生しないであろう、ということを意味
する。このことが、より小さな集団（群生数）をもたらし、及び多数の農作物栽培研究で
、群生数と最終的な収穫量との間の一般的な相関関係が明らかになっている。仮に、生育
期の条件が、ほぼ完全であれば、初期に低い群生数であった作物は、それを補い、及びそ
の季節の終わりまでには、相違を埋め合わせることが可能である。しかしながら、「ｎｏ
ｒｍａｌ（普通）」の年は、ほとんど完全ではなく、及びより少ない初期群生数は、より
少ない収穫量に繋がるであろう。
【０２２７】
　無細胞上清組成物
　非ストレス（最適な）条件
　ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ２の各々からの無細胞上清組成物の１／１００及び１／５０
希釈物は、６７時間までの実験を通して、４０時間で１５％と、より早い発芽率を示した
（図１９）。この生物学的影響は、希釈－依存性がある、すなわち、その効果は、１／１
００及び１／５０の間が最適であり、及びより低い希釈の１／２５ならびにより高い希釈
の１／１０００では少ない。
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【０２２８】
　塩分ストレス条件（１００ｍＭのＮａＣｌ）
　塩分ストレス条件下において、ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ２の微生物培養体から誘導し
た無細胞培養物で処理した、ストレスを受けた種子は、最大３１時間までの発芽率におい
て、類似した遅れを示した（図２０）。その後、当該無細胞上清組成物の全ての希釈物は
、その実験の間維持されたｔｈｅ　Ｓａｌｔ　Ｓｔｒｅｓｓ　Ｃｏｎｔｒｏｌ（塩分スト
レス条件）（赤：Ｃ－Ｓ）の期間にわたり、発芽率の初期増加を示し、１対５０希釈の使
用で見られた主要な違いは、前述の非ストレスサンプルと類似していた。
【０２２９】
　微生物培養組成物
　非ストレス（最適な）条件
　ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ０Ｍ２からの微生物培養体の１／１０００、１／１００、及び１
／５０希釈物で処理した種子は、その実験の最初から、さらに迅速な発芽率を示し、３０
時間で、約１５％増加に達した（図２１）。
【０２３０】
　塩分ストレス条件（１００ｍＭのＮａＣｌ）
　ＩＮ－Ｍ１またはＩＮ－Ｍ２の微生物培養体（微生物を含んでいる）で処理したサンプ
ルは、最大３１時間までの発芽率で、同様に遅れを示し、その後、全ての希釈物で、ｔｈ
ｅ　Ｓａｌｔ　Ｓｔｒｅｓｓ　Ｃｏｎｔｒｏｌ期間にわたって、発芽率に早期増加を示し
た（図２２）。
【０２３１】
　要約すると、大豆の種子発芽率において、用量依存して１５～２０％の増加が観察され
、この増加はまた、ストレス条件下でも存在した。植栽時に一度処理された芝草の苗は、
施肥無しで、３～４週間後に、早期バイオマスの２０～３０％増加を示し、土壌で発芽後
の早期新芽において、成長力（堅牢性）を表した。当該無細胞培養液において、誘導され
た非生物的実験条件下で、６７時間にわたり、発芽率の１５％に、用量依存効果が観察さ
れた。
【０２３２】
　このデータはさらに、この生物刺激効果を、発芽活性の離散時間周期に関連付けること
ができることを示す。例えば、これらのデータは、実験した条件の下で、この発芽研究を
開始後の約２４時間で、発芽における生物刺激活性の初期ピークまたは急上昇があり、及
び次いで、本発芽研究が、最適条件下で実施される場合の３０～３６時間で、発芽におけ
る生物刺激活性の二番目のピークまたは急上昇があることを示す。この発芽研究が、例え
ば、１００ｍＭのＮａＣｌのストレス条件下で実施される場合、この生物刺激活性の二番
目のピークは、約４２～４８時間にシフトする。本明細書に記述の発芽研究において、前
述の生物刺激活性のピークまたは急上昇の存在が観察されるが、それは、植物に特異的な
結果と相関している。したがって、本明細書に記述のように、発芽活性を試験評価する場
合、ＣＳＦ組成物は、発芽活性の２つのピークまたは急上昇と関連しており、次いでその
ＣＳＦ組成物を、大豆及びトウモロコシなどの植物の成長に利用できる場合、１．温室ま
たは実験室で育つ植物の増加したバイオマス、２．温室または野外試験のいずれかで栽培
された植物の増加した葉面積（約１０～１５％）、及び３．温室または野外試験で栽培さ
れた植物から収穫した、葉の乾燥重量の増加（約１０～１５％）、すなわち、細胞量の増
加が、観察される。
【０２３３】
　したがって、実験室またはペトリ皿での発芽活性の試験法は、本明細書に記述の望まし
い生物刺激活性に対応する、ＣＦＳ組成物を評価するために使用できる。特に、その種子
への、例えば、約１００粒の種子の試験バッチにおける大豆種子への、二次発酵から得た
ＣＳＦの適用後の、決められた時間に発生する発芽活性の機能的活性の「ｐｅａｋｓ（ピ
ーク）」は、そのＣＳＦが適用される、例えば、葉のバイオマスの増加、葉面積、及び新
芽のバイオマスへの、その植物における生物刺激活性と相関している。
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【０２３４】
　実施例９－草地の二酸化炭素排出量の削減
　都市部及び郊外部の環境において、機能性土壌植生システムは、温室効果ガス、エネル
ギー、及び大気中の微粒子を交換することによって、地球規模及び都市気候の両方に、決
定的な役割を果たす。ゴルフコースの芝及び住宅の芝生における、草地についての野外研
究が行われてきた。理論に拘束されることを望まないが、これらのデータは、無細胞上清
組成物が、適切な芝の管理プログラムに加えられた場合、グリーン管理者または庭師は、
栄養素ストレスの兆候無しで、３年間で５０％に相当する合成肥料の量を削減できる、こ
とを示唆している。芝の発芽率または堅牢性（バイオマス）を犠牲にすることなく、芝生
及びゴルフコースの二酸化炭素排出量を減らすことが可能かどうかを検証するために、以
下の実験を設計した。
【０２３５】
　各サンプルポットを、４ｃｍに切断して同じ状態にし、及び1週間後に、その４ｃｍの
レベルから成長した草をハサミで切断し、収穫した。１０ポットから、その草を収穫し、
及び計量し、ならびに平均湿重量を計算した。表２は、標準的な庭園土壌で育ったＡｇｒ
ｏｓｔｉｄｅ（ベントグラス）を示す。ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合された、
無細胞上清組成物での１回処理は、６週間苗の湿潤バイオマスを、その水対照サンプルと
の比較で２１％、及びその培養培地との比較で１０％増加させた（図２３）。６週間で、
ＩＮ－Ｍ１で２回処理した苗は、苗サンプル２の湿潤バイオマスとの比較で、その水対照
サンプルにおいて８％、及びその培養培地での同じ計算では１７％の減少を示した。６週
間で、ＩＮ－Ｍ１で３回処理した苗は、その水対照サンプルとの比較で、２９％に上昇し
た湿潤バイオマス、及びその培養培地との比較で、１７％に上昇した湿潤バイオマスを維
持した。
【表２】

【０２３６】
　表３は、その土壌と混合し有機物の追加施肥を伴った、庭園土壌で育ったＡｇｒｏｓｔ
ｉｄｅを示す。ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合された、無細胞上清組成物での１
回処理は、６週間苗の湿潤バイオマスを、その水対照サンプルとの比較で４０％、及びそ
の培養培地との比較で３３％増加させた（図２４）。６週間で、ＩＮ－Ｍ１で３回処理し
た苗は、湿潤バイオマスで、その各々の対照サンプルにおいて６％の減少を示した。６週
間で、ＩＮ－Ｍ１で２回処理した苗は、苗サンプル２と比較した湿潤バイオマスで、その
各々の対照サンプルにおいて７％の減少を示した。
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【表３】

【０２３７】
　表４は、異なる２種類の草で、その結果が類似しているかどうかを観察するため、標準
的庭園土壌で育った、２番目の草種（Ｐｏａ　ｐａｒｔｕｒｉｎ）を示す。ＩＮ－Ｍ１を
含む微生物培養体から調合された、無細胞上清組成物での１回処理は、水だけの場合と比
べて、対照サンプル２の培養培地において観察された増加と同じく、湿潤バイオマスの８
％増加を示した（図２５）。６週間で、ＩＮ－Ｍ１で３回処理した苗は、その水対照サン
プルとの比較で１２％上昇の、及びその培養培地との比較で３％上昇した湿潤バイオマス
を示した。６週間で、ＩＮ－Ｍ１で２回処理した苗は、苗サンプル２（３回処理）との比
較で、その水対照サンプルにおいては、９％の湿潤バイオマス増加、及びその培養培地で
の同じ計算で、８％の湿潤バイオマス増加を示した。

【表４】

【０２３８】
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　これらの研究は、植栽から６週までの苗の研究であり、及びしたがって、発芽期間中の
植物におけるＩＮ－Ｍ１処理、及び第１期６週間の成長を反映していた。表２の結果は、
施肥をせず、しかしＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合した無細胞上清組成物で処理
した庭園土壌に植栽された、Ａｇｒｏｓｔｉｄｅ（ベントグラス）でのバイオマス発達で
の増加の、最初の実験観察の確認であった。
【０２３９】
　バイオマスの発達は、種に特異的な可能性がある（表２及び４を参照）。特に、Ａｇｒ
ｏｓｔｉｄｅにおける苗の発達段階での、合成肥料の無い、６週間に３回の処理は、バイ
オマス発達に、増加を維持するように思われる。Ｐｏａ　ｐａｒｔｕｒｉｎ（Ｋｅｎｔｕ
ｃｋｙ　Ｂｌｕｅ　Ｇｒａｓｓ）においては、苗の発達段階での、合成肥料の無い、６週
間に２回の処理が、最もバイオマス発達を示すように思われる。
【０２４０】
　理論に拘束されることを望まないが、これらのデータは、苗の早期の発達及び新芽は、
堅牢で、及び化学肥料の欠乏に影響されない、ことを示唆している。しかしながら、当該
実験結果（表３）は、仮に有機肥料の追加があれば、そのバイオマス発達は、増進し及び
６週間は維持される、ことを示している。これらの結果は、若い苗においてであり、及び
肥料の減少（２０～５０％）は、土着した成熟芝の成長力には影響を与えない、という野
外の結果を検証してはいないであろう。理論に拘束されることを望まないが、これらの結
果は、標準的な庭園用混合土壌で育った２種の芝草の苗は、合成化学肥料を使用しないで
、発芽が可能であり、及び堅牢な新芽の発達を示す、ことを示唆している。
【０２４１】
　小麦、トウモロコシ、及び米、全ての草の類は、世界の主要な食料源である。化学薬品
及び農薬の使用は、二酸化炭素排出量にかなりの影響を与える。さらに、トウモロコシを
含む、スイッチグラス及びその他のバイオ燃料原料の草は、化石燃料からの転換を可能に
するために、少ない二酸化炭素排出量で育つ必要がある。理論に拘束されることを望まな
いが、これらのデータは、化学肥料の欠如にもかかわらず、２種の芝の発芽及び早期新芽
の発達に良い影響を示唆している。
【０２４２】
　実施例１０－バイオマス発達の増進
　サウスカロライナ州のＳｕｍｍｅｒｖｉｌｌｅ（２０１３年３月２９日）で、植栽シー
ズンの初めに対照実験を開始し、ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合した無細胞上清
組成物を利用して、Ｓｗｉｓｓ　Ｃｈａｒｄの成長に与える影響を比較した。Ｓｗｉｓｓ
　Ｃｈａｒｄの種子（２５×２）を、発芽に対応した類似のポットに植えた。その対照植
物に、２０－２０－２０肥料だけを与え、その試験群を、２０－２０－２０肥料と共にＩ
ＧＳを含む水を与えた。
【０２４３】
　その苗を、植栽６日後の２０１３年４月４日に庭園土壌床に移した。移植時に、ＩＧＳ
を与えた苗の根を、１対５０のＧＳの水希釈品に漬け、その植栽穴にまた、同じ希釈物を
与えた。２つの群を、並べて植えた。
【０２４４】
　移植の後で、必要に応じておおよそ１週間に１度、その植物に水を与えた。同時に、Ｉ
Ｎ－Ｍ１で処理した試験植物に、産物対水の比率が１対１００の、ＩＧＳの噴霧で水を与
えた。
【０２４５】
　５つの植物を測定し、その植物の平均高さ及び幅を記録した。ＩＮ－Ｍ１を含む微生物
培養体からの無細胞上清組成物で処理した植物は、著しく堅牢な成長を示した。表５は、
移植の日（植栽から６日後）、植栽から１５及び４０日後に取られた平均測定値を示し、
植栽後４０日で、当該対照群の植物が、高さの平均が１２インチ及び幅の平均が１５イン
チと測定されたのに対して、当該ＩＮ－Ｍ１処理の植物は、高さが平均２０インチ及び幅
が平均２５インチを示した。
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【表５】

【０２４６】
　Ｓｗｉｓｓ　Ｃｈａｒｄを、４０日目（２０１３年５月１４日）に収穫した。図２６は
、高さ、幅及び葉の数で測定された、バイオマスによって示される改善した植物成長を、
図解する。
【０２４７】
　実施例１１－観葉植物に生物刺激を与える、組成物の使用及び方法
　Ｂｒｏｏｋｇｒｅｅｎ　Ｂｏｔａｎｉｃａｌ（ブルックリン植物園）の園芸チームが、
２０１３年の３月上旬に、ヒヤシンスを植えた。その球根を２バッチに分けて、１バッチ
を、植栽前及び成長期間中に、ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合した無細胞上清組
成物で処理したが、一方その対照群は、処理しなかった。両群を、その植物園の３か所に
、並べて植えた。その処理した植物は、植栽後２８日で、ほとんど全てが開花し、及び平
均の高さが６．６インチであった一方で、無処理群は、主として葉を現わし、葉の奥深く
にほとんどの芽を持ち、ごくわずかに開花し、及び３．７インチの平均高さであった。理
論に拘束されることを望まないが、これらのデータは、ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体か
ら調合した無細胞上清組成物が、観葉植物に生物刺激効果を与える可能性がある、ことを
示唆している。
【０２４８】
　６０個のヒヤシンス球根を、２０１３年３月７日に植えた。植栽にあたり、３０球根を
、ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合した無細胞上清組成物の１部に対して水１００
部の、ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合した無細胞上清組成物に浸した。この処理
球根を植えた土壌を、植栽前に、４インチの深さまで浸した。この処理植物に、必要に応
じて、ＩＮ－Ｍ１を含む微生物培養体から調合した無細胞上清組成物対水が、１対１００
の希釈になるように水を加えた。
【０２４９】
　対照群を、その処理球根と同じ場所に植えた。この対照群の土壌を、４インチの深さま
で水に浸し、及びその植物に、その処理群と同時に、水を加えた。当該ヒヤシンス球根の
両群の進展状況を、定期的にモニターし、新芽の発生、及び葉の高さ、ならびに開化の頻
度を記録した。当該球根を、各場所でモニターした。
【０２５０】
　本研究の結果を、下記の表６に説明する。当該処理群における葉の発生は、植栽後平均
６．１日で起こり、一方その対照群においては、その発生は、植栽後平均７．７日で起こ
り、２１％の発生における加速があった。当該処理群の葉は、２８日間の期間中、その対
照群を超えた、加速成長を現わし続けた。当該処理球根のケースにける開花は、各場所に
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おける対照群と比較して、加速されていた。ヒヤシンス球根の春植えでは、著しい効果を
表し、開花の早期発達と共に、加速された発生及び高さの相違を記録した。
【表６】

【０２５１】
　実施例１２－イチゴ植物の成長及び生産における、無細胞上清組成物の効果
　本研究では、イチゴの成長及び生産について、ＩＮ－Ｍ１からの無細胞上清（バッチ＃
ＥＡ　１３０１２９－２）の効果を試験した。
【０２５２】
　方法：総面積５２２，６ｍ２（５，６２５スクエアーフィート）の野外農地に、約１５
ｃｍ（６インチ）間隔で各６５０の植物を含む１２畝に植栽した。処理当たり２００個の
Ａｌｂｉｏｎイチゴの種子を、その農地の中央（４から６畝）の１つの畝に、各畝の端に
植えた５０の対照植物（水で事前処理）と共に植えた。この試験農地で、９つの異なる処
理を適用した。
【０２５３】
　イチゴの苗を、Ｎｏｖａ　Ｓｃｏｔｉａ社から受け取り、及び４℃に保管した。植栽の
１日前に、苗を、ＩＮ－Ｍ１の無細胞上清（バッチ＃ＥＡ　１３０１２９－２）の１／４
０希釈物の６リットルに浸した。最初に、苗を、完全にその処理液に沈め、及び次いで根
を、４時間浸したままにした。対照植物を、水で処理した。植栽後の２．５か月目に、そ
の各々の処理液の約３０ｍｌで、各植物を浸すことによって、再処理した。
【０２５４】
　イチゴの苗を、カナダ、オンタリオ州のＬａｍｂｅｔｈの農場に、手で植えた。土壌に
、硝酸カルシウムと硝酸カリウムの等しい量を、週あたり４．５キロ（１０ポンド）で施
肥した。クロロフィル含有量、葉の高さ及び幅を測定することによって、植物の成長を、
植栽後の６週及び１１週でモニターした。
【０２５５】
　１１週の間に、その収穫期は始まり、及び約２か月間、２日毎に、農場従事者によって
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果実を集めた。各収穫の後、処理当たりの果実を計量し、及びその結果を、Ａ＆Ｌ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌｓに報告した。
【０２５６】
　データを、ＳＡＳプログラム及びｔｈｅ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｌｉｎｅａｒ　Ｍｏｄｅｌ
（ＧＬＭ）Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅを使用して解析した。この試験法によって、Ｔ－Ｔｅｓｔ
ｓ（Ｔ検定）、Ｄｕｎｃａｎ‘ｓ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｒａｎｇｅ　Ｔｅｓｔ（ダンカン
の多重比較検定）、及びＴｕｋｅｙ‘ｓ　Ｓｔｕｄｅｎｔｉｚｅｄ　Ｒａｎｇｅ（テュー
キーのスチューデント検定）を含む、３種類の異なる統計的検定の結果を得た。
【０２５７】
　結果：植栽後の６週間で、植物の成長をモニターし、及びＩＮ－Ｍ１上清で処理したイ
チゴの苗ならびに対照の苗は、同様の成長生理状態を示した。クロロフィル含有量を、Ｓ
ＰＡＤ５０２クロロフィルメーター（測定面積＝２ｍｍ×３ｍｍ，Ｋｏｎｉｃａ）を使用
して決定した。ＳＰＡＤ５０２クロロフィルメーターで定められた値は、イチゴ植物の葉
に存在するクロロフィルの相対量を示す。クロロフィルの読み取りは、処理当たり４０植
物の３枚の葉から行った。植物は、無差別に選択した。対照またはＩＮ－Ｍ１無細胞上清
処理の植物の間に、統計的に有意な差は無かった（図２７）。
【０２５８】
　各処理当たり４０植物を、無差別に選定し、及び葉の幅及び高さを、植物当たり４枚に
葉に対して、測定した。図２８Ａ及び２８Ｂのデータは、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清で処理さ
れた植物からの葉の幅及び高さの各々は、対照の葉と比べて著しく大きいことを示す（ｐ
＜０．０００１）。これらの結果は、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清が、植物の成長を刺激したこ
とを示す。
【０２５９】
　植栽後の１１週目で、葉の高さ及び幅を、前述のように測定した。しかしながら、この
時点では、処理及び対照の植物間で、統計的に有意な差は見出されなかった。
【０２６０】
　１１週の間に、収穫期が始まり、及びそれ以降の２日ごとに、果実を収穫した。図２９
は、対照及びＩｎｏｃｕｃｏｒ社品で処理した植物の間の、果実生産の経時的な比較を示
す。一般に、処理された植物は、対照植物と比べて、全季節を通してより高い収穫量を生
み、及びその生産は、時間が経ってもより一様に維持されていた。その最終収穫（１９週
目）後に集められたデータは、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清処理の植物が、４２．９キロ（９４
．６３ポンド）を産出したが、一方対照植物は、３２．８キロ（７２．２３ポンド）を産
出した、ことを示した（図３０）。これは、収穫量で３１％の増加を表す。
【０２６１】
　本研究のデータは、植栽前に、イチゴの種子をＩＮ－Ｍ１無細胞上清で処理することは
、早期段階で植物の成長を改善し、及びより重要なことは、イチゴ生産量を、対照植物と
比べて、３１％まで増加させたことを表す。類似の結果は、当該ＩＮ－Ｍ２無細胞上清を
含む、その他に開示される組成物での処理でも期待される。
【０２６２】
　実施例１３－温室栽培のトウモロコシ植物の成長及び生産における、無細胞上清組成物
の効果
　本研究では、温室栽培のトウモロコシの成長及び生産において、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清
の効果の試験を実施した。
【０２６３】
　方法：本研究は、各処理の４複製群を伴い、ポット当たり４つのトウモロコシ植物を利
用した。この植物を、Ｈｏｇｒｅｎｓ肥料（１／２の強さ）を入れたＰｒｏＭｉｘ土壌に
植えた。その処理は、投与１は１対１００希釈、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清を５回適用（投与
１：苗段階で）、投与２は初回適用後の１週間で、投与３は初回適用後の３週間で、投与
４は初回適用後の６週間で、及び投与５は初回適用後の９週間で適用した。最終収穫で、
植物当たり全ての葉を、葉面積の測定に使用した。



(63) JP 2017-534671 A 2017.11.24

10

20

30

【０２６４】
　結果：このデータは、ＩＮ－Ｍ１無細胞上清の１対１００希釈物で処理したトウモロコ
シ植物は、対照植物と比べて、土壌から発生において、平均で２０％の増加があったこと
を示した。さらに、この実験の結論として、処理された植物は、対照植物と比べて、植物
の高さにおいて、平均で１７％の増加があった。対照植物と比べて、処理された植物当た
りの葉の数に増加は無かったが、対照植物と比べて、処理された植物の葉面積（１１％増
加）及び乾燥バイオマス（１２％増加）に増加があった。
【０２６５】
　実施例１４－野外条件下のトウモロコシ植物の成長及び生産における、無細胞上清組成
物の効果
　本研究では、温室栽培のトウモロコシの成長及び野外条件下での生産において、ＩＮ－
Ｍ１無細胞上清の効果の試験を実施した。
【０２６６】
　方法：植物に、苗の段階で、当該ＩＮ－Ｍ１無細胞上清の１対１００希釈物を与え、及
び野外に移植するまで湿った状態に置いた。野外への移植に際して、当該ＩＮ－Ｍ１無細
胞上清の１対１００希釈物の葉面散布を、週に一度実施した。
【０２６７】
　結果：当該処理された植物は、１５日で、発生において２０％の増加を示した。特に、
当該処理された植物について、１５日で６４％の発生率であったのに対し、当該対照植物
については、１５日で４４％の発生率であった。葉の発達の進行状況に対するデータ（植
栽後、６～４３日の期間に及ぶ）を、図３１に示す。このデータは、葉の発達の進行状況
において、その次の葉に移る曲線の先端が、対照植物に比べて、処理された植物の方が迅
速に伸びている、ことを示す。
【０２６８】
　実施例１５－野外条件下の大豆植物の成長及び生産における、無細胞上清組成物の効果
　本研究では、温室栽培のトウモロコシの成長及び生産において、ＩＮ－Ｍ２無細胞上清
の効果の試験を実施した。この研究は、カナダのケベック州、Ｍｏｎｔｒｅａｌにある、
ＭｃＧｉｌｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（マギル大学）のＬｏｄｓ　Ａｇｒｏｎｏｍｙ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｒｅ（ロッド農業経済学研究所）で実施された。当該ＩＮ－Ｍ
２無細胞上清を、３つの三出葉の作物段階で、葉面散布として噴霧し、及びその作物収穫
量を、その季節の最後に評価した。この葉面散布剤には、下記の表に示すように、除草剤
（Ｎｕｆａｒｍ　Ｐｏｌａｒｉｓ（登録商標），Ｎｕｆａｒｍ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ
，Ｉｎｃ．，Ｃａｌｇａｒｙ，Ａｌｂｅｒｔａ，Ｃａｎａｄａ、　２．５Ｌ／ｈａの有効
量を適用）及び微量製剤（Ｃｒｏｐ　Ｂｏｏｓｔｅｒ（登録商標），Ａｘｔｅｒ　Ａｇｒ
ｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．，Ｍｏｎｔ　Ｓｔ－Ｈｉｌａｉｒｅ，Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａｎ
ａｄａ、２Ｌ／ｈａの有効量を適用）を含んでいた。２０１３年及び２１０４年各々の、
異なる２回の生育期の収穫量は、以下の表７及び８のようである。
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【表７】

【表８】

【０２６９】
　本開示の範囲または精神を逸脱すること無く、多様な修正及び変更が、本開示において
行われ得ることは、当業者には明らかであろう。本開示のその他の態様は、本明細書の考
察及び本明細書の開示の実践から、当業者には明らかであろう。本明細書及び実施例は、
以下の請求項によって示される本開示の真の範囲及び趣旨を伴って、例示目的だけに考慮
されるべきであることを意図している。
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