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研究成果の概要（和文）：複数の品種を化成肥料を投入しない圃場で栽培した。イネに共生する細菌は、イネの
生育ステージ進むにつれて安定し、幼穂形成期、出穂期、完熟期では、プロファイルが安定し、収束していく傾
向が認められた。また、それぞれのステージに置いて品種比較を行ったところ、品種の影響に比べて、生育ステ
ージの影響が大きいことも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Bacterial community associated with rice shoot became stable accompanied 
with rice growing stage. Profiles of bacterial communities tended to convergence at late growing 
stage. At each growing stage, there are no significant difference inpProfiles of bacterial 
communities between varieties. Therefore, growing stage in rice could influence bacterial 
communities.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： イネ　共生細菌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
先進国では、農業からの環境負荷を軽減す

るために、肥料や農薬を使わない低投入持続
型農業が提唱されている。しかし、これらの
栽培方法では、単位面積当たりの穀物生産量
を現在以上に増大させることは、不可能であ
る。一方で、世界人口は依然として、年間 0.8
億人ずつ増加し、今世紀半ばには 100 億人に
も達するといわれる。耕作地面積の減少もあ
り、今後、単位面積当たりの穀物生産量を飛
躍的に増大させる必要がある。したがって、
近未来に予想される地球規模での食糧危機
と環境負荷の軽減を両立させる、これまでに
ない食糧生産システムの開発が求められる。 
低投入持続型農業での増収の実現に向け

て、植物共生微生物の力を利用する試みがな
されている。すでに商品開発されている製品
の中には、「イネファイター（前川製作所）」
という、Azospirillum 属細菌を含む微生物資
材がある。イネファイターを施用した圃場の
水稲は穂数が多くなり、多収となった例が報
告されている（Isawa et al. 2010）。さらには、
植物の免疫力も高め、いもち病等に対する抵
抗性も向上している（Yasuda et al. 2009）。
しかし、こうした微生物資材の効果は、化成
肥料に比べて不安定であり、効果を発揮する
条件（土壌や気象等）が限られる傾向にある。
さらに、穂数を増やす接種効果には、品種間
差異も認められている（Sasaki et al. 2010）。
植物共生微生物の力を利用するには、植物を
含めた環境と微生物の相互作用を解明する
必要がある。 
申請者は、イネの植物共生細菌に着目し、

共生細菌群集に影響を与える環境因子を明
らかにしてきた。共生細菌群集の評価には、
細菌の DNA 多型を検出できる ARISA
（automated ribosomal intergenic spacer 
analysis）法を用いた。この方法は、植物体
とともに共生細菌を粉砕し、抽出した DNA
をテンプレートに用いる方法である。分離培
養を経ずに、共生細菌群集のプロファイルを
評価できるので、分離培養のバイアスを避け
られる手法として、広く使われている。
ARISA の結果、イネの葉や茎に共生する細菌
群集は、品種の影響を強く受けることが分か
った（Sasaki et al. 2013）。一方で、イネの
根に共生する細菌群集は、窒素施肥の影響を
多く受けることが分かった（Sasaki et al. 
2013）。これを基に、近年開発された次世代
シークエンスを用いて、共生細菌のゲノムシ
ークエンスを網羅的に解析した。この解析は、
メタゲノム解析と呼ばれており、共生細菌の
ゲノムを培養のバイアスをかけることなく、
遺伝子レベルまで解析できる手法である。メ
タゲノム解析の結果、低窒素条件のイネの根
には Burkholderia 属細菌が標準窒素条件に
比べて増加していた（Ikeda et al. 2014）。
個々の遺伝子を解析すると、当初予想した窒
素固定での窒素供給はなく、植物ホルモンの
生産を通して、植物の影響を与えていること

が示 唆された （ Ikeda et al. 2014 ）。
Burkholderia 属細菌のように、植物と親和性
の高い細菌は、植物生育促進効果がある可能
性が高い。実際に、存在比率が高かった
Burkholderia 属細菌を分離し、接種した結果、
イネの生育を促進させる効果が確認できた
（未発表）。 
次の課題は、イネの葉や茎に共生している

細菌群集を制御する、宿主側の機構を明らか
にすることである。申請者は、ARISA 解析で
見いだされた品種間差異の原因となる遺伝
子を同定することで、この機構を解明しよう
と着想に至った。 

 
２．研究の目的 
これまでの成果から、水田栽培でのイネ共生
細菌群集が、施肥や品種に影響を受けること
が分かった。しかし、共生細菌群集を制御す
る植物の遺伝子は、明らかとなっていない。
そこで、本研究では、①まず、イネ共生細菌
群集の品種間差異が見られる植物ステージ
を明らかにすることを目的とした。植物の地
上部に存在割合の高い Methylobacterium 属細
菌に着目した。②次に、共生細菌群集に宿主
植物の生育ステージの変化と環境の相互作
用の有無を検証するため、出穂期の異なる栽
培した。 
 
３．研究の方法 
①日本型イネ（コシヒカリ）とインド型イネ
（カサラス、IR64、タカナリ）を、東京大学
大学院農学生命科学研究科附属生態調和農
学機構内水田圃場で栽培した。施肥量は、窒
素無施肥区（90 Pkg ha-1、80 Kkg ha-1）と
した。播種前に、ばか苗病等の予防や、保菌
している菌を除去する目的で、温湯消毒
（60℃10 分）を行う。2－3 週間程ビニルハ
ウスで育苗し、水田圃場に移植する。除草剤、
殺虫剤、殺菌剤は適宜散布した。移植期、分
げつ期、幼穂形成期、出穂期にサンプリング
した。それぞれのサンプルから細胞液を作り、
細 胞 破 砕 後 、 DNA を 抽 出 し た 。
Methylobacterium 属細菌特異的なプライマー
を作成し、automated ribosomal intergenic spacer 
analysis (ARISA)法により、共生細菌検出した。
PCR サンプルをサイズマーカーと伴に、キャ
ピラリーシークエンサーで泳動し、ピークパ
ターンを得る。シークエンサー付属ソフト
（GeneMapper）で、ピークのサイズとシグナ
ル強度をデジタルデータに変換する。変換さ
れたデータから R の RiboSort によって、各
OTU についての相対存在比を算出する。これ
らの相対存在比をサンプルにおける、細菌群
集プロファイルとし、RiboSort に搭載されて
いる多次元尺度構成法により、サンプル間の
プロファイルを比較した。 
②材料には、コシヒカリ、SL527(出穂期が 2
週間遅い)、SL526(出穂が 1か月遅い)系統を
用いた（http://www.rgrc.dna.affrc.go.jp）。
出穂期の出穂期の異なる水田圃場で栽培し



たイネを、移植期、分げつ期、幼穂形成期、
出穂期、完熟期にサンプリングした。葉、茎
葉、穂、根をサンプリングする。液体窒素で
植物体を粉砕し、植物由来の DNA と伴に、共
生細菌由来の DNA を抽出した。 
４．研究成果 
①ARISA 法により、各品種と部位に共生して
いる Methylobacterium 属細菌を検出すること
ができた。しかしながら、Methylobacterium
属細菌のプロファイルには、明確な品種間差
異は、どの生育ステージおいても認められな
かった（図１）。逆に興味深いことに、生育
ステージによって、細菌群集のプロファイル
は変化しており、生育初期は反復ごとにばら
つきの大きなプロファイルが、生育段階が進
むにしたがって安定したプロファイルに集
約していくことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 １  多 次 元 尺 度 構 成 法 に よ る
Methylobacterium 属細菌のプロファイル比較 
 
②①の成果により、植物の生育ステージによ
って、共生細菌の多様性に変化あることが明
らかとなった。しかし、植物の状態と栽培環
境のどちらの影響が強いのか、不明なままで
ある。そこで、出穂期のみが異なる 3系統（コ
シヒカリ、SL527、SL526）を用いることで、
サンプリング時の植物の影響と環境要因の
どちらの影響が大きいのかを検討している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2.2016 年の栽培期間における温度変化と
栄養成長期間（緑）および生殖成長期間（黄） 
 
 
イネを経時的にサンプリングすることによ
って、イネの各生育ステージに共生する細菌
種の特定を目的としている。これらの系統を
用いることで、イネの生育ステージが重要な

のか、それともサンプリングするまでの気象
条件の影響が大きいのか、結論を得られると
期待している。今後は、イネの生育ステージ
特異的に共生している細菌種を特定するこ
とが期待される。次の課題は、植物の各生育
ステージのメタボローム解析を行い、細菌種
の変動と相関のある物質を特定することが
できる。着目した細菌種を分離し、植物由来
の物質を加えた培養試験により、植物がどの
ように共生細菌と相互作用しているのかを
明らかにすることができる。こうした積み重
ねによって、接種細菌の定着する方法を開発
することができ、安定した微生物資材の開発
につながると考えている。 
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