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研究成果の概要（和文）：乾燥地で生育する植物に有用な複合微生物系構築を目指して、根圏微生物のメタゲノ
ム解析に基づく生態、機能、微生物ネットワークに関する研究を行った。結果として、乾燥地では微生物ネット
ワークの中心的な存在であった放線菌門に属する細菌やアーバスキュラー菌根菌が普遍的に分布しており、内生
菌については担子菌よりも子嚢菌が優占していた。また、乾燥条件下では内生菌、内生細菌ともに群集構造が異
なり、微生物機能が異なることも酵素活性や機能遺伝子から示唆された。複合微生物系の構築に向けては、ネッ
トワークの中心微生物の有効性が微生物間相互作用や環境への適応性の観点から推察され、今後はこの点の検証
が必要である。

研究成果の概要（英文）：Ecology, functional features, and network analysis of rhizosphere 
microorganisms were examined to develop effective plant-symbiotic microbes system by using 
metagenome analysis. As the result, central microbes in the microbial network, Actinomycetes and 
arbuscular mycorrhizal fungi widely distributed in the research site located in the Colorado desert,
 California, USA. As endophytic fungi, Ascomycota was dominant and common there compared to 
Basidiomycota. Under the drought, root endophytic fungal and bacterial communities differed and the 
changes in rhizosphere microbial function under the drought were indicated by enzymatic activity and
 functional gene abundances. For establishment of effective plant-symbiotic microbes system, 
effective microbes were estimated by adaptability to environments and microbial network analysis, 
but the actual function should be examined in the future.   

研究分野： 微生物生態学

キーワード： メタゲノム　根圏微生物　乾燥地　内生菌　内生細菌　菌根菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、利用可能な水分や養分が限られた厳しいストレス環境である乾燥地を対象として行われた。地球温暖
化による降雨パターンの変動や乾燥化が多くの地域で予想されているため、本研究で得られた乾燥地における微
生物の生態や機能に関する知見は、生態系や微生物機能の乾燥応答を予想する上で役立つものである。また、効
果的な微生物の分離培養法や分離培養が難しい根圏微生物に関する情報は、利用できる微生物を増やすことに貢
献する可能性があり、乾燥地の環境修復や農業への微生物利用を大きく発展させる上でも有用な研究成果であ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 乾燥地緑化は劣化した土地の環境修復のみならず、貧困に苦しむ人々の生活を支える上でも
重要である。この乾燥地緑化に植物の根圏、および根内の共生微生物を利用しようとする試みが
行われているが、このためには対象地の環境や微生物生態に関する情報が不可欠である。このよ
うな背景から、申請者は乾燥地で緑化樹種として有用視されている樹木の根に共棲する菌類や
細菌の生態調査を進めてきた。メタゲノム解析から、乾燥地においても非常に多様な微生物種が
普遍的に植物根に存在し、一部の菌類種間、細菌種間、菌類－細菌種間の分布に相関があること
が分かってきた。これらの微生物は直接的（例えば菌根菌とヘルパーバクテリア）、あるいは間
接的（例えば菌根菌と根粒菌）に関係することで植物の機能や安定性を高めている可能性があり
（Smith and Read 2008 Mycorrhizal Symbiosis）、この複合微生物共生系の有効利用は乾燥地緑化の
ブレイクスルーになると考えられる。しかしながら、土壌微生物の多様性は非常に高く、かつ細
菌についてはその 99％以上が難培養性であるため、①どのような微生物種をどのような組み合
わせで利用するのがよいのか、そして②難培養微生物を含む有用な植物―微生物共生系を人工
的に再現できるのか、という 2 点が大きな課題となる。 
近年、次世代シーケンサーによるメタゲノム解析は迅速、かつ膨大なデータ量から、難培養微

生物や少数種を含む微生物群集の網羅的解析を可能にし、さらにネットワーク解析による微生
物間の関係の検出も試みられている（Barberán et al. 2012 ISME J）。また、微生物の分布特性に関
する知見を得る上で有用なメタゲノム解析に加えて、微生物の機能的特性に関する情報も提供
できる手法として、ショットガンメタゲノム解析やメタトランスクリプトーム解析が野外サン
プルについても行われてきている（Fierer et al. 2012 PNAS; Žifčáková et al. Environ Microbiol 2015）。
このような技術は微生物生態を解き明かすのみならず、有用な微生物、あるいは複合微生物系を
探索する上でも大きな力を発揮すると思われるが、このような観点から行われた研究は限られ
ている。 
 
２．研究の目的 
本申請研究は、メタゲノムデータを用いて植物に有用な根圏、および根内微生物種とその組み

合わせを探索するとともに、この情報に基づいて難培養微生物を含む微生物種を分離・培養して
植物根に接種し、高機能の複合微生物共生系を構築することを目指している（図 1）。次世代シ
ーケンサーを用いたメタゲノム解析とメタトランスクリプトーム解析から、野外における根圏
微生物の生態的特性と機能的特性を明らかにし、この情報に基づいた選択培地や単一細胞の分
離による難培養性細菌の分離・培養を行うことで、従来法よりも有用な植物－複合微生物系を効
率的に構築できると考えている。また、その機能や構築プロセスを検討することで、今後の微生
物を用いた持続可能な緑化や環境修復に貢献することを目指している。 
 
３．研究の方法 
 メタゲノム解析から得られた情報に基づいて有用な複合共生微生物系を構築するため、アメ

リカの乾燥地で生育するキク科植物（Encelia farinosa）を用い、以下の研究を行った。 
 

(1) 根圏微生物の生態・機能的特性の解明と有用な複合微生物共生系を構成する微生物種の予測 
野外における根圏微生物の宿主特異性および季節性について調査するため、対象植物であるE. 

farinosa の葉、根、および土壌のサンプリングを行った。調査は研究期間である 2016 年~2019 年
にかけて、5 回行った。葉については水利用効率の指標である炭素安定同位体比を IR-MS によっ
て測定した。土壌については、炭素、窒素などの化学性について調査を行った。根については、
DNA を抽出し、菌類および細菌特異的なプライマーを用いて増幅した後、次世代シーケンサー
(IonPGM, Thermo Fisher Scientific)によるメタゲノム解析を行った。 
 乾燥および湿潤条件下で特徴的な根圏微生物とその機能について知見を得るため、アメリカ
の調査地で生育する E. farinosa 直下土壌を用いたポット実験を行った。微生物機能については、
含水率 5％、8％、12％の土壌で E. farinosa を植栽した処理区と植物を含まない処理区を設け、3
か月栽培した後、根圏土壌の解析を行った。また、特徴的な根圏微生物については、5％と 12％
処理区を設け、E. farinosa の個体数を増やして十分な繰り返しのもとに実験を行った。植物の水
分ストレスの指標として、葉の蒸散をポロメーター（AP4, Delta-T 社）にて測定するとともに、
炭素安定同位体比を測定した。成長指標として地上部、および地下部バイオマスを測定した。土
壌については、含水率、土壌炭素、土壌窒素、土壌リンの測定を行うとともに、根からＤＮＡを
抽出し、根圏微生物のメタゲノム解析を行った。また、統計ソフト R の sna および igraph パッ
ケージを用いて、ネットワーク解析を行った。 
 
(2) 難培養微生物を含む有用微生物の分離・培養 
 内部根圏微生物を分離するため、現地から採取した E. farinosa の根、および直下土壌を用い
た。根については、次亜塩素酸ナトリウムで表面殺菌した後、細菌と菌類をそれぞれ異なる方法
と培地による分離培養に供試した。また、より多様な根圏微生物を得る方法を確立するため、ア
メリカの調査地から採取した土壌をオートクレーブ滅菌した土壌と混合することで、微生物希
釈土壌処理区と希釈なしの土壌処理区を設けた。また、湿潤および乾燥に特徴的な微生物を得る
ため、含水率 5％と 12％の処理区を設け、3 か月間植物を育成した。サンプリングにあたっては、



植物の地上部、地下部バイオマスを測定するとともに、根の一部をＤＮＡサンプルとして保管し
た。残りの一部は内生菌、および内生細菌の分離培養に供試した。 
 
４． 研究成果 
(1) 根圏微生物の生態・機能的特性の解明と有用な複合微生物共生系を構成する微生物種の予測 
乾燥地は植物が利用できる養水分が制限された生態系であるが、ここで生育する植物の耐乾性
や養水分吸収の促進には、植物根圏微生物も貢献していると考えられる。しかしながら、乾燥地
植物の根圏にどのような微生物が共生し、どのような機能を果たしているのかについては不明
な点が多い。本研究では、アメリカ、カリフォルニア州南西部に位置するコロラド砂漠の調査地
において、E. farinosa を含む 6 樹種の根の内生菌、内生細菌、菌根菌について、雨季と乾季に調
査を行った。本研究を行うにあたり、細菌特異的なプライマーは植物の葉緑体やミトコンドリア
遺伝子を増幅してしまう問題が起こったが、プライマーを工夫することで、約半分を細菌由来の
DNA シーケンスとすることができた。それぞれの根圏微生物の宿主特異性については、全ての
内部根圏微生物タイプについて、宿主植物による群集構造への影響が認められた（図 1、図 2）。
また、内生菌では、内生細菌やアーバスキュラー菌根菌と比べて高い宿主嗜好性が認められた。
しかしながら、それぞれの宿主植物における微生物ネットワークの中心的な存在であるキース
トーン微生物はほとんどの宿主で共通して存在し、かつ出現頻度も高く、普遍的に存在している
ことが示された。このことから、キーストーン微生物が安定的に生態系に存在し、植物の種多様
性や機能性を維持する上で重要な役割を果たしている可能性が示唆された。また、季節的な微生
物群集の変化も確認され、野外において雨季と乾季に特徴的な微生物に関する知見が得られた。 
 
 

 
図 1   それぞれの植物根における内生細菌、アーバスキュラー菌根菌、内生菌の Phylum 

   レベルでの相対量 

Am: Ambrosia dumosa, En: Encelia farinosa, Fo: Fouquieria splendes, La: Larrea  

tridentata, Pa: Parkinsonia florida, Ps: Psorothamnus schottii 
 
 
 
 
 
 
 



 
 また、ポット実験によって、乾燥条件下
で E. farinosa に重要な根圏微生物とその機
能に関する研究を行った。この結果として、
非根圏土壌と根圏土壌の微生物相と植物根
内微生物相は大きく異なること、そして内
生細菌と内生菌の群集構造は乾燥条件下と
湿潤条件下で異なる傾向を示すことが分か
った。一方で、アーバスキュラー菌根菌に
ついては違いが認められなかった。根圏微
生物機能について、5 種類（β-Glucosidase, 
Acid-phosphatase, β-cellobiosidase, Aryl-
sulfatase, Leucine-aminopeptidase）の酵素活
性を測定したところ、炭素および窒素分解
に関わる酵素活性は乾燥条件下で増加し、
一方でリンや硫黄吸収に関わる酵素活性は
乾燥によって減少していた。これらのこと
から、微生物群集は乾燥条件下で変化し、
その機能性についても変化していることが
確認できた。また、当初は微生物機能を解
析する手法として根圏土壌のメタトランス
クリプトーム解析を予定していたが、回収
量が少なく、解析に不安があったため、根
圏土壌から抽出した DNA を用いたショッ
トガンメタゲノム解析を行った。クラスタ
ー解析を行ったところ、非根圏土壌と比べ
て根圏土壌では湿潤条件下と乾燥条件下で
微生物機能が分別できなかった（図 3）。従
って、根圏土壌では微生物機能がより安定
している可能性があるが、この点について
はさらなる詳細な解析が必要である。 

図 3 機能遺伝子のクラスター解析 
NR: 非根圏土壌、R: 根圏土壌 
５：含水率５％、１２：含水率 12% 



 
(2) 難培養微生物を含む有用微生物の分離・培養 
 土壌希釈処理区と希釈なし処理区における E. farinosa の成長を比較すると、土壌希釈処理区
において、植物の成長のばらつきが大きい傾向が認められた。湿潤条件と乾燥条件を比較すると、
内生細菌はいずれの処理区においても根に分布していることが確認されたが、内生菌について
は、湿潤処理区では根からほとんど菌株を得ることができない植物個体もあった。このことから、
内生菌の感染は乾燥条件下で高く、かつその機能も重要であることが推察された。再現性を確保
するため、2 回の繰り返しポット試験を行い、それぞれのポット試験において 84 植物個体を対
象とした非常に大規模な微生物の分離培養を行った。結果として、内生菌は 2000、そして内生
細菌については 4000 を超える菌株が得られた。しかしながら、これまでに分離が難しいとされ
ている菌株を含む分離培養条件の設定を目指し、これに時間を要したことから、本研究期間内に
種レベルでの分別を完全に終えることができなかった。今後、メタゲノム解析の結果と合わせる
ことで、分離培養できる微生物とできない微生物、そして多様な微生物分離に好ましい植物の育
成条件について明らかにするとともに、実際の微生物機能や微生物の複合効果について研究を
継続していく。 
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