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研究成果の概要（和文）：

本研究では、地域や土壌条件によって特定のダイズ根粒菌が優占するメカニズムを明らかにす
ることを目的として研究を行った。低温から高温に至る各温度における根粒菌培養実験と Rj
遺伝子型ダイズ栽培時の感染根粒菌群集構造解析、pH の違いによる遺伝子発現解析、外来遺伝
子獲得機構に関する生物的・無生物的遺伝子水平伝播の研究を通じて、根粒菌は外来遺伝子を
取り込むことにより、様々な環境適応性を獲得し得ることが示唆され、根粒菌の土着化・優占
化に関与する環境因子として、温度と pH が主要な環境因子として確認された。

研究成果の概要（英文）：
In this study, we have studied to clarify the mechanism of occupancy of soybean-nodulating
rhizobia under various environmental conditions. We clarified environmental factors,
soil temperature and soil pH for establishment of soybean-nodulating rhizobia flora
through the analyses about bacterial culture and composition of flora of
soybean-nodulating rhizobia under various temperature, gene expression analysis under
various pH conditions, and horizontal gene transfer.

交付決定額

（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2007 年度 2,400,000 720,000 3,120,000

2008 年度 600,000 180,000 780,000

2009 年度 600,000 180,000 780,000

年度

年度

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000

研究分野：農学

科研費の分科・細目：農芸化学・植物栄養・土壌学

キーワード：ダイズ、Rj 遺伝子型、根粒菌、遺伝子水平伝播、環境適応性

１．研究開始当初の背景
ダイズの栽培は、共生窒素固定の寄与によ

り、化学窒素肥料を多く必要とせず、窒素の

環境への負荷が小さい作物である。また、窒
素固定能の高い菌株による根粒占有率を高
めた研究例では 10〜20％の収量増が示され
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ている。そのため、ダイズの多収を目指すと
共に環境保全型農業の一環として窒素固定
能の高い有用根粒菌の占有率を高める接種
技術が期待されて久しい。共生窒素固定を有
効利用するためには有用根粒菌を効率よく
宿主に感染させることが課題であり、土壌に
導入されるべき接種根粒菌は元来生息して
いる土着根粒菌との競合に打ち勝ち、速やか
に宿主根圏で増殖し得る特性を有している
ことが重要である。そのためには接種後の有
用根粒菌の土着根粒菌との競合、走化性、増
殖、根圏定着、根面への接着および宿主ダイ
ズとの親和性などの生理・生態学的知見を蓄
積する必要があるとされている。このことは
それぞれの地域に土着化している根粒菌を
解析し、緯度に関わる気温や地温、土壌の理
化学性など、地理的に離れたところでの環境
条件の差異（環境傾度）に対する適応性や宿
主による適応性の差異を解析する必要性を
強く示唆している。ダイズの根粒形成に関連
する遺伝子として、Rj 遺伝子が知られている。
Rj 遺伝子は特定の血清型を示す根粒菌によ
る根粒形成を抑制する遺伝子として定義さ
れており、現在までに天然には rj1、Rj2、Rj3、
Rj4 の４タイプの遺伝子型が見出されている。

申請者のこれまでの研究で、同一の土壌で
あっても栽培するダイズの遺伝子型によっ
て感染する根粒菌に偏りが認められること
を見出した(Saeki et al. 2000)。さらに、
根粒菌の遺伝子多型解析を用いたここ数年
の研究成果から、根粒菌の分布には環境傾度
に対してある一定のニッチを示しながら変
遷していることが明らかとなった (右図、
Saeki et al. 2004, Saeki et al. 2006)。
また、ベトナムのアルカリ土壌の土着根粒菌
を解析した結果、日本の一般的土壌に存在す
る Bradyrhizobium 属根粒菌の分布とは全く
異なることを報告した(Saeki et al. 2005)。
現在、沖縄本島の琉球大学の酸性土壌とアル
カリ性土壌を用いた土着根粒菌の解析を行
っており、土壌の pH が８付近を境に根粒菌
フローラが全く異なることを明らかにしつ
つある。これらの結果からダイズ根粒菌はあ
る一定の環境傾度に順応しながら分布して
いると考察されるに至った。

根粒菌の環境傾度への適応は不明な点が
多く、様々な環境ストレスに対する耐性機構
の獲得様式の解明は大きな課題となってい
る。大腸菌においては特定の粘土鉱物の存在
下で外来遺伝子が無生物的に導入され、形質
転 換 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る
(Yoshida and Saeki 2004a, 2004b)。しかし
ながら、根粒菌の遺伝子の水平伝播と環境に
対する適応性に関しては不明な点が多く、有
用根粒菌の生残性や土着化といった観点か
らも研究の進展が期待されている。

２．研究の目的
本研究テーマでは、地域や土壌条件によっ

て特定の根粒菌が優占するメカニズムとし
て、根粒菌の特定環境下での遺伝子水平伝播
による適応性獲得の機構を探査し、遺伝的多
様性と土着化・優占化のメカニズムを明らか
にすることを目的とした。そのために本研究
期間内では根粒菌の分布に及ぼす環境因子
の解析や根粒菌の環境因子に対する適応性
に関与する遺伝子の同定および特定環境下
での遺伝子の水平伝播の頻度解析を行った。
日本の土着根粒菌においては北と南で根粒
菌フローラが全く異なっているため、土壌温
度および気候に関連した環境因子と土壌の
理化学性を解析の対象環境因子とした。具体
的には、これまでの研究で分離解析された日
本各地域で優占しているダイズ根粒菌を選
抜し、それら土着根粒菌の優占化のメカニズ
ムを地温や pH を段階的に変化させ、それぞ
れの環境下での耐性・定着能の解析を行い、
それに伴う遺伝子の発現様式を解析し、遺伝
子の同定及びクローニングによる関連遺伝
子の解明をおこなった。さらに GFP トランス
ポゾンをマーカー遺伝子として、いかなる環
境条件が遺伝子の水平伝播の頻度を左右す
るのか様々な環境下における根粒菌の外来
遺伝子の獲得機構の解明を研究期間内の目
標とした。

３．研究の方法
（１）温度適応性
これまで日本各地で分離された根粒菌を遺
伝子多型によって分類し、これら各地の優占
株を代表する B. japonicum USDA 123, 38, 6,
B. elkanii USDA 76 株を選抜し、これら根粒
菌を優占性に関与すると想定される土壌温
度を段階的に変化させた滅菌ポットに馴化
させ、マイクロコスムを調製した。さらに温
度を変動させた環境をインキュベーターで
実現し、長期間培養した。一定期間（12 週）
後、マイクロコスム中の根粒菌の生息比率を
ITS 領域の遺伝子多型を利用した変性剤濃度
勾配電気泳動法(Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis: PCR-DGGE法)によって検討
し、土壌中での根粒菌占有率の変化を推定し
た。

（２）pH 適応性
これまでの報告では Sinorhizobium fredii
においては K/H antiporter (pha)遺伝子がア
ルカリ耐性および根粒形成過程に関与する
ことが報告されている。また、多くの微生物
ではNa/H antiporter(nha)遺伝子がアルカリ
耐性に関与していることが報告されている。
Bradyrhizobium においては pH 耐性に関与す
る遺伝子の報告がなく、pha および nha 遺伝
子 に 関 す る 検 討 を 行 っ た 。 Rhizobase



(http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase/)
から、これらの遺伝子の候補を抽出し、プラ
イマーを設計後、B. japonicum USDA 110 か
ら 3種の nha 遺伝子をクローニングした。PCR
産物をプローブとして、サザンハイブリダイ
ゼーションによる遺伝子の保有を検討した。
また、pH５，７，９の液体培養で得られた菌
体の遺伝子発現をおよびリアルタイム PCRを
用いて検討した。

（３）Rj 遺伝子型と根粒菌群集構造
地温がそれぞれの根粒菌の宿主への感染

能に及ぼす影響を調査するため、栽培温度を
段階的に変化させたチャンバー内で、根粒菌
多様性の高い東北農業研究センター福島拠
点の土壌に Rj遺伝子型ダイズ品種を栽培し、
得られた根粒における菌株の占有率を評価
し、宿主への感染と環境因子との相関解析を
おこない、根粒形成における宿主ダイズ品種
の遺伝子型との親和性への環境因子の影響
を含めた生残性・土着化・優占化を解析した。

（４）遺伝子の水平伝播
GFP トランスポゾンをマーカー遺伝子として、
いかなる環境条件が遺伝子の無生物的な水
平伝播の頻度を左右するのか特定環境下に
おける遺伝子の獲得を解析した。ここでは微
細粘土鉱物による無生物的遺伝子の水平伝
播および微生物同士の接合による遺伝子の
伝播に関して検討を行い、根粒菌の外来遺伝
子獲得機構に関して考察を行った。

４．研究成果
（１）温度適応性
根粒菌の温度適応性を検討するために、温

度による増殖の程度を確認した。その結果、
菌株間で温度による増殖の差が認められた。
特に高温(35˚C)培養では南で優占している
根粒菌のみの増殖を確認した。

図１ 培養温度による根粒菌の増殖の違い

次に、福島土壌における各種 Rj 遺伝子型ダ
イズ栽培で温度条件を変化させた時の感染

根粒菌の群集構造を ITS 領域の PCR-RFLP 法
で調査し、数理生態学的解析を行った。その
結果、栽培温度を高くすると沖縄で優占して
いる B. elkanii 菌株の、温度を低くすると
北海道で優占しているB. japonicum USDA 123
菌株の根粒占有率が高くなることを見いだ
した（投稿準備中）。

図２ 土壌温度による根粒菌占有率の変化

（２）土壌 pH
同じ地域であっても土壌 pH が 7.6-8.0 を境
に土壌における B. japonicum ・B. elkanii
と Sinorhizobium fredii の優占度が逆転す
ることが明らかとなり、土壌 pH がダイズ根
粒菌の多様性に影響を与えていることが明
らかとなった。

図３ 土壌 pHと土着根粒菌フローラ（Suzuki
et al. 2008 より）

アルカリ土壌において、S. fredii 以外に特
定の B. japonicum が優占している場合があ
り、そのアルカリ環境適応性に関して、B.
japonicum USDA 110 株のゲノム配列で確認さ
れた３種の nha遺伝子のアルカリ環境下での
役割について解析を行った。その結果、
Bradyrhizobium属ダイズ根粒菌はnha遺伝子



を有するが菌株によって保有様式が異なる
が、アルカリ環境下で nha 遺伝子の高発現を
示した。このことは nha 遺伝子がアルカリ環
境適応性の機能遺伝子である可能性を示唆
した（投稿準備中）。

図４ サザンハイブリダイゼーションによ
る Bradyrhzobium 根粒菌の nha 遺伝子保有
左から Bradyrhizoibum 属根粒菌 USDA 6, 76,
110, 135, HA8, HC6, JA20,S. fredii USDA 205.
マーカーはλHindIII.

（３）Rj 遺伝子型と根粒菌群集構造
Rj 遺伝子型の異なるダイズ品種を同一土壌
に栽培した時に得られる感染根粒菌の群集
構造の数理生態学的解析法を確立し、Rj 遺伝
子型による感染根粒菌の群集構造解析を行
った。宿主の Rj 遺伝子によって着生する根
粒菌の群集構造が異なる場合があり、試験土
壌においては Rj2 遺伝子型ダイズの根粒菌群
集構造は他の遺伝子型と比較して有意に異
なることが明らかとなった。

図５ Rj 遺伝子型による感染根粒菌群集構
造の差異（Minami et al. 2009 より）

さらに栽培温度が異なると感染する根粒菌
の群集構造が異なることが示唆されている
（研究継続中）。

（４）遺伝子の水平伝播
環境適応機構の獲得様式の解析として、ダイ
ズ根粒菌の外来遺伝子の獲得機構に関して
検討を行った。GFP トランスポゾンをマーカ
ー遺伝子として、二親接合法およびハイドロ
ゲル曝露法の２法によって GFP形質の獲得を
指標にして検討した。その結果、酸性-中性
土壌で優占している根粒菌は菌同士の接合
によって外来遺伝子を獲得し、アルカリ性土
壌で優占している根粒菌は粘土鉱物との摩

擦によって外来遺伝子の獲得を起こしてい
る可能性が示唆された。

図６ ハイドロゲル曝露による根粒菌の生
残率（城ら 2010 より）

図７ 二親接合法による形質転換コロニー
の獲得数（城ら 2010 より）
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