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研究成果の概要（和文）：Methylobacterium属に代表されるメタノール資化性細菌（C1細菌）は葉面微生物の優
占種であり、植物生長促進効果をもつことが知られている。本研究では、葉面C1細菌の植物定着能、葉面での優
占化、種間特異性、植物生長促進効果などのC1細菌-植物間相互作用の分子機構を解明するとともに、その製造
工程で多大なエネルギーを消費する化学肥料の使用量を低減しながらも作物増産を可能にする、葉面C1細菌を用
いた環境保全型新規栽培技術への活用を目指し、菌株や接種方法の最適化や作物増収効果の検証を行った。

研究成果の概要（英文）：Among the C1-microbes which can utilize one-carbon compounds as the sole 
source of carbon and energy, methanol-utilizing bacteria such as Methylobacterium spp. are dominant 
colonizers at the plant leaf surface (phyllosphere). These bacteria are known to have the ability to
 promote plant growth. In this project, in order to develop novel culture techniques of 
environmental conservation agriculture, we investigated the molecular mechanism of interactions 
between Methylobacterium spp. and plants. We established experimental methods to observe 
distribution dynamics of Methylobacterium spp. at the phyllosphere and to evaluate chemotaxis to 
various nutrients of Methylobacterium spp. We also tested promotion of plant growth and crop yield 
by inoculation of Methylobacterium spp. 

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
C1細菌-植物間相互作用の分子機構解明については、葉面C1細菌の植物上での動態追跡手法や、各種栄養源への
走化性の評価方法を確立できた。これらの解析手法を用いて、C1細菌の生育特性や葉面定着能を評価できること
がわかった。本研究で得られた成果は、自然界における植物-微生物相互作用機構のさらなる理解につながるだ
けでなく、葉面C1細菌を用いた新規栽培技術開発のための基盤的知見となるものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 農作物の生産性向上、安定生産のためには、窒素、リン酸、カリウムなどの養分を含む肥料の
施用が不可欠であり、人類は化学肥料の施用量を増加させることにより、農作物の収量を飛躍的
に向上させてきた。一方、化学肥料の製造工程には多大なエネルギーが投入されるため、施肥量
の低減はCO2排出削減に大きく貢献する。また、過度の施肥は農地における温室効果ガス排出や、
地下水環境汚染等の問題もあり、有機肥料の利用、土壌診断等に基づき肥料を減らす栽培方法の
確立や、最小限の施肥量で有効性の高い肥料の開発など、施肥量の減少・適正化に向けた栽培技
術の開発・普及が進められている。 
 化学肥料の使用量を低減する栽培技術の一つに有機肥料の施用があるが、有機肥料は微生物
によって植物が利用できる形態に分解される必要があり、その有効性には土壌微生物の働きが
大きく影響する。微生物を含む土壌改良材については、根粒菌や菌根菌、枯草菌を利用する例が
あるが、効果を発揮する場所が土壌中（根圏）などに限定され、しかも大量に菌体を供給するた
めの培養技術が確立されていない。最小限の資源投入量でバイオマス生産性を向上させるため
には、施肥量を最少化した上で、植物光合成、炭素固定能そのものを向上させなければならない。
一方、植物葉面に棲息する微生物の 10-20%をも占める優占種であるメタノール資化性細菌（C1
細菌）Methylobacterium は、植物から放出されるメタノールを葉面での生存のための炭素源と
しながら、植物ホルモンやその他の化合物を合成して植物生長促進効果をもたらし、C1 細菌-植
物共生系を構成して植物光合成、炭素固定能に多大な影響を与えている。しかしながら、生長促
進を中心とする C1 細菌と植物との相互作用の分子機構、C1 細菌-植物共生系を制御する要因に
ついては未解明な点が多く残されている。 
 我々はこれまでに、様々な蔬菜葉面から C1 細菌を分離し、蔬菜の種類によってその菌数や種
が異なること、特にシソ植物には葉面総菌数の 15％程度にまで優占化して棲息すること、アカ
シソ種子から単離した Methylobacterium sp. OR01 株が強いアカシソへの定着能を有し、植物
と C1 細菌の共生関係に強い種間特異性があることを見出した（Biosci Biochem Biotechnol 
76:578, 2012; ibid 77:1533, 2013）。このような C1細菌-植物の共生原理を解明し、その機能
を高度活用・最適化することで、施肥量の低減と植物バイオマス生産性の向上をもたらし、環境
保全型新規栽培技術を確立することができる。また、C1 細菌による植物生長促進に関して、我々
はこれまでに、イネの苗の生長を短期間で評価する手法を確立し、イネに対する生長促進効果を
もつ株として複数の Methylobacterium 菌株を単離した。さらに圃場レベルでも生長促進効果お
よび増収効果をもたらすことを認めた（Microb Biotechnol 14:1385-1396, 2021）。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、葉面 C1 細菌の植物定着能、葉面での優占化、種間特異性、植物生長促進効果な
どの C1 細菌-植物間相互作用の分子機構解明を目的とするとともに、その製造工程で多大なエ
ネルギーを消費する化学肥料の使用量を低減しながらも作物増産を可能にする、葉面 C1 細菌を
用いた環境保全型新規栽培技術への活用を目指し、菌株や接種方法の最適化や作物増収効果の
検証を行った（図 1）。 

 



３．研究の方法 
 
(1) C1 細菌-植物間相互作用の分子機構解明 
 アカシソと Methylobacterium sp. OR01 株の特異な関係をモデル系とし、葉面での優占化過
程を追跡するために、蛍光タンパク質を発現する菌株を構築してこれをアカシソの種子や葉面
に接種し、蛍光顕微鏡観察やフローサイトメトリーにより、アカシソ上での動態を追跡した。ま
た、葉面 C1細菌の植物定着能、葉面での優占化、種間特異性に関わる分子機構を解明するため、
C1 細菌の葉面での主要な炭素源であるメタノールへの走化性に着目し、走化性の評価方法を確
立するとともに、走化性に関わる遺伝子の破壊株を構築してその表現型を解析した。 
 
(2) C1 細菌接種による減肥条件下での生長促進効果の検証 
 イネに対する増収効果については、商業圃場においての効果の検証を進めるとともに、試験圃
場において慣行施肥条件と無施肥条件での検討をおこなった。また、コマツナを対象とする生長
促進効果について、人工気象器内および温室内での栽培試験を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) C1 細菌-植物間相互作用の分子機構解明 
① C1 細菌の葉面での動態解析 
 異 なる蛍光タンパク質を発現させた Methylobacterium sp. OR01 株と別種の
Methylobacterium 属細菌 X株のアカシソ上での動態を解析した。OR01 株と X株を単独または混
合で種子に接種し、葉上の細胞数をフローサイトメトリーを用いて経時的に測定し、その推移を
明らかにした。単独で接種した場合、OR01 株、X株ともアカシソ葉上に長期間定着していたが、
２種を競合させると X株はほとんど生存できず、常に OR01 株が優占していた。葉を培地に押し
当て出現したコロニーのパターンを解析すると、OR01 株は葉全体に行き渡って分布していたが、
X 株はコロニーが点在していた。この２種の菌株の各種栄養源に対する走化性を調べたところ、
OR01株のメタノールに対する走化性がX株よりも強いことがわかった。これらの研究過程では、
C1 細菌の葉面での動態観察手法を確立することができ、アカシソ葉面に優占化する OR01 株の葉
面分布動態を明らかにすることができた。さらに本菌が示す各種栄養源への走化性の評価方法
を確立することができた。 
 
② C1 細菌におけるメタノール走化性の分子機構 
 上述の通り、メタノールへの強い走化性を示した Methylobacterium sp. OR01 株のメタノー
ル走化性の分子機構を明らかにするため、OR01 株のメタノール走化性に関わるセンサータンパ
ク質（methyl-accepting protein, MCP）の探索を行った。OR01 ゲノム配列に見出した複数の MCP
候補遺伝子について遺伝子破壊株を作成し、それぞれ蛍光タンパク質で標識した株を構築した。
上記で確立した走化性評価系を用い、各遺伝子破壊株のメタノール走化性を評価した結果、遺伝
子破壊によりメタノール走化性をほとんど示さなくなった遺伝子と、野生株よりも走化性が弱
まった遺伝子を同定した。さらにこれらの遺伝子破壊株のアカシソ上での分布動態を野生株と
比較して解析した。 
 
(2) C1 細菌接種による減肥条件下での生長促進効果の検証 
① C1 細菌接種によるイネ増収効果の検証 
 イネに対する生長促進効果について、商業圃場における C1 細菌接種による増収効果の検証を
行うとともに、これまでの結果をまとめて論文発表した（Microb Biotechnol 14:1385-1396, 
2021）。複数のイネ品種を対象として、試験圃場において慣行施肥条件と無施肥条件での接種試
験を行ったが、無施肥区では顕著な増収効果は認められなかった。また、C1 細菌接種前後のイ
ネ葉面菌叢解析を行ったところ、サンプル採取時期によって優占化する細菌種が変化すること
がわかった。 
 
② C1 細菌接種によるコマツナ生長促進効果の評価 
 イネ以外にもいくつかの作物を候補として人工気象器内での栽培系を検討し、コマツナが評
価対象作物として適していることがわかった。コマツナを対象として、C1 細菌接種による生長
促進効果の検証を進め、コマツナから新たに単離した菌株を含む複数の C1 細菌菌株の中から、
コマツナに対して顕著な生長促進効果を与える菌株を選抜した。さらに、温室内でのポット栽培
試験を行い、C1 細菌接種による生長促進効果を認めた。さらに、菌株接種時期および回数や施
肥条件による生長促進効果への影響も評価した。 
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