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研究成果の概要（和文）：植物根に生息する微生物群集のハイスループット分子分析のための核酸抽出および精
製方法を開発した。 施肥条件および無施肥条件で栽培した水稲120品種の根微生物群集の組成と微生物食物連鎖
の構造を明らかにした。根微生物群集と、施肥条件によって支配されるイネの遺伝子型および表現型との関係を
分析した。GWAS解析により根微生物群集を制御するイネ候補遺伝子を抽出した。根微生物群集の構成に及ぼすイ
ネの遺伝子型、表現型、土壌型の重要性を比較解析した。 根微生物の窒素固定活性と窒素固定遺伝子を定量
し、施肥効率の高いイネ品種は施肥にともなう窒素固定活性や特定の窒素固定遺伝子の低下の程度が少ないこと
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have developed a nucleic acid extraction and purification method for 
high-throughput molecular analysis of microbial communities inhabiting plant roots. We clarified the
 composition and structure of the root microbial communities of 120 paddy rice varieties cultivated 
under fertilized and non-fertilized conditions. We analyzed the relationship between the root 
microbiome and the rice genotypes and phenotypes governed by fertilization conditions. Genome-wide 
association analysis was used to extract candidate rice genes that regulate root microbial 
communities. The importance of rice genotype, phenotype, and soil type on the composition of root 
microbial communities was comparatively analyzed. We quantified the nitrogen-fixing activity and 
nitrogen-fixing genes of root microorganisms. We found that rice cultivars with high fertilization 
efficiency showed a less intensified decrease in nitrogen-fixing activity and specific 
nitrogen-fixing genes due to fertilization.

研究分野： 土壌微生物学

キーワード： 水稲　根圏マイクロバイオーム　アンプリコンシークエンス　窒素固定

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、遺伝情報が明らかとなっているイネ120品種を対象に根に生息する微生物（細菌、古細菌、真核微
生物）群集の網羅的解析を行い、イネの遺伝型、表現型との関係を初めて明らかにした。根微生物群集の構成は
施肥の影響を大きく受けること、施肥の影響はイネの遺伝型によって異なること、さらに土壌タイプが根微生物
群集を規定する重要な因子であることが示され、イネと根圏微生物の相互作用に関する基盤的な知見を提供する
ができた。また、本研究により得られた根に生息する窒素固定微生物の生態に関する知見は、将来のイネ育種を
含め、土壌微生物の機能を活かした低施肥農業、持続的農業に資するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）根圏は植物と土壌微生物の相互作用のホットスポットである。植物根が土壌微生物に特徴
的な生育環境を提供する一方、植物の良好で健全な生長は根圏微生物群集の構成やはたらきと
深い関係にある。「イネは土でとる」と言われるほど重要な水田土壌の地力発現には、土壌微生
物のはたらきが不可欠であるが、水稲根圏微生物群集の形成に水稲自身の遺伝型、表現型、また
土壌のタイプがどのように関与しているかは分かっていない。 
（２）根圏微生物の生態や機能に関する研究は、これまで細菌や糸状菌を中心に行われてきた。
湛水水田土壌には糸状菌以外の多様な真核微生物が卓越することが明らかにされており、植物
根圏も真核微生物の生息の場であることが推察されるが、水稲根圏に生息する真核微生物群集
の実態や、植物および細菌・古細菌との相互作用に関する知見は極めて不足している。 
 
２．研究の目的 
（１）水稲根に生息する微生物群集の構造とその機能を明らかにする。野外栽培試験により、遺
伝情報既知の水稲品種の根微生物（細菌、古細菌、真核生物）群集とイネの遺伝形質・表現形質
との関係を明らかにする。 
（２）根微生物群集の形成に果たす土壌タイプの影響を明らかにする。 
（３）水稲の生育に資すると期待される窒素固定微生物の水稲根におけるはたらきとその特徴
を明らかにする。 
（１）原生生物が水稲根圏の細菌群集に及ぼす影響を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）水稲根からの高効率な DNA 抽出法の開発 
 従来の水稲根からの核酸抽出法は、標準化しにくく、作業時間もかかっていた。本研究では液
体窒素を用いた根試料の凍結粉砕とビーズ破砕を組み合わせた核酸の抽出法と、通常 PCR 産物
を精製するための磁気ビーズを活用した DNA 精製法について検討を行い、根試料からの高効率
的な DNA 抽出法の確立を目指した。 
 
（２）水稲根圏微生物群集を規定する宿主遺伝型・表現型の探索 
 ゲノム情報が既知であるジャポニカ水稲 120 品種を選抜し、名古屋大学大学院生命農学研究
科フィールド科学教育研究センター東郷フィールドの通常施肥水田および無施肥水田で移植栽
培した。移植後 1 カ月目と出穂期に水稲株を掘り起こして根試料を採取し、（１）で開発した方
法を用いて DNA を抽出し、ssu rRNA 遺伝子を対象としたアンプリコンシークエンスを行った。 
 得られたシークエンスデータをもとに、水稲根の微生物群集形成に及ぼす水稲品種や施肥の
の影響、生育ステージによる群集の推移を解析した。また、品種の影響がみられた微生物群の相
対存在量を説明変数としたゲノムワイド関連解析を行い、関連する遺伝形質を推定した。 
  
（３）施肥条件が水稲根圏窒素固定微生物に及ぼす影響とその品種間差 
 （２）で用いた各水稲品種の地上部形質の測定結果から、施肥条件と無施肥条件が同程度（＝
施肥効果が低い）の 2 品種と、施肥条件での生育が良い（＝施肥効果が高い）2 品種を選抜し、
施肥条件、無施肥条件でポット栽培した。定期的に地上部形質およびメタンフラックスを測定し
た。栽培 5～6週間後に水稲根の窒素固定活性を測定するとともに、根試料から DNA,RNA を抽出
し、rRNA を対象としたアンプリコンシークエンスおよび窒素固定遺伝子(nifH, nifD)の定量を
行った。 
 
（４）土壌の違いが根圏微生物群集に及ぼす影響 
 東郷フィールド（東郷、赤黄色土大群）、新潟大学農学部附属フィールド科学教育研究センタ
ー（新潟、沖積土大群）、石川県立大学附属農場（石川、沖積土大群）から採取した水田土壌を
用いて、施肥条件と無施肥条件が同程度（＝施肥効果が低い）の水稲 2品種、施肥条件での生育
が良い（＝施肥効果が高い）水稲 2品種をポット栽培した。栽培期間中地上部形質を測定すると
ともに栽培 40 日目に水稲根を取り出し、根重を測定するとともに根の微生物群集をアンプリコ
ンシークエンスにより解析し、土壌間の差や施肥の影響、水稲品種による差を検証した。 
 
（５）原生生物が根圏微生物に及ぼす影響 
 土壌をγ線殺菌した後に元の土壌から抽出し原生生物を含む真核生物をサイズ排除した微生
物を添加した。この土壌にアメーバ、鞭毛虫を接種し、湛水状態として水稲幼苗を栽培し、根圏
および非根圏土壌の原核微生物群集を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）水稲根からの高効率な DNA 抽出法の開発 
本研究で確立した手法は従来法と比べて同程度と DNA の抽出効率を有していた。また、PCR-



DGGE、アンプリコンシークエンスによって解析した微生物群集の構成も従来法と比べて違いは
認められなかった。一方、DNA の抽出・精製にかかる時間は 1サンプル当たりで従来法に比べて
1/4～1/8 に短縮された。本法は RNA 抽出にも応用可能であることも確認され、水稲根試料から
効率的な核酸抽出法を確立することができた。 
 
（２）水稲根圏微生物群集を規定する宿主遺伝型・表現型の探索 
①施肥条件および水稲品種が根微生物群集に及ぼす影響 
根の原核微生物（細菌、古細菌）群集は土壌の微生物群集に比べて多様性が低く、根により選

択的なリクルートが起こっていると推察された。施肥の有無は根の原核微生物群集に最も大き
な影響を与えており（図１）、その影響は相対存在量が高い微生物群にも及んでいることが明ら
かとなった。すべての品種を通して無施肥条件で相対存在量が高かった科には

Hungateiclostridiaceae 科や Anaeromyxobacteraceae 科、Geobacteraceae 科のような嫌気性菌
が上位であった。また、Anaeromyxobacteraceae 科や Geobacteraceae 科の鉄還元菌、
Gallionellaceae 科の微好気性鉄酸化菌といった水田土壌の鉄動態に関与する科が上位であっ
た。施肥条件で相対存在量が高かった科では、メタン酸化細菌である Methylomonadaceae 科やメ
タノールなどを基質として利用する Methylophilaceae 科が上位であった。施肥条件ごとに比較
すると、水稲品種による根の原核微生物群集の差が認められ、水稲の遺伝型が根圏微生物群集に
影響を与えていることが示された。無施肥条件で相対存在量が高かった Anaeromyxobacteraceae
科や Geobacteraceae 科は窒素固定微生物として水田土壌で重要な役割を果たしていることが明
らかになりつつある (Masuda et al., 2017)。これらの微生物群が水稲根にも優占しているこ
とから、特に無施肥条件で窒素固定能を介して水稲生育に寄与している可能性が示唆された。 
 
②水稲の遺伝型および表現型と根微生物群集との関連 
 ゲノムワイド関連解析（GWAS）によって、微生物群集に関連した候補遺伝子を検出することが
できた。また、遺伝型により特徴づけられる微生物群を特定し、根微生物群集の品種間差の一部
を説明できた。 
 施肥条件と無施肥条件で、品種間での地上部形質順位相関を用いた相関解析によって、施肥条
件と無施肥条件ともに水稲地上部形質と関連を示す微生物群を複数検出することができた。施
肥条件に関わらず、出穂日および分げつが最も多くの微生物群と相関を示した。また、無施肥条
件では地上部乾物重および草丈と関連する微生物群が見いだされ、特に未培養の微生物

（FCPU_426）が乾物中と強い正の相関を示した。GWAS によって、FCPU_426 の相対存在量と関連
を示す遺伝子座が複数確認された（図２）。以上の結果から、水稲の遺伝型、表現型は根の微生
物群集と関連していることが明らかになった。今後有用微生物の探索とその微生物のリクルー

図１ 水稲根および非根圏土壌微生物群集の Weighted UniFrac 距離に基づく主座標分析 

図 2 FCPU_426 の相対存在量を形質とした GWAS のマンハッタンプロット 



トに関わる水稲の遺伝子を明らかにすることが、土壌微生物の機能を活かした水稲栽培に資す
ると期待される。 
 
③根に生息する真核微生物群集の解析 
 施肥が根の真核微生物群集に与える影響も示されたが、施肥条件と無施肥条件との群集の差
の程度には品種の影響もあることが推察された。施肥条件で最も優占したグループは線虫およ
び卵菌類であり、これらは水稲根に寄生しているものと推察された。無施肥条件では、線虫の優
占度が低下し、品種によっては環形動物の優占度が上昇した。繊毛虫やアメーバなどの原生生物
が品種によって無施肥条件で優占度が高まる傾向が示された。以上のことから、水稲根に生息す
る真核微生物群集には寄生者として水稲根と相互作用するグループと水稲根に生息する細菌と
相互作用する（捕食-被捕食関係を示す）グループがおり、その構造は品種および施肥条件によ
って異なることが示唆された。 
 
 (3) 施肥条件が水稲根圏窒素固定微生物に及ぼす影響とその品種間差 
生育初期のメタンフラックスは施肥条件に比べて無施肥条件で高くなっており、生育の劣る

無施肥条件で根圏の還元化が早く進行したと推察した。また、施肥がメタン発生に及ぼす影響は
水稲品種により異なっていることが示された。すべ
ての品種で施肥により根微生物の窒素固定活性は
低下した。施肥効果が低い品種の施肥による窒素固
定活性の低下の程度は、施肥効果が高い品種に比べ
て大きい傾向にあった。rRNA 解析に基づく水稲根の
微生物群集には施肥の影響が認められ、施肥条件で
は Gammaproteobacteria が、無施肥条件では
Myxococcia の 相 対 存 在 量 が 高 か っ た 。
Anaeromyxobacter、Geobacter に由来する nifD 遺伝
子のコピー数は ARA と同様施肥により低下し、施肥
効果が低いと想定した水稲品種で施肥による nifD
遺伝子コピー数の低下が大きい傾向を示した（図
３）。Anaeromyxobacter 属に代表される Myxococcia
の相対存在量は 20～30%以上と高かったことから、
水稲根の窒素固定活性には Anaeromyxobacter 属が関与していること、施肥効果の高い品種では
施肥条件でも根における窒素固定が相対的に高く保たれる可能性があることが示唆された。 
 
(4) 土壌の違いが根圏微生物群集に及ぼす影響 
根の微生物群集組成は水稲品種や施肥条件よりも土壌タイプの影響をより強く受けることが

明らかとなった（図４）。同じ水稲品種であっても各土壌に共通して優占する微生物群の相対存
在量は土壌タイプによって異なっており、水稲根による微生物のリクルートには土壌環境が重
要な役割を果たすことが示された。Anaeromyxobacter 属に近縁を示す複数の微生物群は各土壌

に共通した最優占グループであり、施肥による相対存在量の低下も各土壌、水稲品種で共通して
観察された。一部の微生物群は施肥によって相対存在量が変化し、その応答は水稲品種によって
異なっていた。水稲生育と相関を示す微生物群が抽出され、その数は無施肥条件のほうが多かっ
た。以上の結果より、土壌タイプは根の微生物叢の強力な支配要因であり、水稲品種や施肥条件
も複合的に微生物叢の形成に作用すると考えられた。 
 
(5) 原生生物が根圏微生物に及ぼす影響 
 根圏土壌と非根圏土壌では微生物群集の構成が異なっており、水稲根による微生物群集の選
択、リクルートが機能していることが確認された。根圏微生物群集は原生生物の接種の有無や接
種した原生生物の種類によって異なっており、原生生物の捕食作用は水稲根の細菌群集の機能
と構造を左右する生物因子であることが示唆された。 

図 3 水稲根に生息する微生物の nifD 遺伝
子コピー数に及ぼす施肥、水稲品種の影響 

図４ 水稲根および非根圏土壌微生物群集の Unweighted UniFrac 距離に基づく主座標分析 
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