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研究成果の概要（和文）：本研究では、次世代シークエンサーを利用して、イネやトマトの成育に影響する根組
織内の細菌叢を理解した。また、注目したバクテリアの組織内局在をFISH法による可視化によって証明した。さ
らにエンドファイトを取り込む遺伝因子を同定するためのPCR分析基盤の構築を試みた。日本のイネ根組織内マ
イクロバイオームデータは統計解析により包括的に分析し、マレーシアのデータと比較した結果を、研究協力者
との国際共同研究成果として論文発表した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used next-generation sequencing to understand the 
microbiome in the root tissues that affect the growth of rice and tomato. We also visualized the 
localization of the bacteria in the root tissues by bacterial FISH analysis. Furthermore, we tried 
to establish a PCR analysis platform to identify genetic factors that incorporate endophytes into 
the plants. We comprehensively analyzed the Japanese rice endosphere microbiome data using 
statistical analysis and compared the results with the Malaysian data. This research paper has been 
published as the result of international collaborative research with Malaysian collaborators.

研究分野：植物分子育種学

キーワード： マイクロバイオーム　エンドファイト　イネ　Endosphere

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学述的には、本研究成果によって植物と共生菌の相互作用を包括的に理解することができ、イネにおいてはマレ
ーシアと日本で地域が違うなかでの根組織内バクテリアの共通性などを明らかにしたことが意義深い。また、
PCRを用いてバクテリア量を決定する手法を確立し、遺伝学的解析を行うための基礎を築くことができた。社会
的意義としては、今後の次世代型持続的農業のためにエンドファイトを最大限利用できるイネの育成に向けて
第一歩を踏み出すことができ、またトマト栽培におけるコンパニオンプランツの役割をエンドファイトの面から
理解することで、新しい持続的農業へ寄与できる可能性を示した。

※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) 土壌微生物は、動植物との微生物叢形成・共生を通じて自然界の循環に貢献している。一方、
実験室で扱える微生物種は 1%未満で、残された 99%は「微生物ダークマター」とも言われる未培
養微生物であり、機能理解が困難である。次世代シークエンサーの発展により、土壌細菌や植物
内外の共生菌を総体として捉えた研究が進展し、微生物側から作物成育に影響するエンドファ
イト群集の包括的な理解が始まっている。しかしながら、エンドファイト群集との相互作用を制
御する作物側遺伝因子の解明という着眼点での研究は展開されておらず、これまでの育種戦略
を革新できる可能性がある。 
 
(2) 日本学術会議農学委員会育種学分科会は、平成 29 年 9 月に「気候変動に対応する育種学の
課題と展開」と題した報告書を公表した。本報告書の p14〜15 には「育種学と多分野を融合する
新たな環境農学により生産を守る取り組み」として、土壌細菌や植物内外の共生菌の状態を理解
し応用へつなげていく重要性が記述されている。次世代シークエンサーを簡便に利用できる現
在、植物に共生する微生物を群集として理解し、気候変動に対応していく解決法が期待されてい
る。これらの理解を基礎基盤として、次世代型持続的農業では、植物と共生菌の相互作用を利用
することで、作物の生育状態を最大限に高めていく必要性がある。 
 
(3) ヒト腸内細菌叢(腸内フローラ)の理解が人間の健康維持・増進に重要であるように (Nature
特集号 2016, 518: ppS1-S52)、植物においても生育に影響を及ぼすマイクロバイオームの理解
が必須である。植物は土壌中に根を伸ばし水・栄養を吸収しているが、根の周りの根圏
（Rhizosphere）土壌領域では、微生物活性が高く、多様なバクテリア群が存在し、植 物と微生
物の相互作用の中心的空間である。根圏バクテリアには、病原菌として植物の生育 を妨げるも
のもあれば、逆に成長を促進するものもあり、こうした細菌叢としての総体が植 物組織との相
互作用により、植物の生育に大きな影響を与えている（Venturi and Keel 2016）。 
 
(4) 近年の次世代シークエンス技術の発展に伴い、16S rDNA 配列に基づく微生物分類による マ
イクロバイオーム解析が可能になり、土壌微生物の世界規模でのメタゲノム解析（Bahram et al. 
2018）に加えて、植物根圏のマイクロバイオーム解析が展開されている（Berg et al. 2014, 
Edwards et al. 2015, Heijden and Schlaeppi 2015, Wagner et al. 2016）。これらのマイク
ロバイオーム解析結果を見ると、根圏マイクロバイオームは、植物種だけでなく、土壌やその他
の環境要因に対する感受性が高く(Edwards et al. 2015)、その多様性とそれをもたらす因子の
総合理解には至っていない。また、植物に正の影響を与えるものとして、根圏より植物 組織側
の根内部（Endosphere）に共生しているエンドファイトが注目されているが (Compant et al. 
2010)、その群集理解は始まったばかりで多くは未解明である。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、様々な環境下で作物の根組織内バクテリアに注目し、マイクロバイオーム解析
を行い、FISH 法による可視化で組織内局在を証明し、遺伝学的解析によりエンドファイト群集
を取り込みやすい遺伝因子を同定・理解する。根圏ではなく、根組織内部のマイクロバイオーム
解析に焦点を当て、「根組織内部のエンドファイトが群集としてどのような存在状態と動態を示
すのか?」を明らかにし、「エンドファイト群集を受け入れる植物側遺伝因子の探索・同定」へ繋
げていくことを目的とする。 
 
(2) イネ・トマトを材料に根組織内部に入り込む『強共生度バクテリア』のマイクロバイオーム
解析を行う。到達点として、植物生育へのエンド ファイトの影響を群集として理解し、エンド
ファイトを受容しやすい植物側の遺伝因子を解析することで、新品種育成の基盤形成を目指す。 
 
(3) 申請者の研究室では FISH 法による染色体可視化研究を行ってきた歴史があり、その設備と
技術には高水準なものがある。 その利点を生かし、植物組織内のエンドファイト群集の存在 動
態を、マイクロバイオーム解析に加え、FISH 法による細胞 レベルでの可視化技術との融合によ
り解明する。 
 
(4) 本研究のもう一つの目的として、『アジア地域での国際共同研究』の展開がある。研究協力 
者のマレーシア・モナシュ大学 Rahman 教授とは長年共同研究を行い、 多くの論文を共著で発表
してきた（Nakano et al. 2005, Suzuki et al. 2011, Fujiwara et al. 2014）。この財産を技
術協力・情報交換という研究推進力にできる。 
 
(5) さらに本研究では『コンパニオンプランツ研究』を取り上げる。作物生育環境を考えた時、
植物種間の相互作用とともに、作物・他植物と相互作用する微生物の理解は不可欠である。「エ
ンドファイト群集」と「複数の作物種を含む多様な植物相」という「多」対 「多」の相互作用



を理解し、コンパニオンプランツとマイクロバイオームを融合した新分野創成を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)根組織内マイクロバイオーム解析・統計解析 
 サンプリングした根を洗浄・超音波処理した上で、根組織内バクテリア DNA を DNeasy Plant 
Mini Kit（QIAGEN）を用いてプロトコルを一部改変して単離した。バクテリア 16S rDNA を増幅
する primer（335F/769R)を用いて増幅した PCR 産物を精製し、次世代シークエンス解析して、
微生物群集解析プログラム「QIIME2」による群集解析後のマイクロバイオームデータを獲得した。
統計解析には『R』を用いた。 
 
(2)バクテリア FISH 解析 
 FISH 検出用に 5’端に FITC または Cy3 を蛍光標識した 16S rRNA 特異的オリゴヌクレオチド
プローブを合成した。また、固定した根サンプルをプラスチック樹脂（テクノビット 7100）に
包埋し、切片標本を作成した。FISH 解析については、切片標本をリゾチーム処理後、プローブ
をハイブリダイゼーション・洗浄し、蛍光顕微鏡で観察した。 
 
(3)バクテリア特異的 PCR 
 16S rDNA を増幅するバクテリア特異的 primer セットを『Primer-BLAST』を用いて設計し、
TAKARA Taq HS Fast Detect Premix(TAKARA BIO)を用いて PCR を行った。増幅産物は電気泳動
により確認し、一部は Direct sequencing によって塩基配列を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 日本の水田育成イネの生育状況に関連するマイクロバイオーム解析 
 2020 年度は、日本の水田で育成されているイネ（品種ヒノヒカリ）に関して、根組織内
（Endosphere）のバクテリアのマイクロバイオーム解析結果を「R」を用いて統合的に分析・判
断し、生育状況の差によって有意に存在量に違いが出たバクテリア（1 科、2 属、1 種）をエン
ドファイト候補として選抜し、それらを特異的に検出できる 16S rDNA の特異的 primer を
「Primer-BLAST」を用いて設計した。条件などの試行錯誤の結果、特異的な PCR 産物を得ること
ができ（図 1）、PCR 産物の塩基配列の確認も行った。その後の解析から、これらのバクテリアが
エンドファイトかどうかには再現性の面で疑問が残ったが、遺伝学的解析のためのPCR用primer
が設計可能であることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 バクテリア特異的 PCR によるイネ根組織内バクテリア存在比較結果 
（A）Chitinophaga 属と(B) Legionella 属で作成した Primer セットを使用 
根組織内バクテリア DNA（2,7:生育良好イネ、3,4,8,9:生育不良イネ） 

 
 2021 年度も、引き続き水田育成イネ個体の根組織内のバクテリアのマイクロバイオーム解析
結果を「R」を用いて統合的に判断し、昨年に引き続き、生育状況の差によって有意に存在量に
違いが出たバクテリアをエンドファイト候補として選抜した。 
 さらに信頼度を上げるために、2022 年度にサンプル数を多くして再度統計解析を詳細に行っ
た。マイクロバイオームデータを各分類群レベルに分けたうえで、バクテリアのデータ数を変化
させて、関数 metaMDS を使用し NMDS による 菌叢比較を行ったところ、生育具合の違いによって
相違が見られ、PCA を実施することで 2 科のバクテリア（Comamonadaceae・Oxalobacteraceae）
が生育不良になる方向へ寄与していることが明らかになった。しかしながら、本研究では生育に
プラスの方向で影響を与えるエンドファイトを探索しているため、一旦アプローチを変更する
ことにした。 
 2023 年度は、植物側の多様性からアプローチすることにして、イネコアコレクション（農業
生物資源ジーンバンク）を含めた 29 品種を用いて、水田育成のイネ根組織内のマイクロバイオ
ーム解析を行い、根組織内バクテリアの品種間差がどれだけあるかを調査するとともに、主座標



分析などを行い、β 多様性を視覚化した。現在、得られたデータから特定のバクテリアを受け
入れやすい品種をピックアップして検証している。 
 
(2) 日本の水田育成イネのバクテリア FISH 解析 
 2020 年度に新たに 1属のプローブを作成し、2021 年度に新たに 1科のプローブを作成し、イ
ネ根組織内での局在をバクテリア FISH 解析によって明らかにした。例えば、Legionella 属の観
察を行い、根の表皮や皮層での局在を確認した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 バクテリア FISH によるイネ根横断面の表皮組織付近のバクテリア局在 
合成画像(Merge)では、広範囲のバクテリアを検出する EUB338 プローブのシグナルを赤色で、
Legionella 属を検出する LEG705 プローブのシグナルを緑色で、DAPI 染色を青色で示し、 

白い矢印はシグナルの密集している場所を示す（Bar=30μm）  
 
(3) マレーシアと日本のイネマイクロバイオーム比較 
 本研究の開始当初、研究協力者（マレーシア・Rahman 教授）との連携方法として、新型コロナ
ウイルスの影響により、出張による相互の往来は断念し、Zoom などを用いてオンラインで議論
を重ねた。2021 年度には、本学で調整した日本の水田育成イネ由来の DNA16 サンプルをマレー
シアに送付し、マレーシア側でマイクロバイオーム解析を行ったところ、マレーシアと日本のイ
ネ根組織内マイクロバイオームの特徴に大きな差異が認められた。また、そのような菌叢の多様
性のなかでも、共通して見出されるコアな根組織内バクテリアを明らかにし、FISH 法による局
在解析結果と合わせて、国際共同研究成果として学術誌 Scientific Reports に投稿し、2024 年
に掲載された（https://www.nature.com/articles/s41598-024-60384-0）。 
 
(4) トマトマイクロバイオームへのコンパニオンプランツの影響 
 2020 年度に、トマトのコンパニオンプランツとして、ラッカセイとの共植の影響を正確に判
断するため、栽培と生育具合の再検討を行い、共植区のトマトの地上部新鮮重量と地上部乾燥重
量が、コントロール区と比較して有意に増加している結果が得られた。ラッカセイの共植の影響
を 2021 年度も引き続き調査し、共植区のトマトの地上部新鮮重量と地上部乾燥重量が、コント
ロール区と比較して有意に増加している結果を再確認できた。 
 2020 年度・2021 年度のサンプルの根組織内バクテリアのマイクロバイオーム解析を行い、ラ
ッカセイに誘導されてトマト根へ侵入した可能性が考えられるバクテリア（Asticcacaulis 
biprosthecum）が見出された。また、FISH によるバクテリア局在可視化はトマト用にプロトコ
ルを改善することで安定して検出できるようになった。 
 2022 年度は屋外の畑においてトマト栽培におけるラッカセイの共植の影響を調査することを
試みたが、天候不良などの影響でサンプルが大規模に失われたため、2023 年度にあらためて屋
外の畑においてトマト根組織内マイクロバイオームにおけるラッカセイ混植の影響を調査した。
その結果、根組織内バクテリアのα多様性について、混植のほうが単植のほうが有意に高いこと
が示された。これまでの結果を総合して、屋内外のトマト栽培において、生育具体や根組織内マ
イクロバイオームに対するラッカセイ混植の影響はプラスの方向に働いており、エンドファイ
ト特定など今後のさらなる解析が期待される。 
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