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研究成果の概要（和文）：現在農業利用ができていない限界環境（塩害土壌、湛水湿地、酸性
土壌）において、化学合成した窒素肥料を用いることなく、共生窒素利用でバイオマス生産を
行うことが可能なマメ科新作物を開発することを研究の目的として、熱帯砂浜に適応したハマ
ササゲ、熱帯湿地に自生するナガバハマササゲ、酸性土壌に適応したアカササゲとそれらに着
生している根粒菌を対象に、塩、pH、高温に対する抵抗性程度を明らかにした。調査した遺伝
資源には、高いストレス耐性を有するものがあり、これらを利用して限界環境に栽培可能な新
作物の開発が可能であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：To develop novel legume crops which can be grown on harsh environment 
without industrially synthesized N, Vigna marina, V. luteola and V. vexillata together with their 
symbiotic bacteria were analyzed for their resistance to NaCl, pH and high temperature stresses. Some 
of the plant accessions together with symbiotic bacteria accessions were revealed to have very high 
potential for the development of novel stress resistant legume-symbiotic production system.  
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１．研究開始当初の背景 
地球に存在する化石燃料のうち、石油の可

採年数は 39 年、天然ガスの可採年数は 60 年
といわれており、化石燃料の枯渇に対応した
代替エネルギー資源の開発は、人類が解決し
なければならないもっとも大きな緊急の課
題であった。 
 
２．研究の目的 

これまでに農業利用ができなかった限界
ストレス環境（塩害土壌、湛水湿地、酸性土
壌）において、化学合成した窒素肥料を用い
ることなく、バイオマス生産を行うことが可
能なマメ科新作物を開発することを研究の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記の目的を達成するために、既存の作物
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にストレス耐性を付与するというこれまで
の作物育種の発想を逆転させ、限界環境に適
応し、既に強度のストレス耐性を獲得してい
るマメ科野生種を新たに作物化するという
発想で研究を進めた。具体的には、ササゲ
（Vigna）属野生種に注目し、熱帯の砂浜に適
応したハマササゲ（Vigna marina）、熱帯の湿
地環境に適応したナガバハマササゲ（Vigna 
luteola）、熱帯の酸性土壌に適応したアカササ
ゲ（Vigna vexillata）の 3 種を主な研究対象と
し、その耐塩性程度の解明、耐酸性程度の解
明と、それらストレス耐性の遺伝的要因を解
明するための遺伝解析雑種集団の作成を行
った。 

ササゲ属野生植物を、短期間に効率的に栽
培化するためには、種子をはじめとする諸器
官の大型化、裂莢性、種子吸水性（休眠性）
に関する遺伝子情報が必要である。それらの
情報は、同じササゲ属ですでにアフリカにお
いて栽培化が達成されているササゲから遺
伝子情報を得ることとし、そのために必要な
栽培化関連形質の QTL 解析を行った。 
また、限界環境下に適応したマメ科野生植

の根に共生し、窒素固定をしている根粒菌に
注目し、それらの収集、分離、保存を行い、
その分子系統分類に必要な遺伝子配列解析
と諸ストレス耐性を調査した。 
 
４．研究成果 
（1）ササゲ属野生植物の耐塩性評価 

植物側の高度耐塩性系統を特定するた
めに、ハマササゲ 50 系統、ナガバハマサ
サゲ 50 系統、アカササゲ 130 系統、計 230
系統について、発芽後 3 週間の幼植物を用
いた水耕栽培によるスクリーニングを実
施した。耐塩性が最も高かったのは、ハマ
ササゲで、NaCl 濃度 350mM4 週間に続く
500mM4 週間（計 8 週間）ストレスでも生
存可能な系統を選抜できた。次いで耐塩性
が高かったのはナガバハマササゲで、NaCl
濃度300mM 4週間に続く400mM 4週間（計
8 週間）ストレスでも生存可能な系統を選
抜できた。3 種の中で最も耐塩性が弱かっ
たのはアカササゲであったが、NaCl 濃度
250mM 4 週間の後 350mM 4 週間（計 8 週
間）ストレスでも生存可能な系統を選抜で
きた。ハマササゲは概してどの系統も高い
耐塩性を示したが、ナガバハマササゲとア
カササゲは耐塩性に関して大きな種内変
異を保有していた。 
 次に、これらの高度耐塩性遺伝子の同定
を目的に、耐塩性に関して対照的な反応を
示した種・系統間での交雑実験を実施した。
その結果、ナガバハマササゲについては、
アフリカ・ベナン原産の耐塩性強の系統
（JP23389＝現在の分類学的取扱いではハ
マササゲの１亜種とされている）とブラジ

ル原産の耐塩性弱系統（JP235855）との雑
種の作成に成功し、QTL 解析を行うための
F2 集団を獲得した。アカササゲについては、
南アメリカ・スリナム原産の耐塩性強の系
統（JP202334）とコロンビア原産の耐塩性
弱の系統（JP235869）との雑種の作成に成
功し、QTL 解析を行うための F2 集団を獲
得した。耐塩性が最も強いハマササゲに関
しては、種内に耐塩性弱の系統が存在しな
いため、ナガバハマササゲとの種間交雑を
実施し、オーストラリア産耐塩性弱のナガ
バハマササゲ系統（JP236246）とパプアニ
ューギニア産耐塩性最強系統（JP236255）
との間で F1 雑種植物の獲得に成功し、現
在 F2 種子を収穫中である。 

 
(2) ササゲ作物化遺伝子の同定 

高度ストレス耐性野生種を新たに栽培
化するための栽培化遺伝子同定を目的に、
ア フ リ カ 起 源 の 栽 培 サ サ ゲ （ Vigna 
unguiculata）と野生ササゲの雑種集団を作
成し、分子連鎖地図の作成と栽培化関連形
質の QTL 解析を行った（論文 1、2）。 
 詳細な分子連鎖地図は BC1F1 集団を用
いて、226 個の SSR（Single Sequence Repeat）
マーカーで作成した。マーカー間平均距離
3.96cM、総長 852.4cM、11 連鎖群から構成
される分子連鎖地図の作成に成功した。さ
らに、BC1F1 雑種集団と F2 雑種集団の 2
集団を用いて、24 形質に関する栽培化関連
形質の QTL 解析を実施し、合計 156 個の
QTL を検出した。これら栽培化関連形質の
中で、連鎖群 3, 7, 11 に、作用力が大きく
複数の形質の栽培化に寄与したと考えら
れる興味深い QTL を見出した。 

   
(3) アカササゲの耐酸性 

アカササゲの遺伝資源118系統を用いて、
低ｐH に対する初期生育を調査した結果、
pH3 での生育が pH6 での生育を凌ぐ（乾物
重生産が 120%以上）耐酸性遺伝資源 24 系
統を見出した。 

 
(4) 限界環境自生地における根粒の収集と分
離された菌の分子分類学的同定 
 2009 年に、石垣島と西表島において探索
調査を実施し、砂浜に生育するハマササゲ
（8 地点）と、湿地に生育するナガバハマ
ササゲ（2 地点）に着生していた根粒を収
集した。 
 このうち、ハマササゲの自生地（砂浜）
で収集した根粒から分離した菌計 37 株を
用いて、種分類の指標として用いられる
16SrRNA 遺伝子の塩基配列を決定した。根
粒菌を収集した自生地は、石垣島 3 か所
（Ishi-3：井野田海岸、Ishi-4：井原間海岸、
Ishi-5：底地海岸）、西表島 3 か所（Irio-1：



 

 

南風見田の浜、Irio-2：星砂海岸、Irio-3：
星立海岸）である。 
 16SrRNA 塩基配列解析の結果によると、
収集した根粒から分離した細菌は、４つの
グループから構成されていた。グループ１
は、Rhizobium leguminosarum に近縁な 2 菌
株で構成され、西表島星砂海岸で収集した
2 菌株がこのグループに属していた。グル
ープ２は、Rhizobium huautiense に近縁な 4
菌株で構成され、石垣島底地海岸で収集し
た 1 菌株と西表島星立海岸で収集した 3 菌
株 が 属 し て い た 。 グ ル ー プ ３ は 、
Sinorhizobium fredii に近縁な 6 菌株で構成
され、西表島南風見田の浜で収集した 1 菌
株、西表島星砂海岸で収集した 4 菌株、西
表島星立海岸で収集した 1 菌株が属してい
た 。 グ ル ー プ ４ は 、 Agrobacterium 
tumefacience に近縁な 22 菌株で構成され、
石垣島 3 地点、西表島 3 地点、計 6 地点す
べての収集菌株が属していた。この他に、
Microbacterium 属に属する 1 菌株（石垣島
井原間海岸）、Paenibacillus polymyxa に近縁
な 1 菌株（西表島星砂海岸）、Bacillus 属に
属する 1 菌株（石垣島底地海岸）が根粒か
ら分離された。以上のことから、ハマササ
ゲには極めて多様な細菌が根粒内に生息
していることが明らかになった。 
 

(5) ハマササゲの根粒から分離した菌の
nodA 遺伝子 
 ハマササゲの根粒から分離した菌はこ
れまで根粒菌と思われていなかった菌種
を含む多様な分類群から構成されている
ことが明らかになったため、これらの菌が
根粒形成遺伝子を持っているかどうか確
認するために、根粒形成遺伝子 nodA の塩
基配列を調査した。材料には、16SrDNA の
塩基配列によって Sinorhyzobium 属と判定
された 7 菌株、Agrobacterium 属と判定され
た 9 菌株、Bacillus 属と判定された 2 菌株、
計 18 菌株を用いた。その結果、これらの
菌はすべて nodA 遺伝子を持っていること
が明らかになった。また、これらの菌株は、
Sinorhizobium fredii 型の nodA 遺伝子塩基
配列を持つ菌株グループ（S. fredii-nodA グ
ループ）と、Sinorhizobium meliloti 型の nodA
遺伝子塩基配列を持つ菌株グループ（S. 
meliloti-nodA グループ）とに分類すること
ができた。 
 16SrDNA 配列で Sinorhizobium 属と判定
された 7 菌株中 6 菌株は S. fredii-nodA グル
ープで、1 菌株が S. meliloti-nodA グループ
であった。Agrobacterium 属と判定された 9
菌株は、1 菌株が S. fredii-nodA グループで、
8 菌株が S. meliloti-nodA グループであった。
Bacillus 属と判定された 2 菌株は、ともに
S. meliloti-nodA グループであった。この結

果は、nodA 遺伝子がこれらの菌株間で水
平伝達を起こした可能性を示唆している。 

 
(6) ハマササゲの根粒から分離した菌の環境
ストレス耐性 
ハマササゲの根粒から分離した 37 菌株
（Agrobacterium 属 22 菌株、Sinorhizobium
属 7 菌 株 、 Rhizobium 属 5 菌 株 、
Microbacterium 属 1 菌株、Bacillus 属 1 菌株、
Paenibacillus 属 1 菌株）を用いて、NaCl 耐
性、高 pH 耐性、高温耐性の程度を調査し
た。異なる処理条件に対する耐性の判定は、
YMB 培地上でのコロニーの生育状態によ
って行った。 

 
① NaCl 耐性 
 NaCl 濃度は、0 (Control), 1, 2, 3, 4, 5％の
6段階で試験を行った。全37菌株において、
NaCl 濃度 1%では 100%、2%では 94.6％、
3%では89.2％、4%では54％、5%では10.8％
がコロニーを形成した。ハマササゲの根粒
から分離した菌には、高度の NaCl 耐性を
持つ菌が含まれていることが、明らかにな
った。菌の分類群と NaCl 耐性の間に顕著
な関連性は見いだせなかった。 
 
②高 pH 耐性 
 pH 処理は、pH4、5、7 (Control)、8、9、
10.5 の 6 段階とした。全単離菌株（37 菌株）
の中で、pH4 では 5.4%、pH5 では 89.2%、
pH7、8、9、10.5 では 100%の菌株がコロニ
ーを形成した。また、pH10.5 において生育
が若干弱まった 4 菌株を除くと、すべての
菌株が pH7 (Control)よりも高い pH におい
て、より良い生育を示した。このことから、
石垣島と西表島の海岸（砂浜の土壌 pH は、
9.3 - 9.6 であった）に生育するハマササゲ
の根粒から分離した菌は、高 pH に高い耐
性を有することが明らかになった。また、
これらの菌は低 pH に対しては感受性であ
ることが明らかになった。 
 
③高温耐性 
 菌の培養温度は、28℃ (Control)、37℃、
40℃、45℃の 4 段階とし、インキュベータ
ー内で 3~4 日培養してコロニーを観察した。
全単離菌株（37 菌株）の中で、37℃および
40℃では 100%すべての単離菌株がコロニ
ーを形成し、45℃では 67.5%の菌株がコロ
ニーを形成した。このことから、ハマササ
ゲの根粒から分離した菌には、高度の高温
耐性を有する菌が多く含まれていること
が明らかになった。菌の分類群と高温耐性
の間に顕著な関連性は見いだせなかった。 
 
 以上の環境ストレス耐性試験の結果、石
垣島と西表島の砂浜に生育するハマササ



 

 

ゲの根粒から分離した菌には、高度の環境
ストレス耐性を有する菌株が含まれてお
り、限界環境におけるバイオ肥料として極
めて有望であることが判明した。 
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