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研究成果の概要（和文）： 

植物の葉表面や葉組織には微生物が生息し、植物や病原微生物と相互作用することによって、
植物の生育や様々な環境ストレス・病虫害に対する耐性に関わっているものと推察されている。
本研究では、イネ植物体の細胞間隙に生息する微生物群集の多様性と、同微生物の植物への耐
病性付与について研究を行なった。その結果、(1)イネの細胞間液から抽出した DNA を鋳型と
した 16Sと 18S rDNA断片の PCR-DGGE 法によるバンドパターン解析と塩基配列を用いたデー
タベース解析から、微生物集団の多様性と微生物種の推定が可能である。(2)有機栽培イネの細
胞間隙液に特徴的な内生菌として、Pseudomonas sp., Bacillus sp., Curtobacterium sp., Acinetobacter 

sp.等を見出すことができた。(3)同分離菌の中には、イネいもち病菌の感染、増殖に抑制的な働
きをもつものや、イネもみ枯細菌病菌による苗腐敗症を抑制するものが存在していた。以上の
ことから、有機栽培イネの細胞間隙液に存在する内生菌集団の中には、病原菌の感染、増殖に
抑制的な働きを持つものが存在している可能性が考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Microorganisms inhabiting in intercellular spaces of plants may stimulate plant defense systems or 

promote plant growth, whereas they are likely to benefit from the exudates of plant cells. In this study, 

we analyzed the structure of overall community of endophytic microorganisms in plants and their 

disease suppressive activity. Intercellular fluid (IF) was collected from leaf blades and sheaths of 

rice. (1) Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) pattern and nucleotide sequence analyses 

of 16S and 18S rDNA fragments amplified from IF DNA seemed to be available to understand 

global microbial ecology in plants. (2) Pseudomonas sp., Bacillus sp., Curtobacterium sp. and 

Acinetobacter sp. were preferentially isolated as endophytic bacteria from rice IF cultivated by 

organic farming system. (3) Some of those endophytic bacteria exhibited potential activity to 

suppress rice blast and rice bacterial rot seedling diseases.  
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1. 研究開始当初の背景 

 植物の葉表面に生息する微生物や内生菌
が存在することは以前から知られているが、
これまでの研究対象は、培養できる微生物に
限られていた。しかし、環境中に存在する微
生物の中で、培養可能なものは約 1 割程度と
考えられている。したがって、国内国外を問
わず、これまでの知見から、植物体に生息す
る微生物群集の姿を正確に理解することは
できないと考えられる。近年、難培養性微生
物を含む環境中の微生物群集から直接 DNA

の単離・解析を行なうメタゲノム的なアプロ
ーチが可能となってきた。すでに、海底下堆
積物や温熱鉱床付近に生息する微生物群集
の解析や、ヒト腸内細菌叢や口腔細菌叢をま
るごと解析することにより、環境中における
菌叢全体の代謝活動の把握と、有用遺伝子の
獲得が進められている。 

 

２．研究の目的 

  植物の葉表面や葉組織には微生物が生息
し、植物や病原微生物と相互作用することに
よって、植物の生育や様々な環境ストレス・
病虫害に対する耐性に関わっているものと
推察されている。しかし、実際の自然環境中
において、難培養性微生物を含めてどのよう
な微生物種が生息し、植物や病原微生物とど
のように関わっているのかはほとんど明ら
かになっていない。本研究では、メタゲノム
的手法により、植物体中の細胞間隙に生息す
る微生物群集（以下では内生菌という）をま
るごと解析する。内生菌の多様性、同微生物
の植物への耐病性付与について研究を行な
い、植物組織内に生息する微生物群集の病害
抑制における役割を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) モデル植物としてイネを用い、イネ葉身、
葉鞘の組織内に生息する内生菌集団から直
接 DNA を抽出する。材料とするイネは、栽
培法、品種、生育ステージなどを変化させる。
得られた DNA を鋳型とし、細菌用として 16S 

rDNA 可変領域、糸状菌用として 18S rDNA

可変領域をそれぞれ PCR 増幅し、Denaturing 

Gradient Gel Electrophoresis(DGGE)法により
内生菌集団を構成する微生物の多様性をま
るごと解析する。 

(2) (1)において PCR 増幅した 16S および 18S 

rDNA 可変領域の塩基配列を、次世代シーク
エンサーを用いて決定し、データベース解析
から、集団を構成する微生物種の推定を行う。 

(3) 慣行栽培イネの種子および有機栽培イネ

より自家採種した種子を、それぞれ慣行・有

機栽培の水田より採取した土壌に播種し、ポ

ット栽培する。7-10 葉期の植物体から細胞間

隙液を、NA 培地(細菌用)および 100μg/ml ス

トレプトマイシンを含むPDA培地(糸状菌用)

で培養し、菌叢の比較を行う。 

(4) また、有機および慣行栽培用のイネ苗(6-7

葉期)および田植え後約 1 ヶ月、2 ヶ月、3 ヶ
月のイネ葉身と葉鞘から細胞間隙液を採取
し、NA 培地での菌叢の比較から、有機栽培
に特徴的な内生細菌コロニーを採取する。得
られたコロニーより、PCR で 16S rDNA 断片
を増幅し、塩基配列決定とデータベース検索
から、微生物の種類を推定する。 

(5) (4)で得られた「有機栽培に特徴的な内生
細菌」の懸濁液に、イネ種子を浸漬後、滅菌
培土で栽培する。5 葉期の植物体を用いて、
葉鞘接種法によるいもち菌侵入率の影響か
ら、同細菌のいもち病抑制活性を評価する。 

(6) また、有機栽培に特徴的な内生細菌をイ
ネ種子に施用後、イネもみ枯細菌病菌を接種
し、同内生細菌を施用した培土に播種する。
イネ苗腐敗症の発病度を評価する。 

 

４．研究成果 

(1)品種・生育時期・地域の異なるイネにおける

細胞間隙の内生菌集団の多様性解析: 

①慣行栽培されたイネ 3 品種、宮城県内 3 地

域の慣行栽培水田のイネ、および生育段階の

異なるイネ(いずれも品種ひとめぼれ)より、

細胞間隙液由来 DNA を採取した。同 DNA を

鋳型として 16Sと 18S rDNA断片を PCR増幅

し、DGGE 法により解析したところ、両断片

とも、品種および地域間で明瞭な差はなかっ

たが、生育時期が異なると 18S rDNA 断片の



泳動パターンが顕著に変化したことから(図

1)、有機・慣行栽培のイネで細胞間隙の微生

物叢を比較解析する場合には、生育時期を複

数選ぶことが必要であることが明らかにな

った。 

②さらに、播種 4 週間後のイネにおける細胞間

隙液 DNAから PCR増幅した 16S と 18S rDNA

断片の次世代シークエンサーによる塩基配列の

決定と、データベース解析により、内生菌集団を

構成する微生物種の推定が可能であることが示

された(図 2)。 

 

(2)有機・慣行栽培の水田土壌で育成したイネの

細胞間隙内生菌集団の多様性解析: 

 ① 慣行・有機栽培の水稲圃より採取した土壌

を用いて栽培した 7-10 葉期の苗の細胞間隙液

に由来する 18S rDNA断片を、DGGE分析した

ところ、慣行・有機栽培間で共通のバンドが多数

認められたが、有機栽培区に特徴的なバンドも

検出されたことから（図 3A 矢印）、この手法によ

り慣行・有機栽培イネの細胞間隙における内生

菌集団の比較解析ができる可能性が明らかにな

った。 

 ②  慣行・有機

栽培土壌を用い

て育成したイネ苗

の細胞間隙液由

来 18S rDNA の

解析（図 3A）にお

いて、慣行栽培よ

りも有機栽培でよ

り明瞭に検出され

たバンド（図 3 矢

印）について、有

機栽培水田の生

育時期の異なる

植物体を用いて同様に解析したところ、ほぼ同

じ移動度を示すバンドが検出された（図 3B）。し

たがって、それらのバンドに由来する微生物（糸

状菌）は、有機栽培区に特徴的な微生物である

可能性が考えられた。また、有機栽培において

も、生育段階による 18S rDNA 泳動パターンの

変化が確認された。以上の結果より、有機栽培

と慣行栽培における内生菌集団には、違いが存

在することが示唆された。 

③ 同細胞間隙液をNAおよびPDA培地を用い

て培養したところ、慣行・有機栽培イネ間で形態

の異なるコロニーが観察された（図 4）。このこと

は、有機栽培に特徴的な微生物が細胞間隙に

生息していることを示唆している。 

 

(3)有機および慣行栽培イネの細胞間隙液に由

来する内生菌集団の培養による比較解析: 

 6-7 葉期の有機・慣行栽培イネ苗および田植え

後約 1 ヶ月、2 ヶ月と 3 ヶ月の有機・慣行栽培水

田より採取したイネの葉身と葉鞘から細胞間隙

液を採取し、NA 培地に塗布して培養したところ、

苗および田植え後 1,2 ヶ月のイネの細胞間隙液

において、有機栽培に特徴的なコロニー（培地

上に形成されるコロニー数が慣行栽培イネに比

べて明らかに多い）が認められた（図 5）。同様に、

ポット栽培イネの葉身と葉鞘から細胞間隙液を

採取して培養したところ、有機栽培に特徴的な

コロニーが認められた（図 6）。有機栽培イネ苗

に特徴的な 3 コロニー、有機栽培水田のイネに



特徴的な 7 コロニー、有機栽培ポットのイネに特

徴的な 6 コロニー（合計 16菌株）を単離・培養し、

以後の解析に用いた。 

 

(4)有機栽培イネの細胞間隙液に特徴的な内生

菌の推定:  

 有機栽培イネに特徴的なコロニーの形態およ

び培養性状より、同コロニーは細菌である可能

性が高いと判断されたため、16S rDNA 断片を

特異的に増幅するプライマーセットを用いた

PCR により増幅し、クローニングを行った。得ら

れたクローンの塩基配列を決定し、データベー

スによる相同性検索を行ったところ、16菌株中 6

菌株が Pseudomonas sp.であった。 

 

(5)有機栽培イネに特徴的な微生物を施用した

イネにおけるいもち病抑制活性の評価： 

  有機栽培に特徴的な 7 菌株をそれぞれ処理

した 5葉期のイネを用いて、葉鞘接種検定により、

いもち病菌侵入率への影響を調べた。その結果、

AZ2株（Pseudomonas sp.）処理によっていもち病

菌侵入率が有意に低下した(図 7)。さらに、いも

ち病菌 28S rDNA 量からいもち病菌バイオマス

を推定したところ、比較無処理区(Control)に対

して AZ2株処理区ではいもち病菌のバイオマス

が減少する傾

向が認められ

た(図 8)ことか

ら、有機栽培イ

ネの細胞間隙

液に存在する

内生菌株の中

には、いもち病

菌の感染、増

殖に抑制的な働きをもつものが存在している可

能性が考えられた。 

 

(6)有機栽培イネに特徴的な内生菌のイネもみ

枯細菌病菌による苗腐敗症の抑制効果の解析 

 有機栽培に特徴的な内生細菌がイネの生育

初期に比較的多く認められたことから、苗病害

に対する効果を評価した。その結果、イネもみ枯

細菌病菌による苗腐敗症に対して、Bacillus sp., 

Curtobacterium sp., Acinetobacter sp.と推定され

る内生菌を施用した場合に、苗腐敗症の発病が

抑制されることが示唆された（図 9）。 

 
以上より、有機栽培イネの細胞間隙液に存在
する内生菌集団の中には、病原菌の感染、増
殖に抑制的な働きを持つものが存在してい
る可能性が考えられた。 
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