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研究成果の概要（和文）：酸性土壌では、強酸性、アルミニウム・重金属などの金属過剰害、リ

ン酸の不溶化、窒素固定菌の活性低下などが複合して植物の生育阻害が起こっている。酸性土

壌適応植物と微生物群が形成する植物・微生物共生体から、環境修復や食糧増産などへの応用

が期待される微生物群を取得してきた。これら有用微生物の生産するバイオフィルム(多糖)の

解析を進めるとともに、分類学的性状について検討を加え、新種の提案を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：We proposed four novel Burkholderia and Acidocella species, 
Burkholderia heleia (SA41T, SA42, and SA53), Burkholderia acidipaludis (SA33T and 7A078), 
Burkholderia bannensis (E25T and E21), and Acidocella aluminiidurans (AL46T), isolated 
from the chinese water chestnut (Eleocharis dulcis) and torpedo grass (Panicum repens), 
growing in Acid sulfate soils (ASS) area of Vietnam and Thailand. 
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１．研究開始当初の背景 

酸性土壌では、強酸性、アルミニウム・重

金属などの金属過剰害、リン酸の不溶化によ

るリン不足、窒素固定菌の活性低下による窒

素不足などが複合して植物の生育阻害が起こ

り、農業上の問題となっている。特に、アル

ミニウムは酸性環境下ではイオン化し、細胞

膜、細胞壁、DNA など生体物質へ結合し、植

物の根の伸長阻害などを引き起こす。酸性土

壌のうち、硫化鉄を多く含む海成粘土層が開

墾などにより地表に露出し、これが酸化して

生じる硫酸が原因となり、土壌および周辺水

域が pH1～4 という強酸性を示す酸性硫酸塩

土壌 (acid sulfate soil：以降 ASS)と呼ば

れる土壌は作物植物への影響が特に深刻であ

る。 

酸性土壌への対策として、汲上げ水による

土壌の洗浄、石灰による酸の中和等が行われ

ているが、処理範囲が膨大でポンプの敷設・

管理、大量の石灰の運搬・散布が必要であり
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これら対策に多大なコストがかかることから

も、導入が難しい。 

そこで、低コストかつ効率的な新手法、例

えば植物根圏で酸性環境の中性化、過剰金属

の不活化、リン酸の可溶化、窒素化合物の供

給などピンポイントで効果を発揮する酸性土

壌適応有用微生物の利用などが求められてい

る。 

これまでに、ASS適応植物と微生物群が形成

する植物・微生物共生体から上記の機能を発

揮する1000株以上の植物共生微生物を取得し

ている。これらから、アセチレン還元法によ

る窒素固定活性測定により選抜した。 

その結果、50株以上がpH 3.0で窒素固定活

性を示し、特にイネ科植物から取得した

Mangrovibacter属M2B3株はpH 2.5の強酸性、

3%のNaCl存在下で良好な窒素固定活性を示し

た。また、イネに接種すると300Mアルミニ

ウムイオン存在下でイネの生育を促進する菌

株Pullulanibacillus属CA42株やアルミニウ

ム耐性・重金属耐性・不溶性リン酸可溶化菌

を併せ持つAcidocella属AL46株などを発見し

たが、その時、イネの根周囲には著量のバイ

オフィルムが形成されていた。 

 

２．研究の目的 
(1) ASS 適応新規分類群の分類学的性状の検
討・新種提案 
申請者らは、これまでに ASS 適応植物と微生
物群が形成する植物・微生物共生体から上記
の機能を発揮する多くの植物共生微生物を
取得している。これらには新規分類群に属す
る菌株が多く、その利用・制御のためにも、
機能解析とともに分類学的検討を行う。これ
までに選抜した ASS 適応能をもつ菌株のうち, 
16S rRNA遺伝子の予備的な塩基配列解析の結
果、新規分類群に属すると予想された
Burkholderia属細菌（SA41, SA42, SA53, SA33, 
7A078, E25, E21）および Acidocella 属細菌
（AL46）を用い, これらの系統分類学的特徴
について詳細に検討を行う。 
 
(2) ASS 適応関連物質（バイオフィルム）の
構造と機能解析 
これまでの研究で、CA42 株、AL46 株、M2B3
株をはじめ選抜した ASS適応微生物は細胞外
多糖や外膜多糖、あるいは低分子キレート物
質を生産している。これらは酸性条件でアル
ミニウムと結合することで水溶液中のアル
ミニウムイオン(Al3+)を減少させることが示
唆された。これら物質は、新規アルミニウム
吸着材としての応用も考えられるため、その
構造を詳細に決定し、構造と機能の関係を明
らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) ASS 適応新規分類群の分類学的性状の検
討・新種提案 

16S rRNA 遺伝子の塩基配列（約 1500 bp）
の決定はユニバーサルプライマーを用いて
行った。系統解析は MEGA version 4、PHYLIP 
3.65 package、ClustalX を用いた。系統樹の
作 成 は neighbor-joining 法 、
maximum-parsimony 法、maximum likelihood
法を用い、ブートストラップ法を用いてその
検定を行った。 

各菌株および比較となる近縁の基準株を
用い、以下の試験項目について比較を行った。
至適生育 pH、至適生育温度、グラム染色性、
発酵能試験、糖資化能試験、酵素反応試験、
抗生物質耐性試験、運動性の観察は定法に従
って行った。走査型電子顕微鏡による形態観
察、金属イオン耐性試験と不溶性リン酸可溶
化試験も合わせて行った。また、窒素固定活
性はアセチレン還元試験で判定し、エチレン
の定量はガスクロマトグラフ(GC-2014, 
SHIMADZU)、キャピラリーカラム HP-PLOTQ 
(Agilent)を用いた。 

また、各菌株および比較となる近縁の基準
株を用い、以下の試験項目について比較を行
った。キノン組成; 抽出したキノンの検出は
ACUITY UPLCTM (UPLC/MS/MS, Waters)を用い
た。脂肪酸組成; 脂肪酸メチルエステルの分
析には GCMS (QP5050, SHIMADZU)、カラムは
SPB1 30m (SUPELCO)を使用した。染色体 DNA
抽出; 細胞からの DNAの抽出は定法に従って
行い、分光光度計を用いて波長260nmと280nm
の吸光度を測定し、得られた測定値の比から
DNA の純度を検定した。その後、DNA 濃度の
測定を Qubit fluorometer (Invitrogen) を
用いて行った。この DNA 溶液を GC 含量測定
および DNA-DNA 相同性試験に用いた。GC 含量
測定; GC 含量の測定は HPLC（LC-10, SIMADZU）
を用い、カラムは (Cosmosil 5C18-AR, 150 
mm×4.6 mm) を用い、移動相に 0.2 M リン酸
二水素アンモニウム-アセトニトリル(40:1)
を用いて分析した。DNA-DNA 相同性試験; 
DNA-DNA 相同性試験はフォトビオチンを用い
たマイクロプレート法で行った。 
 
(2) ASS 適応関連物質（バイオフィルム）の
構造と機能解析 

これまでに申請者らは、微生物の生産する
細胞外多糖の機能を明らかにするために、代
表的な土壌放線菌である Rhodococcus 属細菌
をモデル系として、細胞外多糖の構造決定な
らびに細胞表層構造と機能の相関について
も解析を進めてきた。そこで、これまでの経
験と技術を用いて酸耐性窒素固定菌やアル
ミニウム耐性菌の細胞外多糖の機能と構造
の関連を検討した。具体的には、イネの根圏
でバイオフィルムを生産する CA42 を用い、



 

 

各種クロマトグラフィーを用いて細胞外多
糖を精製し、アルミニウムイオン吸着能など
の機能解析を行った。また、糖組成分析やメ
チル化分析、NMR 分析を組み合わせて糖鎖構
造の決定を行った。 

さらに、構造を決定した多糖の、ASS で問
題となるその他の金属イオン（鉄、マンガン、
ニッケル、銅、亜鉛など）とアルミニウム吸
着物質を反応させ、その後 ICP 発光分析装置
を用いてこれら金属イオンの吸着性につい
て検討した。 
 
4．研究成果 
(1) ASS 適応新規分類群の分類学的性状の検
討・新種提案 
① ASS 適 応 植 物 表 面 に 存 在 す る 新 規
Burkholderia 属細菌 

本研究の前段階で酸耐性微生物として選
抜されたBurkholderia属細菌はそれぞれ16S 
rRNA 遺伝子の塩基配列に基づく系統解析の
結果、3 つの手法で系統樹を作成しても全て
独立したクラスターを形成し、SA41、SA42、
SA53 と SA33、7A078 および E25、E21 という
3 つの異なる種である可能性が示された。 
以下に、本研究で提案した新種 3種の特徴を
示す。 
 

新 規 酸 耐 性 窒 素固 定菌 Burkholderia 
heleia;ベトナムの ASS の湿地（pH 2 – 4）
に生息するシログアイ（Eleocharis dulcis）
の水中茎表面より単離した SA41、SA42、SA53
株は 1/10 TS 液体培地（pH 3.5）で生育させ
ると培地 pH を上昇させ、かつ無窒素半流動
性培地でアセチレン還元試験を行った結果、
pH3.5 という強酸性でも窒素固定活性を示し
た。16S rRNA 遺伝子の塩基配列の blast 解析
の結果、これら 3 株は Burkholderia 属であ
ることが示唆された。SA41 株とその他単離株, 
近縁種との 16S rRNA 遺伝子の類似度は、SA42
株 （ 99·9 % ）、 SA53 株 （ 99·8% ）、  B. 
silvatlantica (98·5 %) 、  B. mimosarum 
(98·2%)、  B. ferrariae (98·0 %)、  B. 
tropica (97·0 %)であった。SA41 株とその他
単離株、近縁種の基準株との DNA-DNA 相同性
は SA42 株（94 %）、SA53 株（89 %）、B. 
silvatlantica (39 %)、B. mimosarum (41 %)、 
B. ferrariae (39 %)および B. tropica (33 %)
であり、その他の生理・生化学試験および化
学分類学的試験を総合して SA41、SA42、SA53
株を新種 Burkholderia heleia として提案し
た。 

 
 新 規 酸 耐 性 ・ ア ル ミ ニ ウ ム 耐 性 菌
Burkholderia acidipaludis; ベトナムのASS
の湿地（pH 2 – 4）に生息するシログアイ
（Eleocharis dulcis）の水中茎表面より単
離した SA33 株および、タイの ASS の湿地（pH 

2 – 4）に生息するシログアイの根の組織内
部より単離した 7A078 株は、1/10 TS 液体培
地（pH 3.5）で生育させると、培地 pH を上
昇させ、かつ MT 培地（pH 3.5）に塩化アル
ミニウムを加えた生育試験の結果、ASS に存
在する平均的なアルミニウム濃度(2-3 mM)を
超える 5 mM に耐性を示した。16S rRNA 遺伝
子の塩基配列の blast 解析の結果、これら 2
株は Burkholderia 属であることが示唆され
た。SA33 株と 7A078 株、近縁種との 16S rRNA
遺伝子の類似度は 7A078 株(100 %)、B. 
kururiensis (97·3 %)、B. sacchari (97·1%)、 
B. tubernum (97·0 %)であった。SA33 株と
7A078 株、近縁種の基準株との DNA-DNA 相同
性は 7A078株(90 %)、B. kururiensis (47 %)、 
B. sacchari (46 %)、B. tubernum (45 %)で
あり、その他の生理・生化学試験および化学
分類学的試験を総合して SA33 株と 7A078 株
を新種 Burkholderia acidipaludis として提
案した。 
 

新規酸耐性菌 Burkholderia bannensis;タ
イの ASS の湿地（pH 2 – 4）に生息するシロ
グアイ（Eleocharis dulcis）の水中茎表面
より単離した E25 株および根より単離した
E21 株は、1/10 TS 液体培地（pH 3.5）で生
育させると培地 pH を上昇させた。16S rRNA
遺伝子の塩基配列の blast 解析の結果、これ
ら 2 株は Burkholderia 属であることが示唆
された。E25 株と E21 株、近縁種との 16S rRNA
遺伝子の類似度は、E21 株(100 %)、B. unamae 
(98·7 %)、B. tropica (98·6 %)、B. sacchari 
(97·6 %)、B. nodosa (97·4%)、B. mimosarum 
(97·3 %)であった。E25 株と E21 株、近縁種
の基準株とのDNA-DNA相同性はE21株(90 %)、
B. unamae (42 %)、B. tropica (42 %)、B. 
sacchari (42 %)、B. nodosa (45 %)、B. 
mimosarum (35 %)であり、その他の生理・生
化学試験および化学分類学的試験を総合し
て E25 株と E21 株を新種 Burkholderia 
acidipaludis として提案した。 
 
②アルミニウム耐性・重金属耐性・リン酸可
溶化菌Acidocella aluminiidurans;アルミニ
ウムは酸性環境下ではイオン化し、細胞膜、
細胞壁、DNA など生体物質へ結合することで
植物だけでなく動物へも毒性を示す。これま
での研究により植物のアルミニウム耐性の
機作として、有機酸によるキレートなどが報
告されている。一般的に、イネなど作物植物
へのアルミニウム毒性はM のレベルで起こ
るが、ベトナムおよびタイの ASS では水中の
アルミニウム濃度が 6 mM 以上を示す箇所も
あった。そのため、酸感受性植物を ASS で生
育させる場合、水中のアルミニウムイオンを
ある程度吸着、除去する陽イオン吸着能をも
つ微生物、または資材の適用も効果的である



 

 

と考えられる。 
 ASS に優占して生息するハイキビやシログ
アイの表面には非常に強いアルミニウム耐
性菌やアルミニウムイオンを吸着、除去する
バイオフィルム構成菌が棲息し、植物を保護
している可能性がある。そこで、ベトナムの
ASS の湿地（pH 3）に生息するハイキビ
（Panicum repens）の水中茎表面よりアルミ
ニウム耐性を指標に選抜した。選抜した菌株
はすべて Acidocella 属に属しており。これ
らの菌株は、これまでの報告を大きく上回る
濃度の塩化アルミニウム (150 mM)や硫酸マ
ンガン (1 M)、硫酸ニッケル (20 mM)、硫酸
カドミウム (1 mM)、塩化鉄 (0.4 mM)、硫酸
銅 (0.1 mM)を含む酸性培地（pH 3）で良好
な生育を示した。また、これらの菌株の外膜
多糖(LPS)は水溶液中のアルミニウムイオン
を吸着し、リン酸アルミニウムやリン酸鉄な
どの不溶性リン酸塩の可溶化能も示した。
AL46 株と近縁種との 16S rRNA 遺伝子の類似
度は、A. facilis (99·4 %)、A. aminolytica 
(97·8 %)であった。これら株との DNA-DNA 相
同性は A. facilis (40·3 %)、A. aminolytica 
(39·6 %)であり、その他の生理・生化学試験
および化学分類学的試験を総合して、AL46 株
を新種 Acidocella aluminiidurans として提
案した。 
 
(2) ASS 適応関連物質（バイオフィルム）の
構造と機能解析 

CA42 の生産するバイオフィルム（多糖）は、
菌体を生理食塩水に回収・振盪して多糖を剥
離させ、DNase、RNase を用いて核酸物質を分
解し、フェノール・クロロホルムでタンパク
質を除去した後、透析により精製を行い、凍
結乾燥をして取得した。取得した多糖をAlCl3

溶液と反応させ、PCV 法により溶液中に残る
Al3+濃度を測定した。その結果、多糖を反応
させた溶液は、溶液中に残存する Al3+濃度の
減少が見られた。これにより多糖に Al3+の吸
着能がある事が確認された。そこで、詳細な
機能について検討を行うために構造解析を
行った。多糖の組成分析、メチル化分析・NMR
を用いて構造解析をしたところ、グルコース
を主成分として持つ多糖であり、アルミニウ
ムのほかにマンガン、ニッケル、鉄を吸着す
ることが分かった（投稿準備中）。 

また、CA42および類縁の単離株09M122株、
09M123 株の 16S rDNA 配列解析、DNA-DNA 
Hybridization および生理・生化学分類試験
や化学分類試験の結果、CA42 株を始めとする
これら菌株は Pullulanibacillus 属に属する
新種であると考えられ、現在新種提案中であ
る。 
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