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研究成果の概要（和文）：無農薬・無肥料（堆肥含む）の自然農法で 30 年近く継続して栽培

管理されているリンゴ樹の一部に顕著な病害虫発生抑制現象が観察される事例が知られている。
長期間の自然農法栽培実践の過程でリンゴ樹に未解明の獲得自然免疫現象が生じて病害虫耐性
を獲得した可能性が示唆されているが、科学的な検証が必要である。本研究はこのリンゴ園を
含む自然農法栽培園と慣行防除園の合計 4 園を対象として、リンゴ樹葉圏と根圏の微生物群の
多様性とその特徴を次世代シークエンサーによる大規模塩基配列解析で分析し、微生物群の多
様性とその適応・進化の観点から、微生物種の存在によって宿主植物が自然免疫を獲得する可
能性について科学的な解析と評価を試みたものである。 

まず葉圏の真菌では、全ての園地で菌類は Aureobasidium pullulans、Cladosporium tenuissimum、
Cystofilobasidium macerans、Cryptococcus victoriae などが生息し、自然農法栽培園ではそれに加
えて Venturia inaequalis（黒星病菌）、Alternaria mali（斑点落葉病菌）、Diplocarpon mali（褐斑病
菌）等の病原菌も検出された。病害虫発生抑制現象が見られる自然農法栽培 K 園では他の 3 園
で最優占種であった Aureobasidium が有意に少ない特徴が見られた。K 園の最優占種は
Cladosporium と病原菌の Venturia であったが、慣行栽培園と類似した少数の微生物種（2－3 種）
が寡占するパターンを示した。一方、2 年前に K 園を模倣して自然農法栽培に転換したばかり
の MS 園ではより多数（4－5 種）の微生物種が拮抗して生息していた。葉圏の細菌は、どの園
地でも Sphingomonas echinoides、Methylobacterium radiotolerans、Pseudomonas syringae などが優
占して生息していた。各園地とも 6 月の細菌類生息量は極めて少なかったが、自然農法栽培 2

園では 8 月に種数と生息量が 20 倍以上に増加し、慣行栽培園ではほとんど変化しなかった。慣
行栽培園では化学農薬散布により細菌の生息が大きく制限されている状況が明らかになった。
自然農法栽培 2 園（K 園と MS 園）の 8 月の細菌種の多様性を解析した結果、門或は属のレベ
ルで多様度には大きな違いは見られず、生息する細菌類の多様性だけで病害虫発生抑制を説明
できないことが判明した。個々の種に注目すると、K 園では Pseudomonas 属、MS 園では Pantoea

属の生息量が有意に豊富であった。 

次に根圏の真菌では、自然農法栽培 K 園で 50 属、慣行防除 O 園で 55 属が検出された。K 園
では Emericella、Fusarium、Mortierella、Cordyceps、Leohumicola の順に、O 園では Fusarium、
Cryptococcus、Dipodascus、Leohumicola、Mortierella の順に多数検出された。根圏細菌では、K

園で 327 属、O 園で 356 属が検出され、K 園では Nirospira、Bradyrhizobium、Cupriavidus、
Burkholderia、Pseudomonas の順に、O 園では Nirospira、Bradyrhizobium、Ktedonobacter、Bacillus、
Methylosinus の順に多数検出された。真菌、細菌共に優占種には明らかな違いが認められ、慣
行防除 O 園の種類が若干多様であった。 

調査リンゴ園に自生しているナズナを採集し、ポリ A-RNA を調製して次世代シークエンサ
ーによる大規模塩基配列解析を行ない、得られたデータをシロイヌナズナ DNA データベース
に登録された遺伝子と照合して、自然農法栽培 K 園と慣行防除園間における各遺伝子の発現頻
度の違いを可視化するプログラムを試作した。 

 
研究成果の概要（英文）：It is known that apple trees in an orchard managed under natural farming 
practices for more than 30 years without applying chemical fertilizer and pesticide exhibit 

prominent disease suppression effect. It is suggested that such a long years of natural farming 

practices in the orchard might have incited unknown phenomena in which some of the trees have 
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acquired natural immunity preventing them from severe disease damages, however, science-based 

analysis is essential. In this research, we have performed large-scale sequencing analysis using next 

generation DNA sequencer on the microbial diversity of phyllosphere and rhizosphere of apple 

trees managed under natural and conventional farming conditions, and evaluated how microbial 

diversity in the orchard plays important roles on the induction of natural immunity in the plants. 

From analysis of fungi in the phyllosphere, Aureobasidium pullulans、 Cladosporium 
tenuissimum, Cystofilobasidium macerans, Cryptococcus victoriae were predominated in all the 

four orchards, and Venturia inaequalis – the causal pathogen of apple scab, Alternaria mali – 

alternaria blotch, and Diplocarpon mali – marsonina blotch, were also detected from the two 

natural farming orchards. It was noted that Aureobasidium – the most predominant fungal 

inhabitant in the other three orchards, were significantly less abundant in the natural farming 

orchard K where a certain disease suppression phenomenon was prominent. Although the most 

predominant species in the orchard K was Cladosporium or Venturia, but not Aureobasidium, 

relatively small numbers (2-3 species) of fungi was predominated in the orchard K, as well as the 

two conventional farming orchards O and MK. In contrast, more diverse fungal species (4-5) were 

inhabiting in the other natural farming orchard MS, where the natural farming practices similar to K 

has just started two years before and has not yet reached the stable level as K in the disease 

suppression. From the analysis of bacteria in the phyllosphere, Sphingomonas echinoides, 

Methylobacterium radiotolerans, and Pseudomonas syringae were predominating. The diversity 

and abundance of bacterial species were jumped up in August in the two natural farming orchards 

K and MS; i.e, the number of species (or sequences) increased more than 20-times in August 

comparing to June. Since the diversity as well as the abundance was not increased in the two 

conventional farming orchards O and MK, it was suggested that abundance of non-pathogenic 

bacterial inhabitants in the phyllosphere was severely restricted by chemical fungicide sprays. 

Comparative analysis on the bacterial diversity revealed that statistically significant difference was 

not observed in the two natural farming orchards K and MS in August, suggesting that microbial 

diversity in the phyllosphere was not the key factor to induce disease suppression observed only in 

orchard K. It was noted that the genus Pseudomonas and the genus Pantoea was abundant in 

orchard K and MS, respectively. 

Next, from the analysis of fungi in the rhizosphere, 50 and 55 genera were detected in the 

natural farming orchard K and the conventional farming orchard O, respectively. The genera 

Emericella, Fusarium, Mortierella, Cordyceps, and Leohumicola orderly predominated in the 

orchard K, and Fusarium, Cryptococcus, Dipodascus, Leohumicola, and Mortierella in the orchard 

O. From the analysis of bacteria in the rhizosphere, 327 and 356 genera were detected in the 

orchards K and MS, respectively. The genera Nirospira, Bradyrhizobium, Cupriavidus, 

Burkholderia, and Pseudomonas orderly predominated in the orchard K, and Nirospira, 

Bradyrhizobium, Ktedonobacter, Bacillus, Methylosinus in the orchard O. The predominant 

bacterial inhabitants were apparently different between the two orchards. 

Furthermore, we have collected Nazuna () naturally growing in the orchards K and O, extracted 

poly-A RNAs, and used for the large-scale sequencing analysis using next generation DNA 

sequencer. The sequence data obtained were refer to those in Arabidopsis cDNA Library in the 

public DNA data bank, and successfully visualized the differential expression of each genes 

between those obtained from the orchard K and the orchard MS. 
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研究分野：農学 

科研費の分科・細目：農学・植物病理学 

キーワード：葉圏微生物、根圏微生物、大規模塩基配列解析、自然栽培、病害虫発生抑制 

 
１．研究開始当初の背景 

農作物、特に果樹類の栽培には病害虫防除
が必須で、防除暦を基準に定期的な農薬散布
で予防する防除体系が確立されている。しか
し、近年、環境への配慮と食の安全に対する
意識の高まりにより、化学農薬の使用を削減
することが求められている。一方、古くから
化学農薬・化学肥料に頼らない自然農法の考
え方に基づいた栽培の実践も根強く、いくつ
かの成功例も知られるようになったが、近年、
自然農法と呼ばれる農薬や肥料を一切使用
しない栽培法で、今まで考えられない程、病
害虫の被害を抑制することに成功した例が
報告され、注目を集めている。 

申請者は、自然農法を 30 年近くにわたっ
て実践しているリンゴ園を対象として、数年
来、その病害虫発生状況と葉面微生物相の多
様性を調査・分析してきた。その結果、確か
に、化学農薬を中心とした慣行防除園とは全
く異なる機構で、病害虫被害が有意に抑制さ
れる現象が存在することを認めた。しかし、
そこには極めて多数の要因が複雑に絡み合
った高次の生命現象が存在し、現時点におい
て、この現象を科学的に説明することは困難
で、新たな視点からの科学的分析データの蓄
積が必要である。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、この自然農法栽培リンゴ園で
見られる特異な病害虫発生抑制現象を科学
的に分析するための指標と手法を検討し、こ
の現象を科学的に説明するための関連の基
礎情報を収集することを目的として実施し
た。 

すなわち、このリンゴ樹に見られる病害虫
発生抑制状態にはいわゆる植物に生来的に
備わった自然の病害抵抗力（自然免疫力）が
関与し、生育環境（葉圏環境・根圏環境・両
園の微生物環境・地力など）と樹体の生理状
態（活力など）が高次に結びついて、それぞ
れが絶妙なバランスに至った時に出現する
現象ではないかと考えた。 

そのために、樹体の自然免疫力を誘導する
要因として葉圏や根圏に生息する微生物群
を想定し、根圏・葉圏微生物種の多様性とそ
れらが刺激となって植物体に誘導される病
害抵抗性を、微生物群集及び抵抗性関連遺伝
子トランスクリプトームの大規模シークエ
ンス解析という最新の手法で分析・評価する
ための基礎情報収集し、より発展的な研究推
進のための基盤構築を目指すものである。 

 

 

３．研究の方法 

30 年近く継続して無農薬・無肥料（堆肥含
む）の自然農法で栽培管理されているリンゴ
樹を研究対象として、まず、リンゴ樹葉圏と
根圏の微生物群の多様性とその特徴を次世
代シークエンサーによる大規模塩基配列解
析で分析する。次に、それがリンゴ樹の自然
免疫関連遺伝子群の活性化に及ぼす影響を、
次世代シークエンサーを用いた大規模塩基
配列解析で分析する。 

具体的には、研究代表者（佐野）が既に調
査中のリンゴ園とその対照園の病害虫発生
状況に基づいて、大規模塩基配列解析に最適
な時期を選定し、次世代シークエンス解析試
料を調製する。1 年目は葉圏微生物群、2 年
目は根圏微生物群とリンゴ樹トランスクリ
プトームを分析する。得られた大規模塩基配
列データを分担者（種田）がバイオインフォ
マティクスを用いて分析し、代表者及び分担
者（柏木）が、自然免疫機構の活性化及び微
生物群の適応・進化の観点から解析・評価す
る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     図 1．研究全体の概略図 

 

 

A．リンゴ樹葉圏微生物群の大規模塩基配列
解析 

平成 22 年度 

① 対象園地（自然農法栽培と慣行栽培）の
今までの調査結果（研究代表者保有）を基に、
病害発生量増加のキーとなる時期・地点を各
園地２点選定し、リンゴ樹の葉を採集する。 

② 各試料（合計４点）から DNA と RNA を
抽出する。 

③ 抽出した DNA 試料から PCR 法で、菌類
はリボソーム DNA－ITS 領域の一部を、細菌
類はリボソーム遺伝子の一部を増幅し、シー
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クエンス解析試料とする。 

④ 解析データからバイオインフォマティ
クスにより菌類と細菌類の該当遺伝子配列
を抽出し、DNA データベースに登録された配
列と照合して、各微生物の種類と各シークエ
ンスの検出頻度を分析する。 

⑤ 各園地、各試料から分離された微生物の
種類と頻度を比較して、対象園地の微生物群
の多様性と特徴を明らかにする。 

 

B．リンゴ樹根圏微生物群の大規模塩基配列
解析の試料調製準備 

平成 22 年度 

① 対象園地（自然農法栽培と慣行栽培）の
今までの調査結果を基に、病害発生量増加の
キーとなる時期・地点を各園地２点選定し、
リンゴ樹の根圏（主幹から半径１メートルの
地点）から土壌試料を採集する。 

② 各試料（合計４点）を前処理した後、DNA

と RNA を抽出する。 

③ 抽出した DNA 試料から PCR 法で、菌類
はリボソーム DNA－ITS 領域の一部を、細菌
類はリボソーム遺伝子の一部を増幅し、シー
クエンス解析試料とする。 

平成 23 年度 

① 初年度の結果を引き継ぎ、解析データか
らバイオインフォマティクスにより菌類と
細菌類の該当遺伝子配列を抽出し、DNA デー
タベースに登録された配列と照合して、各微
生物の種類と各シークエンスの検出頻度を
分析する。 

② 各園地、各試料から分離された微生物の
種類と頻度を比較して、対象園地の微生物群
の多様性と特徴を明らかにする。 

 

C．リンゴ自然免疫関連遺伝子群の発現解析； 

平成 23 年度 

① 対象園地（自然農法栽培と慣行栽培）の
過去 4 年間の調査結果を基に、病害発生量増
加のキーとなる時期・地点から各園地２点選
定し、リンゴ樹の葉試料を採集する。 

② 各試料（合計４点）からポリ A-RNA を
抽出し、cDNA ライブラリーを構築し、次世
代シークエンスの大規模解析を行なう。 

③ 解析データからバイオインフォマティ
クスにより抵抗性関連遺伝子群、シグナル伝
達関連遺伝子群、及びハウスキーピング遺伝
子群などの遺伝子配列を抽出し、DNA データ
ベースに登録された配列と照合して、各シー
クエンスの検出頻度を分析する。 

 
 
４．研究成果 
A．リンゴ樹葉圏微生物群の大規模塩基配列
解析；自然農法栽培 2 園と慣行栽培 2 園、合
計 4 園の病害発生状況を定期的（2010 年 5 月
～11 月）に観察し、採集した葉からリンゴ葉

圏微生物診断用マクロアレイ法（赫＆佐野 

2010、He et al 2011）で、時期別の葉面微生物
の多様性を分析した。分析結果を基に 6 月 12

日と 8 月 6 日の採集試料を選定し、各園 3 反
復、合計 12 サンプルから全 DNA と全 RNA

を抽出した。 

PCR 法で、菌類はリボソーム DNA－ITS 領
域の一部（約 500bp）を、細菌類はリボソー
ム小サブユニット遺伝子の一部（約 500bp）
を増幅し、ノーマルシークエンス（ABI）解
析を行なった。PCR 産物をクローニング後、
各試料（細菌と真菌で合計 12 サンプル）か
ら 50 個ずつ合計 600 個の cDNA クローンを
選抜して、順じ塩基配列を解析し、バイオイ
ンフォマティクスにより DNA データベース
に登録された菌類と細菌類の該当遺伝子配
列と照合し、各微生物の種類とその検出頻度
を分析した。その結果、全ての園地から菌類
は Aureobasidium pullulans 、 Cladosporium 

tenuissimum 、 Cystofilobasidium macerans 、
Cryptococcus victoriae、細菌は Sphingomonas 

echinoides、Methylobacterium radiotolerans、
Pseudomonas syringae などが優占して検出さ
れた。自然農法栽培園では Venturia inaequalis

（黒星病菌）などの病原菌も検出された。細
菌のシークエンス解析からは寒天平板培養
法で分離されなかった種，すなわち，マクロ
アレイに採用しなかった種が複数検出され
たが，いずれも検出頻度は低く，葉圏に生息
する種の中ではマイナー種と判断された。ま
た，細菌 rDNA 特異的 PCR プライマーセッ
ト（Bac−27F & Bac−519M）で葉圏から抽出し
た DNA を微生物の培養を経ずに直接分析す
ることで，培養できない或は難培養性の真菌，
細菌，放線菌などが検出されるのではないか
と期待された。しかし，得られたシークエン
スの BLAST 解析の結果，上記のもの以外は
原核生物型 rDNA を有する植物の葉緑体か
ミトコンドリア rDNA と一致するものばか
りであった。細菌 rDNA の PCR 増幅に一般に
使用されている Bac27F と Bac519R プライマ
ーは原核生物由来と考えられている植物の
葉緑体或はミトコンドリア rDNAも増幅する
ので、葉から調製した DNA を使用する場合
には注意が必要である。実際に、DDBJ 等の
国際的な DNA データベースの中にも
「unclutured bacteria」のカテゴリーで明らか
に葉緑体或はミトコンドリア由来の DNA が
登録されている。大規模シークエンス解析の
際にも誤同定のないように細心の注意が必
要であることが明らかになった。 

そこで次に、同じ DNA 試料を用いて次世
代シークエンサー（ロシュ GS FLX）による
大規模塩基配列解析を行った。自然農法栽培
園と慣行栽培園各 2 園、それぞれ 6 月 12 日
と 8 月 6 日の 2 試料、合計 8 試料について、
真菌と細菌、各試料約 10,000 リード（平均リ



ード長 500 塩基）のデーターを得た。真菌類
は既に研究代表者らが開発したリンゴ葉圏
微生物診断用マクロアレイ法及びノーマル
シークエンス法で分析した結果とよく一致
し、どの区でも、Aureobasidium pullulans、
Cladosporium tenuissimum、Cystofilobasidium 

macerans、Cryptococcus victoriae などの非病原
菌が優占して検出され、自然栽培園ではそれ
に加えて Venturia inaequalis（黒星病菌）、
Alternaria mali（斑点落葉病菌）、Diplocarpon 

mali（褐斑病菌）なども検出された。検出さ
れた真菌類の種数は 20 種程度で 4 つの園地
間で種数の多様性に大きな違いはなかった
が、慣行栽培 2 園と自然農法栽培 1 園（K 園）
では 2,3 の種が寡占しているのに対し、自然
農法栽培 1 園（MS 園）では数種が拮抗して
存在していた。興味深いことに、慣行栽培園
と同様に 2,3 種が寡占していた自然農法栽培
K 園は 30 年以上に渡って、無化学肥料・無
化学農薬で栽培を継続してある程度の病害
虫の発生の抑制に成功している園地であっ
た。ただし、自然農法栽培 2 園では
Aureobasidium と Cladosporium の 2 種が寡占
していたのに対して自然農法栽培 K 園で寡
占していたのは Cladosporium と病原菌の
Venturia であった。また、自然栽培 K 園では
他の園地で最優占する Aureobasidium の生息
量が有意に少なかった。自然農法栽培 MS 園
は 2009 年に慣行栽培から自然農法栽培に切
替えた園地で、まだ K 園のように安定した病
害虫発生抑制効果の見えない園地である。こ
の園地だけが、他の 3 園と異なる葉面真菌類
生息パターンを示したことは興味深い点で
ある。 
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図 2．葉圏真菌類の生息種数と量の比較解析結果 

 

また、細菌もマクロアレイ及びノーマルシ
ー ク エ ン ス の 結 果 と よ く 一 致 し 、
Sphingomonas、Methylobacterium、Pseudomonas

などが優占し、一部の区で Bacillus、Pantoea

などが検出された。細菌は 6 月 12 日の試料
ではどの区も極めて少なく、得られた塩基配
列のほとんど（95％以上）は植物の葉緑体或
はミトコンドリアに由来するものであった。
一方、8 月 6 日の試料では、自然農法栽培 2

園では爆発的に菌量が増加し 6 月 12 日の 20

倍以上の種数が検出された。一方、慣行栽培
2 園では 8 月になっても依然として細菌量は
少なく、6 月 12 日とほぼ同じ種数であった。
慣行栽培園では化学農薬の散布により細菌
生息数に大きな影響が出ていることが明ら
かになった。 

慣行栽培O園 自然農法K園 慣行栽培MK園 自然農法MS園

6月
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図 3．葉圏細菌類の生息種数と量の比較解析結果 

 

二つの自然農法栽培園（K 園、MS 園）で 8

月に豊富な葉面細菌群が検出されたので、種
の多様性を分析した結果、両園で多様性に大
きな違いは認められなかったが、自然農法栽
培 MS 園のほうが若干多様度が高かった。前
述のように MS 園では未だに安定した病害虫
発生抑制効果が見られていないことから、単
純に微生物種の多様性が高いことが病害虫
発生抑制効果の要因ではないことが明らか
であった 
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図 4．葉圏細菌類の多様度の比較解析結果 

 

B．リンゴ樹根圏微生物群の大規模塩基配列
解析； 葉圏微生物群で分析したものと同じ
自然農法栽培 2 園と慣行栽培 2 園、合計 4 園
において、2010年 7月に各園地１樹を選定し、
リンゴ樹の根圏（主幹から半径１メートルの
地点）から 5 箇所、3 点ずつの土壌試料を採
集した。各試料を定法に従って処理後、樹毎
に試料を混合し、土壌から高純度の DNA 試
料を調製する手法を確立し、各サンプル 3 回
ずつ DNA 抽出を行い、各 DNA 試料につき 3

回ずつ PCR 増幅を行った。PCR は、菌類で
はリボソーム DNA－ITS 領域の一部（約
500bp）を、細菌類ではリボソーム小サブユ
ニット遺伝子の一部（約 500bp）を増幅し、



各増幅量を定量してから、PCR 9 回分の増
幅 DNA を等量ずつ混合し、まず、ノーマル
シークエンス（ABI）解析を行なった。PCR

産物をクローニング後、各試料（細菌と真菌
で合計 8 サンプル）から 50 個ずつ合計 400

個の cDNAクローンを選抜して塩基配列を解
析し、バイオインフォマティクスにより DNA

データベースに登録された該当遺伝子配列
と照合し、各微生物の種類とその検出頻度を
分析した。その結果、まず真菌では、慣行栽
培園では Ascomycota（Cladosporium sp.）、
Zygomycota（Mortierellases sp.）、Basidiomycota、
Chromista、Glemoromucota、Rhizaria に属する
ものが検出され、特に Ascomycota が優占して
いた。自然農法栽培園では Ascomycota、
Zygomycota、Basidiomycota、 

Viridiplantae、Glemoromucota、Rhizaria に属す
るものが検出され、Zygomycota（Mortierellases 

sp.）と Rhizaria（Polymixa graminis）が多数検
出された。両区とも未培養の未知種を含んで
いた。一方、細菌では、慣行栽培園では
Acidobacteria 、 Actinobacteria 、
Alpha-proteobacteria 、 Beta-proteobacteria 、
Gamma-proteobacteria 、 Proteobacteria 、
Bacteroidetes/Chlorobi group、Caulobacter sp.、
Chlamydiae/Verrucomicrobia group 、
Gemmatimonadetes、Uncultured bacteria などが
検出され、大半が既知登録配列と相同性を示
さない未知種であった。自然農法栽培園でも
同様に、Acidobacteria、Actinobacteria、Gamma 

proteobacteria などの他、 Proteobacteria 、
Burkholderia xenovorans 、 Chitinophaga 

pinensis 、 Comamonadaceae bacterium 、
Nitrosovibrio sp. 、Ralstonia solanacearum 、
Rhodocyclaceae bacterium、Roseomonas sp.、
Uncultured bacteria などが検出され、やはり、
大半は未知種であった。 

そこで次に、葉圏微生物と同様に、上記と
同じ DNA 試料を用いて次世代シークエンサ
ー（ロシュ GS FLX）による大規模塩基配列
解析を行った。自然農法栽培園と慣行栽培園
各 2 園、合計 4 試料について、真菌と細菌、
各試料約 10,000 リード（平均リード長 500 塩
基）のデーターを得た。次に根圏の真菌では、
自然農法栽培 K 園で 50 属、慣行防除 O 園で
55 属が検出された。K 園では Emericella、
Fusarium、Mortierella、Cordyceps、Leohumicola

の順に、O 園では Fusarium、Cryptococcus、
Dipodascus、Leohumicola、Mortierella の順に
多数検出された。根圏細菌では、K 園で 327

属、O 園で 356 属が検出され、K 園では
Nirospira 、 Bradyrhizobium 、 Cupriavidus 、
Burkholderia、 Pseudomonas、Methylibium、
Flavobacterium の順に、O 園では Nirospira、
Bradyrhizobium 、 Ktedonobacter 、 Bacillus 、
Methylosinus、Thermosporothrix、Methylocystis

の順に多数検出された。真菌、細菌共に慣行

防除 O 園の種類が若干多様であった。優占種
にも明らかな違いが認められた。 

細菌の属レベルの暫定的な解析結果のみ
を示した。 

MID-141
KSB806

w/o "no rank" 

Acaryochloris Acetobacter Acetomicrobium Acidicaldus Acidicapsa Acidiferrobacter Acidiphilium Acidisphaera Aciditerrimonas Acidithiobacillus

Acidobacterium Acidocella Acidothermus Acinetobacter Actinoallomurus Actinocorallia Actinomadura Actinoplanes Adhaeribacter Aeromonas

Aetherobacter Afipia Agreia Agrobacterium Agromonas Albidiferax Alicyclobacillus Aliihoeflea Alistipes Aminobacter

Ammoniphilus Amycolatopsis Anaerolinea Anaeromyxobacter Anaplasma Ancylobacter Aneurinibacillus Aquabacterium Aquaspirillum Aquicella

Aquitalea Archangium Arenimonas Armatimonas Arthrobacter Aspromonas Asticcacaulis Aurantimonas Aureibacter Azoarcus

Azonexus Azospirillum Bacillus Bacteriovorax Bdellovibrio Beggiatoa Beijerinckia Bellilinea Bifidobacterium Blastobacter

Blastochloris Blastomonas Bosea Bradyrhizobium Brevibacillus Brevundimonas Bryobacter Bryocella Burkholderia Caedibacter

Caenimonas Caenispirillum Caldilinea Caldimonas Calditerricola Calothrix Camelimonas Caminibacter Candidatus Accumulibacter Candidatus Aquirestis

Candidatus Koribacter Candidatus Microthrix Candidatus Odyssella Candidatus Phytoplasma Candidatus Riegeria Candidatus Solibacter Candidatus Thiobios Carbophilus Cardiobacterium Catellatospora

Catenulispora Caulobacter Cellulomonas Cellvibrio Cerasicoccus Chelativorans Chelatococcus Chitinimonas Chitinophaga Chloroflexus

Chromobacterium Chroococcidiopsis Chroococcus Chryseobacterium Chthoniobacter Chthonomonas Citrobacter Clostridium Cobetia Cohnella

Collimonas Corallococcus Coxiella Craurococcus Cronobacter Cryptosporangium Cupriavidus Curtobacterium Cylindrospermum Cystobacter

Cytophaga Dactylosporangium Dechloromarinus Dechloromonas Dechlorospirillum Defluviicoccus Dehalococcoides Dehalogenimonas Deinococcus Denitratisoma

Derxia Desulfocurvus Desulfosarcina Desulfosporomusa Desulfotomaculum Desulfovibrio Desulfuromonas Dethiobacter Devosia Dichotomicrobium

Dictyoglomus Dokdonella Dolichospermum Duganella Dyella Dysgonomonas Ectothiorhodosinus Ectothiorhodospira Edaphobacter Empedobacter

Emticicia Enhydrobacter Enterobacter Erythrobacter Eubacterium Exiguobacterium Ferrimicrobium Ferrovum Ferruginibacter Fervidicola

Fervidobacterium Fibrobacter Filimonas Filomicrobium Fimbriimonas Flammeovirga Flavihumibacter Flavisolibacter Flavobacterium Flexibacter

Flexithrix Fluoribacter Frankia Frateuria Geitlerinema Gelria Gemmatimonas Geobacter Geopsychrobacter Georgfuchsia

Geothermobacter Geothrix Gloeobacter Gloeothece Gordonia Granulibacter Granulicella Haliangium Haliea Halobacillus

Halomonas Halothece Herbaspirillum Hippea Holophaga Humicoccus Hyalangium Hydrogenophaga Hylemonella Hymenobacter

Hyphomicrobium Iamia Ideonella Ignavibacterium Inquilinus Jahnella Janthinobacterium Jeotgalibacillus Jeotgalicoccus Kaistia

Kineosporia Kistimonas Kitasatospora Klebsiella Kofleria Kouleothrix Ktedonobacter Labrys Laceyella Laribacter

Leclercia Legionella Leifsonia Leptolyngbya Leptonema Leptospira Leptothrix Lewinella Loriellopsis Luedemannella

Luteibacter Luteimonas Luteolibacter Lyngbya Lysinibacillus Lysobacter Magnetospirillum Malikia Marichromatium Marinomonas

Marivirga Marmoricola Massilia Melittangium Mesorhizobium Methylibium Methylobacterium Methylocaldum Methylocapsa Methylocella

Methylococcus Methylocystis Methylomicrobium Methylomonas Methylonatrum Methylosinus Methylotenera Methylothermus Methyloversatilis Micavibrio

Microbacterium Microbispora Micrococcus Microcoleus Microlunatus Micromonospora Microvirga Mitsuaria Modestobacter Moraxella

Mucilaginibacter Mycobacterium Mycoplasma Myxococcus Nakamurella Natronocella Neochlamydia Nevskia Niastella Nisaea

Nitratireductor Nitratiruptor Nitrobacter Nitrosococcus Nitrosospira Nitrosovibrio Nitrospina Nitrospira Nocardia Nocardioides

Nonomuraea Nordella Novosphingobium Ochrobactrum Oleomonas Opitutus Orientia Oryzihumus Oscillatoria Paenibacillus

Panacagrimonas Pandoraea Pantoea Parachlamydia Paracoccus Paracraurococcus Parvibaculum Patulibacter Paucibacter Pedobacter

Pedomicrobium Pedosphaera Pelagibius Pelagicoccus Pelomonas Petrobacter Phaeospirillum Phaselicystis Phenylobacterium Phormidium

Photorhizobium Phycicoccus Phycisphaera Phyllobacterium Pigmentiphaga Pirellula Planctomyces Planifilum Plectonema Pleomorphomonas

Polaromonas Polyangium Polynucleobacter Pontibacter Prevotella Prosthecochloris Prosthecomicrobium Pseudaminobacter Pseudolabrys Pseudomonas

Pseudonocardia Pseudorhodoferax Pseudoxanthomonas Pusillimonas Rahnella Ralstonia Ramlibacter Reichenbachiella Rhizobium Rhodanobacter

Rhodobacter Rhodobium Rhodoblastus Rhodococcus Rhodoferax Rhodoligotropha Rhodomicrobium Rhodopila Rhodopirellula Rhodoplanes

Rhodopseudomonas Rhodovastum Rhodovibrio Rickettsia Rickettsiella Roseateles Roseiflexus Roseococcus Roseomonas Rothia

Rudaea Ruminofilibacter Rummeliibacillus Saccharopolyspora Saccharospirillum Salinarimonas Salinicola Sandaracinus Schlegelella Schlesneria

Sediminibacterium Segetibacter Serratia Sinorhizobium Skermanella Smithella Solibacillus Solimonas Solirubrobacter Solitalea

Solwaraspora Sorangium Sphaerobacter Sphingobacterium Sphingobium Sphingomonas Sphingopyxis Sphingoterrabacterium Spirillospora Spirobacillus

Spirochaeta Spirulina Sporichthya Sporocytophaga Sporomusa Sporosarcina Sporotalea Staphylococcus Starkeya Stella

Stenotrophomonas Steroidobacter Sterolibacterium Stigmatella Streptacidiphilus Streptomyces Streptosporangium Swaminathania Synechococcus Syntrophorhabdus

Syntrophus Telmatobacter Telmatospirillum Tepidamorphus Terrabacter Terriglobus Terrimonas Tetrasphaera Thauera Thermaerobacter

Thermanaerothrix Thermincola Thermoactinomyces Thermobacillus Thermobispora Thermodesulfobium Thermomonas Thermosporothrix Thioalkalivibrio Thiocystis

Thiohalocapsa Thiohalomonas Thiohalospira Thiomonas Thioploca Thiorhodococcus Tistrella Treponema Turicibacter Turneriella

Ureibacillus Vampirovibrio Variovorax Verrucomicrobium Verrucosispora Vibrio Waddlia Weissella Woodsholea Xanthobacter

Xanthomonas Yokenella Zoogloea

MID-139
OSB806 

w/o "no rank" 

Acaryochloris Acetobacter Acetomicrobium Acidicaldus Acidicapsa Acidiferrobacter Acidiphilium Acidisphaera Aciditerrimonas Acidithiobacillus

Acidobacterium Acidocella Acidothermus Acinetobacter Actinoallomurus Actinocorallia Actinomadura Actinoplanes Adhaeribacter Aeromonas

Aetherobacter Afipia Agreia Agrobacterium Agromonas Albidiferax Alicyclobacillus Aliihoeflea Alistipes Aminobacter

Ammoniphilus Amycolatopsis Anaerolinea Anaeromyxobacter Anaplasma Ancylobacter Aneurinibacillus Aquabacterium Aquaspirillum Aquicella

Aquitalea Archangium Arenimonas Armatimonas Arthrobacter Aspromonas Asticcacaulis Aurantimonas Aureibacter Azoarcus

Azonexus Azospirillum Bacillus Bacteriovorax Bdellovibrio Beggiatoa Beijerinckia Bellilinea Bifidobacterium Blastobacter

Blastochloris Blastomonas Bosea Bradyrhizobium Brevibacillus Brevundimonas Bryobacter Bryocella Burkholderia Caedibacter

Caenimonas Caenispirillum Caldilinea Caldimonas Calditerricola Calothrix Camelimonas Caminibacter Candidatus Accumulibacter Candidatus Aquirestis

Candidatus Koribacter Candidatus Microthrix Candidatus Odyssella Candidatus Phytoplasma Candidatus Riegeria Candidatus Solibacter Candidatus Thiobios Carbophilus Cardiobacterium Catellatospora

Catenulispora Caulobacter Cellulomonas Cellvibrio Cerasicoccus Chelativorans Chelatococcus Chitinimonas Chitinophaga Chloroflexus

Chromobacterium Chroococcidiopsis Chroococcus Chryseobacterium Chthoniobacter Chthonomonas Citrobacter Clostridium Cobetia Cohnella

Collimonas Corallococcus Coxiella Craurococcus Cronobacter Cryptosporangium Cupriavidus Curtobacterium Cylindrospermum Cystobacter

Cytophaga Dactylosporangium Dechloromarinus Dechloromonas Dechlorospirillum Defluviicoccus Dehalococcoides Dehalogenimonas Deinococcus Denitratisoma

Derxia Desulfocurvus Desulfosarcina Desulfosporomusa Desulfotomaculum Desulfovibrio Desulfuromonas Dethiobacter Devosia Dichotomicrobium

Dictyoglomus Dokdonella Dolichospermum Duganella Dyella Dysgonomonas Ectothiorhodosinus Ectothiorhodospira Edaphobacter Empedobacter

Emticicia Enhydrobacter Enterobacter Erythrobacter Eubacterium Exiguobacterium Ferrimicrobium Ferrovum Ferruginibacter Fervidicola

Fervidobacterium Fibrobacter Filimonas Filomicrobium Fimbriimonas Flammeovirga Flavihumibacter Flavisolibacter Flavobacterium Flexibacter

Flexithrix Fluoribacter Frankia Frateuria Geitlerinema Gelria Gemmatimonas Geobacter Geopsychrobacter Georgfuchsia

Geothermobacter Geothrix Gloeobacter Gloeothece Gordonia Granulibacter Granulicella Haliangium Haliea Halobacillus

Halomonas Halothece Herbaspirillum Hippea Holophaga Humicoccus Hyalangium Hydrogenophaga Hylemonella Hymenobacter

Hyphomicrobium Iamia Ideonella Ignavibacterium Inquilinus Jahnella Janthinobacterium Jeotgalibacillus Jeotgalicoccus Kaistia

Kineosporia Kistimonas Kitasatospora Klebsiella Kofleria Kouleothrix Ktedonobacter Labrys Laceyella Laribacter

Leclercia Legionella Leifsonia Leptolyngbya Leptonema Leptospira Leptothrix Lewinella Loriellopsis Luedemannella

Luteibacter Luteimonas Luteolibacter Lyngbya Lysinibacillus Lysobacter Magnetospirillum Malikia Marichromatium Marinomonas

Marivirga Marmoricola Massilia Melittangium Mesorhizobium Methylibium Methylobacterium Methylocaldum Methylocapsa Methylocella

Methylococcus Methylocystis Methylomicrobium Methylomonas Methylonatrum Methylosinus Methylotenera Methylothermus Methyloversatilis Micavibrio

Microbacterium Microbispora Micrococcus Microcoleus Microlunatus Micromonospora Microvirga Mitsuaria Modestobacter Moraxella

Mucilaginibacter Mycobacterium Mycoplasma Myxococcus Nakamurella Natronocella Neochlamydia Nevskia Niastella Nisaea

Nitratireductor Nitratiruptor Nitrobacter Nitrosococcus Nitrosospira Nitrosovibrio Nitrospina Nitrospira Nocardia Nocardioides

Nonomuraea Nordella Novosphingobium Ochrobactrum Oleomonas Opitutus Orientia Oryzihumus Oscillatoria Paenibacillus

Panacagrimonas Pandoraea Pantoea Parachlamydia Paracoccus Paracraurococcus Parvibaculum Patulibacter Paucibacter Pedobacter

Pedomicrobium Pedosphaera Pelagibius Pelagicoccus Pelomonas Petrobacter Phaeospirillum Phaselicystis Phenylobacterium Phormidium

Photorhizobium Phycicoccus Phycisphaera Phyllobacterium Pigmentiphaga Pirellula Planctomyces Planifilum Plectonema Pleomorphomonas

Polaromonas Polyangium Polynucleobacter Pontibacter Prevotella Prosthecochloris Prosthecomicrobium Pseudaminobacter Pseudolabrys Pseudomonas

Pseudonocardia Pseudorhodoferax Pseudoxanthomonas Pusillimonas Rahnella Ralstonia Ramlibacter Reichenbachiella Rhizobium Rhodanobacter

Rhodobacter Rhodobium Rhodoblastus Rhodococcus Rhodoferax Rhodoligotropha Rhodomicrobium Rhodopila Rhodopirellula Rhodoplanes

Rhodopseudomonas Rhodovastum Rhodovibrio Rickettsia Rickettsiella Roseateles Roseiflexus Roseococcus Roseomonas Rothia

Rudaea Ruminofilibacter Rummeliibacillus Saccharopolyspora Saccharospirillum Salinarimonas Salinicola Sandaracinus Schlegelella Schlesneria

Sediminibacterium Segetibacter Serratia Sinorhizobium Skermanella Smithella Solibacillus Solimonas Solirubrobacter Solitalea

Solwaraspora Sorangium Sphaerobacter Sphingobacterium Sphingobium Sphingomonas Sphingopyxis Sphingoterrabacterium Spirillospora Spirobacillus

Spirochaeta Spirulina Sporichthya Sporocytophaga Sporomusa Sporosarcina Sporotalea Staphylococcus Starkeya Stella

Stenotrophomonas Steroidobacter Sterolibacterium Stigmatella Streptacidiphilus Streptomyces Streptosporangium Swaminathania Synechococcus Syntrophorhabdus

Syntrophus Telmatobacter Telmatospirillum Tepidamorphus Terrabacter Terriglobus Terrimonas Tetrasphaera Thauera Thermaerobacter

Thermanaerothrix Thermincola Thermoactinomyces Thermobacillus Thermobispora Thermodesulfobium Thermomonas Thermosporothrix Thioalkalivibrio Thiocystis

Thiohalocapsa Thiohalomonas Thiohalospira Thiomonas Thioploca Thiorhodococcus Tistrella Treponema Turicibacter Turneriella

Ureibacillus Vampirovibrio Variovorax Verrucomicrobium Verrucosispora Vibrio Waddlia Weissella Woodsholea Xanthobacter
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図 5．根圏細菌の生息種数と量の比較解析結果 

 

 

C． リンゴ自然免疫関連遺伝子群の発現解
析； 自然栽培リンゴ園 K 園に見られる病害
虫発生抑制現象を解明するために、特に自然
免疫に関わると考えられている抵抗性遺伝
子群、シグナル伝達関連遺伝子群及びハウス
キーピング遺伝子群などの発現量を比較・分
析し、栽培法の違いと関連付けて評価するこ
とを最終目的として、上述の葉圏及び土壌微
生物群を分析した 4 園地のうち、自然農法栽
培 K 園と慣行栽培 O 園を選定し、6 月上旬、
7 月上旬、8 月上旬に採集したリンゴ葉から
ポリ A-RNA を調製し、各リンゴ葉で発現し
ているメッセンジャーRNA の発現解析を試
みた。しかし、リンゴ成葉から高純度のメッ
センジャーRNA を調製することが困難で、現
時点まで、次世代シークエンサーによる大規
模塩基配列解析に耐える cDNAライブラリー
の構築に至っていない。 

そこで、一部予定を変更し、モデル実験と
して、両園に自生するナズナを採集し、ポリ
A-RNA を調製して次世代シークエンサーに
よる大規模塩基配列解析を行った（東京大
学・渡辺雄一郎教授、東京農工大学・佐々木
信光准教授との共同研究）。得られたデータ
を基にバイオインフォマティクスによりシ
ロイヌナズナ DNA データベースに登録され
た遺伝子と照合して、それぞれのリード数を
基に各遺伝子の発現頻度を分析し、グラフと
して可視化するプログラムを試作した。 
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