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研究成果の概要（和文）：真砂土および水田土壌について土壌の物理化学性を調査するとともに、真砂土が、アンモニ
ア態窒素をほとんど発現させないことを明らかにした。イネ品種を、15Nで標識された硫安を施用窒素として水田土壌
を用いてポット栽培したところ、イネの生物的窒素固定由来の吸収N量を推定することができなかった。イネ品種C5444
×台中65号の交雑F2集団を、同様に真砂土を用いてポット栽培したところ、イネの生物的窒素固定由来のN吸収量を推
定することができ、また、親品種の能力を超越するF2個体を見出した。栽培土壌からDNAを抽出し、これらDNAを鋳型と
するPCRを行い、窒素固定微生物が栽培土壌中に存在することを示した。

研究成果の概要（英文）：I investigated both the physical and chemical characteristics of Masa-soil and 
paddy soil, and it was revealed that nitrogen contained in Masa-soil does not mineralize in rice growth 
period. Rice cultivars were grown in the pot filled up with paddy soil using 15N labeled ammonium sulfate 
as nitrogen fertilizer. But amount of N absorption from biological nitrogen fixation could not be 
estimated. F2 population of the cross C5444 x T65 were grown in the pot filled up with Masa-soil 
according to the same method. Amount of N absorption in rice from biological nitrogen fixation could be 
estimated in all rice individuals and some F2 individuals show higher ability in biological nitrogen 
fixation than C5444, which shows higher than T65 in biological nitrogen fixation. Soil total DNAs were 
extracted from these cultivation soils and PCR were carried out using soil DNAs as template. DNA fragment 
was amplified, so it was revealed that nitrogen fixation microbes existed in these cultivation soils.

研究分野：作物学

キーワード： 栽培・作付体系　生物的窒素固定　重窒素追跡　アセチレン還元活性

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
イネ根圏における生物的窒素固定（以下

BNF）に関する研究は、1970 年代後半より
1980 年代にかけて、国立遺伝学研究所を中
心に、主としてアセチレン還元活性（以下
ARA）をその指標として盛んに行われた。そ
れら一連の研究では、多数のイネインド型品
種および日本型品種について ARA が調べら
れ、イネ出穂期頃に高い ARAを示すこと、イ
ンド型品種 C5444が、日本型品種台中 65号
に比較して高い ARA を発現することなどが
示されるとともに、これら 2品種の交雑後代
における ARA を測定した結果から、ARA の
発現が量的形質遺伝によって支配されてい
ることが示唆さている。これらの研究では、
主として灰色低地土、グライ土、多湿黒ボク
土といったわが国水田土壌を用いて栽培さ
れたイネが用いられており、大陸などに多く
分布する赤色土、黄色土といった土壌におい
て栽培されたイネは用いられていない。そこ
で、有機物含量がほとんどなく極端に粘土含
量が大きい赤色土壌（島根大学本庄総合農場
の畑地下層土を供試）を用いてイネを湛水条
件下および畑条件下（PF=2.0）で栽培したと
ころ、湛水条件下において高い ARAを認め、
BNFの存在を示唆した（井上ら 2012）。これ
らのことは、土壌条件に関わらず、水田条件
下において BNF が存在することを示唆して
おり、水田生態系における自然肥沃度の維持
への BNF の寄与の可能性を示唆するもので
ある。また、土壌より DNAを抽出することが
できるようになり、抽出された DNAを鋳型に
PCRを行うことによって、土壌中に含まれる
微生物の存在を容易に推定することができ
るようになった。水田土壌を用いてイネをポ
ット栽培し、高い ARAを認めたポットの土壌
から DNA を抽出して土壌微生物について調
べたところ、微好気性の窒素固定微生物であ
る Azospirillum の存在を確認している（井上
ら未発表）。一方、量的形質に関する遺伝学
的解析では、分子生物学的手法を用いること
により、微働遺伝子の作用力まで詳細に解析
することができるようになった。これらの分
析手法を利用すれば、BNFに関する遺伝学的
解析を行うことができると考えられるが、そ
のためには、BNFを高発現させるための栽培
条件の検討ならびに品種・系統間差異の検出
が必要である。真砂土を用いてポット栽培を
行ったイネ C5444、台中 65 号およびキヌヒ
カリについて ARA を測定するとともに 15N
によるイネの吸収 N について解析し、20～
30[gN/m2]施用条件下で推定窒素固定量に品
種間差異を検出している（井上ら未発表）。
しかしながら、これらの栽培条件は実際の水
田条件と大きく異なっていることから、水田
土壌における栽培条件を詳細に検討する必
要がある。さらに、分離集団を分析の対象と
するときには、破壊検査による評価では後代
種子の獲得が行えなくなることから、非破壊
による評価を行う必要がある。非破壊による

評価としては、ARAの測定が考えられるもの
の、たとえば、圃場で栽培されたイネなど、
集団について個々に in situ条件下でARAを測
定することは測定時期、測定回数などの制限
から非常に困難である。これらのことから、
分離集団を分析対象とした BNF に関する評
価法が確立されているとはいい難いのが現
状である。 
 
２．研究の目的 
 イネにおける BNF の発現とその評価を行
うための手法を確立するために、以下の 3点
について研究を実施した。 
(1) 栽培土壌に関する検討 
(2) 水田土壌で栽培した場合のBNFの発現と
その評価 

(3) 真砂土を用いて交雑F2集団を栽培した場
合の BNFの発現とその評価 

(1)では、BNF発現の評価を行うための栽培条
件の検討として、土壌に着目し、有機物含有
量が極端に少ないと考えられる真砂土の栽
培特性について詳細に解析した。(2)では、実
際の栽培条件に近づけるために、水田土壌を
用いてイネ品種をポット栽培し、BNFの発現
とその評価について検討した。ここでは、イ
ネ分析対象として、固定型品種を供試した。
(3)では、BNFの発現とその量的評価を行うこ
とを目的として、真砂土を用いてイネを栽培
し、BNFの発現について詳細に検討した。イ
ネ分析対象として、C5444×台中 65号の交雑
F2集団を供試して、親品種とともにポット栽
培を行い、F2集団内での BNFの発現程度につ
いて調べ、BNFの遺伝的制御の可能性につい
て検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 栽培土壌に関する検討 
京都大学大学院農学研究科附属高槻農場
の水田より採種した土壌（灰色低地土）およ
び市販されている真砂土について、風乾後に
土壌の理化学性を調査した。また、これら 2
つの土壌を用いて、イネ品種キヌヒカリおよ
び台中 65 号を、窒素無施用条件下でポット
栽培して、生育期間中の土壌溶液中に含まれ
るアンモニア態窒素の濃度を測定した。
1/5,000[a]ワグナーポットに風乾させた土壌
を 3,000[g]充填し、代かき処理後にイネをポ
ットあたり 3個体移植した。イネ無栽植のポ
ットを同様に作成した。栽培をビニルハウス
内で行い、灌水には水道水を用いて、イネ生
育期間を通して湛水状態を保った。土壌溶液
の採取を、ポットに埋設したポーラスカップ
を用いて、1 週間ごとに収穫前まで行い、採
取した土壌溶液中のアンモニア態窒素濃度
をインドフェノール法に従って測定した。 
 
(2) 水田土壌における生物的窒素固定の発現
の評価 

(2)-1 水田土壌を用いてイネを栽培した場合
の BNFの発現程度の解析 



イネ品種カサラス、日本晴、C5444および
台中 65 号を、水田土壌を用いてポット栽培
を行った。京都大学大学院農学研究科附属農
場（大阪府高槻市）の水田より土壌を採取し、
ビニルハウス内で風乾させた後、2[mm]の篩
で篩別して、栽培土壌を準備した。準備した
風乾土 2,800[g]を 1/5,000[a]ワグネルポット
に充填した。催芽処理を施した種子をポット
あたり 2粒直播し、播種後 1週間畑状態を保
った。播種後 8日目より湛水処理とし、施肥
窒素として、 15N で標識された硫安
（ 10.7[atm%]）をポットあたり 0.2[gN]
（10[gN/m2]に相当）となるように湛水処理
開始 1日後に施用した。イネ生育期間を通し
て、灌水には脱イオン水を用いた。出穂期ご
ろに ARAを測定するとともに、収穫後にはイ
ネおよび土壌についてケルダール法に従っ
て窒素濃度を測定し、乾物重（土壌の場合は
風乾重）との積から全窒素保有量（土壌の場
合は全窒素残存量）を算出した。併せて、重
窒素の含有率を測定して、吸収窒素量におけ
る施肥由来窒素量を推定した。なお、重窒素
含有率の測定を SI サイエンス社に依頼して
行った。 
重窒素含有率を用いた施肥由来窒素吸収
量の算出には、以下の式を用いた。なお、本
実験では、供試した重窒素標識硫安の濃度が
高かった（10.7[atm%]）ことから、重窒素に
よる同位体分別を無視し、また、重窒素の自
然存在比を 0.366[%]として、この値を除する
ことで excess%の値を求めた。 
施肥由来窒素吸収量[mg] 
=(サンプルの excess%)/(重窒素標識硫安の
excess%)×サンプルの全窒素保有量[mg] 
(2)-2 イネ栽培後土壌より抽出したDNAを鋳
型とした PCR 

C5444 および台中 65 号を、水田土壌を用
いて個体別にポット栽培したときの栽培前
土壌および栽培後土壌から DNAを抽出した。
土壌の抽出を、ニッポンジーン社製 ISOIL for 
BEADS BEATINGを用いて、ポットごとに行っ
た。抽出法としては、風乾させた土壌サンプ
ル約 0.6[g]をビーズチューブに入れ、予め
65[℃]に加温した抽出バッファを添加後、
5,000[rpm]・45秒で BEADS BEATを行った。
本補助金で購入した Micro Smash MS-100（ト
ミー精工社製）を用いて BEADS BEATを行っ
た。その後、65[℃]で 1時間インキュベート
した後に遠心して上澄み液を得た。以降の操
作をプロトコルに従って行った。エタノール
沈殿の操作時には、Ethachinmate を加えず、
転倒混和による DNA洗浄を行い、遠心した後
に、キムタオル上で乾燥させた。得られた
DNAを鋳型として、窒素固定微生物と考えら
れるAzospirillumおよびHerbaspirillumの16S
リボゾーマル DNA 領域を特異的に増幅する
プライマー対を用いて PCRを行い、DNA断片
の増幅の有無を調査した。 
 
(3) C5444×台中 65号の交雑 F2集団における

生物的窒素固定の発現 
(3)-1 重窒素で標識された硫安を施肥窒素に
用いて栽培した場合の BNFの評価 

C5444×台中 65 号の交雑 F2集団を、真砂
土を用いて個体別にポット栽培を行った。出
芽処理を施した種子を、風乾させた真砂土を
1,000[g]充填した1/10,000[a]ホワイトポット
に、ポットあたり 1個体を直播し、出芽を確
認した。播種後 10 日目に、ポットあたり
0.1[gN]となるように重窒素で標識された硫
安（10.7[atm%]）を施用後、湛水を行った。
これ以降、収穫期まで湛水状態を維持して栽
培を行った。なお、灌水にはフィルター水を
用いた。イネ登熟後に、籾型（長粒、中粒お
よび短粒）、脱粒性の有無およびふ先着色に
ついて調査した。これらの形質を調査した後
にイネをサンプリングし、80[℃]・72時間の
通風乾燥を行った後、乾物重を測定するとと
もに、ケルダール法に従ってサンプルの窒素
濃度を測定し、乾物重と窒素濃度との積から
イネ窒素保有量を算出した。また、イネサン
プルの重窒素含有率を測定して、イネ窒素保
有量のうちの施用窒素由来分について求め
た。なお、重窒素の分析は、SIサイエンス社
に依頼して行った。なお、重窒素含有率を用
いた施肥由来窒素吸収量の算出を、(2)-1の方
法と同様の方法に従って行った。 
(3)-2 イネ栽培後土壌より抽出したDNAを鋳
型とした PCR 

C5444×台中 65 号の交雑 F2集団を、真砂
土を用いて個体別にポット栽培したときの
栽培前土壌および栽培後土壌から DNA を抽
出した。土壌の抽出を、ニッポンジーン社製
ISOIL for BEADS BEATINGを用いて、ポットご
とに行った。抽出法としては、風乾させた土
壌サンプルを約 0.6[g]ビーズチューブに入れ、
予め 65[℃]に加温した抽出バッファを添加
後、5,000[rpm]・45秒で BEADS BEATを行っ
た。本補助金で購入した Micro Smash MS-100
（トミー精工社製）を用いて BEADS BEATを
行った。その後、65[℃]で 1時間インキュベ
ートした後に遠心して上澄み液を得た。以降
の操作をプロトコルに従って行った。エタノ
ール沈殿の操作時には、Ethachinmateを加え
ず、転倒混和による DNA洗浄を行い、遠心し
た後に、キムタオル上で乾燥させた。得られ
た DNAを鋳型として、窒素固定微生物と考え
られる Azospirillum および Herbaspirillum の
16SリボゾーマルDNA領域を特異的に増幅す
るプライマー対を用いて PCR を行い、DNA
断片の増幅の有無を調査した。 
 
４．研究成果 
(1) 栽培土壌に関する検討 
第 1表に、真砂土および水田土壌の物理化
学性について示した。水田土壌と比較して、
真砂土では、砂質であり、極端に C含量およ
び N含量が低いこと、また窒素の無機化レベ
ルが極めて低いことが明らかになった。これ
らのことは、真砂土における有機物含量が極



めて小さいことを示しており、真砂土を用い
てイネを栽培する場合には、
欠であることが示唆された。
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