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研究成果の概要（和文）： 
種子消毒法により、無菌イネ（以下、低表生菌密度イネ、RLEと呼称）の作出に取り組んだ。そ

の結果、３年間の試験から、RLEは通常栽培イネより1/10000以下の菌密度であり、RLEの研究用

素材としての実用化が可能と考えられた。本成果は、マイクロアレイでイネ遺伝子発現を調べる

にあたり、従来考慮されなかった「植物生息微生物ノイズ」を大幅に除去した「高精度のイネ遺

伝子発現解析」を可能にすると考える。昨年に続き、RLEと普通栽培イネのマイクロアレイ解析

を実施した。発現の違いに関する解析では、昨年同様に各遺伝子発現レベルで2-fold upしたも

のを選抜して解析に供試した。その結果、低表生菌密度イネではDNAの複製と修復、たんぱく質

の合成・加工・輸送に関与する遺伝子群がより多く発現していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 ‘Rice with low epiphytic bacteria (RLE)’, which includes culturable and unculturable 
bacteria, was developed by sterilizing rice seed. The population of total epiphytic 
bacteria in RLE is significantly lower more than 1/1000 of that in wild rice. RLE is 
suggested to be useful for excluding genes’ expression by resident bacteria on plants, 
which we call it as ‘noise’ cuased by epiphytic bacterial, from genes’ expression of 
rice plant itself.  Transcriptome analyses of RLE and wild rice were conducted. The 
results showed the increase in genes’ expression associated with DNA replication, DNA 
repair, protein synthesis and transport in RLE as compared to in wild rice. The results 
suggest that‘noises’ caused by bacteria inhabiting rice plant are included within the 
expressions of genes obtained by a microarray  analysis of rice plants. 
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１．研究開始当初の背景 
 作物における植物葉面細菌の網羅的な解
析は国内では申請者らが中心となって取り
組まれていたが、土壌細菌の研究に比べ著し
く遅れていた。とくに、土壌では培養できな
い細菌の数が推定されていたが、葉面細菌で
は、申請者らの研究以外になかった。次に、
それらの微生物がどのように植物の生理等
（環境ストレス耐性など）に関与しているか
についての研究は極めて少なかった。 
 
２．研究の目的 
 申請者らが開発した全表生細菌測定法（全
葉面は技術的に無理）を基に、以下のことを
行う。 
１） 無菌イネの作出： 

表生微生物のイネへの影響を調べるため
の実験系として「無菌イネ」を作出する。 
２） トランスクリプトーム解析： 
トランスクリプトーム解析等により「無菌

イネ」と通常のイネの遺伝子発現を比較し表
生微生物の有無が及ぼす影響を評価する。 

 
３．研究の方法 
１）無菌イネの作出： 

種子消毒、組換え植物作成技術を基に、無
菌イネ作出方法を開発する。 
２） トランスクリプト-ム解析： 
農業生物資源研究所で開発されたイネマ

イクロアレイを用いて、無菌イネ、通常のイ
ネの遺伝子発現内容を比較する。 
 
４．研究成果 
１）無菌イネの作出： 

まず、イネ（品種コシヒカリ）の全表面細
菌数と培養可能細菌数を調べた、その結果、
供試したコシヒカリの全細菌数は約 7.5（1g
当たり、LOG 値）であったのにに対し、培養
できる細菌は約 1/10 であることがわかった
（図１）。 
次に、玄米のエタノールおよび次亜塩素酸

ナトリウム溶液による滅菌処理後、滅菌土壌
を充填した無菌イネ栽培用ポット（図２）で
１週間栽培した。イネの全表生細菌数および
培養菌数を測定した。 

その結果、無菌イネでは、全細菌素および
培養可能細菌数が、通常栽培イネの 1/10000
以下であった（図３）。 

本試験の結果から、完全無菌イネではない
が、通常栽培イネより明らかに菌密度の低い
イネ（以下、低葉面菌密度イネと称す）の開
発は可能であることがわかった。 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
図１．イネの全表生細菌数と培養できる細

菌数の比較（緑：全表生細菌数、赤：活きて
いる表生細菌数、黄：培養できる細菌数） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図２．栽培中の低葉面菌密度イネ 
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図３．通常栽培イネ及び低葉面菌密度イネ 
の表生細菌数 

 
 

３）低葉面菌密度イネと通常栽培イネの遺伝
子発現解析を行った。 

その結果、シグナル強度の倍率で、（低葉
面菌密度イネ）／（通常栽培稲）、（通常栽培
イネ）／（低葉面菌密度イネ）が２以上であ
った遺伝子数は、それぞれ 1357 及び 1016 で
あった。 

倍率変化が２以上であった遺伝子のうち、 
低葉面菌密度イネでは、DNA 複製、DNA 修復、
タンパク合成遺伝子などの発現が多いこと
が明らかになった。この結果から、遺伝子の
発現の違いには微生物の存在が関与してい
る可能性が示唆された（表１、表２）。 

 
 

表１.低密度菌密度イネ、通常イネで発現が
上昇した全代謝系に関与する遺伝子数 

 

 
 
 

表２．低葉面菌密度イネ、通常イネで発現
が上昇した RNA 移送、RNA 分解,DNA 複製、DNA
修復に関与する遺伝子数 

 
 

 以上の結果、表生細菌の生存は、イネの遺
伝子発現および代謝に何らかの影響を及ぼ
していることが示唆された。 
 現在も多くの研究目的で、イネでの遺伝子
発現解析が行われているが、本成果は、それ
らの解析の際に、植物生息微生物の生存よっ
て発現している遺伝子を充分考慮して解析
する必要があることを示唆している。 
 また、一方で、本成果は、この成果を発展
させて、各種の環境ストレス下で、「葉面微
生物が植物の生存戦略にどのように関与し
ているか」を解明するために、「低葉面菌密
度イネ」が強力なツールになることを示唆し
ており、植物・生息微生物の関係解明に新し
い視点を取り入れた点で本研究は意義があ
ったと考える。 
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Kegg Pathway
遺伝子数

低葉面菌密度イネで
上昇

通常栽培イネで
上昇

Translation
Ribosome 24 1

RNA transport 5 2

mRNA surveillance pathway 3 2

Ribosome biogenesis in eukaryotes 2 _

Total 34 5

Folding, Sorting and Degradation
Protein export 6 _

Protein processing in endoplasmic reticulu 21 1

Ubiquitin mediated proteolysis 1 1

RNA degradation 4 _

Total 32 2

Replication and Repair
DNA replication 2 _

Base excision repair 1 _

Nucleotide excision repair 1 _

Mismatch repair 1 _

Homologous recombination 2 1

Total 7 1
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