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研究成果の概要（和文）：　サツマイモの組織内における酸素濃度の分布を調査するとともに、植物体内に感染
する窒素固定細菌（エンドファイト）を分離し、その特性を明らかにした。サツマイモでは、地上部器官におい
ても組織内部に酸素濃度の低い領域が存在することが明らかになった。また、サツマイモには、酸素濃度の低い
条件で窒素固定を行う多様なエンドファイトが感染していることから、植物体内の低酸素領域でこれらのエンド
ファイトが窒素固定を行う可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）： This study explored the presence of low-oxygen regions in plants in view of
 the possible site for the endophytic nitrogen fixation. We isolated phylogenetically diverse 
endophytes that can fix nitrogen under low oxygen condition from field-grown sweet potatoes. We 
found that the sweet potato possesses low-oxygen regions in the center of stems, which may serve an 
appropriate condition for biological nitrogen fixation.

研究分野：土壌肥料学
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１．研究開始当初の背景 
植物体内には、さまざまな菌が感染してお
り、感染による病徴を示さない菌はエンドフ
ァイトと呼ばれる。これらのエンドファイト
の中には、植物の生育促進や病害抵抗性の向
上など、有用な形質を持つものが知られてい
る。また、これまで空中窒素を固定する能力
を持つエンドファイトが分離され、微生物学
的な特性の解析が進められている１）。これら
の窒素固定エンドファイトの利用により、化
学肥料を削減した環境調和型の農業技術の
開発が期待されている。 
研究代表者らは、圃場においてサツマイモ
の全窒素集積量の最大 40%程度が窒素固定由
来である可能性を示した２）。また、圃場のサ
ツマイモには、多様な窒素固定エンドファイ
トが感染していることを、植物体内から窒素
固定遺伝子を直接検出する手法により明ら
かにし３）、さらにサツマイモの茎でエンドフ
ァイトが窒素固定活性を発現することを報
告した４）。 
エンドファイトは強い宿主特異性を持た
ず、さまざまな作物に感染する。一方、植物
体内で高い窒素固定活性が確認されている
のは、サツマイモやサトウキビなどの限られ
た作物のみである。このことは、これらの作
物に窒素固定菌の定着や窒素固定活性の発
現に好適な環境が存在することを示唆して
いる。今後、窒素固定エンドファイトを幅広
い作物で利用するためには、窒素固定に適し
た植物体内の環境と、そこに適応する窒素固
定細菌の性質を明らかにすることが必要で
ある。 
                    
２．研究の目的 
窒素固定酵素であるニトロゲナーゼは、酸
素に対する感受性が高いため、窒素固定活性
の発現には低酸素条件が必要である。活発に
窒素固定を行うマメ科植物の根粒中では、酸
素濃度が低く保たれており、窒素固定活性の
発現に適した環境が形成されている。一方、
エンドファイトが感染する植物の細胞間隙
や通導管付近には、窒素固定活性の発現に適
した環境が存在するのか、不明であった。そ
こで、これまで窒素固定の高い寄与が推定さ
れているサツマイモ体内において、窒素固定
活性の発現に適した低酸素領域を探索する
とともに、サツマイモに感染する窒素固定エ
ンドファイトの特性を調査した。 
 
３．研究の方法 
（１）組織内酸素濃度の測定 
圃場で生育したサツマイモより茎を採取
し、組織内の酸素濃度の測定に供した。酸素
濃度は、微小酸素電極（OX-N, Unisense 社）
を電流計（PA-2000, Unisense 社）に接続し、
茎表面より内部方向に微小電極を挿入し測
定した。 
 
（２）窒素固定菌の分離と系統解析 

 圃場のサツマイモより茎、葉柄、根および
塊根を採取し、表面殺菌した後磨砕し、半流
動培地に接種した（図１）。一定期間培養後、
気相の一部をアセチレンに置換し、窒素固定
能の指標であるアセチレン還元活性を、ガス
クロマトグラフを用いて測定した。アセチレ
ン還元活性が認められたサンプルからは、好
気的および嫌気的条件で菌の純粋分離を行
った。純化した菌株は、再度半流動培地を用
いてアセチレン還元活性を測定し、窒素固定
能を持つ菌株を選抜した。 
 分離した窒素固定菌からDNAを抽出し、PCR
法により 16S rRNA 遺伝子を増幅した。増幅
した遺伝子断片は精製後、部分塩基配列を決
定し分子系統樹を作成した。また、一部の菌
株については、窒素固定遺伝子（nifH）を増
幅し塩基配列を決定した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 半流動培地を
用いた窒素固定エン
ドファイトの培養 
 

  
４．研究成果 
（１）サツマイモ組織内の酸素濃度 
 微小酸素電極を用いて組織内部の酸素濃
度を測定したところ、圃場で生育したサツマ
イモの茎では、表皮の直下から酸素濃度が低
下し、茎の中心付近には低酸素の領域がある
ことが明らかになった（データ省略）。この
ことから、サツマイモ体内にはエンドファイ
トの窒素固定活性の発現に適した低酸素領
域が存在するものと考えられた。 
 
（２）サツマイモに感染する窒素固定エンド
ファイトの特性 
 表面殺菌をしたサツマイモの茎、葉柄、根
および塊根の抽出液を、半流動培地を用いて
酸素濃度勾配を形成し培養したところ、どの
植物部位からもアセチレン還元活性を示す
サンプルが得られた。これらのサンプルは、
異なる位置にペリクルの形成が見られたこ
とから、窒素固定活性の発現に適した酸素濃
度が異なる菌が感染している可能性が考え
られた。 
アセチレン還元活性の認められたサンプ
ルから、好気的条件および嫌気的条件で菌の
分離を行い、コロニー形態や生育特性が異な
る多数の菌株を得た。16S rRNA の部分塩基配
列による分子系統解析の結果、組織内部に低
酸素部位を持つサツマイモ体内には、酸素濃
度の低い条件で窒素固定活性を示す、多様な



属の細菌が感染していることが明らかにな
った。（図２）また、塊根とそれ以外の部位
では、感染する窒素固定菌の種類が大きく異
なることも明らかになった。地上部と地下部
に感染する菌では、窒素固定活性が発現する
培地の炭素源が異なる傾向にあることから、
サツマイモの器官における窒素固定菌の分
布は、組織から供給される炭素源の組成と関
連がある可能性が考えられた。今後は、これ
らの菌の接種試験等により、植物体内におけ
る窒素固定の発現機構の解析を進める予定
である。 
 

 
 
図２ サツマイモより分離した窒素固定エ
ンドファイトの系統解析 
 
 
 従来まで、植物体内における低酸素部位は、
堪水条件の根の内部や発芽種子、肥大中の塊
根内部など特殊な条件に限定されると考え
られていた５）。しかし本研究により、サツマ
イモでは通常の栽培条件においても、組織内
部に窒素固定活性の発現に適した低酸素領
域が存在することが示された。また、サツマ
イモ体内には、低酸素条件で窒素固定活性を
示す多数のエンドファイトが存在すること
から、これらの低酸素領域で窒素固定活性が
発現する可能性が示唆された。 
今後、植物体内における低酸素領域の分布
や形成要因が明らかになることで、エンドフ
ァイトの生態や機能に関する研究が進展す
るものと期待される。 
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