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研究成果の概要（和文）：水生植物が特定の微生物を根圏に集積させるメカニズムを、根圏に形成される微生物
群集の特徴と、根圏微生物と共生している水生植物の遺伝子発現解析から明らかにすることを目的とした。ウキ
クサやコウキクサの根圏には、早期に集積する微生物群と時間をかけて着実に定着する微生物群が存在するこ
と、根圏に選択的に集積する微生物群の特徴として、運動性の有無が重要な因子の1つである可能性が指摘でき
た。根圏微生物と共生したウキクサの遺伝子発現解析では、信頼に足る解析のできる質のmRNAが得られなかった
が、改善点も含めて一連の実験手法を確立できたことから、今後も研究を継続していく。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the mechanism of aquatic plants to 
accumulate specific microorganisms in the rhizosphere from the characteristics of microbial 
communities formed in the rhizosphere and gene expression analysis of aquatic plants coexisting with
 rhizosphere microorganisms.
In the rhizosphere of Spirodela polyrrhiza and Lemna minor, two microorganism groups which show 
different accumulating behavior were confirmed. The one group showed quick, that is within 3 days, 
accumulation to the rhizosphere. Another group showed slow accumulation but steadily over time. As 
the characteristic of the microorganism group selectively accumulating in the rhizosphere, the 
presence of motility seemed one of important factors.
Although the gene expression analysis of S. polyrrhiza coexisting with rhizobacteria was failed 
because of the low quality of mRNA extracted from S. polyrrhiza, we could develop a series of 
experimental methods including improvement points.

研究分野：生物環境工学

キーワード： 水生植物根圏　遺伝子発現解析　微生物群集構造解析　水質浄化
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは 2006 年頃から、水生植物
（ウキクサ：Spirodela polyrrhiza やボタンウ
キクサ：Pistia stratiotes L.）の存在下で環境水
中や底質中の各種芳香族化合物の分解が促
進されることを明らかにしてきており、これ
が、水生植物と根圏微生物の共生作用によっ
てもたらされること、特に水生植物がその根
圏に芳香族化合物の分解能に長けた特殊な
微生物を選択的かつ高密度に集積する能力
を有していること、ウキクサが根の表面にフ
ェノール性物質に富んだ成分を分泌してい
ること、環境条件に応じて根分泌物成分等を
変化させ、根圏に集積させる微生物を能動的
に選択している可能性のあることを明らか
にするとともに、4-n-ブチルフェノール
（4-n-BP）やノニルフェノール（NP）、4-tert-BP
など、これまでに生分解の報告のなかった水
環境汚染物質の分解微生物や、ベンゾ[a]ピレ
ン、4-tert-オクチルフェノール（4-tert-OP）な
どの水環境底質中に蓄積されやすい汚染物
質の分解微生物を、ウキクサやヨシ
（Phragmites australis）の根圏から分離、同定
し、その特徴を明らかにしてきた。さらに、
水生植物根圏にウキクサ根圏から分離され
た Sphingobium fuliginis OMI株をウキクサや
コウキクサ（Lemna minor）と共生させた際に、
OMI 株の表面付着のための線毛合成等に関
わる遺伝子が顕著に発現していることを見
出し、微生物側の視点から特定の微生物が水
生植物根圏に特異的に集積するメカニズム
の一端を明らかにしてきた。 
 一方、このような共生作用では、水生植物
が、自身の置かれた環境条件等に応じて、ど
のように異なる特定の微生物をその根圏に
集積させようとする『はたらきかけ』をして
いるのか、すなわち、たとえば上述のように、
特定の微生物の線毛合成をどのように促進
させているのかなど、水生植物から微生物へ
の『はたらきかけ』の全体像は全く分かって
いないと言ってよい。この『はたらきかけ』
を明らかにできれば、これまでに得られてき
た根圏微生物側からの『応答』に関する情報
と統合させることによって、水生植物と根圏
微生物の共生メカニズムを、水生植物と根圏
微生物の双方のアプローチから、生物の根源
である遺伝子とその発現制御のレベルで明
らかにでき、目的に応じて人為的に根圏微生
物群を制御した水生植物－根圏微生物共生
システムの構築が期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、目的に応じて人為的に根圏微
生物群を制御した水生植物－根圏微生物共生
システムの構築のための基盤技術創出に向け、

水生植物が特定の微生物を根圏に集積させよ
うとするメカニズムを、各種水生植物根圏に
形成される微生物群集構造の特徴と、根圏微
生物と共生している水生植物の遺伝子発現解
析から明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）水生植物根圏に集積している微生物群
集構造の解析 
 500 mL容の三角フラスコに調製された200 
mLの滅菌Arnon & Hoagland（A&H）培地で継
代栽培（温度28 ± 1°C、照度8,000 lux（16時間
明／8時間暗）、静置）された無菌ウキクサお
よび無菌コウキクサを用いた。無菌ウキクサ
60株および無菌コウキクサ90株を、相模川水
系の2河川（相模川および姥川）から採取した
表層水にて上述と同条件で14日間栽培し、0、
1、3、7、14日目に液相ならびに根表面の微生
物を回収した。根表面の微生物回収は、ウキ
クサ10株あるいはコウキクサ20株の根を滅菌
チューブに採取し、1 mLのTEバッファーとと
もに超音波処理によって行った。回収した微
生物からDNAを抽出し、16S rRNA遺伝子の
PCR-DGGE解析と配列解析によって、水生植
物根圏に高頻度で集積される微生物の属種を
調べた。 
 
（２）ウキクサ（Spirodela polyrrhiza）の遺伝
子発現解析用 DNA マイクロアレイの設計と
根圏微生物と共生しているウキクサの遺伝
子発現解析 
 ウキクサの遺伝子発現解析用 DNA マイク
ロアレイの設計にあたっては、アメリカ・エ
ネルギー省の Joint Genome Institute（JGI）が
データベース上で公開している Spirodela 
polyrrhiza 7498 株の全ゲノム配列データを使
用した。19,623遺伝子が報告されており、こ
のうち 18,894 遺伝子についてはアノテーシ
ョンができている。これらの遺伝子配列につ
いて、アジレント・テクノロジー株式会社が
提供している eArrayを用いて、カスタムDNA
マイクロアレイを設計した。 
 根圏微生物と共生しているウキクサの遺
伝子発現解析に際しては、無菌ウキクサを
Acinetobacter sp. P23株と共生させたものを実
験系とした。（１）と同様の条件で継代栽培
した無菌ウキクサ 60株を、500 mL容の三角
フラスコに調製された200 mLの滅菌A&H培
地に植裁し、コハク酸含有最少培地で培養し
た Acinetobacter sp. P23株を、OD600 = 0.3とな
るように植種して共生系を作成した。P23 株
を植種しない非共生系を対照系として作成
し、共生系、非共生系ともに、温度 28 ± 1°C、
照度 8,000 lux（16 時間明／8 時間暗）、静置
条件で 3日間栽培した。 



 
 

 0、4、8、12、24、72 時間目にウキクサの
根を回収し、RNeasy Plant Mini Kitによって全
RNAの抽出を行った上で、バイオアナライザ
2100（アジレント・テクノロジー）を用いて
RNAの分解度をRNA Integrity Number（RIN）
によって評価した。ここで RINは 1～10の数
値で表現され、数値が大きいほど RNA の分
解度が低い、すなわち質の高い RNA とされ
ている。なお、RINが 5未満の場合、意味の
ある発現解析が困難であるとされている。こ
こで RIN が 5 以上のサンプルについては、
GeneRead Pure mRNA Kitを用いて mRNAの
回収を行うこととした。また、全 RNA の抽
出、mRNAの回収は、それぞれのキットを利
用して自動化されたQIAcubeを用いて行った。
得られた mRNAはその後、アジレント・テク
ノロジーの One-Color Microarray-Based Gene 
Expression Analysis Low Input Quick Amp 
Labeling Protocolに従って、cRNA合成と Cy3
ラベリング、ハイブリダイゼーションとマイ
クロアレイの洗浄を実施し、BioChip Scanner 
GenePix 4000B（Molecular Devices）によって
スキャン、GenePixPro7.0（Molecular Devices）
による解析を実施することとした。 
 
 
４．研究成果 
（１）水生植物根圏に集積している微生物群
集構造の解析 
 相模川および姥川から採取した河川水試
料を用いて、ウキクサおよびコウキクサを栽
培した際の液相ならびに根表面の微生物群
集構造を PCR-DGGE 法によって解析した。
液相の PCR-DGGE バンドパターンは、河川
が異なると当初（0 日目）からパターンが異
なることが確認された。また、14日間の実験
期間中、検出される優占バンドやバンドパタ
ーンが経時的に変化したことから、河川水試
料中の微生物群集は、当初存在していた微生
物群集のうち、ウキクサおよびコウキクサと
の共生によって、存在割合を増して優占化す
るものと存在割合を減ずるものなど多様な
影響を受けて変化することが示された。 
 一方、1 日目から 14 日目の根表面（根圏）
の PCR-DGGE バンドパターンは、元の河川
水（0 日目）試料のバンドパターンとは大き
く異なった。特に、0 日目には検出されなか
った数種類のバンドが 1 日目から 14 日目に
確認されており、相模川河川水とウキクサの
組み合わせの系では 1 日目から 14 日目の全
ての試料において、同様のバンドパターンを
示したのに対し、他の 3試料（すなわち、相
模川河川水とコウキクサ、姥川河川水とウキ
クサおよびコウキクサの組み合わせの系）に
おいては、1 日目および 3 日目は同様のバン

ドパターンを示したが、3 日目までに検出さ
れなかった複数のバンドが 7 日目および 14
日目に検出された。 
 これらのことから、ウキクサおよびコウキ
クサの根圏では、元の河川水中とは全く異な
る微生物群集が形成されることが明らかと
なり、根圏に形成される微生物群集は、3 日
目までの比較的早期に根圏に集積する微生
物群と 3日目以降に集積する、あるいは時間
をかけて根圏に着実に定着する微生物群が
存在することが示唆された。 
 つづいて、姥川の河川水試料を用いた実験
系において、PCR-DGGE解析で得られたバン
ドについて、比較的存在割合の高いと考えら
れるもの、他の試料では検出されなかった特
徴的なものについて塩基配列を解読し、
BLASTによる相同性検索を行った。 
 元の河川水試料では、β-Proteobacteria 綱の
Albidiferax 属 、 Rhodocyclaceae 科 、
γ-Proteobacteria 綱 の Pseudomonas 属 、
Atlantibacter 属の既知種と高い相同性を示す
ものが検出された。 
 ウキクサとの共生系では、水相からは初期
（1～3 日目）に Limnohabitans 属が、根圏か
らは後期（14 日目）に β-Proteobacteria 綱の
Rubrivivax 属が特徴的なものとして検出され
た。 
 他方、コウキクサとの共生系では、水相か
らはウキクサ系と同様の Limnohabitans 属に
加え、β-Proteobacteria 綱の Polynucleobacter
属と高い相同性を示すものも検出された。根
圏からは、7日目のみに β-Proteobacteria 綱の
Hydrogenophaga 属が、 14 日目になって
α-Proteobacteria 綱 の Blastomonas 属 、
β-Proteobacteria綱のAcidovorax属がそれぞれ
特徴的なものとして検出された。 
 研究代表者らの過去の研究により、ウキク
サ根圏より分離された Sphingobium fuliginis 
OMI 株が化学走化性に関する遺伝子を高発
現することによってウキクサ／コウキクサ
の根圏に移動、IV型線毛によって根面に定着
するメカニズムを推定したが、本研究におい
てウキクサおよびコウキクサ根圏で特徴的
に確認された微生物群のうち、Rubrivivax属、
Hydrogenophaga 属、Acidovorax属は運動性を
有していることから、水生植物根圏に選択的
に集積する微生物として、運動性の有無は重
要な因子の 1つである可能性が指摘できる。 
 
（２）ウキクサ（Spirodela polyrrhiza）の遺伝
子発現解析用 DNA マイクロアレイの設計と
根圏微生物と共生しているウキクサの遺伝
子発現解析 
 eArrayでデザインしたウキクサの遺伝子発
現解析用 DNAマイクロアレイは、8×60Kフ



 
 

ォーマット上に設計、搭載した。 
 根圏微生物と共生しているウキクサの遺
伝子発現解析のために、無菌ウキクサを
Acinetobacter sp. P23株と共生させた実験系と、
P23 株を植種しない非共生系（対照系）から
経時的にウキクサの根を回収し、RNeasy 
Plant Mini Kitによって全 RNAの抽出を行っ
た上で、バイオアナライザ 2100（アジレン
ト・テクノロジー）を用いて RNA の分解度
を RNA Integrity Number（RIN）によって評価
した。しかしながら、今回の実験で抽出した
全 RNAの RINはいずれも 5未満となり、そ
の後の解析を行うのに十分な品質の RNA を
得られなかった。これは、サンプリングから
全RNAの抽出の一連の操作過程でRNAの分
解が進行したためであると考えられた。生物
体内では、通常、速やかな RNA の分解が行
われており、これを防ぐための方策が必要で
あることが示され、サンプリング直後に液体
窒素によるサンプルの瞬間的凍結や、サンプ
リング時点において RNA 分解阻害剤を添加
する等の工夫が望まれる。ただし、これ以外
の過程の実験操作手順は本研究において確
立することができたことから、引き続きの進
展を目指して研究を継続していく。 
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