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研究成果の概要（和文）：サツマイモの茎、塊根の表面と内部の共生細菌群集について非培養法による多様性解
析を行った結果、各組織に共通して他の作物種よりもアルファプロテオバクテリアの優占化が観察された。ま
た、多様性指数は塊根表面、茎、塊根内部、の順番で小さくなることが明らかにされた。上記と対応する組織か
ら共生細菌の網羅的な分離培養を実施した。約2000株の分離菌について16S rRNA遺伝子に基づくクラスタリング
解析を行った結果、約320個のグループが得られた。これらのグループの代表的な菌株について培養法により空
中窒素固定活性を測定した結果、塊根に共生するダイズ根粒菌に類似した１菌株について活性を検知した。

研究成果の概要（英文）：Bacterial diversity in stem, surface and inner tissues of main root of sweet
 potato was examined by non-cultivation method. As a result, the domination of Alphaproteobacteria 
was observed in all tissues examined in comparison with bacterial diversities in other crops. As 
expected, the values of diversity indexes are decreased as folloing order, surface of main root, 
stem, and inner tissue of main root. Correspondingly, approximately 2000 bacterial colonies were 
isolated from stem, surface and inner tissues of main root of sweet potato by using a culivation 
medium. Approximately 320 groups were obtained by the clustering analysis based on 16S rRNA gene. 
These isolates were examined for nitrigen fixation ability on a medium. Among the isolates, one 
isolate closely related to Bradyrhizobium sp. was found to have nitrogen fixation ability as a 
candidate of nirogen fixation bacterium in sweet potato. 

研究分野： 植物共生科学

キーワード： 窒素固定　サツマイモ　共生細菌　多様性　16S rRNA遺伝子　Alphaproteobacteria
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１．研究開始当初の背景 
（１）課題提案者のグループは植物組織から
細菌細胞を抽出・精製する細菌細胞濃縮法を
開発し、非培養法による植物共生細菌群集の
分析法を確立した。当該手法を活用すること
により、世界で初めて植物共生細菌について
生態学的評価に耐え得る非培養法による多
様性解析やメタゲノム解析が可能になった
（１）。 
（２）サツマイモは暖地において低窒素施肥
でも高いバイオマス生産性を示し、共生細菌
の空中窒素固定を通して全窒素量の約 30％
以上を取り込む能力があることが報告され
ている（２）。また、テンサイと同様にダイ
ズ根粒菌に近縁な植物生育促進細菌が共生
することが報告されている（３、４）。この
ようなサツマイモの共生系の解明は非マメ
科作物における空中固定窒素を介した減肥
栽培技術の開発のための重要な基盤的情報
となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
サツマイモの共生系の解明は非マメ科作物
での窒素固定による生産性向上機構のモデ
ルとして非常に重要である。しかしながら、
当該共生系は現在まで分離培養された若干
の窒素固定細菌での研究の試みがあるのみ
で、その詳細はブラックボックス状態にある。
本課題は最新の分子生態学的手法を活用し、
サツマイモへの窒素寄与率が高いと思われ
る塊根と茎組織に共生する主要な窒素固定
細菌群の多様性、機能性、組織分布等の網羅
的解明を行う。同時に、メタボロミクスの活
用により宿主と窒素固定細菌群の相互作用
に関与する可能性のある糖・窒素代謝物の網
羅的な探索も行う。これらの研究成果は、窒
素固定細菌の資材化や共生促進剤の開発、宿
主代謝マーカーによる共生育種等の次世代
型農業技術の開発の基盤的情報としての活
用が期待される。本提案課題では、上述した
ような最新の分子生態学的手法を駆使して、
窒素固定細菌群を中心にしたサツマイモ共
生系の系統的・機能的多様性の全容解明を進
めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
九州沖縄農業研究センター・都城研究拠点に
おいて、高バイオマス品種（コガネセンガン）
と低バイオマス品種（農林 2号）を同一圃場
内で慣行的に栽培し、生育中期に各品種から
窒素固定への寄与が大きいと思われる茎と
塊根の各組織を採取した。圃場内における環
境変動による試料の質的・量的なバラツキを
抑えるために、各品種について、３反復の試
験区を設け、各反復から３個体、１品種あた
り合計９個体からのサンプリングを行った。
窒素固定細菌群の多様性や組織特性を明ら
かにするため、上記の試料について細菌細胞
濃縮法を活用して共生細菌群集のDNAを抽出
し、得られた DNA を用いて 16S rRNA 遺伝子

を標的としたパイロシークンシングによる
多様性解析を実施した。 
 また、上述の組織と対応する形で、異なる
反復区から得られた３個体の高収量性品種
の茎、塊根表面、塊根内部の各試料をリン酸
バッファー中でホモジナイズし、２重ガーゼ
でろ過した。得られたろ液を分離培養試験用
試料として 10％グリセロール溶液になるよ
うに調製し、-80℃に保存した。これらの各
試料のグリセロールストックからR2A培地や
メタノール培地等の低栄養性培地を用いて、
サツマイモの共生細菌の大量分離培養を行
った。培地の種類、培養日数、培養条件等に
ついて予備実験を行った結果、試料の種類に
より R2A 培地で 1週間、メタノール培地で 10
日間の培養条件で共生細菌の大規模分離培
養を行うこととした。得られた全分離菌につ
いてゲノム DNA の抽出を行い、16S rRNA 遺伝
子前半領を標的としたワンパスによるダイ
レクトシークエンスを行った。これら分離株
について、16S rRNA 遺伝子の前半領域の約
600塩基の配列情報に基づいて類似度99％で
クラスタリングを行い、その結果に基づいて、
各菌群の系統的多様性解析、各組織における
検出頻度、多様性指数等を解析した。また、
各グループの代表配列の最近縁種をBlast検
索により特定した。これらの情報を活用して、
過去の文献情報を参考にして、系統情報に基
づいて空中窒素固定活性を持つ可能性の高
い菌群、組織特異性の目安として植物試料の
反復間で安定して検出される菌群、既知種に
対する類似度が 97％未満の系統的な新規性
の高い菌群等をサツマイモ共生系の窒素固
定細菌の候補株として選抜した。さらに、上
記の微生物多様性解析の試料と対応する形
で NMR 分析用の植物組織（茎、塊根）と土壌
のサンプリングを行い、NMR 分析のための前
処理と予備実験を行った。 
  
４．研究成果 
都城市で栽培された収量性の大きく異なる
２品種のサツマイモの茎、塊根表面、塊根内
部について、パイロシークエンスによる共生
細菌の多様性解析を行った結果、各組織とも
にサツマイモの共生系は Proteobacteria、特
に既知の他の作物種の共生系との比較にお
い て 、 全 多 様 性 に 対 す る Alpha- 
proteobacteria のグループの割合が非常に
高く、本菌群が優占化した群集構造を持つこ
とが明らかとなった（表１）。 
これらの結果から、サツマイモの茎や塊根の

共生系はAlphaproteobacteriaが特に優占化
しやすい宿主環境であることが示唆された。

表１．サツマイモ共生細菌の多様性（綱レベル）
組織
品種 N K N K N K

Alphaproteobacteria 70.4 63.9 87.7 56 37.4 28.2
Gammaproteobacteria 9.5 9.5 3.5 13.8 32.5 12.8
Actinobacteria 11.8 15.9 2 4.8 2.9 12.7
Betaproteobacteria 2.8 2.7 0.4 2 8.5 13.5
Others 5.5 8 6.4 23.4 18.7 32.8

茎 塊根表面 塊根内部



Alphaproteobacteira は窒素固定能を持つ植
物有用細菌が多く含まれることから、本菌群
にサツマイモへの窒素供給に寄与する細菌
が属している可能性が示唆された。加えて、
塊根内部では、Alphaproteobacteira に加え
てGammaproteobacteriaも優占的な菌群であ
ることが明らかとなった。塊根内部も細菌に
よる窒素固定として適した環境と思われる
こと、Gammaproteobacteria にも多くの窒素
固定を行う細菌種が知られていること等の
理由から、宿主であるサツマイモへの窒素の
提供を行う細菌群の候補として、塊根内部に
共生するGammaproteobacteriaについても窒
素固定活性や生育促進効果等の評価を進め
る必要があると考えられた。また、各種の多
様性指数、OTU 数等については過去の他の作
物種の分析結果からも予想されるように、塊
根表面、茎、塊根内部の順番で小さくなるこ
とが明らかとなった。サツマイモと同様にバ
イオマス生産性の高いテンサイにおいても
共生細菌群集中のAlphaproteobacteriaの存
在比が高いことから、本菌群は植物バイオマ
スの高生産性に貢献している可能性もある
と考えられる。 
平成 27 年度に分離培養株数として、各個

体の各試料あたり200株以上の細菌分離を目
安として、合計約 1000 株、平成 28 年度には
約 1000 株の合計約 2000 株のサツマイモ共生
細菌の分離株を R2A 培地を使って得た。平成
28 年度はメタノール培地を使い、約 600 株の
分離菌を得た。サツマイモ共生系の窒素固定
の役割を担う菌群を特定するため、これらの
分 離 株のク ラ スタリ ン グ解析 に よ り
Alphaproteobacteria のグループを中心に、
種レベルでの多様性解析を行った。 
その結果、約 320 個のグループに別けられ

た。各グループの代表配列の Blast 検索の結
果から、約 50 個のグループの最近縁種につ
いては過去の文献において空中窒素の固定
活性が測定されている菌群であった。さらに、
組織特異性が期待される菌株、系統的な新規
性が高い菌株等について選抜した。これら２
つの条件から、約 20 個のグループが選抜さ
れ、それらのグループの代表株について培地
条件下での窒素固定活性を測定した結果、系
統的にダイズ根粒菌に類似した１菌株が活
性を示した。この菌株については窒素固定細
菌候補株として今後詳細な検討を行う予定
である。 
また、R2A 培地で分離したサツマイモ共生

細菌のうち、16S rRNA 遺伝子の配列情報か
ら有用細菌として有望候補として選抜され
た 35 菌株について、サツマイモに対する生
育促進効果をポットサイズでの栽培試験に
おいて検討した結果、６菌株について生育促
進効果を検出した。 
さらに、平成 28 年度にメタノール培地を

用いてサツマイモの茎や塊根から分離培養
された菌株について平成 29 年度に多様性解
析を行った結果、R2A 培地では得られなかっ

た非常に系統的に新規異性の高い菌群をメ
タノール培地の利用により多数得られるこ
とが明らかとなった。R2A 培地とメタノール
培地の併用により、より多様な植物共生細菌
群の効率的な分離が可能であることが示唆
された。特に、サツマイモの塊根からは、
Rhizobiales 目に属する非常に新規性の高い
科レベルの未知の菌株が分離され、窒素固定
活性や生育促進効果等について現在検討中
である。 
生産性の異なる 2品種のサツマイモ（農林

２号とコガネセンガン）の茎、塊根表皮、塊
根内部の共生細菌群集について共生細菌群
の比較解析をした結果、多様性の目安となる
各種の指数値ほぼ全てにおいて低収量性の
農林２号よりも高収量性のコガネセンガン
で高い傾向を示した。特に、コガネセンガン
の塊根において共生微生物の多様性が高い
ことが明らかとなった。２品種間の系統的多
様性の差異について検討した結果、門レベル
では、茎、塊根のいずれの組織においても
Proteobacteria の割合がコガネセンガンで
小さいこと、特に塊根組織における割合が非
常に小さいことが明らかとなった。対照的に、
Actinobacteria、Firmicutes、Bacteroidetes、
Verrucomicrobia 、 Planctomycetes 、
Chlamydiae 等の比較的マイナーな菌群の割
合がコガネセンガンの地上部と地下部の両
方の組織において増加していることが明ら
かとなった。今後、より下位の分類単位で詳
細な解析を進め、植物代謝物との相関や接種
試験で有用性を示した菌群との系統的関係
を明らかにしていく予定である。 
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