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研究成果の概要（和文）：大西洋の海洋島であるカナリー諸島でマメ科植物のミヤコグサ属が島毎に固有種を分
化させた際に、どのような過程で根粒菌との共生関係を獲得してきたかを明らかにするために、現地調査、メタ
ゲノム解析、接種実験を行った。６つの島で実施した現地調査では、9種の固有種と19集団からの土壌サンプル
を採集して、現地研究室でDNA抽出を行った。得られたDNAを用いてメタゲノム解析実験を行った結果、土壌中の
根粒菌の集まり（根粒菌相）は生育場所の環境を反映しており、各固有種は共生相手となる根粒菌を生育場所か
ら選択的に用いるが、１種の植物が3つの異なる根粒菌属と共生するなど、共生相手の選択の幅は広いという傾
向が示された。

研究成果の概要（英文）：To clarify how the symbiotic relationship of plant - bacteria has been 
established in the speciation process at oceanic islands, we studied endemic Lotus species 
(Fabaceae) in the Canary Islands.  We conducted field studies at six islands and collected nine 
endemic Lotus species as well as 19 soil samples from their habitat. We extracted DNA from soil 
samples at the laboratory of La Laguna University and analyzed the metagenomic DNA by using 
next-generation sequencer. The results of metagenome analysis using the soil DNA suggested that 
rhizobia in the soil (rhizobacterial flora) reflects the environment of the habitat of the host 
Lotus species.  Each endemic species showed the tendency of utilizing symbiosis bacteria selected 
from the soil rhizobial at the habitat but still keeping a wide range of symbiont partners 
demonstrated by the three different rhizobia genera from one host plant.

研究分野： 植物分類学、植物系統学

キーワード： 生物間相互作用　共生特異性　根粒菌　マメ科植物　海洋島

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海洋島は、大陸から隔絶された環境で適応放散を観察することができることから、様々な生物の進化の研究に用
いられてきた。しかし、海洋島では、マメ科植物と根粒菌の共生関係においても、独自の進化をしたかもしれな
いという視点からの研究は無かった。本研究で得られた結果は、カナリー諸島でミヤコグサ属植物の固有種が分
化した際には、生育環境ごとに選択的に根粒菌を用いるだけでなく、３属もの多様な根粒菌と共生してきたこと
が示された。この結果は、海洋島でマメ科植物の固有種が適応放散する際には、共生特異性が緩む可能性を示唆
しており、海洋島におけるマメ科-根粒菌の共生系の進化研究に新たな展開をもたらすものと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 マメ科は植物の中で、地球上で３番目に大きい科であり、全球的かつ多様な環境に生育して
いる。マメ科植物が地球上でこれほど繁栄することができた理由の一つは、マメ科植物が進化
の過程で獲得してきた根粒菌との共生関係にあると言われている。マメ科植物は根粒菌との共
生系を獲得したおかげで、窒素源に乏しい土壌環境でも生育できるため、新大陸の熱帯雨林な
どでは優占樹種となることができるほどの繁栄を遂げてきた。 
 一方で、マメ科植物と根粒菌の関係には共生特異性があり、ある種のマメ科植物は特定の、
あるいは、少数の根粒菌としか共生しないことが知られている。しかし、このような共生特異
性が、どのような過程で進化してきたのかについては、まだ十分には分かっていない点が多く
ある。特に、マメ科植物と根粒菌の系統進化の歴史は非常に異なるため、マメ科植物の種分化
の際に起こった共生特異性の獲得を議論するには、系統樹を相互比較するような比較解析では
十分では無いと考えられる。 
 そこで我々が注目したのは、進化の実験場とも言われる海洋島で独自の種分化を遂げたマメ
科植物と根粒菌の共生特異性である。海洋によって大陸から隔絶された海洋島は、ガラパゴス
諸島のフィンチや、ハワイ諸島のギンケンソウなど、適応放散を伴う急速な種分化がいかにし
て生じたかを研究する舞台となってきた。マメ科植物についても、スペインのカナリー諸島で
は Lotus属（ミヤコグサ属植物）が極めて多様に種分化していることが知られている。また、
カナリー諸島の成立年代は島によって 1200 万年から 100 万年と異なるが、Lotus 属植物は比較
的短い歴史の中で多数の固有種が分化してきたことがすでに明らかになっている。 
 近年、我々の共同研究者である La Laguna 大学の Milagros León-Barrios博士らによって、
カナリー諸島に固有のいくつかの Lotus 属植物と共生する根粒菌が研究され、固有種の Lotus 
kunkeliiと他の数種は、Ensifer 属, Mesorhizobium 属, Agrobacterium 属のいずれとも共生し
ていることが報告された。このような共生特異性のレンジの広さは、同属のモデル植物である
Lotus japonicus（ミヤコグサ）が、野生環境では Mesorhizobium loti のみと共生すると言わ
れているのとは極めて対照的であり、カナリー諸島の Lotus 属ではマメ科植物-根粒菌の共生特
異性のレンジが広くなっていることを示唆している。また、このような共生特異性の制約の緩
みは、海洋島において急速な適応放散を経たことによって生じた可能性があり、その場合は、
カナリー諸島の他の Lotus属の固有種でも同様の現象が観察されるはずである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、4 年間の研究期間の間にカナリー諸島で現地調査を実施することで、カナリー
諸島の Lotus属植物の固有種はいずれの種においても同様に共生特異性のレンジが広くなって
いるか？; 固有種が生育する土壌環境にはどのような根粒菌が存在するか？; それぞれの環境
ではどのような根粒菌が共生相手として選択されているか？; また、Lotus 属植物と共生する
根粒菌は、双方にとって最も効率的な組み合わせになっているのか？ などの疑問を明らかにす
ることを目的として、 
・ 現地調査による Lotus属植物および生育地の土壌サンプルと根粒サンプルの採集 
・ 土壌サンプルを用いた土壌根粒菌のメタゲノミクス解析 
・ 根粒サンプルを用いた共生根粒菌の特定 
・ 接種実験による生育特性の解析 
・ カナリー諸島の Lotus 属植物との比較のための他の環境におけるマメ科植物・根粒菌の研

究 
を行った。 
 
３．研究の方法 
【現地調査】： カナリー諸島のテネリフェ島にある La Laguna 大学でマメ科植物と根粒菌の研
究を行っている Milagros León-Barrios博士およびに Marcelino del Arco-Aguilar 博士と初年
度に詳細な打合せを行い、研究協力体制を構築した。調査は H27年から 29年の３年間にカナリ
ー諸島の全 6島のうち 5島で実施し、極端な希少種や、立入の難しい地域を除いて、できる限
り多くの固有種の生育地を訪れるように実施した。現地調査許可や採集許可等の必要な手続き
は、両博士を通して関係機関と連絡をとることで取得した。また、採集した土壌や植物サンプ
ルは La Laguna 大学の León-Barrios博士の研究室にもちかえり、DNA 抽出実験や栽培実験に用
いた。 
 
【土壌メタゲノム・根粒菌解析】： 土壌からの DNA抽出は、現地研究機関の実験室において、
Nucleo Spin for Soil を用いて行った。抽出した DNAは現地研究室で保管するとともに、日本
に持ち帰り、メタゲノム解析に用いた。根粒菌のメタゲノム解析には、Glutamine synthetase II
（glnII）遺伝子に注目して、Rhizobium 属, Ensifer 属, Mesorhizobium 属, Bradyrhizobium
属の４属のそれぞれに特異的なプライマーを設計した。２段階の PCR で目的産物を増幅すると
ともに、多検体の次世代シーケンシング解析に必要なインデックスとアダプターを付加し、
Illumina 社の MiSeqシーケンサで配列を決定した。得られた配列データは、プライマー除去や
クリーニングの後、この研究のために準備した解析パイプラインを通してクラスタ解析および
多様性解析を行った。根粒から単離した DNA についても、同様の方法で解析を行った。 



 
【栽培・接種実験】： 現地研究機関の実験
室において、採集した土壌を滅菌水に懸濁し
てろ過し、バクテリアを含んだ上澄みのみを
国内に持ち帰って右図のような培養実験系
を作成した。土壌懸濁液の上澄みと栽培用の
種子は、テネリフェ島の L. sessilifolius, L. 
campylocladus, L. dumetorum の生育地から
得られたものの他、比較対象のために日本の
ミヤコグサの自生地から得られたものを用いた。また、栽培実験には L. hillebrandiiの種子
も用いた。実験室で 4週間程度栽培した後、根粒の数と重量、SDW (Shoot Dry Weight)を計測
した。 
 
以上の実験の他、カナリー諸島の Lotus属植物との比較のために、他の島嶼環境におけるマメ
科植物と根粒菌の研究も実施した。 
 
４．研究成果 
【現地調査】： H27年から H29年の 3年間に 3回の現地調査を実施し、カナリー諸島の Lotus
属植物の固有種 9種、19集団から解析用のサンプルを得ることが出来た。 
 
【土壌メタゲノム・根粒菌解析】： 土壌メ
タゲノムおよび根粒から得られた根粒菌特
異的 glnII遺伝子の配列からクラスタ解析を
行って OTUを得た。これを BLAST サーチにか
けて根粒菌の配列と判定できるものを抽出
し、多様性解析（αおよびβ多様性、nMDS 解
析等）を行った。土壌根粒菌は概ね宿主ごと
にクラスタを形成し、また、それぞれはクス
ノキ科林(Laurel forest)、マツ林（Pine 
forest）、乾燥地（Euphorbia scrub territory, 
Coastal regions）を反映するクラスタを形
成した（右図）。また、環境要因との相関解
析により、土壌根粒菌相は乾燥と有意に相関
することが示された。 
 また、土壌および根粒から得られた OTU と、宿主植物、集団、土壌サンプル、BLAST サーチ
によって同定された根粒菌の属の対応を得た。本報告書においては、L. sessiifolius(略号: 
LS）、L. campylocladus (LC), L. dumetorum (LD)の３種についての結果のみを示す（下図）。
土壌サンプルは１カ所について２サンプルずつ採集されている。そのため、1-2 のように連続
する２つの土壌サンプルは、同じ場所から採集されてものであり、他の連続する番号のものは
異なる種の生育地、あるいは、異なる集団から採集されたものである。また、根粒から得られ
た配列の数字も、土壌サンプルのものと対応している。図中において、土壌サンプルと根粒サ
ンプルの両方から配列が得られたものについては、それぞれを黒枠（土壌）および赤枠（根粒）
で囲んである。この図では、クラスタ解析で示されたのと同様に、宿主植物の生育する環境ご
とに出現する根粒菌が異なることが、明瞭に示されている。また、同じ宿主植物が生育する場
所であっても、場所によって土壌根粒菌相が異なっており（例えば、LDの 16と 21-22）、また、
そこで宿主植物に利用される根粒菌も概ね土壌根粒菌相を反映したものとなっている。また、



宿主植物に利用される根粒菌は、 Bradyrhizobium 属, Mesorhizobium 属が多いが、 L. 
sessilifolius と L. dumetorum では Rhizobium 属の根粒菌とも共生していた。ここに示した 3
種では Ensifer 属の根粒菌は検出されなかったが、先行研究から予想されたように、カナリー
諸島ではそれぞれの Lotus属植物が、多様な根粒菌と共生していることが確かめられた。一方
で、根粒サンプルに現れる根粒菌は必ずしも土壌サンプルに現れない例がいくつか見られた。
これは恐らく、土壌サンプル中の根粒菌の消長が激しいためであろうと考えている。今後は、
土壌サンプルのレプリケイト数を増やすことや、解析リード数を増やすこと、土壌の採集時期
を工夫することなどが必要かと思われる。 
  
【接種実験】： 接種実験は、栽培実験に必要な種子の提供を受けられた 2016年度に実施した。
L. japonicus（日本のミヤコグサ）、L. sessilifolius, L. campyloclaus, L. hilebrandii, 及
び L. dumetorum を、根粒菌を含んだ生育地の土壌懸濁液を用いた栽培チューブ（J: L. 
japonicus、D: L. dumetorum, C: L. campylocladus, S: L. sessilifolius, D: L. dumetorum）
各 4本ずつ程度栽培し成長量と根粒数を計測した。ここでは、有意な違いの見られた SDW(Shoot 
Dry Weight)の結果のみを示す（下図）。実験の結果、L. campylocladus では自身の生育地と、
土壌根粒菌相がそれと比較的似た L. dumetorum における生長が、L. sessilifolius のものよ
りも有意に高かった。また、L. sessilifolius は、自身の生育地の土壌における生長量が L. 
campylocladus のものよりも低いという結果になった。L. sessilifolius の土壌懸濁液を用い
た場合生長量が低くなる傾向は、コントロールとして用いたL. japonicusの結果でも見られた。
このことは、L. sessilifolius は生育地である海岸乾燥地に適応して分化して、その場で手に
入る根粒菌と共生しているが、その根粒菌は必ずしも L. sessilifolius の生長に最大の効果を
もたらすものでは無いことを示唆している。今回行った接種実験は、宿主植物と根粒菌の対応
関係を見るのに優れた方法であったが、実験を実施した年度以降は十分な数の栽培実験用の種
子を入手することができず、これ以上の接種実験を続けることが出来なかった。 

 
【得られた成果の国内外における位置づけとインパクト・今後の展望】： マメ科植物と根粒菌
の研究は、様々な方面からの研究が行われているが、急速な適応放散と種分化を経験した海洋
島の固有種が、どのような根粒菌を利用しているかに注目した研究は、これまでほとんど行わ
れてこなかった。カナリー諸島の Lotus属植物の固有種が、多様な根粒菌を利用しているとい
う結果は、海洋島における急速な適応放散や種分化の際には、共生特異性の幅が狭くなるよう
な進化は起こりにくいことを示唆しているのかもしれない。このことは、栽培実験で L. 
sessilifolius の例が示したように、固有種の分化の際にはその場で入手可能な根粒菌を利用
するように適応が進んだという考えと矛盾しない。 
 また、土壌のメタゲノム解析で生育地の根粒菌相を明らかにした上で、宿主植物が利用して
いる根粒菌との対応を検証するという本研究で行った試みは、これまでほとんど行われてこな
かった。今回の土壌メタゲノムの解析結果が示す様に、土壌根粒菌相は生育地の環境毎に分化
しており、そこに生育する植物はその場で利用可能な根粒菌相の中から選択的に根粒菌を利用
していると思われる。共生相手の選択の際に、海洋島では共生特異性の幅が狭くなるような進
化は起こらなかったようだが、海洋島以外では共生特異性の幅が狭くなるような進化が起こっ
ていると思われる。今後は土壌メタゲノムの解析をさらに発展させることで、さまざまな環境
における土壌根粒菌相が明らかになると期待できる。また、環境毎の根粒菌相が明らかになれ
ば、マメ科植物が種分化する際に、特定の土壌根粒菌相を選ぶように分化した例が見つかるか
もしれない。土壌メタゲノムの解析は、今後のマメ科植物—根粒菌の共生特異性の研究に、新た
な展開をもたらすだろう。 
 
【その他の成果】 最終年度には La Laguna 大学の共同研究者である Milagros Leon-Barrios
博士と Marcelino Jose Del Arco Aguilar 博士を日本に招へいし、千葉大学、琉球大学、京都
大学でワークショップ、セミナー、一般公開講演会を実施した。また、2018年 8月 29日から 9
月 2日に仙台で開催され、世界 27ヶ国から 130名を超えるマメ科研究者が参加した第 7回国際
マメ科会議においては、Leon-Barrios博士、代表者、および信州大学の高梨功次郎博士がオー



ガナイザーとなって、下記の国際シンポジウムを開催した。8月 30日に開かれたこのシンポジ
ウムでは、本研究課題のメンバーと国内外のマメ科植物−根粒菌共生系の研究者が、次世代シー
ケンシングデータを用いた今後の研究の進展について議論を深めた。 
 
国際シンポジウム “Evolution and diversity of Legume - Soil Bacteria Symbiosis” 
日時・場所： 2018年 8月 30日 17:30 – 19:00・仙台市戦災復興記念館  
オーガナイザー： Milagros Leon Barrios (La Laguna University, Spain); Kojiro Takanashi 
(Shinshu University, Japan); Tadashi Kajita (University of the Ryukyus, Japan) 
① Wide diversity of the endemic Lotus and their symbiotic rhizobia in the Canary 

Islands: an overview 
Milagros Leon-Barrios*1, Marcelino del Arco-Aguilar2 (1Department of Biochemistry, 
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