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研究成果の概要（和文）：本研究においては、水田土壌中でのバクテリオファージ（ファージ）
の役割を生元素循環における役割として取らえ、溶菌ファージの細菌細胞への感染の程度の評
価と 13C 標識植物遺体の分解に伴うファージ DNA の 13C による標識の確認を行った。なお、
新鮮および乾燥した 13C 標識水稲カルスをそれぞれ根冠細胞および植物遺体のモデル物質とし
て使用した。また、ファージ群集における遺伝子多様性・新奇性は、各種の土壌中のファージ
遺伝子 g23, g20, psbA の塩基配列を海洋や湖沼から得られた塩基配列と比較し評価した。溶菌
ファージの細菌細胞への感染率は、海洋や湖沼でこれまでに報告されている感染率に比べては
るかに高かった。また、13C で標識された g23、g20 クローンが得られたことからファージ群集
は水田土壌中での生元素循環において微生物循環の重要な担い手と判断した。また、土壌中か
ら得られた g23 クローンの多様性は海洋や湖沼中に比べてはるかに高く、多くの塩基配列は海
洋や湖沼の g23 塩基配列とは異なる土壌に特異的な塩基配列であった。さらに、水田表面水中
の g20、psbA 塩基配列は陸水中のものに類似し、土壌中の g20 塩基配列は、表面水、海洋や
湖沼とは異なるものであった。 

 
研究成果の概要（英文）：The role of bacteriophage (phage) communities in paddy soils was 
studied from the phage contribution to bio-element cycling in this study, and the frequency 
of phage infection to their hosts and the carbon flow of plant residue to phage DNA were 
evaluated. Fresh and dried 13C-labelled callus cells were used as the model materials of 
root cap cells and plant residue, respectively. The gene diversity and uniqueness of phage 
communities in soils were examined from the phage g23, g20 and psbA sequences in 
comparison with those in marine and freshwater environments. The frequency of virulent 
phage infection to bacteria in soils was markedly higher than those reported from marine 
and freshwater environments. The recovery of 13C-labelled g23 and g20 clones indicated 
that the phage communities are important in bio-element cycling as the drivers of the 
microbial loop. The diversity of g23 clones was significantly higher than those in marine 
and freshwater environments, and their sequences were mostly soil-specific and different 
from those of marine and freshwater origins. In addition, it was known that g20 and psbA 
gene sequences in the floodwater of paddy fields were more similar to the sequences in the 
freshwater environment than to those in the marine environments and that g20 sequences 
in paddy field soils were different from those not only of marine and freshwater origins but 
also in the floodwaters overlying. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) 海洋や陸水環境において、ウイルスが生
物地球化学的物質循環、遺伝子の貯蔵庫とし
て重要であることが明らかとなり、水環境に
おけるウイルス生態学は新たな世紀を迎え
た。しかし，土壌中のウイルスに関する研究
は、これまで農学的・疫学的関心に終始し、
ウイルスの土壌中における生態と役割、多様
性に関する研究は、研究代表者らの研究を除
き国内・国外とも皆無に近い状況であった。 

(2) 研究代表者は、科学研究費補助金(基盤研
究(B))「水田表面水中のウイルスの生態」(平
成 18～20 年度)において、水田表面水中にお
ける、1）ウイルス数の季節変動および細菌
数とウイルス数の関係、2）各種細菌に感染
するバクテリオファージ（以下、ファージ）
数の季節変動、3）ウイルスのサイズ分布か
らウイルスの主体はファージ、4）ウイルス
の感染状況などを明らかにするとともに、5）
分離した Sphingomonas 属菌に感染するファ
ージの電子顕微鏡による形態観察からいず
れも Shiphoviridae 科のファージで、他方 T4

型ファージに特有のカプシド遺伝子 g23 の
解析からは水田表面水中に新奇の T4 型ファ
ージが存在することが推察された。T4 型ファ
ージは本来Myoviridae科に属すファージであ
り 、 形 態 (Shiphoviridae 科 ) と 遺 伝 情 報
(Myoviridae 科)の間の不一致は、極めて新奇
なファージの存在を示唆した。さらに、6）
青森、秋田、愛知、福岡の水田土壌中の g23 遺
伝子を調べ、いずれの土壌中の g23 遺伝子も
水田に特有の塩基配列をもつとともに９つ
のグループに区分されることを見出した。 

 

２．研究の目的 

 

(1) 水田を対象とした先の研究中、研究 1）～
3）は土壌中のウイルスの生態に関するもっ
とも基礎的情報に関するものであり、研究 4）
はファージの物質循環における役割、5）と 6）
はファージの多様性に関する研究であった。
本研究では、同じく水田を主な対象として、
ファージの物質循環における役割およびフ
ァージの多様性と新奇性をさらに追及する
ことを目的とした。 

 

(2) 具体的には、1）ファージの物質循環にお

ける役割に関し、水田土壌中の細菌へのファ

ージの感染率を調べ、ファージによる細菌の

死滅が細菌の細胞死の中で有する重要性を

評価するとともに、13
C で標識した植物遺体

を土壌に添加した後、経時的に土壌から DNA

を抽出し、Stable Isotope Probing (SIP)法により
13

C で富化したファージを検出することによ

り、ファージの土壌中での物質循環への寄与

を証明することを目的とした。また、2）フ

ァージの遺伝子多様性と新奇性に関しては、

これまでの研究から、土壌固有の T4 型ファ

ージに特徴的な g23 遺伝子が存在し、９つの

グループに区分されることが明らかとなっ

た。そこで、世界各地の水田土壌や畑土壌を

調査し、T4 型ファージの土壌固有性と多様性、

地域間差を評価することを目的とした。さら

に、ファージ群集の多様性を評価するため、

psbA 遺伝子 (Cyanophages) 、 g20 遺伝子

(Myoviridae 科)を対象に、各種ファージ群集

の遺伝子多様性、新奇性を海洋環境と比較す

ることとした。 

 

３．研究の方法 

 

 (1) 水田土壌中の細菌へのファージの感染
率の推定：HF を用いて細菌の土壌からの脱
着を試みるとともに、細菌表面に沈着した Fe

や Al を除去した後、低回転速度の遠心によ
り、砂画分、シルト画分を分離・除去した。
次いで、上澄液中の細菌を染色し、透過型電
子顕微鏡(TEM)を用いて、ファージの感染率
を求めた。 

 

(2) 土壌中でのファージによる細菌の死滅の

確認：供試土壌に 13
C 標識カルスを添加し、

経時的（1～56 日）に土壌から DNA を抽出し

た。g23 遺伝子、g20 遺伝子に特異的なプラ

イマーにより、13
C 標識ファージの存在を確

認し、土壌中での有機物循環（代謝）にファ

ージが関与していることを証明した。本研究

では、13
C 標識カルスを作製し、乾燥後の試

料は植物遺体の、また新鮮なままのカルスは

根冠細胞のモデル物質して使用した。 

 

(3) 世界各地の土壌中のファージの多様性、

共通性の解明：中国、インドネシア、バング

ラデシュ、ブルキナファソから採取した土壌

中の g23 遺伝子と g20 遺伝子を解析した。 

 

(4) 水田土壌中におけるファージ遺伝子 psbA、

g20 の解析：両遺伝子に特異的なプライマー

を用いて塩基配列を決定し、海洋環境の psbA、

g20 遺伝子配列と比較し、土壌中のこれら遺



伝子の多様性、新奇性を評価した。 

 

４．研究成果 
 
Ａ．土壌中の細菌へのファージの感染率 

(1) 溶菌性ファージの細菌への感染は細菌の
死滅を引き起こす結果、ファージは環境中で
の生元素循環において重要な役割を演じて
いる。そこで、溶菌性ファージの細菌への感
染状況を TEM を用いて高倍率で細菌細胞を
観察することにより評価した。溶菌ファージ
が感染した細菌細胞には菌体内に 100～200 

nm の黒色粒子が観察され、多数の細菌細胞
を TEM 観察することにより細菌への溶菌性
ファージの感染率が推定可能である。予備実
験において、分離したファージを細菌宿主に
感染させ、宿主細胞内に黒色の粒子が形成さ
れることを確認した後実験を進めた。 

 

(2) まず、土壌試料としてニュージーランド
の開放系大気 CO2 増加(FACE)実験が行われ
ている放牧草地の土壌を供試し、大気 CO2の
増加がファージの細菌宿主への感染に及ぼ
す影響を評価した。その結果、大気 CO2を増
加させた区では 18%の細菌に、通常濃度の対
照区では 28%の細菌細胞で黒色粒子の存在
が観察された。本研究は、土壌中の細菌への
ファージの感染を観察した世界初の研究で
あった。 

 

(3) わが国水田の３層位から採取した土壌中
におけるファージの細菌細胞への感染率を
TEM を用いて観察し、細菌死滅へのファー
ジの寄与率を推定した。感染率は 9～12%で
あった。また、感染率は長桿菌より短桿菌で
高い傾向を示し、細菌細胞内のファージ様粒
子数の中央値は 12～16 であった。 

 

(4) 以上の 2 つの研究から、土壌中の細菌へ
の溶菌性ファージの感染率はこれまでに報
告された海洋や湖沼中の細菌へのファージ
の感染率に比べて極めて高いことが推察さ
れた。しかし、TEM 観察によるファージの
感染率推定には研究者の個人差が反映する。
そこで、湛水期の水田から表面水とその直下
の土壌を採取し、細菌への感染率を比較した。
その結果、土壌中の細菌へのファージの感染
率は、表面水中の細菌への感染率に比べて有
意に高いことが判明し、土壌中の細菌には高
頻度でファージが感染していることが明ら
かとなった。 

 

(5) 細菌宿主に感染したファージは、細胞内
でファージゲノムを増幅させた後ファージ
体を形成し、細菌細胞外へと放出される。フ
ァージ体が細菌細胞内に形成されて初めて、
黒色粒子として TEM で観察される。感染初

期のファージゲノムの増幅中は、TEM 観察
ではファージの感染が確認できず、この期間
を暗黒期という。従って、TEM 観察から細
菌細胞への正味の感染率を推定するために
は、ファージの感染から細胞体外への放出ま
での期間に占める暗黒期の期間を考慮して
感染率を求める必要がある。これまでに海洋
細菌を用いて推定された暗黒期間を用いて
正味の感染率を試算した結果、土壌細菌の死
滅の大部分がファージの感染によるものと
結論された。 
 
Ｂ．土壌中でのファージによる細菌死滅の確
認 
(1) 「食う－食われる」の関係で、低次の微
生物群集から高次の生物群集に物質が流れ
る現象を食物連鎖という。しかし、一部微生
物は食われることなく死滅し、自己溶解等に
よって細胞内容物が環境に還元され、微生物
群集の基質として再度利用される。物質が微
生物群集間を循環することから、微生物循環
Microbial loop と呼ばれる現象である。近年、
通常の食物連鎖に比べて、微生物循環が物質
の流れとして重要な過程で、ウイルスが微生
物循環の重要な駆動力になっていることが
海洋において明らかとなった。しかし、これ
まで土壌中においてウイルスが微生物循環
を促進している証拠は得られていない。 

 
(2) 本研究では、植物遺体の分解過程でファ
ージを介した微生物循環が進行しているこ
とを DNA-SIP 法を用いて証明することとし
た。DNA-SIP 法とは、基質を 13

C で標識して
土壌中で分解させ、分解に関わる生物群集の
ゲノム DNA を 13

C で標識した後、土壌から
DNA を抽出して密度勾配超遠心操作で
13

C-DNA と 12
C-DNA を分画し、13

C-DNA の塩
基配列解析から基質の分解に関与した微生
物群集を推定する方法である。 

 
(3) SIP 法を利用するためには、基質（植物遺
体）を高度に 13

C で標識することが求められ
る。そこで、本研究では植物遺体のモデル物
質として 13

C で標識した水稲カルスを作製し
た。カルスの 13

C 標識濃度は 78～84%であっ
た。 

 
(4) 乾燥カルスを土壌中で分解させた後、土
壌から DNA を抽出し、密度勾配超遠心によ
り 13

C-DNA と 12
C-DNA を分画し、13

C-DNA

画分からファージの頸部遺伝子 g20 を検出し
た。 

 
(5) カルスはまたその属性から、根冠細胞の
モデル物質としても有用である。そこで、13

C

で標識した新鮮なカルスを土壌に添加し、同
様に培養後、DNA-SIP 法により 13

C-DNA 画



分を得、カプシド遺伝子 g23 クローンを多数
取得した。 
 
(6) 以上 g20、g23 遺伝子の検出結果から、土
壌中でもファージを駆動力とする微生物循
環が進行していることを明らかにした。 
 
Ｃ．世界各地の土壌中のファージの多様性、
共通性の解明 
(1) 世界各地の土壌から DNA を抽出し、g23

遺伝子に特異的なプライマーを用いて PCR

増幅した後、得られた PCR 産物を変性剤濃度
勾配ゲル電気泳動(DGGE)で分画し、主要な
DGGE バンドの塩基配列を解読した。用いた
土壌は、ブルキナファソ・バングラデシュの
水田土壌、中国東北部に分布する黒色土畑土
壌と水田土壌、わが国水田から採取した層位
別土壌等であった。 

 

(2) 得られた g23 クローンの塩基配列は、大
部分が土壌に特異的な配列を示し、海洋等の
水圏からこれまでに得られた塩基配列とは
異なるとともに、土壌中の g23 遺伝子から推
察される T4 型ファージ群集はより多様であ
ることが判明した。 

 

(3) 統計解析の結果、世界各地から得られた
g23 クローンの塩基配列は一般に高い類似性
を示すとともに、一部は各地・各土壌に特徴
的な配列であった。 

 

(4) 本研究ではさらに、堆肥化過程にある稲
ワラから DNA を抽出し、g23 クローンの塩基
配列も調査した。結果は、土壌中で検出され
た塩基配列に類似するものであった。 

 

Ｄ．水田土壌中におけるファージ遺伝子 psbA、
g20 の解析 

(1) psbA 遺伝子、g20 遺伝子を対象に土壌中の
ファージ群集の特異性をさらに調査した。
psbA 遺伝子は、ラン藻の光合成系 II の中心部
で機能する遺伝子で、ラン藻に感染するファ
ージも psbA 遺伝子を有し、感染細胞中でフ
ァージの psbA 遺伝子が機能していることが
知られている。 

 
(2) psbA 遺伝子の研究においては、水田表面
水を供試した。得られた psbA クローンは 2

つのグループに大別され、これまでに海洋か
ら得られた塩基配列とは異なり、陸水から得
られた塩基配列に類似するもので、psbA 遺伝
子は陸域の水環境と海洋で異なることが推
察された。 

 

(3) 水田表面水および水田土壌中の g20 遺伝
子を調査した。表面水中の g20 クローンの塩
基配列は psbA クローン同様、陸水から得ら

れた塩基配列に類似し、g20 遺伝子は陸域の
水環境と海洋で異なることが推察された。他
方、水田土壌中の g20 クローンの塩基配列は、
水田表面水、湖沼や海洋中の g20 塩基配列の
いずれとも異なり土壌に特有であることが
判明した。 
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