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研究成果の概要（和文）： 

サツマイモより分離した Bradyrhizobium 属内生窒素固定菌は、植物体内に存在する有機酸類

をエネルギー源にして、酸素濃度の低い条件で窒素固定を行うことを明らかにした。また、根

より感染した菌は、地上部全体に移行し定着することが示された。これらのことから、

Bradyrhizobium 属内生窒素固定菌は、サツマイモ組織内の低酸素部位で窒素固定活性を発現で

きる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Endophytic diazotrophs isolated from sweet potato were characterized. The isolated 

Bradyrhizobium showed acetylene reduction activity in the medium containing carboxylic 

acids as the carbon source under micro-aerobic conditions. Colonization in the stems after 

inoculation of the Bradyrhizobium to the roots was observed in sweet potatoes. These 

results suggested that the Bradyrhizobium endophyte can express nitrogenase activity in 

the microsites with low oxygen tension in plants. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）植物－微生物間の窒素固定は、マメ科

根粒中での共生的窒素固定、および根圏にお

ける協同的窒素固定が知られていたが、近年
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になって植物体内細菌（エンドファイト）に

よる窒素固定が発見された。申請者らも、サ

トウキビ、熱帯イネ科牧草やサツマイモで、

エンドファイトによる窒素固定が全窒素集

積量の 30%程度あることを報告してきた。 

（２）申請者らは、培養を用いない方法によ

りサツマイモ体内で窒素固定を行う菌を探

索し、根粒菌と近縁な Bradyrhizobium 属細

菌が窒素固定を行っている可能性を示唆し

た。さらに、これらの情報をもとに、培養法

によりサツマイモ体内から Bradyrhizobium

属を含むいくつかの窒素固定菌を分離した。 

（３）マメ科根粒中での窒素固定能の発現機

構は、分子レベルで明らかになりつつあるが、

エンドファイト窒素固定菌が植物体内で窒

素固定機能を発現する機構は明らかになっ

ていない。 

 
 

２．研究の目的 

本 研 究 で は サ ツ マ イ モ よ り 分 離 し た

Bradyrhizobium 属内生窒素固定細菌が、植物

体内に感染し窒素固定機能を発現する条件

を、宿主植物から供給される炭素化合物、宿

主植物の窒素栄養条件、植物組織内の酸素分

圧などマメ科根粒中における窒素固定の制

御因子と類似の観点から解析する。そしてこ

れらの結果より、サツマイモ中でのエンドフ

ァイト窒素固定の発現機構を、宿主との相互

作用の観点から明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 

（ １ ） サ ツ マ イ モ よ り 分 離 し た

Bradyrhizobium 属内生窒素固定細菌が、単生

条件で窒素固定活性を発現する条件を、培地

の炭素源および酸素分圧との関連で調査す

る。 

（２）サツマイモの根に Bradyrhizobium 属

内生窒素固定細菌を接種し、感染と地上部各

部位への移行を調査する。また、菌の感染・

定着に対する植物体の窒素栄養条件の影響

について検討する。 

（３）Bradyrhizobium 属窒素固定細菌の感染

が、サツマイモの生育へ及ぼす影響について

調査する。また、重窒素同位体希釈法を用い

て、サツマイモ体内における窒素固定の可能

性を検討する。さらに、植物体内の酸素分圧

を測定し、窒素固定活性の発現との関連を推

定する。 

 
 
４．研究成果 

（ １ ） サ ツ マ イ モ 塊 根 よ り 分 離 し た

Bradyrhizobium 属内生細菌は、単生条件にお

いてリンゴ酸、コハク酸、乳酸、ピルビン酸

を唯一の炭素源とした半流動培地でアセチ

レン還元活性を示した（表１）。一方、クエ

ン酸およびマンニトールを唯一の炭素源と

した半流動培地では、アセチレン還元活性は

低かった。また、液体流動培地を用いた振と

う培養条件においては、いずれの炭素源を用

いた培地でも、アセチレン還元活性は低かっ

た。これらのことから、Bradyrhizobium 属内

生細菌は、単生条件においてモノカルボン酸

およびジカルボン酸をエネルギー源として、

微好気的な条件で窒素固定を行うものと考

えられた。また、サツマイモの抽出液を用い

た半流動培地においてもアセチレン還元活

性が認められたことから、Bradyrhizobium 属

内生細菌はサツマイモ中に存在するこれら

の有機酸類を利用して窒素固定を行う可能

性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 



 

 

表１ Bradyrhizobium 属窒素固定細菌のア

セチレン還元活性に及ぼす炭素源の影響 

炭素源 アセチレン還元活性

(nmol C2H4 tube-1 h-1)

リンゴ酸 0.418 (±0.050）

コハク酸 0.999 (±0.032）

乳酸 0.562 (±0.018）

ピルビン酸 0.984 (±0.129）

クエン酸 0.006 (±0.003）

マンニトール 0.027 (±0.021）

 

（２）高窒素および低窒素条件で無菌的に栽

培したサツマイモの根に Bradyrhizobium 属

内生細菌を接種したところ、葉、葉柄、茎お

よび根に菌の感染が確認された。各部位にお

ける菌数は植物体新鮮重あたり103～105の範

囲であり、窒素の施用量は各部位の菌数に大

きな影響を与えなかった（表２）。これらの

ことから、根より感染した Bradyrhizobium

属内生細菌は、地上部の各部位に移行・定着

することが明らかになった。また、植物の窒

素栄養条件は、植物体への菌の感染および体

内での増殖に影響を与えないものと考えら

れた。 

 

表２ Bradyrhizobium 属窒素固定細菌のサ

ツマイモへの感染・定着に及ぼす窒素の影響 

器官 低窒素 高窒素

(CFU gFW-1)

葉 5.8×104 1.8×105

葉柄 1.1×103 5.1×103

茎 3.1×104 6.8×104

根 2.1×104 8.0×104

 

（ ３ ） サ ツ マ イ モ よ り 分 離 し た

Bradyrhizobium 属内生細菌（AT1 株）および

ク サ ネ ム 根 粒 よ り 分 離 さ れ た

Bradyrhizobium 属根粒菌(MAFF210318 株)を

サツマイモに接種し無菌的に栽培したとこ

ろ、菌の接種により生育促進が見られた（図

１）。また、葉の重窒素存在比は、菌の接種

により低下する傾向にあった（図２）。この

ことから、接種した Bradyrhizobium 属細菌

が、植物体内で窒素固定を行っている可能性

が示唆された。微小酸素電極を用いて、サツ

マイモ器官内の酸素濃度を測定したところ、

根、茎および葉のそれぞれの器官内に内生細

菌が窒素固定可能な低酸素領域があること

が確認された。本結果は、酸素濃度が高く窒

素固定には不適と考えられてきた葉におい

ても、窒素固定能が発現可能な低酸素部位が

あることを明確に示したものである。 

図１ サツマイモの生育に及ぼす菌接種の

影響 

図２ サツマイモの葉の重窒素存在比に及

ぼす菌接種の影響 
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（４） これらの結果から、Bradyrhizobium

属内生窒素固定細菌はサツマイモ全体に感

染・定着し、植物体内に存在する有機酸類を

エネルギー源にして、組織内部の低酸素部位

で窒素固定活性を発現するものと推定され

た。これらは、根粒菌の共生的窒素固定発現

条件と類似していたが、窒素による感染制御

機構などに関して異なる点も明らかになっ

た。 

本研究により、これまで不明であったエン

ドファイト細菌が植物体内で窒素固定能を

発現する主要な条件が明らかになった。内生

窒素固定細菌は、宿主特異性が低いため幅広

い作物に感染することが可能である。本研究

で得られた成果により、エンドファイト窒素

固定菌の利用技術の開発が進むことが期待

される。 
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