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研究成果の概要（和文）：本研究では、アメリカ土壌から Rj 遺伝子型の異なるダイズを使用し

て分離した Bradyrhizobium 属ダイズ根粒菌の地理的分布と遺伝子多様性を解析した。アメリ

カの 9 地点の土壌から根粒菌を分離し、16S-23S rRNA 遺伝子 ITS 領域の多型解析によって、

得られた質的・量的データから、数理生態学的解析を行った。その結果、北部では B. japonicum 
USDA123系統株が優占し、中南部では B. elkanii株が優占した。中部では B. japonicum USDA 
6, 110 系統株の占有も認められた。日本と国土の緯度が類似しているアメリカの土着ダイズ根

粒菌は、土地利用の違いによると考えられる根粒菌多様性の差異は認められたが、ダイズ根粒

菌群集構造の緯度に沿ったニッチの変遷は、日本と類似していた。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the relationship between the genetic diversity of 
indigenous soybean-nodulating bradyrhizobia and their geographical distribution in the United 
States using nine soil isolates from eight states. The bradyrhizobia were inoculated on three 
soybean Rj genotypes (non-Rj, Rj2Rj3, and Rj4). We analyzed their genetic diversity and community 
structure by means of restriction-fragment length polymorphisms of PCR amplicon to target the 
16S–23S rRNA gene internal transcribed spacer region, using 11 USDA Bradyrhizobium strains as 
reference strains. We also performed diversity analysis, multi-dimensional scaling analysis based 
on the Bray-Curtis index, and polar ordination analysis to describe the structure and geographical 
distribution of the soybean-nodulating bradyrhizobial community. The major clusters were 
Bradyrhizobium japonicum Bj123, in the northern U.S., and Bradyrhizobium elkanii in the middle 
to southern regions. Dominance of bradyrhizobia in a community was generally larger for the 
cluster belonging to B. elkanii than for the cluster belonging to B. japonicum. The indigenous 
American soybean-nodulating bradyrhizobial community structure was strongly correlated with 
latitude. Our results suggest that this community varies geographically. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、バイオ燃料の原料としてのトウモロ
コシやダイズの需要高騰は、輸入価格の高騰
を招いた。ダイズのほとんどを輸入に頼って
いる日本においては、国内自給率の向上が唱
えられている。ダイズの栽培は、共生窒素固
定の寄与により、化学窒素肥料を多く必要と
せず、窒素の環境への負荷が小さい作物であ
る。また、窒素固定能の高い菌株による根粒
占有率を高めた研究例では 10〜20％の収量
増が示されている。近年の研究で、窒素固定
能の低い根粒菌の感染による N2O ガスの発
生が報告されており、窒素固定能の高い根粒
菌は完全脱窒能を有することから、有用根粒
菌の活用の重要性がますます高まっている。
しかしながら、実際には窒素固定能の高い有
用根粒菌を接種しても土着根粒菌との競合
に打ち勝つことが出来ず、占有率を上げ得て
いないのが現状である。共生窒素固定を有効
利用するためには、土壌に導入されるべき接
種根粒菌が、土着根粒菌との競合に打ち勝ち、
速やかに宿主に感染し得る特性を有してい
ることが重要である。そのためには接種後の
有用根粒菌の土着根粒菌との競合、根圏定着
および宿主ダイズとの親和性などの生理・生
態学的知見を蓄積する必要がある。このこと
は各地域に土着化している根粒菌を解析し、
地点毎の土壌の理化学性などの環境因子お
よび地理的に離れたところでの環境条件の
差異（環境傾度）に対する適応性や宿主によ
る適応性の差異を解析する必要性を強く示
唆している。さらに、根粒菌の環境に対する
適応機構の解明は、有用根粒菌の生残性や土
着化といった観点からも研究の進展が期待
されている。本研究ではこれまで日本で解析
した土着ダイズ根粒菌の分布結果を基に、国
土の緯度が類似しており、ダイズの主要産地
も北海道から九州の緯度とほぼ一致する、ア
メリカの土着ダイズ根粒菌の分布と多様性
の土着ダイズ根粒菌を解析し、どのような環
境因子の作用の結果、根粒菌の分布が引き起
こされているのか検証を行い、環境傾度に対
する適応機構の解明を目的に行う。 
２．研究の目的 
 研究代表者はこれまでの研究で、日本にお
ける土着ダイズ根粒菌の分布と多様性を明
らかにしてきた。本研究では、アメリカおよ
び東南アジアの土着ダイズ根粒菌の地理的
分布と遺伝子多様性を、日本と同様に解析し、
世界的に一定の環境因子の作用の結果、ダイ
ズ根粒菌の多様性とその分布に差異を及ぼ
しているのかを、分子生態学的および数理生
態学的に解析を行う。さらに、環境傾度に対
する根粒菌の適応機構に関して、有用ダイズ
根粒菌の接種技術のための基礎知見の蓄積
を目指す。 

３．研究の方法 
 本研究を進めるに当たり、土壌の採取に関し
ては、アメリカ農務省(USDA)およびフィリピンの
研究者の協力承諾を得、農林水産大臣の許可
を取得し、アメリカのダイズ圃場の土壌（Florida、
Louisiana、Georgia、Alabama、Kentucky、North 
Carolina、Ohio、Michigan）を採取・輸入した
(Table 1)。同様にフィリピンの Central Luzon 
State University (CLSU)の土壌も輸入した。植
物インキュベーターにおける一定環境下で、Rj
遺伝子型の異なる各種ダイズ品種を栽培し、着
生根粒を採取した。着生根粒から YMA 培地を
用いて根粒菌を分離し、カルチャーコレクション
を収集した。根粒菌のゲノムを抽出し、16S-23S 
rRNA 遺伝子介在配列(ITS 領域)の制限酵素断
片長多型（RFLP）解析による解析法により、遺伝
子多型データを蓄積した。これらのデータを数
理生態学的に解析し、各地域における環境傾
度と根粒菌の分布と遺伝子多様性に関する解
析を行い、系統解析および群集構造解析を行
った。さらに日本各地で分離された根粒菌とアメ
リカの土着ダイズ根粒菌との比較解析によって、
土着化・優占化に関連する環境因子の特定を、
数理生態学的に行った。 

 
 

 
４．研究成果 
 すべての土壌からダイズの Rj 遺伝子型による
根粒菌のカルチャーコレクションを一品種あたり
25株調製し、一土壌あたり75株を分離し、トータ
ル 675 株を得た。分離株の根粒菌ゲノムを鋳型
とした 16S-23S rDNA ITS 領域の制限酵素断片
長多型解析を行った (Fig. 1)。 

 
 解析の結果、Michigan・Ohio ではB. japonicum 
USDA123 株、Kentucky・North Carolina では B. 
japonicum USDA110 株と USDA６株、Florida・
Louisiana・Georgia・Alabama では B. elkanii のク
ラスターに含まれる株が優占していた。この結果



は、日本におけるダイズ根粒菌の分布と類似し
たが、中緯度から南では日本よりも B. elkanii の
占有率が高いことが明らかとなった(Fig. 2, 3)。こ
れらの結果より、ダイズ根粒菌の土着化・優占化
に及ぼす環境因子として温度の影響が示唆され
た。 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 

 
これらのデータを基にした多様性解析の結果、
北部とその他の地域において群集構造が大きく
異なることが示された (Table 2, Fig. 4)。 
 

 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
ま た 、 地 理的 

多次元尺度構成法と重回帰分析の結果は、緯
度と根粒菌群集間で高い正の相関を示したが、
日本ほど高い相関は得られなかった(Fig. 5, 6)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 日本では Bj123、Bj110、Bj6、Be76 が主要クラ
スターとしてニッチの変遷を示すのに対して、ア
メリカでは Bj123 と B. elkanii が主要クラスターと
して変遷し、特に、中部で Bj110 の優占度が低く、
B. elkanii の優占度が高かった。B. japonicum 
USDA110 系統株が少なく、B. elkanii の占有率
が高い理由として、日本では水田に適する土壌
風土であるが、今回調査した地点は畑地利用で
あり、これらの農地利用の違いや、日本本土に
自生していない B. elkanii を好むマメ科植物がア
メリカで広く分布していることが影響し得る可能
性がある。 
 ま た 、 フ ィ リ ピ ン 国 Central Luzon State 
University 圃場の土壌から分離した根粒菌は、
B. elkanii に近縁であるが、これまで分離された
暖地型根粒菌とは別のタイプの根粒菌であるこ
とが示唆された。 
 これらのことから、気候・宿主等の違いに起因
すると考えられるバラツキは見られるものの、緯
度に沿ったダイズ根粒菌のニッチの変遷が地球
規模で起きていることが強く示唆された。 
（図表の詳細については Shiro et al. 2013 を参
照のこと） 
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FIG. 2. Dendrogram of the 16S-23S rRNA gene ITS region of indigenous soybean-nodulating bradyrhizobia and 
Bradyrhizobium USDA reference strains. 
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