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研究成果の概要（和文）：　本研究では、有用ダイズ根粒菌の優占化に関する環境適応機構の解明と生態的特性
の応用について湛水・塩類集積・温度の環境因子に着目して研究を行った。
　完全脱窒能を示す有用根粒菌の優占化に土壌の還元状態が影響を及ぼし、脱窒に適した環境で有用菌が優占化
し、後のダイズ栽培でも有用菌の高い根粒占有率が検出された。塩類化土壌ではSinorhizobium属根粒菌が宿主
への高い感染性を示し、Bradyrhizobium属根粒菌は根粒占有率を下げた。一方、有用菌接種により高温でのダイ
ズの生育阻害が緩和された。
　以上、有用根粒菌の優占化のための環境因子の一部を明らかにし、温度ストレスへの接種の有用性を確認し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the relations between soybean rhizobia and 
water-logging, salinization, and temperature as soil environmental factors. We have studied for 
rhizobial dominancy and naturalization under each environmental conditions and application of the 
ecological traits for soybean production.
The useful bradyrhizobia that indicate complete denitrification became dominant under the reducing 
condition in soil of water-logging status. And the bradyrhizobia became dominant in case of soybean 
nodulation. Sinorhizobia raised the infection priority to host soybean in salinized conditions. As a
 result, nodule occupancy rate by bradyrhizobia became recessive in salinized soil. However, 
inoculation of useful bradyrhizobia mitigated soybean growth inhibitions under high cultivation 
temperature. 
We have demonstrated some of environmental factors for predominance of useful bradyrhizobia, and 
have indicated advantage of inoculation for soybean growth against high temperature stresses. 

研究分野：土壌微生物

キーワード： 根粒菌　優占化　群集構造　環境ストレス　湛水　塩類化　栽培温度　ストレス耐性
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１．研究開始当初の背景 
	 マメ科作物であるダイズやアズキは土壌細
菌である根粒菌と共生窒素固定を行い、窒素
を化学肥料に依存しないため、環境負荷の小
さい作物である。窒素固定能の高い菌株によ
る根粒占有率を 50％以上に高めた研究例で
は 10〜20％の収量増が示されている。そのた
め、窒素固定能の高い根粒菌を人工接種する
方法は古くから行われてきているが、土着ダ
イズ根粒菌が存在する場合、接種根粒菌はダ
イズ感染において土壌環境に馴化した土着根
粒菌との競合で排他されてしまい、接種効果
が認められない場合が多い。このため、根粒
菌が生息する環境因子と根粒菌生態に関わ
る知見の蓄積が必須とされる。	
	 これまでの研究で、Bradyrhizobium属ダイ
ズ根粒菌には、緯度に沿ったニッチの変遷が
認められることを明らかにした。日本では B.	
japonicum	 USDA123 、 B.	 diazoefficiens	
USDA110、B.	japonicum	USDA6、	B.	elkanii	
USDA76 のクラスターに属する株が主要な根
粒菌であり、北から南へ、その土壌中での占
有率を変えながら変遷している	(図 1)。	
	

	
	 日本国内において、ダイズ畑は元来水田と
して利用されていた農地を転換畑として利
用する沖積土が多く、日本国内のダイズ栽培
面積の 80％以上を占める。根粒菌の土壌によ
る局在を詳細に検討すると、転換畑などの細
粒質土壌において B.	japonicum	USDA110 系
統株の高い占有率が検出された（Saeki	et	al.	
2013）。これは、USDA110 系統株が、他の根
粒菌と比較して、還元環境になりやすい細粒
質土壌における生残性が高いことを示唆し、
その理由として、根粒菌の嫌気呼吸（脱窒能）
の違いが挙げられる。好気的土壌のダイズ根
粒菌は、B.	japonicum	USDA6 株に代表される
N2O 放出型根粒菌や B.	elkaniiのような亜硝
酸生成型根粒菌のような不完全脱窒能を示
す根粒菌が優占する。このため、不完全脱窒
能を有する根粒菌が優占するダイズ圃場か
らの N2O ガスの発生が、環境保全型ダイズ栽
培の課題となっている。近年、USDA110 株の

完全脱窒能が注目され、USDA110 株が優占し
たダイズ根粒が、根系の N2O ガスも吸収して
N2ガスに変換することが明らかとなった。こ
の事実は、有用根粒菌の接種技術や土壌定着
の必要性を強く支持するものである。	
	 一方、乾燥条件下では塩類集積・アルカリ
環境になるため、Bradyrhizobium属根粒菌が
優占する弱酸性土壌とは異なり、ダイズ根粒
菌 Sinorhizobium	(Ensifer)	fredii の優占
が報告されており、酸性土壌とは異なるダイ
ズ根粒菌群集を構築している。根粒菌の乾
燥・塩類集積条件下における環境適応機構を
明らかにするために更に研究を必要とする。	
	 以上のように気候変動に対応したダイズ
栽培技術の確立のため、様々な環境下におけ
る共生窒素固定系の環境適応機構と機能発
現のための研究が必要とされている。	
	
２．研究の目的	
	 黒ボク土には B.	japonicum	USDA6 系統が
優占し、温度が高くなるに連れて B.	elkanii
の優占が認められるようになる。水田のよう
な一定期間の湛水を経た転換畑には B.	
diazoefficiens	USDA110 系統が優占する。ま
た、沖縄の石灰岩を母材とする塩基飽和度が	
100％を超えるアルカリ性の土壌には S.	
frediiが優占している。これらの土壌環境の
違いと根粒菌の優占化・土着化のメカニズム
を解明し、根粒菌生態を明らかにすることは、
土着根粒菌の群集構造そのものを人為的に
コントロールし、農業生産や地球環境にとっ
てより良い結果をもたらしめると考えられ
る。本研究は、環境条件として、主として、
湛水条件と塩類集積に着目し、さらに温度を
付加的な環境因子とした。国内の主要な畑土
壌である黒ボク土（一般畑土壌）、灰色低地
土（転換畑）および、砂丘未熟土（畑土壌：
乾燥地土壌）を用い、主に下記の４テーマに
ついて、各土壌で優占化が認められるダイズ
根粒菌の優占化メカニズムを明らかにする
ことを目的に研究を行った。	
１）湛水条件下における根粒菌の優占化	
２）塩類集積環境における根粒菌の優占化	
３）温度勾配環境下における栽培と感染根粒
菌群集構造解析	
４）熱帯地域の土着根粒菌解析	
	
３．研究の方法 
1)湛水条件下における根粒菌の優占化	
	 湛水条件下における nosZ+根粒菌の優占化
を検証するために滅菌土壌を使用したマイ
クロコズム解析を行った。黒ボク土と灰色低
地土を滅菌し、B.	japonicum	USDA6、123、
B.	 diazoefficiens	 USDA110 、 B.	 elkanii	
USDA76 株を土壌に混和したマイクロコズム
土壌を WT	set とし、USDA110 の N2O 還元酵素
遺伝子(nosZ)を変異させた USDA110ΔnosZを
用いて調製したマイクロコズム土壌を Mut	
set とした。各マイクロコズムを、最大容水
量の 40％含水とした土壌と湛水状態におい
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た土壌とに分け、20、25、30℃暗所条件で
30-60 日間静置培養した。数日おきに減水分
の水を補給した。培養後、土壌から環境 DNA
を抽出し、ITS 領域を PCR 増幅し、変性剤濃
度勾配電気泳動（DGGE）解析によって各菌株
を PCR アンプリコンを、変性剤濃度勾配ゲル
電気泳動法(DGGE)によりバンドとして検出
した。それぞれの菌株の優占率を画像解析に
よって求めた。得られた群集構造から多変量
解析を用いて環境因子と群集構造の変遷に
関して解析を行った。	
	 さらに、宮崎大学にてボンミノリ（Rj2Rj3）
とフクユタカ（Rj4）の交配により作出された
Rj	遺伝子集積ダイズ系統（Rj2Rj3Rj4）につい
て、水田転換畑における生育特性を把握する
ために、実験圃場での栽培試験を行った。Rj	
遺伝子集積ダイズ系統（B×F）の早生（E）、
中生（M）、晩生（L）の 3 系統とフクユタカ、
サチユタカ、エンレイの 3品種を用いた。試
験は島根大学生物資源科学部附属生物資源
教育研究センター本庄総合農場で行った。調
査項目については、主茎長、主茎節数、着莢
数、地上部乾物重、子実数、百粒重、子実収
量を調査した。さらに、開花期調査の際に栽
培中のダイズ根から根粒を採取し、根粒から
根粒菌の DNA を抽出後、16S-23S	rRNA 遺伝子
ITS 領域の PCR-RFLP 解析を行い、土着根粒菌
の根粒占有率を調査した。さらに、窒素固定
能に関与する hupLS遺伝子についても PCR 法
を用いて調査した。	
	
2)	環境における根粒菌の優占化	
	 塩類集積土壌における	S.	fredii	の優占
メカニズムを解明するにあたり、ダイズ根粒
菌の耐塩性を評価した。pH	および塩濃度を
段階的に変化させた YMA 培地上に	 B.	
diazoefficiens	USDA110、B.	japonicum	USDA4、	
6、38、123、124、135、B.	elkanii	USDA31、	
61、76、94、S.	fredii	USDA191、192、193、	
194、205 の菌液	をスポットし、コロニー形
成の有無およびコロニー面積を測定するこ
とで、各根粒菌株の耐塩性を評価した。次に
塩類集積土壌中における根粒菌の群集構造
の変遷を評価するため、滅菌した黒ボク土・
砂丘未熟土に NaCl もしくは NaHCO3で塩類集
積土壌を調製し、USDA6、76、110、123 およ
び USDA205 を混和したマイクロコズムを調製
し、一定培養期間後の根粒菌群集構造を DGGE
法およびリアルタイム PCR を用いて評価し、
各菌株の占有率を求めた。	
	 塩類集積環境下における根粒菌の宿主へ
の感染能を評価するために、NaCl	0、20、50mM	
を含む N-free 水耕液を加えたバーミキュラ
イトポットにおける根粒菌の根粒形成能を
評価した。USDA31、110 および	 S.	fredii	
USDA191、192、193、205 株を混合接種し、感
染根粒菌の同定を行い、群集構造の評価を通
じて塩類集積土壌における感染における生
態的特性を解析した。さらに、塩ストレス環
境下における根粒形成遺伝子の発現を解析

した。HM 培地に USDA31、110、205 をプレ培
養し、EC 値を NaCl で 2、5、10	dS/m とした
培地で本培養した。ダイゼインもしくはゲニ
ステインを添加し、24 時間培養後に菌体を回
収した。2	dS/m が標準 HM 培地における EC 値
である。RNA 抽出・cDNA 合成を行い、根粒形
成遺伝子 nodC をターゲット遺伝子とし、リ
ファレンス遺伝子に gyrB、rpoB、sigA の 3
遺伝子を用いてリアルタイム PCR による相対
発現の評価を行った。	
	 	
3)温度勾配環境下におけるダイズ栽培と根
粒菌群集構造解析	
	 地球温暖化に伴う気候変動の作物生産へ
の影響に関する基礎的知見の蓄積の一環と
して、異なる栽培温度環境下におけるダイズ
の生育および感染根粒菌群集構造（2016 年度
調査）について調査した。試験は島根大学生
物資源科学部附属生物資源教育研究センタ
ー神西砂丘農場内の温度傾斜型チャンバー	
(TGC)	内で行った。TGC 入り口付近から奥に
かけて低温区、中温区、高温区とした。供試
作物の栽培には砂丘未熟土を充填した 5	L 容
ポットを用いた。ダイズ品種に、2016 年度は
エンレイ、オリヒメ、ボンミノリ、フクユタ
カ、ボンミノリ×フクユタカ交配系統を、
2017 年度はエンレイ、オリヒメ、IAC-2、フ
クユタカ、ボンミノリ×フクユタカ交配系統
の 5 品種を用いた。供試菌株として B.	
diazoefficiens	USDA110 を用いた。供試菌株
接種区と無接種区を設け、TGC 内で栽培した。
採取した根粒から根粒菌を分離し、根粒菌の
DNA を抽出した後、16S-23S	rRNA	ITS 領域の
PCR-RFLP 解析を行い、ダイズ根に根粒着生し
た根粒菌の占有率を調査した。収穫時に主茎
長、茎葉乾物重、主茎節数、莢数、莢重、根
粒数の測定を行った。	
	
4)熱帯地域の土着根粒菌解析	
	 熱帯における土着ダイズ根粒菌を解析す
るために、フィリピン国 Central	Luzon	State	
Univ.のダイズ畑土壌を採取した。ポットで
異なる Rj 遺伝子型ダイズを栽培し、着生し
た根粒を採取した。根粒表面を殺菌した後ホ
モジネートを調製し、YMA 培地に塗布しシン
グルコロニーを分離した。2 回のシングルコ
ロニー分離で純化した後、HM 液体培地で培養
後、ゲノム抽出を行った。解析ターゲット遺
伝子として 16S	rRNA、16S-23S	rRNA	ITS 領
域、rpoB 遺伝子の PCR-RFLP 解析およびシー
クエンス解析を行った。ITS 領域と rpoB遺伝
子の多様性からフィリピンに土着化してい
るダイズ根粒菌の多様性を評価した。	
	
４．研究成果	
1)湛水条件下における根粒菌の優占化	
	 黒ボク土と灰色低地土のマイクロコズム
を湛水条件下で 30-60 日培養した結果、非湛
水条件と比較して WT	set において有意に
USDA110 株が優占化し、その群集構造も明ら



かに異なっていた。培養日数の違いは明確で
なく、高い培養温度で USDA110 株の優占化が
顕著であった。一方、USDA110ΔnosZ を用い
た Mut	set では明確の区別は出来なかった。
高い培養温度で USDA110 の優占化の傾向が認
められた（図２：Saeki	et	al.	2017）。	

	
	 本結果の多変量分散分析の結果、温度や培
養期間と比較して、湛水条件が根粒菌群集構
造に最も大きな影響を与えていた。この結果
は有用根粒菌の人為的コントロールに湛水
処理が有効であることを示唆している。	
	 栽培試験の結果、子実収量については、B
×Fの3系統ではMが348.2g/m2と最も高い値
を示し、M と E、L 間では 130g/m2以上の差が
みられた。M と開花期がほぼ同時期のサチユ
タカを比較すると、子実収量はサチユタカが
285.8g/m2で M が高くなったが、有意な差は認
められなかった（表 1）。	
	

	
	 土着根粒菌の占有率調査では、B×F-E、B
×F-L、サチユタカ、フクユタカにおいて B.	
diazoefficiens	USDA110近縁の土着菌株が優
占しており、そのうち hupLS遺伝子保有株は
サチユタカとフクユタカで高い占有率を示
した（図 3）。	
	

	
	 本研究の結果から、転換畑土壌におけるダ
イズ栽培では、多くの場合 USDA110 系統株が

優占するが、品種・系統によって USDA110 系
統の高い根粒占有率が認められないことが
あった。また、Rj 遺伝子集積ダイズ系統の
hupLS 遺伝子保有株の根粒着生に対する有用
性を示すことはできなかったが、hupLS 遺伝
子保有株のダイズへの根粒着生は収量増加
に繋がる可能性を示唆した。	
	
2)	塩類集積環境における根粒菌の優占化	
	 ダイズ根粒菌の耐塩性を 720 時間の培養で
評価した結果、S.	fredii 株は酸性培地では
コロニー形成できなかった。一方、アルカリ
性の培地では高い塩濃度でも耐性を示した。
Bradyrhizobium 属根粒菌では広い pH 範囲に
おいてコロニー形成を確認できたが、耐性を
示す塩濃度は S.	frediiよりも低い塩濃度で
あった（表 2）。この結果から、S.	fredii
は Bradyrhizobium 属根粒菌と比較して潜在
的な耐塩性が高いことが明らかとなった。	
	

	
	 次に、塩類集積土壌中における根粒菌の群
集構造の変遷を評価したところ、リアルタイ
ム PCR および DGGE を用いたいずれの結果に
おいても、S.	fredii の優占化は認められな
かった。この結果から、単に土壌の塩類集積
が S.	frediiの優占化を引き起こすわけでは
ないことが示唆された。一方で、塩類集積条
件下における S.	frediiのダイズ根粒占有率
は上がることが明らかとなった（図 4）。	

	
	 根粒占有率の結果から、塩ストレス環境下
における根粒菌の nod遺伝子発現を解析した
ところ、塩ストレスによる nod遺伝子発現の
大きな阻害は検出されなかった（図 5）。この
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ため、図４で示した現象は、ダイズから分泌
されるイソフラボンの濃度や組成の変化に
よって引き起こされるものと考えられた。今
後、宿主側の塩ストレス環境下におけるイソ
フラボン分泌を解析する必要がある。	

	
3)	温度勾配環境下におけるダイズ栽培と根
粒菌群集構造解析	
	 2 年間に渡る栽培試験の結果、ダイズにお
いて、接種区では主茎長、茎葉乾物重、主茎
節数、莢重、根粒数が低温区、中温区、高温
区の順に値が上昇し、無接種区においては茎
葉乾物重、主茎節数、莢数、莢重、分枝数が
低温区と比較し中温区で上昇するが高温区
では減少する傾向を示した（表 3）。	
	

	
	 根粒菌占有率調査では、接種区では気温の
上昇により USDA110 の占有率が減少したが各
温度区で 79%以上の占有率を維持し、無接種
区では各温度区で B.	elkanii	USDA76 および	
USDA94 クラスターの土着菌株が優占してい
た（図 5）。	
	

	
	 以上の結果から、気温の上昇が莢の成長お
よびその後の子実肥大に影響すると考えら
れ、B.	diazoefficiens	USDA	110 の接種は高
温下での生産性を確保する傾向にあった。以
上のことから、高温下におけるマメ科作物の
生産性確保のために有用ダイズ根粒菌とし
て知られる B.	diazoefficiens	USDA	110 の

接種は有効であると考えられた。	
	
4)	熱帯地域の土着根粒菌解析	
	 熱帯圃場として、フィリピンルソン島の
CLSU における土着ダイズ根粒菌の調査を行
ったところ、B.	elkanii	の優占が認められ
た。ITS 領域の解析の結果、多くは B.	elkanii	
USDA76 株のクラスター（Be76）に含まれた。
より詳細な解析を行ったところ、ITS 領域で
Be76 に属するとしても rpoB の遺伝子解析の
結果、多くの株が Be46 のクラスターに分類
された。この結果は、熱帯に土着化している
B.	elkanii根粒菌は温帯で検出される根粒菌
とは異なるゲノム構造を有することを示唆
している（図６；Mason	et	al.	2017）。ゲノ
ム構造と環境適応性は密接に関連しており、
より詳細に解析していくことによって環境
適応機構の解明が期待される。	
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