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ダイズの 根粒着生変異と窒素施肥 に応答したアル フ ァ
・ガン マ プロ テオ バ クテリア の 群集構造変化
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根粒 形成表現 型 （非着生型 、野生型 、超着生型）及 び 窒素施肥 量 が ダイズ 茎 関連 細菌 の 多様性 に及 ぼ す 影響につ い

て検討した。隣接したi貫行施肥 区 （15kgN 〆ha）及び窒素過剰施肥 区 （615　kgN！ha）にお い て 栽培を行 い 、開花期に茎

部をサ ン プ リン グした。茎か ら細胞濃縮法に より茎関連細菌画分を調製し、DNA 抽 出を行 っ た。得 られ た DNA を鋳 型

として 16S　 rRNA 遺伝子 の クロ
ー

ン ライブ ラリ
ー

を作製後、シ
ー

クエ ン ス を行 うこ とに より茎 関連細菌の 多様性を評価し

た 。 慣行施 肥区 で は、α プ ロ テオバ クテリア の 割合が変異体（非着生型、超着生型）（75−76°／・）と比 較して 野生型ダイズ

（66％ ）に お い て 低 下 して い た。対 照的 に 、γ プロ テ オ バ クテ リア の 割合は変異 体（12−16°
／。）と比 較 して 野 生 型 ダイズ

（23％）で増加 して い た 。 クロ ーン ライブ ラリー間の 類似性に つ い て主座標分析により解析した結果、超着生型ダイズ の

茎 関連細菌の群集構造は 野生型ダイズ よりも非着生型ダイズ に類似して い るこ とが 示された、窒素過剰施肥 区にお い

て は 、根 粒 形 成 の 表 現 型 に 関 わ ら ず 、全 ての ダ イ ズ 系 統 に お い て ・t プ ロ テ オ バ クテ リア の 割 合 が増加 し た

（32．4−56．6％）。クラス タリン グ解析の 結果、a 及び γ プ ロ テオ バ クテリア の 特定 の 細菌群 が慣行施肥 区における根粒形

成表現型と窒素過剰施肥 の 両方 の 影響を強く受けてい るこ とが 明らか となっ た。以上 の 結果から、ダイズ 茎 関連細菌の

プ ロ テ オ バ クテ リア の
一

部 が 植物 にお ける根粒 共生系制御機構 の 影響を受けて い る可能性が示唆された。さらに、特

定 の 分類群 の 茎関連細菌 が根粒表現型 と窒素過剰施肥処理 の 両方 の 環境因子 に 強く反応 することか ら、植物に お け

る根粒共生 系制御機構 と窒素代謝系 の 交差及 び未知 の 微生物制御系の 存在 が示唆された，，
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「天狗の 麦飯」は 中部火山帯の 標高の 高い 地域に 産 出する微生物塊で あ る。こ れまで に表層部 の 「天 狗 の 麦 飯 」が 10

種程度の 真正 細菌か ら成るこ とが わ か っ て い る。許 可を得 て 上信越 高原国 立 公 園内 の 産地 1ヶ 所を掘 削したところ ， そ

の 下部に は ，土色 の 異なる複数の 微生物層が存在して い た。高橋 （1935）は別 の 産地 にお い て 同様に，性状の 異なる

下部 の 微生物層 の 存在を報告して お り，こ の 層を「天狗 の 麦飯 」が 「徐 々 に 分解過程 を辿 るもの 」で ある と考察 して い

る。本研 究で は ，こ れらの 下 部層中の 微生物が 「天狗 の 麦飯」の 形成や 分解 に対 し重要な役割を果た して い ると考え，

下部各層に含まれ る微生物の群集構造を明らか にするとともに，各層 の 安定 同位体 分析を行うことを 目的とした。掘削

可能な深さ 38cm の 縦穴 の 断面を観察し，土色に従 い 表層か ら最下層 まで 6 層 に 区 分し，各層か らサ ン プ ル を採取 し

た。各層 の 微生物を光学顕微鏡観察したとこ ろ，第 1 層 （0−7cm ）には厚い 莢膜をもつ 微生物が多く見られたの に対 し

て，下部各層に は ほ とん ど見られなか っ た。】6S　rDNA を標的 とする PCR −DGGE に より各層の 微生物群集構 造を解析

したとこ ろ，それぞれ 15−20 本 の バ ン ドが検出され，そ の うち 6本 は 全 て の 層 に 見 られ た。バ ン ドバ ター
ン 解析結果か ら6

層は ，上層 （第 1層），中層（第 2−4 層 ：7−17cm ），下層 （第 5−6 層 ：17−38　 cm ）の 3 つ に大別 された。各層サン プル の

炭素同位体比 （δ
13C

）を測 定 したところ，第 1層か ら第 4 層 で は，−21．5−−22．8％・で あ っ たの に 対 して ，最下層 の 第 5 層お

よび第 6 層 は，それぞれ一24．8，−24，6％・と低 い 値を示 した。本発表で は，これ らの 結果 を基 に 「天 狗の 麦飯」お よび その

下 部層 に お け る微 生 物 生 態系 に つ い て 考察する 。
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