
Japanese Society of Microbial Ecology

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Soolety 　of 　Mloroblal 　Eoology

C − 133

野 生 イネ科植物 か ら分離され る 窒素固定嫌気共 生 系

みな みさわ きわむ 　に しおか き よ　みやき たろう　 ゆ うは し けん い ち　 さ と う ただ し
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【目的】　 近年、Ace 　tobacter ，　Ilerbasprfilum，　AzoarCUs属な どの イ ネ科植物 に内生

する窒 素固定菌 （窒 素固定エ ン ドフ ァ イ ト）が 、植物 の 窒素収支 に貢献 して い る 可能

性が指摘 され て い る 。 実際、私達 も改変 Rennie（RMR ）半流動培地 を用 い て 日本に保

存 され て い る 野生 イネ の 茎か ら Herbaspin
’
Uum 属細菌 を分離 し 、 イネ幼植物 にお い

て 106〜108 オ
ーダー

で コ ロ ナイズ し、アセ チ レン 還元活 i生も検出 された 。 しか し、パ

イオニ ア 植物や 自生 して い る野生イネか ら窒 素固定菌の 比較 的高い 計数値が得 られ

る にもかかわ らず、通常の 方法で は全 く窒 素固定菌 が単離されなか っ た。そ こで 、複

数の 細菌の 相互作用によ っ て 窒素固定活性が発現 して い る可能性の 検討 を行 っ た 。

【方法】フ ィ リッ ピン ピナツ ボ火山泥流地帯 の パ イオニ ア植物ワ セ オバ ナ、雲仙普

賢岳火山泥流地帯の パ イオニ ア植物ス ス キ、東南ア ジア に 自生 して い る野 生イネ の 茎

お よび根を 1〜2％ 次亜塩素酸で 表面殺菌後 、 滅菌生理食塩水で 石英砂を入 れて 植物組

織の摩砕液 を調製 した 。 希釈系列 を 、 RMR 半流動培地に接種 し 、 1 週間 30℃ で 培養

し、アセ チ レ ン還元活 性（ARA ）を測定 し、 窒素固定 菌の MPN 計測値を求め た 。 窒素

固定菌 の 分離 は 、表面殺菌 した植物切 片か ら培養 した ARA 陽性 の 培養液ま たは MPN

計測時の ARA 陽性の 最高次希釈液か ら、RMR 寒天平板培地 を用 い て 好気条件お よび

嫌気条件で菌 を シ ン グル コ ロ ニ
ー

単離 を行 い 、 そ れ らの 単離菌 を組み合せ て RMR 半

流動培地 に接種 し、ARA ．活性 を測定 した 。 ま た 、
　 ARA 活性発現 に関 与す る 単離菌 の

形態お よび培養性状 を観察 した 。

【結果】　 パ イ オニ ア植物 ワセオバ ナで は表面殺菌 した茎で 104 オ
ー ダー一

， 根 で 10s

オ
ーダー

の 窒 素固定菌数が、ス ス キの 表面殺菌した根で は 104オー
ダ

ー
の 窒素 固定菌

数が計測 され た 。 野生 イネの 茎 の MPN 計測は して い な い が、茎切片 （約 2cm ） の

窒素固定菌の 検出頻度は 86％以上で あ っ た 。 好気お よ び嫌気条件で 単離 された菌株

は 、RMR 半流動培地で すべ て ARA 陰 ［生で あ っ た 。 そ こ で 、そ れぞれ の 単離菌 を混合

し培養 を行 っ た と こ ろ、嫌気単離株を含 む場合 ARA 陽性とな っ た 。 得 られ た 嫌気単

離株は嫌気条件下 で は 単独で も ARA 陽性 を示 し 、
　RMR 培地で 生育が よ く内生胞子 が

観察され る Clos　toridium 様の グル ー プと 、
　 GAM 培地で 生育が旺盛 なグル

ープが認

め られた 。 以上 の 結果 よ り、野 生 イネ科植物体内に は 、 窒素固定能を持つ 嫌 気性細菌

と窒素固定能を持た ない 好気性 （通性嫌気性）細菌の 両方が生息して お り、 分離過程

で 両者が酸素分圧 を介 して共 同 し窒素固定活性 を示 して い る こ とが明か とな っ た 。
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