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１．はじめに

窒素は土壌環境中で植物生育の制限因子になりやすい元素である。窒素の供

給源である生物窒素固定の能力は原核生物に限られているために、窒素固定細

菌と植物の共生に基づく生物的窒素固定は、窒素肥料に依存しない食糧生産を

目指して長らく研究されてきた。最も良く知られているのは、根粒菌(rhizobia)

とマメ科植物の窒素固定共生系であるが、近年イネ科植物などの非マメ科植物

にも窒素固定エンドファイト(diazotrophic endophytes)という一群の細菌が内生

していることが分かりつつある。また、これらの共生系は、窒素固定ばかりで

なく、共生を通じて植物や土壌環境に対する意外な効果を示す場合がある。こ

こでは、演者らが関わってきた窒素固定エンドファイトと根粒菌の研究で共生

工学との接点になりそうなトピックを紹介したい。

２．共生微生物が病害虫やストレスに強い植物を作る

イネ科植物には根粒菌は共生しないが、種々の窒素固定細菌エンドファイト

やその他の微生物が生息している。最初に野生イネ、栽培イネなどから、アセ

チレン還元法により窒素固定活性をトレースしながら、窒素固定細菌の分離培

養を行った。得られた窒素固定菌は Herbaspirillum 属、Azospirillum 属などのグ

ラム陰性細菌で、分離宿主への定着能や窒素固定能は分離菌株毎に異なってい

た１）。定着能や窒素固定能の高い Herbaspirillum 属の菌株を選び、定着部位を

調べたところ、主に地上部の細胞間隙で増殖していた（図１）１）。さらに、窒

素固定について重窒素ガス(15N2)や nifH 遺伝子の発現解析で詳細に検討したと

ころ、植物体内に内生しているエンドファイトが窒素固定を行っていることが

明かとなった１）。ただ、植物が空中窒素から獲得している窒素に占める接種エ

ンドファイトの寄与は、生活環全体では予想より低く、培養困難な窒素固定エ

ンドファイトがイネ科植物体内で窒素固定を行っている可能性が残された。

窒素固定以外の機能はないかという議論になり、半信半疑で耐病性や耐虫性

について検討を行ったところ、一部の窒素固定エンドファイトを接種したイネ

はいもち病に対する耐病性を示したり、イネの病害虫に対する摂食阻害を起こ



す場合のあることが分かった。糸状菌エンドファイトのアルカロイドによる耐

虫性や家畜被害は有名な話であるが、細菌エンドファイトにおける耐病性や耐

虫性の報告は今のところ見当たらない。

材料をパイオニア植物や東南アジアに自生している野生イネにしたところ、

単独の窒素固定エンドファイトの単離ができなくなった。しかし、分離途中の

試験管では窒素固定活性が検出されるので、複数の微生物が関与している可能

性の検討を行った。その結果、窒素固定能を示す偏性嫌気性の Clostridium 属細

菌と好気性の非窒素固定細菌が共同して窒素固定能を発現してことが分かり、

嫌気窒素固定コンソーシアム(ANFICO: Anaerobic nitrogen-fixing consortium)と名

付けた２）。ANFICO の相互作用は、非窒素固定細菌による酸素濃度の低下と窒

素固定誘導物質の分泌であった２）。野外の植物中の Clostridium 属細菌の分布を

16S rRNA遺伝子を標的とした T-RFLP法３）で調べたところ、種々の作物や野生

植物に Clostridium 属細菌が分布していることが分かった。あまり嫌気的な環境

とは考えられない地上部も含めた植物体内に Clostridium 属細菌が生息している

ことは驚きである２、３）。定着性の高い Clostridium属細菌を選抜し、nifH遺伝子

およびアセチレン還元法により植物体内における窒素固定を調べたところ、外

部から炭素源を投与した場合に窒素固定活性が検出された。窒素固定には多量

のエネルギーが必要であるので、宿主植物から潤沢な炭素源の供給が必要であ

ると考えられる。また、ANFICO の場合も窒素固定以外の機能を調べてみたと

ころ、宿主植物の塩ストレスの軽減効果が認められ、窒素固定エンドファイト

の多機能性が示唆された。

図１　野生イネの細胞間隙に生息している窒素固定エンドファイト１）

３．根粒菌の共生遺伝子で植物の形質転換効率を上げる

ダイズ根粒菌の一種である Bradyrhizobium elkanii はリゾビトキシンという分



子量 190 の化合物を生産している（図２）５）。リゾビトキシンはダイズ植物体

にクロロシスを起こし一部の病原菌も生産するので、発見された当初は植物毒

とみなされていた５）。しかし、リゾビトキシンは植物ホルモンであるエチレン

生合成系 ACC合成酵素の強力な競合阻害剤であることが分かり（図２）６）、植

物毒ではなく宿主植物のエチレンレベルを低下させて、共生を促進する因子で

あることが明かとなった７、８）。しかし、根粒菌としてはなぜ Bradyrhizobium elkanii

しかリゾビトキシンを生産しないのか疑問が残った。根粒菌の全ゲノム塩基配

列の情報８）やアレイ解析９）などからリゾビトキシンと同様の効果を宿主植物に

与える可能性がある ACC deaminase の遺伝子（図２）が候補に上がり、実際リ

ゾビトキシンと同様の共生促進効果のあることが判明した８。９）

リゾビトキシン生合成経路はまだ解明途上であるが、リゾビトキシン生産に

関わる遺伝子がクラスターをなしており、アミノアルコールのセリノ－ル、グ

ルタミン、ジヒドロリゾビトキシンが重要な中間体となっている５、８、１０）。植

物の ACC 合成酵素にたいしてリゾビトキシンと同様な阻害効果があるリゾビ

トキシンのアナログの AVG という化合物は、Agrobacterium による植物の形質

転換効率を上昇させる１１）。AVG は高価な試薬であるので、リゾビトキシンを

生産する Agrobacterium 菌の作出を試みた。その結果、根粒菌のリゾビトキシ

ン生合成遺伝子群導入 Agrobacterium はリゾビトキシンを生産した。形質転換

の実証実験はまだ行っていないが、エチレンレベルを低下させることにより、

形質転換効率の上昇が期待できる。

図２　リゾビトキシンと ACC デアミナ－ゼの植物のエチレン合成阻害

４．根粒菌で土壌由来の温室効果ガスを減らす

根粒菌は共生窒素固定細菌であるが、窒素循環の上では逆反応である脱窒能



を持っている場合がある。従来は、嫌気的に条件下において単生状態で脱窒を

行うことが報告されていたが、宿主植物と共生した場合も脱窒遺伝子群が発現

している。これは、根粒内は微好気条件で酸素分圧が低いので、嫌気呼吸系で

ある脱窒遺伝子がついでに誘導されているようである。ただ、最終電子受容体

となる硝酸は根粒内にそれほど豊富にないので脱窒反応としては開店休業状態

ではあるが、植物からの豊富な光合成産物の供給があるので、脱窒系としての

ポテンシャルは高いと想定される（図３）。

農耕地生態系から土壌微生物の働きで発生する温室効果ガスとしてメタンや

亜酸化窒素(N2O)が問題とされている。亜酸化窒素(N2O)は、土壌の水分状態、

無機窒素量、有機物量に応じて、土壌微生物の硝化や不完全な脱窒によって土

壌から発生する。例えば、降雨直後の畑などで N2O の発生量が多いとされてい

る。そこで、ダイズ根粒によってその土壌 N2Oガスを除去できないかと考えた。

完全脱窒系(NO3
-→NO2

-→NO→N2O→N2)を持ったダイズ根粒菌 USDA110 を

接種したダイズ根粒は、窒素固定活性に相当する高い N2O 除去能力を示した。

N2O 還元酵素遺伝子 nosZ の破壊株によって形成された根粒では N2O 吸収は全

く観察されず、nos オペロンをその破壊株に相補すると根粒の N2O 吸収活性は

回復した。したがって、根粒の N2O吸収は共生状態の根粒菌バクテロイドの N2O

還元酵素が担っていることが明らかとなった。実際の土着ダイズ根粒菌株の脱

窒系を調べたところ、完全脱窒系（N2放出型）以外に、不完全脱窒系（N2O 放

出型）を保有している単離株や脱窒系を欠いている単離株が多数見られ、圃場

や系統で偏りが見られた１２）。例えば、北海道の十勝圃場では、完全脱窒系を

保有しているダイズ根粒菌が見つからなかった１２）。

図３　共生根粒菌による亜酸化窒素ガス(N2O)の取込み

以上の結果は、完全脱窒系を持っているダイズ根粒菌株を接種菌として利用

すれば、土壌由来 N2Oの量を軽減できる可能性のあることを意味する（図３）。



根粒菌は今までマメの生産という観点から利用されてきたが、地球環境の改善

という付加価値をつけることも可能かもしれない。

５．根粒菌ゲノムの進化とその利用

以上微生物と植物共生系の利用の個別課題の紹介をしてきた。現在までに３

種類の根粒菌の全ゲノム塩基配列が決定された。しかし、既知の遺伝子や他の

微生物の遺伝子ホモログなどは分かっても、共生窒素固定細菌としてのゲノム

の構成原理や共生進化の理解はそれほど進んでいない。演者らは、日本国内で

アレイ解析を中心とした根粒菌研究者コンソーシアムに加わり、根粒菌の網羅

的発現やゲノム比較の解析を進め、根粒菌ゲノムは共生アイランドなどの外来

DNA 領域がダイナミックに変化していることが分かりつつある（図４）９）。今

後ゲノムレベルの進化を模倣した根粒菌の共生工学についても考えていきたい。

図４　ダイズ根粒菌株のゲノムスキャンによるゲノム骨格と共生アイランド
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