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1. 目的 

Agrobacterium 属細菌は，根頭がんしゅ病や毛根病の原因菌として植物病理学分野で古くから研

究が進められてきた（澤田，2006）．また，近年では植物に外来遺伝子を導入するための有用菌と

しても広く利用されている．一方，土壌や水圏などの環境中からも，Agrobacterium 属細菌が広く

分離されているが，これらの環境中における生態や農業生産との関連は不明な点が多い．本研究で

は，土壌から選択培地を用いて分離した Agrobacterium 属細菌の特性について報告する．なお，

Agrobacterium 属細菌の分類体系は統一されておらず，複数の分類・命名システムが混在している

状況にある（澤田・土屋，2003）．Agrobacterium 属とRhizobium 属を統合する提案（C システム；

澤田・土屋，2003）もあるが，本報告では基本的に，「病原性に基づいた人為分類システム（A シ

ステム）」，あるいは「種レベルに自然分類を導入したシステム（B システム）」（澤田・土屋，2003）
に基づいて記載した．なお，引用文献，基準株，あるいはDNA データベースの登録データ（図 1，
2）の学名はそれぞれの原報に従ったので，A, B, C の 3 つのシステムの学名が混在していることに

留意頂きたい．農業生物資源ジーンバンクにおけるAgrobacterium 属細菌の学名の整理については，

澤田ら（2014）により紹介されているので参照いただきたい． 
 
2. 材料および方法 

1）細菌の分離 

 中央農業研究センター内のダイズ栽培跡地および小麦栽培跡地の作土層より，土壌を採取した．
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土壌は，2 地点ともに淡色クロボク土であった．採取した土壌は，2mm のふるいを通した後，直ち

に 10 倍量の滅菌蒸留水に懸濁し，室温で 10 分間振とうした．土壌抽出液は，滅菌蒸留水で希釈し

た後，Agrobacterium biovar 1 の選択培地である 1A 培地（K2TeO3を 80ppm 添加）に塗布し，28℃
で培養した（Mougel et al., 2001）．プレートに出現したコロニーのうち，Mougel et al.（2001）に

より報告されたAgrobacterium biovar 1 のコロニー形態（黒色，円形，半レンズ状，全縁）と類似

のものを釣菌し数回純化した． 
 
2）分子系統解析 

 分子系統解析には，分離した菌株のうちMAFF 107659（ダイズ跡地土壌），MAFF 107660（ダ

イズ跡地土壌），MAFF 107661（ダイズ跡地土壌），MAFF 107662（ダイズ跡地土壌），MAFF 
107671（小麦跡地土壌），MAFF 107672（小麦跡地土壌），MAFF 107673（小麦跡地土壌）およ

びMAFF 107675（小麦跡地土壌）を供試した．菌体からDNeasy Blood & Tissue kit (キアゲン)
を用いて DNA を抽出し，プライマー20F (5’-AGTTTGATCMTGGCTCA-3’) と  1540R 
(5’-AAGGAGGTGATCCAGC-3’)を用いて PCR 法により 16S rRNA 遺伝子を増幅し(Ishikawa et 
al., 2003)，ダイレクトシークエンス法により塩基配列を決定した．得られた塩基配列を基に近隣結

合法により系統樹を作成した．また，MAFF 107659，MAFF 107660，MAFF 107661，MAFF 
107672，MAFF 107673 については，プライマーSM (5’-AAGTCGTAACAAGGTAGCC-3’) と BR3 
(5’-GCTTTTCACCTTTCCCTCAC-3’) を用いて ITS 領域を増幅し（Willems et al., 2001)，同様に

塩基配列を決定し系統樹を作成した． 
 
3. 結果   

16S rRNA 遺伝子の塩基配列を基にした分子系統解析の結果，土壌からK2TeO3を 80ppm 添加

した 1A 培地を用いて分離した菌株は，α-プロテオバクテリアのうち，Rhizobium/Agrobacterium
属細菌とクラスターを形成した．特にAgrobacterium radiobacter ATCC 19358 やAgrobacterium 
tumefaciens NCPPB 2437 と近縁関係にあった（図 1）．供試した菌株のうち，MAFF 107659， 
MAFF 107661，MAFF 107671，MAFF 107672，MAFF 107673 およびMAFF 107675 株は高い

ブートストラップ値で支持される同一のクラスターを形成したが，MAFF 107660 と MAFF 
107662 株はこれらの菌株とは異なる系統関係にあった．ITS 領域の塩基配列による系統解析結果

も，これらの分離菌株がRhizobium/Agrobacterium 属細菌と近縁であることを示した（図 2）．16S 
rRNA 遺伝子の塩基配列による分子系統解析で同一のクラスターを形成した菌株は，ITS 領域の塩

基配列による系統樹においても近縁関係を示した．一方，MAFF 107660 株は，ITS 領域の塩基配

列を基にした系統樹においても，他の分離菌株とは異なる系統関係を示した． 
これらの菌株について，Agrobacterium 属の病原性プラスミド（Ti および Ri プラスミド）保有

の有無を，プライマーVCF3 と VCR3 を用いた PCR 法により検討した（澤田・土屋，2003）．そ

の結果，供試したどの菌株からも，病原性遺伝子に相当する DNA 断片は増幅されなかった（デー

タ省略）． 
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図 1. 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を基にした分離菌株の系統樹 

系統解析に供試した菌株は，プロテオバクテリアより選定し，アウトグループは Bacillus megaterium IAM 

13418Tとした．ブートストラップ値は 70%以上を表示した．括弧内にDNAデータベースの登録番号を示した．

図 2.  ITS 領域の塩基配列を基にした分離菌株の系統樹 

系統解析に供試した菌株は，Rhizobium/Agrobacterium 属細菌より選定し，アウトグループは Bradyrhizobium 
japonicum USDA6T とした．ブートストラップ値は 70%以上を表示した．カッコ内にDNAデータベースの登録

番号を示した． 
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4. 考察 

Agrobacterium biovar 1 の選択培地である 1A にK2TeO3を 80ppm 添加した平板培地を用いて，

土壌から Agrobacterium を分離することが可能であった．土壌抽出液を接種した平板培地上には，

数種類の異なる形態のコロニーが出現したが，Mougel et al.（2001）により記載された

Agrobacterium biovar 1 のコロニー形態（黒色，円形，半レンズ状，全縁）により分離した菌株は，

16S rRNA の塩基配列の相同性より Agrobacterium 属であると判断された（図 1）．また，

Agrobacterium の近縁関係を推定するのに有効であると報告されている ITS 領域の塩基配列

（Bautisa-Zapanta et al., 2009）からも，これらの菌株は，Agrobacterium tumefacience 
(Agrobacterium radiobacter)と近縁であると考えられた（図 2）．これらのことから，本培地が低密

度で存在する環境サンプル中からのAgrobacterium の分離に有効であることが確認された． 
今回分離された Agrobacterium からは，PCR 法により病原性プラスミドが検出されなかったこ

とから，非病原性の株と推定された．小麦栽培跡地とダイズ栽培跡地のいずれからも非病原性

Agrobacterium が分離されたことから，これらの菌は栽培土壌中に広く分布する可能性が示唆され

た．これまで，Agrobacterium の研究は主に植物病原性の面から行われてきたが，土壌中の

Agrobacterium の多くは非病原性の株であると報告されている（Mougel et al., 2001）．今後，植物

病原性の研究に加えて，環境中でのAgrobacterium の生態や有用機能の開発に関する研究が進展す

ることが期待される． 
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