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窒素は大気中の約80％を占めており, 植物のア
ミノ酸やたんぱく質などを構成する要素であるた
め多量に要求される必須元素の一つである. しか

しながら, 植物自身は大気中に存在する窒素を直
接利用することはできず, 化学肥料や堆肥に含ま
れるアンモニア態窒素や硝酸態窒素を吸収する.
近年, この化学肥料等の多量施肥により, 植物に

ダイズ根粒菌の遺伝子水平伝播
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吸収されなかった硝酸態窒素が雨水により地下へ
と流亡し, 地下水や河川の汚染といった環境負荷
の原因となっている. 一方, ダイズ栽培において
は, ダイズ根粒菌による共生窒素固定の寄与によ
り, 化学肥料等を多量に必要としないため環境負
荷が小さく, また, 高窒素固定能を有する有用ダ
イズ根粒菌の接種により収量の増加が可能な作物
である. しかし, 有用ダイズ根粒菌の接種には,
土着ダイズ根粒菌との競合により宿主植物への感
染が抑制されてしまうという問題があり, 実際に
はその効果が明瞭でないことが現状である. 有用
ダイズ根粒菌の占有率を高め, 宿主植物への感染
を向上させる接種技術を確立するためには, 土着
ダイズ根粒菌の分布や生態についての研究が必要
であると考えられている.
先行研究において, ベトナムのアルカリ性土壌
では, ���������	
���
��	���������135に
近縁な菌株と���	����	
��� ������が優占し
(����������2005), 沖縄の酸性土壌では��

��	����� ����6�系統株と���������が多く存
在し, アルカリ性土壌では��������が局在してい
ることが明らかとなっている (�����������2008).
また, 日本の中性から酸性土壌では��
��	�����
と���������が存在し, その土壌中での占有率は
日本の北から南へと一定の生態的地位 (ニッチ)
を示しながら変遷していることが示唆されている
(����������2006������������2008). しか
しながら, このような分布を示すダイズ根粒菌の
環境傾度への適応性に関しては不明な点が多く,
土壌の��や温度などの環境傾度に対する適応機
構の獲得様式の解明は大きな課題となっている.
この適応機構の獲得については, 遺伝子の水平伝
播が考えられるが, 遺伝子の水平伝播と環境適応
性に関しても不明な点が多い.
根粒菌における遺伝子の水平伝播については,
ダイズ根粒菌である��
��	�����から���������
へと根粒形成 (�	�) 遺伝子が, ４℃という低温
条件下で効率的に水平伝播していることが報告さ
れている (�������� ������2002). ブラジル
のサバンナ土壌 (!�����	�) の高温, 乾燥, 酸
性土壌といった環境ストレス条件下においても,
ダイズ根粒菌間で�	�遺伝子と窒素固定 (���) 遺
伝子が水平伝播していたことが明らかとなってい
る (�������	������2007). また, 大腸菌にお

いては, プラスミドが吸着した微細針状粘土鉱物
の存在下で摩擦刺激を与えると, 大腸菌に微細針
状粘土鉱物が穿刺し, プラスミドが大腸菌中に取
り込まれることによって, 無生物的に形質転換体
を得られることが明らかとなっており ("	�����
�����2002�"	�����# �����2004��"	�����
# �����2004
�"	�����# $��2008), 土壌に
おける微細針状粘土鉱物と細菌との摩擦刺激によ
る遺伝子の水平伝播の可能性が示唆されている.
以上のことから, 本研究ではダイズ根粒菌の環
境傾度への適応機構の獲得様式に関して, いかな
る条件が遺伝子の水平伝播を引き起こしているの
か, 特定環境下における外来遺伝子の獲得機構を
調査することを目的としている. 本研究を行うに
あたり, 地震や地滑り, 農業現場での耕耘など自
然条件下で起こりうる摩擦により, 根粒菌が無生
物的に外来遺伝子を獲得する可能性を検討するた
めに, 微細針状粘土鉱物と細菌をアガロース・ゲ
ル上で滑り摩擦刺激を与えて, 遺伝子導入する方
法であるハイドロゲル曝露法 ("	����������
2007�"	����� 2007) と, 細菌同士の接合によ
り外来遺伝子を獲得する可能性を検討するために,
二親接合法の2つの手法を用いて, ダイズ根粒菌
の外来遺伝子獲得機構について調査した.
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1) 試験菌株の培養
試験菌株 (受容菌) として, ダイズ根粒菌
���������	
��� 
��	����� ���� 6�, ����
110, ���� 124, ���� 135, �������������
76�の５菌株を用いた. はじめに, ダイズ根粒菌
を培養するための��液体培地と��平板培地を
調製した (��������������2003). １%の蒸留
水に&�2�'(4・12�2( 0�3153), &�2�(4 0�25),
&�4!�0�32), �)�(4・7�2( 0�18), *�!�3・
6�2( 0�0067), !�!�2・2�2( 0�013), �+'+�
1�3), �+�1�1), 乾燥酵母エキス (ナカライテ
スク) 0�25), %(＋)アラビノース 1�0)を加え,
よく撹拌した後に��を6�0, 6�8, 7�0, 8�0, 9�0,
10に調整した. 平板培地用には, 液体培地と同様
に調製したものに1�5％ ( ,-) となるように寒天
末 (和光純薬工業) を加え, これらをオートクレー

城 惣吉 他��



ブにて121 ℃, 20分間で滅菌を行った. 平板培地
は, 滅菌シャーレに20��ずつ分注し固化させた.
培地の調製後, 試験菌株を��6�10の��液体培
地にて28 ℃で３日間それぞれ培養し, これを��
6�10の��平板培地へとそれぞれ植菌し, 28 ℃
で４日間培養した.
2) ハイドロゲル曝露
培養した試験菌株, 針状粘土鉱物コロイド溶液
である100�����1の粉末状セピオライト (和光
純薬工業) コロイド溶液および50�����1のクリ
ソタイル (�	
�	�
	�和光純薬工業) コロイド
溶液, マーカー遺伝子として���(緑色蛍光タン
パク質) 遺伝子とカナマイシン耐性遺伝子を含む
トランスポゾンプラスミド��5������1 (厳原
他 2002), 4�����を用い, 針状粘土鉱物コロ
イド溶液を調製した. まず, 1�5��容マイクロ
チューブに針状粘土鉱物コロイド溶液を475��,
濃度を50�����1に調整したプラスミドを１��,
4�����を25��(終濃度200��) と順に加え,
緩やかに撹拌した. この溶液に各��で培養した
ダイズ根粒菌のコロニーを懸濁し, 分光光度計に
て��550が２以上となるように調整した. これを
激しく撹拌し, 針状粘土鉱物コロイド溶液とした.
このコロイド溶液に����������
�(高崎科学器
械㈱) を用いて滑り摩擦刺激を与え, ダイズ根粒
菌への遺伝子導入を行った. 形質転換体の選択マー
カーとして, カナマイシン (和光純薬工業) を用
いた. また, 滑り摩擦刺激処理後は２通りの方法
でダイズ根粒菌を培養した. まず, ２％ (� !)
寒天��平板培地 (��6�8) にカナマイシン(終
濃度50���)を塗布したものと塗布しないものを
それぞれ用意した. これらの平板培地上に50��
コロイド溶液を添加し, スプレッダー (ディスポー
ザブル・イノキュレーション・スプレッダー 品
番：86�1569�005, アシスト) と����������
�を
用いて, 垂直抗力40�� ��2,１分間の滑り摩擦刺
激を与えた. カナマイシンを塗布した平板培地は,
曝露後に28 ℃で10日間培養した. 一方, カナマ
イシンを含まない平板培地は, 曝露後に��液体
培地 (��6�8)１��にて平板培地表面の菌体をス
プレッダーで回収し, その菌液を28 ℃で２世代
時間 (12時間) 振盪培養した後, 50���カナマ
イシンを含む1�5％ (� !) 寒天��平板培地 (��
6�8) に菌液50��を塗布し, 28 ℃で10日間培養し

た. 培養後, 蛍光顕微鏡 ("���#$""600, ニコ
ン) で観察した.
3) #�%増幅による�&#クローンの同定
ハイドロゲル曝露法で得られた���遺伝子の蛍
光形質を示すコロニーが受容菌として用いたダイ
ズ根粒菌であるかを, 16$�23$���� '�������
����	��'
�(	�����(��$) 領域の#�%増幅によ
り確認した ($��)'�����2004). まず, 蛍光形
質を示すコロニーを分離し, ��平板培地 (��
6�8) に植菌し, 28 ℃で５日間培養した. 生育し
たコロニーを��液体培地 (��6�8) にて28 ℃,
４日間培養し, ゲノム���抽出を行った. ゲノ
ム���の抽出は*� 
�����法 (�'��'	+'�����
1995�$��)'�����2000) にて行った. 1�5��
��液体培地 (��6�8) 培養液をマイクロチュー
ブに移した後, 卓上遠心機 (��$,*�-, 倉敷紡
績) で4.500×�, 室温で３分間遠心し集菌した.
上清を取り除き, 0�9％ ����500��加えてボル
テックスし, 再度4.500×�, 室温で３分間遠心し
集菌した. 上清を取り除き, 菌体のペレットを－
20 ℃で20分間凍結させ, 滅菌�'��'/水を200��加
えて懸濁した. この懸濁液40��をマイクロチュー
ブに移し, *�
�����(40�� ��'	����.１％
�����20.0�5％ �
�'(��#�40.1�� "���.
��8�0) 50��と#�
��'��	�, (１�����1.ナ
カライテスク) 10��を加えて懸濁した. これを
60 ℃, 20分間インキュベートし, 続いて95 ℃で
５分間インキュベートした. その後, 冷却遠心機
(3500�%��2724, 久保田商事) にて20.000×�,
25 ℃にて10分間遠心し, 上清を回収して, ゲノ
ム���抽出液とした. ゲノム���抽出液を鋳型
���とし, ��$領域の#�%増幅を行った. プライ
マーには*�����$�&(50���������������
�������30), *�����$�%1(50����������
���������30) ($��)'�����2006) を使用し,
#�%には"1��2���ポリメラーゼ (タカラバ
イオ) を用いた. 氷上で, "1��2���ポリメ
ラーゼ (5 3���1) 0�4��, "1��210×
�����
10��, 2�5�� (��# 8��, 10�� プライマー
2��ずつ, および滅菌�'��'/水78��をマイクロ
チューブで混合し, #�%チューブに24��ずつ分
注し, 抽出したゲノム���１��をテンプレート
として#�%反応液に加えた. この反応液をプロ
グラムテンプコントローラー (#��350, アステッ

ダイズ根粒菌の遺伝子水平伝播 ��



ク) にて���を行い, ���領域を増幅させた.
反応は94 ℃で５分間変性させた後, 94 ℃で30秒,
55 ℃で30秒, 72 ℃で１分の30サイクルにて行っ
た. ���終了後,１％ (��	) アガロース・ゲルに
て電気泳動を行い, 泳動後にゲルを0
5 ����
1

エチジウムブロマイド溶液 (ニッポンジーン) で
染色し, トランスイルミネーター (�������
���������� �� ��������������������) 上
で���産物のバンドを検出した.
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1) 試験菌株の培養
試験菌株にダイズ根粒菌 
!�"������ ��#$
6�, ��#$ 110, ��#$ 124, ��#$ 135,  

��%������#$76�の５菌株を用い, �&液体培地
と�&平板培地の"�は6
8とし, Ⅱ
1
1) と同様
の方法で培養した. また, 試験菌株との対象菌株
として, 大腸菌'��������������(�1
 ���&�)*
株 (���$�$+',') を用いた. 大腸菌を培養す
るために, � 液体培地および� 平板培地を調
製した. １�の蒸留水に乾燥酵母エキス５�,
��-"����(ナカライテスク) 10�, ,���10�を
加え, よく撹拌した後に"�を6
8に調整した. 平
板培地用には, 液体培地と同様に調製したものに
1
5％ (��	) となるように寒天末を加え, オート
クレーブにて121 ℃, 20分間の滅菌を行った. 平
板培地は, 滅菌シャーレに20��ずつ分注し, 固
化させた. 培地の調製後, � 液体培地1
5��に
カナマイシン(終濃度50""�), アンピシリン
(終濃度100""��ナカライテスク) を加えて,
大腸菌を37 ℃, 16時間振盪培養した後, カナマ
イシン(終濃度50""�), アンピシリン(終濃度
100""�)を加えた� 平板培地に植菌して37 ℃,
18時間培養した.
2) 希釈平板法による菌数測定
培養したダイズ根粒菌および大腸菌を滅菌水に
懸濁し, .#550を２以上に調整した. ボルテック
スで撹拌した後, この菌液を基に滅菌水で103か
ら107倍希釈液を調製した. 各希釈液に３枚ずつ
�&平板培地および� 平板培地を用意し, これ
に100��ずつ塗布し, 根粒菌は28 ℃で４日間,
大腸菌は37 ℃で24時間培養した後, コロニー数
を計測した.

3) ハイドロゲル曝露
針状粘土鉱物には, クリソタイルを用いた. Ⅱ

1
2) と同様の方法で, プラスミドを除いた針状
粘土鉱物コロイド溶液を調製した. Ⅱ
1
2)と同
様の方法で, 根粒菌および大腸菌に滑り摩擦刺激
を与えた. ダイズ根粒菌については, ２％ (��	)
寒天�&平板培地にカナマイシンを含まない方法
で摩擦刺激を与え, 平板培地表面の菌体を回収し
た. 大腸菌については, カナマイシンを含まない
２％ (��	) 寒天� 平板培地を用いて滑り摩擦処
理を行い, � 液体培地１��にて平板培地表面の
菌体をスプレッダーで回収した. ハイドロゲル曝
露後のダイズ根粒菌および大腸菌の菌体を回収し
た後, この菌液からⅡ
2
2) と同様に希釈液を
調製し, それぞれを平板培地に100��ずつ塗布し
た後, ダイズ根粒菌は28 ℃で７日間, 大腸菌は
37 ℃で24時間培養した後, コロニー数を計測し
た.

��������������������� !

"#$%&

1) 試験菌株 (受容菌)および供与菌の培養
供与菌として��5��"���1を保有する大腸菌
'
�����17
1株を, 受容菌としてダイズ根粒菌
 
!�"��������#$6�,��#$110, ��#$124,
��#$ 135,  
��%������#$ 76�の５菌株を用
いた. 大腸菌とダイズ根粒菌を培養するために,
� 液体培地と� 平板培地, �&液体培地 ("�
6
8) と�&平板培地 ("�6
8) を用いた. �&液
体培地２��に�&平板培地で培養したダイズ根
粒菌５菌株のコロニーをそれぞれ懸濁し, 28 ℃
で５日間振盪培養した. また, � 液体培地1
5
��にカナマイシン(終濃度50""�), アンピシリ
ン(終濃度100""�)を加え, � 平板培地で培養
した大腸菌コロニーを懸濁し, 37 ℃で18時間振
盪培養した.
2) 二親接合法
培養した各試験菌株を, 卓上遠心機で4�500×�,
室温で３分間遠心し集菌した. 上清を除去し,
�&液体培地を50��ずつ加えて懸濁した後, 混
合し, 100��の混合懸濁液とした, これを�&平
板培地上に全量スポットし, 30 ℃で３日間培養
した後, コロニーを掻き取り, �&液体培地を
１��に加えて懸濁し, 卓上遠心機で4�500×�,
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室温で３分間遠心し集菌した. 大腸菌はテトラサ
イクリン感受性, ダイズ根粒菌はテトラサイクリ
ン耐性の形質を示す (����������2000) ため,
この上清を除き, ペレット付近の菌液を, カナマ
イシン(終濃度50		
)と, テトラサイクリン
(終濃度10		
, 和光純薬工業) を含む��平板
培地に塗布した. これらを28 ℃で７日間培養し,
培養後, 蛍光顕微鏡による観察を行い, 
�	遺伝
子由来の蛍光形質を示したコロニー数を計測した.

���������

本研究では, ダイズ根粒菌の環境適応性に関す
る様々な環境ストレス耐性機構の獲得様式に関連
して, いかなる条件で遺伝子の水平伝播が起きて
いるのか, ハイドロゲル曝露法と二親接合法によ
りダイズ根粒菌の外来遺伝子獲得について調査し
た.
まず, ハイドロゲル曝露法によるダイズ根粒菌
への
�	遺伝子導入について調査した. 	�8�0で
調製した��培地で培養した����	�����

���� 6�において, 針状粘土鉱物をセピオライ
トにてハイドロゲル曝露を行ったところ, 
�	遺
伝子由来の蛍光形質を示したコロニーが観察され
た. この蛍光を示したコロニーは平板培地内で一
つしか観察されず, 同条件でハイドロゲル曝露を
行った他の試験菌株では観察されなかった. この
クローンが����	�����
 ���� 6�であるかを確
認するために, ���領域の���増幅による同定を
行った. ���産物のサイズを確認したところ異
なるサイズであったため, ����	�����
 ����
6�とクローンは同一の細菌ではないと判断した.
ハイドロゲル曝露法は, クリーンベンチ内で曝露
を行えないため, コンタミネーションする可能
性があり, ����	�����
 ���� 6�とは異なる
細菌のクローンを得たと考えられた. さらに, こ
れ以降も針状粘土鉱物をクリソタイルに換えてハ
イドロゲル曝露法による遺伝子導入を続けたが,
ダイズ根粒菌において
�	遺伝子由来の蛍光形質
を示すコロニーを得ることはできなかった. ハイ
ドロゲル曝露法は, プラスミドを吸着した微細針
状粘土鉱物が菌体に突き刺さることで遺伝子が導
入される. ハイドロゲル曝露後の細菌は, ①細胞
分裂して娘細胞をつくる状態, ②生存している
が細胞分裂ができない状態, ③細胞が破裂し死

滅してしまう状態, の３つの状態へと移行する
(����� ������2002). 細菌が外来遺伝子を獲得
するためには, ①の状態へと移行する必要がある
と考えられる. しかしながら, ダイズ根粒菌にお
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いては③の状態へと移行する割合が高いために,
���遺伝子由来の蛍光形質を示すダイズ根粒菌を
得ることができなかったと考えられた. そこで,
③の状態へと移行する原因の一つに, 針状粘土鉱
物の穿刺によるダイズ根粒菌の感受性が考えられ
たため, プラスミドを含まない条件下でハイドロ
ゲル曝露を行い, ダイズ根粒菌の生残性を調査し
た. その結果, ハイドロゲル曝露による各試験菌
株の生残性に差が認められた (����1�2). 試験
菌株で用いたダイズ根粒菌５菌株のうち��

	
����
�� ���� 135を除く４菌株が, 比較対
照として用いた大腸菌よりも低い生残性を示した
(����2). ダイズ根粒菌のうち, 最も高い生残率
を示したのは��	
����
�� ���� 135であった.
続いて, ��	
����
�� ���� 124, �����
���

����76�, ��	
����
�� ���� 6�の順に低く
なり, ��	
����
�� ���� 110については生残

性が認められなかった. このことから, 菌株によっ
て針状粘土鉱物の穿刺に対する感受性が異なり,
それが生残性に影響を与えていることが判明した.
��	
����
�� ����135については, 大腸菌の
生残率と有意な差がないことから針状粘土鉱物の
穿刺に対する耐性を有すると考えられた. ��

	
����
�� ���� 135株やその近縁株が粘土含
量の高いアルカリ性土壌から分離されていること
から (�
�����
��2005), これらの菌株では,
無生物的な外来遺伝子獲得機構が作用し, アルカ
リ耐性機構を獲得した可能性が考えられる. 本実
験で用いたハイドロゲル曝露法は, 基本的に大腸
菌への遺伝子導入技術として確立されたものであ
るため, 今後はダイズ根粒菌の無生物的な外来遺
伝子獲得機構の検討のために, ハイドロゲル曝露
法の実験条件等の更なる検討が必要であると考え
られた.
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次に, 細菌同士の接合による二親接合法を用い
て, 根粒菌における外来遺伝子獲得の頻度を調査
したところ, 全試験菌株において比較的容易に
���遺伝子由来の蛍光形質を示したコロニーを獲
得することができた (����3). また, 計５回の
試験を行った際に得られたクローン数の平均値を
比較した結果, 有意な差は認められなかったもの
の, 各試験菌株で差が認められる傾向にあった
(����4). 二親接合法で得られた全クローン数は
���	�
���
� ���� 124が最も多く, 続いて��
�	�
���
����� 6�, �����	������� 76�, ��
�	�
���
� ����110の順で多かったことから,
この４菌株は細菌同士の接合によって, 比較的容
易に外来遺伝子を獲得することができると考えら
れた. 一方, ���	�
���
� ����135において
は, 獲得クローン数が最も少なく, ５回の試験中
で蛍光形質を示したコロニーを得ることができた
のは一度だけであったため, 接合による外来遺伝
子獲得の可能性は低いと考えられた. ハイドロゲ
ル曝露法によるダイズ根粒菌の生残率と二親接合
法により得られたクローン数の平均値を比較した
結果, ���	�
���
� ���� 6�, ���� 110,
����124, �����	�������76�においては,
細菌同士の接合による外来遺伝子獲得の可能性が
高く, ���	�
���
� ���� 135においては, 針
状粘土鉱物の穿刺による無生物的な外来遺伝子獲
得の可能性が高いと考えられた. 本研究で用いた
試験菌株は, ���	�
���
� ���� 6�, ����
110, �����	������� 76�が中性から酸性土壌

で優占し(�	�����	��2006��
�
����	��2008),
一方で, ���	�
���
� ���� 135に近縁な菌株
はアルカリ性土壌で優占している (�	�����	��
2005). また, ��6�7の弱酸性土壌および４℃とい
う低温条件下において, 種の異なる２種のダイズ
根粒菌間で遺伝子の水平伝播が生じたと報告され
ている (���	���	�	��	��1992����	���	�	
��	��2002). �	�����
���	��(2007) は, ３種
のダイズ根粒菌�����	�������	�
���
�および
���
� ��
!�
� ���"��とで遺伝子の水平伝播が起
きていることを報告している. しかしながら, そ
の遺伝子獲得の機構に関しては不明のままであり,
根粒菌間の遺伝子の水平伝播や無生物的な外来遺
伝子の獲得に関して, さらなる研究が必要である.
以上のように, 土壌微生物であるダイズ根粒菌
の環境適応性に関連した外来遺伝子の獲得機構に
は依然として不明な点が多いが, これまでの報告
から, 土壌の��や温度がダイズ根粒菌の遺伝子
の水平伝播に影響を与えていると考えられる.
本研究結果から, アルカリ性土壌で優占する
��	"#� ��
!�
�属ダイズ根粒菌では, 微細針状
粘土鉱物の穿刺による無生物的な遺伝子の水平伝
播が起こり得る可能性が残るものの, 中性から酸
性土壌に生息する��	"#� ��
!�
�属ダイズ根粒
菌では, 細菌同士の接合による遺伝子の水平伝播
の頻度が高いと推察された.
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ダイズ根粒菌の土着化, 優占化のメカニズムを
明らかにするためには, 土壌の��や温度に対す
る適応機構の獲得様式の解明が大きな課題となっ
ている. 本研究では, ダイズ根粒菌における環境
傾度への適応性に関する外来遺伝子獲得機構につ
いて, ハイドロゲル曝露法と二親接合法によって
検討を行った.
試験菌株としてダイズ根粒菌5菌株 (��
�����	
��
��� 6�, 110, 124, 135, �������		

��� 76�) を, マーカー遺伝子として���(緑
色蛍光タンパク質) 遺伝子を含むトランスポゾン
(��5) ベクターを用いた. これらを微細針状粘
土鉱物と混在し, ハイドロゲル曝露による遺伝子
導入を行った. また, ダイズ根粒菌５菌株とマー
カー遺伝子を保有する大腸菌とを混在させ, 二親
接合による遺伝子導入を行った. ハイドロゲル曝
露法では, ���遺伝子由来の蛍光形質を示した菌
株を得ることが出来なかったが, 二親接合法では,
���遺伝子由来の蛍光形質を示した菌株を得るこ
とが出来た. また, ハイドロゲル曝露によるダイ
ズ根粒菌の生残性を調査してみたところ, 試験菌
株によって生残性に差が見られ, 酸性�中性土壌
に生息する根粒菌には高い感受性が認められた.
以上の結果から, �������	���	��属ダイズ根

粒菌の外来遺伝子の獲得は, 微細針状粘土鉱物の
穿刺による無生物的な外来遺伝子の獲得の可能性
と比較して, 細菌同士の接合による可能性が高い
と考えられた.

������遺伝子水平伝播, ダイズ根粒菌,
二親接合法, ハイドロゲル曝露法,
微細針状粘土鉱物
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