
M e i j o  U n i v e r s i t y  N o . 5 9 , 2 0 2 3
S c i e n t i f i c  R e p o r t s  o f  t h e

F a c u l t y  o f  A g r i c u l t u r e
名
城
大
学
農
学
部　

学
術
報
告　

第
59
号　

令
和
５
年
３
月　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

S
c
ie
n
tifi
c
 R
e
p
o
rts
 o
f th
e
 F
a
c
u
lty
 o
f A
g
ric
u
ltu
re
M
e
ijo
 U
n
iv
e
rs
ity

N
o
.5
9
2
0
2
3



The Scientific Reports of the Faculty of Agriculture, Meijo University is published 
annually. All communications are to be addressed to the Faculty of Agriculture, 
Meijo University, Tempaku, Nagoya 468-8502, Japan.

（50音順）
大場正春（委員長）
津呂正人
長澤麻央
新妻靖章
船隈　透
道山弘康

名城大学農学部学術報告は年１回発行されています．

本報告に関する問い合わせは下記にお願いします．

〒468-8502　名古屋市天白区塩釜口一丁目501番地
名城大学農学部学術委員会

名城大学農学部学術報告53号

平成 29 年３月●日　印刷
平成 29 年３月●日　発行

編集兼
発行所

印　刷

名 城 大 学 農 学 部

双光エシックス株式会社

名古屋市天白区塩釜口一丁目５０１番地

〒461-0027　愛知県名古屋市東区芳野 3丁目 9番 17 号

ＴＥＬ （０５２）８３２－１１５１㈹

ＴＥＬ （０５２）９７９－７８１１㈹

日野　輝明（委員長）
湊　健一郎
山岸　健三
兒島　孝明
近澤　未歩
汪　　光熙

常  川  印  刷  株  式  会  社
名古屋市中区千代田二丁目18番 17 号

T E L （０５２）２６２－３０２８（代）

〒460-0012

名城大学農学部学術報告59号

令和５年３月26 日　印刷
令和５年３月31 日　発行

編集兼
発行所

印　刷

名 城 大 学 農 学 部
名古屋市天白区塩釜口一丁目５０１番地
ＴＥＬ （０５２）８３２－１１５１㈹

名城大学農学部学術報告は年１回発行されています．

本報告に関する問い合わせは下記にお願いします．

〒468-8502　名古屋市天白区塩釜口一丁目501番地
名城大学農学部学術委員会



原　　　著

ナノポアシーケンスによるII型赤果肉リンゴ形質原因遺伝子MdMYB110aの転写領域の検討 
中村月泉・杉山華奈子・太田垣駿吾… ………………………………………………………………………………………………       1

ジュート（Corchorus capsularis L.）の生長・発育および繊維組織の発達に及ぼす窒素無施肥の影響 
道山弘康 …………………………………………………………………………………………………………………………………… 　  9

ニホンジカによるミヤコザサの採食がネズミとオサムシ群集に及ぼす影響 − 奈良県大台ヶ原での8年間の学生実習の結果分析 −

日野輝明　… ……………………………………………………………………………………………………………………………… 　  25

総　　　説

病害抑止土壌における微生物と生態系機能 
藤原和樹　… ……………………………………………………………………………………………………………………………… 　  33

資　　　料

遊泳行動から探る鯨類の体密度〜栄養状態の指標として〜 
楢﨑友子… ………………………………………………………………………………………………………………………………… 　  41

大規模DNA配列解析の実践的ノウハウ 
兒島孝明… ………………………………………………………………………………………………………………………………… 　  47

名城大学農学部　業績紹介（2021）… …………………………………………………………………………………………………        i

名城大学農学部学術報告第59号（2023）査読者一覧　  …………………………………………………………………………� ix

名城大学農学部学術投稿規程　 …………………………………………………………………………………………………………� x

名城大学農学部学術報告執筆要項　  ……………………………………………………………………………………………………      xi

名城大学農学部学術報告投稿原稿の送り状    …………………………………………………………………………………………    xiii

目　　　次



Original Articles

Characterization of MdMYB110a transcripts, the gene responsible for the type-2 red flesh trait in apple, using a 
Nanopore sequencing technology.

Tsukimi Nakamura, Kanako Sugiyama, Shungo Otagaki　……………………………………………………………………………… 　1

Effect of no nitrogen fertilization on growth, development and fibrous tissue development in jute (Corchorus capsularis L.)
Hiroyasu Michiyama ………………………………………………………………………………………………………………………… 　9

Influence of Sika deer on the mice and carabid communities through grazing Sasa bamboos 
−Analysis of the eight-year results from the student field training in Mt. Ohdaigahara, Nara Prefecture, Japan −

Teruaki Hino … …………………………………………………………………………………………………………………………… 　25

Review Articles

Microbial and ecological functions in disease suppressive soils
Kazuki Fujiwara… ………………………………………………………………………………………………………………………… 　33

Note

Estimating body density of whales from their swimming behaviour as indicators of lipid-store body condition
Tomoko Narazaki… ……………………………………………………………………………………………………………………… 　41

Practical know-how for large-scale DNA sequence analysis
Takaaki KOJIMA… ……………………………………………………………………………………………………………………… 　47

List of Contributions（2021）………………………………………………………………………………………………………………… 　   i

List of Editors in No.59,2023　 ………………………………………………………………………………………………………… � ix

Submission of the Manuscripts　 …………………………………………………………………………………………………………� x

Preparation of the Manuscripts　  ………………………………………………………………………………………………………     xi

Invoice Form of  the Manuscripts　 ……………………………………………………………………………………………………    xiii

CONTENTS



要約　　　アントシアニンの蓄積により果肉が赤色を呈し，かつ果肉の着色が葉や果皮などの組織や器官の着色とは遺伝
的に独立に制御されているリンゴを II 型赤果肉リンゴとよぶ．II 型赤果肉形質の原因遺伝子である MdMYB110a 遺伝子は
果実成熟中期から後期の果肉で特異的に発現するものの，その転写制御機構については明らかとなっていない．本研究では
MdMYB110a 遺伝子の発現を制御しうる転写因子の絞り込みを目的とし，果実成熟ステージ別にサンプリングした II 型赤
果肉リンゴの果肉組織を用いた RNA-seq 解析を実施した．その結果，MdMYB110a 遺伝子と連動した発現様式を示す 53
個の転写因子を同定した．また RNA-seq 解析の結果を精査した結果，リンゴ参照ゲノムで予測されている MdMYB110a
遺伝子領域の上流に多数のリードがマッピングされていることを確認した．そこでナノポアシーケンサーを用いた cDNA-
PCR Sequencing を実施して MdMYB110a 転写産物のカタログ化を試みた結果，リンゴ参照ゲノムの予測と一致する
転写産物に加えて，より上流領域からの転写開始を示唆する複数のリードが検出された．今後はこれらの結果をもとに
MdMYB110a 遺伝子のプロモーター領域の単離と転写因子結合モチーフ配列の解析などを行うことで，MdMYB110a 遺伝
子の果肉特異的な発現制御機構を明らかにできると期待された．

キーワード：Ⅱ型赤果肉リンゴ，MYB 転写因子，RNA-seq，Nanopore シーケンス，PCR-cDNA シーケンス

Characterization of MdMYB110a transcripts, the gene responsible for the type-2 red flesh trait in apple, using a 
Nanopore sequencing technology.

（Tsukimi Nakamura1, Kanako Sugiyama1, Shungo Otagaki1,2,*.）

Abstract　　 Type 2 red-fleshed apples accumulate anthocyanin in their cortex, and the coloration of the cortex is 
regulated genetically independently of the coloration of other tissues and organs, such as a leaf and fruit skin. The 
MdMYB110a gene, a causal gene of the type 2 red-fleshed trait, is expressed specifically in the cortex during the middle 
and late stages of fruit development. However, the regulation mechanism of the MdMYB110a gene is unclear. In this 
study, we performed an RNA-seq analysis of the cortex at four fruit developmental stages, and identified 53 transcription 
factor candidates that could regulate the MdMYB110a gene expression. Furthermore, as many RNA-seq reads were 
mapped on the upstream region of the annotated MdMYB110a gene location, we investigated the presence of the 
novel MdMYB110a transcripts using the nanopore cDNA-PCR sequencing. As a result, we identified the reads not only 
identical with the MdMYB110a annotation but also covered the annotated MdMYB110a region and its upstream region 
in the single molecule. These results could be helpful in the isolation of the MdMYB110a promoter and the identification 
of the transcription factors which regulate the MdMYB110a expression in the future.

Key words: Type-2 red-fleshed apple, MYB transcription factor, RNA-seq, Nanopore sequencing, PCR-cDNA sequencing
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緒言

　アントシアニンはフラボノイド系の植物色素の 1 つであ
り，フェニルアラニンを出発基質として細胞質にて種々の
酵素反応を経て生合成され，最終的には配糖化された状態
で液胞に蓄積する（Passeri et al., 2016）．アントシアニン
は分子種により赤色，青色，紫色など様々な色味を呈する
ことが知られているほか，高い抗酸化作用を持つ機能性二
次代謝産物としても知られており，II 型糖尿病発症リスク
の低減効果や抗がん作用，冠動脈疾患の予防効果などが
報告されている（Guo and Ling, 2015; Toufektsian et al., 
2008）．着色の鮮やかさが収穫果の商品価値を左右する重
要な要素の 1 つとなっているリンゴ果皮の赤い着色も，主
にアントシアニンの一種であるシアニジン 3 - ガラクトシ
ドの蓄積によるものである（Tsao et al., 2003）．近年では
アントシアニンの蓄積により可食部である果肉が赤色を呈
する赤果肉リンゴ品種も数多く育成されており，その見た
目の新奇性と機能性二次代謝産物を豊富に含む食材という
観点から，我が国におけるリンゴ消費量の拡大に貢献しう
る素材として注目されている．
　赤果肉リンゴは，果肉以外にも葉や花弁など様々な器
官が赤色を呈する I 型赤果肉リンゴと，果肉着色とその他
の器官の着色とがそれぞれ独立に制御されている II 型赤
果肉リンゴの 2 つに大別される．このうち I 型赤果肉形質
については，第 9 染色体上に座乗し R2R3 型 MYB 転写因
子をコードする MdMYB10 遺伝子が原因遺伝子であるこ
と，およびプロモーター領域中に 6 個の MdMYB10 結合
モチーフ配列が存在するために MdMYB10 遺伝子は自己
の転写量を増強する機構を有することが明らかとなってい
る（Espley et al., 2007; Espley et al., 2009）．一方，II 型赤
果肉形質については第 17 染色体上に座乗し R2R3 型 MYB
転写因子をコードする MdMYB110a 遺伝子が原因遺伝子
として同定されている（Chagné et al., 2013; Umemura et 
al., 2013）．しかしながら，白果肉リンゴゲノムと II 型赤
果肉リンゴゲノムの間で MdMYB110a のアミノ酸配列の
変化を伴うような DNA 多型や MdMYB110a 遺伝子近傍
での大規模な挿入・欠失変異などの構造多型は検出され
ておらず，MdMYB110a 遺伝子が II 型赤果肉リンゴの果
肉でのみ発現する機構については明らかとなっていない

（Chagné et al., 2013）．
　このような背景の下，本研究では MdMYB110a 遺伝子
の発現を制御する転写因子の絞り込みを目的とし，長野県
果樹試験場で育成された II 型赤果肉リンゴ系統長果 34 の
果肉組織を対象とした果実成熟ステージ別 RNA-seq 解析
を実施した．その結果，MdMYB110a 遺伝子の発現様式
と連動した発現を示す 53 個の転写因子を同定した．また
RNA-seq 解析結果を精査した結果，長果 34 では参照ゲノ
ムに登録されている MdMYB110a 遺伝子領域に加えて上
流領域も転写されていることが示唆された．そこで，ナノ
ポアシーケンサーを用いた PCR-cDNA シーケンスにより

着色期の II 型赤果肉リンゴの果肉組織で発現している転
写産物の配列決定を実施した結果，MdMYB110a 遺伝子
領域とその上流領域を一分子中に合わせ持つ複数のリード
が検出された．

材料および方法

供試植物
　長野県高山村に植栽されている II 型赤果肉リンゴ系統
長果 34 について，2020 年の満開後 129 日目（9 月 9 日），
満開後 150 日目（9 月 30 日），満開後 171 日目（10 月 21 日），
および満開後 192 日目（11 月 11 日）に果実をサンプリン
グした．また長野県須坂市に植栽されている II 型赤果肉
リンゴ品種 ‘ なかののきらめき ’ について，2021 年の満開
後 201 日目（11 月 8 日）に果実をサンプリングした．果
実の縦断面の写真を撮影した後，果肉組織のみを凍結粉砕
して -80℃で保存した．

アントシアニンの定量
　0.6 gの果肉組織に3 mlの1%塩酸メタノールを加え，4℃
で 16 時間静置して得られた上清をアントシアニン抽出液
とした．分光光度計（V-550，日本分光）を用いて 550 nm
と 657 nm の吸光度を測定し，Wolfe et al. (2003) の方法を
改変した以下の式で，シアニジン 3 - グルコシド等量とし
てアントシアニンを定量した．

[(OD530 − OD657) / ε ] × MW × V × 1/gFW
　この時，εは 1% 塩酸メタノール溶解時のシアニジン 
3 - グルコシドの吸光係数である 34,300（Siegelman and  
Hendricks, 1958）を，MW はシアニジン 3 - グルコシドの
分子量である 449.38 を，V は抽出液の液量を，gFW は抽
出液作成に用いた果実の新鮮重量をそれぞれ表す．

核酸抽出
　Nucleon PhytoPure (cytiva) を用い，長果 34 の葉から
ゲノム DNA を抽出した．また，Chang et al. (1993) の方
法に従い，CTAB 法により果肉凍結粉砕試料から Total 
RNA を抽出した．

RT-PCR および RNA-seq
　500  ngのTota l  RNAを鋳型に，Pr imeScr i p t  RT 
reagent  K i t  w i th  gDNA Eraser  (Per fec t  Rea l 
Time) (タカラバイオ)を用いて逆転写反応を行った．得られ
たcDNAを鋳型に，Go-Taq (Promega) を用いて初期変性
94℃ 30秒，94℃ 30秒，58℃ 30秒，72℃ 1分の3ステップを35
サイクル，72℃ 10分の条件でPCRを行った．プライマーには
リンゴ参照ゲノムGDDH13 v1.1のMdMYB110a予測コー
ド領域の上流に設計したMdMYB110a_up_InDe l_F4 
( 5 ′ - G A A G C C T A A G A A T T T G C C A G A G - 3 ′ )
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 および  M d M Y B 1 1 0 a _ u p _ I n d e l _ R 2  ( 5 ′
-GCTGGTAGGAAGTAGGAAGATTG-3′)を用いた．
　RNA-seq には 2020 年にサンプリングした長果 34 果肉
組織由来の Total RNA を用い，満開後 129 日目と満開
後 150 日目は 4 反復，満開後 171 日目と満開後 192 日目
は 3 反復で解析を行った．かずさ DNA 研究所に委託し，
Truseq Stranded mRNA Library Prep Kit (illumina) を用
いたシーケンスライブラリの作成と DNBSEQ-G400 (MGI)
による配列判読を実施した．配列判読は 2 × 150 bp の
条件で行った．Trimmomatic (Bolger et al., 2014）を用
いてアダプタ配列と低クオリティリードを除去した後，
HISAT2 (Kim et al., 2019) により GDDH13 v1.1 参照配列
に対してリードをマッピングし，各遺伝子にマップされた
リード数を featureCounts (Liao et al., 2014) にて集計した．
クラスタリング解析および発現変動遺伝子の抽出には，R
の TCC パッケージ (Sun et al., 2013; Tang et al., 2015) を
用いた．マッピング結果は Integrative Genomics Viewer 
(Thorvaldsdóttir et al., 2013; 以下，IGV）で可視化した．

PCR-cDNA シーケンス
　満開後 192 日目の長果 34 果肉組織もしくは満開後
201 日目の ‘ なかののきらめき ’ 果肉組織から CTAB 法
にて抽出した Total RNA を用い，SQK-PCS109 (Oxford 
Nanopore Technologies，以下，ONT) を用いてシーケン
スライブラリを調整し，MinION フローセル (ONT) にて
配列判読を行った．Guppy v6.1.7 (ONT) を用いてベース
コーリングを実施した後，minimap2（Li，2018）を用い
て GDDH13 v1.1 参照配列に対してリードをマッピングし，
featureCounts による各遺伝子にマップされたリード数の
集計と IGV によるマッピング結果の可視化を実施した．

結果および考察

MdMYB110a と連動した発現様式を示す転写因子の
探索
　果実成熟期中期から後期にかけて 4 回に分けて長果 34
をサンプリングして果肉色を調査した結果，満開後 129 日
目と満開後 150 日目はやや黄色みがかった白色であったも
のが満開後 171 日目には薄桃色へ，さらに満開後 192 日
目には赤色へと変化した（図 1a）．果肉中のアントシアニ
ン蓄積量は果肉色の変化と合致しており，満開後 150 日目
までは蓄積量が少なかったのに対して満開後 171 日目から
満開後 192 日目にかけては段階的に蓄積量が増加してい
た（図 1b）．一方，RNA-seq 解析にて実施したサンプル間
の階層型クラスタリングでは 4 つのサンプリングステージ
が全て異なるクラスターを形成しており，果肉が未着色で
あっても満開後 129 日目と満開後 150 日目とでは果肉中の
遺伝子の発現様式が明瞭に異なることが示された（図 1c）．

また，満開後 129 日目では MdMYB110a 遺伝子の発現が
ほとんどみられなかったのに対し，満開後 150 日目から
満開後 192 日目にかけては MdMYB110a 遺伝子の発現量
が連続して増加していた（図 1d）．続いて，MdMYB110a
遺伝子と類似した発現様式を示す転写因子として，満開
後 129 日目と比較して満開後 150 日目以降の 3 ステージ全
てで 2 倍以上の発現増加が見られるものを探索した結果，
表 1 に示す 53 遺伝子が見出された．これまでに，アント
シアニン生合成を正に制御する MYB 遺伝子のプロモー
ター領域に結合する転写因子として同定されているものは
MdEIL1 などごく少数に限られており（An et al., 2018），
本研究で見出した 53 個という多くの転写因子から構成さ
れるリストは MdMYB110a 遺伝子の果肉特異的発現機構
を解明する上で重要な手がかりになると期待される．

図 1．II 型赤果肉リンゴ系統長果 34 果肉組織の変化と果
実成熟ステージ別 RNA-seq 解析．(a) 満開後日数の
経過に伴う果肉色の変化．(b) 満開後日数の経過に
伴う果肉中のアントシアニン蓄積量の変化．(c) RNA-
seq のサンプル間クラスタリング．(d) MdMYB110a 遺
伝子領域にマッピングされたリード数の経時変化．(e) 
MdMYB110a 遺伝子領域近傍にマッピングされた
RNA-seqリードの可視化．
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表 1 MdMYB110a 遺伝子と連動した発現様式を示す転写因子群 
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ナノポアシーケンスによる MdMYB110a 転写産物の
特徴付け
　RNA-seq 解析の際に参照ゲノムとして用いた GDDH13 
v1.1 において，MdMYB110a 遺伝子（5′-UTR，CDS，およ
び 3′-UTR）は第 17 染色体の 32,150,472 bp から 32,153,462 
bp の領域にアンチセンス方向で座乗する．しかしなが
ら，前述の RNA-seq 解析で得られたリードのマッピング
結果を IGV にて可視化した結果，非常に興味深いことに
MdMYB110a 遺伝子領域に加えてその上流領域（第 17 染
色体の 32,153,463 bp 以降）にも多数のリードがマッピン
グされていた（図 1e）．そこで MdMYB110a 転写開始点
上流領域を標的とするプライマーを作成して長果 34 の果
肉組織について RT-PCR を実施した結果，逆転写酵素を
加えた反応液でのみ，ゲノム DNA を鋳型とした際と同じ
長さの増幅断片が得られた．また，MdMYB110a が発現
している満開後 171 日目および満開後 192 日目と比較し
て MdMYB110a がほとんど発現していない満開後 129 日
目では RT-PCR 産物の増幅量が少ない傾向にあった（図
2a）．これらの結果は，II 型赤果肉リンゴではゲノム配列

から予測された領域よりも上流から MdMYB110a の転写
が開始されている可能性を示唆しており，ナノポアシーケ
ンスによりその真偽を検証することとした．
　ナノポアシーケンスは ONT により開発・提供されてい
る技術であり，1 分子の核酸の塩基配列を決定できるとい
う特徴を持つ．このシーケンス技術では，人工膜に埋め込
まれている大きさ数ナノメートルの生体タンパク質（ナノ
ポア）を核酸が通過する際に生じる各塩基固有の人工膜の
電流値変化をもとに塩基配列情報を取得する．ナノポアを
通過する 1 分子の核酸の塩基配列を物理的な切断部位まで
連続して読み取ることができるため，テロメアやセントロ
メアなど従来のシーケンス技術では配列判読が困難であっ
た反復性の高い染色体領域の塩基配列も判読可能であり，
植物ゲノムの解読精度を向上させることができる（Michael 
et al., 2018; Belser et al., 2021）．
　また，ナノポアシーケンスのもう 1 つの活用方法とし
て，細胞内に存在する転写産物のカタログ化が挙げられる．
転写産物の配列決定方法としては，RNA を直接判読する
Direct RNA Sequencing，cDNA を直接判読する Direct 
cDNA Sequencing，cDNA を PCR で増幅したものを判読
する cDNA-PCR Sequencing の 3 つの手法が存在し，いず
れの手法でもスプライシングバリアントや参照ゲノム配列
からは予測されていない新規転写産物の検出が可能とな
る．植物ではこの中でも cDNA-PCR Sequencing の利用例
が多く，これまでにイチゴの果実成熟に関連する転写産物
やアスパラガスの塩耐性に関連する転写産物のカタログ化
が実施されている（Zhang et al., 2021; Chen et al., 2022）．
そこで本研究では二次代謝産物を豊富に含む収穫期の II
型赤果肉リンゴ果肉組織を材料に，リンゴ果実に対する
cDNA-PCR Sequencing の適用性の評価と MdMYB110a
転写産物のカタログ化を実施した．
　cDNA-PCR Sequencing のライブラリーは，満開後 192
日目の長果 34 果肉組織から抽出した 50 ng の Total RNA，
もしくは満開後 201 日目の ‘ なかののきらめき ’ 果肉組織
から抽出した 300 ng の Total RNA をもとに作成した（表
2）．シーケンスの結果，前者からは 1,830,968 本のリード
が，後者からは 2,113,573 本のリードがそれぞれ得られ，
そのうち 77.4% もしくは 80.1% のリードが読取精度 80%
以上と判定された（表 2）．また，これらフィルタリング
後のリードの平均長は 972.6 bp もしくは 937.5 bp，N50
は 1,092 bp もしくは 1,083 bp とほぼ同一であり，用いた
品種や Total RNA 量の違いによる影響は見られなかった

表 2 ナノポアシーケンス結果の概観 

 

 

 

 

  

図 2．新規 MdMYB110a 転写産物の同定．(a) MdMYB110a
上流領域を標的とした II 型赤果肉リンゴ果肉組織の
RT-PCR．各レーンの数字はサンプリング日（満開後日
数）を示す．(b) cDNA-PCR Sequencing を実施した際
の MinION ポアの状態変化．(c) MdMYB110a 遺伝子
領域近傍にマッピングされた cDNA-PCR Sequencing
リードの可視化．
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（表 2）．続いて minimap2 を用いてフィルタリング後リー
ドのマッピングを行った結果，長果 34 を用いた場合には
96.0% のリードが，‘ なかののきらめき ’ を用いた場合に
は 93.9% のリードが参照ゲノム GDDH13 に対してマッピ
ングされた．読取精度の低さ（Phred score の低さ）はナ
ノポアシーケンスの問題点の 1 つとしてしばしば指摘され
るが，今回のマッピング率の高さから，得られたリードは
転写産物のカタログ化を行うのに十分な正確性を持つと考
えられた．そこで 2 回の cDNA-PCR Sequencing について
参照ゲノム中の MdMYB110a 遺伝子近傍にマッピングさ
れたリードを解析した結果，参照ゲノムで予測されている
MdMYB110a 遺伝子領域にマッピングされた 24 本のリー
ドに加えて，MdMYB110a 遺伝子予測領域から上流領域
にかけてマッピングされたリードが 8 本，MdMYB110a
遺伝子の上流領域にのみマッピングされたリードが 2 本，
それぞれ検出された（図 2c）．特に MdMYB110a 遺伝子
予測領域から上流領域にかけてマッピングされた 8 本の
リードの存在は，II 型赤果肉リンゴではゲノム配列から予
測された領域よりも上流から MdMYB110a の転写が開始
されているという仮説を裏付けるデータと考えられた．

まとめ
　本研究では II 型赤果肉リンゴ果肉組織の経時的な RNA-
seq 解析により，II 型赤果肉形質の原因遺伝子である
MdMYB110a 遺伝子の発現を制御する可能性のある 53 個
の転写因子を同定した．また cDNA-PCR Sequencing から
は II 型赤果肉リンゴにおいて MdMYB110a 遺伝子は参照
ゲノムにて予測されるゲノム領域よりも上流から転写が開
始されていることを強く示唆するデータが得られた．今後
は 5′-RACE により MdMYB110a 遺伝子の転写開始点を
決定した上で MdMYB110a 遺伝子のプロモーター領域の
単離とレポーターアッセイを行う事で，MdMYB110a 遺
伝子の果肉特異的な発現を司る分子機構を明らかにしたい
と考えている．また，RNA-seq と cDNA-PCR Sequencing
とで各遺伝子にマッピングされたリード数を比較した
ところ，相関係数 0.799 と強い正の相関がみられた（図
3）．一方で cDNA-PCR Sequencing でのみリードが検出

されなかった遺伝子も
数多く見られ（図 3），
現 状 で は cDNA-PCR 
Sequencing を発現解析
技術として用いるのは
難しいと判断された．
こ れ は，cDNA-PCR 
Sequencing ではライブ
ラリ作成時に PCR を行
うために低発現遺伝子
よりも高発現遺伝子を
検出しやすくなるとい
う技術的な制約に加え，

シーケンス中および活性化状態のポアの数がシーケンス中
に急速に減少してしまい，取得リード数が少なくなってし
まったことも影響していると考えられた（図 2b）．植物細
胞には多糖類やポリフェノールなどの二次代謝産物が多く
存在しており，これら夾雑物が多く存在する核酸を用いて
調整したライブラリーはすぐにポアが不活性化してしまう
ことから，読取塩基数を増加させるためには Poly-(A) 精
製などの方法でライブラリー作成に供試する RNA の純度
と品質を高めることが有効と考えられた．RNA-seq 解析
では約 1,000 万リードで検出される発現遺伝子の数はほぼ
飽和状態に達するという報告もあることから（Yang et al., 
2015），今後の条件検討で取得リード数を約 5 倍に増加さ
せることができれば，細胞内に存在する転写産物の量比を
より正確に反映した解析が実施できるようになると期待さ
れた．
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要約　　ジュートの生長・発育および繊維組織の発達に及ぼす窒素無施肥の影響を研究した．窒素無施肥によって開花が
遅れて主茎葉数がやや増加するが，主茎の最終長，各節間長および節間直径が短くなり，開花期付近の繊維層数および茎一
周の繊維束数が減少し，繊維の収量と品質が低下することがわかった．これらは，主茎の伸長，肥大および出葉，伸長開始
節間の上昇および各繊維層の先端の存在する節間位の上昇において速度が遅くなることが原因であった．ジュートには主茎
の先端周辺で葉や節間の生長が開始していても繊維細胞壁の肥厚が未だ開始していない節間があり，窒素無施肥によってそ
の節間の数が減少した．しかし，各繊維層の発達の間隔には窒素無施肥の影響が明確でなかった．茎一周の繊維束数は繊維
組織の内層ほど多く，上位節間ほど多かったが，窒素無施肥区ではそういう増加が少ないために，対照区より繊維束数が少
なくなることが明らかになった．発育完了した繊維細胞の直径は 14.1 〜 19.3 µm，繊維細胞壁の厚さは 4.5 〜 7.6 µm の範
囲で変異することがわかったが，節間位および繊維層位による違い並びに窒素無施肥の影響は不明確であった．

キーワード：窒素肥料，ジュート（Corchorus capsularis L.），生長発育，繊維細胞，繊維組織．

Effect of no nitrogen fertilization on growth, development and fibrous tissue development in jute (Corchorus capsularis L.)

Hiroyasu Michiyama

Abstract　　The effects of no nitrogen fertilization on growth, development and fibrous tissue development 
in jute were studied. Without nitrogen fertilization, flowering was delayed and the number of main stem leaves 
increased slightly, but the final length of the main stem, internode length and internode diameter were shortened, 
and the number of fiber layers and the number of fiber bundles around the stem decreased. These were caused 
by the slowing of main stem elongation and thickning, the slowing of emergence of new-leaf positions, the slowing 
of elevation of elongation-starting internode positions and the slowing of elevation of the positions of the internode 
where the tip of each fibrous layer exists. Without nitrogen fertilization, the number of internodes with fiber-cell wall 
not yet started thickening decreased around the tip of the main stem. The number of fiber bundles around the stem 
was higher in the inner layer of fibrous tissue and higher in the upper internodes. The number of fiber bundles in 
the nitrogen-deficit plot was smaller than that in the control plot because such an increase was small. It was found 
that the diameter of fully developed fiber cells varied from 14.1 to 19.3 µm and the thickness of the fiber-cell wall 
varied from 4.5 to 7.6 µm, and the effect of no nitrogen fertilization was unclear.

Key words: fiber tissue, fiber cell, growth and development, jute (Corchorus capsularis L.), nitrogen fertilizer.

ジュート（Corchorus capsularis L.）の生長・発育および繊維組織の
発達に及ぼす窒素無施肥の影響

道　山　弘　康

原　　著

緒言

　人類はさまざまな植物から繊維を採取して利用して
きた．繊維作物のうちジュート（Corchorus capsularis 

L. および C. olitorius L.）は，種子に繊維（綿毛）を発
達させるワタとは異なり，茎の靭皮部に繊維を発達さ
せる作物である（西川 1960）．このような靭皮繊維作物
は，ジュートの他にアマ（亜麻，Linum usitatissimum 
L.），ラミー（苧麻，Boehmeria nivea Gaud.），タイマ

（大麻，Cannabis sativa L.），サンヘンプ（クロタラリア，
Crotalaria juncea L.）， ケ ナ フ（Hibiscus cannabinus 
L.），ロゼル（Hibiscus sabdariffa L.）およびイチビ（ボ
ウマ，Abutilon theophrasti Medik.）など多数ある（西
川 1960）．しかし，生産量からみるとジュート繊維は
これらの作物より圧倒的に多く，繊維作物全体の中で
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もワタに次いで生産量の多い重要な作物である（FAO 
2020）．
　さまざまな靭皮繊維作物の繊維組織を見ると，ア
マ，ラミー，タイマおよびサンヘンプのように繊維組
織が靭皮内で層状に発達せずに一層しか発達しない作
物もあるが，ジュート，ケナフ，イチビおよびロゼル
などは靭皮内で繊維組織が層状に発達することが知ら
れている（Esau 1977，松林・平尾 1953，西川 1949；
1960）．著者はさまざまな文献をあたったが，ジュー
トのような層状に発達する繊維組織について立体構造
にまでせまる記載を見つけられなかった．そこで，著
者はまずジュートの層状に発達する繊維組織の立体構
造とその発達の経過を明らかにした（道山 2020）．次
に，それらに及ぼす栽培環境の影響を明らかにして，
ジュート栽培に貢献できる基本的知見を得たいと考え
た．ジュートのような一年生普通作物の栽培にとって
重要な栽培環境は播種期，栽植密度および施肥である
が，食用の普通作物に比べて生産量の少ないジュー
トのような作物においては収量への影響だけが着目
され，その途中経過としての生長・発育の経過に及ぼ
す影響はほとんど知られていないのが現状である．そ
こで，著者は繊維組織が層状に発達する作物である
ジュート，ケナフおよびイチビの 3 作物をとりあげ，
茎葉の生長経過と開花に及ぼす播種期の違いの影響を
明らかにした（道山 2022 a）．なお，ロゼルについて
は温帯で生育を完了できる品種が手に入らなかったた
め扱わなかった．次いで，これらの作物の代表として
ジュートを選び，繊維組織および繊維細胞の発達経過
に及ぼす播種期の影響を明らかにした（道山 2022 b）．
残る栽培環境は栽植密度と施肥であるが，本研究では
肥料，特に肥料成分で最も重要な窒素肥料をとりあげ
ることとした．しかし，ジュートの世界生産のほとん
どを占めるバングラデシュからインドにまたがるベン
ガル地方は河川の氾濫で有機物の供給が毎年繰り返さ
れる地域であり，それによってこの地域では多くの場
合無肥料で安価にジュート栽培が行われている（西川 
1960）．また，栽培現地とはまったく環境の異なる日
本において窒素施肥に関して研究可能な範囲は，窒素
栄養の基本的な影響を知ることまでと著者は考えた．
そのため，本研究においてはジュートの生長・発育の
経過，開花および繊維組織の発達経過に対する窒素施
肥の有無の影響について明らかにすることにした．

材料および方法

栽培
　1989 年に愛知県名古屋市内の名城大学農学部構内
の網室で，名城大学農学部作物学研究室で毎年栽培採
種してきたジュート丸実種（Corchorus capsularis L.）
を用いて実験を行った．長さ 39 cm，幅 69 cm，深さ

10 cm のプラスチック製プランターを各区 3 個ずつ用
意して，肥料が施されていない市販の園芸用培土を
18.2 kg 詰め，対照区には硫酸アンモニウムを 43.2 g，
粒状過リン酸石灰を 60.5 g，塩化カリを 15.9 g 施した．
窒素無施肥区には対照区と同量の粒状過リン酸石灰お
よび塩化カリを施したが，窒素成分の肥料である硫酸
アンモニウムは施さなかった．プランターの両端から
4.5 cm ずつのスペースを空け，条間を 20 cm として長
さ 39 cm の条を 4 条設定した．各条に株間 2.5 cm と
して深さ約 1 cm の点播用の植え穴を作った．5 月 26
日に各植え穴に 5 〜 6 粒の種子を播き，覆土を行った
後に手で土壌を鎮圧した．出芽後，適宜間引きを行い，
1 株 1 本植とした．栽培期間中は土壌の乾燥程度およ
び植物の生育状況を観察しながら 1 日 1 回以上灌水を
行って栽培した．

茎葉の生長調査および開花調査
　対照区および窒素無施肥区とも平均的な生育の個体
を 10 個体ずつ選んで，6 月 3 日（播種 8 日後）から 9
月 14 日（播種 111 日後）まで， 3 〜 4 日に一度，主茎
長，1 次側枝茎長，主茎および側枝のすべての葉長，
節間長および節間直径を測定した．葉長の測定結果か
ら，基準長を 10 mm として Plastochron Index（P.I.）

（Erickson and Michelini 1957）を計算してこれを葉齢
の指標とし，長さ 10 mm を超えた葉を展開葉とした．
また，出蕾期以降は毎日開花を調査し，個体中で主茎
花房の花が最初に開花するため，その開花始期および
主茎全節数を記録した．なお，栽培期間中に台風など
の強風によって植物体が損傷したため，対照区および
窒素無施肥区の測定個体数は最終的にそれぞれ 9 個体
および 6 個体になった．
　本研究において，主茎葉位，節位および節間位には，
それぞれ子葉，子葉節および胚軸を第 0 葉，第 0 節お
よび第 0 節間とし，主茎の上位に向かって番号を付し
た．すなわち，ある節間に対してその先端側の節およ
びそこに着生する葉が同じ番号になるように番号を付
けた．また，ジュートは主茎先端に花房を分化すると
主茎の上位数枚の葉の葉腋から側枝を発生させて，そ
れらのうち最上位節側枝が主茎の代替のように主軸と
して生長することがわかっている（道山 2022 a）．そ
のため，枝については最上位節側枝を第 1 節側枝とし，
下方の側枝に向かって番号を付した． 
  
繊維組織および繊維細胞の調査
　繊維組織の発達状況を観察するために，対照区では
6 月 21 日から 8 月 30 日までに約 7 日おきに 11 回，窒
素無施肥区では 6 月 22 日から 8 月 24 日までに約 7 日
おきに 10 回，平均的な生育の個体を各区各回 3 個体
ずつ採取した．これらの個体についても主茎および側
枝のすべての葉長，節間長および節間直径を測定した．
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この時，茎頂付近に発達開始した葉のうち 10 mm を
超えた葉を最上位展開葉とし，節間長が約 1mm を超
えて肉眼で観察して明らかに節間と判断できた節間を
伸長開始節間として葉位および節間位を記録した．そ
の後，カミソリの刃を使って，主茎および側枝のすべ
ての節間について各節間下部より約 1 cm 上の部分の
横断切片を徒手で作成した．長さが 1cm に満たない節
間は節間中央部の横断切片を作成した．横断切片は速
やかにサフラニンで染色して，顕微鏡の 2 種類の倍率

（対物 4 倍および対物 40 倍）で繊維組織および繊維細
胞を写真撮影し，撮影した繊維組織および繊維細胞と
同じ倍率で対物ミクロメーターの写真も撮影した．
　ジュートの茎の繊維組織は図 1 に示したように繊維
束が表皮側から形成層側に向かって層状に並ぶように
発達しており（道山 2020），最も表皮側の層を第 1 層
として形成層側に向かって各層に番号を付けた．主茎
および側枝における各節間の横断切片の顕微鏡写真か
ら，各節間における繊維層数を測定し，その結果から
各層の繊維束の最先端が存在する節間位を求めた．ま
た，各節間の各繊維層における茎一周の繊維束数を測
定した．なお，前報（道山 2020）から，同じ層位の繊
維束が集合と離散を繰り返して繊維束 1 束あたり繊維
細胞数は常に大きく変化するため，繊維束 1 束あたり
の繊維細胞数は測定しなかった．
　以上の繊維組織の測定にあたって，具体的には以下
のように行った．繊維細胞は原細胞が分化した後にま
ず伸長生長が起こり，伸長がほぼ完了した後に繊維細
胞壁が肥厚開始する（Esau 1977）．ジュートの場合，
細胞壁が肥厚開始すると細胞壁がサフラニンで赤く染
まるため，細胞壁が肥厚開始した時点で繊維細胞と判
定できる．しかし，一つの節間の茎一周の横断切片を
観察すると，場所によって繊維層数が異なった．そこ
で，各節間の繊維層数については，繊維細胞が茎一周
にわたって発達した層までの数を繊維層数とした．す
なわち，一つの節間の横断切片のうち層数の最も少な
い場所の繊維層数をその節間の繊維層数とした．各層
の繊維束の先端がある節間の判定に関しては，一つの
層の繊維束に着目して各節間の横断切片を下位節間か
ら上位節間に向けて観察し，サフラニンで赤く染まっ
た繊維細胞が茎一周にわたっている最先端の節間をそ
の層の繊維束先端の存在する節間と判定した．さらに
それらの結果から，最上位展開葉位，最上位伸長開始
節間位および繊維組織第 1 層の繊維束先端がある節間
位について，相互間の節間位の差を個体別に測定した

（図 1）．また，各層の繊維束のうち隣接する繊維層の
繊維束について，繊維束先端が存在する節間位の差を
測定した．
　以上の繊維組織の発達経過の解析に際して，図 9 と
図 10 の展開葉数，伸長節間および各層の繊維束先端
の存在する節間位の増加に関する結果においては最上

位節側枝が主茎の上位に接合した形としてデータを処
理した．すなわち，最上位節側枝の第 1 葉および第 1
節間を主茎最終葉位＋ 1 および主茎最終節間位＋ 1 と
して，最上位節側枝の葉位および節間位に番号を付け
た．
　さらに繊維組織の発達経過の解析を進めるにあたっ
て，最上位展開葉位，最上位伸長開始節間位および繊
維組織第 1 層の繊維束先端がある節間位の関係を示し
た図 11 においては，第 1 層繊維束先端が第 0 節間に
観察された播種後 26 または 27 日からのデータを採用
した．また，最上位節側枝は一見して主茎の延長に見
えるが，葉および花房の着生のしかたおよび開花期付
近以後の展開葉，伸長開始節間および繊維束第 1 層の
関係から見て最上位節側枝は単なる主茎の延長とは考
え難いと判断した．そして，結果を側枝の繊維組織に
ついてはデータに使用せずに主茎内における発達の範
囲内とするために，対照区では主茎の最上位葉が 10 
mm に達する直前の播種後 61 日の 7 月 26 日まで，窒
素無施肥区では播種後 76 日の 8 月 10 日までのデータ
を採用した．
　また，これまでの観察（道山 2022 b）から第 0 節間
には未だ第 1 節間まで入り込んで発達してない繊維層
が多く蓄積しているために，繊維層の発達初期に外層
と内層の繊維束先端の差が 0 になることが多いことが
わかっている．そこで，図 12 の各層の繊維束先端が

図1．ジュート茎の放射方向の縦断切片の模式図と本実験の繊維組織
調査の説明．
本実験では繊維細胞の細胞壁が肥厚を開始した部分の繊維組織

および繊維細胞のみを測定の対象とした．

形成層
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図 1．ジュート茎の放射方向の縦断切片の模式図と本実験の繊
維組織調査の説明．本実験では繊維細胞の細胞壁が
肥厚を開始した部分の繊維組織および繊維細胞のみを
測定の対象とした．
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存在する節間位の関係を解析するにあたっては，対象
とする 2 層の繊維束先端が第 1 節間以上に発達した日
から後で，2 つの層の繊維束先端が主茎内に存在する
日までのデータを採用することにした．例えば繊維束
第 1 層と第 2 層の比較のときは，両区とも播種後 40
日の 7 月 5 日から，対照区は播種後 68 日の 8 月 2 日
まで，窒素無施肥区は播種後 82 日の 8 月 16 日までの
データを用いた． 
　各層の繊維細胞の直径および繊維細胞壁の厚さにつ
いては，高い倍率の写真から測定した．繊維細胞の直
径の測定に関しては，横断切片に見える繊維細胞には
さまざまな大きさのものがあるが，繊維細胞を立体的
にみると紡錘形をしていることから（Esau 1977），1
枚の横断切片に見える最も大きなものが繊維細胞の中
央部を切ったものと考えられた．そこで，横断切片の
写真における各層の繊維細胞の中で，異常に大きなも
のは除いて，最も大きな繊維細胞が繊維細胞の中央部
の切片の映像と判断して，その直径を測定した．この
とき，横断切片にみられる繊維細胞は正確な円ではな
いため，繊維細胞の長径と短径を測定してそれらの平
均値を繊維細胞の直径とした．また，繊維細胞壁の厚
さの測定は直径を測定した繊維細胞について測定を
行った．各繊維層の先端に近い部分の繊維細胞は細胞
壁の肥大が完了していないため，節間および繊維層位
による違いについての結果を示す時に（表 4 および 5）
統計処理には加えなかった．

結果

茎葉の生長経過に及ぼす窒素無施肥の影響
　主茎および側枝の伸長経過をみると（図 2），主茎は
開花始期までＳ字状曲線を描くように伸長して開花始
期後に伸長がほぼ停止し，代わって主茎先端数節から
側枝が発生して伸長した．この経過については対照区
と窒素無施肥区で同じであった．対照区と窒素無施肥
区の主茎長を比較すると，生育初期の播種後 19 日ま
では両区の差が有意になった日もあったが，有意でな
い日もあった．しかし，播種後 23 日（5 回目の測定日）
以降は両区の差がいずれの測定日でも有意になり，窒
素無施肥区の主茎長が対照区より短かった．また，対
照区では播種後 23 日以降主茎長の増加速度がそれま
でよりやや速くなり，播種後 40 日以降は著しく速く
なることが示された．これに対して窒素無施肥区では
主茎長の増加速度が播種後日数の増加に伴って対照区
ほど速くならなかった．そのため，両区の差は播種後
日数の増加に伴って大きくなることが示された．側枝
は両区とも開花始期と関係して生長開始するため窒素
無施肥区が対照区より遅れて生長開始し，側枝長の増
加速度が遅く，最終長が短かった．開花始期は対照区
が播種後 70 日の 8 月 4 日であったが，窒素無施肥区

は播種後 87 日の 8 月 21 日であった（表 1）．また，主
茎本葉数については対照区が 25 枚，窒素無施肥区が
27 枚で窒素無施肥区が対照区よりわずかに多かった．
このように窒素無施肥区は対照区より開花始期が 17
日遅れて，伸長期間が長期化し，葉数が多かったにも
かかわらず，最終の主茎長は窒素無施肥区が 79.9 cm
で，対照区の 124.7 cm より約 45 cm も短くなった．
主茎長と同様に最上位節側枝の長さも窒素無施肥区が
対照区より短かった．主茎の各節間の最終長は対照区
の第 8 〜 17 節間および窒素無施肥区の第 11 〜 18 節
間にあたる主茎中央部の節間がやや長い傾向で，それ
らより下部と上部はやや短い傾向であった（図 3）．そ
して，最上位節側枝の節間長は第 1 節間を除いて上位
節間ほど短くなった．いずれの節間も窒素無施肥区が
対照区より短かく，主茎第 7 節間および側枝第 2 節間
を除いてその差が有意であった．
　主茎葉齢（Plastochron index，P.I.）はＳ字状ではな
く直線に近い形で増加した（図 4）．P.I. はいずれの測
定日でも窒素無施肥区が対照区より小さい傾向であっ
たが，生育の初期から播種後 29 日までは窒素無施肥区

図2．ジュートにおける主茎および側枝の生長経過に及ぼす窒素
無施肥の影響．
実線矢印は対照区，破線矢印は窒素無施肥区の開花始期を

示す．側枝は最上位節側枝を第1節側枝として下方に向かっ
て番号を付した．窒素無施肥の影響について測定日別に t検
定を行い，有意差無しを n.s.，5％レベルで有意差有りを *，
0.1％レベルを ***で示した．
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図 2．ジュートにおける主茎および側枝の生長経過に及ぼす
窒素無施肥の影響．実線矢印は対照区，破線矢印は
窒素無施肥区の開花始期を示す．側枝は最上位節側
枝を第 1 節側枝として下方に向かって番号を付した．
窒素無施肥の影響について測定日別に t 検定を行い，
有意差無しを n.s.，5％レベルで有意差有りを *，0.1％
レベルを *** で示した．
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と対照区の P.I. の差が 1.0 未満で小さく，その差が有意
でない日もあった．播種後 33 日以降は両区の差が播種
後日数の増加に伴って大きくなり，いずれの測定日で
も差が有意であった．播種後 33 日以降は対照区の増加
速度が以前よりやや速くなる傾向であったのに対して
窒素無施肥区では増加速度が以前と比べてあまり変化
しなかったことが，それらの原因であった．個体別に
両区の P.I. 増加速度を計算してみると（図 5），著しく
変異が大きかったが，生育前期の対照区では増加速度
が 0.6 以下の場合が多かったのに対して生育後期にな

ると 0.6 を超える場合が多く，生育後期の増加速度は
大きくなる傾向であった．これに対して，窒素無施肥
区では生育前期の P.I. 増加速度が対照区よりわずかに
小さい傾向であったが，生育前期と後期の速度の違い
が不明瞭であり，後期になると対照区より明らかに速
度が小さい場合が多くなった． 
　主茎の葉長は対照区で第 11 葉くらいまで，窒素無
施肥区では第 16 葉くらいまで上位葉ほど長くなり，
主茎上位葉はほぼ同程度の長さであった（図 6）．最
上位節側枝の葉長では対照区で第 6 葉以上，窒素無施
肥区で第 5 葉以上で上位葉ほど短くなった．子葉およ
び第 1 葉を除くすべての葉で窒素無施肥区が対照区よ

図3．ジュートにおける主茎および最上位節側枝の各節間の
最終長に及ぼす窒素無施肥の影響．
窒素無施肥の影響について節間別に t検定を行い，有意

差無しを n.s.，5％レベルで有意差有りを *，1％レベルを **，
0.1％レベルを ***で示した．第0節間とは胚軸をさす．
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図 3．ジュートにおける主茎および最上位節側枝の各節間の
最終長に及ぼす窒素無施肥の影響．窒素無施肥の影
響について節間別に t 検定を行い，有意差無しを n.s.，
5％レベルで有意差有りを *，1％レベルを **，0.1％レ
ベルを *** で示した．第 0 節間とは胚軸をさす．

図4．ジュートにおける主茎の葉齢（Plastochrone Index, P.I.) の
増加経過に及ぼす窒素無施肥の影響．
窒素無施肥の影響について測定日別に t検定を行い，

有意差無しを n.s.，5％レベルで有意差有りを *，1％レベ
ルを **，0.1％レベルを ***で示した．
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図 4．ジュートにおける主茎の葉齢（Plastochrone Index, P.I.) 
の増加経過に及ぼす窒素無施肥の影響．窒素無施肥
の影響について測定日別に t 検定を行い，有意差無し
を n.s.，5％レベルで有意差有りを *，1％レベルを **，
0.1％レベルを *** で示した．
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表1．ジュートにおける開花およびその関連形質に及ぼす窒素無施肥の影響．

窒素無施肥区

対照区

開花始期

8月 4日

8月21日

開花始期
（播種後
日数）

70.3

87.3

**

主茎
本葉節数

25.0

27.0

***

主茎長
（cm）

124.7

79.9

***

最上位節
側枝長
（cm）

24.9

12.0

***
　数値の下に示した ** および *** は，t 検定により両播種期の間にそれぞれ 1％レベルおよ
び 0.1％レベルでの有意差があることを示す．なお，主茎本葉節数には子葉節を含まない．
主茎本葉節数には子葉節を含まない．
数値の下に示した**および*** は，t 検定により両播種期の間にそれぞれ

れ1％レベルおよび0.1％レベルでの有意差があることを示す．なお，主茎
本葉節数には子葉節を含まない．主茎本葉節数には子葉節を含まない．

表1．ジュートにおける開花およびその関連形質に及ぼす窒素無施肥の影響．

窒素無施肥区

対照区

開花始期

8月 4日

8月21日

開花始期
（播種後

日数）

70.3

87.3

**

主茎
本葉節数

25.0

27.0

***

主茎長
（cm）

124.7

79.9

***

最上位節
側枝長
（cm）

24.9

12.0

***

13ジュート（Corchorus capsularis L.）の生長・発育および繊維組織の発達に及ぼす窒素無施肥の影響



り有意に短かった．窒素無施肥区と対照区の差は，主
茎第 11 葉が 4.5 cm で最大であり，それ以上では第 20
葉までは 3.4 cm くらいの差が保持された． 
　主茎第 1 節間の直径は，生育の全期間にわたって窒
素無施肥区が対照区より有意に細かった（図 7）．播
種後 36 日までは両区の差が小さかったが，それ以降
は対照区の肥大速度が大きくなったのに対して窒素無
施肥区はあまり大きくならなかったために，窒素無施
肥区の直径は対照区より著しく細くなった．開花約 1
週間後に両区とも肥大が停止し，窒素無施肥区は肥大
停止が遅れたが，窒素無施肥区の直径が対照区より細
いことに変化は無かった．主茎各節間の最終直径を図
8 に示したが，両区とも上位節間ほど細くなり，いず
れの節間でも窒素無施肥区は対照区より有意に細かっ
た．

繊維組織各層の発達
　対照区および窒素無施肥区それぞれの展開葉位，伸
長開始節間位および繊維組織各層の繊維束先端が存在
する節間位の播種後日数の経過に伴う変化を図 9 上，
下に示した．繊維組織第 1 層の繊維束先端は，対照区
が播種後 26 日の 6 月 21 日，窒素無施肥区が播種後 27
日の 6 月 22 日に第 0 節間（胚軸）に観察された．そ
して，両区とも最上位展開葉位，伸長開始節間位，繊
維組織第 1 層の繊維束先端，次いで順次内層の繊維束
先端の順に，数節の間隔をもって発達することが明ら

図5．ジュートにおける主茎の葉齢増加速度（P.I.／日) の推移に
及ぼす窒素無施肥の影響．

一回前の測定日から横軸の測定日までの増加速度を示した．
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図 5．ジュートにおける主茎の葉齢増加速度（P.I. ／日 ) の推
移に及ぼす窒素無施肥の影響．一回前の測定日から
横軸の測定日までの増加速度を示した．

図6．ジュートにおける主茎および最上位節側枝の各葉の
最終長に及ぼす窒素無施肥の影響．
窒素無施肥の影響について節間別に t検定を行い，有意

差無しを n.s.，5％レベルで有意差有りを *，1％レベルを **，
0.1％レベルを ***で示した．第0葉とは子葉を示す．
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図 6．ジュートにおける主茎および最上位節側枝の各葉の最
終長に及ぼす窒素無施肥の影響．窒素無施肥の影響
について節間別に t 検定を行い，有意差無しを n.s.，5％
レベルで有意差有りを *，1％レベルを **，0.1％レベル
を *** で示した．第 0 葉とは子葉を示す．

図7．ジュートにおける主茎第1節間の直径の肥大経過に及ぼす
窒素無施肥の影響．

実線矢印は対照区，破線矢印は窒素無施肥区の開花始期
を示す．窒素無施肥の影響について節間別に t検定を行い，
1％レベルで有意差有りを **，0.1％レベルを ***で示した．
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図 7．ジュートにおける主茎第 1 節間の直径の肥大経過に
及ぼす窒素無施肥の影響．実線矢印は対照区，破線
矢印は窒素無施肥区の開花始期を示す．窒素無施肥
の影響について節間別に t 検定を行い，1％レベル
で有意差有りを **，0.1％レベルを *** で示した．
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かであった．また，葉の展開および節間の伸長が開花
2 週間後頃に終了するが，繊維組織の発達はそれらよ
り約 1 週間遅くまで続いた．また，対照区および窒素
無施肥区ともに，開花始期付近で最上位展開葉位およ
び伸長開始節間が側枝に移行するころから，展開葉位
および伸長開始節間位と第 1 層繊維束先端の節間位の
間の差が縮まった．対照区と窒素無施肥区を比較する
ために両区を同じグラフに表すと，展開葉位，伸長開
始節間および各層の繊維束先端が存在する節間位は，
いずれも窒素無施肥区が対照区より増加速度が遅く，
同じ測定日で比較すると窒素無施肥区のほうが低いこ
とが明らかであった（図 10 上，下）．しかし，横軸に
伸長開始節間位をとって同じ層位の繊維束の先端の位
置を比較すると，発達の初期から中期までは窒素無施
肥区が対照区より発達が速く，どの層位でも窒素無施
肥区の繊維束先端の位置が対照区より上位節間にあっ
た（図 11）．しかし，発達の後期には窒素無施肥区の
発達が対照区より遅れるようになり，繊維束先端の位
置が下位節間側になった．
　茎葉の展開，伸長開始節間の上昇および繊維組織各
層の先端の上昇は順に間隔をおいて起こることから，
それらの間隔の変化の経過を明らかにし，それらに及
ぼす窒素無施肥の影響を知るために，まず最上位展開
葉位，伸長開始節間位および第 1 層繊維束先端の節間
位のうち二者の差を計算し，それらの播種後日数に伴
う変化を図 12 に示した． 
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図8．ジュートにおける主茎および最上位節側枝各節間の
最終直径に及ぼす窒素無施肥の影響．

窒素無施肥の影響について節間別に t検定を行い，5％レベ
ルで有意差有りを *，1％レベルを **，0.1％レベルを ***で
示した．主茎の節間はすべて0.1％レベルでの有意差があった．
第0節間とは胚軸をさす．
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図 8．ジュートにおける主茎および最上位節側枝各節間の最
終直径に及ぼす窒素無施肥の影響．窒素無施肥の影
響について節間別に t 検定を行い，5％レベルで有意
差有りを *，1％レベルを **，0.1％レベルを *** で示した．
主茎の節間はすべて 0.1％レベルでの有意差があった．
第 0 節間とは胚軸をさす．

　播種後 26 または 27 日においては最上位展開葉位と
伸長開始節間位の差は対照区が 2.7，窒素無施肥区が 3.0
で両区に有意差が無かった（図 12 上）．その後対照区
における両者の差は 3.7 〜 4.7 でやや大きい傾向の日が
観察されたが，2.3 の日もあり変異が大きかった．一方，
窒素無施肥区は変異が小さく 2.3 〜 3.3 の間で変動し，
対照区より少ない傾向の日が続いた．
　最上位展開葉位と第 1 層繊維束先端の節間位の差に
関しては，播種後 26 日および 27 日にはそれぞれ 6.3
および 5.7 で，有意差は無いが窒素無施肥区が対照区
よりわずかに少ない傾向であった（図 12 中）．対照区
ではその後 9.3 〜 10.5 で有意に増加した．しかし，主
茎第 24 葉が 10 mm になった播種後 61 日には 8.3 まで
減少した．これに対して窒素無施肥区では，播種後 27
日以降差がやや増加する傾向であったが 6.7 〜 7.7 で
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図9．ジュートの対照区および窒素無施肥区における最上位展開葉位，
伸長開始節間位および繊維組織の層別にみた繊維束先端があ
る節間位の上昇経過．

矢印は開花始期を示す．

図 9．ジュートの対照区および窒素無施肥区における展開葉
位，伸長開始節間位および繊維組織の層別にみた繊
維束先端のある節間位の上昇経過．矢印は開花始期
を示す．
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変化が小さく，対照区より有意に少ない日が多かった．
ただし，主茎第 24 葉が 10 mm になった播種後 76 日
には 8.7 に増加して，対照区との差が無くなった． 
　伸長開始節間位と第 1 層繊維束先端の節間位の差に
関しては，対照区が播種後 26 日に 3.7，窒素無施肥区
は播種後 27 日に 2.7 であり，有意差は無いが窒素無
施肥区が対照区よりわずかに少ない傾向であった（図
12 下）．対照区は，それ以降播種後 40 日に差が 6.3 ま
で有意に増加し，播種後 47 日にはさらに増加して 7.7
になった．その後はやや減少して 6.0 〜 6.3 になった．
これに対して窒素無施肥区では，播種後 27 日以降差

0

5

10

15

20

25

30

35

0 20 40 60 80 100

葉
位
ま
た
は
節
間
位

播種後日数

展開葉位 伸長開始節間 第1層

0

5

10

15

20

25

30

35

0 20 40 60 80 100

節
間
位

播種後日数
第1層 第2層 第3層

第4層 第5層 第6層

第7層 第8層

図10．ジュートにおける最上位展開葉位，伸長開始節間位および繊維
組織の層別にみた繊維束先端がある節間位の上昇経過およびそれ
らに及ぼす窒素無施肥の影響．
実線は対照区，破線は窒素無施肥区を示し，矢印はそれらの

開花始期を示す．

図 10．ジュートにおける展開葉位，伸長開始節間位および繊
維組織の層別にみた繊維束先端のある節間位の上昇
経過およびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．実線
は対照区，破線は窒素無施肥区を示し，矢印はそれ
らの開花始期を示す．
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図11．ジュートにおける伸長開始節位の上昇に伴う繊維組織
の層別にみた繊維束先端がある節間位の上昇経過および
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．

図 11．ジュートにおける伸長開始節位の上昇に伴う繊維組織
の層別にみた繊維束先端のある節間位の上昇経過お
よびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．

図12．ジュートにおける最上位展開葉位，伸長開始節位および
第1層繊維束先端が存在する節間位の差の生育に伴う変化
およびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．

この図では主茎最上位葉が10mmに到達する前（対照区は
播種後61日の7月26日まで，窒素無施肥区は播種後76日の8月
10日まで）のデータを使用した．実線矢印は対照区，破線矢
印は窒素無施肥区の開花始期を示す．同一グラフ内で同じア
ルファベットの付いた数値間にはTukey法による5％レベルで
の有意差が無いことを示す．

0

2

4

6

0 20 40 60 80 100

葉
位
と
節
位
の
差 (展開葉位) − (伸長開始節間位)

0

2

4

6

8

10

12

0 20 40 60 80 100

葉
位
と
節
間
位
の
差

(展開葉位) − (第1層先端節間位)

0

2

4

6

8

0 20 40 60 80 100

節
間

位
の

差

播種後日数

(伸長開始節間位) − (第1層先端節間位)

対照区 窒素無施肥区

a

ab
b

b

b

bab

ab

ab

ab

ab ab ab

de

e

a
abc ab

abcde
ab

abcde

cde cde cde cde

abcd

cd

d

bcd

ab ab
a abc

abc

bcd bcdbcd bcd bcd

図 12．ジュートにおける展開葉位，伸長開始節位および第 1
層繊維束先端が存在する節間位の差の生育に伴う変
化およびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．この図
では主茎最上位葉が 10mm に到達する前（対照区は
播種後 61 日の 7 月 26 日まで，窒素無施肥区は播種
後 76 日の 8 月10 日まで）のデータを使用した．実線
矢印は対照区，破線矢印は窒素無施肥区の開花始期
を示す．同一グラフ内で同じアルファベットの付いた
数値間には Tukey 法による 5％レベルでの有意差が
無いことを示す．
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が 4.3 〜 4.7 にわずかに増加する傾向であったが有意
ではなく，対照区よりは有意に小さかった．しかし，
播種 76 日後には差が対照区とほぼ同程度の 6.0 に大き
くなった．
　繊維組織各層の先端の上昇も間隔をおいて起こるた
め，それらの間隔を明らかにし，それらに及ぼす窒素
無施肥の影響を知るために，隣接する層位の繊維束先
端節間位の差を測定し，それらの播種後日数に伴う変
化を図 13 に示した． 
　第 1 層と第 2 層の繊維束先端の節間位の差は，対照
区では 4.3 〜 5.0 で安定していた（図 13 上）．窒素無
施肥区では播種後 40 日と 69 日に差が 2.7 および 3.0
で対照区より小さかったが，他は 4.0 〜 5.0 で対照区
と同程度であった．第 2 層と第 3 層の繊維束先端の節
間位の差は対照区では 3.3 〜 4.7 の範囲であり，生育
に伴う変化に有意差がなかった（図 13 中上）．窒素無
施肥区では播種後 69 日までは対照区との差が無く 3.7
〜 4.0 であったが，その後はやや減少して 2.7 〜 2.0 に
なった．第 3 層と第 4 層の繊維束先端の節間位の差は，
対照区では 3.7 〜 4.7 であった（図 13 中下）．窒素無
施肥区でも播種後 61 日は 2.0 で対照区より有意差が無
いがやや小さかったが，その後は対照区と同程度の 3.7
でほぼ一定であった．第 4 層と第 5 層の繊維束先端の
節間位の差は，対照区では播種後 54 日および 61 日に
2.0 であったが播種後 68 日に 4.0 になった（図 13 下）．
窒素無施肥区も播種後 76 日が 2.0 であり，播種後 82
日には 4.0 になり，いずれの場合も有意差が無かった．

茎一周の繊維束数
　茎一周の繊維束数について対照区は開花直後にあた
る播種後 75 日の 8 月 4 日，窒素無施肥区は播種後 90
日の 8 月 24 日におけるデータを用いて，層位毎に節
間位による繊維束数の違いを示した（図 14）．全体的
に見ると，層位が高くなると繊維束数が増加し，同じ
層位では節間位が高くなると繊維束数が増加する傾向
であった．また，対照区では内層の繊維束になるほど
繊維束数が増加する傾向にあるが，窒素無施肥区では
増加が小さいことが明らかであった．さらに，第 2 層
および第 5 層の上位節間で対照区では繊維束が発達し
ていたのに窒素無施肥区では発達しておらず，窒素無
施肥区では繊維層数が対照区より少ないことが示され
た（図 15）． 
　節間位による変化について統計処理の結果を見やす
くして詳細に検討するために，層位別のグラフを図 15
に示した．対照区の第 1 層では第 1 節間が 85.0 個であ
り，第 16 節間の 188.3 個まで上位節間ほど繊維束数
が多くなった（図 15 上）．しかし，第 21 節間は第 16
節間と同程度であった．これに対して，窒素無施肥区
の第 1 層では第 1 節間が 77.0 個であり，第 6 節間は
125.7 個で第 1 節間より有意に多くなったが，第 6 節

間〜第 21 節間はほぼ同程度であった．それらの結果，
窒素無施肥区の第 1 層において第１節間では対照区と
同程度であったが，第 6 節間以上の節間でいずれも対
照区より少ない傾向で，第 11 節間から第 21 節間の間
ではそれらの差が有意であった．第 2 層においては，
対照区の第 1 節間が 103.0 個で第 1 層の第 1 節間より
わずかに多い傾向であり，第 6 節間が 190.7 個で大き
く増加し，それ以上の節間でも第 16 節間の 275.0 個ま
で上位節間ほど有意に増加した（図 15 中上）．窒素無
施肥区の第 2 層は第 1 節間が 81.0 個であり，第 6 節間
は 127.3 個で第 1 節間より多かったが，第 11 節間は第
6 節間と同程度であった．窒素無施肥区の第 2 層では
すべての節間で少ない傾向であり，第 1 節間では有意
差が無いが第 6 節間以上では有意に少なかった．第 3

図13．ジュート繊維組織における各繊維束先端が存在する節間位の
隣接する層位間の差の生育に伴う変化およびそれらに及ぼす窒
素無施肥の影響．
この図では繊維第１層が主茎の先端に到達する前にあたる対

照区は播種後68日の8月2日まで，窒素無施肥区は播種後82日の
8月16日までのデータを使用した．実線矢印は対照区，破線矢印
は窒素無施肥区の開花始期を示す．同一グラフ内で同じアルファ
ベットの付いた数値間にはTukey法による5％レベルでの有意差
が無いことを示す．n.s. の付いたグラフ内の数値間には有意差が
無いことを示す．
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図 13．ジュート繊維組織における各繊維束先端が存在する
節間位の隣接する層位間の差の生育に伴う変化および
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．この図では繊維
第１層が主茎の先端に到達する前（対照区は播種後
68 日の 8 月 2 日まで，窒素無施肥区は播種後 82 日
の 8 月16 日まで）のデータを使用した．実線矢印は
対照区，破線矢印は窒素無施肥区の開花始期を示す．
同一グラフ内で同じアルファベットの付いた数値間に
は Tukey 法による 5％レベルでの有意差が無いことを
示す．n.s. の付いたグラフ内の数値間には有意差が無
いことを示す．
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層の繊維束数は第 2 層とまったく同様であった．（図
15 中），第 4 層（図 15 中下）および第 5 層（図 15 下）
の繊維束数は上位節間ほど有意に多く，窒素無施肥区
が対照区より有意に少なかった． 
　次に，節間別に層位による繊維束数の変化を全体的
に見ると（図 16），節間が高くなるといずれの層位で
も繊維束数が多くなり，いずれの節間でも第 2 層と第
3 層の繊維束数は同程度であったが，他は層位が上昇
すると（繊維組織の内層になると）繊維束数が増加す
ることが明らかであった．特に第 1 節間を見ると，第
4 層より内層で層位の上昇に伴う繊維束数の変化は著
しく大きかった．また，窒素無施肥区はいずれの節間
でも層位の上昇に伴う繊維束数の増加が少なく，同じ
層位で比較すると対照区より束数が少なくなること
が明らかであった．さらに，第 1 節間，第 6 節間およ
び第 16 節間の最内層で対照区では繊維束が発達して
いたのに窒素無施肥区では発達しておらず，窒素無施
肥区では繊維層数が対照区より少ないことが示された

（図 16）．

　統計処理の結果を見やすくして層位による繊維束数
の変化を詳細に検討するために，節間別のグラフを示
した（図 17）．第 1 節間では，対照区の第 1 層が 85.0
個で，第 2 層は 103.0 個に増加する傾向であったが，
第 2 層と第 3 層の差は小さく，第 4 層は再び 125.3 個
に増加する傾向であった（図 17 下）．しかし，これら
の差にはいずれも有意ではなかった．第5層以上（内層）
になると第 5 層が 174.3 個で第 4 層より有意に増加し，
第 8 層の 318.7 個まで束数が大きく有意に増加した．
しかし，窒素無施肥区の第 1 節間では，第 1 層が対照
区よりわずかに少ない傾向の 77.0 個であり，第 2 層〜
第 4 層はいずれも繊維束数が同程度であった．さらに
内層では第 6 層の 135.3 個まで内層ほど繊維束数が増
加する傾向であったが有意ではなかった．窒素無施肥
区の繊維束数はいずれの層位でも対照区より少ない傾
向であり，第 1 層〜第 4 層ではその差が有意でなかっ

図14．ジュート繊維組織における層位別にみた茎一周の繊維束数
の節間位による違いおよびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．
茎一周の繊維束数は繊維細胞壁の肥厚が開始した後は変化

が無いため，本図では開花直後にあたる対照区は播種後75日
の8月9日，窒素無施用区は播種後90日の8月24日に採取した
試料のデータを使用した．
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図 14．ジュート繊維組織における層位別にみた茎一周の繊
維束数の節間位による違いおよびそれらに及ぼす窒
素無施肥の影響．茎一周の繊維束数は繊維細胞壁の
肥厚が開始した後は変化が無いため，本図では開花
直後にあたる対照区は播種後 75 日の 8 月 9 日，窒素
無施用区は播種後 90 日の 8 月 24 日に採取した試料
のデータを使用した．

図15．ジュート繊維組織における茎一周の繊維束数の節間位による違い
ー図14の統計処理の結果．
同一グラフ内で同じアルファベットの付いた数値間にはTukey法

による5％レベルでの有意差が無いことを示す．
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図 15．ジュート繊維組織における茎一周の繊維束数の節間
位による違い ― 図 13 の統計処理の結果．同一グラ
フ内で同じアルファベットの付いた数値間には Tukey
法による 5％レベルでの有意差が無いことを示す．
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たが，第 5 層以上では有意になった．第 6 節間にお
いては，対照区の第 1 層が 148.0 個であり，第 2 層は
191.7 個で第 1 層より有意に多かったが，第 3 層は第 2
層と同程度であり，第 4 層はわずかに多い傾向であっ
たが有意差は無かった（図 17 中下）．さらに内層の第
5 層は 245.7 個で第 4 層より有意に多かった．これら
に対して窒素無施肥区の第 6 節間では，第 1 層から第
4 層まで 125.7 〜 130.3 個で層位による変化が無かった．
その結果，いずれの層位でも繊維束数は対照区より少
ない傾向であり，第 2 層〜第 4 層では対照区との差が
有意であった．さらに上位の第 11 節間では，対照区
の第 1 層が 163.7 個であり，第 2 層が 240.3 個に有意
に増加したが第 3 節間は下位節間と同様に第 2 節間と
同程度であった（図 17 中）．一方，窒素無施肥区は第
1 層〜第 3 層が 119.3 個〜 129.7 個で同程度であり，す
べての層位で窒素無施肥区の繊維束数が対照区より有
意に少なかった．第 16 節間においては，対照区で第
1 層が 188.3 個に対して第 2 層が 275.0 個有意に多く，
窒素無施肥区は第 1 層しかなく，繊維束数は 136.0 個
で対照区より有意に少なかった（図 17 上中）．第 21

図16．ジュート繊維組織における節間別にみた茎一周の繊維束数の
繊維層位による違いおよびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．

茎一周の繊維束数は繊維細胞壁の肥厚が開始した後は変化
無いため，本図では開花直後にあたる対照区は播種後75日の
8月9日，窒素無施用区は播種後90日の8月24日に採取した試料
のデータを使用した．

0

50

100

150

200

250

300

350

0 1 2 3 4 5 6 7 8

茎
一
周
の
繊
維
束
数

最外層から数えた繊維層位

対照区第1節間 対照区第6節間

対照区第11節間 対照区第16節間

対照区第21節間 窒素無施肥区第1節間

窒素無施肥区第6節間 窒素無施肥区第11節間

窒素無施肥区第16節間 窒素無施肥区第21節間

図 16．ジュート繊維組織における節間別にみた茎一周の繊維
束数の繊維層位による違いおよびそれらに及ぼす窒
素無施肥の影響．茎一周の繊維束数は繊維細胞壁の
肥厚が開始した後は変化無いため，本図では開花直
後にあたる対照区は播種後 75 日の 8 月 9 日，窒素無
施用区は播種後 90 日の 8 月 24 日に採取した試料の
データを使用した．

節間では両区とも第 1 層しか発達しておらず，対照区
が 182.0 個，窒素無施肥区が 130.7 個であり，窒素無
施肥区が対照区より有意に少なかった（図 17 上）．

繊維細胞の大きさおよび細胞壁の厚み
　繊維細胞の直径と繊維細胞壁の厚さの増加経過の代
表として，対照区および窒素無施肥区の第 6 節間にお
ける経過を図18に示した．繊維細胞の直径に関しては，
前報（道山 2022 b）と同様に細胞壁がサフラニンで赤
く染まり，繊維細胞と認識された時から細胞の直径は
ほとんど変化しないことが示された．また，繊維細胞
壁の厚さに関しては，繊維細胞壁が赤く染まって初め
て繊維細胞と認識されるが，その 1 週間前の繊維細胞
壁が未だ赤く染まらず繊維細胞とはわからない時から
数えると 2 〜 3 週間で繊維細胞壁の厚さが最大に近く
なりそれ以降は変化しないことが示された．これらは
対照区および窒素無施肥区で共通していた．また，こ
れらのグラフからは，細胞壁が肥厚完了した時の繊維
細胞の直径および繊維細胞壁の厚さに対する層位の影

図17．ジュート繊維組織における茎一周の繊維束数の節間位による違い
― 図16の統計処理の結果．

同一グラフ内で同じアルファベットの付いた数値間にはTukey法
による5％レベルでの有意差が無いことを示す．第21節間*は2区しか
なかったため t検定を行ったが，5％レベルでの有意差があった．
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図 17．ジュート繊維組織における茎一周の繊維束数の節間位
による違い ― 図 15 の統計処理の結果．同一グラフ
内で同じアルファベットの付いた数値間には Tukey 法
による 5％レベルでの有意差が無いことを示す．第 21
節間 * は 2 区しかなかったため t 検定を行ったが，5％
レベルでの有意差があった．
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響および窒素無施肥の影響は不明であった．
　繊維細胞の直径の節間位による違いおよび窒素無施
肥の影響について，統計処理の結果とともに表 2 に繊
維層位別にとりまとめた．第 1 層においてだけ有意差
が認められ，多くの節間の繊維細胞が 16.0 〜 17.6 µm
であったが，対照区の第 11 節間，第 16 節間および窒
素無施肥区の第 16 節間が 18.8 〜 19.3 µm でそれらよ
りわずかに大きい傾向，窒素無施肥区の第 11 節間が
14.1 µm でわずかに小さい傾向であり，これらの大き
い細胞と小さい細胞の間の差は有意であった。他の層
では 14.3 〜 18.8 µm の間で変異し，節間による繊維細
胞直径の違いおよび窒素無施肥の影響について有意差
がみられなかった．しかし，窒素無施肥区と対照区の
違いを比較できる部位を検討すると，全 19 カ所のう
ち窒素無施肥区が小さかった部位は 13 カ所あった．
　繊維細胞直径の繊維層位による違いおよび窒素無施
肥の影響については表 3 に節間別にとりまとめた．第
11 節間において対照区の第 1 層および窒素無施用区の
第 1 層以外は 14.3 〜 16.4 µm であったが，対照区の第
1 層が 19.3 µm でわずかに大きく，窒素無施用区の第

1 層が 14.1 µm でわずかに小さく，この両者の間の差
は有意であった．他の節間では 14.5 〜 19.1 µm の範囲
で変異したが，繊維層位による違いおよび窒素無施肥
の影響には有意差がみられなかった．
　繊維細胞壁の厚さの節間位による違いおよび窒素無
施肥の影響について，統計処理の結果とともに表 4 に
繊維層位別にとりまとめた．繊維細胞壁の厚さにおい
ても，第 1 層においてだけ有意差が認められ，対照区
の第 11 節間および第 16 節間が 7.6 µm で厚い傾向，
対照区の第 1 節間，窒素無施肥区の第 1 節間および第
11 節間がそれぞれ 4.8，5.2，5.2 µm で薄い傾向であり，
これらの厚い細胞と薄い細胞の間の差は有意であっ
た。他の節間の細胞は 5.7 〜 6.7 µm であった．他の層
では 4.5 〜 6.7 µm の間で変異し，これらの繊維層では
節間による違いおよび窒素無施肥の影響について有意
差がみられなかった．
　繊維細胞壁の厚さの繊維層位による違いおよび窒素
無施肥の影響については表5に節間別にとりまとめた．
いずれの節間においても繊維層位による違いおよび窒
素無施肥の影響は有意差が無く， 4.5 〜 7.6 µm の範囲
で変異した． 

考察

　ジュートは主茎先端の花房の開花期頃が収穫適期と
されるが（西川 1960），本実験の結果，窒素無施肥に
よる窒素栄養の不足によって開花が遅れて主茎葉数が
わずかに増えるが（表 1），すべての節間の最終の長さ
と太さが減少し（図 3，8），収穫部位である主茎が短
く，細くなることが明らかになった（表 1，図 2，7）．
開花期付近の繊維組織においては，窒素栄養の不足に
よって茎一周の繊維束数が減少するだけでなく，繊維
組織の繊維層数も減少することが明らかになった（図
14，15，16，17）．これら茎葉の生長および繊維組織
の発達の状況から，窒素栄養の不足によって収量が低
くなることは明らかであった．また，茎中の繊維細胞
はお互いにペクチンで接着して繋がって繊維束になっ
ているので，茎が短いことは「繊維束の長さ」という
繊維の品質も劣ることになると考えられた．
　主茎の伸長と肥大の経過をみると，対照区の主茎は
播種後 40 日以降伸長速度が著しく増加し（図 2），節
間直径は播種後 36 日以降肥大速度が増加するが（図
7），窒素無施肥区ではそのような速度の増加が明確で
なく，全生育期間にわたって窒素無施肥区の主茎の伸
長および肥大の速度が対照区より小さいことが本実験
で示された．そして，窒素無施肥区の開花始期が 17
日も遅れて（表 1）伸長および肥大の期間が延長しても，
主茎の最終の長さと太さが対照区に追いつかないくら
いその速度の減少が大きいことも示された（図 2，7）．
本実験では測定していないが，窒素無施肥区は葉の葉
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図18．ジュート第6節間の繊維組織における層位別にみた繊維細胞の
直径および繊維細胞壁の厚さの生育に伴う変化およびそれらに
及ぼす窒素無施肥の影響．

図 18．ジュート第 6 節間の繊維組織における層位別にみた繊
維細胞の直径および繊維細胞壁の厚さの生育に伴う
変化およびそれらに及ぼす窒素無施肥の影響．
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表3．ジュート繊維組織における繊維細胞直径の繊維層位による違いおよび
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．

本表では表2のデータを節間別に並べ替えて，同じ節間のデータについて統計
処理を行った．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞が判別できな
かった部位を示す．統計処理の結果の表示法については表2を参照．第21節間は
2区しかなかったため t検定の結果を示した．

第2層 第8層第1層 第4層 第5層 第7層第3層

15.3
18.4

16.4
−

対照区第1節間

窒素無施肥区

16.0
17.4

18.6
16.2

17.9
18.8

n.s.18.1
16.7

16.9
17.6

17.2
18.8

対照区第6節間

窒素無施肥区
n.s.16.9

14.8
17.4
16.0

16.2
15.5 14.5

17.416.4
17.2

17.2
−

第6層

17.8
15.0

19.1
18.8

対照区第16節間

窒素無施肥区

16.9
−

n.s.

17.6
16.7

対照区第21節間

窒素無施肥区
n.s.

16.4
16.0

19.3
14.1

対照区第11節間

窒素無施肥区

16.4
14.3

16.4
15.7

a
b

ab ab ab
abab ab

　本表では表 2 のデータを節間別に並べ替えて，同じ節間のデータについて統計処理
を行った．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞が判別できなかった部
位を示す．統計処理の結果の表示法については表 2 を参照．第 21 節間は 2 区しかな
かったため t 検定の結果を示した．

表2．ジュート繊維組織における繊維細胞直径の節間位による違いおよび
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．

本表に示したデータは開花開始直後にあたる対照区は播種後75日の8月9日，
窒素無施用区は播種後90日の8月24日に試料採取したものを用いた．各節間の
横断切片の顕微鏡写真から各層の繊維細胞で最大のものを選び，その長径と
短径を測定して平均した．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞
が判別できなかった部位を示す．本表では繊維層位別に統計処理を行った．
同じ層内で同じアルファベットが付いた数値間にはTukey法による5％レベル
での有意差が無いことを示す．n.s.は同じ層内の数値間に5％レベルでの有意
差が無いことを示す．第7層は2区しかなかったため t検定の結果を示した．

15.3 16.9 16.4 17.8対照区第2層
窒素無施肥区 18.4 14.8 16.0 15.0

n.s.

第1節間 第6節間 第11節間 第16節間 第21節間

16.4対照区第8層
窒素無施肥区 −

16.0 17.4 19.3 19.1対照区第1層
窒素無施肥区 17.4 16.0 14.1 18.8

17.6
16.7

abab
abab a

abaa
b ab

18.6 16.2対照区第4層
窒素無施肥区 16.2 15.5

16.4
14.3

n.s.

17.9対照区第5層
窒素無施肥区 18.8 14.5

17.4 n.s.

18.1対照区第7層

窒素無施肥区 16.7
n.s.

17.2対照区第6層
窒素無施肥区 18.8

17.2 n.s.
−

16.9 16.4 16.4対照区第3層
窒素無施肥区 17.6 17.2 15.7

16.9 n.s.
−

　本表に示したデータは開花開始直後にあたる対照区は播種後 75 日の 8 月 9 日，
窒素無施用区は播種後 90 日の 8 月 24 日に試料採取したものを用いた．各節間の横
断切片の顕微鏡写真から各層の繊維細胞で最大のものを選び，その長径と短径を測
定して平均した．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞が判別できなかっ
た部位を示す．本表では繊維層位別に統計処理を行った．同じ層内で同じアルファ
ベットが付いた数値間には Tukey 法による 5％レベルでの有意差が無いことを示す．
n.s. は同じ層内の数値間に 5％レベルでの有意差が無いことを示す．第 7 層は 2 区し
かなかったため t 検定の結果を示した．

表2．ジュート繊維組織における繊維細胞直径の節間位による違いおよび
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．

本表に示したデータは開花開始直後にあたる対照区は播種後75日の8月9日，
窒素無施用区は播種後90日の8月24日に試料採取したものを用いた．各節間の
横断切片の顕微鏡写真から各層の繊維細胞で最大のものを選び，その長径と
短径を測定して平均した．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞
が判別できなかった部位を示す．本表では繊維層位別に統計処理を行った．
同じ層内で同じアルファベットが付いた数値間にはTukey法による5％レベル
での有意差が無いことを示す．n.s.は同じ層内の数値間に5％レベルでの有意
差が無いことを示す．第7層は2区しかなかったため t検定の結果を示した．

15.3 16.9 16.4 17.8対照区第2層
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b ab

18.6 16.2対照区第4層
窒素無施肥区 16.2 15.5

16.4
14.3

n.s.

17.9対照区第5層
窒素無施肥区 18.8 14.5

17.4 n.s.

18.1対照区第7層

窒素無施肥区 16.7
n.s.

17.2対照区第6層
窒素無施肥区 18.8

17.2 n.s.
−

16.9 16.4 16.4対照区第3層
窒素無施肥区 17.6 17.2 15.7

16.9 n.s.
−

表3．ジュート繊維組織における繊維細胞直径の繊維層位による違いおよび
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．

本表では表2のデータを節間別に並べ替えて，同じ節間のデータについて統計
処理を行った．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞が判別できな
かった部位を示す．統計処理の結果の表示法については表2を参照．第21節間は
2区しかなかったため t検定の結果を示した．
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　本表では表 4 のデータを節間別に並べ替えて，同じ節間のデータについて統計処理を行った．「−」は
細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞が判別できなかった部位を示す．(　　) 付きの数値は各層の
繊維束の先端部分にあたり，繊維細胞壁の肥厚途中の部位の測定値を示す．本表では (　　) 付きの数
値を除いて，繊維層位別に統計処理を行ったが，統計処理の結果の表示法については表 2を参照．第
21 節間は 2 区しかなかったため t 検定の結果を示した．

表4．ジュート繊維組織における繊維壁の厚さの節間位による違いおよび
それらに及ぼす窒素無施肥の影響．

表2に示したデータと同じ繊維細胞について細胞壁の厚さを測定したものを
示した．「−」は細胞壁が未だ肥厚していないため繊維細胞が判別できなかっ
た部位を示す．( ) 付きの数値は各層の繊維束の先端部分にあたり，繊維
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5.7

5.2
5.7

n.s.対照区第6節間

窒素無施肥区
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5.5

6.7
5.7

4.8
5.2 4.5
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5.5
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−

第6層

6.2
(1.6)

7.6
6.2

対照区第16節間
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−
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(1.3)
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n.s.
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n.s.
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緑素含量が少ないと考えられ，また葉の大きさもすべ
ての葉位で対照区より小さく（図 6），植物体全体での
光合成量が少ないことが生長速度低下の大きな原因と
思われる．しかし，対照区で主茎の長さと太さの生長
が増加した転換点はそれぞれ 7 月 5 日および 7 月 1 日
であり，窒素栄養が十分な対照区の環境での高気温が
熱帯原産のジュートの生育を促進し，両区の違いを拡
大したことも考えられた． 
　以上のように窒素栄養の不足によって茎の伸長速度
および肥大速度が抑制され（図 2，7），すべての節間
の最終の長さと太さが減少し（図 3，8），最終の主茎
の長さと太さが減少することが明らかになったが（表
1，図 2，7），本実験から葉齢（P.I.）の進行（図 4），
最上位展開葉位の上昇（図 10）および伸長開始節間の
上昇（図 10）についても速度が減少することも明らか
になった．さらに，繊維組織の各層の繊維束先端の存
在する節間位の上昇速度も減少した（図 10）．すなわ
ち，本実験で与えた窒素栄養不足は茎葉の伸長生長抑
制だけでなく，新葉や新節間の分化および繊維組織の
発達についてもそれらの速度を抑制することがわかっ
た．ただし，主茎の全葉数は減少せずにわずかである
が増加し，主茎先端に花房分化する特性を持つジュー
トでは出葉の遅さが影響して開花が遅れ，主茎の伸長
期間の長期化に繋がることも明らかになった． 
　茎葉の発達と層状に発達する繊維組織の発達経過を
みると（図 9），窒素無施肥区，対照区の両区とも最上
位展開葉位，伸長開始節間位，繊維組織第 1 層の繊維
束先端，次いで順次内層の繊維束先端の順に，数節の
間隔をもって発達することが明らかになった．また，
葉の展開および節間の伸長が開花 2 週間後頃に終了す
るが，繊維組織の発達はそれらより約 1 週間遅くまで
続き，開花始期付近で最上位展開葉位および伸長開始
節間が側枝に移行するころから，展開葉位および伸長
開始節間位と第 1 層繊維束先端の節間位の間の差が縮
まることが明らかになった（図 9）．これらの窒素栄養
不足の影響をみた本研究で明らかになったことは，前
報（道山 2022 b）の播種期の影響をみた研究で観察さ
れたことと同様であり，さまざまな環境下でのジュー
トの繊維組織の発達経過で共通した現象であると考え
られた．また，これらの発育経過を窒素無施肥区と対
照区で比較するために同じグラフに示したところ（図
10），窒素無施肥による窒素栄養の不足によって茎葉
の発育速度が遅くなるが，各繊維束の先端の存在する
節間位の上昇の速度も同様に遅くなることがわかっ
た．
　茎葉の発育と繊維組織の発達の関係をみるために，
グラフの横軸に伸長開始節間をとって各繊維束の先端
の存在する節間位の上昇との関係をみた（図 11）．同
じ伸長開始節間位の時で比較すると，繊維束発達の初
期から中期では窒素無施肥区の繊維束の発育が対照区

より速いことが示された．また，最上位展開葉位，伸
長開始節間および第 1 層の繊維束先端の存在する節間
位の二者間の差をみると，いずれの場合も窒素無施肥
区が対照区より小さくなることがわかった（図 12）．
このとき，対照区では最上位展開葉位と伸長開始節間
の差が最大 4.7 まで増加し，最上位展開葉位と第 1 層
の繊維束先端の存在する節間位の差が生育に伴って大
きく変化して最大で 10.5 まで増加し，伸長開始節間と
第 1 層の繊維束先端が存在する節間位の差も最大で 7.7
まで増加した．これに対して，窒素無施肥区では最上
位展開葉位と伸長開始節間の差が 2.3 〜 3.3，最上位
展開葉位と第 1 層の繊維束先端の存在する節間位の差
が 6.7 〜 7.7，伸長開始節間と第 1 層の繊維束先端の存
在する節間位の差が 4.3 〜 4.7 で比較的安定していた．
これらの結果から，窒素栄養が十分あるときは茎葉の
発育および繊維組織の発達ともに速くなるが，茎葉の
発育が繊維組織の発達より速く進むことによって，茎
の先端部位で葉や茎の生長が開始しているが，繊維組
織の発達が細胞壁の肥厚開始にまで到達していない節
間が増えることが考えられた．一方，窒素栄養が不足
すると，茎葉の発育速度が遅くなるが繊維組織の発達
は茎葉の発育ほど遅くならず，茎の先端部位で葉や茎
の生長が開始しているが，繊維組織の発達が細胞壁の
肥厚開始にまで到達していない節間の数が減ることが
考えられた． 
　各層の繊維束の発達の関係についてみると，どの層
の間でも繊維束先端が存在する節間位の差は変異が大
きかったが，多くの場合 3 〜 5 節間であり，窒素無施
肥の影響がはっきりしないことがわかった（図 13）．
すなわち，繊維組織の繊維層は最外層繊維束先端があ
る節間から 3 〜 5 節間下の節間で一つ内側の層が順次
発達するという各層繊維束の発達の間隔があると考え
られた．この各層繊維束の発達の間隔については窒素
無施肥の影響が明確でなく，茎葉の発育と繊維組織の
発達の関係には窒素栄養不足の影響があったが，繊維
組織の各層の間の発達の間隔への窒素栄養不足の影響
は小さいようであった．しかし，この問題に関しては
各採取日の試料が各区 3 個体しかとれなかったことが
影響して明確な結論に達することができなかった．今
後，観察の焦点を絞り試料の個体数を増やした実験が
必要と考えられた．
　層別にみた茎一周の繊維束数は繊維束が茎一周に発
達した後は繊維束数の変動がほとんど無いことがわ
かっているため（道山 2022 b），本実験においては開
花直後の試料採取日のデータを用いた．繊維束数は同
じ層位でみると節間位が上昇すると増加すること，第
16 節間と第 21 節間は同程度であることが再確認され
た（図 14，16，道山 2022 b）．また，同じ節間では内
層ほど繊維束数が多いが，第 2 層から第 4 層では第 4
層がわずかに多い傾向であるがほぼ同程度であること
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および第 5 層より内側の層では繊維束数の増加が著し
いことも再確認された（図 14，16，道山 2022 b）．し
かし，窒素無施肥区においては，いずれの層位でも
第 1 節間に比べて第 6 節間の束数が多いが，それ以上
の節間では節間による束数の変化が無かった（図 14，
15）．また，窒素無施肥区では，いずれの節間でも最
内層の第 6 層を除いて第 2 層〜第 5 層の繊維束数が第
1 層と比較して有意ではなかった（図 16，17）．これ
らの結果，窒素無施肥による窒素栄養不足によって，
節間位の上昇による繊維束数の増加が小さくなり，層
位の上昇（内層に向かう）による繊維束数の増加も著
しく小さくなることによって，いずれの節間および層
位においても繊維束数が対照区より少なくなることが
明らかになった．また，窒素栄養不足による繊維束数
の減少は上位節間ほど，また内層ほど影響が大きくな
ることが明らかになった．このような窒素栄養不足に
よる繊維束数の減少は繊維収量に大きな影響を及ぼす
と考えられた． 
　本実験から，繊維細胞壁がサフラニンで赤く染まり
繊維細胞と認識された時からその直径はほとんど変化
しないこと，また，窒素施肥の有無にかかわらず繊維
細胞が認識される 1 週間前から数えると 2 〜 3 週間で
繊維細胞壁の厚さが最大に近くなりそれ以降は変化し
ないことが再認識された（図 18，道山 2022 b）．繊維
細胞の直径においては繊維組織第 1 層における節間に
よる違いおよび第 11 節間における繊維層位による違
いに有意差がみられ（表 2，3），また，繊維細胞の細
胞壁の厚さでは繊維組織第 1 層における節間による
違いのみに有意差がみられた（表 4，5）．しかし，こ
れらの有意差の発生のほとんどには，第 11 節間の第
1 層の対照区における繊維細胞の直径が 19.3 µm で大
きく，細胞壁の厚さが 7.6 µm で厚かったのに対して，
窒素無施肥区の繊維細胞の直径が 14.1 µm で小さく，
繊維細胞壁の厚さが 5.2 µm で薄かったかったことが
関連していた．他の多くの場合，繊維細胞の直径およ
び繊維細胞壁の厚さともに，節間による違いおよび層
位による違いが有意ではなく，窒素無施肥の影響も有
意ではなかった．これらから，本実験の範囲では，繊
維細胞の直径は 14.1 〜 19.3 µm の範囲で（表 2，3），
繊維細胞壁の厚さは 4.5 〜 7.6 µm の範囲で（表 4，5）
変異し，節間による違い，層位による違いおよび窒素
無施肥の影響は無い可能性が高いと考えられた．ただ
し，本実験では各採取日および処理区の測定数が 3 個
と少ないことから，繊維細胞の直径に関しても測定項
目を絞って試料数を増やした実験を行って一層検討す
ることも必要と考えられた．
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要約　　奈良県大台ヶ原における 1 年生の野外実習として，ニホンジカ（Cervus nippon）による下層植生のミヤコザサ
（Sasa nipponica）の採食がネズミとオサムシ群集に及ぼす影響を明らかにするための調査を2011年度から2019年度まで行っ
た．柵外のミヤコザサはニホンジカの採食によって現存量が減少したが，稈と葉のサイズを減少させる代わりに稈と葉の数
を増加させた．また，ミヤコザサ現存量とニホンジカ個体数との間には遅れをともなう周期的変動が示された．捕獲され
た 3 種のネズミのうち，植食者であるスミスネズミ （Eothenomys smithii）は，防鹿柵内で個体数が多くササ現存量との正
の関係が示されたことから，ニホンジカの個体数変化による影響が大きかったが，種子や昆虫を主要な餌とするアカネズミ

（Apodemus speciosus）とヒメネズミ（A. argenteus）への影響は小さかった．オサムシの種数は防鹿柵外で多く，個体数は
ミヤコザサ現存量が中程度のときに最大となった．本研究では，学生実習として行われた調査であっても，同じ調査地で継
続的にデータを集めていくことで学術的に価値のある結果を得ることができることが示された．

キーワード：オサムシ　ニホンジカ　ネズミ　ミヤコザサ　学生実習

Influence of Sika deer on the mice and carabid communities through grazing Sasa bamboos
 −Analysis of the eight-year results from the student field training in Mt. Ohdaigahara, Nara Prefecture, Japan −

Teruaki Hino

Abstract　　From 2011 to 2019, we have conducted a comparative study in and outside a deer-proof fence in Mt. 
Odaigahara, Nara Prefecture, as a field training for first-year students, to clarify the effects of grazing on dwarf 
bamboo (Sasa nipponica), the dominant species of the understory vegetation, by sika deer (Cervus nippon), on rodent 
and carabid beetle communities. The amount of dwarf bamboo decreased by the deer's grazing, but the number of 
culms and leaves increased instead of decreasing the size of culms and leaves. A cyclic dynamics in abundance with 
a lag was observed between deer and dwarf bamboo. Among the three rodent species captured, Eothenomys smithii, 
a herbivore, was most affected by changes in deer density because it was more abundant inside the fence and 
increased in number with the sasa biomass, whereas the other two species (Apodemus speciosus and A. argenteus), 
whose main preys were seeds and insects, were less affected. The species richness of carabid beetles was higher 
outside the fence, and the abundance was at its maximum when the amount of sasa was moderate. This study shows 
that the continuous collection of data at the same survey site could yield scientifically valuable results, even though 
the survey was conducted as a student field training.

Key words: carabid beetle, deer, dwarf bamboo, rodent, student field training

ニホンジカによるミヤコザサの採食がネズミとオサムシ群集に及ぼす影響 
− 奈良県大台ヶ原での 8 年間の学生実習の結果分析 −

日　野　輝　明

原　　著

緒言

　国内外の多くの森林では，近年，シカの個体数増加
や生息分布の拡大とともに，植生への被害が深刻化し，
その健全性や生物多様性が失われつつある．シカの個
体数増加にともなう森林植生への影響については，嗜
好植物の現存量低下や消失，不嗜好植物による置換，
樹木の更新阻害，剥皮による樹木枯死などが明らかに
されてきている（Russell et al., 2001; Takatsuki, 2009）．
また，シカによる下層植生の変化が，森林に生息する
動物の個体数や群集構造を変えることが報告されてき

ている（Rooney and Waller, 2003; Hino, 2000）．紀伊半
島の吉野熊野国立公園の核心部である大台ヶ原には，
国内分布の南限にあたるトウヒ（Picea jezoensis var. 
hondoensis）林と西日本最大級のブナ（Fagus crenata）
林など学術的にも貴重な森林が存在することから，環
境省国立公園特別保護区に指定されている．この大台ヶ
原の森林もまた，1960 年代以降に増加してきたニホン
ジカ」（Cervus nippon）による樹幹剥皮と後継樹採食
がもたらす枯死木の増加と更新の阻害のために衰退が
著しい．このような森林植生の衰退はまた，森林に生育・
生息する多くの動植物の多様性や物質循環に大きな影
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響をもたらしており，多くの研究成果が蓄積されてい
る（日野ら , 2003; 柴田・日野 , 2009）．
　名城大学農学部生物環境科学科では，2011 年度から
2019 年度まで，奈良県吉野郡上北山村の大台ヶ原にお
いて，1 年生の野外実習としてニホンジカによる下層
植生の採食が森林生態系に及ぼす影響についての調査
を行ってきた．環境省自然再生事業によって設置され
ている防鹿柵の内外で，森林下層植生の優占種である
ミヤコザサ（Sasa nipponica）の刈り取り調査と下層を
生息場所とするネズミとオサムシの捕獲調査を行うこ
とで，シカによる採食の有無の影響を比較するのが目
的である．また，ニホンジカの個体数は環境省による
捕獲の程度によって年度ごとに変化するため（近畿地
方環境事務所 , 2019），実習で得られた追跡調査の結果
は，ニホンジカによる森林生態系への影響の年変化に
ついての分析が可能になる．本論文では，初年度を除
いて同じ場所で行った 2 年目からの実習におけるニホ
ンジカ，ミヤコザサ，ネズミ群集，オサムシ群集との
間の相互関係についての防鹿柵内外の比較と年変化を
まとめた結果について報告する．

方法

調査地
　調査を行ったのは，吉野熊野国立公園の核心部であ
る大台ヶ原 （703 ha）で，環境省によって国立公園特
別保護地区および鳥獣保護区特別保護地区に指定され
ている（図 1）．標高 1,300 - 1,700 m の山岳地帯にあ
りながら，緩やかな台状地形（隆起準平原）を形成
し，周縁部は急な崖となっている．気象条件は年平均
気温 5.7℃，年間平均降水量 4,700 mm と寒冷かつ多
雨である（横田 , 2009）. 植生については，周辺地域
のほとんどがスギ（Cryptomeria japonica）とヒノキ

（Chamaecyparis obtusa）の人工林と落葉広葉樹の二次
林に変わっていった中で，国内分布の南限であるトウ
ヒの純林や西日本で最大規模のブナ林などの原生的な
自然林が孤立した形で残されている．現存植生は，大
きく分けると，林冠木の種類によって東部のトウヒ林
と西部のブナ・ウラジロモミ（Abies homolepis） 林に
分けられる．さらに林床には，優占種としてミヤコザ
サとスズタケ （Sasamorpha borealis) が分布しており，
林冠木と林床の組み合わせによって，トウヒ−ミヤコ
ザサ，ブナ・ウラジロモミ−ミヤコザサ，ブナ・ウラ
ジロモミ−スズタケの 3 つの主要群落に分けることが

できる（横田 , 2009）. 
　名城大学農学部生物環境科学科における 1 年生の野
外実習が，2011 年度から 2019 年度までの 8 月下旬か
ら 9 月上旬に 1 泊 2 日の野外実習が 2 クラスで連続 4
日間行われた．初年度は大台ヶ原駐車場から約 300 m
離れた西斜面で行ったが，2 年目からは約 1 km 離れた
ナゴヤ岳の南斜面と南東斜面で行った（図 1）．環境省
によって設置された植生保護用の防鹿柵の内部（南東
斜面）と外部（南西斜面）にそれぞれ 70 ｍ x  70 m の
調査区を設け，調査区において 10 ｍ間隔に 8 本の調査
ラインを設置した．

現地調査
1）ニホンジカの糞塊数調査
　防鹿柵外に設置した 8 本の 70 ｍの調査ラインに沿っ
て，50 m メジャーを使って斜面の上部から 50 ｍまで
と下部から50ｍまでのラインを交互に4本ずつ設置し、
各ライン上の長さ 50 ｍ，幅 1 ｍの範囲内のシカの糞を
計数した．10 粒以上固まって観察された糞の集まりを
糞塊 とし、大台ヶ原の調査に基づいて作られた下記の
回帰式（Goda et al. , 2008; Ito et al. , 2014）を用いて，
ニホンジカの個体数密度を推定した．
推定個体数密度（頭 /km2）＝ 8.90 ln（100m2 あたりの
糞塊数＋１）

2）ミヤコザサの刈り取り調査
　下層の優占植物であるミヤコザサの刈り取りを，柵
内外に設置した 8 本の調査ライン上で行った．各ライ

A

B

C

1KM1KM1 km

CC 100m

Fig.1

Fig.1 A: Location of the study area in Kii Peninsula 
(black triangle). B: Location of the study area in 
Mt. Ohdaigahara (lined square). C: the survey sites 
inside and outside (gray suares) of deer-proof fence 
(dashed square). Adapted from a topographic map 
of 1:25,000 by the Geospatial Information Authority 
of Japan.
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ン上の 1 箇所において，ミヤコザサが均等に生えてい
る場所を選んで，柵内では 50cm 四方，柵外では 25cm
四方の枠内の稈を根際から剪定ばさみで切り取って
採取した。 採取用の枠は 4 本の塩ビパイプにプラス
ティック紐をとおしてあらかじめ作成したものを使用
した．現地で採取したサンプルは実験室に持ち帰り，
柵内外の葉と稈に分けてそれぞれの本数と最大長を計
測した．計測が終わったサンプルは紙封筒に入れて，
乾燥重量（60℃、96 時間）を計測した。 

3） ネズミの捕獲調査
　防鹿柵内外に設置した 8 本の調査ライン上に 10 ｍ間
隔の 8 箇所にネズミ用の生け捕り罠（シャーマントラッ
プ）を設置し，餌にはエン麦を使用して捕獲調査を 3
昼夜連続で行った．トラップの設置数は，柵外の調査
区では 64 箇所，柵内の調査区では柵の形状のために設
置できなかった 4 箇所を除く 60 箇所である．捕獲され
た個体については，種・性・繁殖状態の判別とバネば
かりによる体重計測を行った．

4） オサムシの採集調査
　地上徘徊性甲虫のオサムシの採集調査を，柵内外で
ミヤコザサの刈り取り調査を行った場所の付近で，落
とし穴トラップ法による採集を行った．各採集地点に
おいて，1m 間隔で 2 × 4 に配置した合計 8 個のトラッ
プを設置し 2 日後に回収した。トラップには上部内径 
80 mm，高さ 120 mm のプラスティック・コップを使
用し，ドリルを用いてコップが入る程度の穴を地中に
空けて，上面が地上と同じ高さになるように設置した．
コップの底面と側面には水抜き用の穴が空けてあり，
雨が直接コップに入り込まないように 10cm 四方のプ
ラスチック板に割箸を刺したものをトラップの横に設
置した。採集された個体は研究室に持ち帰り，種同定
と計数を行った。　 

3．統計的検定
　ミヤコザサの形質値（現存量，稈長，葉長，稈数，葉数），
ネズミ 3 種の個体数，オサムシの個体数についての柵
内外比較においては，対応のある t 検定を行い，オサ
ムシの種数についてウィルコクソン符号順位和検定を
行った．ネズミ個体数の 3 種間での多重比較において
は，ボンフェローニ補正を行った．年度ごとの柵外の
ミヤコザサ現存量とニホンジカの個体数，柵内外のミ
ヤコザサ現存量とネズミ個体数，オサムシの個体数・
種数との関係については，ピアソンの相関分析を行い，
ネズミ個体数の調査期間内の変化については，スピア
マンの順位相関分析を行った．また，オサムシ個体数
とササ現存量との関係については，二次回帰分析を行っ
た．

結果

ニホンジカ個体数とミヤコザサ現存量との関係
　1 m2 当たりのミヤコザサ現存量は，年によって柵
内で 214 ｇから 496 ｇまで，柵外で 135g から 289 ｇ
まで変化し，柵内外の平均現存量には有意な差があっ
た（t=4.19，P=0.004，図 2b）．ミヤコザサの最大稈
長と最大葉長は柵内で有意に大きく（稈長：t=16.9，
P<0.0001， 図 3a； 葉 長：t=30.7，P<0.0001， 図 3b），
稈数と葉数は逆に柵外で有意に大きかった（稈数：
t=-9.11，P<0.0001， 図 3c； 葉 数 t=-7.15，P<0.0001，
図 3d）．
　糞塊法によって推定された 1km2 当たりのニホンジ
カの個体数密度の 8 年間の平均値は 23.7 ± 4.3 頭で，
年によって 19 頭から 32 頭まで変化した（図 2a）．ニ
ホンジカの年度ごとの個体数密度は柵外のミヤコザ
サ現存量が多い年に有意に増加する一方で（r=0.829, 
P=0.011，図 4a），柵外のミヤコザサの現存量はニホン
ジカが多い年の翌年には有意に減少するという関係が
あった（r=-0.992, P<0.0001，図 4b）
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Fig. 2  Annual changes in deer density (a) and average 
biomass (with SD) of sasa bamboo inside and 
outside the deer-proof fense (b).
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ネズミ群集とミヤコザサ現存量との関係
　スミスネズミ （Eothenomys smithii）の 100トラッ
プ・ナイトあたりの個体数は，柵外では 8 個体以下で年
変化は小さかったが，柵内では 4 個体から 45 個体まで
で年によって大きく変化し，柵内外で有意な差があった

（t=4.55，P=0.003，図 5a）．調査期間全体における柵

内外のスミスネズミ個体数とササ現存量の間に有意な正
の相関があった（r=0.545, P=0.029，図 6a）．アカネズ
ミ（Apodemus speciosus）の 100トラップ・ナイトあたり
の捕獲個体数は，柵外で 2 個体から14 個体，柵内で 5
個体から14 個体で年による変化は小さく，統計的に有
意ではなかったが柵内で多くなる傾向にあった（t=2.23，
P=0.061，図 5b）．調査期間全体における柵内外のア
カネズミ個体数とササ現存量の間においても，統計的に
は有意ではなかったが弱い正の関係があった（r=0.441, 
P=0.087，図 6b）．ヒメネズミの 100トラップ・ナイトあた
りの捕獲個体数は，柵外で 8 個体から13 個体，柵内で
7 個体から 25 個体で年による変化は小さく，柵内外で有
意な差がなかった（t=1.48，P=0.182，図 5c）．調査期間
全体における柵内外のヒメネズミ個体数とササ現存量の
間に有意な関係はなかった（r=0.162, P=0.549，図 6c）.
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Fig. 3  Annual changes in average maximum lengths 
(with SD) of culms (a) and leaves (b) , and average 
numbers (with SD) of culms (c) and leaves (d) in 
sasa bamboo inside and outside the deer-proof 
fense.
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オサムシ群集とミヤコザサ現存量との関係
　8 年間の調査期間において，採集された種の合計数
は柵内外ともに 13 種であったが，年ごとの種数は柵
内で 1 種から 7 種，柵外で 5 種から 8 種まで変化し，
平均種数は柵外で多かった（表 1：T=3；0.05<P<0.1）．
年ごとの 100 トラップ・ナイトあたりの全種の合計個
体数は，柵内で 29 個体から 130 個体，柵外で 32 個体
から 170 個体まで変化し，平均個体数は柵外で多かっ
た（t=-2.82，P=0.026，表 1，図 7）．柵内外の両方で
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of individuals captured inside and outside the deer-
proof fense in three species of rodents.

Species Scientific name
Inside Outside

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Avg SD 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Avg SD

オオクロナガオサムシ Leptocarabus kumagaii 75.0 25.0 79.7 95.5 57.8 81.3 38.3 31.3 60.48 24.63 53.1 24.2 80.5 96.4 112.5 74.2 160.2 37.5 79.83 40.96

イワワキオサムシ Carabus iwawakianus 0 0 0 0 0 1.6 0.8 0 0.29 0.54 2.3 0 0 1.8 1.6 0 0 1.6 0.91 0.93

サドマルクビゴミムシ Nebria sadona 0 0 0 0 0 0 0.8 0 0.10 0.26 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

アカガネオオゴミムシ Myas cuprescens 0 2.3 3.1 2.7 0.8 0 0.8 2.3 1.51 1.17 0.8 2.3 5.5 2.7 18.8 6.3 0 0.8 4.63 5.73

オオクロツヤゴモクムシ Trichothichnus lewisi 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0 0 0 0 0 0 0 0.8 0.10 0.26

オオクロツヤヒラタゴミムシ Synuchus nitidus 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0 0 0.8 0 0 0 0 0 0.10 0.26

クロツヤヒラタゴミムシ Synuchus cycloderus 0 0 0 0 0 0 1.6 0 0.20 0.52 0 0 0 0 0 0 1.6 0 0.20 0.52

コクロツヤヒラタゴミムシ Synuchus melantho 0 0 0 2.7 0 0 0.8 0 0.43 0.89 0 0 0 3.6 4.7 1.6 2.3 0.8 1.62 1.67

ヒメクロツヤヒラタゴミムシ Synuchus dulcigradus 0 0 0 1.8 0.8 0 0 0 0.32 0.61 1.6 2.3 3.1 4.5 2.3 2.3 1.6 0 2.22 1.21

コモリヒラタゴミムシ Nipponagonum amphinomum 0 0 0 0 0 0 0.8 0 0.10 0.26 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

コガシラナガゴミムシ Pterostichus microcepharus 0 0.8 0.8 10.7 0.8 0 0 0 1.63 3.45 0.8 0 1.6 1.8 3.1 0 0 0 0.91 1.09

オオダイナガゴミムシ Pterostichus ohdaisanus 0 0 0 11.6 0 0 0 0 1.45 3.84 1.6 2.3 3.1 19.6 0 0.8 0 0.8 3.53 6.18

フジタナガゴミムシ Pterostichus fujitai 0 0 0 5.4 0 0 0 0 0.67 1.77 0 0 0 0 0 0 3.9 0 0.49 1.29

ヒョウゴナガゴミムシ Pterostichus sphodriformis 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.8 0 0 0 0 0 0 0 0.10 0.26

マルガタナガゴミムシ Amara macronota 0 0 0 0 0 0.8 0 0 0.10 0.26 0 0.8 0 1.8 2.3 5.5 0 1.6 1.49 1.73

ヌレチゴミムシsp Patrobinae sp. 0 0.8 0 0 0 0 0 0 0.10 0.26 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

No. of individuals / 100 trap*night 75.0 28.9 83.6 130.4 60.2 83.6 43.8 33.6 67.37 31.19 60.9 32.0 94.5 132.1 145.3 90.6 169.5 43.8 96.11 46.40

No. of species 1 4 3 7 4 3 7 2 3.88 2.03 7 5 6 8 7 6 5 7 6.38 0.99

Table 1
Table 1． Annual changes in the number of individuals /100 trap*night of each and all species , and the number of 

species in carabid beetles collected inside and outside deer-proof fences in Odaigahara from 2012 to 2019.

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Inside Outside

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Inside Outside

Fig. 7

a

b

No
. o

f c
ap

tu
re

s 
/ 

10
0 

tra
p*

ni
gh

t
Nu

m
be

r o
f s

pe
ci

es

Fig. 7  Annual changes in number of individuals (a) and 
species (b) captured inside and outside the deer-
proof fense in carabid beetles.
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最も個体数が多かったのは，オオクロナガオサムシ
（Leptocarabus kumagaii）で全体の約 90% を占めた
（表 1）．調査期間全体における柵内外の種数と個体数
のいずれにおいても，ササ現存量の間に直線的な有意
な関係はなかった（種数：r=-0.231, P=0.390；個体数：
r=-0.276, P=0.301, 図 8a）．しかし，個体数とササ現
存量との間の二次回帰分析では，ササ現存量が 300g/
m2 前後で最大個体数となる有意な関係が得られた（図
8a）．

考察

ニホンジカとミヤコザサとの関係
　柵内外でのミヤコザサの形質値の比較から，柵内で
は柵外よりも稈長が 2-3 倍，葉長が約 2 倍大きいのに
対して，柵外では柵内よりも稈数が 3-6 倍，葉数が 2-6
倍大きく，その結果として柵内の現存量は柵外の 1-2
倍程度であった（図 3）．この結果は，ミヤコザサがニ
ホンジカの採食にともなう稈と葉のサイズの減少を補
うために，稈と葉の数を増加させることで，C/F（非
同化器官重 / 同化器官重 ) 比を小さくして光合成を効

率よく行うための対抗戦術の一つであると考えられる
（Yokoyama and Shibata, 1998）．国内に分布するササ
には大きく分けて，新しい稈が古い稈の上部で出芽す
るタイプと地中もしくは地面近くで出芽するタイプが
ある（紺野, 1984）．前者は草食者に稈の上部を採食さ
れると枯死してしまうのに対して，後者は新しい稈の
展開が可能となるため存続可能である．大台ヶ原に生
育するササのうち，前者タイプのスズタケはニホンジ
カの個体数増加によってほとんどの群落が消失してし
まったのに対して，後者のタイプのミヤコザサの群落
は維持されている．
　調査地におけるニホンジカの密度（/km2）は 24 頭
の平均値を中心にして，年度ごとにプラスマイナス 4
頭前後で変動した（図 2a）．環境省が自然再生事業の
一環として 2003 年から行ってきている糞粒法による
ニホンジカの個体数調査の報告書（近畿地方環境事務
所, 2019）では，捕獲による個体数調整によって大台ヶ
原全域の密度（/km2）が 50 頭前後から 10 頭前後まで
減少してきていることが示されている．同報告書では
また，本研究が調査を行った場所のように下層がミヤ
コザサによって被われているところでは，そうでない
場所よりもニホンジカの密度が高いことが示されてい
る．本研究では，ミヤコザサ現存量が増えるとニホン
ジカ個体数が増え，その翌年にはミヤコザサ現存量が
減少するという遅れをともなう周期的変動の関係が得
られた（図 4 ｂ）．この関係は，ニホンジカとミヤコ
ザサとの喰う喰われる関係において，双方の個体数と
現存量が変動を繰り返しながら維持されていることを
示している．喰う−喰われる関係では，遅れをともな
う個体数の周期的変動は理論的に予想されており，肉
食者と植食者との間や寄生者と宿主との間においては
実証例が多い（Wangersky, 1978) ．しかしながら，植
食者と植物との周期的な変動についての報告は少な
く，8 年間の追跡調査によって明らかにすることがで
きた重要な成果だといえるだろう．

ネズミとオサムシの群集とミヤコザサとの関係
　大台ヶ原に生息する 3 種のネズミのうち，スミスネ
ズミでは柵外よりも柵内で個体数に有意に多く，アカ
ネズミにおいても統計的には有意ではなかったもの
の，柵内で個体数が多い傾向を示したのに対して，ヒ
メネズミでは柵内外で個体数に有意な差はなかった．
スミスネズミが柵内で個体数が多かったのは，本種が
イネ科草本の根を主要な餌とするため（Ohdachi et al., 
2009）であると考えられる．アカネズミとヒメネズミ
は，昆虫や種子を主要な餌とするために，ササに対す
る餌としての依存度は低い．しかしながら，アカネズ
ミは地表で主に採食するために，下層植生が発達して
いる場所で個体数が多くなることが知られており（関
島 , 1999），本研究で得られた結果も本種の生息場所の

Fig. 8
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Fig. 8	 Relationship between sasa biomass and the 
number of individuals (a) and species. quadratic 
regression equation: y = -0.002x2 + 1.228x - 78.64 
(R2=0.3417, P<0.01) . (b) captured inside and 
outside the deer-proof fense in carabid beetles.
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選好性と関係づけることができる．ヒメネズミは，地
上だけでなく樹上でも採食できるために，他の 2 種ほ
どに下層植生の量に影響を受けないのであろう．
　オサムシの個体数と種数はいずれにおいても柵内よ
りも柵外で多く，また，個体数がミヤコザサ現存量が
中程度のときに最大となる関係が示された．森林中の
土壌水分は，ミヤコザサ現存量が少ないときには地表
乾燥によって，多いときには蒸散作用によって減少し，
中程度のササ現存量で最大になることが知られている

（古澤ら , 2006）．その結果，オサムシの餌となる土壌
中や地表に生息する無脊椎動物もまた，ミヤコザサ現
存量が中程度のときに最大となることが知られている
ことから（上田ら , 2009），オサムシの個体数はササ
現存量が中程度で最大になると考えられる．また，オ
サムシ科のほとんどが飛翔できない地表徘徊性の種で
あることから，ササ現存量が一定量を超えると移動を
ともなう活動が難しくなることも個体数減少の原因と
なり，その影響は体サイズが小さくなるほど大きくな
ると推測できる．そのため，採集されたオサムシの中
で最も体サイズの大きなオオクロナガオサムシが柵内
外で優占種であったのに対して，体サイズの小さな多
くのゴミムシの多くが柵内よりも柵外で個体数が多く
なったと考えられる．

まとめ
　本調査は学生実習と行われたため，データの信頼性
は通常の学術的調査に比べると高くない．しかしなが
ら，同じ調査地で継続的にデータを集めていくことで，
通常の調査では難しい長期的なデータを得ることがで
きる．その結果として，ニホンジカ個体数とミヤコザ
サ現存量との間の周期的な変動を明らかにすることが
できた．また，ネズミの種ごとの個体数やオサムシの
種数と個体数のササ現存量との関係や年変化を調べる
ことで，ニホンジカによる影響を明らかにすることが
できた．コロナ感染対策のために，宿泊をともなう
本実習が中止になり継続的なデータが中断することに
なったのは残念であるが，同じ調査地で継続的にデー
タを集めていくことで学術的にも価値のある結果を得
ることができたと考えられる．
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要約　　病害抑止土壌は，土壌伝染性の病害を抑止または低減できる土壌として知られている．これまでに，土壌微生物
が病害抑止性の獲得に大きく寄与することが明らかとなっており，病害抑止性を保有する微生物生態系における微生物叢や
機能性の解明に注目が集まっている．また，病害抑制土壌の農業現場での利用を目指した実践的な研究も展開されている．
本稿では，病害抑制性と微生物の生態系機能との関連に着目しつつ，病害抑止土壌の研究動向と今後の展望について解説す
る．

キーワード：病害抑止土壌，微生物生態系，生態系機能，発病抑止性，土壌病害

Microbial and ecological functions in disease suppressive soils

Kazuki Fujiwara

Abstract　　Disease suppressive soil is capable of the suppression or reduction in the incidence of soil-borne 
diseases. It has been revealed that soil microorganisms contribute to disease suppressiveness, and attention 
has been focused on elucidating the microbial community structure and functional diversity underlying disease 
suppressiveness. In addition, practical research for the creation of agricultural disease control soil has received 
growing attentions. In this article, we describe the research trends and future perspectives of disease suppressive 
soils, focusing on the relationship between disease control and microbial ecosystem function.

Key words: suppressive soils, microbial community, ecological function, disease suppressiveness, soil-borne disease

病害抑止土壌における微生物と生態系機能

藤　原　和　樹

総　　説

病害抑止土壌とは
　自然界には土壌病害が発生しない病害抑止土壌（ま
たは発病抑止土壌）が存在し，また農業における人
為的な活動によっても抑止土壌は形成される．この
抑止土壌の存在は古くから知られており，醸造用ブ
ドウの生産が行われていた古代ローマ時代にまで遡る

（Schlegel, 1973）．今日，病害抑止土壌は，” 病原体が
定着できない土壌 ”，“ 病原体は定着するが病害が発生
しない土壌 ”，または，“ 病原体が定着し，しばらくの
間は病害が甚発生するが，その後に病原体が土壌中に
存続しているものの，病害の発生が激減する土壌 ” と
定義されている（Baker and Cook, 1974）．病害抑止
土壌に関する初めての報告は，Fusarium oxysporum 
f. sp. vasinfectum が引き起こすワタ立枯病に対する病
害抑止土壌である（Atkinson, 1892）．それ以降，細
菌や糸状菌，さらには原生生物に至る土壌伝染性の病
原微生物に対する病害抑止土壌が数多く報告されて
きた（表 1）．これまでに，病害抑止土壌の多くの事
例において，土壌の物理性，化学性，生物性の３つ
の要素に関する研究が展開され（Weller et al., 2002; 
Gómez Expósito et al., 2017; Jayaraman et al., 2021），

中でも，病害抑止土壌における微生物学的な研究アプ
ローチが Henry 氏によって提唱されたことで（Henry, 
1931a; 1931b），薬剤や熱処理，土壌移植（1–10% w/
w），拮抗微生物の分離などによって土壌の生物性が
検証され，病害抑止性における微生物の重要性が明ら
かになっている（Weller et al., 2002; Philippot et al.,　
2013）．すなわち，病害抑止土壌において非生物的も
しくは生物的条件が病原体に有利な条件である場合に
は，土壌病害に対する抑止性は獲得されず，病害は容
易に発生する．近年では，病害抑止土壌を対象に，ゲ
ノム情報を基礎として，生体内分子を網羅的に解析す
るオミックス（omics）研究が展開され，病害抑止土
壌の微生物生態系を構成する微生物種の多様性や機能
性の解明に加えて，微生物間での相互作用に介在する
化合物が微生物生態系に及ぼす影響についても様々な
情報が蓄積されてきたことで，病害抑止土壌における
微生物性と生化学性との関連について理解が深まり
つつある（Mendes et al., 2013; Gómez Expósito et al., 
2017; Schlatter et al., 2017; Jayaraman et al., 2021）．
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病害抑止土壌の特徴
　 抑 止 土 壌 に お け る 病 害 抑 止 性 は，general 
suppressiveness と specific suppressiveness に大別さ
れ，対応する和語は無いものの，強いて言うなれば，
非特異的抑止性と特異的抑止性であろう．この２つの
病害抑止性は，その抑止作用の獲得性と伝搬性に特徴
的な違いがある．General suppressiveness は，抑止
土壌を他の土壌に移植しても病害抑止作用が伝搬され
ないのに対して，specific suppressiveness は，抑止
土壌の移植や分離された特定の微生物種を施用するこ
とにより病害抑止作用が伝搬される．このことから，
general suppressiveness は微生物コミュニティーの
働きで（Mazzola, 2002; Weller et al., 2002），specific 
suppressiveness は特定の微生物群の存在によって獲
得されていると考えられている（Raaijmakers and 
Mazzola, 2016; van der Voort et al., 2016）．
　General suppressiveness は，土壌微生物の集団的
な働きに起因し，病原体と微生物群集との間におけ
る養分などの競合より，病原体の生存性が抑制され
る と 考 え ら れ て い る（Mazzola, 2002; Weller et al., 
2002）．この general suppressiveness は，有機物を土
壌に施用すること（organic amendment）で抑止作用
が高められ，またその作用を維持できることが報告
さ れ て い る（Bonanomi et al., 2010; Klein et al., 2013; 

Postma and Schilder, 2015; Tomihama et al., 2016）．さ
らに，有機物の施用により，栽培作物の有無に関わ
らず病害抑止性が獲得されることも知られている．
General suppressiveness に関する代表的な事例は，
Phytophthora cinnamomi により引き起こされるアボ
カド根腐病に対する病害抑止土壌である（Baker and 
Cook, 1974）．オーストラリアのクイーンズランド州
で 1940 年初期に設立されたアボカド園では，近隣の
園地がアボカド根腐病による甚大な被害が発生してい
るにもかかわらず，40 年以上にもわたり大きな被害
が発生しなかった．この園地では，土壌に有機物を混
和しており，鶏糞やトウモロコシの茎残渣，その他の
植物バイオマスを大量に施用することで，土壌中の炭
素（Ｃ）／窒素（Ｎ）比が約 12% に維持されていた．
このことから，土壌の微生物生態系において恒常的に
有機物の分解性を活性化することと，土壌病害に対す
る抑止性の獲得との間に何らかの関連があることが指
摘されている（Cook, 2014）．近年，Streptomyces 属
細菌のような特定の土壌微生物種を微生物資材として
有機物と併用することで，general suppressiveness の
効果が向上されることも報告されており，栽培現場で
の実用可能性について注目を集めている（Klein et al., 
2013; Tomihama et al., 2016）．しかしながら，general 
suppressiveness の抑止性メカニズムについては，特
定の微生物種の抑止作用に由来しないことから，微生
物生態系の構造的および機能的な特徴を総合的に理解
する必要があり，未だ不明な点が多いのが現状である．
　Specific suppressiveness は，土壌に由来する特定
の微生物群の働きにより獲得される．さらに，抑止

表表１１  病病害害抑抑止止土土壌壌のの発発見見とと略略歴歴  

Suppressive soil to pathogen Characteristics of suppressiveness References 
Gaeumannomyces graminis var tritici General or Specific Raaijmakers and Weller, 1998; De Souza et al., 2003 
Fusarium oxysporum General or Specific Scher and Baker, 1980; Alabouvette, 1986; Klein et al., 2013 
Fusarium solani specific Burke, 1954; Kobayashi and Komada, 1995 
Rhizoctonia solani specific Wijetunga and Baker, 1979; Chern and Ko, 1989; Postma et al., 2010; Mendes 

et al., 2011 
Verticillium dahliae specific Keinath and Fravel, 1992 
Pyrenochaeta lycopersici specific Workneh and Van Bruggen, 1994 
Sclerotinia sclerotiorum specific Rodríguez et al., 2015 
Alternaria triticina specific Siddiqui, 2007 
Phytophthora cinnamomi general Broadbent and Baker, 1974 
Pythium ultimum specific Martin and Hancock, 1986 
Aphanomyces euteiches specific Persson and Olsson, 2000 
Streptomyces scabies specific Menzies, 1959; Weinhold et al., 1964; Meng et al., 2012; Rosenzweig et al., 

2012 
Ralstonia solanacearum specific Shiomi et al., 1999 
Agrobacterium radiobacter var tumefacien specific New and Kerr, 1972 
Plasmodiophora brassicae specific Hjort et al., 2007 
Meloidogyne incognita specific Pyrowolakis et al., 2002; Giné et al., 2016 
Heterodera schachtii specific Olatinwo et al., 2006 
Heterodera glycines specific Song et al., 2016 
Criconemella xenoplax specific Kluepfel et al., 1993 
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土壌において特定の微生物群が安定的に維持される
ことで，長期間にわたり病害抑止性が持続すること
も知られている（Weller et al., 2002）．この Specific 
suppressiveness の大きな特徴は，長期間にわたる単
一作物の連作や発病圃場における連作によって病害
抑止性が誘導されることである（Hornby, 1983, 1998; 
Weller et al., 2002）． ま た，general suppressiveness
とは対照的に，少量の抑止土壌を一般的な土壌に混合
することによって病害抑止作用を他の土壌に伝搬する
ことができる（Mendes et al., 2011; Raaijmakers and 
Mazzola, 2016; van der Voort et al., 2016）．例えば，
麦類における立枯病（take-all disease）に対する病害
抑止土壌は，コムギやオオムギの連作に伴う立枯病の
大発生に続いて病害抑止性が誘導されることで形成さ
れる（Weller et al., 2002）．また，フランスのシャトー
レナール地方にある病害抑止土壌では，複数の地域に
おいてフザリウム病に対する病害抑止性が認められて
おり，長期間にわたる単一作物の連作に加えて，病害
に対して高い感受性を示す栽培品種の利用や罹病残渣
の土壌への鋤き込みによりフザリウム病の発生を助長
させることで，病害抑止性を誘導し，持続的な病害
抑止性が獲得されている（Hornby, 1983, 1998; Weller 
et al., 2002）．その他にも，農業生産上の重要な病原
体に対して特異的な抑止作用を示す土壌が世界中で
確認されている（図１; Weller et al., 2002）． Specific 
suppressiveness の 抑 止 性 に つ い て は，Rhizoctonia 
solani AG2 が引き起こすテンサイ根腐病に対する病害
抑止土壌を対象として，オランダの研究グループが中
心となり，オミックス解析を用いた先導的な研究が展
開されている．この病害抑止土壌では，根圏細菌叢に
由来する Paraburkholderia 属，Pseudomonas 属，お
よび Streptomyces 属細菌の病原菌に対する初期応答
の重要性が明らかになっている（Mendes et al., 2011; 
Cordovez et al., 2015）．また，抑止土壌で生育した宿
主植物における内生細菌叢のうち，Burkholderiaceae
科，Flavobacteriaceae 科，および Chitinophagaceae 科
に由来する細菌群が分泌する二次代謝産物が病害抑
止性に寄与することも明らかになっている（Carrión 
et al., 2019）． そ の 他 に も，specific suppressiveness
における主要な抑止因子として抗生物質や揮発性化
合物などの二次代謝産物の存在が数多く報告されて
いる（Welleret al., 2002; Gómez Expósito et al., 2017; 
Garbeva and Weisskopf, 2020; van Agtmaal et al., 
2018）．その一方で，specific suppressiveness の持続
性については，単一作物の連作を止めると，その抑止
作用が消失もしくは著しく低減することが知られてお
り（Weller et al., 2002），宿主植物，土壌微生物，お
よび病原体の間で特異的に獲得される病害抑止メカニ
ズムの更なる理解に期待が持たれる．

図１　免疫応答性と土壌病害抑止性との類似点
　A，動物における免疫応答機構．B，植物における
免疫応答機構．Ｃ，病害抑止土壌における病害抑止性．
病害抑止土壌では，動物と植物の免疫応答機構との
類似性から，土壌における“ 免疫応答 ”という新たな
概念が創出されている．動物と植物の免疫応答と土壌
における病害抑止性は，一次応答が打破されると，よ
り強力な二次応答が獲得される共通点が認められる．
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免疫応答性と土壌病害抑止性との類似点
土壌の病害抑止性は，general suppressiveness と

specific suppressiveness に区別されることが多いが，
自然界や農業現場では 2 つの病害抑止性は協調的に
働いていると考えられている（Baker and Cook, 1974; 
Weller et al., 2002; Gómez Expósito et al., 2017）． ま
た，微生物生態系が獲得する土壌病害抑止性の性状に
ついて，general suppressiveness では，病原体に対
して非特異的に抑止作用が示されるものの，specific 
suppressiveness では，特定の病原体に対して特異的
な抑止性が獲得されることから，動物や植物の免疫
応答との共通性が指摘されている（Raaijmakers and 
Mazzola, 2016）．

動物では，体内に侵入した異物や病原体などの非自
己分子に広く反応する自然免疫応答と，侵入してき
た非自己分子を特異的に認識することで獲得される
獲得（適応）免疫が存在する（図 1A; Paludan et al., 
2021）．自然免疫は基礎的な免疫応答として備わって
おり，体内に侵入した異物に対して好中球やマクロ
ファージ，樹状細胞などの食細胞や NK 細胞（Natural 
Killer cells：ナチュラルキラー細胞）が排他的な作用
を担っている．獲得免疫では，自然免疫で記憶した異
物情報に対して，KT 細胞（Killer T cells：キラー T
細胞）や B 細胞が細胞性免疫や液性免疫を獲得し，標
的となる異物を排除する．このうち，液性免疫は獲得
免疫の中心的な役割を担っており，Ｂ細胞から産生さ
れる抗体が標的を特異的に識別し排除する．病原体に
対する免疫応答系において，自然免疫応答および獲
得免疫応答は，病原体に由来する PAMP（Pathogen-
Associated Molecular Patterns）と呼ばれるパターン
分子や，病原性に関与する毒素やタンパク質などのエ
フェクター（Effector）と呼ばれる分子を免疫細胞の
細胞膜または細胞内に存在するパターン認識受容体

（PRRs：pattern recognition receptors） が 認 識 す る
ことで誘導される（Ausubel, 2005; Stuart et al., 2013; 
Liston et al., 2017）．従って，病原体の PAMPs が免
疫細胞の PRRs に結合し，細胞内でのシグナル伝達が
活性化されることで，宿主における一連の免疫反応や
炎症反応が生じる（Jones et al., 2016; Paludan et al., 
2021; Roudaire et al., 2021）．植物における免疫応答は，
病原体に由来する PAMPs に加え，一般的な微生物
に由来する MAMP（Ｍ icrobe-Associated Molecular 
Pattern） に 応 答 す る パ タ ー ン 誘 導 免 疫（Pattern-
triggered immunity：PTI）と，病原体が分泌するエ
フェクターと呼ばれる病原性因子を特異的に認識し
獲得されるエフェクター誘導免疫（Effector-triggered 
immunity：ETI）が存在する（図 1B; Ausubel, 2005; 
Tena, 2021）．この PTI と ETI は，微生物や病原体に
由来する分子を免疫センサーである受容体が認識する
ことで獲得される．さらに，PTI と ETI が局所的に

誘導されることにより，プライミング反応とよばれる
二次刺激に対する応答性が活性化される（Jung et al., 
2009）．従って，動物と植物には，一次的で非特異的
な応答と，二次的で特定の病原体に対する特異的な応
答に起因する２つの協調的な免疫応答機構が存在す
る．

病害抑止土壌における抑止性は，動物と植物にお
ける免疫応答との類似性から，土壌における “ 免疫
応答 ” という新たな概念が創出され，体系的な理解
に向けた取り組みが進んでいる（図 1C; Raaijmakers 
and Mazzola, 2016）．これは，微生物生態系という複
合的で多様な集団において，動物や植物で構築されて
いる免疫応答と類似した仕組みにより，外部から侵
入してくる微生物に対して排他的な性状が獲得され
ていることを示唆するものである．実際に，general 
suppressiveness において，複数の異なる病原体に対
する非特異的な抑止作用が報告されている（Baker 
and Cook, 1974; Weller et al., 2002; Mazzola et al., 
2015）． さ ら に，general suppressiveness が 打 破 さ
れた圃場において，その後の病原体の人為的な接種
により，新たに specific suppressiveness が獲得され
て い る（Baker and Cook, 1974）． 従 っ て，general 
suppressiveness と specific suppressiveness は，微生
物生態系における２つの独立した異なる抑止システム
ではなく，協調的かつ連動的に機能していると考えら
れる . 病害抑止性と免疫機構との共通性において，動
物の獲得免疫応答や植物のエフェクター誘導免疫が特
定の病原体に対する「記憶」として免疫を獲得するの
と同様に，土壌微生物が単一作物の連作による発病を
経て獲得した「記憶」として specific suppressiveness
が構築される視点は興味深い．ここで，病害抑止性の
獲得メカニズムにおいて大胆な仮説を立てると，微生
物生態系という一つの集団において，病害抑止性に関
与する微生物種は，動物の免疫応答における免疫細胞
のような役割を担って可能性がある．例えば，動物
の免疫細胞には病原体への直接的または特異的な作用
や，免疫細胞から産生される抗体を介して他の免疫細
胞へ標的を指示する作用がある．また，獲得免疫の
誘導においては，自然免疫で得た情報を樹状細胞が
リンパ節に伝達することで二次的な免疫が獲得され
る（Paludan et al., 2021; Roudaire et al., 2021）．同様
に，specific suppressiveness において重要性が示さ
れている拮抗微生物や関連する微生物には，病原体に
対する直接的な殺菌作用や標的に対して特異的な拮抗
作用を指示する何等かの役割を担っているのかもしれ
ない．さらに，微生物生態系の病害抑止性の獲得にお
いても，病原体から得た情報を伝達する役割を担って
いる微生物が存在し，微生物間での相互作用を通じて
specific suppressiveness の獲得に関与しているのかも
しれない．近年，病原因子や免疫応答の誘導因子とし
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て知られている PAMPs や Effector が，微生物間での
相互作用にも介在することが報告され，新たな機能的
役割が示唆されている（Ipcho et al., 2016; Snelders et 
al., 2018, 2020）．今後，動物や植物の免疫応答機構に
おける生化学的メカニズムのように，病害抑止土壌の
微生物叢における抑止性の獲得メカニズムが明らかに
なることで，微生物生態系という「混沌」を制御可能
になるきっかけが得られることを期待したい．

さいごに
本 稿 で は， 土 壌 病 害 抑 止 性 に お け る general 

suppressiveness と specific suppressiveness について
代表的な事例を挙げつつ，病害抑止性に対する新た
な見解についても触れることで，病害抑止土壌の研
究動向について紹介した．病害抑止土壌は，微生物生
態系の潜在的な機能性を理解するためのモデル生態
系としてだけではなく，農業分野における環境保全
型の生産体系の一つとして高い関心が寄せられてい
る．これまでに，病害抑止土壌を対象として，古典的
および先進的な手法を巧みに利用することで，微生物
が保有する病害抑止作用の解明が加速している．近
年では，病害抑止性を保有する微生物生態系を水中や
土壌鉱物などの無機多孔質の担体において構築でき
る手法も開発され，病害抑止土壌の再現性に関する
新たな研究も展開されている（Fujiwara et al., 2012; 
Fujiwara et al., 2013; Meeboon et al., 2022）．かつて，
Lourens Baas-Becking が微生物生態系について述べた
一説 “Everything is everywhere, but the environment 
selects” で提示されたように，微生物生態系の形成は
環境要因に大きく影響を受ける（de Wit and Bouvier, 
2006）．病害抑止土壌においては，これまでに病害抑
止性の動的な因子である主要な微生物群に関して多く
の知見が蓄積されてきたが，微生物生態系の制御に関
与するであろう生態系因子 (ecological factor) の存在に
ついては未だ不明である．もしも個々の微生物種が協
調的に働く微生物生態系が形成されることで病害抑止
性という生態系機能が獲得されるのであれば，この生
態系において駆動し、病害抑止性の獲得に作用する因
子は存在するのだろうか．今後の研究動向に注目した
い．
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要約　　　ビッグデータの解析技術の浸透に伴い , 膨大な生物学的情報から有用な知見を得るアプローチの重要性が生物
分野においても日々高まっている . ゲノム情報をはじめとする大規模 DNA 配列データの解析には , バイオインフォマティ
クスに関連する多様な基礎知識が必要となる . そこで本資料では , 大規模データ解析を志す研究者の背中を後押しするため ,
関連する解析手法の紹介や具体的な解析例を交えつつ大規模 DNA 配列解析の概要について述べる .

キーワード：次世代 DNA シーケンシング , バイオインフォマティクス , BLAST, Python

Practical know-how for large-scale DNA sequence analysis

Takaaki KOJIMA

Abstract　　The importance of approaches to obtain useful knowledge from vast amounts of biological information 
is increasing day by day in the biological field with the spread of big data analysis technologies. The analysis of large-
scale DNA sequence data, including genomic information, requires diverse basic knowledge related to bioinformatics. 
Therefore, in order to encourage researchers who are interested in large-scale data analysis, this manuscript 
provides an overview of large-scale DNA sequence analysis, including an introduction to related analysis methods 
and specific examples of analysis.

Key words:  Next Generation Sequencing, Bioinformatics, BLAST, Python

大規模 DNA 配列解析の実践的ノウハウ

資　　料

兒　島　孝　明

緒言

　 次 世 代 DNA シ ー ケ ン シ ン グ（Next Generation 
Sequencing， NGS) が 2000 年 代 に 開 発 さ れ て 以 来，
DNA 配列の大規模解析が爆発的に進められるように
なった．2005 年当時，博士課程の学生だった著者は，
思い通りにいかない実験結果と向き合い続ける悶々と
した研究生活を送っていた．その状況にさらに追い討
ちをかける出来事があった．後に Roche 454 と呼ば
れ，NGS の嚆矢的プラットフォームとなる全く新しい
DNA 配列の並列解析技術に関する論文を目にした時，
著者は大変な衝撃を受けた．この手法は，微小なエマ
ルジョン液滴中でビーズ上に一分子由来の DNA を増
幅固定化する方法（エマルジョン PCR）を要素技術と
していた（Margulies et al．， 2005）．この “in vitro で
ビーズ上に DNA をクローニングする ” というコンセ
プトが，著者らが当時確立を試みていた技術とほぼ同
じだったのだ（Kojima et al．， 2005）．大変幸いなこと
に，著者らのエマルジョン PCR の目的が異なってい
たため，実施していた研究がお蔵入りになるという最
悪の事態は免れたものの，当時執筆中だった論文に上

記の報告を参照論文として慌てて加えるなどの対応を
行なったことを今でもよく憶えている．
　その後，20 年近く経過し，様々なシーケンシング原
理に基づく解析プラットフォームが考案され，NGS 自
体も世代交代を経た．分子生物学分野では，NGSによっ
て取得した大規模 DNA 配列データの解析はもはや当
たり前のものとなりつつある．これは，分子生物学分
野においてもビッグデータ時代に柔軟に対応していく
ことの重要性を意味する．この潮流に伴い，大規模配
列データのハンドリングに日々頭を悩ます研究者の数
は増加傾向にある．実際，大規模配列データ解析には，
解析環境の構築，適切な解析方法の選択・実施，得ら
れた結果の要約・可視化，など各ステップにおいてバ
イオインフォマティクスに関連する多様な基礎知識が
必要となる．本稿では，著者自身の経験と具体的な例
を交えつつ大規模 DNA 配列解析を概観的に述べる．
本稿がバイオインフォマティクスへの心の敷居を少し
でも下げる一助になれば幸いである．
　なお，“ 次世代 ” シーケンシング（NGS）という用
語は世代交代を経た現行のシーケンシングプラット
フォームを指すにはもはや適していないかもしれな
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い．しかしながら，この言葉が人口に膾炙しているこ
とを考慮し，本稿では NGS で統一させて頂くことを
予めご理解いただきたい．

1）はじめに - NGS による配列データの出力量 -
　Roche 454 の他，これまでに様々な NGS プラッ
トフォームが開発されている．現行の主なプラット
フォームにおける配列データの出力量等の比較を表 1
に示した （上述の Roche 454 プラットフォームは終売
済み）．ジデオキシヌクレオチド法（サンガー法）を
用いた場合，使用機種や解析条件によって多少のば
らつきはあるものの，1 サンプルあたり 800 b 程度の
データの取得が一般的である．96 サンプルを同時解析
し，解析にかかる 1 ランあたりの時間を 2 時間とする
と，1 ランあたり 80 Kb，1 日あたりに換算しておよ
そ 1 Mb 程度のデータを取得できることになる．一方，
NGS のプラットフォームの一種であり，illumina 社
が提供する最新のプラットフォーム NovaSeq X Plus
は，1 ランにおよそ 2 日を要するものの，最大 16 Tb
のデータを出力する．しかしながら，1 ランあたりの
データ量が 80 Kb と 16 Tb では桁が違い過ぎて出力量
の違いを実感し辛い．そこで，ここでは簡単な例えを
用いたい．もし，仮にサンガー法を用いて，解析装置
を 24 時間 365 日稼働し続け，1 Mb/day のペースを維
持したままデータを取得し続けた場合（もちろん現実

には不可能である），いつから始めれば 16 Tb のデー
タに辿りつけるだろうか．実際に計算してみると，な
んと 40,000 年，時代区分ならば旧石器時代から配列解
析をスタートし，現代までデータを休みなしに取り続
ける必要があることがわかる（16 × 1012/1 × 106/365
≒ 40,000）．この数値は，昨今の NGS によるデータの
出力量の大きさを端的に示している．

2）NGS を用いた大規模 DNA 配列解析の概略
　この項目では，大規模配列データの最も一般的な解
析手順として，配列データの取得からマッピングまで
の概要を NGS に関連する基礎知識を交えつつ紹介す
る．マッピング以降の手順はその実験目的に応じて多
岐に渡るため，これらについて本稿では触れないとい
う点を予めご容赦いただきたい．

2-1） 大規模配列解析のデータ取得方法
　DNA 配列を大規模に解析するためには，まずその
配列情報の取得が必要である．その場合，研究目的に
応じて，1）NGS 解析によって目的の DNA 配列デー
タを新たに取得する，2）公共の DNA 配列データベー
スにある既存のデータを用いる，の二種類のアプロー
チがある．
　1）の場合，受託解析サービスを提供する企業や所
属機関の共通機器の担当者に依頼するケースが多い一

表表  11..  主主なな DDNNAA シシーーケケンンシシンンググププララッットトフフォォーームムのの比比較較

*2022 年 11 月の時点の各メーカーの公表情報をもとに一例として記載.この時点での販売予定のプラット

フォームを含むこと,また,解析条件によってデータの出力量等が異なる場合があることを予めご容赦いた

だきたい. 
**2 時間/ランとして換算した. 
***上位機種の PromethION は 72 時間あたり最大 14 Tb のデータを出力する. 

主な DNA シーケンシング 

プラットフォーム(メーカー)*  

1 ランあたり最大 

出力量 (解析時間) 
備考 

/サンガー法

(年)** 

NovaSeq X Plus 

(illumina) 
16 Tb (48 hrs) 

・ショートリード

・高いシーケンシング精度

・ペアエンド法を適用可能

〜40,000 

MiSeq 

(illumina) 
15 Gb (56 hrs) 〜40 

Ion GeneStudio S5 

(Thermo Fisher Scientific) 
25 Gb (8.5 hrs) 

・ショートリード

・迅速な結果の取得
〜70 

Revio 

(PacBio) 
360 Gb (24 hrs) 

・ロングリード

・高いシーケンシング精度
〜1,000 

MinION*** 

(Oxford Nanopore Technologies) 
50 Gb (72 hrs) 

・ロングリード

・コンパクトな解析デバイス
〜140 

サンガー法
〜80 Kb (2 hrs) 

(96 キャピラリー) 

・1 サンプルあたりのリード長:

〜800 b 
-
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方で，自身の研究室内のシーケンシング装置を用いて
大規模配列データを取得するケースも増加傾向にあ
る．近年では NGS の解析装置の小型化や低価格化が
著しく，従来よりも手軽に研究室レベルで大規模配列
データを取得できるようになりつつある．2）は既存
の配列データを活用したい場合に該当し，リード情報
を格納したファイルは NCBI，EMBL-EBI，DDBJ な
どが提供する大規模 DNA 配列情報のデータベースか
ら取得できる．いずれのアプローチにおいても，多く
の場合，FASTQ という形式でシーケンス情報が格納
されたファイルを扱う．

2-2） FASTQ ファイルフォーマット
　FASTQ ファイルでは，各リードの情報が 4 行１セッ
トで表される（図 1）．リードの配列情報に加え，１塩
基ごとのクオリティスコアの情報も含まれている点が
大きな特徴である．１行目は必ず “@” から始まり，リー
ドの ID などの情報を示す．2 行目は取得された配列
情報，3 行目は “+” がそれぞれ記載される．この “+”
のあとにリード ID が記載される場合もある．そして，
4 行目にリードのクオリティスコアを示す記号が記載
される．このクオリティスコアは phred クオリティス
コアとも呼ばれ，ベースコールされた塩基がエラーと
なる確率を p としてクオリティスコア q は，

q= -10 × log10（p）
の式より算出される（Ewing and Green， 1998）．例え
ば，間違った塩基を読み取る確率が 1% （p = 0.01）な
らば，クオリティスコア q = 20 となる．FASTQ ファ

イルでは，このスコアはリードの塩基ごとの q 値 +33
を示す ASCII 文字コードとして表されている．なお，
FASTQ ファイルの拡張子は “.fastq” もしくは “.fq” が
用いられる．

2-3） リードデータのクオリティコントロール（QC）
　NGS によって取得した配列データには，信頼性の
低い（phred スコアの低い）領域や，場合によっては
配列解析に用いたアダプター配列の領域が含まれてい
る．このような領域の混入は，マッピングなどの以降
の解析作業に大きな支障をきたすことがある．このた
め，マッピングの前に不必要な領域やリード全体を除
去する作業を行うのが一般的である．この作業は，各
リードを生産現場における製品に見立てた「クオリ
ティコントロール（QC）」と呼ばれる．
　QC ではまず取得した FASTQ ファイル中のリー
ド数やアダプターの混入具合，q 値の分布状況など
を俯瞰的に把握する必要がある．この際によく用い
ら れ る の が FastQC <https://www.bioinformatics．
babraham.ac.uk/projects/fastqc/> で あ る． た だ し，
このプログラムは状況把握のみで，例えば指定した配
列の削除などの作業はできない．そこで用いられるの
が，条件に合致した配列を除去するプログラムであ
る．著者はこの作業に SeqKit（Shen et al．， 2016）と
Trimmomatic（Bolger et al．， 2014）を使い分けている．
SeqKit は，リード全体の q 値の平均値でフィルターを
かけることが可能であるほか，FASTQ ファイル全体
の要約，任意の配列の検索，置換などかなり幅広い機

図 1. FASTQ ファイルの例
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能を含むため，著者は日頃からこのソフトウェアをか
なり重宝している．Trimmomatic は，任意のアダプ
ター配列の削除が可能であるほか，ショートリードの
ペアエンド解析に対応した QC（トリミングした際に
ペアエンドのリードが両方残ったものと残らなかった
ものとを分けて出力）を行える．このため著者は，ペ
アエンドリードの配列データのトリミングを行う場合
は必ずこの Trimmomatic を用いている．

2-4） リードデータのマッピング
　NGS のデータ解析におけるマッピングとは，取得し
たリードデータが参照（既知の）ゲノム上のどの部位
に対応するかを網羅的に特定する作業である．既存の
ゲノム配列と標的ゲノム配列を比較するリシーケンス
解析や発現変動遺伝子を網羅的に同定する RNA-Seq
などでは必ずこのマッピング作業を経由する（図 2）．
これまでにマッピングを目的とした様々なプログラム
が開発されており，用いた実験材料や目的に応じて適
切に使い分ける必要がある．現行の代表的なマッピン
グプログラムの詳細に関しては，著者らの総説を参照
されたい（Uesaka et al., 2022）．
　通常，マッピング結果は SAM （Sequence Alignment/
Map）と呼ばれる形式で出力される．この SAM ファ
イルのバイナリ版が BAM（Binary Alignment/Map）
ファイルである．これらの形式には，どのリードデー
タが参照ゲノム上のどこに，そしてどのようにマッピ
ングされたかという情報が格納される．SAM ファイ
ルと BAM ファイルの相互変換は，SAMtools を用い
て実行できる（Li et al., 2009）．BAM ファイルはバイ

ナリ形式で記述されているため，テキストエディタな
どを用いて中身を見てもその内容を理解することはで
きない．その一方で，対応する SAM ファイルよりも
データサイズがコンパクトな BAM ファイルを用いる
ことで，より効率的な解析処理が可能となる．このた
め，後述のゲノムブラウザを用いたマッピングされた
リードの可視化など，マッピング以降の解析では主に
BAM ファイルを用いるのが一般的である．

2-5） マッピングされたリードの可視化
　ゲノムブラウザとは通常，ゲノム上の標的領域を
表示するツール全般を指す．NGS で取得したリー
ドのマッピング状況を “ ブラウジング ” する場合，
NGS 解析専用のゲノムブラウザ，IGV（Integrative 
Genomics Viewer）が汎用される（Thorvaldsdóttir et 
al., 2013）．この IGV はマウスで操作できる GUI ツー
ルであり，直感的な操作でマッピングされたリードを
可視的に確認できる（図 3）．その機能は多岐にわた
り，提供元のサイト <https://software.broadinstitute．
org/software/igv/> に詳細な使用方法が掲載されてい
るため，具体的な使用例の紹介は割愛する．ここで強
調すべきことは，マッピングを経由する NGS データ
解析の場合，ゲノムブラウザを用いて必ず可視化し，
たとえ部分的であっても自分自身の目でマッピング状
況を確認するという点である．FASTQ ファイルは勿
論のこと，SAM ファイルですらその内容を眺めただ
けでは，得られたリードデータが自身の目的に合致し
たものになっているのか，適切に把握することは極め
て困難である．このため，マッピング結果を俯瞰し，

図 2. マッピングの概念図
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リード数は十分であったか，マッピングされた部位や
染色体に偏りはなかったか，などの点を予め確認した
上で，実験目的に応じた以降の解析に進むことが重要
である．

3）BLAST+ を用いた相同配列の網羅的検索
　NGS の用途は多様である．全ゲノム配列の構築や，
発現変動解析に限らず，NGS は様々な目的で活用され
ている．例えば，著者らは標的転写因子の結合部位を
網羅的に同定するために NGS を活用してきた（Kojima 
et al., 2016; Oka et al., 2019）．この場合，転写因子の
結合部位近傍の大量の配列情報が取得される．では，
この結合部位がどの遺伝子の上流領域に該当するの
か，効率的に対応付けするにはどうすればよいのだろ
うか．その手段の一つとして，ここでは標的配列のデー
タベースをカスタマイズできる相同性検索プログラ
ム，BLAST+ を用いる例を紹介する．
　Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）は，
予め構築された配列データベース中から問い合わせ

（クエリ）配列と相同性が高い候補領域を高速に検索
するプログラムとして，NCBI 提供のサイトをはじ
め，様々なウェブデータベースで広く用いられている

（Altschul et al., 1990）．これらのウェブデータベース
を活用することで，NGS によって取得した配列情報を
クエリ配列としてその相同配列を同定することは可能
である．しかしながら，用いるクエリ配列と相同性を
示す配列がそのウェブデータベース中に必ずしも存在
するとは限らない．また，大量の配列データの場合，
ネットワーク環境などの問題によりスムーズに結果を

取得できないケースも多い．このような問題点を一挙
に解決できるのが BLAST+ である．このプログラム
を用いることで，目的に合ったデータベースを自身の
PC 内で構築し，BLAST をローカルで実行すること
ができる．この BLAST+ は NCBI のサイト <https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_
TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download> よ り イ
ンストールできる．
　BLAST+ の手順は主にデータベース構築と BLAST
検索の 2 ステップで構成され , 操作はコマンドを入力
する CUI 形式で行われる . ここでは，blastn を実施し
た例を示した（図 4）. まずはじめに , 仮想のデータセッ
トとして 15,000 種類の 1,000 b のランダム配列で構成
されるデータベース配列（Database_seq.fasta, プロ
モーター配列のデータセットを想定）と 100 種類の 50 
b の配列で構成されるクエリ配列（Query_seq.fasta, 
NGS で取得した標的領域のデータセットを想定）をそ
れぞれ後述の Python を用いて作成した . なお , このク
エリ配列は，BLAST の実行結果をより明瞭にするた
め , Database_seq.fasta より配列とその領域をランダ
ムに選択した上で , 一定頻度でミスマッチを導入した
配列データで構成されている . 次に ,
makeblastdb -in Database_seq.fasta -dbtype nucl
と入力・実行することで Database_seq.fasta を用いた
データベースを構築した .“makeblastdb” はデータベー
ス作成のためのコマンドであり ,“-in Database_seq.
fasta” によってデータベース配列 ,“-dbtype nucl” によっ
てデータベースが塩基配列で構成されることをそれぞ
れ指定している . 次に ,

図 3. IGV を用いたリードデータの可視化の例
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blastn -db Database_seq.fasta -query Query_seq.fasta 
-out Query_search.out -outfmt 6
と入力・実行することで blastn の結果を出力した . こ
こでは , クエリ配列 , データベース配列がともに塩基
配列のため ,blastn を用いている . なお , クエリ配列 /
データベース配列が , アミノ酸配列 / アミノ酸配列の
場合は blastp, 塩基配列（翻訳）/ アミノ酸配列の場合
は blastx, アミノ酸配列 / 塩基配列（翻訳）の場合は， 
tblastn, 塩基配列（翻訳）/ 塩基配列（翻訳）の場合は
tblastx をそれぞれ用いる .“-db Database_seq.fasta” と
“-query Query_seq.fasta” によってデータベース配列と
クエリ配列をそれぞれ指定し ,“-out Query_search.out”
と “-outfmt 6” を加えることで , 解析結果が表形式で
Query_search.out というファイル名で出力される . こ
の出力ファイルに , クエリ配列 ID, データベース配列
ID,相同性などの情報がタブ区切りで記載される（図4）.
　BLAST+ を用いることにより , 複数の配列×複数
の配列の相同性の比較を迅速かつ簡便に実施できる ．
NGS によって取得した大量のクエリ配列を網羅的に解
析したい場合などにこの BLAST+ の活用をぜひお勧
めしたい .

4）大規模配列データ解析における Python の活用
　DNA やタンパク質の大規模配列データを扱う際，
自身の目的と全く合致するソフトウェアを手軽に使用
できるとは限らない．その場合，用途に応じたプログ
ラムを作成する必要が生じる．しかしながら，全くの

ゼロベースからプログラムを作成することは高度な専
門知識を要する．そのため，より使い勝手が良いプロ
グラミング言語を用いることが望ましい．この観点か
ら，近年のバイオインフォマティクス解析で広く用い
られているのが Python である．他のプログラミング
言語に比べて文法がシンプルであり，初心者にも比較
的ハードルが低い．また，様々な用途に応じたライブ
ラリーが充実している点も大きな利点である．とりわ
け，生物学的データの解析に特化したライブラリー，
Biopython<https://biopython.org> はバイオインフォ
マティシャン御用達のツールの一つである．
　この Python を用いた解析でさらに特筆すべき点は，
Web ブラウザを介したクラウド上での実行環境である
Google Colaboratory （Google Colab）<https://colab.
research.google.com> を利用できる点である．これは，
ネットワーク環境さえあれば，目的の解析環境をス
ムーズに構築でき，バイオインフォマティクス解析者
にとって往々にして大きなストレスとなる，煩雑な解
析環境の構築に要する作業量を大幅に低減できること
を意味する．また，異なる PC 間で全く同一の実行環
境を共有できることも大きな魅力である．例えば，解
析プログラムを記載した Google Colab 上での実行ファ
イル（ipynb ファイル）を Google Drive 経由で共有す
るだけで， 同じ研究室内に限らず作業内容やその実行
結果の共有が容易にできる．
　上述の BLAST+ の項目では，Python を活用して生
成した任意の大規模配列データセットを用いた例を述

図 4. ローカル環境における BLAST による相同配列の網羅的検索の例
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べたが，図 5 では，ランダムな配列から構成されるプ
ライマー設計のための Python コードを例として示し
た．このコードは，どんな配列でもよいプライマーを
設計する際，「何でもよい配列」のためにかえってそ
の設計が難しくなってしまったという経緯から著者が
作成したものである．コード内容の概要を以下に示す．
1） DNA を構成する 4 塩基から 1 塩基を無作為に選択
し，連結する操作を 19 回繰り返した後，最後の塩基
は水素結合を 3 本保持する C もしくは G を無作為に
選び，20 塩基から構成されるオリゴ DNA 配列をデザ
インする．2） このオリゴ DNA 配列作成の操作を 2 回
実施したのち，生成したオリゴ DNA それぞれの GC
含量，TM 値を算出する．3）オリゴ DNA の名前，配列，
GC 含量，TM を記載した内容をエクセルファイルと
して出力する．このコードを記載した ipynb ファイル
を研究室内で共有することで構成員が自身でランダム
プライマーを簡便にデザインできるようになった．
　このように，Google Colab を活用することで，大

規模配列データ解析に限らず，研究室のちょっとした
ルーチンワークも手軽に効率化できる．興味ある方に
はぜひとも導入をお勧めしたい．

おわりに

　初めて fastq ファイルを受け取った際，中身を確認
するためにファイルを開くだけで 10 分以上かかり，
その後何をどう操作して良いか全くわからず，途方に
暮れてしまった研究者がいた．何を隠そう，2014 年頃
の著者である．このような情けない状況の打開には，
解析用 PC の準備と関連情報の収集のみならず，専門
家の適切なアドバイスが必要不可欠だった．その過程
で，多様なバイオインフォマティクスの解析技術に関
する情報共有やサポート体制の重要性を痛感した．こ
の経験から，著者らは 2017 年に有志とともにバイオ
インフォマティクス相談部会を立ち上げ，現在もその
活動を継続している．この部会の活動の一環として，

図 5. ランダムオリゴプライマーの設計用コードの例
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バイオインフォマティクス解析に関する相談窓口を運
営している <https://www.sbj.or.jp/division/division_
bioinfo.html>．もし大規模データ解析で頭を悩ませて
いるならば，この相談窓口の利用もぜひ検討されたい．
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