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研究成果の概要：本研究は，ダイズを介した根粒菌・菌根菌・病原菌間の相互作用システムの

解明を目的とした．ダイズでは根粒着生により発動するオートレギュレーション機構によって

菌根形成が抑制されていること，黒根腐病菌の発病は根粒超着生変異体で高いことが明らかに

なった．また根粒超着生変異体の菌根形成における根浸出物の影響は小さく，ダイズの根粒非

着生変異体では，Nod ファクター受容体遺伝子 GmNFR1 に変異が生じているが明らかになった．

その他ダイズの根粒着生と菌根形成に対して，リン酸施用の影響が大きいことがわかった． 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ダイズはタンパク源のみならず機能性食
品としても重要であるが，わが国のダイズ収
量は低く（2t ha-1以下），世界平均に達して
いない．また近年は環境保全型の栽培技術が
強く求められており，化学肥料や農薬に依存
しない低肥料・耐病性ダイズの育種と現場に
おける栽培技術の確立が急務の課題となっ
ている． 

 研究代表者の坂本はダイズのオートレギ
ュレーション機構が根粒着生のみならずア
ーバスキュラー菌根の形成をも同時に制御
していることを発見した．オートレギュレー
ションが機能しないダイズ変異体（En6500）
では根粒数と菌根形成率が増大し，葉部の窒
素・リン酸含量も増大していた．このことか
らダイズには根粒菌と菌根菌を同時に制御
する共通基盤システムが存在することが予
想され，また根粒菌と菌根菌は宿主の基盤シ
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ステムを介して相互に影響していることが
考えられる．一方，分担者の原田は根粒共生
系に関与するダイズの遺伝子について検討
し，オートレギュレーション機構に関与する
遺伝子（NTS1）を世界で初めて単離している．
またマメ科のモデル植物であるミヤコグサ
ではネコブセンチュウの感染にオートレギ
ュレーション機構および根粒菌の Nod ファ
クターの受容機構が関与していることを示
す報告が出ており，共生菌と病原菌との間に
も宿主を介した何らかの相互作用システム
が存在することが示唆されている． 
 以上よりダイズのオートレギュレーショ
ン機能やシグナル受容機構を操作すること
によって，根粒による窒素供給能の強化ばか
りでなく，菌根によるリン酸・微量要素供給
能と病原菌の感染抑制能の強化が図られ，低
肥料性と耐病性を兼ね備えたダイズ品種の
作出が期待される．このようなダイズの作出
には，第１にダイズを介した根粒菌・菌根
菌・病原菌間の相互作用システムの包括的解
明が必要である．またそのようなダイズが育
種されたとしても，圃場栽培においては土壌
理化学性の影響や最適な肥料条件が解明さ
れて栽培技術が確立されないと意図したよ
うな収量は得られない．したがって第２に根
粒菌・菌根菌・病原菌間の相互作用に影響す
る土壌・肥料要因の解析が重要となる． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は，研究代表者や分担者のこれまで
の成果を基に，ダイズを介した根粒菌・菌根
菌・病原菌間の相互作用システムと関連宿主
遺伝子および相互作用システムに影響する
土壌・肥料要因を解明し，根粒・菌根共生系
の強化による低肥料・耐病性ダイズの作出と
その栽培技術の確立に資する基礎的知見を
得ることを目的とし，種々の実験を実施した
ものである． 
 各担当者の分担研究とそれぞれの研究目
的は以下のとおりである． 
 
（１）ダイズのオートレギュレーション機構
が根粒着生と菌根形成の相互作用に及ぼす
影響（担当：坂本） 
 ダイズの野生型品種エンレイと根粒超着
生変異体（関東 100 号と En6500）の根粒着生
と菌根形成について調べ，オートレギュレー
ション機構が根粒着生と菌根形成の相互作
用に及ぼす影響について検討した．また新し
い菌根形成率の測定法として菌根菌特異的
脂肪酸の利用を検討し，本法を用いて根粒着
生と菌根形成の相互作用について解析した． 
 
（２）根粒超着生ダイズ変異体における病原
菌の感染様式（担当：山本） 

 根粒超着生変異が特定の生物（共生菌）間
の相互作用にだけに影響するのか，それとも
不特定の生物（病原菌）に対しても感染され
やすいのかを確認した． 
 
（３）根粒超着生ダイズ変異体の根浸出物が
アーバスキュラー菌根菌の外生菌糸の生長
に及ぼす影響（担当：俵谷） 
 菌根形成のオートレギュレーションが機
能しないダイズの突然変異体における前共
生段階における外生菌糸の生長に対する根
の浸出物の影響を検討した． 
 
（４）根粒非着生ダイズ変異体の原因遺伝子
の解明（担当：原田） 
 ダイズの根粒共生メカニズムを探るため，
根粒非着生ダイズ変異体の原因遺伝子のマ
ッピング及びマメ科のモデル植物から得ら
れた情報を利用して根粒非着生ダイズ変異
体の原因遺伝子の解明を行った． 
 
（５）根粒超着生ダイズ変異体の根粒着生・
菌根形成に及ぼす窒素・リン酸施肥の影響
（担当：礒井） 
一般に根粒の着生は窒素によって阻害さ

れ，リン酸によって促進されるとされている．
また，菌根菌の感染はリン酸によって阻害さ
れることが知られている．本研究では窒素お
よびリン酸の施用レベルがそれぞれ根粒の
着生と菌根菌の感染を阻害するレベルまで
段階的に変化させ，根粒超着生を示す関東
100 号および対照として野生型エンレイをポ
ット栽培し，ダイズの生育と土着の根粒菌と
菌根菌による根粒着生と菌根形成を調査し，
根粒着生と菌根形成のそれぞれが最大とな
る窒素およびリン酸施用量を検討した． 
 
３．研究の方法 
 
（１）ダイズのオートレギュレーション機構
が根粒着生と菌根形成の相互作用に及ぼす
影響（担当：坂本） 
ダイズの野生型品種エンレイとオートレ

ギュレーション機構が欠損した根粒超着生
変異体である関東 100 号と En6500 の発芽種
子をそれぞれ滅菌した赤玉土・川砂培土に播
種し，ガラス温室内でそれぞれ 3，6 および 9
週間栽培した(En6500 は 9 週間のみ)．試験区
として非接種区，根粒菌（Bradyrhizobium 
japonicum USDA110 ） 接 種 区 ， 菌 根 菌
（Gigaspora rosea C1）接種区，根粒菌・菌
根菌二重接種区を設けた．収穫後，根粒数，
根粒乾物重，窒素固定活性，菌根形成率，ダ
イズ葉リン含有量，根粒リン含有量を測定し
た．またダイズ根を１次根と２次根以下に分
け，MIDI 法を用いて根部の菌根菌特異的脂肪
酸（20:1ω9，20:4 および 20:5）を測定した． 



 

 

 
（２）根粒超着生ダイズ変異体における病原
菌の感染様式（担当：山本） 
 遺伝背景の異なる根粒超着生ダイズ変異
体を圃場栽培し，自然発生する病害に対して
弱くなるのかどうかを観察した． 
 
（３）根粒超着生ダイズ変異体の根浸出物が
アーバスキュラー菌根菌の外生菌糸の生長
に及ぼす影響（担当：俵谷） 
①実験１ 
 ダイズ野生型のエンレイおよびその根粒
超着生変異体(En6500)を，リンを含まない培
養液で３３日間水耕培養し，根の浸出物を回
収した．アーバスキュラー菌根菌 Gigaspora 
margarita の胞子にこれらの根の浸出物及び
脱塩水（対照区）を与え２４時間及び４８時
間後に外生菌糸長及び分岐数を測定した． 
①実験２ 
 ダイズ野生型のエンレイ，Bragg およびそ
れらの根粒超着生変異体(En-b0-1,NTS1007)
を 2 段階のリンレベルで２８日間水耕培養し，
根の浸出物を回収した．これらの根の浸出物
及び脱塩水（対照区）中でアーバスキュラー
菌根菌 Gigaspora margaritaの胞子を７日間
培養し，外生菌糸長及び分岐数を測定した． 
 
（４）根粒非着生ダイズ変異体の原因遺伝子
の解明（担当：原田） 
 ダイズの根粒非着生変異体 En115，En1282，
En1314 に秣食豆公 503 を交配して各 F2 集団
を作製し，これを原因遺伝子のマッピング集
団として使用した．マメ科のモデル植物です
でに単離されている全ての根粒非着生変異
体の原因遺伝子の塩基配列情報を使ってダ
イズ EST 配列を検索し，高い相同性を示した
EST配列を使って各変異体のF2マッピング集
団の連鎖解析を行った．各 F2 マッピング集
団において根粒非着生表現型と共分離を示
した EST 配列をもとに遺伝子を単離して，各
変異体の遺伝子の塩基配列を決定した． 
 
（５）根粒超着生ダイズ変異体の根粒着生・
菌根形成に及ぼす窒素・リン酸施肥の影響
（担当：礒井） 
 根粒超着生ダイズ関東100号と野生型エン
レ イ を ， 施 用 窒 素 濃 度 を 3 段 階
(20,100,400mgNkg-1 ），リン酸濃度 3 段階
(4,40,400mg Pkg-1 ）にそれぞれかえて，莢形
成期までポット栽培し（褐色森林土），植物
体の乾物重，窒素・リン吸収量，根粒形成，
菌根形成（Trouvelot 法）について調査を行
った． 
 
４．研究成果 
 
（１）ダイズのオートレギュレーション機構

が根粒着生と菌根形成の相互作用に及ぼす
影響（担当：坂本） 
根粒数および根粒乾物重は，開花期である

6 週目まではエンレイ，関東 100 号ともに菌
根形成による影響は見られなかったが，結実
期である９週目において，エンレイ，関東 100
号ともに菌根形成により有意に増大した．ま
たアセチレン還元による根粒の窒素固定活
性，根粒のリン含有量も同様の傾向を示した．
これらの結果は菌根菌から根粒へのリン供
給が増大したためと考えられた． 
 一方，菌根形成強度は，6 週目以降エンレ
イ，関東100号の菌根菌接種区および関東100
号の二重接種区は差が見られなかったが，エ
ンレイの二重接種区で有意に減少した．ダイ
ズ葉のリン含有量も同様に，6 週目から 9 週
目にかけてエンレイ，関東 100 号の菌根菌接
種区および関東100 号の二重接種区のリン含
有量の増大と比較し，エンレイの二重接種区
はリン含有量の増大が少なかった． 
 En6500においても関東100号とほぼ同じ結
果が得られた． 
 接種に用いた Gigaspora roseaの特異的脂
肪酸（20:1ω9，20:4 および 20:5）は，検鏡
法による菌根形成率と強い相関関係を示し，
本物質の測定が新しい菌根形成率の評価方
法として有効であることが明らかとなった．
菌根菌特異的脂肪酸の組成割合および含有
量は 2 次根以下の方が大きかった．特に全脂
肪酸量において，9 週目の 1 次根では菌根形
成により若干増大したが，2 次根以下では 6
週目以降著しく増大した．したがって，菌根
形成は 2次根以下に多く発達していると考え
られた． 
菌根菌特異的脂肪酸の組成割合は 1 次根，

2 次根以下ともにエンレイの二重接種区で減
少し，菌根形成強度と同様の傾向を示した．
しかし，菌根菌特異的脂肪酸の含有量は 1次
根ではエンレイの二重接種区で減少したが，
2次根以下ではほぼ同じであった． 
 以上の結果より，ダイズ根では根粒着生に
より発動するオートレギュレーション機構
によって菌根形成が抑制されていることが
明らかにされた．また菌根菌特異的脂肪酸の
測定結果から，根粒が多く着生する１次根で
その影響が大きいことが示唆された． 
 
（２）根粒超着生ダイズにおける病原菌の感
染様式（担当：山本） 
 観察の結果，ほとんどの病害に対していず
れの超着生系統も原品種との間に病度の違
いは見られなかった．唯一，黒根腐病に対し
ては遺伝背景にかかわらず根粒超着生系統
での発病が増えた． 
 
（３）根粒超着生ダイズ変異体の根浸出物が
アーバスキュラー菌根菌の外生菌糸の生長



 

 

に及ぼす影響（担当：俵谷） 
①実験１ 
 Gigaspora margarita の外生菌糸長及び分
岐数は，根の浸出物添加２４時間後には処理
区間で差がなく，根の浸出物添加４８時間後
に En6500 でエンレイ及び対照区より大きい
傾向であった. 
②実験２ 
 Gigaspora margarita の外生菌糸長はエンレ
イ及びBraggの根の浸出物中で対照区より長か
った．En-b0-1,NTS1007 の根の浸出物中の外生
菌糸長は対照区と差がなかった． 
以上の結果から根粒超着生変異体の菌根形成
における根の浸出物の影響は小さく，変異体の
菌根形成は根内における内生菌糸の発達段階
で調節されていると考えられた． 
 
（４）ダイズ根粒非着生変異体の原因遺伝子
の解明（担当：原田） 
 Nod ファクター受容体をコードするミヤコ
グサ NFR1 遺伝子と高い相同性を示したダイ
ズ EST(AW569927)由来の DNA 多型が En115，
En1314 変異体の各 F2 マッピング集団におい
て，根粒非着生表現型と共分離の傾向を示し，
B2 連鎖群上に位置付けられた． 
 AW569927 の塩基配列を利用して各変異体
より遺伝子を単離し，これを GmNFR1αとした．
各変異体における GmNFR1α 遺伝子の塩基配
列を決定した結果，En115 ではイントロン内
のスプライスドナーサイトに一塩基置換が，
En1314では678bpの欠失が存在することがわ
かった．また F2 マッピング集団において根
粒非着生表現型が AW569927 マーカーと共分
離しなかった En1282 でもアミノ酸置換を伴
う一塩基置換が検出された． 
 ところが，GmNFR1α遺伝子の変異を検出す
るプライマーを設計してマッピングを行っ
た結果，GmNFR1α遺伝子は AW569927 マーカ
ーとは異なるD1b 連鎖群上に座乗することが
わかった．En115，En1314 変異体の各 F2 マッ
ピング集団では，この単離した GmNFR1α遺伝
子と AW569927 マーカーの遺伝子型がいずれ
も変異体型になると根粒非着生の表現型を
示したことから，ダイズには D1b 連鎖群上の
GmNFR1α遺伝子の他に B2 連鎖群上に GmNFR1
β遺伝子が存在し，En115 と En1314 では，こ
れら両方の遺伝子に変異が生じている可能
性が示唆された． 
 
（５）根粒超着生ダイズ変異体の根粒着生・
菌根形成に及ぼす窒素・リン酸施肥の影響
（担当：礒井） 
①施用窒素濃度の影響 
 関東 100 号の根粒着生はエンレイの数倍量
を示し，窒素 400mgNkg-1施用区では両品種の
根粒着生は大きく抑制されたが，乾物重，窒
素・リン吸収量，菌根形成への影響は顕著で

はなかった． 
②施用リン酸濃度の影響 
 菌根形成強度および樹枝状体形成率はエ
ンレイに比べて関東100 号において高い傾向
を示し，両品種ともリン施用量の増加に反比
例して減少した．植物体の乾物重，窒素・リ
ン吸収量，根粒形成は，リン施用量の増加に
伴い増加した． 
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