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研究成果の概要（和文）：植物と微生物との共生によって窒素固定を行うマメ科植物の根粒共生において、新た
な制御因子PSATを発見した。植物ステロールの恒常性維持に機能することが知られている因子だが、脂質分析を
行ったところ、共生におけるPSATの機能は、脂質におけるそれとは異なることが分かった。PSATは一部の共生関
連因子とのみ強い遺伝学的な相関を示し、根粒共生における未知のシグナル経路の存在を示唆するなど、根粒共
生のより深い理解に繋がる成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified PSAT as a novel regulatory factor in root 
nodule symbiosis (RNS), in which legume plants and symbiotic microorganisms fix atmospheric 
nitrogen. PSAT functions in the sterol homeostasis in Arabidopsis. We found that the function of 
PSAT in RNS can be uncoupled from that in the sterol homeostasis. PSAT represented a strong 
genetical correlation with a small subset of symbiotic genes. Together with its mysterious 
subcellular localization, oud data imply the existence of novel signaling cascades in RNS. The 
results we obtained through this study add novel information to the field of plant-microbe symbiosis
 to help deeper understanding of RNS in the views of genetics and molecular biology.

研究分野： 植物科学

キーワード： 植物生理　共生　分子生物学　植物微生物相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで報告の少ない「植物ー微生物共生における負の制御機構」について、本研究で新たな因子PSATを同定し
た。PSATの遺伝学的上位性や細胞内局在等の結果は未知の共生シグナル経路の存在を示唆しており、当該分野に
新たな知見を加えることができた。根粒共生の分子生物学的な理解をより深めることで、根粒共生能のマメ科以
外の植物への賦与といった、SDGsに直結する課題解決への礎として、今後の研究への応用、発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 マメ科植物と微生物との共生機構の解明は、分子育種や非マメ科植物への共生窒素固
定能の賦与などを通じて、人類社会の目標の一つである「持続可能な食糧生産」に貢献
し得る。マメ科植物は共生菌からのシグナルを受け取ると、根粒・菌根共生双方に必須
な共通共生経路を活性化し、それぞれの共生に必要な遺伝子の発現を制御する。これま
で、主に順遺伝学的なアプローチによって共通共生経路等を構成する因子がいくつか発
見されている。一方、共生を負に制御する因子については、地上部を介して根粒数を制
御するペプチドホルモンとその受容体を除いてほとんど報告がない。申請者らは、根粒
共生変異体背景で根粒共生を復帰する復帰変異体を得ており、根粒共生の負の制御因子
として植物ステロールの恒常性維持に機能する PSAT を同定した。PSAT の機能解析を通
じて新たな共生制御機構の解明に挑む。 
  
 
２．研究の目的 
 申請者らが予備的研究で同定した根粒共生復帰変異体の原因遺伝子 PSAT は、シロ
イヌナズナではステロールの恒常性維持に寄与する。本研究では、PSAT の機能欠損が
共生変異体に根粒を形成させた原因について、植物ステロールに着目して未知の根粒共
生制御物質の同定を試みる。また、根粒共生における PSAT の遺伝学的な位置を明らか
にし、復帰変異体や psat 変異体の詳細な解析を行うことで、その作用機序を解明する
手がかりを得る。 
 機能性成分として注目される植物ステロールだが、植物―微生物共生機構に機能する
という報告はない。また、形態形成や老化、耐病性など、ステロールが制御する植物の
様々な事象がどのように引き起こされるのか、そのメカニズムの詳細は不明である。
PSAT による根粒共生の新奇制御機構を明らかにするとともに、植物ステロールと根粒
共生との関係を紐解く本研究は当該分野においてユニークであり、マメ科植物の共生機
構をより深く理解するためのみならず、より広い学術分野おける植物ステロールの作用
機序解明に繋がる重要な知見を得ることができる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）質量分析装置を用いて、PSAT の有無による脂質の組成を比較する。予備実験にお
いて、シロイヌナズナで同定されたほぼすべての脂質がミヤコグサから検出されたこと
から、ミヤコグサにおいても脂質プロファイルの測定・比較は可能である。 
 
（２）PSAT の有無に相関して検出量に違いのあるステロールあるいはその誘導体を発
見し、それが根粒共生に影響するかを調べる。標品が入手可能な場合は標品を利用し、
そうでない場合は合成を試みる。 
 
（３）復帰変異体の表現型や PSAT の性情を解析する。PSAT の発現レベル、蛍光ラベル
した根粒菌を用いた共生表現型解析、またプロモーターレポーター解析や PSAT の局在
解析を行う。 
 
（４）共生シグナル経路における PSAT の遺伝学的上位性を調べる。共生シグナル経路
のさまざまな変異体と PSAT 変異体との二重変異体を作成し、根粒共生表現型を調査す
る。 
 
（５）共生復帰変異体とその親株である共生変異体の RNA-seq を行い、遺伝子の発現解
析から PSAT の作用を探る。 
 
 
４．研究成果 
（１）「PSAT の機能欠損はミヤコグサのステロール組成をどう変えるか」 
 脂質分析の結果、psat 変異体の一つである psat-2（レトロエレメント挿入による機
能欠損）はステロールエステルをほとんど生産せず、野生株とは大きく異なる脂質プロ
ファイルを示した。共生に関与する物質を絞り込む目的で、psat 変異体の別アリルで
ある psat-1（アミノ酸点変異）と共生変異体 castor-6 との二重変異体である CR2 を利
用して脂質の解析を行った。CR2 は castor 復帰変異体のスクリーニングで選抜された
変異体であり、根粒共生が復帰する。この CR2 の脂質プロファイルは、親株である
castor-6 とほとんど変わらないものであった。psat-1 では検出されなかったステロー



ルエステルも親株と同じレベルで検出されたこと（図 1）から、psat-2 は PSAT のアシ
ルトランスフェラーゼ活性を保
持しており、しかし共生における
抑制的な機能は失っていること
が強く示唆された。この結果を受
け、当初予定していた「ステロー
ルあるいはその誘導体による根
粒共生の制御」の調査を変更し、
ステロール恒常性維持ではない
PSAT による共生制御について調
査を行うこととした。 
 
（２）「復帰変異体の根粒共生表
現型の解析」 
 根粒形成の Kinetics を野生株
と psat 変異株とで比較したとこ
ろ、psat 変異株は野生株よりも成
熟根粒が少ないこと、復帰変異体
は根粒形成のタイミングが野生
株よりも遅く、成熟根粒はさらに
少ないことが分かった。psat 変異株と二重変異体の地上部生育は野生株よりも共生変
異株に近く 、着生した根粒がほとんど窒素固定活性を示さないことが示唆された。psat
変異株と野生株とでは差が見られなかった表皮における感染イベントは、接種後 4週経
っても二重変異体では観察されず、psat の機能欠損は castor の感染イベントの復帰に
作用するのではないことを明らかにした。 
 超薄切片を作
成し根粒菌を染
色したところ、バ
クテロイドの密
度にやや差異が
見られたものの、
二重変異体にお
いても感染細胞
が観察されたこ
とから（図 2）、二
重変異体でも根
粒形成とその感
染メカニズムは
起動していた。 
 
（３）「PSAT の性情解析」 
 PSAT プロモータは根の維管束で強い活性を示し、感染部位や根粒原基などで誘導さ
れることはなかった。またミヤコグサ PSAT はシロイヌナズナで報告されているように
細胞内の小顆粒に局在した。タバコの葉でシロイヌナズナの PSAT を発現させると小胞
体上に局在するという報告がされたこ
とから（Shimada 2019）、ER マーカーと
PSAT との局在を観察したが、ミヤコグサ
の根では PSAT は小胞体には局在しなか
った（図 3）。PSAT タンパク質も根粒菌
接種で局在や量が変化することはなか
った。（4）で示すように PSAT と CASTOR
には強い遺伝学的な繋がりが見られた
が、CASTOR は核膜あるいは色素体に局在
することから（Imaizumi-Anraku 2005）、
PSAT と CASTOR との物理的な相互作用は
考えにくい。間接的な関連があると示唆
される。 
 
（４）「共生における PSAT の遺伝学的上位性」 
 根粒共生におけるシグナル経路は、根粒共生シグナルである Nod 因子の受容体から下
流に向けて、受容体キナーゼである NFR1/NFR5、SymRK、カルシウムスパイキングの起動
に必要な CASTOR/POLLUX、カルシウムスパイキングのデコーダであるタンパク質キナー
ゼ CCaMK、CCaMK によって活性化される転写因子 CYCLOPS から成る。これらの変異体と



psat 変異体との二重変異体を作成し、その共生表現型を調べた。その結果、psat 変異
体は castor 変異体背景でのみ、根粒共生を復帰することが明らかになった。psat 変異
による根粒共生の復帰は、点変異である castor-6 のみならず、null 変異体である
castor-4 でも観察された。これまでカルシウムスパイキングの起動に必要とされてき
た、イオンチャネル CASTOR と POLLUX だが、psat 変異株背景ではこれらイオンチャネ
ルの機能を分離できることが分かった。今後、CASTOR と POLLUX の機能解析の進展につ
ながる可能性が考えられる。 
 
（５）「共生における PSAT の機能」 
 （１）で実施した脂質プロファイルの解析から、根粒共生における PSAT の機能はス
テロールの恒常性維持とは分離されることが示唆された。そこで、共生復帰変異体であ
る CR2、その親株である castor-6、castor-6と psat-2 の二重変異体に根粒菌を接種し、
非接種と接種 1週、2週でサンプリングした RNA-seq のデータを解析した。castor-6 と
比較して、CR2 と二重変異体に共通して発現変動する遺伝子を抽出した。既知の共生因
子に加え、アクアポリン、防御応答関連因子、受容体やキナーゼなど、29 遺伝子を得
た。しかしながら、これら遺伝子の既知の情報では、PSAT と CASTOR とを繋ぐシグナル
を特定するには至らなかった。 
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