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研究成果の概要： 

根粒菌が土壌中で生活しているスタイルから共生スタイルへ変化する時のタンパク質の変化や、

根粒オルガネラ（ミトコンドリア）タンパク質について網羅的に解析を行い、共生窒素固定に

関与するタンパク質を検索した。このプロテオーム解析結果を利用してダイズ根粒菌バクテロ

イドで発現するタンパク質発現を抑制させた根粒菌破壊株を作製し、根粒形成あるいは共生窒

素固定に関与するバクテロイドタンパク質を検索した。その結果、Bj80 変異株が共生窒素固定

に関与する遺伝子を欠損していることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

マメ科植物と根粒菌の共生窒素固定は、穀物

で全窒素の 28-40%、牧草で 40-70% を占め

る重要な農業形質である。細胞内共生である

根粒組織形成についての分子論的解析は変

異体の Map-base cloning が強力なアプロー



チとなり、この数年間で急速に進展した。こ

の結果、一連のタンパクキナーゼを介した根

粒菌、菌根共通の共生組織形成シグナル伝達

系が明らかになった。次の目標は二つの生物

が共に分化して、複雑な代謝統合機能を発現

している共生組織特有の機能発現の解析、窒

素固定効率の向上である。例えば、何故根粒

菌が自分に必要以上の窒素固定を行うアン

モニア生産工場になってしまうか、この植物

側制御機構は依然不明である。この解析に必

須なミヤコグサ及び根粒菌のゲノムシーク

エンスは終了し（かずさ DNA 研究所 2004

及び 2006）、タンパクレベル、代謝物レベル

での解析も可能になり、モデルマメ科植物か

らダイズなど重要作物での機能解析研究展

開が視野に入ってきた。当研究室はマメ科共

生窒素固定系のグローバルなトランスクリ

プトームプロジェクトに参加し、モデルマメ

科植物であるミヤコグサ(Lotus japonicus)と

根粒菌マクロアレー解析（2004）、根粒菌、

ミトコンドリアのプロテオーム解析（2004）、

ミヤコグサタンパクキナーゼ解析（2005）を

発表してきている。この成果に基づいて、ミ

ヤコグサ PEPC 遺伝子（2006）、共生特異的

リングフィンガー遺伝子（2006）、Snare 遺

伝子（2006）等が窒素固定活性や根粒形成な

どの表現型に影響を与えることを見いだし

てきた。 

 
２．研究の目的 

ダイズ根粒菌の NAD-malic enzyme 欠損株を

用い、ミヤコグサと同様の解析を行う。その

ためにバクテロイドを含む感染細胞と含ま

ない非感染細胞を分別し、細胞間の代謝比較、

根、感染細胞、非感染細胞間の物質輸送系比

較、マクロアレー、real-time PCR による根、

感染細胞、非感染細胞間の遺伝子発現比較、

呼吸及び窒素固定活性を分析する。 

 
３．研究の方法 

 
ダイズ根粒と根からミトコンドリアタンパ

ク質をパーコール密度勾配により分画した。

その後二次元電気泳動を行い CBB 染色後ゲ

ルからタンパク質を切り出し、ペプチドマス

フィンガープリント(PMF)法と N 末端アミ

ノ酸シークエンスにより同定を行った。また、

ダイズバクテロイドタンパク質についても

同様に同定を行う。バクテロイドタンパク質につ

いては、感染後 10,28,56 日目のバクテロイドタン

パク質を分画し経時的な発現を調べた（図１）。

根粒菌 Free living と比較してバクテロイド分化で

発現が増加したタンパク質をコードしている遺伝

子破壊を試みた。遺伝子破壊はカナマイシンカ

セットを導入することで行った。 

 
４．研究成果 

ダイズ根粒タンパク質は、感染後 7, 10, 14, 

21, 28, 49 日目のそれぞれのバクテロイドタ

ンパク質から抽出した。比較として Free 

living 根粒菌からもタンパク質を抽出した。

それぞれの根粒から抽出したバクテロイド

タンパク質は二次元電気泳動を行い、PMF 法

によるタンパク質の同定およびイメージマ

スターを用いて画像解析を行った。２７８個

のアノテーションによるタンパク質スポッ

トのうち、167 個のタンパク質を同定するこ

とが出来た。このタンパク質について発現パ

ターンに応じて４個のクラスターに分類し

た(図１)。Free living タンパク質とバクテ

ロイドタンパク質を比較した結果、44 個のタ

ンパク質がバクテロイドでのみ同定できた。

そのうち、31個は感染後７日目に発現量が増

加したタンパク質であった。また、バクテロ

イドで発現しているタンパク質の中で８７

個のタンパク質が感染のステージによって



発現量の増減が確認できた。 

 

図１根粒菌バクテロイドタンパク質の経時

的な変化 

 

窒素固定が活発な感染後２１日、２８日目に

増加するタンパク質をコードしている遺伝

子にストレプトマイシン、スペクチノマイシ

ン耐性遺伝子を挿入した遺伝子破壊株の作

成を行った。この変異株をダイズに感染させ、

窒素飢餓の症状が観察されるか調べた。その

結果、NAD-malic enzyme や 488hypothetical 

protein 遺伝子を欠損させた根粒菌をダイズ

に感染させると、ダイズ根粒のアセチレン還

元活性の低下が見られダイズに窒素欠乏の

症状が観察された(図２)。NAD-malic enzyme

欠損株(DME::Ω)根粒に蓄積している有機酸

量を野生株根粒と比較した結果、DME::Ω根

粒でリンゴ酸やαケトグルタル酸の蓄積量

がそれぞれ、1.5 倍、3 倍増加していた。ま

た、DME::Ωバクテロイドの二次元電気泳動

を行い、野生株バクテロイド二次元電気泳動

パターンと比較した結果、アミノ酸サイクル

に関与するタンパク質が減少していた。 
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（図２）DME 変異根粒菌感染ダイズ（白）と

野生株感染ダイズ（黒）の形態的特徴 

 

一方、Hypothetical proteinである 488 タン

パク質が欠損した菌株をダイズに感染させ

た場合も窒素欠乏の症状が現れた。このタン

パク質はシトクロームCへの銅を輸送するシ

ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 領 域

(HX10MX22HXM)を保存していた。この結果から、

バクテロイド誘導型シトクロームCに特異的

に銅を輸送するためのシャペロンが存在す

ることが明らかとなった。 
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