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研究成果の概要（和文）： マメ科植物の根粒は、根粒菌が分泌するNod factorによって誘導さ
れる。本研究課題では、ミヤコグサのNod factorシグナリングの構成因子であるNSP1, NSP2に着
目し、HAR1を介した全身的なフィードバック制御との関連を解析した。また根粒形成と菌根形成
に必要とされるヌクレオポリンSeh1を特定し、NUP85との相互作用を明らかにした。さらに、HAR1
の下流に位置する根制御の新規根粒過剰着生変異体tmlを単離し、その原因遺伝子を特定した。 
 

研究成果の概要（英文）： Nod factors secreted from rhizobia lead to the formation of novel organs, 

termed nodules. We focused on Lotus japonicus NSP1 and NSP2, the components of nod factor 

signaling pathway, and analyzed their actions in relation to HAR1-mediated systemic regulation of 

nodulation. Then we identified a nucleoporin Seh1 required for nodulation and arbuscular 

mycorrhization, and elucidated its physical interaction with NUP85. Furthermore, we identified a novel 

regulator TML that functions in the roots downstream of HAR1. 
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１．研究開始当初の背景 

 マメ科植物と根粒菌の相互作用によって
形成される共生窒素固定器官・根粒は、植
物の可塑性な発生研究のモデルとして非常
に興味深い器官である。その形成は、根粒
菌が分泌するNod factorによって誘導され
る。Nod factorはキチンオリゴ糖を基本格
としたリポキチンオリゴサッカライドであ

り、これを宿主であるマメ科植物が認識す
ると、５分ほどで、細胞内の核周辺部でカ
ルシウムスパイキング（カルシウムの周期
的な振動）が発生し、根粒形成の開始を制
御するNinやENOD40等の遺伝子発現が誘
導される。   
 Nin などの根粒形成開始遺伝子が発現す
ると、根粒菌は根毛のカーリングによって
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取り込まれ、感染糸の内部で増殖しながら
宿主の細胞内に侵入していく。また平行し
て皮層組織で細胞分裂が誘導され根粒原基
が形成される。このように Nod factor は、
カルシウムスパイキング、遺伝子発現、細
胞分裂、器官分化という多くの興味深い現
象を伴っている。また、根粒形成の初期過
程に必須の遺伝子の多くは、陸上植物で最
も普遍的かつ重要なアーバスキュラー菌根
菌との共生にも必要であることが近年明ら
かにされている。Nod factor を宿主植物が
受容してからのシグナル伝達系を分子レベ
ルで解明することは、根粒形成の初期過程
のみならず、アーバスキュラー菌根菌との
共生のシグナリングの分子基盤を明らかに
する上でも重要である。  
 これまでに日本に自生するマメ科の草本
ミヤコグサを用いて、網羅的な突然変異体
のスクリーニングから、約５０系統の根粒
形成変異体を単離し、遺伝解析から２２遺
伝子座を特定してきた。それらの共生変異
体を Nod-, Hist-, Fix-, Nod++の４種類の変
異体カテゴリーに分類した。Nod-変異体か
らは、遺伝解析とマッピングにより８遺伝
子座を同定し、国内外の研究者との協働に
より６つの原因遺伝子 (NSP2, NUP85, 
CCaMK, Castor, Pollux, Cyclops)につい
を同定した。一部詳細を述べると NUP85
はヌクレオポリン様タンパクをコードして
おり、Nod factor の受容により誘導される
カルシウムスパイキングに必要な宿主因子
であった。また、NSP2 が GRAS family
に属する転写因子様タンパクをコードして
おり、カルシウムスパイキングの下流で機
能すること、Nin や ENOD40 という根粒
形成開始遺伝子の発現誘導に必須であるこ
とを見いだした。 
 

２．研究の目的 

 以上の研究背景をもとに、本研究課題で
はミヤコグサの共生変異体を用いて根粒形
成初期シグナリングの分子レベルでのさら
なる解明を目指す。特に、根粒菌の感染依
存的なフィードバック制御とNSP1, NSP2
の発現制御を明確にするとともに、イオン
ビーム照射により単離された新規根粒非着
生変異体の原因遺伝子を同定し、Nod 
factor シグナル伝達の構成因子との関連を
明らかにする。さらに、HAR1 を介した根
とシュートを介した遠距離フィードバック
制御機構と Nod factor シグナル伝達の構
成因子との相互作用を分子レベルで解析す
ることによって、根粒形成初期シグナル伝
達の制御機構を明らかにすることを目的と
する。 
 

３．研究の方法 

（１）Promoter::GUSアッセイ 
 根粒形成の開始は組織間あるいは細胞間
のコミュニケーションにより緻密に制御さ
れていると考えられる。NSP1 と NSP2 の
発現する組織を特定し、根粒菌の感染によ
ってどのように発現パターンが変動するの
かを明らかにする。NSP2 プロモーターは
変異体の根粒非着生表現型を相補した開始
コドンから 5.1-kbp の領域を用いた。 
NSP2 promoter::GUS 遺 伝 子 は
Agrobacterium tumefaciens を用いた胚軸
形質転換法でミヤコグサに導入した。得ら
れた形質転換体の GUS 活性を無処理、あ
るいは根粒形成過程で調べた。また、NSP2 
promoter::GUS 形質転換ラインと har1 変
異体を交配して、NSP2 promoter::GUSを
har1 変異体に導入した。野生型と har1 
background で発現領域が異なるかどうか
調べた。 
 
（２）NSP2 過剰発現体の表現型解析 
 NSP2 を過剰発現させた形質転換体を用
いて、根粒形成過程での NSP2 の役割、さ
らには他の制御因子とのタンパク質レベル
の相互関係について検討した。DsRED を
発現する根粒菌をNSP2過剰発現体に接種
して、感染初期過程での影響について詳細
に細胞組織レベルで調べた。さらに、発現
レベルが異なる形質転換ラインで根粒数と
根粒形成領域を調べた。 
 
（３）NSP2 タンパク質の検出 
 NSP2 のアミノ酸配列からペプチド抗体
を作製した。野生型と har１変異体の根の
先端領域を集め、根粒菌接種後の NSP2 タ
ンパクのレベルの変動を解析した。 
 
（４）har1 変異体における NSP2 の過剰
発現解析 
 根粒形成のオートレギュレーションの中
でNSP2が果たす役割を明らかにするため
に、har1 background で NSP2 を過剰に発
現させ、har1 と比べて根粒数が増加あるい
は根粒形成領域が広がるかどうか調べた。 
 
（５）新規根粒非着生変異体の原因遺伝子
の同定 
 ミヤコグサ Miyakojima MG-20の種子に C6+

ビーム照射して単離された新規根粒非着生
変異体 nena (1978)と daphne さらには根
粒過剰着生変異体 too much love (tml) の
原因遺伝子を同定するために、Gifu B-129
を交配し、ポジショナルクローニングを行
った。その結果同定された候補遺伝子につ
いては、Agrobacterium による相補実験を
行った。さらに、原因遺伝子の発現、タン
パク質の局在解析等を行った。 



 

 

４．研究成果 
（１）Nod factorシグナル伝達系の構成因子
NSP2の感染依存的な発現抑制 
 
 ミヤコグサより単離した根粒形成の開始
に必要とされる GRAS ファミリーの転写因子
NSP2のプロモーターに GUS遺伝子を連結させ
たコンストラクトを作成し、アグロバクテリ
ウムを介した stable 形質転換法でミヤコグ
サに導入した。その後、ミヤコグサ根粒菌
Mesorhizobium lotiに対する応答を解析した。
その結果、野生型では NSP2 は根で構成的に
発現しているものの、感染後７日目の根粒形
成能の高い根の先端領域で GUSの発現の低下
が観察された。またリアルタム PCRにより根
の先端部位での NSP1, NSP2 等の遺伝子の発
現解析を行った結果、感染後１日で NSP2 の
発現が抑制されることが分かった。一方、
NPS1 ではそのような発現変動は観察されな
かった。このことから NSP2は他の Nod factor
シグナル伝達系の構成因子と異なり、感染依
存的な根粒形成能と根粒菌の受容能の低下
を引き起こしていることが示唆された。 
 次に NSP2 タンパクのペプチド抗体を作成
し、根の先端領域で根粒菌感染後のタンパク
質量の変動を解析した。ウエスタンブロット
解析の結果、強い非特異的バンドが NSP2 タ
ンパクの近くに出現したため、検出条件の検
討に手間取ったが、最終的に NSP2 タンパク
を再現よく検出することができた。根粒菌を
感染させると、野生型の根の先端領域におい
て、NSP2タンパク量の減少が観察された。し
かし根とシュート間の遠距離シグナル伝達
が破綻した har1 変異体では、タンパク量の
減少は観察されなかった。このことから、シ
ュートで働く HAR1 レセプター様キナーゼは
遠距離シグナル伝達を介して根の先端領域
における NSP2 タンパクの分解等に関わって
いることが示唆された。 
 根粒菌の感染を受けてから根の先端領域
でフィードバック制御が生じる現象は 1980
年に Bauerらによって報告されたが、その後
30 年以上その分子機構は明らかにされてい
ない。今回の知見は、NSP2が根粒菌感染のフ
ィードバック制御のターゲットとなってい
ることを示唆するものであり、極めて興味深
い。 
 
（２）根粒形成と菌根形成の初期過程が破綻
したミヤコグサ変異体 nena (1978)の原因遺
伝子の同定 
 
 Nod factorシグナル伝達系に位置し、根粒
形成とアーバスキュラー菌根形成の初期過
程が破綻したミヤコグサ 1978変異体 nenaに
ついてポジショナルクローニングで候補遺
伝子を特定した。さらに相補実験によってそ

れが原因遺伝子であることを確認した。NENA
の原因遺伝子は、細胞核の核孔を形成するヌ
クレポリンの一種をコードしており、酵母や
動物の SEH1と相同性が検出された。実際 GFP
を用いて NENAの細胞内局在を調べてみると、
核膜に観察された。また興味深いことに、原
形質連絡と思われる部位にもスポット上に
GFP蛍光が確認された。酵母や動物では SEH1
は NUP85と相互作用することが知られている。
酵母ツーハイブリッドシステムで解析した
ところ、NENAは以前我々がミヤコグサより特
定したヌクレオポリン NUP85と相互作用する
ことが示された。 
 
（３）Nod ファクターシグナル伝達系が破綻
した新規根粒非着生変異体 daphne の表現型
解析と原因遺伝子の特定 
 
 ミヤコグサにイオンビーム照射を行い根
粒形成が全くみられない新規共生変異体
daphne を単離した。daphne は、根粒菌が感
染しても根に細胞分裂が誘導されず根粒原
基がまったく形成されない変異体だが、根粒
菌が細胞内共生する上で必要とされる感染
糸形成が過剰に形成されるという大変興味
深い表現型を示した。マップベースクローニ
ングの結果、daphneの根粒非着生の表現型は
ゲノム上の二ケ所と連鎖しており、さらに
inverse PCR 法により、既知共生遺伝子 NIN
の約 7kb上流での染色体間の相互転座が生じ
ていることを見出した。既に報告のある nin
との交配によるアレリズムテストの結果、
daphneは新規の ninアレルであることが判明
した。ninの根粒非着生の表現型は daphneと
同様であるが、感染糸を全く形成しない点で
daphneとは正反対の表現型である。これまで、
「感染」と「器官発生」の二つの現象を司る
分子メカニズムを互いに分離して解析する
ことは実験的に困難であったが、daphneはそ
れを可能にするはじめての変異体になりう
ることが示唆された。  
 
（４）根粒形成を根で負に制御する新規因子
TOO MUCH LOVE (TML)の特定 
 
 根粒菌が分泌する Nod factor は根粒形成
を誘導するという正の制御因子として機能
するだけでなく、HAR1を介した負の遠距離制
御系を活性化することによって根粒形成を
抑制する。Nod factor は NSP2 等を介して根
粒抑制活性のある CLE-RS1/2遺伝子を根で顕
著に誘導する。TML を介したフィードバック
制御機構と CLE-RS1/2の関連を明らかにする
ために、tml 根粒過剰着生変異体において
CLE-RS1/2 を過剰発現させた。その結果、根
粒形成の抑制は全く観察されなかった。この
ことから TMLは CLE-RS1/2遺伝子によるフィ



 

 

ードバック制御に必須であることが示され
た。次に TMLの候補遺伝子を野生型に導入し
過剰発現したところ、根粒形成は抑制されず
逆に顕著に増加した。同様な表現型は候補遺
伝子の RNAi によっても観察された。遺伝子
の過剰発現や抑制により顕著に根粒数が増
加するという報告例は過去になく、世界初の
発見となった。 
 
 以上、本研究課題を通じて、Nod factorシ
グナル伝達の分子レベルの解明が大きく進
んだ。Nod factorは根粒形成の誘導のみなら
ず、CLE-RS1/2 ペプチドや HAR1、TML を介し
た遠距離フィードバック制御にも関わって
いる。本研究では、Nod factorの根粒形成の
正と負の制御に関わる分子機構の解明に貢
献することができたと思われる。 
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