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研究成果の概要（和文）：根粒形成や窒素固定を伴うマメと根粒菌の相互作用にとって、重要な役割をもつ共生遺伝子
群は、他の一般的遺伝子とは異なる、特別な進化を経てきた可能性がある。様々なバクテリアのゲノム情報を比較して
、この特別な進化をたどることで、根粒菌に特異的と考えられる共生遺伝子を新しく推定し、その進化を解析した。そ
の結果、従来αプロテオバクテリア起源と考えられてきたマメ科根粒菌の起源が、βプロテオバクテリアにあるであろ
うことを発見した。さらに、今まで共生機能が知られていなかった遺伝子の中に、根粒菌に特徴的な分子進化を経た可
能性があるものがあることがわかった。これらへの遺伝子破壊により共生機能の確認を行っている。

研究成果の概要（英文）：There is a possibility that the symbiosis genes with an important role for the nod
ulation and nitrogen fixation passed through the special evolution that may be different from the other ho
usekeeping genes. We compared the genomic information of various bacteria using the background information
 of symbiosis with legumes and inferred the new symbiotic nodulation genes and the evolution of this symbi
osis. We examined large scale phylogenetic profiling and revealed the evolutionary origin of nodulation ge
nes. Contrary to the widely accepted scenario of the alpha-proteobacterial origin of rhizobia, our exhaust
ive analysis showed that the nodulation symbiosis of rhizobia with legumes may have originated from beta-p
roteobacterial family. Furthermore, we found that there was a possibility that several genes which symbios
is function was not known so far are characteristic of root nodule bacteria. We confirm the symbiosis func
tion of these genes by the gene destruction.
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１．研究開始当初の背景 

 基本的に多くの比較ゲノム解析では BLAST

等で配列類似性が推定できない場合、遺伝子

機能は unknown となり、結果として全ゲノム

解読済みの生物ほぼ全てにおいて多くの遺

伝子が「機能未知遺伝子」に分類されてきた。

これに対し、いくつかの進化的仮定に基づく

機能推定法（系統プロファイル法、ロゼッタ

ストーン法、近傍遺伝子法、ミラーツリー法

等）が開発され各種データベースとともに公

開されてきた。ところが根粒菌の共生関連遺

伝子である nod 遺伝子群を用い、これらの方

法で機能推定を行ったところ、ほとんどの

nod 遺伝子の共生機能がどのデータベースで

も推定できないことがわかった。この理由は、

従来の進化的機能推定法が単純すぎる仮定

に基づいていたためと考えられた（例、系統

プロファイル法：根粒菌は持つが他の生物が

持たない遺伝子を共生遺伝子と推定、近傍遺

伝子法：ゲノム上で共生遺伝子の近傍にいつ

も存在するものを関連機能遺伝子と推定）。

近年、数多くの遺伝子に対し分子進化解析が

なされ、これらの推定法でわかる以外にも

様々な進化的特徴が発見されている。私も

nod 遺伝子群について解析を行ったところ、

遺伝子重複と正の自然選択（nodD）、遺伝子

機能の平行進化（nodM）、遺伝子水平移行に

伴う宿主特異性進化（nodFE）などが示唆さ

れることがわかった。さらに今まで共生機能

の知られていなかった遺伝子のいくつかに

nod 遺伝子と同じ進化的特徴がある可能性が

見つかった。そこで「nod 遺伝子群と同じ進

化的特徴をもつ遺伝子をゲノム網羅して探

索すれば未発見の共生遺伝子が見つかるの

ではないか？」と考えこれに実験による検証

を加えることで本研究を着想するに至った。 

 

 

２．研究の目的 

 数万を超える多様な生物のゲノムの配列

解析が進み情報が莫大に蓄積する現在、従来

の比較ゲノミクスでなされてきた「配列類似

性による遺伝子機能推定」を拡充した解析法

が望まれている。そこで私は新しく“進化的

特徴の類似性に基づく遺伝子機能推定法”を

開発することにより、機能進化ゲノミクス

（Functional Evolutionary Genomics）分野

を展開したいと考えた。本研究では、「注目

する形質にとって重要な遺伝子と同じ進化

的特徴をもつ（機能未知）遺伝子を、ゲノム

を網羅して数理的に探索し、実験的に形質へ

の関与（機能）を検証すること」を具体的目

標と考えた。そこで本研究の目的は分子生物

学的には「機能未知遺伝子の進化的機能推定

法の開発」、進化学的には「推定遺伝子の祖

先機能復元実験による進化理論の実証」を考

えた。 

 本研究の進行ではまず（１）既知の共生関

連遺伝子がもつ分子進化的特徴を調べ上げ、

次に（２）見つかった進化的特徴への類似性

を指標とし、根粒菌を含む多種バクテリアゲ

ノム情報を用いた計算で共生関連機能の未

発見な遺伝子を網羅的に探索し、（３）新し

く推定された遺伝子が果たして共生関連機

能を有するかを確かめるため、分子生理実験

による機能の検証を行うことを計画目標と

した。 

 

 

３．研究の方法 

研究方法は以下のように２つのアプローチ

からなる研究にわけることができる。 

（１、数理的アプローチ）進化的解析による

遺伝子機能推定アルゴリズム・プログラムの

開発 

 比較ゲノムとしての、遺伝子クラスタリン

グ、系統プロファイル法を拡張し、根粒共生

に関わる遺伝子の推定を試みた。系統樹を幾

何グラフとしてトポロジーを考え、まず注目

している生物の遺伝子を内包する仮想単系



統群全ての数え上げを行った。次にそれぞれ

の単系統群の要素（生物、遺伝子）を、前も

って入力済みの「特別な形質を示す集合（根

粒菌集合）」と比較解析した。別に分類学的

な生物集合（αプロテオバクテリア）につい

ても同様に比較することで、大もとの系統樹

がどれだけ種の系統樹に類似しているか、あ

るいは根粒形成に得意的なのかを解析した。 

（２、実験的アプローチ）遺伝子破壊系と祖

先 DNA 配列復元系の開発および感染実験 

 材料としてマメ科モデル植物ミヤコグサ

の MG-20 系統および共生菌 Mesorhizobium 

loti MAFF30309 を利用した。共生関連機能の

推定された機能未知遺伝子を分子生物学的

手法（recombinant  PCR と Gateway システム

による遺伝子破壊用ベクターへの導入、およ

び相同組み替えによる遺伝子の破壊）により

行った。作成された根粒菌突然変異体を用い

in vitro での着生実験を行い、根粒形成と窒

素固定系への影響を調べた。 

 この他さらに以下の基礎研究と拡張研究

を方法として用いた。 

（３、基礎研究１）根粒菌 nod 遺伝子の分子

進化解析 

 nod 遺伝子群は根粒形成に必須な遺伝子と

して分子遺伝学的手法で単離され、その多く

は Nod ファクター（マメとの認識物質である

多糖類）合成に関する機能を果たすことが知

られている。そこで、基礎研究として、nod

遺伝子群の分子進化・系統解析を進た。共生

の起源（nodIJ）、正の自然選択（nodD）、平

行進化（nodM）、遺伝子水平移行による共生

特異性の変化（nodEF）」について解析を行っ

た。 

（４、基礎研究２）野生根粒菌調査 

 現在研究が進み遺伝子の配列情報が蓄積

されているのは農学的に重要な植物から採

集された根粒菌がほとんどであり、野生植物

に着生する根粒菌の情報はきわめて少ない。

そこで日本各地の野生植物から（特にレンリ

ソウ属、ソラマメ属、オジギソウ属を中心に）

根粒菌を採集した。本研究で推測された遺伝

子群を配列のターゲットとして、これら野性

根粒菌の遺伝子配列決定を行い、分子進化解

析を行った。 

（５、拡張研究１）真核生物ゲノム遺伝子の

機能推定法の開発 

 真核生物の場合、遺伝子水平移行よりもむ

しろ遺伝子重複が進化的に重要である場合

が近年数多く報告されている。これらの報告

における進化理論をもとにミヤコグサの根

粒形成関連遺伝子の解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

 本研究の目的は、根粒菌ゲノムから新たな

共生遺伝子を探索することであったが、最も

大きな成果は、マメー根粒菌共生系の起源が

明らかになったという発見であった。従来、

農作物を中心としたマメ科植物の多くが、α

プロテオバクテリアと共生することから、マ

メ−根粒菌の起源はαプロテオバクテリアで

あると考えられてきた。また、共生遺伝子は

分子遺伝学的に見つかったものの、「nod 遺伝

子群が、どのような DNA 変異により共生に必

須な機能を得たのか？」については全く解析

がなされてこなかった。我々は根粒形成に必

須なnod遺伝子群の詳細な分子進化解析を行

い、nod 遺伝子群の起源はβプロテオバクテ

リアと考えられること、起源した後 nod 遺伝

子群には、置換速度の加速による適応的な分

子進化が起きていることを発見した。この結

果は nod 遺伝子群の 10 遺伝子により検証さ

れたが、同論文内の系統プロファイル解析に

よると、ゲノム内には nod 遺伝子群と同じ進

化的特徴のある未知共生遺伝子が隠れてい

ることがわかった。 

 そこでこの、「根粒菌集合における水平移

行」を指標にゲノム網羅的な解析を行なった

結果、共生アイランドの位置を正確に推定し、



共生アイランド以外の部位に、新しく転写因

子やアデニル酸サイクレースを含め数多く

の機能未知の遺伝子が、共生遺伝子として推

定されることがわかった。遺伝子破壊と感染

実験系の導入に成功し、いくつかの試行的な

実験結果を得た。過去の多くの研究で見つか

った共生遺伝子は、その破壊により根粒形成

数が低下することがわかっている。本研究で

もそのような着生数低下型の遺伝子がいく

つか見つかったが、その逆に遺伝子破壊によ

り着生数が増える遺伝子が見つかった。そし

て根粒の体積についても比較したところ、こ

のような場合、野生株よりも遺伝子破壊株の

方が、小さくなるという結果を得た。これは、

ホスト側の表現型可塑性により、１つあたり

の共生体積の減少を感染数で補償している

可能性を示していると考え、さらに研究を進

めている。 
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