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研究成果の概要（和文）：マメ科植物は根粒菌との相利共生を維持するために、根とシュートを介したシグナル
伝達系を利用している。ミヤコグサの葉では、根由来の糖修飾CLEペプチドがHAR1受容体に結合し、根粒の過剰
形成を抑制するシグナルが産生されると考えられていたが、その分子機構は完全に解明されていなかった。我々
は「葉」から「根」に伝達される遠距離シグナル因子を探るために、「葉」で発現する全RNAを高精度アセンブ
ル手法を駆使して、世界の研究者が見落としていたマイクロRNAの前駆体遺伝子MIR2111-5を発見し、ゲノム編集
技術を用いての欠失と接ぎ木実験により、葉で産生されるmiR2111の機能とシステミックな作用を解明した。

研究成果の概要（英文）：Legumes utilize a shoot-mediated signaling system to maintain a mutualistic 
relationship with rhizobia. In Lotus japonicus, shoot-to-root transfer of microRNA miR2111 that 
targets TML　acting in roots has been proposed as a signaling factor for the systemic regulation of 
nodulation. However, the role of shoot-accumulating miR2111s has not been clearly shown. We showed 
that L. japonicus has seven miR2111 loci, including those mapped through RNA-seq. MIR2111-5 
expression in leaves is the highest among miR2111 loci and clearly repressed after rhizobial 
infection depending on HAR1 receptor. MIR2111-5 knockout mutants show significantly decreased nodule
 numbers and miR2111 levels. Furthermore, grafting experiments using transformants demonstrate 
scions with altered miR2111 levels influence nodule numbers in rootstocks in a dose-dependent 
manner. Therefore, miR2111 accumulation in leaves through MIR2111-5 expression is required for 
HAR1-dependent systemic regulation of nodulation. 

研究分野： 植物生理学

キーワード： 根粒形成　ミヤコグサ　全身制御　マイクロRNA　窒素固定　HAR1受容体　シュート
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研究成果の学術的意義や社会的意義
窒素固定の手法としてハーバー・ボッシュ法が知られているが、マメ科植物に共生する根粒菌は常温常圧で効率
よく窒素分子をアンモニアに変換することができる。その際、光合成による炭素同化産物を多く必要とするの
で、炭素同化と窒素固定とのバランスが植物の成長には極めて重要になる。根からの情報を「葉」でHAR1受容体
が感知し、マイクロRNAの発現を制御することで、根粒形成を制御できることを見出した。
  また、以上の受容体とマイクロRNAを介した根粒形成の全身制御モデルを動物の腫瘍に適用することができれ
ば、腫瘍の初期形成を全身的に感知して、その発生と数を抑制することが可能になると思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
窒素はすべての生物に必須の元素であるが、大気中の窒素分子を直接利用できる真核生
物は存在しない。一方、マメ科植物は根粒菌を細胞内に取り込むことで、常温常圧下で
窒素分子をアンモニアに変換し利用することができる。この根粒共生は、宿主植物の成
長を促進するだけでなく、地球規模の窒素循環にも大きな影響を与えている。 

根粒菌が分泌する Nod ファクターは、サイトカイニンシグナル伝達を介して根の皮層
組織に根粒原基を誘導する。一方、Nod ファクターは、遠隔シグナル因子を介して、全
身的な根粒形成の制御系である Autoregulation of Nodulation (AON)を駆動する（図
1）。 

根粒共生および AON の分子機構を解明するため、マメ科モデル植物であるミヤコグサ
を用いた共生変異体の大規模スクリーニングを行い、根粒形成および制御に必要なHAR1
など 29 の遺伝子座を同定してきた。AON では、
糖修飾された 2つの CLE ペプチド（CLE-RS1 と
CLE-RS2）を根由来シグナルの有望な候補とし
て同定した。次に、根粒形成のマスターレギュ
レーターである NIN が、CLE-RS1 および CLE-
RS2 遺伝子を直接転写活性化し、全身制御を駆
動することを見出した。 さらに、糖修飾 CLE-
RS ペプチドが実際に HAR1 受容体の細胞外ドメ
インに結合することを実証した。 

 次にCLE-RSペプチドを受容するHAR1が「シ
ュート由来のシグナル」を合成していると推測
される。我々は、サイトカイニン合成遺伝子
IPT3 の発現が HAR1依存的に葉で誘導されるこ
と、地上部から供給されるサイトカイニンが根
粒形成をシステミックに抑制することを見出
していたが、ごく最近、葉で発現する miR2111
が根で機能するF-boxタンパク質TMLを介して
根粒菌の感染をシステミックに促進すること
が報告された（Tsikou et al. Science 2018）。 
 しかしながら、(1)HAR1 と miR2111 をコード
する前駆体遺伝子関係は十分理解されておら
ず、(2) TML がどのように根粒形成を制御して
いるのかの分子メカニズムも不明である。一
方、(3)そもそもなぜマメ科植物が根粒菌の感染情報をシュートに伝達するかについて
の根本問題は全くわかっていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、シュート由来のシグナルとその下流因子に着目し、AONの全容を解明する。
また、AON とは異なる HAR1 受容体の新たな機能を探ることで、シュートが制御する未
知のメカニズムに光を当てることを目指す。 
 
具体的には、以下の 3項目を実施する。 
(1）シュートから根への遠距離シグナリングの解明 
(2）シュート由来のシグナルを受けて根で機能する TML の分子機構の解明 
(3）HAR1 受容体を介したシュート制御の新規役割の探索 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) シュートから根への遠距離シグナルの解明    
① miR2111 をコードする新規前駆体遺伝子 MIR2111 の特定と発現解析 
 ミヤコグサの葉における、転写産物の網羅的解析データを用いて、ミヤコグサゲノム
に含まれる全ての MIR2111 遺伝子と染色体上の位置を特定する。根粒菌を根に感染させ
た「葉」の RNA-seq 解析により、HAR1 受容体依存的に発現制御される MIR2111 を絞り
込む。野生型、har1 などの AON 変異体、CLE-RS1/2 過剰発現体を用いた qRT-PCR によ
り、根粒菌感染に応答した MIR2111 の発現を確認し、葉や根における MIR2111 の発現様
式、AON関連遺伝子の発現への影響を検討する。また、プロモーターGUSを用いてMIR2111



のシュートにおける発現部位を組織化学的に同定し、根粒菌感染による野生型および
har1 変異体の GUS 活性の変動を比較する。 
 
② 新規 MIR2111 を全体に過剰発現させた形質転換体の接ぎ木試験 
 新規 MIR2111 遺伝子の過剰発現系統を作成し、そのシュートを野生型の根に接ぎ木す
ることで、シュートに蓄積した miR2111 が根における TML 転写産物の蓄積に与える影響
と、根粒形成に与える影響を解析する。また、har1 および tml 変異体と MIR2111 過剰
発現体を接ぎ木することで、miR2111 が AON 関連遺伝子と同じ経路で機能することを遺
伝学的に検証する。 
 
③ CRISPR/Cas9 を用いた新規 MIR2111 遺伝子のノックアウト系統の作出 
 AON における新規 MIR2111 遺伝子の機能を明らかにするため、ゲノム編集によりこれ
らのノックアウト株を作製する。ノックアウト株は、2 つの異なる gRNA を用いた
CRISPR/CAS9 コンストラクトを用いて作製し、ホモ接合体を選択する。ノックアウト系
統の根粒形成や感染糸形成における表現型を解析する。 
 
(2) シュート由来シグナルを受け根で機能する TML の分子機構の解明    
① TML の相互作用因子の探索 
TML は Kelch モチーフを持つ F-box タンパク質である。TML の基質を特定するため、F-
box ドメイン欠き Kelch モチーフを持つ TML の N末に GFP と核局在シグナル NLS を持つ
コンストラクト GFP-NLS-TMLdN を作成する。Agrobacterium rhizogenes を介してミヤ
コグサ tml 変異体に導入し毛状根を誘導する。毛状根からタンパク質を抽出し共免疫沈
降法 Co-IP と質量分析により TML と相互作用する因子を同定する。 
② TML 相互作用因子候補の機能解析 
 上記 TML と Co-IP により特定された相互作用因子候補の中から、シクロフィリン様遺
伝子等を中心に、ゲノム編集による機能解析を行う。表現型解析は根粒形成のみならず、
感染プロセスについても行う。 
③ tml 変異体の植物ホルモン感受性の解析 
 トマトの diageotropica やイネの lateral rootless 2 など植物のシクロフィリン変
異体はオーキシン感受性の異常や側根数の低下が報告されている。ミヤコグサ tml 変異
体のオーキシン等の植物ホルモンに対する応答を解析する。 
 
(3) HAR1 を介したシュートにおける AON の新規役割の探求   
 RNA-seq 解析により、根粒菌の感染と硝酸処理に応答し、かつ葉で HAR1 と CLE-RS ペ
プチド依存的に変動する遺伝子を同定する。根粒形成の制御とは異なる遺伝子に着目し、
それに関連する表現型解析を行う。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ミヤコグサの「葉」における転写産物の網羅的解析データを用いて、ゲノム上に新
たに 4つの miR2111 の前駆体遺伝子が存在することを見出し、計 7つの前駆体遺伝子を
特定した。すべての前駆体遺伝子は、マイクロ RNA の前駆体に特有のヘアピン構造をと
ることを確認した。そのうち４つの遺伝子は葉で機能する HAR1 受容体に依存して、発
現のオン、オフが明確に制御されていた。先行研究では、miR2111 は根で発現する根粒
形成抑制因子 TML の mRNA を分解することで、根粒の数を増やす機能を持つことが示唆
されている(Tsikou et al. Science 2018)。私たちが新たに見出した葉で最も顕著に発
現していた MIR2111-5 遺伝子について解析を行った。MIR2111-5 を過剰発現させると、
個体内の miR2111 量が増加し TML mRNA が減少するともに、根粒の数が顕著に増加する
ことが示された。一方、MIR2111-5 を CRISPR/CAS9 を用いて欠失させた変異体では、根
における miR2111 の蓄積量と根粒の数が顕著に減少することがわかった。プロモーター
GUS 解析の結果、MIR2111-5 の発現はほとんど葉の維管束でしか見られないことから、
葉で合成される miR2111 が根に蓄積する miR2111 の由来であり、根粒形成の全身的な制
御に関わっていることが示唆された。 

シュートからはスクロースなど多くの物質が根に輸送されるので、それらの転流物質
によってmiR2111が根で合成される可能性も考えられる。そこで、葉で作られたmiR2111
が根における miR2111 の蓄積と根粒数の増加をもたらしていることの実験的な証拠を
得るために、miR2111 の蓄積量を変化させた形質転換体を用いて接ぎ木試験を行った。
MIR2111-5 過剰に蓄積する形質転換体を穂木にした場合、野生型の台木では miR2111 の
蓄積量が増加し根粒の数も増加した。一方、miR2111 の蓄積が抑制された形質転換体の
穂木は、野生型の台木における根粒の数を減少させた。これらの結果から、葉で作られ
た miR2111 がシステミックに根粒の数を制御する機能を持つことが明らかとなった。以



上の成果を論文として報告した (Okuma et al. Nature Communications 2020)。 
miR2111 の葉から根への遠距離移動を直接捉えるため、miRNA のメチル化修飾に関与

する HEN1 遺伝子の in frame 変異株、２系統を単離した。変異株の種子を採取し、表現
型解析を行なった。調べた変異株は、複葉や花器官の形態において興味深い表現型を示
したが、十分な数の種子が得られず、個体ごとのバラツキが大きかったため、miR2111
の修飾異常や根粒形成における影響を調べるには至らなかった。 
 
(2) シュート由来シグナルを受け根で機能する TML の分子機構の解明    
GFP-NLS-TMLdNを導入した毛状根から多くの相互作用因子候補を特定することができた。
そのリストの中に、既知の Nod factor シグナリングに関わる根粒形成因子は存在しな
かった。着目するシクロフィリン様遺伝子はミヤコグサ MG-20 のゲノムに３コピー存在
することが判明した（第 1染色体に 1コピー、第 3染色体にタンデムに並ぶ 2コピー）。
CRISPR によるゲノム編集を行い、各変異系統の単離を行った。その結果、第１染色体上
のシクロフィリン遺伝子のノックアウトラインにおいて感染糸数の減少が確認された。
また、タンデムに並ぶ２遺伝子の欠失変異系統では、側根数の減少が確認された。しか
し、いずれのラインも根粒形成には影響しなかった。さらに、tml 変異体のオーキシン
感受性を調べたところ、tml のオーキシン感受性は野生型と変わらなかった。次に、TML
相互作用因子をある植物ホルモン存在下で Co-IP 解析したところ、ホルモン依存的に相
互作用する因子が見出された。そこで、tml 変異体の主根伸長における植物ホルモン応
答を調べたところ、tml 変異体は低濃度のその植物ホルモンに対して感受性が高いこと
が示された。 
 
(3) HAR1 を介したシュートにおける AON の新規役割の探求   
シュートの中でも HAR1 がより強く発現する葉を特定するために proHAR1:GUS をミヤコ
グサに導入した形質転換体を作成した。HAR1 は発達途上の若い葉ではあまり発現して
おらず、葉面積が最大になる頃の葉において強い発現を示した。そのようなステージの
葉を集め、RNA-seq 解析を行った。葉での発現は、根粒菌 Mesorhizobium loti 接種区、
CLE-RS1 及び CLE-RS2 過剰発現ライン、及び 5 mM KNO3 処理区で行った。その結果、光
化学系 II の構成因子や気孔分化を誘導する因子、さらにはオルガネラ分裂に関わる因
子等が HAR1 依存的に発現変動することを見出した。そこで、野生型と har1 変異体にお
ける光合成特性を PAM により調べたところ、har1 変異体では Fv/Fm 比が顕著に低下し
ていた。このことは、HAR1 が光阻害の抑制に関与している可能性を示唆している。一
方、har1 変異体における気孔数、気孔 index、葉緑体数を調べたところ、野生型と有意
な差はなかった。 

上記以外にも HAR1 依存的に変動する遺伝子が検出され、AON とは異なる「葉」制御
の新たな生物学的機能が見えてきた。この点は今後の重要な課題である。 
 
 
その他の発見  

HAR1 受容体を介した根粒形成の全身制御は根粒形成のマスターレギュレーターであ
る転写因子 NODULE INCEPTION (NIN)が CLE-RS1, CLE-RS2 遺伝子を直接転写活性化する
ことによって誘導される（Soyano et al. PNAS 2014）。NIN の発現を誘導する根粒菌由
来の因子としては Nod factor、植物ホルモンとしてはサイトカイニンが有名であるが、
新たな因子としてジベレリン（Akamatsu et al. Plant Journal 2021）とメチル化オー
キシン(Goto et al. PNAS 2022)がそれぞれ NIN の発現を誘導することを発見した。特
にメチル化オーキシン（MeIAA）は IAA の不活性型と古くから考えられていたため、こ
れは予想外の展開であった。 
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