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研究成果の概要（和文）： 

ダイズ根粒菌、ミヤコグサ根粒菌について感染初期から老化時までの遺伝子発現パターンをプ
ロテオミクス手法により調べ、共生特異的な遺伝子を同定した。ミヤコグサ根粒ミトコンドリ
アに関しては 198 個、ダイズ根粒ミトコンドリアに関しては 272 個のタンパクを同定した。こ
の成果により根粒細胞及びバクテロイドで代謝系成立、維持、崩壊時に特異的に発現増幅する
遺伝子群を統括的にまとめ、ポストゲノム手法で機能解析を行った結果、新規な窒素固定に関
与する遺伝子群を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Using 2D-electrophoresis proteomics, 278 proteins in B. japonicum and 359 in 
Mesorhizobium loti were identified. In Glycine max mitochondria 272 proteins and in Lotus 
japonicas mitochondria 198 proteins were identified. The database of these protein 
expressions was constructed concerning to nodule development. The functional analysis 
of these genes revealed proteins which have key role for maintaining nitrogen fixation. 
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１．研究開始当初の背景 

 マメ科植物と根粒菌が関与する共生窒

素固定は、古くから農業生産上重要な系であ

った。最近、化学肥料コストの高止まり、肥

料資源枯渇、気候変動など農業技術再構築を

迫る深刻な状況が、広がっている。このよう

な２１世紀に要求される環境配慮型低投入技

術構築に向けて共生系生物機能の効率的利用



は非常に重要な課題である。一方、かずさDNA

研究所の努力等による根粒菌ゲノム解析の急

速な進行、マメ科モデル植物であるミヤコグ

サゲノム塩基配列解析完了によるゲノムデー

タ公開、ナショナルゲノムリソースプロジェ

クトによる各種クローンの提供、重要作物で

あるダイズにおいても遺伝子組み換え技術の

進歩、QTL解析の進展、ゲノムシークエンス解

析の急速な進展など日本におけるマメ科植物

ゲノム情報利用の便宜性は世界最先端の水準

にある。日本において既にイネがGM作物の具

体的候補として超多収、安定生産を目標とし

て集中的に研究されているが、ダイズなどマ

メ科作物でも共生系機能や収量要素のポスト

ゲノム技術を利用した集中的解析を行い、マ

メ科作物の安定的増産、高度利用にむけた目

標を追求すべきであると考えられた。 

共生系の解析は、上記の条件の中で急速な

進歩を遂げた。宿主植物と根粒菌の特異的な

相互認識と初期根粒組織形成のメカニズムは、

根粒菌の生産する共生シグナル物質（Nodファ

クター）の受容体をはじめ、根粒形成プログ

ラ ム 応 答 に 関 わ る 遺 伝 子 が 相 次 い で

Map-baseクローニングされ、機能解析された。     

本研究においては、共生窒素固定を支える

バクテロイド内代謝系の各種根粒菌にまた

がる普遍的な部分や宿主植物との物質交換

に依存する部分、宿主植物 C/N シグナル系に

依存する部分などを識別しながら解析し遺

伝子組み換えの対象になる有用共生遺伝子

の検索と機能解析を行いたい。更に細胞内共

生という複雑な根粒機能においてもポスト

ゲノム技術を駆使して解析する事によって、

植物細胞、根粒バクテロイド代謝機能統合の

実態を明らかにする事を目的とした。 

このように根粒組織形成に関与する植物

側シグナル伝達機構が急速に解明されつつあ

り、更に複雑な系である根粒バクテロイド分

化機構、マメ科植物と根粒機能（窒素固定活

性の発現、維持、利用）の発現調節に係わる

分子機構についてもポストゲノムレベルの解

析が始まっている。 

この機構は植物体自身のC/N栄養や組織分

化シグナルと根粒菌側からのシグナルが関与

する相互応答機構として、複雑に制御されて

いると考えられ、ポストゲノム技術が有効で

ある。 

（左；培養根粒菌と右；根粒バクテロイド

の２次元電気泳動図） 

申請者はダイズ根粒菌がバクテロイドに

分化する過程で発現変動するタンパク群の

プロテオーム解析による同定を既に報告し

ている（Hoa et al. 2004）。この根粒菌の

バクテロイド化に関連がある可能性がある

と同定された100以上のタンパク群の中に根

粒機能形成・維持に関与するタンパクがある

と考え、系統的な遺伝子機能解析を行ってき

た。既にこのアプローチの成果として根粒窒

素固定活性へのNAD-malic enzymeの特異的関

与を報告した（Tan et al. 2008）。  

同様の解析はモデルマメ科植物であるミ

ヤコグサの根粒菌についても我々の研究室で

ほぼ完了しており、同じようにバクテロイド

分化後のタンパクプロファイルは培養時と全

く異なっている。このプロファイルは根粒菌

を低栄養条件、微好気条件で培養したときの

プロファイルともかなり異なっており、植物

側からの特異的コントロールが想定される。 

 
２．研究の目的 

本研究では網羅的プロテオーム解析で得た

宿主植物・根粒菌相互応答の結果としての根

粒菌共生時変動遺伝子の機能解析を行い、共

生系に特有な代謝調節機構を明らかにする

事を目的としているが、このアプローチの成

果は国際的会議でも高く評価されている。 

 
３．研究の方法 

(1)ダイズ及びミヤコグサ根粒菌遺伝子変異

体を用いた網羅的解析 

①当研究室でプロテオーム解析されたダイズ

及びミヤコグサ根粒菌においてバクテロイド

分化、または根粒発達過程に伴い発現誘導さ

れる遺伝子の変異体を系統的に作成する。ポ

ストゲノム解析用に準備された2ハイブリッ

ドデータ、STMミュータントラインも利用する。 

②変異体をダイズもしくはミヤコグサに感染

させ、無窒素培地条件で一般的生育、根粒形

成、共生窒素固定機能に表現型を示すかどう

かを調べた。 

③表現型に差が出た変異体について、詳細な

解析を行う。根粒形成速度、窒素固定活性、

老化速度、根粒内代謝産物濃度、各種酵素活

性を明らかにし、以下の述べる分子論的解析

を行う。本実験は２１，２２，２３年度と継

続した。 

 

(2) ダイズ及びミヤコグサ根粒菌に於ける

NAD-malic enzyme の生理機能解析 



①ダイズ、ミヤコグサ根粒菌において

NAD-malic enzyme 及び NADP-malic enzyme の

単一及びダブル欠損株を作成する。欠損株作

成には STMミュータント及びΩカセットを利

用する。酵素活性測定、Western blot により

欠損株が出来ていることを確認する。 

②各欠損株を宿主植物に接種し表現型を解

析する。 

③更に呼吸代謝系の変化を確認するため、根

粒バクテロイドを単離し14C-リンゴ酸の代謝

経路を解析する。根粒内での代謝物、特に各

種有機酸、糖の含量を分析した。 

 

 (3) ダイズ根粒菌 4880遺伝子の生理的機能

解析 

 本遺伝子はゲノムデータベースで機能未

知とされているが、アミノ酸配列から推定す

ると cytochrome(Cox1)へ金属を渡すシャペ

ロン遺伝子である可能性が高いと考えてい

る。ニトロゲナーゼ反応系へ電子を送るチト

クローム系タンパクは各種知られているが、

詳細は未知のままである。4880 タンパクは

Cox17 と類似のシャペロンの可能性が高い。

そこで以下の実験を行う。 

①ダイズ根粒菌における Cox11, Cox17, Sco1
の遺伝子変異体を作成して根粒窒素固定活

性測定、Complement 実験を行う。 

②4880 遺伝子と同じオペロンにある遺伝子

群についても欠損株を作成し機能解析を行

った。 

 

４．研究成果 

（１）細胞内共生である根粒組織形成につ

いては、変異体を利用したマップベースクロ

ーニングにより共通シグナル伝達経路に関

与する遺伝子が次々に明らかになってきた。

しかし共通シグナル伝達経路の後の細胞内

共生や窒素固定の発現のための因子につい

ては Fix-変異株をもちいた解析が行われて

いるものの、知見は極めて少ない。特に宿主

マメ科植物と根粒菌が共に分化して複雑な

代謝機能を発現して形成する細胞間代謝ネ

ットワークの実体解明までには至っていな

い。 

本研究課題では、ダイズ、ミヤコグサ根粒バ

クテロイドおよび根粒細胞（特にミトコンド

リアなどの根粒内オルガネラ）のプロテオミ

クス解析を行った。その結果、ダイズ根粒菌

に関しては、278 個のタンパク質について感

染初期から老化時までの発現パターンを調

べることができた。ミヤコグサ根粒菌に関し

ては、Free living 根粒菌とバクテロイドタ

ンパク質 359 個のタンパク質を同定した。ミ

ヤコグサ根粒ミトコンドリアに関しては 198

個、ダイズ根粒ミトコンドリアに関しては

272 個同定を行った。この成果により根粒細

胞及びバクテロイドで代謝系成立、維持、崩

壊時に特異的に発現増幅する遺伝子群を統

括的にまとめた。さらに共生窒素固定活性に

発現量が増減する遺伝子群、特に代謝遺伝子

群について変異株を作成後共生窒素固定能

を測定した。その結果ダイズ根粒菌変異株を

用いた結果から共生に必要な金属シャペロ

ンを見いだし、ミヤコグサ根粒菌 STM 変異株

を用いた結果から分岐アミノ酸は植物側か

らバクテロイドへ提供され、Ser, Gly のアミ

ノ酸はバクテロイド内の発現によってのみ

依存しており、植物側から提供されることは

ないこと、NAD-マリックエンザイムは共生時

に必要であり、老化時には重要ではないこと

を明らかにした。    
（２）プロテオーム解析の結果、ダイズ根粒

菌バクテロイド分化により発現量が増加す

るタンパク質を選択し、変異体或いは二重変

異体を作製した。根粒菌変異体は、Ωカセッ

ト、トランスポゾン挿入変異体作成技術を利

用して共生窒素固定に関与する遺伝子群を

検索した。その結果、Hypothetical protein

であるbll4880 タンパク質が欠損した菌株を

ダイズに感染させた場合に窒素欠乏の症状

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)を保存しており、

STRINGデータによりbll4880 と相互に発現す

るタンパク質を調べた結果、ScoIホモログタ

ンパク質であるblr1131 が見いだされた。こ

れを証明するためにbll4880, blr1131二重変

異株を作成しダイズに感染させるとBll4880

単一変異株よりさらに顕著な窒素欠乏を示

した。また、二重変異株のシトクロームC活

性はバクテロイド状態での活性が野生株の

活性の 10%以下に低下することから、bll4880

タンパク質は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金属シ

ャペロンであると考えられる。バクテロイド

誘導型シトクロームcオキシダーゼ遺伝子は

FixNMOP以外に新規なheme-copperシトクロ

ームcが存在する。しかし新規なシトクロー

ムｃオキシダーゼ遺伝子はFixNOPQ遺伝子ほ

どバクテロイドでの発現は強くない。また、

Cox11 ホモログの遺伝子blr1174 遺伝子はバ

クテロイドでの発現が低下する。以上の結果、

バクテロイド条件下では、bll4480 銅金属シ

ャペロンが誘導した後、ｂｌｒ１１３１を介

してシトクロームcオキシダーゼへ銅を受け

渡していると結論づけた。 



（３）根粒菌内代謝遺伝子 

根粒菌はマメ科植物と共生するとバクテ

ロイドへと分化し、その応答は形態的にもタ

ンパク質レベルでも変化する。本研究室では

これまでにミヤコグサ根粒菌のバクテロイ

ド分化におけるタンパク質応答についてプ

ロテオーム解析により網羅的に調べてきた。

その結果、主要なタンパク質以外に機能未知

タンパク質がバクテロイド分化により増加

することを明らかにしてきた。本年度は、そ

の一つである ABCトランスポーターアミノ酸

結合タンパク質を欠損させた根粒菌変異株 

(STM42) をミヤコグサに感染させると、窒素

固定能が減少することを明らかにした。この

遺伝子はインゲン根粒菌 aapJ と高い相同性

を示すもののバクテロイドを抽出後、遊離ア

ミノ酸量を定量した結果、Lys, Arg, His, Orn

といったカチオン性アミノ酸量が野生株バ

クテロイドより減少していることが明らか

となった。この結果からインゲン根粒菌では、

Glu, Aspの輸送として知られているトランス

ポーターと相同性が高いミヤコグサ根粒菌

アミノ酸トランスポーターは、共生により積

極的にカチオン性アミノ酸をバクテロイド

内へ流入を行っていることを示している。さ

らに、グルタミン合成酵素欠損変異株 STM30

根粒菌をミヤコグサに感染させると老化根

粒の増加が観察された。STM30 感染根粒の CN

比を測定すると野生株を感染させたときと

比較して CN 比が高くなることを明らかにし

た。 
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