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研究成果の概要（和文）：rj1 遺伝子保有ダイズおよび nfr1 変異ダイズにおいて、根粒菌は III
型分泌系依存的に根粒を形成した。このとき接種根では共生遺伝子 ENOD40 および NIN の発現

上昇がみられた。これらの結果は、III 型分泌系がマメ科植物-根粒菌共生に必須と考えられて

いる Nod factor と NFR から成る相互認証を経由せずに共生シグナル伝達を活性化し、根粒形成

を誘導することを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：rj1 and nfr1 mutant soybeans formed nodules by rhizobia harboring the type 
III secretion system (T3SS). Host nodulation genes were induced in the root inoculated with the 
T3SS-harboring rhizobia, suggesting that T3SS enforces legume host to initiate symbiotic programs. 
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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利共生は、シグナ
ル物質を介した相互認証により成立する。ダ
イズ(Glycine max)では、ある血清型の根粒菌
との共生成立を阻害する Rj 遺伝子が知られ
ている。申請者らは、根粒菌のタンパク質分
泌機構の一つである III 型分泌系（Type III 
secretion system, T3SS）が Rj 遺伝子保有ダイ
ズと根粒菌との共生に関与することを発見
したが、その分子機構についてはほとんど不
明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では根粒菌 T3SS が Rj 遺伝子保有ダ

イズとの共生にどのように関与しているか、
その分子機構を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 根粒菌分泌蛋白質候補遺伝子の破壊と共
生能の評価 
 バイオインフォマティクス解析により、ダ
イズ根粒菌 Bradyrhizobium elkanii USDA61 株
ゲノムより T3SS で分泌されるタンパク質候
補遺伝子を選抜する。T3SS で分泌されるタ
ンパク質の特徴として、N 末端アミノ酸配列
における保存性（Ser, Asp, Gln が多い、Cys
が少ない、３、４番目に Ile, Val, Ala, Pro が多
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いなど）や、5’-上流に正の制御因子 TtsI 蛋白
質結合配列を持つことが知られているので、
これらの特徴を選抜基準とする。各々の候補
遺伝子について破壊株を作製し、Rj 遺伝子保
有ダイズとの共生能を野生株と比較検討す
る。 
 
(2) rj1遺伝子保有ダイズおよび nfr1 変異ダイ
ズとの共生成立における T3SS の役割 
 USDA61 株は T3SS 依存的に rj1遺伝子保
有ダイズ Clark- rj1に根粒形成することがで
きる。近年、rj1遺伝子については根粒菌
nod-factor のマメ科植物側受容体（NFR1, Nod 
factor receptor 1）の変異遺伝子であるという
報告がなされている。これを検証するため、
ダイズ品種エンレイ由来のnfr1変異体である
En1282 に B. elkanii USDA61 野生株と III 型分
泌系破壊株(∆T3SS)を接種し、Clark- rj1と同
様な現象が再現できるか検討する。 
 
(3) 根粒菌 T3SS による宿主共生遺伝子の活
性化 
 根粒菌 T3SS が宿主共生シグナルをどのよ
うに活性化するのかを推定するため、ダイズ
根における遺伝子発現を比較する。USDA61
株または∆T3SS を接種したダイズ根を回収
して RNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR
により宿主共生遺伝子の発現解析を行う。
USDA61 株と∆T3SS 接種の間で発現量が変動
する遺伝子を突き止め、T3SS の共生シグナ
ル活性化経路を推定する。 
 
(4) T3SS が促進する根粒菌感染の特徴 
  T3SS が促進する根粒菌感染の特徴を解析
するため、β-グルクロニダーゼで標識した根
粒菌を用いて、マメ科植物への感染を観察す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 根粒菌分泌蛋白質候補遺伝子の破壊と共
生能の評価 
 バイオインフォマティクス解析の結果、根
粒菌 B. elkanii USDA61 株ゲノムから III 型分
泌タンパク質の基準に合致する遺伝子を４
つ選抜した。これらの遺伝子の破壊株を作製
し、rj1遺伝子保有ダイズ Clark- rj1および Rj4
遺伝子保有ダイズ Hill に接種して共生形質を
検討した。その結果、USDA61 株と遺伝子破
壊株の接種において着生根粒数に有意な差
はみられなかった。バイオインフォマティク
ス解析で検出されなかった III 型分泌タンパ
ク質の可能性を考慮し、現在異種相補試験に
よるスクリーニングを行っている。 
 
(2) rj1遺伝子保有ダイズおよび nfr1 変異ダイ
ズとの共生成立における T3SS の役割 
 ダイズ品種エンレイ由来のnfr1変異体であ

る En1282にUSDA61株および III型分泌系破
壊株（∆T3SS）を接種した結果、USDA61 株
は En1282 に窒素固定根粒を形成したが、
∆T3SS は全く根粒を形成しなかった（図１）。 

 
この結果から、ダイズ品種エンレイにおいて
も根粒菌は T3SS 依存的に nfr1 変異体ダイズ
へ根粒形成することが明らかとなった。すな
わち、Clark- rj1およびエンレイという２つの
ダイズ品種において、根粒菌が T3SS によっ
てnfr1変異体ダイズへ根粒形成するという現
象を確認できた。 
 
(3) 根粒菌 T3SS による宿主共生遺伝子の活
性化 
 発現解析の結果、USDA61 株を接種した

nfr1 変異体ダイズ En1282 の根において、通

常は Nod factor –NFR の相互認証により誘導

される共生遺伝子ENOD40およびNINの発現

上昇がみられた（図２）。一方、∆T3SS 接種



 

 

根では無接種と同程度の発現量であった。 
以上の結果から、根粒菌 T3SS は、マメ科植

物-根粒菌共生に必須と考えられていた Nod 
factor と NFR から成る相互認証過程を経由せ

ずに、共生シグナル伝達を活性化し、根粒形

成を誘導することが示唆された（図３）。 
 

 
 
(4) T3SS が促進する根粒菌感染の特徴 
 β-グルクロニダーゼで標識した根粒菌
USDA61 株と∆T3SS を野生型エンレイと nfr1
変異体 En1282 に接種した結果、野生型エン
レイではUSDA61株と∆T3SSどちらも根毛か
らの感染が観察され、特徴的な根毛のカーリ
ングや感染糸とよばれる構造が観察された。
一方、nfr1 変異体 En1282 では根毛からの感
染は観察されなかった（図４）。En1282 では
根の裂け目から根粒菌が侵入する crack entry 
や細胞間感染とよばれる感染が起きている
可能性があり、T3SS はこのような感染を促
進している可能性が示唆された。 
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