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研究成果の概要（和文）：根圏とは「植物根から影響を受ける領域」と定義される土壌領域であり、根圏微生物
コミュニティーは植物の健全な生長に関わることが知られているが、そのメカニズムは不明であった。本研究で
は植物と微生物から構成されるホロビオントでの代謝遺伝子の解析から、ホロビオント構成する微生物がダイズ
根から分泌されるイソフラボンを利用するための遺伝子群を持つことを明らかにした。これらの遺伝子を持つこ
とでイソフラボンが多い環境での生育に有利になることが示された。

研究成果の概要（英文）：The rhizosphere is defined as "soil influenced by plant roots". It is known 
that rhizosphere microbial communities are important for the growth of plants and crop production. 
But the mechanism behind the establishment of rhizosphere microbiota remains largely unclear. In 
this study, we analyzed metabolic genes in the holobiont, which is composed of plants and 
microorganisms,and revealed that the microorganisms especially Variovoras spp. that are present in 
the holobiont possess a group of genes for utilizing isoflavones secreted from soybean roots. Our 
study also revealed that these genes contribute the adaptation of Variovorax sp. in the environment 
where isoflavones are rich.

研究分野：植物代謝生化学

キーワード： ホロビオント　根圏　イソフラボン　遺伝子クラスター　Variovorax

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではこれまで未解明であったダイズ根圏でのイソフラボン代謝経路が明らかになった。イソフラボン代謝
は腸内環境など嫌気条件では理解されていたが、土壌での好機的な環境では初めて見出されたものである。新規
代謝経路の解明により、植物がどのように根圏微生物とホロビオントを形成するのかについて、代謝ネットワー
クの視点から解明する手がかりとなるものである。実際に他の植物でも代謝物を介した同様の相互作用が示唆さ
れいる。また、これらの遺伝子を活用して植物の健全な生育を支える根圏微生物叢の解明や有用物質生産への活
用が期待される。

※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 
根圏とは「植物根から影響を受ける領域」と定義される土壌領域であり、土壌微生物の活性が高
く、植物の生育に重要であることが広く知られている。根圏微生物叢が植物の健全な生長や作物
収量に大きく影響することが明らかにされつつあり、根圏微生物叢の形成と機能ついて世界中
で研究が進められてきた。根圏では植物と微生物が緊密に相互作用して機能することから、これ
らをホロビオント、すなわち超個体として捉え、ホロビオントの機能解析に基づいて植物生育や
作物生産への影響を解明し、根圏機能を農業へ応用展開することが期待されていた。私たちのグ
ループは、ダイズをモデルとし、根から分泌される主要な二次代謝産物であるイソフラボンとソ
ヤサポニンがそれぞれ、コマモナス科、スフィンゴモナス科の細菌を増加させることでダイズ根
圏微生物叢を形成することを明らかにした。しかし、植物が多数の土壌微生物の中からどのよう
に特定の根圏微生物とホロビオントを形成するのか、ホロビオントを構成する微生物叢がどの
ように植物に影響するのかについて、その作用機構は分子レベルで十分に明らかにされていな
かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では植物と根圏微生物叢の相互作用をホロビオントとして一体的に捉え、根圏微生物
叢の形成に重要な役割を担う二次代謝産物の根圏での動態と、それらを代謝する微生物の機能
を時空間的に解析することにより、ホロビオント形成の分子機構と植物生育に及ぼす影響を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 代謝物の定量・同定 
 代謝物の定量は LC-MSにより行った。代謝物は標品を用いてリテンションタイムと精密質量
が一致することを確かめた。新規代謝物については、精製し、NMR測定に供した。 
 
 遺伝子破壊株の作出 
 三者接合によって V35 株に遺伝子破壊用ベクターを導入後、相同組換えによって遺伝子を破
壊した。single-crossoverによる標的遺伝子の分断では、相同組換えによってベクターを標的遺
伝子に挿入した。double-crossoverによる標的遺伝子の欠失では、相同組換えによってベクター
を標的遺伝子に挿入後、再び標的遺伝子の前後で相同組換えさせることにより遺伝子を欠失さ
せた。 
 
４．研究成果 
・根圏微生物による植物特化代謝産物代謝経路の解明 
 これまでの研究でダイズ根の主要な特化代謝産物であるイソフラボンがダイズ根圏でのコマ
モナス科の細菌を増加させる役割をに担うことを明らかにした。代謝経路の解明に向けて、まず、
ダイズ根圏の主要なイソフラボンであるダイゼインを分解できるコマモナス科の細菌をダイズ
根から単離した。ダイズ根から 100 菌株以上を分離培養し、それらの 16S rRNA 配列とイソフラ
ボンに対する分解活性を解析した。その結果、コマモナス科に属する複数の菌株が得られ、イソ
フラボン（ダイゼイン）に対する分解活性を有する A79, V77, V35, V512, V118, V93, V213 株
と、分解活性を有さない V112, V15, V116, V11 株が得られた。これらの中から、遺伝子破壊が
可能である V35 株をモデルとして、代謝経路の解明に取り組んだ。 
 まず、V35 株によりダイゼイン分解を経時的に解析した。その結果、分解 2～4 時間にかけて
中間代謝産物と推測されるピークが確認された。次いで、遺伝子同定に向けて、全ゲノム配列の
解析と、ダイゼイン処理条件でのトランスクリプトーム解析を行った。V35 株は、ダイゼイン処
理条件でダイゼイン分解活性が上昇することが認められており、ダイゼイン存在条件で発現上
昇する遺伝子がダイゼイン代謝経路の遺伝子であることが推測される。 
 ゲノム解析とトランスクリプトーム解析により、ダイゼイン処理条件下で発現上昇する遺伝
子群が見出された。本研究ではこれを isoflavone catabolism (ifc)遺伝子クラスターと名付け
た（図 1）。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．V35 株のイソフラボン代謝遺伝子クラスター 
 
 次いで、これらの候補遺伝子の解析に着手した。候補遺伝子の遺伝子破壊株を作出し、ダイゼ
イン存在条件下での培養を行った。培養後の上精を LC-MS 分析に供し、各変異株で蓄積する代謝
物の同定を行った。特に、ifcD1、ifcD2 遺伝子の欠損をした V35 株では蓄積するイソフラボン
中間代謝産物が不明であったが、精製と NMR 解析により、2-hydroxy-5-(4-hydroxyphenyl)-4H-
pyran-4-one と同定した。これは新規な代謝産物であった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図２．遺伝子破壊株での代謝物の蓄積 
 
 
 また、イソフラボン分解経路の初発酵素である IFCA に関しての解析を行った。大腸菌で発現
させた IFCA タンパク質を用いて、酵素活性測定を行い、反応産物は 8－ヒドロキシダイゼイン
であることを同定した。また、iFCA はダイゼイン、ゲニステイン、グリシテインに対する酵素
活性は有していたが、構造の異なるフラボノイド類（フラボン、フラボノール）や配糖体は基質
としなかった（図 3）。 



 

 
図 3. IFCA 酵素の活性測定と基質特異性 
 
 イソフラボンは私たちが日常的に摂取する植物特化代謝産物であり、腸内細菌がイソフラボ
ンを代謝する経路は明らかにされていたが、腸内は嫌気的な環境であり、イソフラボンは還元的
に代謝されて体内に吸収される。ダイズの根圏環境は酸化的な環境のため、イソフラボンは腸内
とは全く異なる経路で代謝されることが明らかになった。 
Variovox 属の細菌のゲノム配列は公共のデータベースにも登録されているため、これらのゲ
ノム情報を用いたパンゲノム解析を行った。私たちが単離した Variovox 属細菌のゲノム配列と、
公共データベース上のゲノム配列を比較したところ、ダイゼインの分解に関わる遺伝子（ifc 遺
伝子）はイソフラボンを生産するマメ科植物の根や根圏土壌から採取された Variovox 属細菌に
より多く見出された。このことは、イソフラボン代謝遺伝子クラスターを有することで、土壌細
菌がイソフラボンの多く存在するマメ科植物根圏へ適応するのに有利であることが推測される。 
IFC 遺伝子がイソフラボン存在条件での生育に関与するかを調べるために、、ifcA 遺伝子破壊
株を用い、野生株との生育を比較した。その結果、ifcA 遺伝子破壊株はダイゼイン含有培地で
の生育が低下した。このことから、ifc 遺伝子クラスターが土壌細菌のダイズ等マメ科植物根圏
環境への適応に貢献していると示唆される。 
 
・ムライトセラミックチューブを用いた根圏環境の再現 
植物根からの代謝物の分泌を多孔質のムライトセラミックチューブを用いて再現した。トマ
ト根から分泌される主要な植物特化代謝産物であるトマチンをモデルとして、トマチンの濃度
勾配とトマチンに応答するスフィンゴビウム属細菌の増加を再現することができた。 
ムライトセラミックチューブを用いた疑似根圏系は代謝物の標品を注入することで様々な条
件での植物代謝産物を介した微生物コミュニティーとの相互作用を解析することができる汎用
的な実験系である。当グループではこの装置を用いて、相互作用解析を進めている。 
 
・植物生育への影響 
 以上の研究により、根圏微生物の有する植物特化代謝産物の資化能が根圏ホロビオント形成
に重要であることが示唆されてきた。そこで、様々な代謝能を有する細菌を組み合わせ、ホロビ
オントが植物生育に与える影響についての解析を行った。細菌群を合成した SynCom を作成し、
ダイズやトマトの生育に与える影響影響を解析したところ、生育を促進する根圏ホロビオント
が見出された。トランスクリプトーム解析により植物体への影響を解析するとともに、現在、各
種の解析を行っており、論文発表を行う予定である。 
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