
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 4 月 5 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）： 

 

本研究では根粒菌がマメ科植物細胞内に侵入する時や、共生における小胞を介した物質輸送

に着目している。申請者は既に輸送小胞あるいは、標的オルガネラに結合している数十種類の

SNARE と呼ばれるタンパク質群の中で根粒菌を取り込むのに重要な SNARE を３種見いだしてい

る。この SNAREについて突然変異体を用いた詳細な解析を行い、最終的には SNARE 遺伝子を高

発現させ、共生微生物を利用した高機能窒素固定付与作物の作出を目的とした。 

研究期間内に、ミヤコグサ SNARE 遺伝子の中から共生に関わる候補遺伝子を探し、それぞ

れの遺伝子群の局在性、RNA、タンパク質発現解析、を行った。本研究期間内に 3 つの候補遺

伝子に着目しその遺伝子を RNAi 法により発現抑制させた形質転換体を作成した。得られて形

質転換体を用いて表現型解析の他に根粒菌感染検定を行った。最終年度にはマメ科植物で過剰

発現体の作出を試みた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Exocytosis and endocytosis are fundamental in plant development, homeostasis and 

interaction with the environment. These are highly dynamic processed that, even in otherwise 

static plant tissue, engage a rapid turnover of large areas of membrane surface. SNAREs 

(soluble N-ethyl maleimide sensitive factor attachment protein receptors) proteins drive 

membrane and protein targeting and delivery in eukaryotic cells. Since higher plants have 

complicated and multiple membrane traffic systems, the membrane fusion system would be 

important for plant development and signal transduction.  

We have screening SNARE genes which interact with nodule development. The 

suppression of Syn1, Syn37, Gen06 genes by the RNAi could form nodule but the most of the 

nodules were white in the hairly root nodule. When we infected LacZ-labeled M.loti, blue 

stained M.loti could see at the nodule. GFP fused Syn1, Syn37, Gen06 proteins revealed that 

these proteins were located on the plasma membrane or endosome in the Arabidopsis cultured 

cell. These data suggest that Syn1, Syn37, Gen06 SNARE play a vital role in the turnover of 

integral membrane proteins in signaling and (or) nutrition in the nodule.  
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１．研究開始当初の背景 

 

申請者は 2001 年からミヤコグサなどのマ

メ科モデル植物の「植物・微生物間共生にお

けるゲノム相互作用」プロジェクトチームに

加わり、分子遺伝学的研究基盤を世界に先駆

け整備させてきた。その結果、ミヤコグサの

共生研究は日本が世界をリードしてこれま

でにも数多くの成果を発表してきた。2009年

には申請者も窒素固定酵素であるニトロゲ

ナーゼ酵素必須のホモクエン酸は植物から

輸送されることを明らかにしている。近年、

宿主植物と根粒菌の特異的な相互認識と初

期相互作用のメカニズムについても急速に

解明されつつあり、イネにも根粒形成に必要

な初期シグナル遺伝子は存在することが明

らかになっている。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では根粒菌がマメ科植物細胞内に

侵入する時や、共生における小胞を介した物

質輸送に着目している。申請者は既に輸送小

胞あるいは、標的オルガネラに結合している

数十種類の SNAREと呼ばれるタンパク質群の

中で根粒菌を取り込むのに重要な SNAREを３

種見いだしている。この SNAREについて突然

変異体を用いた詳細な解析を行い、最終的に

は SNARE 遺伝子を高発現させ、ダイズ、非マ

メ科作物に導入し共生微生物を利用した高

機能窒素固定付与作物の作出を目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

(1) Gen06, Syn3, Syn1 SNARE 遺伝子による

小胞輸送と根粒形成の役割 

Gen06, Syn1, Syn3 遺伝子の根粒内発現解析、

細胞内局在解析を行う。 

(1)-1  5’非翻訳領域約 2kbをプロモーター

領域として GUS遺伝子と融合したコンストラ

クトを作製後ミヤコグサに導入して GUS染色、

GUS活性の測定を行う。 

(1)-2 Syn1, Syn37, Gen06 遺伝子発現を抑制

させた形質転換毛状根を作成し DsRed根粒菌

を感染させ、根粒菌感染検定を行う。 

(1)-3 シロイヌナズナ培養細胞を用いて

Gen06, Syn1, Syn3 遺伝子の細胞内局在性を

決定する。 

 

(2) マメ科植物及び非マメ科作物へ SNARE遺

伝子導入による過剰発現体作出 

 マメ科植物の GEN06 遺伝子過剰発現体の

作出を行い、共生微生物を過剰に取り込む根

粒の作出を試みる。 

 



 
４．研究成果 

(1)-1 Gen06, Syn1, 

Syn3 遺伝子の根粒

内発現解析、細胞内

局在解析を行った。 

5’ 非 翻 訳 領 域 約

2kb をプロモーター

領域として GUS 遺

伝子と融合したコン

ストラクトを作製後

ミヤコグサに導入し

て GUS 染色、GUS

活性の測定を行った。

その結果、Syn1 は根毛、根粒原基での発現

が認められ根粒形成時に関与していること

が明らかとなった。一方、Syn3 の発現は殆

ど認められず、根粒形成時には殆ど関与して

いないと示唆された。Syn37 プロモータ

ー::GUS は維管束、また、Gen06 遺伝子プロ

モーター::GUSは根粒内での局在を確認した

（図１）。 

 

(1)-2 Syn1, Syn37, Gen06 遺伝子に着目し

RNAi 毛状根形質転換根の解析を行った。ま

た DsRed 根粒菌を感染させることで根粒菌

感染検定を行った。 

Syn1 遺伝子を発現抑制させると根粒は殆

ど形成されず、感染糸が非常に多く形成され

ることが明らかとなった。 Syn37 遺伝子発

現を抑制させても根粒は形成し根粒菌も細

胞内に侵入できることが明らかとなった。し

かし根粒は白い根粒が多く共生窒素固定の

欠損が確認できた。 

Gen06 遺伝子は根粒のみならず根毛の発現

も抑制し、それに伴って根粒数が減少してい

ることが明らかとなった。また、形成された

根粒数は少ないものの根粒菌の侵入が認め

られた（図２）。 

 

(1)-3 ナズナ培養細胞を用いた Syn1,Syn37, 

Gen06 遺伝子の細胞内局在性 

GFP 遺伝子の下流に Syn1, Syn37, Gen06 

cDNA遺伝子を融合しナズナ培養細胞に導入

した。その結果、Syn1, Syn37 は原形質膜に

局在すること、Gen06 は原形質膜或いは初期

エンドゾームに局在することが明らかとな

った （図３）。 

 

以上の結果、Syn1 遺伝子は根粒初期シグ

ナルから関与し、Gen06 遺伝子は根毛と後期

根粒形成に関与していることが明らかとな

った。その結果、Gen61遺伝子が根毛、根粒で

発現しており根粒形成、特に感染後の共生時に

重要であると推測した。Syn37 は共生窒素固定

に関与している事が明らかとなった。一方、

オルガネラ膜上の SNAREは数多く存在するが、

これまでにシンビオゾーム膜で発現している

Syn1, 共生窒素固定が活発な感染細胞、或い

は非感染細胞で発現している Syn37 を確認した。

Syn1 遺伝子発現を抑制させた Syn1-RNAi の結

果、根粒原基は形成されるものの根粒菌の侵入



が確認できなかった。また、プロモーター解析、

GFP 融合タンパク質の解析結果から、Syn1 はシ

ンビオゾーム膜に局在する SNARE と推測した。 

一方、Syn37 は、根粒細胞内で強い発現を

示した。RNAi による発現抑制変異体では根粒

数は変わらず、根粒菌の感染も確認できたが、

Fix-表現型を示した。以上の結果いくつかの

SNARE が根粒形成の小胞輸送に関わることが

明らかになってきた。 

 
(2) ダイズ、非マメ科植物への SNAREタンパ
ク質過剰発現体の作出 
計画ではダイズに導入する予定であったが
形質転換体の作出に時間を要することから
まず、ダイズではなくモデル植物であるミヤ
コグサに導入した。 
Gen06 遺伝子のミヤコグサで過剰発現体の試
みを行った。その結果 Gen06 過剰発現対は若
干根粒が大きいことが明らかとなった。今回
は毛状根形質転換根の作成であったため今
後は全身性形質転換体の試みが必要である。
さらに今回は Gen06のみ観察できた。今後は
その他の共生に関わる遺伝子の導入も行う
必要がある。 
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