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研究成果の概要（和文）：ダイズ根粒菌に近縁な細菌の中で、植物共生表現型が異なる「超近縁菌」のゲノム比較によ
り、新規な共生機構を解明した。土壌低栄養細菌S23321株は共生アイランドが転移する前の祖先型ゲノムであった。一
方、土壌低栄養細菌Agromonas oligotrophicaは共生アイランドを持たないが、クサネムに根粒と茎粒を形成する共生
窒素固定細菌であった。ダイズ根粒菌USDA122株はタンパク質分泌系によりRj2ダイズに共生不和合性を起こすことが分
かり、マメ科植物と根粒菌の進化上のせめぎ合いが明らかとなった。以上のように、微生物―植物相互作用の解明ため
に「超近縁菌比較ゲノム」の戦略が大変有効であった。

研究成果の概要（英文）：Global systems of symbiotic nitrogen-fixing bradyrhizobia were conducted by compar
ative genomics of phylogenetic super-neighbors of the bacteria. Soil-dwelling Bradyrhizobium sp. strain S2
3321 lacked symbiosis island with high genomic co-linearity with B. japonicum USDA110, suggesting an ances
tral-type genome of symbiotic bradyrhizobia. On the other hand, the genome analysis suggested soil-dwellin
g Agromonas oligotrophica (Bradyrhizobium oligotrophicum) is a nitrogen-fixing symbiont of Aechynomeny ind
ica. Indeed, all texted strains of A. oligotrophica are able to nodulate A. indica with symbiotic nitrogen
 fixation. In addition, the rhcJ and ttsI mutants of B. japonicum for the type III protein secretion syste
m (T3SS) gained the ability to nodulate Rj2 soybean, suggesting the effectors secreted via T3SS trigger in
compatibility between these two partners. 
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１．研究開始当初の背景 
 ブラディリゾビウム（Bradyrhizobium)属

ダイズ根粒菌の近縁菌には、根粒共生のみで

なく、茎粒共生、エンドファイト共生をする

窒素固定細菌が知られており、持続的食糧生

産にとって重要である。しかし、これら細菌

のゲノムサイズは大きく、研究開始時はダイ

ズ根粒菌 USDA110 株と光合成茎粒菌 ORS278

と BTAi1 株の３株のみが公表されていた。申

請者らは、ダイズ根粒菌 USDA110 株アレイ比

較により、ITS 領域(rRNA 遺伝子間の可変領

域)で初めて相違が認められる「超近縁菌」

でゲノム比較が可能であった。そこで、申請

者は上記３株と極めて近縁な細菌株「超近縁

菌」を土壌低栄養細菌エココレクションから

選抜し、他の研究機関と共同して「超近縁菌」

S23321 株等のゲノム１次情報を得て、解析を

スタートしていた。また、共生不和合性 Rj2

因子保有ダイズ品種に不和合性を起こす

USDA122 株ゲノム解析も進めている。そこで、

エンドファイト共生・茎粒形成・根粒形成不

和合性というレベルの異なる共生現象を担

う遺伝子の解析をゲノム比較ベースで進め

る研究計画を策定した。 
 
２．研究の目的 

 ダイズ根粒菌に近縁な細菌として、根粒形

成 (nod) 遺伝子のない光合成茎粒菌、窒素

固定エンドファイト、宿主遺伝子 Rj と不和

合性を起こすダイズ根粒菌が知られ、全ゲノ

ムデータが蓄積しつつある。しかし、

Bradyrhizobium属植物共生細菌は、ゲノムサ

イズ(7.5-9.2 Mb)が大きく、従来法ではゲノ

ムから共生に関わる遺伝子や領域を特定す

るのは難しい。そこで、16S rRNA 遺伝子や

ITS 配列より極めて近縁と判断される非共生

または植物共生表現型が異なる「超近縁菌」

を探索し、両者のゲノム比較を行い、そこか

ら得られた知見に基づいて、植物共生遺伝

子・共生領域・共生因子を明らかにし、それ

らの持続的食糧生産への利用の基盤とする

ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 Bradyrhizobium 属細菌を HM 液体培地で培

養し、常法で DNA を抽出精製した。ショット

ガンライブラリーおよびペアエンドライブ

ラリーを作成し、454 パイロシーケンサーお

よびサンガー法(3730xl DNA アナライザー)

にて配列決定を行った。得られた配列データ

を Phred/Phrap/Consed システムでアセンブ

ルを行い、コンテイグ間のギャップの PCR 産

物をサンガー法で配列決定し、全ゲノム塩基

配列を決定した。タンパク質をコードする遺

伝子はMetaGeneAnnotatorにより予測を行っ

た。遺伝子の系統樹は、CLUSTAL W と MEGA を

用 い て 作 成 し た 。 MUMmer ま た は

GenomeMatcher により、ゲノムレベルの塩基

配列比較を行った。 

 ダイズ、クサネム、サイラトロのマメ科植

物の種子を表面殺菌後、Bradyrhizobium属細

菌を接種し、根粒や茎粒形成および植物体の

生育を比較した。窒素固定活性はアセチレン

還元法または無接種区を対照として全窒素

集積で求めた。蛍光タンパク質 DeRed や GasA

で標識菌を作成し、接種し、形成された根粒

や茎粒を(共焦点)蛍光顕微鏡で観察した。 

 ダイズ根粒菌の３型タンパク質分泌装置

(T3SS)の rhcJ遺伝子および T3SS 遺伝子群の

誘導タンパク質をコードしている ttsI 遺伝

子の破壊株を作成した。ダイズ根粒菌の根粒

形成遺伝子を誘導するフラボノイドである

ゲニステインを添加および無添加の根粒菌

培養液から分泌タンパク質を精製し、飛行時

間型の質量分析装置(MALDI/TOF/MS)で分析

し、分泌タンパク質の同定と有無を調べた。 
 
４．研究成果 

(1) ダイズ根粒菌 USDA110 株の「超近縁株」

S23321 株のゲノム決定と比較 

 「超近縁株」戦略のひな形として、土壌低

栄養細菌 S23321 株のゲノムと USDA110 株ゲ

ノムの詳細な比較解析を行った(図１)。ゲノ

ム全体として相同性が高いが、共生アイラン

ドの欠失と大きな逆位が観察された。 

USDA110 株の共生アイランド周辺配列と

S23321 ゲノムの比較により、S23321 株は

tRNA-Val の配列も含めて共生アイランドの

ボーダー配列（USDA110）を保持していた。

また、主に共生アイランドに存在し、共生ア

イランド外に飛び散る性質を持っている多

数の挿入配列も S23321 ゲノムには一つも検

出されなかった。したがって、S23321 株は共

生アイランドが転移する前の祖先型ゲノム

を持っていることが示唆された。さらに、

S23321株は系統的にはUSDA110株に近縁であ

るが、窒素固定(nif)遺伝子群は共生アイラ



ンド上の nif遺伝子群とは異なり、むしろ光

合成茎粒菌 ORS278 株の nif 遺伝子群と相同

性が高かった（図２）。S23321 株はほぼ完全

な光合成遺伝子を保有していた。これらの結

果より、ダイズ根粒菌に共生アイランドが挿

入されると、本来保有していた nif遺伝子群

が排除されるのではないかと推定された。 

 

 

 

 

(2) 土 壌 低 栄 養 細 菌 Agromonas 

oligotrophica と光合成 Bradyrhizobim 属細

菌のクサネムへの根粒・茎粒形成 

 光合成茎粒菌—エンドファイトー非共生

土壌細菌の「超近縁株」比較では、まず

Agromonas oligotrophica (Bradyrhizobium 

ologotrophicum) S58 株ゲノムを決定し、近

縁のクサネム Aeschynomene indicaの茎粒・

根粒菌である ORS278 および BTAi1 株ゲノム

との比較を行ったところ、驚いたことに S58

株ゲノムには根粒発達遺伝子(ndv)や窒素固

定遺伝子(nif, fix)をほぼ全て保有していた。

そこで、クサネムに接種実験とその他の観察

を行ったところ、Agromonas oligotrophica

に属する全ての株がクサネム根粒菌である

ことが分かった。Gus および DsREd 標識株に

よ る 接 種 実 験 で S58 株 が ク サ ネ ム

(Aeschynomene indica)に茎粒と根粒を形成

し、当該土壌細菌が根粒内でバクテロイドに

分化することを証明した（図３）。S58 株ゲノ

ムには Cluster I に属するダイズ根粒菌のよ

うに B. japonicum根粒形成遺伝子(nod gene)

や共生アイランドが存在しなかったので、本

結果は、未知の Nod-factor 非依存性の共生

システムやその共生進化について大きな一

石を投じた。 

 
 

(3) 「超近縁菌株」USDA122 株のゲノム決定

による共生不和合性と共生窒素固定促進エ

フェクターの解析 

 Rj2 因子保有ダイズに不和合性を示す

USDA122 の Type III タンパク分泌系の遺伝

rhcJ と ttsI の遺伝子破壊株を作成し、接種

実験を行ったところ、共生不和合性現象が完

全にキャンセルされた（図４）。すなわち、

rhcJ と ttsI 変異体の接種では Rj2 ダイズに

根粒が正常に形成されるようになった。この

結果は、ダイズ根粒菌の Type III 分泌系が

宿主植物に打込むエフェクターが不和合性

現象を起こしていることを強く示唆した。 

 Rj2 ダイズに共生不和合性を起こす

USDA122 株と不和合性を起こさない USDA110

株の超近縁菌のゲノム比較データと、フラボ

ノイド存在下における T3SS 依存性の分泌タ

ンパク質の解析を行った。その結果、共生不

和合性を起こすUSDA122株に特有な分泌タン

パク質をコードしている遺伝子 122_1969 を

同定した。面白いことに、122_1969 遺伝子は

フラボノイドで誘導される tts box を保有し

ており、約 10 kbの稼働性領域として USDA110

株ゲノムの対応領域にターゲット重複を起



こして挿入されていた。USDA122 株の

122_1969 遺伝子破壊株を作成し、Rj2ダイズ

に接種したが、共生不和合性はキャンセルさ

れなかった。この結果は、少なくとも

122_1969 遺伝子のみが共生不和合性を起こ

していないと考えられた。しかし、rj2 ダイ

ズに接種したところ、根粒形成は野生株と同

様であったが、共生窒素固定能が有意に半分

となった。この結果は、USDA122株の 122_1969

遺伝子が共生窒素固定能を上昇させるエフ

ェクターであることを示唆していた。

122_1969 遺伝子は、ミヤコグサ根粒菌にも

T3SS（日本型）, T4SS（欧米型）のエフェク

ター遺伝子ホモログで共生に重要と考えら

れる。また、既報の根粒数や感染の制御では

なく、共生窒素固定能を上昇させるエフェク

ター遺伝子として初めての発見となった。 

 

 

(4) 今後の研究の推進方向 

 ３年間の Bradyrhizobium 属細菌の超近縁

菌比較ゲノムのよる植物共生システムの研

究から数々の面白い成果が得られた。 

 USDA122 株に特有な分泌タンパク質をコー

ドしている遺伝子 122_1969 の研究は、共生

窒素固定能を上昇させるエフェクター遺伝

子である可能性が高い。また、USDA122 株の

122_1969遺伝子破壊株およびUSDA110株の染

色体への 122_1969 遺伝子相補株の作成に成

功しており、今後タンパク質分泌実験やダイ

ズ接種への実験を引き続き行い、論文をまと

めたい。また、本研究の経験から、Rj2 ダイ

ズに共生不和合性を起こすエフェクターも、

複数のエフェクターが関わる場合でも同定

可能なシステムを、近年汎用されてきている

MiSeq による安価なゲノムシークエンスによ

り作りつつある。 

 当初非共生の土壌細菌と考えていた

Agromonas oligotrophica S58 株やその近縁

土壌細菌が何故 Nod factor に依存しない茎

粒や根粒をクサネムに形成するのかの解明

の貴重な研究資源となりつつあり、我々のグ

ループでも共生高次化の視点で、研究を継続

したい。サツマイモエンドファイトについて

は、超近縁土壌細菌を見いだせず、ゲノム比

較に至らなかったが、今後 Bradyrhizobium

属細菌コレクションのドラフトゲノム配列

と引き続き比較を続けて行きたい。 

 今回の研究成果をベースにして、今後 16S 

rRNA遺伝子およびITSが完全に一致している

菌株同士の「超超近縁菌株」のゲノム比較に

より、食料生産の基盤になる共生システムや

系統の進化の研究に取り組みたい。 
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