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研究成果の概要（和文）： 

熱帯マメ科植物セスバニアは根粒菌 Azorhizobium caulinodans と共生し、茎に茎粒という窒素固定器
官を形成する。本研究では、A. caulinodans の推定内膜タンパク質をコードすると推測される遺伝子
ocmA が菌体外多糖生産に関与し、菌体外多糖のバリアで菌体内酸素濃度を制御している可能性を
示した。また、Ｌｏｎプロテアーゼも菌体外多糖の生産に関与しており、さらに、Ｌｏｎプロテアーゼは宿
主攻撃に関与する reb 遺伝子群の発現抑制に関与することも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Azorhizobium caulinodans is a microsymbiont of a tropical legume, Sesbania 
rostrata, and forms nitrogen fixing nodules on the stems. In this study, it was revealed that ocmA gene, 
which was predicted to encode an inner membrane protein, was related to production of 
exopolysaccharides in A. caulinodans. It was also revealed that Lon protease was involved in 
production of exopolysaccharides. Furthermore, Lon protease was found to be involved in suppression 
of reb genes, which is related to killer trait of this bacterium. 
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１．研究開始当初の背景 

 Azorhizobium caulinodans は、マメ科植物セス

バニアの根のみならず茎にも茎粒という窒素固

定器官を形成する根粒菌である。本菌は植物へ

の強い感染能を持ち、側根・不定根周辺の亀裂

から植物組織内に侵入し、周辺植物細胞の一

部を死滅させて形成された空間に定着してから、

宿主細胞内に感染する。また、多くの根粒菌は

共生状態のみで窒素固定を行うが、本菌は単生

状態で、しかも、ある程度酸素が存在する条件

下でも高い窒素固定活性を示す。さらに、本菌

は内生窒素固定細菌としての性質を持ち、イネ

やシロイヌナズナなどの非マメ科植物の組織内

に定着し、窒素固定を行う。これは「強い感染能」

と「単生での高窒素固定能」によりもたらされたと

考えられる。これらの性質を詳細に解析し、最大

限に制御・利用すれば、より広範囲の作物に本

菌を内生窒素固定細菌として適用出来るのでは

ないかと考えられる。我々は、A. caulinodans の
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全ゲノム配列を決定し、ゲノムワイドな変異株探

索による茎粒形成関連遺伝子群の網羅的探索

と、マイクロアレイによる共生・単生での網羅的

遺伝子発現比較などを行い、本菌の特性を解析

する上での基盤を築き、根粒菌の進化における

本菌の重要性を見いだしてきた。 

 

２．研究の目的 

A. caulinodans の内生窒素固定細菌としての応

用を考える上で、「レグヘモグロビンに守られて

いない非マメ科植物組織内で如何に酸素を克

服しているのか？」という疑問が生じる。これは

「ある程度酸素が存在しても単生窒素固定が可

能なのは何故か？」という疑問でもあるが、申請

者らは最近、新規の酸素克服機構が A. 

caulinodans に存在する可能性を、以下のように

見いだした。 

 転写因子 FixK は、根粒菌の微好気呼吸・窒

素固定に関連する遺伝子群の発現制御因子の

一つである。一般的に、根粒菌の fixK 遺伝子の

発現は、酸素センサーである二員制御系

FixL/FixJ により厳密に制御されており、低酸素

条 件 下 の み で 誘 導 さ れ る 。 し か し 、 A. 

caulinodans の fixK は高酸素条件下でも発現し

ており、低酸素条件下ではさらに発現上昇する。

我々は、A. caulinodansの推定内膜タンパク質を

コードする遺伝子（ocmA と命名）に着目し、ｏｃｍ

Ａ破壊株を作製してマイクロアレイ解析を行った

ところ、高酸素条件下での ocmA 破壊株におけ

る“fixK および FixK 制御下にある遺伝子群”の

発現が、野生型株に比べ極度に低下しているこ

とを見いだした(未発表)。FixL/FixJ 系の機能不

全が原因であると疑ったが、ocmA 破壊株は気

相酸素濃度１％以下の低酸素条件下で正常な

窒素固定活性を示したので、FixL/FixJ 系は正

常であると判断した。しかし、様々な気相酸素濃

度での窒素固定活性を調査したところ、窒素固

定が誘導される酸素濃度の閾値が、ocmA 破壊

株では野生型株に比べて低いことが判明した

(未発表)。これらのことから、ocmA 破壊株は野

生型株よりも細胞内酸素濃度が高いため、fixK

の発現が低く、比較的低い気相酸素濃度になら

ないと窒素固定が誘導されないのではないかと

予想された。つまり、「A. caulinodans の細胞内

酸素濃度は、OcmA タンパク質が担う細胞内酸

素濃度低下機構により、低く維持されている」と

いう仮説が提起される。そこで本研究では、この

仮説を証明し、さらに細胞内酸素濃度に関する

新規知見を得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究ではまず、細菌細胞内の酸素濃度測

定技術の開発を研究の第一段階としており、ニ

ードル式マイクロ酸素濃度計を用いた直接的測

定法と、低酸素プローブとして汎用されている

pimonidazole-HCl を用いた分子生物学的測定

法を検討した。 

 また、ｏｃｍＡ破壊株を作製し、詳しい表現型解

析を行い、低酸素克服にＯｃｍＡがどのように関

与しているのかを検討した。 

 さらに、低酸素克服機構に関与する OcmＡ以

外の他の因子を見つけ出し、その因子に関与す

る遺伝子の破壊株を作成し表現型解析等を行

った。 

 

４．研究成果 

 本研究において、ニードル式マイクロ酸素濃

度計を用いた直接的測定法と、低酸素プローブ

として汎用されている pimonidazole-HCl を用い

た分子生物学的測定法の、細菌内酸素濃度測

定への応用は可能とならなかった。 

 研究を進める最中に、A. caulinodans の ocmA

遺伝子破壊株は野生型株に比べて多量の菌体

外多糖を生産することが判明し、OcmA は菌体

外多糖生産に関与し、菌体外多糖のバリアで菌

体内酸素濃度を制御している可能性が浮上して



 

 

きた。また、Lon プロテアーゼをコードする lon 遺

伝子破壊株の菌体外多糖生産能が野生型株に

比べて劣ることが判明し、lon 遺伝子が細胞内酸

素濃度低下機構を担う可能性がある遺伝子とし

て候補に挙がった。 

 詳細な解析を行うと、lon 遺伝子は菌体凝集に

も関与している可能性が判明し、菌体凝集により

細胞内酸素濃度の低下が制御されている可能

性も見いだされた。 

 さらに、lon遺伝子破壊株の表現型解析を進め

ると、細胞内酸素濃度とは関係ないが、lon 遺伝

子は宿主植物細胞に対する本菌の攻撃性に関

与する reb 遺伝子群の発現制御にも関わってい

ることも、本研究により見いだされた。ｒeb 遺伝子

群とは、もともとゾウリムシ内生菌の宿主殺傷能

に関与する R-body タンパク質をコードしている

ことで知られていた。我々はかつて、praR と名付

けた転写因子が reb 遺伝子群の発現抑制に関

与していることを報告している。lon 遺伝子も reb

遺伝子群の発現抑制に関与しており、reb 遺伝

子群が高発現している lon破壊株が植物細胞内

に感染すると、宿主植物細胞の一部が萎縮し、

その萎縮した細胞内にlon遺伝子変異株が定着

することが判明した（図１）。 
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図１．A. caulinodans の野生型株（上）と

lon 破壊株（下）により形成された茎粒内

部の宿主植物細胞。lon 破壊株では萎縮し

た宿主細胞（*）に菌体が定着している。 
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