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研究成果の概要（和文）：マメ科植物は根粒菌が感染すると根粒を着生し、共生窒素固定を行う。本研究ではマメ科植
物の共生窒素固定能の改良を目指し、共生窒素メカニズム特に老化メカニズムの解明を行った。感染後2週目、4週目、
8週目の根粒からRNAを抽出しマイクロアレー解析により発現変動を調べた。その結果、根粒老化により発現が誘導する
遺伝子群の中にフェリチン遺伝子が存在した。qRT-PCR解析によって発現変動を調べた結果、マイクロアレー解析と同
様に老化によりその発現が誘導した。さらに老化時に遊離した鉄イオンによりNOシグナルを介してフェリチン遺伝子の
発現が増加することを解明した。

研究成果の概要（英文）：Iron is an essential micronutrient for the legume rhizobium symbiosis and is 
accumulated abundantly in nodule. Iron homeostasis needs to be strictly controlled to avoid toxicity. 
Homeostasis of iron in plants is achieved through processes requiring proteins and small organic 
molecules. Among the molecules, ferritins are a class of iron storage proteins. During nodule senescence, 
total iron concentration in nodule was decreased, whereas expression of ferritin, Ljfer1, was induced in 
Lotus japonicus. We have identified signal transduction pathway leading to the increase of Ljfer1 in 
nodule. The Ljfer1 promoter of L. japonicus is conserved Iron-Dependent Regulatory Sequence (IDRS). The 
expression of Ljfer1 was induced by application of iron or sodium nitroprusside. Moreover, application of 
iron in nodule increased the nitric oxide (NO). These data indicate that iron-induced NO leads to 
increase the expression of Ljfer1 in the senescence of L. japonicus nodule.
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１． 研究開始当初の背景 
 

マメ科植物は根粒菌が感染すると新規オル
ガネラ膜（シンビオゾーム膜）に根粒菌を取
り込み、根粒と呼ばれる新しい器官を形成す
る。その後、植物細胞内に取り込まれた根粒
菌はバクテロイドに分化し共生窒素固定を
行う。しかし植物全般で見れば植物に作られ
る瘤の形成は病原菌あるいは線虫の感染に
より引き起こされるものが多く植物の成長
に害を及ぼす。病気を引き起こす瘤形成に関
わるメカニズムは殆ど分かっていないため
線虫による感染は農薬による対処方法も殆
どなく、枯れていくのを待つだけで農業上非
常に大きな問題となっている。 
マメ科植物に根粒が過剰に着生する変異体
は数多く得られているがこれら植物は窒素
固定能が高くなりすぎ、エネルギーを過剰に
必要とするために収量は逆に低下する。では、
現存のマメ科植物が最も収量が高いのだろ
うか。申請者は、この疑問を解明することを
目的として研究を行った。マメ科植物と根粒
菌共生システムの解明を目的として窒素固
定能の増加の可能性を検討する。 
 
２． 研究の目的 
マメ科植物と根粒菌共生システムの解明を
目的として持続的に共生を維持するメカニ
ズムの解明を行う。 
共生はどのように成立し、どのように維持

され、またどのようにして破綻するのか、モ
デルマメ科植物ミヤコグサを用いて検討を
行う。 
 
３．研究の方法 
ミヤコグサ根粒菌感染により根粒で発現す
る遺伝子群を経時的に調べる。RNA-seq 解析
により根粒で発現する遺伝子（20165 遺伝子）
プローブを作成した。それぞれのプローブは
60mer オリゴヌクレオチドであり 4×44K ホ
ーマットのアジレントマイクロアレープロ
ーブを作成した。 
根粒菌感染２，４，８週目の根粒から RNA
を抽出し、1650ngの cy3ラベルした cRNAは、
カスタムプライムした 4×44K スライドとハ
イブリダイズし、アジレントマイクロアレー
スキャナでスキャンした。シグナル強度は 75
パーセンタイルでノーマライズ後、log2 スケ
ールで比較した。 
 
４．研究成果 
 
感染後、２週目、４週目、８週目のミヤコグ
サ根粒の窒素固定活性を測定し、根粒菌を感
染後 4-5 週目まではその活性が上昇しその後
低下する。その一方バクテロイドや植物に酸
素を供給するために、宿主植物はレグヘモグ
ロビンタンパク質を多量に生産する。レグヘ
モグロビンはヘムタンパク質であり酸素に
対する親和性が高いため低酸素分圧下でも

大量の酸素をバクテロイドに供給すること
ができる。このように共生窒素固定に必要な
ニトロゲナーゼやレグヘモグロビンタンパ
ク質は鉄を大量に必要としており、クエン酸
と共に感染細胞内に輸送されることが明ら
かとなっている。 

窒素固定活性の値から、根粒菌感染２週
目の根粒は共生窒素固定活性が開始直後、４
週目は成熟根粒、８週目は老化根粒としそれ
ぞれの根粒で発現する遺伝子を比較した。そ
の結果、根粒菌感染２週目と８週目を比較し、
老化で発現する遺伝子は６４１個存在し、減
少する遺伝子は４１６個であった。これら遺
伝 子 に つ い て NCBI の euKaryotic 
Orthologous Groups (KOGs)に基づいて分
類した（図１） 
これら up-regulate 遺伝子、down-regulated 遺
伝子は、それぞれさらに２分割した（図２）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
また、マイクロアレー解析の再現性は
RT-PCR を行う事で確認した（図 3）。   

以上の結果から、根粒老化により発現が
誘導する遺伝子群の中にフェリチン遺伝子
が存在した。qRT-PCR 解析によって発現変動
を調べた結果、マイクロアレー解析と同様に
老化によりその発現が誘導した（図４）。 

ICP-MS 解析により経時的に根粒内の鉄
イオン濃度を測定した結果、感染後２週目に
はその値が最大となりその後徐々に低下し
ていることが明らかとなった(図 5)。 

感染８週目には根粒内の全鉄含量が低下
しているのは老化により根粒から他組織へ
転流していることを示唆している。 

老化時にはニトロゲナーゼやレグヘモグ
ロビンタンパク質の分解が引き起こること
が予想されるがこの時に放出される鉄イオ
ンはそのまま細胞内に遊離するとフェント
ン反応により活性酸素が発生してしまう。そ
のため遊離した鉄イオンは一旦フェリチン
タンパク質により取り込まれ鉄貯蔵タンパ
ク質として蓄積していると推測した。フェリ
チンタンパク質遺伝子プロモーター領域を
調べた結果、IDRS(iron-dependent regulatory 
sequence)が保存していることが明らかとな
った。そこで鉄を含む溶液中で根粒を浸した
結果、予想通りフェリチン遺伝子の発現が増
加した。さらに NO の基質を添加し NO の発
生を誘導してもフェリチン遺伝子発現が増
加した(図 6)。 

 

 

 
 
 

 
 
 
 



 
以上の結果から、根粒老化時には遊離した鉄
イオンは NO の発生を誘導し、そのシグナル
を介して IDRS に結合している因子を分解後、
フェリチン遺伝子の発現を増加させている
と考えた。  
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