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研究成果の概要（和文）：根粒菌を接種し無窒素水耕栽培したダイズに硝酸またはアンモニアを与えた後の根と
根粒の代謝産物濃度の変動及びRNAseqによる遺伝子発現解析を実施した．窒素投与後、根および根粒でフルクト
ース及びグルコース濃度が減少し,アンモニウム処理により根で有機酸濃度の減少がみられた． 
 硝酸供給8時間後の根，根粒の遺伝子発現をRNAseqにより解析した結果,特異的に発現が上昇した遺伝子数は根
では12,939あり根粒では2,431あった。根と根粒で共通して上昇した遺伝子は74と少なかった．逆に硝酸投与で
減少した遺伝子は,根では8,678, 根粒では1,654あり, 共通は42であった．

研究成果の概要（英文）：Concentration of metabolites and RNAseq analysis in gene expression were 
carried out after the addition of nitrate or ammonium to the nodulated soybean plants. After 
addition of nitrate and ammonium, the concentration of fructose and glucose were decreased, and 
organic acid concentration was decreased in the root supplied with ammonium. By the RNAseq analysis 
of roots and nodules after 8 hours of nitrate treatment, about 12,939 genes were promoted in the 
roots and 2,431 genes in nodules. The common genes are only 74. The gene expressions were depressed 
by nitrate treatment, about 8,678 genes in roots, and 1,654 genes in nodules, with common genes 42.

研究分野：植物栄養学
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１．研究開始当初の背景 
（１）ダイズなどのマメ科植物は、土壌細菌
である根粒菌を根に取り込むことにより根
粒を形成し、共生状態の根粒菌（バクテロイ
ド）の窒素固定により生成するアンモニアを
窒素栄養として利用できる。一方、宿主植物
は光合成産物であるショ糖を篩管経由で地
下部に輸送し、リンゴ酸などに変換してバク
テロイドにエネルギーおよび炭素骨格を供
給している。 
（２）申請者らは、安定同位体の 15Nを用い
てダイズ根粒固定窒素と根から吸収した硝
酸の代謝と移動について研究し、バクテロイ
ドが固定したアンモニアはただちに植物細
胞に分泌され、グルタミンに取り込まれた後
ウレイド（アラントイン、アラントイン酸）
に代謝されて導管経由で地上部に運ばれる
が、根で吸収した硝酸は、硝酸またはアスパ
ラギンに代謝されて茎導管を移動すること
を明らかにした。さらに、経根吸収した硝酸
は一旦葉身へ移動し同化されるが、固定窒素
は葉と莢に直接移動するという仮説を提出
した。しかしながら、固定窒素と経根吸収窒
素の移動が異なる生理機構については不明
である。 
（３）マメ科作物の栽培において窒素肥料の
施肥により、根粒の着生、根粒生長、窒素固
定活性が抑制され、かつ根粒の老化が促進さ
れることが古くから知られている。阻害機構
としては、光合成産物の根粒への供給低下、
根粒皮層の酸素透過性低下によるバクテロ
イドへの酸素供給の低下、根粒で固定した窒
素の輸送阻害などが考えられているが、硝酸
やその他の窒素化合物による根粒形成と窒
素固定活性阻害の生理的機構の全貌は未だ
明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
（１）本申請課題では、根粒固定窒素と経根
吸収硝酸の移動と分配について窒素同位体
を用いて解析するとともに、硝酸による根粒
生長と活性阻害機構をメタボローム、トラン
スクリプトームを用いて網羅的に解析する。
本研究により、これまで不明であったダイズ
の固定窒素，硝酸の体内移動と根粒阻害機構
を明らかにし、農業生産に資する意義がある。 
（２）根粒形成に対する硝酸阻害には、根粒
着生部位に硝酸を与えたときに引き起こさ
れる直接的効果と、根粒着生部位から離れた
位置の根に硝酸を与えた場合に見られる間
接的効果に分けられる。申請者らは、水耕培
養液に硝酸を添加して根粒生長への直接的
効果を調べ、硝酸投与 1日後には根粒の生長
がほぼ完全に停止するが、培養液から硝酸を
除くと1日後に生長が再開することを発見し
た。同様に窒素固定活性（アセチレン還元活
性）も水耕液への硝酸の添加により急速かつ
可逆的な阻害を受けた。ポジトロン放出核種
の 11CO2を用いたイメージング分析により、ダ
イズの根に硝酸を与えると葉から移行した

光合成産物が根で優先的に利用され、根粒へ
の光合成産物の供給が低下し、根粒の生長と
窒素固定活性の低下を引き起こすと推定さ
れた。さらに、ダイズ根を上下に区切る根分
け法で、間接効果については、培養液の硝酸
濃度ならびに投与期間により大きく影響を
受け、下部根に高濃度(5 mM)硝酸を長期に与
えると上部根の根粒形成が抑制されたが、低
濃度(1 mM)硝酸の継続的投与ではむしろ上部
根の根粒生長と窒素固定活性が促進された。
（３）これらのことから、硝酸の供与部位、
濃度、供与期間などにより、根と根粒の間で
窒素代謝と炭素代謝に関して複雑でダイナ
ミックな変化が生じており、代謝産物濃度や
移行量の変動が根粒生長や窒素固定活性に
影響していることが予想された。そこで、硝
酸による根粒生長阻害作用解明のため、画像
解析による根粒生長の測定、水素発生による
窒素固定の連続測定、代謝産物、遺伝子発現、
タンパク質の網羅的解析により、ダイズ体内
における窒素代謝と炭素代謝間の複雑な調
節機構を明らかにしようと本研究を計画し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）ダイズ根粒固定窒素と経根吸収窒素の
移動と分配について安定同位体やポジトロ
ン放出核種を用いたトレーサー解析を行な
う。さらに、ダイズの根粒生長と窒素固定に
対する化合態窒素の阻害機構の解明をめざ
し、根粒画像解析、水素発生による窒素固定
活性測定、メタボローム解析、トランスクリ
プトーム解析などの網羅的手法を用いて追
跡する。 
（２）窒素栄養条件と根粒と根の炭素代謝，
呼吸変動についても詳細に検討し、硝酸等の
化合態窒素による根粒生長や窒素固定阻害
機構の全体像を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）培養液に 5mM硝酸を添加して 1日後
のダイズの根粒と根の遺伝子の発現をマイ
クロアレイで解析した。硝酸添加により無添
加に比べて遺伝子の発現が 4倍以上上昇した
遺伝子数は、根で 145、根粒で 85 あり、共
通する遺伝子は 9であった。一方、硝酸添加
で 4倍以上低下した遺伝子数は、根で 93、根
粒で 120あり、共通する遺伝子は 1であった。
硝酸添加で根では硝酸の輸送、硝酸還元や窒
素代謝に関する遺伝子の発現が顕著に高ま
った。さらに、根では、解糖系、TCA 回路、
ペントースリン酸経路の炭素代謝関係遺伝
子の発現も硝酸添加で上昇した。一方、根粒
では、アスパラギン合成酵素を除いて、窒素
代謝に関与する遺伝子の発現は変わらず、炭
素代謝関連遺伝子はむしろ抑制傾向が認め
られた。 
（２）メタボロームでは、ダイズの根と根粒
に含まれる315の化合物を網羅的に測定した。
硝酸添加により濃度が 2倍以上上昇した化合



物は根では 17、根粒では 6であった。根で上
昇した化合物は、グルタミン、アスパラギン、
アラニンなどであった。根粒では、アスパラ
ギン濃度の顕著な上昇とアラントイン、アラ
ントイン酸濃度の上昇が見られたが、その他
のアミノ酸濃度はあまり変化がなかった。 
（３）ダイズ体内における代謝産物の網羅的
解析のため、現有の UPLC装置に接続できる
質量分析器システム（日本ウオ−ターズ(株)
製・QDa 検出器システム）を導入した。ア
ンモニアおよび 22 種のアミノ酸遊離アミノ
酸を AQC 誘導体に変えて逆相カラムで分離
後のアミノ酸 AQC 誘導体を質量分析測定で
きた。 
（４）日本原子力研究開発機構との共同研究
で、ダイズ根粒で固定した 13N2の地上部への
移動を観察でき、移動速度を推定した。 
（５）根粒からの水素発生によりニトロゲナ
ーゼ活性をモニタリングする方法を検討し
た結果、水素センサーが温度により大きな影
響を受け、温度変化を伴う測定では注意が必
要であることが分かった。 
（６）無窒素培地で栽培したダイズ幼植物に
5 mM硝酸または 5mMアンモニウムを供給
後、短時間における体内各部位のアミノ酸、
光合成産物等の成分濃度を測定した。ダイズ
(品種 Williams)に根粒菌(USDA110 株)を接
種し、バーミキュライトで発芽させ、5 日間
後に水耕栽培に移植した。その後, 人工気象
装置内で、昼期間 28℃・16 時間、夜期間
18℃・8時間、無窒素条件で栽培した。播種
後19日目に培養液に5 mM硝酸または5mM
アンモニウムを加え、添加 0,4,8,16,24 時間
後に、葉身、茎、根上部（根粒着生部位）、
根下部（根粒非着生部位）、根粒に分け、サ
ンプリングを行った。21種のアミノ酸とアン
モニアは、UPLCを用いて分析した。根にお
いては、アンモニア投与でグルタミン、アス
パラギン濃度が投与 4時間目から急激に上昇
したが、硝酸投与では、投与 8時間後から徐々
に上昇した。根粒において、硝酸またはアン
モニウムの供与後、アスパラギン、グルタミ
ン、アスパラギン酸濃度が増加した。茎、葉
身でも、アンモニア投与 8時間目からアスパ
ラギン、グルタミンの濃度が上昇したが、硝
酸投与では葉身のアスパラギンのみ上昇が
みられ他のアミノ酸には大きな変動はなか
った。 
（７）無窒素培地で水耕栽培したダイズに 5 
mM硝酸または 5mMアンモニアを与えた後
の根と根粒の代謝産物の濃度の変動解析を
実施した． 
ダイズの根粒成長を比較したところ，硝酸
処理では時間単位の急激な抑制がかかるの
に対して，アンモニウム処理では日単位の緩
やかな抑制にとどまった。ダイズに短時間硝
酸もしくはアンモニウムを供給したところ、
根および根粒でスクロース濃度は差がみら
れなかったが，フルクトース及びグルコース
濃度が減少した．アンモニウム処理により根

で種々の有機酸濃度の減少がみられた．アス
パラギン濃度は両区とも増加したが，アンモ
ニウム処理のほうが速やかにかつ高濃度に
増加した.  
（８）硝酸供給 8時間後の根，根粒及び葉身
の遺伝子発現を RNAseqにより解析した．硝
酸供給 8時間後の RNAseq解析の結果から，
硝酸供給で特異的に発現が上昇した遺伝子
数は根では 12,939 あり根粒では 2,431 あっ
た。根と根粒で共通して上昇した遺伝子は 74
と少なかった．逆に硝酸投与で減少した遺伝
子は,根では 8678, 根粒では 1654あり, 共通
して減少したものは 42であった．8時間の硝
酸処理で根では硝酸同化経路の遺伝子の発
現が上昇したが最も発現上昇したものは
Nodulin MtN21 であり，最も減少したもの
は Nodulin-26Bであった．根粒で最も上昇し
た 遺 伝 子 は Pentatricopeptide 
repeat-containing proteinであり，最も減少
したものは Rapid alkalinization factor 
preproproteinであった． 
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