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研究成果の概要（和文）：3型分泌系(T3SS)を介した根粒菌とマメ科植物の相互作用に関する基盤情報を整備すること
を目的として、実験系の整備が進められているミヤコグサとダイズ根粒菌Bradyrhizobium elkaniiの組み合わせを用い
て解析を行った。ミヤコグサ実験系統を用いた接種実験により、T3SSエフェクターを介した相互作用に従来知られてい
た菌の侵入を阻害する反応に加え、侵入後の菌の増殖阻害の反応があり、それらが異なるエフェクターにより誘導され
ていることを明らかにした。また、ミヤコグサリソースを活用したアプローチによりそれらの防御反応に関与すると考
えられる複数の遺伝子座を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：In an attempt to accumulate the information on the interaction between rhizobium 
and legume plants medicated by type III secretion system (T3SS) effectors, we conducted molecular genetic 
analyses using a model legume Lotus japonicus and Bradyrhizobium elkanii. As the results of infection 
analysis and Tn5 mutant screening, we identified that two types of immune responses, block of infection 
and prevention of nodule maturation, induced by different effectors. Based on the QTL analysis using RILs 
and GWAS using wild accessions of L. japonicus, we detected multiple candidate loci related to the 
responses caused by T3SS effectors.

研究分野： ゲノム構造機能学
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１．研究開始当初の背景 
	 根粒菌はマメ科植物との間で共生関係を
成立させ、マメ科植物の根に根粒の形成を誘
導し、根粒の細胞内で窒素固定を行う。この
根粒菌とマメ科植物の共生関係は、シグナル
物質を介した相互認識により成立する。根粒
菌はマメ科植物の根から分泌されるフラボ
ノイドを認識して、Nodファクターと呼ばれ
るキチンオリゴマーを基本としたシグナル
物質を合成し、分泌する。分泌された Nodフ
ァクターはマメ科植物の根の細胞膜上にあ
る受容体により識別され、共生相手となる根
粒菌の Nod ファクターを受容した場合にの
み、細胞内のシグナル伝達経路が活性化され、
根粒形成につながる。 
	 近年、この Nodファクターを介した相互認
識の成立後も、根粒菌と宿主のマメ科植物と
の間での認識過程が存在することが明らか
となってきている。その認識反応に関与する
要素の一つが、多くの根粒菌のゲノム上の共
生アイラインドと呼ばれる共生窒素固定に
関与する遺伝子が集中している領域に遺伝
子が保存されている 3 型分泌系（TypeIII 
secretion system: T3SS）である。 
	 ダイズ根粒菌の一種である 
Bradyrhizobium elkanii USDA61 株 (以下 B. 
elkanii)は、ダイズの根粒形成調節 (Rj) 遺伝
子のうち Rj4遺伝子を持つダイズ系統には根
粒を形成できない(Vest and Caldwell, Crop 
Sci. 12: 692–693, 1972)一方で、Nodファクタ
ー受容体の変異のため通常のダイズ根粒菌
が根粒を形成できない rj1 遺伝子を持つダイ
ズ系統に根粒を形成できる (Devine et. al. 
Crop Sci. 28: 939–941, 1988)という特徴を持
つ。我々は、研究協力者である岡崎伸らと共
同で、このいずれの現象にも T3SSによる分
泌タンパク質（エフェクター）の宿主植物細
胞への導入が関与していることを明らかに
した(Okazaki et al., PNAS 110: 17131-17136, 
2013)。この B. elkaniiが示す宿主との相互作
用は、エフェクターを介したマメ科植物-根粒
菌の相互作用解明の糸口になると考えられ
る。 
	 B. elkanii は広い宿主域を持つ根粒菌とし
て知られており、我々が解読した B. elkanii
のゲノム配列解析情報からも、この特徴を裏
付ける多様な Nod ファクターの修飾に関わ
る遺伝子の存在が確認されてた。そこで、B. 
elkaniiをマメ科のモデル植物として利用され
ているミヤコグサ(Lotus japonicus)に接種し
てみたところ、実験系統でゲノム配列解析が
進められている MG-20 系統には根粒を形成
することができたが、別の実験系統の Gifu
系統に対しては根粒を形成することができ
なかった。 
 
２．研究の目的 
	 上記のような背景を基に、本研究は、T3SS
エフェクターを介した宿主植物との特徴的
な相互作用を行う B. elkanii とマメ科のモデ

ル植物として実験系の整備が進められてい
るミヤコグサの組み合わせを用いて、接種実
験の表現型に差が認められた実験系統間の
交配で作製された組換え近交系(RILs)を用
いた QTL解析と、ミヤコグサ野生系統を用
いたゲノムワイド関連解析を行うことによ
り、根粒菌—宿主植物の相互作用に関する基
盤情報を整備することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) B. elkanii の野生株と T3SS遺伝子破壊株
を用いた接種実験 
	 B. elkanii の接種によるミヤコグサの表現
型の系統間差の要因が T3SS を介した相互作
用であることを確認する目的で、T3SS の遺
伝子を破壊した B. elkanii株（ΔrhcJ株）を用
いた接種実験を行い、B. elkanii野生株との比
較を行った。宿主には MG-20 系統、Gifu 系
統に加えて、実験系統として利用されている
パキスタン原産の類縁種の L. burttii を用い
た。また、B. elkaniiの感染状況を確認する目
的で蛍光標識した B. elkanii 野生株、ΔrhcJ
株を用いた接種実験を行った。 
 
(2) ミヤコグサの防御反応誘導に関連するエ
フェクターの探索 
	 B. elkanii とミヤコグサの相互作用に関連
する T3SS エフェクターを同定することを目
的として、トランスポゾン Tn5を用いて作製
した B. elkanii の挿入変異株ライブラリを L. 
burttii に接種することによりスクリーニン
グを行った。L. burttii に形成された有効根粒
から変異株を回収し、Tn5 の挿入箇所の配列
を解析し、破壊されている遺伝子の情報を収
集した。解析した変異株のうち、T3SS エフ
ェクターと予測される遺伝子に挿入が確認
された株について、L. burttiiと Gifu系統に対
して再度接種実験を行い、根粒形成の表現型
を確認した。 
 
(3) RILsを用いた宿主関連因子の同定 
	 B. elkanii の接種による根粒形成の表現型
に差が確認された MG-20 系統と Gifu 系統を
親株として構築された組換え自殖系統
(Recombinant Inbred Lines: RILs)を宿主として、
B. elkanii 野生株の接種実験を行うことによ
り、根粒形成表現型情報を収集し、整備を進
めている RILs の遺伝子型情報を用いた QTL
解析を行った。同様に、Gifu系統と L. burttii
を親株として構築された RILs を用いた QTL
解析も行った。 
 
(4) ミヤコグサ野生系統を用いたゲノムワイ
ド関連解析 
	 ナショナルバイオリソースプロジェクト
で収集が進められているミヤコグサ野生系
統に対して B. elkanii 野生株の接種実験を行
うことにより、根粒形成表現型情報を収集し
た。得られた表現型情報を用いて、ゲノムワ
イド関連解析を行った。 



 

 

４．研究成果 
(1) B. elkanii の野生株と T3SS遺伝子破壊株
を用いた接種実験 
	 ミヤコグサの 3種類の実験系統に B. elkanii
野生株を接種した結果、MG-20系統では直径
が 1 mmを超え、レグヘモグロビンの発現に
より赤色化する有効根粒が形成される表現
型（Nod+）、Gifu 系統では根粒の形成が認め
られない表現型（Nod-）となり、先行実験の
結果が確認された（図 1 左右上段）。また、
L. burttiiには直径が 1 mm以下で白色の無効
根粒が多数形成されるという表現型を示し
た（これは窒素固定活性に影響のある変異体
が示す表現型と類似するため Fix-表現型と分
類した）（図 1 中央上段）。一方で、T3SS の
遺伝子を破壊した B. elkanii株（ΔrhcJ株）を
接種した場合には、3 種類の実験系統のいず
れにも、有効根粒が形成された（図１下段）。
この結果から、B. elkaniiとミヤコグサの相互
作用において、T3SS エフェクターは Gifu 系
統、L. burttiiに対して阻害反応を誘導するこ
とが示唆された。Ds-Red で蛍光標識した B. 
elkanii野生株を接種した結果、Gifu系統では
感染糸が形成される根毛からも、わずかに形
成される根粒原基の盛り上がりからも根粒
菌の蛍光シグナルは観察されず根粒菌の侵
入を阻害する反応が誘導されていると考え
られた（図 1左上段）。一方、L. burttiiでは、
形成される無効根粒の内部から蛍光シグナ
ルが観察され根粒菌の宿主細胞内への侵入
は起こっていることが確認されたが、蛍光シ
グナルの分布が、有効根粒を形成する MG-20
系統と比べると限定的であることから、侵入
した根粒菌の増殖を抑え、根粒菌の成熟を阻
害する反応が誘導されていると考えられた
（図 1中央上段）。	  
 

(2) ミヤコグサの防御反応誘導に関連するエ
フェクターの探索 
	 T3SS によるミヤコグサの防御反応誘導に
関与するエフェクタータンパク質の同定を
目的として、無効根粒形成(Fix-)の表現型を示
す L. burttiiを宿主として、Tn5の挿入により
作製した B. elkanii 挿入変異ライブラリのス
クリーニングを行った。その結果、L. burttii 
に有効根粒を形成した変異体の中から、T3SS
エフェクターと予測される遺伝子に Tn5の挿
入がある株を 4種同定した。得られた変異株
を L. burttiiに再接種した結果有効根粒の形成
が確認されたが、根粒形成が認められない
(Nod-)表現型を示す Gifu系統にこれらの変異
株を接種しても、表現型の回復は認められな

かった(図 2)。これらの結果から、B. elkanii
の T3SS により誘導されるミヤコグサの防御
反応には、根粒菌の侵入を防ぐ反応（Nod-表
現型）と侵入した根粒菌の増殖を抑える反応
（Fix-表現型）の 2 つがあり、それぞれが、
別のエフェクタータンパク質で制御されて
いることが示された。 

 
(3) RILsを用いた宿主関連因子の同定 
	 MG-20 系統と Gifu 系統を親株とする RILs 
(MG系統)と Gifu系統と L. burttiiを親株とし
て構築された RILs(GB 系統)からそれぞれ 10
系統を選抜し、B. elkanii 接種試験を行った。
その結果、MG系統は Nod-の表現型を示す系
統、Nod+の表現型を示す系統、Fix-様の表現
型を示す系統に分離し、有効根粒数を指標と
したQTL解析により3番染色体に関連する遺
伝子座を検出することができた。一方、GB
系統については Nod-の表現型を示す系統と
Fix-様の表現型を示す系統に大別されたが、
Fix-様の表現型を示す系統に根や根粒が黒く
なる表現型を示すものが検出され、明確に表
現型を評価することが難しい状況となった。
そのため QTL 解析で有為なピークを検出す
ることができなかった。 
	 そこで、QTL解析により 3番染色体に関連
する遺伝子座を検出することができたMG系
統の解析について解析を進め、3 番染色の候
補領域の組換えがある系統を追加して表現
型情報の収集を行った結果、最終的にパイロ
ット試験で検出した 3番染色体のピークに加
えて 6番染色体にピークを検出することがで
きた。別プロジェクトで RILs のリシークエ
ンスを行った結果、高密度の一塩基多型 
(SNP)マーカーが得られたため、検出した候
補領域を 3 番染色体で 124 kb, 6 番染色体で
679 kbの領域に絞り込むことができた（図 3）。 

 

!�������$=24��B. elkanii:-*��T3SS9�#/"*(ΔrhcJ)�(03) 
$�<';�>&?
��6�.�( : DsRed,8�	+15���6��7%���?������@1 mm�

B.
 e

lk
an

ii�
Δr

hc
J�

Gifu� L. burttii� MG-20�

G
ifu
�

L.
 b

ur
tti

i�

B. elkanii� ΔrhcJ� Tn5:ΔBe3-12� Tn5:ΔBe1-4�

'������� >!*�����0$	8=��)74�19;3 
+"@.?#A�� �� C1 mmBL. burttii�2%5:	,/��<6(	&-����	�Gifu��5:�,/�
���



 

 

(4) ミヤコグサ野生系統を用いたゲノムワイ
ド関連解析 
	 ミヤコグサの実験系統で検出された B. 
elkanii 野生株の接種による根粒形成表現型
の系統間差がミヤコグサ国内野生系統でも
確認できれば、リシークエンスにより整備が
進められているミヤコグサ国内野生系統の
遺伝子型情報を用いて、全ゲノムをカバーす
る SNP 情報と、形質との相関関係を網羅的
に検索し、形質と関連する SNP を統計的に
抽出する方法であるゲノムワイド関連解析
(GWAS)により B. elkaniiの T3SSエフェク
ターを介した相互作用に関連する遺伝子座
の探索が可能となる。そこで、30系統で構成
されるミヤコグサ野生系統のコア系統につ
いて B. elkanii 野生株の接種実験を行った。
その結果、表現型は実験系統で確認された、
Nod-、Fix-、Nod+の３タイプに分離し、こ
の表現型情報を用いた GWAS 解析が可能で
あることが確認された。そこで、解析系統数
を 67 系統まで増やして根粒形成の表現型情
報の収集を行った。GWAS を行うためには、
野生系統の表現型情報を数値情報に置き換
える必要があるため、様々な指標を用いて数
値化を行い GWAS を実施した結果、最終的
に Nod⁻の系統グループを 1 点、Fix⁻の系統
グループを 3 点、Nod⁺の系統グループを 5
点とするスコアリングを行うことにより、表
現型と関連する 3つの遺伝子座を検出するこ
とができた(図 4)。 
 

 
	 このように、ミヤコグサ野生系統と RILs
を用いたアプローチにより T3SS エフェク
タータンパク質を介した防御反応の誘導に
関与すると考えられる複数の宿主因子の遺
伝子座が同定され、エフェクタータンパク
質の解析で明らかにした 2段回の防御反応
を裏付ける結果が得られたと考えられる。 
 

	 本研究により、マメ科植物と根粒菌との
T3SS エフェクターを介した相互作用につい
て、従来知られていた菌の侵入を阻害する反
応に加え、侵入後の根粒菌の増殖を阻害する
反応があり、それぞれが異なるエフェクター
により誘導されていることを明らかにした
（図 5）。また、ミヤコグサリソースを活用し
たアプローチにより、それらの防御反応に関
与すると考えられる複数の遺伝子座を同定
することができ、T3SS エフェクターを介し
た相互作用の解明に向けての基盤を整備す
ることができた（図 5）。	 
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