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研究成果の概要（和文）： 根粒菌とマメ科植物の共生窒素固定は、宿主植物と根粒菌との複雑な相互作用によ
って成り立っている。この過程でマメ科植物のEPR3 受容体は、根粒菌の細胞外分泌多糖や部分長の細胞外分泌
多糖を受容・認識して共生過程を正と負の双方に制御している。本研究では、マメ科植物のEPR3 受容体が根粒
菌の細胞外分泌多糖と同様に、病原菌の細胞外分泌多糖も認識し、免疫過程をも制御するのかを調査した。その
結果、EPR3受容体は、根粒菌の細胞外分泌多糖のみを認識し、病原菌の細胞外分泌多糖は認識しないことが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The symbiotic nitrogen fixation is established by complex interactions 
between legume plants and Rhizobium. The EPR3 receptor of legume plant regulates the symbiotic 
process by recognizing exopolysaccharide from Rhizobium. In this study, we investigated whether the 
EPR3 receptor in the legume recognizes exopolysaccharide produced by plant pathogen as well as 
rhizobial one, and controls the immune process. As a result, we suggested that the EPR3 receptor 
does not recognize exopolysaccharide of pathogenic bacteria.

研究分野：植物-微生物相互作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マメ科植物のEPR3受容体は、根粒菌が分泌する細胞外多糖を認識し、根粒共生相互作用を制御していることが知
られていたが、本研究からこのEPR3受容体は、病原菌が分泌する細胞外分泌多糖は認識しないことが示唆され
た。これらのことから、EPR3受容体は、共生相互作用のみに機能することが予想された。今後は根粒共生相互作
用時におけるEPR3受容体の詳細な機能解明を行う必要があると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 根粒菌とマメ科植物の共生窒素固定は、宿主植物と根粒菌との複雑な相互作用によって成り立

っている。これまで根粒菌が分泌する細胞外分泌多糖がこの共生相互作用を促進し、部分長の細

胞外分泌多糖は共生相互作用を抑制することが示されたことから、これらの細胞外分泌多糖は、

共生相互作用の重要なシグナル因子として機能していることが示されていた。一方宿主であるマ

メ科植物は、これらの細胞外分泌多糖をEPR3 受容体で受容・認識し、共生過程を正と負の双方

に制御していることが明らかとなっていた。 

 自然界の土壌、特に植物の根の周辺に広がる根圏では、共生菌、病原菌、内生菌や寄生菌など

多種多様な微生物が生存し、宿主植物は、これらの細菌と様々な相互作用を行なっている。この

ような環境下でマメ科植物は、共生相互作用を行うために根粒菌を受入れる一方、植物に対して

不都合となる病原菌を排除しなければならない。しかしながら、マメ科植物がこれらの微生物を

認識して選別するメカニズム、そして、共生過程における防御メカニズムについては一切明らか

になっていない。 

 この疑問を明らかにするため、宿主植物のEPR3 受容体が根粒菌の細胞外分泌多糖と同様に、病

原菌の細胞外分泌多糖も認識し、共生過程、及び免疫過程の双方を制御することで、病原菌を排

除していると仮説立てることで本研究を計画した。 

 

 

２．研究の目的 

 マメ科植物のEPR3 受容体は、根粒菌の細胞外分泌多糖や部分長の細胞外分泌多糖を受容・認

識し共生相互作用作用を正と負の双方に制御することがこれまでの研究から明らかとなってい

る。 

 そこで本研究では、EPR3受容体が同様に病原菌の細胞外分泌多糖も認識し免疫過程をも制御す

ることで、共生性相互作用と病原性相互作用の両相互作用を制御しているのかを調査する。 

 

 

３．研究の方法 

（1）Ralstonia sp. B5-1 株の細胞外分泌多糖欠損変異株の取得を行う。Tn5 トランスポゾン

を用いたランダム変異導入法により、 細胞外分泌多糖の合成、または分泌能が欠損した変異株

のスクリーニングを実施する。スクリーニングに用いる培地には、Ralstonia sp. B5-1 株の細

胞外分泌多糖の分泌が容易に観察可能な CPG (Casamino acid-Peptone-Glucose)培地や TY

（Tryptophan Yeast）培地を用いる。また、得られた候補変異株について、細胞外分泌多糖と

結合することで発色するカルコフローやコンゴーレッド試薬上で形態観察を行う。これらの観

察から最終的に Ralstonia sp. B5-1 株の細胞外分泌多糖欠損変異株を分離する。 

 

（2）細胞外分泌多糖欠損変異株の病原性能や、ミヤコグサepr3変異体とRalstonia sp. B5-1 株

の病長観察を行う。（1）で分離した細胞外分泌多糖欠損変異株について、宿主植物であるミヤ

コグサとの相互作用解析を行う。また、ミヤコグサepr3変異体とRalstonia sp. B5-1 株との間

の病長有無の観察も同時に行う。表現型の観察方法は、当研究室によって確立した表現型アッセ

イ系を用いて行なう。 

 

（3）細胞外分泌多糖欠損変異株と根粒菌との混合接種試験による複合的相互作用の観察を行う。



ミヤコグサに対して、根粒菌とRalstonia sp. B5-1 株または、細胞外分泌多糖欠損変異株との

混合接種試験における根粒形成能力の観察を行う。 

 

 

４．研究成果 

（1）テトラサイクリン薬剤耐性が付与されたプラスポゾン（Jonathan and Gerber.: Applied and 

Environmental Microbiology 2710- (1998)）を三親接合法によりRalstonia sp. B5-1株にラン

ダムに挿入した。そして、この得られた変異株集団から細胞外分泌多糖能が欠損した変異株のス

クリーニングを実施した。およそ1,000株のプラスポゾンがランダムに導入された変異株につい

て、細胞外分泌多糖能力の有無を個別にスクリーニングし、4株の細胞外分泌多糖欠損変異株（E-1

からE-4変異株）を分離した。これらの4株は、CPG培地やTY培地上で野生株と比較して、細胞外

分泌多糖が分泌されていないことが確認された。次に、これらの4株について、コンゴーレット

やカルコフロー試薬上での発色有無を確認した。その結果、2株（E-3変異株、およびE-4変異株）

は、細胞外分泌多糖と結合するコンゴーレッド試薬上で発色が確認されたことから、野生株とは

異なる細胞外分泌多糖を分泌している、または変異株の細胞表層に変異が生じていることが予想

された。一方で、他の2株（E-1変異株、およびE-2変異株）は、発色が確認されなかった。また、

カルコフロー試薬上では、これらの4株の変異株についての違いは観察されなかった。このよう

なことから、それぞれ異なる形状の細胞外分泌多糖欠損変異株を4株分離することができた。 

 

（2）分離した4株の細胞外分泌多糖欠損変異株と宿主植物であるミヤコグサとの病原性相互作用

の観察を実施した。その結果、3株の細胞外分泌多糖欠損変異株（E-1、E-2、E-3変異株）は、野

生株と比較して顕著にミヤコグサに対する病原性能が低下していることが示された。一方、1株

(E-4変異株)については、野生株と同程度の病原性能を保有していることが示された。このよう

に、細胞外分泌多糖の有無に関わらず、病原性の程度が菌株ごとに異なることが観察された。 

 次に、ミヤコグサepr3変異体のRalstonia sp. B5-1 株に対する病長表現型を観察するため、

epr3-11やepr3-13変異体とRalstonia sp. B5-1 株との表現型観察を行った。その結果、ミヤコ

グサ野生体とepr3変異体との間で病長の違いは観察されなかった。 

 これらの結果から、ミヤコグサとRalstonia sp. B5-1 株との相互作用にRalstonia sp. B5-1 株

の細胞外分泌多糖の有無が病原性能力の直接起因しているという結論には至らなかった。また同

時に宿主植物のEPR3受容体は、Ralstonia sp. B5-1 株の細胞外分泌多糖を認識しないことや、

病原性シグナルを制御しないことが示唆された。 

 

（3）細胞外分泌多糖欠損変異株と根粒菌との複合的相互作用の観察を行うため、細胞外分泌多

糖欠損変異株と根粒菌との混合接種試験を実施した。複合的相互作用の観察から、Ralstonia sp. 

B5-1 株や細胞外分泌多糖欠損変異株の E-4 変異株は根粒形成を強く抑制するのに対し、他の細

胞外分泌多糖変異株（E-1、E-2、E-3 変異株）は、根粒形成の抑制が見られなかった。（2）の

結果と、これらの複合的相互作用の結果を総合すると、細胞外分泌多糖に関わらず、Ralstonia 

sp. B5-1 株の病原性能自体が根粒形成を抑制していることが示唆された。 
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