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研究成果の概要： 
 70 µM アブシジン酸を含む培地で発芽してきたミヤコグサの変異体、no12の詳細な表現型解
析をおこなった。その結果、この変異体は野生型よりも有為に多くの根粒を形成し、個体当たり

の窒素固定能は野生型の約２倍に達していた。次にこの変異体を野生型ミヤコグサMG20と交配し

、F1世代およびF2世代の表現型を解析した。その結果、この変異の遺伝様式は不完全優勢である

と考えられた。一方、同様の方法論をダイズに適用し選抜した変異系統の表現型解析をおこなっ

た。その結果いくつかの系統において野性型と比較して有意に高い窒素固定活性を示した．これ

らの系統については，佐賀大学農学部の圃場で生育調査を行った．変異系統の中には野性型より

も種子の収量が高い系統もみられた． 
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１．研究開始当初の背景 
 
 世界人口は1940年代から爆発的な増加を

遂げたが、これは合成窒素肥料の消費量の増

加とほぼ軌を一にしている。つまり農地への

合成窒素肥料の投入が今までの人口爆発を

支えてきたわけである。そして将来的にもこ

の人口増加の傾向は変わらず、2050年には世

界人口は91億人に達すると予測されており、

今後も大量の化石燃料を消費する工業的窒

素固定が継続されることを意味している。ダ

イズを例にとると、現在の全世界におけるダ

イズ子実生産量の維持のためには、最低でも

年間360億立方メートルの天然ガスを消費す

る計算になる。こういった農業を継続するこ

とは、先進国の一員として地球の温暖化、化

石資源の枯渇、大気汚染等の諸問題の解決に

取り組む我が国の姿勢とは明らかに逆行す
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る。さらに合成窒素肥料が投入された農地か

らは窒素化合物が溶出し、環境汚染や土壌疲

弊といった深刻な問題も引き起こしている。 

 これに対してさまざまな取り組みが盛ん
におこなわれており、その中には工業的窒素
固定から脱却し生物的窒素循環利用農業を
見据えた、マメ科植物と根粒菌による共生窒
素固定の調査研究も含まれている。この類の
研究では、さまざまな方法で根粒菌の宿主植
物への感染から窒素固定発現までに関与し
ている遺伝子を同定し、その機能解析を通じ
て共生窒素固定の仕組みを理解することに
主眼がおかれている。そして実際に多くの精
力的な研究がなされ教科書を書き換えるよ
うな知見が蓄積されつつある。しかしながら
それらの研究成果は、根粒菌感染の初期イベ
ントや根粒数の調節に関係しているものな
どが多く、窒素固定の発現に関するものは限
られている。しかも次の段階として、それら
の研究成果を上記の問題解決のために応用
するという面では、十分に精力が注がれてい
るとは言い難く、窒素固定能を強化するため
の取り組みもほとんど実行に移されていな
いのが実情である。 

 研究代表者は、マメ科のモデル植物である

ミヤコグサを用いた実験から宿主植物の内

生アブシジン酸（ABA）の濃度によって、根

粒菌接種後に形成される根粒の数が調節さ

れることを見いだしている。すなわち、野生

型と比較して内生ABA濃度が高ければ根粒数

は減少し、逆に低ければ根粒数は増加する。

そしてホワイトクローバ由来のcDNAライブ

ラリーから単離したTrEnodDR1遺伝子を強制

的に発現させたミヤコグサでは、内生ABA濃

度が上昇して根粒数が減少すること、またそ

の形質転換体をABA合成阻害剤であるabamin

eで処理すると根粒数が回復することを示し

てきた。これらの結果を踏まえて、「野生型

と比較して内生ABA濃度が低い系統やABA受

容後のシグナル伝達系に変異を持つ系統な

どは、根粒数が増加して空気中の窒素をより

多く固定できる可能性がある」という単純な

発想のもと、以下の方法で変異系統の選抜を

試みた。すなわちEMS（メタンスルホン酸エ

チル）処理によって塩基置換を誘導したミヤ

コグサの次世代（M2）の種子を、70 µMのABA
（野生型ミヤコグサの種子は発芽できない

濃度））を含む培地上で発芽させ、成長して

きたものを選抜した。次に、これらをミヤコ

グサのABA関連変異体候補としM3世代の種子

を用いて根粒着生試験をおこなったところ、

NO12およびNO18の2系統における根粒数は野

生型と比較して増加傾向にあった。そこでこ

れら2系統について詳細な解析をおこなった

ところ、両系統とも根粒菌接種後１ヶ月での

根粒数は、野生型と比較して優位に増加して

おり生長も旺盛であった。さらにNO12に形成

された根粒における窒素固定活性をアセチ

レン還元法で測定したところ、驚くべきこと

に植物体当たりの窒素固定活性は野生型と

比べて３倍以上に強化されていることが明

らかになった。 

 このような形質を持つ作物を実際の農地

へ展開できれば、上述したさまざまな問題の

解決に大きく貢献できると考えられるため、

本研究課題を提案した。 

 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者はマメ科植物と根粒菌による
共生窒素固定に関する研究を推進してきた
が、「植物個体あたりの窒素固定活性が野生
型と比較して飛躍的に増大したミヤコグサ」
を選抜することに成功した。そこで本研究課
題では、（１）そのような植物が示す表現型
が「農業上有用な形質」であるかどうかの評
価、（２）原因遺伝子の探索、（３）旺盛な生
長を示すマメ科植物の選抜方法の確立、（４）
窒素固定活性が強化されたダイズ変異体の
単離および評価、の４つのサブテーマを展開
することによって、窒素固定活性の強化に至
る分子的基盤を理解するとともに、それを利
用した応用の可能性を探ることを目的とす
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）「農業上有用な形質」であるかどうか
の評価： 
アブシジン酸を用いたスクリーニングによ
って単離した no12 について，根粒菌を接種
し窒素を含まない B&D 培地で長期間（根粒
菌接種後 98 日間）の生育調査をおこない，
いくつかの収量構成要素等について解析を
おこなった．その際の窒素含量測定について
はマイクロケルダール法およびインドフェ
ノール法を組み合わせておこなった． 
 
（２）原因遺伝子の探索： 
no12 変 異 体 は ミ ヤ コ グ サ の
MiyakojimaMG20 がバックグラウンドの変
異体であるので，GifuB129 とのバッククロ
スをおこない，その F2 世代を用いて根粒着
生試験をおこなった．その際の培地は，（１）
と同様に窒素を含まない B&D 培地を用いた．
そしてその結果根粒と窒素固定活性が
MG20 よりも明らかに増加しているものを
プールした．次にそれらからゲノミックDNA
を抽出し，かずさ DNA 研究所を中心にして



 

 

整備されたミヤコグサの SSR マーカーを用
いて，染色体の位置を大まかに特定するラフ
マッピングをおこなった． 
 
（３）旺盛な成長を示すマメ科植物の選抜方
法の確立： 
ミヤコグサの no12変異体は，EMS処理して
得た M2 世代のバルク種子を，70 µM ABA
が入った培地で発芽させて，生き残ったもの
を選抜したものである．この方法が本当に窒
素固定活性が増強された変異体を選抜する
のに効果的であるかどうかを調べるために，
スクリーニングのスケールをアップして同
様の選抜をおこなった．具体的には，ナショ
ナルバイオリソースプロジェクトで準備さ
れたミヤコグサの EMS，M2バルク種子，約
10,000粒をスクリーニングした．次に選抜さ
れた ABA 耐性を示す系統群について上記
B&D 培地を用いて根粒着生試験，窒素固定
活性の測定をおこなった． 
 
（４）窒素固定活性が強化されたダイズ変異
体の単離および評価： 
エックス線処理によって変異を導入したダ
イズの M2 バルク種子を用いて，ABA スクリー
ニングをおこなった．次にそこで選抜された
変異体候補について，種子を収穫し，次世代
およびその次の世代の種子を用いて，人工気
象器内での根粒着生試験，および圃場におけ
る生育調査，収量調査をおこなった． 
 
 
４．研究成果 
 
（１）「農業上有用な形質」であるかどうか
の評価： 
no12 について，ミヤコグサ根粒菌接種後 98
日間の生育調査をおこなった．生育期間中に
咲いた花の数，莢の数，結莢率，莢の長さ，
莢中に含まれる種子の数については，MG20
と no12 を比較した場合に有意な差は見られ
なかった．しかしながら，100粒重の生重量，
100粒重の乾燥重量および種子の乾燥重量当
たりの窒素量については，no12 の方が大き
な値を示し，1％水準で有意差が見られた．
また，この変異体は，根粒菌を接種しない時
は，MG20よりも成長が悪いのに対して，根
粒菌を接種した場合（根粒が形成されて窒素
固定をおこなうようになる）は，MG20より
も旺盛な成長を示すようになることも明ら
かになった．このような性質は農業上非常に
有利なものであり，応用面を考えた場合にこ
の変異体は極めて重要な情報を提供するも
のと考えられる． 
 
（２）原因遺伝子の探索： 
まず，no12 の根粒数および窒素固定活性増

加という表現型が，どのような遺伝様式に従
うのかを解析した．すなわち，no12とMG20
をバッククロスして，その F1および F2世代
の表現型を解析した．その結果，F1 では根
粒数，窒素固定活性ともにMG20と no12の
中間型となった．F2 についても，それぞれ
の平均値は中間型になったため，不完全優性
の可能性が示された．しかし，不完全優性と
断言するためには 1：2：1に分離することを
示さなければならないため，F2 世代の 152
個体を用いてヒストグラムを用いた解析を
おこなった．そして得られた実測値を用いて
χ２乗検定をおこなったところ，根粒数，窒
素固定活性の両方が 1：2：1に当てはまると
言うことが判明した．よって，この変異は１
つの遺伝子の不完全優勢によることが示さ
れた． 
 ミヤコグサ GifuB129 と no12 とのバック
クロス F2世代を用いて，SSRマーカーを利
用したラフマッピングをおこなった．プライ
マーにはミヤコグサの各染色体上に存在す
る SSR マーカー約６０種類を用いた．鋳型
としては，F2 世代の中でも根粒数が多く窒
素固定活性も高かった系統から抽出したゲ
ノミック DNA を用いた．その結果，ある染
色体上の末端付近に no12 の原因遺伝子があ
ることが明らかになった．現在遺伝子のクロ
ーニングを目指して，ファインマッピングを
おこなっているところである． 
 
（３）旺盛な成長を示すマメ科植物の選抜方
法の確立： 
ナショナルバイオリソースプロジェクトで
準備されたミヤコグサの EMS M2 バルク種
子を 70 µM ABA入りの培地で発芽させて，
生き残ったものを選抜した．約 10,000 個体
を選抜して 1次スクリーニングでは 100個体
を選抜した．それらすべてに対して B&D 培
地を用いた根粒着生試験をおこなった．その
結果，いくつかの系統では，MG20と比較し
て根粒数が増加している傾向にあった．次に
根粒数が増加していた系統について，アセチ
レン還元法による窒素固定活性を測定した
ところ，４系統で有意に窒素固定活性の上昇
が見られた．つまり，これら４系統について
は，no12 と同様に根粒数が多く窒素固定活
性も高いということになる．よって ABA を
用いたスクリーニング方法で窒素固定活性
が強化された変異系統を選抜することが可
能であると考えられた．現在，得られた４つ
の系統について遺伝様式を確認していると
ころである． 
 
（４）窒素固定活性が強化されたダイズ変異
体の単離および評価： 
 
ダイズ品種「Bay」にエックス線照射するこ



 

 

とによって準備した約 3,000粒のダイズ種子
を，100 µM ABA入りの培地で発芽させ，生
き残ったものを選抜した．初年度は，それら
を圃場に植えて，次世代種子を取ることに集
中した．２年目は得られたM3世代種子を用
いて，人工気象器内での根粒着生試験及び圃
場へ展開しての収量調査をおこなった．その
結果，人工気象器内で Bayと比較して明らか
に高い窒素固定活性を示す系統が見つかっ
た．またそう言った系統の中には，根粒数に
関しても Bay よりも有意に増加したものが
見いだされた．圃場による収量調査では，Bay
よりも有意に種子数，種子中共に大きな値を
示した系統が存在した．全体的に見た場合は，
残念ながら窒素固定活性と収量の間に高い
相関があるという結果にならなかったが，人
工気象器における試験で高窒素固定活性を
示したものの中には，圃場試験における収量
が多かったものも存在した．次年度からは，
窒素固定活性が高く根粒数が多いものを中
心に，圃場試験および人工気象器内での根粒
着生試験を継続しておこなう必要がある． 
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