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研究成果の概要： 

根粒形成、根粒菌細胞内共生について小胞輸送によるオルガネラ形成という観点から小胞輸送

の分子レベルでの解明を目的とした。まず、根粒で発現量の増加する SNARE 遺伝子を検索した。

その結果、GEN06 遺伝子は根粒形成に従い根粒で発現量が増加する R-SNARE であることが明ら

かとなった。特に Gen06 遺伝子を抑制した毛状根形質転換ミヤコグサの作成を行った結果、毛

状根形質転換ミヤコグサは根粒形成が抑制することが明らかとなった。この結果から Gen06 遺

伝子は根粒形成に関与する重要な輸送小胞を担っていると考えられる。                   
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１．研究開始当初の背景 

マメ科植物と根粒菌の共生による窒素固定

は、高等植物と微生物という 2種の生物の相

互作用によってもたらされる複雑な生物現

象である。近年、ミヤコグサなどのマメ科モ

デル植物の分子遺伝学的研究基盤が整備さ

れた結果、根粒菌の生産する共生シグナル物

質（Nod ファクター）の受容体をはじめ、根



粒菌に対する初期応答に関わる遺伝子が相

次いで単離され、宿主植物と根粒菌の特異的

な相互認識と初期相互作用のメカニズムが

急速に解明されつつある。根粒菌は成長中の

根毛に付着して根のゴルジ体から分泌され

る小胞により感染糸が形成されエンドサイ

トーシス的に表皮細胞に進入し細胞内でバ

クテロイドと呼ばれる共生に特異的な形態

に分化して増殖を停止して植物由来原形質

膜由来のペリバクテロイド膜に包まれたシ

ンビオゾームと呼ばれる細胞オルガネラと

して安定に維持され窒素固定活性を発現す

る。こうした根粒菌の細胞内共生のプロセス

と窒素固定活性の発現も宿主植物との厳密

に特異的な相互作用によって支配されてい

ると考えられるが、植物側にプログラムされ

た根粒形成の分子機構についてわかってい

ることは少ない。 

 

２．研究の目的 

根粒菌は植物に感染すると植物細胞由来の

オルガネラに取り囲まれ、根粒組織内で新規

オルガネラ様に機能する。SNARE (Soluble 

NSF attachment protein receptor) は小胞

輸送に関与するタンパク質として知られて

おり、根粒菌が植物細胞内に取り込まれると

きに SNAREタンパク質が関与する可能性が高

い。しかしこれまでに SNARE タンパク質が根

粒形成に関与するという報告は殆どない。根

粒菌が植物細胞内に取り込まれるときにオ

ルガネラ間の小胞輸送に関与する根粒特異

的な SNARE遺伝子に注目して根粒細胞内での

オルガネラ分化における機能を解明する。 

根粒形成に関与する特異的遺伝子の機能解

析、発現調節機構をオルガネラ遺伝子発現の

面から解析する。そこで共生器官成立、特に

共生窒素固定に関与する分子機構をオルガ

ネラ分化の視点から解析する。 

（１）ダイズ根粒皮層、非感染細胞、感染細

胞からミトコンドリア、パーオキシゾームな

ど植物側細胞内オルガネラを単離し、プロテ

オーム解析の手法で共生特異的タンパク質

発現を網羅的に解析する。 

（２）根粒オルガネラプロテオームデータベ

ースを構築し、発現タンパク情報を遺伝子情

報と関連づける。そのために、ミヤコグサ大

規模 cDNA アレイを用いた根粒形成過程に発

現している遺伝子群の網羅的な塩基配列の

決定を試みる。 

（３）根粒オルガネラ分化に関連するオルガ

ネラ膜間の小胞輸送に関わる遺伝子を検索

し、アンチセンス手法を用いて形質転換体を

作成し、その機能解析を行う。 

 

３．研究の方法 

ダイズ根粒と根からミトコンドリアタンパ

ク質をパーコール密度勾配により分画した。

その後二次元電気泳動を行い CBB染色後ゲル

からタンパク質を切り出し、ペプチドマスフ

ィンガープリント(PMF)法と N 末端アミノ酸

シークエンスにより同定を行った。また、ダ

イズバクテロイドタンパク質についても同

様に同定を行う。 

マクロアレイの結果、ミヤコグサ根粒で発現

している約 9000 クローンのシークエンスを

行った。シークエンス反応は Big Dye 

terminator法により反応させABI3100シーク

エンサーを用いて解析を行った。 

かずさ DNA研究所が公開しているミヤコグサ

データベースを基にミヤコグサ根粒で発現

している SNARE 遺伝子をスクリーニングし、

これら遺伝子の発現を調べた。 

全ての遺伝子について遺伝子発現及び細胞

内局在性、毛状根形質転換根作成を試みた。 



４．研究成果 

（１）ダイズ根粒、根からミトコンドリアを

単離してプロテオーム解析を行った。その結

果根粒ミトコンドリア 465 スポット、根ミト

コンドリア 383スポットを検出しタンパク質

の同定を行った。特に根粒ミトコンドリアで

発現が強く増加するタンパク質としてウレ

イ ド 合 成 に 関 わ る phosphoserine 

aminotransferase やフラボノイド合成に関

与するFlavanone 3-hydroxylase レグヘモグ

ロ ビ ン 合 成 に 関 与 す る S/R-rich 

ribonucleoprotein 等のタンパク質同定に

成功した（表-１）。全てのデータをまとめ根

粒ミトコンドリアで共生に関与する新規な

代謝プロファイルを作成した。 

（２）マクロアレイ解析についてはコンソー

シアムを設立し、EST シークエンスが充実し

ているミヤコグサ根粒内の経時的発現、ミヤ

コグサ根粒菌のバクテロイドと free-living

の発現プロファイルについて調べた。 根粒

菌の種類によって異なる共生に関する生理

学的解析はタイ北部に生息する根粒菌を用

いて研究をおこなった。 ダイズプロテオー

ム解析を行い、データベースの充実を痛感し

た。同じマメ科植物ミヤコグサ根粒を用いた

マイクロアレイ解析の結果、根粒で発現して

いる ESTクローン約９０００クローンのうち

7321 クローンの 5’末端塩基配列を決定し、

シロイヌナズナのデータベースを基に機能

別に分類を行った(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 5’-EST シークエンスの機能的分類 

 

（3）ミヤコグサに存在する snare 遺伝子を

EST ライブラリーから 20 個検索し、シークエ

ンスを行った。本研究では、この遺伝子に対

して全て細胞内局在性を調べた。また RNAi

法による遺伝子抑制形質転換体の作成を試

みた。殆どの遺伝子は RNAi により遺伝子発

現を抑制させても根粒形成の形態的変化は

観察できなかったが幾つかの遺伝子に関し

ては、根粒着生に異常をきたしていることが

明らかとなった（図２）。現段階では、根粒

菌が植物細胞内へ進入しているのか定かで

はないが根粒細胞内での物質輸送に重要な

SNARE を絞り込むことができたと思われる。 

 

 図２  毛状根形質転換法を利用して

SNARE 遺伝子発現を抑制した形質転換根。

緑色に蛍光している根、根粒が形質転換根を

示す。 
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