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研究成果の概要（和文）：本研究では、根粒形成誘導タンパク質（エフェクター）を分泌する根粒菌と、イネ根
に根粒様組織を誘導する2,4-Dを利用して、イネに窒素固定根粒を形成させることを試みた。本研究の結果、
（１）根粒菌はイネの根に定着し、ゲニステインを同時に添加することでエフェクター遺伝子を発現できるこ
と、（２）2,4-D添加によりイネ根に細胞分裂を誘導し、根の数カ所に膨らみを形成できること、（３）根粒菌
はイネ根に形成された膨らみ部分表面へ定着し、ゲニステイン同時添加により、根粒菌の定着量が増大するこ
と、が明らかとなった。しかしながら、イネ根に形成された膨らみ内部への根粒菌の侵入は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to induce the formation of nitrogen-fixing 
nodules in rice using rhizobia that secretes nodulation-inducing proteins (effectors) and substances
 that form nodule-like tissues in rice roots. As a result, we revealed that, (1) rhizobium colonized
 rice roots and can express effector genes by adding genistein at the same time, and (2) addition of
 2,4-D enhanced cell division in rice roots. (3) Rhizobium colonized on the surface of these 
nodule-like structures, and simultaneous addition of genistein increased the amount of rhizobium 
colonization. However, we could not observe invasion of rhizobia into the nodule-like structures, 
and could not observe the expression of nitrogen-fixing genes.

研究分野：微生物生態学、植物生理学、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
現代農業で最も多く利用される窒素肥料は、水質汚染や温室効果ガス排出など生態系に悪影響を及ぼす。一方、
根粒菌はマメ科植物の根に根粒を形成し、窒素固定により宿主植物に窒素栄養を供給する。本研究ではイネ科植
物への窒素固定根粒形成を試みた。結果として、2,4-Dにより人為的にイネ根に膨らみを形成できること、ゲニ
ステインにより根粒菌のイネ根への定着を向上できることを明らかにした。これまでのところイネ根に形成され
た膨らみに根粒菌を侵入・感染するところまでは確認できていないため、今後、根粒菌の侵入・感染と窒素固定
遺伝子発現を可能にする因子を根粒菌側、イネ側両方から解析することが必要と考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
窒素肥料は現代の農業で最も多く利用されるが、その生産と施用は温室効果ガスの排出など

生態系に悪影響を及ぼす。一方、根粒菌はダイズなどマメ科植物の根に感染して根粒を形成し、
根粒内で大気窒素を固定することで、宿主植物に窒素栄養を供給することができる。窒素肥料の
大幅な使用削減を実現するための手段として、イネ科植物に窒素固定根粒を形成させる研究が
世界中で進行中であるが、未だ成功には至っていない。また、大部分の研究はマメ科植物で同定
された根粒形成遺伝子を遺伝子組換えによりイネ科植物に導入するものであり、実用化には組
換え体の生態系への流出等が懸念される。 
近年、イネ根へのオーキシン様化合物により根粒様組織が形成されることが報告されている
（Hiltenbrand et al. 2016）。また、申請者らは一部の根粒菌がエフェクターと呼ばれるタンパク質
を分泌することで宿主植物の根粒形成を誘導し、細胞間隙から根粒内部に感染することを明ら
かにした（Okazaki et al. 2016）。さらに、根粒菌の中には、イネ科植物への根に定着し、根内部
に侵入するものも報告されている（Mitra et al. 2016）。これらの状況証拠から、オーキシン様化
合物やエフェクターよりイネ根に根粒様組織の形成を誘導し、イネ根に侵入可能な根粒菌を感
染させることで、窒素固定根粒を形成できる可能性が考えられるが、いまだイネへの窒素固定根
粒形成に成功した報告はない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、イネ科植物に窒素固定根粒を形成させることを目指し、（１）イネ根圏における

根粒菌エフェクターの発現とイネ根の応答、（２）2,4-D 添加によるイネへの根粒様組織の誘導、
および（３）イネ根に形成された根粒様組織への根粒菌感染、を検討し、イネ科植物に窒素固定
根粒を形成させることを目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
（1）イネ根圏における根粒菌エフェクターの発現とイネ根の応答解析 
ダイズ根粒菌 Bradyrhizobium elkanii USDA61 株は、エフェクターと呼ばれるタンパク質を分泌

することで宿主植物の根粒形成を誘導し、細胞間隙から根粒内部に感染することが知られてい
る。イネに接種した USDA61 株が、イネ根圏でエフェクターを分泌するかを確認するため、エ
フェクター遺伝子の発現解析を行なった。また、USDA61 株接種によるイネ根への根粒形成、根
粒菌定着に関連する生理的変化を解析した。イネ品種は２種類（ジャポニカ品種日本晴、および
インディカ品種 Kasalath)を用い、50 mlコニカルチューブにバーミキュライトと MS培地を充填
し、表面殺菌したイネ科植物種子を播種した。USDA61 株は種子あたり 1×107細胞接種した。ま
た、ダイズにおけるエフェクター遺伝子の発現誘導物質であるゲニステイン、ダイゼインをイネ
根に根粒菌と同時に添加して、エフェクター遺伝子の発現量変化を解析した。 
 
（２）2,4-D 添加によるイネへの根粒様組織の誘導 

Hiltenbrand らの論文(2016)を参考に 2,4-D 添加によるイネ根への根粒様組織の誘導を試みた。 
論文では 50 µM の 2,4-D 添加により、イネ日本晴の根に栽培後 14日で根粒様組織が観察されて
いる。本研究ではイネ品種は日本晴および Kasalath を用いた。50 mlコニカルチューブにバーミ
キュライトと MS培地を充填し、表面殺菌したイネ科植物種子を播種した。これに各濃度（50、
100、250、500µM）の 2,4-D を添加して栽培し、14日、21 日および 28日目に根の形態観察を行
った。 
 
（３）2,4-D 添加によりイネ根に形成された根粒様組織への根粒菌感染 
根粒菌は GUS 遺伝子を導入した USDA61 株とエフェクター変異株を用いた。 

50 mlコニカルチューブにバーミキュライトと MS培地を充填し、表面殺菌したイネ科植物種子
を播種した。2,4-D を 50、100µM 添加し、さらに GUS 遺伝子導入根粒菌を種子あたり 1×107細
胞接種した。接種後 14日、21 日および 28日目にイネ根を GUS 染色し、根粒菌の定着と、根粒
様組織への感染状況を調査した。 
 
 
４．研究成果 
（1）イネ根圏における根粒菌エフェクターの発現とイネ根の応答解析 
イネ根圏での根粒菌エフェクター遺伝子の発現と、イネ根への根粒形成、根粒菌定着に関連す

る生理的変化を解析した。イネ（日本晴)に根粒菌 USDA61 株を接種後 14日のイネ根圏から RNA
を抽出し、根粒菌エフェクター遺伝子の発現を RT-PCR で解析したところ、エフェクター遺伝子
の発現量は検出限界値以下であった。次に、同栽培条件下でゲニステイン（1 µM）、ダイゼイン
（1 µM）をそれぞれ根粒菌と同時に添加したところ、エフェクター遺伝子の発現量は、無添加
区に比べてそれぞれ 20 倍、12 倍程度上昇した。ゲニステイン、ダイゼインの添加濃度を 5, 25µM
まで増加させた場合でも、発現量は 1 µM と同程度であった。また、同様の実験を品種 Kasalath
でも行ったが、2種類のイネ品種間では発現量に有意差はみられなかった。以上の結果から、イ



ネ根圏では根粒菌エフェクター遺伝子の発現量は低く、ゲニステイン、ダイゼイン添加により人
為的に発現誘導可能であることが明らかとなった。 
次に、イネ根圏での根粒菌エフェクター遺伝子の発現による、イネ根への生理的変化を解析し

た。上記のようにゲニステイン（1 µM）またはダイゼイン（1 µM）を添加した条件下で根粒菌
を接種し、14 日間栽培したイネ根の形態観察を行なったところ、ゲニステイン添加区で根に弱
い生育阻害が認められたものの、根の膨らみ等、顕著な形態変化は認められなかった。GUS 遺
伝子で標識した根粒菌株を同条件で接種した結果、GUS 染色により根粒菌の定着が確認され、
ゲニステイン（1 µM）またはダイゼイン（1 µM）添加区で、無添加区に比べて根粒菌定着量が
増加していることが確認された。また、Kasalath よりも日本晴品種のイネ根に強く定着している
ことが観察された。 
以上の結果から、根粒菌エフェクター遺伝子のイネ根圏での発現誘導にはゲニステインが適

していること、根粒菌のイネ根への定着には品種間差がみとめられ、日本晴品種の方が Kasalath
よりも定着しやすいことが判明した。 
 
（２）2,4-D 添加によるイネへの根粒様組織の誘導 

2,4-D 添加によるイネへの根粒様組織の誘導を試みた。イネ品種は日本晴およびインディカ品
種 Kasalath を用いた。50mlコニカルチューブにバーミキュライトと MS培地を充填し、表面殺
菌したイネ科植物種子を播種した。これに論文に記載の 50、100、250、500 µM の 2,4-D を添加
して栽培を続けたところ、日本晴の 50、100 µM 添加区において、根の数カ所に膨らみが観察さ
れ、顕微鏡観察により膨らみ部分には比較的小さな細胞が密集しており細胞分裂が亢進されて
いることがみとめられた。一方、Kasalath では同様の膨らみは認められなかった。また、250µM
以上では、イネ植物体が枯死した。 
以上の結果から、2,4-D 添加によるイネへの細胞分裂亢進の誘導が可能であることが確認でき

た。しかしながら、Hiltenbrand らの論文にみられるような根粒様組織は本研究ではみとめられな
かった。 
 
（３）根粒様組織への根粒菌感染の観察 
  研究成果（２）に記載のとおり、2,4-D を 50、100µM 添加したイネ(品種日本晴)において、
根の数カ所に膨らみが観察され、顕微鏡観察により膨らみ部分には比較的小さな細胞が密集し
ていることを確認した。また、研究成果（１）にある通り、根粒形成を誘導するエフェクターの
発現は、1 µM ゲニステイン添加により 20 倍上昇することが明らかとなった。 そこで、2,4-D 
(50 µM)およびゲニステ イン(1 µM)存在下で、イネへ根粒菌を接種し、根粒様組織の誘導と根
粒菌感染の観察を行なった。その結果、根粒菌接種と非接種でいずれもイネ根の数カ所に膨らみ
が形成された。膨らみの形成頻度や膨らみの大きさに接種、非接種間で、統計的に有意な差は認
められなかった。また、根粒菌の感染を GUS 遺伝子導入根粒菌により観察したところ、根粒菌
は側根の付け根部分への強い定着が確認された。さらに、2,4-D で誘導されたと考えられる膨ら
み部分の表面への定着も確認された。膨らみ部分について、切片を作成して内部への根粒菌感染
の程度を検討したが、根粒菌の存在は確認できず、イネの根表層で感染が止まっていることが推
察された。 
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