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研究成果の概要（和文）：フランキアは樹木の根に共生して根粒を形成させ、そこで窒素固定を

行う能力をもつバクテリアだ。この共生窒素固定能により、フランキアは樹木の生育を促進す

る。本研究では、フランキアの共生に必要な遺伝子を同定することを目的として、フランキア

の遺伝子操作法の確立に取り組んだ。また、根粒中でさかんにはたらいている（発現量の高い）

遺伝子を網羅的に同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Frankia is a nitrogen-fixing bacterium having an ability to make 
symbiosis with trees. Symbiosis occurs in nodules formed on roots in which Frankia fixes 
nitrogen and supplies the products to the host plant to promote its growth. In order to 
identify Frankia genes involved in the symbiosis, I attempted to establish transformation 
system of Frankia and globally identified Frankia genes induced in nodule. 
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１．研究開始当初の背景 
窒素は全ての生物に必須な元素だ。大気の

約８割は窒素ガス（N2）だ。しかし、窒素ガ
スは非常に安定な分子であり、ほとんどの生
物はこれを利用できない。一部の植物は根の
根粒と呼ばれる器官に窒素固定細菌を共生
させることにより大気中の窒素分子をアン
モニアに還元（固定）し、自らの養分として
利用できる。この性質からこれらの植物は窒
素栄養の乏しいやせた土地でも旺盛に生長
するため、古くから緑化や治山に用いられて

きた。共生窒素固定を行うバクテリアは主に
２つのグループに分けられる。マメ科植物と
共生する根粒菌と、アクチノリザル植物と共
生する放線菌の一種フランキアだ。根粒菌-
マメ科植物共生についての研究は古くから
盛んであり、多くの知見が得られている。対
照的にフランキア－アクチノリザル植物共
生の研究は大きく立ち遅れており、とりわけ
遺伝子レベルの研究はほとんど進んでいな
い。アクチノリザル植物の例としてはヤシャ
ブシ、モクマオウ、グミ、ヤマモモなどが有
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名であり、そのほとんどは樹木である。よっ
てフランキア－アクチノリザル植物共生の
研究は森林再生による CO2 削減という観点
からも非常に重要である。 

遺伝子レベルの研究を進めるためには、フ
ランキアの遺伝子を人工的にはたらかなく
したり、逆に強制的にはたらかせたりするこ
とが重要だ。なぜならば、人工的に遺伝子の
はたらきを変えたことにより共生の特徴が
変化することを観察してはじめてその遺伝
子が共生に関わっていることを証明できる
からだ。そのためには、特定の遺伝子をフラ
ンキアの染色体（あるいは細胞質）に導入し、
安定に維持することが必要だ。この操作は一
般的に形質転換と呼ばれる。 

 
２．研究の目的 
 フランキアの共生に関わる遺伝子の同定
に必要な以下の研究に取り組む。 
（1）フランキアの形質転換法を確立する 
（2）根粒中に共生しているフランキアのす
べての遺伝子の働き度合い（発現量）を調べ
る。よくはたらいている（高い発現量を示す）
遺伝子は共生に重要な働きを持つと考えら
れる。 
 
３．研究の方法 
（1）遺伝子操作法の確立 
①フランキアではたらく選択マーカー遺伝
子の開発 
 フランキア細胞に遺伝子を導入する操作
を行ったとしても、実際に遺伝子を受け取る
細胞はごくわずかだ。よって、遺伝子を受け
取った細胞を効率的に識別する方法が必要
だ。一般的には抗生物質に対する耐性を付与
する遺伝子を同時に導入し、抗生物質耐性を
獲得した細胞を単離するという方法が取ら
れる。形質転換体を選択する目的で使われる
ことから、このような用途に用いる抗生物質
耐性遺伝子を、選択マーカー遺伝子と呼ぶ。
フランキアの DNA は、グアニン（G）とシト
シン（C）が極めて多く（70%以上）、遺伝暗
号の使用頻度に大きな偏りがある。よって、
遺伝暗号をフランキアに最適化した人工合
成のゲンタマイシン耐性遺伝子を用いた。ま
た、GC 含量の高い他のバクテリアで機能した
実績のある抗生物質耐性遺伝子も数種類試
した。これとは別に、フランキア自身の遺伝
子を選択マーカーに用いる方法も試みた。ま
ず、生育に必須なウラシルの生合成に必要な
遺伝子（pyrF）の突然変異株を単離した。そ
して、変異を持たない野生型の pyrF 遺伝子
を野生株のフランキアから単離し、それを選
択マーカーとして使用した。pyrF 変異株はウ
ラシルを含まない培地では生育できないが、
野生型 pyrF を獲得した形質転換体は、同培
地で生育できるようになるはずだ。 

②遺伝子をフランキア細胞に導入する方法
の開発 
 ２つの方法を試みた。１つ目はエレクトロ
ポーレーションと呼ばれる方法で、電気パル
スを与えることで細胞膜に穴を開け、そこか
ら DNA を取り込ませる方法だ。２つ目は接合
と呼ばれる方法だ。自然界でバクテリアは、
他のバクテリアに中空の管状の構造物を突
き刺し、それを通して自らの DNA の一部を注
入することが知られている。これは接合と呼
ばれ、しばしば形質転換に利用される。 
③遺伝子をフランキア細胞で維持する方法
の開発 
 導入した DNA は、フランキアの細胞内で世
代を超えて維持されなければならない。つま
りこのことは、細胞分裂が起こる頻度と同等
かそれ以上のペースで、導入した DNA が複製
される必要があるということを意味する。こ
れを達成するために、２つの方法を試みた。
１つ目は染色体に導入する方法だ。染色体は
細胞分裂時に必ず複製されるので、染色体に
導入された遺伝子もそれにともなって複製
されるという理屈だ。染色体に導入する方法
として、相同組換えとファージのインテグラ
ーゼの２つを試した。２つ目はプラスミド
DNA を用いる方法だ。プラスミド DNA は染色
体とは独立して複製される小型の DNA分子だ。
多くの場合、細胞分裂を上回るペースで複製
されるため、１細胞中に複数分子含まれる。
ただし、プラスミド DNA が複製されるために
は複製起点と呼ばれる特殊な配列が必要で
あり、それはバクテリアによって異なるため、
フランキアで機能する複製起点をもつプラ
スミド DNA を探す必要がある。今回は、フラ
ンキアの近縁のバクテリアで複製した実績
のあるプラスミド DNA と、様々な種のバクテ
リアで複製する広宿主域プラスミド DNAを用
いた。 
（2）根粒中で高発現する遺伝子の探索 
 フランキアをセイヨウヤマハンノキ、ネパ
ールハンノキ、ヤマモモ、ヤチヤナギの 4種
の樹木に接種し、着生した根粒から全 RNA を
精製した。これを蛍光色素で標識し、フラン
キアのそれぞれの遺伝子配列（約 7000 種）
をもつ DNA 断片（プローブ）が含まれるマイ
クロアレイにセットした。各遺伝子の RNA 分
子は、それと相補的な塩基配列をもつマイク
ロアレイ上のプローブと結合する。発現量が
高い RNA 分子は、よりたくさん結合する。よ
って、各プローブの蛍光強度を測定すること
により、各遺伝子の発現量が測定できる。同
様の実験を、共生させずに単独で培養したフ
ランキアでも行い、すべての遺伝子の発現量
を共生時のものと比較した。 
 
４．研究成果 
（1）遺伝子操作法の確立 



 遺伝暗号の使用頻度をフランキアに最適
化したゲンタマイシン耐性遺伝子を人工合
成し、形質転換を試みた。DNA はエレクトロ
ポレーションにより細胞に導入した。耐性遺
伝子は相同組換えにより染色体への導入を
試みた。その結果、形質転換の成功率が向上
した。よって、遺伝暗号の使用頻度がマッチ
することはフランキア細胞内での遺伝子の
発現に重要であることが分かった。しかし、
得られた形質転換体は培養とともに選択マ
ーカー遺伝子を失っていった。この原因とし
て、突然変異により抗生物質耐性を獲得した
細胞が出現した、培養しているうちに（フラ
ンキアは増殖が遅いため形質転換体が増殖
するまで 1ヶ月程度培養した）抗生物質の活
性がなくなった、の２つが考えられた。これ
らの問題を解決するために、ウラシル合成に
関わる pyrF 遺伝子をマーカーとした形質転
換を試した。この方法では抗生物質を使用し
ないので、失活は問題にならない。また、自
然の突然変異により選択培地で増殖した細
胞を、pyrF の塩基配列を解析することで見分
けられる。フランキア細胞を変異原で処理す
ることにより、5株の pyrF 変異株を得ること
ができた。これらは 1塩基の挿入または欠失
変異を持っていた。pyrF 変異株に対して野生
型の pyrF 遺伝子をマーカー遺伝子とした形
質転換を行ったが、ウラシルを含まない選択
培地で増殖した株はすべて形質転換体では
なく、変異が回復した復帰変異体だった。 
 相同組換えによる染色体への導入の効率
が低いのではないかと考え、ファージのイン
テグラーゼ遺伝子を用いた染色体組み込み
や、プラスミド DNAを利用した方法も試みた。
しかしいずれの方法でも良好な結果はえら
れなかった。ファージのインテグラーゼに関
しては、フランキア染色体に存在する挿入標
的配列が、実際に機能することが大腸菌を用
いた方法で確認できたので、他の条件を最適
化することで成功につなげられるのではな
いかと期待している。接合による形質転換も
試みたが、成功には至らなかった。 
 バクテリアは一般に外来の DNAを切断する
酵素（制限酵素）を持っている。自身の DNA
はその制限酵素の切断配列にメチル化修飾
がほどこされることにより切断から守られ
ている。最近、フランキアの染色体 DNA の特
定の配列が高度にメチル化されていること
を発見した。このことは、フランキアがこの
配列を切断する制限酵素をもつことを示唆
する。マーカー遺伝子にも同様のメチル化修
飾をほどこすことで形質転換がうまくいく
のではないかと期待して、実験を進めている。 
（2）根粒中で高発現する遺伝子の探索 
 調べた 6607 遺伝子中、166 が根粒中で有意
に高い発現量を示した。126 は根粒中で発現
が低下していた。根粒中で発現が高かった遺

伝子のなかには、窒素固定酵素遺伝子をはじ
めとするこれまで共生に必要なことが知ら
れている遺伝子も多く含まれたことから、一
連の実験がうまくいっていることが確認で
きた。解析を行った 4 種の樹木の根粒では、
ほとんど同じ遺伝子の発現が高まっていた
ことから、共生の際に活発にはたらくフラン
キアの遺伝子は、樹木が変わってもほとんど
おなじだということが予想された。根粒中で
発現が高い遺伝子には、タンパク質合成や呼
吸、クエン酸回路などの炭素代謝にかかわる
遺伝子が多く含まれていたことから、共生窒
素固定の際にはエネルギーを多く生産し、タ
ンパク質合成を活発に行うための遺伝子が
重要なことが示唆された。また、これまで他
生物での研究結果をふくめても機能がわか
っていない遺伝子が数多く含まれた。これら
はフランキアと樹木との共生になんらかの
役割をはたしている可能性がある。 
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