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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、レーザーマイクロダイセクション法を用いた根粒内の細胞タイプ特異的な

遺伝子発現解析により見出された MATE型輸送体に着目して研究を行った。LjMATE1は根粒

の感染領域で発現し、クエン酸を輸送することで感染領域への鉄供給に関与することが明

らかになった。LjMATE2は根粒での発現は低く、アントシアニンを蓄積する Gifu系統の茎

において発現し、液胞に局在することが示された。LjMATE3 は根粒形成過程に伴って発現

が上昇し、フラボノイド生合成系と同様に GSHにより発現が誘導されることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  Cell-type specific RNA was extracted with Lasermicrodissection and used for 

microarray analysis. In this study, expression and functional analyses of cell-type 

specific MATE transporters in the nodules were performed. LjMATE1 was expressed in 

the infection zone of nodules and found to transport citrate for Fe translocation 

to the infection zone of nodules. LjMATE2 was expressed highly in the 

anthocyanin-accumulating stems and found to be expressed at the tonoplasts. The 

expression of LjMATE3 was induced during nodulation and also by GSH in a similar way 

as genes involved in the flavonoid synthesis. 
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的窒素固定に由来するが、その中でマメ科

植物と根粒菌の共生による共生窒素固定は

農業的にも極めて重要な性質である。マメ

科植物の共生窒素固定は、農学的および生

物学的重要性から国内外で盛んに研究され、

根粒形成に至るシグナル伝達系の同定など

多くの成果が挙げられている。その一方で、

共生窒素固定において、根粒内の植物細胞

（感染細胞と非感染細胞）間及び植物細胞

と根粒菌間での様々な低分子化合物の輸送

は、共生窒素固定の根幹であり、炭素源と

窒素源の交換を担う代謝物が同定されてい

る等、代謝物に関する研究が進んでいるに

も関わらず、輸送体に関してはほとんど未

解明である。 

レーザーマイクロダイセクション法によ

り根粒内の「感染細胞」、感染細胞に隣接す

る非感染細胞（以下、「隣接細胞」とする）、

「非感染細胞」を個別に抽出し、それぞれ

の細胞で発現する遺伝子をマイクロアレイ

により網羅的に解析した結果、植物の輸送

体ファミリーとして多くのメンバーを有す

る MATE（Multidrug and toxic compound 

extrusion）型輸送体の遺伝子のうち、

LjMATE1 が根粒内の感染領域（感染細胞及

び隣接細胞）で発現する遺伝子、LjMATE2

が根粒内の非感染細胞で特異的に発現する

遺伝子として見出された。相同性検索の結

果、LjMATE1 はシロイヌナズナのクエン酸

輸送体と相同性が高く、実際にアフリカツ

メガエル卵母細胞を用いた解析からクエン

酸輸送体であることを明らかにした。また、

LjMATE2 はシロイヌナズナのフラボノイド

輸送体（TT12）と相同性が高いことが示さ

れた。さらに TT12と相同性の高い別の MATE

型輸送体 LjMATE3も見出された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これら 3種の MATE型輸送体

による根粒内の低分子有機化合物の輸送を

介した共生窒素固定の制御機構を明らかに

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）RT-PCR法及びリアルタイム PCR法に

よる遺伝子発現解析 

 各 MATE遺伝子の発現を解析するため、葉、

茎、根、根粒から cDNAを調製し、RT-PCR

法により発現部位を解析した。また、根粒

形成過程での発現を調べるため、ミヤコグ

サに根粒菌（Mesorhizobium loti）を感染

させてから継時的に根及び根粒のサンプリ

ングを行い、リアルタイム PCR法により発

現解析を行った。 

 

（２）Promoter:GUSを用いた発現解析 

 根及び根粒における発現組織を明らかに

するために、各遺伝子の推定プロモーター

領域（上流約 2 kb）にβ-glucuronidase

（GUS）遺伝子を結合したコンストラクトを

作成し、Agrobacterium rhizogenesを用い

た形質転換により毛状根を作出した。根粒

を形成させた毛状根を用いて、GUS染色を

行った。 

 

（３）GFP融合タンパク質の発現による細

胞内局在性解析 

 細胞内における局在膜を特定することを

目的に、各 MATEタンパク質を GFPを融合し

て異種細胞（Nicotiana benthamiana及び

Coptis japonica）にて発現させ、GFP蛍光

の観察を行った。 

 

（４）アフリカツメガエル卵母細胞を用い

た輸送解析 

 LjMATE1の輸送基質を明らかにするため



に、アフリカツメガエル卵母細胞に

LjMATE1 の cRNA を注入し、クエン酸及びリ

ンゴ酸の輸送解析を行った。（本研究は岡山

大学馬建鋒教授との共同研究による） 

 

（５）RNAi 体の作出と表現型の解析 

 各 MATE型輸送体の生理的役割を明らか

にするために、RNAi 体の作出を試みた。

LjMATE1に関しては得られた RNAi体の窒素

固定活性をアセチレン還元法により測定し

た。 

 

４．研究成果 

（１）LjMATE1 

 LjMATE1 はミヤコグサの根粒で特異的に

発現し、Promoter:GUSコンストラクトを用

いた組織発現解析により根粒の感染領域に

おいて発現することが明らかになった。 

 系統解析により LjMATE1はこれまでにク

エン酸を輸送することが報告されている

MATE タンパク質と同じクラスターに位置

することが示されたため、アフリカツメガ

エル卵母細胞を用いた有機酸輸送解析を行

った。その結果、LjMATE1 はクエン酸排出

活性を示したが、リンゴ酸輸送活性は認め

られなかった。 

 さらに、RNAiを用いて LjMATE1 の発現を

抑制した形質転換体を作出した。窒素欠乏

条件下で根粒菌を感染させて生育させたと

ころ、生育が抑制された。さらに GFP蛍光

をマーカーとした毛状根形質転換法により、

形質転換毛状根では根粒の大きさが小さく

なることが認められた。 

 LjMATE1 の発現を抑制させた植物は野生

型と比べて窒素固定活性（アセチレン還元

活性として定量）が低く、また Perls染色

により鉄の局在を解析したところ、根と根

粒のジャンクションで強い染色が認められ

た。 

 これらの結果から、LjMATE1 は細胞外に

クエン酸を輸送することにより、根粒感染

領域内への鉄の供給に関与することが示唆

された。 

 

（２）LjMATE2 

 RT-PCR 法により発現組織解析を行なっ

た結果、マイクロアレイ解析の結果とは異

なり、LjMATE2 は根粒においてほとんど発

現していないことが明らかとなった。しか

し、LjMATE2 はフラボノイドの一種である

アントシアニンが高蓄積するミヤコグサ

（Gifu B-129）の茎で特異的に発現が認め

られた。さらに、系統解析の結果、他の植

物においてフラボノイド輸送性の MATE 型

輸送体として報告された MATE 分子と相同

性が高いことが明らかとなった。 

 GFP 融合タンパク質を用いて LjMATE2 の

細胞内局在性を調べたところ、LjMATE2 は

液胞膜に局在することが明らかとなった。

以上より、LjMATE2 は、ミヤコグサの茎に

おいてアントシアニンの液胞への隔離に機

能することが推測された。 

 

（３）LjMATE3 

LjMATE3 は根粒形成に伴ってその発現が

上昇し、Promoter:GUS形質転換毛状根を用

いた GUS染色により、成熟根粒においては、

根粒維管束で強く発現していることが明ら

かとなった。 

次に、LjMATE3 とフラボノイドの関連性

について調べるために、GSH 処理による

LjMATE3 の発現変動解析を行った。その結

果、フラボノイド生合成系遺伝子（LjIFS1、

LjIFS2、LjVR1）と同様の誘導パターンで

LjMATE3の発現が誘導され、LjMATE3のフラ

ボノイドとの関連性が示唆された。一方



LjMATE2 では、このような GSH による発現

誘導は認められなかった。 

 

 

 

図．GSH処理後の LjMATE2および LjMATE3

の発現解析 

0：GSH 処理前、GSH 10：GSH（10mM）処

理の 10時間後、GSH 20：GSH（10mM）処理

の 20時間後、H2O 10：水処理の 10 時間後、

H2O 20：水処理の 20時間後 

 

GFP 融合タンパク質を用いた LjMATE3 の

細胞内局在性の解析を行ったが、この方法

では GFP蛍光が膜局在パターンを示さず、

LjMATE3 の局在を明らかにすることはでき

なかった。また、LjMATE3 に対するペプチ

ド抗体を作成し、ミヤコグサのミクロソー

ム画分を不連続ショ糖密度勾配遠心法によ

り分画し、ウエスタンブロッティングを行

った。しかし、LjMATE3 の細胞内局在性を

明らかにすることはできなかった。 

LjMATE3 の根粒における生理的役割の解

析を行うために、RNAi による LjMATE3の発

現抑制毛状根を作製しこれを観察した。し

かし、現在までのところ発現抑制が十分で

ないのか、コントロールの根粒と比べ、明

確な違いは認められなかった。 

LjMATE3 は、根粒内組織においてフラボ

ノイド生合成遺伝子と同様の部位（根粒の

根粒菌感染領域の外側）で発現しており、

一部のフラボノイド生合成遺伝子と同様

GSH によってその発現が誘導されることが

見出された。フラボノイドは病原性微生物

からの防御に機能することが知られている。

マメ科植物の根粒形成中期〜後期において

も、フラボノイドが微生物からの防御に働

く可能性を検討したい。 
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