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研究成果の概要（和文）：ダイズ根粒菌TetR family構造遺伝子のゲニステイン特異的な誘導発現はリプレッサ
ー機能により引き起こされ、その主要産物である多剤排出ポンプは感染初期にゲニステインで誘導合成され、細
胞毒性も併せ持つゲニステインの排出により細胞内ゲニステイン濃度を調整し、共生遺伝子（nod遺伝子群）の
発現プロファイルをチューニングすることにより共生関係を最適化する可能性を示し、TetR familyが共生初期
に関与する新しいパラダイムを提示した。

研究成果の概要（英文）：The genistein-specific induction of Bradyrhizobium japonicum TetR family 
structural genes was caused by a repressor function. The multidrug efflux pump of the TetR family 
could be induced early in the symbiosis and functionally regulate the expression profiles of 
symbiosis genes by adjusting the intracellular genistein concentration by its efflux having 
cytotoxicity. The results showed a new paradigm that TetR family plays an important role in 
symbiosis. 

研究分野： 応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)根粒菌は、主にマメ科植物の根に瘤（根
粒）を形成し、生物窒素固定を行うグラム陰
性の土壌細菌として知られ、宿主の種子や根
から放出されるフラボノイド（ゲニステイン、
ダイゼインなど）が根粒菌の特定の遺伝子領
域（共生領域と呼ばれる）にある遺伝子群
（nod遺伝子群やtypeIII 分泌系遺伝子群な
ど）を誘導発現させ、その産物（nod factor 
など）が根粒形成を誘導することにより、宿
主との共生関係が始まると考えられている。
しかし、国内外の研究を通して、共生領域外
のゲノム領域が宿主と根粒菌の共生に果た
す役割に関する報告は十分ではなく、不明な
点も多い。 
 
(2)これまでにダイズ根粒菌 Bradyrhizobium 
japonicum USDA110 (USDA110 は 現 在
Bradyrhizobium diazoefficiens に分類され
ている 1))のほぼ全ゲノム領域をカバーする
クローンで構成されたマクロアレイを用い
て、主にダイズ種子抽出液やゲニステインに
よって誘導発現される根粒菌遺伝子の網羅
的な発現解析を行った。その結果、共生領域
内のゲノムでは、nod 遺伝子群や typeIII 分
泌系遺伝子群を含む 4 つの巨大なゲノム領
域に含まれる遺伝子群が、特にダイズ種子抽
出液により強く誘導発現され、nod 遺伝子群
は処理 6 時間後、typeIII 分泌系遺伝子群は
12 時間後に、それぞれ強く発現することが
明らかになった 2）。更に、typeIII 分泌系遺
伝子群の誘導発現は低温条件（15℃程度）で
著しく遅滞し、低温環境で根粒着生が遅れる
原因の一つであることを示すとともに、ダイ
ズ種子抽出液 による十分な誘導発現には
nodD2 遺伝子が関与していることを初めて
明らかにした 3)。 
 
(3)一方、共生領域外のゲノム領域では、細
胞外多糖合成、エチレン分解酵素などをコー
ドする遺伝子群、並びに機能が不明な複数の
遺伝子群の誘導発現が明らかになり、中でも、 
ゲニステイン処理後 30 分程度の非常に早い
段階において、クローンレベルで 3.8～57.6 
倍に強く誘導発現するユニークなゲノム領
域(18.8kbp）が見出された。これまでの研究
で 、 こ の 領 域 は 、 ゲ ノ ム 上 の 位 置
(7.73Mb-7.75Mb) が 共 生 領 域
（1.68Mb-2.38Mb）とは全く異なる場所に位
置 し て い る こ と 、 17 個 の 遺 伝 子
（bll7017-bll7033）が含まれ、多剤排出ポ
ンプ（RND 型薬剤排出ポンプ）とポリヒドロ
キシ酪酸代謝系に関わる構造遺伝子と TetR 
family 転写調節因子から構成されているこ
と、及びゲニステインによって発現が強く誘
導されるが、ダイゼインやダイズ種子抽出液
では顕著に誘導されないことから、ゲニステ
インとダイゼインはともに共生領域にある
遺伝子の誘導発現に関与する一方で、ゲニス
テインによる誘導発現をダイゼインが抑制

することで発現が制御されている可能性が
示された。更に研究を進めた結果、この誘導
発現は、ゲニステインのような 5-ヒドロキシ
フラボノイドで生じること（ダイゼインのよ
うな 5-デオキシフラボノイドでは強い誘導
は見られない）、誘導後 15 分で最大に達し、
ゲニステイン濃度に依存することから、nod 
遺伝子群のゲニステインによる誘導発現プ
ロファイルとは全く異なること、及び多剤排
出ポンプを破壊すると、根粒重量や窒素固定
能が有意に減少することが明らかになった 4)。 
 
(4)最近の研究で、構築された多剤排出ポン
プの破壊株では、ゲニステインによる nod 遺
伝子群の発現量が低下する可能性が示され
たことから、ゲニステインが nod 遺伝子の発
現を誘導して共生がスタートするという単
純なパラダイムではなく、TetR family の多
剤排出ポンプが、細胞毒性も併せ持つゲニス
テインの排出によりその細胞内濃度を一定
の範囲に調節し、共生を機能的に行うために
nod 遺伝子群の発現をチューニングしてい
る可能性が強く示唆されたことから、本研究
の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究は、宿主のダイズから放出される
フラボノイド化合物のゲニステインによっ
て、特異的に強く誘導発現するダイズ根粒菌
TetR family の共生への関与を明らかにする
ため、構築された TetR family の転写調節因
子と多剤排出ポンプをコードしている遺伝
子の破壊株を用いて、ゲニステインによる
TetR family 遺伝子の誘導発現における転写
調節因子の役割を明らかにするとともに、
TetR family の共生関連遺伝子（nod 遺伝
子,typeIII 分泌系遺伝子群）の発現への関
与、及びゲニステインに対する感受性と根粒
形成過程への関与を明らかにすることを目
的とした。 
 
(2)ダイズ根粒菌の共生は、一般にゲニステ
インなどのフラボノイド化合物が nod遺伝子 
群などの共生遺伝子群を誘導発現させるこ
とで開始されると考えられているが、本研究
の特色は、TetR family が共生初期に関与す
る新しいパラダイムを提示することにある。
特に、ゲニステインには細胞毒性のあること
が知られており、共生の初期段階で根粒菌が
正常且つ機能的に宿主植物に応答し共生関
係を構築するためには、TetR family の多剤
排出ポンプによりゲニステインが細胞外に
排出され、細胞内のゲニステイン濃度が一定
の範囲内に制御されることが機能的な共生
のカギとなる可能性を明らかにすることが
できる。また、このゲノム領域は共生領域と
は全く異なる場所に位置する 18.8kbp のク
ラスターを形成しており、共生領域外に位置
する新規のゲノム領域が、共生の成立に関与
する重要な知見を得ることができる。本研究



により、ダイズなどのマメ科作物と根粒菌の
共生系において、共生初期の分子応答におけ
る新規且つ重要な知見が得られるとともに、
優れた根粒菌の育種によるマメ生産能の強
化に貢献できることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)根粒菌の培養と RNA 抽出 
ダイズ根粒菌 Bradyrhizobium japonicum 
USDA110 (Bradyrhizobium diazoefficiens)
の親株、あるいは遺伝子破壊株（多剤排出ポ
ンプ破壊株：bll7019-bll7021 欠失変異；転
写調節遺伝子破壊株：blr7023、あるいは
bll7024 欠失変異）をマンニトール・酵母エ
キス培地（YMB 培地）で 30℃、3〜5 日間振と
う培養後（OD600=0.3〜0.4）、新しい YMB で
OD600=0.1 に調整した。これに、必要に応じて
ゲニステイン（終濃度 5μM）を添加し、30℃、
30 分〜12 時間振とう培養した。菌液に等量
の氷冷した 5％フェノールを加え遠心分離
（10krpm、20 分、4℃）で菌体を回収後、
ISOGEN-LS（ニッポンジーン）を加え、プロ
トコルに従って全 RNA を抽出した。 
 
(2)遺伝子発現量の測定 
TetR family（bll7017-bll7033）の構造遺

伝子全体の発現プロファイルは、マクロアレ
イを用いたクローンレベルの発現により調
べた。すなわち、抽出された全 RNA を除タン
パク、および DNase 処理後、mRNA を回収した
（MicrobeExpress、Ambion）。ランダムプラ
イマー（Gibco）と逆転写酵素（SuperScriptII、 
Invitrogen）で cDNA をアイソトープ（[α
-33P]dCTP ） で 標 識 後 、 AutoSeqG (GE 
Healthcare)で精製し、ダイズ根粒菌ゲノム
の M13 ファージクローンで構成されたアレ
イシートとハイブリダイゼーションした
（55℃）。洗浄後、IP シートに露光させ、イ
メージアナライザー（Fuji BAS5000）と画像
解析システム（ArrayVision、GE Healthcare）
で TetR family（bll7017-bll7033）を含むク
ローンの発現量を親株と比較した。 
 TetR family 構造遺伝子、及び nod 遺伝子
（nodC、nodD1 など）や typeIII 分泌系遺伝
子（ttsI、rhcN など）の発現量は、定量的
RT-PCR により遺伝子の発現量を測定した。す
なわち、Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/ 
cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) で プ ラ
イマーを作成し、Qianti-Tect SYBR Green 
RT-PCR（Qiagen）と MiniOpticonTM (version 
3.1、BioRad)で遺伝子の発現量を測定した。
測定値はハウスキーピング遺伝子（sigA）で
標準化した。 
 
(3)ゲニステイン感受性試験 
ダイズ根粒菌の親株、および多剤排出ポン

プと転写調節遺伝子の破壊株を YMB 培地（破
壊株はカナマイシンを含む）で対数期まで
30℃で振とう培養後、生理食塩水で約 107 
cfu/ml の希釈菌液を調製した。96 ウエルプ

レートの各ウエルに、YMB 培地（ゲニステイ
ンの希釈系列を含む 180μl）、希釈菌液（10
μl）を分注後、30℃で 6〜46 時間培養した。
WST solution と electron mediator reagent
混合液（発色試薬：Microbial Viability 
Kit-WST、DOJIN）10μl をウエルに添加・培
養後、マイクロプレートリーダー（OD450）で
生存率を測定した。また同時に、ゲニステイ
ンの希釈系列を含んだYMB培地で通常の振と
う培養（30℃、130rpm）を行い、培養菌液の
増殖をモニターし（OD660）、破壊株のゲニステ
イン感受性を親株と比較した。 
 
(4)接種試験 
①接種菌液の調製と種子殺菌：ダイズ根粒菌
の親株、および多剤排出ポンプと転写調節遺
伝子の破壊株をYMB培地で対数後期まで振と
う培養し、リン酸緩衝液で 107 cfu/ml に調整
した。競合能を評価する場合は、suicide 
vector（pmTn5SSgusA20）上のレポーター遺
伝子（gusA20）をメーティング法により供与
菌（大腸菌 S17-1λpir）から親株に導入し、
構築された gusA20 標識菌株（親株）と破壊
株の等量（107 cfu/ml）を混合して接種菌液
とした。ダイズ種子（Glycine max L.cv. 
Enrei）は、次亜塩素酸とエタノールで殺菌
後、滅菌蒸留水で十分に洗浄した。 
②接種と栽培：栽培液(Norris & Date 氏液)
を入れたシードパッグに種子を置き、種子あ
たり1mlの接種菌液を接種した。40～50日間、
人工気象器（Biotoron、NK）で栽培した。 
③根粒原基の形成、根粒内の感染率、および
競合能の測定：根粒原基（接種後 1～2週間）
の着生数は、根粒をトルイジンブルー色素で
染色し、実体顕微鏡で計測した。根粒内の感
染率は、根粒をトルイジンブルーで染色しマ
イクロスライサーで切片を作成後、感染域を
顕微鏡で観察・計測した。競合能は、根粒を
基 質 緩 衝 液 (0.02% X-Gluc
（ 5-bromo-4-chloro- 3-indolyl β -D- 
glucuronic acid, cyclohexylammonium salt）、
0.04% SDS、20%メタノール、0.1M リン酸緩衝
液）で 1～2 日間処理し、染色された根粒の
割合から評価した。 
 
４．研究成果 
(1)ゲニステインで特異的に強く誘導発現す
るダイズ根粒菌 TetR family 領域（bll7017
〜bll7033 の 17個の遺伝子）の発現への TetR
転写調節遺伝子（blr7023 および bll7024）
の関与を調べるため、blr7023、および
bll7024 破壊株の TetR family 遺伝子全体の
発現プロファイル（親株に対する比）を調べ
た。発現量は、マクロアレイを用いて、17 個
の遺伝子を含む8個のクローンレベルの発現
量により調べた。その結果、blr7023 破壊株
では、ゲニステイン無処理にも関わらず全て
のクローンが有意に発現し、その発現量と発
現パターンはゲニステイン（終濃度 5μM）で
処理された親株の場合と類似していた。しか



し、bll7024 破壊株では、クローンレベルで
の有意な発現は認められなかった。 
 さらに、TetR family の主要な構造遺伝子
（bll7019：多剤排出ポンプをコードする遺
伝子；blr7029：ポリヒドロキシ酪酸代謝系
をコードする遺伝子）を用いて、遺伝子レベ
ルにおける発現量を親株と比較した。
blr7023、および bll7024 破壊株の発現量（親
株に対する比）を培養後 30 分と 12 時間に定
量的 RT-PCR で測定した結果、blr7023 破壊株
では、bll7019 の発現量は 1064 倍（30 分）、
および 1018 倍（12 時間）、blr7029 の発現量
は 689 倍（30 分）、および 383 倍（12 時間）
を示した。一方、親株をゲニステイン処理し
た場合の発現量は、bll7019 は 805 倍（30分）、
および 3.3 倍（12 時間）、blr7029 は 451 倍
（30 分）、および 4.4 倍（12 時間）であった
ことから、blr7023 破壊株の主要な TetR 
family 構造遺伝子の発現量（親株に対する
比）は、ゲニステイン処理後 30 分における
親株の発現量と同程度であり、処理後 12 時
間でも発現量が顕著に高く維持されている
ことが示された。一方、blr7024 破壊株では、
bll7019 は 3.2 倍（30 分）、および 29.6 倍（12
時間）、blr7029 は 1.6 倍（30 分）、および 9.1
倍（12 時間）を示し、親株で見られたゲニス
テイン処理後の急激な発現量の増加は認め
られなかった。以上の結果から、主に blr7023
産物が、TetR family 構造遺伝子の発現制御
にリプレッサーとして機能していると考え
られた。 
 
(2)ゲニステインで特異的に強く誘導発現す
るダイズ根粒菌 TetR family 遺伝子の共生関
連遺伝子の発現への関与を調べるため、構築
された多剤排出ポンプ破壊株と転写調節遺
伝子破壊株（blr7023 欠失変異株を用いた。
研究成果(1)より、多剤排出ポンプを含む
TetR family 構造遺伝子がゲニステインの有
無に関わらず強制的に発現されている）の培
養菌液にゲニステインを添加し、3〜20 時間
後の共生関連遺伝子（nodD1, nodD2, nodC, 
nodW, ttsI）の誘導発現量を定量的 RT-PCR
により親株と比較した。その結果、多剤排出
ポンプ破壊株では、nodCの発現量がゲニステ
イン処理後6〜12時間で親株よりも顕著に高
く、6時間後の発現量は、親株 60.2 倍に対し
て破壊株 158.4 倍、12 時間後の発現量は、親
株 11.3 倍に対して破壊株 109.0 倍を示した。
また、6〜12 時間後における nodWの発現量は
nodD1/D2 よりも高い傾向を示したことから、
nodC の高い発現は、nodW により強く依存し
ている可能性が示唆された。 
 一方、転写調節遺伝子破壊株では、nodCの
発現量は、ゲニステイン処理後 6時間は 56.7
倍、12 時間は 75 倍と時間とともに増加傾向
を示した。親株の場合は処理後 6時間をピー
クに 12 時間では顕著に減少したことから、 
転写調節遺伝子の破壊（blr7023 の破壊）に
より、ゲニステインによる nodC 誘導発現の

ピークは親株よりも遅滞すると考えられた。
また、他の遺伝子全ての発現量のピークも親
株の 6時間後に対し 12時間後まで遅滞した。 
 以上の結果は、多剤排出ポンプの破壊によ
るゲニステインの細胞内取り込みの早期化、
また、転写調節遺伝子の破壊による排出ポン
プの恒常的な作動によるゲニステインの細
胞内取り込みの遅滞が生じたため、nodCで代
表される共生遺伝子の発現量とその誘導時
間が影響を受けたと考えられ、TetR family
遺伝子は、その多剤排出ポンプの機能を通し
て、共生の初期過程で細胞内ゲニステイン濃
度を共生遺伝子の発現に最適な濃度に調整
している可能性が示された。 
 
(3)TetR familyのゲニステイン感受性と根粒
形成への関与を調べた。多剤排出ポンプ破壊
株と転写調節遺伝子破壊株（blr7023 欠失変
異株）の培養菌液にゲニステイン、あるいは
ダイゼインを 5〜100μM 添加し、18 時間培養
後の生存率をMicrobial Viability Assay Kit
の発色値により測定した。その結果、ゲニス
テイン感受性は、多剤排出ポンプ破壊株では
高く、逆に転写調節遺伝子破壊株では低い傾
向が示された。一方、ダイゼイン感受性には
有意な差は見られなかったことから、多剤排
出ポンプは、主にゲニステインの排出に関与
していると考えられた。 
 次に、接種後 11〜20 日目の根粒原基の形
成を調べた結果、多剤排出ポンプ破壊株では
形成が早期化し、逆に転写調節遺伝子破壊株
では遅延する傾向が見られた。さらに、根粒
のサイズと感染細胞の割合を調べた結果、多
剤排出ポンプ破壊株では根粒のサイズ、およ
び感染細胞の割合が減少し、転写調節遺伝子
破壊株では逆に増加する傾向が見られた。ま
た、GUS 標識株を用いて根粒形成における親
株との競合能を調べた結果、特に転写調節遺
伝子破壊株の競合能が著しく低下していた。
転写調節遺伝子破壊株の増殖能が親株より
も低下する傾向が見られたことが競合能の
低下を引き起こした原因の一つであると考
えられた。 
 以上の結果から、TetR family の多剤排出
ポンプによるゲニステイン排出能がダイズ
根粒菌の根粒形成過程に大きく関与してい
ることが示された。今後のさらなる研究によ
り、マメ科作物と根粒菌の共生における新し
い展開が望まれるとともに、優れた根粒菌の
育種によるマメ生産能強化への貢献が期待
される。 
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