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研究成果の概要（和文）：相利的植物‐微生物相互作用であるアーバスキュラー菌根（AM）共生や根粒共生にお
いて、共生シグナル分子の受容による細胞内Ca2+濃度の周期的な変動である「カルシウム振動」の解析を行っ
た。共生菌との最初の相互作用の場となる根毛細胞におけるバイオイメージングとトランスクリプトーム解析に
より、カルシウム振動制御下にある共生遺伝子を同定し、その機能からセカンドメッセンジャーとして幅広い役
割を持つCa2+が、振動現象によってコードする共生シグナル情報を推定した。さらにカルシウム振動の発生機構
の解明につながる共生シグナル受容体の発見と解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In mutualistic plant-microbe interactions; arbuscular mycorrhizal (AM) 
symbiosis and rhizobial symbiosis, we analyzed "calcium spiking," which are periodic oscillations in
 intracellular Ca2+ concentration induced by the acceptance of symbiotic signaling molecules in the 
host plant. Transcriptome analysis in root hair cells, the site of the first interaction with the 
symbionts, identified symbiotic genes under the control of calcium oscillation. From their 
functional analysis, we predicted the roles of calcium spiking encoded by the oscillation phenomenon
 of Ca2+ which may give Ca2+, a general second messenger, characteristics of a symbiotic signaling. 
Furthermore, we discovered and analyzed a symbiotic signal receptor mutant that lead to the 
elucidation of the mechanism of calcium oscillation generation.

研究分野：植物分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
共生応答としてのカルシウム振動の他にも、植物細胞内では根毛細胞の生長や分岐・膨張などの形態異常時、花
粉管伸長や気孔開閉に関連して、異なる波形のCa2+のオシレーションが発生している。本研究は、このような共
生以外のCa2+濃度変動が関与する生理現象の解析に拡張することが可能である。また、現在、トランスクリプト
ーム解析などから得られた知見から、低環境負荷型の農業技術として期待される「微生物肥料」としての共生能
の利用に向けた研究に取り組み、特許などの成果を挙げている。そのため、本研究による成果も共生能の向上と
制御を行う技術開発に結び付けることが可能である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
植物はアーバスキュラー菌根菌（以下、AM菌）との AM共生によりリン源を、根粒
菌との根粒共生により窒素源を、それぞれ「樹枝状体」や「根粒」などの共生器官を介
して効率的に得ることができる。このような共生による養分供給は、植物の生育・環境
適応に大きく貢献するとともに、共生菌の微生物肥料としての利用が期待されている。 
AM共生や根粒共生は、共生菌から分泌されるシグナル分子の受容と伝達、宿主根内へ
の侵入、共生器官の形成を経て成立するが、この過程において両共生で共有される共通
共生経路が存在している。遺伝学・逆遺伝学的な解析から、この共通経路に位置する多
くの AM・根粒共生シグナル伝達因子が同定され、研究代表者もこの解析に貢献してき
た。これらの中で、共生シグナル分子の受容によって誘導される非タンパク質性のシグ
ナル伝達因子として、周期的な細胞内 Ca2+濃度の変動現象「カルシウム振動」が知られ
ている。同じくカルシウムシグナリング現象で、動物神経細胞に見られる Ca2+の周期的
な発火（オシレーション）が～数百ミリ秒オーダーで進行するのに対し、カルシウム振
動は数十秒～１分以上かけて Ca2+濃度が上下し、数分の間隔をあけて再び発生する緩や
かな Ca2+濃度変動を示す。そのため、この共生におけるカルシウム振動の発生機構や機
能は、動物細胞とは大きく異なると考えられる。 
 
２．研究の目的 
共生菌が分泌するシグナル分子やその宿主側の受容体、Ca2+チャネルタンパク質が同
定され、カルシウム振動の起動・発生メカニズムが明らかとなりつつある。その一方で、
共生シグナル分子により活性化される経路は複数あり、共生時に誘導される遺伝子群の
すべてがカルシウム振動制御下にあるわけではないことも示唆されている。そのためカ
ルシウム振動が持つ情報が、どのような共生応答へ接続するかはわかっておらず、共生
に必須の現象であるかについても証明がなされていない。そこで、本研究ではセカンド
メッセンジャーとして幅広い機能を持つ Ca2+が、オシレーションによる特徴的な変動パ
ターンを持つことで、植物‐微生物相互作用において具体的にどのような共生シグナル
情報を有するかを問う。 
 
３．研究の方法 
共生研究のモデル系として、AM・根粒共生の双方を同一植物内に成立させることが
できるマメ科植物ミヤコグサ(Lotus japonicus)と、共生菌である AM 菌 (Rhizophagus 
irregularis)、根粒菌 (Mesorhizobium loti)を用いた。 
本研究ではミヤコグサにおけるトランスクリプトーム解析により、カルシウム振動制
御下にあると推定される共生遺伝子を同定した。そしてその遺伝子機能の解析と、バイ
オイメージングによるカルシウム振動の解析結果を統合し、セカンドメッセンジャーと
して幅広い役割を持つ Ca2+が、振動現象によってコードする共生シグナル情報の解読を
試みた。 
この解析とカルシウム振動が共生成立に果たす役割を明らかとする。このまた、根毛
細胞は培養細胞などと異なり、植物個体として存在する状態から１細胞核の単離操作が
可能であり、細胞内骨格の再編成や根毛の変形など、その他の共生応答反応も容易に観
測できる利点を持つことから、以下の 1細胞解析に適した実験材料となる。 
 
(1) 根毛細胞で見られるカルシウム振動パターンの解析 
Ca2+濃度の変化によって蛍光強度を変化させるタンパク質 Yellow Cameleon (YC)を導入
したミヤコグサを作成し、カルシウム振動を観測できるイメージングシステムを確立し
ている。この観測システムを用いて、カルシウム振動を指標としたシグナル経路の活性
化を共生変異体などを用いて解析してきた。本研究ではカルシウム振動自体の解析とし
て、起動因子である AM共生・根粒共生シグナル分子での振動パターンの違いや、発達
段階の異なる根毛細胞や隣接する細胞間で比較し、固有の周波数や波形を特定した。 
 
(2) １細胞トランスクリプトーム解析技術の構築 
根毛細胞で発生するカルシウム振動パターンに対応した遺伝子発現プロファイルを得
るため、根毛細胞より抽出した RNAから RNA-Seqライブライリーを作成し、次世代シ
ーケンサーによるトランスクリプトーム解析を行った。 
 
(3) カルシウム振動制御下にある共生遺伝子群の同定 
上記２の結果得られたカルシウム振動パターンを反映した発現プロファイルや、すでに
研究代表者がもつ AM共生・根粒共生発現プロファイルから、根毛細胞内でカルシウム
振動シグナル経路により制御されると推定される遺伝子群を同定した。この際、ここで
得られた共生遺伝子は、プロモーターレポーター（GUS）を用いてカルシウム振動の発



生との対応を確認した。 
 
(4) カルシウム振動がコードする共生情報の解読 
ミヤコグサでは CRISPR/Cas9 システムを用いることで容易に遺伝子破壊を行うことが
でき、またトランスポソンのタグラインの利用も可能である。これらのツールを用いて、
上記のカルシウム振動制御遺伝子群の機能解析を行った。これまでに研究代表者が行っ
た共生変異体を用いた解析から、カルシウム振動が持つ共生情報は、共生菌感染を促進
する遺伝子群の発現を誘導し、宿主植物の共生菌への受容性を高める機能を持つと推定
していた。同定した共生遺伝子の機能からこの仮説を検証し、カルシウム振動が共生成
立に果たす役割を明らかとする。 
 
 
４．研究成果 
共生菌との最初の相互作用の場となる表皮細胞での遺伝子発現情報を得るため、表皮
細胞組織の単離法の検討と、その細胞からの RNA抽出を行った。表皮組織の単離は、
すでに報告のあるいくつかの方法を検討し、根を液体窒素中で攪拌する方法が最も効率
的に多くの根毛細胞を得られることが分かった。この方法を用いて得た根毛細胞からの
RNA抽出については、特殊な方法ではなく RNeasy microキットを用いることで、トラ
ンスクリプトーム解析を行うのに必要な濃度、量、質の RNAを得ることができた。こ
の RNAを次世代シーケンサーによる RNA-seqに供して、トランスクリプトームデータ
を得ることができた。得られたトランスクリプトーム解析結果をもとに同定した遺伝子
について、RT-PCRやプロモーターレポーター解析を行った。そのうちのいくつかの遺
伝子については根粒菌感染により根毛細胞で発現誘導が確認されることを示した（図
１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そのため、これらの遺伝子の破壊株を作成することとした。根粒菌感染や共生シグナ
ル分子である Nod factor に応答して根毛で発現する遺伝子を４つ候補として挙げ、
CRISPR/Cas9 によるゲノム編集によって対応する遺伝子に変異を導入した。その結果、
それぞれの変異体の作出に成功した。それらの４破壊株の表現型解析から根粒共生が促
進される 2変異体を特定した。これらの遺伝子は共生を抑制する機構を持ち、初期の共
生応答が共生を負に制御する調節因子として機能する可能性を支持した。これらの遺伝
子に対してより詳細な機能解析を継続するとともに、変異体でのカルシウム振動発生を
調べ、カルシウム振動誘導機構との関連を調べる予定である。 
また、カルシウム振動自体の解析として、カルシウム振動の発生率や振動パターンに
ついて計測した。ミヤコグサにおけるカルシウム振動の経時的な変化を調べたところ、
根粒菌の感染から数分後に発生が確認でき、その後、3時間程度で振動のピークを迎え
た後に減衰していくが、数日間はカルシウム振動が継続していることが分かった（図２）。 
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図２．カルシウム振動発生
率の時間変化 
根粒菌接種後にカルシウム
振動を示した細胞の割合を
示した。3hrで最も活性化さ
れた状態となり、その後に
減衰していく。 

 

図１．共生遺伝子のプロモ
ーターGUS解析 
非接種根（A）と比較して根
粒菌接種（B）では速やかに
根毛細胞での GUS 染色が
確認できた。この発現領域
や応答時間はカルシウム振
動のパターンと類似してい
る。 



 
表皮において発現を示す共生応答遺伝子のプロモーターGUS 解析では、共生菌接種
後、数日で根毛などの表皮細胞での発現が誘導されることから、カルシウム振動の発生
期間中に発現が誘導されることを示すことができた。今後の研究として、カルシウム振
動によるこれらの遺伝子の直接的な制御関係の証明を行っていく予定である。 
また、このカルシウム振動の発生には表皮細胞における共生シグナルである Nod フ
ァクターの受容が重要な起点となっている。この受容体タンパク質である Nod factor 
Receptor 1 (NFR1)の変異体では Nod factorに応答したカルシウム振動は発生せず、以降
の共生応答や根粒形成が進行しない。しかし、nfr1変異体の中から、根粒形成は起こら
ないが Nod factorに応答したカルシウム振動が生じる変異体を同定した。この nfr1変異
体については現在解析中のため、詳細は省略するが、このタイプの変異体は１アリルし
かなかったことから、同じタイプの変異を CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集により
NFR1に変異を導入し、その発生機構の解析を行うこととした。その結果、別アリルで
も根粒形成能の消失とともにカルシウム振動現象の残留が確認できた。今後、この変異
体の詳細な解析を行うことで、共生シグナルの受容とカルシウム振動の誘導機構の解明
に大きく貢献できると考えている。 
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