
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年 ４月３０日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目： 基盤研究 （B） 

研究期間： 2007～2008 

課題番号： 19310134 

研究課題名（和文）イソフラボン修飾・脱修飾酵素系はダイズの生長や微生物との相互作用

にいかに重要か？  

研究課題名（英文）Functional significance of enzymes involved in conjugation and  

de-conjugation of isoflavones in the growth and symbiosis of soybean 

plant.  

研究代表者 

中山 亨 (NAKAYAMA TORU) 

東北大学・大学院工学研究科・教授 

 研究者番号：80268523 

 
 
研究成果の概要：本研究では，ダイズ根の根粒菌感染におけるイソフラボンの修飾・脱修飾酵

素遺伝子（GmIF7GT, GmIF7MaT, GmICHG）および生合成酵素遺伝子（GmIFS1, GmIFS2）
の発現レベルの変動を解析し，植物-共生微生物間の相互作用における同酵素群の生理的役割に

ついて考察した．解析の結果，根粒菌感染による生合成・修飾・脱修飾いずれの酵素遺伝子の

発現レベルも変動しないことが明らかとなった． 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
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子発現，修飾・脱修飾，微生物感染，根粒菌 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（1）われわれは，ダイズにおけるイソフラ
ボンの修飾・脱修飾系を構成する酵素群，
UDP-glucose:isoflavone 7-O-glucosyl 
transferase (GmIF7GT), malonyl-CoA: 
isoflavone 7-O-glucoside malonyltrans- 
ferase (GmIF7MaT)，isoflavone conjugate 
hydrolyzing β-glusodiase (GmICHG)の単離
と酵素遺伝子クローニングを行い，その特性
や生理学的役割について考察してきた． 
（2）イソフラボン（アグリコン）は，ダイ
ズの共生微生物である根粒菌の走化性因子

や nod 因子の誘導物質として機能すること
が知られている．イソフラボンの修飾・脱修
飾にかかわる上述の酵素群は共生微生物と
ダイズの相互作用において重要な役割を果
たしていると推定され，共生微生物の感染に
より遺伝子の発現レベルが変動する可能性
が示唆されていた． 
 
２．研究の目的 
 
 ダ イ ズ 根 粒 菌  (Bradyrhizobium  
japonicum)を感染させたダイズ組織におけ
る GmIF7GT, GmIF7MaT, GmICHG 各遺伝子の発



現レベルの変動を解析し，ダイズの生長や微
生物との相互作用におけるこれらの酵素の
生理学的役割について，知見を得ることを目
的とした． 
 
３．研究の方法 
 
（1）根粒菌 (Bradyrhizobium japonicum ) 
感染系の構築 
 プラントボックスの底部中央に 1 cm の孔
をあけ，そこからアルコールランプの芯を通
した．上部は結んでランプの芯が落ちないよ
うにした．この紐付きプラントボックスを通
常のプラントボックスにかぶせた．上部プラ
ントボックスにバーミキュライトを満たし，
下部プラントボックスには無窒素水耕液を
満たした．水耕液は，ランプの芯を通って上
部のバーミキュライトへ移動する．このシス
テムにおいて，常に一定量の水耕液が下部プ
ラントボックスから供給され，上部の水分量
がほぼ一定に保たれる．このようにして作製
したレオナルドジャーは，蓋をしてオートク
レーブにより滅菌した． 
 ダイズ種子を70%エタノールに30秒間浸漬
した後に，有効塩素濃度 0.04%の次亜塩素酸
ナトリウム水溶液に8分間浸漬して表面殺菌
した．作製したレオナルドジャーにダイズの
種子を点播きした (レオナルドジャー1 つあ
たり 5 粒ずつ)．暗条件下（20-23 ℃）にて 3
日間静置してダイズを発芽させた．蓋をはず
し，長日条件下（20-23 ℃）でさらに 4日間
栽培した． 
 接種するダイズ根粒菌 (B. japonicum 
USDA110) を HM 液体培地で 7 日間 30 ℃で振
とう培養した．培養した根粒菌を遠心分離に
よって集菌し，無窒素水耕液に懸濁して濃度
を調整した (OD600 = 0.08) ．ダイズが生育し
ているレオナルドジャーに根粒菌懸濁液
（200～300 mL）を注いだ.ダイズの根を懸濁
液に浸すことによって，ダイズに根粒菌を接
種した．懸濁液は数十秒で下部プラントボッ
クスへ移動する．懸濁溶液が溜まった下部プ
ラントボックスは，無窒素水耕液を満たした
プラントボックスと交換した．根粒菌を接種
してから 2・5・10・24 時間後のダイズ実生
の各組織 (側根・主根) を各々10 個体 1 サン
プルとして分取し，保存した (-80 ℃) ．な
お，根粒菌を接種しなかったダイズ実生の各
組織も同様に分取・保存し，接種後の経過時
間 0 のサンプルとした．また，根粒菌を懸濁
していない無窒素水耕液を注いだ実生を同
様のタイムコースで分取，保存してコントロ
ールとした． 
（2）リアルタイム RT-PCR による遺伝子発現
レベルの測定 
 リアルタイム RT-PCR の検量線を作成する
ために用いる標準 DNA は，各酵素遺伝子の

cDNA を組み込んだプラスミドを用いた．
GmIFS1, GmIFS2, GmUBQ 遺伝子を部分的に増
幅するプライマーを設計し，ダイズ実生の根
から抽出した total RNA を用いた逆転写 PCR
を行い，各酵素遺伝子の cDNA 断片を得た．
逆転写 PCR は，PrimeScript One Step RT-PCR 
Kit (TaKaRa) を用いて行った．得られた PCR
断片を pTA2 ベクターへサブクローニングし
た ． サ ブ ク ロ ー ニ ン グ は ， Target 
CloneTM-Plus- (TOYOBO) を用いて行った．大
腸菌 Mach 株を形質転換し，プラスミドを回
収した．GmICHG の標準物質は，GmICHG の翻
訳領域の全長 cDNA を pCR4-TOPO ベクターへ
サブクローニングすることで得た．サブクロ
ーニングは，TOPO TA PCR クローニングキッ
ト (invitorogen) を用いて行った．GmIF7GT
とGmIF7MaTの標準物質は，pET-15bもしくは，
pQE-30 へ全長 cDNA を組み込んだプラスミド
を用いた． 
 ダイズ組織の total RNA は以下のように
して抽出した．まず，–80 ℃で保存していた
サンプルを乳鉢で破砕した．破砕したサンプ
ルを 1.5 mL エッペンチューブへ移した．破
砕したサンプルへ 80 ℃に温めたExtraction 
Buffer とフェノールの混合液 (1:1) 800 mL
を加えて 30 秒間ボルテックスした．クロロ
ホルムとイソアミルの混合液 (24:1) 400 mL
を加えて 30秒間ボルテックスし，15000 rpm , 
4 ℃, 15分間遠心分離をした．上澄を回収し，
3M 酢酸ナトリウム 40 mL とイソプロピルア
ルコール 240mL を加えて-80 ℃で 30 分間静
置した．15000 rpm, 4 ℃, 15 分間遠心分離
をした．上澄を取り除き，沈殿を DEPC 処理
水 500 mL に溶かした．4M LiCl を加えて
-80 ℃で 1時間 30分間静置した．15000 rpm, 
4 ℃, 3 分間遠心分離をした．上澄を取り除
き，70 %エタノール 300 mL を加えた．15000 
rpm, 4 ℃, 15 分間遠心分離をした．上澄を
取り除き，蓋を開けたまま 15分間静置した．
沈殿を DEPC 処理水 50 mL に溶かした．DNase
処理を行った．DNase 処理は，DNase Ⅰ 
(RNase-free) (TaKaRa) を用いて行った．
DNase 処理したサンプルは，DDW 20 mL に溶
かした．サンプルの濃度を揃えた (25 
ng/mL). 
 リアルタイム RT-PCR には，Light Cycler 
クイックシステム 330 を使用した．また，One 
Step SYBR RT-PCR Kit を反応試薬として使
用した．それぞれの酵素遺伝子の特異的配列
を増幅した．同じサンプルをそれぞれ 3回ず
つ測定した． 
 各酵素遺伝子の発現レベルを測定した後 
(酵素遺伝子の発現レベルの単位; [コピー
/50 ng total RNA])，まず経過時間 0 の酵素
遺伝子の発現レベルを経過時間 0の GmUBQ 発
現レベルに対する相対値として算出した．同
様にして各経過時間の酵素遺伝子の発現レ



ベルをその時間の GmUBQ遺伝子の発現レベル
に対する相対値として算出した．次に，それ
ぞれの経過時間における相対値を経過時間 0
のときの相対値で割ることによって算出さ
れた数値を遺伝子発現レベルの変動相対値
とした．これによって，各酵素遺伝子の発現
レベルが経過時間0の時と比較して何倍に変
動しているかを検証した． 
 
４．研究成果 
 
（1）B. japonicum 感染系の検証 
 根粒菌感染による各遺伝子発現レベルの
変動を解析するために，根粒菌感染系を構築
した．この感染系が正常に機能していること
を判定するために，根粒菌接種 5 日後のダイ
ズの根を観察した．側根に複数の腫瘍が観察
された（図 1）．通常 B. japonicam USDA110
株を接種して 6日後のダイズ根組織で根粒が
観察されることが認められており，この腫瘍
は，根粒であると考えられ，構築した根粒菌
感染系が機能していると判断した．この感染
系から採取した組織における酵素遺伝子の
発現量を測定することによって，根粒菌との
相互作用における修飾・脱修飾酵素遺伝子の
発現レベルの変動を解析することができる
と考えられる． 
 

 
 
図 1 根粒菌を接種した根の観察像．接種 5
日後．矢印は根粒を示す 
 
（2）B. japonicum 感染系における各酵素遺
伝子の発現レベルの変動解析 
 ダイズと根粒菌の相互作用は根圏で行わ
れている．そこで，ダイズ実生の側根と主根
における各酵素遺伝子の発現レベルをリア
ルタイム RT-PCR によって測定した．その結
果，根粒菌を接種したダイズ実生の側根・主
根における GmIFS1 と GmIFS2 の遺伝子発現レ
ベルは，どちらも大きな変動が見られなかっ

た (2 倍未満)．同様に GmICHG の発現レベル
にも大きな変化が見られなかった (2 倍程
度)．通常生育時から GmICHG の遺伝子発現レ
ベルが高いことと，根圏におけるイソフラボ
ンアグリコンの役割 (根粒菌を呼び寄せる
シグナル物質としての作用) を合わせて考
えるとイソフラボンアグリコンが根粒菌感
染前から根に豊富に存在していると考えら
れる．そのため，根粒菌感染後にイソフラボ
ンアグリコン量を増加させる機構が存在せ
ず，GmIFS や GmICHG の遺伝子発現レベルが変
動しなかったと考えられる．これに対して，
根粒菌懸濁液へダイズ実生を 8時間浸した組
織の，GmIFS1 と GmIFS2 の発現レベルを測定
した報告がある．この報告では，根の GmIFS
遺伝子発現レベルが処理前の 10 倍に上昇し
ていた．本実験系では，レオナルドジャーへ
注いだ根粒菌懸濁液は下部プラントボック
スに流れ込むため，ダイズ根が浸水している
時間は数十秒程度である．実生を浸水させて
いる時間に大きな違いがある．図 2 の GmICHG
の遺伝子発現レベルの変動を見ると，コント
ロール (無窒素水耕液を注いだもの) で一
時的に上昇しているようにも見える (浸水
状態が続けば，上昇し続ける可能性がある)．
浸水の影響で GmIFS 遺伝子発現レベルが上昇
する可能性が示唆された． 
 

 



（図 2 前ページからの続き） 

 

図 2 ダイズ側根における根粒菌接種後の
GmIFS1, GmIFS2, GmICHG, GmIF7GT, GmIF7MaT
の各遺伝子の発現レベルの変動．■（赤），
根粒菌接種植物体；◆（青），コントロール
（根粒菌未接種）．時間 0における GmUBQ の
発現レベルに対する各酵素遺伝子の発現レ
ベルの比を1に規格化した相対値として表す． 
 
 
 GmIF7GTやGmIF7MaTの遺伝子発現レベルは，
基本的にほとんど変動しなかった．ただ，10
時間後の主根におけるGmIF7GT の発現レベル
の変動値が高いように見える．しかし，実際
は主根における GmIF7GTの発現レベルが低く 
(検出が困難なほど) ，GmIFS1, GmIFS2, 
GmICHG との遺伝子発現レベル (コピー数) 
の差を考慮した場合，イソフラボン代謝の制
御に与える影響が小さいと考えられる．また，
コピー数が少ないことによる測定誤差の影
響も大きいと考えられる．よって，GmIF7GT
や GmIF7MaT についても，側根・主根どちら
も根粒菌感染応答による遺伝子発現レベル
の大きな変動が発生しないと考えられる． 
GmICHG は根の細胞壁に常在し，イソフラボン
アグリコンを効率よく土壌中に放出してい
ると考えられる．根粒菌との共生において，
ダイズは根粒菌から窒素 1 g を得るために 12
～17 g もの炭水化物を消費する．そのため，
根粒菌の感染が過多になると，ダイズにとっ
て負担になる．これらのことからイソフラボ
ンアグリコンは，根粒菌との共生関係におい
て，必要量存在していればよいと考えられる．
よって，根粒菌感染後にもイソフラボンアグ
リコンの分泌量を変動させる機構が存在し
ないと考えられる．イソフラボンは通常時か

ら，最大量のイソフラボンアグリコンを分泌
していると考えられる． 
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