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研究成果の概要： 
 本研究では、Mesorhizobium loti 由来菌体成分の分離と NO 産生誘導活性の解析をおこな

った。その結果、主にリポ多糖に NO 誘導能が存在することを見いだした。また、リポ多糖中

の全く異なる２つの構造が NO 誘導に関与することもわかり、植物免疫誘導機構が複数の経路

を持つことが示唆された。 
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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 
キーワード：マメ科植物、ミヤコグサ、根粒菌、Mesorhizobium loti、リポ多糖 

リポオリゴ糖、菌体外多糖、一酸化窒素 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 増加の一途をたどる世界人口を支えるた
めに、農業生産性の飛躍的な向上が望まれて
いる。現在、この目的のためには、化学肥料
や化学農薬の過剰な使用および食経験のな
い耐病遺伝子等の導入による食糧増産方法
が用いられている。しかし、これらの方法は、
残留農薬問題や遺伝子産物の安全性など人
のみならず生態系や環境への悪影響が懸念
されており、社会的に大きな問題となってい
る。そこで、生体への安全性や環境持続性な
どの社会的課題をクリアした収量増加技術

の開発が不可欠になっている。 
 根粒菌の共生が、マメ科作物の生育と収量
を大きく上昇させることが古くから知られ
ている。根粒菌はマメ科作物の根に感染する
と、根粒と呼ばれる器官の形成を誘導し、そ
こで大気中の窒素ガスをアンモニアに変換
するいわゆる生物的窒素固定を行い、植物に
供給することができる。例えば、ダイズやラ
ッカセイの子実中タンパク質は共生窒素固
定に 80%近く依存していることが分かって
おり、化学肥料の過剰使用に依存しない農業
生産が理論上可能になっている。しかし、マ
メ科植物への根粒菌の感染成立、それに続く
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根粒形成過程での植物細胞と根粒菌の相互
作用の詳細については十分に明らかになっ
ておらず、いまだ根粒の人為的制御による食
糧増産には至っていない。 
 根粒菌とマメ科植物には厳密な相互認識
機構が存在し、特定の共生パートナーのみを
選別することが知られている。近年、この分
子メカニズムの一端が解明され、根粒菌の
nod ファクターや植物フラボノイドを介した
相互作用が明らかになってきた。しかし、こ
れらの因子の一致だけでは窒素固定に至ら
ない例が知られており、さらに複雑なメカニ
ズムの存在が示唆されている。最近、申請者
の共同研究者らは、マメ科植物の根に共生パ
ートナーの根粒菌が感染する際、その極初期
に感染部位で植物の病原応答のシグナル分
子である一酸化窒素 (NO) が産生されるこ
と、また NO 産生は時間の経過とともに消
失し、その後、感染が成立することを見いだ
した。共生しない根粒菌の場合は NO 産生
が見られないことから、共生の成立には一過
性の病原応答様反応が重要であることが示
唆された。さらに、この反応には根粒菌の細
胞表層成分が関与していることも明らかに
している。 
 動物では、病原菌の細胞表層に存在する多
糖成分や鞭毛タンパクが病原微生物由来分
子パターン (PAMPs) として認識され、自然
免疫反応と呼ばれる初期の生体防御応答を
誘導することが明らかになっている。近年、
同様な機構が植物とその病原菌の間にも存
在すると考えられるようになり、「植物の免
疫機構」として注目されるようになってきた。
すなわち、根粒菌の細胞表層成分によるマメ
科植物の根に対する NO 産生誘導は、この
機構によって制御されている可能性がある
と考えられる。しかし、この NO 産生反応に
関与する菌体成分の構造および関与する植
物側のレセプターについては、いまだ不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、ミヤコグサとその共生根粒菌を
モデル系として、菌体側成分の分離、化学構
造の同定、および植物側のレセプターの解明
を目指す。すなわち、根粒菌から細菌表層成
分を抽出し、NO 産生誘導活性をもとにした
ホスト（ミヤコグサ細胞）との相互作用解析
を指標として分離精製する。単離した成分の
化学構造を解析することで、共生成立に必要
な根粒菌側の因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）菌体 
 モデル細菌として、Mesorhizobium loti 

MAFF303099 野生株 (WT) を用い、人工
培養し菌体を得た。また、変異株として NO
産生能を持たない exo 株も検討した。 
 
（２）菌体成分の分離精製 
 細菌表層成分は、これまでの検討から、成
分が多糖である可能性があることから、まず
リポ多糖 (LPS、リポオリゴ糖 (LOS)、細胞
外多糖 (EPS)などの多糖を抽出した。LPS 
は温水フェノール法を用いて菌体から抽出
した。EPS は細菌培養後の培地からエタノ
ール沈殿により回収した。 
 分離精製は、成分の性質に応じて疎水性相
互作用、イオン交換、ゲル濾過等の各種クロ
マトグラフィーを用いた。リピドＡ、多糖、
オリゴ糖の各部分は、LPS、LOS それぞれ
の画分を弱酸加水分解し分離することで調
整した。 
 
（３）分析手法 
 質量分析 (MS) は ESI-TOF を用いて行
っ た 。 核 磁 気 共 鳴  (NMR) は  JEOL 
ECA-600 を用いて測定した。根で産生され
た NO は、DAF-FM 試薬を用いて可視化し
た後、蛍光顕微鏡で観測した。 
 
４．研究成果 
 
（１）M. loti 由来多糖成分の分離 
 まず、菌体成分の分離を実施した。菌体と
して WT 株と EPS 変異株 exo を用いた。菌体
成分の分離は、温水フェノール抽出法を用い
て、図４に従っておこなった。その結果、図
５に示した SDS-PAGE のように、それぞれ
水層に LOS、フェノール層に LPS を主に含む
成分が得られた。LPS および LOS は、弱酸に
より部分分解後、精製し、OS、PS、リピドＡ
画分を得た。また、EPS は EtOH 沈殿後、ゲ
ル濾過により精製した。 
 
（２）LPS および LOS 画分の NO 誘導活性 
 次いで、各成分の NO 誘導活性能を検討し
た。exo 株は、菌体レベルでは NO 産生誘導
能を示さないことから、exo 株と WT との比
較を行うことで NO 産生に必要な成分の探
索を試みた。まず、WT および exo 由来の
LOS、LPS を用いて、L. japonicus 根に対する
NO 誘導活性を検討した。その結果、exo 株に
おいても、LPS/LOS 画分は NO 産生誘導能を
持つことがわかった。このことは、NO 誘導
活性には EPS よりも LPS/LOS がより関与し
ていることを示唆している。 
 そこで、LOS/LPS 中の必要な構造を検討す
るために、部分分解生成物を用いて NO 産生
誘導能を検討した。まず、exo 株由来成分で
検討したところ、分解物である PS/OS ともに
活性を持つことがわかった。しかし、濃度依



存的活性を検討したところ、LOS よりも LPS
がOSよりもPSが高い活性を有することがわ
かった。次いで WT でも同様の検討を行った。
この場合も同様に LPS および PS に高い活性
がみられた。また、WT ではリピドＡも検討
し、濃度的には LPS に匹敵する活性を持つこ
ともわかった。一方で、EPS 画分は NO 産生
誘導活性を示すものの、その強度は弱いこと
もわかった。以上の結果は、M. loti 菌体の
NO産生誘導活性が主にPSおよびリピドＡに
由来していることを示唆している。 
 
（３）exo 株および WT 株由来 LPS/LOS の構
造比較 
 exo 株由来 LPS/LOS と WT 株由来 LPS/LOS
の構造を比較するため、それぞれのリピドＡ、
OS、PS 画分の構造を MS および NMR で検討
した。その結果、すべての画分で大きな差異
は観察されず、同様の構造を持つことがわか
った。 
 
（４）PS 部分の構造解析 
 また、PS 部分の構造解析を実施した。構成
糖をアルジトールアセテート法で検討した
結果、ラムノースと６−デオキシタロースを
含むことが明らかになった。次いで、メチル
化分析によって結合解析を行った結果、1-2
結合が主要な結合であることがわかった。 
 
（５）考察 
 本研究では、M. loti が共生パートナーであ
る L. japonicus 根に NO 産生を誘導する際
の原因物質について検討し、これが LPS/LOS
の PS 部分およびリピドＡ部分であることを
明らかにした。LPS/LOS は M. loti の菌体表
層に存在し、PS を外側にリピドＡを内側に向
けて配置されている。そこで、根との接触は
PS で最も早く起こると考えられ、PS は認識
物質として妥当であると考えられる。しかし、
リピドＡは菌の内部に存在することから、全
菌レベルでの接触には関与が少ない可能性
が高い。さらに PS とリピドＡは、多糖と糖
脂質という全く異なる物性をもつことから、
L. japonicus 根での NO 産生には、複数の経
路が関与している可能性が示唆される。以前
の研究で明らかになっている、非共生パート
ナー細菌や病原細菌での NO 産生誘導挙動の
違いは、このような経路の組み合わせが原因
である可能性も考えられ、M. loti 以外の細菌
成分を用いた更なる検討が必要である。 
 今回、exo 株において全菌レベルでは NO
産生誘導活性がなく、LPS/LOS 画分では活性
を持つことも明らかになった。WT と exo 株
での構造には大きな差異は認められないこ
とから、両株とも LPS/LOS レベルで活性を持
つことは疑問の余地はない。exo 株は EPS 関
連遺伝子が破壊されていることから、

LPS/LOS のさらに外層に存在する EPS が NO
産生誘導能に負の影響を与えている可能性
が考えられる。 
 
（６）今後の展望 
 今回の研究から、M. loti の多糖部分が、L. 
japonicus の NO 産生に関与していることがわ
かった。今後は、さらに詳細な構造解析を進
めるとともに、有機合成化学的手法を用いる
ことで化学構造の妥当性を証明する必要が
ある。その上で合成化合物を用いた更なる検
討を実施し、NO 産生に必要な構造要因の特
定を行いたい。また、リピドＡ部分にも活性
が存在することが明らかになり、NO 産生に
複数の経路が関与している可能性も示唆さ
れた。そこで、NO 産生に関与する  L. 
japonicus 側のシグナル経路の同定が今後必
要となる。これらの結果は、M. loti と L. 
japonicus の共生メカニズムの解明につなが
るものと考える。 
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