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研究成果の概要（和文）：本課題では、窒素固定能を持つ放線菌Frankia属に焦点を当て、特有の窒素固定器官
ベシクルの分化過程とその遺伝的基盤を解明することを目的として研究を行った。Frankiaは酸素濃度が高い環
境でも窒素固定を行えるユニークな機能を持ち、ベシクルの形成はこの能力に不可欠である。本研究では、窒素
固定能の喪失した変異体を用いてベシクルの表現型を詳細に解析した。加えてベシクル形成に関わる遺伝子を同
定し、形質転換実験によりその機能の検証を試みた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we focused on the actinobacteria genus Frankia, which 
possesses nitrogen-fixing ability, to elucidate the differentiation process and genetic basis of the
 vesicle. Frankia has a unique function that allows it to fix nitrogen even in high oxygen 
environments, and the formation of vesicles is essential for this ability. In this study, we 
analyzed phenotypes of vesicles in the mutants that lacked the ability to fix nitrogen. 
Additionally, we identified genes involved in vesicle formation and attempted to verify their 
function through complementation experiments.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 窒素固定　放線菌　酸素　順遺伝学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、窒素を固定する能力を持つ微生物Frankiaの特有な器官ベシクルの形成過程を詳しく調べ、それに
関わる遺伝子についての知見を得た。これにより、植物が必要とする窒素養分を化学肥料に頼らず自然の方法で
供給できる可能性が高まり、持続可能な農業や環境保全に役立つことが期待される。

※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 
 窒素固定は大気中の窒素ガス（N2）をアンモニア（NH3）
に還元する反応であり、生態系への窒素養分の供給に不
可欠な生体反応である。これまで発見された窒素固定生
物種はバクテリアに限られ、それらは多様な系統分類群
に分布する。窒素固定細菌は土壌や海洋・湖水・動植物
の体内など、さまざまなニッチに生息している。 
 Frankia 属は窒素固定能を持つ唯一の放線菌である。
土壌に生息するが、ハンノキなどの非マメ科樹木の根に
根粒を形成してその内部に共生することもできる。窒素
固定反応を触媒する酵素であるニトロゲナーゼは酸素
（O2）で容易に失活するため、ほとんどの窒素固定細菌
は嫌気条件でしか窒素固定を行えない。しかし Frankia
は、酸素耐性を持つ球状の窒素固定器官（ベシクル）を
菌糸先端に分化することにより（図 1）、高酸素濃度下（20% [大気レベル] ～80%）でも高い窒
素固定能を示す。ベシクルはホパノイド脂質からなる膜が数十層重なった外壁を持つ多細胞構
造体であり、この厚い外壁がベシクル内部への酸素の透過を制限する。ニトロゲナーゼはベシク
ル内で特異的に発現するので、酸素失活を免れる。Frankia を好気かつアンモニア欠乏条件に移
すと、一部の菌糸の伸長が停止し、先端が徐々に球状にふくらみ、外壁が発達し、内部でニトロ
ゲナーゼの発現が起こる。このベシクル分化の一連のプロセスは、数日のうちに完了する。 
 
２．研究の目的 
 ベシクルを形成する窒素固定細菌は Frankia のみであり、我々はこの特徴的な器官分化には
どのような遺伝子が関わっているのか？その進化的起源は何か？という点に興味を持っている。
ベシクル分化に関わる遺伝子を同定するため、ニトロソグアニジンとガンマ線を変異原として
用いて Frankia casuarinae において好気条件で窒素固定を行えない変異体を多数単離した
(Kucho et al. 2017)。これらの中には、ベシクルをほとんど形成できない変異体（LVM: Low 
Vesicle Mutant）と、ベシクルの大きさや数が野生株それほど変わらない変異体（SVM: Standard 
Vesicle Mutant）が含まれた。本課題ではこれらのベシクル変異体の表現型を詳細に解析するこ
とと、変異原因遺伝子を同定してベシクル分化における役割を明らかにすることを目的として
研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) ベシクルの表現型解析 
 ベシクルの直径は、位相差顕微鏡観察像を ImageJ ソフトウェアにより解析することにより求
めた。ベシクル外壁の厚さについては、暗視野顕微鏡像を目視により三段階で評価した。ベシク
ル内酸素濃度は、ベシクルを低酸素応答性蛍光色素 MAR（五稜化学）による染色により評価した。
蛍光顕微鏡像を取得し、ImageJ によりベシクルの蛍光強度を定量化した。 
 
(2) 回復株を用いた変異原因遺伝子の同定 
 窒素固定変異体を窒素源を含まない（N-）液体培地で数か月間培養した。生育した細胞を N-
固体培地に塗布し、シングルコロニーを単離した。コロニーをスケールアップ培養し、窒素固定
活性やベシクル直径、外壁厚などを評価し、確かに窒素固定能が回復していることを確認した。 
 回復株と変異株のゲノム解析を行い、それぞれに含まれる変異を同定した。両者を比較するこ
とにより、回復株において復帰変異やサプレッサー変異が起こった遺伝子を探索した。変異箇所
はサンガー法による確認を行った。 
 
(3) フランキアの形質転換 
 広宿主プラスミド pIGSAF(Gifford et al. 2019)に、同義コドンの使用頻度をフランキアに最
適化したゲンタマイシン耐性遺伝子（fgmR）にフランキアの翻訳開始因子 3遺伝子のプロモータ
ーを連結した人工合成遺伝子(Kucho et al. 2013)をクローニングすることにより、pFT14 を構
築した。pFT14 をエレクトロポーレーション法により Frankia casuarinae CcI3 株に導入し、75 
µg/ml のゲンタマイシンを含む液体培地で選択培養を行った。生育した細胞から DNA を精製し、
サザンブロット法によりプラスミドの存在を確認した。 
 
(4) フランキアの転移遺伝因子の同定 
 Frankia CcI3 株を親株として、5-フルオロオロト酸を用いたポジティブスクリーニング法
(Kakoi et al. 2014)により、pyrE または pyrF 遺伝子に変異が起こりウラシル要求性を示す変
異体を選択的に単離した。ウラシル要求性変異体の pyrEF 遺伝子を PCR で増幅し塩基配列を決
定することにより、含まれる変異を同定した。 

 

図１ ベシクルの顕微鏡写真．矢頭
がベシクル． 



 
４．研究成果 
(1) 窒素固定変異体のベシクルの表現型解析 
 ベシクルをほとんど形成できない変異体（LVM）と、ベ
シクルの大きさや数が野生株それほど変わらない変異体
（SVM）について、ベシクルの表現型を詳細に解析した。
5株の LVM（G21E10, G23C4, G23D3, N7C9, N10E6）につ
いてベシクル直径を計測した結果、G23C4 株以外の 4 株
は野生株と比較して有意に小さかった(Asukai and 
Kucho 2020)。全ての変異株は、ベシクル外壁が野生株よ
り薄かったことから（図２）、これらの変異体はベシクル
の拡大や外壁の発達に関わる遺伝子に変異を持つことが
予想された。 
 5 種の SVM（G17D5, G26C1, N3H4, N4H4, N9D9）につい
てベシクル外壁の厚さを調べた結果、全ての変異体は野
生株と比較して外壁が薄かった。加えて、N3H4 株以外の
4 株はベシクル内の酸素濃度が有意に上昇していた（図
３）。従ってこれら 4株では、外壁が薄いためにベシクル
内部に酸素が流入し、窒素固定酵素が失活すると考えら
れた。 
 
(2) 回復株を用いた変異原因遺伝子の同定 
 6 株の変異体（G21E10, G23C4, G23G1, N3H4, N4H4, 
N9D9）において、ゲノム中に二次的な変異が起こること
により窒素固定表現型が正常に戻った回復株が複数単離
された。回復株のゲノム解析により含まれる変異を同定
し、それらを変異株の持つ変異と比較することにより、
変異原因遺伝子の候補を探索した。具体的には、変異株
では変異を含むが回復株ではその変異が野生型に戻って
いる遺伝子（復帰変異候補遺伝子）と、変異株では変異
を含み回復株では同遺伝子内に新たな変異が起きた遺伝
子（サプレッサー変異候補遺伝子）を探索した。 
 N3H4 株 に つ い て は NAD+ 合 成 酵 素 遺 伝 子
（Francci3_3146）に変異（T584I）を持ち、回復株ではサ
プレッサー変異（D584N）が起きていた(Kucho et al. 
2023)。これら 2カ所のアミノ酸は、立体構造上で相互作
用していた（図４）。N-条件下で NAD(H)活性や細胞内
NAD(H)濃度を測定した結果、いずれも変異株は野生株よ
り著しく低く、回復株では回復が見られたため、この遺
伝子が N3H4 変異株の変異原因遺伝子だと結論した。これ
はフランキアにおいて順遺伝学的に遺伝子を同定した初
めての例である。 
ニトロソグアニジンによる変異体（N4H4、N9D9）にお

いては復帰変異候補箇所が複数見つかり、サンガー法に
よる確認を進めている。ガンマ線による変異体（G21E10, 
G23C4）においては原因変異箇所が見つからなかったが、
内在性転移因子による挿入変異の可能性が示唆された
（後述）。 
 
(3) フランキアの形質転換 
 変異原因遺伝子の予測が正しいことを確かめるために
は、形質転換による相補実験が必要である。すなわち野
生型の変異原因遺伝子を変異株に導入し、表現型が正常
に戻ることを確認する。フランキアの形質転換は長年行
えなかったが、2019 年に米国の２つの研究室から成功例
の報告があった。両者とも広宿主域プラスミドを用いた
が、それぞれ大腸菌との接合またはエレクトロポレーシ
ョンにより DNA 導入を行った。我々の研究室でも追試を
行ったが、結果を再現することはできなかった。そこで
独自に構築したコドン最適化ゲンタマイシン耐性遺伝子
を広宿主域プラスミドに組込み、それをエレクトロポレ
ーションにより Frankia 細胞に導入し、液体培地を用い
て選択培養を行った。その結果、細胞は継代培養後も抗

 

図２ LMV ベシクルの暗視野顕微鏡
像．バーは 3 µm 

 

 
図３ SMV ベシクルの酸素感受性蛍
光色素での染色像 

 
図４ NAD+合成酵素の予測三次元
構 造． 原 因 変 異 箇所 の ア ミノ 酸
（Thre584）とサプレッサー変異箇所
のアミノ酸（Asp478）を示す． 

 

 
図５ 形質転換細胞のサザンブロッ
トの結果．染色体とプラスミドの双
方にハイブリダイズするプローブを
用いた． 



生物質耐性を示し、プラスミド DNA を保持していた（図５） 
 
(4) フランキアの転移遺伝因子の同定 
 ガンマ線による窒素固定変異体では、復帰変異やサプレッサー変異が見つからなかったこと
から、insertion sequence（IS）などの転移遺伝因子による挿入変異が起きている可能性が考え
られた。そこで、Frankia CcI3 株を親株として、5-フルオロオロト酸を用いたポジティブスク
リーニング法(Kakoi et al. 2014)により、ウラシル要求性を示す変異体を選択的に単離した。
32 のウラシル要求性変異体について pyrEF 遺伝子を PCR で増幅したところ、7 株において挿入
変異が起きていた。塩基配列解析の結果、それらの挿入 DNA は IS4・IS66・IS110 であった。こ
れはフランキアにおいてゲノム中の内在性 IS の転移を検出した初めての例である。 
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