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研究成果の概要（和文）：宿主によるcheating根粒菌（感染能力を持つが窒素固定を行わない根粒菌）への制裁
機構は、共生関係を維持する上で重要な機構であるが、その実態は不明な点が多い。本研究では、ミヤコグサを
用いて単離した制裁機構の変異体とそれを用いて圃場から単離した窒素固定レベルの異なるcheating根粒菌株を
用いて宿主制裁機構の解明を行った。その結果、cheating根粒菌に対する制裁が、窒素固定能に応じた根粒菌の
溶菌レベルの制御により成立していることを明らかにした。同時に、この制裁機構に関わる遺伝子が被子植物で
広く保存されており、正常な根粒菌の共生により発現レベルが低下することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The host sanction system against cheating rhizobia (infectious but 
non-nitrogen fixing rhizobia) is the crucial mechanisms for maintaining symbiotic relationships. In 
this study, we investigated the molecular mechanisms of host sanction system by using its mutant 
isolated in L. japonicus and filed isolated cheating rhizobia with different levels of nitrogen 
fixation. As a result, we revealed that the sanctions against cheating rhizobia are mediated through
 the control of membrane mediated rhizobial lysis levels corresponding to their nitrogen-fixing 
abilities. Additionally, we found that the causal gene of the mutant is widely conserved in 
angiosperms, and their expression levels decrease during symbiosis with functional rhizobia.

研究分野： 植物-微生物相互作用

キーワード： 宿主-根粒菌相互作用　Cheating根粒菌　宿主制裁機構　溶菌制御　G x G 相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、これまで不明であった根粒特異的な抗菌ペプチドを持たないミヤコグサにおけるcheating根粒菌
に対する制裁機構が、マメ科植物に特異的なものではなく、被子植物に広く保存されている防御反応を応用して
いる可能性が示された。今後この遺伝子の機能解析や共生過程で制御機構の解析を進めることにより、細胞内共
生の成立起源につながるような知見が得られることが期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞内への根粒菌の受け入れを伴うマメ科植物と根粒菌の共生系において、共生相手の選別は
重要であり、宿主植物は根粒菌が分泌する Nod ファクターの構造や根粒菌の細胞外多糖の構造
を認識し受け入れる根粒菌を選別している。このような根粒菌の侵入を制御する機構に加えて、
細胞内共生成立後の根粒菌の選別応答として、窒素固定活性を持たない菌に対する”sanction”
と呼ばれる宿主制裁機構が知られている。
Nod ファクター合成や細胞外多糖の合成
等に関わる遺伝子とは独立である窒素固
定遺伝子群に変異が生じれば、細胞内共生
に至る認識経路は正常であるが、窒素固定
活性を持たない菌も生じうる。”sanction”
システムはこのような根粒菌（宿主に不正
を行う根粒菌という意味合いで”cheating
菌”と呼ばれる）に対する防御戦略として、
窒素固定活性に応じて根粒の成熟を止め
るシステムとして提唱され（図 1）、タルウ
マゴヤシやエンドウなどの根粒特異的な
抗菌ペプチドを持つマメ科植物では、その
ペプチドとの関連で議論が進められてきた
が、ダイズやミヤコグサなど抗菌ペプチド
を持たないマメ科植物では、その実態は不
明であった。 
 我々は、ミヤコグサにおいても根粒菌の
窒素固定活性を感染細胞単位で監視してい
ること、cheating 菌による不正を検知した
場合に菌を死滅させる現象が存在する発見
し、この機構が破綻し cheating 菌に対して
も赤色の根粒を形成する変異体のスクリー
ニングを行い、候補変異体（pink4 変異体）
を単離していた（図 2）。また、この変異体
で cheating 菌が生残する特性を利用して、
自然界に存在する cheating 菌の単離を試
み、東北大学の圃場から 4 株の cheating 菌
の候補菌株の単離に成功していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、単離した pink4 変異体と cheating 菌の菌株を用いて、細胞内共生成立後に宿主
植物がどのように cheating 菌と正常な根粒菌を識別し、cheating 菌に対してどのような機構で
制裁を加えているかを明らかにするとともに、それに関与する宿主遺伝子を同定することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）圃場単離 cheating 菌の表現型解析 
  東北大学の圃場から単離した cheating 根粒菌の菌株を、ミヤコグサの野生系統（MG-20）
および pink4 変異体に接種し、形成される根粒の数や形態、窒素固定能を測定し、菌株の特性
と制裁表現型の関連解析を行った。また、制裁機構についての詳細な情報を得る目的で、根粒切
片の電子顕微鏡解析も実施した。 
 
（２）圃場単離 cheating 菌のゲノム解析 
  圃場から単離した cheating 根粒菌の菌株のゲノムを解読し、集積しているミヤコグサ根粒
菌国内単離株のゲノム情報と比較することにより、cheating 菌化の原因遺伝子の解析を行った。 
 
（３）窒素固定活性に応じたミヤコグサの遺伝子発現変動の解析 
  圃場から単離した cheating 根粒菌の菌株および人為的に作成した cheating 根粒菌を用い
て MG-20 および pink4 変異体に接種して形成された根粒から RNA サンプルを調整し、RNA-
seq解析を行った。MG-20 と pink4 変異体の間で発現変動が認められる遺伝子群に着目し、遺
伝子機能との関連解析を行った。 
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図2. pink4 変異体の表現型
マメ科植物は通常、赤い大きな根粒を形成するが、cheating根粒
菌に対しては白い小さな根粒を形成する。我々が単離したpink4 
変異体は、cheating根粒菌に対して赤い大きな根粒を形成する。
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（４）pink4 変異体の原因遺伝子の同定 
  pink4 変異体（親株：MG-20 系統）と Gifu 系統の掛け合わせで作成した F2集団の表現型
解析を行い、pink4 変異体の表現型を示す 23個体を単離した。これらの個体を使ってラフマッ
ピングを進めるとともに、バルクシークエンス解析により候補遺伝子の検索を行った。バルク解
析により同定された候補遺伝子に挿入変異のある系統をミヤコグサ LORE1 変異体ライブラリ
から選抜し表現型の確認解析を行った。同定された PINK4 遺伝子の発現レベルについて(3)の
RNA-seq解析のデータを用いて比較解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）圃場単離 cheating 菌の表現型解析 
 圃場から単離した 4 種の
cheating 根粒菌の菌株（S24, 
W4, S35, S33 ）と人為的な
cheating 根粒菌(ΔnifH)を MG-
20 系統に接種した場合には、い
ずれの菌株も正常な根粒菌株
（MAFF303099）に比べて、小
型の根粒を形成し、成熟根粒を
示す赤色の度合いも弱いことが
確認された（図 3a,b）。一方、
pink4 変異体に接種した場合に
は、S24 は MG-20 と同様に白色
の根粒のままであり、PINK4以
外の制裁系で排除されている可
能性が示唆されたが、その他の
菌株については pink4 変異体で
MG-20 系統に比べて赤色の度合
いが増しており、PINK4依存的
な制裁を受けていると考えられ
た（図 3a,b）。アセチレン還元活
性により各菌株の窒素固定能を
評価したところ、S24, W4, Δ
nifH 株は完全に窒素固定活性が
消失している一方、S35, S33 株
では MAFF303099 株に比べて
低い窒素固定活性が確認され、
自然界には様々な窒素固定レベ
ルの cheating 根粒菌が存在す
ることが確認された（図 3c）。 
 各菌株で検出された窒素固定
活性のレベルと制裁機構の関係
を検討するために、ΔnifH 株と
S35 株を接種した場合の根粒内
の菌の状態を電子顕微鏡で観察
した。その結果、ΔnifH 株と
S35 株ともに、MG-20 系統では
複数の菌株が膜構造でとり囲ま
れ分解を受けている状況が確認
され、分解のレベルが窒素固定
活性を持たないΔnifH 株では
弱い窒素固定活性を持つS35株
より分解が進んでいる様子が観
察された（図 4）。一方、pink4
変異体では、ΔnifH 株、S35 株
ともに MAFF303099 株と同様
のバクテロイド構造をとってお
り、これらの菌株の分解反応が
PINK4 の機能に依存すること
が確認された（図 4）。 
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図3. cheating根粒菌接種時の表現型解析
(a)圃場単離したcheating菌（S24, W4, S35, S33株）、人為作成の cheating菌（ΔnifH株）、およ
び、窒素固定活性の高い根粒菌（MAFF303099株）をミヤコグサ野生系統（MG-20）、pink4
変異体に接種して形成された根粒の表現型。(a)根粒の写真、（b）根粒数と成熟度合いの評価、
（c）アセチレン還元活性による窒素固定活性の評価。

図4. 窒素固定レベルの異なる根粒菌接種時のバクテロイドの形態
窒素固定活性のないcheating菌（ΔnifH株）、窒素固定活性の低いcheating菌（S35株）、窒素
固定活性の高い根粒菌（MAFF303099株）をミヤコグサ野生系統（MG-20）、pink4変異体に
接種して形成された根粒の切片の電子顕微鏡画像（スケールバー：0.5μm）。野生系統に
ΔnifH株、S35株を接種した場合に複数のバクテロイドが膜に取り囲まれて分解が進行してい
るが、pink4変異体ではこれらの菌株もFix+株と同様のバクテロイド形態が観察される。



 

 

（２）圃場単離 cheating 菌のゲノム解析 
  圃場単離した 4 株のゲノム配列を解読し、これまで単離しているミヤコグサ根粒菌のゲノ
ム情報との比較を行った。その結果、(1)の解析で窒素固定活性を失っていることが確認された
W4 株については、感染状態から窒素固定状態への遺伝子発現変化の制御に必須の rpoN2 遺伝
子に 1 塩基の欠失が確認された。W4 株にプラスミドで MAFF303099 株の rpoN2 遺伝子を導
入したところ窒素固定能が回復したことから、この変異が W4 株の cheating 根粒菌化の原因遺
伝子であることを確認した。S24 株については、主要な窒素固定関連遺伝子への変異はなく、(1)
の表現型解析の結果から、挿入過程での制裁を受けることで窒素固定活性が認められない菌株
であると推定された。(1)の表現型解析で窒素固定活性が確認された,S33 株は、ゲノム配列の結
果、通常のミヤコグサ根粒菌が属する Mesorhizobium 属ではなく Aminobactor 属に属する菌
であることが判明し、塩ストレスをかけた圃場で、塩ストレス耐性の高い Aminobactor属菌に
共生アイランドが水平伝播して根粒菌化したものであることが推定され、ゲノムバックグラン
ドの影響で窒素固定レベルが低い cheating 菌となっていると推定された。S35 株については窒
素固定活性低下の要因を同定できていないが、いくつかの主要な窒素固定遺伝子のプロモータ
領域に変異が検出されているので、遺伝子発現レベルでの影響の可能性を考えている。 
 
（３）窒素固定活性に応じたミヤコグサの遺伝子発現変動の解析 
  PINK4 に依存した宿主制裁機構に関与する遺伝子群を解析する目的でΔnifH 株と S35 株
を接種した場合の根粒内の遺伝子発現について MG-20 系統と pink4 変異体で比較解析を行っ
た。その結果、ΔnifH 株接種した根粒において、膜系の輸送制御に関わる SNARE や VPS、糖
鎖分解酵素、脂質分解酵素、細菌細胞壁成分の加水分解に関与するリゾチーム、タンパク質分解
酵素関連遺伝子の発現が pink4 変異体に比べMG-20 で有意に上回ることが観測された。この結
果は、（1）で実施した電子顕微鏡による観察結果と一致しており、ミヤコグサは窒素固定能を失
った根粒菌との細胞内共生成立後、根粒菌を包むペリバクテロイド膜と、脂質分解酵素、タンパ
ク質分解酵素、リゾチーム等を含む膜系成分を融合させ、酵素反応により根粒菌を溶菌させてい
る可能性が示唆された。S35 を接種したサンプルにおいても、これら遺伝子の発現が MG-20 で
上回る傾向を示したが、SNARE や VPS の発現上昇レベルがΔnifH 株接種に比べて低い傾向が
認められたことから、制裁レベルは膜輸送系の制御にりコントロールされている可能性が示唆
された。 
 
（４）pink4 変異体の原因遺伝子の同定 
  PINK4 遺伝子の同定を目的と
して、野生型ミヤコグサ Gifu 系統
と pink4 変異体の掛け合わせを行
い、得られた F2集団の表現型解析
を行い、pink4 変異体の表現型を示
す個体をバルク化してゲノム配列
解析を行った。得られたリードをマ
ップして全てのバルク集団に共通
する変異を検索することで、1 つの
候補遺伝子を同定した。ミヤコグサ
の挿入変異系統ライブラリから、同
定した候補遺伝子への挿入がある
系統を 3 系統選抜し、表現型解析を
行った結果、いずれも pink4 変異体
の表現型を示すことが確認され、
PINK4遺伝子を確定することができ
た（図 5）。この遺伝子は、機能未知
の遺伝子であったが、マメ科植物だ
けでなく、被子植物に広く保存され
ている遺伝子であった。また、（3）で
実施した RNA-seq データから
PINK4遺伝子は非接種の根で発現し
ており、正常な根粒菌を接種した場
合 に は 発 現レベル が減少し 、
cheating 根粒菌を接種した場合には
発現レベルの減少が見られないこと
を明らかにした（図 6）。このことか
ら、PINK4 は、被子植物に一般的な
防御反応を担っており、正常な根粒
菌との共生時にはその機能が抑制さ
れることが示唆された。 

図5. pink4 変異の原因遺伝子の同定
F2集団のバルク解析で2つに絞り込んだpink4変異の原因遺伝子について、当該遺伝子に
トランスポゾン(LORE1)の挿入がある変異系統を用いて接種実験を行った。その結果、候
補遺伝子1について3種の独立の挿入変異系統がいずれもΔnifH株の接種で赤色の根粒を付
けるというpink4変異と同じ表現型を示したため、pink4変異の原因遺伝子と確定された。
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図6. PINK4遺伝子の発現レベル
窒素固定活性のないcheating菌（ΔnifH株）、窒素固定活性の低いcheating菌
（S35株）、窒素固定活性の高い根粒菌（MAFF303099株）を接種して4週目の
根粒、および非接種根のRNA-seqデータから抽出したPINK4遺伝子の発現量。



 

 

 

 本研究により根粒特異的な抗菌ペプチドを持たないミヤコグサにおける cheating 根粒菌に対

する制裁機構が、マメ科に特異的なものではなく、被子植物に一般的な防御反応を応用している

可能性が示されたことから、今後この遺伝子の機能解析や共生過程で制御機構の解析を進める

ことにより、細胞内共生の成立過程につながる知見が得られることが期待される。 
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