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研究成果の概要（和文）： 
 マメ科のモデル植物ミヤコグサの突然変異体 enf1 は，野生型よりも根粒数が多く，高い

窒素固定活性を示す。本研究では，根粒数増加や窒素固定活性の増強に関する遺伝子の同

定を試みた。その結果，少なくとも TRX 遺伝子の発現を抑制すると，根粒数が増加する

傾向にあることを確認した。また， enf1 を単離したスクリーニング法をダイズへ適用し

て得たダイズ変異体について窒素固定活性及び圃場での収量調査を繰り返して行い，

NO.57 系統は，窒素固定活性及び収量の値が共に高いことを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Root nodule formation and nitrogen fixation activity was enhanced in enf1 mutant of 
model leguminous plant Lotus japonicus. In this project, we showed that the number of 
root nodules was increased by the down-regulation of TRX gene expression. This result 
indicates that TRX gene is one of a gene that function as an enhancer of symbiotic 
nitrogen fixation. Soybean mutant line NO. 57 that were isolated by the ABA screening 
showed enhanced nitrogen fixation activity and also showed higher seed yields. 
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１．研究開始当初の背景 
申請に至った背景 

 世界人口は1940年代から爆発的な増加を

遂げたが，これは合成窒素肥料の消費量の増

加とほぼ軌を一にしている。つまり合成窒素

肥料の使用が人口爆発を支えてきたわけで
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ある。そして2050年には世界人口は91億人に

達すると予測されており，今後も大量の化石

燃料を消費する工業的窒素固定が継続され

ることを意味している．ダイズを例にとると，

現在の全世界におけるダイズ子実生産量の維

持のためには，最低でも年間360億m3の天然ガ

ス（日本の１年間の消費量の約半分）を消費

する計算になる（環境年表，茅陽一監修，オ

ーム社，2005）。さらに合成窒素肥料が投入

された農地からは窒素化合物が溶出し，環境

汚染などの深刻な問題も引き起こしている。

こういった農業を継続することは，先進国の

一員として地球の温暖化，化石資源の枯渇，

大気汚染等の諸問題の解決に取り組む我が

国の姿勢とは明らかに逆行する。 

 これに対する取り組みの１つとして，工業

的窒素固定から脱却し生物的窒素循環利用

農業を見据えた，マメ科植物と根粒菌による

共生窒素固定の調査研究が挙げられる。この

類の研究では，さまざまな方法で根粒菌の宿

主植物への感染から窒素固定発現までに関

与している遺伝子を同定し，その機能解析を

通じて共生窒素固定の仕組みを理解するこ

とに主眼がおかれている。そして実際に精力

的な研究がなされ多くの知見が蓄積されつ

つある。しかし，それらの研究成果は根粒菌

感染の初期過程に関係しているものが多く，

窒素固定の発現に関するものは限られてい

る。しかも次の段階として，それらの研究成

果を上記の問題解決のために応用するとい

う面では精力が注がれているとは言い難く，

窒素固定能を強化するための取り組みもほ

とんど実行に移されていないのが実情であ

る。 

着想に至った経緯 

 申請者は，マメ科のモデル植物であるミヤ

コグサを用いた実験から宿主植物の内生ア

ブシジン酸（ABA）の濃度によって，根粒菌

接種後に形成される根粒の数が調節される

ことを見いだしている。すなわち野性型と比

較して内生ABA濃度が高ければ根粒数は減少

し，逆に低ければ根粒数は増加する。これら

の結果を踏まえて「野性型と比較して内生

ABA濃度が低い系統やABA受容後のシグナル

伝達系に変異を持つ系統などは，根粒数が増

加して窒素をより多く固定できる可能性が

ある」という単純な作業仮説のもと，以下の

方法で変異系統の選抜を試みた。すなわち，

薬剤処理によって塩基置換を導入したミヤ

コグサの次世代（M2）の種子を，70 µMのABA

（野性型ミヤコグサの種子は発芽できない

濃度）を含む培地上で発芽させ，成長してき

たものを選抜した。次に，これらのM3世代の

種子を用いて根粒着生試験をおこなったと

ころ，enf1と名付けた変異系統における根粒

数は野生型と比較して有意に増加していた。

さらに，この変異体における窒素固定活性を

測定したところ，驚くべきことに植物体当た

りの窒素固定活性は野生型と比べて３倍以

上に強化されていることが明らかになった。 

 このような形質を持つ作物を実際の農地

へ展開できれば，上述したさまざまな問題の

解決に大きく貢献できると考えられるため，

本研究課題を提案することとした。 

 
２．研究の目的 
 申請者はマメ科植物と根粒菌による共生

窒素固定に関する研究を推進してきたが，

ABA を用いた選抜方法によって「植物個体あ

たりの窒素固定活性が野性型と比較して飛

躍的に増大したミヤコグサおよびダイズ」を

単離することに成功した。しかも本プロジェ

クト開始までの研究において，そのミヤコグ

サ（enf1変異体）は固定した多くの窒素を効

率よく成長に利用できる可能性が示されて

いた。そこで本研究課題では，I)ミヤコグサ

enf1 変異体の原因遺伝子の同定と機能解

析，II) 同様の方法で単離された高窒素固定

能ダイズ変異体の評価，III) ダイズのオル

ソログ(ENF1)遺伝子の発現抑制株の確立と

解析 の３つの小課題を展開した。そしてこれ

によって窒素固定活性の強化に至る分子基

盤を理解するとともに，得られた知見を主要

マメ科作物であるダイズへ適用し圃場にお

ける応用の可能性を探ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
I):ミヤコグサ enf1変異体の原因遺伝子の同

定と機能解析 

 SSR マーカーなどを用いて染色体歩行によ

るマップベースクローニング等をおこない，

原因遺伝子の同定を試みた。次に，窒素固定

活性の強化に関与すると思われる遺伝子の

発現抑制体を作出して，形成された根粒数と

の相関関係を調査した。 

II):高窒素固定能ダイズ変異体の評価 

 ABA を用いたスクリーニング法によって約

50 系統の変異体候補が選抜された．そこでそ



れらを用いた根粒着生試験をおこない野生

型ダイズと比較して窒素固定活性が有意に

高くなっているかどうかを調査した。またそ

れぞれの変異系統を自殖して得た種子を用

いて圃場における収量調査をおこなった。以

上によって高窒素固定能ダイズ変異体の圃

場での応用の可能性を評価した。 

III):ダイズのオルソログ(ENF1)遺伝子の発

現抑制株の確立と解析 

 ミヤコグサの ENF1 遺伝子またはその下流

で機能していると考えられる遺伝子につい

て，tilling 法によってダイズオルソログ遺

伝子の発現を抑制した個体の作出を試みた。 

 

４．研究成果 

I):ミヤコグサ enf1変異体の原因遺伝子の同

定と機能解析 

 公開されているミヤコグサのSSRマーカー

情報を利用してenf1突然変異体と野性型ミヤ

コ グ サ Miyakojima MG20 か ら 作 出 し た

BCF2(back cross F2)世代の植物を用いたラフ

マッピングをおこない，ENF1遺伝子が座上し

ていると予想される染色体を特定した。この

変異体の表現型は不完全優勢であることが分

かっており，通常のマップベースクローニン

グによる遺伝子の同定には困難が予想された

ため，次のステップとして次世代シーケンサ

ーを用いてenf1変異体及びBCF2の中で表現型

が野生型を示した個体についてゲノムの全塩

基配列を決定した。そして前者の変異箇所か

ら後者のそれを減じることで，ENF1遺伝子の

候補を絞り込んだ。また，ミヤコグサのマイ

クロアレイを用いた解析から，enf1変異体に

おいて発現が劇的に減少しているTRX遺伝子

を見出した。また，TRX遺伝子の発現は根粒数

と負の相関を示すことが明らかとなった。つ

まりTRX遺伝子は，原因遺伝子またはその下流

で働いている遺伝子であると推察された。 

 次に，それらの遺伝子について，RNAi法に

よって毛状根の系を利用して，発現抑制体を

作出し，形成された毛状根に根粒菌を接種し

て，形成された根粒数をカウントした。その

結果，TRX遺伝子に関しては，根粒数が増加の

傾向にあった。以上のことは，TRX遺伝子が窒

素固定活性増強遺伝子である可能性を示唆し

ている。 

 

II):高窒素固定能ダイズ変異体の評価 

 ABAを用いたスクリーニング法によって選

抜したABA低感受性変異体について，その後代

について，窒素固定活性および圃場における

収量性を調査した。その結果，NO.33および

NO.57に関しては，少なくとも自殖M7世代まで

窒素固定活性が高い表現型を維持しているこ

とを確認できた。また，佐賀大学圃場におい

ておこなった収量調査では，NO.10, 26および

NO.57の系統が個体当たりの種子生産が多い

ことを確認した。したがってこれらの系統は，

窒素固定活性が高いことで，種子生産量が高

くなっているものと考察された。 

III):ダイズのオルソログ(ENF1)遺伝子の発

現抑制株の確立と解析 

 ENF1の下流で働くTRX遺伝子について，ダイ

ズのオルソログ遺伝子に変異が入ったものの

選抜をダイズのミュータントライブラリーに

対してtilling法によっておこなった。その結

果ダイズTRX遺伝子に変異が導入された系統

を取得することができた。しかしその系統で

はイントロンに変異が導入されており，エキ

ソン部分へ変異が導入されたものに関しては

単離できなかった。これに関しては，今後も

ライブラリーが追加される度にスクリーニン

グをおこなっていく予定である。また，enf1

の原因遺伝子の可能性が考えられるHDA遺伝

子に関しては，現在もtilling法によるスクリ

ーニングを継続しておこなっている。 
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