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研究成果の概要（和文）： 

ミヤコグサのアーバスキュラー菌根共生特異的変異株の表現型解析と連鎖解析を行った。自

殖F3世代の菌根形成について、変異株ME778とME966は根の皮層細胞や表皮細胞で侵入が阻害

され、ME2329株は、樹枝状体のトランクは形成されるがファインブランチの形成が異常で

あった。連鎖解析により、ME2329の原因遺伝子は4染色体の南側に、ME778とME966は第2

染色体上にあることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Some symbiotic mutants of Lotus japonicus, specific for arbuscular mycorrhiza (AM), were 

analyzed by the linkage mapping and the phenotypic characterization. As the results of 

phenotypic characterization of back-crossed F3 generation, AM formation was inhibited around 

entry points in ME778 and ME966. On the other hand, trunk hyphae of arbuscule were formed in 

roots of ME2329, but fine branches were abnormal. By the linkage mapping, mutation point of 

ME2329 was mapped on southern part of chromosome 4 and those of ME778 and ME966 were 

mapped on chromosome 2. 
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１．研究開始当初の背景 

 アーバスキュラー菌根菌（arbuscular 
mycorrhizal fungi, 以下AM菌）は、多くの陸
上植物の根に共生し、リン酸などの無機養分
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の吸収促進、病害や環境ストレス耐性の付与
などを通じて植物の生育を改善する。AM 共生
能は陸上植物の出現期に確立し、現在も80％
以上の植物種に保存されている重要形質であ
るが、そのメカニズムは明らかにされていな
い。AM 共生系より取扱いが容易な根粒共生で
は多くの共生変異株が分離され、共生メカニ
ズムの解明がなされてきた（図１）。近年、根
粒共生変異株の一部はAM 共生能をも失って
いる事が示され、進化的に新しい根粒共生が
菌根共生を基盤に形成されたことが示唆され
た。つまりAM 共生は微生物－植物共生系のプ
ロトタイプであると位置づけられる。共生経
路の全貌を解明するには根粒共生は正常で菌
根共生にのみ異常を示す「AM 特異的共生変異
体」の解析が重要であるが、肉眼で識別可能
な根粒を形成する根粒共生とは異なり、菌根
形成の判定には根の染色と顕微鏡観察が必要
なため、マメ科のAM 特異的共生変異体は報告
されていない。申請者らはこれまでにマメ科
モデル植物であるミヤコグサ（Lotus 
japonicus）の変異株集団約２万株を選抜し
、11株のAM 特異的共生変異体の分離に成功し
ている。これら変位株の遺伝的解析はこの分
野で我が国の優位性を確立するために重要で
ある。 
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図１ 根粒共生と菌根共生に関わる遺伝子 

 

 

２．研究の目的 

ミヤコグサのAM 特異的共生変異体の原因
遺伝子を複数（4 株以上）、遺伝子マッピング
を経て同定する。また戻し交配によって遺伝
的背景を浄化した変異株を用いて詳細な表現
型解析を行う。さらに同定された菌根共生を
担う遺伝子群が他のAM 宿主植物でどのよう
に保存されているか、あるいは非AM 植物でど
のように改変されているのかを主要な鍵遺伝
子の比較によって考察する。 

 
AM 特異的な共生変異体の分離と原因遺伝

子の同定により、これまで未知であったAM 共
生成立の分子メカニズムが明らかとなる。AM 
共生系は多くの植物種が進化の過程で共通し
て維持してきた重要形質であり、その分子基
盤の多様性や保存性は植物と植物共生微生物
の共進化を考える上で重要である。更に、よ

り高効率な共生能を植物に賦与したり、一部
の種において進化の過程で失われた共生能を
復活させることが可能となる。それによって
AM 共生系をより有効に活用する事ができる
ようになり、低投入持続型農業技術の確立に
貢献できる。 
 

３．研究の方法 

Ethyl methanesulfonate(EMS)処理変異種
子集団（L. japonicus MG-20 由来）から得ら
れた菌根共生変異株のうち、主に表現型が比
較的安定していた 4変異株（ME778、ME823、
ME966、ME2329）について解析を進めた。 
（１）最初に AM 菌共生特異的変異株候補（L. 
japonicus MG-20 由来）について、野生株
MG-20と戻し交配を行った自殖のF2株につい
て変異型の分離比を計算した。変異型を示し
た株の後代 F3について AM菌共生／根粒菌共
生の変異型を光学顕微鏡や共レーザー共焦
点顕微鏡などで確認し、AM 菌の共生がどの段
階で阻害されているか、根粒菌の共生につい
て微視的レベルにおいても異常がないか、明
らかにした。 
 
（２）対象の変異株と野生株 B-129 との交配
で得た F2 株集団を既報の SSR マーカーを用
いて分析し、座乗染色体の決定とラフマッピ
ングを行った。AM 菌胞子（Rhizophagus 
irregularis DAOM197198）を接種し、培土に
は滅菌済みのバーミキュライトまたは川砂
を用いた。人工気象器で栽培し、約 4週間後
にポットを解体した。根を染色した後、実体
顕微鏡にて観察し、低感染または非感染の株
を選抜した。葉 DNA を用い、各染色体につい
て4～9のSSR マーカーで連鎖解析を行った。
ラフマッピングと表現型の解析から重要と
考えられるものから優先的にファインマッ
ピングを行った。AM 共生変異の形質検定に時
間がかかることを考慮し、2500 の F2 個体を
変異点を挟む遺伝子距離 1cM 未満の 2つのマ
ーカーにより選抜した。選抜された約 200 株
の個体について更に詳細なマッピングを行
った。 
 
４．研究成果 
（１）L. japonicus MG-20 との戻し交配した
自殖 F2世代の変異形質を示す株の分離比は、
ME823、ME966 および ME2329 では約 1/4、ME778
株は約 1/2 であった。これらの変異株 4株に
ついて、F3 世代において菌根共生変異を確認
し、さらに野生型と同程度の根粒形成が認め
られ、AM 共生特異的であると考えられた。 
 
（２）自殖 F3 世代での菌根形成を共焦点レ
ーザー顕微鏡などで観察した結果、ME778 と
ME966 は皮層細胞や表皮細胞で侵入が阻害さ
れ、一度侵入すると野生型と同様に樹枝状体



 

 

を形成することが観察された。ME2329 株は野
生株と比較し感染率はほぼ同じか低めであ
った。特に、樹枝状体形成に異常が認められ、
野生株と比べ樹枝状体の形成率が低く、トラ
ンク菌糸は形成されるがそこから分枝する
ファインブランチの形成に異常が見られた。
ME823 については野生株と比べ、低感染であ
るだけで、安定した詳細な表現型は観察不可
能であった。 
 
（３）自殖 F3 世代での根粒形成を共焦点レ
ーザー顕微鏡などで観察した結果、ME2329 と
ME778 の根粒形成とその微細構造は野生株と
ほぼ同じであった。ME966 の根粒形成は野生
型に比べて遅れる傾向にあったが、ME966 は
野生型に比べて生育速度が遅く、根粒形成の
遅延は生育の遅さによる二次的な影響と考
えられた。 
 
（４）マッピングにより、ME2329 の原因遺伝
子は 4 染色体の南側にあることがわかった。
また ME778 は第 2染色体上にあることが示さ
れたが詳細な位置は判別不可能であった。
ME966 の位置は第 2 染色体の南側、ME823 の
変異点は第 5染色体の 12-15cM の近傍にある
と絞られていたが（図２）、菌根表現型が不
安定なため、さらなる絞り込みが困難であっ
た。 
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図２  菌根共生特異的変異株 ME823 のマッピング 

 

ME823 について、第 5染色体の SSR marker の TM0431 と

TM1496 による結果が MG-20(マーカーの位置の染色体 2

本とも変異株MG-20由来)とHetero(マーカーの位置の染

色体が変異株MG-20由来と交配したB-129の各1本ずつ)

の組み合わせの株を選抜し、(a)ME823 の Myc-：AM 菌の

感染が野生株と比べて低い株について、(b)ME823 の

Myc+：AM 菌の感染が野生株と同程度の株について、それ

ぞれマッピングを行った。  MG-20    Hetero 

MG-20 の割合が高いマーカー近傍に原因遺伝子が

位置していると考えられる。 

 

（５）日本国内ではマメ科植物において初め
て AM 菌共生特異的変異株を単離し、AM 共生
成立前期と後期に関与する変異株であるこ
とを明らかにした。本研究で得られた菌根共
生特異的変異は AM 共生機構に関する研究の
発展に貢献できると思われる。今後は、主に

海外における研究で報告された AM 共生の成
立に特異的な遺伝子との比較や、得られた変
異株の原因遺伝子を決定する必要がある。 
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