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研究成果の概要（和文）：マメ科植物は窒素栄養が豊富な土壌にて根粒共生を自ら抑える機構をもつが故に、農
業上において望ましい “根粒共生と窒素肥料による窒素栄養の獲得の両立” が困難となっている。本研究で
は、栄養豊富な土壌環境下でも根粒共生できるマメ科植物の開発も見据え、鍵転写因子群が司る根粒形成制御機
構を物理化学的な側面から解明することに取り組んだ。2年間の研究期間において、根粒形成制御ならびに窒素
栄養応答の根幹をなす転写制御システムの理解が深まったのみならず、根粒共生を制御する転写因子NINが窒素
栄養応答の制御因子NLPからどのような分子変遷を辿り根粒共生獲得を駆動したのかという点についても新知見
を得られた。

研究成果の概要（英文）：Because legumes have a mechanism to suppress root nodule symbiosis by 
themselves in soils rich in nitrogen nutrients, it has been difficult to achieve the desired 
agricultural traits of both root nodule symbiosis and the acquisition of nitrogen nutrients through 
fertilizers. In this study, we aimed to develop leguminous plants that can coexist with root nodules
 even in nutrient-rich soil environments, and attempted to elucidate the mechanism by which nodule 
formation is controlled by the key transcription factors from a physical and chemical perspective. 
During the two-year research period, we deepened our understanding of the transcriptional control 
system that underlies the basis of nodule formation control and nitrogen nutrient response. In 
addition, new findings were also obtained regarding the molecular transition between the 
transcription factor NIN, which controls nodule symbiosis, and the nitrogen nutrient response 
regulator NLP during the acquisition of nodule symbiosis.

研究分野： 応用生物化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、マメ科植物を代表とする根粒共生植物の根粒形成ならびに窒素栄養応答を制御する転写制御システム
の理解を飛躍的に高めたといえる。また、根粒共生植物を制御する転写因子が窒素栄養応答の制御因子からどの
ような分子変遷を辿り根粒共生獲得を駆動したのかという点について新たな知見をもたらすことができた。将来
的にダイズなどの農業上重要なマメ科植物の中で眠る潜在能力を最大限に引き出すための基盤知見になると期待
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 

マメ科植物を代表とする根粒共生植物は、根粒菌との共生器官である根粒を形成し、土壌中の窒素
栄養源が乏しい環境でも、大気中の窒素を栄養源として利用できる。その一方で、土壌中に窒素栄養
が豊富に存在する場合、マメ科植物は根粒共生に伴う余分なエネルギー消費を抑えるため、自ら根粒
共生を抑制する機構を備える。しかし、この巧みな節約機構が障壁となり、農業上で望ましい “根粒共
生と窒素肥料による窒素栄養の獲得の両立” が困難となっている。そのため、二つの窒素栄養獲得を
両立させた有用マメ科植物の開発が長らく待たれているが、いまだ画期的な成功例はない。本研究で
は、以上の課題解決につながる鍵を握る “根粒形成制御の鍵転写因子 NIN と典型的 NLP” に焦点を
当てた。NIN と典型的 NLP は同一ファミリーに属する転写因子である。まず、NIN は根粒共生シグナル
に応答する転写促進因子であり、根粒形成に絶対不可欠な因子である。一方、典型的 NLP は土壌中
の窒素栄養に応答して、適切な代謝や生長の管理に加え、根粒形成の抑制にはたらく。  

この典型的 NLP による根粒形成抑制の分子機構は長らく謎に包まれていたが、申請者らは最近、
NIN と典型的 NLP はそれぞれホモ二量体として転写を促進する一方で、NIN と典型的 NLP は DNA 上
でヘテロ二量体を形成して根粒形成遺伝子を抑制することを見出している (Nishida, Nosaki et al., 2021, 
Plant Cell)。この分子機構こそが、窒素栄養環境に応じて根粒形成スイッチングを司る中枢基盤である
と同時に、先述した“根粒共生と窒素肥料による窒素栄養の獲得の両立” を妨げるメカニズムであると
云える。申請者は、この NIN/NLP が司る根粒形成遺伝子の制御機構の改変が、“マメ科植物の農業形
質改良” の扉を開く鍵になると考える。なぜなら、NIN または典型的 NLP の特定のアミノ酸残基を改変
し、NIN-NLP ヘテロ二量体による転写抑制のみを選択的に欠失させることができれば、マメ科植物の根
粒形成や適切な代謝・生長管理に悪影響を及ぼすことなく、豊富な窒素栄養下でも根粒形成できる可
能性を強く示唆しているからである。しかしながら、NIN/NLP 分子を適切
かつ合理的に改変する上で必要不可欠な情報、すなわち、根粒形成遺
伝子のオン・オフ制御における各アミノ酸残基の物理化学的な役割は
全くわかっていない。  

また、これまでの根粒共生を含めた植物-微生物共生の研究分野で
は、タンパク質の構造解析は Nod ファクター（根粒菌が産生するシグナ
ル伝達物質）の受容体など極僅かな事例が報告されているのみである。
根粒形成を司るマスター転写因子の構造解明に挑む本研究の成功
は、当該研究分野に新機軸を打ち出すと考える。例えば、構造情報に
基づき NIN/NLP の部位特異的な変異体をデザインできるようになれ
ば、既存の機能欠失変異体とは異なる遺伝子発現パターンや形質を示
すマメ科植物を創出可能である。そのような新規の植物変異体は、根粒
形成機構の理解を飛躍的に促すためのツールとして利用でき、当該研
究分野のさらなる活性化にも繋がる。このような背景のもと、本提案では 
“マメ科植物の根粒形成を司る転写因子 NIN と典型的 NLP はどのよう
な物理化学的な原理に基づいて根粒形成遺伝子の発現スイッチングを
制御することができるのか？” を学術的「問い」に掲げて研究を行った。 
 

２． 研究の目的 

本研究では、根粒共生と窒素肥料による窒素栄養獲得を両立させたマメ科植物の開発を見据え、マ
メ科植物の根粒形成を司る遺伝子発現スイッチング機構の構造基盤を解明することを目的とする。特に、
転写因子 NIN/NLP 上のどのアミノ酸がどのような物理化学的原理に従い、根粒形成遺伝子のオン・オ
フを決定づけるのかを原子分解能レベルで理解することを具体的な達成目標に掲げる。また、変異体
解析を通じて、マメ科植物の根粒形成を司る転写制御パターンを適切かつ合理的に改変し農業形質を
改良するための糸口を探る。 
 

３．研究の方法 

 本研究では、マメ科植物の根粒形成促進遺伝子の制御機構を明らかにするために、遺伝子の発現を 
“促進する NIN-NIN ホモ二量体-DNA 複合体” 、“関与しない典型的 NLP-NLP ホモ二量体-DNA 複
合体”、“抑制する NIN-NLP ヘテロ二量体-DNA 複合体”に着目した。生化学・構造生物学的なアプロ
ーチを駆使することで、“複合体形成様式” や “DNA の構造変化”における違いを見出し、遺伝子発
現制御の分子構造基盤を考察する。さらに、レポーター遺伝子アッセイによる変異体実験を通じて、構
造的な知見の妥当性を評価するともに、転写制御を改変するための足掛かりを得る。上記の目標を達
成するための主に次の 3 項目の研究内容を実施した。 
 
 
 



 
 
 
 
(1) NIN と典型的 NLP の機能を隔てるアミノ酸配列モチーフの同定 
(2) 根粒形成遺伝子の制御機構に対する構造生物学的考察 
(3) 根粒共生獲得に至るまでの NIN/NLP の分子変遷 

 

４．研究成果 

(1)  NIN と典型的 NLP の機能を隔てるアミノ酸配列モチーフの同定 

課題代表者らはまず、NIN の幅広い DNA 結合選択性 (Nishida, Nosaki et al, 2021, Plant Cell) に
着目し、NIN 特有の性質をもたらす NIN-specific motif (NSM) の同定を試みた。根粒共生生物におけ
る NIN/NLP ファミリーのアミノ酸配列保存性に注目しつつ、NIN と典型的 NLP のキメラ体を作出し、ゲ
ルシフトアッセイ等のタンパク質-DNA 相互作用実験を行った。その結果、既知の DNA 結合ドメイン 
(RWP-RK ドメイン) に隣接する NIN のみで保存される領域が、DNA 結合選択性の幅を決定する NSM
配列であることが示唆された。また同じく生化学的解析より、NSM 配列は DNA 結合時に RWP-RK ドメイ
ン間の二量体化を促進することが示唆された。そして、植物細胞を用いたレポーター遺伝子アッセイ（ト
ランスアクチベーション実験）を共同研究ベースで実施したところ、根粒形成遺伝子の活性化には (1)
で見出した NSM 配列を有することが鍵になっていることが示唆された。具体的には、NSM 配列を取り外
した NIN は根粒形成遺伝子の活性化能が減少した一方で、NSM 配列を取り付けた典型的 NLP は根粒
形成遺伝子の活性化能が増強された。したがって、NSM 配列こそが NIN を NIN たらしめるアミノ酸領域
であることが強く示唆された。 

 

(2)  根粒形成遺伝子の制御機構に対する構造生物学的考察 

NIN の幅広い DNA 結合性および NIN/NLP を介した遺伝子発現制御スイッチングの背景のある仕組
みを詳細に理解するために三次元構造解析を試みた。しかし、NIN/NLP 組み換えタンパク質は極めて
不安定であり収量も十分ではなかったため、研究期間中には X 線結晶構造解析およびクライオ電子顕
微鏡・単粒子解析の成功には至らなかった。しかし、可溶化促進タグや二量体促進タグを同時に付加し
たコンストラクトで収量や安定性が改善しつつあるため、今後も構築したコンストラクトを基盤として原子
分解能レベルの構造決定を進めていく。一方で、高精度予測プログラム AlphaFold を用いて二量体とし
て予測したところ、DNA 結合タンパク質として、または二量体タンパク質として極めて妥当な予測構造が
得られた。そして、(1)の生化学解析から予想されたように、NIN の幅広い DNA 結合性を生み出す NSM
配列が RWP-RK ドメイン間の二量体界面に位置しており、二量体構造を安定化することによって、苦手
な塩基配列をもつ DNA に対しても結合を強固にしていることが示唆された。さらに NSM 配列に相当す
る領域は、ファミリー間での干渉性ヘテロ二量体を形成するか、もしくは、ヘテロ二量体を形成せずに
DNA 結合をめぐって競合するか、の違いを生み出していることも考察された。また、根粒形成遺伝子の
活性化能が弱い NIN-NLP ヘテロ二量体については、幅広い DNA 結合性を保持し根粒形成遺伝子プ
ロモーターには結合できるものの、プロモーターの構造変化を誘起できない可能性が示唆されており、
FRET アッセイと変異体タンパク質群を用いた DNA 構造変化の確認実験も引き続き進めている。 

 

(3)  根粒共生獲得に至るまでの NIN/NLP の分子変遷 

根粒共生植物のみならず、あらゆる植物がもつ NIN/NLP ホモログ群のアミノ酸配列を網羅的に調べ
てみたところ、予想外なことに双子葉類（非根粒共生植物）における一部の非典型的 NLP も NSM 配列
を有していることが判明した。生化学的解析を実施してみたところ、やはりをもつ非典型的 NLP も NIN と
同様に幅広い DNA 結合性を示すことがわかった。したがって、根粒形成遺伝子を制御するために不可
欠な NSM 配列は根粒共生獲得と同時に NIN が独自に獲得したわけではなく、根粒共生獲得以前に双
子葉類における一部の非典型的 NLP がすでに NSM 配列を獲得し、その幅広い DNA 結合性を根粒形
成制御システムへ転用させたという分子変遷が考察された。また、双子葉類（非根粒共生植物）におい
ても NSM 配列が高度に保存されていたことから、重要な未知機能を有する可能性も考えられる。 
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