
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２１１１

若手研究(B)

2014～2012

植物生育促進菌類とミヤコグサの共生機構の解析

Analysis of a symbiotic mechanism between Plant growth promoting fungi and Lotus 
japonicus

８０４６６０１０研究者番号：

増中　章（Masunaka, Akira）

独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構・畜産草地研究所・飼料作物研究領域・主任研究員

研究期間：

２４７８００６３

平成 年 月 日現在２７   ６ １８

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：植物生育促進菌類のトリコデルマ菌は、ミヤコグサの抵抗性遺伝子を抑制し、ゆるい共生関
係を樹立するが、ミヤコグサの菌根菌や根粒菌が利用する共生シグナル伝達経路に変異が起きた系統では、抵抗性遺伝
子の発現を抑制することができなくなり、根内部に侵入できず、共生関係の樹立に失敗することが示されつつある。こ
のことから、トリコデルマ菌とミヤコグサのゆるい共生関係には共生経路が必要であることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Trichoderma koningii one of plant growth-promoting fungi suppresses the 
expression of resistant genes involved in production of phytoalexin in Lotus japonicus and establishes an 
associative symbiosis. it seems to failed to irrupt into the inside of roots and establish the symbiosis 
since it could not suppress the expression of the resistant genes when T. koningii was inoculated on 
Lotus japonicus mutated on the symbiosis pathway. It suggests that T. koningii might require the 
symbiosis pathway for associative symbiosis with Lotus japonicus.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
これまでに植物の生育を著しく促進する
植物生育促進菌類 (Plant growth-promoting 
fungi: PGPF) が 見 い だ さ れ て お り 
(Hyakumachi, 1994)、中でも唯一 T. koningiiは、
マメ科植物の主要な抵抗性機構であるイソ
フラボノイド型ファイトアレキシン生合成
を遺伝子発現レベルで制御し、根とゆるい共
生関係(associative symbiosis)を構築すること
を明らかにしてきた(Masunaka, et al., 2011)。
マメ科植物の共生メカニズム解明は、根粒細
菌の植物抵抗性の回避機構(Okazaki, et al., 
2004、Masunaka, et al., 2011)や共生シグナル因
子(Nod)の特定(Peters, N.K., et al., 1986)、共生
シグナル伝達経路の発見(Oldroyd, G.E.D., et 
al., 2001)など目覚ましく発展している。また
菌類(特に菌根菌)は、根粒細菌と共通の共生
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 (Common Signaling 
Pathway：CSP)を利用することが明らかにな
っている(Stracke, S., et al., 2002)。しかしなが
ら共生シグナル因子(Myc)など菌類側の要因
は未だ未知のままであるため、植物の菌類特
異的な共生関連因子はあまり解明されてい
ない。一方、エンドウ褐紋病菌は植物に感染
する際に、植物の抵抗性反応を抑制する因子
(エフェクター)を生産するが(Shiraishi, et al., 
1992)、T. koningiiもミヤコグサと共生するた
めにエフェクター因子を生産している可能
性がある(Masunaka, et al., 2011)。本研究では、
マメ科植物根と共生できる数少ない菌類で
ある T. koningiiを用いて菌類－植物の共生メ
カニズムの解明を行う。 
２．研究の目的 
各種肥料原料の価格高騰・枯渇問題の中、
減肥技術につながる「微生物による植物生育
促進現象の解明」が求められている。これま
でに植物生育促進菌類 (PGPF)である
Trichoderma koningiiはミヤコグサの抵抗性機
構を制御し、根とゆるい共生関係を構築する
ことでミヤコグサの生育を促進させること
を明らかにした。本研究ではミヤコグサおよ
び T. koningiiの共生変異体を用いてMyc等の
共生関連因子を探索し、ミヤコグサの遺伝子
応答反応を網羅的に解析することで微生物
による植物生育促進現象にダイレクトに関
与する共生メカニズムを分子生物学的に解
明する。 
３．研究の方法 
（１）CSP と抵抗性機構の相互関係を検証す
る。初めに、ミヤコグサ共通シグナル伝達経
路(CSP)変異系統を用いて、T. koningii は
CSP を利用しているか、また CSP 変異系統に
対し T. koningii は抵抗性関連遺伝子の発現
を抑制できるのか調査する。 
（２）菌の遺伝子変異菌株を作製する。マー
カー遺伝子を組み込んだ糸状菌形質転換ベ
クターを用いて T. koningii の共生遺伝子変
異菌株の作製を試みる。共生変異菌株のゲノ
ムDNAから形質転換ベクターを回収すること
によって、共生関連遺伝子を単離する。 

（３）野生型 T. koningii と共生変異菌株を
それぞれ接種したミヤコグサのアレイ解析
を行うことによって、ゆるい共生関係構築時
のミヤコグサの初期応答反応を解明する。 
４．研究成果 
（１）ミヤコグサとゆるい共生関係を構築
する糸状菌 Trichoderma koningii（Tk）
が共通共生シグナル伝達経路(common 
signaling pathwa y:CSP)を利用している
のか検証するために、ミヤコグサの野生型
および共生変異系統(pollux-、ccamK-)の
根部に Tk を接種し、病害抵 抗性関連遺伝
子である 4 つのイソフラボノイド型ファ
イトアレキシン（ベスチトール）生合成遺
伝子、PKR1、IFS、HI4'OMT、PTR1 の発現
誘導 パターンをノーザンブロット法によ
り解析した結果、IFS, HI4’OMT, PTR1 で
発現誘導が起きていることを確認した。さ
らにミヤコグサの CSP の前後に位置する
菌根形成シグナル経路に遺伝的変異を有
する ME778 および ME2329 を用いて、糸状
菌（菌根菌）共生経路が生育促進菌類
（PGPF）であるトリコデルマ菌のゆるい共
生関係構築に必要であるか検討した。 
トリコデルマ菌をミヤコグサの幼苗根に
感染させるとミヤコグサの CSP 変異系統
に感染させた場合と同様に、PKR1 遺伝子
の発現には誘導抑制がかかり、他の３つの 

図１．遺伝子発現解析。SDW,滅菌蒸留水；
GSH,エリシター；Tk,T.koningii 
 
遺伝子（IFS、HI4'OMT および PTR1）で発
現誘導が見られた。 これら発現誘導が復
活した３つの遺伝子の発現誘導パターン



はミヤコ グサとは不親和を示す他のPGPF
であるPenicillim菌やFusarium菌接種時
と類似していることからも、ME778 および
ME2329 系統ではトリコデルマ菌との共生
関係構築が拒絶され、抵抗性応答が起きた
ことが示唆された(図１)。 
（２）さらにトリコデルマ菌の共生能欠損
菌株作成のための遺伝子組換え法の開発
を行った。本菌への遺伝子導入には、ポリ
エチレングリコール 6000 を用いた場、最
も効率が良くなったが、遺伝子細胞導入試
薬リポフェクチンを使用すると効率は悪
化した。これらの方法により遺伝子導入が
可能となったが、遺伝子導入菌株のゲノム
サザン解析から、導入遺伝子の挿入位置は、
比較的決まった場所であること、ランダム
な遺伝子導入は難しいことが予想された。 
（３）T. koningiiGT2-3 処理した各ミヤ
コグサの根の横断切片の顕微鏡観察を行 

図２．T.koningii のミヤコグサ根内への感
染黒三角は、T.koningiiの感染菌糸を示す。 
 
い、根内部への感染を検証した。その結果、
野生系統MG20では、根の表皮細胞（間隙）
内だけでなく内皮細胞（間隙）内にまで菌
糸が確認された。共生経路変異系統ME778
とM2（CSP変異）系統では、根の表面上
では、菌糸の定着が一部確認できたが、根
の内部まで侵入した菌糸は検出できなか

った。これらのことから、T. koningii は
ゆるい共生関係を樹立する際に、菌根菌が
利用している共生経路を活用している可
能性が示された。しかしながら、横断切片
の精度が非常に低く、菌糸の見極めが非常
に困難であったため再度の検証が必要で
あることは否めない。 
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