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研究成果の概要（和文）：マメ科植物は根粒菌と共生することより根に根粒を形成し，その内部に共生した根粒
菌が固定した空中窒素を利用し生育することができる。本研究では、根粒の窒素固定活性の制御機構の一端を明
らかにするため、窒素固定ができないマメ科植物変異体の表現型を規定する因子として根粒菌の５型タンパク質
分泌装置に着目し、その機能解析を行った。本研究では、根粒菌の５型タンパク質分泌装置の構造特性や分泌活
性および分泌領域を明らかにするとともに、５型タンパク質分泌装置の欠損株および過剰発現株を用いて根粒の
窒素固定への影響を明らかにした。さらに窒素固定ができないマメ科植物変異体の原因遺伝子との機能的な関連
についても明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Legume plants establish endosymbiotic association with rhizobia  and form 
nitrogen-fixing root nodules to acquire nitrogen nutrition. In order to reveal the molecular 
mechanisms that control symbiotic nitrogen fixation activity of nodule, We here focused on the 
legume symbiotic mutant that defective in symbiotic nitrogen fixation and rhizobial protein 
secretion system as a determinant of symbiotic phenotype of the legume mutant. In this work, we 
carried out functional analyses on the rhizobial protein secretion system and revealed its protein 
structure, protein secretion activity and effector protein region that is secreted to extracellular 
component. By using gene disruption mutants and over-expression of the secretion system, we also 
revealed the effects of the secretion system to symbiotic nitrogen fixation and functional 
relationships between the causal gene of host mutant and the protein secretion system.

研究分野： 植物微生物相互作用
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１．研究開始当初の背景 

マメ科植物と根粒菌の共生は，宿主と根粒
菌の相互認識に始まり，根粒菌の感染・根の
細胞分裂の活性化を経て，最終的に根粒菌が
共生し窒素固定を行う根粒が形成される。近
年，マメ科のモデル植物とそれに共生する根
粒菌の変異体の解析から，共生の初期過程に
関わる複数の遺伝子が同定され，根粒菌の認
識や感染過程が分子レベルで明らかになっ
てきた。しかしながらマメ科植物と根粒菌共
生の最も重要な形質である窒素固定に関わ
る宿主および根粒菌遺伝子については未同
定なものが多く，根粒の中で根粒菌の窒素固
定活性がどのようにして発現し，また宿主に
よりどのようにコントロールされているの
かについては明らかになっていない。本研究
開始当初、代表者は根粒菌が感染しても窒素
固定を示さないマメ科ミヤコグサの変異体
を用いた解析から、根粒菌の５型分泌装置が
破壊された株がミヤコグサ変異体の窒素固
定表現型を抑圧することを見出していた。そ
こで本課題では、根粒菌の５型分泌装置の機
能解析を通して窒素固定の活性を制御する
新たな分子メカニズムの解明を目指し研究
を進めた。 

 

２．研究の目的 

本研究ではマメ科植物－根粒菌間で見ら
れる共生窒素固定の活性を規定する根粒菌
因子として５型分泌装置に着目し、そこから
分泌されるエフェクターの機能解析を行う。
具体的には，エフェクター領域の特定を行い、
宿主植物における共生への影響やミヤコグ
サの窒素固定不全変異体の原因遺伝子との
機能的な相互関係を明らかにし，窒素固定活
性を制御する新規な分子間相互作用として
提示することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1)ミヤコグサ根粒菌 TONO 株のゲノム解読 
 ミヤコグサの変異体(Ljsym104)に対して
窒素固定活性のない無効根粒を形成するミ
ヤコグサ根粒菌 TONO 株の全ゲノム配列の解
読を Roche454シーケンサーを用いて行った。 
 
(2)ミヤコグサ根粒菌（TONO 株）の５型分泌
装置変異株の同定 
ミヤコグサ根粒菌 TONO 株において、トラ

ンスポゾンを用いたミュータントライブラ
リーを構築し、ミヤコグサの窒素固定不全変
異体（Ljsym104）の表現型を抑圧する遺伝子
破壊株のスクリーニングを行った。また得ら
れた変異株について増殖特性等の表現型の
解析を行った。 
 
(3)ミヤコグサ根粒菌の５型分泌装置の構造
と分泌領域の特定 
 ミ ヤ コ グ サ 根 粒 菌 の ５ 型 分 泌 装 置
（TONO-AT）について機能ドメインの特徴づ
けを行うとともに、ホモロジーモデリングに

よる立体構造予測を行った。また根粒菌の培
養上清より分泌タンパクを回収し、TONO-AT
のタンパク質分泌活性の有無について検討
した。さらに TONO-ATより分泌されるエフェ
クタータンパクの機能領域を特定するため、
特定の領域を欠損した数種類の TONO-ATを作
成し、ミヤコグサおよび根粒菌に導入して共
生表現型を解析した。 
 
(4)窒素固定活性の低下に関連する宿主遺伝
子の探索 
 ミヤコグサの野生型および窒素固定不全
変異体に対し、２種類のミヤコグサ根粒菌
（MAFF 株、TONO 株）を接種し、根粒におけ
る遺伝子発現を RNA-seqにより網羅的に解析
した。 
 
(5) ミヤコグサの窒素固定不全変異体の原
因遺伝子（Ljsym104）と根粒菌の５型分泌装
置(TONO-AT)との機能的な関係 

 Ljsym104と TONO-ATとの機能的な関係を明
らかにするため、TONO-AT を過剰発現した根
粒菌の共生表現型を調査した。またそれぞれ
の組み換えタンパクを作成し、特性を評価し
た。 

 

 
４．研究成果 
以下の番号は上記３の研究の方法の番号と
対応する。 
 
(1)ミヤコグサ根粒菌 TONO株の全ゲノム解読
を行い、7.8Mb の主染色体と３つのプラスミ
ド（294Kb, 220Kb, 80kb）の配列を明らかに
した（DDBJ/EMBL/Genbank アクセッション番
号 AP017605～AP017608）。既知の共生遺伝子
(nod, nif, fix など)は先にゲノム解読が完
了 し て い る 別 の ミ ヤ コ グ サ 根 粒 菌
（MAFF303099 株）とほぼ同一であった。 
 
(2)約１２０００株のスクリーニングより、
５型分泌装置(TONO-AT)の遺伝子破壊アリル
を９株得た。これらは全て Ljsym104 変異体
の窒素固定不全表現型を抑圧し、窒素固定活
性のある正常根粒を着生した。また得られた
破壊株のうち２株について、増殖、運動性、
細胞外多糖の分泌、野生型ミヤコグサへの共
生能について評価したところ、いずれも野生
型と同等であることが分かった。さらに遺伝
子破壊株に TONO-AT遺伝子を導入することに
よって表現型が相補されることを確認した。
このことからミヤコグサ根粒菌の５型分泌
装置は根粒共生において機能し、宿主変異体
Ljsym104 の窒素固定活性を規定する因子で
あることが明らかとなった。 
 
(3)ミヤコグサ根粒菌の５型分泌装置
(TONO-AT)についてウェブツールによる機能
ドメインの予測を行った結果、N 末端に約 50
アミノ酸からなるシグナルぺプチドが予測



され、C 末端の約 400 アミノ酸は膜貫通領域
が予測された。またシグナルペプチドから膜
貫通領域まではグリシンに富んだ約 45 アミ
ノ酸からなるモチーフが 40 回ほど存在する
リピート領域であった（図１） 
 

 
図１ ミヤコグサ根粒菌の５型分泌装置
（TONO-AT）の機能ドメイン（上図）とグリ
シンリッチモチーフ（下図） 
 
 
相同性検索の結果、TONO-AT と同様のリピー
ト領域を持つタンパク質は他の根粒菌を含
むグラム陰性細菌やシアノバクテリアにも
広く見いだされたが、機能が実験的に明らか
にされたものは現時点では無かった。 
 TONO-AT の C 末端に予測された膜貫通領域
について緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa) 
の EstA タンパク(PDBID:3KVN)をもとにホモ
ロジーモデリングを行ったところ、５型分泌
装置に特徴的な膜貫通型のバレル構造が予
測された(図２)。さらに予測された立体構造
をもとに、細胞外に分泌されていると考えら
れる領域の N末端をタグ標識し、細胞外への
分泌を確認した。その結果、培養上清よりタ
グ付きタンパクを検出することができた。ま
た TONO-ATの分泌領域はシグナルペプチド以
降から 3265aaまでであることが分かった。 
 

図２ 緑膿菌の EstA の立体構造（左）をも
とに予測したミヤコグサ根粒菌の５型分泌
装置（TNO-AT）の C 末端領域の立体構造(右) 
 
 
TONO-AT より分泌されるエフェクタータンパ
クの機能領域を特定するため、特定の領域を
欠損した数種類の TONO-ATを作成し、ミヤコ
グサおよび根粒菌に導入して共生表現型を
解析した。ミヤコグサの根において TONO-AT

を発現させた場合には共生表現型に有意な
変化は認められなかったが、根粒菌に導入し
た場合には TONO-ATの全長を導入した場合に
のみ窒素固定表現型が変化することが明ら
かとなった。 

以上のことからミヤコグサ根粒菌の５型
分泌装置（TONO-AT）は細胞外にタンパク質
を分泌する活性を有し、分泌領域全長で機能
することが明らかとなった（図３）。 

 
図３ TONO-ATのタンパク質分泌活性 
Myc タグによる分泌タンパクの検出（上図）
と解析に使用したコンストラクトの模式図
（下図） 
 
 
(4)RNA-seq 解析により窒素固定表現型と相
関のある宿主遺伝子を探索した結果、ERF や
bHLH 型の転写因子、 DnaJ シャペロン、
cysteine protease などの遺伝子が窒素固定
が低下する宿主・根粒菌の組み合わせで顕著
に上昇することが分かった。さらに根粒菌の
５型分泌装置(TONO-AT)と RNA-seq で発現変
動を示した遺伝子との関連を調べた結果、
TONO-AT を過剰発現した根粒菌株は野生株に
比べて cysteine protease遺伝子を強く誘導
することが分かった (図４ )。 cysteine 
protease は老化した根粒で誘導されること
が知られており、以上の結果より TONO-AT と
cysteine protease との機能的な関連を見出
すことができた。しかしながら TONO-ATによ
る cysteine protease 遺伝子の発現誘導が直
接的なものであるかについてはさらなる検
討が必要である。 

図４根粒における Cysteine protease の発現 



(5)TONO-AT を過剰発現する根粒菌をミヤコ
グサ野生型および Ljsym104変異体に接種し、
根粒表現型を解析したところ、Ljsym104 変異
体では窒素固定活性のない根粒のみが着生
する一方で、野生型ミヤコグサでは正常な根
粒と窒素固定活性が低い根粒が混在してい
た。また組み換えタンパクを用いた解析の結
果、TONO-ATは LjSYM104 によって分解を受け
ることが分かった。 
 以上のことから TONO-ATは根粒の窒素固定
活性の低下を誘導する活性をもち、その効果
は LjSYM104 による分解により打ち消される
という機能的な関連が示唆された。 
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