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研究成果の概要（和文）：根粒菌と宿主の共進化とN2O還元酵素遺伝子発現制御機構の解明を目的とした。Rj2ダ
イズに共生不和合性を起こすUSDA122株のタイプ３型エフェクター遺伝子を同定した。共生和合性を示すUSDA110
株にも当該遺伝子があり、４アミノ酸残基の置換が存在した。これは、当該nop遺伝子産物と宿主Rタンパク質に
よる根粒菌の共進化の科学的根拠を与える。nasSTは硝酸異化系の制御にも関わっており、硝酸センサーNasSと
そのレギュレータNasTのアンチターミネーション制御によるnosR発現までの一連の制御カスケード系が明らかと
なった。この知見はN2O還元酵素活性の高い根粒菌作出の基盤となると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Rj2 restricts nodulation by specific rhizobial strains including 
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA122. We identified a T3SS effector gene that induces the 
incompatibility to Rj2-soybeans. These results suggested that hosts monitor the rhizobial T3SS 
effector during infection and reject nodulation via host R protein. B. diazoefficiens is able to 
scavenge the greenhouse gas N2O through the N2O reductase. Comparative analysis of Nos(++) mutant 
genomes showed that nasS mutation of resulted in Nos(++) phenotype. nasS mutation induced nosZ via 
NasT. NO3(-) addition dissociated the NasS-NasT complex in vitro, suggesting the release of the 
activator NasT. Disruption of nasT led to a marked decrease in nosZ transcription. Thus NasST 
regulates the NO3(-) -mediated response of nosZ gene. EMSA analysis suggested that nos expression is
 subjected to antitermination on both H1 and H2 hairpins upstream of nosR. 

研究分野：植物微生物学、土壌微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 研究代表者は、ダイズ根粒菌の遺伝的多様
性および共生窒素固定と脱窒に焦点を当て
た研究を野外の圃場実験も駆使して長らく
行ってきた。その中で、下記２課題について
は、その分子機構解明も含めた徹底的な基礎
研究を行う価値があると判断した。 
 
 (1) Rj2-ダイズ共生不和合性の分子機構 
 ダイズ根粒菌 USDA122 株とその近縁株は、
Rj2 因子を保有しているダイズに対して、共
生が阻止される。近年 Yangら(2010)により宿
主側の Rj2因子は、TIR-NBS-LRRドメインを
持ったエフェクター誘導型のRタンパク質に
よる強力な植物免疫系であることが明らか
になった（図 1C）。研究代表者のグループの
Tsukui ら(2012)は Rj2 ダイズに不和合性を起
こす USDA122 株の Type III タンパク質分泌
系(T3SS)の構造体遺伝子 rhcJ および T3SS遺
伝子群のグローバルレギュレーター遺伝子
ttsI を破壊すると、両パートナーの共生不和
合性がキャンセルされることが明らかとな
った（図 1ABC）。以上の事実は、その共生不
和合性を誘導しているのは USDA122 株の
T3SS を介した分泌タンパク質（エフェクタ
ー）であることを意味している。また、宿主
側 Rj2は当該 Rタンパク質の二つのアミノ酸
置換により決定されていること(図 1C)、不和
合性の USDA122 株の共生窒素固定能が劣っ
ていることから、申請者らは「共生窒素固定
能の低い根粒菌を排除するために防御応答
システムを活用した共進化である」という仮
説を提唱している(Tukui et al. 2012)。今まで、
病原菌と植物のせめぎ合いとして知られて
いた植物Rタンパク質と病原微生物エフェク
ターの防御システムが、共生菌と植物の間で
も共生に有利に機能している可能性が高い。 

(2) N2O還元酵素遺伝子発現制御機構 
 代表者は、ダイズ根圏から発生する温室効
果ガス N2Oは、土壌生物による根粒有機態窒
素の無機化・硝化・脱窒により発生すること
を解明し、N2O還元酵素を強化した根粒菌で
根圏の N2O 発生を圃場レベルで削減した。

(Itakura et al. 2013)(図 2)。染色体複製エラーの
校正機能を低下させた USDA110株を N2O呼
吸条件下で集積培養して得られたNos++変異
株（N2O 還元酵素活性と nosZ 遺伝子発現が
高い）のゲノム解析を行ったところ、bll4572
遺伝子が原因遺伝子であることが示唆され、
部位指定変異により証明した。bll4572遺伝子
は同化型硝酸/亜硝酸還元酵素遺伝子の二成
分制御系nasSTのnasS遺伝子と相同性が高か
った。ダイズ根粒菌も含めた細菌の nasSTが
どのように異化的な N2O 還元酵素遺伝子の
発現制御の分子機構は不明である。 

引用文献：Sánchez et al. 2013. Appl. Environ. 
Microbiol. 79: 4178. Itakura et al. 2008. Appl. 
Environ. Microbiol. 74: 7258: Tsukui et al. 2012. 
Appl. Environ. Microbiol. 79: 1048; Yang et al. 
2010. PNAS 107:18735. 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者は、フィールド実験によるダイ
ズ根粒菌の共生特性や農業利用の研究から、
基礎と応用が結びつく二つの課題：(1)病原シ
ステムと類似したダイズ根粒菌の共生不和
合性、(2) N2O還元酵素遺伝子発現制御の新規
二成分制御系(NasST) を見いだした。本研究
では、これらの課題の基盤研究を深化させる
ことにより、(1) 植物共生細菌がどのように
病原システムを取り入れて共進化してきた
のか、(2)温室効果ガス除去に重要な根粒菌
N2O還元酵素遺伝子の転写促進を促す二成分
制御系 NasST の制御機構を明らかすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究の目的を達成するために、以下の項目
の研究を行った。 
 
(1) ダイズ根粒菌の共生不和合性の分子機構 
 Rj2ダイズHardeeに共生不和合性を示すダ
イズ根粒菌 USDA122 株の完全長ゲノム配列
を次世代シーケンサーで決定した。次に、原
因エフェクターを同定するため、Rj2 ダイズ
Hardeeに根粒を形成する USDA122の突然変
異株を複数単離した。それらの突然変異株の

 



MiSeqリードをUSDA122株ゲノムと比較し、
変異箇所を探索した。さらに、種々の変異株
を共生不和合性 USDA122 株と共生和合性
USDA110 株上で、三親接合法で作製し、Rj2
ダイズ Hardeeと rj2ダイズ Leeに接種を行い
根粒形成および窒素固定能を調べた。 
 Hardee (Rj2)とLee (rj2)ダイズのRタンパク
質遺伝子の cDNA 断片、及び USDA122 と
USDA110のエフェクター遺伝子を PCRによ
り増幅し、酵母ツーハイブリッド(Y2H)法の
bait, preyとなる形質転換用プラスミドにそれ
ぞれ導入した。その後 preyと baitの組み合わ
せを変えた形質転換酵母を作製し、栄養要求
性培地上の生育による相互作用を観察した。 
 
(2) N2O還元酵素遺伝子発現制御機構 
 ダイズ根粒菌の脱窒遺伝子 napA, nirK norB, 
nosZ の転写レベルを調べるために lacZ 遺伝
子の転写融合体を作製した。N2Oの取込みで
N2O還元酵素活性を、メチルビオローゲン法
で硝酸還元酵素活性を定量した。 
 ダイズ根粒菌の野生型、変異型のNasS-GFP、
NasT-CFPを作成し、大腸菌で発現し、硝酸／
亜硝酸添加の有無の条件下で、分子間相互作
用とタンパク質複合体の形成のされかたの
違いについて FRET法等で検討した。 
 上記の NasT タンパク質を用いて、nosR, 
nosZ, nap E遺伝子上流の RNAヘアピン構造
を取る可能性がある領域の RNA 断片を調製
し、NasT タンパク質との相互作用を EMSA
解析により検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ダイズ根粒菌の共生不和合性の分子機構 
 突然変異体の解析より nopP 遺伝子産物が
共生不和合性の原因エフェクターであるこ
とを明らかとした。nopP遺伝子は共生窒素固
定遺伝子群上に存在し（図 3A）、驚いたこと
に和合性株（USDA110）にも存在した。不和
合性 USDA122と和合性 USDA110株の nopP
遺伝子をスワッピングした USDA122 (110型
nopP) / USDA110 (122型 nopP)を Rj2ダイズ
Hardee へ接種したところ、122 型 nopP 遺伝
子で共生不和合性が決まっていた(図 3B)。こ
れは、NopP タンパク質の４つのアミノ酸置
換により共生表現型が決まっていることを
意味していた（図 3B）。さらに、それらの中
間型であるUSDA6株の 6型 nopP遺伝子導入
では根粒数が半減した(図 3B)。しかし、酵母
ツーハイブリッド法（Y2H）により Rj2 型 R
タンパク質と 122型 NopPの相互作用は観察
されなかった。したがって、NopP と R タン
パク質が直接的な相互認識を経て共生不和
合性が誘導されるのではないが、その他の因

子も関わった間接的な相互認識機構の存在
が示唆された。 
 共生和合型の USDA110 株だけでなくダイ
ズ根粒菌ゲノム上に広く存在していること
から、和合性株が宿主に打ち込む NopP タン
パク質に本来の役割がある可能性が考えら
れ、根粒菌とマメ科植物の共進化という視点
から興味が持たれる。また、突然変異株のゲ
ノム解析からダイズ根粒菌ゲノム内で、種々
の挿入配列が活性化されて変異が起こって
いることが分かり、根粒ゲノム進化の一端も
明らかになった。 

 
(2) N2O還元酵素遺伝子発現制御機構 
 ダイズ根粒菌 USDA110株を N2O呼吸条件
下で集積培養して得られた Nos++変異株
(N2O還元酵素活性と nosZ遺伝子発現が高い)
のゲノム解析を行ったところ、新規の二成分
制御系遺伝子nasSTのnasS遺伝子に変異が認
められた。 
 ダイズ根粒菌の NasST システムは硝酸セ
ンサーであることを FRET法で証明したが、
ダイズ根圏の硝酸濃度はその閾値より低く、
NasST は通常複合体を形成していた（図 4）。
一方、nasS変異体は NasST複合体を形成でき
ず、遊離 NasTタンパク質が生成し、nosR上
流のリーデイング RNA 配列のアンチターミ
ネータであるヘアピン H1と H2に結合した。 
 EMSA解析の結果、NasTの結合によりnosR
遺伝子上流のターミネータ（T）の構造が消
失し nosオペロンの正の転写促進因子である
と考えられた（図 4）。さらに、ヘアピンH1H2T
領域を欠損した根粒菌は nosオペロンの発現
が恒常的に上昇し、非常に高い N2O還元活性
が検出され、温室効果ガス削減の有望な戦略
であると考えられた。残された課題は NosR
タンパク質による nosオペロンの制御である。 
 また、根粒菌 NasSTの FRET系を動物細胞
へ導入したところ、リアルタイムでの細胞内
硝酸・亜硝酸濃度のモニターが可能であった。 

 



 二つの課題とも、生化学や分子生物学の解
析が進み、新たな疑問と課題が見えており
（図 3、図 4）、根粒菌とマメ科植物の共生制
御や地球温暖化への貢献が期待される。 
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