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第 1 章：序論 

 

1-1  マメ科植物-根粒菌の根粒共生系 

「共生」の語源は 19 世紀にドイツの植物病理学者が作った科学用語で、共に（Sym）

生きる（biosis）つまり、二種以上の生物が一緒に生活している（Symbiosis）ことを示す。

共生の中でも、互いに利益を与え合う関係を相利共生という。相利共生は動物、植物、細

菌の間で広く成立しており、これまでにも多くの共生関係が研究対象となってきた。マー

グリスの細胞内共生説によって、グラム陰性細菌が細胞内共生することでミトコンドリア

となり、ラン藻類が葉緑体となったことも広く知られている。共生関係にはアブラムシと

ブフネラのように、共生相手が存在しないと生存出来ないような絶対共生と、よりルーズ

な共生関係が存在する。マメ科植物と根粒菌の共生は絶対共生ではないものの、共生特異

的な器官を形成する特徴的なものであり、古くから共生系のモデルケースとして研究され

ている。 

マメ科植物の多くは根粒菌との共生窒素固定によって、大気中の分子状窒素を窒素源と

して活用できる。ダイズ、インゲン、エンドウのように、マメ科植物には重要な農作物と

して知られているものもあり、飼料やバイオマスエネルギーとしても活用されている。ま

た、窒素は、植物の三大栄養素としてリン、カリウムとともに植物の生長に極めて重要な

栄養源であるため、根粒共生系は農業・工業応用の観点からも重要視されている。この根
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粒共生系の成立には、マメ科植物-根粒菌間で高度かつ複雑なシグナル分子のやり取りが必

要であることから、生物間相互作用の観点からも注目を集めている。シグナル分子には、

フラボノイドや Nod ファクターとして知られるリポキトオリゴ糖、ペプチド、一酸化窒素

や一酸化炭素を含む多くのガス状小分子など、様々な分子が利用されている。 

 

1-2  植物ヘモグロビンの分類と既知の機能 

一般に、ヘモグロビンは哺乳動物の血液中に大量に存在しており、酸素（O2）運搬に機

能することが知られている。ヘモグロビンは哺乳動物に限らず、生物界に広く存在してお

り、植物も植物ヘモグロビンを持つ。植物ヘモグロビンは、アミノ酸配列や生化学的性質

に基づいて 3 つのタイプに分類される(Trevaskis et al., 1997; Watts et al., 2001; Hunt et al., 

2002; Smagghe et al., 2009)（Fig. 1）。class 1 植物 Hb は、O2 に対し極めて高い親和性を有

し（Sáenz et al., 2004）、その高すぎる O2 親和性から酸素運搬あるいは酸素センサーとし

て機能しているとは考えられない（Smagghe et al., 2009）。一方で、細胞内一酸化窒素（NO）

レベルの調節に関与していることを示す証拠（Igamberdiev and Hill., 2004; Hebelstrup et 

al., 2013; Perazzolli et al., 2004）や、NO レベルを調節することで、低酸素条件下で細胞エ

ネルギーの保存に機能することが報告されている（Hill et al., 2012）。class 2 植物 Hb はレ

グヘモグロビン（Lb）の進化的前駆体であり、適度な O2 親和性を示す（Sainz et al., 2013）。

それらの機能は不明であるが、生体内条件下で NO を除去することも可能であり
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（Hebelstrup & Jensen, 2008）、発生中の器官や高い代謝を要求する組織で高く発現する

（Vigeolas et al., 2011、Elhiti et al., 2013）。class 3 植物 Hb または切断型 Hb の O2 親和性

は高くなく、いくつかの class 3 植物 Hb は根粒や菌根で誘導される（Vieweg et al., 2005）。

また、NO とも相互作用する可能性も報告されている（Sanz-Luque et al., 2015）。Lb に代

表される共生型ヘモグロビン（一部の class 2 植物 Hb）は、マメ科植物及びアクチノリザ

ル植物の根粒に存在し、バクテロイドの呼吸及びニトロゲナーゼ活性の安定化のために根

粒内を低酸素濃度に維持する役割を持ち（Appleby 1984; Ott et al., 2005）、共生窒素固定

に必須である。対照的に、非共生型ヘモグロビンは、植物組織に全身的に発現しており、

マイクロモル濃度で見出される（Trevaskis et al., 1997; Watts et al., 2001; Smagghe et al., 

2009）。最近では、その植物生理上での重要性から、フィトグロビンとも称されるようにな

っている（以降本論文では、特に断りのない限り植物ヘモグロビンとヘモグロビンと称す

る）。 
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1-3  class 1 Hb の一酸化窒素（NO）調節と植物の生理応答 

一般に、Hb は、O2、二酸化炭素(CO2)、一酸化炭素(CO)、硫化水素(H2S) 及び NO の

ような小分子と会合する。 class 1 Hb は NO に応答して発現が誘導され(Shimoda et al., 

2005; Bustos-Sanmamed et al., 2011)、哺乳動物の Hb と同様に、NO を NO3
‐に酸化し除

去する（Perazzoli et al., 2004; Olson et al., 2004）ことから、植物内 NO 量の恒常性に寄与

していると考えられている。動物と同様に植物でも、NO は生物的、非生物的ストレスに
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対する様々な生理的応答に伴って産生される。また、非ストレス時にも気孔の開閉（Mata 

and Lamattina, 2002）、タンパク質の S ニトロシル化、cGMP のニトロ化修飾（Joudoi et 

al., 2013）など様々な植物の生理応答に関与する。発生の局在や濃度によって多様なシグナ

ル分子としての役割を担うことから、現在では、NO そのものも植物ホルモンと位置付け

る研究者もいる（https://www.natureasia.com/ja-jp/nature/highlights/23812）。class 1 Hb は、

その NO 量を調節することにより、植物の生理的応答を調節する。class 1 Hb の発現量の

変化は、植物の生理応答に変化をもたらす。class 1 Hb を過剰発現する遺伝子組換えシロ

イヌナズナは、植物内 NO 量が減少し、低酸素ストレスに対する耐性を得る（Hunt et al., 

2002）。また、class 1 Hb の発現を抑制した遺伝子組換えシロイヌナズナは、発育不全及び

開花遅延を示す（He et al., 2004; Hebelstrup & Jensen, 2008）。これらの知見から、class 1 

Hb は、NO 制御を介して植物生理に深く関与していると考えられる。 

 

1-4  植物-微生物相互作用での NO と class 1 Hb 

植物-微生物相互作用において、NO は植物の病原応答時に産生され(Mur et al., 2005)、

病原体への抵抗性に関与する(Asai ＆ Yoshioka, 2009)ほか、感染応答タンパク質の遺伝子

発現のひき金となる（Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998）。class 1 Hb も NO 及び

病原体に応答して誘導され、病原体への抵抗性に関与する(Shimoda et al., 2005; Qu et al., 

2006)。アルファルファの class 1 Hb 遺伝子 (Mhb1)を発現するタバコは、NO 耐性及び病
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原菌や病原ウイルスへの抵抗性を獲得する。この形質転換タバコでは活性酸素種（ROS）

とサリチル酸（SA）の蓄積増加が確認され（Seregelyes et al., 2003）、その後、防御応答関

連遺伝子である PR1a の発現増加も確認されている（Seregelyes et al., 2004）。綿花の class 

1 Hb 遺伝子(GhHb1)は、サリチル酸（SA）、メチルジャスモン酸（MeJA）、エチレン（ET）、

活性酸素種（ROS）、NO といった防御応答関連物質により誘導される。GhHb1 を発現す

るシロイヌナズナでは、防御応答遺伝子 PR1 と PDF1.2 の発現が増加し、Pseudomonas 

syringae 及び Verticillium dahliae に対する抵抗性を得る(Qu et al., 2006)。これらの報告か

ら、class 1 Hb は、NO と植物ホルモンを介し、防御応答の調節に関与していると考えられ

る。 

 

1-5  根粒共生系での NO と class 1 Hb 

根粒菌と宿主マメ科植物の根粒共生系では、共生根粒菌の接種が、根での NO の産生と

class 1 Hb の発現を誘導することが観察されている(Nagata et al., 2008)。NO は、植物の防

御応答を惹起するシグナル分子であるが（Wendehenne et al., 2004）、タルウマゴヤシ根粒

共生系では、最適な共生確立のために必要とされる（Del Giudice et al., 2011）。ニトロゲ

ナーゼ活性を抑制することでも知られる NO（Trinchant & Rigaud, 1982）は、共生器官で

ある根粒内部においても検出できる（Baudouin et al., 2006）。cPTIO（carboxy-2-phenyl-

4, 4, 5, 5-tetramethylimidazoline-3-oxide-1-oxyl）の様な NO 除去剤の添加は、ミヤコグサ
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及びアクチノリザル植物であるヤシャブシの根粒において、ニトロゲナーゼ活性を改善す

る（Sasakura et al., 2006; Shimoda et al., 2009）。ヤシャブシとミヤコグサの根粒では class 

1 Hb の発現量が上昇している（Uchiumi et al., 2002; Sasakura et al., 2006）ことから、根

粒内における class 1 Hb は、根粒内 NO の除去を介し、根粒機能の維持に関与しているこ

とが予想される。しかし、根粒における class 1 Hb の発現機構については、miR156 や

miR172 のようなマイクロ RNA、転写調節因子 AP2-2 の関与(Yan et al., 2013; Bárbara et 

al., 2015）や多くの植物ホルモンとのクロストークが複雑に干渉しあっていることから、詳

細は不明のままである。 

本研究では、ミヤコグサ class 1 Hb（LjGlb1-1）の変異系統、低発現系統、高発現系統及

び、ヤシャブシ class 1 Hb（AfHb1）の発現系統をミヤコグサ（Lotus japonicus Gifu B-129）

から作出し、表現型を解析した。class 1 Hb の NO 制御が根粒共生系の成立過程、維持過

程、終了過程でどのように機能するかを明らかにし、さらに、NO 制御能の向上が根粒共

生系の長期化やストレス耐性に寄与することを証明した。 
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第 2 章：根粒共生系における class 1 植物ヘモグロビンの役割 

 

2-1 緒論 

class 1 Hb は、植物体内の一酸化窒素（NO）と相互作用することにより、植物の様々な

生理応答に関与している。マメ科植物と根粒菌の根粒共生系では、NO が共生成立までの

主な過程、さらには、共生成立後の根粒内部にも検出される（Fig. 2）。 

 

NO は窒素固定酵素（ニトロゲナーゼ）を阻害するほか、根粒共生系に必須であるレグ

ヘモグロビン（Lb）の機能も阻害する事から、共生窒素固定系における NO の制御は、極

めて重要であると考えられる。また、NO は防御応答シグナル分子でもあるため、根粒菌

の宿主への感染（侵入）時にも NO 量制御は重要であると考えられる。ミヤコグサでは、

class 1 Hb の 1 つである LjGlb1-1 が感染から共生窒素固定までの様々な段階で発現してい

ることや、根粒で発現が高いことが分かっており、LjGlb1-1 遺伝子の発現部位と NO が検

出される部位とは完全に一致している。LjGlb1-1 遺伝子は NO に応答して発現する



15 

 

（Shimoda et al., 2005）ことや、組換え LjGlb1-1 は NO 除去能を持つことも報告（Shimoda 

et al, 2009）されている。これらのことから、ミヤコグサでは、根粒共生時に発生する NO

を LjGlb1-1 によってコントロールし、効率的な共生系の成立に寄与しているのではないか

と仮説をたてた。 

この仮説を証明するため、本研究では LjGlb1-1 の変異系統と低発現系統を作出し、植物

内外の NO レベルと共生表現型を解析した。また、NO 供与剤が根粒共生系に与える影響

について検討し、LjGlb1-1 の変異系統と低発現系統の表現型と比較した。さらに、変異型

と野生型の LjGlb1-1 組換えタンパク質を産生し、吸収スペクトルと立体構造予測、NO 除

去活性試験から NO 反応性と共生への影響について考察した。 
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2-2 方法 

2-2-1  LjGlb1-1 変異系統の樹立 

本研究では、ミヤコグサの野生型系統である Lotus japonicus B-129Gifu 系統、Gifu の

EMS 処理により得られた変異体集団から TILLING により選抜された１アミノ酸置換系

統、Gifu のレトロトランスポゾン LORE1 挿入変異集団より得られた低発現系統を使用し

た。 

ミ ヤ コ グ サ の TILLING 変 異 系 統 (Perry et al., 2009) は 、 RevGenUK

（http://revgenuk.jic.ac.uk/）より、LjGlb1-1 に変異を有する M3 種子を購入した。ゲノム

DNA は M4 植物の葉から DNeasy Plant Kit（Qiagen）を用いて調製した。変異系統は、親

系統であるヘテロ変異系統（m/w）の自家受精により、変異型ホモ系統（m/m）野生型ホ

モ 系 統 （ w/w ） を 作 出 し た 。 変 異 型 ホ モ 系 統 と 野 生 型 ホ モ 系 統 は 、 5'-

AGTCTAGAGTAATCACATCAATTCCACC-3' 、 5'-

TGAGTCTAAGAAGATGATGGCTTCA -3'のプライマーを用いた PCR で増幅された

DNA 断片の塩基配列で識別した。反応条件を 94℃ 30 秒、57℃ 1 分、72℃ 1 分、25 サイ

クルとし、増幅産物の塩基配列を決定した。野生型及び変異型のホモ系統に由来する M5

植物を、後の実験に使用した。 

LORE1 コレクション(Fukai et al., 2012; Urbański et al., 2012; Małolepszy et al., 2016)か

ら、LjGlb1-1 の 5'-非翻訳領域（UTR）にレトロトランスポゾン LORE1 挿入を有するヌ
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ル変異体（30096642 系統；以後簡略化するために 96642 と略記する）が選抜され、スペイ

ン・Aula Dei 研究所の Manuel Becana 博士より提供を受けた。PCR によって LORE1 挿入

の ホ モ 系 統 で あ る こ と を 確 認 し た 。 96642-fw プ ラ イ マ ー 5'-CAT 

GGCATGAGGCTTGAGCTGGG-3 '及び 96642-rev プライマー5'-TGAAACCACTCT 

CTTCTCGCCGCA-3'を使用して WT LjG1b1-1 を増幅し、96642-fw プライマー及び

LORE1 プライマーP2 5'-CCATGGCGGTTCCGTGAATCTTAGG-3 'を用いて LORE1 挿

入 LjGlb1-1 を増幅した。 

 

2-2-2  植物の生育条件と根粒菌接種 

種子の表面をサンドペーパーにより傷つけ、有効塩素濃度 2％の次亜塩素酸ナトリウム

溶液で殺菌し、蒸留水で洗浄、吸水処理後、0.5％寒天プレートに播種した。25℃で 5 日間、

暗所でインキュベート後、Fåhraeus（1.5％寒天）培地(Fåhraues, 1957)または Jensen（0.9％

寒天）培地(Pajuelo and Stougaard, 2005)に実生を移植した。表現型解析時は、実生を

Fåhraeus 培地上で生育させ、各実生に M. loti MAFF303099 (Kaneko et al., 2000)または

MAFF303099 DsRed (Maekawa et al., 2009)を 106 細胞ずつ接種した。リアルタイム qRT-

PCR による発現解析時は、実生を Jensen 培地上で生育させ、M. loti R7A を 107 細胞ずつ

接種した。接種の 1, 2, 4, 6 日後にそれぞれ根を収集し、液体窒素中で急速冷凍後、使用す

るまで-80℃で保存した。同じ齢の菌未接種根をコントロールとして用いた。プレート培地
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は、黒いボール紙によって根系を遮光した。根粒非着生時の表現型解析時は、Fåhraeus 培

地に終濃度 1.5 mM の NH 4 NO 3 を添加した。全ての実験系で、プレートを 25℃、明期 16

時間/暗期 8 時間の条件でインキュベートした。 

 

2-2-3  感染過程及び根粒形成とニトロゲナーゼ活性 

感染糸（IT）は MAFF303099 DsRed 接種 2 週間後にカウントした。Małolepszy ら（2015

年）に従い、IT を 2 つの群（incipient IT と long IT）に分けてカウントした。本研究では、

elongating IT も long IT に分類した。菌接種 4 週間後に、根粒数、各植物長及び生重量を

測定した。根粒のニトロゲナーゼ活性は、アセチレン還元活性検出法（Shimoda et al., 2009）

に従った。1 cm×15 cm に切って滅菌水に浸した濾紙にミヤコグサをのせ、容量 33 ml の

試験管に入れた。試験管の口をシーラムキャップで蓋をし、さらにシーラムキャップの縁

をパラフィルムでシールした。シリンジで試験管内の空気を 3.3 ml 抜き、アセチレンガス

を 3.3 ml 注入した。試験管を 25℃で１時間インキュベートした後、試験管内の空気を 1 ml

シリンジで取り、ニトロゲナーゼにより還元されて生じたエチレンは、ガスクロマトグラ

フィー（島津ガスクロマトグラフィー GC-8A）で定量した。 

 

2-2-4  根組織内 NO の観察と放出 NO の定量 

5 日齢の実生の根内の NO 産生は、（Nagata et al., 2008）の手法に従い、蛍光顕微鏡で観
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察した。実生に M. loti MAFF303099 または滅菌蒸留水を接種し、3 時間インキュベートし

た。その後、20 M の 4-amino-5-methylamino-2′,7′-difluorescein diacetate (DAF-FM 

DA; Sekisui Medical, Japan)で 1 時間処理した。NO の除去効果を検討する実験では、NO

除 去 剤  2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO) を

DAF-FM DA と同時に 3 mM の濃度で処理した。蛍光写真は共焦点画像を A1si-90i 顕微鏡

（Nikon、Japan）及び Eclipse90i 顕微鏡（Nikon、Japan）を用いて撮影した。蛍光写真の

蛍光強度を画像解析ソフト Image J により評価した。根から放出される NO の量は、M. loti 

MAFF303099 接種 4 時間後に、Tominaga ら（2009）に従って評価した。根を 7 M の

DAF-FM で 3 分間処理し、ES-2 マイクロ UV 可視蛍光分光光度計（Malcom; Japan）を用

いて、DAF-FM 溶液の蛍光強度を測定した。励起波長 495nm 及び蛍光波長 519nm として

検出した。放出 NO 量は、根の生重量あたりの相対蛍光強度として算出した。 

 

2-2-5  外因性 NO が共生に及ぼす影響 

5 日齢の実生に M. loti MAFF303099 DsRed を接種し、同時に 500 M の SNAP または

100 M の SNP を接種した。SNAP 及び SNP は、単独または 500 M の cPTIO と同時に

接種した。接種 2 週間後に、感染糸（incipient IT と long IT）の数をカウントした。 
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2-2-6  His タグ組換え Glb1-1 の産生と活性評価 

Champion pET200 / D-TOPO ベクター（Invitrogen）中で、Sainz ら（2013）に従って

LjGlb1-1 タンパク質（WT）を発現させた。A102V 及び E127K 変異 LjGlb1-1 は、Mutagenex

（Somerset、NJ、USA）により PCR に基づく置換によって変異を誘導した。DNA の塩基

配列と得られたタンパク質のアミノ酸配列の両方を決定して、アミノ酸置換を確認した。

N 末 端 ポ リ His タ グ を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 0.2 mM isopropyl-β-D-1-

thiogalactopyranoside を用いて 37℃で 6 時間、E. coli C41（DE3）細胞（Lucigen）で発現

させた。培養菌体を 50 mM リン酸カリウム（pH7.5）に懸濁し、超音波破砕し、遠心分離

により沈殿を除去した。上清を 30-75％硫酸アンモニウムで分画し、得られた沈殿をリン

酸緩衝生理食塩水[PBS; 50 mM リン酸カリウム（pH7.5）+ 150 mM NaCl]に再懸濁し、Ni

アフィニティーカラム（HiTrap Chelating HP; GE Healthcare)にロードした。カラムを 5

×PBS + 20 mM イミダゾールで洗浄し、組換えタンパク質を PBS + 250 mM イミダゾー

ルで溶出した。タンパク質をフェリシアン化物で酸化し、PBS で透析し、濃縮後、Soret 吸

収帯の吸光度を測定し、検量線に基づいて定量した。Hb3 +、Hb2 +、（Hb2 + O2）状態におけ

る LjGlb1-1 タンパク質（WT 及び A102V, E127K）の Soret 可視スペクトルを、UV 可視

Lambda 25 分光光度計（Perkin-Elmer）で測定した。Hb2 +は Hb3 +に微量の亜ジチオン酸

塩を添加することによって生成され、Hb2 +は NAP-5 mini-column（GE Healthcare）に通

すことによって形成された。組換えタンパク質の NOD 活性は、2 つの NO 供与体 NONOate 
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(DEA; 20 M)と S-nitrosoglutathione (GSNO; 1 mM)、及び NO 特異的電極（ISO-NOP）

を使用して測定した。 

 

2-2-7  GST タグ組換え Glb1-1 の産生と活性評価 

LjGlb1-1 タンパク質（WT）の生産は、pGEX4T-3::LjGlb1-1 cDNA プラスミド(Shimoda 

et al., 2009)を使用した。A102V 及び E127K 変異 LjGlb1-1 の cDNA コンストラクトは

PrimeSTAR@ Mutagenesis Basal Kit (TaKaRa) のプロトコルに基づいて作製した。E. coli 

Origami (Novagen)へヒートショック法を用いて形質転換し、得られた形質転換体を E. coli 

Origami (pGEX-4T-3/ ljglb1-1A102V・pGEX-4T-3/ljglb1-1E127K) 及び E. coli Origami (pGEX-

4T-3/ LjGlb1-1)とした。0.8 mM isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside を用いて 16℃ で

20 時間発現させた。50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)に菌体を懸濁後、超音波破砕機（三

井電気精機株式会社、UX-050）で菌体を破砕し上清を回収した。Glutathione Sepharose 4B 

beads (Protenova)のプロトコルに基づいて、上清から GST 組換えタンパク質を精製し、ブ

ラッドフォード法で定量した。精製後の組換え Glb1-1 の Hb3+, Hb2+, Hb2+O2 への状態変

化及び NO 除去活性試験は、Smagghe ら（2008）、Sturms ら（2011）、Wang ら（2013）

に従った。 

 

2-2-8  LjGlb1-1 遺伝子を導入した大腸菌の NO 耐性の測定 
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E. coli Origami (pGEX-4T-3/ LjGlb1-1) と、E. coli Origami (pGEX-4T-3/ ljglb1-1A102V

または pGEX-4T-3/ ljglb1-1E127K) とベクターコントロール E. coli Origami (pGEX-4T-3)

を用いた。それぞれの大腸菌を 50 g/ ml アンピシリン入り M9 培地(Na2HPO4 6 g, 

KH2PO4 3 g, NaCl 0.5 g, NH4Cl 15 g, 蒸留水 500 ml, 1 M MgSO4 1 ml, 2 M glucose 5.6 ml, 

1 % vitaminB1 1 ml, 1 M CaCl2 0.1 ml) 20 ml で 37℃，16h 培養し、IPTG を 0.8 M にな

るように加えてさらに 10 h 培養した。この大腸菌培養液を 50 g/ ml アンピシリン入り

IPTG  0.8 M の M9 培地で OD600 が 0.2 になるよう希釈し、試験管に 5 ml ずつ分注し

た。それぞれの培養液について 2 つの試験管を用意し、そのうち 1 つの試験管内の培養液

には SNP（Sodium nitroprusside）を最終濃度 500 M になるように添加した。26 ℃のイ

ンキュベーター内で 10 h 振盪培養し、培養液の OD600 での濁度を分光光度計(Ultrospec 

3300 pro)を用いて測定した。 

 

2-2-9  MOE(Molecular operating environment)による LjGlb1-1 の立体構造予測 

LjGlb1-1 及びその変異体のアミノ酸配列は、テンプレートにシロイヌナズナのクラス 1

ヘモグロビンである AHB1（PDB アクセッション 3zhw）を使用した。LjGlb1-1 及びその

変異体の立体構造モデルは、ソフトウェア MOE（Molecular Operating Environment, 

Chemical Computing Group）の MOE-ホモロジー機能で構築した。モデル構造の信頼性は

Verify3D プログラムにより確認した。 
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2-3 結果 

2-3-1  LjGlb1-1 変異系統の樹立 

TILLING （Targeting Induced Local Location IN Genomes）法によりミヤコグサの class 

1 Hb 遺伝子 LjGlb1-1 に点突然変異がヘテロに生じた植物体を自家受粉することで、変異

型ホモ系統と野生型ホモ系統を作出し、生長が Gifu と殆ど変わらない二つの変異系統、

A102V と E127K を選抜した。A102V は LjGlb1-1 の 102 位のアラニンがバリンへと変異

した系統であり、E127K は 127 位のグルタミン酸がリシンへと変異した系統である。102

位アラニンは、ヘムの配位に重要である 104 位ヒスチジン（Andersson et al., 1996）の近

くに保存されている。127 位グルタミン酸は class 1 Hb の間で保存度が極めて高い（Fig. 

3）。 
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一方、LORE１コレクションからは、LjGlb1-1 遺伝子開始コドンの 11bp 上流にレトロト

ランスポゾン LORE1 が挿入された変異系統 96642（Fig. 4）を選抜した。 

根における LjGlb1-1 の発現量は、A102V 系統と E127K 系統は WT と有意差がなかった

が、96642 系統の発現量は WT の 1％未満であり、低発現（ヌル変異）系統であるとみな

した。 
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2-3-2  変異系統の生長 

1 アミノ置換変異の２系統（A102V, E127K）及び LORE1 挿入低発現変異の１系統の植

物体について、M. loti MAFF303099 接種 4 週後に、植物長（Fig. 5A）と生重量（Fig. 5B）

を測定した。E127K 及び 96642 系統は、WT よりも根と茎が短く、E127K 系統は生重量も

軽かった。また、全ての突然変異体は、WT と同じ地上部長/根長比を示した。根粒菌を接

種せず、1.5 mM の NH4NO3 を窒素源とした生育条件でも植物生長を測定した（Table. 1）。

A102V 系統の地上部長、A102V 及び 96642 系統の地上部重量以外は、変異系統の生長は

WT と比較して低い値を示した。A102V, E127K 系統の親系統であるヘテロ変異系統（m/w）

由来の LjGlb1-1 の野生型ホモ系統（w/w）は、いずれの表現型も WT と同様だった（Table. 

1, 2B）。 
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2-3-3  LjGlb1-1 変異系統の共生表現型 

WT 及び LjGlb1-1 変異３系統の共生表現型を、M. loti MAFF303099 接種 4 週後に検討

した。まず、根粒数とアセチレン還元活性を測定した（Table. 2A）。変異系統はいずれも根
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粒着生数が少なく、E127K 及び 96642 系統は、根粒重量当たりのアセチレン還元活性も低

かった。感染糸（IT）の観察とカウントは DsRed 標識 MAFF303099 接種 2 週後に行った

（Table. 2A）。IT は Incipient IT（Fig. 6A）、Long IT（Fig. 6B）をそれぞれカウントし、

Total IT ももとめた。3 つの変異系統はいずれも Incipient IT 数が多く、Long IT 数が少な

かった。また、Total IT 数も有意に少なかった。いずれの表現型も、A102V, E127K と親を

同じとする LjGlb1-1 の野生型ホモ系統では WT と同様の表現型を示した（Table. 2B）。 

 

 

2-3-4  LjGlb1-1 変異系統内外の NO 量 

class 1 Hb は生体内で NO 濃度を調節すると考えられている（Hebelstrup et al., 2013 ; 

Wally et al., 2013）ため、WT 及び３つの変異系統の根内の NO レベルを比較した（Fig. 7）。

NO 特異的蛍光試薬 DAF-FM DA で、M. loti の接種 3 時間後に根を 1 時間処理した。この
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化合物は細胞透過性を持ち非蛍光性であるが、細胞内エステラーゼによって脱アセチル化

され、DAF-FM になることで内因性 NO と反応し、高蛍光ベンゾトリアゾールを形成す

る。WT の根では、NO の産生を示す蛍光強度は、M. loti 接種の 4 時間後に増加し、以前

の報告（Nagata et al., 2008）と一致した。A102V、E127K、及び 96642 の変異系統では WT

と比べ、より強い蛍光シグナルが観察された。このシグナルは NO 除去剤 cPTIO の共接

種によって減少する（Fig. 8）ことから、NO 特異的なシグナルであることが確認できた。

根からの放出 NO 量は、非浸透性の NO 特異的蛍光試薬である DAF-FM を用いて測定し、

根の生重量あたりの相対蛍光シグナルとして算出した（Fig. 9）。蛍光強度は、WT よりも

3 つの LjGlb1-1 変異系統の根において有意に高かった。この結果は根内の NO 観察結果と

一致した。 

 

 



30 

 

 

 

 

 



31 

 

2-3-5  NO 供与剤の接種が感染糸形成に及ぼす影響 

NO が LjGlb1-1 変異系統の共生表現型の異常に関与しているかをさらに詳細に調べる

ため、外因性の NO が共生表現型にあたえる影響について評価した（Table. 3）。WT の根

に M.loti 接種と同時に NO 供与剤である SNAP を添加し、IT の観察及び Incipient IT、

Long IT、Total IT をカウントした（Table. 3A）。SNAP の添加は、Incipient IT 数の増加

と、Long IT 及び Total IT 数の減少をもたらした。更に、NO 除去剤である cPTIO を SNAP

と一緒に添加すると、IT に対する SNAP の効果が緩和し、NO が根粒共生系に関与する分

子であることが示された（Table. 3A）。異なる NO 供与剤である SNP の添加実験において

も同様の結果が得られた（Table. 3B）。 
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2-3-6  感染中の LjGlb1-1 及び LjGlb1-2 の発現プロファイル 

ミヤコグサゲノムは、LjGlb1-1 と LjGlb1-2 の二つの class 1 Hb をコードしており、そ

のうち LjGlb1-1 の転写レベルのみが NOによって誘導される（Shimoda et al., 2005 ; Bustos-

Sanmamed et al., 2011）。また、根粒組織での発現も LjGlb1-1 は他の組織より高い発現を示

すものの、LjGlb1-2 ではその傾向は見られない。そのため、根粒菌感染時の植物の根にお

ける LjGlb1-1 及び LjGlb1-2 遺伝子の発現プロファイルにも違いがあるかもしれないがそ

の詳細は不明である。本研究では菌接種 0 日から 6 日までの LjGlb1-1 と LjGlb1-2 の発現

プロファイルについて検討した（Fig. 10A, B）。また、LjGlb1-1 を殆んど発現しない 96642

系統において LjGlb1-2 の発現プロファイルに変化がないかについても検討した（Fig. 10C）。

M. loti を接種した根の LjGlb1-1 発現レベルは、接種 1 日から 6 日の間で減少したが、

LjGlb1-2 発現レベルは影響を受けなかった。両方の遺伝子の転写物レベルは、接種してい

ない根では一定であった。96642 系統の根での LjGLb1-2 発現レベルは変化しなかった。 
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2-3-7  組換え LjGlb1-1 の活性評価 

A102V 及び E127K 系統の根で観察された NO 量の増加が、変異タンパク質の生化学的

特性の変化に起因するのか検討した。pGEX 4T-3 プラスミドを用いて GST タグ組換えヘ

モグロビン（GST-LjGlb1-1, GST-ljglb1-1A102V, GST- ljglb1-1E127K）を精製し、実験に

用いた。ヘモグロビンは Soret 帯と Q 帯の 2 つの吸収スペクトルにヘム特異的なピークを

持ち、そのピークは、NO を硝酸イオンへと酸化する過程でヘム鉄が 2 価+O2 から 3 価（メ

トヘモグロビン）へ変化することで変動する。そこで、それぞれの組換えヘモグロビンに

NO 供与剤を添加し、スペクトルの変化から、NO と組換えヘモグロビンの反応性を評価

した。NO 供与剤添加 30 分後、GST-LjGlb1-1 ではヘム特異的なスペクトル（特に Q 帯）

のピークが大きく崩れていたが、GST-ljglb1-1A102V はピークの崩れ幅が小さかった（Fig. 

11）。また、GST- ljglb1-1E127K では NO 供与剤の添加の有無に関係なく、ヘム特異的な

ピークを殆ど示さなかった（Fig. 12）。 
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GST タグによる精製は、可溶性で純度が高く、生体内で産生されるタンパク質に近い状

態でフォールディングされた精製物が得られる一方で、タグのサイズが巨大であることが

立体構造に影響を与える可能性を含む。そこで、一塩基置換変異がヘモグロビンと NO と

の反応性に与える影響についてさらに詳細に調べるため、タグサイズの比較的小さい His

タグを用いた組換えヘモグロビンも産生し、その活性を検討した。WT、A102V、E127K の

His タグ LjGlb1-1 組換えタンパク質を、金属アフィニティークロマトグラフィーによって

精製した。この調製物は、90％以上の純度を有し、SDS ゲル（12.5％）電気泳動とクマシ

ー染色によって大腸菌フラボヘモグロビン（44kDa）の混入がないことを確認した。3 つの

組換えタンパク質の NO 除去（NOD）活性及びヘム特異的吸収スペクトルを比較した。in 

vitro での NOD 活性は、2 種の NO 供与剤（DEA, GSNO）から供与される NO の除去活

性を、NO 特異的電極を用いて評価した（Fig. 13）。その結果、A102V、E127K 変異 LjGlb1-

1 も WT とおおむね同様の活性を示したが、A102V 変異 LjGlb1-1 は、GSNO により供与

された NO の除去活性が低下していた。ヘム特異的吸収スペクトルは Q 帯と Soret 帯のス

ペクトルを Hb3+、Hb2+、Hb2+O2 の状態で測定した（Fig. 14）。A102V 変異 LjGlb1-1 は Hb2+

の状態時に Soret 帯のピークがやや低下した。E127K 変異 LjGlb1-1 は Hb3+、Hb2+状態時

に Soret 帯のピークが大きく変化した。 
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2-3-8  LjGlb1-1 産生形質転換大腸菌の NO 耐性 

class 1 Hb が NO 除去能を持つならば、ヘモグロビン産生形質転換大腸菌は NO 耐性を

示す可能性が示唆された。そこで、可溶性ヘモグロビンを高効率で産生する形質転換大腸

菌、E. coli Origami (pGEX-4T-3/ LjGlb1-1, pGEX-4T-3/ ljglb1-1A102V, pGEX-4T-3/ ljglb1-

1E127K)を用いて、それぞれの NO 耐性を検討した（Fig. 15）。M9 培地で各大腸菌を培養し、

OD620 の濁度を 0.2 に調整後、NO 供与剤（SNP）を添加した。NO 供与剤は、最終濃度が

0、50、100、250 M になるよう準備し、さらに 10 時間培養した後の濁度（OD620）を測

定した。大腸菌の NO 耐性は、NO 供与剤添加後の濁度より評価した。ベクターコントロ

ールの大腸菌は NO 供与剤の濃度上昇に従い、NO の細胞毒性により増殖が抑制された。

しかし、LjGlb1-1 を発現する大腸菌は 250  M の SNP 存在下でも、一定の NO 耐性を示

した。一方で ljglb1-1A102V 及び ljglb1-1E127K の産生大腸菌は LjGlb1-1 産生大腸菌と比べ NO

耐性が低く、特に ljglb1-1E127K 産生大腸菌はベクターコントロール同様の NO 感受性を示

した。 
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2-3-9  MOE を用いた立体構造予測 

シロイヌナズナのクラス 1 ヘモグロビンである AHB1 をテンプレートとし、LjGlb1-1 の

立体構造を MOE により予測した（Fig. 16）。さらに、102 位のアラニンがバリンへ、127

位のグルタミン酸がリシンへと置換した立体構造をそれぞれ予測し、比較した。102 位の

アラニンからバリンへの置換は、LjGlb1-1 の立体構造に大きな変化を及ぼさないことが予

測された。一方で、127 位のグルタミン酸からリシンへの置換は、38 位のリシン、123 位

のアスパラギン酸との静電的相互作用を乱し、2 つのアルファへリックスの位置関係に歪

みを生じることが予測された。 
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2-4 考察 

ミヤコグサの形質転換毛状根を用いた研究は、LjGlb1-1 の過剰発現が NO レベルを低下

させ、根粒着生効率や根粒のニトロゲナーゼ活性を増強することを示した（Shimoda et al., 

2009）。これらの知見は、LjGlb1-1 の欠損が、根粒形成及びニトロゲナーゼ活性を低下さ

せることを示唆した。この仮説について検討するため、本研究では LjGlb1-1 の 3 つの変

異系統を使用した。A102V 及び E127K 系統は、ヘモグロビンの活性に影響を及ぼすと予

想されるアミノ酸残基が置換した LjGlb1-1 を発現し（Fig. 2）、96642 系統は LjGlb1-1 を

ほとんど発現しない（Fig. 3）。E127K 及び 96642 系統は WT と比べ根と茎が短く、E127K

系統は生重量が低かった（Fig. 5AB）。植物の生長の差は、根粒菌との共生時だけでなく、

窒素含有培地条件でも見られたことから（Table. 1）、LjGlb1-1 の変異が根粒共生系だけで

なく、植物の生長にも関与している可能性を示唆している。3 つの変異系統は、根粒数と

Long IT の減少、Incipient IT の増加やアセチレン還元活性の低下など、共生表現型の変化

を示した（Table. 2A）。これは、LjGlb1-1 が根粒菌の感染と共生窒素固定の両方で機能し

ていることを示す（Fig. 17）。また、A102V, E127K 系統の親系統であるヘテロ変異系統

（m/w）由来の LjGlb1-1 の野生型ホモ系統（w/w）は、いずれの実験でも野生型と同様の

表現型を示した（Table. 1, 2B）。この結果は、A102V 及び E127K 系統の表現型が、LjGlb1-

1 の変異に起因するものであることを強く支持する。 
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この第 2 章の結果はまた、LjGlb1-1 変異系統の根粒共生系への負の影響の原因が、NO

調節能の欠失であることを示す。NO は根粒菌の感染から約 4 時間後に根に蓄積する

（Shimoda et al., 2005）。この NO の蓄積が、3 つの変異系統の根ではより増強されたこと

から（Fig. 7）、LjGlb1-1 は根粒菌感染中の内因性 NO レベルを調節することで防御応答を

回避するという仮説（Shimoda et al., 2005）を支持した。また、内因性 NO の一過的な増

加は、変異系統の根粒数及び感染糸数の減少によって示されるとおり、感染プロセスにも

影響すると予想される。SNAP または SNP による外因性 NO が感染糸の伸長を阻害する

という結果（Table. 3A, B）もまた、その予想を支持する。根粒内では酸素化ヘモグロビン

が NO 除去に機能している（Herold et al., 2005）ほか、NO 供与剤の添加が共生窒素固定

を阻害することから、LjGlb1-1 変異系統のニトロゲナーゼ活性が低いこともまた、根粒内
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NO 量が高いことに起因するものであることが示唆された。一方、A102V 及び E127K 系

統の根が、WT よりも高いレベルの NO を蓄積する理由については明らかでない。2 つの

組換え変異 LjGlb1-1 及び WT LjGlb1-1 は、インビトロで概ね同様の NOD 活性を示した

（Fig. 13）ものの、2 つの変異 LjGlb1-1 の吸収スペクトルは WT LjGlb1-1 とは異なり、

NO 反応性の変化が予想された（Fig. 11, 12, 14）。また、His タグと GST タグにより精製

された組換えタンパク質の吸収スペクトルには、それぞれの特徴に違いが見られ（Fig.11, 

12, 14）、植物体内でのタンパク質の安定性への影響も考えられた。生体内では、鉄-グロビ

ンの還元剤による再生が NOD 活性を制限する(Igamberdiev and Hill, 2004; Smagghe et al., 

2008; Sainz et al., 2013)ことから、生体内での還元剤との反応性及びタンパク質安定性が、

植物生体内での NO 除去能の違いに関与しているのかもしれない。あるいは、LjGlb1-1 が

生体内で機能する際に高次構造を取っているとすれば、アミノ酸置換の変異は、高次構造

を不安定にするなどの影響も考えられる。2 つの組換え変異 LjGlb1-1 及び WT LjGlb1-1

を産生する大腸菌の NO 耐性の違い（Fig. 15）や MOE による立体構造予測の結果（Fig. 

16）も、この予想と矛盾するものではない。 

ミヤコグサの 2 つの class 1 Hb 遺伝子の発現解析は、LjGlb1-1 発現レベルが感染 1 日以

内に減少することを示す（Fig. 10A）。これまでの研究から、LjGlb1-1 は感染 3-4 時間後に

NO によって誘導されることが示されており、NO 量と LjGlb1-1 発現レベルは、感染過程

で並行して変化する可能性が示されてきた（Shimoda et al., 2005 ; Bustos-Sanmamed et al., 
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2011）。このシナリオでは、NO 蓄積と LjGlb1-1 誘導は短時間（根粒菌感染から 3-4 時間）

に制限され、その後、感染 1 日後から 6 日後の間は NO 及び LjGlb1-1 レベルの両方が低

下する (Shimoda et al., 2005)。これとは対照的に、LjGlb1-2 の発現は根粒菌感染の影響を

受けないことから（Fig. 10）、LjGlb1-2 は、根への菌感染時の NO 応答には関与していな

いと結論づけることができる。 

タルウマゴヤシと共生根粒菌の相互作用において、NO は共生確立の最適化に必要であり、

根における NO の減少は根粒形成を阻害する(del Giudice et al., 2011; Pauly et al., 

2011) 。 本研究の結果は、Shimoda ら（2005）や Nagata ら（2008）の報告と同様であり、

タルウマゴヤシ根粒共生系の報告（del Giudice et al., 2011）とは異なっていた。この原因

として、無限型根粒（タルウマゴヤシ）と有限型根粒（ミヤコグサ）の根粒原基の形成場

所や根粒の形態形成の様式が異なる点や、 植物種及び根粒菌種ごとに最適な NO 濃度の

範囲が異なることが考えられた。 
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第 3 章：LjGlb1-1 遺伝子高発現による共生窒素固定の向上 

 

3-1 緒論 

一酸化窒素（NO）は根粒内で産生されて蓄積しており、窒素固定酵素（ニトロゲナーゼ）

の直接的な阻害剤としても機能する（Trinchant and Rigaud 1982; Kato et al., 2010）。また、

NO 除去剤による根粒の処理は、ニトロゲナーゼ活性を増強する（Sasakura et al., 2006; 

Shimoda et al., 2009 ）。生体内では、根粒中の NO 濃度は一定に保たれているが、フラボ

ヘモグロビン（hmp）、亜硝酸還元酵素、NO 還元酵素などの NO 代謝に関与する遺伝子に

変異・欠失がある根粒菌の形成した根粒や、老化根粒では、根粒内 NO 濃度を制御するこ

とが出来ず、タルウマゴヤシでは共生表現型にも異常が生じる（Sánchezet al., 2010; 

Horchani et al., 2011; Meilhoc et al., 2013; Calvo-Begueria et al., 2018）。これらの知見は、

根粒共生系の維持に NO 濃度の恒常性が深く関与していることを示している。class 1 Hb

は NO の除去活性をもつほか、植物の他の組織と比べ根粒で発現量が高いことから

（Shimoda et al., 2005; Bustos-Sanmamed et al., 2011）、自然条件下における根粒内の NO

量調節に関与していると考えられる。ミヤコグサでは、LjGlb1-1 を高発現する形質転換毛

状根で、ニトロゲナーゼ活性の増加や根粒着生効率の上昇も確認されており、NO 制御の

向上は窒素固定をはじめとした共生系の強化に寄与できる可能性がある。一方で NO は、

植物の生理応答の様々な場面でシグナル分子としても機能するため（Neill et al., 2003）、恒
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常的で全身的な NO 制御の強化が根粒共生系及び植物の生理応答に及ぼす影響について、

正確に予想するのは困難である。従って、形質転換植物を用いた実験データの蓄積は、農

業応用の観点からも重要である。 

本研究では LjGlb1-1 を全身的に高発現する形質転換ミヤコグサを作出し、その表現型及

び根粒菌との共生表現型を評価した。また、LjGlb1-1 高発現ミヤコグサ系統の NO 量につ

いても検討し、共生表現型と NO 濃度を関連付けて考察した。 
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3-2 方法 

3-2-1  LjGlb1-1 遺伝子高発現系統の樹立 

LjGlb1-1 高発現系統は、日本大学の青木俊夫教授から種子集団の分譲を受けた。形質転

換ミヤコグサの作出手順の概略は、次のとおりである。カリフラワーモザイクウイルス 35S

（CaMV 35S）プロモーター及び LjGlb1-1 の cDNA を有するバイナリーベクターを

pIG121-Hm をもとに構築した（Fig. 18）。構築した CaMV 35S:: LjGlb1-1 コンストラクト

をもとにアグロバクテリウム形質転換法によって形質転換ミヤコグサを作出し、ハイグロ

マイシン耐性試験により選抜した(Aoki et al. 2002)。一次選抜された種子集団の中で、生長

に異常がなく LjGlb1-1 遺伝子の発現量の増加が認められた植物をさらに二次選抜した。二

次選抜を済ませたミヤコグサのゲノム DNA を鋳型に LjGlb1-1 遺伝子を PCR で増幅した。

ゲノムの LjGlb1-1 遺伝子は約 1000bp、ｃDNA の LjGlb1-1 は約 500bp であるため、アガ

ロースゲル電気泳動により得られたバンドサイズから形質転換植物であることを確認した。

さらに、二次選抜ミヤコグサの次世代についても 20 個体のバンドパターンを調べ、全ての

次世代にコンストラクトが遺伝していること、すなわち、形質転換ミヤコグサがゲノム上

に CaMV 35S:: LjGlb1-1 コンストラクトをホモで保持していることを確認した。以上の手

法から得られた 2 つの LjGlb1-1 高発現系統を Ox1、Ox2 とした。 
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3-2-2  LjGlb1-1 遺伝子高発現系統の LjGlb1-1 発現量の解析 

LjGlb1-1 の発現量はリアルタイム RT-PCR によって解析した。RNeasy Plant Mini Kit

（Qiagen）を用いて生重量約 50mg の根粒、実生、葉からそれぞれ全 RNA を抽出した。 

リアルタイム RT-PCR は、7300 Real-Time PCR システム（Applied Biosystems）及び One 

Step SYBR Prime Script RT-PCR キット（Takara, Japan）を用いて行った。 LjGlb1-1 は

5'-CCTTTGGAGGAGAACCCCAA-3 '及び 5'-GAGCTGCTGATTCACAAGTCA-3'のプ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 検 出 し 、 内 在 性 標 準 LjeIF-4A は Lj6g3v1382260; 5’-

TGGAAGCTTCGAAGAGATGG-3’ 及び 5’-GTGCCAGATTGAGCCTGAG-3’のプライマー

セットを用いて検出した。反応及びサイクル条件は One Step SYBR Prime Script RT-PCR

キットの指示に従った。得られた結果は、ct 法に基づいて解析した。 

 

3-2-3  植物の生育条件と根粒菌接種 

種子の表面をサンドペーパーにより傷つけ、有効塩素濃度 2％の次亜塩素酸ナトリウム

溶液で殺菌し、蒸留水で洗浄、吸水処理後、0.5％寒天プレートに移植した。25℃で 5 日間、

暗所でインキュベートした後、実生を Fåhraeus（1.5％寒天）培地(Fåhraeus, 1957)上で生

育させ、各実生に M. loti MAFF303099 を 106 細胞ずつ接種した。詳細は、第 2 章に記載し

た。 
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3-2-4  根粒形成とニトロゲナーゼ活性の測定 

根粒数及びニトロゲナーゼ活性は、M. loti MAFF303099 接種 4 週間後に測定した。ニト

ロゲナーゼ活性は、アセチレン還元活性検出法（Shimoda et al., 2009）で測定した。詳細

は第 2 章に記載した。 

 

3-2-5  根組織内 NO の観察と放出 NO の検出 

5 日齢の実生の根内の NO 産生は、Nagata ら（2008）の手法に従い、蛍光顕微鏡で観察

した。実生に M. loti MAFF303099 を接種し、3 時間後に 20 M の DAF-FM DA で 1 時間

処理し、蛍光観察した。対象区には、菌体懸濁液の代わりに蒸留水を使用した。放出 NO

量は Tominaga ら（2009）に従い、7 M の DAF-FM 溶液処理後に蛍光強度を測定し、生

重量あたりの相対蛍光強度として算出した。詳細は第 2 章に記載した。 
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3-3 結果 

3-3-1  LjGlb1-1 高発現系統の樹立 

CaMV 35S::LjGlb1-1 のコンストラクト（Fig. 18）を有する形質転換ミヤコグサの２系統

を作出及び選抜し、Ox1、Ox2 と命名した。発芽 5 日後の芽生え及び菌接種 5 週後の根粒

から全 RNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR で LjGlb1-1 の発現量を解析した。Ox1、

Ox2 の両系統は、野生型（WT）及び LjGlb1-1 低発現変異系統（96642 系統．詳細は第 2

章に既述．）と比べ、高い LjGlb1-1 の発現を示した。Ox2 は WT の 4～5 倍、Ox1 は Ox2

のさらに約 2 倍の発現を示した（Table. 4）。 

 

 

 

 

3-3-2  高発現系統の共生表現型 

根粒菌 M. loti を接種し、窒素フリーの Fåhraues 培地で栽培後、WT、Ox1、Ox2、96642

系統の共生表現型について検討した。接種 4 週後の根粒数と根粒重量とアセチレン還元活
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性（ARA）を測定した結果、2 つの Ox 系統は WT と比べ、同様の根粒数・根粒重量を示

したが、根粒重量当たりの ARA は有意に高かった（Fig. 19A, B, C）。 
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空ベクターによって形質転換したコントロール系統は、根粒数と ARA のどちらも WT

と違いはなかった（Fig. 20）。 

 

96642 系統は、WT と比べ根粒数は少なく、根粒重量当たりの ARA も有意に低かった

（Fig. 19A, B, C）。植物長と根粒数について接種 8 週後まで経時的に測定したところ、WT

と Ox 系統の間では有意な違いは見られず、96642 系統のみ生長が遅れていた（Fig. 21A, 

B）。1.5 mM の NH4NO3 を窒素源とする Fåhraues 培地でも生育し、植物長を経時的に測定

したところ、Ox 系統と 96642 系統の生長は、どちらも WT と比べ遅れていた。植物長以

外には、形態的な違いは見られなかった（Fig. 21C）。 
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3-3-3  高発現系統の根系の NO 量 

class 1 Hb は生体内で NO 濃度を調節すると考えられている（Hebelstrup et al., 2013 ; 

Wally et al., 2013）。ミヤコグサの根では、M. loti 接種の 4 時間後に NO 量が増加し（Nagata 

et al., 2008）、LjGlb1-1 変異系統では WT と比べ、より多くの NO 量の産生・蓄積が確認

されている（第 2 章）。LjGlb1-1 の Ox 系統では NO 除去能が増加し、植物内の NO 量が

減少していることが考えられたため、Ox 系統の根系の NO 濃度を細胞透過性 NO 特異的

蛍光試薬 DAF-FM DA を用いて測定した。M. loti 接種 3 時間後に DAF-FM DA で根を 1

時間処理し、蛍光強度を共焦点顕微鏡によって観察した（Fig. 22）。 
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2 つの Ox 系統は WT と比べ蛍光強度が低かった。また、対照として用いた 96642 系統

は WT と比べ強い蛍光強度を示した。根からの放出 NO 量についても、非細胞浸透性 NO

特異的蛍光試薬 DAF-FM を用いて測定し、根の生重量あたりの相対蛍光シグナルとして算

出した（Fig. 23）。この結果も、Ox 系統で WT と比べ蛍光強度が低く、根内の NO 観察の

結果と一致した。 
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3-4 考察 

第 3 章では、恒常的に発現するプロモーターの制御下で class 1 Hb である LjGlb1-1 を高

発現するミヤコグサの安定形質転換系統である Ox1 及び Ox2 を確立し、その共生表現型

を解析した。Ox 系統では根系での NO 量が減少し、さらにニトロゲナーゼ活性が上昇し

た（Fig. 19A, 22, 23）。この表現型は、形質転換毛状根を用いて LjGlb1-1 を高発現した報

告(Shimoda et al., 2009)と一致し、また、LjGlb1-1 の変異・低発現系統の表現型（Fukudome 

et al., 2016. 第２章）と対照的であった。根粒の NO 量が増加すると、ニトロゲナーゼ活性

は低下し、早期老化が誘導される（Shimoda et al., 2009; Cam et al., 2012; Fukudome et al., 

2016）。これは NO がニトロゲナーゼの強力な阻害剤である（Trinchant and Rigaud 1982、

Kato et al ., 2010）ことに加え、根粒共生系に必須であるレグヘモグロビン（Lb）の機能も

阻害する（Hichri et al., 2005、Sánchez et al., 2010、Navascués et al., 2012、Calvo -Begueria 

et al., 2018）ことが原因であると考えられる。これらの知見は、根粒で NO レベルを低く

保つことがニトロゲナーゼ活性の増強に寄与すること（Fig. 17）を支持しており、Ox1, 2

系統の表現型と一致した。さらに、ニトロゲナーゼ活性が上昇し、植物の生長及び収量が

増加することが報告されている enf1 系統でも根粒内の NO 量が WT より低い(Tominaga 

et al., 2009)という知見も、根粒内 NO 量の低下が共生ニトロゲナーゼ活性増加に寄与する

という仮説を支持する。 

一方で、Ox1, 2 系統は根粒着生数及び根粒重量の増加は示さなかった（Fig. 19）。形質転
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換毛状根を用いた実験系では、同一植物個体において、LjGlb1-1 高発現毛状根とそうでな

い毛状根で比較すると、高発現毛状根で根粒数が多い(shimoda et al., 2009)。これは LjGlb1-

1 による NO 除去が根粒菌の感染効率を増加させることを示唆しており、変異・低発現系

統での感染糸数の減少（Fukudome et al., 2016．第 2 章）もこれを支持する。一方で、LjGlb1-

1 高発現毛状根形成植物と非高発現毛状根形成植物の、植物体当たりの根粒着生数には差

がない。これは、根の NO レベルの低下は局所的な感染の促進に働くものの、全身的な根

粒数調節（オートレギュレーション）(Kosslak and Bohlool 1984)による根粒数制御を WT

と同様に受けていることを示唆する。本研究において、Ox 系統と WT で根粒着生数に差

がなかったことも、根粒着生数のオートレギュレーションが Ox 系統でも WT と同様に機

能していることが原因であると考えられる。 

Ox1, 2 系統は WT と比べて、根粒数と根粒重量に有意な差は見られなかったものの、ニ

トロゲナーゼ活性は高かった（Fig. 19ABC）。これは Ox 系統のニトロゲナーゼ活性の高さ

が根粒数や根粒重量に依存するものではなく、根粒内環境の改善による共生関係の最適（効

率）化によるものである事を示唆する。 
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第 4 章：LjGlb1-1 遺伝子高発現による根粒老化の遅延 

 

4-1 緒論 

植物の様々な器官の老化に一酸化窒素（NO）が関係していることが、これまでの研究で

明らかにされている（Ya’acov et al., 1998; Fang et al., 2013; Guangwen et al., 2017）。マメ

科植物と根粒菌の共生器官である根粒もまた、老化に伴い NO を産生することや、NO が

根粒機能の低下に関与することが知られているが、その詳細は不明なままである。マメ科

のモデル植物であるタルウマゴヤシの根粒共生系では、NO 除去能をもつ根粒菌のフラボ

ヘモグロビン（hmp）に着目し、NO 制御と根粒共生系の維持について研究されている。タ

ルウマゴヤシ根粒菌のフラボヘモグロビン（hmp）欠損株は、着生根粒の NO レベルが高

く根粒が早期老化する。一方で、hmp 高発現株の着生根粒は NO レベルが低く、根粒老化

も遅い（Cam et al., 2012; Horchani et al., 2011）。一方、ミヤコグサの根粒共生系では、殆

んど研究例がない。タルウマゴヤシとミヤコグサの根粒は、根粒の起源となる根組織や着

生した根粒の形態の違いから、無限型根粒と有限型根粒に分けられる。無限型根粒と有限

型根粒では、NO の作用機序や適性濃度が異なることが示唆されている。マメ科農作物と

して極めて重要であるダイズが有限型根粒を着生することからも、同じく有限型根粒を着

生するミヤコグサの根粒共生系で根粒老化と NO の関与について検討することは、農業生

産への応用の観点からも重要である。また、根粒共生系における NO 除去機能の強化を植
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物側からアプローチした例も殆んど報告されておらず、初めての知見であるといえる。 

植物の老化には様々な植物ホルモンが関与していることが知られている。特に、アブシシ

ン酸（ABA）とエチレンは、根粒の老化に関与していることも知られている（González et 

al., 2001; Tittabutr et al., 2015）。NO は、ABA とエチレンを含む多くの植物ホルモンとク

ロストークすることが知られており（Asgher et al., 2017）、根粒の老化にも植物ホルモンと

NO のクロストークが関与している可能性がある。さらに、NO 以外にも、ABA とエチレ

ン前駆体 1-アミノシクロプロパン-1-カルボン酸(ACC)は根粒において LjGlb1-1 を誘導す

ることから(Bustos-Sanmamed et al., 2011)、根粒での植物ホルモンと NO の相互作用には、

class 1 Hb が関与する可能性も考えられる。NO と植物ホルモンのクロストーク、及び class 

1 Hb との関係を明らかにすることは、根粒老化のメカニズムの詳細を明らかにすることに

も貢献する。 

本研究では、LjGlb1-1 の高発現（Ox）系統を作出・選抜し、成熟及び老齢根粒の共生表

現型及び共生維持能を、老化関連遺伝子の発現及び根粒の組織学的比較等の解析手法を用

いて、評価した。また、ABA、ACC や NO 供与剤の添加実験を行い、遺伝子発現の変化や

感染細胞の形態の変化から、ABA、ACC、NO 及び LjGlb1-1 の根粒老化への関与について

詳細に調べた。 
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4-2 方法 

4-2-1  生物材料 

ミヤコグサは、LjGlb1-1 高発現系統 Ox1 と Ox2（第 3 章参照）、LjGlb1-1 低発現系統

96642（第 2 章参照）、及びその野生型（WT）を用いた。これらの高発現系統と低発現系

統は、全て、野生型ミヤコグサ L. japonicus Gifu B-129 (Handberg and Stougaard, 1992)に

由来する。共生根粒菌は M. loti MAFF303099 を用いた。 

 

4-2-2  植物の生育条件と根粒菌接種条件 

種子の表面をサンドペーパーにより傷つけ、有効塩素濃度 2％の次亜塩素酸ナトリウム

溶液で殺菌し、蒸留水で洗浄、吸水後、0.5％寒天プレートに移した。25℃で 5 日間の暗所

インキュベート後、実生を Fåhraeus（1.5％寒天）培地(Fåhraeus, 1957)上で生育させ、各

実生に M. loti MAFF303099 を 106 細胞ずつ接種した。詳細は第 2 章に記載したとおりで

ある。 

 

4-2-3  NO 供与剤、NO 除去剤、植物ホルモンによる根粒の処理 

根粒菌 M. loti 接種 4 週後の根粒を 7 mm 四方のペーパー2 枚の間に挟み、20 mM SNAP、

20 mM cPTIO、100 M ABA、100 M ACC の溶液をそれぞれ 40 l ずつ添加し、24 時間

もしくは 72 時間処理した。72 時間処理時は、それぞれの溶液を 24 時間間隔で 20  l ずつ



60 

 

追加で添加した。 

 

4-2-4  老齢根粒のニトロゲナーゼ活性測定 

根粒菌 M. loti 接種 8 週間後（根粒着生 6 週後）の根粒のアセチレン還元活性（ARA）及

び、SNAP、ABA、ACC、cPTIO 添加 24 時間後の ARA を Shimoda ら（2009）によるア

セチレン還元活性検出法に従て測定した（第２章に既述）。菌接種 2 週後に着生した根粒を

シャーレ上から標識し、接種 8 週後に標識されていない根粒は根から取り除いた。 

 

4-2-5  老齢根粒とホルモン処理根粒の放出 NO 量測定 

根粒菌 M. loti 接種 6 週間後（根粒着生 4 週後）の根粒の放出 NO 量及び、ABA と ACC

添加 24 時間後の放出 NO 量を測定した。菌接種 2 週後に着生した根粒をシャーレ上から

標識し、接種 6 週後に標識された根粒のみを回収した。回収した老齢根粒の放出 NO 量を、

7 M の DAF-FM に直ちに浸し 10 分間後に測定した。 DAF-FM 溶液の RFU は、e-spect2

（Malcom、Japan）蛍光光度計を用いて、励起光 495 nm、蛍光 519 nm の設定で測定した。 

 

4-2-6  老齢根粒の色の評価 

根粒菌 M.loti 接種２週後の着生根粒をシャーレ上から標識し、接種 6 週間後（根粒着生

4 週後）の根粒を実体顕微鏡で観察した。撮影した写真をもとに根粒色を評価した。 
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4-2-7  根粒老化関連遺伝子の発現解析 

根粒は根粒菌 M. loti 接種 2 週後以降、着生した根粒をシャーレ上から標識し、着生後 1

～3 週までの根粒を成熟根粒、4～6 週までの根粒を老齢根粒と分類した。SNAP、ABA、

ACC、cPTIO の添加実験では、添加 72 時間後の根粒を実験に用いた。RNeasy plant mini 

kit（Qiagen）を用いて約 50mg の成熟・老齢根粒から全 RNA を抽出した。発現は第３章

と同様に解析した。解析した遺伝子と使用したプライマーは以下の通りであった。LjGlb1-

1：5’-CCTTTGGAGGAGAACCCCAA-3’ and 5’-GAGCTGCTGATTCACAAGTCA-3’、

heat shock protein （ Lj4g3v0473190) ： 5’-CAGTGGGAAATTCCAGAGGA-3’ and 5’-

AGTGAGAACCCC ATTCTCCA-3’ 、 osmotin precursor （ Lj2g3v2017460) ：  5’-

GGACAGGTGCCATGATTCTT-3’ and 5’-GAAAGTGCTGGTGGGATCAT-3’、cysteine 

protease LjCyp2 （ Lj1g3v4047250) ：  5’-GGAGAACAATGGGGTGAAGA-3’ and 5’-

GCCACACAAACCCAATACTG-3’。内部標準として LjeIF-4A（Lj6g3v1382260)： 5’-

TGGAAGCTTCGAAGAGATGG-3’ and 5’-GTGCCAGATTGAGCCTGAG-3’)。 

 

4-2-8  感染細胞の観察 

感染細胞の観察は、Hossain ら(2006）の手法に従った。根粒を、4％パラホルムアルデヒ

ド及び 2.5％グルタルアルデヒドを含む 0.1M リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.2）に浸し、

4℃で一晩固定した。 固定されたサンプルを、30, 50, 70, 90, 98, 100％のエタノールで 15
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分ずつ脱水し、JB4 樹脂に包埋した。 ミクロトーム切片（厚さ 3μm）を 0.5％（w / v）ト

ルイジンブルーで染色し、光学顕微鏡で観察した。デンプン顆粒は、Tansengco らの方法 

(2003）に従って観察した。染色には、Periodic Acid-Schiff 染色液（Muto Pure Chemicals, 

Japan）を使用し、光学顕微鏡で観察した。 
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4-3 結果 

4-3-1  老齢根粒の緑色化の比較 

ミヤコグサ根粒は、成熟根粒はレグヘモグロビン（Lb）の色によって赤色を呈する。こ

の Lb の赤色は根粒老化に伴い緑色化することが知られている(Lehtovaara and Perttilä 

1978, Navascués et al. 2012)。そこで、WT、Ox 系統、96642 系統の老齢根粒（6 wpi、4 週

齢）の根粒色を比較し、根粒の老化進行度を評価した（Fig. 24）。Ox 系統の根粒は 4 週齢

で WT の根粒より赤色を呈していた。一方、96642 系統の根粒は、WT と違いが見られな

かった（データは掲載していない）。 

 

 

4-3-2  高発現系統の老齢根粒のニトロゲナーゼ活性 

ミヤコグサは根粒菌接種 4～5 週後で根粒重量当たりのニトロゲナーゼ活性が最も高く、

それ以降は老化に伴い活性が低下する。本研究では、根粒菌 M. loti 接種 8 週後の老齢根粒

のニトロゲナーゼ活性（ARA）を測定した（Fig. 25A）。Ox1,系統及び Ox2 系統の老齢根粒
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は、WT より高い活性を示したのに対し、96642 系統は WT と同程度の活性を示した。ま

た、菌接種 4 週後（成熟根粒）の ARA を 100％とした時の菌接種 8 週後（老齢根粒）の

ARA の相対活性をニトロゲナーゼ活性の維持率として比較したところ（Fig. 25B）、Ox 系

統は WT 及び 96642 系統と比べて維持率が高かった。WT と 96642 系統は同程度の活性

維持率を示した。 

 

 

4-3-3  高発現系統の老齢根粒の NO 量 

根粒内の NO 量は、老化の進行に伴い増加する。Ox 系統では、根及び成熟根粒で NO レ

ベルが低く抑えられていることが明らかとなった（第３章参照）。そこで、Ox 系統では、

老齢根粒でも NO 量の増加が抑えられているのか検討した（Fig. 26）。根粒菌 M. loti 接種
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6 週後の老齢根粒が放出する NO 量を NO 特異的蛍光試薬 DAF-FM を用いて測定したと

ころ、Ox 系統の蛍光強度は WT と比べ有意に低く、NO レベルが低かった。96642 系統は

WT より強い蛍光を示し、NO レベルが高かった。 

 

 

4-3-4  高発現系統の老齢根粒の感染細胞崩壊の遅延 

トルイジンブルー及び Periodic Acid-Schiff（PAS）試薬で根粒切片を染色し、光学顕微

鏡によって感染細胞の形態を観察し、根粒老化の進行を評価した。トルイジンブルーで染

色した感染細胞を観察したところ（Fig. 27A）、WT では、菌接種 4 週後の根粒で感染細胞

にバクテロイドが均一に密集していた。菌接種 6 週後にはバクテロイドの凝集が見られ、

菌接種 8 週後には根粒中央付近の感染細胞で崩壊が見られた。Ox 系統の感染細胞は、菌接
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種 4 週後から 8 週後にかけて液胞数の増加と液胞サイズの増大が見られたものの、顕著な

バクテロイドの凝集や感染細胞の崩壊は観察されなかった。PAS 染色後に感染細胞を観察

したところ（Fig. 27B）、WT では、菌接種 6 週後の根粒で多数の大きなデンプン顆粒が、

非感染細胞及び根粒の内皮質に蓄積していた。Ox 系統のデンプン顆粒は小さく、数も少な

かった。また、96642 系統の感染細胞は WT と同様の表現型を示した。 
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4-3-5  高発現系統の老化関連遺伝子の発現 

Ox 系統の根粒で老化が遅延していることを実証するため、根粒老化時に発現が上昇する

ことがこれまでに報告（Fujie et al., 2009; Chungopast et al., 2014）されている 3 つの遺伝

子 heat shock protein (Lj4g3v0473190), osmotin precursor (Lj2g3v2017460), cysteine 

protease Cyp2 (Lj1g3v4047250)について発現を解析した（Fig. 28）。成熟（3-5wpi）及び老

齢（6-8wpi）の根粒からそれぞれ全 RNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR によって発現

量を解析した。WT では、解析した 3 遺伝子は全て、成熟根粒と比べ老齢根粒で顕著に発

現量が増加しており、これらの遺伝子が確かに老化の指標となることが確認された。Ox 系

統は WT と比べてこれらの老化関連遺伝子の発現量が低く、また、齢の増加に伴う発現量

の増加は少なかった。 
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4-3-6  NO と植物ホルモンが根粒共生系に与える影響 

NO と根粒老化の関係の詳細や、NO 除去が根粒老化の遅延に寄与するメカニズムをさ

らに明らかにするため、NO と老化関連植物ホルモン（ABA・エチレン）と LjGlb1-1 のク

ロストークについて検討した。NO 供与剤（SNAP）、ABA、エチレン前駆体（ACC）を菌

接種 4 週後の根粒に添加した時と、NO 除去剤（cPTIO）を共添加した時の共生窒素固定

に与える影響について検討した（Fig. 29）。20 mM の SNAP と 100  M の ABA・ACC は

全て添加 24 時間後にニトロゲナーゼ活性（ARA）を低下させた。また、いずれの処理によ

る活性の低下も 20 mM の cPTIO の共添加により緩和された。 
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根粒重量当たりの ARA も植物体当たりの ARA も同様の傾向を示した（Fig. 29A, B）。

NO と植物ホルモンが感染細胞の形態に与える影響は SNAP、ABA、ACC を添加して 72

時間後に感染細胞を観察・検討した（Fig. 30）。SNAP と ACC の添加は、デンプン顆粒の

増加・増大を誘導した。ABA の添加は、液胞の増加・増大を誘導した。また、いずれの老

化根粒様の感染細胞の変化も cPTIO の共添加により緩和されたが、ACC と cPTIO の共添

加は液胞数の増加を誘導した。 

 

NO と植物ホルモンが根粒老化関連遺伝子の発現に与える影響についても、SNAP、ABA、

ACC を添加して 72 時間後に検討した（Fig. 31）。SNAP、ABA、ACC の添加は根粒の老化

関連遺伝子 heat shock protein、osmotin precursor、cysteine protease Cyp2 のほとんどの発

現を誘導した。heat shock protein は SNAP によって最も高く発現誘導され、osmotin 

precursor と cysteine protease Cyp2 は ACC によって最も高く発現誘導された。SNAP、

ABA、ACC による老化関連遺伝子発現誘導のほとんどは cPTIO の共添加によって緩和さ
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れた。SNAP による LjCyp2 の発現誘導のみ、cPTIO 共添加によりさらに強く発現が誘導

されたが、その原因は不明である。 

 

 

4-3-7  植物ホルモンによる NO と LjGlb1-1 遺伝子の誘導 

ABA 及び ACC の根粒への添加が、SNAP の添加と同様に根粒機能の低下や老化様の表

現型を示すことや、それらの表現型が cPTIO により緩和されることから、ABA と ACC の

NO 誘導能について検討した（Fig. 32）。ABA または ACC を根粒に添加して 24 時間後の

放出 NO 量を DAF-FM を用いて測定した。その結果、ABA の添加は有意に放出 NO 量の

増加を誘導した。一方、ACC の添加は、放出 NO 量を増加させる傾向が見られたものの、

有意差は認められなかった。 
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さらに、根粒での ABA と ACC による LjGlb1-1 の誘導が NO を介している可能性につ

いて検討するため、SNAP、ABA、ACC の単独添加時と cPTIO 共添加時での LjGlb1-1 の

発現量を解析した（Fig. 33）。根粒を各試薬で処理して 24 時間後に全 RNA を抽出し、リ

アルタイム RT-PCR によって発現を解析した結果、SNAP、ABA、ACC の全てが、LjGlb1-

1 の発現を誘導し、また、cPTIO の共添加はその発現誘導を緩和した。この結果は、これ

までの知見を支持するものであった。 
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4-4 考察 

本章の前半では、LjGlb1-1 の恒常的な高発現形質転換植物系統（Ox 系統）を用いて、

NO 制御の強化が根粒老化の遅延に寄与するか否かを検討した。Ox 系統の根粒菌接種 6 週

後の根粒は、WT と比べ緑色化が遅延して赤色を維持していた（Fig. 24）。根粒の色調は、

根粒組織内部のレグヘモグロビン（Lb）の色に依存している。Lb は NO によってヘムが

ニトロ化されることで、赤色から緑色に変化することが知られており、老齢根粒の緑色化

も Lb のヘムの分解やニトロ化によるものであると考えられている（Lehtovaara and Perttila 

1978; Navascués et al., 2012 ）。Ox 系統では老齢根粒でも NO レベルは低いため（Fig. 26）、

老齢に伴う Lb のヘムのニトロ化及び分解が WT と比べ遅延した可能性がある。Ox 系統で

は菌接種 4 週後の成熟根粒だけでなく、老齢根粒のニトロゲナーゼ活性も WT より高かっ

た（Fig. 25A）。また、老齢根粒の活性維持率も WT より高い値を示した（Fig. 25B）。これ

は、NO 除去能の強化が、成熟根粒時の活性強化だけでなく、共生系の恒常性に寄与する

ことで、ニトロゲナーゼ活性を長期にわたって維持することに貢献することを示唆する。

NO 制御強化が共生の長期維持に関与することを明確に示すために、老齢根粒の感染細胞

を観察し、形態学的に評価した。WT の菌接種 6 週後及び 8 週後の老齢根粒は、バクテロ

イドの凝集及び感染細胞の崩壊等、根粒の老化を示す表現型（Hossain et al., 2006）を示し

た（Fig. 27A）。一方、Ox 系統では、接種 8 週後に液胞の増加や増大が見られたものの、顕

著なバクテロイドの凝集及び感染細胞の崩壊は見られなかった（Fig. 27A）。さらに、WT
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は菌接種 6 週後に大型かつ多量のデンプン顆粒を蓄積していたものの、Ox 系統では殆ん

ど見られなかった（Fig. 27B）。宿主植物は光合成産物を共生根粒菌に供給し、共生根粒菌

は、それを炭素源として共生窒素固定に利用する。多量のデンプン顆粒の蓄積は、根粒機

能の低下、あるいは、ニトロゲナーゼ活性の低下により、宿主植物から供給される炭素源

の消費量が低下したためであると考えられる。すなわち、これらの観察結果はすべて、Ox

系統では根粒の老化が遅延していたことを示す。また、根粒の老化関連遺伝子の発現も、

Ox 系統で WT や 96642 系統より低く維持された（Fig. 28）。結論として、LjGlb1-1 の高

発現による NO 除去能の強化は、根粒共生系を維持し、根粒の寿命を延ばすことを示して

いる。 

本章の後半では、NO 制御と根粒老化の関連についての詳細を明らかにすることを目的

とし、植物ホルモンと関連付けて考察した。ミヤコグサの根粒共生系に負の影響や老化を

誘導することが報告される 2 つの植物ホルモンである ABA とエチレン（Ligero et al., 1991; 

Suzuki et al., 2004; Lohar et al., 2009）が、根粒老化へ及ぼす影響、さらには NO との関係

について検討した。ABA とエチレン前駆体である ACC は、NO 供与剤である SNAP と同

様にニトロゲナーゼ活性を低下させ、3 つの老化関連遺伝子の発現を誘導した（Fig. 29AB, 

31）。これらの効果は、NO 除去剤である cPTIO の共添加によって緩和された。また ABA

と ACC は、老化根粒に見られる液胞数の増加や大きさの増大及び、デンプン顆粒の蓄積を

成熟根粒の感染細胞に誘導した（Fig. 30）。感染細胞におけるこれらの変化も、cPTIO の
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共添加によって抑制された。これらの結果に基づいて、ABA と ACC による根粒老化の誘

導は、NO レベルの増加を介していることが示唆された。しかし、SNAP と cPTIO の共添

加は LjCyp2 の発現を増強し、ABA は根粒組織にデンプン顆粒の蓄積を誘導せず、SNAP、

ABA、ACC によって誘導される老化関連遺伝子の発現パターンもそれぞれ異なっていたこ

とから、NO、ABA、エチレンが誘導する老化プロセスは、その全てが共通した経路ではな

いことを示唆している。代謝及び細胞レベルでの根粒老化プロセスの複雑さを考慮すると

（Dupont et al., 2012）、NO が介在するシグナル伝達経路は、ABA とエチレンの根粒老化

誘導機構の 1 つとして存在し、異なる機構と並行して老化に関与している可能性も考えら

れる。 

本章の結果は、LjGlb1-1 遺伝子の高発現は、根粒内部の NO レベルの低下によって根粒

老化を遅延させ、共生ニトロゲナーゼ活性の持続期間（根粒の寿命）を延長できる可能性

を示している（Fukudome et al., 2019）。また、植物ホルモンである ABA とエチレンが、

ニトロゲナーゼ活性を低下させたり、老化関連遺伝子の発現を誘導したり、あるいは感染

細胞の老化を惹起する活性がることを明らかにした。また、ABA とエチレンによって誘導

された老化を示す表現型は、NO 除去剤によって緩和された。これは、植物ホルモンによ

る根粒老化の誘導機構には、NO 量の増加が一つの要因として関与していることを示して

いる。 
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第 5 章：class 1 Hb 遺伝子高発現による根粒共生系への 

冠水耐性の付与 

 

5-1 緒論 

一酸化窒素（NO）は、様々な環境ストレスや生物ストレスに応答して、植物体内で産生

される。乾燥ストレス時に産生される NO は、気孔を閉鎖させ、植物体外への水分の流出

を防ぐ。低温ストレスを与える前に葉を傷つけて NO を誘導すると、全身的な低温耐性を

示すことも知られている。このように、NO がストレス応答のシグナル分子として機能す

る知見はあるものの、その詳細な作用機序については殆んど不明である。また、NO はシ

グナル分子として機能する反面、その反応性の高さから細胞毒性を持ち、多量の発生は細

胞死を引き起こす。class 1 Hb の発現は、低温、低酸素、高浸透圧などの NO 産生を誘発

するストレスに応答して誘導される（Igamberdiev and Hill 2004; Shimoda et al., 2005; 

Bustos-Sanmamed et al., 2010）。class 1 Hb の過剰発現は、シロイヌナズナ（Hunt et al., 

2002）、アルファルファ（Dordas et al., 2003）、トウモロコシ（Mira et al., 2016）で植物内

NO 量を低下させることで、低酸素ストレスに対する耐性を付与する。また、その class 1 

Hb（AtGlb1、At2g16060）を欠失したシロイヌナズナの突然変異系統は、病原体の感染に

対して感受性が高い（Mur et al., 2012）。植物内 NO 量の調節は、ストレス耐性・感受性に

関与していることに加え、class 1 Hb による NO 制御能の強化が、ストレス耐性に貢献す
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ることが近年報告され始めている（Hunt et al., 2002; Dordas et al., 2003; Mira et al., 2016）。

一方、マメ科植物と根粒菌の根粒共生系については、class 1 Hb による NO 制御能の強化

が共生能向上に寄与することが判明したものの、ストレス耐性への関与についてはこれま

で検討されていない。 

本研究では、class 1 Hb（LjGlb1-1）高発現ミヤコグサを用いて、NO 制御能の強化が根

粒共生系の冠水（低酸素）ストレス耐性に及ぼす影響について検討した。冠水ストレスは、

マメ科農作物の生産現場での被害が大きく、根系が低酸素条件になることで根粒共生系に

直接的なダメージが生じる。本研究では、ミヤコグサの LjGlb1-1 が、根粒共生系の成立に

関与していることを明らかにした。LjGlb1-1 遺伝子の発現は、低酸素ストレスによっても

誘導されることが分かっており、低酸素ストレス条件下における共生系の維持にも関与し

ている可能性がある。また、他の植物の class 1 Hb に関する報告を考慮すると、LjGlb1-1

だけでなく、NO 除去能を持つ class 1 Hb は、普遍的に低酸素ストレス耐性に寄与できる

可能性が高い。そこで、本研究では LjGlb1-1 のみならず、アクチノリザル植物に属するヤ

シャブシの class 1 Hb である AfHb1 を発現する形質転換ミヤコグサ系統を確立し、その表

現型解析も試みた。ヤシャブシは、フランキア属の放線菌と共生窒素固定を行うことが知

られており、AfHb1 はその根粒で発現が高い。また、AfHb1 は、NO と相互作用すること

が in vitro で確認されている。そのため、アクチノリザル植物-フランキア根粒共生系でも、

マメ科植物と同様に class 1 Hb による NO の制御が根粒共生に関与していると示唆されて
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いる（Sasakura et al., 2006）。本研究は、マメ科のモデル植物であるミヤコグサに LjGlb1-

1 と AfHb1 を高発現させ、根粒共生系のストレス耐性について検討することで、NO 制御

能の強化がマメ科植物の根粒共生ストレス耐性に及ぼす影響について解明できるだけでな

く、アクチノリザル植物-フランキア根粒共生系のストレス耐性についての知見を得ること

も期待できる。 
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5-2 方法 

5-2-1  生物材料 

ミヤコグサは、LjGlb1-1 高発現系統 Ox1（第３章参照）、LjGlb1-1 低発現系統 96642（第

２章参照）、AfHb1 発現系統 Afx1 及び野生型（WT）として L. japonicus Gifu B-129 を用

いた。Ox1、96642、Afx1 は全て、野生型ミヤコグサ L. japonicus Gifu B-129(Handberg and 

Stougaard, 1992)に由来する。共生根粒菌は M. loti MAFF303099 を用いた。 

 

5-2-2  AfHb1 遺伝子発現系統の確立 

AfHb1 発現系統は、日本大学の青木俊夫教授から種子集団の提供を受けた。 

カリフラワーモザイクウイルス 35S（CaMV 35S）プロモーター及び AfHb1 の cDNA を有

するバイナリーベクターを pIG121-Hm をもとに構築した。構築した CaMV 35S:: AfHb1

コンストラクトをもとにアグロバクテリウム形質転換法によって形質転換ミヤコグサを作

出し、ハイグロマイシン耐性試験により選抜した(Aoki et al., 2002)。一次選抜された種子

集団の中で、生長に異常がなく、AfHb1 遺伝子の発現が認められた植物をさらに二次選抜

した。二次選抜ミヤコグサのゲノム DNA を鋳型として AfHb1 遺伝子を PCR で増幅し、

アガロースゲル電気泳動により得られた AfHb1 の cDNA のバンド（500bp）から形質転換

植物であることを確認した。更に、二次選抜ミヤコグサの次世代についても 20 個体のバン

ドパターンを調べ、全ての次世代個体がコンストラクトを保持していること、すなわち、
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形質転換ミヤコグサがゲノム上に CaMV 35S:: AfHb1 コンストラクトをホモで保持してい

ることを確認して Afx1 系統とした。 

 

5-2-3  植物の生育条件と冠水処理 

種子の表面をサンドペーパーにより傷つけ、有効塩素濃度 2％の次亜塩素酸ナトリウム

溶液で殺菌し、滅菌蒸留水で 2 回洗浄し吸水処理後、0.5％寒天プレートに移植した。25℃

で 5 日間の暗所インキュベート後、栄養寒天培地に実生を移植した。シャーレを用いた無

菌実験系では、実生を Fåhraeus 寒天培地(Fåhraeus, 1957)上で生育させ、各実生に M. loti 

MAFF303099 を 106 細胞ずつ接種した。ビニールポット（φ9 ㎝）を用いた開放系の実験

系では、実生を Fåhraeus 液体培地を吸収させたバーミキュライト（S サイズ）上で生育し、

M. loti MAFF303099 を植物１個体にあたり 107 細胞ずつ接種した。いずれの実験系でも、

菌接種 4 週後から 1 週間、根と茎の境界部から 1 ㎝の高さまで水に浸漬した状態とし、冠

水処理とした。 

 

5-2-4  ニトロゲナーゼ活性の測定 

根粒数及び窒素固定（ニトロゲナーゼ）活性は、M. loti MAFF303099 接種 4 週間後から

1 週間の冠水処理を施した後で測定した。コントロール（無処理区）は、根粒菌接種５週間

後に測定した。ニトロゲナーゼ活性は、Shimoda ら（2009）に従い、アセチレン還元法で



81 

 

測定した。詳細は、第 2 章に記載した。 

 

5-2-5  感染細胞の観察 

感染細胞の観察は、Hossain ら（2006）の手法に従った。冠水処理後、4％パラホルムア

ルデヒド及び 2.5％グルタルアルデヒドを含む 0.1M リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.2）で

根粒を 4℃で一晩固定し、エタノールで脱水後に JB4 樹脂に包埋した。 ミクロトームで作

成した切片（厚さ 3 m）を Periodic Acid-Schiff 染色液によって染色し光学顕微鏡で観察

した。詳細は、第 4 章に記載した。 

 

5-2-6  NO 量の測定 

冠水処理 1 週後の根内の NO 産生は、20 M の DAF-FM DA で 1 時間処理後、蛍光顕

微鏡にて観察した。冠水処理した根粒からの放出 NO 量は、7 M の DAF-FM 溶液処理後

に蛍光強度を測定し、生重量あたりの相対蛍光強度として算出した。詳細は、第 2 章に記

載した。 

 

5-2-7 クロロフィル量の測定 

植物から葉を 5 枚採取し、葉の重量を測定した。Porra らの方法（1989）に従ってクロ

ロフィルを抽出し、663.8 nm と 646.8 nm の吸収を測定した。測定値を以下の式に代入し、
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クロロフィル a（Chl a）、クロロフィル b（Chl b）、クロロフィル a+b（Chls a + b）を算出

した。 

Chl a = 12.00×A663.8 - 3.11×A646.8 

Chl b = 20.78×A646.8 - 4.88×A663.8 

Chls a + b = 17.67×A646.8 + 7.12 ×A663.8 

吸光度測定後、葉の重量当たりのクロロフィル含有量を算出した。冠水処理後の植物と

無処理の植物体でクロロフィル量を測定し、各系統で冠水によるクロロフィル減少量を比

較した。 
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5-3 結果 

5-3-1  冠水処理後のニトロゲナーゼ活性 

冠水は、根系に低酸素ストレスをもたらす。マメ科の農作物であるダイズでは、冠水に

より共生窒素固定能が低下することも知られている。そこで、はじめに WT、Ox1、Afx1、

96642 系統のミヤコグサを用いて、冠水処理後のニトロゲナーゼ活性について検討した

（Fig. 34, 35）。根粒菌 M. loti 接種 4 週後から 1 週間、根系を冠水し、根粒のニトロゲナー

ゼ活性（ARA）を測定した。経時的な観察が容易なシャーレと寒天培地を用いた実験系（Fig. 

34）と、より土壌条件に近いバーミキュライトを用いた実験系（Fig. 35A, B）でそれぞれ

検討したが、いずれの実験系でも同様の結果が得られた。WT と 96642 系統は、1 週間の

冠水により有意に ARA が低下した。一方、LjGlb1-1 高発現（Ox）系統及び AfHb1 発現系

統では、冠水処理後も活性が維持されていた。寒天培地とバーミキュライト培地の実験系

で冠水がニトロゲナーゼ活性に及ぼす影響を比較すると、バーミキュライトの実験系の方

が、活性の低下がより緩やかだった。 
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5-3-2  冠水処理後の感染細胞 

冠水処理によりニトロゲナーゼ活性が低下したことから、老化による活性の低下と同様

に、感染細胞に形態的変化が生じている可能性が考えられた。そこで、冠水処理後の根粒

細胞を光学顕微鏡にて観察した（Fig. 36）。植物をバーミキュライトで栽培し、根粒菌 M. 
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loti 接種 4 週後から 1 週間、根系を冠水し、根粒の感染細胞の様子を観察した。根粒を樹

脂に包埋して作成した切片を PAS 染色し、感染細胞及びデンプン顆粒を観察した。WT で

は、液胞の増加・増大の他に、液胞内部に多量の凝集物が見られた。また、細胞間隙に局

在する細菌も観察された。一方、Ox 系統及び AfHb1 発現系統では、冠水による感染細胞

の大きな変化は見られなかった。96642 系統は WT と同様の表現型を示した。また、いず

れの系統でもデンプン顆粒の増加は見られず、特に WT では、デンプン顆粒は殆んど観察

されなかった。 

 

 

5-3-3 冠水処理が地上部に及ぼす影響 

冠水処理が根粒共生系に及ぼす影響は、地上部が受けたダメージを介している可能性が

あるのかどうか検討した。共生窒素固定は、光合成産物が、宿主植物から共生根粒菌に供

給されることで成り立つ。そこで、冠水ストレスが光合成に及ぼす影響を、葉のクロロフ

ィル含有量を指標として検討した。WT と 96642 系統では、クロロフィル a 及び b の含有

量は、冠水処理によって減少した。特に、クロロフィル b の含有量は顕著に減少した。一
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方、Ox1、Afx1 系統は、冠水後もクロロフィル含有量に有意な変化はなかった。 

 

 

5-3-4  冠水処理後の根及び根粒の NO レベル 

冠水等の低酸素ストレスは、NO の発生や class 1 Hb の発現を誘導することから、class 

1 Hb 高発現系統（Ox1、Afx1）における冠水耐性は、NO 制御能の強化に起因すると考え

られた。そこで、冠水処理後の NO 量を根と根粒で測定した。根の NO 量は、細胞浸透性

NO 特異的蛍光試薬 DAF-FM DA を用いて検出した（Fig. 38A, B）。WT では、冠水により
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根の NO 量の上昇が見られた。一方、Ox 系統及び AfHb1 発現系統は、コントロール条件

と冠水条件のどちらの条件でも、WT より NO 量が低いレベルで維持されていた。96642

系統は WT と同様に、冠水により NO 量が上昇した。 
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根粒の NO 量は、非細胞浸透性 NO 特異的蛍光試薬 DAF-FM を用いて放出 NO 量とし

て比較した（Fig. 39）。いずれの系統も冠水処理により NO 量が増加していたが、冠水によ

る NO 量増加後も、Ox 系統と AfHb1 系統では、WT より低いレベルに維持されていた。 

 

 

5-3-5  冠水処理後の根粒の老化関連遺伝子の発現 

冠水後のニトロゲナーゼ活性の低下が、根粒の早期老化である可能性について検討する

ため、2 つの老化関連遺伝子 heat shock protein (Lj4g3v0473190)と osmotin precursor 

(Lj2g3v2017460)の発現を解析し。無処理と冠水処理後の根粒からそれぞれ全 RNA を抽出

し、リアルタイム RT-PCR によって発現量を解析した（Fig. 40）。heat shock protein と

osmotin precursor のどちらも、冠水による発現レベルの上昇が見られた。 
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5-4 考察 

冠水は根系に低酸素ストレスを生じることで、植物の生長を阻害する（Marcio et al., 

2010）。低酸素ストレスは植物に一酸化窒素（NO）を発生させることや、class 1 Hb の発

現を誘導することも報告されている（Dordas et al., 2003; Hunt et al., 2002; Igamberdiev et 

al., 2004）。さらに、いくつかの植物では class 1 Hb を高発現させ植物内 NO 量を減少させ

ることで低酸素ストレス耐性を獲得した例や、冠水に強いダイズ品種では冠水感受性のダ

イズより class 1 Hb の発現が高いことも報告されており（Hunt et al., 2002; Dordas et al., 

2003; Mira et al., 2016）、植物の低酸素ストレスに対する応答には NO - class 1 Hb の相互

作用が深く関与していると考えられる。根粒共生系においても、NO - class 1 Hb の相互作

用が関与していることや、LjGlb1-1 の高発現による NO 制御能の強化が、共生系の強化に

寄与することを明らかにした。しかし、class 1 Hb が環境ストレス条件下で根粒共生系に

関与するのか否かは不明なままであった。 

本章では、LjGlb1-1（ミヤコグサの class 1 Hb）と AfHb1（ヤシャブシの class 1 Hb）を

高発現し、NO 制御能が強化されたミヤコグサを用いて、根粒共生系の冠水（低酸素スト

レス）耐性について検討した。ミヤコグサは冠水に強く、1 週間の冠水によって枯れる個体

はなかったものの、WT ではニトロゲナーゼ活性（ARA）が低下した。LjGlb1-1 と AfHb1

の class 1 Hb 高発現系統は、ARA の有意な低下を示さず、class 1 Hb の高発現が冠水耐性

に寄与することが明らかとなった（Fig. 34, 35）。これら 2 つの class 1 Hb 高発現系統は、
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冠水処理後にも根及び根粒で NO レベルを低く保っていたことから（Fig. 38AB, 39）、低酸

素ストレス条件下での ARA 低下には NO が関与しており、NO 除去能の強化が低酸素ス

トレス耐性に寄与したと考えられる。NO を介した根粒機能の低下であれば、根粒内では

老化と同様の現象（早期老化）が生じているのではないかと予想されたため、冠水後の老

化関連遺伝子の発現量について検討した。予想通り、冠水後の野生型と 96642 系統の根粒

では老化関連遺伝子の発現上昇が見られ、2 つの class 1 Hb 高発現系統では老化関連遺伝

子の発現上昇が抑制された（Fig. 40）。また、PAS 染色による感染細胞の観察では、冠水後、

野生型と 96642 系統の根粒では液胞の増加増大等の老化根粒様の表現型が見られたものの、

2 つの class 1 Hb 高発現系統では感染細胞の変化も緩和されていた（Fig. 36）。一方、野生

型と 96642 系統はニトロゲナーゼ活性が低下しているにも関わらず、長期栽培による老化

根粒とは異なり、デンプン顆粒の蓄積が見られなかった。この原因として、冠水時に宿主

植物の光合成活性が低下しているか、もしくは光合成産物を根粒に供給出来なくなってい

る可能性が考えられた。葉でのクロロフィル含有量が野生型と 96642 系統で冠水処理によ

って減少したこと、2 つの class 1 Hb 高発現系統でクロロフィル含有量の減少が緩和され

たこともこの可能性を支持する。NO 除去能の強化は、地上部でのストレス緩和によって

もまた、根粒共生系の維持に関与しているのかもしれない。 

結論として、低酸素ストレス時の ARA の低下は NO を介しており、時間経過に伴う根

粒の老化と同様に老化関連遺伝子の発現を伴うことが明らかとなった。また同時に、冠水
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ストレスはクロロフィル含有量の減少にも関与していたことから、時間経過に伴う根粒の

老化とは異なるプロセスも存在する可能性が示唆された。この可能性はまた、多様なプロ

セスによる共生系の崩壊に NO が関与していること、NO 制御の強化が多角的な根粒共生

系の崩壊を抑制・遅延できる可能性も示した。低酸素ストレスの他にも、低温、高温、乾

燥、日照不足など、多くのストレスが NO シグナルと関与していることから、class 1 Hb 高

発現系統の根粒共生系が、それらのストレスに耐性を示すか否かも大変興味深い。 
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第 6 章：総括 

 

LjGlb1-1 の変異・低発現系統は、感染糸の形成や伸長が阻害され、根粒数も減少し、ニ

トロゲナーゼ活性も低かった（Table. 2A）。これらの変異・低発現系統では、植物内 NO 量

が WT より増加していたことから（Fig. 7, 9）、LjGlb1-1 による NO 制御能の低下が、共生

表現型の異常の要因であると考えられる。NO 供与剤である SNAP または SNP の添加が、

変異・低発現系統と同様に感染糸の発達を抑制し、NO 除去剤である cPTIO の同時添加が

それらの表現型を緩和すること（Table. 3AB）や、NO 供与剤及び除去剤が共生窒素固定

に及ぼす影響（Nagata et al., 2008; Shimoda et al., 2005; Sasakura et al., 2006）も、この予

想を支持する。NO は共生根粒菌の感染過程で一過的に発生し、その後減少する。NO は

病原菌の感染時に病原応答として発生することが知られており、根粒菌感染時の NO 発生

も病原応答に類似したものであると考えられる。また、感染した菌が共生根粒菌であるこ

とを認識すると、宿主植物は class 1 Hb により NO を除去することで防御応答を回避し、

共生成立のプログラムの進行を促していると考えられる。しかしながら、タルウマゴヤシ

根粒共生系では、根粒菌による過剰な NO 除去が植物への感染を遅延させることから、NO

が適正な感染に必要であると報告されている（del Giudice et al., 2011）。ミヤコグサとタル

ウマゴヤシの間の相違には、いくつの原因が予想される。無限型根粒（タルウマゴヤシ）

と有限型根粒（ミヤコグサ）の根粒の形態形成の違いや、 植物種及び根粒菌種ごとの最適
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NO 濃度の違い、根全体での NO 除去と感染糸での局所的な NO 除去などの違いが、この

異なる二つの共生系に見られる相違の原因かもしれない。LjGlb1-1 の変異・低発現は根粒

数の減少を誘導した（Table. 2A）ものの、LjGlb1-1 高発現系統の根粒着生数は増加しなか

った（Fig. 19B）。これは、根の NO レベルの低下は局所的な感染の促進に働くものの

（Shimoda et al., 2009）、全身的な根粒数調節（オートレギュレーション）(Kosslak and 

Bohlool 1984)による根粒着生数の制御を WT と同様に受けているためであると考えられ

る。変異・低発現系統の根粒内部の NO 量は高く、ニトロゲナーゼ活性は低かった（Fig. 7, 

9; Table. 2A）。反対に、高発現系統の根粒 NO 量は低く、ニトロゲナーゼ活性は上昇した

（Fig. 19A, 22, 23）。これらの結果は、class 1 Hb の NO 制御が、根粒形成後も共生窒素固

定に関与していることを示す。本研究は、ミヤコグサと根粒菌の共生において、少なくと

も、根粒菌の感染から成熟根粒の共生窒素固定能の発現の段階にかけて、class 1 Hb

（LjGlb1-1）の NO 制御が貢献していることを解明した（Fig. 17）。さらに、LjGlb1-1 高

発現系統における成熟根粒でニトロゲナーゼ活性が増加したことは、以上の結論を支持す

るのみならず、NO 除去能の強化が、さらなる共生ニトロゲナーゼ活性の向上に寄与する

可能性を示している。NO は防御応答のシグナル分子であるものの、いくつかの class 1 Hb

過剰発現植物で病原菌抵抗性が高くなることや、class 1 Hb 変異植物の病原菌抵抗性が低

下することが報告されている。これは、class 1 Hb による NO 制御が、NO 産生そのもの

を阻害するのではなく、シグナル伝達にとっては余剰な NO を迅速に除去し、効率的な防
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御応答に貢献している可能性が示唆される。同様に、class 1 Hb 高発現植物では、根粒共生

系に必要とされる NO によるシグナルを阻害せず、一方では過剰な NO を除去することで

効率的な共生系の確率・維持に寄与しているのかもしれない。 

マメ科植物-根粒菌の共生器官である根粒は、その器官・組織の老化に伴い NO を産生す

ることが知られている（Ya’acov et al., 1998; Cam et al., 2012）。NO はその他植物器官の老

化に関与していることや（Ya’acov et al., 1998; Fang et al., 2013; Guangwen et al., 2017）、

窒素固定酵素の阻害剤として機能することから（Trinchant and Rigaud 1982、Kato et al., 

2010）、根粒の老化にも関与している可能性がある。また、class 1 Hb は NO 除去能を持つ

ことから（Shimoda et al, 2009）、LjGlb1-1 高発現による NO 除去能の強化は、根粒老化の

遅延に貢献する可能性が期待できる。本研究は、WT 及び LjGlb1-1 高発現系統の老齢根粒

の表現型から、NO の根粒老化への関与の詳細と、NO 除去能の強化が根粒老化遅延に貢

献するか否かを検討した。ミヤコグサの根粒共生系では、根粒菌の感染後 3～4 週で成熟根

粒を形成し、共生窒素固定能を十分に発揮する。老齢（菌感染 6～8 週後）の根粒はニトロ

ゲナーゼ活性が低下し、根粒共生が破綻していく。一般に、時間経過に伴い根粒機能が低

下していくことを根粒の老化と呼び、老化の表現型が見られる根粒は老化根粒と呼称され

る。しかし、「根粒の老化」や「老化根粒」については知見が少なく、定義も定まっていな

いのが実情である。そこで本研究では、老齢根粒の老化の進行を、根粒外観、ニトロゲナ

ーゼ活性、感染細胞の形態、老化関連遺伝子の発現など、多角的な検討結果から評価した。
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また、老齢根粒の NO 量から、老化進行度と根粒 NO 量を関連付けて議論した。LjGlb1-1

高発現（Ox）系統の老齢根粒は WT と比べ、老化に伴う根粒色の変化やニトロゲナーゼ活

性の低下、感染細胞の崩壊、老化関連遺伝子の発現上昇のどの表現型も、遅延もしくは緩

和していた（Fig. 24, 25, 27, 28）。これらの結果から、LjGlb1-1 の老齢根粒では、根粒の老

化の進行が遅延していると考えられる。また、Ox 系統では、老齢根粒においても NO 量が

低い（Fig. 26）ことから、根粒機能の維持や根粒老化の遅延は、LjGlb1-1 の高発現による

NO の制御能力の強化に起因するものであることが示唆された。 

アブシシン酸（ABA）とエチレンは根粒老化に関与することが報告されている植物ホル

モンで、植物生理において NO とクロストークしていることも分かっている。また、ABA

及びエチレンは、根粒で LjGlb1-1 の発現を誘導することも報告されている（Bustos-

Sanmamed et al., 2011）。そこで、根粒の老化過程で ABA とエチレンが、NO 及び LjGlb1-

1 とクロストークしている可能性について検討した。ABA とエチレン前駆体である ACC

は、SNAP と同様にニトロゲナーゼ活性を低下させ（Fig. 29）、3 つの老化関連遺伝子の発

現を誘導した（Fig. 31）。ABA と ACC によるこれらの効果は、NO 除去剤である cPTIO

によって緩和された。また ABA と ACC は共に、老化根粒に見られる感染細胞内の液胞数

の増加や大きさの増大及び、デンプン顆粒の蓄積を成熟根粒の感染細胞に誘導した（Fig. 

30, 29）。感染細胞におけるこれらの変化も、cPTIO によって緩和された。これらの結果は、

ABA と ACC が根粒老化を誘導し、その過程で NO レベルの増加を介していることを示唆
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する。しかし、ABA と ACC に誘導されたいくつかの表現型（例えば、「ABA によって誘

導された heat shock protein の発現」、「ACC によって誘導された感染細胞の変化」）は、ｃ

PTIO によって緩和されなかったことや、ABA、ACC、SNAP がそれぞれ異なる表現型（例

えば、「老化関連遺伝子の発現誘導」、「デンプン顆粒や液胞の増加・増大」）を誘導したこ

とから、NO、ABA、エチレンが誘導する老化プロセスは、その全てが共通した経路ではな

いと予想される。根粒老化プロセスは複雑であり（Dupont et al., 2012）、1 つの経路のみ

で制御されているとは考え難い。NO シグナルを介した根粒の老化は複数存在する老化経

路の 1 つであり、LjGlb1-1 による NO の除去はその経路の一部の進行を緩和することで、

根粒老化の遅延に貢献していると考えられる（Fig. 33B）。 

NO は様々な環境ストレスや生物ストレスに応答して植物体内で産生され、ストレス応

答のシグナル分子として機能するという知見はあるものの、その詳細な作用機序について

は不明である（Dordas et al., 2003; Mohd et al., 2017）。また、NO はシグナル分子として

重要な機能を発揮する反面、その反応性の高さから細胞毒性を持ち、多量の発生は細胞傷

害あるいは細胞死をもたらすため、その状況に応じた緻密なコントロールが必要な分子で

もある。class 1 Hb の過剰発現は、シロイヌナズナ（Hunt et al., 2002）、アルファルファ

（Dordas et al., 2003）、トウモロコシ（Mira et al., 2016）で植物内 NO 量を低下させるこ

とで、低酸素ストレスに対する耐性を付与することから、低酸素ストレス条件下では、NO

除去は耐性付与に貢献すると予想される。マメ科植物と根粒菌の根粒共生系では、class 1 
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Hb による NO 制御能の強化が共生能向上に寄与することが判明した。しかしながら、根

粒共生系は冠水等の低酸素ストレスによって崩壊することは知られているものの、NO 制

御の強化によって耐性が付与できるか否かは未検討であった。本研究では、LjGlb1-1 高発

現系統及びヤシャブシ class 1 Hb(AfHb1)発現系統を用いて、class 1 Hb による NO 制御の

強化がミヤコグサ根粒共生系における冠水耐性に寄与するか否かを検討した。2 つの class 

1 Hb 高発現系統はどちらも、1 週間の冠水を原因とするニトロゲナーゼ活性の低下が緩和

しており、冠水耐性を示した（Fig. 34, 35）。冠水処理後も根及び根粒で NO レベルが低い

ことから（Fig. 38AB, 39）、老化ストレス時と同様に NO 除去能の強化が根粒機能維持に寄

与したと考えられた。また、冠水処理後に野生型と比べ老化関連遺伝子の発現上昇が見ら

れないことから、環境ストレスを原因とする根粒の早期老化が遅延していると考えられた。

トウモロコシでは、class 1 Hb の高発現系統が冠水時に地上部や葉でのストレス緩和を示

すことが報告されており、class 1 Hb 高発現による冠水耐性の付与は根系のみならず、地

上部での生理応答にも関与している可能性がある。WT で冠水時にニトロゲナーゼ活性が

低下している（Fig. 34, 35）にも関わらず、デンプン顆粒が蓄積しないこと（Fig. 36）もこ

の可能性を支持する。さらに、冠水処理による葉でのクロロフィル含有量の低下が、class 

1 Hb 高発現により抑制されていたことも、NO 除去が冠水による地上部のストレス緩和に

寄与していることを示唆している。これらの知見は、冠水処理時の根粒機能の低下に NO

が介在していること、時間経過に伴う根粒老化と冠水による早期老化には、共通する表現
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型と異なる表現型の両方が存在することを明らかにした。またこのことは、老化と環境ス

トレスで根粒機能が低下するプロセスの差異に関わらず、NO を介する根粒機能の低下が、

NO 除去能の強化により緩和できる可能性も示唆している（Fig. 41）。 

 

マメ科農作物の生産現場では、根粒の老化や根系の冠水による根粒共生系の崩壊及びニ

トロゲナーゼ活性の低下が、品質低下や減収につながり、経済的に大きな問題となってい

る。この問題の解決には、ニトロゲナーゼ活性の寿命が長く環境ストレスに強い根粒共生

系の開発が重要な課題である。NO は老化や冠水によって植物組織内に発生するガス状分

子で、ニトロゲナーゼ活性低下の主要要因の一つである。本研究はマメ科モデル植物のミ
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ヤコグサを材料として、class 1 Hb の NO 除去能が根粒共生成立に必要であることに加え、

老化遅延や冠水耐性に寄与することを明らかにした。植物の class 1 Hb は、農業の生産現

場が抱える大きな問題の解決にも貢献できる可能性を持つ重要な遺伝子素材である。マメ

科植物に限らず、様々な植物へも導入し、それらの特性を把握することは、新たな品種の

開発に向けての基盤的な知見を与えてくれるものと考える。 
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