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第 1 章 序論 

 

1-1 ⾮⽣物ストレス耐性ダイズ作出の重要性 

ダイズ（Glycine max）は、世界で最も重要な作物の 1 つである。ダイズは、家畜や

⽔産養殖⽤の飼料、或いは、我々⼈類の⾷糧として優れたタンパク質源であると同時に、

バイオ燃料の原料に使われる油糧種⼦でもある。⼈⼝の爆発的な増加を考慮すると、ダ

イズの需要はますます増加すると考えられる（Seto et al. 2011, Angel et al. 2011）。既に

現在、ダイズは世界中で広く栽培されており、その⽣産量は年々増加している。世界の

ダイズ⽣産量は 1961 年から 2007 年にかけて毎年平均 4.6％増加し、2005 年から 2007

年には平均年間⽣産量は 2億 1760万トンに達した。 ダイズの世界⽣産量は 2030 年ま

でに年間 3億 7,130万トンになると予測されている（Masuda and Goldsmith 2009）。 

ダイズの⽣産は、環境に⼤きく左右される。地球温暖化とされる気候の変化から、ダ

イズの⽣産に適した⼟地は地球の南北へとシフトしており（Lant et al. 2016）、ダイズ

の⽣産地域はこの半世紀で⼤きく変化している。1961 年にはアメリカと中国でダイズ

農地の 9 割（アメリカ 48.6％、中国 38.8％）を占めていたが、近年ブラジルやアルゼ

ンチン、インド等の様々な地域がダイズの⽣産に参⼊したことにより、2007 年にはア

メリカの農地の割合は全体の 31.7％、中国は 9.8％まで減少している（同年ブラジル

23.3％、アルゼンチン 16.0％、インド 8.7％）（Masuda and Goldsmith 2009）。また、温
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暖化の進⾏や、ダイズの需要の増⼤が現在の予測ベースで変化した場合、2100 年まで

のダイズ⽣産地の予測をすると、アメリカや、ブラジル、中国、インド等、現在のダイ

ズ⽣産地域の多くで引き続きダイズが⽣産され、加えて、アフリカ⼤陸の南部、オース

トラリア北部、ヨーロッパ北部が新たにダイズ⽣産のための農地として使⽤されるとさ

れている（Fodor et al. 2017）。つまり、ダイズを⽣産しなくなる地域よりもダイズ⽣産

に参⼊してくる地域が圧倒的に多く、今後もさらにダイズの⽣産地域が拡⼤していくだ

ろうと予測される。 

⽇本や東南アジアでも、今後、ダイズ⽣産地域が拡⼤すると予想されているが（Fodor 

et al. 2017）、東南アジアの島国では、温暖化による海⾯上昇、河川の氾濫が増加してい

る（Muis et al. 2015）ことを考えると、作物の冠⽔や塩害のリスクが⾮常に⾼いくなる

ことが予想される。冠⽔や塩などの⾮⽣物ストレスに感受性の⾼いダイズにとっては、

深刻な問題である（Valliyodan et al. 2014, Liu et al. 2017）。我々の住む⽇本は島国であ

ることに加え、梅⾬期や台⾵による多⾬がもたらす畑地の冠⽔によるダイズ栽培への影

響は、⾮常に深刻な問題となるであろう。このようなダイズの栽培環境を取り巻く将来

予想を鑑みると、冠⽔などの⾮⽣物ストレスに対する耐性をもつダイズ品種の作出は喫

緊の課題である。 
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1-2 ⾮⽣物ストレス応答と⼀酸化窒素 

植物では、⼀酸化窒素（NO）は L-アルギニンや亜硝酸イオンを基質としてミトコン

ドリアや葉緑体、ペルオキシソームなどの細胞⼩器官で⽣産される（Del Río 2015）。

NO は、様々な植物の⽣理応答で、各種の植物ホルモンと協調して機能する分⼦である。

NO は、休眠の打破や発芽の促進 (Kopyra and Gwóźdź 2003, Krasuska et al. 2015)、根

の伸⻑の制御 (Correa-Aragunde et al. 2008, Fernández-Marcos et al. 2011, Lombardo 

et al. 2006, Pagnussat et al. 2004)、開花 (He et al. 2004, Khurana et al. 2011)、果実の

成熟  (Singh et al. 2009, Manjunatha et al. 2010)、植物の⽼化 (Procházková and 

Wilhelmová 2011)など様々な場⾯でシグナル分⼦として働く。⼀⽅、NO は、低酸素、

塩、⾼温、低温、乾燥などの⾮⽣物ストレス応答でも、シグナル分⼦として機能する 

(Simontacchi et al. 2015）。 

NO は、先に述べたように、植物の⽣⻑の様々な場⾯でシグナルとして働く。そのた

め、ストレス応答によって著しく NO 量が増加することは、植物の⽣⻑を変化させる⼀

因であると考えられる。植物の根の⽣⻑は、冠⽔のような⾮⽣物ストレスによって抑制

されるが（Valliyodan et al. 2014）、同様に、過剰な NO によっても強く抑制される。例

えば、トマトでは、根を NO 供与剤である sodium pentacyanonitrosylferrate (III) dihydrate 

（SNP）で処理すると、⾼濃度の SNP が著しく根の全⻑を減少させる。特に、主根の

伸⻑が SNP によって阻害されるが、NO 除去剤である 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-
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tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide （cPTIO）を共処理することで、主根の伸⻑阻害

は緩和され、cPTIO の単独処理では主根の伸⻑が促進される（Correa-Aragunde et al. 

2004）。 

過剰な NOが植物の⽣⻑を変化させるのは、NOがシグナル分⼦として植物の⽣⻑の

様々な段階に関与していることに加え、NO がタンパク質を酸化修飾するためである。

NO はフリーラジカルであり、様々な物質と反応するだけでなく、細胞内のタンパク質

を修飾する。例えば、NO は還元型グルタチオンと反応し、S-ニトロソグルタチオンに

なり、タンパク質のシステインをニトロシル化する。また、スーパーオキサイドと反応

するとペルオキシナイトライトになり、タンパク質のチロシンをニトロ化する（Del Río 

2015）。つまり、NO はタンパク質を修飾してその働きを阻害するため、過剰な NO に

よって正常な細胞の活動が維持されなくなり、植物の⽣⻑が変化するのだろうと考えら

れる。これらのことから、過剰な NO を適切に制御することが、⾮⽣物ストレス条件下

でも旺盛に育つ植物を作出することにつながる可能性が⼤いにある。 

 

1-3 冠⽔ストレス応答と⼀酸化窒素 

冠⽔は、1-1 で述べたように、⾮⽣物ストレスの中でも解決すべき⼤きな問題である。

根系の冠⽔は、ダイズの根の⽣⻑を著しく阻害する。冠⽔条件下で 10⽇間ダイズを栽

培すると、地表付近の茎に⼆次通気組織や不定根が形成され、中⼼柱や⽪層が肥⼤し空
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気の通り道ができる。これらの変化は、冠⽔耐性品種の⽅が、冠⽔感受性品種よりも早

く起こる（Valliyodan et al. 2014）。冠⽔耐性品種では、冠⽔時に速やかに空気の通り道

ができることで、冠⽔による低酸素状態からより早く脱することができると考えられる。

とはいえ、Valliyodan et al. （2014）によると、冠⽔耐性品種でも、10⽇間の冠⽔によ

り根のバイオマスは⾮冠⽔時と⽐べ５０％程度減少し、根の⽣⻑が著しく阻害される。

ミヤコグサを含む様々な植物において、低酸素条件下で NO 量が上昇する（Benamar et 

al. 2008, Shimoda et al. 2005, Hebelstrup et al. 2012）。ミヤコグサは、冠⽔によっても

根の NO 量が上昇する（Fukudome et al. 2019b）。トマトを⽤いた研究では、過剰な NO

が根の伸⻑を抑制することがわかっている（Correa-Aragunde et al. 2004）。ミヤコグサ

と同じマメ科植物であるダイズも冠⽔によって根組織内の NO 量が上昇し、過剰な NO

によって根の伸⻑が抑制されることが予想されるが、冠⽔条件下のダイズでの NO 量

がどのように変化するかは明らかではない。そこで、本研究では、第 2 章でダイズの冠

⽔条件下での NO 量の変化について検討した。 

 

1-４植物ヘモグロビンによる⼀酸化窒素調節の機構 

本研究では、NO制御にかかわる因⼦として、植物ヘモグロビンに着⽬した。植物ヘ

モグロビン（GLB）は、動物や細菌のヘモグロビンと起源は同じであり、植物界に広く

保存されているタンパク質である（Hill 1998）。GLBは、そのアミノ酸配列に基づいて、
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クラス 1 植物ヘモグロビン（GLB1）、クラス 2 植物ヘモグロビン（GLB2）、クラス 3

植物ヘモグロビン（GLB3）の 3 つのクレードに分類される（Hunt et al. 2001, Watts et 

al. 2001）。GLB1 については、NO 調節能⼒がこれまでに数多く報告されている。ミヤ

コグサでは GLB1 をコードする LjGlb1-1 の⾼発現系統では、根組織の NO 量が低く

（Shimoda et al. 2009）、低発現系統では⾼くなること（Fukudome et al. 2016）が⽰さ

れている。ダイズのゲノム上にも、GLB をコードする遺伝⼦が複数存在する（図１）。

それらの中で、GLB1 をコードする遺伝⼦として、GmGLB1 と GmGLB1-like がある

（Anderson et al. 1996, Schmutz et al. 2010）が、NO 調節能⼒をもつかは明らかになっ

ていない。しかしながら、この２つは LjGlb1-1 と⾮常に相同性の⾼いアミノ酸配列を

有しており（図２A）、LjGlb1-1 同様に NO 調節にはたらく可能性が⾼い。シロイヌナ

ズナでは、GLB1 をコードする AtGLB1 を強く発現させた系統では、野⽣系統と⽐べ葉

の NO 量が⾮常に低く、AtGLB1 を強く抑制した系統では⾮常に⾼くなる（Hebelstrup 

et al. 2012）。更に、ヤシャブシの GLB1 をコードする遺伝⼦をミヤコグサの根で恒常

的に発現させると、根の NO 量を低く保つことも分かっている（Fukudome et al. 2019b）。

これらのことから、GLB1 の NO 調節能⼒は植物で広く保存されており、やはり、

LjGlb1-1 と相同性の⾼い GmGLB1 や GmGLB1-likeが、NO 調節に働く可能性は⾮常

に⾼い。ミヤコグサの根での LjGlb1-1 遺伝⼦の発現は、NO 供与剤である S-nitroso-

N-acetyl-D, L -penicillamine（SNAP）によって誘導され、SNAP と同時に NO 除去剤
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である cPTIO で処理すると、SNAP単独処理よりも低くなることから LjGlb1-1 は NO

応答性であることが⽰されている（Shimoda et al. 2005）。このことと LjGlb1-1がNO

調節能⼒をもつことから、NO に応答して LjGLB1-1 遺伝⼦の発現が上昇し、増加した

LjGlb1-1 が NO 量を調節するというフィードバック調節機構があることが分かる。

GmGLB1 や GmGLB1-like についてもこのようなフィードバック調節機構の存在が考

えられるが、これらの遺伝⼦の NO 応答性については明らかではなかった。第３章では

GmGLB1 遺伝⼦や GmGLB1-like 遺伝⼦をふくめたダイズの植物ヘモグロビン遺伝⼦

の NO 応答性について検討し、GmGLB1 や GmGLB1-like による NO のフィードバッ

ク調節機構の存在を⽰唆する結果が得られた。 
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1-５ダイズの植物ヘモグロビンによる⾮⽣物ストレス耐性獲得の可能性 

ミヤコグサでは、低温や低酸素といった⾮⽣物ストレスで組織内の NO 量が上昇し、

これらのストレスは LjGlb1-1 の発現も誘導する（Shimoda et al. 2005）。また、組換え

タンパク質や LjGlb1-1 の変異系統を⽤いた研究により、LjGlb1-1 は NO 調節能⼒を持

つことが⽰されている（Shimoda et al. 2005, Shimoda et al. 2009, Fukudome et al. 2016）。

これらのことから、低温や低酸素などの⾮⽣物ストレスによって上昇した NO に応答

して LjGlb1-1 の発現が誘導され、過剰な NO を調節するのだろうと考えられる。 

ダイズの GLB1 をコードする GmGLB1 も、冠⽔によって誘導される（Valliyodan et 

al. 2014）。また、冠⽔時に冠⽔感受性品種と耐性品種間で GmGLB1 の発現を⽐較する

と、冠⽔感受性品種で常に⾼いことが⽰されている（Valliyodan et al. 2014）。GmGLB1

も LjGlb1-1 と同様に、GmGLB1 も NO 応答性を有しているため、冠⽔によって上昇

した NO を介して GmGLB1 の発現が誘導されるのだろうと考えられる。⼀⽅、ダイズ

で GLB1 をコードするもう⼀つの遺伝⼦である GmGLB1-like については、⾮⽣物スト

レス応答性についての知⾒はない。そこで、第 4 章では、GmGLB1-like を含めたダイ

ズの GLBをコードする遺伝⼦の⾮⽣物ストレス応答性について検討することにより、

⾮⽣物ストレス条件下で働いていると予想されるダイズの GLB遺伝⼦を明らかにし、

その機能についても議論した。 
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第 2 章： ⾮⽣物ストレスによる植物の⽣⻑と⼀酸化窒素量の変化 

 

2-1 序論 

ダイズは⾮⽣物ストレスに感受性が⾼く、例えば、根に対して冠⽔処理を施すと、根

の⽣⻑が著しく阻害される（Valliyodan et al. 2014）。NO は植物の⽣⻑の様々な段階に

関与しており、⾮⽣物ストレス応答においても重要な役割をもつ（Simontacchi et al. 

2015）。ダイズと同じマメ科植物であるミヤコグサでは、冠⽔によって根組織内の NO

量が上昇する（Fukudome et al. 2019b）ことから、ダイズでも同様のことが起こりうる

と考えられるが、冠⽔によってダイズの根で、NO の⽣産が上昇するかどうかについて

の知⾒はない。そこで、本章では、⾮⽣物ストレスに対するダイズの応答を明らかにす

ることを⽬的として、冠⽔条件下でのダイズの⽣⻑と NO 量の変化を検討した。  

 

2-2 材料と⽅法  

2-2-1 使⽤したダイズ品種と発芽  

実験には Glycine max cv. Fukuyutaka を使⽤した。殺菌のため種⼦を 0.5％次亜塩素

酸ナトリウムに 1分間浸漬し、蒸留⽔で 10回洗浄したのち、蒸留⽔中で 10分間攪

拌した。 その後、Leonardo jar1個につき、4 つの種⼦を 2.5 cm の深さで播種した。

Leonardo jarは 300 mLのダイズ⽔耕液（SS, 表１）を⼗分に吸⽔させたバーミキュ
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ライトを充填し滅菌したものを使⽤した。播種後 4⽇間、28°C（16 時間明期/ 8 時

間暗期）に保存し、発芽した種⼦を Leonardo jar1個あたり 1 つになるよう間引いた

[本研究では、この⽇を発芽後 0⽇（dpg, days post germintaion）と定義した]。 
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2-2-2 ⻑期冠⽔ 

2-2-1 のようにしてLeonardo jarに準備した実⽣に対して、0 dpgから 10⽇間（28℃，

16 時間明/ 8 時間暗）、根が完全に沈むように SS を満たした容器に Leonardo jarご

と沈めた。0 dpg に 300mLの SS を Leonardo jarに加え、10⽇間栽培したものを対

照区とし、それぞれ葉と根について⽣重量を測定した。この実験では、根粒菌

USDA110 は接種しなかった。 

 

2-2-3 冠⽔条件下での⼀酸化窒素量の測定 

200 mLの蒸留⽔を吸⽔させたバーミキュライトを充填し滅菌したシャーレ（直径 16 

cm×深さ 4 cm）を⽤意した。このシャーレに 100 粒の種⼦を播種した。24 時間

（28°C，16 時間明/ 8 時間暗）後、種⼦を 0.5％次亜塩素酸ナトリウムで表⾯殺菌

し、5 mLの 1％アガロースを含む滅菌したプラントボックス（幅 7 cm×⻑さ 7 cm×

深さ 9 cm）それぞれに 3 粒を播種し、7⽇間（28°C，16 時間明/ 8 時間暗）栽培し

た。その後、プラントボックスに 100 mLの蒸留⽔を加えて冠⽔区とした。対照区と

して、プラントボックスに 100 mLの蒸留⽔を注ぎ、すぐに⽔気を切った。 3 時間、

6 時間、および、24 時間後、冠⽔区と対照区の各プラントボックスを 100 mLの蒸

留⽔で洗い流したのち、5 mLの蒸留⽔を追加し、室温で 30分間静置した。 5mLの

蒸留⽔から 10 µLをサンプリングして 10 µLのDAR-4M溶液（diaminorhodamine-
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4Mを蒸留⽔で 1：100 に希釈した⽔溶液）と混合し、蛍光強度を測定した。混合液

の蛍光強度はマイクロ蛍光分光光度計ES-2 をもちい、excitation は 560 nm、emission

は 575 nm で測定した。根の乾燥重量あたりの相対蛍光強度を放出 NO 量とした。

この実験では、根粒菌USDA110 は接種しなかった。 

 

2-2-4 ⻑期⼀酸化窒素供与剤による処理 

2-2-1 のようにして準備した実⽣を NO 供与剤で処理して 10⽇間（28℃，16 時間明

/ 8 時間暗）栽培したのち、葉と根それぞれの⽣重量を測定した。NO 供与剤処理と

して、0 dpg に 300 mLの SNP（20 µMもしくは 200 µMになるように SS に溶解）

を Leonardo jarに加えた。SNP のアナログとして potassium ferrocyanide（PF）を

使⽤した。PF処理として、0 dpg に 200 µM PF（SS に溶解）300 mLを Leonardo 

jarに加えた。300 mLの SS を 0 dpg に Leonardo jarに加え、10⽇間栽培したもの

をそれぞれの対照区とした。この実験では、根粒菌USDA110 は接種しなかった。 

 

2-3 結果  

2-3-1 冠⽔による⽣重量の変化 

10⽇間の連続した冠⽔ののち、葉と根の⽣重量を測定した。冠⽔区の葉は対照区の

葉と⽐べ有意な⽣重量の変化は⾒られなかった（図３A）。しかしながら、冠⽔区の



15 
 

根の⽣重量は、対照区と⽐べ⼤幅に減少した（図３B）。また、冠⽔区では根⽑の減

少(図４A, B)、不定根や⼆次通気組織の発達 (図４C, D) がみられた。 
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D 図 4．冠水による植物の形態変化
冠⽔条件下で10⽇間栽培したダイズの根の形態
変化を観察した。(A, B)実体顕微鏡を⽤い冠⽔
区での根の形態を対照区と⽐較した。冠⽔区で
は根⽑の減少が確認された。(C, D) 冠⽔区で
のみ地表付近に不定根の形成がみられた。冠⽔
区では、対照区に⽐べ、地表付近で⼆次通気組
織の形成が多くみられた。
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2-3-2 冠⽔による⼀酸化窒素量の変化 

3 時間、6 時間、24 時間の冠⽔処理を⾏い、NO 特異的蛍光試薬によって根からの放

出ＮＯ量を測定した。冠⽔区と対照区の同時間での放出 NO 量を⽐較したところ、

冠⽔処理 6 時間後と 24 時間後に有意に⾼い値を⽰した（図５）。  
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2-3-3 ⼀酸化窒素供与剤による⽣重量の変化 

SNP 処理、及び、PF処理 10⽇後に、根と葉の⽣重量を測定した。SNP 処理区の葉

は対照区の葉と⽐べ有意な⽣重量の変化は⾒られなかった（図６A）。しかしながら、

SNP 処理区の根は対照区の根と⽐べ有意に⽣重量が減少した（図６B）。SNP は NO

だけでなく、シアン化物または鉄-シアン化物錯体、あるいは、その両⽅を⽣成する

（Bethke et al.2006）。そこで、SNP のアナログである PFによる根の⽣重量の変化

についても調べた。PF処理区の根の⽣重量は対照区の根と⽐較して、有意ではない

ものの、減少していた（図６B）。 
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2-4 考察 

ダイズの根は、冠⽔によって⽣重量の減少（図３B）、根⽑の減少（図４B）、不定根の

誘導（図４C, D）といった根の形態変化を引き起こした。同時に冠⽔は、根の NO 量を

著しく増加させた（図５）。NO は、根や共⽣特異的な器官である根粒の維持と形成に

おいてシグナル分⼦として機能する物質である（Simontacchi et al. 2015）ことから、冠

⽔によっておこった様々な根の形態的変化に、NO が関与するのではないかと考えた。

そこで、NOそのものによっても、冠⽔と同様の変化が引き起こされるかどうかを調べ

た。NO 供与剤である SNP を加えてダイズを 10⽇間栽培したところ、根の⽣重量が減

少した（図６）。しかしながら、SNP は、NOだけでなく、シアン化物、または、鉄-シ

アン化物錯体、あるいは、その両⽅を⽣成する（Bethke et al.2006）。SNPが発⽣する

シアン化物と鉄-シアン化物錯体が、根の⽣重量に影響するのではないかということを

考え、SNP のアナログである PFで処理し、同様に 10⽇間栽培したダイズの根の⽣重

量を測定した。PF 処理区では対照区と⽐較して有意差はないものの、根の⽣重量が減

少する傾向にあった（図６B）。このことから、SNPから⽣じるシアン化物や鉄-シアン

化物錯体もまた、根の⽣⻑を阻害する可能性がある。しかしながら、SNP 処理区の根

は、PF処理区よりも更に⽣重量の減少がみられた（図６B）。シアン化物や鉄-シアン化

物錯体による根の⽣⻑阻害の可能性を考慮すべきではあるが、他の植物と同様（Correa-

Aragunde et al. 2004,Wang et al. 2017）、ダイズでも NO によっても根の⽣⻑が阻害さ
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れたと考えられた。このことに加えて、冠⽔ではダイズの根の⽣重量が減少し（図３B）、

根から放出された NO 量が増加した（図５）ことを加味すると、冠⽔によって NO が

過剰に⽣産されたことが、根の⽣⻑を阻害した⼀因であると考えられた。 

NO はオーキシンの分解を促進する（Terrile et al. 2012）ため、オーキシンの濃度勾

配によって根の⽣⻑や発達を適切に制御する（Overvoorde et al. 2010）ことができなく

なり根の⽣⻑を阻害すると考えられる。くわえて、 細胞内では、過剰な NO は多くの

タンパク質を修飾するため（Del Río 2015）、細胞の正常な活動を維持できなくなるこ

とも根の⽣⻑が阻害される⼀因であると考えられる。ダイズでも、冠⽔によって NOが

過剰に⽣産されたことにより、恐らく、NO の細胞毒性の顕在化や植物ホルモンのバラ

ンスの変化が引き起こされ、ダイズの根の⽣重量が減少したのだろうと考えられる。加

えて、不定根(Pagnussat et al., 2004)や根⽑(Lombardo et al., 2006)の形成にも NOが関

係することが知られており、本研究で観察された冠⽔による根⽑の減少（図４A, B）や

不定根の形成（図４C, D）も、過剰な NO による形態変化だろうと考えられる。以上の

ことから、冠⽔で⾒られた根の形態的な変化の多くに NO が関与していることが⽰唆

される（Araragi et al. 2021）。 
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第 3 章： ダイズ植物ヘモグロビン遺伝⼦の 

⼀酸化窒素に対する発現応答 

 

3-1 序論 

植物ヘモグロビン（GLB）は植物界に広く保存されているタンパク質であり、アミノ

酸配列に基づいて、GLB1、GLB2、GLB3 の 3 つのクレードに分類される（Hunt et al. 

2001, Watts et al. 2001）。そのなかで、GLB1 の NO 調節への関与が、これまでに数多

く報告されている。アブラナ科のモデル植物であるシロイヌナズナでは、GLB1 をコー

ドする AtGLB1 を強く発現させた系統は、野⽣系統と⽐べて組織内の NO 量が低く、

AtGLB1 を発現を強く抑制した系統では、反対に⾼くなる。（Hebelstrup et al. 2012）。

マメ科のモデル植物であるミヤコグサでも、GLB1 をコードする LjGlb1-1 の⾼発現系

統では NO 量が低く（Shimoda et al. 2009）、低発現系統では⾼くなること（Fukudome 

et al. 2016）が⽰されている。これらのことから、さまざまな植物で、GLB1がNO制

御に働いていると予想される。 

ダイズでは、少なくとも 8 遺伝⼦がGLBをコードする遺伝⼦として同定されている

（図１）。GLB1 に分類されるタンパク質をコードする遺伝⼦として GmGLB1 と

GmGLB1-like（Anderson et al. 1996, Schmutz et al. 2010）、GLB2 として leghemoglobin 

A、C1、C2、C3（Hyldig-Nielsen et al. 1982, Wiborg et al. 1982）、 GLB3 としては
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GmGLB3 が同定されている（Lee et al. 2004）。 加えて、NCBI データベースには、

GmGLB3 と 相 同 性 の ⾼ い 遺 伝 ⼦ （ 79 ％ ア ミ ノ 酸 同 ⼀ : 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001249232.2）が存在する（本研究ではこ

の遺伝⼦を GmGLB3-like とした）。ダイズでも GLB1 に分類されるタンパク質をコー

ドする GmGLB1 については、冠⽔によって発現が誘導されること、冠⽔感受性品種と

耐性品種間で冠⽔時の GmGLB1 の発現を⽐較すると、冠⽔感受性品種で GmGLB1 の

発現が常に⾼いことが⽰されており（Valliyodan et al. 2014）、GmGLB1が冠⽔条件下

での NO 調節に寄与しているのではないかと期待される。しかしながら、GmGLB1 を

含めたダイズの GLB遺伝⼦の機能や特徴についての網羅的な報告はない。そこで、本

章では、ダイズの GLB遺伝⼦の NO 応答性を明らかにし、その機能について議論した。 

  

3-2 材料と⽅法  

3-2-1 使⽤したダイズ品種 

実験には Glycine max ʻFukuyutakaʼを使⽤した。 

  

3-2-2 ⼀酸化窒素供与剤（SNP）処理 

2-2-1 に⽰したようにダイズの種⼦を殺菌、播種、間引きを⾏った。 その後、9⽇間

（28℃，16 時間明/ 8 時間暗）栽培したのち、NO 供与剤としての SNP で処理し 24
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時間（28℃，16 時間明/ 8 時間暗）栽培した。 SNP のアナログとして、PFを使⽤

した。 各処理として、Leonardo jarに 500 µM SNP 100 mL（SS に溶解）、もしくは

500 µM PF 100 mL（SS に溶解）を加えた。 対照区には 100 mLの SS を使⽤した。 

24 時間後、全 RNA 抽出⽤の試料として、根を液体窒素ですばやく凍結した。この

実験では、根粒菌USDA110 は接種しなかった。 

 

3-2-3 ⼀酸化窒素供与剤（SNAP）、NO 除去剤（ｃPTIO）処理 

2-2-1 に⽰したようにダイズの種⼦を殺菌、播種、間引きを⾏った。 その後、７⽇

間（28℃，16 時間明/ 8 時間暗）栽培した植物から根を切り出して各処理を施した。

NO 供与剤として S-nitroso-N-acetyl-D, L-penicillamine（SNAP）を、NO 除去剤と

して cPTIO を使⽤した。各処理として、1 mM SNAP または 1 mM SNAP と 1 mM 

cPTIO の混合液、または 1mM cPTIO のみを含む蒸留⽔ 5 mLで湿らせた濾紙の間

に、切り出した 7 dpg のダイズの根をはさみ、暗所にて室温で 12 時間静置した。対

照区には５ｍLの蒸留⽔を使⽤した。12 時間後、全 RNA 抽出⽤の試料として、根を

液体窒素ですばやく凍結した。この実験では、根粒菌USDA110 は接種しなかった。 

 

3-2-4 全 RNA の抽出と qRT-PCR による植物ヘモグロビン遺伝⼦の発現解析  

全 RNA は、Plant Total RNA Extraction Miniprep System（Viogen BioTek Corporation）
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を⽤いて 100µLの RNaseフリーの⽔に抽出した。 抽出溶液全量に対して 2unit/µL 

RT-grade DNase (株式会社ニッポン・ジーン)を 1 µL と 40 unit/µL Recombinant 

RNase Inhibitor (タカラバイオ株式会社)を 0.1 µL加え 30 分３７ ℃で静置したの

ち、3 M 酢酸ナトリウム 5 µLと 100 % イソプロパノール 400 µLを加え 15,000 rpm

で 30 分遠⼼分離し全 RNA を沈殿させた。上澄を除いたのち沈殿に 70 % エタノー

ル 1 mL を加え洗浄した。その後、沈殿を 50 μL RNase フリーの⽔に溶解した。

qRT-PCR には、根、根粒、葉から抽出・精製した全 RNA を 5 ng/µLになるように

調整し使⽤した。One Step TB Green PrimeScript Plus RT-PCRキット（タカラバ

イオ株式会社）を⽤いて反応液を 1 well当たり 18.75 ng の cDNA を含む 15μLと

なるよう調製し、96 well plate に分注した。qRT-PCR の温度プロファイルは、42°C

で 5分間、95°C で 10秒間の第⼀段階と 95°C で 5秒間、61°C で 30秒間、72°C

で 1分間を 40〜50回繰り返す第⼆段階と設定し、Applied Biosystems 7300 realtime 

PCR system（サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社）を⽤いて⾏った。 

得られたデータは 7300 Systems SDS v.1.2.2 software（サーモフィッシャーサイエン

ティフィック株式会社）で分析した。 内在性コントロールとして F-BOX 遺伝⼦を

使⽤し、それぞれの GLB遺伝⼦の発現を定量した。それぞれの遺伝⼦⽤のプライマ

ーセットは、Primer3 Web v.4.1.0 software（http://primer3.sourceforge.net/）をも

ちいて設計したが、GLB2 をコードする 4 つの遺伝⼦については、共通して保存さ
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れる領域を認識するユニバーサルプライマーセット⼀組を設計した。それぞれのプ

ライマーの塩基配列は表２に⽰す。 

 

3-3 結果  

3-3-1 ダイズ植物ヘモグロビン遺伝⼦の⼀酸化窒素応答性 

SNP と SNAP を NO 供与剤として使⽤し、GLB遺伝⼦の発現を測定した（図７, ８,

９）。 SNP 処理 24 時間後の根では、対照区と⽐較して有意に GmGLB1 の発現が

誘導された（図７A）。 GmGLB1-like も SNP によって有意に発現が上昇したが、

その程度は、GmGLB1ほど強くはなかった（図７B）。 SNP のアナログである PF

によっても GmGLB1 と GmGLB1-like の発現は上昇した。SNP 処理区の⽅が PF

処理区よりも⾼い傾向を⽰したが、有意差はなかった（図７A，Ｂ）。GmGLB3 は、

SNP 及び PFに対する発現の応答はみられなかった（図７C）。GmGLB3-like は、
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SNP によって、わずかではあるものの有意に発現が上昇した（図７D）。GmGLB3-

like の PFに対する応答は、ほとんど⾒られなかった。 
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切断した根を 1mM SNAP で 12 時間処理すると、対照区と⽐較して GmGLB1、

GmGLB1-like の発現が有意に誘導された（図８A, ９）。NO 供与剤である SNAP を

NO 除去剤である cPTIO と共処理して GmGLB1 の発現を⽐較したところ、SNAP

単独処理よりも GmGLB1 の発現が有意に低かった（図８A）。GmGLB1-like につい

ては、反復実験は実施していないが、SNAP単独処理よりも cPTIO と SNAP の共処

理で発現が低かった（図８B）。GmGLB2 は、いずれの処理でも発現しなかった（data 

not shown）。GmGLB3 は、SNAP に対する応答性がまったくみられなかった。GmGLB3-

like は、SNAP によって、わずかではあるものの有意に発現が上昇した（図９）。 
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3-4 考察  

NO 応答性の GLB 遺伝⼦を同定するため、SNP と SNAP を NO 供与剤として使⽤

し、それぞれの GLBの発現を解析した。 SNP によって、GmGLB1 の発現が誘導され

た（図７A）。GmGLB1-like も SNP によって有意に発現が上昇したが、GmGLB1ほど

強くは誘導されなかった（図７B）。SNP は、NOだけでなく、シアン化物と鉄-シアン
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化物錯体の両⽅を⽣成する（Bethke et al.2006）。そのため、SNP による実験結果だけ

では、ＮＯに応答した発現の上昇だとは結論づけられない。そこで、SNP のアナログと

して、シアン化物などを⽣成するが NO は⽣成しない PFを⽤いて GLB遺伝⼦の発現

を調べた。 PFも対照区と⽐較して有意に GmGLB1、GmGLB1-like の発現を誘導し、

SNP 処理区と PF処理区の間に有意差はなかった（図７A、B）。このことは、GmGLB1

と GmGLB1-like は NOだけではなく、シアン化物などの副産物に応答していることを

⽰している。従って、SNP と PFを⽤いた実験だけでは、GLB遺伝⼦の NO 応答性を

判断することはできないと考えた。 

次に、SNP とは NO の発⽣機序が異なるＮＯ供与剤である SNAP を⽤いて、GmGLB1

と GmGLB1-like の発現を解析した。SNAP は、NO とジスルフィドを⽣成する（Singh 

et al。1996）。切断した根を 1 mM SNAP で 12 時間処理すると、対照区と⽐較して

GmGLB1 と GmGLB1-like の発現が有意に誘導された（図８A，９）。更に、NO 除去

剤である cPTIO と SNAP で共処理し、GmGLB1 の発現を定量したところ、SNAP 単

独処理より発現が有意に低かった（図８A）。このことから、GmGLB1 の発現は明らか

に NO によって誘導されることが判明した。GmGLB1-like の発現ついても、cPTIO と

SNAP で共処理したところ、SNAP単独処理より発現が低いことから（図８B）、NO に

よって誘導されると考えられた。 

ダイズと同じマメ科植物であるミヤコグサでは、GLB1 をコードする LjGlb1-1 の⾼
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発現系統で根組織内の NO 量が低く（Shimoda et al. 2009）、低発現系統では⾼い

（Fukudome et al. 2016）。LjGlb1-1 の発現は、⾮常に⾼いＮＯ応答性を有しており

（Shimoda et al. 2005）、植物で NO 量が上昇した際に、NO を調節するフィードバッ

ク機構を有していると予想される。GmGLB1 と GmGLB1-like は LjGlb1-1 と⾮常に相

同性の⾼いアミノ酸配列を有しており（図２A）、LjGlb1-1 同様に NO 調節に働く可能

性が⾼く、また、NO 応答性のある GmGLB1 や GlmGLB1-like も LjGlb1-1 と同様の

フィードバック機構を有しているではないかと考えられる。GmGLB1-like は、

GmGLB1 に⽐べ根での NO 供与剤、特に SNP への応答が低く（図７A、B、８A、９）、

根における GmGLB1-like の NO 応答性は GmGLB1 よりも低いことが⽰唆される。そ

のため、GmGLB1-like が、根での NO 調節に積極的に関与しているかは不明である。 

GmGLB3 は SNP、SNAP いずれに対してもまったく応答しなかった (図７C、９)こ

とから、NO 応答性はないと結論付けた。GmGLB3-like は SNP、SNAP いずれに対し

てもわずかではあるが有意に発現が上昇したことから、低いながらも NO 応答性を有

していると考えられる。また、他の GLB と⽐べ GmGLB3 や GmGLB3-like のアミノ

酸配列が⾮常にユニークであり（図２B）、機能的にも分化している可能性があるが、発

現応答の解析結果だけからは、どのような機能を有するかを議論するには及ばなかった。 

これらの結果から、ダイズのゲノム上に存在する GLBをコードする 8 遺伝⼦のうち、

GmGLB1 と GmGLB1-like に NO に対する発現の応答性があり、また、GmGLB1が、
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GmGLB1-like より強く応答することが明らかとなった（Araragi et al. 2021）。ダイズに

おける NO制御機構で、GmGLB1 と GmGLB1-like のどちらが中⼼的役割を果たして

いるかは、遺伝⼦の発現応答の解析だけで議論することは困難である。今後は、

GmGLB1 と GmGLB1-like の組織におけるタンパク質の存在量、及び、NO との親和

性の解析などが重要な課題であろう。  
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第 4 章： ダイズ植物ヘモグロビン遺伝⼦の 

⾮⽣物ストレスに対する発現応答 

 

4-1 序論 

GLB1 が⾮⽣物ストレス条件下で⽣産される NO の制御に⼤きくかかわることは、

ダイズと同じマメ科植物であるミヤコグサで多数報告されている。ミヤコグサでは、低

温や低酸素など NO の上昇がみられる⾮⽣物ストレス条件下では、LjGlb1-1 の発現が

上昇する。⼀⽅、スクロース添加による浸透圧ストレスのような NO の上昇がみられな

いストレス条件下では、LjGlb1-1 の発現は上昇しない（Shimoda et al. 2005）。加えて、

LjGlb1-1 は⾮常に⾼いＮＯ応答性を有していることから（Shimoda et al. 2005）、⾮⽣

物ストレスに応答した LjGlb1-1 の発現の上昇は、NO を介すると考えられる。また、

LjGlb1-1 の⾼発現系統では、組織内の NO 量が低く（Shimoda et al. 2009）、低発現系

統では⾼い（Fukudome et al. 2016）ことから、⾮⽣物ストレス条件下で⽣産される

LjGlb1-1 は、過剰に存在する NO 量を調節すると考えられる。 

ダイズでは、GLB1 をコードする遺伝⼦の⼀つである GmGLB1 の発現は、冠⽔に応

答すると報告されている（Valliyodan et al. 2014, Casarotto et al. 2019）。GmGLB1 は

LjGlb1-1 とアミノ酸配列の相同性が⾼く（図２A）、GmGLB1 は、冠⽔条件下での NO

制御の役割を持つ可能性がある。GmGLB1 とは異なるクレードに属する GmGLB3 の
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発現も冠⽔によって上昇することが報告されており（Lee et al. 2004）、冠⽔などの⾮⽣

物ストレスにダイズの GLB遺伝⼦が広く応答し、植物ホルモンなどと協調して働いて

いる可能性がある。しかしながら、ダイズの GLB遺伝⼦について、⾮⽣物ストレスに

対する応答を網羅的に解析した事例はなく、その役割についても明らかではない。 

耐塩性の植物であるベンケイソウでは、塩ストレスによって NOが⽣産される。NO

は Ca2 +流⼊を促進し、Ca２+の流⼊は Na+ 排出の促進と K+ 排出を抑制することでイオ

ンバランスを変化させる（Chen et al. 2019）。シロイヌナズナでも、塩ストレスによっ

て過剰に NOが⽣産される。シロイヌナズナでは、塩ストレスに応答して過剰に⽣産さ

れた NOが、オーキシンを介して根端分裂組織を減少させ、その結果、根の⽣⻑が阻害

される（Liu et al. 2015）しかし、すべての⾮⽣物ストレス条件下で、NO 量の上昇がみ

られるわけではない。例えば、ダイズでは、塩ストレスに応答した NO ⽣産は⾒られな

いとの報告（Kataria et al. 2020）がある。イオンバランスについて、ダイズは⾼塩条件

下で、根組織での Na +および Cl- 濃度の増加がみられる（Umezawa et al. 2000）。冠⽔

感受性のダイズ品種ではこの傾向が強く、⾼塩処理によって塩感受性の低い品種より

Na+や Cl-の含有量が⾼くなり、K+の含有量が低くなる（Liu et al. 2017）。現在のとこ

ろ、NOが⽣産されない⾮⽣物ストレスに対して、ダイズの GLBが応答するかどうか

という報告はない。そこで、本章では、ダイズに対して NO を⽣産を誘導する⾮⽣物ス

トレスである「冠⽔」と NO を⽣産を誘導しない⾮⽣物ストレスとして「塩」を⽤いて、
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GLB 遺伝⼦の発現を網羅的に解析し、それぞれの遺伝⼦の⾮⽣物ストレスへの応答性

や、各組織での発現プロファイルと合わせて役割について議論した。 

 

4-2 材料と⽅法  

4-2-1 使⽤したダイズ品種と根粒菌株 

実験には Glycine max cv. ̒ Fukuyutakaʼを使⽤した。 ゲノム配列が明らかになってい

る Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110（Kaneko et al. 2002）を共⽣根粒菌とし

て使⽤した。 根粒菌USDA110 は、yeast-mannitol 培地（Keele et al. 1969）で 7⽇

間培養した。培養菌体を遠⼼洗浄後、蒸留⽔に 1x107 cells mL-1 となるように稀釈し

た菌体懸濁液を調製し、ダイズに接種した。 

 

4-2-2 ⻑期塩処理 

2-2-1 のようにして準備した実⽣に対して、塩を処理して 10⽇間（28℃，16 時間明

/ 8 時間暗）栽培したのち、それぞれ葉と根について⽣重量を測定した。塩として、

0 dpg で 300 mLの NaCl溶液（5 mMまたは 50 mM になるように NaCl を SS に溶

解）を Leonardo jarに加え 10⽇間栽培した。 300mLの SS を 0 dpg に加え 10⽇間

栽培したものを対照区とした。この実験では、根粒菌USDA110 は接種しなかった。 
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4-2-3 塩ストレス条件下での⼀酸化窒素量の測定 

2 Lの蒸留⽔を吸⽔させたバーミキュライトを充填したトレイ（幅 37 cm×⻑さ 26 

cm×奥⾏き 5 cm）に 200 粒の種⼦を播種した。 播種後 5 ⽇または 6 ⽇の実⽣を、

300 mLの SS を吸⽔させたバーミキュライトで充填した 6 つの Leonardo jarに移植

（6 実⽣/ Leonardo jar）した。13⽇間または 14⽇間（28℃，16 時間明/ 8 時間暗）

栽培したのち、塩処理した。Leonardo jarに 50 mM NaCl（SS に溶解）を 100 mL加

えて、塩処理とした。対照区には、100 mLの SS を与えた。各処理の 3 時間、6 時

間、または 24 時間後に、100 mLの蒸留⽔を Leonardo jarに通し、浸出液を回収し

た。 10 µLの浸出液に 10 µLのDAR-4M（蒸留⽔で 1：500 に希釈）を加え、蛍光

強度を測定した。混合液の蛍光強度はマイクロ蛍光分光光度計 ES-2 をもちい、

excitation は 560 nm、emission は 575 nm で測定した。根の乾燥重量あたりの相対

蛍光強度を放出 NO 量とした。この実験では、根粒菌USDA110 は接種しなかった。 

 

4-2-4  短期冠⽔処理及び塩ストレス処理 

2-2-1 に⽰したようにダイズの種⼦を殺菌、播種、間引きを⾏った。 その後、9⽇間

（28℃，16 時間明/ 8 時間暗）栽培したのち、冠⽔、もしくは塩処理し 24 時間（28℃

で 16 時間明/ 8 時間暗）栽培した。冠⽔処理として、SS で満たした容器に根が完全

に沈むように Leonardo jarを静置した。塩処理として、50 mM NaCl 100 mL（SS に
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溶解）を Leonardo jarに加えた。 対照区には 100 mLの SS を与えた。 24 時間後、

全 RNA 抽出⽤の試料として、根を液体窒素ですばやく凍結した。得られた根より、

3-2-4 に⽰す⽅法で全 RNA を抽出し、qRT-PCR にて標的遺伝⼦の発現量を定量し

た。この実験では、根粒菌USDA110 接種しなかった。 

  

4-2-5 根粒菌の接種 

2-2-1 に⽰したようにダイズの種⼦を殺菌、播種した直後に、4-2-1 に⽰すように調

製した菌体懸濁液 10 mLを接種した。0 dpg で Leonardo jar1個に 1個体となるよう

に実⽣を間引いた。その後 4週間（28℃で 16 時間明/ 8 時間暗）栽培した。根粒、

根、及び、葉をそれぞれ分離してサンプリングし、液体窒素ですばやく凍結して保存

した。 

 

4-3 結果  

4-3-1 塩による⽣重量の変化 

塩 (5 mMまたは 50 mM NaCl）処理 10⽇後、葉と根の⽣重量を測定した。塩処理

した葉と対照区の葉との間には、有意な⽣重量の差は⾒られなかった（図１０A）。

しかしながら、塩処理 (50 mM NaCl)した根では、⽣重量が対照区と⽐べ有意に減

少した（図１０B）。 
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4-3-2 塩による⼀酸化窒素量の変化 

3 時間、6 時間、24 時間の塩（50 mM NaCl）処理後、NO 特異的蛍光試薬DAR-4M

によって、根から放出されたＮＯ量を測定した。すべての測定点で、対照区と⽐較し

て、塩処理した根の放出 NO 量に有意な差はなかった（図１１） 
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4-3-3 ダイズ植物ヘモグロビン遺伝⼦の冠⽔及び塩ストレスへの応答性 

9 dpg ダイズ根に対して、冠⽔もしくは塩処理を 24 時間施し、各 GLB 遺伝⼦の発

現を定量した。冠⽔では、すべての GLB1 と GLB3 遺伝⼦の発現が有意に上昇した 

(図１２)。塩として 50 mM NaCl で処理したが、いずれの GLB遺伝⼦の発現も変化

しなかった（図１２）。根粒特異的に発現する遺伝⼦である GmGLB2 は冠⽔、塩、
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対照区のいずれの根においても発現していなかった（data not shown）。 

 

4-3-4 ダイズ植物ヘモグロビン遺伝⼦の組織特異的発現 

根粒菌接種後 4週後の根粒、根、葉での各GLB遺伝⼦の発現を定量した。GmGLB1

は、全ての組織で不偏的に発現していた（図１３A）。 GmGLB1-like は、葉で有意

に⾼く発現していた（図１３B）。GmGLB3 は根粒で、GmGLB3-like は根粒と根で、

有意に⾼く発現していた（図１３C, D）。 GmGLB2 は根粒でのみ、強く発現してい

た（図１３E）。 
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4-4 考察  

Valliyodan らの報告（Valliyodan et al. 2014）と同様に、GmGLB1 の発現は、冠⽔に

よって強く誘導された（図１２A）。GmGLB1が NO 応答性を有していた (図７A，８

A) ことと考え合わせると、GmGLB1 は、冠⽔条件下で NO を介して誘導されるのだ

ろうと考えられる。同じく NO 応答性のある GLB1 であるミヤコグサの LjGlb1-1

（Shimoda et al. 2005, Shimoda et al. 2009, Fukudome et al. 2016）と同様に、ダイズの

GmGLB1 も、NO の上昇を伴う冠⽔のような⾮⽣物ストレス条件下で、NO 制御に働

く可能性が期待される（Araragi et al. 2021）。加えて、GmGLB1 の発現は、根、葉、根

粒に普遍的であること（図１３A）から、様々な組織で NO制御に関与している可能性

がある（Araragi et al. 2021）。 

冠⽔は、GmGLB1-like の発現も誘導したが、GmGLB1ほど強くは誘導されなかった

（図１２B）。これは、根での GmGLB1-like の NO 応答性がGmGLB1 よりも低いため

であろう（図８B，９）。GmGLB1-like は、葉での発現が⾮常に⾼いことから（図１３

B）主に葉で機能していることが予想される。それぞれ GmGLB1、GmGLB1-like が  

コードするタンパク質の存在量と NO との親和性は明らかではないものの、GmGLB1-

like の根での NO制御に果たす役割は、GmGLB1程ではないのかもしれない。むしろ、

GmGLB1-like は NO によって引き起こされる葉での変化に深く関与しているのかもし

れない。例えば、葉では、気孔の開閉に NOが関与していることが知られている。⾮⽣
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物ストレスである UV や⾼濃度の⼆酸化炭素 (CO2)、植物ホルモンであるアブシシン

酸(ABA)やジャスモン酸(JA)によって NO の⽣産は上昇する(Neill et al. 2002, He et al. 

2005, Liu et al. 2005, Kolla and Raghavendra 2007)。UV、CO2、ABA、JA は、NOだけ

でなく、活性酸素種（ROS）の⽣産も誘導する(Zhang et al. 2001, Desikan et al. 2004, 

She et al. 2004, Suhita et al. 2004, He et al. 2005, Kolla et al. 2007)。ROS は亜硝酸や

NO と反応して活性窒素種(RNS)を形成する(van der Vliet et al. 1997)。更に、この RNS

が、ｃGMP をニトロ化し 8-nitro-cGMP を⽣産すると考えられている（Yermilov et al. 

1995, Sawa et al. 2007）。cGMPが暗所で気孔の開放に働く⼀⽅、8-nitro-cGMP は明所

で気孔の閉鎖に働く(Joudoi et al. 2013)。つまり、⾮⽣物ストレスや植物ホルモンに  

よって葉での NO 量が上昇すると、cGMP のニトロ化を介して明所でも気孔が閉鎖す

るということが考えられる。GmGLB1-like は、葉で NO 量を調節することで、明所で

気孔が閉鎖しないようにする役割を持っているのかもしれない。今後は、GLB 遺伝⼦

の発現と光との関係、あるいは、概⽇リズムとの関係を検討することも必要であろう。 

GmGLB3 と GmGLB3-like も冠⽔によって発現が上昇した（図１２C，Ｄ）。特に、

Lee らが既に報告（Lee et al. 2004）しているように、GmGLB3 は強く発現が誘導され

た（図１２C）。しかしながら、GmGLB3 は NO 応答性が全くない（図７C，９）こと

から、GLB 遺伝⼦を誘導する要因は NO だけでなく、NO 以外の要因が存在している

ことを⽰唆している。マメ科植物では GLB3 の発現が、根粒に限られていることは、既
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に知られている（Lee et al. 2004, Bustos-Sanmamed et al. 2011）。本研究でも、ダイズ

の GLB3 遺伝⼦である GmGLB3 の発現は、根粒でのみ強い発現が検出された（図１３

C）。Leghemoglobin（Lb）をコードしている GmGLB2 もまた、その発現は根粒特異的

であった（図１３E）。 Lb は、酸素との⾼い親和性を持ち根粒内での酸素分圧を調節

し、酸素によるニトロゲナーゼ活性の低下を阻⽌している（Appleby 1992）。冠⽔条件

下のダイズでは、地表付近の茎に⼆次通気組織や不定根が形成され、中⼼柱や⽪層が肥

⼤して空気の通り道ができる（Valliyodan et al. 2014）ことから、根系が低酸素状態に

なっていると考えられる。すなわち、根粒の内部組織も冠⽔条件下の根の組織も低酸素

条件にさらされていることを考慮すると、GmGLB3 は、低酸素条件下で酸素分圧の調

節に関与しているのかもしれない。いずれにしても、GmGLB3 が何に応答して冠⽔条

件下で発現が誘導されたのかについては不明ではあるが、根粒の⽣⻑段階で強く発現し、

細胞分裂を促進する植物ホルモンであるカイネチンにも応答する（Lee et al. 2004）こ

とを考慮すると、すくなくとも根粒の⽣⻑に関する役割を担っていることが⽰唆される。

しかしながら、これらダイズの GLBの機能をさらに理解するには、各組織でそれぞれ

の GLB遺伝⼦が何に応答するのか、また、コードするタンパク質の存在量、さらには、

酸素や NO との親和性などの⽣化学的特性を明らかにする必要がある（Araragi et al. 

2021）。 

塩は GmGLB1 を含むすべての GLB 遺伝⼦の発現を誘導しなかった（図１２）こと
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から、ダイズでは、塩ストレスに対する応答には、GLB は関与しないのだろうと考え

られる（Araragi et al. 2021）。しかしながら、ベンケイソウでは、NOが Ca2 +流⼊を促

進し、Ca２+の流⼊は   Na + 排出を促進して K+ 排出を抑制することでイオンバラ

ンスを変化させ、塩に対する感受性を低く保っている（Chen et al. 2019）。ダイズにお

いても、塩感受性の低い品種は Na+を低く、また、K+を⾼くすることで、感受性を低く

保っていると考えられている（Liu et al. 2017）。ダイズでは、塩ストレスに応答して発

現が上昇する GLB遺伝⼦は存在しないが、GLB遺伝⼦の発現量を⼈為的に調節するこ

とで NO 量を増加させ、塩耐性を獲得した品種を開発できる可能性もある。 
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第 5 章: 総括 

 

ダイズは、世界の⾷糧安全保障を牽引する重要な作物である。しかしながら、ダイズ

の⽣産は、環境の変化の影響を受けやすい。将来の⼈⼝増加に備えて、安定したダイズ

の⽣産体制を構築するためには、⾮⽣物ストレスに対する耐性をもつダイズ品種の作出

や栽培⽅法の確⽴が必須である。 

多くの植物で、⾮⽣物ストレスが NO の⽣産を誘導する（Shimoda et al. 2005, 

Benamar et al. 2008, Hebelstrup et al. 2012, Liu et al. 2015, Fukudome et al. 2019b）。

NO は 、 植 物 の ⽣ ⻑ の様々 な段階でシグナル分⼦ と し て の役割を持つこと や

（Simontacchi et al. 2015）、細胞内で⾮特異的にタンパク質を修飾すること（Del Río 

2015）から、⾮⽣物ストレス条件下での過剰な NO の⽣産は、植物の⽣⻑を阻害する。

そのため、⾮⽣物ストレス耐性の獲得には、NO ⽣産あるいは NO 量を調節する必要が

ある。 

NO 調節への関与が報告されている植物の遺伝⼦として、植物ヘモグロビン遺伝⼦

（GLB）がある（Shimoda et al. 2005, 2009, Hebelstrup et al. 2012, Fukudome et al. 

2016）。ダイズのゲノム上には GmGLB1 を含め８つの GLB遺伝⼦が同定されている。

本研究では、それぞれの GLB遺伝⼦の発現について、NO に対する応答性、及び、⾮

⽣物ストレスに対する応答性を明らかにし、いずれの遺伝⼦が NO 調節に関与するの
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かを議論した（図１４）。 
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ダイズの 8 つの GLB遺伝⼦の中で、GmGLB1、GmGLB1-like は、NO によって発

現が誘導され、加えて、冠⽔によっても誘導された。このことから、GmGLB1 と

GmGLB1-like は、冠⽔条件下で低酸素応答の⼀環として植物によって⽣産された NO

を介して発現が誘導されたものと考えられ、ダイズの NO 調節に関与している可能性

が⾼いことが判明した（図１４A）。特に、NO 応答性が⾼く、冠⽔によって⾮常に強く

誘導された GmGLB1 は、冠⽔条件下の根における NO の制御で、⼤きな役割を持つと

いうことが⽰唆された（Araragi et al. 2021）。⼀⽅、GmGLB1-like の発現は、葉で特に

強いことから、GmGLB1-like は、冠⽔によって葉で起こるなんらかのイベントで⼤き

な役割を持つ可能性がある(図１４B)。 

 冠⽔では、GmGLB1 と GmGLB1-like 遺伝⼦だけではなく GmGLB2 を除くすべて

の GLB遺伝⼦の発現が根で誘導された。その中には、NO によってまったく誘導され

ない GmGLB3 も含まれていた(図１４A)。つまり、冠⽔による GLB遺伝⼦の発現誘導

の経路には、NO を介さずに GmGLB3 を誘導する（もしくは NO と何らかのファクタ

ーが協調して GmGLB3 を誘導する）経路の存在が予想される。いずれにしても、

GmGLB3 遺伝⼦も、冠⽔において何らかの役割を担っていることが⽰唆されるが、本

研究では、その役割について議論するまでには⾄らなかった。また、GmGLB3 の発現

が根粒に限定されていることと、根粒の⽣⻑段階で強く発現し、細胞分裂を促進する植

物ホルモンであるカイネチンにも応答する（Lee et al. 2004）ことから、GmGLB3 は少
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なくとも根粒で機能していると考えられる（図１４C）。GmGLB3 の機能を明らかにす

るためには、今後、冠⽔条件下で、GmGLB3 が何に応答するのかに加え、根粒内での

遺伝⼦発現の変化を明らかにすることが必要であろう。 

塩によって発現が誘発される GLB遺伝⼦はなかったことから、ダイズでは、塩スト

レスに対する応答には、GLBは関与しないのであろう。 現在のところ、ダイズへの塩

耐性付与に GLB遺伝⼦が応⽤できるかどうかは不明である。しかしながら、ベンケイ

ソウのように、NO 量を増加させることで対塩性を獲得する植物種（Chen et al. 2019）

が存在することを考慮すると、ダイズでも GLBによる NO 量の調節機能を強化するこ

とにより、塩耐性を獲得できる可能性も排除できない。 

ミヤコグサと根粒菌の共⽣では、LjGlb1-1 による NO 量の調節により、根粒の窒素

固定活性の増加や根粒の⽼化の遅延がみられ（Fukudome et al. 2019a）、根粒に冠⽔耐

性を付与することにも成功している（Fukudome et al. 2019b）。ダイズもミヤコグサと

同じマメ科植物であり、根粒の形態形成や⽼化の過程も互いによく似ているので、

GmGLB1 によって根粒内NO 量を調節することができれば、共⽣能⼒を向上できる可

能性が⼗分ある。本研究では、GmGLB1が、ダイズの NO 調節に関与する可能性を提

⽰したが、今後、GmGLB1 が NO 調節で機能することをより明確にすることで、

GmGLB1 による⾮⽣物ストレス耐性の付与はもちろんのこと、根粒菌とダイズの共⽣

窒素固定系の機能の強化にも応⽤できると考える。 
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