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第I章 緒言 

 マメ科植物は土壌中の根粒菌と共生し、共生窒素固定を行うという他の植物種には見られない、農
業生産上極めて重要な性質を持つ。陸上植物種の約8割が樹立している菌根共生は宿主特異性がほと
んどないのに対し、マメ科植物に特徴的な根粒共生は宿主特異性が高い。菌根菌の感染は、植物と菌
根菌間での相互認識が行われた後、菌根菌は外生菌糸を伸長させ根の細胞間隙に侵入する。菌根菌は
根の皮層細胞内に侵入後、菌糸は宿主細胞由来の膜(アーバスキュラーメンブレン)に包まれ、樹枝状
体(アーバスキュル)と呼ばれる特徴的な細胞内共生器官を形成し菌根共生を開始する。一方、マメ科
植物と根粒菌では、根粒菌の放出するNod factorと呼ばれるシグナル物質を介した特異性の高い相互
認識が行われ、共生プロセスがスタートする。相互認識後、菌根菌との共生にも必要な“共通共生
経路”と呼ばれるシグナルカスケードが活性化し1)、共通共生経路を構成するSYMRK, CASTOR, 
POLLUX, CCaMK, CYCLOPSなどの遺伝子や、その後に誘導される根粒形成特異的な転写因子である
NSP1/NSP2やNINの働きにより、宿主植物の根毛内に感染糸が形成された後、根粒菌が感染糸を通
じて宿主細胞内に侵入し、共生器官である根粒が形成され共生窒素固定を開始する。また、根粒菌
は根粒内の感染細胞にて宿主細胞由来の膜であるペリバクテロイドメンブレン（PBM）に包まれ、
バクテロイドと呼ばれる共生に特化した形態に分化する。根粒菌の感染機構は菌根菌の感染機構の
一部をトレースする形で進化したものであると考えられており2)、共生の成立には宿主細胞と共生菌
間での物質交換が重要である。特に、アーバスキュラーメンブレンやPBMなどの共生膜こそが、宿
主細胞と共生菌間の物質輸送の現場であると考えられており、この物質のやり取り（メンブレント
ラフィック）に関与する因子として、本研究ではSNARE(Soluble N-Ethylmaleimide -sensitive factor 
attachment protein receptors)と呼ばれる膜タンパク質に着目した。SNAREは、輸送小胞膜上に存在す
るR-SNAREと、標的膜上に存在するQ-SNAREに分けられる。Q-SNAREはさらに、膜貫通ドメイン
を有するQa-SNAREと、Qa-SNAREに結合するQb-、Qc-SNAREに分類される。SNAREタンパク質は
このR-およびQ-SNAREが複合体を形成することで輸送小胞内の物質を膜特異的に輸送している3, 4, 5)。
植物は進化の過程で固有のSNAREタンパク質を獲得してきたと考えられている。特にシロイヌナズ
ナではSNAREの機能に関する研究が盛んに行われており、例として植物のR-SNAREの一つである
VAMP7グループ内のAtVAMP722は、エンドソームから液胞への輸送経路において機能しており、こ
の輸送経路が種子形成において重要な機能を担っている事が報告されており6)、また植物の
Qa-SNAREであるSYPファミリーの内、根毛伸長や花粉管伸長に機能しているものがある事や、SYP
ファミリーそれぞれの細胞内局在なども徐々に明らかになりつつある7)。しかし、マメ科植物の共生
系に対するSNAREの機能については未だに知見が少なく、まだまだ未知な部分が多い。そこで本研
究では、モデルマメ科植物であるミヤコグサの根粒形成に対するSNAREタンパク質の機能解析を目
的とし、中でも輸送小胞上のミヤコグサR-SNARE遺伝子LjVAMP72、および標的膜上のQa-SNARE
遺伝子LjSYP132に着目した。また本研究では、ミヤコグサR-SNARE LjVAMP72グループの内、特に
根粒での高い発現が確認されたLjVAMP72aに着目し、その機能解析を行う過程において、LjVAMP72a
と相同性の非常に高いLjVAMP72bの存在が明らかとなったため、LjVAMP72aの発現様式等の比較対
象として、合わせてLjVAMP72bの機能解析も行った。さらにQa-SNARE LjSYP132も、転写過程にお
いて選択的スプライシングによりLjSYP132aとLjSYP132b(以後LjSYP132aおよびLjSYP132bの両者を
述べる際はLjSYP132sと呼称する)の2つに分けられ発現していることが研究過程で明らかとなったた
め、この2つのスプライシングバリアントの機能的差異にも着目し、形質転換体を用いた表現型解析、
RNAレベルおよびタンパク質レベルでの発現解析ならびに局在解析などの研究手法を用いて、それ
ぞれの根粒形成に対する機能解析を行った(図1）。 
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図1 研究主題の概要 

本研究では細胞内での膜特異的な小胞輸送を担うSNAREの根粒共生および菌根共生に対する機能
解析を研究主題とし、モデルマメ科植物であるミヤコグサを用い、ミヤコグサR-SNARE遺伝子
LjVAMP72a/72bおよびQa-SNARE遺伝子LjSYP132a/132bの機能解析を行った。 
 
 
第II章 ミヤコグサR-SNARE遺伝子LjVAMP72a/72bの根粒・菌根共生に対する機能解析 

【実験方法および結果】 

LjVAMP72aおよびLjVAMP72bの分子系統解析およびアミノ酸配列アライメント 

ミヤコグサのゲノムデータベース(Lotus japonicus genome assembly build 3.0)に登録されている

VAMP72遺伝子情報を用いて、種々の植物におけるVAMP72グループ遺伝子の配列相同性による分子

系統解析とアミノ酸配列のアライメントによるSNAREモチーフの比較を行った。分子系統解析の結

果、LjVAMP72a と 72b は 89%と高い配列相同性を示し、それぞれ相同性の非常に高いタルウマゴヤ

シのオルソログ(MtVAMP721d, MtVAMP721e)が存在していることが明らかとなった。また、SNARE

モチーフの比較により、LjVAMP72aおよび 72bが含まれたVAMP72タンパク質群にのみ、植物-微生

物間共生において形成される共生膜への局在モチーフと考えられるモチーフが存在することが判明

した。 

 

根粒菌接種後のLjVAMP72aおよびLjVAMP72bの発現解析 

根粒菌非接種および接種後各タイミングにおける LjVAMP72a および 72b の mRNA 発現量を

qRT-PCR により解析した。その結果、LjVAMP72a は根粒菌接種後の根と根粒にて高発現しており、

LjVAMP72bは根粒菌非接種・接種によらず植物体全体で恒常的に発現していた。さらに、LjVAMP72a 

prom::GUSコンストラクトを導入した形質転換毛状根を作成した。この形質転換根に根粒菌または菌

根菌を接種し、プロモーター活性をGUS染色により観察した。その結果、LjVAMP72aは、根粒菌・

菌根菌との共生により高発現することが明らかとなった。 

 

LjVAMP72a/72bの細胞内局在 

LjVAMP72a::GFPベクターのシロイヌナズナ培養細胞への導入により、LjVAMP72aの細胞内局在を

調べた。その結果、LjVAMP72a は原形質膜およびエンドソームに局在していた。さらに、ミヤコグ

サ根粒細胞内でのLjVAMP72aおよび 72bタンパク質の局在を調べるために、LjVAMP72aおよび 72b

に共通するペプチド配列を抗原認識する LjVAMP72a/72b 抗体を用いたイムノブロットを行った。そ

の結果、LjVAMP72a および 72b は根粒内のペリバクテロイドメンブレン(PBM)に局在していること

が示唆された。 

 

RNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状根の表現型解析 

RNAi-LjVAMP72a コンストラクトを作成し、コンストラクトを導入したアグロバクテリウム

LBA1334を用いて RNAi-LjVAMP72a形質転換毛状根を作成した。この RNAi形質転換毛状根では、

LjVAMP72aだけでなく 72bも発現抑制されていることが確認されたため、RNAi-LjVAMP72a/72b形質
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転換毛状根とし、根粒菌接種後の感染表現型を解析した。まず、RNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状

根に DsRed 標識根粒菌を接種し、蛍光観察による感染表現型の観察を行った。その結果、

RNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状根では、成熟根粒数および根粒に含まれるバクテロイド数、そし

て窒素固定能の指標となる根粒あたりのアセチレン還元活性が、EV 根に対し有意に減少していた。

さらに、RNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状根の菌根菌接種に対する感染表現型の観察も行った。そ

の結果、RNAi-LjVAMP72a/72b 形質転換毛状根では、皮層細胞への内生菌糸(Ih)および樹枝状体(Ab)

の形成が EV根に対し有意に抑制されていた。次に、RNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状根における

根毛伸長の観察を行った。その結果、RNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状根では EV根と比較して根

毛が著しく少なく、形成されている根毛も短いものが目立つ所見があったため、画像解析ソフト

ImageJにより、EV根およびRNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛状根における根毛伸長を比較したとこ

ろ、やはり根毛の伸長が抑制されていることが確認された。 

 

 

【考察】 

ミヤコグサVAMP72遺伝子のうち、LjVAMP72aとLjVAMP72bは、根粒共生と菌根共生に伴う共生

膜形成に必要と考えられる局在モチーフを有しており、局在解析やRNAi-LjVAMP72a/72b形質転換毛

状根を用いた解析結果から、LjVAMP72aおよびLjVAMP72bは、共生膜形成と根毛伸長の二重の生理

機能を持つことが明らかとなった(図 2）。今後は、LjVAMP72a および LjVAMP72b と共に共生膜形成

と根毛伸長に共役する標的膜上のQ-SNAREの解明や、LjVAMP72aと LjVAMP72bの機能的キャラク

ターの差異をより明確にしていきたい。 

 

 

図 2 本研究より明らかとなったミヤコグサR-SNARE LjVAMP72a/72bの関与する 2つの生理機能 

本研究より、ミヤコグサR-SNARE遺伝子LjVAMP72a/72bが根粒共生および菌根共生時の共生膜形成

と根毛伸長の二つの生理機能に関与していることが明らかとなった。 
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第 III章 ミヤコグサQa-SNARE遺伝子LjSYP132aおよびLjSYP132bの根粒・種子形成に対する機

能解析 

【実験方法および結果】 

根粒菌接種後のLjSYP132aおよびLjSYP132bの発現解析および局在解析 

LjSYP132aおよびLjSYP132bのミヤコグサ各組織における発現箇所やその発現時期を qRT-PCR、プ

ロモーターGUS解析、イムノブロットにより解析した。まず qRT-PCR行った結果、LjSYP132aは根

粒菌接種後 7 日目の根と 14 日目の根粒で高く発現していたのに対し、LjSYP132b は解析を行った全

ての植物組織で遍在的に発現しており、特に接種後 3 日目根で高く発現していた。次に、LjSYP132s 

prom::GUSコンストラクトを導入した形質転換毛状根を作成し、根粒菌接種後のプロモーター活性を

GUS染色により観察したところ、LjSYP132sは根粒菌接種後の根および根粒、そして根毛にて高発現

している事が確認された。また、LjSYP132sタンパク質は根粒菌感染根および根粒、種子にて発現し

ており、その発現は根粒形成や種子形成が進むにつれて高まっていく事が確認された。さらに、

LjSYP132s の局在を LjSYP132s::GFP ベクターを導入したシロイヌナズナプロトプラストの蛍光観察

や、根粒抽出物での LjSYP132s 抗体を用いたイムノブロットにより解析した結果、LjSYP132s は

PBM(ペリバクテロイドメンブレン)にて機能していることが示唆された。 

 

RNAi-LjSYP132aおよびRNAi-LjSYP132b形質転換毛状根の表現型解析 

 LjSYP132aおよびLjSYP132bは根粒菌接種根にて発現が誘導されていたため、根粒形成に対する機

能を、RNAi法によりLjSYP132aおよびLjSYP132bそれぞれをノックダウンさせた形質転換毛状根を

作成し、それぞれの根粒菌接種に対する感染表現型を観察することにより調べた。その結果、

RNAi-LjSYP132a形質転換毛状根およびRNAi-LjSYP132b形質転換毛状根は、どちらもEV根と比較し

て有意に根粒数が減少しており、形成された根粒も未成熟根粒の割合が EV 根と比較して高かった。

また、感染糸数も両者ともEV根と比較して有意に減少しており、僅かに形成された感染糸も皮層細

胞まで伸長できていない様子が観察され、特にRNAi-LjSYP132b形質転換毛状根では、感染糸伸長が

表皮や根毛でストップしている様子が多く観察された。さらに、RNAi-LjSYP132b 形質転換毛状根で

は根毛伸長がEV根と比較し抑制されていることが確認された。 

 

RNAi-LjSYP132bの全身性形質転換体の表現型解析 

LjSYP132bのmRNAの発現解析において、LjSYP132bは解析を行った全ての組織で遍在的に発現し

ていたことから、RNAi-LjSYP132b の全身性形質転換体（以後、R132b 形質転換体と呼称する）をカ

ルス法により作成し、その表現型の観察を行った。まず窒素を含まない土壌にて根粒菌を接種し生育

させた R132b 形質転換体では、同条件で生育させたミヤコグサWT と比較して有意にシュート長お

よび根長などの生長が低下し、根粒数も減少していた。次に窒素を含む土壌で生育させたR132b形質

転換体ではその生長は回復したものの、種子形成に異常が見られ、WTと比較して鞘の長さおよび鞘

当たりの種子数が有意に減少しており、R132b形質転換体から得られた種子は明らかに小さな不稔種

子が多く見られた。この結果LjSYP132bの種子形成への関与が示唆されたため、R132b形質転換体の

花粉管伸長を観察したところ、WTと比較して花粉管の発芽率および花粉管伸長が有意に抑制されて

いた。このためLjSYP132bは種子形成過程における花粉管伸長にも機能している事が示唆された。 

 

根粒形成初期シグナル遺伝子変異体でのLjSYP132sの発現解析 

RNAi-LjSYP132a および RNAi-LjSYP132b 毛状根形質転換体への根粒菌接種に対する感染表現型の

解析により、根粒菌は根毛の感染糸までは進入できるものの、その後の根粒形成が抑制されている表

現型が示された。そこで、根粒形成初期シグナルカスケードを構成する 8つの遺伝子、NFR1, CASTOR, 

POLLUX, CCaMK, CYCLOPS, NSP1, NSP2, NINの各変異体の根粒菌接種後10日目でのLjSYP132sの発

現を、LjSYP132s抗体を用いたイムノブロットにより解析した。その結果、nfr1変異体の根において



（様式５）(Style5) 

LjSYP132sの高い発現が見られ、castorおよび pollux変異体でもWTの半分程度のLjSYP132sの発現

強度があることが確認された。しかし、ccamk変異体以降からLjSYP132sの発現強度が急激に弱まり、

cyclops, nsp2, nin変異体ではほとんど発現が見られなかった。これらの結果から、LjSYP132sの発現に

は、根表皮における感染糸形成に不可欠なNFR1やCASTOR、POLLUX 
8)は関与しないことが示唆さ

れた。 

 

 

【考察】 

本研究により、LjSYP132s(LjSYP132aとLjSYP132b)は根粒菌と宿主植物の物質交換の現場である共

生膜(PBM)において蓄積し、LjSYP132a は根粒菌接種後の根および根粒にて高く発現しており、根粒

菌が根の皮層細胞内に侵入する際の PBM 形成に対し発現・機能していると考えられた。また

RNAi-LjSYP132a および RNAi-LjSYP132b 形質転換毛状根では共に感染糸形成の異常が観察され、

RNAi-LjSYP132b形質転換根では根毛伸長の異常も観察されたことから、LjSYP132aおよびLjSYP132b

は感染糸形成に対し共役しており、特にLjSYP132bは根毛伸長を正に制御することが明らかになった。

さらに、LjSYP132bはミヤコグサの種子形成過程における花粉管伸長にも機能している事が示唆され

た(図 3)。そして、LjSYP132s の発現は根粒形成初期シグナル遺伝子のうち、根表皮での感染糸形成

に必要であるとされる NFR1, CASTOR, POLLUX の発現 8)と関与していなかった。この結果から、

LjSYP132sの発現は根表皮における感染糸形成とは無関係に誘導され得ることが考えられた。 

図 3 本研究より推察されたミヤコグサにおけるQa-SNARE LjSYP132aおよびLjSYP132bの機能 

本研究の結果から、ミヤコグサ Qa-SNARE LjSYP132s は小胞輸送により栄養素を獲得するために新

しく合成された細胞膜やPBMに蓄積し、特にLjSYP132aは根粒菌の宿主細胞への侵入時に形成され

る PBM 形成に関与しており、LjSYP132b は花粉管および根毛伸長時の極性部位決定、および種子形

成時の栄養輸送に関与していることが示唆された。 
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