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第 1章 緒言

地球上の生物圏は､動物､植物､および微生物によって構成されており､それぞ

れが役目を果たしながら共存している｡ 中でも微生物は､生物圏で生活している私

たち人間にとって密接な関係にある｡ 食物連鎖の流れにおいて､有機物質の生産者

の主体は植物であり､また消費者の多くは動物､そして最終的な有機物の分解者は

微生物である｡微生物は広く分布しており､豊富な種類､多様な生理機能や高い増

殖能および代謝能は､自然界において多大な役割を担っている｡ 特に微生物の持つ

代謝能の多様性は､地球上の有機物や無機物の分解あるいは再生に大きく貞献して

いる｡ 例えば､植物の持つ有機物質(セルロース､リグニンなど)の大部分は微生物の

分解作用によって無機化され､生物圏で再活用される｡ このような微生物の代謝は

自然環境の浄化に役立っており､我々が営む農業にも密接に関係している｡

農作物は窒素､リン酸､カリウムの3要素を大量に吸収するが､これらの3要素

は土壌の供給力が小さいため､施肥された条件で不足分が補われており､作物生産

における重要な制限因子になっている 1)｡窒素は大気中で分子の状態で存在し､常

温では化学的に不活性で化合物になりにくいことから､そのままの状態では植物が

利用できないため､アンモニアや硝酸､あるいはアミノ酸に合成されて利用される｡

Haberと Bosch(1910)は工業的に大気中の窒素を固定してアンモニアを合成す

る方法を確立した｡しかし､この方法では 500℃で数百気圧という条件が必要であ

り､大量の化石エネルギーが消費されると同時に大気中に炭酸ガスが放出される｡

つまり､工業的に合成された窒素肥料の使用が､地球の限られた資源を枯渇させる

とともに､地球温暖化の要因の一つとなっている｡ 一方､現在の農業では､作物の

増収の目的で窒素肥料が土壌に投与されているが､窒素肥料を含めたさまざまな化

学肥料の過剰投与は環境汚染の原因となるばかりでなく､土地自身の地力を低下さ

せることが問題となっている 1)｡ また､施用された化学肥料は､炭酸ガスよりはる
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かに熱吸収係数の高い亜酸化窒素となり､大気中に放出される 2)ことから､化学肥

料､特に窒素肥料の施用を軽減し､作物の収量を向上させる方法を確立することが

望まれる｡

自然界における微生物の最も重要な役割の一つは､窒素などの無機物の代謝作用

である｡ 中でも土壌微生物は､自然界の物質循環に大きく貢献している｡ 例えば､

動物の遺体や排継物は微生物的分解によってアンモニアとなり､好気的環境では硝

酸に酸化される｡硝酸は硝酸還元能を持つ微生物によって亜硝酸､アンモニアに還

元された後､アミノ酸に合成され､タンパク質や他の含窒素化合物に合成される｡

その一方で､土壌の硝酸は微生物の脱窒作用によって窒素ガスとして大気中に放出

される｡ 大気中の窒素ガスは､その固定能を有する土壌微生物の働きによって固定

され､アミノ酸やタンパク質に合成される｡ この微生物の働きが窒素固定作用であ

り､植物根圏の土壌に生息する細菌､放線菌､ラン藻類などの原核生物によって行

われる ｡ 好気性細菌の AzotobacteT属菌や嫌気性細菌の Clostn'dl'um 属菌､ラン

藻の一種であるNostoc(ネンジュモ)属菌､あるいはAnabaena属菌は大気中の窒

素を非共生的に固定する窒素固定菌である｡ これに対し､共生的に窒素固定を行う

菌がいくつか存在しており､中でもより重要なものとして､マメ科植物に共生する

根粒菌が挙げられる｡ マメ科作物を植えることで､土地の肥沃度が高まることが古

くから経験的に知られていたが､現在では､根粒菌がその宿主であるマメ科植物と

共生し､形成した根粒内で大気中の窒素を固定する機作が明らかになっている｡根

粒菌による窒素固定作用で生成されたアンモニアは､グルタミンやアスパラギンな

どのアミノ酸､あるいはウレイ ドの形となり､宿主植物に転流される｡すなわち固

定された窒素は､宿主植物によって､直ちに窒素固定作用の反応系からそれらの窒

素含有化合物の合成に用いられる｡ そのため､固定産物の蓄積による反応の抑制が

起こりにくく､次々と窒素固定が進む｡根粒菌とマメ科植物は､エネルギー供給と

窒素固定を効率的に行い得る経路が確立した共生系と言える｡ さらに､この根粒菌
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の窒素固定能力を利用することで､環境保全の効果が期待される｡

次に､上記の根粒菌の中で､マメ科植物に共生する根粒菌を中心に述べる｡ 根粒

菌はRhizobiaceae科に属するグラム陰性の好気性土壌菌として知られ､宿主である

マメ科植物に根粒を形成して窒素を固定する.以前､根粒菌は全て 助 1'zobl'um 属と

され､その中で感染する宿主域にしたがって分類されていた.例えばR.japonl'cum

はダイズ､R.1eguml'nosarum はエンドウ､R.meh'1otHまアルファルファを宿主と

して有効根粒を形成する根粒菌と分類されていた｡しかし異なるマメ科植物との問

で不規則な交差感染が数多く兄い出されたため､それまでの宿主特異性に基づいた

分類の決定に混乱が生じた｡その後､JordanとAuenにより､根粒菌を培地上での

増殖が速い菌株 (FG:FastGrower)と増殖が遅い菌株 (SG:SlowGrower)の大き

く2群に分けることが提唱された 3-8)｡現在ではyeastextract-mannitol(YEM)寒

天培地で増殖が速く､酸産生を行う菌がRhizobl'um 属､増殖が遅く､アルカリ産生

を行う菌が Bradyrhizobl'um 属と分類されている｡また､その後の研究により､根

粒形成や窒素固定に関与する遺伝子が前者ではプラスミド上に､後者では染色体上

に存在することが判明した｡さらに近年､これまで Rhizoblum 属とされていた菌

株のうち､R.Iuakul'1'が MesoThlzobl'um属 9)､および R.fTedl'1'とR.me11'lotl'が

sl'noFhl'zobl'um 属 10)に改められた｡Tablelに現在分類されている菌株と対応する

代表的な宿主を示した.Rhizobl'um属にはR.1uplnl'がルービン､R.tTOPl'cl'および

R.etliがインゲンマメ､R.lotiがミヤコグサを宿主に持つ菌株として分類されてい

る.この他､代表的な 尺わizobl'um 属としては R.1eguminosaI･um が挙げられ､こ

れについてはその数値分類 11)､DNA相同性 12)､2次元電気泳動によるタンパク質ス

ポットのパターン 13)､血清学､細胞外多糖の組成 14)､あるいはプラスミドによる感

染性の転換頻度 15)に基づいて､さらに 3つのbiovars(bvs.)に分けられている｡ す

なわち､R.leguml'nosaI･umbv.phaseoII､bv.trl'foll'1､およびbv.viceaeであり､

それぞれの宿主はインゲンマメ､クローバー､およびエンドウとされている｡また､
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TableLSpeciesofrootnodulebacteriaofthefamilyRhizobiaceae

Strain Hostplant

Rhl'zobl'um leguml'nosaTum

bv.phaseoh'
bv.tn'foh')'

bv.vl'cl'ae

Rhl'zobl'um lupl'nl'

Rhl'zobl'um t'rOPl'cl'

Rhl'zobl'um eth'

Rhl'zobl'um lotl'

MesoThl'zobl'um huakul'1'

Sl'norhl'zobl'um meh'lotl'

Sl'noI-hl'zobl'um fTedl'1'

BTadyI･hl'zobl'umjaponl'cum

Phaseolus

Tn'foll'um

Pl'sum,Vl'cl'a

Lupl'nus

Phaseolus

Phaseolus

Lotus

AstTagalus

Medl'cago,Meh'lotus

Glycl'ne

Glycl'ne
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ダイズを宿主とする菌は主にB.japonl'cumであるが､北京種のツルマメやダイズか

ら分離された歯群 16)は､宿主への交差感染 16)､プラスミド上の窒素固定遺伝子(nl'f

gene)あるいは根粒形成遺伝子(nodgene)の存在 17)､抗生物質感受性､耐塩性やリ

トマスミルクの変性などの知見に基づく結果から､R.fI･edl'1'として命名された 8).

現在では Sl'noFhizobl'um 舟edl'1'として 助 1'zobl'um 属とは区別されており､B.

japonl'cum とともにダイズ根粒菌として分類されているoこのような分類にも見ら

れるように､一般的に根粒菌は宿主植物に対して選択性を持っている｡ 根粒菌が特

定の宿主と共生する過程は､何らかの因子によって調節されていることが十分考え

られるが､その決定的な因子についてはまだ不明の部分が多い｡

根粒菌が宿主に供給する窒素は､ダイズ根粒菌では植物体総窒素の約 80%､イン

ゲンマメ根粒菌では植物体総窒素の約 35%と考えられている｡ そのため､マメ科植

物の種子をあらかじめ対応する､より有効な根粒菌と接種栽培することで窒素肥料

の施用量の軽減と増収が期待できる｡根粒菌の接種で得られる利点は､①宿主根に

おける窒素固定作用が十分に進行する､②宿主根における有効根粒の形成が速くな

る､③根圏における他の種の根粒菌との競合に強くなる､④農薬や化学肥料などの

土壌に与えられる物質､あるいは土壌に含まれている化学物質からの影響を受けに

くくなる､⑤土壌中での生存と増殖力が大きくなる､などが挙げられる 18)｡このよ

うな根粒菌の接種による利点を向上させるためには､根粒形成に影響をおよぼす物

質､根粒菌の感染に対する植物体の応答､あるいは外部環境の変化による根粒菌へ

の影響を十分研究することで､その能力をより高めることが重要と考えられる｡

根粒菌が宿主植物の根に感染して有効根粒を形成する過程は､大きく 5つの段階

に分けることができる｡ つまり､①宿主植物から分泌されるフラボノイドやアミノ

酸などの誘因物質による根粒菌の宿主根圏への誘導､あるいはレクチンの作用によ

る菌体の宿主植物根の表面への接着､②根粒菌の増殖開始､および宿主植物由来の

フラボノイドあるいはイソフラボノイドなどによる根粒菌の共生遺伝子の発現､③
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皮層細胞の肥大化および分裂､根毛のカーリングの誘導､④着生した根粒菌の感染

糸を介する植物組織の内部への侵入､⑤感染糸の進行の停止､および感染糸の先端

部からの根粒菌の放出と増殖､⑥根粒菌のバクテロイドへの形態変化と窒素固定の

開始である 19)｡ このような根粒の形成過程において､根粒菌は他属間および同属種

問や同種菌株間､あるいは根粒菌以外の微生物との競合､水分含量､温度変化､pH､

酸素分圧､イオン､浸透圧､あるいは化学物質などの土壌中の非生物的因子や外部

環境の変化にさらされている｡ 根粒菌はこれらの変化に対し､細胞内代謝の調節な

どにより巧みに適応して生存を維持していると考えられる｡ しかしその一方で､根

粒菌の増殖が宿主によって制御されていることが Djordjevicらによって提唱されて

いる 20)｡一般的に､植物体が微生物の感染に対して防御反応を示すことが知られて

おり 21)､マメ科植物においても､根粒菌が宿主に感染した後､宿主根が根粒菌の増

殖抑制物質を生産して､根圏(および根粒内)での根粒菌の増殖を制御している可能性

がある｡ また､根粒の形成によって宿主の生育が促進される反面､過剰に根粒が形

成された場合､宿主植物体は窒素固定反応に多大なエネルギーを消費する｡ そのた

め､根粒菌の感染および増殖を促進あるいは抑制することで､根粒の形成を適度に

調節するメカニズムが植物側に備わっていることは十分に考えられる｡ 例えば､

BI･adyI･hl'zobl'um 属の宿主根圏での世代時間は､培地中よりも極端に短縮されるこ

とが報告されており 22,23)､これは宿主根から分泌される物質に､根粒菌の増殖を促

進する物質が含まれていることが示唆される 24).また､ダイズの種子や根から分泌

されるジェニステインのようなイソフラボン 25)は､BI･adyThizobl'um 属の根粒形成

を誘導することが明らかになっている 26~28). このような促進的な影響の一方で､抑

制的な作用もあるO 例えば､クローバー(Tn'folhm pratense)の種子浸出液中のフラ

ボノイ ドは､根粒形成遺伝子(nodgene)の誘導活性には影響 しないが､R.

1eguml'nosal･um bv.trl'Iolilの増殖を抑制することが報告されている 29).また､植

物の生育を調節する物質として知られるエチレンは､アルファルファへの根粒菌の
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接種によって放出量が増加すること､またエチレンを外部から加えた場合に根粒形

成が抑制されることが報告されている 30~33). しかし､宿主による根粒菌の増殖や根

粒形成､あるいは窒素固定における調節は複雑なメカニズムであり､未だ十分な理

解は得られていない｡

一般的に､根粒菌がマメ科植物に感染して根粒形成する過程において､根粒菌の

増殖は根粒内で停止し､フリーリビング (単生菌)からバクテロイドと呼ばれる形態

に変化した後､共生的に窒素固定を営むことが知られている 34-37). すなわち､根に

感染した根粒菌は宿主根の表皮細胞内で増殖するが､根粒が熟成するに従って､増

殖能の著しく低いバクテロイドへと形態変化するのである｡ Suttonらは､根粒が発

達し始めてから10日から12日目までは､バクテロイド総数の約25%から45%が分

裂していたが､その後 13日から19日目では､全体の2%から4%程度しか分裂して

いないことを報告した 37)｡しかしながら､ダイズ根粒菌のバクテロイドを YEM 液

体培地で培養した場合､同菌株のフリーリビング細胞よりは遅いものの､明らかに

増殖能を有していることが報告されている 38)｡また小沢らは､10倍希釈した YEM

培地を用いた場合､バクテロイドのコロニー形成が著しく改善されると報告した 39)0

これらの報告から､根粒内においてバクテロイドは増殖能を失っているのではなく､

何らかの物質の存在によって増殖が抑制されていると考えられる｡ 例えば､根粒中

に存在するスペルミジンのようなポリアミンがバクテロイ ドの増殖を抑制すること

40)､さらにダイズ根粒中のスペルミジンの濃度がバクテロイドの増殖の停止期間を

延長させることが報告されている41)0

ところで､細菌の増殖はタンパク質やアミノ酸およびその他のアミノ化合物の影

響を受けることが知られている｡ そのため､ここで根粒菌以外の微生物の増殖につ

いて､アミノ酸およびその他のアミノ化合物による影響についての報告をいくつか

述べる｡ 細菌の胞子の発芽およびその形成過程はアミノ酸によって誘導され､特に

L-アラニンはほとんどの細菌の胞子発芽に要求されるアミノ酸であることが知られ
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ている｡ 細菌の胞子を形成する過程では､それを誘導促進する働きを持つアミノ酸

が存在する｡ 例えば､アラニン､アスパラギン､イソロイシン､あるいはセリンが

Bacl'llussubtl'11'Sの胞子の発芽を､グルタミン酸あるいはグリシンが胞子の形成過

程を誘導促進する｡ また､グリシン､リシンは SacchaI･OmyCeSCereVl'sl'aeの子嚢

胞子形成過程を誘導促進する 42)｡一方､菌の増殖に対して抑制的に働く化合物があ

る｡その代表には抗生物質が挙げられ､その化学構造にはアミノ酸構造を含有する

ものが多く存在する｡ 例えばアミノ酸誘導体の抗生物質であるアザセリンは､低濃

度で Eschen'chl'acoh'の増殖を阻害することが知られている 43).その他､マメ科植

物であるササゲ(Vl'gnaungul'culata)の種子から単離 ･精製された種子貯蔵オリゴマ

ータンパク質であるヴィシリンが､植物病原カビの Fusarl'um solanl'や F.

oxysporum､あるいは Colleton'chum musaeの増殖を著しく抑制し､胞子や分生

子の発芽を阻害することが報告されている 44)｡このように､根粒菌以外の微生物の

増殖も､アミノ酸およびその他のアミノ化合物によって影響されている｡ このこと

から､アミノ酸およびその他のアミノ化合物が根粒菌の増殖や生理活惟に対して影

響することが示唆され､またと記で述べたような宿主植物による根粒菌の増殖など

の調節に関与している可能性も考えられた｡実際､根圏において､宿主根からはア

ミノ酸およびその他のアミノ化合物や糖類､あるいはビタミン類などの化学物質が

土壌中へ分泌されている｡例えば､インゲンマメ(Phaseolusvu1gaz･1S)の根分泌液中

にはアミノ酸が多量に含まれていることが知られている 19)0 vanEgeraatは根の浸

出液中に含まれるホモセリンにより増殖が促進することを報告した 45,46)0 ･方､

Strijdom とAnenは､D-アラニンやD-ヒスチジンのようなD型アミノ酸､あるい

はL-システインのようなL型アミノ酸の添加によってSl'noYhl'zoblummell'lotI(ア

ルファルファ根粒菌)の増殖が抑制されることを報告している 47)｡ しかしながら､

このようなアミノ酸およびその他のアミノ化合物による根粒菌の増殖抑制のメカニ

ズムについてはほとんど知られていない｡
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根粒中のアミノ酸およびその他のアミノ化合物の成分分析を行ったところ､グル

タミン酸､アラニン､アスパラギン酸､タウリン､そしてヒドロキシリシンが､全

アミノ酸の中で比較的多く含まれていた｡根粒中のアミノ酸およびその他のアミノ

化合物のうち､ヒドロキシリシンは､必須アミノ酸であるリシンの第 5位の炭素に

ヒドロキシル基が付加したリシン誘導体である. ヒドロキシリシンは一般的にはゼ

ラチンやコラーゲン､または細菌細胞壁などに存在するアミノ化合物として知られ

ており 48,49)､遊離ではほとんど見られない物質である｡ 今まで､このヒドロキシリ

シンの根粒菌における役割は検討されておらず､菌の増殖に対する影響も報告され

ていない｡根粒中のアミノ酸およびその他のアミノ化合物を培地に添加し､根粒菌

の増殖に与える影響について調べたところ､ヒドロキシリシンを添加した時にのみ

強い抑制効果が見られた｡ヒドロキシリシンによる増殖抑制効果は､根粒菌､とく

にfastgrowerである助 l'zobl'um属あるいはSinorhizobl'um属に顕著に認められ､

また､同属菌のバクテロイドの増殖にも影響を示した 50~52)0

以上の内容を背景として､本研究では根粒菌の増殖におけるヒドロキシリシンの

抑制効果について､その作用機構を検討するとともに､フリーリビング細胞からバ

クテロイドへの形態変化､あるいは宿主植物根への根粒形成能とその窒素固定能に

与えるヒドロキシリシンの影響を明らかにすることを目的とした｡
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略語集

ADH:alaninedehydrogenase

APS:ammoniumperoxodisulfate

Bis:N,N'一methylenebisacrylamide

2D-PAGE:twodimensionalpolyacrylamidegelelectrophoresis

CBB:coomassiebriniantblue

ED:Entner-Doudoroffpathway

G6PDH:glucose-6-phosphatedehydrogenase

Hyl:hydroxylysine

IDH:isodtratedehydrogenase

MM:minimalmedium

NAD+:nicotinamideadeninedinucleotide

NADP':nicotinamideademinedinucleotidephosphate

NBT:nitrobluetetrazolium

PAGE:polyacrylamidegelelectrophoresis

PBS:phosphatebufferedsaline

6PGDH:6-phosphogluconatedehydrogenase

PMS:phenazinemethosulfate

SDS:sodiumdodecylsulfate

TCA:trichloroaceticacid

TEMED:N,N,N',N'-tetramethylenediamine

TGB:trisglycinebuffer

YEM:yeastextract-mami tolmedium
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