
第 4章 宿主植物根圏のヒドロキシリシン含量と､根粒形成､

窒素固定活性､および宿主植物の生育に与える

ヒドロキシリシンの影響

第 1節 目的

これまで､種子および根の分泌物あるいは抽出物による､根粒菌の増殖および根

粒形成能や窒素固定能に対する影響について多くの研究が行なわれている｡例えば､

根粒菌(R･1eguml'nosaI･um bv.phaseoII)は宿種であるインゲンマメ種子の周辺で著

しく増殖することが報告されており 86)､その一方で種子の種類によっては根粒菌の

根におけるコロニゼ-ションの頻度が著しく低く､根粒が形成されにくい場合があ

ることが報告されている 87)｡前章まで､Hylの培地への添加によって根粒菌の増殖

および生理活性に著しい影響が見られたことを報告したが､実際の根圏での Hylの

役割を知ることは､根粒菌の有効性を高めるために重要と考えられる｡ 本章では､

宿主根周辺におけるHylの存在と根粒菌の接種によるHyl含量の変化､あるいはHyl

による根粒形成および窒素固定活性への影響を調べるとともに､Hyl存在下での根

粒菌の感染過程を観察し､根圏でのHylの役割について検討を加えた｡

第 2節 実験材料および実験方法

2.1使用菌株および種子

接種菌には､R･1egumlnosarumbv.phaseoliUSDA2676､R.1eguminosaz･umbv.

tn'folil'USDA2053､S･fredl'1'USDA191､あるいはB.japonl'cum oUGl17を使用

した.宿主には､インゲンマメ種子[P.vu鹿an'S(L.)cv.Taishoukintoki､cv.

Himetebou､あるいは cv.Yukitebou]､ダイズ種子[G.max(L.)Merr. cv.

Kitam usume]､あるいはクローバー種子lT.pratense(L.)cv.Start]を用いた｡
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2.2使用培地

菌株の保存には第 2章第 2節で示した組成のYEM培地を､培養には MM を使用

した｡

2.3菌の増殖測定

菌の増殖測定は､第 2章第 2節と同様の方法で行った｡

2.4インゲンマメ種子エタノール抽出液 (seedextract:SE)の調製

1)インゲンマメSEの調製 88)

インゲンマメ[P.vulgan'S(L.)cv.Taishoukintoki]の種子 1,000粒を水洗後､滅

菌蒸留水で 2回すすぎ､0.01Nの塩酸に 15分間浸した後､滅菌蒸留水で十分水洗

した｡種子を1,000mlの50%エタノール(種子 1粒に付き 1mlの割合)に浸し､37℃､

100rpmで 12時間振とう抽出した｡上澄液を250ml容の遠沈管 (6本)に移し､

10,000rpm で 15分間遠心分離した後､ろ紙で吸引ろ過して沈殿を取り除いた｡ろ

過溶液をエバポレーターを用いて約 10倍濃度(約 100ml)になるまで濃縮し､フィ

ルター(ナルゲン社製 ;ボアサイズ0.2〟m)で除菌して4℃(長期保存の場合は-80℃)

で保存した｡

2)インゲンマメSE存在下の増殖測定

菌の前培養は､第 2章第 2節と同様の方法で行った｡本培養は､あらかじめ 5ml

の培地の入った試験管(13mm¢×150mm)に上記のように調製したSE溶液を50

〟1添加し､さらに1mMのHylを加えた後､0.1mlの前培養菌液を加えて30℃､

100strokes/minで往復振とう培養した｡菌の増殖は､OD660nm の吸光値で測

定した｡
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2.5植物組織中あるいは根圏のアミノ酸およびその他のアミノ化合物の分析

1)種子および実生の浸出液あるいは根の抽出液の調製 88)

第 2章第 2節の栽培時と同様に表面殺菌したダイズ種子[G.max(L.)Merrcv.

Kitamusume]､インゲンマメ種子[P.vulgan'S(L.)cv.Taishoukintoki]､あるいは

クローバー種子[丁.pI･atenSe(L.)cv.Start]をあらかじめ滅菌したシャーレに入れ､

種子 1粒に付き1ml(クローバー種子は4粒に付き1ml)の滅菌蒸留水あるいは第 2

章 第 2節と同じ手順で調製した菌の懸濁液 (106cells/ml)を加え､アルミホイル

で光を遮断してグロースチャンバー内 (明期 14時間､22℃､暗期 10時間､16℃)

に静置した｡18時間後､無菌的に培養液を 1ml採取して種子の浸出液とした｡ま

た､それらをさらに30時間培養した後､それぞれに4ml/seed(クローバー種子

の場合は4ml/4seed)の滅菌蒸留水を無菌的に加えて培養し､4日後の培養液を実

生浸出液とした｡種子の幼根を採取し､0.2N の過塩素酸でアミノ酸 およびその他

のアミノ化合物を抽出した後､炭酸カリウムでpH4.0からpH 6.0に調整し､これ

を幼根抽出液とした｡各浸出液および抽出液はフィルター(ミリボア社製､ボアサイ

ズ0.2〃′m)でろ過し､HPLC分析試料として用いた｡

2)根粒中のアミノ酸およびその他のアミノ化合物の抽出

根粒中のアミノ酸 およびその他のアミノ化合物の抽出は､第 2章第 2節と同じ手

順で行った｡

3)宿主植物体中のアミノ酸その他のアミノ化合物の抽出

第 2章第 2節と同じ手順で栽培した宿主植物体の各組織(根､茎､葉)1.0gに対し､

0.3gの海砂および2mlの0.2N過塩素酸を加えて乳鉢中で破砕し､4℃､12,000rpm

で 15分間､遠心分離した｡上澄液を 1.5ml容のチューブに移し､乳鉢中に残った

試料に1mlの蒸留水を加えて4℃､12,000rpmで 15分間､遠心分離した｡それぞ

れの上澄液を合わせ､硝酸カリウムを加えてpH4.0からpH 6.0に調整した｡生じ
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た過塩素酸カリウムの沈殿を4℃､12,000rpm で 15分間､遠心分離する操作で除

去し､-80℃で保存した｡使用時には､自然解凍した試料を再び 4℃､12,000rpm

で 15分間遠心分離した後に､上澄液をフィルター(ミリボア社製､ボアサイズ 0.45

〟m)でろ過してHPLC分析試料として用いた｡

4)各浸出液あるいは抽出液のアミノ酸分析

調製したサンプル中のアミノ酸およびその他のアミノ化合物は､高速液体クロマ

トグラフィー(日本分光社製､アミノ酸分析システムNew8000シリーズS､AApak

u+カラム)で分析した｡

2.6根粒数､根粒乾燥重量およびアセチレン還元活性仏RA)測定 89)

第 2章第 2節と同じ手順で栽培した接種後 40から50日目の宿主植物体の根部を

洗浄し､1,000ml容のガラスポットに入れた後､ポットにゴム栓付きの蓋をしてパ

ラフイルムで密閉した｡ゴム栓からシリンジを用いて各ポット内の空気を100ml(ポ

ット内の空気量の 10%)抜き､同量のアセチレンガスを注入した後､30℃で 1時間イ

ンキュベ- トした｡ポット内から1mlの空気をシリンジで抜き取り､ガスクロマ ト

グラフィー(日立社製､K53､検出器 :FID､カラム :PORAPAKN50-80mesh､

カラム温度 :50℃､インジェクション温度 :150℃､流速 :30ml/min)でエチレン

生成量を分析した｡植物体をポットから取 り出し､根粒数を計測 した後､根粒を分

離してデシケーターで一晩乾燥させ､重量を測定した｡

2･7GFP(GreenFluorescentProtein)遺伝子挿入菌株の作成と感染過程の観察

1)プラスミド

蛍光タンパク質(GFP)がコー ドされた遺伝子を持つプラスミドpTB93F(8.0kb)90)

は ､Dr･Gage (DepartmentofBiological Sciences,Stanford University,

Stanford)より譲渡された｡その他､実験に使用した菌株およびプラスミドをTable7
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に示した｡

2)根粒菌へのGFP遺伝子の挿入 9卜93)

pTB93Fをエレクトロポレーションを用いてEschen'chl'acoltDHlに挿入し､こ

れを供与菌として用いた.E.colipRK2013(ヘルパープラスミド)および E,coli

DHl(pTB93F)は､カナマイシン (50LLg/mi)あるいはスペクチノマイシン(100LLg

/ml)をそれぞれ含む3mlのLB培地[10gBactotⅣptone,10gNaCl,5gyeast

extract(pH7.5)]で各2本ずつ 30℃､100strokes/minで一晩､往復振とう培養

した.また､受容菌にはR.1eguml'nosarumbv.phaseoIIUSDA2676を用い､3mi

のTY培地[3gyeastextract,0.872gCaC12 ･ 2H20,5gBactotryptone(pH6.8)]

で各 2本ずつ30℃､100strokes/minで一晩往復振とう培養した｡1.5ml容のチ

ューブに100〃′1のR.1eguml'noswum bv.phaseoIIUSDA2676の培養菌液および

各 40〃.1の両 E.coliの培養菌液を入れ､4℃､10,000rpm で 1分間遠心分離し､

上澄液を除去した｡ペレットを 1mlの滅菌蒸留水に懸濁し､4℃､10,000rpm で

1分間遠心分離して上澄液を除去する操作を2回繰り返した後､ペレットを約 50LLl

の滅菌蒸留水に懸濁した｡TY寒天培地上にマス目入り滅菌済フィルター(ミリボア

製ニ トロセルロースフィルター､13mm d)､ボアサイズ0.45Elm)を無菌的に載せ､

4マス分に 50〝1の混合菌液をしみ込ませて 25℃で一晩インキュベ- トし､メ-チ

ィングした｡E.coll'DHl(pTB93F)､E.colipRK2013､あるいはR.1eguml'nosaI-um

bv.phaseoh'USDA2676のみの懸濁液についても同様の操作を行い､ネガティブコ

ントロールとして用いた｡メ-ティング後､フィルターごと細胞を切り出し､それ

ぞれを1mlの滅菌蒸留水の入ったチューブに入れてフィルター上の細胞を懸濁した

後､フィルターを取り除いた｡それぞれの懸濁液は滅菌蒸留水で適当な細胞濃度(10

倍から105倍)に希釈し､この 100〟′1をスペクチノマイシン(200〝g/ml)およびク

ロラムフェニコール(150/上g/mi)を含む選択培地(最少培地)[1.35gsodium

succinate,1･1gsodiumglutamate,0･22gK2HPO4,0･1gMgSO4,0･22gFeC13,
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0･44CaC12,0･0001gth血Tline-HCl,0.0002gbiotin/Ldistiuedwater(pH7.0)]

に塗布した後､25℃で 3日から 5日間インキュベ- トした｡ネガティブコントロー

ルのコロニーが出現 しないのを確認 し､形質転換した根粒菌のコロニーを適当量の

カナマイシン､およびクロラムフェニコールを含む上記最少培地に単離し､GFP変

異株とした｡増殖させた GFP変異株は以下で示す条件で蛍光を発色した｡

3)GFP変異株を用いた感染過程の観察

インゲンマメ種子[P.vu鹿an'S(L.)cv.Yukitebou]をシー ドバッグを用いて第 2

章 2･4と同じ手順で接種せずに栽培し､発芽後(栽培開始後 4日から 5日)に上記

のGFP変異株(106ceus/r山)を接種した｡主根より2cmから3cm部分の側根を

切 り取 り､光学および蛍光顕微鏡で観察 した｡顕微鏡は､オリンパス社製システム

生物顕微鏡 BHS､落射蛍光顕微鏡 BHS-RFK /BHT-RFK､落射蛍光装置 BH2-

RFK(励起フィルター :BP490､吸収フィルター :20B1460-W､補助励起フィルタ

ー :EY455)あるいは倒立型システム顕微鏡 1×70､倒立型落射蛍光顕微鏡装置 1×

-FLA(励起フィルター :BP470-490､吸収フィルター :BA515IF,U-MNIBA)を用

いた｡

第 3節 実験結果

3･1ヒ ドロキシリシンによる増殖抑制効果 とそれに与える種子抽出液 (seed

extract:SE)の影響

MMに0･1mM､1mM､あるいは 10mMのHylを加え､R.1eguminosaTumbv.

phaseoll'USDA2676あるいはB.japom'cum oUG117の増殖に与える影響を比較

した(Fig･18).R･1eguml'nosarumbv.phaseoliUSDA2676の場合､1mMHyl存

在下では増殖が強く抑制され､0.1mM程度のHyl濃度でも培養開始から約 30時間

は増殖する傾向が見られなかった(Fig.18A)｡一方､B.japonicum OUG117の場合
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は､1mMのHyl存在下ではコントロールとほぼ同程度の増殖が見られたが､10mM

のHyl濃度では少なくとも240時間まで増殖が著しく抑制された(Fig.18B)0

MM に 1mM の Hylとともに､イ ンゲ ンマメ種子[P.vu鹿an'S(L.)cv.

Taishoukintoki]のエタノール抽出液 (seedextract:SE)を加えたときの R.

1eguml'nosaI-um bv.phaseollUSDA2676増殖を測定し､SEあるいはHylのみを

加えたときの増殖と比較した(Fig.19)0SEのみを加えた場合､菌の増殖速度はコン

トロールよりも速くなり､40時間後のOD660nm の吸光値で2.0に達した｡また､

Hylと SEを共存させた場合､Hylのみの添加で見られたような強い増殖抑制は全

く認められず､コントロール以上の増殖速度となり､100時間後の吸光値は 2.0に

達した｡

3･2宿主種子および実生浸出液あるいは根抽出液中におけるヒドロキシリシン含量

と､接種によるヒドロキシリシン含量の変化

ダイズ品種キタムスメーB.japonl'cum oUG117あるいはインゲンマメ品種大正

金時-R.1eguml'nosarum bv.phaseoliUSDA2676の組み合わせで接種した時の､

種子浸出液､幼根抽出液､あるいは根粒抽出液中のHyl含量をHPLCで分析した結

果をTable8に示した｡ダイズ種子浸出液(接種後 18時間目)のHyl含量は､15.2nmol

/seedであったのが､144時間後の実生浸出液では4.8nmol/seedまで減少した｡

インゲンマメ種子の場合､種子浸出液では 7.3nmol/seedであったのが実生浸出

液では21.6nmol/seedまで増加した｡幼根抽出液中のHyl含量は､ダイズでは0.44

〝mol/gwetweightであり､インゲンマメでは0.24〝mol/gwetweightであ

った｡根粒中のHyl含量は宿主植物体の栽培日数によって違いが見られ､70時間目

の根粒中の含量が最も多く､それぞれ0.76､0.41fLmOl/gwetweightであった.

宿主にダイズ[G.max(L.)Merr.cv.Kitam usume]､クローバー[TI･1･IoliLm

pratense (L.)cv.Start]､ あ る い は イ ンゲ ンマ メ [P.vuhgan'S(L.)cv.
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Taishoukintoki]の種子､接種菌株にB.japonl'cumoUG117､S.Iredi'1'USDA191､

R･1egtlmlnosammbv.tn'foIIl'USDA2053あるいはR.1egumlosarumbv.phaseoli

USDA2676を用い､Table9で示したように全ての組み合わせで接種したときの種

子浸出液､あるいは幼根抽出液中のHyl含量を調べた(Fig.20)｡無接種の場合､18

時間後の種子浸出液中のHyl含量は､全ての種子において5.2から13nmol/seed

であり､接種による変化はほとんど見られなかった(Fig.20A)｡一方､実生浸出液で

は､宿主に対応する菌株を接種したときに､非対応菌株を接種した場合に比べて Hyl

含量が低い傾向が見 られた(Fig.20B).ダイズに対応菌株である B.japonl･cum

OUG117あるいはS.Iredl')'USDA191を接種した場合には､それぞれ4.8nmol､

1･6nmol(無接種の39%､13%)であったが､非対応菌株のR.1eguml'nosaI･um bv.

tn'folil'あるいはbv.phaseollを接種した場合にはそれぞれ 18.1nmol､16.8nmol

であり､無接種の 1.5倍､1.4倍に増加した.クローバーにR.1eguml'nosaL･umbv.

tn'Iolil'USDA2053を接種した場合は 3.4nmol(無接種の 70%)に減少し､一方 B.

japonl'cum､S･fTedl'1㌧あるいはR.1eguminosammbv.phaseoliを接種した場合､

Hyl含量はそれぞれ 12.4nmol､38.2nmol､49.6nmol(無接種の2.6倍､8倍､10.3

檀)であり､著しく増加した｡また､インゲンマメにR.1eguml'nosarumbv.phaseoh･

USDA2676を接種した場合の Hyl含量は､R.1eguml'nosarum bv.tTl'foh'l'を接種

した場合と同程度であったが､B.japonl'cum あるいは S.II･edl'1'を接種した場合に

増加が認められた｡また､幼根抽出液中のHyl含量は､接種､無接種に関わらずHyl

含量に大きな変化は見られなかった(Fig.20C)0

3.3根粒形成､窒素固定活性､および宿主植物体の生育におよぼすヒドロキシリシ

ンの影響

終濃度 0.1mMあるいは1mMのHylを含むNorrisandDate氏液を用い､接種

あるいは無接種で栽培したインゲンマメ[P.vukaI･Is(L.)cv.Yukitebou]の培地中
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のHyl含量をHPLCで測定した(Fig.21)｡その結果､接種 ･無接種にかかわらず､

培地中の Hylは栽培日数とともに減少し､栽培開始から21日後には 0に近い値ま

で減少した｡

0･1mMあるいは1mMのHyl存在下で接種栽培したダイズ[G.max(L.)Merr.cv.

fGtamusume]あるいはインゲンマメ[P.vulgan'S(L.)cv.Taishoukintoki]の､形成

根粒数､根粒重量､あるいはアセチレン還元活性(ニ トロゲナーゼ活性 :ARA)を調

べ(Fig･22)､また同条件で栽培した宿主植物根の形態を示した(Fig.23)｡宿主植物

根における根粒形成数は､0.1mM の Hylを添加した場合､ダイズではコントロー

ルの約 2/3に､インゲンマメでは約 1/2に減少した｡また 1mM の Hyl存在下で

は､両菌株ともほとんど根粒は形成されなかった(Fig.22).またその時の根粒重量

は､0･1mM の Hylの存在下では､ダイズでコントロールの約 85%､インゲンマメ

では約50%に減少し､1mMのHyl存在下ではほとんど0に近い値であった(Fig.22A､

B)oこれらの植物体を用いてARAを調べたところ､0.1mM のHyl存在下ではそれ

ぞれコントロールの 78%､60%､1mM では 22%､14%であった(Fig.22C).ダイ

ズ､およびインゲンマメの根を観察したところ､いずれも添加した Hylの濃度の増

加に従って根の伸長が著しく抑制されるとともに根粒形成が抑制され､1mM のHyl

存在下では植物体の葉は黄変し､根が細くなった(Fig.23)｡同条件で栽培したイン

ゲンマメの根の根毛を拡大して観察した(Fig･24)0Hyl無添加で栽培した場合､側

榔 ま正常に伸長していたが(Fig.24A)､Hylを加えて栽培した場合には著しく側根の

伸長が抑制されていた(Fig.24B)o

Hyl存在下での無接種あるいは接種した植物体の生長を経時的に観察した｡無接

種の場合､栽培開始後 7日目ではHylの添加により根の伸長に遅れが生じ(Fig.25A,

D)､11日目､38日目も根の生育が著しく抑制されていた(それぞれFig.25B,E､

C,F)oまた､接種した場合､栽培開始後 7日目には大きな差は見られなかった(Fig.

26A,D)が､11日目に比較した場合､Hyl存在下では根の伸長が遅れ(Fig.26B,E)､
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38日目はコントロールに比べて根の伸長が強く抑制されていたくFig.26C,F)0

3･4根粒菌の宿主への感染におよぼすヒドロキシリシンの影響

蛍光タンパク質がコー ドされたプラスミド pTB93F を接合伝達法によ り R.

1eguml'nosaz-um bv･phaseoIIUSDA2676に挿入し､菌の宿主植物への感染段階を

観察 した(Figs･29,30).挿入したプラスミドの遺伝子地図をFig.27に示した.

の菌は蛍光顕微鏡で観察した場合､菌体が黄緑色の強い蛍光を発した(Fig.28)0

､･′■
｣

'■′
し■

の菌を接種したインゲン[P･vu鹿an'S(L･)cv.Yukitebou]を､Hyl非存在下および

存在下で栽培し､根の表面､および根粒を光学顕微鏡で観察するとともに､同じ視

野を蛍光顕微鏡で観察した(Figs.29,30)0Hyl非存在下で接種栽培した植物体では､

まず菌が根の表面に集まっているのが観察され(Fig.29A,E)､その後感染糸を通っ

て入り込み(Fig･29B,F)､形成された根粒中でも蛍光がはっきりと観察された (Fig.

29C,GおよびD,H)｡また､Hyl存在下と非存在下で接種した場合を比較すると､

Hyl非存在下では根粒中で菌が集まっているのがいくつか観察されたが(Fig.30A,

B)､Hyl存在下では根粒も小さく､蛍光発色は認められなかった(Fig.30C,D)0

第4節 考察

4･1ヒドロキシリシンによる根粒菌の増殖抑制効果における種子抽出液の影響

Fig･18の増殖試験の結果､R.1eguml'nosarum bv.phaseoliUSDA2676の増殖

は0･1mM程度のHylで十分に影響し､ B.japonl'cum oUG117が 10mMの濃度

で増殖が抑制された結果と比較すると Hylに対する感受性は相対的に高かった｡こ

のような Hylの増殖抑制作用に対する､宿主種子由来の物質による影響を明らかに

するため､インゲンマメ[P･vu鹿aTl'S(L･)cv･Taishol止intoki]のエタノール抽出液

(SE)を Hylとともに培地に添加して調べた(Fig･19)｡その結果､Hylのみの添加で

見られた強い増殖抑制効果は全く認められず､最終的に菌液の吸光値が controlよ
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Fig.18.EffectsofHylonthegrowthofR.
1eguml'nosaTum bv.phaseoll'USDA2676andB.

japonl'cum OUGl17.

One-tenthmlofforty-eight-hour-oldculturesof(A)R.

1eguml'nosat･um bv.phaseoll'USDA2676or(B)B.japonicum
OUG117weretrasferredto5mlofminimalmedium

containing0mM (○),0.1mM (△),1.0mM (●)or10mM (▲)

Hylandincubatedat30℃ aerobically.
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Hours
Fig.19.Effectofseedextracts(SE)ofP.

vulgarl'S(L.)cv.Taishoukintokionthe
growthofR.1eguml'nosaI･um bv.phaseoll'
USDA2676inthepresenceofHyl.

ThecellsweregrowninMMcontainingHyl
(1mM)(●),×0.1StrengthSE(△),orbothofthem
(▲).Thegrowthwithoutadditiveswasshownas
opencircles.
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Fig.20.Hylcontentsintheseed(seedling)exudates
androotextractsofG.max(L.)Merr.cv.
Kitamusume,T.pI･atenSe(L.)cv.Start,and
P.vulgaI･1'S(L.)cv.Taishoukintoki.

G.max(L.)Merr.cv.Kitamusume(whitebar),T.pTatenSe

(L.)cv.Start(dottedbar),orP.vuJgarjs(L.)cv.
Taishoukintoki(blackbar)wasinoculatedwithB.japonicum

OUG117(lane2),S.fI･ediiUSDA191(lane3),R.

Ieguml.nOSaTum bv.tI･1'foll'1'USDA2053(lane4),orR.

1egumjnosaTum bv.phaseoliUSDA2676(lane5),respectively,

orwithoutcells(lane1).Theseedsweresoakedfor(A)18h,

(B)144h,or(C)10d,andHylcontentsintheseed(seedling)
exudatesandten-day一〇ldrootsweremeasuredbyHPLCas
describedinMaterialsandMethods.Resultsaremeansfrom
threedeterminantswiththreemeasurementsforeach

experiment.
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Fig.21.Hylcontentsinthemediumofi).
vulgaz･1'S(L.)cv.Yukitebou.

P.vulgaTl'S(L.)cv.Yukitebouwasinoculated

with(+)Orwithout(0)R.1egumjnosaTumbv.
phaseoll'USDA2676,andgrowninNorrisand
Datesolutioncontaining1mM Hyl.
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Fig.22.EffectsofHylonthenoduleformationandnitrogen
fixationactivityinnodulesofG.max(L.)Merr.cv.
KitamusumeinoculatedwithB.japonicum OUG117andP.

vulgaTis(L.)cv.TaishoukintokiinoculatedwithR.

1eguminosaTum bv.phaseoll'USDA2676.

TheseedsofthehostplantslG.max(L.)Merr.cv.Kitamusume(white

bar)orP.vuJgarJs(L.)cv.Taishouklntoki(dottedbar)]wereinoculated

with106cells(B.japonL･cum OUGl17orR.1egumL･nosarum bv.phaseo11･
USDA2676,respectively)perseedasdescribedinMaterialsandMethods,

andtheplantsweregrowninvermiculitewhichwasmoistenedwithNorrls

andDatesolutioncontaining0mM,0.1mM,or1mMHyl.(A)nodule

number(numberperplant),(B)noduleweight(mgdryweightperolant)

and(C)acetylenereductionactivity(ARA)of50lday-oldplantswere

determinedasdescribedinMaterialsandMethods.Eachdatarepresentsthe

meanofthreemeasurements.
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Fig.23.EffectsofHylonthegrowthoftheroots
andnodulationofG.max(L.)Merr.cv.

KitamusumeinoculatedwithB.japonl'cum

OUGl17andP.vulgarl'S(L.)cv.Taishoukintoki

inoculatedwithR.1eguml'nosaI-um bv.phaseoll'
USDA2676.

SeedsofthehostplantslG.max(L.)Merr.cv.

KiLamusume(A,BandC)andP.vulgaI-1'S(L.)cv.
Taishoukintoki(D,EandF)]Weresurfacesterilizedand
inoculatedwithB.japonl'cum oUGl17andR.

1egumlnosaTum bv.phaseoll'USDA2676cells,respectively,

asdescribedinMaterialsandMethods.Theplantswere
growninvermiculitewhichwasmoistenedwithNorrisand

Datesolutioncontaining(A,D)0mM,(B,E)0.1mM,or(C,

F)1mMHyl. -82-
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Fig.
26
.
EffectofHylontheelongationoftherootof
P
.vu
lgaI-1S(L.
)cv
.YukitebouinoculatedwithR.1eguml'nosaI-umbv.p
haseollUSDA2676.

SeedsofthehostplantlP.vulgaTl'S(L.)cv.Yukitebou]Were
surfacesterilizedandinoculatedwithR.1eguml'nosaI-um bv.
phaseollUSDA2676.Theplantsweregrownintheseedbag
whichwasmoistenedwithNorrisandDatesolutioncontaining
OmM (A,B,andC)orlmM (D,E,andF)Hylfor7d(ÅandD),
lld(BandE)or38d(CandF).
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Fig.
28
.
FluorescencemicroscopyofR.
1eguml'nosarumbv.phaseoll'U
SDA2676/

pTB93F.
Bar,3LLm.

-87-

･･<･.-･上戸∴い上十l∴トト日工㌧巨･…l:iL=I;∵ノい.1...トト工.iJqr･1.巨.itUトト工巨片付巨仁i卜巨巨ー=



Fig.29.Lightandfluorescencemicroscopyoftheroot
surfaceandnoduleofP.vulgaI-1'S(L.)cv.Yukitebou
inoculatedwithR.1eguml'nosaI-um bv.phaseoll'
USDA2676/pTB93F.

SeedsofthehostplantlP.vulgaTl'S(L.)cv.Yukitebou]
WeresurfacesterilizedandinoculatedwithR.1eguml'nosa1-um
bv.phaseoll'USDA2676/pTB93Fcells.Theplantsweregrownin
theseedbagwhichwasmoistedwithNorrisandDatesolution
andviewedbylightmicroscope(A,B,C,andD)or

fluorescencemicroscope(E,F,G,andH).
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りも高くなるまで増殖した.インゲンマメ種子と同じ手法でダイズ種子のエタノー

ル抽出液(soybeanseedextract)を調製し､Hylとともに培地に加えた場合も同様

の結果であった(データは示していない)｡前章でも述べたように､スペルミジンが､

ダイズ根粒中のバクテロイ ドの増殖を抑制することが報告されているが､このスペ

ルミジンの増殖抑制作用は､宿主からの分泌物として知られるイソフラボノイ ドの

デイジーンによって阻害されることが明らかになっている 40･41)oすなわち､宿主植

物由来の分泌物には､根粒菌の生育の阻害あるいは促進に関わる物質が共存してい

ると考えられる0本実験の結果から､宿主種子周辺では Hylによる根粒菌の増殖抑

制作用が､宿主種子から分泌される物質によって調節されている可能性が示唆され

た｡

4･2宿主根圏におけるヒドロキシリシン含量とその根粒菌の接種による影響

マメ科植物は､その生育段階に応 じてさまざまな物質を土壌に分泌しており､そ

の種類は宿主植物によって異なる｡ 例えば､インゲンマメの分泌物質中にはアミノ

酸が著しく多く含まれる他､デオキシリボースの存在も認められている 94).一方､

ダイズでは炭水化物が多く含まれ､さらにその構成成分は品種間で差異があること

が明らかにされている 95)｡ そのため､マメ科植物によって根圏に分泌されるアミノ

酸およびその他のアミノ化合物のうち､Hyl含量が植物や接種菌株の種類によって

差異が生じる可能性が考えられたoTable8で示したように､根粒中の Hyl含量は

生育日数によって変化し､栽培開始後 70日目に最も多く含まれており(それぞれ0.41､

0･76〝mol/gwetweight)､その後減少した｡すなわち､根粒の発達とともにHyl

含量が増加し､根粒の老化に伴って次第に減少すると考えられた｡この結果から､

根粒の発達時期における Hyl含量の変化が､第 3章で述べたような根粒中での根粒

菌の分化に影響している可能性が示唆された｡また､対応菌株を接種したインゲン

あるいはダイズの実生および根粒抽出液中では､Hylが0.2から0.8LLmOl/gwet
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weightの間で含まれていたoこのHyl含量はおよそ 0･2mMから0.8mM の濃度

に相当し､根粒菌(RhLzobl'um属および Sinoyhizobl･um属)の増殖に影響をおよぼす

濃度である｡ 宿主植物にとって根粒菌の存在は有利であるにもかかわらず､宿主植

物組織中の Hyl含量が根粒菌の増殖を抑制する濃度で含まれているという結果は興

味深いoしかしながら､種子浸出液中では､他の組織抽出液中よりも Hyl含量は少

なかったが､宿主と接種菌株の組み合わせによって増減する傾向が見られた｡さら

に､Table9に示した全ての組み合わせで接種した時､培養開始から 144時間後の

種子(実生)浸出液中では､非対応菌株を接種した場合の Hyl含量が､対応菌株を接

種した場合に比べて多い傾向が認められ､また､幼根抽出液中では接種によってHyl

含量が高まった(Fig･20)oこれらの結果から､Hylが宿主植物と根粒菌の間の共生

における特異性を決定する要因の一つとして関与している可能性が示唆された｡宿

主植物から浸出される物質は､根粒菌の増殖やそのエネルギーの基質になることが

報告されている 96,97)o植物からの分泌物質の量およびその成分構成は､植物の種類

の他､生育条件､根圏環境､あるいは生育段階に依存して変動しており､例えばア

ルファルファでは分泌物質中の炭水化物の含量が生育段階によって変動することが

報告されている 98)o しかし､これらの変動のメカニズムに関する報告はほとんど

ないoTable8およびFig･20で示したように､宿主植物と根粒菌の組み合わせによ

って､種子(実生)浸出液の Hyl含量が変動した｡根抽出液中に存在する Hylは明ら

かに根表面に浸出しており､また膜の浸透性が浸出作用に関与していることから､

宿主根の膜浸透性の変動はこのような接種､あるいは接種菌の組み合わせに応答し

て起きるのかもしれない0本実験で分析された種子(実生)浸出液中の Hyl濃度は､

根粒菌の増殖を抑制するには低い濃度であった｡しかし､根の表面で局所的に高い

濃度で存在する可能性も考えられることから､Hylは宿主植物根の表面で作用し､

根粒菌の増殖を調節していることが示唆された｡
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4･3根粒形成､窒素固定､および宿主植物根の生育におよぼすヒドロキシリシンの

影響

R･1egumlnosaz-um bv･phaseoll'USDA2676を接種､あるいは無接種のインゲン

マメ種子に､Hylを添加した NorriSandDate氏液を加えて栽培したとき､どちら

の条件でも培地中のHyl含量は次第に減少し､栽培開始から約 20日目でほとんど0

に近い値となった(Fig･21)oこの結果から､培地に加えた Hylが宿主植物の生育過

程で根から植物体内へ取り込まれている可能性が考えられた｡Hyl存在下での植物

の根粒形成あるいは窒素固定活性を､各対応菌を接種したダイズ､インゲンマメに

ついて測定した結果､両宿主において､Hyl存在下では根粒形成数､根粒乾燥重量､

および窒素固定活性が著しく低い値であった(Fig･22)｡ところが､Fig.18の増殖試

験の結果では､1mM のHyl存在下でのB･japonl･cum oUG117の増殖は､コント

ロールとほぼ変わらなかった.また､データには示していないが､BradyThizoblum

属菌の細胞中の nodC-1acZの発現は､Hylを添加しても抑制されなかった.これら

の結果から､Hyl存在下で根粒形成および窒素固定活性が抑制された原因について

疑問が生じたoしかし､Fig･23で示したように､Fig･22で用いた菌株と宿主を同

条件で接種栽培した場合の植物体の根の伸長が､Hylによって著しく抑制されてい

たoまた､無接種のインゲンマメ種子を Hyl存在下で栽培した時､Hyl非存在下で

栽培した植物体の側根と比較して､伸長が著しく遅れていた(Fig.23)｡さらに､無

接種あるいは接種のインゲンマメを Hyl存在下で栽培し､経時的に観察した結果､

接種･無接種に関わらず､7日目から11日目の間に根の伸長に遅れが生じていた(Figs.

24,25)oこれらの結果から､Hylは植物体の根の生育に抑制的に作用し､それに応

答して有効根粒の形成が抑制される可能性が示唆された｡宿主根圏にはインゲンマ

メの根から多量のアミノ酸およびその他のアミノ化合物が分泌されることが知られ

ており､またグルタミン酸のようないくつかのアミノ酸は､0.1から 1.0%の濃度で

-92-

･:
了

∴

∴

∴

.
･

.
･

･.'

.･
･
･
.'･
_

･:

.

.･

.

･･
J

I
:i...I.∴

･･
;

I
-Il
-I-
1
･･-･i-
卜
･,-I-トー

I-

II･-
I-
i
l
L
I
I-
-

-I--
1L
II･II
-
-
･IL
1
ト
ー
一
･-
ト
ー
･1--

-

rr】I
V
Tii
･_jL
l
h

l
r



クローバーおよびアルファルファの根の伸長を抑制することが報告されている 19)0

しかしこれまで､Hylによる宿主植物根の伸長抑制については報告されていない｡

根の伸長抑制によって引き起こされる根粒形成の抑制のメカニズムは今後の課題で

ある｡

4.4 GFP遺伝子挿入菌株を用いたヒドロキシリシン存在下での感染過程の観察

宿主植物根では菌の感染により誘導される､根の表層細胞の分裂､側根のカーリ

ング､感染糸の伸長を経て根粒が形成される｡ これまで､これらの宿主根における

根粒形成の各過程は多角的な手法で観察されており､例えばクローバーの根毛細胞

壁の変化を交差偏光顕微鏡で観察する手法 99)が用いられている｡ しかし､根粒菌の

感染において､菌体が宿主根の表面に着生し､感染糸を介 して植物組織の内部へ侵

入する過程や､根粒内における菌体細胞の分布の観察はきわめて困難である｡これ

まで､根粒内の菌の分布 において､蛍光抗体で標識 した菌体や､GUS (β一

glucuronidase)遺伝子挿入変異株 100)を用いた観察などが行なわれている｡本研究で

は､R.1eguml'nosarum bv.phaseoIIUSDA2676のGFP変異株を用い､Hylの根

粒形成過程におよぼす影響を観察した(Figs.26-30)｡この変異株は､Fig.27のよう

に菌体が発光し､また根の表皮細胞の自家蛍光と明確に区別できることから､菌が

根に侵入し､根粒形成するまでの各段階を観察する上ですぐれた手法であると考え

られる｡本実験での GFP変異株を接種したインゲンマメの根および根粒の蛍光顕微

鏡観察でも､根の表面での菌の集合や感染糸内での移動､および根粒中の集合が明

確に観察されたことから､非常に有効な手法であると考えられた(Fig.28)0Hyl非

存在下あるいは存在下で栽培した場合を比較すると､前者では根の表面に菌が局所

的に集合しているのが観察され､一方､後者では Hyl存在下では菌が全体的に少な

く､まばらに存在していた(Fig.29)｡前述のTable8およびFig.19の結果で考察し

たように､宿主から浸出される Hylの濃度が根の表面で局所的に高い濃度で存在す
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ると仮定すると､本実験で観察された菌の集合した部分に高濃度の Hylが存在し､

菌の増殖を抑制している可能性が考えられた｡また Hyl存在下で栽培した場合､蛍

光発色が認められない根粒が高頻度で観察された｡これらの結果から､Hylが根粒

菌の増殖を抑制するとともに､菌が感染し､根粒形成する過程に影響していること

が示唆された｡今後､この GFP変異株を用い､菌の感染あるいは根粒形成過程の観

察を行い､Hylの作用段階を明らかにすることが課題である｡

5.要約

BI-adyThi'zobl'um japonl'cum oUGl17 と 助izobl'um leguml'nosaz･um bv.

phaseoIIUSDA2676の増殖は､ともにHylによって抑制されたが､前者の Hylに

対する感受性は後者よりも低かった｡しかし､Hyl存在下でそれぞれの菌株を接種

したダイズ[G･max(L･)Merr･]､あるいはインゲンマメ[P.vLLlgan･S(L.)]の根粒形

成および窒素固定能力は､両者とも Hylの添加により著しく抑制され､同時に宿主

根の伸長における抑制効果が認められた｡種子(実生)の浸出液中の Hyl含量は､宿

主に非対応菌株の接種によって増加し､また根抽出液中では接種によって増加する

傾向が見られた｡これらの結果から､Hylが宿主植物の根の伸長､あるいは根の表

面での根粒菌の増殖の調節に関与することにより､有意な共生関係を成立させてい

る可能性が示唆された｡
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第 5章 総括

本研究では､窒素循環における根粒菌の有用性と根粒菌の宿主特異性に基づいた

分類について概説し､あわせて宿主根周辺物質における根粒菌の増殖や形態変化へ

の影響に関する報告を中心に示した｡それらを背景として､植物組織中における存

在がほとんど知られていない遊離型アミノ化合物のヒドロキシリシン(Hyl)に着目し､

Hylの根粒菌の増殖抑制作用および形態変化あるいは窒素固定活性への影響と比較

した｡

第 2章では根粒中のアミノ酸およびその他のアミノ化合物を分析し､根粒中の全

アミノ酸およびその他のアミノ化合物のうち､比較的含量が多かった Hylを培地に

添加したときの根粒菌の増殖､および生理活性におよぼす影響について検討した｡

根粒中のアミノ酸およびその他のアミノ化合物のうち､Hylを培地に加えたとき､

インゲンマメ根粒菌(R.1eguminosaz･um bv.phaseoIIUSDA2676)を含む､多くの

根粒菌の増殖が強く抑制された｡このような Hylによる顕著な増殖抑制作用は､酵

母や他の細菌には認められなかった｡この結果から､Hylは根粒菌の増殖を特異的

に抑制する作用を持つことが明らかになった｡

Hylの構造類似物質であるリシンおよびメチルリシンを培地に添加した場合､イ

ンゲンマメ根粒菌の増殖は全く抑制されなかった｡また､Hylとリシンを共存させ

た場合においても､Hylの増殖抑制効果は変化が認められなかった｡さらに､タン

パク合成時におけるメチオニンの取 り込みをアナログとして括抗阻害するエチオニ

ンの根粒菌への作用は､Hylの増殖抑制作用と異なっていた｡そのため､Hylの増

殖抑制の作用機構が､アナログとしての括抗的な作用ではないと推定した｡

Hylはインゲンマメ根粒菌の増殖時期の違いに関わらず､添加直後に細胞内に取

り込まれ､根粒菌の増殖を抑制した｡また､Hyl存在下で培養 した細胞のラジオア

-95-

1

~

.
､
.
･.

.･

.･

･･･

･.

.'･.'

_
_h
r
Lt
I
妄

_･L
r
ー
tJ"
･.J*
J

tp

I_
】
I
I
II
M

-

卜



イソトーブの取り込み実験により､Hylが RNAおよびタンパク質の合成を阻害して

菌の増殖を抑制していることが明らかになった｡インゲンマメ根粒菌の無細胞抽出

液の 2D-PAGEの結果､多くのタンパク質スポットが消失するとともに新たなスポ

ットも出現することが判明した｡また Hylの添加により､細胞内の代謝関連酵素の

活性と､ザイモグラムパターンに差異が生じた｡これらの結果から､根粒菌のある

種のタンパク質合成が Hylによって著しく阻害されることが明らかになった｡また

その一方で､根粒菌は新規のタンパク質の合成を行なっており､Hylによる根粒菌

のバクテロイ ドへの分化におよぼす影響が示唆された｡

第 3章では､Hylを添加したときのインゲンマメ根粒菌のバクテロイ ドへの影響

を調べ､フリーリビング細胞への影響と比較した｡

Hylの添加により､インゲンマメ根粒菌のバクテロイ ドはフリーリビング細胞よ

りも顕著に増殖抑制された｡バクテロイ ドは､Hylに対 してフリーリビングよりも

高い感受性を示すと考えられた｡

Hylを添加して培養した場合の形態観察では､フリーリビング細胞の長さ(約 1J⊥

m)が 3〝m～4JJm に増加する傾向があり､同時に分岐した細胞もいくつか見られ､

バクテロイ ド様に変化していた｡一方､バクテロイ ドの長さは Hylの添加により形

態変化しなかった｡さらに､Hylの培地への添加によって､細胞内のPHB含量の著

しい増加が見 られ､この増加した時期が､Hyl添加培養による細胞の形態変化の時

期と一致していた｡すなわち､Hylは相粒菌の増殖を抑制するとともに､バクテロ

イ ドへの分化に関与している可能性が示唆された｡

第 4章では宿主植物の根周辺における Hylの存在性を分析するとともに､根粒形

成､窒素固定活性､および宿主植物の生育に与える Hylの影響について調べた｡さ

らに､GFP変異株を用いて根粒菌の感染過程を観察し､根粒菌の根への着生から根

粒形成の各段階におけるHylの影響について検討した｡

ダイズ根粒菌である BIladyThizobl'um japom'cum は､インゲンマメ根粒菌の R.
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1egum'nosaz'umbv.phziSeOliUSDA2676の増殖と同様にHylの抑制作用を受ける

が､前者の Hylに対する感受性は後者よりも低かった｡しかし､後者を SEおよび

Hylを共存させた培地で培養した場合､Hylの増殖抑制効果は打ち消された｡Hyl∫

の増殖抑制効果が宿種由来の物質で調節されている可能性が示唆された｡

対応菌株を接種した場合､宿主植物であるダイズ､クローバー､あるいはインゲ

ンマメの実生浸出液中の Hyl含量は､宿主に非対応菌株の接種によって増加し､ま

た根抽出液中では､対応および非対応菌株に関わらず､接種によって増加する傾向

が見られた｡宿主植物体が根周辺の Hylの量を調節し､非対応菌株の着生を制御し

ている要因の一つである可能性が示唆された｡

それぞれの対応菌株を接種したダイズ､あるいはインゲンマメの根粒形成および

窒素固定能力は､両者とも Hylの添加により著しく抑制され､同時に宿主根の伸長

における抑制効果が認められた｡これらの結果から､Hylが根粒形成､窒素固定活

性､あるいは宿主植物の根の伸長に影響をおよぼすことが明らかになった｡

GFP変異株を用いた根粒菌の感染過程の観察では､ Hyl存在下で接種栽培した場

合､根粒菌が根の表面で分散するとともに根粒中にほとんど存在していない傾向が

見られた｡宿主植物体から分泌する Hylが根の表面での根粒菌の増殖の調節に関与

することにより､有意な共生関係を成立させている可能性が示唆された｡

根粒菌が効率的な窒素固定能を有するバクテロイ ドへ分化することは､有効根粒

形成に必須の条件である｡Hylが根粒菌のバクテロイ ドへの分化を誘導する可能性

が示唆されたことは､invitroでの有効根粒形成の環境条件を検討する際､Hylがモ

デルの構築に役立つと考えられる｡すなわち､より有効な共生窒素固定研究を､invivo

の長期的な実験系ではなく短期的な実験系で行ない得る可能性があり､期待される｡
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