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根粒菌の マ メ 科植物 との 共生成立 に必須な転写 因子 の 解析

　 　 　 　 み つ い 　ひ さゆき 　み なみ さわ きわむ

　　　　〇三 井　久幸　　南澤　究　 （東北大 ・院 ・生命科学）

［目的］　 根粒菌 は 、
マ メ科植物 に根粒形成を誘導 し、その 内部で 共生窒素固定 を行 う土壌

細 菌の
一

群で あ る 。 我 々 は 、 主な研究材料 と して 、現状で 分子遺伝学的知見の 蓄積 に最も富

み 、またゲノ ム 全塩基配列が 解読済みの 根粒 菌種 Sinorhizobium　meliloti （ア ル フ ァ ル フ ァ 根粒

菌）や 、宿主植物側 の 分子遺伝学研究の モ デル で ある ミヤ コ グサ Lotus　」
’
aponicus の 共生相手

で 、や は りゲ ノ ム 全塩基 配列 が解読済みの Pt　Mesorhizobium　lotiを取 り上げて い る 。 そ し て 、

根粒菌 の 共生成立過程 （共生相手 との 相互認識 ・根粒 形成誘導 ・感染 ・宿主細胞 内 へ の 侵入 ・

細胞 内共生体 （バ クテ ロ イ ド）特異的な細胞分化 ・窒素固定活性の 発現　等々 ）の 分子機構

の 全解明を 目指 して い る 。 以前 の 大会で 、我 々 は、S．　melilotiの rpoHi 遺伝子 （E 　co ，’の RNA

ポ リメラーゼ ・
シ グマ 因子 の

一
つ σ

32
に つ い て

、
S．〃meliloti で は 2 つ の 遺伝子 rpoHi 、　 rpoH2 が

そ の ホ モ ロ グを コ
ー ドして い る）の 変異株が共生能欠損 （Fix

−
）を示 す こ とを報告 した 。 本発

表 で は、その 変異の 影響が根粒菌の 生 育や共生成 立 の どの よ うな局面 に現れ る の か 、また、

ど の よ うな遺伝子 の 転写 に影響す る の か 、等に 関す る解析結果 を報告す る 。

［方法］　 根粒菌 の nif ！fix遺伝子 の 発現は 、 1αoZ 融合遺伝子 を用い て 解析 し た
。 根粒 菌変異

株の 各種試薬 ・条件 に対す る感受性 は、ペ ーパ ーデ ィ ス クや濃度勾配 を施 した プ レー ト培 地

上 で の 生育に よ り評価 した。熱 シ ョ ッ クタン パ ク質 （Hsp）遺伝子 の 転写解析 には、根粒菌 の

全 RNA に対 し、　 RNase プ ロ テ クシ ョ ン お よびプ ライ マ
ー
伸長の 各ア ッ セイ を適用 した 。

［結果 と考察］　 S．meliloti の rpoHi 変異株 の 共生に 関する性質を調 べ た 。
　 rpoHi 変異株 の 根

粒 か らは 、 野 生株根粒に比 べ て著 し く低い （植物 当た りで 11285 ） もの の 、
一定の ニ トロ ゲ

ナ
ーゼ活性が 検出 された 。 また 、 変異株根粒内部で は、根粒先 端の 直下の 「根粒菌 の 宿 主細

胞 へ の 侵 入 が始ま る」 領 域付近 に バ クテ ロ イ ドの 存在が見 られ た が 、共生 成 立過程 が よ り進

行 した根粒 中央以降の 領域の 大多数の 宿主細胞内 で は 、
バ ク テ ロ イ ドの 形態異常や細胞死 が

観 察 され た 。 また、rpoHi 変異株で は、培 地の 酸性 pH や界面活性 剤等 の 添加 に 伴 う生育阻害

が 、野生株 の 場合と比 べ 顕著に現れた 。

一
方、

一
般 に根粒菌 の 窒素固定遺伝子 の 転写誘導が

見 られ る微好気培養を rpoHi 変異株に適用 した とこ ろ、η塑 、 η 嬋 、 伽 1vとい っ た遺伝子 の 発

現誘 導が 野生株 と同様に観察 され た 。 以上 よ り、rpoH
’
i変異 は感染過程や ニ トロ ゲナ

ーゼ の 合

成 には影響せ ず 、宿主細胞内侵入 後の 早期老化 ・細胞 死 が κρo 从 変異株の Fix
一
の 実態で あ る

と考え られ る 。 また 、 その 原因は 環境 ス トレ ス に対す る高い 感受性 にあるこ とが示唆 され る 。

次に、以 前の 結果 に基づ き 、
S．　meJiloti の ゲノ ム 中に 存在す る Hsp 遺伝子群の 転写に対す る

rpoff1 変異の 影 響を解析 した。その 結果 、　groESL5 （S．　 meliloti が有する 5 つ の 9T’oESL ホ モ ロ

グの
一

つ ）の 転写が rpoHi 変異株で 消失 して い る こ とが判明 した。 しか し、　groESL5変異株 は

野生株 と同様の 共生能 を示 した こ とか ら、 rpoHi変異株の Fix
一
に か か わる遺伝子 は別 に存在す

ると判断 した。　　　　　　　　　　　　　　　 連絡先 ： 三 井 （  itsui＠ige．tohokU ．ac ．jp）
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