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論 文 内 容 要 旨

ま え が き

植物 には微生物 と共生 し、空中窒素 の固定(共 生窒素 固定)を 行 う種 が存在

す る。マ メ科植物 はその代表 であ り、根粒 菌 との共生 によ って、環境に優 しい

固定窒 素 を効率 的に成長 に活かす ことがで きる。農業生産現 場にお いては、共

生窒素 固 定のみ で多収 量 を得 ることが難 しい ことが 多いの で、窒素 肥料 の施用

も必要 とな る。 しか し、好気的土壌 での主 な窒素形態で ある硝 酸態窒素 の施用

(硝酸 処理)は 根粒 の着生や発達 とニ トロゲナーゼ活性 を阻害 す るので、硝酸

阻害機構 の 解明は農 業生産 において重要 な研究課題 とな って いる。そ こで本研

究で は、 ニ トロゲナー ゼ活性の硝酸処理 に よる阻害(硝 酸 阻害機構)に 注 目し

て研究 を行 った。硝酸 阻害 は根粒内への酸素 拡散抵抗性の増大 によるバ クテ ロ

イ ドの呼 吸 の低下が原 因で あることが強 く示唆 されて いるが 、その原 因は明 ら

か にな って いない。

材料 には第1章 に おいては、マ メ科のモ デル植物 と して近年注 目されて いる

ミヤ コグサ とマメ科植物 の代表 的作物で ある ダイズ を用 いた。 マメ科植物以外

にも、ア ク チノ リザル植物(グ ミ科、 カバ ノキ科な ど)と 呼ばれ る「群は放線
オ

菌の 一種 で あるフラ ンキ ア と共生 し、根粒 を形成 して共生窒 素固定 を行 うこと

が知 られ て いる。 これ らの植物は、 これ まで園芸作物 と して重要視 されて こな

か った が 、近年 にな って グ ミ科の多機 能性新規 ベ リー ・オ ビル ピーハが導入 さ

れ て 日本 での大規模栽 培が始 まった ことか ら、第2章 においてはオ ビル ピーハ

を用 いる ことと した 。

第1章.マ メ科植物 の根粒 におけるニ トロゲナーゼ活性の硝 酸阻害機構.

ニ トロゲナーゼ活 性 の硝 酸阻害機 構 に関す る研究の歴 史は古 く、い くつかの

仮説が 提唱 され てい る。有力な仮説 と しては、根粒内でのス ク ロース合成酵素

(SS)と 硝酸 代謝 の 関与が あげられ て いる。そ こで本章で は、硝酸 阻害時 にお

け る根 粒 のSS活 性 の解析(第1節)、 根粒 の硝 酸還 元酵 素(NR)の 解析(第

2節)、 および硝 酸 阻害機構 における一酸化窒素(NO)の 役割(第3節)に つ

いて調 べ た。
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第1節.硝 酸阻害 時に おける根粒のSS活 性 の解 析.

根粒 内に転流 した光合成産物(ス ク ロース)は 主にSSに よって分解 され 、

解 糖系 を経 て有機酸へ と代謝 され 、バ クテ ロイ ドの呼吸基 質 と して利用 され る

(第1図)。 このエ ネルギー供給過程 の鍵酵素 の一つであるSSの 活性 は、 ダ

イズの根粒 において 、硝酸処理6日 後 に約50%ま で低下 す る ことが知 られ て

い る。SS活 性が低下す る とバ クテ ロイ ドへの 呼吸基質の供給 も低 下 し、何 らか

の 形で根粒の酸素拡 散抵抗性の増大が 引 き起 こ され 、ニ トロゲナー ゼ活性が 阻

害 され る可能性 が考 え られ る。そ こで 、本節 では ミヤコグサ とダイズ を供試 し

て、硝酸処理に よるニ トロゲナーゼ活性 の低下 に先立 ってSS活 性 が低下す る

か ど うか を調べた。

その結果、 ミヤ コグサの根粒の ニ トロゲナー ゼ活性 は、硝 酸処理2日 後 で対

照 区の約70%ま で低下 し、5日 後 には50%ま で低下 ・した(第2図)。 そ こ

で、2日 後 と5日 後のSS活 性 を測定 した と ころ、可溶性 タ ンパ ク質 当た りの

SS活 性 は硝酸処 理5日 後 においても低 下 して いなか った(第3図)。 ダイズの

根粒 に おいても調べ た結果 、硝酸処理3日 後 にニ トロゲナー ゼ活性 は対照 区の
ロ

約25%ま で低下 したが、SS活 性 は低 下 して いなか った(第4図 、第5図)。

以上 の ことか ら、SS活 性 の変動 は硝 酸阻害 の原因でない と考 え られ た。

第2節.根 粒 のNRの 解 析.

硝酸 阻害機構 に おいて、葉や根 にお ける硝 酸代謝 ではな く、根粒 にお ける硝

酸 代謝が重要で ある ことが示唆 され て いる。 また、根粒での硝 酸代謝 に関連 す

る酵素 としては、バ クテ ロイ ドに存在 す る根 粒菌 由来のバ クテ ロイ ドNRと 、

根粒 の植物細胞 質に存在す る根粒サ イ トゾルNR(根 粒NRと す る)が あるが 、

硝酸 阻害に関与 して いるの は根粒NRで ある ことも示唆 され てい る。そ こで、

本節 では ミヤコグサ を供試 して、根粒NRを 分子生物学 的手法 に よ って解 析 し

た 。

その結果 、 ミヤ コグサの根粒の全RNAか らRT-PCRに よって ク ロー ニ ング

された 駅 のcDNAか ら予想 され るア ミノ酸配 列は、タバ コおよび イ ンゲ ンの

NRの ア ミノ酸配 列 と高 い相 同性 を示 した(第6図)。 ゲ ノ ミックサザ ン解析

にお いて、 このcDNAプ ロー ブは根 粒菌の ゲ ノムD:NAと 反 応 しなか った。一

方 、本 溜 遺伝子 は ミヤ コグサゲ ノム上 で シ ングルコ ピー と して存在 して いた
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(第7図)。

根粒 お よび根 では、亙RmRNAの 量 とNR活 性が硝 酸処 理 によって上昇 した

(第8図 、第1表)こ とか ら、 ミヤ コグサ のNRは 硝 酸誘 導型である ことが示

され た。 しか し、硝 酸処理 しない対 照区 の根粒 において硝 酸イオンが検 出 され

なか ったに もかかわ らず 、押RmR:NAとNR活 性が検 出 され た ことか ら、根粒

ではNRは 硝酸非依存 的 にも発現す る こ とが明 らか とな った。 さらに、・対照区

の根粒NRの 活性化 レベルは硝 酸処理 区 と同等 であ った こ とか ら、硝酸処理 に

よる誘導 を受 けな くて も機能 して いる と考 え られ た。加 訪〃ハ イブ リダイゼー

シ ョンに おいて、硝 酸 非依存 的に発現す る1》RmRNAは 感染域 および維管束部

に局在 す る ことが 明 らか とな った(第9図)。

以上 の ことか ら、 ミヤ コグサの 駅 遺伝 子は硝酸誘 導型 で あるが、根 粒にお

いては硝酸 非依存 的に も発現す る とい うユ ニー クな性 質 を示 した。

第3節.硝 酸阻害機 構 におけるNOの 役 割.

植物 にお いて、NRは 硝酸 イオ ンの還 元 だけでな く、亜硝 酸イオ ンか らNO

への生成 も触媒す る ことが知 られ て いる。NOは シグナ ル伝達分子 と しても知

られ て お り、硝酸 阻害機構 に関与 してい る可能 性が考 え られ る。そ こで 、本節

では ミヤ コグサ を供 試 して、硝酸処 理 に よる根粒 内でのNOの 生成 と役割 につ

いて調尽 た。

その結果 、'硝酸処理 す ると27時 間後 にニ トロゲナ ーゼ活 性が対照 区の

38%ま で低 下す る とともに、根粒 の感染域 でNOが 生成 された(第10図)。

NOの 生成 は低酸素 条件 によ って誘導 され る ことか ら、根粒 内の特異 な環 境で

ある感染域の低酸素 条件 がNOの 生成 に関与 して いる と考 え られた。 また、硝

酸処理 に よって発生 したNOをNO消 去剤(c-PTIO)で 処 理す る ことによ って、

硝酸 阻害 が部 分的 に回避 され た(第11図)。

以上 の ことか ら、マ メ科植物 の硝 酸 阻害機構 にお いては、硝酸処理に よ って

生成 され たNOが 酸素 拡散抵抗性 の増大 を引 き起 こす な ど、何 らかの形でニ ト

ロゲナーゼ活性 を阻害 して いる可能 性が示 された 。
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第2章.グ ミ科 の 多機能性 新規 ベ リー ・オ ビル ピーハ とフランキア との共生

関係 お よ び硝酸処理 の影響.

オ ビル ピー ハ とは シベ リア 原 産 の グ ミ科 の 小 果 樹 で 、学 名 は 飾アρqρ加θ

r加〃2ηo'4θ5L.ssp.〃20ηgo1'oαと命 名 され て いる。機 能性成 分の含有率が著 しく高

く、特 に抗酸化 力の 強 い ビタ ミンEが 多 く含まれ てい るほか 、不飽和脂肪 酸 な

どの有効成分 も多 く含 まれ てい る。乾燥 、低温 、高 塩類土壌等の環境ス トレス

に強 く、放線 菌の 一種 で ある フラ ンキア との共生 に よ り根粒 を形成 し、共 生窒

素 固定 も行 うと され て お り、荒れ 地 の緑化や土壌再 生な どの機能ももって いる。

そ こで本章 ではも 日本 での栽培例 や研 究例がほ とん どな いオ ビル ピーハの基 礎

的な知 見 を得 る ことを 目的 と して研究 を行 った。特 に、オ ビル ピーハ とフ ラン

キア との共生 関係(第1節)と 、ニ トロゲナーゼ活性 に及 ぼす硝酸処理 の影 響

(第2節)に つ いて調 べた。

第1節.オ ビル ピー ハ とフラ ンキ ア との共生関係.

は じめ に、東 北大 学 大学院農学 研究 科の圃場 で栽培 され ている4年 生の成 木

を掘 り上 げて根 に着 生 した根 粒 を採 取 し、その形態 を観察 した。その結 果 、根

粒 は小 さな粒子 の集 合体 で あ り(第12図)、 各粒 子 はそれ ぞれ直径1m程 度

の大 き さで あった 。縦 断および横 断切 片 を観察す ると、維 管束部が その 中心 に

位置す るとともに、 周 囲を感染細胞 が取 り囲ん で いた(第13図)。 この よ う

な形態 は、フラ ンキア との共生に よ って形成 され る根粒の 形態 と一致 して いた。

次 に、実 生苗 に根 粒 磨砕 液を接種 して、根粒着 生の有無 と、着生 した根 粒 が

実生苗の成長 に及 ぼす 影響 を調 べた 。 その結果 、70%の 実生苗に根粒 の着生

が確認 され 、根粒 の着 生 した実 生苗(第14図)は 無窒素栽培条件で あ るに も

関わ らず健全 な成 長 を示 した(第2表)。 また、根粒 の着生 した実生苗 に つい

て根粒 新鮮重 と植 物 体 の成長 との関係 を調べた ところ、正の相関関係が認 め ら

れた。 したが って 、オ ビル ピー ハの実 生苗は根粒 が十分 に着生す ると、窒 素条

件 が十分 でな い土壌 に お いて も健 全 な成長 を行 うと考 え られた。

次 に、圃場 で栽 培 され て いる4年 生 の成木か ら2ヶ 月 ごとに根粒 を採取 して 、

ニ トロゲナーゼ 活性 の 季節 変動 を調 べ た。その結 果 、ニ トロゲナーゼ活性 は

11月 の葉の黄 化 や落 葉が始 ま った ころに低 く、葉が着 生 していない1月 には

検出 され なか った(第15図)。3月 になって新 葉が展 開 し始める と僅 か に活
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性が上 昇 し、5月 の新 梢の伸長時に最大 とな った。 その後7月 かち9月 にかけ

て高 い活 性を維持 した 。 したが って、オ ビル ピーハの根粒 のニ トロゲナー ゼ活

性 は、気温 が高 く光 合 成が十分 に行われてい る時期 に高 く維持 され て いる と考

え られ た。

第2節.ニ トロゲナ ーゼ活性 に及ぼす硝酸処 理の影響.

オ ビル ピーハ を園 芸作 物 と して利用す る場合 、ニ トロゲナー ゼ活性 の硝酸 阻

害 は栽培上の問題 とな る可能性が ある。そ こで本 節 では、硝酸処 理濃 度 と処理

期 間 を変 えて、ニ トロゲナー ゼ活性 に及ぼす影響 を調べた 。

その結果 、挿 し木苗 に10mMか ら50mMの 高 濃度の硝酸処 理 を5日 間行

い短期間 での影響 を調 べ たが、ニ トロゲナーゼ活性の阻害 はみ られ なか った(第

16図)。 次 に、比較 的長期 間にわた る硝酸処理 の影 響 を調べ る ことを 目的 と し

て、5ま たは10mMの 硝酸処理 を1ヶ 月間行 った結 果、明 らか に ニ トロゲナ

ー ゼ活性 が低下 した(第17図 、第18図)。 本節 で調べた よ うな硝酸 処理 は短

期間 であ っても、マ メ科植物の根粒 のニ トロゲナー ゼ活性 を著 しく阻害 す るこ

とが知 られ ている。 したが って、オ ビル ピーハの根粒 は、マ メ科植物 の根粒 と

比べ て、硝酸 阻害 を受 けに くいもの と考 え られた 。

以上の ことか ら、オ ビル ピーハの栽培 にあた っては高濃度 の速効 性肥料 を施

用 して も、ニ トロゲナ ー ゼ活性 を阻害せずに生育 を促進す るこ とがで き ると考

え られ た 。

ま と め

マメ科植物 において は 、短期間の比較的高濃度 の硝酸処理 でニ トロゲナー ゼ

活性 は阻害 され 、その 阻害 にはNOの 関与が示唆 された 。一方 、 グ ミ科植物 に

お いては短期間で あれ ば高濃度の硝酸処理で もニ トロゲナーゼ活 性 は阻害 され

なか った ことか ら、 マ メ科植物 とは異 なる硝酸阻害機構 をもって いる ことが考

え られ る。今後、マ メ科植 物では硝酸 阻害 におけるNOの 生成経 路や シグナル

伝達経路(酸 素拡散 抵抗 性 の増大 との関係な ど)に ついて明 らか にす る、グ ミ

科植物 では適切 な窒 素施 肥体 系を確立す るとともに、両者 の硝 酸 阻害機構 の違

いを明 らか にす る必 要が あるだろ う。
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第3図.ミ ヤコグサの根 粒 のSS活 性 に及 ぼす

硝酸処理の影響.

A:根 粒新鮮 重 当たりのSS活 性.

B:可 溶性 タンパク質当たりのSS活 性.

図中の縦線 は標 準誤差(n=5).
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第4図.ダ イズの根粒のニトロゲナーゼ活性

に及ぼす硝酸処理の影響.

図 中の縦線は標準誤差(n≧5).
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第5図.ダ イズの根 粒のSS活 性に及ぼす

硝酸処理の影響.

根粒新鮮重 当たりのSS活 性.

図 中の縦線は標準誤差(n=4).
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第6図.'ミ ヤコグサの根粒 より得られ た〃RcDNAか ら推定され たアミノ酸配列.

上 段:ミ ヤ コグサ のNR.

中 断:イ ンゲンのNR.

下 段:タ バ コのNR.
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第7図.ミ ヤ コグサ の 根 粒NRcDNAを プ

ロー ブ としたゲ ノミックサザ ン解 析.

E:EcoRI.

X:焔 α1.

H:Hindlll.

硝酸処理 区寧

駅

根粒 根 根粒 根
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第8図.ミ ヤコグサの根粒と根における2>R

のノーザン解析と硝 酸イオン含 量

に及ぼす硝酸処理の影響.

ND:検 出感度以下.
寧5日間の10

mM硝 酸処理.
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第1表.ミ ヤ コグサの根粒 と根 におけるNR活 性に及ぼす硝酸処理の影響.

対照区 硝酸処理 区z

根粒 根 根粒 根

NRAmax"

NRAact"'

活性化 レベルv

0.076土0.004y

O.050士0.002

65.8

trace

trace

0.325土0.0420.291土0.013

0.203士0.0390.135土0.008

62.5 46.4

z5日 間 の10mM硝 酸 処 理 .

y平 均 値 ± 標 準 誤 差(n謹3)(μmol・g-IFW・hrl).

x最 大 活 性 .
w活 性 化 状 態 に あ るNRの 活 性 .

`'NRAact/NRAmaxx100(%) .

難1
■ ■ゴ'1鷲

鵬

250ｵm

B

第9図.ミ ヤコグサの根粒 における硝酸非依存 的に発現した亙RmRNAの 局在.

A:DIGラ ベルされたアンチセンスRNAプ ローブを用いた.

B:対 照としてセンスRNAプ ローブを用いた.

青いシグナルが1>RmRNAを 表す.

対照区 硝酸処理 区★

第10図.ミ ヤコグサの根粒 における:NOの 生成に及 ぼす硝酸処理 の影響.

NOの 生成をDAF-2DAに よって映像 化した.

緑のシグナルがNOの 生成を表す.

表皮組織 のシグナル は自家蛍光による.
★27時間の10

mM硝 酸処理.
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□ 対照 区 ■10mM硝 酸処理 区
雌(10
饗』主
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龍
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一c-PTIO*十c-PT10**

第11図.ミ ヤ コグサ の 根 粒 の ニ トロゲ ナー ゼ 活 性 の 硝 酸 阻害 に

及 ぼすNO消 去 剤(c-PTIO)の 影 響.

図 中の縦 線 は標 準 誤 差(nr10).

hmMc-PTIOを24時 間 前 処 理 し,27時 間 の

10mM硝 酸 処 理(1mMc-PTIOを 含 む).
申
c-PTIOの 代 わ りに水 で処 理

第12図.オ ビル ピーハ の成木に着生 した

根粒 の外部 形態.
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第13図.オ ビルピーハ の挿 し木苗に着生 した根粒 の内部形態.
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第14図.オ ビルピーハの実 生苗の成長に

及 ぼす根粒磨砕液 の接種の影響.

接種3ヵ月後の実生苗.

第2表.オ ビルピーハの実生苗の成長に及ぼす根粒磨砕液の

接種の影響.

接種 区Z 無接種区

根 粒 新 鮮 重(mg)

全 新 鮮 重(g)

草 丈(cm)

展 開葉 数(枚)

86.1ｱ7.70"

1.8ｱ0.15

15.7ｱ0.71

28.4ｱ0.79

0

0.2ｱ0.02

4.0ｱ0.13

10.2ｱ0.29

z根 粒 の着 生 した 実 生 苗 .

y平 均 値 ±標 準 誤 差(接 種 区 はn=40、 無 接 種 区 はn=20).
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第15図.オ ビルピーハの成木か ら採取した根粒 の
ニトロゲナーゼ活性の季節変動.

図中の縦線 は標 準誤差(n≧3).
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第16図.オ ビルピーハ の挿 し木苗か ら採取 した根粒のニトロゲナーゼ活性に

及 ぼす硝酸処 理濃度の影響.'

5日 間の硝酸処 理

図中の縦 線 は標 準誤差(n=4).
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第17図.オ ビルピーハ の挿 し木苗から採取 した根粒のニトロゲナーゼ活性に

及 ぼす硝酸 処理 日数の影 響.

図中の縦 線 は標 準誤差(n=4).
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第18図.オ ビルピーハ の挿し木苗から採 取した根粒のニトロゲナーゼ活性に

及 ぼす硝酸 処理 日数の影響.

図 中の縦線 は標準誤差(nニ4).
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ま と め

マメ科植物

短期間の硝酸処 理に よって
ニ トロゲナー ゼ活性 は阻害 され る.

硝酸処理 によ る根 粒感染域 での

NOの 生成が一 因.

今後,硝 酸 阻害 におけるNOの

生 成経路や シグナル伝達経路 に

つ いて明 らか にす る必要 がある.

グミ科植物

根粒の着 生 によって成長が促進 され る.

短期間の硝酸処理であればニ トロ

ゲナー ゼ活性は阻害 されない.

今後、適切な窒素施肥体系を確立

する必要がある.

マメ科植物 とグミ科植物の硝酸阻害機構

の違いを明らかにする.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

植物の中には微生物 と共生し空中窒素の固定を行 う種類が存在す る。作物生産現場では共生窒素固

定 と窒素施肥の併用によって収量をあげることになるが,窒 素の主な吸収形態である硝酸態窒素の施

用は共生窒素固定(ニ トロゲナーゼ活性)を 阻害する。したがって,硝 酸阻害機構を解明し,窒 素固

定能を高い レベルで持続 させっっ,適 切な硝酸態窒素の供給 を可能 にすることは,農 業生産において

重要である。

マメ科食物 と根粒菌の共生窒素固定における硝酸阻害機構にはバクテロイ ドに呼吸基質を供給す る

ときの鍵酵素 としてはたらくスクロース合成酵素(SS)と,硝 酸代謝の鍵酵素である硝酸還元酵素(NR)

が関与 しているとい う説がある。本研究は代表的なマメ科作物であるダイズ と,マ メ科のモデル植物

として用い られているミヤコグサを供試 して,窒 素固定関連酵素・遺伝子の解析を行ったものである。

また,ロ シアより導入され,園 芸作物 として将来性が有望なグミ科の多機能性新規ペ リー・オビルピー

ハに関して,フ ランキアとの共生関係,硝 酸態窒素の施用の影響など,基 礎的な知見を得ることを目

的 として研究を行ったものである。

その結果,ダ イズ とミヤコグサを用いて硝酸態窒素の施用によるニ トロゲナーゼ活性 と根粒のSS

活性の変動を詳細に調べたところ,ニ トロゲナーゼ活性 の低下に先立ってSS活 生は低下 しなかった

ため,硝 酸阻害機構にはおいてSSは 関与していないことが示された。

次に,ミ ヤコグサを用いて,NRに ついて分子 レベルでの解析が行われた。1>RcDNAを クローニン

グし,サ ザ ン解析を行った ところ,ミ ヤコグサゲノム上において駅 はシングル コピー として存在す

ることが示された。1駅mRNAの 発現 とNR活 性は根粒および根において硝酸態窒素の施用によって誘

導されたが,硝酸イオンが検出されなかった対照区の根粒においてもみとめられた。以上のことから,

ミヤコグサのNRは 硝酸誘導型ではあるが,根 粒においては硝酸非依存的にも発現することが示され

た。また,こ の硝酸非依存的に発現する1>RmRNAは 根粒の感染域に局在することが示 された。

NRは 硝酸イオ ンか ら亜硝酸イオンの生成を触媒するだけでな く,亜 硝酸イオンから一酸化窒素

(NO)の 生成も触媒することが知 られている。NOは シグナル伝達分子 として働 くため,硝 酸阻害へ

の関与も予想 された。そこで硝酸態窒素の施用による根粒でのNO生 成を調べた ところ,感 染域での

NO生 成の誘導がみ とめられた。生成されたNOを 消去剤 によって消去 したところ,ニ トロゲナーゼ

活性の硝酸阻害が部分的に回避 された。よって,硝 酸阻害機構にNOが 関与 していることが示された。

圃場で栽培 したオビル ピーハの根には根粒が着生 し,そ の根粒は放線菌の一種であるフランキアと

の共生によって形成 される形態を示 した。また,根粒磨砕液の接種によって成長が著 しく促進 された。

ニ トロゲナーゼ活性の季節変動を調べたところ,気 温が高 く光合成が盛んに行われている時期に活性

は高いことが示された。硝酸態窒素の影響を調べた ところ,長 期間の施用でニ トロゲナーゼ活性は低

下したが,短期間の施用では,マ メ科植物 とは異なって,ニ トロゲナーゼ活性が阻害されなかったため,

マメ科植物の硝酸阻害 とは異なる機構をもっている可能性が示唆 された。

本研究で得 られた知見を用いることにより,マ メ科植物においてはニ トロゲナーゼ活性の硝酸阻害

を回避することで共生窒素固定能 と窒素肥料の両方を有効に利用できることが示された。グミ科植物

においては短期間で硝酸阻害が起こらないことか ら,速 効性肥料の利用により共生窒素固定能を有効

に利用できること力弐示された。このように園芸学的に優れた成果が得られたため,審 査員一同は博士

(農学)の 学位を授与するに値するものと判断 した。

一151一


