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1.  略語 

 

AM: arbuscular mycorrhizal 

BAS: branched absorbing structures 

CDS: coding sequence 

DEGs: differentially expressed genes 

dsRNA: double-stranded RNA 

EV: empty vector 

HIGS: host-induced gene silencing 

LCO: lipochitooligosaccharide 

MAMPs: microbe-associated molecular patterns 

NV: no vector 

PAM: periarbuscular membrane 

PPA: prepenetration apparatus 

qRT: quantitative reverse transcription 

RNAi: RNA interference 

siRNA: small interfering RNA 

SL: strigolactone 
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2.  序論 

 

2-1. アーバスキュラー菌根（AM）菌の利点 

1960 年代に始まった緑の革命は、コムギやイネの品種改良によって従来の穀物

収量を大幅に増加させた。緑の革命の成功は、人口増加にともなう世界規模の

食糧危機の回避に大きく貢献した(Pingali, 2012)。しかしながら、これらの品種

による収量増加を実現させるためには化学肥料を継続的に使用する必要があり、

緑の革命以降の農業モデルは化学肥料の過剰使用による環境汚染を引き起こし

てしまうケースも多く報告されている (Tilman et al., 2001)。また化学肥料の主要

な原料であるリン鉱石資源が有限であることや(Van Kauwenbergh, 2010)、多くの

地域において淡水資源の枯渇が引き起こされてしまっていることから(Foley et 

al., 2005)、現状の農業モデルには限界があり、持続可能な新たな農業モデルが求

められてきている(Duhamel and Vandenkoornhuyse, 2013)。 

 アーバスキュラー菌根菌（arbuscular mycorrhizal fungi, 以下 AM 菌）は

産業的に重要なコムギ、イネ、トウモロコシ、ダイズなどを含む、陸上植物の

大多数の植物種と相利共生関係を結ぶことが知られている(Brundrett, 2009)。AM

菌は土壌中に広く存在し、菌糸を植物根の中に侵入させて、植物の皮層細胞内

において菌糸を密に分岐させ、樹枝状体（アーバスキュル）と呼ばれる特徴的

な共生器官を形成する。この樹枝状体において、AM 菌は植物に対してリンや窒

素などの土壌中の無機栄養を与え、植物からは光合成産物由来の炭素源を受け

取る栄養交換を行う。リンは植物にとって必須な栄養素であるが、リン化合物

は土壌へ吸着・固定化して流動性が低くなっていることがあるため、自然環境

の土壌ではリンが乏しくなっている領域が普遍的に存在する。土壌中の AM 菌

の菌糸は植物根よりもはるかに表面積が大きく、リンを主とする無機栄養の吸
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収量が優れていると考えられており(Sylvia et al., 2004)、AM 菌はこの AM 共生を

通して、植物に対して効率的に無機栄養を供給することができる。実際に、AM

菌 Glomus versiforme (Karsten) Berch and Fortin において植物根の外側に位置する

菌糸（外生菌糸）で発現するリン酸トランスポーターが同定されており(Harrison 

and van Buuren, 1995)、土壌中のリン酸吸収が活発に行われていると推定される。

これらの外生菌糸によって吸収された無機リン酸は、輸送のために無機ポリリ

ン酸に集約されることが報告されている(Ezawa et al., 2004)。また自然環境の土

壌中のリン化合物は生物分解物由来の有機体が優占していることもある。AM 菌

は根内部の菌糸（内生菌糸）でアルカリホスファターゼの発現が高いことが報

告されており、植物に供与する際に無機体に変換することで植物のリン吸収を

助けていると考えられている(Aono et al., 2004; Liu et al., 2013)。肥料によって十

分な無機栄養が供給される農地とは異なり、自然環境においては、植物に運ば

れるリンのうち最大 70％がAM菌由来であるとの報告もある(Smith et al., 2003)。

これらのことから、特に貧栄養土壌において、AM 菌は感染した植物の生育を促

進させる機能を持つと考えられている(van der Heijden et al., 2015)。 

 このような栄養供給能に加え、AM 共生は宿主植物の生育・環境適応に

対してさまざまな利点を与える。まず、AM共生した植物は病原抵抗性が上昇す

ることが知られている。例えば、AM 共生したトマトの根は植物病原菌

Phytophthora parasitica Dasturの感染に応答して細胞壁が厚くなり、かつ根細胞

に侵入した菌糸の伸長も停止することが報告されており、これらの応答は AM

菌非感染の根では見られていない(Cordier et al., 1998; Pozo et al., 2002)。また AM

共生した根は植物寄生線虫への抵抗性も上がることが示されている(Akkopru 

and Demir, 2005; Berta et al., 2005; Li et al., 2006)。さらに AM 共生が病原抵抗性を

向上させる遺伝子の発現を植物全身において誘導することも報告されている
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(Liu et al., 2007)。 

 さらに、多くの研究から、AM 共生した植物は非共生の植物に比べて乾

燥条件で生育がよいことが示されており(Augé, 2001)、AM 菌は感染した植物に

水分を供給し、乾燥耐性を向上させる機能を持つことが知られている。実際、

乾燥条件において、AM 共生している植物は非感染植物よりも気孔透過率、蒸散

能、そして地上部の水分量が高くなっていた(Duan et al., 1996)。これらの結果と

一致して、木部液中のアブシジン酸濃度が低くなっていることも報告されてお

り、このことは、AM共生した植物は非感染植物よりも乾燥ストレスを受けてい

ないことを示している(Duan et al., 1996)。また AM 共生によって発現が誘導され

るアクアポリン遺伝子がインゲンにおいて同定されており、AM 共生における水

輸送に関わっていることが指摘されている(Aroca et al., 2007)。一方、AM 菌側に

おいてもアクアポリンが同定されており、宿主植物の乾燥耐性に寄与している

ことも報告されている(Aroca et al., 2009; Li et al., 2013)。 

 以上のことから、AM 菌の持つ生育促進効果を農業に利用できれば、化

学肥料・殺菌剤・淡水資源の使用を抑えることができ、収量を確保しながら持

続可能な環境低負荷型農業の達成に貢献し得ると考えられている(Duhamel and 

Vandenkoornhuyse, 2013)。しかしながら AM 菌の研究はまだ発展途上であり、栄

養・物質輸送や耐病性のメカニズムはおろか、AM 菌に関する基本的な生態や植

物への感染メカニズムもまだほとんどが未解明のままである(Recorbet et al., 

2013)。AM 菌の農業への応用を目指す上で、現状では AM 菌と AM 共生に関す

る基礎的な知見を積み重ねていく研究が必要不可欠である。 

 

2-2. AM共生の起源 

菌根とは、菌類と植物根の共生体のことを指し、アーバスキュラー菌根共生の
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他にも、外生菌根、内外生菌根、アルブトイド菌根、モノトロポイド菌根、エ

リコイド菌根、ラン菌根といった種類が知られている。9割以上の植物が何らか

の菌根共生を行うことが知られており(Brundrett, 2009)、自然界では菌根である

ことの方が一般的である。その中でも AM 共生はアブラナ科、アカザ科などを

除く多くの科でみられ、最も普遍的な菌根共生である。また AM 菌は、根構造

を持たない苔類やツノゴケ類の一部とも仮根を通じて共生関係を結ぶ(Read et 

al., 2000; Pressel et al., 2010)。先行研究では、AM 共生確立に要求される遺伝子

DMI3の欠損したマメ科植物タルウマゴヤシ Medicago truncatula Gaertnerにおい

て、苔類、ツノゴケ類由来の DMI3オルソログがその機能を回復させた(Wang et 

al., 2010)。このことは、AM 共生遺伝子の機能が、かなり広い範囲の現生植物種

の間で保存されており、苔類やツノゴケ類が出現する以前の初期陸上植物が AM

共生遺伝子を獲得した可能性が高いことを示している。さらに、4億年以上前の

祖先陸上植物 Aglaophyton major (Kidston and Lang) Edwards の化石においても樹

枝状体構造が見られていることから、AM 共生の起源はデボン紀まで遡ることが

でき、AM 菌は無機栄養や水分の供給を通して祖先植物の陸上生息域の拡大を助

けたと考えられている(Simon et al., 1993; Remy et al., 1994; Redecker et al., 2000)。

これらの証拠から、AM 共生は最も初期に成立した菌根であるという説が一般に

受け入れられている。したがって、将来的な農業への利用を目指すという目的

だけでなく、どのようにして最初にこのような植物と菌類の相利共生関係が成

立したのかを解明するという学術的な意義においても、AM 菌と AM 共生に関

する基礎的な知見を積み重ねていくことは重要である。 

 

2-3. 現在までの AM共生の研究状況 

2-3-1. AM菌に関する背景知識 
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AM 菌は分類学上、Glomeromycota門という単系統群に分類され、菌界において

よく知られている子嚢菌門や担子菌門が出現する以前に共通祖先から分岐した

と考えられている (Schüßler and Walker, 2010; Grigoriev et al., 2014)。AM 菌は宿

主植物根と共生しないと次世代胞子を形成しないことから、絶対共生菌と呼ば

れている。AM 菌はほとんどの菌糸に隔壁を欠くため、明確な細胞を定義できず、

そのため基本的に菌糸・胞子ともにその細胞質には複数の核が存在し、胞子中

には数千の核が含まれている(Lee, 2011)。また現在のところ AM 菌の生活環にお

いて有性生殖は確認されていない。これらの Glomeromycota 門にユニークな性

質から、AM 菌において伝統的な遺伝学的手法は不適であり、安定的な形質転換

体の作製も現在まで成功していない(Bonfante and Genre, 2010)。 

 

2-3-2. 植物側の AM共生応答に関わる遺伝子群 

上述の要因から AM 菌の研究自体が困難であったため、現在まで AM 共生の知

見はおもに植物側の解析によって得られてきた。特にマメ科植物のミヤコグサ

Lotus japonicas (Regel) Larsen と M. truncatula における窒素固定細菌との根粒共

生の研究が、その原動力になった(Bonfante and Genre, 2010)。これらの植物にお

いて根粒共生変異体は数多く単離され、原因遺伝子が特定されているが、その

中のいくつかの遺伝子は、根粒共生だけでなく、AM 共生にも不可欠であること

が解明された (Catoira et al., 2000; Kistner et al., 2005)。この根粒と AM 共生の両

方に必要な遺伝子を介するシグナル伝達経路は、Common Symbiosis Pathway 

(CSP)と呼ばれ、L. japonicusでは現在までに 8遺伝子が同定されている。LjSYMRK 

(MtDMI2)は、膜タンパク質のレセプター様キナーゼをコードしており、根粒菌

および AM 菌の認識に関わり、何らかの基質をリン酸化することで下流のシグ

ナル伝達経路の活性化を担っていると考えられている (Stracke et al., 2002; 
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Markmann et al., 2008)。加えて、ヌクレオポリンである LjNUP85、LjNUP133 そ

して NENA (Saito et al., 2007; Kanamori et al., 2006; Groth et al., 2010)、カチオンチ

ャネルと考えられている LjCASTOR/LjPOLLUX (MtDMI1) (Chen et al., 2009)、カ

ルシウム‐カルモジュリン依存型プロテインキナーゼ LjCCaMK (MtDMI3) 

(Lévy et al., 2004)、LjCCaMK と相互作用する LjCYCLOPS (MtIPD3) (Yano et al., 

2008)も CSP の構成要素であり、これらはすべて核および核膜に局在し機能する

ことから、LjSYMRK の下流シグナルは核に伝えられると考えられている。これ

らの CSP 遺伝子の存在から、根粒共生は、初期陸上植物にもともと存在した AM

共生応答に必要な遺伝子の一部をリクルートすることで、マメ科植物が獲得し

た形質であるという進化仮説が広く受け入れられている(Bonfante and Genre, 

2010)。 

 最近では、根粒共生には関わらず、AM 共生に特異的に働く植物側の遺

伝子も同定されている。RAM1は、GRAS ファミリーに属する転写因子で、その

変異体では AM 菌の侵入がブロックされ、AM 共生が成立しない(Gobatto et al., 

2012)。RAM1はグリセロール-3-リン酸アシルトランスフェラーゼをコードする

RAM2の発現を調節することもわかっている。AM 菌は植物根に侵入する際に表

皮細胞上に菌足と呼ばれる肥大した菌糸構造を形成する。RAM2 は植物側でこ

の菌足の形成に関与すると考えられているクチンの生合成を促進する酵素であ

る(Wang et al., 2012)。しかしながら、このクチン自体が AM 菌の発生を促すシグ

ナル分子として働いているのか、もしくは表皮細胞上で菌足の形成を直接助長

しているのかについては、まだ明らかにされていない。 

 

2-3-3. AM共生シグナルとしてのストリゴラクトン 

AM 共生における植物側のもうひとつの重要な要素として、植物ホルモンのスト
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リゴラクトン(strigolactone, SL)が挙げられる(Gutjahr and Parniske, 2013)。SLはも

ともと寄生植物の Striga属の種子発芽を促進する化合物として発見された(Cook 

et al., 1966)。寄生植物の発生を促進してしまう SLの分泌が、植物においてなぜ

進化的に保存されているのか、長い間よくわかっていなかった。しかしながら、

その後 SLが AM菌 Gigaspora属の菌糸分岐と伸長を促進する作用を持つことが

発見されたことで(Akiyama et al. 2005, Besserer et al., 2006)、SLには AM 菌への

共生シグナルとしての機能が存在することがわかり、その理由が説明できる状

況となった。また SL は AM 菌の菌糸中の核分裂、ミトコンドリアの活性化、

NADH や ATP 量の増加を誘導することも報告されており、これらの現象は菌糸

成長に関わっていると推測されている(Besserer et al., 2006; Besserer et al., 2008)。

ペチュニアの SL 輸送体 PDR1 の変異体では、植物体の内生 SL 量は変わらない

ものの、SL が外部に浸出されず、AM 菌の感染レベルも野生型よりも抑制され

ていた(Kretzschmar et al., 2012)。SLが浸出されないことで、AM 菌の菌糸伸長を

十分に誘導できず、結果として感染レベルが野生型よりも低下したと考えられ

ている。この PDR1 は樹枝状体を含む細胞やその近傍の細胞に局在することが

示されており(Sharda and Koide, 2008)、SLは皮層細胞内の AM 菌の菌糸の発達に

も関与している可能性が示唆されている。また植物における SL 生合成酵素

CCD7 と CCD8 の変異体において感染レベルが抑制されることも報告されてお

り、これらの表現型も pdr1 変異体と同様に、野生型よりも AM 菌の菌糸生育が

不十分なことが原因だと推察されている(Gomez-Roldan et al., 2008; Koltai et al., 

2010; Vogel et al., 2010)。 

 

2-3-4. AM菌の生活環 

宿主植物と共生を確立させ、次世代胞子を形成するまでの AM 菌の生活環の仕
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組みは、この十数年間で少しずつ解明されてきている(Recorbet et al., 2013)。AM

菌は非共生状態では胞子中に蓄えられた脂質をエネルギー源として利用して菌

糸をランダムに伸ばし、植物根を探索する(Bago et al., 2000)。菌糸が植物根に近

づくと、AM 菌は根圏付近に存在する SLを受容し、前述のように菌糸成長が促

進されて間接的に宿主根と出会いやすくなる。AM 菌から植物へのシグナル分子

についても、最近いくつかの報告がなされた。まず、根粒菌からマメ科植物へ

のシグナル分子である Nod factor と非常に良く似た分子のリポキトオリゴサッ

カライド(lipochitooligosaccharide, LCO)が、AM 菌の共生前の発芽胞子の浸出液中

からも精製・単離された(Maillet et al., 2011)。これは Nod factor と区別するため

にMyc-LCOと呼ばれており、Nod factor と同様に植物細胞内で共生応答に必要

な Ca
2+の周期的な濃度変化である Ca

2+スパイキングを誘導することが示されて

いる(Maillet et al., 2011)。さらに、Myc-LCO と同じくキチン化合物であるキチン

オリゴマーもまた単離され、同様に Ca
2+スパイキングを誘導することが示され

ている(Genre et al., 2013)。これらの SLとキチン化合物を介した共生前の AM 菌

と宿主植物間のシグナルコミュニケーションは、AM 共生の確立において重要な

役割を担っていると考えられる(Nadal and Paszkowski, 2013)。 

 菌糸が植物根に接触すると、AM 菌は根の表皮に菌足を形成し、その後

根の中に侵入する。この過程で宿主植物は、菌糸が通過するためのスペースで

あり、菌糸をガイドする機能を持つと考えられる prepenetration apparatus (PPA)

を表皮細胞内に形成する(Genre et al., 2005)。PPAを通って菌糸が宿主根の皮層細

胞まで侵入すると、AM 菌は内生菌糸を密に分岐させ、植物と協調的に樹枝状体

を形成する。樹枝状体は periarbuscular membrane (PAM)という植物細胞膜に囲ま

れており、AM 菌と宿主植物の間では樹枝状体の生体膜と PAM を横切って、多

くのトランスポーターによって栄養や物質が交換されている。これらのトラン
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スポーターには、M. truncatula とイネ Oryza sativa Linnaeus におけるリン酸トラ

ンスポーターMtPT4と OsPT11 (Harrison et al., 2002; Kobae and Hata, 2010)、 ABC

トランスポーター STR/STR2 (Zhang et al., 2010; Gutjahr et al., 2012)や、ダイズ

Glycine max におけるアンモニウムトランスポーターGmAMT4.1 (Kobae et al., 

2010)、AM 菌 Rhizophagus irregularis (Blaszkowski et al.) Walker and Schüßler（旧

名 Glomus intraradices）における単糖トランスポーターMST2 (Helber et al., 2011)

が知られている。 

 AM 菌 R. irregularis は共生状態になると宿主根の外側の菌糸の形態にも

変化があり、非共生状態の菌糸はランダムに伸長するのに対して、共生状態で

は特異的な外生菌糸を形成する。この外生菌糸は直線的で太い runner hyphaeと

runner hyphaeから数回分岐した branched absorbing structures (BAS)から構成され

る(Bago et al., 1998)。共生が進行すると R. irregularis は最終的に BAS の先端に次

世代胞子を形成して、生活環が回る。AM 菌は宿主植物との共生状態でないと次

世代胞子を形成しない絶対共生菌であり、AM 菌の生活環において非共生状態か

ら共生状態に移行することが、繁殖において不可欠であり、重要な発生段階に

なっていると考えられる。次世代胞子の形成については、前述のように有性生

殖が確認されておらず、詳しいメカニズムはほとんど分かっていない。 

 

2-3-5. AM菌の遺伝子に関する先行研究 

AM 菌と毛状根との in vitro 共存培養系が開発されたことによって(Bécard and 

Fortin, 1988)、AM 菌の分子生物学的研究は徐々に進められてきている。最近で

は、R. irregularis のゲノムの概要が次世代シークエンサーを用いて解読された

(Tisserant et al., 2013; Lin et al., 2014)。また、R. irregularis の遺伝子の機能解析も

まだ事例は少ないものの、行われてきている。 
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 GintSTE は菌類に広く保存されている STE12遺伝子の R. irregularis にお

けるホモログであり（Gint は旧名 G. intraradices から）、Tollot et al. (2009)によっ

て同定された。STE12 は、出芽酵母ではマイトジェン活性化プロテインキナー

ゼ (mitogen-activated protein kinase, MAPK)経路を活性化する転写因子である

(Dolan et al., 1989; Errede and Ammerer, 1989)。出芽酵母において MAPK経路は接

合、浸潤性成長、糸状性成長の切り替えを制御することで知られている(Roberts 

and Fink, 1994; Cook et al., 1997)。インゲンマメ属植物に炭且病を引き起こす病原

菌 Colletotrichum lindemuthianum (Saccardo and Magnus) Briosi and Cavaraでは、

STE12 は付着器から葉の表面の菌糸侵入に不可欠であることが知られている

(Tsuji et al., 2003; Wong Sak Hoi et al., 2007)。C. lindemuthianum の ste12欠損株は

宿主植物の葉への菌糸侵入が著しく抑制されるが、R. irregularis のオルソログと

考えられる GintSTEを用いてこの ste12欠損株の表現型を相補できることが示さ

れ、GintSTE が R. irregularis の植物根感染にも関与している可能性が示された

(Tollot et al., 2009)。 

 また Helber et al. (2011)は、R. irregularis の単糖トランスポーターMST2

を同定した。MST2 は発芽胞子や外生菌糸よりも植物内の菌糸や樹枝状体で高く

発現が誘導され、共生時の単糖の吸収を担っていると考えられている。MST2は

グルコース、フルクトース、キシロース、マンノース、ガラクトースなどのさ

まざまな単糖を輸送できることも実証された(Helber et al., 2011)。 

 またAM菌の分泌タンパク質は宿主植物との相互作用を担う可能性があ

るため、解析対象として近年注目されている。Tisserant et al. (2013)は 

RNA-sequencing (RNA-seq)法により内生菌糸で高く発現誘導される、分泌タンパ

ク質をコードすると予測される遺伝子群を同定した。Kloppholz et al. (2011)は R. 

irregularisの分泌タンパク質 SP7がM. truncatulaの免疫系に関わるエチレン応答
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性因子MtERF19 と相互作用することを実証した。SP7はMtERF19と相互作用す

ることで宿主植物の防御応答を抑制させるエフェクターとして機能するようで

ある(Kloppholz et al., 2011)。しかしながら、AM 菌の分泌タンパク質において機

能解析されたものは今までのところこの SP7 のみであり、AM 共生確立におい

て機能を担う分泌タンパク質に関する知見は、依然として不十分である。 

 

2-3-6. Host-induced gene silencing (HIGS)による遺伝子機能解析 

最近の多くの研究によって、植物は病原菌や病害虫に対する防御機構として、

内因性の small RNAによる病原生物の遺伝子に対する RNAサイレンシングを利

用していることが認められてきた(Jin, 2008; Padmanabhan et al., 2009; Ruiz-Ferrer 

and Voinnet, 2009; Katiyar-Agarwal and Jin, 2010; Weiberg et al., 2014)。これらと似

た現象として、植物に感染した微生物等に人為的に RNAサイレンシングを引き

起こす host-induced gene silencing (HIGS)が、遺伝子機能解析を目的として植物病

原菌Blumeria graminis (de Candolle) SpeerとPuccinia striiformis Westendorpなどで

行われている(Nowara et al., 2010; Yin et al., 2011; Nunes and Dean, 2012)。HIGS は

微生物等の遺伝子を標的にした RNA interference (RNAi)誘導コンストラクトを

宿主植物に導入し、植物内で産生された small interfering RNA (siRNA)を介して、

感染した微生物等の RNAi を引き起こすという手法である。オオムギ病原菌 B. 

graminis では感染過程で発現する 76 の遺伝子について HIGS が行われ、そのう

ち 16遺伝子のノックダウンによって、宿主植物へ侵入して栄養を吸収する器官

である吸器の形成が抑制された(Nowara et al., 2010)。Yin et al. (2011)はコムギ黄

色さび病菌 P. striiformis において HIGS を行った。この実験では、P. striiformis

の吸器で高く発現される、推定分泌タンパク質をコードする 3 つの遺伝子や 1

つのキチナーゼ遺伝子などは効果的にサイレンシングされた一方、菌の全身で
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恒常的に発現している TEF-1や β-チューブリン、GAPDH、アクチン遺伝子はサ

イレンシングされなかった(Yin et al., 2011)。このことから、HIGS の効果がある

のは、P. striiformis の吸器のような、植物体内で発達する菌組織において発現が

誘導される遺伝子に限定されるようである。 

 AM 菌は多核、絶対共生菌といった性質のため従来の分子生物学的研究

手法が適用しづらいことから、AM 菌の遺伝子機能解析において HIGS は有効な

手法であるといえる。前述の Helber et al. (2011)の報告において、MST2 の機能解

析のために HIGS によるノックダウン試験も行われた。その結果、HIGS によっ

て R. irregularis の MST2 がノックダウンされたことで、R. irregularis の感染レベ

ルが抑制され、かつ樹枝状体形成が不全になる表現型が現れたことから、MST2

が適切な AM 共生に不可欠であることが示された(Helber et al., 2011)。 

 

2-4. 本研究の概要 

このように植物側に比べて困難であった AM 菌の分子生物学的な研究は徐々に

行われてきてはいるものの、未解決点は山積している。その中でも私は、先に

述べた農業への応用や学術的な意義においても非常に重要である「AM 菌が宿主

植物と AM 共生を成立させるメカニズムの解明」を本研究の目的とした。 

 この課題の解決に向けて、本研究では最初に、これまで詳細に解析され

ていなかった R. irregularisに対する植物からの共生シグナルである SLの効果を、

菌糸伸長を測定することで評価した。次に共生に関わる AM 菌遺伝子を探索す

るため、R.irregularis について RNA-seq 解析を行い、SL 処理時と、宿主植物と

の共生時において発現誘導される遺伝子を網羅的に探索した。その結果から、

共生に関わっている可能性の高い、SL処理・共生の両条件で有意に発現誘導さ

れる複数の遺伝子を見出した。これらの遺伝子の中で、最も発現誘導率が大き
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かった一つの推定分泌タンパク質遺伝子に注目した。その後、この推定分泌タ

ンパク質遺伝子を前述の HIGS によってノックダウンさせることで、この遺伝子

の機能解析を行った。以上の結果に基づいて、私はこの推定分泌タンパク質が

AM 共生の確立に寄与することを本研究で示す。 
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3.  結果 

 

3-1. R. irregularis に対する SL の効果の解析 

本研究では最初に、R. irregularisに対する SLの効果を評価した。AM菌Gigaspora

属への SL 処理は菌糸分岐と伸長を促進することが報告されている(Akiyama et 

al., 2005; Besserer et al., 2006)。R. irregularis においては、菌糸分岐の様式が

Gigaspora 属とは大きく異なり、分岐構造が複雑になることから正確な評価が不

可能であった。一方、SL処理による菌糸伸長の促進は確認することができたこ

とから、菌糸伸長を指標に R. irregularis への SL の活性評価を行った(図 1)。合

成ストリゴラクトン GR24 の非処理(0 µM)と 0.01 µM GR24 における菌糸伸長に

はわずかな差しかなかったが、0.1 µM GR24において最大かつ有意な菌糸伸長促

進効果が見られた(図 1)。さらに高い濃度(1 µM, 10 µM GR24)ではその効果が

徐々に減少し、100 µM では菌糸の発芽と伸長は完全に阻害された(図 1)。したが

って、0.1 µM の GR24 処理を至適濃度として、その後の実験では SL処理にはす

べて 0.1 µM の濃度で GR24 を使用した。 

 

3-2. SL処理と AM共生の両条件下で発現誘導される R. irregularis遺伝子の同定 

共生前と共生状態の R. irregularis の遺伝子発現を網羅的に解析するため、非共生

状態の発芽胞子（コントロール）と、SL 処理した発芽胞子、共生状態の外生菌

糸についてのトランスクリプトーム解析を RNA-seq 法により行った。外生菌糸

は宿主にニンジン毛状根を用いた in vitro 共存培養(Bécard and Fortin, 1988)から

回収した。トランスクリプトーム解析の結果、非共生コントロールと比較して、

SL処理で 34個、共存培養 4週の外生菌糸で 2250個、6週の外生菌糸で 3201個、

8週の外生菌糸で 656個の発現変動遺伝子(differentially expressed genes, DEGs)が
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得られた(false discovery rate < 0.001)。共存培養 4、6、8週の外生菌糸において、

宿主植物への窒素化合物の輸送に関わる遺伝子群(GiNT, GiGS2, GiCPS, GiASS, 

and GiCAR) (Tian et al., 2010)、ammonium transporter 1 (GintAMT1) (López-Pedrosa 

et al., 2006)、monosaccharide transporter2 (MST2) (Helber et al., 2011)、aquaporin 1 

(GintAQP1) (Aroca et al., 2009)、phosphate transporter (GiPT) (Harrison and van 

Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al., 2001)そして STE12-like gene (GintSTE) 

(Tollot et al., 2009)が有意に上方調節されていた(表 1)。この結果は、これらの遺

伝子が植物との共生時に誘導されることを示した先行研究と一致する。対照的

に、これらの遺伝子は SL 処理では上方調節されていなかった(表 1)。このトラ

ンスクリプトーム解析によって、SL処理した発芽胞子と共存培養 4 週の外生菌

糸の両方で発現が上昇する 19 の遺伝子を発見した(表 2)。興味深いことに、19

のうち 11個の遺伝子は、80から 154アミノ酸残基からなる小タンパク質であり、

N末端に分泌性のシグナルペプチドを保持することが SignalP 4.1 (Petersen et al., 

2011)によって予測された 表 2; 表 3)。 

 表 2で示した 11の推定分泌タンパク質遺伝子が SL処理時と共生状態で

誘導されることを確認するため、これらの遺伝子の発現をリアルタイム 

quantitative reverse transcription (qRT)-PCR で解析した。この qRT-PCR 解析では、

非共生の発芽胞子（コントロール）、SL 処理した発芽胞子、そして共存培養 6

週の外生菌糸から新たに RNAを回収した。SL処理では 11のうち 7つの遺伝子

がコントロールに比べて有意に発現が上昇していた(図 2A)。これらの 7 遺伝子

の中で、共存培養 6 週の外生菌糸では 5 遺伝子が有意に発現上昇していた (図

2B)。また共生状態の外生菌糸で誘導されるマーカー遺伝子として GiPT も

qRT-PCR で解析した。先行研究(Maldonado-Mendoza et al., 2001)と同様に、GiPT

は共存培養 6 週の外生菌糸において発現が有意に誘導されていたことから(図
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2B)、正確に共生状態の外生菌糸からサンプリングされたことが示された。以上

の結果から、私は少なくともこの 5遺伝子は SL処理と共生時の両方で誘導され

ることを見出した。これらの 5遺伝子の中で、Protein ID 342269、347085、334310、

176092（Protein ID は Joint Genome Institute で定義されたもの）は内生菌糸でも

発現が誘導されることがすでに報告されている(Tisserant et al., 2013) (表 3)。さら

に InterProScan (The European Bioinfomatics Institute, EBI)を用いてこれらのタン

パク質のアミノ酸配列の特徴の検索を行った結果、348911 は LysM ドメインを

持ち、347085と 348911 はシステインリッチであることが予測された(表 3)。 

 

3-3. SL-induced putative secreted protein 1 の同定 

RNA-seq と qRT-PCR 解析の双方において、5 つの推定分泌タンパク質をコード

する遺伝子の中で Protein ID 342269の fold changeが SL処理時と共生時の両条件

下で最も大きかったことから(表 2; 図 2)、私は 342269 に注目した。NCBI ウェ

ブサイト上において、データベース Non-redundant protein sequences (nr)を用いて

デフォルトの条件で BLAST 検索(E-value < 1.0e-5)を行ったところ、342269と類

似性のあるタンパク質は他の生物において同定されておらず、342269 はシグナ

ルペプチドを除いて特徴的なドメインや構造を持つことが予測されない新規の

遺伝子であった。私はこのタンパク質を’SL-induced putative secreted protein 1’ 

(SIS1)と名付けた。Tisserant et al. (2013)の R. irregularis ゲノムデータから、SIS1

はイントロンのない 450 bp の翻訳領域からなる遺伝子であることがわかった。

また BLAST 検索において、R. irregularis 中に SIS1 の類似タンパク質として

Protein ID 176092 (36.0 % identity)と RirG205060 (38.1 % identity) (Lin et al., 2014)

を発見した(E-value < 1.0e-5)。これらのタンパク質は N末端のシグナルペプチド

と、互いに保存性の高いアミノ酸配列を保持していた(図 3)。さらに 176092 も
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SIS1 と同様に、SL処理と共生時の両条件で発現が上昇していた(表 2; 図 2)。 

 

3-4. 胞子発芽率と SIS1 発現の経時的解析 

SLによる SIS1の誘導が、R. irregularis の発達段階のどのタイミングで始まるの

かを調べることは、その機能を推定するために重要である。そこで SL有り・無

しの培地上の R. irregularis について、胞子発芽率と SIS1の発現の経時変化をそ

れぞれ解析した。SL処理区と非処理区（コントロール）の間で胞子の発芽率は、

観測期間中ほぼ変化はなかった (図 4A)。発芽率は播種後 3日目の時点で 30%前

後であり、5日目で 80%以上の胞子から菌糸が発芽していた(図 4A)。5日目では、

ある程度の菌糸の発達がすでに見られた(図 5)。SIS1 の発現は SL 処理、コント

ロールどちらにおいても 1、3日目では qRT-PCR で検出することができなかった

(図 4B)。SIS1の発現は SL処理、コントロールともに 5日目から検出できるよう

になり、その発現量はこの時点ですでにSL処理の方が有意に大きかった(図4B)。

7日目では、SL処理においてコントロールよりも著しく SIS1 の発現が誘導され

ていた(図 4B)。これらの結果から、SIS1 の発現は SLの有無に関わらず発芽後の

菌糸伸長中に始まること、そして菌糸が伸長するほど SL による SIS1 の発現誘

導量も増大することが示唆された。 

 

3-5. HIGS による SIS1の機能解析 

3-5-1. SIS1-HIGS コンストラクトと SIS1-HIGS 毛状根の作製 

AM 共生における SIS1 の機能を解析するにあたり、ノックアウトもしくはノッ

クダウンによる逆遺伝学的解析は有効な手段である。しかしながら、AM 菌を直

接形質転換する手法はまだ確立しておらず、標的遺伝子組換えなどの手法を用

いることができない。先行研究において、HIGS には、R. irregularis の単糖のト
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ランスポーターMST2 をノックダウンし、MST2が AM 共生に必要であること示

した実績があるため(Helber et al., 2011)、本研究においても AM 共生における

SIS1 の機能解析のために HIGS を適用した。私は、SIS1の 330 bp の部分配列(図

6)を標的とし、宿主根内で R. irregularis に RNAi を引き起こさせるための HIGS

コンストラクトを設計・作製した。 

 SIS1-HIGSコンストラクト由来の 330 bpの double-stranded RNA (dsRNA)

が、適切に SIS1の RNAi を引き起こすかどうかを検証するため、その dsRNAの

効率評価とターゲット予測を NEXT-RNAi ソフトウェア(Horn et al., 2010)によっ

て行った。330 bp の dsRNAが 21ヌクレオチドの siRNAに切断されるとき、310

通りの siRNA が生成され得る。これらのうち、100 個の siRNA が効果的である

と予測された(表 4)。また 330 bpの配列中に非特異的な効果や細胞毒性を及ぼし

得る CA[ACGT] 型のタンデムトリヌクレオチドリピート(Ma et al., 2006)はひと

つも認められなかった(表 4)。これらのことからこの 330 bp の dsRNA は RNAi

を引き起こすのに十分な効率があると考えられた。また R. irregularis の coding 

sequence (CDS)ライブラリに対して 330 bp dsRNA のターゲット予測を行ったと

ころ、オフターゲットの可能性のある遺伝子はなく、ターゲットになりうる遺

伝子は SIS1のみであると予測された (表 4)。加えて、M. truncatula の CDS ライ

ブラリにも同様にターゲット予測を行ったところ、ターゲットになりうる遺伝

子は一つも予測されなかった(表 4)。これらの in silico解析の結果から、SIS1-HIGS

コンストラクトのオフターゲットになりうる遺伝子は、R. irregularis と M. 

truncatula どちらにおいても存在しないことが示唆された。 

 この SIS1-HIGSコンストラクトを導入したM. truncatulaの毛状根を独立

に 3ライン作製した（Line 1 [L1]、Line 2 [L2]、Line 3 [L3]）。またコントロール

としてベクター無し(no vector, NV)の毛状根、空ベクター(empty vector, EV)を用
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いた毛状根も同様に作製した。HIGS コンストラクトと EV は共発現マーカーと

して eGFP を発現させるカセットを含むので、3 ラインの SIS1-HIGS 毛状根と

EV 毛状根において GFP 蛍光を確認することができた(図 7)。さらに、AM 菌非

感染の各毛状根において 330 bpの SIS1 配列を増幅させる RT-PCRを行ったとこ

ろ、SIS1-HIGS 毛状根の 3 ラインで増幅が見られ、かつ逆転写反応をさせない

non-RTコントロールでは増幅が見られなかった(図 8)。このことから SIS1-HIGS

毛状根に導入した SIS1 の 330bp の部分配列が確かに RNA に転写されているこ

とが示された。 

 

3-5-2. SIS1-HIGS 毛状根における R. irregularis の表現型解析 

3ラインの SIS1-HIGS 毛状根と EV、NV毛状根を用いて R. irregularis の約 50胞

子と in vitro 共存培養を行い、8 週間後に感染レベルを評価した。感染レベルは

以下の F%、M%、A%のパラメータを算出することで定量化した(Trouvelot et al., 

1986)。F%は AM 菌が感染している根の割合（感染率）、M%は感染度合いによ

って根をクラス分けし、そのクラスごとに重みを付けた感染率（感染強度）、A%

は樹枝状体数によって根をクラス分けし、そのクラスごとに重みを付けて算出

した樹枝状体量の指標をそれぞれ示す。その結果、これらの感染レベルのパラ

メータはすべて、NV と EVコントロールに比べて SIS1-HIGS 毛状根 3ラインと

も有意に減少していた(図 9A-C)。これらと一致して、根の外部に形成される胞

子数も、SIS1-HIGS 毛状根での共存培養において有意に減少していた(図 9D)。

さらに HIGS によって SIS1 発現量が確かに抑制されているかどうかを調査する

ため、HIGS コンストラクトに導入した 330 bp の外側の SIS1 配列を増幅させる

プライマー(図 6)を用いた qRT-PCR によって、SIS1-HIGS と EV 毛状根内の内生

菌糸における SIS1 発現量を定量した。その結果、SIS1-HIGS 毛状根内の内生菌
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糸の SIS1発現量は、EVコントロールのそれに比べて有意に減少していた(図 9E)。

一方、SIS1 と類似したタンパク質をコードする二つの遺伝子 176092 と

RirG205060について同様に SIS1-HIGS L1とEV毛状根において qRT-PCR解析を

行ったところ、それらの遺伝子の発現に有意な変動があるとはいえなかった（そ

れぞれ Student’s t test において P = 0.82 、0.60）(図 10)。したがって以上の結果

から、SIS1-HIGS 毛状根に感染した R. irregularis において SIS1 の発現が抑制さ

れ、そしてこの抑制が R. irregularis の感染レベルの低下をもたらしたことが示さ

れた。これらの解析結果は、R. irregularis において SIS1 が宿主根への感染に要

求されることを意味している。序論で述べたように、Yin et al. (2011)の実験によ

ると、HIGS の効果があるのは、P. striiformis の吸器のような、植物体内で発達

する菌組織において発現が誘導される遺伝子に限定されるようである。本研究

で HIGS によってサイレンシングが確認された R. irregularis の SIS1 も、内生菌

糸で発現が上方調節されることが報告されており(表 3)(Tisserant et al., 2013)、Yin 

et al. (2011)の結果とも矛盾しないと考えられる。 

 さらに、植物側の AM 共生応答を解析するため、R. irregularis との共存

培養後 4週の SIS1-HIGS、EV毛状根において、M. truncatula の AM 共生マーカ

ー遺伝子の発現を qRT-PCR で調査した。その結果、AM 共生マーカー遺伝子の

MtPT4 とサブチリン様セリンプロテアーゼ（サブチラーゼ）遺伝子 MtSbtM1 

(XM_003611148)の二つの発現は、SIS1-HIGS 毛状根において、EV コントロール

よりも有意に減少していた(図 11A, B)。このことは SIS1-HIGS 毛状根において植

物側の AM 共生応答が抑制されていることを示しており、SIS1-HIGS 毛状根で

感染レベルが落ちるという結果(図 9A-C)と一致した。 

 AM 菌の感染における SIS1-HIGS の効果をさらに解析するため、共存培

養 8週後の根内の R. irregularis の菌糸構造を詳細に観察した。EV 毛状根に比べ
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て、SIS1-HIGS 毛状根では感染している部位であっても菌糸の密度と樹枝状体の

数は少なかった(図 9B, C; 図 12)。さらに、EV毛状根では、樹枝状体は十分に発

達してよく分岐しているのに対して、SIS1-HIGS 毛状根の 3ラインにおいて、ほ

とんどの樹枝状体は発達不全であることが観察された(図 11C, D; 図 13)。このこ

とは periarbuscular membrane で特異的に発現することが知られている MtPT4 

(Pumplin and Harrison 2009)の発現が減少するという先ほどの結果と一致する(図

11A, C, D; 図 13)。この発達不全の樹枝状体は不完全な AM 共生が起こっている

ことを示すものである。これらの結果から、SIS1 は R. irregularis において AM

共生の確立に寄与していることが示唆された。 
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4.  考察 

 

4-1. R. irregularis の SL 応答 

本研究では最初に、これまで詳細な解析例が無かった R. irregularis に対する SL

処理の効果を、菌糸伸長を指標とした生理応答から評価した(図 1)。合成 SL の

GR24 濃度が 0.1 µM の時に R. irregularis の菌糸伸長は最も促進され、これより

も濃度が高くなると菌糸伸長促進効果が徐々に弱くなり、100 µMでは逆に菌糸

の発芽自体が完全に停止した(図 1)。興味深いことに、SLによって種子発芽が誘

導される寄生植物ストライガ Striga hermonthica (Delile) Benth.や Striga asiatica 

(Linnaeus) Kuntzeにおいても、0.1 µMのGR24処理によって最大の発芽率を示し、

また 100 µMのGR24処理では発芽促進作用が著しく弱まることが報告されてい

る(Wigchert et al., 1999)。これらのことから、R. irregularis の菌糸伸長促進作用と

Striga属の種子発芽促進作用におけるGR24の至適濃度が一致する結果となった。

天然の SL は不安定で、容易に分解されることが知られている(Akiyama et al., 

2005)。そのため自然環境の土壌中では、SLは植物の根圏に限定的に存在してお

り、SLは AM 菌とストライガにとって宿主植物の存在を感知するのに適した探

索マーカーになっていると考えられている(Nadal and Paszkowski, 2013)。R. 

irregularis の菌糸伸長と Striga 属の種子発芽における GR24 の至適濃度が一致し

たことは、根圏において SLを 0.1 µM 程度の濃度を保つように分泌する植物種

が存在し、そして絶対共生菌、寄生植物である両者が、このような根圏環境に

おける宿主根探索に適応して独立に進化したことを示唆している。今後、多様

な AM 菌種や寄生植物において同様の SL至適濃度を解析することで、この仮説

の検証を行うことは価値があるだろう。 
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4-2. R. irregularis の推定分泌タンパク質 

他の菌根菌や病原菌は、限られた数の宿主植物にしか感染しない一方、AM 菌は

広範な宿主植物に感染することができる。このような性質を持つ AM 菌の分泌

タンパク質は、宿主植物との相互作用において役割を担う因子として注目され

ているものの(Kloppholz et al., 2011; Tisserant et al., 2013; Lin et al., 2014)、それら

の機能に関する知見は未だ乏しい。私はR. irregularisのRNA-seq解析と qRT-PCR

解析を行い、SL処理した発芽胞子と共生中の外生菌糸で共通して発現が有意に

上昇する 5つの推定分泌タンパク質遺伝子、SIS1 (protein ID 342269)、protein ID 

347085、334310、348911、そして 176092 を同定した(表 2; 図 2)。SIS1 を含むこ

れらの推定分泌タンパク質は SignalP 4.1 によって分泌能を有する可能性がかな

り高いと予測されたものの(表 3)、これらが確かに分泌されることを、レポータ

ータンパク質を利用した実験等によって今後実証する必要があるだろう。これ

らのタンパク質の中で、348911 が LysM ドメインを保持しており、また 347085

と 348911 がシステインリッチであることが見出された(表 3)。これらの特徴は、

植物病原菌において同定された、宿主植物の防御応答を抑制するいくつかのエ

フェクターの特徴と一致する(Stergiopoulos and de Wit, 2009)。このことから、

347085と 348911は植物‐微生物相互作用において機能する可能性が考えられる。

また、その 5 つの遺伝子の中で、SIS1、347085、334310、176092 は以前に内生

菌糸でも発現が上昇することが Tisserant et al. (2013)の RNA-seq 解析において報

告されていた(表 3)。したがって、これらの推定分泌タンパク質遺伝子は SL 受

容時、共生中の外生菌糸、そして内生菌糸を含んだ、共生前から共生時にわた

る時空間的に広い範囲で発現が誘導されることが示された。AM 菌にとって、SL

を受容して宿主植物を認識した菌糸、共生中の内生・外生菌糸に共通して必要

な遺伝子機能として考えられるのは、「感染」の制御に関わる機能である。なぜ
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なら、宿主植物を認識した菌糸はその後「感染」を成立させる必要があり、内

生菌糸は宿主根内において「感染」領域を拡大させ、外生菌糸はすでに感染さ

れている宿主根とは別の宿主根において新たに「感染」を成立させるからであ

る。したがってこれらの推定分泌タンパク質は、AM 菌の「感染」において役割

を担っている可能性があり、今後のさらなる解析によって、それらの機能を解

明していきたい。 

 

4-3. SIS1 の経時的発現パターン 

SL処理・共生時双方において最も発現誘導率が大きかった SIS1について(図 2)、

R. irregularis の発生過程における発現のタイミングを解析した(図 4)。SIS1 の発

現は播種後 1、3日目の発芽胞子では検出されず、80％以上の胞子が発芽し、あ

る程度菌糸が伸長していた5日目から検出された (図4; 図5)。このことからSIS1

は発芽期より後の、菌糸伸長期に発現・機能する遺伝子であるとみられる。播

種後 5 日目にはすでに SL 処理による SIS1 の発現誘導が見られ、菌糸がさらに

伸長した 7 日目では SL によって劇的に発現量が増大していた (図 4; 図 5)。前

述のように天然の SLは非常に分解されやすいため(Akiyama et al., 2005)、宿主植

物の根圏において存在していると考えられている(Nadal and Paszkowski, 2013)。

自然環境において R. irregularis は、菌糸が根圏に到達して SLを受容することで

宿主植物の存在を認識し、SIS1の発現量を一気に増大させるものと推測される。

そのためこの SIS1 の発現パターンは、SIS1 が宿主植物への感染過程に関与する

タンパク質であるという本研究の主張を支持するものであると考えられる。 

 これまで SL によって誘導される AM 菌の遺伝子についての知見は乏し

かったが、本研究によって R. irregularis の SL誘導性遺伝子の発現を初めて詳細

に解析した。今後、SIS1は R. irregularis における新規の SL誘導性マーカー遺伝
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子として、AM 菌の SL応答の研究に利用できるだろう。先行研究から、AM 菌

はSLに応答して菌糸成長や代謝活性化が促進されることが明らかになったこと

から(Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006; Besserer et al., 2008)、AM 菌には SL

シグナリングが存在すると予想されるものの、その詳細はまったく解明されて

いない。近年、植物での SLシグナリングに関わるタンパク質については解析が

進んでおり(Waldie et al., 2014)、SL受容体である D14と D14-likeの KAI2 (Arite et 

al., 2009; Hamiaux et al., 2012; Waters et al., 2012)、D14、KAI2 の下流シグナリング

に関わると考えられ、D14と相互作用する MAX2が同定されている (Stirnberg et 

al., 2002; Stirnberg et al., 2007; Jiang et al., 2013; Zhou et al., 2013)。しかしながら、

AM 菌においては、植物で同定されたこれらのタンパク質に該当するような因子

は見つかっていない。今後は、SLによる AM 菌の菌糸成長誘導などの生理的現

象に加えて、SIS1の発現誘導をSL応答の分子生物学的な指標に利用することで、

AM 菌における SLシグナリングの解析が進展することが期待される。 

 

4-4. AM共生中の SIS1の機能 

4-4-1. SIS1-HIGS 実験における R. irregularisの感染レベル抑制 

本研究では、M. truncatula に感染した R. irregularis に RNAi を引き起こす HIGS

を利用して、AM 共生中の SIS1の機能解析を行った(図 9-13)。その結果、3ライ

ンの SIS1-HIGS 毛状根において、感染した R. irregularis の SIS1 のノックダウン

が引き起こされ(図 9E)、感染レベルが有意に抑制された (図 9A-D; 図 12)。この

ことから、SIS1 は R. irregularis において宿主への感染を正に制御していること

が示唆された。共生の確立に関わる AM 菌の分泌タンパク質としては、SP7 が

知られている(Kloppholz et al., 2011)。SP7 のアミノ酸配列中には、N末端のシグ

ナルペプチドに続いて核移行シグナルが含まれ、またそれ以降の配列は反復配
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列で構成されており、その反復配列を何個含むかによって長さの異なるスプラ

イシングバリアントが存在することが示唆されている(Kloppholz et al., 2011)。

SP7は M. truncatula の免疫に関わる転写因子 MtERF19 と相互作用することが証

明され、エフェクタータンパク質として機能していると考えられる。一方、SIS1

のアミノ酸配列には核移行シグナルも反復配列も含まれておらず、SIS1 は SP7

とは全く異なるメカニズムにおいて機能しているものと推測され、本研究は AM

菌の感染メカニズムにおいて新たな共生因子の存在を発見したと言える。 

 

4-4-2. SIS1-HIGS 実験における樹枝状体の発達不全 

SIS1-HIGS 毛状根に感染した R. irregularis は、ほとんどの樹枝状体が発達不全な

形態を呈していた(図 11D; 図 13)。このような樹枝状体の発達不全は、R. 

irregularis の単糖トランスポーターMST2 の HIGS によるノックダウンによって

も観察されている(Helber et al., 2011)。また、植物側のリン酸トランスポーター

MtPT4の変異体でも同様の樹枝状体の発達不全が見られている(Javot et al., 2007)。

このことから、AM 共生における栄養交換が適切に行われないだけでも、AM 菌

は植物体内で十分な発達が阻害されてしまうものと考えられる。その他にも、

AM 共生の発達に関わる宿主植物側のいくつかの遺伝子の部分的もしくは全体

的な機能欠失が、同様の樹枝状体の発達不全を引き起こすことが示されてきた。

それらの原因遺伝子には、初期の AM 共生応答における細胞のリモデリングに

関与することが提唱されている Vapylin (Feddermann et al., 2010; Pumplin et al., 

2010)や、膜成分の合成に関わっているとされる膜結合タンパク質 MSBP1 (Kuhn 

et al., 2010)、小胞輸送に関わっているとされ、periarbuscular membrane に局在す

る VAMP72s (Ivanov et al., 2012)、AM 共生特異的な転写因子 RAM1 (Wang et al., 

2012), トランスポーターである STR/STR2 (Zhang et al., 2010)などが挙げられる。
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したがって、樹枝状体の発達不全という表現型は、原因遺伝子の機能や機能部

位には関係なく不完全な AM 共生が起こっていることを示しており、この

SIS1-HIGS 表現型から詳細な SIS1 の機能を推定することは難しい。しかしなが

ら、これらの菌側・植物側の遺伝子と同様に、SIS1 も適切な AM 共生の確立に

関与する機能を持つことが示唆された。今後、SIS1 が樹枝状体の形成、維持、

もしくはその両方に関わっているのかについて解析するために、SIS1-HIGS 実験

下において樹枝状体形成過程や遺伝子発現の経時変化、そのほかの樹枝状体形

成異常を示す変異体との関係を解析することが有効であると考えられる。 

 

4-4-3. SIS1 を介した SL の AM共生制御機構 

SLは、AM 菌の菌糸分岐と伸長、代謝を促進する (Akiyama et al., 2005; Besserer 

et al., 2006; Besserer et al., 2008)。加えて、SLは AM 菌由来の共生シグナルであ

るキチンオリゴマーを、AM 菌浸出液中において増加させることが報告されてい

る(Genre et al., 2013)。これらの知見に加え、私は本研究の結果に基づいて、SL

が AM 菌の SIS1の発現誘導を介して AM 菌の感染に寄与しているという、新規

の SL の作用機構を提唱する。この作用機構は、SL が植物から AM 菌に対する

シグナル物質であるという通説をより強固にするものであり、さらに SLが AM

菌の菌糸の生育促進とキチンオリゴマーの増産以外にも感染制御に関わってい

る可能性を示すものである。序論で述べたように、SL輸送体 PDR1、SL生合成

酵素の CCD7 と CCD8 に変異の入った宿主植物体において、AM 感染レベルが

落ちることが報告されているが(Gomez-Roldan et al., 2008; Koltai et al., 2010; 

Vogel et al., 2010; Kretzschmar et al., 2012)、これらの表現型は、これまで宿主内外

での SLの不足により、AM 菌の菌糸の発達が通常よりも弱まり、根への侵入と

根内部での伸長が遅れることによるものだと考えられてきた。一方、今回の SIS1
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の発見によって、それらの pdr1、ccd7と ccd8 変異体植物の AM 共生欠損の表現

型は、R. irregularis において SLによる SIS1 の発現誘導が不十分であることによ

って引き起こされたとも考えられる。このことから、本研究で提唱する SIS1 を

介した SLによる新たな AM 共生制御機構は、先行研究とも矛盾しない。 

 

4-5. SIS1 の機能の推測 

InterProScan によるタンパク質の既知ドメインの類似性検索では、SIS1 には分泌

性シグナルペプチド以外に特徴的なドメインは予測されなかった(表 3)。したが

って、AM 菌の感染における SIS1 の機能は様々なものが想定される。植物病原

菌由来因子である microbe-associated molecular patterns (MAMPs)は、植物におい

て病原菌の認知に必要であることが知られている。MAMPs の中には植物細胞内

で過敏感反応などの防御応答を引き起こす植物病原性バクテリアのタンパク質

が報告されている (Albert, 2013)。よく研究されているタンパク質性 MAMPs に

は flagellin や elongation factor Tu (EF-Tu)が知られており、それぞれの植物側のレ

セプターFlagellin sensing 2 (FLS2) (Gomez-Gomez and Boller, 2000)、EF-Tu receptor 

(EFR) (Zipfel et al., 2006)が同定されている。これらのタンパク質性MAMPsでは、

様々なバクテリア間で保存された特定の 20前後のペプチド領域が、それぞれの

レセプターによる認識の中心的な役割を担っている(Felix et al., 1999; Kunze et al., 

2004)。これらのタンパク質性MAMPs のように、SIS1 中の特定のアミノ酸配列

が、植物に AM 菌の存在を感知させるシグナルとして機能しているのかもしれ

ない。これまでの先行研究では、AM 菌の植物へ作用するシグナル因子として、

リポキトオリゴサッカライド (Maillet et al., 2011)やキチンオリゴマー(Genre et 

al., 2013)が注目されていた。本研究ではそれらに加えてタンパク質性のシグナル

因子が存在する可能性を示した。 
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 また、R. irregularis の SP7 (Kloppholz et al., 2011)のように、SIS1 は感染

時に植物に対して防御応答を抑制させるエフェクターとして機能していること

も考えられる。前述のように、アミノ酸配列の違いから SIS1 の作用機序は SP7

とは異なるかもしれないが、非常に広範な宿主植物域を持つ AM 菌は、複数の

作用機序からなるエフェクターシステムを持っていても何ら不思議はない。し

たがって、今後 SIS1 と相互作用する植物側のタンパク質を探索・同定すること

は、SIS1 の機能解明に向けた一つの取り組みとして重要である。 

 SIS1 は R. irregularis において SLと共生の両方によって誘導される新規

の推定分泌タンパク質であり、宿主植物への感染を正に制御することが示され

た。SIS1 がどこで、どのように機能しているのかについては今後も解析が必要

であるが、この興味深い特徴を持つ SIS1 のさらなる機能の解明は、AM 共生の

確立をコントロールするメカニズムの理解につながるだろう。 

 

4-6. 総括 

私は AM菌 R. irregularisにおける新規の推定分泌タンパク質 SIS1が AM共生の

確立に要求されることを本研究で示した。このことから、私は序論で述べた「AM

菌が宿主植物と AM 共生を成立させるメカニズムの解明」という本研究の目的

を部分的に達成することができたと考える。したがって、私は本研究を通じて、

新たな持続可能農業モデルのための AM 菌の利用に向けた取り組みや、4億年以

上続く植物と菌の助け合いの仕組みの解明という学術研究に貢献できたと考え

ている。 
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5.  材料と方法 

 

5-1. 生物試料と培養条件 

野生型M. truncatula Jemalong A17の実生は、Takeda et al. (2015)の方法を改変し

て用意された。M. truncatula の種子を紙やすりで擦り、70 %エタノールで 1分間

振盪した後、10%次亜塩素酸ナトリウム、0.1% Tween20 溶液で 15 分間振盪する

ことで滅菌処理をした。これらの種子を滅菌水で一晩吸水し、1％寒天プレート

に並べて 24℃、暗黒下 2 日間で発芽させた。その後 24℃、明 16 時間：暗 8 時

間の条件で 2 日間インキュベートさせ、実生を生育させた。これらの M. 

truncatula の実生と食用ニンジン(Daucus carota Linnaeus)を、Takeda et al. (2013)

の方法と Danesh et al. (2006)の方法に従い Agrobacterium rhizogenes (Riker et al.) 

Conn AR1193 株により毛状根に形質転換させた。その毛状根を植物体から切り

離し、固体のM 培地(Bécard and Fortin, 1988)上で培養した。それらの培養した毛

状根は、R. irregularis DAOM 197198（プレミアテック社）の in vitro共存培養に

使用した。in vitro 共存培養は Bécard and Fortin (1988)の方法を少し改変して行っ

た。約 2-3 cm の毛状根断片を 0.4 % ゲルライトで固めた M 培地に植えて 2週間

後、約 50の R. irregularis の胞子を根の近傍に播種した。播種する胞子は Furlan et 

al. (1980)の方法をもとに 48%、32%、16%、8% (v/v)のガストログラフィン（バ

イエル薬品）を用いて密度勾配遠心によって菌糸を取り除き、胞子のみを精製

してから使用した。プレートはすべて 28℃、暗黒下で 4週、6 週、8週間インキ

ュベートした。 

 非共生状態の AM 菌サンプルのため、約 10,000の R. irregularis 胞子をM

培地上で 28℃、暗黒下で一週間インキュベートすることにより、一者培養を行

った。SL処理した AM 菌サンプルはM 培地に 0.1 μM GR24 を添加して同様に
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用意した。SL処理下の菌糸伸長解析と、発芽率および SIS1発現の経時的解析を

行うため、一者培養は GR24 の濃度を 0.01、1、10、100 µM にしたものや、培養

期間を 1、3、5日間にした条件でも同様に行った。 

 

5-2. 菌体の回収と RNA抽出 

in vitro 共存培養もしくは一者培養後の胞子と菌糸を、M 培地中から回収した。

in vitro 共存培養では、実体顕微鏡 SZX7（オリンパス）下においてピンセットで

宿主毛状根を注意深く取り除いた。ゲランガムで固めた M 培地は Doner and 

Becard (1991)の方法をもとにクエン酸バッファー（1.7 mM クエン酸、8.3 mM ク

エン酸ナトリウム、pH 6.0）で溶解させた。簡潔には、ゲランガム培地の体積に

対して 3-4 倍量のクエン酸バッファーを加え 37℃で 5 分間振盪し、ゲルを溶解

させた。その後遠心して菌体を沈殿させ、滅菌水で一度リンスし、再遠心後に

菌体を回収し、液体窒素で凍らせた。in vitro 共存培養の内生菌糸は、R. irregularis

が感染した M. truncatula 毛状根ごと回収し、液体窒素で凍らせた。凍らせた各

菌体や宿主根から total RNAをPureLink Plant RNA Reagent (invitrogen)を用いてマ

ニュアル通りに抽出した。 

 

5-3. RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析 

RNA-seq解析は Takeda et al. (2015)と Handa et al. (2015)が述べたように行った。

抽出した total RNA を RNeasy Mini Kit (Qiagen)と RNase-free DNase Set (Qiagen)

で精製した。各サンプルにおいて、RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies)と

2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies)により出力される RNA電気泳動プ

ロファイルを利用することでRNAのクオリティを分解度で分類する指標である

RNA integrity number (RIN) (Schroeder et al., 2006)を算出した。全サンプルの RIN
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は 7.40 以上であり、各サンプルの RNA クオリティは RNA-seq ライブラリの作

製に十分な純度であった。RNA-seqライブラリは total RNAの 170-500 ngを用い

て、非共生コントロール、SL処理、共存培養 4週、6週、8週の条件につき生物

学的反復を 3つずつ、TruSeq RNA sample preparation kit (Illumina)を用いて作製し

た。各ライブラリは DNA 1000 kit (Agilent Technologies)と 2100 Bioanalyzer system

でクオリティをチェックし、KAPA Library Quant Kit (Kapa Biosystems)で濃度を

定量した。これらのライブラリを用いて、Illumina Hiseq 2000 (Illumina)によって

塩基配列情報を取得した(paired-end, 101 bp)。これらのショートリードのデータ

は、DDBJ Sequence Read Archive (DRA)に登録した(accession number: DRA002591)。

Handa et al. (2015)が行ったように、得られたリードを用いて、Tisserant et al. 

(2013)が提供した R. irregularis ゲノムアセンブリ(Gloin1, Joint Genome Institute)

に対してマッピングを行った。マッピングされたリード数は、3反復の平均を取

ったところ、非共生コントロール、SL処理、共存培養 4、6，8週でそれぞれ 9.5、

9.9、5.3、3.7、5.9 メガリード得られた。マッピングされたリードのカウント数

は、Mortazavi et al. (2008)と Nagalakshmi et al. (2008)が述べたように reads per 

kilobase of exon per million mapped reads (RPKM)値として標準化した。非共生コン

トロールと比較したときの DEGs を決定するため、遺伝子発現カウント数を、

TCC パッケージ iDEGES/edgeR (Robinson et al., 2010; Sun et al., 2013)に基づいて

算出した。DEGs の判定は、false discovery rate が 0.001未満かどうかを統計学的

基準として用いて行った。 

 

5-4. リアルタイム qRT-PCRによる遺伝子発現解析 

回収した total RNA 水溶液中のゲノム DNA を、37℃、一時間 DNase I処理する

ことにより分解し、その後、酸性フェノール：クロロホルム溶液(1:1)処理によ
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って除去した。得られた RNAを鋳型に、ReverTra Ace qPCR RT Kit (Toyobo)と

Thunderbird qPCR Mix (Toyobo)を用いて、LightCycler 96 (Roche) によってリアル

タイム qRT-PCR を行った。DNAの混入がないことを確認するため、各サンプル

の逆転写反応なしのコントロール実験も同時に行った。各プライマーセットは

表 5のとおりである。発現量は Helber et al. (2011)と Kloppholz et al. (2011)が行っ

たように、R.irregularisまたはM. truncatulaのハウスキーピング遺伝子 translation 

elongation factor 1 α (TEF)に対してノーマライズし、fold change は非共生コント

ロールとの比較から算出した。平均値と標準偏差は生物学的 3 反復から算出し

た。各増幅産物の溶解曲線解析も行い、ピークが単一であることを確認した。 

 

5-5. HIGS 

330 bp の SIS1の部分配列を、cDNAから Prime STAR GXL (Takara)と SIS1-HIGS 

コンストラクトプライマー(表 5)を用いて増幅させ、エントリーベクターpENTR 

D/TOPO (pENTR D/TOPO cloning kit; Life Technologies)に導入し、エントリークロ

ーンとした。pK7GWIWG2(I) (Karimi et al., 2002)は植物における RNAi 用のバイ

ナリーベクターで、35S プロモーター・ターミネーター系によってヘアピン

dsRNAを植物に過剰発現させる。Takeda et al. (2009)によって共発現マーカー遺

伝子として eGFP が挿入された pK7GWIWG2(I)に、エントリークローンを LR 

clonase (Invitrogen)によって組込み、SIS1-HIGS コンストラクトとした。その後、

330 bp SIS1部分配列が pK7GWIWG2(I)の 2 か所のクローニングサイトに挿入さ

れていることを、pK7GWIWG2(I)プライマーセット(表 5)を用いて 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)でシークエンスすることで確認した。 

 HIGS コンストラクトと EVを A. rhizogenes AR1193に導入した。これら

のアグロバクテリウムを用い、M. truncatula において 3ラインの SIS1-HIGS 毛状
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根と 1ラインの EV 毛状根を上述のように作製した。これらのトランスジェニッ

ク毛状根において SIS1部分配列の転写産物を検出するため、AM菌非感染のEV、

SIS1-HIGS 毛状根から RNAを抽出・精製し、その後 SIS1-HIGS コンストラクト

プライマー(表 5)を用いて RT-PCR 解析を行った。逆転写反応なしの non-RTコン

トロール実験も同時に行った。 

 これらの毛状根と R. irregularis を in vitro共存培養させて 8週間後、根内

部の内生菌糸を Takeda et al. (2015)の方法のようにインク染色することで可視化

した。インク染色した内生菌糸を正立顕微鏡 BX50（オリンパス）で観察して感

染レベルを Trouvelot et al. (1986)の方法で定量した。同様に in vitro 共存培養の 8

週間後に、根の外部にできたプレート全体の胞子数を実体顕微鏡 SZX7で計測し

た。これらの定量結果を SIS1-HIGS の表現型解析に用いた。HIGS による表現型

は、HIGS のメカニズムを考慮すれば、R. irregularis の菌糸が HIGS 毛状根の中

に侵入してから現れると予想される。このことから、菌糸が根に付着してすぐ

に根の外部において形成される、共生時に特異的な菌糸構造の runner hyphaeと

BAS (Bago et al., 1998)が共存培養 2週間後で形成されていないプレートは、HIGS

による影響ではなく、単に共生が遅れていると見なすことができるので、除外

した。SIS1-HIGS 実験における SIS1、MtPT4、MtSbtM1、Protein ID 176092、

RirG205060、RiTEF の発現量を調査するため、共存培養 4 週間後の SIS1-HIGS

毛状根とEV毛状根を回収し、各プライマー(表5)を用いて上述のように qRT-PCR

解析を行った。 

 

5-6. NEXT-RNAi による SIS1-HIGS 実験の in silico解析 

NEXT-RNAi ソフトウェアパッケージ(Horn et al., 2010)をダウンロードして、

HIGS に用いた 330 bp の SIS1 部分配列の RNAi 効率の評価とターゲット予測を
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行った。植物体内で発生したヘアピン dsRNA は、ダイサーによって 21～23 ヌ

クレオチドに切断されると考えられていることから、siRNAの長さは 21ヌクレ

オチドに設定した。RNAi 効率は NEXT-RNAi の中で用意されている手法の

'weighted'で評価し、RNAi 効率スコアの最小値は Shah et al. (2007)が説明したと

おり、63 に設定した。CA[ACGT]型トリヌクレオチドリピートの最小数は 6 に

設定した。R. irregularis と M. truncatula の CDS データセットは、R. irregularis

ゲノムアセンブリ(Gloin1, Joint Genome Institute) (Tisserant et al., 2013)と、

Medicago Truncatula Genome Project v4.0 (Mt4.0v1, J. Craig Venter Institute) (Young 

et al., 2011)からそれぞれ取得した。 

 

5-7. 顕微鏡観察 

菌糸伸長と発芽率の定量のため、10 から 32 個の胞子の写真を実体顕微鏡 SZX7

とデジタルカメラシステム DP21（オリンパス）で撮影し、各胞子集団を 1つの

観測グループとして定義した。菌糸伸長は NIS-Elements AR ソフトウェア（ニコ

ン）を使って測定し、各グループの胞子一個あたりの菌糸伸長を、生物学的に 3

反復ずつ算出した。 

 樹枝状体の形態を詳細に観察するため、菌類の細胞壁に含まれるキチン

質を特異的に染色する Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor 594 Conjugate 

(Invitrogen)を用いて Takeda et al. (2015)のように内生菌糸を染色し、共焦点顕微

鏡 A1（ニコン）を使って Z-stack イメージを取得した。 
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6.  図表 

 

 

 

図 1. 各濃度の SL処理における R. irregularis の菌糸長 

合成 SLの GR24 (0, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µM)を含むM 培地上で R. irregularis 胞子

を 1 週間培養し、菌糸長を測定した。各点はデータポイントを示す（生物学的

反復 n = 3）。各横棒は 3反復の平均を表す。異なる文字はTukey HSD test (p < 0.05)

における有意差を示す。ND, not detected. 
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図 2. qRT-PCR 法による 11の推定分泌タンパク質遺伝子と GiPT の発現解析 

SL 処理した発芽胞子(A)と 6 週間共存培養した菌糸(B)における各遺伝子の発現

量は、R. irregularis の translation elongation factor 1 α (RiTEF)に対して標準化し、
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非共生発芽胞子（コントロール）の発現と比較した fold change によって表され

ている。横軸の数字は Joint Genome Institute 由来の Protein ID を示す。各点はデ

ータポイントを示す（生物学的反復 n = 3）。各横棒は 3反復の平均を表す。アス

タリスクは Student’s t testにおけるコントロールとの有意差を示す(*p < 0.05, **p 

< 0.01)。 
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図 3.  SIS1 と、その他の R. irregularis が保持する類似タンパク質間のアミノ酸

配列比較 

SIS1, Protein ID 176092, RirG205060 のアミノ酸配列を EMBL-EBI ウェブサイト

上の ClustalW で比較した(Gap Open: 2, Gap Distances: 1)。青い領域は SignalP 4.1

によって予測されたシグナルペプチドを示す。黄色い領域は相互によく似たア

ミノ酸配列が集中した部位を表す。 
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図 4. 胞子発芽率と SIS1発現の経時的解析 

A, 1 週間、1 日おきに算出した SL 処理と非処理（コントロール）条件下の R. 

irregularis 胞子の発芽率（生物学的反復 n = 8）。エラーバーは標準偏差を表す。

B, qRT-PCR解析によって定量された胞子播種後 1, 3, 5, 7日(days after inoculation, 

dai)の SL処理と非処理（コントロール）条件下の SIS1 発現量。これらの発現量

は RiTEFに対して標準化された。白点と黒点はそれぞれコントロールと SL処理

におけるデータポイントを表す（生物学的反復 n = 3）。横棒は 3反復の平均値を
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示す。アスタリスクは Student’s t test におけるコントロールとの有意差を示す(*p 

< 0.05, ***p < 0.001)。ND, not detected. 
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図 5. 胞子発芽と菌糸伸長の様子 

R. irregularis胞子播種後 1, 3, 5, 7日の発芽率算出に用いた明視野写真。A, B, C, D, 

非処理コントロール; E, F, G, H, SL処理。Bar = 2 mm. 
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図 6. SIS1の遺伝子配列 

SIS1-HIGS コンストラクトの構築に用いたプライマーセット（緑）と図 9E の

qRT-PCR 実験で用いたプライマーセット（マゼンタ）の配列をそれぞれ示す。 
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図 7. HIGS コンストラクト由来 eGFP の確認 

SIS1-HIGSコンストラクトと empty vector (EV)を用いて形質転換させた毛状根の

写真を、明視野と GFP フィルターで撮影した。A, B, EV毛状根; C, D, SIS1-HIGS 

L1毛状根; E, F, SIS1-HIGS L2 毛状根; G, H, SIS1-HIGS L3 毛状根。Bar = 2 mm.  
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図 8. SIS1-HIGS 毛状根中の 330 bp SIS1 断片の転写物の検出 

SIS1-HIGS コンストラクトから転写されるヘアピン dsRNA に含まれる 330 bp 

SIS1断片配列の存在を、非感染の EVと SIS1-HIGS L1, L2, L3 毛状根において、

RT-PCR を行うことで調査した。逆転写反応なしのコントロール実験(non-RT 

control)も同様に行った。M, marker; EV, empty vector; L1–3, SIS1-HIGS lines 1–3. 
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図 9. SIS1-HIGS 毛状根を用いた in vitro 共存培養における、感染レベル、胞子

形成数と、SIS1発現量 

A, B, C, 感染レベルは共存培養の胞子播種後 8週で解析した。F%は感染率、M%

は感染強度、A%は樹枝状体量の指標をそれぞれ示す。生物学的反復はそれぞれ、

n = 3 (NV), 8 (EV), 9 (HIGS L1), 8 (HIGS L2), 8 (HIGS L3)である。D, 胞子播種後 8

週の培養プレート中に新たに形成された胞子数。生物学的反復はそれぞれ、n = 6 

(NV), 8 (EV), 10 (HIGS L1), 8 (HIGS L2), 8 (HIGS L3)である。E, 胞子播種後 4週

の内生菌糸における SIS1発現量を測定した。これらは RiTEFに対して標準化し、

生物学的反復を n = 3とした。各点はデータポイントを、各横棒は 3反復の平均

を表す。異なる文字は Tukey HSD test (p < 0.05)における有意差を示す。NV, no 

vector; EV, empty vector; HIGS L1–3, SIS1-HIGS lines 1–3. 
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図 10. qRT-PCR による SIS1類似タンパク質遺伝子の発現解析 

Protein ID 176092 (A)と RirG205060 (B)の発現量は、in vitro 共存培養 4週後の内

生菌糸において測定した。これらは RiTEF に対して標準化した。各点はデータ

ポイントを（生物学的反復 n = 3）、各横棒は 3反復の平均を表す。EV, empty vector; 

HIGS L1, SIS1-HIGS L1 hairy root. 
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図 11. 宿主植物の AM 共生マーカー遺伝子の発現と、SIS1-HIGS 根内の樹枝状

体の形態 

M. truncatulaのAM共生マーカー遺伝子であるphosphate transporter4 (MtPT4) (A)

とサブチラーゼ遺伝子MtSbtM1 (B)の発現量を、共存培養 4週後のEV、SIS1-HIGS

毛状根において測定した。これらは M. truncatula の translation elongation factor 1 

α (MtTEF)に対して標準化した。各点はデータポイントを（生物学的反復 n = 3）、

各横棒は 3反復の平均を表す。異なる文字は Tukey HSD test (p < 0.05)における有

意差を示す。C, D, 共存培養 8週後の EV毛状根 (C)と SIS1-HIGS L1 毛状根(D)

中の、wheat germ agglutinin (WGA)-Alexa Fluor 594 dye でラベルした樹枝状体。

Bars = 50 μm. 
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図 12. EV毛状根と SIS1-HIGS 毛状根内の感染の様子 

EV 毛状根(A)、SIS1-HIGS 毛状根(B)を用いた in vitro 共存培養 8 週後の R. 

irregularis の内生菌糸をインク染色した後、観察した。Bars = 100 µm. 
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図 13. EV毛状根と SIS1-HIGS 毛状根内の樹枝状体の俯瞰写真 

A, EV毛状根; B, SIS1-HIGS L1 毛状根; C, SIS1-HIGS L2 毛状根; D, SIS1-HIGS L3

毛状根。Bars = 100 µm. 
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表 1.  R. irregularis の共生時の外生菌糸において上方調節される既知遺伝子群

の本 RNA-seq解析結果 

Protein 

ID 
アノテーション 

Log2 FC (FDR) 

SL処理 共存培養4週 共存培養6週 共存培養8週 

46659 Nitrate transporter (GiNT) 0.08 (1.0E+00) 2.49 (6.7E-11) 4.54 (2.3E-23) 4.06 (1.7E-43) 

13677 Glutamine synthetase 2 (GiGS2) -0.61 (1.0E+00) 1.02 (3.6E-03) 2.21 (3.1E-11) 2.69 (9.5E-23) 

342769 Carbamoyl-phosphate synthase 

(GiCPS) 

-0.36 (1.0E+00) 1.84 (1.3E-08) 2.96 (4.4E-23) 2.13 (1.8E-12) 

333749 Argininosuccinate synthase 

(GiASS) 

-0.63 (9.1E-01) 2.07 (7.7E-10) 3.44 (2.4E-24) 2.97 (6.6E-18) 

217140 Arginase (GiCAR) 0.40 (1.0E+00) 1.28 (5.1E-05) 1.56 (4.3E-07) -0.21 (1.0E+00) 

337025 Ammonium transporter 1 

(GintAMT1) 

-1.02 (7.1E-01) 3.17 (4.0E-15) 4.40 (3.9E-24) 4.40 (2.7E-34) 

341609 Sugar transporter (MST2) 0.52 (1.0E+00) 5.37 (4.0E-19) 5.60 (3.0E-23) 4.68 (1.3E-26) 

98222 Aquaporin 1 (GintAQP1) 2.12 (1.0E-03) 3.39 (6.8E-06) 2.52 (5.4E-04) -2.32 (2.2E-03) 

345528 Phosphate transporter (GiPT) 0.18 (1.0E+00) 2.84 (4.9E-13) 3.03 (1.2E-15) 1.01 (3.1E-02) 

67971 Ste12-like transcription factor 

(GintSTE) 

0.25 (1.0E+00) 1.70 (2.0E-08) 1.87 (5.3E-11) 0.88 (4.4E-03) 

Protein IDは Joint Genome Institute 由来のものである。太字の数値は非共生コン

トロールと比較して有意な発現変動がみられたことを示す(FDR < 0.001)。FC, 

fold change; FDR, false discovery rate. 
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表 2. 本 RNA-seq 解析において SL 処理・共存培養 4 週の両条件で上方調節さ

れた R. irregularis の遺伝子群 

Protein 

ID 
アノテーション 分泌性の 

予測結果 

Log2 FC (FDR) 

SL処理 共存培養 4週 共存培養 6週 共存培養 8週 

342269 No hit + 2.55 (3.5E-05) 7.40 (7.3E-50) 7.15 (2.5E-22) 2.63 (4.6E-05) 

347085 No hit + 2.29 (1.1E-12) 5.02 (2.9E-38) 4.30 (4.6E-13) 0.03 (1.0E+00) 

334310 Hypothetical protein + 2.04 (8.4E-10) 4.16 (4.2E-34) 3.29 (1.5E-08) -0.52 (7.0E-01) 

348911 LysM superfamily + 2.22 (6.7E-12) 4.16 (2.1E-30) 3.40 (3.4E-12) 0.44 (8.1E-01) 

176092 No hit + 2.42 (5.9E-07) 5.40 (9.7E-30) 4.79 (1.5E-13) 0.69 (6.8E-01) 

199622 Histone H3 

 

2.02 (7.0E-04) 5.73 (1.2E-29) 5.24 (9.8E-39) 2.07 (1.8E-05) 

339406 No hit + 2.05 (1.9E-08) 3.87 (1.4E-29) 3.44 (6.9E-10) -0.56 (6.1E-01) 

31003 No hit + 2.29 (7.7E-04) 3.99 (3.3E-28) 3.46 (4.7E-17) -0.91 (2.2E-01) 

347485 No hit 

 

2.10 (4.5E-06) 5.02 (4.2E-27) 3.42 (6.8E-05) -1.98 (4.1E-04) 

348888 Hypothetical protein + 2.36 (7.7E-07) 3.42 (4.4E-27) 2.46 (1.3E-09) -1.48 (1.7E-02) 

62093 S1/P1 nuclease 

 

1.73 (3.4E-05) 3.36 (3.6E-21) 2.68 (6.9E-06) -0.92 (1.2E-01) 

26749 No hit + 2.13 (7.7E-04) 4.99 (4.0E-20) 4.87 (4.2E-14) 0.12 (1.0E+00) 

345761 No hit + 2.14 (2.8E-06) 3.00 (1.6E-19) 1.98 (8.4E-06) -1.39 (2.2E-02) 

336409 HMG-box superfamily 

 

4.44 (1.0E-06) 6.50 (1.6E-17) 6.05 (3.2E-23) 4.25 (3.9E-13) 

25979 No hit + 1.83 (2.8E-06) 2.76 (8.4E-17) 1.81 (2.4E-05) -2.04 (3.3E-06) 

341801 No hit 

 

2.21 (7.8E-09) 2.38 (4.1E-10) 0.68 (2.4E-01) -2.07 (1.8E-06) 

91549 Fatty acyltransferase-like 

subfamily 
 

2.45 (3.5E-05) 3.48 (1.5E-06) 3.16 (1.7E-04) -1.10 (3.0E-01) 

32380 PIF1-like helicase 

 

7.24 (3.3E-10) 8.60 (1.3E-05) 7.98 (2.5E-06) 5.13 (5.8E-03) 
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345846 No hit 

 

1.77 (2.0E-05) 1.38 (5.5E-04) 0.54 (4.3E-01) -2.26 (2.6E-09) 

Protein IDは Joint Genome Institute 由来のものである。‘+’は、SignalP4.1 によって

分泌タンパク質をコードすることが予測されたことを意味する。太字の数値は

非共生コントロールと比較して有意な発現変動がみられたことを示す(FDR < 

0.001)。FC, fold change; FDR, false discovery rate. 
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表 3. 11 の推定分泌タンパク質の詳細 

Protein ID 
タンパク質

の長さ(aa) 

SignalP 4.1 

内生菌糸での

上方調節
a
 

システイン

数 
ドメイン予測 

D-score 

シグナル 

ペプチド 

領域(aa) 

342269 (SIS1) 149 0.907 1 - 21 + 2 N/A 

347085 94 0.927 1 - 19 + 6 N/A 

334310 135 0.919 1 - 19 + 3 Cytolysin/lectin  

348911 81 0.913 1 - 22  5 LysM, transmembrane 

176092 147 0.906 1 - 19 + 3 N/A 

339406 137 0.876 1 - 24  1 Transmembrane 

31003 100 0.785 1 - 20 + 0 N/A 

348888 133 0.818 1 - 20  0 N/A 

26749 154 0.929 1 - 19 + 3 N/A 

345761 150 0.890 1 - 24 + 4 Transmembrane 

25979 80 0.926 1 - 20 + 0 N/A 

Protein IDは Joint Genome Institute由来のものである。
a
これらのデータはTisserant 

et al. (2013)によって示されたものである。aa, amino acids; N/A, Not applicable. 
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表 4. SIS1-HIGS 実験で用いた dsRNAの効率とターゲット予測の in silico 解析 

dsRNA

長(nt) 

siRNA

長(nt) 

21-nt 

siRNAs

数 

効率的な

siRNAs

数 

Efficiency

スコアの

平均 

CA[ACGT] 

リピート

数 

R. irregularis 

 

M. truncatula 

オンター

ゲット 

遺伝子 

オフター

ゲット 

遺伝子 

オンター

ゲット 

遺伝子 

オフター

ゲット 

遺伝子 

330 21 310 100 55.73 0 SIS1 N/A  N/A N/A 

詳細は’材料と方法’のセクションを参照。nt, nucleotides; N/A, Not applicable. 
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表 5. 本研究で用いたプライマー 

名前 使途 配列 

ProteinID342269_F 図 2と 4Bの実験 TGTTCCATACCAGTCCCTAGTGA 

ProteinID342269_R 図 2と 4Bの実験 GTCCACAACTGATTAGGGTCAC 

ProteinID347085_F 図 2の実験 TGCCCCATTCAAATTACTGGCA 

ProteinID347085_R 図 2の実験 TTACCCTTGCAGCCAAAATCGT 

ProteinID334310_F 図 2の実験 ACTTTCTTTGCCGCCGTTACTA 

ProteinID334310_R 図 2の実験 TGCTTACTGGTGGGTATGTTTCC 

ProteinID348911_F 図 2の実験 CCGAACGTAATCTTTCCCGGTT 

ProteinID348911_R 図 2の実験 ATGGTGTATTTCTCTCACGGCT 

ProteinID176092_F 図 2と 10の実験 ACCACCCTTACTGCTGTTGTTT 

ProteinID176092_R 図 2と 10の実験 CCCTGGGTATAAAACAACGCCA 

ProteinID339406_F 図 2の実験 AACTGTATCGGAACTCTGGCGA 

ProteinID339406_R 図 2の実験 GCCTTCTACTCCGCTTGACATT 

ProteinID26749_F 図 2の実験 AACTGTTCCTTTTCGCGTTCCT 

ProteinID26749_R 図 2の実験 TAGGACCAAGGGATTGAACGGA 

ProteinID31003_F 図 2の実験 CCTTGGTCTGTTGGCTCTGAAC 

ProteinID31003_R 図 2の実験 TCTGCGCTAAAGATTGGTGTGG 

ProteinID348888_F 図 2の実験 TTGCCCTTTTCTTCGCCATCTT 

ProteinID348888_R 図 2の実験 GGATTATCGTGTGCTTCCGGTT 

ProteinID345761_F 図 2の実験 GGTGCTTCTCCTTTCCAATGTGA 

ProteinID345761_R 図 2の実験 ACGCCCACAATTATTCCTTTGGA 

ProteinID25979_F 図 2の実験 ATGTCTCTAGCCCGGGAAGTG 

ProteinID25979_R 図 2の実験 ACTATGGAATCGGATGGAATGTTT 

GiPT_F 図 2の実験 GGTGCTGCCTTTAATCCACTCA 

GiPT_R 図 2の実験 CCCCTGGAACGATGAATGTTGT 

RiTEF_F 図 2、9Eと 10の実験 TGTTGCTTTCGTCCCAATATC 

RiTEF_R 図 2、9Eと 10の実験 GGTTTATCGGTAGGTCGAG 

SIS1HIGSconstruct_F SIS1-HIGS コンストラクトの作製 CACCGGCATTAGATGGTTCTAA 

SIS1HIGSconstruct_R SIS1-HIGS コンストラクトの作製 TGACTCTCTAATGTCCACAAC 

pK7GWIWG2(I)_F1 SIS1-HIGS コンストラクトの配列解析 ACATGAGCGAAACCCTATAAGAAC 

pK7GWIWG2(I)_R1 SIS1-HIGS コンストラクトの配列解析 TTAGCATTTAACGTGTTTGCAGGTC 

pK7GWIWG2(I)_F2 SIS1-HIGS コンストラクトの配列解析 AAGCGTGACCAGATAAACATAACTC 

pK7GWIWG2(I)_R2 SIS1-HIGS コンストラクトの配列解析 GACGCACAATCCCACTATCCTTC 

SIS1HIGSoutside_F 図 9Eの実験 CATCCTTACTGATGTTGCTCAAGG 
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SIS1HIGSoutside_R 図 9Eの実験 CCATCTAATGCCCAAAAAAGATTAC 

MtPT4_F 図 11Aの実験 GGTTCTTCCGCGAAATCTGTTA 

MtPT4_R 図 11Aの実験 AGGGTAGTCTCCACCAATACCA 

MtSbtM1_F 図 11Bの実験 ATGTTGGCTGCAGAGGAGAATC 

MtSbtM1_R 図 11Bの実験 AAATCCAGAGGCTACTTTGCGG 

MtTEF_F 図 11Aと 11Bの実験 TACTCTTGGAGTGAAGCAGATG 

MtTEF_R 図 11Aと 11Bの実験 GTCAAGAGCCTCAAGGAGAG 

RirG205060_F 図 10の実験 TTCTTTTGCTCCTTTCAACCGC 

RirG205060_R 図 10の実験 TGTCCAGTTAGCAGCTTGTTCT 
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