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論文内容の要旨

本論文は、地勢や作物の収穫高に重要な窒素固定共生系を理解し持続的食料生産と環境保全に寄与するため、生物

共生のモデ、ルで、ある根粒の発達と宿主植物と根粒菌のクロストークにより誘導される遺伝子発現の制御機構および

機能の解明を行ったものである。すなわち、生物共生情報伝達経路の植物からの信号伝達を受ける細菌側の調節タン

パク質とこのタンパク質が活性化されて根粒形成因子を合成する一連の遺伝子発現を網羅的に解析し、幾つかの新し

い知見を得ている。これらの知見は、生物共生情報工学の基礎として役立つものであるとともに、将来、米や小麦な

どの非マメ科植物に窒素固定能を付与する上での知見を与えるものである 論文は、緒論、本文、総括および結論の

6 章より構成されている。

第 1 章では、緒論として、本研究の背景となる根粒形成機構と宿主植物から分泌されるフラボノイドに応答して活

性化する根粒菌の転写因子 NodD、その認識配列 nod-box による制御機構と制御される遺伝子群の機能に関する現在

までの知見と共に、本研究の目的について述べている。

第 2 章では、根粒内の DNA 合成と断片化を指標として、レンゲソウ根粒の多段階の発達を可視化により示してい

る。また、栄養枯渇下の根粒では根粒菌が液胞中で分解される現象を観察している。

第 3 章では、広宿主域根粒菌 Rhizobium sp. NGR234 で特定された 19 個の根粒形成因子遺伝子発現にかかわる

nod-box (NB1-NB19) の転写活性を LacZ 活性を指標に網羅的に解析している。フラボノイドにより 18 個の nod-box

が NodD1 特異的に誘導され、それぞれ固有の発現様式を示している。特に NB15 を含む 4 つの nod-box の誘導は

NodP2 に強く依存し後期に発硯することを発見している。また、変異解析からに NB19 に制御されている砂rrM2 が

nodD 2 の発現に必要である事を見出し、フラボノイド誘導性制御カスケード機構の存在を示唆している。

第 4 章では、分析化学的手法により NGR234 のオーキシン生合成経路を見出している。さらに遺伝学的解析によ

り NB15 により制御される y4wEFG オベロンはフラボノイド応答性であり根粒中でのオーキシン生成に必要である
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事を示している。また多コピーの NodD2 導入は NB15 の転写活性とオーキシン生成を構成的にした事から、 NodD2

は特定の nod-box からの転写をフラボノイドに依存せず活性化する事を示唆している。

第 5 章では、 NGR234 のフラボノイド応答性の TypeIII蛋白質分泌機構により分泌される NopP をファージディス

プレイ法によって検索し、変異解析により確認している。 nopP 変異はいくつかの宿主への根粒形成に影響を与える

が、他の蛋白質の分泌には影響を及ぼさない事から NopP は植物体内に注入されるエフェクターである可能性を示唆

している。

第 6 章では、総論として、本研究から得られた知見を総括、問題点を述べている。また従来の知見と比較している。

結論では本研究の成果、意義を要約し、今後の展望について述べている。

論文審査の結果の要旨

根粒菌はマメ科植物の根に共生し窒素固定根粒の形成を誘導する能力から生物肥料として利用されている。窒素固

定共生は両共生パートナーから発せられるシグナル交換により制御され、その成否は作物の収穫高に強く影響する。

根粒菌の農業への応用においては常に農作物と根粒菌の親和性が問題となっている。本研究で、は最も多種のマメ科植

物に根粒形成できる能力を持つ事が示されている Rhizobium sp. NGR234 の根粒形成に関わる新たな機能を宿主の

根から惨出されるフラボノイドにより誘導されるレギュロンに注目して明らかにしている。これら成果の要約は以下

の通りである。

(l)DNA 合成と断片化を指標として根粒の発達過程を明らかにしている。同時に、栄養枯渇状態の植物において根

粒菌パクテロイドが植物により液胞の中で分解される硯象を新たに発見し、バクテロイドが栄養枯渇時には栄養貯蔵

体として宿主植物に利用される可能性を提示している。

(2)共生において重要な役割を果たすフラボノイドにより誘導されるレギュロンの制御様式を網羅的解析により明

らかにしている。その過程で 18 ものフラボノイド応答性プロモータ -nod-box が NGR234 の中で機能していること、

転写活性化因子 NodD1 と NodD2 が異なる nod-box をそれぞれ特異的に活性化すること、またそれら NodD1 と

NodD2 が nod-box によって制御されている他の転写活性化因子 Ttsl と SyrM2 と制御カスケードを形成している事

を発見している。

(3)NGR234 が共生状態で植物の生育ホルモンであるオーキシンを生成すること、 nod-box NB15 により制御されて

いるオペロン y4wEFG がそのオーキシンの生合成酵素をコードしていることが新たに示されている。根粒菌でフラ

ボノイドにより誘導されるオーキシン生成の遺伝子が同定されたのは初めてである。この結果は根粒菌の根粒形成過

程のさらなる理解を助けるとともに、根粒菌が窒素固定以外にも植物の生育を助長する能力があることを示唆してい

る。

(4)ファージデ、イスプレイ法を用いて NGR234 のTypeIII蛋白質分泌機構により分泌される蛋白質 NopP を新たに同

定している。TypeIII分泌機構は植物やほ乳類の病原菌で広く見つかっており、病原性に強く寄与している。共生にお

ける根粒菌の司rpeIII分泌機構の役割は病原菌と共生菌との宿主への感染機構の相違点と類似点を知る上でも非常に

興味深い。

以上のように、本論文は広宿主域根粒菌 NGR234 のフラボノイドにより誘導されるレギュロンの制御機構を明ら

かにし、その機構が二つの新規の根粒菌シグナル、オーキシンと NopP の発硯を制御していることを示し、根粒形成

の新たな側面と宿主特異性に関するいくつかの新しい知見を得ている。これは生物資源工学および共生情報工学の発

展に少なからず寄与するものである。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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