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1．はじめに 

マメ科植物は，730 属 20,000 以上の種からなる多様な分類群の 1 つであり（Doyle & Luckow 
2003），生物窒素固定の大部分を担い，ダイズ（Glycine max），エンドウ（Pisum sativum），

アズキ（Vigna angularis）など主要な作物を多く含んでいる。マメ科植物の一つであるミヤコ

グサ属（Lotus spp.）は地中海を原産として 200 以上の種から構成され，牧草や観賞用の他，

薬用植物としても利用される種が存在する。ミヤコグサ（Lotus japonicus）は，日本，韓国，

中国を含む東アジアと中央アジアに分布し，西はアフガニスタンまで広く分布しており

（Pajuelo & Stougaard 2005），ゲノムサイズが小さい（442 Mb）（Ito et al. 2000）こと，世代

期間が 3〜4 ヶ月と短く種子生産が多いこと，植物サイズが小さいこと，人工受粉が容易であ

ること，更に，アグロバクテリウムによる形質転換が可能であることからマメ科植物におけ

る最初のモデル植物として提唱された（Handberg & Stougaard 1992）。この Handberg & 
Stougaard（1992）の報告以降，日本とデンマークを中心とする研究グループによりマメ科の

最大の特徴である共生窒素固定に関する研究が躍進してきた。さらに，Sato ら（2008）は，

ミヤコグサの実験系統である Miyakojima MG-20 を用いてマメ科植物で初となる全ゲノム配

列の決定を報告したことから，ミヤコグサのモデルマメ科植物としての地位は確固たるもの

となった。 
このような研究背景の中で，ミヤコグサの実験生物としての重要性が高まり，ナショナル

バイオリソースプロジェクト（NBRP）ミヤコグサ・ダイズが開始された。ミヤコグサ・ダイ

ズ課題は，2002 年の NBRP 発足の翌年 2003 年の下半期に採択・開始された課題であり，第

4 期となった現在は宮崎大学を代表機関，東北大学を分担機関として「基盤情報の再構築と

拡充」をテーマに事業を進めている。本総説では，NBRP ミヤコグサ・ダイズのデータベー
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ス LegumeBase（https://www.legumebase.brc.miyazaki-u.ac.jp/）で整備しているミヤコグサリソ

ース（表）の概要について紹介する。 
表．LegumeBase で保存中のミヤコグサリソース 
リソースの種類 保存数  寄託元 
ミヤコグサ植物リソース   

 

 野生系統（※一部） 208 ミヤコグサ研究者コミュニティ・NBRP 
 実験系統（B-129, MG-20, B-303） 3 川口氏，Grant 氏 
 RI 系統(Gifu B-129×Miyakojima MG-20) 205 かずさ DNA 研究所 
 RI 系統(Gifu B-129×L. burttii B-303) ※ 163 オーフス大学 
 RI 系統(L. filicaulis B-37×Gifu B-129) ※ 100 オーフス大学 
 EMS 突然変異体 170 理化学研究所 
 アクティベーションタグライン※ 960 日本大学 
 SR 根培養系 1 宮崎大学 
 EMS M2 バルク種子 162 NBRP 
 LORE1 タグライン（※一部） 975 農業生物資源研究所 

1,000 オーフス大学 
合計 3,947 

 

ミヤコグサ根粒菌リソース   
 

 野生種および実験系統 17 奈良女子大学 
 STM 変異株 6,671 かずさ DNA 研究所 
 内生菌プラスミドクローン※ 3,072 京都産業大学 
 根粒菌プラスミドクローン 11,520 かずさ DNA 研究所 
合計 21,280 

 

ミヤコグサ DNA リソース   
 

 TAC クローン 72,192 かずさ DNA 研究所 
 BAC クローン（Miyakojima MG-20 由来） 14,976 かずさ DNA 研究所 
 cDNA クローン 140,544 かずさ DNA 研究所 
 BAC クローン（Gifu B-129 由来）※ 32,000 オーフス大学 
 形質転換ベクター 6 林 氏 
 完全長 cDNA クローン 104,064 かずさ DNA 研究所 
合計 363,782 

 

総計 389,009  
※：配布準備中 

詳細は LegumeBase（https://www.legumebase.brc.miyazaki-u.ac.jp/）を参照されたい。 

 

2．植物リソース 

2-1．実験系統 

ミヤコグサの 2 つの重要な系統である Gifu B-129（図 1a）および Miyakojima MG-20（図

1b）は，本草種の実験（標準）系統として広く利用されている。Gifu B-129 は，Handberg & 
Stougaard （1992）により最初に確立された実験系統であり，岐阜県で平吉功氏により収集さ

れ，William Grant 氏により

アクセッション番号が付

与された後，Stougaard ら

により 9 回自家受粉され

固定された（Stougaard & 
Beuselinck 1996）。さらに

Kawaguchi（2000）は，日

本の沖縄県宮古島由来の

Miyakojima MG-20 を新た

な実験系統として確立し

た。本株は，Gifu B-129 に

比べて世代期間が短く（3 図 1．3 種のミヤコグサ実験系統の特性と写真の比較 
a：Gifu B-129 系統，b：Miyakojima MG-20 系統，c：Lotus burttii B-303 系統。 
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ヶ月程度）蛍光灯などの弱い光の下でも容易に開花することが大きな特徴であり，2008 年に

発表されたミヤコグサのゲノム解析に用いられた（Sato et al.  2008）。 3 番目の実験系統で

ある Lotus burttii B-303（図 1c）は，Burtt によってパキスタンで収集され（Sz.-Borso et al. 1972），
W. F. Grant によりアクセッション番号が付与された後，Kawaguchi（2005）によって 9 回自家

受粉された。本系統は，Miyakojima MG-20 と同様に室内環境で開花が容易で，高い耐裂莢性

を有している。これらの実験系統を交配した組換え自殖系統（後述）の開発も進んでいる。 
 

2-2．野生系統 

ミヤコグサ野生種は様々な環境への適応能力が高いことから，大きな遺伝的および形態的

変異を有している。LegumeBase では，北は北海道の礼文島から南は沖縄県の宮古島までの広

い地域に由来する野生系統を保存している（図 2）。これらの系統は日本大学の青木らが 1998 
年に一元化しアクセション番号を付与した系統群と，本プロジェクトの推進により収集され

た系統群の 2 つがある。また前者には，マメ科牧草としての有用性を評価することを目的と

して帯広畜産大学の嶋田（板谷，1982） および農水省ジーンバンク事業により収集された系

統 （杉信ら 1988），さらに，モデル植物としての再評価に伴い 1996 年以降に青木および川

口（現，基礎生物学研究所）らにより収集された系統が含まれている。現在，LegumeBase に
は 200 を超える野生系統が保存されており，108 系統が分譲可能である（表）。我々は，こ

れらのミヤコグサ野生型における 9 つの形態学的特性を調査し，それらの情報をデータベー

ス（LegumBase -Lotus japonicus-: https://www.legumebase.brc.miyazaki-u.ac.jp/lotus/）に公開して

いる。本データベースでは，採種地の地点・気象情報の他に，宮崎県宮崎市 (北緯 31 度，東

経 131 度) および北海道札幌市 (北緯 43 度，東経 141 度) で評価した形質データから系統の

検索が可能である。 
 

 
図 2．日本に自生する 3 種のミヤコグサ属野生種の生息地と保存系統の草型と種子 
a：宮崎県日南海岸に生息するミヤコグサ。 b,e,f,j ：長崎県平戸市（b），対馬諸島の

岬の断崖（e）と石灰岩（j），小値賀島（f）に自生するミヤコグサ。 i：沖縄県波照

間島の海岸に自生するシロバナミヤコグサ．c，d：愛媛県由来の MG-74 直立型で種子

が小さい g，h：北海道由来の MG-34，ほふく型．k，l：青森県由来の MG-23，矮性

型。Hashiguchi & Akashi (2014)を改変。 
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2-3．組換え自殖系統 

組換え自殖系統 (RILs：Recombinant inbred lines) は，純系同士の F2 を自殖させ遺伝子型

の固定を行うことにより，純系統間のマッピング集団を恒久的に維持できる実験材料である。

また，RILs における形質変異の遺伝解析では，系統による形質評価と反復実験が可能である

ため， データの精度を高めることができる。ミヤコグサでは，Miyakojima MG-20 と Gifu B-
129 の交雑から 205 系統の RIL が確立された。 Gondo ら（2007）はこれらの RIL を利用し

て， 13 の表現型形質の量的形質遺伝子座（QTL）分析を行った。 この報告で評価された表

現型データは，LegumeBase で閲覧可能である。また，Tominaga ら（2012）は，窒素固定に関

する遺伝子の QTL 解析も報告している。これらの RIL の 187 個体はリシーケンスによって

遺伝子型が決定され，さらに，1,929 個の recombination breakpoints（組換え切断点）を有する

高解像度遺伝子地図が構築された（Shah et al. 2016）。 
 

2-4．EMS変異体と M2バルク種子 

ミヤコグサにおけるメタンスルホン酸エチル（EMS）処理変異株は，Miyakojima MG-20 を

背景に理研植物科学研究センターで作出された。突然変異体には，地上部形態突然変異体（小

植物体，葉，茎，花など）および地下部（根）形態学的突然変異体（根の伸長，根の太さ，

根の毛の長さおよび根毛の数など）の 2 種類があり，現在，98 系統のホモ接合変異体が入手

可能である（図 3）。Suzuki ら（2011）は，変異株 01-0017（図 3ｆ）と 01-1428 を用いて，

根粒形成はジャスモン酸シグナリングを通して赤/遠赤の比率を感知することによって光形

態形成的に制御されることを報告した。また同じく，Miyakojima MG-20 の EMS 処理バルク

M2 種子も整備している（図 3，
表）。各セットは， 0.4％EMS 溶

液で 8 から 10 時間処理された

1,000 から 2,000 個体の M1 植物

に由来する 5,000 から 9,000 粒の

M2 バルク種子である。利用者

は，自身で目的とする突然変異

体をスクリーニングすることが

できる。本リソースを利用して

単離された変異体は，自身の研

究論文発表後に LegumeBase に

寄託することが MTA に定めら

れている。Nishida ら（2018）は，

本 M2 バルク種子から変異体

nrsym1 を単離し，NRSYM1 遺伝

子は高濃度硝酸に応答した根

粒着生の抑制を制御する因子

であることを明らかにした。 

図 3．ミヤコグサ Miyakojima MG-20 に由来する EMS 処理突然変異体 
a，k：（212-003）花の形態異常（a）と多くの短い根（k）。 b，e，h：（212-
103）花の形態異常（b），曲がった莢（e）, 捻れた茎（h）。 c：（01-0210）
花の形態異常。 d：（212−596）結合した包葉。 f：（01-0017）赤色光照

射による長い胚軸および不完全な胚軸伸長。 g：（207-008）細い葉。i：
（206 - 105）白い葉。ｊ：（01-0196）矮性。l：（207-034a）異常な根の形

と短い根毛。m：（01-0348）膨潤した根毛。 n：（01-1066）短い根毛。

これらの変異株は理化学研究所の酒井氏（現，新潟大学）によって開発さ

れた。説明中の括弧内の数字は変異体の系統番号を示す。Hashiguchi & 
Akashi (2014)を改変。 
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2-5. 根培養系（セイヨウミヤコグサ由来スーパールート） 

スーパールート（SR）（図 4）は，セイヨウミヤコグサ（Lotus corniculatus）から単離され

た植物ホルモン非存在下で無限的に伸長可能な培養根であり，発見から約 20 年を経過した

現在でもその特性を維持している（Akashi et al. 1998）。培養根は光を当てることで根から直

接的に体細胞不定胚を形成し植物体へと再生可能である。また，SR は根のクローニング，植

物体再分化（Akashi et al. 1998），プロトプラスト培養（Akashi et al. 2000），および Agrobacterium
法による形質転換（Tanaka et al. 2008，Jian et al. 2009）が可能などの特徴から，植物ホルモン

に関与する形質発現や根粒形成に関する根の生理学的研究の他，形質転換系による遺伝子の

機能解析（Himuro et al. 2010）等に有用な材料である。 
 

 
図 4． セイヨウミヤコグサ（Lotus corniculatus）由来スーパールート（SR） 
ａ：継代培養 28 日目の 10 本の側根に由来する根培養物（φ9 cmシャーレに移したもの）。

b：継代培養 28 日目（側根約 30 本）の SR 培養。c，d：明条件に設置後，培養根から再

分化した体細胞胚。 e：明条件に設置後の根から再生したシュート。 f：再分化植物体。

g：酵素処理 2 時間後に分解された根端とプロトプラスト。ｈ：プロトプラストからの微

小カルス。i：寒天ディスク中で増殖したカルス（φ6 cm シャーレ 4 週間目）。j：プロト

プラスト由来カルスからのシュート形成と伸長（φ9 cm シャーレ）。k：100 mg / L カナ

マイシンを含む MS 培地上の耐性カルス。l：培養 8 週間後の葉外植片由来のシュート。

m：再分化植物体の葉における GUS 活性。（Akashi et al. 1998，2003 および Tanaka et al. 
2008 から抜粋・改変） 

 

2-6．LORE1タグライン 

ミヤコグサの突然変異体の解析の過程で，ミヤコグサの内在性のレトロトランスポゾンで

ある LORE1 の１つがカルス化から植物体再分化の過程で活性化することが見出された。そ

の後の詳細解析の結果，LORE1 の転移は生殖細胞形成過程で起こるため，活性化個体から収

集した種子はそれぞれ独立の新規挿入をもつこと，挿入部位は遺伝子領域の頻度が高いこと

が確認された（Madsen et al., 2005）。この性質を利用することにより，大規模な挿入タグラ

インの構築が日本とデンマークとの共同で行われ，合わせて 10 万系統を超えるタグライン

が作製された（Fukai et al. 2012, Urabański et al. 2012）。作製されたタグラインの LORE１挿入

部位の情報について，サンプルのバルク化と新型シーケンサーを用いた大規模解析で同定し，

ミヤコグサのゲノムデータベースである miyakogusa.jp（https://www.kazusa.or.jp/lotus/）および

LotusBase（https://lotus.au.dk/）で検索可能になっている。日本で作製された系統については種

子増殖ができた系統から順次 NBRP リソースとして提供されており，デンマークで作製され

た系統については LotusBase を通して入手することができる（Hashiguchi et al. 2018）。 
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3．DNAリソース 

3-1．cDNA，TACおよび BAC クローン 

Sato ら（2008）は Miyakojima MG-20 を用いてミヤコグサの全ゲノム配列を決定した。

Transformation-competent artificial chromosome（TAC）（Asamizu et al. 2003，Kaneko et al. 2003，
Kato et al. 2003，Sato et al. 2001），Bacterial Artificial Chromosome（BAC）（Sato et al. 2007, 
2008）および cDNA ライブラリー（Asamizu et al. 2000，2004）はミヤコグサゲノムプロジェ

クトで開発され，その情報はかずさ DNA 研究所のデータベースサイト miyakogusa.jp や Lotus 
japonicus EST Index（http://est.kazusa.or.jp/en/plant/lotus/EST/index.html）で利用可能である。こ

れらの DNA クローンは LegumeBase に寄託され公開されている（表）。 
 

3-2．完全長 cDNA 

完全長 cDNA は遺伝子またはタンパク質の機能解析に有用な情報であり，シロイヌナズナ

（Seki et al. 1998），イネ（Kikuchi et al. 2003），コムギ（Ogihara et al. 2004），ダイズ（Umezawa 
et al. 2008），トウモロコシ（Zea mays; Soderlund et al. 2009），トマト（Aoki et al. 2010）およ

びオオムギ（Matsumoto et al. 2011）などの主要な植物で整備されている。ミヤコグサの完全

長 cDNA は，かずさ DNA 研究所で開発され，LegumeBase に寄託されている（表）。多様な

処理条件の下で培養されたミヤコグサの培養細胞や，地上部および根から誘導された完全長

濃縮 cDNA ライブラリーからの 3,874 の全長配列を含む，約 100,000 のミヤコグサ cDNA ク

ローンを保存している。 
 

3-3．形質転換ベクター 

本ベクターは，CAMBIA 社のベクターpCAMBIA1300 を骨格にプロモーター領域をミヤコ

グサ由来の polyubiquitin 1 (Ljubq1)プロモーターに改良し，ミヤコグサ専用の形質転換ベクタ

ーとして開発されたものである（Maekawa et al. 2008）。ミヤコグサ由来のプロモーターを使

用しているため，ミヤコグサの葉，茎，根，根粒および花粉において CaMV 35 S プロモータ

ーよりも高い活性を有することが報告されている。さらに，Ljubq1 プロモーター制御下に

GATEWAY システムを組み込んでいるため目的遺伝子の挿入が容易であり，強発現や RNA
干渉などに利用可能である。 LegumeBase では，ミュンヘン大学（現，理化学研究所）の林

誠氏が寄託した 6 種類のベクターを公開している（表）。 
 

3-4．ミヤコグサ根粒菌（Mesorhizobium loti）プラスミドクローン 

LegumeBase では，4,196 の Mesorhizobium loti プラスミドクローンが保存されている。 か
ずさ DNA 研究所から寄託された本クローンは，ミヤコグサ根粒菌のゲノムプロジェクトで

使用されたクローンを含んでおり，ミヤコグサ根粒菌のゲノム DNA の扱いやすいサイズを

pUC プラスミドにクローニングしたものである（Kaneko et al. 2000）。これらの DNA クロー

ン情報は，根粒菌ゲノム情報に関するデータベースである RhizoBase のゲノムブラウザ

（http://genome.microbedb.jp/rhizobase/）で確認することが出来る。このゲノムブラウザでは，

目的の DNA クローンを選択し，そのクローンの DNA 配列を他の遺伝子座やドメインと比較

することが可能である。 
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4．根粒菌リソース 

4-1．Mesorhizobium loti STM変異株 

ミヤコグサ根粒菌（M. loti）の突然変異体ライブラリーは，かずさ DNA 研究所から寄託さ

れたものであり，ミヤコグサ根粒菌 MAFF303099 株のゲノム上にトランスポゾンを挿入し作

製した変異株集団である。変異の導入には Signature-Tagged Mutagenesis（STM）を用い，21 
bp のタグ配列で標識した Tn5-mini transposon（27 種類）を挿入したミュータントライブラリ

ーが構築された（Shimoda et al. 2008）。現在，6,671 個の M. loti STM 変異株が LegumeBase か

ら入手可能である（表）。オペロン構造，予測タンパク質ドメイン，オルソログタンパク質

グループなどの M. loti ORF に関する詳細な情報は，データベース RhizoBase
（http://genome.microbedb.jp/rhizobase/）で確認可能である 
  

5．遺伝子情報（データベース） 

 ミヤコグサのゲノム情報はかずさ DNA 研究所のデータベースである miyakogusa.jp
（https://www.kazusa.or.jp/lotus/）とデンマーク，オーフス大が整備している LotusBase 
（https://lotus.au.dk/） で公開されている。どちらのデータベースも基本的な情報は共通のも

のを提供しているが，miyakogusa.jp は個別遺伝子の詳細情報を入手しやすい構造になってお

り，LotusBase はゲノム構造の情報が把握しやすいゲノムブラウザの機能が充実しているため

使用目的により使い分けると良い。また，NBRP のゲノム情報整備プロジェクト等で整備し

たミヤコグサ野生系統の SNPs 情報は統合データベースプロジェクトで整備された Plant 
Genome DataBase Japan （http://pgdbj.jp/index.html?ln=ja）から入手可能であり，これらの SNP
情報を基にゲノムワイド関連解析を行うことができるウェブサイトが LotusBase から提供さ

れる計画である。 

 

7．まとめ 

NBRP ミヤコグサ・ダイズは，マメ科植物研究のための貴重な資源を収集・保存し，良質な

実験材料と情報を提供することを目的としている。また，我々のリソースを利用する際は，

ユーザーは生物遺伝資源提供同意書（MTA；Material Transfer Agreement）に署名し，提供さ

れたリソースを用いた研究成果には本リソースセンターから提供されたことを明記すること

が定められている。さらに，ミヤコグサ・ダイズ課題における提供手数料の徴収は 2010 年 4
月から開始したが，利用者は，オンラインショッピング形式でクレジットカードまたは銀行

振込（国内のみ）によって支払うことができる。なお，いくつかのリソースは研究者から寄

託されたもので，寄託者によって規定された利用条件が定められたリソースも含まれている

ことをご了承願いたい。  
これまで，実験株，突然変異体や DNA ライブラリーのような多量の重要な研究材料（バ

イオリソース）が独立した研究資金により開発されてきたが，多くのバイオリソースはそれ

ぞれの研究者が保有し散在している。これらのバイオリソースは，基礎研究や応用研究のた

めの貴重な材料として今後も重要である一方で，開発者（研究者）はこれらのリソースを自

身で維持または分譲するために多くの時間と労力を費やしているものもある。本プロジェク

植物科学最前線 10:185 (2019)

BSJ-Review 10:185 (2019)



 M. Hashiguchi, S. Sato, T. Hashiguchi, H. Tanaka & R. Akashi -8 

トでは，これらの貴重な研究材料の寄託を受け入れ，一元化して保存，増殖および配布する

ことによりこれらのサポートが可能である。 
今後も引き続き良質なバイオリソースの収集・保存（維持）および提供を行い，ミヤコグ

サ・ダイズバイオリソースを用いた研究分野の発展に貢献したいと考えている。 
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