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【諸言】 

多くの生物にとって、ビタミン類の摂取は正常な生体反応を保持する上で欠かせない。ビタミン

の一種であるビタミン B12（コバラミン）は金属であるコバルト（Co）を中心に据えた分子量 1355.39

の複雑で巨大な複合体を形成しており（図 1）、一部の細菌や藻類のみが生合成し、その他の生

物がそれを利用していることが知られている。植物はビタミン B12 を生産できないため、植物性食

品のみを食べるビーガンはビタミン B12不足になることから、どのようにビタミン B12 を補給するか

が注目されている 1。ビタミン B12の核となるコバルトは、植物の必須栄養素として定義されていな

いが、ダイズとダイズ根粒菌の共生関係において必須の微量元素として知られている 2。ダイズ根

粒菌の生育にコバルトが必須であり、コバルトがないと根粒菌のタンパク質合成が阻害される 3。コ

バルト欠乏土壌では根粒の着生が悪いことから、このような土壌では

コバルトの土壌および葉面散布が認められているが、コバルトは 1〜2

時間で土壌に吸着されてしまう。また、コバルトの過剰散布は植物の

生育抑制、クロロシス、およびネクロシスを引き起こすことが知られて

いるため注意が必要である。次世代シーケンサーを用いた細菌全ゲ

ノム解析の結果、多くの植物共生細菌と同様に、ダイズ根粒菌

Bradyrhizobium もビタミン B12生合成経路があることが見出されてい

るが、ビタミン B12の機能については明らかにされていない。そこで

本研究では、どのような条件でダイズ根粒菌がビタミン B12 を生合成

するのか、さまざまな条件で継時的に遺伝子発現解析を行う。さら

に、ビタミン B12生合成遺伝子を破壊した株を作成し、破壊株と野生

株をダイズに接種した際のビタミン B12生合成が植物の成長に及ぼす影響を解析し、ダイズと根

粒菌の相互作用におけるビタミン B12の重要性を明らかにする。 

【実験結果および考察】 

ダイズ根粒菌のコバラミン生合成遺伝子の解析 

これまでにダイズ根粒菌として知られている Bradyrhizobium 属細菌はアメリカ国⽴⽣

物⼯学情報センター（National Center for Biotechnology Information, NCB）に 187 株登

録されている（2024 年 5 ⽉現在）。ダイズが根粒菌を介してビタミン B12 を供給すると

図 ビタミンB12の構造



仮定した場合、根粒菌のビタミン B12 ⽣合成経路を明らかにすることが重要である。ビ

タミン B12 ⽣合成には好気的⽣合成経路と嫌気的⽣合成経路が知られている（図 2）。

また、riboswitch はビタミン B12 の⽣合成量を検知している 4。そこで、NCBI の情報を

もとにゲノム情報が明らかにされている代表的な１２株のビタミン B12 ⽣合成遺伝⼦を

解析した。その結果、Bradyrhizobium 属細菌が cob 遺伝⼦群を⽤いた好気的ビタミン

B12 ⽣合成経路および L-Thereonin からの⽣合成経路を有していることが明らかになっ

た（表１）。また、cobT および cobS はクラスター（図３）から離れたところにも存在

していることが明らかになった。 
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図３ B. diazoefficience USDA110のビタミンB12⽣合成遺伝⼦クラスター
（⾚）positive （⻘）negative (⽩）hypothetical protein （⻩）riboswitch

図2 Bradyrhizobium属細菌のビタミンB12⽣合成経路

好気的経路
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表 １  Bradyrhizobium 属 細 菌 の ビ タ ミ ン B12 ⽣ 合 成 遺 伝 ⼦  

 cobS cobT cobU cbiB cobD cobO cobW cobN cobG cobJ cobM cobA cobF cobI 

B. l iaoningense 2 2 1 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1 - 

B. oligotrophicum 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - 

B. manausense 2 2 1 - 1 1 1 1 1 - 1 1 1 - 

B. nitroreducens 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 - 

B. betae 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

B. ottawaense 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

B. symbiodeficiens 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

B. elkanii 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

B. japonicum 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

B. hereditatis 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

B. yuanmingense 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

B. pachyrhizi 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 

cobS ,  cobaltochelatase subunit CobS; cobT ,  cobaltochelatase subunit CobT; cobU ,  bifunctional adenosylcobinamide 

kinase/adenosylcobinamide-phosphate guanylyltransferase; cbiB ,  adenosylcobinamide-phosphate synthase CbiB; cobD ,  

threonine-phosphate decarboxylase CobD; cobO ,  cob(I)yrinic acid a,c-diamide adenosyltransferase; cobW ,  cobalamin 

biosynthesis protein CobW; cobN ,  cobaltochelatase subunit CobN; cobG ,  precorrin-3B synthase; cobJ ,  precorrin-3B 

C(17)-methyltransferase, cobM ,  precorrin-4 C(11)-methyltransferase, cobA ,  uroporphyrinogen-III C-methyltransferase



ビタミン B12 測 定  

 ビ タ ミ ン B12 の 定 量 法 と し て 、 ビ タ ミ ン B12 要 求 株 を ⽤ い た 微 ⽣ 物 法 、

ELIZA 法 、 LC-MS/M S 法 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 微 ⽣ 物 法 は シ ア ン 化 し た ビ タ

ミ ン B12 の 総 量 、 ELIZA 法 も 複 数 の ビ タ ミ ン B12 を そ れ ぞ れ 識 別 し て 計 測 す

る こ と は 不 可 能 で あ る 5。 ま た 、 微 ⽣ 物 法 は 菌 株 の 維 持 、 ELIZA 法 は 価 格 の 問

題 で 常 時 ビ タ ミ ン B12 を 測 定 す る の は 不 可 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 中 で ⽣ 体 内

の 複 数 の ビ タ ミ ン B12 を 識 別 し て 計 測 で き る の は LC-MS/MS 法 で あ る 。 そ こ

で 本 研 究 で は 、 LC-MS/MS を ⽤ い た Bradyrhizobium 属 細 菌 お よ び ダ イ ズ の ビ

タ ミ ン B12 量 の 計 測 を ⾏ う た め 、 予 備 試 験 と し て ３ 種 類 の ビ タ ミ ン B12（ ア

デ ノ シ ル コ バ ラ ミ ン 、 メ チ ル コ バ ラ ミ ン 、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン ） の 測 定 を 試 み

た 。 使 ⽤ し た LC-MS/MS は LTQ Orbitrap XL、 カ ラ ム は Capcell core C18 

(2.1mm x 75mm)を 使 ⽤ し た 。 標 準 サ ン プ ル の 測 定 を ⾏ っ た 結 果 、 ⼀ 価 の イ オ

ン の 検 出 で は ピ ー

ク が 弱 く 、 ⼆ 価 イ

オ ン で の 検 量 線 の

作 成 が 可 能 で あ っ

た （ 図 ４ ） 。  

ま た 、 こ の LC-

MS/MS 法 で は

1pg/µl が 検 出 可 能

なレベル で あ っ

た 。⼟壌中 の コ バ

ラ ミ ン 類 を 微 ⽣ 物

法 で 測 定 し た値が

10pg/L で あ っ た

め 、 サ ン プ ル を か

なり濃縮す る必要

が あ る こ と が判明 図４ LC-MS/MSによるコバラミン類の測定

y20231006_methylcobalamin1um_01 10/6/2023 10:08:37 AM
Methy 1uM 10uL 

RT: 0.00 - 13.99

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Time (min)

0

50

100
0.000

0.005

0.010

In
te

ns
ity

0

50

100
0.000

0.005

In
te

ns
ity

4.36
12.07

3.82
12.228.603.77 11.9010.239.80 12.758.535.97 7.175.662.550.15 1.65

4.47

4.91 5.43 12.206.36 6.923.91 7.47
4.10

12.06
4.473.78 6.01 9.47 9.947.34 12.7410.808.292.04 13.146.734.983.670.90

4.20

4.56 5.15 6.26 12.23 12.876.75

NL: 6.98E-3
External channel 1  
Analog 
y20231006_methylcobal
amin1um_01
NL: 7.47E6
m/z= 
672.8001-672.8021  MS 
y20231006_methylcobal
amin1um_01
NL: 1.26E-2
External channel 1  
Analog 
y20231006_adenosylco
balamin1um_02
NL: 3.78E6
m/z= 
790.3355-790.3375  MS 
y20231006_adenosylco
balamin1um_02

400 600 800 1000 1200 1400 1600
m/z

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

672.8010
z=2

1344.5931
z=1

527.2266
z=3

790.3360
z=2

665.2881
z=2432.2803

z=1
1579.6624

z=1

NL: 3.02E6
y20231006_methylcobalamin1um
_01#194-206  RT: 4.36-4.59  AV: 
13 T: FTMS + p ESI Full ms 
[300.00-1700.00] 

NL: 1.56E6
y20231006_adenosylcobalamin1u
m_02#180-192  RT: 4.12-4.34  
AV: 13 T: FTMS + p ESI Full ms 
[300.00-1700.00] 



し た 6。 ３ 種 類 の コ バ ラ ミ ン を 別々の ピ ー ク と し て 検 出 す る メソッドを ⽤ い

て 、 Bradyrhizboium diazoefficience USDA110 の培養上清お よ び 菌 体破砕液を

メ ンブレンフイ ル タ ー で精製し た も の を LC-MS/MS で 測 定 を 試 み た と こ ろ 、

⽔溶液中 にペプ チドと思われ る 物質が多く 、 コ バ ラ ミ ン の ピ ー ク を 検 出 す る こ

と が 出来な か っ た 。 現 在 、ペプ チドの 可 能性を含め 、 不純物 の除去の⽅法 を 検

証し て い る 。  

ビタミン B12 処 理 がダイズの生 育 に及 ぼす影 響  

ビ タ ミ ン B12 を処理す る と植物 の ⽣育が促進さ れ た と い う 報告が あ る ⼀⽅、

⽣育に は影響し な い と い う 結 果 が多く 存 在 す る 7 ,8。 本 研 究 で は ダ イ ズ

（Glycine max cv.  Enrei） の ⽣育に及ぼす ビ タ ミ ン B12 の影響を 解 析 し た 。 ま

ず、殺菌 し た 種 ⼦ に ビ タ ミ ン B12 ⽔溶液を浸し た濾紙の上で発芽させた 。発

芽率につい て 検証し た 結 果 、無処理で 54%で あ っ た が 、 10 µM 処理で 37%、

20µM で 54%と発芽率にほとんど影響し な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 ビ タ ミ ン

B12 を処理し た際に 、 ダ イ ズ の 種⽪表⾯に の み ビ タ ミ ン B12 の⾚い⾊が移

り、 ダ イ ズ の胚乳に は移⾏ し な い こ

と が 明 ら か に な っ た （ 図５）。 ま た 、

ビ タ ミ ン B12 を処理し た ダ イ ズ を温

室内 で６週間栽培し た が 、無処理の

植物 と の差は認め ら れ な か っ た 。 こ

れ ら の 結 果 か ら 、 ビ タ ミ ン B12 は ダ

イ ズ の ⽣育に は影響し な い こ と が⽰

さ れ た 。  

 

ビタミン B12 生 合 成 遺 伝 子 欠 損 Bradyrhizboium の作 成  

Cob 遺 伝 ⼦ は Bradyrhizobium 属 細 菌 の ビ タ ミ ン B12 ⽣ 合 成 に関わる 遺 伝 ⼦ で

あ る 。 こ の cob 遺 伝 ⼦ 群 の うち、 cobW 遺 伝 ⼦ の⽋損株 の 作 成 を 試 み た 。 遺 伝

⼦ の⽋損に は pSUPUPCAK プ ラ ス ミドを ⽤ い 、 EcoRI, XbaI で制限酵素処理

し たベク タ ー に USDA110 の cob 遺 伝 ⼦ を In-fusion で挿⼊し た 。⼤腸菌 に形

質転換し た も の の 中 で配列確認を し た 結 果 、⽬的 の cobW 遺 伝 ⼦ を含んだベク

The effect of VitaminB12 on soybean germination 

Non-treated VB12 (20 µM)

図5 ダイズの発芽に及ぼすビタミンB12の影響
(A)発芽種⼦(B)発芽種⼦の断⾯



タ ー が得ら れ た 。 こ のベク タ ー を保有

し た⼤腸菌 を B. diazoefficience 

USDA110 株 に接合 に て導⼊し 、選択

⽤培地で の選択を ⾏ っ た が 、 カナマイ

シ ン耐性コロニー は 出 現 し た が cob 遺

伝 ⼦ が⽋損し た形質転換体 は得ら れ な

か っ た 。 そ の原因と し て 、USDA110

株 の形質転換効率が⾮常 に悪い こ と が

考えら れ た た め 、 別 の Bradyrhizboium
属 細 菌 を 使 ⽤ し た⽅が 解 析 しやす い こ

と が 明 ら か に な っ た 。  

 

【要約】  

 本 研 究 は 、 ダ イ ズ 根 粒 菌 Bradyrhizobium 属 細 菌 を 介 し た ダ イ ズへの ビ タ ミ

ン B12 供 給 お よ び そ の メ カニズ ム お よ び につい て 明 ら か に す る こ と を⽬的 と

し た 。 まず、 ダ イ ズ 根 粒 菌 の ビ タ ミ ン B12 ⽣ 合 成 経 路 につい て 解 析 し 、

Bradyrhizboium 属 細 菌 が 好 気性経 路 と サ ルベージ経 路 の両⽅を 有 し て い る こ

と を 明 ら か に し た 。 複 数 の Bradyrhizbonium 属 細 菌 が共通し て同様の ⽣ 合 成

経 路 を保有 し て い た こ と か ら 、 本 細 菌 が積極的 に ビ タ ミ ン B12 ⽣ 合 成 を ⾏ っ

て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ダ イ ズ の栽培試 験 で は 、 ダ イ ズ の 種⽪が ビ タ ミ

ン B12 を取り込むが 、 中 の胚乳に ま で は浸透し て い な か っ た た め 、 ダ イ ズ⾃

⾝が ビ タ ミ ン B12 の取り込み を積極的 に ⾏ っ て い るわけで は な い 可 能性が⽰

唆さ れ て い た 。 ま た 、 そ の後の ダ イ ズ の 成⻑に お い て も差が認め ら れ な か っ た

こ と か ら 、 ビ タ ミ ン B12 が ダ イ ズ の 成⻑に影響し な い こ と が 明 ら か に な っ

た 。 Bradyrhizobium 属 細 菌 の 中 で 代 表 的 な B. diazoefficience USDA110 株 の

ビ タ ミ ン B12 ⽣ 合 成 遺 伝 ⼦ cobW の⽋損変異株 の 作 成 を 試 み た が 、形質転換

USDA110 株 の取得に は⾄ら な か っ た 。  

 本 研 究 の 結 果 、 ダ イ ズ 根 粒 菌 Bradyrhizboium 属 細 菌 が普遍的 に ビ タ ミ ン

B12 ⽣ 合 成 を ⾏ い 、 ダ イ ズ は 種⽪に ビ タ ミ ン B12 を蓄積す る こ と が 明 ら か に

な っ た 。  

The effect of VitaminB12 on soybean germination 

Non-treated VB12 (20 µM)

図5 ダイズの発芽に及ぼすビタミンB12の影響
(A)発芽種⼦(B)発芽種⼦の断⾯
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