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研究成果の概要（和文）：グラム陰性細菌Pseudomonas protegensは植物の根圏に生息し、植物を保護する役割
をもつことから植物保護細菌とよばれる。本細菌の強みは他の微生物を駆逐する抗菌性二次代謝産物を産生する
ことにあり、その産生はGac/Rsmシグナル伝達系により緻密な制御を受けている。本研究では、P. protegensと
近縁系統間での比較ゲノム解析により新規バイオコントロール因子の関連候補遺伝子を同定し機能解析を行っ
た。また、P. protegens CHA0株のメタボローム解析の結果から、GABAがGac/Rsmの制御を受けており、本細菌の
バイオフィルム形成等の機能に関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The Gram-negative species of Pseudomonas protegens are known as 
plant-protecting bacteria, as they suppress the growth of pathogenic microbes in rhizosphere by 
producing antimicrobial secondary metabolites via the Gac/Rsm signal transduction pathway. In this 
study, we identified the novel gene clusters which are involved in potential biocontrol activities. 
Furthermore, from the metabolome data obtained previous study, we suggest an important role of GABA 
in the Gac/Rsm-regulated niche adaptation of P. protegens CHA0 to plant roots. 

研究分野： 植物保護科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
植物の根圏には病原微生物を含む多様な

微生物が生息しているが、他の微生物との競
合に強く、その結果として植物を保護する役
割をもつ微生物も存在する。本研究で対象と
するグラム陰性細菌 Pseudomonas protegens（P. 
fluorescens グループに属する）は、そうした
特徴を有することからバイオコントロール
細菌あるいは植物保護細菌とよばれており、
P. protegens の強みは他の微生物を駆逐する
抗菌性物質を産生することにある。 P. 
protegens は近年まで Pseudomonas fluorescens
と学名を同じくしていたが、P. fluorescens グ
ループの中でもそうした表現型が特にユニ
ークであることから、植物保護細菌すなわち
“plant protecting bacteria”をその名の由来と
し、新たな学名として提唱された（Ramette et 
al., Syst Appl Microbiol 2011）。 
抗菌性物質は、本細菌の二次代謝産物とし

て産生されており、重要なバイオコントロー
ル因子として自身のニッチの獲得に貢献し
ている。P. protegens のモデル系統である Pf-5
株（アメリカ原産）および CHA0 株（スイス
原産）はゲノムサイズが比較的大きく、特に
Pf-5 株は今日までゲノムが解読されている
Pseudomonas 属細菌の中でも最大の部類の
7.07 Mb であることが知られているが、それ
は自身の産生する二次代謝産物がバリエー
ションに富むことに起因する（Paulsen et al., 
Nat Biotechnol 2005）。Pseudomonas 属細菌の
二次代謝産物の産生制御機構は、GacS/GacA
とよばれる二成分制御系と、その下流にある
調節型 small RNA（RsmX/Y/Z）によるシグナ
ル伝達系（Gac/Rsm）が中心的な役割を果た
しており、研究代表者はこれまでそのシグナ
ル伝達系のオン/オフに関わる因子を複数明
ら か に し て き た （ Takeuchi et al., Mol 
Plant-Microbe Interact 2012, Takeuchi et al., 
Environ Microbiol 2014）。 

Pf-5 株の全ゲノム配列が公開されて以降、
このシグナル伝達系の制御下にある代謝産
物合成酵素遺伝子の探索が、ゲノムマイニン
グとよばれる手法に基づいて飛躍的に進め
られている。特に有用微生物においては、従
来の天然物の単離、精製方法では同定が困難
であった物質についても、物質の構造予測が
可能となったことにより同定が効率的に行
われ、また同時にその合成酵素遺伝子もセッ
トで同定されるため、極めて有効なアプロー
チといえる。 

 
２．研究の目的 
上述の代謝制御に関する研究は既知のモ

デル系統を対象として精力的に進められて
いるものの、それ以外の近縁系統に関する情
報は極めて乏しいのが現状である。さらに、
P. protegens と同種の系統さえ、土壌中に普遍
的に生息すると予測されながら、特にアジア
においては実際の単離例は殆んどなかった。
そこで申請者は全国各地の圃場の植物根圏

から単離された Pseudomonas 属細菌を対象と
し、P. protegens と同定された Cab57 株、およ
び近縁系統である Os17 株、St29 株（この 2
系統は同一種）について全ゲノム解読を行っ
たところである（Takeuchi et al., PLoS One 
2014, Takeuchi et al., Mol Plant-Microbe Interact 
2015）。Os17 株と St29 株は、P. protegens とは
亜種程度に異なるものの、高い抗菌性と植物
保護能力を有しており、本系統に特異的な新
規植物保護因子の存在が推察された。また、
P. protegens CHA0 株の先行研究におけるメタ
ボローム解析の結果から、Gac/Rsm シグナル
伝達系が一次代謝産物の制御にも関与する
知見が得られており（Takeuchi et al., Mol 
Plant-Microbe Interact 2012）、新たな研究展開
が見込まれた。 
 以上のことから、本研究ではゲノムデータ
に基づき新規植物保護因子の探索と解析を
行うとともに、当該一次代謝産物の制御機構
と機能について明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 

Pseudomonas sp. Os17 株および St29 株の新
規バイオコントロール因子を探索するため、
まず、既知の P. protegens との比較ゲノム解析
を行う。系統間で差異が明らかとなった遺伝
子領域のうち、Os17 株および St29 株のみに
特異的な領域を同定する。それらの領域のう
ち、二次代謝産物の合成酵素遺伝子予測プロ
グラムにおいてヒットする遺伝子クラスタ
ーを特定し、その欠損変異株を作出する。野
生株と欠損変異株について抗菌性等を比較
し、当該遺伝子のバイオコントロール能力へ
の影響を明らかにする。 
一次代謝制御の解析では、先行研究で得ら

れたメタボローム解析等の結果に基づき
GABA（γ-アミノ酪酸）の菌体内濃度が gacA
変異株で顕著に蓄積していたことに着目し
GABA アミノ基転移酵素（GABAT）をコード
する遺伝子（gabT）の発現パターンを明らか
にする。さらに、gabT 欠損変異株を用いた解
析により GABA が本細菌の機能に及ぼす影
響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）Pseudomonas protegens Cab57 株と、そ
の近縁種 Pseudomonas sp. Os17 株および St29
株の比較ゲノム解析を行い、後者 2 株に共通
する遺伝子クラスター（4 つ以上の遺伝子か
ら構成されるものに絞り込む）を複数明らか
にした。機能予測解析の結果に基づき、抗菌
性に関与すると考えられる新規タンパク質
をコードする遺伝子に着目し、Os17 株におい
て解析を進めた。大腸菌リコンビナントタン
パク質を作製し、X 線結晶構造解析により立
体構造を明らかにした。また、このリコンビ
ナントタンパク質を抗原とし、ポリクローナ
ル抗体を得て、ウエスタンブロット解析によ
り菌体中のタンパク質の発現パターンを検



出することに成功した。 
 
（２）P. protegens では、抗菌性に関与する因
子の発現は Gac/Rsm シグナル伝達系により
制御されるが、Os17 株にも同様のシグナル伝
達系の機能が保存されており、gacA欠損変異
株において抗菌性が低下することを確認し
ている。今回、上述のタンパク質遺伝子の発
現が Gac/Rsm シグナル伝達系の制御下にあ
るか否かを明らかにするため、プロモーター
領域を単離し、lacZ レポーター遺伝子を用い
活性を調べたところ、gacA欠損変異株では発
現レベルが顕著に低下したことから、他の抗
菌性二次代謝産物と同様にシグナル伝達系
の制御下にあることが示された。また、上述
の抗体を用いたウエスタンブロット解析で
は、gacA欠損変異株において当該タンパク質
の発現量が低下したことから上述のプロモ
ーター解析の結果が支持された。さらに、欠
損変異株を作出し枯草菌（Bacillus subtilis）に
対する抗菌性を調べたところ、野生株と比較
し抗菌性が低下したことから、Os17 株の抗菌
性に当該遺伝子が関与することが示唆され
た。 
 
（３）先行研究で得られた Pseudomonas 
protegens CHA0株のメタボローム解析等の結
果では、GABA の菌体内濃度が gacA 変異株
において顕著に高まっていた。Gac/Rsm シグ
ナル伝達系は通常、遺伝子発現に対してプラ
スに作用することから、仮説として本物質の
異化に関わる酵素遺伝子が Gac/Rsm シグナ
ル伝達系によりプラスに制御されており、そ
のことが gacA変異株での GABA の蓄積につ
ながると考えた。異化に関わる酵素として、
GABA アミノ基転移酵素（GABAT）が知られ
ており、それをコードする遺伝子（gabT）の
解析を進めた。gabT の欠損変異株（gabT）
では野生株と比較しGABAT酵素活性が低下
すること、また HPLC を用いた定量解析によ
りgabT では GABA の蓄積量が高まること
を確認した。gacA変異株でも GABAT 酵素活
性が野生株と比較し低下していた。 

gabT のプロモーター領域に着目したとこ
ろ Gac/Rsm シグナル伝達系の制御下にある
ことの指標となる GGA モチーフとよばれる
領域を見出した。そこで当該領域を単離し、
lacZレポーター遺伝子を用いプロモーター活
性を調べたところ、gacA変異株において低下
したことから、GABA の異化には Gac/Rsm シ
グナル伝達系がプラスに関与していること
が示された。 
 
（４）植物保護細菌において GABA が果たす
役割について調べるため、バイオフィルム形
成能に着目した。P. protegens CHA0 株の gacA
変異株では、バイオフィルム形成能が低下す
ることが知られている。野生株とgabT に外
因性 GABA を加えたところ、濃度依存的にバ
イオフィルム形成能が低下するとともに浮

遊状態が促進され、その傾向はgabT でより
顕著であった（図）。さらに、キュウリ根圏
における定着能が野生株と比較し亢進した
ことから、GABA は本細菌の環境適応に重要
な役割を果たしていることが示唆された。 
 

図. 植物保護細菌のバイオフィルムの検出．
GABA を各濃度にてタイタープレートに添
加し、Pseudomonas protegens CHA0 株および
gabT欠損変異株（gabT）を一晩静置培養後、
クリスタルバイオレット染色し、溶出液を吸
光度測定（波長 600 nm）に供しバイオフィル
ム形成能を比較したもの。GABA の処理によ
りバイオフィルム形成能が低下し、gabT 欠損
変異株（gabT）ではその傾向が顕著であっ
た。*, **は GABA 無処理区（0 mM）と比
較してそれぞれ 5％水準、1％水準で優位
差があることを示す。 
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