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研究成果の概要（和文）：　青枯病菌は重要な農作物を多数含む50科200種以上の植物に感染し被害を与える土
壌伝染性の植物病原細菌である。この病原菌は雨水等によって容易に拡散してしまう上、長期に渡って土壌に潜
伏するため対策が困難である。
　溶原性ファージの感染/溶原化が宿主の性質に影響を与える例が報告されている。以前私たちのグループは青
枯病菌において繊維状ファージの感染による病原性の増強を報告した。このファージについて宿主への影響を調
べた。
　また、このファージを利用したプラスミドは、極めて安定に宿主に保持され、有用である。しかしながら、そ
のコピー数はわずか1コピーであり、遺伝子の多量発現には向いていない。その改良を試みた。

研究成果の概要（英文）： Ralstonia solanacearum is a soil-borne phytopathogenic bacterium that is 
causable agent of lethal bacterial wilt, more than 200 species in 50 botanical families, including 
economically important crops. This phytopathogen is easily spread by rainwater and can survive for 
many years in the soil.
 Recently, there are some reports of phage infection/lysogenization affects for host behaviors. 
Previously, our group has reported enhancement of R. solanacearum virulence by infection of 
filamentous phage. We researched the effect of the phage infection/lysogenization for the host.
 In addition, we developed a plasmid using this phage. This plasmid is very stable in host and is 
useful. However, its copy number is only one copy in a host cell, which is not suitable for 
high-level gene expression experiment. So we tried to increase the copy number of the plasmid.

研究分野： 農学

キーワード： バクテリオファージ　植物病原菌　青枯病菌　分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　青枯病菌は重要な農作物を多数含む200種以上の植物に感染し被害を与える土壌伝染性の植物病原細菌であ
る。この青枯病菌と密接に関わるRSSタイプファージは、感染後の宿主の病原性に変化を与える。今回この現象
について解析することで、青枯病菌の病原性について理解を深めることができた。
　また、このRSSタイプファージから極めて安定なプラスミドを作成することができる。このプラスミドはその
安定性から非常に有用であり、すでに世界6カ国へ提供しているが低コピー数という問題があった。今回はこの
プラスミドを多コピー化することに成功し、これにより遺伝子の多量発現に向いたツールを提供できた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 溶原生活環ファージは宿主に一方的に寄生するだけではなく、宿主の生存、伝播に有利

な機能を与える例も知られている。また、多くの動植物病原細菌の病原性が、ファージや

プラスミドなどの移動性因子の介在によって伝播している証拠が報告されている。繊維状

ファージについては近年まで溶原化の例は知られていなかったが、2000 年前後からコレラ

やペスト等の動物病原菌繊維状ファージについて、感染による宿主の病原性の獲得あるい

は増強が報告されるようになった。 

 一方、植物病原菌に感染する繊維状ファージによるこれらの現象についての知見は乏し

く、我々のグループによる報告が初めてである。 

 いままでに、病原性を増強させる RSS1 ファージ、減少させる RSM1、RSS0 ファージ

について報告をしている。RSS1 と RSS0 は、同一の青枯病菌株から誘発されるファージ

であるが、宿主ゲノムからの切り出され方が 2 タイプある。6662 nt と 7288 nt であり、

RSS0 は ORF13 を持つ。この ORF13 内に宿主 dif site と類似する配列が存在し、その配

列を利用して溶原化している。この attP site は、宿主の dif site とは 1 bp の相違があり、

これによって溶原化後は、133aa が Lys(AAA)→Stop(TAA)となり遺伝子の長さが変化す

る。RSS0 はこの変化により宿主の生理活性への影響をコントロールしていると予想され

る。 

 また、この RSS1 および RSM1 ファージからプラスミドを作成したところ、RSM1 につ

いては安定性が低いプラスミドしか作製できなかったが、RSS1 については極めて高い安

定性を示すプラスミドが得られ、選択圧をかけられない状況においても長期間にわたって

安定に保持されることを報告している。一方、このプラスミドのコピー数は 1 細胞あたり

1 コピーしかなく、遺伝子を高発現させる用途には向いていなかった。 

 

２．研究の目的 

 病原性を増強する RSS1 と、逆に減少させる RSS0 を感染させた宿主について、その生

理活性（コロニー性状、菌体外多糖生成、運動性、バイオフィルム形成能、抗生物質耐性

能、増殖速度、病原遺伝子発現、病原性等）を解析し、これらファージの感染/溶原化によ

る宿主への影響を解析する。また、 

 また、極めて安定ながら、低コピー数な RSS1 由来プラスミドについて、高コピー化を

試みる。一般的に、安定で低いコピー数のプラスミドは、そのコピー数を変化させること

は難しいと言われているが、コピー数が増加した RSS1 変異株を取得できたため、これを

利用して高コピープラスミドを作製し、低コピープラスミドとの違いについて比較を行う。 
 
３．研究の方法 

 病原性変化について：RSS0 は RSS1 と比べ、626 nt 長く、ORF13(DNA-binding 

transcription regulator protein と相同性を示し、転写因子と予想される)を保持する。さ

らにこの ORF13 は、attP を含むが、宿主の attB のコア配列とは 1 bp 異なることで、宿

主に溶原化した後、遺伝子の長さが変化する(ORF13 156 aa、ORF13' 131 aa)。そこで、

この遺伝子によって違いが生じていると推測し、ORF13 および ORF13'を発現プラスミド

に導入し青枯病菌に導入し、宿主の生理活性変化を比較する。また、ファージ感染宿主と

未感染宿主の変化についても解析する。 

 プラスミドの改変について：通常の RSS1 ファージは、淡い濁ったプラークを呈する。

ところが、クリアーなプラークを呈する変異株を取得した。この変異株について調べたと



ころ、宿主内に存在するプラスミド様ファージゲノムのコピー数が増加していた。そこで、

この変異ファージを元にプラスミドを作製し、高コピープラスミドを作製する。さらに、

低コピープラスミドとの比較を行い、どのような変異が起きているか解析する。 
 
４．研究成果 

 病原性変化について：ORF13 を発現プラスミドに導入し青枯病菌に導入するとポイン

トミューテーションが入った変異プラスミドしか取得できない。このことからこの ORF

は青枯病菌において有害であり、厳密な発現制御を行う必要がある。そこで、この ORF

が影響を及ぼさない大腸菌内でカセットを作製した。さらに lac リプレッサーやコールド

ショックプロモーター等を用い行ったが、残念ながら安定性に乏しい結果となった。 

 また、RSS0 感染株は運動性（鞭毛運動、線毛運動）が低下する。この、宿主運動性の

低下について調べたところ、細胞表面から、鞭毛、線毛が減少していた。鞭毛運動の低下

については fliC の転写抑制による鞭毛形成阻害によるものであることを明らかとした。一

方、線毛については pilA の発現は行われているが線毛自体は形成されないことが判明した。 

 

運動性を向上させるファージの発見：青枯病菌に溶原化するファージによる宿主運動性の

変化は、基本的に減少させるものしか報告されていなかった。しかし、今回の研究期間中

に、運動性を向上させるファージ RSY1 を発見した。 

 

 プラスミドの改変について：コピー数が増加した変異ファージについて、複製関連領域を

PCR で増幅し、カナマイシン耐性遺伝子、GFP 遺伝子と ligation した後、エレクトロポ

レーションで宿主株に導入した。得られた形質転換体を調べたところ、通常の RSS1 由来

プラスミドと比べて 3 倍程度のコピー数を示した。その後、より高濃度の抗生物質添加培

地によるスクリーニングを繰り返したところ元のプラスミドと比べ 20 倍程度のコピー数

まで増加させることに成功した。一方でこのプラスミドの安定性は低下しており、抗生物

質非存在下では容易に脱落することが判明した。このことから、この改変プラスミドは植

物体内でのモニタリング用ではなく、青枯病菌で目的遺伝子の高発現用として用いること

ができると思われる。また、このプラスミドの配列を決定したところ、その変化は ORF3

に集中していた。さらに、元の RSS1 由来プラスミドにこれらの変異を導入するとコピー

数が変化することを確認した。 

 

これらについてまとめた。 

この研究期間に 9 報の論文と著書 1 報を発表した。 
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