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研究成果の概要（和文）：Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508株の抗菌物質フェナジン誘
導体生産はクオラムセンシングに制御される。StFRB508株の全ゲノム配列を決定したところ、3組のAHL合成及び
レセプター遺伝子のセット（phzI/R、aurI/R、csaI/R）が存在していた。これらの遺伝子を全ての組み合わせで
多重破壊したところ、phzI/Rを破壊するとフェナジン生産が大幅に減少した。LC-MS/MS解析によりPhzIは複数の
3-OH体AHLを生産するが、3-OH-C6-HSLが最も低濃度でフェナジン誘導体生産を活性化することが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508 regulates phenazine 
production by AHL-mediated quorum sensing. The complete genome sequence revealed the presence of 
triplicate quorum-sensing gene sets, designated as phzI/R, aurI/R, and csaI/R. LC-MS/MS analysis 
revealed that StFRB508 produces six types of AHLs and the most important AHL is 3-OH-C6-HSL. PhzI 
mainly catalyzes the biosynthesis of 3-OH-C6-HSL. A mutation in phzI decreased phenazine production,
 but that in aurI or csaI did not affect phenazine production. Phenazine production by AHL synthase 
gene mutant was stimulated by exogenous AHLs and 3-OH-C6-HSL showed the highest effect on phenazine 
production at the lowest concentration tested. These results demonstrated that the triplicate 
quorum-sensing system plays an important role in phenazine production in StFRB508.

研究分野： 微生物学

キーワード： クオラムセンシング　抗菌物質　アシル化ホモセリンラクトン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、化学農薬の使用に対する食の安全性や、持続可能な農業の観点から、微生物が持つ機能を病害防除に応用
する微生物農薬が注目を集めている。ある種の細菌は、他の病原菌に対する抗菌物質を生産するが、安定性に欠
ける面があり、詳細なメカニズムの解明が求められている。抗菌物質生産の多くは、細菌同士のコミュニケーシ
ョンにより制御されていることが近年明らかになっており、本研究では、この複雑なコミュニケーション機構の
解明を目指した。将来的に、病害防除効果が安定して持続する微生物農薬の開発に繋がる可能性があり、社会的
にも意義の高い研究内容と言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多くの細菌は、これまで単独で生命活動を行っていると考えられてきたが、近年、細菌も周

囲の仲間と互いにコミュニケーションを取り合い、集団で連携して生命活動を行うことが明ら
かになってきた。さらに、細菌細胞間コミュニケーションを人為的にコントロールすることに
より、感染症の防止や環境浄化機能の活性化など、諸問題の解決に繋がる可能性があり、近年
注目を集める研究分野の一つとなっている。植物病原菌に対する増殖阻害効果を有する抗菌物
質生産菌は、優れた植物保護効果を示すことから、微生物農薬としての実用化が期待されてい
る。一方で、多くの抗菌物質生産菌は、実験室レベルでは安定した抗菌物質生産を示すが、実
際の現場で散布しても思うような防除効果が得られないケースが多い。本研究では、植物保護
細菌による安定した防除効果を得るためには、細菌細胞間コミュニケーション機構による複雑
な抗菌物質生産制御機構の解明が不可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、病原性真菌の増殖阻害効果を有するフェナジン誘導体を生産する Pseudomonas 

chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508 株をモデル細菌として使用した。本研究に先駆けて、
StFRB508 株は細菌細胞間コミュニケーションの一つであるクオラムセンシングによりフェナ
ジン誘導体の生産を制御しており、クオラムセンシングのシグナル物質であるアシル化ホモセ
リンラクトン（AHL）を複数種生産する事を明らかにしている。その一方で、複数種の AHL
の生産に関わる遺伝子群の詳細は明らかになっておらず、複数種の AHL によるフェナジン生
産制御機構も明らかになっていない。本研究では、StFRB508 株の全ゲノム配列を決定し、フェ
ナジン生産及びクオラムセンシングに関わる遺伝子群を特定するとともに、遺伝子多重破壊株
を作成することで、フェナジン誘導体生産制御にかかわる複雑なクオラムセンシングシグナル
ネットワークを解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) StFRB508 株の全ゲノム解析 

StFRB508 株の染色体は市販キットを用いて抽出し、Roche Genome Sequencer FLX Titanium シ
ーケンサーを用いてシークエンスリードを取得した。得られたリードデータはアセンブルを行
い、最終的に得た単一のコンティグは、国立遺伝学研究所のオンラインプログラムである
Microbial Genome Annotation Pipeline（MiGAP）を使用してアノテーション作業を行った。最終
的に得られたアノテーション済みゲノムデータは、国際塩基配列データベース
（DDBJ/ENA/GenBank）に登録し、アクセッション番号（AP014623）を取得した。 
 
(2) 遺伝子破壊株の作成 
破壊対象遺伝子をクローニングするため、StFRB508 株から染色体 DNA を抽出し、目的遺伝

子を PCR により増幅した。PCR 産物は、pGEM-T easy ベクターにクローニングした。目的遺伝
子の内部配列を欠損させた破壊遺伝子を増幅するため、欠損領域の外側に向かうように設計し
たプライマーを用いたインバース PCR を行った。増幅した PCR 断片は、制限酵素処理を行っ
た後にセルフライゲーションし、内部配列欠損遺伝子を有するプラスミドを作成した。内部配
列欠損遺伝子は、制限酵素処理により切り出し、遺伝子破壊用自殺ベクターである
pK18mobsacB にサブクローニングした。 
遺伝子破壊用プラスミドは、E. coli S17-1 λpir を用いた接合伝達により StFRB508 株に導入し

た。染色体にプラスミドを巻き込んだ 1 回組み換え体を選択するため、100 μg/mL カルベニシ
リンと 50 μg/mL カナマイシンを混合した LB 培地上でコロニーを形成させた。プラスミドが染
色体から欠落し、内部配列欠損遺伝子のみ残存した 2 回組み換え体を選択するため、10%スク
ロースを含む LB 寒天プレート上でシングルコロニーを形成させた。最終的な遺伝子内部配列
欠損は PCR により確認し、この操作を繰り返すことで遺伝子多重破壊株を作成した。 
 
(3) フェナジン誘導体生産の確認 
各変異株によるフェナジン誘導体の生産は、LB 寒天培地プレート上におけるオレンジ色色

素の生産として評価した。フェナジン誘導体の生産を活性化するため、LB 寒天培地には 1%グ
ルコースを添加した。フェナジン誘導体生産の強度は、（i）特にオレンジ色色素生産が強く、
色素がコロニー周辺まで拡散しているもの、（ii）コロニーがオレンジ色に呈色しているものの、
色素の拡散は見られないもの、（iii）コロニー及び周辺でオレンジ色の呈色が確認できないもの
の 3 段階で評価した。 

 
(4) StFRB508 培養上清からの AHL 抽出及び構造解析 

StFRB508 株及び遺伝子破壊株は、1%グルコースを含む 50 mL の LB 培地に接種し、30℃で
24 時間インキュベートした。遠心分離により細胞を除去し、ロータリーエバポレーターを用い
て培養上清を濃縮した。上清濃縮物を 3 倍量の酢酸エチルを用いて抽出し、再度ロータリーエ
バポレーターを用いて抽出物を蒸発乾固させ、最終的に 500 μL のジメチルスルホキシドに溶解
した。抽出した AHL は、液体クロマトグラフィーとエレクトロスプレーイオン化法を用いた
質量分析装置を組み合わせた LC-MS/MS を使用し、化学構造の解析及び定量を行った。 



 
４．研究成果 
(1) StFRB508 株の全ゲノム解析 
 次世代シークエンサーを用いて StFRB508 株の全ゲノムを決定したところ、塩基数 6,997,933 
bp の環状染色体のみで構成されていることが明らかになった。GC 含量は 62.82%であり、タン
パク質をコードすると考えられる配列は 6,309 個、rRNA と tRNA はそれぞれ 16 個、67 個と推
定された。StFRB508 株完全ゲノムから、クオラムセンシング関連遺伝子の探索を行ったところ、
AHL 合成遺伝子及び AHL レセプター遺伝子のセットとして、phzI/phzR、csaI/csaR、aurI/aurR
の 3 種類のクオラムセンシング制御系が存在することが明らかとなった。さらに、Pseudomonas 
fluorescens F113 株において第 3 の AHL 合成遺伝子として報告されている hdtS 遺伝子の相同配
列が、StFRB508 株染色体中にも存在することが明らかとなった。 
 
(2) StFRB508 遺伝子破壊株によるフェナジン誘導体の生産 
クオラムセンシングとフェナジン誘導体生産との関連性を調査するため、StFRB508 株におい

て、AHL 合成遺伝子 phzI、aurI、csaI、AHL レセプター遺伝子 phzR、aurR、csaR、フェナジン
生合成遺伝子 phzCD のノンマーカー遺伝子破壊を行った。AHL 合成遺伝子、AHL レセプター
遺伝子においては、すべての組み合わせで遺伝子を破壊した多重破壊株の作製も行った。作製
した全ての破壊株は、1%グルコースを添加した LB 寒天培地上にストリークし、視覚的にフェ
ナジン誘導体生産を確認した。その結果を Fig. 1 に示す。まず、StFRB508 親株は高いフェナジ
ン誘導体生産を示すが、フェナジン誘導体生合成遺伝子クラスター自体を破壊した 508ΔPZ 株
はフェナジン誘導体生産を示さなかった。AHL 合成遺伝子破壊株に関しては、aurI 破壊株
（508ΔAI）、csaI 破壊株（508ΔCI）、csaIaurI 破壊株（508ΔACI）は StFRB508 親株と同程度の高
いフェナジン誘導体生産を示したが、phzI 破壊株（508ΔPI）、phzIaurI 破壊株（508ΔPAI）、phzIcsaI
破壊株（508ΔPCI）は StFRB508 親株よりもフェナジン誘導体生産が減少した。また、phzIaurIcsaI
破壊株（508ΔPACI）はフェナジン誘導体生産が確認できなかった。以上より、StFRB508 株に
おけるフェナジン誘導体生産には3つのAHL合成遺伝子から生産されるAHLが関係しており、
中でも PhzI により生産される AHL に強く応答する可能性が示唆された。 
次に、各 AHL 合成遺伝子により生産される AHL が、どの AHL レセプターにより制御され

るか明らかにするために、AHL レセプター遺伝子多重破壊株によるフェナジン誘導体生産を観
察した。aurR 破壊株（508ΔAR）、csaR 破壊株（508ΔCR）、csaRaurR 破壊株（508ΔACR）は StFRB508
親株と同程度の高いフェナジン誘導体生産を示したが、phzR 破壊株（508ΔPR）、phzRaurR 破壊
株（508ΔPAR）、phzRcsaR 破壊株（508ΔPCR）、phzRaurRcsaR 破壊株（508ΔPACR）はフェナジ
ン誘導体生産が確認できなかった。以上より、AHL 合成遺伝子によって生産される AHL は、
PhzR レセプタータンパク質と複合体を形成した場合にのみ、フェナジン誘導体生合成遺伝子の
発現を活性化する可能性が示唆された。 

 

 
Fig. 1. StFRB508 株及びクオラムセンシング関連遺伝子破壊株によるフェナジン誘導体生産 

 
(3) 各種 AHL 合成遺伝子により生産される AHL の構造解析及び定量 

StFRB508 株の AHL 合成遺伝子多重破壊株を用い、LC-MS/MS を使用して生産する AHL の
化学構造を解析した。AHL 合成標品の MS/MS フラグメントパターンと比較を行った結果、PhzI
のみを発現する 508ΔACI 株の抽出サンプルからは 3-OH-C6-HSL、3-OH-C8-HSL、3-OH-C10-HSL、
3-OH-C12-HSL が、CsaI のみを発現する 508ΔPAI 株、AurI のみを発現する 508ΔPCI 株の抽出サ
ンプルからは、C6-HSL と 3-oxo-C6-HSL が検出された。次に、LC-MS/MS システムを用いて
AHL の定量を行った結果を Table 1 に示す。StFRB508 株は主に 3-ヒドロキシ置換 AHL を生産
するが、3-OH-C6-HSL が 6 つの AHL の中で最も高い濃度（約 6 μM）であった。PhzI のみを発
現する 508ΔACI 株では、3-ヒドロキシ置換 AHL の濃度及び組成比は、StFRB508 野生株とほぼ
同様であった。対照的に、AurI のみを発現する 508ΔPCI 株、CsaI のみを発現する 508ΔPAI 株
については、StFRB508 野生株によって生産されるものよりも高い C6-HSL 及び 3-oxo-C6-HSL
の濃度を示した。また、すべての AHL 合成遺伝子を破壊した 508ΔPACI 株においても、ごく微
量の 3-OH-C10-HSL が検出された。 
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Table 1. StFRB508 株及び遺伝子多重破壊株が生産する AHL の定量 

Strains StFRB508 508ΔACI 508ΔPCI 508ΔPAI 508ΔPACI 
Functional AHL 

synthase 
PhzI, AurI, 

CsaI 
PhzI AurI CsaI None 

C6-HSL 218 ± 43a N.D.b 371 ± 86 4177 ± 28 N.D. 
3-oxo-C6-HSL 159 ± 67 N.D. 3205 ± 692 426 ± 235 N.D. 
3-OH-C6-HSL 6006 ± 713 6653 ± 2506 N.D. N.D. N.D. 
3-OH-C8-HSL 1282 ± 412 1946 ± 874 N.D. N.D. N.D. 

3-OH-C10-HSL 768 ± 210 809 ± 413 N.D. N.D. 8 ± 12 
3-OH-C12-HSL 2 ± 0 3 ± 1 N.D. N.D. N.D. 

a AHL concentrations are expressed in nM. b N.D., not detected. 
 
(4) 508ΔPACI 株のフェナジン誘導体生産に対する AHL 化学構造の影響 

自身が生産する AHL の影響をほとんど受けない 508ΔPACI 株を用い、外部から様々な構造や
濃度の AHL を添加し、フェナジン誘導体生産量の比較を行った。結果を Fig. 2 に示す。
3-OH-C6-HSL が全ての AHL の中で最も高いフェナジン誘導体生産の応答を示し、試験した最
低濃度（0.1 μM）でもフェナジン誘導体生産は誘導された。一方で、C6-HSL は 1 μM である程
度のフェナジン誘導体生成を誘導したが、この誘導レベルは 3-OH-C6-HSL の約 6 分の１であっ
た。3-oxo-C6-HSL 及び 3-OH-C8-HSL は、10 μM の濃度でフェナジン誘導体生産をわずかに誘
導したが、3-OH-C10-HSL 及び 3-OH-C12-HSL は、試験した濃度でフェナジン生成を刺激しな
かった。 

Fig. 2. フェナジン誘導体生産に対する各種 AHL の影響 
 

(5) 本研究のまとめ 
本研究では、StFRB508 株の各 AHL 合成遺伝子によって生産される AHL の化学構造の決定

と定量を行い、フェナジン誘導体生産に対する AHL 化学構造の影響を調査した。その結果、
PhzI は、AurI、CsaI とは異なり、3-OH-C6-HSL、3-OH-C8-HSL、3-OH-C10-HSL、3-OH-C12-HSL
を生産していた。また、3-OH-C6-HSL は生産される量が他の AHL よりも多く、低濃度でもフ
ェナジン誘導体の生成を誘導していた。また、AurI及びCsaIの両方がC6-HSL及び3-oxo-C6-HSL
を StFRB508 親株より高濃度で生産するが、2 つの AHL の組成比は AurI 及び CsaI の生成物に
おいて正反対であった。これらの原因として、AHL は S-アデノシル-L-メチオニン（SAM）及
びアシルキャリアータンパク質から AHL 合成酵素によって生産されるため、それぞれの遺伝
子の変異は SAM の過剰供給を引き起こすため、親株と破壊株で濃度が大きく異なったとも考
えられる。また興味深いことに、3 種類の AHL 合成遺伝子すべてを欠損させた 508ΔPACI 株で
も、少量の 3-OH-C10-HSL が生産された。StFRB508 株の完全ゲノム解析により、新たに AHL
シンターゼをコードする hdtS 遺伝子相同体の存在が明らかになっている。Pseudomonas 
fluorescens F113 由来の hdtS を保有する大腸菌は、3 種類の AHL を合成することが報告されて
おり、508ΔPACI 株の AHL 抽出物中に検出された少量の 3-OH-C10-HSL が HdtS によって生成
されたと推定される。しかしながら、この濃度の 3-OH-C10-HSL ではフェナジン生成は誘導さ
れないので、フェナジン生合成遺伝子クラスターの発現は、3-OH-C10-HSL によって影響され
ないものと推察される。 
以上の結果より、StFRB508 株でのフェナジン誘導体生産機構におけるクオラムセンシングの

制御機構を Fig. 3 に示すように推察した。StFRB508 株のフェナジン誘導体生産は、PhzR をレ
セプターとしたクオラムセンシングにより制御されており、PhzI により生産される
3-OH-C6-HSL により主に制御されている。また、この系統とは別のクオラムセンシング系であ
る AurI や CsaI から生産される AHL に対しても、わずかに PhzR が応答し、フェナジン誘導体
生産を示す。以上から、StFRB508 株のフェナジン誘導体生産は、3 系統のクオラムセンシング
による多重制御を受けていることが示唆された。なお、現段階では aurI/aurR 及び csaI/csaR の
2 種類のクオラムセンシング系統がどのような性質を制御しているかに関しては明らかになっ



ていないため、今後のさらなる解析が必要であると考えられる。 
 

Fig. 3. StFRB508 株において予想されるフェナジン誘導体生産制御機構 
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