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研究成果の概要（和文）：　Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) 6605の主要な多剤排出ポンプトランスポ
ーターMexAB-OprMとMexEF-OprNの病原力としての役割を解析した。mexB変異株，mexF変異株，mexBmexFの２重変
異株はアセトバニロン，カテコール，クマリンにより増殖が抑制され，タバコに対する病原力が低下した。これ
らの結果は，MexAB-OprMとMexEF-OprNがアセトバニロン，カテコール，クマリンを排出し，Pta6605の病原力発
現において重要な役割を担っていることを示している。

研究成果の概要（英文）：　We investigated the role of resistance-nodulation-division (RND) 
superfamily, MexAB-OpeM and MexEF-OprN on virulence in Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) 6605. 
The sensitivity to plant-derived antimicrobial compounds was investigated in mexB and mexF mutant 
strains. Bacterial growth was inhibited by acetovanillon, catechol and coumarin in mexB and mexF 
mutant strains, and virulence of these mutant strains are impaired. The mexAB-oprM was 
constitutively expressed and activated in mexF mutant, and silenced expression of mexEF-oprN in WT 
strain was activated in mexB mutant. These results indicate that MexAB-OprM and MexEF-OprN in 
Pta6605 may exclude acetovanillone, catechol, and coumarin, and MexAB-OprM and MexEF-OprN 
complemented their function each other. When mexT was overexpressed in Pta6605 WT strain, the 
expression of mexEF-oprN was activated and accumulation of AHL was cancelled. This result indicates 
that MexEF-OprN is a negative regulator of AHL accumulation in Pta6605. 

研究分野：植物病理学，植物病原学，細菌生理学

キーワード： 多剤排出ポンプ　菌体密度感知機構　MexAB-OprM　MexEF-OprN
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　植物病原細菌には複数種の多剤排出ポンプトランスポーター遺伝子が存在しているが，その病原力における役
割はよく理解されていなかった。本研究により複数の多剤排出ポンプが植物由来の抗菌性物質の排出を担ってい
ることが明らかになった。また，多剤排出ポンプは菌体密度感知分子の排出にも関わっていることが初めて明ら
かにされた。病原力を高める多剤排出ポンプや菌体密度感知機構の制御機構の解明は新たな植物病害管理方法の
開発につながると思われる。



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

 申請者はこれまで P. syringae pv. tabaciを用いて、べん毛遊泳能の欠損株∆fliCや∆motABCDは多剤排出
ポンプ Resistance-nodulation-division (RND) superfamilyの一つMexEF-OprNの遺伝子発現が著しく増高す
ることを見いだした。これら変異体では、菌体密度感知分子であるアシルホモセリンラクトン(AHL)の
合成が阻害され、病原力が低下した（Taguchi et al. Microbiol. 156: 72 [2010]; Kanda et al. MGG, 285:163 
[2011]）。一方、タイプ IV線毛を欠損させた∆pilA変異株では表面運動能を失うと共に、同時に mexAB/oprM
の遺伝子発現が増高し、病原力が低下した（Taguchi and Ichinose MPMI 24: 1001 [2011]）。これらの結果は、
べん毛や線毛による運動能が“さまざまな多剤排出ポンプ遺伝子の発現ならびに病原力”に影響を及ぼす
ことを示している。しかしながら、多剤排出機構が病原力に与える影響に関しては、不明な点が多い。
このように、植物病原細菌の多剤排出ポンプ遺伝子の発現制御機構並びに病原力における役割について
は殆ど明らかでない状況であった。 
 
２．研究の目的 
 申請者は Pseudomonas syringae のべん毛遊泳能が失われた変異株では、多剤排出ポンプトランスポー
ター遺伝子 mexEF/oprN の発現が著しく増高する一方、菌体密度感知分子“アシルホモセリンラクトン
(AHL)”の合成が阻害され、病原力が低下すること、また、タイプ IV 線毛の変異株では、別の多剤排出
ポンプトランスポーター遺伝子 mexAB-oprMの発現が増高することを見出していた。mexAB-oprMの変異
株は、抗生物質耐性や感染時の増殖能の低下を導くことが報告されているが(Stoitsova et al. AEM 74: 3387 
[2008])、詳細は明らかでなく、多剤排出ポンプトランスポーターの病原力における役割には依然として
不明な点が多い。そこで、本研究では２組の多剤排出ポンプMexAB-OprM, MexEF-OprNの病原力におけ
る役割と発現制御機構、特にべん毛・線毛運動能との関連を明らかにし、植物病原細菌の感染戦略を紐
解く。 
 
３．研究の方法 
(1) MexAB-OprM と MexEF-OprN の多剤排出ポンプトランスポーター変異株の作出と多剤耐性能や病原
力を含む表現型解析 
 P. syringae pv. tabaciの mexB欠損変異株(∆mexB)，mexF 欠損変異株(∆mexF)、それらの２重変異株につ
いて様々な生育阻害物質に対する耐性能（多剤耐性能）、宿主タバコに対する病原力、遺伝子発現プロフ
ァイルの解析を実施した。また、網羅的な遺伝子発現プロファイルの解析ではマイクロアレイ解析を用
いた。 
 
(2) 植物接種時・各種化合物処理時における mexAB-oprMと mexEF-oprNの遺伝子発現解析 
  KB培養条件下におけるmexAB-oprMとmexEF-oprNの遺伝子発現を定量 RT-PCRとマイクロアレイに
よって解析した。また，植物接種時における mexAB-oprMと mexEF-oprNの発現は、定量 RT-PCRの他、
mexE, mexAの各プロモーター活性を β-ガラクトシダーゼ活性でモニターできるレポーター遺伝子導入株
を用いて解析した。 
 
(3) mexEF-oprNの高発現による AHL生産の阻害実証試験 
 Pta6605 の∆fliC 変異株における AHL 合成能の欠損要因を探るため，∆fliC にトランスポゾンを挿入
させ，AHL合性能を回復した菌株を選抜したところ、mexEF-oprNの破壊により AHL合成能が回復す
ることを見出した。上述したように、∆fliC変異株では、mexEF-oprNが高発現しており、この結果は、
mexEF-oprN の高発現が AHL 生産を阻害することを示唆している。そこで、以下の二つの実験系によ
り mexEF-oprNの発現と AHL 生産との関連性について追求した。1) まず，AHL 生産能を失活した各
種変異株（∆fliC, ∆motCD, ∆gacA, ∆aefR）に mexEF-oprNの変異を導入することにより AHL生産に及ぼ
す影響を解析した。2) 次に AHLを生産する野生株で転写制御因子遺伝子である mexTを高発現させる
ことによる AHL生産への影響を解析した。 
 
(4) べん毛欠損∆fliC変異株における mexEF-oprN発現増高機構及びタイプ４線毛欠損∆pilA変異株にお
ける mexAB-oprM発現増高機構の解析 
 べん毛を欠損した∆fliC変異株で mexEF-oprNの発現が増高する機構を追求するため，mexE遺伝子のプ
ロモーターにレポーター遺伝子を連結させたキメラ遺伝子を∆fliC変異株や野生株に導入し，その後，ト
ランスポゾンを挿入させ、∆fliC 変異株では mexE の発現が低下した株を、野生株では mexE の発現が増
高した株を選抜して、発現制御機構の解明を目指した。同様に、タイプ IV線毛を欠損した∆pilA変異株
で mexAB-oprMの発現が増高する機構もトランスポゾン挿入変異によりその手がかりを得ようとした。 
 
４．研究成果 
 Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) 6605 をモデル細菌として、２つの主要な多剤排出ポンプ
MexAB-OpeMとMexEF-OprNの病原力としての役割を解析した。mexB欠損変異株と mexF 欠損変異株さ
らに mexB, mexF の２重欠損株を作出し、遺伝子発現プロファイル、各種抗菌性物質に対する感受性、宿



主タバコに対する病原力を解析した。また，mexAB-oprM, mexEF-oprN の発現解析をマイクロアレイ、
RT-PCR、レポーター遺伝子 lacZYA をプロモーターに連結させ、β-ガラクトシダーゼ活性を測定する方
法で解析した。 
 
(1) mexB欠損変異株, mexF 欠損変異株, mexB, mexF２重欠損株の各種抗菌性物質に対する感受性解析 
 野生株に加え，mexB 変異株、mexF 変異株とその２重変異株を用いてファイトアンティシピンやファ
イトアレキシンなどの植物由来抗菌性物質に対する感受性を軟寒天培地を用いた生育阻止斑形成試験で
解析した。終夜培養した各菌株を軟寒天培地と混合後，プレーティングした。その上に 5 µLの各種化合
物を浸み込ませたペーパーディスクを置床した。0.9 M t-桂皮酸，0.5 M p-クマル酸，1 M アセトシリン
ゴン，1 Mスコポレチン，1 Mクロロゲン酸，0.3 Mフロレチン，1 Mナリンゲニン，200 mg/ml (+)-カテ
キンは顕著な生育阻止斑を形成しなかったが，2 M アセトバニロン，1 M カテコール，1 M クマリンで
は阻止斑が形成された。阻止斑の大きさは 2 M アセトバニロン，1 M カテコールの場合，WTより∆mexB, 
∆mexF で大きく，∆mexB∆mexF ではそれと同等以上であった。1 M クマリンの場合，阻止斑は∆mexBは
WTより若干大きく，∆mexB∆mexF でより大きくなった。これらの結果は，MexAB-OprMとMexEF-OprN
がアセトバニロン，カテコールを排出していること，クマリンはMexAB-OprMによって排出されている
ことを示唆している。 
 
(2) mexB欠損変異株, mexF 欠損変異株, mexB, mexF２重欠損株の病原力解析 
 mexB 変異株，mexF 変異株の病原力が野生株と異なるかをインフィルトレーション，浸漬法などの接
種方法で比較したが，安定したデータを得ることが困難であった。そこで，Ishiga et al. (2017)の Flood Assay
をタバコに応用した方法を開発した。MS 培地で無菌播種したタバコ実生を２週間後に 1/10 濃度のスク
ロース MS培地に移植し、翌日濃度を調整した細菌懸濁液で浸漬させる。全ての葉が浸漬したら細菌懸
濁液を除き，乾燥後インキュベーションした。本法により再現性の高い安定した結果が得られるように
なり，mexB変異株，mexF 変異株，mexB, mexF２重欠損株のいずれを接種した場合も，野生株接種の場
合と比べて病徴がマイルドで，細菌増殖が低下することが判明した。これらの結果は，MexAB-OprMと
MexEF-OprNは Pta6605の病原力発現において重要な役割を担っていることを示している。 
 
(3) mexAB-oprM, mexEF-oprNの遺伝子発現の解析 
 mexB変異株, mexF 変異株の遺伝子発現プロファイルを野生株と比較解析したところ、mexF 欠損変異
株では mexAB-oprMの発現が増高した一方、タイプ III分泌システム（T3SS）関連遺伝子の発現が低下し
た。逆に mexB欠損変異株では mexEF-oprN並びに ABCトランスポーター等の遺伝子発現が増高し、psyI
など菌体密度感知システム関連遺伝子群の発現が低下した。また，これまで各種変異株で実施してきた
マイクロアレイ解析の結果からも，mexAB-oprMは構成的に発現しているが，mexEF-oprNは殆ど発現し
ていないこと，mexEF-oprNはべん毛繊維フラジェリン遺伝子を欠損して運動できない fliC変異株などで
は，高発現していることが判明した。以上の結果から，MexAB-OprMとMexEF-OprNは互いに補完的に
機能することが推察された。 
 また、mexEプロモーター，mexAプロモーターのそれぞれに lacZYA を連結させたキメラ遺伝子
（mexA::lacZYA， mexE::lacZYA）を構築し，Pta 6605野生株に導入し、タバコ葉に接種後，プロモータ
ー活性をβ-ガラクトシダーゼの測定によってモニターした。mexA::lacZYAを導入した場合、接種 4日後
にわずかな β-ガラクトシダーゼの活性があったが、mexE::lacZYAを導入した場合、β-ガラクトシダーゼ
の活性は検出されなかった。mexB変異株に加え mexF 変異株にも病原力の低下は観察されたため，両多
剤排出ポンプは共に病原力に必要と考えられたが，mexAB-oprMに比べmexEF-oprNの発現量は少ないか，
あるいは解析時にはまだ十分に発現が誘導されていなかった可能性が考えられる。 
 
(4) mexEF-oprNの発現が AHL生産・蓄積に及ぼす影響 
 AHL 生産能を失活した各種変異株（∆fliC, ∆motCD, ∆gacA, ∆aefR）では mexEF-oprNが高発現している
ことが知られている。これらの変異株に∆mexF 変異を導入したところ， AHL 生産が復活した。このこ
とは mexEF-oprNの高発現が AHL生産に阻害的に働くことを示唆している。そこで，広宿主範囲プラス
ミドベクターである pDSK519 に mexT を組込み、Pta6605 の野生株に導入したところ、構成的に mexT, 
mexEF-oprNの発現が増高し、AHLの生産がキャンセルされた。このことからも MexEF-OprNが AHL合
成における負の制御因子として機能することが確認された。mexT高発現株での AHL合成酵素遺伝子 psyI
の発現は低いと考えていたが、予想に反して野生株や pDSK519だけを導入した菌株と同様レベルで発現
していた。このことから mexT高発現株で AHLが検出されないのは、AHLが合成されていなかったので
はなく、合成されてもすぐに排出されたため蓄積しないためであると推察した。 
 
(5) べん毛欠損∆fliC変異株におけるmexEF-oprN発現増高機構及びタイプ４線毛欠損∆pilA変異株におけ
る mexAB-oprM発現増高機構の解析 
 mexE 遺伝子のプロモーターに lacZYAレポーター遺伝子を連結させたキメラ遺伝子トランスポゾンと
一緒に∆fliC変異株に導入し，β-ガラクトシダーゼ活性が増高しない変異株を探索したが，十分な数のト
ランスポゾン挿入株が得られず，mexEF-oprNの高発現の原因となるような遺伝子の同定はできなかった。
同様に、タイプ IV 線毛を欠損した∆pilA変異株で mexAB-oprMの発現が増高する機構もトランスポゾン
挿入変異によりその手がかりを得ようとしたが，期待されるトランスポゾン挿入株は得られなかった。 
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