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研究成果の概要（和文）：　青枯病菌のクオラムセンシング（QS）系は少なくとも2系列から構成されており、
QSによる遺伝子発現制御には、QSシグナルMethyl 3-hydroxymyristate (3-OH MAME) 受容によりリン酸化される
レスポスレギュレーターPhcQとPhcWと、3-OH MAME受容とは独立して発現が誘導されるPhcAが関与した。QSによ
り産生が誘導されるレクチンLecM、ラルフラノンおよびEPS Iは、QSの正のフィードバック制御とともにマッシ
ュルーム型バイオフィルム形成の制御に関与した。QSとラルフラノンは導管への侵入に、EPS IとLecMは病原力
のプライミングに関わった。

研究成果の概要（英文）：   Quorum sensing (QS) of Ralstonia solanacearum, a causal agent of 
bacterial wilt disease, consisted of at least two pathways, and response regulators PhcQ and PhcW, 
which were phosphorylated through sensing a QS signal Methyl 3-hydroxymyristate (3-OH MAME) and a 
transcriptional regulator PhcA, of which expression was induced dependently on 3-OH MAME sensing, 
were involved in regulation of QS-dependent genes expression. A lectin LecM, ralfuranone and major 
exopolysaccharide EPS I of which production was induced through QS, were involved in not only 
positive feedback regulation of QS but also mushroom-type biofilm formation. Furthermore, QS and 
ralfuranone, and EPS I and LecM contributed to invasion of the bacteria into xylem vessels and 
priming of its virulence.

研究分野： 植物病理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　世界中の農業生産に甚大な被害をもたらしている青枯病の病原細菌である青枯病菌の宿主植物の根の細胞間隙
へ侵入後の植物細胞表面における青枯病菌の細胞集団の構造分化であるマッシュルーム型バイオフィルム
（mBF）形成、および導管への侵入能と病原性である機能分化をもたらすクオラムセンシング（QS）機構とそれ
らにより病原性に可塑性をプライミングする機構の分子生物学的解明の礎を確立した。植物体内での細菌による
mBF形成と細菌の病原力のプライミングは世界初の報告である。これらの成果は、QSを分子標的とした持続性あ
る青枯病防除技術の開発に大きく貢献し、世界の農業を青枯病の恐怖から救うことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
病害抵抗性遺伝子を有する遺伝的に均一化した品種と殺菌剤を用いた農業の進展に伴い、植

物細菌病は、世界の農業生産に甚大な被害をもたらしている。とくに、青枯病菌は、ナス科植
物を初めとする 200 種以上の作物に萎凋症状（青枯病）を引き起こし、経済的損失は１年あた
り数千億円（国内では数百億円）とされる。そのため、植物病原細菌の病原性に特徴的なシグ
ナル伝達系である QS の分子標的剤の開発が望まれている。 
土壌生息細菌である青枯病菌（Ralstonia solanacearum）は、根の傷口から侵入し、細胞間隙

でコロニー化後、侵入した導管で増殖し、多量の菌体外多糖を産生し、導管の通水を阻害する。
その結果、植物は萎凋症状を呈すると考えられてきた。そのため、これまで、青枯病菌感染に
対する宿主応答と青枯病菌の病原性機構は、導管に感染した青枯病菌に主眼が置かれてきたが、
未だそれらの機構は解明されていない。 
一方、申請者らは、宿主植物の根の細胞間隙での青枯病菌のコロニー化が病原性を決定する

ことを明らかにし、細胞間隙侵入後の宿主植物の応答と青枯病菌の病原性機構を解析した。そ
して、細胞間隙侵入後の植物自然免疫回避により、植物細胞表面で増殖した青枯病菌は、Methyl 
3-hydroxymyristate (3-OH MAME) をクオラムセンシング（QS）シグナルとする QS を起動して
マッシュルーム型バイオフィルム（mBF）を形成する。mBF から離脱した遊離細胞が導管へ侵
入し、病原因子を産生する。この QS により、機能化した PhcA タンパク質により産生が制御さ
れる病原性因子によりプライミングされた病原性は、導管へ侵入後も可塑性を有する。この病
原性の可塑性は、QS によりもたらされる青枯病菌細胞集団の構造分化に伴った機能分化によ
る。しかし、QS によるシグナル伝達系とともに PhcA タンパク質の機能化機序についての知見
は、ブラックボックス状態であり、mBF 形成と導管への侵入との関連性を、既知知見を基にし
た QS によるシグナル伝達系で説明することができない。 

 
２．研究の目的 
 宿主植物の根の細胞間隙へ侵入後の植物細胞表面における青枯病菌の細胞集団の構造分化で
ある mBF 形成、および導管への侵入能と病原性である機能分化をもたらす QS 機構とそれらに
より病原性に可塑性をプライミングする機構の解明を目的とし、「QS シグナル受容と QS 誘導
に関わる２成分制御系の同定と機構解明」、「QS により制御される遺伝子発現系の解明」およ
び「QS によるプライミング機構の解明」を行った。 
 
３．研究の方法と結果 
（１）QS シグナル受容と QS 誘導に関わる２成分制御系の同定と機構解明 
①QS シグナリングに関与するセンサーヒスチジンカイネースの選抜 
 青枯病菌 OE1-1 株のゲノム情報を基に、44 個のセンサーヒスチジンカイネースをコードする
と推定された遺伝子それぞれの欠損株を作製した。細胞凝集能と主要な菌体外多糖 EPS I 産生
能は QS により誘導され、運動能 swimming motility は QS により抑制されることが明らかとな
っているので、欠損株の細胞凝集能、主要な菌体外多糖 EPS I 産生能および swimming motility
を QS 能として測定した。44 個の欠損株の中で、QS に関与することが既知の RSc2736 遺伝子
（phcS）欠損株とともに、RSc1351 遺伝子（phcK）欠損株と RSc0289 遺伝子（vsrA）欠損株で
QS 能の著しい低下が認められた。 
②QS シグナリングに関与するレスポンスレギュレーターの選抜 
 青枯病菌 OE1-1 株のゲノム情報を基に、レスポンスレギュレーターをコードする遺伝子それ
ぞれの欠損株を作製し、それらの QS 能を解析した。RSc0672 遺伝子（phcW）欠損株と RSc2738
遺伝子（phcQ）欠損株で QS 能の著しい低下が認められた。 
③QS シグナル受容と QS 誘導に関わる２成分制御系の同定と機構解明 
 これまでに、3-OH MAME 産生には PhcB（RSc2735）タンパク質が関わり、3-OH MAME の
感知には PhcS タンパク質が関わることが明らかにされている。さらに、活性化した QS による
遺伝子発現制御には、LysR タイプの転写制御因子 PhcA タンパク質が関わる。そこで、OE1-1
株、phcB 遺伝子欠損株（ΔphcB）、phcS 遺伝子欠損株（ΔphcS）および phcA 遺伝子欠損株（ΔphcA）
とともに、phcK 遺伝子欠損株（ΔphcK）、vsrA 遺伝子欠損株（ΔvsrA）、phcS 遺伝子と vsrA遺伝
子の欠損株（ΔphcS/vsrA）、phcW遺伝子欠損株（ΔphcW）および phcQ 遺伝子欠損株（ΔphcQ）
それぞれのトランスクリプトームを RNA-seq 法により解析し、それらにおける全遺伝子の発現
量を網羅的に解析するとともに、それらを用いた heat Map 解析による比較解析を行い、QS シ
グナル伝達系を推定した。 
 
（２）QS により制御される遺伝子発現系の解明 
①転写制御因子 
 ΔphcA、ΔphcWおよび ΔphcQ のトランスクリプトームの RNA-seq 法による解析と、それらを
基にして、個々の遺伝子の発現量を定量 PCR（qRT-PCR）により解析した。3-OH MAME 産生
に依存して負に制御される窒素代謝に関わる RSp0972-RSp0978 それぞれの遺伝子の発現が、
ΔphcWと ΔphcQ では OE1-1 株と比較して有意に増加したが、ΔphcAでは OE1-1 株と比較して
有意な差が認められなかった。さらに、PhcA タンパク質に依存して負に制御されるシデロフォ
ア産生とシデロフォアによる鉄イオン獲得に関わる RSp0414-RSp0416, RSp0421、RSp0422 およ



び RSp0424 それぞれの遺伝子の発現が、ΔphcA では OE1-1 株と比較して有意に増加したが、
ΔphcWと ΔphcQ では OE1-1 株と比較して有意な差が認められなかった。 
②正のフィードバック制御 
 病原力や環境適応に関わる遺伝子のうち多くの遺伝子（概ね 400 遺伝子）の発現制御には
3-OH 受容依存系によりリン酸化された PhcQ タンパク質と PhcQ タンパク質と、3-OH 受容独立
系により発現が誘導された PhcA タンパク質を必要とした。プロテオーム解析とメタボローム
解析を行ったところ、糖結合能を有するレクチン LecM タンパク質、ラルフラノンおよび主要
な菌体外多糖 EPS I の産生が QS により誘導された。興味深いことに、LecM タンパク質産生、
ラルフラノン産生および EPS I 産生それぞれに関わる PhcA タンパク質/PhcQ タンパク質/PhcW
タンパク質の下流のシグナル系は独立していたにも関わらず、それぞれの産生能喪失株 ΔlecM、
ΔralAおよび ΔepsB は、ラルフラノンと EPS I の産生能、LecM タンパク質と EPS I の産生能お
よび LecM タンパク質とラルフラノンの産生能が著しく低下した。ΔlecM、ΔralAおよび ΔepsB
のトランスクリプトーム解析から、これらの欠損株において、PhcA タンパク質/PhcQ タンパク
質/PhcW タンパク質において発現が制御される 9 割以上の遺伝子の発現の制御が失われた。 
 
（３）QS によるプライミング機構の解明 
①マッシュルーム型バイオフィルム形成 
 細胞間隙に侵入して宿主細胞に固着した青枯病菌OE1-1株細胞集団の走査電子顕微鏡下での
観察から、成熟した mBF から遊離細胞が離脱することが伺われた（図 1A）。また、炭素膜ナノ
パーコレーター上でトマト植物の細胞間隙液を用いて静置培養した OE1-1 株細胞集団で、24
時間培養でマイクロコロニーの形成（図 1B）が、28 時間培養で mBF 形成（図 1C）が、32 時
間培養で遊離細胞の離脱が観察された（図 1D）。本研究で作製されたすべての遺伝子欠損株を
ナノパーコレーター上でトマト細胞間隙液を用いて静置培養し、マイクロコロニーと成熟 mBF
の形成について解析したところ、ΔlecM と ΔralAの成熟 mBF 形成能が著しく低下し、QS 能欠
損株と ΔepsB のマイクロコロニー形成能は OE1-1 よりも有意に上昇した。また、ΔralAの 3-OH 
MAME 産生遺伝子を欠損させ、培養時に 3-OH MAME を添加すると、マイクロコロニー形成能
は著しく低下した。 

 
図 1. 細胞間隙に侵入した青枯病菌 OE1-1 株がトマト細胞上に形成したマッシュルーム型バイオ
フィルム（A）と、トマト細胞間隙を用いてナノパーコレーター上に培養した青枯病菌 OE1-1 株
が形成したマイクロコロニー（B）、マッシュルーム型バイオフィルム（C）およびマッシュルー
ム型バイオフィルムから離脱する遊離細胞（D）。 
②病原力のプライミング 
 これらの遺伝子欠損株を根からトマト植物の接種し、トマト植物における挙動と病原性につ
いて解析した。QS 能欠損株である 3-OH MAME 受容依存系と 3-OH MAME 受容独立系のそれ
ぞれの構成タンパク質をコードする遺伝子欠損株とラルフラノン産生能欠損株は、細胞間隙か
ら導管への移行能を失い、トマト植物に病原力を失った。一方、EPS I 産生能欠損株 ΔepsB と
ΔlecM は、OE1-1 株よりは低下するが、細胞間隙から導管への移行能を示した。しかし、ΔepsB
と ΔlecM はトマト植物への病原性を示さなかった。 
 
４．研究成果 
（１）QS シグナル受容と QS 誘導に関わる２成分制御系の同定と機構解明 

QS シグナル系は、少なくとも 2 系列（3-OHMAME 受容依存系と 3-OH MAME 受容独立系）
から構成されており、QS による遺伝子発現制御には、3-OH MAME 受容依存系によりリン酸化
されるレスポスレギュレーターPhcQ タンパク質と PhcW タンパク質とともに、3-OH MAME 受
容独立系により発現が誘導される PhcA タンパク質が関与すると考えられた（図 2）。3-OH 
MAME 受容依存系における 3-OH MAME 受容体は、PhcS タンパク質と VsrA タンパク質のヘテ
ロ型２量体センサーヒスチジンカイネースであり、自己リン酸化した PhcS タンパク質の 230
番目のヒスチジン残基から、PhcQ タンパク質と PhcW タンパク質がリレーされると考えられた。
さらに、3-OH MAME 受容独立系では、未同定の物質を PhcS タンパク質と PhcK タンパク質の
ヘテロ型２量体センサーヒスチジンカイネースが受容し、リン酸化され、自己リン酸化した
PhcSタンパク質の230番目のヒスチジン残基からリン酸がリレーされた未同定のレスポンスレ
ギュレーターにより、phcA遺伝子の発現が誘導されると考えられた。 



 
図 2. 青枯病菌 OE1-1 株のクオラムセンシングのシグナル伝達系の推定図 
 
（２）QS により制御される遺伝子発現系の解明 
 3-OH 受容依存系と 3-OH MAME 受容独立系それぞれにより発現が制御される生命代謝に関
わる遺伝子が存在することが明らかになった（図 2）。 

LecM タンパク質、ラルフラノンおよび EPS I は、QS の正のフィードバック制御に関わると考
えられた（図 2）。メタボローム解析から、細胞外に分泌された 3-OH MAME は速やかに分解さ
れるが、青枯病菌の細胞膜に局在する LecM タンパク質は 3-OH MAME の細胞外での物質安定
性に関わることが明らかとなった。一方、ラルフラノンと EPS I は、PhcA タンパク質/PhcQ タ
ンパク質/PhcW タンパク質による遺伝子発現制御に関わると考えられた。 
（３）QS によるプライミング機構の解明 
 LecM タンパク質が宿主細胞表面への固着に不可欠であり、ラルフラノンがマッシュルーム
型バイオフィルムの成熟に関わることが明らかになった（図 3）。PhcA タンパク質/PhcQ タンパ
ク質/PhcW タンパク質と EPS I はマイクロコロニー形成を抑制し、その抑制をラルフラノンは
阻害した。すなわち、mBF 形成は、QS とそれにより産生が誘導される二次代謝物質によって
巧妙に（抑制と誘導のバランス）制御されることが明らかとなった。 
 mBF から離脱する OE1-1 株遊離細胞の導管への侵入には、mBF 形成時、すなわち QS 時の
PhcAタンパク質/PhcQ タンパク質/PhcW タンパク質とラルフラノンが関わる遺伝子発現が必要
であった（図 3）。EPS I と LecM タンパク質は、QS の正のフィードバックに関わることによっ
て、導管への侵入に関わるとともに、導管侵入後の病原力のプライミングに関わると考えられ
た。 

 
図 3. 青枯病菌 OE1-1 株のマッシュルーム型バイオフィルム形成と病原力プライミング機構 
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