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研究成果の概要（和文）：植物の根圏に生息する蛍光性シュードモナス属細菌Pseudomonas protegensとその近
縁系統は、菌体外酵素や抗菌性二次代謝産物を産生し周囲の病原微生物を駆逐することから植物保護細菌として
機能する。本課題では抗菌性物質の合成酵素遺伝子の発現を制御する因子として、亢進シグナルを同定した。
RNA-seq等による解析の結果、水処理区と比較し当該化合物の処理区では、病原菌の生育抑制に寄与すると予測
される遺伝子クラスターの発現レベルが亢進していた。さらに卵菌類Pythium ultimumが感染する環境下におい
て、当該化合物との共存により植物保護細菌の効果が高まることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Pseudomonas protegens and other root-colonizing fluorescent pseudomonads are
 effective strains that suppress plant diseases by producing several extracellular enzymes and 
secondary metabolites with antibiotic activities. Based on the findings of RNA-seq gene expression 
data analysis of P. protegens, we identified and characterized an effective molecule that regulates 
the expression of genes supposed to be involved in secondary metabolism. This molecule increases the
 biocontrol efficacy of P. protegens for the suppression of soil-borne pathogen caused by oomycete 
Pythium ultimum. These results suggest an important role of this molecule in the niche adaptation 
and disease suppressive activity of P. protegens in the rhizosphere.

研究分野： 植物保護科学、植物病理学、細菌学

キーワード： 植物保護細菌　二次代謝制御 　シグナル物質　抗菌性物質　調節型small RNA

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物保護細菌が周辺環境の変化に応じて遺伝子発現の調節を行っていることをRNA Seq等により解析したことに
より、網羅的な発現変動パターンの精査なデータの取得に成功した。これは植物保護能力との機能の相関を示す
重要な成果であるとともに、遺伝子発現制御の新規メカニズムを示したものである。シグナル認識に関わる因子
については推定遺伝子を同定し引き続き解析を行っている。また本課題で同定した亢進シグナルについて、植物
保護細菌とともに土壌に処理したところ、農業上問題となっている卵菌類による土壌病害に対し植物保護細菌の
効果を高めることが明らかになったことから、農業利用に資する成果となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物の根圏に生息するシュードモナス属細菌 Pseudomonas protegens は、多様な抗菌性二

次代謝産物を産生し周囲の病原微生物を駆逐することから植物保護細菌とよばれる。抗菌
性物質の合成酵素遺伝子の発現は、調節型 small RNA を中心とした二次代謝制御系により
制御されているが、研究代表者らはこれまで、一連の制御系が常に稼動するのではなく、周
辺環境に応じてオン・オフが切り替わることを明らかにした。オンに関わる亢進シグナル物
質として一次代謝産物、二次代謝産物のいずれもが含まれていることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では調節型 small RNA の発現を指標として上述のシグナル物質を明らかにすると
ともに、複数系統の比較ゲノム解析等によりシグナル認識に関わる分子を同定し、本細菌の
包括的制御による植物保護能力の強化に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）シグナル物質としての活性を有することが見込まれるアミノ酸等の一次代謝産物
（約 30 物質）を P. protegens に処理し、調節型 small RNA（rsmZ）の発現をモニタリ
ングする。rsmZ の発現の強弱と抗菌性二次代謝産物の産生レベルは連動しており有効な
マーカーとなることから、研究代表者が確立した GFP レポーター遺伝子（rsmZ-gfp）を P. 
protegens に導入しマイクロプレートリーダーにて発現レベルの比較を行う。活性が認めら
れた物質の代謝経路に関する遺伝子の変異株を作出し、当該物質の菌体内濃度と rsmZ の発
現量、および二次代謝産物の合成酵素遺伝子の発現量に相関関係があることを確認する。 
 
（２）研究代表者および研究分担者の各種変異株を用いた予備的な実験から、P. protegens が
産生する抗菌性二次代謝産物の中に、シグナル（B）として機能するものを見出している。本研
究では当該物質の合成酵素遺伝子の欠損変異株に rsmZ-gfp を導入し、野生株との比較解
析を行い変異株において rsmZ の発現量が低下することを確認する。また、シグナル B およ
び他の二次代謝産物の産生量についても定量し、欠損変異株にて低下することを確認する。 
 
（３）シグナル認識に関わる分子の同定については、P. protegens の複数系統の中にシグ
ナルに対する反応性がみられない系統を得ており、センサーが欠落していることが推察
されることから、これらの系統間で比較ゲノム解析を行い、当該センサーをコードする
遺伝子を同定する。 
 
（４）（１）および（２）の方法で明らかにしたシグナル物質の効果を検証すべく、植
物保護能力の評価を行う。研究代表者が確立した方法に基づき当該物質の付与による
効果を確認する。さらにシグナル物質の応答性遺伝子を RNA Seq 解析等により明らかに
し、作用機構の解明に資する。 
 
４．研究成果 
（１）活性を有することが見込まれる一次代謝産物を P. protegens に処理し、調節型 small 
RNA（rsmZ）の発現をモニタリングした。GFP レポーター遺伝子（rsmZ-gfp）を P. protegens
に導入し発現レベルの比較を行った。その結果、亢進シグナル A の特定に成功した。また
当初の予定では計画していなかった化合物Xが、発現レベルを低下させることを見出した。 
 
（２）活性を有することが見込まれる二次代謝産物（亢進シグナル B）について、関連する
合成酵素遺伝子の欠損変異株を作出した。亢進シグナル B の検出法についてはこれまで確
立していなかったため、まずは野生株において産生に適した培地組成および培養条件を検
討し、HPLC により検出可能な条件を決定し、欠損変異株において検出されないことを確認
した。他の抗菌性二次代謝産物二種についても HPLC による定量法を確立するとともに、
亢進シグナル B の合成酵素遺伝子の欠損変異株において、いずれの抗菌性二次代謝産物も
産生量が低下することが明らかとなった。このことから亢進シグナル B が他の二次代謝産
物の産生にも作用することが示唆された。 
次に、変異株に rsmZ-lacZ（LacZ をレポーターとするプラスミド）を導入し、その発現レ

ベルについて野生株との比較を行った。また、亢進シグナル B に対する反応性の異なる野
生株の系統を得たことから、系統間の比較ゲノム解析を行い、アノテーション解析の結果、



高反応性の系統に特異的に存在する推定センサーをコードする遺伝子を複数見出した。こ
れらの遺伝子がシグナル認識に関わる分子をコードする可能性を考慮し、引き続き解析を
進める。 
 
（３）（２）にて作出した欠損変異株を用い、系統間の比較トランスクリプトーム解析を遂
行した。その結果、高反応性の系統では、合成酵素遺伝子欠損変異株の RNA Seq のプロフ
ァイルにおいて、上述の Gac/Rsm のシグナル伝達系の制御下にあるとされる遺伝子群の発
現が一律、低下することが明らかとなった。 
 
（４）（１）にて特定した亢進シグ
ナル A を用い、植物保護細菌とと
もに病害土壌（卵菌類 Pythium 
ultimum を病原菌とする）に処理
し、キュウリ幼苗に対する植物保
護効果を評価した。評価は、植物
重量（fresh weight）による比較に
て行った。その結果、亢進シグナ
ル A との共存により植物保護細
菌の保護効果が高まることが明
らかとなった（図１）。 
亢進シグナル A 単独処理では

植物保護効果はみられないこと
から、当該物質が細菌の機能向上
に寄与することが裏付けられた。
なお、これとは別に化合物 X が細
菌の機能低下に関与することも明らかとなった（図１）。 
 
（５）亢進シグナル A について、植物保護細菌の効果を高めることが明らかになったこと
から、亢進シグナル A が作用する細菌側の遺伝子の特定を試みた。RNA Seq による比較解
析の結果、水処理区と比較し亢進シグナル A の処理区では、病原菌の生育抑制に寄与する
菌体外酵素の合成遺伝子クラスターの発現が亢進していた。この菌体外酵素は、上述の
Gac/Rsm 制御系の制御下にあることは既知であったが、その亢進シグナルについては今回
新たに明らかとなった。今後、当該遺伝子のプロモーター領域のクローニングを行い、亢進
シグナル A に対するプロモーター活性を解析する。 
 
（６）亢進シグナル A によるバイオフィルム形成能と浮遊細胞の割合を調べたところ、濃
度依存的にバイオフィルム形成能が高まることが明らかとなった。バイオフィルム形成能
はクリスタルバイオレット染色法にて評価した。化合物 X についても同様の解析を行った
ところ、こうした効果はみられなかった。以上のことから、亢進シグナル A による植物保
護細菌の機能向上のメカニズムの一端が明らかとなった。 
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