
名古屋大学・生命農学研究科・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

挑戦的研究（萌芽）

2020～2018

サツマイモ栽培種に保存されるT-DNA領域の進化的意義の解明

Analysis of evolutionary significance of T-DNA region conserved in cultivated 
species of sweetpotatoes for their evolution

９０４６４１４８研究者番号：

竹本　愛子（田中愛子）（Takemoto (Tanaka), Aiko）

研究期間：

１８Ｋ１９２０９

年 月 日現在  ３   ６   ９

円     4,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、 サツマイモの持つIbACSによる生合成産物がサツマイモの微生物環境に
与える影響を明らかにすることを目指す。
IbACS遺伝子を高発現させたタバコを作出し、NMR解析を実施したところ、IbACS生合成産物がアグロシノピンAで
あることが示された。IbACS発現タバコのメタトランスクリプトーム解析によって、IbACS発現タバコで特異的に
検出される新種の細菌から、高発現する新規糖トランスポーターを見出した。さらに、この細菌はアグロシノピ
ンA を資化した。また、サツマイモ品種花らんまんのIbACS遺伝子変異体を作出したところ、野生型個体と比較
し、新鮮重の顕著な低下が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aim to clarify the effect of the product synthesized by 
IbACS on the microbial comunity of sweet potatoes.
Tobacco with high expression of the IbACS gene was produced and subjected to NMR analysis, and it 
was shown that the IbACS product was agrocinopine A. In metatranscriptome analysis of 
IbACS-expressing tobacco, we found a novel sugar transporter with high expression from a new species
 of bacterium specifically detected in IbACS-expressing tobacco. In addition, this bacterium can 
degrade agrocinopine A. In addition, IbACS mutants of the sweet potato cultiver Hanaranman were 
produced and their fresh weights were significantly decreased compared to the wild-type plnats.

研究分野： 農学

キーワード： 共生　微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
サツマイモは救荒作物として広く利用され、様々な栽培環境（土壌中の微生物相）に高い適応能力を持ってい
る。本研究課題は、サツマイモが進化の過程で獲得した微生物との密接な相互作用の総合的な理解を目指すもの
である。本研究で見出される有用微生物を活かした応用研究へつながれば、将来的に作物生産現場へ貢献する研
究となると期待され、農業生産の持続的な発展に繋がるものと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
サツマイモ栽培種ゲノムにアグロバクテリウム由来の T-DNAが保存されている
ことが報告された(Kyndt et al., PNAS, 2015)。サツマイモ栽培種は中南米を起源
とし、50 万年前に野生種から分岐し、栽培化が進んだとされる。したがって、
作物として世界に伝播する以前にサツマイモ祖先が病原性アグロバクテリウム

の感染を受け、その過程で組込まれた T-DNAが失われることなく栽培種ゲノム
に維持されたと推定された。その高い保存性から、サツマイモ野生種の進化、さ

らに栽培種の育種の過程で、これら遺伝子がサツマイモに何らかの有益な形質

を付与していると推定された。しかしながら、この T-DNAに含まれる遺伝子群
のサツマイモ栽培種における機能は全くわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 
サツマイモ栽培種において保存される T-DNA配列には、特定の微生物によって
分解・資化される糖類化合物アグロシノピン生合成遺伝子(Agrocinopine synthase; 
IbACS)が含まれている。本研究では、IbACSによって合成される物質を明らかに
すること、さらに、その生合成産物の根圏微生物相への影響を明らかにすること

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（1） サツマイモACS相同遺伝子(IbACS)によるアグロシノピン合成の検証  
① タバコ葉におけるアグロシノピン生産 

IbACS遺伝子恒常発現ベクターをタバコ葉に形質転換し、IbACSによる生合成産
物を蓄積した形質転換体を作出した。得られた形質転換体葉を凍結後、遠心によ

って糖類を含むと考えられる上精を回収し、抽出液とした。コントロールとして、

アグロバクテリウム MAFF301001 株をトマト苗に接種し、形成された癌腫を
70%エタノールに一晩置き抽出したのち、５０度でインキュベートし、アルコー
ル分を蒸発させ、抽出液とした。 
② アグロシノピンの検出 
各抽出液をろ紙電気泳動により分画し、硝酸銀染色により、糖類を検出した。ろ

紙電気泳動により検出された物質をさらに質量分析、NMR法によって同定した。 
 
③ アグロシノピンのバイオアッセイ 
ろ紙電気泳動により検出された物質を粗抽出

後、アグロシン 84を用いたバイオアッセイを
行った。 
 
（2） サツマイモACS相同遺伝子(IbACS)発

現タバコにおける微生物相への影響 
IbACS 高発現タバコにおける根圈微生物への
影響を調査するため、コントロールタバコと

IbACS高発現タバコを５週間栽培し、根組織か
ら、RNA を抽出した。ライブラリを作成し、
次世代シーケンサーを用いメタトランスクリ

図 1. 高圧ろ紙電気泳動によるアグロ
シノピンの検出. 
EV: コントロールタバコ葉 . IbACS: 
IbACS 発現タバコ葉. 矢印がアグロシ
ノピンと考えられるスポット.  



 

 

プトーム解析を行った。得られた配列を比較し、IbACS高発現タバコにおいて顕
著に増加する微生物由来の配列を特定した。 
 
４．研究成果 
 
（1） サツマイモACS相同遺伝子(IbACS)によるアグロシノピン合成の検証 
IbACS 高発現タバコ葉抽出液およびトマ
ト癌腫抽出液を用いて、ろ紙電気泳動を行

い、糖を分画・検出した。その結果、IbACS
高発現タバコ葉抽出液にトマト癌腫抽出

液と一致する位置にスポットが検出され

た（図１）。さらにこの物質を粗抽出し、

Orbirtap LC-MS を用いた質量分析の結
果、この物質の質量はアグロシノピン Aと
一致した（図２）。さらに、粗抽出サンプル

をアグロシン 84 を用いたバイオアッセイ
に供試したところ、アグロシノピンの存在

下にアグロシン 84 を同時に取り込むこと
によりできるアグロバクテリウム菌株の

生育阻害が確認され、タバコ葉サンプルに

含まれる物質がアグロシノピンである可

能性が強く支持された。また、タバコ葉サンプルをさらにカラムを用いて精製し、

NMR 分析を実施したところ、IbACSの高発現によりタバコ葉で生産された物質
はアグロシノピン Aであることが明らかとなった。 
 
（2） サツマイモACS相同遺伝子(IbACS)発現タバコにおける微生物相への影

響 

IbACS 高発現タバコにおける根
圈微生物への影響を調査するた

め、根におけるメタトランスクリ

プトーム解析を行った。その結

果、IbACS高発現タバコで特異的
に検出されるグラム陽性細菌

Leifsonia sp.を検出した（図３）。
さらに、このグラム陽性細菌にお

いて高発現する糖トランスポー

ターを新たに発見した。この細菌

のゲノム解析を実施し、既知の

Leifsonia 属菌のゲノム と比較
したところ、最も高いものでANI
値は 87.1 であったことから、この菌株は、新種の Leifsonia 属菌であると考え
られた。 
さらに、IbACS（遺伝子のサツマイモにおける機能を明らかにするため、IbACS
遺伝子を破壊した変異体を CRISPR/CAS9システムを用い作出した。３ヶ月栽培
したサツマイモ品種の野生型と IbACS 変異体の表現形質を調査したところ、地
上部、地下部ともに IbACS 変異体の生長が顕著に抑制されていた。このことか
ら、IbACS より生産される物質がサツマイモの健全な生育に不可欠であると考
えられた。 

図２. 質量分析によるアグロシノピン
の検出. 
EV: コ ン ト ロ ー ル タ バ コ 葉 . 
ACS:IbACS 発現タバコ葉. 矢印がア
グロシノピンと考えられるピーク.  

図３. IbACS高発現タバコにおけるメタトランスクリ

プトーム解析. 
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