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研究成果の概要（和文）：Rhodococcus fascians感染による病症原因であるFAS遺伝子群が作り出す新奇サイト
カイニン（CK）様分子の構造と作用機作の解明を目指して研究を進めた。その結果、FAS2，FAS3, FAS5によるプ
レニル側鎖への修飾と、それに続くFAS1反応により合成されることを明らかにした。さらに新奇CK様分子候補２
種（NC）について解析を行った結果、NCは植物由来CKに比べCK応答遺伝子の誘導効果は低く、受容体に対する親
和性も低いものの、グリーンカルス誘導活性は高いこと、そして少なくともその作用の一部はAHK4を介して作用
することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have studied the structure and mode of action of novel cytokinin (CK)
-like molecules produced by the FAS gene cluster, which is the cause of a leafy gall formation 
caused by infection with Rhodococcus fascians, a phytopathogen. We found that CK-like molecules are 
synthesized by modification of the prenyl side chains by some FAS enzymes, followed by the FAS1 
reaction. Furthermore, analysis of two novel CK-like molecules (NCs) revealed that NCs are less 
effective than plant-derived CKs in induction of CK-responsive genes and have lower affinity for 
their receptors, but have higher green callus-inducing activity, and that at least part of their 
action is mediated by AHK. 

研究分野： 植物生化学

キーワード： サイトカイニン　植物病原菌　leafy gall　Rhodococcus fascians

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、植物成長調節において重要な役割を果たすサイトカイニンの、側鎖構造の多様性による「質
的」な作用調節の一端を解明するものである。また、この物質の作用機構の解明はFASオペロンを持つ病原菌の
感染被害の抑制法開発につながることから、農学へのインパクトも高い。

※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 
植物ホルモンの 1 つであるサイトカイニンの作用は、濃度変化による「量的」な調節と側鎖構

造の多様性による「質的」な調節により、その強さと制御形質が規定される。土壌放線菌である

Rhodococcus fascians は植物に感染すると leafy gall と呼ばれる奇形腫瘍形成や帯化を起こす。

この病原菌感染による病症発生の原因は FAS オペロン(FAS1 – FAS6 にコードされる一連の酵

素遺伝子)であることが明らかにされているが、この遺伝子群により作り出される化合物の構造

とその機能についてはほとんどわかっていなかった。研究代表者のグループは FAS オペロン近

傍の MT1, MT2 遺伝子も関与することで複雑な側鎖修飾鎖を持つ新奇サイトカイニン様分子を

合成する傍証を得たが[1]、その分子構造と機能については未解明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、R. fascians が産生する新奇構造のサイトカイニン様分子の構造とその生合成経路

を明らかにし、この分子の機能を解明することで、植物病原菌が作り出す高度に修飾されたサイ

トカイニン様分子の作用機作とその生理的役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)植物病原菌 R. fascians の FAS 遺伝子クラスター（FAS オペロン及び MT1, MT2）が作り出す新

奇サイトカイニン様分子（Novel Cytokinin, NC）の構造とその生合成経路の解明 
FAS 遺伝子クラスター（FAS1 – FAS6, MT1, MT2）の大腸菌発現系を利用し、その培養上清

に含まれるサイトカイニン様分子群の質量分析を行った。遺伝子クラスターの様々な組合せの

発現系を作ることで各遺伝子の役割を推察した。

質量分析については研究分担者の小嶋が高分解

能 LC-MS を用いたフラグメント解析などで NC
化合物の性状について基礎的な情報を収集した。

また、精製タグ（His-tag）を付加した各 FAS 酵

素タンパク質を大腸菌で大量発現・精製し、in 
vitro で反応性を検証した。反応生成物を大量調

製し、研究分担者の西川が NMR 分析することで

NC の構造を決定した。 
(2)新奇サイトカイニン様分子の宿主植物体内での作用機作 

構造決定された NC について研究分担者の西川が有機合成を行い、その物質を用いてサイト

カイニン活性の検定を行った。シロイヌナズナへの投与によるマーカー遺伝子（Type-A ARR）

の発現誘導解析や出芽酵母を用いたアッセイ系など、複数の評価系を用いて既知のサイトカイ

ニンとの活性の強さなどを比較した。また、NC で処理した時のトランスクリプトーム変化を

RNAseq により解析することで NC の作用について知見を得た。 
 
４．研究成果 
(1)植物病原菌 R. fascians の FAS 遺伝子クラスターが作り出す新奇サイトカイニン様分子の構造とそ

の生合成経路の解明 
大腸菌内で FAS1~6およびMT1, MT2 を様々な組合せで発現させ、その培養上清中に検出さ

れるサイトカイニン様化合物ピークを詳細に解析した結果、FAS2, FAS3, FAS5 の３つの酵素に

R. fascians のFASオペロン周辺の遺伝⼦配置と推定機能
機能が確定しているのはFAS4, MT1, MT2のみ。
FAS遺伝⼦への変異導⼊は病原性を著しく低下させる。
（Joshi & Loria MPMI 2007の図を改変）

FAS1 cytochrome P450 monooxygenase
FAS2 ferredoxin/Pyruvate decarboxylase α subunit
FAS3 pyruvate decarboxylase β subunit
FAS4 isopentenyltransferase (IPT)
FAS5 cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX)
FAS6 LONELY GUY (LOG)
MT1 methyltransferase 
MT2 methyltransferase 
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よりプレニル側鎖にアセチル基が付加されることが明らかになった。さらに in vitro での酵素に

よる反応生成物（NC273）と有機合成化合物の NMR 分析での一致から構造を特定した。 
上述の大腸菌での発現系による産物の解析では、FAS 遺伝子クラスターすべてを発現させた

ものと FAS1 遺伝子を除いたものとの間に検出ピークに違いを見出せなかったが、ヘテロ発現

系であることから FAS1 の機能が大腸菌発現系では十分に発揮されていないと考え、in vitro の

系を用いることで FAS1（CYP450）の機能同定を進めた。 
In vitro で基質化合物 NC273 と組換え FAS1 酵素タンパク質を反応させ、生成物の検出を行

なったところ、NC289R と命名した化合物が検出された。そこでこの物質を酵素的に大量調製

し、NMR 分析により構造の推定を行なった。そして有機合成によりこの物質を合成し、NMR
分析により構造同一性を確認した。さらに R. fascians を感染させたタバコからも NC273およ

びNC289R が検出されたことから、NC273およびNC289R が R. fascians が作り出す新奇サイ

トカイニン様分子であると結論づけた。ただし、R. fascians を感染させたタバコから検出され

た NC289R の蓄積量が中間代謝物である NC273 よりも少量であったことから、in vitro での反

応生成物をさらに詳細に解析した結果、NC289R は最終産物である可能性は低く、FAS1 は複

数反応を触媒することで m/z 304 の化合物を生成する可能性が高いことが明らかとなった。In 
vitro での NC303 の大量調製を試

みたが、反応のスケールアップ効

率が上がらず NMR 解析に十分な

量を確保することはできなかっ

た。ただし Orbitrap を用いた精密

質量分析により NC303 の組成式

を予測することができた。 
 

(2)新奇サイトカイニン様分子の宿主植物体内での作用機作 

 FAS 遺伝子クラスターが作り出す新奇サイトカイニン様分子の作用を明らかにするために、

シロイヌナズナを用いてサイトカイニン誘導性マーカー遺伝子（ARR5 など）の発現誘導効果を

調べた。その結果、NC273 は植物内在性のトランスゼアチンに比べ、ARR5 遺伝子発現誘導に

必要な濃度は約十倍高く、NC289R はさらに高かった。さらにサイトカイニン受容体 AHK4 を

発現させた sln1変異出芽酵母を用いたアッセイ法においても、トランスゼアチンに比べNC273, 
NC289R の受容体への親和性は著しく低いことが示唆された。一方でシロイヌナズナの胚軸を

用いたグリーンカルスアッセイにおいては、トランスゼアチンに比べNC273 の方がカルス誘導

およびカルスからのシュート誘導効果が高く、さらに高濃度処理区におけるカルス誘導抑制効

果は低いという興味深い結果が得られた。 
NC273 処理による強いグリーンカルス誘導作用の作用点の情報を得るため、サイトカイニン

受容体の変異株を用いてグリーンカルス誘導実験を行った。その結果、ahk2ahk3 の二重変異体

では野生型に比べ大きな違いは見られなかったものの、ahk4 変異体ではグリーンカルス誘導お

よびカルスからのシュート誘導が著しく阻害された。このことから NC273 は AHK4 を介した

情報伝達経路に作用していることが示唆された。また、NC273 処理によるトランスクリプトー

ム解析を行ったところ、その変動パターンから NC273 は植物体に少なともサイトカイニン作用

を及ぼしていること、細胞壁生合成や細胞分裂関連遺伝子の発現レベルを上昇させることが明

らかになった。 
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以上の結果から、R. fascians は NC273 などの側鎖過修飾のサイトカイニン様分子を合成し、

少なくともその作用の一部は AHK4 を介して leafy gall 形成誘導を引き起こしていることが示

唆された。一方で FAS 遺伝子クラスターが合成する化合物の完全同定には至らなかった。ただ

し、これは FAS1 酵素の特徴的な触媒反応によるものであり、今後最終生成物の構造を明らかに

することで新奇の P450 酵素触媒反応の発見につながることが期待できる。ARR 遺伝子発現誘

導や受容体への親和性が低いにも関わらず、サイトカイニン受容体 AHK4 を介して作用をして

いることから、今後は NC の作用点についてさらに詳細に解析を進めることが必要である。 
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