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研究成果の概要（和文）：Mitsuaria sp. TWR114とRalstonia sp. TCR112を混合処理したトマト苗では、硝酸輸
送に関わる遺伝子の発現が特徴的に誘導された。さらに、導管液中の硝酸濃度が著しく低下した。しかし、混合
処理トマトの導管液中では青枯病菌の増殖は抑制されなかったことから、硝酸濃度の低下と青枯病菌排除現象と
の関連性は見いだせなかった。一方、ゲノム解析から、両細菌株とも青枯病菌と類似のエフェクターをコードす
る遺伝子や各種抗菌物質の生合成遺伝子を保有していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In tomato seedlings treated with a mixture of Mitsuaria sp. TWR114 and 
Ralstonia sp. TCR112, expression of genes related to nitrate transportation was characteristically 
induced. Furthermore, the nitrate concentration in xylem sap of the mixed-treated tomatoes was 
significantly reduced compared to the control tomatoes. However, since the growth of bacterial wilt 
pathogen in the xylem sap of the mixed-treated tomatoes was similar with that of the control 
tomatoes, we could not find a relationship between the decreased nitrate concentration and the 
bacterial wilt pathogen elimination. On the other hand, genome analysis of TWR114 and TCR112 
revealed that both bacterial strains possess genes encoding effectors similar to those of bacterial 
wilt pathogen and genes for the biosynthesis of various antimicrobial substances.

研究分野：植物病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、拮抗微生物による植物病害防除のメカニズムに関する新しい知見を提供するものであり、植物
病理学的に重要である。また、本研究では、天然単糖であるアラビノースを植物根に処理すると青枯病が抑制さ
れることを副次的に発見したが、この成果は低環境負荷型の新規病害防除剤の開発に繋がる可能性があり、社会
的意義は大きい。

※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 
 土壌伝染性の Ralstonia solanacearum種複合体による青枯病は、ナス科野菜に深刻な被害をも
たらす難防除の重要病害である。研究代表者らは、青枯病に対する新規バイオコントロール法の
開発を目的に拮抗細菌の探索を行い、トマト青枯病の発生を顕著に抑制する根圏細菌 Mitsuaria 
sp. TWR114株および Ralstonia sp. TCR112株を発見することに成功した。さらに、これら 2菌株
の細菌を混合すると相乗効果が生まれ、1回の潅注処理で少なくとも 1ヶ月以上は発病を抑制で
きることも発見した。根圏土壌中の青枯病菌密度を測定したところ、TWR114株と TCR112株の
単独処理区と混合処理区の間で差が認められなかったため、根への感染抑制が相乗効果の原因
ではないと推定された。一方で、茎内の青枯病菌密度を調べた結果、単独処理区では接種から日
数が経過するに伴い徐々に上昇するのに対して、混合処理区では一旦上昇するものの数週間以
内には検出限界以下にまで低下することが明らかとなった。このことから、トマト茎内からの青
枯病菌の排除が TWR114 株と TCR112 株の混合処理による相乗的青枯病防除効果の原因である
と考えられた。拮抗細菌やその他の資材の処理で青枯病菌が植物体内から排除されるという現
象はこれまで報告された例がないことから、その機構解明は植物病理学的に極めて意義あるも
のと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終的な目標は、2種の根圏細菌（TWR114株と TCR112株）を根に混合処理することで、
植物の地上部から青枯病菌が排除される仕組みを分子レベルで解明し、植物の潜在的な青枯病抵抗
性の理解につながる知見を得ることである。そのため、本研究課題では、TWR114 株と TCR112 株を混
合処理した植物体内における青枯病菌の動態や遺伝子発現変動を詳細に解析するなどして、青枯病
菌排除に関与する防御応答の特徴を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）植物体内における青枯病菌の挙動解析 
① 根圏細菌 2 株を単独／混合処理したトマト苗と抵抗性誘導作用をもつ L-ヒスチジンを処理
したトマト苗に青枯病菌を潅注接種した後、経日的にサンプリングを行い、茎内の青枯病菌
密度を測定した。 

② 蛍光性タンパク質遺伝子を導入した根圏細菌および青枯病菌を作成し、植物体内での挙動
を共焦点レーザー顕微鏡で解析する。 

 
（２）RNA-seqによる比較トランスクリプトーム解析 
根圏細菌 2 株を単独／混合処理したトマト苗と抵抗性誘導作用をもつ L-ヒスチジンを処理
したトマト苗に青枯病菌を潅注接種した後、経日的にサンプリングを行い、茎内での遺伝子
発現を RNA-seqにより解析した。 

 
（３）導管液中の硝酸濃度測定 
根圏細菌 2 株を単独処理および混合処理したトマト苗から導管液を回収し、イオンクロマ
トグラフを用いて硝酸濃度を測定した。 

 
（４）導管液中での青枯病菌の増殖の比較 
根圏細菌 2 株の単独／混合処理トマト苗から回収した導管液に青枯病菌を接種し、好気条
件および嫌気条件で培養した。培養後、プレートリーダーを用いて青枯病菌の細胞密度を測
定した。 

 
（５）根圏細菌のゲノム解析 

TWR114株と TCR112株からゲノム DNAを抽出し、Ion PGMシークエンサーを用いてゲノ
ム解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）植物体内における青枯病菌の挙動解析 
根圏細菌を混合処理したトマト苗の茎内では、青枯病菌接種 9～11 日に菌密度が急激に低下し、検
出限界以下にまで低下することが明らかとなった。一方、根圏細菌の単独処理区および抵抗性誘導剤
である L-ヒスチジンを処理したトマトでは菌密度が徐々に上昇し、やがてトマト苗が枯死した。 
 
（２）RNA-seqによる比較トランスクリプトーム解析 
青枯病菌接種 10日後に茎組織を採取して RNA-seqをおこない、PCA解析に供与した。その結
果、第一主成分として病勢進展に伴う応答、第二主成分として細菌（病原菌または根圏細菌）の
感染に伴う応答を検出することができた（図 1）。さらに RNA シーケンスデータを詳細に解析



し、青枯病排除現象に関わると予想される遺伝子の洗い出しを行ったところ、混合接種区では
200以上の遺伝子が無処理区よりも発現量が増加しており、うち 148遺伝子が拮抗細菌の単独接
種区および L-ヒスチジン処理区では発現変動の見られない遺伝子であることが明らかとなった。
それらの遺伝子の大半がペプチドや硝酸の輸送に関わる遺伝子であった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ RNA-seqデータの PCA解析結果 

 
（３）導管液中の硝酸濃度測定 
無処理対照区のトマト苗に比べて、根圏細菌の単独処理区ではいずれも導管液中の硝酸イオン濃
度が上昇していた（図２）。一方で、根圏細菌の混合処理区では対照区と単独処理区よりも有意に硝酸
イオン濃度が低下していた。 
 

 
 
（４）導管液中での青枯病菌の増殖の比較 
 無処理区、根圏細菌の単独および混合処理区のトマト苗から回収した導管液内での青枯病菌
の増殖を比較したが、好気条件および嫌気条件のいずれにおいても処理区間で差は認められな
かった。 
 
（５）根圏細菌のゲノム解析 
 ゲノム解析の結果、TWR114株と TCR112株のどちらも新種の細菌であることが判明した。ま
た、両細菌株とも病害抑制効果に関与すると推定される複数の抗菌性タンパク質や抗生物質、シ
デロフォアなどの生合成遺伝子を保有している他、青枯病菌がもつエフェクター遺伝子と相同
性の高い遺伝子を 2つずつ保有していることが明らかとなった。 
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