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研究成果の概要（和文）：青枯病菌の病原力に不可欠なクオラムセンシング (QS) に関わる細胞間情報伝達系の
解明を目的に、まず、QSは、QS依存遺伝子の発現制御を行うLysR型転写制御因子PhcA産生誘導系とPhcA機能化系
で構成されることを明らかにした。QSにより産生が誘導される主要な菌体外多糖EPS Iとラルフラノンを介した
細胞間情報伝達は、PhcAによるQS依存遺伝子の発現制御を正にフィードバック制御に関わった。さらに、QSによ
り産生が誘導される外膜に局在するLecMは、QSシグナルmethyl 3-hydroxymyristateの細胞外での安定性に関わ
り、QSを正にフィードバック制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The LysR-type transcriptional regulator PhcA regulates expression of quorum 
sensing (QS)-dependent genes of Ralstonia solanacearum strain OE1-1 dependently its bacterial 
density. To elucidate extracellular signalling cascade involved in QS, we first showed that the QS 
signalling cascade is composed of the PhcA induction pathway and PhcA activation pathway. 
QS-inducible secondary metabolites ralfuranone and major extracellular polysaccharide EPS I were 
involved in the positive feedback regulation of QS-dependent genes by PhcA. Furthermore, 
QS-inducible lection, LecM, which are localized in the outer membrane, was involved in extracellular
 stability of methyl 3-hydroxymyristate, which was the QS signal, influencing the positive feedback 
regulation of QS activity.

研究分野：植物病理学

キーワード： 青枯病菌　クオラムセンシング　病原力　EPS I　ラルフラノン　LecM　PhcA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
青枯病は、熱帯から亜寒帯の農業生産に甚大な被害をもたらすとともに生物テロへの悪用が懸念される植物細菌
病であり、青枯病防除技術の開発は緊迫した社会課題である。持続性ある防除効果を示す技術の開発のために
は、青枯病菌の病原性を特徴づけるシグナル系の解明は不可欠な研究課題である。本研究の成果から、青枯病防
除の標的シグナル系に資するQSシグナル系とともに、QSのフィードバック制御系、さらには、細胞外におけるQS
シグナルの化学安定性機構を明らかにした。これらの成果は、青枯病菌の病原性機構解明という学術的意義のみ
ならず、農作物の安定生産をもたらす基盤技術開発につながる社会的意義が高いと判断できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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画一的農業の進展に伴
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、世界各地の土壌に
生息する青枯病菌は、ジャガイモ、トマトなどのナス科植物だけでなく、ピーナッツやバナナな
ど世界の食を支える 200 種以上の作物に萎凋症状 (青枯病)を引き起こす。青枯病菌のゲノム進
化速度が速く、高病原性株が世界各地に蔓延し、宿主範囲を拡大し続けている。青枯病による経
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、バイオテロへの悪用も懸念されて
いる。そのため、世界の農業生産において、青枯病に対して持続性ある卓抜した防除効果を示す
技術の開発は緊迫した課題である。ラルフラノンは、青枯病菌のクオラムセンシング (QS)機能
のフィードバック制御に関与することを明らかにした。さらに、トランスクリプトーム解析から、
ラルフラノン以外にも、青枯病菌集団の QS 機能のフィードバック制御に関与する、QS により
産生が誘導される２次代謝物質があることと QS機能のフィードバック制御を失うと、青枯病菌
は病原力を失うことを明らかにした。すなわち、QS機能のフィードバック制御を行い、青枯病
菌細胞集団を寄生性から病原性への機能分化をもたらす、複数のシグナル伝達系がネットワー
クを形成し、青枯病菌の病原性を特徴づけていると判断した。そこで、持続性ある青枯病防除法
の開発のための格好の分子標的である、QS能のフィードバック制御をもたらす青枯病菌細胞間
シグナルネットワークを解明することが必要であると着想した。 

２．研究の目的 
土壌生息グラム陰性細菌である青枯病菌 (Ralstonia solanacearum)は、宿主植物に感染直後に、QS
を起動し、細胞集団が、寄生性から病原性への機能分化を行う。この機能分化には、QSにより
産生が誘導される２次代謝物質を介した細胞間シグナル伝達による細胞集団の QS 機能のフィ
ードバック (フィードバック)制御を必要とする。この細胞間シグナル伝達系は、青枯病菌の病
原性を特徴づけるものであり、持続性ある青枯病防除のための格好の分子標的である。本研究で
は、QS機能のフィードバック制御をもたらす青枯病菌細胞間シグナル伝達系を網羅的に解明し、
そのネットワークを明らかすることを目的とし、以下の研究課題を実施する。 
課題１．QS機能のフィードバック制御に関わる２次代謝物質の同定 
課題２．QS機能のフィードバック制御に関わる２次代謝物質を感知する２成分制御系の同定 

 課題３．２次代謝物質産生系の同定 
課題４．QS機能のフィードバック制御に関わる青枯病菌細胞間シグナル伝達系の解明 
課題５．QS機能のフィードバック制御に関わる青枯病菌細胞間シグナル伝達系ネットワークの

解明 
 
３．研究の方法 
【QS能測定】 
 1/4×M63 培地にて 30 °C で一晩振とう培養した青枯病菌菌株の培養液を用いて、青枯病菌株
のバイオフィルム形成能、EPS I産生能および swimming motilityを計測し、QS能とした。 
 バイオフィルム形成能；PVC microtiter plateの 1ウェルにつき調製菌液 5 µL を加え、さらに、
1/4×M63 培地 95 µL を加え、OD600 が 0.8付近になるまで 30 °Cで静置培養し、OD600を測定し
た。培養液に 10 % クリスタルバイオレット 25 µL を添加し、15 分間染色した。染色後、ウェ
ル内の液を全て吸い取り、130 µLの滅菌水でリンスした。その後、200 µLの滅菌水で 2回リン
スした。100 % エタノール 100 µL を添加し、OD550を測定した。OD550値を OD600値で割った値
をバイオフィルム形成能値とした。 

EPS I産生能; 1.0 × 102 colony forming unit (CFU) / mLの細胞密度となるように、滅菌水で懸濁
した青枯病菌懸濁液 100 µLを 1/4×M63平板培地に塗布し、30°C で 2日間培養した。青枯病菌
菌株の単一コロニーを爪楊枝で 1 つ取り、1.0 × 105 CFU/mL の細菌密度になるように General 
Extract Buffer [0.13 % Na2S03、 2 % Polyvinylpyrrolidone、 0,02 % NaN3、0.2 % Albumin (Bovine, 
Protease Free; pH 5.2)、2 % Tween-20; pH 7.4] に懸濁し、抗-青枯病菌 EPS I抗体 (Agdia Inc.) を
用いて ELISA に供し、OD650を測定した。 
 Swimming motility; OD600=0.005に調製した青枯病菌懸濁液 5 μlを、0.25 % Bacto Agarを含む 1/4 
×M63培地に滴下し、30℃で 48時間培養し、形成されたハローの直径を計測した。 
【２次代謝物質の同定】 
 液体 B培地中で前培養した青枯病菌懸濁液を OD600=1.0に調整し、BG寒天培地（25 mL/plate、
30枚）に 50 µL添加・スプレッドした。30 °Cで 24時間培養後、菌を除かずに寒天ごと細かく
刻み、酢酸エチル 1 Lに 2時間浸漬して抽出を行った。抽出液を回収後、もう一度酢酸エチル 1 
Lで 2時間浸漬抽出し、合計 2 Lの抽出液を得た。抽出液を適量の無水硫酸ナトリウムで 30分



ほど脱水した。ろ過で無水硫酸ナトリウムを除去後、ロータリーエバポレーターで酢酸エチルを
留去した。得られた酢酸エチル抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（10 g、ヘキサン
-酢酸エチル、ステップワイズ溶出）によって画分に分けた。それぞれの画分を GC-MSで分析し
た。画分を確認後、エバポレーターで溶媒を減圧留去し、すぐにアセトニトリル 100 µLに溶解
し。キラル LC-MS分析に供した。 
【RNA-seq法に青枯病菌菌株のトランスクリプトーム解析】 
 1/4×M63 培地で OD600= 0.3 まで培養した青枯病菌菌株菌それぞれの細菌懸濁液から、 High 
Pure RNA Isolation Kitを用いて RNAを抽出した。得られた RNA溶液に、Recombinant DNase I 
Bufferを加え、37℃ で 1時間静置した。フェノール/クロロホルム抽出、クロロホルム抽出およ
びエタノール沈殿を行い、得られた沈殿画分を RNase-Free Waterに溶解し、OD260を測定し、RNA
濃度 (µg/µl) = 0.04×OD260×希釈倍率に従って、RNA 濃度を算出した。RNAサンプルを生物技研 
(Sagamihara, Japan)に委託し、 Quantus Fluorometer (Promega)と Quanti Fluor RNA system (Promega)
を用いて、 濃度測定を行った。そして、riboPool (siTOOLs Biotech)を用いて、細菌由来の rRNA
を除去した。MGI Easy RNA Directional Library Prep Set (MGI Tech Co., Ltd.)を用いてライブラリ
ーを作製した。Fluorometerと dsDNA 915 HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて、作製さ
れたライブラリー溶液の濃度測定を行った。Fragment Analyzer と dsDNA 915 Reagent Assay Kit 
(Advanced Analytical Technologies)を用いて、作製されたライブラリーの品質の確認を行った。作
製したライブラリーとMGI Easy Circularization, Kit (MGI Tech)を用いて環状化DNAを作製した。
DNB SEQ-G400RS High-throughput Sequencing Kit (MGI Tech)を用いてDNBを作製した。DNBSEQ-
G400を用いて 2×100-bpの条件で、作製した DNBをシーケンシング解析した。得られたリード
を Cutadapt v. 1.1 (http://code.google.com/p/ cutadapt/)と Trimmomatic v. 0.32 (http://www.usadellab.org/ 
cms/?page=trimmomatic) を 用 い て ト リ ー ミ ン グ し 、 TopHat program v. 2.0.10 
(http://tophat.cbcb.umd.edu/)を用いて、GMI1000 株のゲノム (AL646052 と AL646053)にマップし
た。一菌株当たり、3 以上の反復区を設けた。RNA-seq データの統計解析は、”R”を用いて行っ
た。少なくとも OE1-1 株でカウント値が水くなくとも 1 反復で 0 になった遺伝子のデータは除
外したデータを calcNormFactors (trimmed mean of M value normalization)を用いて標準化した。発
現量の有意な差を示す遺伝子を抽出するための基準として、q < 0.05かつ|log(FC)| ≥ 2を用いた。
q値 (false discovery rate)は、Benjamini–Hochberg-corrected p値から算出した。階層クラスタリン
グ解析には、遺伝子ごとの相対的 count 値 (counts per million)の標準化平均値を、Cluster v. 3.0 
software を用いた。一菌株当たり少なくとも 3反復の平均値を用いた。ヒートマップは、TreeView
を用いて作成した。 
 
４．研究成果 
 まず、青枯病菌 OE1-1株の QSに関わるシグナル伝達系を、QS能喪失変異株と OE1-1株のト
ランスクリプトームを RNA-seq 法にて解析した (図 1)。OE1-1 株では、未同定の細胞外シグナ
ルを、PhcKタンパク質 (PhcK)と PhcSタンパク質 (PhcS)によるヘテロ型センサーヒスチジンカ
イネース (SK)複合体が感知した結果、QSに依存した遺伝子 (QS依存遺伝子)の発現制御を行う
LysR型転写制御因子 PhcAタンパク質 (PhcA)をコードする phcA遺伝子(phcA) 発現が誘導され
た。さらに、メチルトランスフェラーゼである PhcBタンパク質 (PhcB)により産生し分泌した 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. RNA-seq法によるトランスクリプトーム解析を基にした QS関連遺伝子欠損/変異青枯病
菌菌株における QS依存遺伝子の発現量のヒートマップ 



QSシグナル methyl 3-hydroxymyristate (3OH-MAME)を、細胞内膜に局在する PhcSと VsrAタン
パク質 (VsrA)のヘテロ型 SK複合体が感知し、DNA結合領域を有さないレスポンスレギュレー
ターである PhcRタンパク質 (PhcR) と PhcQタンパク質 (PhcQ)をリン酸化した。そして、リン
酸化された PhcRと PhcQそれぞれが、PhcAの機能化に関わることを明らかにした。すなわち、
OE1-1株の QSは、PhcA産生誘導系と PhcA機能化系から成り立っており、QS依存遺伝子それ
ぞれは、リン酸化 PhcRとリン酸化 PhcQ、リン酸化 PhcRあるいはリン酸化 PhcQにより機能化
された PhcAにより発現制御されると考えられた (図 2)。 
 続いて、PhcK と PhcS によるヘテ
ロ型 SK複合体と、VsrAと PhcSによ
るヘテロ型 SK 複合体の自己リン酸
化部位を特定した。Kinase Phos 2.0
（http://kinasephos2.mbc.nctu.edu.tw/）
により解析した。PhcS、VsrAおよび
PhcKそれぞれの 230番目のアミノ酸
残基、256番目のアミノ酸残基および
205 番目のアミノ酸残基であるヒス
チジンが、自己リン酸化部位であると
推定された。そこで、OE1-1株のこれ
らヒスチジンそれぞれをグルタミン
に置換した変異株 PhcS H230Q、VsrA 
H256Q および PhcK H205Q を作製し
た。VsrA H256Qと PhcK H205Qの QS
依存形質 (EPS I産生能、バイオフィ
ルム形成能および swimming motility)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2. 青枯病菌 OE1-1株の QSシグナル伝達系 

は、OE1-1株と同等であったが、PhcS H230Qの QS依存形質は、phcS/vsrA欠損株、phcS/phcK欠
損株および phcA欠損株と同様に、OE1-1株と比較して、著しく変化した。さらに、これら菌株
のトランスクリプトームを RNA-seq 法にて解析し、QS 依存遺伝子の発現パターンを解析した
ところ、VsrA H256Q と PhcK H205Q では、OE1-1 株と同様のパターンを示し、PhcS H230Q で
は、phcS/vsrA欠損株、phcS/phcK欠損株および phcA欠損株と類似したパターンを示した (図 3)。
すなわち、PhcKと PhcSによるヘテロ型 SK複合体と、VsrAと PhcSによるヘテロ型 SK複合体
においての自己リン酸化アミノ酸残基は、いずれも PhcSの 230番目のヒスチジン残基であると
考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. RNA-seq法によるトランスクリプトーム解析を基にした PhcS H230Q、VsrA H256Qおよ
び PhcK H205Qにおける QS依存遺伝子の発現量のヒートマップ 



 続いて、OE1-1株と phcA欠損株の RNA-seq法によるトランスクリプトーム解析とメタボロー
ム解析により、QSにより、ラルフラノン化合物とともに、主要な菌体外多糖 EPS I、ラルスタニ
ンおよびアシルホモセリンラクトンである N-octanoyl-L-homoserine lactone (C8-HSL)の産生が誘
導され、それぞれの産生に関わる ralA 遺伝子 (ralA)と ralD 遺伝子、epsB 遺伝子 (epsB)を含む
epsオペロン、rmy遺伝子 (rmyA)と rysB遺伝子および solI遺伝子 (solI)の発現が、QSにより誘 
導されることを明らかにした。さらに、OE1-1
株の植物への固着に関わる外膜に局在する糖
結合たんぱく質 LecMの産生が QSにより誘導
されること明らかにした。rmyA 欠損株は、
Fusarium 属糸状菌の厚膜胞子への感染能を喪
失するが、QS依存形質 (EPS I産生能、バイオ
フィルム形成能および swimming motility)に変
化はなかった。一方、epsB欠損と lecM遺伝子 
(lecM)変異は、ralA欠損と phcA欠損と同様に、
QS依存形質の有意な変化をもたらした (図4)。
solI 欠損は、QS 依存形質の変化をもたらした
が、ralA欠損と phcA欠損に比べると、その変
化の程度は低かった。すなわち、QS により産
生が誘導される EPS I、LecM および C8-HSL
は、QS のフィードバック制御に関わると考え
られた。しかし、SolIタンパク質によって合成
される C8-HSL を添加した∆solI の QS 依存形
質を解析したところ、∆solI のバイオフィルム
形成能と EPS I産生能にC8-HSL の添加による
回復は認められなかった。さらに、トランスク
リプトーム解析から、ralA欠損株、lecM変異株
および epsB 欠損株における QS 依存遺伝子の
発現パターンが、phcA 欠損株と類似していた 
(図 5)。しかし、solI欠損株での QS依存遺伝子
の発現パターンは OE1-1株と類似しており、一
部の遺伝子発現が OE1-1 株と異なった。さら
に、C8-HSLを添加した∆solIでの QS依存遺伝
子の発現パターンは、OE1-1株と solI欠損株と
大きく異なった。これらの結果から、EPS Iと 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 青枯病菌菌株の QS依存形質 

ラルフランフラノンは、青枯病菌の QSのフィードバック制御に関わる細胞間情報伝達シグナル
であることが明らかになった。さらに、細胞外に分泌された 2次代謝産物のメタボローム解析か
ら、LecMは 3-OH MAMEの細胞外での物質安定性に関わることで、QSのフィードバック制御
に関わることを明らかにした。一方、C8-HSLは細胞間情報伝達シグナルではなく、細胞内情報
伝達シグナルとして機能していると推察された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. RNA-seq法によるトランスクリプトーム解析を基にした epsB欠損株、ralA欠損株、lecM
変異株および solI欠損株における QS依存遺伝子の発現量のヒートマップ 
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