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研究成果の概要（和文）：ナス科作物に甚大な被害を及ぼす青枯病の原因細菌 Ralstonia 
solanacearum は、III 型分泌系を用いて宿主植物の細胞内に病原性因子（エフェクター）を注入

して感染を成立させる。本研究では、青枯病菌が約７０種類ものエフェクターを有しているこ

とを世界で初めて明らかにした。エフェクターを発現する形質転換植物並びに酵母を用いてエ

フェクター機能を詳細に調べた結果、真核細胞の小胞輸送系を阻害すると考えられるエフェク

ターを複数見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Ralstonia solanacearum, the causal agent of bacterial wilt on solanaceous 
plants, injects virulence effector proteins into host plant cells via a type III secretion system to cause 
disease. In this study, we found that R. solanacearum possesses over 70 type III effectors. We 
constructed a series of recombinant plants and yeasts that express individual effector protein and 
identified effector proteins that show an ability to suppress vesicular trafficking in eukaryote cells. 
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１．研究開始当初の背景 
動物および植物に病気を引き起こすグラ

ム陰性病原細菌の多くで、III 型分泌系は感染

に必須な役割を果たしている。III 型分泌装置

から宿主細胞内に注入されるエフェクター

は、特定の細胞機能を不活性化することで植

物が本来発揮するべき病害応答反応を撹乱

すると考えられている。病原細菌は感染時に

複数のエフェクターをセットで宿主細胞に

注入して防御応答を抑制し、最終的に自身が

増殖できる環境を作り出していると推察さ

れていた。 
 申請者が材料とする R. solanacearum は、ナ

ス科作物の生産に最も大きな被害を及ぼす

細菌病の一つ、青枯病の原因細菌である。本

菌は植物の根や傷口から進入すると、道管内

で増殖しながら全身に広がり、粘液性の多糖

類を大量に分泌して植物の水分通道を阻害

し、植物を枯死させる。R. solanacearum の III
型分泌装置（Hrp）欠損変異株は植物内での

増殖能力を完全に失い、病原性が無くなる。

このことから、本菌も宿主細胞にエフェクタ
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ーを注入して植物内増殖を可能にする戦略

をとっていることは明白であった。これらの

知見から、R. solanacearum の植物内増殖機構

を理解するためには本菌の全エフェクター

の同定と各エフェクターの植物細胞内機能

の解明が必須の課題となっていた。 
 当時の研究状況は、フランスとアメリカの

研究グループが宿主域の異なる２つの青枯

病菌（GMI1000 株と UW551 株）のゲノム配

列を決定したところであり、ゲノム情報を利

用したエフェクターの網羅が世界的に競わ

れていた。一方、申請者は R. solanacearum の
エフェクター遺伝子の発現制御機構に着目

し、独自のスクリーニング系から約３０の推

定エフェクター遺伝子（hpx）を単離して解析

していた。これら推定エフェクターの分泌解

析と植物細胞内移行解析、さらにゲノム情報

からのスクリーニングで４４種を特定して

いたが、さらに多くのエフェクターの存在が

予想されていた。 
 
２．研究の目的 
 R. solanacearum の III 型分泌系を介した植

物内増殖機構を明らかにするために、以下の

３つを研究の目的とした。 
 
（１）日本産 R. solanacearum RS1000 株にお

けるエフェクターの網羅的同定 
 ゲノム配列が報告された GMI1000 株は日

本産の R. solanacearum RS1000 株と同じレー

スに属するが、原産地は南米であり、ゲノム

配列もよく似てはいるものの異なる部分も

多数存在する。また、当時はエフェクターに

関する情報が少なく、ゲノム配列情報からの

in syrico 検索ではエフェクターをすべて拾い

上げることは不可能と考えられた。このため、

エフェクター遺伝子のみを選択的に単離で

きる機能的スクリーニング法を開発し、日本

産 R. solanacearum でエフェクター網羅を目

指した。エフェクターの中には同一の機能を

持つものが複数存在することも予想され、後

の機能解析のためにも完全網羅は第一に解

決すべき課題と考えた。 
 
（２）エフェクターを発現する形質転換植物

並びに酵母シリーズの作出 
 エフェクターがどのように植物細胞に作

用するかを調べるために、エフェクターを発

現する形質転換植物を作出することとした。

解析を迅速に行うために真核細胞モデルと

して酵母の利用も考えた。 
 
（３）真核細胞の小胞輸送系を阻害するエフ

ェクターの同定と機能解析 
 植物の防御応答反応において小胞輸送は、

カロースや抗菌性物質の細胞外分泌、液胞へ

の塩基性 PR タンパク質の蓄積など、抵抗反

応の最下流で必要とされるばかりでなく、

PAMPs （ pathogen-associated molecular 
patterns）レセプターのエンドサイトーシスな

ど、シグナル伝達の最上流においても重要な

役割を担う。形質転換植物並びに酵母シリー

ズを用いて小胞輸送阻害エフェクターを同

定し、詳細な機能解析を行うことで、エフェ

クターによる抵抗反応抑制機構の一端の解

明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）機能的スクリーニングによるエフェク

ター遺伝子の網羅的同定 
 R. solanacearumエフェクターの最も重要な

性質は「III 型分泌系を介して植物細胞内に注

入される」ことである。III 型分泌シグナルは

エフェクターの N末端側の約 100アミノ酸内

に存在することが知られている。そこで、III
型分泌シグナルを特異的に検出するスクリ

ーニング系を構築し、エフェクター遺伝子の

大規模スクリーニングを行った。 

 

（２）エフェクターを発現する形質転換植物

並びに酵母シリーズの作出 
 同定したエフェクター遺伝子をカセット

化し、植物並びに酵母ベクターに組み込んで

形質転換体をそれぞれ作出した。目的に応じ

て使い分けるために、構成的プロモーターと

誘導性プロモーターの２種類を用いた。 

 

（３）真核細胞の小胞輸送系を阻害するエフ

ェクターの同定と機能解析 
 最初に、酵母において、液胞への選択的小

胞輸送を阻害する活性を有するエフェクタ

ーを探索した。次に、小胞輸送阻害エフェク

ターを発現する植物の表現型を調べた。また、

R. solanacearumの病原性における役割を調べ

るために、同定された一群の小胞輸送阻害エ

フェクター遺伝子をすべて欠く遺伝子重複

破壊株を作出し、野生株と病原性を比較した。 

 

４．研究成果 

（１）日本産 R. solanacearum RS1000 株にお

けるエフェクターの網羅的同定 
 トランスポゾン mini-Tn5 に開始コドンを

欠いた cyaレポーター遺伝子を組み込み、III
型分泌シグナル検出トランスポゾンを構築

した。このトランスポゾンがエフェクター遺

伝子内に転移し、III 型分泌シグナルの下流に



Cya レポーターが in frame で融合したときに

のみ、Cya は植物細胞内に移行する。この時、

作出した Tn 挿入株の接種葉では cAMP レベ

ルの著しい上昇が観察される（Cya レポータ

ーの活性による）。約１０万の Tn 挿入株をス

クリーニングし、３００の移行陽性株を単離

した。Tn が挿入された遺伝子領域の解析から

エフェクターをコードすると考えられる遺

伝子を特定し、産物が III 型分泌系に依存し

て植物細胞内に注入されることを確認した。  
最終的に、これまでの解析から見出してい

た４４種のエフェクターに加え、２８種類の

エフェクターを今回、新規に見出すことに成

功した。Tn の挿入状況から見て、ほぼ全ての

エフェクターを網羅できたと判断される。こ

の結果を取りまとめ、R. solanacearum は総数

で７２種類のエフェクターを有することを

世界で初めて報告した。この数は III 型エフ

ェクターを有する動植物病原細菌の中で最

多である。本菌は、広範な宿主域とそれが変

化しやすいことが大きな特徴として挙げら

れ、これが効果的な抵抗性育種を阻む大きな

要因となっているが、エフェクター数の多さ

がその原因の一つとなっている可能性があ

る。 

 

（２）エフェクターを発現する形質転換植物

並びに酵母シリーズの作出 
 同定した R. solanacearum の III 型エフター

（総数７２種）全てについて遺伝子カセット

を 作 出 し た 。 開 始 コ ド ン の 前 に XbaI 
(5’-TCTAGA-3’)、終止コドンの後に SpeI  
(5’-ACTAGT-3’)を付加したプライマーセット

で 各 エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 を 増 幅 し 、

XbaI-ORF-SpeI の遺伝子カセットを作成した。

XbaI と SpeI でエフェクター遺伝子（ORF）を

切り出すことができる。この遺伝子カセット

を利用して植物並びに酵母でのエフェクタ

ー発現プラスミドを構築した。それぞれ、構

成的に発現するプロモーター（植物では

CaMV 35S プロモーター、酵母では TPI プロ

モーター）と誘導的に発現するプロモーター

（植物では DEX 誘導性プロモーター、酵母

では GAL1 プロモーター）を用いて一連のプ

ラスミドシリーズを構築した。 
 酵母形質転換体の作出の過程で、酵母に形

質転換できないエフェクター発現プラスミ

ドを見出した。誘導発現プラスミドで確認し

たところ、酵母細胞の生育に阻害効果を示す

９つのエフェクターを見出した。そのうち１

つは強力な生育阻害活性を持っていた。 

 形質転換植物ラインは約半数の整備を終

了し、残り半数の整備を進めている段階であ

るが、植物の生育に阻害効果を示すエフェク

ターが既に１０種類以上見出されており、興

味深い。酵母に対して致死効果を示すエフェ

クターは植物に対しても同様の活性を示す

ことが明らかになった。植物病原細菌におけ

る III 型エフェクタートキシンと考えられる。 
 

（３）真核細胞の小胞輸送系を阻害するエフ

ェクターの同定と機能解析 
R. solanacearumの全エフェクター遺伝子を

構成的プロモーターを用いて酵母細胞内で

発現させた。酵母構成的発現系を用いた解析

から、酵母細胞の液胞への選択的小胞輸送を

強力に阻害する活性を持つエフェクターを

８種類同定した。これらの中には、 R. 
solanacearum で大きな遺伝子ファミリーを構

成しているエフェクターが含まれており、フ

ァミリーメンバーすべてが同じ活性を有し

ていることが明らかになった。類似エフェク

ターは Xanthomonas 属細菌にも分布しており、

大変興味深い。 
植物細胞内でこれらのエフェクターを一

過的に発現させたところ、植物に壊死様反応

が見られた。誘導発現系を利用して形質転換

植物を作出したところ、小胞輸送阻害エフェ

クターのほとんどで、形質転換植物の生育阻

害が観察された。小胞輸送は植物の生理機能

と密接に関連しており、また、酵母と植物の

小胞輸送に関わるタンパク質群はよく保存

されている。以上の理由から、これらのエフ

ェクターは植物細胞内においても小胞輸送

を阻害している可能性が考えられる。一過的

発現系を利用して、植物の小胞輸送を介した

抵抗反応へのこれらエフェクターの作用効

果を検討した結果、PAMP によるカロース蓄

積を阻害する活性を有するエフェクターを

見出すことに成功した。 
小胞輸送阻害活性を有するエフェクター

の遺伝子を個々に欠損した遺伝子破壊株を

作出し、病原性を野生株と比較したが著しい

病原性の低下は観察されなかった。ファミリ

ーを形成するエフェクター群のメンバーす

べてを欠損させた重複遺伝子破壊株を作出

したが、宿主植物に対する病原性は大きく変

化しなかった。機能的に重複したエフェクタ

ーが複数存在することから、現在、小胞輸送

阻害エフェクターをすべて欠損させた菌株

の作出を進めている。                          
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