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研究成果の概要（和文）：植物病原細菌の青枯病菌OE1-1株から50種類の３型エフェクター(T3E)を欠失させた
OE1-1D50Eは病原性を欠いており、エフェクターレス株とみなした。本株をベースに1T3E発現株を21株作製し
た。いずれの株もタバコに病原性を示すことはなかった。ナスとタバコ葉内での細胞増殖も見られなかったが、
一部の株は接種４日目に細胞数が減少し、HR様の表現型を示した。また、ナスとタバコ葉にT3E発現株を接種
し、細胞死の表現型であるイオン漏出量を調べた。ripA5発現株は細胞死を誘導した。さらにHR関連遺伝子の発
現は、エフェクターレス株で上昇したのに対し、ほとんどのT3E発現株では、抑制されていた。

研究成果の概要（英文）：An OE1-1D50E, which lacked 50 type 3 effectors (T3E) from Ralstonia 
pseudosolanacearum OE1-1, lost pathogenicity and was considered an effectorless strain. Twenty-one 
1T3E-expressing strains were constructed based on this strain. None of the strains were pathogenic 
to tobacco. No cell proliferation was observed in eggplant and tobacco leaves, but some strains 
showed an HR-like phenotype with a decrease in cell number at 4 dpi. Eggplant and tobacco leaves 
were also inoculated with T3E-expressing strains, and ion leakage, a cell death phenotype, was 
examined. A ripA5 expressing-strain induced cell death. Furthermore, the expression of HR-related 
genes was upregulated in OE1-1D50E infiltrated leaves, whereas it was downregulated in the leaves 
infiltrated by most T3E-expressing strains. 

研究分野：微生物分子遺伝学

キーワード： ３型エフェクター　青枯病菌　ナス　タバコ

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
青枯病菌は数多くの宿主に感染する難防除病害菌である。宿主との感染におけるせめぎあいの中で、多くの３型
エフェクター（T3E）を蓄積してきた。その中には機能が重複するものもあり、個々のT3Eの機能がわかりづらく
なっている。本研究の研究成果により各T3Eの機能が明確化されることで、T3E機能の体系化が可能となる。ま
た、その結果新たな防除技術の開発の可能性を開くという社会的意義が見いだされる。

※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 
青枯病菌 OE1-1株の完全ゲノム解析を終了し、ゲノム上に 70種類のエフェクター遺伝子を見
出していた。エフェクターの機能解析を行うために、各エフェクター遺伝子を欠損させた株の表
現型解析を行った。いずれの１エフェクター遺伝子欠損株も病原力の低下は見られず、エフェク
ター機能の冗長性が示された。OE1-1株には、アミノ酸配列の相同性から同じグループに属する
エフェクターファミリーが存在する。RipA（5種類）、RipG（7種類）、RipH（3種類）、RipS（6
種類）ファミリーである。各ファミリーに属するすべてのエフェクターを欠損させた OE1-1D21E
は病徴の進展に遅延が見られたが、病原力は保持していた。core effector, next core effectorを欠損
させた OE1-1D40Eはほぼ完全に病原力を失った。更に欠損を進めた超多重欠損株 OE1-1D50Eは
病原性を完全に失い、植物内での増殖能も見られなかった。本株は 20種類のエフェクター遺伝
子が残存しているが、ナスやタバコへの病原性を失っていることから、これら宿主植物に対する
エフェクターレス株としてみなすことができるはずである。そこで、本株を用いて１エフェクタ
ー発現株を構築し、宿主植物に接種した際の表現型解析によって、当該エフェクターの機能を解
明できると考えた。 
 エフェクター遺伝子を多重欠損した研究として、青枯病菌 GMI1000 株の 6 種類の RipS を欠
損した株の例がある。欠損株はナスやトマト植物内での増殖能が低下した。OE1-1株から 6種類
の RipSを欠損した場合には、他のファミリーエフェクターの重複欠損株に比べると、より病原
力が低下していた。Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000株は非常に解析が進んでいる病原細
菌である。DC3000 株から 18 種類のエフェクター遺伝子を欠損した株はタバコやトマト葉にお
ける増殖能が顕著に減少するが、T3SS 欠損株に比べると増殖していた。さらに欠損を進めた
DC3000D28E は T3SS 欠損株よりも増殖能が減少し、またタバコに対する病原性も失っていた。
こうした研究は本研究と共通するものである。 
 一方、１エフェクターの発現は異なる 3 種類の方法が知られている。非病原菌 Pseudomonas 
fluorescence に DC3000 株の T3SS の形成に必要な遺伝子群を導入したエフェクター発現株はタ
バコに HRを誘導することができる。またアグロバクテリウムを用いてエフェクター遺伝子をタ
バコ細胞に導入し、一過的に発現することで壊死病斑が形成される。本研究とより関連性が高い
研究として、DC3000D28Eにおいて複数のエフェクター遺伝子が発現する株を構築したところ、
タバコ葉における増殖能を回復させることに成功した例がある。 
 
２．研究の目的 
本研究で利用するエフェクター遺伝子超多重欠損株 OE1-1D50Eは OE1-1ゲノム上に存在する

70 種類のエフェクター遺伝子のうち、50 個を欠損させたものである。青枯病菌は Ralstonia 
solanacearum species complexと称されるように多様性が大きく、phylotype I, II, III, IVに分類され
る。各 phylotypeに属する株の公開ゲノム情報をもとに、青枯病菌間でよく保存されたエフェク
ター遺伝子（core effector, next core effector）が提唱されている。OE1-1D50E株は 30種類の core 
effectorおよび next core effectorのすべてが欠損しており、ナスやタバコなどの複数の宿主に対す
る病原性を完全に失っていることから、すべてのエフェクター遺伝子を欠損させた株に準じる
ものとして利用する。OE1-1D50E 株において、１エフェクター遺伝子のみが発現する株を構築
し、宿主植物ナス、タバコの異なる部位に接種する。宿主植物が示す病徴、ROS（Reactive Oxigen 
Species：活性酸素種）産生、電解質漏出量、抵抗性マーカー遺伝子発現量を計測すると同時に、
菌株の植物体内での増殖能を測定する。それぞれの結果を総合することで、各エフェクターが
PTI、ETIのいずれかもしくは両方に関与していることを明らかすることができる。 

 
３．研究の方法 
 A. 欠損株の構築：欠損株構築用プラスミドは作製済みであり、相同組換えを利用したエフェ
クター遺伝子欠損を継続し、全エフェクター遺伝子欠損株を完成させる。本遺伝子欠損法は抗生
物質耐性遺伝子を用いず、複数のエフェクター遺伝子の欠損が可能である。 
 B. エフェクター欠損株の植物体内における増殖能：A で構築する各欠損株をタバコ葉に葉肉
注入（細胞間隙への接種）と葉柄への直接注入（導管への接種）し、菌数の変化を経時的に測定
する。野生株 OE1-1を含めた菌株間の増殖能の違いを比較する。 
 C. エフェクター欠損株の宿主に対する病原性解析：A で構築する種々のエフェクター遺伝子
欠損株を、ナスとタバコの根、葉、葉柄のそれぞれに接種し、宿主植物の病兆の進展（葉におい
ては壊死病斑）を観察する。Bと同様に菌株間の病原力を比較する。 
 D. エフェクター発現用プラスミドの構築：69種類すべてのエフェクター遺伝子およびその上
流 500 bp を含む領域を PCR により増幅し、Tn7-based broad-range bacterial cloning vector にの
attTn7にはさまれた領域にクローニングする。 
 E. １エフェクター発現株の構築：D で作製されるプラスミドを利用してエフェクター遺伝子
を OE1-1D50E ゲノム上の glmS近傍に存在する attTn7 に安定的に組み込むことで１エフェクタ
ー発現株を構築する。本システムは Tn7 transposase を用いて細菌ゲノム上に遺伝子を挿入する
方法であり、青枯病菌 OE1-1株においても利用できることを既に確認済みである。 



 F. 発現株の植物体内での増殖能：OE1-1D50E 株における１エフェクター発現株が作製され次
第、順次 Bで用いた方法と同様に葉と葉柄へ注入し増殖能を調べる。 
 G. 発現株の宿主に対する病原性解析：OE1-1D50E 株における１エフェクター発現株が作製さ
れ次第、順次ナスとタバコに対する病原性を Cと同様の方法で調べる。 
 H. 感染植物の産生する ROS 解析：感染植物は PTI により ROS（活性酸素種）を産生する。
ROS産生を増強（HR（過敏感反応）を誘起）するエフェクターと抑制（ETSを誘起）するエフ
ェクターの存在が予想される。1エフェクター発現株をタバコ葉に接種し、ROS産生量を化学発
光プローブを用いて測定する。 
 I. 感染植物の電解質漏出量解析：１エフェクター発現株をタバコ葉に接種し、細胞死の指標と
なる電解質の漏出量を測定する。 
 J. 感染植物における抵抗性マーカー遺伝子発現解析：１エフェクター発現株をタバコ葉に接
種し、サリチル酸シグナルマーカー遺伝子 NbPR1 および HR マーカー遺伝子 NbHIN1 の発現を
経時的に解析する。 
 
４．研究成果 
 エフェクターレス株 OE1-1D50E に２１種類の T3Eをゲノム上の glmS部位にクローニングし
た１エフェクター発現株を構築した。それぞれの発現株をベンサミタバコ（Nicotiana benthamiana）
の葉に接種したが、親株の OE1-1D50Eと同様に病原性を全く示さなかった。これは１つの T3E
では最終的な表現型である病徴の進展を引き起こすことができないことを示している。 
 そこで、ナスとタバコ（Nicotiana tabacum）葉における菌株の増殖を調べた（図１，２）。ナス
葉において、野生株 OE1-1と 8107は顕著な増殖を示したのに対し、T3SS欠損 hrcV株の増殖は
完全に抑制されていた。それに対し OE1-1D50Eは若干の増殖を示した。一方、１エフェクター
発現株は OE1-1D50E よりも高い増殖能を示すことはなかった。唯一 ripA2 発現株は増殖が抑制
され HR 様の表現型を示した。タバコ葉においては、HR 株である 8107 は著しく増殖が抑制さ
れていた。タバコ葉においても、OE1-1D50Eは若干の増殖を示し、１エフェクター発現株は OE1-
1D50Eよりも高い増殖能を示すことはなかった。唯一 ripA5発現株は増殖が抑制され HR様の表
現型を示した。これらのことから RipA2,RipA5 はナス、タバコにおいて ETI に関与しているこ
とが明らかとなった。 

 
図１ ナス葉における青枯病菌の増殖 

 
 植物の細胞死を評価する手法の一つにイオン漏出量の測定がある。ただし、本手法では植物
細胞の死因（細菌感染によるものか HRによるものか）の区別をつけることはできない、青枯
病菌の菌株をナスとタバコ葉に接種し、24時間、48時間後のイオン漏出量を測定した（図３，
４）。２種類の野生株 OE1-1,8107を接種したナス、タバコ葉では顕著がイオン漏出が見られた
のに対し OE1-1D50E接種葉におけるイオン漏出量は抑制されていた。ほとんどの１T3E発現株
の接種葉において、イオン漏出量は OE1-1D50Eのそれを上回ることはなかったが、ナス葉にお
いて ripA5発現株、タバコ葉において ripH2, ripA5, ripAR, ripAM発現株を接種した葉でのイオン
漏出量が増加していた。 
 病原菌感染時には植物細胞において様々な病原性関連遺伝子が発現する。青枯病菌感染時に



おける防御応答のひとつであるサリチル酸生産に関与する NbPR1遺伝子、HRマーカー遺伝子
NbHIN1, NbHsr203J の発現をベンサミタバコ葉において調べた。HR株である 8107接種葉にお
いては、いずれの遺伝子も顕著に誘導されたのに対し、OE1-1株接種葉では、著しい誘導は見
られず、T3SS欠損株である hrcV株接種時と同等であった。それに対し OE1-1D50E接種葉で
は、いずれの遺伝子発現も OE1-1接種時よりも上昇していた。これは OE1-1D50E株に残って
いるマイナーは T3Eが防御関連遺伝子の誘導に関与していることを示すと同時に欠失させた主
要な T3Eが防御関連遺伝子の発現を抑制していることを示している。 
 

 
図２ タバコ葉における青枯病菌の増殖 

 

 
図３ ナス葉におけるイオン漏出量 

 



 
図４ タバコ葉におけるイオン漏出量 
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