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研究成果の概要（和文）：青枯病菌 OE1-1株は 70種類以上のエフェクター遺伝子を持つ。１エ

フェクター遺伝子欠損株は rsc0245変異株を除いて、いずれも宿主ナスに対し野生株と同等の

病原性を示し、遺伝子機能の重複製が明らかとなった。エフェクターファミリー（7 GALA, 6 SKWP, 

3 HLK）のそれぞれ及びすべての遺伝子を欠失した欠損株は、完全に病原力を失うことはなかっ

た。またトマト、タバコに対する病原力の程度に違いが見られ、宿主特異性が存在していた。 

 
研究成果の概要（英文）：Ralstonia solanacearum OE1-1 strain contains more than 70 effector 

genes. We deleted each effector gene, and the deletion mutant showed the same virulence 

on eggplant as the wild type, except the rsc0245 mutant. We also deleted effector family 

genes, each of 7 gala, 6 SKWP, and 3 HLK, and all of 16 genes. All the deletion mutants 

still retained virulence, while they showed the difference phenotype on different hosts, 

tomato and tobacco. 
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１．研究開始当初の背景 
 青枯病菌（Ralstonia solanacearum）は、

土壌中において宿主植物の根から侵入し、細

胞間隙でのコロニー化・増殖を経て、導管に

侵入後全身移行しながら菌体外多糖（EPS）

を大量に生産し、宿主の導管内での水の移動

を妨げ萎ちょう症状を引き起こす。青枯病菌

による病徴発現には、III 型タンパク質分泌
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装置の構築とそこから分泌されるエフェク

ターが必須である。これらのタンパク質をコ

ードする遺伝子の発現は転写調節因子 HrpB

によって hrpレギュロンとして包括的に調節

されている。 

青枯病菌 GMI1000株の全ゲノム配列が決定

され、エフェクターに特徴的な N末端アミノ

酸配列や、hrp レギュロン遺伝子の上流に特

徴 的 に 存 在 す る PIP (plant inducible 

promoter) boxの有無、HrpBによる発現誘導

の有無などの解析から、74種類のエフェクタ

ー遺伝子が推定されている。このうち、いく

つかのエフェクターは実際に植物細胞内に

分泌されることが証明されている。 

我々は、科学研究費補助金特定領域研究

「ゲノム」公募研究「青枯病菌の宿主域を決

定する因子をゲノムの比較により解き明か

す」により、日本株 OE1-1のドラフトゲノム

解析を行い、GMI1000 株と比較することによ

り、OE1-1のエフェクター遺伝子を抽出した。

その結果、GMI1000 株にはあるが OE1-1 株に

は存在しないエフェクターが７種類、OE1-1

にだけ存在するエフェクターが１種類ある

ことが分かり、全体として OE1-1 に約 70 種

類のエフェクターを同定した。 

 hrp クラスターに存在する３つのエフェク

ター遺伝子 popABC を欠損させた変異株は野

生株 OE1-1と同等の病原力を保持しているこ

とを示している。OE1-1の７種類の GALAにつ

いて、個々のエフェクター遺伝子を欠損させ

た変異株を作製し、タバコに感染させた

（OE1-1 株はタバコに対して病原性を示す）。

その結果、GMI1000 株の場合と同様に、GALA

変異株と野生株 OE1-1の間には病原力に大き

な差異はなかった。また GMI1000やアメリカ

大陸の青枯病菌において非病原性因子とし

て知られているエフェクターAvrA は、OE1-1

をはじめとする日本株においては、HRの誘導

にはあまり関与していないことを明らかに

した。 

こうした、単一または複数のエフェクター

遺伝子が変異しても、病原性には大きく影響

しない現象は、前述したように他の植物病原

細菌においても知られている。その原因とし

ては、エフェクターが多数あるため個々のエ

フェクターの病原性への寄与が小さい、他の

エ フ ェ ク タ ー に よ っ て 変 異 が 抑 制

（suppress）されてしまう、などが考えられ

ている。 

いずれにしても、エフェクターが多種類あ

る状態では、個々のエフェクターの機能が隠

れてしまうため、エフェクター１種類の状態

を作ることが重要であると結論づけた。 

 
２．研究の目的 

青枯病菌（Ralstonia solanacearum）は導

管病を引き起こす植物病原細菌であり、III

型タンパク質分泌装置を介したエフェクタ

ーの宿主細胞への分泌が病原力の発現には

必須である。青枯病菌は他の病原細菌よりも

はるかに多種類のエフェクターを持つこと

がわかっているが、それぞれの機能はほとん

ど未解明である。そこで、本研究では日本株

OE1-1 の全エフェクター遺伝子の欠失変異株

を構築し、これに個々のエフェクター遺伝子

を加えた１エフェクター発現株を構築する。

これら変異株の感染時における、宿主抵抗性

遺伝子の発現や宿主が示す表現系を調べる

ことにより、エフェクターの機能を明らかに

することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）エフェクター遺伝子欠損株の作製 

 ドラフトゲノム解析を行った青枯病菌日

本株 OE1-1 には約 70 種類のエフェクター遺

伝子が存在することを明らかにした。該当す

るエフェクター遺伝子の 5′末端領域 500 bp、

 



 

3′末端領域 500 bpを相同組換え用ベクター

pK18mobsacB にクローニングした。このベク

ターは sacB 遺伝子を持ち、後述するように

スクロースによる選択可能となっている。ま

た、接合伝達のための oriT を持っている。

作製したプラスミドを伝達のための遺伝子

を持った大腸菌 S17-1に導入し、フィルター

上での接合により、青枯病菌 OE1-1由来株に

導入した。pK18mobsacB は青枯病菌内では複

製できないため、クローンした領域を利用し

た１回目の相同組換えによりプラスミド全

体が青枯病菌ゲノムに挿入される。この段階

では野生型エフェクター遺伝子と欠損遺伝

子が部分二倍体として存在している。この細

胞をスクロースを含む選択培地に塗布する

ことで、２回目の相同組換えにより sacB 遺

伝子を脱落させた細胞だけが成育できる。そ

の結果、該当するエフェクター遺伝子を欠損

した株を獲得した。なお、遺伝子の欠失の確

認は PCR増幅断片の大きさならびに塩基配列

によって行った。複数のエフェクターを欠失

する場合には、同様の操作を繰り返し行った。 

 

（２）エフェクター欠損株の植物体内におけ

る増殖能 

 （１）で構築した、種々のエフェクター遺

伝子欠損株（欠失している遺伝子の数はさま

ざまである）を宿主であるタバコとナスの葉

に葉肉注入し、菌数の変化を計時的に測定し

た。野生株である OE1-1と欠損株の増殖能並

びに欠損株同士の増殖能の違いを比較した。 

 

（３）エフェクター欠損株の宿主に対する病

原性解析 

 （１）で構築した、種々のエフェクター遺

伝子欠損株を、宿主であるトマト、ナスとタ

バコに標準的な接種法である土壌に菌液を

注入し根から感染させる方法で接種し、宿主

植物の病兆の進展を観察し、野生株との比較、

欠損株同士の病原力を比較した。 

 
４．研究成果 

（１）１エフェクター遺伝子欠損株の病原性 

 70種類以上あるエフェクター遺伝子の1遺

伝子欠損株を作製し、OE1-1 の宿主であるナ

スに根から接種したところ、rsc0245 変異株

以外はいずれも親株と同等の病原力を示し

た。rsc0245 遺伝子産物は 3 型分泌系を通し

て 植 物 細 胞 に 注 入 さ れ る こ と 、

N-ribohydrolase motif を持つこと以外は、

その機能についての詳細は不明である。今後

機能解析を行っていく。また、1 エフェクタ

ー欠損株で顕著な表現系の変化が見られな

いことは、これまでに他の病原細菌や青枯病

菌 GMI1000株で報告されている結果とよく一

致しており、遺伝子機能の重複製を示してい

る。 

 

（２）GALAファミリー遺伝子欠損株の病原性 

 OE1-1株は 7種類の GALAファミリーエフェ

クター遺伝子を持つ。このうち、６つを欠損

させた、すわなち、１つだけの GALA エフェ

クター遺伝子を持つ 7 株、すべての GALA エ

フェクター遺伝子すべてを欠損させた株を

構築した。GMI1000 株で報告されているよう

に、これらの変異株はいずれも宿主植物ナス

に対する病原力を大きく低下させることは

なかった。なす植物内における細胞増殖能も

親株と大きな違いは見られなかった。また、

異なる宿主であるトマトやタバコに対する

病原性も親株のそれと違いがなかった。 

 

（３）HLKファミリー遺伝子欠損株の病原性 

 OE1-1 株は 3 種類の HLK ファミリーエフェ

クター遺伝子を持つ。3 種類すべての HLK エ

フェクター遺伝子を欠損させた株はトマト

に対する病原性が低下していた。また植物内

 



 

における増殖能も親株よりも劣っていた（図

１）。一方、他の宿主であるナスやタバコに

対する病原力に大きな変化は見られなかっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 

 

（４）SKWPファミリー遺伝子欠損株の病原性 

 OE1-1株は 6種類の SKWPファミリーエフェ

クター遺伝子を持つ。6種類すべての SKWPエ

フェクター遺伝子を欠損させた株はナスに

対する病原性が低下していた。また植物内で

の増殖能も低下していた(図２)。一方でトマ

トに対する病原性は親株とほとんど変わら

ないものの、トマト植物内での増殖能は低下

していた。タバコに対する病原性、タバコ植

物内での増殖能は親株と変わらなかった。 
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図２ 

 

（５）16エフェクター遺伝子欠損株の病原性 

 GALA, HLK, SKWP エフェクターファミリー

遺伝子すべてを欠損させた株を構築し、その

病原性を検定したところ、病原力は弱くなっ

ているものの、依然として病原性を保持して

いることが示された。今後は解析の残ってい

る AWRファミリーエフェクター遺伝子欠損株

の構築、またすべてのエフェクター遺伝子欠

損株の構築を行っていく。 
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