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研究成果の概要（和文）：帯化病原菌Rhodococcus fasciansがもつ病原性遺伝子座（fas）にコードされる6つの遺伝子
（FAS1 to FAS6）およびその近傍のメチル化転移酵素類似遺伝子（MT1, MT2）の機能について研究を行った結果、FAS4
とMT1, MT2により生産される、新奇のサイトカイニン（1MeiP, 2MeiP）を同定した。1MeiP, 2MeiPは、植物体内での安
定性が植物由来のものよりも高く、より効果的にサイトカイニン作用を発揮することが示唆された。さらにFAS2, FAS3
, FAS4, FAS5の働きにより、さらに別のサイトカイニンが生産されることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Rhodococcus fascians induces leafy gall symptoms reminiscent of cytokinin 
overproduction. We have revealed that R. fascians produces two methylated cytokinins (MeCKs, 1MeiP and 
2MeiP) by the action of three enzymes MT1, MT2, and FAS4. The initial substrate of MeCKs is isopentenyl 
diphosphate, a different substrate from that for the biosynthesis of canonical cytokinins. The MeCKs can 
activate CK-responsive pathways in the host plant and are more stable towards homeostasis mechanisms. We 
propose that the biological significance of MeCKs is that they function as CK-mimics, thereby 
contributing to pathogenesis.
We also revealed that FAS2, FAS3, FAS4, and FAS5 produce another novel cytokinin-like compounds although 
the structure has not been determined.

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
Rhodococcus fascians は植物に感染すると
leafy gall と呼ばれる奇形腫瘍形成や帯化を
起こす。また、Streptomyces turgidiscabies
は、ジャガイモそうか症の病原菌であるが、
人為的に植物に感染させると同様の leafy 
gallを形成する。特に Rhodococcus fascians
は国内での生菌の取り扱いが厳しく制限さ
れるほど、深刻な被害が予想される病原菌で
ある。これらの病症は FASオペロン(FAS1 – 
FAS6)にコードされる一連の酵素遺伝子の働
きにより誘発されることが明らかにされて
いるが、各 FAS酵素の機能についてはまだほ
とんどわかっていなかった。 
 FAS1はチトクロムP450に相同性を持ち、
FAS2, FAS3はトランスケトラーゼの a, bサ
ブユニットに類似した一次構造を持つ。
FAS4 は サイトカイニン生合成初発酵素の
IPT、 FAS5はサイトカイニン分解酵素 CKX、
FAS6 はサイトカイニンの活性化酵素 LOG
に類似している。つまり、FASオペロンの一
部はサイトカイニンの生合成や代謝に関わ
ることは、遺伝子の構造などから予想されて
いた。ただしこれら FAS酵素群の作り出す最
終的な生産物の構造や機能は同定されてい
ない。これら 6 つの FAS 遺伝子群に加え、
その近傍には 2つのメチル基転移酵素をコー
ドすると予想される遺伝子（MT1, MT2）が
存在する。この 2つの遺伝子の破壊株は leafy 
gall形成能が無くなることから、FAS遺伝子
群との関連が指摘されているが未解明であ
った。 
 
２．研究の目的 
leafy gall などの植物奇形（帯化）を発症さ
せる植物病原菌 Rhodococcus fascians と
Streptomyces turgidiscabies のゲノム上の
病原性領域（PAI: pathogenic island）に共通
して存在する、FASオペロンとその近傍の機
能未知の MT1, MT2 遺伝子群の代謝機能を
明らかにする。さらにこれら遺伝子によって
合成される植物病原菌特異的な新奇サイト
カイニン様物質の同定と、その物質の宿主植
物内での作用を明らかにすることで、宿主植
物のホルモン代謝・情報伝達系を巧みに利用
した植物病原菌の感染・発症戦略のメカニズ
ムを分子レベルで理解する。 
 
３．研究の方法 
主に以下の２つの点に焦点を絞り研究を行
った。 
（１）FAS遺伝子群上流にコードされる機能
未知のメチル化転移酵素類似遺伝子（MT1, 
MT2）の機能同定。 
（２）FAS遺伝子群により生産されるサイト
カイニン様物質の解析と、FAS遺伝子群の機
能研究。 
 
Rhodococcus fasciansは生菌の取り扱いが厳
しく制限されているため、R. fasciansから抽

出した DNA から研究対象遺伝子を増幅し、
大腸菌内で過剰発現させた組換えタンパク
質と、FAS遺伝子群とMTを様々な組合せで
発現させた大腸菌の培養上清内に含まれる
サイトカイニン様物質の質量分析器を利用
した解析により、生成物質の構造とこれら遺
伝子の機能について検討を行った。 
 R. fascians感染時に合成されるサイトカイ
ニン様物質の解析については、生菌の使用が
認められているつくば理研バイオリソース
センター内の微生物材料開発室において、タ
バコへの感染を行い、強酸有機溶媒で滅菌不
活化した試料としたのちに、ホルモン解析を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）FAS遺伝子群上流にコードされる機能
未知のメチル化転移酵素類似遺伝子（MT1, 
MT2）の機能同定 
 
大腸菌内において FAS4 と MT1、MT2、MT1 お
よび MT2 を共発現させ、その培養液に漏出し
てくるサイトカイニン様物質の解析を質量
分析したところ、既知の iP に加え、FAS4 と
MT2 の共発現で植物では見られない質量 m/z 
218 の新奇のサイトカイニン様物質のピーク
が、FAS4 と MT1, MT2 の共発現で m/z 232 の
ピークが検出された（図１）。 
 

図１ 大腸菌培養液中に漏出されたサイトカイニン様

物質の LC-MSMS による解析 

A — E, m/z 136（アデニン環の検出）のクロマトグラム、

F, m/z 218 のクロマトグラム、G, m/z 232 のクロマト

グラム 

 
次に、新しく検出された m/z 218, 232 の物
質の構造を決めるため、大量精製を行い、NMR
解析と精密質量解析を行った結果、プレニル
側鎖末端がメチル化修飾されたサイトカイ
ニン様物質であることが明らかになった（図
２）。 



図２ 構造決定された新奇サイトカイニン 

1, 1MeiP; 2, 2MeiP 

 
これらの物質を 1MeiP（m/z 218）, 2MeiP（m/z 
232）と命名し、これらが R. fascians が植
物に感染した時に実際に検出されるか否か
をタバコを用いて検証した。その結果、1MeiP, 
2MeiP ともに感染後 3 日後にピークをもつ形
で蓄積していた（図３）。1MeiPにくらべ2MeiP
の蓄積のほうが数倍多かった。 
 

図３ R. fascians を感染したタバコ内におけるサイト

カイニンの蓄積 

DPI, days post infection 

 
 このサイトカイニン様物質にサイトカイ
ニンとしての活性があるか否かを、シロイヌ
ナズナの根の伸長に対する影響、サイトカイ
ニン応答性の遺伝子発現（ARR5, ARR6）への
影響などを調べた結果、1MeiP, 2MeiP ともに
既知のサイトカイニンと同等の活性をもつ
ことが明らかになった（図４）。以上のこと
から R. fascians の FAS 遺伝子群は新奇のサ
イトカイニンを合成する機能を持つことが
明らかになった。 

図４ ARR5, ARR6 発現誘導に対する効果 

 
 

 このメチル化サイトカイニンの持つ特性
について、植物体内での安定性をトレーサー
実験によって検証したところ、植物内生のサ
イトカイニン（iP）に比べ、生体内での半減
期が長かった。また、サイトカイニン分解酵
素 CKX に対する反応性を検証したところ、メ
チル化サイトカイニンはCKXの基質としてほ
とんど反応しないことが明らかになった。つ
まり R. fascians は植物体内でより長く作用
するサイトカイニンを合成することがわか
った。 
 つぎにメチル化サイトカイニンの合成機
構について詳細に解析した。植物やアグロバ
クテリウムのサイトカイニン合成のプレニ
ル基供与体の基質はジメチルアリル二リン
酸（DMAPP）であるが、このメチル化転移酵
素の基質は DMAPP ではなく、イソペンテニル
二リン酸（IDP）であった。さらに MT1 と MT2
には作用順序があり、2MeiP を合成するには
MT1, MT2の順番で作用することが必要である
ことが明らかになった（図５）。 

図５ 今回明らかになったメチル化サイトカイニンの

合成機構 
 
 
（２）FAS遺伝子群により生産されるサイト
カイニン様物質の解析と、FAS遺伝子群の機
能研究 
 

図６ FAS 遺伝子群を発現させた大腸菌培養液中に漏出

されたサイトカイニン様物質のLC-MSMSによる解析（m/z 

136（アデニン環の検出）のクロマトグラム） 

 



FAS 遺伝子群の機能について情報を得るた
めに、FAS遺伝子群を様々な組み合わせで大
腸菌内で発現させ、培養液中に漏出するサイ
トカイニン様物質を質量分析した。その結果、
FAS遺伝子群を全て発現した時にm/z 246の
新奇のサイトカイニン様物質を検出した（図
６）。 
 
 さらにこの物質を生産するのに最小限の
FAS遺伝子の組合せを調べたところ、FAS2, 
FAS3, FAS4, FAS5の４種で生産が可能であ
ることが明らかになった（図７）。この m/z 
246 の物質が FAS 遺伝子群の最終生成物で
あるかどうかは不明であり、この物質の構造
決定を含め、今後さらに検討を進める必要が
ある。 
 

図７ m/z 246 物質を生産する最小限の FAS 遺伝子の組

合せ 
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