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研究成果の概要（和文）：　Pseudomonas syringaeの運動能を担うべん毛とタイプIV線毛はそれぞれ菌体密度感知分子
であるアシルホモセリンラクトン(AHL)とcAMPの合成に必要であり、AHLの合成には転写因子AefRとPsyRが、cAMPの合成
には転写因子Vfrを必要とした。前者の欠損は多剤排出ポンプ遺伝子mexEF/oprNの、後者の欠損はmexAB/oprMの発現を
増高させ、薬剤耐性能が高まった。PsyRとVfrはhrp遺伝子の発現制御にも関わることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Motility in Pseudomonas syringae requires flagella and type IV pili (T4P). 
Flagella and T4P are required for production of acyl homoserine lactones (AHL), quorum sensing molecules 
and cAMP, respectively. Production of AHL and cAMP also requires transcription factors AefR and PsyR and 
Vfr, respectively. Defect of aefR or psyR resulted in the enhancement of multidrug efflux pump genes 
mexEF/oprN, whereas defect of vfr resulted in the enhancement of another pump genes mexAB/oprM. 
Enhancement of both pump genes activated multidrug tolerance. PsyR and Vfr are also involved in the 
regulation of hrp gene expression.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
 本研究代表者は、タバコ野火病菌
Pseudomonas syringae pv. tabaciをモデル植物
病原細菌として、べん毛やタイプ IV 線毛に
よる運動能、菌体密度感知システムやシデロ
フォアの生産が病原力に必要であることを
それら遺伝子の欠損変異株を解析すること
により明らかにしてきた。一方、ある病原力
関連遺伝子の欠損変異株は、欠損遺伝子と直
接関連しない表現型に影響を及ぼしている
ことが判明し、病原力関連遺伝子の発現は複
雑なネットワークにより制御されているこ
とが推察されていたが、その制御機構には不
明な点が多い状況であった。例えば、べん毛
運動能を欠損した fliC変異株、fliD変異株、
motABCD 変異株は共に本菌の菌体密度感知
分子であるアシルホモセリンラクトン
（AHL）の合性能を失い、べん毛運動能が低
下するフラジェリン糖鎖欠損変異株では
AHL合成能が低下した。さらに AHL合成能
が失活あるいは低下した変異株では共に多
剤排出ポンプ遺伝子である mexEF/oprN の発
現が増高した。一方、タイプ IV 線毛の欠損
変異株では AHL 合成能に影響を及ぼすこと
は無かったが，hrpタイプ III分泌システム関
連遺伝子の発現が低下した。 
 
２．研究の目的 
 病原力に関連する転写因子を同定し、それ
ら転写因子が標的とする病原力遺伝子と転
写制御機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 病原力関連転写因子遺伝子の欠損変異株
の作出と表現型解析 
 以下に記載の転写因子遺伝子を解析対象
とした。 

AefR: AHL合成に必要な転写因子 
PsyR (AhlR): 菌体密度感知機構の転写因
子 

Vfr  (Virulence factor regulator): cAMP結合
性転写因子 

MarR (multiple antibiotic resistance 
regulator) 及 び Rieske (2Fe-2S) 
cluster-containing protein: 多剤耐性遺伝
子の制御因子候補 

ArsR1：Vfr制御性転写因子 
OxyR：活性酸素ストレス応答遺伝子制御
因子 

 遺伝子欠損変異株は、まず当該遺伝子を
PCRクローニングし、ORFを除去後、接合用
プラスミドに導入し、接合と相同組換えによ
り得た。表現型解析として、増殖能、軟寒天
培地上における swimming、swarming運動能、
AHL合成能、多剤耐性能、RT-PCRやマイク
ロアレイによる遺伝子発現解析、宿主植物に
対する病原力試験などを実施した。 
(2) クロマチン免疫沈降法（ChIP） 
 psyR 遺伝子並びに vfr 遺伝子の 3’末端に
FLAG のコード配列を導入した菌株を作出し、

抗 FLAG抗体を用いたクロマチン免疫沈降法
によりそれぞれの標的遺伝子の同定を試み
た。 
(3) ゲルシフトアッセイ 
 PsyR の推定標的遺伝子プロモーターに対
し、ゲルシフトアッセイにより結合配列の絞
り込みを行った。 
 
４．研究成果 
(1) 病原力関連転写因子遺伝子欠損変異株の
解析 
① MarR (multiple antibiotic resistance 
regulator) 及 び Rieske (2Fe-2S) 
cluster-containing protein 
 AHLを生産しない変異株では psyI, psyR近
傍の遺伝子の発現が極端に抑制されること
が判明している。これらの遺伝子の中には
marR転写因子遺伝子や Rieske (2Fe-2S) クラ
スターを含む推定の転写因子遺伝子が含ま
れていた。これらの遺伝子の機能を明らかに
するため、それぞれの遺伝子を欠損させた変
異株を作出したところ、軟寒天培地上におけ
る swimming, swarming運動能が低下し、酸素
ストレス下における生存率が低下した。さら
に電子顕微鏡観察から細胞膜が損傷を受け
ていることが判明し、２つの変異株の宿主に
対する病原力は低下した。これらの遺伝子は
高菌体密度条件下における環境ストレス耐
性に機能していると推測された。 
② Vfr  (Virulence factor regulator)  
 緑膿菌 P. aeruginosaでは cAMP結合性転写
因子 Vfrが病原力に必要であることが報告さ
れている。P. syringaeにおいても vfr遺伝子は
存在するが、その機能は不明である。そこで
P. syringae pv. tabaci 6605において∆vfr変異株
を作出したところ、宿主タバコに対する病原
力が顕著に低下した。また、軟寒天培地上に
おける swimming、swarming 運動能をほぼ失
った。∆vfr 変異株は AHL 合性能を保持して
いたが、多剤排出ポンプ遺伝子 mexAB/oprM
の発現が増高し、抗生物質に対する耐性が増
高した。また、hrpタイプ III分泌システム関
連遺伝子やシデロフォア関連遺伝子の発現
が低下した。これらの表現型はタイプ IV 線
毛遺伝子の欠損変異株∆pilA の表現型に類似
していた。 
③ AefR  
 AHL の生産に TetR ファミリー転写因子
AefRの必要性が P. syringae pv. syringae B728a
などで報告されている。P. syringae pv. tabaci 
6605において∆aefR変異株を作出したところ、
増殖能が低下し、AHL合性能を失活した。ま
た、多剤排出ポンプ遺伝子の一つである
mexEF/oprNの転写が著しく活性化し、クロラ
ムフェニコールなどの抗生物質に対して耐
性を示した。さらに軟寒天培地上における
swarming 運動能並びに宿主タバコに対する
病原力が低下した。 
④ PsyR (AhlR)  
 P. syringae pv. tabaci 6605の∆psyR変異株で



は野生株より hrp タイプ III 分泌システム
(T3SS)関連遺伝子の発現が増高していた。一
方、本菌の菌体密度感知分子であるアシルホ
モセリンラクトン(AHL)の合成酵素遺伝子
psyIを欠損させた∆psyIでは T3SS関連遺伝子
の発現増高は認められないが、AHLを添加す
ると発現が増高した。これらのことから、
PsyR は T3SS 関連遺伝子のリプレッサーと
して機能する可能性が推測された。∆psyR 変
異株で発現が増高した T3SS 関連遺伝子には
hrpLは含まれていたが、hrpLの発現に必要と
される hrpRSの増高は認められなかったこと
から PsyRの標的は hrpLと推測された。 
⑤ OxyR 
 OxyR は酸化ストレス応答性転写因子とし
て知られている。 P. syringae pv. tomato 
DC3000 において ΔoxyR変異株を作出したと
ころ、過酸化水素への感受性が高まり、宿主
植物トマトおよびシロイヌナズナに対する
病原力の低下が認められた。OxyR は活性酸
素種を制御する鍵分子として機能している
と考えられた。 
⑥ ArsR1 
 vfr 欠損変異株は表面運動能並びに発病能
力が低下したが、マイクロアレイ解析により
arsR (arsenic repressor) 1の発現が野生株と比
較して約 14 倍に増高していることが判明し
た。ArsRはヒ素耐性に関わる転写因子として
同定され、金属耐性、色素や毒素生産、病原
力、バイオフィルム形成などを制御すると報
告されているが、植物病原細菌における知見
は殆どない。arsR1 欠損変異株は、軟寒天培
培地上における運動能、宿主タバコに対する
発病能力が低下した。また，マイクロアレイ
解析の結果から arsR1欠損変異株では多くの
type III secretion system (T3SS)関連遺伝子の
発現が半分以下に抑えられていた。これらの
結果から、ArsRはべん毛運動と T3SS関連遺
伝子の発現に関わる病原力制御因子である
と考えられた。 
 
(2) 病原力関連転写因子の DNA 結合能の解
析 
① Vfr  
 Vfr-FLAG 菌から ChIP 法により単離した
DNA 断片は次世代シークエンサーにより
DNA配列を解読する。その後、既知のゲノム
DNA配列と比較するため、ゲノム配列が既読
の P. syringae菌の解析が望まれる。本解析で
は P. syringae pv. syringae B728aの vfr遺伝子
に FLAGコード配列を連結させ、抗 FLAG抗
体を用いて Vfr が特異的に結合する DNA 断
片を分析した。なお、コントロールには野生
型 B728a株に抗 FLAG抗体を処理した。シー
クエンス解析の結果、hrpLの他 20 程度の遺
伝子のプロモーターにピークを認めた。 
② PsyR 
 P. syringae pv. syringae B728aでpsyR遺伝子
の 3’端にFLAGのコード配列を付加させた菌
株では AHL 合成能を失ったことから、

PsyR-FLAG タンパク質は菌体密度感知機構
の転写因子として機能しないと推定された。
そこで、PsyR の分析では、P. syringae pv. 
syringae B728a での分析を断念し、これまで
に∆psyR 変異株のマイクロアレイ解析を含む
表現型解析がなされている P. syringae pv. 
tabaci 6605（Pta6605）で実施することとした。
そこで、大腸菌を用いて組換え PsyR タンパ
ク質を調製し、PsyRが転写制御を行うと考え
られている AHL合成酵素遺伝子 psyIと hrpL
遺伝子のプロモーターに対し、大腸菌で発現
させた PsyR の組換えタンパク質を用いてゲ
ルシフトアッセイを行った。その結果、PsyR
は psyIプロモーターの 153 bpと hrpLプロモ
ーターの 126 bpと結合することが示された。
さらに上述のプロモーターを合成 DNAで 60 
bpに分割した DNA断片にも結合することが
認められた。また。これらの結合は AHL の
添加により阻害された。以上のことより、本
菌の PsyRは psyI, hrpLに対しリプレッサーと
して機能し、PsyRは AHL存在下で転写抑制
活性を失うと考えられた。 
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