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研究成果の概要（和文）：　本研究では、形質転換に利用されていないリゾビウム属細菌の植物形質転換への応用可能
性を検討した。まず病原株の持つ病原(Ti/Ri)プラスミドを接合で移動させるための加工など、同細菌間での病原プラ
スミド交換技術を確立した。次に、同技術を用いて多様なリゾビウム属細菌を材料にTi/Riプラスミド交換株を作製し
、その形質転換特性を比較したところ、特定の植物細胞で強く病原遺伝子が誘導される特性など形質転換操作への応用
が期待できる菌株を選別できた。本研究で確立した病原プラスミド交換技術は多様なリゾビウム属細菌に広く応用でき
、その菌株の持つ潜在的な形質転換有用性の評価を可能にした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I examined capability of untouched rhizobium strains for a plant 
transformation technology. Firstly, I established a pathogenic (Ti/Ri) plasmids exchange method, which 
consists of curing of resident plasmid in recipient cell, addition of transfer origin to the Ti/Ri 
plasmid in donor cell and conjugation between the donor and the recipient cells. The method was applied 
to 12 Rhizobium strains for construction of hybrid strains harbor Ti/Ri plasmids from other strains 
instead of an original one. Total 61 strains including wild type and Ti/Ri-less strains were checked 
their transformation characteristics, such as an expression of virulence (vir) genes induced by 
phenolics. As a result, candidate strains useful for transformation, such as the strain strongly 
expresses vir genes by cocultivation with rice cultured cells, were obtained. The Ti/Ri plasmids exchange 
method enable us to evaluate the potential characteristics useful for transformation in diverse rhizobium 
strains.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 
アグロバクテリアによる植物の形質転換法

は安定に大きな DNA 断片を効率良く導入で
きることから広く利用されている。しかし穀
物や果樹など実用化研究で多様な品種を取り
扱う必要のある植物では、ある品種では成功
例があっても別の品種ではうまく行かず試行
錯誤しているのが現実である。また近年 ZFN 
(Zinc Finger Nuclease)を用いたジーンターゲッ
ティング法など高効率な形質転換系を前提と
した優れた技術が開発されてきており、これ
らを多様な植物種・品種に対して適用するに
は形質転換の技術的革新が不可欠である。 
アグロバクテリアの病原性は、DNA 輸送に

直接働く遺伝子の大半を含む病原プラスミド
(Ti/Ri プラスミド)とゲノムバックグラウンド
によって決まる。そして、その組み合わせに
よって予期せず形質転換特性（遺伝子導入効
率や感染可能な植物種の範囲(宿主域)）が大き
く変わることが分かっている。このため、高
形質転換能・広宿主域をもつ有用菌株を作出
するために Ti/Ri プラスミドを菌株間で交換
する実験が試みられてきた。Ti/Ri プラスミド
を加工することなく入れ替えるには、プラス
ミドごとに固有の資化物質を選択マーカー物
質として準備するなど、多大な労力と時間が
必要だった。このため、このような試みはわ
ずかな数の菌株を対象としたものしか行われ
てこなかった。今現在でも高形質転換株とし
て汎用されている EHA105株などは 1980年代
のこのような実験の結果生み出された。しか
しこれら既知の菌株においても、対象とする
植物種や品種によっては別菌株より劣るケー
スは少なくない。 
近年リゾビウム属細菌の生理学的多様さ

や系統学的理解が進む一方、植物形質転換に
利用されている菌株はわずか数株である。こ
ういった背景から申請者らは、様々な植物・
土壌から単離保管されている未利用病原株
に着目し、これらを簡便に形質転換に利用で
きる形に加工する（有用株化）技術を開発し
てきた。そしてさらに、未利用病原株から多
様なハイブリッド(Ti/Ri 交換)菌株を作出し、
形質転換に有用な特性を顕在化・評価する試
みを組織的に行うことを企図した。研究当初
の段階での Ti/Ri プラスミド移動技術を用い
た予備実験ですでに、既存の汎用株よりも宿
主域の広がった菌株を作出している（図 1）。 
 
 
 
 

２．研究の目的 
本研究では Ti/Ri プラスミド交換技術（ハ

イブリッド菌株作出技術）の適用可能な範囲
を拡大し、未利用リゾビウム菌株から形質転
換に有用な形質を持つハイブリッド菌株の
作出を目指した。具体的な目的は以下のとお
り。 
（１）Ti/Ri プラスミド交換技術を改良し、適
用できる菌株の範囲を拡大する 
現段階の Ti/Ri 交換技術（図 2）が成功した

菌株は適用した 5 株のうち 3 株だけである。
従って、さらに多くの菌株に対応できるよう
に可動化プラスミドの改良とスクリーニン
グの条件を改善する。現在保有している菌株
のうち８割以上に適用できる系の確立を目
標にハイブリッド菌株作出の基盤技術にす
る。 
（２）ハイブリッドアグロバクテリアの作成 
上述技術を適用し、未利用病原株からハイ

ブリッド菌株を作出する。単離元の植物や場
所、rRNA 塩基配列による系統関係を考慮し、
できるだけ多様な特性を発揮すると考えら
れる組み合わせで作成し、次年度の形質転換
特性の評価に用いる。 
（３）新規ハイブリッドアグロバクテリア菌
株の形質転換特性の評価 
予備的に作成したハイブリッド菌株（図１

の C 株）を含め、新規ハイブリッド菌株の形
質転換特性を評価する。具体的にはタバコ、
キク、イネなどに対する病原遺伝子誘導能お
よび遺伝子導入効率を測定する。また、優れ
た性質を示す株を選出し、形質転換の困難な
植物に対しても有効な菌株を見出す。 
本計画で、同プラスミド交換技術を用い有

用な形質を持つ菌株を作出することで、まだ
世界中で眠っている多くの未利用病原株の

キクに対する
腫瘍形成能

セイロンベンケイソウに
対する腫瘍形成能

A株

B株

ハイブリッド株
(C株)

A株
B株

ハイブリッド株
(C株)

図1 腫瘍形成能の比較
A株、B株は野生型の菌株
ハイブリッド菌株(C株)はA株にB株の
Tiプラスミドをもたせた新規作出株



潜在的な価値を明らかにし、アグロバクテリ
アによる形質転換技術の革新につなげたい。 

 

３．研究の方法 
 申請者らは野生型病原株を有用株化する
技術によって、いくつかの未利用病原株の形
質転換特性の評価を可能にした。本研究では
さらに多様な菌株を材料として、Ti/Ri プラ
スミドとゲノムバックグラウンドとの組み
合わせによる形質転換特性への影響を評価
するために、汎用的なハイブリッド菌株構築
技術の確立と新規有用菌株の作出・評価を行
った。 
（１）Ti/Ri プラスミド交換技術の改良 
 多様なハイブリッド菌株を作成するには、
多くの未利用病原株を材料とする必要があ
るが、研究開始当初の Ti/Ri プラスミド移行
技術では、一部の菌株のプラスミドしか可動
化できていなかった。そこで、小型可動化プ
ラスミドの融合と除去の効率上昇、そして
Ti/Ri 脱落クローンの判別を容易にするため
に以下を行った。 
①可動化プラスミド内のTi/Riプラスミドと
共通な領域を拡張し、相同組み換えの効率を
上昇させる。 
当初の可動化プラスミドの持つTi/Riと共

通の領域は約 400 bp であったため、2000～
4000 bp 程度の DNA 断片と交換した。具体的
には virB(病原遺伝子)の保存性の高い領域
を PCR で増幅し、可動化プラスミドに組み込
んだ。 
②ヘルパープラスミドの改良 
可動化したTi/Riプラスミドを細胞間で移

動させるためには、接合移動に必要なタンパ
ク質をコードするヘルパープラスミドが必
要となる。ヘルパープラスミドの複製遺伝子
を広宿主域プラスミドのものと交換し、
Ti/Ri プラスミドの移動効率を評価した。 
③駐在プラスミド除去用プラスミドの改良 
 Ti/Ri プラスミドを受容細胞に移動させる
場合、受容細胞からそのプラスミドと同じ不
和合グループのプラスミドを除去しておく
必要がある。現在まで申請者らが開発したプ
ラスミド除去技術では1種類の不和合グルー
プ（incRh1）のプラスミドしか除去できなか
った。そこで Ti/Ri プラスミドが属するその
他 3つの不和合グループ(incRh2, 3, 4)に対
応する除去用プラスミドを作成した。 
④Ti プラスミド脱落クローンの選別を容易
にする。 
一旦融合した小型可動化プラスミドを除

去する際に、菌株によっては高頻度で Ti/Ri
が丸ごと脱落してしまう。そこで、Ti/Ri プ
ラスミド上の遺伝子によって特異的にルシ
フェラーゼの発現が促されるレポータープ
ラスミドをあらかじめ菌株に持たせておく
ことで、Ti/Ri を失ったクローンを容易に判
別可能にした。 
 
（２）ハイブリッド菌株の作成 
 単離元の植物や場所、既に判明している病
原性、rRNA およびハウスキーピング遺伝子の
塩基配列による系統分類などの情報をもと
に、できる限りバリエーションに富んだ菌株
を選別し、Ti/Ri プラスミドの交換を行った。 
 
（３）新規ハイブリッド菌株の形質転換特性
の評価 
アグロバクテリアは植物の傷口から分泌

されるフェノール化合物などの誘導物質に
よって、病原遺伝子群の発現が促され、DNA
移行が引き起こされる。菌株が異なると植物
に対する反応そして病原遺伝子発現誘導量
も大きく異なる。本研究では病原遺伝子プロ
モーター（PvirE など）の下流にルシフェラー
ゼ遺伝子を導入したレポータープラスミド
を用い、病原遺伝子誘導物質（アセトシリン
ゴン）存在下または各種植物細胞との共存培



養時における病原遺伝子発現誘導量を測定
し、菌株の特性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）Ti/Ri プラスミド交換技術の改良 
①小型可動化プラスミドの改良 
 Ti/Riプラスミドで保存性の高いvirB領域
を増幅する縮重プライマーを設計し、PCR 増
幅したDNA断片を小型可動化プラスミドに組
み込んだ。この小型可動化プラスミドを Ti
プラスミドを持つアグロバクテリアに導入
した結果、相同領域の長さが長いほど、両プ
ラスミド間での融合効率が高まった。相同領
域が４kbp の場合、従来の小型可動化プラス
ミドより 100 倍近く融合効率が上昇した。結
果、小型可動化プラスミドの導入効率が低い
菌株に対してもTi/Riプラスミドの可動化が
容易になった。 
②ヘルパープラスミドの改良 
 可動化したTi/Riプラスミドを接合移動さ
せるには、供与細胞に接合タンパク質をコー
ドしたヘルパープラスミドを導入する必要
がある。従来のヘルパープラスミドは供与細
胞内で複製できないため、広宿主域プラスミ
ド(incP)の複製遺伝子領域を導入し複製可
能にした。改良型ヘルパープラスミドを供与
細胞に持たせた場合、従来のヘルパープラス
ミドを用いた場合と比べて、可動化 Ti/Ri プ
ラスミドの移動効率は 50 倍以上上昇した。 
③除去用プラスミドの改良 
 既存の Ti プラスミド除去用プラスミドで
は incRh1 に属するプラスミドしか除去でき
なかった。不和合性を利用した Ti/Ri プラス
ミド除去法の適用範囲を広げるために、除去
用プラスミドがもつ incRh1 プラスミドの複
製遺伝子を incRh2, incRh3, incRh4 に属す
るプラスミドのものに入れ替えた。得られた
除去用プラスミドを使用することで、効率は
低いものの、それぞれ incRh2, incRh3, 
incRh4に属するTi/Riプラスミドを除去する
ことができた。 
④Ti/Ri-less 株の検出法の改良 
 Ti/Ri プラスミドの受容や除去操作など本
プラスミド移行技術では、細胞が同プラスミ
ドを持つか否かを容易に判別する必要があ
る。そこで、Ti/Ri プラスミド上に存在する
virA/G 遺伝子によってルシフェラーゼ遺伝
子が発現誘導されるレポータープラスミド
を作成した。同レポーターを持つ細胞は
Ti/Ri プラスミドが共存する場合にのみ、誘
導物質（アセトシリンゴン）によって発光し、
Ti/Ri の有無が寒天培地上で容易に判別可能

となった。 
 以上の各ステップの改良および栄養要求
性のアグロバクテリアをTi/Riプラスミドの
中継株とすることで、広くリゾビウム属細菌
においてTi/Riプラスミドの交換が可能にな
った。 
 
（２）ハイブリッド菌株の作成 
 改良したTi/Riプラスミド交換技術を用い、
Rhizobium radiobacter (Agrobacterium 
tumefaciens) ８ 株 、 R. rhizogenes (A. 
rhizogenes)２株、R. vitis (A. vitis)１株、
R. etli１株を材料にハイブリッド菌株を計
４９株作成した。他株の Ti/Ri プラスミドを
受容できない R. radiobacter MAFF301001 株
など現段階では同技術によってハイブリッ
ド化が困難な細胞株も見出された。 
 
（３）新規ハイブリッド菌株の形質転換特性
の評価 
 野生株、Ti/Ri 除去株を含む計６１菌株に
ついて、感染誘導物質であるアセトシリンゴ
ンによる病原遺伝子発現誘導量を比較した。
宿主細胞の種類にかかわらず強い病原遺伝
子発現誘導を示すもの、宿主細胞によって大
きく同遺伝子の発現量が異なるものなど、
Ti/Ri プラスミドの種類によって振る舞いが
大きく異なる結果となった。 
 次に、アセトシリンゴンによる病原遺伝子
発現誘導が顕著だったハイブリッド菌株を
各宿主細胞ごとに１株ずつ選抜し、植物培養
細胞（タバコ BY2 細胞、イネ Oc 細胞）と共
存培養させたときの同遺伝子の発現量を評
価した。その結果、Oc 細胞と共存させたとき
に、複数の菌株が現在形質転換に汎用されて
いる C58 株よりも 20 倍以上も高い病原遺伝
子発現誘導を示した。 
 
（４）まとめと今後の展望 
本研究でTi/Riプラスミド交換技術の各ス

テップについて改良を行い、広くリゾビウム
属細菌に適用できるようになった。同技術に
よってリゾビウム属細菌のハイブリッド化
を行い、その形質転換特性を評価した結果、
形質転換に有用と思われる形質を持った菌
株を選別することができた。これら菌株につ
いては更に遺伝子導入効率の比較評価など、
形質転換特性を精査する必要がある。 
リゾビウム属細菌は本来、病原性を持たな

い（遺伝子導入能力を持たない）菌株でも、
Ti/Ri プラスミドを導入することで病原性を
持たせうることが知られている。しかし同細



菌の生理学的多様性や系統解析が進む一方、
形質転換に利用されている菌株は未だごく
わずかである。リゾビウム属細菌は比較的形
質転換が困難な単子葉植物の表面や植物体
内でも単離されており、本研究によって確立
されたTi/Riプラスミド交換技術によって有
用株化できれば、同細菌による形質転換技術
の適用範囲の拡大が期待できる。また、R. 
rhizogenes 病原株が感染植物に誘導する毛
状根は現在植物二次代謝産物の生産細胞と
して注目されている。Ti/Ri プラスミド交換
技術は同細菌の感染対象植物の拡大にも寄
与し得ると考えられる。 
同プラスミド交換技術によって、世界中で

単離保管されている多様なリゾビウム属細
菌の形質転換特性が評価できれば、形質転換
技術の革新とともに病原性に与える諸因子
の解析にも役立つ。 
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