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研究成果の概要（和文）：芳香族アミノ酸「ドーパ」は植物根圏において異種間生長抑制作用をもたらすアレロケミカ
ルであり、本研究ではドーパの濃度調節を介して植物(宿主)とコミュニケーションする細菌としてPseudomonas putida
に着目した。本菌種はドーパをドーパミンに変換する「芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）」を有し、本酵素活性によ
りドーパがもたらすアレロパシーを軽減できる。研究の結果、ドーパ存在下において本菌がAADCの転写活性を選択的に
誘導していることをDNAマイクロアレイにより確認し、本転写誘導に関与する機能未知ORFを得ることにも成功した。本
結果は、AADCを介した共生モデルの詳細に迫るものである。

研究成果の概要（英文）：Aromatic amino acid L-DOPA acts as an allelochemical in rhizosphere to cause the 
growth inhibition of other organisms. In this study, we investigated the role of a rhizospheric bacterium 
Pseudomonas putida for plant-microbe interaction via control of the concentration of L-DOPA. P. putida 
harbors aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC) which specifically catalyzes the reaction converting 
L-DOPA into dopamine, through this reaction the allelopathy of L-DOPA is reduced. DNA microarray analysis 
revealed that only the expression of the AADC structural gene was drastically induced in the presence of 
L-DOPA, indicating the specific role of this bacterium through responding to L-DOPA. In addition, we 
obtained the candidate ORFs with unknown functions possibly encoding the specific factors regulating the 
AADC induction. Based on these results, we could expand the grasp of AADC-mediated symbiosis between P. 
putida and plant.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 様々な生長・増殖制御作用をもつ「アレ
ロケミカル」 
農作物をはじめ植物は、様々な病原微生物

の攻撃に常にさらされているため、それに対
抗する手段として、多くの生体防御機構を備
えている。その中の一つに、「アレロパシー」
がある。「アレロパシー」は、他の植物や微
生物の生長もしくは増殖を抑制・促進する化
学物質「アレロケミカル（他感物質）」を放
出し自己の周辺環境を整える現象であり、特
に、根の周囲の土壌部分（根圏）において微
生物を誘引あるいは排斥するために多くの
アレロケミカルが根から放出されている。そ
れらには安息香酸やクマリンといった芳香
族化合物が多数含まれている。 
 
(2) 根圏における重要なアレロケミカル～
芳香族アミノ酸「ドーパ」 
例として、マメ科の植物ムクナ（Mucuna 

pruriens）においては、細胞内において高濃
度の L-ドーパ（3,4-ジヒドロキシフェニル
-L-アラニン、以下「ドーパ」）が合成・分泌
されて雑草や微生物の生育を抑える効果を
持つことが知られている。ムクナ体内のドー
パ濃度は 1％前後、特に種子では 6～9％に達
し(引用文献①)、昆虫による種子の摂食等も
防いでいる。ドーパはチロシンの水酸化によ
り植物体内で合成され、通常はその後「芳香
族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）」によってド
ーパミンへと変換されるが、ムクナにおいて
は AADC による変換を経ずに蓄積あるいは細
胞外へ排出されると考えられる。また、ムク
ナ だ けでな く 同じマ メ 科のナ タ マ メ
（Canavalia gladiata）等にも、種子を中心
に高濃度のドーパが存在することが知られ
ている。 
 

２．研究の目的 
(1) 根圏細菌 Pseudomonas putida の AADC 
は高いドーパ脱炭酸能を持つ 
AADC は高等生物においては、動物におけ

る神経伝達物質・ホルモン（ドーパミン、セ
ロトニン、アドレナリン、ノルアドレナリン）
の合成、植物においてはアルカロイド等の二
次代謝産物の合成など、極めて重要な生理的
意義が知られている。著者はこれまでに、根
圏微生物の一種である Pseudomonas putida 
から該酵素遺伝子を取得し、大腸菌組換え酵
素を得て詳細な機能を報告した（引用文献
②）。本酵素はこれまでに知られる AADC と
異なり、ドーパに対してのみ極めて高い特異
性を持つ類を見ない酵素であることを明ら
かにした（kcat/Km において、他の基質となる
芳香族アミノ酸群の 100 倍以上）。これは、
これまでに「ドーパ脱炭酸酵素」と呼ばれて
きた哺乳類の AADC よりも 20 倍以上ドー

パへの特異性が高いことを示しており、さら
に研究の過程において、本酵素遺伝子の発現
がドーパ存在下のみにおいて 20 倍以上活
性化されることも明らかとした。これまで細
菌においてドーパにより転写が劇的に促進
されたという報告が皆無であることからも、
P. putida に新規なドーパ代謝プロセスが存
在していることが強く示唆された。 

 

(2) P. putida AADC の性状から予想される
植物-微生物間相互作用 
本研究では、P. putida が植物の根部分の

周囲の土壌、すなわち根圏に存在する微生物
であること、植物の根からアレロケミカルと
してドーパが分泌されること、以上の二つの
事実から AADC の働きが植物との相互作用
にあると考えた。AADC 反応生成物であるドー
パミンは、ドーパに比べ生育阻害効果は低い。
すなわち、AADC を保持する P. putida のよ
うな細菌はドーパによるアレロパシーを打
破し、根圏に繁殖し続けるために有利となる。
本研究課題では、P. putida AADC の存在意
義を根圏における「生存競争」にあると考え、
その機構の一端の解明を目指し研究を遂行
した。 
 
３．研究の方法 
(1) ドーパ存在下における P. putida の遺
伝子発現変化の網羅的解析 
P. putida KT2440 株を 1 mM ドーパ存在下

および非存在下において培養し、トータル 
RNA を抽出、逆転写による cDNA 化ののちに
カスタム DNA チップを作成して DNA マイ
クロアレイ (タカラバイオ・ドラゴンジェノ
ミクスセンター) に供した。アレイ用サンプ
ル調製に際しては、Cy3 ラべルによる 1 色法
を用いた。 
 
(2) AADC 欠損株取得コンストラクトの作製 
 AADC の機能を詳らかにするために、P. 
putida において AADC 欠損株の構築を遂行
した。スクロース存在下において生育阻害を
受けるカウンターセレクションマーカーと
して sacB 遺伝子を擁するプラスミドに P. 
putida KT2440 株由来 AADC 構造遺伝子の一
部欠失断片 (ORF中央部位を欠損した約 1 kb 
の断片) を挿入し、本プラスミドの P. putida 
KT2440 株ゲノムへのインテグレーションを
行った。遺伝子導入にはエレクトロポレーシ
ョンを用いた。 
 
(3) AADC のドーパ誘導を担う転写活性化因
子の探索 
 ドーパ存在下における AADC の転写活性
化機構を明確にするため、P. putida KT2440 
株についてプラスミドを用いたゲノムライ
ブラリーを構築し、P. putida AADC 遺伝子
のプロモーター下流に大腸菌由来 lacZ 遺



伝子を連結したレポーター遺伝子を有する
大腸菌株にライブラリの導入を行った。形質
転換体を X-gal 含有 LB 寒天培地に生育さ
せ、コロニーの青変より転写活性化因子をコ
ードするゲノム由来断片の選抜取得を試み
た。 
 
４．研究成果 
(1) P. putida KT2440 株はドーパ存在下に
おいて AADC の転写を選択的に向上させる 
 DNA マイクロアレイ解析により、1 mM ドー
パ存在下における P. putida KT2440 株の遺
伝子転写量は AADC 構造遺伝子 (locus tag: 
PP_2552) において 50 倍程度に上昇し、全
遺伝子中最も高い発現上昇レベルであるこ
とが明らかになった。本結果は、ドーパによ
るアレロパシーを軽減し根圏環境の調整を
担うという P. putida における AADC の生
理的意義に関する本研究の予測と合致する
ものであった。また、NAD(P)H 脱水素酵素お
よび azoreductase の発現についても 10 
倍超の発現上昇がみられ、双方とも NAD(P)H 
の酸化還元に関わる酵素であることから、何
らかの電子受容体を介した酸化還元反応が
細胞内において亢進していることも示唆さ
れた。また、AADC 構造遺伝子は隣接する ORF 
との位置関係から上流遺伝子とのオペロン
を形成していると予測していたが、DNA マイ
クロアレイでは AADC 構造遺伝子のみの転
写量が大幅に向上しており、単独の転写単位
として機能していることが示された。さらに、 
Total RNA を cDNA 化し PCR によって転写
単位を確認したところ、ゲノム DNA から増
幅した上流遺伝子に跨る DNA 断片が cDNA 
からは増幅しなかったことからも、このこと
が裏付けられた (図 1)。上記結果より、ド
ーパ存在下において P. putida は AADC の
発現を選択的に向上させ、何らかの環境応答
を行っている可能性がより深まった。 
 

 
図 1 P. putida AADC 構造遺伝子の転写単位
の解析 

そこで、 AADC の生理的意義をより詳らか
にするために、遺伝子欠損カセットを P. 
putida KT2440 株に導入して欠損株の作製を
試みた。カナマイシン耐性によるコロニー選
抜により形質転換体を既に得ており、本課題
期間終了時点で導入されたプラスミドを 
sacB の自殺機能により除去しているところ
である。 
 
(2) AADC のドーパ誘導機構の解明 
 AADC 構造遺伝子上流域にはプロモーター
様配列が存在しないにも関わらず本遺伝子
のみがドーパ存在下において転写亢進する
ことから、独自の未知転写調節因子が発現調
節を担っている可能性が示唆された。そこで、
AADC 構造遺伝子の転写調節領域が存在する
と思われる上流数百ベースペアの領域を大
腸菌由来 lacZ 遺伝子と連結したレポータ
ー遺伝子を作製し、プラスミド上に導入して
大腸菌 DH5株を形質転換した。本プラスミ
ドと同一細胞内で共存可能な別個のプラス
ミドを用いて P. putida KT2440 株由来ゲノ
ム DNA ライブラリー (挿入断片長 3～7 
kbp) を構築し、同株に導入を行った。形質
転換後のコロニーを X-gal 含有 LB 寒天培
地に生育させ、-ガラクトシダーゼ活性発現
に伴うコロニーの青変を観察し、複数のポジ
ティブ株を得た (図 2)。本株群に導入されて
いたプラスミド上にコードされる ORF はい
ずれも機能未知の遺伝子であったことから、
現在新規転写因子候補として解析を進めて
いる。 

 

 

図 2 スクリーニングにより取得された青変
のみられた形質転換体 (①および②) 
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