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研究成果の概要（和文）： 青枯病菌は重要な農作物を多数含む50科200種以上の植物に感染し被害を与える土壌伝染性
の植物病原細菌である。この病原菌は灌漑用水等によって容易に拡散してしまう上、土の中で長期にわたって潜伏する
ため対策が困難である。
　溶原性ファージの感染/溶原化が宿主の性質に影響を与える例が報告されている。繊維状ファージRSS1の感染によっ
て青枯病菌の病原性が増強されることを以前報告した。そこでこのファージについて、感染/溶原化状態における宿主
への影響を調べた。
　また、このファージが溶原化/誘発する条件について調べ、誘発は凍結融解ストレスやRSL1ファージ感染で引き起こ
されることを発見した。

研究成果の概要（英文）： Ralstonia solanacearum is a causative agent of lethal bacterial wilt more than 
200 species in 50 botanical families, including economically important crops. R. solanacearum is easily 
spread via contaminated irrigation water and can survive for many years in the soil.　
 Recently, there are some reports of host behavioral change caused by lysogenic phage infection. In the 
case of R. solanacearum, we reported a filamentous phage RSS1 infection increase the host pathogenicity. 
So we tried to research host pathogenicity change according to phage infection stage, lysogenic cycle and 
active propagate stage.
 And we also tried to find the integration/induction conditions of RSS1 phage. We succeeded to detect 
inducted RSS1 phage under freeze-thaw condition and RSL1 infected condition.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
 溶原性ファージは、溶菌サイクルと溶原

化サイクルの両方を行う。溶原化の際には

宿主のゲノムに潜伏するが、一方的に寄生

するだけではなく、宿主の生存、伝播に有

利な形質を付与する例も報告されている。 

 M13 ファージに代表される繊維状ファ

ージについては近年まで溶原化の例は知ら

れていなかったが 2000 年前後から様々な

病原菌において溶原化の報告がなされるよ

うになってきた。これら繊維状のファージ

による病原性の変化に関する研究は動物の

病原菌においても始まったばかりであり植

物病原菌についての研究は我々のグループ

によるものが初めての報告である。 

 感染した青枯病菌の病原性を増強させる

RSS1 ファージのゲノムをプローブとして

15 株の青枯病菌ゲノムに対するサザン解

析を行ったところ 14 株からシグナルが得

られ、自然界において、このファージと宿

主は非常に密接な関係を持つ物と予想され

た。 

 また、RSS1 が溶原化している青枯病菌

C319 株にストレスを与えファージの誘発

を試みたところ、非常に低頻度であるが誘

発に成功した。ところが得られたのは

RSS1（6662 nt）だけではなく RSS0（7288 

nt）も得られた。このことからこのファー

ジのゲノムからの切り出され方は 2タイプ

あることが判明した。この RSS0ファージ

は RSS1とは異なり、感染した宿主の病原

性を減少させることが判明し、延長された

626 nt の領域に何らかの原因があること

が予想された。 
 
２．研究の目的 
 感染した宿主の病原性を増強させる

RSS1ファージ（6662 nt）と、減少させる

RSS0ファージ（7288 nt）についてその原

因を探索する。延長された 626 ntの領域に

は DNA-binding transcription regulator 

proteinと相同性を示すORF13がコードさ

れていた。この遺伝子をファージあるいは

プラスミドに導入し、宿主に形質転換し、

宿主の生理活性変化（コロニー性状、菌体

外多糖生成、運動性、バイオフィルム形成

能、病原性等）を解析し、これによりORF13

およびファージ感染、溶原化による宿主へ

の影響を解析する。 
 また、自然界において宿主との密接な関
係が予想される RSS タイプのファージに
ついて、その溶原化と誘発の条件について
も検討する。 
 
３．研究の方法 
 RSS0 ファージにコードされる ORF13

（156 aa）の内部には dif siteに類似する

配列（1 bp異なり T→A）が存在しており

この siteを用い、宿主の Xer C/D系により

ファージは溶原化する。さらに、dif site

とは１ bp 異なることで溶原化後、132 番

目のアミノ酸が Lys (AAA)→Stop (TAA)と

変化し、ORF13は短く（131 aa）なる（以

下短縮型 ORF13）。そこで、この ORF13

のアミノ酸配列を変えず、別コドンを使用

した改変 ORF（ORF13'）を作製した。方

法は、改変配列プライマーを用い PCR に

より RSS0 ファージを鋳型として行った。

ライゲーション後、エレクトロポレーショ

ン法により宿主菌株に導入し、プラークア

ッセイ法によるプラークの確認、及び改変

ファージの単離を行った。改変ファージ取

得後、DNA を抽出し、シークエンス解析

による確認を行った。同様にプラスミドも

作製した。これらを宿主に感染/導入し、生

理活性の変化を確認した。また溶原化株や

感染株に対して、凍結融解ストレスや乾燥

ストレスなどを与え、ファージの誘発/溶原

化条件について検討した。 
 
４．研究成果 

 「コドン変化させた完全長の ORF13'を

保持する RSS0（ORF13'）ファージの作製」

「コドン変化させた短縮型の ORF13'を保



持する RSS0（ORF13'）ファージの作製」

を行った。改変プライマーを用いインバー

ス PCR により改変ファージ全長を取得し

た。ライゲーション後、エレクトロポレー

ション法により宿主菌株に導入し、プラー

クアッセイ法によるプラークの確認及び改

変ファージの単離を行った。改変ファージ

ゲノム DNA を取得し、シークエンス解析

による確認を行ったところ多くの株はポイ

ントミューテーションにより意図しない変

異型になっていたが、望む配列の株も取得

できた。ただし、意図しない変異型が多数

現れる場合は、何らかの不都合な現象が起

きている場合が多く懸念された。実際に未

感染の宿主、野生型ファージ感染青枯病菌、

ORF13 改変ファージ感染青枯病菌について

比較を行ったところ、野生型ファージ、

ORF13 改変ファージの何れも、運動性の低

下や細胞の凝集性、バイオフィルム形成能

の向上がみられ、ORF13 とこれらの現象と

の関連性は低いことが予想された。一方で

病原性については安定せず ORF13 との関連

性を断定できなかった。ORF13 の発現コン

トロールが必要と予想された。 

 Lac プロモーターによる発現制御を行え

る ORF13 発現プラスミドの構築も行ったが、

漏出が大きく安定しないことが判明した。

コールドショックプロモーター等、より厳

密に制御されるプロモーターを利用する必

要がある。 

 RSS タイプファージの溶原化/誘発につ

いては、その条件は知られていなかったが、

今回の研究でいくつかの条件を発見した。 

 誘発については、凍結融解の繰り返しや、

RSL1 ファージ感染により引き起こされる

場合があった。ストックセンターから分与

される青枯病菌からは溶原化した RSS タイ

プファージのみが検出され、プラスミド状

態で複製される活性化ファージは確認され

ていない。このことから、溶原化について

L-乾燥法を疑った。実際に L-乾燥法を行っ

たところ、プラスミド状態で活動するファ

ージを擁する宿主は生存率が低いことが判

明した。 

 これらについてまとめた。この研究期間

に論文 6報を発表した。 
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