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研究成果の概要（和文）：本研究はイネを形質転換するのに適した特質をもつアグロバクテリア菌株を解析して、その
仕組みを明らかにすることを目標にしている。これまでイネはアグロバクテリアが植物に感染してT-DNA輸送するのに
必須なvir遺伝子を発現するのに必要な誘導物質を作らないと考えられていた。本研究では、イネ懸濁培養から誘導活
性のある物質を抽出精製し構造決定を試みた。その結果、誘導物質はクマリルアルコールであることがわかった。また
、イネが微量分泌するクマリルアルコールを検出してvir遺伝子発現に至らせる未知の遺伝因子は、多くのvir遺伝子を
有するTiプラスミド上ではなく、染色体DNA上にあることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The primary aim of this study is to reveal the mechanism of a unique 
Agrobacterium strain that has property suitable for rice transformation. So far, they thought that rice 
has no or little material that induces vir gene expression in agrobacteria. Here we successfully extract 
and purify the substance, and then determined the molecular structure. The fact was supported by an 
experiment using the chemically synthesized material. This study also showed that the phenotype of the 
strain is determined not by Ti plasmid but by chromosomal background of the strain.

研究分野：微生物学、分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
アグロバクテリアは双子葉植物と裸子植
物に感染してT-DNAを植物核ゲノムに挿入し
発現させることで発病させることが知られ
ている。この仕組みを利用して多くの植物の
形質転換が行われている。一方、単子葉植物
では接種しても基本的に発病しない。イネで
はアセトシリンゴンなどのvir遺伝子発現誘
導物質を添加すれば遺伝子導入可能なこと
が知られている。しかし、いまだに遺伝子導
入が不可能なイネや効率が低いことも問題
になっている。日本で分離されたアグロバク
テリア病原株の P-Ag-5 株は vir 遺伝子発現
誘導物質を人為的に添加しなくてもイネに
遺伝子導入が可能であるという特異な性質
をもっている。有用アグロバクテリア菌株は
既に３０年間以上も世界中で利用されてい
るがこのような特質を示す菌株はこれまで
に知られていない。本研究は、この菌株の性
質を明らかにしようとするものである。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、アセトシリンゴン等の既知 vir
遺伝子誘導物質を人為的に添加しなくても
イネ細胞と共存させると遺伝子発現されて
イネへの遺伝子導入を行なうという、イネへ
の遺伝子導入に適した特性を持つ日本産ア
グロバクテリア菌株 P-Ag-5 が、どのような
仕組みで遺伝子発現できるのか明らかにす
ることを目的としている。そのために、この
菌株の vir 遺伝子発現様式を既知の菌株と対
比して調査する。また、イネと共存すること
で遺伝子発現を促す未知の遺伝子系を解析
する。更に、この菌株の vir 遺伝子発現様式
を促す未知物質を、イネから抽出精製して、
構造決定を目指す。 
 
３．研究の方法 
イネによる vir 遺伝子発現誘導能の検出： 
vir 遺伝子発現を容易に検出するために常用
されている GUS 酵素遺伝子（Pvir-GUS）をレ
ポーターとして利用した。また、化学発光遺
伝子 luxAB を vir 遺伝子プロモーター直下に
配置したレポーター（Pvir-luxAB）を新たに
作成して利用した。 
イネによる vir 遺伝子発現誘導能が低下
した変異菌株の分離：上記の Pvir-luxAB レ
ポーター保持株にトランスポゾン挿入して
変異体を多数個用意した。各変異体をイネ培
養細胞 Oc を寒天培地中に包埋した固体倍地
を用意し、この上に変異体菌株を培養すると
いう共存培養処理を行なってからvir遺伝子
発現を化学発光で検出した。この操作でほと
んど全ての変異体は発光したが、発光しない
株のみを選抜した。イネ培養細胞 Oc との共
存培養で発光しない変異体の中で、アセトシ
リンゴンで誘導されるものを選び出すこと
を試みた。このような変異体が得られれば、
イネが分泌する物質を効率的に感知する遺

伝子に変異があると期待される。 
イネの分泌する vir 遺伝子発現誘導物質
の精製と構造決定：イネ懸濁培養上清液にあ
る誘導物質の抽出は、上清液に酢酸エチルを
加えて酢酸エチル層を回収し濃縮して行っ
た。次に、抽出物を逆相カラムクロマトにか
けてメタノール勾配で溶出し、誘導活性を示
す画分を得た。この画分を更に順層のカラム
クロマトで精製純化した。この物質を質量分
析および NMR 分析した。この機器分析は広島
大学自然科学研究支援開発センターの支援
と機器によって行なわれた。 
p-coumarylalcohol の 化 学 合 成 ：
p-coumaric acid のエチルエステルを還元し
て合成した。この合成は本学の化学専攻の高
木隆吉博士のご指導を頂いて行なわれた。 
 
４．研究成果 
P-Ag-5 株の vir 遺伝子発現の特性： 
P-Ag-5株がイネと共培養するのみでvir遺伝
子発現するという現象は、P-Ag-5 株が vir 遺
伝子を恒常的に発現するので誘導物質を必
要としないとすれば単純である。しかし、
P-Ag-5株のvir遺伝子は既知菌株と同様に細
菌用栄養培地や誘導物質を添加していない
誘導用培地等では全く発現せず、アセトシリ
ンゴン（既知の vir 遺伝子発現誘導物質）を
添加すると発現した。すなわち、イネに対す
る特異な性質は恒常的なvir遺伝子発現によ
って生じるという考えは否定された。P-Ag-5
株から Ti プラスミドを除去したうえで既知
菌株の Ti プラスミドを移入した菌株 P-Ag-5
（pTiC58）は、P-Ag-5 株と同様の性質を示し
た。一方、C58(pTiPAg5)は C58 株と同じ性質
を示したことから、P-Ag-5 株の特異な性質を
決定する遺伝子はTiプラスミド上には無く、
染色体上にあると考えられた。 
P-Ag-5 株ゲノムにトランスポゾン挿入し
た変異体の中から、イネに対する応答能が低
下したものを分離したところ、いずれもアセ
トシリンゴンによる誘導能にも低下がみら
れたので目標の変異体を得ることができな
かった。 
イネの分泌する vir 遺伝子発現誘導物質
の精製と構造決定：イネ懸濁培養上清液にあ
る誘導物質を精製純化することに成功した。
この物質を質量分析およびNMR分析したとこ
ろ、p-coumarylalcohol（PCAL）であること
がわかった。また、化学合成した同物質もイ
ネから抽出したものと同様の活性を示した。
イネ懸濁培養上清液に含まれる PCAL 濃度を
測定したところ、数マイクロモルという低い
濃度でのみ存在していた。P-Ag-5 株と C58
株の PCAL 分解能力を予備的に分析したとこ
ろ、C58株の方がはるかに大きいことも明ら
かになった。また、PCAL は C58 株にも vir
遺伝子発現を促した。2菌株の PCAL分解力
は、C58 株の方が明らかに高いことから、2
菌株のイネに対する応答の差は分解力の差
にあると推定される。 



 
以上のように本研究の成果から、イネが合
成してP-Ag-5菌株のvir遺伝子発現を誘導し
ている物質は PCAL であることが明らかに
なった。更に、P-Ag-5がイネに対する応答性
が優れている仕組みは PCAL 分解力が低い
ことにあると示唆されたので、今後は分解力
を決定する遺伝子に焦点をあてて研究をす
すめる。 

PCAL はリグニン合成の中間体として知
られている物質である。そのため、PCALは
どの植物でも合成していると推定できる。本
研究で明らかになった PCALが vir遺伝子発
現誘導活性を持つという事実と合わせて考
えると、リグニンをもつ多くの下等植物はア
グロバクテリアによる感染を受けないが、そ
のような下等植物によってもアグロバクテ
リアはvir遺伝子発現誘導を受けうるという
可能性もあろう。 
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