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研究成果の概要（和文）：本研究では、トマト病害に対する生物防除微生物である2株のPaenibacillus属細菌か
らエリシター（植物体の抵抗性を誘導する物質）の単離を試みた。細菌株の培養ろ液および菌体画分をトマトリ
ーフディスクに処理し、活性酸素生成活性を指標にエリシター活性を検出した。いずれの画分からも活性が検出
されたが、これらの活性は不安定であった。一方、供試菌株から精製されたキシラナーゼを用いたところ活性酸
素生成活性が検出された。また、同酵素をトマト根部に処理することで感染時特異的タンパク質遺伝子の発現上
昇がみられたことから、同酵素がエリシターとして機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We screened for an elicitor from two Paenibacillus strains that have been 
reported as biocontrol agents against Fusarium crown root rot of tomato. Assays of elicitor activity
 were conducted with superoxide anion (O2-) producing activity using tomato leaf disc; culture 
filtrates and cell fractions of the strains had elicitor activity, but these activities were 
unstable. Apart from this, a xylanase purified from the culture filtrates of Paenibacillus strain 
had O2- producing activity. In addition, gene expression of pathogenesis related protein in tomato 
roots were up-regulated by root treatment of the xylanase, suggesting that the enzyme functioned as 
an elicitor.

研究分野：植物病理学

キーワード： エリシター　Paenibacillus
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１．研究開始当初の背景 
微生物農薬は、近年の食の安全や環境に配
慮した農業の推進から開発ニーズが高まっ
ている。微生物農薬の開発に資する生物防除
微生物の病害抑制機構を明らかにすること
は、農業現場で発病抑制効果を最適化する処
理法の開発といった応用的見地、および植物
と生物防除微生物の相互作用の解明という
基礎的見地からも重要である。生物防除微生
物の病害抑制機構としては、病原菌に対する
抗菌作用、栄養や生育場所の競合、植物への
抵抗性誘導などが知られている。植物への抵
抗性誘導の場合、植物体に作用するため、環
境の影響が比較的少なく、効果が安定しやす
いと考えられている。植物体の抵抗性誘導を
引き起こす因子であるエリシターは植物と
微生物間の相互作用を物質レベルで解明す
るために重要な物質であるが、病原菌のエリ
シターに比べ、生物防除微生物のエリシター
に関する報告は少なく、一層の知見の蓄積が
必要である。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者らは、トマト根腐萎凋病
を抑制する生物防除微生物Paenibacills属細
菌 2株（12HD2株、42NP7株）を選抜し（図
1、引用文献①）、その病害抑制機構がトマト
の抵抗性誘導によることを明らかにしてい
るが、細菌株に含まれる抵抗性誘導因子（エ
リシター）は不明である。本研究では、
Paenibacills 属細菌株の抵抗性誘導の作用機
構を解明する目的で、スーパーオキシド（O2

-）
生成活性を指標にした同細菌株由来エリシ
ターの単離とその特性の解明を試みた。また
これとは別に供試菌株のキシラナーゼにつ
いて、O2

-生成活性およびエリシター活性につ
いて解析を試みた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 生物防除微生物 Paenibacillus属 2菌
株によるトマト根腐萎凋病の抑制効果 
 
 
３．研究の方法 
（１）エリシター粗画分の調製 
滅菌したトマト根を添加した培地で細菌
株を培養し、培養ろ液画分と菌体画分を回収
した。さらに菌体画分については、菌体破砕
後に遠心分離および超遠心分離により、細胞
質画分と細胞膜壁画分に分画した。これらを
エリシター粗画分とした。これらの粗画分を
プロテイナーゼ Kで処理し、タンパク性のエ
リシターか確認した。培養ろ液画分について

はイオン交換および疎水クロマトグラフィ
ーカラムに供試し、分画した。 
 
（２）O2

-生成活性の検出 
トマトリーフディスクを作製し、緩衝液を
含む 96 穴プレートに浮かべ、（１）の画分を
加えてエリシター処理を開始し、O2

-蛍光プロ
ーブ(L012)および化学発光プレートリーダ
ーを用いて O2

-生成の検出・測定を行った。 
 
（３）キシラナーゼの精製 
Paenibacillus sp. 42NP7 株をトマト根部を
含む 1/3LB 培地で培養し、得られた培養ろ液
を 20 mM 酢酸カリウム緩衝液(pH5.2)中で透
析し、陽イオン交換カラム（SP-sepharose）
を用いてキシラナーゼを精製した。 
 
（４）感染特異的タンパク質（PR タンパク
質）の遺伝子発現解析 
精製キシラナーゼ酵素液にトマト根部を
浸漬し、所定時間インキュベート後に根部を
回収し、常法に従い RNA 抽出および RT-PCR
を行い cDNA を調製し、PR タンパク質遺伝子
（PR1、PR3、PR5、PR6）を増幅するプライマ
ーを用いて発現量をモニタリングした。 
 
４．研究成果 
（１）生物防除微生物由来スーパーオキシド
生成エリシター（O2-）の探索 
生物防除微生物である Paenibacillus 属
細菌 2菌株の産生するタンパク質または低分
子化合物を標的として、O2

-生成エリシターの
単離・精製を試みた。 
 調製した培養ろ液、細胞質画分、細胞膜壁
画分に分画し、これらをトマトリーフディス
クに添加し、O2

-生成を化学発光試薬を用いて
測定したところ、いずれの画分からもリーフ
ディスクの O2

-生成活性が認められた。これら
の画分をプロテイナーゼKで処理したところ、
いずれの画分も O2

-生成活性が低下したこと
から、O2

-生成エリシターはタンパク質性の物
質であることが示唆された。このうち、植物
体に直接接触作用すると考えられる培養ろ
液画分からのエリシタータンパク質の同定
を試みた。同画分を透析膜に入れ、ポリエチ
レングリコールにより脱水濃縮後、脱イオン
水で透析したところ、O2

-生成誘導活性が上昇
したことから、エリシタータンパク質は分子
量 10kDa 以上であることが示唆された。 
次にエリシターの精製を行うため、陽イオ
ン交換、陰イオン交換および疎水クロマトグ
ラフィーカラムを用いて溶出液を分画した
が、いずれのカラムクロマトグラフィーを用
いた場合にも、活性画分が検出されなかった。
このことから、培養ろ液画分のエリシタータ
ンパク質は、不安定であること、複数のタン
パク質によって O2

-生成活性を誘導すること、
あるいは活性の検出限界以下に希釈された
可能性が考えられた。 
 

病原菌のみ 12HD2株 42NP7株



 
（２）Paenibacillus sp. 42NP7 株のキシラ
ナーゼの解析 
 Trichoderma 属糸状菌由来のキシラナーゼ
は植物細胞の O2

-生成誘導活性を持つことが
知られている（引用文献②）。一方
Paenibacillus 属細菌はキシラン分解微生物
として多く報告されており、一株で 4つ程度
のキシラナーゼアイソザイムを持つことが
知られているが、そのエリシター活性に関す
る報告はない。そこで、トマト根腐萎凋病に
対する生物防除微生物である Paenibacillus 
sp. 42NP7 株が産生するキシラナーゼに着目
してエリシター活性を検証した。 
Paenibacillus sp. 42NP7 株の培養ろ液を
SP-sepharose カラムに供試したところキシ
ラナーゼ活性は４つの画分から検出された。
このうち最も活性の高い画分を回収し、電気
泳動的に単一であることを確認し、以降は精
製標品として用いた。精製したキシラナーゼ
を用いて部分アミノ酸配列を解析した。これ
をもとに縮重プライマーを設計し、PCR 法に
よりキシラナーゼ遺伝子全長を取得した。本
酵素および既知の微生物由来キシラナーゼ
の推定アミノ酸配列をもとに作成した分子
系統樹を図 2に示した。本酵素の推定アミノ
酸配列は P. rhizosphere 由来の glycoside 
hydrolase（GH）family 11 のキシラナーゼと
100%一致した。一方で、Trichoderma 属菌由
来のキシラナーゼの推定アミノ酸配列との
相同性は 56%以下であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2 GHファミリー11キシラナーゼの推定ア
ミノ酸配列にもとづく分子系統樹．矢印は
42NP7 株由来のキシラナーゼを示す． 
 

 
精製酵素を用いて、トマトリーフディスク
でのスーパーオキシド（O2

-）生成活性を調査
したところ、対照区（緩衝液処理区）よりも
高い誘導活性が検出された。また、精製酵素
をトマト苗の根部に処理することで複数の
PR タンパク質をコードする遺伝子（PR1, 抗
菌性タンパク質、PR3, 塩基性キチナーゼ）
の発現量が対照区にくらべ増加した（図 3）。
以上から同キシラナーゼは O2

-生成エリシタ
ーであることが示唆された。これまでキシラ
ナーゼのエリシター活性はTrichoderma属糸
状菌由来のキシラナーゼで知られていたが、
Paenibacillus 属細菌由来のキシラナーゼも
同様にエリシター活性をもつことが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 キシラナーゼを処理された根部の PR
タンパク質遺伝子の発現誘導 
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