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研究成果の概要（和文）：ファイトプラズマは昆虫媒介性の植物病原細菌であり、植物宿主と昆虫宿主との間を
水平移動するホストスイッチングにより感染を拡大する。本研究では、ファイトプラズマのホストスイッチング
機構について解析した。まず、ホストスイッチングに関わるシグマ因子RpoDについて転写制御解析を行い、プロ
モーター配列を特定するとともに、多様な遺伝子の転写制御に関わっていることを明らかにした。また、樹木に
おけるファイトプラズマー宿主間相互作用を解析するために、ホルトノキ萎黄病を引き起こすファイトプラズマ
を同定した。さらに、植物感染時に働く分泌タンパク質PHYL1の立体構造を解析し、機能に重要なアミノ酸配列
を特定した。

研究成果の概要（英文）：Phytoplasma is a phytopathogenic bacterium that spreads infection by 
host-switching horizontally translocating between plant and insect hosts. In this study, we analyzed
 the host switching mechanism of phytoplasma. First, we analyzed transcriptional regulation of sigma
 factor RpoD involved in host switching, identified the promoter sequence, and clarified that it is 
involved in transcriptional regulation of various genes. Next, to analyze host-host interaction in 
trees, we identified phytoplasma that causes yellowing diseases of Elaeocarpus zollingeri. 
Furthermore, we analyzed the crystal structure of the secreted protein PHYL1 that functions during 
plant infection and identified the amino acid sequences important for its function.

研究分野： 植物病理学

キーワード： ファイトプラズマ　ゲノム　宿主

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ファイトプラズマは植物に寄生して病気を引き起こす病原細菌である。イタリアのリンゴ生産だけでも年間1億
ユーロの被害が出ているが、ファイトプラズマ病には特効薬が無く、防除はとりわけ困難である。ファイトプラ
ズマは昆虫を介したホストスイッチングによって植物から植物へと伝搬される。本研究ではホストスイッチング
機構の一端を明らかにしたが、その鍵となる因子はファイトプラズマ病予防の新たな標的となる可能性がある。
また、ホストスイッチングはファイトプラズマ独特の生存システムであることから、これを標的とする薬剤は環
境への影響が少ないことが予想され、環境保全型の薬剤開発に寄与できるという点に学術的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ファイトプラズマ（Candidatus Phytoplasma 属細菌）は植物の細胞内に寄生して病気を引き起

こす病原細菌である。イタリアのリンゴ生産だけでも年間 1 億ユーロの被害が出ており、予防法
の確立が切望されているものの、人工培養できない
微生物であるため、現在でも研究が難しい病原体の
一つである。ファイトプラズマが感染した植物は花
が葉に変化する葉化や、種子形成が異常になる不稔
症状などの特徴的な病徴を呈する。これは宿主植物
が生殖ステージに移行するのを抑制し、宿主を延命
させるためのファイトプラズマによる宿主操作では
ないかと考えられている。また、ファイトプラズマは
植物以外に昆虫（ヨコバイ類）にも細胞内寄生し、昆
虫を介して植物から植物へと伝搬される（図１）。フ
ァイトプラズマのホストスイッチングや、宿主を操
作するメカニズムには興味が持たれているが、その
全容は謎に包まれていた。 
 
２．研究の目的 
ファイトプラズマは昆虫媒介性の植物病原細菌であり、植物宿主と媒介昆虫との２つの宿主

間を水平移動する「ホストスイッチング」により感染を拡大するが、どのようにして異なる生物
界の宿主に細胞内寄生するのか、その分子メカニズムは謎に包まれている。本研究は、ファイト
プラズマのホストスイッチング機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ファイトプラズマのシグマ因子 RpoD を用いた転写制御解析 
ファイトプラズマの RpoD を用いた in vitro 転写系を構築するために、タマネギ萎黄病ファイ

トプラズマ (Candidatus Phytoplasma asteris OY strain; OY ファイトプラズマ) 由来の OY-RpoD お
よび 16S rRNA B 遺伝子 (rrnB) の上流配列を含む DNA 断片、大腸菌由来の RNA ポリメラーゼ 
(Ec-RNAP)、および同位体標識された NTP を混合し、転写反応を行った。また、プロモーター領
域を特定するために、rrnB の上流配列に変異を導入して同様の実験を行った。 
（２）ファイトプラズマ RNA 特異的な転写開始点解析 
ファイトプラズマ RNA 特異的な転写開始点解析系を構築するために、タマネギ萎黄病ファイ

トフラズマ感染植物から RNA を抽出した。この RNA には、ファイトプラズマおよび植物由来
の転写産物が含まれているが、これらのうちファイトプラズマ由来の転写産物を優先的に精製
し cDNA 増幅する実験系を構築した。次に、増幅された cDNA ライブラリを次世代シーケンサ
ーを用いて配列解読し、 ファイトプラズマのゲノム配列にマッピングした。 
（３）ホルトノキ萎黄病を引き起こすファイトプラズマの同定 
樹木におけるファイトプラズマ―宿主間相互作用を解析するために、ホルトノキ罹病樹のフ

ァイトプラズマ種を特定した。本研究では、東京都文京区の街路樹、港区の公園 3 箇所および徳
島県、沖縄県各地のサンプルを使用した。これらホルトノキ罹病樹からファイトプラズマ DNA
を含む植物 DNA を抽出した。抽出 DNA を鋳型とし、16S rRNA 遺伝子領域および secA 遺伝子
領域を標的としたファイトプラズマ特異的プライマーを用いて、PCR ないし Nested PCR を行っ
た。これらの DNA 増幅産物をシーケンスし、配列比較、解析を行った。また、MEGA7 を用い
て最尤法により系統樹を作成した。 
（４）ファイトプラズマの葉化誘導因子 PHYL1 の立体構造解析 
大腸菌で発現させた PHYL1 を精製し、蒸気拡散法により結晶を得た。得られた結晶について、

ビームライン PX-III（スイス光源）で最大分解能 2.4Å で X 線を回折し、回折データを XDS パ
ッケージを使用して解析した。また、各 α ヘリックスに 2 つのアラニンを挿入した変異体を作
出し、機能を解析した 
 
４．研究成果 
（１）ファイトプラズマのシグマ因子 RpoD を用いた転写制御解析 
ファイトプラズマは植物－昆虫間の宿主転換に伴い様々な遺伝子の発現を変化させることが

研究代表者らの以前の研究より明らかとなっている。その転写制御には、ファイトプラズマに共
通して存在するシグマ因子 RpoD が重要な役割を担うと考えられていたが、その機能は不明であ
った。そこで本研究では、難培養性である本細菌の転写制御解析を行う目的で、ファイトプラズ
マの OY-RpoD を用いた in vitro 転写系の確立を試みた。その結果 OY-RpoD 依存的に転写産物が
検出され、OY-RpoD は in vitro で Ec-RNAP と複合体を形成し転写活性を発揮することが示され
た。さらに rrnB の上流配列に変異を導入し同様の解析を行った結果、OY-RpoD による転写にお
いて重要となるプロモーター領域を特定した。OY-RpoD により転写制御されるファイトプラズ
マ遺伝子の探索を行った結果、OY-RpoD はハウスキーピング遺伝子に加えて病原性や昆虫宿主
特異性に関わる様々な遺伝子の転写制御に関わることが明らかになった。そこで、それら遺伝子
の転写開始点を 5' RACE 法により解析し、OY-RpoD により認識されるプロモーター共通配列（-

図 1. ファイトプラズマの生活環 
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10 および-35 領域）の特定を試みた。その結果、細菌の RpoD による典型的な認識配列に類似し
た-10 領域が得られた一方で、-35 領域は多様であった。この共通配列は OY ファイトプラズマ
ゲノム上の 540 ヶ所に存在し、少なくとも 88 遺伝子が OY-RpoD により転写制御されると推定
された。RpoD はファイトプラズマ間の保存性が高いことから、他の複数のファイトプラズマゲ
ノムについても解析したところ、同様に多様な遺伝子の上流に共通配列が見出された。以上より、
ファイトプラズマのシグマ因子 OY-RpoD は多様な遺伝子の転写制御に関わっている可能性が示
唆された。 
（２）ファイトプラズマ RNA 特異的な転写開始点解析 
ファイトプラズマは植物－昆虫間の宿主転換に伴い様々な遺伝子の発現を変化させることが

研究代表者らの以前の研究より明らかとなっている。その転写制御にはファイトプラズマに共
通して存在するシグマ因子 OY-RpoD が重要な役割を担うことを本研究で明らかにしてきた。一
方、遺伝子領域以外の非コード領域においても RNA の転写が起きているかは不明であった．そ
こで、ファイトプラズマのゲノムから転写される RNA を網羅的に特定することを目的として、
次世代シーケンサーを用いたファイトプラズマ RNA 特異的な転写開始点解析系の構築を試み
た。その結果、mRNA の転写開始点 82 箇所に加え、 ORF の内部（センス鎖方向 88 箇所、アン
チセンス鎖方向 31 筒所）や、下流に ORF のない転写開始点 30 箇所が見出された。これにより、
ファイトプラズマにおける非コード RNA の存在が初めて示された。 
（３）ホルトノキ萎黄病を引き起こすファイトプラズマの同定 
近年、日本各地のホルトノキ (Elaeocarpus zollingeri) において、葉の黄化や樹冠透過の症状が

見られ、急激に衰弱、枯死する病害が発生していた。ホルトノキは街路樹として用いられる常緑
樹であると同時に、天然記念物や文化財に指定されている個体も多いが、本病発病により文化財
等の指定が解除されるという問題も生じている。樹木におけるファイトプラズマ―宿主間相互
作用を解析するために、沖縄県、徳島県および東京都の罹病樹から DNA を抽出し、病原ファイ
トプラズマの種を同定した。その結果、16S rRNA 遺伝子の配列はマレーシアで報告された
Candidatus Phytoplasma malaysianum タイプ系統(MaPV)の配列と 99%相同であり、ホルトノキ萎
黄病の病原ファイトプラズマは同暫定種に分類されることが示された。日本各地のホルトノキ
萎黄病ファイトプラズマは、16S rRNA 遺伝子の系統樹において MaPV など既報のマレーシア系
統とは独立した 1 つのクラスターを形成したことから、MaPV などと同種ではあるが異なる系統
であると示唆された。また西表島のサンプルから増幅された secA の配列は他の国内サンプルと
7 塩基異なるなど、国内サンプル間でも遺伝的多様性が認められた。 
（４）ファイトプラズマの葉化誘導因子 PHYL1 の立体構造解析 
ファイトプラズマは植物・昆虫の細胞内に寄生するため、ファイトプラズマから分泌されたタ

ンパク質は宿主の細胞質で直接的に機能する。分泌シグナルを持つタンパク質は宿主を操作す
るホストマニピュレーターの最有力候補であり、その中で PHYL1 は花器官形成に関わる MADS
ドメイン転写因子に結合し、分解を誘導して花器官の葉化を引き起こすことがこれまでの研究
から示唆されていた。本研究で PHYL1 タンパク質の立体構造解明を試みた結果、PHYL1 はルー
プで繋がれた２つの両親媒性 α ヘリックスからなる coiled-coil 構造を有することが明らかとな
った。各 αヘリックスに 2 つのアラニンを挿入した変異体を作出し、機能を解析したところ、い
ずれの αヘリックス変異体も MADS ドメイン転写因子への結合能を喪失していた。また、MADS
ドメイン転写因子 SEP3 と各変異体を植物細胞内で共発現させたところ、いずれの αヘリックス
変異体も SEP3 分解能を示さなかった。以上より、2 つの α ヘリックスが PHYL1 の機能に重要
であることが示唆された。 
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