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研究成果の概要（和文）：グラム陰性細菌青枯病菌の病原性に不可欠であるマッシュルーム型バイオフィルム 
(mBF)の形成は、クオラムセンシング (QS)により抑制された。QSにより産生が誘導され、QSをフィードバック制
御するラルフラノンは、QSによるmBF形成の抑制を阻害し、mBFの融合による発達に関わった。QSにより産生が誘
導される細胞外膜に局在するレクチンLecMは、宿主細胞上への青枯病菌の固着と、QSシグナルmethyl 
3-hydroxymyristateの細胞外での安定性に関わった。すなわち、mBF形成は、QSによる抑制と、QSにより産生が
誘導されるラルフランとLecMによる誘導によるバランスにより制御された。

研究成果の概要（英文）：On host cells in roots, a Gram-negative bacterium, Ralstonia solanacearum, 
forms mushroom-type biofilms (mBFs) which are required for its virulence. In this study, we 
elucidated signalling pathways involved in the mBF formation of the bacteria. Quorum sensing (QS) 
inhibited mBF formation. Secondary metabolite ralfuranone, of which production was induced by QS and
 feed-back regulated QS, impeded an inhibition of mBF formation by QS, and was involved in the fused
 mBF, developing mBF. In addition, a QS-induced lectin LecM, which was located in the bacterial 
outer membrane, was involved in not only adhesion of the bacteria on host cells but also stability 
of QS signal methyl 3-hydroxymyristate. Taken together, results in this study indicate that the 
balance between negative regulation by QS and positive regulation by QS-induced ralfuranone and LecM
 leads to the mBF formation of R. solanacearum on host cells.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 青枯病菌　マッシュルーム型バイオフィルム　クオラムセンシング　病原力　ラルフラノン　LecM
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研究成果の学術的意義や社会的意義
青枯病は、世界の主要な農作物に甚大な被害を及ぼし続けている。しかし、人類は、未だ、青枯病に対する持続
性ある防除技術を開発することができていない。原因細菌である青枯病菌の宿主植物への感染過程に応じた病原
性機構が未解明であることが、その主因である。本研究の成果から、根の先端の根冠細胞よりは基部よりの根毛
が生えていない表皮細胞とそれら下部の皮層細胞に感染した青枯病菌のクオラムセンシング、さらには、ラルフ
ラノン化合物が関わるシグナル系を標的とした防除技術を開発することにより、世界の食料の安定供給に難敵で
ある青枯病の恐怖から人類を救うことが可能であると判断された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
病害抵抗性遺伝子を有する遺伝的に均一化した品種と殺菌剤を用いた農業の進展に伴い、抵

抗性打破株、薬剤耐性株および高病原性株の蔓延など、植物病原細菌の進化は促進され、植物細
菌病は、世界の農業生産に甚大な被害をもたらしている。そのため、抗菌作用・抵抗性に依存し
ない、病原性に特徴的なシグナル伝達系を標的とする、持続性ある防除技術の開発が望まれてい
る。細胞集団構造物バイオフィルム（Monds and O’Toole, 2009）の形成に関わるシグナル伝達系
はその恰好の標的として期待されているが、バイオフィルムの病原性に関わる役割とその機構
を明らかにされた植物病原細菌は皆無であった。 
 土壌細菌である青枯病菌（Ralstonia solanacearum）は、ナス科植物を初めとする 350 種以上の
作物に萎凋症状（青枯病）を引き起こす。その経済的損失は１年あたり数千億円（国内では数百
億円）とされている（Mansfield et al, 2012）。欧米ではバイオテロへの悪用も懸念されている。 
根の傷口から細胞間隙に侵入しコロニー化した青枯病菌は、導管に侵入する。導管内にて、青

枯病菌は多量の菌体外多糖を産生して、導管の通水を阻害し、その結果、植物は萎凋症状を呈す
ると考えられてきた（Genin and Denny, 2012）。さらに、導管内で、不定形の細胞凝集構造物を青
枯病菌は形成すると報告されている（Tran et al., 2016）。そのため、研究の主眼は、導管侵入後の
青枯病菌に置かれてきたが、青枯病菌の宿主植物へ感染機序と病原性機構は未だ解明されてい
ない。そのため、青枯病防除は、未だ、抵抗性品種・台木の利用と殺菌性薬剤の土壌処理に依存
している。世界の農業生産に甚大な被害を与え続けている青枯病に対する持続性ある防除技術
の開発のために、青枯病菌の病原性に特徴的なシグナル伝達系の解明は急務である。 
 我々は、世界に先立って、宿主植物の根の細胞間隙へ侵入直後の宿主植物の応答と青枯病菌
OE1-1 株の病原性の解析を行い、青枯病菌の病原性機構解明の糸口を見出した。根の細胞間隙に
侵入した青枯病菌 OE1-1 株は、宿主植物細胞上に固着後、Ⅲ型分泌系を介してエフェクターを
植物細胞内に分泌して、自然免疫を回避する (Hikichi et al., 2016)。その結果、OE1-1 株は、植物
細胞表面で増殖して、methyl 3-hydroxymyristate (3-OH MAME)をクオラムセンシング (QS)シグナ
ルとする QS を起動し (Kai et al., 2015)、マッシュルーム型バイオフィルム (mBF)を形成すると
考えられている (Mori et al., 2016)。QS とともに、mBF 形成は、OE1-1 株の病原性にとって不可
欠である (Hikichi et al., 2016)。 
 青枯病菌外膜には、アラビノース、マンノース、フルクトースに結合能を有するレクチン LecM
タンパク質が局在する。Ⅲ型分泌装置の構築を制御する hrp レギュロンにより、低菌密度時に産
生が誘導される LecM タンパク質は、植物細胞表面への OE1-1 株細胞の固着に関わる (Mori et al., 
2016)。そのため、lecM 遺伝子変異は mBF 形成能喪失をもたらし、病原性の喪失をもたらす。さ
らに、QS により産生が誘導される２次代謝物質ラルフラノン化合物は、OE1-1 株の病原性に関わ
る。さらに、ラルフラノン化合物産生能喪失により、mBF 形成能は著しく低下する。すなわち、
トマト植物の根の細胞間隙侵入後における mBF 形成に関わる、LecM タンパク質とラルフラノン
化合物を介したシグナル伝達系は、青枯病菌に病原性に特徴的なシグナル伝達系であると考えら
れた。すなわち、持続性ある青枯病防技術の開発のためには、トマト植物の根の細胞間隙侵入後
における mBF 形成過程を細胞集団構造学的に明らかにし、それぞれの過程に関わる LecM タンパ
ク質とラルフラノン化合物を介したシグナル伝達系、とくに QS との関連性を解明することが肝
要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 青枯病菌 OE1-1 株/トマト植物をモデル系として、病原性に不可欠な OE1-1 株細胞集団構造体
である mBF の形成過程に関わる、LecM タンパク質とラルフラノン化合物を介したシグナル伝
達系を解明する。そのために、以下の研究目標を実施した。 
(1) ラルフラノン化合物の mBF 形成における役割の細胞集団構造学的解明 
(2)  LecM タンパク質を介した mBF 形成に関わるシグナル伝達系の解明 
(3) ラルフラノン化合物受容を介した mBF 形成に関わるシグナル伝達系の解明 
(4)  mBF 形成に関わるシグナル伝達系の細胞集団構造学的・分子生物学的解明 
 
３．研究の方法 
(1) ラルフラノンの mBF 形成における役割の細胞集団構造学的解明 
 ex vivo mBF 形成系で青枯病菌 OE1-1 株を培養すると、培養開始 12 時間後には、ナノパーコレ
ータ上での OE1-1 株細胞の固着・増殖が認められた。培養開始 16 時間後には、OE1-1 株細胞集
団構造物であるマイクロコロニー (MC; 長径, 1 μm ≤ MC < 5 μm)が形成された。培養 24 時間に
は、複数の MC が足場となり融合して、mBF (長径, 5 μm ≤ mBF < 10 μm)に発達した。そして、
培養 30 時間後には、mBF が足場となり、成熟 mBF (長径, 10 μm ≤ 成熟 mBF)に発達した (図 1)。
培養 32 時間後には、成熟 mBF の表目の崩壊が認められ、浮遊型細菌細胞の放出が行われた。こ
れらの結果から、固相面に固着した OE1-1 株の増殖により形成された複数の MC が足場となり、
融合してmBFに発達し、複数のmBFが足場となり融合して成熟mBFに発達すると考えられた。 



 ラルフラノン化合物産生能喪失株 (ΔralA)を ex vivo 
mBF 形成系で培養すると、培養開始 12 時間後には、
ナノパーコレータ上での ΔralA細胞の固着・増殖が認
められた (図 1)。しかし、培養開始 24 時間後と 30 時
間後における MC 数は、OE1-1 株に比較し有意に少な
く、mBF はほとんど観察されなかった。培養開始 24
時間後と 30 時間後に観察された MC の長径も有意な
変化が認められなかった。 
 QS により産生が誘導されたラルフラノン I は細胞
外に分泌され、細胞外でラルフラノン A, B, J, K およ
び L に酸化される (Kai et al., 2016)。最終濃度 20μM
になるようにラルフラノン A, B, J, K あるいは L を添
加したトマト細胞間隙液を用いた ex vivo mBF 形成系
で ΔralAを培養し、培養開始 32 時間後の mBF 形成を
観察した。いずれのラルフラノン化合物を添加した場
合にも、ΔralA による総 mBF 形成数は有意に増加し
た。とくに、ラルフラノン J あるいは K を添加した場
合の総 mBF 形成数は顕著であった。ラルフラノン J
を添加したトマト細胞間隙液を用いた ex vivo mBF 形
成系で ΔralAを培養すると、OE1-1 株と低くして、培
養開始 24 時間後の MC 数は顕著に少なかったが、
mBF 数と成熟 mBF 数は同等だった。さらに、培養開
始 30 時間後には、ラルフラノン J 含有トマト細胞間
隙液で培養した ΔralAにより形成された mBF と成熟
mBF の長径の増加が認められた (図 1)。さらに、培養
開始 24 時間後に、ラルフラノン J を添加すると、培
養開始 30 時間後の細胞集団構造物の長径とともに、
mBF 数と成熟 mBF 数の顕著な増加が認められた (図
2)。すなわち、ラルフラノン J は、複数の MC の融合
による mBF への発達と、複数の mBF の融合による成
熟 mBF の発達に関与すると考えられた。 
 OE1-1 株と寒天上で共存培養したトマト幼苗 (播
種 72 時間後)を用いたモデル実験系にて、トマト根へ
の OE1-1 株の感染機序を解析した。OE1-1 株懸濁液
と寒天上で共存培養した播種 72 時間後のトマト幼苗
の根の切片を作製し、走査電子顕微鏡観察と光学顕微
鏡下で解析を行った。共存培養 12 時間後に、トマト
根先端の根冠組織よりも、基部で根毛が生えていない
部分の表皮細胞表面に、接種に、OE1-1 株の固着・増
殖が観察され、共存培養 24 時間後には、根の表皮表
面で mBF の形成が観察された (図 3)。さらに、共存
培養 28 時間後には、OE1-1 株が固着した表皮細胞の
細胞壁が破壊され、その破壊された細胞の内部で
OE1-1 株による mBF の形成が観察された。共存培養
40 時間後には、破壊された表皮細胞の下部に位置す
る皮層細胞の破壊と、その内部での OE1-1 株による
mBF 形成が観察された (図 4)。 
 
(2) LecM タンパク質を介した mBF 形成に関わるシ
グナル伝達系の解明 
 LecM タンパク質の QS シグナル伝達系への影響の
解析するために、lecM 遺伝子変異株の QS 依存形質
を調べた。lecM 遺伝子変異により、QS 能喪失と同様
に、QS 依存形質が変化した。そこで、lecM 遺伝子変
異株とともに、OE1-1 株と QS 能喪失株 (phcB 遺伝子
欠損株, ΔphcB; phcA 遺伝子欠損株, ΔphcA)の RNA-
sequencing によるトランスクリプトーム解析を行っ
た。PhcB タンパク質は 3-OH MAME 産生に関わるメ
チル基転移酵素であり、PhcA タンパク質は 3-OH 
MAME 受容により活性化する転写制御因子である。
すなわち、ΔphcB と ΔphcAで共通に制御される遺伝 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ex vivo mBF 形成系で培養した青枯
病菌 OE1-1 株、ラルフラノン産生能喪
失株 ΔralAおよび 20μM ラルフラノン J
含有条件で培養した ΔralA によるマイ
クロコロニー (MC)とマッシュルーム
型バイオフィルム (mBF)の形成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. ex vivo mBF 形成系で培養した青枯
病菌 OE1-1 株、ラルフラノン産生能喪
失株 ΔralAおよび 20μM ラルフラノン J
を培養開始後加用し ΔralA によるマイ
クロコロニー (MC)とマッシュルーム
型バイオフィルム (mBF)の形成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 共存培養 24 時間後のトマト幼苗
の根の先端 (赤丸)の表皮細胞上での青
枯病菌 OE1-1 株によるマッシュルーム
型バイオフィルム形成 (黄丸)の走査型
電子顕微鏡観察 
 
 
 
 
 
 
図 4. 青枯病菌 OE1-1 株と共存培養 40
時間後のトマト幼苗の根における
OE1-1 株の感染と根の細胞の光学顕微
鏡下での観察（トルイジンブルー染色） 

子が、QS 依存遺伝子と考えられる。QS により正に制御される遺伝子の中で、97.2%が lecM 変  



異によって有意に低下した。また、QS により負に制御され
る遺伝子の中で、96.3%が lecM 遺伝子変異によって有意に
上昇した。さらに、lecM 遺伝子変異によって発現が有意に
変化した遺伝子の、lecM 遺伝子変異株と ΔphcAにおける発
現量は高い正の相関 (r2=0.939)を示した (図 5)。興味深いこ
とに、lecM 遺伝子変異により、phcB 遺伝子の発現量に変化
が認められなかったが、3-OH MAME 含有量が著しく低下し
た (図 6)。3-OH MAME 含有培養系で QS 依存形質である主
要な菌体外多糖 EPS I 産生量を解析したところ、lecM 遺伝
子変異株の QS 依存形質は回復した (図 7)。すなわち、細胞
外膜に局在する、QS により産生が誘導される LecM タンパ
ク質は、細胞外に分泌された 3-OH MAME の安定性に関わ
り、QS シグナル伝達系の安定性に関わると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. lecM 遺伝子変異によって発
現が有意に変化する遺伝子の
phcA遺伝子欠損株ΔphcAと lecM
遺伝子変異株での発現量比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. 青枯病菌 OE1-1 株と lecM 遺伝子
変異株の methyl 3-hydroxymyristate (3-
OH MAME)含有量 *, p<0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. lecM 遺伝子変異による主要な菌体外多糖 EPS I
産生への影響 
*, p<0.05 

 
3) ラルフラノン化合物受容により誘導される mBF 形成に関わるシグナル伝達系の解明 
 ラルフラノン化合物の QS シグナル伝達系への影響の解析するために、ΔralA の QS 依存形質
を調べた。ralA遺伝子欠損により、QS 能喪失と同様に、QS 依存形質が変化した。そこで、ΔralA
とともに、OE1-1 株と QS 能喪失株 ΔphcB と ΔphcAの RNA-sequencing によるトランスクリプト
ーム解析を行った。QS により正に制御される遺伝子の中で、91.7%が ralA遺伝子欠損によって
有意に低下した。また、QS により負に制御される遺伝子の中で、78.9%が ralA遺伝子欠損によ
って有意に上昇した。さらに、phcA遺伝子欠損により発現が有意に変化する遺伝子の、ΔphcAと
ΔralAでの発現量は高い正の相関 (r2=0.9152)を示した (図 8)。すなわち、ラルフラノン化合物は、
QS シグナル伝達系に関与すると考えられた。 
 3-OH MAME 含有培養系で QS 依存形質を解析したところ、
ΔralA の QS 依存形質は回復しなかった。すなわち、ラルフラ
ノン化合物は PhcA タンパク質による QS 依存遺伝子の転写の
フィードバック制御に関わると考えられた。ラルフラノン A, B, 
J, K および L それぞれを添加して培養した ΔralAのトランスク
リプトーム解析から、ラルフラノン A, B, J, K および L それぞ
れが独立して PhcA タンパク質による QS 依存遺伝子の転写の
フィードバック制御に関わるのではなく、ラルフラノン A, B, 
J, K および L が統合して、あるいはそれらの濃度比率が、PhcA
タンパク質による QS 依存遺伝子の転写のフィードバック制御
に関わると推察された。  
 OE1-1 株のゲノム配列から、センサーヒスチジンカイネース
をコードすると推定された 42 遺伝子それぞれの欠損株を作製
し、ラルフラノン化合物を含むトマト細胞間隙液を用いた ex  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. phcA 遺伝子変異によっ
て発現が有意に変化する遺伝
子の phcA 遺伝 子欠損株
ΔphcA とラルフラノン産生能
喪失株 ΔralAでの発現量比較 

vivo mBF 形成系で培養し、mBF 形成について計測したが、ラルフラノン化合物添加による mBF
形成への影響は、いずれも OE1-1 株と差異が認められなかった。そのため、ラルフラノン化合
物受容に関する研究はペンディングとした。 

 
(4) mBF 形成に関わるシグナル伝達系の解明 
 ラルフラノン化合物による QS 依存遺伝子の発現が正にフィードバック制御を受けることが
明かとなった。それら遺伝子の中には、ラルフラノン I 産生に関わる ralA遺伝子と ralD 遺伝子
も含まれていた。そこで、QS による mBF 形成への制御について解析を行った。3-OH MAME 産



生能喪失株 ΔphcB のマイクロコロニーと mBF の形成能は OE1-1 株と同等だった (図 9)。一方、
phcB 遺伝子と ralA 遺伝子の欠損株 ΔphcB/ralA のマイクロコロニーと mBF の形成能は、OE1-1
株に比べて有意に低下した。さらに、ΔphcB/ralA を 0.1μM 3-OH MAME 加用下で培養すると、
OE1-1 株に比べて有意に著しく低いマイクロコロニー形成能と mBF 形成能を示した。0.1μM 3- 
OH MAME と 20μM ラルフラノンの加用下で培養すると、ΔphcB/ralA のマイクロコロニー形成
能と mBF 形成能形成能は回復した。すなわち、QS により、マイクロコロニー形成能と mBF 形
成能は抑制されることが明らかとなった。mBF 形成、とくに、QS により産生が誘導されるラル
フラノン J は、マイクロコロニーの融合と mBF の融合に関わるとともに、QS によるマイクロコ
ロニー形成能と mBF 形成能の抑制を阻害すると考えられた。  
 ex vivo mBF 形成系で形成
された mBF の構造の詳細を、
大阪大学超高圧電子顕微鏡
センター井上加奈子講師の
協力を得て、300kV 走査電子
顕微鏡  (H-3000 型 , 日立製
作所) 下で観察した。培養開
始 24 時間後の mBF の表面に
位置する細胞の多くに、メン
ブランベヒクルの形成が観
察された (図 10)。さらに、そ 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. ex vivo mBF 形成系で培養した青枯病菌 OE1-1 株のマイク
ロコロニー (MC)とマッシュルーム型バイオフィルム (mBF)の
形成に及ぼすクオラムセンシングの影響     *, p<0.05 

れらの中には、ナノチューブを形成し、隣接した細胞にナノチューブを貫入している細胞が観察 
された。貫入を受けた細胞の表面はくぼみ、さらには崩壊している
細胞は観察された。そこで、細胞崩壊の有無を培養液での OE1-1 株
ゲノム DNA の存在の有無で判断するために、ex vivo mBF 形成系で
培養 28 時間後の培養液をフィルター除菌後、それを鋳型にして、
fliC 遺伝子に特異的なプライマーを用いて定量 PCR 解析を行った。
fliC 遺伝子に特異的な PCR 産物の増殖が観察された。さらに、DNA
分解酵素である DNase I (0.05 unit/μl）を含むトマト植物細胞間隙液
を用いて、ex vivo mBF 形成系にて OE1-1 株の mBF 形成能を解析し
た。マイクロコロニーから mBF への発達が有意に低下した。すなわ
ち、mBF 形成時に、OE1-1 株細胞は、メンブランベヒクルやナノチ
ューブを形成し、mBF 形成に必要な細胞間情報伝達を行うと考えら
れた。そして、一部の細胞が崩壊し、その結果、細胞外に分泌され
たゲノム DNA を、マイクロコロニーの融合、さらには、mBF の融 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. ex vivo mBF 形成系
で形成された青枯病菌
OE1-1 株のマッシュルー
ム型バイオフィルム内
の走査電子顕微鏡観察 

合に活用し、mBF を発達させると想定された。 
 
４．研究成果 
 本研究の成果から、青枯病菌 OE1-1 株は、病原性に不可欠な細胞集団構造物 mBF を、根の表
皮上とともに、破壊された表皮細胞内、さらには、続いて侵入した表皮細胞の下部に位置する破
壊した皮層細胞内で形成することが明らかとなった。この OE1-1 株は、まず形成した MC を足
場に複数の MC の融合により mBF を形成し、それら mBF を足場に、複数の mBF が融合して、
mBF を発達させることが明かとなった。QS は、MC の形成を抑制した。OE1-1 株の外膜に局在
するレクチンLecMは、低細菌密度時には、OE1-1株の宿主細胞表面への固着に関わるとともに、
高細菌密度時には、QS により産生が誘導され、細胞外の QS シグナル 3-OH MAME の安定性に
関わり、QS シグナル系に影響を与えた。さらに、QS により産生が誘導されるラルフラノン化合
物は、QS 依存遺伝子の発現のフィードバック制御に関わるとともに、QS による MC 形成抑制
を阻害した。さらに、ラルフラノン化合物は、MC と mBF の融合に関与し、mBF の発達に影響
を与えた。さらに、mBF 形成時には、ナノチューブとメンブランベヒクルを介した OE1-1 株細
胞間情報伝達により、一部の細胞が崩壊し、放出されたゲノム DNA が mBF の発達に用いられ
た。mBF 形成は、QS による抑制と、QS により産生が誘導される LecM とラルフラノン化合物
を介した制御のバランスにより、制御されると考えられた。 
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