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研究成果の概要（和文）：青枯病菌の主要な病原性因子である3型分泌装置および3型エフェクターをコードする
遺伝子群はhrpレギュロンとして統一した発現調節を受けている。hrpレギュロンのマスターオペロンはhrpBであ
り、hrpB遺伝子発現は植物体内でのみ起こる。本研究はhrpB遺伝子発現を誘導する植物シグナルの探索を最終目
的としているが、その過程において、hrpBの上流に位置する二成分制御系のレスポンスレギュレーターHrpGのリ
ン酸化を初めて明らかにし、対応するセンサーキナーゼ候補を特定した。またhrpB-lacZレポーター株を構築す
ることで、hrpB発現を誘導する植物シグナルの探索への道筋をつけることができた。

研究成果の概要（英文）：Genes encoding the type 3 secretion system and the type 3 effector, which 
are the major virulence factors of bacterial wilt disease in Ralstonia solanacarum, are subjected to
 unified expression regulation as a hrp regulon. The master operon of the hrp regulon is hrpB, and 
hrpB gene expression occurs only in planta. The purpose of this study is to search for plant signals
 that induce hrpB gene expression. In the process, we revealed phosphorylation of the response 
regulator HrpG, which is a two-component regulatory system upstream of hrpB, for the first time, and
 identified the candidates of corresponding sensor kinases. Moreover, by constructing and using the 
hrpB-lacZ reporter strain, it was possible to establish a route to search for plant signals that 
induce hrpB expression.

研究分野： 微生物分子遺伝学

キーワード： 植物シグナル　レポーター株　GFP　LacZ　静止菌体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
青枯病菌は、主要な栽培作物を始め、２００種類以上の宿主植物に感染し、委ちょう症状を引き起こす難防除病
害菌である。青枯病菌の感染時に特異的に働くhrpレギュロンを抑制することができれば、完全に防除が可能で
ある。本研究は、にhrpレギュロンを誘導する植物シグナルのアンタゴニストの開発につながり社会的意義は大
きい。

※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 
グラム陰性細菌である青枯病菌（Ralstonia solanacearum）などの植物病原細菌は、土壌中で腐

生的に生育している場合と比べ、宿主である植物体内に侵入した後では、遺伝子発現のパターン
を大きく変化させることが示されている１，２）。青枯病菌の感染初期には、侵入した根の細胞間隙
において、３型タンパク質分泌装置を構築し、３型エフェクターを分泌する。この過程は感染の
成立に必須であり、３型分泌装置を構築できない変異株は完全に病原性を失う３）。３型タンパク
質分泌装置を構成するタンパク質やエフェクタータンパク質をコードする遺伝子は hrp 遺伝子
群（hrp レギュロン）として発現が調節されている。hrp レギュロンの発現は植物体内において
のみ起こる。すなわち、青枯病菌は、植物体内において何らかの植物シグナルを感知することで、
植物シグナル-受容タンパク質-細菌細胞内シグナル伝達-hrpレギュロン発現という一連の情報伝
達経路を活性化すると考えられている。 
グラム陰性細菌のシグナル受容タンパク質のうち遺伝子発現に関与するのは、主に Two-

component system（二成分制御系）sensor histidine kinase (HK)や TonB-dependent receptors (TBDR) 
であることが知られている。このうち、二成分制御系は外界刺激を感知して自己リン酸化される
細胞膜タンパク質の HK と、HK によってリン酸化され細胞の反応を制御する応答制御因子
（response regulator: RR）のペアからなる。TBDR は、グラム陰性菌における鉄やビタミン B12 の
取り込みに関与した外膜タンパク質として知られているが、シグナル情報伝達を行う ECF シグ
マ因子-アンチシグマ因子とカップルした TonB-dependent transducer (TBDT) も含まれている４）。 
研究開始当初、hrp レギュロンの発現は転写調節因子 HrpB により正に制御され、その遺伝子

hrpB の発現は TBDT である外膜タンパク質 PrhA から始まり二成分制御系の RR である HrpG で
終わるシグナルカスケード(C1)により制御されていることが示されていた５）。青枯病菌日本株
OE1-1 を用いて研究を行ってきた結果、多機能転写調節因子 PhcA により C1 が抑制されること
６）、リン酸化部位であるアスパラギン酸が HrpG の転写活性に重要であることを明らかにした
７）。更に RR である PrhG によって hrpB の発現が制御されるカスケード C2 も存在し８）、これ
を調節する因子 PrhKLM、PrhN を新たに発見した９，１０）。しかしながら、HrpG、PrhG に対応す
るシグナルを受容するタンパク質 HK および植物シグナルは見つかっていない。更には、PrhA
が認識する植物シグナルも未知である。 
こうした研究過程において、細菌細胞内における遺伝子発現（アウトプット）に関しては詳細

に解明できたが、シグナル受容（インプット）に関しては、未解明の部分が多いことを認識し、
シグナル受容タンパク質に焦点をあてた逆遺伝学的解析を開始した。44 個の HK および 15 個の
TBDR それぞれの１遺伝子欠失株を作製し、hrp レギュロンの発現量を解析した。その結果、野
生株と比較して、hrp レギュロンの発現量が顕著に低い変異株は見いだせなかった。こうした現
象は、Xanthomonas 属細菌における同様の研究においても報告されており、受容体の冗長性
（redundancy）を示すものとして捉えられる。そこで、従来の研究手法だけでは、インプットで
ある植物シグナル、シグナル受容タンパク質を見いだすことは難しく、別の手法を組み合わせる
ことの重要性を認識するに至った。 
  
２．研究の目的 
青枯病菌の感染初期過程において必須の病原力因子である３型分泌装置の構築を誘因する植

物シグナル、ならびにそのシグナルを受容する青枯病菌タンパク質を同定する。 
 （１）これまでに作製したシグナル受容タンパク質 HK 遺伝子欠失株の解析結果から、複数の
HK が hrp レギュロンの活性化に関わっているという予備的な結果を得ている。そこで、複数 HK
遺伝子欠失株を構築し、RR である HrpG と PrhG のリン酸化への関与を検定し、植物シグナル受
容 HK の同定を行う。一方、TBDR については、hrp レギュロンの発現に関係した分子は PrhA 以
外にはないことが判明したため、本研究では PrhA のみに焦点を当てる。 
 （２）宿主植物の根から、細胞壁に局在するタンパク質などの固体成分、細胞間隙成分を分画
し、青枯病菌レポーター株を用い、hrp レギュロンの発現が上昇する画分を特定する。また、ビ
アコアなどの分子間相互作用解析法により、PrhA や（１）で同定される HK に結合する因子の
直接的な検証も行い、植物シグナルの同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
 これまでに作製した HK 受容体タンパク質遺伝子欠失株は、40 株以上ある。これらすべてに
ついて植物体内における hrp レギュロン発現解析を行う。遺伝子欠失株は hrp レギュロンの発
現をモニターするための popA-lacZ レポーター株を親株として構築されている。popA は hrp レ
ギュロンを構成するオペロンのひとつで、レポーター遺伝子 lacZ の発現量を解析することで、
それぞれの細胞における hrp レギュロンの発現を容易にモニターすることができる。検定菌培
養液を宿主であるナスの葉に接種後、一定時間後に、注入部位を切り取り、葉をビーズですり
つぶし、細胞間隙で生育した青枯病菌を取り出す。レポーター遺伝子由来の β-ガラクトシダー
ゼ活性を、植物由来の酵素活性と区別するため、発光基質を用いルミノメーターで測定する。 
 前項で選別された株において欠失している HK 遺伝子をそれぞれ複数欠失するマルチ遺伝子
欠失株を作製する。例えば、選別された株が３種類であれば、２種類ずつ欠失した株と３種類
すべて欠失した株、合計４株を作製することになる。抗生物質耐性遺伝子の挿入を伴わない青



枯病菌遺伝子欠失の方法について、我々は十分な経験を有しており、既に数多くの欠失株を構
築している。 
 前項で作製するマルチ変異株を用いてナスの葉における hrp レギュロンの発現をモニターす
る。野生株と比較して顕著に発現が減少する欠失株が存在するかどうか検定する。そうした株
が得られた場合には、２以降の解析に進むが、顕著に減少する株が得られなかった場合には、新
たに候補遺伝子を選別し、さらにマルチ欠失株を構築することを繰り返す。 
 二成分制御系におけるリン酸化リレーの検出法として、本研究では Phos-tag を用いたリン酸
化タンパク質検出法を用いる。HrpG と PrhG は相同性が高く、作製した特異抗体は、相互に交
叉反応したことから、本研究では RR に FLAG タグを付加し抗 FLAG 抗体を用いて検出する。
HrpG と PrhG の各 C 末端側に FLAG タグを付加した融合タンパク質を発現する青枯病菌株を構
築するためのプラスミドは既に作製済みである。野生株において HrpG-FLAG-tag もしくは
PrhG-FLAG-tag 発現株を構築し、ナスの葉に注入する。β-ガラクトシダーゼ活性の測定の場合
と同様に、葉から青枯病菌を回収し、菌体内でのそれぞれの RR のリン酸化を調べる。 
 hrp レギュロンの発現を lacZYA の代わりに GFP 遺伝子をレポーターとして用い、蛍光プレー
トリーダーを利用して多検体スクリーニングに供する。ナスの根や葉の細胞の細胞壁成分を界
面活性剤によって可溶化したものを、膜系成分とする。また、根の細胞間隙成分を遠心により
調製したものを、液性成分とする。調製した各成分をレポーター株の培養液に添加し、hrp レ
ギュロンの発現上昇が見られる画分を特定する。この画分に含まれる分子をクロマトグラフィ
ーなどの方法で精製する。 
 
４．研究成果 
 HrpG タンパク質の推定上のリン酸化部位である 51 番目のアスパラギン酸をアスパラギンに
置換した RK5216 株（hrpGD51N 変異株）は hrp レギュロンに属する popA 発現量が低下し、そ
れに伴い病原力が低下する。hrpGD51N 変異株と同程度に popA 発現が低下するセンサーカイネ
ース変異株を探索した。各センサーカイネース変異株を植物体内に葉肉接種し、 popA 発現量を
測定した。その結果、rsc1075 変異株、rsp1676 変異株、rsc0039 変異株、rsc1598 変異株の popA
発現が親株に比べてわずかではあるが低下していた。4 種類の遺伝子すべてを欠損させた変異株
を作製したところ popA 発現が顕著に低下した(図１)。2 遺伝子変異の組み合わせの結果、rsc0039 
と rsc1598 の２遺伝子が同時に変異すると 4 遺伝子変異と同等の発現低下が見られることがわ
かった (図１)。これらの変異株は病原力の低下も認められた。しかしながら、hrp レギュロンの
発現が誘導されることが知られている 3% Plant suc 培養液を用いた培養条件では 4 遺伝子変異株
の popA 発現の減少は起こらなかった。また、HrpG によって発現が直接制御される hrp レギュ
ロンの転写調節因子 hrpB の発現も、植物体内においては、４遺伝子変異株では野生株に比べて
半分程度まで減少していたのに対し、試験管内では有意な差が見られなかった。 
 HrpG タンパク質の細胞内での挙動を解析するために、C 末端側に FLAG-tag を付加した HrpG-
FLAG を発現する青枯病菌株を構築した。同時に推定リン酸化部位の変異体 HrpGD51N-FLAG 発
現株も構築した。FLAG-tag を融合した HrpG が機能を維持しているか調べるため、hrpG 変異株
RK5196(pop-lacZYA を持つ)において HrpG-FLAG を発現させたところ、popA の発現が確認され
た。このことは、C 末端側に FLAG-tag を付加しても、HrpG が機能することを示している。構築
した菌株を富栄養培地（B 培地）、hrp 誘導培地、Arabidopsis thaliana 共培養で培養し菌体を回収
した。回収後、菌体を超音波破砕し、タンパク質を回収し、SDS-PAGE 用のサンプルに調製した。
回収したサンプルを用いて Western blotting による解析を試みた結果、いずれの培養条件におい
ても、予想される 33kDa 付近に HrpG が検出された。また、HrpG が検出されたサンプルを通常
の SDS-PAGE 用のゲルではなく、Phos-tag PAGE 用のゲルで電気泳動し、HrpG のリン酸化検出
を試みた。しかしながら、いずれの培地で培養した菌体においても、HrpG のリン酸化は見られ
なかった。そこで、植物体内に接種した菌体における HrpG のリン酸化検出を試みた。その結果、
野生株においてのみ、リン酸化された HrpG が検出され、他の菌株からにおいては、リン酸化は
見られなかった（図２レーン１）。 
 植物シグナル同定のための、レポーター株として hrpB のプロモーターの下流に GFP 遺伝子を
導入した融合株を野生株、hrpG 変異株、hrpG prhG 変異株のバックグランドのもとに作成した。
また GFP を恒常的に発現する株をコントロールとして用いた。それぞれの株を一晩培養し、同
じ菌体濃度となるように炭素源を含まない最少培地に懸濁し、無菌的に栽培したタバコ植物の
幼苗を加え植物シグナルとした。その結果、幼苗を加えない場合に比べて、GFP の発光量は有意
に増加し、また変異株においては、増加が見られなかった。しかしながら、GFP 恒常的発現株に
比べると、発光量は弱く、今後の植物シグナル成分の分画への適用は難しいと判断した。そこで、
活性測定操作は煩雑となるが、lacZ をレポーターとする比色定量に変更した。その結果、GFP を
レポーターとした場合と同様に、幼苗を加えた時には LacZ の発現が有意に増加し、また hrpG
変異株、hrpG prhG 変異株では、発現量が著しく減少した（図３）。植物シグナルであるタバコ幼
苗の有無での LacZ 活性の違いは十分に大きく、今後のシグナル分子の探索に十分適用可能であ
ることが明らかとなった。 
 

 



 
 

図１ 植物体内における 4 遺伝子変異株、2 遺伝子変異株の popA 発現量測定 

107 ,108 cfu/ml に調整した青枯病菌をナスの葉に接種し、24 時間後に青枯病菌を回収した。その

青枯病菌の popA 発現量および菌数を示している。縦軸は発光量を示し。同一菌数（105 cell 

number/cm2）時の発光量を示している。 

 

 
図２ 植物体内のリン酸化 HrpG 検出(Phos-tag PAGE) 

Lane 1:RK8317, lane 2:RK8318, lane 3:RK8322, lane 4: BL21/hrpG-flag 
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図３ hrpB-lacZ レポーター株 resting cell とタバコ幼苗の共培養 
一晩培養した核菌株を 0.1OD600 となるように炭素源を含まない最少培地に懸濁したのち、無菌

的に培養したタバコ幼苗と混合した。25℃で 30 時間反応したのち、菌体を回収し、常法に基づ

き LacZ 活性を測定した。RK5406; 野生株, RK5189; prhG,RK5198; hrpG, RK5202; hrpG prhG 
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