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研究成果の概要（和文）：ファイトプラズマのホストスイッチングの分子機構を解明し、その防除技術の確立のための
基盤構築を目的として研究を行った。まず、ファイトプラズマ分離株OY-Mとその昆虫伝搬能喪失変異株OY-NIMの比較解
析ならびにプロモーター解析等により、ファイトプラズマプラスミド上のORF3と昆虫伝搬能との関連性を示唆した。ま
た、世界で初めてファイトプラズマDNAチップを作成して、マイクロアレイ解析を行い、ファイトプラズマの宿主特異
的な遺伝子発現を解析した。その結果、ファイトプラズマが自身の遺伝子発現を変化させることにより、異なる生物界
の宿主に適応していることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular mechanism of phytoplasmal host switching to establis
h the basis of developing techniques to control the phytoplasma infection. Comparative analyses along with
 promoter analyses using phytoplasma isolate OY-M and its non-insect-transmissible mutant OY-NIM revealed 
that ORF3 located in the plasmid of phytoplasmas are involved in insect transmissibility. We developed phy
toplasma DNA chip for the first time and performed microarray analysis to study host-specific regulation o
f phytoplasmal gene expressions. This analysis showed that phytoplasmas adapt to two diverse hosts, plants
 and insects, by dramatical alterations of their gene expression in response to the host. 
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１．研究開始当初の背景 
 ファイトプラズマは 700種以上の植物に感
染する植物病原細菌であり、1967年に世界に
先駆けて我が国で発見された。感染した植物
は、萎縮・叢生・花の緑化・葉化などユニー
クな病徴を引き起こすことから、その昆虫媒
介メカニズムや病原性発現のメカニズムに
は興味が持たれてきた。しかし、発見から 40
年が経つものの依然として人工培養が不可
能であり、現在でもファイトプラズマは植物
病原細菌のなかでも最も研究が難しいもの
のひとつといわれている。 
 1990年代になり、分子生物学的な手法によ
る系統分類法が導入されたことにより
(Namba et al.,IJSB, 1993)、種レベルでの分類整
理が急速に進んだ(Jung et al., IJSEM, 2002)。
また、ファイトプラズマの分子遺伝学的研究
の手がかりとして全ゲノム解読が期待され、
米・仏・独・伊・豪をはじめとする世界各国
でゲノムプロジェクトが開始されるなか、我
が国においても研究代表者がゲノムプロジ
ェクトを立ち上げた。その結果、世界で初め
てファイトプラズマの全ゲノム解読に成功
した（Oshima et al., Nature Genetics, 2004）。加
えて、植物体内における動態解析（Wei et al., 
Phytopathology, 2004）、膜輸送系システムの機
能解析（Kakizawa et al., MPMI, 2001）、染色体
外 DNAの機能解析（Oshima et al., Virology, 
2001; Nishigawa et al., Microbiology, 2001）、宿
主特異性の分子メカニズムの解析（Suzuki et 
al., PNAS, 2006）など、研究代表者の研究チ
ームは内外を通じて最も研究が進んでいる。
また、昆虫伝搬能喪失株の作出にも世界で初
めて成功した（Oshima et al., Phytopathology, 
2001）。このように、我々は既にファイトプ
ラズマのホストスイッチング機構を解明す
るための材料や知見を獲得しており、これに
より本研究の着想に至った。 
 ファイトプラズマは昆虫と植物という生物
界の異なる２つの宿主内において生存が可
能である点が非常に興味深い。なぜホストス
イッチングが必要で、それをどのように達成
しているのだろうか？という疑問は、依然と
して大きく立ちはだかっている。そこで、本
研究によりファイトプラズマのホストスイ
ッチングの分子機構を解明し、その防除技術
の確立のための基盤を構築したいと考えて
いる。 
  
２．研究の目的 
 ファイトプラズマ（Phytoplasma属細菌）は、
植物の篩部細胞内に寄生する病原微生物で
あり、世界中で多くの農作物に被害を与えて
いる。ファイトプラズマは，ヨコバイなどの
昆虫により媒介され、動植物宿主間を水平移
動する「ホストスイッチング」により感染を
拡大する。本研究は、ファイトプラズマのホ
ストスイッチングの分子機構を解明し、その
防除技術の確立のための基盤構築を目的と
する。具体的には、最近、研究代表者らによ

って初めて明らかにされたファイトプラズ
マの全ゲノム情報や昆虫宿主の特異性機構
などの知見に基づき、マイクロアレイ・ゲノ
ム解析などの手法を総合的に用いることで、
ファイトプラズマの感染過程に関わる分子
メカニズムの解明を目指す。  
 
３．研究の方法 
 研究代表者らは、ファイトプラズマを昆虫
を介さずに、植物体内でのみ維持することに
よって、すでに昆虫伝搬能喪失変異株
(OY-NIM)を作出している。そこで、この変
異株とゲノム解読を行ったファイトプラズ
マ株（OY-M）との比較により、昆虫伝搬に
必須な因子の特定を目指す。OY-NIM では、
プラスミド pOYNIM上の ORF3遺伝子が欠
失しており、また OY-NIM 感染植物では
ORF3タンパク質の発現が認められないこと
から、昆虫伝搬能と ORF3との関連性が推測
されている。しかし、OY-NIMの別のプラス
ミド EcOYNIM 上に ORF3 がコードされて
おり、この遺伝子が発現しない原因に興味が
持たれた。そこで、OY-Mが持つプラスミド
EcOYMにおけるORF3の転写開始点を特定
し、そのプロモーター領域を解析する。さら
に昆虫伝搬能喪失後のプラスミドの変化を追う
ため，植物の組織培養によって約 10 年間維持
された OY-NIM におけるプラスミドの遺伝子構
造を経時的に解析する。 
 また、ファイトプラズマの宿主特異的な遺伝子
発現をマイクロアレイを用いて解析する。ファイト
プラズマの全ゲノム塩基配列はすでに解明され
ているため、その全ての遺伝子断片を乗せたフ
ァイトプラズマ DNA チップを作成する。ファイト
プラズマに感染した昆虫及び植物宿主から
Total RNA を抽出し、ファイトプラズマ DNA チ
ップを用いてファイトプラズマの全遺伝子の発現
量を定量する。顕著に発現量に差異が認められ
た遺伝子については、リアルタイム PCR を行う
ことにより、さらに定量性の高いデータを得る。 
 さらに、ファイトプラズマ感染に伴う宿主
側の遺伝子発現変動について解析を行う。フ
ァイトプラズマは、植物に萎縮・叢生・黄化・
花器官の葉化など、形態異常を伴うユニーク
な病徴を引き起こすのが特徴である。しかし、
ゲノム解析の結果、既知の病原性因子は見出
されず、病徴誘導の分子メカニズムは未だ謎
に包まれている。このことは、機能未知の新
規分泌タンパク質が病原性因子として機能
し、それらが宿主の代謝系や遺伝子発現カス
ケードを変化させることにより、種々の形態
異常を伴う病徴を誘導する可能性が考えら
れる。そこで病原性発現に関わるシグナルネ
ットワークを解明するため、ファイトプラズ
マ感染に伴い発現変動する宿主植物の遺伝
子を網羅的に解析する。 
 
４．研究成果 
 ファイトプラズマ（Phytoplasma属細菌）
は，ヨコバイなどの昆虫により媒介され、動



植物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。本研究は、フ
ァイトプラズマのホストスイッチングの分
子機構を解明し、その防除技術の確立のため
の基盤構築を目的とする。まず、OY-NIMと
ゲノム解読を行ったファイトプラズマ株
（OY-M）との比較により、昆虫伝搬に必須
な因子の特定を目指した。OY-NIMでは、プ
ラスミド pOYNIM上の ORF3遺伝子が欠失
しており、またOY-NIM 感染植物ではORF3
タンパク質の発現が認められないことから、
昆虫伝搬能と ORF3 との関連性が推測され
ている。しかし、OY-NIMの別のプラスミド
EcOYNIM上に ORF3がコードされており、
この遺伝子が発現しない原因に興味が持た
れた。そこで、OY-M が持つプラスミド
EcOYMにおけるORF3の転写開始点の特定
し、そのプロモーター領域を解析した。まず、
OY-M 感染昆虫の RNA を用いて ORF3 の
5'-RACEを行ったところ、OY-Mの ORF3は
2 つの転写開始点を持つことが明らかとなっ
た。次に、ORF3の各転写開始点におけるプ
ロモーターを推測し、EcOYNIMにその保存
配列が存在するか調べたところ、EcOYNIM
では 2つのプロモーターのうち 1つは配列が
変異し、1 つは欠落していた。以上より、
OY-NIMの ORF3は、遺伝子の欠失及びプロ
モーターの機能欠損により発現不能になっ
たと考えられ、ORF3と昆虫伝搬能との関連
性が強く示唆された。 
 次いで、昆虫伝搬能喪失後のプラスミドの変
化を追うため、植物の組織培養によって約 10年
間維持された OY-NIM におけるプラスミドの遺
伝子構造を経時的に解析した。1998 年から
2006年までの OY-NIM の EcOYNIM におい
て、orf3 や複製酵素 rep が存在するかどうかに
ついて PCR及び Southern blottingによって
解析した。その結果、orf3は 2000年までバンド
が検出されたが、2000 年以降は検出されなか
った。また複製酵素 Rep は 2005 年までバンド
が検出されたが、2006年には検出されなかった。
従ってNIMのORF3は2000年以降に欠失し、
2006年にはプラスミド自体消失したことが明らか
となった。以上の結果をまとめると、EcOYNIM
において、まず orf3 プロモーターが欠失した後、
orf3 遺伝子配列を含む周辺の領域が段階的に
欠失し、最終的にはプラスミド自体が OY-NIM
から消失したことが明らかとなった。以上の結果
は、植物内での生存にはプラスミドが必要でな
いことを示しており、OY のプラスミドと昆虫伝搬
能との関連性が強く示唆された。  
 また、ファイトプラズマ DNAチップを用
いて、マイクロアレイ解析を行い、ファイトプ
ラズマの宿主特異的な遺伝子発現を解析した。
DNAチップに搭載するプローブは、我々が
解読したファイトプラズマOY-Mのゲノム情
報に基づいて設計し、各遺伝子に対するプロ
ーブ長は 300 bpとした。また、リアルタイ
ム PCRにより、マイクロアレイによる結果
の妥当性を検証した。その結果、感染植物と

感染昆虫において４倍以上発現量が変化し
ていた遺伝子が約 300個見出された。これら
の結果により、ファイトプラズマが自身の遺
伝子発現を変化させることにより、異なる生
物界の宿主に適応していることが改めて強
く示唆された。また、病原性に関わると推測
される 18個の分泌タンパク質遺伝子につい
て詳細に調べたところ、これらのうち 5遺伝
子は、昆虫宿主よりも植物宿主に感染してい
る時に４倍以上発現量が上昇していた。ファ
イトプラズマの遺伝子発現を制御すると考
えられる２つの転写因子（rpoD、および fliA）
のうち rpoDは昆虫宿主において発現量が高
く、fliAは植物宿主において発現量が高いこ
とを明らかにし、これらの転写因子がホスト
スイッチングに関わる発現を制御している
ことを示唆した。 
 さらに、ファイトプラズマ感染に伴う宿主
側の遺伝子発現変動について解析を行った。
ファイトプラズマに感染した植物は様々な
病徴を示すが、特に花が葉になる「葉化」や、
花から若芽が出現する「つき抜け」などのユ
ニークな病徴を引き起こすことが知られて
いる。被子植物の花は一般に、がく、花びら、
雄しべ、雌しべの 4つの独立した花器官から
なり、植物細胞がどの花器官になるかは、ホ
メオティック遺伝子と呼ばれる 5種類の遺伝
子（A、B、C、D、E遺伝子）の組み合わせ
で決まると考えられている。OY-Wファイト
プラズマ感染ペチュニアの花芽全体より抽
出した RNAを用いて花芽分裂組織決定遺伝
子の発現量を測定した結果、OY-Wに感染し
た花芽では健全の花芽に比べて、顕著にかつ
有意に減少していた。この結果から、ファイ
トプラズマの感染により花芽分裂組織決定
遺伝子の発現は抑制され、花序の形成不全が
起こることが示唆された。続いて、花器官ご
とに RNAを抽出して花のホメオティック遺
伝子の発現量を測定した結果、萼片、花弁、
雌蕊では、それぞれの器官形成に必要な Aク
ラス、Bクラス、Dクラスの遺伝子が健全ペ
チュニアと比較して有意に発現減少してい
た。これらの結果から、OY-Wファイトプラ
ズマ感染によるホメオティック遺伝子の発
現変動は花器官ごとに異なり、葉化症状を伴
う花器官の形態異常は、その器官形成に必要
なホメオティック遺伝子が発現抑制によっ
て引き起こされることが示唆された。 
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