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研究成果の概要（和文）： 

 多くの植物や動物に感染する病原菌は、Ⅲ型分泌装置を用いて宿主細胞質にエフェクタータ
ンパク質を直接注入することで感染を成立させている。本研究では、植物病原菌である青枯病
菌由来の病原因子エフェクターを酵母発現系により解析し、青枯病菌感染戦略の分子メカニズ
ムの解明を目的とした。青枯病菌エフェクター遺伝子 38 個からその発現により酵母に強い増殖
阻害を引き起こすエフェクターを 5つ単離した。これらエフェクターの中で、あらゆる生物種
間で保存されたドメインを有する REY4 について、酵母遺伝学により標的因子の探索を行ったと
ころ、酵母細胞壁合成制御シグナル伝達経路に異常を示す変異株では、REY4 に対して超感受性
を示すことが明らかになった。これより、REY4 は、酵母細胞壁合成制御シグナル伝達経路と遺
伝的に相互作用する酵母内因子を標的としていることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）： 
 Numerous bacterial pathogens of plants and animals utilize specialized secretion 
apparatus such as the type Ⅲ secretion system to inject effector proteins directly into 
the host cell cytoplasm.  Consequently, translocated effector proteins manipulate host 
cellular processes to promote infection and ultimately cause disease. In this study, we 
aimed to analyze the pathogen effectors from the plant pathogenic bacteria, Ralstonia 
solanacearum using yeast expression system and reveal the molecular mechanism of the 
strategy for R. solanacearum infection. Through the screening of 38 effectors from R. 
solanacearum GMI1000, we identified 5 effectors that caused sever growth inhibition to 
yeast cells.  One of these effectors, REY4 protein, which has a domain conserved across 
phyla, was analyzed by the yeast genetic array system to identify the cellular target(s) 
in yeast. This screening identified that mutants having defect in the cell wall integrity 
MAP kinase cascade are hyper-sensitive to REY4-expression compared to wild-type cells.  
This result suggests that REY4 inhibits the pathway(s), which genetically interacts with 
the cell wall integrity MAP kinase cascade. 
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１．研究開始当初の背景 

 多くの病原菌は、Ⅲ型またはⅣ型分泌装置
と呼ばれる注射針のような構造物を介して
宿主細胞中にエフェクターと呼ばれる病原
因子を直接注入することにより、その病原性
を発現する。エフェクターの分子機能の解明
は、病原菌の感染戦略を理解する上で重要で
あり、新たな抗菌薬の標的としても注目され
ている。しかし、エフェクターの多くは、既
知のタンパク質との相同性が見られないた
め、一次構造からその機能を推定することが
困難な状況にある。 

 酵母は、単細胞真核生物であり、細胞骨格
制御、小胞輸送、細胞分裂、シグナル伝達な
どの細胞機能が動物や植物などの高等真核
生物のそれらと類似していることより、宿主
細胞機能の撹乱に機能する病原菌エフェク
ターが酵母カウンターパートに対して同様
の作用を有することが期待される。我々は、
酵母発現系を用いて効率にエフェクター機
能を解析するために、Gateway system とドキ
シサイクリン誘導性プロモーター  (Tet-off 

system)を組み合わせたユニークな病原菌エ
フェクター網羅的解析システムを構築して
いる (Tabuchi, et al., Biosci Biotechnol Biochem, 

73, 2261-67, 2009)。 

 青枯病菌（Ralstonia solanacearum）は、ト
マト、ナス、キュウリなどのナス科植物をは
じめ、200 種以上もの幅広い植物に感染し、
枯死させる農業上最も深刻な被害をもたら
す病原性細菌の一つである。青枯病の病原性
の発現にはⅢ型分泌装置とそのエフェクタ
ーが必須であり、エフェクター機能の解明は、
本菌の感染戦略の分子レベルでの理解に不
可欠である。しかし、青枯病菌は、他の植物
病原菌と比較して非常に多くのエフェクタ
ーを有すること（70 種以上）、また、多くの
エフェクターは、単独で破壊した場合におい
ても病原性にほとんど影響がないことから
重複した機能を有すること、非宿主植物を用
いた場合においては、エフェクター依存的な
過敏感反応のためにエフェクター機能がマ
スクされ、エフェクターの分子機能の解析が
困難なことなどから未だに多くのエフェク
ターの分子機能が明らかになっていない。農
業上における本菌の重要性からもエフェク
ターの分子機能を解明することで、分子レベ
ルでの感染戦略に基づいた防除法の開発が
望まれている。 

２．研究の目的 

本研究では、青枯病菌エフェクターの機能解

析を目的として、以下の 3 点について研究を
行った。 

(1) 酵母発現系により解析可能な青枯病菌エ
フェクターの探索 

(2) 酵母に増殖抑制を引き起こす青枯病菌エ
フェクターの酵母細胞内における局在解
析 

(3) 酵母ノックアウトライブラリーを用いた
遺伝学的解析による青枯病菌エフェクタ
ーの標的因子の探索 

３．研究の方法 

(1) 青枯病菌エフェクター酵母発現プラスミ
ドの構築 

 共同研究者のフランス国立農業研究所の
Stephan Genin博士から分よされた Gatewayド
ナーベクター上に構築されたエフェクター
29 個及び当研究室において R. solanacearum 

GMI1000 株由来ゲノム DNA を鋳型として
PCR により増幅したエフェクター9 個を酵母
Tet-off 発現ベクターに LR 反応により組み込
み青枯病菌エフェクター38 個について酵母
発現ベクターを構築した。 

(2) 酵母に増殖阻害を引き起こす青枯病菌エ
フェクターのスクリーニング 

 酵母 Tet-off 発現ベクターに組み込んだ青
枯病菌エフェクター遺伝子 38 個を酵母野生
株 BY4743 株に網羅的に形質転換し、得られ
たクローニンについて、非誘導培地で培養後、
誘導培地にスポットした。エフェクター発現
により空ベクターと比較して酵母に増殖阻
害を引き起こすエフェクターを選抜し、更に
GAL1 プロモーターベクターにて、増殖抑制
を確認した。 

(3) エフェクター酵母細胞内局在の解析 

酵母に増殖抑制を引き起こしたエフェクタ
ーについて、GFP との融合遺伝子を構築し、
酵母細胞内におけるエフェクターの細胞内
局在を GFP の蛍光を指標として解析した。 

(4) 酵母ジェネティックアレイ解析によるエ
フェクター標的因子の探索 

 酵母ホモ接合型ノックアウトライブラリ
ーにエフェクター発現プラスミドを網羅的
に形質転換し、エフェクター発現により野生
株と比較して超感受性を示す酵母変異株を
単離し、得られた変異株の原因遺伝子をエフ
ェクターと遺伝的に相互作用する遺伝子と
した。 



４．研究成果 

(1) 酵母に増殖阻害を引き起こす絵青枯病菌
エフェクターの探索 

 酵母発現ベクターに組み込んだ 38 個の青
枯病菌エフェクターを酵母に形質転換し、誘
導培地において強い増殖抑制を示したエフ
ェクターを 5 つ単離した (Fig. 1)。得られた

エフェクター遺伝子を REY1~5 (Ralstonia 

Effector inhibiting Yeast growth) と し た 。
REY1~5 のアミノ酸配列を元に Pfam により
機能ドメインの検索を試みたところ、REY4

においてのみ、大腸菌からヒトまで保存され
た機能未知ドメインが見出されたが、それ以
外については、特徴的なドメイン・モチーフ
は見出されなかった。REY4 は、大腸菌から
ヒトまでそのホモログが存在し、これらホモ
ログタンパク質と REY4 との系統樹解析を行
ったところ(Fig. 2)、青枯病菌やスイカ果実汚

斑細菌病の原因菌である Acidovorax citrulli な
どの植物病原菌由来のホモログタンパク質
（クラスⅡ）とヒト、酵母やその他生物由来

のホモログタンパク質（クラスⅠ）とでは、
進化的に全く異なる枝葉に分類された。また、
興味深いことに青枯病菌は、REY4 以外にも
う一つのパラログ遺伝子を持っており、この
遺伝子産物は、系統樹解析からヒトや酵母の
ホモログと同じクラスⅠに分類された。これ
より、青枯病菌は、既存のホモログ遺伝子を
利用してエフェクターとして REY4 遺伝子を
進化の過程で獲得したことが推測された。 

(2) エフェクターの酵母細胞内局在の解析 

 次に、エフェクターの酵母細胞内における
作用部位を明らかにすることを目的として、
REY1~5 について、GFP 融合遺伝子を作製し、
酵母細胞内におけるそれぞれのエフェクタ
ーの細胞内局在を、GFP 蛍光を指標として解
析した (Fig. 3)。 

 その結果、それぞれのエフェクターは酵母

細胞内において異なった局在を示した。興味
深いことに REY1 は、酵母細胞内において上
細胞膜に特異的に局在した。REY1 は、青枯
病菌株間の宿主域決定に関わる非病原力遺
伝子として同定されており、この特徴的な局
在が本遺伝子の病原性発現における機能と
どのように関連性があるのか非常に興味深
い。また、酵母細胞内でのエフェクタータン
パク質の発現を確認するため、GFP 抗体を用
いてウエスタンブロッティングにより GFP

融合エフェクタータンパク質を検出した 

(Fig. 4)。その結果、得られたそれぞれのエフ
ェクタータンパク質のバンドは、それぞれの
エフェクタータンパク質の推定分子量とほ
ぼ一致した。これより、各エフェクタータン
パク質が、正しく酵母細胞内で発現している
ことが確認された。 



(3) 酵母ジェネティックアレイ解析によるエ
フェクター標的因子の探索 

 エフェクター酵母内標的因子を探索する
ために、酵母ジェネティックアレイ解析を行
った。まず最初に解析するエフェクターとし
て、唯一機能ドメインが予測された REY4 に
ついて、解析を行った。ドキシサイクリン
(Dox)により発現調節可能な酵母発現ベクタ
ーに REY4 遺伝子を組み込み、Dox 依存的に
REY4 発現がコントロールできるプラスミド
を構築した。本プラスミドを約 5000 株から
なる酵母ホモ接合型ノックアウトライブラ
リー網羅的に形質転換し、Dox により発現レ
ベル調節することで、低レベルの REY4 発現
下において野生株よりもより強い感受性を
示す REY4 超感受性株をスクリーニングした。
現在までに、約 2000 株のスクリーニングを
終了した。その結果、cell wall integrity MAP

キナーゼカスケードに異常を示す変異株
（bck1Δおよび slt2Δ株）においては、REY4

の低レベル発現下においても、野生株と比較
して顕著に強い増殖阻害作用が見られた（Fig. 

5）。これより、REY4 が標的とする酵母遺伝

子は、cell wall integrity MAP キナーゼ経路と

遺伝的に相互作用することが考えられた。  

 SLT2 と遺伝的に相互作用する遺伝子は、
SGD データベースの情報から 90 個以上の遺
伝子が知られており、今後残りのノックアウ
トライブラリーをスクリーニングすること
で、REY4 標的遺伝子の絞り込みを行う必要
がある。 

 酵母ジェネティックアレイ解析により、
REY4 の標的因子が同定されたならば、今後
さらに、残りのエフェクターについても同様
の解析を行うことにより、青枯病菌の宿主植
物への感染戦略を分子レベルで解明するこ
とが可能であると考えられる。 
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