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研究成果の概要（和文）：フォスファチジン酸脱リン酸化酵素遺伝子の発現を指標に、青枯病菌によるベンサミ
アーナ植物における自然免疫抑制モデル系を開発し、フォスファチジン酸を基質とするジャスモン酸介在自然免
疫誘導に関わるシグナル伝達系を明らかにした。フォスファチジン酸脱リン酸化酵素遺伝子の発現誘導には、青
枯病菌が分泌する複数のエフェクターを必要とすることを明らかにした。さらに、その自然免疫は、青枯病菌の
みならずベンサミアーナに病原性を示すPseudomonas syringaeにも作用し、これらの細菌はⅢ型分泌系を介して
分泌するエフェクターによりこの自然免疫を回避することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed the model system for evasion of Ralstonia solanacearum-induced 
innate immunity by Nicotiana benthamiana and elucidate jasmonic acid-mediated innate immunity used 
phosphatidic acid as a substrate. It was required for several effectors secreted by R. solanacearum 
to induce expression of phosphatidic acid phosphatase gene in N. benthamiana, evading its innate 
immunity. This innate immunity was induced by infection with other plant bacteria such as 
Pseudomonas syringae. These bacteria also secrete effectors through the type III secretion machinery
 to induce expression of phosphatidic acid phosphatase gene, evading innate immunity by N. 
benthamiana. After evading innate immunity, virulent strain OE1-1 of R. solanacearum grew on host 
cells and produced mushroom-type biofilms which was required for its virulence. Taken together, 
these results open the door to uncover key interactions between host plants and R. solanacearum at 
the initial stage of infection.

研究分野： 植物病理学

キーワード： 植物－病原体相互作用
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１．研究開始当初の背景 
青枯病菌は、根の傷口から侵入した後、ま

ず、貧栄養の細胞間隙でコロニー化し、ポリ
ガラクチュロナーゼ（PehA、PehBおよびPehC）
の働きにより、導管壁を分解して導管に侵入
する。富栄養下の導管内で増殖した青枯病菌
は菌体外多糖を産出し、導管を閉塞させ、感
染植物に萎凋症状を引き起こす。そのため、
菌体外多糖が青枯病菌の主たる病原力因子
とされてきた。しかし、青枯病菌の同調化感
染系が未確立であったため、宿主植物の青枯
病感受性誘導の詳細な解析は困難であった。
我々は、青枯病菌の細胞間隙における同調化
感染系を確立し、青枯病菌の病原性と自然免
疫回避、および宿主植物の青枯病感受性誘導
が、感染直後の細胞間隙に生存する青枯病菌
と宿主植物との相互作用によることを明ら
かにした。 
 侵入直後の細胞間隙に生存する青枯病菌
では、リン酸化された HrpG が HrpB と PehB
の発現を誘導した。HrpB が、Ⅲ型分泌装置を
コードする hrp遺伝子群（hrp）、Ⅲ型分泌装
置鵜を介して植物細胞内に分泌されるエフ
ェクター遺伝子および pehC 遺伝子の発現を
誘導した。そして、hrp とポリガラクチュロ
ナーゼ遺伝子の発現が、青枯病菌の病原性に
必須であった。 
導管で、107 cfu/ml 以上に増殖した青枯病

菌では、3-hydroxy palmitic acid methyl 
ester（3-OH PAME）をクオルモンとするクオ
ラムセンシングにより活性化した PhcA が、
菌体外多糖の生産を誘導し、hrp とポリガラ
クチュロナーゼ遺伝子の発現を抑制した。す
なわち、菌濃度に応じて病原性遺伝子の発現
が制御されており、細胞間隙に生存する青枯
病菌は病原力の有無を支配する「病原性フェ
ーズ」で、導管で 107 cfu/ml 以上に増殖した
青枯病菌は青枯病発病の強弱を支配する「発
病フェーズ」であることを明らかにした。 
青枯病菌感染 Nicotiana benthamiana（ベ

ンサミアーナ）において、ジャスモン酸と活
性酸素種が介在する自然免疫誘導に、植物細
胞 膜 成分で あ るリン 脂 質の代 謝 因 子
phosphatidic acid が関わっていた。青枯病
菌 OE1-1 株が細胞間隙に侵入 3-6時間後のベ
ンサミアーナでは、 phosphatidic acid 
phosphatase 遺伝子の発現が誘導された。そ
の結果、phosphatidic acid 量が減少し、
phosphatidic acid 介在自然免疫誘導が回避
さ れ た 。 一 方 、 phosphatidic acid 
phosphatase 遺伝子をサイレンシングしたベ
ンサミアーナは青枯病抵抗性を示した。非病
原性青枯病菌 MAFF 730135 株あるいは OE1-1
株由来のⅢ型分泌装置欠損株が感染したベ
ン サ ミ ア ー ナ で は phosphatidic acid 
phosphatase 遺伝子の発現誘導は認められな
かった。すなわち、「病原性フェーズ」の青
枯病菌は、Ⅲ型分泌装置を介してエフェクタ
ーを植物細胞内に分泌し、phosphatidic acid
介在自然免疫を回避する。その結果、ベンサ

ミアーナに青枯病感受性が誘導されること
を明らかにした。 
 

２．研究の目的 
ベンサミアーナをモデル植物とし、青枯病

感受性誘導に関わる青枯病菌-宿主植物相互
作用を解明し、青枯病感受性感知システムを
開発する。そして、本システムを用いて、青
枯病感受性誘導機構を網羅的に解析する。 
 
３．研究の方法 
phosphatidic acid phosphatase 遺伝子の

発現はベンサミアーナの青枯病感受性の指
標と考えられる。本申請研究では、まず、
phosphatidic acid phosphatase 遺伝子の発
現誘導機構を明らかにし、青枯病感受性誘導
機構についてそれらを検証する。 
①青枯病菌のエフェクターの中から、青枯病
感受性誘導エフェクターの同定と機能解析 
②ベンサミアーナでの青枯病感受性誘導シ
グナル伝達系の解明 
③青枯病感受性感知システムの開発と青枯
病感受性誘導機構の網羅的解明 
 
４．研究成果 
①青枯病感受性誘導エフェクターの同定と
機能解析 

Agrobacterium ベクターを用いて、ゲノム
情報を基にOE1-1株のエフェクターライブ
ラリーを作製した。それらをベンサミアー
ナ植物で一過的発現したが、個々のエフェ
クターいずれを一過的に発現させても、ベ
ンサミアーナでの phosphatidic acid 量に変
化は認められず、phosphatidic acid を基質
としたジャスモン酸と活性酸素種が介在す
る自然免疫の抑制は認められなかった。さら
に、ベンサミアーナにおける phosphatidic 
acid phosphatase遺伝子の発現も誘導されな
かった。すなわち、ベンサミアーナに感染し
た OE1-1 株による、ジャスモン酸と活性酸素
種が介在する自然免疫の回避には、複数のエ
フェクターが作用すると考えられた。 
②ベンサミアーナでの青枯病感受性誘導シ
グナル伝達系の解明 
 自然免疫誘導時のベンサミアーナでは、脂
質輸送タンパク質 Sec14P の働きにより、PLC
介在経路と PLD 介在経路を介して、
diacylglycerol と phosphatidic acid それぞ
れが産生された。PLC 介在経路により産生さ
れ た diacylglycerol は リ ン 酸 化 さ れ
phosphatidic acid となった。そして、PLC
介在経路と PLD 介在経路から産生された
phosphatidic acid を基質として自然免疫が
誘導されることを明らかにした。 
 また、phosphatidic acid に結合能を有す
る タ ン パ ク 質 の 中 か ら 、 Sucrose 
non-Fermenting Related Kinase 1 がジャス
モン酸と活性酸素種が介在する自然免疫誘
導に関わることを明らかにした。さらに、
Lipid transfer-like protein VAS が自然免



疫誘導に独立して、活性酸素種が関与する細
胞死誘導に関わることを明らかにした。これ
らのタンパク質をコードしている遺伝子の
サイレンシング植物を用いたomics解析によ
り、自然免疫誘導シグナル伝達系を解明する
ことが可能であると判断した。 
③青枯病感受性感知システムの開発と青枯
病感受性誘導機構の網羅的解明 
 phosphatidic acid phosphatase 遺伝子の
発現をモニターする青枯病感受性感知シス
テムを開発した。本法を用いて、青枯病感受
性誘導機構の網羅的解明を行い、細胞間隙に
侵入直後の青枯病菌がⅢ型分泌装置を介し
て分泌するエフェクターの作用により、宿主
植物における自然免疫の誘導が回避され、そ
の結果、青枯病菌は細胞間隙で著しく増殖す
ることを明らかにした。この増殖を抑制する
と、青枯病菌感染植物は萎凋症状を呈するこ
とはなかった。すなわち、青枯病感受性誘導
には、自然免疫回避だけでなく、細胞間隙に
おける青枯病菌の増殖に伴う特徴的な形質
が必要であると考えられた。 
そこで、細胞間隙に侵入した青枯病菌の挙

動を、走査型電子顕微鏡観察した。細胞間隙
に侵入した青枯病菌は、侵入 3時間以降、宿
主細胞表面に固着後、Ⅲ型分泌装置を構築し
た。侵入後 9-16 時間に、青枯病菌は、宿主
細胞表面で著しく増殖し、細胞凝集しマイク
ロコロニーを形成する。侵入16-24時間後に、
マイクロコロニーはマッシュルーム型のバ
イオフィルムに発達した。侵入 36 時間後に
は、崩壊したマッシュルーム型バイオフィル
ムとともに、崩壊したマッシュルーム型バイ
オフィルムから解離した青枯病菌遊離細胞
が観察された。青枯病菌の宿主細胞表面への
固着とマッシュルーム型バイオフィルム形
成には、糖結合タンパク質 RS-IIL を必要と
した。RS-IIL をコードする lecM 遺伝子の発
現制御系を解析したところ、青枯病菌の宿主
細胞表面への固着に関わる過程での lecM 遺
伝子発現は、hrpの転写制御因子 HrpG により
誘導され、マッシュルーム型バイオフィルム
形成に関わる過程での lecM 遺伝子発現は、
細菌菌密度の上昇によりもたらされるクオ
ラムセンシングにより誘導されることを明
らかにした。さらに、マッシュルーム型バイ
オフィルム形成は、青枯病菌の病原性に不可
欠であることを明らかにした。興味深いこと
に、導管へ侵入後には、青枯病菌細胞は、菌
体外多糖に依存した不定形の細胞凝集を形
成するが、マッシュルーム型バイオフィルム
を形成することはできなかった。一方、マッ
シュルーム型バイオフィルム形成には菌体
多糖が直接関わっていなかった。すなわち、
宿主植物における青枯病感受性誘導には、細
胞間隙に侵入後の青枯病菌による自然免疫
回避とともに、マッシュルーム型バイオフィ
ルムの形成が必要であると考えられた。 
④今後の課題 
青枯病感受性誘導機構の解明には、第一に、

phosphatidic acid を基質とジャスモン酸と
活性酸素種が介在する自然免疫誘導シグナ
ル伝達系の解明が必要と考える。さらに、ク
オラムセンシング機構とそれに依存するマ
ッシュルーム型バイオフィルム形成機構の
解明を必要とする。 
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