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研究成果の概要（和文）：ファイトプラズマ等の昆虫媒介性細菌は多くが難培養性であり逆遺伝学的手法が利用できな
いため研究が困難である。本研究では、ファイトプラズマをモデルとして、昆虫永続伝搬性細菌の逆遺伝学的解析を可
能にする新たな技術の構築を目的として研究を行った。まず、ファイトプラズマのプラスミドについてシャトルベクタ
ーに利用するため、複製に必要最小限な領域の絞り込みをおこなった。また、昆虫宿主、植物宿主の両宿主において安
定的に発現すると考えられるファイトプラズマのプロモーター領域を特定した。さらに、シャトルベクターを構築する
とともに、ファイトプラズマ細胞内にマーカー遺伝子を組み込むための遺伝子カセットを構築した。

研究成果の概要（英文）：Due to difficulties in culturing insect-transmissible plant-pathogenic bacteria 
(such as phytoplasmas) in vitro and in manipulating them genetically, these organisms are one of the most 
poorly characterized groups of plant pathogens. In this study, we investigated a “transgenesis method” 
that aims genetic manipulation without culturing using phytoplasmas as model organisms. We specified the 
minimum unit of a phytoplasmal plasmid for a development of shuttle vector. We also searched a 
phytoplasmal promoter that is active in both plant and insect hosts. Using these results, we constructed 
a shuttle vector and a gene expression cassette.
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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、世界各国でゲノムプロジェクトが
開始されるなか、我が国において研究代表者
らにより、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）。 
 
 最近、研究代表者らの研究により、ファイ
トプラズマが保有するプラスミドの転写制
御 系 が 明 ら か と な っ た （ Ishii et al., 
Microbiology, 2009; Gene, 2009）。また、フ
ァイトプラズマの膜輸送系を阻害すること
により、増殖を部分的に制御することにも成
功している（PLoS One, 2011）。このように、
我々は既にファイトプラズマの形質転換を
可能にする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。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ファイトプラズをモデルとし
て人工培養を経ない遺伝子導入技術（トラン
スジェネシス技術）の確立に挑戦し、昆虫永
続伝搬性細菌の逆遺伝学的解析を可能にす
る新たな技術構築を目指す。 
 
 具体的には、研究代表者らによって見出さ
れたファイトプラズマのプラスミドを利用
した形質転換ベクターを開発する。まずプラ

スミドにコードされる複製起点と複製酵素
を含むプラスミドの複製に最小限必要な領
域を用いてシャトルベクターの構築を行う。
また、効率的にスクリーニングできる薬剤マ
ーカーの検討、および遺伝子導入条件の検討
を行い、これらの結果を融合させ、ファイト
プラズマの形質転換系の確立と、相同組み換
えを用いたノックアウト技術の確立を目指
す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ファイトプラズマは複数種類の染色体外
DNA を有するため、これらが形質転換系のシ
ャトルベクターに利用可能かどうかを検討
した。研究代表者らの過去の研究により、OY
ファイトプラズマが有する全ての染色体外
DNA がクローン化され、塩基配列が解読され
ている。OY ファイトプラズマは、ウイルス型
の複製酵素を持つ「染色体外 DNA（EcDNA）」
と、バクテリア型の複製酵素を持つ「プラス
ミド」の 2種類に大きく分けられる。プラス
ミドのほうがサイズがコンパクトである点
や、複製量が多いことを考慮し、本研究では
プラスミドをシャトルベクターに利用する
ため、複製に必要最小限な領域の絞り込みを
おこなった。また、ファイトプラズマゲノム
上にコードされる遺伝子のうち、発現量の多
い遺伝子についてプロモーター解析をおこ
なった。シャトルベクターを構築するととも
に、ファイトプラズマの細胞内にマーカー遺
伝子を導入するための遺伝子カセットを構
築した。 
 
 
４．研究成果 
 
 プラスミドの複製に必要最小限な領域の
絞り込みをおこなった結果、複製酵素遺伝子
を含むわずかな塩基配列のみからなる、従来
の半分程度のサイズでも複製可能となる見
込みが得られた。この成果により、プラスミ
ド上に、複製に不要な領域の代わりに外来遺
伝子を多数搭載するための目処が立った。昆
虫宿主、植物宿主の両宿主において安定的に
発現すると考えられるプロモーター領域を
特定することができた。このプロモーター領
域はシャトルベクター搭載した外来遺伝子
を高発現させるために活用できると考えら
れた。マーカー遺伝子としては、蛍光タンパ
ク質や抗生物質耐性タンパク質をコードす
る遺伝子を用いることとし、いずれもファイ
トプラズマのゲノム情報にもとづいて使用
コドンの最適化をおこない、ファイトプラズ
マ細胞内において高効率に翻訳され発現し
うるようにした。 
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