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要約

Pseudomonas fluoresc.仰 sF目9ω1株は， トマトにおいて植物成

長促進根圏細菌と して働き ナス科植物青枯れ病菌に対する抵抗

性を付与することで単離同定された。本菌はモデル横物であるシ

ロイヌナズナにおいても，誘導全身抵抗性を引き起こす。シロイ

ヌナズナのサリチル酸 (SA). ジャスモン酸(TA)及びエチレン

(ET)経路の変異株を用いて調査を行った所. FPT9ω1株が誘導

する病害抵抗性にJAおよびET経路の関与が示唆された。次に

約23，α)()遺伝子のプローブセットによるマイクロアレイ解析を

行った結果. 2倍以上の発現変動で上昇した遺伝子が95個，低

下したものが 105個で、あった。その中にオーキシン応答性遺伝子

の発現増高が認められ，本菌による植物の成長促進はオーキシン

の作用であることが示唆された。この他に二次代謝経路に関わる

遺伝子の誘導や抑制，タンパク質合成系遺伝子の抑制などの傾向

が認められた。また根粒菌感染で発現が増高することから命名さ

れたノジ、ユリン遺伝子群に含まれる遺伝子の誘導なども見られ

た。マイク ロアレイ解析の結果. F円9印l感染により発現が上

昇していた遺伝子のトランスポゾン挿入変異体における F円9印1

株による誘導全身抵抗性について調査した所，転写因子などいく

つかの変異体において，誘導抵抗性の低下が認められた。

1 .はじめに

土壌病原菌の生物防除は，環境に低負荷で持続可能な手法であ

り，臭化メチルの使用禁止に伴う新たな手段として，防除効果の

高いエージ、エン トの発見やその処理法の確立が期待されている。

植物成長促進根圏細菌 (P凶 tGrow血-Promo出gRl:也obacteria:

PGPR)は，その名の通り，根圏に共生し植物の成長を促進す

る効果のある一群の細菌を指す言葉であり，代表的なものとして

Bacillus 抑制ゐ，PseudomonωfluorescensやPputi，均 等に属する細菌

の存在が知られている (Handelsmanand S匂bb，1卯6)。植物への
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影響は，直接植物ホルモンを介した成長促進の他に，植物の成長

を阻害する病原菌への桔抗作用やそれらに対する植物の抵抗性

を誘導する効果などがこれまでに報告されている (Bakkeret al.， 

2∞3;百lOmashawand Weller， 1995; Van Loon et al.， 1998 )。

本研究で用いた Pfluorescens F目9印1(以下F円ち印1株)は， ト

マトの青枯病抑制土壌から単離された植物成長促進根圏微生物で

ある(必noet al.， 1卯ヴ)。本菌はトマト組織内から分離されてお

り，植物における分布様式を電子顕微鏡で調査した所，組織内の

細胞間隙を中心に内生していることが示された (Fig.1)。一方，

同菌は根の表面にもマイクロコロニーを形成して多数，存在して

おり，根の表面と札織内の両方に存在することが明らかとなった。

F目ヲω1株は， 青枯病菌や各種糸状菌等に対して培地上で直接

的な生育阻害活性を持っており，少なくともその活性の一部は 2，

4-diacetylphloroglucinol (2， 4-DAPG)による効果であることが示

されている(Zhanget al.， 20∞)。この他にもシデロフォアやプロ

テアーゼ等の抗菌性物質を分泌することも示されており(Zhang

etal.，2∞0) .対象の菌種によってはそれらも寄与していると考え

られる。また一方. F町9ω1株は，植物の全身的な病害抵抗性

反応を誘導することも明らかとなっており (Wanget al.， 2∞5) . 

様々な機構により植物に病害抵抗性を付与していることが示唆さ

Fig 1 SEM凶ageof Pseudomonas fluo畑 censF町9ω1
泊血eintracellular space of tomato roots 
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発現レベルを定量 PCRによ って調査した。ET誘導性の ACS2，

PR3およびPR4，また ]Aによ って誘導される PDF1.4を対象に，

4種のトマト品種(サポート，麗夏，マイロック，瑞栄)におい

て， F目ヲωl株接種7日後における発現量を，コ ントロール植

物と比較した。F円9印1株の感染により対象遺伝子の発現上昇が

認められたが， トマ ト品種による違いが見られ，サポート及び瑞

栄では]A誘導性遺伝子の発現レベルは低く， ET誘導性遺伝子

の発現レベルが高い傾向にあった。一方，麗夏及びマイロ ックで

はET誘導性遺伝子の発現レベルは低く， ]A誘導性遺伝子の発

現が非常に高レベルで確認された。このことから，品種によって

誘導されやすい経路が異なる可能性が考えられた (Fig.3A)。こ

の点をさらに調査するために マイロ ックにおける対象遺伝子の

発現を経時的に調査した所，接種7日後では]A誘導性の PDF1.4

の発現上昇が認められたが，接種後 10日後や 14日後では， ET
誘導性の PR3，PR4， ACS2等の発現も顕著に上昇していた

(Fig.3B)。また， PDF1.4は14日後では発現がいったん減少 し

たものの， 21日後には再び上昇 していた。このような ET系お

よび]A系の遺伝子が経時的に変動して発現する傾向は，他の ト

マ ト品種においても観察された (d自 notshown)。これらのこと

から， F円9ω1株の感染により ]A及びET誘導性の遺伝子が発

現するが，その発現は経時的に変動していくことが示唆された。

F目9印1株感染植物ではJん信T経路により病害抵抗性を誘導す

るが，常に両経路を活性化させている訳ではなく，植物の状態あ

るいは菌の感染状態等により ，]AやETのレベルが変動してい

る可能性も考えられた。

これまで様々な PGPRでその全身的な誘導病害抵抗性にどの

よう なシグナル物質が介在しているのか，本研究と同様の調査

が行われている。その結果， P. fluorescens WCS417r株では，本

菌と同様に]AおよびETが介在していることが示されているが

(Verhangen et al.， 2∞4)， P.flωrescens CHAO株では ]Aは関与す

るがETは必須ではなく ，菌の分泌する DAPGがその誘導に大き

な役割を果たしているとされている(l.avicoliet al.， 2∞3 )。また，P.

aeruginosa 7NSI包株による病害抵抗性誘導では SAによるシグナ

ル伝達が必須であることが示されており (DeMeyeretαl.，1999)， 

各種 PGPR菌系により用いられるシグナル伝達系は多様で、ある

ことが想定されている。材脱では，同一菌による誘導全身抵抗

性においても， トマ ト品種や感染後の時期に より， ]AやETに

応答する遺伝子が発現変動することが示唆されており， PGPRに

より誘導される抵抗性のシグナル伝達は様々な条件が関与する複

雑な機構であることが考えられた。この条件により遺伝子の発現

レベルが変動すること等が，圃場における PGPR効果の不安定さ

の一因である可能性も否定できない。
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れている。

2. FPT9601株による誘導抵抗性のシグナル物質

F目ヲ印1株は， トマト，ナス， ピーマン等のナス科植物におい

て病害抑制効果を持ち，実用的な農業資材(製品名・セル苗元気)

として利用されているが，モデル植物シロイヌナズナにおいても

全身的な病害抵抗性を誘導するこ とが示されている (Wanget al.， 

2∞5)。そこで当研究室では， F目9ω1株が誘導全身抵抗性を

引き起こす分子機構を調査する目的で¥分子遺伝学解析に適した

モデル植物であるシロイヌナズナを用いた研究を行っている。ま

ず，F町9印1株によるシロイヌナズナの誘導全身抵抗性にどの

ようなシグナル伝達系が関わっているかを明らかにするため，サ

リチル酸 (SA)，ジャスモン酸 (]A)，エチレン (ET)経路の変

異体を用いて P.syringae感染に対する病害抵抗性の変化を調査し

た。その結果， F円9ω1株によ って誘導される病害抵抗性は，

SA経路の変異体である pad4や nahGでは，野生株と変わらない

レベルで誘導されたが， ]A経路の変異体である jar1やET経路

の変異体である e加2などでは有意な抵抗性の誘導が認められな

かった。また， SA，]A，ETすべてのシグナル経路の関与する npr1

の変異体においても，抵抗性は誘導されなかった。従って，同菌

の誘導する全身的な病害抵抗性には]AおよびETが介在するシ

グナJレが重要な働きを担っていることが示唆された (Fig.2)。

次に F円9印1株感染トマトにおける ETや]A誘導性遺伝子の
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Table 1 Representative genes that were upregulated in Arabidopsis plants colonized by Pseudomo仰 sfluorescens F円1削 1

Annotation Fold-change ratio AGInumber 

METABOUSM 
seedimbi出onpro出n 3.14 At5g20250 

pu凶 vefatly acid elongase 2.87 At2g28630 

putative gluta血ioneSーtransferase 2.66 At2gU2930 

beta-xylosidase 2.52 AtlgU2640 

xyloglucan endo仕組sglycosylase 2.38 At3g23730 

beta-galacωsidase 2.33 At5g56870 

putative endoxylogluαn glycosyltrans五erase 2.27 A也gU6850

勾rlogluαnendo-1，4-be匂-D-glucanaseprecursor 2.22 At4g30270 

ヨavanone3-hydro刃lase-也ceprotein 2.12 At5g24530 

beta-glucosi【lase 2.08 AtlgU2850 

putative仕加告白f長oyl-Coen勾1ll1eA 3-0-me出lyl仕組S島rase 2.07 Atlg67980 

τ'RANSCRIPl10N 
GATA仕組scriptionfactor 2.39 At4g26150 

NAM (no apical meristem)ーlikeprotein 2.38 At2g17040 

RINGzinc曲1gerprotein-like 2.27 At5g414ω 

bZIP transcription白ctorATB2 2.22 At4g34590 

putative羽茂KY-type DNA binding protein 2.02 At2g30250 

CEllUIAR TRANSPORT， TRANSPORTFACIUTATION ANDτ'RANSPORTROUTES 

unknown protein contains Plant lipid仕組Sたrprotein motif 3.71 At3g22600 

Ca2+ /H+-exchanging protein一日記 2.85 At3g51860 

d戸leinlight chain-like protein 2.39 At5g20110 

majorin凶 sicprotein仰IP)-likenod幽 -26 2.10 At4g10380 

CE且lJlARCOMMUNICATION/SIGNAL TRANSDUCTION MECHANISM 

protein kinase sin世arωreceptor-likeprotein kinase RLK3 2.75 At3g45860 

cbp1like calcium-binding protein 2.50 At5g39670 

puta世:vecalcium-binding protein 2.07 At1g21550 

protein kinase similar to wall-associated】anase4 2.∞ At3g577∞ 
CEll RESCUE， DEFENSEAND VIRUlENCE 

drought-induced protein like 4.80 At4g1591O 

hevein-like protein precursor (PR-4) 4.76 At3gU4720 

be匂-1，3-g1uαnase2 (BG2) (PR-2) 3.22 At3g57260 

endochitinase isolog 2.61 At2g43570 

beta-l， 3-g1ucanase 2.50 At3g57240 

sin世arto small proteins induced by heat， auxin， ethylene and wounding 2.36 At4gU2380 

pu匂.tivecytochrome P450 2.32 At2g26710 

DEVE以)PMENT(SystellUc) 

NAM / CUC2-like protein CUC2 2.56 At5g39610 

nodulinM削 21鼠milyprotein 2.39 AtlgU1070 

unknown protein similar to N-term half of NAC domain protein N品4 2.30 At1g69490 

N品A-like protein (no apiω1 meristem) s凶 artoN品 4 2.16 At3凶4070

Unclassmed or unknown protein 

puta世間proteincontains similarity toαrboxyl-terr凶nalproteinase 9.19 At5gU5030 

putative arn也l-induc巴dprotein 

nodu悩l-likeprotein 

putative仕ypsininhibiωr 

puta世:vearn也トregulatedprotein 

nodulin-like protein 

3. FPT9601株により発現誘導される宿主遺伝子のマ

イクロアレイ解析

次に F目'9601株によりヲ|き起こされる遺伝子発現変動をゲノ

ムワイドで解析するために，シロイヌナズナの 22，810遺伝子を

対象としたAfかmetrix社のフ。ロープセットによるマイクロアレイ

角間斤を行った。その結果， 2倍以上の変動幅で発現上昇した遺伝

子が95個，低下したものが105個同定された。その一部を Table

lに示した。発現上昇した遺伝子の中には，オーキシン応答性の

遺伝子であるAt4g36110やA也g33830等が含まれており，本菌に

よる植物の成長促進はオーキシンの作用によるものであることが

示唆された。また，オーキシンの作用により細胞壁分解・合成酵

素も制御されていることが示されており (Catalaet al.， 1997 ) ，本

研究でも xyloglucanendotransglycosylase (At2g06850)等の発現

上昇が認められ，符号する結果となった。 Cartieauxら(2ω3)は，

4.35 At4g36110 

3.16 At2g166ω 
2.80 At2g43510 
2.70 At2g33830 
2.59 At5g25260 

PGPRである PthivervalensゐMLG45を用いたマイクロアレイ解析

を行い，その結果，やはりオーキシン応答性の遺伝子の発現上昇

を観察している。従ってこのオーキシンによる成長促進効呆は，

Pseudりmonαs属菌の PGPRで広く認められる性質なのかもしれな

い。 F目ヲω1株が直接オーキシン活性を持った物質を分泌するの

か，植物のオーキシン分泌を促進するような活性を持っているの

かは不明であり，今後の検討が必要な課題である。

また，病害抵抗性に関しては， PR蛋白質 (At2g43570，

At3g04720， At3g57240， At3g572印)や羽茂KY転写因子 (At2g30250) 

などの病害抵抗性に関連することが知られている遺伝子や抗菌性

物質の合成に関与する可能性のある二次代謝経路に関わる遺伝子

(At5g24530， At1g67980， At2g26710 )等の発現誘導が認められた。

PR4を代表とするように，これら遺伝子のいくつかはEf/JAシ

グナル経路で誘導されることが知られており， 日g.2やFig.3で

得られた結果と一致しているが，マイクロアレイの解析結果から
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Pseudomonas fluoresce托sF円'9601fai!ed to 
induce systernic disease 1百 istancein some 
transposon insertional Arabidopsis mutants. 
Wild-type (Nos， Nossen) and transposon 
insertional mutants of Arabidopsis plants 
wi出 (+F目'9601)01' wi出out(C) P. fluorescens 
FPT9601 infection were inoculated with P. 
syringe. Disease index was recorded at 3 days 
after P. ミyn・河if{ae加oculation.

はいくつかの ET応答性遺伝子の発現が低下していることも示さ

れており (datanot shown) ここでも PGPRにより誘導される抵

抗性のシグナJレ伝達の複雑性が示唆されている。ここまで述べた

ように，遺伝学的な解析から. ET/JAシグナル系が関与するこ

とは支持されており ，この経路に属する遺伝子に発現変動がある

ことも確認されているが，例えばETやJA等を直接植物に処理

した際の遺伝子変動と は明らかに異なっており ，単純なモデルで

説明することは難しい結果となっている。

興味深いことに，今回の解析で，根粒菌感染で発現が増高

するノジュリンと命名された一群の遺伝子と相同性を持つ遺

伝子(AtlgOl070，At2g1邸ω，At4g10380， At5g252印)の発現が，

F町9印1株感染により誘導されていることが明らかとなった。ノ

ジ、ユリン遺伝子群の機能は，まだ多くが不明であるが，少なくと

も一部は根粒形成における代謝や形態形成に重要な役割を果たし

ていることが明らかとなりつつある (Charonet al.， 1997; Guenther 

et al.， 2∞3)。今回，発現増高が観察されたノジュ リン様遺伝子の

機能は不明であるが. PGPRと根市立菌という異なった細菌の植物

との共生に，少なくとも一部共通するメカニズムがあることが示

唆された。

4. FPT9601株による誘導全身抵抗性に必須な遺伝子

の同定にむけて

最後に，マイクロアレイ解析の結果，発現が上昇していた遺伝

子の F目"9601株感染における役割を明らかにする目的で，該当

遺伝子の トランスポゾン挿入変異体を理研バイオ リソースセン

ター (BRC)から分譲を受けて，解析を行った。発現上昇してい

た遺伝子の内18個を，理研 BRCにおけるトランスホ。ゾン挿入変

異体の有無，発現上昇の程度推定される遺伝子機能等を参考に

選抜した。これらの トラ ンスポゾン変異体における F円ヲ印1株

のシロイヌナズナにおける定着および誘導抵抗性を調査した所，

定着能についてはいずれも大きな変化は認められなかったが，誘

導全身抵抗性は 5つの遺伝子 (Atlg69490，At3g51860， At4g26150， 

At5g20250， At5g24530 )の変異体において有意に低下していた。

これらの遺伝子は，転写因子やカルシウム ・プロトン交換輸送体

等の情報伝達に関わるものや糖代謝・ 二次代謝等に関わるものを

含んでいた。これらの遺伝子が. F目9印1株による誘導全身抵

抗性においてどのような役割を果たしているのか，その詳細は不

明であり，今後の主要な検討課題と したい。
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