
Pseudomonas
syringae群細菌の病原性に関与する遺伝子の研究

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2008-02-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 井上, 康宏

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/20.500.12099/2495URL



氏 名(国籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月 日

学位授与 の 要件

研究科及 び専攻

研究指導を受けた大学

学 位 論 文 題 目

審 査 委 貞

井 上 康 宏 (静 岡県)

博士(農学)

農博甲第154号

平成11年3月15日

学位規則第4粂第1項該当

連合農学研究科

生物環境科学専攻

静岡大学

地肌わ〝l州げ印画群細菌の病原性に関与する

遭伝子の研究

主査 静 岡 大 学 教 授

副査 岐 阜 大 学 教 授

･副査 信 州 大 学 教 授

副査 静 岡 大 学 助教授

二

朗
武
一

慎
満

正

雄

無
町
政
川

蕗
盲
大
瀧

論 文 の 内 容 の 要 旨

P.乎r加gαe群細菌は植物に対する寄生性の違いにより多数の病原型が存在する｡これら

病原型は寄生性以外でも様々な性状の違いを持ち､いくつかのグループに類別できるこ

とが報告されてきた｡また､個々の遺伝子の分布や比較による菌株間の類別は試みられ

ているが､多数の遺伝子を含む広い領域や複数の遺伝子領域の分布の比較は行われてい

なかった｡本研究では病原性に関与する遺伝子の相同性や分布によってこの細菌群の類

別が可能かどうかを検討した｡

鳥伊達伝子及びその周辺領域は病原性に関与する遺伝子が多数存在することからこの

領域がP.叩血gαe群細菌の病原性発現に深く関与している｡そこでpv.coro乃申cね乃∫(Psc)､

pv･gケC加ea(馳g)､pV.maC〟Zitohz(馳m)､pV.LabacぺPst)､pV.サrihgae(Psgの遺伝子ライブラ

リーを作成し､既存のpv〆α∫甲旋0叫Psp)のものと併せて九叩遺伝子群とその周辺領域を

含む広い範囲のクローンの選抜し､制限酵素地図及び相同性の比較を行った｡その結果､

馳g､馳p､馳tはよく一鼓しており近縁であると考えられたが､その他の菌株では全く異

なっていた｡すべての菌殊においてbrp遺伝子の右外側にはαγ戒遺伝子領域が存在する

ことが明らかとなった｡馳p､馳m､馳s､蝕のクローンよりプローブを作成し､サザン

ハイプリダイゼーションによってP.叩血gαe群細菌の類別を試みた結果､Psp由来のプロ

ーブに高い相同性を示す菌群(Ⅰ群菌)､馳m由来のプローブに高い相同性を示す菌群

(Ⅱ群菌)､Pss由来のプローブに高い相同性を示す菌群(Ⅲ群菌)､Psc由来のブロー

プに高い相同性を示す菌群(Ⅳ群菌)､いずれにも属さないもの(U群菌)の少なくと

も5つのグループに類別された｡
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上述の調査で九ワエ左外側領域の相同性は菌株によって異なることが明らかとなったた

め､Psm､pV.αC血〟ねゼ(P弘)及びPspのこの領域の塩基配列を比較した｡調査したすべて

の菌株でん甲y相同領域が存在したが､他の部分は菌殊により異なっていた｡PsmとP弧

には九ワァ相同領域に隣接した70bpの相同領域と非相同性領域を挟んで約900bpの相同

領域(AM領域)が認められた｡PsmとPspでは約780bpの相同領域(MP領域)が存在

した｡鳥甲n AM､MP及びαγr顆旭領域にプライマーを設計し､孤による増幅断片の

菌株間の比較を行った結果､前述の類別に矛盾せずP.叩血gαe群細菌をさらに細かく類別

できることが明らかとなった｡また､pCR増幅断片の塩基配列の比較の結果､鳥ワエ左外

側領域では遺伝子の挿入や組み換えが頻繁に起こっていることが推察された｡

他の病原性関連遺伝子としてP.乎r血gαe群細菌から分離された8つのαγr遺伝子とシリ

ンゴマイシン生合成遺伝子の分布を調査した｡αyr遺伝子は病原型に関係なく多数の菌殊

に存在し､その分布に規則性は認められなかった｡シリンゴマイシン生合成遺伝子はⅢ

群菌の菌株に認められたが､例外的にⅠ群菌のキウイフルーツ花腐病菌からも検出され

た｡よってこれらの遺伝子は類別には利用することはできないが､水平伝搬しているこ

とが考えられるため､病原菌の進化を考える上で重要であることが判明した｡

氷核活性遺伝子と相同な領域をもつ菌株でも表現形質としては氷核活性を示さない菌

株が存在する｡そこで氷核活性遺伝子を持ち氷核活性を示すPぬとP臨の菌株､氷核活性

遺伝子と相同な領域は持つが氷核活性を示さないPspの菌株を比較した｡P扇a､Pss及び

Pspの氷核遺伝子領域を含むクローンを遺伝子ライブラリーより選抜し､馳p及び氷核活

性遺伝子を持たないPsmにこれらクローンを形質転換した結果､Psta､Pssのクローンで

は氷核活性を示すようになったが､Psp由来のクローンでは永核活性を示さなかった｡Psp

のこの領域の塩基配列を決定した結果､β〟止血0肋血c甲αCぬより分離されたISイ02と高

い相同性をもつ配列が挿入されており､これによって氷核活性遺伝子が分断され､表現

型として氷核活性を示さないものと推測された｡本研究は氷核活性遺伝子がISによって

発現制御されていることを調査した最初の報告である｡

九甲遺伝子群の周辺領域には多数の繰り返し配列があることが調査の過程で明らかと

なった｡馳mの鳥甲乙外側にある繰り返し配列の塩基配列を決定した結果､IS5と相同性

を持つ配列が複数見出され､挿入後に欠損を生じた痕跡が認められた｡Psaの九甲乙外側

にある繰り返し配列の塩基配列を決定した結果､ISJ2ヰ0と相同な領域が認められた｡Psp

のNPS3121株のαγr顆九g領域内にも挿入後に欠損を生じたと思われるISの断片が認めら

れた｡これらのことから､鳥草道伝子群の周辺領域においては遺伝子の挿入や観み換えが

頻繁に起こっていたことが考えられた｡

本研究の成果はP.サ血gαg群細菌の類別の再考やISによる表現形質の制御及び遺伝子

の再編の考察を行う上で非常に有用な情報であり､また､本研究で作成された遺伝子ラ

イブラリー､選抜されたクローンなどは今後の病原性発現のメカニズムや遺伝子の再編

を研究する上での重要な材料となるであろう｡
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は植物細菌病の主要なグループであるP∬適0′形憬∫y血gα群細菌についてその類別

を病原性関連遺伝子の分布や相同性から試み､さらにそれから派生したIS領域の解析や氷核遺

伝子の発現調節に関与する遺伝子レベルのメカニズムを解明したものである｡

P.町座α群細菌は植物に対する寄生性の違いにより多数の病原型が存在する○これら病原

型は寄生性以外でも様々な性状の違いを持ち､いくつかのグループに類別できることが報告さ

れてきたがその類別は容易ではなかった｡本論文では病原性に関与する遺伝子の相同性や分布

によってこの細菌群の類別が可能かどうかが検討された｡まず､代表的な病原型である

pv｣CO和乃殖de耶(馳ゆ､`匹gケ加配(Rg)､叩肌∝〟J加叫臨画､匹J血∝i(Rり､PⅥyわgα(Rゆ

の九甲遺伝子群とその周辺領域の制限酵素地図が作成され､比較の結果Psg､馳p､Pstはよ

く一致しており近縁であったが､馳m､馳s､n妃では全く異なっていることを見出した0さ

らに､馳p､Psm､馳s､蝕の本領域のプローブを作成し､サザンハイアリダイゼーションに

ょってP.即血gαe群細菌の多数の病原型の類別を試みた結果､それぞれの菌由来のプロー

ブに高い相同性を示す4つの菌群(Ⅰ,ⅠⅠ,ⅠⅠⅠ,ⅠⅤ群菌)といずれにも属さないもの(U群菌)

の少なくとも5つのグループに類別されることを示した0この類別は従来の報告と矛盾せ

ず､さらに多くの病原型の容易な類別を可能にするものであることを示した重要な成果であ

り､高く評価される｡さらに九甲乙左外側領域の相同性を詳掛こ調査し､馳mとpv･

αC加地可ぬ)､PsmとP甲の間にそれぞれ特異な相同領域が存在し､これら領域の孤に

ょる菌株間の比較により上記の類別に矛盾せずP.サ加gαg群細菌をさらに細かく類別できる

ことを明らかにした｡このことによって､より簡単な類別手段を確立したと言え､応用上の

価値も高いと思われる｡

ん甲遺伝子以外の病原性関連遺伝子としてP･乎′厘αe群細菌から分離された8つのαγr遺伝

子とシリンゴマイシン生合成遺伝子の分布を調査しているが､いずれも規別性は認められな

かった｡よってこれらの遺伝子は類別には利用することはできないが､むしろ水平伝搬して

いることを示唆していると考えられるため､病原菌の進化を考える上で重要であることが判

明した｡このことは従来にはなかった新知見である｡また､氷核活性遺伝子について､相同

な領域は持つが氷核活性を示さない馳pのこの領域の塩基配列を決定した結果､Ⅰ餌02と高

い相同性をもつ配列が挿入されており､これによって氷核活性遺伝子が分断され表現型とし

て永核活性を示さないものと推測された｡本研究は氷核活性遺伝子がISによって発現制御

されている可能性を示した初めての報告である｡さらに馳mの九甲乙外側にある繰り返し配

列ではIS∫と相同性を持つ配列が複数見出され､挿入後に欠損を生じた痕跡が認められた｡

p弘のん甲乙外側にある繰り返し配列ではISJ2ヰ0と相同な領域が認められたoPspの3121株

のαγr桝g領域内にも挿入後に欠損を生じたと思われるISの断片が認められた0これらの

ことから､桓遺伝子群の周辺領域においてはISが多数存在し､遺伝子の挿入や観み換えが

頻繁に起こっていた可能性を明らかにした｡

これらの成果はP.乎血gαe群細菌の類別の再考やISによる表現形質の制御及び遺伝子の

再編などにより分化した病原型の成立を考える上で非常に有用な情報であり､細菌の類別法
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における成果とともに進化研究上も価値ある成果が得られているものと判断された｡このよ

うに本論文は学術上も応用上も寄与するところが大であり､よって審査貞全貞一敦で岐阜

大学大学院連合農学研究科の学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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