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緒言

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

　イネもみ枯細菌病はわが国において1955年福岡県の水田で初めて発生が

確認された（後藤・大畑，1956）。本病の病原菌はイネもみ枯細菌病菌

pseudo〃ionas　glumae　Kurita　et　Tabeiと命名された（後藤・大畑，1958）。1971

年に、本病原菌の病原性、細菌学的性質、血清学的性質等について類縁細菌

と比較検討され、新種の細菌であることが確認された（富永，1971）。1gg2年

に16S　rRNA配列、　DNA－DNAホモロジー、細胞脂質、脂肪酸構成を基本と

した分類によりPseudo〃lonas属のRNAホモロジーグループIIに属するこ

とからBurkholderia　glu〃zaeと改名された（Yabuuchi　et　al．，1992）。

　近年、日本におけるイネもみ枯細菌病の発生は全国的に発生しており、主

に西南暖地に多く発生している（茂木，1984；茂木，1985；植松，1985；十河，

1985）。そして、海外では1972年にタイで、1975年にマレイシアなどで発生

が確認された（田部井，1976）。1976年に本病が箱育苗において幼苗の腐敗症

を引き起こすことが報告された（植松ら，1976a；植松ら，1976b）。また、農業

の機械化にともない、イネの箱育苗の普及とともに苗腐敗症が多発している

（藤井・植松，1976；松田・佐藤，1981；畔上，1985）。本病は発生変動が大き

く、伝染環など不明な点も多く、本病の発生予測及び防除法の確立が困難で

ある（吉田・吉村，1965）。この様な点からイネの重要病害として問題になっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　h
ている。

　イネもみ枯細菌病による病徴の特徴は、本田におけるもみ枯症では一般に
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出穂後の開花期以降の穂に生じ、発病の激しい場合は傾穂期になっても傾穂

せずに直立したままになる。これらの穂は着生もみが不稔であったり、稔実

が不十分となり、穂が淡紅色を呈した黄褐変穂となるという特徴をもってい

る（関，195g；久原ら，1967；茂木，1984；茂木・対馬，1984；茂木，1985）。また、

苗腐敗症は、催芽、出芽、緑化期において高温多湿となる箱育苗で主に発生

する。催芽時の幼芽苗は白色であるが、羅病した幼芽は褐色からあめ色に変

色し次第に腐敗、枯死する。腐敗せずに残った幼苗は緑化時にその葉鞘に淡

褐色の病斑が現れ、葉鞘内から伸長してくる新葉は轡曲して出葉する。箱育

苗では激しく腐敗した稚苗を中心に坪枯症状を呈してくる。（畔上，1985；藤

井・植松，1976）しかし、軽い症状の幼苗は葉鞘腐敗及び褐変を起こしても異

常生育を示すだけで次第に回復する（植松ら，1976a；植松ら，1976b）。

　本菌がイネの重要病原菌であるにも関わらず病原性に関しては不明な点が

多い。病原性とプラスミドの関連性については、病原性の発現に対しプラス

ミドは関与していないことが報告されている（Kamiunten　et　al．，1985）。また、

病原性菌株においては細胞壁分解酵素であるポリガラクツロナーゼ（PG）の高

い生産性を示すことから、本病の腐敗症発現にPGが密接に関与している可

能性が示唆されている（飯山ら，1994）。

　しかし、最近イネもみ枯細菌病菌の病原性因子の一つとして毒素が重要で

あることが明らかとなった。多くの植物病原細菌、特にPseudo〃lonas属の場

合には多くの種が非特異的毒素を産生し、その非特異的毒素が病徴の発現と

深く関わっていることが知られてる（Taylor　et　al．，1972）。例えば、それらの
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中で病原性に関連している毒素として、タバコ野火病菌（P．syringae　pv．

tabaci）のタブトキシン（Taylor　et　al．，1972）、インゲンかさ枯病菌（p．　syringae

pv．　phaseolicola）のファゼオロトキシン（Mitchell　et　al．，1977）、ライグラス類

かさ枯病菌（P．　syringae　pv．　atropurpurea）のコロナチン（Bender　et　al．，1989）、

イネ苗立枯細菌病菌（Burkholderia　plantarii）のトロポロン（Azegami　et　al．，

1988）、核果類に病気を引き起こすRsyringae　pv．　syringaeの系統のシリンゴ

マイシン（Zhang　et　al．，1986；Bender　et　al．，1999a）などが挙げられる。これら

の毒素は病原菌の感染、病徴の発現など病原菌の病原力として重要な役割を

果たしている。また、それらの毒素生合成遺伝子に変異を与えることにより

毒素産生能を欠失すると同様に病原性も失活することが知られている（Gross，

1991）。植物病原菌の毒素生合成経路や生合成遺伝子について明らかにするこ

とは、病害防除法を開発する上で重要であり、数多くの研究が行われている

（Bender　et　al．，1999b）。

　イネもみ枯細菌病菌では、イネ葉に白色壊死斑を形成する毒素物質を産生

することが示唆され（白田ら，1986）、本菌の産生する毒素がイネの生育阻害

を引き起こすことや、毒素を処理したイネ穂が本病特有の病徴である褐色帯

条斑を形成することから、毒素が病原性の発現と深く関与していることが示

唆された（飯山ら，1994；Iiyama　et　aL，1gg5）。さらに、培養液中に存在する毒

素として、図1に示すようなトキソフラビン、ファーNヌリン、リュウマイ

シンの3種の毒素が同定された（佐藤ら，1989）。これらの中で、最も毒性が
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図1．イネもみ枯細菌病菌の産出する毒素の構造式
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高く、培養液中に多く産生される毒素はトキソフラビンであり、リュウマイ

シンはトキソフラビン分解物であることが示唆された。トキソフラビンは極

めて強い電子伝達物質であり酸素存在下で過酸化水素を発生し、酵母以外の

生物に対して強い毒性を示すことが知られている（Latuasan，1966）。Yoneyama

ら（1998）は、イネもみ枯細菌病菌をトランスポゾンにより変異を起こし、

毒素生合成能と病原性を欠損させたイネもみ枯細菌病菌変異株No．19を作出

した。この変異株に対し、野性株ゲノミックライブラリー由来のコスミドを

導入した毒素生合成回復株No．19－61では病原性が野生株と同程度に回復さ

れることから、本菌の産出する毒素と病徴の発現とが密接に関係しているこ

とを明らかにした。最近、イネもみ枯細菌病菌が多くの穀物類の萎凋病斑か

ら単離され、その萎凋病徴の形成にトキソフラビンが関与していることが示

唆されている（Jeong　et　al．，2003）。

　トキソフラビン生合成遺伝子に関する研究では、Suzukiら（1988a）がイネ

もみ枯細菌病菌の毒素産出株と非産出株において、二次元電気泳動法による

産出タンパク質の比較を行い、毒素生合成に関わるTRP－1およびTRP－2タン

パク質を単離することに成功した。さらに、そのTRP－1タンパク質をコード

するto・Ut遺伝子を単離し、そのアミノ酸配列の相同性から、　TRP－1はメチル

トランスフェラーゼであることを明らかにした（Suzuki　et　al．，1988b）。また、

このto　Ot　ua伝子を破壊した変異株では病原性の欠失とともに、トキソフラビ

ンの生産能が消失することから、tOXt4遺伝子はトキソフラビンのメチル基付

加に深く関与することを示唆した。さらに、鈴木らは、’αd遺伝子下流から
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4つのtoxB，　C，　D，　E遺伝子を単離し、これらがトキソフラビン生合成クラス

ターを形成していることを示唆した（鈴木ら，1999）。しかしながら、現在ま

でにトキソフラビン生合成の制御遺伝子およびその詳細な経路については明

らかにされていない。

　以上の点から、本研究ではイネもみ枯細菌病菌の病原毒素トキソフラビン

の産出に関与する遺伝子の解析、およびその生合成遺伝子の発現制御につい

て明らかにすることを目的とした。

　第1章では毒素産生欠損変異株No．19を用いて、本菌の病原性および毒素

産生に関与する遺伝子について解明し、本菌のトキソフラビン耐性に関与す

る遺伝子の同定、およびその遺伝子がIS因子によって制御されていることを

明らかにした。また、第2章ではトキソフラビン生合成遺伝子の単離および

制御遺伝子の探索、解析を行い、トキソフラビン生合成に関わる制御遺伝子

の同定およびその制御機構について明らかにした。本論文はこれらの結果を

まとめたものである。
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第1章　イネもみ枯細菌病菌の病原性欠損変異株の作出

　　　　　　と解析

　これまで、多くの植物病原細菌の研究において、変異株作出は最も有効な

手段として、様々な作出法が用いられてきた。インゲンかさ枯病菌において

は、UV変異法、エチルメタンスルホン酸による変異法、トランスポゾンタ

ギング法が用いられ、ファゼオロトキシン生合成遺伝子がクローニングされ

た（Zhang　et　al．，1gg3）。またタバコ野火病菌のタブトキシンおよびダイズ斑

点細菌病菌（R　syringae　pv．　glycinea）のコロナチンの研究においても、トラン

スポゾン変異株を用いた生合成遺伝子の単離に成功している（Knscherf・et・al．，

1991；Ullrich　et　al．，1995）。トランスポゾンタギング法は、ゲノム中に何カ所

の変異が起きたかが明確である上に、変異部位をマーカー化できることから、

未知遺伝子の解析には最も有効な研究手段であると考えられる。

　そのため、イネもみ枯細菌病菌においてもトランスポゾンタギング法を用

いた変異株の作出が行われた。図2に示すように、イネもみ枯細菌病菌とス

ーサイドベクターpUCD623を持つ大腸菌を接合伝達させ、トランスポゾン

Tn4431が導入された毒素産生および病原性欠損変異株No．19が選抜された。

さらにそのゲノムライブラリーよりTn4431を含むコスミドpNP19－1が得ら

れ、そのTn4431を含むゲノムDNA断片をプローブとして、サザンハイブリ

ダイゼーションを行い、野生株のゲノムライブラリーよりコスミドpNP147

が選抜された。このpNp147を変異株No．1gに導入した形質転換株No．1g－61
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図2．毒素産生欠損変異株N〔）．・19の作出と回復プラスミドpNP147の単離
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においては、毒素産生能と病原性を回復したことから、コスミドpNP147に

は毒素産生および病原性関連遺伝子がクローニングされているものと考えら

れた。そこで、本章ではpNP147に挿入されたゲノムDNAおよび変異株No．19

について解析を行い、病原性関連遺伝子について明らかにすることを目的と

した。
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実験材料及び方法

1．供試菌株およびプラスミド

　本研究に使われた菌株およびプラスミドは、それぞれ表1および表2に示

した。イネもみ枯細菌病菌Kyu　82－34－2は九州農業試研場より分譲を受けた。

　菌株の保存は、スキンミルク分散媒（10％スキムミルク、80mMグルタ

ミン酸ナトリウム）の中で一20℃、あるいは一80℃で凍結保存した（茂木，

1985）。また、液体培養の場合は、最終濃度7％になるようにジメチルスル

ポキシドを加えるか、最終濃度25％なるようにグリセロールを加え、－20℃

あるいは一80℃で凍結保存した（西山，1977）。

2．培地と培養条件

　大腸菌の培養（Sambrook　et　al．，1989）にはLB培地（Bacto　tryptone　10　g，　Bacto

yeast　extract　59，　NaCl　10　g　A）、SOC培地（Bactor　tryptone　209，　Bacto　yeast　extract

59，NaCl　lO．59，グルコース3．69，　KCI　O．179，　MgCl2・6H202．039，10　mM

MgSO4・7H202．46　9　A）・SOB培地（Bactor　tryptone　209，　Bacto　yeast　extract　59，

NaCl　IO．5　g，　KC10．17　g，　MgCl2・6H202．03　g，　MgSO4・7H202．46　g　A）を使用し、

37℃にて振盈培養を行った。LB固形培地は最終濃度1．5％になるように寒

天を加えた。抗生物質は最終濃度がアンピシリン（Ap）100μg／ml、クロラム

フェニコール（Cm）25μg〆ml、カナマイシン（Km）25μg／ml、ストレプトマ

イシン（Sm）100μ9／ml、テトラサイクリン（Tc）10μ9／mlになるように
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表1．供試菌株

大腸菌

Escherichia　coli

　DH5α

イネもみ枯細菌病菌

Burkholderia　glu〃lae

　　　Kyu82－34－2

　　　No．19

　　　No．19－61

　　　MY402

　　　MY403

deoR，　endA　l，recA　l，gソrA96，　thi－1，hsaR　17，　sUpE44，　relA　l，△（lacZYA－argF）u169，

φ80Z△M15，　F°，λ’

recA　l，endA　1，gyrA96，　thi－1，hsdR　17，　sUpE44，　relA　1，△（lacrproAB），［F’　traD36，

proAB＋，1aclq，　lacZ△Ml5］

sUpE，　hsdS20（rB－mB－），　recA　13，　ara－14，proA2，　lacY1，galK2，　rρsL20，　xy1－5，　mtl－1，

野生株

Tn4431挿入による毒素産生欠損変異株、　Tc耐性

No．19変異株にpNP　147を導入した菌株、　TcおよびKln耐性

相同組換えによりISl417トランスポザーゼ遺伝子を破壊した菌株、　Km耐性

相同組換えによりbgp1遺伝子を破壊した菌株、　Km耐性
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表2．供試プラスミド

プラスミド 毒素耐性 特性 参考文献

pUCI8 Ap クローニングベクター

pUCD615 Km，　Ap コスミドベクター Rogowsky　et　al．，1987

pUCD623 Km，　Tc，　Ap Tn4431を含むスーサイドベクター Shaw　et　al．，1988

pNPI47 ㎞ イネもみ枯細菌病菌野生株のゲノムDNA30　kb断片を挿入 Yoneyama　et　al．，1998

したコスミド

pNP　I　9－1 Tc，　Km イネもみ枯細菌病菌No．19株のTn4431を含む領域を挿入 Yoneyama　et　al．，1998

したコスミド
pJB4JI Km Km耐性のTn5を含むスーサードベクター Srivastava　et　al．，1982

pR2YE Ap，　Km pUC　18の1伽dIIIサイトにpJB4JIの㎞耐性遺伝子 本研究

1．3kb断片を挿入したプラスミド

pUC401 Ap pUC　18のEooR　IサイトにpNP　147由来の2．6　kb断片を挿入

したプラスミド

pMY402 Ap，　Km pUC401の超ηdIIIサイトにpR2YEのKm耐性遺伝子1．3　kb 本研究

断片を挿入したプラスミド

pMY403 Ap，㎞
　　　　　CO垂tC18の1物RI－P5’1サイトにわgρ1遺伝子断片0．8　Kbおよ’ 本研究

pR2YEのKm耐性遺伝子1．3　kb断片が挿入したプラスミド



培地に添加した。

　イネもみ枯細菌病菌の培養にはKing’s　B（Bacto　pepton　20　g，　K2HPO41．5　g，

glycerin　10　ml，　MgSO4・7H201．6　g　A）培地（King，1954）と毒素産出用培地（松

田・佐藤，1988）としてCapG培地（potato　200　g，　Bacto　peptone　5　g，　glucose　15　g，

CaC12　1　g　A）を用い、28℃もしくは37℃にて振盟培養を行った。固形培地

はKing’s　B培地では最終濃度1．5％になるように、　CaPG培地では2％にな

るように寒天を加えた。抗生物質は最終濃度がCm　25　ptg／ml、　Km　50μg／ml、

Sm　200μg／ml、　Tc　10　pag／mlになるように培地に添加した。

3．大腸菌プラスミドDNAの調製法

　プラスミドを保有する大腸菌を所定の抗生物質を含むLB培地15　mlに

植菌し、37℃、120rpmで一晩振盟培養後、菌体を1．5　mlのマイクロチュー

ブを用いて集菌し、アルカリーSDS法によりプラスミドを抽出した（Sambrook

et　al．，1989）。得られたプラスミドをTE溶液（10　mM　Tris－HCI　pH　8．0、1mM

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウム：EDTA）50μ1に溶解し、　RNaseA　l

mg／mlを1μ1加え、37℃30分間のRNase処理を行った。その後等量のTE

飽和フェノールを加え、穏やかに転倒混合し、遠心分離した。その上清に等

量のイソプロパノールを加えて混和後遠心によりプラスミドを沈殿した。沈

殿に70％エタノール500μ1を加えて洗浄し、遠心によりプラスミドを沈殿

後、真空乾燥した。このプラスミドを適量のTE溶液に溶解し、その後の実

験に用いた。

　また、DNAシークエンスおよびエレクトロポレーションには、再度ポリエ
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チレングリコール法により精製した。前述のプラスミドDNAsOpa1にPEG溶

液（13％ポリエチレングリコール8000，1．6M塩化ナトリウム）を50μ1加

え、穏やかに撹搾後、氷上にて一時間静置し、20分間、4℃で遠心分離して

プラスミドを回収した。このプラスミドにSO6μ1の70％エタノールを加え

て洗浄後、遠心分離し、沈殿プラスミドを真空乾燥後、TE溶液50μ1に再溶

解し、実験に供試した。

4．イネもみ枯細菌病菌からのゲノムDNAの調製法

　イネもみ枯細菌病菌野生株はKing’s　B培地10　mlで、37℃、120　rpm一晩

振盈培養後、遠心分離して集菌した。沈殿菌体を1ml　Solution　I（50　mMグ

ルコース，25mM　Tris－HCI，10・mM・EDTA）に懸濁し、1mgリゾチームを加え

37℃、10分間処理した。その後10％SDS　50μ1加え室温で5分間静置して

菌体を分解し、10mg∠ml　proteinase　Kを100μ1加え55℃にて一時間処理した

後、等量の2×CTAB溶液（2％臭化セチルトリメチルアンモニウム，1．4　M

塩化ナトリウム）　を加え、65℃、30分放置した。これに、等量のTE飽和

フェノールを加え、穏やかに転倒混合後、遠心分離した。ゲノムDNAを含

む上清を中間層をとらないように新しいチューブに移した。この溶液に、等

量のPCI溶液（フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：

1）を加えて混合後、DNAを遠心分離した。その上清を新しいチューブに移

し、等量のイソプロパノールを加えて混合後、遠心沈殿した。このDNAに

70％エタノール1mlを加えて洗浄後、遠心沈殿し、ゲノムDNAを精製した。

ゲノムDNAは適量のTE溶液に溶解し、以降の実験に用いた。なお、　RNA
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の混入が激しいときは、RNase　A　I　mg／mlを1μ1加え、37℃30分間のRNase

処理を行った。その後、等量のTE飽和フェノールを加え、遠心分離後、そ

の上清に等量のイソプロパノールを加えて、遠心分離によりゲノムDNAを

沈殿させ、さらに70％エタノール500μ1を加えて洗浄し、遠心分離により

ゲノムDNAを沈殿後、真空乾燥した。このゲノムDNAを適量のTE溶液に

溶解し、その後の実験に用いた。

5．制限酵素処理

　使用した制限酵素は全て宝酒造から購入した。掃入断片およびベクターの

制限酵素処理には、DNA溶液（0．5μ9∠μ1）を1から3μ1・DNA量の5倍ユニ

ットの制限酵素を用いて、至適温度にて、1時間以上反応させた。

6．ライゲーション

　ライゲーション反応にはLigation　High　（東洋紡績）　を使用した。ベクタ

ーと挿入断片とのDNA混合液に、その半量のLigation　Highを加え、穏やか

に撹搾した後、16℃にて1時間、もしくは4℃にて一昼夜反応した。また

エレクトロポレーション法により大腸菌へ導入する場合は、ライゲーション

反応終了後に、前述のフェノール、エタノールによる精製を行った・

7．大腸菌への形質転換

　大腸菌の形質転換は主にHanahan法（Hanahan，1983）を改変したPIPESバ

ッファーを利用する熱処理法（lnoue・et・al．，1990）で行った。高効率を要する
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場合、もしくは巨大プラスミドの場合は、Gene　Pluser　II（バイオラッド・ラ

ボラトリーズ）によるエレクトロポレーション法を用いて行った。エレクト

ロポレーションの条件は付属のマニュアルに従った。形質転換した大腸菌は

所定の抗生物質を含むLB固形培地で37℃一晩静置培養し選抜した。

8．サザンハイブリダイゼーション

　プローブの作成にはBcaBEST　DIG　Laveling】Kit（宝酒造）を用いてジゴキ

シゲニン標識デオキシウリジン三リン酸をランダムプライマー法により標識

した。キットの方法に従って鋳型となるDNA断片は1μgを用い、5時間反

応を行い、その後EDTAを150　mMになるように加え反応を停止させ、プロ

ーブを調製した。

　サザンハイブリダイゼーションはゲノムもしくはプラスミドDNAを任意

の制限酵素で切断後、アガーロース電気泳動を行った。このゲルを変性溶液

（3MNaCl，0．4　M　NaOH）で30分間処理後、中和溶液（3　M　NaCl，8mM　NaOH）

で30分処理をした。その後プロッティングバッファーとして20×SSC（333

mMクエン酸ナトリウム、333　mM　NaCl）を用いてGキャピラリープロッタ

ー（アトー）装置による下降式パッド法にて、ナイロンメンブレンHybond－N＋

（アマシャムバイオサイエンス）にDNAを一晩プロットした後、　UVクロス

チャンバー（バイオラッド・ラボラトリーズ）にてUVクロスリンクを行い、

DNAを固定した。このDNAをプロットしたメンブレンをシールドパック内

でハイブリダイゼーションバッファー（5×SSC、1％Blocking試薬、0．1％N一

ラウリルサルコシン、0．02％SDS）に浸し、68℃で約1時間インキュベーシ

17



ヨンした後、DNAプローブを加え、68℃で一晩インキュベーションするこ

とによりハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、メ

ンブレンを2×SSC（0．1％SDS含有）で5分間、2回洗浄後、再度0．1×SSC

（0．1％SDS含有）で68℃、15分間、2回洗浄した。プローブの検出は、ア

ルカリフォスファターゼ標識抗DIG抗体を使用した酵素免疫測定法（ロシュ

ダイアグノスティックス）により、5－bromo．4－chloro－3．indolylphosphate（BCIp）、

とnitro　blue　tetrazolium　salt（NBT）（ロシュダイアグノスティックス）の発色反

応によって行なった。Buffer　1　（0．1　M　Tris－HCI　pH　7．5、150　mM　NaCl）でメ

ンブレンを1分間洗浄後、Buiifer・2（Blocking試薬を1％含むBuf£er　1）で30

分間インキュベーションした後、抗DIG－Ap標識抗体を加えたBuffer・2で30

分間インキュベーションした。メンブレンをWashing　Buffer（Tween－20を含

むBuffer・1）中で15分間、2回洗浄し、未結合抗体を取り除き、　Buf［er　3（100

mM　NaCl・50　mM　MgCl2・6H20を含む100　mM　Tris－HCI　pH　9．5）で2分間平

衡化し、約1mlの発色溶液（0．55mM　NBTおよび0．4　mM　BCIPを含むBuffer　3）

中で暗冷下に数時間静置し、バンドを検出した。

9．PCR法

　本実験に用いたPCR用プライマーは表3に示した。プライマー濃度を20

pmol、鋳型DNAを20　ngから100　ng、　dNTP濃度を200　pmolおよび添付PCR

bufferにより最終10μ1となるように反応液を作成し、　ExTaq　DNA　polymerase

（宝酒造）を2．5U／100μ1になるように加え反応を行った。熱変性温度g4℃
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表3．供試PCRプライマー
プライマー　　　　配列（5’　－3t）

gtsl

gts2

gts4

gts5

gts6

gtsg

lUX

GAAATCGAGTGGCTGA
CAGCTGAAAGAAACGCAC
CGAACGTCGAAACTCGCGAG
ACTGGCGCAAGCTGTACCA

CGATTTCACCCTTCCCTA．CCTCGC
GACGTCAGGGAAGGGGATTTAGCC

TA．GCACGCAAAATAGATGTCACTCC
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
で2分間行い、その後熱変性をg4℃、30秒、アニーリングを50℃、30秒、

伸長反応を72℃、1分で30サイクル行い、最後に伸長反応を5分間行った。

10．塩基配列の決定と解析

DNAの塩基配列には、　ABI　PRISM　Dye　Terminator　Cycle　Sequencing　FS

Ready　Reaction　Kit（アプライドバイオシステムズ）を用いたABI　Model　373S

DNA　Sequencer、もしくはThermo　Sequenase　cycle　sequencing　kit（アマシャム

バイオサイエンス）を用いたLi．COR　Model　LIC－4200L（S）－1（アロカ）で分析

した。シークエンスデータはABI　PRISMTM　Sequencing　Analysis　Software　Ver．

2．1．1もしくはBase　lmagelR　Ver．　4．0（アロカ）で解析し塩基配列を決定した。

　DNA及びアミノ酸配列の解析にはDNASIS　Ver．3．5（日立ソフトウェアエ

ンジニアリング）を利用し、系統樹の作成にはClustal　Xを用いた（Thompson

et　al．1994）。ホモロジー検索はNational　Center　for　Biotechnology　lnformation

（NCBI）BLAST（Altschul，et　al．，1990；Altschul　et　al．，1997）の検索システムで

行った。

11．遺伝子破壊用ベクターの構築

　選抜マーカー遺伝子を調節するために、Tn5を含むスーサイドベクター

pJB4JIからKm耐腿伝子を含むHi・dlll－Sm・1の・・3・kb断片を切り出し・Sm・1

サイトにHindlllリンカーを結合させ、ベクタ’－pCU18のHindlllサイトへ導

入しpR2YEを構築した。これを大腸菌で増殖後、　Km耐性遺伝子を含む1．3　Kb

Hindlll断片を切り出した。一方、　IS　1417配列破壊用のベクターの構築には、
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pUC18上のIS1417配列を含む2．6　Kb断片中のHin・dIllサイトに、上記Km耐

性遺伝子を含むDNA断片を挿入し、破壊ベクターpMY402を作成した。な

お、ベクター側にもHindlllサイトが存在するため、プラスミドを部分分解し

てIS1417配列のHindIllサイトに挿入した。

　また、IS　1417下流のORF破壊用ベクターは、　ORF内にあるEcoRI・・Pstl・DNA

断片を切り出し、pUC18に導入後、ベクター中のHindlllサイトに上記㎞

耐性遺伝子を含むHindlll　DNA断片を挿入して、破壊ベクターpMY403を構

築した。

12．イネもみ枯細菌病菌の形質転換

　イネもみ枯細菌病菌野生株をKing’s　B液体培地1mlで37℃にて一晩振盈

培養後、この培養液100μ1をKng’s　B液体培地10mlに植菌し、再度37℃

でOD600＝0．6まで振盟培養した。10分間氷上で冷却後、培養液を滅菌遠心

管（15ml）を用いて4℃で集菌し、菌体を5mlの冷超純水に懸濁し、遠心洗

浄後、1mlの10％グリセロールに懸濁した。これを遠心集菌し、最終的に

500μ1の10％グリセロールに懸濁後、100μ1つつ分注した。これに2μgの

精製プラスミドDNAを加え、エレクトロポレーション法で形質転換した。

形質転換体は所定の抗生物質を含むKing’s　B固形培地で37℃一晩静置培養

し選抜した。

13．イネもみ枯細菌病菌からのRNA抽出法

イネもみ枯細菌病菌の全RNAはAcid　Guanidium　Phenol　Chlorofo㎜法
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（Sambrook　et　al．，1989）により抽出した。　Kng’s　B液体培地1mlで、37℃、

一晩振盟培養後、その100μ1を同培地10mlに植菌し、37℃、20時間振盟

培養した。培養菌体を遠心集菌後、菌体に、Denaturing　solution　（4　Mグア

ニジンチオシアネート・25mMクエン酸ナトリウムpH　7．0、100　mM　2一メ

ルカプトエタノール、0．5％N一ラウリルサルコシン）500μ1、2M酢酸ナト

リウム　（pH　4．0）50μ1、酸性フェノール500μ1、クロロホルム／イソアミルア

ルコール（24：1）100Pt1を添加して充分混合後、氷上に15分静置し菌体を

溶解した。この溶液を4℃で15分間遠心し、回収した水層に等量のイソプ

ロパノールを加えて一20℃で10分間冷却後、4℃で10分間遠心分離し、RNA

分画をペレットとして得た。このRNA分画に300μ1のDenaturing　solutionを

加えた後、300μ1のイソプロパノールを加え、－20℃で約30分冷却後、再度

4℃で10分間遠心し、RNAを沈殿した。このペレットを1mlの75％エタ

ノールで洗浄後、RNase．free　TEに溶解し、　RNAサンプルとした。

14．Reverse　Transcriptase（RT）・PCR法

　逆転写反応はRNA　1μgに10　mM　dNTP　2　pa1、　Oligo（dT）20　1　pa1、　RNase－free

H20で総量10μ1に調節し、80℃で5分間処理し、　RNA変性した。変性RNA

にプロメガ製の200　units／pa1　M－MLV　RT　Enzyme（RNase　H＋）1μ1・および5×RT

buffer　4　pa1、　RNase　Inhibitor　1μ1（20　units加1）、　RNase－free　H204．5μ1を加え、

42℃で90分間行った。反応は85℃、5分間熱処理して終了し、一本鎖cDNA

を得た。

このcDNA溶液1μ1をFast　Start　Taq　DNA　Polymerase（ロシュダイアグノスティ
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ックス）を用いてPCR反応（熱変性を94℃で30秒、アニーリングを50℃で、

30秒、伸長反応を72℃で1分、30サイクル）を行った。pCR産物は1．2％アガ

ロースゲル電気泳動により確認した。

15．毒素の抽出と精製

　イネもみ枯細菌病菌野生株をKing’s　B液体培地1mlで37℃で一晩振盟培

養後、この前培養液1mlを新しい同培地100　mlに植菌し、37℃、3日間振

盈培養した。この培養液を遠心により菌体を除去した後、上清中の毒素を等

量のクロロホルムで3回抽出した。クロロホルム抽出液をロータリーエバポ

レーターで濃縮・乾固後、得られた残渣を少量のメタノールで溶解した。こ

のメタノール粗毒素液を残渣の約20倍量のシリカゲル（Kieselegel　60；

230－400mesh，　ASTM，メルク製）を充填したカラムに吸着後、クロロホル

ム：メタノール＝9：1液を用いて毒素を溶出した。溶出液は約5mlずつ分画

し、各分画をシリカゲルプレート（Kieselgel　60；F254，メルク製）にスポット

し、クロロホルム：メタノール＝9：1で展開後、366・nm・UV照射でRfO．4付

近にスポットを示す分画を検出・回収した。この回収液をロータリーエバポ

レーターで濃縮・乾固後、少量のメタノールに溶解し、毒素液として4℃に

保存した。

16．毒素産生能と毒素耐性試験

　簡易毒素産生能の検定には、イネもみ枯細菌病菌の野生株および変異株を

CaPG固形培地に移植し、37℃で2日間培養後、培地の黄色化で確認した（松
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田，1990）。毒素の定量は、Kng’s　B液体培地で37℃、20時間培養後、遠心

分離により菌体を除去し、その上清に等量のクロロホルムを加えて毒素を抽

出した。クロロホルム抽出液はメンブレンフィルター（PTFE　O．45μm）を通

して残渣を取り除き、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分析した。

HPLCはWaters　600Eを使用し・カラムはAQUASIL　SS752－N（B）（センシュー

科学）を用い、検出波長は260nm、溶離液は酢酸エチル：メタノール（95：

5）、毎分3mlの流量で溶出した。

　また、イネもみ枯細菌病菌の毒素耐性試験は前培養液をトキソフラビン1

μg／mlあるいは、5μg／m1含有King’s　B培地に植え継ぎ、20時間培養後の菌体

の増殖を確認した。また、トキソフラビン5μg／mlを加えたKing’s　B固形培

地に画線培養し、20時間後における生育の有無を確認した。

17．発病試験

　イネの種子は70％エタノールで30秒間、2％次亜塩素酸で40分間滅菌

後、滅菌水に浸し28℃で催芽を行った。イネもみ枯細菌病菌またはその変

異体を一晩培養し、その培養液を4×IO8　cfU／mlになるように希釈後、催芽種

子を32℃、3時間浸漬接種した。風乾後、素寒天培地上にて35℃で育成し、

3週間後に病徴の発現を観察した。
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結果

1．病原性欠損変異株No．19に対する相補ゲノム1）NA断片の解析

　イネもみ枯細菌病菌変異株No．19の毒素産生能および病原性の欠損は、野生

株ゲノムライブラリーのコスミドpNP147を導入することによって回復される

ことから、pNP　147中の約25　kbの挿入断片を解析した。挿入断片を各種制限酵

素で切断し、イネもみ枯細菌病菌ゲノム上のTn4431挿入周辺部分を含むDNA

断片をプローブとして、サザンハイブリダイゼーションを行った結果、EcoRI

で切断した約2．6kb　DNA断片に強いシグナルが検出された。そこで、このEcoRI

2．6kb断片をクローニングし、塩基配列を決定したところ、転移因子である大

腸菌のIS2配列と高い相同性を示す2つの重なるORF（ORFIおよびORFII）が

存在した。図3に示すように、2つのORFは963番目から始まるAAAAAAA

部位にて一1のフレームシフトが起きることによって、結果として1つのORF

として翻訳され、トランスポザーゼ酵素となることが推測された。さらに、こ

のORF内にはトランスポザーゼに特有のWxxD、　N3およびC1モチーフ、ま

た5’末端および3’末端たは逆方向反復配列が存在することから、この間の

1336bpのDNA配列が、可動DNA部位として働くことが考えられた。その後、

このIS2様配列はIS1417（Hasebe　et　al．，1998；Hasebe　and　Iida，2000）と同一であ

ることが確認された。

　次に、IS　1417と毒素産生能との関係を明らかにするため、コスミドpNP　147

の25kb挿入DNA断片におけるIS　1417の周辺遺伝子について解析を行った。

25kb　DNA断片中のIS　1417におけるHindlllサイトより上流および下流に位置
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541　AACATGACc TGGAGCAGCCCCCTGAAACACCGGACACAGTCACCCACTT　CAATAACG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一35　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－10

6・1－GG・AGGTA・AAGACCG・・・・・…A・・cA・ACCAGGCA
Q盤・・Pt・鐸・霊GA墨・

661　GGCCCGGAGCGTCGGCGGCGCTGGACGGCAGAGCAAAAGCTGGCGATGGTTCGCGAGAGT

　　　　　GPERRRRWTAEQKLAMVRES721

781

TTCGAGCCGGGGAAATCGGTTTCGATGGTAGCGCGCCAGCACGGCGTGAATCCGAACCAG

　FEPGKSVSMVAR　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘリックスターンヘリックスモチーフ
CTCTTTCACTGGCGCAAGCTGTACCAGGATGGAAGCCTGTCGGCGGTCAAGGCTGGCGAG

841　GAAGTGGTTCCGGCcTCGGAGTTGGCcGACGCGCTCAAACAGATTcGcGAGcTGCAGCGC

　　　　　EVVPASELADALKΩ工RELQR
gOl　ATGCTCGGCAAGAAGACGATGGAGAACGAGATTCTTCGCGAGGCTGTCGAATACGGCCGG

　　　　　MLGKIくTMENE工LREA▽EYGR
961

1021

GCAA㎜ATGGATAGCGCACTCGCCATCGTTGCCGGAGGACAGCCAGTGAAACTGGTCT

　AKKW工AHSPSLPEDSΩ★匡写も謙、IDSALAエ▽AGGΩPVKLVC
GCGAAGTCCTCGGCGTGTCGCGCTCGAACGTATCGGCACGCAGGTCGCGCGAGGCGACTT

1081　GGCGCGAcGGGCGGCAGCCCAGATCGACCCACGATGcAcCGGTGGTcGAGGCTATTGAAC

　　　　　　　RDGRΩPRSTHDAPVVEA工ER’
1141　GGGTTATCAGcGACTTGCCCAGCTAcGGATATCGACGCGTATGGGGGACGTTGcGccGcG

　　　　　lV工SDLPSYGYRRVWGTLR．RE
1201　AGCGTATcGCGGCGGGACAGGCACCGCTGAACGCCAAGCGCATTTACCGCGTAATGcGCA

　　　　　lR工AAGΩAPLNAKRIYRVMRT1261

1321

1381

CGCATGGCCTGCTGATGeAACGCAGAGCGGCACCGGTTCGGCCGCAGCGCCGTCACGATG

bCAAGGTTGCGGTGGAGCGCAGCAATCAGCGCTGGTGTTCCGACGGCTTCGAGTTTCGCT

・KVAVERSNΩRGCGACAACGGCGAGCCGTTGCGCGTGACGTTCGCGCTCGACTGCTGCGACCGCGAAGCGA

1441　TGAGCTGGGCGGCCACGACGGCCGGCCATAGcGGCGACATCGTGcGcGACGTGATGCTGG

　　　　　　　SWAATTAGHSGD工VRDVMI」A
1501　cTGcGGTGGAAAGccGGTTTGGGGATGTGcTGcATAccGAGTccGAAATcGAGTGGcTGA

　　　　　　　AVESRFGDVLHTESEIEWLS1561

1621

1681

GCGACAACGGCTCGGGCTATACGGCCGAGGAGACGCGTCAGTTTGCGGCGCTGCTCGGCC

糖一一TAEETRΩFAALLG1協・d・・I
TGAAGCCGTTGACCACGCCGGTGTGCAGCCCGCAGAGCAACGGCATGGCGGA匹AGCTTICG

　　KPLTTPVCSP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C1モ　ーフ

TGAAGACCATGAAGCGCGATTACGTCGCTATCATGCCGAAGCCGGACGCAGCGACCGCGG

1641　CCAGGAATCTGGCCATCGCATTCGAGCACTACAACGAAAAGCATCCCcATAGCGCGTTGA

　　　　　　　RNLA工AFEHYNEKHPHSALK1801 AGTACCGCTCGCCTCGCGAGTTTCGACGTTCGACGGATTCAGCAAC　TAAGTGGGTGCCG

　　YRSPREFRRSTDSAT★1861　TGTCCTGAGTTAcGGGGGCAACTCC CGTTTGTAGTTT．．．．．．

図3．pNP147中の2．6　kbゲノム1）NA断片の塩基配列とIS1417の存在（541－1900）

－35，－10はプロモーター配列、S－1）はシャインダルガノブ配列、太字の1）NA配列は推定の

フレームシフト部位、下線部はトランスポゼースモチーフ、seは終止コドン、四角内の
塩基配列はIS1417特有の逆方向反復配列
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するHindlllサイトまでの、それぞれ6．5　kb、7kbについてサブクローニングを

行い、それらの塩基配列を決定し、その主要部分を図4－1から4－7に示した。

図4－2から7に示すように、IS　1417の下流の7kb断片中には、3のORFが見

出され、それぞれbgp1，2，3と名付けた。　bgp1（図4－2，－3の7314番目から8261

番目）はIS　1417の約530　bp下流に、逆方向で存在し、948　bp、315アミノ酸か

らなることが同定された。このアミノ酸配列はデーターベース検索により、

Pseudomonas　alcaligenes　NCIB　9867株の内生プラスミドpRA2にコードされてい

るrepA（accession　number：AAB70929）と部分的に高い相同性が認められた（図

5）。bgp2（図4－3，－4の8630番目から9799番目）はbgp1から下流約360　bpに

位置し、bgρ1と同方向の1170　bp、389アミノ酸から構成されていた。そのアミ

ノ酸配列は、表4に示すように、・Mesorhizobium・lotiの未同定タンパク質と約40％

の相同性があり、その他数種のタンパク質とも相同性が認められたが、いつれ

も機能未知のタンパク質であった。また、bgp3（図4－5，－6，－7の11081番目から

Hindlll末端）は、　bgp2から下流1282　bpの位置に、　bgplおよびbgp2と同方向

に存在したが、全長をクローニングすることはできなかった。しかし、そのC

末端のアミノ酸配列は、様々な細菌タンパク質の膜結合領域と相同性が認めら

れた。これらタンパク質のC末端アミノ酸200残基を比較したところ、Xylella

fastidiosaのautotransporter　adhesin・Nei∬eria　meningitidisのouter　membrane　protein・

翫r肋oZ4εr’α加gor㍑〃1のautotransporter　adhesinと比較的高い相同性が認められ

た（図6）。

　一方、IS　1417上流の3099番目から3766番目には、図7に示すように転移因

子IS1418（accession　number：ABO10572）と相同性の高い領域が存在した。し
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GCCATCGTCATTGGCCGTCCTTTCAATTGATCAGTAATCAACAGGCTTCGCTGTCATGAT
GGAATGAACGATCACTTTGCACTGCCAGTGGTGATGTGAAGCGGGTTGGACCCGCGTGGG
GCGTACCTGACTAAGCGCTGGGGGCGTATCAATTTACCCCGACCGCCGAACGAGGTCCTC

ACGCGCGTCTTTTCATCAGGGTCCGGGCCGTTGGTCCAACATGACC　　TGGAGCAGCCCC

CTGAAACACCGGACACAGTCACCCACTTACAATAACGGGTAGGTATAAGACCGTGTTTTT

GACTCA，ACCAGGC撒瀦蕊齢、ACGGGCCCGG。GCGTCGGCGGCGCTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MD▽LTGPERRRRW
GACGGCAGAGCAAAAGCTGGCGATGGTTCGCGAGAGTTTCGAGCCGGGGAAATCGGTTTC

GATGGTAGCGCGCCAGCACGGCGTGAATCCGAACCAGCTCTTTCACTSU8iggAi〈C1lcliFG；TTA

堅GATGG醗GCCTGTCGGCGGTC皿GGCTGGCGAGG皿GTGGTTCCGGCCTCGGAGTT

GGCCGACGCGCTCAAACAGATTCGCGAGCTGCAGCGCATGCTCGGCAAGAAGACGATGGA

GAACGAGATTCTTCGCGAGGCTGTCGAATACGGCCGGGCAAAAAAATGGATAGCGCACTC

GCCATCGTTGCCGGAGGACAGCCAGTGAAACTGGTCTGCGAAGTCCTCGGCGTGTCGCGC

TCGAACGTATCGGCACGCAGGTCGCGCGAGGCGACTTGGCGCGACGGGCGGCAGCCCAGA

TCGACCCACGATGCACCGGTGGTCGAGGCTATTGAACGGGTTATCAGCGACTTGCCCAGC

TACGGATATCGACGCGTATGGGGGACGTTGCGCCGCGAGCGTATCGCGGCGGGACAGGCA

CCGCTGAACGCCAAGCGCATTTACCGCGTAATGCGCACGCATGGCCTGCTGATGCAACGC

PLNAKR工YRVMRTHGL工、MΩRAGAGCGGCACCGGTTCGGCCGCAGCGCCGTCACGATGGCAAGGTTGCGGTGGAGCGCAGC

AATCAGCGCTGGTGTTCCGACGGCTTCGAGTTTCGCTGCGACAACGGCGAGCCGTTGCGC

GTGACGTTCGCGCTCGACTGCTGCGACCGCGAAGCGATGAGCTGGGCGGCCACGACGGCC

GGCCATAGCGGCGACATCGTGCGCGACGTGATGCTGGCTGCGGTGGAAAGCCGGTTTGGG

・A・G・GCTGCA・ACC－GCGA・AACGGCTCGGGCTA・ACG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SDNGSGYT　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　　W　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L

GCCGAGGAGACGCGTCAGTTTGCGGCGCTGCTCGGCCTGAAGCCGTTGACCACGCCGGTG

　　図4－1．IS1417下流のゲノム1）NA断片の塩基配列（5221－6540）

　　　四角はIS1417配列、短い矢印は遺伝子のORFの方向、太字はIS1417の
　　　推定挿入点、長い矢印はプライマー部位
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IS1417一じレ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hindlll

　　TGCAGCCCGCAGAGCAACGGCATGGCGGAAAGCTTCGTGAAGACCATGAAGCGCGATTAC

　　GTCGCTATCATGCCGAAGCCGGACGCAGCGACCGCGGCCAGGAATCTGGCCATCGCATTC

　VAIMPKPDAATAARN］LA工AF・A・・A・・A・AACGAAAAGCATCCCCA・AGCGCGTTG醐TACCGC・CGC躍壷

　　CGACGTTCGACGGATTCAGCAACCTAAGTGGGTGCCGTGTCCTGAGTTACGGGGGCAACT

　RRSTDSAT★CC　　CGTTTGTAGTTTCGCAGTCCTTCACCTTCTCTCACACTCACGGCAACGCAACGCA

TAAACATATGAGGTCGGGTCCGCCCCCCTCCTGCAAAGCTGCTTTTAAAACGCGGTGAAG

TACCACCATGCCTTTCTGCGCCCACGCCCGCCACTGGGTTGAAGTCCCGGGTGTTGATTT

CCTGGGGAAGCCCTTGTAGCGCTTAGTGCCCGCCGGAGGACGGCCGTACTGC¢GCGGCGC

CTTTTCGTTCGCGGGCTTGCCCGCCCTTCTGAGGCGTAGCCTCAGCTCGATCTAGGGTAG

ATAGAGATAGGTTCTGACTAAGCTCCGACACTTAACTGTTCCCGACCCCGACACTTAACC

GCATTTATCCACAGCGACGCCCCGGCCGCGCCTGCCTCCAGCGCGAAATTGCGCCTCCGG

CGCCCGTTCTACGGCCGCTCACGGCGCCGACAAGACTGTTCAGCCAGCAACTGGACGTGC

GCCGGCCTCGCGGTGGCGATCGGGTGGGGTTACTTGACGTCAGGGAAGGGGAT　TAGCCT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★　　G

　　　　　　　　　　GTS9プライマー
GGCGGAGAGAGCTGGCTGCGCGCGACG

GTTTCTTTCAGCTGGCCGGCTCGAATCATCACCGCGCGCTCGAATTCGGCGCGGCGGTCG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M

ACACCGCCGTGATCGTCGCGCGTTTTGGCGCGTGCTTGCGCGGCCGCGAGCCTGGTCGTG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A

AGCTGCTCGAGCAGCTGGCCAGCGCCGGCGGCAGCGCCATGCTTGCGCTCGCGCTTACGA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A

GCGGCGTCGCGCCGGCGCTGTGCACGCAGGTGCGCGCGCGTGCGCTCGTGCCGCAGCCAC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L

TTGCCCAGGCCGAATTGCTCGAAGAGCGCCGGGGAGAGGTAGCGGATCGCGGCGAGGCCA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A

cGGTAGcGcGGcccTTGcTcGTcGAccTGcAATTcGcAcTGcGGccGGcTcTTGAccAGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Q

CGCGCCCTAACCAGATCCCGCAACGCGCGCTCGGCGCGCCGCACGGGCAGGCCGGCCTGT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R

RS

AG

RD

GQ

QR

EQ

EQ

RD

図4－2．IS1417下　のゲノムDNA断片の塩基配列
四角はIS1417配列およびbgpl遺伝子、
コドン、太字はIS1417の推定挿入点、
はプライマー部位

GAAACACTGGTCGCGATCCCAATCGGGGTGC

　　FCQDRDWDPH　　　　　　　　　　　　　　EeoRI

　　RAQAAALRT［1］

　　HARTREHRLW
　　PSLYR工AALG
　　LECQPRSKVL
　　EAR、RVPLGAQ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（6541－7800）

　　　　短い矢印はORFの方向、・・は終止

　　　　点線は制限酵素サイト、長い矢印

枷
鰯
硯
粥
鯉
㈱
鰯
㍑
窩
阻
㎜
搦
窺
㎜
阻
励
珊
窺
瑚
四
㎜
副
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　　　　　　　　GTS9プライマー』

TCG＿GATCCAGGCGCCCTTGGACGGCACCGCGACACGG
　EALYP工、TFD工WAGKSPVAVRAGCGTGGAAAGATCGCAGAACTTGATCAGCGCACGCACGAGCTGGACGCAGGCGACGCGG

　工」TSLDCFKILARVLΩVCA▽RCGCTCGCTACGCTGCTGCCGCCGGCTGCCGTTCGCCGCGTTGAAGGCTGGCAGCCAGGCC

TGGGGCGTGTCGAGATAGCGCCCGAGCCGCAGCTTCAGTTCGCGCAGCAGCCGCGGCGAG

TTCGCCGGCGCCGGGCAGGGGATGTCCGCCGGCCACACGCGCTCGGGGAGCGCGGCCGCA

CGGCTCCGCGCGTGCGCGATCGCCGCCGGCGGCACATGGCCACCGTCGTCTGTCGCGGAA

　RSRAHA工AAPPVHGGDD［1］AS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pstl

CATGGCAGGGCGGCCGGGTTTGCCGGCTGCAGGCCAAAGGGGGGACAGTCACGTAGCGTC

CTAGCGCGTGACGTTGCCCCTTGGCGCATGGCGCCTCTCAT　CGCGGCTGCCACCGCCTG

・A・・TA・ΩRMAGRM＜f・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　W

TTCCGGGCGAGTCCGCATCGTCGAAGTCCGGACCGGCTGGCGCGTCTCGAGGCGGACCGG

GTTGCCGATCAGGCGGCGGTAGGGTCTGCGGGGCACGGTTTC．GGCGAGCGGCCGCCGCCG

CCCGTTCCTCGTAGGCGGTTCGCGGCAGCGCCGGCATCGGCCCGGCACTCAGGCGCCAGA

TCCAGGTGTCGACGTCGCTCTCCTTGATGAGGGCGTCTAGGCGGCTCTCGAACGACGTCG

工WTDVDSEK工工、AD．LRSEFSTACGCGTCGGCCGGCACCACGAACAGGGCTGTCTCCTTCTCGGCGTCGGTCAGCAGCACGT

TGGCGATCGGTGTGGTGGCCGCCTGGTTGTAGCGCAGGCACTTCAGGAACCGGCGCTTCG

CAAGGCTCTTCAGGAGCGTGTGCTCGGTGAGGTTCTCGAACGGAATCCAGTTCTCGGTCG

AI、SK工、LTHETLNEFP工WNET　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＜9－bgP2

　　　図4－3．IS1417下流のゲノム】）NA断片の塩基配列（7501－9060）

　　　　四角はbgp1およびbgp2遺伝子、短い矢印は遺伝子のORFの方向、
　　　　・は終止コドン、点線は制限酵素サイト

CCAGTCGCGTGTCCTCGGTGCTGCGACGGCCTCTCGCTGGCCGCCGTTCCTCTCAGGGGC

GTTCAAACCCGCGTTGCTCTCGTATGTCATCTCGTGTGTTTTTGTCAGTCAAATTTGGTC

ACACAGATGTCGCTTGACAGGGCAATTTGCCGCTCTAAAATCCGAACGCGGTCTGTGATG

TGGCGGCCTCGATAGCCCCGTCGCTTACATCTGTTCACGCCCCGTCAACGCGTCGGGGqG

TTTTTTTTTCGTCACGTTCTCTCTCACCTCCTGTTGGTGCGACGGCCAACAACATCCTTT

GACGTTGCTCGACAGTCCAGCGAAACATTCCAGTTCCAGGCCGTTGGCT　CACAACCAAT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★
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GCCGGGCGGTGCCAGGCA　　CGCTTGACGATGAAACGATCTTCGAAGCGGGCGATGTACA

ΩRATGPM〈TCGGAATGCCCGGGCTCTGACAGAGGCAGAGCGGGCGTTTCTTCTCGTCGTGCGCGGCCG

GCAGCCGCGCCAGAAACTGTTGCTCGCGCCGTCGAATTCCTCGCCATCCAGTTCGTATCG

TTGCATGGGGTTCTCCTGGTTCAGCGTGCGGTGCGTGGCGTGGGGCTGCCGCGCGTGGTC

ATGGCGAGCGCGCGGTGCGTATCGAGGCCGCGCATGTAGCCGGTCAGGTTGCTCGATAAG

TCCGGCCGAACGCGCGTATCGACGTGAGCGTCGGGCGCACGGCGGGTGCCGGCGAGCGAG

TACGCCCGCCCATTCGGCCCGGAGTGCAGATCGAAGCGGGCGAGGGCGACGTCGCAAGAC

AGCAGTTGGCGCATCGCTGAGACGGGCACGCGCAGCTTCCCGGCGAGGCGGCTGGTCGTA

TAGGTGACGCCTGGCCTCATCGTCGCGGCCACCTCGGCGAACGTGAGGTTTGCCCGAGCG

GATTTCGTCGCGCGGCGCGTCGTGGCCGGTCCGGAGTTGCGTGGGTCGTGTTGGTTGCGT

GTCATGGCGTCCGATCCTCAGTCCGAGTCCGGGGGAACCGCGCCGTAAGTCGTACCGCGC

GCGAGGTCGGCGAGCACGCGCCGAGCGGCGGTGACCGTCAGCAGATCCATGCTGACCAAC
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図4－4．IS1417下流のゲノム1）NA断片の塩基配列（9061－10500）

四角はbgp2遺伝子、短い矢印は遺伝子のORFの方向
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CCGTCCACCCCATAGGGGTTCGTGACCCACACGCCCTCGTCGC士CACGTAGTCAAAGATG

TGCCCGTGGACGTCGACAGACTCGCCGGCGGCCAGCGTCTTAACGAATTCATCTGGCGTG

GGCAATCCAAGCGCTGCCCAGGCGCCCGCGGCGATCGCCGCCTCAGTAGCCTCTCGCCGC

TCCGCCTCGGCACGCTGCGCGTCCATCTCGGCTTGCACCTCAGCGAGTGCGTCTTCCAGT

TCTGCCTGCTCGGCGGCTTGCTCGCACTGAGTTCTGTTGATCGCGCATTCGAATGAGTCA

CGAAGCGTCGGCACGTCGGCAAACAGGTGGGGGCACGTCAGGTCGTCGGCCCCGATCAAC

ACCAGATCGCGTGCGAGATCCTCTGCTTGCTCGCATGCGTGTTCGACAAGTCTCTGCCAC

GCAGGTGAGCCGTAGTCGGTCGTGCAGATCGCCATCGCGTAATCGACACGGGCCTGCAGG
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CGTTGCTGAGGATGCGGGTCATGCCGGTCGCGGCGTTGCCGATCGACACCGCGTTGTCCT

GGTCCGCGACGGACCCGGCGCCGAGCGCCACGGAGTTCGCGCCCTTGGCGCTCGCGCTGT
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SVA
GCTCGCCGGAAGCGACCGCGGTGGCACCGATGGCCACGGCATCCGTGCCCGTTGCGACGG

CGCCCGCGCCGGCGCTGTTGAAGG（jGGCGTACTTGAGGCTGGCGGGTGCCGCGATCGCGT

TGGTCTGGCTGAAGCTGGACGGCAGGATGGCGCCGAGCTGGGACGAGAGCGAGGTGATCG

NTQSFSSP工、工AGLΩSSLST工　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く唖一bgP3

　　図4－5．IS1417下流のゲノム1）NA断片の塩基配列（10501－11760）

　　四角はbgp3遺伝子、“は終止コドン、短い矢印は遺伝子のORFの方向
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図5．bgp1遺伝子どR　alcaeigenes　repA遺伝子のアミノ酸相同性

網掛け部分はアミノ酸配列の一致を示す
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表4． bgp2遺伝子のアミノ酸配列と相同性を示したタンパク質

タンパク質 微生物 相同性（％） Accession　No． 参考文献

hypothetical　protein　、 枕50r乃彪0わ’π〃210’∫ 42 NPO85787　　『 Kaneko　et　al．，2000

unknown R腕zoわ∫〃η2θ’1’ 39 NP　659881　　一 Girard　et　al．，1991

conserved　hypothetical　protein 5「加orぬ’ZOわ∫24〃2〃Zθ1110ガ 37 NP　435741　　一 Bamett　et　al．，2001

hypothetical　protein 八bVO卿玩η90わ加〃20ro〃2α’∫0’vorαη5 36 ZP　OOO93606　　一

hypothetical　protein 1「3ε〃40〃20ηα3P躍∫4α 26 NP　542801　　一 Greated　et　al．，2002
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図6．bgp3遺伝子のC末端アミノ酸配列における相同性

SatmoneUa　enterica（putative　autotransporter）；NP＿807449

Xy　leUa　fastidiosa（Autotransporter　adhesin）；ZP＿00039883

Burkhotderiaノ伽go耀〃t（Autotransporter　adhesin）；ZP＿00027577

網掛け部分はアミノ酸配列の一致を示す
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図7．IS1417上流に見出されたIS1418様DNA配列（3099～3766）

網掛け部位はDNA配列の一致を示す
矢印はIS1418の向き（相補鎖）を示す
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かし、ORFの存在が認められないことから、転移因子としては機能しないもの

と考えられた。

　以上の結果から、図8に示すように、病原性欠損変異株No．19を相補するゲ

ノムDNA断片中には、　IS　1417が存在し、その下流には逆方向にbgpl，2，3の

ORF、および上流にはIS　1418様配列が存在することが明らかになった。

2．ゲノム上におけるTn4431挿入箇所とISとの関係

　イネもみ枯細菌病菌の病原性欠損変異株No．19におけるゲノム上のTn4431

挿入領域を解明するために、変異株No．19のTn4431を含むDNA領域を挿入

したコスミドpNP19－1を用いて、　Tn4431を含む下流側の塩基配列を決定した。

その結果、図9に示すようにTn4431挿入部位の下流側には、　IS　1417の塩基配

列は認められなかったものの、3’末端側にbgpl遺伝子およびIS　1417－bgp1遺伝

子スペーサー配列の存在が確認された。そこで、野生株のゲノム塩基配列と

Tn4431挿入部位の塩基配列を詳細に比較したところ、図10に示すように、野

生株ではIS　1417配列の外側それぞれにCCG配列が存在していたのに対し、変

異株No．1gの場合はIS　1417の欠落部位と思われる箇所に一つだけのCCG配列

が認められた。このことから、IS　1417のターゲット配列がCCGであり、変異

株No．19においては、IS1417配列が欠落していることが明らかとなった。また、

変異株No．19ではターゲット配列より78　bp上流にトランスポゾンTn4431内

に存在するlux遺伝子の配列が見られることから、この部位にTn4431が挿入
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図8．コスミドpNP147にてクローニングされたゲノムDNA上の遺伝子配置図

矢印はORFの向き、点線矢印はISI418と相同性のあった断片
IS1417：5448－6784　bp，　bgp1：8261－7314　bp，　bgp2：9799－8630　bp，　bgp3：13586－11081　bp



1

　　　　　　　　　　　　　　　　lux2プライマー

CTGACTCTTATACACAAGTAGCGTCCTGAA　GGAACCTTTCCCGTTTTCCAGGATCTGAT
CTTTCATGTGACCTCCTAACATGGTAACGTTCATGATAACTTCTGCTCTTCATCGTGCGG
CCGACTGGGCTAAATCTGTGTTCTCTTCGGCGGCGCTGGGTGATCCTCGCCGTACTGCCC
GCTTGGTTCGGGATCCCGCACGAGAACACCGTTAGCTTAGCGTACGATTTTTTCCGAATT
CTGCGGTTCCCCCCAGCTGCTCGGCGCGCCGGCGCCGGCCACCGCCCGCGGGCCGTCAGC
GACATGACGATCGCTGCTAGCGGCCGACTGTATCCATCAGGCTCAGCGTCCCACTCGAGC
TGGCGCCCACGCCGTCCAGCGCACGCCAAGGAGCGCTCGCCAAGGAGCGCTCGCCAGTAC
AGGCCGGTGCACCGCGACGACCGTCATCGGTTGGATCGACCCGCGCGGCGGGCTGCGCGT
GACGTTGGTGCCGATCGCGCACTCCGGAGCCTGCTGGTGCAGGGAAGTCGGGCACACGTG
ATTMGCCGGGCGATCAACGTGCGACGAGCGCCGTCGGCGGCCGATGCTGCCGTCGAAGAG
CGCTTCTTCGCGAGCCGCGCGAGCGGCTGAAGGGCTGTCAGCTGCGGGTGCATAGCATGG
TTGGGGGGCTCGTTCTTGATAGCTCTAGGGCGTAGGCTGGGCAGGAGCGCTAAATTAGAT
TGCTGAAAGCGGCAAGATCGTTAGTTGCGTTTTATAGCCCCCCCTTTCTGCAAAGCCTGA
CTACATCGACGGCCCACGAAGCGATTTGGGCGGAAGGGCGCACGCGCGCGTTGAGGCCGA

TGCCGGATTCTCCGGCATCGGATGATTTACGCGCACTTAG　CAATTTACCCCGACCGTCGA

60層

120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

II
AcGAGGTccTcAcGcGcGTcTTTcATcAGGGTccGGG　ccG　TTGGTccAAcATGAccGTTT　g60
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

IS1417挿入点

III

IV

GTAGTTTCGCAGTCCTTCACCTTCTCTCACACTCACGGCAACGCAACGCATAAACATATG

AGGTCGGGTCCGCCCCCTCCTGCAAA，GCTGCTTTTAAAACGCGGTGAAGTACCACCATGC
CTTTCTGCGCCCACGCCCACCACTGGGTTGAAGTCCCGGGTGTTGATTTCTTGGGGAAGC
CCTTGTAGTAGCGCTTAGTGCCCGCGGAGGACGGCCGTACTCCCGCGGCGCCTTTTCGTT
CGCGGGCTTGCCCGCCCCTCTGAGGCGTAGCCTCAGCTCGATCTAGGGTAGATAGAGATA
GGTTCTGACTAAGCCCCGACATTTAACCGTTTCCGACCCCGACACTTAACCGCATTTATC
CACAGCGACGCCCCGGCCGTGCCTGGCTCCAGCTCGGAATTGCACCTCCAGCGCCCGTTC
TACGGCCGCTCACGGCGCCGACAAGACTGGTCTGCCAGCAAGTGGACGTGCGCCGGCCTC

GCGGTGGCGATCGGCAGGTGCTACATAACGTCAGGGGAAGAGG　TTAGCCTGGCGGAGAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GTS2プライマー

AGCTGGCCGGCTCGAATCATCACCGCGCGCTCGAATTCGGCGCGGCGGTCGACACCGCCG

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620

1680
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1800
1860

1920
1980

2040
2056

図9．変異株No．19におけるTn4431挿入部位下流の塩基配列
1：Tn4431
11：IS1417上流部位
III：ISI417－bgp1遺伝子間のスペーサー

IV：bgp1遺伝子

短い矢印はbgp1遺伝子の方向、長い矢印はプライマー

太字下線部はIS1417の挿入点
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図10．野生株および変異株No．19におけるIS1417とTn4431の挿入カ所の比較

同色文字は野生株と変異株間の塩基配列の一致
矢印はORFの方向



されるものと考えられた。

　なお、Tn4431の挿入部位を再確認するために、図11Aに示すように、変異

株No．19ゲノムDNAにおけるTn4431内のLuxオペロン上に設計したluxプラ

イマーと、bgp1に設計したgts2プライマーを用いて、野生株と変異株No．19

のゲノムDNAについてPCR反応を行った。その結果、変異株No．19のゲノ

ムDNAでは理論上の約1．5　kbの位置にバンドが検出されたが、野生株では全

く増幅が認められなかった（図11B）。つまり、変異株No．19のゲノムDNAで

は、bgp1の近傍にTn4431のLux遺伝子が挿入されているため増幅が起こった

ものと考えられた。さらに、変異株No．1gのTn4431近傍には、本来存在する

はずのIS1417が欠落していたことから、野生株および変異株No．19のゲノム

DNA中に散在するIS　1417の有無について比較を行った。図12に示したIS　1417

内のHincll断片約1kbをプローブとし、両株のゲノムDNAをbgpl遺伝子上

およびIS　1417上流に存在するEcoRIサイトで切断し、サザンハイブリダイゼー

ションを行ったところ、図13に示すように、両株ともIS　1417が8から9コピ

ー存在していることが明らかとなったが、野生株で見出された2．6kbの断片は、

変異株No．19では検出されなかった。

　これらのことから、変異株No．19ゲノムDNAにおいては、　Tn4431の挿入に

より、近傍に存在したIS1417が排出されたことが考えられた。
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図11．ゲノム上におけるTn4431の挿入カ所のPCR確認

A．矢印はプライマーの位置

　Tc「：Tc耐性遺伝子
B．プライマー1uxおよびgts2によるPCR増幅

　レーン1：マーカー
　レーン2：野生株
　レーン3：変異株No．19

　レーン4：pNP19－1
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図12．野生株および変異株No．19におけるIS1417とTn4431の挿入点

矢印はORFの方向を示す
E：EcoRI、　H［c：HinclI
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図13．ゲノム中におけるIS1417のコピー数

レーン1：野生株

レーン2：変異株No．19

レーン3：pUC401
DNAはEeoRIで切断、プローブはIS1417断片
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3．IS1417による遺伝子発現制御

　IS　1417が下流遺伝子の発現に関与するか否かを調べるため、野生株および変

異株No．19の全RNAについて、　bgp1の遺伝子発現を基準にRT－PCRによる比

較を行った。その結果、野生株ではbgplのRNAからの増幅が認められたのに

対し、変異株No．19では全く増幅が認められなかった（図14A）。このことか

ら、変異株No．1gにおいてはbgp1が発現しないことが明らかとなった。また、

その発現には近隣のIS　1417の存在が重要であることが考えられた。しかし、

IS1417は自身のコードするトランスポザーゼによって転移するDNA配列であ

り、変異株No．19においてもIS　1417トランスポザーゼは発現していることか

ら（図14B）、変異株No．19の培養過程でIS　1417がbgp1遺伝子下流に復帰挿

入される可能性が考えられる。そこで、変異株No．19を独立的に3回培養を行

い、それぞれの菌体からゲノムDNAを抽出し、図15Aに示すように、　gts1－gts2

プライマーを用いたPCR法によって、　bgp1遺伝子からIS　1417までの増幅を試

みた。その結果、3培養株ともに目的長のDNAを増幅することができなかっ

たことから、変異株No．19における、　bgp1遺伝子下流のIS　1417欠失は必然的

であることが示唆された（図15B）。

　これらのことから、bgp1遺伝子発現には、　IS　1417の存在が必須であると考え

られた。

ノ
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＜ト1000bp

図14．RT－PCRによるbgp1遺伝子およびIS1417のmRNA増幅
A：プライマーgts6およびgts9によるbgp1遺伝子のRTLPCR
B：プライマーgts4およびgts5によるIS1417のRT－PcR
レーン1：マーカー
レーン2：野生株

レーン3：野生株（逆転写酵素なし）
レーン4：変異株No．19

レーン5：変異株No．19（逆転写酵素なし）

48



A

野生株 1S1417 bgP1
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図15．変異株No．19ゲノムDNAにおけるIS1417－bgp1断片のPCR増幅

A．矢印はプライマーの位置
B．プライマーgts1およびgts2によるPCR増幅

　レーン1：マーカー
　レーン2：野生株
　レーン3～6：変異株No．19
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4．IS転移による毒素産生能の復帰

　IS　1417の存在が毒素産生に関連しているか否かを確認するために、変異株

No．19から毒素産生復帰株を得ることを試みた。変異株No．19はTn4431由来

のTc耐性であるために、　Tcを含まないKing’s　B液体培地にて継代して20時間

培養を2回経過した後、King’s　B固形培地上へ塗布し、現れた50個のコロニー

を選抜した。それぞれについてTc耐性を調べたところ、45個のコロニーがTc

感受性を示した。この中より4コロニーをCaPG培地で培養して毒素産生能を

確認したところ、1つのコロニーが毒素産出能を復帰していることが認められ

た。この株を復帰株No．19Rと命名した。この復帰株No．19RのゲノムDNAに

ついて、図16Aのようにgts1－gts2プライマーを用いて、　PCR増幅でIS　1417の

挿入を確認したところ、復帰株No．19RゲノムDNAからは目的長のDNAが増

幅され、bgpl下流にIS1417配列が復帰していることが認められた（図16B）。

さらにlux－gts2プライマーにて復帰株No．1gRにおけるTn4431のPCR検出を

行ったところ、バンドが確認されなかった。つまり、復帰株No．19Rではゲノ

ム上からTn4431が消失していることが明らかとなった。

　以上の結果、変異株No．19ではIS　1417とTn4431が拮抗的にbgp1下流へ挿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぐ
入されること、またIS　1417がbgp1下流へ復帰挿入される場合には、　bgp1遺伝

子の発現も復帰することが確認されたことから、bgp1遺伝子発現にはIS　1417

挿入が密接に連動しているものと考えられる。
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図16．復帰株No．19Rゲノム1）NAにおけるIS1417－bgp1断片の検出

A：野生株および変異株No．19におけるプライマーの位置

B：gts1およびgts2プライマーを用いたPCR増幅

C：luxおよびgts2プライマーを用いたPCR増幅

レーン1：マーカー
レーン2：野生株
レーン3：変異株No．19

レーン41復帰株No．19R
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5．　bgp1およびIS1417の遺伝子破壊と毒素産生との関係

　イネもみ枯細菌病菌の変異株No．19において、bgp1遺伝子の発現が認められ

なかったことから、bgp1遺伝子が毒素産出と関係している可能性が考えられた。

そこで、相同組換えによるbgpl遺伝子破壊株の作製を試みた。　bgpl遺伝子は

そのORF内に制限酵素サイトEcoRIとPstlを有しているため、制限酵素

EcoRI－pstl断片を切り出し、　pUC18に挿入した後、このベクターのHindlll部位

に㎞耐性遺伝子を組み込み、bgp1遺伝子破壊ベクターpMY403を作製した（図

17）。このベクターを用いて1回相同組換え法により、イネもみ枯細菌病菌の野

生株のbgp1遺伝子破壊株を作出した。得られた破壊株の中から1コロニーを選

び、MY403株と命名した。この株のゲノムDNAをEcoRIで切断し、　bgP1遺伝

子内のEcoRI－Pstl断片をプローブとし、サザンハイブリダイゼーションを行っ

た結果、．野生株では2．5kbの断片がのみが検出されたのに対し、破壊株では目

的長の約2．5Kbと4．7　kbの断片が検出されたことから、bgp1遺伝子が破壊され

ていることが確認された（図18）。そこで、このbgp1遺伝子破壊株MY403の

毒素産生能についてCaPG培地上で調べた結果、野性株ではトキソフラビン特

有の黄色物質を産生したのに対し、破壊株では黄色物質の産生が認められなか

った（図19）。このことから、bgp1遺伝子を破壊したMY403株では毒素産生

能が欠損していることが確認された。

　同様に、IS　1417の破壊を試みた。　IS　1417配列はゲノム中に多コピー存在する

ため、2回相同組換え法により遺伝子破壊を行った。IS　1417トランスポザーゼ

遺伝子中に、㎞耐性遺伝子を挿入した遺伝子破壊ベクターpMY402を作製し

（図20）、イネもみ枯細菌病菌の野性株に導入した後、Kmを含んだLB培地
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図17．bgp1遺伝子破壊ベクターpMY403の構築

E：EcoRI，　P：Pstl，　H：Hindlll，　S：Smal，　Km「：Km耐性遺伝子

53



A E　　P E

野生株 ISI417　　　　bgp1 bgP2

－プローブ

　　2．5kb

bgp1遺伝子破壊株

E　　P E　　P E
H　　　　H

IS1417 △ゐ翻1 Km「 ムゐ8P1　　渉8P2

一　　　　一　　　　一　　　一　　　■　　　一　　　■　　　■　　　一　　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　一

@　　　　4．7kb
■　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　　一　　　　一

@　　2．5kb

B

1　2

2．5　kb）

＜ト4．7kb

＜卜2．5kb

図18．bgp1遺伝子の破壊株の確認

A：野生株およびbgp1遺伝子破壊株のゲノム模式図

　E：EcoRI，　P：Pstl，　H：Hindlll，　Km「：Km耐性遺伝子

　太いバーはプローブ部位
B：サザンハイブリダイゼーションによるbgp1遺伝子破壊の確認
　　　レーン1；野生株ゲノム

　レーン2：bgp1遺伝子破壊株ゲノム
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図19．bgp1遺伝子破壊株MY403における毒素産生能の欠損

左：野生株、右：bgp1遺伝子破壊株MY403
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図20．IS1417遺伝子破壊ベクターpMY402の構築

E：EcoRl，　H：Hindlll，㎞「：Km耐性遺伝子
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にて選抜し、数個のコロニーを得た。その中のひとつMY402株を用いて、ゲ

ノムDNAをEcoRIで切断し、　Km耐性遺伝子をプローブとし、サザンハイブリ

ダイゼーションを行った結果、IS　1417破壊株MY402においては、　Km耐性遺

伝子1．3Kbを含む、約4Kbの断片が検出された。このことから、　Km耐性遺伝

子が目的のIS　1417に挿入されていることが分かった（図21）。そこで、この破

壊株について毒素産生能をCaPG培地上で調べた結果、毒素産生能力を有する

ことが明らかになった（図22）。

　以上の結果から、IS　1417は下流遺伝子であるbgp1遺伝子の発現には必要で

あるが、IS　1417内に存在するトランスポザーゼ遺伝子それ自体は遺伝子発現と

直接関連しないものと考えられた。

6．変異株N〔）－19およびbgp1遺伝子破壊株MY403のトキソフラビ

ン感受性

　イネもみ枯細菌病菌変異株No．19をトキソフラビン含有培地で培養した場合、

非常に成長が遅いことが認められた。そこで、変異株No．19のトキソフラビン

感受1生について調べた。トキソフラビン1μg／ml、あるいは10μg／mlを含むKing’s

B液体培地に野生株、病原性欠損変異株No．19、　IS　1417遺伝子破壊株MY402

株、bgpl遺伝子破壊株MY403を培養し、その生育曲線を比較したところ、

MY402株では、野性株と同様な生育が見られたが、変異株No．19およびMY403

株では1μg／mlの低濃度で、生育が著しく抑えられた（図23）。また、トキソフ
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図21．IS1417遺伝子の破壊株の確認

A：野生株およびIS1417遺伝子破壊株のゲノム模式図

　E：Eco】阻，　H：Hindlll，　Km「：㎞耐性遺伝子

　太いバーはプローブ部位
B：サザンハイブリダイゼーションによるIS1417遺伝

　子破壊の確認
　レーン1：野生株ゲノム

　レーン2：IS1417破壊株ゲノム
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図22．ISI417破壊株MY402におけるの毒素産生能

左：野生株、右：IS1417破壊株MY402
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図23．各種変異株のトキソフラビン恥glm1添加培地における増殖

黒ライン：野生株
緑ライン：IS1417破壊株MY402
黄ライン：病原性欠損変異株No．19

赤ライン：bgp1遺伝子破壊株MY403
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ラビン5μ9／ml含むKing’s　B固形培地上でそれぞれの菌株を画線培養したとこ

ろ、変異株No．19およびMY403株では全く発育が認められなかったことから、

両菌株はトキソフラビン感受性になっていることが明らかとなった（図24）。

っまり、bgp1遺伝子がトキソフラビンの耐性に関与している可能性が示唆され

た。
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図24．各種変異株のトキソフラビン感受性

トキソフラビン5　pg／ml添加King’s　B培地における生育

上：野生株
左下：病原性欠損変異株No．19

右下：bgp1遺伝子破壊株MY403
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考察

　本章では、イネもみ枯細菌病菌の毒素産生欠損変異株No．19と、その毒素

産生能を回復する野生株ゲノムライブラリーのコスミドpNP147について解

析を行った。コスミドpNP147には、変異株No．19のTn4431挿入部位を相

補する遺伝子がクローニングされていると考えられたため、そのクローニン

グされたゲノムDNA断片および変異株No．19のTn4431挿入部位のゲノム

DNAについて比較を行い、本菌の産生する毒素トキソフラビンの耐性に関与

するbgp1遺伝子、およびその転写を制御しているIS　1417配列の存在を明ら

かにした。

　IS1417は2つのORFで構成されており、他の多くのISファミリーに見ら

れるように、その内部のAAAAAAA部位にてフレームシフトが起こること

により、結果として1つのORFとしてトランスポザーゼ酵素を産出すると考

えられた（Hu　et　al．，1994；Hu　et　al．，1996；Farabaugh，1996）。また、　WxxD、　N3

およびC1モチー・一・一フが確認され（Mahillon　et　al．，1985；Ronecker　et　al．，1987；

Rezsohazy　et　al．，1993）、転移因子として働くことが示唆された。変異株No．19

においては、本来IS　1417が挿入されるべき領域に、トランスポゾンTn4431

が挿入されたため、IS1417が排出されていることが明らかとなった。これは、

変異株No．19へのTn4431の挿入イベントが起きた時に、その挿入ポイント

の近傍にあるIS　1417が立体構造上において何らかの問題となり、この部位よ

り除外されたものではないかと考えられる。また、この部位からTn4431が

除去された場合にのみ、IS　1417の復帰が見られたことから、Tn4431とIS　1417
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は拮抗的にこの部位に挿入されるものと考えられる。さらに、IS　1417はター

ゲット部位であるCCG配列に可逆的に出入りが可能であり、特にIS　1417の

周辺には、P．syringae　pv．　phaseolicolaのIS　100（Jackson　et　al．，1999）の部分配

列と相同性の高い配列が存在していることから、この領域はISのホットスポ

ットとなる部位で、DNAの構造上不安定な領域ではないかと推測される。

　本菌は数回の継代にて病原性を失うことが知られており（Kamiunten　et　al．，

1985）、トキソフラビン産生能についても、非常に不安定である。これまでこ

の不安定な要素は解明されていないが、今回見出されたIS1417は可動性であ

り、その不安定さの要因となっていることが考えられる。なお、IS1417の上

流には、約500bpにわたり、イネもみ枯細菌病菌から単離されたIS　1418

（accessin　number：ABO10572）と相同性の高いDNA領域が存在したが、その

3’末端の繰返し配列が欠損しているため、遺伝子の機能は欠失していると考

えられる。

　数種の植物病原細菌において病原性関連遺伝子の周辺にIS遺伝子が存在

することが知られている。例えば、ダイズ斑点細菌病菌の産出する毒素コロ

ナチンの生合成遺伝子クラスターには、毒素合成調節領域と生合成遺伝子の

間にトランスポゼースをコードする遺伝子が存在し（Rangaswamy　et　aL，

1998）、ビワがん病菌（P．　syringae　pv．　eriobotryae）の病原性遺伝子の上流には

大腸菌のIS3と相同性の高いORFが存在する（Kamiunten，1999）。これらIS

遺伝子は細菌間における病原性因子の水平移動に関与していると考えられて

いる。

　病原性欠損変異株No．19は、　bgp1遺伝子の下流に本来存在するはずの
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IS　1417が欠落していが、一方、変異株No．19の毒素産生復帰株No．19Rにお

いてはIS　1417の存在が認められたことから、　IS1417の存在は、毒素産生に

関係があると示唆された。しかし、IS　1417を破壊したMY402株では、毒素

産生能を欠損しなかったことから、IS　1417のトランスポゼース遺伝子それ自

体は、直接bgp1遺伝子発現には関与しないものと考えられる。

　これまでに知られているIS遺伝子の機能は、自らの持つ転移因子によって

他の遺伝子に挿入し、その遺伝子の不活化を行うことが知られている。例え

ば、オリーブこぶ病菌（p．　syringae　subsp．　savastanoi）ではクラウンゴールの形

成に関与するインドール酢酸（IAA）の生合成遺伝子の1つであるiaaM遺伝

子に対し自らIS51とIS52の2つのISを挿入させて不活化することにより、

病原性の制御を行っている（Comai　and　Kosuge，1983；「Yamada　et　al．，1986）。ま

た、トウガラシやトマトの斑点細菌病菌（lanthomonas　ca〃rpestris　pv．

vesicatoriののIS476は、病原性遺伝子であるavrBs1にIS476が挿入されると

病原性を欠失することが報告されている（Keamey　et　al．，1990）。逆に、　IS挿

入によって間接的に近隣の遺伝子を活性化することも知られている

（Mahillon　and　Chandler，1998）。例えば、　Burkholderia　cepaciaのイソロイシン

の生合成に関与する遺伝子であるilvAは大腸菌由来のIs2が隣接することで

転写活性が約50倍に高まることが知られている（Barsomian　et　al．，1987）。

Pseudomonas　putidaでも、フェノール分解遺伝子がIS　1411のプロモーターに

よって転写が増大されることが知られている。（Kallastu　et　al．，1gg8）。　Hasebe

ら（1gg8）は、リプレッサーを有する抗生物質耐性遺伝子発現系ベクターを

イネもみ枯細菌病菌に導入し、ゲノム中のトランスポゾンがベクターのリブ
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レッサーに挿入される耐性株を選抜することにより、イネもみ枯細菌病菌か

らトランスポゾンを単離した。同時に、この方法でリプレッサーに挿入され

ずに、抗生物質耐性遺伝子のすぐ上流に挿入された変異体からIS　1417を単

離した。後者の変異体は、挿入されたトランスポゾン自体の転写活性により、

下流の抗生物質耐性遺伝子の発現が助長されたものと推測される。Szeverenyi

ら（1996）は、プロモーターレスの抗生物質耐性遺伝子を含むベクターを用

いて、大腸菌ゲノム中のトランスポゾンの単離を行った結果、複数のプロモ

ーター活性を有するトランスポゾンを単離した。このようにISには挿入した

遺伝子を不活化する場合と活性化する場合があることが報告されている。

　本菌の場合、図14で示したように、野生株と変異株No．1gの間で、　IS1417

下流のbgpl遺伝子発現において差が見られたことから、　IS　1417がbgp1遺伝

子の発現に何らかの関与をしていると考えられる。IS　1417下流のbgpl遺伝

子はIS　1417と転写方向が逆であるため、　IS　1417が直接プロモーター的役割

を果たしているとは考えられないが、IS　1417の3’末端配列がターミネータ

ーとしての役割を果たして、bgp1遺伝子の発現に関与している可能性が考え

られる。このような報告例として、大腸菌のグルタミンアミドトランスフェ

ラーゼをコードするgl〃zS遺伝子の3’末端には、トランスポゾンTn7が存在

し（Walker　et　al．，1984；Gay　et　al．，1986）、このTn7上にglmS遺伝子のターミネ

ーターが存在することが知られている（Mckown　et　al．，1988；Gringauz　et　al．，

1988）。IS　1417上には、図4－2の塩基番号6570から6590までに、

AAAGcTrcGTGAAGAccArGAAGc（下線部が逆方向反復配列）というタ

ーミネーター特有のステムループ構造をとる配列が存在したが、ステム構造
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のGC含量が少ないことから、この領域がターミネーターとして働いている

か否かは未知である。

　IS　1417を破壊したMY402株の場合、毒素産生能におV）て欠損が認められ

なかった。これは、IS　1417の破壊において、5’および3’両末端の逆方向反復

配列が保持されていることから、bgp1遺伝子の発現が起こってしまったとも

考えられる。つまり、IS1417の両末端が、　bgp1遺伝子発現に何らかの役割を

果たしている可能性を示唆する。

　bgpl遺伝子はRepA遺伝子（Taghvi　et　al．，1996；Kwong　et　al．，2000）と部分的

な相同性は見られたものの、他の複製タンパク質遺伝子とは全く相同性がな

かった。また複製タンパク質として必要とされるヘリックス・ターン・ヘリ

ックスモチーフも存在しないことから、bgpl遺伝子が複製に関与しているか

否かは未知である。しかし、この遺伝子を破壊したMY403株は、変異株No．

19と同様に、毒素生合成能の欠損および毒素感受性を示すことから、bgp1

遺伝子の機能は毒素に対する耐性機構に関与する遺伝子であると推測される。

つまり、変異株No．19およびMY403株は毒素感受性であるため、何らかの

制御によって毒素生合成が開始されないものと考えられる。なお、本菌野生

株のタンパク質抽出液について、トキソフラビン分解能を調べたが、トキソ

フラビンの分解および修飾が起こらなかったことから、bgp1遺伝子は毒素分

解酵素ではないと考えられる。bgp1遺伝子下流のbgp3遺伝子は部分的なORF

ではあるが、その推定アミノ酸配列のC末端領域には、様々な膜結合領域と

相同性が見らた。その相同性のあるタンパク質はいつれも100以上のアミノ

酸配列であることから、ある種の構造遺伝子であると考えられる。bgp3遺伝
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子については、その全長を得ることは出来なかったが、2．5kb以上の巨大な

ORFであると推察される。’これらのことから、　Bgp3の推定タンパク質は膜

結合タンパク質であり、Bgplタンパク質と共に、毒素の排出に関わっている

可能性が考えられる。また、bgp1とbgp3遺伝子に挟まれているbgp2遺伝子

は、主に根粒菌の機能未知タンパク質と相同性があるものの、その機能を推

測することはできなかった。

　毒素産生能回復株No．19－61に含まれるコスミドpNP147はbgp1遺伝子を

含んでいるため、変異株No．19の毒素産生能を回復させたと考えられる。こ

の時、No．19－61株のゲノム上には、　bgp1遺伝子の上流にIS　1417は存在せず、

またトランスポゾンTn4431は維持されていることから、毒素産生能の回復

は、pNP147上のbgp1遺伝子がトランスに働いて相補をしていると考えるの

が妥当である。

　植物病原細菌の病原性に関わる遺伝子は多数存在し、本研究で得られた遺

伝子はその一部であるが、IS1417という可動因子が病原性に関わっている例

は非常に少なく、またIS　1417が本菌の病原性の不安定さにも関連しているこ

とから、細菌の病原性発現機構として興味深いメカニズムである。
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第II章　トキソフラビン生合成遺伝子系の解析

　前章の研究において、イネもみ枯細菌病菌（Burkholderia　glumae）の病原性

には、トキソフラビンが必須の因子であることが明らかになった。そこで、ト

キソフラビン生合成の機構、およびその生合成遺伝子の発現抑制を解明するこ

とを試みた。トキソフラビン生合成遺伝子に関しては、これまで、メチル基転

移酵素をコードするtoxt4遺伝子が単離されており（Suzuki　et　al．，1988a）、この

遺伝子を破壊した変異株では、病原性が低下することが報告されている（Suzuki

et　al．，1988b）。さらにtox，4遺伝子下流にGTPシクロハイドロラーゼをコードす

るtoxB、　W－Dリピートタンパク質をコードするtoxC、機能未知のtoxD、デア

ミナーゼをコードするtoxE遺伝子が存在し、これらが、ゲノム上でクラスター

を形成することが示唆されている（鈴木ら，1999）。しかし、それら遺伝子の具

体的な機能、および生合成の制御遺伝子等については、解明されていない。

　また、鈴木らの得たtoxB，　E遺伝子がそれぞれリボフラビン生合成経路に使用

されるribA，　B遺伝子と相同性が高いことから、トキソフラビン生合成経路は、

グアノシン三リン酸（GTP）から始まるリボフラビン生合成経路（Bacher　et　al．，

1996；Richter　et　al．，1997）と、同様のステップを経ると考えられた。

　以上の報告とリボフラビン生合成経路を参考に、推測したトキソフラビン生

合成関連遺伝子とその予想経路を図25に示す。

　本章では、上記のtoxA遺伝子およびその周辺未知DNA領域を解析し、新た

なトキソフラビン生合成遺伝子および制御遺伝子について明らかにすること
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を目的として研究を行った。

実験材料及び方法

1．供試プラスミドおよびプライマー

　本研究に供試した菌株およびプラスミドは表5に、プライマーは表6に示し

た。

2．遺伝子クローニング法

　イネもみ枯細菌病菌からのtox、，［t遺伝子の単離は、既知の塩基配列を基に∫o刺

遺伝子上流および下流に、tp1およびtp2プライマーを設計し、ゲノム、DNAを

鋳型としてLA　Taqポリメラーゼ（宝酒造社）を用いてPCR法を行い、　tOXt4遺

伝子全長を含む約1．1kb断片を増幅した。一方、　to・u4遺伝子の上流および下流

のDNA領域の単離には、ゲノムDNAを制限酵素BamHIで完全消化後、フェ

ノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿によって精製し、このBa〃iHI・DNA

断片にLA　PCR　in　vitro　Cloning　Kit（宝酒造）に付属のSau3AIカセット液を加え、

4℃にてライゲーション反応を行い、DNA断片両側にカセットを有する反応物

を作成した。これを鋳型としてPCR反応を行った。　tOXt4遺伝子上流DNA領域

は、上記DNAを鋳…型として、　Sau3AIカセット上に設計したC1プライマーと、

tox、4遺伝子上に設計したSPIUプライマーの組み合わせでPCRを行い、
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表5．供試菌株およびプラスミド

刈
P

Burkholderia　glumae　MY41　1　　　toxR遺伝子破壊株、　Km耐性

Escherichia　coli　BL21（DE3）pLYS　タンパク質大量生産用、　Cm耐性

pTMG

pBG10

pBG26

pUC411

pMY411

pET23a

pMY421

pTMG　14

プライマーtp　l－‡p2で増幅したtoxA遺伝子を含む1．1　kb断片を挿入したpGEM－T

easy　vector

プライマーSP2D－C2で増幅yたtoxA遺伝子下流領域を含む2．9　kb断片を挿入

したpGEM－T　easy　vector

プライマーSP2U－C2で増幅したtoxA遺伝子上流領域を含む2．5　kb断片を挿入

したpGEM－T　easy　vector

プライマ・一一　tp5－tp6で増幅したtoxA遺伝子内部の650　bp断片をBa〃iHI－HindllI

サイトに挿入したpUC　18

pUC411のHindlllサイトにpR2YEの㎞耐性遺伝子1．3　kbを挿入したもの

大腸菌用大量発現ベクター

プライマーtoxr　l－toxr2で増幅したtoxR遺伝子の全長900　bpを挿入したpET23a

プライマーtp　1－SP　I　Uで増幅したtoxA遺伝子のプロモーター配列近傍領域を挿

入したpGEM－T　easy　vector



表6．供試PCRプライマー
プライマー　　　塩基配列（5’－3’）

　
　
U
U
D
D

唄
収
働
㎜
訓
皿
ゆ
緬
雌
餌
而
価
血
雌
咽
雌

AGTGAAAGTATGGCTGGC
GTTCGGGAGAIACGCGCG
TCGCGCGCACCACCTTGAACATCT
TTGCCGCCATTCATTTCGAG
GAGGTCCGCACGATTTTCCACATG

A（－TTCGAATGGCAAAAGCCG

TTTAA　GC7TCAACGACCCGCTGCTG
TTGGATCCGGAAACGGCGGATCGAA
TAGTAGCTGCCGGTGGCGATG

AAGGCGCACGACGCCGGCGTG
AAAGGATCCATGAATAATCTGAAGCGGAT
AAAAAGC7TTCAGCGGTCGCGCACCACCC

TCTGGCAATCGAACGCATGGCC

GACC【ACTACCAGAACGACGGC
ATGGATTGCACGCAGGTTCTCCG

AAGAAGGCGAIAGAAGGCGATGCG
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再度その反応産物を、C1プライマーより内側に設計されたC2プライマーと、

SPIUプライマーより内側に設計されたSP2Uプライマーの組み合わせで、　PCR

を行い取得した。同様に、toxel遺伝子下流DNA領域は、　C1プライマーとto・th

遺伝子上に設計したSPIDプライマーの組み合わせでPCRを行い、再度その反

応産物を、C2プライマーとSPIDプライマーより内側に設計されたSP2Dプラ

イマーの組み合わせでPCRを行い取得した。これらの増幅DNA断片をpGEM－T

easy　vector（プロメガ）に結合し、大腸菌へ形質転換した後、シークエンスの

決定に用いた。

3．遺伝子破壊用ベクターの構築

　tox，4遺伝子上流の推定ORF破壊のための、遺伝子破壊用ベクターの構築を

行った。まず、推定ORFの5’および3’末端から、それぞれ約150　bp内側に

設計したtp5およびtp6プライマーを用いてゲノムDNAを鋳型としてPCRを

行い、得られた約650bpの増幅断片を、プライマー末端に設計したBa〃刑1お

よびHindlll制限酵素で切断し、　pUC18へ導入し、　pUC411を構築した。この

pUC411のHindlllサイトへpR2YEの㎞耐性遺伝子1．3　kb断片を結合し、遺

伝子破壊用ベクターpMY411を構築した。

4．大腸菌におけるタンパク質生産　　　　　　　・

　tOjt，・1遺伝子上流に見出された推定ORFのタンパク質を生成するため、pET23a

（Novagen）のT7プロモーターから転写、翻訳されるタンパク質とのフレーム

が合うように、推定ORFの開始コドンと終止コドンを含む領域に、プライマー
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tu5およびtu6を設計し、　PCR反応を行った。得られたDNAのプライマー末端

に設計したBa〃IHIおよびHindlllで切断後、　pET23aのBamHI－Hindlllサイトへ

連結し、大量発現用ベクターpMY421を構築した。このベクターを大腸菌BL21

（DE3）pLysS（東洋紡）へ導入し、　OD600ニ0．6まで培養した後、　IPTGを添加

して再度OD600ニ1．2になるまで培養を続けた。大腸菌体を集菌し、0．1　Mリン

酸バッファー（pH　7．0）へ懸濁後、　Sonifierll・model・450D　（ブランソン）よる超

音波処理を1分間行って細胞を破砕し、遠心分離により上清と沈殿に分画した。

沈殿分画は、尿素バッファー（8M尿素、10　mM　Tris－Hcl）を加えて15分間振

盟させて沈殿物を溶解させた後、再び遠心分離により不溶性物質を取り除き、

この上清を実験に用いた。タンパク質溶液はブラッドフォード法（Bradford，

1976）により定量した。サンプルは12％のSDS一アクリルアミドゲルで25　mA

で電気泳動を行った後、クマシーブリリアントブルーR250溶液で染色し、タ

ンパク質を確認した。

5．ゲルシフト法

　イネもみ枯細菌病菌をKing’s　B液体培地で20時間培養した後、集菌した菌体

を、0．1Mリン酸バッファー（pH　7．0）へ溶解し、超音波処理を3分間行い細胞

を破砕した。遠心分離により細胞片を除き、その上清液をタンパク質溶液とし

た。

　一方、前述した’o溺遺伝子を含む1．1kb　DNA断片をテンプレートとして、

tp　1プライマーとtoni遺伝子上のSPIUプライマーを用いて、　tOJt，4遺伝子上流

領域をPCR増幅後・その約400　bp　DNA断片を、pGEM－T　easy　vectorに連結し、
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pTMG14を作成した。このプラスミドを鋳型としてIRD41ラベルのリバースプ

ライマー（アロカ）とtp1フ゜ライマーを用いてPCR反応を行い、　IR標識DNA

を作成した。

　上記の5μg441タンパク質溶液2μ1に、5ng紐IR標識DNA　2μ1、1mg／ml　poly

（dl－dC）・poly（dI－dC）（アマシャムファルマシアバイオテツク）0．5μ1、5mg／ml　BSA

O．5μ1、1mM　Tris－Hcl（pH　7．5）1μ1、20　mM　EDTA．（pH　7．5）1μ1、グリセロール1

μ1・1％Triton　X－100　1　Pa1・20　mM　DTr　1　Pa1を加えた全量10μ1で37℃にて15

分間反応した。反応液にゲルシフト用ローディングバッファー（10％グリセ

ロール、0．05％プロモフェノールブルー）を加えて、4％アクリルアミドゲルで

Licor・4200（アロカ）の25　cmゲル板を用いて1000　V、25　mAで4時間電気泳

動後、画像を解析した。
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結果

1．トキソフラビン生合成遺伝子の単離・同定

　イネもみ枯細菌病菌の野生株ゲノムDNAについて、　to・vl遺伝子735　bpの

全長を含む約1．1kbのDNA断片をプローブとして、サザンハイブリダイゼ

ーションを行った込その結果、∫o刺遺伝子内に切断点をもたない制限酵素

Ba〃zHIおよびHindlllにてゲノムを切断した場合に1つのバンドを示したこ

とから、toni遺伝子は本菌のゲノム中に1コピーで存在することが明らかと

なった。また、tox　t4遺伝子周辺の制限酵素地図を作製した結果、図26に示

すように、tOXt4遺伝子内部のEcoRIサイトから、上流および下流共に約3kb

の位置にBa〃zHIサイトが存在することが明らかとなった。

　そこで、toxel遺伝子の上流および下流に存在するBamHIサイトまでのDNA

断片をカセットPCR法によって増幅したところ、それぞれ約2．5　kbおよび約

2．9kbのDNA断片が得られた。それぞれのDNA断片の塩基配列を決定する

ことによって、toxA遺伝子の一部およびその周辺DNA領域がクローニング

されていることを確認した。繊オ遺伝子の下流領域には、toxBおよびtoxC

遺伝子と推定される2つのORFが見出された。最初のORFは、図27－4に示

すように塩基番号3714から4208で、toxttlと同方向の495　bpからなり．　tox，4

遺伝子の終止コドンより155bp下流に位置した。もう一つのORFは、塩基

番号4293から5894で，　tox，ilと同方向に1602　bpからなり、toxB遺伝子終止

コドンから85bp下流に位置した。これらのORFは塩基配列の比較から、そ

れぞれtoxBおよびtoxCであることが明らかとなった。　ToxBおよびToxCの

推定アミノ酸配列の相同性をGenBankデーターベースを用いて検索した
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図26．toxA遺伝子周辺の制限酵素地図
E：EcoRI，　B：BamHI，　P：」Pstl，　Sm：　SmaI



BamHI

GGATCCCGATCTCGCCGGCGAACGGGCGCGTACCAGCTTCTGGCGGATCACCGCTCGACC　　60

TGGCGTGCGTCGGCGCTGGCCGATCGATAGTCGAACTGGTGCTGGTCGAACACGCTGCGC　120

　PTRRRΩG工SLRVPAPRVRΩAACTCCGCGCCGACCG，GGAGCGTCTGCGAGCGGCCAGCTGGCTCTTCGCGAATACCGCCTT　180
　　S　R　A　S　R　S　R　R　R　A　A　L　Ω　S　K　A　F　VIA　K
　　　　Pstl

GGCCTGCAGGCTGGCGAGCTGGGCACGCTCCGGATCGTCGTAGAGCTGCACCAGCGGCTC　240

　AΩLSALΩAREPDDYLΩVLPEGCCCTGGCGGACCTGGCTGCCGGGCGTGAAGTGGATCGCGGTGACGCGGCCCGCCAC’bTC　300

　GΩRVΩSGPTFH工ATVRGAVEGGGCGdGATCATCACCTGGCGCACC6CCAGCAGGGTGCCGACCGCGTCGAGCGTGGAGGG　360

　　PA工MVΩRVALLTGVADLTSPCGCGGTGCCCACGCGCACCTTGCTGGCCGTCACGCTCATCGGGGGGGAAGGGGGCGGCGC　420

CTCGTTTGGGCCGACCTCGCGGCGGCCGTGCCACAGGAACAGGCCGCCGAACACCACCGC　480

。。TGG，GG。GCCGA，鵬＿。GTTG。G。CG。。。丁翻認。GTCTCG。GT。CGCGG顛54。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★PHRSYAS

　MATGVL工LΩSSKMATCGGCCCGCAGGCCGGATCAGGTGTGGGGATGCGCGTTCGGCTCGATCTCGCGGGCGGC　600

GTGGGGGCCGGCCTCGGCGCTGGGGCGGGCGCCTGCGCCGGCTTGCCGGCGGCCGGCCGC　660

GTCGCCGGCGTGAACCATTGCACCAGCAGCATGCCCGCGAGGATCAGCAGCACGCCGGCC　720

　TAPTEWΩV．LLMGAL工LLVGAACCCGTCCGGGATTGGCGGGCTTCACGGGCAGCCCCATCAGCCCGTAGTTGTCGATCAGC　780

　VRGPNAPKVPLGM「LGYND工LAGCGAGGTCAGCATCTGGCCGGCGATCACGCTGACGATGAAGCTGGTCGCGCCCAGGCGC　840

　LSTLMΩGA工VSV工FSTAGLRGGCGTCAGCACCAGGGCCGAGGTGATGTAGATCAACGCCGCGACGCCGCCGAACCAGATC　900

CACACCGGCAGTTGCGCCGCGCGGCCGAGCAGCGGCGCCTGCGCGTGGAACACGAACAGC　960

GCCGGCAGCACGCACAGCAGGCTGACCAGCAGGGAGGCGACGGTGGCCCACAGCGGATGG　1020

　APLVCLLSVLL・SA▽TAWLPHCCGAGCGCGCGGCCCAGCGCGGCGTTGCTGCCGGCCTGCAGTGGCACCAGGGCGCCCGCC　1080

。CC。GGGCGG。GCCGGCG。GGG。GGCGG。。G。。。GCGAAA。。。。GG。TGGC翻8認。CG。114。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　toxR

CMTAGT」！UtTCATCCTGGCAATTCAAAT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MNNLKR工DI」NL

CCATCACGCAGTTGTTGTGTTCGGGCCGATTCTCTTATATTAGCTATCTGAATTAAAATT　1200

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E［il！：lr。AA。AATC。。AAGCGGA。CG。CC。。AACC。、26。

図27－1．トキソフラビン生合成遺伝子群の塩基配列（1－1260）
ORF3遺伝子は1から518，0rLt2遺伝子は515から1132，’oκR邊伝子は1228から2127

短い矢印はORFの方向、長い矢印はプライマー部位、点線は制限酵素部位
歯は終止コドン
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　　　　　　　　　　　Pstl

GCTGGTGACCg雪｛…C摂≦葺GCCCτGATGACGGAGAAGCACATCTCTCGCACCGCCATGCGCCT

GC・・AA。AGCCAGCCGGCG。。。。GCCA。G。G，。GGCGC。。C。G。GCG。。。。纈説醗

響雪TG含GG£GC£GC言GG呂GG£TG雪AG£TG金CC霊CG£GC塁CC参GC含響G含T

GCAGCCGCTGTCGGACGCGCTGGACCAGCTCAGCGCGCTGCTCGAGCCGCCCGAGTTCGA

　HKSΩPA工SHALAHLRD工FNDTCCCTCGCAGGCGCAGCGCGTGTTTCGCGTGTCGATCTCCGATTACGGCGCGCGCATCGT

　PSΩAΩRVFRVSMSDYGAR工VGCTGCCCAAGCTGGTGCGCATGCTGCGCGCGAACGCGCGGGGCATCGAGCTGGTGGTCAG

CCAGGCCAATCGCGAGGCGATGCGCATGCAGGTGATGGACGGCGAGGTCGACCTCGCGCT

CGGCGTGTTCCCGCCGCCGTCCCCCGAGCTGCACACCGAGACGCTGTTCGTCGAGACCTT

CGCCTGCCTGGCCGACGCGGCCAGCATGCCGGCCTCGCGCATGCTCGACCTGGAGGCCTG

GCTGGCGCGCCCGCATGCGCTGGTGGCGATGCGCGCCGGCACCGACAACGAGATCGACCG

CGCGCTCGCAAATTGCGGCCGAGCGCGCATCGCGGTGATCCTGCCGCACTGGGGCGTGGC

CAACGAGTTGGTCGTCGATACCGACCTGGTGCTGACGGTGGCGCGGCGCAACCTCGACCG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tp6プライマー

GTGCGCGACGACGCACGGCTGTGTA　　CGATCCGCCα口TTCCGGTCGAATCC「πTCGAGTT

TCAGCAAATGTGGCATCAGCGCCGGCAGGGCGACCCCCGCACAACCTGGCTGCGCCAGAT

　ΩΩMWHΩRRΩGDPRTTWLRΩMGATCGCGCGGGTGGTGCGCGACCGCTGATTCCCGCCCGCCGCTGCGGGCGGGCTTTCCCT

　工ARVVRD・R★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Smal

TCGCTTTTCCACCGCGGCCGCTTTCCCGGGCCGTATTGAATAGCCGGCCCCGTGCGAGGT

AAτTGCACGGGGCTT7GCCATTT雪ρTAATτATTTCTGATCTロGAATTGGATATTTGCGGG

CCATGCTTTTTGTTATGCATTTCGCATGAAGACGCAAGCGTCGTGAGTTGATGTCGGGAG

TGGGTGGATTGCAATGCGGCTATCCGGCATCTCACGCCGATGCCGGTGCGAACCCCCGGA
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図27－2．トキソフラビン生合成遺伝子群の塩基配列（1261－2400）

toxR遺伝子は1228から2127　　　　　　　r
短い矢印はORFの方向、長い矢印はプライマー部位、点線は制限酵素部位
＊は終止コドン
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tplプライマー　　　　　　　　　、

TTCGATTGGGGAAATCCG DCGTCGTGAA’ALSGII1SilY！IESCEI1SiSiSC’GAAAGTA　GGC　TA’GAAAATTSPG

　　　SP2Uプライマー

AAATGA乱TGGCGGC坐7TCATTCAA轟LGA轟L「rTτCAAGGGTGCAAτTCACGTGGATATAATC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35　　　　　　　　　　　－10

CGCTTCCATTGGATGAAATAATTAAAATTCCAGCCCATTCCGAGGGAACATAGTGGCATT

TTGTTATGAATATTCATGGCGAACTTGCTGAALTCATGAATCTGCTAGATAAAGGAGGAGG

CG」eVLTATCGATAGTTCTGGATAAGCAGCCGATTGGCCCATCGATAGTGATTCCGTTGATA
，T＿GG。鍛轟A。。。CG。，A。，。CG。。。，GATTCGA。。GG。GG。TTG。。，GAGG

　　　　　　　　　　　　　　MSTTARYDS工GGLFED
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SPIDプライマv－・

ATrTC含CG＆樫CC宝CC隻CGεAG貸CC全TC一罫きGτ言

ACGTTTCCGGCAAGTCGGTGCTGGATCTGGCTTGCGGATTCGGTTTTTTCGGGCGTGAAA

　　VSGKSVLDLACGFGFFGRE工TCMATCGGCGCGGCGCGGCCAAGGTGGTCGGCGTGGATATCTCCGAGAAGATGATCGAGC

　　YRRGAAKVVGVD工SEKM工EL　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRI

TGGCCCGTGAGGAGTCGCGCAAATACGGCGATCCGCTCGAATTCCACGTGCGCGACGTGG

CCAACATGGAGCCGCTCGGGCAATTCGACCTGGTCAATGCCGCCTGGCTCTTCAATTACG

　　NMEP工・GΩFDLVNAAWLFNYA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SPIUプライマー

CGGATTCGGTCGAGAATCTGCGC　　　ATGTTCAAGGTGGTGCGCGCGAGCCTGAAGCCGG

ACGGCAAGCTGGTGGCCTATACCGTCGACCCGGATTTTTCGCTGGCCAAGGGCAATTTCG

　　GKLVAYTVDPDFSLAKGN．FACGAAATACGGCGTGAACGTGCTCAACGAGCGCGCCTGGGGGCCGGGCTATCGCCACGATG

CCGAGTTCGTGACCGATCCGCCCAGCCAGTTCAGCTTCTACCGCTGGAGCCdCGCGGATT
　　E　E　V．T　D　P　P　S　Ω　F　S　F　Y　R　W　S　R　A　D　Y
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SP2Dプライマー

AC rAAIIGCXCG全TCXCCgA’呈CGG．GT’．TC2GCC．ILS2Z．199bA；：gSlliAl1i￥1SlgSi9．　．　9　．　．　C．’GC．TCS

AGGCCGACGACATCGCCACCCATCCGCCCGGCTTCTGGGACGTGTTCCAGAACAACTGCC

　　ADD工ATHPPGFWDVFgNNCLPstl

TGCAGACCGGCCTGGTCTGCAAGCCTTGATATGCCAGGGGCGGTTCGATCCGCCCCATTC

　　ΩTGLVCKP★
GTCCAGACTCTGCGCAAATCGCCAGGGCATACCAGCCCGTTAGCGTGTCTATCGATGCGC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　千

　　tp2プライマー

GCGTATCTCCCGAACCTGAGAGGCCGAGCCATGAATCAATCCGATGATCATTCCGGTGTG
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図27－3．トキソフラビン生合成遺伝子群の塩基配列（2401．3600）

tox　4遺伝子は2715から3449

短い矢印はORFの方向、長い矢印はプライマー部位、点線は制限酵素部位
SCは終止コドン、下線部はtOXt4遺伝子プロモーター
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AGCATCCGCACACGCATCAAGGTGCCGATTCGTCCGCGTTCGAGCGCGACGGCATTTGAA

。CCG。。。TGG，。ACC。。CAA，GG。。，T，GCG。。。CGCCGAA。。。A。。G，蟹。慮TCG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　　F　　G

GCAAGATCGGCGAGGCGCCGCTGGTGCGCCTGCATTCCGAGTGCCTGACGGGCGACGTGT

　　K工GEAPLVRLHSECLTGDVFTCGGCTCCGCGCGCTGCGACTGCGGCGAGCAGCTCGACGAGTCGATCGCGCTGTTCGGCG

　　GSARCDCGEΩLDES工ALFGEAGCGCGGCGGCATCCTGCTCTACCTGCGCCAGGAAGGGCGCGGCATCGGGCTCTACAACA

　　RGG工tLYLRΩEGRG工GLYNK　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pstl

AGCTCGACGCCTATCGCCTGCAGATCTCGCAGGGACTCGACACCTTCGCTGCCAATCGCG

　　LDAYRI」Ω工SΩGLDTFAANRACGCTC」AACTTCCCCGACGACCTGCGCGACtUTCCGCGTGGCGGCCCAGATGCTCAAGGCGC

　　LNFPDDLRDFRVAAΩMI」KALTCGGCGTCGGCGAGGTCTCGCTGGTCACCAACAACCCCGACAAGACCGCGCAACTGACCC

　『GVGEVSLVTNNPDKTAΩLTRGTCACGGCATCAAGGTGCGCCAGGTGAAGTCGACCGGCGTGTTCGCCAACAGCGTCAACT

　　HGIKVRΩVKSTGVFANSVNFTTGGTTATCTGcATGCGAAGGCGACCCAGCACCGGCATGCCATCAAGCTcAACGGAGAAA

　　GYLHAKATΩHRHAIKLNGEMTGCAATGATTGCCCATCGCAGCCCGATCAGCGGCATCGCCTCCACCGCGACCAGTACGTG
。。1。。二GCCGG。，ACG。＿C。GG。G。盤慮。。。G。G＿G。＿GCCG。。G

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　VGREDATAAG
GCGCGCGCGATGCACGATCATCTCGCCAACCAGGGCGCGTTCTCGCCGAACGGACCTACG

　　ARPARSSRΩPGRVLAERTYVTGGTGACTTCCTCGTCCGACTACACCGCGCGTCTCTGGACCGTGCCGAACCTGCGCCTGG

TCGCGGTGTTCGCCGACCAGGAGGACGACGTCGAGATGAGCGTGTTCCATCCGTCCAAGC

　　AVFADΩEDDVEMSVFHPSKPCGCTGGTGGCCACCGCTTCACGGGACCATCGCGTGCGCGTCTATGACTTCTCCGGCCGGC

　　LVATASRDHRVRVYDFSGRL，TGGTGCAGACCTTCGAGGGGCACACGGCCGACGTGAMCTCGGTCGAGTGGATGAGCGATG

　　VΩTEEGHTADVISVEWMSDACCGACGAGCTGGTCTCCTCGAGCGACGACGGCACCATCAAGCGCTGGTCACTTGCCACCG

　　DEI」VSSSDDGT工KRWSLATGGCGGCCTGGTCGGCGACATCGACCTGAACGGCATCGAAACCGACACCATCGTGATCGCCC

　　GILVGD工DLNG工ETDT工V工A’P
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図27－4．トキソフラビン生合成遺伝子群の塩基配列（3601－4740）

toxB遺伝子は3714から4208，　toxC遺伝子は4293から5894

短い矢印はORFの方向、長い矢印はプライマー部位、点線は制限酵素部位
★は終止コドン
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CGGACAGCCGCATCTTCGCCGGCAACGACGAAGGCGAGATCATCATGATCGACGGCGATC

　　DSR工FAGNDEGE工IM工DGDR　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tb4プライマー

GG_GC含CC余CC呈TC一艶G豊GG呈TG＄TG呈TGgACきGC豊GG豊

GCGGCCTGCTGGTGTCGCTCTCCTACGACCGCACCATGCGGCTGTGGAAGGTCGGCGAGG

GCGTGCCCGAGGCCAGCGGCAGCACACAGTTGCCGCCCGAGGTATGGCCGCGTTCCTGCT

　　VPEASGSTΩLPPEVWPRSCSCGTTCGAGGGCGACGACC為CATCGTGTTCTCGACCTTCCA田TCCACCTACCGCCGCTACA．

　　FEGDDH工VFSTFHSTYRRYNACTGGAAGCTCTCGCGCTGGGACACCAGAGAGATCGCGCCGACCCACGGTGCCAACGCGG

　　WK工8SRWDTRE工APTHGAN．AACGATCGCGATCGACGGCAAGGTCTGGACCGTCGGCGATGCTGGCGTGGTGCGCGTGGACG

　　エA．．エDGKVWTVGDAGVVRVDG
GCGTGGAGCATGCG」AACACGCACAGCCTCTGCAACTTCCTCACGGTGGCGGGCGACGTGG

　　VEHANT．HSLCNELT．VAGDVVTGCTCACCGGCGGCCAGCTCGGCAA、GGTGTTCGATGCGCGCAACGGGCGCGAGCTCTACC

　　LTGGΩLGKVFDARNGRELYΩAGCATCGCTCGCCGCTCAACTGCGCGGCCAGCTTCGAGCACGAGGGCGTGACGCATGCGA

　　HRSPLNCAASFEHEGVTHA工TCGTCGGCGCCTATACCGGCGAGGGCATCGTGCTGCGCATCGAGGGCGAC」瓶GGTGCGCC

　　VGAYT．GEG工VLR工EGDKVRHACGTGCGCGACCTGCCGCTGCATCCGAATGCGGTGAAGGGCGTGGCGCGCTCGGGCGACC

TGCTGTTCTCGGTGGCGGCCGATGCCTCGGCCACCTGGGTGCGCTGCTCGACGCTGGAGA

　　LFSVAADASATWVRCSTLE工TCGTCGCCACGCTGCCCGATGCGCACGACAAGATCGCCAACGGCTGCGCCGGTCTCGGCG

　　VATLPDAHDK工ANGCAGLGEAGGGCTACTTCGCCTCGATCAGCCGCGATCTCAAGCTGCGGATCTGGTCGCCCGACCAGC

　　GYFAS工SRDI」KLR工WSPDΩΩAGGTCGAATCGATCGACACGCCGCATACGCATTCGATCAAGTGCGTGAGTGCGAGCGGCG

　　VES工DTPHTHS工KCVSASGD　　　　　　　　　　　　　　tb3プライマ・一一一

AT､GC旦G畢一CきGG雲GC与TG宝CG全TC婁ACきGC霊GC等TCg

AGCGGCGCTGGAGCTTCGATGCGCGCGTGAGCACGGCGGGCGTGTCCTCGCTGAGCTTCG

ATCCGCTGTCGGGGCATTTCCTCGCCAGCTCCTACGACGGCCAGGTTTACCGCGTGCCGG

　　PL「SGHFLASSYDGΩVYRVPACGATCCCGCGCTGAAGCCGGTCCGGCCGGCGGCTGCCGGCCGGACTTTCGTTCAAGCGCG
　　工　　P　　・R　　★
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5図27－5．トキソフラビン生合成遺伝子群の塩基配列（4741－5940）

短い矢印はORFの方向、長い矢印はプライマー部位、点線は制限酵素部位
deは終止コドン

83



CGACGGCTGACTGCGCGCGATTTGCCCATCCGATCCTGCAATCGACTGCTACCGATCATG

ACCATCAAGTTGGCTGACAATCCGAACCGCCTCACCGATCGCGAGGCAATGGGCCTGCCC

GAAACCTTCGTCGCGCGCACGCCGTCCGCGCTGCTGGCCGGCCACGAGGACCTGCTCGGC

GCCGGCGCGCCGTGCCTGGGTCGAAATCGCCGAGGATCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

　　　　　　　　　　Ba〃tHI

GCGTTCTAACGGA『℃C

6000

6060

6120

6180

6196

L、

図27－6．トキソフラビン生合成遺伝子群の塩基配列

点線は制限酵素部位

（5941－6196）
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ところ、toxB遺伝子は様々な微生物のリボフラビン生合成に用いられるGTP

シクロハイドロラーゼIIと高い相同性を示した（表7）。またtoxC遺伝子は

シアノバクテリアのW－Dリピートタンパク質と僅かながら相同性を示した

（表8）。

　一方、toxt4遺伝子の上流領域には、3つのORF（ORF　1，2，3）の存在が認

められた。ORF1は、図27－1，－2に示すように、∫αMと同方向で900　bpから

なり、tox　t4遺伝子の開始コドンより約600　bp上流の、塩基番号1228から2127

に位置した。ORF2は、図27－1に示すように、　tox　，4と逆方向の618　bpからな

り、ORF1開始コドンより94　bp上流の、塩基番号515から1132に位置した。

ORF3は、’o蝦と逆方向の不完全長のORFで、　ORF2の終止コドンから一1塩

基の位置に存在した。ORF1およびORF2、の推定アミノ酸配列における相同

性を検索したところ、ORF1はLysRファミリーの転写活性因子と高い相同

性を示した（表g）。このORF1をtoxRと命名した。そこで、代表的なLysR

ファミリーのRhizobium　leguminosaru〃ZのIVodD、　Pseudomonas　putidaのNahR

およびMexTに対してtoxR遺伝子の推定アミノ酸配列でアライメントを行っ

たところ、遺伝子全体では約15％程度の相同性を示し、各配列ともN末端

側が比較的高く保存されており、他と同様にDNA結合モチーフであるヘリ

ックスターンヘリックスモチーフが存在したことから、ToxRタンパク質は

LysRファミリーに属することが示唆された（図28）。

　また、ORF2（oが2）は、機能未知の数種の細菌のタンパク質と相同性を示

した（表10）。これらの遺伝子は、各菌におけるtoxR遺伝子の相同性遺伝子

に対して逆向きに存在し、かつ隣接または重複していることが明らかと

85



OQ
ﾐ

表7．‘oκB遺伝子と各微生物のGTPシクロハイドロラーゼII遺伝子とのアミノ酸レベルに一おける相同性

微生物 遺伝子 相同性（％） Accession　No． 参考文献

IdentijシSimilarity

　　　　　　　　　　　　　　㌧V泌r∫oo乃01θrαθ 62　　　75
NP　230908　　一 Heidelberg　et　al．，2000

3舵μo御ツcε3coθ1’colo7 61　　　73
NP　626921　　一 Bentley　et　al．，2002

sαvθηη1”1’5 r’わ！望4 61　　　72
NP　821720　　一 Omura　et　al．，2001

碗わ7∫OPα7α勿θ配o卯∫c〃5 59　　　75
NP　798300　　一 Nasu　et　al．，2000

昂0’06α6彪吻〃21θ’09ηα砺 r∫狙 59　　　72 AAK83295 Lee　et　al．，1994

Pp乃o解1zo7επη2　　　　　　　　　　　　　　」 ア’わ翅 59　　　71 P51618 Lin　et　al．，2001

　　　　　　　　　　　　　　
bOX∫θ1Zαわ〃7〃θ”∫ 7’わ且 55　　　67

NP　819677　　一 Seshadri　et　al．，2003

C乃10πザθκ〃5α〃7αη’∫α0〃5 55　　　67
ZP　OOOl7753　　一

Clo5か’4劾肌ρθ7プ7’η9θη5 ア∫わ凶 54　　　66
NP　561484　　一 Shimizu　et　al．，2002

5〃ξμOCOCO〃5ρηθ〃吻0η∫αθ r’耐 52　　　66
NP　357756　　一 Hoskins　et　al．，2001



表8．toxC遺伝子とアミノ酸レベルで相同性を示したタンパク質

◎◎

タンパク質 微生物 相同性（％） Accession　No． 参考文献

Identify　Similarity

hypothetical　protein

uゾD－40repeat　protein

vD40　repeat

vD－40　repeat　protein

乃∫0乃0漉5〃2’〃〃2εリノ疏70θ〃〃2

Dハb5’oo卿．

nb5’00P〃ηC’荻）γ〃7θ

yわθ7〃20ミγηθc乃ocoocπ5θ10η9α’〃5

25　　　　45

Q5　　　　41

Q4　　　　43

Q4　　　　42

ZP　OOO73380　　－

mP　486164　　－

yP　OOllO163　　－

mP＿681279

　　　　　　　　　　　》

janeko　et　al．，200



○◎

掾

表9．tOXi？遺伝子とアミノ酸レベルで相同性を示したタンパク質

タンパク質 微生物 相同性（％） Accession　No． 参考文献

IdenttF　Sin廿lari

LysR伽皿y　t旧nscrip丘ona1剛aωr 必θ掘o〃20ηαgμ4勲KT2440 47　　　64
NP　745744　一 Nelson　et　a1。2002

t㎜cdp“ona1剛ator 勘競0η‘α〃3θ如Z〃伽傭 49　　　63
ZP　OOO25573　一

t㎜scdpdona1㎎ul…加r 必副oη20鷹ガ㎜孤oθ砺P⑩一1 47　　　60
ZP　OOO84896　一

㎞scdpdonal　1卿1ator ぬな友）〃紛〃2θ如〃該伽o砺 43　　　58
ZP　OOO25157　一

probable廿anscdpdona1］卿la敏）r P∫θ掘o〃20ηα∫αθ7麗9功05αPAOl 37　　　53
NP　252011　一 Sωver　et　a1。2000

廿ansc！iptional　regulator Pαげ㍑9∫η05αPAl4 37　　　53
ZP　OOI36688　一

t㎜cdptional脚lator 勘αlb加o勿Ψ加（70漉5 43　　　55
ZP　OOOO7249　一

㎞nscdφonal　Iegul翫or　Me】σ Pρ〃㈱KT2440 33　　　47
NP　744970　一 Kohler　et　al，1999

T喀Spmtein P、ρ〃肋 33　　　47 CAD59442 Duque就組，2001

puta虹ve　LysR－type　regμlator ε加（男所セ0わゴ〃吻〃7θ弼oが 36　　　51
NP　435433　一 B㎜e虻et　al，2001

G曲bロtet　aL，2001



NodD
ToxR
NahR
MexT

NodD
丁oxR
NahR
MexT

NodD
ToxR
NahR
MexT

NodD

τoxR
NahR
MexT

NodD
ToxR
NahR
MexT

NodD
ToxR
NahR
MexT

NodD
ToxR
NahR
MexT

　　　　10　　　　　　　　　2②　　　　　　　　　3②　　　　　　　　　4②　　　　　　　　　5②

　　　　　　　　　　ヘリックスターンヘリックスモチーフ
　　　　6②　　　　　　　　　7②　　　　　　　　　S②　　　　　　　　　9②　　　　　　　　1②②

　　　11②　　　　　　　　12②　　　　　　　　13② 　　　14②　　　　　　15②
FELLHV灘DDP　　－DER繋Rl馨難DL

　　　　　騰麟騨懸SQ霧1蒙REA

工STvl叢DSSMS
醗難R麟難YLL　　藤PNL難A壕薫難1

　　　16②　　　　　　　　17②　　　　　　　　18⑦　　　　　　　　19②　　　　　　　　2②②

　　　21②　　　　　　　　22②　　　　　　　　23②　　　　　　　　24②　　　　　　　　25②

　　　26②　　　　　　　　27②　　　　　　　　28②　　　　　　　　29②　　　　　　　　3②0

　　　31②　　　　　32②

1驚1講SQ‘PRATQ　sw
LF難D－一一一一一

一一
ﾞIMFIGDF鱒　　S－一一一一一一一一　　一L

図28．ToxR推定タンパク質とLysRファミリータンパク質との相同性

NodD：Rhizobium　teguminosarum，　NahRおよびMexT：Pseudo〃ionas　putida

網掛け部位はアミノ酸配列の一致
図中の四角はヘリックス・ターン・ヘリックスモチーフ
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表10．orLt2遺伝子と多種タンパク質遺伝子とのアミノ酸レベルにおける相同性

O
O

タンパク質 微生物名

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト@　　　　　　　　　　　　　　　，

相同性（％） Accession　No． 参考文献

Identi魯　Similarity

hypothe廿cal　protein

?凾垂盾狽??狽奄モ≠戟@protein

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
tncharacterized　protein

?凾垂盾狽??狽奄モ≠戟@protein

モ盾獅唐?窒魔?п@hypothetical　protein

浮紫qown　proteins

Rαな’0η’α〃2θ’α〃’4〃rα〃5

ｨ040δα0’θr5P乃ασ0∫4θ5・

o5θ〃40η10ηα5プZ〃orθ5cθη5　PfO－1

o．αθ㍑9ゴη05αPAOl

qp厩ぬKT2440
k∫5∫θr’α’ηη00πα

48　　　　　63

S3　　　　　58

R4　　　　　54

R9　　　　　51

S6　　　　　60

R8　　　　　66

ZP　OOO25577　　－

yP　OOOO7248　　一

yP　OOO84895　　－

mP　252010　　－

mP　745745　　－

mP　47051　　一

Stover　et　al．，2000

melson　et　al．，2002

flaser　et　al．，2001



なった（表11）。以上の結果から、図2gに示すように、∫o％1Uα組，　toxB，　toxC

遺伝子は、約4kb以内に隣接して存在し、遺伝子の転写の向きが同方向であ

ることから、この領域がトキソフラビン生合成遺伝子群であることが明らか

になった。

2．トキシフラビン生合成遺伝子の転写と温度制御

　トキソフラビンの生合成に関与する遺伝子、toxR，　toxxt，　toxB，　toxCが近傍に

隣接し、toxB，　toxC遺伝子には、プロモーター配列が見あたらないことから、

toxR，　tox，xl，　toxB，　toxC遺伝子が一つの転写単位で起きるものと考えられた。そ

こで、これら遺伝子が一つの単位で転写されているか否かを確かめるため、

mRNAについて調べた。イネもみ枯細菌病菌から抽出した全RNAを用いて、

toxC遺伝子上に設計されたtb3プライマーからの逆転写反応を行い、得られ

たcDNAを鋳型として、　toxR，　toxA，　toxC遺伝子をPCR増幅することによって

それら遺伝子の転写を調べた。その結果、tOXt4およびtoxC遺伝子については

cDNAの増幅が見られたものの、　toxR遺伝子については増幅が見られなかっ

た（図30）。これらのことから、航4遺伝子とtoxC遺伝子の転写は、同一の

プロモーターから開始されていることが示唆された。同時に、toxB遺伝子は

tox，・4とtoxC遺伝子の間に存在し、クラスターを形成していることから、to・Ot，

toxB，　toxC遺伝子は同一転写単位であることが考えられた。一方、　toxR遺伝

子はcDNAからの増幅が見られなかったことから、　toxR遺伝子は
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表11．toxRおよびorLt2遺伝子に相同性を示した遺伝子

O
P

微生物 各ゲノム上における遺伝子の位置（accession　n㎜ber）

∫oxRと相同性のある遺伝子 oヴ2と相同性のある遺伝子

RαZ3’oη’α襯θ砂11∫伽70η3

o∫θ〃∂b〃20ηα5μ”ぬ．

o卿oアθ50θη5

oαθr〃9∫η030

DR乃o∂bわαo∫θア卿加θ70漉5

comp．34433～35344（ZP＿00025573）

S100123～4101052（NP＿745744）

P7589～18581（ZP＿00084895）

R723533～3724447（NP＿252010）

T508～6608（ZP＿00007248）

35343～36008（ZP＿00025574）

モ盾高吹D4101053～4101583（Np＿745745）

モ盾高吹D17102～17737（ZP＿00084896）

モ盾高吹D3722989～3723444（NP＿252011）

モ盾高吹D5136～5978（ZP＿00007249）

comp．は相補鎖を示す
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図29．トキソフラビン生合成遺伝子クラスターの概略図

四角の矢印はORFの方向、短い矢印はプライマーの方向
E：EcoRI，　B：BamHI，　P：」Pstl，　Sm：SmaI



1 2　　3　　4

＜一一一toxC

＜トー－tOX　，－4

図30．RT－PCRによるtoxR，　toxAおよuetoxC遺伝子の転写

toxR遺伝子増幅にはtp5およびtp6プライマー、　tox，4遺伝子増幅には

SPlDおよびSPIUプライマー、　toxC遺伝子増幅にはtb3およびtb4プ
ライマーを用いた

レーン1：マーカー

レーン2：toxR遺伝子

レーン3：toxel遺伝子
レーン4：　toxC遺伝子
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tOXt4，　B，　C遺伝子とは独立に転写される可能性が示唆された。

　また、本菌の毒素非産生条件である28℃培養条件下において、toxRおよ

び∫αd遺伝子の発現解析を行った。通常の37℃培養ではtoxRおよびto・u4

遺伝子共に発現が見られたが、28℃培養では両遺伝子共に発現が見られなか

ったことから、これらの遺伝子は何らかの温度制御を受けていることが示唆

された。

3．トキソフラビン生合成とリポフラビン生合成との関係

　トキソフラビン生合成は、ARPPまでリボフラビン生合成と同一経路で進

行し、GTPシクロハイドロラーゼIIをコードするtoxBおよびデアミナーゼ

をコードするtoxE遺伝子が関与すると考えられる。しかし、　tOX、4およびtoxC

遺伝子はリボフラビン生合成には関与しないにも関わらず、to・th遺伝子と

toxB遺伝子が同一単位で転写されることから、生体内に必要なリボフラビン

の生合成をtoxB遺伝子のみが担っていることは考え難い。そのため、　toxB遺

伝子とは別に、リボフラビン生合成に関わるribA遺伝子（GTPシクロハイド

ロラーゼIIアイソザイム）が存在することが考えられた。そこで、イネもみ

枯細菌病菌のゲノムを数種の制限酵素で切断し、toxB遺伝子をプローブとし

て、サザンハイブリダイゼーションを行い、toxB遺伝子のホモログ遺伝子の

存在を調べた。その結果、通常の68℃で洗浄した場合は、toxB内部に存在

するPstl　DNA断片以外では、1つのバンドが検出されたことから、　toxB遺
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遺伝子が1コピーであることが明らかとなった（図31－A）。しかし、48℃の

低い温度で洗浄した場合には、上記バンドを含む複数のバンドが検出された

ことから、toxB遺伝子のホモログ遺伝子が存在するものと考えられた（図

31－B）。また、イネもみ枯細菌病菌toxB遺伝子はE．　coli　ribA遺伝子とDNA

配列で41．6％の相同性を有しており（図32）、また部分的に相同性の高い部

分が見受けられたため、E．　coli・ribA遺伝子をプローブとして、低い洗浄温度

のハイブリダイゼーションでイネもみ枯細菌病菌のtoxB遺伝子もしくはribA

遺伝子の検出を行った。その結果、図31－Cに示すように、ポジティブバンド

のパターンは、toxB遺伝子ホモログと類似していたことから、　toxB遺伝子ホ

モログはイネもみ枯細菌病菌ribA遺伝子であることが推測された。これらの

ことから、トキソフラビン生合成経路におけるARPPまでの合成には、複数

の遺伝子が関与するものと考えられた。

4．toxR遺伝子破壊株の解析

　toxR遺伝子は、転写活性因子と高い相同性を有するため、この遺伝子がト

キソフラビン生合成の制御に関与しているか否かを調べた。イネもみ枯細菌

病菌野生株にtoxR遺伝子破壊用ベクターpMY411を導入し、　toxR遺伝子中に

Km耐性遺伝子が導入されたと推定されるKm耐性株の3株を得た（図33A）。

これら3株について、ゲノムDNAをEcoRIおよびPstlで切断し、　toxR遺伝

子の一部をプローブとしてサザンハイブリダイゼーションを行ったところ、
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図31．イネもみ枯細菌病菌ゲノムDNAにおけるtoxB遺伝子ホモログの検出

レーン1：EcoRI切断

レーン2：Pstl切断

レーン3：Hindlll切断

レーン4：　Sacl切断

左向きの矢印はtoxBのバンド、右向きの矢印はtoxBホモログのバンド
A：toxBをプローブとして、68°Cで洗浄した場合
B：　toxBをプローブとして、48°Cで洗浄した場合

C：Eco”渤∠をプローブとして、48°Cで洗浄した場合
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図32．イネもみ枯細菌病菌toxB遺伝子と大腸菌ribA遺伝子の相同性
網掛け部位は相同な塩基配列
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図33．toxR遺伝子破壊株MY411ゲノムのサザンハイブリダイゼーション

A：・toxR破壊株の作出方法

　短い矢印はプライマー、太いバーはプローブ部位

　E：・EcoRI，　P：・Pstl，　Km「：カナマイシン耐性遺伝子

B：toxR破壊MY411ゲノムのサザンハイブリダイゼーション
　プローブ：toxR遺伝子上のプライマーtp5とtp6間の増幅DNA断片
　レーン1，2，3，5，6，7：toxR破壊株、レーン4，8：野生株、

　レーン1－4：EcoRIで切断した場合、レーン5・・8：　Pstlで切断した場合
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3株全てにおいて破壊株として予想された長さのバンド（EcoRI切断では8．5

kbと5．5　kb、　Pstl切断では3．7　kbと3．O　kb）が検出された。これらのうちの

1つをtoxR遺伝子破壊株MY411と命名し、以降の実験に用いた（図33B）。

　破壊株MY411は、　King’s　B液体培地で野生株と同様の成長速度を示し、そ

の増殖能には影響を受けていないことが認められたので、本破壊株の病原性

について調べた。イネ実生苗に対する病原性は、野生株が2週間程度で腐敗

症状を示したのに対して、破壊株MY411では全く病徴を生じなかった（図

34）。またCaPG寒天培地上における毒素産生能について調べたところ、野生

株ではコロニーが蛍光黄色を示し、毒素産生の特徴を示したのに対して、破

壊株MY411ではコロニーが白色を呈し、毒素を産生しないことが認められ

た。さらに、King’s　B液体培地で培養した場合にも、破壊株MY411ではHPLC

の分析においてトキソフラビンのスポットが検出できなかった。これらのこ

とから、破壊株MY411では増殖能には影響を受けないが、病原性および毒

素産生能を欠損していることが明らかとなった。

　さらに、毒素生合成遺伝子であるtOXt4遺伝子について、そのmRNAの転

写をRT－PCRにより調べたところ、野生株ではcDNAの増幅が見られたのに

対して、破壊株MY411ではその増幅が起こらなかった（図35）。っまり、toxR

の破壊によりtox　t4遺伝子発現が抑制されることが認められた。

　以上の結果から、toxR遺伝子破壊株MY411では、　tOXttl遺伝子の転写抑制

により、トキソフラビン産生が起こらないため、病原性が喪失したと考えら

れた。
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A B C

図34．toxR遺伝子破壊株MY411のイネ実生に対する病原性

A：野生株、B：破壊株MY411、　C：水処理

写真は接種14日後に撮影
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1　　2　　3　　4　　5　　6

300bp→レ

図35．toxR遺伝子破壊株MY411におけるtoxA遺伝子の発現
レーン1：マーカー

レーン2：野生株ゲノム1）NA

レーン3：野生株RNA
レーン4：野生株RNA（逆転写酵素無し）

レーン5：MY411株RNA
レーン6：MY411株RNA（逆転写酵素無し）
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5．toxR遺伝子の転写活性因子としての役割

　ToxRの属するLysRファミリーは、制御する遺伝子の転写開始地点より一35

bpから一70　bpのT－N11－A配列に結合することが知られているが、　tox、4遺伝子

のプロモーター領域においても、二つのT－Nll－A配列が存在した。そこで、

この配列とPseudo〃zonas．　putidaのNahRの標的遺伝子nahA（accession

number：M11863）、　Azorhizobium　spp．のNodDの標的遺伝子no‘L4（accession

number：L18897），　E．　coliのOxyRの標的遺伝子oayS（accession　number：U87390）、

P．　aeruginosaのMexTの標的遺伝子〃zexE（accession　number：X99514）のそれぞ

れのT－Nll－A配列について比較した。その結果、図36に示すように各T－Nll－A

配列中に逆方向反復配列が見られ、nahAを除いてT－Nll－A－N8－T－Nll－Aモチー

フの存在が認められた。さらに、nahA、　oayS、およびtO」tt4遺伝子プロモータ

ーの一35配列を比較したところ、nah、4およびoaySでは二つ目のT・N11－Aモチ

ーフに隣接したのに対して、∫o岨では一つ目のT－Nll－Aモチーフに隣接して

いた。これらのことから、’αMの一つ目のT－Nll－AモチーフがToxRタンパ

ク質の結合部位となっていることが示唆された。

　そこで、この領域へのタンパク質結合能をゲルシフト法により確認した。

イネもみ枯細菌病菌の野生株を37℃の毒素産生条件と28℃の非産生条件

下で培養した菌体、およびtoxR遺伝子破壊株MY411の37℃培養菌体から

全タンパク質を抽出し、T－N、、－A領域を含む標識DNA断片を用いてゲルシフ

ト法を行った。その結果、図37に示すように、毒素産出時の野生株では、他

の菌体におけるバンドとは異なる位置に新たなバンドが検出された。このバ

ンドは、野生株を毒素非産生条件下で培養した菌体および破壊株MY411
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図36．】LysRファミリータンパク質の推定結合領域

tox，4：イネもみ枯細菌病菌tox，4遺伝子の開始コドンから199　bp上流の配列

nahA：Rputida　nahA遺伝子の開始コドンから50　bp上流の配列
nOtL4：Azorhizobium　spp．のnodil遺伝子の開始コドンから91　bp上流の配列

oayS：大腸菌のoxyS転写開始点より27　bp上流の配列
mexE：R　aeruginosaの〃iexE遺伝子の開始コドンから56　bp上流の配列
kはT－Nn－Aモチーフ、二重線はそれぞれの遺伝子のプロモーター－35配列

矢印はT－Nn－A内に見出された逆方向反復配列



DNA一タンパク質一→〉
複合体

フリー－DNA－一レ

1 2 3

図37．ゲルシフト法によるDNA一タンパク質複合体の検出

レーン1：野生株
レーン2：野生株（28°C）

レーン3：toxR遺伝子破壊株MY411株

105



の菌体では検出されないことから、タンパク質一DNA複合体であると推測さ

れた。
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考察

・本章の研究では、トキソフラビン生合成遺伝子として既知の∫αM遺伝子下流

にtoxBおよびtoxCという二つの生合成遺伝子が存在することが確認された。

これら3種の遺伝子は非常に近傍に位置しており、一つの転写単位であったこ

とから、クラスターを成していることが明らかとなった。毒素生合成遺伝子が

このようなクラスターを成すことは他の細菌においても多くの報告がある。細

菌にとって、毒素産生のような目的の場合には、遺伝子がクラスターを形成す

ることが毒素生合成を制御する上で容易であるという利点がある。

　トキソフラビン生合成については、これまでの研究により、トキソフラビン

のアゾプテリジン環のピリミド部位はプリンに由来し、トリアジン部位はグリ

シンのアミノメチル基から、またN一メチル基はメチオニンに由来することが明

らかとなっており、このことからリボフラビン生合成と同様のステップを経る

と考えられている（Richter　et　al．，1993；Levenberg　and　Sander，1966；福島，1975；

Bacher　et　al．，1gg6；Richter　et　al．，1gg7）。本研究で単離された生合成遺伝子のtoxB

遺伝子は、リボフラビン生合成酵素の一つであるGTPシクロハイドロラーゼII

と顕著な相同性を示した。また、to・diはメチルトランスフェラーゼをコードす

ることから考えて、GTPシクロハイドロラーゼIIによってGTPの開環が起こ

り、グリシンが抱合し、メチオニンからメチルトランスフェラーゼによってメ

チル基が付加され、トキソフラビンが合成されると考えられる。toxC遺伝子に

ついては、機能未知であるが、そのアミノ酸配列にW－Dリピート領域が見出さ

れた。このW－Dリピート領域は、原核生物のシアノバクテリアに属する、わず
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か3菌だけにしか見出されないことから、大変興味深い事実である。通常W．D

リピート構造をとるタンパク質は真核生物で多くの報告があり、細胞分裂や遺

伝子の転写、細胞膜上でのシグナル伝達に関連していることが知られている

（Garcia．Higuera　et　al．，1996）。その中にGTP結合タンパク質のβサブユニット

がW－Dリピート構造を形成しているという報告がある（Fong　et　al．，1986；Neer　et

al，1994；Sondek　et　al．，1996）。それ故、　toxC遺伝子はトキソフラビン生合成にお

いて非酵素的に働き、GTPへの結合に関与している可能性が考えられる。

　トキソフラビン生合成の最初のステップであるGTP開架反応は、リボフラビ

ン生合成と同一一wa素反応で起こると考えられるが、この反応がトキソフラビン

生合成のtoxB遺伝子のゴードする酵素で行われているのか、リボフラビン生合

成のGTPシクロハイドロラーゼIIも関与しているのかは非常に重要なことで

ある。トキソフラビン生合成酵素を薬剤ターゲットして考えた場合、もしGTP

開架反応が両酵素で進むと仮定すると、ToxB酵素の反応を薬剤で抑えても、リ

ボフラビン生合成のGTPシクロハイドロラーゼIIが存在すればトキソフラビ

ンの合成は起こることになる。リボフラビンは生物体にとって必要な物質であ

り、微生物は自身で合成できるこが知られている（Bacher　et　al．，1996）。細菌のリ

ボフラビン生合成遺伝子群は、ribA遺伝子を含むクラスターを形成しており

（Richter　et　al．，1993）、　toxB遺伝子の場合もトキソフラビン生合成遺伝子のクラ

スター内に存在し、しかもリボフラビン生合成に関与しないto・th遺伝子と同一

転写単位で発現される。従って、toxB遺伝子産物のみがGTPの開架反応を行っ

ていることは考え難い。そのため、イネもみ枯細菌病菌のリボフラビン生合成

遺伝子ribAの存在を調べることにした。一般に、グラム陰性菌はribA遺伝子
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を、グラム陽性菌は次のステップの脱アミノ反応活性を同時に有するribAB遺

伝子をもつことが知られている（Fassbinder　et　al．，2000）。そこで、グラム陰性菌

でイネもみ枯細菌病菌toxB遺伝子とDNA配列にて約40％の相同性をもつ大腸

菌ribA遺伝子DNAをプローブとして、穏和な条件でハイブリダイゼーション

を行ったところ、toxB遺伝子DNAをプローブとした場合と同一のパターンを

示した。この両プローブに対するポジティブDNAが、イネもみ枯細菌病菌の

ribA遺伝子DNAである可能性が示唆された。現在まで、イネもみ枯細菌病菌

のribA遺伝子およびその他のリボフラビン生合成遺伝子の単離には至ってい

ないが、GTP開架反応には、トキソフラビンおよびリボフラビン生合成の両酵

素が関与していると考えられる。

　トキソフラビン生合成遺伝子クラスターの上流には、LysRファミリーに相同

性の高いtoxR遺伝子が見出された。転写活性因子として報告のあるLysRタン

パク質の中では・R　putidaのMexT（Kohler　et　al．，1999）、　S．　pauci〃zobilisのLinR

（Miyauchi　et　al．，2000）等が比較的相同性が高かった。また、約15％の相同性

を示したNodD（Goethals　et　al．，1gg2）、　NahR（Schell，1986）においても、　N末

端では相同性が高く、特にヘリックス・ターン・ヘリックスモチーフが存在す

るN末端70残基においては、約40％の相同性を示した。LysRタンパク質は約

300アミノ酸からなる細菌の代表的な転写活性因子であり、標的遺伝子のプロ

モーター近傍へ結合してmRNAポリメラーゼの活性を補助すると考えられて

いる（Schell，1993；Henikoff　et　al．，1988）。　toxR遺伝子を破壊したMY411株では

毒素産生能を失っており、またtOJt，・1遺伝子の発現が抑えられていたことから、

toxR遺伝子の毒素生合成遺伝子への関与が認められた。さらに、　tox　t4遺伝子プ
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ロモーターのすぐ上流にはLysRタンパク質のターゲット配列であるT・N11－Aモ

チーフが見出された。通常、LysRタンパク質は二量体となってT－Nll－Aモチー

フへ結合するが、E．　coliのOxyR（Michael　et　al．，1989）では隣接する2つの

T－Nll－A配列（Gonzalez－Flecha　and　Demple，1999）へ四量体を形成して結合する

ものと考えられている（Zheng　et　al．，1998；Zaim　and　Kierzek，2003）。翫伽伽〃z　sp．

のNodDにおいても、結合モチーフであるNodボックスは

NYA工CCAYNNYRYRG△TGNNNNYNATCNAAACAArCG△TrrrA（下線部が

T－Nli－A配列）からなり、やはり四量体で結合する（Zheng　et　al．，1998；Goethals　et

al．，1992）。　toxt4プロモーターにおいても二つのT－Nll－A配列が存在したが、片

方のT・N11－A配列はプロモーターの一35配列と重なっているため実際には働かな

い可能性が高いと思われる。もう一つのT－Nll－Aを含む配列には，　LysRファミ

リーにおいても多数報告がある6塩基のパリンドローム構造を有し（Schell，

1993；Michel，1994；Dhandayuthapani　et　al．，1997）、この部位へのToxRタンパク質

の結合が考えられる。これは、毒素産生時のタンパク質においてのみ結合性が

認められたこと、またtoxR遺伝子が破壊されたMY411株では結合性が無かっ

たことなどから、ToxRタンパク質がこの領域に結合し、転写の活性化を行って

いることが考えられる。

　LysRタンパク質の多くは、標的遺伝子と逆向きに隣接して、そのターゲット

配列T－Nll－Aを重複することで、自身の転写も同時に活性化する自動制御機構

を備えている（Schell，1986）。イネもみ枯細菌病菌のtoxR遺伝子はtox　，4遺伝子

と転写方向が同一であり、toxR遺伝子上流にはT－Nll－A配列が存在しないこと

から、R　putidaのMexT（Kohler　et　al．，1999；Poole，2001）と同様に、自動制御機
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構をもっていないと考えられる。また近年、LysRタンパク質の活性化および誘

導機構が明らかになりつつある。例えば、活性酸素の除去遺伝子を活性化させ

るE、・coliのOxyRは通常還元型であり、除去遺伝子のプロモーター近傍へ結合

しているが、細胞内の活性酸素濃度の上昇によって酸化型に変化し、RNAポリ

メラーゼのプロモーター領域への結合を促進する（Miche1・et・al．，1994；Kullik　et

al．，1995）。　Rhizobiu〃z　sp．のNodDの結合性は、植物由来のフェノール性化合物

によって促進されることが知られている（Mclver　et　al．，1989）。また、　LysRファ

ミリーの中で、唯一病原性に関与するRalstonia・solanacearu〃ZのphcAは、自身

の細胞外成分の脂肪酸によって誘導されるTwo－component　systemを通してphcA

を誘導し、そのPhcAタンパク質がUρsRを誘導し、最終的に病原性に関与する

細胞外多糖生合成遺伝子を誘導する（Hua皿g　et　al．，1995；Flavier　et　al．，1997；

Huang　et　al．，1998）。イネもみ枯細菌病菌では、このようなシグナル物質や制御

系は見つかっていないが、28℃培養条件下ではtoxR遺伝子の発現が見られなか

ったことから、何らかの温度制御因子がtoxR遺伝子の発現を制御していること

が考えられる。

　本研究では、ToxRタンパク質の大量発現を大腸菌で試みたが、封入体を形成

してしまったため、精製には至らなかった。しかし、他のLysRタンパク質で

あるRalstonia　eutrophaのfdsRやR　putidaのsalRのように大腸菌での大量発現

に成功した例（Oh　and　Bowien，1999；Sato　et　al．，2001）、Micobacterium　leρraeの

OWyRのように封入体からリフォールディングを成功させた例（Dhandayuthapani

et　al．，1997）から見て、最適なベクターあるいはカラム精製条件によっては解決

される可能性もあると考えられる。
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　なお、toxR遺伝子上流に見出されたαプ2は機能未知のタンパク質と相同性を

示したが、トキソフラビン産出との関連性は不明である。ただし、αプ2遺伝子

と相同性の高い5つの細菌の遺伝子が、toxRと相同性の高い遺伝子に隣接して

存在することは興味深い事実である。
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総合考察

　イネもみ枯細菌病菌によって引き起こされるイネ苗腐敗症は、主に箱育苗

においてその伝染が拡大するため、一度発生すると大きな被害をもたらす。

また本病の農薬による防除は、細菌の増殖が早いため、あまり効果が上がら

ないうえ、耐性菌の出現も招きかねない。本病原菌については、その病原性

が非常に不安定であることからあまり研究が進んでおらず、その伝染環や感

染様式など不明な点が多い。

　イネもみ枯細菌病菌の病原性因子を解明するために作出された病原性欠

損変異株No．19では、　bgpl遺伝子の下流に本来存在するはずのIS　1417が欠

落しており、代わりにその部位にトランスポゾンTn4431が挿入されている

ことが確認された。変異株No．19は、ゲノムDNA中に1コピーのTn4431

を有すること、IS　1417とその周辺遺伝子を含む野生株ゲノム断片によって毒

素産生能が相補されること、およびIS1417復帰株No．1gRにおいて毒素産生

能が回復したことなどから、Tn4431による変異は、　IS1417を含む相補断片内

においてのみ起こっているものと考えられる。さらに、これらのことは

IS　1417が毒素産生能に関与していることを強く示唆している。　IS因子などの

可動遺伝子が病原性に関与する報告例はあまり知られていないが、以前より、

本菌の病原性は非常に不安定であることが知られており、実際に本菌を数回

継代しただけで、容易に病原性を失活した変異株が得られることから、この

不安定さの要因が、IS　1417に起因していると考えられる。

　変異株No．19においては、　bgpl遺伝子の発現が抑制されていたことから、
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bgp1遺伝子発現とIS　1417に関係があると考えられる。　IS　1417とbgp1遺伝子

は、約500bpのスペーサーを挟み向き合って存在しており、またIS1417のト

ランスポザーゼ遺伝子はbgp1遺伝子発現に関係しなかった。これらのことか

ら、IS　1417がbgp1遺伝子のターミネーターの様な働きを行い、制御してい

ることが考えられる。確かに、IS　1417上には、ターミネーター様配列が見ら

れたが、この配列が実際に機能しているか否かは分からなかった。

　bgPl遺伝子破壊株MY403においては、変異株No．19と同様の性質を示し

たことから、変異株No．19の毒素非産生能はbgpl遺伝子抑制と関係してい

ることが確認さ紅た。また、変異株No．19および破壊株MY403はトキソフ

ラビンに感受性であることから、bgp1遺伝子がトキソフラビンの耐性機構に

関連していると考えられる。これらのことから、トキソフラビンの生合成と

耐性機構が密接に連動していることが推測される。

　一方、トキソフラビン生合成遺伝子の解明では、生合成遺伝子tOXt4，　toxB，

toxCおよび制御遺伝子toxRについて解析を行い、　tox，4，　toxBおよびtoxCがク

ラスターを成し、ポリシストロニックに転写されることが明らかとなった。

通常、病原性に関わる遺伝子の多くは、クラスターを形成していることが多

い。これはその病原菌において、病原性を制御しやすいためであると考えら

れる。また、植物病原菌の進化の過程上、病原性を獲得する場合に、遺伝子

が集約している方が有利であることが考えられる。本菌においては、リボフ

ラビン生合成遺伝子と共通しているのは、toxBおよびtoxE遺伝子であるが、

その間にシアノバクテリアにのみ相同性あるtoxC遺伝子が存在することは

興味深い。また、toxRとαプ2は他の菌においても近隣に位置しているものの、
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それぞれのゲノムにおいて、リボフラビン生合成遺伝子とは離れた位置に存

在している。これらのことから、トキソフラビン生合成クラスターは独自に

進化してきたことが考えられる。

　それぞれの遺伝子相同性から、トキソフラビン生合成経路が推測され、途

中まではリボフラビン生合成と同一の経路を経ることが考えられた。また、

生合成開始反応であるGTP開架を担うtoxB遺伝子については、ホモログ遺

伝子の存在が示唆されたため、リボフラビンと分岐するまでは、複数の酵素

によって進行することが考えられる。

　また、トキソフラビン生合成の制御遺伝子toxRは、転写活性因子である

LysRファミリーと相同性の高い遺伝子を見出した。　toxR遺伝子の破壊株

MY411では、野生株と比べて、生育上の変化は認められなかったものの、ト

キソフラビン産生能および病原性が失われた。さらに、破壊株My4ii　’6は、

tOX，4遺伝子の発現が抑制されていたことから、toxR遺伝子がtOX，4遺伝子の活

性化に関与することが考えられた。また、LysRファミリーの標的DNAであ

るT－N、、－A配列が、クラスターの最上流に位置するto・th遺伝子プロモーター

上に存在したこと、クラスター遺伝子はポリシストロニックに転写されるこ

とを考えると、toxR遺伝子がトキソフラビン生合成全体の制御を支配してい

ることが推測される。同時に、本菌の病原性において、toxRが必須の制御遺

伝子であると考えられる。これらのことから、ToxRタンパク質は本菌の防除

薬剤のターゲットとして最適であるといえる。

　LysRファミリータンパク質は、原核生物において主要な転写活性因子であ

るものの、これまで植物病原菌の病原性と関与が知られているのは、Ralstonia
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solanacearu〃1のphc71遺伝子のみである。このphcA遺伝子は、自身の二次代

謝産物を認識するTwo－component　systemによって制御されていることが明ら

かとなっているが（Flavier　et　al．，1997）、イネもみ枯細菌病菌においては、こ

のような機構はまだ知られていない。いくつかのLysRファミリーにも、自

身を活性化させるシグナル物質の存在が知られていることから、本菌におい

ても、toxR遺伝子を直接的、あるいは間接的に制御する因子が存在すること

が考えられる。

　植物病原毒素のいくつかは、温度によって制御されることが知られている。

例えば、P．　syringae　pv．　phaseolicolaの毒素ファゼオロトキシン（Jackson，　et　al．，

1999）、およびP．　syringae　pv．　atropurpureaの毒素コロナチンは、16℃の低温

でのみ産出される（Bender　et　al．，1999b）。これらの詳細なメカニズムは、ま

だ明らかとされていないが、その菌において、16℃前後の季節に病原性を発

揮することが有利になるためだと考えられている。イネもみ枯細菌病菌にお

いては、32℃から37℃の温度でのみトキソフラビンが産生されることから、

上記の毒素ほど厳密ではないが、なんらかの温度制御機構が存在していると

考えられる。実際に、28℃の培養条件下においては、toxR遺伝子の発現が

見られなかったことから、このtoxR遺伝子の制御遺伝子が、温度の認識機構

と関連していることが考えられる。本菌におけるtoxR遺伝子発現に達するま

での経路は、まだ不明であるが、今後ゲノム解析等により明らかにされるこ

とが期待される。
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要旨

　イネもみ枯細菌病菌Burkholderia　glumaeは、わが国におけるイネの重要病

害であるイネもみ枯細菌病を引き起こす病原細菌である。本病原細菌は、1

976年にイネのもみを蒼白色に枯死させる原因菌として初めて同定された。

その後、本病原細菌がイネにおける苗腐敗症に関係していることが明らかと

なり、イネの苗腐敗症およびもみ枯症の原因細菌として注目されるようにな

った。イネもみ枯細菌病は全国的に発生するが、とくにイネ苗腐敗症は近年

の機械化移植にともなう箱育苗において多発し、大きな問題となっている。

また、本病原細菌の病原性に関しては、病原性欠損変異株およびその回復株

の研究により、本菌の産生する毒素トキソフラビンが病徴の発現と深く関与

していることが明らかになっている。また、トキソフラビン生合成について

は数種類の生合成遺伝子が単離・同定されているが、これらの具体的な機能

および制御機構については明らかになっていない。

　そこで、本研究ではイネもみ枯細菌病菌の病原性を解明することを目的と

して、第1章ではトランスポゾン導入による病原性欠損変異株、およびその

病原性欠損変異株への野生株ゲノムライブラリーの導入による病原性回復株

を用いた病原性関連遺伝子の解析、第2章では毒素トキソフラビン生合成系

に関与する遺伝子およびその制御機構の解析を行った。
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第1章　イネもみ枯細菌病菌の病原性欠損変異株の作出と解析

　イネもみ枯細菌病菌ヘトランスポゾンTn4431を導入・作出した病原性お

よび毒素産生能の欠損変異株No．19（病原性欠損変異株No．1gと呼ぶ）、お

よびこの変異株No．19の病原性を回復した野生株ゲノムライブラリーのコス

ミドpNP147について解析を行った。

　病原性欠損変異株No．19におけるトランスポゾン挿入部位のゲノム解析で

は、まずトランスポゾンをプローブとしたサザンハイブリダイゼーションに

よりTn4431を含むゲノムDNA断片を取得し、次いでこのDNA断片をプロ

ーブとしたサザンハイブリダイゼーションにより、コスミドpNP147中の約

25kb　DNA挿入断片についてサブクローニングを行い、ポジティブバンドを

示した約2．6kb　DNA断片を得た。このDNA断片の塩基配列の決定により、

両末端に逆方向反復配列および内部にトランスポザーゼ遺伝子を有する転移

因子IS1417が存在することが明らかになった。

　次いで、病原性欠損変異株No．19におけるTn4431挿入部位周辺のDNA解

析およびコスミドpNP147の約25　kb挿入断片について解析し、病原性欠損

変異株No．19ではTn4431挿入領域に、およびpNP147の約25　kb挿入断片

ではIS　1417下流に、それぞれ機能未知のbgpl遺伝子が存在することが明ら

かになった。さらに、病原性欠損変異株No．1gでは本来挿入されているはず

のIS　1417が欠落し、その位置より78　bp上流にTn4431が存在すること、ま

た野生株ゲノムのIS　1417をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション

により、イネもみ枯細菌病菌に存在する約8コピーのIS　1417の中で、　bgp1
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遺伝子に隣接するIS1417のみが病原性欠損変異株No・19で欠落しているこ

とが明らかになった。これらの結果から、病原性欠損変異株No．1gでは

Tn4431がbgρ1遺伝子下流へ挿入された際にIS1417が他の場所へ排除された

ものと考えられた。しかし、転移因子IS1417が直接病原性遺伝子の発現と関

係していることは考え難いので、隣接するbgρ1遺伝子の発現について調べた

ところ、野生株ではbgp1遺伝子の転写が認められたのに対し、病原性欠損変

異株No．19ではその転写が認められなかったことから、bgρ1遺伝子の発現に

は、IS1417が何らかの関与をしているが明らかになった。

　変異株No．19のトランスポゾンTn4431を除去した毒素産生能復帰株No．

19Rのゲノム解析では、　Tn4431が欠落し、その位置へ再度IS1417が挿入さ

れていたことから、bgp1遺伝子の発現が復帰されたものと考えられた。また、

bgp1遺伝子破壊株MY403では毒素産生能を欠失し、病原性欠損変異株No．19

と同様の性質を示したことから、毒素産生にはIS1417の存在によるbgp1遺

伝子の発現が必須であることが明らかになった。一方、IS1417トランスポザ

ーゼ遺伝子破壊株MY402では毒素産生能が影響を受けなったことから、

bgp1遺伝子の発現にはIS1417の存在が必須であるが、　IS1417に内在するト

ランスポザーゼ遺伝子自体はその発現に関与しないことが明らかになった。

従って、IS1417の有する何らかの塩基配列あるいは立体構造がbgρ1遺伝子

の発現に重要であると考えられた。

　さらに、病原性欠損変異株No．19ならびにbgpl遺伝子破壊株MY403のト

キソフラビン耐性試験では、両変異株ともにトキソフラビンに感受性を示し
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たことから、bgp1遺伝子がトキソフラビンの耐性機構に関与することが明ら

かになった。すなわち、病原性欠損変異株No．19およびbgp1遺伝子破壊株

MY403ではbgp1遺伝子が関与する毒素耐性機構とトキソフラビン生合成機

構が密接に連動しているため、毒素産生が阻害されるものと考えられた。

　以上の結果から、イネもみ枯細菌病菌の毒素トキソフラビンの産生には、

毒素耐性に関与するbgp1遺伝子の発現が必須であり、このbgρ1遺伝子の発

現にはその下流に存在する転移因子IS　1417の有する特異的塩基配列が重要

な役割を果たしていることが明らかになった。さらに、このような転移因子

による病原性の制御が本病原細菌の病原性における不安定要因の一つである

とも考えられる。なお、植物病原菌において病原性が転移因子により正の制

御を受けている例はほとんど見出されておらず、学問的には大変興味深い事

実であるといえる。

第II章　トキソフラビン生合成遺伝子系の解析

　トキソフラビン生合成遺伝子に関しては、メチル基転移酵素をコードする

toxA遺伝子、　GTPシクロハイドロラーゼIIをコードするtoxB遺伝子、　W－D

リピート配列を有するtoxC遺伝子、およびデアミナーゼをコードするtoxE

遺伝子が遺伝子クラスターとして存在することが示唆されている。しかし、

これら生合成遺伝子の発現制御については全く明らかにされていない。この
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ことから、トキソフラビン生合成遺伝子の制御機構を解明することを目的に

研究を行った。

　まず、tOXt4遺伝子の周辺DNA領域を取得し、制御遺伝子の探索および、

生合成遺伝子の解析を行った。その結果、toxA遺伝子の下流約2kb以内には

toxA遺伝子と同方向にtoxB遺伝子およびtoxC遺伝子が存在することが認め

られた。一方、toxA遺伝子の上流には新規の遺伝子（toxRと命名）が存在す

ることが発見された。これら遺伝子の転写をRT－PCRにより調べたところ、

toxRを除いて∫o班、　toxBおよびtoxC遺伝子は同一のmRNAとして転写さ

れることが明らとなった。また、toxBおよびtoxC遺伝子にはプロモーター配

列が存在しないことから、これら遺伝子はtoxA遺伝子プロモーターから転写

されるものと考えられた。

　次いで、toxA遺伝子の上流に新たに発見されたtoxR遺伝子のデータベース

解析から、転写活性化因子であるLysRファミリータンパク質と高い相同性

を有し、その推定アミノ酸配列のN末端にはDNA結合モチーフであるヘリ

ックス・ターン・ヘリックスモチーフが存在することが明らかになった。ま

た、toxR遺伝子がトキソフラビン生合成に関与するか否かについて、相同組

換え法によりtoxR遺伝子破壊株MY411を作出して調べたところ、破壊株

MY411では病原性およびトキソフラビン産生能の欠失とともに、toxA遺伝子

の発現が抑えられていることが認められた。つまり、toxR遺伝子はトキソフ

ラビン生合成遺伝子群の発現に重要な役割を果たしていることが明らかにな

った。
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　さらに、toxA遺伝子プロモーター領域のDNA解析により、この領域が他

のLysRファミリーの標的領域と高い相同性を示すとともに、　LysRファミリ

ータンパク質の標的DNA配列となるT－N11－A配列が存在することが明らかに

なった。そこで、このT－Nll－Aモチーフを含むDNA領域へのタンパク質結合

能をゲルシフト法により調べた結果、菌体からの抽出タンパク質中のToxR

タンパク質一DNA複合体と推測されるポジティブバンドは、毒素産生条件に

おける野生株では検出されたが、毒素非産生条件の野生株ならびにtoxR遺伝

子破壊株MY411では検出されなかった。したがって、　toxR遺伝子はtoxA遺

伝子の発現・制御に関係するだけでなく、トキソフラビン生合成遺伝子のク

ラスター全体を調節する制御遺伝子であると考えられた。

　なお、トキソフラビン生合成系はリボフラビン生合成系と同様に、GTPか

らtoxB遺伝子のコードするGTPシクロハイドロラーゼIIによる開環反応、

toxEのコードするデアミナーゼ反応を経由して合成され、その後リボフラビ

ン生合成系から分岐してグリシンの抱合、toxAのコードするメチルトランス

フェラーゼによりメチオニンからのメチル基転移が起こり、トキソフラビン

が合成されると考えられている。しかし、リボフラビンは生体内における必

須の物質であり、トキソフラビン生合成遺伝子群であるtoxB遺伝子がリボフ

ラビン合成におけるGTPの開環反応を同時に担っているとは考え難い。そこ

でtoxB遺伝子および大腸菌におけるリボフラビン生合成系のGTPシクロハ

イドロラーゼIIをコードするribA遺伝子をプローブとしてサザンハイブリダ

イゼーションを行い、これら遺伝子のホモログについて調べた。その結果、
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両プローブによるポジティブバンドは全く同一のパターンを示したことから、

GTPシクロハイドロラーゼIIのアイソザイムが存在することが示唆された。

このことから、トキソフラビン合成系とリボフラビン合成系における共通経

路はおそらく別々の酵素によって反応が進行するものと考えられた。

　以上の結果から、イネもみ枯細菌病菌におけるトキソフラビン生合成はメ

チル基転移酵素をコードするtoxA遺伝子、　GTPシクロハイドロラーゼIIを

コードするtoxB遺伝子、　W－Dリピート配列を有するtoxC遺伝子、およびデ

アミナーゼするtoxE遺伝子が遺伝子クラスターとして存在し、これら遺伝子

の発現はtoxR遺伝子のコードするLysRファミリータンパク質によって正の

制御を受けていることが明らかになった。また、トキソフラビン生合成系の

初期段階はGTPから出発するリボフラビン生合成系と共通の過程で進行す

るが、最初のGTPシクロハイドロラーゼII遺伝子には複数のホモログが存

在することから、両合成系は異なる酵素群によって進行することが明らかに

なった。

　最後に、本研究によりイネもみ枯細菌病菌の病原性発現には毒素トキソフ

ラビンの産生が必須であり、その産生には転移因子IS1417の存在による毒素

耐性遺伝子bgp1の発現が必須であること、さらに毒素生合成遺伝子の発現・

制御にはtoxR遺伝子が関与することを明らかにした。なお、　toxR遺伝子破壊

株では全く病原性を示さなかったことから、toxR遺伝子のコードするLysR

ファミリータンパク質がイネもみ枯細菌病を防除する上で最適なターゲット
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として今後利用されることが期待される。
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