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研究成果の概要（和文）：広宿主域な遺伝子伝達粒子(VP)の特性と遺伝子の解明を試みた。VP感染大腸菌とF-の
接合実験より、4つの栄養要求性の復帰を調べた結果、VP生産遺伝子が染色体上のpro-leu遺伝子座近傍にあるこ
とを明らかにした。VP伝播遺伝子が伝搬する遺伝子を明らかにするため、至適増殖温度10℃の好冷細菌由来のVP
を大腸菌に形質導入し、その性状と遺伝子をしらべた。その結果、至適、許容温度範囲が共に7℃低下、10℃て
最大増殖密度を示し、好冷菌由来VPが耐塩・耐冷性を中温細菌に伝搬したことを確認した。これによりVPが異な
る系統群に増殖温度特性に関する遺伝子を伝搬することを示した。現在、遺伝子配列の解明中である。

研究成果の概要（英文）：The characteristic of broad host range gene vector particle (VP) that 
enables gene transfer between phylogenetically distant organisms was investigated. First, the 
conjugation of VP infected Escherichia coli HfrC transductant to F- (leu pro his arg) resulted in VP
 production in only about half of the transconjugants, no generation of pro transconjugants and the 
conjugative frequency of leu adjacent to pro was reduced by 4-orders of magnitude of the control. 
Recognition sequence probably locates in the vicinity of the pro-leu loci on the chromosome, since 
the linkage was observed other than pro. 
Second, VP originated from a psychrophile whose optimum at 10℃ was infected to E. coli to generate 
the transductant. The generated transductants showed lower optimum and permissive temperature by 7℃
 and highest biomass at 10℃ revealing the transfer of characteristics of psychrophile to the 
mesophile by VP. These results indicate the possible function of VP in gene-transfer in nature.

研究分野： 海洋微生物学
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１．研究開始当初の背景 
⑴ 近年の急速な遺伝子解析技術の向上によ
り、多くの生物のゲノム構造が明らかになっ
てきた。それらを見ると、多くの遺伝子がド
メイン（真正細菌、古細菌、真核生物）を越
えて共有されていることが分かる。その一部
は進化の初期過程で生じ、それぞれの系統群
に受け継がれてきたと見られるが、同時に比
較的最近伝搬されたと判断される多くの遺
伝子があることがわかる。では、こうした系
統的に遠い生物相互の遺伝子伝搬はどのよ
うに行われてきたのだろうか。これまで形質
転換、接合、形質導入などの概念が提示され
てきているが（下図左）、例えば形質転換に
必須な裸のプラスミドは天然に存在せず、接
合は異種の生物間では大きな困難を伴う。ウ
イルスを介した形質導入はかなり特異性の
高いプロセスで、系統的に離れた生物間では
考えにくい。つまり、従来の概念では最近の
急速なゲノミックス進歩が明確にした広汎
で高頻度に見られる、系統的に遠い生物間の
遺伝子伝搬を十分に説明できない。 
⑵  我々は、“広宿主域な遺伝子伝達粒子
(Vector Particle：VP)”という粒子がそれを可能
にすることを見出し、報告してきた（下図右）。
ウイルスとは異なり、VP に感染した受容菌
は死滅することなく新たに VP を生産するよ
うになる。こうして生産された VP は系統的
に離れた菌に対しても感染性を示し、その際、
遺伝子の一部を導入する。しかし、どのよう
な遺伝子が VP 生産を担っているのか、どの
ような遺伝子が実際に運ばれるのか、その感
染はどのように起こるのか、ウイルスとの相
違は何か、進化に対する貢献はどの程度なの
か、など多くの疑問が残されたままである。 

 
２．研究の目的 
本研究では以下の三つの目的を設定した。 
(1) VP 粒子生産遺伝子（PPRG）の座位を、接
合を用いた微生物遺伝学的方法で解明する。 
(2) VP が伝播する遺伝子の種類と配列特異性
を好冷細菌由来 VP を中温細菌に形質導入し、
生育至適温度、許容生育温度範囲がどのよう
に変化したかを調べ、解明する。 
(3) PPRG 遺伝子の決定。 
 
３．研究の方法 

⑴ VP 粒子生産遺伝子（PPRG）座位の検討
VP を生産性を有する大腸菌は、その遺伝子
上のどこかに VP 粒子生産遺伝子（PPRG）を
持っているはずである。その座位を明らかに
するには、複数の栄養要求性を保持する株に
対する接合実験を行い、栄養要求性の復帰パ
ターンから推定する方法が適当と考えられ
る。そこで、まず高頻度組み換え型大腸菌
（HfrC）を得るためAquifex sp由来VP（ca. 406 
kb, Chiura 2004）を（HfrC; metB λ- Sms）に感
染させ、VP を生産する形質導入株 Hfrmettrans
を製作した。次いで、Hfrmettrans（供与菌）
と大腸菌 AB1157（F-; leuB proA hisG argE，受
容菌）を接合させたところ、hisG argE の接合
体生成頻度はVP非感染のHfrCとF-を掛け合
わせた対照に匹敵したが leuB は 4 桁低下し、
proAは検出せず、さらに生じた接合体の約半
数が粒子生成不能で、また pro 以外の leu arg 
his 標識に連鎖が観察された。 HfrC 接合の遺
伝子導入は大腸菌連鎖地図 13’開始点から反
時計回に進行し、proA（5.6’）leuB（1.7’）は、
argE（99’)以前に受容菌に転座する。 
⑵ VP が伝播する遺伝子特性の検討：細菌の
増殖温度特性は様々な要素で決まるものと
推定される。例えば、分子反応速度は温度上
昇に伴って上がるが、特定温度以上では関連
高分子の変性が起こり、増殖は低下する。逆
に低温での増殖を可能にするには、低温下で
もその機能を発揮しうる酵素群、膜の柔軟性
の確保などが必要と考えられる。そうした要
素を解明するため、好冷細菌 Polaribacter 
filamentus ATCC700397T (VP 供与菌，生育至
適温度10˚C) を海洋細菌培地1/2 ZoBell，10˚C
で培養、生産粒子を回収・濃縮・精製し大腸
菌 AB1157 に感染させたところ、受容菌致死
はなく、全アミノ酸要求性を原栄養性に復帰
した形質導入株（PfEtrans, 形質導入効率 : 
1.02±0.51 E-5 cfu/VP）を得た。PfEtrans を 1/2 
ZoBell での培養し、その許容生育温度範囲、
至適生育温度、最大増殖密度を示す温度等を
調べた。 
４．研究成果 
⑴VP 生産に関わる遺伝子（PPRG）座位の検
討はHfrC大腸菌にVPを感染させ生じた形質
導入株と F-大腸菌（leu pro his arg）による接
合伝達で VP 生産能が受容菌に伝達されるパ
ターンから検討を行った。その結果、pro 接
合体は生じず、pro 近傍の leu は接合頻度が対
照に対して 1/10000 以下となり、また、生じ
た接合体の約半数からだけ VP 生産が行われ
た。ゆえに受容菌への VP 感染後に PPRG は
受容菌染色体に組込まれることが明らかで、
また pro 以外の標識に連鎖が観察されたこと
から、proA-leuB は hisG（45.0’）と伝達末端
（13’）間で組換えられ PPRG は proA-leuB 遺
伝子座近傍に組込まれたと考えられた。この
ことより VP 形質導入での PPRG 配列の組換
は相同組換ではなく認識配列/挿入配列の介
在が想定され、染色体上の pro-leu 遺伝子座近
傍に占座する P22 phage（attP22：5.6’）付着

 



部位領域（1.7~5.6’）内に遺伝子座位をもつと
考えられた。 
 
⑵ VPが伝播する遺伝子の種類と配列特性の
検討に、P. filamentus （生育至適温度 10 ，
最大増殖密度 5E+8 cells/mL） 由来の VP を大
腸菌に感染させた結果、受容菌の致死はない
とともに、全ての栄養要求性が原栄養性に復
帰した形質導入株（PfEtrans）を得た。PfEtrans
は海洋細菌培地で 0～37 の範囲で増殖し、
至適は 30 、さらに 10 で最大増殖密度
~2E+9 cells/mL を示した。この、同条件では
受容大腸菌は生育できないことから好冷細
菌由来 VP が耐塩・耐冷性を伝搬させたこと、
そして受容菌の生育を増進したことが明ら
かになった。こうした増殖の違いを引き起こ
す遺伝子を明確化するために、P. filamentus、
大腸菌 AB1157、および PfEtrans の比較ゲノ
ム解析を行った。その結果、ストレス応答の
代謝関連遺伝子と浸透圧調節遺伝子の増強
が確認された。これらの結果により、好冷細
菌由来 VP が中温性細菌の耐塩・耐冷性獲得
と許容温度範囲および至適温度の低温側へ
の移動を招くこと、VP が機能遺伝子群を微
生物群集へ伝播しうることが明らかになっ
た。これは天然環境中でも VP が同様の機能
を持つことを示唆する。 
 比較ゲノムの結果の一部を下の表に示す。 

⑶PPRG 遺伝子の決定は、VP 形質導入株と受
容菌の塩基配列比較を現在実施中である。一
般に両者の遺伝子の大部分は共通しており、
その中から PPRG 遺伝子を同定していくのは
予想以上に困難であった。現在、その同定の
ために、詳細な解析を進めているところであ
る。 
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