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研究成果の概要（和文）：グラム陽性菌とアグロバクテリアを連携使用することによって各種生物へ長いDNAを
伝達可能にしようと企図して、新規な人工プラスミドを作成した。即ち、グラム陽性菌の広域伝達性
（Mobilizable）プラスミドにグラム陰性菌用の広域複製遺伝子、T-DNA輸送の伝達起点RBおよび酵母菌で機能す
る複製分配遺伝子と選抜マーカー遺伝子を付加した。このプラスミドはグラム陽性菌と陰性菌双方で安定に維持
でき、酵母菌への伝達を可能にした。また、アグロバクテリアから大腸菌へモデルT-DNAプラスミドの輸送が可
能であり、輸送されたプラスミドは輸送前の構造を維持していることも示した。

研究成果の概要（英文）：Mobilizable plasmids were designed with an aim to transfer long size DNAs to
 a wide range of organisms taking the advantage of Agrobacterium’s special ability to transform 
various organisms. A wide host range mobilizable plasmid functional in G(+) bacteria was combined 
with the origin of T-DNA transfer RB together with a wide host range replication gene for G(-) 
bacteria and yeast genes. The resultant plasmid was found able to shuttle bacteria and transferable 
from Agrobacterium to yeast strains. This study also indicated transportation of a model T-DNA 
plasmid to Escherichia coli strains.

研究分野： 微生物遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アグロバクテリアのT-DNA輸送機構によって大腸菌へモデルT-DNAプラスミドを伝達できることを示した成果はア
グロバクテリのT-DNA輸送伝達域を拡張したに留まらず、T-DNA輸送機構の細菌接合装置起源とその後の分化研究
の端緒となると共に、大腸菌の豊富な資源を利用した受容細胞側の分子機構解明を可能にした。
モデルT-DNAプラスミドにグラム陽性菌の広域複製および伝達機能を付加したシャトルプラスミドを初めて作成
し酵母菌へ輸送した成果は、長い外来DNAをアグロバクテリアで扱い種々の生物へ輸送するためのベクターツー
ルの先駆けとなる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

アグロバクテリアを用いる植物の遺伝子導入法の適用範囲は拡張されており、酵母・動物

細胞・藻類や各種の菌類などにも及ぶ。この遺伝子導入方法は、様々な生物種に適用でき

るという利点に加えて、長いＤＮＡを欠けることなく注入し核ＤＮＡに着実に組み込める

という長所からも全ての遺伝子導入技術の中で際立っている。しかし、アグロバクテリア

を用いる方法にも問題があり改善が望まれる。その１つとして、アグロバクテリアは長い

ＤＮＡを受け取る効率が低いという難点である。これは、大腸菌でも多少の差はあれ同様

の傾向がある。一方、いくつかのグラム陽性菌では長いＤＮＡを高頻度で受け取る能力が

示されている。このようなグラム陽性菌とアグロバクテリアを連携して使用し両者の長所

を併用できれば、長いＤＮＡを自在に操作し活用することが可能となろう。連携使用する

ためには、グラム陽性菌からグラム陰性菌のアグロバクテリアへの輸送を可能にしなけれ

ばならない。即ちグラム陽性菌の広域接合伝達系が重要である。ドイツのグローマン教授

らはグラム陽性菌の広域接合伝達プラスミドをグラム陰性菌へ伝達することに成功したと

報告している。この接合伝達プラスミドの分与を受けて研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 

グラム陽性菌とアグロバクテリアを含むグラム陰性菌の間で容易に移植可能で、アグロバ

クテリアから酵母菌へ輸送することが可能なプラスミドを作成する。酵母菌と大腸菌をモ

デル受容菌としてプラスミド DNA 伝達実験を行ない、T-DNA 輸送装置によって注入でき

ることを実証する。 
 
 
３．研究の方法 

プラスミド作成： バクテリアおよび酵母菌では環状プラスミドを複製維持できる。アグ

ロバクテリアから T-DNA 輸送機構で環状プラスミドの全体を輸送し再環状化すれば輸送

された DNA を環状プラスミドとして容易に回収して構造を分析できるため、2 種のモデ

ル T-DNA プラスミドを作成した。アグロバクテリアと酵母菌および大腸菌間で維持でき

るモデル T-DNA プラスミドである。可動性プラスミド pSRKKm を母体として、T-DNA

輸送起点 RB および酵母用ベクターpSR316 由来の酵母菌のウラシル合成遺伝子 URA3 と

自律複製遺伝子 ARS および動原体 cen を付加したプラスミド(Fig 1)、および URA3 をト

リプトファン合成遺伝子 TRP1 に差換えたプラスミドを作成した。 

グラム陽性菌とのシャトル型モデル T-DNA プラスミドは、グラム陽性菌の広域可動性

プラスミド pMV158 に T-DNA 輸送起点 RB および酵母用遺伝子 URA3 と ARS ならびに

cen を付加した(Fig 2A)。 

 

プラスミド輸送実験： プラスミドの広域輸送のための共存培養は細菌間では主として

LB 寒天培地を用いたが枯草菌は分散し難くなることを経験したので堀江の培地を改変し

て使用した。アグロバクテリアから各種生物へのモデル T-DNA プラスミドの広域輸送は

アセトシリンゴンを添加した弱酸性合成培地を使用した。細菌の輸送完了体選抜は抗生物

質を添加した寒天培地を使用し、酵母菌の輸送完了体選抜はウラシルあるいはトリプトフ

ァンを含まない酵母用合成寒天培地を使用した。 
 
 
４．研究成果 



モデル T-DNA プラスミド pSRK-R316 (Fig 1)を持つアグロバクテリア（ドナー菌）と大

腸菌ならびに酵母菌（受容体菌）と共存培養してから選択培地で培養したところ高頻度で

伝達完了体コロニーを得た。ドナー菌を欠く対照と受容体菌対照実験では選択培地でコロ

ニー形成皆無だったので、ドナー菌から受容体菌へ伝達されたと言える。この輸送のため

の共存培養培地からアセトシリンゴン（輸送遺伝子の発現誘導剤）を省く、あるいは T-DNA

輸送起点 RB を持たないモデル T-DNA プラスミドを使用した対照実験では、大腸菌と酵

母菌へ伝達されないことから T-DNA 輸送装置に依存して輸送されたと判断した。T-DNA

輸送装置に依存して大腸菌にプラスミドが伝達される事象は本研究ではじめて示された。 

  

Fig 1. モデル T-DNA プラスミド pSRK-R316 の構造 

 

アグロバクテリアから pSRK-R316 を受け取った大腸菌ならびに酵母菌からプラスミドを

回収して分析したところ、輸送前の構造を維持していることがわかった。 

 

モデル T-DNA プラスミド pMV-RByeast (Fig 2A)はグラム陽性菌とのシャトル型モデル

T-DNA プラスミドである。pSRK-R316 (Fig 1)の一部をグラム陽性菌の広域可動性プラス

ミド pMV158 を母体として作成されている。Fig 2B に示すように、この pMV-RByeast

は酵母菌へ伝達された。また、輸送のための共存培養培地からアセトシリンゴンを省くと

伝達されないことから、T-DNA 輸送装置に依存した輸送が行なわれたと判断した。 

 

Fig 2. モデル T-DNA プラスミド pMV-RByeast の構造(A) 

および酵母菌への伝達(B) 



 

 

（今後の展開方策） 

pMV158 は小型多機能であることの反面として機能を維持したまま改変加工することが

が容易でなかった。また、研究代表者等にグラム陽性菌を扱う経験が乏しかったために当

研究計画に掲げた第 2 の目標である長い DNA を扱う実験に至ることができなかった。今

後は、この経験を踏まえてプラスミドを改良すると共に、長い DNA を安定に維持するた

めにドナー宿主細胞の改変を行なう。 
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