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研究成果の概要（和文）：アグロバクテリウムが真核生物に T-DNA を注入する現象と大腸菌が

酵母にプラスミドを注入する生物界間接合現象は、原核生物が type 4 分泌系に依存して能動的

に真核生物へ DNA を注入する興味深い現象である。本研究で出芽酵母が受容細胞として高い

能力を発揮するのに重要な遺伝子を探索した結果、vATPase 酵素サブユニット遺伝子を中心と

した遺伝子が生物界間接合能力に重要であること、DNA 修復組換え遺伝子 RAD52、遺伝子を

抑制する遺伝子 SRS2 等の遺伝子が T-DNA 輸送での形質転換に重要であることを明らかにし

た。２つの現象の両方が低下する変異体がみられないことから、上記遺伝子は受容機構の中で

共通部分とは異なり互いに特化した部位で機能しているものと考えられた。これらの現象の研

究に必要なプラスミドならびに供与菌株と操作技術開発を行い、高頻度かつ容易な形質転換な

らびに高精度かつ容易な加工を可能にした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Agrobacterial T-DNA transfer and Trans-kingdom conjugation from Gram-negative 

bacteria to yeasts are interesting phenomena in that bacteria actively transfer DNA 

horizontally to eukaryotes. This study with a yeast as a model eukaryotic recipient 

revealed that yeast genes mainly for vATPase subunits are important for 

Trans-kingdom conjugation, and that yeast genes including RAD2 and SRS2 are 

important for the agrobacteria-mediated transformation. Each of the genes is likely to 

function in a process which had been specialized between the two phenomena. This 

study also developed useful tools for accurate but easy modification on huge-size 

plasmids and enabled highly efficient but easy transformation. 
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１．研究開始当初の背景 
各種の真核生物ゲノムには原核生物由来と
推定される DNA が見出されており、真核生
物の進化への寄与とともにどのようにいつ
原核生物からもたらされたのか興味深い。真
核生物に原核生物が能動的に DNA を注入す
る機構として、Ti プラスミドを持つ病原性ア
グロバクテリウムが双子葉植物細胞に感染
して T-DNA を注入する現象がよく知られて
いる。最近、この細菌がヒトや酵母への
T-DNA を輸送できることが報告されている。
T-DNA 輸送を行うことが知られている病原性
アグロバクテリウムには病原性プラスミド
として Ti を持つものの他に Ri プラスミドを
持つものもある。後者が植物以外の生物に
T-DNA 輸送可能かどうか未解明であった。 
T-DNA 輸送に対応する現象が、大腸菌と酵母
の間にもみられ生物界間接合現象とよぶ。生
物界間接合ではプラスミド全体が酵母へ注
入される。二つの現象共に Type 4 分泌系に
依存する DNA 輸送であり、供与側の細菌で
の仕組みは比較的良く理解されているが、受
容細胞がどのような状態でどのように受け
取るのか不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
報告者らは申請時に生物界間接合能力の低
下した酵母変異体を分離し終えていた。本研
究では、以下の点の解明を試みた。Type 4 分
泌系に依存する DNA 輸送である T-DNA 輸
送と生物界間接合に注目して、受容細胞側に
必要な要素ならびに抑制している要素はあ
るのか、両者の間に違いはあるのか明らかに
することを目的にしている。そのために、生
物界間接合効率の低い酵母の変異が T-DNA
受容能力にも影響を与えるのか、どのような
病原性アグロバクテリウムでも酵母に
T-DNA 供与体となりうるのか、生物界間接
合能力の高くなる変異体酵母は得られるの
かを分析した。また、Ri プラスミドを持つア
グロバクテリアの能力を明らかにしようと
試みた。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae BY4742
株（ura3 leu2）と、この株由来の遺伝子破壊
株コレクションの中からスクリーニングし
て見出した生物界間接合能力の低下した酵
母変異体を受容菌とした。これらの酵母株に
T-DNA 輸送を適用するために、T-DNA 輸送
用バイナリープラスミドへ酵母人工染色体
YAC (URA3 ARS1)を挿入したプラスミドを
作成した。供与菌アグロバクテリアは主に
Agrobacterium tumefaciens を用いた。供与
大腸菌に RK2 由来接合プラスミドと URA3
あるいは LEU2 を持ち酵母で自律複製でき

る可動性プラスミドを保持させて供与菌と
した。供与菌と受容菌を共存培養した後に、
選抜培地に播いて培養し、Ura3+あるいは
Leu2+への形質転換体コロニーを検出して、
遺伝子の移動を確認定量した。 
 この過程で必要な様々な構造の Ti ならび
に Ri プラスミドと菌株を作成するために、
種々の病原性アグロバクテリウム菌ならび
に病原性プラスミドを加工する技術を開発
した。 
 
４．研究成果 
vATPase サブユニットタンパク質の遺伝子他
の生物界間接合効率が大幅に低い変異体の
T-DNA 受容効率を測定したところ、not1 変異
体を除いては野生型株と大差なかった。not1
変異体は見かけ上効率が低かったが増殖に
大きい影響があるため効果は明確でない。従
って、T-DNA 輸送は生物界間接合と異なる受
容の段階があると考えられた。 
そこで、T-DNA 受容に重要な酵母遺伝子の

探索を試みた。出芽酵母変異体をスクリーニン
グした。その結果、野生型親株に比して受容効
率が 10 分の 1 以下に低下した変異体を１４株得
た。各変異体に野生型遺伝子を持つプラスミド
を導入して機能回復する調べたところ、DNA 修
復組換え遺伝子 RAD52、遺伝子を抑制する遺
伝子 SRS2 および機能の明確でない遺伝子
SMI1 他が重要であると判明した。これらの低下
変異体の生物界間接合効率は野生型株に比べ
て大差ないレベルであった。生物界間接合効
率が低い変異体の T-DNA受容効率が野生型株
に比べて大差ないレベルであることと合わ
せると、上記遺伝子は２つ受容機構の中で共
通部分とは異なり互いに特化した部位で機
能しているものと考えられた。 
 Ri プラスミドを持つアグロバクテリウム
菌を供与菌として酵母への T-DNA輸送を試み
たところ、Tiプラスミドを持つものをアグロ
バクテリウム菌を用いた場合と比べて顕著
に低いことがわかった。植物への感染能力は
ほぼ同じであるのと対照的な結果である。こ
の差は Riと Tiプラスミドの間で GALLS を持
つか virE1virE2 を持つかによる差に起因す
ることが分かった。 
生物界間接合効率低下変異株とは逆に、生

物界間接合効率が上昇する変異体をスクリ
ーニングしたところ、野生型株と比較して２
２株の変異体が１５倍以上の高い効率を示
した。これらの変異体にはミトコンドリア機
能に必要な遺伝子の破壊株が複数含まれて
いるという傾向が見られた。 
この過程で、Ti ならびに Ri プラスミドを

精密かつ容易に加工する技術、大腸菌で安定
に維持して容易にアグロバクテリウム菌へ
移植する技術、アグロバクテリウム菌からプ



ラスミドを除去する技術、アグロバクテリウ
ム菌を見分ける技術等を開発できた。 
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