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研究成果の概要（和文）： 
IncP 型プラスミドの持つ四型分泌機構を利用して真核細胞への遺伝子導入法としての応
用を試みた。出芽酵母においては呼吸機能欠損変異体では遺伝子導入効率が上昇すること
を発見し，ミトコンドリア機能阻害剤を用いることにより，簡便で効率の高い大腸菌から
出芽酵母への直接遺伝子導入法を確立した。さらに世界で初めて IncP 型プラスミドの持
つ四型分泌機構を利用した高等植物への遺伝子導入に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
One of Type IV secretion systems (T4SS), which is derived from an IncP type plasmid, 
was applied as a novel gene introduction method into eukaryotic cells. We found that 
mitochondrial respiratory mutants in S. cerevisiae showed enhanced transformation 
efficiency. By using inhibitors of mitochondrial function, we successfully established a 
simple and efficient gene introduction method into S. cerevisiae from E. coli. In 
addition, we firstly observed direct gene transfer from E.coli to higher plant cells by 
applying this T4SS. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：ゲノム科学・応用ゲノム科学 
キーワード：DNA レベルの生物間相互作用 
 
１．研究開始当初の背景 
T4SSはアグロバクテリアのT-DNA移行系やピ
ロリ菌の CagA 移行系に代表されるように，
真核細胞への DNA/タンパク質移行能力を持
つ水平伝達系である。研究代表者は，
Trans-Kingdom Conjugation （生物界間接合）
と呼ばれる，RK2（RP4）プラスミドの T4SS

による遺伝子の水平伝達を外来遺伝子侵入
の実験モデル系とし，外来遺伝子の侵入に対
する真核生物の防御システムについて出芽
酵母を用いて解析を進めていた。出芽酵母を
用いる理由としては，(1)真核生物のモデル
生物として広く用いられており，得られた知
見を他の真核生物に応用しやすいこと。
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(2)(1)と関連して変異株が充実しており，ゲ
ノムワイドな解析が可能であること。(3)単
細胞生物であるために伝達した遺伝子は後
代へ伝わり，水平伝達プラスミドに酵母用の
選抜マーカーと複製起点を予め導入してお
くことにより，簡単な実験系で水平伝達効率
を測定することが可能である。(4)免疫シス
テムや RNAiシステムを持たない出芽酵母は，
ウイルスやバクテリアからの攻撃に対し，真
核生物で最も基本的な形態の防御システム
しか持たない可能性がある。等の理由があっ
た。本研究課題を開始する以前に，酵母のア
ポトーシス関連遺伝子は生物界間接合から
の防御には関与しないことを明らかにして
おり，外来遺伝子を受容した酵母の積極的な
排除は行われず，動植物細胞に比べ寛容性が
高いものと推測していた。また，酵母の非必
須遺伝子ノックアウト変異株からのゲノム
ワイドスクリーニングにより 22 株の生物界
間接合効率上昇変異株を得ており，防御に関
する遺伝子の更なる絞り込みとメカニズム
の解析を主に遺伝学的な手法を用いておこ
なっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では，これまでに得られた生物界間接
合法のノウハウや酵母での接合効率上昇変
異株の知見を酵母類および動植物細胞への
遺伝子導入法として応用し，特に現在，植物
で汎用されるアグロバクテリアを用いた手
法より安全性や安定性の面で上回る遺伝子
導入法を目指し、その基本技術の確立を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1).水平伝達したベクターは oriT 領域を中

心にヌクレアーゼにより欠失する可能
性がある。生物界間接合では，特に塩基
配列レベルでそのようなデータの蓄積
が全く無い。どのくらいの頻度でどの程
度の欠失が認められるのかについて明
らかにするため，IncP 型 RK2 プラスミド
の oriT 領域を持つシャトルベクターと
IncQ 型 RSF1010 プラスミドの oriT/mob
領域を持つシャトルベクターについて
欠失の程度と頻度を塩基配列レベルで
調べる。 

(2).これまでに得られている 22 株の生物界
間接合効率上昇変異株の原因遺伝子か
ら，高等真核生物にも ortholog が存在
して応用可能な確率が高い遺伝子を選
抜し，それらの機能を阻害する事により，
効率上昇をもたらすが毒性の少ない薬
剤を探索する。出芽酵母は呼吸機能を阻
害しても発酵により生存できるが，高等
動植物では前出のミトコンドリア機能
阻害剤の毒性はより高いものと推測さ

れる。ミトコンドリア関連遺伝子変異株
以外の生物界間接合効率上昇変異株の
原因遺伝子の機能から，機能阻害剤を探
索する。 

(3).動植物細胞においてはバクテリアのエ
ンドトキシンなどによりアポトーシス
が誘導される。動植物細胞で，大腸菌か
ら生物界間接合による遺伝子導入をお
こなう前提条件として，細胞死を起こさ
ないことが必要である。細胞毒性の低い
大腸菌株をスクリーニングするために，
非必須遺伝子をゲノム網羅的にノック
アウトした Keio collection（3909 株）
をナショナルバイオリソースから入手
する。96 well プレートで植物培養細胞
と各大腸菌株を一定時間混合培養後，抗
生物質を含む植物培地プレートにスポ
ットしてカルスが形成されるものを選
抜する。さらに解析結果を元に，クロー
ニング用として一般的に使用される大
腸菌株から弱毒性変異株を作製する。 

(4).(1)でおこなった水平伝達後のベクター
の構造解析結果を踏まえて、生物界間接
合による動・植物細胞への遺伝子導入用
ベクターを作製する。 

(5).(1)〜(4)で得られた知見，材料を用い生
物界間接合による動・植物細胞への遺伝
子導入にチャレンジする。検討項目とし
て、① 酵母で得られた導入効率上昇を
もたらす薬剤添加。② 既知のアポトー
シス阻害剤の添加。③ 動物細胞につい
てはToll like receptor阻害剤の添加。
等を想定。一過的な移行にせよ、遺伝子
伝達例を示す事を最低目標とし、特にこ
れまでに成功例が報告されていない高
等植物細胞への遺伝子移行を重点的に
挑戦する。 

 
４．研究成果 
(1).oriT 部位から始まる生物界間接合は，正

確に再環状化する。 
① 出芽酵母の相同組換え修復変異体

rad51Δ, rad52Δおよび非相同組換え
修復変異体 rad50Δ, yku70Δ, lig4Δ
を用いて受容側真核細胞が与える生物
界間接合への影響を解析した。それぞ
れの変異体に由来する生物界間接合に
よる形質転換体 10 株ずつについて移
行した IncQ 型プラスミドベクターの
oriT 部位を解析した結果，コントロー
ルとして用いた野生株由来の形質転換
体１株で欠失が見られたものの，その
他は全て正確に再環状化していた。こ
の結果より，生物界間接合におけるベ
クターの再環状化は受容側細胞の DNA
修復系とは独立して行なわれることが
示された。 



② incP 型 oriT 部位または IncQ 型
oriT/mob 領 域 を 保 持 す る ， 酵 母
Two-hybrid系に利用可能なベクターを
それぞれ作製し，生物界間接合の正確
さを解析した。各ベクターを用いた生
物界間接合による形質転換体 32 株ず
つについて移行したベクターを解析し
た結果，全ての形質転換体で正確に再
環状化していた。更に IncP 型 oriT の
挿入方向は移行の頻度や正確さに有意
な影響を与えないこと，IncP 型ベクタ
ーは IncQ 型ベクターに比べ形質転換
効率が優れていることが明らかになっ
た。 

③ 異なる選抜マーカーを保持させた２種
の生物界間接合用ベクターを作製した。
a) それぞれを１つの供与側大腸菌に
保持させて生物界間接合をおこなった
場合。b)２種のベクターをそれぞれ別
の供与側大腸菌に保持させて生物界間
接合をおこなった場合。について受容
側出芽酵母の形質転換効率を解析した。
その結果，a)においては２種のベクタ
ーを同時に保持する形質転換体の割合
は１種のベクターを保持する形質転換
体の 16 %程度観察されたものの，b)の
ケースでは２種のベクターを同時に保
持する形質転換体は得られず，検出限
界以下であった。この結果から，i) 複
数のベクターが供与側大腸菌１細胞か
ら移行可能であること。ii) 受容側酵
母細胞の集団中には一部の接合能が高
い細胞集団が存在するのではなく，ラ
ンダムに選択されていること。が示さ
れた。 

④ ２つの IncP 型 oriT 部位を選抜マーカ
ーTRP1の両側に配置したベクターを作
製して出芽酵母に対し生物界間接合を
おこなった。その結果，TRP1 が除去さ
れたベクターを保持する形質転換体が
17 %の割合で観察された。この結果か
ら生物界間接合ではベクターに oriT
部位を２つ配置させることにより，任
意の領域を除去させて移行させるよう
にデザインが可能であることが示され
た。 

(2).酵母における生物界間接合効率上昇変
異株の知見は，動・植物細胞への導入に
は直接応用できない。 
22株の生物界間接合効率上昇変異株を

さらに詳しく解析したところ，５株を除
いた全てが核コードのミトコンドリア
タンパク質遺伝子の欠損株，もしくはミ
トコンドリアゲノム欠損株であった。先
述の通り呼吸機能阻害による生物界間
接合効率の上昇のアプローチは動・植物
細胞では使えず，残る５株の原因遺伝子

についても，動・植物で構造および機能
が共通し，その機能阻害剤が明らかにな
っているものを見出すことができなか
った。 

(3).弱毒性大腸菌株の発見 
まずイネ Oc 培養細胞を用いて，植物病

原菌のアグロバクテリアと大腸菌間で
の細胞毒性の差を，カルス形成可能な最
大菌数を比較することにより確認した。
その結果，1.7 × 106 の Oc 細胞に混合
可能な最大菌数はアグロバクテリアが
7.5 × 107 に対し大腸菌は 1.2 × 106

であり，64 倍の差が観察された。この結
果は当初の推定通りアグロバクテリア
が植物の防御応答をすり抜けるのに対
し，大腸菌ではアポトーシスなどの防御
応答反応が誘導されたためと考えられ
た。 
 そこで大腸菌の１遺伝子ノックアウ
ト変異株コレクションの Keio コレクシ
ョンを用い，Oc 細胞に対し毒性の低い大
腸菌株の単離をゲノム網羅的にスクリ
ーニングした。総計 3909 株を解析した
結果，８株の弱毒性変異株を得ることが
できた。この中の２変異株については，
近縁菌であるサルモネラ菌において原
因遺伝子の変異が弱毒化を引き起こす
ことが報告されている為，T4SS を利用し
た遺伝子導入（生物界間接合）の際に
動・植物細胞両方に対して使用可能なド
ナー株として今後期待できることがわ
かった。 

(4).生物界間接合による遺伝子導入用ベク
ターの作製 

① pEGFP-C1 に IncP 型プラスミドの oriT
部位を組み込んだ動物細胞への遺伝子
導入用ベクターを作製した。リポフェ
クション法によって HeLa 細胞へ導入
して GFP の蛍光を検出し，形質転換細
胞が判別できることを確認した。 

② GUSの C末端に sGFPを融合したレポー
ター遺伝子を持つ植物細胞への遺伝子
導 入 用 ベ ク タ ー
pIG121Hm-intronGUS:sGFP を作成した。
アグロバクテリウム法によりイネ Oc
細胞，タバコ BY-2 細胞へ導入実験をお
こなったが GFP の明瞭な蛍光を検出す
ることができなかった。 
そこで，作製したベクターは a) 

GUS:sGFP の融合タンパク質が十分な
蛍光を発しない。b) レポーター遺伝子
の発現が弱い。との２つの可能性を考
え，トウモロコシのユビキチンプロモ
ーターに sGFP 遺伝子を繋げたベクタ
ー pBUH3::sGFP を作製した。このベク
ターをパーティクルガン法によりタマ
ネギの表皮細胞へ導入したところ，



sGFP の蛍光を確認できたため，生物界
間接合に用いることとした。 

(5).生物界間接合による大腸菌から高等植
物細胞への遺伝子伝達の成功 

H23年度に実施した本研究は，東日本大

震災の影響により研究費の交付に影響が

出た為に，年度始めにテーマの絞り込み

をおこなう必要が生じた。リスクは高い

が，これまでに成功例が報告されていな

い，植物細胞への生物界間接合による遺

伝子導入の実現に集中する事とした。 

① 昨年度までの知見を利用して大腸菌

DH10B株から植物細胞に対して毒性の弱

い新規株を作製した。 

② (4)で作製したベクターを弱毒性大腸菌

株へ導入し，生物界間接合をおこなった

ところ、タマネギ表皮細胞とタバコBY-2

培養細胞でGFP蛍光を発する一過的形質

転換体を観察する事ができた（図）。し

かしイネOc培養細胞では細胞の自家蛍光

が強く，作製したベクターでは一過的形

質転換体の判別を明確におこなう事がで

きなかった。 

③ ②のベクターのレポーター遺伝子をsGFP
から，D型アミノ酸分解酵素遺伝子のDAO1
を植物のコドン使用に適合させた

synDAO1に変更し，pBUH3::synDAO1ベクタ

ーを作製した。イネOc培養細胞に対し生

物界間接合をおこない，D-セリンを含む

培地上で培養したところ，D-セリン耐性

形質転換体を得た。 

上記のように，世界で始めて生物界間
接合による植物細胞への遺伝子導入に
成功した。 

(6).本研究の総括と今後の展望 
「高等植物培養細胞で，世界で初めて

大腸菌からの接合による遺伝子伝達を
実現する」という最大の目標を達成でき
たことから、本研究はおおむね順調に課
題を達成できたと考える。酵母を用いた

解析により，生物界間接合で導入された
ベクターは、99%以上の確率で正確に再
環状化してプラスミドとして維持され
る事が明らかになった事も，今後の遺伝
子導入系としての応用を期待させる。 
本研究課題は本年度で終了するが，成

果を特許および論文としてまとめる事
が次の実用化ステップへの前提条件と
なる。動物細胞への導入は，今回は充分
にチャレンジできなかった為，今後推進
する必要がある。哺乳動物細胞への遺伝
子導入法は本研究課題期間内にも著し
く進歩し，競争に勝つ事は難しい。よっ
て哺乳動物細胞以外の動物細胞への遺
伝子導入法として活路を見出す。植物細
胞への導入は，今回世界で初めて成功し
たものの，その導入効率を改善し，導入
形態を慎重に解析することが今後必要
である。これらについて植物培養細胞を
用いて詰めていく予定である。さらに生
物界間接合により形質転換植物を作製
する事を目標とする。広島大学には隔離
温室，特定網室などの設備が無いため，
他研究機関との共同研究をおこなう予
定である。 
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