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研究成果の概要（和文）：外来DNAの微生物細胞内への獲得頻度を評価する方法として，フローサイトメーターを用い
た実験系の有効性を確認した．この手法を，様々な物理化学環境を示す地熱水試料に適用したところ，一部の試料にお
いてのみ外来DNAの微生物細胞内への取り込みが確認された．しかし，長時間の培養後はそれが観察されなかった．こ
れらの結果は，自然環境中の微生物群集の中に，外来DNAを細胞内に短時間で取り込む，いわゆるコンピテント状態に
ある微生物が存在することを示唆していた．

研究成果の概要（英文）：An easy and rapid protocol to detect DNA-incorporating microbial cells by using 
flowcytometer was developed. This methodology was applied to microbial communities in several geothermal 
sites. Only one site showed the existence of naturally competent microbial cells, which uptake DNA 
molecules directly from extracellular environments into the cell bodies. In contrast, no uptake was 
observed after the long-term incubation of the samples. This study suggests that naturally competent 
cells are present in hot spring water and play an important role in horizontal gene transfer.

研究分野： 地球微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  生命の進化・多様性を支える要因として，
遺伝子レベルでの積極的な交流の影響は計
り知れない．この遺伝子水平伝播は生命が新
たな環境へ適応する上で大きな利点を与え
ると期待されている．近年の環境ゲノミクス
解析から自然界の驚くべき多様性が明らか
にされ始めている．例えば，原核生物ゲノム
の中には外来遺伝子が無視できない割合で
存在しており，しかもその水平伝播は近縁系
統間に限らず，アーキア-バクテリアというド
メインレベルでも知られている． 
  遺伝子伝播の様式として，細胞同士の接
着による接合，ウィルスに仲介される形質導
入，そして細胞外 DNA を取り込むことで起
こる形質転換が考えられている． この中で，
外来 DNA の取り込みは，受容菌の状態に強
く依存することが指摘されている．しかし，
環境中の受容菌が外来 DNA に対して寛容に
なる条件，メカニズムについての研究は進ん
でいない．一方，分子生物学実験では大腸菌
の形質転換を利用したクローニングが広く
用いられているが，そこで使用するコンピテ
ントセルから示唆的な情報がある．例えば，
コンピテントセルの作成には，Ca, Mg, Mn, 
Rb などの二価陽イオンの存在と低温処理が
重要であることが経験的に知られている．ま
た，コンピテントセルにベクターを取り込ま
せるには熱処理または電気穿孔法が有効で
ある．陸上温泉や深海熱水噴出域では，広い
温度勾配と重金属イオンが報告されており，
さらに起電力が生じていることが期待され
る．これらのことから，地熱地帯や深海熱水
域は形質転換に好ましい条件が形成されて
いると仮説立てた． 
 
２．研究の目的 
  自然環境中で潜在的に起こる形質転換
の前段階としての外来遺伝子を取り込むプ
ロセスに着目し，微生物による細胞外 DNA
の取り込み能力を測定する手法開発を試み
た．そして，地熱水試料を対象に環境微生物
が外来遺伝子を細胞内に取り込む頻度と環
境条件を検証すべく， (1) 生息環境の物理化
学的条件，(2) 優占する微生物群集を明らか
にした上で，開発した手法を適用し，微生物
による外来 DNA 取り込みとそれに影響を与
える環境因子の関係性，微生物がコンピテン
ト状態になる要因の特定，極限環境における
遺伝子水平伝播の本質的メカニズムの理解
を目的に研究を開始した． 
 
３．研究の方法 
(1) 手法開発 1:放射性同位体ラジオトレー
サーを用いた細胞外 DNA の取り込み 
  放射性同位体標識オリゴヌクレオチド，
プラスミドをそれぞれ準備し，市販されてい
るコンピテントセル（外来 DNA を細胞内に取
り込みやすい状態にある大腸菌）にプロトコ
ールに従って熱処理法で形質転換をおこな

った．その後，微生物細胞は 0.2µm ニトロセ
ルロースフィルターに捕集した．その後，液
体シンチレーションカクテルを添加，液体シ
ンチレーション法で，試料中のトレーサーの
放射能を測定した．得られた値から微生物画
分に取り込まれた外来DNAの相対量を算出し
た．また，細胞外DNAの塩基数の変化として，
ロングオリゴヌクレオチドやプラスミドの
取り込みの場合に取り込み速度にどのよう
な変化が生まれるか確かめた．また，熱処理
の有無が与える影響についても検討した． 
 
(2) 手法開発 2:フローサイトメーターを用
いた外来 DNA を取り込んだ細胞の検出 
  蛍光分子ラベル(FITCまたは Cy3)もしく
は核酸染色試薬(SYBR Green I，アクリジン
オレンジ，または Propidium Iodide)で染色
した DNA を，シリカメンブレンフィルターを
使って精製，濃縮した．その後，(1)と同様
にコンピテントセルへ形質転換で導入し，そ
れを取り込んだ微生物細胞をフローサイト
メーターで光学的に検出することを試みた．
またその他の検討内容は(1)と同様の内容を
実施した． 
 
(3) 試料採取と地球化学分析 
  実験試料の採取は様々な泉質（化学的特
徴）と温度を示す陸上温泉で実施した．国内
では鹿児島（安楽温泉，霧島温泉，塩浸温泉，
TM 温泉），大分（岳の湯，赤川温泉，ガニ湯，
郷の湯）で，国外ではインドネシアのスマト
ラ島（Sipoholon，Dolok Tinggi Raja）で実
施し，炭酸泉，硫黄泉，高濃度の鉄分を含む
温泉，冷泉から実験試料を得た．いずれの調
査地では，温度，酸化還元電位，硫化水素，
メタンなどの物理化学成分の測定を行った． 
 
(4) 微生物群集組成 
  16S rRNA遺伝子に基づく微生物群集構造
解析用として，研究調査地では孔径 0.2µmの
フィルターに微生物を捕集し，冷凍保存した．
持ち帰った試料は，PowerSoil DNA Isolation 
Kit(MO Bio)を用いて DNA を抽出した．その
後，Uni530F-Uni907R mix プライマーセット
を用いて 16S rRNA 遺伝子を増幅，クローン
ライブラリーを作成し，各試料における微生
物群集構造を決定した． 
 
(5) DNA 取り込み能の測定 
  (1)と(2)の実験では，後述するように，
(2)の方が本研究には適していると判断され
たため，(2)の条件検討の結果を踏まえて，
環境試料を対象とした実験を行った．核酸染
色試薬で染色した DNA を試料に添加し，短時
間のインキュベーションを行い，外来 DNA を
取り込んでいると考えられる微生物ポピュ
レーションの検出を試みた．この際，温度や
重金属濃度などの物理化学因子が与える影
響についても検討した． 
 



４．研究成果 
(1) 手法開発 1:放射性同位体ラジオトレー
サーを用いた細胞外 DNA の取り込み 
  20bp 程度のオリゴヌクレオチドではオ
ートクレーブ処理したコントロール試料に
比べ有意な放射能が検出されなかった．一方，
ロングオリゴヌクレオチドとプラスミドの
場合は，添加トレーサー量の 1万分の１から
10 万分の１程度の極めて微弱なシグナルが
検出することができた．また，熱処理の有無
が与える影響については，有意な変化は見ら
れなかった．この手法では，バックグラウン
ドシグナルも条件や処理時間に応じて不安
定に変動する傾向があり，定量的な考察にお
いては実験回数を多くして統計的に処理す
ることが望ましく，結果の解釈には注意が必
要であることが分かった． 
 
(2) 手法開発 2:フローサイトメーターを用
いた外来 DNA を取り込んだ細胞の検出 
  蛍光分子として FITC や Cy3 ラベルした
場合と，核酸染色試薬として SYBR Green I
を用いた実験を比較した場合，後者の方が顕
著なシグナルを検出することができた（図 1）．
FITC ラベルプローブは分子量や構造そのも
のにわずかながら影響を与えるためである
と考えられる．また，(1)と同様，ロングオ
リゴヌクレオチドとプラスミドのみ，いずれ
のシグナルも検出することができた．この結
果については，1 分子あたりシグナル強度が
関係しているのかもしれないので，今後の検
証が必要である．なお，ロングヌクレオチド
よりプラスミドを用いた方が検出できる割
合が高く，全コンピテントセルの数%に相当
した．また，熱処理の有無はこの割合に大き
な影響を与えないことも(1)の結果と一致し
ていた．この手法の方が，迅速であり，同じ
手法で全微生物細胞数も検出できるため，環
境試料を用いた実験にはこちらの手法を用
いることとした． 

図 1．SYBR Green I 染色したプラスミドを取
り込んだコンピテントセルをフローサイト
メーターで検出（赤色）．黒丸はバックグラ
ウンドシグナルであり，両者を識別するため
にはFL1(530/30)と FL3(670LP)の双方を使っ

た解析が有効であった． 
 
(3)地球化学分析 
  化学分析の結果，今回取得した炭酸泉の
中では，Dolok Tinggi Raja からの試料が，
物理化学条件として全ての試料の条件を網
羅していることが判明した．その試料では源
泉上流から下流にかけて，温度が 63 度から
50 度まで低下しており，温度帯ごとに特徴的
な微生物マットが発達し，その色は黄色，紅，
黄緑，深緑，茶と変化していた（図 2）． 
 

図 2．地熱水が下流に向かうに連れ，異なる
色の微生物マットが発達していた（PN：ピン
ク，LG：黄緑，DG ：深緑）．温泉の流れの向
きは左下から右上． 
 
この試料では，上流から下流にかけて，温度
は 63 度から 50 度まで減少，酸化還元電位と
溶存酸素は増加，カルシウム濃度も 7mM から
3mM まで減少するというような系統的な変化
が確認された．また，源泉では硫化水素も
200µM程度含まれていた．  
 表 1．地熱水の化学分析結果 

 
この試料を使って得られた解釈が，その他の
試料で得られた結果も良く説明していたた
め，本報告書では Dolok Tinggi Raja からの
結果のみ報告する． 
 
(4) 微生物群集組成 
  16S rRNA遺伝子に基づく微生物群集構造
解析の結果，Dolok Tinggi Raja では，源泉



から流出後，下流に向かうにつれ，優占する
微生物が異なっていた．これは，トラバーチ
ン表面で発達する微生物マットの色の違い
も反映していると考えられる．源泉中から検
出された微生物はHydrogenothermaceaeに近
縁な硫黄酸化細菌であったが，それを除く試
料ではHalothiobachilaceaeが硫黄酸化細菌
の優占種であった．中流の赤色のマットが発
達するところでは紅色硫黄細菌である
Chromatiaceae が，黄緑色のマットでは，緑
色非硫黄細菌の Chloroflexi が見られた．下
流になるとシアノバクテリアや緑色硫黄細
菌Chlorobiが見られるようになった（図3）．
こうした一連の微生物群集の変化は，このサ
イト近傍の複数の試料からの解析結果も大
まかに支持された（図 4）． 
 

図 3．16S rRNA 遺伝子に基づく微生物群集構
造． 

図 4．Dolok Tinggi Raja における複数試料
における微生物群集構造を対象に，クラスタ
ー解析による類似度評価．サンプル名の色に
ついては，赤は源泉，黄色は硫黄芝サイト，
ピンク，黄緑，深緑，茶はそれぞれの微生物
マットの色を反映した． 
 
 (5) DNA 取り込み能の測定 
  核酸染色を施したDNAと環境試料を一定
時間培養したところ，環境の違いを問わず，

ほとんどの試料でラベルDNAの取り込みが見
られなかった．このことは，環境中では多く
の場合外来DNAの取り込みは起こっていない
ことを示唆していた．しかし，温泉水最下流
の試料では，ラベル DNA の取り込みの影響と
みられるシグナルがわずかに検出された（図
5）．その割合は全微生物細胞の 10-5程度と極
めて少なかった．しかし，このシグナルは極
めて微弱あることに加え，この試料における
全微生物細胞数が 5×104 cells/ml であるこ
とから，シグナルが外来 DNA を取り込んだ細
胞に由来することの証明は困難であった． 
 

図 5．地熱水最下流からの試料には，細胞外
DNA を取り込んだ微弱な蛍光が得られた（赤
色）． 
 
この試料については，温度や重金属濃度など
の物理化学因子が与える影響についても検
討したが，DNA 取り込み実験の結果，取り込
みが期待される集団の割合は極めて低く（時
に検出限界以下），系統的な変化を見出すこ
とは困難であった．なお，取り込みが確認さ
れる細胞は，数時間以上の培養を経ると全く
確認されなくなることから，この取り込みは
一時的なものであり，長時間保持・定着する
ものではないことが示唆された．さらなる検
証実験でこれらの結果を再確認し，外来 DNA
の獲得における環境因子の影響を解明して
いくことは，今後の課題であると考えている． 
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