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研究成果の概要（和文）：宿主細菌がプラスミドを獲得すると、プラスミド上の遺伝子が染色体由来の因子の制
御を受けると同時に、染色体上の遺伝子もプラスミド由来の因子の制御を受けることになる。この過程の鍵因子
の一つが、プラスミドと染色体の両方にコードされる核様体タンパク質（ヒストン様因子）である。本研究では
分解プラスミドpCAR1とその宿主であるPseudomonas putida KT2440株において、pCAR1にコードされるHUホモロ
グとNdpAホモログが宿主のバイオフィルム形態に関与することを見出した。また、pCAR1と染色体にコードされ
るNdpAホモログがpCAR1保持に伴う宿主への負荷に関与する可能性を提示した。

研究成果の概要（英文）：Nucleoid-associated proteins (NAPs), which fold bacterial DNA and influence 
gene transcription, are global transcriptional regulators of genes on both plasmids and the host 
chromosome. The catabolic plasmid pCAR1 carries three genes encoding NAPs: MvaT homologue (H-NS 
family protein) Pmr, NdpA homologue Pnd, and HU homologue Phu. In this study, we used Pseudomonas 
putida KT2440 as a host of pCAR1 and clarified the functions of HU and NdpA homologues. KT2440
(pCAR1) forms flat and filamentous biofilms, while enhanced filamentous morphology was observed when
 pmr and pnd, or pmr and phu, were simultaneously disrupted. Three genes on the chromosome (PP_0308,
 PP_0309, and PP_2193) were suggested to be related with the biofilm morphology. Furthermore, we 
found that car gene cluster, which is responsible for degradation of carbazole, were always lost in 
the double mutant of pnd and PP_0973 (encoding an NdpA homologue), suggesting that NdpA homologues 
affect fitness of the host.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 プラスミドは、染色体とは独立に複製され
る細胞内 DNA であり、接合等によって細菌間
を水平伝播する可動性遺伝因子である。従来、
プラスミドは宿主細菌に抗生物質耐性能や
難分解性物質分解能など新規形質を付与す
るだけの因子と捉えられてきたが、最近の研
究からは、プラスミド由来の形質が宿主染色
体由来因子の制御を受けるだけでなく、宿主
染色体の機能そのものもプラスミド由来因
子に制御されることが明らかとなっている 
[Nojiri, 2013, Curr. Opin. Biotechnol., 
24:423-30]。我々はこのようなプラスミド－
宿主染色体間相互作用について、含窒素芳香
族化合物カルバゾールの分解プラスミド
pCAR1 と、土壌細菌 Pseudomonas putida 
KT2440 株をモデルとして、pCAR1 と宿主染色
体の両方にコードされる核様体タンパク質 
(NAPs) に着目して研究を進めてきた。 
 NAPs は DNA に結合し、その構造を変化させ
ることで多数の遺伝子の転写を制御するこ
とから「細菌のヒストン様因子」とも言われ
るタンパク質である。上述の pCAR1 には MvaT
ホモログ Pmr（H-NS ファミリータンパク質群
に属する）、NdpA ホモログ Pnd、HU ホモログ
Phuの異なる3種のNAPsがコードされている。
本研究開始前に、我々は pmr、pnd、phuの各
単独破壊株のトランスクリプトーム解析か
ら各タンパク質の標的遺伝子群を明らかに
すると共に、pmr と pnd、および pmr と phu
の各二重破壊株（以下、それぞれΔpmrΔpnd
株、ΔpmrΔphu株と表記）では pCAR1 の安定
性や接合伝達頻度が顕著に低下することを
見出していた [Suzuki-Minakuchi et al., 
2015, Appl. Environ. Microbiol., 
81:2869-80]。また別の研究から、Pmr は
KT2440 株染色体由来の MvaT ホモログとヘテ
ロ多量体を形成し協調的に機能することが
明らかとなっていた [Yun et al., 2016, 
Appl. Environ. Microbiol., 82:832-42; 
Suzuki et al., 2014, PLOS ONE, 9:e105656]。 
 以上の背景から、宿主内でのプラスミドの
挙動を明らかにするためには、上記 3種類の
NAPs の機能について、KT2440 株染色体由来
のホモログも含めてより詳細な解析を進め
る必要が考えられた。しかし本研究開始当初、
我々は MvaT ホモログに焦点を当てて研究を
展開しており、NdpA ホモログや HU ホモログ
についての知見は少なく、特に NdpA ホモロ
グについては世界的に見てもほとんど研究
が行われていない状況であった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、これまで MvaT ホモロ
グを中心に研究を展開してきたプラスミド
－宿主染色体間の相互作用について、MvaT ホ
モログ以外の NAPs を染色体由来のものも含
めて対象とし、宿主細菌の生理状態やプラス
ミドの機能に及ぼす影響を評価することを
目的とした。 

 
(1) Pnd と Phu が宿主のバイオフィルム形態
に及ぼす影響とそのメカニズムの解析 
 本研究開始前に我々は、KT2440 株が pCAR1
を保持すると元々マッシュルーム状だった
バイオフィルムが繊維状に変化すること、Δ
pmrΔpnd 株、ΔpmrΔphu 株の各二重破壊株
ではさらに繊維状化したバイオフィルムが
形成されることを見出していた（図 1）。本研
究ではこの現象を引き起こすメカニズムの
解明を行った。 

図 1. KT2440 株が形成するバイオフィルム 
上段に KT2440 株とその pCAR1 保持株の結果
を、下段に KT2440(pCAR1)株の二重破壊株の
結果を示した。いずれも図の四角（xy 軸）が
180 × 180 μmである。発表論文①の Fig. 1
を改変・引用した。 
 
(2) NdpA ホモログ（Pnd と染色体由来の
PP_0973 遺伝子産物）が宿主のカルバゾール
資化能に及ぼす影響の解析 
 本研究を進める中で、KT2440 株染色体上の
NdpA ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 
(PP_0973) と pndとの二重破壊株を作製しよ
うとしたところ、pCAR1 由来のカルバゾール
資化能を失った株しか取得できなかった。こ
のため本研究では、この現象が起こるメカニ
ズムの解明を目指して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) KT2440 株、KT2440(pCAR1)株、ΔpmrΔpnd
株、ΔpmrΔphu株をそれぞれバイオフィルム
形成条件下で培養後に RNA を抽出し、タイリ
ングアレイに供した。まず KT2440 株と
KT2440(pCAR1)株の結果を、過去に取得した
浮遊条件下での結果 [Shintani et al., 2010, 
Environ. Microbiol., 12:1413-26] と比較
することでバイオフィルム状態特異的に転
写変動する遺伝子を選抜した。これらの遺伝
子のうち、ΔpmrΔpnd 株、ΔpmrΔphu 株で
も共通して転写が変動していた遺伝子を、バ
イオフィルムの繊維状化を引き起こす（また
は繊維状化を亢進する）遺伝子の候補として
選抜した。これらの遺伝子を KT2440 株およ
びKT2440(pCAR1)株においてpBBad18Kベクタ



ー  [Sukchawalit et al., 1999, FEMS 
Microbiol. Lett., 181:217-23] から過剰発
現させることにより、導入遺伝子の発現がバ
イオフィルムの形態に及ぼす影響を評価し
た。 
 
(2) PP_0973 と pnd の二重破壊株を作製する
過程で得られた候補株について、pCAR1 上の
7 箇所の領域を対象に PCR を行った結果、二
重破壊株はカルバゾール分解遺伝子群 (car
遺伝子群) を特異的に欠失していることが
明らかとなった。過去の研究から、このよう
な現象は相同組換えにより起こることが示
唆されていたため [Takahashi et al., 2009, 
Appl. Environ. Microbiol., 75:3920-9]、
二重破壊株における相同組換え頻度の定量
を Rodríguez-Beltránらの手法 [2015, Mol. 
Biol. Evol., 32:1708-16]を参考に行った。
相同組換えが起こるとカナマイシン (Km) 
耐性を持つようになる遺伝子カセットを、ト
ランスポゾンTn7により染色体上に組み込ん
だ株を用いて実験を行った（図 2）。 

図 2. 相同組換え頻度定量のための遺伝子カ
セットの模式図 
Km 耐性遺伝子を 2 つの領域に分け、両端に
Km 耐性遺伝子内部の 452 bp の配列が存在す
るように設計した。2つに分かれた Km 耐性遺
伝子の間にゲンタマイシン (Gm) 耐性遺伝
子が存在するため、通常はこの遺伝子に由来
する Gm 耐性が宿主に付与されるが、上述の
相同配列で組換えが起こると宿主の Gm 耐性
が消失し Km 耐性が付与される。 
 
４．研究成果 
(1) トランスクリプトーム解析から、バイオ
フィルムの繊維状化を引き起こす（または繊
維状化を亢進する）遺伝子の候補として
KT2440 株染色体上の 32 個の遺伝子が選抜さ
れた。これらの遺伝子を組み込んだ pBBad18K
ベクターをKT2440株とKT2440(pCAR1)株の両
方に導入し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
バイオフィルムの形態を観察した。KT2440 株
に遺伝子導入した株では、ほとんどの株が
KT2440 株と同様のマッシュルーム状のバイ
オフィルムを形成していたのに対し、
PP_2193 (TonB-dependent siderophore 
receptor をコードする) を過剰発現させた
場合には、バイオフィルムが繊維状化する様
子が確認された（図 3）。 
 

図 3. KT2440 株のバイオフィルム形態におけ
る PP_2193 過剰発現の影響 
培養後 6時間目（上段）と 12 時間目（下段）
にKT2440株のバイオフィルム（左）とPP_2193
を過剰発現させた KT2440 株のバイオフィル
ム（右）を観察した結果を示した。いずれも
図の四角（xy 軸）が 180 × 180 μmであり、
白色のスケールバーは 40μmを表す。発表論
文①の Fig. 2 を引用した。 
 
Pseudomonas 属細菌は、難溶性の 3 価の鉄を
獲得するためシデロフォアと呼ばれる低分
子化合物を細胞外に放出し、そのキレート作
用によって鉄を細胞内に取り込む。PP_2193
はこの受容体をコードしていると推測され
る。過去の研究から、KT2440 株は pCAR1 保持
に伴い鉄欠乏状態に陥ることが明らかとな
っている [Shintani et al., 2010, Environ. 
Microbiol., 12:1413-26]。つまり KT2440 株
は pCAR1保持により欠乏した鉄を補うために
PP_2193 を発現させるが、それが原因でバイ
オフィルムの形態が繊維状に変化するとい
うメカニズムが推測される。 
 同様に、KT2440(pCAR1)株に遺伝子導入し
た株では、PP_0308 と PP_0309（いずれも機
能未知）を過剰発現させた場合にバイオフィ
ルムの繊維状化が亢進される様子が観察さ
れた（図 4）。 

図 4. KT2440(pCAR1)株のバイオフィルム形
態におけるPP_0308およびPP_0309過剰発現
の影響 
培養後 6時間目（上段）と 12 時間目（下段）
に KT2440(pCAR1)株のバイオフィルム（左）
と PP_0308（中央）または PP_0309（右）を
過剰発現させた KT2440(pCAR1)株のバイオフ



ィルムを観察した結果を示した。いずれも図
の四角（xy 軸）が 180 × 180 μm であり、
白色のスケールバーは 40μmを表す。発表論
文①の Fig. 4 を引用した。 
 
 以上の研究から、KT2440 株が pCAR1 を保持
した際にバイオフィルムが繊維状化する現
象には PP_2193 が、KT2440(pCAR1)株のバイ
オフィルムの繊維状化がΔpmrΔpnd 株、Δ
pmrΔ phu 株において亢進する現象には
PP_0308 と PP_0309 が関係することが明らか
となった。少なくとも PP_0308 と PP_0309 の
発現には Pndと Phu が関与していると考えら
れるが、詳細なメカニズムについてはさらな
る研究が必要である。以上の研究成果につい
ては発表論文①にて報告した。 
 
(2) 図 2で示した遺伝子カセットを組み込ん
だ KT2440(pCAR1)株について、染色体上の
PP_0973 と pCAR1 上の pnd を単独破壊した株
と二重破壊した株の相同組換え頻度を、全菌
数に対するKm耐性菌数の割合で算出した（表
1）。その結果、二重破壊株の相同組換え頻度
は KT2440(pCAR1)株に比べて約 2 倍に上昇し
ていることが明らかとなった。しかし、
KT2440(pCAR1)株や、PP_0973 または pndの単
独破壊株の car 遺伝子群保持率がほぼ 100%
であるのに対し、二重破壊株では数百コロニ
ーを調べても car遺伝子群を保持する株が見
つからなかったことを考えると、上述の二重
破壊株における相同組換え頻度の上昇が car
遺伝子群の欠失に直接繋がっているとは考
えにくい。 
 
表 1. KT2440(pCAR1)株と、その遺伝子破壊株
における相同組換え頻度 

*3 連の実験の平均値±標準誤差で算出した 
 
 我々は別の研究テーマにおいて、car 遺伝
子群の欠失がpCAR1保持株の生存に有利に働
くことを見出している（未発表データ）。こ
の事実と上記の結果を併せると、二重破壊株
では宿主に何らかの負荷がかかるため、偶然
生じた car遺伝子群を欠失した細胞が集団中
で優占化し、結果として二重破壊株を培養す
ると大半が car遺伝子群欠失株になるという
可能性が考えられた。以上の研究成果につい
ては学会発表①にて報告した。 
 
 本研究では、NAPs がプラスミドと宿主に及
ぼす影響について、特に NdpA ホモログを中
心に研究を展開してきた。NdpA ホモログは、
大腸菌におけるホモログ (YejK) が核様体

中から発見  [Murphy et al., 1999, J. 
Bacteriol., 181:3842-4] されて以降、YejK
の溶液中での会合度やDNA結合能の確認など
基本的なタンパク質としての性質を調べた
報告 [Lee and Marians, 2013, J. Biol. 
Chem., 288:31503-16] 以外に報告が無く、
その機能は全くと言って良いほど分かって
いない。本研究で得られた成果は、プラスミ
ド－宿主染色体間の相互作用だけでなく、謎
が多い NdpA ホモログの機能解析においても
足がかりになるものと言える。 
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