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研究成果の概要（和文）：プラスミドによる宿主染色体の機能調節のメカニズムを解明するため、“プラスミドを保持
すること”の浸透圧ストレスへの影響や特定の遺伝子群の転写誘導／転写抑制について機構解明を行った。また、この
現象において重要な役割を果たすプラスミド由来の核様体タンパク質（特に中心的役割を果たすH-NS familyタンパク
質）の二量体化・多量体化機構をタンパク質間相互作用の解析と結晶構造を元に解析した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the modulation mechanism of host chromosomal functions by plasmid, 
the reduction of osmotic stress tolerance and the induction/reduction of the specific genes by plasmid 
carriage were investigated. In addition, mechanisms of dimerization/multimerization of plasmid-borne H-NS 
family proteins were investigated by protein-protein cross-linking assays and protein structure 
determined by X-ray crystallography.

研究分野： 環境微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 環境中の微生物は、変異、組換えによる
遺伝子・ゲノムの変容に加えて、遺伝子の
水平伝播によりゲノム構成を変化させてい
る。これらは細菌の形質の多様化をもたら
し、“場”がもたらす選択圧によって適当な
形質を示す宿主が生残する。これが、環境
細菌の進化の実体である。プラスミドはサ
イズ（含まれる遺伝子の数）・接合伝達頻
度・受容菌域から考えて、ゲノム構成の変
容原因として重要な進化装置である。プラ
スミドによる一連の進化プロセスの中で、
外来のプラスミドを保持した場合の形質の
多様化の程度とメカニズムについては知見
が十分とは言えない。それは、プラスミド
は宿主に“共通の機能（形質）を与える”と
盲目的に考えられてきたことによる。しか
し、近年、薬剤耐性プラスミド pB10 の安
定性や接合伝達域が宿主ごとに変化するこ
とが報告された。研究代表者らも、カルバ
ゾール分解 IncP-7 群プラスミド pCAR1
（200 kb）の存在が染色体上の遺伝子発現
様式を大規模に変化させて染色体由来の新
形質を発現させること、複数の宿主に鉄欠
乏や緊縮応答の遅延等を共通に誘導したり、
宿主特異的に特定の染色体遺伝子の転写を
変動させたりすることを明らかにした。さ
らに、pCAR1 上の遺伝子の一部は異なる宿
主内では転写量が大きく変動する。また、
pCAR1 の接合伝達能や、pCAR1 保持菌が
示す分解力／pCAR1 の構造安定性も、宿主
ごとに変化することを明らかにしている。
これら情報に基づくと、プラスミドが宿主
形質を変化させる機構は、(1)プラスミド上
の遺伝子が発現することによる直接的な形
質変化、(2)染色体に比べて無視できない量
の遺伝子が細胞内に入り複製・発現するこ
とによる間接的影響、(3)プラスミド由来酵
素の発現に伴う生体内物質量変動による間
接的影響の他、(4)プラスミド由来の因子に
よる染色体遺伝子の直接的な転写制御の４
つであると考えられる。しかし、4 番目の
機構の解析は極めて不十分である。 
この 4 番目の機構の主役として、プラス

ミド上にコードされる核様体タンパク質
（NAPs）がある。研究代表者の以前の研究
でも、pCAR1 にコードされる H-NS family 
タンパク質 Pmr、NdpA 様因子 Pnd、HU ホ
モログ Phu といった NAPs が重要な役割を
果たしていることが明らかにされていた。
このような背景から、プラスミドの染色体
機能への影響を考える上で、プラスミドに
コードされる NAPs の機能を、宿主染色体
にコードされる NAPs との協調的働きとい
う観点で理解することが重要であるとの認
識に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、カルバゾール分解プラスミド

pCAR1 の存在がどの様に染色体上の多数の

遺伝子の転写変動を引き起こすのか、また
種々基質への生育（呼吸）量変化をどの様に
引き起こすのかについて解明することで、
“pCAR1 を持つ”というシグナルが転写制
御を経て染色体機能を制御する機構を解明
する。また、これらの現象の鍵因子である
pCAR1 由来の複数の NAPs を対象に、機能
構造解析と、NAPs 間での協調的な相互作用
の解析を行うことで、上記シグナル伝達経路
での NAPs の機能メカニズムを解明する。 
具体的には、(1)pCAR1 による宿主への影

響の機構解明、(2)プラスミド機能発現の鍵因
子NAPsの作用メカニズムの解明の 2つを推
進することで、プラスミドによる染色体機能
制御の機構を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)pCAR1 による宿主への影響の機構解明 
①宿主の生育への影響の原因解明：pCAR1
を保持しても 4% [v/v] KCl 感受性とならな
いPseudomonas aeruginosa PAO1のゲノム
ライブラリーを構築し、pCAR1 を保持する
Pseudomonas putida KT2440 株（pCAR1
保持により高濃度 KCl 感受性となる）に導入
して、非感受性となるショットガンクローン
取得を目指した。 
また、pCAR1 を保持する KT2440 株の自

然耐性変異株の取得を試みた。 
 
②転写プロファイルの変動への影響の原因
解明：以前の研究で明らかにされていた
pCAR1保持により転写変動する遺伝子群は、
生育に伴う転写プロファイルの違いによっ
ていくつかのグループに分けられる。 
 本研究では、転写プロファイルが類似した
グループに特徴的なプロモータ領域の特徴
を調べるため、まず高精度な転写開始点の決
定を dRNAseq 法（5’末端に 3 リン酸をもっ
た mRNA を濃縮したサンプルを濃縮してい
ないサンプルと比較することで転写開始点
を決定する手法）により行った。転写開始点
上流にσ因子などの転写に関わり得る因子
の結合の有無を推定し、転写変動が起こる原
因を考察した。 
さらに、プロモータ部分に結合する因子の

違いが pCAR1 保持特異的な転写変動の原因
であると推定されるため、プロモータ領域に
結合するタンパク質の網羅的同定手法であ
る DNA サンプリング法を用いた解析を試み
た。 
 
(2)プラスミド機能発現の鍵因子 NAPs の作
用メカニズムの解明 
①H-NS family protein のタンパク質科学的
解析：H-NS family protein は、一般に N 末
端側に二量体化・多量体化ドメインを、リン
カーを挟んで C 末端側に DNA 結合ドメイン
を有する。本研究では、pCAR1 由来の Pmr
に加えてKT2440株染色体にコードされてい
る相同タンパク質である TurA と TurB の 



N 末端側の二量体化・多量体化ドメインの機
能を明らかにするため、Pmr, TurA, TurB の
各 ド メ イ ン  (Pmr_nt61, TurA_nt61, 
TurB_nt61) と同ドメインを含む長さの異な
るタンパク質とをモル比を変えて混合し、タ
ンパク質間クロスリンク法によってホモ・ヘ
テロ二量体の検出を行った。 
 さらに、以前の研究から、Pmr_nt61では N
末端側から 6, 8, 15, 18, 20, 27, 49 番目の残
基を各々アラニンで置換した場合にホモ多
量体形成能が低下することが明らかとなっ
ていた。これらの残基は TurA では 6 つが保
存されているのに対し、TurB では 3 つしか
保存されていない。そこで TurB_nt61におい
て上述の 7 残基のアラニン置換体を作製し、
タンパク質間クロスリンク法によりホモ多
量体形成能を調べた。 
 
②H-NS family protein の機能－構造解析：
N 末端側の二量体化・多量体化ドメインの機
能をタンパク質構造から理解するために、上
記①で得られた Pmr_nt61 と TurB_nt61 のア
ミノ酸置換体の結晶化とX線結晶構造解析を
行った。 
 
③pCAR1 上の NAPs の機能的相互作用の解
析：以前の解析で、pCAR1 を保持した KT2440
株は、コハク酸を唯一の炭素源とした液体培
地を用いた静置培養において、器璧内面の気
液界面付近に flat なバイオフィルムを作るこ
とが知られていた。この flat なバイオフィル
ム中では、細胞は繊維状化していることも明
らかになっていた。これは、pCAR1 を保持し
ない KT2440 株が通常の桿菌の状態でマッシ
ュルーム状のバイオフィルムを形成するの
とは対象的である。また、pCAR1 上の NAPs
をコードする遺伝子を pmr/pnd, pmr/phu の組
み合わせで二重破壊すると、上で述べた繊維
状化が激しく亢進することも明らかになっ
ていた。 
 そこで、pCAR1 上の NAPs 遺伝子の単独破
壊株、二重破壊株のトランスクリプトームを、
野生型株や振とう培養条件（バイオフィルム
非生成条件）でのトランスクリプトームと比
較することで、繊維状化の原因因子の洗い出
しを行った。 
 さらに、原因因子と推定された遺伝子の過
剰発現株を作成し、そのバイオフィルム生成
への影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)pCAR1 による宿主への影響の機構解明 
①宿主の生育への影響の原因解明：以前の解
析でBiolog社のPhenotype Microarrayを用
いた解析で、各種栄養塩の資化性やストレス
条件への感受性が pCAR1 保持により変化す
ることが明らかにされていた。本研究では、
Pseudomonas putida KT2440 細胞特異的に、
浸透圧ストレス（4% [v/v] KCl）暴露への感
受性が上がる（生育が遅くなる）現象に注目

し、この pCAR1 の影響の原因を探ることに
した。 
 まず、pCAR1 保持が KT2440 特異的に浸透
圧ストレス耐性を低下させる機構解明を目
指し、浸透圧耐性が強い PAO1 株のゲノムラ
イブラリーを KT2440(pCAR1)株に導入して
耐性回復株の取得を試みた。スクリーニング
の結果、目的とするクローンの取得には至ら
なかったが、この過程で極めて高い頻度で自
然耐性変異株が出現することが明らかにな
った。そこで、4% [v/v] KCl 含有寒天培地上
で、明らかに大きなコロニーを形成する株を
取得し（数百株のスクリーニングの結果、約
10 株分離）、4% [v/v] KCl 含有液体培地での
生育も回復していることを確認した。現在、
それらの全ゲノムシーケンスにより、変異遺
伝子の同定を行っている。 
 
②転写プロファイルの変動への影響の原因
解明：dRNAseq 法による解析の結果、pCAR1
上に合計116個の転写開始点を同定すること
ができた。このうち 92 個の上流配列にはσ
70 依存的プロモータと予測される配列が、4
個にはσ54 依存的プロモータと考えられる配
列が見出された。また、以前のタイリングア
レイを用いた転写解析の結果から pCAR1 上
で 74 個の転写単位が特定されていたが、こ
れと相当する 43 箇所に転写開始点が見出さ
れた。これに加え、新たに 37 個の転写単位
の存在が示唆された。現在、染色体側の転写
開始点を明らかにすると共に、プロモータ領
域の解析を行っている。また、DNA サンプリ
ング法による pCAR1 保持時に特異的な転写
変動する遺伝子のプロモータ領域に結合す
る因子の同定のため、必要なプラスミドの作
成を終了した。 
 
(2)プラスミド機能発現の鍵因子 NAPs の作
用メカニズムの解明 
①H-NS family protein のタンパク質科学的
解析：腸内細菌の H-NS はホモ二量体や自身
のホモログとのヘテロ二量体を形成するこ
とが知られている。一方、Pmr, TurA, TurB
では以前の研究でホモ二量体の形成は示さ
れていたものの、ヘテロ二量体の有無につい
ては確認されていなかった。そこで Pmr, 
TurA, TurB の二量体化・多量体化ドメイン
と同ドメインを含むが長さの異なるタンパ
ク質とをモル比を変えて混合し、タンパク質
間クロスリンク法によってホモ・ヘテロ二量
体の検出を行った。その結果、いずれの組み
合わせでもヘテロ二量体が確認された。また、
この時 Pmr-TurA 間、Pmr-TurB 間ではモル
比がそれぞれ 1:7, 1:10 でも Pmr のホモ二量
体が検出された一方で、TurA-TurB 間ではモ
ル比 1:3 で TurA のホモ二量体が見られなく
なった。これは、他の組み合わせよりも
TurA-TurB 間の方がヘテロ二量体を形成し
やすいことを示唆している。以上より菌体内
の各 MvaT ホモログの存在量がホモ・ヘテロ



二量体の存在量を変え、これが転写制御にも
影響する可能性が示唆された。 
 また、TurB_nt61 の 7 つの残基について作
成したアラニン置換体を使って、タンパク質
間クロスリンク法によりホモ多量体形成能
を調べた。その結果、8 番目の残基の置換体 
(TurB_nt61-R8A) ではホモ多量体形成能が
大きく低下し、ホモ二量体で安定に存在する
ことが明らかとなった。一方、その他の残基
はホモ多量体形成能への影響が少なかった
ことから、Pmr と TurB ではホモ多量体形成
に重要な残基が異なることが示唆された。 
 
②H-NS family protein の機能－構造解析：
ホモ多量体・ヘテロ二量体形成機構について
興味深い知見が得られたものの、本研究開始
当初は H-NS family protein ホモログのうち
Pseudomonas 属が持つ MvaT 様因子の構造
が未解明であったため、各現象に重要な残基
の議論が困難であった。 
そこで Pmr_nt61-R8A と TurB_nt61-R8A

の結晶化を試みた。Pmr 由来タンパク質はう
まく行かなかった一方で、TurB 由来タンパ
ク質は酢酸アンモニウムを沈澱剤とする条
件で結晶は成長した。X 線回折実験の結果、
Photon Factory にて分解能約 2.3 Åの回折
データの取得に成功した。当初は H-NS の結
晶構造を用いた分子置換法で立体構造の解
明を試みたが、TurB との相同性の低さから
構造決定には至らなかった。そのため、セレ
ノメチオニン置換タンパク質の結晶化を行
い、単波長異常分散 (SAD) 法によって位相
を決定した。これを分子置換の鋳型としてモ
デルの修正と精密化を行い、分解能 2.3Åで
最終構造を決定した。得られた構造は MvaT
様因子として世界初のもので、大腸菌やサル
モネラ菌で解析が進んでいるH-NSとは異な
る新規な二量体化・多量体化ドメインを有し
ていた。現在、この構造を基に Pmr_nt61、
TurA_nt61 のモデル構造の作製を進めてお
り、これらの構造と上述の実験結果から
MvaT ホモログのホモ多量体・ヘテロ二量体
形成機構について議論を行う予定である。 
 
③pCAR1 上の NAPs の機能的相互作用の解
析：KT2440 株が pCAR1 を持ったときに特
異的に繊維状化し flatなバイオフィルムを作
る原因を探り、この現象への pCAR1 由来の
NAPs の関与の仕方を探る観点で、各種の
NAPs について一重、二重破壊株を作成し、
トランスクリプトーム比較を行った。その結
果、繊維状化に関係する遺伝子として 32 個
の染色体上の遺伝子（いずれも繊維状化する
か、繊維状化が亢進する際に転写レベルが上
昇する）を抽出した。これらの遺伝子を一つ
ずつ KT2440 株、KT2440(pCAR1)株に導入
して高発現させた。KT2440 株での後発現株
で は 、 PP_2193 (TonB-dependent 
siderophore receptor)を高発現させたときに、
菌体が繊維状化する現象が観察された。また、

KT2440(pCAR1)株を用いた後発現株では、
PP_0308 (membrane dipeptidase) と
PP_0309 (hypothetical protein)を高発現さ
せた株で繊維状化の亢進が観察された。これ
らによる繊維状化とその亢進のレベルは低
いため、KT2440 株が pCAR1 を保持した場
合に繊維状化するのは、複数の遺伝子の発現
が誘導されることが協調的に作用した結果
であると考えられた。 
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