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研究成果の概要（和文）：本研究は，環境中における遺伝子の伝播を担うプラスミドpCAR1を用いて，異種細菌間にお
けるプラスミドの接合伝達を成立させる必須因子の取得を目的として行った．その結果，pCAR1上にコードされる3つの
異なる核様態タンパク質(NAPs)が，異種微生物間の接合伝達における必須因子であることが示唆された．またORF145-1
46は，接合伝達に必須でないが，異種細菌間の伝達頻度に影響を及ぼすことが示された．また，NAP遺伝子は，他の様
々な接合伝達性プラスミド上に分布していることも示した．さらに，異種微生物間の伝達を理解する上で重要な，プラ
スミドを一時的に受容可能な宿主の検出・分離・解析手法も確立した．

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to find essential elements for the conjugative 
transfer of plasmid between different bacteria using pCAR1. Three kinds of nucleotide-associated proteins 
(NAPs) encoded on pCAR1 (Pmr, Phu, and Pnd) were shown to be important elements for its replication, 
maintenance and transfer in different host strains. Products of ORF145 and ORF146 on pCAR1 were not 
essential for the transfer but they may affect the transfer frequency of the plasmid. NAP genes were 
shown to be distributed on various transmissible plasmids. We successfully developed a method to detect, 
separate, and analyze ‘transient’ transconjugants, which would be important for the spread of plasmids 
in different host strains.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
プラスミドの接合伝達現象は細菌の進化・適
応の原動力であり，古くより研究がなされて
きた．しかしその多くは，プラスミドを授受
する供与菌と受容菌が同一菌株に由来する
場合の接合伝達機構を対象としており，実際
の環境中でより重要な，異種細菌間における
接合伝達に必須な因子についてはほとんど
明らかになっていない． 
pCAR1 は，Pseudomas resinovorans CA10 

株に由来する約 200 kb の接合伝達性の環状
プラスミドであり，環境中における遺伝子の
水平伝播を担う重要なプラスミドの一つで
ある（Maeda et al., 2003 J. Mol. Biol. 
2003, 326:21, Shintani et al., 2006, Appl. 
Environ. Microbiol. 2006 72:3206, 
Takahashi et al., 2009, Biosci. Biotechnol. 
Biochem. 73:744）．以前の我々の研究で，環
境試料中から，Stenotrophomonas属細菌を接
合 完 了体と し て得る こ とに成 功 し た
（Shintani et al., 2008，30：117）．一方
で，実験室内では当該菌株に伝達が認められ
なかったことから，pCAR1 が接合伝達するた
めには，Pseudomonas 属細菌間の接合伝達に
必須な因子とは別の因子が必要な可能性が
示された．また，上記 Stenotrophomonas 属
細菌内で，pCAR1 が非常に不安定であったこ
とから，環境中には，プラスミドを一時的に
保持する宿主が存在するのではないかと考
えられた． 
 
２．研究の目的 
（１）pCAR1 を研究材料として，異種微生物
間を接合伝達する際に必須なpCAR1上および
宿主染色体上の因子について同定すること
を目的とした． 
（２）pCAR1 と他のプラスミドについて，異
種微生物間の成否を左右する環境因子を同
定することを目的とした． 
（３）環境中における異種微生物間の伝播現
象を理解するにあたり，プラスミドを一時的
に保持する宿主の検出手法を確立すること
を目的とした． 
 
３．研究の方法 
（１）pCAR1 の異種微生物間における必須因
子の同定 
pCAR1 を接合伝達によって受容できない
Stenotrophomonas 属細菌 X277 株を用いて，
pCAR1 が接合伝達可能になった変異株の取得
を試みた．また，プラスミドの異種細菌間の接
合伝達に必須な因子の手がかりを得るため
に，pCAR1 を有する異なる Pseudomonas 属細
菌内で，pCAR1 上の遺伝子の転写量を網羅的
に比較した．このうち転写量が菌株ごとに異
なる遺伝子を，異種微生物間の伝達に関与す
る候補として選定し，遺伝子破壊株を構築し
て，異種微生物間における接合伝達頻度を比
較した． 
 

（２）異種微生物間の接合伝達の成否を左右
する環境条件の探索 
固体上・液体内，温度や pH，接合時間など，
異なる環境条件下で，同種および異種微生物
間の接合実験を行い，その頻度を比較した．
このとき pCAR1 の他，pBP136 および NAH7 を
モデルプラスミドとし，供与菌としてゲノム
配列既知の Pseudomonas putida KT2440株を，
また受容菌には，同種の KT2440 株の他，別
の 研 究 で ゲ ノ ム 配 列 を 解 読 し た P. 
resinovorans CA10dm4株を受容菌として用い
た． 
 
（３）環境中でプラスミドを一時的に受容可能
な微生物の検出手法の確立 
先述した Stenotrophomonas属細菌のように，
プラスミドを極めて不安定ながら一時的に
保持可能な細菌が環境中に存在するのでは
ないかと考え，接合完了体を培養せずに，検
出・分取・解析する手法の構築を試みた．各
プラスミド上に緑色蛍光タンパク質（GFP）
をコードする遺伝子を挿入し，接合完了体で
のみ発現するシステムを導入した．その後，
緑色蛍光を示す接合完了体を，フローサイト
メーターとセルソーター（FACS）によって一
細胞ずつ検出・分取した．分取した接合完了
体細胞から，直接全ゲノム DNA を増幅後，プ
ラスミドの有無を PCR によって確認し，16S 
rRNA 遺伝子配列を解読することで，宿主の属
種を同定した．モデルプラスミドとして
pCAR1，pBP136 と NAH7 を用い，好気条件下に
おける土壌由来の細菌画分を対象として調
べた． 
 
４．研究成果 
（１）pCAR1 の異種微生物間における必須因
子の同定 
異種微生物間の接合伝達に必須な因子を同
定するのに，プラスミドと，そのプラスミド
が直接伝達しない受容菌として，pCAR1 と
Stenotrophomonas 属細菌を想定していたが，
pCAR1を有するStenotrophomonas属細菌の復
元に至らなかった．そこで，予定を変更して，
pCAR1 を有する 3 種の Pseudomonas 属細菌に
ついて，増殖曲線の異なるポイントにおける
pCAR1 上の全遺伝子の転写量変化を比較した．
その結果，pCAR1 上の ORF145-146 と，3種の
核様態タンパク質をコードする遺伝子（pmr，
phu および pnd）が，異なる宿主内における
転写量の変動が大きい遺伝子候補として選
定された（発表論文⑤にて報告）．特に，核
様態タンパク質をコードする遺伝子につい
ては，pmrと，他の 2つ（phuと pnd）のうち
1つを欠損する二重破壊株で，KT2440 株から
KT2440 株の伝達は認められた一方，KT2440
株から CA10dm4株への伝達が検出限界以下に
低下する現象を見出した（図 1）． 
この結果より，pCAR1 上の核様態タンパク

質が，本プラスミドの異種微生物間の伝達に
必須な因子と示唆された．また，上の二重破



壊株では，宿主の継代培養をするにつれ，プ
ラスミド上の遺伝子構造に変化が認められ
たり，プラスミドを欠損したりする現象も見
出した．従って，プラスミド上にコードされ
る核様態タンパク質は，pCAR1 の複製・維持
にも寄与する因子であることが示された．本
現象に関して，それぞれ欠損した遺伝子につ
いての相補実験を行ったところ，伝達頻度の
回復には至らなかったが，複製・維持能に関
しては回復が認められた．いずれにしても，
核様態タンパク質がpCAR1の基本機能にとっ
て重要な因子であることが初めて示された．
また，pCAR1 上の ORF145 および ORF146 につ
いては，これらを欠損したプラスミドの接合
伝達頻度が低下することから，異種微生物間
の伝達に関与する可能性が考えられた（以上
発表論文④にて報告）． 
 

 以上のことを踏まえ，他のプラスミド上に
どの程度核様態タンパク質をコードする遺
伝子が分布しているのかを調べるため，全塩
基配列が決定された 4602 のプラスミドにつ
いてデータベースを構築し，それらの中で，
核様態タンパク質をもつプラスミドを選抜
し，特徴を比較した．その結果，核様態タン
パク質をコードする遺伝子は，よりサイズの
大きなプラスミドに存在し，かつ接合伝達性
のプラスミド上に有意に偏って分布するこ

とが示唆された．この結果からも，異種微生
物間の伝播・安定な維持に，核様態タンパク
質が重要であることが支持された（以上発表
論文①②③にて報告）． 
 
（２）異種微生物間の接合伝達の成否を左右
する環境条件の探索 
pCAR1 と，pBP136 および NAH7 について，

固体上・液体内，温度や pH，接合時間など，
異なる環境条件下で，同種および異種微生物
間の接合実験を行った．このとき，２種類の
受容菌を平板培地上で区別可能にするため
に，KT2440 株と CA10dm4 株の染色体上に，そ
れぞれ GFP 遺伝子と赤色蛍光タンパク質
DsRed の遺伝子を挿入した菌株を作製した．
その後，接合伝達頻度を比較したところ，プ
ラスミドごとに環境因子から受ける影響が
異なることが示唆された．また，上記 3種の
プラスミドについて，KT2440 株（野生株）と，
派生する PpY101 株について，宿主がプラス
ミドから受ける影響を，プラスミドを持つ菌
株と，プラスミドを持たない菌株との競合試
験によって比較した．その結果，KT2440 株は
3 種のプラスミドいずれについても，プラス
ミドを持たない菌株の方が優占化したのに
対し，PpY101 株については，プラスミドを持
つ菌株の方が優占化した．また，先行する研
究で 2価のカチオン（Ca2+，Mg2+）が pCAR1 の
接合伝達に必須な因子として示されたが，こ
れらのカチオンの及ぼす影響が，供与菌と受
容菌の組み合わせによって変わることを見
出した（一部を発表論文⑧にて報告）． 
 
（３）環境中でプラスミドを一時的に受容可能
な微生物の検出手法の確立 
FACSと全ゲノムDNA増幅法を組み合わせるこ
とで，接合完了体を培養せずに，細胞レベル
で解析する手法の確立に成功した（図２）． 

 
本手法を用いて，各プラスミドの接合完了体
について解析を行ったところ，pBP136 は，既
知の宿主（Proteobacteria 門）以外に，
Actinobacteria 門 ， Bacteroidetes 門 ，
Firmicutes 門の細菌に伝達すること，NAH７



お よ び pCAR1 は ， Pseudomonas 属 と
Stenotrophomonas 属（Gammaproteobacteria
綱）細菌の他，細菌綱レベルで異なる Delftia
属（Betaproteobacteria綱）の細菌に伝達す
ることを新たに明らかにした．いずれも従来
の培養法に依存した手法では得られなかっ
た接合完了体であり，環境中には，プラスミ
ドを一時的に受容可能な宿主が存在するこ
とが示唆された．特に，pCAR1 を受け取った
Delftia属細菌について，16S rRNA 遺伝子を
プ ロ ー ブ と し た fluorescence in situ 
hybridization（FISH）法と，プラスミド全
体をプローブとした FISH 法を組み合わせる
ことで，細胞レベルの接合完了体の検出にも
成功し，Delftia 属細菌が本プラスミドを一
時的に受容可能な宿主であることが，視覚的
にも確かめられた（以上発表論文⑥にて報
告）． 
 
 以上，本研究の成果により，プラスミド上
にコードされる核様態タンパク質が，異種微
生物間の接合伝達の成否に重要な因子であ
ること，また，プラスミド自体の基本機能に
も重要であることを世界で初めて示した．ま
た，本タンパク質は，他の接合伝達性プラス
ミドの多くに分布していることも明らかに
した．さらに，pCAR1 の異種微生物間の接合
伝達の成否を左右する環境因子として，カチ
オンの重要性が改めて認識された．本研究期
間内に，異種微生物間の接合伝達における宿
主染色体上の必須因子の同定には至らなか
ったが，同種の P. putidaの同一株に由来す
る KT2440 株と PpY101 株内で，プラスミドが
宿主に及ぼす影響に違いが認められたこと
から，今後，これらの 2株のゲノム配列の解
読を行い，比較することで，宿主染色体上の
因子の同定も可能と推定される．また，本成
果で確立した，接合完了体の培養を介さない
検出法については，複合微生物系におけるプ
ラスミドの宿主域解明にも発展させて研究
を続けている． 
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