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研究成果の概要： 
 各種汚染物質の分解者である環境細菌は、新規環境汚染物質化合物に対する分解能を極めて短

時間で獲得するが、このような汚染環境への適応・進化に、分解酵素遺伝子群を担うプラスミド

やゲノミックアイランドなどの可動性遺伝因子の種を超えた水平伝播が関与する。本研究では、

これら可動性遺伝因子の水平伝播の分子機構、水平伝播能を制御する生物的要因、そして水平伝

播可能な受容菌株宿主域規定要因を明らかにした。 
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研究分野：農学 
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１．研究開始当初の背景 
 各種汚染物質の分解者として極めて重要な

環境細菌は、新規環境汚染物質化合物に対す

る分解能を極めて短時間で獲得することで、

汚染環境に迅速に適応・進化できる。このよ

うな現象には、進化的祖先を同一にする分解

酵素遺伝子群の種を超えたレベルでの頻繁な

水平伝播が関与すると示唆されるが、当該水

平伝播は自己接合伝達能を持つ大型のプラス

ミド(分解プラスミド)やゲノミックアイラン

ドなどの可動性遺伝因子を介して行われてい

る。しかし、分解酵素遺伝子を持つこれら可

動性遺伝因子の他細菌への水平伝播の分子機

構、水平伝播能を制御する生物的要因、そし

て水平伝播可能な受容菌株宿主域規定要因に

関する研究は、手が付けられていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ナフタレンや、トルエン、PCB、
そして、γ-HCH の各分解酵素遺伝子群を担う

プラスミドやゲノミックアイランドを研究対

象にし、以下の研究項目を実施し、その成果

をもとに、分解酵素遺伝子を持つこれら可動

性遺伝因子の他細菌株への水平伝播の分子機



構、水平伝播能やこれを制御する生物的要因、

そして水平伝播可能な受容菌株宿主域規定要

因を明らかにすることを目的とした。 
(1) 分解プラスミドの接合伝達において、受容

菌宿主域を規定するプラスミド並びに受容菌

染色体支配の因子同定 
(2) 分解プラスミドが宿主細胞内で安定的に

維持されるためのプラスミド並びに受容菌染

色体支配の因子同定 
(3) 分解酵素遺伝子群を担うゲノミックアイ

ランド水平伝播機構の概略の提示 
(4) 新規性の高い分解プラスミドの解析 
(5) 宿主細菌株の培養を割愛して取得した分

解プラスミドの解析 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、ナフタレン分解プラスミド

NAH7、2 種のトルエン分解プラスミド pDK1
と pWW53、β-プロテオバクテリア染色体支配

でPCB分解酵素遺伝子群を担うゲノミックア

イランド、そして、γ-HCH の分解酵素遺伝子

群を担うプラスミドで、その複製・維持・接

合伝達装置に関して新規性が高い複数プラス

ミドを、対象とした。 
(2) NAH7 以外の可動性遺伝因子の全塩基配

列が不明であったことから、これら因子の全

塩基配列に関し、一部を除いて、決定・解析

した。既知塩基配列との比較には、我々自身

が独自に開発した DNA 配列比較ソフトウェ

ア GenomeMatcher を使用した。 
(3) 可動性遺伝因子の水平伝播や宿主細胞内

での安定性等の遺伝学的検討は、研究代表者

が確立済みであった解析系を用いた。 
① プラスミドの接合伝達能検討において、正

の遺伝学的選択が容易な薬剤耐性マーカーを

付加したプラスミド誘導体を用い、研究室保

有の様々な細菌株との接合実験をした。 
② 自己伝達能を欠如するプラスミド誘導体

の任意細菌細胞内での導入は、菌株毎で導入

効率を最適化したエレクトロポレーション法

を用いた。 
③ 染色体のランダムな突然変異誘発は、トラ

ンスポゾン挿入により行った。 
(4) 可動性遺伝因子の水平伝播や宿主細胞内

での安定性等の分子生物学的検討は、通常の

手法を用いたが、以下の 2 点に本研究の特色

がある。 
① 定量的 PCR、RT-PCR、定量的 RT-PCR に

より、特定構造を持つ DNA の検出やオペロン

構造の検出、mRNA 量の定量を行った。 
② タンパク質間相互作用の検討は、Bacterial 
Two Hybrid システムを用いた。 
 

４．研究成果 

 「研究の目的」に記した各項目における研

究成果は以下の通りである。 

(1) Pseudomonas putida 由来で広宿主域を示す

ナフタレン分解プラスミド NAH7 の既知接合

伝達遺伝子群上流に存在し、機能未知であっ

た 3 遺伝子に焦点を絞った解析をした。 
① 3 遺伝子のオペロン構造、各遺伝子産物の

細胞局在性、そして、他の接合伝達関連遺伝

子産物との相互作用を明らかにした。 
② 各遺伝子に突然変異を導入した NAH7 誘

導体の P. putida 間、大腸菌間、P. putida と大

腸菌間での接合伝達を検討したところ、3 遺

伝子は大腸菌から P. putida への接合伝達に必

須で、本遺伝子群は接合伝達の受容菌株宿主

域を規定していた。 
③ 上記 NAH7 誘導体の大腸菌から P. putida
への接合伝達を可能にする P. putida 染色体支

配遺伝子の突然変異を複数同定した。 
(2) P. putida 由来でトルエン分解酵素遺伝子群

を担う自己伝達性プラスミド pDK1 と非伝達

性プラスミド pWW53 の構造と接合伝達を検

討した。 
① 129 kb の pDK1 と 108 kb の pWW53 の全塩

基配列を決定した。両者間でのトルエン分解

酵素遺伝子群は相同性が高かったが、両者の

複製・分配装置は、進化的祖先が同一と明瞭

に断言できるほど極めて高い相同性を示した。 
② pWW53 の複製・分配装置を持つミニプラ

スミドは、多くの Pseudomonas 属株で安定に

保持されたが、P. putida KT2440 株では極めて

不安定だった。この現象は、KT2440 株特異的

にコードされる分配関連タンパク質 ParI がプ

ラスミドの分配を阻害することに起因すると

示唆された。 
(3) Acidovorax 属細菌支配で PCB 分解酵素遺

伝子群を含む 62 kb の染色体領域は、多様な

プロテオバクテリア細菌株染色体に水平伝播

可能なゲノミックアイランドであり、本アイ

ランドの構造と水平伝播の機構を検討した。 
① 本アイランドの全塩基配列を決定し、その

詳細な全体構造を提示した。 
② 広範な受容菌株染色体に接合伝達された

本アイランドの挿入部位は一定でないことか

ら、本アイランドは接合型トランスポゾン

(CTn)であると結論した。ただ、その挿入部位

には、ある程度のコンセンサス配列があった。 
③ 本 CTn 接合伝達の第一段階は供与菌染色

体からの CTn の特異的切り出し・環状化であ

り、この反応に関与する int 遺伝子を同定した。

int の転写量は環状化 CTn で上昇し、この上昇

が環状化 CTn の受容菌染色体への組込みを効

率化させると示唆された。 



 (4) α-プロテオバクテリアでγ-HCH を完全分

解可能な Sphingobium属細菌MM1株の本物質

分解酵素遺伝子の所在を解析した。 
① 6 つの分解酵素遺伝子群は、他のγ-HCH 分

解細菌群のそれらと極めて高い相同性を示す

にも関わらず、本菌内在性の 3 種大型プラス

ミド上にすべて散在するという新規性に富ん

だ特色を見出した。 
② 上記プラスミドのドラフト塩基配列の解

析で、(a)いずれのプラスミドでの複製装置の

新規性、そして、(b) 1 つのプラスミドの接合

伝達能、が示唆された。 
(5) pLB1 は、Sphingobium 属細菌を受容菌とし

た土壌試料との直接的接合実験系で取得して

いた。γ-HCH 分解に関わる一酵素のみをコー

ドする本プラスミドをさらに解析した。 
① 66 kb の pLB1 の全塩基配列を決定・解析

したところ、プラスミドの基本的性質である

複製装置と接合伝達装置に新規性が高かった。 
② pLB1 上の 2 kb 断片に複製装置が存在した。 
③ pLB1 は他のα-プロテオバクテリア属細菌

への自己接合伝達が可能だったが、β-並びに

γ-プロテオバクテリア属細菌への接合伝達は

認められなかった。 
(6) 本研究で得られた成果全般については、す

でに国内外で高い評価を得ている。とりわけ、

分解プラスミドの受容菌宿主域を規定するプ

ラスミド並びに受容菌染色体由来の因子の同

定に関する国際学会での発表は、学術的に極

めて重要で、かつ、独創的であると賞賛され

た。今後は、両レプリコン由来の因子の分子

生物学的な解析を詳細に推進するとともに、

これら因子の組み合わせが NAH7 と P. putida
染色体遺伝子の組み合わせに留まらず、各種

可動性遺伝因子と様々な細菌染色体遺伝子と

の関係にまで普遍化できるかの検証を実施す

る予定である。また、本研究の成果には、ま

だ学術雑誌に未発表のものも含まれており、

これらに関しては、可能な限りの早期に発表

していく予定である。 
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