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研究成果の概要（和文）： 
 海洋の極限環境試料ではじめて、可動性遺伝因子の一つであるインテグロンやそれに付随す
るジーンカセットの解明を目指した。その結果、インテグロンの新しい構造や環境適応機能を
担う機能遺伝子などを数多く見出すことに成功した。具体的には、環境 DNA 試料からインテ
グロンを効率的に見出す新手法を考案するとともに、海洋の汚染・極限環境試料を対象にその
環境への適応に関与する新しいインテグロン情報を収集、バイオテクノロジー利用が期待でき
る新しい有用機能遺伝子情報も数多く収集することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This project aimed to study the mobile DNA element, integrons, and associated gene 
cassettes, for the first time, in extreme marine environments. Novel and diverse integron 
structures and environment- adaptive gene cassettes have been recovered. This project 
had three main achievements. First, it introduced new methodology for recovery of 
integrons from environmental metagenomes. Second, it extended our understanding to the 
contribution of integrons in the adaptation of bacteria to extreme marine conditions. 
Third, it provided us with several novel adaptive and metabolic genes that have several 
biotechnological applications. 
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１．研究開始当初の背景 
 微生物ゲノム解析の効率化や塩基配列情
報の蓄積により、個々の微生物の系統分類学
的位置のみでなく、その機能の推定が分子レ
ベルで可能な状況となっている。一方、近年
の環境微生物群集解析では、自然界の微生物
の大半は分離培養困難なもので占められて
いることが明確となっている。したがって、

これら未解明な大多数の環境微生物を対象
としたゲノム情報あるいは機能遺伝子情報
の収集と解析、資源探索には、基礎と応用の
両面から多くの関心が寄せられている。 
 こうした中、米国は２１世紀になるや否や
メタゲノム解析の時代に突入し、新しい遺伝
子や生物機能、それらの生態学的役割に至る
まで次々と解明しつつある（e.g. Beja et 



al.2001 Nature, Venter et al.2004 Science）。
国内でも、ヒト腸内細菌やカイメン、海底試
料、土壌試料などで研究が進められているが、
これらのいわば網羅的メタゲノム解析手法
のみでは人手や予算の制約が大きく、このま
までは日米間の差は開くばかりと考えられ
る。 
 一方で、変わったメタゲノム解析手法も登
場している。これは、自然環境中を一つの発
現可能な遺伝子単位(ORF)として可動してい
るジーンカセット(GC)に焦点をあて、それが
もつ一部の共通領域を標的とした遺伝子増
幅(PCR)により、その含有機能遺伝子を効率
よく検出するという点に特徴がある（Stokes 
et al.2001 Appl Environ Microbiol; Holmes 
et al. 2004 Environ Microbiol）。このジー
ンカセットの微生物群集内転移を制御して
いる機構をインテグロン、関与する転移酵素
をインテグレースと呼び、その全体をここで
はインテグロン・ジーンカセット(IGC)シス
テムと呼ぶ（図１）。もともとこれは、抗生
物質等薬剤耐性遺伝子のすみやかな水平伝
播に介在していることで著名となったが、そ
の後いくつかの例外が見いだされ、広く環境
中での原核生物の適応・進化に関与している
可能性が高まっている(Mazel 2006 Nature 
Rev Microbiol)。しかし、環境試料の解析は
土壌試料などごく一部でしか行われていな
い。そこで、本研究では、この手法を幅広く
環境試料に適用する基盤整備を行うととも
に、これまで全く未解明な極限環境試料を対
象とし、この IGC システムの普遍性や特徴、
ジーンカセット内遺伝子の特徴や有用性、生
息環境との関連性等の解明を図り、この手法
の有効性について評価することを目的とし
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.インテグロン・ジーンカセット（IGC）
システムの概要 
 
２．研究の目的 
 微生物が保有するインテグロン・ジーンカ

セット部位に着目し、多種多様な微生物が混

在する環境微生物試料を対象とした効率的な

機能遺伝子探索手法（IGCメタゲノム解析手法

）として確立するための基盤整備を行う。こ

れまで全く未解明な極限環境試料（過度な汚

染環境を含む）を対象とし、このIGCシステム

の普遍性や特徴、見出された機能遺伝子の特

徴や生息環境との関連性、発現産物の特徴や

有用性等の解明を通し、本手法の有効性や得

られた結果の科学的意義、応用の可能性等に

ついて評価することを目的とする。また、通

常のメタゲノム解析が困難な微量バイオマス

環境試料への適用を図り、本手法の有効性や

優位性を示すことを目指す。 
 
３．研究の方法 
 標的とするジーンカセット部位に特徴的
な共通領域（ attC 領域：たとえば、
GCCTAACAATTCGTCCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGC
GGCTTAACTCAGGTGTTAGGC）に着目し、特異的
でありかつある程度の汎用性も備えたプラ
イマー候補をいくつかデザインし、ジーンカ
セットを含む標的遺伝子部位が効率よく増
幅されるかどうかを組織的に調べた。また、
ジーンカセット部位だけに留まらず、インテ
グレース部位を含む長鎖 IGC断片の獲得も試
みた。実際には、各々のプライマーを用いて
得られた PCR 増幅産物を電気泳動にかけ、得
られた DNAバンドを切り出しクローニングし、
各々の配列を読んだ。得られた塩基配列情報
から標的とする配列情報が含まれているか
どうかを精査した後、ORF や構造を読み解き、
その試料が由来した環境との関係解明を図
った。また、見出した遺伝子 ORFについては、
既存のデータベースとの比較で近縁分子の
探索を行い、配列から機能を推定した。一部
有用性が期待される酵素遺伝子等について
は、通常の大腸菌や海洋由来の宿主・ベクタ
ー系を用い、発現実験を行い、さらなる特徴
解明に取組んだ。 
 IGC システム中の重要酵素であるインテグ
レースについては、本システムの由来（適
応・進化の過程）を知る上で大変重要な手が
かりとなるため、これまでの知見にとらわれ
ず新しいプライマーや条件を試した。また、
各々の環境試料より見出されたインテグレ
ースやジーンカセットが、どういった微生物
に由来するのかを推定するため、通常の SSU 
rRNA 遺伝子解析手法により宿主微生物の解
明を図った。これらの情報収集や解析、比較
等を通し、その試料が置かれていた環境と見
出された可動性遺伝因子との間の関係解明、
さらにはその宿主微生物との関係解明を図
るとともに、新しい機能遺伝子探査法として
の有効性や有用性を評価した。 
 対象とした試料は、計画の前半部が主に石



油等で汚染されたスエズ湾海底堆積物試料
および東京湾海底堆積物試料であった。後半
部は、北米西海岸沖（カスカディア）のメタ
ンハイドレート海域で採取した掘削コア試
料（IODP #311）であった。この中でコア試
料については、DNA 量が少なく不純物が多か
ったため、市販の各種キットや改変法を用い、
DNA の抽出・精製を注意深く行った。 
 
４．研究成果 
 これまでほとんど解析が行われていない
汚染環境試料や極限環境試料を対象とし、
IGC システムの新しい獲得方法の開発を手が
けるとともに、その構成要素であるインテグ
レース遺伝子やジーンカセット接合領域、そ
して多数の機能遺伝子を内包するジーンカ
セット領域の解明を図った。また、見出され
た機能遺伝子の機能や役割を推定するとと
もに、新しい情報の活用を図った。主な成果
は以下のようである。 
 
(1) 環境 IGC システムの新しい獲得方法 
 環境 IGCシステム中のジーンカセット部位
を特異的に増幅するよう我々がデザインし
た PCR プライマーは、今回対象とした汚染環
境試料や極限環境試料の解析にも有効であ
った。これに加え、ジーンカセット部位以外
の幅広い関連領域まで増幅可能な PCR条件の
検討を進めた。その結果、インテグレース部
位からジーンカセット部位までの長鎖 DNA断
片（図１参照）の取得を可能にするプライマ
ーセットをデザインすることに成功した。得
られた PCR 増幅産物は 1.5〜4 kbp の大きさ
をもち、これまで別々の DNA 断片情報でしか
なかったインテグレース遺伝子配列とジー
ンカセット配列が，一つの機能的構造体情報
として入手可能となった。この中には、これ
まであまり知られていないジーンカセット
接合領域（attI）やプロモーター領域（Pc）
の情報も含まれているものと考えられた。ま
た、この方法により、ジーンカセット配列中
第１番目に位置する遺伝子配列情報の取得
が可能となった。この部位の遺伝子は、他の
部位のそれより発現頻度が高くより重要な
遺伝子と考えられることから、本システムの
機能や役割の解明にも大きく寄与するもの
考えられた。 
 
(2) インテグレース遺伝子の多様性 
 IGC システム中の重要酵素であるインテグ
レース遺伝子については、スエズ湾試料で 13、
東京湾試料で 20、掘削コア試料で 25 の系統
群情報が得られ、そのほとんどが新規性の高
いものと見なされた。また、これらの中で重
複する系統群の数は少なく、解析数を増やせ
ばさらに新しい系統群が見出せるものと考
えられた。このことは、この IGC システムが

原核生物の中で、かなり以前より広範に分布
し多様化していることを示唆している。 
 
(3) ジーンカセット接合領域（attI）の特徴 
 今回の解析で、内湾の堆積物試料から約 30、
掘削コア試料から 1 つの attI 様領域を見出
した。しかし、いずれの場合も、一部の培養
可能な細菌で知られるコアサイト配列（DR1, 
DR2）がほとんど見出せなかった。この領域
については、大腸菌等のごく一部の細菌種
（クラス１インテグロン保有種）でしか明ら
かにされておらず、まだまだ不明な点が多い。
したがって、今回考案した方法により得られ
る環境微生物由来の情報からは、この領域に
関わる原核生物全般に共通する知見が得ら
れる可能性がある。 
 
(4) ジーンカセットの多様性 
 標的としたジーンカセット中より、スエズ
湾試料から 146、東京湾試料から 68、掘削コ
ア試料から 53 の遺伝子 ORF が見出された。
ジーンカセット中で、これらの ORF の配列方
向は一様ではなく、逆方向のものが隣接して
連結している場合もしばしば見られた。また、
通常の相同性検索で機能推定が可能なもの
はごくわずかでしかなく、大半の ORF は機能
未知な新規性の極めて高いものと見なされ
た。そこで、見出された遺伝子と環境との関
連性解明には、これら一部の機能推定可能な
ものを対象とした。また、これまでのところ、
どの環境試料でも同一の遺伝子配列が繰り
返し見出される場合は少なく、解析数の増加
とともにさらに多くの多様な機能遺伝子が
得られるものと考えられた。 
 
(5) 見出された機能遺伝子の特徴 
 上述したように、本手法を用いることで環
境中より多数の機能遺伝子を見出すことが
可能となったが、その大部分は通常法での機
能推定が困難であった。別途、インフォーマ
ティクス的な解析手法を用いたアプローチ
が必要と考えられた。一方、ある程度相同性
が見出された遺伝子に着目した場合、その種
類は、その試料が由来する環境により大きく
異なることがわかってきた。たとえば、石油
や重金属による汚染が常態化しているスエ
ズ湾試料の場合、他とは異なり、その汚染物
質の認識や分解、プラスミドの維持や生命維
持等に関わる遺伝子が比較的多く見出され
た（図２）。東京湾試料では、PCB 等難分解性
物質分解酵素やエステラーゼなど。また、両
内湾試料に共通してブレオマイシン耐性タ
ンパク質などが見出された。 
 一方、メタンハイドレート海域の掘削コア
試料の場合、酸化・還元酵素等のタンパク質
ファミリーが全体の半数以上を占めた。また、
これらの中には、ジーンカセット中の第１番



目遺伝子となっているものが数多く見られ
た。このことは、これら遺伝子が、その環境
中で高頻度発現している可能性が高いこと
を示唆するものであり、イオウやメタンの酸
化還元エネルギーに依存して生育している
現場微生物の特徴とよく一致した。 
 これらジーンカセット中に見出された遺
伝子の中で、一部の有用性が期待できる酵素
等遺伝子については、さらに大腸菌や海洋細
菌を使った宿主・ベクター系での発現実験を
試みた。その結果、ハロゲナーゼ様遺伝子な
ど二三の遺伝子で実際の発現に成功してい
る。これらジーンカセット由来の遺伝子は、
実際の環境中でも発現している可能性が高
く、またいずれも新規性の高いものと見なさ
れることから、今後の利用に向けた展開にも
期待がもてる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２.内湾堆積物由来のジーンカセット領域
から見出された機能遺伝子の特徴 
 
(6) まとめ 
 本研究で考案した IGCシステムの一括獲得
手法は、従来法より長く完全なインテグロン
システムを様々な環境中から取得する上で
大変有益なものであることがわかった。また、
これまで限られた情報しかなかった当該シ
ステムの構成要素（attI、Pc、attC 等）につ
いても、より普遍的な構造や機能が解明され
る可能性が高まった。一方、本研究により、
人為的影響の極めて少ない深海や海底地下
圏の環境微生物試料にも IGCシステムが広く
分布することが明らかとなったことから、こ

れまで病原菌等の培養可能株を中心に解析
され推定されてきた以上に古い時代から、原
核生物の適応・進化の過程に関与してきた可
能性が高まった。また、得られたジーンカセ
ット部位の解析では、大部分の遺伝子が機能
未知なものと見なされたが、一部有用性が期
待できる遺伝子も見出された。特にプロモー
ター領域（Pc）直下に位置するジーンカセッ
ト第１番目遺伝子は、実際の環境中で頻度高
く発現していると考えられることから、その
多様性や変動様式は、基礎と応用の両面から
大変興味深いものと見なされた。このように、
本研究は、微生物の適応・進化といった基礎
的側面のみならず、現段階では無尽蔵とも言
える環境遺伝子資源の利用といった側面か
らも、大変意義深い成果をあげたものと考え
られる。 
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