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研究成果の概要（和文）：プラスミドは異なる微生物間を移動し，微生物の進化・多様化を促す遺伝因子であ
る．本研究では，日本国内の様々な環境試料から，伝播するプラスミドを収集し，その全塩基配列を決定した．
塩基配列に基づくプラスミドの型別を行った後，その性状（複製・維持・接合伝達能）について詳細に比較し
た．その結果，自然界にはこれまで見過ごされてきた，重要な伝播性のプラスミドが多数存在しており，異なる
細菌間で抗生物質耐性遺伝子を含む様々な遺伝子の交換に重要な役割を果たしていることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Various conjugative plasmids were obtained by exogenous plasmid capture, 
biparental mating, and/or triparental mating methods from different environmental samples in Japan. 
Based on phylogenetic analyses of their whole nucleotide sequences, new plasmids that could be 
classified into novel subgroups were obtained. The plasmids showed different features in replication
 and transfer host ranges. These findings indicate the presence of ‘hitherto-unnoticed’ 
conjugative plasmids in nature, which would have important roles in the exchange of various genes, 
including antibiotic resistance genes, among different bacteria.

研究分野：環境微生物学

キーワード： プラスミド　接合伝達　遺伝子の水平伝播　宿主域

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プラスミドの伝播現象は，微生物の進化・多様化を促すだけでなく，薬剤耐性遺伝子の伝播による多剤耐性菌の
出現・蔓延にも繋がる．従って，環境中におけるプラスミドの伝播経路について知ることは，基礎学問・応用上
も重要であるが，驚くほど情報が乏しい．本研究では，自然界で微生物の進化・多様化に寄与するとともに，薬
剤耐性遺伝子を伝播するプラスミド群に類縁の重要なプラスミドを複数発見し，その性状を明らかにした．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

プラスミドは，微生物の生育に必須な遺伝情報を搭載する染色体とは物理的に別個に存在し，自律複

製可能な遺伝因子である．このうち接合伝達性のプラスミドは，それをもつ細菌（＝供与菌）から，もたな

い細菌（＝受容菌）へと，接触を伴いながら移動（＝接合伝達）する．こうしたプラスミド上に薬剤耐性遺

伝子群や物質代謝遺伝子群等が含まれる場合，受け取った受容菌（接合完了体）の形質を大きく変え

る．従って，プラスミドの伝播現象は，細菌の急速な進化・適応を促し，多様性に富む細菌を形成する

原動力であるとされてきた．しかし，こうした細菌の多様化が生じる「現場」（多種多様な細菌が混在する

自然界の細菌群集内）で，どのプラスミドが，どの細菌にどの程度伝播しているのか，という情報は驚く

ほど乏しい．また，近年のゲノム・メタゲノム解析の技術革新に伴い，プラスミドやその遺伝子断片と推定

される塩基配列が次々に発見されているが，このような塩基配列情報からは，その DNA が伝播するか

どうか推定の域を出ない．従って，プラスミドによって生じる遺伝子の伝播については漠然と知られてい

るに過ぎず，どのプラスミドがその伝播を真に担い，どの細菌間をどの程度伝播するのかという実態は

全く不明であった．研究代表者らは，本研究課題の開始までに，接合伝達能を指標にして，種々の環

境試料から新規性の高い伝達性のプラスミドを効率よく収集するプラスミドキャプチャリング法と，宿主域

の一細胞レベルの決定法を確立してきた．これらの手法を組み合わせれば，細菌の多様化が生じる「現

場」で，遺伝子の伝播を真に担うプラスミドの同定と，その伝播経路を解明できると期待された． 

２．研究の目的 

本研究課題では，１の背景に基づき，「自然界で細菌の多様性を生み出す，遺伝子の伝播を真に担う

プラスミドがどれで，どの細菌間をどの程度伝播しているのか」という学術的問いに対して，「自然界で遺

伝子の伝播を真に担うプラスミドを同定し，その伝播の実態を解明する」ことを目的とした． 

３．研究の方法 

本課題は以下（１）～（３）の 3 項目を行った． 

（１）自然界で実際に伝播しているプラスミドの探索 

自然環境中で遺伝子を伝播するプラスミドを同定することを目的に以下の実験を行った．先行研究で確

立した，プラスミドの接合伝達能を指標としたプラスミドキャプチャリングを行い，日本各地の複数の環境

試料（土壌・水圏や家畜堆肥等，下水処理場等，延べ 106 サンプル）から，既知のプラスミドを含め，各

試料内で実際に伝播する自己伝達性プラスミドを収集した．接合完了体の選抜は，受容菌に発現させ

た緑色蛍光タンパク質（GFP）による蛍光と，自己伝達性プラスミドによって伝播する可能性のある抗生

物質耐性能を指標に行う方法（二親接合）と，自己伝達性プラスミドが可動性プラスミド（図 1 中の M，

pBBR1MCS）を同時に接合伝達する能力を利用し，可動性プラスミド上の遺伝子に由来する抗生物質

耐性を指標に行う方法（三親接合）の２つ

を用いた．このとき環境試料や供与菌・受

容 菌 の 組 み 合 わ せ を 変 え た 場 合

（ Pseudomonas resinovorans お よ び

Escherichia coli を利用）も行った．また，既

知プラスミドを検出する PCR を行った後，

新規性が高いと判断したプラスミドについ

ては全塩基配列を決定した．また，プラスミ

ドの分布を調べるために，上述した環境試

料に対し，PCR サザンブロット解析を行った． 
図１．プラスミドキャプチャリングの概要 



（２）取得した新規プラスミドの基本機能の解明 

（１）で得られた新規プラスミドの基本機能（複製・維持・接合伝達）の性質を明らかにすることを目的に

以下の実験を行った．得られた新規プラスミドの全塩基配列を基に，複製やプラスミドの維持機構，接

合伝達に寄与する遺伝子，DNA 領域（複製開始点，接合伝達開始点等）について，ミニプラスミドを作

製した．その後，（１）の供与菌または受容菌内で複製・維持されるかどうか，また接合伝達するかどうか

検証した． 

（３）異なる供与菌を用いた際のプラスミドの宿主域の比較 

（１）で得られたプラスミドの自然環境中における宿主域を明らかにするために以下の実験を行った．プ

ラスミド上に接合完了体でのみ発現する緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子を挿入し，まず培養可能な

細菌の基準株複数に対して接合実験を行い，（１）で得られたプラスミドがどの細菌に接合伝達可能か

明らかにし，その接合伝達頻度も算出した．基準株には門・綱レベルで異なる細菌を用いるが，網羅性

を補完するために，多種多様な細菌を含む土壌や水圏由来の細菌群集をモデル受容菌群とした接合

実験も行った．モデル受容菌群からの接合完了体の収集は，フローサイトメーターとセルソーター

（FACS）を用いて行った．接合完了体は，一細胞ずつ分取し，プラスミドの有無を確認した後，16S 

rRNA 遺伝子配列を PCR 増幅・解読してその分類群（属・種）を同定した．並行して，接合完了体 15000

細胞を収集後，16S rRNA 遺伝子配列を増幅して，接合完了体群の菌叢解析を行い，各プラスミドの宿

主域を決定した．  

４．研究成果 

（１）自然界で実際に伝播しているプラスミドの探索 

好気性廃水処理施設（WWTP）の活性汚泥，嫌気性 WWTP，牛糞，河川・湖沼・海洋堆積物，水田堆

積物，土壌など 106 種類の環境サンプルから，外来プラスミド捕獲により合計 1090 株の接合完了体候

補株を得た（表１）．このうち，P. resinovorans は 963 株，E. coli 株は 127 株であった（表 1） 

表１．本研究で得られたプラスミド． 

受容菌 方法 b数 

aPCR 結果 

IncP/ 

P-1 
PromA 

pSN 

1216-

29 

IncA 

IncC  

IncL・ 

IncM 
IncN IncW 

ｃ増幅

無  

PR 
三親接合 961 142 193 2 0 0 0 0 564  

二親接合 2 2 1 0 0 0 0 0 0  

EC 
三親接合 87 6 18 0 0 0 1 0 45  

二親接合 40 18 1 0 2 0 11 0 9  

合計 1090 168 213 2 2 0 12 0 618  

aいくつかの PCR 産物は同一菌株で検出．bPCR 未実施のものも含む.cIncFII，IncP-9，IncX プラスミドは「増幅無」

に含まれていた． 

IncP/P-1，PromA，その他既知のプラスミド（IncA or C(=IncP-3), IncL または M, IncN, および IncW）に

対する特異的なプライマーセットを用いた PCR 解析により，381 株の接合完了体はこれらのプラスミドを

保有していたが（IncP/P-1 群：168 株 PromA 群：213 株），少なくとも 618 株の接合完了体は上記のプ

ライマーセットによる PCR 産物が得られなかった（表１）．このうち 553 株について，プラスミド抽出とアガ

ロースゲル電気泳動を行ったところ，121 株についてはプラスミドを保有していると推定された．そこで，

PCR で産物が得られたプラスミドと，得られなかったプラスミドから 90 を選抜し，その全塩基配列を次世



代シーケンサー（NGS）によって決定したところ，69 のユニークなプラスミド配列を得た（DDBJ に登録済

み，アクセッション番号：LC623882–LC623932 and LC663721–LC663740）．塩基配列長は 2,292-

149,764 bp の範囲であり，30 kb よりサイズの小さいプラスミドは，可動性プラスミドと予測された

（pMNBL076-1，pMNBL076-2，pMNBL076-3，pMNCG080-2，pMNCG082-2 および pMNCF093-3）．

各プラスミドのアノテーションを DFAST（https://dfast.ddbj.nig.ac.jp/）とマニュアルで行い，IncP/P-1 プ

ラスミドに特異的な複製開始タンパク質をコードする trfA 遺伝子が 27 本のプラスミドから見出された．一

方，PromA プラスミドの repA 遺伝子は 23 本のプラスミド（同一配列を有する 2 組，pYKCT011-2 と

pYKBS026，pMNCE067 と pMNCK068）から認められた．また，14 本のプラスミドは，IncFII，IncN，

IncC/P-3，IncP-9，IncX 群および pSN1216-29 群のプラスミドと同定された(表１)．さらに残りの 9 本プラ

スミドについても，塩基配列情報から，IncP/P-1群に類縁のプラスミドであることが判明した．得られたプ

ラスミドの複製に寄与すると推定された遺伝子領域から特異的なプライマーおよびプローブを作製し，

各プラスミドがそれぞれの環境試料中に含まれるかどうかを PCR-サザンブロット解析によって検証した

ところ，IncP/P-1 群および PromA 群プラスミドが広く環境中に分布していることが判明した（表２）． 

 種々の抗生物質耐性遺伝子が得られた IncP/P-1 群プラスミドから見出された一方，PromA 群プラスミ

ドには，プラスミドの複製・維持・接合伝達に寄与する遺伝子以外には，宿主に新たな形質をもたらす既

存の遺伝子群が見出されなかった． 

表２． IncP/P-1 群および PromA 群プラスミドの環境試料中における分布 a 

環境試料  

aIncP/P-1 PromA 

αβ

ε 
ι δ θ γ κ ο λ η ρμ αβγδ 

活性汚泥 (20) 11(14) 8(2) 1(0) 0(0) 1(0) 0(0) 0(0) ND(0) 0(0) 1(2) 5(6) 

嫌気汚泥（２） ND(1) ND(0) ND(1) ND(0) ND(0) ND(0) ND(0) ND(0) ND(0) ND(0) ND(1) 

牛糞厩肥（１）  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) ND(0) 0(0) 0(0) 1(0) 

湖沼底泥（21） 0(3) 0(0) 0(21) 0(1) 0(1) 0(0) 0(0) ND(0) 0(0) 0(0) 7(67) 

港湾底泥(10) 0(2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) ND(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

水田底泥(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) ND(0) 0(0) 0(0) 1(0) 

沼底泥(3)  0(4) 0(0) 0(8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) ND(0) 0(0) 1(0) 1(0) 

河川底泥（40） 0(7) 0(1) 2(11) 0(0) 0(1) 0(1) 0(0) ND(0) 0(0) 2(0) 6(39) 

土壌試料（１７） 1(19) 0(0) 1(9) 0(0) 1(0) 0(0) 0(1) ND(1) 0(0) 0(0) 3(2) 

合計(113) 
 

12 (50) 8(3) 4(50) 0(1) 2(2) 0(1) 0(1) 0(1) 0(0) 4(2) 24(115) 

a 数字は各プラスミド特異的な PCR-サザンブロット解析で陽性シグナルが得られた試料の数を示す．なお括弧内の

数字は，キャプチャリングによって得られたプラスミドの数を示す．「ND」は実施していないことを示す．本研究で新

たに提唱した IncP/P-1 群の亜群を赤字で示した． 

（２）取得した新規プラスミドの基本機能の解明 

ＩｎｃP-1 および PromA 群プラスミドについては，塩基配列情報に基づいて複製に寄与する複製開始タ

ンパク質（replication initiation protein: RIP）と複製開始点（oriV）を推定し，ミニプラスミドを作製した．そ

の後，当該領域がそれぞれのプラスミドの複製を担うかどうか検証して，各プラスミドの RIP と oriV 領域

を同定した．また，上述した RIP 遺伝子を含む，IncP/P-1 群と類推されたプラスミドに保存された 28 の

遺伝子を連結して作製した系統樹から，従来提唱されていた IncP/P-1 群プラスミドの亜群α, β, γ, 

δ, ε, ζ, η, θに加え，新たにι, κ, λ, μ, ο, ρを提唱した（表２）．また PromA 群プラスミド

についても同様にして，β亜群がβ-1 とβ-2 に分けられることも提唱した． さらに，作製したミニプラス



ミドを用いた不和合性試験を行ったところ，得られた IncP/P-1 群の新亜群に属するプラスミドは，少なく

ともどれか一つの亜群に属するプラスミドとは不和合性を示した（表３）．また，PromA 群プラスミドはいず

れの組合せでも不和合性を示した．このことは，得られたプラスミドの多様性は，IncP/P-1 群の方が高

いことを示唆していた．また，得られたプラスミドのうち，PromAβおよびδに属するプラスミドは，宿主を

E. coli または P．putida のいずれとした場合にも，37℃で培養すると，プラスミドが集団内から脱落する，

温度感受性を示した（データは示さない）． 

表３． 本研究で得られた IncP/P-1 群プラスミドの不和合性試験の結果と宿主域． 

プラスミド 亜群 

a不和合性群試験に用いたプラスミド b宿主の可否 

pB
P
13

6 

pY
K

C
S0

45
 

pM
N

B
M

07
7 

pY
K

B
G

03
6 

pY
K

A
M

10
1 

pD
S1

 

pM
N

C
G

08
2-

1 

pM
N

C
G

08
0-

1 

EC PP PR 

pBP136 β I I I C C I C C + + + 

pYKCG107 ι I ND ND ND ND C ND ND + + + 

pMHAD031 θ I ND ND C ND C ND ND + + + 

pYKCS045 γ I - ND ND ND I ND C + + + 

pMNBM077 κ I ND - I ND I ND C + + + 

pYKBG036 ο C ND I - I C C I + + + 

pYKAM101 λ C ND ND I - C ND C + + + 

pDS1 η I I I C C - I C + - - 

pMNCG082-1 μ C ND ND C ND I - C + - - 

pMNCG080-1 ρ C C C I C C C - + - - 

a「I」は 2 種類のプラスミドを用いた E. coli DH5α の形質転換体が得られなかったこと（不和合性）を示し，「Ｃ」は形

質転換体が得られたこと（和合性）を示す．「ND」は未実施または実施中．bE. coli MG1655 (‘EC’), P. putida 

KT2440 (‘PP’) and/or P. resinovorans CA10dm4R (‘PR’) を宿主とする形質転換体，または接合完了体が得られ

た場合「＋」，得られなかった場合「-」とした．なお，Pseudomonas 属細菌を宿主としない「狭宿主域型」の IncP/P-1

群プラスミドを赤字で記した． 

（３）異なる供与菌を用いた際のプラスミドの宿主域の比較 

得られたプラスミドのうち，特に IncP/P-1 群および PromA 群プラスミドについて，その宿主域を比較し

た．まず，異なる供与菌の作製を試みたところ，IncP/P-1 プラスミドは従来，異なる門や綱に属する菌株

を宿主としうる広宿主域プラスミドとして知られていたが，得られた IncP/P-1 群プラスミドには，既知のも

のとは性質が異なり，宿主域が腸内細菌科のみに限られるプラスミドが含まれることが判明した（表３）．

（1）で行った分布調査の結果と照合すると，こうした「狭宿主域型」の IncP/P-1 群プラスミドは，「広宿主

域型」の IncP 群プラスミドに比べ，河川底泥や下水処理場の活性汚泥等に限定されることが示唆され

た（表２）．さらに，こうした狭宿主域型の IncP/P-1 群プラスミドには，近年，多剤耐性菌に効果のある，

「最後の切り札」として用いられているコリスチンの耐性遺伝子を搭載するプラスミドと類縁であることも判

明した．一方，PromA群については，Pseudomonas属細菌を供与菌として，宿主域を比較したところ，同

一の不和合性群に属するにもかかわらず，それぞれの宿主域が異なることが示された（データは示さな

い）．また，広宿主域型の IncP/P-1 群プラスミドにおいても，その接合伝達頻度や，宿主域が異なること

も示唆された（データは示さない）． 

 以上，本研究では，自然界から IncP/P-1 群や PromA 群プラスミドを含む「これまで見過ごされてきた」

接合伝達性のプラスミドを取得し，その性状と宿主域の一端を明らかにした． 
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