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研究成果の概要（和文）：本研究において、特定石油分解菌由来プラスミドの探索を行った。

２地点から分離した特定石油分解菌の中から多くのプラスミドを発見し、いずれも巨大プラ

スミドであった。これらが環境微生物間を伝達することにより特定石油分解遺伝子群の水平伝

搬が起きていることが示唆された。また、プラスミドの安定分配に関わる新規な遺伝子群を２

つのプラスミドから発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：The plasmids from petroleum-degradation bacteria were 
searched in this research. Many plasmids were discovered from above bacteria that 
isolated from two points, and all were giant plasmids. It was suggested that horizontal 
transfer of a group of petroleum-degradation genes occurred by conjugation between 
environmental microorganisms.  Moreover, the novel genes concerned with the 
plasmid stability were identified from two plasmids. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、タンカー等の大型船舶の座礁事故に
伴う石油流出事故の危惧は、今や地球上全海
域に及んでいる。日本周辺海域での大規模事
故だけを見ても、日本海沿岸でのナホトカ号
事故（１９９７年１月）、東京湾でのダイア
モンドグレース号事故（１９９７年７月）、
伊豆大島付近でのファルヨーロッパ号事故
（２００２年１０月）、さらに茨城県日立港
でのチルソン号事故（２００２年１２月）や
同じく茨城県鹿島沖で起きたジャイアント

ステップ号、オーシャンビクトリー号座礁事
故（いずれも２００６年１０月）等が挙げら
れる。さらに研究期間中の 2010 年４月に発
生したメキシコ湾原油流出事故はこれまで
例を見ない甚大な被害をもたらし、流出した
原油等は海洋の生態系や水産資源へ悪影響
を及ぼすとともに、深刻な社会・経済問題を
も引き起こし世界的な環境問題となった。 
 海洋流出油対策としては、流出油を包囲し
回収する物理的回収方法とその固化・沈降を
防ぐ乳化分散剤の散布による化学的処理方



法が一般的に用いられている。また最近では、
汚染環境の現場に生息している微生物の石
油分解活性を増強する目的で、栄養塩等の栄
養剤を散布する手法や、さらに特定石油分解
菌からなる微生物製剤を散布してより積極
的に分解促進を図る手法など、バイオレメデ
ィエーション技術が注目されている。しかし、
このようなバイオレメディエーション技術
の実用化にあたっては、汚染現場に添加する
製剤が有効で且つ現場生態系に悪影響を及
ぼさないことを科学的に立証することが強
く求められている。さらに、海洋環境中の石
油分解微生物の多様性情報、特に上記微生物
が保持する石油分解プラスミドについての
情報が脆弱であり、その生態系変動解析手法
もまだ確立されていないため、対象とする海
域で用いようとする浄化技術の有効性や安
全性の評価を著しく困難にしている。 
 本研究者は、以前より海洋環境の微生物由
来プラスミドの研究を実施しており、これま
でに千葉県房総沖深海約 6,000m の海底堆積
物から分離した低温性 Pseudoalteromonas 
sp.PS1M3 株由来の 3,138bp のプラスミドや
南部マリアナ海域の深海 2,900m の海底熱水
噴出孔から分離した好熱性Geobacillus sp株
由来の34,154bpのプラスミドがある。一方、
強力な環境汚染物質分解微生物として注目
されているスフィンゴモナス属細菌群の中
から、Sphingobium amiense JCM11777 株
由 来 の 9,978bp の プ ラ ス ミ ド お よ び
Sphingobium yanoikuyae JCM7371 株由来
の 5,182bpと 4,908bpの２つのプラスミドを
同定し、これらのプラスミドが他の海洋性ス
フィンゴモナス属細菌へ形質転換すること
を見出している。以上の申請者らのプラスミ
ドに関する研究、また TOL plasmid をはじ
めとする多くの環境汚染物質分解プラスミ
ドの研究から、分解遺伝子群はプラスミドや
トランスポゾンを介して微生物間を移動し、
遺伝子群の水平伝搬と分子進化が行われて
いると推察されている。しかし、上記バイオ
レメディエーション技術の実用化に当たっ
て、分解プラスミドや生態系への影響等につ
いては未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、日本周辺海域での石油流出
事故に備えた特定石油分解微生物由来プラ
スミドの多様性情報の収集・解析を行い「日
本沿岸環境微生物由来プラスミドの Data 
Base」を構築し、さらに同プラスミド検出
用マーカー遺伝子の開発を行い海洋環境に
おける分子遺伝学的評価技術の確立を図る。
これらの研究により、流出油や浄化技術の
現場環境に与える影響を評価する手法の高
度化を図り、実用可能な評価技術や浄化技
術へと発展させることを目標とする。以下

に具体的な目標を示す。 
１）これまで数多くの浄化手法や浄化促進剤
の開発が行われてきたが、その大半は海洋環
境中の微生物群集やその活動をブラックボ
ックスとして扱っていたため科学的に実証
されず、実際の有効性は不明なままであった。
本研究では、日本沿岸域に出現する石油分解
菌プラスミドの多様性情報収集を基盤とし、
石油汚染など様々な外的環境変動要因によ
ってもたらされる微生物群集の変動を、分子
遺伝学的手法により的確に分解プラスミド
をモニタリングする手法の確立を目指す。
２）従来の栄養剤や分散剤等の散布に加え特
定石油分解菌の野外利用が検討され、こうい
った浄化手法のガイドライン作りが各国で
進められており（米国、カナダ、EU など）、
我が国でもバイオレメディエーション技術
利用指針の作成や法令、規定等の整備が急務
となっている。本研究により、日本沿岸海域
において基準化された統一的な手法により
微生物プラスミド多様性データが収集され、
データベース化される。また、各海域での代
表的な石油分解菌の分布や賦存状況が解明
され、より生物学的側面から油流出事故への
対策が可能となるようにデータ化する。 
 
３．研究の方法 
 サンプリングは日本周辺の海洋微生物群
集、特に特定石油分解菌の分離を中心に実施
した。主なサンプリング地点は、日本沿岸域
の地理的・海流的な要素やタンカー事故対応
等を考慮し、日本海側と太平洋側の２地点を
設定し、日本海側は富山湾、太平洋側は東京
湾に観測定点を設置し、平成２０年と平成２
１年の 2 年間の試料採取を行うこととした。
さらに季節変動を考慮し、３月と９月の年２
回を実施した。採取した海水を Aged Sea 
Water にリンや窒素等の補助栄養塩を加え、
炭化水素源として C 重油を添加した液で集
積培養を行った後、炭化水素源を各種炭化水
素（Anthracene,Biphenyl,Phenanthrene, 
Tetradecane)に変更しそれを１種類ずつ添
加した同組成寒天培地にて菌を分離した。分
離方法は、各測定地点の表層海水をサンプリ
ングし、その後の炭化水素分解菌の純粋分離
に供し、分離株について 16SrRNA 遺伝子配
列に基づいた系統解析とプラスミド有無の
調査を行った。 
 また、本研究では強力な特定石油分解菌と
して知られているスフィンゴモナス属細菌
群をモデル微生物として位置づけ，特に海洋
性スフィンゴモナス属細菌で有用なプラス
ミドについて、その遺伝学的特性を明らかに
し、分解遺伝子群の安定遺伝に関わる遺伝子
の特定と解析を行うこととした。 
 
４．研究成果 



１）特定石油分解菌の分離 
 ２海域について年２回を２年間実施し，下
記表１に示すように、合計114株を分離した。 
 
表１。サンプリング地点と特定石油分解菌数 

     分離基質 富山湾 東京湾

 Anthracene  15   14 

 Biphenyl   21   12 

 Phenanthrene    3    6 

 Tetradecane   17   15 

 Biphenyl & Biphenyl    8    0 

   合計菌数   64   47 

 
これら分離株について 16SrRNA遺伝子配列に
よる系統解析を行った。2006 年の夏季試料か
ら分離した株は Alcanivorax、Oleispira、
Bacillus、Thalassospira の 4 群のいずれか
に分類された。前者 3群は芳香族炭化水素分
離培地から得られ、後者 1群は脂肪族炭化水
素添加培地から得られた。2006 年の冬季試料
からの分離株は Alcanivorax 、Oleispira、
Dietzia、 Sulfitobacter、の 4 群に分類さ
れた。2007 年の夏季試料からの分離株は、
Acinetobacter,Janthinobacterium 、
Marinobacter、Phaeobacter、の 4 群に分類
された。2007 年の冬季試料からの分離株は
Marinobacter,Pseudoalteromonasの2群に分
類された。両地点共通の系統グループとして
Alcanivorax と Oleispira が同定された。ま
た、夏季と冬季で異なる系統群が確認された。 
 
２）プラスミドの分離 
 前述の 114株からプラスミドをアルカリ法
にて分離し、そのサイズと保有株数を系統群
別に表２にまとめた。当初、114 株から大型
プラスミドが 25 株から、小型プラスミドが
10 株から確認されたが、さらに同一菌株の可
能性を精査し、下記表２に示すように 17 株
からプラスミドを同定した。 
 
表２。系統グループとプラスミド保持状況 

  年 場所 系統グループ  Kb 数
2006 夏 東京 Alcanivorax >25  1

2006 冬 富山 Alcanivorax >25  2

2006 冬 東京 Dietzia >25  3

2006 冬 富山 Oleispira >25  1

2007 夏 富山 Marinobacter >25  1

2007 夏 富山 Acinetobacter >25  2 

2007 夏 東京 Janthiobacterium >25  2

2007 夏 東京 Phaeobacter >25  2

2007 冬 東京 Pseudoalteromomas 1.5 

2.5 

 2

2007 冬 東京 Ruegeria >25  2

 
 次に、プラスミドが保持する炭化水素分解
遺伝子群の有無、プラスミド維持に重要な安

定分配能について解析することとした。分離
株中のプラスミドについては、Pseudomonas
からは既にいくつかの炭化水素分解遺伝子
群の存在が確認されているプラスミドが報
告され、Sphingomonad は全ゲノムが解読され
ている種から染色体上に炭化水素分解遺伝
子群が確認されているものが既に明らかに
されている。そこで炭化水素分解の初期反応
に関与する monooxygenase と dioxygenase の
サブユニットをコードする遺伝子群の検出
を PCR 法により実施した。その結果、小型プ
ラスミド保持株から１株、大型プラスミド保
持株１７株から上記遺伝子が検出されたこ
とから、芳香族系炭化水素の分解遺伝子群を
保持している可能性が示唆された。 
 上記表２に示すように、114 株の中で 17 株
からプラスミドを発見した。いずれも２５K
以上のサイズを持つ巨大プラスミドであっ
た。これまでの報告から、多くの難分解化合
物分解菌は巨大プラスミドを保持している。
いくつかの報告では，巨大プラスミド上に難
分解化合物、すなわち芳香族あるいは脂肪族
炭化水素等の分解に関わる遺伝子がコード
されており、これらが微生物間を伝達するこ
とにより遺伝子の水平伝搬が起きているこ
とが示唆されている。本研究において分離さ
れた微生物は表１にあるように芳香族ある
いは脂肪族炭化水素を栄養とする培地で生
育したもので，それらの分解遺伝子群をプラ
スミド、特に巨大プラスミドが保持していた
ことはこれまでの仮説を強く支持するもの
であると考えられる。今後は、これらのプラ
スミドの安定遺伝に関わる遺伝子群の特定
と機構の解明に注力する予定である。 
 
３）プラスミド安定分配遺伝子の解析 
 
 プラスミド維持に重要な機能となる安定
分配機構については、スフィンゴモナス属既
知株で芳香族系炭化水素分解能を有する
Sphingobium amiense と Sphingobium 
yanoikuyae の保持するプラスミド pAMI-1 と
pYAN-1 から新規な構成からなる遺伝子群を
同定した。これまで報告されている同機構は、
２つのタンパク質性遺伝子（DNA 結合能を有
するタンパク質とATP分解酵素）と１つのDNA
配列（セントロメア様機能）から構成されて
いる。今回同定したのは、１つのタンパク質
性遺伝子と少なくとも２つの DNA配列から構
成されるものあり、全く新規な遺伝子構成で
ある。さらに、同遺伝子群を全く別の菌株か
ら分離したプラスミドから極めて相同性の
高いものとして同定した。今後は、さらに機
能解析を行い，同遺伝子群の多様性と上記分
離プラスミドでの遺伝マーカーとしての可
能性について進める予定である。 
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