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研究成果の概要（和文）： 

 細菌プラスミドの種属を越えうる接合伝達能は宿主細菌に迅速な環境適応・進化をもたらす
が、接合伝達宿主域の規定要因は不明である。本研究では、環境汚染物質分解能を支配する 2

種の自己伝達性プラスミドが同種内細菌でも限られた受容菌株にのみ接合伝達能を発揮する現
象に着目し、接合伝達過程での接合対形成不全や受容菌支配で接合に直接関係しないとされて
きた多面的代謝制御系が、接合伝達を可能にする受容菌宿主域を規定することを示した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Conjugative transfer of bacterial plasmids plays an important role in rapid adaptation and evolution of 

host cells. However, the factors governing the host range of transfer, i.e., limited transfer to specific 

recipient strains within a species, remain unclear. In this study, such factors were investigated using the 

two plasmids encoding the traits for degradation of environmental pollutants, and the mating 

pair-formation in the conjugation process and a regulatory system for various metabolisms in the 

recipient cells were found to be involved in restricting the conjugative transfer of the plasmids. 
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１．研究開始当初の背景 

 環境細菌は人為起源の各種汚染物質の分
解者として極めて重要であり、(i)当該汚染物
質分解能を獲得した新規細菌株は比較的短
期間で出現すること、(ii)この迅速な分解能獲
得には種属を越えた細菌間での分解酵素遺
伝子の水平伝播が大きく寄与すること、が明
らかになっていた。我々も実際に、トルエン
やナフタレンの分解酵素遺伝子群が多様な
「分解プラスミド」上に存在し、これらプラ
スミドが様々な細菌種に接合伝達可能なこ
とを示してきた。一方、プラスミドの水平伝
播能は、プラスミドの「供与菌から受容菌へ
の接合伝達能」と「受容菌での複製能」の両

機能がともに発揮されて成立するが、接合伝
達されても受容菌内で複製できないプラス
ミドが多く見出されてきたことから、接合伝
達能の宿主域は複製能のそれよりも広いと
考えられてきた。一方、申請者らは、グラム
陰性環境細菌 Pseudomonas putida 由来のトル
エン分解プラスミド pDK1 は、Pseudomonas

の特定菌株間でのみ接合伝達可能だが、接合
伝達されない多くの他株でも複製能を発揮
するという、逆の現象を見出した。また、上
記とは別の P. putida 株由来で P. putida や大腸
菌での複製能と種内並びに種間接合伝達能
を備えるナフタレン分解プラスミドNAH7の
研究で、NAH7 の特定オペロン欠失誘導体は
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種間接合伝達能のみを失うことを示すとと
もに、P. putida 受容菌の多様な代謝制御に関
わるホスホエノールピルビン酸依存性リン
酸基転移(PTS

Ntr
)系構成因子の突然変異によ

り、上記 NAH7 誘導体の種間接合伝達能が回
復するという予備的成果を得ていた。これら
成果から、プラスミド接合伝達能発揮にプラ
スミドのみならず、今まで注目されなかった
受容菌の未知遺伝子産物や基本的代謝状態
が関与することが強く示唆されていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、Pseudomonas 属細菌由来で環
境汚染物質分解能を担う 2 つのプラスミドを
対象として、「接合伝達宿主域」を規定する
プラスミド側と宿主(供与菌と受容菌)染色体
側の双方の因子を同定し、それらの作用機構
を検討することで、プラスミドの根幹的性質
である「接合伝達宿主域」の本質な解明を最
終的な目的とした。このために、(i) IncP-7 群
に属するトルエン分解プラスミド pDK1 の接
合伝達能を規定するプラスミド側並びに宿
主染色体側因子の同定、(ii) IncP-9 群に属する
ナフタレン分解プラスミドNAH7の接合伝達
能を規定するプラスミド側並びに宿主染色
体側の各因子機能とその相互作用の解明、の
実施をめざした。特に後者では、細胞の基本
的代謝に関して多面的制御機能を有する
PTS

Ntr 系との関連に注目して研究を進めるこ
ととした。さらに、解明した接合伝達能発揮
規定因子とその機能・分子機構の普遍性や多
様性の提示も視野に入れた研究も試みた。 

 

３．研究の方法 

(1) P. putida HS1 株由来の pDK1 は、近縁種の
P. fluorescens Pf-5 株に接合伝達での水平伝播
が可能だが、HS1 株や Pf-5 株から P. putida の
KT2440株に接合伝達されない。しかし、pDK1

の複製措置のみを有する誘導体プラスミド
は形質転換法で KT2440 株への導入と複製が
可能であることから、pDK1 自体や受容菌支
配因子、または供与菌側因子が相互作用を伴
いつつ、pDK1 接合伝達可能受容菌域を規定
すると推定された。一方、pDK1 と接合伝達
装置が酷似した IncP-7群カルバゾール分解プ
ラスミド pCAR1はKT2440株間の接合伝達が
可能であった。 

① pDK1 と pCAR1 で同一供与菌株からの接
合実験系を構築する必要があったため、Pf-5

株を供与菌とする pCAR1 の接合実験系を構
築した。 

② Pf-5 株から KT2440株への pDK1接合伝達
欠損を克服できる pDK1 や KT2440 株染色体
由 来 の 突 然 変 異 を 取 得 す る た め に 、
Pf-5(pDK1)株のトランスポゾン(Tn)挿入変異
ライブラリーとKT2440株のTn挿入変異ライ
ブラリーを各々3 万クローンほど構築した。

前者ライブラリーを供与菌集団とし、KT2440

株を受容菌とした接合実験、そして、後者ラ
イブラリーを受容菌集団とし Pf-5(pDK1)株
を供与菌とした接合実験により、目的とした
Tn 挿入突然変異の取得を試みた。 

③ pCAR1 のみが保持すると予測された接合
伝達装置遺伝子を含む様々な DNA 断片をク
ローン化した組換えプラスミドを pDK1 保有
Pf-5 株や KT2440 株に導入し、供与菌株から
KT2440 株やその誘導体株への pDK1 接合伝
達能の有無を検討した。 

④ pDK1 全体を形質転換で KT2440 株に導入
し、形質転換体から KT2440 の別誘導体株や
Pf-5 株への pDK1 接合伝達能を検討した。 

 

(2) P. putida と大腸菌での種内・種間接合能を
備える NAH7 上には traDEF で構成される機
能未知 traD オペロンが存在する。本オペロン
欠失 NAH7 誘導体は、大腸菌から KT2440 株
への接合のみが不能になるが、本誘導体を受
け取れる KT2440 株の突然変異が取得でき、
種間接合を規定する受容菌染色体因子の存
在が確実視されていた。そこで、traD オペロ
ン機能解析、そして、種間接合伝達欠損を補
う受容菌染色体支配遺伝子産物の同定と機
能解析を行った。 

① traD オペロン構成 3 遺伝子の産物の細胞
内局在性と他の接合関連遺伝子産物との相
互作用を、生化学的に検討した。 

② NAH7 の traF 欠失誘導体(NAH7dF)は、再
現性を伴って大腸菌から KT2440 株への接合
伝達不能性を示したことから、以降の研究は
NAH7dF のみを使用した。KT2440 株の Tn 挿
入変異ライブラリーから、NAH7dF を接合伝
達で大腸菌から受け取れる変異体のスクリ
ーニングをした。また、KT2440 株の見かけ
上の PTS

Ntr系欠損が実際に pts 遺伝子の変異
に起因することを証明するために、染色体遺
伝子を特異的に破壊できる遺伝学的手法を
用い、KT2440 野生株の当該 pts 遺伝子を破壊
した。また、別の PTS

Ntr系構成因子遺伝子も
同様手法で破壊した。これら破壊株の
NAH7dF 受容能を検討した。 

③ PTS
Ntr 系構成タンパク質のうち２つに関

して、それぞれ恒常的リン酸化不能や恒常的
擬似リン酸化状態になる部位特異的変異株
を作製し、各変異株が NAH7dF の受容が可能
になるかを検討した。また、PTS

Ntr 系にリン
酸基を転移することが可能とされていた
PTS

Fru系を破壊した株で NAH7dF の受容が可
能になるかを検討した。 

④ KT2440 株の PTS
Ntr系欠損が、NAH7 自体

や別の IncP-9 群トルエン分解プラスミド
pWW0、そして、極めて広宿主域性を備える
IncP-1 プラスミド RP4の大腸菌から接合に与
える影響を短時間の接合により検討した。 

 



４．研究成果 
(1) pDK1 の接合伝達宿主域を規定する因子
の解析 

① pDK1は Pf-5 株から KT2440株へ接合伝達
されないが、Pf-5 株から KT2440 株への
pCAR1 接合伝達は未知であった。そのため、
pDK1 の KT2440 株への接合伝達不能性に関
与する供与菌や受容菌の染色体支配因子、プ
ラスミド支配因子については全くわかって
いなかった、本研究で、pCAR1 の Pf-5 株か
ら KT2440 株への接合伝達能が認められたこ
とから、Pf-5 株から KT2440 株への pDK1 接
合伝達不能性は、pDK1 または KT2440 株に
起因すると示唆された。 

② pDK1 及び KT2440 株染色体を対象にして、
Tn挿入破壊によるpDK1接合伝達宿主域規定
因子の同定を試みた。供与菌 Pf-5(pDK1)株の
Tn変異株ライブラリーとKT2440株との接合、
供与菌 Pf-5(pDK1)株と KT2440 株の Tn 変異
株ライブラリーを受容菌とした接合で、プラ
スミドが受容菌に伝達された接合体取得を
試みたが、pDK1 及び KT2440 株の目的変異
体は得られなかった。 

③ Pf-5 株から KT2440株への pDK1の接合伝
達不能性に関して、pCAR1 がコードする
「Activator」が pDK1 にコードされていない
可能性を検討した。pDK1 と pCAR1 の接合伝
達装置遺伝子群の比較から、pDK1 に存在せ
ず pCAR1 にのみ存在する遺伝子領域を 3 カ
所見いだし、これら遺伝子領域をそれぞれ
pDK1 の接合伝達の際に供与菌 Pf-5 株または
受容菌 KT2440 株内で供給し、接合伝達能発
揮への関与を検討した。しかし対象遺伝子領
域はいずれも接合伝達能発揮に効果がなか
った。 

④ pDK1 の全長を有する誘導体プラスミド
は KT2440 株へ形質転換での導入とその中で
の安定的維持が可能なことが判明した。そし
て、形質転換体から誘導体プラスミドは Pf-5

株への接合伝達能と KT2440 株への接合伝達
不能性を示した。このことから pDK1 の
KT2440 株への接合伝達不能性に関して、
pDK1 の接合伝達装置に起因することが判明
し、接合伝達過程でも接合時特異的 DNA 複
製(Dtr)段階よりも接合対形成段階に起因す
ることが強く示唆された。 

 

(2) NAH7 の接合伝達宿主域を規定する受容
菌染色体支配因子の解析 

① FLAG タグを賦与した TraD, TraE, TraF 産
物の KT2440 株での発現、その後の Western 

blotting と FLAG 抗体での産物検出により、
各産物は細胞質分画、ペリプラズム分画、膜
分画での存在が判明した。細菌ツーハイブリ
ッド法で TraEは Dtr系の Relaxaseや Coupling 

protein と相互作用することが判明した。 

② KT2440 株の PTS
Ntr系を構成する PtsO と

PtsPの各欠損株は大腸菌からのNAH7dF接合
を可能にすることを、KT2440 株の各遺伝子
再破壊株を用いて証明し、PTS

Ntr 系の残りの
PtsN を破壊した株でも同様の表現型を示し
た。一方、PtsO 破壊株に野生型 ptsO 遺伝子
を供給した株では、NAH7dF を受け取れなく
なり、KT2440 株 PtsO 機能発揮は NAH7dF の
接合伝達を阻害することが判明した。他方、
KT2440株のTn挿入変異ライブラリーの中か
ら、PTS

Ntr系以外の欠損で NAH7dF を受容可
能な変異株のスクリーニングをしたが、目的
受容菌変異株は取得できなかった。 

③ PtsO は PTS
Ntr 系のリン酸基リレー系で

PtsP からリン酸基を受け取り、さらに PtsN

へとリン酸基を転移する(図)。また、PtsO と
PtsNはPTS

Fru系からのリン酸基受け取りが可
能である。まず、PTS

Fru 系破壊 KT2440 誘導
体株は NAH7dF の受容菌となりえず、本
PTS

Fru 系の接合への非関与が強く示唆された。
一方、KT2440 株の PtsO と PtsN のいずれか
が恒常的リン酸化不能や恒常的擬似リン酸
化状態になった部位特異的変異株では
NAH7dF を大腸菌から受容できず、従って、
受容菌内でリン酸化された PtsO が未知タン
パク質のリン酸化を制御することで、当該種
間接合が阻害されると強く示唆された。広範
な細菌属に存在する PTS

Ntr系は、様々な代謝
を制御することは知られていたものの、接合
伝達という遺伝子水平伝播に関与すること
を本研究により初めて示した。 

④上記研究では、接合を 12 時間以上として
きた。そこで接合を 2 時間に短縮し、大腸菌
から、KT2440 株並びその ptsO 変異株への
NAH7 と pWW0、RP4 の接合頻度を比較した。
後者変異株を用いたときの NAH7 と pWW0

伝達頻度は、野生型株を用いた時に比べて 10

倍オーダーレベルで低下していた。この低下
は RP4 使用時には認められなかった。従って、
受容菌 PTS

Ntr 系は野生型 NAH7 や他 IncP-9

プラスミドの大腸菌から P. putida への種間接
合伝達も負に制御していること、そして、こ
の負の制御レベルは NAH7 の場合、traF 機能
不在時に極めて大きいこと、が判明した。 
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