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はじめに
　プラスミドやトランスポゾンといった可動性遺伝因子は，微
生物の急速な進化・適応能を促し，その多様性を産み出す重要な
因子である．特に，伝達性のプラスミドは，微生物細胞どうしの
物理的な接触によって細胞間を移動して，薬剤耐性遺伝子や，環
境中に残留する難分解性物質を代謝・分解する遺伝子を「運ぶ」
ことができる．こうした可動性遺伝因子によって，遺伝子が微生
物間を伝播する現象は知られていたが，どのような可動性遺伝
因子が，どこで，どのように，どの程度伝播するのか，という具体
的な情報については，不明な点が多かった．本研究では，東京大
学生物生産工学研究センターの生物制御工学部門（現・環境保全
工学部門）で単離された，ダイオキシン類化合物分解微生物の分
解遺伝子を「運ぶ」，プラスミドやトランスポゾンの分布調査に
端を発し，その様々な環境下における動態解析を行ってきた．

１．　カルバゾール分解（car）遺伝子群の水平伝播を担う遺伝因
　子の基本機能の解明 
　Pseudomonas resinovorans CA10株は，ジベンゾ-p-ダイオキシ
ンの構造類縁体，カルバゾール（以下CAR）を唯一の炭素源・窒
素源・エネルギー源として生育可能な微生物である．本菌株は，
CAR分解（car）遺伝子群と，CARの代謝中間体であるアントラ
ニル酸分解（ant）遺伝子群を，およそ200 kbのプラスミド
（pCAR1と命名）上に有する．我々がpCAR1の全塩基配列を決定
した当時，他に相同性の高い配列情報がなく，pCAR1は新奇性
の高いプラスミドであった．そこで，pCAR1の基本機能（複製・
維持・接合伝達）を，塩基配列情報に基づく分子遺伝学的手法に
よって調べた．その結果，pCAR1は不和合性群IncP-7群に含ま
れること，pCAR1の複製・維持にはrepA，oriV，par遺伝子群が必
須であること，Pseudomonas属細菌間を接合伝達可能なことが
明らかになった．またpCAR1上のcar・ant遺伝子群は，染色体等，
他の複製単位に転移可能な，73 kbの大型のトランスポゾン，
Tn4676に含まれる形で存在することも判明した．さらに，別の
場所から単離された他のCAR分解菌からもpCAR1・Tn4676を
見出したことから，これらの遺伝因子がcar・ant遺伝子の水平伝
播を担うことが推定された（表）．
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２．　pCAR1のモデル環境・実環境試料中での動態解析
　CA10株から見出されたcar・ant遺伝子群は，自然界の微生物
間を，pCAR1やTn4676によって移動可能と考えられた．そこ
で，これらの因子が，実際の環境ではそのような挙動を示すの
か，pCAR1とその宿主の動態解析を行った．まず，実環境を模し
たモデル土壌・環境水にCARを添加し，pCAR1の宿主を接種し
た後，宿主の生残性・CAR残存性・接合伝達性等を追跡した．そ
の結果，土と水環境で宿主やpCAR1の挙動は大きく異なり，モ
デル土壌環境では接合伝達が検出されず，土の水分含量がCAR
分解の成否を左右する主要な要因であった．一方，水環境では，
宿主ごとに接合伝達の成否が異なり，二価の陽イオン（Mg2+，
Ca2+）が接合伝達に必須なことを見出した．並行して，実環境由
来の非滅菌試料を用いて動態解析を行ったところ，モデル環境
試料での結果と同様，pCAR1の接合伝達は，土壌中では検出さ
れず，河川水試料内でのみ検出された．また，得られた接合完了
体の大半は，Pseudomonas属細菌であったが，異なる細菌目に属
するStenotrophomonas属細菌も含まれ，pCAR1が異目の細菌に
接合伝達可能なことを初めて見出した．

３．　pCAR1の異なる宿主内における挙動解析
　プラスミドが種々の微生物を宿主とする際には，プラスミド
上・宿主染色体上の双方の遺伝子発現が，互いに影響を受け，宿
主の挙動が変化すると予測された．そこで，pCAR1の異なる宿
主内における挙動の比較を試みた．まずpCAR1をもつ
Pseudomonas属に属する各宿主の表現型の違いを比較した．そ
の結果，pCAR1をもつP. fluorescens Pf0-1株では，CAR代謝時
に，必要な染色体上の酵素遺伝子群の転写が誘導されず，CAR
代謝の一部が途中で停止して，効率的な分解ができないことを
見出した．また本宿主は，CAR存在下で培養すると（おそらく代
謝の停止に伴う毒性物質の蓄積を防ぐために），pCAR1・染色体
上のDNA領域の組換えを生じた菌株が出現しやすくなった．
次にゲノム配列既知の宿主Pseudomonas属細菌３株（P. putida 

KT2440，P. aeruginosa PAO1，P. fluorescens Pf0-1株）について，
高密度マイクロアレイを用いたトランスクリプトーム比較を
行った．その結果，宿主ごとに転写変動する遺伝子数は異なった
ものの，3株に共通して鉄獲得に関連する遺伝子の転写量が増大
しており，実際に一過的な鉄欠乏を生じることが判明した．また
pCAR1をもつKT2440株では，排出ポンプの発現が強く活性化
し，高濃度の抗生物質に耐性を示すことも判明した．一方，
pCAR1上の遺伝子は，宿主ごとに転写量の異なる遺伝子が見出
され，特に核様態タンパク質（nucleotide associated proteins，以
下NAPs）をコードする遺伝子は，pCAR1が安定に維持されるの
に重要な因子であることも判明した．

表．CAR分解菌の分解遺伝子群を運ぶ可動性遺伝因子
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４．　一細胞解析手法の確立とプラスミドの宿主域の解明
　２の結果から，実験室内で，培養可能な細菌を用いて行った接
合実験と，未培養・難培養性細菌を多数含む環境試料を用いた接
合実験とでは，結果として接合完了体の種類（＝宿主域）が変わ
る可能性が考えられた．そこで，pCAR1に加え，過去の研究でよ
り広範な種類の細菌に接合伝達可能なpBP136とNAH7をモデ
ルプラスミドとして用い，それぞれを有する供与菌と，未培養・
難培養性細菌を含む，土壌試料より抽出した微生物画分を受容
菌群として混合した．その後，接合完了体細胞を，培養せずに一
細胞ずつ検出・分離・解析し，各プラスミドの宿主域の決定を試
みた．一細胞レベルの解析手法としては，プラスミドを受け取る
ことでGFPが発現するシステムを利用し，蛍光を示す細胞をセ
ルソーターで一細胞ずつ検出・分離した後，各細胞から直接全ゲ
ノムを増幅して遺伝子解析を行った．その結果，培養行程を経な
い手法によって，3種類のプラスミドいずれについても，従来は
得られなかった細菌門（pBP136）や細菌網（pCAR1および
NAH7）に属する宿主を得ることに成功した（図１）．

5．　プラスミドデータベースの整備 
　近年，微生物のゲノム解読が急速に進むにつれ，塩基配列解読
済みのプラスミドの数も急増している．一方で，各プラスミドの
分類や，どの宿主にどのようなプラスミドが存在しているのか，
といったデータベースの整備は不十分であった．そこで，複製開
始タンパク質のアミノ酸配列に基づく分類と，接合伝達を担う
一連のタンパク質群のアミノ酸配列に基づく分類とを組み合わ
せて，公的データベースに登録済みの，約5000のプラスミドの配
列に対して適用し，全プラスミドの再分類を行った．また，宿主
の系統分類学的な関係と，プラスミドの特徴（サイズ，GC含量，
接合伝達性の有無）とを比較して整理した．実際に，我々が塩基
配列を決定したダイオキシン類化合物分解菌がもつ，新たなプ
ラスミドについて，本データベースを利用して調べたところ，類
似のプラスミドを持つ宿主グループが明らかになった．従って，
本データベースによって，今後見出される新規プラスミドの分
類が容易になると予想される．また，特定の遺伝子を有するプラ
スミドの選別時にも有効で，実際に本データベースを活用し，上
述したNAPs遺伝子のプラスミド上の分布を調べたところ，伝
達性を有し，サイズの大きいプラスミドほど，複数のNAPs遺伝
子を有することが判明した（図２）．

図１．一細胞解析に基づくプラスミドの宿主域の決定

おわりに
本研究では，プラスミドを中心とした，可動性遺伝因子の異なる
環境・宿主内における動態解析を行い，環境細菌間における可動
性遺伝因子の挙動を左右する，重要な環境因子・宿主因子・プラ
スミド上の因子を発見してきた．また，既知のプラスミドであっ
ても，従来知られていたよりも広範囲の細菌間を移動し，遺伝子
の授受を行っていることが示された．現在は，本研究で用いた手
法やデータベースを活用して，好気環境から，微好気・嫌気環境
へと対象を広げて，新たなプラスミドを探索するとともに，その
挙動について研究を行っている．
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図２．プラスミドデータベースの整備と利用


